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研究成果の概要（和文）：血圧を調節するアルドステロンは，副腎皮質球状帯においてアンギオテンシンII (A-II) の
刺激を受けて合成・分泌される．副腎皮質癌細胞株を用いたin vitroの研究で，A-IIの代謝産物がA-IIを介したアルド
ステロン合成を負に調節することを同定した．そして，アルドステロン合成を調整する代謝産物はアンギオテンシン1-
7であり，その作用はMAS受容体を介していることを解明した．これらの結果はMAS受容体を介した新たなアルドステロ
ン合成機構を示しており，新たな降圧薬の創薬につながる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Aldosterone which regulates blood pressure is produced by angiotensin II (A-II) in
 zona glomerulosa of adrenal cortex. We previously demonstrated that the metabolite of A-II negatively reg
ulated A-II mediated aldosterone production in human adrenocortical cancer cell line. In this study, we cl
arified that the metabolite was angiotensin 1-7 and it inhibit aldosterone production after A-II stimulati
on. The function of angiotensin 1-7 on aldosterone production was mediated by MAS receptor. We showed a ne
w aldosterone production machinery via MAS receptor and our results might be useful for new target of anti
-hypertensive agents.
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１．研究開始当初の背景 
  

応募者は， Wisconsin University の Dr. 
Cambell 研究室との共同研究で，High-pressure 
liquid chromatography（HPLC）を用いること
により，ヒト副腎皮質癌細胞株（HAC15, 
H295R の subclone）における A-II 代謝産物の
組成とタイムコースを明らかにした．さらに，
その後の in vitro における予備研究で，A-II
が完全に代謝された後の上清が，A-II 負荷後
のアルドステロン合成酵素（CYP11B2）の
mRNA 発現やアルドステロン分泌を抑制す
ることを同定した．そして，分泌されたアル
ドステロンやコルチゾールなどの個々のス
テロイドホルモンが，アルドステロン分泌に
影響をしないことを確認しており，上述の結
果は A-II の代謝産物による直接の影響と考
えられる． 
これらの結果から，レニン-アンギオテンシ

ン-アルドステロン系に新たな調節機構が存
在することが示唆され，A-II を介したアルド
ステロン分泌に，A-II 代謝産物によるネガテ
ィブフィードバック機構が存在することが
考えられる． 

 
２．研究の目的 
  
本研究では，アルドステロン分泌を負に調

節する A-II 代謝産物を同定し，さらに，同定
した A-II 代謝産物がアルドステロン分泌を
制御する機構を in vitro で明らかにすること
を目的とする．A-II 代謝産物によるアルドス
テロン産生のネガティブフィードバック機
構を明らかにすることにより，新規降圧薬の
創薬につなげることを目的とする． 

 
３．研究の方法 
  
 In vitro における研究に，アルドステロン産
生能を有する HAC15（ヒト副腎皮質細胞癌細
胞株）を用いた．アルドステロン分泌の評価
は，上清中のアルドステロン濃度を ELISA に
より測定し，CYP11B2 mRNA 発現解析を real 
time PCR を行うことにより評価した． 
 
(1) A-II 代謝後の上清によるアルドステロン
分泌に与える影響の検討 
 A-II が完全に代謝された後の培地を用い，
A-II と共培養することにより，A-II が代謝さ
れた上清がアルドステロン分泌に与える影
響を検討した． 
 
(2) A-II 代謝産物がアルドステロン分泌に与
える影響 

A-II の代謝産物の化学物質 (アンギオテン
シンⅣ，アンギオテンシン 1-7，アンギオテ
ンシン 3-7) を用い，個々の化学物質が A-II
との共培養下でアルドステロン分泌に与え
る影響を検討した． 
 
(3) MAS 受容体を介したアルドステロン分泌
能の評価 
 MAS 受容体阻害薬 (H2888) を用い，アン
ギオテンシン 1-7 による A-II 投与下における
アルドステロン分泌による影響を検討した． 
 
(4) MAS 受容体の下流シグナルである MAPK
に与える影響の評価 
 MAPK の評価は，ウエスタンブロッティン
グによる ERK1/2 のリン酸化を検出すること
で検討した． 
 
４．研究成果 
 

HAC15 において，A-II を投与すると，6 時
間の経過で，A-II は完全に代謝されることを
同定した．A-II が完全に消失した上清を
HAC15 に投与した際，アルドステロン分泌に
変化は認めなかった．次に，A-II が完全に消
失した上清とA-IIをHAC15に共培養すると，
A-II代謝産物の用量依存性にA-IIによるアル
ドステロン分泌は減弱することがわかった．
さらに，real time PCR でステロイド合成酵素
の発現解析を行ったところ，A-II 代謝産物の
上清投与群では，アルドステロン合成酵素 
(CYP11B2) の発現が低下してり，CYP11B2
の抑制によりアルドステロン分泌が阻害さ

アルドステロンは，遠位尿細管で Na の再吸
収を促進し，尿量や体液量の調節を行ってお
り，血圧を規定する重要なホルモンである．
レニン-アンギオテンシン系は，アルドステロ
ン分泌を制御し，アンギオテンシン II（A-II）
が副腎皮質球状帯の AT1R（A-II type1 受容体）
に結合することで，アルドステロン分泌は促
進される． 
アンギオテンシン I は 10 個のアミノ酸から

構成され，アンギオテンシン変換酵素（ACE）
により分解され，8 つのアミノ酸から成る A-II
が合成される．しかし，副腎皮質局所におけ
る A-II の代謝産物やその代謝に関わる機序に
ついて，全く報告されていなかった．その理
由として，A-II の代謝産物である数個のアミ
ノ酸を的確に同定することが困難であったた
めと考えられている． 



れていると考えた．これらの結果から，A-II
の代謝産物は，アルドステロン分泌の直接調
節作用を有さないものの，A-II を介したアル
ドステロン分泌に対し CYP11B2 発現を抑制
することにより，その合成を抑制しているこ
とがわかった． 
 続いて，A-II の代謝産物の化学物質 (アン
ギオテンシンⅣ，アンギオテンシン 1-7，ア
ンギオテンシン 3-7) を用い，個々の化学物質
がアルドステロン分泌に与える影響を検討
した．アンギオテンシンⅣやアンギオテンシ
ン 3-7 では，A-II によるアルドステロン分泌
を阻害しなかったが，アンギオテンシン 1-7
は A-II によるアルドステロン分泌を部分的
に抑制することを同定した（図 1）． 

アンギオテンシン 1-7 は MAS 受容体を介
した作用が報告されていることから，MAS
受容体阻害薬 (H2888) を用いたところ，アン
ギオテンシン 1-7 による A-II 投与下における
アルドステロン合成阻害作用は消失した．つ
まり，A-II の代謝産物であるアンギオテンシ
ン 1-7 は，A-II のアルドステロン合成を負に
調節し，MAS 受容体を介していることがわか
った． 
 MAS 受容体は MAPK を介した細胞内シグ
ナル伝達に活性化することが報告されてい
る（Zhuo JL, et al. Peptides 2011; 32: 1551-65）．
そこで，アンギオテンシン 1-7 投与下におけ
るA-II刺激でMAPKに与える影響を，ERK1/2
のリン酸化をウエスタンブロットで検出す
ることにより評価した．アンギオテンシン

1-7 を負荷することにより，A-II により活性
化される ERK1/2 のリン酸化は部分的に抑制
されることがわかった（図 2）． 
 
つまり，A-II の代謝産物であるアンギオテン
シン 1-7 は，A-II のアルドステロン分泌に対
し負のフィードバック機構を有し，その作用
はMAS受容体を介していることを同定した．
この結果は，今後の A-II を介したアルドステ
ロン分泌を制御する創薬の基盤になると考
えられる． 
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