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研究成果の概要（和文）：糖尿病は慢性的な高血糖状態から血管障害をきたすが詳細な分子機構は不明である。本研究
では、高血糖はミネラルコルチコイド受容体(MR)のN末端領域の糖鎖修飾(O-GlcNAc修飾)を介してユビキチン―プロテ
アソーム系による蛋白分解を抑制するためにMR蛋白発現レベルが上昇することにより、MR転写活性化をきたすことが明
らかとなった。糖尿病における治療抵抗性高血圧や臓器障害がMR拮抗薬により改善することが知られているが、本研究
の結果、高血糖によりアルドステロンレベルとは独立して、MR蛋白の安定化による発現レベルの上昇が糖尿病の腎障害
に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic hyperglycemia results in multiple vascular complications in diabetes 
mellitus; however, the precise mechanisms are unknown. The present study showed that hyperglycemia 
induces O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) modification of mineralocorticoid receptor (MR) at the 
N-terminus, which is followed by elevation of MR protein levels due to inhibition of the 
ubiquitin-proteaosme pathway-mediated protein degradation, thus resulting in MR transactivation. The 
pathological MR stabilization may be involved in renal dysfunction in type 2 diabetes mellitus.

研究分野： 内分泌代謝学
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１．研究開始当初の背景 
アルドステロンは、電解質および血圧調節に

関わるミネラルコルチコイドであり、食塩摂

取量によりアルドステロン分泌調節が行わ

れる。通常、食塩摂取量が過剰になるとアル

ドステロン分泌は抑制されるが、その抑制が

欠如している原発性アルドステロン症は近

年、高血圧症の 5%～15%を占め、心血管疾患

の罹患率が高いことが示されている。一方、

肥満、睡眠時無呼吸症候群、糖尿病、慢性腎

臓病などの生活習慣病では、治療抵抗性高血

圧を呈する例が多く、ミネラルコルチコイド

受容体(MR)拮抗薬の投与が有効である。この

ように、血中アルドステロン濃度が正常でも、

MR 活性化により治療抵抗性高血圧や臓器障

害をきたすこのような病態を「MR 関連高血

圧」として提唱してきた。一方、高血糖状態

では、グルコースが細胞内にとりこまれた後

に、ヘキソサミン合成系により

UDP-N-acetylglucoasmine が合成され、多様な

蛋白質が O-linked N-acetylglucosamine 

(O-GlcNAc)修飾を受けることが合併症に関

わっていることが報告されている。そこで、

本研究では高血糖状態における MR 蛋白の

O-GlcNAc 修飾と転写活性化の関連について

検討を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MR 関連高血圧の１つの糖尿病

の高血糖状態において、MR 活性化の分子機

構を in vitro および in vivo で明らかにするた

めに、次の３つを目的とした。 

（１）高グルコース条件下における MR 発現

レベル、MR 転写活性および O-GlcNAc 修飾 

（２）MR の O-GlcNAc 修飾残基の同定およ

び変異体作成による O-GlcNAc 修飾の意義の

検討 

（３）２型糖尿病モデル db/db マウスを用い

た MR O-GlcNAc 修飾と MR シグナルの検討 
 
３．研究の方法 
（１）高グルコース条件下における MR 発現

レベルおよび O-GlcNAc 修飾の検討 

MR安定発現細胞株HEK293-MRを5mMまた

は 30mM グルコースで培養して、Western blot

および免疫共沈降法により MR や

MR-O-GlcNAc修飾レベルを検討した。また、

HEK293 細胞に MR 発現プラスミド、MR 応

答性レポーター(3xMRE-E1b-luciferase)を過

剰発現し、10-10M aldosterone, PUGNAc 

(O-GlcNAc 修飾刺激薬)、DON (O-GlcNAc 修

飾阻害薬)を用いて処置した。 

（２）MR の O-GlcNAc 修飾および O-GlcNAc

修飾残基の同定 

MR の O-GlcNAc 修飾は、MR および

O-GlcNAc 抗体を用いた免疫共沈降法を用い

た。MR の種々の欠失変異体(AF-1a, AF-1b, ID 

domain)を用いて、同様の免疫共沈降法により

MR の O-GlcNAc 修飾を受けるドメインを絞

り込んだ。さらに、FLAG-MR 蛋白をアフィ

ニティカラムで精製後、in vitro O-GlcNAc 修

飾反応を行い、得られた生成物を LC-MS/MS

にて修飾残基の同定を行った。さらに、

O-GlcNAc 修飾残基のセリンをアラニンに変

異させたプラスミドを作成し、各変異 MR 蛋

白の発現レベルや転写活性を検討した。 

（３）糖尿病モデルマウス db/db における MR

シグナルの検討 

２型糖尿病モデルマウスとして db/db を用い、

対照は db/+を用いた。腎組織を摘出し、MR

や total O-GlcNAc, sgk1 レベルを Western blot

にて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）高グルコース条件下における MR 発現
レベルおよび O-GlcNAc 修飾の検討 
 HEK293-MR 細胞の培地中グルコース濃
度は 5mM において、MR 蛋白レベルはアル
ドステロン処置で著明に減少し、PUGNAc
処置で増加、DON 処置で減少を認めた。
30mM グルコース濃度下では、それらの
MR 蛋白レベルが 5mM の時と比べて増加
を認めた（図１）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 培地中グルコース濃度による MR 蛋白
レベルおよび O-GlcNAc 修飾レベルの検討 
 
（２）MR の O-GlcNAc 修飾および O-GlcNAc
修飾残基の同定 
 MR の O-GlcNAc 修飾は、通常培養条件下
では検出できず、PUGNAc 処置で刺激した時
に検出され、DON 処置で消失した（図１）。 
 MR の転写活性について、レポーターアッ
セイで検討した結果、10-10M アルドステロン
で約 20 倍の転写活性化を認め、25mM グルコ
ース条件下では、その約３倍の増強を認めた
（図２A）。さらに、PUGNAc 処置で増強し、
DON 処置で減弱を認めた（図２B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ A. 培地中グルコース濃度による MR
転写活性、B. 培地中グルコース濃度、
O-GlcNAc 修飾の変化による MR 転写活性 
 
（３）糖尿病モデルマウス db/db における MR
シグナルの検討 
 糖尿病モデルとして db/db マウスおよび対
照マウス db/+を用いて腎臓組織における MR
シグナルを検討した。高血糖を示す db/db マ
ウス腎臓では MR 蛋白レベルが約２倍に上昇
を認め、DON 処置で内因性 O-GlcNAc 修飾を
抑制すると対照レベルに減少した。さらに、
MRの下流のSgk1蛋白レベルもMR蛋白レベ
ルと並行した変化を認めた（図３）。MR 
mRNA レベルは群間の差を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ db/db および db/+マウスにおける MR
シグナル 

 
以上の結果より、高グルコース条件下ではア
ルドステロンによる MR 転写活性化が約２～
３倍に増強されることが示された。その分子
機構としては、アルドステロンの受容体であ
る MR 蛋白が O-GlcNAc 修飾を受けることに
より、ユビキチンープロテアソーム系による
蛋白分解が抑制されて、病的に安定化するこ
とが主な機序として示された。実際に、糖尿
病モデルマウスの db/db の腎組織において、
MR 蛋白レベルの増加を介して、Sgk1 蛋白が
並行して増加することが糖尿病における腎
障害に関わっていることが示された。 
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