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1. 要旨 
【目的、方法】アルドステロンの非上皮組織における多面的な作用が注目されているが、

直接的な心血管障害の分子機序は不明である。今回、Mitogen-Activated Protein 
Kinase Kinase Kinase (MAPKKK)のひとつである Apoptosis-Signal Regulating 
Kinase 1 (ASK1)の、アルドステロン誘導性心血管障害における役割を検討した。 野生

型マウスと ASK1 ノックアウトマウス(ASK1-/-)に 1%食塩水を飲水投与し、それぞれコント

ロール群、アルドステロン投与群、アルドステロン投与＋塩化カリウム補充群の３群に分け

た。浸透圧ポンプを用いてアルドステロンを４週間持続注入後、心血管および腎障害、炎

症、酸化ストレス、およびレニン-アンジオテンシン(RA)系への影響を比較検討した。 
【結果】アルドステロンの投与により血圧上昇やアルブミン尿排泄の増加、血中カリウム値

の低下を認めたが、野生型マウスと ASK1-/-間に有意差はなく、アルドステロンによる高

血圧、腎障害、低カリウム血症に ASK1 は関与しなかった。また、ASK1 はアルドステロン

による心肥大にも影響を示さなかった。一方、野生型マウスでは、アルドステロン投与によ

り心臓 ASK1 のリン酸化が亢進し、その下流分子 p38 も活性化された。さらに、アルドステ

ロン投与により冠動脈周囲や心筋間質でのマクロファージ浸潤、線維化の著明な増強が

みられ、MCP-1 や TGF-β1、1 型コラーゲンの mRNA 発現の増加を認めたが、アルド

ステロンによるこれらの障害は野生型マウスと比べ ASK1-/-で著明に減少した。また、カリ

ウム補充により低カリウム血症を補正することでもこれらの障害は一部改善したが、アルド

ステロンによる心血管障害はやはり同様に ASK1-/-で減弱した。以上から、血圧や腎障

害、血中カリウム値とは独立し、ASK1 は食塩/アルドステロンによる心血管での炎症や繊

維化の促進機序に直接的に関与していることが示された。次に、アルドステロンによる心

血管障害と関連の深い NADPH オキシダーゼや組織 RA 系に注目し、ASK1 との関連

性を検討した。野生型マウスでは、アルドステロン投与により心臓 NADPH オキシダーゼ

活性化を介するスーパーオキシドの著明な増加と、心臓の ACE や AT1 受容体の

mRNA および蛋白の著明な発現増加を認めたが、これらの増加はすべて ASK1-/-で有

意に減少した。また、野生型マウスでは、アルドステロン投与により NADPHオキシダーゼ

サブユニット Nox2 や Nox4 蛋白の発現増加がみられたが、ASK1-/-において Nox2 の

発現は著明に減少した。すなわち、食塩/アルドステロンによる心臓での酸化ストレス亢進

と局所 RA 系活性化にも ASK1 の強い関与が示された。  
【結論】(1)食塩/アルドステロンによる心筋間質および冠動脈周囲における炎症、線維化

の機序に ASK1 の活性化が関与している。(2)ASK1 は、Nox2 を介した NADPH オキシ

ダーゼ由来のスーパーオキシド産生増加と、ACE や AT1 受容体の発現増加による局所

RA 系活性化を介し、食塩/アルドステロンによる心血管障害に重要な役割を演じている。 



 4

Abstract of the Thesis 
Aim / Method: The molecular mechanism underlying aldosterone-mediated 
cardiac injury is unclear. We examined the role of ASK1, a MAPKKK, in 
aldosterone (ALD)/salt-induced cardiac injury in vivo. ALD was infused into 
wild-type and ASK1 deficient (ASK1-/-) mice for 4 weeks. Both strains of mice 
maintained on 1% NaCl drinking water were divided into 3 groups, including 
saline infusion (control), ALD infusion, or ALD infusion plus 0.3% KCl 
supplementation, to compare the in vivo effects of ALD/salt treatment.  
Results: ALD/salt treatment activated cardiac ASK1, p38, and ERK1/2 in 
wild-type mice, while did not apparently activate cardiac p38 in ASK1-/- mice. 
ALD/salt treatment in wild-type mice significantly increased blood pressure and 
albuminuria, and decreased plasma potassium levels. These effects of ALD/salt 
were not affected by ASK1 deficiency. Thus, ASK1 seems to play a minor role in 
ALD-induced hypertension and renal injury. ASK1 deficiency also failed to 
affect ALD-induced cardiac hypertrophy. However, ASK1 deficiency 
significantly ameliorated ALD-induced cardiac injury, such as the enhancement 
of cardiac macrophage infiltration, MCP-1 mRNA upregulation, cardiac 
interstitial and perivascular fibrosis, and mRNA upregulations of TGF-β1 and 
collagen type 1. Potassium supplementation little affected these amelioration by 
ASK1 deficiency of ALD-induced cardiac injury. Thus, ASK1 participates in 
ALD/salt-induced cardiac inflammation and fibrosis. Moreover, cardiac NADPH 
oxidase-mediated superoxide generation caused by ALD infusion was markedly 
lessened by ASK1 deficiency, ameliorating ALD-induced cardiac Nox2 
upregulation. Furthermore, ALD/salt treatment significantly upregulated 
cardiac expressions of the ACE and AT1 receptor in wild-type mice, while these 
upregulations were abolished by ASK1 deficiency. Thus, ALD/salt-induced 
cardiac injury is partially attributed to the cross-talk of ASK1 between ALD and 
cardiac renin-angiotensin system (RAS).  Conclusion: ASK1 is implicated in 
ALD/salt-induced cardiac inflammation and fibrosis, through the enhancement 
of cardiac NADPH oxidase-mediated ROS and the activation of cardiac RAS. 
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4. 略語一覧 
 
MR:  mineralocorticoid receptor 
CYP11B2: cytochrome p450, family 11, subfamily B, polypeptide 2 
11β-HSD2: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 
NYHA:  New York Heart Association 
PⅢNP:  procollagen typeⅢ amino-terminal peptide 
NO:  nitric oxide 
PAI-1:  plasminogen activator inhibitor-1 
NF-κB:  nuclear factor-κB 
AP-1:  activator protein 1 
NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
TBARS:  thiobarbituric acid-reactive substances 
mRNA:  messenger ribonucletic acid  
Nox:  NADPH oxidase 
gp91phox:  granulocyte protein 91 phagocyte oxidase 
Noxo1:  Nox organizer 1 
AngII:  angiotensin II 
ACE:  angiotensin converting enzyme 
RA:  renin-angiotensin 
AT1:  angiotensin type 1 receptor 
ASK1:  apoptosis signal-regulating kinase 1 
MAPK:  mitogen activated protein kinase 
MAPKK: mitogen activated protein kinase kinase 
MAPKKK: mitogen activated protein kinase kinase kinase 
JNK:  c-jun N-terminal kinase 
ERK:  extracellular signal-regulated kinase 
TNF-α:  tumor necrosis factor-α 
IL-1:  interleukin-1 
RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction 



 9

Ct:  threshold cycle 
IVST:  intraventricular septum wall thickning 
PWT:  posterior wall thickning 
LVEDd:  left ventricular end diastolic diameter 
LVESd:  left ventricular end systolic diameter 
FS:  fractional shortening 
ELISA:  enzyme linked immunosorbent assay 
PBS:  phosphate-buffered saline 
DAB:  3,3’-diaminobenzidine 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
BNP:  natriuretic peptide precursor type B 
Colla1:  procollagen type 1 
MCP-1:  monocyte chemoattractant protein-1 
TGF-β1: transforming growth factor-β1 
OCT:  optimal cutting temperature 
DHE:  dihydroethidium 
SDS-PAGE: sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
PVDF:  polyvinylidene difluoride 
TBS:  tris buffered saline 
BSA:  bovine serum albumin 
HRP:  horseradish peroxidase 
ECL:  enhanced chemiluminescene method 
BUN:  blood urea nitrogen 
NHE1:  Na+/H+ exchanger 1 
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5. 研究の背景と目的 
 
5-1 アルドステロンについて 
5-1-1 MR の古典的作用と非古典的作用 
 アルドステロンはアンジオテンシン II、カリウム、副腎皮質刺激ホルモンなどの刺激によ

り、主に副腎皮質球状帯で合成されるステロイドホルモンであり、生体内で体液、電解質

の恒常性を維持するために重要な役割を果たしている。ミネラロコルチコイドとして作用す

るアルドステロンはレニン-アンジオテンシン-アルドステロン系の最終シグナルであり、腎

および大腸の上皮細胞に作用して Na の再吸収と K の排泄を制御している。アルドステロ

ンによる臓器障害は、これまで腎遠位尿細管においてミネラロコルチコイド受容体(MR)を
介した Na の再吸収亢進による高血圧が主因と考えられており、このような作用は古典的

作用とよばれている。しかし近年、アルドステロンは、心臓、血管、脳、脂肪組織などの非

上皮組織に存在する MR を介し直接的に臓器障害を惹起することがわかってきており、こ

のような血圧を介さない作用が注目を集めている。 
 
5-1-2 ゲノム作用と非ゲノム作用 
 アルドステロンの作用は、細胞質内に存在する MR との結合•遺伝子の転写活性を介す

るゲノム作用と、比較的迅速に認められる遺伝子の転写活性を介さない非ゲノム作用に

区別される。 
 アルドステロンなどのステロイドホルモンは細胞質内に存在する受容体との結合、共役

因子のリクルート、核内への移行を経て転写因子としての役割を果たすが、これら一連の

ゲノム作用の課程は一定の時間(約 30 分以上)を要する。 
 一方、ステロイドにはゲノム作用では説明できない数分以内の早い時間経過で認められ

る現象があり、転写や蛋白合成を阻害する薬物に影響を受けないことから遺伝子の転写

を介さないとされる。この迅速なステロイドの作用は非ゲノム作用とよばれる。非ゲノム作用

の細胞内シグナルは細胞や組織によって異なっているとされ、当初、MR 阻害薬のスピロ

ノラクトンでブロックされず、グルココルチコイドでは認められないことから MR を介さない

現象と考えられ 1、膜に存在する未知のアルドステロン特異的受容体を介した現象である

と提唱された。しかし、その後にアルドステロンによる非ゲノム作用の一部が MR 阻害薬に

影響を受けるという in vitro の成績が報告されるようになっており、未知の膜受容体と古
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典的な MR を介した非ゲノム作用をまとめて機能的新規受容体として提唱されるむきもあ

る。 
 
5-1-3 アルドステロンと心血管疾患 
 MR は、腎遠位尿細管のみならず心血管組織(心筋細胞、繊維芽細胞、内皮細胞)など

の非上皮組織にも広く分布しており、またアルドステロン合成酵素(CYP11B2)の存在 2 や、

アルドステロンが MR に結合するために必要な 11β水酸化ステロイド脱水素酵素タイプ

2(11β-hydroxysteroid dehydrogenase2; 11β-HSD2)の存在が心血管を構成する細

胞に示されてから 3、アルドステロンが直接心血管系に作用することが明らかになってきた。

とくに、RALES(Randomized Aldactone Evaluation Study)4 研究以降、アルドステロ

ンの心血管病における役割は注目されている。 
 Pitts らにより報告された RALES 試験は、NYHAⅢからⅣ度、左室駆出率 35%以下の

重症心不全症例を対象とし、従来の標準治療にアルドステロン受容体拮抗薬であるスピ

ロノラクトンを併用することで、死亡率が 30%減少したと報告している。スピロノラクトンによ

る死亡率の減少は、進行性心不全による突然死の抑制によるものであり、その後の報告

で 、 RALES 試 験 で 心 筋 繊 維 化 の 指 標 と さ れ た P Ⅲ NP(procollagen type Ⅲ 
amino-terminal peptide)濃度が上昇している症例が予後不良であること、さらに PⅢ

NP が上昇している症例でスピロノラクトンの効果が顕著に見られたことがわかった 5。この

ことは、スピロノラクトンの心不全予後改善効果に、アルドステロンを介する心筋繊維化、

心室リモデリングの抑制が関与していることを示唆している。また、左室機能不全および心

不全を合併した急性心筋梗塞患者にエプレレノンを投与した効果を二重盲検プラセボ対

照試験で検討した研究 EPHESUS(Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction 
Heart Failure Efficacy and Survival Study)試験でも、エプレレノン群で全死亡、心

臓死が有意に低下した 6。 
 また、基礎研究においても、Weber らがラットにおいて血圧とは独立したアルドステロン

の心筋繊維化作用を報告 7 して以来、アルドステロンが心筋の繊維化とリモデリングを促

進することが明らかになっており、アルドステロンは心臓においてコラーゲン産生を亢進し、

繊維芽細胞の増殖を促すこと、さらに血管内皮細胞の NO(nitric oxide)を減少させ、過

酸化脂質および血液凝固を促進する PAI-1(plasminogen activator inhibitor-1)発現

を促進し、血栓性イベントを惹起することが知られている(アルドステロン誘導性血管炎：



 12

aldosterone-induced vasculopathy)。心筋繊維化の機序として、①直接効果としての

心筋繊維化、および②アルドステロン誘導性血管炎によって組織の微小梗塞が生じるた

め、と考えられているが詳細は未だ不明である。ヒトの不全心では、MR 発現が亢進して

おり、アルドステロンの取込みが上昇していると報告されている 8。これらの知見から、不全

心はアルドステロンの標的臓器であると考えられる。Rocha らはラット高血圧モデルを用い

た検討から、アルドステロンと食塩の負荷が血圧や心肥大の程度と独立して心筋の繊維

化作用を有することを明らかにした 9。一方、アルドステロンの作用は高食塩下で増強され、

低食塩では血管周囲繊維化などの組織変化は減弱することも知られている。また、以前よ

り血漿アルドステロン濃度が軽度上昇群で心血管障害が多いことが報告されている。アル

ドステロンによる心血管障害は独立した作用にも関わらず、その作用は食塩環境によって

異なり、アルドステロンと食塩との適切ではないバランスがある場合、たとえ血漿アルドステ

ロン濃度が正常範囲であっても臓器障害が認められる可能性が強く示唆されている 10。 
 
5-1-4 アルドステロンと酸化ストレス 
(1) 酸化ストレス産生系 
 酸化ストレスは、直接細胞を障害するばかりではなく、細胞内シグナル伝達系に影響を

与え、細胞の分化や増殖、アポトーシスなどに関与している。レドックスシグナリングの伝

達を担う活性酸素として、スーパーオキシド(O2-)と過酸化水素(H2O2)が知られている。ア

ルドステロン誘導性血管炎では、血管壁に出現してくる接着因子や炎症性メディエーター

などの遺伝子発現が炎症に先行して認められ、その大部分は酸化ストレスで誘導される

レドックス感受性遺伝子群(NF-κB や AP-1 など)であるとされ、アルドステロンによる炎症

誘導の機序として、MR 活性化により惹起される酸化ストレスの重要性が注目されている。

また、ラットに対してアルドステロンと食塩を数週間負荷すると、高血圧を伴った心血管、

腎障害が観察されるが 11, 12、これら組織内の NADPH オキシダーゼの各種膜コンポーネ

ントの mRNA 発現は増加し、過酸化脂質(TBARS; thiobarbituric acid-reactive 
substances)などの酸化ストレスのマーカーも増加することが報告されている 13, 14。一方、

MR 拮抗薬や抗酸化薬は、アルドステロンによる酸化ストレスを減少させ、臓器障害を著

明に抑制する。このことから、アルドステロンによる臓器障害は MR を介した NADPH オキ

シダーゼ、酸化ストレスの活性化によって生じていると考えられている 12, 13, 14。 
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(2) NADPH オキシダーゼ活性調節機構 
 活性酸素を生成する酵素として、膜タンパク質である NADPH オキシダーゼ(Nox)が知

られている。以前より、好中球やマクロファージなどの食細胞 NADPH オキシダーゼの活

性中心は、gp91phox という膜タンパク質に存在することが知られていた。しかし、最近

gp91phox のホモログが見出され、Nox(NADPH oxidase)ファミリーとよばれており、多様

な発現パターンを示すことがわかってきている 15, 16, 17。ヒトには 5 種の Nox が存在するが、

その中の Nox1 から Nox4 は p22phox と恒常的に会合している 16。p22phox は、2 回膜貫

通型のタンパク質であり、細胞質側にある C 末端側は Nox の活性化を担う可溶性タンパ

ク質(p47phox および Noxo1)が結合するための足場(プロリンリッチ領域)として働いている。

Nox の活性調節機構は未だ不明な点が多く、アルドステロンによる NADPH オキシダー

ゼの活性化機序も組織によって多様な報告があり、その詳細な機序は不明である。 
 
5-1-5 アルドステロンと局所レニン-アンジオテンシン系 
 Ang II は多面的な作用を介し心血管障害の発症や進展に寄与する代表的な心血管リ

スクホルモンである。最近、Ang II やアルドステロンの相互作用が注目されている。すな

わち、アルドステロン自体が ACE の発現を増加させ、さらに Ang II の作用を AT1 受容

体以降のレベルで増強することが心血管で示されている 18, 19, 20。全身性 RA 系が必ずし

も亢進していなくても、局所 RA 系の活性化が心血管障害の進展に重要な役割を果たし

ており、この場合 ACE 活性が Ang II 産生の律速因子と考えられている。高アルドステロ

ン血症で循環血漿量が増加し、全身性 RA 系が抑制された状態でも、アルドステロンによ

る心血管局所での ACE 活性化による Ang II 産生の増加や AT1 受容体および受容体

以降での Ang II の作用増強が生じ、局所での Ang II とアルドステロン間に悪循環

(vicious cycle)を形成し、心血管障害が進展していく機序が想定されている。アルドステ

ロンによる心血管障害機序の少なくとも一部には、局所 RA 系活性化による vicious cycle
形成の関与が示唆されているが、その詳細な機序は不明である。 
 
5-2 Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)について 
5-2-1 ASK1 の活性調節機構 
 ASK1 は、様々な物理•化学ストレスによって誘導される細胞死や細胞分化などの細胞

内 シ グ ナ ル 伝 達 を 仲 介 す る 分 子 と し て 1997 年 に 明 ら か に さ れ た
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MAP(Mitogen-activated protein)キナーゼキナーゼキナーゼであり、細胞外ストレス刺

激により ASK1 から p38/JNK という下流のストレス感受性 MAP キナーゼへシグナルを

伝達することが明らかになっている 21。また、ASK1は細胞内で2000kDaにも達する巨大

なシグナルソーム(細胞内情報伝達複合体)を形成し、厳密な制御を受けていると考えら

れており、その構成因子には、ASK1 活性化阻害因子であるチオレドキシンなど酸化スト

レスセンサー分子や、ASK1 活性化因子であるアダプター分子 TRAF2 および TRAF6
などのユビキチン化関連分子が含まれていることがわかっている 22。通常、ASK1 はチオ

レドキシンと複合体を形成することで、不活性化状態にあるが、活性酸素によりチオレドキ

シンが解離し、TRAF との複合体形成が促進されると、ASK1 は強く活性化される。また、

ASK1 の構造変化が ASK1 の活性化に重要であることもわかってきている 23。しかし、チ

オレドキシンや TRAF がどのように ASK1 に作用し機能しているのか、活性酸素などのス

トレスを感知する機構についてはまだ解明されていない部分が多い。ASK ファミリー分子

としては他に、ASK1 と非常に高い相同性をもつ ASK2 や ASK3 が同定されている。

ASK2 は ASK1 同様に広範な組織に分布し、細胞内で ASK1 と複合体を形成すること

で安定化すること 24、ASK3 は腎臓に高発現し、浸透圧の恒常維持など独自の機能をも

っている可能性が考えられており、機能解析が今も進んでいる。 
 
5-2-2 MAP キナーゼカスケード 
 MAP キナーゼ(MAPK)は酵母からヒトまで進化上高度に保存されたセリン/スレオニン

キナーゼであり、哺乳類では少なくとも、ERK(古典的 MAPK)、JNK、p38、ERK5 の 4
つのサブファミリーが存在する。MAPK カスケードは、細胞内シグナル伝達機構の中でも

特に重要な役割を果たしており、細胞の増殖、分化、細胞運動、細胞死といった現象に

深く関わっていることが明らかになっている 25-28。いずれの MAPK ファミリーもスレオニン

残基およびチロシン残基がリン酸化されることで活性化する。MAPK のスレオニン残基と

チロシン残基の両残基をリン酸化して活性化する分子が MAPK キナーゼ(MAPKK)であ

り、MAPK は自身のセリン残基あるいはスレオニン残基が MAPKK キナーゼ

(MAPKKK)でリン酸化されることで活性化される。このような、MAPKKK⇒MAPKK⇒

MAPK と連続したリン酸化を通じて上流から下流へとシグナルを伝える反応を MAPK カ

スケードと呼ぶ。 
 JNK は、紫外線照射、熱ショック、高浸透圧、タンパク質合成阻害などのストレス刺激、
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また TNF-α、IL-1 などの炎症性サイトカインによって活性化し、ストレス応答、細胞の生

存またはアポトーシス、サイトカインの誘導などに重要な役割を果たす一方、分化や形態

形成にも関与することが知られている。p38 も、JNK 同様に様々なストレス刺激、炎症性

サイトカインによって活性化され、ストレス応答、細胞分化、さらには細胞周期の制御にも

関与することが知られている。ほか、最近はインスリン抵抗性 29 や記憶 30、老化 31 などと

MAPK の関係が注目されている。 
 また、アポトーシス誘導リン酸化酵素として認識された ASK1 は、JNK や p38 といった

MAPK の上流に存在する MAPKKK であるが、最近はストレスに応じて細胞成長、生存、

分化や炎症反応を含めた様々な細胞機能に関与することが報告されており、これまでの

我々の研究でも Ang II によって引き起こされる酸化ストレスや様々な病態に深く関与して

いることが示されている 32-35。 
 
5-2-3 心血管疾患における酸化ストレスと ASK1 
 以前より我々は、ASK1 が Ang II によって引き起こされる酸化ストレスなどの一連のシグ

ナル伝達に重要な役割を演じていること、アポトーシスのみならず炎症や細胞増殖など

様々な細胞応答に関与し、心血管病の発症に深く関わっていることを報告してきた。例え

ば、マウスのアンジオテンシン II 持続注入による高血圧•心肥大•心臓リモデリングモデル

32、ラット頸動脈のバルーン傷害モデル 33、マウスの下肢虚血モデル 34、あるいはダール

食塩感受性高血圧ラットの高血圧性心拡張不全モデル 35 による検討で、Ang II による心

肥大や心血管リモデリング、血管新生、血管内皮機能不全にASK1が関与していることを

以前に報告している。しかしながら、酸化ストレスによる ASK1 活性化の機序や、ASK1 の

下流である JNK や p38 それぞれの心血管病における詳細な役割など依然不明な点は

多い。また、レニン-アンジオテンシン系の最終ホルモンであるアルドステロンと ASK1 との

関係についてはこれまでに報告がなく、不明である。 
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5-3 研究目的 
 
 脳血管や心臓、腎臓などの非上皮組織におけるアルドステロンの多面的な作用が注目

されている。心臓では心筋細胞や繊維芽細胞、内皮細胞に MR の存在が示されており、

アルドステロンが心血管の独立したリスクホルモンであることがわかってきているが、その

詳細なメカニズムは不明である。また、我々はこれまでに、Ang II によって惹き起こされる

様々な病態に ASK1 が深く関与していることを報告してきたが、レニン-アンジオテンシン

系の最終ホルモンであるアルドステロンと ASK1 との関係を示す in vivo での報告はこれ

までになく、不明である。今回、食塩/アルドステロンの心血管障害における ASK1 の役割

を ASK1 ノックアウトマウスを用いて検討し、その分子機序について検討した。 
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6.  実験方法 
 
6-1 実験動物と研究プロトコール 
 雄性 ASK1ノックアウトマウス(ASK1-/-)21, 36と野生型マウス(C57BL/6)(日本チャールズ

•リバー)を今回の実験で使用した。ASK1-/-は、東京大学医学薬学研究科 一條秀憲教

授から頂いたものを当教室で繁殖させた。また、同マウスの遺伝的な変異を減らすため

10 世代以上 C57BL/6 と戻し交配させたものを使用した。尚、動物実験は熊本大学動物

実験委員会の定める動物実験等に関するガイドラインに従って行った。 
 アルドステロンによる心血管障害における ASK1 の役割を検討するため、13 週齢の

ASK1-/-と同週齢にマッチングさせた野生型マウスに対し、1%食塩水を飲水 37-39 させると

同時に、浸透圧ポンプを用いてアルドステロンを 4 週間持続注入させ、アルドステロンによ

る臓器障害への影響を比較した 40-42。グループは、①野生型マウス、生理食塩水投与(対
照)群、②野生型マウス、アルドステロン投与群、③野生型マウス、アルドステロン投与＋

0.3%塩化カリウム補充群、④ASK1-/-、生理食塩水投与(対照)群、⑤ASK1-/-、アルドス

テロン投与群、⑥ASK1-/-、アルドステロン投与＋0.3%塩化カリウム補充群、の計 6 群に

分け評価した。アルドステロン投与 4 週間後、エーテル吸入麻酔し右心系より経心臓的に

ヘパリン採血を行い、4℃、3000 回転、10 分で遠心後に血漿を凍結保存した。また、頸

動脈や胸部大動脈、心臓を速やかに摘出し、心臓は左心室のみ分離し病理組織(凍結

切片、パラフィン切片)、リアルタイム RT-PCR、ウエスタンブロッティングにて評価を行っ

た。 
 
6-2 アルドステロン持続注入 
 10%ネンブタールをマウス腹腔内に投与し鎮静後、5%エタノールに溶解したアルドステ

ロン(SIGMA)を浸透圧ミニポンプ(DURECT Co.; alzet model 1002)を用いて皮下に埋

め込み、0.2mg/kg/day で持続注入させた 40-41。また、浸透圧ポンプは 2 週間後に新しい

ものへ交換し、計 4 週間アルドステロンを持続投与させた。 
 
6-3 血圧測定、代謝ケージ 
 実験期間中、プレチスモグラフィーとカフを用いて血圧や心拍数を毎週 tail cuff 法によ

り非観血的に測定した。また、毎週マウスを 1 ケージ 1 匹ずつマウス用代謝ケージ(LSG 
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Co.; TECNIPLAST 3600M021)に入れ、飲水量や尿量(24 時間蓄尿)などの代謝動態

を評価した。 
 
6-4 経胸壁心エコー 
 経胸壁心エコー検査は、12MHz の心エコー用プローブのついた心エコーシステム

(PHILIPS SONOS-4500)を用いた。マウスを、2%キシラジン (5mg/kg)とケタミン

(50mg/kg)の腹腔内注射で浅麻酔し、剃毛後に仰臥位にて検査した。左室乳頭筋レベ

ルの M モード法で、拡張末期での左室心室中隔厚(IVST)、後壁厚(PWT)、左室拡張末

期 径 (LVEDd) 、 左 室 収 縮 末 期 径 (LVESd) 、 短 縮 率 (FS) を 測 定 し 、

[(LVEDd+IVST+PWT)3 – LVEDd3]x1.055 (mg/mm3)を用い LV mass を推算した 43。 
 
6-5 尿中アルブミン排泄量測定 
 尿中アルブミン量は、市販のアルブミン測定キット AssayMax Mouse Albumin ELISA 
Kit (Assaypro LLC)を使用し測定し、尿中クレアチニン値で補正した。 
 
6-6 免疫組織化学検査 
 心筋組織でのマクロファージ浸潤を評価するため、CD68 免疫染色を行った。10μm に

薄切した凍結心臓切片を、4%パラホルムアルデヒド/PBS に 15 分間浸し固定させた後、

0.3%H2O2にて 30 分間、内因性ペルオキシダーゼブロックを行い、PBS で洗浄。PBS で

希釈した Triton-X 入り 2%スキムミルクで 30 分ブロッキングを行った後、ラット抗マウスマ

クロファージ CD68(Serotec)の一次抗体を 500 倍希釈で 4℃ overnight でインキュベー

トした。その後、PBS で洗浄し、ラット IgG 二次抗体(BioSource、Camarillo、CA、USA)
を 500 倍希釈で室温 2 時間で反応させ、洗浄後に 3,3’-diaminobenzidine(DAB; Dako 
Cytomation、Carpinteria、CA、USA)で検鏡しながら発色。ヘマトキシリンで対比染色

させた。マクロファージ浸潤の定量は 1 視野あたりの陽性細胞数をカウントし、10 視野以

上の平均陽性細胞数で各群間を比較した。 
 心筋間質および冠動脈周囲の繊維化を評価するため、Sirius red F3BA(Aldrich 
Chemical Company、Milwaukee、USA)染色を行った。摘出した心臓組織は解剖後に、

4%パラホルムアルデヒドで一晩浸して固定し、パラフィン包埋させ 5μm スライスの切片を

作成。0.5%飽和ピクリン酸水溶液で溶解した Sirius red F3BA で染色後、Lumina 
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Vision version 2.2 の解析ソフトを用いて評価した。左室心筋間質の繊維化は、抽出した

Sirius redF3BA 陽性部を全面積あたりの面積比で算出し、冠動脈周囲の繊維化は、血

管周囲の繊維化面積を血管面積との比で評価した 44。 
 
6-7 リアルタイム RT-PCR 
6-7-1 RNA 抽出と逆転写反応 
 凍結心臓組織 30mg 程度をフェノールとチオシアン酸グアニジンの混合液 TRIzol 
Regent(Invitrogen)に加え溶解ホモジナイズし、クロロホルムを加え4℃、12000g、10分

で遠心分離した。RNA を含む水層を回収しイソプロパノールを加え RNA を沈殿させ、全

RNA を単離した。単離 RNA は乾燥させないように RNase free の蒸留水(DEPC 水; 
diethylpyrocarbonate、SIGMA)に溶解し、吸光度を測定した。 
 また、速やかに溶解した 1μg の RNA から QuantiTect® Reverse Transcription Kit 
(QIAGEN Inc.、Hilden、ドイツ)を用いてプロトコールに従い、相補的 DNA を合成し、

鋳型 DNA として PCR を行った。ゲノム DNA は、逆転写反応を行う際にゲノム DNA 除

去反応液添加による除去ステップを行い除去させた 44。 
 
6-7-2 リアルタイム PCR による遺伝子発現解析 
 PCR 増幅産物の蛍光検出法としてインターカレーター法を用い、SYBR® Green I を使

用し、DNA polymerase や MgCl2、DNA 分解酵素が含まれる SYBR® Premix Ex 
TaqTM (TaKaRa Bio Inc,)を反応系に加え、PCRシステムThermal Cycler Dice® Real 
Time System (TaKaRa Bio Inc.)で増幅産物の生成量をモニターした 44。 
プロトコールは、初期変性として 95℃10 秒、1 サイクル、PCR を 95℃5 秒、60℃30 秒の

40 サイクルとし、最終ステップとして PCR 増幅産物の特異性を融解曲線分析で確認した。

閾値と増幅曲線の交点を Ct 値とする Crossing point 法で算出られた Ct 値は、ハウスキ

ーピング遺伝子 GAPDH で標準化し相対定量を行った。使用したプライマーの塩基配列

は以下の通りである。 
ACE;  F(forward), 5’-AGTACAACTGGGCGCCAAACA-3’ 
  R(reverse), 5’-GGAAATTGACGCGGTTGGAC-3’ 
AT1a;  F, 5’-GGACACTGCCATGCCCATAAC-3’ 
  R, 5’-TGAGTGCGACTTGGCCTTTG-3’ 
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BNP;  F, 5’-AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGAGCA-3’ 
  R, 5’-AGAGCTGTCTCTGGGCCATTTC-3’ 
Colla1;  F, 5’-CCTGGCAAAGACGGACTCAAC-3’ 
  R, 5’-GCTGAAGTCATAACCGCCACTG-3’  
MCP-1;  F. 5’-GCATCCACGTGTTGGCTCA-3’ 
  R, 5’-CTCCAGCCTACTCATTGGGATCA-3’ 
TGF-β1; F, 5’-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 
  R, 5’-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’ 
 
6-8 心臓スーパーオキシド測定 
6-8-1 ジハイドロエチジウム(DHE)染色による in situ スーパーオキシド測定 
 マウスより摘出した心臓組織(左室心筋)は、すぐに Tissue-Tek O.C.T. (Sakura 
Finetek)にて急速凍結し包埋した。凍結標本はクライオスタットを用いて 10μm に薄切し、

蛍光プローベである DHE(Sigma Chemical Co) 2μmol/L で暗所 37℃にて 30 分間イ

ンキュベートした。蛍光顕微鏡を用い、488nm、574-595nm の励起波長で心臓のスーパ

ーオキシド産生量を蛍光強度にて評価した。DHE 蛍光強度の定量は、Lumina Vision 
version 2.2 の解析ソフトを用いて、平均蛍光強度の測定結果を対照群の蛍光強度に対

する割合で評価した 44。 
 
6-8-2 Lucigenin 化学蛍光法を用いた ex vivo スーパーオキシド測定(NADPH オキシ

ダーゼ活性) 
 摘出した心臓組織を POLYTRON homogenizer PT1200E (KINEMATICA AG)を
用い modified-Krebs/HEPES バッファー(pH 7.4)にて氷上でホモジナイズし、遠心分離

(1000g x 5 分)後に上清を採取した。37℃、30 分間平衡化した上清サンプルに基質であ

る NADPH(10μM)と電子供与体である Lucigenin 10μM (Sigma Chemical Co.)を
添加し、Lucigenin による化学発光を 15 秒毎に計 5 分間、化学蛍光測定器(BLR-201、

Aloka)を用いて NADPH オキシダーゼ活性として測定した 45。サンプルの蛋白量は

Bradford 法にて定量し、蛍光測定値を蛋白量で補正した。 
 
6-9 ウエスタンブロット分析 
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6-9-1 心臓蛋白抽出と蛋白量調整 
 心臓組織をタンパク質抽出緩衝液(Hepes 20mmol/L(pH 7.2)、NaCl 25mmol/L、

TritonX-100 0.1% 、 EGTA 2mmol/L 、 NaF 50mmol/L 、 β -glycerophosphate 
25mmol/L、aprotinin 60μg/mL、Leupeptin 2μg/mL、Na3VO4 1mmol/L、PMSF 
1mmol/L、DTT 0.2mmol/L)で、POLYTRON homogenizer PT1200E を用いて氷上

でホモジナイズし、さらに氷上で 1 分間ソニケーションを行った。4℃、10000g、30 分の高

速遠心で得た上清サンプルは、Bradford 法を用い蛋白定量し、濃度を調整後に熱変成

させ、抽出蛋白サンプルとして電気泳動に用いた 44。 
 
6-9-2 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE) 
 分離ゲル 7.5%あるいは 12%のアクリルアミドゲルとスラブ型の泳動槽を用い、ゲル 1 枚

あたり 20mA の定電流設定で泳動を行った。泳動用緩衝液としてトリス-グリシン-SDS を

用い、ゲルの各ウェルにサンプルと分子量マーカーを注入し泳動した 44。 
 
6-9-3 ウエスタンブロッティング 
 電気泳動で分離したゲル中の蛋白を膜(メンブレン)に転写するため、セミドライブロッテ

ィング装置(BIO-RAD Trans-Blot SD cell)に、PVDF(polyvinylidene difluoride)メン

ブレンとゲルを重ね、同じ大きさのろ紙ではさみ、2mA/cm2 の定電流で通電した。PVDF
メンブレンは疎水性のため、使用前にメタノールに浸し親水化処理を行った。転写したメ

ンブレンを洗浄の上、ブロッキング緩衝液(TBS-Tween 液で希釈した 0.1%BSA)で一晩

ブロッキングした。ブロッキング後のメンブレンは 1 次抗体と 4℃で一晩緩やかに震盪させ、

TBS-Tween20 液で洗浄後に HRP 標識 2 次抗体で室温 1 時間反応させた。メンブレン

は ECL-plus(Amersham Bioscience)を用いて現像しバンドを可視化した。バンドの濃

度は J-image ソフトを使用して定量化し、各検体をそれぞれのα-チュブリン発現量で補

正した。 
 各種一次抗体の抗体濃度は以下の通りである。 
抗リン酸化 ASK1 抗体(1000 倍希釈)、抗リン酸化 p38 抗体(2000 倍希釈、Cell 
signaling Technology Inc)、抗 p38 抗体(2000 倍希釈、Cell signaling Technology 
Inc)、抗リン酸化 ERK 抗体(2000 倍希釈、Cell signaling Technology Inc)、抗 ERK
抗体(2000 倍希釈、Cell signaling Technology Inc)、抗 Nox2 抗体(2000 倍希釈、BD 
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Transduction Laboratories)、抗 Nox4 抗体(1000 倍希釈、Abcam)、抗 p22phox 抗体

(2000 倍希釈、Santa Cruz Biotechnology Inc)、抗 AT1 受容体抗体(2000 倍希釈、

Santa Cruz Biotechnology Inc)、抗 ACE 抗体(2000 倍希釈、Abcam)、抗ミネラロコル

チコイド受容体抗体(1000 倍希釈、Santa Cruz Biotechnology Inc)。 
 
6-10 統計学的検査 
 データ値はすべて平均値±標準誤差で表記した。経時的な評価は、Windows 版 Stat 

View(SAS Institute, Inc. Cary、North Carolina、USA)を用いて二元配置分散分析

(two way ANOVA)、最小有意差法(Fisher の PLSD 法)で解析した。その他のデータは一

元配置分散分析(one way ANOVA)、Fisherの PLSD法を用いた。すべての検討において、

P<0.05 を統計学的有意とした。 
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7.  実験結果 
Wild-type mice と ASK1 deficient mice (ASK1-/-)に対するアルドステロン持続投与の

影響の比較 
 
7-1 アルドステロンの血圧への影響 
 ASK1-/-は Wild-type と比較し、発育の課程で外見上特に差を認めなかった。アルドス

テロンの持続投与により、血圧は徐々に上昇しアルドステロン投与 4 週後にはアルドステ

ロン非投与群と比較し最終的に 20mmHg 程度の昇圧を認めた。しかし、Wild-type と

ASK1-/-の昇圧効果は経時的にどの週齢においても同等であり、両系統間で差を認めな

かった。 
 また、飲水による 0.3%塩化カリウムの補充は、アルドステロン投与による血圧上昇に影

響を示さず、アルドステロン投与+カリウム補充群の両系統間でも経時的な差を認めなか

った。(図 11-1) 
 
7-2 アルドステロンの電解質、腎障害への影響 
 Wild-typeとASK1-/-間のコントロール群において、体重、血漿ナトリウム濃度、血漿カリ

ウム濃度、BUN、クレアチニン値、尿中クレアチニン値で補正した尿中アルブミン排泄量

に差を認めなかった (表 10-1)。また、アルドステロンの 4 週間持続投与により、血漿ナトリ

ウム濃度の有意な上昇 (p<0.01 vs アルドステロン非投与群(A(-))、血漿カリウム濃度の

有意な低下  (p<0.01 vs A(-))、BUN やクレアチニン値の有意な低下を認めたが 
(p<0.01 vs A(-))、いずれも両系統マウス間で差を認めなかった。 
 さらに、アルドステロンの 4 週間持続投与は、尿中アルブミンの排泄量を著明に増加さ

せた (p<0.01 vs A(-))。しかし、アルドステロンによるアルブミン排泄量増加は Wild-type
と ASK1-/-の両系統マウス間で差を認めなかった。 
 0.3%の塩化カリウム補充は、アルドステロン投与群と比較し、アルドステロン持続投与に

よる低カリウム血症を有意に改善し (p<0.05)、またアルドステロン持続投与による尿中ア

ルブミン排泄量増加を有意に抑制させた (p<0.01)。しかし、カリウム値、アルブミン排泄

量ともに、アルドステロン投与+カリウム補充群の両系統マウス間で差を認めなかった。 
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7-3 アルドステロンによる心臓 ASK1 活性化と MAPK への影響 
 図 11-2(A)に示すように、アルドステロンの持続投与は Wild-type 心臓における ASK1
のリン酸化を有意に亢進させた (p<0.01 vs Wild-type, A(-))。当然、ASK1-/-では

ASK1 の発現を認めなかった。 
 また、アルドステロンの持続投与は、Wild-type において p38 や ERK のリン酸化も有意

に増加させた (それぞれ p<0.01、p<0.01 vs Wild-type, A(-)) (図 11-2(B)、図 11-2(C))。
しかし、当然のことながら ASK1 の下流にある p38 のリン酸化は、ASK1-/-で有意に抑制

されていた (p<0.01 Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+))のに対し、ERK のリン酸化は

Wild-type と ASK1-/-との間で差を認めなかった (図 11-2(C))。 
 
7-4 アルドステロンによる心肥大と心臓での炎症への影響 
 図 11-3(A)に示すように、アルドステロン持続投与は Wild-type と ASK1-/-の左心室重

量を同程度に増加させた (p<0.01 vs Wild-type, A(-)、p<0.05 vs ASK1-/-, A(-))が、両

系統マウス間で差を認めなかった。また、0.3%塩化カリウムの補充は、両系統マウスとも

にアルドステロンによる心重量増加に影響を示さなかった (図 11-3(A))。これらの結果は、

経胸壁心エコー所見と同様であり、アルドステロン持続投与は、左室中隔壁厚と左室後

壁厚の有意な肥厚を認め (それぞれ p<0.01、p<0.01 vs A(-))、また体重補正による推

定式で算出される LV mass index の有意な増加を認めたが (p<0.01 vs A(-))、両系統

マウス間に差を認めなかった (NS Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+)) (表 10-2)。 一方、

アルドステロン持続投与により Wild-type と ASK1-/-で有意に増強された心臓での BNP
の mRNA 発現は (p<0.01 vs Wild-type, A(-)、p<0.01 vs ASK1-/-, A(-))、Wild-type
と比較し ASK1-/-でその発現増強が有意に抑制され (p<0.01 Wild-type, A(+) vs 
ASK1-/-, A(+))、アルドステロン投与+カリウム補充群でも ASK1-/-においてその発現増

強は有意に抑制された  (p<0.05 Wild-type, A(+)+KCl vs ASK1-/-, A(+)+KCl) (図
11-3(B))。 
 アルドステロンの持続投与は、Wild-type 心臓においてマクロファージの浸潤を有意に

増強させ (p<0.01 vs Wild-type, A(-))、その浸潤は心筋間質と冠動脈周囲に集族して

いた (図 11-3(C))。同様に、アルドステロン持続投与は Wild-type 心臓での MCP-1 の

mRNA 発現を有意に増強させたが  (p<0.01 vs Wild-type, A(-)) (図 11-3(D))、
Wild-type と比較し ASK1-/-はアルドステロンによる炎症細胞浸潤や MCP-1 の発現増強
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を有意に抑制した (それぞれ p<0.01、p<0.01 Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+))。 ま

た、0.3%塩化カリウムの補充は、アルドステロン持続投与による炎症細胞浸潤や MCP-1
発現増強を Wild-type で一部改善させた (それぞれ p<0.05、p<0.01 Wild-type, A(+) 
vs Wild-type, A(+)+KCl)。しかし、アルドステロン投与+カリウム補充群において炎症細

胞浸潤と MCP-1 発現増強はやはり Wild-type に比べ ASK1-/-で有意に抑制された (そ
れぞれ p<0.01、p<0.01 Wild-type, A(+)+KCl vs ASK1-/-, A(+)+KCl)。 
 また、アルドステロン持続投与は、左室拡張末期の内腔径を有意に拡大させた 
(p<0.05 vs Wild-type, A(-)、p<0.05 vs ASK1-/-, A(-))が、Wild-type と ASK1-/-との間

に差はなかった。左室収縮期末期径と短縮率は、アルドステロンを投与しても変化はみら

れず、両系統マウス間にも差を認めなかった (表 10-2)。 
 
7-5 アルドステロンによる心臓繊維化作用への影響 
 図 11-4(A)、(B)に示すように、アルドステロン持続投与は、Wild-type および ASK1-/-
での心筋間質 (p<0.01 vs Wild-type, A(-)、p<0.05 vs ASK1-/-, A(-))や冠動脈周囲 
(p<0.01 vs Wild-type, A(-)、p<0.01 vs ASK1-/-, A(-))の繊維化を有意に増強した。し

かし、アルドステロンによる繊維化促進は、Wild-type と比較し ASK1-/-で有意に抑制さ

れた (心筋間質; p<0.01、冠動脈周囲; p<0.01 それぞれ Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, 
A(+))。 同様に、アルドステロンの持続投与は Wild-type において心臓での TGF-β1
や 1 型コラーゲンの mRNA 発現を有意に増強したが (それぞれ p<0.01、p<0.01 vs 
Wild-type, A(-))、アルドステロンによるこれらの発現増強は Wild-type と比較し ASK1-/-
で有意に抑制された (それぞれ p<0.01、p<0.01 Wild-type. A(+) vs ASK1-/-, A(+)) 
(図 11-4(C)、(D))。 
 また、0.3%塩化カリウムの補充は、アルドステロンによる心筋間質や冠動脈周囲の線維

化増強、TGF-β1 や 1 型コラーゲンの発現増強に関し改善傾向を示し、一部は冠動脈

周囲繊維化や TGF-β1 (それぞれ p<0.05、p<0.05 Wild-type, A(+) vs Wild-type, 
A(+)+KCl)の発現を有意に改善させた。しかし、アルドステロン投与+カリウム補充群にお

いて心筋間質や冠動脈周囲の線維化増強、TGF-β1 や 1 型コラーゲンの mRNA 発現

増強は、やはり Wild-type と比較し ASK1-/-でいずれも有意に抑制された (それぞれ

p<0.05、p<0.01、p<0.01、p<0.01 Wild-type, A(+)+KCl vs ASK1-/-, A(+)+KCl)。 
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7-6 アルドステロンによるスーパーオキシド産生と NADPH オキシダーゼ活性への影響 
 in situ ジハイドロエチジウム染色と、ex vivo でルシゲニンアッセイを用いて、心臓にお

けるスーパーオキシド産生を評価した。アルドステロンの持続投与は Wild-type において、

心臓でのスーパーオキシド産生を有意に増加させ (p<0.01 vs A(-))、心臓 NADPH オキ

シダーゼの活性を有意に増強した (p<0.01 vs A(-))。これらのアルドステロンによる酸化

ストレス増強効果は、0.3%塩化カリウムを補充しても変化せず、Wild-type と比べ

ASK1-/-で有意な抑制を認めた (図 11-5(A); p<0.01 Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, 
A(+)、p<0.05 Wild-type, A(+)+KCl vs ASK1-/-, A(+)+KCl、図 11-5(B); p<0.01 
Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+)、p<0.01 Wild-type, A(+)+KCl vs ASK1-/-, 
A(+)+KCl)。 
 
7-7 アルドステロンの NADPH オキシダーゼサブユニットへの影響 
 NADPH オキシダーゼサブユニットの膜タンパク Nox2、Nox4、p22phox の発現をウエス

タンブロット法を用いて調べた。アルドステロンの持続投与は、心臓 Nox2 の蛋白発現を

Wild-type および ASK1-/-の両系統マウスで有意に増強したが (それぞれ p<0.01、

p<0.01 vs A(-))、アルドステロンによる発現増強効果は Wild-type に比べ ASK1-/-で有

意に抑制された (p<0.01 Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+)) (図 11-6(A))。心臓 Nox4
は、Nox2 同様にアルドステロン投与により両系統マウスで有意な発現増加を認めた (そ
れぞれ p<0.01、p<0.01 vs A(-))。しかし、Wild-type と ASK1-/-との間に差はみられなか

った (NS Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+)) (図 11-6(B))。また、心臓 p22phox はアルド

ステロンを投与しても発現に変化がなく、Wild-typeと比較しASK1-/-においてベースライ

ンから低値を呈していた (p<0.01 Wild-type, A(-) vs ASK1-/-, A(-)、p<0.01 Wild-type, 
A(+) vs ASK1-/-, A(+)) (図 11-6(C))。 
 
7-8 アルドステロンの局所レニン•アンジオテンシン系への影響 
 アルドステロンの持続投与は、Wild-type において心臓での ACE ならびに AT1 受容体

の蛋白発現 (それぞれ p<0.01、p<0.01 vs A(-))、mRNA の発現 (それぞれ p<0.01、

p<0.01 vs A(-))をいずれも有意に増加させた。しかし、ASK1-/-では、アルドステロンによ

るこれら RA 系コンポーネントの蛋白発現ならびに mRNA 発現の増加効果を全く認めな

かった (図 11-7(A)、(B)、(C)、(D))。 
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 また、心臓におけるミネラロコルチコイド受容体の蛋白発現は、アルドステロンを投与し

ても変化はなく、Wild-type と ASK1-/-の間にも差を認めなかった (NS Wild-type, A(-) 

vs ASK1-/-, A(-)、NS Wild-type, A(+) vs ASK1-/-, A(+)) (図 11-8)。 
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8.  考察 
 
 本研究は、食塩存在下でアルドステロンによって惹起される心臓間質および血管周囲

の炎症と繊維化促進の機序に、ASK1 が重要な働きをしていることを証明した。また、そ

の機序として、ASK1 の活性化を伴った、NADPH オキシダーゼの活性化による酸化スト

レスの亢進と、ACEやAT1受容体の発現増加による局所レニン•アンジオテンシン系の活

性化が深く関与していることをはじめて証明した。本研究により、以前より指摘されている

酸化ストレス亢進と局所 RA 系活性化を介した食塩/アルドステロンによる心血管障害の分

子機序を解明した。 
 
 各種疾患モデル動物を用いた研究や臨床試験の結果より、アルドステロンが高血圧や

心血管障害の独立したリスクホルモンであることが明らかとなっている。心血管系における

アルドステロンの作用としては、心臓繊維化、心肥大、血管内皮機能障害が知られている。

高食塩摂取下でのミネラロコルチコイド依存性高血圧モデルラットでも繊維化を伴った心

肥大や腎障害が生じ、これらは非降圧量の MR 拮抗薬の投与により改善することが確認

され 38、血圧に依存しないアルドステロンの心血管作用を示す結果が同様に次々と報告

されている。また、Rocha らはラット高血圧モデルを用いた検討から、アルドステロンと食

塩の負荷が血圧や心肥大の程度と独立して心筋の繊維化などの心血管作用をもつことを

明らかにした 9。一方、アルドステロンの作用は高食塩下で増強され、低塩では血管周囲

繊維化などの組織変化は減弱することも知られている。このようにアルドステロンは心血管

系に独立して作用するにもかかわらず、その作用は食塩環境によって異なり、アルドステ

ロンと食塩との不適切なバランスがある場合、アルドステロンの濃度が正常範囲であっても

臓器障害が認められる可能性が強く示唆されている 10。 
 本実験では、1%の食塩水を飲水させた環境下でアルドステロンの持続投与により、高

血圧、血漿カリウム値の低下、心肥大、冠動脈周囲や心筋間質におけるマクロファージの

浸潤と繊維化の増強、アルブミン排泄量の増加が生じた。この中で ASK1-/-は、アルドス

テロンによる血圧上昇や低カリウム血症、アルブミン尿に影響を示さなかったが、マクロフ

ァージ浸潤や心臓繊維化の増強を有意に抑制することが示された。このように、ASK1 は

血圧やカリウム値、腎糸球体障害に関係なくアルドステロンによる心臓での炎症と繊維化

に深く関与していることが示唆された。また、ASK1-/-はアルドステロンによる心肥大を本
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実験では抑制しなかった。アルドステロンと心肥大の関連性を示した論文は以前より散見

されるが、血管障害に伴い二次的に心筋が障害されることも容易に想像され、なかにはア

ルドステロンの心筋への影響は強くないとする報告もあり心筋肥大とアルドステロンの直接

の関係については以前より若干議論の分かれるところである。一方、高食塩状態でアルド

ステロンは Na+/H+ exchanger 1 (NHE1)を介し強い細胞肥大作用を引き起こすことも示

されている 46。このようにアルドステロンは心血管系に独立して作用するにもかかわらず、

その作用は食塩環境によって異なり複雑であり、ASK1 が本実験において心肥大に影響

を示さなかった理由は不明である。しかし、ASK1 を介したアルドステロンによる心臓での

炎症や繊維化が血管周囲や間質を中心に惹起されていることをふまえると、今回のアル

ドステロンによる臓器障害は心筋細胞というよりは繊維芽細胞や内皮細胞の ASK1 を介し

た作用が中心であった可能性が推測される。 
 本実験ではアルドステロンにより低カリウム血症を誘導した。そのため、低カリウム血症自

体が心筋のネクローシスの結果、二次的に炎症と繊維化を引き起した 67 可能性が考えら

れた。そこで、本実験ではアルドステロン投与に加え塩化カリウム補充群を追加し、低カリ

ウム血症による臓器障害の関与を検討した。しかし、塩化カリウムによりカリウムを補正して

も、アルドステロンによる炎症や繊維化促進への影響はわずかであり、やはり ASK1-/-で
有意に抑制されることがわかった。このことから、今回の ASK1 を介した障害は低カリウム

血症による心筋ネクローシスの結果生じた炎症や繊維化によるものではなく、ASK1 活性

化による直接的な障害と考えられた。また、本実験においてアルドステロンはマクロファー

ジ浸潤を引き起こす炎症性ケモカイン MCP-1 や組織繊維化をおこす増殖因子 TGF-β
1 の発現を著明に増強した。ASK1-/-は、アルドステロンによるこれら MCP-1 や TGF-β1
の発現増強を有意に抑制させ、ASK1-/-でのアルドステロンによるマクロファージ浸潤や

コラーゲン発現、心筋間質や血管周囲の繊維化の抑制効果と相関した。このように、アル

ドステロンによる炎症や繊維化促進の機序の一部として、血圧やカリウム値とは独立し、

ASK1 活性化と MCP-1 や TGF-β1 の発現増強の関与が示された。 
 これまでの研究により、酸化ストレスは心血管病の発症や進展に深く関与していることが

示されている 47, 48が、アルドステロンによる炎症誘導の機序にも、MR 活性化により惹起さ

れる酸化ストレスの重要性が示さられている。アルドステロン食塩負荷高血圧ラットで誘導

される心筋の炎症性変化の成立過程を時間•空間的に詳細に検討した Sun らの解析 49

では、まず冠動脈周囲および内皮に NADPH オキシダーゼ(gp91phox)および酸化ストレ
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スマーカー(3-nitrotyrosine)の増加、同部位での NF-κB の活性化および ICAM1、

MCP-1、TNF-αの mRNA 発現増加、冠動脈周囲へのマクロファージ浸潤を認め、その

後血管周囲繊維化の進行、心筋組織の繊維化へと移行することが示され、さらにこれら

一連の変化がスピロノラクトンあるいは抗酸化薬の投与により著明に抑制されることが示さ

れている。アルドステロン食塩負荷ラットの大動脈においても向炎症性因子 mRNA の発

現増加と内皮への酸化ストレスマーカーの集積を認め、これらの変化が抗酸化薬

(tempol)で改善することが確認されている 50。同様の酸化ストレスの亢進および抗酸化薬

による臓器保護作用はアルドステロンによる腎障害モデルでも示されており、心•腎臓•血

管組織ではアルドステロンによる MR の活性化により酸化ストレスが増加すると、NF-κB
や AP-1 の活性化により一連のレドックス感受性向炎症性因子の遺伝子発現が増加し、

炎症誘導につながると考えられている。また、酸化ストレスの産生機序についても徐々に

分子機序が明らかになってきており、アルドステロンは NADPH オキシダーゼのコンポー

ネントである p22phox、gp91phox、Nox4 などの発現を誘導することにより酸化ストレスを増

加させると考えられている 12, 40-41, 49, 51。本実験でも、アルドステロンの投与は心臓組織に

お い て ス ー パ ー オ キ シ ド の 産 生 、 NADPH オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 増 強 し 、

Nox2(gp91phox)や Nox4 の発現を増加させていることがわかったが、興味深いことに

ASK1 は NADPH オキシダーゼサブユニットの Nox2(gp91phox)や p22phox を介し、

NADPH オキシダーゼの活性化とスーパーオキシドの産生亢進にも関与していることが

示された。このように、今回の我々の結果は、MCP-1 や TGF-β1 の発現増強を介したア

ルドステロンによる心臓での炎症や繊維化に ASK1 の活性化と酸化ストレスの亢進が深く

関与していることを示すものである。また、通常は酸化ストレスにより刺激を受けるとされる

ASK1 自体そのものが、Nox2 や p22phox を介し NADPH オキシダーゼ、酸化ストレスに

も深く関与し vicious cycle を形成している可能性を示唆したはじめての報告である。 
 Ang II は多面的な作用を介し心血管障害の発症と進展に寄与する代表的な心血管リ

スクホルモンであり、我々はこれまでに ASK1 が Ang II による心肥大や線維化、心血管リ

モデリングにおいて重要なシグナル分子であることを報告している 32。最近、アルドステロ

ンと Ang II の相互作用が注目されている 52, 54-58 が、心血管細胞においてアルドステロン

が Ang II の作用を AT1 受容体以降のレベルで増強し 59-61、ACE の発現も増強すること

が示されており 18, 19、高アルドステロン血症で循環血漿量が増加し全身性 RA 系が抑制

された状態でも、局所での Ang II とアルドステロンで vicious cycle を形成し、心血管障
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害が進展していく機序が想定されている。これまでに in vivo でも、AT1 受容体拮抗薬が

アルドステロンによるコラーゲン発現や心臓繊維化を抑制することが報告されている 59。本

研究でも、アルドステロンの持続投与により心臓組織において ACE と AT1 受容体の発現

が有意に増強され、アルドステロンにより局所 RA 系の活性化が起こっていることが示唆さ

れたが、興味深いことに ASK1-/-ではアルドステロンによる ACE および AT1 受容体の蛋

白発現、mRNA の発現増強を認めなかった。この結果は、ASK1 の ACE や AT1 受容

体を介した局所 RA 系の活性化が、アルドステロンによる酸化ストレス亢進の一部や心臓

での炎症と繊維化に深く関わっていることを示したはじめての報告である。 
 本実験により、ASK1 を介したアルドステロンによる心臓での炎症と繊維化の機序に、

ACE や AT1 受容体、MCP-1、NADPH オキシダーゼが関与していることがわかった。し

かし、今回の実験ではこれらの組織学的局在を同定することが困難であった。これまでの

報告によると、アルドステロンは、ACE の発現を心筋細胞 18 や血管内皮細胞 19、マクロフ

ァージ 41 で、AT1 受容体の発現を心筋細胞 59 や血管平滑筋細胞 60, 61 で、Nox2 を心筋

細胞 62 やマクロファージ 41、繊維芽細胞 63、血管内皮細胞 64, 65、血管平滑筋細胞 66 で増

強することが示されている。さらに in vivo では、アルドステロンの投与が炎症細胞や内皮

細胞でMCP-1、Nox2の発現を増強することが報告され 49、最近、Nox2を血管内皮特異

的に過剰発現させたマウスで、血管周囲や心筋間質に同様の炎症細胞浸潤や繊維化が

惹起されることが報告されている。このように、食塩/アルドステロンによる心血管障害の機

序や標的細胞は大変複雑であり、心筋細胞や繊維芽細胞、炎症細胞、血管内皮細胞な

どが互いに相互作用している可能性が容易に推測される。ただ、我々はアルドステロンに

よる血管内皮機能障害にも ASK1 が酸化ストレスを介し関与している結果を得ており、最

近の報告とあわせるとアルドステロンの心臓での炎症と繊維化の機序に、血管内皮細胞

の ASK1 が深く関与している可能性を推測している。アルドステロンによる NADPH オキ

シダーゼ活性化、局所 RA 系活性化の標的細胞を想定した今後のさらなる詳細な検討が

必要である。 
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9.  結語 
 
(1)食塩/アルドステロンによる心臓の間質および冠動脈周囲における炎症、線維化の機

序に ASK1 の活性化が関与している。(2) ASK1 は、Nox2 を介した NADPH オキシダ

ーゼ由来のスーパーオキシド産生増加と、ACE や AT1 受容体 upregulation による局所

RA 系の活性化を介し、食塩/アルドステロンによる心血管障害に関与している。本研究は、

以前から指摘されている酸化ストレス亢進と RA 系活性化を介した食塩/アルドステロンの

心血管障害の分子機序を明らかにしたものであり、我々は ASK1 がアルドステロンの心血

管障害の機序に中心的役割を演じていることを初めて証明した。 
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表 10-2 アルドステロン持続投与 4 週後の経胸壁心エコー所見結果 
 
 Wild-type mice ASK1-/- mice 

 A (-) A (+) A (-) A (+) 

IVS thickness 
(mm) 

0.62±0.03 0.82±0.02* 0.62±0.01 0.83±0.02† 

PW thickness 
(mm) 

0.62±0.03 0.83±0.01* 0.62±0.02 0.84±0.02† 

LVEDd (mm) 2.77±0.10 3.05±0.05‡ 2.80±0.05 3.09±0.08§ 

LVESd (mm) 1.28±0.07 1.39±0.04 1.30±0.01 1.40±0.07 

LV mass index 
(mg/g) 
 

1.73±0.25 2.98±0.08* 1.66±0.07 3.03±0.13† 

FS (%) 54±3 55±1 53±1 57±4 

 
A(-): アルドステロン非投与(生理食塩水投与) 
A(+): アルドステロン投与 
IVS thickness: 心室中隔壁厚 
PW thickness: 後壁厚 
LVEDd:  左室拡張末期径 
LVESd:  左室収縮期末期径 
LV mass index: LV mass/体重比 
FS:  短縮率 
 
それぞれの値は、平均値±標準誤差 SEM で表記した(n=5-6)。 
‡ p<0.05, * p<0.01 vs Wild, A (-) 
§ p<0.05, † p<0.01 vs ASK1-/-, A (-) 
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11. 図およびその説明 
 
図 11-1 アルドステロン持続投与による血圧の経時的変化 
 

 
 
Wild, A(-): 野生型マウス、アルドステロン非投与群 
Wild, A(+): 野生型マウス、アルドステロン投与群 
Wild, A(+)+KCl: 野生型マウス、アルドステロン投与＋塩化カリウム補充群 
ASK1-/-, A(-): ASK1 ノックアウトマウス、アルドステロン非投与群 
ASK1-/-, A(+): ASK1 ノックアウトマウス、アルドステロン投与群 
ASK1-/-, A(+)+KCl: ASK1 ノックアウトマウス、アルドステロン投与＋塩化カリウム

補充群 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=6-7)。 
* p<0.01 vs Wild, A (+) 
§ p<0.01 vs ASK1-/-, A (+) 
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図 11-2 アルドステロン持続投与による心臓 ASK1 リン酸化(A)、p38 リン 
酸化(B)、ERK(p44/p42)リン酸化(C)への影響 

 
(A) ウエスタンブロット法による Wild と ASK1-/-の心臓 ASK1 リン酸化蛋白検出 
(B) ウエスタンブロット法による Wild と ASK1-/-の心臓 p38 リン酸化蛋白の検出 
(C) ウエスタンブロット法による Wild と ASK1-/-の心臓 ERK リン酸化蛋白の検出 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=4)。 
* p<0.01 vs Wild, A (-) 
§ p<0.01 vs ASK1-/-, A (-) 
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図 11-3 アルドステロン 4 週間持続投与後の左心室重量(A)、心臓 BNP 
 mRNA の発現(B)、マクロファージ浸潤(C)、心臓 MCP-1 mRNA 発現(D) 
 

(A)脛骨長で補正した左心室重量 
(B)心臓 BNP mRNA の発現 
(C)血管周囲および心臓間質におけるマクロファージ浸潤(CD68 陽性細胞数)の評価 
(D)心臓 MCP-1 mRNA 発現 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=6-7)。 
# p<0.05, * p<0.01 vs Wild, A (+)   † p<0.05 vs ASK1-/-, A (+) 
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図 11-4 アルドステロン持続投与による心筋間質線維化(A)、冠動脈周囲の 
繊維化(B)、心臓 TGF-β1 mRNA 発現(C)、1 型コラーゲン mRNA 発現(D) 

 
(A) Sirius red F3BA 染色による心筋間質繊維化の評価 
(B) Sirius red F3BA 染色による冠動脈周囲繊維化の評価 
(C) 心臓 TGF-β1 mRNA 発現 
(D) 心臓 1 型コラーゲン mRNA 発現 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=6-7)。 
# p<0.05, * p<0.01 vs Wild, A (+) 
§ p<0.05, † p<0.01 vs ASK1-/-, A (+) 

P<0.05
P<0.01

M
yo

ca
rd

ia
l f

ib
ro

si
s

A(-) A(+)
Wild ASK1-/-

+KCI +KCI0
2
4
6
8

10
(%)

* ¤

A(-) A(+) A(-) A(+)
Wild ASK1-/-

A(-) A(+)

+KCI +KCI

P<0.01

Pe
riv

as
cu

la
r f

ib
ro

si
s

Wild ASK1-/-
+KCI +KCI0

10
20
30
40

(%)

*
#

 

A(-) A(+) A(-) A(+)
Wild ASK1-/-

A(-) A(+) A(-) A(+)

+KCI +KCI

P<0.01

P<0.01
P<0.01

Wild
+KCI

ASK1-/-
+KCI

 T
G

F-
β1

/G
A

PD
H

 m
R

N
A

0
1
2
3

4

*
#

A(-) A(+) A(-) A(+)

P<0.01
P<0.01

C
ol

la
ge

n 
I/G

A
PD

H
 m

R
N

A

0

1

2

3

Wild
+KCI

ASK1-/-
+KCI

*

A(-) A(+) A(-) A(+)

(A) (B)

(C) (D)



 39

図 11-5 アルドステロン持続投与による心臓スーパーオキシド産生(A)、 
NADPH オキシダーゼ活性(B)への影響 
 

 
 
(A) DHE 染色評価による心臓スーパーオキシド産生 
(B) 蛋白量補正による心臓 NADPH オキシダーゼ活性 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=6-7)。 
* p<0.01 vs Wild, A (+) 
§ p<0.05, † p<0.01 vs ASK1-/-, A (+) 
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図 11-6 アルドステロン持続投与による NADPH オキシダーゼサブユニッ 
ト Nox2 蛋白発現(A)、Nox4 蛋白発現(B)、p22phox 蛋白発現(C)への影響 
 

 
(A) ウエスタンブロット法による心臓 Nox2 蛋白の検出 
(B) ウエスタンブロット法による心臓 Nox4 蛋白の検出 
(C) ウエスタンブロット法による心臓 p22phox 蛋白の検出 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=4)。 
* p<0.01 vs Wild, A (-) 
§ p<0.01 vs ASK1-/-, A (-) 
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図 11-7 アルドステロン持続投与による心臓 ACE 蛋白発現(A)、AT1 受容 
体蛋白発現(B)、ACE mRNA 発現(C)、AT1a 受容体 mRNA 発現(D)への影 
響 

 
(A) ウエスタンブロット法による心臓 ACE 蛋白の検出 
(B) ウエスタンブロット法による心臓 AT1 受容体蛋白の検出 
(C) 心臓 ACE mRNA 発現 
(D) 心臓 AT1 受容体 mRNA 発現 
 
それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=4)。 
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図 11-8 アルドステロン持続投与による心臓 MR 蛋白発現への影響 
 

 
 

ウエスタンブロット法による心臓 MR 蛋白の検出 
 

それぞれ、平均値±標準誤差で示されている(n=4)。 
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