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Background:Recent studies have showed that the cardiac local renin-angiotensin-aldos-
terone system(RAAS)plays a pivotal role in cardiac pathophysiology and that spironolactone

 
improves the prognosis of patients with heart failure.Here,we used cultured cardiocytes to

 
examine how aldosterone acts on the cardiac local RAAS.
Methods and Results:Cardiac myocytes and fibroblasts were prepared from neonatal rat

 
using the Percoll gradient method,and messenger(m)RNAs were semiquantified with the

 
reverse transcriptase polymerase chain reaction.Basal mRNA expression of renin,angioten-
sinogen,and angiotensin-converting enzyme(ACE)was detected in both cardiac myocytes and

 
fibroblasts.Aldosterone markedly and significantly upregulated ACE mRNA in cardiac

 
fibroblasts,but not angiotensinogen or renin mRNA.In cardiomyocytes,none of these RAAS

 
components was upregulated.Moreover,spironolactone completely inhibited aldosterone-
induced augmentation of ACE mRNA expression in cardiac fibroblasts.

Conclusions:The cardiac local RAAS has a possible positive feedback mechanism through
 

ACE expression,mainly depending on cardiac fibroblasts.The beneficial effects of spir-
onolactone may partly be due to blockage of the positive feedback circuit.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2006;121:133-40)
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I. 緒 言

レニン-アンジオテンシン-アルドステロン系

（RAAS）は心不全の病態に深く関与している．

RAASの構成因子であるアンジオテンシノーゲ

ン，レニン，アンジオテンシン変換酵素（ACE），

アルドステロンは循環血中に存在し，これらの血

中濃度と心不全の予後や心機能が相関する ．さ

らに，ACE阻害薬やアルドステロン阻害薬によっ

てRAASを阻害することにより，心不全患者の予

後が改善することが明らかとなっている ．近

年，全身性RAASのみならず組織RAASの概念

が提唱されており ，心臓においてもACE，アル

ドステロンが発現，産生され，特に病的心におい
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て顕著であることが明らかとなった ．心臓を

構成するおもな細胞は心筋細胞と線維芽細胞であ

り，心筋細胞は心筋の収縮，弛緩といった心臓の

ポンプ機能に貢献し，線維芽細胞はコラーゲンな

どの線維成分を分泌し生理的および病的状態にお

ける心臓の線維化に関わっている．一方で，これ

らの細胞が種々の液性因子を産生し，autocrine，

paracrine因子として心臓組織において作用して

いることも明らかとなっている ．ACEは in
 

vitro の研究においても心筋細胞および線維芽細

胞において発現が認められることが明らかとなっ

ており，伸展刺激などによりその発現が調節を受

ける ．このことから高血圧などの圧負荷亢進

時には心臓組織RAASが活性化することにより，

心疾患の病態を増悪させる可能性がある．以上よ

り，心臓組織を構成する主要な細胞であり，auro-

crine，paracrine因子を産生する線維芽細胞の心

臓組織RAAS調節における役割を検討すること

は重要と考えられる．今回，線維芽細胞における

ACE遺伝子発現に対するアルドステロンの影響

について検討した．

II. 対 象 と 方 法

1. 培養細胞

生後1日から3日までのSprague-Dawley系

新生児ラットより心筋細胞および線維芽細胞を調

製した．摘出した心臓より心室のみを切離し，

0.0375%コラゲナーゼ・タイプ2（Worthington

社），0.0625%パンクレアチン（GIBCO社）を用

いて細胞を単離した．単離した細胞はPercoll密

度勾配法 にて心筋細胞および線維芽細胞に分

離した．すなわち，比重1.059および1.082の２種

類のPercoll液（SIGMA社）を用いて3,000回転

で30分間遠心し，最上層および中間層よりそれぞ

れ線維芽細胞，心筋細胞を回収した．細胞数を計

測後，5%胎児ウシ血清（GIBCO社）および10%

ウマ血清（GIBCO社）を添加したDulbecco’s
 

Modified Eagle’s Medium (DMEM）に懸濁し，

線維芽細胞は600細胞/mm，心筋細胞は1,000細

胞/mm の細胞密度で，それぞれ10 cmディッ

シュ，6 wellプレートに播種した．線維芽細胞は

90%コンフルエントに達するごとに1:8で継代

し，第二継代細胞を以下の実験に用いた．

動物の実験についてはすべて東京慈恵会医科大

学動物指針に従って行った．

2. 細胞の刺激

薬物刺激24時間前にDMEM（血清無添加）に

培地交換し，アルドステロン（SIGMA社）にて刺

激した．アルドステロンはジメチルスルホキサイ

ド（DMSO）にて溶解したものを凍結保存とし，実

験当日にDMEMにて希釈して細胞の刺激に用い

た．非刺激群には，DMSOを刺激群と同濃度とな

るように添加した．アルドステロン阻害薬である

スピロノラクトンを用いる際は，アルドステロン

による刺激60分前に培地に添加した．

3. RT-PCR

総RNAはTRIzolキット（GIBCO社）を用い

て抽出した．細胞をリン酸緩衝食塩水で洗浄後，1
 

wellあたり0.5 mlのTRIzol試薬で溶解し，添付

のプロトコールに従いRNAを抽出した．RNA

濃度は吸光度を測定し，OD 値より算出した．

総RNA 5μgを，Moloney murine leukemia
 

virus reverse transcriptase(MMLV-reverse;

GIBCO社）384ユニットを用い，24μlの1x RT

緩衝液（10 mM DTT,50 mM Tris HCl pH 8.3,

75 mM KCl,3 mM MgCl2,0.5 mM dNTP）中で

6pM random hexamerをプライマーとして，

37°C，60分間インキュベートし，1st strand cDNA

を得た．1.5μlのRT産物を鋳型として，Taq
 

polymerase（Takara社）1.5ユニットを用い，30

μlの1x PCR緩衝液（10 mM Tris HCl pH 8.3,

50 mM KCl,1.5 mM MgCl2,0.2 mM dNTP）中

でPCRを行った．アンジオテンシノーゲン，レニ

ン，ACE，グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロ

ゲナーゼ（GAPDH）に対するプライマーは既知の

塩基配列をもとにデザインされたものを使用し

た （Table）．PCR条件は，熱変性94°C，伸長反

応72°Cとし，アニーリング条件は各プライマーの

melting temperature(Tm）をもとに決定した（レ

ニン;66°C，アンジオテンシノーゲン;62°C，

ACE;55°C，GAPDH;56°C）．PCRサイクル数は

予備実験の結果をもとにRNA量とPCR産物の

相関が直線となるように設定した（Fig.1）．PCR

産物はエチジウムブロマイド添加1%アガロース

ゲルにて電気泳動を行い，得られたバンドを紫外

線照射によりTOYOBO FAS-IIにて記録し，
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NIH Image Ver.1.61を用いて解析した．

4. 統計的処理

測定値は平均値±標準誤差で表わした．有意差

検定は t 検定を用い，p＜0.05をもって，統計学的

有意差ありとした．

III. 結 果

1. 心臓線維芽細胞においてアルドステロン刺

激はACE遺伝子発現を亢進させる

最終濃度10 Mのアルドステロンで線維芽細

胞を刺激し，48時間後に抽出したRNAを半定量

的RT-PCR法にて解析した．10 Mのアルドス

テロンはRAASの構成要素のうちアンジオテン

シノーゲン，レニンの遺伝子発現には影響を与え

なかったが，ACEの遺伝子発現を約2倍に亢進さ

せた（Fig.2）．この作用は，アルドステロンの濃

度に依存性であった（Fig.3）．

2. アルドステロンは心筋細胞におけるACE

遺伝子発現に影響しない

線維芽細胞においてアルドステロンがACE遺

伝子発現を亢進させたことから，心筋細胞につい

ても同様に検討した．線維芽細胞とは対照的に，心
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Table.

Design of Primers
 

Gene  Primer Sequences  PCR products
 

Angiotensinogen  Sense:5′-TTCAGGCCAAGACCTCCC-3′ 308 bp
 

Antisense:5′-CCAGCCGGGAGGTGCAGT-3′

Renin  Sense:5′-CTGGGAGGCAGTGACCCTCAACATTACCAG-3′ 372 bp
 

Antisense:5′-GAGAGCCAGTATGCACAGGTCATCGTTCCT-3′

ACE  Sense:5′-GCTTCCCCAACAAGACTGCCA-3′ 380 bp
 

Antisense:5′-CCACATGTCTCCCAGCAGATG-3′

GAPDH  Sense:5′-TCCTGCACCACCAACTGCTTAGCC-3′ 376 bp
 

Antisense:5′-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGTGGG-3′

Fig.1.Linearity of RT-PCR amplification.The linearity of semi-quantitative RT-PCR to total RNA
 

applied(1 to 5 ug)for the components of renin-angiotensin-aldosterone system was examined.
These graphs show correlation between RT-PCR products and the input of total RNA.Straight

 
lines represent best fit obtained by the linear regression analysis:r value indicates correlation

 
coefficient.
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筋細胞においてはアルドステロンはACE遺伝子

発現に影響を及ぼさなかった（Fig.4）．

3. スピロノラクトンは線維芽細胞におけるア

ルドステロンの効果を阻害する

アルドステロン受容体拮抗薬であるスピロノラ

クトンで前処置すると，線維芽細胞におけるアル

ドステロンによるACE遺伝子発現亢進は抑制さ

れた．10 Mのスピロノラクトンは10 Mのアル

ドステロンによるACE遺伝子発現亢進を完全に

抑制し，この効果はスピロノラクトンの濃度に依

存した（Fig.5,6）．

IV. 考 察

アルドステロンがACE遺伝子発現を亢進する

ことから，局所RAASにおけるpositive feed-

back機構の存在が示唆された．これまでアルドス

Fig.2.Effects of aldosterone on the gene expression of the components of renin-angiotensin-aldosterone
 

system in cardiac fibroblasts.Cardiac fibroblasts were incubated in the presense of aldosterone
(10 M)for 48 hr.The treatment resulted in the augmentation of the gene expression of ACE,but

 
not angiotensinogen and renin.

Fig.3.Dose-dependent effect of aldosterone on
 

ACE gene expression.

Fig.4.Effects of aldosterone on the ACE gene
 

expression in cardiac myocytes.Cardiac
 

myocytes were incubated in the presense of
 

aldosterone(10 M)for 48 hr.In contrast
 

to cardiac fibroblasts,ACE gene expression
 

remained unchanged.
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テロンが心臓由来の細胞においてACE遺伝子発

現を亢進させるという報告はあるものの，これが

心筋細胞あるいは線維芽細胞のいずれに由来する

ものか明らかではなかった ．本研究から心筋細

胞でなく線維芽細胞がアルドステロンによる

ACE遺伝子発現亢進に寄与していることが示さ

れた．

今回の in vitro 実験でACE遺伝子発現を亢進

させたアルドステロン濃度は10 ～10 Mであ

り，その血中濃度から比較するときわめて高濃度

である．しかし，組織におけるアルドステロンは

血中よりも分解速度が遅く，また一部は細胞内に

保持されることから，心臓組織中のアルドステロ

ン濃度は血中の約17倍とされている ．心不全な

どの病態においてはさらにアルドステロン濃度が

上昇している可能性も考慮すると，本実験での結

果は不全心における局所RAASの状態に適合で

きると考えられる．

アルドステロンはミネラルコルチコイド受容体

（MR）に結合し，核内で遺伝子プロモーター領域

のTGTTCTをコンセンサス配列にもつMR応

答配列（MRE）に作用してかかる遺伝子発現を亢

進させる ．ACE遺伝子のシス調節配列は転写開

始点より3.6 kb以上上流であるか，または遺伝子

領域内に存在する必要がある ．ところがラット

ACE遺伝子のプロモーター領域におけるMRE

の部分は-730 bp付近であることから機能的では

ないため，アルドステロンは間接的にACE遺伝

子発現を亢進させている可能性が示唆される．

Serum-and glucocorticoid-regulated kinase

(sgk）はMREを介して刺激後早期に発現が亢進

するリン酸化酵素である．セリン/スレオニンキ

ナーゼの一つであるSgkは，cyclic AMP
 

response element binding protein(CREB）を第

133セリン残基においてリン酸化することが最近

Fig.6.Representative data from RT-PCR for ACE.Bands of PCR products are seen at 380 bp.These
 

indicate marked increases in ACE gene expression in cardiac fibroblast treated with aldosterone,
and the suppressive effect of spironolactone.

Fig.5.Inhibitory effect of spironolactone on the
 

aldosterone-induced augmentation of ACE
 

gene expression.Spironolactone was
 

added to the medium 60 min before the
 

application of aldosterone. Spir-
onolactone inhibits the augmentation of

 
ACE gene expression induced by aldoster-
one in a dose dependent manner.
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報告された ．ラットACEプロモーター領域に

はCRE-like sequenceが存在しており （Fig.

7），アルドステロンがsgkを介してACE遺伝子

発現を亢進している可能性が考えられる．

アルドステロンはMRのみならずグルココル

チコイド受容体（GR）にも結合する．GRはMR

と同様にTGTTCTコンセンサス配列に結合す

ることにより遺伝子発現を調節する ．Sheppard

らによれば，心臓では肝臓と同様にMRと比較し

てGRの発現が優位である ．本研究におけるア

ルドステロンの作用が，MRあるいはGRを介し

たものかについては，今後検討していく必要があ

る．

V. 結 語

アルドステロンは心臓線維芽細胞における

ACE遺伝子発現を亢進し，スピロノラクトンはこ

の作用を阻害した．スピロノラクトンは局所

RAASにおける正のフィードバック回路を阻害

することにより，心不全患者の予後を改善する可

能性がある．

稿を終えるにあたり，直接御指導，御校閲を賜りま

した東京慈恵会医科大学循環器内科望月正武教授に

謹んで謝意を表します．
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