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研究成果の概要（和文）：腎臓の働きは多様な細胞が有機的に連動することで発揮され、腎臓病では細胞同士の
機能連関が障害される。この仕組みの解明を目指し、核内受容体MRとユビキチンリガーゼKLHL3に焦点をあてて
解析を行った。その結果、体液量や組成の変化に伴い尿細管細胞の機能が選択的に制御される分子機構が明らか
となってきた。間在細胞ではmTOR/ULK1系を介したMRのリン酸化、遠位尿細管細胞においてはPKC・Calcineurin
を介したKLHL3のリン酸化修飾がそれぞれ分子スイッチとして作用し、主細胞の働きと連動することで体液恒常
性を維持している。これらの異常が様々な腎疾患の病態に関与する可能性も明らかとなりつつある。

研究成果の概要（英文）：Global responses of the kidney to physiological perturbations can be 
determined by the coordinate action of different constituent kidney cells. In this study, we 
evaluated signaling pathways involved in the cell-selective control of renal tubular cells, 
especially focusing on mineralocorticoid receptor, a steroid receptor, and the ubiquitin ligase 
component Kelch-like 3. We found that mineralocorticoid receptor in intercalated cells are 
selectively controlled by phosphorylation, which is regulated by angiotensin II signaling through 
mTOR-ULK1 pathway. We also found that Kelch-like 3 acts downstream of angiotensin II and plasma K 
alterations, regulating NaCl cotransporter in distal convoluted tubule cells. These effects are 
integrated to produce appropriate kidney responses in response to the activation of 
renin-angiotensin-aldosterone system, and the dysregulation of these mechanisms can be involved in 
fluid and electrolyte abnormalities associated with diverse kidney diseases.

研究分野：腎臓病学

キーワード： リン酸化　ユビキチン・プロテアソーム系　慢性腎臓病　高血圧　膜輸送体　核内受容体　電解質異常
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病は本邦の国民病ともいわれており、腎臓病の予後改善に向けて病態基盤の解明と理解が不可欠であ
る。高血圧は慢性腎臓病の主要な進展因子であり、中でもレニン・アンジオテンシン・アルドステロン系の病的
な活性化は高血圧の発症と腎臓病の進展の両者に深く関与している。本研究より、腎臓内での翻訳後修飾を介し
たシグナル伝達機構の詳細と、腎臓病における病的役割が解明されつつある。特にアンジオテンシンIIが様々な
尿細管細胞に作用する分子基盤の詳細や、野菜や果物などカリウムを多く含む食物(DASH食)の降圧作用・臓器保
護作用の一端が明らかとなってきており、腎・高血圧疾患の診療に有用な情報が蓄積されている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
リン酸化やユビキチン化をはじめとする翻訳後修飾(post-translational modification; PTM)は蛋

白質の主要な機能制御機構であり、外的環境の変化に応じて迅速に蛋白活性を変化させる分子

スイッチとして作用している。糖尿病や高血圧などの生活習慣病と PTMの異常の関連は注目を

集めている。我々は以前、アルドステロンの受容体である鉱質コルチコイド受容体(MR)のリガ

ンド結合領域に存在する、リガンドと受容体の結合とシグナル活性化を制御するリン酸化サイ

ト(S843)の存在を明らかにした。本機構は腎集合管間在細胞に選択的に認められ、Cl/HCO3共輸

送体 pendrinを制御している。一方で、Boyden・Liftonらによって同定された家族性高血圧性高

カリウム血症(偽性低アルドステロン症 II型; PHAII)の新たな責任遺伝子である KLHL3の生理的

作用を検討し、Ser/Thr キナーゼ WNK がこのユビキチンリガーゼの基質であることを明らかに

し、質量分析により WNK4 におけるユビキチン結合サイトを網羅的に同定した。更なる解析に

て、アンジオテンシン II (AngII)がプロテインキナーゼ C(PKC)を介して KLHL3の基質結合領域

(S433)をリン酸化することで KLHL3とWNK4の会合を抑制することも明らかとなった。 

 
２． 研究の目的 
(1) MR-S843のリン酸化を担う責任キナーゼを同定し、上流シグナルを明らかにする。 

(2) MR-pendrin系や PKC-KLHL3-WNK系の生理的・病的意義を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
(1) MR-S843と周囲のアミノ酸配列を含むペプチド、および S843をアラニン

に変異させたペプチド(MR A843 ペプチド;ネガティブコントロール)を精

製し、RI標識 ATP存在下に recombinant kinase panelと反応させ、責任キ

ナーゼを網羅的にスクリーニングする(右図)。MR-S843 ペプチドと MR-

A843ペプチドの放射能活性とを比較することで kinaseの同定を試みる。 

(2) 様々な腎疾患モデルを用いて、MR-pendrin系や PKC-KLHL3-WNK系の変

化を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) MR-pendrin系に関する新知見 

MR-S843の責任キナーゼを同定するため、約 200の recombinant kinase panelを用いて網羅的解

析を行った(右図)。その結果、Unc51-like kinase 

(ULK)が MR のリン酸化作用を有することが判明

し、この結果は mass spectrometry や ULK1/ULK2 

double knockout MEFを用いた検討等でも裏付けら

れた。更なる検討にて、ULK1は腎集合管間在細胞

に豊富に存在すること、アンジオテンシン II が

mammalian target of rapamycin (mTOR)を介して

ULK を抑制することで MR の脱リン酸化を引き起こす経路が明らかとなった。実際に、in vivo

においてAngIIによる pendrinの誘導はmTORの阻害薬であるAZD8055により完全に抑制され、

mTORが pendrinの上流シグナルとして作用することが確認された。尚、血管系においては AngII

が epithelial growth factor receptorの transactivationを介して mTORを活性化することが知られて

おり、間在細胞においても同様の経路が関与する可能性がある。更に、本機構の生理的意義を明

らかにするため pendrinノックアウトマウスを用いた検討を行い、レニン・アンジオテンシン・



アルドステロン(RAA)系活性化に伴う食塩再吸収と血圧の維持に当該機構が不可欠であること

を明らかにした。また、一連の研究課程にて、MR-pendrin 系がカリウム制御にも重要であるこ

とも判明している。他のグループの最近の報告においても、PHAII のモデルマウスにおいて

pendrin を欠損させることで高カリウム血症が改善することが示されており、我々の研究成果が

裏付けられている。 

 
(2) PKC-KLHL3-WNK系に関する新知見 

KLHL3と Cul3により構成されるユビキチンリガーゼ(CRL3-KLHL3)の活性調節には、プロテ

インキナーゼ Cを介した KLHL3 の基質結合領域(Ser433)のリン酸化が中心的な役割を果たして

いる。研究代表者らは AngIIに加えてカリウム代謝の変化が KLHL3の機能を修飾することを見

出した。低カリウム血症では KLHL3-S433のリン酸化誘導および KLHL3の発現低下の両メ

カニズムを介して KLHL3 の作用が抑制され、その結果、AngII 非存在下においても下流シグ

ナルが活性化されて食塩の再吸収が誘導されると考えられる。本成果は、疫学的には良く知られ

ているカリウム欠乏と高血圧の関係において、KLHL3 が中心的な役割を果たすことを意味して

いる。 

KLHL3-S433のリン酸化には protein kinase Cの作用が重要だが、脱リン酸化を担う分子につい

ては明らかとなっていない。そこで、我々はセリン・スレオニンフォスファターゼである

calcineurin に着目して検討を行った。calcineurin は T 細胞において細胞内 Ca 濃度の上昇により

活性化され、転写因子である nuclear factor of activated T cell (NFAT)を脱リン酸化し、核内への移

行と IL-2などの転写活性化を促進する。tacrolimusや cyclosporineは calcineurinの作用を阻害す

るため、免疫抑制薬として幅広く使用されている。しかしながら多くの副作用の存在も知られて

おり、そのひとつとして高血圧や高カリウム血症の発症が挙げられる。この作用の少なくとも一

部はサイアザイド感受性Na-Cl共輸送体(NCC)の過剰活性化に由来し、上流シグナルとしてWNK

の関与が示唆されていたが、詳細なメカニズムは不明のままであった。そこで CRL3-KLHL3の

制御に calcineurin が関与する、という仮説のもと、KLHL3-S433 の脱リン酸化作用を in vitro 

phosphatase assayにて検討したところ、calcineurinが強力に KLHL3-S433の脱リン酸化を促進す

ることが明らかとなった。逆に、calcineurinの作用を遺伝子ノックダウンあるいは薬理学的に抑

制したところ KLHL3-S433 のリン酸化量は増加し、WNK/SPAK 系を介した NCC の活性化と食

塩感受性高血圧が惹起された。更に、calcineurin阻害薬のWNKに対する作用は、リン酸化を受

けない KLHL3-S433A変異体では認められないことも判明した。腎臓において calcineurinを制御

する生理的シグナルを探索するために培養細胞での検討を行ったところ、細胞外カリウム濃度

の上昇に伴って KLHL3-S433の脱リン酸化が促進された。以上の結果より、calcineurinは腎臓に

おいて CRL3-KLHL3の脱リン酸化酵素として作用しており、このユビキチンリガーゼの活性を

制御することで血圧や電解質調節に本質的な役割を担うことが判明した。このメカニズムが

calcineurin阻害薬の使用に伴う血圧異常や電解質異常にも関わっているものと考えられる。 

 

(3) 総括 

以上の解析を通じて、機能の異なる多様な尿細管細胞の作用が連動し、腎臓全体として適切な

応答が誘導されるメカニズムの一端が明らかにされた。すなわち、体液量減少時には RAA系を

介して副腎でアルドステロンが産生される。アルドステロンは集合管主細胞において MR を活

性化することで上皮性 Naチャネル(ENaC)の働きを誘導する。この作用にはナトリウムの再吸収

と交換でカリウムの排泄が伴うが、RAA 系の活性化に伴い同時に産生される AngII の働きによ



って遠位尿細管細胞と集合管間在細胞の働きが増強され、カリウム排泄を抑制しつつ食塩再吸

収を最大化するような経路が活性化する。遠位尿細管では CRL3-KLHL3のリン酸化と不活性化

が惹起され、NCCが活性化される(右図)。間

在細胞においてはAngII/mTOR/ULK1系によ

る MR の脱リン酸化と活性化により pendrin

の膜発現が誘導される。これらのメカニズム

の異常はカリウム欠乏に伴う食塩感受性高

血圧、あるいは calcineurin阻害薬に伴う薬剤

性の電解質異常など、さまざまな腎疾患の病

態に関与しているものと想定される。 
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