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研究成果の概要（和文）：本研究は、腎臓のトランスポートソーム解明に向けて、高血圧症を含

めた腎臓の体液恒常性維持機構破綻の病態を引きおこす輸送体蛋白およびその制御因子の遺伝

子異常に注目し、生体内でそれぞれの疾患起因性変異蛋白がもたらしている病態をまず理解し、

変異蛋白と正常蛋白の機能・動態を比較することで、その分子を中心とした他の蛋白とのネッ

トワークやそれらが働く局所の環境を明らかにすることを目的としている。この研究により、

腎性尿崩症を引き起こす水チャネル AQP2の細胞内輸送機構や、腎臓での新たな NaCl出納調
節系を明らかにする事ができた。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify functionally important protein 
complexes regulating AQP water channels, CLC chloride channels and Na-Cl cotransporter 
(NCC), by focusing on the naturally occurring mutations of these genes. We found that the 
binding of tropomyosin 5b to phosphorylated AQP2 was necessary for AQP2’s apical sorting 
by vasopressin. We also found a novel phosphorylation cascade (WNK-OSR1/SPAK-NCC) 
in the kidney that is important for blood pressure regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
輸送体分子の研究は、分子クローニング後、
輸送体自体の研究から、その周辺で輸送体分
子を制御する因子の解析へと研究は発展し、
輸送体分子が単独ではなく複合体やそのお
かれている細胞内の場と相互作用して機能

し、この事こそが生体内で各輸送体分子が
外界の状況に応じて緻密に制御され機能
する上で非常に重要であることが明らか
になってきた。よって、輸送体に結合する
蛋白を手がかりとして、輸送体を取り巻く
分子複合体“トランスポートソーム”の解
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明に取り組むこととなった。 
２．研究の目的 
以前より我々が研究してきたAQP, CLCチャ
ネルや、最近遺伝性の高血圧性疾患である偽
性低アルドステロン症 II型(PHAII)の原因遺
伝子として同定されたWNKキナーゼに注目
して、これらの遺伝子の変異がもたらす病態
に注目し、その病態生理を明らかにすること
で、これら輸送体やその制御因子の形成する
トランスポートソームを明らかにする。 
３．研究の方法 
腎臓で発現する輸送体は、高度に分化した生
体内の腎臓でしか発現せず、培養細胞系では
真に生理的な機能は再現されない。よって、
種々の遺伝子改変マウス、特にヒトで発見さ
れた変異と同じ変異を持つノックインマウ
スを作成し、生体内での病態解析から、輸送
体の制御機構を明らかにした。 
４．研究成果	 
（１）AQP に関して。	 
①	 AQP7ノックアウトマウスの作成と解析	 
a)AQP7 ノックアウトマウスでは glycerol

尿症を呈する。このことより正常マウスにお

いて尿中グリセロール排泄は尿細管障害の

バイオマーカーと成り得る事を明らかにし

た	 

b）AQP7 ノックアウトマウスでは脂肪細胞
の肥大をきたす。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

②	 尿崩症 AQP2 ノックインマウスの作成と
解析	 

ノックインマウスの正常 AQP2 は変異型
AQP2の basolateral 側局在に引き寄せられ、
脱水時も apical 側への集積が減少。このマ

ウスを用いて本疾患の治療法を明らかにし

た。	 

	 

	 

	 

	 

	 正常 AQP2	 	 	 	 変異 AQP2	 	 	 	 	 merge	 	 

③	 スーパアクアポリンノックアウトマウス

の作成と解析	 

AQP11 ノックアウトの引き起こす嚢胞腎の
病態解析により、他の嚢胞腎と共通の分子メ

カニズムが存在する可能性を明らかにし

た。膵臓特異的 AQP12 ノックアウトマウ
スは、膵炎惹起モデルにおいて野生型に比

して重症の膵炎を引き起こすことが明ら

かとなり、膵腺房細胞で発達している小胞

体膜状に存在することも明らかにした。

AQP11 も腎臓尿細管細胞の小胞体上にあ
ることが判明しており、小胞体にある AQP
の生理的役割の解明を今後目指す事とな

った。	 

④ AQP2 結合蛋白の網羅的同定の試み。	 
 
	 

	 

	 

	 

	 

	 

 
 
ラット腎髄質からの AQP2 抗体カラムによる
AQP2 結合蛋白の単離同定。4:トロポミオシン
5b,  5: AQP2, 9: actin.  
⑤	 AQP2細胞内輸送機序の解明。 
同定された蛋白のうち、アクチンとトロポ
ミオシンについては、AQP2がリン酸化さ
れると高親和性にトロポミオシンが結合
し、トロポミオシンと結合していた
F-actin が脱重合することが明らかになっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図の説明。緑：AQP2（左では膜への移動が促
進、右では阻害されている）、赤左：トロポミオ

シン KD siRNA、赤右：過剰発現したトロポミ
オシン。(JCB 2008)。  
	 
この機序は、輸送体分子がその細胞内移動
において、自ら周囲の細胞内骨格分子に働
きかけて、自らの進む道を切り開くという、
全く新しい概念の細胞内分子輸送機構で
あり、JCB誌でも featured articleとして
取り上げられ、国内新聞等でも報道され注
目された。	 

⑥	 その他の AQP2機能制御機構の解明。 
a）AQP2に結合し PKAによるリン酸化効
率を促進する A-kinase anchoring protein 



(AKAP220)の同定(Kidney Int 2008)。	 
	 
 AKAP220	 	  AQP2       merge 
 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
ラット腎集合管でのAQP2とAKAP220の共
存。	 
	 
  p-AQP2	 
	 
 total-AQP2	 
	 
	 	 AKAP220	 
	 
AKAP220は AQP2と結合し、PKA依存性の
リン酸化を増強する。	 
b）FAPP2は trans-Gologiで AQP2のリン酸
化依存性の apical 膜輸送への選別に関わる
(AJP Cell 2008)。	 
	 
	 	 	 	 	 total	 
	 
	 	 	 	 	 apical	 
	 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 control KD FAPP2 KD 
 Forskolin      (-)  (+)   (-)   (+) 
MDCK細胞において、内因性の FAPP2をノック
ダウンすると、フォルスコリンによる AQP2 の
apical膜への移動が完全に阻害された。	 
	 
（２）ClC-K チャネルに関して	 
ClC-K チャネルのβサブユニットであるバ
ーチンについて、その R8Lミスセンス変異が
バーター症候群を引き起こすことが報告さ
れた。その生体内での分子機序と治療法開発
のため、R8Lミスセンス変異をもつノックイ
ンマウスを作成解析し、結果を投稿準備中で
ある。病態の本質は、R8L変異によりバーチ
ンが細胞内にとどまり細胞膜へ輸送されず、
機能サブユニットである ClC-K チャネルが
バーチン依存性に細胞膜へ輸送されること
から、結果として細胞膜への ClC-K発現が減
少する事が腎臓での Cl 再吸収を低下させて
いた。一方、クルクミンや１７－AAGといっ
た薬剤が R8L バーチンの細胞膜への発現を
増加させ、この変異マウスにおいても治療効
果が確認された。 
（３）WNK キナーゼに関して。  
① PHAII モデルマウス作成による PHAII
の病態生理の解明と新たな腎臓での NaCl出
納調節系の発見。 
機能未知のキナーゼ WNK4 のミスセンス変

異が PHAII を引き起こす事が報告され、
ヒトと同じ変異を持つ WNK4 ノックイン
マウスを作成し解析した。その結果、WNK
キナーゼの下流に OSR1 と SPAK という
キナーゼが存在し、さらにこれらのキナー
ゼにより NCC がリン酸化を受けることで
正に制御されている事が判明した (Cell 
Metab 2007)。 
 

 

 
 
PHAIIの病態としては、変異がWNK4に
入ることで、WNKキナーゼ活性が上昇し、
OSR1/SPAKを活性化、活性化されたこれ
らのキナーゼが NCC をさらにリン酸化し、
NCC はリン酸化により細胞膜に集積し、
NaCl 再吸収が増大、塩分感受性高血圧症
になることが判明した。今まで NCC の制
御機構は不明な点が多かったが、本研究は
NCC を取り巻く新たな“トランスポート
ソーム”を明らかにすることができた。 
一方、この系は塩分摂取量に応じてアルド
ステロンを介して調節を受けている事が
判明し(Kidney Int 2008)、生理的にも新た
な NaCl出納調節機構として働いているこ
とが明らかとなった。 
② 野生型WNK4の役割。 
変異型WNK4はNCCを活性化することが
明らかとなったが、野生型の WNK4 の生
理的役割は不明であった。そこで、WNK4
低形成マウスを作成し解析した。その結果、
WNK4低形成マウスは、低血圧、Na喪失
性を呈し、野生型 WNK4 も下流に向かっ
て正のシグナルを送っていることが判明
し、WNK キナーゼ阻害薬が新たな降圧剤
として働く可能性が示唆された(Hum Mol 
Genet 2009)。 
③ WNK-OSR/SPAK-NCC 系のその他の
制御因子の解明。 
アルドステロン以外にも、アンギオテンシ
ン II、食事の K摂取量、バゾプレシン、イ
ンスリン、などが、生体内でこの系を制御
することが明らかとなったが(次ページ図
参照)、その詳しい細胞内シグナル伝達系は
今後の研究課題となった。 
 
 



 
 

 
 

 

 
 
（４）まとめ 
AQP2に関しては、細胞内骨格系蛋白との相
互作用が AQP2 のリン酸によって制御され、
AQP2が進むべき道を自ら切り開くという新
しいコンセプトの細胞内蛋白輸送機構を明
らかにした。NCC 輸送体については、新た
な腎臓での NaCl 出納調節系である
WNK-OSR/SPAK-NCC というシグナル伝達
系を明らかにした。両者とも腎臓でのトラン
スポートソームの存在意義の実証となった。 
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