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研究成果の概要（和文）：我々は、マウスの腎臓より単離した新鮮単離近位尿細管を用い、近位尿細管管腔側の
V-ATPase活性がインスリンにより活性化されることを見出した。このインスリンによる刺激作用は、Akt阻害剤
(Akt inhibitor VIII)、mTORC1/2阻害剤(PP242)によりほぼ完全に抑制されたが、mTORC1阻害剤（Rapamycin）で
は阻害されなかった。これらの結果から、インスリンによるV-ATPase活性亢進作用はAkt/mTORC2を介しているこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：We found that V-ATPase activity on the luminal side of renal proximal 
tubules was activated by insulin by using a freshly isolated proximal tubule which was obtained from
 mouse kidney cortex. This stimulation by insulin was almost completely suppressed by Akt inhibitor 
(Akt inhibitor VIII) and mTORC1/2 inhibitor (PP242), but not by mTORC1 inhibitor (Rapamycin). These 
results indicated that the stimulation of V-ATPase activity on the luminal side of renal proximal 
tubules by insulin is mediated via Akt/mTORC2 pathway.

研究分野：腎生理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インスリンは近位尿細管管腔側におけるナトリウム輸送のみならず、酸塩基平衡の制御に関与していることが示
された。このことから、高インスリン血症が酸血症に関与している可能性が示唆された。さらに、この制御には
mTORC2が関与していることが示唆された。mTORC2選択的な阻害剤は、腎疾患の創薬ターゲットになる可能性があ
ると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者らは PT Na-HCO3 共輸送体 NBCe1 の変異により眼症状、片頭痛を伴う近位尿細管性アシ
ドーシスが生じること、チアゾリジン系糖尿病薬が PPARγの non-genomic 経路を介して PT Na
再吸収を亢進させることが浮腫の一因であること、動物では二相性であるアンジオテンシン II
の PT Na 輸送調節作用がヒトでは一相性であることなどを報告し、近位尿細管のイオン輸送機
構に関する研究を行ってきた。その中で、インスリンによる近位尿細管 Na再吸収亢進作用がイ
ンスリン抵抗性に伴う高血圧や糖尿病性腎症進展に重要であることを報告し大きな注目を集め
ている。さらに、Dent 病発症機序の解
析の中で V-ATPase と CLC-5 がエンド
ゾーム内だけでなく PT 細胞膜上でも
密接な機能的共役関係にあることを
見出した。こうした研究の中で siRNA
を用いた単離 PT の特定遺伝子発現抑
制法やsplit-open法を用いたPT管腔
側輸送体の解析法など画期的な新規
実験系も開発した。ここで近位尿細管
のプロトンポンプである V-ATPase は
細胞内小胞の酸性化を介してエンド
サイトーシスやライソゾーム内での
蛋白分解など様々な役割を担ってい
るが、その活性測定は技術的に困難で
あり、調節機構に関する解析もほとん
ど進んでいなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、最新の知見や業績を踏まえインスリンによる近位尿細管の V-ATPase 活性化
の詳細とその生理的・病態的意義を明らかにすることである。  
 
３．研究の方法 
 
インスリンによる V-ATPase 活性化の近位尿細管の Na輸送への影響を、管腔側における主要
なNa輸送体と考えられているNa/H交換輸送体NHE3のtrafickingを指標として評価を行った。 
具体的には、C57Bl6 マウスの腎皮質より、実体顕微鏡下で、速やかに近位尿細管を単離し、
単離近位尿細管を我々が開発し報告した split-open 法(Pflugers Arch 2016;468:1183)を用い
て管腔側を露出させ、スライドガラス上に貼付し灌流を行った。灌流液の Na 濃度を急速に 0
とすることによる細胞内 pH 変化を NHE3 活性と定義し、NHE3 活性を測定することにより評価を
行った。また、灌流液の Na 濃度が 0となった際に、Na 濃度非依存的に細胞内 pHが上昇する変
化を V-ATPase 活性と定義した。 
まず、インスリンの近位尿細管の管腔側 Na 輸送体活性亢進作用が、V-ATPase 活性の阻害に
よりどのように変化するかを検証し、蛋白発現に関する影響をWestern blottingにより評価し、
検証した。 
次に、インスリンの近位尿細管の管腔側 Na 輸送体活性亢進作用が V-ATPase の特異的な阻害
剤であるバフィロマイシンにより V-ATPase 活性を阻害した場合にどのように変化するかを検
証し、蛋白発現に関する影響を Western blotting により評価し、検証した。 
 
次に、インスリンの近位尿細管の管腔側 Na 輸送体活性亢進作用と V-ATPase 活性亢進がイン
スリンの古典的なシグナル伝達経路である Akt を介しているかどうかについて、Akt 阻害剤 Akt 
inhibitor VIII を使用により、どのように変化するかを検証し、蛋白発現に関する影響を
Western blotting により評価し、検証した。 
最後に、インスリンによる近位尿細管の V-ATPase 活性亢進作用と mTOR の関連を調べるため
に、mTORC1の特異的阻害剤であるRapamycinおよびmTORC1/2の阻害剤であるPP242を添加し、
検討を行った。蛋白発現に関する影響を Western blotting により評価し、検証した。 
これらの阻害剤による近位尿細管の管腔側 Na 輸送に及ぼす影響については、NHE3 活性を測
定することにより評価を行った。 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
最初にマウス腎皮質より単離した新鮮単離近
位尿細管を用いて、近位尿細管における
V-ATPase 活性測定を行った。 
単離近位尿細管において、灌流液の Na を急速
に除去すると、Na 濃度非依存的な pH 変化を認
め、この変化は、特異的阻害剤であるバフィロ
マイシンでほぼ完全に抑制された。 
このことから、この変化が V-ATase 活性であ
ることが分かった。 
さらに、近位尿細管管腔側の Na 輸送に及ぼす
影響を確認したところ、バフィロマイシンの添
加により NHE3 活性には影響を認めなかった。 
次に、生理的濃度(10-8M)のインスリン刺激が、近位尿細管の V-ATPase 活性亢進作用と管腔
側の NHE3 に及ぼす影響について検討をした。インスリン刺激により、近位尿細管の V-ATPase
活性は約 20％亢進し、NHE3 の活性も約 20％亢進した。このインスリンによる V-ATPase 活性亢
進作用は、Akt 阻害剤（Akt inhibitor VIII）の添加によりほぼ完全に抑制された。インスリ
ンによる NHE3 の活性亢進作用も同様にほぼ完全に抑制された。 
 
Western blotting を用いて蛋白発現について検討をしたところ、インスリンによる AktSer473の
リン酸化は、ほぼ完全に抑制されていたが、V-ATPase 発現量については、変化を認めなかった。 
 
これらの結果から、インスリンによる V-ATPase 活性亢進作用は、Akt を介していることが示唆
された。 
 
我々は、近位尿細管におけるインスリンによるナトリウム輸送については、Akt を介してい
ることは以前に報告している。一方で、近年、アミノ酸シグナルがリソソームの内腔側から
V-ATPase を介して mTORC1 をリソソーム表面に結合させ活性化する。ことが報告されている。
そのため、V-ATPasee と mTOR の関係について検討をした。 
  
mTORC1 阻害剤であるラパマイシン添加により、インスリンによる V-ATPase 活性はほとんど
変化しなかったが、興味深いことに、mTORC1/2阻害剤であるPP242ではほぼ完全に抑制された。 
NHE3 の活性も同様に、インスリンによる NHE3 活性亢進作用は、ラパマイシンではほとんど
変化を認めなかったが、PP242 の添加により、ほぼ完全に抑制された。 
 
 
 

 
 
 
Western blotting を用いて蛋白発現について検討をしたところ、ラパマイシンの添加により、
インスリンによる AktSer473のリン酸化は保たれていたが、インスリンによる phos-p70s6k の発
現亢進は、ほぼ完全に抑制されていた。PP242 の添加でも同様に、インスリンによる AktSer473

のリン酸化は保たれていたが、インスリンによる phos-p70s6k の発現亢進は、ほぼ完全に抑制
されていた。 



 
これらの結果から、近位尿細管の
V-ATPase 活性はインスリンにより
亢進することが示され、インスリン
による近位尿細管 V-ATPase 活性亢
進作用と NHE3 活性亢進作用は、
Akt/mTORC2 経路を介していること
が示唆された。 
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