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研究成果の概要（和文）：腎臓は、血液を濾過・再吸収する過程により、生命活動に伴い発生す

る老廃物を体外に除去すると共に、血圧を含む体液ホメオスタシスを維持している。維持機構は、

腎遠位尿細管での再吸収過程が主に担うが、この過程には K+チャネルによる K+輸送が不可欠で

ある。本研究では、従来の研究で同定した遠位尿細管 K+チャネルの機能局在を制御する因子

MAGI-1 を新たに同定することに成功し、更に、生体への電解質負荷に対応した MAGI-1 によるチ

ャネル機能制御がホメオスタシス維持に関与していることを解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Kidney is the essential organ for the fluid and electrolyte homeostasis, 
and the derangement of its function results in the life-threatening diseases including 
hypertension, the most common disease in industrialized societies.  Recent genetic analysis 
revealed that the Na+ reabsorption, the continuance of which is maintained by functional 
expression of K+ channels, in distal renal tubules participates in the pathogenesis of 
hypertension.  In this study, we identified MAGI-1 as a scaffolding protein for the K+ channels 
in distal renal tubules that we had identified previously.  We further clarified that MAGI-1 
participated in the regulation of the functional expression of K+ channels to maintain the fluid 
and electrolyte homeostasis.   
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１．研究開始当初の背景 
⑴ 腎臓は生体の体液ホメオスタシス維持を
担う臓器である。腎臓は糸球体で濾過された
血漿の99%を尿細管で再吸収することにより、
細胞内外の主要な陽イオンである Na+・K+を含
む体液ホメオスタシスを維持している。尿細
管は近位部から遠位部にかけ、各セグメント
で異なる再吸収機能の担い、遠位尿細管が電
解質の再吸収制御を担う。欧米型の食生活環

境で認める相対的高 Na+・低 K+摂取の条件下で
は、遠位尿細管の中でも遠位曲尿細管近傍が
電解質の主要制御を担うセグメントであるこ
とが近年の生理学的研究の結果により明らか
にされていた。 
⑵ 遠位曲尿細管では、基底膜側に発現して
いる Na+/K+-ATPase を駆動力とし再吸収を行
っているが、Na+再吸収に際して細胞内に流入
する K+に対して①管腔側 K+チャネルを介した
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尿中への排泄、または②基底膜側 K+チャネル
を介した血中への再吸収、を介して、排泄・
再吸収のバランスを Na+と独立に制御してい
ると推定された。 
⑶ 生体は、遠位曲尿細管でこれら K+チャネ
ルの機能的発現を制御する事により、生体の
K+・Na+を含む電解質バランスを維持している
と推定された。 
⑷ 従来の研究で、遠位曲尿細管 K+チャネル
を構成するユニットの同定に成功し、基底膜
側 K+チャネルは内向き整流性カリウムチャネ
ルに属する２種類のチャネルのヘテロマー
（Kir5.1/Kir4.1 heteromer）が主に構成しす
ること、また、その機能発現が Kir4.1 サブユ
ニットのカルボキシル末端部に存在する２つ
の局在シグナル配列により規定されることを
解明していた。 
(5) 遠位曲尿細管におけるイオン再吸収制
御異常の結果として認められる異常の一つに
ミネラルコルチコイド作用の過剰状態が原因
と考えられている原発性アルドステロン症に
よる高血圧症がある。原発性アルドステロン
症の診断法では副腎静脈サンプリング(AVS)
が診断過程でのゴールドスタンダードと考え
られているが、AVS 施行時の副腎皮質ホルモ
ン（ACTH）負荷の必要性が確率されていなか
った。 
 
２．研究の目的 
(1) 遠位曲尿細管 K+チャネルの機能発現を
制御するシグネル配列を認識する因子を新た
に同定する。 
(2) 同定したシグネル配列認識因子が K+チ
ャネルの発現を制御する機構を解明する。 
(3) シグネル配列認識因子による K+チャネ
ル発現制御の生体における役割を解明する。 
(4) シグネル配列認識因子のシグネル認識
を制御する機構を解明する。 
(5) K+チャネルの機能発現が病態に関与す
ると考えられる原発性アルドステロン症にお
いて、その診断法に用いる AVS 施行時の ACTH
負荷必要性に関して臨床症例を用いて検討す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) K+チャネルの機能発現を規定するシグ
ネル配列を認識する因子の同定 
Kir4.1サブユニットのカルボキシル末端部の
局在シグナル配列を含むカルボキシル末端部
に対して yeast two hybrid 法を施行した。 
 同法により同定したアミノ酸配列を用い、
この配列を含むタンパク質分子の全配列を腎
臓 cDNA からスクリーニングした。 
(2) K+チャネルとシグネル配列認識因子の
相互作用制御機構 
 Kir4.1 のシグネル配列は PKAによるリン酸
化を受けうる配列上にあったことから、in 

vitro における PKA によるシグネル配列のリ
ン酸化を、PKA の特異的阻害薬である H89 の
作用の有無で比較した。HEK293T 細胞におい
て K+チャネルを発現させ、cAMP アナログ刺激
下と H89 添加下で K+チャネルリン酸化状態に
関して特異的抗体を用いた定量比較検討した。 
(3) シグネル配列リン酸化の個体レベルで
の解明 

尿細管でのイオン輸送は腸管からの吸収量

に対応して変化することが知られており、経

口イオン負荷量の違いにより目的とする刺激

伝達系が変化する事を推測していた。そこで、

Na+の経腸的負荷変化を加えた個体を用い、尿

細管における K+チャネル・シグネル配列認識

因子の発現量・発現局在の変化を解析した。 
 ８週齢ラットを各群 4匹づつ、低食塩（0.3% 
NaCl）の普通食と高食塩食(8% NaCl)で、２週
間飼育し、飼育後、腎臓からタンパク質分子
を抽出した。抽出したタンパク質分子を用い
て、両個体群における K+チャネル・シグネル
配列認識因子相互作用の相違を、免疫沈降法
を用いて比較した。 
(4) リン酸化をつかさどるキナーゼの同定 
 ８週齢ラットを各群３匹づつ、高食塩食(8% 
NaCl)で飼育し、その後一群にはアルドステロ
ン、他群は溶媒のみを持続皮下中し、１週間
後、腎臓からの RNA を抽出しマイクロアレイ
を施行した。 
(5) 尿細管イオン輸送制御の臨床への応用 
 生化学的に原発性アルドステロン症と診断
した 10 症例に対して、ACTH 負荷前・後(極低
量 0.1 mg と標準量 250 mg)の両側同時 AVS を
施行し、各 AVS による診断結果を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) シグネル配列認識因子の同定 
 yeast two hybrid 法にて同定したアミノ酸
配列の中から Kir4.1 サブユニットのカルボ
キシル末端部と特異的結合をするタンパク質
分子としてアンカータンパク Membrane 
Associate Guanylate kinase with Inverted 
domain structure (MAGI-1a)ファミリーを同
定した。 
 更に、既報の MAGI-1a のいわゆる WW 領域の
前後にインサートをもつ新たなスプライス変
異体を腎臓 cDNA から同定した。 
(2) K+チャネルのリン酸化制御 
 HEK293T 細胞
を用いた培養細
胞系においては、
K+チャネルはPKA
刺激によりリン
酸化され、この
リン酸化は PKA
に対する特異的
阻 害 薬 で あ る
H89 により阻害



された（付図参照）。K+チャネルのシグネル配
列のセリン残基に点変異を導入することによ
りリン酸化が認められなくなった。 
 このことから、PKA は K+チャネルのシグネ
ル配列にリン酸化を誘導すると推察された。 
(3) 経口 NaCl 負荷による K+チャネル・シグ
ネル配列認識因子相互作用の変化 
 普通食低食塩（0.3% NaCl）（control）また
は高食塩食(8% NaCl：H-S)で２週間飼育した
ラットの腎臓から抽出したタンパク質分子を
ウエスタンブロットで解析した。食塩負荷群
（H-S）では control 群に比較し、K+チャネル
の発現量が少ない傾向が認められたが、発現
量に有意な差は無かった。また、シグネル配
列認識因子に対する特異的抗体により免疫沈
降されるシグネル配列認識因子の量は両群で
ほぼ同じであったが、これに対して、同抗体
により免疫沈降される K+チャネルの量は、
control 群に比較し、食塩負荷群（H-S）で有
意に多かった。（付図参照） 

 このことから、経口食塩負荷により K+チャ
ネル・シグネル配列認識因子相互作用が増強
され、この増強にシグネル配列のリン酸化の
関与が推定されることを明らかにできた。 
(4) K+チャネルリン酸化キナーゼの同定 
 食塩負荷により個体のミネラルコルチコイ
ド分泌が制御されることが推定されることか
ら（食塩負荷により分泌抑制、塩分不足にて
分泌促進）、食塩負荷下では、遠位尿細管にお
けるミネラルコルチコイド作用が抑制され、
ミネラルコルチコイドにより誘導されるSGK1
等のキナーゼの作用が低下し、PDZ-binding 
motif が非リン酸化状態となり、MAGI-1 との
相互作用が増強した可能性が推定された。し
かし、マイクロアレイ法の結果では SGK1 の発
現量はミネラルコルチコイド負荷では変化を
認めなかった。 
 このことから、キナーゼの発現量の調節を
介してではなく、活性を介してシグネル配列
のリン酸化状態を制御している可能性が考え
られた。 
(5) 原発性アルドステロン症の診断におけ
る負荷の必要性の検討 
 全10症例において両側同時AVSを施行した
と推定出来たが、PFC の AV/IVC に基づく AVS
成否の判断では、標準量負荷後の確実性が高
かった。極低量負荷後は負荷前と比較し、３
例で各々ホルモン分泌量の左右比に有意な変
化を認めた。 
 極度のストレス等の生理的な刺激でも極低

量負荷後と同程度の血中 ACTH 濃度を誘発し
得るため、負荷を行わない AVS による診断は、
検査状況により一定しない可能性が示され、
生理的濃度以上の充分量を用いた ACTH 負荷
後 AVS に基づいた診断が望ましいことを明ら
かにできた。 
 本研究では、尿細管 Na+再吸収が発症の過程
を担う疾患の一つである二次性高血圧症の臨
床的研究により、新たな診断・治療の指針へ
の方向性も示し、臨床的側面からも電解質ホ
メオスタシス異常に起因する疾患へのアプロ
ーチを進展することができた。 
 遠位曲尿細管 K+チャネルの機能発現制御不

全が電解質制御異常を呈する様々な疾患の原

因であるという報告が、New England Journal 

of Medicine 等に 2009 年に発表され、本研究

の推進が高血圧症を含む電解質制御異常を原

因とする疾患の治療に繋がる可能性が裏付け

られており、本研究結果と臨床症状の関連の

解明が必要であると考えられた。 
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