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研究成果の概要：腎臓の尿細管において、レニン-アンジオテンシン系は体内の Na 貯留の制御

に関わり、高血圧、糖尿病、腎症の発症に関わると考えられていたが、腎臓の高度に分化した

構造と機能のためその詳細な病態解明が困難であった。そこでアンジオテンシンⅡ受容体の近

位尿細管特異的かつ、薬剤により発現誘導が可能なトランスジェニックマウスの作製を行い、

疾患モデルマウスを用いた病態解析を目指した。 
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１．研究開始当初の背景 

レニンーアンジオテンシン系(renin-angiot

ensin system：RAS)は全身の体液のNa+,Ｋ+の

バランスと血圧の恒常性維持を担うだけで

なく、高血圧症、心血管疾患、腎疾患、糖尿

病おいてもその作用が病態の 

進行に関わる重要な因子である。RASの主要

な作用はangiotensinⅡ(AⅡ)の血管への作

用と腎臓の尿細管への作用からなり、AⅡの

作用を媒介する受容体にはAⅡtype1受容体

(AT1)とAⅡtype2受容体(AT2)の 

2つのsubtypeが存在している。AT1が従来のA

Ⅱの主要な作用である血管収縮、Na＋再吸収

を媒介し、 

また個々の臓器・組織において細胞増殖、炎

症、線維化を促進して、高血圧、糖尿病、腎

炎などで病態促進的に作用するのに対し、AT

2はAT1と拮抗的な作用、すなわち、血管拡張、



Na利尿の促進、細胞増殖の抑制と分化の促進、

apoptosisの誘導や線維化の抑制などの作用

を担う。また、腎臓の尿細管では局所で産生

されるAⅡがあり(local RAS)、近位尿細管近

傍のAⅡ濃度は血中AⅡ濃度の100倍から1000

倍と報告されている。食事の塩分摂取量やRA

S抑制薬であるアンジオテンシン変換酵素阻

害薬(angiotensinconverting enzyme inhib

itor：ACEI)とAT1特異的拮抗薬(AT1R blocke

r：ARB)の投与による血中AⅡ濃度 (systemic

 RAS)の変動に対しlocal RASは独立してお

り、腎炎や糖尿病性腎症のような病態では腎

臓局所の炎症、細胞増殖、血行動態異常にこ

のlocal RASが関与することが近年明らかと

なってきた。また、尿細管local RASではAT1

を介したAⅡのendocytosisによる輸送系が

局所AⅡの除去・分解やAT1の細胞膜へのrecy

cleのみならず、尿細管でのRAS機能の発現に

必須であることも近年注目されている。高塩

食下でsystemic RASは抑制され血中AⅡ濃度

は低下するが近位尿細管でのAⅡ濃度はむし

ろ上昇し、高血圧発症への関与が示唆される。

糖尿病モデルラットではAT1を介した尿細管

でのNa+-H+-exchanger やG proteinによるNa+

 K+ -ATPase活性によるNa+再吸収促進作用が

報告されている。腎虚血モデルラットにおい

てはAT1は再潅流後に増加して近位尿細管増

殖に関与し、ARB投与により虚血後の血中Cr

値上昇が抑制されることが示されている。一

方、AT2は近位尿細管に作用し、Na利尿を促

進するものの、その作用機序と病態時の役割

は未だ不明である。従来のACEIやARBあるい

はAT2特異的なagonist, antagonistによる

検討のみでは、個々の臓器や組織毎のlocal 

RASの作用の詳細な機能のin vivoでの検討

が行えず、AT1とAT2の個々の作用についても

独立して検討する系が確立されてはいない。 

 腎臓以外の臓器では心筋や血管内皮特異

的なAT1、AT2のトランスジェニックマウス(T

Gマウス)とノックアウトマウス(KOマウス)

による検討があり、心筋梗塞後の組織再構築

機構でのAT1による細胞 

増殖と肥大作用、そしてこれに拮抗して組織

再構築を促進するAT2の心保護的作用が明ら

かとなり、RAS阻害による治療の作用機序が

解明され、さらにAT2 agonist の治療への応

用などRASを介した新たな治療法開発への端

緒となっている。腎臓はRASの主要な標的臓

器であるが、その組織構成が高度かつ複雑に

分化しており、ネフロンにおいてもAⅡの標

的は糸球体の輸出・輸入細動脈やメサンギウ

ム細胞、近位尿細管やレニン分泌器官として

AⅡで直接調節を受ける傍糸球体装置など多

岐にわたる。従来の全身の一様なTGマウスや

KOマウスにおいては腎臓内の個々の器官で

のRASとAT1、AT2の作用について分析的な検

討が困難であり、近位尿細管などの局所で特

異的にAT1、AT2を遺伝子操作できる系を用い

た検討が待たれていた。 

 

２．研究の目的 

(1) 近位尿細管特異的な AⅡ type1 受容体

(AT1), AⅡ type2 受容体(AT2)の近位尿細管

特異的トランスジェニック(TG)マウスを作

製し、テトラサイクリン発現誘導システム

(tet-on system)を併用することで薬剤によ

る過剰発現誘導を可能にする。 

(2)上記 TG マウスを用いた高血圧、糖尿病、

腎症モデルマウスを作製し、AT1,AT2 の過剰

発現により、AT1,AT2 の各病態発症での役割

を検討し、新たな治療法の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 高血圧症、糖尿病、虚血腎でその病態進

行に AⅡが関わる尿細管作用を検討するため、

AⅡ受容体の 2 つのサブタイプである AT1 と

AT2 で尿細管特異的かつ薬剤誘導型の過剰発

現系 TG マウスを作製する。具体多的には尿



細管特異的 Cre-loxP 発現システムと

ROSA26-rtTA-IRES-GFP 発現系(研究成果図

1.)を組み合わせて、doxycycline で任意に

AT1 もしくは AT2 の発現を腎臓近位尿細管特

異的誘導できる TG マウスを作製とする。こ

の TG マウスを用いた高血圧、糖尿病、虚血

腎モデルでの検討を加えることで各病態に

おける AⅡの作用を、拮抗的な作用が報告さ

れている、２つのの受容体サブタイプ AT1 と

AT2 について別個に検討する。      

 

(2)尿細管特異的にテトラサイクリントラン

ス活性化因子である rtTA 蛋白を発現するマ

ウス(ROSA26-rtTA-IRES-GFP)と rtTA 蛋白に

doxycycline が結合した状態でのみ下流の遺

伝子発現が誘導される teto7 プロモーター

にAT1もしくはAT2遺伝子が組み込まれたTG

マウス(研究成果図 2.)を交配することで得

られる TG マウスは、doxyclcline 投与時のみ

に尿細管に AT1 もしくは AT2 蛋白の過剰発現

が誘導される(研究成果図 3.)。 

これは遺伝子操作に空間的特異性(尿細管特

異的発現)と同時に時間的特異性(薬剤によ

る発現誘導)を与える。その利点として他の

臓器や腎臓内の AⅡ標的細胞への影響を避け

つつ、疾患モデルでの病態の特定時期に尿細

管における AT1、AT2 の作用を直接 in vivo

で検討できる。 

 
４．研究成果 

(1)近位尿細管特異的rtTA/GFP蛋白発現トラ

ンスジェニックマウスの作製 

 ROSA-rtTA-IRES-GFP マウス(Belteki G. et 

al. Nucleic Acids Res. 33.2765-2774.2005)

は Cre enzyme の発現する臓器でのみ loxP 配

列間の PGD-neo 遺伝子が除去され、下流の

rtTA 蛋白と GFP 蛋白が発現する TG マウスで

ある。近位尿細管特異的プロモーターである

sglt2(Na+-glucose cotransporter2) プロモ

ーターにより尿細管特異的に Cre enzyme を

発現するTGマウス：sglt2-Creマウス(Rubera 

I. et al. J Am Soc Nephrol.)を交配して近

位尿細管特異的に rtTA 蛋白と GFP 蛋白が発

現する TG マウスを作製する(図 1)。この時点

で mouse 1+2 の腎臓から細胞を取り出し、

FACS で GFP 蛍光を持つ細胞を選別すると、 

近位尿細管細胞のみが単離され、近位尿細管

の primary culture が容易にできるようにな

る。 

この細胞を用いて高血糖、AⅡ負荷時の Na+輸

送とそれに対する各種薬物の効果を検討す

る。 

 
(2)rtTA/doxyxyxline誘導型(tet-on system)
のAT1/AT2 トランスジェニックマウスの作製 

rtTA蛋白はdoxycyclineが結合した時にのみ

tetO7 プロモーターに結合し、下流の遺伝子

発現が誘導される(tet-on system)。tetO7 を

もつベクターPBI3(Baron U et al. Nuc Acids 

Res.23,3605-3606.1995)にcloningしたAT1

もしくはAT2 のcDNAを組み込み、tet07 プロ

モーター下に発現が制御されるコンストラ

クトを構築して、これを用いたTGマウスを作

製する(図2.tetO7-AT1/tetO7-AT2 TGマウス)。

このマウスは全身の細胞のgenomeに

tetO7-AT1/AT2 のコンストラクトが挿入され

ているが、rtTA蛋白は発現していないため、

AT1 の発現はこの時点では誘導されないまま

である。 このため、さらにrtTA蛋白が発現

している臓器特異的に、かつdoxyxycline投

与時にのみAT1/AT2 の発現が誘導されること



になる(図 2)。 

(3)近位尿細管特異的発現誘導型AT1/AT2 ト

ランスジェニックマウスの作製 

近位尿細管特異的に rtTA 蛋白を発現する TG

マウスと tetO7 プロモーター下に tet-on 

system で AT1/AT2 を発現する TG マウスを交

配する。こうして得られる TG マウスは全身

の細胞の genome 内に tetO7-AT1/AT2 が組み

込まれており、かつ腎臓の近位尿細管細胞に

のみ rtTA 蛋白が発現してる。この時点で

AT1/AT2 発現は誘導されず、doxycycline 投

与後、rtTA 蛋白が発現している腎尿細管での

み rtTA 蛋白-doxyxycline 結合体が tetO7 プ

ロモーターに結合して、AT1 もしくは AT2 の

過剰発現が近位尿細管特異的に誘導される。 

現在、TG マウスの作製が進行している。 
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