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研究成果の概要（和文）：腎遠位尿細管および集合管における水・電解質再吸収調節に関わる分

子調節メカニズムの解明を目指し、ヒト副腎皮質細胞におけるアンジオテンシンⅡ刺激による

アルドステロン産生分泌シグナル伝達経路におけるカルシニューリンの関与を明らかにし、マ

スキュリン遺伝子欠損により抗利尿ホルモン（バソプレシン）の分泌が低下することを見出し

た。また、硫酸化糖脂質欠損マウスに高塩濃度水を飲ませると尿量と飲水量が増加したが、ア

クアポリンと Na+,K+-ATPase の発現量と膜での局在は正常であった。 

 
研究成果の概要（英文）： Aiming at elucidation of molecular regulatory mechanisms 

underlying the reabsorption of water and electrolytes on the distal tubules and collecting 

ducts of the nephron, we demonstrated calcineurin is involved in the signaling pathway 

dictating the angiotensin II-dependent aldosteron secretion. Further, we found that 

deficiency of the mascurin gene causes depletion of the antidiuretic hormone 

(vasopressin). Finally, amounts of urine and water intake were increased when a high salt 

concentration of water was given to the sulfated glycolipid-deficient mice. However 

expression levels and membrane localizations of aquaporin and Na+,K+-ATPase were not 
deteriorated. 
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳動物の体液調節は腎臓で行われ、ホル
モンや液性因子によって制御される。集合管
主細胞では、視床下部で産生され脳下垂体を
通って血中に分泌される抗利尿ホルモン

（ADH、別名バソプレシン）が、V2受容体に結
合してアデニレートシクラーゼを活性化し
cAMP 濃度を上昇させる。この cAMP 濃度の上
昇がアクアポリン水チャネル（AQP2）を管腔
膜へと運び、水の再吸収を促す。一方、尿路
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腔の Na+イオンは、管腔膜に局在する上皮 Na+

チャネル（ENaC）で吸収されるが、この流入
は基底膜に局在する Na+,K+-ATPase によって
形成される電気化学勾配によって駆動され
る。さらに、ENaCの発現と管腔膜への局在は
アルドステロン-ミネラルコルチコイド受容
体（MR）複合体で制御される。Na+イオンの流
入によって膜内外に Na+イオン濃度差が生じ
るが、この濃度差が形成する経上皮電位差は、
K+イオン分泌と H+イオン分泌（A型介在細胞）
の駆動力となる。 

 アルドステロンは、ヒトの重要なミネラル
コルチコイドで、副腎皮質球状層細胞で産生
される。アンジオテンシンⅡは、AT1受容体を
介して、アルドステロンの産生分泌を促す。
この過程でアルドステロン合成酵素遺伝子
（CYP11B2）の転写が促進される。我々は、
アンジオテンシンⅡ刺激から CYP11B2遺伝子
転写促進にいたる細胞内シグナル伝達経路
に、Ca2+／カルモジュリン依存性プロテイン
ホスファターゼのカルシニューリンが介在
することを発見したが、詳細なメカニズムは
不明であった。カルシニューリン阻害剤は、
免疫抑制剤として移植後の拒絶反応の抑制
や自己免疫疾患の治療に使用されているが、
最も問題となる副作用は高血圧症である。カ
ルシニューリン阻害剤が投与されると、血中
のレニンとアンジオテンシンⅡは増加する
がアルドステロンは増加しない。このため、
アンジオテンシンⅡによるアルドステロン
産生分泌促進の過程にカルシニューリンの
関与が予想されるが、これまで指摘されてい
なかった。 

 一方、我々はラット脳視床下部においてテ
ストステロンによって発現誘導される分子
としてマスキュリンを発見し、その生理機能
を検証するためマスキュリン遺伝子破壊マ
ウスを作製した。マスキュリン KOマウスは、
健常マウスの 2.7倍の尿量増加と比重低下を
伴う尿崩症を発症することを見出した。この
原因が脳視床下部における抗利尿ホルモン
（ADH）バソプレシンの産生・分泌に異常が
ある（中枢性）のか、腎尿細管における ADH
に対する応答に異常がある｛末梢性｝のか不
明であった。尿崩症の遺伝性原因として、こ
れまで ADH、バソプレシン受容体（V2受容体）、
アクアポリン（AQP2）の遺伝子変異が知られ
ているが、マスキュリン遺伝子の変異は報告
がない。 

 腎尿細管には硫酸化糖脂質のスルファチド
が豊富に存在するので何らかの生理機能を
有すると予想されてきた。スルファチド合成
酵素（CST）のノックアウトマウスを作製し
たところ、ミエリンの接合異常による神経症
状が現れ、精子形成が中断した（Honke et al. 
(2002) Proc Natl Acad Sci USA 

99:4227-4232）が、通常の飼育条件では腎機
能の異常はみられなかった。最近、この
CST-KO マウスに１％食塩水を飲水させ塩分
負荷をかけたところ、尿がアルカリ性になり、
尿中 Na+/K+比が野生型マウスと比して有意に
上昇することを見出した。ニジマスの海水馴
化 時 に ス ル フ ァ チ ド が 鰓 上 皮 の
Na+,K+-ATPase の活性を調節するという報告
（ Lingwood et al. (2005) J Biol Chem 
280:36545-36550）があることから、CST-KO
マウスでは、集合管での Na+,K+-ATPase の活
性が低下しているため、十分な経上皮電位差
を作ることができず、Na+の吸収、K+と H+の分
泌が抑制されている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、腎集合管における水・電解質排

出調節に関わる分子調節メカニズムの解明
を目指し、（１）ヒト副腎皮質細胞における
アンジオテンシンⅡ刺激によるアルドステ
ロン産生分泌シグナル伝達経路におけるカ
ルシニューリンの関与、（２）マスキュリン
遺伝子欠損による尿崩症発症の機序、（３）
電解質および水素イオン分泌に関するスル
ファチドの役割を解明することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（１）カルシニューリンが介在するアンジオ
テンシンⅡ刺激によるアルドステロン産生
分泌シグナル 

 ヒト副腎皮質球状層由来細胞株NIH-H295Rは、
アンジオテンシンⅡによるアルドステロン産
生誘導能を保持している。我々は、リアルタ
イムPCRを用いてCYP11B2 のmRNA量を定量す
る系を確立した。さらに、CYP11B2遺伝子の5’
-上流域プロモーター部分をルシフェラーゼ
遺伝子に繋いだレポーター遺伝子を作製した。
この両者を基盤アッセイ系として、カルシニ
ューリンの特異的阻害薬であるサイクロスポ
リンAとタクロリムス（FK506）が、アンジオ
テンシンⅡで誘導されるCYP11B2 mRNA量増加
とルシフェラーゼ活性の上昇を阻害すること
を見出した。 

 H295R細胞にアンジオテンシンⅡを添加した後、細胞
内におけるカルシニューリンの活性変化を、NFAT分子を
用いたFRETセンサー（Newman et al. (2008) Mol. 
BioSyst. 4, 496-501）の変化で調べた。 

 活性型カルシニューリン（C末端側の自己阻
害ドメインを欠いている）遺伝子を組み込ん
だアデノウイルスをH295R細胞に感染させた
ときのCYP11B2のmRNA量の変化を調べた。さら
に、アデノウイルス感染と同時にカルシニュ
ーリン阻害薬のタクロリムスおよびサイクロ
スポリンAを添加したときのCYP11B2mRNA量の
変化を調べた。 



 

 

 siRNAを用いてカルシニューリンの発現を
抑制したときの、アンジオテンシンⅡ誘導性
CYP11B2 mRNA量増加への影響を調べた。 
 活性型カルシニューリン遺伝子を組み込ん
だアデノウイルスを感染させ、レポーター遺
伝子（CYP11B2上流域をルシフェラーゼ遺伝子
と繋いだもの）の発現をルシフェラーゼ活性
で調べた。同時にタクロリムスおよびサイク
ロスポリンAを添加したときのルシフェラー
ゼ活性を調べた。 
 CYP11B2遺伝子のプロモーター部位には２
箇所の制御領域Ad5とAd1が存在する。この部
位に変異を導入したレポーター遺伝子を作成
し、ルシフェラーゼアッセイによりカルシニ
ューリンがどの制御領域に影響するかを調べ
た。 
 Chipアッセイにより、CYP11B2遺伝子のプル
モーターに結合している転写制御因子を調べ
た。さらに、転写制御因子の結合へのCN阻害
剤サイクロスポリンA（CysA）の影響を調べた。 

（２）マスキュリンによる抗利尿ホルモン作
用調節機構 

 マスキュリン-KOマウスと野生型マウスに
ついて、尿量、飲水量、尿中ならびに血中の
Na+および K+濃度、尿浸透圧、尿比重、血圧
（tail-cuff 法）を測定した。 

 マスキュリン-KO マウスと野生型マウスに、
ADH 注射（デスモプレシン 250 ng/mouse）、
食塩水負荷試験（１％食塩水を飲水に用い
る）を行った場合の尿量、飲水量、尿中なら
びに血中の Na+および K+濃度、尿浸透圧、尿
比重を比較検討した。 

（３）スルファチドによる電解質／水素イオ
ン分泌調節機構 

 CST-KO マウスと野生型マウスに食塩水負荷
をかけて、尿中および血中の Na+濃度、K+濃度、
pH の生化学検査を行い比較検討した。血中の
クレアチニンと BUNをチェックし急性腎不全
を伴うかどうかを調べた。 

 CST-KOマウスと野生型マウスに食塩水負荷
をかけた際の尿細管の損傷部位を調べるた
め、病理組織学的検査を行った。 

 集合管主細胞におけるスルファチドの作用
部位を調べるため、スルファチドが apical 
membrane と basolateral membrane のどちら
側に局在するかを免疫組織化学で調べた。 

 CST-KOマウスと野生型マウスに食塩水負荷
を か け た 後 、 集 合 管 主 細 胞 に お け る
Na+,K+-ATPase の発現量と局在を免疫染色で
調べた。 
 
４．研究成果 

（１）カルシニューリンが介在するアンジオ
テンシンⅡ刺激によるアルドステロン産生
分泌シグナル 

 副腎皮質球状帯におけるアルドステロンの
生合成は、アルドステロン合成酵素 CYP11B2
によって触媒される。CYP11B2 遺伝子の発現
は、アンジオテンシンⅡ（AngⅡ）刺激によ
る細胞内 Ca2+ 濃度の上昇で促進される。 カ
ルシニューリン (CN) は、Ca2+で活性化され
る重要なメディエーターの一つであるので、
ヒト副腎皮質細胞 H295R において CN が 
AngⅡによる CYP11B2 遺伝子発現に関与す
るかを調べた。その結果、（１）CN 阻害剤の 
サイクロスポリン A (CysA) と タクロリム
ス (FK506) は、 AngⅡによる CYP11B2 mRNA
の増加を抑制した。（２）活性型 CN を強制
発現させると、CYP11B2 mRNA が増加した。
（３）siRNA によって CN をノックダウンさ
せると、AngⅡによる CYP11B2 mRNAの増加を
抑制した。（４）hCYP11B2遺伝子の 5’-上流
領域 (-134 to +43 bp)にルシフェラーゼ遺
伝子を繋いだレポーター遺伝子を用いた解
析により、CysAと FK506 の両者が AngⅡによ
るルシフェラーゼ活性の上昇を阻害した。
（５）生きている H295R 細胞において、Ang
Ⅱ刺激に伴う CN の活性化を、NFAT の構造変
換 に 伴 う 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動
（fluorescence resonance energy transfer: 
FRET）で確認した。 以上の結果を総合して、
CNは AngⅡによる CYP11B2 遺伝子発現に関与
すると結論した。 このメカニズムは、CysA
使用時にみられる高血圧症では、血中レニン
濃度が高いにもかかわらずアルドステロン
濃度は低いことを説明する。 

 次に、CN の下流にどのようなシグナル分子
や転写因子が存在するかを調べた。CYP11B2
遺伝子のプロモーター部位には２箇所の制
御領域 Ad5 と Ad1 が存在することが Rainey
らにより指摘されているが、制御領域に変異
を導入したレポーター遺伝子を用いたルシ
フェラーゼアッセイにより CN シグナルは両
方の制御領域に関与することがわかった。 

 Ad1 へは p-CREB が結合することが想定され
ているが、AngⅡ刺激後 5 時間における Chip
アッセイにより、CREBと CBP が CYP11B2 遺伝
子のプロモーターに結合していることが確
認され、この結合は CN 阻害剤の CysA でキャ
ンセルされた。一方、Ad5へは NR4Aファミリ
ーの転写因子が結合することが想定されて
いるが、AngⅡ刺激後１時間の初期には Nur77
が結合し、５時間後には NOR1 に置き換わる
ことが示唆された。この NOR1 の結合も CysA
によりキャンセルされた。以上から、CN が
CYP11B2 遺伝子プロモーターへの転写因子の
結合を正に制御していることがわかった。 

 さらに、AngⅡ刺激による CREBとコアクチ
ベーターの翻訳後修飾への影響を継時的に
調べた。その結果、CREBおよびコアクチベー
ターがリン酸化以外の翻訳後修飾を受け、そ



 

 

の修飾状態が AngⅡの刺激を受けてから１時
間後に変化すること、この変化が CN 阻害剤
CysA によりキャンセルされることを見出し
た。CN は脱リン酸化酵素なのでリン酸化とこ
の翻訳後修飾との関係、CREB の翻訳後修飾に
よる転写活性への影響を追究中である。 

（２） マスキュリンによる抗利尿ホルモン
作用調節機構 

 マスキュリン-KOマウスは野生型マウスと
比べて尿量が 2.7倍多く、飲水量も多い。食
塩水負荷（１％食塩水を飲水に用いる）を行
うと一層飲水量が増加した。このため、塩負
荷 KO マウスでは体内に水分が貯留した。 

 マスキュリン-KO マウスと野生型マウスに、
ADH（デスモプレシン 250 ng/mouse）を注射
すると、尿量が減少したことから、KO マウス
は ADH分泌不全による中枢性尿崩症と考えら
れた。 

 興味深いことに、マスキュリン-KOマウスに
アルドステロンを投与すると飲水量が抑制
され正常レベルに戻った。 

（３） スルファチドによる電解質／水素イ
オン分泌調節機構 

 免疫組織化学では、アクアポリン（AQP2）は集合管
主細胞の頂 apical membrane に局在していた
が、スルファチドは腎髄質の細胞に広く、
apical membraneと basolateral membraneの
両側に局在していた。CST-KO マウスも AQP2
の局在は保たれていた。 

 CST-KO マウスと野生型マウスに食塩水負荷
をかけた後、腎髄質における Na+,K+-ATPase
の発現量と局在に変化はみられなかった。
Na+,K+-ATPase は basolateral membrane に発
現していた。集合管主細胞に発現していると
される ENaC は、適切な抗体が得られず明確
に観察できなかった。 

 イヌ由来の集合管主細胞モデル細胞の MDCK
細胞に CSTの siRNAを導入して CSTをノック
ダウンした細胞を作製し、フル—サイトメト
リーでスルファチドの発現が抑制されてい
ることを確認した。親細胞と CSTノックダウ
ン細胞における in vivo の Na+,K+-ATPase 活
性を比較するための実験系を構築中である。 

 スルファチド欠損マウスは、野生型マウス
と比べて飲水量が多く尿量も多いが、高塩濃
度水（1%NaClまたは 1%KCl）負荷をかけると
一層飲水量と尿量が増加した。糖尿病と尿崩
症が疑われたが、血糖値に異常はなく糖尿病
は否定された。血中のクレアチニン濃度は正
常なので、糸球体ろ過機能は保たれていると
考えられた。 

 飲水を制限すると尿量が劇的に減ること、
塩水負荷により腎髄質にアクアポリン AQP2
の発現が正常に誘導されることから尿崩症

も否定的である。以上より、口渇中枢に何ら
かの過剰刺激が入力されている可能性が考
えられた。 
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