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研究成果の概要（和文）：腎臓集合管においては、protein kinase A (PKA) が AQP2水チャネルをリン酸化する
ことで尿から水が再吸収され体内の水恒常性が維持される。PKAの活性は、PKAのアンカータンパクであるAKAPに
より決定されている。AKAPは50種類以上あるため、AQP2のリン酸化を担うAKAPを同定することは尿濃縮病態の解
明に必要である。そこで、PKA/AQP2シグナル活性化作用を有するAKAP-PKA結合阻害剤を利用し、AQP2制御に必須
のAKAPとしてLRBAを同定した。LRBAはAQP2と共局在し、Lrbaノックアウトマウスにおいては、AQP2がリン酸化さ
れず多尿の表現型を呈した。

研究成果の概要（英文）：Protein kinase A (PKA) directly phosphorylates aquaporin-2 (AQP2) water 
channels in renal collecting ducts to reabsorb water from urine for the maintenance of systemic 
water homeostasis. Over 50 functionally distinct PKA-anchoring proteins (AKAPs) respectively create 
compartmentalized PKA signaling to determine the substrate specificity of PKA. Identification of an 
AKAP responsible for AQP2 phosphorylation is an essential step toward elucidating the molecular 
mechanisms of urinary concentration. PKA activation by AKAPs-PKA disruptors is a novel screening 
strategy to uncover responsible AKAPs for AQP2 phosphorylation. The leading candidate in this assay 
proved to be an AKAP termed lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein (LRBA). LRBA
 was colocalized with AQP2 on the same vesicles in vivo, and AQP2 phosphorylation via vasopressin / 
cAMP / PKA signaling was severely impaired in Lrba knockout mice, leading to the defective AQP2 
trafficking to the apical plasma membrane.

研究分野：腎臓内科

キーワード： PKA　AKAP　LRBA　ZNF185　水恒常性　先天性腎性尿崩症　血管透過性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AKAPに結合するPKAは尿濃縮薬開発の標的分子として着目されてきたが、数々のAKAPの中で、LRBAが尿濃縮に最
も重要であることを明らかにした。LRBAは免疫チェックポイント分子であるCTLA-4などの重要なタンパクの膜輸
送にも関わっており、腎臓におけるLRBAの詳細な役割を明らかにできたことで、LRBA研究のさらなる発展につな
がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、バゾプレシン/cAMP/PKA シグナルが体内の水恒常性維持を担う AQP2 水チ
ャネルを活性化し、尿を濃縮する機構を解明してきた。先天性腎性尿崩症は、バゾプレシン 2 型
受容体（V2R）の機能喪失型変異により尿濃縮機構が破綻し多尿をきたす疾患である。従来の治
療戦略は、障害された V2R を介さずに細胞内の cAMP 濃度を増やす方法であり、
phosphodiesterase 阻害薬や GPCR アゴニストなどの効果が検証されたが、治療薬の実用化に
は至っていない。そこで、申請者は PKA の直接活性化に着眼し、腎性尿崩症モデルマウスの尿
量を劇的に減少させる低分子化合物 FMP-API-1/27 を発見した。FMP-API-1/27 には、PKA と
PKA のアンカータンパクである A-kinase anchoring proteins (AKAPs)との結合を阻害する作
用があり、既存の化合物には無い高い AQP2 活性化効果を発揮した。FMP-API-1/27 の標的
AKAP を明らかにできれば、新しい尿濃縮病態を解明できる。 

 

２．研究の目的 

PKA はユビキタスに発現しているが、50 種類以上の AKAPs と 4 種類の PKA サブユニット
との結合の組み合わせは臓器･細胞により異なるため、特定の AKAPs-PKA 結合を切断すること
で標的組織特異的に PKA 活性を制御可能になる。RNA-Seq やプロテオミクス解析で同定され
た腎臓集合管に発現する全ての AKAPs-PKA 結合の組み合わせを免疫沈降法により評価し、
FMP-API-1/27 が LRBA と PKA-RII subunit との結合を特異的に阻害していることを明らかに
した。そこで、Lrba のノックアウトマウスを作成したところ、尿浸透圧が低下しておりバゾプ
レシンへの反応性も失われていた。今まで、数々の AKAP ノックアウトマウスが作成されてき
たが、多尿の表現型を有する AKAP は初めてであり、尿濃縮病態における LRBA の役割を解明
する意義は大きい。 

本研究では PKA 活性化作用を有する化合物の開発を進めるとともに、化合物の生理活性と作
用機序の同定を突破口として、PKA 関連疾患の病態解明を行う。AKAPs-PKA 結合阻害剤は、
PKA シグナルの病態解析に有用である。AKAP は PKA と結合する一方、PKA の基質となる分
子（輸送体やチャネルを含む）や他のシグナル分子および足場蛋白と結合しており、細胞内 PKA

シグナルの時空間的制御の中心をなすアンカータンパクとして知られている（図 1）。 AKAPs-

PKA の結合の組み合わせは臓器･細胞により
異なり PKA 制御の複雑性を生み出している
ことが、生体内における多様な PKA 基質のリ
ン酸化制御において有利に働く。逆に、病態に
関わる PKA シグナルを抽出し同定すること
は至難であり、リン酸化プロテオミクスなど
の網羅的解析を行っても、どの PKA 基質が重
要なのか今まで優劣をつけられなかった。
我々の化合物は治療薬開発のみならず、例え
ば腎臓集合管の AQP2 リン酸化に最も重要な
LRBA を同定するのに有用であり、病態解明
においても独創性の高いツールとして新規研究分野の開拓に貢献することができる。先天性腎
性尿崩症、血管透過性亢進、肥満症など治療が困難な PKA 関連疾患は数多く残されており、新
たなカテゴリーの PKA 活性制御薬がアンメット・メディカル・ニーズを満たす可能性が強い。 

 

 

３．研究の方法 

LRBA は分類不能型免疫不全症の原因遺伝子であり、機能喪失により自己免疫性腸炎・自己免
疫性血球減少・低ガンマグロブリン血症・リンパ増殖症などの臨床像を呈する。LRBA は T 細胞
において CTLA4 受容体へ直接結合し、CTLA4 受容体の細胞
膜への輸送に関わる（図 2）。LRBA が欠損すると CTLA4 の
vesicle recycling 機構が破綻し、CTLA4 がライソゾーム
で分解されるため、T 細胞の活性を調節できなくなり自己
免疫や免疫不全、リンパ増殖を引き起こす。 

腎臓は、尿中の水や塩を体内へ再吸収することで生体の
水・体液恒常性を維持しているが、AQP2 に限らず再吸収に
関わる種々の輸送体・チャネルの活性は vesicle recycling 
によって制御されている。LRBA は、水の出納を調節する集
合管だけでなく塩の出納を調節する尿細管セグメント（ヘ
ンレ係蹄の太い上行脚～遠位尿細管）にも発現していたこ
とから、これらの尿細管セグメントにおける LRBA の
vesicle recycling 機構を解析する。 
 
（１） LRBA による水制御機構の解明 



メタボリックケージを用いて尿浸透圧・尿量・飲水量を
測定する。Lrba-/-マウスは多尿の表現型を呈していたため
V2R アゴニストであるデスモプレシン(dDAVP)の負荷試験
行い、尿濃縮障害の程度を評価する。次に、尿濃縮障害の
原因を精査するために、AQP2 水チャネルのリン酸化を評価
する。 

腎臓尿細管は単層立法上皮で構成されており細胞に極
性があることから、細胞内小胞の局在を評価するのに適し
ている。AQP2 は、一部がエキソサイトーシス・エンドサイ
トーシスによる recyclingを受けるが、ライソゾームで分
解されるものやエクソソームに含有され尿中に分泌され
るものもある（図 3）。 LRBA がどのエンドソームからどの
エンドソームへ移行するのに必要であるかを検証する。野
生型と Lrba-/-マウスの腎臓のサンプルを密度勾配超遠心
法・構造化照明超解像顕微鏡法（SIM）を組み合わせて解析することで、AQP2 と LRBA の細胞内
局在を定量的かつ超高解像度で解析する。 

 
（２）LRBA による塩制御機構の解明 

Lrba-/-マウスにおいては、PKA を介した AQP2 のリン酸化が高度に障害されており、尿濃縮障
害の表現型を呈した。通常、AQP2 活性化障害による水利尿がおこると高 Na 血症を認めるが、
Lrba-/-マウスでは血清 Na の上昇がないことから水だけでなく塩利尿もおきていると考えられた。 

そこで、Lrba-/-マウスの血液生化学検査（Na, Cl, K, HCO3-）や利尿剤負荷試験により、障害
を受けている塩輸送体・チャネルの組み合わせを絞り込む。野生型および Lrba-/-マウスを、通常
食群（0.4%）と低塩食群（0.01%）に分け低塩食条件下での検査所見も併せて評価する。さらに、
免疫染色・ウエスタンブロットを用いて塩制御に関わるシグナル伝達系のどこが障害されてい
るかを詳細に検証する。例えば、NCC 輸送体は WNK キナーゼ-SPAK キナーゼ-NCCシグナルにより
塩の再吸収量が制御されている。WNK シグナルの中で障害を受けている分子を同定できれば、
LRBA の新規標的をさらに絞り込むことが可能になる。 

 
（３）ZNF185 による血管透過性制御機構の解明 

血管内皮細胞は、血管から間質への血漿成分の漏出を防ぐバリアとしての機能を有しており、
このバリア機能が破綻した癌や糖尿病、敗血症、アナフィラキシーなどの疾患においては、血管
透過性が亢進し組織の浮腫、循環血漿量の減少などが引き起こされる。 

PKA シグナルは血管バリア機能を高める主要な因子として知られており、RhoA 活性を阻害す
ることで細胞間接着を強固にするが、細胞内における PKA の制御分子は不明である。血管内皮細
胞の新規 PKA シグナル分子を同定するために、PKA 活性化化合物によってリン酸化されるタンパ
クを pPKA 基質抗体を用いて免疫沈降し ZNF185 を抽出した。ZNF185 のノックダウン、またはヒ
ト ZNF185 の相同体である Zfp185 のノックアウトマウスを作製し、表現型を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）LRBA による水制御機構の解明 

Lrba-/-マウスを作成し、尿濃縮能を評価した。Lrba-/-マウスの尿浸透圧は低下しており、尿量・
飲水量が増加していた（図 4a）。尿浸透圧の低下はバゾプレシンシグナルへの不応性が原因と考
えられたため、dDAVP を投
与し、尿浸透圧の変化を観
察した。WT マウスでは尿浸
透圧が上昇したが、Lrba-/-

マウスでは、尿浸透圧がわ
ずかにしか上昇しなかっ
た（図 4b）。今まで数々の
AKAP ノックアウトマウス
が作成されてきたが、尿濃
縮障害を起こした AKAP は
初めてであり、この結果
は、LRBA が AKAP-PKA 結合
阻害剤である FMP-API-
1/27 の標的分子として矛
盾しないことを示してい
る。 
 PKA によってリン酸化さ
れた AQP2 は細胞膜へと輸
送され水透過性が上昇す

 

 

 

 

 

  

      

            

 

 

 

 

 

 

      

     
      

 

    

    

    

    

      

     
                           

    

  
  

  
  

  
  

 

 

 

 

 

 

      

     
      

      

         

 

    

    

    

    

            

                

 

    

    

    

    

            

                

      
    

  

             

    

  

    
   

          

 

 

                         



ることが知られているが、
Lrba-/-マウスにおいては、
vesicle 周囲に PKA が存在
できないため、dDAVP 投与
下における AQP2 のリン酸
化が高度に障害され、尿濃
縮力が低下したと考えら
れた（図 5）。今まで、AQP2
のリン酸化に関わる PKAが
腎臓集合管においてどの
ように制御されているか
不明であったが、PKA 制御
を AKAP 単位に分解し、特
定の AKAP 周囲の PKA シグ
ナル伝達系に解析の照準を絞り込むこ
とで、既存の方法では到達できなかっ
た病態に直結する PKA シグナル伝達系
の解析が可能になった。 

AQP2 の細胞内小胞における局在を定
量的に評価するために、既存の密度勾
配遠心法を応用し、マウス腎臓の細胞
内小胞を取り出して定量的に評価でき
るようにした。AQP2 はバゾプレシン刺
激がない状態においては Rab11＋リサ
イクリングエンドソームに局在してい
た（図 6）。さらに、超解像顕微鏡を使
用して Rab11と AQP2の共局在を確認し
た。dDAVP 刺激により、AQP2 は Rab11＋
リサイクリングエンドソームから移動
し、尿細管側の細胞膜へ
集簇した（図 7）。次に、
LRBA の局在を超解像顕
微鏡を用いて評価した。
LRBA はバゾプレシン刺
激の有無にかかわらず、
常に Rab11＋リサイクリ
ングエンドソームに局
在していた（図 8）。 
よって、LRBA-PKA複合体
がリサイクリングエン
ドソームにおいて AQP2
をリン酸化することで、AQP2
は細胞膜に移動すると考えら
れた。そこで、Lrba-/-マウスを
用いて AQP2 の動態を確認し
た。LRBA をノックアウトする
と、AQP2 はリサイクリングエ
ンドソームに留まり、リサイ
クリングエンドソームに局在
する AQP2 のリン酸化が障害
されることが明らかになっ
た。 
 以上の結果から、LRBA-PKA
複合体はリサイクリングエン
ドソームにおいて、バゾプレ
シンの刺激を受け取り、瞬時
に AQP2 をリン酸化すること
で、AQP2 は細胞膜へ輸送され、体内の水恒常性を維持していると考えられた。免疫細胞は極性
がなく細胞のサイズが小さいため、LRBA の正確な局在評価が不可能であったが、腎臓集合管を
使用することで詳細な役割を明らかにすることができた。 
 
（2） LRBA による血圧制御機構の解明 

Lrba-/-マウスに低塩食・通常食・高塩食を振り、採血検査を実施した。Lrba-/-マウスの血清 Na・

           

  

   

  

  

  

  

    

    

    

     

                        

            

        

     

           

  

   

  

  

  

  

                            

     

       

              

    

          

                       

 

   

   

   

   

 

  

                                 

                        

           

                        

           

                       
    

                                 

             

        

    

 

   

   

   

   

 

     

              
           
           



Cl は低塩食群において低下しており、Na (WT：146.5 mEq/L, Lrba-/-：143.6 mEq/L, p = 0.0014)、
Cl (WT：110.1 mEq/L, Lrba-/-: 105.9 mEq/L, p = 0.0012)であった。さらに、静脈血 HCO3−高値
（WT：27.4 mmol/L, Lrba-/-：31.4 mmol/L, p = 0.023）を伴っていた。  

次に、利尿剤試験を実施した。NKCC2 輸送体を阻害するフロセミドを投与しても WT と Lrba-/-

マウスの FENa（尿中塩分排泄率）の上昇率に差は認められなかった。しかし、NCC 輸送体を阻害
するサイアザイドを投与すると、Lrba-/-マウスの FENa の上昇が消失していた（図 9）。逆に ENaC
チャネルを阻害するアミロライドを使用すると WT マウスと比較し Lrba-/-マウスにおいて FENa
が上昇・FEK が低下したことから、NCC の機能低下を受けて ENaC の活性が代償的に上昇している
ことが明らかになった。以上より、腎臓尿細管において塩の輸送に関わる輸送体・チャネルの内、
LRBA は NCC の活性を制御することが明らかになった。 

NCC の活性は、WNK-SPAK-NCC シグナルによって制御されているため、WNK と SPAK の活性を評
価した。Lrba-/-マウスでは、SPAK の発現量が低下し低塩食下においても SPAK のリン酸化を認め
なかった（図 10）。WNK1 の発現量は代償的に上昇していたことから、SPAK の機能低下が NCC の

不活性化の原因と考えられた。 
今後、LRBA が SPAK を制御する機構の詳細を

検討していく。 

 

（3）ZNF185 による血管透過性制御機構の解明 

PKA 活性化化合物の開発は、血管内皮細胞においては ZNF185/PKA/actin 複合体を発見するの

に有効であった。ZNF185 に結合する PKA の活性が低下すると actin の重合が促進され、細胞を

収縮させる stress fiber が発生し血管透過性が亢進した（図 11）。ヒト ZNF185 のホモログであ

る Zfp185 をノックアウトしたマウスの解析でも、皮膚炎の惹起により容易に血管透過性が亢進

しアルブミンの漏出が起きた（図 12）。 
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