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研究成果の概要（和文）：我々はAngIIが単離したヒト近位尿細管(PT)において野生型マウス(低濃度で刺激，高濃度で
抑制)と違い濃度依存的にNa輸送を刺激することを見出した。マウスでの刺激はMEK/ERK，抑制はNO/cGMP/cGKIIを介す
ること，ヒトでの刺激はNO/cGMP/ERKを介することも示唆された。AngIIのPT作用における細胞内Caの関与はマウスでは
ないが，ヒトではCa濃度依存性にPT輸送亢進が認められた。エンドセリン(ET)もマウスではごく僅かにAngIIと同様の
二相性反応，一方ヒトでは濃度依存性に強い刺激が見られた。ヒト腎での血圧上昇におけるAngII,NO,Ca,ETの意義が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that Angiotensin II (AngII) induces a dose-dependent profound 
stimulation of human proximal tubule (PT) transport by type 1 AngII receptor (AT1)-dependent 
phosphorylation of ERK. In PTs of wild-type mice, NO/cGMP/cGKII pathway mediated the inhibitory effect of 
Ang II, while MEK/ERK pathway mediated the stimulatory effect. Conversely, in human PTs, the NO/cGMP/ERK 
pathway mediated the stimulatory effect of Ang II. The intracellular Ca2+ did not have any effect on PT 
transport in mice, but dose-dependently stimulated human PT transport. Endothelin (ET), like AngII, 
induced very subtle biphasic effect on mice PT, while induced a dose-dependent strong stimulation of 
human PT transport. These contrasting responses to the NO/cGMP pathway may largely explain the different 
modes of PT transport regulation by AngII, and the unopposed marked stimulation of PT transport by high 
intrarenal concentrations of AngII may be an important factor in the pathogenesis of human hypertension.

研究分野：腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
Angiotensin II (AngII)は血管収縮作用に加
えて強力な腎尿細管 Na 再吸収亢進作用を持
ち，高血圧発症や慢性腎臓病進行において中
心的役割を担う。最近，近位尿細管（PT）選
択的 AT1A 受容体 KO マウスで得られた知見
（Cell Metab 13:469,2011）から，AngII の
血圧上昇作用には PT Na 輸送亢進が不可欠で
あることが示された。我々もチアゾリジン系
薬剤による浮腫に PT Na 再吸収亢進が関与す
る こ と を 報 告 し て お り (Cell Metab 
13:550,2011)，血圧・体液量調節における PT 
Na 輸送の重要性が再認識されている。一方，
一酸化窒素(NO)やエンドテリン（ET）は Na
利尿作用を有し，AngII の尿細管作用に拮抗
する(Annu Rev Physiol 73:359,2011)。 
マウスにおいて AngII は PT 輸送に対して
低濃度で刺激，高濃度で抑制という二相性作
用を示す。我々は AT1A欠損マウスなどを用い
た検討によりこの二相性作用がAT1A受容体を
介することを初めて証明した(Hypertension 
40:707,2002，JASN 16:2270,2005)。また刺
激作用には ERK 経路が関与し，高濃度 Ang II
の抑制作用には cPLA2/EET 経路と NO/可溶性
グアニルシクラーゼ(sGC)/cGMP 経路が関与
することを確認した（JASN 19:252, 2008, ASN 
2012）。AngII の PT 特有な二相性作用の詳細
な意義は不明であるが，腎内高濃度 AngII の
存在と合わせ過剰なAngII作用を避けるため
の防御機構とも考えられている。実際にラッ
トでは食塩負荷により腎尿細管腔内AngII濃
度はむしろ増加してPT輸送抑制濃度範囲(～
10-8 M)に近づくことが知られている (JCI 
116:1110,2006)。 
ここで興味深いことに我々はヒト単離尿
細管検体を用いた解析を行ったところ，
AngIIはヒトPT輸送に対して他種とは異なる
一相性の濃度依存性刺激作用のみを示すこ
とを見出した（第 55 回日腎総会）。さらに詳
細な検討によりこの種差の原因は NO に対す
る反応性の違いにあることが判明した。すな
わちラット・マウスでは過去の報告（AJP 
280:F474,2001）と同様に NO/cGMP が PT 輸送
を有意に抑制した。さらにこの抑制作用は
cGMP 依存性キナーゼ(cGKII)阻害剤や cGKII
欠損マウス（Science 274:2082,1996）で消
失するため，cGKII に依存することが確認さ
れた。これとは反対にヒトでは NO/cGMP が PT
輸送を強く亢進させた。またこの刺激作用は
cGKII には依存せず ERK 経路に依存すること
も明らかにした（ASN 2012）。 
さらに意外なことに我々は，マウス・ラッ
ト PT 輸送に対して影響を与えない濃度の
ET-1(10-9 M)がヒト PT 輸送をやはり NO を介
して著明に亢進させることも確認した。これ
らの知見は他種では Na 利尿作用を持つとさ
れる腎内NO/ETシステムがヒトでは異なる役
割を有し，このことがヒトに特有な Na 感受
性高血圧の発症に関与する可能性を示唆し

ている。 
NO/ETは他種においてはPTより下流の太い
ヘンレ上行脚（TAL）や集合管（CD）Na 輸送
も抑制する（Annu Rev Physiol 73:359,2011, 
Physiol Rev 91:1,2011）。eNOS 欠損マウスや
腎集合(CD)選択的 ET-1 欠損マウスが Na感受
性高血圧を呈することも NO/ET の Na 利尿作
用を支持している（AJP 299:F656,2010, JCI 
114:504,2004）。また SHR および Dahl 食塩感
受性高血圧発症ラットではそれぞれPTとTAL
における NO 産生の障害と高血圧発症との関
連が示唆されている(AJP 302:F47,2012, 
Annu Rev Physiol 73:359,2011)。一方，ラ
ット・マウスでは食塩負荷により腎内 NO/ET
産生が増加するが，これは血圧を一定に保つ
ための適応現象と考えられている (JCI 
91:642,1993, AJP 281:F144,2001)。実際に
は食塩負荷により腎髄質浸透圧が上昇する
とともに管腔内流速が増加し，TAL での ET 産
生/eNOS 活性化および CD での ET 産生/nNOS
活性化を促し ETB 受容体を介して Na 輸送が
抑 制 さ れ る （ AJP 288:F58,2005, AJP 
300:F650,2011）。これに対してヒトの腎内 NO
産 生 は 食 塩 負 荷 に よ り 増 加 し な い
（ Hypertension 33:1008,1999, AJKD 
37:900,2001）。さらにヒト腎内 ET 産生はラ
ット・マウスと異なり食塩負荷と体液量増加
によりむしろ減少し，食塩制限により逆に亢
進 す る  (AJP 268:H1829,1995, AJP 
275:H1070,1998)。これらの報告はヒト腎内
NO/ETが他種における役割とは反対にNa貯留
作用を示す可能性を強く示唆しており，我々
のヒト PT での知見とも一致する。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は，ヒト腎内における NO/ET
尿細管作用とその産生調節機構の全容を解
析することにより，ヒトに特有な Na 感受性
高血圧発症メカニズムの一端を解明するこ
とである。具体的には単離したヒト PT を含
めた尿細管全般の NO/ET 反応性と尿中 Na 排
泄量・血圧との相関関係などを検討すること
により，ヒト腎内 NO/ET システムの意義を同
定する。また浸透圧や管腔内流速変化，AngII
刺激などの影響を検討することにより，ヒト
尿細管における NO/ET 産生・活性化機構につ
いても明らかにする。同様の実験をラットに
加えて cGKII 欠損マウスなどでも行い，Na バ
ランスにおける尿細管反応性の種差の意義
を明らかにするとともに，腎内 NO/ET のシグ
ナル伝達系の詳細を同定する。この際に最近
我々が確立した単離尿細管へのsiRNA導入法
（ASN Kidney Week 2012 最優秀口演賞）など
も用いて細胞内シグナル伝達系経路の種差
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
「ヒト尿細管の ET反応性と Naバランスの関



連についての解析」 
単離したヒト PT の Na-HCO3 共輸送体 NBCe1
活性を細胞内 pH 測定により同定し，ET の刺
激作用の度合いを評価する。さらに PT にお
けるETA/ETB受容体mRNA発現量を定量的PCR
法で同定し，ET産生量を評価する。またNBCe1
など Na輸送体 mRNA 発現量についても定量化
する。その後，これらの諸パラメーターと尿
中 Na 排泄量・血圧との相関関係などを詳細
に解析することにより，ヒトの Na バランス・
血圧調節機構における腎内 ET システムの意
義を総合的に判断する。 
 
「AngII尿細管作用における細胞内Ca濃度と
NOS/NO/cGMP/cGK の意義」 
まず AngII による NO 発現量および細胞内
Ca 濃度増加反応について，ヒトおよびマウ
ス・ウサギから得た単離尿細管を申請者らの
既報の方法（Hypertension 40:707, 2002, J 
Am Soc Nephrol 14:1116-1122, 2003）に従
い微小潅流し，蛍光色素（DAF2, Fura2 など）
を用いて定量化し濃度反応性を比較する。
cGMP 関与については同様に微小潅流した単
離尿細管を用いて，細胞膜透過性アナログお
よび非透過性アナログの作用を比較し，細胞
膜受容体の関与についても検討する。また特
異的阻害に加えて cGKII 欠損マウス(J Clin 
Invest 98:662, 1996)から得た尿細管を用い
た検討も行い，NOS/NO/cGMP 経路における
AngII シグナリングの詳細も明らかにする。 
cGK の関与については，GSK3β（J Clin 
Invest 118:2506, 2008）などを基質とする
キナーゼアッセイを行い検証する。具体的に
は腎癌摘出術で得られた正常腎皮質および
マウス・ラットの腎皮質をホモゲナイズし，
得られた蛋白抽出液を ATP, cGMP を含む反応
液中で一定時間反応させた後，GSK3β抗体お
よびリン酸化 GSK3β抗体を用いた Western 
blot を行い，cGK キナーゼ活性を定量化し，
比較する。同時に ERK, リン酸化 ERK 抗体を
用いた解析も行い，cGMP/cGK と MEK/ERK 経路
のクロストークについても種差の有無を明
らかにする。この際にキナーゼアッセイの特
異性を検証するためにcGK特異的阻害剤の抑
制効果を確認し，また外因性 cGKII 添加によ
る反応増強効果も確認する。 
 
４．研究成果 
 
「AngII のヒト特有な作用機序における
NOS/NO/cGMP 系の関与の詳細」 
 
腎癌摘出術で得られた正常単離ヒト PT を
用い，微小潅流法にて，まず AngII が濃度依
存的に一相性にNBCe1活性を刺激することを
確認し，次いで NHE3 活性も同様に濃度依存
的に刺激することを確認した。AngIIの NBCe1
刺激作用（10-6M で約 200%）は，NOS 阻害剤
(L-NAME)，可溶性グアニリルシクラーゼ
(sGC)阻害剤(ODQ)により完全に阻害され，NO

ドナー(SNP)および 8Br-cGMP は NBCe1 活性を
亢進させた（+40～80%）。MEK 阻害剤 PD98059
の存在下では，AngII の濃度依存性刺激作用
は消失していた。一方で，cGKII阻害剤 KT5823
の存在下では，AngII の濃度依存性刺激作用
はほぼすべて残存していた。キナーゼアッセ
イでは，リン酸化 ERK は AngII の濃度依存性
に発現亢進が見られた。すなわち，これらの
刺激作用は cGKII ではなく ERK経路に依存し
ていた。 
 
「AngII シグナルと NOS/NO/cGMP 経路のマウ
スにおける意義とヒトとの相違」 
 ヒトと同様，マウスの PT を単離し，微小
潅流法によって AngII 添加に対する Na 輸送
の変化を検討した。10-6M AngII が抑制作用
（-41%）を示したが L-NAME, ODQ の存在下で
は亢進作用（+20～40%）へと転じた。また NO
ドナー（SNP）および 8Br-cGMP はヒトと違い
マウスではNBCe1活性を逆に抑制した(-20～
40%)。さらに SNP および 8Br-cGMP はマウス
腎皮質では逆に cGKII を活性化したが ERKを
活性化しなかった。 
cGKII 欠損マウスでは全ての濃度の AngII
は刺激作用(+30%)を有しており、SNP および
8Br-cGMPはNBCe1活性に影響を与えなかった。 
また，cGKII 阻害薬 KT5823 の存在下では，
マウスではAngIIの抑制作用が消失し，cGKII
欠損マウスに類似した刺激作用に転じた。 
 
「ヒト及びマウスの PT Na 輸送への ET の関
与の相違」 
同様に，単離した PT に対し，ヒト，マウ
スそれぞれ ET（10-12～10-8M）を作用させたと
ころ，NBCe1 活性はマウスではごく僅かに低
濃度で刺激，高濃度で抑制の二相性反応が見
られた一方，ヒトでは濃度依存的に極めて強
く増強した。NO と同様，ET も PT Na 輸送活
性に与える影響は，ヒトとマウスとの種差が
認められることが示された。 
 
「AngIIのPT作用における細胞内Caの意義」 
 細胞内 Caが AngII の PT作用に及ぼす影響
についても検討を行った。細胞内 Ca のキレ
ート剤（BAPTA/AM）を loading したヒト PT
では AngII の NBCe1 増強作用がほぼ消失した。
また Ca-ionophore である ionomycin はヒト
PT の NBCe1 活性を増強したが、マウス PT の
NBCe1 活性は変化させなかった。この結果は
以前当研究室にてウサギ PT の検討を行い得
られた結果（Am J Physiol 1996;271:F1068）
と同等であった。AngII の PT 作用は，ヒトで
は細胞内 Ca に依存するが，マウスでは依存
しないことが考えられた。 
 
「ヒト PT での AngII，SNP の Na 輸送刺激作
用に対する cAMP/PKA の関与の検討」 
 cGMPがcAMP/PKAに依存する可能性も考え，
PDE 阻害薬 IBMX が AngII(10-6M)，SNP(10-3M)
のヒト PT への刺激作用に影響するか検討し



た。いずれも IBMX(10-4M)の存在は AngII，SNP
の元来の作用に影響せず，cAMP/PKA の関与は
否定的であった。 

 
「GSK3βリン酸へのAngII/NO/cGMPの関与に
おけるヒトとマウスの相違」 
cGKII基質であるGSK3βのリン酸化におけ
るAngII/NO/cGMPの関与についてもヒトとマ
ウスとの種差の検討を行った。ヒトでは
AngIIは濃度の如何に関らずGSK3βのリン酸
化は認められなかったのに対し，マウスでは
AngIIは濃度依存性にリン酸化GSK3βの発現
を亢進させた。この作用は GSK3βKO マウス
では認められなかった。cGMP，SNP の添加も，
ヒト及び GSK3βKOマウスでは GSK3βリン酸
化を認めなかったが，マウスではリン酸化
GSK3βの亢進を認めた。このことから，ヒト
ではマウスと異なり cGKII は AngII/NO/cGMP
経路で活性化されないことが確認された。 
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