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研究成果の概要（和文）：遺伝性家族性高血圧症の遺伝子解析によって、腎尿細管におけるナトリウム再吸収機
構に高血圧症の一次的な異常が存在する可能性が示唆された。研究代表者はアルドステロン感受性遠位尿細管上
皮細胞(ASDN)の上皮性ナトリウムチャンネル(ENaC)に特異的なユビキチン化酵素であるNedd4L/Nedd4-2に着目し
て、本態性高血圧症・食塩感受性の成因を解明してきた。Nedd4L/Nedd4-2によるENaCの制御機構に着目した分子
病態モデルの解析により、緻密班以後のASDNのナトリウムチャンネルであるENaCにより、Na再吸収を食塩感受性
に亢進に至らしめる、逆説的な分子病態があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：According to molecular genetic analyses of both familial and hereditary 
hypertension by R.C.Lifton and J.M.Lalouel, imapairments of sodium reabsorption along tubules are 
primarily responsible for hypertension. Principal investigator performed molecular 
pathophysiological analyses of salt sensitivity and hypertension focusing on epithelial sodium 
channels and their characteristic ubiquitinating enzyme, Nedd4-2/L. We developped Nedd4-2 C2 KO mice
 and our analyses revealed aberrant ENaC gene activations with enhanced sodium reabsorption are 
basically pivotal for progression and promotion of salt sensitivity and hypertension.

研究分野：高血圧・食塩感受性
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１．研究開始当初の背景 
R.C.Lifton, J.M.Lalouel らの遺伝性家族性
高血圧症の遺伝子解析によって、腎尿細管に
おけるナトリウム再吸収機構に高血圧症の
一次的な異常が存在する可能性が示唆され
た。従来より、研究代表者はアルドステロン
感受性遠位尿細管上皮細胞(ASDN)の上皮性
ナトリウムチャンネル(ENaC)に特異的なユ
ビキチン化酵素である Nedd4L(ヒト・ラッ
ト)/Nedd4-2(マウス)に着目して、本態性高血
圧症・食塩感受性の成因を解明してきた。
Nedd4LによるENaCの制御機構に着目した
分子病態モデルにおいては、遺伝性、家族性
に乏しいと考えられる本態性高血圧におい
ても、緻密班以後の ASDNの主要なナトリウ
ムチャンネルであるENaCによるNa再吸収
を食塩感受性に亢進に至らしめる分子病態
があり、ユビキチン化を介する ENaC の
proteosome での分解を通じて、細胞膜での
発現を制御するNedd4Lが重要な役割を果た
していると考えられた。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、これまでに研究代表者が進
めてきた『高血圧症の食塩感受性をもたらす
尿細管性機序の分子病態』を明らかにする研
究の成果に基づき、尿細管レニン・アンジオ
テンシン系と遠位尿細管細胞における上皮
性ナトリウムチャネル(ENaC)、その特異的
制御因子 Nedd4Lに着目した食塩感受性・高
血圧症の制圧にある。ヒトゲノムの解析
(Ishigami T et al. 1997, 1999, Hypertension, 
2002, J Hum Genet.)から、遺伝子改変動物
(Nedd4L, ARen2) を解析した高血圧発症分
子病態モデルの機作を精査するとともにヒ
トへの応用を行い、ヒト尿細管に着目した高
血圧症・食塩感受性の疾病・病態の克服を目
指す。 
３．研究の方法 
Nedd4L C2 ドメイン isoform の臓器特異的ノ
ックアウトマウスの作製と表現型の解析 
Nedd4L C2 ドメイン isoform の systemic 
knock-out mice による検討からは、Nedd4L C2
ドメイン isoform が、食塩摂取量に依存した
ナトリウム再吸収の調整に critical な役割
を果たしており、高血圧症の食塩感受性をも
たらす尿細管性機序の分子病態に中核的な
役割を果たしていることが明らかになった。
ENaC-Nedd4L 系は、brain, lung, colon にも
存在し、局所での水分代謝やナトリウム代謝
に関与しているといわれている。特に brain
では、choroid plexus における Na sensor と
しての役割があり、交感神経系を介する、ナ
トリウム代謝における中枢性の機序を担っ
ている。臓器特異的ノックアウトマウスを作
製し、表現型を解析することで、Nedd4L C2
ドメイン isoform の各臓器での役割を、さら
に特定することが可能になると考えられる。 
ヒト近位尿細管細胞、結合尿細管細胞の不死
化と、AGT in PT, Renin in CNT の制御機構
の解明 

尿細管 RA 系‐ENaC/Nedd4L 系による、ナトリ
ウム再吸収機構を制御する上で、AGT in PT
および、Renin in CNT の発現・分泌機序を明
らかにすることで、尿細管での angiotensin 
II の産生を抑制することが可能になると考
えられる。すでに、正常ヒト近位尿細管上皮
細胞(CLCC-2553, LONZA Japan)に対して、
pLenti6_TERT 、 pLenti6_E7 、
pLenti6_p16sh_TERTの3種類のLentiウィル
スベクターによる遺伝子導入によって、不死
化した近位尿細管細胞(immortalized Renal 
Proxymal Tubular Epithelial Cells:RPTEC)
の樹立に成功している。平成 26 年度は、
immortalized RPTEC を使って、細胞特異的分
子 で あ る E-Cadherin, 
Megalin,Angiotensinogen などの発現を確認
し、characterization を確立する。 
４．研究成果 
in silico に、マウス Nedd4-2 遺伝子の分子
多様性を明らかにし、Nedd4-2 C2 ドメインを
コードする新規エクソンの発見に成功し、
Nedd4-2 C2 ドメイン特異的な KO マウスを作
製 し 表 現 型 を 解 析 し た 。 (Minegishi 
S,Ishigami T, et al.Scientific Reports, 
2016)本研究では、代謝ケージを使った観察
によって、正常食塩食下では KO マウスと野
生型マウスは、尿中ナトリウム排泄量・尿浸
透圧・尿量・飲水量がすべて同等の変化を示
すのに対して、高食塩食下において KO マウ
スでは、食塩感受性に血圧上昇を来すととも
に、尿中ナトリウム排泄・尿浸透圧の低下が
先行する形で、尿量・飲水量が増加していく
病態が明らかになった。さらに Nedd4-2 C2 KO
マウスの ASDN 細胞におけるα～γENaC の発
現を検討した結果、食塩感受性かつ、線形性
にα～γENaC の発現が増強することを明ら
かにしただけでなく、遺伝子発現が、
amiloride 投与によって正常にまで抑制され
ることが判明した。 
マウスレニン遺伝子の Ren1C Ren1D, Ren2 遺
伝子の intron 1 に転写開始点を持った exon 
1a を発見し、それぞれのレニン遺伝子に由来
する第二のレニンの存在を明らかにし、
(Alternative Renin, ARen) ARen1C は、in 
situ hybridization 法により結合尿細管
(CNT)・皮質集合管(CCD)に発現していること
を 明 ら か に し た 。 (Ishigami T, et 
al.Hypertension, 2014)興味深いことに,利
尿性薬剤に対する腎臓レニン(ARen, CRen)遺
伝子発現の応答性を解析したところ、尿細管
Na トランスポーターがナトリウム・センサー
としての働きを示唆する結果を得ることが
できた。 
尿細管RA系‐ENaC-Nedd4L/Nedd4-2系による、
ナトリウム再吸収機構の制御へむけて、近位
尿細管 AGT の発現・分泌機序を明らかにする
ことで、尿細管腔での angiotensin II の産
生を制御することが可能になると考えられ
る。すでに、正常ヒト近位尿細管上皮細胞
(CLCC-2553, LONZA Japan) に 対 し て 、



pLenti6_TERT 、 pLenti6_E7 、
pLenti6_p16sh_TERTの3種類のLentiウィル
スベクターによる遺伝子導入によって不死
化した近位尿細管細胞(immortalized Renal 
Proxymal Tubular Epithelial Cells:RPTEC)
の 樹 立 に 成 功 し て い る 。 樹 立 し た
immortalized RPTEC を使って、細胞特異的分
子 で あ る E-Cadherin, 
Megalin,Angiotensinogen などの発現を確認
し characterization を確立した。 
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