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研究成果の概要：

私たちは上皮型 Na チャネル活性化因子であるセリンプロテアーゼのプロスタシンに対するア

クチベーターを同定し、プロテアーゼによる血圧調節機構の分子基盤を解明しようと考えた。

ラット腎臓組織から zymography 法を用いて、プロスタシンのアクチベーター活性を指標に

30kDa のタンパク質の分離に成功した。LC-MS/MS 法によりカリクレインであることが判明し、

現在、カリクレイン－プロスタシンカスケードが上皮型 Na チャネル活性に与える影響を検討中

である。
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１．研究開始当初の背景

自然発症高血圧ラットの腎臓を正常ラット
に移植すると、正常ラットに高血圧が発症す
ることや、ヒトの腎移植においてもドナーが
高血圧症または高血圧素因を持ち合わせて
いた場合、レシピエントに高血圧を発症する
頻度が高いことなどから高血圧症の成因と
して腎臓の果たす役割は重要視されている。
また、遺伝性食塩感受性高血圧症の１つであ
る Liddle 症候群において腎臓皮質集合尿細

管に存在する上皮型ナトリウムチャネル
（ENaC）の gain-of-function mutation が発
見されたことからも腎臓におけるナトリウ
ム再吸収と高血圧症の強い因果関係が示唆
されている。ENaC は腎臓、肺、大腸、汗腺、
味蕾などの上皮細胞に存在し、ナトリウムの
再吸収を担っている。ENaC はα、β、γの 3
つのサブユニットが 2α、1β、1γの 4 量体
を形成して 1 つのチャネルを構成している。
この ENaC はアルドステロンや抗利尿ホルモ
ン、インスリンなどのホルモンにより調節を
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受け、腎臓でのナトリウム再吸収量の最終的
な調節を行っている。1997 年に Vallet らは
アフリカツメガエルの尿細管細胞（A6 cell）
からトリプシン様セリンプロテアーゼであ
る Channel-activating protease（CAP-1）を
単離し、Xenopus Oocyte 上に ENaC と CAP-1
を共発現させると ENaC の活性が亢進するこ
とを報告した。
私たちは CAP-1 の mammalian homologue のク
ローニングに着手し、これまでにセリンプロ
テアーゼのプロスタシンをラット腎臓 cDNA
ライブラリーから単離した。このプロスタシ
ンは Xenopus Oocyte に ENaC と共発現させる
とアミロライド感受性ナトリウム電流を 2～
5 倍増加させ、ナトリウム代謝においてもっ
とも重要なホルモンの 1つであるアルドステ
ロンは腎臓においてプロスタシンの発現を
増強して ENaC を介したナトリウムの再吸収
を増加させるという新しいナトリウム調節
機構を証明した。さらにラットにおいてセリ
ンプロテアーゼ阻害剤であるメシル酸ナフ
ァモスタットがプロスタシンを抑制し、尿中
Na 排泄量を増加させること、マウス皮質集合
尿細管細胞において TGF-βがプロスタシン
の発現を転写レベルで抑制し、Na 再吸収を阻
害することを明らかにした。これらの知見は
プロスタシンがナトリウム代謝において生
理学的に重要な役割を果たしていること、お
よび食塩感受性高血圧症の発症因子の 1つで
ある可能性を強く示唆するものである。

２．研究の目的

セリンプロテアーゼは R-A-A 系や凝固線溶系
などにおいて重要な生理的意義を担ってい
る。多くの場合、プロテアーゼの活性化には
プロセシングプロテアーゼの存在が必須で、
またそのプロセシングプロテアーゼも他の
プロセシングプロテアーゼにより活性化さ
れる。このようにプロテアーゼの活性化は 1
連のカスケードを形成して機能しているこ
とがしられている。したがって、プロスタシ
ンも生体において一連のプロテアーゼカス
ケードの中に存在して生理学的機能を発揮
している可能性が推測される。
本研究ではプロスタシンのプロセシング機
構およびそれに関与する因子の同定を試み
た。

３．研究の方法

(1) メシル酸カモスタットによるプロスタ
シンのプロセシング制御
① マウス皮質集合尿細管細胞（M-1 細胞）
を無血清培地で 24 時間培養後、10-6M のメシ
ル酸ナファモスタットまたは vehicleを含む
無血清培地でさらに培養し、24 時間後に細胞

膜タンパク質を抽出した。この膜タンパク質
を SDS-PAGE により泳動し、抗プロスタシン
抗体を用いたウエスタンブロットを行った。
② 同じタンパク質検体を用いて、プロスタ
シンの合成基質である Gln-Ala-Arg-MCAを含
んだ SDS-PAGE を行った。ゲルを Triton-X100
で洗浄し、SDS を Triton-X100 に置換し、さ
らに Triton-X100を超純水に置換した後にゲ
ルを 37℃の Tris 緩衝液（100 mM, pH 8.0）
に浸し、2 時間酵素反応させた。最後に、ゲ
ルに UV を照射して酵素活性のあるバンドを
同定した。（In-gel fluorescent zymography）

(2) 活性型組換えプロスタシンおよび組換
え pro-プロスタシンの作製
① 活性型組換えプロスタシンの作製のた
めに、ヒトプロスタシンの light chain と
heavy chain の間に enterokinase cleavage
siteを挿入し、C末端の膜貫通部位を His tag
に置換した cDNA を作製した。この cDNA をカ
イコ発現用のベクターに挿入し、片倉工業株
式会社に委託してカイコへの感染およびカ
イコ体液の回収を行った。
② 組換え pro-プロスタシンの作製のため
に、ヒトプロスタシンの C末端の膜貫通部位
を His tag に置換した cDNA を作製した。こ
の cDNAをカイコ発現用のベクターに挿入し、
片倉工業株式会社に委託してカイコへの感
染およびカイコ体液の回収を行った。
③ カイコ体液を Tris 緩衝液（25 mM, pH
7.5）で 24 時間透析し、0.22 µM フィルター
濾過後に His trap カラムに apply した。0～
250 mMのイミダゾールによる linear gradiet
でカラムを溶出し、125 mM 付近で溶出される
分画を回収する。この分画を PEG 濃縮後、再
度 Tris 緩衝液（25 mM, pH 7.5）で 24 時間
透析し、次に resource Q カラムに apply し
た。0～500 mM の NaCl による linear gradient
でカラムを溶出し、250 mM 付近で溶出される
single peak を回収した。この分画を銀染色
ならびに抗プロスタシン抗体を用いたウエ
スタンブロットにより、single band のプロ
スタシン分画であることを確認した。
④ 活性型組換えプロスタシンは、得られた
組換えタンパク質を enterokinase と 37℃で
16 時間反応させ、enterokinase removal kit
を用いて反応液から entrokinase を除去する
ことにより作製した。
⑤ ①～④のステップで作製した活性型組
換えプロスタシンおよび組換え pro-プロス
タシンの酵素活性を Lys-His-Tyr-Arg-MCA を
合成基質として用いて測定した。

(3) Double-layer fluorescent zymography
① ラットおよびマウス腎臓の膜分画を抽
出物し、SDS-PAGE により電気泳動した。その
後 SDS を Triton-X100 に置換し、さらに超純



水に置換することで完全に除去した。ゲルを
Ⅱで作製したpro-プロスタシン10-6Mを含む
Tris 緩衝液（100 mM, pH 8.0）で反応させた。
プロスタシン特異的合成基質である
Lys-His-Tyr-Arg-MCA を浸透させたセルロー
スアセテート膜をゲルの上に重層し、37℃で
2時間反応させた後にゲル側からUVを照射し
て合成ペプチド基質と反応するバンドを同
定した。

４．研究成果

(1) メシル酸カモスタットによるプロスタ
シンのプロセシング制御
① M-1 細胞の細胞膜分画を抗プロスタシン
抗体でウエスタンブロットをすると、下図に
示すように約40 kDaに強いバンドと約42 kDa
の弱いバンドを認める。40 kDa のバンドは活
性型を、42 kDa のバンドは pro 体を反映して
いると考えられている。M-1 細胞に合成セリ
ンプロテアーゼ阻害剤であるメシル酸カモ
スタットを作用させると下図に示すように、
プロスタシンの pro 体が増えて活性型が減少
していることが判明した。すなわち、何らか
のセリンプロテアーゼがプロスタシンのプ
ロセシングに関与していることが示唆され
る。

(2) 活性型組換えプロスタシンおよび組換
え pro-プロスタシンの作製

① 次に活性型組換えプロスタシンならび
に組換え pro-プロスタシンを方法のところ
で述べたようにカイコを使用して生産し、2
段階カラムにて精製した。上図左パネルに示
すように、プロスタシンは銀染色にて単一バ

ンドとして表れ、そのバンドに一致して抗プ
ロスタシン抗体が反応した。また、活性型組
換えプロスタシンを得るために、方法のとこ
ろで記載したようにプロスタシンの light
chain と heavy chain の間に挿入した
cleavage site を enterokinase で切断するこ
とにより活性化した。上図右パネルに示すよ
うに enterokinase はプロスタシンを切断す
ることにより分子量をシフトさせ、切断が十
分に生じていることが証明された。

② 活性型組換えプロスタシンおよび組換
え pro-プロスタシンがプロテアーゼ活性を
持つか否かを zymography により確認した。
プロスタシン特異的な合成基質である
Lys-His-Tyr-Arg-MCAを用いたzymographyで
は、enterokinase 処理された活性型組換えプ
ロスタシンのみが酵素活性を呈し、
enterokinase 処理しなかったものや組換え
pro-プロスタシンは全く酵素活性を呈さな
かった。

(3) Double-layer fluorescent zymography
プロスタシンのプロセシングエンザイムや
活性化因子を同定するために double-layer
fluorescent zymography を施行した。まず、
ラット腎臓膜分画およびマウス腎臓膜分画
を精製し、それぞれのサンプルについて
zymography を行った。下図右パネルが示すよ
うに、ラットおよびマウス腎組織中に内因性
のプロスタシンによる酵素活性を認めた。つ
づいて、上記Ⅱで作製した組換え pro-プロス
タシンを用いた double-layer fluorescent
zymography を施行し、下図左パネルに示した
ような結果が得られた。ラット腎臓膜分画を
用 い た double-layer fluorescent
zymography では、内因性プロスタシンのサイ
ズとは異なるバンドが 4 つ観察され、4 種類
のプロスタシンプロセシングエンザイムま
たは活性化因子の存在が明らかになった。マ
ウス腎臓膜分画を用いた検討では、1 つのバ
ンドが明らかとなった。このバンドはラット
腎臓においても同じサイズのものが認めら
れていた。



(4) これらの4つのセリンプロテアーゼをイ
オン交換カラム、ベンザミジンアフィニティ
ーカラム、ゲルろ過クロマトグラフィー、等
電点電気泳動などを用いて分離を試みた。そ
の結果、30kDa および 20kDa のタンパク質の
分離に成功し、LC-MS/MS 法によりタンパク質
を同定した。30kDa のタンパク質はカリクレ
インであることが判明し、カリクレインと
Pro 体の組換えプロスタシンを反応させると、
プロスタシンを in vitro でプロセシングし、
活性体へと変換することが明らかとなった。
現在、カリクレイン－プロスタシンカスケー
ドが上皮型 Na チャネル活性に与える影響を
検討中である。
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