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研究成果の概要：

上皮型ナトリウムチャネルの活性化因子であるプロスタシンに対する抑制蛋白であるプロテア
ーゼネクシン１の腎尿細管細胞におけるナトリウム電流の抑制を確認した。また、プロテアー
ゼネクシン１欠損マウスに対して高食塩負荷を行いコントロール群に対して高血圧の発症およ
び進展に差異が生じるかを検討したところ、両群に高血圧を発症するものの、その程度には差
がなかった。
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１．研究開始当初の背景

腎臓におけるナトリウム代謝は体液の恒

常性や血圧をコントロールする上で最も重

要な役割を担っている。腎臓におけるナトリ

ウム調節のなかで重要な働きをしているの

が上皮型ナトリウムチャネル（ENaC）である。

この ENaC は遠位及び集合尿細管に分布して

おり、原発性アルドステロン症や Liddle 症

候群、ネフローゼ症候群や肝硬変に伴う浮腫

などナトリウム代謝異常や高血圧を引き起

こす病態において関与していることが知ら

れている。ENaC の活性はレニン・アンジオテ

ンシン・アルドステロン系や ADH などのホル

モンにより厳密にコントロールされている

が、分子生物学的な ENaC の活性化機構につ

いては未だ不明な点が多い。

1997 年にはある種のセリンプロテアーゼ

が ENaC を活性化するという全く新しい機序
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による活性調節の報告がなされている。1998

年に私たちはラット腎臓よりプロスタシン

というセリンプロテアーゼの cDNA クローニ

ングに成功した。プロスタシンは腎尿細管上

皮細胞の管腔側に発現し、尿中にも検出され

ることが分かっている。これらの事実に基づ

き私たちはプロスタシンが ENaC を活性化す

るという仮説をたて、アフリカツメガエルの

卵母細胞に ENaC とプロスタシンを発現させ

ることにより、プロスタシンが ENaC を活性

化することを世界で初めて証明した（J. Am.

Soc. Nephrol., 12: 1114-1121, 2001）。

また、私たちはナトリウム代謝を調節する

ホルモンの中で最も重要なアルドステロン

がプロスタシンの発現を調節していること

も明らかにしている｡アルドステロン投与に

よりマウス腎尿細管培養細胞では培養上清

中にプロスタシンの分泌が増加し、ラットに

おいては尿中へのプロスタシン分泌が増加

した。さらに原発性アルドステロン症患者の

尿中プロスタシンが健常者に比して著増し

ており、副腎腺腫摘出術により正常化するこ

とも世界に先駆けて明らかにしている（J.

Clin. Invest., 109: 401-408, 2002）。また、

セリンプロテアーゼ阻害剤のメシル酸ナフ

ァモスタットがマウス皮質集合尿細管細胞

でのプロスタシンの分泌を抑制し、ラットに

メシル酸ナファモスタットを持続静注する

と、ラット尿中プロスタシン分泌量をほぼ完

全に抑制し、尿中ナトリウム排泄量を有意に

増加させることを証明した（J. Am. Soc.

Nephrol., 14: 11-6, 2002）。さらに、マウ

ス腎尿細管培養細胞の系において TGF-β1が

プロスタシンの発現を抑制することを示し

た(Kidney Int. 67: 193-200, 2005)。また、

Chao らのグループはアデノウィルスを用い

たラットにおけるプロスタシンの過剰発現

系において持続した高血圧を認めたと報告

している(Am. J. Phsyol. 284: R1031-6,

2003)。以上のようにプロスタシンが Na 代謝

調節や高血圧の発症に関与していることが

明らかとなってきている。

２．研究の目的

PN-1 が実際に動物の生体内で血圧やナト

リウム代謝に与える影響を明らかにし、PN-1

のリコンビナント蛋白を精製する手法を用

いて、これをターゲットにした高血圧治療へ

の応用の可能性を検討することが本研究の

目的である。

３．研究の方法

(1)まず、培養細胞系において PN-1 がナトリ

ウム輸送に影響を与えるかどうか検討する

ために、PN-1 の全長 cDNA を発現ベクターに

挿入し、M-1 細胞（マウス集合尿細管細胞由

来）へトランスフェクションさせることによ

り PN-1 遺伝子の一過性過剰発現モデル細胞

を作製する。細胞培養上清または細胞膜分画

の蛋白を回収し、PN-1 が発現、分泌されてい

ることをウェスタンブロット法を用いて確

かめる。細胞をフィルター上に培養し、

EVOM(Epithelial volt-ohm meter)を用いて

細胞間に流れるナトリウム電流(Ieq)を測定

し、PN-1 過剰発現により Ieq が減少すること

を確認する。

(2)PN-1 ホモ欠損マウスは正常マウスと変わ

りなく生育することが分かっている。これを

コントロールマウスと並行して飼育し、経時

的に両者の血圧の変化を血圧やナトリウム

代謝に与える影響を検討する。高塩食負荷群

と低食塩負荷群を置き、食塩感受性高血圧の

発症や高血圧進展に差異があるか検討する。

また、腎、心の組織や血液検体、尿検体を採

取し、プロスタシンや ENaC の各サブユニッ



トの mRNA や蛋白の発現レベルの変化などに

ついても検討する。

(3)PN-1 過剰発現マウスを作製し、PN-1 欠損

マウスと同様な検討を行い、評価する。

(4)PN-1 cDNA をバキュロウィルスの DNA と相

同配列を持つ発現プラスミドベクターへ挿

入する。これをバキュロウィルスゲノム DNA

と昆虫培養細胞にコトランスフェクション

し相同組み換えを起こすことにより、PN-1 組

み換えウィルスを得る。このウィルスを業者

に依頼しカイコ蛋白産生系で PN-1 発現蛋白

を多量に含んだカイコ体液を得る。この体液

をシリカゲル、イオン交換、銅イオン結合キ

レートカラムなどを担体としたクロマトグ

ラフィーを使用し、最も精製度の高い方法を

検討し、充分な量の PN-1 リコンビナント蛋

白を得ることができる。

(5) 作製した PN-1 リコンビナント蛋白を試

験管内でプロスタシン蛋白と作用させた後、

両者の結合が得られるか検討するために電

気泳動を行い、ウェスタンブロット法にてバ

ンドのシフトがあることを確認する。また、

この条件下で、合成基質である KHYR-AMC を

使用して吸光度法によりプロスタシンのプ

ロテアーゼ活性を測定し、これが阻害されて

いることを確かめる。さらに、フィルター上

に培養した M-1 細胞の上皮側や血管側から

PN-1 リコンビナント蛋白を作用させ、Ieq に

影響を及ぼすかどうか検討する。

(6) アデノウィルス系によるプロスタシン

過剰発現ラットを使用し、高血圧の発症が抑

制できるかを検討する。PN-1 は分子量約

43000 の比較的小分子の蛋白であることから

腹腔内投与、またはオスモティックミニポン

プを使用した静脈内持続投与モデルを作製

し、経時的に血圧を測定、またメタボリック

ケージを使用して尿中ナトリウム排泄量な

どを測定し Na 代謝の変化についても検討す

る。

また、食塩感受性高血圧モデル動物である

Dahl ラットを用いて、高塩食負荷群と低塩食

負荷群の二群に分け、PN-1 リコンビナント蛋

白を投与し、同様の検討をおこない、食塩感

受性高血圧に対する効果を検討する。

(7) 実際に降圧効果を得られたら、PN-1 の至

適投与量を決定するため、PN-1 の投与量や頻

度の条件を変えて投与し、PN-1 の降圧効果に

おける用量反応曲線を求め、ED50値や LD50値

を得ることができる。

(8) 健常者、および種々の原因の高血圧患者

から血液、尿のサンプルを得る。これらの検

体の尿中 PN-1 濃度を ELISA 測定系を用いて

測定する。また、血液中、尿中の電解質やレ

ニン活性、アルドステロン濃度などの測定を

行い、高血圧患者における PN-1 の動態を把

握する。これらの検討により、PN-1 が高血圧

の診断、発症の予測、病勢のマーカーとなり

うるか検討する。

４．研究成果

まず、マウス集合尿細管培養細胞において

PN-1 遺伝子の過剰発現が、ナトリウム電流を

抑制することを示した。すなわち PN-1 によ

り上皮性 ENaC の活性化因子であるプロスタ

シンが抑制され、ナトリウム電流が低下した

可能性が考えられた。

次に、PN-1 ホモ欠損マウスは正常マウスと

変わりなく生育し、明らかな形態以上がない

ことがわかっているが、血圧の変化やナトリ

ウム代謝異常についてはまだ検討されてい



ない。そこでこのマウスに高塩食負荷群と低

塩食負荷群をおき、食塩感受性高血圧の発症

や高血圧進行の程度に差異があるか検討し

た。

高食塩食投与前の血圧は両群間に相

違を認めなかった。8週間の観察期間で

両群において血圧の明らかな上昇を認

めたが、両群間に血圧の相違を認めなか

った。また、尿中ナトリウム排泄量にも

両群間で差を認めなかった。また、両群

の腎を摘出しRNA、蛋白を回収した。プ

ロスタシンやENaCのRNAや蛋白発現の比

較をreal-time PCR法やウェスタンプロ

ッティング法を用いて行ったが、両群間

に相違は認めなかった。

以上のように動物モデルではPN-1の

有無により、血圧に差異を認めなかっ

た。
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