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研究成果の概要（和文）：対象とする輸送体分子（AQP水チャネル、CLCクロライドチャネル、SLC12A輸送体）のさらな
る制御機構の解明と病態への関与を明らかにし、それに基づいた新たな膜輸送体制御機構を確立することを目的として
本研究は開始された。その結果、AQP研究においては近位尿細管小胞体に存在するAQP11の欠損が嚢胞腎原因遺伝子PC-1
の糖化と細胞膜局在を障害することで嚢胞腎を引き起こすという新たな分子機構を解明し、CLC研究においては変異バ
ーチンの小胞体係留を軽減する薬剤を同定し、WNK研究ではWNKキナーゼ系阻害薬の単離に成功した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study was to clarify novel regulatory mechanisms of renal trans
porters and channels, especially AQP water channels, CLC chloride channels, and SLC12A transporters, and t
o try to develop new strategy to treat diseases caused by the dysregulation of these transporters and chan
nels. We clarified the molecular pathogenesis of renal cyst formation caused by the deletion of AQP11, ide
ntified the agents to rescue endoplasmic reticulum (ER)-retained disease-causing mutant Barttin, and isola
ted some chemical compounds that inhibited WNK-OSR1/SPAK-SLC12A signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
腎臓は生体内での水・電解質環境維持にとっ
て最も重要な臓器である。腎臓の中でその機
能を最終的に担うのは、腎臓の尿細管各部位
における水・電解質輸送体分子である。本研
究者のグループは、1990 年代はじめから腎臓
の膜輸送体遺伝子の同定を行い、AQP 水チャ
ネル(Nature 1993, PNAS 1994, JBC1997 など)、
CLCクロライドチャネル（JBC 1993/1994/1996, 
Neuron 1994 など）などを数多くのチャネル
分子をクローニングし、その生理的役割を明
らかにすべく腎臓内での発現部位の同定や
機能解析(JCI 1995, Kidney Int 1995, JASN 
1997, AJP Renal 1997, JASN 1997, Science 
1997, AJP Renal 1999 など) 、またヒトでの
これら輸送体病の発見(Am J Hum Genet 2001)
や遺伝子改変マウス作成(Nature Genet 1999, 
AJP 2005, JBC 2005, PNAS 2005)によって生
体内で役割の解明を行ってきた。近年は、対
象をこれら AQPや CLC チャネル以外にも尿素
輸送体（MCB 2005）や他のナトリウム輸送体
(SLC12A3 など)にも広げ,このような研究を
通して腎臓膜輸送体分子自体に関する情報
は飛躍的に増加してきた。その後、輸送体分
子自体の研究から、その周辺で輸送体分子を
制御する因子の解析へと研究は発展し、輸送
体分子が単独ではなく複合体やそのおかれ
ている細胞内の場と相互作用して機能し、こ
の事こそが生体内で各輸送体分子が外界の
状況に応じて緻密に制御され機能する上で
非常に重要であるというエビデンスを得て
いる（Cell Metab 2007, JCB 2008, Hum Mol 
Genet 2009）。このように、我々は世界でい
ち早くこの膜輸送体分子研究に分子生物学
を導入し、その後も遺伝子改変動物作出や最
先端の蛋白相互作用解析技術を導入し、研究
対象としている輸送体分子について、それら
の生理的、病態生理的に重要な制御機構を明
らかにすることができた。 
今後も引き続きまだ明らかでない病態生理
の解明は重要な課題であるが、既にある程度
制御機構が判明したものについては、その機
構を利用して外から輸送体を制御する方策
の開発（阻害薬開発など）、ないし遺伝子変
異にて発生している病態を治療する方策を
明らかにする事が、次のステップの研究とし
て求められていた。 
  

２．研究の目的 
本研究の目的は、対象とする膜輸送体（AQP
水チャネル、CLC クロライドチャネル、SLC12A
輸送体）の制御機構を生体レベルで明らかに
しながら、明らかになった制御機構を利用し
て、それを外から人為的に制御する道を探る
ことにある。このことは腎臓での NaCl 出納
調節に関わる輸送体（SLC12A3や ClCクロラ
イドチャネル）を研究対象とすれば、高血圧
症の治療に直に結びつく研究となり、水の出
納調節に関わる輸送体（AQP2）を研究対象
とすれば、尿崩症や臨床の現場でもっとも頻
度の多い問題である水利尿不全（浮腫、心不
全、腹水）の病態を克服する新薬の開発につ
ながる研究となる。 
 
３．研究の方法 
各輸送体のノックアウトマウスや病原性の
変異を持つノックインマウスを作成して解
析し、病態生理を明らかにする。 
一方で、ミスセンス変異により小胞体に係留
されてしまう膜蛋白を形質膜へ発現できる
ようにする薬剤を、バーチンの R8L変異を発
現する細胞やノックインマウスを用いて、化
合物ライブラリーをスクリーニングする事
で探索する。また SLC12A輸送体を制御する
WNK-OSR1/SPAK キナーゼシグナルにおい
ては、WNKと OSR1/SPAKキナーゼの結合
を阻害する薬剤を、蛍光相関分光を用いた新
規のスクリーニング系にて行う。 
 
４．研究成果 
１）AQP11 ノックアウトマウス（AQP11-KO）
の腎嚢胞形成機序の解明。 
AQP11 ノックアウトマウスは嚢胞腎を来すこ
とが知られていたが、その分子機序は不明で
あった。AQP11 の細胞内や組織での存在部位
もよい抗体がないために未同定であった。そ
こで BACを用いた AQP11 トランスジェニック
マウス（AQP11-TG）を作成し、その際に AQP11
に HA のタグを付与して、HA 抗体での観察を
可能にした。この AQP11-TG は AQP11 ノック
アウトマウスと交配すると嚢胞腎の形質が
相補されることから、生体内でも正しく機能
している事が示された。HA-AQP11 は腎臓以外
の臓器にも発現していたが、腎臓では近位尿
細管の小胞体に局在していた。そこで、嚢胞
腎の原因遺伝子である PKD1 と PKD2 の蛋白修
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飾にAQP11-KOで異常が無いか調べると、PKD1
の glycosylation に異常があり、その結果細
胞膜上の PKD1 発現量が低下していることが
明らかとなった。この発現低下が嚢胞形成に
寄与しているかどうかを調べるために、PKD1
ノックアウトマウスと AQP11-KO を交配した
ところ、 PKD1+/- バックグラウンドの
AQP11-KO は通常のバックグラウンドの
AQP11-KO より重篤な嚢胞腎を呈したことか
ら、AQP11-KO での PKD1 の関与が確実となっ
た (J. Am. Soc.Nephrol 2014 in press)。 
小胞体に存在する AQP がなぜ特定の PKD1 と
いう蛋白のみにその糖化を障害するのかと
いう疑問は残ったが、小胞体機能に小胞体に
存在するAQPが寄与しているという初めて病
態を明らかにすることができた。 
２）バーター症候群起因性バーチンミスセン
ス変異体の小胞体係留改善薬の同定。 
バーチンは腎臓特異的なCLCクロライドチャ
ネルである ClC—K1 のβサブユニットで、
ClC-K クロライドチャネルの形質膜発現に必
要である。以前に、バーチンの R8L というミ
スセンス変異体が小胞体に係留し、それ自身
が形質膜に局在できないことが、この変異体
がバーター症候群を引き起こす原因である
事を明らかにしてきた。このような小胞体係
留は、膜蛋白の変異体でよく見られ、この形
質 膜 へ の 発 現 を 増 や す 薬 剤 の 開 発
（corrector）が望まれている。今回、この
R8L を細胞膜へ発現させる薬剤を、本学ケミ
カルライブラリーを用いてスクリーニング
した。その結果、培養細胞レベルではいくつ
かの化合物にその特性を見いだしたが、動物
レベルでは毒性等の問題により、効果を見い
だすには至らなかった。しかしながら、既に
このような機能が多の蛋白で報告されてい
る 17-AAG という薬剤で、R8L ノックインマウ
スにおいて、このマウスが示す難聴が改善さ
れるという事実を報告できた。今後、リード
化合物の修飾により、より良い corrector が
得られると思われた。 
３）WNK-OSR1/SPAK シグナル伝達阻害薬の開
発。 
WNK-OSR1/SPAK-NCC シグナル伝達系は遺伝性
の塩分高血圧症で活性化しているシグナル
伝達系である。この系の阻害は、新たな降圧
利尿薬につながる可能性が有り、阻害薬を
WNK と OSR1/SPAK との結合阻害という観点か
らスクリーニングした。ハイスループットな

スクリーニング系の開発のため、蛍光相関分
光を用いた方法を考案し、ケミカルライブラ
リースクリーニングを行い、２つのリード化
合物を得て、培養細胞レベルでシグナル伝達
を阻害できることを報告した。 
今後は、化合物修飾によって、生体で有効な
治療薬の開発に向かう。 
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