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研究成果の概要（和文）：生体内の体液ホメオスタシス維持を担う臓器である腎臓において、遠位曲尿細管は電解質制
御を担うセグメントであり、生体の電解質環境の制御を担うと推定されている。遠位曲尿細管の電解質輸送過程におい
てK+-recyclingを担うK+チャネルによるK+輸送は、同部における電解質輸送を維持するために不可欠の役割を果たすと
考えられる。従来の研究で、遠位尿細管K+チャネルを同定していたが、本研究ではこのK+チャネルの遺伝子異常による
疾患の病態生理を解明することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The distal convoluted tubule (DCT) of the kidney is the regulatory segment for 
the electrolyte homeostasis. At the DCT, basolaterally expressed Na+/K+ ATPase provides the driving force 
for electrolyte transport and the process of K+ excretion, known as K+ recycling, is the rate-limiting 
step in the electrolyte transport at the DCT. The functional defect in the K+ pathway reduces the K+ 
recycling and causes salt waste from the kidney. In this study, we found that intracellular 
mistrafficking of the K+ pathway of the basolateral side contributes to the pathogenesis of renal salt 
waste.

研究分野： 腎臓病学

キーワード： カリウムチャネル　尿細管輸送　細胞内局在　Gitelman症候群　EAST症候群　電解質恒常性　ナトリウ
ム輸送
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１．研究開始当初の背景 
 電解質の濃度異常や細胞膜での透過性異
常が不整脈の原因となることで示されるよ
うに、生体を構築する細胞の機能は細胞内
外の電解質濃度と各電解質に対する細胞膜
の透過性に依存する。このため、細胞内外
の電解質環境を維持する機構は生命活動に
不可欠の役割を持つと考えられている。腎
臓は、摂取した電解質溶媒（水）と溶質（電
解質）に対応した排泄を行うことにより、
生体内の電解質環境の恒常性維持を担う臓
器であると考えられている。このことから、
これら電解質恒常性維持の破綻に起因する
と考えられる疾患の適切な治療には、維持
を担う臓器である腎臓における電解質輸送
制御機構の解明が不可欠であると推測され
る。 
 腎臓では、その構成単位であるネフロン
各部が電解質恒常性維持において異なる役
割を担うことが知られていた。近位尿細管
は糸球体で濾過された電解質の３分の２以
上を再吸収すると考えられるが、この再吸
収は栄養素の輸送に随伴するため電解質を
微調整は近位尿細管では行われず、遠位尿
細管での再吸収が腎臓での電解質輸送の調
節を担うと考えられている。従来は、集合
管が電解質輸送の最終調節を担うと考えら
れていたが、生理実験や疾患ゲノム解析の
結果から、現代社会におけるような相対的
高 Na+・低 K+摂取下では遠位曲尿細管が腎臓
電解質輸送の主要制御セグメントとして機
能し生体電解質恒常性維持を担うことが判
明してきていた。 
 遠位曲尿細管細胞では、Na+/K+-ATPase 
(Na+ pump)を駆動力・Na+-Cl— cotransporter
を輸送経路とし、Na+再吸収を行うことが判
明していた。この再吸収過程では、Na+ pump
による Na+再吸収に際して K+が細胞内に流
入するため、Na+再吸収の維持には K+を細胞
外に排出するK+-recycling機構が不可欠で
あると考えられる。 
 従来の研究で、この K+-recycling 機構を
担 う K+ チ ャ ネ ル の 同 定 に 成 功 し 、
K+-recycling 機構が管腔側・基底膜側に存
在し、管腔側は Kir1.1/SUR2b or CFTR 
complex 、 血 管 側 は Kir5.1/Kir4.1 
heteromer により、各々構築されているこ
とを明らかにしていた。更に、これらチャ
ネルの細胞内での機能発現機構の解明し、
チャネルの機能発現を制御するアミノ酸配
列、および K+チャネルの機能発現を担うア
ンカータンパク質分子 MAGI-1 の同定にも
成功していた。 

 
２．研究の目的 
⑴ 遠位曲尿細管における電解質輸送機構
の異常に起因する疾患の病態を明らかにす
る。 
⑵ 遠位曲尿細管においてK+-recycling機
構を担う K+チャネルの機能発現を制御する
機構を明らかにする。 
⑶ 電解質輸送機構の異常に起因する疾患
の診断法と治療法を検討する。 
 
３．研究の方法 
⑴ K+チャネルの遺伝子変異による機能発
現の変化 
 尿中 Na+漏出を来す病態が不明であった
遺伝性疾患である EAST 症候群の原因とな
る Kir4.1 のアミノ酸変異を GFP 標識した
Kir4.1 に導入し、その尿細管由来の上皮細
胞系である MDCK 細胞における発現状態を
野生型と比較検討した。 
 レーザー顕微鏡を用い GFP 標識を捉える
ことで細胞内局在を３次元で解析した。 
 細胞表面に発現しているタンパクをビオ
チン標識し、標識されたタンパクを特異的
抗体で検出することで、膜表面に発現する
タンパクの相対的比率を解析した。 
⑵ 電解質負荷状態に対する尿細管 K+チャ
ネル調整機構の検討 
 体液の恒常性を維持するためには、経口
負荷量に対応した尿中への電解質排泄を行
う必要があると推測される。そこで、尿中
への電解質排泄制御を担うと考えられる尿
細管K+チャネルの発現変化を経口NaCl負荷
の有無で検討した。 
 ８週齢ラットを低食塩（0.3% NaCl）の普
通食と高食塩食(8% NaCl)で、２週間飼育し
遠位尿細管における Kir4.1 の発現状態を
免疫組織染色法で検討した。 
⑶ 尿細管イオン輸送制御の臨床への応用
として、尿細管における Na+輸送異常が病態
に関与すると考えられる高血圧症症例にお
いて内服のアドヒアランス向上が血圧管理
を改善するか検討した。 
 90 例の高血圧臨床症例を対象に、降圧薬
合剤の使用により内服アドヒアランスが改
善するか否かを検討した。 
 
４．研究成果 
⑴ 遺伝子変異による K+チャネルの発現変
化 
 EAST 症候群の
原因となること
が報告されたア
ミ ノ 酸 変 異 を
Kir4.1 に導入し、
細胞内での局在を
確認した。この結
果、上皮細胞系の
MDCK細胞では野生



型が基底膜側に発現を示すのに比較し、変異
体は細胞質内に分布し、基底膜側への局在が
消失することが明らかとなった(上図 A)。従
来、機能異常のメカニズムが不明であった
A167V 変異に関して、更に膜表面への発現を
検討した結果、野生型が細胞表面に発現する
のに比較し、A167V 変異は細胞表面には殆ど
発現しないことを明らかにした(上図 B)。 
 非極性細胞を用いた検討では、A167V 変異
は機能発現で
きることが報
告されたいた
ため、非極性細
胞 で あ る
HEK293T 細胞を
用いて細胞膜
への発現を検
討した。この結
果、A167V 変異により細胞膜上への発現が阻
害されることが、確認された(上図 A)。更に、
MDCK細胞では A167V変異と同様に基底膜側に
局在しないが、HEK293T 細胞では細胞膜上に
発現できない G77R 変異とは細胞内での分布
特性が異なることも確認した(上図 B)。これ
らの結果から、細胞内小胞の輸送異常がA167V
変異の機能発現異常の原因である可能性が推
定された。 
⑵ 食塩摂取による K+チャネル尿細管発現
変化 
 低食塩（普通食）では基底膜側 K+チャネ
ルのサブユニット Kir4.1 が基底膜の外側へ
局在を示すのに比較し、高食塩食では Kir4.1
の外側への局在が減弱し細胞内へも外側と同
程度の強度で分布することが明らかとなった。 
 このことから、低食塩で誘導される因子が
尿細管における Kir4.1 の基底膜表面への発
現を促進する可能性が示唆された。Kir4.1 の
基底膜側での機能発現を増強することにより、
K+-recycling 機構を促進し、NaCl 摂取量の
減少に対応し、尿細管における Na+再吸収促
進効果を示す可能性が推察された。 
⑶ ヒト腎遠位尿細管における基底膜側 K+チ
ャネル構成因子の解明 
 従来の研究で、ラット遠位曲尿細管におい
ては Kir5.1/Kir4.1 heteromer が基底膜側
K+チャネルを構成することを解明していたが、
ヒト遠位曲尿細管における Kir5.1 の関与に
関し確認されていなかった。そこで、免疫
染色法にて Kir5.1 と Kir4.1 の発現を確認
した。この結果、ヒトでもラットと同様に遠
位曲尿細管と考えられる尿細管に Kir5.1 は
Kir4.1と
共発現す
ることを
明らかに
した。ヒ
ト腎でも
遠位曲尿
細管の基
底 膜 側 K+ チ ャ ネ ル は Kir5.1/Kir4.1 

heteromer が構成することを示唆する結果で
あった(上図)。 
(4) 降圧薬合剤による血圧コントロール
の改善効果 
 降圧剤を合剤に変更することにより、内
服のアドヒアランスが向上し、目標血圧ま
で血圧を下げた状態を維持できる割合が増
加することを明らかにした。この結果、降
圧剤を合剤使用により、血圧コントロール
改善に貢献でき、心血管イベントの抑制に
貢献できる可能性を示した。 
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