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研究成果の概要（和文）：『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』にかかわる分子の遺伝学的・
生物学的意義を明らかにすることができた。高度に分化した尿細管上皮細胞は、相互にtight junctionによって結合し
、発生学的に尿管芽由来の尿細管腔を形成している。これまでの我々の研究によって、近位尿細管細胞でのアンジオテ
ンシノゲーン、結合尿細管細胞で発現するレニンにより構成される尿細管RA系が、アルドステロン感受性遠位尿細管細
胞に働いてENaCを介するナトリウム再吸収を調整することで生体の恒常性を保ち、その破綻が食塩感受性の病態をもた
らし、高血圧症を発症する分子病態モデルを確立した。

研究成果の概要（英文）：Our research revealed the genetic and biological significance of molecules involve
d in "Molecular pathogenesis of tubular mechanisms leading to salt-sensitive hypertension." Renal tubular 
epithelial cells, joined by tight junction with each other, were highly differentiated, forming a tubule l
umen of the ureteric bud-derived embryologically. Our research to date, a renal tubular RA system, the ENa
C working in aldosterone-sensitive distal tubule cell work as endogenous endocrine systems for maintaining
 homeostatis. We have established molecular pathogenesis models maintaining homeostasis by regulating sodi
um reabsorption and via its collapse leading to pathology of salt-sensitivity, developing hypertension.
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１．研究開始当初の背景 
近年、慢性腎臓病(CKD)が、新たな心血管病
のリスクファクターとして注目されている。
臓器としての心臓と腎臓おいて、相互に致死
的な疾病をもたらしあう『心腎連関』のメカ
ニズムが存在するとされている。数々の疫学
的研究から『心腎連関』の存在は、明白であ
るが、その分子メカニズムは不明である。従
来より、我々は腎臓尿細管上皮細胞の上皮性
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 に着目して、
本態性高血圧症の成因を解明してきた。これ
までに、①ヒト Nedd4L遺伝子産物の分子多
様性と、evolutionary new isoform(Isoform 
I)を産生する SNP の発見。 (Ishigami T, 
Dunn M, et al. JHG 2002)②Nedd4L遺伝子
のラットでの分子多様性の発見, アルドステ
ロン感受性遠位性ネフロン(ASDN)における
ENaCと Nedd4Lの共局在および、遺伝性食
塩感受性高血圧症との関連。(Umemura M, 
Ishigami T, et al. BBRC 2006)③本邦人での
関連研究。(Ishigami T, et al. GGI 2007)④
Nedd4L C2ドメインを有する Isoform I が
タンパクレベルで他の isoform に対する
dominant negative効果によりENaCの発現
を抑制し、高血圧発症をもたらす分子メカニ
ズムの解明。(Araki N, Ishigami T, et al. 
Hypertension 2008)⑤ヒト C2ドメイン結合
タンパク質として NPC2 の同定と、ASDN
における共局在および、NPC2発現における
食塩感受性分子として性質。 (Araki N, 
Ishigami T, et al. BBRC 2009)⑥食塩感受性
高血圧の診断に有効な、新規多機能家庭血圧
計(HBPM)が、携帯型血圧計(ABPM)に対す
る優位性があること。(Ushio H, Ishigami T, 
et al. CEN2009)を明らかにしてきた。
RC.Lifton, J.M.Lalouel等の遺伝性家族性高
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ことが明らかになっ
た。これまでに我々が明らかにした 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は、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 を食塩感受性に発現亢
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、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ている。本モデ
ルでは、緻密班以前の強力なナトリウム再吸
収恒常性維持機構である TGFや、myogenic 
response による腎臓内での生理的な修正の
及ばない distal nephron におけるナトリウ
ム再吸収異常に対する、全身的な適応として
高血圧症を発症するに至る病態を想定して
いる。こうした病態モデルは、現在進行中の
食塩感受性動物モデル(C57Bl6/J)を用いた、
食塩負荷・薬理学的介入研究により、ASDN
におけるアルドステロン非依存性の鉱質コ

ルチコイド受容体(MR)活性化、sgk1 活性化
とNedd4Lの反応性の活性化を明らかにした
実験からも、分子病態生理学的に支持される
と考えている。（Ushio H, Ishigami T, et al. 
ESH 2010, Oslo） 
２．研究の目的 
本研究の目的は、心腎イオンチャンネルの共
通分子(Nedd4L)による翻訳後制御メカニズ
ムに着目した高血圧性心腎連関の理解と制
圧が目標であり、以下にあげた二つのレベル
で統合的に遂行することにある。①高血圧症
分子病態モデルの解明 高血圧症の成因を
明らかにするとともに、高血圧性臓器障害に
認められる、致死的な心腎連関の分子基盤を
明らかにする。②高血圧診療モデルの確立 
分子病態モデルに基づいた、理論的、より効
果的な致死的心血管イベント抑制のための
診療モデルの確立により、健康長寿を達成す
ること。 
３．研究の方法 
これまでの研究成果を受けて、本研究期間内
に本態性高血圧症の食塩感受性の分子病態
および、心腎連関に関する分子病態を、より
詳細に解明する。具体的には、Ⅰ(ノックア
ウトマウスの作成と解析)昨年作成に成功し、
現在繁殖中のマウス Nedd4L C2 ドメイン全身
性ノックアウトマウスの表現型の解析。特に、
食塩摂取量の変化に対する、全身血圧、尿細
管細胞におけるα～γENaC,MR,sgk1 等のナ
トリウム再吸収機構関連分子の発現を解析
することで、distal nephron におけるナトリ
ウム再吸収機構と食塩感受性高血圧症との
関連を決定的に明らかにする。Ⅱ（長期間食
塩負荷、RA 系抑制薬投与実験）C2 ドメイン
ノックアウトマウスおよび、食塩感受性高血
圧モデルである C57Bl6/J を対象にして、長
期間の食塩負荷、RA 系抑制薬投与実験を行い、
心、腎における Nedd4L および、その基質で
ある ENaC/SCN5A 分子の分子病態を明らかに
して、心腎連関の分子病態を明らかにする。
さらに、これまでの基礎的な検討を臨床医学
にトランスレーションする試みとして、以下
の研究に着手し遂行する。Ⅲ(食塩感受性に
おけるバイオマーカーの確立)ヒトNedd4L C2
ドメイン結合タンパクとしてクローニング
した NPC2 は、Dahl ラットを対象にした解析
から、ENaC/Nedd4LとASDNにおいて共局在し、
その発現が食塩感受性に制御されることを
明らかにした。（Araki N, Ishigami T, et 
al.BBRC 2009）NPC2 は、その N 端に signal 
peptide を持ち、尿中に分泌される。ヒトお
よびマウス、ラットの尿中 NPC2 を定量する
ELISA 法を開発、高血圧症の食塩感受性にお
けるバイオマーカーとしての可能性を検討
し、ベッドサイドでの応用を目指す。 
４．研究成果 
① 研究の学術的背景 
RC.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
性腎臓尿細管上皮細胞(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 に着目して、本態
性高血圧症の成因を解明してきた。これまで
に研究代表者らが明らかにした 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。研
究代表者は、平成 20 年度までの研究によっ
て、以下のような成果をあげてきた。①ヒト
Nedd4L 遺伝子産物の分子多様性と、
evolutionary new (Isoform I)を産生するSNP
の発見。(Ishigami T, Dunn M, et al. JHG 
2002)②Nedd4L 遺伝子のラットでの分子多様
性の発見, アルドステロン感受性遠位性ネ
フロン(ASDN)におけるENaCと Nedd4Lの共局
在および、遺伝性食塩感受性高血圧症との関
連。(Umemura M, Ishigami T, et al. BBRC 
2006)③本邦人での関連研究。(Ishigami T, 
et al. GGI 2007)④Nedd4L C2 ドメインを有
する Isoform I タンパクの他の isoform に
対する dominant negative 効果による ENaC
の発現の抑制・高血圧発症をもたらす分子メ
カニズムの解明。(Araki N, Ishigami T, et 
al. Hypertension 2008)⑤ヒト Nedd4L C2 ド
メイン結合タンパク質としてNPC2の同定と、
ASDN における共局在および、NPC2 発現にお
ける食塩感受性分子として性質。(Araki N, 
Ishigami T, et al. BBRC 2009)。こうした
成果に引き続き、本申請に至る期間には、以
下のような『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』についての重要
な知見を深めることができた。①C57Bl6/J マ
ウスに対する高食塩負荷による血圧と尿中
電解質の変化を telemetry 法、代謝ケージ法
によってアルドステロン非依存性に起こる
食塩感受性の血圧変化を示したうえで、ACEI, 
ARB, SAB(選択的アルドステロン拮抗薬)の投
与による、ASDN におけるα～γENaC, 結合尿
細管レニン、MR, Sgk1 の変化を、細胞膜タン
パクに対するwestern blotting, 免疫組織化
学、laser-capture microdissection 法を用
いて検討し、アルドステロン非依存性に、尿
細管レニン・アンジオテンシン(RA)系がα～
γENaC を賦活化する病態を明らかにした。
(Ushio-Yamana H, Ishigami T, Nephron 
Experimental Nephrology 2012) 、 ②  in 
silico に、マウス Nedd4L 遺伝子の分子多様
性を明らかにし、Nedd4L C2 ドメインをコー
ドする新規エクソンの発見に成功した。この
結果をもとに、Nedd4L 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, et al. 分子腎臓フォーラム、
ISHR Featured Research Session, 2012)代
謝ケージを使った観察によって、KO マウスが
高食塩食下において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を明らかにした。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
量のすべて同等の変化を示した。従って、
Nedd4L 遺伝子のなかでも Nedd4L C2 Isoform
が、経口の食塩摂取依存性の ASDN でのナト
リウム再吸収を制御し、生体のナトリウム・
体液の恒常性の維持と食塩感受性高血圧症
の発症に、極めて重要な役割を果たしている
ことを証明した。さらに、③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た。(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。ARen2 を強制発現させたマウス
(ARen2TG)は、血漿レニン活性の上昇を伴わ
ない組織内 angiotensin II の活性亢進を呈
し、インスリン抵抗性・血圧上昇を認めた。
(Ishigami T, et al. Identification of bona 
fide alternative renin transcripts 
expressed along cortical tubules and 
potential roles in promoting insulin 
resistance in vivo without significant PRA 
elevation.Hypertension, 2014) 
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