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研究成果の概要（和文）：食事により体内に産生された酸が、尿中へ排泄される際に必要なアンモニアのトラン
スポーターで、集合尿細管間在細胞に発現するRhesus Blood Group, C Glycoprotein（Rhcg）の、アルドステロ
ンによる発現調節機序について検討した。また、慢性腎臓病に合併する代謝性アシドーシスにより活性化するユ
ビキチンープロテアソーム系（UPS）の、Rhcg蛋白に対する影響を検討した。その結果、アルドステロンはRhcg
蛋白の間在細胞の膜上への発現を直接的に促進することが明らかとなった。また低pHは蛋白のユビキチン化を促
進し、Rhcg蛋白もまたユビキチン化を受けることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Nonvolatile acid is generated from diet and cell metabolism, and then 
excreted to urine through the intercalated cells in renal collecting ducts by aldosterone. We 
investigated the role of aldosterone in the regulation of Rhesus Blood Group, C Glycoprotein（Rhcg）
protein. In vivo study, we found that aldosterone induced the accumulation of Rhcg. Consistent with 
that, aldosterone directly induced the expression of Rhcg protein in membrane fraction of the 
intercalated cell line. We further investigated the role of the ubiquitin-proteasome system (UPS), 
which is activated by metabolic acidosis, in the regulation of Rhcg protein. We found that low pH 
induced ubiquitination of proteins in the intercalated cell line. Using immunoprecipitation method, 
we found Rhcg was ubiquitinated. The results suggest that aldosterone and UPS regulate the 
expression of Rhcg protein through interaction of the two.

研究分野： 腎臓生理学、腎臓病学

キーワード： 代謝性アシドーシス　慢性腎臓病　ユビキチン‐プロテアソーム系
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図１．アルドステロン投与の腎組織細胞膜分画

内 Rhcg 蛋白発現への効果。 
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図２．代謝性アシドーシス下における腎組織細

胞膜分画内 Rhcg 蛋白発現に対する両側副腎摘

出と、アルドステロン補充の効果。 

１．研究開始当初の背景 
 腎集合尿細管は主細胞と間在細胞からな
り、主細胞は水、ナトリウム（Na）再吸収を、
間在細胞は酸（H+）排泄を役割とし、その機
能は副腎皮質ホルモンであるアルドステロ
ンにより調節されている。生理的条件下では、
アルドステロンは食物摂取による酸負荷に
反応して副腎皮質より血中へ分泌され、間在
細胞を刺激し尿中へ H+排泄を促す。アルドス
テロンによる酸排泄の詳細な分子機序につ
いては十分に検討されていない。申請者は、
予備実験で、間在細胞に発現するアンモニア
（NH3）排泄トランスポーターである Rhesus 
Blood Group, C Glycoprotein（Rhcg）蛋白の細
胞膜上の発現がアルドステロンにより増加
することを in vivo で確認している。NH3 は
H+が NH4

+を形成して尿中へ排泄されるため
に重要である。 
一方腎障害の存在下では、糸球体濾過率の

低下と間在細胞の障害により、尿中 H+排泄
が低下するために体内に H+が貯留し、代謝性
アシドーシスが生じる。腎障害においてどの
ような機序で H+排泄が低下するかは明らか
ではない。代謝性アシドーシスが慢性化する
と、骨格筋の蛋白異化亢進が進み筋萎縮を生
じるが、これはアシドーシスを刺激とした筋
細胞のユビキチン−プロテアソーム系（UPS）
の亢進が原因であることが指摘されている。
尿細管細胞における UPS の役割として、主細
胞における上皮型 Na チャネル（ENaC）の発
現調節が知られる。間在細胞における UPS の
役割については明らかではない。最近申請者
らは、IN-IC 細胞に酸ストレスを与えると、
UPS 関連遺伝子群の発現を刺激することを
見出した。 
代謝性アシドーシス下には、アルドステロ

ンの分泌亢進と共に、腎組織においては UPS
が亢進し、尿中酸排泄はアルドステロンと
UPS の相互作用を受けてており、Rhcg の発現
調節が関与するとの仮説を立て、申請者は本
研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酸負荷により生体に生じる、
腎組織内 UPS の活性化とアルドステロン作
用の増強が、間在細胞における Rhcg の発現
をどのように調節するかを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① in vivo において、アシドーシスとアルド

ステロン刺激による尿細管細胞の UPS
活性と Rhcg の細胞膜上の発現の変化を
検討した。 

② in vitro において、酸ストレスとアルドス
テロン刺激による、UPS を介した Rhcg
の細胞膜上の発現の変化を検討した。 

 
４．研究成果 
① 初めに C57BL/6J マウスにアルドステロ

ンを持続皮下投与したところ、尿中アン
モニア排泄は有意に増加し、腎組織細胞
膜分画内の Rhcg 蛋白の増加をウェスタ
ンブロット法に確認した（図１）。蛍光
免疫染色法によって、Rhcg 蛋白は、ア
ルドステロン刺激により特に腎臓髄質
外層の間在細胞において尿細管管腔側
への明らかな局在化を認めた。 

次にマウスに両側副腎摘出術（ADX）
を施したところ、尿中アンモニア排泄量
は減少し、持続皮下投与によるアルドス
テロンの補充を行ったところ、尿中アン
モニア排泄の低下は回復した。蛍光免疫
染色法においても、同様に ADX マウス
では間在細胞の管腔側膜への Rhcg の局
在が阻害され、アルドステロンの補充に
より局在が回復した。 
さらに、ADX を施した上で NH4Cl 飲

水による酸負荷を行ったところ、sham 群
に比べ ADX 群では尿中アンモニア排泄
が阻害され、アルドステロン持続皮下投
与により尿中アンモニア排泄は sham 群
と同等に回復した。腎組織細胞膜分画内
の Rhcg 蛋白の発現は、尿中アンモニア
排泄と同様の変化を示し、ADX により
発現が減少し、アルドステロン補充によ
り発現が回復した（図２）。 
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図３．Flag-Rhcg 蛋白とユビキチン蛋白の共免
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図 4．Flag-Rhcg 蛋白の IN-IC 細胞膜分画内発

現に対するアルドステロンの効果 

②  初めに、IN-IC 細胞における酸負荷の
UPSに対する効果を検討するため、IN-IC
細胞を pH7.4（対照）と pH7.0(酸負荷)
環境で 16 時間培養後、プロテアソーム
阻害薬である MG132 存在下にさらに 8
時間培養し、ユビキチン蛋白の発現量を
検討したところ、pH7.0 でユビキチン蛋
白の有意な発現増加を認めた。酸負荷は
蛋白のユビキチン化を促進し、UPS を活
性化することが示唆された。 
次に、Rhcg 蛋白の UPS を介した翻訳

後調節を検討するために Flag 標識した
マウス Rhcg 蛋白（Flag-Rhcg）を IN-IC
細胞に安定発現させた細胞集団を作製
した。これらの細胞を MG132 存在下に
培養したところ Flag-Rhcg 蛋白は有意に
増加したことより、Rhcg 蛋白は UPS に
よる発現調節を受ける可能性が示唆さ
れた。そこで、抗 Flag 抗体を用いて
Flag-Rhcg 蛋白を免疫沈降したところ、
ユビキチン蛋白の結合が認められた（図

３）。 
一方で、IN-IC 細胞を 10-6 M アルドス

テロンによって刺激したところ、
Flag-Rhcg の膜分画における有意な増加
を認めた。 

以上の結果より、アルドステロンは間
在細胞に発現する Rhcg 蛋白に直接作用
して、細胞膜上への発現を促進すること
が示唆された。一方酸負荷は UPS を活性
化し、Rhcg 蛋白の turn over を促進する
ことが示唆される。すなわち、正常腎機
能において、食事摂取などによる酸負荷
はアルドステロンの分泌を促進して、間
在細胞に発現する Rhcg 蛋白の管腔側膜

への局在を促進し、NH3排泄を促すこと
により H+排泄を促進すると考えられる。    
一方 UPS は、腎機能の低下にしたがい

腎組織に貯留する H+が刺激となり活性
化され、Rhcg 蛋白の分解を促進するた
めに、尿中アンモニア排泄の低下に拍車
がかかる可能性が考えられる。 
現在尿蛋白抑制作用と抗線維化作用を
目的に用いられる RAS 阻害薬は腎障害
の進行抑制に必須の治療薬である。しか
し、アルドステロン作用を阻害すること
により尿中酸排泄は阻害され、腎障害の
進行とともに代謝性アシドーシスの増
悪とそれによる高カリウム血症の増悪
が、RAS 阻害薬の使用の制限となってい
る。慢性腎臓病における UPS の阻害を標
的とした治療は、Rhcg 蛋白の発現と尿
中アンモニア排泄と維持することが期
待される。今後、慢性腎障害モデルの酸
排泄低下に対する UPS 阻害薬の効果を
検討していく予定である。 
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