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研究成果の概要（和文）：食塩感受性による高血圧症の発症には、腎尿細管のイオントランスポーターおよび、
尿細管レニン・アンジオテンシン系が、重要な役割を果たしている。研究代表者の研究チームは、ヒト・ゲノム
解析および、ユニークな遺伝子改変動物の研究を通して、高血圧・食塩感受性の『尿細管性機序』に関わる分子
レベルでのメカニズムを明らかにした。Nedd4-2 C2ノックアウトマウスほかを対象にした研究の成果は、国際分
子科学雑誌(IJMS)の、特別編集の『Ubiquitination in Health and Disease』発行の成果に至った。

研究成果の概要（英文）：Imvolvement of tubular ion transporters and tubular renin-angiotensin system
 are essential for the development of salt-sensitivity and hypertension. Research team which Dr. 
Ishigami principally is running have clarified molecular biological mechanism for salt-sensitivity 
and hypertension which is called as, "tubular mechanism" through human molecular genetics and highly
 unique genetic engineered mice, such as Nedd4-2 C2 KO mice, (P)RR tubular transgenic mice, and Atf3
 tubular specific KO mice. Currently, publication of Special Issues of International Journal of 
Molecular Science, entitled, "Ubiquitination in Health and Disease." by MDPI, Switzerland, Basel, is
 one of pivotal fruits of reseach by Dr. Ishigami.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高血圧・食塩感受性の、尿細管性機序を分子レベルで明らかにした。確度の高い成果が得られており、循環器疾
患、腎疾患、高血圧症など、人類の健康長寿を脅かす疾病の、新たな治療的介入の開発をもたらしうる、理論
的・科学的な根拠を提供している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

R.C.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遠位尿細管上皮細胞(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(ヒト・ラット)/Nedd4-2(マウス)に着目し
て、本態性高血圧症・食塩感受性の成因を解明してきた。Nedd4L/Nedd4-2による ENaCの制
御機構に着目した分子病態モデルの解析により、緻密班以後の ASDNのナトリウムチャンネル
である ENaCにより、Na再吸収を食塩感受性に亢進に至らしめる、逆説的な分子病態があるこ
とが明らかになった。(Minegish S, Ishigami T,(corresponding autor), et al. Scientific Reports, 
2016)研究代表者は、平成 28 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新規エクソン 1
のスプライス・ジャンクションに存在する機能的 SNP(rs4149601)による、本邦人での関連研究。
(Ishigami T, et al. GGI 2007, Ishigami T, et al. Hypertension 2008, Ishigami T, et al. Journal 
of Hypertension 2014)④Nedd4L C2 ドメインを有する  Isoform I タンパクの 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 NPC2の
同定と、ASDN における共局在および、NPC2 の食塩感受性分子として性質を明らかにした。
(Araki N, Ishigami T, et al. BBRC 2009)。こうした成果に引き続き、下記の成果から『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。⑥ C57Bl6/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、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の解析から、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)、⑦ in silicoに、マウスNedd4-2遺伝子の分子多様性を明ら
かにし、Nedd4-2 C2ドメインをコードする新規エクソンの発見に成功し、Nedd4-2 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,Ishigami T, et al.Scientific 
Reports, 2016)本研究では、代謝ケージを使った観察によって、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・飲水量がすべて同等の変化を示すの
に対して、高食塩食下において KOマウスでは、食塩感受性に血圧上昇を来すとともに、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が明らかにな
った。 
２．研究の目的 
これまでの研究によって、『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(angiotensinogen, renin, alternative renin, ENaC, Nedd4L/Nedd4-2)の遺伝学的・
生物学的意義を明らかにすることができた。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(AGT)、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 系と、
ASDNにおける ENaCを介するナトリウム再吸収機構が、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。今後は、この分子病
態のさらなる追求と、分子病態に基づいた創薬に結びつく作用点の解明を計画している。 
３．研究の方法 
 これまでの研究成果から導き出された病態モデルである、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基づいて研究を計画している。KO マウスの解析によって明らかにな
った、アミロライド投与で正常化する、ナトリウム依存性の ENaC 遺伝子転写調節の分子病態に
ついては、尿細管性機序による、高血圧・食塩感受性の中核的な病態と考えてさらに追究する。
① 興奮-転写連関(Ex-Tr Coupling)に着目した、食塩感受性の分子病態の解明。②不死化ヒト近
位尿細管細胞を対象にした AGT in PT の分泌制御機構の解明。③ 2009 年にクローニングに成功
した尿中分泌タンパク NPC2 の測定系の確立と、食塩感受性の病態における意義の検討。③Nedd4-
2 Exon2 の floxed マウスを作製し、臓器特異的ノックアウトマウスの作製と表現型の解析を計
画している。 
４．研究成果 
 本研究では、低分子化合物ライブラリを使って、hRPTEC の AGT 分泌を抑制する化合物を特定
することを目的としている。正常ヒト近位尿細管上皮細胞(CLCC-2553, LONZA Japan)に対して、
pLenti6_TERT、pLenti6_E7、pLenti6_p16sh_TERT の 3 種類の Lenti ウィルスベクターによる遺
伝子導入により不死化した近位尿細管細胞(immortalized human Renal Proxymal Tubular 
Epithelial Cells:hRPTEC)の樹立に成功している。(Yamaji T, Ishigami T, et al. in 
submission) immortalized hRPTEC では、細胞特異的分子である E-Cadherin, Megalin の発現、
Angiotensinogen の産生・分泌を確認した。(中島、石上ほか、2016, JSH、仙台)さらに、αLISA



系を使った Angiotensinogen の高感度・ハイスループット・アッセイ系を確立し、東京大学薬学
部創薬機構から約 3000 種類の低分子化合物 validated library の提供を受け、library 
screening をほぼ終了している。抑制率の高い化合物について、創薬機構から情報開示をうけて、
拡大した培養系を用いて二次スクリーニングを行い、創薬を視野にいれたリード化合物、研究に
有用なツール化合物を特定する。 
 Sodium inducible kinase（SIK）は，5’AMP-Activated protein kinase (AMPK) family の 
一つであり、 SIK1 は近位尿細管細胞において，細胞内のナトリウム調節に関与しており，ナト
リウム調節を担う尿細管 RA 系と相互作用があると考えられる。SIK1 を強制発現することで、細
胞外液中にナトリウムを負荷するなどの非生理的な状態を作らないで、細胞内のナトリウム負
荷状態を再現することができる。SIK1 を immortalized hRPTEC に強制発現させた結果， AGT 遺
伝子の発現は有意に半減した。SIK1 を強制発現した hRPTEC を対象に、RNA seq 解析および、リ
ン酸化タンパク質に対する質量分析を併用した、マルチ・オミックス解析を行った。両群で有意
に変化のあった 36 種類(proteome)、52 種類(transcriptome)を対象にしたパスウェイ解析を行
ったところ、線形性に変化するタンパク群と、転写レベルで変化する遺伝子群が相互に結合して
反応する経路が明らかになった。 
 この結果から、核内因子・ユビキチン化酵素・GPCR/生理活性ペプチドが、近位尿細管上皮細
胞での AGT 遺伝子の発現制御に関与している可能性があり、それぞれ創薬標的になると考えら
れる。核内因子は、既知の leucine zipper 型の転写因子であり、尿細管上皮細胞特異的な二量
体形成により、ユビキチン化酵素は、特異的基質のユビキチン化を介して、AGT 遺伝子の発現を
制御していると考えられる。それぞれの遺伝子の tag つき発現ベクターの合成に成功しており、
immortalized hRPTEC に強制発現し、pull down アッセイを行い、in gel trypsin digestion 後
に質量分析を行い、パートナータンパク質を明らかにする。 
 Atf3-floxedマウスと、尿細管特異的にCre-recombinaseを発現するKsp1-Creとを交配した、
尿細管特異的 Atf3-KO マウスを作製し、表現型を解析する計画である。Arf3-floxed マウスは、
既に東京医科歯科大学の Mice Key Bank より、施設間の MTA を締結のうえ入手している。Ksp-
1-Cre マウスは、日本チャールズ・リバーより入手済みで、現在横浜市立大学実験動物センター
において、交配・系統維持を行っている。目的とする、尿細管特異的 Atf3-KO マウスが得られ次
第、表現型の解明を行う。 
 我々が独自に開発した，腎尿細管特異的プロレニン需要多(P)RR 発現マウス(Ksp1-(P)RR TG)
を使った基礎検討から，(P)RR を尿細管で高発現させることで、高血圧・微量アルブミン尿・尿
pH/尿量の増加・飲水量/尿浸透圧の低下という電解質・水代謝異常を呈することが判明した。
(Kino T, Ishigami T, ISN Frontiers meetings. Tokyo, 2018)先行して新規のマウス・レニン
のクローニングに成功しており，独自の新規レニン(ARen2)を強制発現させたトランスジェニッ
クマウス(ARen2 TG)の系統を維持している。腎尿細管における新規レニンと(P)RR との相互作用
による表現型の変化を解析することで，受容体随伴性プロレニン(RAP)系の生理的・病態生理的
な役割を in vivo で明らかにすることを目的にした本研究を計画した。具体的には、ARen2 TG
マウスと(P)RR TG マウスを交配させ，ダブルトランスジェニック(DT)マウスを作成する。15～
20 週齢の雄性マウスを代謝ケージにて飼育し，体重，飲水量・尿量などの測定を行い、血圧・心
拍数の計測を行う。連日の尿検体を採取し，剖検時に心臓穿刺により血液を採取し，pH やレニ
ン活性，腎機能など生化学的解析を行った。 
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