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研究成果の概要（和文）：ミネラルコルチコイド受容体活性化機構解明のため、生化学的手法とLC-MS/MSを用い
たMR相互作用因子の探索で新規転写共役因子であるC14orf43を同定した。C14orf43はMRの新規co-repressorであ
り、ヒストン脱アセチル化やユビキチン化、DNAメチル化などを介してMRの転写を負に制御していると考えられ
た。またゲノム編集技術を用いてC14orf43ノックアウトマウスの作成にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of mineralocorticoid receptor 
activation, we identified a novel transcription cofactor, C14orf43, by a biochemical approach with 
LC-MS/MS analysis. C14orf43 is a novel co-repressor of MR, and it is considered that C14orf43 
negatively regulates MR transcription through histone deacetylation, ubiquitination, DNA 
methylation, etc. We also succeeded in creating a C14orf43 knockout mouse using genome editing 
technology.

研究分野：内分泌学

キーワード： アルドステロン　MR　ミネラルコルチコイド受容体

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MRは核内受容体に属する蛋白であり、アルドステロン依存性にENaCやSGK1などの標的遺伝子の発現を促進し、腎
遠位尿細管においてナトリウムの再吸収を通じ血圧を上昇させる機能を持つ。しかしながら、MR活性化に関わる
分子メカニズムは未だ詳細が不明のままである。本研究でC14orf43が高血圧などの病態においてアルドステロン
作用増強に寄与している可能性が示唆される。またC14orf43の全身ノックアウトの機能解析を行うことで何等か
の表現型が得られ、この表現型が未だ原因不明である既報の疾患の表現型と酷似していた場合新規のコファクタ
ー病の報告となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、先進国成人人口の 4人に１人までもが高血圧症に罹患していると報告されているが、高
血圧症発症のメカニズムは十分に解明されていない。一方、 RALES （ Pitt et 
al:N.Eng.J.Med.;1999）や EPHESUS（Pitt et al:N.Eng.J.Med.;2003）などの臨床研究の結果か
ら、ミネラルコルチコイド受容体（MR）の活性化が高血圧や心血管に及ぼす臓器障害が注目を集
めている。さらに近年、糖尿病や肥満、慢性腎臓病などに合併する治療抵抗性高血圧の患者の一
部で、高アルドステロン血症を呈さないにも関わらず MR 拮抗薬の併用により血圧のコントロー
ルが得られる症例が存在することから、何等かの MR の病的活性化機構の存在が示唆され、我々
はこのような病態を「MR 関連高血圧」という新規概念で提唱している(Shibata et 
al:Am.J.Hypertens.;2012）。その分子メカニズムとしては、MR のアルドステロンに対する感受
性の亢進が示唆されるがその詳細な分子機構は未知のままである。 
MR は核内受容体に属する蛋白であり、アルドステロン依存性に ENaC や SGK1 などの標的遺伝
子の発現を促進し、腎遠位尿細管においてナトリウムの再吸収を通じ血圧を上昇させる転写制
御因子である。転写の場においては、転写共役因子と呼ばれるさまざまな蛋白質が核内受容体と
結合し、ヒストン修飾などの酵素活性を発揮することで、転写を調節する中心的な役割を果たす
ことが知られている。しかしながら、MR に関する転写共役因子はいまだ報告が少なくほとんど
未知のままであった。そこで本研究では、FLAG タグ付き MR 安定発現 HEK293 細胞を樹立し、そ
の細胞から核抽出液を取得し、FLAG 抗体によるアフィニティ精製を行い、LC-MS/MS による同定
を行うことで、MR の転写共役因子の網羅的同定を試みた。その結果、同定された複数の蛋白質
のうち、12 ペプチド断片という高い信頼精度で C14orf43 という機能未知因子が MR 相互作用因
子候補として同定できた。C14orf43 は ELM2 ドメインや SANT ドメインなどのエピゲノム制御関
連のドメインを有する約 120kDa ほどの蛋白質であり、MR の転写共役因子として機能しているこ
とが推測されたが、生体での C14orf43 の機能については、これまで一切報告がない。 
 
２．研究の目的 
 新規MR転写共役因子 C14orf43 について、MRによる転写活性化に及ぼす影響を解析する。そ
して C14orf43 ノックアウトマウスを世界で初めて作成し、血圧や各種生化学、ホルモン値を解
析し、MR の標的臓器である心臓、腎臓、血管などを中心とした表現型解析を行うことで、高血
圧発症における新規分子メカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)C14orf43 が MR 転写活性に及ぼす機能を解析するために、MR 安定発現 HEK293 細胞を樹立し
siRNA をトランスフェクションした後、アルドステロンを処置した。3時間後細胞を回収し mRNA
を抽出したのち、逆転写反応を行い得られたｃDNA において MR の標的遺伝子 SGK1 の発現量を
RT-PCR 法にて定量した。 
 
(2)C14orf43 と MR の相互作用を検討するために、HEK293 細胞において MRと C14orf43 の発現ベ
クターをトランスフェクションし、蛋白を強制発現させたのちリガンド処置を行った。これらの
細胞を回収し、共免疫沈降法を行った。 
 
(3)C14orf43 の MR 転写抑制機能をさらに詳細に検討するために、C14orf43 と相互作用する蛋白
質の網羅的同定を、FLAG-C14orf43 安定発現細胞株の樹立→大量培養→FLAG 抗体による精製→
LS-MS/MS を用いた同様の方法で試みた。 
 
(4)ゲノム編集技術を用いて C14orf43 のノックアウトマウスの作出を試み、作出されたマウス
につきその機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)C14orf43 の siRNA はコントロール siRNA と比較して MR
の標的遺伝子 SGK1 の発現を上昇させた。（図 1） 
  
 
(2)共免疫沈降法の結果、HEK293 細胞において MRと C14orf43 は
リガンド依存性に相互作用することが判明した（図 2）。 
(1)および(2)の結果から、C14orf43 は MR の新規の転写抑制因子
であることが示唆された。ところが、C14orf43 のドメイン構造を
解析すると、転写を直接制御するドメインを有さないことが判明
した。このことから C14orf43 が MR 転写抑制能を発揮する際には、
何らかの転写抑制能を有する蛋白質と複合体を形成しているこ
とが示唆された。 
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(3)そこで C14orf43 と相互作用する蛋白質を、生化学
的手法を用いて網羅的に精製し、得られたサンプルを
SDS-PAGE にて展開後、銀染色を行った。その結果を
図 3に示す。この結果、多数の蛋白質が C14orf43 と結合し
ていることが判明したため、これらのバンドを切り出し、LS-
MS/MS で蛋白質の同定を行った。その結果を表 1に示す。 
C14orf43の相互作用因子としてHDAC1やHDAC2、RPD3、SENP3、
TdIF1、CHD4、RBBP4、MTA2、MBD4 などのエピゲノム制御因子
蛋白を同定できた。以上の結果から C14orf43 がヒストン脱
アセチル化やユビキチン化、DNA メチル化などを介して MR
の転写を負に制御している可能性が示唆された。 
 
表 1 

 
 

 
(4) これら vitro の結果から、C14orf43 は HDAC などエピゲノム制御因子と複合体を形成し、MR
の転写を負に制御する転写抑制因子であることが強く示唆されたため、個体での機能解析を行
うべくノックアウトマウスの作出を行うこととした。相同組み換えを起こした ES 細胞によるア
グリゲーションからキメラマウスの作出を目指したが、誕生したキメラマウス 2匹のうち、キメ
ラ率が低いオス個体では、野生型マウスとの交配で出生するマウスが全て野生型マウスであり、
このキメラマウスからのノックアウトマウスの作出は困難であった。また、キメラ率が高いキメ
ラマウスのオス個体では、野生型メスとの交配で不妊を呈した。そこで、オスキメラマウスの精
巣上体から精子を取得する体外受精を試みたが、開腹したところオスキメラマウスの精巣上体
がないことが判明し、本個体からもヘテロマウスの作出が不可能であることが判明した。以上の
結果から、得られた ES 細胞の質の低下が考えられた。そこで次に別のアプローチからのノック
アウトマウス作出を試みることとした。すなわち、C57BL/6 マウスの受精卵に CAS9 蛋白、crRNA、
tracrRNA を導入することにより、C14orf43 の exon2 のゲノム DNA 切断場所に indels を挿入し、
遺伝子機能が失われることによりノックアウトマウスを作出する方法である（図 4）。 

crRNA1 を設計し、マウス受精卵に遺伝子を導入し、この受精卵をメスマウスの子宮に移植した
ところ 2匹のオスマウスが誕生した。このマウスの tail から DNA を抽出し、ダイレクトシーク
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エンシングを行ったところ、1bp 挿入配列、4bp 欠損配列、9bp（4+5）欠損配列を含むモザイク
を同定した（図 5）。 
 
図 5 
 

 
そのため、この個体を野生型のメスマウスと交配し、同様に tail から DNA を抽出し、ダイレク
トシークエンシングを行ったところ、誕生したマウスは様々な欠損、挿入配列をヘテロに有する
個体であることが証明され、すなわちヘテロノックアウトマウスの作出に成功した（図 6）。 
 
図 6 
 

 
ヘテロノックアウトマウスは成長や発達、血圧、摂餌量などにおいて野生型のマウスと相違を
認めなかった。そのため現在ヘテロノックアウトマウス同士を交配させ、ホモノックアウトマ
ウスの作出をおこなっている。 
本研究において我々はC14orf43がリガンド依存性にMRと結合し、HDACなどのエピゲノム制御因
子とも複合体を形成し、MR転写を負に制御する新規MR転写抑制因子であることを証明した。ま
たゲノム編集技術を用いてC14orf43ノックアウトマウスの作出にも成功した。今後ホモノック
アウトにおいて妊娠能力、体格、体長の変化、内分泌系や血圧などを含む系統的な解析を行
い、C14orf43の個体におけるMR活性化、血圧調節に関わる機能を解明することができれば高血
圧診療における新規治療ターゲットを解明することにもつながると考えられる。 
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