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研究成果の概要：本研究の目的は腎近位尿細管輸送に対するアンジオテンシン II（Ang II）の
二相性作用の細胞内情報伝達系を明らかにすることである。詳細な検討により低濃度 Ang II
による刺激作用は ERK経路に依存しており、一方高濃度 Ang IIによる阻害作用は ERK経路
には依存せずグループ IV 細胞内ホスホリパーゼ A2/アラキドン酸代謝経路に依存することが
示された。さらに腎近位尿細管では細胞内ホスホリパーゼ A2/アラキドン酸代謝経路は ERK
経路に対して抑制的に働くことが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
レニン・アンジオテンシン II (Ang II)シ
ステムは血圧調整や体内の NaCl保持におい
て中心的な役割をはたしている。特にAng II
は腎近位尿細管からのNa再吸収を亢進させ、
この作用がAng IIによるNa貯留の大半を担
っていると考えられている。ところが実際に
は腎近位尿細管のNa輸送に対してAng IIは
二相性作用を持っており、低濃度 Ang IIは
刺激的に働くが、高濃度 Ang IIは抑制的に

働くことが知られている。申請者らはこの
Ang IIの二相性作用が Ang IIタイプ１受容
体（AT1）を介していることを明らかにして
き た （ Horita S et al. Hypertension 
40:707-712, 2002, Zheng Y et al. J Am Soc 
Nephrol 14:1116-1122, 2003）。しかしAng II
の二相性作用の細胞内情報伝達系には不明
の点が多く残っていた。 
具体的にはまずERK経路の関与が示唆され
ているが、過去の報告によればERKが高濃度
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Ang IIの抑制作用を媒介するとするものと、
低濃度 Ang IIの亢進作用を媒介するとする
ものがあり、一定の見解は得られていなかっ
た。 
次に、特に高濃度 Ang IIの抑制作用にお
いてフォスフォリパーゼA2（PLA2）の関与が
示唆されているが、種々のタイプの PLA2の
関与を示唆する報告がなされており、やはり
統一された見解は得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は以上の背景を踏まえ、腎近
位尿細管Na輸送に対するAng IIの二相性作
用の細胞内情報伝達系を明らかにすること
である。特に Ang II作用における ERKの役
割を明らかにするとともに、関与する PLA2
の種類を同定し、さらにERK経路とPLA2/ア
ラキドン代謝経路の相互作用についても検
討を加えることである。 
 
３．研究の方法 
 野生型、AT1A,および細胞内グループ IVA 
PLA2 (cPLA2D)欠損マウスから腎近位尿細
管を単離し、倒立型顕微鏡上のチャンバー内
でガラスピペットを用いて微小潅流を行っ
た。管腔側を潅流しない状態で尿細管細胞に
蛍光色素（BCECF）を取り込ませ、細胞内 pH
測定装置（OSP-10）を用いて細胞内 pHを測
定した。既報の方法に従い（Yamada et al. Am 
J Physiol 271: F1068-F1076, 1996, Kunimi 
et al. Kidney Int. 57: 534-543, 2000）溶
液の重炭酸濃度減少に対する細胞内 pH低下
速度および細胞内buffer capacityより基底
側膜に発現しているNa-HCO3共輸送体(NBC1)
活性を算出した。 
また既報の通りラフィノーズとBCECFを含
む 管 腔 側 潅 流 液 を 用 い た Stop-flow 
microfluorometric法(Muller-Berger et al. 
Pfluegers Arch 439: 208-215, 1999, Kunimi 
et al. Pfluegers 440: 908-917, 2000)によ
り、重炭酸再吸収量を測定した。これらの実
験では尿細管機能を最適に保つために基底
側の潅流は細胞培養液（DMEM）を用いて行っ
た。 
一方、ERK 経路の活性化については腎皮
質組織と特異的抗体を用いて既報の方法に
従い（Zheng et al. J Am Soc Nephrol 
16:2288-2295, 2005）Westernブロットを行
った。 
   
４．研究成果 
(1) ERK経路の役割 
 まずERK経路の意義を明らかにするために
MEK阻害剤（PD98059）を用いた検討を行った。
図１に示すようにMEK阻害剤は基底側に添加
した低濃度Ang IIによるNBC1亢進作用を完
全に抑制するものの、高濃度Ang IIによる

抑制作用にはまったく影響を与えなかった。 
 

 
                                      
  図１. Ang IIのNBC1に対する２相性作用
に対するMEK阻害剤（PD98059）およびAT1
受容体阻害剤（olmesartan）の効果 
                                      
                                       
一方、図２に示すようにERKのリン酸化は低
濃度Ang IIによってのみ亢進し、この作用
はAT1受容体阻害剤（olmesartan）によって
抑制されたが、AT2受容体阻害剤（PD12319）
によっては影響を受けなかった。 
 

 
 

 
 
図２．腎皮質におけるWestern blot法によ
るERKリン酸化の解析 
 
 
これらの結果からERK経路は低濃度Ang II
による亢進作用にのみ関与し、高濃度Ang II
の抑制作用はERK経路に依存しないことが示
された。 
 



 
（２）細胞内PLA2の意義 
 次に細胞内PLA2（cPLA2）の意義を明らか
にするために特異的阻害剤（pyrrophenone）
を用いて検討を行った。図３に示すように
pyrrophenoneの存在下ではAng IIの抑制作
用が消失し、全ての濃度のAng IIは亢進作
用を持つようになった。 
 

 
図３. cPLA2の特異的阻害剤（pyrrophenone）
存在下でのAng II作用 
 
 
この結果より高濃度Ang IIの抑制作用は
cPLA2活性に依存することが示された。 
 
（３）Ang IIシグナルに関与するPLA2の同
定 
 次にAng IIシグナルに関与するPLA2の種
類を同定するために cPLAD欠損マウスから
単離した尿細管を用いて検討した。図４に示
すようにこのマウスでは Ang IIによる抑制
作用は認めず、全ての濃度の Ang IIは亢進
作用を呈した。 
 

 
図４．cPLA2D欠損マウスにおける Ang II作
用 
 
この結果から、細胞内 cPLA2の中でも
cPLA2Dが高濃度Ang IIの抑制作用を媒介す
ることが示された。 
 
一方、図５に示すようにアラキドン酸および
その代謝物（5,6-EET）による抑制作用は野
生型と cPLA2D欠損マウスにおいてほぼ同等

であった。 
 

 

 
 
 
図５．野生型（WT）および cPLA2D欠損マウ
スにおけるアラキドン酸（AA）および
5,6-EETの作用 
 
これらの結果は cPLA2D欠損マウスの近位尿
細管においてもアラキドン酸代謝経路およ
びその代謝産物に対する反応性などが正常
に保たれていることを示している。 
 
以上をまとめると、高濃度Ang IIによる抑
制作用は cPLA2Dを介したものであることが
確認された。 
 
（４）菅腔側 Ang II作用のシグナル伝達 
 以上の一連の実験は基底側の Ang IIシグ
ナルを調べたものであったが、菅腔側にはま
た別のシグナルが存在することを示唆する
報告が過去になされていた。そこで菅腔側
Ang II作用における cPLA2Dの関与を明らか
にするために、cPLA2D欠損マウスから単離
した近位尿細管を用いて菅腔側 Ang IIの重
炭酸再吸収量（JHCO3）に対する作用を検討
した。その結果図６に示すように、cPLA2D
欠損マウスでは野生型マウスで見られた二
相性作用が消失し、全ての濃度の Ang IIが
刺激作用を示した。このことは菅腔側 Ang II
作用においてもやはり cPLA2Dが高濃度Ang 
,,の抑制作用を担っていることを示している。 
 



      野生型マウス 
    
 

      cPLA2D欠損マウス 
 
図６．野生型および cPLA2D欠損マウスにお
ける菅腔側 Ang II作用 
 
（５）近位尿細管Ang II作用におけるERK
および cPLA2Dの相互作用 
 ここまでの結果をまとめるとAng IIのAT1
受容体を介する近位尿細管二相性作用のう
ち、刺激作用についてはERK経路に依存する
が、抑制作用についてはERK経路に依存せず
cPLA2D�アラキドン酸代謝物に依存するこ
とが示された。すなわち近位尿細管Ang II
作用が亢進または抑制作用を示すかどうか
は、ERKと cPLA2D活性の度合いによって決
定されることが、初めて明確に示された。 
 一方、ERK経路と cPLA2D�アラキドン酸代
謝物経路の相互作用を調べるために、アラキ
ドン酸およびその代謝産物である 5,6-EET
存在下での Ang II作用を検討したところ、
低濃度Ang IIによる輸送亢進作用とERK活
性化はともにほぼ完全に抑制された。またア
ラキドン酸およびその代謝産物である
5,6-EET存在下では高濃度 Ang IIによる輸
送抑制作用は完全に消失した。さらにまたア
ラキドン酸およびその代謝産物である
5,6-EETは細胞内 Ca濃度を変化させなかっ
た。 
 
これらの結果をまとめると図７に示すよう
な ERK経路と cPLA2D/アラキドン酸代謝経
路の相互作用が明らかになった。 
 

 
図７．近位尿細管Ang II作用のシグナル伝
達系 
 
ここで種々の組織において cPLA��アラキド
ン酸代謝物は ERK経路に対して促進的に働
き、またさらに ERK経路は cPLA�を活性化
させるため、cPLA�と ERK経路は positive 
feedbackループを形成すると考えられてい
る。これに対して近位尿細管では cPLA2D�
アラキドン酸代謝物が ERK経路に対して抑
制的に働き、cPLA�と ERK経路は negative 
feedbackループを形成している。 
何故、腎近位尿細管でのみこのような特徴
的なシグナル伝達系が機能しているのか詳
細は未だ不明である。しかし腎近位尿細管管
腔内に血中よりはるかに高い濃度のAng II
が存在することを考えると、この negative 
feedbackループは高濃度 Ang IIによる組織
障害を避けるために機能していることが示
唆された。 
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