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研究成果の概要（和文）：　腎臓集合管においてバゾプレシン/cAMP/protein kinase A (PKA)/AQP2水チャネル
シグナル伝達系は尿濃縮力を調節する。最近、バゾプレシン2型受容体の異常により発症する先天性腎性尿崩症
の治療戦略として、AKAP-PKA結合阻害剤FMP-API-1/27がPKA/AQP2を直接活性化することを発見した。
FMP-API-1/27はLRBA-PKA結合を特異的に阻害しており、LRBAをノックアウトしたマウスはAQP2を活性化できず多
尿になることを明らかにした。一方で、FMP-API-1/27の誘導体展開を進め、尿濃縮効果が高く経口投与で有効な
化合物群を開発した。

研究成果の概要（英文）： Vasopressin / cAMP / protein kinase A (PKA) / AQP2 water channels signaling
 pathway regulates body water homeostasis in kidneys. Loss-of-function mutations in the vasopressin 
type 2 receptor cause congenital nephrogenic diabetes insipidus (NDI) characterized by defective 
urine concentration. We focused on direct PKA activators as a novel therapeutic target for 
congenital NDI. A low molecular weight compound FMP-API-1/27 dissociates interactions between PKA 
and its anchoring proteins (AKAPs) and then directly activates PKA in renal collecting ducts. Among 
various AKAP-PKA interactions, FMP-API-1/27 specifically dissociated the LRB-PKA interaction. Lrba 
knockout mice displayed polyuric phenotype, with severely impaired AQP2 phosphorylation. We next 
promoted further development of derivatives of FMP-API-1/27 in terms of pharmacological potency. We 
synthesized compounds that had an antidiuretic effect via oral administration.

研究分野：腎臓内科学関連

キーワード： protein kinase A　AKAPs　AKAPs-PKA結合阻害　先天性腎性尿崩症　肥満症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　LRBAは腎臓集合管においてAQP2の膜輸送を制御していた。LRBAはT細胞においてCTLA4受容体の膜輸送を制御す
ることが知られており、免疫と尿濃縮において類似の膜輸送機構が存在すると考えられた。LRBAの機能不全は免
疫不全症を引き起こすが、Lrba KOマウスには免疫不全の表現型がないことから生体内のLRBA機能を詳細に解析
することが困難である。今後、腎臓におけるLRBA機能を解析することにより膜輸送の新しい基本原理の解明が期
待できる。AKAP-PKA結合阻害剤は既存薬には無い新たなカテゴリーのPKA活性制御剤であり、化合物の分子標的
を明らかにすることで新規研究分野の開拓が可能になる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 当腎臓内科学教室では、バゾプレシン/cAMP/PKA シグナルが体内の水恒常性維持を担う
AQP2 水チャネルを活性化し、尿を濃縮する機構を解明してきた。先天性腎性尿崩症は、バゾプ
レシン 2 型受容体（V2R）の機能喪失型変異により尿濃縮機構が破綻し多尿をきたす疾患であ
る。従来の治療戦略は、障害された V2R を介さずに細胞内の cAMP を増加させる方法であり、
phosphodiesterase 阻害薬や GPCR アゴニストなどの効果が検証されたが、治療薬の実用化に
は至っていない。そこで、研究代表者は PKA の直接活性化に着眼し、腎性尿崩症モデルマウス
の尿量を劇的に減少させる低分子化合物 FMP-API-1/27 を発見した（図 1）。FMP-API-1/27 は、
PKA と PKA のアンカータンパクである A-kinase anchoring proteins (AKAPs)との結合を阻害
する作用を有し、既存の
化 合 物 に は 無 い 高 い
AQP2 活性化効果を発揮
した。本研究では、我々が
独自に保有する AKAP-
PKA 結合阻害剤を出発点
として、まずその詳細な
作用機序を解明する事で
新たなPKAの制御機構を
解明し、同時に PKA が関
与する尿崩症を含む多様
な疾患の新たな治療戦略
(薬)を提示する。 
２．研究の目的 

AKAP は PKA と結合する一方、PKA の基質
となる分子(輸送体やチャネルを含む)や他のシ
グナル分子および足場蛋白と結合し、基質特異
的な細胞内 PKA シグナルの時空間的制御の中
心をなす scaffold protein である(図 2)。 AKAP
として同定されている蛋白は 70 種類を超え、4
種類の PKA サブユニットとの結合の組み合わ
せは臓器･細胞により異なり、PKA 制御の多様
性・特異性を生み出している。FMP-API-1/27 は、PKA へアロステリックに作用し AKAP-PKA
結合を阻害する作用を持つ。本研究の目的は、腎臓集合管細胞の PKA/AQP2 を強力に活性化し
た FMP-API-1/27 の標的 AKAP を明らかにし、特定の AKAP 周囲の新規 PKA シグナル伝達系
を解明するとともに、AQP2 以外の蛋白のリン酸化制御にも、この AKAP-PKA 結合阻害が応用
可能であるかを明らかにする事である。 
３．研究の方法 
（1）RNA-Seq やプロテオミクス解析で同定された腎臓に発現する主要な AKAP を HEK293T
細胞に強制発現させ、免疫沈降法を用いて FMP-API-1/27 がどの AKAP-PKA 結合を阻害でき
るのかを評価した。（2）化合物が標的としていた AKAP をノックアウトしたマウスを作成し、
メタボリックケージを用いて尿浸透圧・尿量・飲水量を測定した。Lrba ノックアウトマウスは
尿崩症の表現型を呈していたため V2R agonist, [deamino-Cys1, d-Arg8]-vasopressin (dDAVP) 
(0.4 μg/kg)を腹腔内投与し多尿の原因を検討した。（3）リード化合物 FMP-API-1/27 の誘導体
展開と類似構造を指標とした in silico のスクリーニングにより多数の PKA 活性制御候補薬の開
発を進め、尿濃縮効果が高い化合物の開発を進めた。（4）FMP-API-1/27 の構造類似化合物の中
には尿濃縮効果がないが、肥満症の治療標的である褐色脂肪細胞の PKA を強力に活性化する化
合物 X があった。マウスを通常食群、高脂肪食（カロリー比 60%脂質含有）負荷群、化合物 X
添加 (0.05%) 高脂肪食負荷群に分け 16 週間各食餌・薬剤を負荷し抗肥満作用を検証した。 
４．研究成果 
（1）先天性腎性尿崩症の
病態解明と治療薬開発： 
腎臓集合管に発現する

主要な AKAP-PKA 結合の
組み合わせを免疫沈降法
により評価し、FMP-API-
1/27 が LRBA と PKAとの
結合を特異的に阻害して
いることを明らかにした
（図 3a）。AQP2 は PKA に
より直接リン酸化されることが知られているが、LRBA-PKA 複合体が AQP2 をリン酸化するた



 

 

めには両者の局在の一致が必要で
ある。免疫蛍光染色により細胞内局
在を評価したところ、AQP2 と
LRBA は腎臓集合管において細胞
膜直下において共染色されており
（図 3b）、電子顕微鏡においては両
者とも細胞内小胞に局在していた
（図 3c）。 
そこで、LRBA の AQP2 活性へ

の影響を評価するために Lrba −/−マ
ウスを作成し、尿濃縮能を評価し
た。Lrba −/−マウスの尿浸透圧は低
下しており、尿量・飲水量が増加し
ていた（図 4a）。尿浸透圧の低下は
バゾプレシンシグナルへの不応性
が原因と考えられたため、dDAVP
を投与し、尿浸透圧の変化を観察し
た。WT マウスでは尿浸透圧が上昇
したが、Lrba −/−マウスでは、尿浸透
圧がわずかにしか上昇しなかった
（図 4b）。今まで数々の AKAP ノッ
クアウトマウスが作成されてきた
が、尿濃縮障害を起こした AKAPは
初めてであり、この結果は、LRBA
が AKAP-PKA 結合阻害剤である
FMP-API-1/27 の標的分子として
矛盾しないことを示している。 

PKA によってリン酸化された
AQP2 は細胞膜へと輸送され水透
過性が上昇することが知られているが、Lrba −/−マウスにおいては、vesicle 周囲に PKA が存在
できないため、dDAVP 投与下における AQP2 のリン酸化が高度に障害され、尿濃縮力が低下し
たと考えられた（図 5）。今まで、AQP2 のリン酸化に関わる PKA が腎臓集合管においてどのよ
うに制御されているか不明であったが、PKA 制御を AKAP 単位に分解し、特定の AKAP 周囲
の PKA シグナル伝達系に解析の照準を絞り込むことで、既存の方法では到達できなかった病態
に直結する PKA シグナル伝達系の解析が可能になった。  一方で、尿濃縮効果を発揮したリー
ド化合物 FMP-API-1/27 の誘導体展開と類似構造を指標とした in silico のスクリーニングによ
り多数の PKA 活性制御候補薬の開発を進め、尿濃縮効果が高く経口投与で有効な化合物群を開
発し特許出願（特願 2020-097124）を行った。 
（2）PKA 関連疾患の治療薬開発： 

LRBA を同定した我々の解析手法は先天性腎性尿崩症に限らない他の PKA 関連疾患へも応
用が可能であり薬剤シーズの創出や新規病態解明が見込める。我々が保有する化合物の一つ（化
合物 X）は、腎臓には効果が無かったが褐色脂肪細胞において高い PKA 活性化効果を発揮した。
肥満症も PKA 関連疾患の一つとして知られている。肥満は種々の疾患の危険因子であり早期に
治療介入することが望ましいが、一方で汎用可能な治療薬は無いのが現状である。褐色脂肪細胞
には、PKA が関わるシグナルとしてカテコラミン/cAMP/PKA/UCP1 シグナル伝達系があり、
熱産生効果があることから抗肥満の標的
となっている。抗肥満薬としてβ3 受容体
アゴニスト（ミラベグロン）が着目されて
きたが、心臓のβ1 受容体にも作用し心拍
や血圧を上昇させるため長期服用への障
壁となっている。化合物 X を高脂肪食肥満
モデルマウスに 16 週間経口投与すると、
ミラベグロンとは対照的に心拍や血圧に
影響なく抗肥満効果を発揮した（図 6）。化
合物 X には、褐色脂肪のミトコンドリアを
保護する効果があり、ミトコンドリアにお
ける熱産生作用の改善から抗肥満効果を
発揮したと考えられた。化合物 X は、生体
内においていくつかの PKA 基質をリン酸
化していることをすでに明らかにしてお
り、PKA 基質のリン酸化動態を指標に化合
物の標的を絞り込んでいく。 
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