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研究成果の概要（和文）：1.肥満糖尿病モデルにおいてユビキチンリガーゼKLHL3の過剰リン化と不活性化が
Na-Cl共輸送体の活性化と食塩感受性の亢進に関与し、本機構は近位尿細管のSGLT2の作用とも関連することが明
らかとなった。本モデルではヘンレ係蹄のNa-K-2Cl共輸送体の発現増加も認められ、この機構としてバゾプレシ
ンV2受容体の関与も示されている。KLHL3のリン酸化異常ははcalcineurin阻害薬に伴う体液異常にも関与する。
2.食塩感受性高血圧の心腎障害の分子基盤としてKlothoの異常とリン代謝障害の関与を見出した。3.尿細胞外小
胞画分を用いてヒト二次性高血圧症におけるpendrinの関与を示した。

研究成果の概要（英文）：The study aimed to reveal pathological significance of membrane transport 
regulatory mechanisms involving post-translational modification.1. In obese diabetic mice, we found 
that aberrant phosphorylation of KLHL3 increases salt sensitivity by promoting salt reabsorption in 
the distal tubules. These abnormalities were corrected by SGLT2 inhibition, suggesting the 
functional interaction between proximal and distal tubules (JASN 2019). This mechanism is also 
involved in the electrolyte abnormalities associated with calcineurin inhibitors (PNAS 2019). 2. We 
found that disturbed phosphorus metabolism is involved in the pathophysiology of salt-sensitive 
hypertension and salt-induced kidney injury in Dahl rats, which is associated with the alteration in
 klotho and Na-Pi transporters (Commun Biol 2020). 3.Using urinary extracellular vesicle fraction, 
we demonstrated the involvement of the blood pressure regulatory molecule pendrin in secondary 
hypertension in humans (Hypertens Res 2021).

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 体液恒常性　膜輸送体　翻訳後修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎尿細管による体液恒常性維持機構は陸生脊椎動物の長い年月をかけた進化の過程で発達してきたものと考えら
れるが、このような精巧な体液保持システムが仇となり、人類の急速な食生活習慣の変化に伴って表出している
のが生活習慣病である。本研究の成果により生活習慣病と密接に関連する食塩のハンドリング異常、ならびにそ
の結果として惹起される体内での食塩過剰が臓器障害を加速させる分子メカニズムの一端が明らかとなり、生活
習慣病の予防や管理改善に向けて有用な知見が得られたものと考えられる。

※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 

 
腎尿細管による体液恒常性維持機構は陸生脊椎動物の長い年月をかけた進化の過程で発達してき

たものと考えられるが、このような精巧な体液保持システムが仇となり、人類の急速な食生活習慣の変化
に伴って表出しているのが生活習慣病である。中でも腎臓の働きと関わりが深いのが食塩と関連した高
血圧や腎臓病であり、特に諸外国と比して食塩摂取量の多い我が国においてはその分子基盤の解明
や新規指標・治療・予防の開発は大きな課題となっている。 
 

リン酸化やユビキチン化をはじめとする翻訳後修飾(post-translational modification; PTM)はタンパク
質の主要な機能制御機構であり、外的環境の変化に応じて迅速に蛋白活性を変化させる分子スイッチ
として作用している。我々はこれまでの一連の研究で、腎遠位ネフロンにおける、PTM を介した新しい
細胞機能調節機構の存在を世界に先駆けて明らかにしてきた。遠位尿細管細胞においては、Na-Cl 共
輸送体(NCC)の制御分子であるセリン・スレオニンキナーゼ With No lysine(WNK)が KLHL3 と Cul3 に
より構成されるユビキチンリガーゼ(CRL3-KLHL3)によりプロテアソーム分解を受けること、さらには
protein kinase C(PKC)による KLHL3 の基質結合領域(S433)のリン酸化によって両者の会合と WNK の
分解が抑制され、WNK を介した NCC の活性化が惹起されること(PKC/KLHL3/WNK/NCC 系)を明ら
かにした。また集合管間在細胞においては、mTOR(mammalian target of rapamycin)および ULK1(unc 
51-like kinase 1)がステロイド受容体である mineralocorticoid receptor (MR)のリガンド結合領域(S843)の
リン酸化を制御しており、アルドステロンによる Cl-/HCO3

-交換輸送体 pendrin の活性化を受容体レベ
ルで調節していることを報告した。このように、尿細管を構成する多様な細胞群は PTM をスイッチとする
タンパク質相互作用のカスケードによって選択的に制御されており、それぞれの尿細管細胞の機能が
適切に連関することで、外的な環境変化に応じた適切な腎臓の応答が誘導されるものと考えられる。一
方で、当該メカニズムが生活習慣病や、その他の腎臓関連疾患に果たす病的役割については更なる
検討が必要である。 

 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、我々が同定した翻訳後修飾(PTM)を介する新しい細胞機能調節機構とその下流分子
の働きに焦点をあて、腎臓病や食塩感受性高血圧の分子基盤への関与を解明することを目的に研究
を実施した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 慢性腎臓病における PKC/KLHL3/WNK/NCC 系の病的役割を明らかにするため、糖尿病性腎臓

病のモデルマウスや薬剤性腎障害モデルを用いて KLHL3 のリン酸化レべルや WNK4 の発現量、
NCC の活性を評価した。 
 

(2) KLHL3 の活性調節に不可欠な基質結合領域の Ser433 を変異させることで、KLHL3 の機能制御
における Ser433 を欠失させたマウスモデルを樹立した。CRISPR/Cas9 を用い、Klhl3 exon 13 に存
在する該当部位を Cas9 タンパクにて切断し Ser433 (AGC) を Ala433 (GCC) に置換した。 

 
(3) 動物疾患モデルで得られた知見をヒトへと展開するため、尿中に排泄される細胞外小胞画分

(urinary extracellular vesicles; uEV) に着目して解析を行った。ラット高血圧モデルより超遠心法を
用いて uEV を単離後、腎臓を採取して腎臓内のタンパク質発現と uEV 中のタンパク質発現の相関
を解析した。また同様の方法を用いてヒト二次性高血圧患者より uEV を単離し、臨床的指標との関
連を解析した。 

 
(4) 食塩感受性高血圧の病態における重要な臨床的課題として心血管障害や腎障害などの臓器合併

症の発症が挙げられる。食塩感受性高血圧における心腎障害の分子基盤を探索するため、Dahl
食塩感受性ラットをモデルとして検討を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) common disease における PKC/KLHL3/WNK/NCC 系の病的役割の解明 
 

CRL3-KLHL3 は腎臓内で WNK の分解を制御することで体液量を調節しており、我々の検討により
CRL3-KLHL3 が基質結合領域(KLHL3-S433)のリン酸化により制御されていることが判明している。本
メカニズムの腎臓関連疾患の病態に占める意義を明らかにするため、複数の病態モデルで検討した結
果、糖尿病性腎臓病と薬剤誘発性高血圧の 2 つの病態において、この分子の異常が重要な役割を果



たす可能性を見出した。肥満糖尿病に
は高頻度に高血圧が合併することが知
られており、そのメカニズムのひとつとし
てインスリンの作用が報告されている。
しかしながら、インスリノーマの患者では
血圧上昇が認められないことから、イン
スリンの過剰に加えて高血糖の存在が
何らかのメカニズムで高血圧を引き起こ
すものと考えられる。先行研究から、糖
代謝異常に伴う細胞内グルコースの蓄
積はジアシルグリセロールの de novo 合
成を刺激し、protein kinase C を活性化
させることが知ら れている。そこで、
db/db マウスモデルを用いて肥満糖尿
病における CRL3-KLHL3 の関与を検
討したところ、腎臓にて protein kinase C
の活性化とともに KLHL3-S433 のリン酸
化  (KLHL3-S433-P) が 認 め ら れ 、
NCC の活性化を介した食塩感受性の
亢進を誘導することが判明した。免疫染
色 で の 検 討 で は ( 右 図 ) 、 リ ン 酸 化
KLHL3 のシグナルは NaCl 共輸送体
(NCC)を発現する遠位尿細管を中心に
認 め ら れ 、 そ の シ グ ナ ル は 対 照 群
(db/+) と 比 し て 肥 満 糖 尿 病 マ ウ ス
(db/db)で増加していた。更に、db/db マウスの腎臓における KLHL3-S433 のリン酸化は、インスリン投
与や PPAR 作動薬である pioglitazaone; Pio)による血糖コントロールでは抑制されなかったものの、

SGLT2 阻 害 薬 で あ る
ipragliflozin (Ipra)により有意
に抑制された(左図)。最後に、
遠位尿細管培養細胞を用い
てグルコースの直接作用を
検討したところ、グルコース
の 負 荷 に 伴 っ て protein 
kinase C の 活 性 化 と

KLHL3-S433 のリン酸化が認められ、細胞内グルコースの蓄積とその代謝異常が protein kinase C を介
して CRL3-KLHL3 の機能低下を誘導しているものと考えられた (Ishizawa, Shibata, et al. J Am Soc 
Nephrol 2019)。なお、本研究の過程で、ヘンレ係蹄においては vasopressin V2 受容体を介して Na-K-
2Cl 共輸送体(NKCC2)が制御されていること、また肥満糖尿病においては V2 受容体シグナルの亢進
に伴い NKCC2 の膜発現が増加することを示し、肥満糖尿病における体液貯留や利尿薬抵抗性の一機
序を解明している (Sakai, Shibata, et al. BBRC 2020)。 

 
セリン・スレオニン脱リン酸化酵素である calcineurin は、T リンパ球の活性化と増殖に主要な役割を担

っている。本酵素は T 細胞受容体(TCR)シグナルに伴う細胞内 Ca 濃度の上昇により活性化され、転写
因子である nuclear factor of activated T cell (NFAT)を脱リン酸化し、核内への移行と IL-2 などの転写
活性化を促進する。tacrolimus や cyclosporine などは calcineurin の作用を阻害するため、免疫抑制薬
として幅広く使用されている。しかしながら多くの副作用の存在も知られており、そのひとつとして高血圧
や高カリウム血症の発症が挙げられる。この作用の少なくとも一部はサイアザイド感受性 Na-Cl 共輸送
体(NCC)の過剰活性化に由来しており、上流シグナルとして WNK の関与が示唆されていたが、詳細な
メカニズムは不明のままであった。そこで CRL3-KLHL3 の制御に calcineurin が関与する、という仮説の
もと、KLHL3-S433 の脱リン酸化作用を in vitro phosphatase assay にて検討したところ、calcineurin が強
力に KLHL3-S433 の脱リン酸化を促進することが明らかとなった。逆に、calcineurin の作用を遺伝子ノ
ックダウンあるいは薬理学的に抑制したところ KLHL3-S433 のリン酸化量は増加し、WNK/SPAK 系を介
した NCC の活性化と食塩感受性高血圧が惹起された。更に、calcineurin 阻害薬の WNK に対する作
用は、リン酸化を受けない KLHL3-S433A 変異体では認められないことも判明した。腎臓において
calcineurin を制御する生理的シグナルを探索するために培養細胞での検討を行ったところ、細胞外カリ
ウム濃度の上昇に伴って calcineurin 活性が上昇し、その結果として KLHL3-S433 の脱リン酸化が促進
された。以上の結果より、calcineurin は腎臓において CRL3-KLHL3 の脱リン酸化酵素として作用して
おり、このユビキチンリガーゼの活性を制御することで血圧や電解質調節に本質的な役割を担うことが
判明した。このメカニズムが calcineurin 阻害薬の使用に伴う血圧異常や電解質異常にも関わっているも
のと考えられる(Ishizawa, Shibata, et al. Prc Natl Acad Sci USA 2019)。 

 
 



(2) KLHL3-S433A ノックインマウスの樹立と表現型解析 
 

我々は以前、KLHL3-S433 のリン酸化が腎臓の食塩再吸収とカリウム排泄のバランスを制御する可
能性を見出している。すなわち、体液量の減少とカリウム過剰は、どちらも副腎皮質の顆粒細胞に作用
してアルドステロンの分泌を促すが、前者に由来する高アルドステロン血症は腎臓での食塩再吸収を促
す一方でカリウム排泄は最少化されるものと想定される。その一方で、後者に由来する高アルドステロン
血症では、腎臓はカリウム排泄を最大化するように作用する。この現象は「アルドステロン・パラドックス」
と通称され、長きにわたりそのメカニズムは不明のままであったが、我々はこのメカニズムに KLHL3 が関
与すること、そして中でも KLHL3-S433 のリン酸化による制御が重要である可能性を報告している
(Shibata et al. PNAS 2014, Ishizawa et al. BBRC 2016, Ishizawa et al. PNAS 2019)。このことを直接的に
証明するため、体液恒常性調節における KLHL3-S433 の重要性を in vivo にて確立するため、
CRISPR/Cas9 によりマウス KLHL3 の S433 を疑似非リン酸化体である Ala へと置換したノックインマウス 
(KLHL3-S433A-KI)を樹立した。その結果、KLHL3 ならびに KLHL3-S433 がアルドステロン・パラドック
スのメカニズムに必須の役割を果たすことを裏付けられるデータが得られつつあり、詳細を解析している。 
 
(3) 分子マーカとしての尿細胞外小胞画分の有用性と高血圧症における pendrin の関与の検討 
 

これまで、主として動物モデルを用いた検討にて、Cl-/HCO3
-交換輸送体 pendrin が MR の下流分子

として制御されていること、そしてその変化が高血圧の病態形成に関わる可能性が示されてきたが、ヒト
の高血圧における pendrin の役割は十分に明らかにされていない。そこで、尿中に排泄される細胞
外小胞画分 (uEV)を単離し、分子マーカとしての有用性を検討するとともに、ヒトの二次性高血圧
症の一型である原発性アルドステロン症において pendrin の関与を検討した。 
 
ウェスタンブロット解析により、ヒトとラットの uEVs 中にはペンドリンが二量体および一量体の形で存在

していることが明らかになった。アルドステロン持続投与モデルでの検討では、uEVs 中の ENaC, NCC
および pendrin の発現量は腎臓での発現と有意な相関関係にあった。原発性アルドステロン症患者の
uEV の検討においては、副腎摘出術または MR 拮抗薬の投与により、uEVs 中の pendrin レベルはベー
スラインから 49%低下した。また相関解析では、治療後の pendrin 低下の程度がベースラインのアルドス
テロン-レニン比（ARR）と有意に相関していることが明らかになった。最後に、PA 患者の横断解析では、
ARR と uEVs 中の pendrin レベルとの間にも有意な相関が確認された。以上より、原発性高血圧症にお
ける pendrin の関与が明らかとなるとともに、uEVs の解析が高血圧をはじめとする腎臓関連疾患の病態
生理を理解するために有用であることが示された(Ochiai-Homma et al. Hypertens Res 2021)。 
 
(4) 食塩感受性高血圧に伴う心・腎障害における抗老化分子 Klotho とリン代謝異常の関与 
 

食塩感受性高血圧の病態における重要な臨床的課題として、心血管障害や腎障害などの臓器合併
症の発症が挙げられる。事実、食塩感受性は心血管イベントの発症増加と関連することが報告されてい
るが(Morimoto et al. Lancet 1997)、その分子基盤は未解明である。我々は、食塩感受性亢進の結果と
して惹起される食塩の過剰が抗老化分子 Klotho の発現を低下させ、これがリン代謝異常を惹起するこ
とで心腎障害を加速させる可能性を見出した。 

 
食塩感受性高血圧モデルである Dahl ラットの腎臓で Klotho のタンパク質レベルを評価したところ、

通常食飼育群（DSN）と比して高食塩飼育群（DSH）で Klotho が有意に低下していることが判明した(上
図 1)。Klotho がリン代謝を制御することから、本モデルにおいてリン代謝を評価したところ、Dahl ラットで
は食塩負荷により尿中リン排泄が 3 倍にも増加していることが判明した(上図 2)。また既報の通り、本モ
デルでは食塩負荷に伴い顕著なアルブミン尿の増加と腎実質の炎症誘導が確認された。一方で、食塩
負荷に加えて腸管においてリンを吸着するスクロオキシ水酸化鉄(SF)を 2.5%で混餌投与した群におい
ては（DSH+2.5%SF 群）、血圧レベルに DSH 群との差異は認められず、また摂食量や塩分摂取量、尿中



ナトリウム排泄量なども全て同程度であったにもかかわらず、尿中アルブミンおよび腎実質の炎症が有
意に低減していることが明らかとなった。そこでリン代謝に関連するパラメータについて検討を行ったとこ
ろ、DSH+2.5%SF 群では腎臓の Klotho 発現の抑制低下と尿中リン排泄の有意な低下が認められており、
食塩が Klotho の異常とリン代謝異常を介して腎実質の炎症を誘導していることが明らかとなった。 

 
腎尿細管でリン代謝に主要な

働きを担うのは近位尿細管であ
る。そこで、我々のモデルにお
いて同部位に発現するナトリウ
ム・水素交換輸送体(NHE3)およ
び ナ ト リ ウ ム ・ リ ン 共 輸 送 体
(NaPi2a・NaPi2c)の変化を検討
したところ、NHE3 については食
塩負荷に伴い適切に抑制され
ていた一方で、NaPi2a および
NaPi2c について DSN 群と DSH
群では明らかな発現の差異が認
められなかった(左図)。NaPi2a、
NaPi2c ともに 2.5%SF 投与群で

は適切に誘導されており、DSH 群における尿中リン排泄の増加には腎尿細管でのリン・ハンドリング以
外のメカニズム、おそらくは骨組織からのリン遊離の増加が寄与しているものと考えられた。 また、腎臓
に加えて心臓の変化についても形態学的評価を行ったところ、心肥大については DSH 群と
DSH+2.5%SF 群で明らかな差異が認められなかったが、心臓における炎症細胞の浸潤は DSH+2.5%SF
群で有意に軽減していた。 
 

リン代謝異常による腎臓の炎症誘導を直接的に証明し、またその分子基盤を解明するため、ラット近
位尿細管由来の培養細胞である NRK-52E 細胞を用いた in vitro の検討を行った。NRK-52E をリンの
存在下で培養したところ、6 時間・24 時間で有意な炎症性サイトカイン Ccl2 の上昇が認められた。この
変化は NaPi2a をコードする Slc34a1 をノックダウンした NRK-52E においても消失しなかった。そこで遠
心法によりリン含有微粒子（phosphate-containing nanoparticle）を単離し、炎症誘導作用を検討したとこ
ろ、リン含有微粒子を含む画分では Ccl2 誘導作用が認められた一方で、リン含有微粒子を除去した画
分では Ccl2 の誘導作用が認められなかった。以上の検討より、食塩感受性高血圧モデルで認められ
た尿細管へのリン負荷は、リン含有微粒子の形成を介して炎症性サイトカインを誘導することものと考え
られた。 
 

最後に、リン含有微粒子が腎臓の炎症を誘導するメカニズムについて明らかにすべく、マイクロアレイ
解析により DSH 群と DSH+2.5%SF 群の遺伝子発現プロファイルを比較検討した。その結果、
DSH+2.5%SF 群では補体関連分子の遺伝子発現が低下していることが判明した。これらの遺伝子の中
には、老化促進分子として報告されている C1q が含まれていたことから(Naito et al. Cell 2012)、C1q の
発現量を評価したところ、DSH と比較し DSH+2.5%SF 群では C1q のタンパク質発現が有意に低下して
いることが判明した。また免疫染色での検討では、DSH 群において主に近位尿細管近傍に C1q の沈着
が認められた一方で、DSH+2.5%SF 群ではこの変化が抑制されていることが明らかとなった。 
 

以上の結果から、食塩感受性高血圧に伴う体内への食塩の過剰蓄積は、抗老化分子 Klotho の発現
を低下させることでリン代謝異常を惹起するものと考えられる。その結果としてリン含有微細結晶が尿細
管へと負荷され、老化促進分子 C1q の作用を介して腎臓や心血管系の炎症と組織障害が誘導される
ものと考えられる (Wang, Shibata et al. Commun Biol 2020)。食塩感受性を亢進させる重要な後天的要
因として加齢が知られており、老化と食塩感受性高血圧に関連した病態として本メカニズムの関与が想
定される。 
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