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研究成果の概要（和文）：本研究では近年脚光を浴びるSGLT2阻害薬とミネラルコルチコイド受容体拮抗薬が近
位尿細管のNa輸送体NHE3およびNBCe1の輸送活性の調節にどのように関与するかを解析した。アルドステロン腎
障害モデルラットにおいて近位尿細管のNa輸送活性が亢進すること、および通常ラットにおいてSGLT2阻害薬が
アルドステロンによるNa輸送活性亢進を抑制することが確認された。また、近位尿細管での体液貯留機序におい
て重要なPPARγの内因性シグナルについて解析し、酸化LDL代謝産物azPCが関与することを認めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed how SGLT2 inhibitors and mineralocorticoid 
receptor antagonists, which have recently been in the spotlight, are involved in the regulation of 
the transport activity of the proximal tubular Na transporters NHE3 and NBCe1. We found that Na 
transport activity in the proximal tubule is enhanced in a rat model of aldosterone-induced renal 
injury, and that SGLT2 inhibitors suppress aldosterone-induced enhancement of Na transport activity 
in normal rats. We also analyzed endogenous PPARγ signaling, which is important in the mechanism of
 fluid retention in the proximal tubule, and found that the oxidized LDL metabolite azPC is 
involved.

研究分野： 腎臓生理学

キーワード： SGLT2　ミネラルコルチコイド　近位尿細管　ナトリウム輸送　高血圧　糖尿病　慢性腎臓病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、日本および世界、特に先進国や一部発展途上国において健康上の重要な脅威となる高血圧および慢性
腎臓病の発症・進展機序の解明につながることが期待される。また、現在脚光を浴びる一部の治療薬の作用機序
の解明につながる発見がなされたことにより、今後の治療薬の開発、疾患治療において重要なポイントを明らか
にしたことは、今後の高血圧、慢性腎臓病の発症・進展の予防、さらにはこれらの疾患のend stageとしての心
血管イベントや腎廃絶といった生命予後に関わる病態の予防にもつながるものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
SGLT2 阻害剤は大規模臨床試験の結果により、今までの血糖降下剤にない心血管リスク低下、

腎保護作用、降圧作用などに注目されているが、その詳細な効果発現機序は明らかでない。近位
尿細管(PT)の Na 輸送は管腔側の Na-H 交換輸送体(NHE3)、基底側の Na-HCO3 共輸送体(NBCe1)が
協調的に調節されていることが知られており、申請者の所属する研究室においては、最近インス
リン/IRS2 による PTNa 再吸収亢進がインスリン抵抗性に伴う高血圧発症の一因であること(引
用文献)、さらに WNK1/OSR1 系路がインスリン、アンギオテンシン II、チアゾリジン系糖尿病薬
等異なるメディエータによる PT での Na 輸送亢進シグナルを収斂するマスターレギュレーター
として働く事を明らかにした(Biochem Biophys Res Commun. 2015;461:154, KidneyInt. 
2015;87:535, アメリカ腎臓学会 ASN kidney week 2018:口演 FR-OR064)。 
一方、SGLT2 サブユニット MAP17 が同定され(JASN.2017;28:85)、さらにはミネラルコルチコ

イド受容体 (MR)を介した血圧上昇反応に SGLT2 が関与する可能性が報告された
(JCIInsight.2018;3:e95107)。 
関連する国内外の研究動向として、SGLT2 阻害剤の腎保護作用についてはいくつかの仮説が提

唱されていた。Tanaka らは SGLT2 阻害が糖代謝の改善を介して酸化ストレスを抑制する事
(KidneyInt.2018;doi:10.1016/j.kint.2018.04.025)、また Umino らは GLUT2 を介する糖センサ
ーが SGLT2 発現を調節すること(SciRep.2018;8:6791)、一方、Zhang らは CKD では GLUT2 発現が
低下しており、SGLT2 阻害は PT 細胞内糖濃度の変化を介して VEFF-A 発現を増強させることなど
を提唱した(KidneyInt.2018;94:524)。しかし、SGLT2 阻害剤の降圧作用については利尿作用、
体重減、腎臓のリモデリング、動脈硬化の改善等がその機序として想定されているが、仮説の域
を出ていなかった(JAmSocHypertens.2015;9:48)。こうした SGLT2 研究の進展を阻んできた理由
の一つが、SGLT1 とは異なり SGLT2 単独発現系ではその輸送活性が極めて低い事であったが、最
近 SGLT2 の C末端 PDZ ドメインに scaffold 蛋白である MAP17 が結合し、最大活性化させること
が示され(JASN.2017;28:85)、これまで困難であった SGLT2 機能解析が一気に進む事が期待され
た。実際申請者らもアフリカツメカエル発現系を用いた予備解析で、SGLT2 単独では検出限度以
下であった輸送活性(糖依存性電流)が、MAP17 との共発現によって SGLT1 活性と同等まで著明に
増大する事を確認した。さらに、MAP17 は NHE3 調節因子である PDZK1 との結合などを介して NHE3
だけでなく NBCe1 など他の Na 輸送体との相互作用を発揮する可能性も考えられていた
(AJPRenalPhysiol.2003;285:F784)。 
これらの知見に基づき、本研究は高血圧発症や腎障害進行における PT での MR シグナル、

WNK1/OSR1 系路、SGLT2 の意義を明らかにするために立案された。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の主な目的は、SGLT2/MAP17 輸

送活性の調節機構の解明と、SGLT2 と
NHE3/NBCe1など他のPTにおけるNa輸送
体との相互作用の有無の解析を介して
SGLT2 阻害による降圧機序を明らかにす
ること、また MR シグナルの PT における
Na 輸送調節メカニズムや酸化ストレス
を介した腎障害促進作用について、イン
スリンシグナル、 SGLT2 ならびに
WNK1/OSR1 系路の役割に注目して解析す
ることにより、PT での MR シグナルの生
理的・病的意義を明らかにすることであ
る(図１)。 
 
さらに、PT においては、我々は以前、経口血糖降下薬ピオグリタゾンによる体液貯留が、核

内受容体 PPARγの ERK 依存性 non-genomic 経路を介して PT での Na 再吸収を亢進させる事を報
告した(CellMetab2011；13：550)。しかし、一方で PPARγの内因性リガンドによる Na 再吸収へ
の影響については不明な点も多い。そのため、PPARγの内因性アゴニストである酸化 LDL 代謝産
物azPC(1—O-hexadecyl—2—azelaoyl-snglycero—3—phosphocholine)の PTにおけるNa輸送作用修
飾について検討した。 
 
３．研究の方法 

図 1 



 
腎障害モデルラットの作成：アルドステロン(Ald)による腎障害モデルラットを、6 週齢の

Wistar ラットの片腎摘を行い、その後、Ald を 2週間持続投与することにより、作成した。 
単離 PTによる生理実験：Wistar ラットもしくは同意を得て腎癌摘出術にて得られたヒト腎の

健常部分において、PTを顕微鏡下で単離した。PTの Na 輸送活性測定には、管腔側を露出させた
PT において管腔側の Na-H+交換輸送体(NHE)3 活性を、および管腔側を虚脱させた PT において基
底側 Na/HCO3 共輸送体(NBCe1)活性を、それぞれ測定した。測定には MetaFluor™を用い、細胞内
pH を蛍光色素(BCECF)を用いて測定した。灌流液中の Na や重炭酸濃度を変化させる事により管
腔側 Na/H 交換輸送体(NHE3)と基底側 Na/HCO3 共輸送体(NBCe1)の活性を同定した。 
ヒト腎癌症例検体の健常部分より採取した単離 PT の管腔側を露出ないし虚脱させ、蛍光色素

(BCECF)を用いて細胞内 pHを測定した。灌流液中の Na や重炭酸濃度を変化させる事により管腔
側 Na/H 交換輸送体(NHE)と基底側 Na/HCO3 共輸送体(NBCe1)活性を同定した。 
リン酸化解析：キナーゼリン酸化の解析は腎皮質の Western blotting により実施した。 

 
４．研究成果 
 
①近位尿細管ナトリウム輸送と鉱質コルチ
コイドシグナルにおける SGLT2 の意義につ
いて 
アルドステロン(Ald)による腎障害モデ

ルラットにおいて腎機能を検索したとこ
ろ、Ald 非投与群では血清クレアチニンの上
昇は認められなかったが、Ald 投与群では有
意な血清クレアチニンの上昇を認めた。ま
た、Ald の添加により近位尿細管ナトリウム
輸送活性が亢進することも見出した。 
また、Ald が鉱質コルチコイド受容体(MR)

を介して近位尿細管(PT)のNa輸送活性に及
ぼす作用に、Na-Glucose共輸送体(SGLT)2阻
害薬および MR 拮抗薬(MRA)が及ぼす影響に
ついて、Wistar ラットの単離 PT を用いて解
析を行った。 
SGLT2 阻害薬を添加した培養液で処理した単離 PTでは NHE の基礎活性に変化はなかった。Ald

は、PT の NHE3 輸送活性を約 40%亢進させ、この活性亢進作用は拮抗薬によりほぼ完全に抑制さ
れた(p<0.01)。一方で、SGLT2 阻害薬を添加培養した単離 PT では、Ald による NHE3 輸送活性亢
進作用、インスリンによるNHE3輸送活性亢進作用とも有意に抑制されていた(いずれもp<0.01)。 
以上から、Ald が MR を介して PT での NHE3 輸送活性を亢進させることが認められた。また、

SGLT2 阻害剤は、Ald の MR を介した NHE3 輸送活性更新作用を抑制することが示唆された。 
 

②酸化 LDL 代謝産物 azPC の腎近位尿細
管における Na 輸送作用への影響につい
て 
Wistar ラットおよびヒトの単離近位

尿細管において、azPC(0.3µM)添加は
NBCe1 および NHE3 活性をともに約 30％
亢進させた。この活性亢進作用は、MEK
阻害剤(PD98059)とPPARγ選択的阻害剤
(GW9662) 、 CD36 阻 害 剤
sulfosuccinimidyl oleate(SSO)により
ほぼ完全に抑制された。 
続いて、ラットおよびヒト腎皮質の抽

出蛋白において Western blotting を行
ったところ、azPC は ERK リン酸化を誘
導したが、PD98059、GW9662 および SSO
はこのリン酸化誘導を完全に抑制した
（図２）。 
さらに、PPARγの発現を siRNA にて抑

制したところ、azPC による NBCe1、NHE3
の活性亢進作用はほぼ完全に消失した

図３ 

図２ 



（図３）。 
これらの結果から、ラットおよびヒト

において、azPC が PPARγ/ERK 経路を介
して PTでの Na輸送を亢進させることが
示され、動脈硬化を惹起・促進する物質
と考えられている酸化LDL代謝産物によ
る PT での Na輸送亢進作用が、動脈硬化
に伴う高血圧の一因である可能性が示
唆された（図４）。 
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