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研究成果の概要（和文）：核内受容体は多面的な働きを有しており、その作用は状況依存的に調節されている。
この研究では体液量と組成の維持に中心的な役割を果たすMRの作用の解明を目指し研究を行った。基礎的検討か
らCl/HCO3交換輸送体pendrinがMRの働きを修飾することが明らかとなっており、尿検体を用いてpendrinの臨床
的意義を検討した結果、二次性高血圧である原発性アルドステロン症の病態にpendrinが関与することが明らか
になった。また腎尿細管に高発現するビタミンD受容体が25D3によっても活性化されうること、MR調節と類似の
機構が他のステロイド受容体でも存在する可能性なども明らかとなりつつある。

研究成果の概要（英文）：MR modulates the activity of transporters and channels in the kidney, 
regulating fluid homeostasis. We previously reported that pendrin, a Cl/HCO3 exchanger, plays a key 
role in determining the balance between salt reabsorption and potassium excretion, and also showed 
that dephosphorylation of MR at the ligand-binding domain by the inactivation of ULK1 through AngII 
signaling increases pendrin, maximizing salt reabsorption. Using extracellular vesicles (EVs) 
isolated from urine, we determined the clinical significance of primary aldosteronism (PA), a major 
form of secondary hypertension. Pendrin in urinary EVs was highly correlated with renal expression, 
and its abundance was significantly attenuated by therapeutic interventions in PA. As a mechanism 
that regulates vitamin D receptor (VDR), another nuclear receptor highly present in the renal distal
 nephron, we showed that 25D3 can stimulate VDR target genes, uncovering an alternative regulation 
of VDR signaling in renal tubules.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミネラルコルチコイド受容体(MR)は腎臓において食塩の再吸収とカリウム排泄のバランスを調節しており、体液
のイオン組成や食事の変化に対応して尿細管の働きを柔軟に変化させている。これまでの基礎的・臨床的検討か
ら、Cl/HOC3交換輸送体pendrinの変化がMRの電解質調節作用のスイッチングに関わるキーイベントの一つである
ことが示されており、食生活習慣と健康の密接な関わり、なかでも食塩による血圧上昇 (食塩感受性高血圧) や
カリウム摂取による心血管保護作用の分子基盤が明らかとなってきている。またMRと同様に腎尿細管に高発現す
るビタミンD受容体の活性化機構について新知見が得られている。

※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 
核内受容体ファミリーに属するミネラルコルチコイド受容体（MR）は多面的な作用を有しており、その

シグナルは状況依存的かつ細胞選択的に調節されていると考えられる。申請者らは尿細管におけるMRの

作用メカニズムについて解析を行い、リガンドと受容体との結合を制御するリン酸化サイトの存在を明

らかにした[1]。さらに、MRのリン酸化を担う分子を同定すべく約200種類のキナーゼ・ライブラリーを

用いたスクリーニングアッセイを行い、ULK1 (Unc51-like-kinase 1) がMRのキナーゼとして作用する

ことを見出した[2]。当該機構はアンジオテンシン II シグナルにより制御され、下流分子として腎集合

管間在細胞でCl/HCO3交換輸送体pendrinの活性化を介してMRの電解質作用を修飾しているものと考え

られる。本研究に関連した領域の研究状況としては、ULK1がBeclin-1などのオートファゴゾームの形成

に関わる分子のリン酸化修飾を担うほか、糖代謝を制御するhexokinaseや、細胞内のtraffickingに関

わるSEC16Aといった分子がULK1のターゲットであることが報告されており (Li et al. Mol Cell 2016; 

Joo et al. Mol Cell 2016)、ULK1のnon-canonicalな役割が明らかとなっている。pendrinを発現する

腎集合管間在細胞は腎構成細胞の中でもオートファジー活性が高いこと (Li et al. J Am Soc Nephrol 

2014)、またMRとともに腎尿細管で体液調節を担うセリン・スレオニンキナーゼWith-No-LysineがULK1

の発現量を調節することなども報告されている (Gallolu Kankanamalage S et al. PNAS 2016)。他の核

内受容体ファミリーにおいては、ビタミンD受容体 (VDR) がオートファジーを制御する可能性が明らか

にされており (Tavera-Mendoza et al. PNAS 2017)、腎臓においてVDRは遠位ネフロンに高発現してい

る。またCl/HCO3交換輸送体であるpendrinの役割として、本分子が酸塩基平衡の維持に関与するほか、

Cl の再吸収を介して体液量を増加させ、高血圧の病態に寄与する可能性が基礎的検討により示されてい

る。一方で、ヒトにおけるpendrinの臨床的意義については十分な解析がなされていない。 
 
２．研究の目的 
上述したような背景に基づき、本研究では Cl/HCO3 交換輸送体 pendrin のヒトの病態への関与を明ら

かにすること、またセリン・スレオニンキナーゼULK1やオートファジーシグナルに着目して核内受容体

の制御機構を探索することを主目的として、以下に述べる検討を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) Cl/HCO3輸送体pendrinの臨床的意義を明らかにするため、尿中の細胞外小胞画分を用いた検討を行

った。腎尿細管に発現する膜輸送体は細胞外小胞 (extracellular vesicles; EV) として尿中に分泌さ

れる。尿中の細胞外小胞の解析の妥当性を検証するため、動物疾患モデルを用いた検討を行うとともに、

代表的な二次性高血圧である原発性アルドステロン症患者の尿よりEV分画を単離し、膜輸送体蛋白質の

発現量と臨床パラメータとの関連を解析した。 

 

(2) これまでの報告から、ULK1が(M/L)xx(S/T)モチーフを有するセリン・スレオニンをリン酸化するこ

とが明らかにされている。そこで核内受容体ファミリーのリガンド結合領域より同モチーフに合致する

アミノ酸配列をスクリーニングし、キナーゼアッセイによる解析を行った。 

 

(3) ビタミンD受容体 (VDR) は腎臓の遠位ネフロンにおいてカルシウムやリンなどの電解質調節に関わ

るが、その他にも細胞増殖やオートファジーを制御する可能性が指摘されている。VDRの作用には活性型

ビタミンD (1,25D3) が中心的な役割を担うが、一方で25(OH)D3 (25D3) は1,25D3よりも高濃度で安定

的に存在している。そこで CRISPR-Cas9 を用いて１α 位水酸化酵素を欠損した Cyp27b1 ノックアウト

mDCT細胞を樹立し、VDRのシグナル活性化メカニズムを解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 尿中EV分画を用いたpendrin発現変化と原発性アルドステロン症の病態との関連 

原発性アルドステロン症モデルとしてラットにアルドステロンを持続投与し、腎臓膜蛋白分画および

超遠心法にて単離した尿中EV分画 (uEV) を用いて両者の相関を検討した。電子顕微鏡での解析にて、

本法で単離したuEVには20～100 nmのvesicleが豊富に存在することが確認された。uEVサンプルを用

いたWestern blot解析では、～120 kDaおよび～240 kDaにpendrinのシグナルが検出され、immunogen

を用いた peptide blocking assay にて両者ともに完全に消失したことから、uEV において pendrin が



dimerを形成することが明らかとなった。uEV中のpendrin発現は腎臓膜蛋白分画の発現と高度に相関し

ており (R2 = 0.50)、uEVの解析の有効性が裏付けられた。 

 

次に、原発性アルドステロン症患者の尿を用いた検討を行った。ラットモデルと同様に、この検討でも

pendrin は dimer およびmonomer として検出され、治療前後の比較にて49％のpendrin 発現低下が認め

られた。pendrinの減少率は治療前のARRと正の相関があり、血清Kと逆相関する傾向があった。更に、

未治療PAにおける横断的検討ではpendrin 発現量とARR の間に有意な相関が確認された。本研究から、

基礎研究で示されている pendrin の体液調節作用が原発性アルドステロン症の病態にも関連する可能性

が示されている。 

 

(2) ULK1に着目した核内受容体調節の解析 

核内受容体の中でもステロイド受容体ファミリーに着目し、(M/L)xx(S/T)モチーフに合致するアミノ

酸配列をスクリーニングしたところ、アンドロゲン受容体 (AR) およびプロゲステロン受容体 (PR) に

MxxS モチーフが確認された (下図)。そこで AR-S779 に焦点をあて、AR-S779 を含むペプチド 

(KKDLVFNEYRMHKSRMYSQ) および標的領域をアラニンに置換したペプチド (AR-A779) を合成し、ADP-glo 

assayを用いてULK1およびULK2によるリン酸化能をin vitroにて評価した。その結果、MR peptideと

比較してシグナルは弱いものの、AR-S779ペプチドでもULK1およびULK2によるリン酸化シグナルが確認

された。このシグナルはAR-A779ではULK1においては98~99%、ULK2においても92~96%減弱したことか

ら、シグナルの特異性が確認された。 

 

(3) ビタミンD受容体の制御機構の検討 

ビタミンD受容体 (VDR) の作用に中心的

な役割を担う活性型ビタミンD (1,25D3) の

産生には１α 位水酸化酵素が関与するが、

同酵素が高発現するのは近位尿細管におい

てであり、遠位尿細管や集合管においては

1,25D3に加え、血中に安定的かつ高濃度で存在する25(OH)D3（25D3）がVDRのリガンドとして作用する

ことも想定される。そこで、遠位尿細管における25D3の生理活性を評価するため、CRISPR-Cas9 法を用

いてCyp27b1遺伝子を欠損したCyp27b1ノックアウト（KO）mDCT細胞を樹立した。クローニングした162

細胞中、ホモ変異が生じたのは5細胞であった。ホモKO細胞のKO-1細胞とKO-2細胞の2細胞で発現す

る変異型Cyp27b1は、いずれも塩基の挿入や欠損でアミノ酸コーディングにフレームシフトが生じ、N末

端側のみの短い CYP27B1 が翻訳されていた。これらを細胞に過剰発現させて 25D3 を投与しても 1,25D3

は全く合成されないことから、これら変異型 Cyp27b1 の 1α水酸化活性は完全に失活したことが明らか

となった。25D3 の濃度を変化させてKO-1 細胞に投与したところ、1.0×10-7 M で VDRの核内移行がウェ

スタンブロッティングと免疫蛍光染色で観察され、ビタミン Dの代表的な標的遺伝子である Cyp24a1 遺

伝子の発現も誘導された。即ち、25D3は10-7 Mに達するとVDRの核内移行と標的遺伝子の発現変動を引

き起こすビタミンD活性を発揮すると考えられた。同様の結果はKO-2細胞でも得られた。 

 マイクロアレイ解析で 1,25D3 と 25D3 の網羅的な標的遺伝子を解析したところ、両標的遺伝子群には

類似性が認められた。さらに、カルシウム再吸収に関連する遺伝子群に着目したところ、Calbindin-D9K

と Megalin を同定した。さらに ChIP 法とルシフェラーゼアッセイにより Megalin 遺伝子上流域の -

1881/-1866と-868/-853の2ヶ所にVDRが結合するVDREを同定した。以上の検討より、マウス遠位尿細

管細胞において25D3 は 1,25D3 の作用の一部を代償してVDR シグナルの活性化を担う可能性が明らかと

なった[3]。 
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