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１．研究計画の概要 
体液ナトリウム量は、我々の血圧調節に重要
な働きを担っている。体液ナトリウム量の制
御は、主に腎遠位部尿細管における上皮型ナ
トリウムチャネル（Epithelial Na+ Channel: 
ENaC）を介するナトリウム再吸収調節によ
って行われている。腎遠位部尿細管上皮細胞
に存在するプロテアーゼが ENaC 機能（活
性）制御を制御することは知られている。し
かし、これらのプロテアーゼの ENaC の細胞
内局在制御／ENaCタンパク寿命に対して果
たす役割は不明である。 
 A）管腔側膜結合型プロテアーゼは、ENaC
の構造修飾を介して、ENaC のエンドサイト
ーシスを抑制し、ENaC の管腔側上滞在時間
を増大させる。 
 B）管腔側膜結合型プロテアーゼにより修
飾を受けた ENaC は、細胞内へエンドサイト
ーシスされた時にでも、管腔側膜上へリサイ
クルされる率が高い。 
 C）アルドステロンは、管腔側膜結合型プ
ロテアーゼ発現・活性を亢進させることによ
り、上記（A）および（B）の作用を介して、
ENaC の管腔側膜上滞在時間を増大させる。 
 D）ゴルジ装置膜結合型プロテアーゼによ
り修飾を受けた ENaC は、管腔側膜への移動
（トラッフィッキング）効率が増大する。 
 
２．研究の進捗状況 
 １）低浸透圧刺激により、上皮型ナトリウ
ムチャネル（ENaC）がが細胞内貯蔵部位で
ある粗面小胞体およびゴルジ装置から管腔
側膜上への移動が促進されることは我々の
研究により明らかにされている。プロテアー
ゼ阻害剤により細胞を処理することにより、
この低浸透圧刺激により移動促進された
ENaCの移動速度が変化することを明らかに
した。管腔側膜上に存在する ENaC はプロテ
ーアゼ阻害剤により、本来ならチャネル分子
の一部の切断されるべき箇所が切断されず
に、この分子構造の維持により、細胞内取り

込み速度の上昇をきたした。さらに、管腔側
膜上に存在する ENaC のみではなく、細胞内
に貯蔵されている ENaC の細胞内移動速度
をプロテアーゼ阻害剤は減尐させることも
明らかとなり、この現象は、プロテアーゼ阻
害剤が ENaC 分子以外にも影響を与えるこ
とが示唆された。 
 ２）プロテアーゼ構造修飾とリサイクル効
率： HA-ENaC 発現細胞（野生型）と
myc-ENaC 発現細胞（変異導入型）において
プロテアーゼ処理（実験系１）およびプロテ
アーゼ遺伝子を共発現（実験系２）させた後、
エンドサイトーシス／リサイクルが可能な
条件（37℃）で標識（１次）抗体により ENaC
を特異的にラベルして一定時間後に氷冷し
て反応を止め、細胞膜表面に存在する ENaC
だけから標識抗体をはずした。このあと、細
胞を 37℃に戻し、一定時間後に細胞膜表面を
標識（１次）抗体に結合する２次抗体を反応
させ、リサイクルされてきた ENaC を２次抗
体標識マーカーにより定量化した。この結果
から、プロテアーゼによる構造修飾がリサイ
クル効率を上昇させることが示唆された。 
 ３）ユビキチン化とリサイクル効率： 
 A. ユビキチン化とリサイクル効率の関
連 性 に つ い て 明 ら か に す る た め に 、
HA-ENaC（野生型）と myc-ENaC（変異導
入型）遺伝子それぞれに Nedd4-2 との結合に
重要な PY motif に変異導入して Nedd4-2 と
結合できない安定発現系を構築した。 
 B. 上記で構築した HA-ENaC（野生型）
と myc-ENaC（変異導入型）のそれぞれで
PY motif に変異導入した系としない系を用
いて、プロテアーゼ構造修飾とリサイクル効
率と同じ方法で細胞内の endosome などに取
り込まれた ENaC のみを標識抗体でラベル
して、その後のリサイクル効率を２次抗体を
反応させることで定量化して、PY motif への
変異導入がリサイクルにどのような影響を
及ぼしたかを検証した。この実験結果より、
ユビキチン化によりリサイクル効率が低下
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するということが、示唆された。 
 
４）アルドステロンが、管腔側膜結合型プロ
テアーゼ発現・活性を亢進させることにより、
ENaCの管腔側膜上滞在時間を増大させるこ
とを明らかにした。 
 A. アルドステロンの投与の有無により、
管腔側膜結合型プロテアーゼ（ channel 
activating protease: CAP）の発現が影響を
受けるか否かをウエスタンブロッティング 
により検討した。さらに、アルドステロンの
投与の有無により、管腔側膜分画のプロテア
ーゼ（CAP）活性が影響を受けるか否かを調
べた。その結果、アルドステロン投与により、
CAP の発現および活性とも、増大することが
明らかとなった。 
 B. アルドステロン投与の ENaC リサイク
ル効率に及ぼす影響を、ENaC ユビキチン化
レベルについても併せて検討したところ、
ENaC リサイクル率は増大し、一方 ENaC ユ
ビキチン化レベルは減尐することが明とな
った。 
 C. アルドステロン以外に ENaC の膜発現
量を増やすと考えられる cAMP 刺激（細胞内
トラッフィッキングを介して）による系では、
ENaC の管腔側膜上の発現量は増大したが、
ENaC ユビキチン化には影響はなく、ENaC
リサイクル効率は増大さることが明らかと
なった。 
 
３．現在までの達成度 
 当初の計画通りに進展している。さらに、
当初の計画より進んでいる点もある。 
（理由）当初の計画に対する達成度に関して
は、上記２に記載した通りであり、計画通り
に研究は進捗している。さらに、細胞内ENaC
量が多い場合、ENaC の管腔側膜への移動側
が遅くなるという実験結果も得て、計画以上
に進捗している点もある 
 
４．今後の研究の推進方策 
 現在のところ、計画通りに研究が進捗して
いるので、この研究成果に基づいて、最終年
度（平成２３年度）に計画されている実験を
行うことにより、本研究課題を達成させる予
定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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