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   研究成果の概要（和文）： NCX 遺伝子改変マウスおよび特異的 NCX 阻害薬を用い、上皮組織（腎尿細管、血管内皮）における Na+/Ca2+交換輸送体（NCX）の生理機能および病態学的役割について研究した。その研究成果として、NCX1の機能抑制は腎虚血再灌流障害に保護的であるのに対して、NCX2の機能抑制は逆に腎障害悪化傾向を示すことを見いだした。また、NCX1 の細胞内ドメインを bait 蛋白質として、マウス腎由来 cDNAライブラリーを用いた酵母ツーハイブリッドスクリーニングを実施し、NCX1と相互作用する新たなアダプター蛋白質（scaffold蛋白質）を同定した。  研究成果の概要（英文）：  We studied the physiological function of Na+/Ca2+ exchanger (NCX) in epithelial cells (renal tubular epithelium, vascular endothelium) and its pathological role, using genetically altered mice and NCX inhibitors. Suppression of NCX1 function (induced by heterozygous or isoform-specific inhibitor) mitigated the renal tubular injury after renal ischemic-reperfusion, whereas suppression of NCX2 function deteriorated the renal tubular injury. We also screened the protein associated with the intracellular domain of NCX1 (as a bait) by using yeast two-hybrid system, and then identified the new adapter protein (scaffold protein) bound to NCX1.    交付決定額                                （金額単位：円）  直接経費 間接経費 合 計 ２００８年度 1,500,000 450,000 1,950,000 ２００９年度 1,400,000 420,000 1,820,000 ２０１０年度 700,000 210,000 910,000 年度      年度    総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000   研究分野：細胞分子薬理学 科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 キーワード：イオン輸送、上皮細胞、腎機能、血管機能、薬理学    
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１．研究開始当初の背景  上皮組織（腎尿細管、血管内皮など）は、種々臓器において体外・体内の境界部分に存在する一層の細胞群であり、体内環境を守るバリアー的役割を持つとともに、イオンや物質を輸送することにより生体の恒常性を維持する重要な役割を果している。一般的に、上皮細胞の輸送経路は細胞経路（cellular pathway） と細胞外経路（ paracellular pathway）に分けられる。腎尿細管では、各尿細管セグメントに特異的なイオン輸送体およびイオンチャネルが頂上膜・基底膜側の特定の膜ドメインに局在・集積し、互いに機能的に共役することにより、セグメント特有のイオン輸送機構（細胞経路）を構成している。これまで、腎尿細管に発現する Na+輸送体の遺伝子異常やそれらの遺伝子改変マウスの研究が腎 Na+輸送機構の解明に貢献してきた。しかしながら、腎尿細管のイオン輸送機構の分子機序およびその制御系に関してはまだ未知の部分が多い。  ２．研究の目的  本研究では、生体における Na+/Ca2+交換輸送体（NCX）の機能的・病態学的役割を統合的に理解するために、生体の恒常性維持に重要な役割を担う上皮組織（腎尿細管、血管内皮）に焦点を当てる。標的組織の一つである腎尿細管は、上述のようにイオン輸送機構の発達した特殊細胞群である。NCX1および NCX2は遠位曲尿細管の基底膜側に高密度に発現していることが知られているが、その生理機能および病態学的意義、特に分子種特異的な役割および分子種間の機能連関については、ほとんど実験的証明がなされていない。そこで、本研究では、NCX 遺伝子改変マウスおよび分子種選択的 NCX 阻害薬（ SEA0400、YM-244769）を用い、上皮組織（腎尿細管、血管内皮）における NCX分子種の機能的・病態的役割を解明する。  ３．研究の方法  (1) NCX分子種の上皮細胞膜局在の解析  NCX分子種特異的抗体を用いて、正常マウスおよび遺伝子改変マウスの腎臓組織標本における各 NCX分子種の局在を比較解析する。また、各マウスから遠位曲尿細管を単離・培養し、蛍光抗体法により各細胞における NCX分子種の膜局在を解析する。  (2) NCX遺伝子改変マウスの体液電解質代謝・心血行動態の解析   独自に作製した NCX1および NCX2欠損マウスを用いる（ホモマウスは胎生致死なので、

ヘテロマウスを使用）。NCXヘテロマウスの血液・尿中の電解質濃度（Na+, K+, Ca2+, Cl-）、pH、浸透圧などを測定する。また腎機能の指標に、BUN、クレアチニン、尿量、尿中蛋白質・電解質排泄量を、心血行動態の指標に、血圧・心拍数および心エコー（超音波診断装置、東芝）を測定する。  (3) 腎障害モデル実験  腎尿細管の構造破綻・保護機構に関するNCX分子種の役割を調べるため、NCXヘテロマウスを用いて、腎虚血再灌流障害のモデル実験を実施する。さらに、これら腎障害に対する分子種選択的 NCX阻害薬の効果を調べる。  (4) NCX結合蛋白質の同定  NCX1の細胞内ドメインを bait蛋白質として、マウス腎由来 cDNAライブラリーを用いた酵母ツーハイブリッドスクリーニングを実施する。  ４．研究成果  NCX1 ヘテロマウスおよび NCX2 ヘテロマウスは、各標的分子種の発現が腎臓の遠位曲尿細管で半減していたが（図１）、外奇形や成長障害などは示さなかった。しかし、興味深いことに、NCX2ヘテロマウスでは週齢が進むと尿中蛋白排泄量が有意に増加し、軽度ではあるが腎尿細管障害が認められた（投稿準備中）。一方、NCX1 ヘテロマウスではこのような腎障害傾向は観察されなかった。さらに、腎障害モデル実験の結果から、NCX1へテロマウスが虚血再灌流障害に保護的であるのに対して、NCX2へテロマウスでは逆に悪化傾向を示すことを見いだした。これらの結果から、腎尿細管細胞における NCX1と NCX2の機能的差異（分子種特異性）が推定された。 
図１ NCX1, NCX2 ヘテロマウス腎尿細管における NCX輸送体の発現分布   NCX1 は遠位尿細管の基底膜側に限局して発現しているが、その局在機構の機序は不明である。そこで、その分子基盤を同定する目的で、NCX1 の細胞内ドメインを bait 蛋白質として、マウス腎由来 cDNA ライブラリーを用いた酵母ツーハイブリッドスクリーニングを実施した。その結果、NCX1の細胞内ドメインと相互作用する新たなアダプター蛋白



 

 

質（scaffold蛋白質）を同定した（投稿準備中）。さらに、このアダプター蛋白質の GST（Glutathione-S-transferase）融合蛋白質を作製し、NCX1細胞内ドメインの Hisタグ融合蛋白質に対する GST-pull down assayを実施することにより、このアダプター蛋白質がNCX1 細胞内ドメインに直接結合することを明らかにした。  今後、この相互作用の分子機序を細胞・個体レベルで解析することにより、遠位尿細管における NCX1 の基底膜側への局在機構およびその生理的・病態的意義の全容を解明したい。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線）  〔雑誌論文〕（計 22件） 1. Secondo A, Molinaro P, Pannaccione A, Esposito A, Cantile M, Lippiello P, Sirabella R, Iwamoto T, Renzo GD, Annunziato L: Nitric oxide stimulates NCX1 and NCX2 but inhibits NCX3 isoform by three distinct molecular determinants. Mol Pharmacol, 71: 558-568, 2011. 査読有 2. Zhang J, Chen L, Lingrel JB, Philipson KD, Iwamoto T, Blaustein MP: Knockout of Na+/Ca2+ exchanger in smooth muscle attenuates vasoconstriction and L-type Ca2+ channel current and lowers blood pressure. Am J Physiol. 298:H1472-H1483, 2010. 査読有  3. Murata H, Hotta S, Sawada E, Yamamura H, Ohya S, Kita S, Iwamoto T, Imaizumi Y: Cellular Ca2+ dynamics in urinary bladder smooth muscle from transgenic mice overexpressing Na+-Ca2+ exchanger. J Pharmacol Sci. 112:373-377, 2010. 査読有 4. Ichishima K, Yamamoto S, Iwamoto T, Ehara T: α 1-Adrenoceptor-mediated PIP2 depletion inhibits activation of volume-regulated anion channels in mouse ventricular myocytes. Br J Pharmcol. 61:193-206, 2010. 査読有 5. Yamamoto S, Iyoda T, Kita S, Yamada T, Iwamoto T: OSU-03012, a novel celecoxib derivative, induces cell swelling and shortens action potential duration in mouse ventricular cells. Biomed Res. 31:413-417, 2010. 査読有 6. Kita S, Iwamoto T: Mechanisms for linking high salt intake to vascular tone: Role of Na+ pump and Na+/Ca2+ 
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