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研究成果の概要（和文）：HAI-1B は生体内に存在するセリンプロテアーゼインヒビターである。

プロスタシンと共に発現し、プロスタシンの活性の制御に関わっている。HAI-1B の cDNA をマ

ウス集合尿細管細胞に強制発現させ、電気生理学的な手法により上皮型ナトリウムチャネル

(ENaC)によるナトリウム電流が低下することを証明した。さらにカイコ蛋白産生系を利用して

HAI-1B リコンビナント蛋白精製を行った。また、HAI-1B の腎集合尿細管特異的ノックアウトマ

ウスを作製中である。 

 
研究成果の概要（英文）：HAI-1B is one of endogenous serine protease inhibitors. It expresses 
with prostasin in several organs, and acts as a regulator of prostasin. We elucidated that 
overexpression of HAI-1B decreased sodium current caused by ENaC, and we purified 
HAI-1B recombinant protein from silkworm hemolymph. We are preparing construction of 
renal collecting duct cell-specific HAI-1B knockout mice 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腎臓における Na 代謝は体液の恒常性や

血圧をコントロールする上で最も重要な役

割を担っている。腎臓における Na 調節の中

で重要な働きをしているのが上皮型 Na チャ

ネル（ENaC）である。ENaC は遠位及び集

合尿細管に分布しており、原発性アルドステ

ロン症や Liddle 症候群、ネフローゼ症候群や

肝硬変に伴う浮腫など Na 代謝異常や高血圧

を引き起こす病態において関与しているこ

とが知られている。ENaC の活性はレニン・

アンジオテンシン・アルドステロン系や

ADH などのホルモンにより厳密にコントロ

ールされているが、分子生物学的な ENaC の
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活性化機構については未だ不明な点が多い。 
(2)1997 年にある種のセリンプロテアーゼが

ENaCを活性化するという全く新しい機序に

よる活性調節の報告がなされている。1998
年に私たちはラット腎臓よりプロスタシン

というセリンプロテアーゼの cDNA クロー

ニングに成功した。プロスタシンは腎尿細管

上皮細胞の管腔側に発現し、尿中にも検出さ

れることが分かっている。これらの事実に基

づき私たちはプロスタシンが ENaC を活性

化するという仮説をたて、アフリカツメガエ

ルの卵母細胞に ENaC とプロスタシンを発

現させることにより、プロスタシンが ENaC
を活性化することを世界で初めて証明した

（ J. Am. Soc. Nephrol., 12: 1114-1121, 
2001）。また、私たちは Na 代謝を調節する

ホルモンの中で最も重要なアルドステロン

がプロスタシンの発現を調節していること

も明らかにしている｡ 
(3) 肝細胞増殖因子活性化因子阻害因子１

(hepatocyte growth factor activator 
inhibitor 1; HAI-1)は肝細胞増殖因子(HGF)
の特異的活性化因子として同定された肝細

胞増殖因子活性化因子(HGFA）に対する阻害

因子であり、胃癌培養細胞上清中より分離同

定された Kunitz タイプのセリンプロテアー

ゼインヒビター(serpin)である。I 型膜蛋白質

として膜上に存在し、細胞外部位の切断によ

り細胞膜より切り離されることが示されて

いる。HAI-1 は生体内において HGFA に対

してのみならず、膜型のセリンプロテアーゼ

であるプロスタシン、マトリプターゼなどの

阻害因子であることが報告され、細胞増殖以

外における役割の可能性が示唆されている。

HAI-1B は前立腺、卵巣の上皮細胞でプロス

タシンと共局在することやプロスタシン、

ENaCが存在する腎遠位尿細管細胞にも発現

していることが報告されている。また、

HAI-1B はプロスタシンと複合体を形成し、

プロスタシンのプロテーゼ活性を阻害する

ことが報告されている。 
 
２．研究の目的 

HAI-B は遠位尿細管においてもプロスタ

シンと同様に発現していることが示され、生

体内において HAI-B がプロスタシンの活性

を制御していることが強く示唆されている。

そこで我々は HAI-1Bがプロスタシンの活性

抑制を介して Na 代謝、血圧の調節に重要な

役割を果たしていると仮説を立て、HAI-1B
の生体内の Na 代謝における役割を明らかに

し、高血圧治療への応用を探ることを目的に

本研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) HAI -1B の全長 cDNAを発現ベクターに

挿入し、M-1 細胞（マウス集合尿細管細胞由

来）へトランスフェクションさせることによ

り HAI-1B遺伝子の一過性過剰発現モデル細

胞を作製する。細胞をフィルター上に培養し、

EVOM(Epithelial volt-ohm meter)を用いて

細胞間に流れる Na 電流(Ieq)を測定し、HAI 
-1B 過剰発現により Ieq が減少することを確

認する。 
(2) HAI -1 ホモ欠損マウスは成長障害をき

たし、約 16 日で死亡する。長期の血圧の観

察を行うために、ENaC の発現部位である腎

集合尿細管の特異的 HAI-1 欠損マウスを

Cre/loxP システムを用いて作製する。すなわ

ち、HAI-1-LoxP マウスを作製し、これにす

でに入手可能な集合尿細管に特異的に発現

するAQP2プロモーターのCreマウスを掛け

合わせることにより集合尿細管特異的

HAI-1 欠損マウスを得る。これをコントロー

ルマウスと並行して飼育し、経時的に両者の

血圧の変化を非観血法により計測する。また、



 

 

メタボリックケージを使用することにより

尿中のナトリウム排泄量などを測定し HAI 
-1 欠損との関連性を評価する。さらに、一定

期間の測定を終えたマウスを解剖し、腎臓に

おけるプロスタシンや ENaC の各サブユニ

ットの mRNA レベルの発現量を real time 
PCR 法により評価する。各蛋白の発現量や分

布の変化も腎組織の免疫組織学検討を行う

ことにより評価する。 
(3) まずヒト HAI -1B cDNA をバキュロウ

ィルスの DNA と相同配列を持つ発現プラス

ミドベクターへ挿入する。これをバキュロウ

ィルスゲノム DNA と昆虫培養細胞にコトラ

ンスフェクションし相同組み換えを起こす

ことにより、HAI-1B 組み換えウィルスを得

る。このウィルスを業者に依頼しカイコ蛋白

産生系で HAI-1B発現蛋白を多量に含んだカ

イコ体液を得る。この体液をシリカゲル、イ

オン交換、銅イオン結合キレートカラムなど

を担体としたクロマトグラフィーを使用し、

最も精製度の高い方法を検討し、HAI -1B リ

コンビナント蛋白を得る。 

(4) まず、作製した HAI -1B リコンビナント

蛋白を試験管内でプロスタシン蛋白と作用

させた後電気泳動を行い、結合が得られるか

検討する。また、この条件下で、合成基質で

ある QAR-AMC を使用して吸光度法により

プロスタシンのプロテアーゼ活性を測定し、

これが阻害されていることを確かめる。 
次に、アデノウィルス系によるプロスタシ

ン過剰発現ラット（既に開発済みである）を

使用し、高血圧の発症が抑制できるかを検討

する。HAI-1B は分子量約 66000 の比較的小

分子の蛋白であることから腹腔内投与、また

はオスモティックミニポンプを使用した静

脈内持続投与モデルを作製し、経時的に血圧

を測定、またメタボリックケージを使用して

尿中 Na 排泄量などを測定し Na 代謝の変化

についても検討する。 
また、食塩感受性高血圧モデル動物である

Dahl ラットにも HAI-1B リコンビナント蛋

白を投与し、同様の検討を行う。 
実際に降圧効果を得られたら、HAI-1B の

至適投与量を決定するため、HAI -1B の投与

量や頻度の条件を変えて投与し、HAI-1B の

降圧効果における用量反応曲線を求める。 
 

(5) 本態性、及び種々の原因による高血圧患

者の血液、尿サンプルを集め、尿中 HAI-1B
濃度を ELISA 法を用いて測定する。HAI-1B
を測定する ELISA キットはすでに市販され

ており、入手可能である。また、同時に血中

レニン活性、アルドステロン濃度、尿中 Na
排泄量、尿中プロスタシン濃度などを測定し、

尿中 HAI-1B濃度との関連について検討する。

これらの結果からヒト高血圧の病態におけ

る HAI-1B の役割を明らかにする。 
 

４．研究成果 

HAI-1BのcDNAをマウス集合尿細管細

胞へ強制発現させ、電気生理学的な手法

によりENaCによる細胞間ナトリウム電

流を測定した。コントロールに比較し、

HAI-1B群では電流が明らかに低下する

ことを証明した。 

腎集合尿細管特異的ノックアウトマ

ウスを作製して実験を行う予定であっ

たが、未だ成功していない。また、HAI-1B 

cDNAをカイコ蛋白産生系により発現さ

せ、カイコ体液から各種クロマトグラフ

ィーを使用して、HAI-1Bリコンビナント

蛋白精製を行った。 
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