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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス由来遠位尿細管細胞(mDCT)におけるNCC活性化とミトコンドリア機
能について検討行った。NCCを発現するmDCT細胞のミトコンドリア機能とNCC活性を低酸素、高糖条件下で検証し
た。これら刺激でNCCの転写は影響されず、低酸素ではリン酸化が亢進し、高糖では抑制された。ミトコンドリ
ア由来酸化ストレスは、低酸素で高くなっていた。低酸素下でミトコンドリア由来酸化ストレスを除去したとこ
ろNCCのリン酸化が抑制された。
マウスの間歇的低酸素モデルを用いて検証した。低酸素負荷にてNCCのリン酸化を認めた。また夜間の血圧低下
が認められなかったが、NCC欠損マウスでは睡眠中に血圧が低下した。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we investigated the impact of hypoxia and high glucose
 on NCC activation in mDCT cells.  Hypoxia induced mitochondrial oxidative stress and activated NCC 
by increases in its phosphorylation, however, under high glucose, NCC was inactivated. Mito-TEMPO 
which eliminates mitochondrial oxidative stress reduced NCC activation.
In vivo experiments revealed that intermittent hypoxia activated NCC in the kidney and induced 
sustained high blood pressure during the sleeping time of mice.  When NCC is genetically deleted, 
the nocturnal blood pressure declined under intermittent hypoxic conditions.

研究分野： 腎臓

キーワード： 血圧日内変動　ナトリウムチャネル　ミトコンドリア　低酸素　糖
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア機能は腎臓におけるナトリウム再吸収に重要な働きをもち、特に血圧日内変動に影響することが
明らかとなった。睡眠時無呼吸症候群ではミトコンドリア由来の酸化ストレスがナトリウムチャネル機能に影響
をあたえ、高血圧発症のリスクとなる可能性が考えられる。
一方、尿糖はミトコンドリア機能に悪影響を与えず、ナトリウム再吸収も抑制することが示された。糖尿病の治
療において、尿中糖排泄を増加させることは高血圧発症を予防する可能性が考えられる。

※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 

高血圧症は食塩摂取に比例して血圧が上がる食塩感受性高血圧と、上がらない食塩非感受性

高血圧に分けられる。腎臓におけるナトリウム排泄障害が食塩感受性の原因と考えられ腎臓

でのレニンアンジオテンシンアルドステロン系、交感神経系、キニンカリクレイン系、ナト

リウム利尿ペプチドなどの液性因子の関与が報告された。さらに、GWAS研究などから食塩

感受性を規定する遺伝的背景も明らかになっている。一方、日本人を対象とした研究では、

血圧を同等にコントロールしていても食塩感受性高血圧患者の心血管予後が不良であること

から食塩感受性高血圧の発症予防の重要性が認識されている。そこで、我々は腎臓内ホルモ

ン環境の変化による食塩感受性高血圧発症メカニズムとしてミネラロコルチコイド受容体の

関与(JCI 2011, Hypertension 2018)、ヒストンのアセチル化(Nat Med 2011)や、母体低栄養スト

レスによる胎児脳内DNAメチル化低下 (JCI Insight 2018)が食塩感受性高血圧の発症にかかわ

ることを明らかにしてきた。また、アンジオテンシン負荷、低酸素やNO抑制モデルを用い

て酸化ストレスが血管、ナトリウム―クロール共輸送体(NCC)に作用し、食塩感受性高血圧

を発症させること(Circulation, Am J Physiol, PLoS One, Am J Resp Dis Kid Int 2020など)を見出

している。これらの一連の酸化ストレスに関する検討から、血管ではアンジオテンシンIIを

抑制することでNADPH oxidaseを介した酸化ストレスを抑制することが食塩感受性の改善に

かかわる可能性を示した(Circulation 2001)。しかし腎臓における酸化ストレスの産生にはミ

トコンドリアも重要な役割を果たすと考えられるが、ミトコンドリア由来の酸化ストレス産

生メカニズムの解明、また創薬が進んでいない。食塩感受性高血圧の発症に重要な役割を果

たすNCCは遠位尿細管に存在する。この遠位尿細管は虚血に抵抗性を示し、低い酸素飽和度

でもその細胞機能を維持するだけでなく、ナトリウムの代謝のために大量のミトコンドリア

由来ATPを用いるという特徴がある。ミトコンドリアの機能が異常になると酸化ストレスを

産生することが知られているが、我々は遠位尿細管細胞でのNOを介した酸化ストレスの増

大がNCCを不適切に活性化し、食塩感受性高血圧症発症の原因となりうることを報告した

（Kid Int 2020）。そこで本研究ではマウス由来腎遠位尿細管細胞(mDCT細胞)を用いて、ミ

トコンドリア機能に影響する低酸素による電子伝達系を変化させた場合及び高糖状態による

解糖系を変化させた際の細胞外ナトリウム濃度の

変化によるミトコンドリア機能の変化、酸化スト

レスの変化を確認し、その結果生じるNCCの活性

化に着目して食塩感受性高血圧発症の新たなメカ

ニズムを解明し、発症予防方法開発の基盤となる

研 究 を 行 う こ と を 計 画 し た （ 図 １ ） 。                        

図１作業仮説 
２．研究の目的 

食塩感受性高血圧発症予防法開発のために、高血

糖、低酸素負荷時のミトコンドリア機能の異常と

ナトリウム輸送系の活性化異常の関係を明らかに

する。 
３．研究の方法 



１．細胞実験 

細胞はNCCを発現しているmDCTを用いて検討した。 

通常培養条件(20%酸素、糖 5.5mM)と5%低酸素培養、糖尿病患者尿糖に近い培養液中糖濃度

100mMおよびその浸透圧コントロールで0.5, 1, 6, 12時間培養し、細胞外フラックスアナライ

ザーXFpを用いてミトコンドリア呼吸機能を測定した。また、解糖系についても同様にフラ

ックスアナライザーにて測定した。ミトコンドリア由来酸化ストレスはMitoSOXを用い、内

部標準としてMito-Trackerを用いて蛍光顕微鏡で蛍光強度を測定した。 

また、細胞実験の妥当性を検討するために低酸素負荷はC57B5j並びにNCC欠損マウスを用い

我々がすでに確立している間歇的低酸素負荷 (FiO2 20%-5% 90秒サイクル、8時間/日)を用い

て腎臓でのNCCリン酸化および血圧変動をテレメトリーを用いて検討した。 

 
４．研究成果 

１細胞実験 低酸素状態でNCCのリン酸化が亢進し、高糖状態でNCCのリン酸化が抑制され

ることが示された。NCCの転写には変化がないことをRT-PCRにて確認した。またミトコン

ドリア特異性SOD様物質のMito-TEMPOを用いたところNCCリン酸化が抑制された。 

図2a 低酸素刺激下での細胞膜へのNCC発現      

 

 

 

 

一方、糖負荷ではNCCのリン酸化はむしろ抑制された。 

図2b 糖負荷ならびに浸透圧コントロール(Osm)時の細胞膜へのNCC発現 

      負荷後0分、30分、1時間、6時間で評価した。 

 
２．動物実験 

間歇的低酸素刺激では図３に示すように、膜分画NCCが増加した。  図３IHによる膜分画 

血圧日内変動を検討したところ間歇的低酸素刺激ではマ

ウス睡眠中の血圧が低下せず血圧日内変動が認められ

なかった。NCC欠損マウスを用いたところ、日内変動

は維持された。 

本研究は高血圧症の発症予防のためのメカニズム解析の

研究の一端である。特に睡眠時無呼吸症候群の心血管イ

ベント発症リスクの一つである高血圧症発症に腎臓ナト

リウムチャネルの異常活性を明らかにしたものである。本

研究分野は世界でも注目されており、WHOをはじめ各国の研究、行政機関が心血管イベン

ト抑制のためにナトリウム摂取、腎臓におけるナトリウム代謝調節と高血圧について基礎研



究、臨床研究、患者教育、社会的活動を行っている。 
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