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研究成果の概要（和文）：食塩感受性高血圧,腎障害における腎尿細管 MAK-V/Hunk の機能的意義

についての生体レベルでの解析を行い,未知の部分が依然として多い MAK-V/Hunk の機能を探求

した. MAK-V/Hunk高発現トランスジェニックマウスを作成し，高食塩負荷による血圧上昇が野

生型マウスに比較して抑制されていることを明らかにし,遠位尿細管から集合管にかけて多く

分布している ENaCや NCCなどの Na(+) transporter の発現の変化が関与することを報告した. 

また，ヒト腎組織での MAK-V/Hunkの発現分布および腎炎・糖尿病性腎症での発現調節について

の検討を行い,遠位尿細管における MAK-V/Hunk蛋白発現について詳細に明らかにした. 

 
研究成果の概要（英文）：  We demonstrated that high-salt loading suppressed renal 
MAK-V/Hunk mRNA levels in wild-type mice. To analyze the possible renal function of 
HUNK/MAK-V, we generated MAK-V/Hunk transgenic mice. The MAK-V/Hunk transgenic mice 
exhibited the suppression of high salt loading-mediated hypertension compared with 
wild-type mice. We also showed an altered renal distribution of HUNK/MAK-V in the diseased 
human kidney. Collectively, these results indicate a critical role of renal MAK-V/Hunk 
in the renal sodium handling and blood pressure regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは新たな蛋白質リン酸化
酵素の単離・同定を 試みた.その際の着眼
点としては,特に発生段階から成長後の長
期にわたって腎臓に発現し続け る蛋白質

リン酸化酵素に焦点を当てた.出発点として,
マウスの胎生幹細胞(ES 細胞)の誘導分 化
早期に発現している蛋白質リン酸化酵素群
の中から、PCR クローニング法にて種々の蛋
白質リ  ン酸化酵素をクローニングし,発生
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段階からの発現を検討した結果,一つの蛋
白質リン酸化酵素 が、マウスの成長後も
腎臓において豊富な発現を示しているこ
とを発見した.それは HUNK/MAK-と呼ばれ, 
2000 年に発見された比較的新しい遺伝子
であった．  
 HUNK/MAK-V は ,その遺伝子構造から 
SNF-1 ファミリー類似の構造を有し,その
ファミリーの機 能として,細胞周期の調
節や ,細胞分化・細胞極性などへの関与が
推察されているが,腎臓に おける発現分
布・発現時期 ,そしてこれら細胞周期調
節・細胞分化との関連性については未だ
解明されていない. 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，胎生幹細胞由来の蛋白
質リン酸化酵素である HUNK/MAK-V につい
て，腎では遠位尿細管レベルの発現が認め
られる尿細管特異的な発現調節機構と腎
障害や高血圧における病態生理学的意義
に焦点をあてて，培養細胞，実験動物（高
食塩・アンジオテンシン II 負荷高血圧マ
ウス，Dahl 食塩感受性高血圧ラット，
HUNK/MAK-V 過剰発現マウス），およびヒト
腎組織を用いて 
細胞レベルおよび個体レベルでの総合的
解析を行い，HUNK/MAK-V の腎細胞・腎組
織での機能解析，および生体腎での詳細な
発現分布と病態での発現調節について明
らかにすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 研究代表者らによる現在までの予備的
実験結果から，MAK-V/Hunk は腎で高発現を
呈し，免疫組織では，太い上行脚(TAL)と
遠位曲尿細管(DCT)に限局した発現を示す
こと，低塩食により腎での MAK-V/Hunk mRNA
発現量の有意な増加がみられること，さら
にアデノベクターによって mDCT 細胞に
MAK-V/Hunk が AT1 受容体活性化による
c-fos 遺伝子発現を有意に抑制することが
明らかになっている．それらを踏まえ本研
究においては，腎細胞レベル（特に遠位尿
細管細胞），食塩感受性高血圧モデル動物
レベル（高食塩・アンジオテンシン II 負
荷高血圧マウス，Dahl 食塩感受性高血圧ラ
ット），MAK-V/Hunk 過剰発現トランスジェ
ニックマウスレベル，およびヒト腎組織レ
ベルにおける MAK-V/Hunk についての統合
的解析をおこなうことにより，MAK-V/Hunk
について，細胞レベルでの Na 再吸収機構
に対する機能，生体レベルでの生理機能と
血圧循環調節および水電解質代謝調節へ
の関与および食塩感受性高血圧における
病態生理学的意義を明らかにする． 
 まず，本研究の１年目は，研究分担者の

田村，金岡とともに，主に MAK-V/Hunk の遠
位尿細管細胞の Na(+) transporter などの Na
再吸収機構における機能，そして食塩感受性
高血圧モデル動物における MAK-V/Hunk 発現
調節と高血圧，腎障害との関係および降圧薬
投与の影響について検討した． 
 本研究の 2 年目以降は，『腎尿細管
HUNK/MAK-V発現量 /AT1受容体発現量の増加 
→ 腎尿細管での HUNK/MAK-V発現上昇による
相対的な AT1 受容体情報伝達系活性の低下 
→ 食塩感受性高血圧や腎障害の抑制』とい
う仮説の検証のために，gain-of-function in 
vivo strategy により，HUNK/MAK-V機能を生
体レベルで解明すべく，研究分担者の田村と
ともに，発生工学的手法により得られた
HUNK/MAK-V過剰発現マウスを用いて，食塩感
受性高血圧，腎障害における HUNK/MAK-V の
機能的意義についての生体レベルでの解析
を行い，未知の部分が依然として多い
HUNK/MAK-Vの機能を検討した．さらに，研究
分担者の田村，金岡とともに，食塩感受性高
血圧を呈するとされる慢性腎臓病合併高血
圧患者の腎生検標本を用いてヒト腎組織に
おける HUNK/MAK-V 発現の局在性の検討，お
よび HUNK/MAK-V と AT1 受容体の発現量バラ
ンスの解析を行った． 
 
４．研究成果 
 2010 年度は，MAK-V/Hunk の遠位尿細管細
胞での AT1 受容体系および Na 再吸収系に対
する抑制機序の解析をおこなった． 
 まず，通常型の MAK-V/Hunk 発現ベクター
に加えて，アデノウイルス発現ベクターを用
いて高効率 MAK-V/Hunk 発現ベクターの作製
した．また，内在性 MAK-V/Hunk 遺伝子発現
をノックダウンさせる siRNA-MAK-V/Hunk の
配列決定をおこなった．そして，MAK-V/Hunk 
の局所発現解析実験において MAK-V/Hunk の
内在性発現が認められた細胞のうち，特に高
発現が認められた遠位尿細管細胞の腎細胞
培養系において，wild type MAK-V/Hunk を
過剰発現，および siRNA-MAK-V/Hunk を遺伝
子 導 入 す る こ と に よ り 細 胞 内 で の
MAK-V/Hunk 発現を増加あるいは減少させて，
AT1 受容体発現量への影響や同受容体との
結合性を調べるともに，同受容体下流の情報
伝達系活性を解析して，MAK-V/Hunk による
具体的な AT1 受容体抑制機序について検討
した．また，同時に細胞免疫染色法，蛋白質
リン酸化酵素活性測定，epithelial Na(+) 
channel (ENaC) や Na(+)-Cl(-) 
cotransporter (NCC) な ど の Na(+) 
transporter 活性および発現解析（mRNA, 蛋
白），パッチクランプ法による Na(+) current 
測定などを行い，細胞培養液への Na(+)負荷
刺激，アンジオテンシンⅡ刺激，あるいは生
体での圧負荷を細胞レベルで simulate する



周期的伸展刺激が遠位尿細管細胞に与え
る影響に対する MAK-V/Hunk の作用につい
て検討を加えた． 
 2011年度は，食塩感受性高血圧モデル動
物における腎尿細管 MAK-V/Hunk 発現調節
と食塩感受性高血圧・腎障害との関係およ
び降圧薬投与の影響についての検討を行
った． 
 食塩感受性高血圧モデル動物における
腎尿細管 MAK-V/Hunk 発現調節と AT1 受容
体発現との関連について検討する．具体的
には，食塩感受性高血圧モデル動物（高食
塩・アンジオテンシン II 負荷高血圧マウ
ス，Dahl 食塩感受性高血圧ラット）にお
ける高血圧，および腎障害の進行にともな
う腎尿細管 MAK-V/Hunk の発現調節を
real-time PCR 法や Western blot 法によ
り検討する．また，これら食塩感受性高血
圧モデル動物に対して AT1 受容体拮抗薬
をはじめとする各種降圧薬を投与し，これ
ら降圧薬の降圧効果と腎障害の改善度に
ついて，腎機能，腎での Na(+)排泄能，腎
尿細管での MAK-V/Hunk および AT1 受容体，
そ し て ENaC ， NCC な ど の Na(+) 
transporter などの発現（mRNA,蛋白），お
よび腎線維化に関与する細胞外基質遺伝
子（TGF- など）の発現の変
化と関連づけて，さらには降圧薬間に効果
の相違があるか否かも含めて検討を加え
た． 
 2012年度は，『腎尿細管 HUNK/MAK-V発現
量 /AT1 受容体発現量の増加 → 腎尿細管
での HUNK/MAK-V 発現上昇による相対的な
AT1 受容体情報伝達系活性 の低下 → 食
塩感受性高血圧や腎障害の抑制』という仮
説の検証のために,gain-of-function in 
vivo strategy により,HUNK/MAK-V 機能を
生体レベルで解明すべく,HUNK/MAK-V 過剰
発現マウスを用いて,食塩感受性高血圧,
腎障害における HUNK/MAK-V の機能的意義
に  ついての生体レベルでの解析を行い ,
未知の部分が依然として多い HUNK/MAK-V
の機能を探求した.さらに,ヒト腎生検標
本 を 用 い て ヒ  ト 腎 組 織 に お け る
HUNK/MAK-V 発現の局在性の検討,および
HUNK/MAK-VとAT1受容体の発現量バランス
の解析を行った. 1.HUNK/MAK-V高発現トラ
ンスジェニックマウスの作製と機能解析.  
HUNK/MAK-V 過剰発現マウスについて血圧
測定,水電解質代謝測定を行うとともに,
食塩摂取量の変化にともなう血圧変動や
腎機能, 水電解質代謝の変化について,調
達済みの代謝ケージを用いて検討すると
ともに,遠位尿細管細胞から集合管にかけ
て多く分布してい る ENaC や NCC などの
Na(+) transporter の発現の変化について
明 ら か に し た . 2.ヒト腎組織での

HUNK/MAK-V の発現分布および腎炎・糖尿病
性腎症での発現調節についての検討.  ポリ
クローナル抗ヒト HUNK/MAK-V 抗体を用いて
腎生検時に得られる腎組織における内在性
HUNK/MAK-V の局所発現解析を行い,遠位尿 
細管における HUNK/MAK-V 蛋白発現について
詳細に明らかにした. 
 以上の成果を要約すると，食塩感受性高血
圧,腎障害における腎尿細管 HUNK/MAK-Vの機
能的意義についての生体レベルでの解 析 を
行 い ,未知の部分が依 然 と し て 多 い
HUNK/MAK-V の機能を探求した.さらに,ヒト
腎生検標本を用いてヒト腎組織における
HUNK/MAK-V 発現の局在性の検討 ,および
HUNK/MAK-Vと AT1受容体の発現量バランスの
解析を行った. その結果，1） HUNK/MAK-V高
発現トランスジェニックマウスの作 製 と 機
能解析においては，HUNK/MAK-V過剰発現マウ
スについて血圧測定,水電解質代謝測定を行
うとともに,食塩摂取量の変化にともなう血
圧変動や腎機能, 水電解質代謝の変化につ
いて,調達済みの代謝ケージを用いて検討す
るとともに,遠位尿細管細胞から集合管にか
けて多く分布している ENaC や NCC などの
Na(+) transporter の発現の変化について明
らかにした . また， 2）ヒト腎組織での
HUNK/MAK-V の発現分布および腎炎・糖尿病
性腎症での発現調節についての検討におい
ては，ポリクローナル抗ヒト HUNK/MAK-V 抗
体を用いて腎生検時に得られる腎組織にお
ける内在性 HUNK/MAK-V の局所発現解析を行
い,遠位尿 細管における HUNK/MAK-V 蛋白発
現について詳細に明らかにした. 
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