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研究成果の概要（和文）：これまでに、我々はケルセチンによる長期的な影響について明らかにした一方で、我々はケ
ルセチンがアルドステロンにより亢進したENaCを介するNa+再吸収を短時間（１時間程度）で著しく抑制することも見
出した．本研究では、ケルセチンの短期的な作用メカニズムを解明する目的で研究を推進したところ、ケルセチンはEN
aCの活性化に関与するプロテアーゼ活性に抑制的に制御し、Na+/K+ ATPaseの活性を直接阻害することによりナトリウ
ム再吸収を抑制することを示唆する結果ており、ケルセチンによる新たな抑制メカニズムを見出した。

研究成果の概要（英文）：In our previous studies, we have revealed that chronic treatment with quercetin 
decreased epithelial Na+ channel (ENaC)-mediated Na+ reabsorption by suppressing ENaC gene expression. In 
this study, we investigated the acute effect of quercetin on ENaC-mediated Na+ reabsorption and found 
that application of quercetin rapidly reduced ENaC-mediated Na+ reabsorption by inhibiting the 
protease-dependent ENaC activity and Na+, K+ ATPase activity in renal epithelial A6 cells.

研究分野：細胞生理学、細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
国内で4000万人以上にも上ると推定される

高血圧患者の約４割が食塩感受性高血圧で、

脳心血管障害と慢性腎臓病の発症・進展に

深く関与すると考えられている．食塩感受

性高血圧症は主に腎臓のNa+排泄機能異常

と密接に関係しており、最近の藤田らの研

究では、塩分過多により血中アルドステロ

ン（ALD）濃度が低下するにも関わらず、Rac1

というsmall G proteinの活性化を介して鉱

質コルチコイド受容体（MR）が活性化され、

抑制されるはずのALDシグナルが亢進して

Na+再吸収が促進し、食塩感受性高血圧が発

症する（J Clin Invest 121: 3233, 2011）

という報告がなされている．また、Wangら

は、プロスタシンというENaCを活性化する

セリンプロテアーゼ活性亢進と高血圧発症

との関連性を強く示唆する報告をしている

（Am J Physiol 284: R1031, 2003）． 

一方、我々は食塩感受性高血圧発症モデル

動物であるDahl salt-sensitive rat（DS

ラット）を用いて上皮型Na+チャネル（ENaC）

を介する腎Na+再吸収制御に注目して研究

を行い、以下のことを明らかにした． 

（１） DSラットでは、高食塩負荷で血中

ALD濃度は低下するにも関わらずENaC

の発現が増大し、副腎摘出DSラットに

ALDを投与して血中ALD濃度を上昇さ

せると、ENaC遺伝子発現が抑制される

というALDによるENaC発現の異常制御

が食塩感受性高血圧発症要因の１つ

であることを見出した (Biochem 

Biophys Res Commun (BBRC) 341: 376, 

2006, Cell Biol Int. 31: 1288, 2007)．  

（２） DSラットで高食塩負荷により発症

する高血圧症は、フラボノイドである

ケルセチンを同時摂取させるとENaC

の遺伝子発現を阻害して血圧上昇が

有意に抑制されることを見出した

（BBRC. 315: 892, 2004）． 

（３） 皮質集合管主細胞で、ケルセチン

の長時間処理はENaCの遺伝子発現を

抑制して（BBRC 336: 401, 2005, Am J 

Physiol 287: F932, 2004.）、Na+ 再吸

収を顕著に減少させることを見出し

た．  

（４） 皮質集合管主細胞で、ケルセチン

はENaC遺伝子発現に影響しない短時

間でもNa+ 再吸収を顕著に減少させた．

（新里：未発表） 

このように、ケルセチンによる長期的・短

期的処理は、皮質集合管主細胞において

ENaC を介する Na+再吸収を顕著に抑制する

が、短期的な抑制作用のメカニズムは明ら

かにされていない． 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、フラボノイドであるケルセ

チンの ENaC を介する Na+再吸収に対する
短期的抑制作用の分子標的を明らかにし、抑

制メカニズムを解明することである． 
 
３．研究の方法 
 

（１）細胞． 

Xenopus laevis 由来で皮質集合管主細胞の

モデル細胞である A6 細胞を上皮細胞として

極性を保持するように permeable support 上

で単層に培養して実験に供与した． 

 

（２）経上皮 Na+再吸収の電気生理学的測定． 

単層に培養した A6 細胞は、Ussing chamber

にセットし、緩衝液（95 mM NaCl, 3.5 mM KCl, 

1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM 

glucose,25 mM NaHCO3 の溶液を 5% CO2 でバ

ブリングして pH7.4 になるように調整）で満

たして経上皮 Na+再吸収をベンザミル（ENaC

阻害剤）感受性短絡電流として測定した．ま

た、ベンザミル（ENaC 阻害剤）感受性コンダ

タンススはENaCチャネル活性の指標とした． 

 

（３）表面ビオチン化による ENaC 表面発現

量の測定． 

単層に培養した A6 細胞は、一晩アルドステ

ロン処理をした後、アルドステロン存在下に

ケルセチンおよびコントロール（溶媒の DMSO

のみ）により短時間処理をした．細胞を４℃

に冷却して管腔側膜を表面ビオチン化して

crude cell lysate を調整した．その後、ア

ビジンビーズによりビオチン化タンパク質

を pull-down し、SDS-PAGE により分離後、

抗 ENaC 抗体により Immuboblotting して、

ENaC 表面発現量を測定した． 

 

４．研究成果 

（１）ケルセチンの短時間処理による ENaC



を介する Na+再吸収への影響． 

A6細胞は permeable support 上で単層に培養

した後、20 − 24 時間、1 µM aldosteroneで

処理すると、20 — 30 µA/cm2の非常に大きな

短絡電流が観察され、これらの殆どは、ベン

ザミル感受性短絡電流であることが確認さ

れている．この A6 細胞に 100 µM quercetin

を両側に加えると 30 – 60 分で殆どのベンザ

ミル感受性短絡電流が消失した．そこで、そ

のメカニズムを解明するために、ケルセチン

の ENaC 活性（ベンザミル感受性コンダクタ

ンス測定）と Na+, K+-ポンプの活性（管腔側

にイオノフォアを添加後のウアバイン感受

性電流測定）への影響について検討すると、

ENaC 活性も Na+, K+-ポンプの活性も低下し

ていることが明らかになった．従って、ケル

セチンは管腔側のENaCを介するNa+流入過程

と血管側のNa+, K+-ポンプを介する流出過程

の両方を抑制して Na+再吸収を減少させたと

考えられる． 

 

（２）ケルセチンの ENaC を介する Na+流入過

程への影響 

ケルセチンのENaCを介するNa+流入過程への

影響について詳細に検討するために、まず、

ENaC 膜発現への影響について検討した．その

結果、ケルセチンは ENaC の膜発現量を減少

させることが明らかとなったが、Na+再吸収

量の減少と比較すると、ENaC の膜発現量の減

少だけでは説明がつかないと考えらた． 

 

（３）ケルセチンの ENaC 活性への影響 

ENaC は管腔側膜上で、プロテアーゼにより切

断されて活性化されることが知られている。

そこで、次に ENaC の活性化に対する影響に

ついて調べたところ、ケルセチン処理により

cleaved ENaC が減少する傾向が認められ、ケ

ルセチンは ENaC を活性化するプロテアーゼ

の活性化を抑制して、Na+再吸収を抑制して

いる可能性が示唆された． 

 

以上の結果より、ケルセチンは ENaC を活性

化するプロテアーゼの活性、ENaC の膜発現量、

Na+, K+-ポンプの活性を抑制することで、短

期的にENaCを介するNa+再吸収量を抑制する

ことを明らかにした． 
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