
 

　近年，遺伝子改変動物が腎生理学の研究に大きな威力を

発揮している。2007 年においても，遺伝子改変動物を用い

た多数の研究が報告された。多くはノックアウトマウスを

用いたもので，対象となる分子の予想される生理機能の

ノックアウトによる証明がなされ1～7），また特定の分子（受

容体，シグナル分子，生理活性物質，細胞障害物質の生成・

分解に関わる酵素など）のノックアウトマウスを材料とし

て，生体に与えた負荷や刺激に対する応答をみることによ

り，生理機能や病態形成における重要な事実が示され

た8～10）。意外な事実が明らかにされたものもある11）。ノッ

クアウトマウスの単離尿細管を用いた灌流実験も，遺伝子

改変技術と従来の尿細管研究技術の融合したものとして，

きわめて重要な情報を提供し，その威力を発揮している。

　遺伝子改変動物では，遺伝子ノックアウトマウスのみで

なく，疾患起因性変異を導入したノックインマウスが病態

解析に有用で，かつ疾患モデル動物として重要な研究材料

であることが示された。Uchida，Sasaki らの，アクアポリ

ン AQP 2 遺伝子異常による優性遺伝形式の腎性尿崩症の

分子病態の解明12），WNK キナーゼ異常による偽性低アル

ドステロン症Ⅱ型（PHAⅡ）の病態解明13）がその例である。

　また，腎尿細管トランスポーター・イオンチャネルを調

節するシグナル系の研究においても大きな成果が発表され

た。前述の PHAⅡ変異ノックインマウスの解析から，レニ

ン－アルドステロン－ENaC 系に並ぶ WNK－OSR1／SPAK－

NCC という新たな腎臓での容量調節系が存在することが

示唆された13）。また，アルドステロンによる ENaC の調節

に Sgk1－Nedd4－2 経路が知られているが，これと併行して

はじめに
機能すると考えられる新たな ENaC 調節機構として，脱ユ

ビキチン化酵素 Usp2－45 が，Sgk1 同様アルドステロンに

より誘導される遺伝子として見出された14）。

　本稿では，非常に重要な成果をあげた 2 つの疾患起因性

変異のノックインマウスについて概説し，多くの報告がな

されているノックアウトマウスを用いた腎生理機能の研究

のいくつかを取り上げて紹介したい。さらに，電解質調節

に関わるシグナル系，また，その他の領域においても興味

深い進展について解説を加えたい。

 

　AQP 2 遺伝子異常による腎性尿崩症は一般には常染色

体劣性遺伝形式を示すが，優性遺伝形式を示すものが存在

し，それにおいては，遺伝子のフレームシフト変異により，

AQP 2 の C 末端が本来のものとは異なったものとなる。こ

の変異 AQP 2 のノックインマウスが作られ，ヒトにおける

優性遺伝形式と矛盾せず，ヘテロマウスにおいて尿崩症を

発症することが確認された。

　非常に興味深いことに，本来集合管の管腔側に存在すべ

き AQP 2 が，この変異 AQP 2 ノックインマウスでは，血管

側に見出された。しかも，この変異 AQP 2 は，正常の AQP 2 

を引き連れて血管側に位置し，わずかな正常の AQP 2 が管

腔側に残った形となっている。これは，AQP 2 が 4 量体と

して機能するため，変異 AQP 2 を 1 つでも持つ 4 量体は

血管側にソーティングされるとすると理解できる。このよ

うなドミナントネガティブ効果が優性遺伝形式を示す腎性

尿崩症の原因であることが，変異 AQP 2 ノックインマウス

により明らかにされたわけである。本来の局在部位とは逆

側へソーティングされる変異 AQP 2 は，遺伝子のフレーム

シフトにより C 末端細胞内ドメインに 2 つのロイシン残
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基が連続する配列が出現するが，これが逆側へのソーティ

ングの原因となることも明らかになった。

　変異により管腔側／血管側ソーティングが逆になること

は，まだ十分に解明されていない管腔側／血管側局在機構へ

の貴重な手がかりであり，このノックインマウスは，優性

遺伝形式の腎性尿崩症の疾患モデルとして有用であるとと

もに，この重要な生理学の課題の解決への糸口となる可能

性がある。

 

　偽性低アルドステロン症Ⅱ型（PHAⅡ）は優性遺伝形式を

とる高血圧性疾患であり，高カリウム血症，アシドーシス

を呈し，尿細管での NaCl 再吸収の亢進がその原因とされ

てきた。サイアザイドにより病態が改善することから，当

初，サイアザイド感受性 Na－Cl 共輸送体（NCC）の異常が想

定された。しかし，実際には NCC の遺伝子異常は見出さ

れず，ポジショナルクローニングにより，2 つの WNK キ

ナーゼ WNK1 と WNK4 の遺伝子が責任遺伝子であること

が示された。

　WNK キナーゼと NaCl 再吸収との関連をつかむため，い

くつかのグループが，アフリカツメガエル卵母細胞や哺乳

類培養細胞に WNK とそれによりリン酸化されると予想さ

れるトランスポーターやチャネルを強制発現させる研究を

行ったが，満足できる結果は得られなかった。そこで，

WNK4 の PHAⅡ変異ノックインマウスが作製された。

　ノックインマウスでは，WNK キナーゼによりリン酸化

することが知られていた OSR1／SPAK キナーゼが確かにリ

ン酸化されて活性化していた。さらに，OSR1／SPAK キナー

ゼの下流にあると想定されていたサイアザイド感受性 

Na－Cl 共輸送体 NCC のリン酸化の亢進が観察された。リ

ン酸化 NCC は管腔側膜に強く限局しており，さらに行わ

れたクリアランス測定と尿細管灌流実験の結果を加味し

て，このようなリン酸化経路による NCC 機能の過剰発現

が PHAⅡの病態を生じさせる要因であることが示された。

この系は，PHAⅡの病態形成に関わるだけでなく，レニン－

アルドステロン－ENaC 系に並ぶ WNK－OSR1／SPAK－NCC 

という新たな腎臓での容量調節系を形成することが示唆さ

れている。

　この研究は，疾患起因性変異ノックインによる病態モデ

ルマウスを用いて，トランスポーター制御の新たなシグナ

ル伝達系を明らかにしたものであり，遺伝子改変動物の威

WNK キナーゼ異常による偽性低アルドステロ
ン症Ⅱ型（PHAⅡ）の病態解明13）

力がフルに活用されたとともに，in vivo の研究の重要性を

再認識させるものであった。また，シグナル分子の機能変

化がトランスポーター機能の大きな変動を引き起こす実態

が解明された点でも，この研究の意義は大きい。

 

　1 ．流量依存的［Ca2＋］i上昇における P2Y2受容体の関

与7）

　尿細管腔内液の流量の上昇は，尿細管上皮細胞の細胞内 

Ca2＋（［Ca2＋］i）の上昇を引き起こす。尿細管上皮細胞への機

械的刺激は一般に ATP／UTP の放出を引き起こし，autocri-

ne，paracrine 機序により P2 受容体の活性化を生じる。

　髄質側の太いヘンレの上行脚（mTAL）の主要な P2 受容

体は P2Y2受容体であり，管腔側，血管側ともに存在してい

た。単離した mTAL の流量を上昇させると尿細管上皮

［Ca2＋］iが上昇したが，この上昇は，P2Y2受容体ノックアウ

トマウスでは大きく減弱していた。流量上昇に対する応答

は，細胞外 ATP の排除およびスラミンによる P2 受容体の

抑制により同様に減弱した。以上より，流量依存的［Ca2＋］i

上昇の背後に，ATP 放出－P2Y2受容体の活性化があること

が実証された。

　2 ．TPRV5 の遠位曲尿細管での Ca2＋再吸収への関与の

再評価1）

　遠位曲尿細管の管腔側の Ca2＋透過型カチオンチャネル 

TPRV5 は，遠位曲尿細管での Ca2＋再吸収を担うとされて

いる。また，遠位曲尿細管細胞内の Ca2＋濃度の上昇を防ぎ，

Ca2＋上昇による細胞障害から保護するために，Ca2＋結合蛋

白である calbindin－D28Kが，Ca2＋を結合して血管側の Ca2＋

排出機構へとシャトルしている。Ca2＋チャネルである 

TPRV5 と calbindin－D28Kのどちらが Ca2＋再吸収の律速段

階となっているかを明らかにするために，TPRV5 と cal-

bindin－D28Kのノックアウトマウスを用いた検討がなされ

た。その結果，TPRV5 のノックアウトマウスで尿中 Ca2＋排

泄が増加するが，calbindin－D28Kのノックアウトマウスでは

変化せず，TPRV5 が“gatekeeper”として Ca2＋再吸収の律速

段階を形成していることが実証された。calbindin－D28Kは，

calbindin－D9Kなどの他の Ca2＋結合蛋白により代償される

と考えられる。

　3 ．Anion exchanger AE1 欠損の遠位尿細管性アシドー

シスへの関与の実証5）

　Anion exchanger AE1（Band3）の遺伝的欠損は，ヒトにお

いては遠位尿細管性アシドーシスの病態を示す。anion 

遺伝子ノックアウトマウスを用いた検討
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exchanger AE1 ノックアウトマウスも典型的な遠位尿細管

性アシドーシスを示し，AE1 は酸・塩基平衡の維持に大き

く寄与していることが実証された。

　4 ．Na／K／2Cl トランスポーター NKCC2 の spliced 

variant の機能の解析3）

　トランスポーターには多くの spliced variant が知られて

おり，N－末端，C－末端のわずかな入れ替わりを含めると

相当な数が存在すると予想される。多くのものは，in vitro 

の検討では大きな機能的差異はなく，その機能的意義の推

察は難しい。薬物感受性も変化しないものが多く，特定の 

spliced variant を選択的に抑制することが困難である点も

解析が遅れている原因となっている。ここにおいてもジー

ンターゲッティングによる spliced variant 選択的な遺伝子

ノックアウトが有用な研究手段となる。

　Na／K／2Cl トランスポーター NKCC2 には，NKCC2A，

NKCC2B，NKCC2F の 3 つの spliced variant が知られてお

り，NKCC2F は髄質の，NKCC2B は主に皮質の，NKCC2A 

は皮質から髄質にかけてのヘンレの太い上行脚に存在す

る。緻密斑においても NKCC2A と NKCC2B は共存してい

る。NKCC2A の機能的意義を明らかにするため，NKCC2A 

のノックアウトマウスが作製された。その解析の結果，

NKCC2A は高 Cl－側での緻密斑における塩感知機構に重

要な役割を果たしていることが明らかになった。緻密斑に

おける高親和性，低親和性の 2 つの NKCC2 の spliced vari-

ant の存在が，広い Cl－濃度範囲での緻密斑の応答性を保証

していることが示唆された。

 

　標的尿細管細胞へのアルドステロンのホルモン作用は，

上皮型 Na チャネル（ENaC）の細胞膜発現と機能の調節を

介して発揮される。アルドステロンは，serum－ and glucocor-

ticoid－regulated kinase（Sgk1）を誘導するが，この Sgk1 がユ

ビキチンリガーゼである Nedd4－2 をリン酸化し，リン酸化

された Nedd4－2 は ENaC の C－末端の PY モチーフへの結

合能を失い，ENaC をユビキチン化できなくなる。これに

より ENaC の細胞膜上での存在量が増加し，チャネル活性

が高まるというシナリオがすでにできあがっている。

　しかし，これ以外に ENaC 制御機構が存在するであろう

ことは，C－末端の PY モチーフを欠いて Sgk1 に対する結

合能を失った Liddle 症候群型変異 ENaC－βサブユニット

に対しても，アルドステロンは Na＋輸送を活性化するとい

新たな ENaC 調節因子としての脱ユビキチン化
酵素 Usp2－45 の発見14）

う事実をもとに想像されていた。

　Verrey らは，長年にわたりアルドステロンにより誘導さ

れる遺伝子の探索を行ってきたが，in vivo で Sgk1 同様に

アルドステロンにより速やかに誘導のかかる遺伝子とし

て，DNA マイクロアレイを用い新たに Usp2－45 を同定し

た。Usp2－45 は，ユビキチン選択的なプロテアーゼであり，

ユビキチン化された ENaC を脱ユビキチン化し，細胞膜上

での ENaC の存在量を増やし，ENaC 活性を上昇させる。

脱ユビキチン化酵素 Usp2－45 は，Sgk1－Nedd4－2 経路と併

行して機能すると考えられる新たな ENaC 調節機構であ

ることが示唆される。

 

　メサンギウム細胞の収縮性は，細胞内 Ca2＋により制御さ

れ，細胞外からの Ca2＋流入がその重要な要素を担っている

とされている。TRPC1（canonical transient receptor potential 

1）は，多くの細胞において Ca2＋透過性カチオンチャネルと

して機能するが，メサンギウム細胞のアンジオテンシンⅡ

に対する収縮性応答における TRPC1 の抑制効果が，in 

vitro および in vivo の系で検討された。

　RNA 干渉や TRPC1 中和抗体により TRPC1 を抑制する

と，アンジオテンシンⅡに対するメサンギウム細胞の収縮

応答および Ca2＋流入が抑えられた。さらに，TRPC1 中和

抗体をラットに投与することにより，アンジオテンシンⅡ

やエンドセリン－1 による GFR の変動が抑えられた。

TRPC1 が，メサンギウム細胞の収縮性を制御する分子機構

の重要な部分を担うことが示唆されている。

 

　以上概説したように，遺伝子改変動物は生理学研究にお

いて大きな成果を出し続けている。これは，組織・臓器の

統合的機能の in vitro での研究が困難な腎臓において特に

顕著である。遺伝子ノックアウトマウスに加え，疾患起因

性変異のノックインマウスの解析により，病態の理解のみ

ならず，新たな生理機能が明らかになりつつある。同時に，

ポストゲノムの技術による調節機構の解明に向けた研究の

進歩も目覚ましい。本稿でも取り上げたように，ENaC 周

辺はますます理解が深まってきている。また，WNK キナー

ぜから NCC に至る新たな電解質調節機構の存在が提唱さ

れ，今後の動向が注目される。

メサンギウム細胞の収縮応答における TRPC1 

の関与4）

おわりに
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