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1要旨

上皮型Naチャネル（ENaC）は糸球体で濾過されたNaの最終的な排泄量を調節

する重要なチャネルである。プロスタシンはENaCを活性化する重要な調節因

子である。これまでの研究によりプロスタシンが生体において高血圧、Na代謝

に関与している可能性が示唆されている。プロスタシンを中心としたNa再吸収、

血圧調節の分子基盤が解明されれば新規作用機序による降圧薬や利尿薬の開発

につながる可能性がある。そこでプロスタシンの内因性阻害物質として報告さ

れたp・・tea・e nexin－1（pN－1）とプロスタシンとの相互作用によるENaC活性の調

節について検討を行った。さらにNOによるNa利尿作用におけるプロスタシン

の役割についても検討を行った。

 マウスPN－1、 ENaCα、β、 Yサブユニットをクローニングし、アフリカツメガ

エルの卵母細胞（油η（4ア〃soocyte）にプロスタシン、 pN－1、 ENaCを発現させ、

2電極電位固定法によりアミロライド感受性のNa電流を測定した結果、 PN－1

はプロスタシンによるENaCの活性化を抑制した。さらにPN－1をノックダウン

することによりENaC活性は上昇が確認された。 Transforming growth factor．β1

（TGFβ1）はpN－1の発現量を増加させ、 ENaCの各サブユニットの発現量を減少

させた。一方アルドステロンはPN－1の発現量を減少させ、 ENaCの各サブユニ

ットの発現量を増加させた。

 EVOMを使用してNa電流を測定した結果、 NOはENaC活性を抑制した。合

成基質（QAR－MCA）を用いてNOのプロスタシンの活性に与える影響を検討し

たが、NOはプロスタシンの酵素活性そのもには影響を与えなかった。一方、 NO

はプロスタシンの発現を濃度依存的に抑制していた。M－1細胞においてプロス

タシンをノックダウンするとENaC活性は約50％減少した。NOによるプロスタ

シンの発現抑制効果はグアニル酸シクラーゼ阻害薬やcGMPアナログの投与に
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よって影響を受けなかった。一方、NF－KB阻害薬はNOと同様にプロスタシン

の発現を減少させ、ENaC活性も抑制した。イムノブロッティングや免疫組織化

学の結果、NOはNF－KBの核移行を抑制し、1－KBαのリン酸化を抑制していた。

 PN－1はプロスタシンと相互作用することによってENaC活性を調節する可能

性が示唆された。また、TGF一β1やアルドステロンはPN－1、プロスタシン、 ENaC

の発現を協調的に制御し、それぞれNa利尿やNa再吸収を促進することが推測

された。また、NOによるNa利尿作用にはプロスタシンの発現抑制が関与し、

その機序はグアニル酸シクラーゼーcGMP系非依存性で、1－KBαのリン酸化阻害に

よるNF－1（Bの核移行阻害を介していることが明らかとなった。

 PN－1はプロスタシンと相互作用してENaC活性を調節する新たな因子である。

さらにプロスタシンの発現は転写因子であるNF－KBよって制御される可能性が

示された。プロスタシンーENaCを中心としたNa再吸収機構iにおいて新たに

PN－1やNF－KBの因子の関与が明らかとなった。 Na代謝異常や高血圧の治療薬

の開発においてPN－1やNF－KBはプロスタシン以外の新しいターゲットとして注

目される。
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V研究の背景と目的

腎臓は生体のNa調節において大切な役割を果たしている。腎臓でのNa再吸収

には①近位尿細管における各物質との共輸送系、②ヘンレの太い上行脚におけ

るNa／K／2Cl共輸送系、③遠位尿細管にけるNa／Cl共輸送系、④集合尿細管にお

けるNaチャネルなどがある（丘gure l）。これらの輸送系のなかで高血圧との関

連が示唆されているのは集合尿細管におけるNaチャネルであり、このNaチャ

ネルは上皮型Naチャネル（以下ENaC）と呼ばれ糸球体でろ過されたNaの最

終的な再吸収量を調節するチャネルである。

霧311   1劉・    i・／腰     ，『 ｝U         l
       ∫一・一一＼．＿一．、＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿．
ﾇ腔液 ゲ        ｝間賀液     Il         li

c箏暴く．                 陣一     Il・峯ど・畢r     ii                    ｝i     ㌧て一・ ノ1     ∫r ｝｝｝……浅     i｝  1

Figure 1

腎臓におけるN3再吸収の模式図および集合尿細管の拡大図

1：近位尿細管における各物質との共輸送系

2：ヘンレの太い上行脚におけるNa／K／2Cl共輸送系

3：遠位尿細管におけるNa／Cl共輸送系

4：集合尿細管におけるNaチャネル
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 ENaCは1gg3年および1gg4年にCanessaらによってラット大腸cDNAライブ

ラリーよりクローニングされ、腎臓皮質集合尿細管、下行結腸、外分泌腺、気

道でのNa再吸収を制御している重要なイオンチャネルである（1－3）。腎皮質集合

尿細管において、尿細管腔側のNaはENaCを介して細胞内に輸送され、その後

Na－K－ArPaseによって血管側に汲み出される。この経上皮Na輸送の律速段階は

ENaCによる管腔側からのNa再吸収のステップであるため、 ENaCの活性がそ

のままこの部位でのNa再吸収量を決定し、血圧をコントロールしている。ENaC

は相同性のあるα、β、Yの3つのサブユニットから構成され、各サブユニットは

約640～700のアミノ酸残基からなる細胞外に大きなループを持つ2回膜貫通型

の蛋白質であり、N末端とC末端領域は細胞内に存在している。現在、 ENaCの

α、β、Yサブユニットは2：1：1の構成比で4量体を形成して機能していると考

えられている。ENaCはαサブユニット単独でも弱いチャネル機能を示すが、β、

Yサブユニットとともに多量体を形成するとそのチャネル機能は著しく増加する。

このことよりβ、Yサブユニットは調節的な役割をもっていると考えられている。

このチャネルは低濃度のアミロライドにより抑制され（Ki＜0．5μM）、 Naに対

し高選択性をもち（pN、／pK＞10）、チャネルコンダクタンスは小さく（4～5 pS）、

ゆっくりとした開閉機構（平均開口時間2～5秒）を持ち、半減期が約1時間と

短い。遺伝性食塩感受性高血圧症の1つであるLiddle症候群において骨皮質集

合管に存在するENaCの活性変異体が発見されたことから腎臓におけるNa再吸

収と高血圧症との間に強い因果関係が存在することが示唆される（4－6）。

 プロスタシンは1994年にJulie Chaoのグループがヒト精液より精製した分子

量40kDaのセリンプロテアーゼである（7）。プロスタシンはpI 4．5～4．8で、トリ

プシン様の酵素活性をもち、合成基質をもちいた検討ではアルギニン残基のC

末端を選択的に切断することが判明している。酵素活性の至適pHは9．0付近で、
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アプロチニン、ベンザミジン、アンチパイン、ロイペプシンなどにより活性は

阻害される。組織分布は前立腺、腎臓、大腸、肺、胃、皮膚、膵臓、肝臓、唾

液腺、卵巣などに発現が認められる（8）。1995年にヒトプロスタシンのcDNA

がクローニングされ、light chainおよびheavy chainから構i成されるGpl－anchored

proteinであることが判明した（8；9）。また、ヒトではプロスタシン遺伝子は第16

番染色体に（16p11．2）マップされる（10）。

 プロスタシンはENaCが発現する集合尿細管に強い発現を認め、さらに近位

尿細管にも強い発現を認めている。私たちの研究グループはアフリカツメガエ

ル卵母細胞にプロスタシンとENaCを共発現させたところアミロライド感受性

ナトリウム電流が約2～3倍に増加することを報告した（11）。そしてこの活性化の

現象はセリンプロテアーゼ阻害剤であるアプロチンを前投与することで完全に

抑制された。このことはプロスタシンのセリンプロテアーゼとしての作用が

ENaCの活性化に関与していることを示唆するものである。 ENaC活性化のメカ

ニズムとして私たちの共同研究者である正qeymanらはプロスタシンがENaCγサ

ブユニットの細胞外ループの186番目を切断し、さらにfurinがENaCγサブユニ

ットの細胞外ループの143番目を切断することによって43アミノ酸から構成さ

れるインヒビトリードメインを切り出し、開口確率を増加させると報告してい

る（figure 2）（12）。
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 アデノウイルスを用いてヒトプロスタシンをラットに過剰発現させると高血

圧が発症し、さらには血漿アルドステロン濃度が上昇することが報告されてい

る（13）。これらの知見はプロスタシンが食塩感受性高血圧症の発症に強く関与し

ていること、さらにはプロスタシンがアルドステロンの分泌調節においてポジ

ティブフィードバック作用を有することを示唆するものである。これまでの研

究によりプロスタシンが生体において高血圧、Na代謝に関与していることが想

定されるため、血圧調節系ホルモンの重要な柱であるレニンーアンジオテンシンー

アルドステロン系のカスケードがプロスタシンを中心として存在する可能性は

高い。プロスタシンはプロスタシン・アルドステロン系といった新たな経路を

介して、アルドステロンと相乗的に高血圧発症に関与している可能性がある。

従って生体内でプロスタシンの活性を抑制することが可能となれば、食塩感受

性高血圧の治療戦略の一つとなり、新規作用機序による降圧薬や利尿薬の開発

につながる可能性が示唆される。
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 このような背景のもと、私たちはプロスタシンを中心としたNaの再吸収、血

圧調整の分子基盤を解明するために研究を行ってきた。第一章ではプロスタシ

ンの内因性阻害物質であるPN－1とプロスタシンとの相互作用によるENaCの活

性調節について、第二章ではNitric Oxide（以下NO）によるNa利尿作用におけ

るプロスタシンの役割およびNOによるプロスタシンの発現抑制メカニズムに

ついて論述する。
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VI実験方法

1．マウスPN・1、 ENaCα、β、γサブユニットのクローニング

4週齢のマウスの腎臓からTRIzoleを用いてtotal RNAを抽出した。 SuperScript

皿ファーストストランドシステムを使用して、抽出した1μ9のtotal RNAから

first－strand cDNAを合成した。 EX Taq TM hot start version（TaKaRa）とTable 1

のprimerを使用してPCRを行った。 PCRの条件は以下に示す。

98℃10min    ×1

轄］×35
72℃10min    X 1

4℃  ∞      ×1

それぞれのPCR産物は0．8％アガロースゲルで分離し、 pcDNA 3．1（＋）にサブクロ

ーンした。その後automatic sequencer（ABI model 310；Applied Biosystems hc．）で

塩基配列を同定し、マウスPN－1、 ENaCα、β、 YサブユニットのcDNAを得た。
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sense CCTGTCGACGTCGACCGGACGGCCCCATTCTGCCTCC
αENaC

  ．≠獅狽戟|sense GAGGCGGCCGCGCGGCCGCGATGGAACAAGCATTTATTGAGTATCTGCC
sense CCTGTCGACGTCGACCTCACACTGGAGCAGCTTCC

βENaC
anti－sense GAGGCGGCCGCGCGGCCGCCTAACAAAGCACGTGTTCCCC
sense CCTGTCGACGTCGACTGTACACACGCCAGCCGTGACCC

YENaC
  ●≠獅狽P－sellse GAGGCGGCCGCGCGGCCGCCGATTATCAATAAAACTTTATTTATAAACAC

sense CCTGAATTCGAATTCGAGTGCAGTGGTTGCACGGGAGTGC
PN－1

  ・≠獅狽P－sense GAGGTCGACGTCGACATGCCAATCCAAAGAGTACAGACC

Table 1

マウスPN・1、 ENaCα、β、γサブユニットのクローニングに使用したprimer

2．ENaC、プロスタシン、 PN・1を発現させたoocyteにおける電気生理実験

1）ENaC、プロスタシン、 PN－1のcRNAの作成

pcDNA 3．1（＋）にサブクローンされているマウスENaCα・β・Yサブユニット・マ

ウスプロスタシンおよがマウスPN－1を制限酵素Not Iで切断した後、

mMESSAGE mMACHINE kit（Ambion）を使用してcRNAを合成した・Poly（A）＋

Tailing kit（Ambion）を使用してcRNAのC末端にPoly（A）＋を付加し・MEGAclear

Purification kit（Ambion）を使用してcRNAを精製した・

2）アフリカツメガエル卵母細胞の調整

アフリカツメガエルの雌を30分間氷につけて麻酔した後、腹部に3mmの切開

を加え、卵を取り出し、MBSで洗った後に1μ9／mしのcollagenase type Iで1時

間処理を行った。顕微鏡下にステージV～VIのoocyteを採取し、ピンセットで

follicular layerを剥離iした。
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3）oocyteへのcRNAの注入

ENaCα・β・YサブユニットのcRNAを0．5ng、プロスタシンのcRNAを1ng、 PN－1

のcRNAを5ngずつoocyteにマイクロインジェクターを使用して注入した。対

照として50nしのddH20を用いた。

4）電流の測定

OocyteへのENaC、プロスタシン、 PN－1のcRNA注入16～24時間後にアミロラ

イド感受性Na電流を2電極電位固定法にて測定した。電流はCEZ－1250 voltage

clamp apparatus（Nihon Kohden）を使用し、室温で測定した。ホールディングポテ

ンシャルは一100mVとし、oocyteを96mMグルコン酸Na、2mMグルコン酸K、

1．8mM CaC12、10mM HEPES pH7．2、5mM BaC12、10mMテトラエチルアンモニ

ウムクロライドを含んだ溶液で灌流した。アミロライド感受性Na電流は5μM

のアミロライドを平臥液に加える前後の電流の差として測定した。電流のシグ

ナルはCEZ－1250の内部フィルターを使用し、1kH zのフィルターをかけた。

3．M・1細胞の培養

M－1細胞はLLee Hamm（Tulane University）博士より提供していただいた。 Ham’s

F－12（Invitrogen）とlow－glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium（lnvitrogen）を等

量ずつ混ぜた培地に、2mmol／L L－glutamine，50 U／mL penicillin，50 mg／mL

streptomycin，5％fetal bovine serum（FBS）， growth promoting factors（6．25 mg／mL of

transferrin， insulin， and sodium selenite）， and 100 nmol／L dexamethasoneを添加し、

M－1細胞の培養液とした。M－1細胞は上記の培地を用い、37℃、5％CO2のもと
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で培養した。各実験は細胞が80～90％コンフルエントになった後にFBSと全ての

サプリメントを除いた培地（all free medium）で24時間培養することによって

FBSやサプリメントを除いた後に行った。本研究では14～20のpassageのM－1

細胞を用いた。

4．siRNAを用いたPN・1、プロスタシンのノックダウン

PN－1またはプロスタシンのsiRNAを：Lipofectamine 2000（lnvitrogen）を使用し

てM－1細胞にトランスフェクションした。比較対照群にはコントロールsiRNA

をトランスフェクションした。トランスフェクション24時間後に無血清培地に

換え、48時間後に各々の実験に用いた。また、ノックダウン効率はreal time pCR

およびイムノブロッティングにて確認した。

5．上皮間抵抗測定装置（EVOM）による1eq（Na電流）の測定

M－1細胞を12wellのトランズウェルで培養し、抵抗（Rte）が500Ωを越えたら、

無血清培地に交換し、24時間培養した。EVOM（World Precision Instruments）を

使用して、上皮間の電圧（7te）と抵抗（Rte）を測定することにより∫eq（Na電

流）を算出した。（∫eq＝碕e／Rte）
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6．PN・1の抗体の作成

PN－1の抗体を作成するためにPN－1に特異的なペプチド

（NH2－CAKIEVSEDGTKASA－COOH）を作成し、そのペプチドをウサギに免疫

してポリクローナル抗体を作成した。Figure 3に示すようにこの抗体は約43kDa

の組換えマウスPN－1を認識した（左側）。さらにPN－1の抗体と免疫に用いたペ

プチドをプレインキュベートすると組換えPN－1は認識されなかった（右側）。

脚
｛kDa⊃ PM Ab

66■■一

P闘・1Ab
 や
pep髄de

45一一

鱒

            30一一

                 ノV召。ん’レ翫死∫4α，8∫α乙，、K批」π｛ッ、颪π乙，2006（70）

Figure 3

跣8μ画4θαわ∫oη7‘’o雇8∫’ノbrαπ∫’一P丼・1απ励。の

Recombinant mouse PN－1 was probed with anti－PN－1 antibody（left panel）or anti－PN－1

antibody preincubated with the immunizing peptide£or 16 h（right panel）．
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7．Real time PCRによるEMCα、臥γサブユニット、 PN・1、プロスタシンの

  mRNAの発現量の定量

1）Tbtal RNAの回収

各実験において・10cm dishに培養したM－1細胞からRNeasy kit（QIAGEN）を使

用してtotal RNAを抽出した。

2）Real time PCR

M－1細胞から抽出した5μ9のtotal RNAをSuperScript IIIファーストストランド

システムを使用して逆転写を行った。ENaCα、β、γサブユニット、 PN－1、プロ

スタシン、GAPDHのTaqManプローブはApPlied Biosystems社から購入した。

Real time PCRはABI PRISM 7900 Sequence Detector System（Applied Biosystems）

を使用した。Real time PCRによって得られた各々のCt値をGAPDHのCt値で

補正した（Ctg，n。。f i。t、，c、t－CtGApDH）。各サンプルの発現量の変化はGAPDHで補正し

た△Ctとの差（Ct、ample－Ctcalib，at。，）より算出した（△△Ct法）。

8．蛋白質の抽出とTCA precipitation

各実験条件下でM－1細胞を培養した後、培養液（10mL／10 cm dish）を回収し、

1200×gで遠心してcell debrisを除いた。培養液中の蛋白質はtrichloroacetic acid

（TCA）（final concentration：15％）で沈殿させた後、12000×gで遠心し、 ice－cold

80％acetoneで3回washした。沈殿を1×TCA buf［er（200 mM unbuf6erd Trs，1％

SDS，10％glycerol，1％β一mercaptoethanol）に溶解し、100℃、5分間の処理を加えて
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サンプルとした。M－1細胞の細胞膜分画は以下のように採取した。 M－1細胞を

phosphate－bufrered saline（PBS）で2回洗浄したあと、 lysis buffer（25mM Tris－HCl

pH 75，4μg／mL aprotinin，4μg／mL leupeptin，1mM phenylmethylsulfanyl且uoride

（PMSF），4μ9／mL pepstatin A）を加え・glass Dounce homogenizerで粉砕した。その

ホモジネートを800×gの遠心で核を除いたあと、さらに12000×gで遠心し、細

胞膜分画を分離した。細胞膜分画はRrPA buffer（50 mM Tris－HCI， pH 7．5，150 mM

NaC1，0．1％SDS，0．5％deoxycholate，1％（V！V）Triton－X 100，2mM EDTA．，4μg／ml

aprotinin，4μ9／ml leupeptin，1mM PMSE and 4μ9／ml pepstatin A）に溶解した。これ

らの操作は全て4℃下で行った。核蛋白はQproteome Cell Compartment Kit

（QIAGEN）を使用して、プロトコールを参照しながら抽出した。

9．イムノブロッティング

蛋白質は12％SDS－polyacrylamide gelで分離し、ニトロセルロースメンブレンに

トランスファーした。5g／mしのskirn milkで4℃、16時間ブロッキングした後、

Can get signal solution I（TOYOBO）溶液中で1次抗体（PN－1：作成したポリクロ

ーナル抗体、プロスタシン：monoclonal antibody prostasin（BD Bioscience）、

NF－1〈B：NF－K：B p65（Santa Cruz Biotec㎞ology）、 p－1－K：Boし：monoclonal antibody against

p－1．KBα（Santa Cfuz Biotec㎞ology））を1時間反応させた。続いて、 Can get signal

solution H （TOYOBO）溶液中で2次抗体を反応させた。その後、

Chemiluminescence substrate（ECL；Amersham Pharmacia Biotech， Buckinghamshire，

England）で発光させ、 x－ray filmに感光させた。バンドはデンシトメトリー

（Densitograph 4．0；ArTO）で解析した。
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10．免疫組織化学

一辺が24mmのカバーガラス上にM－1細胞を培養する。コンフルエント率が約

70％になったら、培地を無血清培地に交換し、24時間培養した。その後NOC18

もしくはCAPEを投与し、さらに24時間培養した。24時間後に培地を取り除き、

PBSで2回洗浄後、4％パラホルムアルデヒドで30分間固定した。固定後PBS

で2回洗浄し、1％のBSAを含んだ10％ヒツジ血清で2時間ブロッキングし

た。10％ヒツジ血清を取り除き、Can get signal solution I溶液中で1次抗体

（NF－KB p65）を4℃で16時間反応させた。1次抗体を取り除き、 pBSで2回洗

浄後、Can get signal solution H溶液中で2次抗体を2時間反応させた。2次抗体

を取り除き、PBSで2回洗浄後、封入した。

11．活性三組換えヒトプロスタシンの作成

1）組換えヒトプロスタシンの作成

ヒトプロスタシンのcDNAのC末端にGeneTailor Site－Directed Mutagenesis

System（hlvitorogen）を使用してHis tag（His 6）を付加した（prostasin His）。 prostasin

HisのIight chainとheavy chainの間にエンテロキナーゼ切断部位

（Asp－Asp－Asp－Asp一】二ys） を GeneTailor Site－Directed Mutagenesis System

（Invitorogen）を使用して挿入した（prostasin EK His）。作成したprostasin EK Hisを

片倉工業に送り、カイコより組換えヒトプロスタシンを作成するよう依頼した。

カイコ体液をNi Sepharose High Performance column（HisTrap HP：GE healthcare）に

より1次精製した。1次精製後16時間透析を行い、バッファーを交換し、Ion
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Exchange column（HiTrap Q：GB healthcare）で2次精製した。2次精製後16時間透

析を行って脱塩を行い、Ion Exchange column（Resourse Q：GE healthcare）を使用

して最終精製を行った。精製後の結果をFigure 4に示す。
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Figure 4
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UpPer：silver stain 正ower：westem blotting

1、2、3、4、5、6：ffuction number
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2）組換えヒトプロスタシンの活性化

 1）で精製した組換えヒトプロスタシン50μ9に対してEK Max（lnvitrogen）

のエンテロキナーゼを0．1unit加え、37℃で16時間インキュベートした。16時

間後0．1unitのエンテロキナーゼに対してanti－enterokinase agarose（Enterokinase

removal kit：sigma）を10 FL加え、45分間ロータリーミキサーでインキュベート

してエンテロキナーゼを除去した。ウエスタンおよびザイモグラフィーを行い

活性化の確認を行った結果をFigure 5に示す。

  a  b獄e導ro6tasin       璽竺L    げ
   M雪滋ω疎←嵐野δ  4〆 ざ¢♂♂

『

昌

一

d矯㌔幽
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Figure 5

．40∫かα認。πqプ肥ω配み’παπゆm∫如5’π

a：Westem blotting b：Zymography
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12．プロスタシンの活性測定

各条件で反応させた組換えヒトプロスタシンの500ngを特異的な合成基質であ

るQAR－MCA（Boc－Gln－Ala－Arg－MCA）反応液（50 mM Tris－HCI pH 7．6、100μM

QAR．MCA）で反応させた。反応後0、5、10、15、20、25、30分ごとにλex 360

nm、λem 465 nmの条件で測定した。各時間の測定値をプロットし、傾きから

活性を算出した。
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皿実験結果

第一章

プロスタシンとProtease nexin・1（PN・1）との相互作用によるEN紐Cの活性謂節

近年、プロスタシンの内因性阻害物質であるprotease nexin－1（以下PN－1）が同定さ

れ、プロスタシンとPN－1はSDS耐性の複合体を形成することによりプロスタ

シンの活性を阻害すると報告された（figure 6a，b）（14）。 PN－1はserpinファミリー

に属し、内因性のα一トロンビン、プラスミン、プラスミノーゲンアクチベータ

ーの阻害物質としても知られている（15－17）。私は、プロスタシンは生体内でPN－1

と相互作用することによってENaC活性を調節しているという仮説をたてて検

討を行った。本章ではプロスタシンとPN－1との相互作用によるENaC活性の調

節およびENaC活性を調節することが知られているホルモン（TGF一β1、アルド

ステロン）のPN－1の発現に与える影響について検討した結果を論述する。
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Li・Mei Chen，8∫α乙， Pm∫滋α∫8．，2004（14）

Figure 6

PN・1によるプロスタシンとの複合体形成（a）

およびPN・1によるプロスタシンの活性抑制（b）
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プロスタシンによるENaC活性化におけるPN・1の影響

プロスタシンによって活性化されたENaCがPN－1によって活性を抑制されるか

について検討を行うためにアフリカツメガエルの卵母細胞（oocyte）に各種cRNA

をマイクロインジェクションし、2電極電位固定法にてENaC活性を測定した。

 Figure 7に示すようにENaC単独でのアミロライド感受性Na電流は25±0．2μA

であうた。さらにプロスタシンを共発現させるとアミロライド感受性Na電流は

5．0圭1．1μAと有意に増加した。ENaCとプロスタシン、 pN－1の3種を共発現させ

るとアミロライド感受性Na電流は1．6±0．3μAと有意に抑制されていた。この

結果よりプロスタシンによるENaCの活性化はPN－1によって抑制されることが

示唆された。

 一方ENaCとpN－1を共発現させるとアミロライド感受性Na電流は1．1±0．2μA

とENaC単独発現と比べて有意に抑制されていた。この結果よりPN－1は内因性

のENaCのアクチベーターを阻害している可能性も示唆された。
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Figure 7

Inhibition ofprostasin-induced EAIiciC activation by PIVLI.

cRNAs coding for mouse ENaC ct, B, and y subunits were iajected into 1fenopus oocytes

in the presence or absence of mouse prostasin and PN-1 cRNAs. 'IWenty-four hours

after iajection, amiloride-sensitive sodium currents were measured by using the

two-electrode voltage clamp system. Data are expressed as mean ± SE (n = 10). "P <

O.05, ""P < O.Ol. IN.: amiloride-sensitive sodium current.
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PN・1のノックダウンによるENaCの活性化

Figure 7よりPN－1はプロスタシンによるENaCの活性化を抑制することが示唆

された。しかし、卵母細胞の実験は強制発現系であるので、生体でのENaC活

性におけるPN－1の阻害効果は不明である。生体でのPN－1によるENaC活性阻

害について明らかにするために、M－1細胞においてPN．1の発現をsiRNAを用い

てノックダウンすることにより検討を行った。

 Figure 8aにsiRNAを用いてM4細胞のPN－1をノックダウンしたときの蛋白

発現を示す。ネガティブコントロールのsiRNAをトランスフェクションしたM．1

細胞のPN－1の発現量は、siRNAをトランスフェクションしなかったM．1細胞の

PN－1の発現量と変化がなかった。 PN－1のsiRNAをM－1細胞にトランスフェク

ションするとPN－1の発現量は66．4±8．2％減少していた。PN－1の発現が約66％

抑制された状態でNa電流を測定した結果をfigure 8bに示す。 PN－1をsiRNAで

ノックダウンすることによってNa電流は1．6±0．1倍に増加していた。これらの

結果よりM－1細胞においてPN－1はプロスタシンによるENaCの活性化を抑制す

ることによって間接的にENaCの活性を阻害する可能性が示唆された。

27



                                        (slA)

        uanthee #･ewleemaeww･･ /. a                                       z2･e .
                                       as

lg,il,iiii y･ili･

      Nontreatment CotstrolsiRNA PN-tsiRNA ControtslRNA PN.1siRNA

                                   IVicioki Wlakida, et al., Kldnay int., 2006(70)

Figure 8

EjEfect ofPIV;1 gene silencing with short intei:fering RNA on equivalentcurTent in MLI

cells

(a) Representative immunoblot of PN-1 in the culture medium from M-1 cells 72 h after

incubation with PN-1 siRNA. The first 2 lanes, respectively, show protein expression

in cells not exposed to siRNA and in cells incubated with control (non-silencing) siRNA

The bands were quantitated with densitometry. The blot shown is representative of 5

separate experiments. Values are expressed as fold increase over non-treated cells.

Data are expressed as mean ± SD (n = 5). *P< O.O05 as compared with control

siRNA.

(b) Stimulatory effect of PN--1 siRNA on basal I,q. Seventy-two hours after

transfection with siRNA, the amiloride-sensitive I,q was measured in M-1 cells.

Values are expressed as fold increase over control siRNA. Data are expressed as mean

± SD (n = 12). * P < O.OOI as compared with control siRNA.
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TGF・阻のPN・1の発現に与える影響についての検討

TGF一β1は腎臓の髄質内層の集合尿細管細胞においてNa輸送を阻害することが

知られている（18－21）。以前私たちはM－1細胞においてTGF一β1がプロスタシン

の発現量を減少させ、22Naの取り込みを増加させることを報告している（22）。こ

れらの知見に加え、TGF一β1によるENaC阻害作用はプロスタシンの発現抑制の

みではなく、PN－1の発現増加を伴うのではないかと考え、 TGF一β1のPN－1発現

に与える影響について検討を行った。

Figure gaにPN－1のmRNA発現量の変化を示す。 TGF一β1を投与することによっ

てPN－1のmRNA発現量がコントロールと比較して5．6±0．3倍と有意に増加し

た。Figure gbにpN－1の蛋白発現量の変化を示す。 TGF一β1を添加することによ

ってPN－1の蛋白発現量も3．8±0．5倍と増加していた。この結果よりTGF一β1は

プロスタシンの阻害物質であるPN－1の発現を増加させることによってプロスタ

シンによるENaCの活性化を阻害することが示唆された。
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Figure 9

EjCfect of TGF-fi1 on the expression ofPN･I MLI cells.

a: TWenty-four hours after treatment, total RNA was extracted from M-1

of total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo(dT) '

abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared

control. Vizilues are expressed as fold increase over control. Data are

mean ± SD (n = 6). "P < O.OOI as compared with vehicle.

b: Three milliliters of culture medium were TCA-precipitated and

SDS-PAGE. The expression of PN-1 protein was determined by '

using the anti-PN-1 antibody. The bands were quantitated with

blot shown is representative of 5 separate experiments.

increase over control. Data are expressed as mean ± SE (n = 5). *"P

compared with vehicle.
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TGF・p1のENaCα、ρ、γサブユニットの発現に与える影響についての検討

Frankらは2型肺胞細胞においてTGF一β1がERK1／2を介してαENaCの発現量を

減少させ、Naの細胞内への取り込みを阻害すると報告している（23）。しかし、

これまでに腎臓におけるTGF一β1のENaC発現に与える影響を検討した報告はな

い。そこで私たちはM－1細胞においてTGF一β1のENaCα、β、γサブユニットの

発現に与える：影響について検討を行った。

 Figure 10aにENaC、 Figure 10bにβENaC、 Figure 10cにENaCのmRNA発現

量の変化を示す。αENaCはTGF一β1によって発現量が59．0士4．0％減少していた。

βENaCでは非常に強い抑制が見られ、TGF一β1によって80．4±2．1％減少していた。

γENaCでもα、βと同様に発現抑制が見られ、 TGF一β1によって52．7±3．4％減少

していた。これらの結果よりTGF一β1はM－1細胞においてもENaCαの発現を抑

制することが示唆された・さらにTGF一β1はENaCαだけではなく・ENaCβ・γ

も同様に抑制することも示唆された。
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Figure 10

EjCfect of 71(}Fr/7I on mRNA expression qfPAL･I and EAItzC a, L and 7 subunits

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 20 nglml of TGF-Bl.

TWenty-four hours after treatment, total RNA was extracted from M-1 cells and 5 pg of

total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo(dT) primers. The abundance

of each mRNA was normalized for GAPDH and compared with vehicle control (a:

ctENaC, b: BENaC, and c: yENaC). Values are expressed as fold increase over control.

Data are expressed as mean ± SD (n = 6). "P < O.OOI as compared with vehicle.
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M・1細胞におけるTGF・餌のNa輸送に与える影響についての検討

私たちはM－1細胞においてTGF一β1が22Naの取り込みを阻害することを報告し

ている（22）。しかしTGF一β1は管腔側、血管側のどちら側からENaC活性に影響

を与えるかは不明である。そこで私たちはTGF一β1を管腔側、または血管側から

添加することによってENaC活性に与える影響についてNa電流（Ieq）を測定す

ることにより検討を行った。

 Figure llaに管腔側、血管側からTGF一β1を添加した際のNa電流（leq）の変

化示す。TGF一β1を管腔側から添加してもNa電流は全く変化しなかった。一方、

TGF一β1を血管側から添加するとNa電流は約40％抑制されていた。さらに

TGF一β1によるNa電流減少の濃度依存性を検討するために0、0．2、2、20 ng／mし

のTGF．β1を血管側から添加してNa電流を測定した。 Figure 10bに示すように

TGF一β1によるNa電流の減少には濃度依存性があった。これらの結果より

TGF一β1は血管側からENaC活性を抑制することやTGF一β1によるENaC活性抑

制には濃度依存性があることが示唆された。
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Figure 11

EijCfect of TGF"I on equivalent current in MLI cells

(a) Effect ofbasolateral or apical TGF-Bl on amiloride-sensitive equivalent current (IEq)

in M-1 cells. M-1 cells were deprived of serum for 24 h and 20 ng/ml of TGF-Pl or

vehicle was applied to either the apical or basolateral side. 'IWenty-four hours after

treatment, 4q was determined as the ratio of Vt, to Rt, and was normalized by dividing

4q by the surface area (1.13 cm) of active membrane. Data are expressed as mean ±

SE (n = 6). *P < O.OOI.

(b) Dose-dependent effect of TGF-Bl on I6q in M-1 cells. M-1 cells were treated with

O.2 nglml to 20 nglml of TGF-Bl or vehicle fbr 24 h, and IEq was measured. Data are

expressed as mean ± SE (n = 6). *P < O.Ol.
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集合尿細管におけるTGF一餌によるNa再吸収抑制のメカニズム

これまでの報告と今回得られた知見より想定されるTGF一β1によるNa再吸収抑

制メカニズムを且gure 12に示す。①TGF一β1はプロスタシンの発現を抑制するこ

とによってNaの再吸収を抑制すると考えられている。②今回得られた知見より

TGF一β1はPN－1の発現を充進ずることによって、増加したPN－1がプロスタシン

の活性をより強く抑制してプロスタシンによるENaCの活性化を抑制するメカ

ニズムが考えられる。③さらにTGF一β1は直接ENaCの発現を抑制する。このよ

うに独立した3つの系によってTGF一β1はNa再吸収を抑制している可能性が示

唆される。

PN－1 prostasin
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activation Na

①
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Figure 12
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アルドステロンのPN・1の発現に与える影響についての検討

アルドステロンは生体内の体液や電解質バランスを調節する重要なホルモンで

あり、腎臓においてNa再吸収を促進する。これまで私たちの研究グループはア

ルドステロンがプロスタシンの発現量を増加させることによってNaの再吸収を

促進すると報告している（24）。これらの知見に加え、アルドステロンはPN－1の

発現を抑制することによりENaC活性を増強するのではないかと考え、アルド

ステロンのPN－1発現に与える影響について検討を行った。

Figure 13aにPN－1のmRNA発現量の変化を示す。アルドステロンを作用させ

ることによってPN－1のmRNA発現量は39．1±6．0％抑制された。 Figure 13bに

PN－1の蛋白発現量の変化を示す。アルドステロンは、 PN－1の蛋白発現量を47．3

±6．7％抑制した。この結果よりアルドステロンはプロスタシンの内因性の阻害

物質であるPN－1の発現を抑制することによってプロスタシンによるENaCの活

性化を元進ずる可能性が示唆された。
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Figure 13

Ej(iflect ofaldbsterone on expression ofPAILI

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 10-6M aldosterone

and harvested after 24 h of incubation. a: 'Ibtal RNA was extracted from M-1 cell and

5 pg of total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo(dT) primers. The

abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared with vehicle

control. Values are expressed as fOld increase over control.

 b: Six milliliters of culture medium were TCA-precipitated and subjected to

SDS-PAGE. The expression of PN-1 protein was determined by immunoblotting using

the anti-PN-1 antibody. The bands were quantitated with densitometry. The blot

shown is representative of 6 separate experiments. Values are expressed as fold

increase over vehicle-treated cells. Data are expressed as mean ± SD (n = 6). ' P <

O.Ol, "*P < O.05 as compared with vehicle.
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アルドステロンのEN繍Cα弔、γサブユニットの発現に与える影響についての検

討

アルドステロンはαENaCの発現を充進ずると多くの研究者らは報告している

（25－27）。しかしながら、ENaCβおよびγサブユニットについては増加すると報

告している研究者もいれば、減少すると報告している研究者もいる（25－27）。そ

こでM－1細胞におけるアルドステロンのENaCα、β、γサブユニットの発現に与

える影響についての検討を行った。

 Figure 14aにαENaC、 Figure 14bにβENaC、 Figure 14cにγENaCのmRNA発

現量の変化を示す。αE：NaCはアルドステロンによって発現量が4．8±0．3倍に増

加していた。βENaCはアルドステロンによって発現量が1．6±0．1倍に増加して

いた。γENaCもβと同様に若干の発現増加がみられ、1．4±0．1倍に増加してい

た。これら結果よりアルドステロンはαENaCの発現量を増加させ、若干ではあ

るがβ、γの発現も増加させることが示された。
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Figure 14

IIT/fect ofaldosterone on mRNA expression ofEAItzC a, 1{, and 7 subunits

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 10-6M aldosterone

and harvested after 24 h of incubation. 'Ibtal RNA was extracted from M-1 cell and 5

pg of total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo(dT) primers. The

abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared with vehicle

control (a: orENaC, b: 6ENaC, and c: yENaC). Values are expressed as fbld increase

over control. Data are expressed as mean ± SD (n = 6). *P < O.OOI, "*P < O.Ol as

compared with vehicle.
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集合尿細管におけるアルドステロンによるプロスタシン、PN－1を中心とした

M再吸収抑制のメカニズム

アルドステロンによるNa再吸収促進のメカニズムについてPN－1の知見を加え

てFigure 15に示す。アルドステロンは以前の報告により、①直接ENaCの発現

を増加させたり、②プロスタシンの発現量を増加させたりすることによってNa

の再吸収を促進されると考えられている。今回得られた知見によって、③アル

ドステロンがPN－1の発現量を減少させ、減少したPN－1がプロスタシン活性を

十分に抑制できずに、Na再吸収を促進するメカニズムが考えられる。このよう

に独立した3つの系によってアルドステロンはNa再吸収を促進している可能性

が示唆された。
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acth／ation Na

一

③
軸

→
    N劉C〔〕OH COOH閥、

②
        ①

、
  、    軸騨亀鞠

1．

N £00  COOH田H＝

aldosterone

ノ

Figure 15
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第二章

NOによるNa利尿作用におけるプロスタシンの役割

腎臓においてnitirc oxide（NO）は尿細管に直接作用して、水や電解質輸送の調節

にも関与しており、Na利尿作用があることが知られている（28－30）。腎臓には

eNOSは血管内皮細胞のみならず集合尿細管にも存在しており、 nNOSも集合尿

細管に発現している。Stoosらは集合尿細管おいてNOはNa＋／K÷ArPaseを抑制

するのではなく、ENaCを抑制することによってNaの再吸収を阻害すると報告

している（31－33）。また別の研究者は、NOがENaCの開口確率を減らことを報告

している（34）が、NOによるENaC活性抑制メカニズムについては不明な点が多

い。私たちはNOによるENaCの活性抑制にENaCのアクチベーターであるプロ

スタシンが関与しているのではないかと考え、検討を加えた。本章ではNOの

プロスタシン発現に与える影響およびNOによるプロスタシン発現抑制メカニ

ズムについて検討を行った結果について論述する。
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NOC18のNa電流に与える影響についての検討

これまでに腎臓においてNOはENaC活性を抑制することによってNa利尿作用

を生じることが知られている（31－33）。しかしながら、これまでの報告はすべて

NOの短時間作用を検討したもので、長時間の作用を検討したものはない。本研

究ではNOを長時間（24時間）作用させたときのENaCに与える影響を検討す

るために、半減期が約20時間と長いNOドナーであるNOC18を用いて検討を

行った。

Figure 16に管腔側から500μMのNOC18を添加したときの結果を示す。 NOC18

を作用させることによってNa電流は有意に抑制されていた（Vehicle：7．38±0．84

μA，NOC18：2．36±0．75μA，）。この結果よりNOを長時間作用させても短時間作

用させたときと同様にENaC活性を抑制することが明らかとなった。
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Figure 16 '
EXfoct ofNOC18 on sodium transport in IVdLl cells

M-1 cells were deprived of serum for 24 h and 500 pM of NOC18 or vehicle was

applied to apical side. 'I:wenty-four hours after treatment, Ieq was determined as the

ratio of Vte to Rte and was normalized by dividing I,q by the surface area (1.13 cm) of

active membrane. Data are expressed as mean ± SD (n = 12). "P < O.OOI.

45



NOがプロスタシンに与える影響についての検討

Figure 15よりNOC18はENaC活性を抑制することが示された。 NOC18による

ENaC活性抑制のメカニズムをプロスタシンの観点から考えると、①ENacのア

クチベーターであるプロスタシンの活性抑制、②プロスタシンの発現抑制の2

通りが考えられる。そこでNOC18によるENaC活性抑制におけるプロスタシン

の関与を解明するために以下の検討を行った。

①プロスタシン活性に与える影響

NOC18はプロスタシンをニトロ化もしくはニトロソ化してプロスタシンの活性

を抑制する可能性が考えられるので、活性型のリコンビナントプロスタシンを

作成し、500μMのNOC18と反応させた。 NOC18と反応させたプロスタシンの

活性を特異的な合成基質であるQAR－MCAを用いて活性を測定した。 figure 17

に示すようにNOはプロスタシンの活性を変化させなかった。
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Figure 17

ELfiflect ofNOC18 on the activities ofprostasin

Activated-recombinant prostasin was incubated with 500 pM ofNOCI8 or vehicle at 37

OC for 2 hours. Two hours after incubation, the activities of prostasin were measured

using a synthetic substrate, Boc-Gln-Ala-Arg-7-amido-4-methyl coumarin (QAR-MCA)

as described in "Methods". The residual prostasin activities were determined by the

fanction of velocity of prostasin incubated with NOC18 versus the velocity of untreated

prostasin. Data are expressed as mean ± SD (n = 4).
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②プロスタシンの発現に与える影響

次に、NOC18がプロスタシンの発現を抑制する可能性について検討した。 M．1

細胞においてNOC18の濃度を0、100、250、500μMと変化させたときのプロス

タシンの発現量をreal time pCRおよび㎞munoblottingで評価した。 Figure 18aに

NOC18によるプロスタシンのmRNAの変化を示す。 NOC18はプロスタシンの

mRNA発現を抑制し、 NOC18によるプロスタシンの発現抑制には濃度依存性が

あった。プロスタシンはGPIアンカー型のセリンプロテアーゼであり（9）、 GPI

アンカー型として膜に結合しているタイプ（膜結合型）とGPIアンカーが切断

されて分泌されているタイプ（分泌型）の2種類として存在している。Figure 18b

に膜結合型のプロスタシンの蛋白発現量の変化を示す。NOC18はプロスタシン

の蛋白発現も抑制し、mRNAと同様に濃度依存性があった。 Figure 18cに示すよ

うに分泌型のプロスタシンも減少し、濃度依存性があった。データは示さない

が他のNOドナーであるSNAP、 GSNOでも同様の傾向が見られた。

これらの結果よりNOC18によるENaC活性抑制作用にはプロスタシンの発現抑

制も関与している可能性が示唆された。
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Figure 18

EX}7ict ofNO on mRAIA expression ofprostasin

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with O, 100, 250, 500 pM

of NOC18. (a: mRNA expression of prostasin) Twenty-fbur hours after treatment,

total RNA was extracted from M-1 cells and 1 pg oftotal RNA was reverse-transcribed

to cDNA with oligo dT and random primers. The abundance of each mRNA was

normalized for GAPDH and compared with vehicle control. Vlilues are expressed as

fold increase over O pM ofNOCI8. (b: membrane expression ofprostasin, c: secretion

of prostasin) 'IWenty-four hours after treatment, five milliliters of culture medium were

TCA-precipitated and 10 pg ofmembrane fraction were subjected to SDS-PAGE. The

secretion and membrane expression of prostasin was determined by immunoblotting

using the anti-prostasin antibody. The bands were quantitated with densitometry.

Values are expressed as fold increase over vehicle. Data are expressed as mean ± SD

(N=8). *P<O.05. **P<O.Ol
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プロスタシンのノックダウンによるENaC活性に与える影響

NOC18によってプロスタシンの発現が抑制されることが示されたが、腎臓にお

いて、NOによるプロスタシンの発現抑制がENaCの活性に：影響を与えるかは明

らかになっていない。今回私たちはM．1細胞においてプロスタシンのsiRNAを

用いてプロスタシンをノックダウンしたときのENaC活性に与える影響につい

て検討を行った。

 Figure 19にプロスタシンをsiRNAでノックダウンし、 EVOMにてNa電流を

測定した結果を示す。プロスタシンをノックダウンするとNa電流が約50％抑制

された（vehicle：17．1±1．9μA、 prostasin siRNA：8．4±1．5μA）。この結果よりプ

ロスタシンの発現抑制によってENaC活性が抑制されることが明らかとなり、

NOC18によるENaC活性抑制作用にはプロスタシンの発現抑制が一部関与して

いることが示唆された。
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EjCTlect ofprostasin gene silencing wtrh short intei:fering RNA on equivalentcurrent in

        effect of prostasin siRNA on basal Ieq. Seventy-two hours after

        with siRNA, the amiloride-sensitive I,q was measured in M-1 cells.

Values are expressed as fold increase over control siRNA. Data are expressed as mean

          " P < O.Ol as compared with control siRNA.
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NOC18によるプロスタシンの発現抑制におけるN・アセチルシステイン（NAC）

の影響

これまでの結果よりNOドナーであるNOC18によるENaC活性の抑制には、プ

ロスタシンの発現抑制が関与することが示唆されたが、NOC18による作用が直

接NOの作用であるとは断定できない。そこでNOC18による作用がNOによる

ものであるかを確認するために、抗酸化物質であり、NO消去剤であるN一アセ

チルシステイン（NAC）を使用してNOC18によるプロスタシン発現抑制に与え

る影響について検討を行った。

 Figure 20aにプロスタシンのmRNA発現量の変化を示す。1mMのNAC単独

ではプロスタシンの発現に影響を与えなかったが、1mMのNACを作用させる

とNOC18によるプロスタシンの発現抑制は打ち消された。 Figure 20bに示すよ

うにNOC18による膜結合型のプロスタシン発現抑制はNACによって打ち消さ

れていた。同様に分泌型のプロスタシンの発現抑制も打ち消されていた（figure

20c）。これらの結果よりNOC18によるプロスタシンの発現抑制はNOによる作

用であることが示された。
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Figure 20

Ej[fect ofN-cetyl cyctein on the suppression ofprostasin expression mediated Lo, NO

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 500 pM ofNOCI8, 1

mM of N-Acetyl cyctein (NAC), and both NOC18 and NAC. (a: mRNA expression of

prostasin) 'IWenty-four hours after treatment, total RNA was extracted from M-1 cells

and 1 pg of total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo dT and randorn

primers. The abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared

with vehicle control. Values are expressed as fold increase over vehicle. (b:

membrane expression of prostasin, c: secretion of prostasin) rlWenty-four hours after

treatment, five milliliters of culture medium were TCA-precipitated and 10 pg of

membrane fraction were subjected to SDS-PAGE. The secretion and membrane

expression of prostasin was determined by immunoblotting using the anti-prostasin

antibody. The bands were quantitated with densitometry. The blot shown is

representative of5 separate experiments. Values are expressed as fold increase over

vehicle. Data are expressed as mean ± SD (N = 5). "P<O.05 (v.s. vehicle). ""P

< O.OOI (v.s. vehicle). P P < O.O05 (v.s. NOC18)
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NOによるプロスタシン発現抑制メカニズムの解明

生体においてNOはグアニル酸シクラーゼーcGMP系を介して様々な作用をして

いることが知られている。NOによるプロスタシン発現抑制作用もグアニル酸シ

クラーゼーcGMP系を介しているのではないかと考え、グアニルシクラーゼ阻害

薬であるODQを用いてNOによるプロスタシン発現抑制に与える影響について

検討を行った。

 Figure 21aに5μMのODQを作用させたときのプロスタシンのmRNA発現量

の変化を示す。匁MのODQ単独ではプロスタシンの発現量に変化はなかった。

ODQはNOによるグアニル酸シクラーゼの活性を抑制しているにもかかわらず、

ODQはNOによるプロスタシンの発現抑制に全く影響を与えなかった。 Figure

21b、21cに示すようにODQはプロスタシンの膜発現および分泌に影響を与えず、

NOによるプロスタシン発現抑制にも影響を与えなかった。
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Figure 21

Eitfect of ODe, a guaaylate cyclase inhibito4 on the expression ofprostasin in M;1

cetls

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 500 yM ofNOC18, 5

pM of ODQ, and both NOC18 and ODQ. (a: mRNA expression of prostasin)

'IWenty-four hours after treatment, total RNA was extracted from M-1 cells and 1 pg of

total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo dT and random primers. The

abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared with vehicle

control. Values are expressed as foId increase over vehicle. (b: membrane expression

of prostasin, c: secretion of prostasin) TsNenty-four hours after treatment, five

milliliters of culture medium were TCA-precipitated and 10 pg of membrane fraction

were subjected to SDS-PAGE. The secretion and membrane expression of prostasin

was determined by immunoblotting using the anti-prostasin antibody. The bands were

quantitated with densigometry. The blot shown is representative of 6 separate

experiments. Values are expressed as fold increase over control. Data are expressed

as mean ± SD (N =5). " P < O.OOI (v.s. vehicle).
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 さらにcGMPについても検討を行うために、 cGMPアナログである8．bromo

cGMPとdibutylyl cGMPの2種を使用した。

 Figure 22aに500μMの8－bromo cGMPまたはdibutylyl cGMPをM－1細胞に負

荷したときのプロスタシンのmRNAの発現童の変化を示す・2種のcGMPアナ

ログはプロスタシンのmRNAの発現量を変化させなかった。さらにfigure 22b、

22cに示すようにプロスタシンの膜発現量および分泌量にcGMPアナログは影響

を与えなかった。これらの結果よりNOによるプロスタシンの発現抑制はグア

ニル酸シクラーゼーcGMP系を介さずに別の経路を介している可能性が示唆さ

れた。
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Figure 22

Ej!}lect ofcGMPanalogue on the eupression ofprostasin in MLI cells

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 h, were treated with 500 pM of 8-bromo

cGMP and 500 pM of dibutylyl cGMP. (a: mRNA expression of prostasin)

[X7venty-four hours after treatment, total RNA was extracted from M-1 cells and 1 pg of

total RNA was reverse-transcribed to cDNA with oligo dT and random primers. The

abundance of each mRNA was normalized for GAPDH and compared with vehicle

control. Values are expressed as fold increase over vehicle. (b: membrane expression

of prostasin, c: secretion of prostasin) 'IWenty-four hours after treatment, five

milliliters of culture medium were TCA-precipitated and 10 pg of membrane fraction

were subjected to SDS-PAGE. The secretion and membrane expression of prostasin

was determined by immunoblotting using the anti-prostasin antibody. The bands were

quantitated with densitometry. The blot shown is representative of 5 separate

experiments. Values are expressed as fold increase over control. Data are expressed

as mean ± SD (N = 5).
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NF・KB阻害によるプロスタシンの発現抑制

NOはnuclear factor．KB（NF－KB）を介してサイトカインの発現量を調節しているこ

とも知られている。これまでにNOはNF一祀の核移行を阻害するというζとが

報告されている（35－37）。これらの知見よりNOによるプロスタシンの発現抑制

はNOによるNF－KBの核移行阻害によるのではないかと考えた。 NF－KBの核移

行阻害によるプロスタシンの発現変化について検討するために、NF－KBの核移

行阻害薬であるcafferic acid phenethyl ester（CAPE）を使用してプロスタシンの発

現量変化について検討を行った。

 Figule 23aにプロスタシンのmRNA変化を示す。1μMのCAPEを作用させる

とプロスタシンのmRNA発現量が44．0±6．6％減少した。 Figure 23bに示すよう

に、プロスタシンの告発現量はCAPEによって52．7±7．4％減少した。さらにプ

ロスタシンの分泌量も同様に46．2±4．5％減少した（figure 23c）。この結果よりNO

によるプロスタシンの発現抑制はNOによるNF－KBの核移行阻害による可能性

が示唆された。
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Figure 23

Efilect of CLtlPEY a nuclear.factonKB (7VI7:･Kl", on the expression ofprostasin in M;1

cells

M-1 cells, which were serum-deprived fbr 24 h, were treated with 1 pM ofCAPE. (a:

mRNA expression of prostasin) TWenty--four hours after treatment, total RNA was

extracted from M-1 cells and 1 pg oftotal RNA was reverse-transcribed to cDNA with

oligo dT and random primers. The abundance of each mRNA was normalized for

GAPDH and compared with vehicle control. Values are expressed as fold increase

over vehicle. (b: membrane expression of prostasin, c: secretion of prostasin)

IXNenty-four hours after treatment, five milliliters of culture medium were

TCA-precipitated and 10 pg ofmembrane fraction were subjected to SDS-PAGE. The

secretion and membrane expression of prostasin was determined by immunoblotting

using the anti-prostasin antibody. The bands were quantitated with densitometry.

Values are expressed as fold increase over control. Data are expressed as mean ± SD

(N=5). *P<O.Ol.
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NF・kB阻害によるENaC活性の抑制

Figure 23よりNF－KBの核移行阻害によってプロスタシンの発現が抑制され、そ

れに伴ってENaC活性を抑制している可能性が示唆された。そこで私たちはM4

細胞にIFMのCAPEを投与して、 ENaC活性を測定した。

 Figure 24にNa電流の変化を示す。1μMのCAPEは有意にNa電流を抑制し、

ENaC活性が約50％抑制されていた（Vehicle：7．8±0．4μA， CAPE：3．8±0．6μA）。こ

れらの結果よりプロスタシンの発現抑制と同様に、NF－KBの核移行阻害もENaC

活性を抑制することが示唆された。
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Figure 24

Eitiflact of CAPE on sodium transport in MLI cells

M-1 cells were deprived of serum fbr 24 hours and 1 pM of CAPE or vehicle was

applied to apical side. 'Iiwenty-four hours after treatment, 4q was determined as the

ratio of Vt, to Rt, and was normalized bydividing I,q by the surface area (1.13 cm) of

active membrane. Data are expressed as rnean ± SD (n = 12). "P < O.O05.
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M・1細胞におけるNOによるNF－K：Bの核移行阻害

 CAPEもNOと同様にプロスタシンの発現を抑制することによってENaC活性

を抑制することが示唆された。これまでにNOはNF．田の核移行を阻害すると

いうことが報告されているが、腎臓におけるNOのNF－KBの核移行に与える影

響については検討されていない。今回私たちはM－1細胞においてNOによる

 NF－1（Bの核移行についてイムノブロッティングおよび免疫組織化学の手法を

用いて検討を行った。

 Fugire 25にM－1細胞の核蛋白をNF－KBのp65の抗体を用いてイムノブロッテ

ィングした結果を示す。500μMのNOをM－1細胞に投与することによって、核

内のNF－1（B（p65）の量が有意に減っていた（p＜0．005 n＝5）。

 Figure 26にM－1細胞を免疫組織化学の手法を用いてNF－KB（P65）の抗体で

NF－KBを染めた結果を示す。～bhicle（左側）ではNF一丁は核内にも細胞質内に

も染まっていた。しかしNOを負荷することによってNF－KBの核内移行が抑制

され、細胞質の染まりが強くなっていた（中央）。さらにポジティブコントロー

ルとしてCAPEを負荷することによってNF－kBの染色を行った（右側）。 NOと

同様にNF一出の核内移行が抑制され、細胞質の染まりが強くなっていた。これ

らの結果よりM－1細胞においてNOはNF一田の核移行を抑制することが示唆さ

れた。
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Figure 25

EXfect ofNO on nuctear trunslocation ofNF- rcB in MLI cells using westem blot

 M-1 cells, which were serum-deprived for 24 hours, were treated with 500 uM of

NOC18. 'IXNenty-four hours after treatment, nuclear proteins were extracted from M-1

cells and 10 pg of nuclear proteins were subjected to SDS-PAGE. The nuclear

translocation of NF- K B was determined by immunoblotting using rabbit polycdlonal

antibody against NF-icl] p65. The bands were quantitated with densitometry. The

blot shown is representative of5 separate experiments. Values are expressed as fold

increase over vehicle. Data are expressed as mean ± SD (N = 5). ' P < O.O05.
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Figure 26

7)lae translocation ofIVLE-icB to the nucleus zasing immunocytochemistry

M-1 cells were incubated with vehicle, 500 pM NOCI8, and 1 pM CAPE for 24 hours.

Twenty-four hours after treatment, M-1 cells were washed two times with phosphate

buffered saline (PBS), and fixed 4 % paraformaldehyde fbr 30 min at room temperature.

'Ihe nuclear translocation of NF-icl3 in M-1 cells was determined by

immunocytochemistry using rabbit polyclonal antibody against NF-KB p65.
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M・1細胞におけるNOC18（NO）によるNF・KBの核移行阻害の解明

 NF－1（Bは高親和性の阻害因子であるinhibitor－KBα（1一宙α）と結合することより

細胞質中にとどめられている。これまでの研究により1－KBαがIKKβによってリ

ン酸化され、ユビキチン・プロテアソーム系によって分解されることにより

NF－KBは活性化され、核内に移行することが知られている。 NOによるNF一出

の核移行の阻害メカニズムとして2通り報告されている。1つ目は1－KBαのリン

酸化を抑制し、ユビキチン化による消失を抑制する（37；38）。2つ目はS一ニトロ

ソチオール類のNOドナーなどによってNF－KBをニトロソ化することによって

NFKBの核移行を阻害する（36）。 NOC18はS一ニトロソチオール類のNOドナー

ではなく、NONOate類のNOドナーであるので、1。KBαのリン酸化について検討

を行った。

 Figure 27にM－1細胞において細胞質中のリン酸化1一出αの量をイムノブロッ

ティングによって検討を行った結果を示す。NOを負荷することによってリン酸

化1－1（Bαの量が有意に減っていた。この結果よりNOは1－KBαのリン酸化を抑制

することによって1－KBαの遊離分解を抑制しNF－KBの核移行を阻害する可能

性が示唆された。
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Figure 27

EiJ[Xlect ofNO on phosphorylation ofP,cBa in MLI cells

M-1 cells, which were serum-deprived for 24 hours, were treated with 500 pM of

NOC18. 10 ptg of cytosolic fraction was subjected to SDS-PAGE. The

phosphorylation of I-icBa was determined by immunoblotting using the anti-p-I-icl3ct

antibody. The bands were quantitated with densitometry. The blot shown is

representative of 4 separate experiments. Values are expressed as fold increase over

control. Data are expressed as mean ± SD (N = 4). " P < O.Ol.
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皿考察

 HugheyらはENaCのαやYサブユニットがセリンプロテアーゼによってプロセ

シングされることによって活性型のENaCとなることを報告した（39；40）。

KleymanらはプロスタシンがENaCγサブユニットの細胞外ループの186番目の

アミノ酸を切断し、さらにfurinが同サブユニットの細胞外ループの143番目の

アミノ酸を切断することによって、43アミノ酸より構成されるインヒビトリー

ドメインを切り出し、開口確率を増加させると報告している（12）。プロスタシン

はENaCのアクチベーター（調節因子）であるので、プロスタシンはNaバラン

スや体液の保持、血圧の調節において重要な役割を果たしている。私たちはプ

ロスタシンを中心としたNaの再吸収、血圧調整の分子基盤を解明するために、

PN－1とプロスタシンとの相互作用によるENaCの活性調節とNOによるNa利尿

作用におけるプロスタシンの役割およびNOによるプロスタシンの発現抑制メ

カニズムについて研究を行った。

 第一章の研究により私たちはoocyteにおいてPN－1がプロスタシンによる

ENaCの活性化を抑制することを示した。この結果よりPN－1はプロスタシンに

よるENaCの活性化を抑制することによって間接的にENaC活性を抑制すること

が示唆された。さらにM－1細胞においてsiRNAを用いてPN－1をノックダウン

することによってENaC活性が上昇することも示した。この結果はM．1細胞に

おいてPN－1がENaCの重要なネガティブレギュレーターあることが示唆された。

 TGF一β1は腎臓の集合尿細管細胞においてNaの再吸収を抑制することが知ら

れている（18－21）。以前私たちはM－1細胞においてTGF一β1はプロスタシンの発

現を減少させることによってNaの再吸収を抑制すると報告した（22）。肺胞細胞
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においてTGF一β1はENaCαの発現を減少させるという報告はあるが、腎臓（M－1

細胞）における検討は行われていない（23）。今回私たちはM－1細胞において

TGF一β1はpN－1の発現を増加させ、 ENaCα、β、γの発現を抑制することを示し

た。TGF一β1によるNa再吸収抑制のメカニズムは①プロスタシンの発現の抑制、

②PN－1の発現の、③直接ENaCの発現の抑制の3通りが示唆された。このよう

に独立した3つの系によってTGF一β1はナトリウムの再吸収を抑制している可能

性が示唆された（figure 12）。

 アルドステロンは生体内の体液や電解質バランスを調節する重要なホルモン

である。アルドステロンはK－Ras（41；42）、 serum and glucocorticoid－inducible kinase

（sgk）（43；44）、 glucocorticoid－induced leucine zipper protein（Gilz）（45；46）によって腎臓

におけるNa再吸収を促進することが知られている。以前私たちの研究グループ

はアルドステロンがプロスタシンの発現量を増加させることによってNaの再吸

収を促進すると報告した（24）。今回私たちはM－1細胞においてアルドステロンは

PN－1の発現を減少させ、 ENaCの発現を増加させることを示した。プロスタシ

ンを中心としたアルドステロンによるNa再吸収促進のメカニズムは①直接

ENaCの発現の増加、②プロスタシンの発現量の増加、③PN－1の発現量の減少

の3通りが示唆された（figure 15）。アルドステロンはこれまで知られていた

K－Ras、 sgk、 Gilzとは別の独立した3つの系によってNaの再吸収を促進してい

る可能性が示唆された。

 第二章の研究よりM．1細胞にNOを24時間作用させることによってENaC活

性を抑制することを示した。そのENaC活性抑制はNOによるプロスタシンのニ

トロ化もしくはニトロソ化ではなくプロスタシンの発現抑制によることも示し

た。さらにプロスタシンの発現抑制はグアニル酸シクラーゼ阻害薬であるODQ
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やcGMPアナログなどによって変化を認めなかったので、プロスタシンの発現

抑制はグアニル酸シクラーゼーcGMP系ではなくて別の経路によって抑制される

ことが示唆された。NOの非グアニル酸シクラーゼーcGMP系の作用としてNF－kB

の核移行を阻害する作用が知られている。NF－KBの阻害物質であるCAPEはプ

ロスタシンの発現やENaC活性を有意に抑制したことより、NOによるプロスタ

シンの発現抑制はNF一心の核移行阻害を介している可能性が示唆された。さら

にNF－KBのp65に対する抗体を使用してイムノブロッティングおよび免疫組織

化学の手法によりNOによるNF－1（Bの核移行について検討を行った結果、 NO

はNF－KBの核移行を抑制していた。 NOによるNF一出の核移行阻害はこれまで

に2通りが報告されている。1回目は1－KBαのリン酸化を抑制し、ユビキチン化

による消失を抑制する（37；38）。2つ目はS一ニトロソチオール類のNOドナーな

どによってNF－KBをニトロソ化することによってNF一おの核移行を阻害する

（36）。NOC18はS一ニトロソチオール類のNOドナーではなく・NONOate類の

NOドナーであるので、1－1（Bαのリン酸化について検討を行った。 NOは1－KBαの

リン酸化を有意に抑制したので、NOによるNF－KBの核移行阻害は1－KBαのリン

酸化抑制によることが示された。

 今回の研究より得られた知見をfigure 28にまとめる。NOはグアニル酸シクラ

ーゼーcGMP系を活性化させることによってプロスタシンの発現を抑制するので

はなく、1－1（Bαのリン酸化を抑制する。1－6αのリン酸化が抑制されることによ

り、ユビキチン・プロテアソーム系によって1－KBαが分解されないので、 NF－KB

の核移行が抑制される。NF－KBの核移行が抑制されることによってプロスタシ

ンの発現量が抑制される。プロスタシンの発現が抑制されることによってENaC

を十分に活性化できないのでNaの再吸収が抑制される。
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 Liらはアルドステロンが1一心αの消失を促進させることによってNF－KBの核

移行を促進すると報告している（47）。さらにアルドステロンはNOの産生を抑制

する報告もある（34；48）。NF－KBはプロスタシンの発現を調節することより、以

前私たちが報告したアルドステロンによるプロスタシンの発現の開進はNF－KB

を介している可能性が示唆される。つまりアルドステロンはNF－1（Bの核移行を

促進作用とNOによるNF－KBの核移行阻害作用の抑制によってプロスタシンの

発現を充進ずる可能性が示唆される。一方ヒトプロスタシン過剰発現マウスに

おいてlipopolysaccharide（LPS）によって誘導されるiNOSの発現が抑制されると

いう報告がある（49）。NOはプロスタシンの発現を抑制することにより、 NOと

プロスタシンの間にはポジティブフィードバックが存在する可能性がある。

 私たちはM－1細胞においてTGF一β1がプロスタシンの発現量を減少させ、22Na

の取り込みを増加させることを報告している（22）。上皮細胞やリンパ球において

TGF一β1はNF－KB／cRelの活性を1－1（Bを介して阻害する報告がある（50；51）。また

私たちはTGF一β1は1－1（Bの発現を増やすことよりcRel活性を抑制すると報告し

ている。TGF一β1は1－KBの発現を増やすことによりNF－KBの核移行を阻害して

プロスタシンの発現を抑制している可能性が示唆された。

 PN．1はENaCのネガティブレギュレーターであることが明らかとなり、プロ

スタシンとPN－1との相互作用によるENaC活性の調節という新たな機序を明ら

かにした。さらにプロスタシンの発現は転写因子であるNF一刀よって制御され

ていることも明らかとなった。プロスタシンを中心とした集合尿細管のNa再吸

収において新たにPN－1やNF－KBの因子が明らかとなった。 Na代謝異常や高血

圧の治療薬の開発においてPN－1やNF－KBはプロスタシン以外の新しいターゲッ

トとして注目されることが考えられる。
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D（結語

 これまでセリンプロテアーゼによるENaCの活性化については報告されてい

たが、セリンプロテアーゼ（プロスタシン）とセリンプロテアーゼインヒビタ

ー（PN－1）との相互作用によってENaC活性を調節することを明らかにしたの

は初めてである。また、NOによるNa利尿においてプロスタシンの発現抑制に

よるENaCの活性抑制の関与が明らかになった。 NO．によるプロスタシン発現抑

制は従来のグアニル酸シクラーゼーcGMPを介さず、 NF－1（Bを介す非常にめずら

しいメカニズムであった。本研究によってプロスタシンを中心としたNa再吸収、

血圧調節の分子基盤が解明されつつある。しかし、プロスタシンの活性化に関

わるプロテアーゼカスケードにおいて、プロ体のプロスタシン（pro型）を活性型

のプロスタシン（mature型）に変換させるプロセシングエンザイムについては未

解明である。このプロセシングエンザイムを同定することにより、このプロス

タシンを中心としたプロテアーゼカスケードが解明されればACE阻害薬のよう

なプロテアーゼ活性阻害による降圧治療薬の標的が明らかとなり、新規作用機

序による降圧薬の開発に大きな貢献をもたらす可能性がある。プロスタシンの

プロテアーゼカスケードを明らかにしていくために今後プロスタシンのプロセ

シングエンザイムを同定する必要があると考えられる。
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