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  遺伝性食塩感受性高血圧症の１つである Liddle 症候群において腎臓皮質集合尿細管に存在する上皮型ナトリウムチャネル（ENaC）の gain-of-function mutation が発見されたことなどから腎臓におけるナトリウム再吸収と高血圧症の強い因果関係が示唆されている。1997 年に
Vallet らは A6 細胞からトリプシン様セリンプロテアーゼであ る Channel-activating protease （ CAP-1 ） を 単 離 し 、
Xenopus Oocyte 上に ENaC と共発現させると ENaC 活性が 亢 進 す る こ と を 報 告 し た 。 私 た ち は CAP-1 の
mammalian homologue のクローニングに着手し、セリンプロテアーゼのプロスタシンをラット腎臓 cDNA ライブラリーから単離した。プロスタシンは Xenopus Oocyte に ENaC と共発現させるとアミロライド感受性ナトリウム電流を 2～5倍増加させ、アルドステロンは腎臓においてプロスタシンの発現を増強して ENaC を介したナトリウムの再吸収を増加させた。最近、protease nexin-1 （PN-1）がプロスタシンの内因性インヒビター（serpin）であることが報告された。

本研究では、PN-1 がプロスタシンの活性を抑制して
ENaC 活性を抑制するかどうか、また TGF-β1 やアルドステロンなどのホルモンが PN-1 の発現調節を行うかについて検討した。Xenopus Oocyte 上では、PN-1 はプロスタシンによる ENaC の活性化を 68 %抑制した。20 ng/mL の
TGF-β1 は PN-1 の発現を 3.8 ± 0.5 倍増加し、アルドステロンは 53.7 ± 6.7 %減少させた。さらに M-1 細胞において
siRNA を使用し、PN-1 を knockdown すると、Na 電流が約 1.8 倍増加することが明らかとなった。このことは、PN-1がプロスタシンの活性を抑制することで、Na 再吸収を調節していること、ENaC 活性調節における PN-1 の生理学的意義を強く示すものである。生体におけるセリンプロテアーゼは常に serpin との拮抗状態にあり、このバランスが崩れたときに病気を惹起すると考えられている。すなわち、生体における食塩感受性高血圧にプロスタシンと PN-1の拮抗関係が重要な役割を果たしている可能性が考えられる。 
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【研究目的】 

自然発症高血圧ラットの腎臓を正常ラットに移植すると、

正常ラットに高血圧が発症することや、ヒトの腎移植にお

いてもドナーが高血圧症または高血圧素因を持ち合わ

せていた場合、レシピエントに高血圧を発症する頻度が

高いことなどから高血圧症の成因として腎臓の果たす役

割は重要視されている。また、遺伝性食塩感受性高血圧

症の１つである Liddle 症候群において腎臓皮質集合尿

細管に存在する上皮型ナトリウムチャネル（ENaC）の

gain-of-function mutation が発見されたことからも腎臓に

おけるナトリウム再吸収と高血圧症の強い因果関係が示

唆されている。ENaC は腎臓、肺、大腸、汗腺、味蕾など

の上皮細胞に存在し、ナトリウムの再吸収を担っている。

ENaC は α、β、γの３つのサブユニットが 2α、1β、1γの 4
量体を形成して１つのチャネルを構成している。この

ENaCはアルドステロンや抗利尿ホルモン、インスリンなど

のホルモンにより調節を受け、腎臓でのナトリウム再吸収

量の最終的な調節を行っている[1-3]。1997 年に Vallet ら
はアフリカツメガエルの尿細管細胞（A6 cell）からトリプシ

ン様セリンプロテアーゼである Channel-activating 
protease（CAP-1）を単離し、Xenopus Oocyte 上に ENaC
と CAP-1 を共発現させると ENaC の活性が亢進すること

を報告した[4]。 
私たちは CAP-1 の mammalian homologue のクローニ

ングに着手し、これまでにセリンプロテアーゼのプロスタ

シンをラット腎臓 cDNA ライブラリーから単離した。このプ

ロスタシンは Xenopus Oocyte に ENaC と共発現させると

アミロライド感受性ナトリウム電流を 2～5 倍増加させ[5]、
ナトリウム代謝においてもっとも重要なホルモンの１つで

あるアルドステロンは腎臓においてプロスタシンの発現を

増強して ENaC を介したナトリウムの再吸収を増加させる

という新しいナトリウム調節機構を証明した[6]。さらにラッ

トにおいてセリンプロテアーゼ阻害剤であるメシル酸ナフ

ァモスタットがプロスタシンを抑制し、尿中 Na 排泄量を増

加させること[7]、マウス皮質集合尿細管細胞において

TGF-β がプロスタシンの発現を転写レベルで抑制し、Na
再吸収を阻害すること[8]を明らかにした。これらの知見

はプロスタシンがナトリウム代謝において生理学的に重

要な役割を果たしていること、および食塩感受性高血圧

症の発症因子の１つである可能性を強く示唆するもので

ある。 
2004 年にアメリカの Karl Chai らのグループは、マウス

精巣からプロスタシンの内因性インヒビター（serpin）とし
て protease nexin-1（PN-1）を同定した[9]。PN-1 はプロス

タシンと共有結合することにより、不可逆的にプロスタシ

ンの活性を抑制する。しかしながら、ENaC の活性調節に

おける PN-1 とプロスタシンの相互作用の影響や PN-1 の

意義はいまだ知られていない。 
本研究ではアフリカツメガエル卵母細胞およびマウス

腎皮質集合尿細管細胞（M-1 cell）を用いて PN-1 とプロ

スタシンの相互作用が ENaC活性に与える影響について

検討した。 
 

【研究方法】 

Ⅰ．アフリカツメガエル卵母細胞における PN-1 による

ENaC 活性の抑制 

１．Stage Ⅳ～Ⅴのアフリカツメガエル卵母細胞に

①ENaC α、β、γサブユニット、②ENaC α、β、γサブユニ

ット＋プロスタシン、③ENaC α、β、γ サブユニット＋プロ

スタシン＋PN-1、④ENaC α、β、γサブユニット＋PN-1 の

cRNAをマイクロインジェクションし、16時間後に2電極電

位固定法によりアミロライド感受性 Na 電流を測定した。 
 

Ⅱ．尿細管上皮細胞における各種ホルモンの PN-1 発

現に対する影響 

１．マウス腎皮質集合尿細管細胞（M-1 cell）に TGF-β1
を投与し、PN-1およびENaC α、β、γサブユニットの発現

に対する影響を real time RT-PCR 法およびウエスタンブ

ロット法を用いて検討した。 
２．M-1 cell にアルドステロンを投与し、PN-1 および
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ENaC α、β、γ サブユニットの発現に対する影響を real 
time RT-PCR 法およびウエスタンブロット法を用いて検討

した。 
 

Ⅲ．尿細管細胞における PN-1 siRNA の Na 電流に与え

る影響 

１．M-1 cell に PN-1 に対する siRNA をトランスフェクショ

ンし、アミロライド感受性 Na 電流を測定した。さらに

siRNA による PN-1 の発現抑制効果を real time RT-PCR
法およびウエスタンブロット法を用いて検討した。 
 

【研究結果】 

Ⅰ．アフリカツメガエル卵母細胞における PN-1 による

ENaC 活性の抑制 

１．アフリカツメガエル卵母細胞発現系では、私たちの従

来の報告のようにプロスタシンは ENaC活性をおよそ 2倍
に増加させた。さらに PN-1 を共発現させるとプロスタシン

による ENaC の活性化は完全に抑制され、ベースライン

以下まで Na 電流を抑制していた。ENaC と PN-1 を共発

現させた場合には、PN-1 はベースラインの ENaC 活性

を有意に抑制した。これは、おそらくアフリカツメガエル卵

母細胞に内因性に存在するプロスタシンの活性抑制によ

るものと考えられる。 
 

 

 
Ⅱ．尿細管上皮細胞における各種ホルモンの PN-1 発

現に対する影響 

１．マウス皮質集合尿細管細胞（M-1 cell）に TGF-βを 20 
ng/mLの濃度で投与し、24時間後の PN-1、ENaC α、β、
γ サブユニットの発現に対する影響を real time RT-PCR
法およびウエスタンブロット法を用いて検討した。20 
ng/mL の TGF-βは PN-1 の発現を 5.6 ± 0.3 倍増加させ

たが、ENaC α、β、γサブユニットの発現をそれぞれ 59.0 
± 4.0 %、80.4 ± 2.1 %、52.7 ± 3.4 %減少させた。 

 

 
 

ウエスタンブロットによる解析では、20 ng/mL の
TGF-βは PN-1 の発現を 3.8 ± 0.5 倍増加させた。 

 

 
 

２．マウス皮質集合尿細管細胞（M-1 cell）にアルドステロ

ンを1 μMの濃度で投与し、24時間後のPN-1、ENaC α、
β、γ サブユニットの発現に対する影響を real time 
RT-PCR 法およびウエスタンブロット法を用いて検討した。

1 μM のアルドステロンは PN-1 の発現を 39.1 ± 6.0 %減

少させたが、ENaC α、β、γ サブユニットの発現をそれぞ

れ 4.8 ± 0.3 倍、1.6 ± 0.1 倍、1.4 ± 0.1 倍増加させた。 
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ウエスタンブロットによる解析では、1 μM のアルドステ

ロンは PN-1 の発現を 47.3 ± 6.7 %減少させた。 
 

 

 
Ⅲ．尿細管細胞における PN-1 siRNA の Na 電流に与え

る影響 

１．M-1 cell に PN-1 に対する siRNA をトランスフェクショ

ンし、3 日後の PN-1 mRNA の発現を検討したところ、

mRNAレベルにおいて 80～90%の knockdown効率が得

られた。 
 

 

さらにその条件下で ENaC の電流を測定すると PN-1
の knockdown により約 1.8 倍の電流の増加が得られた。

このことは、尿細管上皮細胞でのNa再吸収にPN-1が強

く関与していることを示唆する。 
 

 
 

【考 察】 

生体においてセリンプロテアーゼは多彩な機能を担っ

ている。これらのセリンプロテアーゼ対し、その活性を抑

制する内因性インヒビター（serpin）が存在し、生体におけ

るセリンプロテアーゼの作用はセリンプロテアーゼと

serpin の相互作用によって調節されている。通常、これら

の相互作用は拮抗しており、この拮抗関係が破綻すると

病的状態を引き起こすといわれている。セリンプロテアー

ゼが過剰になっても、また逆に serpin が過剰になっても

何らかの病的状態を惹起しうる。これまでに私たちはセリ

ンプロテアーゼのプロスタシンが ENaC を活性化すること

を報告してきたが、近年、このプロスタシンの serpin として

PN-1が同定された。今回の私たちの検討により、PN-1が
プロスタシンによる ENaC の活性化を抑制することが明ら

かとなった。さらに、従来 ENaC 活性の調節をしていると

考えられていた TGF-β やアルドステロンなどのホルモン

が、ENaC のみならず、PN-1 やプロスタシンの発現を調

節することで腎臓での Na 再吸収量を調節している可能

性が示唆された。また、M-1 cell において PN-1 を

knockdown すると ENaC の活性が約 2 倍増加したことか

ら、尿細管上皮細胞の Na 再吸収メカニズムにおける

PN-1 の重要性が強く示唆される。今回の検討から、腎臓

におけるNa再吸収のメカニズムにおいても、セリンプロテ

アーゼと serpin の相互作用の重要性が示された。これま

で各種ホルモンの Na 再吸収へ与える影響を検討する際

に ENaC のみ、あるいは ENaC とプロスタシンの発現を調

べることが多かったが、プロスタシンの serpin である PN-1
の発現についても併せて検討する必要がある。 

以下に、今回の研究で明らかになった ENaC をめぐる

セリンプロテアーゼ/serpin の相互作用をシェーマに示す。
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【今後の課題】 

PN-1 がプロスタシンの活性を抑制して ENaC 活性を制

御することが明らかになったので、このメカニズムを応用

して新規作用機序による降圧利尿薬の開発・スクリーニ

ングを検討していく必要がある。 
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Summary 
Identification of gain-of-function mutation in epithelial sodium channel (ENaC) in Liddle’s 

syndrome patients, a hereditary form of salt-sensitive hypertension, indicates the importance of the 
sodium reabsorption through the kidney in the pathogenesis of salt-sensitive hypertension.  In 1997, 
Vallet et al isolated a channel-activating protease (CAP-1), a trypsin-like serine protease, from A6 cell 
line and demonstrated that co-expression of CAP-1 and ENaC in Xenopus oocytes increased ENaC 
activity.  We isolated a serine protease prostasin, a mammalian CAP-1 homologue, from rat kidney 
cDNA library and demonstrated that co-expression of prostasin and ENaC increased the 
amiloride-sensitive sodium current in Xenopus oocytes.  We also found that aldosterone increases 
sodium reabsorption through ENaC by increasing the expression of prostasin.  Recently a serine 
protease inhibitor, protease nexin-1 (PN-1), was identified as an endogenous inhibitor for prostasin 
activity.  Therefore, we hypothesized that PN-1 may regulate sodium reabsorption in the kidney by 
reducing prostasin activity, and that expression of PN-1 was regulated by TGF-β1 or aldosterone, like 
prostasin.  Expression of PN-1 substantially decreased Prostasin-induced INa by approximately 68% in 
oocytes.  Treatment of M-1 cells with 20 ng/ml TGF-β1 significantly increased mRNA and protein 
expression of PN-1 by 5.6 ± 0.3 and 3.8 ± 0.5 fold respectively, whereas administration of 10-6 M 
aldosterone markedly decreased mRNA and protein expression of PN-1 to 61.9 ± 6.0 and 53.7 ± 6.7 % 
respectively.  In addition, knockdown of PN-1 expression by siRNA in M-1 cells resulted in the 
increase in Ieq by 1.8 fold.  Our study indicates that PN-1 could have a natriuretic role by inhibiting 
prostasin activity and suggests the possibility that aldosterone and TGF-β reciprocally regulate the 
expression of PN-1 in renal epithelial cells contributing to salt retention or natriuresis, respectively by an 
additional mechanism.  PN-1 could represent a new factor that contributes to regulation of ENaC 
activity in the kidney.   
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