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〈要 約〉

　核内受容体はリガンド依存性の転写因子であり，十分な量のリガンドが存在すれば受容体への結合およびシグナルの活性化が起こると考えられている．ミネラルコルチコイド受容体のリガンドであるアルドステロンは体液量の減少および高カリウム血症において分泌されるが，その結果として起こる腎臓の反応はそれぞれにおいて大きく異なる．筆者らは，ミネラルコルチコイド受容体のリガンド結合ドメインに存在するリン酸化部位を同定し，この部位のリン酸化によりリガンドと受容体との結合およびシグナルの活性化が抑制されることを見い出した．このリン酸化は腎臓の間在細胞においてのみ認められ，体液量の減少および高カリウム血症において逆の方向に制御された．体液量の減少はアンジオテンシンIIを介してミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化を促進し，間在細胞においてミネラルコルチコイド受容体の活性化をひき起こすことにより，アルドステロンの作用をK+の排泄からNaClの再吸収へとスイッチさせると考えられた．この研究から，翻訳後修飾によるリガンド結合能の可逆的な制御という核内受容体における新たな制御機構が明らかになり，体液量の減少および高カリウム血症それぞれに対する腎臓の適切な応答は，間在細胞におけるミネラルコルチコイド受容体のリン酸化の制御によりなされることが示された．
はじめに

　核内受容体は脂溶性の生理活性物質をリガンドとし，標的遺伝子の発現を制御することにより生命活動の維持に重要な役割を担っている．核内受容体のうちステロイド受容体は，リガンドと結合していない状態では熱ショックタンパク質のひとつであるHSP90などのシャペロンと結合して細胞質に存在する1)．リガンドとの結合によりHSP90から解離したステロイド受容体は核へと移行し，標的とする特異的な塩基配列と結合して転写因子複合体を形成し標的遺伝子の転写を制御する2,3)．リガンドと核内受容体との結合はシグナルの活性化の分子スイッチとみなすことができるが，これまでのモデルでは，十分な量のリガンドおよび受容体とが存在すれば，両者の結合およびシグナルの活性化がひき起こされると考えられてきた．
　ミネラルコルチコイド受容体は腎臓や脳海馬，心血管系などに存在し，ステロイドホルモンであるアルドステロンとの結合により活性化する．アルドステロンは副腎の球状層において産生されており，おもに体液量の減少および高カリウム血症において分泌が刺激される．前者の場合はアンジオテンシンIIの作用により，後者の場合には血清におけるK+濃度の上昇にともなう球状層細胞の細胞膜の脱分極により，アルドステロンの産生が亢進する．
　ミネラルコルチコイド受容体は腎臓のなかでも遠位ネフロンに高度に発現しており，アルドステロンの作用をうけて集合管の主細胞の上皮性Na+チャネルを介したNa+の再吸収を誘導する．この作用は起電性であり，体液量の減少したときにはNa+とともにCl-の流入（NaClの再吸収）が促進され，一方で，高カリウム血症ではNa+とひき換えにK+の排泄が誘導される．K+の排泄はおもにK+チャネルROMKの作用による．Cl-の輸送経路としては細胞間の経路や遠位尿細管細胞に存在するNa-Cl共輸送体のほか，間在細胞の重要性も新たに示されており，α型間在細胞のH+-ATPaseとβ型間在細胞のCl-/HCO3-交換輸送体であるPendrinが共役して作用することによりCl-を能動輸送している4,5)．
　それでは，アルドステロンの作用をうけた腎臓は，どのようにして体液量の減少ではK+の排泄を増加させずにNaClの再吸収を促進し，その逆に，高カリウム血症ではK+の排泄のみを最大化するのだろうか（図1）？　臨床においても，ミネラルコルチコイド受容体の阻害薬による降圧効果と副作用である血清K+濃度の上昇の程度とは相関に乏しく，アルドステロンの腎臓における作用を局所で制御するなんらかの機構の存在が示唆されていたが，その分子機構は不明であった．
　筆者らは，これまで，ミネラルコルチコイド受容体の局所における制御機構の異常が高血圧や慢性腎臓病の発症にかかわることを明らかにしてきた6,7)．この論文では，アルドステロンの生理的な作用をミネラルコルチコイド受容体の制御機構の観点から解析し，リガンド結合ドメインにおけるリン酸化によりリガンド結合能が可逆的に抑制されることを見い出した．
1．リガンド結合ドメインにおけるリン酸化はミネラルコルチコイド受容体の活性化を抑制する

　ヒトのミネラルコルチコイド受容体を腎臓に由来するCOS7細胞において発現し精製したのち，質量分析計を用いてリン酸化部位を解析し，その全長において16個のリン酸化部位（うち，14個が新規）を同定した．疑似リン酸化変異あるいは疑似非リン酸化変異の導入およびルシフェラーゼアッセイによるスクリーニングをへて，リガンド結合ドメインに存在するリン酸化部位Ser843に着目した．詳細な解析により，この部位のリン酸化されたミネラルコルチコイド受容体はリガンドとの結合が高度に障害され，その結果，生理的な濃度のリガンド存在のもとでも核への移行や転写の活性化が完全に抑制されることが明らかになった．
2．ミネラルコルチコイド受容体のSer843は高カリウム血症ではリン酸化され逆に体液量の減少では脱リン酸化される
　Ser843のリン酸化されたミネラルコルチコイド受容体の生体における意義を検討するため，この部位のリン酸化に特異的な抗体を作製し，特異性の確認ののち，マウスの組織において局在性を検討した．その結果，リン酸化をうけたミネラルコルチコイド受容体は腎臓にのみ存在が確認され，脳や心血管系には認められなかった．また驚くべきことに，腎臓では集合管の主細胞には認められず，隣接する間在細胞（α型とβ型の両者）の細胞質にのみ存在していた．
　体液量の減少，高カリウム摂取，酸の負荷といった生理的な刺激に対するリン酸化の変化について検討したところ，体液量の減少によりその存在量は低下し，逆に，高カリウム血症においていちじるしく増加することが明らかになった．一方で，酸の負荷により変化はまったく認められなかった．これらのことから，K+の排泄が必要とされるときには間在細胞においてミネラルコルチコイド受容体は抑制され，一方で，体液量の減少したときにはSer843が脱リン酸化をうけることによりその活性は回復すると考えられた．
3．アンジオテンシンIIのシグナルはミネラルコルチコイド受容体を脱リン酸化する

　体液量の減少はレニン-アンジオテンシン系を活性化しアンジオテンシンIIの産生を促進する．この作用は高カリウム血症においては認められず，アンジオテンシンIIは両者を区別する重要なシグナルと考えられた．アンジオテンシンII受容体のうちAT1受容体は間在細胞にも存在していることから，ミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化におけるアンジオテンシンIIのシグナルの役割について検討した．AT1受容体を欠損したマウスと野生型のマウスとで体液量の減少に対するリン酸化の変化について比較したところ，野生型マウスで認められた脱リン酸化はAT1受容体を欠損したマウスでは完全に消失していた．また，野生型マウスに対しアンジオテンシンIIを投与したところリン酸化をうけたミネラルコルチコイド受容体は顕著に減少したことから，体液量の減少においてはアンジオテンシンIIのシグナルによりミネラルコルチコイド受容体のSer843における脱リン酸化がひき起こされることが明らかになった．
4．ミネラルコルチコイド受容体のSer843におけるリン酸化により間在細胞によるCl-の再吸収が制御される

　つぎに，下流のタンパク質について解析した．その生理的な役割から，ミネラルコルチコイド受容体のターゲットは間在細胞に存在するイオン輸送体である可能性が高いと思われた．そこで，間在細胞に特異的に存在する膜輸送体に焦点をあて解析したところ，H+-ATPaseのB1サブユニットおよびCl-/HCO3-交換輸送体であるPendrinの発現がミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化にともない上昇し，逆に，リン酸化をうけたミネラルコルチコイド受容体の増加とともに低下することがわかった．さらに，これらの膜輸送体の発現の上昇はミネラルコルチコイド受容体の阻害薬により抑制されたことから，H+-ATPaseのB1サブユニットおよびPendrinがSer843のリン酸化とミネラルコルチコイド受容体の標的タンパク質であることが示された．間在細胞の頂端膜に存在するH+-ATPaseおよびPendrinはCl-の再吸収にかかわることが明らかにされており4,5)，Ser843のリン酸化は間在細胞に選択的にミネラルコルチコイド受容体の活性を制御することによりH+-ATPaseのB1サブユニットおよびPendrinの発現を制御し，Cl-の再吸収を制御していると考えられた（図2a）．
5．ミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化にはWNKキナーゼとPP1ホスファターゼが関与する

　単遺伝子の異常による高血圧の多くは低カリウム血症を呈するが，偽性低アルドステロン症II型では例外的に高カリウム血症をともなう．この疾患の原因としてWNKキナーゼの遺伝子変異が報告されており8)，偽性低アルドステロン症II型はWNKキナーゼの機能の異常により腎臓におけるNaClの再吸収とK+の排泄とのバランスが障害される（すなわち，K+の排泄が抑制されNaClの再吸収が亢進する）ことがその本態と考えられている9)．これまでの結果から，ミネラルコルチコイド受容体のSer843におけるリン酸化によりアルドステロンのNaCl再吸収作用とK+作用とのバランスが制御される（図2 b-d）と考えられたことから，偽性低アルドステロン症II型のマウスモデルにおけるSer843のリン酸化の量について検討した．WNKキナーゼのアイソザイムであるWNK4は間在細胞においても発現が確認され，興味深いことに，偽性低アルドステロン症II型モデルマウスではリン酸化をうけたミネラルコルチコイド受容体の顕著な低下が認められた．そこで，このモデルマウスに対しアルドステロンを投与し，間在細胞におけるミネラルコルチコイド受容体の反応を検討したところ，野生型のマウスと比較し偽性低アルドステロン症II型モデルマウスではH+-ATPaseのB1サブユニットおよびPendrinの発現が高度に誘導された．このことから，ミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化にWNK4が関与することが確認され，偽性低アルドステロン症II型の病態にミネラルコルチコイド受容体のSer843におけるリン酸化の異常が関与することが示唆された．また，WNK4の下流においてPP1ホスファターゼの作用することが報告されているが10)，in vitroにおける脱リン酸化解析により，PP1ホスファターゼがSer843のリン酸化されたミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化酵素として作用することが明らかになった．
おわりに

　この論文においては，リガンド結合ドメインにおけるリン酸化によりミネラルコルチコイド受容体のリガンドとの結合能およびシグナルの活性化が細胞に選択的に制御されることを報告した．この部位の脱リン酸化により間在細胞を介するCl-の再吸収の経路が活性化され，ミネラルコルチコイド受容体の腎臓における作用がK+の排泄からNaClの再吸収へとスイッチすると考えられた（図2）．ミネラルコルチコイド受容体においてリガンド結合ドメインの翻訳後修飾によりリガンドとの結合能が可逆的に制御されるというモデルは，核内受容体の制御機構の新たな一面を明らかにするものであり，類似した分子機構がほかの組織のミネラルコルチコイド受容体，あるいは，ほかの核内受容体における活性制御にかかわる可能性がある．
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〈図説明〉

図1　アルドステロンのパラドックス

アルドステロンには，腎臓においてNaClの再吸収を促進する作用とK+の排泄を促進する作用とがある．ひとつのホルモンが2つの異なる作用を発揮する分子機構は何か？
図2　ミネラルコルチコイド受容体のリン酸化の生理的な役割

（a）高カリウム血症においては，腎臓の間在細胞にてリン酸化をうけたミネラルコルチコイド受容体が増加し，リガンドとミネラルコルチコイド受容体との結合は抑制される．体液量の減少により，アンジオテンシンIIを介したミネラルコルチコイド受容体の脱リン酸化によりそのリガンド結合能は回復し，アルドステロンの作用をうけて頂端膜におけるH+-ATPaseおよびPendrinの発現を誘導する．
（b）腎臓の集合管には主細胞と間在細胞が存在する．主細胞の頂端膜にはNa+チャネルであるENaCとK+チャネルであるROMKが発現している．α型間在細胞にはH+-ATPaseが，β型間在細胞にはCl-/HCO3-交換輸送体であるPendrinがそれぞれ発現している．ミネラルコルチコイド受容体はすべての細胞に発現しているが，間在細胞のミネラルコルチコイド受容体のみ，Ser843がリン酸化（P）されている．
（c）高カリウム血症において間在細胞のミネラルコルチコイド受容体はリン酸化により不活性化され，H+-ATPaseおよびPendrinの発現はともに抑制される．一方で，主細胞ではアルドステロンによりミネラルコルチコイド受容体が活性化され，ENaCを介したNa+の再吸収が促進される．これにより，尿細管腔へのK+の排泄に適した電気的な勾配が形成され，ROMKを介したK+の排泄が起こる．
（d）体液量の減少において間在細胞のミネラルコルチコイド受容体はアンジオテンシンIIにより脱リン酸化される．これにより，主細胞にくわえ，間在細胞においてもアルドステロンによりミネラルコルチコイド受容体は活性化される．間在細胞のミネラルコルチコイド受容体はH+-ATPaseおよびPendrinの発現を誘導し，それらを介したCl-の再吸収が促進される．尿細管腔の電気的な勾配はCl-の再吸収により中和され，ROMKを介したK+の排泄は最小化される．
