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緒緒  言言  

 
当腎臓内科学教室では、バゾプレシン／cAMP／PKA シグナルが体内の水恒常性維持を担うAQP2 水チャネルを活

性化し、尿を濃縮する機構を解明してきた。先天性腎性尿崩症は、バゾプレシン2型受容体（V2R）の機能喪失型変異

により尿濃縮機構が破綻し多尿をきたす疾患である。従来の治療戦略は、障害されたV2R を介さずに細胞内の cAMP
を活性化する方法であり、phosphodiesterase 阻害薬や GPCR アゴニストなどの効果が検証されたが、治療薬の実用

化には至っていない。そこで、研究代表者はPKAの直接活性化に着眼し、腎性尿崩症モデルマウスの尿量を劇的に減

少させる低分子化合物FMP-API-1/27 を発見した（図 1）［1，2］。FMP-API-1/27 は、PKA とPKA のアンカータン

パクであるA-kinase anchoring proteins（AKAPs）との結合を阻害する作用を有し、既存の化合物には無い高いAQP2
活性化効果を発揮した。そこで、この新規化合物を用いることで先天性腎性尿崩症の病態解明研究を進めると同時に治

療薬の開発も行った。FMP-API-1/27が結合を阻害するAKAP‐PKA結合を探索し、AKAP Xが標的であることを同

定した。Akap X ノックアウトマウスにおいては、PKA によるAQP2 のリン酸化が高度に障害されており、尿崩症の

表現型を呈した。今まで数々のAKAPノックアウトマウスが作製されてきたが、尿濃縮障害を起こしたAKAPは初め

てであり、AKAP X は腎臓集合管の PKA／AQP2 シグナルを仲介する最も重要な AKAP であることが明らかとなっ

た。 
 

 
  

図1．FMP-API-1/27によるPKA/AQP2活性化機構 
FMP-API-/127は、腎臓集合管のPKAをバゾプレシン非依存性に活性化しAQP2をリン酸化することができる。 

 
低分子化合物 FMP-API-1/27 は、25 年以上の AQP2 研究史において生体内の AQP2 を最も強く活性化する効果を

持つことから、腎外組織への効果検証にも着手した。肥満症もPKA関連疾患の一つとして知られている。日本をはじ

めとする先進諸国は飽食の時代を迎え、交通機関の発達など利便性の向上により運動量が減少していることから、容易

に肥満や生活習慣病を患う脅威にさらされている。肥満は種々の疾患の危険因子であり早期に治療介入することが望ま
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しいが、一方で汎用可能な治療薬は無いのが現状である。褐色脂肪細胞におけるPKA の活性化は、熱産生効果をもた

らすことから抗肥満の治療標的となっている。そこで、リード化合物FMP-API-1/27を誘導体展開した化合物や類似構

造を持つ化合物を化合物ライブラリーから抽出し、それらのPKA活性化効果を、褐色脂肪培養細胞を用いて検証した。

さらに、高脂肪食肥満モデルマウスを用いて、抗肥満作用を有する化合物を絞り込み化合物Xを同定した。 
 

方方  法法  

 
11．．AAKKAAPPss‐‐PPKKAA結結合合評評価価  

AKAPs は 50 種類以上あり、PKA サブユニットも 4 種類あることから、結合の組み合わせは多様である。そこで、

RNA-Seq やプロテオミクス解析で同定された腎臓に発現する AKAPs と PKA を HEK293T 細胞に強制発現させ、

FMP-API-1/27が結合を阻害するAKAP‐PKAの組み合わせを、免疫沈降法を用いて評価した。 
22．．ママウウススのの尿尿量量・・尿尿浸浸透透圧圧評評価価  
マウスをメタボリックケージで 24 時間飼育した。飼料および水は自由摂取、自由飲水とした。尿浸透圧・尿量・飲

水量を測定した。尿浸透圧はFiske One-ten Osmometerを用いて計測した。 
33．．デデススモモププレレシシンン投投与与試試験験  

V2R agonist：[deamino-Cys1, d-Arg8]-vasopressin（dDAVP）（0.4μg/kg）を腹腔内投与した後の尿浸透圧を経時

的に測定した。 
44．．高高脂脂肪肪食食肥肥満満モモデデルルママウウススににおおけけるる化化合合物物XXのの効効果果検検証証  
マウスを通常食群、高脂肪食（カロリー比 60％脂質含有）負荷群、化合物 X 添加（0.05％）高脂肪食負荷群に分け

16週間各食餌・薬剤を負荷した。飼料・水は自由摂取、自由飲水とし、週に2回体重および食餌摂取量を測定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 先先天天性性腎腎性性尿尿崩崩症症のの病病態態解解明明とと治治療療薬薬開開発発  
RNA-Seq やプロテオミクス解析で同定された腎臓集合管に発現する全ての AKAP‐PKA 結合の組み合わせを免疫

沈降法により評価し、FMP-API-1/27 が AKAP X と PKA との結合を特異的に阻害していることを明らかにした     
（図2a）。AQP2 はPKA により直接リン酸化されることが知られているが［3］、AKAP X‐PKA 複合体がAQP2 を

リン酸化するためには両者の局在の一致が必要である。免疫蛍光染色により細胞内局在を評価したところ、AQP2 と

AKAP X は腎臓集合管において細胞膜直下において共染色されており、電子顕微鏡においては両者とも細胞内小胞に

局在していた（図2b、c）。 
そこで、AKAP XのAQP2活性への影響を評価するために、Akap X －／－マウスを作製し尿濃縮能が障害されるかを

評価した。Akap X －／－マウスの尿浸透圧は低下しており、尿量・飲水量が増加していた（図 3a）。尿浸透圧の低下は

バゾプレシンシグナルへの不応性が原因と考えられたため、バゾプレシン2型受容体のアゴニストであるデスモプレシ

ン（dDAVP）を投与し、尿浸透圧の変化を観察した。WTマウスでは尿浸透圧が上昇したが、Akap X －／－マウスでは、

尿浸透圧がわずかにしか上昇しなかった（図 3b）。今まで数々の AKAP ノックアウトマウスが作製されてきたが、尿

濃縮障害を起こしたAKAPは初めてであり、この結果は、AKAP XがAKAP‐PKA結合阻害剤であるFMP-API-1/27
の標的分子として矛盾しないことを示している。 
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図2．FMP-API-1/27は、AKAP X‐PKA RⅡα/β結合を阻害する 
a） FMP-API-1/27は、腎臓集合管に発現するAKAPのうち、AKAP X‐LRBA結合を特異的に阻害した。 
b） AQP2とAKAP Xは腎臓集合管において共局在する。上段：Scale barsは100μm、下段：Scale barsは10μm。 
c） AQP2とAKAP Xは細胞内小胞に局在する。Scale barsは500 nM。 

 

 
 

図3．Akap X －／－マウスの尿濃縮力は低下する 
a） Akap X －／－マウスの尿浸透圧は低下し、尿量・飲水量が増加する。Dunnett’s test、**p＜

0.01、NS：not significant。 He：Lrba＋／－、Ho：Lrba－／－。 
b） Akap X －／－マウスは、バゾプレシン投与下においても尿浸透圧が上昇しない。Two-sided 

Student’s t-test、**p＜0.01。 
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PKA によってリン酸化された AQP2 は細胞膜へと輸送され水透過性が上昇することが知られている。Akap X －／－

マウスにおいては、vesicle 周囲に PKA が存在できないことから dDAVP 投与下における AQP2 のリン酸化が高度に

障害され、AQP2の活性が低下したと考えられた（図4）。今まで、AQP2のリン酸化に関わるPKAが腎臓集合管にお

いてどのように制御されているか不明であったが、PKA制御をAKAP単位に分解し、特定のAKAP周囲のPKAシグ

ナル伝達系に解析の照準を絞り込むことで、既存の方法では到達できなかった病態に直結するPKAシグナル伝達系の

解析が可能になった。 
一方で、尿濃縮効果を発揮したリード化合物 FMP-API-1/27 の誘導体展開と類似構造を指標とした in silico のスク

リーニングにより多数のPKA活性制御候補薬の開発を進め、尿濃縮効果が高く経口投与で有効な化合物群を開発し特

許出願（特願2020-097124）を行った。 

 
 

図4．Akap X －／－マウスにおいてはAQP2のリン酸化が高度に障害される 
AKAP XをノックアウトするとPKAがAQP2周囲に局在できなくなりリン酸化が障害される。 

 
AKAP Xを同定した我々の解析手法は先天性腎性尿崩症に限らない他のPKA関連疾患へも応用が可能であり薬剤シ

ーズの創出や新規病態解明が見込める。我々が保有する化合物の一つ（化合物X）は、腎臓には効果が無かったが褐色

脂肪細胞において高い PKA 活性化効果を発揮した。肥満症も PKA 関連疾患の一つとして知られている。肥満は種々

の疾患の危険因子であり早期に治療介入することが望ましいが、一方で汎用可能な治療薬は無いのが現状である。褐色

脂肪細胞には、PKA が関わるシグナルとしてカテコラミン／cAMP／PKA／UCP1 シグナル伝達系があり、熱産生効

果があることから抗肥満の標的となっている。抗肥満薬としてβ3受容体アゴニスト（ミラベグロン）が着目されてき

たが、心臓のβ1受容体にも作用し心拍や血圧を上昇させるため長期服用への障壁となっている。化合物Xを高脂肪食

肥満モデルマウスに 16 週間経口投与すると、ミラベグロンとは対照的に心拍や血圧に影響なく抗肥満効果を発揮した

（図5a）。化合物Xには、褐色脂肪のミトコンドリアを保護する効果があり、ミトコンドリアにおける熱産生作用の改

善から抗肥満効果を発揮したと考えられた（図5b）。化合物Xは、生体内においていくつかのPKA基質をリン酸化し

ていることをすでに明らかにしており、PKA基質のリン酸化動態を指標に化合物の標的を絞り込んでいく。 
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図5．抗肥満作用を持つ化合物Xの探索 
a） 抗肥満作用を持つ化合物の選定。 
b） 化合物によるミトコンドリア保護効果。 

 
我々が独自に保有するPKA制御化合物には確かな標的特異性と高い活性があり、既存薬とは異なる標的組織のPKA

を活性化することができる。先天性腎性尿崩症や肥満症に代表される治療が困難なPKA関連疾患は数多く残されてお

り、新たなカテゴリーのPKA活性制御薬がアンメット・メディカル・ニーズを満たす可能性が強い。今後も、PKA活

性作用を有する化合物の開発を進めるとともに、化合物の生理活性と作用機序の同定を突破口として、PKA 関連疾患

の病態解明も行う。 
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