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研究成果の概要（和文）：イヌ腎尿細管上皮由来MDCK細胞を用い、転写因子Stat1の三次元培養下での管腔形成
に及ぼす作用について、野生型(wt)並びにドミナントネガティブ型（dn）Stat1を安定発現するMDCK株を用いて
検討したところ、wt型並びにdn型Stat1安定発現MDCK株の管腔形成について検討したところ、wt-MDCKでは、腎特
異的カドヘリン16の発現を上昇させた細い管腔の形成が促進されたが、dn-MDCKでは拡張型の異常管腔が観察さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Effect of wild-type or dominant negative form of Stat1 on tubule formation 
of canine renal epithelial cell-derived MDCK cells was examined. Wild-type Stat1 upregulated 
expression of kidney-specific cadherin 16 and induced formation of rigid and narrow tubule, while 
dominant negative Stat1-transfectant formed dilated and thin-walled tubule.

研究分野：獣医生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 イヌ等で発生する嚢胞性腎疾患（嚢胞腎）
は、腎臓に嚢胞を形成し徐々に嚢胞が拡大し
ていくことで腎組織を圧迫し慢性腎臓病の
原因となり、その素因として尿細管の形成異
常があるが詳細は不明である。一方、ヒトで
見られる多発性嚢胞腎では、尿細管上皮と細
胞外マトリックスとの相互作用の異常によ
り嚢胞が形成されるとされ、matrix 
metalloproteinase-9をはじめとするマトリ
ックス代謝酵素の上昇が報告されている。イ
ヌ腎尿細管上皮細胞由来細胞株MDCKはコ
ラーゲンゲル内で培養を行うことにより管
腔構造が形成され、HGF存在下でその管腔
形成は Stat1依存性に促進されることが報告
されており、さらに最近、尿細管上皮細胞の
肥大に関わる分子として Slp2-aが同定され、
嚢胞腎との関連性が提起されたが、尿細管上
皮と細胞外マトリックスとの相互作用の異
常の観点から管腔形成における Stat1の機能
を検討した研究は無い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、Stat1を制御したMDCK
細胞株を用いて、三次元細胞培養系により形
態の異なる腎尿細管を作製することにより、
腎尿細管に関する動物実験代替モデルを提
供することであり、この研究成果は近年開発
中の iPS細胞からの分化細胞の誘導法や iPS
細胞由来分化細胞を用いた薬剤スクリーニ
ングへも貢献することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１） イヌ・CDH16 遺伝子上の Stat1 制御
領域の同定 
①イヌ・CDH16 ゲノムの転写開始点の上流 2
キロベースから第 2イントロンまでの Stat1
結合領域を含むの遺伝子断片を、MDCK 細胞よ
り調製したゲノム DNA を鋳型とした LA-PCR
により増幅する。 
②増幅した断片は pGL4-luc ベクターにサブ
クローニングし、このコンストラクトを元に
推定されたStat1結合領域を含む様々なデリ
ーション・ミュータントを作製した後に MDCK
細胞株にトランスフェクションし、HGF 添加
後のルシフェラーゼ活性を測定することで、
CDH16 遺伝子制御領域上の Stat1 制御領域を
推定し、EMSA および ChIP により結合領域を
特定する。 
（２） Stat1-Tet-On および Tet-Off MDCK
安定発現株の樹立 
①テトラサイクリン調節ベクター (pTet-On
或いはpTet-Off)をMDCK細胞にトランスフェ
クションし、G418 により選択し Tet-On およ
び Tet-Off MDCK 安定発現株を樹立する。 
②wt-或いは dn- (Y701F 置換)Stat1 をテトラ
サイクリン応答発現ベクター に対してディ
レクショナルクローニングを行う。 
③wt-並びに dn-Stat1がサブクローニングさ

れた pTRE3-Tight を Linear hygromycin 
selection marker と共に、1)で作製した
pTet-On-MDCK細胞或いはpTet-Off-MDCK細胞
へコトランスフェクションする。 
④ハイグロマイシンにより選択し二重安定
発現株を樹立する。wt-および dn-Stat1 の発
現量については、realtime PCR により解析す
る。 
（３） コラーゲンゲル内培養による管腔形
成 
①Stat1-Tet-On 或いは Stat1-Tet-Off 二重
安定発現 MDCK 細胞は、コラーゲンゲル内に
包埋培養を行う。 
②次に 50 ng/mL HGF を含んだ無血清培地
(DMEM)を加えゲルを浮遊させた後、異なる濃
度のテトラサイクリンを添加し培養を開始
する。 
（４） mRNA 並びにタンパク質発現解析 
①mRNA発現は、total RNA 抽出、DNaseI 処理、
逆転写の後、realtime PCR で解析する。 
②タンパク質については、RIPA buffer 中で
ゲルを破砕後、タイトジャンクション、接着
接合構成分子、基底膜構成分子およびマトリ
ックス分解酵素群を解析する。 
（５）レーザー顕微鏡による形態学的解析 
①細胞を含んだコラーゲンゲルはホールマ
ウント免疫染色に供する。 
一次抗体洗浄後に、蛍光標識二次抗体/DAPI
混合液とコラーゲンゲルを 24 時間反応させ
る。蛍光標識には主に Alexa Fluor 488 およ
び 633 を用いる。 
②ゲルはグリセリンで透明化した後、2フォ
トン共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM-710）
並びにコヒレント社製 Chameleon を用いて、
ゲル深部まで観察、撮影を行う。 
 
（６）生体模倣ゲルを用いて三次元培養によ
る管腔形成実験 
①コラーゲン・スポンジ内培養；市販のスポ
ンジを PBS 洗浄後に用いる。 
②アルギン酸三次元培養；MDCK 細胞をアルギ
ン酸ナトリウム溶液に懸濁した後に、塩化カ
ルシウムを滴下し、ゲル化させた後、ゲルを
PBS 洗浄後に管腔形成実験に供する。 
③各種ハイドロゲルの作製は、メーカーの使
用法に準じる。 
 
４．研究成果 
（１） MDCK細胞におけるTNFα依存性MMP-9
発現制御機構の解析 
MDCK細胞に TNFαによる濃度依存的 MMP-9の
酵素発現をゼラチンザイモグラフィーによ
り、mRNA発現を定量的PCRによって検討した．
その結果、TNFα濃度依存的な MMP-9 の特異
的な発現の上昇が確認された．この結果を受
け、TNFαによる細胞への刺激を与える前に 5
種類のシグナルインヒビターを添加し MMP-9
発現が減少、もしくは消失する経路について
検討した．その結果、JAK1/2 インヒビターで
ある Ruxilitinib と JAK2 インヒビターであ



る AG-490 において MMP-9 特異的な発現消失
が確認された．さらに mRNA における TNFα依
存性 MMP-9 発現への AG-490 の影響を検討し
た際にも、コントロールと比べ MMP-9 の発現
が抑制されていた．  
 
（２） 転写制御領域解析 
 MDCK 細胞における TNFα依存性 MMP-9 発現
への JAK-STAT 経路の関与の可能性を受け、
イヌ MMP-9上の STAT1結合領域をプロモータ
解析により同定した．ルシフェーラゼアッセ
イによる実験では、TNFαの濃度依存的にプ
ロモーター活性が上昇しているのに対し、配
列の一部に変異を導入したミュータントプ
ロモータを用いた結果では活性上昇が見ら
れなかった．また、元の配列を基に人工合成
したSTAT1プローブを用いたゲルシフトアッ
セイにおいても STAT1の結合が確認される一
方で、ミュータントプロモータでは結合が確
認されなかった．このことから、同定された
領域に STAT1 が結合することが分かった．さ
らに、クロマチン免疫沈降における結果でも、
MMP-9 遺伝子制御領域上には STAT1、リン酸
化 STAT1、CBP が結合し、MDCK 細胞の TNFα
依存性 MMP-9 発現は STAT1によって制御され
る可能性が示された． 
 
（３） STAT1 の機能解析 
MMP-9 発現に STAT1 が関与する可能性をもと
に、STAT1 の野生型と、ドミナントネガティ
ブ型のプラスミドを導入した MDCK 細胞株を
作成し、TNFα依存性 MMP-9 発現に STAT1 が
及ぼす影響を検討した．その結果、コントロ
ール並びに野生型 STAT1 導入株では TNFαの
濃度依存的に MMP-9の発現上昇が見られる一
方で、STAT1 の発現が抑制されたドミナント
ネガティブ型 STAT1 導入株では MMP-9の発現
が特異的に抑制されていることが分かった．
さらに、コアクティベータ―である CBP(CREB 
Binding Protein)と STAT などの結合性を調
べるために、マウス CBP 発現プラスミドを導
入した MDCK 細胞株を作成し、もっとも CBP
反応性の高いクローンである 12-2 を用いて
実験を進めた.CBP 発現 MDCK 細胞株を用いて
TNFα10ng/ mL 処理後経時的に細胞を回収し
て mCBP 抗体で免疫沈降し、リン酸化 STAT1
の抗体でウエスタンブロッティングした．そ
の結果、TNFα処理後120分でリン酸化STAT1、
すなわち活性化した STAT1の発現が上昇して
いることが分かった．また、STAT とともにシ
グナルを伝達するJAKについても同様にウェ
スタンブロッティングを行った結果、TNFα
処理後 5分から 30 分にかけて発現が見られ
た．IRF(Interferon Regulatory Factor)-1
のドミナントネガティブ型プラスミドを導
入した MDCK 細胞株を用いて STAT1 同様に、
TNFα依存性 MMP-9 発現への影響を、酵素発
現をゼラチンザイモグラフィーにて、mRNA 発
現を定量的 PCR にて検討した．その結果ドミ
ナントネガティブ型 STAT1細胞株同様、MMP-9

発現の抑制が確認されたため、MDCK 細胞株に
おける TNFα依存性 MMP-9 発現には IFN、
STAT1 が係わる可能性が示された． 
 
（４）コラーゲンゲル内培養における STAT1
の管腔形成への影響 
MDCK細胞はコラーゲンゲルを利用した3次元
培養において管腔を形成することが知られ
ており、これを用いた研究も多く行われてい
る．そのことから STAT1 導入株をもちいて、
STAT1 と MMP-9 の管腔形成に与える影響につ
いて検討した．まず、培養上清中に分泌され
る MMP-9発現をゼラチンザイモグラフィーに
て、mRNA レベルでの MMP-9 の発現について定
量的PCRにて検討した結果、単層培養同様に、
コントロール、野生型 STAT1 発現株では TNF
αによって MMP-9 発現が上昇し、ドミナント
ネガティブ型 STAT1発現株では抑制されてい
た．さらに、単層培養時に比べ平均値が上昇
していた．また、MDCK 細胞による管腔形成実
験において管腔の形成を促進される因子と
してよく用いられる HGF(Hepatocyte Growth 
Factor)を添加したコラーゲンゲルではすべ
ての細胞株において MMP-9発現レベルの変化
は見られなかった.1週間コラーゲンゲル内
で培養した細胞についてホールマウント免
疫染色によって形態を観察した．コントロー
ル細胞株では HGF添加により管腔の伸長が観
察され、野生型 STAT1 発現株ではコントロー
ルより管の直径が細く、さらに細胞間接着因
子であるカドヘリンの発現が HGF によって、
より明瞭になっている様子が観察された．ド
ミナントネガティブ型 STAT1発現株では管腔
の直径が大きく、HGF の添加により管の分岐
や上皮の重層化などの形態異常が確認され
た．なお、いずれの細胞株においても TNFα
による形態形成への影響は見られなかった． 
コラーゲンゲル内で形成された管腔につい
て、接着結合の因子である腎特異的カドヘリ
ン/カドヘリン 16、密着結合の因子であるオ
クルディン、そして管周囲にあるコラーゲン
との相互作用に関わる因子の 4型コラーゲン
の mRNA 発現を検討した．腎特異的カドヘリ
ンは野生型 STAT1 発現 MDCK 細胞株において
高い値を示した．また、この結果は、形態学
的解析においてカドヘリン免疫染色の結果
と一致する．オクルディンはドミナントネガ
ティブ型 STAT1 発現 MDCK 細胞株でやや低い
値であったが大きな差は見られなかった．4
型コラーゲンは野生型 STAT1 発現 MDCK 細胞
株において、コントロールやドミナントネガ
ティブ型よりやや高い値を示し、TNFαのみ
で処理した場合に特に高い値を示した. 
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