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研究成果の概要（和文）：本研究では,まず,Gpr116が腎糸球体の血管内皮細胞に局在することを免疫電顕で明ら
かにした。次に，正常マウスとGpr116欠損マウスの糸球体血管内皮細胞の遺伝子比較解析を行い，Gpr116欠損に
よって変動する遺伝子を同定した。また，Gpr116の細胞内シグナル伝達経路については，Gpr116の過剰発現によ
って活性化状態に変化する細胞内シグナル伝達分子の候補の絞り込みができた。さらに，Gpr116安定発現細胞株
を用いてせん断ずり応力（shear stress）への応答性について検討したところ，流れ刺激によってわずかである
が応答を示すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, 1) we showed that Gpr116 is localized to the glomerular 
endothelial cells by immunoelectron microscopy. 2) We identified genes of which expression are 
altered in the glomerular endothelial cells of Gpr116-deficient mice. 3) We identified candidates of
 downstream signaling molecules, which are activated by Gpr116 overexpression. 4) We observed that 
several intracellular signaling pathways were activated to a lesser extent in Gpr116 overexpressing 
cells by shear stress.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎炎や腎不全に有効な治療法が確立しておらず，年々透析患者数が増加する傾向にあって患者の医療費負担や国
の財政圧迫が国内外問わず問題視されている。その為，糸球体濾過障壁の形成維持機構の解明が急務となってい
る。本研究は，糸球体血管内皮における情報伝達とその作用という新しい切り口から 濾過障壁の恒常性維持機
構の解明に挑戦する点が特色であり，今まで不明な点が多かった糸球体内皮細胞の特性を明らかにするばかりで
なく，腎疾患の病態の基礎・臨床研究の進展に貢献できる点で意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
体液の恒常性維持に必要な尿の生成は，腎糸球体における血漿成分の限外濾過で始ま
る。濾過の場である糸球体毛細血管は，血管内皮細胞，基底膜，糸球体上皮細胞
（podocyte）の三層構造から成り，細胞構造に由来するサイズバリアーと基底膜の陰性荷電に
由来するチャージバリアーの働きによって血漿タンパク質の濾過を防ぐフィルター（濾過障
壁）を形成している。糖尿病や高血圧では，この濾過障壁に障害が起こって血漿タンパク質
が濾過されて蛋白尿を生成する腎炎を併発し，やがて腎不全へと進行することが知られてい
る。しかしながら，糸球体毛細血管壁の形成・維持機構はおろか，濾過障壁の障害の発症機
序もほとんど不明であるため，腎炎や腎不全の根本治療法は確立しておらず対症療法であ
る人工透析が主流なのが現状である。 
我々は，Gタンパク質共役型受容体（GPCR）ファミリーに属し，リガンド不明のオーファン受
容体であるGpr116が糸球体毛細血管の内皮細胞に発現すること，Gpr116欠損マウスが，糸
球体濾過障壁の形態異常といった腎炎に似た異常を呈することを見出した）。Gpr116 を介し
た内皮細胞やpodocyteへの情報伝達が糸球体の濾過機能の維持に重要である可能性が高
くなった。 
 
２．研究の目的 

 
腎糸球体の毛細血管壁には，尿生成の第一段階である血液濾過を担うバリアー（濾過障
壁）が備わっており，その構造異常は腎疾患を誘発することが知られている。しかしながら，
濾過障壁がどのようにして形成・維持されているかは不明点が多い。我々は Gpr116 受容体
の欠損マウスの解析から，Gpr116 が濾過障壁を構成する血管内皮細胞の形態形成や基底
膜構成分子の発現制御に関与することを見出した。本研究の目的は，糸球体毛細血管内皮
細胞における Gpr116 の作用機構を解明し，濾過障壁の恒常性維持とその破綻による病態
発症のプロセスを説明できるようにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
我々が見出した腎糸球体のユニークな表現型を手がかりに，Gpr116の糸球体血管内皮に
おける役割を解明するため，① Gpr116 の細胞内局在を免疫電顕により決定し，② Gpr116
欠損マウスの糸球体で発現量が変化する遺伝子の中から，基底膜や内皮細胞の構造維持
に機能するものを絞り込み，その機能解析から Gpr116 の下流シグナルを探索した。また，③ 
免疫沈降法や酵母ツーハイブリッド法などでリガンドの探索を行い，上流シグナルの決定を
試みた。さらに，④ Gpr116 のユビキチン化に焦点を当てた発現制御機構を解析し，Gpr116
の局在および活性化の調節の仕組みを解析した。 
 
４．研究成果 
 
① 腎糸球体における Gpr116 の細胞内局在を決定するために免疫電顕を行ったところ，
Gpr116が血管内皮細胞の血管内腔側の細胞膜上に局在することを明らかにした。この
結果，Gpr116が血液中の何らかの刺激を受けてシグナル伝達を行っており，基底膜成
分との直接的な相互作用はないことが示唆された。 
 
② 正常マウスとGpr116欠損マウスの糸球体血管内皮細胞のRNAを用いてマイクロア
レイ解析による遺伝子比較解析を行った結果，基底膜成分などの遺伝子発現が Gpr116
欠損によって変動することが分かった。肺血管内皮細胞を用いて同様の遺伝子比較解
析を行ったが，糸球体血管内皮細胞で認められた基底膜成分の遺伝子発現変動は認め
られなかった。Gpr116の下流シグナル制御が組織・細胞特異的なものであることが示
唆された。この解析の過程で肺血管内皮細胞において，Gpr116欠損によって CCL2の
発現上昇が生じて喘息に似た炎症状を引き起こす可能性を見出した。 
また，Gpr116の細胞内シグナル伝達経路を明らかにするために，Gpr116とその変異
体を恒常的に発現する細胞株を作製して，各細胞株における主要なシグナル伝達中継
分子の活性化状態について解析をした。その結果，Gpr116の過剰発現によって活性化
状態に変化する候補分子の絞り込みができたものの，正常および Gpr116欠損マウス由
来の血管内皮細胞では候補分子の活性化状態に差異は認められなかった。 
 
③ Gpr116 の細胞内局在から，何らかの物理的刺激によって活性化されるのではない
かと予想をした。Gpr116 安定発現細胞株を用いてせん断ずり応力（shear stress）への
応答性について検討したところ，流れ刺激によってわずかに応答を示したが，生体内
で意味を持つほどの活性化を引き起こした結果を得たとは言い難いものであった。今
後の条件検討や他の刺激（伸展刺激など）を検討する必要がある。 



 
④ Gpr116 のタンパク質安定化に関わる領域について，変異体の発現解析により候補
を絞り込むことに成功した。研究期間内の解明は出来なかったものの，引き続き安定
化に必要な領域の特定とその分子機構についての解析を進めていく。 
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