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研究成果の概要（和文）：本研究では糸球体から漏出したアルブミンに結合する脂肪酸あるいは薬物の腎尿細管
上皮細胞移行特性ついてヒト腎尿細管上皮細胞HK-2を用いて解析した。アルブミンに結合した脂肪酸は、アルブ
ミンから解離後に担体輸送を介して細胞内移行することが観察された。また、アルブミン共存下におけるドキソ
ルビシンやBODIPY FL prazosinは、アルブミンと結合した状態でクラスリン介在性エンドサイトーシスによって
細胞内に移行することが示唆された。以上、糸球体から漏出したアルブミンに結合している脂肪酸や薬物は、そ
れぞれ主に担体輸送およびエンドサイトーシスシステムを介して尿細管上皮細胞内に移行することが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the transport mechanisms underlying the 
accumulation of fatty acids and drugs bound to glomerular filtered albumin in renal proximal tubular
 epithelial cells, using human kidney tubular epithelial cell line HK-2. It was observed that 
albumin-bound fatty acids penetrate into the HK-2 cells via transporter-mediated transport system 
after the fatty acids are dissociated from albumin. In addition, doxorubicin and BODIPY FL prazosin 
in the presence of albumin are taken up via clathrin-mediated endocytosis with themselves bound to 
albumin. Taken together, it has been suggested that fatty acids and drugs bound to albumin 
accumulate in renal proximal tubular cells, mainly via transporter-mediated and endocytosis-mediated
 systems, respectively.     
   

研究分野：生物薬剤学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題により、タンパク尿を伴う腎障害時においてアルブミンと結合した薬物がアルブミンとともに尿細管
上皮細胞内に移行することが示唆された。多くの薬物はアルブミンに結合することから、糸球体ろ過バリアが破
綻した際、尿細管管腔中に漏出したアルブミンに結合している薬物が、アルブミンとともに尿細管上皮細胞に取
り込まれ、正常時では分布が見られない腎に薬物が蓄積する可能性が示唆された。本成果は、糸球体障害による
タンパク漏出に伴って薬物が腎蓄積することで腎機能が悪化するというこれまでに想定していなかった機構によ
る腎障害の発症機構を提起するものであり、腎障害防御法の開発に貢献しうるものであると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 腎機能が正常時においては、糸球体が形成するサイズバリアとチャージバリアの存在によっ
て、血漿中タンパク質の糸球体ろ過は著しく制限されている。しかし、糖尿病や高血圧などの生
活習慣病などによって、糸球体ろ過バリア機能が障害され、アルブミンなどの血漿中タンパク質
が尿細管管腔中へと漏出するようになる。そして、このタンパク漏出が増大することにより、
CKDと診断されるようになる。また、このタンパク漏出が、尿細管上皮細胞障害や腎線維化を
惹き起こす原因の一つであることが知られている。 
 上述したタンパク漏出が尿細管細胞障害や腎線維化へとつながる要因として、アルブミンに
結合している脂肪酸の関与が指摘されている。すなわち、全身循環血中に存在するアルブミンに
は種々の脂肪酸が結合しているが、その脂肪酸が糸球体からアルブミンに結合した形で漏出し
た後、近位尿細管上皮細胞内において脂肪として蓄積し、細胞障害を惹起する“ lipid 
nephrotoxicity hypothesis”が提唱されている。実際に、タンパク尿誘発時における近位尿細管
上皮細胞には脂肪滴の増加が顕著に認められること、タンパク尿誘発に続いて起こる腎機能低
下は脂肪酸を含まない食餌によって軽減することなどが示されている。それでは、「糸球体ろ過
されたアルブミンに結合する脂肪酸は、どのようなメカニズムによって近位尿細管上皮細胞内
に移行しているか」という疑問が出てくるが、タンパク尿発症時における脂肪酸の尿細管移行性
については現時点で申請者が知る限り明らかにされていない。 
 腎機能正常時においてもアルブミンの一部は糸球体から漏出するが、近位尿細管上皮細胞に
おいて効率よくレセプター介在性エンドサイトーシスによる再取り込みを受けるために、ほと
んど尿中には出現しない。しかし、この効率的な再取り込みシステムは、過剰なアルブミン漏出
時には、アルブミンを過剰に近位尿細管上皮細胞に取り込む要因になる。 
 上記のことを踏まえると、アルブミンに結合している脂肪酸はアルブミンとともにエンドサ
イトーシスによって取り込まれる可能性が考えられる。しかし、申請者らによる最近の実験結果
ではエンドサイトーシスの関与を示唆する知見は得られておらず、むしろアルブミンに結合し
た脂肪酸はトランスポーターを介して細胞内に移行することを示唆する結果が得られている。
一方、腎以外の組織で言えば、アルブミンに結合した脂肪酸は、細胞膜表面でアルブミンと解離
し、FATP(fatty acid transporter protein)や CD36/FAT(fatty acid translocase)によって脂肪酸
単体として細胞内に移行することが、肝細胞や脂肪細胞などで示されている。しかし、腎近位尿
細管上皮細胞における脂肪酸取り込みに、FATP や CD36/FAT が関与するか否かは明らかでな
い。 
 また、申請者らはアルブミンをヒト腎近位尿細管上皮細胞株 HK-2に曝露すると、低酸素誘導
因子 HIF-1 が活性化すること、その活性化は脂肪酸を除去したアルブミンでは観察されないこ
とから、アルブミンに結合している脂肪酸が HIF-1 活性化に重要な役割を果たしていることを
見出した。百以上もの遺伝子発現調節に関与する HIF-1 の活性化を脂肪酸が引き起こすという
発見は、脂肪酸が近位尿細管上皮細胞に取り込まれることで、細胞ひいては腎全体に様々な影響
を与えることを示唆するものである。 
 アルブミンには脂肪酸のみならず、生体内に投与された多くの薬物も結合する。従って、「糸
球体ろ過バリアが破綻した際、尿細管管腔中に漏出したアルブミンに結合している薬物は、アル
ブミンとともに尿細管上皮細胞に取り込まれ、蓄積するのだろうか。蓄積するのであれば、その
移行特性はどのような機構であり、また、その蓄積が尿細管上皮細胞にどのように影響するだろ
うか」という疑問が提起される。通常は糸球体ろ過されないアルブミンが糸球体から漏出するこ
とで、アルブミンに結合している薬物が尿細管管腔側から取り込まれるのであれば、この取り込
みが薬物の腎移行や腎障害の原因になっている可能性が考えられる。肝細胞においては以前に、
アルブミンと結合性の高い薬物が非結合型のみならず結合型薬物濃度にも依存して細胞内に取
り込まれる“albumin-mediated transport”の存在が知られている。しかし、こうした機構が腎
近位尿細管上皮細胞においても存在するのかどうかは不明なままである。  
 
 
２．研究の目的 
 
 慢性腎臓病や薬剤投与による糸球体ろ過バリア機能が低下することで、正常時にはろ過され
ないアルブミンが尿細管管腔中に大量に漏出するようになる。一方、アルブミンに結合している
脂肪酸がタンパク尿発症時に尿細管上皮細胞に脂肪滴として蓄積することが知られている。し
かし、アルブミンに結合している脂肪酸が尿細管細胞内に移行する機構は不明である。また、投
与された薬物の多くはアルブミンに結合するが、糸球体からのアルブミン漏出時に、アルブミン
に結合する薬物が尿細管において再取り込みを受けるかは明らかではない。本研究では、糸球体
から漏出したアルブミンに結合する脂肪酸あるいは薬物の腎尿細管上皮細胞への移行特性およ
び脂肪酸や薬物が移行した場合の尿細管上皮細胞に及ぼす影響について知見を得ることを目的
とする。 
 
 



３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養 
 HK-2 細胞は、10% FBS を含む DMEM/F-12 培地を用い、CO2インキュベーター内 (37℃、5% CO2-
95% air)で 90%程度コンフルエントになるまで 6-7 日間培養した。細胞の継代は 0.05% Trypsin-
0.53 mM EDTA を用いて細胞を剥離し 100 mm culture dish(維持用)に 80～100 x 104 cells/dish
となるように播種した。24-well plate(実験用)には 5～10 x 104 cells/well となるように播種
した。培地交換は 2～3日毎に行い、実験あるいは継代前日にも行った。実験には 5～7日間培養
した細胞(passage #38-61)を用いた。 
 
(2) 細胞内移行特性解析 
 
[3H]標識体の細胞内取り込み解析 
 実験には phosphate-buffered saline (PBS)を用いた。24-well プレートに細胞を培養し、そ
の培地を除去後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、37℃または 4℃の PBS で 10-20 分間プレインキュ
ベーションした。その後、プレインキュベーション溶液を除いて 5 µg/mL[9,10-3H]palmitic 
acid([3H]PA)と 1%脂肪酸除去アルブミンを含む溶液を添加し、一定時間インキュベーションし
た。基質溶液を除去した後に氷冷した PBS で 2回洗浄した。0.1 M NaOH を加えて細胞を溶解し、
遠心（10,000 rpm x 5 min）後、その細胞溶解液に Liquiscint (National Diagnostics)を加え、
液体シンチレーションカウンターにて放射活性を測定した。また、細胞溶解液を用いて Bradford
法にてタンパク量を測定した。 
 
蛍光物質の細胞内取り込み解析 
 実験には PBS を用いた。24-well プレートに細胞を培養し、その培地を除去後、細胞を PBS で
2 回洗浄し、37℃または 4℃の PBS で 10-20 分間プレインキュベーションした。その後、プレイ
ンキュベーション溶液を除き、ドキソルビシン(50 µM)あるいはドキソルビシン(2 µM)と脂肪酸
除去アルブミン(1%)を含む溶液を添加し、一定時間インキュベーションした。基質溶液を除去し
た後に氷冷したPBSで2回洗浄した。1%SDS(ドキソルビシン取り込み実験)あるいは0.1％Triton 
X-100(BODIPY FL prazosin 取り込み実験)を含む PBS を加えて細胞を溶解し、遠心（10,000 rpm 
x 5 min）後、その細胞溶解液 100 μLにおける蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて
測定した。また、細胞溶解液を用いて Lowry(ドキソルビシン取り込み実験)あるいは Bradford
法(BODIPY FL prazosin 取り込み実験)にてタンパク量を測定した。  
 
(3) Real-time PCR 法 
 細胞から培地を除去した後、PBS で 2 回洗浄し、RNeasy® Mini Kit(QIAGEN)を用いて取扱い説
明書に記載されたプロトコールに従い total RNA を抽出した。抽出した RNA 濃度は 260 nm にお
ける吸光度を測定することで算出した。PCR 反応は、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を
用い、取扱説明書に記載されたプロトコールに従って行った。PCR 反応の後、融解曲線分析を行
い、非特異的産物が生成されていないことを確認した。各装置での PCR 反応条件は、前熱変性
95℃ 30 秒、その後、95℃ 10 秒 (熱変性)→60℃ 15 秒 (プライマーのアニーリング)→72℃ 15
秒 (伸長反応) を 40 サイクルとした。 
 
(4) 統計解析 
 統計処理は Tukey’s HSD test を使用した多重比較検定(有意水準 5%)を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）腎近位尿細管上皮細胞におけるアルブミン共存下[3H]palmitic acid の細胞内移行特性 
 
 本研究では、腎近位尿細管上皮細胞における脂肪酸輸送特性を解明するため[3H]palmitic 
acid([3H]PA)を用いた輸送解析を行った。まず、限外濾過法により[3H]PA のタンパク結合を調べ
た結果、脂肪酸が除去処理されたアルブミン(1%)を含む溶液中において、[3H]PA は 99%以上(99.9
±0.01, n=4)のタンパク結合を示した。 
 アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みの温度依存性について検討した。37℃と 4℃におい
てインキュベーションを行った結果、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みは、明確な温度
依存性が認められた。 
 次に、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みに及ぼすクラスリン介在性エンドサイトー
シス阻害剤（フェニルアラシンオキサイド、クロルプロマジン）処理の影響について検討した。
腎近位尿細管上皮細胞において、アルブミンはクラスリン介在性エンドサイトーシスによって
取り込まれることが知られており、以前に HK-2 細胞における FITC 標識 albumin 取り込みは、
フェニルアラシンオキサイドあるいはクロルプロマジンのいずれの処理によっても阻害される
ことを確認している。しかし、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みは、フェニルアラシン



オキサイドおよびクロルプロマジンのいずれの処理によっても、アルブミン存在下における
[3H]PA 取り込みは阻害されなかった。これらの結果により、アルブミン存在下における[3H]PA 取
り込みは、エンドサイトーシスとは異なる経路によって細胞内に移行することが示唆された。 
 そこで、次に[3H]PA の細胞内移行過程におけるトランスポーターの関与について検討した。ま
ず、非特異的トランスポーター阻害剤として汎用されるフロレチンの影響を検討した。その結果、
アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みは、フロレチン処理によって濃度依存的に阻害され
た。また、多様な有機アニオントランスポーターを阻害するプロベネシド処理による影響を検討
した。その結果、フロレチンの場合と同様に、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みは、プ
ロベネシド処理によって濃度依存的に阻害された。したがって、アルブミン存在下において
[3H]PA は何らかのトランスポーターを介し、細胞内に移行することが示唆された。 
 本実験で用いた HK-2 細胞における脂肪酸の生体膜透過に関与する輸送分子の mRNA 発現は、
FATP のサブタイプでは FATP4 が最も高く、続いて FATP1, 2, 3 が同程度、FATP5, 6 はほぼ発現
していないことを以前に認めている。さらに、脂肪酸輸送能を有する CD36/FAT の mRNA 発現も
HK-2 細胞において確認されている。そこで、本実験における CD36/FAT の関与を調べるため、
CD36 に特異的な阻害剤である sulfo-N-succinimidyl oleate (SSO)処理の影響について検討し
た。その結果、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みは、SSO 処理によって阻害されなかっ
た。これにより、アルブミン存在下における[3H]PA 取り込みには、CD36 の関与は高くないもの
と考えられる。 
 以上の結果より、アルブミンに結合した脂肪酸は、アルブミンと結合して取り込まれるのでは
なく、エンドサイトーシスとは異なる輸送系を介して細胞内に移行することが示唆された。これ
らの結果を経て、今後、本実験で観察された脂肪酸輸送に関わる輸送分子をさらに明確にすると
ともに、脂肪酸の細胞内移行過程におけるアルブミンの役割についても検討を進める必要があ
る。 
 
（２）アルブミン共存時における高タンパク結合性薬物ドキソルビシンの腎尿細管上皮細胞へ
の取り込み特性 
 
 まず、平衡透析法により、脂肪酸除去されたアルブミン(1%)とドキソルビシン(2 µM)の結合率
を測定した結果、結合率は(80.4%±0.72, n=3)を示した。 
 アルブミン共存下におけるドキソルビシン取り込みの温度依存性について検討した結果、ア
ルブミン共存下におけるドキソルビシン取り込みは、明確な温度依存性が認められた。同一の条
件での HK-2 細胞における FITC 標識 albumin 取り込みも 37℃に比べて 4℃において有意に低下
した。また、アルブミン非共存下におけるドキソルビシン取り込みにおいても温度依存性が観察
された。 
 次に、アルブミン共存下におけるドキソルビシン取り込みに及ぼす各種エンドサイトーシス
阻害剤の影響を検討した。本実験系における各阻害剤の効果を確認したところ、HK-2 細胞にお
ける FITC 標識 albumin 取り込みは微小管重合阻害剤(コルヒチン)およびクラスリン依存性エン
ドサイトーシス阻害剤(フェニルアラシンオキサイド)では阻害が観察されたが、カベオリン依
存性エンドサイトーシス阻害剤(メチル-β-シクロデキストリン、ナイスタチン)では阻害が観
察されなかった。そこで、アルブミン共存下ドキソルビシン取り込みに及ぼす各種阻害剤の影響
について検討した結果、コルヒチンおよびフェニルアラシンオキサイドでは阻害が観察された
が、カベオリン依存性エンドサイトーシス阻害剤では阻害が観察されなかった。これら阻害剤の
影響において、アルブミン共存下におけるドキソルビシン取り込みは FITC 標識 albumin 取り込
みと同様であったことから、ドキソルビシンは少なくとも一部、アルブミンに結合した状態で細
胞内に取り込まれることが示唆された。一方、アルブミン非共存下におけるドキソルビシン取り
込みは同条件で行ったところ、コルヒチンで 120 分で有意な差が認められたものの、アルブミン
共存下ドキソルビシン取り込み時に比べて、その阻害の程度は明らかに小さかった。 
 以上の結果より、HK-2 細胞において、アルブミン共存下におけるドキソルビシンは、アルブ
ミンと同様の経路によって細胞内に移行することが示唆された。また、アルブミンとドキソルビ
シン(アルブミン共存下)はいずれもカベオラ依存性エンドサイトーシスにより影響されなかっ
たことから、本研究で使用した HK-2 細胞にはカベオラ依存性エンドサイトーシスを介したアル
ブミン取り込みがみられないことも示唆された。 
 通常、ドキソルビシンは腎臓への移行性は低いとされているが、腎糸球体濾過バリア機能が低
下することでタンパクと結合したドキソルビシンが糸球体から濾出し、腎近位尿細管上皮細胞
においてエンドサイトーシスにより再吸収されることで腎臓移行性が高まる可能性がある。以
上、タンパク結合性の高い薬物においては、糸球体ろ過バリア機能が低下するような腎障害時に、
腎機能正常時とは異なる腎挙動を示す可能性を考慮する必要があるものと考えられる。それに
より正常な場合では起きない現象が生じる可能性が示唆される。 
 
（３）アルブミン共存時における高タンパク結合性薬物プラゾシンの腎尿細管上皮細胞への取
り込み特性 
 
 高血圧や排尿障害の治療に用いられるプラゾシンは高タンパク結合性薬物であり、インタビ



ューフォームによれば、限外濾過法による測定によりそのタンパク結合率は 97%と記載されてい
る。そこで、プラゾシンの蛍光標識体 BODIPY FL prazosin を用いて検討を行うこととした。ま
ず、アルブミン非共存下における BODIPY FL prazosin の温度依存性について検討した。37℃と
4℃でインキュベーションを行った結果、アルブミン非共存下における取り込みは、取り込み時
間 5分から有意な差が見られ、明確な温度依存性が認められた。次に、アルブミン非共存下にお
ける BODIPY FL prazosin の取り込み機構を検討するにあたってトランスポーターの寄与につい
て検討した。非標識プラゾシンを共存させ、取り込み実験を行った。その結果、非標識プラゾシ
ン共存下において取り込み量が低下したことから、BODIPY FL prazosin は担体を介して細胞内
に輸送されることが示唆された。また、有機カチオントランスポーター阻害剤シメチジンを共存
させた場合においても有意な阻害が見られたことから、アルブミン非存在下においては、プラゾ
シンは有機カチオントランスポーターにより細胞内に輸送されることが示唆される。  
 次に、アルブミン共存下における BODIPY FL prazosin の温度依存性について検討した結果、
アルブミン共存下における取り込みにおいても、取り込み時間 5分から有意な差が見られ、明確
な温度依存性が認められた。次に、アルブミン共存下におけるプラゾシンの取り込み機構として
エンドサイトーシスの寄与について検討した。まず、実験に用いた 1%アルブミン溶液中におけ
る 2 µM BODIPY FL prazosinのタンパク結合率を測定したところ、85.43±1.87% (n=5)を示し
た。エンドサイトーシス阻害剤としてコルヒチン(50 µM)、フェニルアラシンオキサイド(10 µM)、
ナイスタチン(50 µg/mL)を用いた。BODIPY FL prazosin 取り込みに及ぼすこれら阻害剤の影響
を検討したところ、コルヒチンやフェニルアラシンオキサイド処理によって有意な阻害効果が
観察された。一方、ナイスタチンによる影響は見られなかった。この様にアルブミン共存下にお
いて BODIPY FL prazosin は FITC 標識 albumin 取り込みと同様のエンドサイトーシス阻害剤に
よる影響を受けることが見出された。これらの結果により、アルブミン共存下において BODIPY 
FL prazosin は、アルブミンと結合した状態でクラスリン介在性エンドサイトーシスによって主
に細胞内に移行することが示唆された。 
 以上、タンパク尿を伴う腎障害時においては、アルブミンと結合した薬物がアルブミンととも
に細胞内に移行する可能性が示唆され、in vivoでの検討も進めていく必要があると考えられる。 
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