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研究成果の概要（和文）：ウシ糸球体内皮細胞由来の培養細胞株GEN-Tをシリコン製チャンバーに播種し、培養
細胞伸展システムを用いて機械的伸展刺激を加える系を構築し、伸展刺激により発現誘導された12の遺伝子群に
ついてタイムコース解析、各種メカノセンサーの阻害薬による解析を行った。
一方、in vivoの腎硬化症モデルとして、飲水中にL-NAMEを投与したSHRラットの腎を用いて、上記遺伝子群の発
現を検討した。その結果、Wnt シグナルに関わると想定されるSFRP2遺伝子の発現が、腎硬化症と関連して大き
く減少することが分かった。現在、この系について解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We established the system to which a mechanical extension stimulus is 
applied on the GEN-T cells, bovine glomerular endothelial cell line, using silicon chambers and 
motor driven culture apparatus. A time course analysis and an analysis and of mechanosensor 
inhibition were performed on 12 genes to which manifestation was led by an extension stimulus.
As the in vivo model for nephrosclerosis, the expression of above 12 genes was assessed in kidneys 
of SHR rat treated with L-NAME. As a result, we found the expression of SFRP2 gene, a putative gene 
involved in Wnt signaling pathway, decreased in nephrosclerosis. Currently, we are analyzing this 
mechanism.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管平滑筋が存在しないために糸球体高血圧のメカノストレスに直接さらされる糸球体内皮細胞に注目し解析を
行った。本研究では、12種の遺伝子について定量PCR法を用いて発現を解析した。また、CKDモデル動物を作成
し、末期CKDの腎臓について同じ遺伝子の発現を解析した。その結果、Wntシグナルへの関与が想定されるSFRP2
遺伝子の発現が、大きく減少することが分かった。CKD初期や中期において発現増加した同遺伝子が末期には大
きく減少し、内皮細胞や糸球体機能の低下と関わっている可能性が示唆された。WntシグナルがCKDにも関与する
こと可能性が示唆され、CKD進展の機構解明に寄与するものと考えられる。

※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 
我が国における CKD 患者数は約 600 万人と推定され、有病率は成人の約 6%と考えられる。
慢性透析患者数も年々増加し 2012 年末には約 31 万人となったが、その過半数が CKD を背景
としており、さらにその割合は急増している。因みに外来血液透析の医療費は患者一人当たり年
間約 500万円である。CKDは末期腎不全の原因になるだけでなく、心臓病や脳卒中などの心血
管イベントの重要なリスクファクターであることが明らかになった。特に、糸球体高血圧→糸球
体硬化→腎不全と進行する糸球体内皮の障害が、全身的な血管内皮障害の進行や心血管イベン
トと並行することがわかってきた。しかし、糸球体内皮自体の障害機構の解析や、糸球体病変の
初期から全身の血管障害が進行する機序については、適切な in vitroのモデル系が確立されてい
ないこともあって不明な点が多い。 
 一方、メカノストレスは、特に心血管分野で重要な生理的および病態生理的な意義を持つ刺激
であり、高血圧関連疾患の病態解明を目的として多くの研究が為されてきた。血管内皮細胞、血
管平滑筋細胞に伸展刺激を負荷する系も既に多くの報告があり、方法論も確立しつつある。 
 糸球体高血圧や糸球体硬化症についての研究分野では、これまで個体レベルでの研究が
多くを占め、培養細胞を用いた研究はメサンギウム細胞に関するものが中心であった。糸球
体内皮細胞に伸展負荷をかけるモデルは糸球体高血圧の病態に良く一致していると思われ
るが、これまでのところ報告がない。一方、動脈硬化の分野では内皮細胞に種々のメカニカ
ルストレスを負荷する研究は一般的であり、その意味で本研究はある程度確立された研究
手法を異分野に適用するものであると位置づけられる。また、細胞培養上清を別の培養細胞
に添加する実験系も一般的な研究手法ではあるが、これを心腎連関の解析に適用した例は
報告されていない。 
 
２．研究の目的 
近年、高血圧やメタボリック症候群に関わって慢性腎臓病(以下、CKD)の重要性が明らかにな
ってきている。本研究では、糸球体内皮に由来する培養細胞株に伸展刺激を負荷することにより、
CKDの初期病変である糸球体高血圧の in vitroモデルを作成し、これを主に分子生物学的手法
を用いて解析する。また、上記伸展培養細胞上清を血管平滑筋培養株 A-10細胞の培養液中に添
加し、A-10細胞の遺伝子発現変化、形態的変化についても解析する。これにより、CKD病態下
で動脈硬化が進展する機構を解析し心腎連関の in vitroモデルを確立する。さらに、得られた結
果を CKDの病態モデルとなる in vivoの系にフィードバックして検証を行うことにより分子レ
ベルで CKD の病態を解明する。本研究では、このような方法により、CKD の進展を抑制する
ための生活習慣や治療法を見出すための基盤を形成することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
培養細胞に対する伸展刺激の系における解析 
ウシ糸球体内皮細胞由来の培養細胞株 GEN-T をシリコン製チャンバーに播種し、培養細胞伸
展システム http://www.strex.co.jp/ を用いて機械的伸展刺激を加えた。細胞より mRNA およ
び蛋白質を抽出し、定量 PCR 法や免疫ブロット法を用いて解析を行った。伸展刺激にあたって
は、種々の阻害薬、刺激薬を用いて詳細な解析を行い、メカノセンサーから遺伝子発現に至る細
胞伝達経路を解析した。また、伸展培養した GEN-T 細胞上清を血管平滑筋培養株 A-10 細胞の培
養液中に添加し、A-10 細胞の遺伝子発現変化、形態的変化についても解析を行った。A-10 細胞
より mRNA を抽出し、定量 PCR 法により A-10 細胞の分化相マーカー遺伝子、増殖・遊走相マーカ
ー遺伝子を解析した。 
 NOS 阻害物質 L-NAME 処理 SHR（高血圧自然発症ラット）を用いて慢性腎臓病（CKD）モデル動
物を作成し、上記の遺伝子発現、蛋白質発現の変化と病理学的変化の関係について形態学的、生
化学的に解析した。SHR は高血圧を自然発症するだけでなく、高塩分食摂取により腎障害をきた
すことが報告されているが、L-NAME を三週間飲水中投与することにより NOS 活性を抑制した SHR
ラットは、腎臓・心臓に高血圧性の変化をきたし、腎硬化症のモデルとして確立されている。こ
の腎硬化症モデルラットを作成し、腎臓より mRNA および蛋白質を抽出し、遺伝子発現について
解析を行った。 
 
４．研究成果 
岡山県立大学において、ウシ糸球体内皮細胞由来の培養細胞株 GEN-T をシリコン製チャンバ
ーに播種し、培養細胞伸展システムを用いて機械的伸展刺激を加える系を構築した。本システム
は申請者の所属していた岩手医科大学の研究室で既に稼働中のものであり、チャンバーのコー
ティングや機械の温度管理などについて最適化がなされている。今回、岡山県立大学で購入した
培養細胞伸展システムは、同じメーカーではあるが改良、更新されたモデルであり、特にシリコ
ンチャンバーの処理システムが異なるため、伸展培養の要件を再設定した。その後、伸展刺激に
より発現誘導された 12 の遺伝子群についてタイムコース解析、各種メカノセンサーの阻害薬に
よる解析を行い、データの再現性について検討を行った。さらに、上記伸展培養細胞上清を血管
平滑筋培養株 A-10 細胞の培養液中に添加したところ、A-10 細胞において分化相マーカー遺伝子
である a SMA; alpha smooth muscle actin, Adra 1b; adrenoceptor alpha 1B, Ednr a; 
Endothelin receptor type A, Agtr 1a; Angiotensin II Receptor, Type 1A の発現が減少し、



増殖・遊走相マーカー遺伝子である PDGFR; platelet-derived growth factor receptor の発現
が上昇することがわかった。すなわち、糸球体内皮細胞を伸展刺激して糸球体高血圧を模した刺
激を与えることにより、血管平滑筋細胞を増殖・遊走相に誘導する液性因子が分泌される可能性
が示唆され、CKD 病態下で見られる心腎連関を培養細胞レベルで再現できる可能性を見出した。
その後、さらに詳細な解析を進める予定であったが、岩手医科大学より分譲を受けた GEN-T 細胞
が生育しなくなったため、作成元の東京女子医科大学腎臓内科に分譲を依頼したが、これまでの
ところ分譲を受けるに至らなかった。 
一方、糸球体高血圧モデルである伸展刺激を受けた GEN-T 細胞が何らかの液性因子を放出し
て、遠隔臓器の内皮機能を傷害する可能性の検討について、最近の研究の動向から、GEN-T 細胞
由来のエクソソームが関与する可能性が浮上してきたため、エクソソーム解析を行う予定で準
備を進めた。これは、伸展刺激を受けた GEN-T 細胞と刺激を受けていない同細胞の上清からエク
ソソーム画分を精製し、ここに含まれる RNA を網羅的に比較解析するものである。エクソソーム
解析は次世代シークエンサーを使用して行う予定であるため、現在、別プロジェクトのサンプル
を用いて次世代シークエンサーの手法についてデータ解析法も含めて習熟を図った。 
さらに、in vivo の腎硬化症モデルとして、飲水中に L-NAME を投与した SHR ラットの腎を用
いて、上記遺伝子群の発現を検討した。その結果、Wnt シグナルに関わると想定される SFRP2 遺
伝子の発現が、腎硬化症と関連して大きく減少することが分かった。現在、この系についてさら
に解析を進めている。 
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