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研究成果の概要：肝臓型脂肪酸結合蛋白(L-FABP)の腎保護作用を、マウス近位尿細管細胞株

(24mProx)を用いて検討した。野生型の 24mProxには、L-FABPが発現していないことから、ヒ

トL－FABP遺伝子をトランスフェクションした細胞を用いた。遺伝子が組み込まれた細胞では、

尿細管線維化刺激および酸化ストレス刺激による尿細管細胞上皮細胞の上皮間葉形質転換が、

無処置の細胞に比べ有意に抑制されていた。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）腎疾患は、その病因が明らかになって

いないことから、疾患の進行抑制ならびに透

析導入時期の遅延を目的として治療が行わ

れているのが現状である。その結果、末期腎

不全患者・透析導入患者が増加の一途をたど

り、患者個人の肉体的・精神的負担のみなら

ず医療支出の増大等、社会的・経済的負担増

加の一因ともなっている。このため、腎疾患

の寛解・根治を目指した治療法開発のため、

腎保護作用を有するもしくは腎疾患の進行

を抑制する分子を探索し、臨床応用可能なレ

ベルにまで基礎研究を積み重ねる事が強く

求められている。 
（２）腎疾患の予後は、糸球体障害そのもの

より間質尿細管障害の程度と相関すること

が、注目されている。間質尿細管障害の進行

因子として、傍尿細管毛細血管障害による虚

血ストレスが最近明らかにされた。虚血スト

レスは、ホスポリパーゼA2の活性化を生じ、
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細胞膜内のリン脂質から脂肪酸が切り出さ

れるため、細胞内に過剰に脂肪酸が負荷され

ることになり、その結果 細胞障害に進展す

ることが知られている。間質尿細管障害を進

行させるストレスは、最終的に脂肪酸ストレ

スとなり、近位尿細管障害を進行させると考

えられる。 

（３）そこで、ヒトの近位尿細管上皮細胞に

限局して発現し、細胞内の脂肪酸代謝に関与

する肝臓型脂肪酸結合蛋白(L-FABP)に注目

した。L-FABPは細胞内の脂肪酸と結合し、脂

肪酸をミトコンドリアやペルオキシソーム

へ輸送して脂肪酸のβ酸化を促進し、また脂

肪酸をリガンドとする核内転写因子

(peroxisome proliferators-activated 

receptor; PPAR)に脂肪酸を輸送し、脂肪酸

代謝を促進する遺伝子の発現を調節してい

る。さらにL-FABPは、過酸化脂質と強く結

合することから、抗酸化作用を有する事が報

告されている。 

（４）げっ歯類の近位尿細管には、L-FABPが

発現していないことから、私たちは、L-FABP

染色体遺伝子導入マウスを使用した間質尿

細管障害モデルを作成し、腎疾患における

L-FABPの役割を検討した。その結果、L-FABP

は、抗酸化作用を介して間質尿細管の炎症・

線維化を緩和し、間質尿細管障害の進行を抑

制する事を示した。これらの結果より、

L-FABPは、腎疾患治療のターゲット蛋白とし

て期待される。 

（５）L-FABPは、抗酸化作用以外に細胞増殖

に関与することが報告されている。近位尿細

管上皮細胞は、障害を受けると増殖し、再生

することから、L-FABPは、尿細管再生を促進

する可能性がある。さらにこの可能性を裏付

ける研究結果として、最近、L-FABPからリガ

ンドを受け取ったPPARが、Hepatocyte growth 

factor(HGF)の発現を亢進する事が示された。

HGFは、間質線維化病変を抑制するだけでな

く、障害をうけた尿細管上皮の再生を促進す

る事が知られている。L-FABPは、HGFを介し

て間質尿細管線維化の抑制、尿細管上皮再生

に関与する可能性がある。 

（６）私たちは、近位尿細管上皮細胞の細胞

質に発現しているL-FABPが、間質線維化モ

デルである一側尿細管結紮モデルにおいて

近位尿細管の核にも発現が認められる事を

確認した。尿細管線維化刺激｛尿細管上皮細

胞の形質転換：epithelial-to-mesenchymal 

transition (EMT)を惹起する刺激｝により

L-FABPは、細胞質から核内へ移動し何らかの

遺伝子発現調節に関与している可能性が示

された。 

（７）しかし、腎疾患におけるL-FABPの腎保

護作用は、詳細に検討されていない。 

 

２．研究の目的 
野生型のマウス近位尿細管細胞株(24mProx)

には、L-FABPが発現していない。そのため、

すでに樹立されている 24mProxに、ヒト

L-FABPcDNAプラスミドをトランスフェクショ

ンし、尿細管線維化刺激(TGF－β)および酸化

ストレス刺激(アンジオテンシンII)による尿

細管細胞上皮細胞のEMTが抑制されることを

野生型24mProxと比較し、検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス近位尿細管細胞株(24mProx)での

一過性ヒトL-FABP発現の確認 

濃度の異なる L-FABP cDNAプラスミドをそれ

ぞれトランスフェクションし、24時間培養し

た結果、細胞内でL-FABP発現をreal time PCR

および ELISAにて検討する。トランスフェク

ションには、ノンリポソーマル形試薬である

FuGENEを用いた。 

（２）TGF－β刺激およびアンジオテンシンII



 

 

刺激を行った際の L-FABPによる近位尿細管

障害抑制作用を培養上清の炎症性サイトカイ

ン(monocyte chemotactic and activating 

factor; MCP-1), 血 管 内 皮 増 殖 因 子

(Vascular Endthelial Growth Factor、VEGF)

をELISAで測定した。Well間の細胞数の違い

を補正するため、細胞に溶解バッファーを添

加、細胞をセルスクレーパーで回収し、蛋白

を抽出して、総蛋白濃度を測定した。MCP-1, 

VEGF蛋白の発現は、総蛋白との比で評価した。 

 
４．研究成果 

（１）FuGENEに、L-FABP cDNA プラスミド濃

度を 1, 2, 3ug/2ml/wellと変えて混和し

（FuGENEは、それぞれ 3ul, 6ul, 9ul）、ト

ランスフェクションを行った。24時間後に細

胞の蛋白を抽出し、L-FABPの蛋白発現を見た

ところ、プラスミドの濃度依存性に L-FABP

蛋白の発現が増加した(143.4 ng/mg.TP, 

214.4 ng/mg.TP, 675.6 ng/mg.TP)。また、

L-FABP遺伝子は、実験期間中、発現していた。 

（ ２ ）24mProxに L-FABPプ ラ ス ミ ド

2ng/2ml/well をトランスフェクションした

24時間後、TGF－β 1ng/ml, 10ng/mlを添加し

た。これらの添加によって、L-FABP遺伝子発

現がさらに増加することはなかった（1.2 vs 

1.8, NS）。TGF－β 1ng/ml を添加し、６時間

後の MCP-1は、L－FABPプラスミドトランス

フェクション群（FABP 群）と野生型細胞群

（Wild群）で同定度であった(982 pg/mg.TP 

vs 1102 pg/mg.TP, NS)。６時間後の VEGF

は、FABP 群で、Wild群に比べ有意に発現が

低下していた(1.0 pg/mg.TP vs 1.3 pg/mg.TP, 

p<0.05)。TGF－β 10ng/ml を添加し、６時間

後の MCP-1は、FABP 群で、Wild群に比べ有

意に発現が低下していた(1112 pg/mg.TP vs 

1554 pg/mg.TP, p<0.05)。６時間後の VEGF

は、両群で同程度であった (1.9 pg/mg.TP vs 

1.9 pg/mg.TP, NS)。 

TGF－β 1ng/ml、10ng/ml添加後の 24時間の

培養では、MCP-1, VEGFの発現に有意な差は、

認められなかった。 

L-FABPは、TGF－βによる早期の尿細管線維化

刺激に対し、細胞保護的に作用すると考えら

れる。  

（ ３ ） 24mProx に L-FABP プ ラ ス ミ ド

2ng/2ml/well をトランスフェクションし, 

24時間後にアンジオテンシンIIで刺激した。

添加6時間、24時間後に培地上清を回収した。

L-FABP群では、wild群に比べ、有意にMCP-1

の発現が抑制された(6時間後,362 vs 523, 24

時間後, 596 vs 749, p<0.05)。VEGFについ

ては、有意差はなかった(6時間後, 14.8 vs 

12.4, 24時間後, 23.6 vs 20.6, NS)。 

L-FABPは、酸化ストレス刺激に対しても、細

胞保護的に作用すると考えられる。  

（４）最近、L-FABPと腎疾患の関係が、世界

的に注目されている。今回は、in vitroの系

でのL-FABPの意義について、世界に先駆けて

検討された。  

 尿細管障害は、上皮間葉の形質転換が生じ

ることから始まる。今回の研究によりL-FABP

は、尿細管上皮細胞の形質転換を抑制する可

能性があることが示された。今後、最近樹立

されたヒトの近位尿細管細胞を使用し、再度

この点を明らかにしていく。さらに、L-FABP

発現増作用のある薬剤のスクリーニングを

行い、新しい観点からの腎疾患治療薬の開発

につなげていく。 
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