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研究成果の概要（和文）：　高齢化や生活習慣の欧米化を背景に、循環器疾患が急増し、健康寿命に大きな影響
を及ぼしている。高血圧は、主要な循環器疾患危険因子であり、環境因子特に食塩と複数の遺伝因子の相互作用
から発症する。一方、高血圧の発症・進展要因は非常に多様であり、炎症や酸化ストレスなどの非古典的な危険
因子も知られるようになった。本研究計画の目的は、全身血圧を規定する圧ナトリウム(Na)利尿を直接仲介する
腎髄質循環の調節機序を、食塩と炎症シグナルに焦点を当てて、分子レベルで解明し、原因が特定されていない
本態性高血圧症における意義を明らかにすることに発展する成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：  In bovine vascular endothelial cells, the active form of human heat
shock factor-1 (HSF1) raised the levels of endothelial nitric oxide synthase (relaxation factor) and
 thrombomodulin (anticoagulation factor). The gene expression of oxidative stress was elevated in 
renal medulla in salt-sensitive hypertensive rats.
  The results suggest that renal lymphcapillary reconstruction should reduce renal medullary blood 
flow, induce the rightward shift of the pressure-natriuresis curve and lead to the development of 
salt-sensitive hypertension.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 高血圧　圧ナトリウム曲線

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　高齢化や生活習慣の欧米化を背景に、循環器疾患が急増し、健康寿命に大きな影響を及ぼしている。高血圧
は、主要な循環器疾患危険因子であり、環境因子特に食塩と複数の遺伝因子の相互作用から発症する。一方、高
血圧の発症・進展要因は非常に多様であり、炎症や酸化ストレスなどの非古典的な危険因子も知られるようにな
った。本研究計画の目的は、全身血圧を規定する圧ナトリウム(Na)利尿を直接仲介する腎髄質循環の調節機序
を、食塩と炎症シグナルに焦点を当てて、分子レベルで解明し、原因が特定されていない本態性高血圧症におけ
る意義を明らかにすることに発展する成果が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
高齢化や生活習慣の欧米化を背景に、循環器疾患が急増し、健康寿命に大きな影響を及ぼし

ている。高血圧は、主要な循環器疾患危険因子であり、環境因子特に食塩と複数の遺伝因子の
相互作用から発症する。一方、高血圧の発症・進展要因は非常に多様であり、炎症や酸化スト
レスなどの非古典的な危険因子も知られるようになった。本研究計画の目的は、全身血圧を規
定する圧ナトリウム(Na)利尿を直接仲介する腎髄質循環の調節機序を、食塩と炎症シグナルに
焦点を当てて、分子レベルで解明し、原因が特定されていない本態性高血圧症における意義を
明らかにすることを目指すものである。 
 
２．研究の目的 
研究目的（概要） 
本研究計画においては、高食塩食によって、組織間隙に高張性ナトリウム（Na）蓄積が生

じ、単核食細胞系細胞における炎症シグナルを介した毛細リンパ管ネットワークの再構築（密
度増加と過形成）が引き起こされることを示す。この毛細リンパ管ネットワーク再構築に異常
が生じると、腎間質圧調節異常、腎髄質血行動態変化、尿細管 Na 再吸収低下、圧 Na 利尿曲
線右方偏位により、食塩感受性高血圧が発症進展することを明らかにする。特に、単核食細胞
系細胞における血管内皮細胞増殖因子 C（VEGF-C）のプロモーター結合タンパク
（TonEBP）が、浸透圧感受性に Na イオン高浸透圧によって発現される遺伝子であり、
TonEBP-VEGF-C を介したシグナル伝達が、細胞外液量と血圧の恒常性維持の主要な決定因子
であることを示す。ネプリライシン（中性エンドペプチダーゼ 24.11）は内因性の膜結合型酵
素であり、ナトリウム利尿ペプチドや、アドレノメデュリン、ブラジキニン、サブスタンス
P、アンジオテンシン I 及び II、並びにエンドセリンなどのペプチドホルモンの分解に関与す
る。TonEBP-VEGF-C を介したシグナル伝達の細胞外液量と血圧の恒常性維持におけるネプリ
ライシンの意義についても新たに検討を加える。 
 
研究の学術的背景 
高血圧発症においては、腎の圧 Na 利尿曲線の set point と傾きの変化が必須の条件である。

圧 Na 利尿は血圧の上昇、すなわち腎灌流圧の上昇が尿中 Na 排泄量を増加させる現象を意味
する。腎灌流圧の上昇は、皮質表層ネフロンでは自動調節能により、その血流量を変化させな
いが、傍髄質ネフロンでは、輸出細動脈から腎髄質に伸びる直細動脈の血流量を増加させる。
そこで、圧 Na 利尿機序には、腎灌流圧上昇による直細動脈血流量増加が、腎臓全体の間質圧
を上昇させ、上昇した腎間質圧が水と Na を尿細管細胞間隙から直接押し出す、または、Na 再
吸収に関与する尿細管イオンチャネルの活性を変化させるなどが想定されている。直細動脈の
収縮・弛緩は、腎髄質血流量を調節するが、これは内皮細胞をとりまく一層の壁細胞の収縮・
弛緩による。我々は、圧 Na 利尿を仲介する腎間質圧の調節に一酸化窒素(NO)が重要な役割を
有することを報告してきた(Nakamura T, Alberola AM, Granger JP. Role of renal interstitial 
pressure as a mediator of sodium retention during systemic blockade of nitric oxide. 
Hypertension 21: 956-960, 1993.)。一方、直細動脈の壁細胞には、血管平滑筋の収縮蛋白であ
るミオシンが存在するが、そのタイプや収縮特性は明らかにされていない。食塩感受性高血圧
では、組織での Na 蓄積にともなって、体液の等張性を維持するのにつり合った水分保持が起
こる。組織での Na 蓄積については、ラットの高食塩食によって、皮膚間隙に高張性 Na 蓄積
が起こり、毛細リンパ管ネットワークの密度の増加と過形成がもたらされることが報告された
（Machnik et al. Nat Med 15:545-552, 2009）。さらに、最近、リンパ系に対するこのような
作用の基盤には、組織間隙に浸潤するマクロファージなどの単核食細胞系（MPS）細胞の浸透
圧応答配列結合タンパク質（TonEBP）の活性化が関わっていることが明らかにされている。
本研究では、ナトリウム利尿ペプチドやアドレノメデュリンの分解に関与するネプリライシン
の意義についても検討を加える。 
 TonEBP は、マクロファージにおいて高張性 Na 蓄積によって浸透圧感受性に発現し、血管
内皮細胞増殖因子 C（VEGF-C）をコードする遺伝子 VEGF-C のプロモーターに結合し、マク
ロファージからの VEGF-C 分泌を引き起こす。Machnik らによると、単核食細胞系（MPS）
細胞の激減あるいは可溶性 VEGF 受容体 3 による VEGF-C の捕捉は、VEGF-C シグナル伝達
を遮断し、組織間隙の高張性容積維持を増強し、炎症シグナルを介して、内皮型一酸化窒素合
成酵素の発現を減少させ、高食塩食に応答して血圧を上昇させた。 
近年、グラム陰性桿菌の菌体成分である lipopolysaccharide (LPS)をリガンドとする受容体

Toll-like receptor family が、炎症反応のメディエーターであることが明らかにされた。なかで
も Toll-like receptor 4 (TLR4)は LPS による炎症反応のシグナル伝達を仲介し、炎症性サイト
カインの monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 や tumor necrosis factor (TNF)αの産
生を引き起こす。初期動脈硬化病変において、TLR4 の発現が確認されたことから、TLR4 は
炎症と組織傷害を結びつける key molecule として、その働きが注目されている。本研究計画で
は、食塩と炎症反応、リンパ管再構築の分子的な関わりについて、TonEBP-VEGF-C シグナル



伝達と TLR4 に焦点を当てて解明する。単核食細胞系（MPS）細胞での TonEBPVEGF-C シ
グナル伝達が、浸透圧感受性で高浸透圧によって発現される遺伝子で、食塩感受性高血圧と密
接に関連し、細胞外容積と血圧の恒常性の主要な決定因子であることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究計画は、これまでその正体が十分明らかにされていなかった食塩と炎症、さらにリン

パ管ネットワーク再構築の関係を分子レベルで解明し、食塩感受性高血圧の発症・進展におけ
る意義を明確にする。単に少数の遺伝子発現レベルを検討するのみでなく、TLR4 遺伝子や
TonEBP 遺伝子、VEGF-C 遺伝子、PPARγ遺伝子などの鍵となる遺伝子に焦点をあてつつ、ゲノ
ム全体を網羅する cDNA マイクロアレイの手法も組み合わせる。遺伝子発現レベルを、疾患モデ
ル動物や培養血管平滑筋細胞において並行して測定し、蛋白質レベルでの検討も加えて、病態
発症との関係を解析する。 
 

(1) 高食塩食負荷の遺伝子発現に対する効果とネプリライシンの意義 
高血圧モデルラットにおける高食塩食負荷が遺伝子発現に及ぼす影響について検討する。肥

満糖尿病を呈する OLETF ラット(Otsuka Long Evans Tokushima Fatty Rat)、正常対照の LETO 
ラット(Long Evans Tokushima Otsuka Rat)、高血圧自然発症ラット(SHR)、Dahl 食塩感受性ラ
ットの腎臓、大動脈、心臓から mRNA を抽出し(Mixer Mill MM 300・QIAGEN、現有)、TaqMan 
probe を用いたリアルタイム reverse transcription-polymerase chain reaction 法 (RT-PCR 
法) (Mx3000P and Mx3005P QPCR Systems、STRATAGENE、現有)により、遺伝子発現を定量す
る。 
食塩感受性高血圧の発症・進展に関与すると予想される TonEBP-VEGF-C 、炎症を仲介する

Toll-like receptor 4 (TLR4)、インスリン感受性に関与する Peroxisome proliferator-
activated receptorγ(PPARγ)、炎症性サイトカインの tumor necrosis factor (TNF)αや
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1、さらに酸化ストレスに関係する NADH oxidase や
NO 合成酵素の各遺伝子発現を測定し、その相互関係を解明する。cDNA マイクロアレイ
(ScanArray LITE ESP-2 GSILUMONICS、現有)により遺伝子発現を定量し、遺伝子間の相互関係
についても解析する。各疾患モデルラットの血圧(Tail Cuff 法)、心機能(心エコー法)、内皮
依存性血管弛緩反応（アセチルコリンに対する血管弛緩反応）、インスリン、血糖を測定し、遺
伝子発現レベルと対比する。高食塩食負荷の他、高脂肪食負荷、ネプリライシン阻害薬
(sacubitrilat)、インスリン抵抗性改善薬 pioglitazone や HMG-CoA reductase 阻害薬を投与
し、環境因子を変化させて同様に遺伝子発現を検討する。蛋白レベルについては、免疫蛍光染
色法により、組織を検討する。 
 
(2) 高張性 Na イオン刺激に対する培養血管平滑筋細胞における遺伝子発現変化 

培養血管平滑筋細胞における TLR4 と炎症性サイトカイン、TonEBP-VEGF-C シグナルの相互
作用について、高張性 Na イオン刺激の存在下、非存在下で比較する。TLR4 遺伝子を RNA 干
渉によりノックダウンした培養血管平滑筋細胞に、高張性 Na イオン刺激や
lipopolysaccharide (LPS)を添加し、TonEBP 遺伝子及び炎症性サイトカイン(TNFα、IL-6、
IL-8、MCP-1 等)遺伝子発現変化をリアルタイム RT-PCR 法(Mx3000P and Mx3005P QPCR 
Systems、STRATAGENE) にて観察する。炎症性サイトカイン(TNFα、IL-6、IL-8、MCP-1 等) 
蛋白レベルの測定は、マルチプレックス・ビーズ・アレイ法により多種類の炎症性サイトカイ
ンを 1 回の測定で行う。酸化ストレスマーカー、炎症性サイトカイン、一酸化窒素産生量に
ついても測定する。酸化ストレスマーカーとして、8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)
（酸化ストレスによる DNA 傷害マーカー）と 8-isoprostane（酸化ストレスによる細胞膜傷害
マーカー）を測定する。ノックダウンしていない培養血管平滑筋細胞での成績と比較する。 
 

(3) TonEBP-VEGF-C の腎リンパ管ネットワーク再構築における役割 
Na イオン高浸透圧刺激による TonEBP-VEGF-C を介したシグナル伝達が、細胞外液量と血圧

の恒常性維持の主要な決定因子であることを示す。食塩感受性高血圧を呈するモデル動物にお
いて、TonEBP-VEGF-C の腎髄質内での発現量と分布、さらにリンパ管ネットワーク構築との関
係ついて明らかにする。高食塩食で飼育し、血圧が上昇した Dahl 食塩感受性ラットと同じ食
餌で飼育した Dahl 食塩非感受性ラット、高血圧発症前の幼若自然発症高血圧ラットと対照で
ある幼若 Wistar Kyoto ラット、低食塩食で飼育され正常血圧の Dahl 食塩感受性ラットと対
照である Dahl 食塩非感受性ラット、高血圧発症後の自然発症高血圧ラットと同週令の Wistar 
Kyoto ラットの腎臓切片を作成する。リアルタイム RT-PCR による TonEBPmRNA、VEGF-C mRNA 
の定量、TonEBP 抗体、VEGF-C 抗体による免疫組織学的検討、さらに毛細リンパ管ネットワー
クの形態学的構築を観察する。各群のラット腎臓において、腎髄質の TonEBP mRNA、VEGF-C 
mRNA の発現量、および TonEBP 蛋白、VEGF-C 蛋白の分布、さらに毛細リンパ管の形態学的構
築に差があるかを検討する。 

 
(4) 高食塩食負荷の PPARγ ヘテロ欠損マウスのリアルタイム RT-PCR 法による解析 
Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)は、脂肪蓄積やインスリン感受性を調



節する転写因子で、インスリン抵抗性改善薬 pioglitazone による PPARγ活性化は、インスリ
ン抵抗性を改善させる。我々は、PPARγヘテロ欠損マウスにおいて内皮依存性血管弛緩反応の
低下と尿中一酸化窒素代謝物排泄量の減少を明らかにした。PPARγヘテロ欠損マウスが食塩感
受性高血圧を呈することも明らかにしている。高食塩食や高脂肪食負荷、HMG-CoA reductase 
阻害薬の投与が、食塩感受性遺伝子発現に及ぼす効果を検討する。PPARγ ヘテロ欠損マウスの
大動脈、心臓、腎臓の mRNA を抽出し、reverse transcription した後、TonEBP、VEGF-C 、
TLR4、PPARγ の各遺伝子について、リアルタイム RT-PCR 法により発現量を解析する。さら
に、cDNA マイクロアレイ(ScanArray LITE ESP-2 GSILUMONICS、現有)により、各遺伝子の発現
を解析する。さらに、これらの遺伝子欠損マウスの腎髄質循環を検討し、圧 Na 利尿の分子機
序を解明する。 
 
４．研究成果 
食塩感受性高血圧における腎臓のリンパ管再構築の機序を明らかにするため、血管内皮細胞

機能に影響を与える因子の発現変化を検討した。ウシ大動脈血管内皮細胞及びヒト大動脈血管
内皮細胞において、野生型 heat shock factor 1(HSF1)の過剰発現により endothelial nitric 
oxide synthase (eNOS)、thrombomodulin (TM)の発現上昇を認め、Plasminogen activator 
inhibitor-1 (PAI-1)、Endothelin-1(ET-1)の発現抑制を認めた。活性型 HSF1 では野生型 HSF1
に比べて発現変化がより強く認められた。HSF1 によって誘導される各 heat shock proteins 
により、ET-1、TM、eNOS、PASI-1 の発現の変化を観察した。ET-1 は HSP90 の過剰発現により
減少した。TM は HSP32 の過剰発現により上昇した。eNOS は、HSP70 と HSP90 の両者の過剰発
現により発現が誘導された。逆に PAI-1 は、HSP70 と HSP90 の両者の過剰発現により抑制され
た。PAI-1 は HSP32 の過剰発現でも抑制された。以上から、野生型 HSP1 及び活性型 HSF1 は
heat shock proteins の発現を介して、血管拡張因子を増加させ、抗凝固系を増加させること
により、血管内皮細胞機能を改善させることが示された。このことは、食塩感受性高血圧にお
ける腎臓のリンパ管再構築においても、一定の機能を果たしていることを予想させる結果であ
った。 
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