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研究成果の概要（和文）：(1) ラット腎接合尿細管を初代培養しカルシウムイメージングモデル
を作成した。バソプレシンは細胞内カルシウムを増加し、その反応は V1a 受容体によるもので
あった。(2) SV40ラージ T抗原遺伝子導入ラットの腎初期集合管を単離し、限界希釈によりカ
リクレイン分泌細胞の樹立を試みた。得られた細胞は介在細胞が大部分で、カリクレインを産
生する主細胞はわずかであった。(3) 日本人健康成人 77名においてカリクレインプロモータ多
型者 6 名を検出した。同多型者では非多型者に比べ尿中カリクレイン活性は低く、飲水負荷後
のナトリウム排泄量は高かった。 
 
研究成果の概要（英文）：(1) We have established a calcium imaging model on primary cultured 
rat renal connecting tubules. Vasopressin increases intracellular calcium via a V1a 
receptor. (2) We have tried to obtain monoclonal cells of the kallikrein secreting cell 
by maximum diluting cultured cells derived from the renal initial collecting tubules 
isolated from SV40 large T antigen transgenic rats. Most of the cultured cells were 
intercalated cells and kallikrein secreting cells were few. (3) Six subjects among the 
77 healthy Japanese volunteers have the polymorphism in the renal kallikrein promoter. 
Urine kallikrein activity was lower and sodium excretion was higher after water loading 
in the subjects with the promoter polymorphism than the subjects without the polymorphism. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 尿中カリクレイン分泌低下は食塩感受
性高血圧発症の一要因と考えられている。カ
リクレイン分泌の細胞内機序についてはカ
リクレインを分泌している細胞が腎遠位尿
細管の一部に限局することからその単離が
困難であり十分な検討がなされていない。 
(2) 尿中カリクレイン低下を示すカリクレ
イン遺伝子多型保有者での尿中ナトリウム
排泄量は非多型保有者に比べて低下してい
ないという報告があるが、大規模な高血圧患
者のケースコントロール研究ではカリクレ
イン遺伝子多型が高血圧のリスクと関係す
ることが報告されており、カリクレインのヒ
ト高血圧症発症に対する役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) ラット腎接合尿細管単離による初代培
養細胞を用いたカルシウムイメージングモ
デルの作成とカリクレイン分泌刺激薬によ
るカルシウム濃度測定 
(2) SV40ラージ T抗原遺伝子導入ラット腎接
合尿細管単離による継代細胞を用いたカリ
クレイン産生単一細胞の樹立と同細胞を用
いたカリクレイン分泌細胞内機序の検討 
(3) ヒトカリクレイン遺伝子多型検索と尿
中カリクレイン分泌低下を伴う多型保有者
でのナトリウム排泄能の検討 
 
３．研究の方法 
(1) カルシウムイメージングモデルの作成 
① 初代培養細胞作成：4 週齢雄性ラット
（Sprague Dawley rat、Wistar Kyoto rat）
を用いて、ハンクス液、0.05% Collagenase 
type I 入りハンクス液の順に灌流し腎摘出。
0.5～1 mm切片にし 0.1% Collagenase type I
入りハンクス液で 30～60 分インキュベーシ
ョン。洗浄後、実体顕微鏡下 60～80 倍で接
合尿細管を形態的特徴により単離し、
Collagen type I コートガラス上で初代培養
する。 
②イメージング：培養 2-3日目の細胞を使用。
Ringer 液(pH 7.5)に蛍光カルシウム指示薬
fura2-AM(2M)を加え細胞を 30 分、37℃イ
ンキュベート。蛍光指示薬洗浄後、下記組成
液を加え、蛍光顕微鏡下 2 波長励起
340nm/380nm 比から放出波長 510nm で細胞内
カルシウム濃度変化の経時的画像を得る(高
速カルシウム濃度測定システム)。 
 

(2) カリクレイン産生単一細胞の樹立 
 SV40ラージT抗原遺伝子導入ラットから上
記①の方法で接合尿細管および初期集合管
を採取し、継代培養細胞を得た。得られた細
胞塊を 96穴に１個ずつに播かれるように限
界希釈し、単一細胞から増殖したと思われる
細胞塊を得た。介在細胞、主細胞（初期集合

管）、接合尿細管細胞（接合尿細管）、線維芽
細胞のマーカー遺伝子の発現量を測定し、細
胞の種類と混合比率を推定した。 
 
(3) カリクレイン多型検索と尿中カリクレ
イン排泄量、ナトリウム排泄率測定 
①対象：日本人 20～45 歳までの健康な男女
で文書同意の得られた者 
②多型解析：末梢血白血球 DNAを用いたカリ
クレイン遺伝子のダイレクトシーケンス 
③尿、血清採取：随時尿（１回目）、飲水 500ml
後随時尿（２回目）中のカリクレイン活性、
ナトリウム濃度、クレアチニン濃度と血清ナ
トリウム、クレアチニン濃度の測定 
 

４．研究成果 
(1) カルシウムイメージングモデルの作成 
① 接合尿細管の初代培養(SD rat) 
 図１に腎皮質から酵素処理、実体顕微鏡下
で単離した接合尿細管像、初代培養細胞像お
よびカリクレインをマーカーとした接合尿
細管細胞の分布を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. (A) 実体顕微鏡下単離接合尿細管およ
び初期集合管像。接合尿細管はアーケードを
形成し（点線内）初期集合管へ移行する（矢
印）。初期集合管は集合管へ合流する（直線）。 
(B) 相差顕微鏡下単離接合尿細管の初代培
養細胞。培養４８時間後に小島を形成した。 
(C) 細胞小島中カリクレイン陽性細胞分布。 
ラット抗カリクレイン抗体で染色した。細胞
質内に分泌顆粒として染色される細胞を確
認した。 
 
 遠位尿細管の上流部に位置する遠位曲尿
細管から接合尿細管部を確実に単離できた
かを確認するために、図２に遠位曲尿細管と
接合尿細管として単離した初代培養細胞中
の各尿細管のマーカー遺伝子発現量を比較
したものを示す。(A),(B)は接合尿細管、(C)
は遠位曲尿細管のマーカー遺伝子である。 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２． 
(A) ラット腎カリクレ

イン(rKLK7) 
(B) ２型 11β-ヒドロ

キシステロイド脱
水 素 酵 素 
(11β-HSD2)  

(C) サイアザイド感受
性 NaCl 共輸送体
(NCC) 

平均±標準誤差、*Ｐ＜0.05 
N=3、5 (各遠位曲尿細管、接合尿細管) 
 

②カルシウムイメージング測定(WKY rat) 
 カリクレイン分泌増加作用のある高カリ
ウム液とバソプレッシン(AVP)を細胞添加後、
細胞内カルシウム濃度を測定した（図３-５）。 

図３． 
基本溶液(K 5mM)に 3
分静置した後高K溶液
(60mM)に置換。細胞内
カルシウム濃度は増
加しなかった。N=2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．AVP により細胞内カルシウム濃度は増
加したが V2受容体 agonistでは増加しなかっ
た。増加反応は V1受容体、V1a受容体拮抗薬で
抑制された。 

図５． 
AVPによる細胞内カル
シウム増加反応は細
胞外カルシウム除去
により大部分消失し
た。初期反応に細胞内
カルシウム放出が、後
期反応に細胞外カル
シウム流入が寄与す
ることが示された。 

国内外における位置づけ、インパクト：ラッ
トにおいて接合尿細管という限局した部位
を単離し細胞内カルシウムイメージングを
確立したことは国内外の研究報告としてほ
とんどない。接合尿細管の細胞内カルシウム
動態を調べるのに有用なモデルになる。 
 
今後の展望：ラット高血圧モデル動物に応用
し、接合尿細管の高血圧発症に対する役割を
カルシウム動態の面から明らかにする。 
 
(2) カリクレイン産生単一細胞の樹立 
 図６に SV40 導入ラットから単離した初期
集合管を複数回継代培養し、得られた細胞中
マーカー遺伝子発現量を内部標準遺伝子
GAPDHに対する相対値として示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．
A:GAPDH,B:COL4a,C:CAR2,D:KLK,E:11bHSD, 
F:SCNN1b, G:Atp6V1b1, H:NCC, I:NCX, 
J:AQP2, N:Atp1a1, O:Atp1b1 
Bは線維芽細胞、C,Gは介在細胞、D,E,F,J,N,O
は主細胞、Hは遠位曲尿細管細胞のマーカー。 
 
介在、主細胞の代表的な細胞膜蛋白の遺伝

子発現（Gの H+ATPaseと Nの Na+/K+ ATPase）
の相対値から主細胞は介在細胞の１万分の
一程度しか存在していないことが示された。
本来、介在細胞の割合はラットで、接合尿細
管 42％、初期集合管 43％と報告されている
こと（Kim ら、J Am Soc Nephrol 1999）。今
回分布割合が著しく変化した原因として継
代を繰り返した過程で、介在細胞の増殖力が
主細胞のそれを上回ったことが考えられた。 
 
国内外における位置づけ、インパクト：ラッ
ト皮質集合管の初代培養に SV40 を導入して
得た細胞や SV40 導入マウス由来集合管主細
胞を用いた研究報告はあるが、接合尿細管細
胞の樹立はなされていない。カリクレイン分
泌に関する細胞内機序についてはこれまで
その限定的な局在から検討されていない。 
今後の展望：細胞表面マーカーとなる蛍光標
識レクチンを用いてフローサイトメトリー
による細胞のソーティングを行った後、限界
希釈により主細胞、接合尿細管細胞の単一化
を目指す。 

  

 

 

 

 

 



 

 

(3) カリクレイン多型検索と尿中カリクレ
イン排泄量、ナトリウム排泄率測定 
 図７として、ヒトカリクレイン遺伝子
(hKLK1)のシェーマと今回解析を行った多型
部位を示す。 
 
 
 
 
図７． 
 
表１．プロモータ領域多型アレル頻度 
 
 
 
 
 
 
 
 
表２．エクソン 3領域多型アレル頻度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 尿中カリクレイン活性低値を示す多型で
あるプロモータＨ型とエクソン 3 rs5515 の
内後者の SNPは検出されなかったため、Ｈ型
と非Ｈ型保有者とで尿中カリクレイン活性、
ナトリウム排泄率などを比較した。測定は同
意を得た者として、Ｈ型保有者 6 名中 5 名、
非Ｈ型保有者 71名中 55名で行った。 
図８（Ａ）、（Ｂ）に各々1回目、2回目（飲

水後）の尿中カリクレイン活性値を尿中クレ
アチニン補正値として示す。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．（Ａ） 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
図８．（Ｂ） 
 
表３．尿中ナトリウム排泄率 FeNa（％） 

 H 型 非 H 型 ttest 

1 回

目 
0.49±0.09 0.52±0.46 0.699 

2 回

目 
1.10±0.17 0.85±0.50 0.027 

 
表４．尿中ナトリウム排泄量（mEq/mg Cr) 

 H 型 非 H 型 ttest 

1 回

目 
0.11±0.01 0.11±0.07 0.912 

2 回

目 
0.24±0.03 0.18±0.08 0.007 

 
1 回目排尿におけるナトリウム排泄率およ

び排泄量は H型、非 H型とも違いがなかった。
しかし、飲水後において両評価項目は H型に
おいて非 H型に比べ高いことが示された。 
 
国内外における位置づけ、インパクト：日本
人においてカリクレイン遺伝子多型および
尿中カリクレイン活性低値を示す多型報告
はない。尿中カリクレイン低下を示すプロモ
ータ領域多型を約 8％に認めた。さらに、同
多型者で尿中ナトリウム排泄量が飲水負荷
後に非多型者に比べ高いことが示された。 
 
今後の展望：これまでカリクレイン活性低下
によりナトリウム排泄が減弱すると考えら
れてきた。今回の結果は予想に反しカリクレ
イン活性低下者で飲水負荷後にナトリウム
排泄能が高いことが示された。カリクレイン
欠損マウスで遠位尿細管ナトリウムチャネ
ル活性低下が報告されていることから、結果
は多型者でのナトリウム再吸収能低下を反
映するかもしれない。カリクレインの腎ナト
リウム調節における役割をＨ型、非Ｈ型多型
者での比較試験によって明らかにする。 

型 77人（今回） 18人（アジア人の既報） 

A 0.708 0.611 

B 0.201 0.111 

H 0.078 0.250 

 

SNP 
アミ

ノ酸 

60人 

（今回） 

45人 

(中国人の既報) 

rs5515 R→H 0.000 不明 

- D→D 0.200 不明 

rs5516 Q→E  0.200 
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