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研究成果の概要（和文）：腎近位尿細管上皮細胞 (PTEC) におけるアルドステロンなどのステ
ロイドホルモンのエンドサイトーシスを介した作用を有する可能性の基礎的検討と、アルドス

テロンと関係の深いレニン-アンジオテンシン系 (RAS) によるエンドサイトーシス受容体メ
ガリンの PTECにおける発現調節についての検討を行った。まずアルドステロン受容体MRと
アルドステロン応答遺伝子 SGK1 の PTEC におけるタンパク質レベルでの発現を確認した。
また RAS構成因子であるアンジオテンシン IIによる PTECにおけるメガリンの発現抑制とそ
れを回復させるインスリンシグナルとのクロストークを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：I performed basic examination of possibility to have action through 
endocytosis of steroid hormone aldosterone etc in renal proximal  tubular epithelial cells 
(PTEC),  and I examined the expressional control of endocytotic receptor megalin by 
renin-angiotensin system (RAS) with a closely relation of aldosterone in PTEC. First, 
protein level of aldosterone receptor MR and aldosterone response gene SGK1 was 
confirmed in PTEC. Second, it was clarified the crosstalk with the insulin signal that 
recovered the control of angiotensin II on the suppression of Megalin expression in PTEC. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腎近位尿細管上皮細胞 (PTEC) は、アル
ブミンなどの原尿中の低分子量タンパク質、
ペプチド、脂質などのほぼ全てをメガリンや

キュビリンが関与する受容体介在性エンド
サイトーシスにより再吸収し、代謝する。糖
尿病性腎症、メタボリックシンドロームや高
血圧に伴う腎障害では、顕性蛋白尿に先立ち
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微量アルブミン尿が観察される。このような
慢性腎臓病 (CKD) 初期の段階では、糸球体
機能異常・過剰濾過に伴う原尿量・尿蛋白増
加だけではなく、近位尿細管機能異常による
タンパク質再吸収能低下が同時に生じて、尿
蛋白負荷に伴う下位尿細管傷害など病態の
進展に深く関与しているものと考えられる。 
このような生活習慣病関連疾患進展には、体
内のNa代謝や血圧維持に重要なレニン-アン
ジオテンシン-アルドステロン系の亢進が深
く関与している。アンジオテンシン II刺激に
より産生されるアルドステロンはコルチゾ
ールのように副腎皮質において合成される
脂溶性のステロイドホルモンの一種で、従来
は主に腎集合管や結腸などの上皮組織にお
いて転写因子でもあるミネラロコルチコイ
ド受容体 (MR) に結合して活性化させ、Na
などの電解質調節や血圧調節に寄与するの
みと考えられてきた。しかし近年、MR 阻害
薬が心不全の生命予後を改善する、といった
心血管系でのアルドステロン-MR 系の重要
性が、腎疾患が悪化すると心機能も悪化する
という心腎連関と相まって注目されている。
またMRの腎における発現が集合管に限らず
近位尿細管を含む多くの組織・細胞にみられ
ることが知られるようになり、実際に PTEC
に対するアルドステロンの有害作用が報告
され、炎症や腎症の進展にアルドステロンが
重要な役割を担っているものと考えられる。
原発性アルドステロン証の患者では、高血圧
やインスリン抵抗性の出現に伴い腎症を発
症し微量アルブミン尿を呈するが、MR 拮抗
薬で抑制される。また、MR阻害薬が 2型糖
尿病性腎症患者の蛋白尿を改善する。このよ
うなMR阻害薬の腎保護作用は従来のアルド
ステロン標的臓器である集合管への作用だ
けでは説明できない。従って、近位尿細管で
のアルドステロン作用を検討する必要があ
る。また、グルココルチコイド受容体 (GR)
アゴニストのコルチゾールが血中運搬タン
パク質  (corticosteroid binding globulin, 
CBG) ・核内受容体・遺伝子発現レベルでア
ルドステロンと作用点がクロストークして
いる。 
(2) さらに著者はイソフラボンや酸化ステロ
ールのエストロゲン様作用について研究し
てきておりステロイドホルモンの作用機構
についての知識を豊富に持っている。その中
で注目したのはステロイドホルモンの非ゲ
ノム作用のほかに、テストステロンを血中運
搬タンパク質ごと細胞がエンドサイトーシ
スによって取り込んでゲノム作用を示すと
いうエンドサイトーシス仲介型作用が近年
発見され、PTECではメガリン・キュビリン
を介したタンパク質のエンドサイトーシス
が盛んなことから、エンドサイトーシス仲介
型作用がコルチゾールやアルドステロンで

も PTEC で生じているのではないかという
仮説に至った。 
 
２．研究の目的 
(1) 腎臓におけるタンパク質再吸収・代謝に
主要な役割を担っている腎近位尿細管上皮
細胞におけるアルドステロン・コルチゾール
を中心としたステロイドホルモン作用を、特
に血中運搬タンパク質-ホルモン複合体がメ
ガリンやキュビリンに結合して受容体介在
性エンドサイトーシスにより細胞内に取り
込まれて作用する可能性や細胞のエンドサ
イトーシス能の変化について細胞・個体レベ
ルで解析することを目的とする。即ち、古典
的な血中の遊離型ステロイドホルモン（脂溶
性）が脂質二重膜である細胞膜を自由に透過
し核内受容体に結合することにより発揮さ
れる遺伝子発現調節作用（ゲノム作用）に加
え、細胞膜受容体を介したシグナル伝達によ
る非ゲノム作用、さらに新奇なエンドサイト
ーシス介在性作用機序を解明することによ
り、腎近位尿細管上皮細胞におけるステロイ
ドホルモンの新規な生理作用やその生体・病
態における寄与度を明らかにすることを目
的とする。 
(2) また、腎疾患やアルドステロンと関連の
深いレニン-アンジオテンシン系の生理活性
ペプチドであるアンジオテンシン II の
PTECへの作用、メガリンの機能調節にどの
ように関わるのかを検討することを目的と
する。 
(3) さらに、メガリン・キュビリンやメガリ
ンのアダプター蛋白質である Dab2がメガリ
ンやその小田野分子とどのような相互作用
を示し機能するのかを明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、各種近位尿細管上皮細胞株におけ
るアルドステロン・コルチゾールなどの脂溶
性ステロイドホルモンの核内受容体MR・GR
の mRNAおよびタンパク質レベルでの発現
確認、ホルモン応答性遺伝子の mRNAおよ
びタンパク質レベル発現確認・ホルモンによ
る発現誘導など基礎的検討を RT-PCRなら
びにWestern Blottingにより行った。 
(2) 次に、レニン-アンジオテンシン-アルドス
テロン系としてアルドステロンと密接な関
係があるアンジオテンシン II、および糖尿病
性腎症と関連するインスリンおよびグルコ
ースが近位尿細管上皮細胞のメガリン発
現・機能に与える影響を AT1受容体安定発現
OK細胞株を用いてWestern Blotting、
Real-TimeRT-PCRなどを用いて検討した。 
(3) さらに、メガリン・キュビリンとメガリ
ンのアダプター分子 Dab2などの各種近位尿
細管上皮細胞株における発現の有無ならび



に量をWestern Blottingにて検討し、Dab2
の役割について免疫沈降法、GST-pull down
法、密度勾配超遠心法にてメガリンや他分子
との相互作用にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) まず、各種近位尿細管上皮細胞株におけ
るMR・GRの発現をWesten Blotttingによ
り確認したところ、タンパク質レベルでの内
因性の発現が確認され、これらの細胞株がア
ルドステロン・コルチゾールなどのステロイ
ドホルモンに応答する可能性が示された。ま
たアルドステロン・コルチゾール応答性遺伝
子である SGK1 の発現が各細胞株にてタン
パク質レベルで確認された。一部の細胞株で
は、この SGK1の発現がアルドステロンやコ
ルチゾールによって増加することが示され
た。また SGK1の発現はアンジオテンシン II
により調節されることが新たに確認され、
SGK1のリン酸化を促進するインスリンシグ
ナルとの関連を含め、SGK1の転写レベルだ
けではなくリン酸化を含めたシグナル伝達
など SGK1を指標として上流・下流シグナル
が近位尿細管上皮細胞の生理的作用・病態寄
与を解明する点で重要な知見であると考え
られる。 
(2) 次に、アンジオテンシン II受容体AT1AR
を安定導入した腎近尿細管上皮細胞株OK細
胞に高グルコース状態でアンジオテンシン II
を作用させるとエンドサイトーシス受容体
メガリンのタンパク質レベルならびに
mRNAレベルでの発現が低下し、アルブミン
の細胞への取り込み・分解が抑制された。こ
のメガリンの発現・機能の低下には ERK1/2
のリン酸化増加が関与していることが判明
した。この ERK1/2 の活性化に対して
ERK1/2 リン酸化経路阻害薬 PD98059 と
U0126、インスリン-PI3K経路が拮抗的に作
用し、低下したメガリンの発現を部分的に回
復させた。また、低グルコースと比較して高
グルコース、低グルコース＋インスリン条件
でメガリン発現量は多かったが、高グルコー
ス＋インスリンにおいてさらなる相加的の
メガリン発現上昇はみられなかった。さらに、
各種シグナル伝達経路阻害薬を用いてアン
ジオテンシン II によるメガリン発現低下の
メカニズムを追求したところ、TGF-β受容体
Iキナーゼ (ALK5) 阻害薬がアンジオテンシ
ン II によるメガリン発現低下をタンパク質
あるいは mRNA レベルで部分的に回復させ
た。従って、アンジオテンシン IIによる近位
尿細管上皮細胞におけるメガリン発現低下
には ERK1/2 経路活性化の他に、新たに
TGF-β 受容体を介した経路の活性化が関わ
っていることが示された。 
(3) 近位尿細管において糸球体濾過タンパク
質をエンドサイトーシスにより再吸収する

ことに関与する受容体メガリン・キュビリン
とメガリンのアダプタータンパク質 Dab2は、
近位尿細管上皮由来細胞株であってもその
発現の有無・量が各細胞株によって大きく異
なることを確認した。近位尿細管上皮細胞の
モデル細胞株である不死化ラット近位尿細
管細胞 (IRPTC) には、メガリンと Dab2 が
多く発現しており、エンドサイトーシス機構
を検討するための良いモデル細胞株である。
この細胞株で、細胞ライセートから抗メガリ
ン抗体で免疫沈降を行ったところ、Dab2 と
ともに 200KDa ほどのタンパク質が共沈し
てきた。この未知のタンパク質を配列解析し
たところ、nonmuscle myosin heavy chain 
IIA (NMHC-IIA, MYH9) というモータータ
ンパク質と判明した。メガリンを含めたこの
３者のタンパク質が複合体を形成している
ものと考え、共発現細胞系や腎皮質の密度勾
配超遠心による複合体分離、GST-pull down 
assayを行ったところ、メガリンの C末端は
Dab2の N末端側と結合し、MYH9は Dab2
の C 末端側と結合していることが判明した。
即ち、メガリンと MYH9 はアダプタータン
パク質 Dab2を介して結合し、エンドサイト
ーシスの際に機能していることが示された。 
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