
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３５０１

基盤研究(C)

2013～2011

腎虚血再灌流障害におけるギャップ結合を介した細胞間コミュニケーションの役割

Role of gap junction-mediated intercellular communication on schaemia/reperfusion re
nal injury

５０３０３１２８研究者番号：

姚　建（YAO, Jian）

山梨大学・医学工学総合研究部・准教授

研究期間：

２３５９１１８７

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、虚血による尿細管障害におけるギャップ結合の役割を解明することを目的とした
。虚血性腎障害マウスモデルにおいて、Cx43の発現レベルは、細胞傷害の程度と深く関わることを明らかにした。虚血
性及び酸化ストレス刺激状況下、腎尿細管細胞のCx43ヘミチャネルを開放し、ATPが細胞外へ放出することを見い出し
た。ヘミチャネル由来のATPは、プリン受容体/AKT/ｍTORシグナル伝達経路を介して、AMPKを制御することを初めて明
らかにした。ヘミチャネルを阻害することで、AMPKを活性し、虚血性細胞傷害を抑えた。以上の結果から、Cx43ヘミチ
ャネルは細胞傷害に深く関わっていることを示唆されている。

研究成果の概要（英文）：Connexin-forming channels regulates cell survival with little information availabl
e regarding its mechanisms. Using a ischemic renal injury model, we explored the potential mechanisms of C
x43-forming channels on renal cell survival. Our results showed that Cx43 influenced cell susceptibility t
o ischemic renal injury. Cells with higher level of Cx43 were more vulnerable to ischemic oxidative injury
. On the contrary, cells with no or lower level of Cx43 were resistant. Further analysis revealed that oxi
dative stimuli activated Cx43 hemichannels, leading to extracellular loss of ATP. The released ATP, in tur
n, suppressed AMPK activation through purinergistic receptor-mediated activation of AKT and mTOR. Suppress
ion of hemichannels enhanced AMPK activation, thus protecting cells from oxidative injury. Our study indic
ates that Cx43 hemichannels determines cell susceptibility to  oxidative injury. Targeting Cx43 could be d
eveloped for prevention and treatment of ischemic renal injury.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 虚血による急性腎不全は、医学療法が

飛躍的に進歩したにもかかわらず、死亡率お

よび罹病率があいかわらず高いままであり、

臨床上の大きな問題となっている。その発症

機序は十分に解明されてはおらず、有効な治

療方法も限られている。 

 

(2) 腎傷害とその修復には、様々なメディ

エーターや接着分子を介した複雑な細胞間

相互作用が寄与することが知られている。し

かし、隣接する細胞間でシグナル分子の直接

的な遣り取りを司るギャップ結合の腎組織

傷害における役割は、まだ十分に解明されて

いない。 

 

(3) ギャップ結合は細胞間結合様式の一つ

であり、細胞膜に形成されることで、細胞間

シグナル伝達に直接関与している。ギャップ

結合を構成するヘミチャンネルをコネクソ

ンといい、コネクソンは connexin(Cx)蛋白に

よって構成されている。ギャップ結合の機能

としては分子量 1.2kDa 以下の細胞内シグナ

ル伝達物質を隣接する細胞へ直接輸送する

ことが可能で、細胞の分化・増殖を制御し、

ホメオスタシスを維持している。 

 

(4) 我々は、これ数年間、腎におけるギャッ

プ結合構成蛋白の組織局在、機能、機能制御

に関して研究を行ってきた。その結果、

connexin 構成チャネルは、腎細胞の機能調節

及び腎細胞傷害に重要な役割を果たしてい

ることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの研究を発展させ、虚血

再灌流による腎傷害の発症、進展及において

ギャップ結合が担う役割及作用機構を解明

することを目的とした。 
 

具体的には、以下の研究課題について研究を

進めてきた。(1) 腎尿細管細胞において、機

能的な Cx 構成チャネルが存在するか、また

その機能の特性は？(2) Cx構成チャネルを抑

制することで、尿細管細胞傷害を抑えること

ができるか？(3) 酸化ストレスによる Cx 構

成チャネルに対する影響は？(4) 細胞傷害

に対する Cx 構成チャネルの分子調節メカニ

ズム。 

３．研究の方法 
(1) ラット腎尿細管上皮細胞株 NRK52E 細胞

(以下 NRK細胞)およびブタ腎尿細管上皮細胞

株 LLC-PK１は，5％fetal bovine serum (FBS)

を含む D-MEM/F-12 培地を用いて培養した。 

 

(2) 腎尿細管上皮細胞を培養し、培養細胞に

おけるコネクシン４３（Cx43）の局在を蛍光

抗体法により検索した。マイクロインジェク

ションした蛍光色素の隣接細胞への拡散によ

り、機能的ギャップ結合の有無を評価した。

Cx43ヘミチャネルの開閉を細胞膜内外の小分

子量物質の流動実験で測定した。  

 

(3) 細胞傷害は細胞形態の変化、LDH の放出、

及びCell Counting Kit-8を用いて評価した。  

 

(4) 培養細胞の蛋白を抽出し、SDS - PAGE に

て分離し，PVDF membrane へ転写した後、 

一次、二次抗体を反応させ，化学発光法を用

いて検出した。 

 

(5) Cx43 遺伝子や Cx43 siRNA を用いて、

Cx43 安定発現及びノックダウン細胞を制作

した。  

 

(6) Cx43 野生型（Ｃｘ４３＋／＋）とＣｘ４

３ヘテロマウス（Ｃｘ４３＋／－）を用いて

虚血再潅流モデルを作製し、腎機能及び酸化

ストレス傷害に関する検討を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 生後 10~12 週齢の Cx43 野生型とヘテロ

マウスから右腎摘出後、左腎を 45 分間クリ

ップして虚血とした。再潅流後 24 時間の時

点で血液クレアチニン値及び腎臓組織P38の

リン酸化レベルを測定したところ、Cx43 ヘテ

ロマウス群では野生型群と比べて有意に減

少していた。再潅流後１週間内の生存率の比

較では、Cx43 野生型群に比し、ヘテロで生存

率が高くより生き延びた。以上の結果から、

ギャップ結合は腎虚血再灌流による急性尿

細管懐死発症に深く関わることが示唆され

た。  

 

(2) １つの NRK細胞および LLC-PK1 細胞に蛍

光色素 Lucifer Yellow（LY）を注入し蛍光色



素の周囲の細胞への拡散を観察した。また、

ギャップ結合構成蛋白である Cx43 が NRK 細

胞において存在することを、蛍光抗体法を用

いて明らかにした。 

 

(3) ラット培養腎尿細管細胞を用いた in 

vitro 虚血モデルとして培養メディウム中の

グルコースを除去することで Cx43 ヘミチャ

ネルを開くことが、細胞膜内外の小分子量物

質の流動を測定する実験で明らかになった。

ヘミチャネルを阻害することで、抗酸化作用

を有する AMPK を活性化させ、細胞傷害を抑

制することを初めて発見した。更に、ヘミチ

ャネルを介した AMPK の調節機構は、チャネ

ルから放出されたATPがプリン受容体に結合

し、PLC/AKT/ｍTOR シグナル伝達経路を活性

化することも明らかになった。 

 

(4) プリン受容体阻害剤であるsuraminは、

Cx43ヘミチャネルを阻害することを初めて発

見した。Suraminがプリン受容体及びヘミチャ

ネルを両方阻害することで、細胞傷害の治療

薬として有望であることが示唆された。 

 

以上の結果から、ギャップ結合ヘミチャネル 

が虚血及び酸化ストレスによる尿細管細胞

傷害に深く関わることを示した。ヘミチャネ

ルを介した AMPK の活性調節は、細胞傷害制

御の新たな分子機構として明らかにされた。 
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