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研究成果の概要（和文）：　糸球体内皮細胞上に発現するカベオラがアルブミンの細胞内取り込みに関与することを証
明するため、標識したアルブミンが細胞上でカベオラマーカーであるカベオリン-1と二重染色されること、カベオラ阻
害効果のある薬剤 (methyl beta cholecystdextrin, nystatin)やカベオリン-1 siRNAによる遺伝子操作にてカベオラ
の発現を抑制するとアルブミンの細胞内への取り込みが低下することを示した。
　これらの研究によりカベオラはアルブミンの透過に関与し、新たなアルブミン尿の一因となる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to elucidate whether the albumin enter into the huma
n glomerular endotherilal cells (HRGECs) through caveolae or not. 
 In this experiment, we showed that the labeled albumin were co-localized with caveolin-1, which was a mar
ker of caveolae, on HRGECs. We also showed that the uptake of albumin was dramatically decreased by the ca
veolae disrupting agents, such as methyl beta cholecystdextrin and nystatin. We also showed the decreasing
 of albumin uptake by the disrupting of caveolin-1 gean by caveolin-1 siRNA. These results indicated that 
albumin entered into HRGECs through caveolae, and albumin endocytosis through caveolae might become one of
 the new etiology of albuminuria instead of the phenestrae which is recognized as previous pathway of albu
min through HRGECs. 
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１．研究開始当初の背景 
 尿蛋白の出現機序に関する研究は、糸球

体濾過障壁として機能する糸球体上皮細胞、
基底膜内皮細胞のうち、上皮細胞、基底膜を
中心に展開されてきたが、内皮細胞に関して
は隔壁を有しない fenestrae と呼ばれる
100nm の孔を有するため、蛋白の透過にはほ
とんど関与しないと考えられ、現在までその
研究は発展してこなかった。しかし、内皮細
胞を蛋白が自由に通過すると仮定するとフ
ィルターである基底膜の機能はすぐに目詰
まりを起こし破綻することが考えられるこ
とや、また通常の状態で基底膜にアルブミン
や IgG などの沈着は認められないことから、
糸球体内皮細胞もなんらかの濾過障壁機能
を有すると近年考えられてきている。 
 カベオラは細胞膜上に存在する 50nm の窪
み構造で、血管内皮細胞、平滑筋細胞などに
高密度に存在し、脂質やたんぱく質などの輸
送、一酸化窒素の産生調節、シグナル伝達に
関連する分子機能の制御や増強の調整など
生体に重要な役割を果たすことが報告され
ている。また、カベオリン-1 ノックアウトマ
ウスの研究により、内皮型一酸化窒素合成酵
素の亢進に伴う血管の弛緩や、アンギオテン
シン II やエンドセリン I に対するカルシウ
ムイオンを介する血管反応性の低下(Drab M 
et al, Science 28, 2449-2452, 2001)に関
与することが報告されている他、脳心血管イ
ベントの主要危険因子であるインスリン抵
抗性(Cohen AW et al, Am J Physiol Cell 
Physiol 285, 222-235, 2003)や血中トリグ
リセライドの上昇、遊離脂肪酸増加(Razani B 
et al. J Biol Chem 277, 8635-8647, 2002)
などに関与することも報告されている 
腎臓での生理的役割はまだ不明であるが、

以下のように近年カベオラ増殖と腎炎の関
連が注目されてきている。 

1)糖尿病ラットの腎皮質でカベオラの構
成蛋白であるカベオリン 1 の発現が増加
しアンギオテンシン受容体拮抗薬で抑制
されることから、糖尿病性腎症に関連す
る可能性があること(Demova et al. 
Physiol Res 58, 563-568, 2009) 
2)メサンギウム増殖性腎炎モデルラット
のメサンギウム細胞でカベオリン-１の
発現の増加を認め、病因の一因として考
えられること(Tamai et al. Kidney Int 
59, 471-480, 2001) 

また血管内皮細胞におけるカベオラの機能
として興味深いものとして、 

3)アルブミンの輸送に関与し血液より細
胞内にアルブミンを取り込み、組織へと
移動させる働き (John TA et al. Am J 
Physiol lung cell mol physiol 284, 
L187-196, 2003, Wang Z et al. ACS Nano 

3, 4110-4116, 2009) が報告されている 
このようにカベオラは腎炎と関わりがあ

ることが報告されてきているが、血管内皮細
胞と同様に糸球体内皮細胞のカベオラがア
ルブミンの透過性にかかわると仮定し、本研
究においてそれが証明されれば、「尿蛋白の
出現の機序に大きく糸球体内皮細胞が関わ
る」という革新的な発想を展開させ、更なる
腎炎の病態解明、新たな治療法の確立につな
がる研究と位置づけることができる。 
 研究者はカベオラと腎炎にかかわる因子
の研究のため、留学中の研究施設でアミロイ
ド蛋白のメサンギウム細胞へのエンドサイ
トーシスの研究(2005 年 アメリカ腎臓学会
にて発表)のほか、移植腎にウイルス性腎症
を起こす BK ウイルスが尿細管上皮細胞にカ
ベオラを通じ侵入すること(J Virol 81, 
8552-8562, 2007)、微小管に沿って細胞質内
を移動し、ゴルジ体をバイパスし小胞体に到
達すること(Virology 371, 336-349, 2008)
を、またカベオラにはコレステロールが豊富
であることに着目し、実際臨床で使用されて
いる抗高脂血症薬であるpravastatinがカベ
オラの発現を抑え BK virus の細胞内侵入を
抑 止 で き る 可 能 性 に 関 し て も 報 告 し
(Trasnplant 85, 1311-1317,  
2008)、腎疾患に関してカベオラが大きく関
わる事実を明確にしてきた。 
更にカベオラが糸球体腎炎とも何らかの

関わりがあると考え、腎生検検体をカベオリ
ン 1で染色した。移植時腎生検検体と比較し
たところ、糸球体腎炎では糸球体内皮細胞の
マーカー(PAL-E)と染色部位が一致して、カ
ベオラの発現が有意に増加していること（図
1）、またステロイド加療で発現が抑制される
ことが観察された。さらにそれらがアルブミ
ン尿の量と相関すること、つまりアルブミン
の透過性にカベオラが関与し、蛋白尿（アル
ブミン尿）の原因にカベオラが関与する可能
性を報告した(J Clin Path 64, 504-509, 
2011）。 
 現在糸球体腎炎の治療は尿蛋白や尿潜血
など尿所見の改善をまず第一目標にしてお
り、蛋白尿の発現機序を解明することは腎炎
の進行抑制のため重要な役割を果たすと言
える。そのため、糸球体内皮細胞のカベオラ
がアルブミン尿に関与する機序を解明する
ことは、腎炎の病態解明・治療法の確立のた
めに重要と考え、ヒト糸球体内皮細胞を用い
アルブミンの取り込み・輸送経路を解明する
ための本研究を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 血管内皮細胞表面に存在するフラスコ型
の陥入部位であるカベオラがアルブミンの
血管透過性に関与することが近年注目され



てきているが、糸球体内皮細胞におけるカベ
オラの役割は不明である。本研究の目的は糸
球体内皮細胞に存在するカベオラがアルブ
ミンの透過性に関与し、新たなアルブミン尿
（蛋白尿）の機序となることを、ヒト糸球体
内皮細胞を用いて証明し、腎炎の病態解明・
今後の治療につなげることのみならず、近年
アルブミン尿との関連が注目される心腎連
関の病態解明・治療にもつなげることである。 
 
３．研究の方法 
蛍光アルブミンとカベオラマーカーの共染
色によるカベオラを通じたアルブミンエン
ドサイトーシス 

24 wells plate に糸球体内皮細胞を培養し
た後、無血清培地で 24 時間静置する。その
後、蛍光標識アルブミン添加培養液もしくは
クラスリンを通じてエンドサイトーシスす
るトランスフェリンの添加培養液で 5、15、
30、60 分、2、4、6時間、ヒト糸球体内皮細
胞を培養し、その後固定する。カベオラのマ
ーカーである抗カベオリン-1 抗体、もしくは
抗クラスリン抗体で染色し、アルブミンは強
くカベオリン-1 と共染色するがクラスリン
とは共染色せず、逆にトランスフェリンはク
ラスリンと強く共染色するがカベオリン-1
とは共染色しないことを証明し、アルブミン
のカベオラエンドサイトーシスを証明する。 
 
カベオラの発現を低下させることによるア
ルブミンのエンドサイトーシスの証明 
 35mm dish 上に糸球体内皮細胞を培養した
後、無血清培地で 24 時間静置する。その後
ヒト糸球体内皮細胞をカベオラ阻害薬
Methyl beta cyclodextorin (MBCD)もしくは
nystatinを添加した培養液で1時間処理する。
さらにアルブミンをそれぞれに添加し、6 時
間培養後、細胞を回収する。cell lycate 内
のアルブミン量を抗アルブミン抗体を用い
て western blotting 法にて測定し、MBCD や
nystatin 処理後のヒト糸球体内皮細胞内ア
ルブミンが、コントロールの未処理のヒト糸
球体内皮細胞と比較して、減少している事を
検証する。 
また、カベオリン-１に対して siRNA を行

いカベオラの発現を低下させ、アルブミンエ
ンドサイトーシスを証明する。発現が最も低
下する適正濃度と時間を決定したのち、カベ
オリン-1 欠損型のヒト糸球体内皮細胞を作
成する。その後同様にヒトアルブミンと 24
時間培養後 western blotting 法にて、カベ
オリン-1 欠損型はコントロールと比較し、侵
入が阻害されることによりカベオラを通じ
たアルブミンのエンドサイトーシスを証明
する。 
24 well plate 上で同様に MBCD や nystatin

で処理したヒト糸球体内皮細胞に、Alexa 
Fluor 488 標識アルブミンを加え 6 時間培養
後固定する。抗カベオリン 1 抗体と DAPI に
て染色後、共焦点顕微鏡にて MBCD、nystatin
処理ヒト糸球体内皮細胞では、未処理のヒト
糸球体内皮細胞と比較し、細胞内進入が阻害
され、アルブミンの発現が低下していること
を証明する。 
 
４．研究成果 
蛍光アルブミンとカベオラマーカーの共染
色によるカベオラを通じたアルブミンエン
ドサイトーシス 
 
  Alexa Fluor 488 Bovine Serum Albumin 
(BSA)は添加 5 分後から糸球体内皮細胞上に
発現し始め、経時的に増加した。また同様に
Alexa Fluor 488 transferrin も添加後すぐ
に発現し始め、経時的に増加した。発現後 1-2
時間目の写真を示すが、BSA はカベオリン-1
と強く共染色する一方、クラスリンとはほと
んど共染色されていない(Figure-1)。 

 
また、逆に transferrin はカベオリン-1 と

共染色しないが、クラスリンと強く共染色し
ている(Figure-2)。 

 
これらの結果からアルブミンはカベオラ

を通じてエンドサイトーシスする可能性が
示唆された。 
 
カベオラの発現を低下させることによるア
ルブミンのエンドサイトーシスの証明 
 Western blotting 法にて MBCD 0.5、1、2 mM
もしくは Nystatin 50、100、200μg/ml で処
理後にアルブミンと incubate したヒト糸球



体内皮細胞では明らかに、未処理の細胞と比
較しカベオリン-1 の発現が薬剤の容量依存
的に低下しており、それに伴いアルブミンの
発現も同様に容量依存的に低下していた
(Figure 3)。 

また、同様に免疫染色法においても、MBCD 
１mM、もしくは Nystatin 200μg/ml で処理
した細胞においては、明らかにカベオリン-1
の発現が未処理の細胞と比較し低下してお
り、それに伴いアルブミンの細胞内取り込み

も低下していた(figure 4)。 
 また、カベオリン-1 siRNA を施したヒト

糸球体内皮細胞では、明らかにカベオリン-1
の発現が低下しており、それに伴いアルブミ
ンの発現も低下していた(Figure 5)。 

 これらの結果からもやはりアルブミンは
カベオラを通じてエンドサイトーシスする
可能性が示唆された。 
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