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研究成果の概要（和文）：腎臓の集合管細胞に発現しているTRPV4は炎症促進作用を有しており，この分子が現在決定
的治療のない慢性腎臓病の新規治療の対象となる可能性を検証した．マウス集合管培養細胞の系において，TRPV4作動
薬は炎症を惹起し，さらに，LPSやdamage-associated molecular pattern刺激による炎症惹起をTRPV4阻害薬は抑制し
た．一方，腎の無菌性炎症・線維化モデルにおいて，TRPV4ノックアウトマウス腎は，モデル・術後日数によって炎症
の抑制・亢進双方が認められた．以上より，腎疾患の種類や病期に応じてTRPV4を治療対象として臨床応用する基盤と
なる研究結果が得られた．

研究成果の概要（英文）：TRPV4, which is expressed in renal collecting duct cells, has pro-inflammatory 
effects. This molecule was investigated as a novel therapeutic target for chronic kidney disease, for 
which no decisive therapy exists now. In murine cultured collecting duct cells, TRPV4 agonists induced 
inflammation, whereas TRPV4 inhibitors suppressed inflammation provoked by lipopolysaccharide and 
damage-associated molecular pattern. In murine kidney aseptic inflammation and fibrosis models, TRPV4 
knockout mouse kidney show both promoted and suppressed inflammation, according to different models and 
postoperative days. In summary, these results laid the foundation to target TRPV4 for a novel therapy of 
renal diseases.

研究分野： 腎臓病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease: 

CKD）とは，様々な原疾患によって腎臓の障

害が慢性的に持続する病態である．その多く

は腎機能障害を伴い，それがある閾値を超え

ると不可逆的に進行し，透析・腎移植などの

腎代替療法が必要となる末期腎不全に到る．

現在日本では腎代替療法の大半が透析であ

り，年間約 4 万人の患者が透析導入され，総

透析患者数は 30 万人を超える．その費用は

一人年間 500 万円程度であり，膨大な医療費

を必要としている．腎代替療法に到る前の

CKD でも冠動脈疾患などの心血管疾患を伴

うリスクが高いことが知られており，CKD

が心血管疾患の原因になると考えられてい

る．このように CKD は患者・社会双方にと

って顕著な負担となっているが，現在 CKD

に対する決定的治療はなく，その研究・治療

法の開発が急務である． 

 腎機能障害を伴う CKD は，尿細管間質病

変を特徴とし，それが腎機能低下と高い相関

を示すことから，この病変が CKD 治療の有

望な標的となっている．病理学的には，尿細

管の変性・萎縮，間質の炎症細胞増加，線維

化などが認められる．これらが起こる機序は

複雑に絡み合い不明な点も多いが，機能的に

主体となる上皮細胞である尿細管細胞の傷

害が中心となり，それが炎症細胞増加や線維

化を誘導し，それらがさらなる尿細管傷害を

もたらすという悪循環を来すと考えられて

いる．しかし，尿細管細胞傷害が炎症細胞増

多や線維化に波及する分子生物学的機序は

あまり明らかになっていない． 

そこで研究代表者は，Transient Receptor 

Potential (TRP)スーパーファミリーの一つ

である TRPV4 に着目した．この分子群は

様々な細胞外・細胞内環境を感知して活性化

される非選択的陽イオンチャネルである．

TRPV4 は腎臓では尿細管の一部である集合

管の細胞に主に発現しており，伸展などの物

理的刺激や浸透圧刺激で活性化され，主に

Ca2+イオンが細胞外から細胞内に流入する

ことで生物学的作用をもたらす．最近，Cell

誌で脂肪細胞の TRPV4 が炎症性サイトカイ

ン・ケモカイン（以下サイトカインで統一）

産生を亢進させる作用を有することが報告

された（Cell. 151:96-110, 2012）．腎集合管

細胞においても TRPV4 が炎症性サイトカイ

ン産生を促進する作用を持つ可能性が示唆

される． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，腎集合管細胞の TRPV4

が同細胞における炎症性サイトカイン発現

を促進し，炎症細胞増加・線維化悪化を介し

て，腎傷害を増悪させる作用を有するかを検

証し， TRPV4 阻害薬が炎症抑制作用を介し

CKD 進行を抑制する有効な治療薬となりう

るか，その有用性の基盤を構築することであ

る． 

 

３．研究の方法 

(1) マウス集合管培養細胞である mIMCD-3

において，TRPV4 への介入としてその作動

薬や阻害薬を，炎症惹起の端緒となる

pattern-associated molecular pattern 

(PAMP)受容体刺激としては，リポ多糖(LPS)

や damage-associated molecular pattern 

(DAMP)としての壊死させた細胞の抽出液を

用い，炎症性サイトカインの発現をqRT-PCR

を用い解析した． 

(2) TRPV4 ノックアウトマウスを用い，腎の

無菌性炎症・線維化モデルである片側尿管結

紮モデルや片側虚血再灌流モデルを作成し，

炎症や線維化などについて解析した． 

 

４．研究成果 

(1) mIMCD-3 を TRPV4 作動薬である

GSK1016790A で刺激したところ，炎症性サ

イトカインである CCL2, CCL5, CXCL2, 



IL-6 の発現が用量依存性に増加した．この効

果は刺激 3 時間後から 24 時間後まで認めら

れ た ． 別 の 作 動 薬 で あ る 4α-Phorbol 

12,13-didecanoate で刺激しても同様の結果

を認めた．これらのことから，TRPV4 は集

合管細胞において炎症性サイトカインの発

現を増加させることが確認できた． 

 動物実験モデルとして施行した片側尿管

結紮モデルでは集合管を含む尿細管が拡張

し，CKD でもしばしば尿細管の拡張が認め

られるため，集合管細胞の伸展が炎症惹起と

なるかを検証した．Earle's Balanced Salt 

Solution の原液（300 mOsm）と，それを希

釈して 200 mOsm とした溶液を用い，前者

をコントロールとし，後者による低浸透圧下

での細胞伸展による影響を検証した．細胞伸

展刺激により，炎症性サイトカインである

TNF-，IL-1の発現は増加したものの，

TRPV4 阻害薬である Ruthenium Red を用

いてもその増加を抑制することはできず，少

なくとも in vitro のこの系においては，

TRPV4 は関与していなかった． 

 次に，PAMP 刺激による炎症と TRPV4 の

関連を検証するために，LPS 刺激による炎症

性サイトカイン発現増加に対する TRPV4 阻

害薬である Rutheniu Red の効果を確認した

ところ，Rutheniu Red により TNF-, IL-1, 

TGF-1, CCL2, CXCL2 などのサイトカイン

発現が抑制された．より生理的な PAMP とし

て培養上皮細胞や培養マクロファージを凍

結・融解を繰り返して壊死させたものの抽出

液を DAMP として用いて炎症を惹起し，

Ruthenium Red を用いて TRPV4 を阻害し

たところ，LPS のときと同様に炎症性サイト

カインの発現上昇を抑制した．これらのこと

から，TRPV4 阻害が集合管細胞における炎

症惹起を抑制する作用があることが示唆さ

れた． 

(2) 使用する TRPV4 ノックアウト(KO)マウ

スにおいて TRPV4 発現が消失していること

を，腎臓を検体として用い，qPCR で mRNA

レベル，ウェスタンブロットでタンパクレベ

ル，双方で確認できた．また KO マウスの腎

組織にベースラインでの異常は認めなかっ

た．次に，野生型マウス腎における TRPV4

の発現部位について二重蛍光免疫染色法で

検証し，集合管で陽性となる Dolichos 

biflorus agglutinin と TRPV4 が腎髄質で共

染することを確認し，同細胞で TRPV4 が発

現することが示された． 

 腎臓の炎症における TRPV4 の役割を検証

するため，TRPV4 KO マウスを用い，腎の無

菌性炎症・線維化モデルである片側尿管結紮

モデル(UUO)と片側虚血再灌流モデル(IRI)

を作成し，炎症や線維化について継時的に検

証した．対照群としては同胞の野生型(WT)

マウスを使用した． 

 UUO は初期（術後 2 日，6 日）では炎症

が起こり，後期（術後 10 日）では加えて線

維化が起こるモデルである．初期において腎

臓におけるサイトカイン，腎傷害のマーカー

となる Kim1 の mRNA レベルでの発現に有

意差は認めなかった．病理組織における傷害

にも差は認められなかった．後期では，代表

的な炎症性サイトカインである TNF-，線維

化で中心的な役割と果たす TGF-1 の発現が

コントロールに比してKOマウス腎で有意に

増加していた．しかし，線維性分子（Col1a1, 

Col3a1,  -SMA）や Kim1 の発現には差を認

めず，組織傷害でも差を認めなかった．これ

らのことから，TRPV4 が炎症性サイトカイ

ン産生を促進する可能性が示唆されたもの

の，このモデルにおいては腎傷害や線維化に

影響を及ぼすほどの影響は与えないことが

示された． 

 IRI においても，初期（術後 2 日，8 日）

では炎症が起こり，後期（術後 14 日）では

加えて線維化が起こる．初期において腎臓に

おけるサイトカイン，腎傷害のマーカーとな

る Kim1 の mRNA レベルでの発現に有意差



は認めなかった．病理組織における傷害にも

差は認められなかった．後期では，炎症性サ

イトカイン（TNF- IL-1, IL-6, CCL2, 

CCL5, CXCL5），線維化で中心的な役割と果

たすサイトカインである TGF-1，線維性分

子（Col1a1, Col3a1,  -SMA），腎傷害のマ

ーカーとなる Kim1 の全てについて，WT に

比して有意に KOマウス腎での発現が上昇し

ていた．組織レベルでも，Picro-Sirius Red

染色において線維化はKOマウスの方が亢進

していた．これらのことから，このモデルに

おいては，初期では TRPV4 は炎症に影響を

及ぼさず，後期では炎症・線維化を抑制する

作用があることが示唆された． 

 以上の結果から，TRPV4 は腎疾患におい

て，その原因や病期に応じて炎症や線維化を

促進することも抑制することもあることが

明らかとなった．今後，その機序の詳細を解

明することで，TRPV4 作動薬や拮抗薬を，

腎疾患の種類や病期に応じて臨床応用でき

る可能性の基盤となる研究結果が得られた． 
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