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研究成果の概要： 
糸球体が傷害されたときには、内皮細胞とメサンギウム細胞が互いに情報を交換し合い修復し
ていくと考えられる。この情報交換に異常があると修復がうまく進まず腎不全へと進行すると
考えられる。細胞を電気化学的に結合するギャップ結合に注目し、修復時にどのように変化す
るかを検討した。ギャップ結合構成蛋白のコネキシンが傷害時に変化しておりコネキシンをタ
ーゲットにした腎炎治療戦略が考え得ることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎不全（腎死）に至る主な原因として慢
性腎炎と糖尿病性腎症がある。いずれもメサ
ンギウム基質の異常増加に端を発し、不可逆
的な糸球体硬化病変形成に至る。糸球体硬化
とは、種々の障害が加わった結果、糸球体毛
細血管が圧迫狭窄され血流を通さなくなり、
血管が退縮し線維芽細胞様細胞と細胞外基
質によって置き換わった状態である。この糸
球体硬化への進行過程を阻止する事が腎臓
病学の最大の目標の１つである。 
私たちはこれまでの検討結果から糸球体毛
細血管の傷害修復に血管新生・再生が十分起
こらないと糸球体の再構築に異常が生じ、硬
化病変の形成促進をきたすという作業仮説

を立て、硬化モデルと治癒モデルにおいての
血管再生についての検討を行った。この結果、
硬化モデルでは腎炎発症2週間時点での血管
の再生が治癒モデルに比して悪く、一旦は治
癒モデルと同程度には回復するが 8週後には
硬化へと至ってしまい、血管の再生不良が硬
化へと至る可能性が大きいことを示した 
(Kidney International 2004)。また、糸球
体 が 表 面 に 出 て い る 特 殊 ラ ッ ト
Munich-Wistarに抗Thy1抗体を静注し治癒モ
デルを作成し、生きたまま糸球体血流が観察
できる生体共焦点レーザー顕微鏡により血
流・血管壁の状態を検討したところ、組織切
片上ではほとんど正常に近く回復している
ように見える時点においても血管壁の不整
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および血流の異常が認めら(Kidney Int 
59:252-259, 2001)、硬化モデルにおいては
一見正常に見える場合でも血流に乱れが生
じていることが明らかになった（Kidney Int 
2006）。このことは、単に内皮細胞の増殖の
みでなく、機能的にも安定した血管の再生が
治癒には必要である事を示していると考え
られる。傷害からの回復時において糸球体毛
細血管はどのような過程で再生されるだろ
うか。一般に血管新生の場合、内皮細胞が増
殖しチューブを形成し、その後ペリサイトあ
るいは血管平滑筋がその周囲を覆う事によ
り安定した血管に成熟する。糸球体毛細血管
の場合は内皮細胞が増殖しその後、メサンギ
ウム細胞が増殖あるいは遊走により内皮細
胞と接着する事により安定した血管に修復
されると考えらうる。我々は内皮細胞とメサ
ンギウム細胞の直接接触により、内皮細胞が
メサンギウム細胞の増殖を制御することを
報告しているが、細胞間の情報伝達が機能的
に安定した糸球体血管修復に重要と考えら
れる。何らかの理由でこれらの情報伝達に破
綻が起こった場合には、メサンギウム細胞な
どが過剰に増殖することにより毛細血管機
能不全に陥り、糸球体硬化へと至ると想定さ
れる。この内皮細胞間、メサンギウム細胞間、
内皮細胞-メサンギウム細胞間の情報伝達の
詳細を明らかにする事により、糸球体硬化へ
の進行を食い止める新たな方策を考え得る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、糸球体内皮細胞・メサンギウム細
胞の機能制御機構を明らかにする事を目的
とし、内皮細胞間、メサンギウム細胞間、メ
サンギウムー内皮細胞間の細胞接着に関与
する因子（特にギャップ結合関連タンパク）
の動態を検討する事である 
 
３．研究の方法 
培養実験 
ヒト糸球体内皮細胞は Cell System GE 社の
Human Glomerular Microvascular 
Endothelial Cells をヒトメサンギウム細胞
は 既 報 (Clinical and Experimental 
Immunology, 91,510, 1993)の細胞を用いた。 
35mm dish に 1x104/well で撒きコンフルエン
トになるまで培養する。LPS,TNF-a,IFN-g を
含んだメディウムに交換し 24 時間さらに培
養する。24 時間後に Lucifer yellow を用い
た色素拡散法でギャップ結合介在性細胞間
結合能(GJIC)を検討し、コネキシン蛋白、ｍ
RNA の変化をウエスタンブロッティング法、
real time RT-PCR で検討した。GJIC はガラ
スピペットを細胞内に侵入させ Lucifer 
Yellow を注入し 15 分後の周辺細胞への拡散
状態を Argus Hisca を用いて観察した。Real 
time RT-PCR はロッシュの Universal Probe

法を用いた。実験腎炎は Wistar Muich ラッ
トにモノクローナル抗体1-22-3を0.5mg/rat
静注し作成した。一部抗体静注後 30 分で片
腎を摘出した 1 腎モデルも検討した(Kidney 
Int 61,432,2002)。静注後 3，7，14，28 日
で屠殺し組織像を光顕でコネキシンタンパ
クの局在を蛍光抗体法・免疫電顕で検討した。
またコネキシンの変化は蛋白をウエスタン
ブロッティング法、ｍRNA を real time RT-PCR
法で検討した。 
 
４．研究成果 
培養系を用いた検討では、ヒト糸球体内皮細
胞をLPS, TNF-α, IFN-γで刺激し、刺激後24
時間でのギャップ結合の機能変化と、ギャッ
プ結合構成蛋白コネキシン(Cx)37,40,43の変

化をreal time RT-PCR,及びウエスタンブロッ
ティング(WB)で検討した。LPS,TNF-αはギャ



ップ結合の機能を増加させ、IFN-γは低下さ
せた。Cxの発現変化は適当な抗体がなかった 

ためCx43のみの解析となったが、ｍRNAと同様
にLPS,TNF-α,で増加し、IFN-γで減少した。
mRNAの変化はCx43では蛋白発現の変化と同様
な結果となったが、Cx37,40ではLPS,TNF-αで
減少し,IFN-γではcontrolと差がなかった。
これらからギャップ結合の機能変化は主に
Cx43の変化によると考えられた。 
ラットメサンギウム細胞を用いた実験では、
ギャップ結合阻害薬のheptanolとαGAを培養
系に加えると加えないものに比して増殖を亢
進させることが認められた。 

ラットメサンギウム(Mes)増殖性腎炎モデル
を用いた検討ではギャップ結合構成蛋白であ

るCx40,43の発現変化を検索した。蛍光抗体法
ではCx40は糸球体Mes領域及び糸球体外Mes細
胞に比較的強く発現していた。糸球体外では
血管内皮細胞に発現が認められた。Cx43も同
様の分布が認められた。免疫電顕法による検
索ではCx40,43ともにメサンギウムに発現が
認められた。糸球体内皮細胞での発現内皮細
胞-Mes細胞間の発現は確認できなかった。輸
入輸出細動脈では血管平滑筋に発現が認めら
れた。糸球体外血管では内皮細胞・平滑筋細
胞に発現が認められた。可逆性実験腎炎モデ



ルではメサンギウム細胞融解が起こりメサ
ンギウム細胞減少が見られる腎炎発症後3日
及びメサンギウム細胞増殖が始まる7日目で
メサンギウム細胞のコネキシンCx40,43が減
少していた。細胞増殖のピークを過ぎリモデ
リングが始まると考えられる14日目には
Cx40,43の回復が認められた。メサンギウム
細胞の増殖の指標とされるα平滑筋アクチ
ン(赤)とのコネキシン（緑）の二重染色によ
りCx40の発現とαSMAは逆相関を示していた。
さらに不可逆性実験腎炎モデルでは14日目
でのCx40の回復が認められなかった。これら
から、コネキシン特にメサンギウム細胞の
Cx40が糸球体障害からの回復において細胞
増殖に役割を果たすことが考えられた。この
ことから腎疾患においてコネキシンをター
ゲットとした治療戦略が考えられ、今後検討
していく予定である。 
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