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研究成果の概要（和文）：足細胞の傷害は、多くの腎疾患や様々な実験腎炎モデルに報告されている。しかし、
その傷害の分子メカニズムについては十分に解明されていないだけでなく、有効な対処方法も限られている。本
研究の目的は、足細胞傷害におけるギャップ結合の役割及び作用機構を解明することである。In vitro培養ポド
サイトにおいて、足細胞傷害を引き起こす原因とされる酸化ストレスがポドサイトのコネキシン43の発現レベル
を促進すること、また、コネキシン43の発現を抑制することで、足細胞の傷害を抑えることを見出した。コネキ
シン分子による酸化ストレスの調節メカニズムはTXNIPの変化及びヘ細胞外GSHの流失と関与いることを示した。

研究成果の概要（英文）：Podocyte injury have been implicated in many types of human and experimental
 glomerulonephritis. Currently, the molecular mechanisms involved are still incompletely understood.
 In this study, we investigated the potential roles and mechanisms of gap junction protein 
connexin43 in podocyte injury. We found that induction of podocyte injury was associated with a 
marked increased expression of connexin43 that could be prevented by antioxidants. Conversely, 
inhibition or downregulation of Cx43 improved cellular oxidative status and attenuated oxidative 
injury. This effect of Cx43 could be related to the altered expression of TXNIP, a negative 
regulator of thioredoxin, and hemichannel-mediated extracellular release of GSH. Our study thus 
characterizes Cx43 as an important molecule involved in the regulation of oxidative podocyte injury.
 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 腎臓の糸球体足細胞は、高度に分化した
細胞であり,糸球体基底膜(GBM)を外側から覆
い,血液濾過の最終バリアとして重要な役割
を担っている。足細胞の傷害は、濾過バリア
の機能障害を引き起こし、結果として著明な
蛋白尿を生じる。足細胞の傷害は、多くの腎
疾患や様々な実験腎炎モデルにおいて認めら
れている。しかしながら、足細胞障害の分子
メカニズムは、十分に解明されてはおらず、
有効な対処方法も限られている。 
 
(2)糸球体上皮細胞障害には,スリット膜複合
体の障害及び足突起内のアクチン骨格の障害
とが深く関わっている。スリット膜複合体は
多くの膜蛋白により構成され、透過性の制御
に重要な機能をもっている。構成する蛋白の
ノックアウトマウスの多くは,蛋白尿を生じ
糸球体硬化を引き起こす。 
 
(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。最近、ギャップ結合
タンパクは、細胞内の細胞骨格と連結してお
り、細胞接着構造の安定化及び細胞形態・構
造の維持に関わっていることが報告されてい
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。最近我々は、糸球
体足細胞培養実験モデルにおいて、足細胞傷
害を引き起こす原因とされる酸化ストレスが
足細胞のコネキシン43の発現レベルを促進す
ること、また、コネキシン43の発現を抑制す
ることで、足細胞の傷害を抑えることを見出
した。しかしコネキシン43はin vivoでも足細
胞傷害に関与しているか、さらにどのような
分子メカニズムを介して足細胞の傷害に影響
しているかは不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、in vivo足細胞傷害におけるコネキ
シン43の役割及び作用機構の解明を目的とし
て、以下の具体的な問題について解決するこ

とである。 
 
(1) コネキシンCx43のin vivo足細胞の傷害
への関与 
(2) コネキシン43の糸球体足細胞の傷害の発
症に関わる分子メカニズム 
(3) コネキシン43の機能及び発現レベルを調
節することによる足細胞傷害の抑制の可能性 
 
３．研究方法 
(1) マウス腎臓糸球体足細胞(ポドサイト,ド
イツ・ハイデルベルグ大学の Dr.W Kriz より
供与）は, 10％fetal bovine serum (FBS)を
含む RPMI-1640 培地を用いて培養した。 
 
(2) 足細胞を培養し、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、Calcein-AM/Propidium Iodide染色、Cell 
Counting Kit-8 assay及び カスパーゼ３活性
化を用いて評価した。 
 
(4) 培養細胞の蛋白を抽出し、SDS - PAGE に
て分離し，PVDF membrane への転写後、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) 上皮細胞をセルカルチャーインサートに
コンフルエントまで培養し、経上皮電気抵抗
値の測定によりタイトジャンクション形成を
評価した。E-cadherin、zo-1 の発現量もバリ
ア機能を評価するマーカーとして測定した。 
 
(6) Cx43 野生型（Cx43+/+）とCx43ヘテロマ
ウス（Cx43+/-）を用いてアドリアマイシン腎
症（ADR 腎症）を惹起し、病態誘導1日目、３
日目、５日目、７日目の尿、腎組織を採取す
ることにより、尿蛋白レベル及び糸球体の病
理的な変化について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 培養マウス足細胞にコネキシン43が発現
していることを免疫染色およびウェスタン
blotで明らかにした。足細胞のコネキシン43
が、主に核の周辺に局在し、機能的な細胞間
ギャップ結合チャネルを形成していなかった
ことをdye-transfer実験で、明らかにした。 
 
(2) 酸化ストレス刺激によってマウス足細胞
のコネキシン43の発現量が増加し、酸化スト



レスによる細胞死と深くかかわっていること 
が観察された。ギャップ結合の阻害剤を添加
することで、酸化ストレスによるP38の活性化
および足細胞のapoptosisが抑制された。ギャ
ップ結合の阻害剤が、足細胞のTXNIPの発現量
を強く抑制した。結果として、抗酸化分子で
あるthioredoxinが活性化されることで、P38
の活性化を抑制し、細胞死を抑えることとな
った。 
 
(3) 低カルシウム濃度で培養すると、培養腎
上皮細胞の細胞間接着は緩み、細胞間の接着
分子であるcadherinが接着部位より消失し、
バリア機能も低下した。これらの変化はヘミ
チャネルの活性化を伴っており、ヘミチャネ
ルを介した細胞外ATP放出及び蛍光色素の取
り込みが増加した。ヘミチャネルを阻害する
ことで、低カルシウムによる細胞間接着の破
綻は軽減した。これらによりヘミチャネルが
細胞間接着を調節していることが明らかにな
った。 
 
(4)低カルシウム濃度による細胞間接着の破
綻は、酸化ストレス及びP38活性化と深く関わ
っていることが明らかになった。抗酸化物質G 
SH及びP38ブロックを投与することで、細胞間
接着の破壊は抑えられた。ヘミチャネルが開
放することで、抗酸化物質であるGSHの細胞外
への流出を引き起こし、結果としてP38の活性
化に繋がったと考えられる。 
 
(5)マウスに足細胞傷害の実験モデルとして
多用されているアドリアマイシン腎症（ADR 
腎症）をCx43+/+及びCx43+/-マウスに惹起し、 
病態誘導1日目、３日目、５日目、７日目の尿、
腎組織を採取し、尿蛋白レベル及び糸球体の
病理的な変化について検討した。結果として
は、ADR投与によって、腎臓組織のCx43の発現
レベルが著しく増加した。しかし、ADR腎症マ
ウスにおけるNephrin、Podocin発現の低下、
タンパク尿の増加、及びP38の活性化に関する
病理的な指標に関して、Cx43+/-マウスとCx43 
wildtypeマウスの間には大きな差はなかった。
Cx43+/-マウスを用いた結果では、in vivo足
細胞傷害モデルにCx43の参与が認められなか
った。同じ実験モデルマウスに、ギャップ結
合インヒビター、また薬物性細胞傷害に深く
関わっている分子機構であるinflammasomeの
インヒビターを投与することで、尿タンパク
の増加及び糸球体P38の活性化が抑制された。 
 
以上の結果から、コネキシン43が酸化ストレ
スによる足細胞の細胞傷害に深くかかわるこ
とが明らかになった。コネキシン43が、抗酸
化分子thioredoxinの抑制物質であるTXNIPを
調節していることを初めて発見した。Cx43ヘ

ミチャネル活性化することで、上皮細胞の細
胞間接着及びバリア機能を調節していること
も明らかにした。Cx43+/-マウスを用いた結果
では、in vivo足細胞傷害モデルにCx43の参与
が認められなかった。In vivo足細胞傷害に
Cx43の役割の検討に関して、将来強力的なギ
ャップ結合抑制剤の使用、及び足細胞特定的
なCx43 knockoutマウスが必要となる。 
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