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研究成果の概要（和文）： これまで研究してきたアルブミンの糸球体内皮細胞へのカベオラを介す進入に続く
通過経路を調べた。各種オルガネラとの二重染色によりアルブミンはアクチンや微小管などの細胞骨格に沿わず
に初期エンドソームへ移動し、小胞体、ゴルジ体やライソソームなどの各種オルガネラはバイパスすることが明
確となり、更にtranswells plateを用いた実験にて細胞の反対側にアルブミンは排出されることが明確となっ
た。
　また、ピューロマイシン投与ネフローゼ症候群マウスにおいてカベオラ阻害薬によりアルブミン尿が減少する
ことが確認された。これらの結果よりアルブミン尿の新機序としてカベオラを介する細胞内通過経路が明確とな
った。

研究成果の概要（英文）：　The analysis of intracellular trafficking pathway of albumin through 
glomerular endothelial cells after endocytosis via caveolae has been performed.
Co-localization of immunofluorescence study of albumin with several organelle and cytoskeletons 
showed transcytosis that albumin moved not along with actins and microtubules, reached to early 
endosome, and sorted to bypass endoplasmic reticulum, golgi apparatus, and lysosomes. The experiment
 to use transwells plates showed that the exocytosis of albumin to the other side of cells. 
 In the in vivo study with nephrotic syndrome modeled mouse induced by the peritoneal injection of 
puromycin, the inhibitors of caveolae reduced the amount of albuminuria.All these results indicated 
that intracellular trafficking pathway of albumin through glomerular endotherial cells after 
endocytosis via caveolae as the new etiology of urinary albumin excretion.  
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１．研究開始当初の背景 
 アルブミン尿は、本邦における最多の透析
導入原因疾患である糖尿病性腎症や種々の
糸球体腎炎の最大の進行危険因子であり、ア
ルブミン尿を含む蛋白尿の減少・寛解が腎炎
の治療ターゲットである。しかし、実臨床の
現場では、そのコントロールに難渋すること
が多く透析導入患者は増加の一途を辿り、ア
ルブミン尿に対する有効な治療法、そしてそ
のためにアルブミン尿の発現機序の解明が
望まれていた。 
 糸球体におけるアルブミン尿の発現機序
は、濾過障壁として機能する糸球体上皮細胞、
基底膜、内皮細胞が関与するが、実際はその
研究は主に上皮細胞が中心であり、内皮細胞
に関しては隔壁を有しないfenestraeと呼ば
れる100nmの孔を有するためアルブミンを含
む蛋白の透過には関与しないと考えられて
きた。しかし、実際の糸球体腎炎では
fenestrae が狭小化・消失するような内皮細
胞の腫大も観察され、fenestrae 以外の細胞
内を通過するような経路の存在も考えられ
た。また、上皮細胞に関しても細胞間に存在
するスリット膜の異常によりアルブミン尿
が出現すると考えられてきたが、ネフローゼ
症候群では上皮細胞の足突起は融合化し一
塊となりスリット膜を含む細胞間隙は消失
することから、上皮細胞に関しても細胞内を
通過する経路の存在も考えられていた。しか
し、実際はその糸球体上皮・内皮細胞内を通
過する経路の解明にいたっておらず、早期の
新たなアルブミン尿の発現経路の解明が求
められていた。 
 
２．研究の目的 
我々は新たな細胞内の通過経路として、細

胞表面に存在する約 50nm の窪み構造である
カベオラに注目してきた。カベオラは肺など
多くの血管内皮細胞のアルブミン透過に関
与し血管内から血管外への漏出に影響を及
ぼしている結果から、腎糸球体内皮細胞のカ
ベオラもアルブミン透過に関わりアルブミ
ン尿の一因となっている可能性を考えこれ
まで研究を行ってきた。その結果、実際に糸
球体腎炎において糸球体係蹄上のカベオラ
の発現がアルブミン尿と相関し増強するこ
と(J Clin Pathol 2011; 64: 504-509)、in 
vitro の研究でカベオラを介しアルブミンが
細胞内に取り込まれることを報告した(J 
Cell Biochem 2015; 116: 1060-1069)。 
本研究は更にその結果の発展として継続

性を重視し細胞内へのカベオラを介するエ
ンドサイトーシスの後のトランスサイトー
シス及びエキソサイトーシスの解明と更に
in vivo の研究に展開し経路遮断によるアル
ブミン尿減少効果を調べ、将来的な創薬につ
なげることを目的とした研究である。 
 
 
 

３．研究の方法 
アルブミンのカベオラを介するエンドサ

イトーシス後の輸送経路として、微小管、ア
クチンなどの細胞骨格などに沿って移動、ま
たその際モータープロテインであるキネシ
ンやダイネイン、ミオシンなどが関与し、エ
ンドソーム、ライソソーム、プロテオソーム、
ゴルジ体、小胞体などの細胞内オルガネラに
到達し、最終的に細胞の反対側に排泄される
ことを想定した。緑色標識アルブミンを糸球
体内皮細胞に 15 分から 360 分まで経時的に
incubation した後に固定し、それらの細胞骨
格や細胞内オルガネラと二重染色を行い、細
胞内のトランスサイトーシスを確認した。 
また transwell plate を用いアルブミンが

糸球体内皮細胞を介し細胞の反対側にアル
ブミンが移動するかどうかを調べ、また移動
が確認された後、カベオラ阻害薬（methyl 
beta cyclodextrin: MBCD）を用いその移動
が阻害されるかを調べた。 
更にピューロマイシンの腹腔内投与によ

るネフローゼ症候群モデルマウスを作成し、
MBCD を投与することによりアルブミンの減
少効果が得られるかどうかを調べた。また、
その際に腎臓の病理組織も確認し、免疫染色
にて MBCD 投与によりカベオラの発現が低下
しているが、電子顕微鏡では糸球体内皮細胞
の腫大や上皮細胞の足突起の融合所見は
MBCD 未投与のマウスと比較しても同等に認
められるかどうかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1)緑色標識アルブミンと細胞骨格、細胞内
オルガネラとの二重染色の実験 
 緑色標識アルブミンを糸球体内皮細胞に
incubate し 15, 30, 60, 120, 240, 360 分で
固定した。図 1a に 120 分後の各種オルガネ
ラとの二重染色写真を示したが、初期エンド
ソームではアルブミンと強く二重染色する
のに対して、その他のオルガネラである小胞
体、ゴルジ体、ライソソーム、プロテアソー
ムとはほとんど二重染色されず、また細胞骨
格であるアクチンや微小管とも二重染色は
されなかった。 
 これらを経時的に定量解析したものを図
1b に提示したが、初期エンドソームでは 15
～360 分にかけて経時的に二重染色の程度が
増強していくのに対して、その他のオルガネ
ラや細胞骨格ではどの時間帯でもほとんど
二重染色されないことが確認され、またその
どの時間帯でも初期エンドソームと比較し
有意に二重染色の程度は低値であることが
確認された。 
これらの結果よりアルブミンはカベオラ

を介して糸球体内皮細胞へ進入した後、アク
チンや微小管などの細胞骨格に沿わずに初
期エンドソームへと移動するが、その他の小
胞体やゴルジ体、ライソソームなどのオルガ
ネラに移動しないことが明確となった。 
 



 
(2) Transwells plate を用いたアルブミンの
エキソサイトーシスの実験 
 図 2a のように Transwells plate の内側の
well に full confluent に糸球体内皮細胞
(human renal glomerular endothelial 
cells: HRGECs)を培養し、内側の培養液のみ
にアルブミンを 1000μg/ml 加え、外側には
アルブミンを加えていない培養液を加え、経
時的に well の内外の培養液の濃度を測定し
た。 

その結果、図 2ｂのようにコントロールの
well の内側の培養液のアルブミン濃度は経
時的に低下し、外側の培養液のアルブミン濃
度は経時的に上昇したのに対して、MBCD で処
理した細胞では内側のアルブミン濃度の低
下及び外側のアルブミン濃度の上昇は緩徐
であることより、アルブミンは細胞内を透過
し反対側に排出され、かつ MBCD によるカベ
オラ阻害によりその透過が抑制されている
ことから、カベオラを介したアルブミンの細
胞内透過が抑制されていることが示された。 

 

これらの結果より、アルブミンのトランス
サイトーシスはアクチンや微小管などの細
胞骨格に沿わずに移動し初期エンドソーム
に到達し、そこで小胞体やゴルジ体で修飾を
受けることなく、ライソソームやプロテアソ
ームなどで分解されることなく、反対側にエ
キソサイトーシスされるように仕分けされ
ることが明確となった。 
 
(3)ネフローゼ症候群モデルマウスを用いた
カベオラ抑制に伴うアルブミン尿減少効果 
図 3のプロトコールのようにコントロール

とピューロマイシン(PAN)投与＋MBCD 投与群、 
PAN+saline 投与群に分け、PAN 投与後 9日目
のアルブミン尿と腎臓病理所見を調べた。 

 その結果は図 4a のように、PAN+saline 群
ではコントロールと比較し有意にアルブミ
ン尿が増加し、また MBCD の投与によりその
程度は有意に抑制された。また、病理組織所
見では電子顕微鏡では PAN+MBCD 群において
も PAN+saline 群と同等に糸球体内皮細胞の
腫大、上皮細胞の足突起の融合が認められる
が、免疫染色におけるカベオリン-1 の発現は
MBCD の投与により減弱していた。 

 
これらの結果より in vivo の研究において

もカベオラの発現の低下とともにアルブミ
ン尿の減少効果が得られることが明らかと
なり、細胞内透過経路であるカベオラ経路が
新たなアルブミン尿の一因である可能性が
示唆された。 
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