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研究成果の概要（和文）：液胞型ATPase(V-ATPase)はオルガネラ小胞のpHを調節し、タンパク質の細胞内・外の
輸送に関与している。今回、V-ATPase阻害による線維化抑制効果について腎内構成細胞で検討した。まず、マウ
ス腎皮質集合管由来のM1細胞を使用し、TGF-β誘導性の線維化に対するバフィロマイシン（BAF：V-ATPase阻害
薬）の効果を検討した。TGF-β誘導性に増加した線維化タンパク質等は、V-ATPase阻害により細胞質内オルガネ
ラにとどまっていた。次に、腎線維化モデルであるUUOにてBAFの腎線維化抑制効果を検討したが、肝毒性が強
く、腎線維化の治療としてBAFを使用することは困難と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The vacuolar ATPase (V-ATPase) regulates the pH of organelle vesicles and is
 involved in the intracellular and extracellular transport of proteins. We investigated the effect 
of V-ATPase inhibition on fibrosis in the kidney. First, we examined the effect of bafilomycin (BAF:
 V-ATPase inhibitor) on TGF-β-induced fibrosis in M1 cells derived from mouse renal cortical 
collecting ducts. The fibrotic proteins induced by TGF-β were trapped in the cytoplasmic organelle 
by V-ATPase inhibition. Next, we investigated the effect of BAF on renal fibrosis in a renal 
fibrosis model, UUO. Fibrosis induced by the UUO was partially inhibited in the BAF-treated group 
compared to the control group. However, the increase in liver weight and hepatic fibrosis were 
observed, meaning the hepatotoxicity was stronger than the inhibitory effect of BAF on fibrosis.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 腎臓　線維化　細胞内タンパク質輸送　酸性オルガネラ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎線維化の進展にはV-ATPaseにより調節される細胞内酸性オルガネラを介したタンパク質輸送が関与している。
障害により誘導された線維化タンパク質は、V-ATPase阻害により細胞外への輸送が抑制され、細胞内の酸性オル
ガネラにとどまるようになる。組織障害に伴う線維化に対し、障害を受けた組織特異的なV-ATPase阻害により線
維化を抑制し、組織を保護できる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



 

１．研究開始当初の背景 
ATP 駆動性のプロトンポンプである Vacuolar-ATPase (V-ATPase)はオルガネラ小胞内の pH調節により蛋
白細胞内輸送や細胞外分泌の中心的役割を担っている。一方、臓器障害の common pathway である線維科は
腎臓においても重要でありその機序を解明することは重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
今回、『V-ATPase の活性化が、TGF-β刺激による細胞外への線維化関連蛋白分泌を亢進させ、腎間質の線
維化に関与している』と仮説を立て、細胞内蛋白輸送に関わる酸性オルガネラを構成する V-ATPase の線維
化に対する役割について腎内構成細胞（腎集合管細胞）で検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞実験 
マウスの腎皮質集合管から採取された細胞を SV40 によって不死化し作成した M1 を使用し、腎集合管細胞
におけるV-ATPaseの役割を線維化マーカーやオルガネラマーカー、形質転換マーカーの免疫染色及びqPCR
により検討した。腎集合管細胞（M-1 細胞）の細胞株を培養後、コントロール、BAF（V-ATPase 阻害薬）、
TGF-β、TGF-β＋BAF の刺激に対するタンパク質発現の変化は免疫染色により行い、1次抗体（Fn1、Lamp1、
Col４、Atp6v1b1/2、Ctnnb1、Vim、Col1a1、NaK-ATPase、表 1）と 2次抗体（Rb-555、Mo-488）を用い
た。加えて、Fn1、Cdh1、Cdh2 の遺伝子発現の変化を qPCRによって検討した。 
 

一次抗体 Antigen Catalog 
number 

Host 希釈倍率 

 
Fn1 F3648 rabbit 1 : 100  
Lamp1 ab25630 mouse 1 : 50  
Col4 ab6586 rabbit 1 : 200  
Atp6v1b1/2 sc-55544 mouse 1 : 50  
Ctnnb1 c2206 rabbit 1 : 1000  
Vim M0725 mouse 1 : 100  
Col1a1 NB600-408 rabbit 1 : 100  
NaK-ATPase sc-21712 mouse 1 : 100 

表 1：一次抗体と希釈倍率 
（２）動物実験 
7 週齢の雄性 SD rat にて UUOを施術し、100 nM BAF あるいはコントロールのDMSOを腹腔内投与して、
V-ATPase 阻害の線維化抑制効果を検討した。BAF もしくは DMSO は術前日から術後 7 日まで腹腔内投与
したのち、術後 8日目に腎・肝・心臓をサンプリングした。 
 
４．研究成果  
（１）免疫染色 
TGF-βにより細胞外での Fn1 発現が増強した。この細胞外での Fn1 発現の増強は BAFにより消失し、細胞
質内に Fn1 がとどまっていた。加えて、TGF-β＋BAF 群では、Fn1 は Lamp1 と共局在しており、細胞内オ
ルガネラにトラップされていると考えられた(図 1)。また、コラーゲン 4 の発現も TGF-β＋BAF 群で細胞
内オルガネラの膜タンパクである Atp6v1b1/2 と共局在していた(図 2)。加えて、細胞膜構成成分である
Ctnnb1、NaK-ATPase、細胞骨格の構成成分である Vim についても、BAF により細胞質にとどまっている
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染色像が観察され、V-ATPase 阻害により酸性オルガネラの pH 調節が阻害され、オルガネラによるタンパ
ク質輸送系が破綻していると考えられた(図 3、4)。 
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（２）qPCR 
コントロール、BAF、TGF-β、TGF-β+BAF の 4 種の刺激を行ったM1細胞でのGapdh、Fn1、Cdh1、
Cdh2 の mRNAの発現量の平均は以下の通りであった(表 2、図 5)。 
 control BAF TGF-β TGF-β+BAF 

n 6 6 6 6 

Fn1 1.00±0.39 0.90±0.09 5.52±0.64 2.51±0.46 

Cdh1 1.00±0.22 0.32±0.07 1.09±0.12 0.28±0.03 

Cdh2 1.00±0.19 0.49±0.07 0.80±0.11 0.36±0.06 

表 2：それぞれの発現量の平均と標準偏差 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5：刺激ごとの発現量の平均と標準偏差 
 

Fn1 の mRNA 発現は TGF-βにより顕著に誘導された。また、この TGF-βにより誘導された Fn1 発現は
BAF により抑制された。内皮間葉転換のマーカーである Cdh1 の発現は、M1 細胞において TGF-βでは抑
制されず、むしろ BAF刺激により抑制されていた。加えて、Cdh2 の発現も BAFや TGF-βの刺激により抑
制されていた。 
 
（３）動物実験 
UUO の施術により誘導された左腎の線維化は、コントロールの DMSO 群に比べ、BAF 投与群において一
部抑制されていた。一方、コントロールとして評価した右腎はDMSO群とBAF群間で変化は認めなかった。
しかしながら BAF 投与群において、肝重量の増加および肝線維化が認められ肝毒性が強く認められた。した
がって、UUO に伴う腎線維化に対する BAF の線維化抑制効果は限定的であり、むしろ BAF による肝障害
の方が重篤であると考えられ、腎線維化に対する V-ATPase 阻害剤による治療として BAF を使用すること
は困難と考えられた。腎線維化治療には、他の肝毒性の低いV-ATPase 阻害薬を用いるべきである。 
 
（参考文献） 
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