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研究成果の概要（和文）：　これまでアルブミン尿の新機序としてカベオラを介する糸球体内皮細胞内の通過経
路を報告してきた。
　本研究にて、糸球体上皮細胞のアルブミンの細胞内通過経路としてカベオラエンドサイトーシス後にアクチ
ン、エンドソーム、ライソソームが関与し、エキソサイトーシスすることを証明し、更に電子顕微鏡でアルブミ
ンの細胞内通過経路を観察した。
　またカベオラが細胞内へ進入する際ダイナミンが関与することから、ダイナミン阻害効果のある選択的セロト
ニン再取り込み阻害薬セルトラリンの糸球体上皮・内皮細胞へのアルブミン取り込み抑制効果、ピューロマイシ
ン投与ネフローゼ症候群モデルマウスにてアルブミン尿減少効果を証明した。

研究成果の概要（英文）： We have reported the caveolae medicated intracellular trafficking pathway 
of albumin in glomerular endothelial cells. 
 In this study, we proofed albumin endocytosis through caveolae, transcytosis related with actin, 
endosome, and lysosomes, and then exocytosis, in glomerular epithelial cells as the intracellular 
traffickng pathway of albumin. Moreover, we observed the intracellular trafficking pathway of 
albumin by the electron microscope.
 Since dynamin was related with caveolae internalization into cytoplasm, we used selective serotonin
 reuptake inhibitors, sertraline which had inhibitory effect of dynamin, and proofed its inhibitory 
effect of albumin internalization through caveolae into glomerular epithelial and endothelial cells,
 and the effect to reduce albuminuria in puromysin induced nephrotic syndrome modeled mice.  

研究分野：内科系臨床医学
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シス　エキソサイトーシス　細胞内通過経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでアルブミン尿の機序として内皮細胞におけるfenestraeや上皮細胞の足突起間のgapなど細胞間経路が
考えられ、糸球体上皮・内皮細胞の細胞内通過経路に関する研究はほとんどされていなかったが、本研究により
新機序として細胞内通過経路が証明され、更に薬剤によるネフローゼ症候群モデルマウスのアルブミン減少効果
を証明できたことから、新たな慢性腎臓病の治療薬への発展につながる可能性を示すことができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
蛋白尿は種々の慢性糸球体腎炎における腎死の surrogate marker として重要であり、蛋白尿
そしてその主要因子であるアルブミン尿の発現を抑えることが治療のターゲットであることか
ら、アルブミン尿の発現に関して様々な研究がこれまで報告されてきた。アルブミンの糸球体透
過に関しては糸球体内皮細胞、基底膜、上皮細胞の 3層が主に関与するが、糸球体内皮細胞に関
しては隔膜のないフェネストラ(小孔)を通過するため濾過障壁の役割をなさないと考えられて
きており、また糸球体上皮細胞に関しては主に足突起の間に存在するスリット膜の異常に伴い
アルブミンは細胞間隙を通過し、アルブミン尿は発現すると考えられてきた学術的背景があっ
た。しかし、実際にはネフローゼ症候群を呈するような病態では上皮細胞の足突起は融合しスリ
ット膜を有する細胞間隙は消失し、内皮細胞は腫大しフェネストラは狭小化している糸球体疾
患も多い。そこで、細胞内を通過するような新たなアルブミンの経路が糸球体内皮細胞、上皮細
胞ともに存在するのではないであろうかという学術的「問い」が生じ、さらにこの細胞内通過経
路を遮断することでアルブミン尿を減少させることが可能であれば、新たな慢性糸球体腎炎の
治療となる可能性が生じる背景があった。 
 
２．研究の目的 
これまで我々は糸球体内皮細胞のカベオラの発現がアルブミン尿と相関し、実際にカベオラ
を介し内皮細胞内にアルブミンが取り込まれ、その後細胞骨格に沿わず移動しエンドソームに
到達後、その他のオルガネラはバイパスし反対側から排泄されるという、アルブミンのカベオラ
通過経路を明確にした。本研究はこれまでの研究の継続性と更なる発展性を重視し、糸球体係蹄
のもう一つの構成細胞である糸球体上皮細胞における細胞内通過経路の存在を確認し、さらに
これら細胞のカベオラ通過経路を抑制することによる in vitro の研究におけるアルブミンの細
胞内取り込み、in vivo の研究におけるアルブミン尿の減少効果を明確にし、糸球体腎炎による
アルブミン尿とカベオラの関わりを確実なものとし、今後の新たな治療に発展させることを目
的とするものである。 
 
３．研究の方法 
 糸球体上皮細胞のカベオラ介在性通過経路として、糸球体内皮細胞と同様にカベオラ阻害薬
である methyl beta cyclodextrin (MBCD)で前処理した後にアルブミンと incubate しアルブミ
ンの取り込みが阻害されるかどうかをwestern blotting法 (WB)とimmunofluorescence法 (IF)
にて比較した。また細胞内の通過経路として細胞骨格であるアクチン、微小管、細胞内オルガネ
ラであるエンドソーム、ライソソーム、プロテアソーム、ゴルジ体、小胞体と Alexa Fluor 488 
bovine serum albumin (AF488-BSA)と二重染色を行い IF で確認した。更にアルブミンに免疫金
染色を行い電子顕微鏡でアルブミンの細
胞内通過を直接観察した。 
 次にカベオラ経路を阻害する薬剤とし
て、カベオラが細胞膜から切り取られ細胞
内へ進入する際 dynamin が関与すること
に着目し、dynamin 阻害効果のあるセロト
ニン再取り込み阻害である Sertralineを
使用した。In vitro study として糸球体
内皮細胞、上皮細胞を Sertraline で処理
した後にアルブミンを加え細胞内の経時
的な取り込みを未処理の細胞とWBとIFに
て比較した。ピューロマイシン(Puromycin 
aminonucleoside: PAN)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、
セルトラリンの投与にてアルブミン尿減
少効果が得られるかどうかを調べ、更に腎
臓の病理組織所見を解析した（図 1 プロ
トコール）。 
 
４．研究成果 
糸球体上皮細胞のアルブミンの細胞内通過経路を調べた実験では、容量依存的に MBCD の前処
置でカベオリン-1 の発現が低下し、それに伴いアルブミンの取り込みも低下することが WB、IF
にて確認された（図 2）。 

図 1.  Protocol of Sertraline treatment for PAN 

induced nephrotic mice. 



また、免疫染色法において AF488-BSA
はカベオリン-1、Fc レセプターと共染
色されたがクラスリンとは共染色しな
かった。また細胞骨格ではアクチンと
共染色し微小管とは共染色しなかっ
た。オルガネラでは微小管、エンドソ
ーム、ライソソームと共染色された
が、小胞体、ゴルジ体とは共染色しな
かった(図 3)。更に電子顕微鏡にてア
ルブミンのカベオラを介するエンド
サイトーシスからトランスサイトー
シス、エキソサイトーシスが確認でき
た(図 4)。これらの結果より糸球体上
皮細胞においてアルブミンのカベオ
ラ介在性エンドサイトーシス後、トランスサイトーシスとしてアクチンに沿って異動するが微
小管は関与せずエンドソームへ到達し、ライソソームに一部異動し分解を受けるが、残りはプロ
テアソームでの分解や、ゴルジ体、小胞体で修飾を受けることなく、最終的に反対側にエキソサ
イトーシスされることを明確にした。 

 

 

 
 

Sertraline のアルブミンの細胞内取り込
み抑制に伴うアルブミン尿減少効果を調べ
た実験では、5, 10µMの Sertralineで 60分
間処理後にアルブミンを加え、更に 60分後
のアルブミンの取り込みを WB で測定した
ところ、10µMの Sertralineで処理した糸球
体上皮細胞、5, 10µM の Sertraline で処理
した糸球体内皮細胞で未処理の細胞と比較
してアルブミンの発現は有意に低値であっ
た（図 5）。 
また経時的変化を IF で評価したところ、カベオリン-1 の発現は変わらないが（図 6）、

15, 30, 60, 120分後のアルブミンの取り込みは経時的に増加したが、Sertraline処理にてど
の時間帯においてもすべて低下傾向を認めた （図 7a, b）。 

 

図3. Colocalization of AF488-BSA with Cav-

1, FcR, clathrin, each organelle or 

cytoskeletons 

図 4. The immunogold-labelled albumin 

particles observed in caveolae of the 

podocytes in nephrotic syndrome 

modelled mice (a-f). Arrows: immunogold-

labelled albumin. Pod: podocytes, GEnC: 

glomerular endothelial cells, GBM: 

glomerular basement membrane, CL: 

capillary lumen, BC: Bowman’s capsule. 

The scale bars indicate 200nm without C 

right panel (100nm). 

図 2. Inhibitory effect of MBCD on albumin endocytosis into 

Podocytes through Caveolae (Lt: WB, Rt: IF) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、ネフローゼ症候群モデルマウスを用い
た実験では day9の正常コントロール群のアル
ブミン尿 0.02g/g・Creに対して DMSO投与群
は 0.12g/g・Cre (P=0.0027)と有意に上昇して
いるのに対し、Sertraline投与ではピューロマ
イシン投与にも関わらず 0.02g/g・ Cre 
(P=0.17)と正常コントロール群と同等に抑制
されていた（図 8）。また、腎糸球体組織所見に
おいては電子顕微鏡では Sertraline 投与群も
DMSO 投与群と同様にピューロマイシン投与
により内皮細胞の腫大、上皮細胞の融合を認め 
（図 9）、IFではカベオリン-1の発現も同等に
認め、その発現は正常群より有意に上昇してい
た （図 10）。これらの結果より Sertralineに
よってカベオラの発現ではなく、カベオラの細
胞内への取り込みが抑制されたことにより、アルブミン尿の減少効果が得られたと考えら
れた。 

 

 図 8.  Comparison of amount of albuminuria at 

day-9 after treatment among three groups 

図 9.  Comparison of electric microscopic 

findings at day-9 after treatment among three 

groups 

図 10. Comparison of Cav-1 expression on 

immunofluorescence findings at day-9 after 

treatment among three groups 
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