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研究成果の概要 :

腎遠位尿細管出来培養細胞であるA6細 抱では、細胞内クロライ ド濃度を増大させると細胞が

生存するシグナルが活性化 して細胞は増殖へと導かれ、逆に減少させると細胞死 (アポ トーシ

ス)の シグナルが活性化 して、細胞はプログラムされた死へと導かれる可能性が示唆された。

このように、細抱の生死は、細胞内クロライ ドイオン濃度により制御され、最終的には細胞内

クロライ ドイオン濃度を積極的に制御するクロライ ドイオン輸送体 (NKCC)の 発現 ・活性制

御が重要であることが示された。このようなイオン輸送体による細胞の生死の制御とい う考え

方は、これまでにない新 しいアプローチである。
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1.研 究開始当初の背景

細胞の運命は生存 ・死のシグナルのバランス

により決定されるが、両者のシグナルがどの

ように統合され、最終的な細胞の運命が決定

されるか十分に理解 されていない。Aktは 増

殖因子やインテグリンを介 した細胞接着に

よる生存促進メカニズムで中心的な役割を

担つており、DINA損傷などによるアポ トーシ
スの誘導にはJNKの活性化が必要であると報

告されている。一方で我々は細胞内クロライ

ドイオンがAktと 」NKの活“性を制御 している

可能性を見出し、細施内クロライ ドイオン濃

度の制御に関わる NKCCや Cl channelの転

写 ・活性待J御が細胞の生存 ・死のシグナルの
バランスに重要ではないか との研究仮説に

至った。

2.研 究の目的
「細胞内クロライ ド濃度を制御する NKCCの

転写 ・機能制御によるAkt/JNKの活性制御を

介して細胞の生死が決定される」とい う研究

仮説を解明することが本研究の研究 目的で

ある。



3.研 究の方法

(1)細 胞培養

① 実験材料としてアフリカツメガエル

遠位尿細管由来上皮細胞であるA6細

抱をpermeable support上で培養 し、
全ての実験に供与した。

② 人為的な細胞内のクロライ ド濃度置

換法は、培養液のCl~をN03で全て置

換 して長時間培養するか、イオノフ

ォアを用いて短時間で外液 と同様の

Cl~濃度に置換する方法を用いた。

(2)ウ エスタンブロット法

① 本研究の Aktや 」NKな どのシグナル

分子の活性制御は、特異的なリン酸

化認識抗体によるウエスタンブロッ
トによる検出で判断した。

② カスパーゼの活性は基質の分解産物

をウエスタンブロットで検出するこ

とにより行つた。

(3) 8 6 R b取 り込みによる NKC C活″性測定 と

転写制御

① 細胞内のクロライ ド濃度の制御因子
として考えられるNKCCの活性制御は、
カリウムイオンと同様にNKCCにより

輸送 され る放射性同位元素である
86Rbの細胞内への取 り込みを測定す

ることにより検討 した。
② N K C Cの転写制御 は re a l t i m e  P C Rによ

り測定 した。

( 4 )ル シフェラーゼ によるプ ロモー ター

活性測定

① クローニングしたNKC Cのプロモータ
ー領域を様 々な長 さに断片化 し、 レ

ポーター遺伝子 としてルシフェラー

ゼを導入 してあるベ クターに組み込

配コP.

② ①で作製 した様々なベクターを適切
な細胞に形質導入 して、検証 したい

クロライ ド濃度で培養 し、発現 した
ルシフェラーゼの活性を蛍光測定に

より検討する。

(5)ア ポ トーシスの測定

① 前述のようにカスパーゼの断片化を

ウエスタンブロッ トで検出し、検討

するc

② DNAの断片化をグル電気泳動 とフロ
ーサイ トメーターで検討する。

(6)細 胞増殖の測定
生存している細抱を染色で区別 し、顕

微鏡下で細胞数をカウン トして検討

する。

4.研 究成果

腎遠位尿細管由来培養細胞である A6細 胞で

は、細胞内クロライ ドイオン濃度を増大 させ

るとAktが 活性化 し、逆に減少 させ るとJNK

の活性化が引き起 され ることが明 らか とな

った。 さらに、クロライ ドイオンの増大は増

殖を克進 し、クロライ ドイオン濃度の減少は

増殖を抑制 し、条件によってはアポ トーシス

を誘導する可能性が示唆 された。 これ らの結

果から、細胞内のクロライ ドイオン濃度の増

大は細胞生存のシグナルを活性化 し、増殖を

元進 し、細胞内クロライ ドイオン濃度の減少

は、細胞死への誘導を引き起す可能性が示唆

された。従って、クロライ ドイオン濃度が細

胞の生死を制御す るシグナル因子である可

能性が示 された。
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