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研究成果の概要（和文）：本研究では Thrombin receptor である Protease-activated 

receptor (PAR)の腎での遺伝子発現と蓚酸負荷によるシグナル伝達を解析した。ヒト腎尿

細管培養細胞 HK-2 細胞において遺伝子およびタンパクレベルでの PAR 発現を確認した。酸

刺激による PAR1,2,3,4 遺伝子発現の up regulation を明らかにした。また、蓚酸負荷によ

る細胞内カルシウムイオン変動と Interleukin 6 の産生から PAR を介したシグナル伝達を

解明した。 

 
研究成果の概要（英文）： We evaluated the expression of mRNA and protein of 
Protease-activated receptor (PAR) as thrombin receptor in renal epithelial cells, and 
whether or not oxalate initiate signal transduction via this pathway.  Gene and protein 
expression was clearly shown in HK-2 cells, which originated human tubular epithelium by 
PCR and Western blotting.  Oxalate exposure caused up-regulation of intra-cellular 
calcium ion and Interleukin 6 production.   
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１．研究開始当初の背景 

尿路結石症は結晶核形成・成長・凝集
にいたるカスケードに遺伝子から環境

までの多因子が複雑に絡み形成される



 

(4) 蛍光 probe として fura-2/AM を使

用し細胞内 Ca イオン濃度の変化を

AQUA COSMOS にて解析する。 

 

疾患である。尿中高分子物質が形成促

進・阻止に密接に関与することが知られ

ており、これらに対する分子生物学的ア

プローチが発生機序解明とそれに基づ

くゲノム創薬を架橋する一つと考えら

れている。 

(5) ELISA による Interleukin 6 (IL-6)

定量 

 我々はRenal Prothrombin Fragment-

1(RPTF-1)分離・同定その結晶成長・凝

集阻止作用を明らかとした。 Protease-

activated receptor(PAR)は７回膜貫通

型G糖タンパク受容体でThrombinにより

活性化され、その細胞機能変化や細胞内

カルシウムイオンシグナル伝達を惹起

するが、腎での発現・機能に関する報告

はなく、また、尿路結石領域でのリガン

ドとレセプターの相互関係の分子生物

学的報告は国内外で皆無でありその解

明が必要と考えた。 

４．研究成果 

 (1) ヒト腎尿細管培養細胞 HK-2

細胞を用いたPCRではPAR1,2,3,4すべ

ての subtype の遺伝子発現を確認した。 

また、PRISM7700 による real time 

RT-PCRによる解析では蓚酸刺激 (蓚

酸 濃 度 0.1 ～ 0.8mM) に よ る

PAR1,2,3,4 遺 伝 子 発 現 の up 

regulation を検証した。 

 

 
２．研究の目的 
本研究では Thrombin receptor である PAR

の腎での遺伝子発現と機能解析を行い受容

体阻害からの尿路結石症発生抑制を明らか

とすることを目的とした。 

図 1 PCR での PAR1,2,3,4 遺伝子発

現 

  
３．研究の方法 

 (2) Western blot では PAR1,2 の

タンパク発現を確認した。 

 

図 2  Western blot での蛋白発現 

(1) ヒト腎尿細管培養細胞 HK-2 細胞

を用い蓚酸カルシウム結晶刺激前後で

Total RNA を回収、バイオアナライザ

ーにてRNAの qualityと quantityを統

一後、PRISM7700 による real time 

RT-PCR で PAR 遺伝子発現を定量する。 

 

(2) Western blot 法による PAR1,2 の

タンパク発現の解析 

 

(3) 共焦点レーザー顕微鏡を用いた免

疫蛍光染色による PAR の局在の検証 
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  図 5 細胞内カルシウムイオン濃度 
 
  (5) 蓚酸負荷(蓚酸濃度 0.1～0.4mM)に

よって IL-6 の産生が認められた。 
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