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研究成果の概要（和文）：腎傍糸球体細胞からのレニン産生・分泌は血圧、血流量の恒常性維持
に重要な役割を果たしている。レニンの分泌は神経、血管作動物質、成長因子、サイトカイン
など多くの因子のパラクライン作用により調節されている。しかし、隣接する細胞間でシグナ
ル分子の直接的な遣り取りを司るギャップ結合の役割は、まだ十分に解明されていない。本研
究はレニン分泌の調節においてギャップ結合の役割を解明するものである。得られた成果は：
１）レニン分泌細胞において、機能的なキャップ結合が存在することを証明した。２）ギャッ
プ結合阻害によってレニン産生と分泌を刺激する分子である COX-2 の発現レベルが上昇した。
３）低カルシウム刺激によるレニン産生の亢進は、ギャップ結合ヘミチャネルの開放と機能を
深く関連していることが初めて明らかになった。以上の結果から、ギャップ結合を介した細胞
間コミュニケーションがレニンの産生と分泌に極めて重要な役割を果たしているが明らかにさ
れた。

研究成果の概要（英文）：Renin plays an important role in the maintenance of blood pressure
and renal blood flow. A lot paracrine factors such as neurotransmitters, vasoactive
materials, growth factors and cytokines have been shown to be implicated in the control of
renin. However, our understanding about the mechanisms of the gap junction-mediated
direct intercellular communication in renin secretion is still lacking. Here, we investigated
the role of gap junctions in the control of renin production in juxtaglomerular cells. Our
results demonstrated that: 1) there are abundant connexins and functional gap junctions in
renin-secreting cells; 2) dysfunction of gap junctions with gap junction blockers stimulated
the expression of COX2, an important signal molecule implicated in the stimulation of renin
synthesis and production; and 3) the opening of gap junction hemichannls under low
calcium conditions activated the renin-stimulating cAMP signaling pathway. Our results
thus implicate gap junctions as an important regulator of renin secretion and production.
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１．研究開始当初の背景
（１）生体内の電解質の恒常性維持、血圧維
持はレニン-アンギオテンシン-アルドステ
ロン系により制御されている。腎におけるレ
ニン-アンギオテンシン系は主に傍糸球体装
置で作動している。傍糸球体装置は二つの大
きな反応調節機構を介してその調節を行っ
ている。一つは尿細管の内腔からの情報を緻
密斑―糸球体外メサンギウム細胞―輸入細
動脈平滑筋と伝え、レニン細胞からのレニン
分泌を調節する。もうひとつは輸入細動脈の
血流の変化により輸入細動脈の張力が変化
し、レニン分泌を調節する。このためには同
一の細胞は個個の細胞がバラバラに刺激に
対して反応するのではなく、同期して刺激に
反応すること。また異なった細胞間でも秩序
だった情報伝達が行われることが非常に重
要であると考えられる。しかし、この精巧な
細胞間相互作用、細胞間情報伝達機構につい
てはほとんど解明されていない。

（２）レニン産生細胞間及びレニン産生細胞
と隣接細胞間（血管内皮細胞、平滑筋細胞、
糸球体外メサンジウム細胞）にはギャップ結
合が非常に多く存在している。レニン産生細
胞のギャップ結合蛋白であるコネキシン 40
ノックアウトマウスはレニン依存性高血圧
になることが報告されている。またトランス
ジェニックマウスによる実験から、コネキシ
ンの発現量とアイソフォームがレニンの合
成と分泌に深く関わっていることが示唆さ
れた。しかしギャップ結合がどのようにして
レニンの産生、分泌を調節しているかその詳
細は未だ明らかではない。

２．研究の目的
本研究はレニン分泌の調節においてギャッ
プ結合の役割を解明するものである。

３．研究の方法
（１）傍糸球体領域のギャップ結合蛋白の性
状検索： 傍糸球体細胞、および輸入動脈領
域の細胞におけるギャップ結合蛋白、コネキ
シン 37,40,43 の局在を市販の抗血清を用い
て免疫組織学的に検索した。

（２）In vitro 傍糸球体レニン産生細胞の単
離とその初代培養： ラット腎皮質を細切、
酵素処理し単離細胞を得た。単離細胞を
Percoll を用いた密度勾配遠心法により分画
し、レニン産生細胞が豊富な細胞分画を抽出
し、培養した。レニン産生細胞間シグナル伝
達にコネクシンが関与しているか否かを免
疫組織化学、色素伝播法を用いて確認した。

（３）レニンの分泌におけるギャップ結合の

役割： ①培養レニン産生細胞において、レ
ニン分泌を促進物質及び抑制する物質は、コ
ネキシンの発現レベルが影響しているか否
かを Western blot を用いて調べた。②レニ
ン分泌におけるギャップ結合を介した細胞
間コミュニケーションの役割を調べるため
に、ギャップ結合阻害剤を用いて、細胞間コ
ミュニケーションを特異的阻害による、レニ
ンの産生と分泌の変化を測定した。

（４）低カルシウムによるギャップ結合ヘミ
チャネルの開放： 低カルシウム培養条件下、
ヘミチャネル開放を検討した。細胞内蛍光色
素の取り込み実験、及び細胞外の ATP の濃度
などから、ヘミチャネルの開閉を測定した。
チャネルの特異性はギャップ結合阻害剤の
前処理により確認した。

（５）ギャップ結合ヘミチャネル開放による
レニン産生・分泌の変化： ヘミチャネル開
閉とレニン分泌の関係を検討した。ギャップ
結合ヘミチャネルの阻害剤を用い、低カルシ
ウムによる傍糸球体細胞のレニン分泌の変
化を測定した。レニン量については RIA キッ
トで定量した。

（６）ヘミチャネルの開閉によるレニン分泌
情報伝達系の変化： 細胞内外ヘミチャネル
を通過できる物質（PGE2, ATP）を定量した。
これらの物質が関連する情報伝達経路を、特
異的作動薬、阻害剤で前処理し、レニン分泌
の影響を調べた。cAMP 濃度は RIA キットで、
PKA は VASP タンパクのリン酸化で、CRE はプ
ロモーター活性を定量した。

４．研究成果
（１）培養レニン分泌細胞において、機能的
なキャップ結合が存在することを dye
transfer assay を用いて示した。さらに、ギ
ャップ結合蛋白である Cx45, Cx43 及び Cx40
が存在することを特異的な抗体を用いた蛍
光抗体法及びウエスタンブロッテイグ法を
用いて明らかにした。

（２）レニン分泌刺激物質（一酸化膣素、ｃ
ＡＭＰ）は、レニン分泌細胞コネキシン蛋白
の発現を促進し、ギャップ結合を亢進させる
ことを明らかにした。逆に小胞体ストレスが
レニン産生細胞のコネキシン蛋白を抑制し、
ギャップ結合を抑えることを観察した。

（ 3 ） ギ ャ ッ プ 結 合 阻 害 剤 で あ る
18alpha-glycyrrhetinic acid (-GA)を作用
させると、レニン分泌細胞のコネクシン４３
蛋白が減少し、ギャップ結合を介した細胞間
シグナルの伝達をブロックした。逆に、COX-2



の発現レベルが増加した。これは、PI3
kinase/AKT を介したシグナル伝達系と関連
していることを証明した。以上の結果から、
ギャップ結合はレニン合成と分泌に関与し
ていることが示唆された。

（4）傍糸球体レニン産生細胞株 As4.1 にお
いて、低カルシウム培養条件下で、ギャップ
結合ヘミチャネルが開放していることを蛍
光色素 Lucifer Yellow の細胞内取り込み実
験および細胞外に放出した ATP濃度測定によ
って証明した。

（５）レニン分泌の調節に深く関わる cAMP
シグナル情報伝達系が低カルシウム培養に
よって活性化され、これは、ヘミチャネル阻
害及び特異的なギャップ結合蛋白 Cx43、Cx40、
Cx45 siRNA 処理によって完全に抑制された。

（６）低カルシウム刺激による傍糸球体細胞
のレニン合成の増加は、ヘミチャネル阻害に
よって著しく抑えられた。

以上の結果から、ギャップ結合及びギャップ
結合ヘミチャネルの開放はレニン産生と分
泌の調節に深く関わることが初めて明らか
になった。
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