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原　著

Angiotensin IIと物理的圧の接着因子発現に及ぼす協調作用

−培養メサンジウム細胞での検討 −

荒井　充

Synergistic Action of Angiotensin II and Transmural Pressure on Expressions of Adhesion Molecules in 
Cultured Rat Mesangial Cells
Mitsuru Arai (Department of Nephrology, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 350 -0495, Japan)

Objective: Mesangial cell dysfunction is produced in response to various stimuli. The role of both physical factors 
and humoral mediators in mesangial cell have been investigated, however, there are few studies examining the 
synergistic action of these factors. In the present study, to investigate the role adhesion molecules in the regulation 
of cellular function, we assessed the effect of pressure and angiotensin II in the production of endotelin -1 (ET -1) 
and nitric oxide (NO) from cultured rat mesangial cells (RMC). Furthermore, the effect of antisense of E - selectin 
in the production of ET -1 and NOx in cultured RMC were examined. Design and Methods: Rat mesangial cells 
were harvested from Sprague Dawly(SD)rats. Rat mesangial cells were plated onto 75 - cm2 flasks. A pressure 
loading apparatus was set up by using compresses He gas. Transmural pressure (0, 50, 100 or 200 mmHg) was 
applied for 24 hours with angiotensin II (10－6, 10－7 and 10－8 M). Every 6 hours, cultured media was collected 
for measurements of ET -1 and NOx. The expression of ecNOS -mRNA was measured by using RT -PCR. The 
expression of adhesion molecules (integrin α5β1, VCAM1, E - selectin) in the cultured RCM were examined by 
using immunofluorescens method. The antisense of E - selection was added in the cultured RMC and measured 
the expression of ET -1 and NOx. Then angiotensin type I receptor blocker (CS866) was added onto cultured 
media. Results: Either transmural pressure or angiotensin II alone did not induce any significant changes in 
ET -1 concentration and expression of adhesion molecules. The expression of E - selectin appeared in RCM in 
accordance with the levels of transmural pressure and the concentrations of angiotensin II. Combined treatment 
with transmural pressure and angiotensin II produced a marked elevation of ET -1 and reduction of expression of 
ecNOS -mRNA. Administration of antisense of E - selection in RCM induced the reduction of ET -1 accompanied 
with the suppression of the expression of E - selection. However there was no significant change in the expression of 
ecNOS-mRNA. Incubation with CS866 in RMC, adhesion molecule of E - selectin disappeared accompanied with the 
reduction of ET -1. Conclusions: In conclusion, synergistic action of transmural pressure and renin - angiotensin 
system may induce the expression of adhesion molecule E - selection accompanied with the increase of ET -1 and 
reduction of NO in the cultured RMC. These findings suggest that RMC can produce E - selection in response to 
synergistic action of intraglomerular pressure and angiotensin II and resulted in nephrosclerosis. E - selection plays 
an important role in the regulation of the production of ET -1 in cultured media. On the contrary, NO production 
was not related to the expression of E - selection. 
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緒　言
　生体内では，様々な物理的因子が心筋や血管平滑
筋細胞の増殖，肥大，さらには腎臓においても糸球
体メサンギウム細胞の増殖，肥大を引き起こしてく
ることが報告されている 1)．これらが糸球体の硬化
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につながりやがて腎不全の進行という形で臨床上明
確となる 2)．生体内の物理的刺激として血圧の上昇や
血流の増加がある 3)．血管壁に対する圧力は血管へ
のシェアストレス（shear stress），伸展張力（stretch 
pressure），あるいは壁貫通圧力（transmural pressure）
として作用する 4)．これらの生体内の物理的刺激は，
Renin -Angiotensin（R-A）系や種々の血管作動物質，
さらにサイトカインなどと協調して細胞機能の調節を
行うことが報告されている 5)．
　一方最近，このような血圧の上昇に伴い糸球体硬化
をおこしている腎臓には種々の接着因子が発現するこ
とが報告されている 6)．接着因子の多くは I型の膜蛋白
質で，N末端は細胞外，C末端は細胞内に存在する．
その役割として細胞と細胞の接着や，細胞と細胞外基
質の接着に関与することが知られているが 7)，それら
が細胞内の機能調節への関与，さらに糸球体硬化病変
の進展にどのように関与するかについては幾つかの
報告 8)があるが，現在なおその詳細は明らかではない．
　今回我々は R-A系の亢進と物理的圧の上昇がメサ
ンジウム細胞にどのような影響を及ぼしているかを
明らかにする目的で，腎臓の培養メサンジウム細胞に
おける Angiotensin IIと物理的圧の協調による接着因
子の発現，それらと関連してメサンジウム細胞におけ
るエンドセリン- 1（以下 ET-1と略す）および一酸化
窒素（以下 NOと略す）産生を検討した．

対象と方法

実験プロトコール
　100 -150 gの雄性 Sprague Dawly（SD）ラット 30匹
の腎臓からメサンジウム細胞（Rat mesangium cells，
以下 RMCと略す）を単離し継代培養を行った．3 -5継
代の RMCを圧力釜（Fig. 1）での加圧下（0, 50, 100, 200 
mmHg）に以下の実験を行った．まず RMCにおける接
着因子の発現の，Angiotensin II（Sigma Co., St. Louis, 
USA）の濃度ならびに時間による変化を明らかにする
目的で，RMCに対して Angiotensin II（10－6, 10－7, 10－8 

M）を添加し 24時間培養した．6，12，および 24時間後
に各培養条件下の RMCでの接着因子 endothelium（E）
- selectin，Integrinα5β1，さらに vascular cell adhesion 
molecule（VCAM）- 1の発現を蛍光抗体染色法で半
定量測定を行い検討した．同時に培養液上清中の
endothelin -1（ET-1）の濃度と NOxの濃度を測定した．
さらに培養 12時間における RMC中の ecNOS-mRNA
の発現を半定量の Reverse Transcription -Polymerase 
Chain Reaction（以下 RT-PCRと略す）法を用いて測定
した．
　次いで RMCに対して Angiotensin II（10－6 M）を
Angiotensin Type I 受容体拮抗薬，CS-866（ 三 共
株式会社，東京，日本）（10－4 M），を同時添加して培
養 12時間目におけるこれら接着因子の発現を同様に

検討した．さらに CS-866同時添加時の培養 12時間に
おける培養液上清中の endothelin -1（ET-1）と NOxの
濃度の測定，ecNOS-mRNAの発現を半定量 RT-PCR
法を用いて測定した．
　さらに RMCに対して Angiotensin II（10－6）を添加す
ると同時に 0.05μMの E-selectinに対する antisense
を含んだ lipofectin（10μg/ml）を同時に培養液中に添
加投与し，6時間の培養実験を行った．この条件下で
の E-selectinの発現と，培養液中の ET-1の濃度の変
化につき検討を行った．
　なお今回の Angiotensin Type I受容体拮抗薬なら
びに E-selectinに対する antisenseの投与実験に関し
ては，RMCにおける E-selectinの発現が最も良好で
あった AngII 10－6 M，200 mmHgの加圧条件において
行った．

RMCの採取と培養
　RMCの採取および培養は既報の方法に基づき行っ
た 9)．以下に簡潔に概略を示す．100 -150 gの雄性 SD
ラット（SHR等疾患モデル共同研究会，千葉県船橋市，
日本）の腎臓から無菌下に 4℃下でステンレス製の
メッシュを用いて糸球体を単離し，2回洗浄後，type 
IV collagenase（Sigma Co., St. Louis, USA）で 37℃，30
分消化して上皮細胞を除去した．このようにして得ら
れた RMCをウシの皮膚由来 I型コラーゲン（Collagen 
Corporation, Palo Alto, USA）でコーテイングされた 24
枚の well tissue culture plate上に播種し，5％ CO2加空
気下，37℃の条件下で継代維持し，3-5継代の培養細
胞を実験に用いた．RMCの培養液は，ITS（5 ml/ml
の transferrin，5 mg/mlの bovine insulinと 5 ng/mlの
selenous acid）（Cosmo Bio，東京，日本），2 mM/lの
L-glutamine（Cosmo Bio，東京，日本），100 U/mlの
penicillin，100 mg/mlの streptomycin，ならびに不活化
fetal bovine serumを添加し 20％濃度に調節した 500 
mlの RPMI1640（大阪大学微生物研究所，大阪，日本）
を使用した．実験終了時に 24枚のプレートを Hanks’ 
solutionで洗浄した後，RMCを 1％ trypsin-EDTAによ
り分離させた．Well plate上への細胞は各 wellごとに 1
× 104cellとなる様に播種し，この細胞数は全実験を通
じて一定数となるよう調節した．細胞数は細胞分離後
に Hemacytometer（Kayagaki Co.,東京，日本）を用い
て計測し，4視野の平均を求めた．

圧力釜の設定
　培養細胞加圧用の圧力釜は，以下の様に設定を
した．今回我々が設計し，作成した加圧用の底面積
75-cm2の圧力釜の設計図を Fig. 1に示す．この圧力釜
を使用して作成した実験用の回路図を Fig. 2に示す．
圧力釜はゴム製のキャップで完全に密閉状態とし，
ヘリウムガス（He gas，大和三機，東京，日本）を注入
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することにより内圧を上昇させた．圧力釜のふたには
三股のロータリーバルブ（RT-N，八光株式会社，東京，
日本）を取り付けた接続管（extension tube：61B，八光
株式会社，東京，日本）用の孔があり，一つは内圧測
定のための血圧計（三星医科器機，東京，日本）に，一
つはヘリウムガスボンベから加圧バルブ，一つは排ガ
ス用となっている．圧力釜は常に保温機内におき，内
部温度は常時 37℃とした．この場合圧力釜にヘリウ
ムガスを注入する間に内部の空気がもれでることはな
いように，内部の酸素，窒素，ならびに二酸化炭素の
占める圧はボイル -シャルルの法則に準じて外気と同
じ一定の圧に維持した．
　圧力釜には RMCを播種したコラーゲンコーテイ
ングの 24枚の well plateを並べて，ふたをかぶせた
後に，ゴム製のキャップで完全密閉した．ヘリウムガ
スで加圧（0，50，100，200 mmHg）し 3，6，12，24時間目
に開放した．RMC は種々の薬剤を含む 1 mlの無血清
培養液中に入れて，種々の加圧状態に設定した圧力釜
内においた．実験終了時に細胞数を計測し，さらに細
胞活性を trypsin blue exclusion testを用いて確認し，
90％以上の活性を有することを確認した．

蛍光抗体法による各種接着因子の発現
　培養細胞における接着因子として E-selectin，
Integrinα5β1，VCAM-1の発現を蛍光抗体染色法に
より検討した．E-selectin の一次抗体は monoclonal 
ELAM-1 （Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule -1, 
Genzyme Co., MA, USA）を用いた．1％ BSA/PBSで
終濃度 1μg/ml（1000倍希釈）とし 20℃で 2時間反応
させた．VCAM-1についてはmonoclonal anti VCAM-1
（Genzyme Co., MA, USA）を用い，1％ BSA/PBS（Bovine 
Serum Albumin/Phosphate Buffer Solution）で終濃度 1
μg/ml（1000倍希釈）とし 20℃で 2時間反応させた．
さらに Integrinα5β1に対する抗体として polyclonal 
anti Integrinα5（Santa Cruz Biotec. Inc., CA, USA）
を使用し，1％ BSA/PBSで終濃度 1μg/ml（1000倍
希釈）とし室温で 2時間反応させた．2次抗体は 1％
BSA/PBSで 100倍希釈したMouse IgGに 33倍希釈
した horse serumを使用し，30分間インキュベート
した．PBSにて洗浄したのち，0.3％H2O2/cold methanol
で 30分間インキュベートした後 PBSで洗浄し，そ
れぞれ PBSで 50倍希釈した Avidin-Biotin-HRPで遮
光し 30分間インキュベートした．Diaminobenzidine 
（DAB） solutionで染色したのち，7.4％ formaldehyde
で 20分間固定し，4％ methyl greenで核染した．接
着因子の免疫組織染色の評価方法としては顕微鏡画
像を computerに取り込み，画像処理ソフト（Mac 
SCOPE, Ver. 2.5, Mitani Corp., Fukui, Japan）を用いて
定量化した．各培養メサンジウム細胞ごとに定量化し
てまったく染まっていない細胞を 0点，非常に強く染

Fig. 1. Schema of an iron flask for pressure loading 
apparatus.

Fig. 2. Illustration of system of pressure loading apparatus. 
The f lask was t ightly sealed with a r ubber cap and 
compressed heloin (He) gas. The rubber cap was pierced by 
a needle connected to tubing attached to a three -way rotary 
valve, a shyngmonometer and a pressure valve. 
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まっているものを 4点とし，その間を 1，2および 3点
として，観察視野ごとに各細胞の点数をカウントして
合計 100の細胞をカウントし，その平均点を各群のス
コアとして半定量的に評価をした．

RMC上清中のエンドセリン -1濃度の測定
　加圧培養実験終了後培養上清を集めてチューブに
入れ，分析まで－ 80℃で保存した．エンドセリン濃
度 は sandwich -enzyme immunoassay kit（IBL 17121, 
Immuno Bio Laboratory）を用いて測定した．今回
用いた測定においてエンドセリンの測定の intra-assay 
coefficient of variationは 7.4％，一方 inter-assay coefficient 
of variationは 12.4％であった．

RMC上清中の Nitrite/nitrate産生量の測定
　加圧培養実験終了後培養上清を集めてチューブに
入れ，分析まで－ 80℃で保存した．RMCからの一
酸化窒素（NO）産生量は一酸化窒素の酸化物である
Nitrite/nitrate産生量を既報の Griess反応を用いた自
動分析装置にて測定した．今回用いた測定において
Nitrite/nitrate の intra - assay coefficient of variation は
4.3％，一方 inter - assay coefficient of variationは 8.6％
であった．

RMCからの RNAの抽出
　RMCに 3 mlの TRIzol （GIBCO BRL, GRAND Island, 
NY, USA）を加えた．これを，ホモジナイザー，テフ
ロンコッターを用いて均質化した．TRIzolの 1/5量
のクロロホルムを加え，よく攪拌した．5分間 20℃
に放置後，4分間，4℃，3500 rpmで遠心分離し，
上清を採取した．次に，採取した量と等量の phenol/ 
chloroform/isoamylalchohol（PCL）を加え 3分間，4℃，
15000 rpmで遠心分離し上清を採取した．そして，等
量のイソプロパノールを加え，10分間，4℃，12000 
rpmで遠心分離し上清を捨て，よく乾燥させた．その
後 400μlの diethylpyrocarbonate （DEPC）処理水を加
えよく撹拌し，それに 1000μlのエチルアルコールを
加え，更に，3Mの NaOAcを 40μl加えエタノール沈
殿を行った．次に，15000 rpmで遠心分離後，上清を
捨て，さらに 75％エタノールを加え 15000 rpmで遠
心分離した，その後，上清を捨て乾燥し，DEPC処理
水を加え実験に用いた．

RT-PCR法による検出
　逆転写酵素反応を用いて，あらかじめ RNAを鋳
型とした cDNAの合成反応を行い，それを鋳型とし
て degenerate primerを用いたポリメラーゼ反応を
GeneAmp PCR system 9600 （Perkin -Elmer, Inc, MA, 
USA）を用いて行う．
　DEPC処理水に溶かした RNAの DNaseI処理を

行う．DNase I 10×Buffer，DNase I amplification Grade
（GIBCO BRL. GRAND Island, NY, USA）を加えて全量
で 10μlを 37℃で 15分間加温し，次に，それに EDTA 
1μl加え，さらに 70℃，15分間加温し，DNase I の
反応を停止する．これに Oligo（dT）primer（GIBCO 
BRL. GRAND Island, NY, USA） 3μl，5×first Buffer 
6μl， DTT  3μl，dNTP mixture（TAKARA， 東京） 
6μl，逆転写酵素である Super script II（GIBCO BRL. 
GRAND Island, NY, USA）0.7μlを加え，42℃，60分で
保温し，RT反応をさせる．この cDNA 1μlに DEPC
処 理 水 32.5μl，DMSO 5μl，10×PCR Buffer 5μl，
dNTP mixture 4μl，Forward  Primer（ 以 下 Fw と
略す）1μl，Reverse Primer（以下 Rvと略す） 1μl，
rTaq polymerase（TAKARA，東京） 0.5μl を加えて 全
量で 50μlとし，これを 94℃で 5分，さらに 94℃で
30秒，58℃で 1分，72℃ 2分を 25 cycleという条件で
PCR反応させる．1％アガロースゲルを作成し，100V
で 30分間泳動後，エチヂウムプロマイドで染色する．

Primerの作成
　Primerの作成に関して ecNOSのモチーフを保存
している既知の塩基配列より，各々の部位が増幅す
るよう 5‘側と 3’側に degenerate primerを設計した． 
ecNOS Primerの構造については，以下に示す通りで
ある．

ecNOS primer,
Forward Primer (Fw):
 5’ -GCAGCATCACCTACGATACC-3’
Reverse Primer (Rv):
 5’ -CTCAGTGATCTCCACGTTGG-3’ (586bp)

E-selectinの antisenseならびに senseの作成
　E-selectinの既知の塩基配列より，5’側を target 
siteとする antisense oligonucleotideの設計を行った．
今回の実験に使用した E-selectinに対する antisense
ならびに senseの構造については以下の通りである．

E-selectin antisense
     Sequense: TTCCCCAGATGCACCTGTTT
     MRNA target site  5’ -UTR

E-selectin sense
     Sequense: AAACAGGTGCAGCTGGGGAA

統　計
　データはすべて平均値±標準偏差で表した．統計
解析は接着因子発現量，ET-1，Nitrite/nitrateの時間
経過による発現の比較に関しては，Two-way analysis 
of variance（Two-way ANOVA）を用いて群間比較を
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行った後，Scheffe’s Fテストを行った．また接着因子
発現量，ET-1，Nitrite/nitrateについては，One -way 
analysis of variance（One -way ANOVA）を用いた後
Scheffe’s Fを行い，統計上 p＜0.05をもって有意差あ
りとした．RT-PCRで増幅された ecNOS mRNAの
発現量の測定値は，filmを透過型 scanner（GT-9600, 
EPSON, Nagano, Japan）で取り込み，各 bandを NIH 
image（1.62, NIH Division of Computer Research and 
Technology, Bethesda, MD, USA）を用いて定量化
した．この測定値を内部コントロールである GAPDH
（glyceraldehyde 3 -phosphate dehydrogenase）の値で
除して相対値として算出し，それらの値を記載した．
これらの統計計算はMackintoshの統計ソフト Stat 
View IIを用いておこなった．

成　績

（1）物理的圧および Angiotensin IIによる接着因子
E-selectinの発現の経時的変化
　RMCでは Angiotensin IIの添加，加圧下におい
て細胞質に E-selectinの発現が見られた（Fig. 3）．
また VCAM-1ならびに Integrinα5β1の明らかな発

現は見られなかった．RMCにおける E-selectinの発
現は時間依存性に増加し，12時間での発現のピーク
を認めた（Ang II 10－6 M，P＝200 mmHg：6 hr 1.8±0.2， 
12 hr 2.7±0.5， 24 hr 2.2±0.3）（Fig. 4）．この 12時間
目における E-selectinの発現に及ぼす Angiotensin II
ならびに加圧の影響を検討した．E-selectinの発現は，
AngiotensinIIの濃度依存性に増加を認めた（P＝ 200 
mmHg：10－8 M 1.3±0.2， 10－7 M 2.2±0.3， 10－6 M 2.7±
0.5）（Fig. 5）．さらにこの E-selectinの発現は，圧力
釜内の加圧に従い有意な増加を認めた（Ang II 10－6：50 
mmHg 0.7±0.2， 100 mmHg 1.2±0.3，200 mmHg 2.7±
0.5）（Fig. 5）．以上の結果，RMCにおける E-selectin
の発現が AngII 10－6 M，200 mmHgの加圧において最
も良好であったことからこの条件において以下の実験
を行った．

（2）物理的圧および Angiotensin IIによる ET-1の発
現変化
　RMC上清中の ET-1の濃度は Angiotensin II 10－6M
添加下，加圧 200 mmHg下において時間依存性に増加
を認めた（3 hr 24±12，6 hr 40±14，12 hr 68±18，24 hr 

Fig. 3. Expressions of E - selectin in cultured rat mesangial cells. E - selectin was expressed in cultured rat mesangial cells 
accordance with the levels of transmural pressure and the concentrations of angiotensin II.
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108±24 pg/ml/104cells）（Fig. 6）．また，この ETの発
現は Ang IIの非添加群（－）と比較して Ang II 10－6の
添加群（＋）では有意な増加を認めた（12 hr： Ang II (－ ) 
25±6，Ang II (＋) 68±18 pg/ml/104cells）（Fig. 7）．さ
らにこの ETの発現は加圧に伴い有意な増加を認めた
（Ang II (＋)，12 hr： P＝ 0 mmHg 26±10，P＝ 50 mmHg 
36±12，P＝ 100 mmHg 44±12，P＝ 200 mmHg 68±18 
pg/ml/104cells）（Fig. 8）．

(3) 物理的圧および Angiotensin IIによる NOxの発
現変化
　RMC上清中の Noxの産生量は Angiotensin IIの投
与に伴い有意に増加した（P＝0 mmHg，12 hr：Control 
162±46 vs. Ang II 10－6M 344±86 Nitrite/Nitrate 
pmol/104cells）（Fig. 9）．この Angiotensin II投与に伴

う NOxの産生増加は，加圧に伴い有意な産生の抑制
を認めた（Ang II 10－6M，12 hr：P＝0mmHg 344±86，P
＝50 mmHg 266±66，P＝100 mmHg 132±56，P＝200 
mmHg 74±26 Nitrite/Nitrate pmol/104cells）（Fig. 9）．

(4)物理的圧および Angiotensin IIによる ecNOS-mRNA
の発現
　RMCにおける Angiotensin II添加ならびに加圧に
伴う ecNOS-mRNAの発現変化を半定量 RT-PCR法
を用いて検討した．いずれも 12時間目の培養メサン
ジウム細胞における ecNOS-mRNAの産生量について
半定量的に検討した．Angiotensin II 10－6M添加下の
RMCでは加圧に伴い有意な ecNOS-mRNAの発現の
抑制を認めた（Ang II 10－6M，12 hr：P＝0 mmHg 1.44±
0.24，P＝50 mmHg 1.14±0.20，P＝100 mmHg 0.44±0.16，

Fig. 4. Time course changes in expressions of E - selectin 
in cultured mesangial cells. Red bars indicate 10 -8 M of 
angiotensin II. Green bars indicate 10 -7 M of angiotensin II. 
And Blue bars indicate 10 -6 M of angiotensin II. Values are 
means±SEM.. **P＜0.01 vs. Angiotensin II 10 -8 treated 
group. ＋ P＜0.05 ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.

Fig. 5.  E - selectin appeared in accordance with the 
concentrations of angiotensin II and the levels of transmural 
pressure in cultured rat mesangial cells. Red bars indicate 10-8 
M of angiotensin II. Green bars indicate 10-7 M of angiotensin 
II. And Blue bars indicate 10 -6 M of angiotensin II. Values 
are means±SEM.. **P＜0.01 vs. Angiotensin II 10-8 treated 
group. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 in the same group. 

Fig. 6. T ime course changes in the concentration of 
Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.

Fig. 7.  Angiotensin II induced the elevation of the 
concentration of Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. 
Values are means±SEM.. **P＜0.01 vs. Control (Angiotensin 
II (−)) group. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same group.
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P＝200 mmHg 0.28±0.08）（Fig. 10）．ecNOS -mRNA
に対する Angiotensin IIの影響を明らかにする目的
で Angiotensin II 10－6Mの添加下と非添加下における
産生量の比較を行った．Angiotensin IIの添加に伴い
ecNOS-mRNAの産生は有意に増加し，その増加は加
圧に伴い有意に抑制された．（P＝0 mmHg，12 hr：Ang 
II (－)0.48±0.14 vs. Ang II (＋) 1.50±0.24）（Fig. 11）．

(5) CS-866の添加に伴うET-1ならびにecNOSmRNA
の発現変化
　培養条件は Ang II 10－6M，P＝200 mmHgの条件で
行った．細胞培地上に CS-866 10－4Mの添加により
Angiotensin II添加時の E-selectinの発現は有意に
抑制された．さらに CS-866のを同時添加すること
により培養上清中の ET-1濃度は有意に抑制された
（Ang II 10－6M，12 hr：Control 72±10 vs. CS866 28±8 
pg/ml/104 cells）（Fig. 12）．

(6) E-selectinに対する antisenseの導入実験
　E-selectinの発現が，RMCからの血管作動物質の
分泌に関与しているのかを明らかにする目的でメサン

Fig. 8.  Transmural pressure increased the levels of 
Endothelin -1 in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg in the same 
group.

Fig. 9. Transmural pressure decreased nitrire/nitrate 
oxidized products of nitric oxide in cultured rat mesangial 
cells. Values are means±SEM.. *P＜0.05, **P＜0.01 vs. 
Control (Angiotensin II (−)) group. ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 
0 mmHg in the same group.

Fig. 10. Transmural pressure decreased the expression of 
ecNOS -mRNA in cultured rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. ＋P＜0.05, ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg 
in the same group.

Fig. 11. CS866 induced decreased the levels of Endothelin -1 
in cultured rat mesangial cells. Values are means±SEM.. ＋P
＜0.05, ＋＋P＜0.01 vs. Pressure 0 mmHg and Angiotensin II 
10-6 M group. #P＜0.05 vs. Pressure 0 mmHg and Angiotensin 
II (−) group.
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ジウウ細胞内へ E-selectinの antisenseを導入した後，
angiotensin IIと圧の影響についての検討を行った．培
養条件はAng II 10－6M，P＝200 mmHgの条件で行った．
Antisense導入群では，6時間後において E-selectinの
発現は認められなかった．一方対照の sense投与群で
は E-selectinの発現が認められたことから，antisense
の導入により E-selectinの発現抑制が確認された．
さらに antisenseの導入に伴い，培養液中の ET濃度
は有意な低下を認めた（Ang II 10－6M，P＝200 mmHg：
sense 24±6 vs. antisense 14±4 pg/ml/104cells）
（Fig. 13）．また同時に行った．ecNOS-mRNAの発現
は antisenseの導入では有意な変化を示さなかった
（Fig. 14）．

考　案

　今回の我々の検討では，RMCで Angiotensin II
の投与下で物理的加圧に伴い細胞質の接着因子で
ある E-selectinの発現が認められた．この接着因
子の発現に伴い，培養細胞上清中には ET-1なら
びに NOxの発現が見られた．この ET-1の発現は
加圧に伴い増加し，一方 NOxは加圧に伴い抑制さ
れた．この加圧に伴う E-selectinの発現，ET-1の増
加は Angiotensin II受容体拮抗薬の投与で有意に抑制
された．一方 RMC中の E-selectinに対する antisense
の導入により E-selectinの発現を抑制した結果，ET-1
濃度の有意な減少が認められたが，ecNOS-mRNAの
有意な発現変化は見られなかった．以上の結果から，
RMCでは Angiotensin IIの存在と直接の加圧が協調
して作用し E-selectinが誘導されること，さらにそ
の E-selectinの発現変化に伴い ET-1の産生誘導が
生じていることが明らかとなった．一方 Angiotensin 
IIは ecNOS-mRNAを発現させ NOの産生を増加さ
せるが，加圧は NOの産生を抑制することから，この
NOの発現調節には E-selectinは関与していないこと
が明らかとなった．
　今回の我々の結果では，糸球体内の RMCに対して
R-A系の亢進と物理的圧の上昇が直接に影響し様々
な変化を引き起こしている可能性が示唆された．こ
のような物理的圧と R-A系が協調して細胞における
血管作動物質の発現調節に影響をおよぼしているこ
とはこれまでにも血管内皮細胞において報告されて
いる 10, 11)．今回の我々の RMCでの実験結果は，これら
の血管内皮細胞の結果と一致するものであった．血管
内腔の圧の上昇が血管の変化を引き起こすことはよ
く知られており，その血圧上昇の血管壁に対する圧力
は血管へのシェアストレス（shear stress），伸展張力
（stretch pressure），あるいは壁貫通圧力（transmural 
pressure）として作用する 12 -14)．シェアストレスは血
流によるずり応力と理解されている．これまでの報
告では，シェアストレスは内皮細胞の G蛋白を活性

化し細胞内の Ca2＋濃度を増加させる．ついで Ca2＋

/calmodulin複合体が細胞内のカベオラに結合して
いる ecNOSを活性化して NOの産生を増加させる 15)．
また，内皮細胞にシェアストレスを作用させるとシェ

Fig. 14. Expression of ecNOS-mRNA in antisense and sense 
treated rat mesangial cells. Values are means±SEM.. 

Fig. 12. Time course changes in concentrations of 
Endothelin -1 in CS866 treated and CS866 untreated rat 
mesangial cells. Values are means±SEM.. **P＜0.01 vs. 
CS866 untreated group. ＋＋P＜0.01 vs. Time 0 in the same 
group.

Fig. 13. Expression in concentrations of Endothelin -1 in 
antisense and sense treated rat mesangial cells. Values are 
means±SEM.. **P＜0.01 vs. sense treated group.
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アストレスと時間に依存して ecNOS-mRNAが増加
することが報告されている 16)．シェアストレスの ET
産生に及ぼす影響では軽度の負荷であれば増加し，
長時間の強度の負荷では減少することが報告されて
いる 17)．また，ET変換酵素の mRNA産生はシェア
ストレスの強さに応じて減少することが報告されて
いる 17)．一方シェアストレスとは異なり，血圧の上昇
に伴う血管壁への伸展張力と壁貫通圧力は，血管壁の
緊張を高める方向に作用することが報告されている．
菱川らは，ヒトの培養内皮細胞における ETの産生が
加圧によって増加し，一方 NOxの産生は加圧によっ
て抑制されることを報告している 10, 11)．これら培養細
胞での NOxの産生抑制と ETの産生亢進が生態での
腎糸球体障害の進展機序に関与しているかが重要な
点である．これまでに，ET-1や NOが，糸球体硬化
の進展に強く関与していることは多数の動物実験にお
いて報告されている．2K1C腎血管性高血圧犬に対し
て一酸化窒素（NO）を阻害することによって，非狭窄
腎において糸球体硬化が進展すること 18, 19)，また 2K1C
腎血管性高血圧犬では R-A系の亢進が腎臓における
NOの産生亢進をもたらし糸球体硬化の進行を抑制す
ることが報告されている 20, 21)．またラットにおいても，
NOの産生抑制が糸球体硬化をもたらすことが報告さ
れている 22, 23)．一方ETの産生亢進が糸球体硬化を進展
させること 24, 25)．さらにNOとETの糸球体硬化病変の
進展における連関についても知られている 26, 27)．NOの
産生抑制下の腎臓の線維化進展に ET-1の発現が関与
しており 26)，ET(A)受容体の拮抗薬が糸球体硬化の進
展を抑制するとの報告も見られる 27)．これらの結果は，
実際の臨床現場における糸球体硬化の進展に NOの抑
制と ET-1の産生亢進が関与していること，その原因
として血圧の上昇と R-A系の亢進が強く関与してい
ることを示すものと思われた．
　今回の結果で見られた RMC での E-selectin の
発現は，糸球体血圧の上昇が，RMC において
E-selectinを中心とした接着因子の発現をもたらして
いることを示しているものと思われた．以前我々も，
2腎 1クリップ腎血管性高血圧ラットの非狭窄腎の糸
球体に E-selectinが発現し，一方の狭窄腎には発現し
なかったことを報告した 28)．この結果は全身血圧が圧
負荷として直接影響する可能性のある非狭窄腎におい
て接着因子が発現し，一方血流が低下し糸球体内圧の
低下が推測される狭窄腎には発現しないことから，今
回の我々の結果と一致するものであった．
　近年腎臓疾患と接着因子であるselectinの関与に
ついては幾つかの報告が見られる．Roy-Chaudhury
らは，間質の線維化と伴って尿細管間質に ICAM-1，
VCAM-1，ならびに P-selectin，E-selectinの発現が見ら
れることを報告している 29)．Takeiらは，IgA腎症患者
の腎生検標本を用いて L-selectinが間質の浸潤細胞に

多数発現し，血清中の可溶性の L-selectinと間質への
浸潤細胞の程度が相関することを示している 30)．近年
selectinと腎臓疾患の関連は遺伝的な面からも検討さ
れている．Iidaらは single-nucleotide polymorphisms 
（SNPs）を用いた解析を行い，selectinの遺伝子と IgA
腎症が強く関与していることを報告している 31)．そ
の他にも IgA腎症の最も重要な増悪因子として高血
圧が知られているが，高血圧患者において血管内皮に
E-selectin発現 32)，さらに血液中に可溶性の E-selectin
が検出され，高血圧患者ではそれが増加することが報
告されている 38)．今回の我々の結果では Angiotensin 
IIと加圧の刺激によって RMCに E-selectinが発現し，
血圧上昇に伴う糸球体病変の進展に接着因子が関与し
ている可能性を示唆するものと思われた．
　この検討での RMC における E-selectin の発現
変化は，ET-1の発現や ecNOS-mRNAの抑制変化と一
致した変化であった．この細胞表面における接着因子
が種々の細胞の膜表面への接着に関与していること
は知られているが，NOや ETの発現に関与している
かについては不明である．今回我々は，この RMCに
おける E-selectinの発現が細胞内機能調節に関与して
いるか否かを明らかにする目的で，RMCに E-selectin
に対する antisenseを導入し，E-selectinの発現を抑制
した状況下において ETの発現と ecNOS-mRNAの発
現に影響を与えるかを検討した．その結果 antisense
の導入により，ETの発現は有意に抑制された．この
結果は E-selectinが ETの産生調節に強く関与してい
ることを明らかにするものであり，接着因子が細胞
内機能調節に関与している可能性を示唆するもので
あった．一方 ecNOS-mRNAの発現には全く影響しな
かったことは，E-selectinは NOの産生調節には関与
していないことを示し，加圧が ET産生亢進を誘導す
るシグナル伝達経路とは異なる伝達経路によって NO 
の産生調節が行われている可能性を示すものと考えら
れた．
　今回の検討から，接着因子である E-selectinは細
胞内機能調節に関与をしている可能性が示唆された．
接着因子は細胞膜表面に発現する蛋白であり，細胞接
着に重要な役割を果たしている 33)が，近年細胞内へ
のシグナル伝達機能に関与していることが報告されて
いる 34, 35)．特に Integrinは，細胞内シグナル伝達機構
である ERK（External Related Protein Kinaseや JNK
（N - terminal Jun Kinase）/ STAT（Signal Transducers 
and Activatiors of Transcription）を活性化して，細胞増
殖や分化，さらにアポトーシス等の細胞の機能発現に
重要な役割を担っている 36, 37)．これまでに E-selectin
と JNKなどの細胞内情報伝達系の関与は不明とされ
ていたが，Lysiakらは精巣の虚血再潅流時に JNKの
活性化が生じ，その結果 E-selectinの発現が生じるこ
とを報告した 38)．また近年 ERKと E-selectinの連関
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も報告されている 39)．JAK/ STAT経路の活性化が AT1
受容体を介した Angiotensin IIの作用として存在する
ことは，血管平滑筋や心筋細胞，心筋繊維芽細胞など
で報告されている 40)．これらの結果から，E-selectin
は JNKや ERKなどの細胞内情報伝達系に関与し，
Angiotensin IIよる ETの発現調節に関与している可
能性が考えられた．しかし接着因子の細胞機能調節へ
の関与は極めて重要な点であり，今後さらなる検討が
必要と思われた．
　今回の実験では Angiotensin IIの非存在下と比
較して，存在下では物理的加圧に依存して著明に
E-selectinの発現が著明に増加すること，さらに ET-1
の発現誘導と ecNOS-mRNAの発現抑制が生じるこ
とが明らかとなった．以上の結果は Angiotensin IIと
物理的圧の協調作用の重要性を示唆するものと思わ
れた．この点を明らかにする目的で，ARBである
CS-866の E-selectinならびに NO，ET発現への影響
につき検討を行った．その結果，物理的圧の存在下
において CS-866の投与は接着因子の発現を抑制し，
さらに ET-1の産生を抑制した．一方 ecNOS-mRNA
の発現は有意に増加した．以上の結果は，これらの
発現誘導はいずれも Angiotensin II Type I受容体を介
した反応であり，物理的圧と Angiotensin IIの協調作
用が重要であり，Angiotensin IIの非存在下において
は E-selectin発現や ETの発現が著明に抑制されるこ
とが示された．このような Angiotensin IIと物理的圧
の協調作用によって細胞の機能調節がなされており，
そのために糸球体硬化などの腎臓障害も相乗作用とし
て進展するものと思われた．この結果は臨床の現場に
おいて腎臓障害の進展予防では血圧を下げるばかりで
なく，積極的に R-A系阻害薬を使用すべきとする近
年の治療指針と一致するものと思われた．

まとめ

1） ラット培養メサンジウム細胞では Angiotensin 
IIの投与と加圧に伴い細胞質に接着因子である
E-selectinの発現が見られた．

2） この接着因子の発現は，Angiotensin IIの非存在下
では発現せず，Angiotensin IIの濃度に依存して増
加した．また非加圧下では発現せず，加圧に依存
して発現の増加を認めた．

3） この接着因子の発現に伴い，培養細胞上清中には
ET-1ならびに NOxの発現が見られた．この ET-1
の発現は加圧に伴い増加し，一方 NOxは加圧に伴
い抑制された．

4） 培 養 細 胞 に お い て ecNOS-mRNA の 発 現 は，
Angiotensin IIの投与に伴い増加し，一方加圧に伴
い有意な抑制を認めた．

5） この加圧および Angiotensin II の添加に伴う
E-selectinの発現．ET-1の増加は Angiotensin II

の受容体拮抗薬 CS-866の投与に伴い有意に抑制
された．

6） ET-1の発現は E-selectinの antisenseを導入した培
養メサンジウム細胞では有意に抑制された．一方
ecNOS-mRNAの発現に影響を及ぼさなかった．

7） 以上の結果からメサンジウム細胞を中心に糸球体
における NOの産生抑制と ET-1の産生亢進が糸
球体内圧の上昇と，R-A系の亢進の協調作用によ
り生じていること，さらに ETの産生調節に接着
因子の E-selectinが関与していることが明らかと
なった．

結　論

　圧力釜を用いた直接の物理的加圧実験により，ラッ
ト培養メサンジウム細胞では Angiotensin IIの投与と
加圧に伴い細胞質に接着因子である E-selectinの発
現が見られた．この接着因子の発現に伴い，培養細胞
上清中には ET-1ならびに NOxの発現が見られた．
この ET-1の発現は加圧に伴い増加し，一方 NOxは
加圧に伴い抑制された．また ecNOS-mRNAの発現も
加圧に伴い抑制された．この加圧に伴う E-selectinの
発現，ET-1の増加は Angiotensin IIの受容体拮抗薬
の投与に伴い有意に抑制された．一方ラット培養メ
サンジウム細胞への E-selectinに対する antisenseの
導入により E-selectinの発現を抑制した結果，ET-1
濃度の有意な減少が認められた．また antisenseの導
入では ecNOS-mRNAの有意な発現変化は見られな
かった．
　以上の結果から，メサンジウム細胞ではAngiotensin 
IIの存在と直接の加圧が協調して作用し E-selectinを
誘導すること，さらにその E-selectinの発現変化に
伴い ET-1の産生誘導が生じていることが明らかと
なった．一方 Angiotensin IIは ecNOS-mRNAを発現
させ NOの産生を増加させるが加圧は NOの産生を抑
制すること，この NOの発現調節には E-selectinは関
与していないことが明らかとなった．
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