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慶慮医学 ・82(3):T269～T283,2005

学 位 論 文

正常および糖尿病 モデルラ ットの傍糸球体細胞 における

レニ ン産生 ・分泌 に及ぼす圧負荷の影響

慶慮義塾大学医学部内科学教室

　　(指導:獲 田享男教授)

　 　 ひろ　　　た　　　のぶ　　　ひき

　　 廣　田　展　久

(斗i力父 且6si:12月 　17日 受f寸)
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　 レニ ンは,3431iiの ア ミノ酸 か ら な る 蛋 白 で あ り,肝

臓 で主 に産 生 され る ア ン ジオ テ ンシ ノー ゲ ンを ア ンジ オ

テ ン シ ン1に 変換 す る酵 素 で あ る.ア ン ジオ テ ン シ ン1

は さ らに,主 に肺 に 存在 す る ア ン ジオ テ ン シ ン変 換 酵 素

に よ って 生 理 活性 を有 す る ア ンジ オ テ ン シ ンnに 変 換 さ

れ るが,レ ニ ンは これ ら一 連 の レニ ン ・ア ン ジ オ テ ンシ

ン系 の 活性 を規定 す る最 も重 要 な酵 素 で あ る.レ ニ ンは.

腎 臓 の 傍 糸 球 体(JG)細 胞 に 存 在 す る レ ニ ン遺 伝 子 よ

り産 生 され た406個 の ア ミノ酸 か ら な る ブ レ プ ロ レ ニ

ンが 細 胞 内 穎 粒 中 でsplicing　 enzymesの 作 用 に よ り

386個 の ア ミノ酸 か らな る プ 回 レニ ンに な り,さ ら に は

43個 の ア ミノ酸 が はず れ て活 挫 レニ ン と な る.活 性 レ

ニ ン を 有 す る 細 胞 内 穎 粒 は 成 熟 穎 粒 と 呼 ば れ,

exocytosisに よ り活 性 レ ニ ンを 細 胞 外 へ 分 泌 し,循 環

血 中の レニ ン ・ア ン ジオテ ン シ ン系 の賦 活 化 に関 与 す る.

した が っ て,JG細 胞 で レニ ン前 駆 体 が 産 生 さ れ て 活 性

レ乙 ンと して徳 環 血 中 で 作用 す る ま で に は,大 き く分 け

て2つ の段 階,つ ま りプ レプ ロ レニ ン ・プ ロ レニ ンか ら

活 性 レニ ンへの ブOセ ッ シ ン グと活 性 レニ ンの 細 胞 外 へ

の 分泌 が 存在 す る.

　 1959年 にTobianらDは,腎 液 流 圧 とJG細 胞 内 成 熟

穎 粒 の 問 に,負 の 棺 関 関 係 が 存 在 す る こ と を 発 見 した

(圧 負 荷 を か け たJG細 胞 で は,細 胞 内 成 熟 顕 粒 の 減 少

を 認 め た),そ れ 以 来,圧 負 荷 と レニ ン産 生 ・分 泌 に 関

す る 研究 が 行わ れ,急 速 な動 脈 圧 の.L昇(急 性 圧 負 荷)

は,)G細 胞 か らの レニ ン分 泌 を抑 制 し,慢 性 圧 負 荷 は

JG細 胞 か らの レ昌 ン分 泌 の み な らず,細 胞 内 プ ロ レニ

ンの活 性 レニ ンへ の プ ロセ ッ シ ン グ も抑制 す る こと が 示

され たxi,さ ら に,慢 性 圧 負荷 に よ るJG細 胞 に お け る

レニ ン産 生 。分 泌'oil節機 序 に細 胞 内 カ ル シ ウム動 員 に関

連 す る 機 構 が 重 要 な役 割 を担 う こ とが 示 唆 され て い る3'.

　 本 研 究 で は,iP.常 ま た は 糖 尿 病 ラ7ト よ り採 取 し た

JG細 胞 に お いて,慢 性 圧 負 荷 が レニ ン産 生 ・分 泌 に与

え る 影響 とそ れ に 関 与 す る カ ル シウ ム関 連 機 序 に つ いて

検 討 した.糖 尿 病 患 者 に お け る レニ ン ・ア ン ジオ テ ン シ

ン系 の最 も顕 著 な 異常 は,血 中 レニ ンの 減 少 と血 巾 プO

レニ ンの 増 加 で あ り3,,血 中 プ ロ レニ ンの 増 加 は糖 尿 病

性 微 小 血菅 障 害 の 発 症 に関 与 す る可 能 性 を 示 唆 す る報 告

が あ るJI51,一 方,塘 尿 病 患 者 で は,降 圧 薬 の 種 類 に 関

係 無 く降圧 そ の もの がllll管合 併 症 の リス クを減 じ る こ と

が 明 らか に され て い るWbB.し た が って,糖 尿 病 病 態 に

お い て,慢 性 圧 負 荷 の レニ ン産 生 ・分 泌 へ の影 響 と その

機 序 を 解 折 す る こ と は,十 分 な 降 圧 が 糖 尿 病 性 血 管 合 併

症 の 発症 を 抑 制 す るか を解 明 す る鍵 と な る可能 性 が あ る.

　 賢 動 脈 圧 の ヒ昇 は,血 管 壁 に 対 し1直 方 向 お よ び正 接

方 向 の 機 械 的 圧 力 を 生 じ,各 々transmural　 pressure,

shear　 stress(ず り応 力)と 呼 ば れ る,　Shear　 stressは

血 管 内 皮 細 胞 のnitric　 oxide産 生 ・放 出 を 刺 激 す

る911011111RI.　Nitric　oxideは,急 性 期 に は レニ ン分 泌 を

抑 制 す るが,i#t'kiplt:は レニ ン分 泌 を刺 激 す るis}.ゆ え

に,shear　 stressに よ るnitric　oxide増 加 は圧 に よ る レ

ニ ン分 泌 調 節 に 関 与 して い る と考 え られ た11)15》.一 方,

transmural　 pressureは 培 養 血 管 内 皮 細 胞 か らのnitric

oxide放 出 を 抑 制 す る こ とが 示 され て い る161ので,こ の

機 構 を 介 して レニ ン分 泌 を 調 節 す る と考 え られ た.し か

し,transmural　 pressureはlll童 管 壁 に 対 し正接 し た緊 張

を引 き起 こす.こ の 結 果stretch(伸 展 力)を 生 じ させ

る.現 在 まで に,培 養 ラ ッ ト 」G細 胞 に お い て,20時
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間 の 陣 展 刺激 が レニ ン分 泌 を抑制 した こ とが描 か れ て い

る1η,し か し な が ら,傭 展 刺 激 よ り 分 離 さ れ たbans・

mura】pressureを 得 る こ とが 技 術 的 に困 難 で あ った た

め,純 粋 なtransmural　 pressureに よ る レ ニ ン分 泌 調

節 へ の 画 接 影 響 は解明 さ れ て い な い.

　 本 研 究 で は,shear　 stressやstretchの 影 響 を 極 力 除

い た,壁 に 垂 直 に働 く圧 力(transmural　 pressure)が

JG細 胞 の レニ ン産 生 ・分泌 に お よ ぼ す影 響 を検 討 した.

さ ら に,phospholipase　 C(以 下PLCと 略 す)や

phospholipase　 D(以 下PLDと 略 す)はlfll管 作 動 性 物

質 に よ る細 胞 内 カ ル シ ウ ム動 員 のsecond　 messenger

で あ る こ と が知 られ て い る の でIB)19f,本 研 究 で は この 機

序 をPLC阻 書 薬 ・PLD阻 害 薬 を 用 いて 検 討 した.

方　　法

　本研究は慶懸義塾大学医学部動物実験委員会のガイ ド

ラインに準拠 し,こ れを遵守した.

くり撹 梓 しな が ら5%CO,,37℃ に保 たれ た培 播 器 内 に

i20分 置 い た.そ れ を22　 Nmの ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で浦

過 し,分 離 さ れ た細 胞 を収 集 した.こ れ を50Gで10

分 間5mmol/L　 N・2・hydroxyethylpiperazine-N'・2・

ethanesulfonic　 acid(以 下HEPESと 略 す)緩 衝 液 と

L-glutamineを 含 むRPM11640に て 遠 心 し2度 洗 浄 し

た.さ らにJG細 胞 収 樂 の た め35　 m且 の25%Percoll

液 に て20000G,20分 間 遠 心 しJG細 胞 を 分 離 し

だ12。'2P.分 離 したJG細 胞 は,そ の細 胞 数 を 血 球 算 定

盤(Coulter　 counter;Coulter.　 Miami.　 USA)を 用 い

て算 定 した後,8ウSル 培 養 ス ライ ドにiウSル 当 た り

10`cells/mlに な る よ う に分 注 さ れ,実 験 前48時 間 を

37℃ で,25mmol〆 しHEPES緩 衝 液,0.3　 g/L　 L・

glutamine,　 iOO　N8/ml　 streptomycin,　 ioa　U/ml　 peni・

cillin,0.66　 U/L　 insulin,10%fetal　 bovine　 serumを

含 むRPMI1640下 で 培 養 さ れ た.本 研 究 で 用 い られ た

初代 培 養JG細 胞 の レニ ン陽 性 率 は,細 胞 分 離60時 間

後 に お いて92士2%で あ った(n=6).

1.糖 尿 病 お よ び正 常 対 照 ラ ッ トの作 成

　 糖 尿 病 モ デ ル お よび そ の 正常 対 照 モ デ ル の作 成 の た め

に,4週 齢 の 雄Sprague・Dawleyラ ッ トに ス トレ ブ ト

ゾ トシ ン(Wako,　 Osaka,　 Japan)65　 mg/kgを 含 む ク

エ ン酸 緩 衝 液10mma且/Lま た は ス トレプ トゾ トシ ンを

含 ま な い ク エ ン酸 緩 衝 液10mmol/Lを そ れ ぞれ 腹 腔 内

注 射 した.腹 腔 内 注 射 後7日 ま た は28日 経 過 した時 点

で 早 期 お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル と して 実 験 に供 した.

全 て の ラ ッ トは,温 度 管 理 され12時 間 明 暗 周 期 の あ る

ケ ー ジ内 で,飲 水 制 限 無 くUO　 Nmol/gの ナ ト リ ウ ム

を 含 む 研 究 室 用 飼 料 に て飼 育 され,穂 尿 病 の 発症 は腹 腔

内 注 射 後,7日 目 と28日 目 に お け る血 糖 値300mg/dl

以 上 を も って 確 認 した.

2.JG細 胞 の 分 離 と初 代 培 養

　 1回 の 初 代 培 養 細 胞 作 破 に 付 き.io匹 の 雄Sprague・

Dawleyラ ッ ト(体 重100-150　 g)の 腎 臓 を15　 mlの 緩

衝 液A(1gglucose,12.iigsucrose,2.2　 g　NaHCO,,

zs　 mmo1/L　 L・glutamine,0.84　 g　sodium　 citrate,10

mg/L　 bovine　 serum　 albuminを 含 むHank's　 balanced

salt　solution)で 滋 流 し た 後 摘 出 し た.そ の 髄 質 を 取 り

除 き,皮 質 をimm'大 に ス ラ イ ス して0.25%trypsin

(Sigma　 Chemical　 CoりSt　 Louis,　 USA)　 と0.1%の

collagenase　 A　 ([rom　 Clostridium　 histolyticum,

Boehringer,　 Mannheim,　 Germany)を 含 む 緩 衝 液B

(sodium　 citrateを 含 ま な い 緩 衝 液A)内 に 置 き,ゆ っ

3.細 胞 へ の 圧 負 荷

　 あ らか じ め37℃ に 加 温 さ れ た 圧 負 荷 装 置(model

DV・5・ST;Advantec　 Toyo)内 に,分 離 暖48時 問 初

代 培 養 され た7G細 胞 を 含 む8ウ 柔 ル培 養 ス ラ イ ドを 置

い た,圧 負 荷 装 置 を 密 閉 後,バ ル ブに 接 続 した 三 方 酒 栓

を通 して ヘ リ ウム ガ スで 加 圧 し,三 方 活 栓 の も う一 端 に

接 続 した水 銀 柱 で 内 圧 を 監 視 し圧 負 荷 を 一 定 に 保 った.

最 後 に 圧 負 荷 装 置 全 体 を37℃ に 保 た れ た 培 養 器 内 に 静

置 し,ず り応 力(shear　 stress)や 伸 展 力(stretch)の

影 響 を 極 力 除 い た,壁 に垂 直 に働 く圧 力(transmural

pressure)を12時 間 負 荷 す る こ とに よ り,慢 性 的 な圧

負 荷 効 果 を 評 価 した.な ぜ な らば,予 備 実 験 に お い て3

時 間 の 大 気 圧(atmospheric　 pressure:以 下APと 略

す)お よ びAP+4Q　 mmHgの 加 圧 で は,レ ニ ン分 泌 率

に 有 意 差 を 認 め な か っ た(7.9±3,2%,7.2±3.5%,

n=4)一 方,12時 間 圧 負 荷 は有 意 な変 化 を起 こ したか

らで あ る.加 圧 の 聞,培 養 液 酸 素 分 圧 お よ びpHは 各 々

15514mmHg,7。4±o.iに 保 たれ て い た.本 研 究 にお

い て,transmural　 pressure負 荷 は,　APお よ びAP+

40mmHgに て 行 っ た.　O　mmHgの 加 圧 は 大 気 圧 を 意

味 し,培 養 細 胞 に か け られ たtransmural　 pressureは

:nvivaで の 腎 漉 流 圧 を 反 映 す る もの で は な い.ゆ え に

本 研 究 は,大 気 圧 下 で のtransmura且pressure負 荷 が,

JG細 胞 の レ ニ ン産 生 。分 泌 に 与 え る影 響 を 検 討 した も

の で あ る,ま た.圧 の 増 加 量40mmHgは.正 常 血 圧

者(iao/80　 mmHg)と 明 らか な 高 血圧 患 者(i80/100
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mmHg)に お け る平 均 血 圧 の 差(約40　 mmHg)が 腎

輸 入 細 動 脈 レペ ル まで維 持 され た と仮 定 して 設 定 され,

実 際 に 分 離 され た胃 臓 に お いて,腎 溜 流 圧 を40mmHg

か ら80mmHgへ40　 mmHg上 昇 させ た と き,レ ニ ン

分 泌 が 著 明 に減 少 し,漕 流 圧 を 更 に 上 昇 さ せ て も,そ れ

以 上 の減 少 を認 め なか った,ま た,初 代 培 養 され た ラ ッ

トJG糊 胞 はconfluentで な い た め,　 stretchやshear

stressは 技 術 上 困 難 で あ り,　transmural　 pressureを 用

い て 圧 に よ る影 響 を 検 討 した.各 群 は 少 な くと も2ウs

ル以 上 で構 成 され.測 定 さ れ た指 標 の 平均 値 を 結 果 と し

て採 用 した.

4,レ ニ ン分 泌 率 ・プ ロ レニ ン分 泌 率 。細 胞 内活 性 レ乙

　 ン濃度 ・細 胞 内 プ ロ レニ ン濃 度 ・細 胞 内 総 レニ ン濃度

　 の測 定

　 分 離 後48ff1間 培 養 したJG細 胞 は 。 培 養 液 を 除 去 し

加 温 さ れ た リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(phosphate　 buff・

ered　saline:以 下PBSと 略 す)で2度 洗浄 を 行 っ た後,

1mlのCa"含 有PBSとftに 圧 負 荷 装 置 内 に置 か れ た.

この 際,実 験 開 始 前(Ohr)と 後(12　 hr)の 細 胞 を 含

む 緩 衝 液 は 採 取 ・遠 心 さ れ,上 清 は レ ニ ン 分 泌 率

(renin　secretion　 rate:以 下RSRと 略 す),プ ロ レニ ン

分 泌 率(prarenin　 secretion　 rate:以.ドPRSRと 略 す)

算 出 の ため に 一20℃ で 保 存…され た.ま た,12時 間 圧 負

荷 装 置 内 に 置 か れ た 細 胞 はPBSで 洗 浄 さ れ た 後,細 胞

内 活 性 レニ ン濃 度(active　 renin　 content:以 下ARC

と略 す)・ 細 胞 内 プ ロ レ孟 ン濃 度(不 活 性 レ乙 ン:pro・

renin　content:以 下PRCと 略 す)・ 細 胞 内 総 レニ ン濃

度(活 性+不 活 性 レニ ン;total　 renin　 content:以 下

TRCと 略 す)測 定 の た め,液 体 窒 素 で 凍 結 し 一80℃ で

保 存 され た.凍 結 細 胞 は 且m1の 緩 衝 液(pH:6.0:2.6

mmol/L　 ethylenediaminetetraacetete,1.6　 mmol/L

dimercaprol.,3.4　 mmol/L　 8・hydroxygino且ine　 sulfate,

0.2　 mmol/L　 phenylmethyl　 sultonyl　 fluoride.5

mmol/L　 ammonium　 aceしateを 含 む)で 溶 解 さ れ

12000Gで30分 遼 心 後,上 清 が 採 取 さ れ た.　TRCは

検 体 内 の 不活 性 レニ ンを活 性 化 し,全 レニ ン活 性 を測 定

す る こ とに よ り求 め た.実 際 に は.上 清 検 体(900ｵ1;)

を0℃ 下 で,4mg/ml　 trypsinを 含 む500　 mmol/L

Tris緩 衝 液(pH:7.5:5mmol/L　 CaC』,　o.i%NaCi

azide,　 i%bovine　 serum　 albuminを 含 む)100　 Niで

処 理 し,60分 後 にtrypsin　 inhibitor(最 終 濃 度8mg/

ml;Sigma　 Chemical　 Co.)を 加 え反 応 を 停 止 した.レ

ニ ン 活 性 は,両 側 腎 摘 出 術 後24時 間 経 過 し た

Sprague・Dawleyラ ッ トの 血 漿 を レ ニ ン基 質 と して 検

体 に 加 え,37℃ で1時 間 静 置 し,ア ン ジオ テ ン シ ノ ー

ゲ ンを ア ン ジオ テ ン シ ン1に 変 換 す る 酵 素 活 性 を も って

測 定 し,ア ン ジオ テ ン シ ンIC3,　 radioimmunoassay

(Dinabott　 Radioisotope　 Institute,　Tokyo,　 Japan)を

用 いて 測 定 した.

　 RSR(%)は,以 下 の 式 を 用 い て,細 胞 に 由 来 した

全 活 性 レニ ンの う ち緩 衝 液 中 に 分 泌 され た活 性 レ昌 ンの

比 率 を 計 算 し求 め た;(12時 間 後 の 緩 衝 液 中 レニ ン活 性

一 〇時 間 で の 緩 衝 液 巾 レニ ン活 性)/(12時 間 後 の 細 胞 内

活 性 レニ ン濃 度 十12時 間 後 の 緩 衝 液 中 レ ニ ン活 性 一 〇

時 間 で の緩 衝 液 中 レニ ン活 性).PRSR(%)は,以 下

の式 を用 い て,細 胞 に由 来 した 不 活 性 レニ ンの う ち緩 衝

液 中 に分 泌 さ れ た 不 活 性 レニ ンの比 率 を 計 算 し求 め た:

(12時 間 後 の緩 衝 液 巾 不 活 性 レニ ン活 牲 一 〇時 間 の 緩 衝

液 中 不活 性 レニ ン活 性)/(12時 間 後 の細 胞 内 不 活 性 レニ

ン濃 度+iz時 間 後 の 緩 衝 液 中 不 活 性 レニ ン活 性 一 〇時

間 の 緩 衝 液 中 不 活 性 レニ ン活 性).緩 衝 液 中 不 活 姓 レ ニ

ン活 性 は,緩 衝 液 中総 レニ ン活 性 か ら活 性 レニ ン活 性 を

引 いた 値 と して 算 出 し,細 胞 内 不 活 性 レニ ン濃度 は,細

胞 内総 レ 乙 ン濃 度1か ら活 性 レニ ン濃 度 を引 い た値 と して

算 出 した,

5.実 験 プ ロ トコ ー ル

実 験!.正 常 お よ び 早 期 糖 尿 病 モ デ ル か ら分 離 し たJG

　 　 　 　細 胞 にお い て慢 性 圧 負 荷 が レニ ン産 生 ・分 泌 に

　 　 　 　お よ ぼす 影 響.

　 ク エ ン酸 緩 衝 液 ま た は ス ト レ プ トゾ ト シ ン(65

mg/kg)を 腹 腔 内 注 射 し,7日 経 過 した 正 常 対 照 ま た

は糖尿 病 ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 を,12時 間 のAP

お よ びAP+40　 mmHgの 環 境 下 に 置 き,　RSR,　 PRSR,

ARC,　 PRC,　 TRCを 測 定 した.

実 験z.正 常 お よ び慢 性 期 塘 尿 病 モ デ ル か ら分 離 した

　 　 　 　JG細 胞 に お い て 慢 性 圧 負 荷 が レ ニ ン産 生 ・分

　 　 　 　泌 に お よ ぼ す影 響.

　 ク エ ン酸 緩 衝 液 ま た は ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン(65

mg/kg)を 腹 腔 内 注 射 し,28日 経 過 した正 常 対 照 ま た

は糖 尿 病 ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 を,12時 間 のAP

お よ びAP÷40　 mmHgの 環 境 下 に 置 き,　RSR,　 PRSR,

ARC,　 PRC,　 TRCを 測 定 した.

実験3.イ ンスリン治療された饅性期糖尿病モデルから

　　　　分離 したJG細 胞において慢性圧負荷が レニン

　　　　産生 ・分泌におよぼす影留.

　血糖.ヒ昇効果以外のス トレプ トゾ トシンの直接作用が,

一T271一



慶感 医学 　82巻3s(平 成17隼9月)

慢 性 圧 負 荷 に よ るプ ロ レニ ン活 性 化 ・分 泌 調 節 に 影 暫 を

お よ ぼ した 可 能 性 を 検 討 す る た め,浸 透 圧 ミニ ポ ンプ

(model　 2004;Alzet,　 Palo　Al[a,　USA)を 頚 部 背 側 と

腹 部 の 皮 下 に 移 埴 し,レ ギ3ラ ー イ ン ス リ ン(9U/

kg/day,　 Novolin　 R;Novo　 Nordisc　 Pharma,　 Tokyo.

Japan)に よ る治 療 を4週 間 行 った,1飢 徳 コ ン トo一 ル

状 況 を 確 認 す る た め,血 糖 値 を 週2回 測 定 した.28日

経 過 後,nラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 を,　 t　2時 間 の

APお よ びAP+40　 mmHgの 環 境 下 にartき,　RSR,　 PR

SR,　 ARC,　 PRC,　 TRCを 測定 した,

実 験4.正 常 お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル か ら分 離 した

　 　 　 　 JG細 胞 に お いて慢 性 圧 負 荷 に よ る レニ ン産 生 ・

　 　 　 　 分 泌 調 節 に お け るPLC依 存 性 経 路 の 検 討,

　 ク エ ン酸 緩 衝 液 を 腹 腔 内 注 射 し28日 経 過 した正 常 対

照 モ デ ル ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 を,　PLC明 簿 薬 で

あ るU73122(10ｵmol/L;Sigma　 Chemical　 Co.)と

不 活 性 ア ナ ロ グ で あ るU73343(10ｵmol/L:Sigma

Chemical　 Co.)を 含 む緩 衝液 に 置 き。 置2時 間 のAPお

よ びAP+40　 mmHgの 負荷 の 後,　RSR,　 PRSR,　 ARC,

PRC,　 TRCを 測 定 した.ま た 同 細 胞 を,別 のPLC阻

害 薬 で あ る2・nitr(》4・carboxypheny1りV,淋diphenyl・

carbamate　 200ｵmol/L(以 下NCDCと 略 す,　 Sigma

Chemical　 Co.)を 含 む 緩 衝 液 に 置 き,12時 間 のAPお

よ びAP+40　 mmHgの 負 荷 の後,　RSR,　 PRSR,　 ARC ,

PRC.　 TRCを 測定 した.さ らに,ス トレプ トゾ ト シ ン

(65mgノ 匙g)を 腹腔 内 注 射 し28　 B経 過 した 糖尿 病 モ デ

ル ラ ッ トよ り採 取 したIG細 胞 に お いて も同 様 に,200

ｵmol/LのNCDCを 含 む 緩 衝 液 に細 胞 を 置 き,12時 間

のAPお よ びAP・ ←40　mmHgの 負 荷 の 後,　 RSR,

PRSR,　 ARC,　 PRC,　 TRCを 測 定 した.本 実 験 で 用 い

た 濃 度 のNCDCお よ びU73122は,ア ン ジオ テ ン シ ン

旺負荷や瀧流圧上昇に対する輸入細動脈収縮反応を有意

に抑制 した22,卿,

実 験5.正 常 お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル か ら分 離 した

　 　 　 　JG細 胞 にお い て慢 幌圧 負 荷 によ る レニ ン産 生 ・

　 　 　 　 分 泌 調節 に お け るPLD依 存性 経 路 の 検 討.

　 生 理 食 塩 水 ま た は ス トレプ トゾ トシ ン(65mg/kg)

を 腹 腔 内 注 射 し,28日 経 過 した正 鴬 対 照 お よ び 糖 尿 病

モ デ ル ラ ッ トよ り採 取 し たJG細 胞 を,　 PLD阻 害 薬 で

あ る4・(2・aminoethyD・benzensulfonyl　 fluoride　 100　H

mol/L(以 下AEBSFと 酪 す.　 Sigma　 Chemical　 Co.)

を含 む緩 衝 液 ま た は コ ン トロー ル緩 衝 液 に趾 き,iz時

闇 のAPお よ びAP十40　 mmHgの 負 荷 の 後,　 RSR,

PRSR,　 ARC,　 PRC,　 TRCを 測 定 した.五n　 vitroの 研

究 で,AEBSFはPLC,　 phospholipase　 A2活 性 に 影 響

を 及 ぼ す こ と な くPLD活 性 をRH　 し,そ のIC50!375

Nmol/Lで あ る こ とが 示 され て い るxa.

6.dot　 的 解 析

　 す べ て の測 定 値 は,平 均 ± 標準 誤 差 で 表 した.統 計 学

的 解 析 に はtwo・way　 ANOVAを 用 い て 群 間 比 較 を 行 っ

た 後,Scheffe's　 F・testを 行 っ た.　Pく0.05を 統 計 学 的

有 意 差 あ りと した.

結　　果

1.正 欝 お よ び早 期 嬉 尿 病 モ デ ルか ら分 離 したJG細 胞

　 へ の1曼性 圧 負荷 の レニ ン産 生 ・分 泌 に お よ ぼ す影 響,

　 表1で 示 す よ うに,ス トレプ トゾ トシ ン腹 腔 内 注 射7

日後 の皐 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トは,正n:対 照 ラ ッ トに比

べ低 体Tt・ 高stn糖 で あ ったが,収 縮 期 血 圧 ・尿 蛋 白 量 は

両 群間 で 差 を認 め なか った.

第1表 　コ ン トロー ルお よび ス トレプ トゾ トシン注射 による籍尿屑 モデル ラッ トの体郵 血

圧,尿 螢白量,血 糖m

モYル 欝` 　血圧
(mmHg)

尿蛋 白母
(mg/day)

血糖

(mg/dD

腹 腔 内 注 射 後7日

　 コ ン トロ ー ル(n=6)

　 糖 尿 病(n=6)

腹腔 内注 射1受28日

　 コ ン トロー ル(n=6)

　 穂 尿病(n=6)

149士5

120　 12'

294ｱ6

zi1±9'

izo=z

]16ｱ2

]1912

118ｱ2

11.3t3.3

14.910.8

15.5士1.4

34.814.0'

122土7

362324'

122ｱ6

370*_16'

平均 ± 標準 誤 差 で 表 した..Pく0.05鴨.コ ン トロ ー ル

(liirota　N　et　al;Hypertens　 Res　26:493-501 ,2003のTablel.を 許 可 をiAて 改 変,転 載)
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　 第1図 は,正 常 対 照 ラ ッ トお よ び早 期 糖尿 病 モ デ ル ラ ッ

トよ り採 取 したJG細 胞 に お け る,12時 間 の 圧 負 荷 に

よ るRSR,　 PRSRの 変 化 を 示 した もの で あ る.　 iE常 対

照 ラ ッ トIG細 胞 で は,40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ り,

RSRが61.8'1'1.3か ら24.nｱa.a%へ,　 PRSRが13.6

ｱ1.5か ら4S±is%へ 有 意 に減 少 しf_,一 方,早 期 糖

尿 病 モ デ ル ラ ッ ト)G細 胞 で は,大 気 圧 下 のRSRは

42.5ｱ3.5%で あ り,Fm対 照 ラ ッ トJG細 胞 と比 較 し,

有 意 に 低 値 で あ っ た.ま た,大 気 圧 下 のPRSRは28.3

±4.0%で あ り.正 常 対 照 ラ ッ トJG　 III胞 と比 較 し,有

意 に 高 値 で あ った.早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 の

RSR,　 PRSRは 共 に,40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ っ

て 変 化 せ ず,圧 負 荷 後 のRSR,　 PRSRは そ れ ぞ れ45.9

±3.7%と25.513.1%で あ っ た,以 上 よ り,早wi糖 尿病

モ デ ル ラ ッ トに お い て,慢 性 圧 負 荷1こよ るRSR,　 PRSR

ao

　 80

×

　 40

盤

20

0

*

40

　 　30

§
Vii　20

a

　 　10

**

減 少 反 応 がPll害 され て い る こ とが 明 らか に され た.

　 第2図 は,正 常 対 照 ラ ッ トお よ び早 期穂 尿 病 モ デ ル ラ ッ

トよ り採 取 したJG細 胞 に お け る,12時 間 の 圧 負 荷 に

よ るARC,　 PRCの 変 化 を 示 した もの で あ る,正 常 対 照

ラ ッ ト!G細 胞 で は,40mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ り,

ARCが61.8ｱ4.9か ら43.3ｱ4.1　 ng　of　Ang　 I・h【 ・m

illion　cells'へ と有 意 に減 少 し,　PRCは26.7±5.9か ら

57.3±7.O　 ng　of　Ang　 l・h㌧million　 cells　1へ と有 意 に

増 加 した.早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 で は,大 気

圧 下 のARCは32.7±3.1　 ng　of　Ang　 I・h㌦million

cells'と,　 Tw対 照 ラ ッ トJG細 胞 と比 較 し育 意 に低 値
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第1園 　 正 常 対Aaラ フ トお よ び 早 期 簡 尿 病 モ デ ル ラ ッ トよ

　 り操取 したJG細 胞 に お い て,12時 間 の 圧 負荷 が レ=」 ン

　 分 泌 寧(renin　 secretion　 rate:RSR)。 プ ロ レニ ン分 泌

　 準(prorenin　 Secretion　 rate=PRSR)に お よ ぼ す 影 饗.

　 0大 気 圧 　 ■ 大 気 圧+AO　 mmHg.平 均 土 標 準 誤 蓋 で 表

　 しr_.

　 'p<0.05VS.大 気 圧.●'P<0.05　 vs.コ ン ト ロ ー ル 大 気 圧.

　 (Hiro[a　 N　 et　 al:Hypertens　 Res　 26:A93-501.2003

　 のFI$.1.を 許 可 を 撮 て 改 変,転 載)

*

早期糖尿病モデル

**

*

=1ン トロー ル 早期糖尿病モデル

第2図 　 正常 対 照 ラ ッ トお よ び 早 期 穂 尿 綴 モ デ ル ラ ッ トよ

　 り操 取 した1G細 胞 に お い て,12時 間 の 圧 負 荷 が 細 胞 内

　 Tu　 レ ニ ン濃 度(active　 renin　 content:ARC),細 胞 内

　 プ ロ レ昌 ン濃 度(profenln　 content:PRC)に お よ ぼ す

　 影 留.

口 大 気 圧 ■ 大 気 圧+40mmHg.平 均 士 糠 準 誤 差で 表

　 した.

　 'p<0.05vs,大 気 圧.'.Pく0.os　 VS.コ ン ト ロ ー ル 大 気 屡.

　 (Hirota　 N　 et　 al:Hypertens　 Res　 26:493-501.2003

　 のFig,2.をar可 を 勧 て 改 変,転 載)
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で あ り,大 気 圧 下 のPRCは46.4±5.5　 ng　 of　Ang　 1・

hl・million　 cells.コ と,正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 と 比 較

し有 意 に 高 値 で あ っ た.大 気 圧 に 加 え た40mmHgの

慢 性 圧 負 荷 は,ARCを9.6±i.a　 ngofAngI・h㌦

million　 ce】ISへ と 有 意 に 減 少 さ せ た.こ の 慢 性 圧 負 荷

に よ るARCの 減 少 度(23,8±3.1　 ng　 of　Ang　 I・h'・

million　 cells"')は,正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 に お け る

ARCの 減 少 度(19.2±5.2　 ng　 of　Ang　 I・h'。million

cells"')と 同 様 で あ っ た.早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG

細 胞 で は,大 気 圧 に加 え た40mmHgの 慢 性 圧 負 荷 は.

PRCを70。1±4.2　 ng　 of　Ang　 I・h'・million　 cells　lへ

と 有 意 に 増 加 さ せ,こ の 圧 負 荷 に よ るPRCの 増 加 度

(撰
筐

ω
匡

60

40

20

a

*
**

コントロー ル

(23.7±3.5ng　 of　Ang　 I・h.1・million　 cells.1)は,正

常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 に お け るPRCの 増 加 度(30.7±

6.3ng　 of　Ang　 I・h.1・million　 cells.1)と 同 様 で あ った.

また,正 常 対 照 お よ び 早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞

間 で,大 気 圧 下 のTRCに 差 は な く,い ず れ のJG細 胞

にお いて も40mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ ってTRCは 変

化 しなか っ た.ト リパ ンブ ル ー染 色 に よ る生 存 細 胞 数 の

検 討 で は,早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 に お いて 圧

負荷 前 後 の 生 存 細 胞 数 に差 を 認 め なかhた,
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第3図 　 正 常 対 照 ラ ッ トお よ び 慢 牲 期 糖 尿 癖 モ デ ル ラ ッ ト

　 よ り採 取 したJG細 胞 に お い て.12&SI'olのzn荷 が レニ

　 ン分 泌 率(renin　 secretion　 rate:RSR),プ ロ レニ ン分

　 泌 弔(prorenin　 secretion　 rate:PRSR)に お よ ぼ す 影

　 響.

　 口 大 気 圧 　 日 大 鼠 圧+ao　 mmHg.=r均 士 標 準 誤 差 で 表

　 した.

　 .P<0.05　 vs.大ki圧.`'p<0.05　 V5.コ ン ト0一 ル大 気 圧.

　 (Hirota　 N　et　al:Hypertens　 Res　 2b:493-501,2003

　 のFig.3.を 詐 可 を 徳 て 改 変,転 載)

*

*

コン トロール 慢性期蕾尿病モデル

第4図 　正 常 対 照 ラ ッ トお よ び慢 性 期 糖 尿 屑 モ デ ル ラ ッ ト

　 よ り 採 取 したJG細 胞 に お いて,1?時 間 の 圧 負 荷 が 細 胞

　 内活 憾 レ ニ ン濃 度(active　 renin　 contem二ARC),細 胞

　 内 プ ロ レニ ン濃 度(prorenin　 content=PRC)に お よ ほ

　 す影 留.

　 □ 大 気 圧 　 ■ 大 気 圧+40mmHg,.平 均 士 標 準 誤 差 で 表

　 した.

　 'p<0.05vs..大 気 圧.・ ●p〈0.05　vs.ゴ ン トロー ル にお け

　 る圧 負 〒苛変 化 厭,

(Hirota　 N　 cl　 al:Hypertens　 Res　 26:493-501,2003

のFiB.4.を 許 可 を 碍 て 改 変,転 載)
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廣 田=穂 尿病 ラフ トJG細 胞 の レニ ン産1分 泌調節

2.iE常 お よ び慢 牲 期 糖 尿 病 モ デ ル か ら分 離 したJG細

　 胞 へ の慢 性 圧 負 荷 の レニ ン産 生 ・分 泌 にお よ ぼ す影 響.

　 表1で 示 す よ う に,ス ト レプ トゾ トシ ン腹 腔 内 注 射

28日 後 の慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トは。 正 常 対 照 ラ ッ

トに比 べ 低 体 量 。高 血 穂 ・高 蛋 白尿 で あ っ たが。 収縮 期

血 圧 は両 群 問 で 差 を認 め なか った,

　 第3図 は,iE常 対 照 ラ ッ トお よび 慢 姓 期糖 尿 病 モ デ ル

ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 に お け る,12時 間 の 圧 負

荷 に よ るRSR,　 PRSRの 変 化 を 示 した もの で あ る.正

常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 で は,40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に

よ り.RSRが52.8±2.9か ら24.9±5.4%へ,　 PRSRが

14.9±z.zか ら4.i±i.o%へ 有 意 に減 少 した,一 方,慢

性 期 糖 尿病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 で は,大 気 圧 下 のRSR

は29.9±3.1%と コ ン トロ ー ル ラ ッ トJG細 胞 と比 較 し

有 意 に低 櫨 で あ り,大 気 圧 下 のPRSRは38.7±4。0%と

正 常 対照 ラ ッ トJG細 胞 と比 較 し,有 意 に高 値 で あ った,

慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 でt3,　 RSR,　 PRSR

は共 に40mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ っ て 変 化 せ ず,負

荷 径 そ れ ぞ れ34.7±5.2%,34.0ｱ4.4%で あ った.以 上

よ り,慢 性 期 穂 尿病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 に お い て も,

慢 性 圧 負 荷 に よ るRSR,　 PRSR減 少 反IGが 抑 制 され て

い る こ とが 示 され た.

　 第4図 は,正 常 対 照 ラ ッ トお よび 慢 哲:期糖 尿 病 モ デ ル

ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 に お け る,12時 閻 の 圧 負

荷 に よ るARC,　 PRCへ の影 響 を 示 した もの で あ る.正

常 対 照 ラ ッrJG細 胞 で は,40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に

よ り,ARCが58.5±4.2か ら38.9±2.2　 ng　of　Ang　 I・

h1。million　 cells.匡へ と 有 意 に減 少 し,　PRCは46.7±

4,4か ら60,7±3.5ng　 of　Ang　 1。h.1・million　 cells.1へ

と有 意 に増 加 した、 慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞

で は,大 気 圧 下 のARCは59.7±6.2　 ng　of　Ang　 I。h'・

million　 cells'で あ り,正 常 対 照 ラ ッFJG細 胞 と 有 意

差 を認 め な か っ た.大 気 圧 に 加 え た90mmHgの 慢 性

圧 負 荷 は,ARCを 且5.1±L6　 ng　 of　Ang　 l・h.1・

million　 cells'へ と 有 意 に減 少 させ,こ のARCの 減 少

度(44.5±5.1ng　 of　Ang　 1。hl・million　 cells'.)は,

正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 に お け るARCの 減 少 度(19.5

ｱq.2ng　 of　Ang　 I・h㌦Inillion　 cells.1)と 比 較 し有 意

に 大 きか った.ま た,慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細

胞 で は,大 気 圧 下 のPRCは46.7±12.2　 ng　of　Ang　 1・

h.1・million　 cells.1で あ り,正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 と

同 様 で あ っ た.大 気 圧 に 加 え た40mmHgの 慢 性 圧 負

荷 は,PRCを80.7±18.5　 ng　of　Ang　 I・h.1●million

cells.1へ と有 意 に 増 加 させ,こ のPRCの 増 加 度(34.1

±4.6ng　 of　Ang　 1・h.1・mi1】ion　 cel巳s.1)は,正m対 照

ラ ッ トJG細 胞 に お け るPRCの 増 加 匿(is .0±2.6　 ng

of　Ang　 1・h'・million　 cells')と 比 較 し有意 に大 きか
っ

た.以 上 よ り,慢 性 期 塘 尿 病 モ デ ルJG細 胞 で は
,慢 性

圧 負 荷 に よ るARCの 減 少 とPRCの 増 加 が 増 強 され て

い る こ とが 示 され た ,ま た,大 気 圧 下 のTRCは ,コ ン

トロ ー ル お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 間 に

差 をoGめ なか っ た.ま た,正 常 対 照 お よ び慢 性 娚糖 尿 病

モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 間 で ,大 気 圧 下 のTRCに 差 は な

く,い ずれ のJG細 胞 に お い て も40　 mmHgの 慢 性 圧 負

荷 に よ ってTRCは 変 化 しな か った.ト リパ ン ブル ー 染

色 に よ る生 存 細 胞数 の 検 討 で は,慢 性 期 糖尿 病 モ デ ル ラ ・ソ

ト)G細 胞 に お い て 圧 負 荷 前 後 の生 存 細 胞 数 に 差 を 認 め

なか った.
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第5図 　 イ ンス7ン 治 療 され た 慢 性 期 鱗 尿 病 モ デ ル ラ ッ ト

　 よ り採 取 したJG細 胞 に お い て 。 且2時 間 の 圧 貝 荷 が レ`

　 ン分 泌 率(renin　 secretion　 rate:RSR),プ ロ レ ニ ン分

　 泌 睾(prorenin　 secretion　 rate:PRSR).細 胞 内 活 性 レ

　 ニ ン艘 度(active　 renin　 content:ARC),細 胞 内 プ ロ レ

　 ニ ン濃 度(promnin　 content:PRC)に お よ ぼ す 影響.

口 大 気 圧 　 ■ 大 気 圧 十40mmHg.平 均 ± 標 準 誤 差 で 浅

　 した.　 ●p<0.05vs.大 気圧.

　 (Hirota　 N　et　al:Hyperlens　 Res　 26:493-501,2003

のFig.5.を 許 可 を 得 て 改 変,転 載)
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慶懸 医学　82巻3号(.,:成17W9月)

3.イ ンス リ ン治 療 され た慢 性 期糖 尿 病 モ デ ルか ら分 離

　 したJG細 胞 へ の慢 性 圧 負荷 の レニ ン産 生 ・分 泌 に お

　 よ ぼ す影 響.

　 イ ンス リ ンで治 療 され た 慢 性 期 糖 尿病 モ デ ル ラ ッ トの

血 糖 値 は,4週 の 間124±5mg/dl(85-171　 mg/dlに

分 布)で あ り,正 常 対 照 ラ ・ノトの血 糖 値108±7mg/dl

(89-133mg〆dlに 分 布)と 差 を認 め なか った.ま た,

そ の 体 重 。収 稲 期 血 圧 ・尿 蛋 白gは,そ れ ぞれ280±9

H,11513mmHg,14.4ｱ1.4　 mg/dayで あ った.

　 第5図 は,イ ン ス リ ン治 療 され た慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル

ラ ・7トよ り採 取 したJG細 胞 に お け る,12時 間 の 圧 負

荷 がRSR,　 PRSR,　 ARC,　 PRCに 及 ぼ す 影 響 を 示 した

もの で あ る.イ ンス リン治療 さ れ た慢 性 期 塘 尿 病 モ デ ル

ラ ッ トJG細 胞 に お い て,大 気 圧 に加 え た40　 mmHgの

12時 間 圧 負 荷 は,RSRを59.8±5.2か ら24.5±2.8%

へ 減 少 さ せ,PRSRを14.3±2.2か ら4.8±0.9%へ 減 少

させ,ARCを58.5±6.7か ら36.8±5.7　 ng　of　Ang　 1・

hl・mi】]ion　 cells.1へ 減 少 させ。　PRCを32.8±2.6か ら

58.0±7.9ng　 of　Ang　 I・h㌧million　 ce】lsへ 増 加 させ

た.ま た,イ ンス リン治療 され た慢性 期糖 尿 病 モ デル ラ ッ

トJG細 胞 に お いて,慢 性 圧 負 荷 はTRCに 影響 を お よ

ぽ さな か った.ト リパ ン ブル ー染 色 に よ る生 存 細 胞 数 の

検 討 で は,イ ンス リン治療 され た慢性 期糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ

トJG細 胞 にお いて 圧 負 荷 前 後 の 生 存細 胞 数 に 差 を 認 め

な か った.
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4.正 常 お よ び 慢性 期糖 尿病 モ デ ルか ら分 離 したJG細

　 胞 へ の 慢 性 圧 負 荷 の レニ ン産 生 ・分 泌 調 節 に お け る

　 PLC依 存性 経 路 の 検 討.

　 第6図 は,正 常 ラ ッ トか ら採 取 したJG細 胞 にお い て,

細 胞 をPLC阻p　 ,であ るU73122お よ び この 不 活 性 ア

ナ ロ グ で あ るU73343(各10ｵmol/L)で111処 臥 し た

後,12時 間 の 圧 負 荷 に よ るRSR,　 PRSRを 示 し た もの

で あ る.大 気 圧 下 のRSRはU73122お よ びU73343

処 置 間 で 有意 差 を認 め ず,U73343で 前 処 置 したJG細

胞 で は,40mmHgの 圧 負 荷 に よ り,　RSRが70.8ｱ3.2

%か ら46.5±4.6%へ 有 意 に 減 少 した.一 方,U73且22

で 前 処 置 したJG細 胞 で は,　RSRは40　 mmHgの 慢 性

圧 負荷 に よ る影 響 を受 けず,大 気 圧 下 で73,9±3,9%,

大 気 圧+40mmHg下 で72.4t3.5%で あ った.ま た,

大 気 圧 一ドのPRSRはU73122お よ びU73343処iYI間 で

fii意差 を 認 め ず,　U73343で 前 処 置 したJG細 胞 で は,

40mmHgの 圧 負 荷 に よ り,　PRSRが15.1±2.9%か ら

4,7±1.2%へ 有 意 に 減 少 した.一 方,U73122で 前 処 置

したJG細 胞 で は,　PRSRは40　 mmHgの 慢 性 圧 負荷 に

U73343 U73122

第6図 　 正 常 ラ ッ トよ り採 取 し たJG細 胞 に お い て,　 PしC

　 FII`4薬 で あ るU73122,お よ び 不 活 性 ア ナ ロ グ で あ る

　 U73343存 在 下 で,12時 間 の 圧 負 荷 が レ`ン 分 泌 率

　 (renin　 secretion　 rate:RSR),プ ロ レ ニ ニ!分 泌 率

　 (prorenin　 secretion　 rate:PRSR)に お よ ぼ す 影 聾.

　 0大 気 圧 　 ■ 大 気 圧+40mmHg,平 均 ±標 準 誤 差 で 表

　 し た.　 'p<0.05VS.大 気圧.

　 (}iirota　 N　et　al:Hypertension　 39[part　 2]:363-367,

　 2002のFig.　 z,の 一 部 を許 可 を 得 て改 変,転 載)

よ る影 響 を 受 けず,大 気 圧 下 で14.9±3.1%,大 気 圧+

40mmHg下 で13.6±2.8%で あ った.こ れ ら結 果 か ら,

U73122前 処 置 に よ るPLC阻 害 は,慢 性 圧 負 荷 に よ る

レニ ンや プ ロ レニ ンの分 泌 抑 制 を阻 害 す る と考 え られ た.

　 第7図 は,正 常 ラ ッ トか ら採 取 したJG細 胞 に お いて,

細 胞 をPLC阻 霊 薬 で あ るU73122お よ び この 不 活 性 ア

ナ ロ グ で あ るU73343(各10ｵmol/L;)で 前 処 置 した

後,12時 間 の圧 負 荷 に よ るARC,　 PRCを 示 し た もの

で あ る,U73343前 処 趾JG細 胞 で は,40　 mmHgの 慢

性 圧 負 荷 は,ARCを55.4±4.4か ら3L9±4.3　 ng　of

Ang　 I・h.1・million　 cells.'へ 減 少 させ,　 U73122前 処

置JG細 胞 に お い て も55.5±L9か ら35.6±2.O　 ng　of

Ang　 I・hl・million　 cells'へ 減 少 さ せ た.こ れ ら慢 性
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た.以 上 よ り、NCDC前 処 置 に よ るPLC阻 害 も,慢 性

圧 負 荷 に よ る レニ ンや プ ロ レニ ンの分 泌 抑 制 を阻 害 す る

こ とか ら,PLCが 慢 性 圧 負 荷 に よ る レニ ンや プ ロ レニ

ンの 分 泌 抑 制 機 序 に関 与 す る と考 え られ た,NCDC前

処 置JG緬 胞 に お い て,　 ARCは 慢 性 圧 負 荷 に よ っ て

50.8±9.5か ら28.0ｱ5.O　 ng　of　Ang　 I・h,・million

cells'1へ 減 少 した.ま た,　PRCも 慢 性 圧 負 荷 に よ って

48.9±7.6か ら672±6.7ng　 of　Ang　 l・h.L・million

cells-1へ 増 加 した.　NCDC前 処 置JG細 胞 のTRCは,

慢 憾 圧 負 荷 に よ っ て影 響 を受 けず,圧 負荷 前 後 で それ ぞ

れ107。8±8.9と93.5±5.9ng　 of　Ang　 l・h'・million

cells.'で あ った.こ れ らARC。 　PRCの 変 化 の 傾 向 は,
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第9図 　 慢 性 期 穂尿 病 モ デ ル ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞

　 に お い て,PLC阻 害 薬 で あ るNCDCの 存 在 下 で,12時

　 間 のffa荷 が レニ ン分泌 鄭(renin　 secretion　 rate:RSR),

　 プ ロ レ ニ ン分泌 痢(prorenin　 secretion　 rate:PRSR).

　 細 胞 内 活 性 レニ ン椴 度(active　 renin　content=ARC).

　 細 胞 内 プ ロ レ ニ ン譲 度(prorenin　 content:PRC)に お

　 よぼ す 影 響,

　 口 大 気 圧 　 ■ 大;itfZ十40　 mmHg.　 F均 ± 標 準 誤 差 で 汲

　 した.　 .P<0ρ5　 vs.大 気 圧.

　 (Hirota　 N　et　al:Hypertension　 Res　26:A93-501.2003

　 のFig..6,の 一%Sを 許 可 を 織 て改 変,転 載)

NCDCで 処 置 しな か った 正常 ラ ッ トJG細 胞 に お け る も

の と同 様 で あ った.ト リパ ンブ ル ー染 色 に よ る生 存 細胞

数 の 検 討 で は,NCDC前 処 置JG細 胞 に お い て 圧 負 荷 前

後 の生 存細 胞 数 に差 を認 め なか った.

　 第9図 は,慢 性 期 糖 尿 肩 モ デ ル ラ ッ トよ り採 取 し た

JG細 胞 をNCDC(200　 Nmol/L)で 前処 置 し12時 間 の

圧 を 負荷 した 際 のRSR,　 PRSR,　 ARC,　 PRCの 変 化 を

示 した もの で あ る.NCDC前 処 置 した 慢 性 期 糖 尿 病 モ

デ ル ラ ッ トJG細 胞 に お い て,12時 間 圧 負 荷 前 後 の

RSRは そ れ ぞ れ40,2±2。4%と40.2ｱ3.2%で あ り,12

時 悶 圧 負 荷 前 後 のPRSRは そ れ ぞ れ19.8±o.aと17.9

±2.3%で あ った,こ れ らか ら,慢 性 期塘 尿 病 モ デ ル ラ ッ

トJG細 胞 に お いて も,　NCDC処 置 に よ るPLC阻 害 は

糧 性 圧 負 荷 に よ るRSR,　 PRSR減 少 反 応 を 抑制 す る こ

と が 示 され た.NCDC前 処 置 した 憧 性 期 瘡 尿 病 モ デ ル

ラ ッ トJG細 胞 に お い て,40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷 は,

ARCを38.8±5,5か ら13.4±2.O　 ng　o正Ang!・hl・

million　 cells.脚へ と有 意 に減 少 させ,　 PRCを68.3±6.4

か ら85,0±2.8ng　 of　Ang　 I・h'o・million　 cells.1へ と

有 意 に増 加 させ,TRCに は 影 響 を お よ ぼ さ な か っ た.

これ らARC,　 PRCの 変 化 の 傾 向 は,　NCDCで 処 置 しな

か っ た 慢 性 期 糖 尿 病 ラ ッ トJG細 胞 に お け る も の や

NCDC前 処 置 した正 常 ラ ッ トJG細 胞 に お け る もの と同

様 で あ った.ト リパ ン ブ ルー 染 色 に よ る生 存 細 胞 数 の 検

討 で は,NCDCで 前 処 置 さ れ た慢 性 期 穂 尿 病 モ デ ル ラ ッ

トJG細 胞 に お いて 圧 負 荷 前 後 の 生 存 細 胞 数 に 差 を認 め

なか うた.

5.正 常 お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ルか ら分 離 したJG細

　胞 へ の慢 性 圧 負 荷 に よ る レニ ン産 弛 ・分 泌 調 節 に お け

　 るPLD依 存 性経 路 の 検討.

　 第io図 は,　 PLD陽 轡 薬 で あ るiooｵmol/Lの

AEBSFで 前 処 置 した 正 常 ラ ッ ト由 来JG細 胞 に12時

間 の 圧 を 負 荷 した 際 のRSR,　 PRSR,　 ARC,　 PRCを 示

した もの で あ る.AEBSF前 処 置JG細 胞 に お い て,40

mmHgの 慢 性 圧 負 荷 に よ り,　RSRは68,8±3.4か ら

43.9±3.5%へ 有 意 に減 少 し,PRSRも13.6±2.3%か ら

5.4±1.0%へ 有 意 に減 少 した.ま た,ARCは40　 mmHg

の書曼性 圧 負 荷 に よ って 影 響 を受 けず,圧 負 荷 荊 後 で そ れ

ぞ れ66.4±13.2と59.4±14.4ng　 of　Ang　 l・h'・mil

Iion　cells'で あ っ た,　PRCも40　 mmHgの 慢 性 圧 負 荷

に よ って 影 響 を 受 け ず,圧 負 荷 前 後 で そ れ ぞ れ48,6圭

9.8と45.917.2ng　 of　Ang　 I・h.1・million　 cells'で あ っ

た,TRCはAEBSF処 置 に よ る 影 響 を 受 け ず,40

mmHgの 慢 性 圧 負 荷 前 後 で そ れ ぞ れ115.2±8,4と

一T278一
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慶 顧 医学 　 82巻3号(,i,成17Sf　 9月)

ARC減 少反応,　PRC増 加反応を抑制することが示され

た.ト リパ ンブルー染色による生存細胞数の検討では,

AEBSFで 前処置 された慢性期穂尿病モデルラットJG

細胞において圧負荷前後の生存細胞数に差を認めなかっ

た.

考　　察

　 正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 にお い て,12時 間 の 圧 負 荷

はTRCに 影 響 を お よ ぼす こと な くRSR,　 PRSR,　 ARC

を減 少 させ,PRCを 増 加 さぜ た.細 胞 内 で 既 に活71:化

した レニ ンの 再 不 活 性 化 が 起 こ ら な い な らば,JG　 GUI胞

に お い て慢 性 圧 負 荷 は レニ ン分 泌,プ ロ レニ ン分 泌,プ

ロ レニ ンか ら レニ ンへ の プ ロセ ッ シ ングを 抑 制 す る と考

え られ た.一 方,畢 期 お よ び慢 性 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ ト

JG細 胞 にお い て,12時 間 の 圧 負 荷 は,　RSR,　 PRSR,

TRCに 影 響 を お よ ぼ す こ と な くARCを 減 少 さ せ,

PRCを 増 加 させ た,こ のPRC増 加反 応 は,.r_対 照 ラ ッ

トJG細 胞 と比 べ,'早 期 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 で

差 を 認 め なか ったが,慢 性 期糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細

胞 で は,有 意 に増 強 して い た.さ らに,イ ンス リンに よ

る 徳 尿 病治 療 で 血 糖 を正 常 化 させ た場 合 に は,慢 性 期 糖

尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 にお け る,慢 性 圧 負 荷 に よ る

レニ ン ・プ ロ レニ ン調 節 の 障 害 を 改 善 した.こ れ ら結 果

よ り,糖 尿 病 の進 行 に連 れ て,慢 性 圧 負 荷 に よ るJG細

胞 か らの レニ ン分 泌抑 制 や ブ0レ ニ ン分 泌 抑 制 は減 弱 し,

慢 性 圧 負 荷 に よ るJG細 胞 内 の プ ロ レニ ンか ら レニ ンへ

の プ ロセ ッ シ ング抑制 は増強 す る こ とが 示 され た.ま た,

本 研 究 の 予 備 実 験 に お いて,0.i　 PS/mlの ス トレブ トゾ

トシ ンのJC細 胞 へ の 工2時 間 暴 露 は,　TRCを 有 意 に減

少 させ た(ス ト レプ トゾ ト シ ン存 在 下 ・非 存 在 一ド各 々

50.2±7.0,98.2±2.1ng　 O(Ang　 I・h1●mil旦ion　 cells　l,

n=4)が,早 期 また は慢 性 期糖 尿 病 モデ ル ラ ッ トJG細

胞 に お け る大 気[['ドTRCは,各 々 の正 常 対 照 と同 様 で

あ った た め,本 研究 の実 験 桔 果 に ス トレプ トゾFシ ンの

急 性 毒 性 効 果 は関 遮 が 無 い と考 え られ た.

　 従 来 の 研 究2ぽ り,慢 性 圧 負荷 に よ るRSRの 抑 制 は,

細 胞 外 カ ル シ ウム濃 度 と カ ル シウ ム チ ャ ネ ル に依 存 し,

細 胞 内 カル シ ウ ム貯 蔵 の 枯 渇 は慢 性 圧 負 荷 に よ るRSR,

ARC減 少 反 応 を 抑 制 す る こ とが 明 らか に され て い る,

これ らの 実 験 結 果 よ り,禍 性 圧 負 荷 は,JG細 胞 に お い

て カル シウ ム の細 胞 内 流 入 を刺 激 す るだ け で な く細胞 内

カル シ ウム貯 蔵 に依 存 した機 構 で,レ ニ ン分 泌 ・プ ロ レ

ニ ン活 性 化調 節 に関 与 す る こ とが 示 唆 され て いた.PLC

は.phosphatidylinositol　 4.5・biphosphateを 加 水 分解

し,イ ノ シ トー ル3ljン 酸 と12・diacylglycerolを 産 生

邑す る こ とが 知 られて お り
,こ れ ら は細 胞 内 カ ル シ ウ ム ス

トアか らの カ ル シ ウ ム放 出 を 促 し。protein　 kinase　 C

を活 性 化 す る:51,ま た,PLDは,　 phospha[idylcholine

をcho】ineとphosphatidic　 acidに 加 水 分 解 し,

phosphatidic　 acidは イ ノ シ トー ル3リ ン酸 産 生 を 刺 激

し,細 胞 内 カ ル シウ ム を動 員 す るzmsri.し た が って,　JG

細 胞 へ の 燈 性 圧 負荷 に よ る レニ ン産 生 ・分 泌 調 節 機 序 に

お いて,PLCま た はPLD依 存性 経 路 が 関 与 す る可 能 性

が 考 え られ,本 研 究 で は これ ら機 序 にっ い て も検 討 を加

え た.正 常 ラ ッ トJG細 胞 に お い て,　PLC阻 害 薬 で あ る

NCDC,　 U73122の 存 在 一ドで,12時 間 の 圧 負 荷 はARC

減 少 反 応 やPRC増 加 反 応 に影 響 を与 え る こ とな くRSR

減 少 反 応 やPRSR減 少 反 応 を抑 制 した,し た が って,

慢 性 圧 負 荷 に よ るJG細 胞 か らの レニ ン 。プ ロ レニ ン分

泌 調 節 に,PLC依 存 性 の カ ル シウ ムチ ャ ネル が 関 与 す

る こ とが 示 唆 さ れ た.一 方,栖 尿 病 モ デ ルJG細 胞 に お

いて,慢 性 圧 負 荷 に よ る レニ ン ・プ ロ レニ ン分 泌 調節 は

ua害 され て お り,　NCDCに よ るPLC阻 害 は既 に陣 害 さ

れ た レニ ン ・プ ロ レニ ン分 泌調 節 に影響 を与 え な か うた.

また,輸 入 細 動 脈 平 滑 筋 細 胞 が 発 生過 程 で 変 異 した もの

がJG細 胞 で あ るか ら2脇,そ の 圧 負 荷 に よ る細 胞 内 カ

ル シ ウ ム動 員 の メ カニ ズ ム はJG細 胞 に お い て も維 持 さ

れ て い る と考 え られ る が,以 前 の 研究 で9。創,ス トレプ

トゾFシ ン誘 発 糖尿 病 に お い て認 め られ る圧 負荷 に よ る

輸 入細 動 脈 収 縮 陳 害 は,竃 位 依 存性 カ ル シ ウム チ ャネ ル

の 機 能 異 常 が 原 因 で あ る こ とが 報 告 さ れ て い た.さ らに

こ の 機 能 異 常 の 原 因 の 一 つ と してprotein　 kinase　 Cが

関 与 す る チ ャネ ル活 性 の 低 下 が 考 え られss.,糖 尿 病 ラ ッ

トJG細 胞 で は,　PLC依 存 性 カル シウ ム シ グ ナ ルが 蹟 害

され る こ とが 示唆 さ れ た.ま た,糧 性 圧 旦 荷 によ る プ ロ

レニ ン分 泌 調節 陣 害 が,既 に糖 尿 病 早 期 か ら認 め られ 慢

姓 期 ま で 維 持 され て い た こ と よ り,高 血 糖 そ の も の が

PLC依 存 性 の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル を 陣 害 し,そ れ に よ

りJG細 胞 の 慢 性 圧 負 荷 によ る細 胞 外 分 泌 調 節 を 障 害 し

て い る可 能 性 が 考 え られ た.こ の 推 測 は,細 胞 を高 糖 濃

度 環 境 下 に置 くと,細 胞 儲 小 に よ って 伸 展 受 容 体 が 活 性

化 し細 胞 内 カ ル シ ウ ム濃 度 基 礎 値 が 上 昇 す る こ とに よ っ

て 各 種 刺 激 に よ る細 胞 内 カル シ ウ ム動 員 が 陳 害 され る と

い う従 来 の 報 告STに よ り支 持 され る.

　 PLD阻 害 薬 で あ るAEBSFの 存 在 下 でt3.12時 間 の

ii負 荷 はRSR減 少 反 応 やPRSR減 少 反 応 に影 響 を与 え

る こ とな くARC減 少 反 応 やPRC増 加 反 応 を 抑 制 した.

この慢 性 圧 負 荷 に よ る細 胞 内 プ ロ レニ ンの 蓄 積 は,正 常

対照 ・糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 で 同 様 に認 め られ た
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こ と よ り,慢 性 圧 負 荷 はPLDに 依 存 す る機 序 で プ ロ レ

ニ ンか ら レニ ンへ の 変 換 を抑 制 し,細 胞 内 プ ロ レニ ンを

蓄 鎖 させ た と考 え られ た.そ の 機序 と して は,細 胞 内 プ

ロ レ ニ ン穎 粒 の 輸 送 が 関 与 す る 可 能 性 が 示 唆 され る.

PLDお よ び そ の 脂 質 産 生 物 で あ るphosphatidic　 acid

は,endoplasmic　 reticulumか ら ゴ ル ジ装 置 へ の 小 胞

体輸 送 に必 須 で あ る こ とが 知 られ て い る34,.ゴ ル ジ装 蹟

は プ ロ レニ ン活 性 化 の 場 で あ るの で 訪',慢 性 圧 負 荷 に よ

る プ ロ レニ ン活性 化 抑 制 機 序 に,プ ロ レニ ンを 含 む 小 胞

体 のPLD依 存性 輸送 が 関 与 して い る可 能 性 が あ る.そ

の 他 の 機 序 と して,phosphatidic　 acidはDNA合 成 調

節 作 用 を 有 す る こ と か ら]61311,慢 性 圧 負 荷 に よ って 刺 激

され たPLD由 来 のphosphatidic　 acidが,プ ロ レニ ン

活性 化酵素 の 酵素 活性 に関 連 した遺伝 子 の 発現 調 節 を行 っ

て い る可 能 性 も考 え られ た.

　 慢性 圧 負 荷 によ る細 胞 内 プ ロ レニ ンの 蓄 積 は,早 期 糖

尿病 モ デ ル ラ ッ トJG細 胞 に 比 べ,慢 性 期 糖 尿 繍 ラ ッ ト

モ デ ルJG細 胞 で 有 意 に 増 強 して い た,し た が って,こ

の増 強 反 応 は細 胞 が慢 性 的 に高 濃 度 の 糖 質 に さ ら され た

結 果,二 次 的 に生 じた 変 化 で あ る こ とが 推 測 され た.従

来 の研 究 で は,高 血 糖 は 紐胞 内 ミ トコ ン ド リア にお け る

reactive　 oxygen　 species(ROS)の 産 生 過 多 を 引 き起

こす こ と が 報 告 され て い るxi,　 Transmural　 pressure

は.1血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い てROS生 成 を 刺 激 し391,

PLD依 存 性 経 路 も ま た 血,'r平 滑 筋 細 胞 に お い て

NADPH　 oxidase依 存 性 にROSを 産 生 す る のzy,.。 〕,

JG細 胞 が 慢 性 的 に 高1(II糖に 暴 露 され る と,産 生 され た

ROSに よ る ネ ガ テ ィブ フ ィー ドバ ッ ク を 介 し て圧 依 存

性PLD経 路 の 抑 制 が 起 こ る可 能 性 も考 え られ る.ま た

ROSは,レ ニ ン と レニ ン結 合 蛋 白 の 複 合 体 で あ る不 活

性 高 分 子量 レニ ンの 形 成 を 刺 激 す る こ とが 報 告 され て お

り3-D,慢 性 圧 負 荷 お よ び糖 尿 偶 に よ る高 血 糖 は,ROS

活 性 を 増加 させ る こ と によ って1G細 胞 に お け る活 性 レ

ニ ンか ら不 活 性 レニ ンへ の 変 換 を 引 き起 こす 可 能 性 も考

え ら れ た.さ ら にROSは.1血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い て

cyclic　GMP形 成 を 阻 害 す る11),　cyclic　GMPは 活 性 レ

ニ ンの 形 成 を 刺 激 す る ためzii,　JG細 胞 に お け る 圧 依 存

性PLD経 路 は,　Ros産 生 を 介 して 細 胞 内cyclicGMP

レベ ル を抑 制 す る こ と によ り活 性 レニ ン形 成 を1(II制す る

こ と も考 え られ る.

臓 よ り採 取 し たJG細 胞 の 初 代 培 養 に お い て,12時 間

の 圧 負 荷 が レニ ン ・プ ロ レ ニ ンの 分 泌 と細 胞 内 にお け る

プ ロ レ」」ンか ら レニ ンへ の プ ロ セ ッ シ ン グに 及 ぼ す 影 響

と その 機 序 を検 討 し,以 下 の 結 果 を得 た.

i.12時 間 の 圧 負 荷 は 正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 に お い

　 て,レ ニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ンか ら レ

　 乙 ンへ の プ ロセ ッ シ ング を いず れ も抑 制 したJRI.

2.早 期 糖 尿 病 ラ ッ トJG細 胞 で は,且2時 間 の 圧 負 荷

　 は レニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ン分 泌 を 抑 制 せ ず 、 プ ロ レニ

　 ンか ら レニ ンへ の プ ロ セ ッ シ ン グの み 正 常 対 照 ラ ッ ト

　 JG細 胞 と同程 度 に抑 制 しt　 ,

3.慢 性 期 糖 尿 病 ラ ッ トJG細 胞 で は,12時 間 のr[負

　 荷 は レニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ン分 泌 を 抑 制 せ ず,プ ロ レ

　 ニ ンか ら レニ ンへ の プ ロセ ッ シ ング の み抑 制 した が,

　 そ の 抑 制 度 は.正 常 対 照 ラ ッ トJG細 胞 や 早 期 糖 尿 病

　 ラ ッ トJG細 胞 の それ よ り も有 意 に大 きか った.z..

4.イ ンス リ ン治 療 に よ り1血1糖を 正常 域 に コ ン トロ ー ル

　 した慢 性 期 糖 尿 病 ラ ッ トよ り採 取 したJG細 胞 で は.

　 且2時 間 の 圧 負 荷 が レニ ン ・プ ロ レニ ンの 分 泌 と プ ロ

　 セ ッ シ ング に与 え る影 響 は,正 常 対 照 ラ ッ トJG　 dill胞

　 に お け るそ れ と同 様 で あ ったem.

s.PLC阻 害 薬 で あ るNCDC,　 U73122は,正 常 対 照

　 ラ ッ トJG細 胞 に お い て,12時 間 の 圧 負 荷 に よ る レ

　 ニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ン分 泌 の 減 少 反 応 を 抑 制 した.し

　 か しな が ら,12時 間 の 圧 負 荷 に よ る レニ ン分 泌 ・プ

　 ロ レニ ン分 泌 が 既 に 抑 制 さ れ て い る糖 尿 病 ラ ッ トJG

　 細 胞 に お い て,NCDCは 影 響 を 及 ぼ さ な か った43"3',

6.PLD阻 害 薬 で あ るAEBSFは,正 常 対 照 ラ ッ トJG

　 細 胞 ・糖 尿 病 ラ ッ トIG細 胞 い ず れ に お い て も,12

　 時間 の圧 負 荷 に よ るプ ロ レニ ンか ら レニ ンへ の プ ロ セ ッ

　 シ ン グ抑 制 反 応 を 抑 制 したleil3'..

　 以 上 の 結 果 よ り,JG細 胞 に お い て 慢 性 圧 負 荷 は,

PLC依 存 性 経 路 で レ ニ ン分 泌 ・プ ロ レニ ン 分 泌 を抑 制

し,PLD依 存 性 経 路 で プ ロ レニ ンか ら レ ニ ンへ の プ ロ

セ ッ シ ン グを 抑 制 す る こ とが 示 され た.こ のPLD依 存

性 経 路 に よ る プ ロ レニ ンか ら レ ニ ンへ の プ ロセ ッ シ ング

抑 制 は,糖 尿病 の 進 行 とと もに増 強 し,さ らに糖 尿病 ラ ッ

トのJG細 胞 で は圧 に よ う て 分 泌 が 抑 制 され な い た め,

糖 尿 病 に お け る血 中 プ ロ レニ ン濃 度 増 加 の原 因 の 一 っ で

あ る 可能 性 が 考 え られ た.
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