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概 要 ヒトを含む哺乳類の腎臓は、細胞外液量（ECF）・浸透圧・pHならびに電解質組成を保持している唯一の器官

である。過剰な食塩摂取の他、上皮型Na+ チャネル（ENaC）の発現異常（Liddle症候群）やRenin-Angiotensin 
-Aldosterone系などの調節系の異常は、ECF量の増加を招き、高血圧・動脈硬化・腎硬化・心肥大等の心・腎・血管系の

障害を引き起こす。ECF量を適切に保つため、糸球体濾過量（GFR）を精妙に腎内制御する尿細管糸球体フィードバック

（TGF）機構の働きは、重要である。哺乳類腎臓には3種類のNOSが発現している：神経型（nNOS）、誘導型（iNOS）、内

皮型（eNOS）。nNOSは、神経・心筋においてconstitutiveに発現することが知られているが、MD細胞、IMCD（髄質内層

集合管）細胞における発現は誘導的inducibleである。我々は、培養NE-MD細胞を使って、溶液の[Cl-]変化に応答し発

現するnNOS蛋白とその活性調節機構を明らかにする事を目的とする。本研究は、塩分過剰摂取による心・腎・血管系の

障害を未然に防ぐ対策を講じる上で、医学的に非常に重要である。 
研究結果 nNOS 蛋白発現・活性調節：pH 依存性 
NE-MD 細胞株にフロセミド（12 µM）を投与し、誘導された nNOS 蛋白を Western blotting で測った。L-arginine（Arg）誘

導-NO 産生量は、NO 電極法（WPI 製）で測った。nNOS 蛋白発現量と NO 産生量は、フロセミドに incubation している時

間依存性で、L-Arg の濃度依存性であった（Fig. 1）。L- Arg 誘導-NO 産生量は、7-NI（nNOS の特異的阻害薬）でほぼ完

全に抑制された（Fig. 2）。さらに、L- Arg 誘導 NO 産生量は、pH = 7.1（incubation 溶液）で有意に低下した（Fig. 3）。フロ

セミド誘導 nNOS 蛋白発現量は、EIPA（NHE 阻害薬）存在下で有意に低下した。L-Arg 誘導 NO 産生量も、同様に低下し

た（未発表）。さらに、低（1/10）Cl-溶液で 2 時間培養した NE-MD 細胞の nNOS 蛋白発現量・NO 産生量は有意に増加し

た。一方、低（1/10）Na+溶液で培養した NE-MD 細胞の場合、nNOS 蛋白発現量は有意に増加したが、NO 産生はほとん

ど増加しなかった（Fig. 4）。 
 
１．背景・研究目的 

ヒトを含む哺乳類の腎臓は、細胞外液量（ECF）・浸透

圧・pHならびに電解質組成を保持している唯一の器官で

ある。過剰な食塩摂取の他、上皮型Na+チャネル（ENaC）

の 発 現 異 常 （ Liddle 症 候 群 ） や Renin-Angiotensin 
-Aldosterone系などの調節系の異常は、ECF量の増加を

招き、高血圧・動脈硬化・腎硬化・心肥大等の心・腎・血

管系の障害を引き起こす。ECF量を適切に保つため、糸

球体濾過量（GFR）を精妙に腎内制御する尿細管糸球体

フィードバック（TGF）機構の働きは、重要である 1,2)。TGF
機構の中心的役割を果たす腎macula densa（MD）細胞に

おいて、膜輸送体相互関係や細胞内・外シグナル伝達

機構に関して未解明の点が多く残されている。MD細胞

は、糸球体濾液（遠位部尿細管－管腔内液）の塩濃度

（[NaCl]）変化を感知し、同一ネフロンのメサンギウム細胞

を含む傍糸球体装置（JGA）にシグナルを送り、GFR量調

節を行う 1,2)。その調節の第１ステップは、MD細胞の管

腔側に位置する  Na-K-2Cl共輸送体（NKCC2）による

NaCl流入量の増減の感知と考えられる。例えば、NaCl流
入量の減少を感知すると、JGAに化学シグナル（アデノシ

ン，ATPなど）が放出されると共に、神経型一酸化窒素合

成酵素（nNOS：neuronal nitric oxide synthase） 3)やシクロ

オキシゲナーゼ-2（COX-2：cyclooxygenase-2）  4)の発現

量の増加が起こる。しかし、NKCC2を介したこれら分子群

の活性化に関わるシグナル伝達経路についての分子機

構解明は、一行に進んでいない。その大きな理由の一つ

として、遺伝子工学的に純粋に単離されたMD細胞株

（NE-MD）が存在しなかったからである 5)。2005年以前に

MD細胞株として報告されたものは、特定のlectinで標識

さ れ た 腎 細 胞 を セ ル ソ ー タ ー で 回 収 し て 得 ら れ た
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MMDD1細胞があった 6)。しかし、ネフロンの他セグメント

細胞の混入および増殖を示唆する所見があり 7)、この細

胞を用いて生理学的、生化学的、分子生物学的解析を

行うことには疑問が残る 
哺乳類腎臓には3種類のNOSが発現している：神経型

（nNOS）、誘導型（iNOS）、内皮型（eNOS）。nNOSは、神

経・心筋においてconstitutiveに発現することが知られてい

るが、MD細胞 3,5)、IMCD（髄質内層集合管）細胞におけ

る発現は誘導的inducibleである。我々は、培養NE-MD細

胞を使って、溶液の[Cl-]変化に応答し発現するnNOS蛋

白とその活性調節機構を明らかにする事を目的とする。

本研究は、塩分過剰摂取による心・腎・血管系の障害を

未然に防ぐ対策を講じる上で、医学的に非常に重要であ

る。 
 
２．研究計画・方法 
（1）NE-MD 細胞における nNOS 蛋白の発現機構： 

NE-MD細胞の培養液にフロセミド（12 µM）を投与し、0, 
2, 5時間後のnNOS蛋白発現量および活性をWestern 
blottingとNO産生量で解析する。フロセミド刺激に代えて、

細胞外液のNa＋濃度を1/10に（1/10 Na＋群）、Cl-濃度を

1/10に（1/10 Cl-群）した時の、発現誘導解析を行い、フロ

セミド刺激と比較する。さらに、細胞外液のpH酸性化や0 
Ca2+濃度が、nNOS蛋白の発現や活性にどう影響するかを

調べる。 
（2）NO 感受性電極による NO 産生機構の解析： 

フロセミドや低NaCl溶液でnNOS蛋白を誘導させた

NE-MD細胞に、基質（L-arginine）を投与し、産生された

NO量をNO電極装置（WPI製, USA）で測定する。nNOS
活性に細胞内Ca2+, pHが影響するメカニズムを明らかに

する。 
（3）細胞内 pH，Ca2+の測定： 

NO産生時の細胞内pH, Ca2+の役割を調べるために、

蛍光分光計（Argus HiSca, 浜松ホトニクス）や共焦点レー

ザー顕微鏡（LSM510, Zeiss）によって細胞内pH，Ca2+の

時間的・空間的変化を測定する。 
 
３．研究結果 
nNOS 蛋白発現・活性調節：pH 依存性 

NE-MD細胞株にフロセミド（12 µM）を投与し、誘導され

た nNOS 蛋 白 を Western blotting で 測 っ た 。 L-arginine 
（Arg）誘導-NO産生量は、NO電極法（WPI製）で測った。

nNOS蛋白発現量とNO産生量は、フロセミドにincubation
している時間依存性で、L-Argの濃度依存性であった（Fig. 
1）。L- Arg誘導-NO産生量は、7-NI（nNOSの特異的阻害

薬）でほぼ完全に抑制された（Fig. 2）。さらに、L- Arg誘導

NO産生量は、pH = 7.1（incubation溶液）で有意に低下し

た（Fig. 3）。フロセミド誘導nNOS蛋白発現量は、EIPA 
(NHE阻害薬)存在下で有意に低下した。L-Arg誘導NO産

生量も、同様に低下した（未発表）。さらに、低（1/10）Cl-溶

液で2時間培養したNE-MD細胞のnNOS蛋白発現量・NO
産生量は有意に増加した。一方、低（1/10）Na+溶液で培

養したNE-MD細胞の場合、nNOS蛋白発現量は有意に

増加したが、NO産生はほとんど増加しなかった（Fig. 4）。 
 
 

 

 

 
Figure 1.  nNOS Expression and Nitic Oxide Production. 
Expression of nNOS protein increased time-dependently in 
NE-MD cells. Numbers indicate time (hours) after application of 
12 µM furosemide to the bathing solution (upper panel). 
Time-dependent increase of NO production was obtained from 
NE-MD cells incubated with the same experimental conditions. 
(lower panel). 
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Figure 2.  Effect of 7-nitroindazole (7-NI) on NO Production.  A. Time-course of NO production with or without incubation of 
furosemide. Note that L-Arg-induced NO was completely inhibited in the presence of 7-NI.  B. A summary of Fig. 2A. 

 

 
Figure 3.  Effect of Acidification on NO Production.  A. Time course of NO production in control (pH 7.4) and in acidification (pH 7.1).  
B. A summary of Fig. 3A. 

 

 
Figure 4.  Effects of Low [NaCl] on nNOS Protein and NO Productions.  Although nNOS protein and NO productions increased in Low 
Cl solution (right panel), NO production has been completely inhibited in Low Na solution (left panel). 
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４．考 察 
NE-MD細胞株におけるnNOS蛋白発現・活性は、細胞

内へのNaCl流入量低下で誘導され、酸性pH感受性であ

った。管腔内液の低 [NaCl]は、MD細胞においてnNOS
蛋白発現を誘導するが、細胞内pHiも同時に低下し、NO
産生量（増加量）は抑制させる。この実験結果は、個体レ

ベルでの代謝性アシドーシスは、nNOS蛋白発現を抑制

すると共に、NO産生抑制も起こす事を示唆する。従来報

告されている、細胞外液 [NaCl]増加によるNO産生量増

加は 2)、細胞内pHのアルカリ化（酸性状態から標準状態

へ）によるnNOS蛋白の活性化によると考えられる。 
 
５．今後の展望 

NE-MD細胞 5)は、膜輸送体、酵素、イオン輸送調節機

構などにおいて、既報のマクラデンサ（MD）細胞特性を有

し 1,2)、MD細胞研究に必要な細胞株であることが明らかに

なった。NE-MD細胞の機能研究は、Na+輸送、体液量調

節における遠位部尿細管のシグナル伝達系の解明に貢

献すると考えられる。一方、MD細胞に発現するnNOS蛋

白分子（65 kD）の大きさは、脳や心筋タイプ（140-160 kD）

にくらべ半分以下であった。しかし、nNOS蛋白機能活性

は、フルサイズのnNOS蛋白同様、Ca2+, pH依存性であっ

た。PCR法と質量分析器を組み合わせてMD細胞nNOS
蛋白分子の全長構造を解明し（欠失ドメインを明らかにし）、

新規蛋白として同定するとともに、MD細胞nNOS蛋白の

特殊性を明らかにしたい。 
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Summary 
Nitric oxide (NO) generated by neuronal nitric oxide synthase (nNOS) in the macula densa blunts the 

tubuloglomerular feedback system.  Experiments were performed in an established macula densa cell line with an 
nNOS-promoter-driven-EGFP (NE-MD) (Jpn J Physiol, 2005) to investigate whether metabolic acidosis may 
regulate the nNOS protein expression and/or activity.  The previous study in our labolatory has demonstrated that 
the nNOS protein expression in NE-MD cells is time-dependently increased in the presence of 12 µM furosemide, 
an inhibitor of the Na+-K+-2Cl- cotransporter.  In the present study, NE-MD cells were incubated with furosemide 
for 2-5 hours with or without acidification.  The nNOS protein expression was analysed by Western blotting. 
L-arginine (Arg)-induced NO generation was measured by using an NO-sensitive electrode (WPI, USA). 
Intracellular pH (pHi) of NE-MD cells was monitored by the BCECF assay (unpublished).  We found that 
L-Arg-induced NO generation and the nNOS protein expression was significantly lower at pH 7.1, compared with 
pH 7.4 (control).  Further, L-Arg-induced NO generation was significantly higher when NE-MD cells were 
incubated with low (1/10) Cl- solution, but not with low (1/10) Na+ solution.  These results indicate that the 
furosemide-induced nNOS protein expression and NO generation are significantly decreased in an acidic condition. 
In conclusion, low [NaCl] or acidic urine may modulate the tubuloglomerular feedback mechanism by decreasing 
NO generation in the macula densa probably due to low pHi.  
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