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asthosewith unknown function. Osteopontin expression wasimmunohistologically

roundtobeupregulatedinNxat4 weeksafterthediseaseindueti()n,whereasnore一

markableexpressionwasfoundintheSham group. Inconclusion,wehaveidentified

genes expressed predominant-ly in chronic glonlerulosclerosis but less in acute

glomerulonephritis. ThesegeneslnayPlayimportantrolesintheprocesswhichpr o -

motesinitialglomerularinjurytoresultinchronicandprogressiveglomerulosclerosis.

Keywords:Nephrectomy.Anti-th.vl.1a.ntibody.glomeruloscrelosis.

CDNAsubtraction.Ostt,opontin

fを腎摘乱 抗 thyl.1抗体,糸球体硬化 cDNAサブ トラクション,

オステオポンチン

は じ め に

糸球体硬化の定義は-般的に,原因や病理組織像の異

なる各種の糸球体疾患が,不可逆性に進行 して終末像を

里するに薫る過程において,共通に見られる糸球体病変

と確解されている.その病理学的特徴は,メサ ンギウム

領域における基質の増加であi),それに糸球体構成細胞

の萎縮 ･変性 ･脱落が加わった状態であると考えられて

いる1).

様 々な原関によ i)糸球体初期病変 (initialglo一

merularinjur.V)が生 じるが,その頃関が完全に消失

すれば.糸球体病変は自然に寛解することは,多くの動

物実験モデルやヒトの溶連菌感染後急性糸球体腎炎の経

過などが示唆 している.この.--･連の過程において.糸球

体障害を繰 り返 して起こしたり,あるいは血行動態学的

な異常を加わえることによって.メサンギウム細胞の増

殖や基質の増加が非可逆的に進行 して,糸球体硬化が進

行 してい くことが,実験的糸球体腎炎モデルにおいて,

確認されている2).この進行過程においては,脂質代謝

異常,T-細胞の機能異常,糸球体内の過凝固,あるい

は TGF-′3や PDGF などの growthfactorが重

要な役割を果たしていることが知られている2ト 7)

本来,急性 ･-適性の経過を里する糸球体の炎症が,

どのような機序で慢性 ･進行性の経過を示すのか.その

分子レベルの詳細な機序は不明である.

本稿では.上記のような観点に基づいて.最近私たち

が行った実験を紹介し,考察を加えたい.

方 法

私たちは,糸球体硬化の実験モデルを作成 して,慢性

進行性の経過を決定する槻序を分子レベルで解明するこ

とを目的として.以下の実験を行った.

実験モデルとして,Splague-Dalヽ,恒･ラ､ソトに片

腎摘出 (nephrectom.V).あるいはコントロールとして

疑似手術 (sham operation)を行い,1時間後にマウ

ス抗ラ､L/トThyl.1モ ノクローナル抗体 (Ox71を静

注 した (それぞれ Nx群,Sham 群とする).1過,3

過.5週,3カ札 6カ月後に尿蛋白を定量 し,1.3お

よび6カjj後に開放腎生検を行った.Nx群と Sham

群間の組織学的な差異が明らかに認められる以前に.そ

の後の慢性進行性の経過を決定づける要因を解明するた

め,1カ月の時点における両群の腎皮質における発現

mRNA を LIDNAsubtraction法を朋いて解析Lた.

両群において著しく発現量に葺のある mRNA が,莱

球体腎炎の慢性化の鍵を握っている可能性があると考え

られる.

cDNAsubtract､ionは Clonthech杜のキットを使

用 して行った8).Nx群,Sham 群の腎皮質から抽出

した RNA を鋳型として cDNA を合成 し,これを4

baseカッターである RsaIで消化 して遺伝子断片の

mixtureとした.まず,Nx群 を2つに分けて,各々

に,2種類の43塩基で合成された adaptorlと2を結

合 した.それぞれに,Sham 群から得た cDNA を過

剰量 (今回の実験では 150倍量)を混合し,ハイブリダ

イズさせた.この際,過剰量の driverを加えているた

め,多くの Nx群 cDNA は Sham 群 cDNA と結

合した状態になると考えられるが,Nx群に特異的かあ

るいは著 しく発現最が多い ものは. 1本錆の ままか.

Nx群 cDNA 同士が結合する.次に.それぞれの試料

を混合Lて secondhybridizat.ionを行った.この結

私 両端に異なる adapterlと2を持ったものが出来

る.すなわち,前述までの操作で.Nx群に特異的に発

現する遺伝子のみが,2種類の異なる adaptorを両端

に持つ状態になる.両端をそろえた後,各々の adaptor
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の一部を primerとして PCR を行い,非特異反応を

減らすため,adaptoFの別の部分を prまmeTとして,

もう-度 PCR を行った.その結果,Nx群に特異的

かあるいは著しく発現量が多いものだけが指数関数的に

増幅される.

これらの増幅された遺伝子断片を,T-ベクターに挿

入 してタロ-ニングし,部分塩基配列を決定 した後,

GenomeNeton-lineserl,iL,eを介した BLAST プロ

グラムを用いて,既知の遺伝子データベ-スとのホモロ

ジー検索を行った.

結 果

図1A に尿蛋白の経過を示す.Sham 群では,1過

をピークに-過性に尿蛋白緋鯉量が増加 し,3週でほぼ

正常レベルに回復した.一方 Nx群では,1週をピー

クに尿蛋白が増加し,3週では Sham 群と同様に正常

に近いレベルまで-度低下するが,その後再び蛋白尿が

増加し,6カ月まで進行性に増加した.片腎摘出のみを

おこなったラットでは,6カ月の時点まで蛋白尿は認め

られなかった.

1カ月目の光顕像では,Sham 群に比較して,Nx群

で糸球体サ イズがやや増大しているようであるが,メサ

ンギウム基質の増加は同じ程度に見られた.また両群と
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ち,間質の線維化はみられず,少なくとも光顕 レベルで

は明らかな差はなかった.6カ月目の光顕催 し図1B)

では,Sham 群は.メサンギウム基質の増加が減少 し,

ほぼ正常を組織像に回復していたが,Nx群では,メサ

ンギウム基質はさらに増加 し,一部に完全に硬化した糸

球体もみられた.

以上の実験モデルを用いて,組織学的な差異が明らか

でない発症 1カ月の時点で,両群のラットの腎皮質ホモ

ジェネ- トから RNA を抽出し,ntRNA から二本鎖

cDNA を合成 した.これを4base カッタ-である

Rsa I(GT/AC)で消化 して断片化 したものを用い

て,サブ トラクションを行って,発現量に差のある遺伝

子を検出しそれをクローニングして塩基配列を決定した.

図2に,subtractionの結果を示す.レーン3は,同

時に行ったコントロール実験で,平滑筋細胞の cDNA

に,500分の 1量の分子最マーカを混合したものと平滑

筋細胞の cDNA とを同 じように stlbtI･aCtした.分

子鼠マーカの872bpと603bpのバンドとほぼ同 じ位

置のバンドが,明瞭に増幅 されている. レー ン 1が

t､esterから150倍過剰量の driverを subtractして

得たバンドぐある.約900bp から300bpの範囲に17

本以上のバンドを認めた.得られた各々のバンドをゲル

から抽出し,Tベクターに ligat･eL,クローニングを



246

l:ミ53-
1078-
872-

603 -

1 2 3

図2 er)N̂ subtrElet-ionhrbridization:Spc()IldPL1号

表1 ReportedrnN:＼spqLIPnet,SidenticaltosomecloIleSisolatedinthisstud.1･

Clone Reportedぐr)N:＼s Clone Reportedi.r)N.̀＼S

､一三い --L､ミl･lt- ､ 目 し∴ 黒古 ; ∴ ∴ ､'●､1. :I::~-
2.2 REltC.VtOChI･OmPp-4501VA2

LCYP-IA2､) 11.1 ATPsy【-thaseai.hain

4.4 Rattusnor＼･egicusninjurin 1
13･3 TRTaatius;eTnrOl;V冒gTlg7sgeesnpel,neToRn"IA

5.3 SibO･nalrpeognitionpal･tiClp
rec･eptorbeta subu nit ll.LI Osteopontin

6.1 Heal,ym etal toleranceprO t ein 16.1 Elongationfactor-1alpha(EF--lal
I.acto rerl･111

17.2 RatFalloan tigpnmRNA
8.1 Stratagenemouselung937302 4-恒･droxyphen.vlpyrul･atedioxygenase

*Therewas花OrePOr藍edCDNAsequencewithalreadyh詑OWnfu托C藍io花
tLdp仙■C(7lLi,ithcZont,3,7',tq.1L),路

行い,部分塩基配列を決窺した.さらに,コンビュ-夕-

上で塩基配列デ-タ-ベ-スに,今回得られた塩基配列

と同一の既知のものが登録されているか否かを検索した.

得られた17クローンのうち.3,7,9.12.15のクロー

ンは既知の塩基配列ではなかった. クロー ンlLl.･･Iは

ost､eopontin と同一の塩基配列であった (表 1).

Osteopontinは,骨形成に深く関与している分泌糖-

リン酸化蛋白として同定されたが,1986年に eDNA

がクローニングされて以来.腎,内耳.血管平滑筋.免

疫系細胞などに発現することが知られている.これらの

細胞や組織における詳細な機能は不明であるが,近年様々

な腎疾患モデルにおける発現が報告されている9ト12)

腎における機能としては,単球-マクロファージ系の

免疫系細胞の ehemoatraet.ant_として MCP-1や I
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図3 Immunohistologiealstainingforosteopontin

CAM-まよりも早期に一過性に発現が上昇することが

知られており,特に腎間質の線維化に重要な役割を果た

している可能性が指摘 されてい る. また一方で,

inducibleNosynthaseを抑制することにより,機械

的ス トレスに対する防御因子としての役割も推定されて

いる.

1カIJF]の生検標本について.ost.opontinに村する

特異抗体を開いて ABC法でその局在を検討 した (図

3).Nx群で,遠位尿細管上皮細胞の管腔側,ポウマン

養上皮細胞に明らかな陽性所 見を認めた.Sham 群で

は,遠位尿細管の一部にごくわずか陽性である他は,陰

性であった.また,Nx群で,糸球体上皮細胞や近位尿

細管上皮細胞にもわずかに陽性と思われる所見を認めた

が,今後,免疫電顕などを用いて,細胞内局在について,

さらに詳細な検討を加える必要がある.

考 察

本稿の最初に述べたように,糸球体硬化は,一般的な

理解としては,各種糸球体疾患に共通した,進行性に終

末像に至る過程であり,その病理学的な特徴はメサンギ

ウム基質の増加で,それに糸球体構成細胞の萎縮 ･変性 ･

脱落が加わっている1).この不可逆性の糸球体硬化に進

行する過程においては,糸球体障害の原因の如何に関わ
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らず,ある程度共通の因子が働いていると考えられてい

る.それらのなかには,レニン-アンギオテンシン系を

はじめとする糸球体の血行動態学的異常,TGF-Pや

PDGFなどのサイトカイン･成長因子,あるいは凝固

線溶系因子などの様々な分子が含まれ,さらにそれらに

対する糸球体構成細胞の反応の特性が,糸球体硬化の進

行に重要な役割を果たしていると考えられる2ト7)

私たちほ,糸球体障害がどのようなメカニズムで不可

逆性を獲得 し,糸球体硬化に至るのかを明らかにする目

的で今垣1の研究を行った.その結果∴可逆性モデル

(sham 群)と不可逆性モデル 梱x群)の間において,

少なくとも光顕レベルで組織学的な差異が明らかになる

以前に,腎皮質においていくつかの遺伝子の発現慶に差

があることが明らかであった.これらの発現塵が上昇 し

た遺伝子群は,おそらく片腎摘出操作による血行動態学

的な異常によって転写活性が上昇したものと考えられる中

二の血行動態の変化がどのように遺伝子の転写を調節 し

ているのか,あるいは今回の実験で単離された各々の遺

伝子が了慢性 ･進行性病変の形成において果たす機能や

詳細な意義付けは,現時点では明かではない.それぞれ

の遺伝子産物が腎障害進展の原因なのか,あるいは二次

的に発現畳が上昇しているだけなのか,今後さらに詳細

に検討する必要がある.
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また.TGF-I3や PDGF などに代表 される,糸球

体障害の進展に重要であることが知られている既知の因

子が同定されなかった理由も明らかではない.おそらく,

mRNA を抽出した発症後 1カ月の時点で,それらの発

現量に著 しい差が (少なくとも今回の実験に開いた系で

検知 しうるほどには)無かったためと考えられる.すな

わち,150倍過剰量の dri＼･prを testerにハ 1'ブ リ ダ

イズ しているため,理論上J50倍以上の発現濠の差が

ないと検知されないことになる.しか し,タロ-ニンダ

の段階でそれらの盛宴な遺伝子を失っている可能性 も否

定できず,これについても今後の検討課題である.
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司会 あ りが とうございました,質問はございますか.

追羊 二つあ りますが,1つは,PKC セオリ-が療

近は糖尿病性腎症でかなり注 目されていますが,STZ

のモデルで,令,インヒビターは手にはいるのですが,

実際に吾川発生が使われている程度に invivo で効 く

のか,in～,itroで効 くのはわか りますが.

成田 私は実際にやったことがないので何 ともいえま

せんが,先生はどうお考えですか.

追手 僕もやつたことないんで.もうひとつ,OX7

とネフレタ トミーをかねたものなのですが,凝初の蛋白

尿は,ネフレク トミーをした群 とシャムをやった群 とほ

とんど同じですが,一ケ月くらい経つとぐっと変わって

きます.僕は,滑水先生のモデルも同じなのですが,め

そこでシャムをしているということは二つ腎臓があるの

ですね.静注 している豪は同じなのですね.とい うこと

はネフレク群の抗体結合量は倍になっているということ

で甘ね.

成田 おっしゃる通 りで,や り直す必要があると思い

ます.先に抗体を静注 しておいてネフレタ トミーをする

方が正 しかったと思います.

司会 先生が留学 して勉強 したユ タス大学のボーダー
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教授は.TGF/3の役割を強調 していますが,先生が今

日発表された実験結果との関係はいかがですか.

成田 実は最初のお話のハイゲルコ-スの実験は-･一部.

ボーダーの研究室で行った実験で,タイムコースのデー

タを出したときに,ボーダーが渋い魔をしたのを思い出

すのですが.ボーダーのところでは,TGFj3が pAI-

1のアップレギュレーションを起こすという仮説があ り

ました.実際に私がやってみますと,ハイグルコースで

は PAト 1が先に動いてきますので.ボー ダーと私の

間では決着が付いていません.

追手 先生やボーダー先生は TGFPの活性 と ex-

pressiom の程度を同じ意味としてとらえているのでしょ

うか.つまり,た くさん expressionがあったときは

活性が高いということですか.
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成田 はいそうです.基礎データがあったのですが,

メッセージが多いときは活性も商いということです.7

況でもほとんど一定で した.

追手 先生がやったサブ トラクションの一 ケ月を選ん

だ理由はなんですか.

成田 正常に戻った時点で,その後に慢性化を決定づ

ける何かが起こるとして,一ケ月を選びました.現在は

一･週間でのサブ トラクションをや り直しています.

司会 ありがとうございました.ここで,基礎的な話

題を終わりまして,実際の治療のお話に入 りたいと思い

ます.まず,小児の糸球体腎炎について,早川先生 にお

話をお願いします.

3)糸球体腎炎に関するelinicaiTeSarChの進歩

一小児 王gA腎症の治療に関する最近の傾向-
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