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要 旨

【目的 】私 たち は ラ ッ ト抗 糸 球 体基 底 膜 抗 体腎 炎 モ デル にお いて,SM22α が障 害 され た糸 球

体 上皮 細胞 に発現 す る こ とを見 出 した.本 研 究 で は,上 皮 細胞 障害 と尿 細 管 闘質 障 害 を併 発 す

る巣 状 糸 球 体 硬 化 症 モ デ ル で あ る ラ ッ トア ド リマ イシ ン(ADR)腎 症 と,ヒ ト腎 疾 患 で の

SM22α の発現 を組 織 学 的 に検 討 し,そ の 病理 学的 意義 につ い て検 討 した.

【方法 】Wistarラ ッ ト(25匹)にADR(7.5mg/kg/bw)を 静 注 して 作製 したADR腎 症 と,腎

生検 にて診 断 され たIgA腎 症,微 小 変化 型 ネフ ローゼ症 候 群(MCNS),膜 性 腎症,ANCA関 連

腎 炎,糸 球 体肥 大 症,微 小変 化 群(MGA)を,抗SM22α 抗 体 を用 いて 免疫 組 織 染色 を行 っ た.

免疫 組 織 染色 で のSM22α の発現 範 囲,強 度 を定 量化 し生 化学 検 査 デ ー タ との 関 連 を検討 した.

また免疫 電}顕 微 鏡 法 を用 いて細 胞 内 にお け るSM22α 発 現の 局在 を観 察 した.

【結 果 】ADR腎 症 ラ ッ トで は,静 注 後7日 では糸 球 体 卜皮 細 胞 に発現 し,28日 以 降 は間質 細

胞 に も発現 した.糸 球 体 上皮 細胞 で は基 底膜 に接 した細線 維 が 高密 度 に凝 集 した部 分 に発現 が

認 め られた,腎 機能 指 標Ccrと 尿 細管 問 質 にお け るSM22α 陽性 面 積,尿 蛋 白量 と糸 球体 にお け

るSM22α 陽性 面 積 が強 く関 連 した、ま た腎組 織 全 体 に お け るSM22α の 発 現 は,腎 機 能 指 標

Ccrが 低下 す るほ ど大 き くな る ことが わ か った.ヒ ト腎疾 患 で は糸 球 体 上皮 細 胞 パ ター ンで発

現 が認 め られ た.間 質障 害 の強 い例 では ヒ皮 細胞 の他 に 間質細 胞 に も発現 が 認め られ た.

【結 論 】ADR腎 症 にお け るSM22α は,急 性 期 には糸 球 体 上皮 細胞 に発現 し,慢 性 期で は糸 球

体上 皮細 胞,半 月体 と間質細 胞 に発現 す る.糸 球 体上 皮細 胞 での 発現 は尿 蛋 白量 を反 映 し,間 質

での 発現 は腎機能 低 下 を反 映す る.SM22α は腎疾 患 のユ ニ ー クな腎 障害 マ ー カーで ある こ とが

判 明 した.

キ ーワ ー ド:SM22α,TransgeHn,糸 球 体上 皮細 胞,尿 細 管 間質細 胞,腎 障害 マ ー カー
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は じ め に

SM22αは別名Transgelinとしても知 られる分

子量22KDaの蛋白質で,その機能は未だ完全に

は明らかにされていない 1)2).他にp27,WS3103)

などと呼ばれ,分化血管平滑筋細胞の特異マ-力

-として知 られている.平滑筋の 細 胞 骨 格に局在

し,カルポニンファミリ-に属する4ト 隼 sM22α

}ックアウ トマウスの表現型はコン トロールと比

べると菱がないが 7),apoEノックアウ トマウス

とSM22αノックアウ トマウスを掛け合わせると,

動脈硬化病変の平滑筋細胞数が増加,硬化病変の

拡大が確認 され SM22αは平滑筋細胞の増殖性

を制御するH摘紺 三が指摘 されている隼 また肺繊

維症モデルマウスでは,肺胞 上皮細胞 Hに発現 し,

上皮間葉移行 (epitheliaトmesenchymaHransト

tion:EMT)を誘導す ることが示 されている 9)

さらに,SM22αは組織の リモデ リングに関わる

マ トリ､ソクスメタロプロテア-ゼ9を抑蒔きjL書腫

癌の増殖 を抑 える iO).このように近年,SM22段

の病理学的な意義が 注 Hされている.

モデルとして用いた巣状分節状糸球体硬化症

は,大観の尿 タンパク,巣状分節性糸球体硬化,

癒着などを特徴とし,進行性に腎機能が低 ドする

腎疾患である.本症は本簡約にポ ドサイ ト疾患 と

考えられており,ポ ドサイトの賓起消失に始まり,

糸球体硬化が進行,最終的には腎間質の繊維化も

伴 う11).ラ､ソトア ドリアマ イシン腎症は巣状分

節状糸球体硬化症銅をデルとして本症の病態解析

に用いられている121

私たちはラット抗糸球体基底膜抗体腎炎モデル

において,SM22αが障害 された糸球体 L皮細胞

に発現することを見出 した 13)14).この研究では,

巣状糸球体硬化症のモデルであるラットア ドリア

マイシン腎症 とヒ ト各種腎疾患におけるSM22α

の発現を検討 した.そしてその発現を腎組織上で

産屋化 し,発現の病理学的意義について検討 した.

材料と方法

ラットア ドリアマイシンモデル (.Lil)li腎症)

8週の W豆starラ､ソトにア ドリアマイシン (刺

光,東京)を生理食塩水で溶解 し (6mg/痩),尾

静脈から静注 してADR腎症を惹起 した 静注後,

7円,14仇 28日,42日で 24時間採尿と採血を

行い,腎臓 を摘出,腎病変を検討 した.コン トロ

ールグループは0日に生理食塩水を静注 した.

遺伝子組換えSl･Ⅰ22C(蛋白 (rsl･T220)の合成

600塩 基 対の ラ､ソトSM22α全 長 cDNAを

NestedPCRにより増幅 し257塩基の cDNAをテ

ンプ レ- 卜として作製 した (図 l).増幅 した

cDNAを PQE-30UAベ ク ターに挿 入,大腸菌

JMIO9株に導入した 組換え蛋白の発現及び精製

は QiagenのプU トコ-ルに従って行った,ヒス

チジン融合蛋臼として発現 させた蛋白は SDS-

polyacrylami°egeleiectrophoresis(SOS-PAGE)

にてサイズと粗製度を確認 した ヒ トの遺伝子組

換 え SM22だ蛋 白 は同様 に して,507塩 基 の
cDNAをテンプレー トとして作製 した く図1).

抗 S九･･122C(モノクローナルと抗 SlI22clポリクロ

ーナル抗体

マウス抗 SM22αモノクロ-ナル抗体の作製は

Med量cal良Biologicalbboratories(長野,日本)

に依醸 した.方法を簡潔に記す.完全フロイン ト

アジュバン トとラ､ソト王-SM22αの混合物で免疫 し

た Balb/Cマウスの リンパ節からリンパ球を曾離

し,柳 随腫細胞 P3Ulと融合 した.ハ イブリド-

マの培養上清 をrSM22αをFi封1た EuSAにより

選別,クローニ ング したハ イブ リ ドーマ細胞

(75-7)を大量培養し,培養上清をProtein-Gセ

ファロースで精製 した.isotypeは短損 であった.

ウサギ抗 SM22αポ リタロ-ナル抗体は,ラッ

ド/ヒ トrSM22αを抗原として 3週間毎にウサギ

に免疫 し,計 5回免疫 した後に全採血し,血清 を

rSM22α抗原アブイニテイカラムを用いて精製 し

た.
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Primer Sequecence Productsize

RattusnorveglCuSSm22cL
sense㊨
Rattusno｢vegicusSm22α
AntトSerlSe②
RattusnorvegiCusSm22α
sense③
RattusnorvegicusSm22cI
Anti-SenseLj〕
HomosapiensSm22α
sense亘)
HomosapiensSm22clanti-
senseせ十･
HomosapiensSm22cL
sense直
HomosapiensSm22qanti-
senseL卜

GCCAACAAGGGGTCCATCCTAT

ACTGATGATCTGCCGGGGGTCG

TCCATGGTCTTCAAG〔AG/汀G

CTCCTGCAGTTGACTGTCTGTG

GCCAACAAGGGTCCTTCCTAT

ACTG〝rGATCCTGCCGAGGTCG

GCCAACAAGGGTCCTTCCTAT

CTCCTGCAGCTGGCTCTCTGT

600bp

257bp

600bp

507bp

Homosapiens

nOrVegはuS

図 ISM22αcDNAのクローニング

ラット大動脈の totalRNAから600塩基対のラットSM22αcDNAを合成 し

た,primers①②を使用 してPCRにより増幅 し,primers③④を開いてnested
PCRを行い257塩基対のcDNAを組換え蛋白のテンプレー トとして作製 した.

ヒ トSM22αcDNAはPMAで刺激 した末梢血白血球のtotalRNAから合威 し

た.PCRにより507塩基対の cDNAを組換え蛋白 (19.1kd)のテンプレ- 卜

として作製 した.

免疫染色

ラットの免疫染色では,一次抗体はマウス抗ラ

ットSM22αモノクローナル抗体 (75-7),二次

抗体はヤギ抗マウスIg抗体-HRP (DAKO)を用

いた.ヒト腎生検の免疫染色では,一次抗体は抗

ラットSM22αポリクローナル抗体,二次抗体は

ヤギ抗ウサギIg抗体-HRP (DAKO)を用いた.

一次抗体のコントロールとしてそれぞれマウス非

特異 IgGl,非特異ウサギIgを用いた.

免疫電顕

ラット腎組織を親水性メタクリレ- トレジンで

包埋 し,超薄切片を抗 ラットSM22aポリタロナ

-ル抗体を-次抗体として反応させ,金コロイド

粒子標識二次抗体として用いた.金コロイド増強

剤 (IntenSEM,GEHealthcare)を用いた複,1%

酢酸ウラン,1%クエン酸鉛で染色複,電子顕微

鏡 (H-600A,日立ハイテクノロジー)で観察した.

ウェスタンプロテイング

マウス抗ラットSM22αモノクロ-ナル抗体 (75-
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図2 マウス抗ラ､ソトSM22αモノクロ…ナル抗体 (7517)の特異性

ラット大動脈のライセ-卜100/1gを2次元電気泳動で展開し,コントロ-ル非特異抗体 (短Gl)

(左)と75-7を用いてブロッティングを行った.

7)の特異性 を確かめるため,ラッ ト大動脈の

lysateを Zoom⑭ IPGRunnersystem 抽 Ⅴ呈tTOgen

corperation)を用いて 2次 元電師 承動 を行った,

1次 元 目の isoelectriefocusingHEF)は pH300

10gelstrips(泳動条件 15minat175V,45minat

175-2000V,30minat2000V)を用い,2次元目は

Novex(li)車 12%Bis-TrisZoomLR-gelsを剛 ､た.

泳動後 PVDFへ転写 し,1次抗体を75-7,2次抗

体 をgoatanti-mouselgG-HRP (DAKO)を用

いてプロ,ソテ ィンダを行った.

マウス抗 ラ､ソトSM22αモ ノクロ-ナル抗体

(75-7)とウサギ抗 ラ､ソトSM22αポリタロ-ナ

ル抗体の特異性と抗原認識の -致性を確認するた

めに以下の方法で免疫沈降-ウェスタンブロッテ

ィングを行った (図2).ヒ トrSM22α蛋白あるい

は 10iugの ラッ トの大動脈の lysateを抗 ラッ ト

SM22aモノクローナル抗体 (75-7)を用いて免

疫沈降 し,sos-PAGEで分離,PDVF澱に転写

後,ビオチ ン化抗 SM22αモ }タロ-ナル抗体

(75-7)あるいはポリタロ-ナル抗体を一次抗体

として用いた.次にそれぞれ,ス トレプ トアビジ

ンーHRP,または二次抗体 としてヤギ抗 ウサギポ

リクローナル抗体IHRP(DAKO)を使ってブロ

ッティングを行った.

画像の定量化

SM22a発現 墓は,免疫染色像 を解析 ソフ ト

ImagePro Plusを用いてデジタル画像 として取

り込んだ後に定量化 した.陽性部分の定義化の方

法を具体的に示 した (図 3).陽性の部分を赤色で

標識 し,縁の数字は陽性部分をナンバ リングした

ものである.右には測定結果を示す.測定項 目は,

SM22α陽性部分の面積 (PA)と染色強度 (IOD;

integratedopticaldensity),任意に選んだ糸球体

面積 (GA)と任意に選んだ尿細管間質領域の面

棉 (TA)である.測定は5枚の連続切片から,糸

球体 9個をランダムに選び,それぞれ 3回測定 し

てその平均値を求めた.尿細管間質領域では同様

にしてランダムに 5カ所を選び,それぞれ 3回測

定 して平均値を求めた.糸球体面積当たりの陽性

部分の面積 (PA/GA),尿細管間質領域面積当た

りの陽性部分の面積 (PA/TA),糸球体面積当た

りの陽性部分の染色強度 (IOD/GA),尿細管間質

領域面積当たりの陽性部分の面積 (Ion/TA)を

求めて統計処理を行った.

統計処理

デ-タは平均値 ± 標準偏差 (SD)を示 した.

OneL-WayfactorialANOVAと BonferrOni/Dunn
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19.1kD→

図3 SM22αモノクロ-ナル抗体 (75-7)とSM22αポリクロ

ーナル抗体の特異性と認識抗原の一致

75-7を用いてヒトrSM22αとラット大動脈のライセ-トで免

疫沈降を行い,ビオチン化75-7(a,b)と抗SM22aポリクロー

ナル抗体 (C,d)でウェスタンブロットを行った.コントロール

はビオチン化非特異マウス短Gl(e,i),非特異ウサギ短G (g,h)

を用いて同様にウェスタンブロットを行った

posthoctestを用いて組織 ｡酎 ヒ学デ-タの有意

差を検定 した.組織デ-夕と生化学デ-タの相関

はステップワイズ回 堀分析法で検定 した.統計処

理はSPSS12.0ソフ トウェア (SPSSInc,Chicago,

IL)を用いて行った.P<0.05を統計的に有意と

した.

結 果

マウス抗 ラ ッ トSM22(xモノクローナル抗体

(7517)とウサギ抗ラットSM22cEポリクローナ

ル抗体の特異性と認識抗原の一致性の検定

ウサギ抗 ラットSM22αポリタロ-ナル抗体の

特異性については前報 13)でウェスタンブロット

を用いて示 した.マウス抗 ラットSM22αモノク

ローナル抗体 (75-7)の特異性を調べるために

ラッ ト大動脈のライセ- トを2次元に展開 して,

75-7を ･次拭体としてウェスタンプロ､ソトを行

った.図 1に示すように22kd,pI9.0付近にシン

グルスポットとして検出された.この結果は他で

報告 されているSM22αの性状に合致するもので

あった 15).この 75-7で rSM22αとラット大動脈

のライセ- トで免疫沈降を行い,ウサギ抗ラット

SM22αポリクローナル抗体でウェスタンブロッ

トをすることで,両者の抗原認識の一致性につい

て検討 した (図 2),75-7の沈降物は,75-7によ

るブロッティング (a,b)と同様に,抗 ラッ ト

SM22αポ リクローナル抗体でも検出 された (C,

a).このことからマウス抗 ラットSM22αモノク

ローナル抗体 (75-7)とウサギ抗ラットSM22α
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Anti-rSM22a,75-7 M ouse lgGl FAS

園Ll ラッ トADRbLTu;におけるSMl}20の発現 (糸球体)

JI淵 カラムは75-7を用いた免疫染色,il-flカラムはJIIjyCマウス1gClでの染色性で.ZlmJカ

ラムは連紋tU片のPAS染色
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図5 ラ ソトAr)R問症におけるSM22aの発現 (尿棚矧LilTI)

左側カラムは75-7をITlいた免唆133色.串LI'カラムは非指炎マウス rgGlでの染色俊で.右仇Ilカ

ラムは連続切片の PAS染色
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上段はコントロール 摘草注前),F段は静注後42mの腎組織.静注後42日目の組織

で糸球体上皮細胞にSM22αが検出された,糸球体上皮細胞では細胞骨格甜線維の密

に集簸 した (高濃度)部分に陽性である.また糸球体周囲の問質細胞にもSM22αは

陽性である.

ボ T)クロ ー ナJLJILtl裾引■iト の''1了を認識している

こ とが確 認 できた.

ラットAl)tt腎症におけるSM22cE免疫染色

ラットの免疫組腐覧化学はマウス抗 SM22αモ ノ

クロ-ナル抗体 (75-7)を開いて行った.0日目

(コントロ-ル)では,SM22αは動脈血管壁のみ

に検出され,静注後7日目になると臓側及び壁側

の糸球体上皮細胞に発現が見られた (図4).14

日日以降は間質細胞にも発現 した (図 5).28日

冒,42日目には,癒著して分節性に硬化した糸球

体の一部や半月体部分にも発現が認められた.

免疫電顕

抗SM22αポリタロ-ナル抗体を用いてラット

ADR腎症におけるSM22αの細胞内局在を観察 し

た SM22αは糸 球 体 上皮細胞の足 突起 が融合 し

た部分に,基底膜に沿 って発現してい るのが観察

された,また発現部分にはアクチンフ ィラメ ン ト

が高密度に濃縮 していた.また間質細胞にも細胞

'勘 二発別が認められた. -Jj,コントロ一･一JLグル

-プのラット腎では糸球体,間質に発現は認めら

れなかった (図6).

免疫染色標本の定量化と生化学指標

SM22αと生化学指標の関係 を検討するため,

SM22α免疫染色をImage-ProPlusを用いて産

豊化 した.SM22α陽性部分の面積 (PA)と光学

密度 (Ion)を測定 した.PAとIODは糸球体と

尿細管間質領域で測定し,測定のため選択した糸

球体と尿細管間質の面積 (GAおよびTA)との

比を計算した (図7).ステップワイズ回帰解析に
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図 7 SM220の定見化
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ステ ノブワイズ凶相解析法をrlい ,SM220発現と/li化学指標との側速を換Litlした

腎機能相鰭Ccrの決起凶+として PA/TAが rirstsleT)で煤ll(され (PICOC批 lcnい092,R2-

0836).軌 ±I尿L-iUp/UcrのaL定因子 として PA/GAが rLrSIslepで採択 された (p-coerflClent

o659,相fAJ係数 R2-0399)(a) sM22a免疫染色愛敬 (PA/GA.10D/GA,PArrA.loo/TA)

の決定因子としては Ccrが採択された (b)
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図9 ヒト腎疾患におけるSM22αの発現

ヒト腎生検標本を用いてSM22αの免疫染色を行った.代表的な染色パタ-ンを示した

よ り,腎機能の指標 ccRの予測 因子 として

PA/TAがSteplで採択され,尿蛋白蛍 (Up/Ucr)

の予測因子として PA/GAが採択 された.逆に,

SM22α免疫 染 色 の 定量値 (PA/GA,PA/TA,

IOD/GA,IOD/rrA)の予測因子としては,CCRが

採択された (図8).

ヒト腎生検標本におけるSl･122(}免疫染色

腎生検により診断された各種ヒト腎疾患の生検

標本を用いて,SM22αの免疫染色を行った.ラッ

トでの染色パターンと同様に,糸球体に上皮細胞

パタ-ンで染色が確認された.いずれの腎疾患に

おいて も検出 されたが,微小変化群 (mi nor

glomenllarabnormalities;MGA)に比 してIgA腎

症では発現範囲が広い傾向があった (図 9).

考 察

この研究では,巣状糸球体硬化症モデルである

ラットADR腎症におけるSM22α発現を新規に

作成 した抗 SM22α特異的モノクロ-ナル抗体

(75-7)を用いて定量化し,生化学的指標との相

関関係を検討した.ラットADR腎症ではSM22α

は,最初糸球体上皮細胞に発現 し,28日田以降,

間質細胞にも発現 した,腎疾患においては一般的

には,糸球体障害と尿細管間質障害の混合 した

様々な病理変化が存在する.そこでラットADR
腎症でのすべてのステージにおける病理学的な

SM22α発現の変化と,生化学的検査所見をすべ

て総合して,両者の相関関係を検討した.SM22α

発現の糸球体あるいは尿細管間質領域における範

囲と強度の両方が,腎機能障害と尿蛋白量に相関

が認められた.ステップワイズ回帰分析法による
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検討では,重要度順に,尿細管間質領域における

SM22a発現範囲が腎機能 (クレアチニンクリア

ランス ;CCR)の低 卜のもっとも強い規定因 子

であり,また糸球体領域におけるSM22α発現の

範囲が尿蛋自鼠のもっとも強い規定因子であるこ

とが分かった.このように,糸球体 (主にポ ドサ

イ ト)での SM22αの発現は,ポ ドサイ トの機能

障害 と関係 して結果的に蛋白尿の出現につなが

り,尿細管間質領域の SM22αの発現は,尿細管

間質障害 (腎機能が低 ドするあらゆる進行倖腎障

害の表現型であり)を表していることが判明した,

この研究で用いた抗 SM22α特繁的モノクロ-

ナル抗体 (75-7)での免疫染色の結果は,これ

までの私たちの研究 13)16)で用いたポリタロ-チ

ル抗体での免疫染色の結果と同 ･であった.この

研究では巣状糸球体硬化症モデルを用い,これま

での抗糸球体基底膜抗体腎炎モデル,虚血再潅流

モデル,5/6腎摘モデルとは異なるものの,モデ

jL,特有の障晋様式に応 じて SM22αはポ ドサイ ト

と間質粛朋鋸こ発現 した 刷 l隼 免疫電顕による観

察では,ポ ドサイ トでは足突起が癒合しアクチン

フィラメン トが密に集合 した部分に発現の局在が

認められ,間質細胞では細胞質全体に発現の局在

が認められた.このような腎障害時の腎細胞にお

けるSM22αの発現様式は普遍的な現象のようで

ある.また本研究により,SM22αがヒトの腎疾患

においてもラットの腎疾患モデルと同様のパター

ンで発現することが確認 されたが,現存多数の症

例で検討を進めている.

SM22αがどのような働 きをもっているのかは

未だ不明である.ポ ドサイ ト障害時の基底膜側で

のアクチンファイバーの集積,濃度 L昇について

の電顕的観察の詳細な報告がある 17).ァクチン

ファイバ-駐機部分には α-アクチニンが含まれ,

その機能は微細線維のクロスリンクであることが

推測 されている.SM22αはTransge豆inとも呼ば

れ,invitroでアクチンゲルを安定化させる機能が

あることが分かっている 18).sM22αはポ ドサイ

ト障害時におけるアクチン細胞骨格の再構成を促

進するとともに,ポ ドサイ トの何らかの機能をサ

求- 卜していることが考えられる.本研究により,

SM22αの発現が蛋白尿 と腎機能低 巨を短映する

ことが明らかになった.ポ ドサイ トでの SM22α

の発現は糸球体における蛋白漏出U)バ リア機能を

維持する機能を有する可能性がある.また間質細

胞におけるSM22αの発現は,進行性腎疾患の共

通の病理変化である尿細管間質の障害度を反映 し

ている.SM22αは,TGF弓 とそのシグナル伝達

.'＼l:L...･! :日 }ト!.--､J ･ .'.I. ､､

TGF…β/Smad-3依存性の遺伝 子発現に関与し肺

線維症 を進展 させる吋能性が報驚されている9),

SM22αの腎疾患における機能解析を行い,その

発現の病理生理学的意義を明らかにすることは 腎

疾患の病態を理解する l二で重要であると考える.

結 論

巣状糸球体硬化症モデルであるラ､ソ トADR腎

症での検討では,SM22αはADR静 注 後 7日 目か

ら糸球休 日麦に発現 し,静注後 1射 音以 降 に は 間

質細胞にも発現 した.糸球体で の SM 22aの 発 現

は蛋白尿の程度 と関連 し,尿 細 管 間 質 領 域 の

SM22αの発現 は進 行性 の腎機 能 低 卜を表 して い

ることが判 明 した.SM22αは腎疾 患 のユ ニ ー ク

な細胞障害 マ-力-で あると考 え られ,ヒ トの腎

疾患 においてもその病理学的意義 を検討 してい る.
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