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論文内容の要旨

【目的】

進行性腎障害において、蛋白尿が、血圧とは独立した予後規定因子であることが米国の MDRD 研究や欧州

GISEN 研究など大規模臨床疫学研究で報告されている。糸球体障害により近位尿細管腔に漏出する蛋白が、尿細管

にサイトカイン、ケモカインの放出やストレス応答を引き起こすことで間質への炎症細胞の浸潤が生じる一連の反応

がおきるとする蛋白尿による進行性腎障害発症の仮説が提唱されている o さらに蛋白負荷による実験蛋白尿ラットモ

デルで蛋白尿が、直接増殖因子やサイトカインの産生充進を惹き起こすことも報告されている。蛋白尿がどのような

機序で、どのような影響を腎臓に与えるか遺伝子レベルで検討することは、腎障害の進展機構を理解するために重要

であると考えられる。本研究ではマイクロアレイ法を用い、蛋白負荷蛋白尿モデルマウスを作製し、腎臓において蛋

白尿によって誘導される遺伝子発現群の情報を集積し進行性腎障害への関与を検討することを目的としたo

【方法と成績】

蛋白負荷蛋白尿モデルマウスの作製

マウスにおいて、 Bovine Serum Albumin を腹腔内投与することで、投与後 6 時間をピークに血中蛋白濃度が上

昇し、それにともない尿中蛋白量が増加することを確認したo α-smooth muscle actin (αSMA) は進行性腎障害

においてメサンギウム細胞や間質の線維芽細胞の活性化を示す際の重要なマーカーである o 本蛋白負荷蛋白尿モデル

マウスにおいて αSMA 遺伝子発現を検討したところ、 l 週後にすでに αSMAmRNA の充進を認め 4 週まで上昇が

持続していることが確認できたo 本モデルは蛋白尿の腎臓に対する影響を観察する上で有効なモデルであることが示

唆された。

マイクロアレイ法による蛋白負荷蛋白尿モデルマウス腎臓における遺伝子発現変化の検討

重複のな L 、 18000種の遺伝子が配列されたマイクロアレイにより遺伝子発現の変化を検討したo Bovine Serum Alｭ

bumin 投与前、投与後 l 、 3 週のマウス腎臓を回収し PolyA RNA を精製し、これを鋳型におP によりラベルされた

cDNA プロープを合成し Filter に Hybridize させ遺伝子発現を検討した。コントロール腎において約1600種の遺伝

子発現が認められた。蛋白負荷蛋白尿により 133種の遺伝子の発現が有意に変化したo 発現量が増加する遺伝子の中

には蛋白尿による炎症細胞の腎臓への浸潤に重要な役割を果たしていると考えられているオステオポンチンが含まれ

ており、この結果は Northern blot 法によっても確認された。
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AA275245 (mouse vinculin) のクローニングと発現局在の検討

マイクロアレイ法による解析で蛋白尿により腎臓で最も発現増加率の高かった遺伝子 AA275245を 5 '側にクロー

ニングしたo ホモロジー検索により細胞骨格を形成する蛋白の一種である mou田 vinculin 遺伝子配列との相向性を

確認し、本遺伝子 AA275245は mouse vinculin の 3 '側 non-coding region で未報告な配列であることが明らかと

なった。 AA275245の腎臓での発現分布を in situ hybridization 法や免疫染色法により検討したところ、主に腎糸球

体に発現していることが示された。 Vinculin は、細胞骨格蛋白であるアクチニンや F -actin とも結合するo 進行性

腎障害に細胞骨格蛋白を構成する遺伝子群が関連する可能性が示唆された。

【総括】

マイクロアレイ法により 18000種の遺伝子の発現の変化を検討した結果、約1600の遺伝子が正常腎において発現し

ていることが確認された。また、 133種の遺伝子において蛋白尿により発現量が変化し、またこの変化は蛋白負荷 1

週目より認められた。蛋白負荷蛋白尿により影響を受けるこれらの遺伝子群の中には炎症反応に関連のあるオステオ

ポンチンや、細胞骨格蛋白である α-smooth muscle actin, Vinculin などが含まれていた。これらの蛋白負荷蛋白

尿により影響を受ける遺伝子群の解析および情報の集積が進行性腎障害の機構解明に結びつく可能性がある。

論文審査の結果の要旨

進行性腎障害において、蛋白尿が、血圧とは独立した予後規定因子であることが報告されているo しかし、蛋白尿

がどのような機序で腎障害の進展に関わっているか明らかになっていない。本研究では、まず、 Bovine Serum Alｭ

bumin を腹腔内投与することで、蛋白負荷蛋白尿モデルマウスの作製をしている。 α-smooth muscle actin (αSM 

A) は進行性腎障害においてメサンギウム細胞や間質の線維芽細胞の活性化を示す際の重要なマーカーである。本蛋

白負荷蛋白尿モデルマウスにおいて αSMA遺伝子発現を検討したところ、 l 週後にすでに αSMAmRNA の充進を

認め 4 遇まで上昇が持続していることを確認し、蛋白尿の腎臓に対する影響を観察する上で有効なモデルであること

を確認している。さらに、マイクロアレイ法により 18000種の遺伝子の発現の変化を検討した結果、約1600の遺伝子

が正常腎において発現していることを確認し、また、 133種の遺伝子において蛋白尿により発現量が変化し、この変

化は蛋白負荷 1 週目より認められているo 蛋白負荷蛋白尿により影響を受けるこれらの遺伝子群の中には炎症反応に

関連のあるオステオポンチンが含まれているo また、マイクロアレイ法による解析で蛋白尿により腎臓で最も発現増

加率の高かった遺伝子 AA275245をクローニングし、細胞骨格を形成する蛋白の一種である mouse vinculin 遺伝子

配列との相同性を纏認し、 AA275245は mouse vinculin の 3 '側 non-coding region で未報告な配列であることを

明らかにしている o AA275245の腎臓での発現分布を in situ hybridization 法や免疫染色法により検討し、主に腎糸

球体に発現していることが示されている o Vinculin は、細胞骨格蛋白であるアクチニンや F -actin とも結合し、進

行性腎障害に細胞骨格蛋白を構成する遺伝子群が関連する可能性を示している o これらの蛋白負荷蛋白尿により影響

を受ける遺伝子群の解析および情報の集積が進行性腎障害の機構解明に結ひ'つくと考えられ、学位に値するものと考

えるo
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