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論文内容の要旨

【背景]蛋白尿は、高血圧と共に、腎不全に至る予後を規定する因子である。すなわち、蛋白尿が多いほど、腎不全

に至る危険率は高い。糸球体で鴻過された原尿に含まれる蛋白は近位尿細管で再吸収され、近位尿細管細胞を刺激し、

腎臓間質の傷害および線維化を促進すると考えられている。

{目的- 1] 蛋白尿が腎近位尿細管細胞に及ぼす影響について遺伝子プロファイルを作成し、蛋白尿と関連する遺伝子

群を解析する (Nakajima et al. : KidnのTInt 611577・ 1587， 2002) 。

【方法- 1 1 我々は正常及びアルブ、ミン過剰負荷蛋白尿モデルマウス (C57B6) の腎臓から、実体顕微鏡下

microdissection 法により近位尿細管細胞 (PT) を約 30 cm 単離し、 cDNA ライブラリを作成した。約 3000 クロー

ンずつをランダムにシークエンスし、 PT に発現する遺伝子発現プロファイルを作成した。

【結果- 1] 正常と蛋白尿モデ、ルのプロファイルを比較検討した結果、発現が変化した遺伝子は 2345 種類であった。

これらの中には 1492 種類(当時)の新規遺伝子が含まれる。その中にはレニンと約 45%の相向性を有するアスパラ

ギン酸様プロテアーゼであった GS4001 や四回膜貫通型蛋白と推定されゴ、ルジ体に局在する稀な蛋白であった

GS188 が含まれていた。蛋白尿により PT に発現増加した遺伝子には、腎障害との関連が示唆される免疫関連遺伝子

を多数確認した。その大部分は IFN-γ 誘導遺伝子であった。

【目的- 2] 蛋白尿が PT に免疫関連遺伝子を誘導するメカニズムについて、 IFN-γ シグナル伝達経路の中心的役割を

する STAT 系を中心に解析する (Nakjimaet al. J Am. Soc. Nephrol 15 276・285 ， 2004) 。

【方法-2 】 C57B6 マウス由来の腎近位尿細管細胞 (mProx24 ; Patent : W09927363 (JP, US, EU)) にアルブミン

負荷し、蛋白及び核蛋白を回収した。免疫沈降及びウエスタンプロット法 (WB) 、ゲ、ルシフト法 (EMSA) を用い

て、 Stat1l3/5 の活性化を解析した。 STAT を活性化する因子として、細胞内酸化ストレスについては、

CM -H2DCFDA(5-(and-6)・chloromethyl-2' ， 7'-dichlorodihydrot1uorescein diacetate, acetyl ester)を用いた FACS 解

析を行った。

【結果-2] 蛋自負荷により、 mProx24 細胞において Stat1/5 が 15 分以内の早期に活性化することが WB、 EMSA に

て確認された。一方、 Stat3 の早期活性化は認、めなかった。この Stat1/5 の活性化は、抗 IFN-γ 中和抗体や蛋白合成
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阻害剤の Cycloheximide (CHX) で阻害されなかった。 JAK family では、アルブミン負荷に伴い Jak2 の活性化が

確認された。 FACS 解析より、蛋自負荷された mProx24 細胞は酸化ストレスを受けていることが確認された。この

酸化ストレスは、グ、ルタチオンの前駆体で ROS のスカベンジャーである NAC (N-Acetyl-L-Cysteine) 、および

NADPH oxidase 阻害剤の DPI (DiPhenylene Iodonium chloride) により阻害された。 Stat1/5 の活性化も、 NAC

および DPI により阻害された。免疫関連遺伝子の中で Ly-6 family の一員である thymic shared antigen-l (TSA-l, 

GS6736) について検討を加えた。 T 細胞の活性化マーカである TSA-l は、蛋自負荷に伴い mProx24 細胞において

も発現誘導が認められた。また、その発現誘導は NAC および Jak2 特異的阻害薬である AG490 にて阻害された。

【総括】蛋白尿モデ、ルマウスの腎近位尿細管細胞遺伝子プロファイルには様々な新規遺伝子と共に、免疫関連遺伝子

が多数認められた。免疫関連遺伝子の発現には、酸化ストレスおよび JAKlSTAT 系の活性化が関与している可能性

が示された。

論文審査の結果の要旨

蛋白尿は高血圧と共に腎疾患進行に関わり、腎不全に至る予後規定因子である。申請者はこの腎傷害メカニズムを

明らかにするため、蛋白尿モデ、ルマウスを作成した。尿蛋白を再吸収する近位尿細管 (PT) の遺伝子プロファイルを

作成、蛋白尿と関連する遺伝子群を解析した。正常と比べ発現変化した遺伝子は 2345 種類で、その中には腎障害と

の関連が示唆される免疫関連遺伝子を多数確認し、その大部分は IFN-γ 誘導遺伝子で、あった。そこで蛋白尿が PT に

免疫関連遺伝子を誘導するメカニズムについて、 IFN-γ のシグナル伝達経路で、ある JAKlSTAT 系を解析した。腎近

位尿細管細胞 (mProx24) に蛋白負荷したところ、 Jak2、 Statl/5 が早期に活性化することが確認された。 FACS 解

析より、蛋白負荷された mProx24 は酸化ストレス (ROS) を受けており、 ROS のスカベンジャーの NAC

(N -Acetyl-L-Cysteine) や NADPH oxidase 阻害剤の DPI (DiPhenylene Iodonium chloride) により ROS は阻害

された。 Stat1/5 の活性化も、 NAC、 DPI により阻害された。次に免疫関連遺伝子の中で T 細胞の活性化マーカであ

る thymicshared antigen-l (TSA-l) に着目した。 TSA-l は蛋白負荷に伴い mProx24 においても発現誘導が認めら

れ、その発現誘導は NAC および Jak2 阻害剤の AG490 にて阻害された。これらの結果から、尿蛋白により PT に認

められた免疫関連遺伝子の発現には、 ROS および JAKlSTAT 系の活性化が関与していることを初めて見出した。こ

の研究成果は、これまで、不明であった蛋白尿の腎疾患進行に対するメカニズムを解明するものとして意義が大きく、

博士の学位授与に値すると考える。
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