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論文内容の要旨

{目的I

RNA interference (RNAi)は 2 本鎖 RNA により、相補的な mRNA が分解され、その発現が特異的に抑制される

現象である。最初植物や線虫で報告されたこの現象は、日甫乳動物細胞では、 interferon 応答と呼ばれる一種の抗ウイ

ルス反応により非特異的な apoptosis や翻訳抑制が生じるため観察されなかった。しかし 2001 年 Tuschl らは約 21

塩基の short interfering RNA (siRNA) を発見し、これを導入することにより晴乳動物細胞においても RNAi が観

察されることを報告した。 RNAiは、発現抑制の手段として急速に普及しているものの、腎疾患に対する応用例の報

告はまだない。本研究では腎疾患治療における RNAi の有効性について検討した。

【方法ならびに成頼】

(1) 培養メサンギウム細胞(腎糸球体構成細胞の一つ)を用いて、 1uciferase 発現 vector とその発現を抑制する siRNA

あるいは antisense oligo DNA (ASODN) を co-transfection し、 24 時間後に dualluciferase assay をおこなったと

ころ、 siRNA は ASODN の 1000 分の 1 以下の濃度で標的遺伝子の発現を抑制した。またこの siRNA の配列を 1 塩

基置換すると抑制効果が消失した。

(2) ラットの腎臓に経腎動脈的に electroporation を用いて luciferase 発現 vector およびその発現を抑制する siRNA

を導入、 4 日後に糸球体を単離し、 dualluciferase assay を行ったところ、 5μg という低用量で特異的な発現抑制が

認められた。

(3) 内因性遺伝子に対する siRNA の効果を検証するため、 GFP transgenic rat の腎動脈から GFP に対する siRNA

を導入し、 7 日後に腎組織を蛍光顕微鏡にて観察したところ、ほとんどの腎糸球体において GFP の発現抑制が認め

られた。またメサンギウム細胞のマーカーである OX-7 にて染色した結果、 siRNA は同細胞に導入されていることが

確認された。

(4) siRNA の治療効果を検証するモデルとして Thy-1 腎炎を採用した。同モデルで、は糸球体における TGF-ﾟ 1 の発

現が病態形成に関与することが実証されている。そこでまず TGF-ﾟ 1 に対する siRNA を 3 種類作成し、培養メサン
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ギウム細胞を用いた in vitro の実験で最適な siRNA を選択した。次に Thy-1 腎炎惹起 24 時間後、 in vitro で効果を

確認した siRNA を遺伝子導入した。 4 日後に治療効果を検討したところ、糸球体における TGF-ﾟ 1 の発現は抑制さ

れ、細胞外基質沈着の軽減などの組織学的改善が得られた。

(5) 効果持続期聞が短いなどの siRNA の欠点を補うべく、種々の siRNA 発現 DNA vector が開発されている。その

うち最も繁用されている U6 promoter を用いた siRNA 発現 vector を採用して上記と同じ配列の siRNA を発現する

vector を設計した。 (4) と同様の実験をおこなったところ、合成 siRNA と同等の効果を確認した。

以上より siRNA は腎疾患における遺伝子制御の手段として有効であると考えられたが、実際に臨床応用するにあた

っては特に siRNA の効果持続時聞が重要な問題であり、さらに検討を加えた。

(6) GFP transgenic rat の筋肉(直接注射)および腎臓(経腎動脈)に electroporation を用いて GFP に対する siRNA

を導入したところ、その効果持続時間は前者の 3 ヶ月以上に対して、後者では 14 日程度であり、臓器により異なる

ことが確認された。

(7) 最近 siRNase の可能性があるとして報告された exonuclease のひとつ eri-j の臓器発現を検討したところ、骨格

筋に比して糸球体や脳での発現が高く、これが糸球体での siRNA の効果持続時間を規定している可能性が示唆され

た。

【総括】

(1) siRNA は従来用いられてきた核酸医薬に比較して、きわめて低濃度で特異的に標的遺伝子の発現を抑制した。

(2) electroporation を用いた経腎動脈的アプローチにより siRNA はメサンギウム細胞に特異的に導入された。

(3) Thy-1 腎炎モデ、ルにおいて TGF-ﾟ 1 に対する siRNA は糸球体における標的遺伝子の発現を抑制し、組織学的改

善をもたらした。

以上より siRNA は腎疾患における遺伝子発現制御において有用なツールになると考えられた。

論文審査の結果の要旨

RNA interference (RNAi) は 2 本鎖 RNA により相補的な mRNA の発現が特異的に抑制される現象で、約 21 塩

基の shortinterfering RNA (siRNA) が重要な役割を果たす。申請者は本研究において腎疾患の治療における siRNA

の有効性について検討した。

申請者は、培養メサンジウム細胞を用いて、ルシフエラーゼ発現ベクターと co-transfection することにより、アン

チセンス DNA と siRNA の遺伝子発現抑制効果を比較したが、 siRNA の効果はアンチセンス DNA の 1000 倍以上高

いことを確認した。また、エレクトロポレーション法を用いて腎糸球体にル、ンフエラーゼ発現ベクターおよび siRNA

を co-transfection し、 ln η;tro での siRNA の効果を検討し、 siRNA は低用量で、糸球体で、のルシフエラーゼ活性を

特異的に抑制すること、さらに、 EGFP トランスジェニックラットに EGFP に対する siRNA を導入することにより、

siRNA が導入された細胞は、糸球体メサンギウム細胞であることを確認した。

メサンギウム増殖性腎炎に類似した Thy-1 腎炎モデ、ルラットに TGF-ﾟ 1 をターゲットとした siRNA を導入し、腎

炎に対する治療効果があるかを検討したところ、 siRNA を導入した腎炎糸球体では、 Northern blot、 Western blot 、

免疫組織化学により、対側腎に比べて、有意に TGF-ﾟ 1 発現が抑制されていることが確認され、この TGF-ﾟ 1 発現

抑制に伴い、糸球体での smooth muscle αactin や細胞外基質産生が抑制されることも確認した。

糸球体腎炎を対象疾患として臨床応用するためには、 siRNA を長期間作用させることが必要となる。 siRNA の効

果持続期間に関する検討では、糸球体に導入された siRNA の効果は 2 週間しか持続しなかったが、筋肉では 90 日以

上効果が持続し、その持続期間に eri-j という RNA 分解酵素が関与している可能性を示唆し、 siRNA を長期間作用

させるための糸口を見出した。

本研究は、 siRNA による遺伝子治療が糸球体腎炎に有用な手段であることを示した。さらに慢性進行性腎障害に対

する siRNA の応用に向けた重要な知見を示した。以上より、本論文は学位に値するものと認める。
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