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ラ ッ ト腎発 生分 化 に お け るMAPキ ナ ー ゼ フ ァ ミリー の役 割

飛　弾 麻　里　子

内容の要旨

1背票1腎 ネフロンは、聞葉細胞 と尿管芽上皮細胞の増 殖分化に よっ

て形成 される。 こhら の発生過程は相互 に影響 し合 い なが ら進行 す

る。す なわち、一方が分泌 す る細胞外因子 が他 方 の増殖 、分化 の制

卿 に必須 と考 え られて いる。 また腎の 形無 形成 には広汎 なアボ トー

シスも関与 している。Milogen-ac伽aled　protein　kNau(MAPK》 スー

バー フ7ミ リーは細胞 内信号伝達に おける主要酵 素であ り、主に以

下の3つ の フγミリーが知 られて いる。Extracellular　signal・【egulalcd

protein　kinasc(ERK》 は細胞増殖 、分化誘 導 に、　p3N　MAPK(pie}

と6Jun　N・lcrminal　kioaseは 細胞増殖 、アポ トー シス1:IIU与する。従

って、MAPKが 腎発生 にお いて重要 な役割 を果 た してい る と推測 さ

れ る。筆者らは幼若 ラ ット腎で13ERKとp38の 発現 ・活性 力{高いこと、

ERKの 発現パ ター ンとネフロンの発生 過程が良 く相 閲す る ことを報

告 して いる。本研3ETI3、 ラ ット後腎 を器官培養 しERK活 性 化酵素

阻 害薬 、p3A阻 書薬 の存在'Fで 器 官培 養 し、腎 発 生 にお け るp38,

ERKの 機能的意義について検討 した。

1方法 】胎6Y315日 ラ ット後腎 を24i時間培養 したのち、　Pieま たはERK

活性化 酵素の隙宙薬 を添加 して さら{C96時 聞培 養 、耕 照腎(阻 害薬

な し)と 以下の項 目につ いて比 較検 討 した:問 葉細胞 の増殖(後 腎

表面積 、 トリチ ウム標織チ ミジンの取 り込みな ど),聞 葉細胞の糸球

体 上皮への分化(Wilms'tumotl免 疫組織 染色)、 尿管 芽.ヒ皮細胞の増

靖、分化(【blichos　biOonu　Imin染 色)、 アポ トー シス(核 断片化 な

ど),糸 球体原基の数(脚nm　 a881面ni"染色)お よび撒 細構造の成熟

度(HE染 色)。

1結果1pse阻'4に より、主に間葉細胞 の増殖が抑制 され 、アボ トー

シスが増加 した 。 さらに、間葉細胞の糸 球体 上皮へ の分化 は抑 制 さ

れ、糸球体原基 は詔め られなか った。ERK阻 害で も、 問粟細胞 の増

殖抑制、 アポ トー シスの増加 、糸球体原 基数 の減 少 を詔 めた。 これ

らの効果はp38阻 害腎に比 して軽度 であった。 聞葉細胞 の糸球体上皮

への分化 については対照腎 と有意 差 を認め なかったが 、微 細構造が

未熟 な糸球体原 基が多 く、糸球体 成熟過程の遅延 が示唆 された。尿

管芽細胞の増殖.分 化 については、p38陽 害 、　ERK阻 欝に よ り、いず

れ も有意 な変化 を紐めなかった。

1結論 】p38が 主に聞葉細胞 の増 憩促進、分化 誘導、 アポ トー シスの

抑 制 を介 して腎の成 艮 と糸球体 形成 に関与す る ことが確認 された。

一方、球K阻 警の影響はp38阻 筈に比 して軽度 であ った。　ERKは む し

ろ糸球体 微細構造の成 熟週程 において重要 な役割 を果 た して いるこ

とが示唆 された。

論文審査の要旨

　腎発生は 、後腎 聞葉細胞 と尿管 芽.ヒ皮 の発生が 並行 して、互い に

影響 しあい なが ら遊行 する。本研 究で は、悶葉細胞 と尿管 芽上皮 か

ら分泌 され 、互いの発生 に凹わ る細 胞外 悶子の シグナ ル伝達 機構 に

ついて検討 した。 ラ ッ ト後腎 を器窟培養 し、 シグナル伝達の 主要 酵

嵩であるMAPキ ナー ゼ 〔MAPKJの 阻宮剤(p38阻 筈剤お よびERK活

性化酵 素であ るMEKの 阻書剤)を 培 葉液 中 に添 加す る こ とに よ り、

1)p38は 主に間葉細胞 の増殖促 進、分化 誘導、 アポ トー シスの抑 制

を介 して腎の成伐 と糸球体形 成に関与す ること、z)ERKは 糸球体徴

紐構造の成 然過程に おいて重要 な役割 を果 た してい るこ とが示 され

た。

　審査 では、MAPK阻 害荊の濃度 設定の根拠 、特 異性 、非特 異的 細

胞毒性について問 わitた 。実 験 を低濃度 から開始 し、　p38阻 霧剤 では

腎表面積 に、MEKh71i$剤 では尿管芽内径 に有意な変化 を紐め た最低

濃度 を採朋 した と回 答 され た。 また薬 剤の細胞毒性 について は組 織

像 か ら判断 し、特 異性 につい ては今 後の課 題で あ る と働答 された。

それに対 し、構造の 類似 した不 活性薬 剤 による組 織損傷 の検3#、 培

養細胞 での特異性の 検討 、他臓 器の組 織培 養で使 用 され る濃度 との

比 較検 討な どfit　fjAlで あ る、 との コ メン トがな され た。　x験 開始 日

を胎齢]5日 に設 定 した理 由が問わ れ、技術 的に可能 な最 も早 い胎 齢

と選んだ と回答 され た。 尿管 芽分 枝がMAPKR$vに よる影響 を受 け

なか った理由が 問われ 、胎 齢IS日 では既 に分枝 が進行 してお り、 影

響を受 け に くい と判断 した と回答 され た。や は りMAPKの 一つであ

る1NKに つ いて検討 しな か った理 由が 問われ 、　INKの 発現 は む しろ

成熟腎 で強 いため と回答 され た。p38聞 轡剤 を冠期 間側1}し た場合の

効果 を 「可逆 的」 と表現 した点 につい て説明が求め られ 、アーYトー

シスを起 こ さなか った残存 間葉細 胞 に よる腎 組織形 成 を 「可逆 的」

とした.と の回答が な され た。MAPKを 介 して腎発 生に 影響 を及 ぼ

す具体的 な細胞 外因子 につい て問 われ た。繊維芽細 胞r&IYIJ7.肝

細胞戒 便因子に よ り培養細 胞のMAPKが 活性化 さn、　MAPK阻 害剤

によ りこれ ら成 艮因子 に よる細胞 遊走促 進作用がiNt;4さ}Lる 、 との

回答 がな された。本研 究 を さらに発展 させて ゆ くため の実験 猷画 に

つい て問 われ 、MAPKの 過剰発現 実験 を行 う予定 との回符 がな され

た。今回の研究結果 と腎疾患 の関巡 について問わhた 。p38阻 書 に よ

る腎 成;便障 書 と燈 小 腎 、pie阻 筈 に よ る ネ フ 回 ン 形 戒 異 鴬 と

oligomega・nephmnia、　BRK阻 害 による尿 符芽内腔の異欝 と嚢胞性 腎疾

患の 関連が想定 され るとの回答 がな され た。

　 以 上の ように、本研 究 は今 後検討 され るぺ き課題は あ るもの の腎

の発生、成畏 とネ フロ ン形成 におけるMAPKの 機 能的役 削 を明 らか

に した点 で有 意義な研究 と評価 さnt.,
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