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Glucocorticoid　 regulation　 ofproteoglycan　 synthesis　 in　mesangial　 cells .

　　 (糖質 コル チ コイ ドに よ るメサ ン ギ ウム細 胞 の プ ロテ オ グ リカ ン産 生 の 調節)

内容の要旨

申　村

　 周糸球体にはバイ グリカ ン。デ コリンな ど様々な プロテ オグ リカン

が発現 してお り.増殖因子の機能 調節等多彩な機能 を担 っている可能

性 が示唆 され てい る。現 在腎炎 の治療に ステ ロイ ド(糖 質 コル チ コイ

ド)薬 が広 く用い られ てお り、糸球体障害改 善に有効であ ることが示

され ている。本研究では糖質 コル チコイ ドの一っであるデ キサ メサ ゾ

ンが各種のプ ロテオ グ リカン産生 に与 える影響 とその機序 につい て

検肘 した。

1対象 と方法】

　 ラッ トお よび ヒ トメサ ンギ ウム細胞 をデ キサ メサ ゾ ンで刺激 した

のち、プ ロテオグ リカン産生 をCPC沈 殿法 で定 母 した。産 生 されたプ

ロテオ グリカンの生化学的特性は、DEAF・Scpha㏄1に よるイオ ン交換

クロ守 トグラ フ ィー とSepharose-CL2Bに よる分 子徳 ク ロマ トグ ラ

フ ィーで検爵 した。プロテオ グリカン コア螢 白のmRNA発 現 は、ノー

ザンプ ロッ ト法 とRT・PCRi法、蛋白発現 は ウニス タンプ ロ ッ ト法 で測

定 した。また、バイ グ リカ ン遺伝子プ ロモー ター をメサ ンギ ウム細胞

に遺伝 子導入 し、デ キサメサ ゾン刺激 した後、dual　luciferase　assayにて

プロモー ター活性を定量 した。III　VIVOの 実験では10週 齢のLSDラ ッ ト

にデ キサメサ ゾン(Smg/kg/dey))を3目flfl腹 腔内投与 した。投与後糸

球 体を単離 し、パイ グ リカン とデ コリンのmRNA発 現 をRT・PCR法 に

よ り測定 した。

1結果 と考剰

　 メサ ンギ ウム細胞 をデ キサ メサ ゾンで刺激 した結 果、時間お よび用

量依存性にプ ロテオグ リカン産生が低下 し(p<o.ou、 その作用は糖

質 コル チコイ ド受容体拮抗薬 である ミフェプ リス トンに よ り阻 害 さ

れた。プロテオ グ リカ ンコア蛋 白発現 の検肘では、デキサメサ ゾン投

与後にデ コ リン発現 が低 下 したが、バイ グ リカンに関 してはmRNA・

蛋 白発現の増加 な らびにバ イグ リカン遣伝子 のプ ロモ ー タ活性 の有

意な増加 を認 めた。プロモー ター活性の増加が認め られ た場所 はグル

ココルチ コイ ド応答領域(GRE:glucoconicoid　 response　elemem)を 含

んでお り、デ キサ メサ ゾンはGREを 介 してバイ グ リカ ン遺伝子の転 写

調節 を行 っている可能性が示唆 され た。in　vivaに おいて もデ キサ メサ

ゾン投与に よ り糸球体のバイグ リカンmRNAの 増加 を認めた。以上 よ

り、デ キサ メサ ゾンがプ0テ オグ リカン遺伝 子発 現をサブ タイプ特異

的 にam節 している ことが明 らか となっr,こ れ らの変化が ステ ロイ ド

薬の糸球体障害抑制効果に影響 している可能性 が示 唆 された。

真　理

論文審査の要旨

　 腎糸球体の細胞外 マ トリックスの構成成 分の1つ と して、バ イ グリ

カン,デ コ リンな ど麺々の プロテオグ リカンが発現 している。これ ら

の プ ロテオ グリカ ンは、uansfortninggrowth　factor〔TGF》Pな どの増 殖

因子 の機能調節な ど多彩 な機 能を有 して いる。本研究は 、腎 メサ ンギ

ウム細胞 にお け る各 種プ ロテ オ グ リカ ン産 生への緬 質 コル チ コイ ド

の影響 を、ラ ッ トお よび ヒ トで、in　vinoお よびin　vivoの 両実験 で検討

した。諮質 コル チコイ ドと してその 作用が強 力で、鉱 質 コルチ コイ ド

作用の ないデ キサメ タゾン ①X)を 用 いた。

　 まず培獲 メサ ンギ ウム細 胞での実験 で、DXは ラッ トで もヒ トで も

プ ロテ オグ リカン産生 を抑制 し、その作用が槍質 コル チ コイ ド受容体

箔抗薬 で抑制 され る ことを明 らかに した。プ ロテオ グ リカ ンの コア蛋

白発現の検肘 では,DX投 与後 にデ コ リン発現は低 下 し、パイグ リカ ン

に関 してはmRNA・ 駈 白の増加お よびバ イ グ リカ ン遺伝子 のプ ロモー

タ活性の有意 な増加 を露 めた。ラ ッ トを用 いたin　vivoの 研究 で も、DX

の投与は糸球体の バイ グ リカ ンmRNAを 増加 させた。

　 以上の成績 か ら、DXは プ ロテオ グ リカ ン遺伝子 発現 をサ ブタイブ

特異的にw節 し、そ の変化 がステ ロイ ド薬 の糸球体障害抑制 効果に影

響 している と考 えた。

　 以上の研 究に関 して、なぜDXを 用い たのか、またその投与量がやや

多いこ とが問題 となった。本研 究では賭種糖質 コル チ コイ ドの プロテ

オグ リカン産生抑 制効 果の検討の結 果、DXの 作用が強力 で安定 して

いるこ とか らDXを 使用 し、しか も確実な効果 を得るために、通常 ヒ ト

に投 与 され るeよ りもやや 多い量 を用 いた とされ た。次にプ ロテ オグ

リカンの コア蟹自発現の検酎で、デ コ リンが低下 し、一方バイ グ リカ

ンが増加 した意嚢が注 目された。デ コ リンの発現低 下はDXに よる総

プ ロテオ グ リカン産 生抑制 と関係 してお り、一方バ イグ リカンの増加

は、バイ グ リカンがTGFQと 結合 し、抗TcFp作 用 によ り腎障 害の予防

に貢献 してい るのではないか と考 えた。

　 ヒ トとラッ トの メサ ンギ ウム細胞 を使って実験がな され たが、で き

れば ヒ トに限 って実験 した方 が よか った とされ た。 しか し、ヒ トの細

胞は入手 し難い こ とと、結果 にば らつきが出 るた めに、ラッ トのメサ

ンギ ウム細胞 を主 として用い て実験 した とされ た。】nvivaの実験 は正

常ラ ッ トを用いて行 われ たが 、腎炎モデル で検atさ れ るべ きであった

と助 言され た。さらにこの研 究 とこれ までの腎 疾患の ステ ロイ ド治療

との関 遮において、ステ ロイ ド反応 性層症 と非反応 性腎症の原因 をプ

ロテオグ リカ ンの変化 と関係づ け られ るかが間題 となった
。プ ロテ オ

グ リカンのサyタ イブの変化が関連 してい る可能性が あるが、今後 の

検肘躁題 とされた。

　以上 のよ うに、本研究 は糖 質ステ ロイ ドの腎 作用 とプ ロテオ グ リカ

ン との関係 を明 らかに し、腎疾患 に対す る糖質 コル チ コイ ドの作用機

序の解明の 点で、有 用な研究 と評価 され た。
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