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Hepatocyte　 growth　 factor　 regulates　 proteoglycan　 synthesis　 in　interstitial　 fibroblasts.

　　　 (腎 間質線維 芽細 胞 にお け る肝 細胞増 殖 因子 に よるプ ロテ オグ リカ ン発 現調 節機 構 の検 討)

内容の要旨

小　林

[目的]肝 細胞増殖因子(HGF)は 腎臓 の間 質にお いて抗線維化 作用

を有 し、線維 化に対す る治療薬 と しての応用が期待 されている。一方 、

細胞外 マ トリックスの 主興な構成成分 であ るプ ロテ オ グ リカ ンは コ

ア蛋 白にグ リコサ ミノグ リカン側鎖が共有結 合 した構 造を しておn,

サイ トカイ ンや増殖因 子の機能圃節 などに関与 している ことが知 ら

れてい る。特 にプ ロテオ グリカンの ひ とつであるデ コ リンはfii`i　fGF-p

聖作用 をもつ ことが知 られ てお り、HGF同 様 に賢線維化抑制に対 して

の有用性が指簡 されてい るが.今 までFIGFと プロテ オグ リカンの閲係

は明 らかに されていない。そ こで本研究では、HGFが 腎岡 質線維 穿細

胞にお いてプ ロテ オグ リカン発現 に与 える影響 とそ の機序 の検肘 を

行 った。

[方法]ラ ッ ト層岡質線維 芽細胞(NRK・49FJお よぴ ヒ ト初代線維芽

細胞(NHF)を 実験 に用いた。　HGFの 特異的受容体であ るcMqのmRNA

発規お よびその リン酸化、細胞内愉綴伝逮経路 をRT-PCR,免 疫 プロッ

ト解桁に より検討 した。次にHGFに よるプロテオグ リカン産生 凪の変

動 を塩化 セ チル ピ リニジ ウム沈殿 法お よび陰 イ オ ンクロマ トグラ

フィー法に よ り、サブ タイプ別 に検酎 した。一部のプ ロテオグ リカン

はその発現量の蛮動 をコア蛋 白レベルで も評価 した。次にHGFに よる

パイ グ リカ ン転写 レベ ルでの隅節 をプロモー ター解 析に より測定 し

た。またパイ グ リカ ンが細胞増殖に与える作用 を[3H]チ ミジンの取

り込み によ り検討 した。

[結果 と考察]NRKお よびNHFでC・Mel　mRNAの 発 現、　HGF投 与後の

c-MoIの リン酸 化を確認 した。　HGF投 与後、　ERKII2お よびp38MAPKの

著明 な リン酸 化充進 を認 めたがJNKに は 明 らか な変動は見 られず 、

HGFの 細胞内憎報伝逮経路はERK12,　 p38MAPK<の 両者を介 している

可能性が示唆 された。次 にHGF投 与がプ ロテオ グリカン合成 に与える

影響 を検eaし た結果 、時 間・濃度依存性に増加する ことが示 され 、そ

のサ ブタイ プ別検atで は 、陰イオ ン交換 クロマ トグラ フィー法 でHGF

刺激後 に ピー ク 皿の増加 を認め、コア蛋 白別 の横肘で もその ピー クに

棺 当す るデ コリン、バイ グ リカンの有意な増加 を紹め た。プ ロモー

ター解析では ヒ トバイ グ リカ ンプ ロモー ター の・izizから・686の郎位

にHGFに 対 しての応答部位 があ る可能性が示 された。また、TGF一/i　lに

よるNRKで の,H一チ ミジン取 り込み の増加 がパイ グ リカン投与によ り

濃度 依存性 に抑制 され 、バ イグ リカ ンは抗TGF・ 田作用 を有する こと

が示唆 され た。以上 よn,腎 臓にお けるHGFの 抗線織化作用の機 序の

一つ と して、HGFが 抗TGF・P咽 子 と して働 くプロテ オグ リカンの発

現 をプ ロモー ター レベルで囲節 している可能性 が示唆 された。この こ

とは、慢性腎不全な どにおける腎間質障害の治療 法を考 える上で参考

となる可能性が考 えられた。

絵　美

険文審査の要旨

　賭 種腎疾 患の増悪 さらに賢不全の発症 には 、腎 問質の線維 化が重要

な役割 を果 してお り、近隼その抑制法 に関 して多 くの研究がな され て

い る。最近にな ってhepatocyte　growth　factor(HGF)が 腎において抗線

維化作用を呈す るこ とが 明 らかにされ 、また細胞 外マ トリックスの主

要牌成成 分であるプロテ オグ リカン(PG)の サブタイプの1つ である

デ コリン(DCN)が 、　Gitransforming　growth　factor(TGF》・P作用 を有 し、

HGFと 同様に抗線 維化作用 を有す るこ とが明 らか にされて きた。そこ

で本 研究では、HGFのPG産 生への影響、さらに腎 問質の線維化 抑制効

果について検肘 した。

　実験 は腎問質線維 芽細胞(NRKJと ヒ ト初 代線維 芽細胞 の2種 を用

いて行われ た。まず これ らの 両細胞において、HGFの 特異的受 容体で

あ るCMetの 発現 と、HGF投 与後CMSの リン酸化が生 じ、細胞 内楠綴伝

逮 系 としてERKi/2、 　p38MARKの 両者 を介 してい る可 能性 を示唆 し

た。FiGFの 投与はPG合 成 を刺激 し、　PGの タイブ別の検肘で、㏄Nと

べーチカン(BGN}が 有 意に増加す る ことを明 らかに した。またTGF

.pに よるNRKに お ける3H・チ ミジン取 り込み増加 が、　BGNで 有意 に抑

制 され るこ とを明 らかに し、BGNが 抗1℃F。p作用 を有することを示唆

した。

　以上のよ うな一連の研 究に対 して、まずNGFの 腎線維 芽細胞 への作

用が特異的であるのか、それ ともHGFの 肝 細胞への作用 と同様 な作用

で あるの かが議瞼 され た。HGFに よる闇におけ る線維化 抑制 作用 は

TGF-Qを 介す るもので あ り、その抑制 には本研 究で示 され た よ うに

DCNやBGNを 介 するTGF・P抑 制作用 と、HGFに よる直接作用 とがある

が、HGFの 直接 作用の方が っよく、肝細胞 への作用 と類似す る もので

あ るとされた。腎問質におけ るBGNの 増加 に よってTGF・Pに よる線維

化促進が抑 制 され るこ とを明 らか に した点が、本研 究の新知見 であ

り、その裏付 けが さらになされたかが問われた。それに関 して本研究

者は、腎尿細管の結紮に よる腎問質線維 化モデルにおいて、BGNの ト

ランスジェニ ックマウスでは腎間質 の線維 化抑制 が生 じるこ とを明

らかに した とされた。

　踏極腎疾患 モデ ルでの腎線維化促進にお いてRGの 関与 に差 がみ ら

れ ることが指摘 されたが、本研究は腎間質の線維 芽細胞を用いた研究

で あn、 糸球 体の線維化へ の関与 と異 なる可能性が あるとされた。今

後本研究の成果を踏えて,HGFを 腎の線 維化阻止 治療に応 用 してい く

に あた り、問題 となる点 も議 瞼が なされ た。まずHGFの 投与法であn,

賢への作用 を強め るには、遺伝子治療 が必嬰で あること、その投与鼠

も間題 であ り、投与量 が多 くな ると腎 毒性 が生 じる可能性が ある こ

と、またHGFの 作用 を持続 させてい く必要があ るこ とな どが 付言 さ

れ 、今後の検附課題 とされた6

　 以上のよ うに本研究 は腎問質線維芽 細胞 を用い たin　VIUOで の研究

であったが、HGFがBGNを 介 してTGF-Pの 作用 を抑制 して腎間質の線

維 化阻止 に作用す ることを明 らかに し、今後の腎疾患の治療を考 える

上で、価値 ある険文 と評画 された。
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