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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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