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慶匹 医学 ・83(1)=Tl^一T12,2006

学 位 論 文

カスパーゼ活性化が腎形態形成に及ぼす影響の検討

慶匪義塾大学医学部内科学教室

　　　(指導:猿 田教授)

　 　 あら　　 ユ　　　たか　　　し

　　荒　木　崇　志

(平成15年1月2n日 受f寸}

Key　 Words:caspase,　 apoptosis,　 ureteric　 bud　 branching,　 organ　 culture

　近年,難 治性疾患の治療として臓器や細胞の再生治療

が注目されており,神 経細胞や皮膚細胞,骨 細胞などは

in　vitmで の分化誘導が報告され旧',今 後の治療応用が

期待されている.腎 臓病においては,末 期腎不全に陥 っ

た患者に対 し.人 工血液透fFrという機械的に腎臓の代用

を行う治療を行 っているが,患 者に対 し時間的制約 も多

く,ま た金銭的にも医療財政の圧迫の一要因となってい

る.し かしながら腎臓の細胞の再生,分 化誘導はいまだ

報告されておらず,末 期腎不全患者が透析か ら離脱する

ためには,腎 移値を行うこととなるが,そ の広が りは不

十分であり,約20万 人の患者が人工1血腋 透桁を受けて

いるのが現状である.腎 臓の細胞の再生,分 化誘導が実

行できないことは,発 達段階における腎臓の分化 メカニ

ズムの解明が不十分であることが一要因として考えられ

る.細 胞死とは,低 浸透圧や種々のサイ トカインなどの

ス トレスによって障害を受けた細胞を除去するためのメ

カニズムである51.そ の一方,発 生段階の器官形成にお

いても,必 要以上の細胞が一過性に生まれ,不 要になっ

た細胞が細胞死によって除去されて,正 しい形態を形作

ることも知 られておりO)1,腎 臓の発生においても約50

%の 細胞が細胞死で除去されていると考えられているni.

線虫に関 しては,成 体と,;る までの間のすべての細胞系

譜が解明されており,細 胞死によって除去されるべき運

命を持っ細胞 も同定されている91.細 胞死の実行におい

てシステインプロテアーゼであるカスパーゼという酵素

が活性化されることが知 られており,そ のメカニズムは

線虫のような下等動物か ら,哺 乳類 まで保存 されてい

るioi.そ して,哺 乳類において も器官形態形成において

細胞死の実行が重要であることが,神 経堤の閉鎖や眼の

レンズ形成において報告されている1川2'.

　本研究では,腎 臓の細胞の再生,分 化誘導の前段階 と

して,腎 臓の形態形成のメカニズムを明 らかにすること

を目的とし,細 胞死という現象が,腎 臓の形態形成に及

ぼす影瞥を検討 した.

材料および方法

1　 勤 物

　妊娠12日 目,15日 目,16日 目,妊i娠 後期。成体 マ

ウスをチ ャール ズ リバーよ り購人 し使 用 した.

2　 RNAの 抽 出 お よ びRT-PCR

　 妊 娠12日 目,15日 目 マ ウ ス 胎 児 お よ び 新 生 マ ウ ス

の 腎 臓 か ら ト ー タ ルRNAをacid　 guanidinium

thiocyanate-phenol-chloroform　 extraction法(AGPC

法)を 用 い て 抽 出 し た.1mgのRNAをlunitの

RNase・free　 DNase　 1{Gibco　 BRL)と 室 温 で15分 反 応

さ せ た 後,1m量 の25m　 M　 EDTAを 加 え て 反 応 を 停 止

し,65℃ で15分 加 熱 し た の ち 氷 冷 し,IX　 reverse

transcriptional　 buffer,6.7　 mM　 DTT,0.625m　 M

dNTP,0.8　 unit　 RNase　 inhibitor,　 A　unit　 MoMLV　 re-

verse　 lranscriptase(以 上Gibco　 BRL〕 を 使 用 し て37

　 本 諭 分 は,Araki　 T.　 Saruta　 T.　 Okam　 H.　 Miura　 M:Caspase　 actieity　 is　rcquired　 for　 nephrogenesis　 in　 the　 developing

mouse　 metanephros.　 Exp　 Cell　 Res　 1999　 tvlay　 l;248〔2}:423-9の 一 部 を 含 む.
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℃ で90分 反 応 させてcDNAを 作 成 した.　PCRに 用 い

たプ ライマー はそれ ぞれ

caspase・1　 forward　 5'・TCCAGGAGGGAATATGTG

　 　 　　　 G-3'

　 　 　　　 爬verse　 5'・CTTGTTTCTCTCCACGGCA-

　 　 　　　 3'

caspase-2　 forward　 5'一ACCCTCTTCAAGCTTTTGG

　 　 　　　 GC-3'

　 　 　　　 reverse　 5'一GAAAAACCTCTTGGAGCTG-

　 　 　　　 3'

caspase-3　 forward　 5㌧GATCACAGCAAAAGGAGC

　 　 　　　 AGT-3'

　 　 　　　 reverse　 5'一CTCCACTGTCTGTCTCAAT

　 　 　　　 3'

caspase-11　 forward　 5'一TGGGAACTCTGGAGAAAT

　 　 　　　 G-3'

　 　 　　　 reverse　 5'一AATGAAGTCCTTCTCCACG-

　 　 　　　 3'

で ある幽3,14}.PCRはixExTaq　 PC艮buffer(Takaral,

0.2mM　 dNTPs,0.5　 mM　 primer,,と 且unit　Ex　Taq

DNA　 polymerase(Takara〕 を 最終 的 に20　 m且 の量 で

行 った.条 件 は99℃5分 の後,95℃1分,55℃ 乳分,

72℃i分 を35サ イ クル(actinの み20サ イ クル)で

行 った,PCR産 物 は2%ア ガ ロー スゲル に泳動 して検

出 した.

3　 た ん ぱ く 質 の 袖 出 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

法

　 妊 娠12日 目,16日 目 マ ウ ス 胎 児 お よ び 新 生 マ ウ ス

の 腎 臓 を1XSDSサ ン ブ ル バ ッ フ ァ ー(0.5　 M　 Tris-HCI

(pH　 6.8)1.25　 ml,グ リ セ ロ ー ルi.o　 m亘,10%SDS　 2,0

ml2一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル0.5　 ml,　 o.i%BPB　 O.25　 ml

を 蒸 留 水 で1Dm1に し た も の)で ホ モ ジ ネ ー ト し て5

分 間 煮 た も の を サ ン プ ル と し て 使 用 しt.:.12.5%SDS

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 泳 動 した 後,メ ン ブ レ ン(Hi

Bond;ア マ シ ャ ム)に 転 写 し た 。 メ ン ブ レ ン を4%ス

キ ム ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後.一 次 抗 体(1:200

anti-caspase-9抗 体,1=200　 anti-Apaf-1抗 体:MBL,

is200　 anti・caspase・8抗 体;サ ン タ ク ル ー ズ,1:50〔}

anti-tubulin抗 体;カ ル ビ オ ケ ム)と4℃ で 一 晩 反 応

さ せ,PBST(IXPBS。0.2%TritonX-100)で3回

洗 浄 しr_後,HRP(西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ)・

conjugated二 次 抗 体(1:1000;ア マ シ ャ ム)と 室 温

で60分 反 応 さ せ,再 びPBSTで3回 洗 浄 し,　ECLキ ッ

ト(ア マ シtム)を 用 い て 検 出 し た.

9　 TUNEL法

　 72時 間 培 養 後 の 後 腎 をOCTコ ン パ ウ ン ド を 用 い て

包 埋 し,ク ラ イ オ ス タ ッ トを 用 い て8mMの 切 片 を 作 成

し た.　 Apop　 Tag　 in　 siしu　apopiosis　 detection　 kit

(Oncor)を 用 い,プ ロ テ イ ネ ー スK処 理 を 省 略 し た 以

外 の 反 応 は 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た.切 片 はequili・

bration　 bufferと45分 室 温 で 反 応 さ せ た 後,　 TdT　 re-

action　 bufferと37℃ で60分 反 応 さ せ た.　 Stop,/wash

bufferと 反 応 さ せTdt　 reactionを 停 止 さ せ,　 PBSで3

ct洗 浄 し たi麦,　 nuorescein。conjugated　 anU・digoxi・

Benin　 Fa6　 fragmentと30分 反 応 さ せ,　 Phosphate

buffer　 saline(PBS)で 再 び3回 溌 浄 し た の ち,　Hoechst

33342で 核 染 色 を 行 い,鏡 検 し た.

5　 後 腎 器 官 培 餐

　 胎 生iz日 マ ウ ス の 後 腎 を 摘 出 し,ボ リ カ ー ボ ネ イr

フ ィ ル タ ー(pore　 size:1.OmM:Nucleporel　 i.で 培 養

しt_.使 用 し た 培 地 は 過 去 の 報 告 に 基 づ き,Ham'sFl2:

DMEM　 i:iに ト ラ ン ス フ ェ リ ン 。　 PGE],ソ デ ィ ウ ム

セ レ ネ ー ト,ペ ニ シ リ ン/ス ト レ プ トマ イ シ ン を 添 加 し

た 脚 「6i.培 地 に カ ス パ ー ゼ の 阻 害 剤 と し て,　 100

mgfml　 Z-D-CH2DCB,監00　 mMお よ び200　 mMのAc・

DEVE・CHO,　 Ac・IETD・CHO,　 Ac・LETD・CHO,　 Ac・

YVAD・CHO(以 上Peptide　 Institute)を 添 加 し た,培

地 は24時 問 ご と に 交 換 し,72時 悶 培 養 後 に 解 析 に 用

い た.

6　 尿 管芽 の分 岐、進展,お よびネフ ロン様構造物の生

成の評価

　尿管芽 の分岐,進 展 を評価す るため に,培 養 した後腎

を氷 メタノールにて固定 した後.PBSTで3回 洗 浄 し,

一 次抗体(1:50anti・pancylokeratin抗 体;シ グマ)

と4℃ で一晩 反応 させた.PBSTで3回 洗浄 した後 二

次抗 体U:50Cy・3・!abeledanti・mouse　 lgG;Iackson

Immuno　 Research)と 反 応 させ,　PBSTで3回 洗 浄 し

た後,蛍 光顕 微鏡にて鏡検 した.

　 ネフロン様構造物 の形成を評価す るため に,同 様 にメ

タノールで固定 した培 養後腎 をFITGconlugated　 LT

(Lotus　 tetrasonolobus)レ クチ ン(l　 l　50フ ナ コ シ)

と室 温で2時 間 ない し3時 間 反応 させ た後,PBSTで

3団 洗浄 し,蛍 光顕 微鏡にて鏡検 した.

7　 カスパーゼ活性の測定

　培 養後 腎 を トリプ シ ンEDTAを 用 いて 消化 した後

1500rpmで5分 間遠心 し,ジ ギ トニ ンバ ッファー(50

一T2一



荒木:カ スパーゼと鴨形態形成

mM　 Tris-HCI　 pH　7.5,1mM　 EDTA,　 I　OmM　 EGTA)

に 浮 遊 し,凍 結,融 解 を3回 繰 り返 した,終 濃度15

mMと な るよ うに ジギ トニ ンを加え,37度 で30分 反

応 させ た.15000rpmで3分 間遠 心 し,上 清を サ ンプ

ル とした,lmgの サ ンプルを切断 バ ッフ ァー(20mM

Hepes・NaOH,100mM　 NaCI.,0.05%NP・40,5mM

MgCl2)と37℃ で45分 前 処理 し,終 濃 度 が10　 mM

と な るよ うにAc-DEVD・AMCを 基 質 と して添加 して,

37℃ で30分 反 応 した.7・amina4-methy】coumarin

(AMC)の 放 出をspectrofluorometerを 用 いて検 出 し

た.1unitの カ スパ ーゼ活性 は,0.22　 nmolのAMC

の 放 出を1分 問の反応で行 う活性 と した.

caspase-1　 :

p　 　B　 　C　 　D　 　E　 F

レ 遭

c8spase-2　 　囲 　』』6己　」6凶

c叩830・3■

l　 s

.,.
悩 箏副

caspase-11 、aけ 岡

ac"n　 　」国ゴ　　し4　 　r.

8　 免 疫染色および活性型 カスバーゼ9の 同一切 片上 で

の検出

　胎生is日 マウスの後腎をOCTコ ンパ ウ ン ドを用い

て包埋 し,ク ライオス タッ トを用 いて8mMの 切片 を作

成 した,切 片 は一次抗体(1:100anti-Apaf-1抗 体:

サ ンタクルー ズ)と4℃ で一 晩反応 させ た後,PBSで

3回 洗 浄 し,二 次 抗 体 　(1=200Rhodamine・

conjugated　 donkey　 anti・goat　antibody;サ ン タクルー

ズ)と 室温で2時 間反応 し,さ らに活性型 カスパーゼ9

を 検 出す るため にV1抗 体(1:500;理 化 学 研究所 森

島先生 よ り寄 贈)と4℃ で一 晩反応 させ た.PBSで3

回 洗 浄 した後.二 次抗 体(1:200FITC-conjugated

donkey　 anユi・rabb正t　IgG　antibody:サ ン タクル ーx)

と室温 で2時 間反 応 させ,PBSで3回 洗 浄 した後,蛍

光顕微鏡を用いて鏡 検 した.

9　 統計学的処理

　 デー タは平均値±標準偏蓬で表記 し,群 問の差 を評価

す るにあた りunpaired　 r　testを 用 い た.危 険率 が0.05

未 満 の ものを統計学的 に有意 と した.

箪1図A　 胎児の胃臓にお けるカスパーゼの発現 をRT・

　PCRで 確認 した.カ スパーゼー1,カ スバーゼー2,カ

　スパーゼー3.カ スパーゼーnの いずれ もが,胎 児期

　の腎臓にお ける発現が認められた,A胎 生12日 目,　B

　胎生15日 目,C新 生 児の腎臓か らそれぞれRNAをMi

　出 したもの.D,　 E,　Fは それぞれにっいてRTを 行わず

　PCRを 行 ったもので,　genomic　 DNAの 混 入の可能牲を

　除外するために行 った.

　　　　　　　　　 1　　　　　2　　　　　3

・・叩・・酪1一 圃■■■

caspase-9

tubuliu
騙

歴

結　　果

1　 発 生期 腎臓 におけるカスパーゼの発現

　 RT・PCR法 に よ る検討 によ り,カ スパ ーゼ1,2,

3,llの い ずれ もが胎 児期の腎臓 において発現 してい

る ことが確認 された(第1図A).ま た,ウ エ スタ ンブ

ロ ッテ ィング法による検討 によ り,カ スパ ーゼ8,9の

いずれ もが胎 児期の腎臓 にお いて発現 して いることが確

認 された(第1図B).カ スパ ーゼ9と 複合体を作成 し,

細胞 死の実行にかかわ るApaf一 ・iタ ンパ クも胎児期の腎

臓 において発現 してお り.さ らにその発現 は成体の腎臓

Apat1 鋼置.蝋
第1図B　 胎 児 の 腎臓 に お け る カ スパ ー ゼ,お よ び カx,:

　 ゼ の活 性 化 に関 与 す るApaf・1の 発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ7

　 テ ィ ン グで 確 忽 した.カ スパ ー ゼ ー8,カ スパ ー ゼ ー9

　 の い ず れ もが 胎 児 期 の 腎 臓 に お け る発 現 が 認 め られ た,

　 ApaFLも 発現 が確 認 され たが,胎 児 期 の 腎 臓 にお け る発

　 現 量 の法 が 多 い こ とが 忽 め ら れ た.1,胎 生 且2HIｰ1.

　 2,胎 生16日 目,3,新 生 児 の 腎 臓 か らそ れ ぞ れ4ン

　 パ クを 抽 出 した もの.(Araki　 T　et　al=Nephron　 Experi・

　 mental　 Neph「ology　 93:e117-124.2003の 第 亘図 を 許

　 可 をi9て 転 載)

一T3一



慶慮医学　83巻1号(平 成且8年3月)

よ りも胎児期の腎臓において多いことが確認された(第

1図B).複 数回の実験で同様な結果がiiら れ,代 表例

を図1A,　 Bに 示した.

2尿 管芽の分岐,進 展に対す るカスパーゼ阻害剤の影

響

　種々のカスパ ーゼの阻讐剤であるZ・D・CH2DCBお よ

びカスパーゼ3の 阻害剤であるAc-DEVD・CHOを 添加

し,培 養した後腎は尿管芽の分岐,進 展が抑制されてい

ることが確認された.こ の効果は72時 間の培養中の初

期 の29時 間 にお いてのみ添加 した培養後腎 において も

同様 に盟 め られ た(第2図A).カ ス パー ゼ8の 阻 害剤

で あるAc・LETD・CHOの 添 加お よびカ スパ ーゼ1の 阻

害剤 であ るAc・YVAD・CHOの 添 加 は尿 管芽の分岐,進

展 におよ ぼす彫響 は認 め られ なか ったが,カ スパ ーゼ9

の 阻害剤 で あ るAc-IETD・CHOの 添 加 は,カ スパ ー ゼ

3の 阻害剤 と同様 に尿菅芽 の分岐,進 展 を抑制 した(第

2図B).複 数 回の契験 で同様 な結 果が得 られ,代 表例

を図2A,　 Bに 示 した.

第2図A　 カ スパ ー ゼ の剛 害 に よ る尿管 芽 の 分 岐,進 展 へ の 影 習 を ケ ラ チ ンの抗 体 を用 い た 免疫 染

　 色で 碓 語 した.カ スパ_kの 阻 害 剤 で あ る。Z-D-CH2DCBお よ び カ スパ ー ゼ ー3の 特 巽 的 阻o'fiJ

　 で あ るAc・DEVD・CHOは と もに 尿管 芽 の 分 岐,進 展 を 抑 制 した.培 養 開 始24時 間 の み にZ-D-

　 CH2DCBを 添 加 した後 腎 につ いて も,同 様 の 分 岐,進 展 抑 制 効 果 が認 め られ た.　A、 コ ントo一

　 ル,B,　 Z-D-CH2DCB,　 C,　 Ac-DEVD・CHO,　 D,培 養 開 始24時 問 の みZ・D・CH2DCBを 添 加 し

　 た もの.(Araki　 T　et　al:Experimental　 Ccll　Research　 248:423-429.,1999の 第n図 を 許 可 を

　 褥 て 転 載)
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第2図B　 カ スパ ー ゼの 阻 害 に よ る 尿 菅 芽 の分 岐,進 展 へ の 影 響 を ケ ラチ ンの 抗 体 を 用 い た免 疫 染

　 色 で確 認 した.カ ス パ ー ゼ1の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る,Ac-YVAD-CHOお よ び カ スパ ー ゼ ー8の

　 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc-IETD-CHOは 尿 管 芽 の 分 岐,進 展 を 抑 制 しなか った.カ スパ ー ゼ ー3の

　 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc・DEVD・CHO同 様 カ ス パ ー ゼ ー9の 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc・LETD・CHO

　 も尿 管 芽 の 分 岐,進 展 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た.A,ゴ ン トロー ル,　B,　 Ac-YVAD・CHO,　 C,　 Ac。

　 且ETD・CHO,　 D,　 Ac-DEVD-CHO,　 E,　Ac-LETD・CHO(Araki　 T　el　al:Nephron　 Experimental

　 Nephrology　 93;ell?一124,2003の 第4図 を 許 可 を 待 て 転 載)

3　 ネ フロン様 構造物の生成 に対す るカスパーゼ阻害剤

の影響

　種 々の カスパ ーゼの阻害剤 であるz-n-CH2DCBを 添

加 し,培 養 した後腎 はLTレ クチ ンで検出 され るネフロ

ン様の構造物の生成が抑制 されてい ることが確認 された.

こ の効果 は72時 間の培養 中の初期 の24時 間に おい て

の み添加 した培養後腎において も同様 に認 め られ た(第

3図A).カ ス パーゼ8の 阻害剤で あるAc-LETD-CHO

の 添 加お よび カスパ ーゼ1の 阻害剤 で あ るAc-YVAD-

CHOの 添 加 はネフロ ン様 の構造物の生成 にお よぼす影

響 は認め られ なか ったが,カ スパ ーゼ9の 阻害 剤であ る

Ac・【ETD・CHOの 添 加 は,カ スパ ーゼ3の 阻害 剤 と同

様 にネフ ロン様の構造物 の生成 を抑制 した(第3図B).

4　 培養後後腎の表面積に対するカスパーゼ阻害剤の影

　 72時 間培養後,後 腎の表面積の成長は,カ スパーゼ

3の 阻害剤の添加により約60%に 有意に抑制 され るこ

とが認められた,カ スパーゼ9の 阻害剤によっても抑制

効果は認め られた.こ の抑制効果はカスパーゼ1お よび
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第3図A　 カ ス パ ー ゼ の阻 害 に よ る ネ フ ロ ン様 構造 物 の生 成 を レ クチ ン染 色 で 確認 した,カ スパ ー

　 ゼ の阻 害 剤 で あ る,Z・D・CH2DCBは ネ フ ロ ン様構 造 物 の生 成 を 抑制 した,培 養開 始24時 間 の み

　 にZ・D-CH2DCBを 添 加 した後 腎 に つ い て も,同 様 の ネ フ ロ ン撮 構 造 物 の 生 成 の 抑 制 効 果 が認 め

　 ら れ た.A,コ ン トロ ー ル,　B,　 Z・D・CH2DCB,　 C,培 養 開 始24時 間 の みZ-D-CH2DCBを 添 加

　 した も の.(Araki　 T　et　al:Experimental　 Cell　Research　 2A8=423-429.,1999の 第4図 を 許 可

　 を 得て 転 載)

カスパ ーゼ8の 阻害剤の添加 および,カ スパ ーゼを阻害

しな い システイ ンプ ロテアーゼ阻害剤 である ロイペプチ

ン(200mM)に よ っては認 め られ なか った(第4図).

5　 カスパーゼ阻害剤を添加 した培養後腎の細胞死及び

カスパーゼ活性の抑制効果

　培養後後腎における細胞死をTUNEL法 を用いて検

討 した とこ ろ,コ ン トロールでは約13%の 細胞が

TUNEL陽 性であったのに対 し,　Z・D-CH2DCBを 添加

した培養後腎ではTUNEL陽 性細胞が約3.3%と,

細胞死が抑制されていることが確認された(第5図A).

細胞死抑制効果はカスパーゼ9の 阻害剤であるAc-IET

D・CHOの 添加によっても同様に認められた(第5図B),

培養後腎の カスパーゼ活性を測定 した ところ,Z-D・

CH2DCBを 添加 した培養後腎ではカスパーゼ活性が抑

制 されていることが確認された(第5図C).

6　 カ スパ ーゼ9の 活性化細胞 とApaf-1の 発 現

　胎児腎の切片において,カ スパーゼ9の 活性化がお こっ

て いる細 胞 と,Apaf・iの 発現 してい る細胞 が同一細胞

であ ることを,免 疫染色法 を用 いて確認 した(第6図).

考　　察

　細胞死 は,形 態形成 において,不 要 に作 られす ぎた細

胞の除去 に働 いて いることが推測 されて おり,胎 生期の

種 々の器官 にお いて,細 胞死 に陥 っている細胞が検出 さ

れ ている61.腎 臓 にお いて も,胎 児期の後 腎において細

胞死 に陥 ってい る細胞 は認 め られ てお り画?',細胞 死が な

ん らかの作用 を腎形態形成 に対 して行 って いることは推

測 されていたが,そ の詳細は不明であ った.本 研究で は,

細 胞死の実行 に重要 である細胞死 実行遺伝子 カスパ ーゼ

に注 目 し,そ の発現 の確 認,及 び阻害剤 の利用 によ り,

腎形態形成 における細胞 死の役割 を考察 した.カ スパ ー

ゼはシステインプロテアーゼであ り,現 在までにカスパー

ゼ1か らカスパ ー ゼ14ま でが 同定 され,フ ァ ミリーを

形成 して いる(表1),ま た,線 虫,ハ エな どの下等生

物 において も,そ の ホモ ログが同定 されて いるltll　31i,カ

スパーゼ はファ ミリー間で カスケー ドを作 ることにより,

上 流の シグナルを下流 に伝え,最 終的にカスパ ーゼ3が

活性化され ることが種 々の基質を切断するζ とによ り,

細 胞死の実 行 にっなが ると考 え られている(第7図).

カ スパーゼ3の 活性化 を誘導す る上流のカスパ ーゼと し

て,カ スパ ーゼ8と カスパ ーゼ9が 広 く知 られて お り,

カ スパ ー ゼ8はTNFやFasな ど のdeath　 receptorを
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第3図B　 カ ス パ ー ゼの 阻 害 に よ る ネ フ ロ ン撤 構 造 物 の生 成 を レク チ ン染 色 で 確 認 した.カ スパ ー

　 ゼLの 特 異 的 阻 害 剤 で あ る,Ac-YVAD-CHOお よ び カ スパ ー ゼ ー8の 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc・

　 IETD-CHOは ネ フ ロ ン様 構 造 物 の生 成 を 抑 制 しな か った.カ ス パ ー ゼ ー3の 特 異 的 阻 害 剤 で あ

　 るAc・DEVD・CHO同 搬 カ ス パ ー ゼ ー9の 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc・LETD-CHOも ネ フ ロ ン様 構 造

　 物 の 生 成 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た.A,コ ン トロ ール,　a　 Ac-YVAD・CHO,　 C.　 Ac・IETD・CHO,

　 D,Ac・DEVD・CHO,　 E.　Ac-LETD-CHO(Araki　 T　el　al=Nephron　 Experimental　 Nephrology

　 93:e117-izn.2003の 第2図 を許 可 を得 て転 載)
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第4図72時 閏 培 養 後 の 後 腎 の 表 面 積 を比 較 した .培 養 開

　 始 時 点 で あ る 胎 生12日 目 の 後 腎 の 面 積 を100と して.

　 比 較 し た.カ スパ ー ゼ1の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る,Ac・

　 YVAD-CHOお よ び カ スパ ー ゼ ー8の 特 巽 的 阻 害 剤 で あ

　 るAc・IETD℃HOは コ ン トv一 ル と 同 等 の 表 面 績 を 示 し

　 た.カ スパ ー ゼ ー3の 特 異 的 阻 害 剤 で あ るAc-DEVD-

CHOお よ び カ スパ ー ゼ_gの 特 異 的阻 害 剤 で あ るAc・LE

TD-CHOに っ い て は,培 養 後 腎 の 表 面 積 は コ ン トロ ー ル

　 と比 べ.そ の 増 大 は抑 え られ て い た.こ の 効 果 は カ スパ ー

　 ゼ阻 害 剤z・D・CH2DCBに よ って も認 め られ た.カ スパ ー

　 ゼ を阻 害 しな い プ ロ テ ア ー ゼ限 害 剤 で あ る ロ イ ペ プ チ ン

　で は,増 大 抑 制 は認 め られ な か っ た.A,胎 生12日 目,

　B.　 コ ン トロ ー ル,C,　 Ac・YVAD・CHO,D,　 Ac・DEVD、

　CHO,E,　 AcdETD-CHO,F.　 Ac-LETD-CHO,G.

　Z・D-CH2DC8,　 H,ロ イペ プ チ ン
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第5図ATUNEL法 を用いて,カ スパーゼ阻害剤を添加

　 したときの培養後腎において細胞死が抑制されているこ

　とを確認 した,カ スバーゼ阻害剤Z-D-CH2DCBを 添 加し

　た培養後腎ではTUNEL陽 性細胞はコントロールに比べ

　て少なく,細 胞死が抑制 されていると考えることができ

　る.a,コ ン トロール,　B,　Z・D・CH2DCB

con重roI

Hoechst TUNEL

caspase-9

inhibitor

第5図BTUNEL法 を 用 いて,カ スパ ー ゼ_g特 異的 阻害 剤 を 添 加 した と きの 培 養 後 腎 にお い て

　 細 胞 死 が 抑 制 され て い る こ と を確 認 した.カ ス パ ー ゼ ー9特 異的 阻 害 剤Ac・LETD・CHOを 添 加

　 した培 養 後 腎 で はTUNEL陽 性 細 胞(矢 印 で 示 す)は コ ン トd　 ル に比 べ て 少 な く,細 胞 死 が 抑

　 制 され て い る と考 え る こ とが で き る,(Araki　 T　et　a1:Nephron　 Experimental　 Nephrology　 93:

　 e117-124,2003の 第6図 を許 可 を 得 て 転 載)
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caspase-31ike　 protease　 activity 第1表

(uロit/mg　 protein)
ai.o

カ スパ ー ゼ 名 称 認識配列 主な役割

o.o

A B

グループ1

　カスパーゼー1　 　 WEHD　 　サイトカインの成熟化

　カスパーゼーn　 (W/L}EHD　 強制発現 による細胞死の

　　　　　　　　　　　　　　　 誘導

　カスパーゼー5　 1W/L)EHD

　カスパーゼー1且

　

2

3

7

14

　

一
　
一
　
一
　
一

　

ゼ

ゼ

ゼ

ゼ

2

一

一

一

一

ブ

パ

パ

パ

パ

一

ス

ス

ス

ス

ル

カ

カ

カ

カ

グ

グル ー プ3

　 カ スノぐ一 ゼ ーfi

カ スパ ー ゼ ー8

カ スパ ー ゼ ー9

DEHD

DEVD

DEVD

DEVD

VEHD

LETO

LEHD

細胞死の実行

グループ 　2の カスパー

ゼの活性化

第5図C　 カ ス パ ー ゼ 活 性 を 測 定 し,培 養 後 驚 に お い て,

　 カ スパ ー ゼ 阻 害 剤 が カ ス パ ー ゼ 活 性 を 抑 制 して い る こ と

　 を 確 詔 した.カ スパ ーt.'一Bllmfi1Z-D-CH2DCBを 添 加 し

　 て 培 養 を行 った 後 腎 で は,カ スパ ー ゼ 活 性 が コ ン トロ ー

　 ル に比 べ て優 位 に 抑制 され て い た。A.コ ン トロー ル,　B,

　 2-D-CH2DC8　 (Araki　 T　 et　al:Experimental　 Cell

　 Research　 248:423-429,1999の 第2図 を許 可 を御 て転

　 載)

現在までに報告されているカスパーゼの詔識配列をまとめたも

のである.カ スパーゼはその働きによ って大きく3っ のグルー

プに分類される.一 っ目は細胞死よりもサイトカインの成熟に

関与するグループであり,二 つ目は細胞死の実行を行 う.ド流に

位置すると考えられるグループであり,も う一っは細胞外の刺

激を2番 目のグループを活性化する中闘に介在するグループで

ある.そ れぞれ特異的な認識配列をもっており,こ の認識ア ミ

ノ酸配列中のシステインの前で切断する酵素居性をカスパーゼ

は有している.

A
B

第6図 　カ ス パ ー ゼ ー9の 活 性 化 が お こ って い る細 胞 を 組

　 織 学 的 に 検 討 した.活 幡 型 カ スパ ー ゼ ー9を カ スパ ー ゼ ー

　 9に よ って 誌 識,切 断 され る ペ プ チ ドを 利 用 して 作 成 し

　 た 抗 体 を 用 い て検 出 し,同 一 切 片 に お い て,Apaf・1の 発

　 現 も確 忽 した.活 性 化 カ ス パ ー ゼ ー9お よ びApaf・1は

　 同 一 細 胞 に 染 色性 を 示 し(矢 頭 で 示 す),さ ら に この 細 胞

　 は 未 分 化 な 間 質 の 細 胞 で あ るこ とが 確 認 され た.(Araki

　 Tet　 al:Nephron　 Experimental　 NephroloRY　 93

　 e117-124,2003の 第7図 を許 可 を得 て 転 載)

第7図 　細 胞 死 実 行 の メ ジt一 カ ス ケ ー ドを示 す .カ スパ ー

　 ゼ ー3が 細 胞 死 を 引 き起 こす 最.ド 流 の カ スパ ー ゼ と 考 え

　 られ て お り 、 細 胞 死 刺 激 に よ り,iに カ スパ ー ゼ ー8が

　活 性 化 され る系 と,主 に カ ス パ ー ゼ ー9が 活 性 化 され る

　 系 が 存 在 す る.カ ス パ ー ゼ ー9の 活 性 化 に は,ミ トコ ン

　 ド7ア か ら 放 幽 さ れ る チ トク ロ ー ムCと,細 胞 質 中 の タ

　 ンパ ク質Apal・iが カ スパ ー ゼ ー9と 複 合 体 を 形 成 す る

　 こ とが 重 要 で あ る とY,え られ ぞ い る.
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介 す る細胞死 において,そ れ らの細胞膜 レセプ ターと結

合 す る タンパ クによ り活性 化 され る ことが 知 られて お

りzv　zu,カ スバ ーゼ9は 細胞外か らの刺激 によ り ミトコ

ン ドリアか ら放 出 され る シトクロームcとApaf-1と い

うタンパ クとの結合がその活性化 にTS#eで あ ることが知

られて いるan　v;.　Apaf・1と は,細 胞 死が 不完全で ある

線 虫の変異体 か ら発見 されたCED・4の 哺 乳類 ホモログ

であ り,CED-4同 様 細胞死誘導 能 を有 して お り,哺 乳

類にお いて も発生期の細胞 死に関 与 している可能性 が示

唆 されている38,29),我 々 はカスパーゼ3,カ スパーゼ8,

カ スパ ーゼ9を はじめ とした,種 々の カスパーゼが胎 児

期の後腎において発現 している ことを確認 した.ま た,

カ スパーゼ3の 免疫 染色 とTUNEL法 に よる細胞死 の

検出を同一胎児腎切片に行 うと,カ スパーゼ3陽 性細胞

が細胞死に陥 ってい ることが確認 され,胎 児腎の細胞死

にお いて も.カ スパ ーゼがその実 行を担 うてい ることが

椎測 され た.

　 カスパー ゼの 阻vに よる形態形成 の彫響 を,in　 vitro

で の 腎形態形成の研究において有 用挑の高い器官培 養と

いう系 を用 いて検討 した ところ,種 々の カスパーゼの阻

害剤 であるZ・D・CH2DCBは,カ スパ ーゼの活性化 を抑

制 し,細 胞死 を抑制 した上で,尿 管芽の分岐および進展

を抑 制 し,そ の結 果LTレ クチ ンで認識 され る将来 ネ

フロ ンへ と分化 して い くと考え られ る構造物の生成 を抑

制 した.こ の現象 は,種 々の刺激.状 況でお こる細胞 死

実行の最下流で働 くと考え られてい るカスパ ーゼ3の 特

異的 阻害剤で あ るAc・DEVD・CHOの 器 官培 養への添 加

で も甜 め られた.カ スパ ーゼ3の ア ンチセ ンスオ リゴヌ

ク レオチ ドを器官培養 に添加 した実験 にお いて も,同 様

の尿管 芽分岐,進 展抑制効果 は認め られて おり,こ の効

果はカ スパーゼの阻mに よるものであ り,薬 剤 によ る副

作用 ではない と考え られ た.さ らに我 々は,胎 児期の後

胃においてカスパーゼ3の 上流で働 いて いるカスパーゼ

を検討するためにカスパーゼ1,カ スパーゼ8,カ スパ ー

ゼ9の 特異的阻害 剤を同 様に器官培養 に添加 して検討 し

た ところ,カ スパーゼ1,カ スパ ーゼ8の 阻害剤で は尿

管 芽分岐,進 展抑制効 果は見られず,カ スパ ーゼ9のBll

害 剤 によ ってのみ認 め られた.

　 培養後腎の表 面穂は,1n　 vitroに お いて分化が進む に

っれ大 き くな るが,尿 管 芽の分岐,進 展抑制効 果が見 ら

れ るカスパー ゼ3,カ スパーゼ9のPHIi剤 の添加 は,そ

れぞれ培養後腎の表而積が.無 添加 群,ロ イペプチ ン添

加群 などに くらべてその増 大 も抑制 される ことが確認 さ

れた.

　 カスパーゼ9の 活性 化に はApaf・1と 覆 合体 を形成す
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カスパーゼ

カ スパーゼ ー1

カ スパーゼ ー2

カ スパ ーゼ ー3

カ スパ ーゼー6

カ スパ ーゼー8

カ スパ ーゼー9

カスパ ーゼーH

カスパ ーゼ ーiz

発生異常

　正常

　正欝

　 生後死亡

(神経発生異常)

　　 正常

　胎児期死亡

細抱死との関迎

卵母細胞が薬剤誘導細胞

死耐性

神経前駆細胞の細胞死不

全

ク回マチン凝集異常

TNFR,　 Fasに よる細胞

(心筋,血 球系異常)死 耐性

　 生後死亡

(神経発生異常)

　　正常

正常

神経前駆細胞の細胞死不

全

チ3ニ カマイシン誘導細

胞死酎性

ア ミ回イ ドvタ ンパ ク

に耐性

現在までに報告されているカスバーゼ変異体マウスの発生異常

をまとめたものである.す べてのカスパーゼの変異マウスが胎

生致死にtjる わけではないが,こ のことは.カ スパーゼがファ

ミリーを形lidし,他 のカスパーゼが補う形で働くために表現形

が得られ献いと考えられている,ま た,腎 臓の発生異常を示す

変異マウスが報告されていないのは,神 経系や血管。血球系に

異常が生じるために,腎 臓に影響が出る前に,非 常に大きなダ

メージが胎児に与えられるためと考えられる.

る ことが垂要 である ことが知 られてい ると前述 したが,

ウ エス タンブロ ッテ ィ ング法 に よる検 討で,Apad-1の

発 現が成 体の腎臓よ りも胎 児期の腎臓において多 く認 め

られ ることも,カ スパーゼ9の 系が,胎 児期後腎におい

て重要であ る ことを維測 させた.

　 そ こで我 々はカスパ ーゼ9の 活性 化を,そ の活性 対象

となるペプチ ドを利用 して作成 された抗体を利用 して3。,,

胎 児 の腎臓 における活性 部位 を検 討 した.過 去の報告に

よ り,胎 児腎 において細胞死 は未分化の間質細胞におい

て認 め られる ことが知 られていたが,カ スパ ーゼ9活 性

化細胞 はやは り間質 に認 め られ,さ らにApaF-1と の 二

重染色によ って.カ スパ ーゼ9活 性化 は,Apaf-L発 現

細胞 において認 め られ ることが確認 された.

　 現在までにカスパーゼファ ミリーの一部 に関 してはノッ

クア ウ トマ ウスが作成 され,表2に 記 した通 り,発 生期

における臓 器形成 不全によ り胎 生致死 とな るもの も報告

されている]11]91.腎 臓 の形成不全は報告 されていないが,

神 経系の異常 によ る死亡 は胎生期の早い時期 に見 られ る

ことが多いために,腎 臓の異常が認め られ る前に死亡 し

てい る可能性 が考え られ る,

　 以上よ り,後 腎の形態形成において,カ スパーゼの活

性化を通 じた細胞死の実行は,お そ らく間 質の未分化な

細胞を除去す ることにより,正 常な尿管芽の分岐,進 展
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を制御 してお り,複 数存在するカスパーゼの活性化機構

の中,カ スパーゼ9を 上流カスパーゼとする系が蚤要で

あることが推測された.

　本研究によ り,腎 形態形成のメカニズムにおける,正

常細胞数維持の機構が一部解明されたが,今 後さらなる

検討が進む ことにより最終的1:.in　vitroで の腎再生が可

能となれば,宋 期腎不全治療の選択肢が大ぎく広がるこ

とが期待される.

総　　括

　腎形態形成における細胞死の役割を,細 胞死実行遺伝

子産物カスパーゼを介 して,後 腎の器官培養を用いて検

討 し,以 下の結果を得た,

1　 細胞死実行遺伝子産物カスパーゼは胎児期後腎にお

　いて発現 している

2　 カスパーゼの阻害剤の添加により,尿 管芽の分岐,

　進展およびネフロン様構造物の生成が抑制された

3　 形態形成に及ぼす影響はカスパーゼ3,カ スパーゼ

　 9の 特異的阻害剤では認められたが,カ スパーゼ 且,

　カスパーゼ8の 特異的阻害剤では認められなかった

4　 カス,<一 ゼ9の 活性化はApaf-t陽 牲細胞において

　認められた

　以上,腎 形態形成において細胞死は,Apa(。1の 発現

により,カ スパーゼ9,カ スパーゼ3の 活性化を通 じて,

不要に生成されすぎた細胞を除去することにより働いて

いることと推測 した.

　本稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜 りま した

慶晒義塾大学医学部内科学教窒猿田享男教授に深甚なる

謝意を表 します,ま た,直 接研究の御指導をいただきま

した慶題嚢塾大学医学部内科学教室林松彦助教授に深謝

いた します.さ らに,研 究の御助言をいただきま した慶

脛義塾大学生理学教室岡野栄之教授,東 京大学大学院遺

伝学教室三浦正幸教授に感謝いた します.
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