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Microarray　 analysis　 of　a　reversible　 model　 and　 an　 irreversible　 model

　　　　　　　　　　　　　　 of　anti-Thy-1　 nephritis

　　　　 (可逆性お よび不可逆性抗Thy-1賢 炎モデルのマイクロア レイ解析)

辻 美　保 子

内容の要旨

　末 期習不 全 か ら血 液透析 な どの腎 代替 療 法 を必 要 とす る患 者は

年々増加 し続けてい る。その主要な原疾患 である糖 尿病性鴨症や慢性

糸球 体腎 炎では進行性の腎 機能低 下を詔 め最終的 に末期腎 不全 にい

たる。しか しなが ら進行性腎障 害の共通像 である糸球体硬化や尿細管

問質線維化の機 序は充分には解 明 され ていない。我々は進行性腎障害

の進展に関わ る分子機桝 を解明するこ とを 目的 とした。

　抗rnyiモ ノクロー ナル抗体i-zz・3(mAb　 I-223)を 静脈 内投与す る

と可逆性の メサ ンギ ウム増殖性 糸球 体腎炎(可 逆性 抗価y。1腎炎}が 惹

起 され る.こ れに対 して片腎摘出後に抗体を投与す ると腎障害 は遷延

し、造行性の糸球体硬化、尿細管岡質変化が不可逆性 に進 行する。近

年 、遭伝子発現差 異の検肘 を 目的 と した技術開発 が盛 んであ るが、特

にooNaオ リゴヌク レオチ ドマ イク ロア レイは一度 に何 千 もの遺 伝

子発 現プ ロファイルの作成を可能に し、生物学的パス ウェイに重 要な

遺伝 子の同定お よぴ新規遺伝子の機能的解析 を行 う上 で有用 である。

不可逆性 に進展す る進 行性 腎障害 において重 要な役割 を果 たす遺 伝

子 を同定す るために 、これ ら2つ のモデル間での遭伝子発 現差異 をマ

イ クロア レイ解析に よ り検etし た。

　 6避 齢のWi艘rラ ッ トに片町摘出 、もしくは偽手術 をお こない1週

岡後にmAb　 1-22・3を投与 して不可逆性お よび可逆性Thy-19$炎 モ デル

を各 々を作製 し、抗体投与後4,7、14、42、56日 後に屠殺 した。腎

臓 よ り抽出 したmRNAを 用 いてcDNAプ ローブを作製 し4854種 類 の遺

伝子 がプ'Jン トされ たオ リゴヌ ク レオチ ドマ イク ロア レイにハイ ブ

リダイゼー シ ョンさせた。その結果 、両モデル間での遺伝 子発現 に2

倍以 上差のあ った遭伝子数は 巳89個であn,こ れ らは各遺伝子 の発現

パ ター ンに よ り5つ の クラス ターに分類 された。この中で、不 可逆性

モ デル におい て強 く発 現 した遺伝 子 で構成 され るク ラス ター には

osteopontin,　kidney　injurymolecule・1.thymosin　p10が 含 まれていた。定

量的PCRの 結果か ら、これ らの遭伝子は正常腎臓 におい てほ とん ど発

現 を認めないが、不可逆性モデルにおいては可逆性 モデル と比べ てよ

り強 い発現 を認めた。また免疫組織 染色の結果か らthymasin　ptoは 主

に線維化 した尿細管聞質のマ クロファー ジに強 く発現 していた。

　可逆性お よび不可逆性Tny・1腎炎モデルnnで の遺 伝子発現差異 をマ

イ クロア レイ解 析で検arし 、腎疾患の遜行 に関わる分子機構 を検肘 し

た。マ クロファー ジの遊走因 子であ るosteopontinやihymosin　piaの 発

現上昇か らマ クロファー ジの漫潤や活性 化が腎疾 患の辿展 に重要 な

役割 を担 うことが推 察 され た。さ らなる解 析に より腎瞳害進展機序の

本質 に迫る ことが出来る と考える。

鹸文審査の要旨

　進行性 腎障害 の共通像 であ る糸球体硬 化や尿 細管間 質練維化 の機

序は充分 には解 明 されていない。そ こで進行性腎障 害の進展 に関わる

分子機構 を解 明す るこ とを 目的 と して本研究は行 われ た。抗my-1モ

ノクローナル抗 体1-22。3(mAb　l・22・3)の静脈内投 与によ り可逆性の糸

球体腎炎が惹 起 され るfit,片腎摘 出後に抗体 を投 与する と迦行性の糸

球体硬化 、尿 細管間質変化 を ともな う不可逆性 習炎モデル が作製 され

る。進行性 腎障害 におい て重 要な役割 を果たす遺伝 子を同定す るため

に、この2つ のモデル間 での遺伝 子発現差異 をマイク ロア レイ解析で

検討 した。その結果 、2群 岡の遺 伝子発現に2倍 以上差 のあ った遣伝

子 は189個 あ り、各遺伝 子の時間的経過 に伴 う発現パ ター ンに より5

つのクラスターに分類 された。この 中で,不 可逆性 モデ ルにおいて強

く発現 した遣伝子 で樽成 され るクラ スターにはosteopontN、　KIM。1、

thymosinplOな どが含 まれ ていた。　ThymosinplOは 主に線繕 化 した尿細

管閃質 のマク ロファー ジに強 く発 現 し、片側尿管結 紮モ デルにおいて

も発現 上昇を認 めた。'rny【nosinplOは活性 化 したマク ロフ ァー ジを介

し腎線 維化 に関与 し腎疾患 の進展 に重要 な役割 を担 うことが示唆 さ

れ た。

　 審査 ではまず、遺伝子 発現差 を検肘す る手 法 として選択 したマイ ク

ロア レイ解析について 、個体 によ り誤差範囲 が大き くな りうること、

ラ ッ トマ イク ロア レイは スライ ドに掲載 され る遺伝子 数が 総ゲ ノム

数 と比較 して少ない ことな ど.ス ク リー ニングを行 う上でのマイ クロ

ア レイの問題 点につい て指摘 がな され た。またマイ クロア レイ解析の

実験 デザイ ンと して本研究 ではThyl抗 体投与直後 の遺伝 子発現差 を

解析 して いない が、 この時期 すで に発現差 が生 じてい る可能性が あ

n,検 肘す る ことが盟 ま しかった との助言が な され た。

　 次に解 析の結果に関連 して、発現差の ある遺 伝子数が尿蛋 白や組 織

所 見にほ とん ど差 を認 めない初 期において多 く.こ れ らに薪 明な変化

が現れ る俊期 にお いて少 ない ことへ の意味 づ けにつ い て貿 間がな さ

れ た.こ れに対 して初期 の遺伝子発現差 が疾 患の不可逆性 を決 定づ け

てい る可能性が ある と考 えられ 、この ことは 不可逆性職y・1腎炎モデ

ル にお いて病初期に治療 した場合 において は、その後の硬化性病変が

有 意に抑 制 された とす る報告 か らも支持 され る との 回答がな され た。

綬 いて免疫組織 染色 を用 いた検 討で、Day4、　Day?な ど初期での 、可逆

性 モデル にお ける7Lymosin/t10の 発現パ ター ンについて質問 がな され

た。不可逆性 モデルにお いては尿細管問質の マ クロファー ジに発現 を

隠 めたが、可逆性モデル においてはほ とん ど発 現を紹めなか った と回

答 がなされ た。 これに対 し舗ym㏄inβiOの 進行性 腎障害にお ける臨床

的 な意義 付け をす るた めに、不可逆性モデ ルを用いてThymosinplOの

機能抑制 を行 うな ど、invivaに おけ る検肘 を行 うことが望 ま しい との

助言が なされ た。

　以上の よ うに、本 研究はin　vivoにお ける機 能解析な ど、今後検射 さ

れ るべ き躁題 を残 してい る ものの、進行性腎疾 患の進展 に関わ る遺伝

子 と してThymosin/310を 同定 し、その局在性 を明 らかに してお り、進行

性腎障香逸展 のメカニ ズム解明 に有意義な研究 であ る と評価 され た。
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