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論文の内容の要旨

（目的）

　糸球体半月体における癩痕化現象の分子機構は不明である。本研究は，近年線維化作用に特異的な分子と

して注目されている，co独nect1vetiss秘egrowthfactor（σrGF）に着目し，CTGFが半月体癩痕化の進展に如

何に関与しているのかを解明するため，ラット半月体形成性腎炎モデルおよびヒト半月体形成性腎炎標本を

用いて，病理組織学的な検討を行った。さらに半月体の主要な構成細胞の一つであるBOWm＆n嚢上皮細胞

のラット培養系を用いて，CTGFの線維化作用，糸球体腎炎進行に関与すると考えられている他の増殖因子

（TGFβ，PDG｝BB，FGF2）との相互作用，CTGF阻害による線維化作用の変動などの細胞生理機能を，

分子生物学的手法を用いて検討した。

（対象と方法）

1）雄W蛆ラットに抗ラット糸球体基底膜抗体を静注いて半月体形成性腎炎モデルを作製し，腎炎の進行

におけるCTGFの発現と線維化の程度を経時的に観察するため，4，7，14病日に腎を摘出した。CTGFは

肋∫伽hyb地1zati㎝で検討した。半月体細胞の形質確認にはED1，synaptopo砒，p蜘cadhe由，PGP9．5を，

細胞外基質はI型コラーゲン，1V型コラーゲン，肪r㎝ecむ孤を酵素抗体法あるいは蛍光抗体法で検討した。

2）ヒト半月体形成性腎炎標本！8例を用いて，CTGFを虹si㎞hybridizationで，半月体細胞の形質確認には

c煎okeratin，CD68，synaptopodinを酵素抗体法で検討した。CTGFとTGFβ，基質沈着の半月体における

関係を連続切片で検討した。また発達腎におけるCTGFの発現を，正常剖検胎児腎2例を用いて検討した。3）

培養ラットBowman嚢上皮細胞系（Rat　PEC）を用いて，（1）細胞形質を各種マーカーによる蛍光抗体法で

確認した。（2）FGF2，PDGFBB刺激による細胞増殖の評価を［3Hコthymi伽e取り込みによるDNA合成

能で確認した。（3）本細胞の非増殖活発状態，増殖活発状態，増殖飽和（停止）状態における細胞外基質産

生（I型・IV型コラーゲン，飼bronectin，王独inin）と㎝G瓦細胞周期因子CDK2，細胞周期抑制因子p27

の発現動態をRT－PC民Weste㎝b且ot解析で検討した。（4）FGF2，PDGF－BB，TG｝β刺激による細胞外基
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質産生とCTGF発現の変動をWestem　blot解析，半定量的艮丁一〇CRで比較検討した。（5）CTGFアンチセ

ンスオリゴを用いてαrGF発現を阻害した状態でPDGFBB，TG｝β刺激を行い，本細胞の組織外墓質産

生における㎝GFの役割を検討した。

（結果）

1）W蛆ラットは著明な半月体形成を呈し，4病日ではマクロファージ優位の細胞性半月体であった。7病

日では細胞性半月体は上皮細胞マーカーであるp独一ca曲ednを発現し，マクロファージ陽性細胞は減少し

た。さらに14病日では，マクロファージはほぼ消失し，線維細胞性半月体が増加した。細胞外基質は4病

日には殆どみられなかったが，7・14病日で著明な増加を認めた。αrGFm酬Aはマクロファージ優位の4

病日では半月体における発現は認めなかったが，上皮細胞優位である7・14病日で発現が増加した。連続切

片では㎝GF㎜RNAを発現する半月体の構成細胞は，Bow㎜鋤嚢上皮細胞のマーカーであるPGP9．5を強

く発現したことから，Bow㎜独嚢上皮細胞が㎝GFの主な産生源であることが確認された。2）ヒト半月体

において，CTGF㎜RNAは細胞性～線維細胞性半月体間に強い発現を認めた。αrGF細NA発現細胞は上

皮細胞のマーカーであるc林oke献inを強く発現したことから，ラットと同様に，Bow㎜an嚢上皮細胞が半

月体の主要な構成細胞であり，かつCTGFの産生源であることが確認された。連続切片での検討では，半

月体のCTGF㎜RNA発現部位と一致して，TGFβ1，TG｝βレセプターI，細胞外基質の発現がみられた。

さらに，糸球体障害からの再生像である偽尿細管様構造物にCTGF　mRNAが強く発現した。胎児腎では

CTGFはpodoc班e，Bow㎜鋤嚢上皮細胞に発現したが，尿管系細胞には発現しなかった。以上から，㎝GF

は線維作用のみならず，糸球体上皮細胞の極性の維持や障害からの再構築にも関与している可能一性が推察さ

れた。3）培養Rat　PECはBow㎜an嚢上皮細胞のマーカーを発現したが，podoc対e，尿細管細胞，内皮細胞

のマーカーは陰性であった。［3貫コthy㎜雌ne取り込みによる細胞増殖には，FGF2が優位に関与し，CTGF

発現の充進に伴う細胞外基質の産生にはPDGトBB，TG｝βが優位に関与した。TG｝βは本細胞に強力に

CTGF発現を充進させた。本細胞は細胞増殖飽和（停止）状態で，細胞周期停止と時期を同じくして㎝GF

発現を尤進して基質産生が増加した。さらに，アンチセンスオ1）ゴ添加によるCTGF阻害下にてTGFβ，

PDG｝BB刺激をしても基質産生が著明に抑制されたことから，本細胞の細胞外基質産生には内因性CTGF

の増加が重要な役割を担うことが示唆された。

（結論）

　糸球体半月体における緩痕化現象・修復機転に，Bow㎜舶嚢上皮細胞から産生されるCTGFが重要な役

割を持つことを，in伽O，i荻V1trO両面から確認した。以上のことがヒト・実験動物モデル共通の現象であ

ることを本研究で明らかにした。

審査の結果の要旨

　本研究では，糸球体半月体における療痕化現象の分子機構を明らかにすることを目的として，主に

co㎜ectivetiss舵gro煎h勉ctor（CTGF）の発現をラット，ヒト，剖検胎児，培養ラット細胞において検討した。

結果として，糸球体半月体における緩痕化現象，修復機転にBowm＆双嚢上皮細胞から産生されるαrGFが

重要な役割を果たしていることが判明した。研究成果は国際誌にも受理され世界でも高く評価されている。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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