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論文内容 の 要 旨

糸球体硬化症は末期腎不全に焔る最も重要な病変であり、細胞外慈賞の増生が特徴的である白増生した細胞外義質の主た

る成分はα1/α2鎖 IV型コラーゲンであ暫(遺伝子は各々Col4alとCo14a2)、糸球体内では TGF-sなどの増殖因子、ア

ンギオテンνンHなどのペプチドや糸球体内高血圧などの機械的因子に応じて増生される。今回、 Co14a2発現におけるよ広

ンハンサーの都御機構を培養メサンギウム細胞において初めて明ちかにした。

Co14a2 遺伝子には GAACAAT配列をもっ約鈎Obpのエンハンサーが存在する。培養メサンギウム細胞においてこのエン

ハンサーの活性をザポーター7ッセイにより調べたところ、 ζのヱンハンサ F を挿入したプラスミドではプロモーターのみ

のプラスミドに比べて活性が自倍に増加し、その活性は GAACAAT 配列IJI~依存約であった。一方、 TGF四 β はメサンギウム

細胞において Co14婦の発現を増加させる最も強力な因子である。そこでメサンギウム細胞告 TGF-β にで刺激し、

AAC品 A庁菌研111こ特異的に結合する転写国7ーである昌OX議自の発現最を検討Lたところ、Co14a2の増加に先吹って SO却

の発現の増加が認められた。そこでTGF-β刺激により増加したSOX9がエンハンサー内のGAACAAT配列に結合し、Co14訟

の発現を増加させるとの仮説をたててさらに実験をおこなった。

まず、 invitroで合成Lた呂OX曽:tsGAACAAT配列iこ結合することをゲルシアトアッセイにて示した。さらに、メサンギ

ウム締胞において内菌性の呂OX自がTGF-β刺激下でこのエンハンサーに結合することを Ch加盟副出I盟国臨時盟問.pi幅制B

assayにおいて示した。またザボーターアッセイにおいて Co14a2のエンハンサーを挿入したリポーターベクターとともに

SOX告の発現ベクターを導入すると対照ベクターを導入した場合と比べて 3倍に活性が増加した。この活性増加は

GAACAAT配列に依得的であった。話OX9が Co14a2の発現iこ関与すること告示すため、昌OX骨iこ対する siRNAを作成し、

メサンギウム細胞に導入した。すると、呂OX骨をノックダウンした細胞において、無刺激時およびTGF-β刺激時む Col4a2

の発現が抑制喜れた。これらの結果から SO宜容はメサンギウム紡胞において、 Col4a2のエンハンサー領域に作用し Co14a君

の発税調節に関与していることが示された。

さらにマウスの糸球体腎炎モデル(馬杉腎炎)を用いて主主体における SOX9の発現を検討した。腎組織における SOX告の

臨 RNAの発現を定量的RT-PCRによち検討したところ、SOX9は腎炎発症前に比べ発症後7臼自および 14日自にそれぞれ

発現が 18倍、昌倍にiL進していた。免疫染色においても腎炎発症前では SOX9の糸球体内の発表はほとんど認められなか

ったが、腎炎発症後 78 自には発現が冗進していた。同時期I~TGF叩 β と Co14a2の発現も充進していた。これらより SOX自

は糸球体腎炎後の Co14a2の蓄積に関与している可能性が示唆された。

以上の結果より、 SOX曽はむ014a2のエンハンサーを標的としてその発現を制御しており、 TGF目 βによる糸球体鋭化症に

関わる主要な因子と考えられた。
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論文 審査の結果の裏蜜

糸球体硬化症は末期腎不全に陥る最も重重要な病変であり、続臓外慕質の増強が特徴的である。増銭した細胞外義質の主た

る成分はα1/α2鎖IV型コラーゲンであり〔遺伝子は各々Col4匂1とCo14，α.2)、糸球体内では TGF-βなどの増殖因子や糸

球体内高血圧などの機械約因子に応じて増生される白 Col4a2遺伝子には GAACAAT菌il9iJをもっ約 300bpのエンハンサーが

存在するが、どの転写図子がこの配列を制御するかは不明であった。

今回、 TGF-β刺激にで SOX曹の発2誌が増加することに着目し、 SOX告がこのエンハンサーに結合し、 Col4a2の活性を

GAACAAT 配伊UI~依存的に増加させる ζ とを不した。さらに、メサンギウム細胞において SOX曹をノックダウンすると

Col4a2の発現が抑制されることを見出した。これらの結果から昌OX告は Col4a2のエンハンサー領域に結合し、 Co!4a2の

発現調節iこ関与することが示きれたg マウスの糸球体腎炎モデルでは、腎織での SO宜曾の発王誌は腎炎発症前iこ比べ発症後に

冗進し、その局在は糸球体内であること告示した。同草寺期に TGF-β とCo14a2の発現も冗進しており、 SOX91ま糸球体腎炎

後の IV型コラ』ゲンの蕎積iこ関与していると考えられた。

本研究においては呂OX9がCo14a2のエンハンサーを様的としてその発現を制御し、TGF-β による糸球体磁化疲に関わる

主要な因子でおることを初めて明らかにした。

以上む研究は Co14a2の転写制御機構の解明に貢献し、糸球体硬化症の病態解明に寄与するところが多い。

したがって、本論文は博士〈医学)の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学紋授与申請者は、平成 19年品月 27日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と誌、められたもので

ある。




