


は し添 き

本 研 究 は、 挿 入 変 異 （ｈＳｅ地 ㎝ 証 ㎜耐ａｇｅｎｅＳｉＳ）１こよ り発 生 した 内 臓 逆 位、 嚢 胞

形成腎を有する トラ ンス ジヱニ ヅクマ ウス から体軸の左右 決定遼伝子 虹Ｖ のクロ

ーニ ング した こ と を 端 緒 と す る（Ｎａ前蛇 ３９５１１７７
．
１９９８）竈 本 遺 伝 子 の異 常 は 内 臓 逆

位とともに、 嚢胞形成腎 を合 併する添、 他に膵臓嚢胞、 胆管形成 不全な どの表現型

を呈す る こと か ら、 体 軸 回 転 に 加 完 て、 上皮 細胞 の 機 能 制 御 に も 関 わ る 可 能 性カミあ

る。 最 近、
ネ フ ロ ン の 上皮 細 胞 に は 一 次 線 毛添 存 在 じ、 こ の 形 成 や 機 能 の 異 常 が 嚢

胞性腎疾患の原因の一部 をなすことカミ注胃され、線 毛依存性腎疾患というカテ ゴリ

ーカ減 立 しつつあり、さ らにそ れは体軸や他臓器の 異常をき たす可能性も指摘され

て レ・る
。

以 上の 背 景 を 踏ま 完 て、 本 研 究 の 全体 構 想 は、

１） ｈｖノ ヅク ア ウ トマ ウス の 作 製

２） 虹ｖの機 能解明お よび線毛依存性腎疾患における病態 生理的意義の検討

３） 臨床上の接点を囲 らかにするため疾患モデル動物の開発

を中心 課 題 と した
。
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研 究 目 的、 実 施 計 画

研 究 者 ら は 挿 入 変 異 （ｈＳｅ地Ｏｎ釦 ㎜ｕ就ｇｅ鵬ＳｉＳ） に より 新 た に 発 生 し た 内 臓 逆

位
、

嚢胞 形成 腎 を 有す る トラ ンス ジェ ニ ッ ク マ ウス の 分 子 生 物 学 的 検 討 を 行 い、 体

軸 の 左 右 決 定 遺 伝 子 血γ の ク ロ ー ニ ン グ に 成 功 し て 成 果 を 発 表 し た（Ｎａｔｕ正ｅ

３９５１１７７
．
１９９８）。

内 臓 逆位 と と も に、 嚢 胞 形 成 腎 を 合 併 す る 淡
、 他 に 膵 臓 嚢 胞

、
胆

管形成不全な どの表現型を呈することから、 本遺伝子 は体軸回転に加完て、 上皮細

胞 の 機 能 制 御 に も 関 わ る 可 静 性を 推 測 して い る。 ま た、 最 近、 ヒ トの 血γ遺 伝 子 の

塩 基配 列 を最 終 的 に 決 定 し報 告 した （臨 ㎜ Ｇｅ鵬ｔ１１０；１５７
．
２００２）白 以 上 の 背 景 を

踏ま 完て、 本 研 究 で は 本 遺 伝 子 のノ ック ア ウ トマ ウス を 作製 し、 産 物 蛋 白 の 機 能解

析 を 行い、 そ の 働 き を 明 ら か に する と とも に、 表 現型 で認 め られ た 器 官 の 形 態 異 常

に着 目 し、 疾 患 モ デ ル 動 物 の 開 発 を 行 う。

具 体的 に は、 ま ずノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を 作製 す る
。

さ ら に 以 下 の １） 機 能 解析、

２） モ デ ル動 物 の 作 製、 二 つ の 軸 を 基 に 研 究 を 進 め る。

１） 機 能解 析： 虹１皿１ｅｎ餉ｈ の 遺 伝 子 を 発 現 ベク タ ー に 組 み込 み、 培 養 細 胞 に 導 入 し

形態変化を観察。マー勿一遺伝子の挿入による キメ ラマ ウス での形態形成過程での

発 現 の 観 察、 ま た、 ノ ック ア ウ トマ ウス で は発 魏 蛋 白 の解 析 を 二次 元 等 電 点 電 気 泳

動 法
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 細 胞 内 局 在、 腎 臓 に 関 して は、 発 生 時期 での 嚢 胞

形 成 の 機 序 を 検 討 す る た め、 器 官 培 養 を 行 い、 どの レベ ル で嚢 胞 形 成 が 始 ま る かを

検 討 す る。

２） 疾病関連モ デル１ 疾 患モ デル動物の開発の ため、 胎児での表 魂型を観察する。

疾 病 に 関 連 す る 形 態、 機 能 の 解 析 を 行 う
。

推測 される実 験結果

基 本 的 に は 血γ遺 伝 子 の ノ ヅク ア ウ トマ ウ ス 作 製 は 初 め て の 試 み で あ り、 さ らに

本研究における特色および予測される結 果を要約 すると、１）血７遺伝子は体幹の左

右決定に関 して最上流域に存在する遺伝 子で、 上皮細胞の形態、 機 能形成 に関わる

可 能 性カミあ り、そ の 異 常 は左 右 の み な らず 器 官 形 成 に 障 害 を も た ら す こ と が 推測 さ

れ る
。 ２） ノ ック ア ウ トマ ウス を 作製 す る こ と で、 レポ ー タ ー 遺 伝 子 を 付 随 させ、

形態形成上本遺伝子の発現経過、 推移を観察が 可能 であり、 かつ遺伝子の修飾部位

を替 完る こ と に よ り 表 現 型 の 異 な る マ ウス を 作 製 で き る 可 能 性 が ある。３）血γ遺 伝

子の異常は腎尿細管の嚢胞形成を認めるが、 上皮細胞の繊毛運動、 輸送機能異常に

起因する尿流の停滞による閉塞機転を推定 している。４）胆道閉鎮の表現型カミ常時発

現する遺伝子 コンス トラク トはヒ トでの先天性 胆道 閉鎖症の原 因に関わる 可能性

が あり、 病 態 生 理 に 関 す る 情 報 を も た ら す。



国内外の関連 する研 究の中での 当該研究の位 置づ け

体軸の左右、 前後を決定する遺伝子の同定および機能解 析に関する研究は、 現在

形態形成の分野 で最も活発な領域であり、 Ｎｏ湿 や１ｅ鮒 な どの遺伝子群が、 さ ら

に 最 近 で は
、

最 下 流 に 位 置 づ け ら れ る Ｐｉｔｘ２ が 報 告 さ れ た。 ま た、 ｉｖ 伍∀ｅ正ｓｕｓ

杭ＳＣｅ㎜㎜）マ ウ ス で は、 内 臓 逆 位 が 出 魂 す るカミ、 原 因 と して ダイ ニ ンの 遺 伝 子 変 異

カ報 告 さ れ、 ノ ー ド繊 毛 の 回 転 異 常 に よ り 左 有 の成 立カミ ５０％ どう しの 確 率 に な る

機 序 が 報 告 さ れ た （Ｈ虹ｏｋａｗａ ら
，

Ｃｅｕ ９５；８２９・８３７
．
１９９８）。 国 内 的 に は、

Ｈａ㎜ａｄａ

ら の 体 軸 形成 に 関 わ る 業 績や 先 の 亙血ＯｋａＷａ らの 仕 事が み ら れる。こ う した 中 に あ

っ て、 血７遺 伝 子 は 最 上 流 の位 置 に 存在 する コ ン トロ づ レ遺 伝 子 と 考 完 られ る。 さ

らに 興 味 深 い 点 は、
最 近、

本 蛋 白 が カ テ ニ ン、
カ ドヘ リ ンな どの 骨 格 蛋 白 と 結 合す

る 可 能 性（Ｍｏ１遍ｉｏ１ＣｅｌＨ ３：３０９６．２００２）、
さ らに 嚢 胞 腎（改 ω蛋 白 と も ｃ珊ｓｓ・捌ｋ が

ある可能性淋指摘されていることである。上皮細胞の機能的構築や嚢胞形成な どの

病態生理の成立に関わる情報が得られる可能性があり、今後 は本遺伝子産物の機能

解析とヒ トでの疾患モデル動物を作製する計画である。

計画の実際

１） ノ ック ア ウ ト マ ウ ス 作 製

タ ー ゲテ ィ ン グベ ク タ ー

ノ ック ア ウ トマ ウス の タ ー ゲ ッテ ィ ン グベ ク タ ー 構 築 の 完 成 と
、

実 際 のマ ウス 作

製を担う。 従来の科研費期間申により作製 していた、 最 も表 現型発 現が確 実と考え

ら れ るｅｘｏΩ１か ら２に か け て 欠 失 さ せ たｉΩｖ 遺 伝 子 に より タ ー ゲ ッテ ィ ン グベ ク タ

ー を 構 築 す る
。

コ ンス トラク ト作 製 の 際 にＥＧＦＰ も しく ほ１。。Ｚ 遺 伝 子 を 連 結 さ せ 構 築 し
、発 現の 段

階 で発 色 も しく は Ｘｇａ１ によ る 判 別 淋 可能 と して、
キメ ラ マ ウス な ど含 めて 部 位 や

時間的変化を観察できるようにする。相同組み換完体同定のためのサザン解析用の

プ ロ ー ブ お よ び ＰＣＲ プラ イ マ ー を これ ま での 助 成期 間 で 作 製 して ある た め、実 際 に

有 効 か どう か を 判 定 す る。

１） マ ウ ス は １２９ 系 統マ ウス を使 用。

２） ｃＤＮＡ を ５０㎎／㎜１ 濃 度 で調 整 し、 塔 養 中の ＥＳ 細 胞 ヘ エ レク トロ ポ ー レー シ ョ ン

す る。 相 同 組 み 換 え 体 の 同 定一主 と して ＰＣＲ に よる ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う。

３） マイ ク ロ マ ζ ピュ レー シ ョ ンー採 卵一ＥＳ 細 胞 の 注 入

盈） 仮 親 へ の 移 植一キメ ラ マ ウ ス の 作 製

５） 表現型の解析

ＥＳ 細胞の培養、 管理 から遺伝 子導入な どの実際の工程では、 筑波大学生命科学動

物 資源セ ンター資源開発分野 高橋 智教授の指導を受け実行する。

表 現型 の 相 違 が 生 じる こ と を想 定 して、幾 つ かの タ ー ゲ ッテ ィ ン グ ベク タ ー を 構



築 する。 胆 道 閉 鎮カミコ ン スタ ン ト に発 現す る 構 築 は疾 患 モ デノレの 成 立 と 考 えら れ る。

基 本 的 に ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅ就 部 と ３’ 側 の 夕〃 遺 伝 子 に 特 異 性 の 高 い 部 分 の ニ カ 所 を

中 心 と し た 遺 伝 子 の 獅ｏｄｕ１ａｔｉｏΩ を 行 い ベ ク タ ー を 作 製 す る。

表現型の解析

腎の組織学的検討哀ぱ び形成メカ ニズムヘのゴ〃 の関わり を検討する。多発 性嚢

胞腎での組織学的検討と発現蛋白の相 互作用 な どの実験経験カミある。

胎児の発 現型の 検討。 マク ロ的観察 を実体顕微鏡 下で行い、 腎での嚢胞形成を確認

す る
。

ノ ッ ク ア ウ ト ホ モ 接 合 体 か ら の 胎 児 か ら 腎 を 摘 出 し、 ｏｒｇａΩ ㎝１ｔｕｒｅ を 行 う。 腎

の形態形成の過程で尿細管形成カミ障害さ れて いる 可能性を推測 している。実際 には

胎 生 １５．５ 目 で 後 腎 を 採 取 し、 ｔｒａ㎜ ㎝ｂｒａｎｅ ｆｉｌｔｅｒ 上 に お い て ＤＭ－Ｅ附ＦＣＳ 申 で 培

養 し、 観 察 す る。

キメラマウスで はンポーター遺伝子が挿入されているため、経時的に遺伝子発 現

の局在、 経過が観察可能であるため、 ホモ接合の完成前に研究自体の推進が可能で

あ る
。

２） ｉｗ の機能解析

細 胞 内 局 在 を 同 定 す る た め ＧｒｅｅΩ ｆ１ｕｏｒｅｓ㏄ ㏄ｅ ｐ 雌 ｅｉｎ （ＧＦＰ）を 接 続 し た 遺 伝

子 の 細 胞 内 導 入 を 行 う。 立〃 遺伝 子 の サ イ ズ は 犬 き く な い た め、 発 現 ベ ク タ ー を

胴 ㎜ａ１ｉａｎ ｃｅ１１ に 遺 伝 子 導 入 を 行 う。 細 胞 形 態 の 変 化、 膜 蛋 白、 主 と し て Ｎａ／Ｋ

ＡＴＰａｓｅ な どの 酵 素 活 性、
ま た、ｐｋｄ 蛋 白（ポ リ シ ス チ ン）な どと の 共発 現 な どを 観 察

する。 蛋 白 発 現 の 検 討 は、
一 部 分 担 者 土 谷（ま）と の 共 作 業 に な る。

本研究はゴ〃 蛋白の機能解析が重要な根幹であり、細胞内 で相 互作用 を持つ蛋白

の 検 討 も 並行 して 行 う。 特 に カ ドヘ リ ン な どの 骨 格 蛋 白、 カ テ ニ ンな どの シ グナ ル

に 関 わ る蛋 白 を ｅａｓｔ ㎝ｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉ㎝ や 蛋 白 電気 泳 動 な どの 手 法 を用 い て 検 討

す る
。

３） 関連遺伝 子の検 討

附ｃｒｏａαａｙ 法 に よ る 関 連 遺 伝 子 ｐｒｏｆｉｌｅ を 検 索 す る。 先 に 述 べ た ノ ヅ ク ア ウ ト

マ ウス か らの 組 織、 も しく は ＲＮＡｉ な どに よ り 遺 伝 子 発 現 を 修 飾 した 培 養 細 胞 な ど

か ら抽 出 した 搬脳Ａ を用 いる。 塊在、
線 毛 関 連 遺 伝 子 の 細 胞 内 シ グナ ル と して は、

Ｗ耐一β ｃａｔ㎝ｉｎ 系カミ注 目 さ れ て い る が
、

さ ら に Ｃａ 関 連 の 遺 伝 子 群 に も 着 貝 す る。

先 述 した よ う にｉｎＶ の山 つ の 特 徴 と して 骨 格 構 造を も つ こ と か ら、
細 胞 外 マ トリ ッ

ク ス
、

細 胞 内 蛋 白 な ど関 与 も 推 定 さ れ る。 ま た、 多発 性 嚢 胞 腎 と の 関 連 に つ い て 検

討 す る。 両者 と も に嚢 胞 を起 因 す る 蛋 白 なカミら、 相 互 の 作用 に つ い て の 報 告 は少 な

い。 ２つ の 蛋 白 と も 尿 細 管 上 皮 の 線 毛 に 存 在 す る こ と は す で に 明 ら が に さ れ て いる。





概麹威果
丑ね搬 概識

１搬留曹双

毎





左右非対称の意義 は？

・ 長 いｏｒｇａｎの 折 り た た み

・ ｏｒｇａｎ 形 成 の 効 率 化

・ 個 体機能の高度化に伴う現象？

・ 中 枢 神 経 の 左 右 差 の 意 義？

○ ｅｔ Ｃ
． ．．．

左右軸 左右非対称の形成
・ 正中線に存在した臓器が片方に局在する

・ （心 臓
ラ

胃 ｅｔＣ）

・ 両側に存在した臓器の片方が消失する

・ （大 血 管 系 ｅｔＣ）

・ 発生初期 から片方の みに存在する

・ （脾 臓）

・ 左 右 に存 在する が大きさ、 形状 が 異なる

・ （肺 ｅｔＣ）



正位から完全逆位

・ Ｓｉｔｕｓｓｏ１ｉｔｕｓ 正 位

・ Ｓｉｔｕｓａｍｂｉｇｕｏｕｓ

・ Ｖｉｓｃｅｒａ１ｈｅｔｅｒｏｔａｘｙ，
Ｉｓｏｍｅｒｉｓｍ

． ａｓｐ１ｅｎｉａ／ｐｏ１ｙｓｐＩｅｎｉａ

． Ｓｉｔｕｓｉｎｖｅｒｓｕｓｔｏｔａ１ｉｓ

、（㎞㎜㎞刺 ψ



胴◎ｄｅに お ける 軸 流 の 決 定

閥◎曲１ 僚；ｌ１翻

側 に 何 らか の 刺 激 が到 達 し、
異 的な遺伝子の発 現を促す

１榊 のＰｈｅｎＯｔｙｐ㊧

・ 心 臓１ 心 臓 逆 位
，

心 血 管 奇 形
，

心 内 膜 欠 損 症

フ ァ１コー 四 徴 症

・ 肺１ 左 右 逆 位， 分 葉 異 常

・ 肝 臓，胆 道１ 分 葉 異 常
， 胆 道 閉 鎖

， 胆 汁 分 泌 異 常

・ 胃： 逆 位

・ 脾 臓： 逆 位

・ 膵 臓１ 形 成 不 全
， 嚢 胞 形 成

・ 腎 臓 胞 形 胞、、

・ 腸 管１ 回 転 異 常

・ 大 血 管１ 形 成 不 全
， 走 行 異 常



Ａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ

兀一６竃ｔｒ㎜６ｔ…０苅 る０Ｘ
Ｃ副１㎜ｏ 舳 ｉ ＾ｉ肥ｄｉ㎎ ＩＱ ｄｏｍ刮ｉ皿

ｃ腕軸破肋一 卿 軸前
６０就犯１副釦 偏ｇ痢 鵠 脾 ㎜ｅ岬

３０６ 次榊 ０ｅツｄ８Ｗ８■０ｐ㎜ ｅ０｛

Ｌｅｆｔ

③ｌｏｎａｋａ Ｓ ６ｔ ２Ｉ Ｃｅ■１ １９９８〕

Ｌｅｆｔ



嚢胞 腎趨園 蟹自と織篭の関わり

邊 鮒 映 鰯 棚 鑓 堰７３７ｇｅｎｅ ｐｏ１ａエｉｓ（繊 毛 内 輸 送 蛋 白）

趣 Ｃ臼副 昭 鯛 鵬 （線 蛮） ρ材！，ρ械２ｈｏｍｏＩｏｇ鵬１ｏｖ－１，μ 杜２

・ ＳｅｎＳＯｒｙ ｎｅｕｒＯ狂，ＣｉＩｉ 岬 地ｎＣｔｉｏｎ の 異 當 を き た す





ｎ^ｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ構 造

欄能 遺伝乎 操り返し数

Ｃｅ羽ｄ雌ｅ爬皿ｔｉａｔｉＯ皿 Ｎｏ沈ｈ
，

文ｏ屹丘
，

ＴＡＮ１
，

ＧＬＰ１
，

Ｌ㎜１２
，

ＦＥＭ１ ６

㏄涯ｃｙｃ１ｅｃｏ皿 腕１ ＣＤＣ１０
，

ＳＷＩ６
，

ＳＷＩ４ ２

肋ｍＳＣ曲Ｏ㎝ 趾 耐 Ｎ 眺 Ｂ 雌ｃ凹一８０叩１０５ ６

趾Ｂ， ㎜ レ 欄 ㏄血ｔｅ幻 ツ 蜘
．

５

ＧＡＢＰ－ｂ ４

鮒 鮒ｕ剣 岬ｔｅｉｎＳ Ａ皿ｋ洲ｎ ２２

○出ｅｒ ｐ ㎜王 ３

αｕ ㎞ 亙…鵬 １

○如 泣ｏｔｏ念ｏ １９

ＢＣＬ３Ｐ 舳 ｏΦ皿ｃｏｇｅ鵬 ７

Ｖａｏ ㎞ ｂ ｈｏｓｔ ㎜ 喫 趾ｔｏｒ １

ｐ１２０ １８

Ａ 故㎞聰 １７

？ ？ ？ ？ ？ ｉｍｖ １５ｏ”６

８



２） ノ ック ア ウ トマ ウス タ ー ゲ ッテ ィ ン グ ベク タ ー

タ ー ゲ テ ィ ン グベ ク タ ー

ノ ック ア ウ トマ ウス の タ ー ゲ ッテ ィ ン グベ ク タ ー 構 築 の 完 成 と、実 際 のマ ウス 作

製を担う。 従来の科研費期間中により作製 していた、 最 も表 現型発 現が確 実と考え

ら れる ｅｘｏｎ１か ら２ に か けて 欠 失 さ ぜ たｉｎｖ 遺 伝 子 に より タ ー ゲ ッテ ィ ン グベ ク タ

ー を構 築 する。

コ ンス トラ ク ト作 製 の 際 にＥＧＦＰ も しく は１ａｃＺ 遺 伝 子 を 連 結 さ ぜ 構 築 し
、

発 魏の 段

階 で発 色 も しく は Ｘｇａ１ｌこよる 判 別 が 可 能 と して、
キメ ラ マ ウス な ど含 めて 部位 や

時間的変化を観察でき るようにする。相同組み換完体同定のためのサザン解析用の

プ ロ ー ブ お よ び ＰＣＲ プラ イ マ ー を これ ま での 助 成 期 間 で 作 製 して ある た め、実 際 に

有 効 か どう か を 判 定 す る。

１） マ ウス は １２９系 統マ ウス を使 用。

２） ｃＤＮＡ を ５０㎎／伽１ 濃 度 で調 整 し、 培 養 中 の ＥＳ 細 胞 ヘ エ レク トロ ポ ー レー ショ ン

す る。 相 同 組 み 換 完 体 の 同 定一主 と して ＰＣＲ によ る ス ク リ ー ζ ン グ を行 う。

３） マイ ク ロ マ ニ ピ 引／一 シ ョ ンー採 卵一ＥＳ 細 胞 の 注 入

８
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ＰＣＲお よ びＳｏ㎜伽ｅｍ ｂ１ｏｔｔｉ㎎ に よる

スクリーニング

Ｓｏ皿ｔｈｅｒｎ ｂ１ｏ廿ｉｎｇ
邊圭 舛 肝奪 軒岳市 榊

ＰＣ Ｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ＧＦＰをＰｒｏｂｅと した Ｓｏｕｔｈｅｍ ｂ１ｏｔｔ１紅９



３） ｉ㎜ｖ 機 能 解 析

培養 細胞 にお ける ＲＮＡｉ

同 様 の ｐ１ａｓ㎡ ａ を 従 来 通 り の１ｉｐｏｆｅｃｔａ㎡丘 を 用 い た 枕 ㎜ｓ逓ｅｃせｏｎ をｃｅ■ 肚 ｅ（Ｍ１，

ＭＤＣＫ， ㎜ ㎜ ＣＤ３ ｃ⑧■）に 行 う。 お も に 発 現 す る 遺 伝 子 胆ｏ釦ｅ へ の 影 響 を

血ｉＣ■Ｏ㎜蝸ｙ 法 で検 討 す る。

Ｍｉｃｒｏａｒｒａ 法 に よ る 関 連 遺 伝 子 ｒｏｆｎｅ 検 索

ＲＮ拙 な どにより 遺伝 子発 現を修飾 した培養細胞な どか ら抽出 した ｍＲＮＡ を用

い る。 実 際 の方 法 は 的 血ｅ触Ｘ 杜 の 狐正ａｙＣ虹ｐ を用 い て、 従 来報 告 した 方 法 に 則

り 施 行 す る （研 究 業 績： ０・㎜ｏａｄａｐ 鮎 ㎝一・ｅ１ａ士ｅｄ ｇｅｎ・・ ㎞ ㎞ ｅ・ 鵬 伽１ａ Ｏｆ ㎜ ㎝ｓｅ 蝸 曲ｅｙ 巫ｓｉ㎎

㎜ｉｃｒｏ 甑 ａｙ Ｙｏｓｈｉｄａ エ Ｓｈ㎡砒ａ Ｓ
，

Ｔｓｕｃｈｉｙａ Ｋ
ヨｅｔ ａｌ Ｂｉｏｃ㎞ｅｍ Ｂｉ③ｐＫｙ５ Ｒｅ３ Ｃ③㎜ 醐唖固 ３２２：２５０－２５７

ラ

２００４）。



腎嚢胞形成、左右 軸決定遺伝子肺ｙ

（肋ｙｅｒＳク０η ０７ｅ㎜ｂ 〃０η庵 竈απ’肋ｇ）の

機能解析

東京女 子医科大学 第４内科、同 血液浄化療法 科

代 田 さつ き、 土 谷 健、 芳 田 工、 杉 浦 秀 和。

三 戸 部 倫 大、秋 葉 隆、 新田 孝 作

目的

１．虚 血
、醸 化 ストレスによる腎 組 竃 およぴ 腎 培 養 細 胞

で 伽 舳 の 発 現、その 意 義を 検 討した。

２． 肪ｙを 棲 的 としたｓｍａ１１ 耐ｅ 施ｒ帥ｃｅ 酬 Ａ

（ｓｉＲ 船）を 腎培 養 細 胞に 遺 伝 子 導 入し、

関 連 が 推 測される遣 伝 子ｐｒ◎胴ｅを検 索した、



方 法 」１

㌔２遺齢珪の Ｗｉｓ跡 揃 を用いて

腎 虚 血 再 還 流 （ｌＲｌ）モ デ ルを作 成、

血清クレアチニン（的 およぴ

腎 臓 での 肪ｙｍ 酬 Ａ の 発 現を測 定した。
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Ｃ 砿 １Ｒ１後 ２４時 聞 で 量 も 上 昇 し、 次 第 に 改 善 し た直



ラツト腎 虚 血 幕 還 流 （１Ｒｌ） 毛 デ ル に お ける

腎 臓 で の 肺ｙ ｍ 酬 Ａ の 発 現
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肋 ｙ ｍ 剛 Ａ の 発 現 は６時 聞 後 に 量 毛 漬 弱 し、ｌＲ１後２４０時 閥 で 追 剰 発 現 し た向

方法 ２

マウス 腎集 合 管 上 皮 培 養 細 胞（ｍ ㎜ＣＤ－３）を用 い、

培養液に過酸化水素（Ｈ２◎２庫 添加し

醸 化 ストレス下で の肺ｙ㎜ 酬 Ａの 発 現を 測 定した，





ｓｉＲＮＡを 遣 伝 手 導 入した 腎培 養 細胞 の 細 胞 教
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肋ｖｓｉ酬 Ａ導 入 細 胞 では、細 胞 数カ 帽 少した。

ＳｉＲＮＡを 遣 伝 子 導 入した 腎 培 養 細 胞 での

肺ｙ ㎜ 剛 Ａの 発 現 変 化
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肪ｙ 洞 剛 Ａは３６時 闇 後 で５０％以 下 に 抑 制され た。



ｓｉＲＮＡを遺 伝 子 導 入した腎 培 養 細 胞 での

他 の 遣 伝 手 の 発 現 変 化：発 現 克 進
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考 察・結 論

虚 血
、

酸 化 ストレス により肋 肋 ｏ、肋 ｙ肺ｏ にお いて

妨ｙ の 発 現 は 初期 に低 下し、、次 第 に過 剰 発 現 がもたらされた藺

傷害された腎の修 復過程において肋ｙは

何らかの役割を果たしている可能性郷推測された旬

この機序に関して、細 胞形態や発現遺伝手 町ｏ榊 の変化 から

細 胞増殖 や細胞 骨格 形成にかかわる可能性 が示 竣された。

目 的・方 法

肺ｖを 榎 的 としたｓｉＲＮＡ発 現 ブラスミドを 用 い て、

腎培 養 細 胞 での肋ｙ発 現を 持績 的に 抑 制し、

醸 化 ストレス応 答 およ：ぴ肋ｙ関 違 遺 伝 子 の 発 現 変 化

を 検 討 した。
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§摂 脇 発現プラス 報 を遣儘手導入しだ

腎皓養細胞で蛎鮒 醜融風⑳発現変化
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遺伝手導入幽時闘稜で約６蝋 の 肋 遺伝等⑳発現郷鰯効桑赫鍔られだ。



距 醜 負荷時 酬 榊を榎的としだ§１融Ａ発現プラスミ障

⑳導入に表る遣伝手発現⑳変佑
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ｓｉＲＮＡ発 現ブラスミドを 導 入しだ 腎 培養 細 胞で の

Ｈ２０２負荷時の他の遺伝手の発現の変化

姜 。
着

≦ ２

発現が苑進した違伝子群

Ｅ

騒憂１１１
甲

発現淋抑制された遺伝子群

讐騒憂

ｎ冒３
，
ｏ
ＰくＯ．０５ ｖ５， ｓｆｏｐ ｛ｃｏｏ－Ｉ’ｏ１， ９了ｏｏｐ

ｓＲＮＡ導入 時と同じ遣 伝 子 群 にお いて 酸 化 ストレス 時 に 発 現 の 克 進、

抑 制 淋 認 められ た。
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