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学位論文内容の要旨

【背景・目的】

  臓器が虚血状態に陥ると低酸素による障害が生じるが，再灌流によりさらに重篤な臓器障害が

引き起こされる．この虚血再灌流障害(IRI)は腎移植において移植臓器機能発現の遅延，急性拒絶

反応や慢性臓器障害の原因となり，IRIの軽減は移植腎の長期生着のために重要であるがその機序

については不明な点が多い．

  TWEAK  (TNF-like weakinducerofapoptosis）はTNFファミ1」ーに属するII型の膜蛋白であり，

そのreceptorとしてFn14が同定されている，TWEAK原n14pathwりの働きは，細胞増殖の促進，

炎症性サイトカインの分泌やアポトーシスの誘導など非常に多様であることが知られているが，

生理的，病理的機能についてはほとんど明らかではない．今回はI心におけるTWEA剛Fn14

pathwayの役割について検討した．

【材料と方法】

・臨床検体：虚血再灌流腎として腎移植時の血流再開1時間後の検体を使用し，正常腎として腎

  癌で摘出した腎の正常部位を使用した．

・ヒト尿細管細胞を用いたinvitroでの虚血モデル：ヒト遠位尿細管細胞（RPTEC）を使用しin

  vitroでの虚血モデルを作製した，RP1、ECを24時間培養後，培地を取り除きIDinera10ilをのせ，

  37℃で15分培養することで虚血状態にした．その後rnineraloilを取り除きPBSで洗浄後，再度

  培地をのせ1時間培養後に細胞を回収しRNAを抽出した，

・マウス腎虚血再灌流モデル：C57BL/6マウス（雄、週齢8－10週）を使用し、腎虚血再灌流モ

  デルを作製した．まず右腎を摘出．その後左腎動静脈をクリップで遮断した．虚血中は体温を

  32―33℃に保ち、30分後に再灌流した．生存率の検討のために用いた致死モデルでは虚血時間を

  40分とした．

【結果】

・ヒト臨床検体によるFn14の発現：Fn14にっき免疫染色したところ、ヒト正常腎に発現は認めなか

  ったが、腎移植時の血流再開1時間後の検体の尿細管に明らかなFn14の発現を認めた．

・Ivvitro，mvivoモデルにおけるTweak，Fn14の発現と局在の検討：RPTECを用いたinvi廿oモデル
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  において，低酸素刺激によりFn14の発現は有意に増加したが，TWEAKの発現に変化はなかった．

IRI in vivoモデルでは，虚血腎における再灌流後のTWEAK mRNA発現の上昇はマウス正常腎に比

  ベ1.7倍であったのに対し，Fn14の発現上昇は顕著であり，16.4倍もの上昇を認めた．さらに免疫

  染色で蛋白レベルの発現を検討した．TWEAK発現はマウス正常腎，虚血腎ともに腎全体の尿細管

  に認めた．一方，Fn14発現は正常腎には認めず，虚血腎の皮髄境界を中心とした尿細管に認めた．

  これらの局在をさらに検討するため，正常腎，虚血腎の組織を細胞膜，細胞質，核のそれぞれの成

  分に分離し蛋白を抽出した．これらのTWEAK，Fn14の蛋白レベルの発現をWestem blottingにて検

  討した．結果，TWEAKは正常，虚血腎の細胞質に認めたのに対し，Fn14は虚血腎の細胞膜，核に

  認め，共発現していないことが明らかになった。以上よりIRIにおいて，TWEAK受容体Fn14の発

  現が増加し，Fn14がIRIの病態に深く関連していることが示唆された，さらにTWEAKと共発現し

  ていないことより，Fn14はTWEAKとは独立して働いていることが考えられた．次にIRIにおける

  Fn14の機能を検討するためにFn14特異的阻害モノクロナール抗体(ITEM-2)を用いて詳細に検討し

  た．

・in vitro虚血モデルにおけるFn14阻害の効果：低酸素刺激によりRPTEC内のTNF-a、IL-ip、MCP-1

  のmRNA発現は増加したが，ITEM-2を共培養することにより，これらの発現は有意に抑制された，

・in vivo虚血再灌流モデルにおけるFn14阻害の効果：再灌流24時間後において，ITEM-2投与群の

  血清クレアチニン値は対照群に比し有意に低くかった，また，組織学的には，対照群では著明な細

  胞浸潤や尿細管壊死を認めたのに対し，ITEM-2投与群では軽減されていた，免疫染色(MPO染色、

  F4/80染色）およびTUNEL法にて体系的に検討した結果，抗体投与による虚血腎への好中球および

  マクロファージの浸潤抑制および尿細管細胞のアポトーシスの有意な抑制がみられた．さらに腎局

  所における免疫活性をreal-time PCRにて検討したところ，抗体投与により炎症性サイトカイン

  (TNF-a，IL-ip)，ケモカイン(MIP-2，MCP-1)，接着因子(IĆ ｀M―1，E‐selectin）の発現は有意に抑制

  され．これら局所の免疫活性低下と障害抑制効果との関連が示唆された，

・Invivo虚血再灌流モデルにおけるFn14阻害の慢性期の効果：Fn14阻害の長期的な影響を，再灌流

  30日後の虚血腎を用いてMassontrichrome染色にて検討した．対照群では高度な線維化がみられ

  たのに対し，抗体投与群では有意に抑制されていた．

・Invivo虚血再灌流致死モデルにおけるFn14阻害の効果：虚血時間を40分にした致死モデルにおい

  て，7日生存率が対照群は9％であるのに対し，ITEM‾2投与群は50％で有意にマウス生存率が改善

  した，以上よりFn14阻害の長期的および前臨床的治療効果が確認された．

【考察】

  今回の研究にて虚血再灌流後，尿細管細胞のTwEAK受容体Fn14の発現が増加することが明らかにな

った．また，T冊AKと共発現していなしゝことよりFn14はIRIにおいて独立した働きをしていると思われ

る．IRIにおけるFn14の障害促進機序としては、Fn14の活性化により尿細管細胞より炎症性サイトカイ

ン、ケモカインが分泌されることが考えられる．これらのサイトカインが自然免疫を活性化し尿細管

細胞に障害を与える，また、Fn14の活性化が直接尿細管細胞のアポトーシスを引き起こす可能性もあ

る．Fn14の阻害によりこれらの経路が抑制され，IRIが軽減させたと考えられる．また、Fn14の活性

化が組織の再生に寄与するとの報告がある．そのためIRIにおけるFn14阻害は，長期的には悪影響を

もたらすと懸念されたため，今回慢性モデルにおいてIRI後の繊維化についても検討した．結果として
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はFn14阻害により慢性期の繊維化も抑制していた．以上よりFn14阻害はIRIの急性期と慢性期のいず

れの障害も抑制し有効な治療法の1つと考えられた，また，ヒト臨床検体におしゝて，in vitro，invrvoモ

デルと同様に虚血腎でFn14の発現が増加していることが確認できたことは，今後の臨床応用に期待で

きる結果であった，

【結語】

  今回初めて，腎IRIにおいて，TWEAK受容体Fn14が障害促進に重要な役割を果たしていることが

明らかとなった．さらにFn14特異的阻害は新たな治療戦略となり得る可能性が示唆された．
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    学位論文題名

Direct targeting of fibroblast growth factorーinducible14

proteinproteCtSagainStrenaliSChemiareperf・uSioninjury

(Fibroblast growth factorーinducible 14特異的阻害は

    腎虚血再灌流障害を軽減する）

  臓器が虚血状態に陥ると低酸素による障害が生じるが、再灌流によりさらに重篤

な臓器障害が引き起こされる。この虚血再灌流障害(IRI)は腎移植において移植臓器

機能発現の遅延、急性拒絶反応や慢性臓器障害の原因となり、IRIの軽減は移植腎

の長期生着のために重要である。

  TWEAK  (TNF-like weak inducer of apoptosis)はTNFファミリーに属するII型の

膜蛋白であり、そのreceptorとしてFn14 (Fibroblast growth factor・inducible 14)が同

定されている。TWEAK/Fn14経路の働きは、細胞増殖の促進、炎症性サイトカイン

の分泌やアポトーシスの誘導など非常に多様であることが知られているが、生理的、

病理的機能についてはほとんど明らかではなしゝ。今回はIRIにおけるTWEAK/Fn14

経路の関与について検討した。

  まず、TWEAK，Fn14発現について検討した。ヒト近位尿細管細胞を用いたf門vitro虚

血モデルにおいて、低酸素刺激によりFn14の発現は増加したが、TWEAKの発現に変

化はなかった。次にマウスを用いたin vivo IRIモデルにて検討した。虚血腎における

TWEAK mRNA発現の上昇はマウス正常腎に比べ1.7倍であったのに対し、Fn14の発現

上昇は顕著で16.4倍であった。さらに免疫染色では、TWEAK発現は正常腎、虚血腎と

もに認めたが，Fn14発現は虚血腎の尿細管にのみ認めた。また、正常腎、虚血腎の組

織を細胞膜、細胞質、核の成分に分離し蛋白を抽出し、これらのTWEAK，Fn14の蛋

白レベルの発現を検討した。結果、TWEAKは正常、虚血腎の細胞質に認めたのに対し、

Fn14は虚血腎の細胞膜、核に認め、共発現してしゝないことが明らかになった。

  以上よりIRIにおいて、Fn14がIRIの病態に深く関与していることが示唆された。次

にFn14特異的阻害によりIRIが軽減されるか検討した。めvitroモデルにおいて、
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低酸素刺激により尿細管細胞の炎症性サイトカインの発現は増加したが、Fn14阻害

により抑制された。また、in vivoではFn14阻害により虚血再灌流後の血清クレア
チニン値の上昇は抑制され、組織学的にも障害は軽減された。また、好中球、マク

ロファージの浸潤とアポトーシスの抑制がみられ、腎局所における炎症性サイトカ
インや接着因子の発現も抑制された。さらに、再灌流30日後の線維化も抑制された。

最後に臨床検体にてFn14の発現を検討した結果、ヒト正常腎に発現は認めなかった
が 、 虚 血 再 灌 流 腎 の 尿 細 管 に 明 ら か な Fn14の 発 現 を 認 め た 。

  審査に際し、笠原教授よりIRIにおけるTWEAKとFn14の関係について質問があ
った。TWEAKはFn14のligandであるが、今回の実験でこの2分子が共発現してい

ないことやTWEAK阻害ではFn14阻害よりも効果が乏しかったことより、IRIにお

いてFn14はTWEAKと独立して作用しているか、他のligandが存在する可能性が
あると回答した。小池教授からTWEAK/Fn14の免疫細胞への関与について質問があ

った。TWEAK/Fn14は文献的に免疫細胞に発現しているとの報告はあるが、本実験
では腎に浸潤する免疫細胞に発現は認めなかった。よってIRIにおいては

TWEAK/Fn14の免疫細胞への関与は少ないと考えられると回答した。また、臨床応
用に向けて具体的な抗Fn14抗体の投与法について質問があった。篠原准教授はIRI

に関する過去の報告とTWEAK/Fn14との関係について質問された。過去の報告の多
くは免疫細胞に関連するもので、今回のTWEAK/Fn14は尿細管細胞に関係する経路

である。よって、過去の報告とは全く違った作用点であり、他のIRIとの治療と併

用することでより効果的な治療が期待できると回答した。上出教授は今回使用した
抗Fn14抗体の働きはTWEAK/Fn14経路をプ口ックしているのか、それともFn14

に結合しこれらを破壊しているのかの検討をすべきであると指摘した。また、Fn14
の新たなligandの同定の可能性について指摘された。最後に野々村教授より今回は

急性期障害の検討が中心であるため、今後慢性期障害の影響や同種移植モデルにお
ける慢性拒絶への関与についての検討を行うべきであるとの指摘があった。

  この論文は、Fn14のIRIへの関与について明らかにした初めての論文であり、さ

らに臨床検体においてもその関与を証明した点で高く評価され、今後のIRIの新規
治療戦略の1つになることが期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位

なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判
定した。
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