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研究成果の概要（和文）：線維化は修復機転である。腎では病因に関わらず組織傷害が生じると、間質に線維化が生じ
、進行すると慢性腎臓病に至る。シスプラチン誘発ラット腎線維化モデルを作出し、反応するマクロファージと炎症性
刺激により誘導される筋線維芽細胞を中心に病態解析を行った。傷害初期にはCD68マクロファージが出現し、線維化の
進行とともにMHCクラスII抗原を発現するマクロファージとリンパ球が増加した。筋線維芽細胞は上皮－間葉転換EMTに
加え、髄質間質細胞や血管周皮細胞などの未分化間葉系細胞からも生じることが示された。肝・肺・皮膚の線維化につ
いてもラットモデルを作製し同様に解析を加えた。この研究は有効な治療法探索に繋がる。

研究成果の概要（英文）：Fibrosis is developed after tissue injury. Regardless etiology,interstitial fibros
is occurs after renal injury, then leading to chronic kidney disease.The properties of macrophages and myo
fibroblasts, both which play central roles in fibrosis, were investigated using cisplatin-induced rat rena
l failure model.  CD68 macrophages appeared at early stages, whereas at the advanced stages, MHC class II-
expressing macrophages and lymphocytes appeared. Besides epithelial-mesenchymal transition (EMT), myofibro
blasts may be derived from mesenchymal cells such as medullary interstitial cells and pericytes in lineage
 of stem cells. EMT phenomenon was seen exclusively in abnormally regenerating renal epithelia; the format
ion is inhibited by PGE2 but promoted by osteopontin.  Characteristics of hepatic, pulomonary and cutaneou
s fibrosis were investigated as well. Clarifying the pathogenesis of fibrosis could lead to exploration of
 possible therapies.
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病は、免疫疾患、感染症や中毒な
どによる糸球体や尿細管傷害後に形成され
る進行性の腎線維化の病態で、尿毒症を惹
起する。また、糖尿病や高血圧症などの成
人病と関連して生じる。慢性腎臓病は、近
年ヒトでは心筋梗塞や動脈硬化症の素因と
考えられ、国内では約 27 万人が罹患し、そ
の予備軍は数百万人いるとされる。獣医学
領域においても、5-6 歳以上の犬・猫の 60%
以上が程度の違いはあるが慢性腎臓病に罹
患している。しかし、その病因と進展機序
の全貌は未だ解明されていない。獣医学･
医学領域でその予防法や改善法の開発が求
められている。これまで、腎線維化のモデ
ルラットと犬・猫の自然発生腎線維化病変
を解析し、腎線維化は、「組織傷害⇒マクロ
ファージの反応及び線維原性因子の放出⇒
筋線維芽細胞の誘導と細胞外基質の異常蓄
積⇒慢性腎臓病」の病理発生機序を提唱し
た。この一連の課程において、マクロファ
ージと筋線維芽細胞が中心的な役割を演じ
る。しかし、マクロファージの病期（初期・
進展期・末期）ごとの多彩な機能や、筋線
維芽細胞の誘導因子とその起源（尿細管上
皮や体性幹細胞由来）については未だ明ら
かにされていない。マクロファージと筋線
維芽細胞との関連において、これら細胞が
相互に係わるサイトカインネットワークの
乱れと、それに続く細胞内シグナルの異常
が腎線維化の病理発生に深く係わっている
と考えている。これら細胞の機能をコント
ロールすることがこの疾患の進行抑制・改
善につながる。本研究の遂行により、増加
しつつある慢性腎臓病患者/患畜の臨床学
的治療や創薬に向けた新たな展開が期待で
きる。 
２．研究の目的 
慢性腎臓病は、病理学的には進行性の腎線維
化の病態で、傷害部位に出現するマクロファ
ージと、マクロファージから産生される線維
原性因子により誘導される筋線維芽細胞が
その病理発生において中心的な役割を演じ
る。しかし、これら細胞の機能的な特性の全
貌や、相互の関連性については、未だ解明さ
れていない。本研究の目的は、慢性腎臓病に
出現するマクロファージと筋線維芽細胞の
病理学的な特性を多角的に解析するととも
に、これら細胞の相互関連を基軸とした病理
発生機序を解明し、その機序に基づいた新た
な治療戦術を探索することである。 
３．研究の方法 
３－１. ラット腎線維化モデルを用いた解
析：シスプラチン誘発の急性と慢性のラッ
ト腎線維化モデルを作出し、そのモデルを
用いてマクロファージと筋線維芽細胞の特

性を解析する。シスプラチンは、副作用と
して腎毒性を示す。腎では近位尿細管の S3
を傷害する。シスプラチンを単回（6 mg/kg
体重）投与すると、投与後 1-3 日で尿細管
上皮が壊死・剥離し、5-7 日で尿細管上皮が
再生し始める。その後 9 日以降において再
生尿細管周囲に線維化が生じる。シスプラ
チンを週１回（2 mg/kg 体重）5-7 週間投与
し、その後休薬すると傷害された尿細管周
囲に慢性の線維化病変が作製できる。 
３－２。培養細胞を用いた腎線維化の病態解
析：筋線維芽細胞に分化する細胞株 MT-9、
腎間質細胞株 NRK-49F あるいは腎尿細管上
皮細胞株 NRK-52E を用いて、線維原性因子
を添加することで、上皮－間葉転換 EMT 機
序や筋線維芽細胞の形成機序、さらにはこれ
らの形成を抑制する因子の探索を行う。マク
ロファージ株 HS-P でも同様に検討した。 
３－３。その他の線維化モデルの作出と病態
解析：ブレオマイシン投与による肺線維症、
チオアセトアミド投与による肝線維化、そし
てパンチ創傷とブレオマイシン投与による
皮膚線維化モデルを作出し、マクロファージ
と筋線維芽細胞の特性を中心に解析する。 
４．研究成果 
４－１：腎線維化の病理発生 
４－１－１：マクロファージ機能の多様性：
哺乳類の生体には、血中単球由来マクロファ
ージ、固着マクロファージ（クッパー細胞な
ど）、そして MHC クラス II を発現する抗原提
示マクロファージや樹状細胞が存在する。こ
れらのマクロファージは、炎症などさまざま
な病変形成に関与する。シスプラチン誘発腎
線維化においても、多様な機能を現すマクロ
ファージが出現することが分かった。尿細管
傷害後に形成される間質線維化の初期段階
では CD68 と、大きな変動はないが CD163 発
現マクロファージが増加する。CD68 マクロ
ファージは傷害尿細管の腔内や間質に、
CD163 マクロファージは間質に出現する特
徴があった。これらのマクロファージは線維
化の進行に伴い徐々に減少する一方、MHC 
クラス II 発現細胞が増加し始め、瘢痕化する
までその数は長く維持された。MHC クラス
II 発現細胞の出現部位は尿細管の間質が主体
である。 

マクロファージ株HS-Pを用いた in vitro実
験では、単球走化因子（MCP-1）による刺激
で、CD68 や CD163 の発現が増加し、さらに
マクロファージからのTGF-1産生もMCP-1
により亢進した。腎線維化の初期に出現する
CD68 や CD163 マクロファージは、MCP-1
により血中単球や組織球から誘導され、貪食
活性や炎症性因子産生などの機能が増強さ
れる。特に、強力な線維化因子である TGF-1
の産生は、筋線維芽細胞の誘導において重要



 

 

である。実際、シスプラチン腎線維化モデル
において CD68 や CD163 発現マクロファー
ジの増数に一致し筋線維芽細胞が出現した。
また、発現した MHC クラス II は、ナイーブ
T 細胞に作用し、Th1 や Th2 などの CD4T リ
ンパ球の誘導に係わっている。実際、シスプ
ラチン腎線維化モデルでは、進展した腎病変
においてリンパ球の集簇とリンパ管の新生
がみられた。 
４－１－２：筋線維芽細胞：筋線維芽細胞は、
線維芽細胞と平滑筋細胞の双方の特徴を有
し、拘縮細胞とも呼ばれる。この細胞は、コ
ラーゲンなどの細胞外基質を産生すること
で傷害組織を繕う働きがあり、かつ組織に収
縮力を与えることで効果的な修復を行なっ
ている。筋線維芽細胞は、ビメンチン（V）、
デスミン（D）や-平滑筋アクチン（-SMA）
（A）などの細胞骨格を単独あるいは共発現
する特徴がある。その発現状態に基づいて、
V、VD、DA、VDA 型に分けられが、多くの
研究で-SMA 発現を検出することで筋線維
芽細胞を同定している。-SMA の発現は、線
維原性因子である TGF-1 により誘導され、
血小板由来成長因子（PDGF）は TGF-1 によ
る-SMA の誘導を相乗的に増強する。シスプ
ラチン誘発の腎間質線維化において TGF-1
の増加時期に一致し、-SMA 発現の筋線維芽
細胞が出現し始めた。 
４－１－３：骨形成因子の腎線維化への関
与：腎線維化において、TGF-1、オステオポ
ンチン、BMP-1/-6 が増加した。また、オステ
オポンチンは増殖活性のある再生尿細管上
皮に発現し、BMP-6 は上皮の一部と筋線維芽
細胞にも発現していた。オステオポンチンと
BMP-6 は線維化の形成に関わることが示さ
れた。さらに、オステオポンチンと BMP-6
の添加で、NRK-49F ではオステオポンチンが
増加し、NRK-52E では TGF-1 が低下した。
オステオポンチンと BMP-6 が線維化の抑制
に関与する可能性が示された。一方、MT-9
はTGF-1の影響下で-SMAを高発現したこ
とから、腎線維化に出現する筋線維芽細胞は
未分化間葉系細胞に由来すると考えられた。 
４－１－４：腎線維化での再生尿細管におけ
る-カテニン－Wnt シグナルの関与：傷害さ
れ再生しつつある近位尿細管上皮には新た
に-カテニンが発現し、その発現は発達段階
の尿細管の特徴に類似した。一方、周囲に線
維化を伴う異常な尿細管では-カテニンの発
現はみられず、ビメンチンを発現する筋線維
芽細胞類似の染色性を現した。-カテニンの
発現は尿細管の良好な再生に係わり、異常な
尿細管では線維化に係わる EMT が生じてい
る可能性がある。 
４－１－５：腎線維化における新生血管の免
疫組織化学的解析：血管認識抗体（CD31、vWF、
CD34、A3）に対する陽性細胞の分布と染色

性には、抗体間のみならず発生段階と線維化
腎の間で違いがあった。特に A3 は発生腎で
は血管周皮に発現したが、線維化腎では血管
内皮細胞に発現していた。CD34 は血管内皮
を広く染めることが示された。 
４－１－６：デキサメサゾン（DX）による腎
線維化の軽減効果：シスプラチン腎障害モデ
ルに DX 投与を投与すると、BUN とクレアチ
ニン値の増加が軽減し、CD68 マクロファー
ジと α-SMA 陽性細胞が減少した。また、線
維化の進行抑制がみられた。 
４－１－７：Thy-1 発現に基づいた腎線維化
の病態解析：ラットの発生腎において、後腎
芽から形成される間葉系細胞に Thy-1 が発現
し、成体腎では、髄質の間質細胞と血管周皮
細胞が Thy-1 を発現した。シスプラチン腎線
維化において Thy-1 発現細胞がみられ、その
Thy-1 発現細胞はビメンチンとデスミンを共
発現したが、-SMA との共発現はなかった。
また、MT-9 に TGF-1 を添加したところ、
Thy-1 の発現が低下し、-SMA の発現が増加
した。Thy-1 を発現する後腎芽由来未分化間
葉系細胞、成体髄質間質細胞、あるいは体性
幹細胞である血管周皮細胞が筋線維芽細胞
の起源で、それは TGF-1 の影響下で Thy-1
発現を減じることで-SMA を発現すること
が分かった。 
４－１－８：再生尿細管に発現する PGE2、
好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン NGAL
及びオステオポンチンの役割：シスプラチン
腎線維化モデルでは、傷害や炎症により増加
するとされる COX-2 が他の腎疾病モデルと
異なり減少し、一方 COX-1 の発現増加がみら
れた。さらに、傷害後再生している尿細管上
皮には PGE 合成酵素（mPGES）や PGE2レセ
プターである EP4 が発現した。また、
NRK-52E に PGE2と EP4 のアゴニストである
11-deoxy-PGE1 を添加すると細胞の増殖活性
が促進し、かつシスプラチン添加により誘導
される NRK-52E 細胞のアポトーシスが抑制
さ れ た 。 NRK-52E 細 胞 に TGF-1 と
11-deoxy-PGE1 を同時に添加すると、TGF-1
添加で増加すべき-SMA 発現（EMT 現象）
が減じ、TGF-1 添加により低下すべき E－カ
ドヘリンは減少しなかった。すなわち、シス
プラチン腎線維化モデルでは、COX-2 よりは
COX-1 の発現増加により誘導された PGE2は、
EP4 レセプターを介して、傷害された尿細管
上皮のアポトーシスと EMT を抑制すること
で、尿細管に良好な再生を促すと考えられる。
急性腎障害のバイオマーカーとして近年注
目されている NGAL 及びオステオポンチン
の発現とそれらの役割を解析した。その結果、
NGAL 発現は、主に良好に再生しつつある尿
細管上皮に認められ、その発現は再生尿細管
上皮細胞数と正の相関を示すことが分かっ
た。一方、オステオポンチンの発現は、拡張
あるいは萎縮など異常な形態を示す尿細管
上皮に認められ、その発現は線維化の進行と
関連する TGF-1 の mRNA 発現、筋線維芽細



 

 

胞数及びマクロファージ数と正の相関を示
すことが分かった。さらに、NRK-52E に
TGF-1を添加することで生じる EMT現象下
では、NGAL の発現が低下し、オステオポン
チンの発現が増加することが分かった。すな
わち、NGAL は良好な尿細管の再生に、一方
オステオポンチンは尿細管の異常な再生と
線維化に係わることが示された。 
４－２：その他の線維化病変 
４－２－１：幹細胞マーカーA3 を用いた肺
線維化の病態解析：A3 は、MFH 由来クロー
ン細胞を抗原にして作出された抗体で、ラッ
トの骨髄幹細胞を認識するが、その特性の全
貌は未だ解明されていない。ラットの発生過
程と成体における A3 抗体陽性細胞の分布を
詳細に調べ、特に高発現した肺については、
ブレオマイシンによる肺線維化病変を作出
し、A3 陽性細胞の特性を解析した。A3 陽性
細胞の分布は、胎子/新生子と成体の間で違い
があった。肺線維化病変の進行に伴い A3 認
識蛋白の発現が増加し、この蛋白が肺の線維
化病変の形成に係ることが示された。 
４－２－２：肝線維化病変におけるマクロフ
ァージ機能の多様性：チオアセトアミド肝線
維化モデルにおいて出現するマクロファー
ジは多彩な免疫表現型を示し、抗原提示は主
に滲出マクロファージが行うことが示され
た。そのマクロファージ出現には傷害初期に
肝星細胞に発現する MCP-1 が関わることが
分かった。また、肝線維化に、ヒートショッ
ク蛋白 25 やアデイポフィリンが発現し、肝線
維化において重要な役割を演じるとともに、
化学物質による肝毒性の進展を毒性病理学
的に評価する際に有用な指標となることが
分かった。 
４－２－３：皮膚線維化の病態解析：異なる
２つの皮膚線維化モデル（パンチ創傷とブレ
オマイシン誘発皮膚硬化症）を確立し、線維
化部位に出現するマクロファージと筋線維
芽細胞の特性を解析した。皮膚線維化におい
て病期に依存し異なる特性を現すマクロフ
ァージ群が参画し、その出現は筋線維芽細胞
の形成に係わること、さらに筋線維芽細胞の
起源は組織幹細胞にあることが示された。  
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