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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染症が病勢悪化や発症の機転となり得るIgA免疫複合体関連腎炎(IgA腎症，紫斑
病性腎炎)患者から得られた尿沈渣細胞を用いて炎症関連分子群のmRNAの発現を検討した。一部症例の尿沈渣をマイク
ロアレイにより網羅的なmRNA発現の解析を行った。非炎症性腎疾患に比べ腎炎群ではRIG-I,CCL5,FKN,MCP-1の発現は高
値でありFKNは腎組織の急性化・慢性化スコアとの有意な相関が確認された。腎組織の重症例ほどこれら分子群がメサ
ンギウム細胞での染色性が強い傾向が確認された。尿沈渣に発現する炎症関連分子群 mRNA発現の測定は，将来的に腎
疾患の非侵襲的な病勢評価につながる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Viral infections may trigger the onset and worsening of inflammatory conditions of
 some glomerulonephritis (GN). We examined mRNA expressions of proinflammatory chemokines in urinary sedim
ent from patients with IgAN and PN. Expression retinoic acid inducible-gene I (RIG-I), cc chemokine ligand
 5 (CCL5), fractalkine (FKN), monocyte chemoattactant protein 1 (MCP-1) were higher IgAN compared to non-i
nflammatory renal disease. Moreover, we observed a significant correlation between the expression of FKN a
nd histologically grades of acute and chronic scores. Intense glomerular FKN expression was observed in bi
opsy specimens from patients with high activity scores. Although further studies are needed, these prelimi
nary observations suggested that measurement of mRNA expressions of proinflammatory chemokines, such as FK
N, in urinary sediment could be used as a non-invasive method for predicting the disease activity of GN.
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１．研究開始当初の背景 

 多くの腎糸球体疾患の病因の解明は未だ

不十分であるが，IgA 腎症 (IgAN)やループス

腎炎 (LN)などの免疫複合体沈着型腎炎はウ

イルス感染や自己抗原への暴露を契機とし

て発症・悪化することから、自然免疫系との

関わりが想定される。これらの腎疾患では 

Toll-like receptors (TLRs)の活性化を起点

とし、腎組織局所での炎症性サイトカイン産

生が重要な役割を担っているが、その背景に

は Th1/Th2 バランスの不均衡も存在すると

想定される。これまで申請者らのグループで

は培養ヒトメサンギウム細胞での TLR3 の活

性化を起点とし各種炎症性ケモカイン発現

に至る経路群の解明、IgAN や IgAN 関連腎炎

である紫斑病性腎炎 (PN)患者から得られた

尿沈渣細胞での Th1/Th2 バランスに関する

T-bet mRNA の発現亢進，慢性腎炎症候群にお

ける尿上清での炎症性ケモカインタンパク

の検討，ループス腎炎 (LN)における尿沈渣

細胞での retinoic acid-inducible gene-I 

(RIG-I)の mRNA発現亢進などを継続して検討

し報告してきている。これまでの研究成果か

ら，尿沈渣細胞中の炎症関連遺伝子群の発現

は腎病変と相関する可能性があり，これを検

討することが有望な非侵襲的検査法の開発

へつながるとの感触が得られた。 

 

２．研究の目的 

尿沈渣細胞での炎症関連遺伝子群の絞り

込みの足掛かりとするために、TLR3 の活性化

を契機とする炎症性ケモカイン発現が病態

に関与すると想定され、かつ診療頻度の高い

IgAN・PN・LN を対象としてコントロール群と

比較し，炎症に関与する遺伝子群の発現傾向

をマイクロアレイ法で網羅的に検討する。 

その結果をもとに、各疾患群に特徴的な変

動を示した候補遺伝子群をリアルタイム PCR

法で比較検討し，疾患における病態を反映す

る遺伝子発現の傾向を検討する。さらに、一

部の代表的症例では時間的経過を追い，治療

前・後、再燃時などの変化を検討し，検体採

取時に腎生検が可能であった症例について

は，その病理所見と尿沈渣からの遺伝子群発

現との相関を検討する。得られた成果から，

将来的に尿沈渣細胞の遺伝子群発現を検索

することで，腎生検という侵襲的検査を最低

限の施行にとどめることが可能となるよう

な，患者サイドに立った有益な検査法の開発

につながる足掛かりを得る。 

 

３．研究の方法 

 (1) 尿沈渣細胞を用いた mRNA 発現の解

析：腎生検目的で当科へ入院した患者を中心

に早朝尿を採取。尿沈渣細胞中の T-bet, 

GATA3, FOXP3, RIG-IのmRNA発現を検討する。

具体的には，尿検体を 3000 G, 30 分遠心後

の沈渣細胞を RNeasy Mini Kit(Qiagen Inc., 

Canada)を用い total RNA を抽出。さらに

iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad 

Laboratories)を用いてcDNAを制作しマイナ

ス 80℃で保存した。リアルタイム PCR は

Chromo4 (Bio-Rad Laboratories)を使用し，

それぞれの対応primer (Forward, Reverse)

を用いて施行した。 

(2) 慢性腎炎患者における治療経過による 

mRNA 発現の検討：当科で加療中の慢性腎炎症

候群患者の尿沈渣を経時的（治療開始前，治

療開始直後，安定期，増悪期など）に調査し，

その遺伝子発現を比較・検討した。また腎生

検を行ったものに関しては，組織所見との相

関が見られるか検討した。 

(3) 病理所見との相関を検討：腎生検によっ

て得られた組織を評価した。それぞれの疾患

により，Grade 分類，急性化病変，慢性化病

変，間質病変について評価をし，尿沈渣の結

果との相関を検討した。尿沈渣 mRNA で発現

の高かった遺伝子について，凍結標本を蛍光

抗体法によってその局在と程度を検討した。 

(4) 腎炎患者の尿沈渣細胞から：マイクロア



レイ法による遺伝子発現の比較・検討：炎症

に関する他の遺伝子発現の傾向をマイクロ

アレイ（外部委託）により疾患特性を検討し，

得られた情報を基に，それまで得られた検体

を中心に遺伝子発現を調査した。 

 

４．研究成果 

 (1) 非炎症性腎疾患 (菲薄基底膜病，

Nutcracker 症候群)を対照として IgAN，PN

から得られた尿沈渣細胞 mRNA の発現は 

RIG-I, CCL5, FKN, MCP-1 が腎炎群で有意に

高値であった。これらの中で腎組織スコアと

有意な相関を示すのは FKN であった。一方，

他の分子群はいずれも臨床検査項目の尿蛋

白，尿潜血，血清総蛋白，血清アルブミン，

血液尿素窒素，血清クレアチニンや腎組織ス

コアとの有意な相関はみられなかった。検討

症例数が少ないこと，IgAN では尿蛋白量も少

なく比較的軽症例が多かったこと，発症から

検体採取までの期間が一定でないことなど

が結果に影響した可能性が想定された。発現

の高かった RIG-I, CCL5, FKN, MCP-1 につい

て蛍光抗体法による組織染色を行った結果，

IgAN, PNいずれも疾患活動性の高いものほど

より強い染色性が確認された。 

(2) IgAN, PN, 非炎症性腎疾患でFKNとMCP-1

について尿沈渣での mRNA 発現と尿上清での

タンパクの発現を同時に測定したが，検討数

が少なかったため有意な相関は確認されな

かった。 

(3) 代表的症例の尿沈渣細胞を用いマイク

ロアレイにより炎症関連分子群発現の傾向

を解析した。非炎症性疾患群と IgAN の比較

では，これまでの実験で発現が高値であった

分子について，T-bet 1.41x，RIG-I 0.5x，

FKN 1.25x，MCP-1 0.99x であった。この他に

Fibronectin 1, Myosin XVIIIB, Ret finger 

protein-like 4Aなどの発現が高値であった。

PNでは，T-bet 2.20x，RIG-I 0.39x，FKN 0.31x，

MCP-1 0.21xであった。Girdin, Sperm protein 

associated with the nucleus, CC chemokine 

receptor type 2 などの発現が高値であった。 

(4) 尿沈渣に発現するウイルス感染で誘導

される FKN に代表される炎症関連分子群 

mRNA 発現の測定は，将来的に腎疾患の非侵襲

的な病勢評価につながる候補となる可能性

が示唆された。尿沈渣中には多彩な分子群を

様々なレベルで発現しており，IgA 免疫複合

体腎炎間や病期によりその発現は異なる可

能性が高い。 
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