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研究成果の概要： 

全身性エリテマトーデス（SLE）における最も特徴的な自己免疫病態として、DNA に対する自

己抗体産生が挙げられる。その結果、末梢血液中には DNA 含有免疫複合体が見出される。一方、

Toll-like receptor9 (TLR9)は、細菌由来の DNA 配列である CpG oligonucleotide（CpG ODN）

を特異的に認識し、免疫系を活性化する自然免疫受容体である。SLE の主症状であるループス

腎炎において、TLR9 のループス腎炎の病態への関与について検討した。 

小児期発症 SLE 患者の腎組織の TLR9 の免疫染色を行ったところ、糸球体における TLR9 の発

現は、正常の糸球体やループス腎炎寛解期の糸球体では認められず、腎炎の増悪期にのみ認め

られた。さらに、TLR9 と Synaptopodin の二重染色により、TLR9 は糸球体上皮細胞に一致して

発現していることが判明した。また、TLR9 が強発現する時期は、血清学的に抗二重鎖 DNA 抗体

価の上昇と低補体血症を認める時期であり、血中に DNA 含有免疫複合体が多い時期に一致する

ことが推測された。また、ループス腎炎の急性期や増悪期には、synaptopodin、nephrin、podocin

等の糸球体上皮細胞スリット膜関連蛋白の発現が低下する事実から、TLR9 が糸球体上皮細胞傷

害に関与している可能性が推測された。 

この結果を基にマウス由来糸球体上皮細胞（MPC）を cytokine（IL-6,IL-1β,TNF-α,VEGF,IFN-

β）, CpG ODN、DNA 含有免疫複合体等で刺激したところ。これらの全てが、無刺激では発現の

見られなかった TLR9 mRNA の発現を誘導した。また、CpG ODN、DNA 含有免疫複合体等の刺激に

より MPC での synaptopodin mRNA の発現の低下を認めた。 

これらの結果より糸球体上皮細胞は、TLR9 を介してループス腎炎における炎症病態や糸球体

上皮細胞傷害に関与する可能性が推測された。本研究は、ヒトのループス腎炎と TLR9 の関わり

を明らかにした初めての報告である。今回の知見は、ループス腎炎の活動性の新たな指標や自

然免疫系をターゲットとした新たな治療法の開発などにつながる可能性を秘めている。 
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1.研究開始当初の背景 

全身性エリテマトーデス（SLE）における

最も特徴的な自己免疫病態として、抗 DNA 抗

体の産生が挙げられる。その結果、末梢血液

中には DNA 含有免疫複合体が見出される。こ

れらの免疫異常は、特異的抗原認識に基づく

獲得免疫による。一方、SLE における抗原特

異性をもたない自然免疫の関与については、

近年研究が進んできた。 

Toll-like receptor9 (TLR9)は、細菌由来

の DNA である CpG oligonucleotide（非メチ

ル化された特徴的な DNA 配列：CpG DNA）を

特異的に認識し、自然免疫系を活性化する。

近年、TLR9 が、CpG DNA のみでなく、SLE 患

者の DNA含有免疫複合体を認識する可能性が

指摘され始めた。また、TLR9 が SLE において

抗 DNA抗体の産生に関与する可能性も論議さ

れている。 

また、NZB/NZW マウス、MRL-lpr/lpr マウ

ス等の SLEのモデルマウスのループス腎炎に

おいて、TLR9 の発現が糸球体で増加するとい

う報告がある。しかし、マウスモデルの糸球

体内に観察される TLR9 はループス腎炎の病

態において、促進的か抑制的のどちらに働く

かは未だに不明である。さらに、ヒトのルー

プス腎炎における TLR9 の発現を調べた報告

はこれまでにない。ヒト SLE における TLR9

を介した、DNA 含有免疫複合体の認識機構や

TLR9 の病態への関与の解明は、全く新しい治

療法や疾患活動性の評価指標の開発につな

がる可能性がある。 

 

2.研究の目的 

本研究の目的は、SLE の主症状であるループ

ス腎炎において、自然免疫受容体である TLR9

の関与を解明することである。 

 

3.研究の方法  

A.SLE患者の腎組織の免疫染色 

当科で小児期発症の SLEと診断され治療を

行っている患者のうち、複数回腎生検を行っ

ている患者を対象とした。このうち、 

初回腎生検で International Society of 

Nephrology/Renal Pathology Society 2003 

(INS/RPS 2003) 分類でⅣ型ループス腎炎と

診断され、かつ治療後に抗 ds-DNA 抗体価の

低下、尿蛋白改善を認めた 4例を対象とした。 

これらの患者の腎生検組織を用いて免疫

組織学的評価を行った。正常コントロールと

しては、若年腎腫瘍患者の摘出腎の組織学的



 
 

健常部位を用いた。ホルマリン切片を TLR9

および糸球体上皮細胞マーカーである

synaptopodin で単染色した。さらに凍結切片

で、TLR9、synaptopodin の蛍光二重免疫染色

を行い、TLR9 の局在、発現強度、さらに疾患

活動性との関係を調べた。また、上皮細胞の

スリット膜を構成する蛋白である nephrin, 

podocin の発現についても観察した。観察は

オリンパス社顕微鏡(BX50, Tokyo, Japan)を

用いた。検体の使用に関してはインフォーム

ドコンセントを取得した。 

 

B. マウス糸球体上皮細胞を用いた実験 

Mount Sinai School of Medicine の Peter 

Mundel 博士から分与されたマウス腎糸球体

上皮細胞の培養系を確立した。 

 マウス腎糸球体上皮細胞(mouse podocyte 

cell:MPC)株は、マウス腎糸球体上皮細胞に

遺伝子導入を行い不死化させたもの(不死化

遺伝子：ts-T-Ag)である。温度感受性株であ

り、33˚C での培養相では、細胞増殖能＞足突

起伸長能であるが、37˚C での培養相では、細

胞増殖能＜足突起伸長能となる特徴をもつ。 

患者腎組織を用いた免疫染色の結果から、in 

vitro でも同様の変化が再現可能か検討した。

分与された MPC株を、Interleukin-6（IL-6）、

Interleukin-1β（IL-1β）、Tumor Necrosis 

Factor-α（TNF-α）、Vascular endothelial 

growth factor （VEGF）等の cytokine や TLR9

の ligand である CpG DNA、さらには合成 DNA

含有免疫複合体で刺激し、TLR9-mRNA, 

synaptopodin の発現を RT-PCR 

(reverse-transcription PCR)、  

real-time PCR などを用いて測定した。 

 

4.研究成果 

A. SLE患者の腎組織の免疫染色 

①ループス腎炎における TLR9 と

synaptopodin の発現について 

予備実験として、成人 SLE 患者の剖検時に

得られた腎臓、脾臓、リンパ節の各剖検組織

について抗 TLR9 抗体、抗 synaptopodin 抗体

で免疫染色を行った。その結果、腎では尿細

管上皮細胞および糸球体領域に、また脾臓、

リンパ節では濾胞領域に TLR9 の発現が認め

られた。また synaptopodin は、糸球体上皮

細胞と推定される領域に発現していた。この

結果から、小児期発症の SLE 活動期の患者の

ホルマリン固定腎組織においても、抗 TLR9

抗体、抗 synaptopodin 抗体で単染色の免疫

染色を試みたところ、前述の成人 SLE と同様

の所見を得た。続いて、TLR9 が糸球体上皮細

胞に発現していることを確認するために、小

児期発症の活動期 SLE 患者の凍結腎組織を

TLR9 と synaptopodin で蛍光二重染色を行っ

たところ、その染色領域は一致し、TLR9 が糸

球体上皮細胞で発現している事が判明した。 

 

②疾患活動性に伴う TLR9 と synaptopodin の

発現の変化について 

４名の小児期発症 SLE 患者の活動期(初発

時 4例、再発時 1例)、寛解期（4例）におけ

る、TLR9 と synaptopodin の発現を蛍光二重

染色で比較した。全症例の活動期の検査で、

抗 ds-DNA抗体価の上昇と著名な低補体血症、

蛋白尿を認めた。また全症例で、活動期には

腎組織分類(ISN/RPS 2003)上、びまん性管内

増殖性病変を伴う IV 型を呈していた。 

SLE活動期には全例でTLR9の発現を糸球体

上皮細胞に認め、一部の例で軽度に尿細管上

皮にその発現を認めた。しかし、寛解時は全

例で TLR9 の発現が消失していた。しかし、

再燃時には再び TLR9 の発現が糸球体上皮細

胞に強く認められた。さらに正常腎組織にお

いては、寛解時同様 TLR9 の発現を全く認め

なかった。これらの結果より、SLE において

 



 
 

は、疾患活動性に比例して糸球体上皮細胞特

異的に TLR9 が発現し、その発現は病勢に応

じ可逆的であることが判明した。さらに、

synaptopodin も活動期には、その発現が部分

的に減少し、寛解期おいてには改善する事が

判明した。すなわち、SLE 活動期に糸球体上

皮細胞障害が生じる可能性が示唆された。 

 

③疾患活動性に伴う腎糸球体スリット膜構

成蛋白の発現変化 

②で得られた知見を基に、SLE の活動期と

寛解期の検体を用い、糸球体スリット膜の主

要構成蛋白である nephrin、podocin を蛍光

免疫染色し糸球体上皮細胞傷害の程度を評

価した。正常腎、寛解期 SLE 組織においては

糸球体上皮細胞領域に nephrin, podocin と

もに明瞭かつ均一に発現が見られたのが、

SLE 活動期には、nephrin, podocin ともに発

現の低下を認めた。この際の臨床症状として

全例で蛋白尿を認め、免疫染色との相関が密

接に認められた。すなわち、SLE 活動期には

synaptopodin、nephrin, podocin 等の糸球体

スリット膜の主要構成蛋白の発現低下より

蛋白尿が出現する機序が示唆された。 

 

B. マウス糸球体上皮細胞を用いた実験 

 腎組織を用いて得られた実験結果を踏まえ、

in vitroで同様の結果が得られるか検討する

ため、分与されたマウス由来糸球体上皮細胞

（MPC）を様々な条件で刺激し total RNA を

抽出し、TLR9-mRNA の発現変化の有無を

RT-PCR (reverse-transcription PCR)、

real-time PCR を用いて調べた。 

RT-PCR は細胞株を樹立したマウスと同系で

の C57/BL6 マウスの腎、脾臓を control 群と

し条件設定を行った。マウス腎、脾において

はTLR9-mRNAの発現を認めたが、無刺激のMPC

では TLR9-mRNAの発現を認めなかった。また、

synaptopodin は、マウス腎、MPC ともに

synaptopodin の発現を認めた。ちなみに、

nephrin, podocinはマウス腎で発現が確認で

きたが、MPC では発現を欠き、MPC の分化の

特性が生体内と異なることが示唆された。 

続いて、MPC の種々の刺激に対する TLR9 の

発現の変化を調べるため、MPC を以下の因子

で刺激し、TLR9mRNA の発現の変化を評価した。 

① Interleukin-6（IL-6）、 

② Interleukin-1β（IL-1β）、 

③ Tumor Necrosis Factor-α（TNF-α）、 

④ Vascular endothelial growth factor 

（VEGF） 

⑤ Interferon-β（IFN-β） 

上記全ての刺激に対して MPC において、わず

かであるが TLR9mRNA の発現が誘導された。 

また、TLR9 の ligand である 

① CpG oligonucleotide （CpG ODN）、 

② DNA 含有免疫複合体 

③ control oligonucleotide (control ODN) 

で刺激したところ、CpG ODN、DNA 含有免疫複

合体の刺激によりTLR9ｍRNAの発現が誘導さ

れたが、control ODN では TLR9 mRNA 発現の

誘導は認められなかった。 

 

考察 

本研究により、ループス腎炎の活動期にの

み TLR9 が糸球体上皮細胞に発現する現象が

明らかになった。同時に血糸球体上皮細胞の

細胞骨格である synaptopodin、スリット膜構

成蛋白である nephrin、podocin も腎炎の活

動期に減弱し、寛解とともに回復することが

示唆された。SLE のマウスモデルで、糸球体

内における TLR9 の発現に関する研究はある

が、本研究はヒトのループス腎炎においてお

いて、自然免疫受容体である TLR9 が、糸球

体上皮細胞傷害に関与する可能性があるこ

とを示した初めての報告である。 

 



 
 

また、MPC を用いた実験では、CpG 

oligonucleotide、DNA 含有免疫複合体で刺激

したMPCにTLR9のｍRNAが誘導される可能性

を明らかにできた。しかし、今回用いた MPC

は in vivo で発現するべき nephrin、podocin

の発現を認めず、スリット膜を隣接する細胞

と形成しないという特性をもつ。そのため、

より糸球体上皮細胞の特性が備わった細胞

やマウスモデルでの検討が必要である。 

現時点で SLE の病態における、TLR9 の真の

役割は不明である。とりわけ、免疫複合体の

刺激により糸球体上皮細胞に発現した TLR9

が「免疫複合体の糸球体からの除去に働き症

状の改善を促す」のか、「抗 DNA 抗体の産生

に関与し、症状の増悪を招く」のかという点

に関しては今後の解明が待たれる。しかし、

本研究の結果は、TLR9 がループス腎炎の疾患

活動性の指標、あるいは TLR9 を含む自然免

疫系を標的とする新規治療法の開発などの

可能性を示すものである。 
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