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研究成果の概要（和文）：培養ヒトメサンギウム細胞 (MCs)で Toll様受容体(TLR)3を起点とするシグナリングは腎炎
の病態に関与する。 
MCsにおいて，ウイルス dsRNAの人工産物(poly IC)は TLR3/IFN-βを起点とする Interferon-stimulated gene (ISGs)
と炎症性ケモカインの産生を誘導した。これらの制御にはステロイド薬に加えて免疫抑制薬のmizoribineが一部の炎症
性ケモカイン抑制に有用であった。興味深いことに ISGｓの中でISG15は抗炎症効果を持つことが示唆された。ISG15を
含めた制御機構の詳細な検討は，将来的な腎炎の新規療法開発に有用である。

研究成果の概要（英文）：Since viral infections activate type I interferon (IFN) pathways and cause 
subsequent release of IFN-dependent proinflammatory chemokines/cytokines, the innate immune system plays 
an important role in the pathogenesis of
glomerulonephritis (GN). So far, we have examined the toll-like receptor (TLR) 3 signaling cascades 
treated with polyinosinic-polycytidylic acid (poly IC), a synthetic analogue of viral dsRNA, that makes 
“pseudoviral” infection in cultured human mesangial cells (MCs). We found that the activation of 
mesangial TLR3 upregulated the expression of functional molecules acting as monocyte/macrophage and 
lymphocyte chemoattractants in MCs. Further, intense glomerular expressions of these functional molecules 
were observed in biopsy specimens from children with　GN. These observations further support the 
implication of “pseudoviral” immunity in the pathogenesis of GN.

研究分野： 小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性腎臓病 (CKD)の病態には，感染症や内

因性リガンドが惹起する自然免疫系 (innate 

immunity)を介した慢性炎症の関与が知られ

ているが，その分子病態学的な詳細は不明で

ある。臨床的観察としてウイルス感染など

が CKD の発症機転や増悪因子となること，

時に内因性リガンドが innate immunity に

関わる細胞受容体の Toll 様受容体 3 (TLR3)

や TLR4，細胞質内受容体のレチノイン酸

誘導遺伝子アイ (RIG-I)，melanoma 

differentiation-associated gene-5 (MDA5)に認

識され，その下流で I 型 interferon (IFN)を

起点とする炎症経路群が活性化することが

知られているが，CKD での分子生物学的詳

細は不明である。申請者らは，これまでウ

イルス dsRNA の人工合成類似物の

polyinosinic-polycytidylic acid (poly IC)を刺

激因子とし，培養ヒトメサンギウム細胞 

(MCs)上で TLR3/(RIG-I)/IFN-β を起点とし

た炎症経路群の検討，および臨床で得られ

た腎生検組織での免疫染色を用いて innate 

immunity の検討を行ってきた。その結果，

MCs 上で TLR3/(RIG-I)/IFN-β を起点とした

様々な IFN-stimulated gene (ISG)の発現と

これを介した炎症性ケモカイン・サイトカ

イン産生に至る複数の炎症経路群がネット

ワークを形成していることが明らかとなっ

た [TLR3/IFN-β/RIG-I/CC chemokine ligand 5 

(CCL5) pathway, TLR3/IFN-β/ MDA5/C-X-C 

motif chemokine 10 (CXCL10) pathway など]。 

 
２．研究の目的 
 
これまでの成果から，CKD の病態に MCs

での TLR3 (TLR4)/RIG-I を起点とする innate 

immunity の活性化と，これに伴う炎症性ケモ

カイン群の発現が関与していることが示さ

れた。これらの新規に見いだされた炎症経路

群相互のネットワークをより明らかとし，そ

の周辺分子の制御機構の解明を進めること

は，糸球体腎炎・CKD における慢性炎症の解

明に寄与するとともに，新たな治療戦略や予

防法の構築につながる可能性がある。本研究

の目的は，innate immunity からみた CKD の

炎症病態を分子レベルで明らかとし，新規治

療法への足掛かりを得ることである。 

 
３．研究の方法 
 
細胞培養： MCs (Lonza, USA)を指示書に従

って培養し，poly IC (Sigma, USA)を PBS に

0.08～50 μg/ml の濃度で溶解，または 1 ng/ml

を cationic lipid との複合体 (poly IC/cationic 

lipid complex)として実験に供した。なお，こ

れまでの MCs を用いた実験系から poly IC

を刺激因子とした場合，MCs 上で I 型 IFN と

して誘導されるのは， IFN-β が主であり 

IFN-α 誘導は有意ではないことが確認されて

いる。 

RNA 干渉法：  RIG-I ， MDA5 ， IFN-β 

(Frederick, USA)，TLR3 (Hilden, Germany)に対

する干渉 RNA を導入した MCs を poly IC，

または poly IC/cationic lipid complexで 16時間 

(RT-PCR 法)，24 時間 (Western blot 法)の処理

を行った後，実験に供した。 

以上の実験系において，RIG-I， CCL2，

CCL5， CXCL1，CXCL10， IFN-β， TLR3

に対する cDNA を用いた RT-PCR 法，細胞内

蛋白の確認には Western blot 法を，細胞外へ

分泌される蛋白の確認には ELISA 法を施行

した。 
 
４．研究成果 
 

1) 比較的低用量の TNF-α による priming が

TLR3 を起点とする炎症経路群に及ぼす

影響。 

MCsを 1 ng/mlの TNF-αで前処置した場合，

産生される CCL5 は mRNA，蛋白レベルとも

にごく微量であった。一方， TNF-α 前処置

後の MCsを poly ICで刺激すると poly IC単



独と比べて著明な CCL5 の産生亢進が確認

された (p<0.01)。TNF-α + poly IC は IFN-β，

RIG-I の発現も ploy IC 単独に比べて著明な

発現亢進を示した (p<0.01)．CCL5 の発現亢

進は IFN-β，RIG-I のいずれかの knockdown

で有意に抑制された (p<0.01)。以上から，

TNF-α のプライミングは，例え微量であって

も腎局所での自然免疫系を介する炎症経路

群の活性化を促進することが示唆された。基

礎に生活習慣病を含む慢性疾患をもつ場合，

ウイルス感染などを契機に腎局所での炎症

が著明に惹起され CKD・腎炎群発症のリスク

因子となる可能性がある。 

 

2) MCs での TLR3 を介する CXCL1/GROα

の発現。 

poly IC は MCs 上に濃度・時間依存性に

CXCL1 の発現を誘導した。 poly IC による 

CXCL1 の発現は，TLR3，IFN-β，NF-κB，

interferon regulatory factor  (IRF) 3 の

knockdown により有意に抑制されたことから，

TLR3 を起点としたそれぞれの経路が同程度

CXCL1 の発現に関与していることが示唆さ

れた。poly IC による CXCL1 の発現には細胞

質内受容体である RIG-I/MDA5 の関与は否

定的で TLR3 依存性であることが確認され

た。臨床検体では，増殖性ループス腎炎検体

のメサンギウム領域に CXCL1 が陽性であっ

たが，IgA 腎症での染色性には乏しかった。

以上から， MCs 上に TLR3 を介して CXCL1

が発現することが示され，特にループス腎炎

では ”pseudoviral immunity”の強い活性が病

態に関与していることが示唆された。 

 

3) MCsでTLR3を介する ISG15発現の意義。 

MCs において，poly IC 刺激は時間・濃度

依存性に ISG15 の発現を誘導した。RNA 干

渉法による TLR3，IFN-β の knockdown は 

ISG15 の発現を抑制したが，ISG56 と MDA5

の knockdownは関与しなかった。一方，ISG15

の knockdown はこの経路の STAT1 のリン酸

化と ISG56，MDA5 と CXCL10 の発現を増強

した。免疫組織染色では，重症 IgA 腎症と増

殖性ループス腎炎での染色性はそれぞれの

軽症例と比べて低下していた。以上から，MCs

での TLR3 を介する ISG15 の発現は，STAT1

のリン酸化とその下流のシグナリングを抑

制し炎症性ケモカイン発現を抑制すること

で，炎症病態を抑制的に制御している可能性

がある。ISG15 制御機構の詳細な検討は，将

来的な CKD・糸球体腎炎の抗炎症療法開発に

有用かも知れない。 
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