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ラ ッ ト抗 T h yl .1 腎炎 に おける マ ト リ ッ ク ス

メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ー2 の 発現

金沢大学医学部内科学第
一

講座 (主 任: 小林健
一

教授)

久 田 幸 正

糸球体に お け る細胞外基質 ( e x t r a c ellu l a r m a trix , E C M ) の 破壊や 蓄積は , E C M に 依存 する 糸球体 の 多く の 枚能 の 破

を伴 うもの と考え られ て い る . これ は , E C M の 量的 お よ び質的変化を伴う各種糸球体疾患 の 病態を 理 解す る上 で , E C M 代謝

調節敏構を解明す る こ とが 重要な位置を占め て い る こ と を意味 して い る . 近 年, マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ ( m a tri x

m e t all o p r o t ei n a s e , M M P) に よ る E C M 分解系が 腎疾患で の E C M 代謝に お い て 重要な 役割を果た して い る こ と が推測 され て

い る . 特 に M M P -2 は 糸球 体 E C M の 主要構成成分で ある ⅠⅤ 塑膠原線維 を分解する こ と が可 能で あり , ま た 糸球体固有細胞

か ら分泌 され る た め 注目され て い る . こ れ ま で の 検討は 糸球体障害 の 急性反応系 に お け るもの が 多い が , 慢性的に 進行する糸

球体硬化の 進展過程に お け る M M P の 関与ほ 明 らか に され て い な い . 今回 M M P -

2 に 注 目 し , 抗 T h yl .1 腎炎慢性期に お ける

そ の 遺伝子お よ び 蛋白の 発現 な ら び に 酵素の 活性化故構を検討 L た . 抗 Th y-1 .1 腎炎は 2 00 g の 堆性 S p r a g u e - D a w l e y ラ ッ ト

に 0 てm l/ 1 0 0 g 体重 の 抗 T b yl .1 血 清 を投与 し作製 した . こ の 系で は t メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 増生 ほ第28 病 日を ピ ー ク と し
, 以後

減少 した が , 第60 病日 に お い て も全糸球体の 31 .2 %
- 4 1 .5 % に 硬 化糸球体が残存 して い た . 経時的 に 摘出した 腎組織 に 対す る

免疫鼠織学的検討で は , M M P
-2 蛋白は 第7 病 日 よ り第60 病 日 ま で拡大 した メ サ ン ギ ウ ム 領域 に 持続 して 認め られ た .

ゼ ラ チ

ン を基質 と した ザ イ モ グ ラ ム の 検討で は ,
6 8 k D a に 加え 活性型 M M P -2 で あ る 62 k D a の バ ン ドの 酵素活性 が , 第 7 病 日 に は

6 . 8 倍 , 第60 病 日 に お い て も3 . 4 倍で 発現 し て い た . 正 常 お よ び腎炎惹 起 後 の 糸 球 体 よ り抽出 し た 全 R N A を 用 い た 逆転

写-P C R ( r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
- P C R , R T - P C R ) 法 に よ る M M P-2 遺伝子発現の 検討で は , 対照に 比 し第14 病 日 に4 . 2 倍 , 第28 病

日 に5 . 0 倍 ,
そ して第60 病 日 に2 . 0 倍の 発現が認 め られ た . 以上 の 結果 よ り ,

M M P -2 ほ 抗 T h y l .1 腎炎の 経過中に 糸球体 に お い

て 産生 お よ び活性化されて い る こ と が 示 さ れ , 慢性 の 糸球体障害 の マ ト リ ッ ク ス 修復過程に お い て 重要な 役割を演 じて い る こ

とが 示 醸さ れ た .

K e y w o r d s a n tトT h yl .1 gl o m e r u l o n e p h ritis , m at ri x m e t a llo p r ot ei n a s e
-2
, gl o m e ru lo s cle ro sis

メ サ ン ギ ウ ム 基質ある い は 糸球体基底膜を構成す る細胞外基

質( e x t r a c ell u l a r m a tri x , E C M ) ほ , 糸球体の 構築の 維持 , 血 液

濾過 l 物質輸送等 の 糸球体機能 の 維持の 他に , 細胞 の 接着 , 移

動 , 分化, 増 殖等 に 重要な役割を果た して い る こ と が推測 さ れ

て い る
1)2)

.
こ の E C M の 破壊や 蓄積等の 変化ほ ,

E C M に 依存 す

る 糸球体の 多く の 依能 の 破綻 を意味す るた め , そ の 代謝調節機

構 の 解明は E C M の 変化 を伴 う各種糸球体疾患
3,4)
の 病 態理 解に

重要な位置を占め るもの と 考え られ る .

従来 E C M の 研究は そ の 成分の 量的お よ び質的変化を対象に

検討 され てき た が , 近年そ の 代謝を 調節 し て い る種 々 の 因子が

解析 され E C M の 代謝異常は そ の 産生と分解 の バ ラ ン ス の 変

化 に 病因 を求 め る よ うiこ な っ て き て い る . こ れ ま で 糸球体

E C M の 産 生 糸 に 関 し て は ,
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス

5)
や

D N A 注入
6-

な どの 分子生物学的手法 で増殖因子や サ イ ト カ イ ン

を 糸球体局所 で発現 させ る こ とに よ り ,
E C M 成分 が 過剰 に産

生 され 糸球体が硬化 に 陥 る こ と が 示 され て い る .
こ の よ う な

E C M 産生糸に 対 し , E C M を 分解す る種 々 の プ ロ テ ィ ナ
p ゼ が

糸球体構成細胞お よ び 浸潤細胞 か ら産生 され る こ と が 明 らか に

され ,
ニ の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る E C M 分解系も腎疾患 で の

E C M 代謝に お い て 重要な 役割を果た して い る こ とが 推測 さ れ

て い る
丁'8 ゝ

.

こ の よ う な プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ の 中で , E C M を 構成す るI V 塾膠

原線維 ,
ラ ミ ニ ン ,

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン , プ ロ テ オ グ リ カ ン 等 を

特異的 に 分解す る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ( m a t ri x

m e t a1l o p r o t e i n a s e ,
M M P ) が注 目 さ れ , 腎疾患 に おけ る 関与 が

推測さ れ て い る . これ まで M M P-1 , 2 , 3 , 7 , 9 , 1 5 0 k D a- M M P

等多く の M M P の 糸球体内発現が報告され て い るが
g 卜 11}

,
これ

は M M P の 関与す る糸球体 E C M の 代謝調節制御の 複雑性を 示

して い る もの と思わ れ る .
M M P-2 は 従来の 線椎芽細胞 を 用 い

た 研究で は ハ ウ ス キ ー ピ ン グジ ー

ン と考 え られ て い た が
15〉

, 培

養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 が 多量に M M P-2 を産生す る こ と
16)

,
ま た

そ の 産生が サ イ ト カ イ ン や 増殖因子に 反応す る こ と
ITj
,
さ らiこ

M M P - 2 は 糸 球 体基底膜 (gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e ,

G B M ) に 接す る メ サ ン ギ ウ ム 細胞表面や 糸球体基底膜 の 断裂部

平成 6 年1 2月1 3 日受付, 平成 7 年1 月2 4 日受理

A b b r e vi a ti o n s : b F G F , b a sic fib r o bl a st g r o w t h f a c t o r ; E C M , e Xt r a C e11 ul a r m a t rix ; G A P D H , g ly c e r ald e h y d e
-

3 - p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ; G B M , g lo m e r ul a r b a s e m e nt m e m b r a n e ; Ⅰし1 , i n t e rle u ki n
- 1 ; M M P ,1 m a t ri x

m e t a1l o p r o t ei n a s e ; P A M , p e ri o di c a cid sil v e r m e t h e n a m i n e ; P A S , p e ri o di c a cid,
S c hiff ; P D G F , P la t ele t

- d e ri v e d



抗 Tb yl ･1 腎炎に おけ る M M P - 2 の 発現

に 存在 して い る こ と な どよ り抑
, 糸球体 E C M の 代謝に お け る

M M P-2 の 役割が 注 目 され て い る . しか し
,
こ れ ま で の 腎に お

ける M M P - 2 の 検討ほ 培養お よ び 動物実験 を含め急性炎症を捉

えた もの が 多い
10 冊
そ こ で 今回 の 研究で は

▲
メ サ ン ギ ウ ム 基質

37

増生の 残存する ラ ッ ト抗 Th yl .1 腎炎を作製 し
, 慢性的に 進行

する糸球体酎ヒの 進展過程を検討 した ･ そ の 結 軋 抗 T h y l .1

腎炎 で ほ 糸球体硬化性病変 の 進展 お よ び 修復過程 に お い て

M M P-2 の 発現が刺激 され て い る こ と が 明確に な っ た . こ の 結

Fi g ･ 1 ･ H is t oI o gic al c h a r a c t e riz a ti o n of a n ti - T h yl 11 gl o m e r ul o n e p h ritis ･ A ･ n O r m al r at ･ B a n d C
,
d a y 7 ; D , d a y 1 4 ; E , d a y

d a y 6 0 ･ G l o m e r u l a r l e si o n s w e r e c h a r a c t e ri z e d b y m a r k e d m e s a n gi oly si s a n d p ol y m o r p h o n u cl e a r l e u k o c yt e i nfiltr atio n a t
(B) ･ C ell p r olif e r a ti o n w a s al s o s e e n a t d a y 7 ( C) ･ M e s a n gi al m a上ri x e x p a n si o n w a s o b s e r v e d a t d a y 1 4 (D ), 2 8 ( E) , a n d
(P A M s ta i n

,
O ri gi n al m a g nit u d e x 4 0 0) .

6

F

7

L

勘

d a y

叩

g r o w t h f a c t o r ; R T - P C R
,
r e V e r S e t r a n S C rip tio n

-

p Oly m e r a s e c h ai n r e a cti o n ; T I M P
,
tis s u e i n hibit o r of

m e t all o p r o t ei n a s e s ; T G F -

β, t r a n Sf o r m i n g g r o w t h f a ct o r-β; T N C , T ri s - N a C トC a
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果ほ , M M P- 2 に よ る E C M の 代謝調節機構 の 解明に つ な が る

もの と考 え られ る .

対象お よび方法

1 . ラ ッ ト坑 T h ァ1 . 1 腎炎モ デ ル の作製

抗 T h y l .1 血 清 は Y a m a r n o t o ら
18)
の 方 法 に 準 じ て ,

S p r a g u e
- D a w l e y ラ ッ トの 胸腺細胞を完全フ ロ イ ン 下 ア ジ エ

バ

ソ トと 混合 し日本白色兎に免疫する こと に よ り得 た . 血 清は56

℃で30 分加熱 し補体を非働化 した後 ,
ラ ッ ト 赤血球分画, ラ ッ

ト リバ ー パ ウ ダ ー (S I G M A , S t . L o uis , U S A ) に よ る吸収操作 を

行 っ た , な お抗血清の 特異性お よ び 力価 は 】 糸球体組織切片上

で の メ サ ソ ギ ウ ム 細胞 と の 反 応性 に て 確認 され て お り , ま た

0 .4 r山/1 0 0 g 体重の 投与 に よ り腎炎惹起可能であ っ た . 本実験 で

は 200 g の 雄 性 S p r a g u e
- D a w l e y ラ ッ ト に , 抗 血 清 0 .7 m l/

1 0 0 g 体重を 尾静脈 よ り投与 し, 抗 T h y -1 ,1 腎炎 を作製 した . 血

清投与時 よ り第 0 , 3 , 7 , 1 4 , 2 8 , 60 病 日に ,
ジ ュ チ ル エ

ー

テ ル 吸 入 麻酔下 に ,
生理 食 塩水 50 m l お よ び R P M I 1 6 40

( G I B C O , N e w Y o r k , U S A ) 1 0 m l で 腎を 濯流 した の ち摘出 し,

組織学的検査お よ び 糸球休精製に 供 した (各群 6 匹) . また 正 常

ウサ ギ血清 0 .7 m l/ 1 0 0 g 体重を経静脈投与 し, 同時期 に 腎摘 し

た 群を対照 と した ( 各群 6 匹) .

Ⅱ . 病理学的検査

1 . 光学顕微鏡的観察

腎観織を10 % リ ン 酸緩衝ホ ル マ リ ン (p H 7 .2) に て 固定後 ,

4〃 m の パ ラ フ ィ ン 切片を 作製 し, H E , 過 ヨ ウ 素酸シ ッ フ 染 色

( p e ri od i c a cid S c hiff , P A S) , 過 ヨ ウ 素 酸 メ セ ナ ミ ン 銀 染色

( p e ri od i c a cid silv e r m e th e n a mi n e , P A M ) の 各 染色 を 施行 し

た . 光顔観察 に お い て ,
P A S , P A M 陽性物質 に よ る メ サ ン ギ ウ

ム 領域の 拡大を糸球体硬化と定義 し, こ れ ま で の 報告 に 基づ き

糸球体硬化の 程度を半定量化 した
1 引

. す なわ ち P A S . P A M 陽

性 メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 糸球体に 占め る割合が 0 % ,
0 か ら25 %

以下 ,
2 5 か ら50 % 以下 ,

5 0 か ら75 % 以下, 7 5 か ら10 0 % の も の を

そ れぞれ 0
,
1
,
2
,
3
,
4 虔と ス コ ア 化 し, 同

一

ス コ ア の 糸

球体数を そ れぞ れ N O , N l , N 2 , N 3 , N 4 (N O + N l + N 2 + N 3 +

巴
O
U

∽

H

℃

葛
∈
】

丘

己
¢

∈
○
-

q

0 3 7 1 4 2 8 6 0

D a y さ

F i g . 2 . T h e gl o m e ru l a r m a tri x s c o r e . E x p a n d e d e x tr a c ell ul
-

a r m a tri x i rl m e S a n gi al a r e a w a s s e m lq u a n tit a ti v ely

d e t e r m in e d d u ri n g th e c o u r s e of a n ti- T h yl .1 n e p h ritis a s

gl o m e r ul a r m a tri x s c o r e . N S , n O t Si g nifi c a n tly diff e r e n t

f r o m n o r m al s ; * , p < 0 .0 01 v s . n o r m a .1 . V al u e s a r e

豆 土S E M .

N 4 = 5 0) と し , 以下 の 計算式 に て 各時相に お ける マ ト リ ッ ク ス

ス コ ア を得 た . なお 糸球体は径 8 恥 m 以上 の もの に つ い て 検討

した .

マ ト リ ッ ク ス ス コ ア

= 【(0 × N O + 1 ×N l + 2 × N 2 + 3 × N 3 + 4 × N 4)/5 0] ×1 0 0

2 . 免疫組織染色

M M P -2 の 糸球体 に おlナる局在は ,
パ ラ フ ィ ン 包埋標本上 で

一

次抗体と して抗 ヒ ト M M P-2 マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (金

沢大学が ん 研究所分子免疫部門岡田保典教授 よ り供与) , 二 次

抗体 と して ビオ テ ン 標 識抗 マ ウ ス I g G ウ サ ギ 抗体 を 用 い た ス

ト レ プ トア ビ ジ ン ー ビオ チ ン
ー ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 法に よ る 免疫

覿織染色に て 検討 した . 発 色基質と して 3 , 3
'
- ジ ア ミ ノ ベ ン チ

ジ ン を 用い た . な お
, 抗 ヒ ト M M PT2 抗体の ラ ッ ト M M P-2 に

対す る交差反応性は ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト に て 確認 した .

Ⅲ . 摘出腎か らの 糸球体精製 および噂養

摘出腎か ら腎皮質の み を 分離後細片と し, 1 5 0 , 1 0 6 , 6 3 〃m の

ふ る い を 用 い た シ
ー ビ ン グ 法

201
に よ り糸球体を採取 した . 9 5 %

以上 に 純化 され た 単離糸球体を ,
ペ ニ シ リ ン ( G I B C O ) 1 0 0 U/

m l
,
ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( GI B C O) 1 0 0 U/ m l お よび0 . 2 % ラ ク ト

ア ル ブ ミ ン (SI G M A ) を 含む 2 m l の R P M I 1 6 4 0 無血 清培地で

培養 した . 糸球体数 は 8 × 1 0ソm l と し , 2 4 時 間後 に 培養上清を

待 た .

1 2

ー 1 1 6 k D a
-

9 7 k D a

- 6 8 k D a

- 4 3 k D a

Fig . 3 . C h a r a c t e riz ati o n of r a t m a.
tri x m e t all o p r o t ei n a s e

-2 i n

C u lt u r e d m e d i u m o f r a t gl o m e r uli . L a n e l , i m m u n ob l o t of

th e p r o t ei n s p r e s e n t i n s e r u m
-f r e e R P M I 1 6 4 0 ; 1 a n e 2 ,

i m m u n o b l ot of t h e p r o t ei n s p r e s e n t in c o n diti o n e d m e di u m

O b t ai n e d f r o m n o r m al is ol a t e d w h o l e r a t gl o m e r u li c ult u r e d

f o r 2 4 h r s in s e r u m -f r e e R P M I 1 6 4 0 . A n tib o d y u s e d w a s a

m o n o c l o n al a n tトh u m a n M M P -2 .



抗 T h yl ･1 腎炎 に お ける M M P -2 の 発現

Ⅳ . ザイ モ グ ラ ム で の M M P の 評価

M M P の 分子量 お よ び産生量は ゼ ラ チ ン の 消化活性で 示 すザ

イ モ グ ラ ム で 評価 した . ゼ ラ チ ン (SI G M A ) 0 .8 m g/ m l を 含む

8 % ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 用い , 培養上 清 を非還元状態 に

て L a e m m li 法
21

りこ従 い 電気泳動 を施行 した . 泳動後 の ゲル は ,

2 . 5 % 続 い て1 . 5 % の ト リ ト ン Ⅹ-1 0 0 を 含 む T ri s - N a C l - C a

( T N C) バ ッ フ ァ
ー (5 0 m M T ris - H C l

,
0 .1 5 M N a Cl

,
1 0 m M

C a C1 2 , 1 p M Z n C 12 , 0 ･0 2 % N a N 3 , p H 7 .5) でそ れぞれ30 分間洗浄

した後 ,
T N C バ ッ フ ァ

ー で3 7 ℃ で16 時 間培養 し , ゼ ラ チ ン を

消化 させ た . ゲル は ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル
ー

で 染色 した

後, 脱色 し , ゼ ラチ ン 消化 バ ン ドと して 表出 させ
,
ザ イ モ グ ラ

ム と した
22)

.
ゼ ラ チ ン 消化バ ン ドは Ⅹ 線 フ ィ ル ム に 転写 した

後 ▲ デ ン シ ト メ
ー

タ
ー

にか け酵素活性を定量化 した
23)

. な お
,

泳 動 時 の 分子量標 準試薬 は S D S - P A G E m ol e c u l a r w eig h t

S ta n d a rd s l o w & hi g h ( BI O - R A D
, Ri c h m o n d

,
U S A ) を用い た .

Ⅴ . 糸球 体内 M M f L 2 m R N A の 発現の 半定量

単離糸球体よ り全 R N A を グ ア ニ ジ ン ー フ ェ ノ
ー ル 法

24)
に

よ っ て 抽出 し
,
R T - P C R 法に て M M P - 2 遺伝 子発現を半定量化

し
◆

た .
R T - P C R 法に ほ G e n e A m p R N A P C R キ ッ ト (P e r ki n

3 9

E l m e r C e t u s , N o r w alk
,
U S A ) を用 い た . まず ラ ン ダ ム ヘ キ サ

マ ー

を上 流プ ライ マ ー と した逆転写酵素反応を行い ,
C D N A を

合成 した ･ す なわ ち 35 n g/ pl の 全 R N A 2 FEl に 5 0 FL M ラ ン ダ ム
ヘ キ サ マ ー

を 1 FLl, 1 0 m M d G T P
,
1 0 m M d A T P

, 1 0 m M d T T P
,

1 0 m M d C T P を 各 2 pl, 5 0 U/ pl の モ ロ ニ ー マ ウ ス 白血 病ウイ ル

ス 逆 転写 酵 素 ( M ol o n e y m u ri n e l e u k e m i a vi r u s r e v e r s e

tr a n s c ri p t a s e) を 1 pl , 2 0 U/ FLI R N a s e イ ン ヒ ビ タ ー

を 1 pl ,

1 0 × P C R バ ッ フ ァ
ー (1 0 0 m M T ris - H C l . p H 8 .3 , 5 0 0 m M K C l)

を 2 pl , 25 m M M g Cl2 を 4 pl , 滅菌蒸留水を 1 pl を 加えた後室温

に て10 分間伸長反応を行い ,
そ の 後逆転写酵素反応を42 ℃15 分

間行 っ た ･ 次に99 ℃5 分間に て 逆転写酵素 を失活 させ た後 , 合

成 c D N A に 対する P C R 反応を行 っ た . すな わ ち逆転写酵素反

応を終了 さ せ たチ ュ
ー ブに 5 U/ pI A m pli T a q D N A ポ リ メ ラ ー

ゼ を 0 ･5 pl, 1 0 ×P C R バ ッ フ ァ
ー

を 8 pl , 2 5 r n M M g C 12 を 4 FLl ,

滅 菌蒸留水 65 郎1 を 混合 した 軋 ラ ッ ト M M P-2 の 特異的プ ラ

イ マ ー ( セ ン ス プ ラ イ マ ー

: 5
'

- G T C T T C C C C T T C A C T T T C -

C T G
,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ

ー

: 5
一

- C G G A A G T T C T T G G T -

G T A G G T G) (50 0 FLg/ m l) を各 1 pl お よ び ラ ッ ト グ リ セ ル ア ル デ

ヒ ト3 - リ ン 酸デ ヒ ド ロ ゲナ ー ゼ (gly c e r ald e h yd e L3 - P h o s p h at e -

F ig ･ 4 ･ I m m u n o hi st o c h e m i c a1 l o c ali z a ti o n of M M P -2 i n r a t gl o m e ru 1i w ith e a rly p h a s e of a n ti - T h y = gl o m e r ul o n e p h riti s p A , d a y
3 ; B ･ d a y 7 ; C ′ d a y 1 4 ; D ･ d a y 2 8 ･ N o sig nifi c a n t e x p r e s si o n of M M P

-2 w a s d占t e c t e d a t d a y 3 ( A ) ･ T h e r e w e r e v e r y w e a k
S t ai ni n g s f o r M M P

-2 i n gl o m e r u li w ith
･
m e S a n gi ol y sis at d a y 7 (B) ･ M M P -2 w a s d e t e c t e d in m e s a n gi al a r e a s wi th c e11

P r Oli王e r a tio n at d a y 1 4 (C ) ･ M M P -2 w a s st ai n e d in c r e s c e n t a t d a y 2 8 ( D) ･ ( O rigi n a l m a g nit u d e x 4 0 0) .



4 0

d e h y d r o g e n a s e , G A P D H ) プ ラ イ マ ー

( セ ン ス プ ラ イ
マ ー

5
,

- C A G A A C A T C A T C C C T G C A T C C , ア ン チ セ ン ス プ ラ イ

マ r

: 5
J
- C A C C C T G T T G C T G T A G C C A T A) (5 0 0 FLg/ m l) 各

1 pl を 加え P C R 反応を 行 っ た .
P C R 反応は94 ℃1 分 臥 55 ℃

1 分琵凱 72 ℃ 1 分間の50 サ イ ク ル を行 っ た . P C R 産物 は 2 % ア

ガ ロ ー ス ゲル を用 い た電気泳動を行 っ た後 エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ

ドに よ り染色 し , 塩 基対数 の 確認を行な う と ともに , さ らに デ

ソ シ り
-

ク
ー に か け各時期に おけ る m R N A 発現を 抗血清投

与前と の 相対値 と して 半定量化 した . 予 測され る P C R 産物 の

サ イ ズ ほ ラ ッ ト M M P
q 2 が 2 4 8 b .p . , ラ ッ ト G A P D H が

36 3 b .p . で ある .

Ⅵ . 統計処理

マ ト リ ッ ク ス ス コ ア は 対応の な い t 検定に て 検定 した . ま た

数値 は 平均 ±標準誤差 で表 した .

成 績

Ⅰ . 組織所見

覿織学的に み る と , 抗 T h y l .1 腎炎惹起後第 3 病 日 に ほ 正 常

ラ ッ ト糸球体 (図 1 A) と比較 し軽度 の メ サ ソ ギ ウ ム 融解 を認め

る の み で あ っ た が , 第 7 病 日に は メ サ ソ ギ ウ ム 融解 は著 しく進

行 し, 一 部の 係蹄 に 嚢状拡大を伴 っ た微小血 管癌 を形成 し, 多

数の 白血 球浸潤 を認 め た (図1 B) . ま た著 明な メ サ ン ギ ウ ム細胞

Fig , 5 . lm m u n o hi st o c h e m i c al l o c ali z a tio n of M M P
-2 i n r a t

glo m e r uli wi th c h r o n i c p h a s e of a n ti
- T h yl ,1 gl o m e r u l o n e

-

p h ritis . A , th e r e w e r e d efi n it e M M P
-2 s t ai n i n g s i n mi 1d

e x p a n d e d m e s a n gi al a r e a s a t d a y 6 0 . B , V e r y f e w

e x p r e s sio n s of M M P
-2 w e r e s e e n i n gl o m e r u li w it h

m o d e r a t e m e s a n gi al m a tri x e x p a n si o n a t d a y 6 0 . ( O ri gi n al

m a g n it u d e X 4 0 0) .

の 増殖を 示 す糸球体もみ られ た( 図1 C) . 第14 , 2 8 病日 で は メ サ

ン ギ ウ ム 細胞増殖 に 加え , メ サ ン ギ ウ ム 基質の 増加が認め られ

た (図1 D . E ) . 第60 病 日 で は , 多く の 糸球体 に お い て メ サ ソ ギ ウ

ム 基質は減少 して い た が ,
全糸球体の 31 ･2 % - 4 l ･5 % に 硬化糸

球体が残存 して い た (図1 F) .

マ ト リ ッ ク ス ス コ ア は第 7 病 日以

降の 観察期間中有意 に 増加 してお り (p < 0 .0 01 , 図 2 ) , 第28 病

日 に ピ ー ク に 達 し, 以後減少 して い た . な お
,
正常 ウ サ ギ血 清

投与例で ほ組織学的変化 は認 め られ なか っ た .

1 . 免疫組織染色

ラ ッ ト糸球体培養液に 対す る抗 ヒ ト M M P
-2 マ ウ ス モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗体を 用い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グで は ,
6 6 k D a ,

6 8k D a , 7 2 k D a , 1 0 0 k D a の 4 つ の バ ン ドが 認め ら れ , 本抗体 は

ラ ッ ト M M P-2 に 対す る交差反応性を有 して い る こ と が確認 さ

れ た (図3 ) .

こ の 抗体を 用い た免疫組織染色 で ほ ,
M M P

-

2 は 正常 ラ ッ ト

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2

1 1 ¢ k D a ■

9 7 k D a -
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F ig . 6 . G e l ati n ol yti c a c ti vity o f c o
n diti o n e d m e di a f r o m th e

c ult u r e d gl o m e r u li wi th a n ti
- T h yl .1 glo m e r u l o n e p h riti s b y

z y m o g r a m . A
, g ela.
ti n ol yti c a c ti vi t y of M M P s i n c u lt u r e d

m e d i a . C o n d iti o n e d m e di a w e r e o b t ai n e d f r o m is ol a t e d

w h ol e r a t gl o m e r u li c ult u r e d f o r 2 4 h r s i n s e r u m
-f r e e

R P M I 1 6 4 0 , L a n e s l a n d 2 , C O n diti o n e d m e di a f r o m d a y

O ; 1 a n e s 3 a n d 4 , d a y 3 ; 1 a n e s 5 a n d 6 , d a y 7 ; 1 a n e s 7 a n d

8
,
d a y 1 4 ; l a n e s 9 a n d l O , d a y 2 8 ; l a n e s l l･

a n d 1 2 , d a y

60 . B
,
ti rn e - C O u r S e Of g el a ti n ol yti c a c ti vi t y of M M P s ･ T h e

d e g r e e of g el a ti n ol ytl C a C ti vi ty w a s o b t ai n e d b y d e n sit o m e
-

tri c s c a n a n aly si s of z y m o g r a m illu st r a t e d i n p a n el A a n d

c a.l c t11 a t e d wi th r e s p e
c t t o th e c o n t r ol . 0 , 6 2 k D a ; ○】 6 8

k D a ; 書 , 72 .k D a ; □ ,･9 2 k D a .



抗 T h yl ･1 腎炎に おけ る M M P-2 の 発現

お よ び腎炎惹起後第3 病 日 (図 4 A) に は 糸球体内の 発現が認め

られ なか っ た が , 第7 病 日 に おい て は 増生メ サ ン ギ ウ ム 基質を

中心 と して発現を 4 9 .5 - 5 8 .8 % の 糸 球体 に 認 め た .
こ れ に 対

し
, 同病 日の メ サ ン ギ ウ ム 融解を 認め る糸球体に おい て ほ 発現

して い な か っ た ( 図4 B ) . 以後第1 4 病 日 ( 因 4C) で ほ 55 .4 -

6 8 ,9 % の
, ま た第28 病 日で は 6 臥2 -

8息5 % の 糸球体に お い て ,

メ サ ン ギ ウ ム 基質増生部位 を中心 に M M P -2 が発現 して い た .

細胞性半月体形成を認め る糸球体で は 半月体に も M M P-2 は発

現 して い た ( 図4D) . 第60 病日 の 慢性期 で ほ ,
M M P- 2 の 発現は

27 .4
- 4 5 .3 % の 糸球体 に み られ , 第28 病 日 ま で の 初期相 とほ 異

な り軽度 の メ サ ン ギ ウ ム 基質増生部の メ サ ン ギ ウ ム 細胸を 中心

に そ の 発現を 認め た( 図5 A) . 一 方 ,
メ サ ソ ギ ウ ム 基質増生が中

等度に 残存 して い る糸球体内に ほ M M P -2 の 発現 は認め られ な

か っ た (図 5B) . 正 常 ウ サ ギ 血 清投与例 で は 全経過 に お･い て

M M P-2 の 糸球 体内発現ほ認め られ な か っ た .

Ⅲ . M M P の ザイ モ グ ラム

ザイ モ グ ラ ム を 用 い た M M P の 解析 で は 一 正常 ラ ッ ト糸球体

培養上清 に お い て 62 , 6 8 , 7 2 k D a お よ び 92 k D a の 酵素活性が認
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gl o m e r uli w ith a n tトT h yl ･1 gl o m e r ul o n e p h riti s . A , a g a r O S e

g el el e c tr o p h o r e si s f oll o w e d b y et hid i u m b r o m i d e s t ai ni n g .
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- P C R . L a n e l

,
d a y O ; l a n e 2 , d a y 3 ;

1a n e 3 , d a y 7 ; 1 a n e 4 , d a y 1 4 ; 1 a n e 5 , d a y 2 8 ; l a n e 6 , d a y

6 0 ･ E x p e c t e d siz e of R TT P C R p r o d u c t i s 2 4 8 b a s e p ai r s
f o r r at M M P -2 a n d 3 6 3 b a s e p air s f o r r a t G A P D H . B

,

ti m e - C O u r S e Of M M P
-2 m R N A l e v el s , T h e a m o u n t of

M M R - 2 R T - P C R p r o d u c t s g e n e r a t e d a t e a c h ti m e p oi n t s

W a S O b t ai n e d b y d e n sit o m et ri c s c a n a n aly si s of e thid i u m

b r o mi d e s t ai ni n g ill u s tr at e d i n p a n el A , a n d c al c ul a t e d w ith

r e s p e c t t o t h e c o n tr ol .
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め られ た ( 図6 A) . こ れ ら 62 , 6 8 , 7 2 k D a の バ ン ドは ∴第 7 病日

で そ れ ぞれ6 . 8倍 ,
5 . 3 倍 , 1 . 8 倍 と最大と なり

巨
以後第28 病日 で

そ れ ぞれ6 . 8 倍
,
3 . 4 倍 ▲

1 . 4 倍 , 第6 0 病 日 に お い て も 62 ,

6 8 k D a の バ ン ドに はそ れ ぞれ3 . 4倍 ,
2 . 2 倍の 酵素活性が認め ら

れ た ( 図6B ) . 9 2 k D a の バ ン ドは , 白血 球浸潤に
一

致 して 第 7 病

日 に1 ･ 7倍 に
一

過性 に 増強し , 第14 病 日に は い ず れ も 正 常値以

下 に ま で 低 下 して い た . ま た 第 7 病 日 に は 1 00 k D a お よ び

11 4 k D a の バ ン ドに も酵素活性が認め られ た . な お , 正 常 ウ サ

ギ血 清投与例で は経時的な酵素活性 の 有意な変化 ほ認め られ な

か っ た .

Ⅳ . 糸球体内 M M I L 2 m R N A 発現の 検討

R T - P C R に よ る M M P -2 m R N A の 発現を 園7 A に 示 した .

各 レ ー

ン に おけ る G A P D H と の 比に よ り 半定量化する と , 腎炎

惹起後第14 病日 で 対照に 比 し4 .2 倍
, 第28 病日 で5 . 0 倍 , 第60 病

日 に おい ても2 . 0倍 の 発現克進が認 め られ た ( 囲7Ⅰ∃) . 正 常ウ サ

ギ血 清投与例で は 全経過に お い て M M P - 2 m R N A 発現の 変 化は

認 め られ なか っ た .

考 察

今回 作製した 腎炎の 特色は , 従来 の 抗 T hァ1 .1 腎炎
1 8)2 5〉
に 比

し
, 抗血 清の 大量投与に よ り硬化性病変の 残存率を増加させ た

点 で ある . この 系では 進行性の 糸球体硬化に は至 らず, 第28 病

日 以降 マ ト リ ッ ク ス ス コ ア は 減少 した . 同
一 糸球体を経時的に

観察す る こ とほ 不 可能で あるが , こ の 現象ほ 糸球体硬化に 対す

る修復機転が働い て い る こ と を意味 し て い るも の と 推測 され

る . さ らに 今回 の 検討に よ り
,
こ の 腎炎の 経適中 , 糸球体 の 硬

化性病変の 存在時期に 一 致 して , M M P - 2 の 発現が克進 して い

る こ とが 判明 した . そ の 発現は 遺伝子 レ ベ ル で確認 され た他 ,

蛋 白 レ ベ ル で も糸球体内に 染色され . また 糸球体 に よる培養上

帝中 へ の 産生も確認され た . ニれ ほ 糸球体局所で M M P -2 が塵

生 され て い る こ と を意味 して お り ,
その 発現が糸球体硬化に 対

す る修復機転に おい て 重要な役割を果た して い る こ とが推測 さ

れ た .

こ の M M P-2 の 発現ほ , 免疫染色で は マ ト リ ッ ク ス 増生部位

の メ サ ン ギ ウ ム 領 域を 中心 と し て 認め ら れ た . こ れ ま で 抗

T h yl .1 腎炎の 急性期に おい て も, 免疫電顕観察 で は メ サ ン ギ

ウ ム 領域に
.0

＼ また M M P-2 m R N A の 組織上 で の 発現は 増殖メ

サ ン ギ ウ ム 細胞に 限局 して い る こ と が報告さ れ て い る
26l

. こ れ

らは メ サ ン ギ ウ ム 細胞が 主 た る産生細胞 で ある こ とを 推測 させ

る . 培養実験に お い て もメ サ ン ギ ウ ム 細胞 が M M P-2 を産 生す

る こ と は確認され て い る
l即

. しか し培養実験 で は 糸球体 上皮細

胞や 内皮細胞も M M P-2 を産生する こ とが 知られ て お り
-1}

,
産

生細胞 の 解析に は今後組織内ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン およ び免

疫電轟 に よ り, 組織上 で の M M P-2 発現の 局在を よ り 明 らか と

す る こ とが必 要と 考え られ る .

従来 の 抗 T h yl .1 腎炎の 経過中に は , メ サ ン ギ ウ ム 融解や メ

サ ン ギ ウ ム 細胞増殖に 伴い , イ ン タ
ー

ロ イ キ ンー1 (i n t e rl e u ki n-

1
,
Ⅰし1) , 血 小板由来成長因子 (pl a t ele トd e ri v e d g r o w th f a c to r ,

P D G F) , 形質 変換成長因 子 (t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r -β,

T G F -β) , 線椎芽細胞成長田子 (b a si c fib r o b l a s t g r o w th f a c to r ,

b F G F ) な どの サ イ ト カイ ン や 増殖因子 が 発現 して い る こ と が

確認 され て い る
27 卜 30】

･ こ れ らの 因子ほ 1 培養実験 で は メ サ ソ ギ

ウ ム 細胞 に お け る M M P -2 産生 の 刺激 ま た は 抑制田子 で あ

る
け〉26〉

. これ らの 因子が 生体の 病変部で ど の ように 制御 され, 発



4 2

現 して い るか は 全く 不 明で あ る . 皮膚 の 創傷治癒 の 過程 で は

様 々 の 時相 に P D G F , T G F-i3 , b F G F が複雑に 関与 しな が ら発

現 し , 治癒 を 促進 して い る こ と が 示 され て い る
31)

･ 今回 の 抗

T h yl ,1 腎炎 に お い て M M P
-2 の 発現 は マ ト リ ッ ク ス の 増 生時

期を通 じて認 め られ た が , そ の 発現の 時相は こ れ ま で の 報告
2g)

に ある T G F
-

β の それ と頼似 して い る . ま た阻織内 ハ イ プ リ ダ

イ ゼ
ー シ ョ ン に よ る抗 T h yl .1 腎 炎急性期に おけ る検討 で ば

8〉
,

T G F
-β の m R N A 発 現 冗進 部位 に

一

致 し て M M P
-2 の

m R N A 発現が 克進する と され て い る こ とよ り , 培 養 実験系 で

M M P -2 を 誘 導 す る T G F-β が 本腎炎 に お い て 生体 内 で も

M M P-2 の 発現刺激と な っ て い る こ と が推測 され る ･

M M P
- 2 は他 の M M P s と 同様 に プ ロ エ ソ ザ イ ム の 形 で 分泌

され る ため , 酵素 と して 機能する た め に は 細胞外で 活性化 され

る必要があ るが , 今回 免疫染色 で 検出 した M M P-2 が活性型か

滞在型か は 不 明で あ る. プ ロ M M P ･2 は N 末端が 解離 し Z n が

開放され る と活性化 され , 分子量も64 ま た は 62k D a と 活性型

に なる . ザ イ モ グ ラ ム に お い て第 7 病日 以降 に 68k D a の プ ロ

M M P -2 の 増加 と とも に , 活性型 と考え られ る 62k D a の 分子量

の バ ン ドが 著明に 認め られ た こ と は ,
糸球休局所 に お い て プ ロ

M M P
- 2 の 活性化が すで に 行わ れ て い る こ とを 示 して い る .

こ

の 活性型 ほ対照 で ほ ほ と ん ど認 め られ て い な い こ と よ り ,

M M P - 2 の 活性化機構が炎症 が惹起 され た糸球体に 存在す る こ

とを意味 して い る . 糸球体に 限 らず M M P-2 の 活性化因子 に 関

して は研究は少な い . W o n g らは メ サ ン ギ ウ ム 細胞 の 分泌 した

プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン ア ク チ ベ

ー

タ
ー

が プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン を 分解 L

て プ ラ ス ミ ソ と し
,
これ が同時に 分泌 され た M M P-2 を 活性化

する こ と を報告 して い る
32}

.
しか し

,
M M P-2 は N

一 末端に セ リ

ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ で 切断 され る ア ミ ノ 酸配列を有 して い な い た

め プ ラ ス ミ ソ で は 活性化を受けな い こ と も報告 さ れ て お り
33-

,

問題 が 残 さ れ て い る .

⊥ 方
,
B r o w n ら は 細 胞膜依存性 の

M M P
-2 の 活性化機序を報告 して お り

帥

,
ま た近年 S a t o らは こ

の 細胞膜表面 に 存在す るプ ロ M M P
- 2 活性化酵素を同定 し, 膜

型 M M P と 名付けて い る
35一■

. 糸球体固有細胞表面 に お い て も こ

の 膜型 M M P が M M P - 2 の 活性 を制御 して い る可 能性が推測 さ

れ , 今後本腎炎 に お い て も E C M 代謝 の 引き金 と し て の 膜 型

M M f
〉
の 発現が注 目 され る .

M M P - 2 の 活性を 制御する因子 と して ,
M M PT2 の 産生 や プ

ロ M M P -2 の 活性 化に 加 え ∴ 滞在型 お よ び 活性型 M M P
-2 と

1 : 1 の モ ル 比 で結 合 しこ れ らを 不活化する作用 を持 つ イ ン ヒ

ビ タ p (ti s s u e in h ibit o r of m et allo p r o tei n a s e s , T I M P ) の 関与も

重要 なも の と 考 え ら れ る . 癌細 胞 に お い て は ,
相対 的 な

TIM P の 低下 が 転移能と強 く相関 し∴逆に TIM P を投 与す る こ

と で 転移が 抑制 され る こ と よ り , M M P , T I M P の そ ル 比の 不均

衡が E C M 代謝の 方向性を規定 し て い るも の と考 え ら れ て い

る
3 刷

. 糸球体硬化症の 進展に お い て も M M P と TI M P の 比率

が重要視され て お り ,
C a r o m e らは 正常 ヒ †糸球体 に 比 べ 硬化

糸球体 で は TIM P
-1
,

一2 の 発 現 が 増 加 し て い る こ と よ り

TI M P に よ る M M P 活性の 阻害が硬化に つ な が るも の と推測 し

て お り
38)

, また N a k a m u r a らは , ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン 腎症 の 糸球

体硬化期に ほ E C M の 産生に加 え M M P の 産生 も増加 して い る

が
,
TI M P 塵生が それを さ らに上 まわ っ て い るた め , 結果 と し

て M M P 活性 は 抑制 され て い るも の と 推測 し て い る
a8}

. 抗

T h yl .1 腎炎の急性期で は I
T I M P の 発現 に変化が 認 め られ な

い とす る報告もある が
怖

, 今回 の 腎炎 に お け るザ イ モ グ ラ ム で

の 1 0 0 k D a お よ び 11 4 k D a の 酵素 活性 は , そ の 分子 量 か ら

M M P -2 お よ び M M P
-9 と T I M P と の 複合休の 可 能性 があり ,

T I M P の 発現を 推測 させ る . しか し
,
ラ ッ ト T I M P と 交差反応

する抗体が な い た め 今回 そ の 確 認は で きな か っ た . ま た , 抗

T h yl .1 腎炎の 急性期に ほ 多く の 多核白血球 の 浸潤も認 め られ

た が
, 多核 白血 球由来 の エ ラ ス タ

ー ゼ や カ テ プ シ ン G は

TI M P iこ作用 し M M P の 阻害活性を失清 させ る こ とが 知 られ て

お り
10j

,
こ の 時期に は 相対的に M M P-2 が 活性化 され て い る こ

とが 推測さ れ る .

今回 の ザ イ モ グ ラ ム の 検討 に お い て 急性 期iこ 認 め ら れ た

92k D a の バ ン ドは
, 白血 球浸潤 に

一 致 して そ の 発現が増強 して

い た . こ の バ ン ドは
,
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト で は 確認され て い な

い が
,
ラ ッ ト培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞の 検討に お い て IL-1 , 腫瘍

壊死因子 (t u r n o r n e c r o sis f a c t or) 刺激 に よ り 92k D a バ ン ドが誘

導され な い こ と よ り
けJ

, 白血 球由来の プ ロ M M P
- 9 と推測 され

た . しか し
,
プ ロ M M P - 9 の 低分子 化され た活性型は ザ イ モ グ

ラ ム で は確認 で き なか っ た .
M M P -9 も I V 型膠 原線維の 分解

酵素で ある が ,
E C M の 増生 して い る 第14 病 日 以降 はすで に 低

下 して お り , 慢性 卿 こお ける M M P-2 に 比 し炎症前期 の 組織破

壊的要素が大きい もの と推測 され る .

以上 の よ うに ,
M M P や TI M P の 様 々 な 関与の 結果と して ,

腎炎 の 進展に 伴い E C M は増加 して い た が ,
こ れ は メ サ ン ギ ウ

ム 細胞 の 環境 を 大き く変化 させ て い る も の と 考 え ら れ る ･

E C M は細胞 とイ ン テ グ リ ン を 介 して 接触 し て い るが ,
ヒ ト メ

ラ ノ ー ヤ 細胞 お よび ヒ ト 線椎肉腫細胞 に お い て は ,
ラ ミ ニ ン と

の 接着に よ り ⅠⅤ 型膠原線椎消化活性 が増加す る こ と
41)

,
ま た

フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン レ セ プ タ
ー

を ブ ロ ッ クす る こ と で ウ サ ギ 滑

液線維芽細胞 に お い て は M M P
-1 と M M P, 3 の 遺伝 子発現が増

強す る こ と も知 られ て い る
-2-

. これ ら の こ とほ E C M そ の もの

がそ の 細胞膜 レ セ プ タ ー を 介 して細胞に 情報を伝達 して い る こ

と を 示 して い る . 今回 の 検討に お い て ,
マ トリ ッ ク ス ス コ ア の

増加時期 に M M P-2 の 発現が 増強し て い る こ と , 蛋白 レ ベ ル で

も マ ト リ ッ ク ス 増生部位に 一 致 して M M P→2 が 局在 して い る こ

と よ り 仁 増生 した E C M そ の もの か ら接着細胞 へ 情報伝達が行

わ れ ,
E C M を 消化す るた め M M P-2 産生が誘導 され て い る可

能性も考え られ る . こ の 点 ,
腎炎に お い て は , イ ン テ グ リ ン の

ブ ロ ッ ク実験 は い ま だ行 われ て お らず , 今後の 課 題と考 え られ

る .

抗 T h yl .1 腎炎 に お け る M M P-2 に 関 し て は 急性期 で の

E C 1ゝ 破壊 へ の 役割が 明 らか に され て い る が
10)

, 慢性 期 の 修復

ある い は 硬化進展 に お け る役割は不 明 で あ っ た . 今回 E C M の

増加と とも に M M P-2 の 発現が 克進 し, こ れ が マ ト リ ッ ク ス 増

生部位に
一

致 して 発現 し て お り , ま たE C M の 減少 と と も に

M M P-2 発現も減少 して きた こ と は , 慢性期の 硬化糸球体 の 修

復過程に お い て M M P-2 が強 く関与 して い る こ と が 明らか に さ

れ た もの と 思わ れ る . 今後 E C M , M M P , T I M P を含 め た全体の

バ ラ ン ス を 検討する こ と で糸球体硬化に お ける E C M の 産生お

よ び分解制御の 詳細な機構が よ り 明 らか と な る もの と 考え られ

る .

結 論

メ サ シ ギ ウ ム 基質増生の 残存す
.
る抗 T h y l ･1 腎炎を作製 し ,

そ の 慢性期 に おけ る糸球体内 M M P-2 の 発現 を検討 し , 以下の

成績を得 た .



抗 T h yl ･1 腎炎に おけ る M M P -2 の 発現

1 . 抗､T b yl ･1 腎炎に お い て ,
メ サ ン ギ ウ ム 基質の 増生は第

28 病日 を ピ ー ク と し , 以 後減少 した が
, 第60 病日 に お い て も全

糸球体の 31 .2 - 4 l .5 % に 硬化糸球体が残存 した .

2 . 抗 T h yl ･1 腎 炎の 経過中, 糸球体 E C M 増生部位の メ サ

ソ ギ ウ ム 領域に M M P -2 蛋白の 発現が 確認 され た . しか し第60

病日 に お い て は t 軽度の メ サ ン ギ ウ ム 基質増生部 に は そ の 発現

を 認め た が , 中等度以上 に 残存 して い る硬化糸球体に は 発現は

認め られ な か っ た .

3 . 抗 T h yl ･l 腎炎か ら精製さ れ た 糸球体 の 培養上清中に は ▲

M M P- 2 が 第 7 病 日 か ら持続的 に 分泌 さ れ て お り
,
こ れ は

62 k D a で確認 され る よ う に す で に
一

部は 活性化され て い た .

4 ･ M M P -2 の 遺伝 子発現ほ抗 T h yl .1 腎炎の 経過中 , 特 に 第

14 病日 で 対照 に 比 し4 . 2 倍 , 第28 病 日 に5 . 0 倍 , 第60 病 日 に 2 . 0

倍の 克進 が認め られ た .

5 ･ 糸球体に おけ る M M P-2 の 分泌量お よ び遺伝子発現 は ,

E C M 増生時期に 一 致 して克進 して お り , ま た E C M の 減少 と

と もに そ の 発現も低下 した .

以上 の 結果よ り, 硬化糸球体 に お ける M M P - 2 の 発現が硬化

病変 の 修復機序に 大きな役割を演 じて い る もの と考え られ た .
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e x tr a c ell u l a r m a tri x is c o r r el a t e d w it h kid n e y m R N A le v els .

J ･ E x p ･ M e d .
,
1 7 3

,
1 2 87-1 2 9 0 (1 9 9 1) .

6 ) I s a k a
･
Y ･

,
F uji w a r a , Y ･

, U e d a
,
N .

,
･ K a n e d a

,
Y

. ,

K a m a d a
, T ･ & I m ai

,
E ･ : G l o m e r ul o s cl e r o sis i n d u c e d b y i n

Vi v o tr a n sf e cti o n o f tr a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r
-β o r

Pla t el e t-d e ri v e d gr o w th f a c t o r g e n e i n t o th e r at k id n e y . J .

4 3

C li n ･ I n v e s t .
,
9 2

,
2 5 9 7 - 2 6 0 1 (1 9 9 3) .

7 ) D a v i e s , M ･ , M a r ti n
,
J .
,
T h o r n a s

,
G . J . & L o v e t t

,
D .

H ･ : P r ot ei n a s e s a n d gl o m e r u .1 a r m a tri x t u r n o v e r . K id n e y

I□t . , 4 1
,
6 7 ト6 7 8 (1 9 9 2) .

8 ) B a ri c o s
,
W ･ H ･ & S h a h , S ･

V
･ : P r o t e oly ti c e n z y m e s

a s m e di a t o r s of gl o m e r ul a r i nj u r y , K id n e y I n t . , 4 0 , 1 6 ト1 7 3

(1 99 1 ) .

9 ) N a k a m u r a ･ T ･

.
E bi h a r &

,
Ⅰ･
,
O s a d a

,
S .

, T a k a h a s h i
,

T ･
･ Y a m a m o t o

,
M ･

, T o m i n o
,
Y . & K oi d e

,
H . : G e n e

e x p r e s si o n of m e tall o pr o t ei n a s e s a n d th eir i n hib it o r i n r e n al

tis s u e of N e w Z e al a n d B l a c k/ W hit e F l m i c e . Cli n . S c i.
,
8 5

,

2 9 5 -3 01 (1 9 9 3) .

1 0) L o v e tt , D ･ H ･
, J o h n s o n

,
R . J .

,
M a r ti

,
H . P .

, M a rti n ,

J
･ , D a vi e s

,
M . & C o u s e r

,
W . G . : S t r u c t u r al c h a r a c t e riz a ti ｡ n

Of th e m e s a n gi al c e11 ty p e I V c oll a g e n a s e a n d e n h a n c e d

e x pr e s si o n i n a m o d el of i m m u n e c o m pl e x
-

m e di a t e d

gl o m e r u l o n e p h riti s ･ A m . J . P a th ol . , 1 4l , 8 5- 9 8 (1 9 9 2) .

1 1) W a t a n a b e , K .
, K i n o s h it a

,
S . & N a k a g a w a , H . :

G el a ti n a s e s e c r e ti o n b y gl o m e r ul a r e pith eli al c ell s . N e p h r o n ,

5 6
,
4 0 5

-

4 0 9 (1 9 9 0) .

12 = o h n s o n , R ･ ･ Y a m a b e
,
H ･

,
C h e n

, Y ･ P .
,
C a m p b e ll ,

C ･
,
G o r d o n

,
K ･
, B a k e r , P ･

,
L o v e tt

,
D . & C o u s e r

,
W . G . :

G l o m er u la r e pith eli al c elLs s e c r et e a gl o m e r u l a r b a s e m e n t

m e m b r a n e -d e g r a di n g m e t a1l o p r o t ei n a s e . J . A m . S o c . N e ph r-
01 .

,
2
, 1 3 8 8-1 3 9 7 (1 9 9 2) .

13 ) L e , Q ･
･ S h a h

,
S ･
,
N g u y e n , H り C o r t e 2 , S . & B a ri c o s

,

W ･ : A n o v el m e t all o p r o t ei n a s e p r e s e n t i n f r e s hly is ol at e d r a t

gl o m e r u li ･ A m ･ J ･ P h y si ol ･ ( R e n al) , 26 0 , F 5 5 5- F 5 6 1 (1 9 gl ) .

14) M a r ti , H ･ P
り
M c n eil , L . , T h o m a s

,
G .

,
I) a vi e s

,
M . &

L o v e t t
,
D . H . : M ol e c ul a r c h a r a c t e ri z a ti o n of a l ｡ W -

m ol e c ul a r - m a S S m a t ri x m e t aLI o p r o t ei n a s e s e c r e t e d b y

glo m e r ul a r m e s a n gi al c e11 s a s P U M P-1 . B i o c h e m . J . , 2 8 5 ,

8 9 9-9 0 5 (1 9 9 2) .

15) F r is c h
,
S . M . & M o ri s a k i . J . H . : P o si ti v e a n d

n e g a ti v e tr a n s c r lP ti o n al el e m e n t s o f t h e h u m a n t y p e I V

C Oll a g e n a s e g e n e ･ M ol . C e11 . B i ol . , 10 , 6 5 2 4 q6 5 3 2 ( 1 9 90 ) .

1 6) M a r ti n , J ･
. D a v i e s

,
M .

,
T h o m a s

, G . & L o v e tt
,
D .

H ･ : H u m a n m e s a n gi al c eII s s e c r e t e a G B M ～d e g r ad i n g

n e u tr al p r o t ei n a s e a n d a s p e c ifi c i n hibit o r ･ K id n e y 王nt . , 3 6 ,

7 9 0-8 0 1 (1 9 8 9) .

17) M a r ti , H . P ･
.
M c n eil

,
L .
,
D a vi e s

, M .
,
M a r ti n

,
J . &

L o v e t t ･ D ･ H ･ : H o m ol o g y cl o ni n g of T at 7 2 k D a t y p e I V

C Oll a g e n a s e ‥ C y t O ki n e a n d s e c o n d- m e S S e n g e r in d u cibilit y i n

glo m e r ul a r m e s a n gi al c ells ･ B i o c h e m . J . . 2 9 l , 4 4 1- 4 4 6 (1 9 9 3) .

1 8) Y a m a m o t o , T . & W il 5 0 n , C . B . : Q u a n tit a ti v e a n d

q u alit a ti v e st u di e s of a n ti b o d y-i n d u c e d m e s a n gi al c e11 d a m a g e

i n t h e r a t ･ K id n e y I n t . , 32 , 5 1 4
-5 2 5 (1 9 8 7) .

19 ) R a ij , L ･
, A z a r , S ･ & K e a n e

,
W . : M e s a n gial i m m u n e

i nj u r y , h y p e r t e n si o n , a n d p r o g r e s si v e gl o m e r ul a r d a m a g e i n

D a hl e a r s ･ K id n e y I n t .
,
26

, 1 3 7-1 4 3 (1 9 8 4) .

2 0) K r a k o w a r , C . A . & G r e e n s p o n , S . A . : L o c aliz a ti o n of

th e n e p h r o t o xi c a n tl g e n W ithi n th e i s ol at e d r e n al gl o m e r ul u s .

A m e r ･ M e d . A s s . P a th ol .
,
5 1

,
6 2 g (1 9 51) .

2 1) L a e m m li ･ U ･ K ･ : C l e a v a g e of str u c t u r al p r o t ei n s d u ri n g



4 4

th e a s s e m bl y of th e h e a d of b a c t e ri o p h a g e T 4 ･ N a t u r e , 2
27 ,

6 8 0
- 6 85 (1 9 7 0) .

2 2) H ib b s , M . S .
,
H a s t y , K . A . , S e y e r , J . M .

,
K a n g , A ･

H . & M a i n a r d i
,
C . L .

: B i o c h e m ic al a n d i m m u n ol o gic al

c h a r a c t e ri z a ti o n of th e s e c r e t e d f o r m s of h u m a n n e u tr o p h il

g ela ti n a s e . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 0

,
2 4 9 3 -2 5 0 0 (1 9 8 5) ･

2 3) N a k aji m a , M .
,
L o t a n

,
D .

,
B ai g , M ･ M ･ , C a r r a le r o ,

R . M .
,
W o o d

,
W . R .

,
H e n d ri x

,
M . J . C . & L o t a n , R ･ :

I n hibiti o n b y r e ti n oi c a cid of ty p e l V c oll a g e n oly si s a n d

i n v a si o n t h r o u g h r e c o n stit u t e d b a s e m e n t m e m b r a n e b y

m e t a s t a tic r a t m a m m a .r y a d e n o c a.
r ci n o m a c e u s . C a n c e r R e s ･

,

4 9
,
1 69 8 -1 7 06 (1 9 8 9) ,

2 4) C h o m c ヱy n S k i , P . & S a c c h i
,
N . : S i n gl e

q

s t e p m e th o d

of R N A i s ol a ti o n b y a ci d g u a n idi n i u m t hi o c y a .n a t e
-

p h e n oト

c hl o r of o r m e x tr a c ti o n . A n aly ti c . B i o c h e m .
,
1 6 2

,
1 5 6 -1 5 9

(1 9 8 7) .

2 5) F l o e g e , J り J o h n s o n , R . J .
,
G o r d o n

,
K ･

,
Ii d a

,
H ･

,

P rit zl
,
P . , Y o s hi r n u r a , A .

,
C a m p b e11 , C .

,
A l p e r s , C ･ E ･ &

C o u s e r , W . G . : I n c r e a s e d s y n th e sis of e x tr a c e u u la r m a t rix i n

m e s a n gi al p r olif e r a ti v e n e p h riti s . K id n e y I n t
･
, 4 0 , 4 7 7疇48 8

(1 9 9 1) .

2 6) M a r ti , H . P .
,
L e e , L .

,
K a s h g a ri a n , M . & L o v e tt

,
D ･

H . : T r a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r
-β1 s ti m ul a t e s gl o m e r u l a r

m e s a n gi a.l c ell s y n
th e si s of th e 7 2

- k d ty p e I V c o lla g e n a s e ･

A m . J . P a th ol . , 1 4 4 , 8 2
-9 4 (1 9 9 4) .

2 7) W e r b e r , H . Ⅰ.
,
E m a n ci p a t o r , S . N り T y k o ci n s k i , M ･

L . & S e d o r
,
J . R . : T h e i n te rl e u ki n l g e n e i s e x p r e s s e d b y

r a t gl o m e r ul a r m e s a n gi al c ells a n d i s a u g r
n e n t ed i n i m m u n e

c o m pl e x gl o m e r ul o n e p h riti s . J . 1 m m u n ol ･ , 13 8 , 3 2 0 7
-3 2 1 2

(1 9 8 7) .

2 8) Ii d a , H .
,
S eif e rt

,
R .

,
A lp e r s , C . E .

,
G r o n w a ld , R ･ G ･

K .

,
P h illi p s , P . E .

,
P rit zl

,
P .

,
G o r d o n

,
K .

,
G o w n , A ･ M ･

,

R o s s , R .
,
B o w e n - P o p e , D . F . & J o h n s o n , R . J ■ : P l a t el e ト

d e ri v e d g r o w th f a. c t o r (P D G F) a n d
P D G F r e c e p t o r a r e

i n d u c e d in m e s a n gial p r olif e r a ti v e n e p h ritis i n t h e r a t ･ P r o c ･

N atl . A c a d . S ci . U S A , S 8 , 6 5 6 0
-

6 5 6 4 (1 9 91) .

2 9) O k u d a , S .
, l . a n g ui n o , L . R .

,
R u o sl a h ti

,
E ･ & B o r d e r ,

W . A . : E l e v a t e d e x p r e s si o n of t r a n sf o r m i n g g r o w th

f a c t o r - β a n d p r o t e o gly c a n p r o d u c ti o n i n e x p e ri m e n t al

glo m e r u l o n e p h riti s . J . C li n . I n v e s t . , 8 6 , 4 53-4 6 2 (1 9 9 0) ･

3 0) F l o e g e , J .
,
E n g ! E .

,
L i n d n e r

,
V ･

,
A l p e r s , C ･ E ･ ,

Y o u n g , B . A . , R ei d y , M ･ A ･ & J o h n s o n
,
R ･ J ･ : R a t

gl o m e r ul a r m e s a n gi al c ell s s y n th e siz e b a si c fib r o bl a s t g r o w
th

f a.c t o r . R el e a s
e
,
u P r e g u l a t ed s y n th e sis a n d mi t o g e n i city i n

m e s a n gia l p r oIif e r a ti v e gl o m e r u l o n e p h ritis
･ J ･ C li n ･ I n v e st ･

,

9 0
,
23 6 2 - 2 3 6 9 (1 9 9 2) .

31 ) P i e r c e , G . F .
,
T a r pl e y , J . E .

,
Y a n a gih a r a , D ･

,

M u st o e
,
T . A .

,
F o x , G . M . & T h o m a s o n

,
A . : P l at el e t - d e ri -

v e d g r o w th f a c t o r (B B h o m o d i m e r) , tr a n Sf o r m in g g r o w th

f a c t o r -Bl , a n d b a si c fib r o bl a st g r o w th f a c t o r i n d e r r n al w o u n d

h e ali n g . N e o v e s s el a n d m a tri x f o r m a ti o n a n d c e
s s a ti o n of

r e p air . A m . J . P a th ol . , 1 4 0 1 3 7 5 -1 3 8 8 (1 9 9 2) .

3 2) W o n g , A . P .
,
C o r t e z

,
S . L . & B a r i c o s

,
W . H . : R ol e

O f pl a 5 m i n a n d g el a ti n a s e i n e x t r a c e ll u l a r m a t ri x

d e g r a d a ti o n b y c ult u r e d r a t m e s a n gi al c e ll s . A m . J .

P h y si o l . , 26 3 ( R e n al fl u id el e c tr ol yt e p h y si ol . 3 2) , F l l 1 2
- F l l -

1 8 (1 9 9 2) ,

33) O k a d a , Y .
,
M o r o d o m i

,
T .

,
E n g h il d , J . J .

,
S u 2: u ki

,

K .
,
Y a s u i

,
A .

,
N a k a n i s h i

,
Ⅰ.
,
S a l v e s e n

,
G . & N a g a s e , H . :

M a tri x m e ta u o p r o t ei n a s e 2 f r o m h u m a n rh e u m a t oid s y n o vi al

fib r o b la s t s , P u rifi c a ti o n a n d a c ti v a ti o n of th e p r e c u r s o r a n d

e n z y m ic p r o p e r ti e s , E u r . J . B i o c h e m り 1 9 4 , 7 21 -7 30 (1 9 9 0) ･

3 4) B r o w n , P . D .
,
L e v y , A . T .

,
M a r g u li e s , Ⅰ. M . K .

,

L i o t t a
,
L . A . & S t e tl e r - S t e v e n s o n

,
W . G . : I n d e p e n d e n t

e x p r e s si o n a n d c ell u l a r p r o c e s s i n g of M r 7 2 ,0 0 0 ty p e I V

c oll a. g e n a s e a n d i n t e r s titi al c oll a g e n
a s e i n h u m a n t u m o rig e n ic

c e11 1i n e s . C a n c e r R e s . , 5 0 , 61 84
-6 1 91 ( 1 9 9 0) .

3 5) S a t o , H .
,
T a k i n o , T .

,
O k a d a

,
Y .

,
C a o

,
J .
,
S h i n a g a w a ,

A . , Y a m a m o t o , E . & S e iki
,
M . : A M at ri x m e t all o p r o t ei n a

-

s e e x p r e s s e d o n th e s u rf a c e of i n v a si v e t u m o u r c e lls
･

N a t u r e
,
3 7 0 61 -6 5 (1 9 9 4) .

3 6) K h o k h a , R .
,
W a t e r h o u s e , P .

,
Y a g e l , S .

,
L al a

,
P . K ･

,

O v e r a ll
,
C . M . , N o r t o n , G . & D e n h a r d t

,
D . T . : A n ti s e n s e

R N A -i n d u c e d r e d u c ti o n i n m u rin e TI M P I e v els c o nf e r s

o n c o g e ni c it y o n S wi s s 3 T 3 c ell s . S ci e n c e , 2 4 3 , 9 4 7
-9 5 0

(1 9 8 9) .

37) A I v a r e z , 0 . A .
,
C a r m i c h a el , D . F . & D e C l e r c k

,
Y ･

A . : I n hib iti o n of c o11 a g e n oly ti c a c ti v ity a n d m e t a s t a si s of

t u m o r c ell s b y a r e c o m bi n a n t h u m a n ti s s u e i n hib it o r of

m e t all o p r o t ei n a s e s . J . N a tl . C a n c e r I n s t . , 8 2 , 5 8 9-5 9 5 (1 9 9 0) ･

3 8) C a r o m e , M . A .
,
S t ri k e r

,
L . J .

,
P e t e n , E . P . , M o o r e ,

J .
,
Y a n g , C . W .

,
S t e tl e r - S t e v e n s o n , W . G . & S t rik e r

,
G ･

E . : H u m a n gl o m e r uli e x p r e s s T I M P
-1 m R N A a n d T I M P-2

p r o t ei n a n d m R N A . A m . J . P h y siol . , 2 6 4 , ( R e n al fl uid

el e c t r oly t e p h y si ol . 33) , F 9 2 3
- F 9 2 9 (1 99 3) ･

3 9) N a k a m u r a , T り F u k u i , M .
,
E bi h a r a

,
Ⅰ･
,
T o m i n o

,
Y ･

& K oi d e
,
H . : L o w p r o t ei n di e t bl u n ts t h e ris e i n gl o m e r ul a r

g e n e e x p r e s si o n i n f o c al gl o m e r ul o s cl e r o sis
･ K id n e y I n t ･ 4 5 ,

1 5 9 3-1 6 0 5 (1 9 9 4) .

4 0) O k a d a , Y . ,
W a t a n a b e

,
S .

,
N a k a n is h i

,
l .
,
K i s h i , J ･

,

H a y a k a w a , T .
,
W a t o r e k

,
W .

,
T r a vi s

,
J ･ & N a g a s e , H ･ :

I n a c ti v a ti o n of ti s s u e i n hi bit o r of m e t a1l o p r o t ei n a s e s b y

n e u tr o p hil el a st a s e a n d o th e r s e ri n e p r o t ei n a s e s ･ F E B S

L e tt .
,
2 2 9

,
1 5 7-1 6 0 (1 9 8 8) .

41 ) T u r p e e n n i e m i
- H uj a n e n , T .

,
T h o r g ei r s s o n , U ･ P ･

,

R a o
,
C . N . & L i o tt a , L . A . : L a m i ni n i n c r e a s e s th e r el e a s e

of t y p e I V c oll a g e n a s e f r o m m alig n a n t c ell s ･ J ･ B io I A C h e m り

2 6 1 , 1 8 83 -1 8 8 9 (1 9 8 6) .

42) W e rb , Z .
,
T r e m b l e

,
P . M

り
B e h r e n d ts e n , 0 .

,
C r o w l e y ,

E . & D a m s k y , C . H . : S ig n a l t r a n s d u c ti o n th r o u g h th e

fib r o n e c ti n r e c e p t o r i n d u c e s c oll a g e n a s e a n d s tr o m ely si n g e n
e

e x p r e s si o n . J . C e11 . B i o l . , 1 0 9 , 8 7 7
-8 8 9 (1 9 8 9) ･
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E x p r es si o n of M a t ri x M e t a H o p r ot ei n a s e - 2 i n A nti ･ T h y l ･ 1 G I o m e r u) o n e p h ri tis i n R a ts Y u ki m a s a H is ad a
,

D e p a rt m e n t of I nt e m al M edi ci n e (I) , S c h o ol o f M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sity , K an a Z a W a 9 2 0

-

J . J u z e n M e d S ∝ .
,
1 04 ,

3 6 -

4 5 ( 19 95)

K e y w o r d s an 由
一 T h y l ･1 gl o m e ru 1 0 n eP h ri d s, m at ri x m et all op r ot ei n a s e

- 2
, gl o m e ru 1 0 S Cl er o sis

D e gr a d ati o n an d a c c u m ul a ti o n of g l o m e ru l ar e x tr a c ell ul ar m 拍i x ( E C M ) h as b e e n ob s er v e d t o b e f oll o w e d b y th e

p a th 0l o gl C al c h an g e S i n gl o m e ru 1 ar St ru C t ur e an d f u n c tio n ･ St u di e s o n th e re g ulat ory m e c h a nis m s of E C M is v e ry l m p Ort an t

t o o ur un d er sta n di n g o f th e p ath o g e n e sis of g l o m e ru 1 ar l nJ ury h a vi n g q u alit ati v e an d q u an d ta ti v e c h an g e S Of E C M ･ R e c e n d y
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r esi d e n t gl o m e ru 1 a r c ells ･ A lth o u gh m an y St u di e s h a v e b e e n b as ed o n th e a c ut e p h a se of gl o m e ru 1 ar lnJ ur y , th e in v oI v e m e nt
Of M M P s in c h r o nic g l o m e ru 1 a r l nJ u ry r e m ai n p o o rl y un d er st o o d ･ T h is st u d y f o c u se d o n th e g e n e an d p r ot ei n e x p r es si o n s of

M M P - 2 a n d i ts a c ti v a ti o n d u ri n g th e c h r o nic p h a s e of a n ti
- T h y l rl gl o m e ru 1 0 n e p h ritis ･ T h e n ep h ritis w a s i n d u c e d b y

i n tr a v e n o u s i nj e cti o n of O ･7 m l/1 00 g b od y w ei gh t of r a b bi t an ti m y l ･1 s e r um i n t o 20 0 g m al e Sp r a g u e
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C O mi n u o u sly i n th e e x p an d ed m e s an gi al ar e a 丘
･

O m d ay 7 to d a y 6 0 ･ B y z y m og r a m u s m g g el a ti n
- S u b str at e S D S - P A G E

,
th e

g el atin oly tic a c ti vity of n ot o 叫 6 8 k D a b u t als o 6 2 k D a , W hi c h m ay b e a cti v a ted M M P -2
,
in c r e a s e d 丘

･

O m d a y 7 (6 .8
-f ol d) t o

d ay 6 0 (3 ･4
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