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ラ ッ ト糖尿病性腎症 モ デ ル に お ける マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー

ゼ ー2 お よ び膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ ー1 の 発現

金沢大学医学部医学科内科学第
一

講座 (主任: 小林健 一 教授)

清 水 美 保

糖尿 病 性腎症 の 糸球体硬化 の 進展 過程 , な ら び に血 管 内皮細 胞 の 障害 に お ける マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー

ゼ

( m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e s
,

M M P) の 関与を 明 らか にす る目 的で
,

自然発症 イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 モ デ ル ラ ッ トで ある

O ts u k a I ･ O n g
- E v a n s T o k u s hi m a F at ty ( O L E T F) ラ ッ トを用 い て M M P -2 の 発現 , 活性化 と

, そ の 活性化酵素で ある 膜型 マ トリ

ッ ク ス メ タ ロ ブロ チ ア
ー ゼ N l ( m e m b r a n e

-ty P e l M M P
,

M T l - M M P) の 発現を検討 し た . O L m ラ ッ トお よ び対照 ラ ッ トで あ

るL o n g
- E v an S T o k u sh i m a O ts u k a (u 汀0) ラ ッ ト に30 m g/ k g の モ ノ ク ロ タ 1

) ン ( m o n o c r o t ali n e
,

M C T) を36 週齢 よ り4 週毎に

3 回投 与 した群 (M C T 群) と
,

同量 の 生理 食塩水 の みを投与 した群 (生食群) の 計4 群を作製 し50 週齢ま で観察 した . O L E T F 生

食群の 尿ア ル ブ ミ ン排 泄量は
,

3 6 週
,

4 6 過
,
5 0 過 の い ず れの 週齢 にお い て もL E T O 生 食群 に比 し有意 に増加 して い た . 組織

学的に O L E T F 生食群 の 糸球体硬化 ス コ ア は
,

4 0 週齢,
5 0 過齢 と もL E T O 生 食群 に比 し有意 に増加 して い た . M C T 群 に お い

て 糸球体硬 化ス コ ア は
,

L E T O ラ ッ ト で は差 を認め なか っ た が
,

O L E T F ラ ッ トで は経時 的に 有意な増加を示 し
,

5 0 週齢 で は

O LE T F 生 食群 と 比較 して も有 意 に増加 して い た . 加 えて O L E T F
･

M C T 群で は
,

メ サ ン ギ ウム 融解 と糸球体係 蹄 内皮細胞 の

腫大を認め
,

一

部の 糸球体 には 結節類似病変を認 め た
. 免疫組織 化学 的検討 で は

,
O L E T F ラ ッ トの M M P -2 お よ び M T l _ M M P

蛋白は メ サ ン ギ ウム 基質増生 部の メ サ ン ギ ウ ム細胞 を中心 に発 現 して お り
,

メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 増生が 高度 の 糸球体 で より強

い 発現を認 め た . また
,

O L E T F ･ M C T 群 に お い て は
,

係蹄上 皮細胞 に もM M P - 2
,

M T l - M M P の 発現を認め た
.

ゼ ラチ ンを

基質 と した ザ イ モ グラ ム の 検 討で は
, 糸球体培 養上 清中 に68k D a

,
7 2 k D a に 加え活性型 M M P -2 で ある62k D a の バ ン ドを認 め

,

5 0 週齢にお ける その 酵 素活性 ほ
,

L E T O 生食群 と比 べ て
,

L E T O ･ M C T 群で 2
.3 倍

,
O L E T F 生 食群で 4 .8 倍 ,

O L E T F ･ M C T

群で5 ･5 倍 に克進 して い た
. さ ら に組織 内酵素活性検 出法で は

,
5 0 週齢 の O L E T F

･

M C T 群で メ サ ン ギ ウ ム 領域 に M M P 活性

を認め た ･ 糸球体 より摘出 した 全R N A を用 い た逆転写- ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖反応 ( r e v e r s e tr a n s c rip ti o n
- P C R

,
R T ･P C R) 法 に よ る

M M P -2
,

M T l - M M P
,

M M P 阻害因子 仕is s u e i n h ib it o r o f M M P
,
T I M P) -2 お よ び フ ァ イ ブ ロ ネタ テ ン 遺伝子発現の 検討で は

,
5 0

過齢 の L m
､

0 ･ M C T 群 ,
O L E T F 生 食群

,
O L E T F

･

M C T 群で
,

L E T O 生 食群 に比 し M M P -2 は そ れ ぞ れ15 .8 倍 ,
2 .8 倍 ,

1 8 .1

倍
,

M T l - M M P は1 ･9 倍 ,
1 .1 倍 ,

2 .8 倍で 発現 して い た . ま たTI M P -2 はそ れ ぞ れ1 .4 倍 ,
1 . 1 倍 ,

2 .2 凰 フ ァ イ ブ ロ ネ クテ ン は

2 ･2 倍
,

2 ･2イ乱 3 -0 倍 で 発現 して い た . 以上 の 結果 より
,

M M P -2
,

M T l - M M P は 糖尿病性 腎症 の 糸球体硬化 の 進展 過程な ら び

に血 管内皮細胞 の 障害時に 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
,

M M P
,

T I M P と糸球体 E C M 成分の 発

現の 変化 が
,
糖尿病性腎症 の 糸球体 E C M の 修復過程 に おい て 重要な 役割 を演 じて い る こ とが 示唆 さ れ た .

E k y w o rd s dia b e ti c n e p h r o p a th y , gl o m e ru lo s cle r o sis
,

m at ri x m et all o p r o t ein a s e
-2

,
m e m b r an e -ty p e

l m at rix m et all o p r ot ei n a s e
,
n O d ul a r l e si o n

糸球体基底膜 鹿l 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 ) お よ

び メ サ ン ギ ウ ム 基 質か ら成 る糸球体 細胞外基 質 ( e x t r a c ell ul a r

m a tri x
,
E C M ) は 糸球体の 構築な ら び に 選択 的透過性 な ど の 機

能 の維持の 他 に
,

イ ン テ グリ ン 等を介する細 胞と の 接着に もと

づ く細胞内 シ グ ナ ル 伝達物質の 活性化や 増殖因子を局所 に貯蔵

す る こ と に よ っ て
, 細胞の 増殖

,
分化や 発生

,
形態形成な ど の

制御 に も重 要な役割を果 た して い る こ上 が 推測 され て い る
1)2 )

.

正 常状 態で は E C M は そ の 産 生 と分解 の バ ラ ン ス が 厳密 に制御

さ れ て い る が
,

こ の バ ラ ン ス に 破綻 が 生 ず る こ と に よ り
,

G B M の 破壊 や メ サ ン ギ ウ ム 融解 と い っ た E C M の 破壊性病変 が

起 こ り
,

一 方 で は 慢性 腎障害 に伴 い E C M が 蓄積 し糸球体硬化

お よ び 問質線維化 に 至る
､
と 考え られ て い る

1) 2)
.

糖尿 病性 腎症 は 組織学 的に 糸球体 G B M の 肥厚 と メ サ ン ギ ウ

ム 基 質の 増加 を特徴と し
,

こ れら の E C M は 腎症 の 進 展と とも
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糖尿病性腎症に お ける M M P -2 ,
M T l - M M P 発現

に増加 する の み な らず
,

そ の 構成成分が 変化す る こ とが 知 られ

てい る
3)

. 糖尿 病性 腎症 の 進展機序 に は
,

ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅲ
,

エ ン ドセ リ ン ー1
,

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン
,

キ ニ ン
, 心房性ナ トリ

ウ ム 利尿 ペ プチ ド,

一 酸化窒素 な どの 血 管作動性物質 に よ る糸

球体高血圧 な ら び に過剰櫨過を伴 っ た血行動態異常 ; 高血 糖 に

よ る終末糖化産物 (a d v a n c e d gl y c a ti o n e n d p r o d u ct s
,
A G E ) ,

ポ

リ オ
ー ル 代 謝経路 ,

プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ C な どの 代 謝性 の 異

常 ; お よ び 高 血糖 に よ る 形 質 変換 成 長 因 子 (t r a n s f o r m i n g

g r o w th f a ct o r
,
T G F) -

P ,
血小板 由来成長因子 bl at el e t -d e ri v e d

g r o w th f a c t o r
,
P D G F) ,

イ ン ス リ ン 様 成長 因子 (i n s uli n -1ik e

g r o w th
L

f a c t o r
,
I G F) - 1 な ど の サ イ トカ イ ン 産生 異常 な どが 関与

して い る
4) 5)

.
こ れ ら の 異常 は メ サ ン ギ ウ ム細胞 の 増殖 と 形質

変化を誘導 し
,

E C M 産生を克 進す る こ と に より
,

び まん 性硬

化 を形成す る と考え られ て い る .

一

方 , 結節性硬化 は
,
過 ヨ ウ

素酸メ セ ナ ミ ン銀 染色 b e ri o d i c a cid sil v e r m e th e n am i n e
,
P A M)

浪染性で 不規則 な網状構造 を示 し
,

お もに Ⅳ型膠原線椎 の 増生

に より 形成 さ れ る Ⅰ 型結節 と
,

P A M 淡染性 の類 同心円層状構

造を示 し
,

主 と して Ⅵ型膠原線推 の 増生 に より形 成さ れ る Ⅱ 型

結節 の 2 型が 存在す る . Ⅰ型結節 は びま ん性病変 が係蹄 末梢部

で増生す る こ とに より 形成 され
,

Ⅱ 型結 節は メ サ ン ギ ウム 融解

に より褒状 に拡 大 した係蹄 の 再構 築過程 で 形成 され る こ と が 臨

床例 の 解析 に よ り指摘 さ れ て い る が
, そ の 分子機構は 十分 には

解 明 さ れ て い な い
6)

～

9)
. と こ ろ で

,
O t s u k a L o n g - E v a n s

T o k u s h i m a F atty ( O L F T F) ラ ッ トは
, 自然発症イ ン ス リ ン 非依

存型糖 尿柄 (n o n
-i n s u li n

- d e p e n d e n t d i a b e te s m ellit u s
,
N I D D M )

の モ デ ル 動物で
,

肥満, 高イ ン ス リ ン 血症を伴 い
,
遅発性 の 高

血 糖を生じる ヒ トN ID D M と極め て 近 い 病態 を示す
10)

. 加 えて,

そ の 腎組織 病変 と糸球体E C M 成分 の 変化 は ヒ ト糖尿病性 腎症

に認 め ら れ る 変 化 と 類似 して おり
,

糖 尿 病性 腎症 に お け る

E C M 代 謝を検討するうえで有用 なモ デ ル と考えら れ て い る
1 1) 12)

か か る E C M 代 謝 にお い て 注目 され て い る マ トリ ッ ク ス メ タ

ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ ( m at ri x m e t all o p r o tei n a s e

,
M M P) - 2 は 主と して

メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か ら分泌 さ れ
, 糸球体 E C M の 主要成分 で あ

る Ⅳ型膠 原線推 ,
ラ ミ ニ ン

,
フ ァ イ ブ ロ ネ クチ ン 等の 分解 に中

心 的な役割 を果た して い る
13)

. M M P - 2 は他 の M M P と 同様 に酵

素活性 を持 た な い 潜在 型 M M P と して 産生 さ れ
,

そ の 活 性は

M M P 阻害因子 (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 ,
T I M P) に

よ っ て 阻害 され る
14)

. M M P -2 は他 の 潜在 型M M P と は異 なる特

殊な活性化機構を有 して お り
,

セ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼで は活性化

さ れ ず
,

膜型 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー

ゼ ( m e m b r a n e

ty p e
- M M P , M T - M M P ) に よ り活性化 され る こ と が 知 られ て い

る
15 )

. 現 在まで 5 種 類の M T - M M P ( M T l
,

2
,
3

,
4

,
5 - M M P )

が 同定 さ れ てお り ,
M T 4 - M M P 以 外 は M M P -2 活性化能 を 有す

る こ と が知 ら れ て い る
16 )

. 特 に M T l - M M P は 細胞膜表面 で の 活

性化機 構が 明ら か に され て い る が
17)

, 糸球体 E C M 代謝 に お け

る役割 は未 だ不 明で あ る .

そ こ で 本研 究で は
, 糖尿病性 腎症の び ま ん性糸球体硬化と結

節性 病変 の 形成 に お ける M M P -2 と M T l - M M P の 役割 を解 明す

る 目的で
,

血 管内皮細胞障害作用を有す る こ と が 知 られ て い る

モ ノ ク ロ タ リ ン ( m o n o c r o t ali n e
,

M C T )
1B)

を O L E T F ラ ッ ト に投

61

与 して メ サ ン ギ ウ ム融解を惹起す る こ と に より結節性痛変の 作

製 を試み
,

そ の 過程 にお ける M M P - 2 の 発現 , 晴性 化 と M T l -

M M P の 発現を検討 した .

対象お よび方 法

Ⅰ . 実験プロ トコ ー ル

3 6 週齢 の 雄性 O L E T F ラ ッ トと
, 村 照と して 週齢 の

一 致 した

L o n g
- E v an $ T o k u s hi m a O t s u k a (L E T O) ラ ッ トを用い た (大塚製

薬 (株) 徳島研 究所 より供与) . M C T (Sig m a
,
St . L o u i s

,
U S A) を

1 N H C l
,
1 N N a O H お よび 蒸留水を用い て 2 % 溶液に 調整 し

18)
,

3 0 m g/ k g をL E T O お よ び O L E T F の 肩甲 岡部 に36 週齢よ り4 週

毎 に3 回皮下 注射した群 (以下
,

M C T 群) と
,

同量の 生理食塩

水の み を3 回投与 した群 (以下, 生食 群) の 計4 群 ( O L E T F ･

M C T 群
,

O L E T F 生 食群
,

L E T O
･ M C T 群 ,

L E T O 生食群) を

作製 した . 同様の 実験を2 回行 い
, 各群18 匹 ,

8 匹,
1 1 匹 ,

1 0

匹 と し ,
1 0 L E T F ･ M C T 群 は 4 0

,
4 4

,
4 6 お よ び 5 0 週齢

,

O L E T F 生 食群,
u 汀 0 ■ M C T 群 ,

u 汀0 生 食群 は40 お よ び50

週齢 に ジ エ 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 64 0 (G ib c o
,
N e w Y o r k

,
U S A) 1 0 m l で腎を 海流 した の

ち摘 出 し
, 組織学的検査お よび糸球体精 製に供 した .

Ⅰ . 尿 ア ル ブミ ンの測定

36
,

4 6 お よ び50 週齢 に代謝 ゲ
ー ジ に て2 4 時間蓄尿 した 尿の

一

部を用 い て200 × g ,
5 分間

,
室温で 遠心 し細胞成分を除去 し

た 後
,

上 清を- 4 0 ℃ で 測 定 まで 保存 し た . 測 定 は E LI S A 法

即e ph r at
,
E x o c ell

,
I n c .

,
P hil a d el p hi a

,
U S A ) にて 布 い

,

一

日尿 ア

ル ブミ ン排泄量 と して 表した .

Ⅱ . 病 理学 的横査

1 . 光学顕微鏡 的観察

腎組織を10 % リ ン酸緩衝ホ ル マ リ ン b H 7 .2) にて 固定 衡 4

〃 m の パ ラ フ ィ ン 切 片を 作 製 し, 過 ヨ ウ 素 酸 シ ツ フ 染 色

b e ri o di c a cid S ch i耳,
P A S) ,

P A M の 各染色を施行 した . 光顕観

察 に お い て
,

m S 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, 糸球体硬化 の 程度を半定量 化 した . すな わ

ち糸球体 に ほ と ん ど変化が 認め られ な い もの
,

糸球体 の 一 部に

P A S 陽性城 の 拡大が 認め ら れ る もの
,

糸球体全般 に m S 陽性域

の 拡大が 認め られ る もの
,
P A S 陽性域が 拡大 して係蹄末梢部 に

達 し血管腔の 狭小 化 を伴う もの
,

硬化お よ び硝 子化 糸球軋 を

それ ぞ れ 0
,
1

,
2

,
3

,
4 度と ス コ ア化 し,

2 0 個以 上 の 糸球体を

観 察の 上
,

同一一 ス コ ア の 糸 球体 数を そ れ ぞ れ N O
,

N l
,

N 2
,

N 3
,

N 4 と し
,

以 下 の 計算式 にて 各群の 糸球体硬化 ス コ ア を得

た
即

. 糸球体 硬化 ス コ ア = 【(0 × N O + 1 × N l + 2 × N 2 + 3 ×

N 3 + 4 × N 4) / (N O + N l + N 2 + N 3 + N 4)】 ×10 0

2 . 免疫組織染色

腎組織の
一

部を ドライ ア イ ス ･ ア セ ト ン で 冷却 した n - ヘ キサ

ン に よ り凍結後,
ク リ オ ス タ ッ トTi s s u e

⊥T ek シ ス テ ム (M il e s
,

N a p e rv ill e
,

U S A) に より6 /上 m に 薄切 した ･ ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ

ト にて ラ ッ ト M M P -2 お よ び M T l - M M P に対す る交差反応性が

確認 され て い る抗 ヒ トM M P -2 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 (42 -

5 D l l
,

富士薬品工 業
,

高岡) お よ び抗 ヒ トM T l - M M P マ ウ ス モ

d e p e n d e nt di ab et e s m ellit u s; P A M
, p e ri o dic a cid silv e r m et h e n a m i n e; P A S

, P e ri o di c a cid S ch ifE; P D G F , pl at el et -

d e ri v e d g r o w t h f a ct o r; R T ｣P C R
,
r e V e r S e t r a n S C rip tio n - P C R ; T I M P

,
ti s s u e i n h ib it o r of m et all o p r o t ein a s e ; T G F

,

t r a n sf o r m in g g r o w t h f a c t o r
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ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 (11 3 - 5 B 7
, 富士薬 品工 業) を周 い た 間接 ア ビ

テ ン ー ビ オテ ン ア ル カ1) フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ法 (V e c ta s tai n A B C A P

k it
,
V e c t o r L a b

,
B u rli g a m e

,
U S A ) に よ る 免疫組織 染色 に て

,

M M P -2
,

M T l - M M P の 腎組織 に お ける発現を検討 した . な お
,

内因性 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ活性は レ バ ミゾ

ー ル 添加 に よ

り 阻害した .

3 . 電子顕微鏡的観察

腎組織の
一

部を2 .5 % グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ドに て前 固定 し,
4 %

オ ス ミ ウ ム 酸 に て 後固定 した 後,
エ ポ ッ ク 81 2 (応研 商事, 束

京) に 包塩 し薄切 し た . 酢酸 ウラ ニ
ー

ル
,

ク エ ン 酸鉛 に より二

重 染色 した 後,
電子顕微鏡 (日立 H 60 0 型

, 東京) で 観察 し た .

Ⅳ . 摘出腎か ら の糸球体精製お よび培養

摘出腎か ら腎皮 質の み を分離後細 片と し
,

2 5 0
,
1 5 0

,
1 0 6 /J

m の ふ る い を用 い た シ ー ビ ン グ法
19)

に より糸球体 を採取 した .

9 5 9乙以 上 に 純 化 さ れ た 単離 糸 球 体を
,

ペ ニ シ リ ン ( Gi b c o)

1 0 0 U / m l
,

ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( Gib 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3 × 10ソm l と し
,

2 4 時 間後 に培 養上 帝を

得た .

Ⅴ
. ザ イ モ グラ ム な らび に組織内酵素活性検 出法で の M M P

酵素活性 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 て電

気泳動を施行 した
20)

. 泳動後 の ゲ ル は
,

2
.5 % の トリ ト ン Ⅹ1 0 0

を含むT ri s
･ N a Cl - C a Cr N C) 棲衝液1 【50 m M Tr i s

- H Cl (p H 7 .4) ,

0 ･1 5 M N a C l
,
10 m M C a C12 ,

1 p M Z n C12 ,
0 .0 2 % N a N 3] で30 分 間

,

2 回洗浄 した後 ,
T N C 緩衝液1 で 37 ℃ で 24 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
2 1)

. 各バ ン ドの ゼ ラ チ ン 分解 能を画像解析用 プ ロ グ

ラム NI H I m a g e l .5 6 を周い て解析 し
,

そ れぞ れ の 輝度を定量化

した . な お
, 泳動時の 分子量標準試薬 はP r e st ai n e d S D S - P A G E

S t an d a r d s Le w R a n g e (B i o - R ad
,
Ri c h m o n d

,
U S A) を用い た .

組織内で の M M P 酵素 活性 の 検出は O k a d a ら
2 2) の 方法に基づ

い て行 っ た . 酵 素基質 と して
,

M M P - 2 に より切 断さ れ る と青

色蛍光を発 す る合成 ペ プ チ ドN F F q2 (M O C A c r A r g
- P r o

T k s
- P r o

-

T y r A l a
q N v a

Jr rp
- M e♭I q s (D n p) - N H 2) ( ペ プチ ド研究所, 大 阪) を

用い た
23)

. 上 記基質を ジメ チ ル ス ル ホ キ シ ド(Sig m a) に溶解 し

1 m M と した後
,

T N C 横衝液2 【50 m M T ri s
- H Cl (p H 7 .4) ,

0 .1 5 M

N a C l
,

1 0 m M C a C 12
,
0 .0 2 % N a N 3 ,

0 .0 5% B rij 3 5] ,
2 m M ア ミ ノ

フ ユ ニ ル 酢酸水銀 (Si g m a) を加え
,
最終500 fL M

,
全量20 FLl に

T a bl e l ･ P ri m e rs u s e d f o r R T - P C R a n aly sis

調 整 した . 凍 結切片 上 で
,

3 7 ℃48 時間反応 させ た後 , 蛍光顕

微鏡 (オ リ ン パ ス A X -8 0
,

東京) を用 い て
,

U - M W U 帯域 フ ィ ル

タ
ー を通 して観察 した .

Ⅵ . 糸球 体内 M M P - 2
,

M T l - M M P
,

T I M P - 2
,

フ ァ イ ブロ

ネ ク チ ン m R N A 発現

1 . プライ マ
ー

ラ ッ トM M P -2
,

M T l - M M P
,

TI M P - 2
,

フ ァ イ ブ ロ ネ タテ ン

お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー 3 一

リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー

ゼ

(gly 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 A P D H ) の 各

C D N A 塩基 配列 より
, 表1 に示 すオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ライ マ

ー

を設計 し
,

実験 に供 した .

2 . 逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 ( r e v e r s e tr an S C rip ti o n
- P C R

,

R T ゼC R) 法

単離糸球 体 よ り仝 R N A を グ ア ニ ジ ン ー フ ェ ノ ー ル 法
2 4)

に よ っ

て 抽出 し
,

R T - P C R 法 にて M M P -2 , M T l - M M P
,

TI M P -2
,

フ ァ

イ ブ ロ ネ ク チ ン の 遺伝 子発現 を 半定量化 した . m しP C R 法 に は

R N A P C R キ ッ ト 仏M V) V e r .2 .1 (宝 酒造, 京都) 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,
1 F L g の 総 R N A を鋳型

と して逆転 写酵素 に て c D N A を合成 し
, 次 に各 m R N A に特 異的

なプ ライ マ
ー

を用 い て
,

T a q D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ に て P C R 反応

2 0 0

1 5 0

1 0 0

5 0

0
3 6 w 4 6 w 5 0 w

F ig ･ 1 ･ U ri n a r y alb u m i n e x c r e ti o n . R e s u lts fr o m s al in e
-i nj e c te d

L E T O r at s ( △) ,
M C T i nje c t e d L E T O r at s ( ▲) ,

S ali n e
-i nj e c te d

O L E T F r a t s ( ○) ,
a n d M C T -i nj e c t e d O L E T F r a t s ( ◎) a r e

Sh o w n . U ri n a r y al b u m i n e x c r e ti o n sig n i五c a n tl y i n c r e a s e d i n

S ali n e
-i nj e c t e d O L E T F r at s c o m p a r e d w ith s ali n e -i nj e c t e d

L E T O r a t s
,
b u t d id n o t c h a n g e b y th e i nj e c ti o n o f M C T .

★

p < 0 .0 1 v s . s al i n e
-i nj e c te d L E T O r a ts b y o n e

-f a c to r A N O V A .

G e n e s e n s e p n m e r s A nti - S e n S e P n m er S P r o d u c t s iz e

ラ ッ トM M P -2 5
.

- G T C T T C C C C T T C A C T T T C C T G _ 3
･

ラ ッ トM T l - M M P 5
一

- G A C T G A G A T C A A G G C C A A T G _ 3
･

ラ ッ トT I M P - 2 5
一

- C C A A A G C A G T G A G C G A G A A G G A _ 3
･

ラ ッ ト フ ァ イブ ロ ネク テ ン 5
一

- A G A T C A A G G C C A A T G _3
･

ラ ッ トG A P D H 5
一

- C A G A A C A T C A T C C C T G C A T C C _ 3
･

5
.

- C G G A A G T T C T T G G T G T A G G T G - 3
●

2 4 8 b p

5
.

- T G T C A T T C C C A T T T A G A T C C - 3
,

3 9 8 b p

5
'

- C A G G A A G G G A T G T C A A A G C T G G - 3
-

2 0 6 b p

5
■

- G C T G G A T G G A A A G A T T A C T C - 3
-

2 94 b p

5
■

- C A C C C T G T T G C T G T A G C C A T A ≠3
.

一

3 63 bp



糖尿病性腎症 にお ける M M P -2
,

M T l - M M P 発現

を行 っ た . P C R 反応 は
, 熱変性 を94 ℃ で 1 分間,

ア ニ
ー

リ ン グ

を55 ℃ で 1 分間,
D N A の 伸長 を72 ℃で 1 分 間と し

,
これ を1 サ

イ ク ル と して M M P -2 は4 0 サ イ ク ル
,
M T l - M M P は40 サ イ クル

,

T I M P -2 は3 5 サイ ク ル
,

フ ァ イ ブ ロ ネク チ ン は35 サ イ ク ル で 行

っ た . 得 られ たP C R 産物 は2% ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 電気泳動 し
,

ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに て 染色後, 塩 基村数 の 確 認を行 っ た .

さ ら に各バ ン ドの 輝 度をN IH I m a g e l .5 6 を用 い て画像解析 し
,

3 5 サ イ ク ル で増幅 した G A P D H を対照 と して 半定量化 した .

Ⅶ. 統計処理

各群 間の 比較は
一

元配置分 散分析 お よ び クラ ス カ ル ･ ワ ー リ

63

ス 順位和検定で 行 っ た . 危険率 b ) が0 .0 5 以下 をも っ て有意差

と判定し た . なお
,

数値は平均 ± 標準誤差 で示 し た .

成 績

Ⅰ. 尿 ア ル ブミ ン排泄量

皿 0 生食群の 尿 ア ル ブ ミ ン 排泄量は
,
3 6 週齢 1 .5 士0 .5 m g /

日 ,
4 6 週齢 1 .2 ± 0 .1 m g/ 日

,
5 0 週齢 1 .0 ± 0 .3 m g/ 日で あ っ た .

O L E T F 生 食 群 の 尿 ア ル ブ ミ ン 排 泄 量 は
,

3 6 過 齢 86 .6 ±

3 0 .6 m g / 日
,

4 6 週 齢 15 5 . 0 ± 2 2 .7 m g / 日 ,
5 0 週齢 1 12 ･0 ±

1 6 .4 m g / 日 と
,

い ずれの 週齢に お い て もL E T O 生食群 より有意

Fig . 2 . Li gh t m i c r o g r a p h s of th e r e n al ti s s u e s ･ H i st o p at h ol o gi c al e x am i n ati o n w a s p e rf o r m e d u si n g r e n al ti s s u e s o b t ai n e d 血
･

O m a S ali n e -

ird e c te d L E T O r a t ( 鳳 M C T li nj e c te d L E T O r a t (B ) ,
S ali n e

-i nj e ct e d O L E T F r a t (C) , a n d M C T i nj e c te d O L E T F r a t (D ･
E) at th e a g e of 5 0

w e e k s . M e s a n gi al e x p an Si o n w a s n o t s e e n i n L E T O r at s 仏 ,
B ) ･ T n e i n c r e a s e of m e s a n gi al e x p a n si o n w a s e vi d e n t i n a s al i n e -i nj e c te d

O L E T F r at (C ) . M e s an gi 01 y si s (D ) a n d d if h s e gl o m e ru l o s cl e r o si s a s s o ci a te d wi th n o d u l a r m e s a n gi al e x p a n si o n (E) r e s e m b li n g h u m a n

di ab eti c n o d ul ar 1 e si o n w e r e s e e n i n a M C T i nj e c te d O L m r at . A
,
B

,
C

,
D

,
P A M s t ai n ; E

,
P A S s tai n ･ S c al e b ar i n di c a te s 2 0 FL m ･
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に 増加 して い た ( い ず れ もp < 0 .0 1) .

一

方 ,
L E T O ･ M C T 群 の

尿 ア ル ブ ミ ン 排泄量 は
,
3 6 週齢 5 .1 ±1 .1 m g/ 日

,
4 6 週齢 1 .3 ±

0 .2 m g / 日
,
5 0 週齢 0 .8 ±0 .3 m g/ 日で あり

,
u 汀0 生 食群 と の 間

に差を認 め な か っ た . O L E T F ･ M C T 群 の 尿 ア ル ブ ミ ン排泄量

も
,
3 6 週齢 68 .4 ± 1 6 .4 皿 g/ 日

,
4 6 適齢 112 .4 ± 1 3 .5 皿 g/ 日 ,

5 0

週 齢 106 .8 ± 1 3 .2 m g/ 日 と
,

い ずれ の 週齢に お い て もO u rI T 生

食群と の 間に差 を認 め なか っ た(図1) .

Ⅰ
. 組織所 見

L E T O ラ ッ トで は 生 食群,
M C T 群と もに組織学 的変化 を認 め

なか っ た (囲2A
, 図2 B) .

一

方 ,
生食群の O L m T ラ ッ トで は メ

サ ン ギウ ム 基 質の 拡大 が顕著と なり (図2C) ,
M C T 群 の O L E T F

ラ ッ トで は
,

メ サ ン ギ ウム 基質の 増生 に加えて
,

メ サ ン ギ ウ ム

融解 (図2D) と糸球体係蹄内皮細胞 の 脛大を認 め (図3) ,

一 部 の

糸球体に は結節 煩似病変 を認 め た (図2 E) .
これ を 糸球体硬化

ス コ アで 検討す る と
,

L E T O 生食 群で は40 週齢 13 .3 ±3 .3 , 5 0

週齢 2 .9 ±1 .8 で あっ た . O L m 生 食群 の 糸球体硬化ス コ ア は
,

4 0 週齢 166 .7 士 2 3 .3
,

50 過齢 154 .0 ± 2 8 .4 と
,

い ずれ の 週齢に

お い て も L E T O 生 食群 よ り 有 意 に 増 加 し て い た ( い ず れ も

p < 0 .0 1) .

～

方 ,
L E T O ･ M C T 群 の 糸球体硬化ス コ ア は

,
4 0 週

齢 27 .5 ±1 1 .1
,

50 週齢 8 .6 ±4 .6 で あり
,

u 汀 0 生 食群 と の 間に

差を認 め なか っ た の に村 し
,

O L E T F
･

M C T 群の 糸球体硬化 ス

コ ア は
,
4 0 週齢 1 40 .0 ± 1 7 .3

,
4 4 適 齢 1 60 .0 ± 4 .1

,
4 6 週齢

2 05 .0 ±18 .5
,

5 0 週齢 219 .3 士 6 .0 と経時的 に有意 な増加を示 し

(p < 0 . 0 5) ,
5 0 週齢 で は O L E T F 生 食 群と比乾 して も有 意 に増加

して い た b < 0 .0 1) (園4) .

Ⅱ . 免疫 組織 染色

50 適齢 の糸球体 内で の M M P - 2 蛋 白とM T l - M M P 蛋白 の 発現

Fig . 3 . R e p r e s e n t a tiv e el e ct r o n m i c r o g r a p h o f th e gl o m e ru 1i .

E l e c t r o n m i c r o g r a p h i c al a n al y si s w a s p e rf o r m e d o n t h e

gl o m e r u li fr o m a M C T i nj e ct e d O L E T F r at a t th e a g e of 5 0

W e e k s ･ S c al e b ar i n di c a te s O ･5 FL m .

を免疫組織化 学的 に評価 した . u 汀0 生食群
,

u 汀0
･

M C T 群

で は
,

メ サ ン ギ ウ ム 領域 に 軽微な M M P - 2
,

M T l - M M P の 発現

を認め た
. O L E T F 生食群 で は

,
増生 し た メ サ ン ギ ウム 基 質部

の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞を中心 に M M P - 2
,

M T l - M M P 発現 の 増 加

を認 め
,

こ れ ら は メ サ ン ギ ウム 基質の 増生が 高度 の 糸球体 で よ

り強く 発現 して い た . O L E T F ･ M C T 群 で は
,

メ サ ン ギ ウ ム 基

質増生部位 に お ける M M P - 2
,

M T l - M M P の 発現 が さ ら に増 加

し
, 分節状 の 硬化性病変 を認 め る糸球体 にお い て は分節状硬 化

部 に も発現 が 認め ら れ た . さ ら に O L m
､

F ･ M C T 群 で は
,

メ サ

ン ギ ウ ム 領 域 に加 え て係 蹄上 皮 細胞 に も M M P - 2
,

M T l - M M P

の 発現 を認 め た (図5A
, 国5 B) .

Ⅳ . M M P の ザイ モ グラム なら びに組織内酵素活性検 出

ザイ モ グ ラ ム を用 い た M M P の 解析で は
,

L E T O 生 食群 の 糸球

体 培養 上 宿 に お い て
,

そ れ ぞ れ 中間型 M M P -2
,

滞在型 M M P M2

に 相 当 す る 6 8 k D a
,

7 2 k D a に 加 え て 活性 型 M M P - 2 で あ る

62 k D a の 酵素活性を認 め た ( 図6 A) .
これ ら62

,
6 8

,
7 2 k D a の

バ ン ドは
,

L E T O 生食群 に比 しL E T O
･

M C T 群 で それ ぞ れ2 .3

倍 ,
2 .3 倍 ,

3 .8 倍 ,
O L E T F 生 食群 で 4 . 8 倍 ,

2 .7 倍 ,
4 .6 倍 ,

O L E T F ･ M C T 群で 5 .5 倍 ,
3 . 1 倍 ,

6 .3 倍 の 発 現を認 め た (図

6 B) . 組 織 内 酵 素 活 性 検 出 法 で は
,

M M P の 酵 素 活性 を
,

O u 汀 F ･ M C T 群 にお い て メ サ ン ギウ ム領域 に認 め た (囲7) .

Ⅴ . 糸球体 内 M M P - 2
,

M T l - M M P
,

T I M P - 2
,

フ ァ イ ブロ

ネク テ ン m R N A 発現 の検 討

R T LP C R に よ る M M P - 2
,

M T l - M M P
,

T I M P -2
,

フ ァ イブ ロ ネ

ク テ ン m R N A の 発現 を 図 8 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
,

L E T O 生 食群 に比 し
,

L E T O
･

M C T 群 , O L E T F 生食 群
,

O L E T F
･

M C T 群 で は
,

2 5 0

2 0 0

1 5 0

1 0 0

5 0

0
4 0 w 4 4 w 4 6 w 5 0 w

F i g . 4 . T h e gl o m e ru 1 a r m a trix s c o r e . E x p an d e d e x t r a c ell ul ar

m a trix i n m e s a n gi al a r e a w a s s e m i q u a n tit ati v el y d e te r m i n e d i n

e a c h g r o u p o f r a t s a s gl o m e ru 1 ar m atrix s c o r e . R e s ult s fr o m

S ali n e
-i nj e c t e d L F r O r at s ( △) ,

M C T i nj e c t e d u 王T O r at s ( ▲) ,

S ali n e
-i n5 e c t e d O L E T F r a t s ( ○) ,

a n d M C T ･ 咄 e c te d O L E T F

r a t s ( ◎) a r e s h o w n . G l o m e r u l a r m a t ri x s c o r e si g ni B c a n tl y

i n c r e a s e d i n s ali n e
ri nj e c t e d O u 汀F r at s c o m p a r e d wi t h s ali n e

-

i nj e c te d L E T O r at s . T h e i rj e c ti o n of M C T afte r th e a g e of 3 6

W e e k s m a r k e d l y i n c r e a s e d th e gl o m e r ul a r m a t ri x s c o r e i n

O L E T F r at s c o m p ar e d wi th s ali n e
-i nj e c t ed O L E W r at s at th e

a g e o f 5 0 w e e k s .

*

p < 0 ,0 1 v s . s ali n e
-i nj e c t e d L E T O r a t s;

★ ★

p < 0 .0 1 v s . s al i n e
-i nj e c t e d O u 珊 r a ts b y K ru S k al - W alli s r a n k

te s t .
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Fig . 5 . I m m u n o h i s to c h e m i c al l o c al i z ati o n of M M P - 2 an d M T l - M M P p r o te i n i n a M C
r

I li nj e c te d O L E T F r a t at th e a g e o f 5 0 w e e k s ･

I m m u n oh i st o c h e m i c al a n al y s e s w e r e p e r fo r m e d a s d e s c ri b e d in M a t e ri al aJl d M e th o d s u s in g a n d q M M P -2 (朗 an d a n ti - M T l - M M P (B )

m u ri n e m o n o d o n al an tib o d i e s . M M P -2 an d M T l ･ M M P p r ot e in w e r e o b s e r v e d in th e m e s a n gi al c ell s of th e e x p a n d ed m e s an gi al a r e a s

( a r r o w s) an d th e gl o m e ru 1 ar Vi s c e r al epi th eli al c ell s ( a st e ri sk s) . S c al e b a r in di c a te d 2 0 FL m .
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Fig . 6 . G el a ti n oly ti c a cti vit y o f M M P ･2 . C o n d iti o n e d m e di a

o b tai n e d 血
･

O m i s ol a te d gl o m e ru 1i 蝕
･

O m e a 血 g r o u p of r a ts at th e

a g e of 5 0 w e ek s c ult u r e d fo r 2 4 h r i n s e ru m
- & e e R P M I 1 6 4 0

w a s s u b3 e c t e d t o g el a 血 z y m og r a ph y . (朗 P oly a c r Yl am i d e g el

c o nt ai n in g g el a tin s h o w n ar e r e p re S e n ta ti v e of el e ct r o ph o r e si s

f o ll o w e d b y c o o m a s si e b rilli a n t b l u e s t ai n i n g . L a n e l
,

c o n diti o n e d m e di a f r o m s ali n e
-i nj e c te d L E T O r a t s; 1 a n e 2

,

M C T li nj ect e d L E T D rat s; 1 an e 3
,
S al i n e

･i nj e c te d O L E T F r at s;

a n d l a n e 4
,
M C T -i nj e ct e d O L E T F r a t s . ( B ) A n al y s i s o f

g el a tin oly ti c a c ti vity of M M P -2 ･ Ⅴal u e s ar e e X P r e S S e d a s n - fo 1d

o f i n c r e a s e v s . s ali n e ,i nj e c te d c o n tr ol u m r at s . □
,
6 2 k D a;

図
,
68 k D a; 癒

,
7 2 k D a .

F ig . 7 . E n z y m a ti c a ctiviti e s of M M P in th e r e n al ti s s u e s ･ I n

si tu d e t e cti o n m eth o d o f M M P a cti viti e s w a s p e r fo r m e d o n

re n al 也s s11 e S O b tai n e d 丘
･

O m a M C r i rj e c te d O L E T T r at at th e

a g e o f 5 0 w e e k s . B l u e fl u o r e s c e n t d e p o sits (a r r o w s) r e s ulti n g

f r o m cl e a v a g e o f M O C A c
- A r g

- P r o
- L y s

- P r o て y トA l a - N v a
- T r p

-

M et
-

b s (D n p)
- N H 2 W e r e O b s e rv e d i n th e m e s a n gi al a r e a s ･ G ,

G l o m e ru 1 u s . S c al e b ar in di c at e s 2 0 F J m .

M M P - 2 m R N A は
,

それぞれ15 .8 倍 ,
2 . 8 倍 ,

1 8 . 1 倍
,

M T l -

M M P m R N A は
,

1 .9 倍 ,
1 .1 倍,

2 .8 倍 の 発現 を認 め た . また

TI M P ｣2 m R N A は
,

それ ぞ れ1 .4 倍 ,
1 .1 倍 ,

2 .2 倍
,

フ ァ イ ブ ロ

ネク チ ン m R N A は
,

2 .2 倍 ,
2 .2 倍

,
3 .0 倍 で 発現 して い た (図

8 B) .
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Fig . 8 , G e n e e x p r e s si o n o f M M P - 2
,
M T l - M M P

,
T I M P - 2

,

B b r o n e c ti o n
,

an d G A P D H a n al y z e d b y s e m i q tl an tit a ti v e R T I

P C R . T o t al R N A f r a c ti o n s w e r e e x t r a ct e d f r o m i s o l a t e d

gl o m e ru 1i in e a c h g r o u p o f r at s at th e ag e o f 5 0 w e e k s . 仏)
A g a r o s e g el s s h o w n a r e r ep r e s e n tati v e o f el e c t r o p h o r e si s

血1l o w e d b y ethi di u m b r o m id e s ta in in g . k l e l
,

S d i n e ,irti e ct e d

L E T O r at s; 1 an e 2
,
M C T l inj e ct e d L E T O r a t s; 1 a n e 3

,
S al i n e

-

id e c ted O u 汀 F r at s; aJl d l a n e 4
,
M C T i nj e ct e d O L E T F r a t s .

E x p e c te d si z e o f 疋トP C R p r o d u c ts i s 2 4 8 b a s e p ai r s fo r r at

M M P 12
,
3 9 8 b a s e p ai r s fo r r a t M T l - M M P

,
2 0 6 b a s e p ai r s fb r

r at T I M r L 2
,
2 9 4 b a s e p ai r s fo r r at fi b r o n e ct in

,
a n d 3 63 b a s e

P ai r s fb r r at G A P D H . O3) Q u a n ti t a ti o n of M M P -2
,
M T l - M M P

,

T I M P - 2
,

a n d fi b r o n e cti n m R N A l e v e l s . T h e b a n d s a r e

q u a n ti 丘e d c o r r e ct e d w it h G A P I) H e x p r e s si o n . V al u e s a r e

e x p r e s s e d a s n
-fol d o f i n c r e a s e v s . s ali n e

-i nj e ct e d c o n t r oI

L E T O r at s . ( a) M M P ･2 ; (b ) M T l - M M P: (C) T I M P - 2; (d )

五b r o Il e Ctb .

考 察

今回の検討で は O u 汀F ラ ッ トに M C T を投与 して血管 内皮細

胞障害を惹起す る こ とによ り
,

メ サ ン ギウ ム 融解 ならび に 結節

性病変を作製 する 試み を行っ た. その結果 ,
M C T 投与O L 訂rF

ラ ッ トに は びま ん性糸球体硬化に加 えて
,

メ サ ン ギ ウム 融 解を

伴 うヒ ト糖尿病性 腎症 の Ⅱ塾 結節 に類似 した 病 変 が認 め ら れ

た
.

と ころ で , S p r ag u e > D a w l ey ラ ッ トに60 m g /k g の M C T を1

回注射す る こ と に よ り作製さ れ る M 〔汀 腎症で は
,

メ サ ン ギ ウ

ム 融解の 乳 障害部 の修復と糸球体 の再構築が生 じ
, 結節性 硬

化という経過 は とらない ことが 菅田ら
18 )

に より報告 されて い る .

した が っ て
, 今回 O L m

､

F ラ ッ ト に み られ た 結節 類似病 変 は
,

メ サ ン ギ ウ ム 融解 後の修復過程に お い て糖尿病状態 が加 わ る こ

と によ り異 なる形態 をとっ た こ と が推測 さ れた . 但 し
,
今 回作

製 した 結節性病変 は 組織 学的 に ヒ ト糖 尿病 性腎症 に み ら れ るⅠⅠ

型結節
8 )9)

に 類似 して い る が
, 層 状構造 が不鮮 明で あり必 ず し

も 同 一

で は な い
. 同様 に

,
S H R / N -

C p ラ ッ ト
,

K K マ ウ ス
,

N Z O マ ウス な ど他 の 糖 尿病性 腎症 の モ デ ル 動 物 に認 め られ る

結節性病変も ヒ ト糖尿病性 腎症 の 結節性病変 と は異 なる とさ れ

て お り
2 5)

,
年余の 経 過を経 て

, 繰 り返して 形成さ れ る ヒ ト糖尿

病性腎症の 結節性病変 と 同
一

の 病変を動物 モ デ ル に お い て短期

に作製する ことは 困難 と考え られ た.

こ の よう なE C M 代謝 に 関与す る と考えら れ て い る M M P - 2

は
! 今回免疫染色 に よ り増 生した メ サ ン ギ ウ ム 領域を 中心 に局

在 し
,

M C T 投与O L m ラ ッ トで は係蹄上 皮細胞 にも認め ら れ

た
.

こ れ まで L e n z ら
狗

は培 養実験 で 主 と して メサ ン ギ ウム 細

胞 が M M P -2 を産生 して い る が
, 糸球体上 皮細胞 , 内皮細胞 に

も M M P - 2 の 産生 が 認 め ら れ る こ と を報告 して お り ,
S u z u k i

ら2乃
は ヒ ト糖尿 病性 腎症 の 組織 内 ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン で
,

メ サ ン ギ ウム 細胞, 糸球体 上 皮細胞
, 糸球体内皮細胞 ,

ボ ウ マ

ン 葉上 皮細 胞の M M P -2 発現 を報告 して い る . よ っ て 今回 の 成

績も これ ら の 報告 に
一

致す るも の と考えられ る .

さ らに今回 の 検討 に よ り,
O L E T F ラ ッ トで は 糸球体硬化性

病変 の増加 に伴 っ て M M P -2 の 遺伝子 発現 と
,

ザ イ モ グ ラム で

示 さ れ る酵 素活性 が 充進 して お り
,

M C T の 投 与 に よ っ て こ れ

ら は さ ら に克進す る こ と が 判明 した .
これまで の 高糖濃度下 で

の 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の M M P -2 産 生と酵 素活性 に関す る検

討 で は
,
克進

2さ)
, 抑制

盟 )
ある い は 不変

3 0)
と

, 糖濃度や 培養期 間

に よ り成繚 が 異 な る が
,

こ れ は 高糖 状 態 の み で は 必 ず しも

M M P -2 の 発現 が 刺激 さ れ な い こ と を示 して い る . これまで 糖

尿病性腎症 の 進展 に はT G F L

β
3 1)

, P D G F
32)

,
I G F ■1

3 3)
,

上 皮成長

因子 (e pi d e r m al g r o w th f a c t o r)
3 4)

など種 々 の サイ ト カイ ン
,

増

殖 因子 が 関与 す る こ と が 知 ら れ て い る . こ れ ら の 因子 に よ る

M M P L2 誘導の 可 能性 に 関して
,

M M P -2 はT G F -

βに よ っ て発現

が誘導され る こ とが 知られ て い る
35)

. T G F βは糖尿病性 腎症 の

進展 に 中心 的な役割 を果 た して お り
, 今 回検討 した O L E T F ラ

ッ ト
11)

の他 ,
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 誘発糖尿病 ラ ッ ト

3 6)
, 糖尿病

B B ラ ッ ト
37)

,
N O D マ ウス

37) な ど の モ デ ル 動物 の 腎皮質や 単離

糸 球体 で は T G F -

βの 発現 が 糖尿病 発症初期 か ら増 強 して い る

こ と が 報告 さ れて い る . ヒ ト糖尿病 性腎症 で もT G F - βが 過剰

に発現, 産生さ れ て い る こ とが 報告さ れて お り
3 8)

,
この よう な

T G F I

P の高発現 が M M P -2 の 発現刺激 と な っ た可 能性が 推測 さ

れ る
. さら に

,
M M P -2 の 発現 は細 胞基質 間接 着 や細胞 間接着

に よ っ ても影響を受 ける こ とが 報告さ れ て い る
39 )

. これ まで の

糖尿病動物モ デ ル に お け る M M P L2 の 検討で は
,

R e c k elh o ff ら
40)

が8 週齢 の ス ト レプ ト ゾ トシ ン 誘発糖尿病 ラ ッ トの 単離糸球体

で M M P ･2 の 酵素 活性 が 低下 して い る こ と を報告 して い る が
,

短期の 観察の た め メ サ ン ギ ウ ム 基質の 増加 は み られ て い な い
.

一

方 , 今 回 の 検討 で は
,

糸球 体 硬化 性病 変 の 増 加 に 伴 っ て

M M P 12 の 発現 が充 進 して お り, 免疫染色で も E C M の 増生部位

を 中心 に M M P - 2 の 局在 を認 め た こ と よ り
,

増 加 した E C M が

M M P - 2 の 発現を誘導した 可能性 も推測され る .
こ の M M P - 2 発

現 の意 義に つ い て は ! 抗 ¶ly l . 1 腎炎の 慢性期 の モ デ ル で は 硬

化 糸球体の 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 報告 され て お り
4 1)

, M M P -2 が 糖尿病性 腎症 の 糸球体 硬

化 の 過程 で , 増生 した E C M の 分解 に 関与 して い る ことが 示唆

さ れた .

と こ ろ で
,

L o v e tt ら
42) は抗 T h y l . 1 腎炎 の 免 疫電顕 観察で



糖尿病性腎症に お ける M M P -2
,

M T l - M M P 発現

M M P -2 が メ サ ン ギ ウム 融解と G B M の 断裂部 に存在す る こ とも

示して お り
,

糖尿病性腎症の ⅠⅠ型結 節が メ サ ン ギ ウ ム融解 を介

して形成 さ れ る 過程 で は
, 局所的 に 発現 し た M M P -2 が メ サ ン

ギ ウ ム の 脆 弱化 に 関与 して い る可能性 も考 えら れ る ･ しか し,

免疫染色で は プロ ペ プチ ド領域を認識す る抗体 を用い て い る た

め , 潜在型 M M P -2 と活性型 M M P q2 の両 者を検出 して い る ･ 加

えて 生体 にお ける M M P の 活性発現 は 産生 , 潜在型 M M P の 活

性化,
¶ M P な どの イ ン ヒ ビタ

ー

に よ る 活性型 M M P の 阻害の 3

段階で 調節 されて い る . した が っ て
,

生体 内で の M M P の 機能

の 解析 に は
, 活性 型酵素と 内因性阻害国子 の バ ラ ン ス に よ っ て

決ま る組織局所 の M M P 活性 を直接観察 で きる 組織内酵素活性

検出法
22 )43 )

に より
,
組 織上で の M M P の 酵素活性 の 局在を確認

する こ と が 必要 と考 えら れ
, 今回合成 基質を用 い て検 討 した ･

こ れ に より M C T 投与 O LE T F ラ ッ トの メ サ ン ギ ウ ム 領域に お い

て M M P の 酵素活性を確認 した .

こ の M M P -2 の 活性 化 に関 して
,

M T l ･ M M P の 発現を検討 し

たが
,
免疫染色で は M T l - M M P は 増生 し た メ サ ン ギ ウム 領域と

係蹄上 皮細胞 に認 め られ
,

こ れ ら は M M P -2 の 局在に
一

致 して

い た .
K a z e s ら

4 4)
は 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞が M Tl - M M P を産生

する こ と を報告 し
,

H a y a sh i ら
4 5)

は抗T h yl . 1 腎炎の 組織内 ハ イ

プリ ダイゼ
ー

シ ョ ン で M T l - M M P の 発現 が メ サ ン ギウ ム領域 に

認め られ た こ とを報告 して い る . しか し
,

現在 の と こ ろ糸球体

上皮細胞が M T l - M M P を産生す る こ と は確認 さ れて お ら ず, 今

後培養実験や 組織内 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン
,
免疫電顕観察な

どでそ の 局在を より明 らか とす る こ と が必 要と考 えら れ た. 今

回の O L E T F ラ ッ トの M T l - M M P の 遺伝子 発現は 対照 ラ ッ トと

同程度 で あっ た が
,

M C T 投与 に よりそ の 発現 は O L E T F ラ ッ ト

で より増加を示 した . こ の M T l - M M P の 遺伝子な らび に増生 し

た メ サ ン ギ ウ ム 領域 で の 発現 増加 は
,

M M P -2 の 産生発現 と 対

応 し
, 組織修復 へ 関与 して い る 可能性 が 示唆 され た ･ さ ら に

,

糖尿病性腎症で は Ⅰ型
,

Ⅲ型膠原線推 な ど の 問質型膠原線維が

メ サ ン ギ ウ ム 領域 に増加す る こ と が 知 られ て い る
3) 12)

が
,

M T l -

M M P は そ れ 自身で こ れ ら の 問質塑膠原線維 の 分 解能 を有 し て

おり
4 6)

,
糖 尿病性腎症 の 糸球体 E C M 代 謝 に

,
M M P -2 活性 化を

介す る他 に直接 関与 して い る 可能性 も推 測さ れ た
.

とこ ろ で M M P -2 の 活性を制御 する 因子 と して
,

こ れま で述

べ て きた M M P -2 の 産生 や潜在型 M M P -2 の 活性 化 に加え
,

そ の

阻害作用 を有す る Ⅵ M P の 関与も重要と 考えら れ る . ¶ M P は4

種類の 分子種 汀I M P -1
,
2

,
3

,
4) か ら構成 さ れ

,
い ずれ も分泌型

M M P と1 : 1 の 複合体を形成 し てそ の 活性を 阻害す るが
,

特に

TI M P _ 2 が M M P - 2 活性 を 強く阻害す る こ と が 知 ら れ て い る
4 7)

.

加えて TIM P - 2 は M T l - M M P に よ る潜在 型M M P -2 の 活性化を介

在す る が
,

T I M P -2 の 発現が 増 強する と逆 に M T l - M M P の 触媒

活性 を阻害 し潜在型 M M P - 2 の 活性 化を二 重 に 阻止する 役割も

果たす こ と が最 近報告 さ れ て い る
4 8)

.
こ れ まで糖尿病性腎症 に

お い て は
,

M M P -2 / T I M P - 2 比 の 低下 を示 し た報告 が 多く
29) 49)

,

E C M 分解系の 抑制が 推測 され てき た . しか し今 回の 検 討で は
,

M C T 投 与 に対 して O L E T F ラ ッ トで は L E T O ラ ッ トを 上 まわ る

TI M P -2 の 発現増 加を認め た もの の
, そ の 増加 の 程度 は M M P -2

に比 して 軽度 ( M M P -2 18 .1 倍 ,
¶M P -2 2 .2 倍) で あり

,
組織内

酵素 活性検 出法 で も活 性型 M M P の 局 在が 確認 さ れ た こ と よ

り, 全体 と して 基質の 分解 へ 作用 して い る こ とが 推測 され た ･

今 回E C M の 代表 と して 検討 した フ ァ イ ブ ロ ネク チ ン の 遺伝

子発 現は
, O L E T F ラ ッ トに お い て増加 して い た . 高 糖濃度下

67

で は Ⅳ 型膠原線維 ,
フ ァ イ ブ ロ ネ ク テ ン

,
ラ ミ ニ ン な どの 産

生が 遺伝子なら び に 蛋白レ ベ ル で 増加す る こと が 報告さ れ て い

る
5 0 )

. ま た K u s h i r o ら
1 2)

は 間接 蛍 光 抗体 法 に よ る 観 察 で
,

O L E T F ラ ッ トの メ サ ン ギ ウ ム 領域 に は
,

フ ァイ ブ ロ ネク チ ン
,

Ⅲ型
,

Ⅵ 型膠原線椎が増加 してい るが
, 特に分節状の 硬化病変

部 に は著明なⅥ 型膠原線維の 増加が 認 め られ る こと を報告 して

お り
,

これ は ヒ ト糖尿病性腎症 の Ⅱ 型結節
醐

と の 煩似性 を推

測 さ せ る .
Ⅵ 型膠原線椎 は生 体内 で 腎糸球体や 角膜 に存在 し,

角膜で は M M P -2 が Ⅵ型膠原線維を分解す る こ とが 報告 され て

い る が
51)

, 糸球体内に お い て かか る Ⅵ型膠原線椎を基質 とする

プ ロ テ ア
ー

ゼ は現在まで 発見さ れて おらず
,
生体 内で 分解 され

にく い ⅤⅠ型膠原線維が 増加 する ことが , 結 節性硬化 の形 成 に

関与 して い る可 能性 が推 測さ れ る
. また

,
M o tt ら

52 )
はA G E 化

さ れ たⅠⅤ型膠原線維が M M P - 3 や M M P - 9 によ り分解 され にく

く なる こ と を報告して お り
,

糖尿 病性腎症 の 糸球体 硬化 に は
,

E C M の 産生先進の み な らず A G E な ど に より修 飾さ れ たE C M

の 分解能 の 低下 も関与 して い る と考え られ る .

最後に糖尿病性腎症に 関す る今回の 成績なら び に これ まで の

報 告をま とめ る と
,

E C M 分解系に関 して多く の 報告 は
, 糸球

体 で の M M P の 発現低下とTI M P の 発現克進が E C M 分解系を抑

制 し
, 糖尿病性腎症 に お けるE C M 蓄積の

一

因 とな っ て い る可

能性 を指摘 して きた . しか し
,
今 回の 検討 に より試験管内に お

け る成績 に加えて
,

糸球体上 で の M M P 活性 が確認さ れ た こ と

か ら
,
T I M P に よ る 阻害を上 ま わ る M M P 活性 の 存在 が 示さ れ

た . よ っ て糖尿 柄性 腎症に お い て は
,

こ の よ う な E C M 分解系

を上 まわる E C M 産生 糸 の 量的な ら び に質 的変化 に よ り, 結果

と して 硬 化 性病 変 が 増 加 す る 可 能性 が 示 唆 さ れ た . 実際 ,

Fi o r e tto ら
53)

は膵 移植 に より
,

糖尿病性 腎症の び ま ん性病変 と

Ⅰ型 の 結節性病変が 改善 した こ とを報告して お り
,

そ の 修復過

程 に お い て M M P - 2 お よ びM T l - M M P が 重要 な役割を果 た し て

い る と推測 され る .

結 論

自然発症イ ン ス リ ン非依存型糖尿病 モ デ ル で あ る O L E T F ラ

ッ トの 糸球体硬 化な ら び に血 管内皮細胞障害時 にお ける 糸球体

内 M M P -2 お よ び M T l - M M P の 発現 を検討 し
,

以下 の 成績を得

た .

1 . O L E T F ラ ッ トで はL E T O ラ ッ ト に比 し尿 ア ル ブ ミ ン排泄

量 の 増加 を認め た .

2 . O L E T F ラ ッ トで は メ サ ン ギ ウ ム 基 質の 増 生が LE T O ラ ッ

トに 比 し増加 し て おF) ,
M C T 投与 に よ り メ サ ン ギ ウ ム 融 解と

糸球 体係蹄内皮細胞の 施大を認 め
, -

一

部 の 糸球 体に は結節類似

病変を認 めた .

3 . O L E T F ラ ッ トの M M P -2 お よ び M T l - M M P 蛋白の 発現 は
,

メ サ ン ギ ウ ム 基質増 生部 の メ サ ン ギ ウ ム 細胞 を中心 に認め
,

メ

サ ン ギ ウム 基質の 増生 が 高度 の 糸球体 でそ の 発現が 増強 して い

た . さ ら に
,

O L E T F ラ ッ トで は M C T 投与 に より係蹄上 皮細胞

にも M M P -2
,

M T l - M M P の 発現を認め た .

4 . 糸球体培養上 清中 に はM M P -2 が 分泌 さ れ てお り
,

こ れ は

ザ イ モ グ ラ ム に お い て62 k D a で 確認 され るよ うに
一 部は括性化

さ れ て い た . O L E T F ラ ッ トにお い て こ の 活性型 M M P -2 の 酵素

活性の 増加を認 め
,

これ は M C T 投与 に よ る 血管内皮細胞障害

が 加わ る こと によ りさら に増加 して お り
,

組織 内酵素活性検 出

法で は メ サ ン ギ ウ ム 領域 にその 酵素活性を認め た .
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5 . O L E T F ラ ッ トに お い て は糸球体で の M M P -2
,
M T l - M M P

,

T I M P - 2 , お よ び フ ァ イ ブ ロ ネク テ ン の 遺伝子 発現 が い ず れ も

増加 して お り, M C T 投 与 に よ り こ れ ら は さ ら に増 加 した が
,

なか で もM M P -2 の 発現が 18 .1 倍 と より克進 して い た .

以 上 の 結果 より, 糖尿病性腎症の 糸球体硬化の 進展過程な ら

び に血管 内皮細胞 の 障害時 に糸球 体 にお い て
,

E C M 増 生 に
一

致 し て M M P -2
,

M T l - M M P の 産生 およ び M M P -2 の 活性化が 冗

逸 して い る こ とが 示 され
, 硬化性病変の 修復 機序 に 関与 して い

る こ と が示 唆され た .
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-

p r O m O t e r i n t e r a c ti o n s r e g u l at e h igh 1 e v el

C O n S ti tu ti v e e x p r e s si o n o f m a t ri x m e t a ll o p r o t ei n a s e 2 b y

gl o m e ru 1 ar m e S a n gi al c ell s . J B i oI C h e m 2 7 0 : 1 8 7 8 6 -1 8 7 9 6
,
1 9 9 5

1 4) B o d e W
,
F e r n an d e z - C a tal an C

,
G r am S F

,
G o m i s

b R u th F X
,

N a g a s e H
,
T s c h e s c h e H

,
M a sk o s K . I n si gh t s i n t o M M P ⊥T I M P

i nt e r a cti o n s . An n N Y A c a d S ci 8 7 8 : 7 3 - 9 1
,
1 9 9 9

1 5) S a to H
,
T a ki n o T

,
O k a d a Y

,
C a o J ,

S h in ag a w a A
,
Y a m a m o to

E
,
S ei ki M ･ A m a 血 m e tal l 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 血 c e

Of i n v a siv e t u m o r c ell s . N at u r e 3 7 0 : 6 1 - 6 5
,
1 9 9 4

1 6) W ill H
,
H i n z m a n n B . c D N A s e q u e n c e a n d m R N A ti s s u e

di s trib u ti o n o f a n o v el h u m a n m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e w ith a

p o te n ti al tr a n s m e m b r a n e s e g m e n t . E u r J B i o c h e m 2 3 1 : 6 0 2 - 6 0 8
,

1 99 5

1 7) $ ei k i M . M e m b r a n e
- ty p e m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e s .

A P M I S l O 7 : 1 3 7 -1 4 3
,
19 9 9

18) 青田 雅隠 木村常雄, 福富 一 弘
,

前村千穂 子, 長沢俊彦.

実験 的ラ ッ ト モ ノ ク ロ タリ ン 腎症. 日 腎誌 2: 1 0 9 -1 1 4
,
1 9 8 6

19) K r a k o w a r C A
,

G r e e n s p o n S A . L o c a li z a ti o n o f th e

n e p h r ot o x i c a n ti g e n w ith i n th e i s ol at e d r e n al gl o m e r ul u s . Am

M e d As s o c P a th 01 5 1 : 6 2 9
,
1 9 5 1

2 0) L a e m m li U K . Cl e a v a g e o f s t r u ct u r al p r o t ei n s d u ri n g th e

a $ S e m bl y o f th e h e a d o f b a ct e ri o p h a g e T 4 . N a t u r e 2 2 7 : 6 8 0 -6 8 5
,

1 9 7 0

2 1) H ib b s M S
,
H a st y E A

,
S e y e r J M

,
K a n g A H

,
M ai n a rd i C L .

B i o c h e m i c al an d i m m u n ol o gi c al c h a r a c t e ri z ati o n of th e s e c r e te d

f o r m s of h u m a n n e u t r o p h il g el a ti n a s e . J B i oI C h e m 2 6 0 : 2 4 9 3 -

2 5 0 0
,
1 9 8 5

2 2) O k a d a Y
,
A ik a w a M

,
S u gi y a m a S

,
Lib b y P

. A n o v el m e th o d

f o r i n si tu d e t e cti o n o f p r o t ei n a s e a c ti viti e s u si n g fl u o r e s c e n t

S u b s tr at e s . ( 投稿中)

23) N a g a s e H
,

F i el d s C G
,

F i el d s G B . D e si g n a n d

C h ar a Ct e ri z ati o n of a 飢1 0 r O g e ni c s u b st r a te s el e cti v ely h y d r o ly z e d

b y st r o m ely si n l ( m a trix m et all o p r o tei n a s e
-3) . J B i oI C h e m 2 6 9 :

2 0 9 52 - 20 9 5 7
,
1 9 9 4

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

-

St e p m e th o d o f R N A

i s ol a ti o n b y a cid g u a n id i n i u m th i o c y a n a t e
-

p h e n o l -

C h l o r o f o r m

e x t r a c ti o n . A n al Bi o c h e m 1 6 2 : 1 5 6 -1 5 9
,
1 9 8 7

2 5) V el a s q u e z M T
,
K i m m el P L

,
M i c h a eli s O E 4 th . A n i m al

m o d el s of s p o n t a n e o u s di a b e ti c ki d n e y di s e a s e . F A S E B J 4 : 2 8 5 0 -

2 85 9
,
1 9 9 0

2 6) Le n z O
,
S trik e r U , J a c o t

′

m
,
Elli o t SJ ,

Ⅲ11 e n P D
,
S trik e r

G E ･ G l o m e r ul a r e n d o th eli al c ell s s y n th e si z e c o ll a g e n s b u t littl e

g el ati n a s e A an d B .J Am S o c N ep h r o1 9 : 2 0 4 0 -2 0 4 7
,
1 9 9 8

2 7) S u z u ki D
,
M i y a z a k i M

,
Ji n d e K

,
K q3i T

,
Y a g am e M

,
E n d o h

M
,
N o m o t o Y

,
S a k ai H

. h i Sit u h yb rid i z a ti o n s tu di e s of m a tri x

m e t all o p r o t ei n a s e
-3

,
ti s s u e i n h ibit o r of m e t all o p r o t ei n a s e

-1 a n d

ty p e I V c oll a g e n i n di a b e ti c n e p h r o p a th y . K i d n e y I n t 5 2 : 11 1 -1 1 9
,

1 9 9 7

2 8) 和 田 隆志 .
ヒ ト培養 メ サ ン ギ ウム 細胞 に よ る マ トリ ッ ク ス

メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ ( M M P ) お よ び そ の イ ン ヒ ビ タ ー

汀IM P) 産生 に対 す る グ ル コ
ー

ス の 影響. 十 全医会誌 101 : 3 6 5 -

3 7 4
,
1 9 9 2

2 9) C a e n a z z o C
,
G a沌i s a S

,
O ni st o M

,
Z a m pi e ri M

,
B a g gi o B

,



糖尿病性腎症に お ける M M P -2
,

M T l - M M P 発現

G a m b a r o G . E 鮎 ct o f gl u c o s e an d h e p a ri n o n m e s a n gi al alp h a l

(ⅠⅥ C O L L a n d M M P -2/ T I M P -2 m R N A e x p r e s si o n ･ N e ph r oI D i al

T Y a n s pl a n t 1 2 : 4 4 3 -4 4 8
,
1 9 9 7

30) M c L e n n a n S V
,
Y u e D K

,
T u r tl e J R ･ E ffe c t o f gl u c o s e o n

m a tri Ⅹ m e t all o p r o t ei n a s e a cti vi ty i n m e s a n gi al c ell s . N e ph r o n 7 9 :

2 93 -2 9 8
,
1 9 9 8

3 1) Ziy ad e h F N
,
H a n D C ･ I n v oI v e m e n t of t r a n s fo r m i n g g r o w 血

f a c t o r
-b e t a a n d it s r e c e p t o r s i n t h e p a th o g e n e si s o f di ab e ti c

n e p h r ol o g y .
Ki d n e y I n t 6 0 : S 7 - 1 1

,
19 97

3 2) I n a b a T
,
I s hib a s hi S

,
G o to d a T

,
K a w a m u r a M

,
M o ri n o N

,

N oji m a Y ,
K a w a k a m i M

,
Y a z a k i Y

,
Y a m a d a N ･

E n h a n c e d

e x p r e s si o n of pl at el e t qd e ri v e d g r o w 也 f a c t o r
-b et a r e c e p to r b y hi g h

gl o c o s e : i n v ol v e m e n t of pl at el e t -d e ri v e d g r o w 也 f a ct o r i n di a b e ti c

a n gi o p ath y . D i ab e te s 4 5 : 5 0 7 -5 12
,
19 9 6

3 3) S e g e v Y
,
L a n d a u D

,
M a rb a c h M

,
S h e h a d e h N

,
F Ⅳvbj e r g A

,

P h illi p M . R e n al h y p e r tr o p h y i n h y p e r gl y c e mi c n o n
-

O b e s e

diab eti c m i c e i s a s s o ci a te d wi th p e r si s te n t r e n al a c c u m ul a ti o n of

i n s uli n Jik e g r o w 血fa c to r I . J Am S o c N e p h r o1 8 : 4 3 6 -4 44 ･ 1 99 7

34) G ilb e r t R E
,
C o x A

,
M c N all y P G

,
W u L L

,
D zi a d e k M

,

C o o p e r M E
,
J e r u m s G . I n c r e a s e d e pid e r m al g r o w th f a c t o r i n

e x p e ri m e n tal di al ) e te S r el a te d kid n e y g r o w th i n r a ts ･ D i a b e t ol o gi a

4 0 : 7 7 8 -7 8 5
,
1 9 9 7

3 5) M ar ti H P
,
Le e L

,
K a s h g ar i an M

,
L o v e tt D H ･ 7 Y a n sf o r m i n g

g r o w th f a c t o r
Nb e t a l s ti m u l a t e s gl o m e r u l a r m e s a n gi al c ell

s y n th e si s of th e 7 2 - k d 切) e Ⅳ c oll a g e n a s e . Am J P a th 01 1 4 4 : 8 2 -

9 4
,
1 9 94

3 6) S h a m a K
,Ji n Y

,
G u o J

,
Zi y a d e h F N . N e u t r al i z ati o n of T G F l

b et a b y a n ti J r G F -b e t a a n tib o d y a tt e n u a t e s kid n e y h y
'

p e r tr O ph y

a n d th e e n h a n c e m e n t e x tr a c ell ul a r m a t ri Ⅹ g e n e e X P r e S Si o n i n

S T Z -i n d u c e d d i ab e ti c m i c e . D i ab e te s 4 5 : 5 2 2 q5 3 0
,
1 9 9 6

3 7) S h a r m a K
,
Z i y a d e h F N . R e n al h y p e rt r o p h y i s a s s o ci at e d

wi th u p
- r e g ul ati o n of T G F -b e ta l g e n e e x p r e s si o n i n di ab eti c B B

r at an d N O D m o u s e . Am J P h y si o1 2 67 : F l O 9 4 -1 1 0 1
,
1 9 9 4

3 8) Y a m am O t O T
,
N a k a m u r a T

,
N o bl e N A

,
R u o sl a h ti E

,
B o r d e r

W A . E x p r e s si o n of tr an Sf o r m i n g g r o wi h f a ct o r b e t a i s el e v a t ed i n

h u m a n a n d e x p e ri m e n t al di a b e ti c n e p h r o p a th y . P r o c N a tl A c a d

S ci U S A 9 0 : 1 8 1 4 -1 8 1 8
,
1 9 9 3 .

3 9) T a k ah a s hi K
,
E to H

,
T a n ab e K K . I n v oI v e m e n t o f C D 4 4 i n

m a trix m e t al l o p r o t ei n a s e - 2 r e g ul a ti o n i n h u m a n m el a n o m a c ell s ･

I n tJ C a n c e r 8 0 : 3 8 7 - 39 5
,
19 9 9

4 0) R e c k elh o ff J F
,
T y g a r t V L

,
M iti a s M M

,
W al c o tt J L ･ S T Z -

i n d u c e d d i a b e t e s r e s u lt s i n d e c r e a s e d a c ti v ity o f gl o m e r ul a r

C a th e p si n a n d m e tall o p r o tei n a s e i n r at s .
D i ab et e s 4 2: 14 2 5 -1 4 3 2

,

1 9 9 3

41) 久 田亭正 . ラ ッ ト抗 n y l .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 . 十全医会誌104 : 3 6 -4 5

,
1 9 9 5

42) L o v e tt D H
, J o h n s o n R J ,

M a r ti H P
,
M a r ti n J ,

D a vi e s M
,

69

C o u s e r W G . S t ru Ct u r al c h a r a ct e ri z ati o n of th e m e s a n gi al c ell ty p e

Ⅳ c oll a g e n a s e an d e n h an C e d e x p r 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 at e d gl o m e r ul o n e p h riti s . Am J P ath ol 1 4 1 : 8 5 -9 8
,

19 9 2

4 3) N a k a m u r a H
,
U e n o H

,
Y a m a sh ita K

,
S h i m a d a T

,
Y a m a m o t o

E
,
N o g u c h i M

,
F ltii m o t o N

,
S a to H

,
S eik i M

,
O k a d a Y . E n h a n c e d

p r o d u c ti o n a n d a c ti v a ti o n o f p r o g el a ti n a s e A m e d i a t e d b y

m e m b r a n e
-ty p e l m a tri x m e tal l o p r o t ei n a s e i n h u m a n p a pill a ry

th y r oi d c a r ci n o m a s . C an C e r R e s 5 9 : 4 6 7 -4 73
,
1 9 9 9

4 4) K a z e s I
,
D el a ru e F

,
H a g eg e J ,

B o u z hi r
-S i m a L

,
R o n d e a u E

,

S r a e r J D
,
N g u y e n G . S ol u b l e l a t e n t m e m b r a n e

-t y P e l m a tri x

m e ta1l o p r o t ei n a s e s e c r e t e d b y h u m a n m e s an gi al c ell s is a cti v at e d

b y u r o ki n a s e . Ki d n e y I n t 5 4 : 1 97 6 -1 9 8 4
,
1 9 9 8

4 5) H a y a s h i K
,
O s a d a S

,
S h o fu d a K

,
H o ri k o s h i S

,
S h i r at o I

,

T o m i n o Y . E n h an C e d e x p r e s si o n o f m e m b r a n e ty p e
- 1 m atri x

m e t all o p r o tei n a s e i n m e s an gi al p r oliぬ r ati v e gl o m e r u l o n e p h riti s ･

J Am S o c N e ph r o1 9 : 2 2 6 2 -2 2 7 1
,
1 9 98

4 6) O h u c h i F
,
I m ai K

,
F ujii Y

,
S a t o H

,
S ei k i M

,
O k a d a Y .

M e m b r a n e t y p e l m a t ri x m e tall o p r o te i n a s e di g e s ts i n te r stiti al

c oll a g e n s a n d o th e r e x tr a c ell ul ar m at ri x m a c r o m ol e c ul e s ･ J Bi oI

C b e m 2 7 2 : 24 4 & 2 4 5 1
,
1 99 7

4 7) H o w a r d E W
,
B a n d a M J . B i n di n g o f ti s s u e i n h ib it o r o f

m e t al l o p r o te i n a s e s 2 t o t w o di sti n c t sit e s o n h u m a n 7 2 -k D a

g el ati n a s e : id e n tia c a d o n of a st ab ili z ati o n site ･J Bi oI C h e m 2 6 6 :

17 9 7 2 - 1 7 9 7 7
,
1 9 9 1

4 8) H ig a s h i S
,
M i y a z a k i E

.
. R e a c ti v e sit e

T

m O d ifi e d ti s s u e

i n h ib i t o r o f m e t all o p r o t ei n a s e
- 2 i n h ib it s th e c ell -

m e d i at e d

a c tiv ati o n o f p r o g el at in a s e A .J B i oI C h e m 2 7 4 : 10 4 97 -1 0 5 0 4
,
1 9 9 9

4 9) D el P r e t e D
,
An gl a ni F

,
F o ri n o M

,
C e oI M

,
Fi o r e tt o P

,

N o s a di n i R
,
B a g gi o B

,
G a m b a r o G . D o w n

-

r e g u l a ti o n o f

gl o m e ru 1 a r m a trix m e t all o p r o tei n a s e -2 g e n e i n h u m a n N I D D M ･

D i a b e t ol o gi a 4 0 : 1 4 4 9 -1 4 5 4
,
1 9 9 7

5 0) N a h m an N S J r
,
L e o n h a rt K L

,
C o si o F G

,
H eb e rt C L ･ E 鮎 ct s

o f h i g h g l u c o s e o n c e ll u l a r p r olif e r a ti o n a n d fib r o n e c ti n

p r o d u c ti o n b y c u lt u r e d h u m a n m e s a n gi al c ell s ･ Ki d n e y I n t 4 1 :

3 9 & 4 0 2
,
1 9 92

5 1) M yi n t E
,
B r o w n DJ , u u bi m o v A V

, K y a w M
,
K e n n e y M C ･

Cl e a v a g e o f h u m a n c o r n e al ty p e Ⅵ c oll a g e n al p h a 3 c h a in b y

m a tri x m e t a1l o p r o tei n a s e
- 2 . C o r n e a 1 5 4 9 0 - 4 96

,
1 9 9 6

5 2) M o tt J D
,
l也 alif a h R G

,
N a g a s e H

,
S h i eld C F 3 r d

,
H u d s o n

J K
,
11 u d s o n B G . N o n e n z y m a ti c gly c ati o n of typ e Ⅳ e oll a g e n a n d

m a tri Ⅹ m et all o p r o t ei n a s e s u s c e p tib ili ty . Kid n e y I n t 5 2 : 1 3 0 2 p1 3 1 2
,

19 9 7

53) Fi o r etto P
,
S t effe s M W

,
S u th e rl a n d D E

,
G o e tz F C

,
M a u e r

M . R e v e r s al of l e si o n s of di a b e ti c n e ph r o p a th y afte r p a n c r e a s

t r a n s pl a n t ati o n . N E n gl J M e d 3 3 9 : 6 9 -7 5
,
1 9 9 8



7 0 清 水

T h e E x p r e ssi o n of M at ri x M et all o p r o t ei n a s e ･ 2 a n d M e m b r a n e ･ T y p e l M a t ri x M e t all o p r o t ei n a s e i n D i a b e ti c

N e p h r op at h y i n R at ･ M ih o S hi m i z u
,
D e p ar t m e n t O f I n t e rn al M e di ci n e (Ⅰ) ,

S c h o ol of M e d i c i n e
,
K a n a z a w a U n i v e r sit y ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 1
-

J . J u z e n M e d S o c .

,
1 09 , 6 0

-

7 0 ( 20 0 0) .

K ey w o r d s d i a b e ti c n e p h r o p a th y , g l o m e r u l o s c l er o si s
, m a tri x m et a 1l o p r o t ei n a s e

- 2
,

m e m b r a n e - ty P e l m a t ri x

m e tall o p r o te i n a s e
,
n O d ul a r l e si o n

A b s t r a ct

T o cl a ri fy th e r ol e of rn at ri x m e t all o p r o t ei n a s e ( M M P) i n th e s cl e r oti c p r o c e s s a n d
■

e n d oth elial c e ll i nj u ry i n d i a b e tic

n ep h r o p ath y ,
th is st u d y f o c u s ed o n th e

g l o m e r ula r e x p r e s si o n an d e n zy m a ti c a cti vity of M M P - 2 a n d m e m b r a n e
- ty P e l m at ri x

m et a1l o p r ot e i n as e ( M T l - M M P) ,
W h i c h a c tiv a t e s p e ci 丘c all y p r o M M P - 2

,
i n t h e O ts u k a L o n g

- E v a n s T o k u s hi m a F a tty ( O L E T F)
r a t

,
a m O d el o f s p o n ta n e o u s n o n -i n s ulin - d e

p e n d e n t di ab e t e s m ellit u s ･ M o n o c r o t ali n e ( M C T) (3 0 m g/k g b o d y w ei g h t) o r o n l y

S ali n e w e r e l It) e C te d s u b c u t a n e o u sl y 3 ti m e s e v e r y 4 w e e k s i n 3 6 -

W e e k - Old O L E T F r ats a n d c o n tr oI L o n g
- E v a n s T o k u s hi m a

O ts u k a ( L E T O ) r at s ･ U ri n ar y al b u mi n e x c r e ti o n si g nifi c an tly i n cr e a s e d i n b o th O L E T F r a ts id e c t e d w i th o r w it h o u t M C T

C O m P a r e d w i th th e c o n tr oI L E T O r at s ･ M e s a n g i al m a t ri x e x p a n si o n al s o sl g n i 丘c a n tly i n cr e a s e d i n O L E T F r ats c o m p a r e d w i th

th e c o n tr oI L E T O r a ts ･ I n a d d iti o n
,

m e S a n gi 01 y sis a n d di fF u s e gl o m e r u l o s cl e r o si s as s o ci a te d w ith n o d ul a r m e s a n g i al e x p a n si o n

r e s e m bli n g h u m a n dia b etic n o d u l ar l e si o n s w er e o b s e r v e d o n l y i n M C T 一 両e c t e d O L E T F r ats . U n d e r i m m u n o hi s t o c h e m i c al

a n al y si s
,
M M P - 2 a n d M T l - M M P p r ot ei n s w e r e d et e c t e d i n th e m e s a n gi al c ell s o f th e e x p a n d e d m e s a n g i a l a r e a s i n O L E T F

r a ts
,

a n d al s o i n t h e gl o m e r ul a r v i s c e r al e p i th eli al c ells i n M C T -i nj e c t e d O L E T F r at s . G el ati n zy m o g r ap h y r e v e al e d

g el ati n ol y ti c b a n d s a t 62 k D a
,
a S W ell a s 6 8･ a n d 7 2 k D a i n t h e c u lt u r e d s u p e rn at a n t S Of i s ol ate d gl o m e r uli ･ T h e a c ti v a te d f o r m

O f M M P ～2 (6 2 k D a) i n c r e a s e d 2 ･3 -f ol d i n M C T 一

叫 e c te d L E T O r at s
,
4 .8 -f o l d i n s ali n e -i r函C t ed O L E T F r a ts

,
a n d 5 .5 qf bl d i n

M C T -i d e c t e d O L E T F r ats c o m p ar ed w i th c o n tr oI s ali n e 一

明 e C t e d L E T O r a t s . M e th o d s a ll o w l n
g l n Si tu d e te c ti o n of M M P

a c ti v iti e s
,
S h o w e d e n z y m ati c a cti viti e s i n t h e m e s a n g ial a r e a s i n a M C T -i n J e Ct e d O L E T F r at ･ T o i n v e sti g at e th e g e n e

e x p r es si o n of M M P - 2
,
M T l - M M P

,
ti s s u e i n h i bi t o r o f m et all o p r o t ei n as e ( T I M P)

- 2 a n d 丘b r o n e c ti n
,
t O t al R N A w a s e xt r a c te d

fr o m is ol ate d gl o m e r uli a n d a n al y z e d b y r e v e r s e t r an S C ri p ti o n - P C R
･ M M P - 2 a n d M T ト M M P m e s s e n g e r R N A i n c r e a s e d 1 5 . 8 -

f ol d an d l ･9 -f bl d i n M C T -i I可e c te d L E T O r at s
,
2 ･8 - fb l d a n d l . 1 -f bl d i n s alin e - 1rU e Ct e d O L E T F r a t s

,
a n d 1 8 . 1 - f bl d a n d 2 .8 - fb l d

i n M C T -i nj e c te d O L E T F r ats c o m p ar e d w it h c o n t r oI s ali n e l lt7 e C te d L E T O r at s . T h e l e v el o f T I M P - 2 a n d 艮b r o n e c ti n m R N A

al s o i n c r e as e d l ･4 -f b l d a n d 2 ･ 2 - f ol d i n M C T -ipj e ct e d L E T O r at s
,
1 ･ 1 qf ol d a n d 2 .2 - f old i n s ali n e -

1 q e Ct e d O L E T F r a ts
,
a n d 2 .2 -

f old a n d 3 ･0 -f b l d in M C T -i nj e ct e d O L E T F r ats c o m p ar e d w ith c o n t r oI s al i n e
-

1 q e C t e d L E T O r ats . T h e s e o b s e r v a ti o n s i n di c a t e

th at M M P - 2 a n d M T l - M M P a r e p r o d u c e d a n d a cti v ate d i n g l o m e r u li th r o u gh th e p r o g r e s si o n o f d i ab e ti c g l o m er ul o s cl er o sis

a n d e n d ot h e li al c ell i nj u ry ,
a n d th a t th e alt e r a ti o n of M M P

,
T I M P a n d E C M c o m p o n e n t s pl a y a n i m

p o rt a n t r o l e i n t h e

r e m o d eli n g p
r o c e s s o f gl o m e ru 1 a r m a tri x i n d i a b e ti c n e

p
h r op ath y ･


