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ヒト腎メサンギウム細胞に特異的に発現し

ている蛋白遺伝子のクローニング

名古屋大学医学部 宮田敏男

l.目的

慢性糸球体腎炎により腎不全に陥り人工透析を行っている慮者は,年々増加

している｡しかし,慢性糸球体腎炎の病因･病態については補体系,免疫複合

体などの関与が示唆されてはいるが明らかではない｡

腎臓は中腰葉系の中腎管より分岐した尿管芽と後腎組織より発達する.これ

に 同じく中旺葉系由来の体循環系である血管が組み込まれる事により腎臓が

完成される｡メサンギウム細胞は腎臓組織では皮質に存在する涯過装置,腎糸

球体の構成細胞の一つであり,原始毛細管壁の原始周皮細胞より分化したもの

と考えられ,係蹄壁を支持するような形で糸球体内に存在している(Fig. 1)｡こ

のメサンギウム細胞の機能としては,第一に周囲のメサンギウム基質と共に､

糸球体の毛細血管壁を支持している事があげられる｡また,メサンギウム細胞

内には､アクチン､ミオシンが存在 しており,アンジオテンシンIlに反応し収

縮する事により血行動態の調節を行って いると考えられている｡アンジオテン

シンⅠⅠ以外にもバゾプレッシン,ノルエビネフリン､ヒスタミン,PAP, PDGF,ト

ロンボキサンA2などでも収縮する事が知られている.逆に,ドーパミン､cAMP､

心房性ナトリウム利尿ペブタイドにより,収縮が抑制される事も報告されてい

る｡さらに,会食により免疫複合体などの異物を処理すると共に､処理した異

物をMHC分子と共にT細胞などの免疫細胞に認識されるといった抗原指示能

をも有しているといわれている｡その他にメサンギウム細胞は各種生理活性拘



Fig.1ヒト腎糸球体の構造

質を産生し､正常環境､生理状態の維持を行っていると考えられている｡この

活性物質には､ PAP,活性酸素, pDGF､ IGトⅠなどの増殖因子, Ⅰし1, TNF-α,ル6

などのサイトカイン,セリンプロテアーゼなどの酵素がある｡正常腎において

はこれらの機能が調和を保ちながら機能しているが､病的状態に陥った場合に

は､この調和が乱れ細胞､基質の増殖を招き,糸球体硬化や糸球体の血行動態

に変化をもたらし,また,各種生理活性物質により､局所において細胞の傷害

や基質の分解が起こると考えられる｡このようにメサンギウム細胞は､腎臓の

生理機能維持に重要な役割を演じている細胞であ り､糸球体腎炎､特にメサン

ギウム増殖性の腎炎の病体生理を考える上で非常に重要な細胞である｡このた

めこのメサンギウム細胞を解析し,糸球体腎炎の病因を明らかにしていくこと

は､各種腎疾患の病態生理を明らかにしていく上で非常に重要であると考えら



れるが,現時点ではメサンギウム細胞の詳細なcellbiologyさえも明らかになっ

ていない状態である｡

本研究の目的はメサンギウム細胞のcellbiologyを明らかにする事であり､ヒ

トメサンギウム細胞に特異的に発現している蛋白の遺伝子構造をすべて明ら

かにしたいと考えている.ヒトメサンギウム細胞特異的蛋白の遺伝子が得tT)れ

れば,その蛋白を人工的に合成し､機能の解析を行い,また,この蛋白の正常

及び各種腎疾患における発現を郁析する事により,この蛋白の病態′!:.印字['7'J意

義が明らかにできると考えられる｡さらには､糸球体腎炎の発症機序を解明し,

腎疾患の診断や治療への応用等の可能性についても研究を進めていきたい｡

lI. 方法

A.ヒト増寿メサンギクム細胞(HMC)の砕jI

正常ヒト腎組織(58歳､男性､腎癌により摘出した腎臓の正常部分)を数ミリ

大に細断後, 75, 150,200メッシュを用いてシービングを行い,糸球体を分離し

た｡分離した糸球体は1%コラゲナーゼ溶液中で37℃, 20分間反応させボウマ

ン嚢を取り除いた後, 10%Nu-serum添加medium 199中にて培養を行った｡ 3代

まで継代した時点で､抗FactorVIⅡ抗体､抗アクチン抗体､抗インテグリン抗体

を用いてメサンギウム細胞の確認を行った｡さらに,アンジオテンシンlIに対

する反応性も確認した｡

B. HMC cDNAライブラIJ-の作成ReI'lその解析

HMCより全RNAを抽出後､ oligo dTカラムを用いてmRNAを分離した｡この

mRNAを鋳型とし, puc19改変ベクターを用いたoligo dT prime(I 3--dil･eCted

cDNAライブラリーを作製した(Fig. 2)｡岡止トBerg法によりdaIⅥ感受性大腸菌で



増幅したpUC19を基に作成したベクタープライマーから, 1st-stl･and cDNAを合

成し後､ニックトランスレーションにより2本鎖cDNAとした｡次にct)NAの

みをdam感受性4塩基切断酵素MboIで切断した｡ベクターはMboTと対合末端

を作るBamHIにて切断し,ライゲ-ションを行いcDNAを完成した.

また, HMC特異的遺伝子のクローニング用のcDNAライブラリーとして九gl10

ベクターを用いたfull length
cDNAライブラリーも併せて作製した.

o】igoしIT

I)rimed3'-directedcDNAライブラリーから約1200クローンを任意に柵'ffJ.し､その

塩基配列をオートシークンサーを用いて解析した｡得られた塩基配列は遺伝子

データバンク(NCBI)とのホモロジー検索を行い,各クローンについて既知･未

知及び発現頻度の確認を行った｡

Fig.2 3'-orientedcDNAライブラリーの作製
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C, HMC特異釣遺伝子の同定

既にヒトゲノムプロジェクトの一貫としてcDNAプロジェクトが進んでおり､

30種類の細胞･組織(肝臓,肺､脳下垂体,線維芽細胞,血管内皮細胞､平滑

筋細胞等)について､構成する遺伝子群の情報が得られている.こ41らの解析

結果と,今回HMCで得られた解析結果と比較･検討する事により, HMCに特異

的な遺伝子のみを選別した｡

D. Full length cDNAのクD一ニング

上記で得られたクローンはHMC特異的遺伝子の一部分(3-非翻訳街域)だけで

ある為､得られたクローンをプローブとしてfu11lengthcDNAライブラリーのス

クリーニング及び5-RACE法を用いて,fulllengthcDNAのクローニングを行った.

‖. 結果

A. HMCの同定

シービング法にて得られた細胞を3代まで継代した時点で,抗FactorⅥlI抗体､

抗アクチン抗体,抗インテグリン抗体を用いて染色を行ったところ,得られた

細胞は,抗アクチン抗体,抗インテグリン抗体(VLA-1,3, 5)陽性,抗Factol･VIII

抗体陰性の細胞であった｡また,アンジオテンシンⅠⅠを加えることによって収

縮することが確認された｡これらの結果は現在までに確認されているメサンギ

ウム細胞の特徴と一致することより､得られた培養細胞はメサンギウム紺胞で

あると考えられた｡この培養細胞を6代まで継代した後ライブラリ-の作成に

使用した｡

B. HMC3■-dI'rcted cDNAライブラIJ-の解析

無作為に抽出したクローンの内,cDNA長が20br)以下のものを除いたH')7 /)口
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Fig.3 ヒト培養メサンギウム細胞発現遺伝子の解析

-ンについて解析を行った.データバンクとの比較では, 90%以上のホモロジー

を有するクローンを同一クローンとみなし,また発現頻度はそのクローンの発

現回数で表すこととした｡解析を行った1197クローン中､発現頻度が3以上の

クローンは79種類､ 396クローンであった.このうち47種類､ 277クローンが

既知の遺伝子であり､残り32種類, 119クローンが未知の遺伝子であることが

明らかになった｡既知のクローンをおおよその機能により分類したところ,細

胞質に存在する或いは細胞内小器官に関連のある遺伝子(15種類､ 73クローン)､

分泌蛋白の遺伝子(4種類, 63クローン)
,蛋白合成に関与する遺伝子(lo種

類, 61クローン)が数多く検出された(表1)｡また､ HMCで最も発現頻度の高

かったクローンはファイブロネクチン(47クローン,全体の4.2%)であった(Fig.

3)o 同様な手法で解析された他の組織･細胞の解析結果とHMCで'(-!7:･T'わた解

析結果を比較検討したところ､ IiMCに特異的に発現している可能′卜巨u)Li7)ろ追伝



表1ヒト培兼メサンギウム細胞において発現が確認されたクローン(発現頻度3以上)

Cytoplasm 良 Organelta

30

5

4

4

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

calcyclin / growth factor-inducibre 2A9 / prolactin receptor-associated

protein (PRA)

alpha-enolase / non-neuronal enolase

aldose reductase

a-L-fucosidase

ferritin L chain

SOD-2 manganese supe｢oxide dismutase

UbA5Z pfacenta( ubiquitin-52 amino acid fusion protein

dUTP py｢ophosphatase (hdut)

TSEl
-protein

kinase A regu一atory subunit

cystatin B

lysosomal membrane glycoprotein CD63

caJcineurin A catalytic subunit

succinate dehydrogenase iron-protein subunit (sdhB)

52-kD SSIA / Ro autoanti

Secretary

47 fibronectin (fn)3'coding region and flank

8

4

4

APPH-amyloid precursor protein homolog

t-complex polypeptide 1 gene

lasmino en activator inhibitor l

63

Protein synthesis

13 S19ribosomalprotejn

8 L7a 一arge ribosomal subunit component (L7a)
8 ribosomar protein L9

6 large subunit of ribosoma[ protein L2 1

6 ribosomal protein S4 (RPS4X) isoform

5 rpS8 ribosomal protein S8

5 L23 putative ribosomal protein

4 elongation factor l
-alpha (clone CEF4)

3 ribosomal protein L5

3 ribosomal rotein L1 8 RPL18

61



表1 ヒト培養メサンギウム細胞において発現が確認されたクローン(発現頻度3以上)

(続き)

Membrane

7 caTpactin l =ght chain / cellu(ar ligand of annexin l1

5 CDZ4 signal transducer

4 fibronectin receptor beta subunit

3 transmembrane receptor protein

3 amlnO tidase N/CD13 encodin amlnO tidase N

Cytoskeleton

8 cytoskeletal gamma-actin

3 al ha-tubulin

ll

Unclassified

6 alpha NAC

6 thymosin beta-4 / promyelocytic leukemia ce"

6 0RF (complete cds) and HepGZ identical sequence

4 translationafry contro"ed tumor protein

4 suil iso1

3 tunp transformation upregu]ated nuclear protein /

3 23 kD high(y basic protein

3 insu暮inoma ng-ana一og encoding DNA-binding protein

3 MLN51

3 TEGT gene

3 mitoxantroneィesistance associated

3 CDC1 6日s

47



子10クローンが得られたが,この10クローン中, 6クローンは未知の遺伝子で

あった(表2)｡

C. HMC特異釣fuII /ength cDNAのクローニング

HMC特異的に発現している可能性の高い遺伝子6クローンのfuI1 length CDNA

を得るため､九gtlOfu111engthcDNAライブラリーのスクリーニング及び5tRACE

法によるクローニングを行った｡その結果,クローンNo.9422は,セリンプロ

テアーゼインヒビター(serpin)ファミリーとDNAレベルで約60%,アミノ酸レベ

ルで約35%のホモロジーを有するクローンであることが明らかになった｡

lV. 考察

これまで､メサンギウム細胞特異的蛋白を得るため､培養ヒトメサンギウム

細胞を直接免疫し,それに対する抗体を得る試みがいくつかなされてきたが､

デスミンなどの細胞骨格やファイブロネクチンなどのメサンギウム基質に対

する抗体が得られたのみで,メサンギウム細胞のマーカーとなるような特異的

な抗体は得ら れてはいない｡この様にヒトメサンギウム細胞特異的蛋白はこれ

まで得られていない｡その理由の一つとして､これまでの方法が蛋白レベルか

らのアプローチであったことが考えられる｡そこで我々は､遺伝子からのアプ

ローチを試みた｡

ヒト遺伝子の総数は種類にして数万から十数万と考えられているが,これら

遺伝子は細胞のエネルギー産生や機能維持に不可欠な遺伝子(ハウスキーパー遺

伝子)と個々の細胞の形質･特性を決定している特異的遺伝子に分類される｡こ

の総数十万の遺伝子の内, lつの細胞で働いている遺伝子は多数のハウスキーパ

ー遺伝子と少数の特異的遺伝子であると考えられ,遺伝子構成は個々の細胞毎

に異なっており,また遺伝子の発現強度(合成される蛋白量に相当)も遺伝子

毎に異なっていると考えられる.そのため､個々の細胞毎に遺伝子構J,にを考え



表2 ヒト培養メサンギウム細胞特異的遺伝子
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るだけでなく,各種細胞･組織間で比較することにより､個々の紳胞の特性を

明らかにできると考えた｡即ち,全く関連のない組織･細胞に共通に存在して

いるような遺伝子はハウスキーパー遺伝子と考えられるし,逆に単一の紺胞･

組織にしか発現しておらず発現頻度の高いような遺伝子は,その細1J'd引朋!史づ

けるような遭伝子である可能性が高い｡また､この方法では比較検討すろ糾糾･

細胞が増えるほどより詳細な情報となる.実際の研究方法を考える上で範要な

ことは,メサンギウム細胞において発現している遺伝7･の柄成をバイアスが人

らないような方法で正確に把握しなければならないということであろ｡そのた

めにはバックグラウンドクローンがなく,mRNAの構成を忠実に反映したct-_)NA

ライブラリーを作成し解析する必要がある.理想的にはfulトIengthcDNAライブ

ラリーを作成し､この5-側より全塩基配列を決定する事が最良であるが､これ

は実質的には不可能に近い.また､うンダムプライマーを用いた ライブラT)-

を作製し､部分塩基配列を決める手法も考えられるが,この方法では同一遺伝

子の別々の部分を異なったクローンとして何度も認識してしまう可能性があり､

その結果はmRNAの構成を忠実に反映しているとは考えられない｡今回使用し

たライブラリーは, 3--directed
cDNAライブラリーである｡このライブラリー

では, oligodTベクタープライマーを用いてcDNAの合成を行い､それを4塩基

認識制限酵素MboIで切断しライブラー｣-を作製している.ポリAの上流の配

列は,おおよそ由来する遺伝子と一義的に対応すると考えられているため､正

確な遺伝子プロファイルの作製ができると考えられる｡またこの場合､ Mbol

の切断部位は,確率的には256bpに1回の割合で出現すると考えられるため､

5'末端が欠けてしまったクローンなどによるバイアスを考える必要がなく､また

cDNAの大きさもある程度揃っているため,大腸菌にトランスフォーメーション

した際にもその導入効率に差がでにくく,忠実にInRNAの構成を反映したデー

タが得られると考えられた｡

今回の解析の結果, HMCでは蛋白合成に関与する遺伝子及び分泌蛋白の遺伝

子発現が高く､中でも細胞外基質､ファイブロネクチン遺伝子の発現頻度が非



常に高い,つまりHMCではファイブロネクチンの産生を初めとする蛋白合成が

非常に活発に行われている可能性が明らかになった｡また, 30種類の組織･細

胞間での比較検討の結果からは, H叫C特異的と考えられる6種類の未知遺伝子

を含む10種類の遺伝子が明らかになった.現在,この6稀類の末')i173宣[z-lJAcl)N∧

の全長のクローニングを行っているが､ 1種類の遺伝子はserpinファミリーに属

する遺伝子の可能性が示唆されている.今後,これらのクローンが穴にIiMC牛キ

異的であるかどうかについて,ノザンブロッティング或いはJnst'Tt(ハイプリグイ

ゼ-ションにより各種組織･細胞で確認を行い､メサンギウム細胞の特異的マ

ーカーとなる蛋白を明らかにしていきたい｡
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