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佃的】

近年,様々な疾患、においてオートファジーの病態ヘの関与が注目されている.しかしながら,高血圧と

腎オートファジーの関連を検討した報告はない.今回,悪性高血圧モデルである malignantstroke・prone

Spontaneously hypertensiverats (M-SHRSP)を用いて,高血圧性腎障害とオートファジーの関連を

検討した

【方法・結果】

まず,13週齢M、SHRSP と Wister,Kyoto nts (WKY)の腎オートファジーにっいて WB法にて比

較検討した. M_SHRSP の腎では, WKY に比しオートファジー関連蛋白である LC3B・Ⅱ, LAMP2a,

HSC70の発現量が減少した.次に,5週齢M、S照鉦,に降圧剤混入食餌を8週問摂取させ,オートファジーの

変化にっいて免疫組織染色, WB法,蛍光二重染色を用いて検討した.ヒドララジン値yd)あるい

はアゼルニジピン(Aze)で降圧することにより,血清クレアチニン値は低下し,尿蛋白や組織障害

も軽快した.マクロオートファジーに関連するLC3の免疫組織染色では,ポドサイトや遠位尿細欝,

ヘンレ係蹄の太い上行脚,集合管に染色を認めた. LC3B・Ⅱ蛋白発現量は,髄質でのみ対照群に比し

Hyd, Aze群で増加した.シャペロン介在性オートファジーの過程においてHSC70とともに重要な役

割を果たす蛋白であるLAMP2aは,近位尿細管や集合管に染色を認め,その蛋白発現量は髄質でのみ

亘yd, Aze群で増加を認めた. HSC70の免疫組織染色ではポドサイドや遠位尿細管,ヘンレ係蹄の太い
上行脚に染色を認めた. HSC70蛋白発現量はHyd群の皮質でのみ軽度低下したが,その他には有'忌な差

を認めなかった.シャペロン介在性オートファジーではHSC70を含むシャペロン複合体とLAMP2aが結

合することで基質がりソソーム内ヘ取り込まれることから,HSC70とLAMP2aの蛍光二重染色を行った

HSC70とLAMP2aの蛍光二重染色では, Aze群でのみ集合管で共発現部位の増加を認めた

【結論】

以上より,悪性高血圧状態の腎では種々のストレスが増強しているにもかかわらず,オートファジーが

減弱しており,腎障害の進行に寄与してぃる可能性が考えられた.また降圧治療を行うことで腎障害の進

行を抑制でき,その際にマクロオートファジー,シャペロン介在性オートファジーが活性化し臓器保護的

に作用している可能性が考えられた
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旧的]不要となった細胞構成成分を分解して細胞の恒常性を維持するオートファ
ジーは発生、飢餓、感染など様々な状況で活性化される。近年、種々の腎疾患の病
態にもオートファジーが関与することが明らかにされているが、高血圧との関連は

未だ不明である。今回、悪'性局血圧モデルであるma1地nantstroke・pronespontal}eously
hypedensiverats(M・SHRSP)を用いて、高血圧性腎障害とオートファジー、特にスト
レスとの関与が強いとされるマクロオートファジーとシャペロン介在性オートファ
ジーの関連を検討した。

[方法]悪性高血圧レベルまで血圧が上昇したB週齢M、SHRSPとその正常コント

ロールのWister・Ky0加ratSの腎臓におけるマクロオートファジー関連蛋白(LC3B、1)
シャペロン介在性オートファジー関連蛋白(LAMP2a,HSC7のの発現をウエスタンブ
ロット法にて比較検討した。また、降圧薬治療が腎オートファジーに及ぼす影響を
検討するために、5週齢から降圧剤混入食餌を8週間摂取させたM・SHRSPの腎臓にお

けるオートファジーの変化を免疫組織染色、ウエスタンブロット法および蛍光二重
染色を用いて検討した。

[結果]M・SHRSPの腎臓では、 LC3B・1と LAMP2aおよびHSC70の発現量が減少して
いた。ヒドララジン但yd)あるいはアゼルニジピン(Aze)で降圧することにより、
血清クレアチニン値は低下し、尿蛋白や組織障害も軽減した。 LC3の免疫組織染色
ではポドサイト、遠位尿細管、ヘンレ係蹄の太い上行脚および集合管に染色を認め
たが、降圧薬治療により髄質におけるLC犯・11蛋白発現量が増加した。 LAMP2aは近

位尿細管と集合管に染色を認め、降圧薬治療により髄質における蛋白発現量が増加
した。 HSC70はポドサイド、遠位尿細管およびへンレ係蹄の太い上行脚に染色を認

め、 Hyd投与により皮質における蛋白発現量が軽度に減少した。シャペロン介在性
オートファジーではHSC70を含むシャペロン複合体とLAMP2aが結合することで基
質がりソソーム内ヘ取り込まれるが、 Aze投与群の集合管においてHSC70とLAMP2a

の共発現増加が蛍光二重染色で確認された。

[結論]悪性高血圧の腎臓では酸化ストレスを含む種々のストレスが増強している
にも関わらずオートファジーが減弱しており、腎障害の進行に寄与している可能性
が示唆された。また、降圧薬治療により腎障害の進行が抑制されるが、その機序に
マクロオートファジーやシャペロン介在性オートファジーの活性化が関与する可能
性も考えられた。

2014年1月30日に開催された公聴会では、①腎皮質と髄質におけるオートファ

ジーの差異、②動物モデルとヒトで病態が異なる機序、③染色方法や手技、④細
胞レベルでの詳細な検討の可能性、⑤高血圧以外の腎障害機序で想定される腎オー
トファジーの異常、⑥尿細管障害とオートファジーの関与、⑦腎障害のマーカーと
なりうる可能性など臨床的な意義、について質問が行われたが、申請者は研究成果
および文献的知識を基に適切に回答した。以上より、本論文が医学博士の学位に値
する論文であること、申請者が学位を授与されるに十分な学力を有することが確認
された。これらの結果より、審査委員は最終試験を合格とし、学位授与に値すると
判断した。
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要日、、、_、古゛、_
近年、様々な疾患でオートファジーの関与が明らかにされているが、高血圧と腎オートファジー

の関連を検討した報告はない。本研究では悪性高血圧モデルラットを用いて、高血圧性月陣園と
オートファジー、特にマクロオートファジーとシャペロン介在性オートファジーの関旻にっいて検
討した。悪性高血圧ラットの腎臓では、マクロオートファジーの過程でオートファゴノームに局在
するLC3B_Ⅱの蛋白発現量が減少していた。シャペロン介在性オートファジーで基質のりソソームヘ
の取り込みに不可欠な蛋白であるLAMP2aやHSC70の発現も減少していた。以上の結果より、悪性

.ム、ゞー、、ーこ、る型,を検討した。降圧治療により腎障害が軽減するとともに、
Westembl。t法および免疫組織染色にてLC3やLAMP2aの発現が増加することが確認され、降圧t口療
の腎保護効果にはマクロオートファジーとシャペロン介在性オートファジーの活性化が関与する可

ヨ"性か委久一Y 、・ーと悪性高血圧との関連にっいて検討した初めての報告であ
リ、病態解明に向けて意義深い独創的研究成果であると考えられる0
公聴会では、①腎皮質と髄質におけるオートファジーの差異、②動物モデルとヒトで病態が異な

る機序、③染色方法や手技、④細胞レベルでの詳細な検討の可能性、⑤高血圧以外の阿障口機序
で想定される腎オートファジーの異常、⑥尿細管障害とオートファジーの関与、⑦腎障害のマー
カーとなりうる可能性など臨床的な意義、にっいて質問が行われたが、これらの貞問に申論者は研

九成果および文献的糾ヨ志上L 二呈」゜光果であることを確契するとともに、申清者が
十分な学識を有することを確認し、最終試験に合格と判定した。
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