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研究成果 の概要(和 文):NADPHオ キシ ダーゼの新規制御因子で あるPoldip2は 、腎 内で は糸

球体(メ サンジ ウム細胞お よび上皮細胞)や 皮質お よび髄質集合管 にお いて発現 してい る こと

が確認 され た。 さらに、糖尿病モデルマ ウスでは週齢 が進む につれ てその腎 内での発現 が低 下

していた。一方 、高血圧モデル ラ ッ トの腎におい ては、週齢 とともに増加 してい た。培養細胞

を用 いた実験 におい て、 トランスフォー ミング増殖 因子(TGF一 β)に よりPoldip2蛋 白発 現が

充進す るこ とが明 らか となった。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):Podip2,aregulatorforNADPHoxidase,islocalizedtoglomerular

cells,andepitheliumofcorticalandmodularlycollectingducts.Itsexpressionis

upregulatedinadiabeticanimalmodelaccordingtoage.Contrary,itisdownregulated

inahypertensiveanimalmodel.Transforminggrowthfactor一 βstimulatesitsexpression

inaCellCUltUreSyStem.
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1.研 究開始当初の背景

(1)近 年、糖尿病性腎症や高血圧性腎症 と

いった腎疾 患の発症 お よび進展 において、酸

化 ス トレス が深 く関与 して い る こ とが 明 ら



か とされ てい る。酸化ス トレス は、活性 酸素

や過 酸化水素 な どの活性 酸素種(ROS)の 産

生 が充進 し、その消去系の能力 を凌 駕す る際

に生 じる。NADPHオ キシダーゼは活性 酸素 を

生成す る主要 な酵素 であ り、腎疾患のみな ら

ず心血管疾患 、免疫 系疾患 といった様 々な疾

患 におい て活性化 され 、酸化 ス トレスを惹 起

してい るこ とが示 され てい る。NADPHオ キシ

ダーゼ は、Noxやp22phoxを はじめ とす る数

種類 の構成蛋 白によ りな る酵素 で ある。Nox

アイ ソフォー ムの うち、Nox4は 腎臓のcDNA

ライ ブラ リーか ら単離 され、その蛋 白発 現は

特 に 腎臓 にお いて 高い ことが報告 され て い

る。Nox4由 来のROSは 多岐にわた る生理学的

機構 に 関与 してい るこ とが示 され てい るが、

そ の中には細胞老化 、アポ トーシス/細 胞 生

存、細胞分化、細胞外マ トリックス産生、細

胞遊走 といった ものが含 まれ る。 この よ うに、

細胞 レベル におい てNox4由 来のROSの 役 割

が解 明 されつつ あるものの、腎疾患の病態生

理 にお けるNox4の 役 割については十分な理

解 がな され てい ない のが現状 である。

(2)我 々は、p22phoxと 結合す る蛋 白と し

てPoldip2(polymerasedelta-interacting

protein)を 同定 し、これがNox4の 新規制御

因子 と して機 能 す る こ と をみ い だ した。

Poldip2は 、細胞 内 においてNox4と 共存 して

お り、Nox4由 来の活性 酸素産生 を増加 させ る

因子 であるこ とを明 らか とした。興味深 い こ

とに、Poldi2はNox4と 同様 にmRNAレ ベルお

よび蛋 白 レベル で他 臓器 に比 較 して 腎臓 に

おい て高発現 してい た。

以上 のよ うに、NADPHオ キシダーゼの うち、

Nox4は 腎臓 において高発 現 してい るこ とが

示 され ているものの、その病態生理にお ける

役割 は十分 には理解 され てい ない。 さ らに、

Poldip2は 我 々が最近同定 した新 規Nox4制 御

因子 であ り、その機 能については全 く不明で

あ る。 これま でに報告 されてい る文献的検討

か らは、Nox4お よびPoldip2は 細胞増殖 、虚

血 に よる障害 や 問質線維 化 とい った腎組 織

障害 の過 程 に深 く関 してい るこ とが予想 さ

れ る。Poldip2ひ い てはNox4の 腎疾患病態生

理 におけ る役割 が解 明 されれ ば、これ らの分

子 をター ゲ ッ トと した新規 治療 法 の開発 が

期待 され る。

2.研 究 の 目的

本研 究の 目的は、NAD(P)Hオ キシダーゼ の新

規制御 因子 であるPoldip2が 糖尿病性腎症や

高血圧 性 腎症 な どの 腎疾患 の病 態生 理 にお

いて果 た してい る役 割 を解 明す る ことで あ

る。

3.研 究 の方 法

(1)Poldipに 対 す る特異抗 体を用 い、糖尿

病 モデル動物 であ るdb/dbマ ウス、あるい は

高血圧モ デル動物 であ る脳 卒中易発症性 高

血圧 自然発症 ラ ッ ト(SHR-SP)の 腎臓 にお け

るPoldip2発 現部位 を同定す る。

(2)上 記各 モデル におけ る週齢 ごとの

Poldi2発 現量 を ウェス タンブロ ッ ト法 にて

評価す る。

(3)培 養細胞 を用 い、Poldip2発 現調節 に

関わる因子 を見出す。

4.研 究成 果

(1)Poldip2の 腎 内発現局在 について特異

抗 体 を用 いた免 疫組織 化学法 にて検討 した。

その結果 、Poldip2免 疫活性 は糸球体(メ サ

ン ジウム細 胞お よび 上皮細胞)あ るいは尿細



管 上皮 細胞 に存 在 して い る こ とが 明 らか と

なった。尿 細管での発 現局在 を明 らか とす る

ため、尿細管セ グメ ン トごとにマーカー とな

る蛋 白との共在 を確認 した ところ、ア クアポ

リン2陽 性細胞 に豊富 なPoldip2発 現が確認

され た。 この ことに よ り皮 質お よび髄質集 合

管上皮細胞 におい てPoldip2が 強 く発 現 して

い るこ とが確認 され た。

(2)ウ ェスタンブ ロッ ト法 を用 い、Poldip2

発現量 を定量的 に解析 した ところ、糖 尿病モ

デル であるdb/dbマ ウスでは週齢が進 むにつ

れ てそ の腎内で の発現 が低下 してい た。一方、

高血圧モデルで あるSHR-SPの 腎においては、

Poldip2発 現は週齢 とともに増加 していた。

(3)マ ウス皮質集 合管上皮 細胞か ら樹 立 さ

れ たM-1細 胞 を培養 し、各種刺激 に対す る

Poldip2発 現の変化 をウェス タンブ ロッ ト法

にて検討 した。そ の結果 、M-1細 胞 を トラン

スフォー ミング増殖 因子(TGF一 β)で 刺激す

る と、そ の濃度お よび時 間依存性 にPoldip2

蛋 白発 現 を上昇 させ る ことが明 らか となっ

た。

(4)培 養 メサ ンジ ウム細胞 におい てもM-1

細胞 と同様 の検 討 をお こな った。 そ の結果 、

や は りTGF一 β刺 激に よ り、Poldip2発 現 は充

進 した。TGF一 βはメサ ンジ ウム細胞 での コラ

ー ジ ェ ン産 生 を増加 させ る こ とが知 られ て

い るため、その メカニズムにPoldip2が 関与

してい るか ど うかについて検討 した。siRNA

を用 いてメサ ンジ ウム細胞 でのPoldip2発 現

を抑制す る と、TGF一 βに よるコラー ジェン1

発現 が低 下 した。

以 上 の結果 によ り、 これ ま で不 明で あ った

Poldip2の 腎内発 現局在が明 らか とな り、ま

たこれ が糖尿病性腎症や高血圧性 腎障害の

病態に関与している可能性が示唆された。ま

た、疾患モデルで認められた生体内での発現

調節機構の一部にTGF一 βが関与 している可

能性が示唆された。
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