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第1章 緒言 

 

 Systemic lupus erythematous (SLE)は慢性の自己免疫疾患であり、腎炎、関節

炎、漿膜炎、皮疹、自己抗体産生などその症状は多岐に渡り、再燃と寛解を繰

り返しながら慢性的な経過を辿り、腎臓においては末期腎不全にまで進行しう

るものである。その病態は複雑で未だ不明な点も多く、様々な因子をターゲッ

トにした治療法が日々開発されている(1)。 

ループス腎炎における病態は immune mechanismと non-immune mechanismに

大別される。前者は炎症性メディエーターや細胞浸潤に伴う組織障害である。

後者は細胞間クロストークの廃絶や血管機能異常に伴う組織低酸素、尿細管間

質の線維化などである(2)。腎臓における炎症性細胞浸潤の制御はループス腎

炎における主要な治療ターゲットの 1 つである。ループス腎炎における浸潤リ

ンパ球の制御においてはステロイドと免疫抑制薬が主要な治療法であるが、長

期的な内服に伴う易感染性や骨粗鬆症、妊孕性の問題など様々な合併症が治療

継続を困難なものにすることも臨床上しばしば遭遇するところである。 

今回、我々は実験動物として MRL/lpr マウスを使用した。この MRL/lpr マウ

スは自己免疫疾患モデル動物の一系であり、抗 DNA 抗体や抗 Sm 抗体などの

多彩な自己抗体の産生を伴い、腎炎、関節炎、皮疹といった SLE 様症状を自

然発症する(3)。初めにループス腎炎における浸潤リンパ球のポピュレーショ

ンや役割が不明なことから、MRL/lpr マウスの腎浸潤リンパ球のポピュレーシ
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ョンについて flow cytometry analysis (FCA)を使用して検索した。その後、腎

に浸潤するリンパ球の制御を目的とした新たな治療ターゲットを 2 つの視点

から探索した。1 点目はエピゲノム修飾の一つであるヒストン脱アセチル化を

制御することによって腎症進展抑制効果を検索した。一般に、ヒストンのアセ

チル化は遺伝子の発現を促進する方向に働き、逆に脱アセチル化によって抑制

的に働く。近年 SLE を含む様々な疾患においてヒストン脱アセチル化の異常

が報告されている(4, 5)。そのため、ヒストン脱アセチル化酵素 (histone 

deacetylase)の阻害薬としてバルプロ酸を用いた。 

2 点目は T リンパ球の血管外への遊走を制御する sphingosine 1 phosphate 

(S1P)を中心とした peptide inhibitor of trans-endothelial migration (PEPITEM)/  

cadherin (CDH)15 axis に注目した。S1P は血管内皮細胞から産生されるスフィ

ンゴ脂質由来の脂質メディエーターでTリンパ球に発現しているS1P受容体に

作用し、血管外への遊走を抑制している。S1P の産生は内因性ペプチドである

PEPITEM が血管内皮細胞に発現する受容体である cadherin (CDH)15 を介して

行われている。これまでの報告では、CDH15 は持続する炎症状態においての

み発現し、PEPITEM/CDH15 axis は臓器局所における炎症に重要な役割を果た

すといわれている(6)。そのため、外因性の PEPITEM を使用し、MRL/lpr マウ

スの腎臓における PEPITEM/CDH15 axis の効果を検索した。 

最後に糸球体のポドサイトに存在する c-maf inducing protein (c-mip)に注目

し、バルプロ酸あるいは PEPITEM の c-mip における抑制効果を検索した。炎



                                

 

3 

 

症が糸球体に及ぶとき、ポドサイトのWT1遺伝子発現が減弱し、その結果 c-mip

遺伝子の転写抑制が解除され、c-mip 遺伝子発現が上昇する。C-mip 蛋白はチ

ロシンキナーゼのリン酸化阻害を介してポドサイトのスリット隔膜に存在す

る膜貫通性蛋白であるネフリンの産生低下を起こす。ネフリンの産生低下はス

リット膜の破綻を起こすとともにアクチン細胞骨格の破綻が起こり、蛋白尿が

惹起される。この c-mip 遺伝子発現の増加は微小変化群や膜性腎症などで報告

されている(7)。上記の 2 つの実験による仮説が正しいとすれば、腎のリンパ

球浸潤の抑制を介して c-mip の働きが抑制され、蛋白尿の改善に繋がると考え

られた。 

 

 

 

第 2 章 SLE モデルマウス (MRL/lpr)の腎臓における浸潤細胞の検討 

 

第 1 節 目的 

 

 正常な腎臓における resident なリンパ球およびループス腎炎における浸潤

リンパ球が、どのようなポピュレーションをしているかは不明な点が多い

(8-10)。MRL/lpr マウスはアポトーシス誘導受容体である Fas をコードする遺

伝子 lprの異常を背景にもつマウスであり、CD3
+
CD4

-
CD8

-の double negative T 
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(DNT)細胞が末梢血、脾臓、リンパ節などで著増することが知られている(11)。

C57BL/6 マウスを用いた検討では正常腎臓の resident リンパ球においては

DNT 細胞が 20%ほどであるとする報告もある(12)。ループス腎炎と診断され

た腎生検臨床検体を用いた免疫組織化学的検討においても浸潤細胞中に DNT

細胞を数多く認め、IL-17 を産生し病態に関与しているとする報告もある(13)。

治療ターゲットとする MRL/lpr マウスの腎臓のリンパ球がどのようなポピュ

レーションを有しているかをまず検討した。 

 

第 2 節 材料と方法 

 

(1) 対象 

22 週齢の雌の MRL/lpr マウス (SLC、Tokyo、Japan) (n = 5)を使用した。本

実験は防衛医科大学校実験動物倫理委員会の承認を得て行った（承認番号

16043）。 

 

(2) 抗体 

表 1 に実験で使用した抗体について示す。 

 

(3) 腎単核球におけるリンパ球の解析 

摘出した腎臓をメス刃で細切した後に 70μm のメッシュに通しながら 15ml
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の遠心管に細胞浮遊液を回収した。遠心 (300g、4℃、5 分)をして上清を除去

した。1ml の Hanks’ balanced salt solution を加えて撹拌して腎単核球を分離した

(14)。浮遊液を 1×10
7
/ml に調整した後に Fc ブロッカーを混じ、各種一次抗体

を冷暗所で反応させた。Lysing solution (Bay biosciences、Hyogo、Japan)を室温

で 10 分間反応させた後に遠心 (400g、4℃、5 分)した。上清を除去し phosphate 

buffered saline (PBS)で撹拌して再度同条件で遠心した。上清を除去して stain 

buffer を添加し、FACS CantoⅡ (BD Biosciences、San Diego、CA)を用いて FCA

を行った。 

 

第 3 節 結果 

  

MRL/lpr マウスの腎臓におけるリンパ球のポピュレーションの検討 

図1にFCAの結果を示す。全リンパ球に対するCD3＋CD4＋T細胞は53.5 ± 2.5 %、

CD3＋CD8＋T 細胞は 16.4 ± 1.9 %、CD3＋CD4
-
CD8

-
T 細胞は 29.0 ± 4.1 %であった

（n = 5）。 

 

第 4 節 考察 

 

MRL/lpr マウスにおける浸潤細胞において、末梢血では数%しか存在しない

DNT 細胞が CD3
+
CD4

+
T 細胞に次ぐ大きなポピュレーションとなっていた。こ
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れは MRL/lpr マウスにおける末梢血、脾臓、リンパ節の単核球における FCA

の解析報告を追認する結果である(11)。DNT 細胞は、ループス腎炎において

は IL-17 を産生し病態に関与するとする報告もあれば(13, 15)、虚血再灌流モ

デルにおいては病初期には保護的に作用するとする報告もあり(16)、DNT 細

胞の役割については未だ一定の見解を得られていない(17)。従来の Th1、Th2、

Th17等による反応系以外の病態関与(18)としてDNT細胞のサイトカイン産生

などのプロフィールを更に詳細に検討していく必要があると思われた。 

 

第 5 節 小括 

  

 MRL/lpr マウスの腎臓におけるリンパ球のポピュレーションで DNT 細胞が

CD3
+
CD4

+
T 細胞につぎ多く、病態への関与が示唆された。 
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第 3 章 MRL/lpr マウスの腎炎におけるヒストン脱アセチル化酵素の関与 

 

第 1 節 目的 

 

自己免疫疾患には DNA メチル化の低下やヒストン脱アセチル化のようなエ

ピゲノム修飾が報告されている。このようなエピゲノム修飾のうち、ヒストン

脱アセチル化が起こると、転写因子の DNA への結合が抑制され、転写活性は

減弱する。SLE の場合、DNA メチル化の低下が報告されているが、ヒストン

のアセチル化修飾についての報告はない。SLE モデル動物の MRL/lpr マウスで

はヒストン脱アセチル化酵素である HDAC の阻害薬を投与すると多臓器腫大

の抑制や蛋白尿の減少が報告されている(11, 19)が、腎病変について詳細に検

討した報告はない。今回、HDAC の阻害薬であるバルプロ酸 (valproic acid; 

VPA)を用いて MRL/lpr マウスの腎病変の効果を検索した。 

 

第 2 節 材料と方法 

 

(1) 対象 

12 週齢の雌の MRL/lpr マウス(SLC)に対し 0.4%VPA を自由飲水下で投与し

た（以下 VPA群）。Vehicle 群は通常の自由飲水下で飼育した。各群 n = 6。20

週齢の時点でサクリファイスして腎臓、脾臓、リンパ節、末梢血を採取した後
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に組織学的および生化学的評価を行った。MRL/＋マウスを wild type として用

いた。本実験は防衛医科大学校実験動物倫理委員会の承認を得て行った（承認

番号 16043）。マウスの飼育は防衛医科大学校実験動物使用に関するガイドラ

インに従い specific pathogen free (SPF)環境下で通常のマウス飼料及び自由飲

水にて行った。 

 

(2) 抗体 

表 2 に使用した抗体を示す。 

 

(3) 血清、尿を用いた生化学的検査 

血清及び尿中の creatinine (Cr)は酵素法で、総蛋白質は biuret 法、albumin 

(Alb)は bromocresol green (BCG)法、blood urea nitrogen (BUN)は酵素法、抗

ds-DNA抗体価は市販の ELISA kit（Shibayagi、Gunma、Japan）を使用して測定

した。 

 

(4) 免疫組織化学 

Hematoxylin eosin (HE)染色はパラフィン切片を用いた。パラフィン切片を用

いた酵素抗体法では脱パラフィン後、流水中で親水化を行いクエン酸バッファ

ー中での加熱処理で抗原賦活化を行った。非特異的結合を防ぐためのブロック

エース（DS-Pharma Biomedical、Osaka、Japan）を室温で 30 分間反応させた。



                                

 

9 

 

その後各種一次抗体を 4℃で一晩反応させた。Peroxidase Blocking Solution 

(DAKO、Santa Clara、CA)を室温で 10 分間反応させて内因性ペルオキシダー

ゼをブロックした。二次抗体を室温で 30 分間反応させたのち

3,3’-Diaminobenzidine, tetrahydrochloride (DAB)を用いて発色させた。腎臓新鮮

凍結切片については ice cold アセトンを室温で 10 分間反応させたのちに各種

１次抗体を 4℃で一晩反応させた。酵素抗体法についてはシンプルステイン

MAX-PO (Nichirei、Tokyo、Japan)シリーズを使用した。免疫蛍光染色につい

ては Alexa fluor 488 もしくは alexa fluor 594 標識二次抗体 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA)を使用した。 

 

(5) 組織学的評価 

糸球体への IgG の沈着の程度はマウス１匹あたり少なくとも 20 個以上の糸

球体を観察し相対蛍光強度で比較した。T 細胞のマーカーである CD3e 陽性細

胞数はマウス 1 匹あたり少なくとも 40 個の糸球体についてカウントした。ポ

ドサイトのマーカーである Wilms’ tumor 1 (WT1)陽性細胞数については thick 

and thin section method を用いてカウントした(20)。ポドサイトの足突起間のス

リット膜を構成するネフリンの相対蛍光強度は以下の式を用いて算出した(7)。 

specific fluorescence site = fluorescence intensity lining area (lining capillary loops) 

/ total glomerular area 

画像処理は image J (v. 1.4.3.67)を使用した。 
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(6) HDAC 活性の測定 

HDAC Activity Colorimetric Assay Kit (Biovision、Milpitas、CA)を使用して測

定した。 

 

(7) 統計処理 

統計解析はWilcoxon rank sum testを用いた。P < 0.05を統計学的有意とした。

統計解析処理は JMP v.8.0.2software (SAS Institute Inc、Cary、NC)を使用した。 

 

第 3 節 結果 

 

(1) VPAの多臓器腫大に対する効果の検討 

図 2 に摘出した腎臓、脾臓、腋窩リンパ節の外観と臓器重量を示す。臓器重

量は腎臓、脾臓、腋窩リンパ節全てにおいて VPA 群で有意に低値だった。 

 

(2) 尿、血清を用いた生化学的評価 

表 3 にサクリファイス時に採取した血清、尿を用いた生化学的評価を示す。

Cr、Alb に両群間で差は認めなかった。抗 ds-DNA 抗体価と尿の総蛋白は VPA

群で有意に低値であった。 
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(3) 組織学的評価による浸潤細胞に対する VPA の効果の検討 

Vehicle 群に比し間質及び血管周囲へのリンパ球浸潤は VPA 群で軽微だった

(図 3a 上)。また糸球体の血管腔は VPA群で保たれていた（図 3a 下）。糸球体

内に浸潤している CD3e (汎 T 細胞マーカー)陽性細胞数は vehicle 群に比し

VPA 群で有意に低値だった（図 3b）。間質における F4/80 (マクロファージ及び

単球のマーカー)陽性細胞数も vehicle 群に比し VPA 群で有意に低値だった（図

3c）。 

 

(4) 糸球体における免疫複合体沈着に対する VPAの効果の検討 

図 4 に糸球体における IgG 沈着の程度を示す。相対蛍光強度で比較すると

VPA 群で有意に低値であった。 

 

(5) ポドサイトにおける VPA の効果の検討 

パラフィン切片を用いたネフリン（スリット膜の構成タンパク質）の免疫蛍

光染色において糸球体あたりの相対蛍光強度は、VPA 群で有意に高値だった。

（図 5a）。糸球体あたりの WT1 陽性細胞数は VPA 群で高値だった（図 5b）。 

 

(6) 腎皮質における HDAC 活性の検討 

図 6 に腎皮質より抽出したタンパク質中の HDAC 活性を示す。Vehicle 群の

HDAC 活性は、MRL/+マウス (wild type)より有意に高値だった。VPA群では
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vehicle 群に比し HDAC 活性は有意に低値だった。 

 

(7) 腎臓における histone H3 lysine 9 (H3K9)のアセチル化の組織学的検討 

パラフィン切片を用いて免疫蛍光染色を行い、H3K9 のアセチル化の程度を

相対蛍光強度で比較した。浸潤リンパ球の H3K9 のアセチル化の相対蛍光強度

は VPA群で有意に高値だった（図 7a, b）。糸球体における H3K9 のアセチル化

の相対蛍光強度は VPA群で有意に高値だった（図 7c-e）。次に WT1(赤)と H3 

acetyl K9(緑)で免疫蛍光二重染色を行い、糸球体における WT1 陽性細胞（ポ

ドサイト）と非 WT1 陽性細胞(糸球体におけるポドサイト以外の細胞)の相対

蛍光強度を比較した。非 WT1 に対する WT1 の比として算出した結果、VPA

群で有意に高値だった（図 7c, d, f）。 

 

第 4 節 考察 

 

今回の実験で、VPA 群では vehicle 群と比較して、臓器重量の低下、尿所見

の改善、糸球体浸潤 T リンパ球の低下、ポドサイトのネフリンの増加、HDAC

活性の低下、H3K9 のアセチル化の増加が認められた。この結果から、VPA群

でまず HDAC 活性の低下が起こり、それに伴って腎間質でのリンパ球のアセ

チル化やポドサイトのアセチル化が増加し、糸球体への T リンパ球浸潤の減少

に繋がり、IgGの糸球体への沈着減少やポドサイトのネフリンの増加により尿
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所見の改善に寄与したと考察する。これらの所見は in vitro において HDAC 阻

害薬による peripheral blood mononuclear cells (PBMC)の増殖能の低下やアポト

ーシス誘導を報告した論文(11, 21)、HDAC 阻害薬によるアセチル化を介した

p53 活性化がアポトーシス誘導したとする報告(22)を考慮すると、T リンパ球

の減少にはアポトーシスが関与した可能性が示唆される。 

 

第 5 節 小括 

 

 MRL/lpr マウスの腎臓において HDAC 活性が上昇しており、HDAC 阻害薬

である VPAで腎炎が軽快したことから、ヒストンの脱アセチル化も SLE の病

態に関与している可能性が示唆された。VPA投与により組織学的に浸潤細胞は

減少し、HDAC 活性にも変化が認められたことから、エピジェネティックな変

化はリンパ球浸潤をコントロールに有用である可能性が示唆された。 
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第 4 章 MRL/lpr マウスにおける PEPITEM/cadherin (CDH)15 axis を介した浸

潤細胞制御及び腎症抑制効果の検討 

 

第 1 節 目的 

 

 Tリンパ球の血管外への遊走を抑制する S1Pを中心とした PEPITEM/CDH15 

axis が近年報告された(6)。S1P は血管内皮細胞から産生されるスフィンゴ脂

質由来の脂質メディエーターで、T リンパ球に発現している S1P 受容体に作

用し、血管外への T リンパ球の遊走を抑制している(23-25)。S1P の産生は内

因性ペプチドである PEPITEMが血管内皮細胞の受容体である CDH15を介し

て行われる。これまでの報告では、CDH15 は持続する炎症状態においてのみ

発現し、PEPITEM/CDH15 axis は臓器局所における炎症に重要な役割を果たす

といわれている。実験的には S1P 受容体のアゴニストである Fingolimod 

(FTY720)の投与により、MRL/lpr マウスの生存率を改善させる報告(26-28)

や実験的自己免疫性脳脊髄炎の治療効果が実証された報告がある(29, 30)。そ

のため、外因性の PEPITEMを使用し、腎における PRPITEM/CDH15 axis の効

果を検索した。 
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第 2 節 材料と方法 

 

(1) 対象 

18 週齢の雌の MRL/lpr マウス(SLC)に対し て、PBS に溶解した 400μg の

PEPITEM を dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) liposome に包含して週 2 回、

計 4 週間皮下注射をした。Vehicle 群には PBS のみを DPPC liposome に包含し

たものを同様のスケジュールで投与した。各群 n = 6。22 週齢の時点でサクリ

ファイスして腎臓、脾臓、リンパ節、末梢血を採取した後に、組織学的および

生化学的評価を行った。 

PEPITEM（SVTEQGAELSNEER）は合成後 high performance liquid chromato- 

-graphyを用いて精製した（Scrum、Tokyo、Japan）。PEPITEM の半減期が 2 分

未満と非常に短く、分解されやすいため、95%以上の純度の PEPITEM を滅菌

した PBS に溶解した後、DPPC liposome に包含することで徐放化を図った(31, 

32)。DPPC liposome は東海大学工学部生名化学科准教授 清水佳隆博士よりご

提供いただいた。本実験は防衛医科大学校実験動物倫理委員会の承認を得て行

った（承認番号 16076、16078）。マウスの飼育は防衛医科大学校実験動物使用

に関するガイドラインに従い SPF 環境下で通常のマウス資料及び自由飲水に

て行った。 
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(2) 抗体 

表 4 に使用した抗体を示す。 

 

(3) リンパ球の解析 

第 2 章第 2 節(3)と同様の方法で行った。 

 

(4) 尿、血清を用いた生化学的検査 

尿中アルブミンはレビスアルブミン assay kit（Shibayagi）を使用して測定し 

た。血清及び尿中の Cr は酵素法で、TP は biuret 法、アルブミンは BCG法、 

BUN は酵素法で測定した。 

 

(5) 免疫組織化学 

HE 染色と periodic acid sciff (PAS)染色はパラフィン切片を用いた。パラフィ

ン切片を用いた酵素抗体法では脱パラフィン後、流水中で親水化を行い、クエ

ン酸もしくは Tris - ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)バッファー中での加

熱処理で抗原賦活化を行った。非特異的結合を防ぐためのブロックエース

（DS-Pharma Biomedical）を室温で 30 分間反応させた。その後各種一次抗体を

4℃で一晩反応させた。Peroxidase Blocking Solution (DAKO)を反応させて内因

性ペルオキシダーゼをブロックした。酵素抗体法にはシンプルステイン

MAX-POシリーズ (Nichirei)を室温で 30分間反応させたのちDABを用いて発
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色させた。腎臓新鮮凍結切片については ice cold アセトンを室温で 10 分間反

応させたのちに各種１次抗体を 4℃で一晩反応させた。蛍光抗体法には Alexa 

fluor 488 もしくは alexa fluor 594 標識二次抗体 (Invitrogen)を使用した。免疫蛍

光二重染色の結果は pulse SIM BZ-X700 (Keyence、Osaka、Japan)を用いて撮影

した。 

標識 PEPITEM を用いた組織染色には新鮮凍結切片を使用した。Ice cold ア

セトンを室温で 10 分間反応させた後に N 末端を FITC 標識した PEPITEM

（0.02mg/dl）を室温で 30 分間反応させた。PBS で軽く洗浄した後に 4% 

paraformaldehyde (PFA) / PBS を用いて室温で 15 分間再固定を行った。HRP 標

識抗 fluorescein isothiocyanate 抗体 (HPI、Burlington、MA) 及びシンプルステ

インMAX-PO(R) (Nichirei)を室温で30分間それぞれ反応させDABで発色した。 

 

(6) 組織学的評価 

糸球体への IgGとC3の沈着の程度はマウス１匹あたり少なくとも 20個以上

の糸球体を観察し、相対スケール(0～3＋)で評価した。CD3e 陽性細胞数及び

Ki-67陽性細胞数はマウス 1匹あたり少なくとも 40個の糸球体についてカウン

トした。WT1陽性細胞数については thick and thin section methodを用いた(20)。

ネフリンの相対蛍光強度は以下の式を用いて算出した(7)。 

specific fluorescence site = fluorescence intensity lining area (lining capillary loops) 

/ total glomerular area 
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画像処理は image J (v. 1.4.3.67)を使用した。 

 

(7) 電顕及び免疫電顕 

パラフィン切片を用いて戻し電顕を行った。 

免疫電顕用の試料については摘出した腎臓を 4%PFA / PBS 中で 4℃、一晩反

応させた後にスクロース置換を行い、液体窒素を用いて凍結させ使用するまで

-80℃で保存した。Tris-EDTAバッファーを用いて賦活化した後に 1次抗体を 4℃

で一晩反応させた。直径 10nm の金コロイドを標識した二次抗体 

(Cytodiagnostics、ON、Canada)を室温で1時間反応させた。Can Get Signal solution 

B（Toyobo、Osaka、Japan）を抗体希釈液として使用した。観察には JEM-1400 

plus (Japan Electron Optics Laboratory、Tokyo、Japan)を使用した。 

 

(8) 糸球体単離 

竹本らの報告した磁気ビーズ法に若干の変更を加えて行った(33)。 

Dynabeads M-450 Epoxy (Veritas、Tokyo、Japan)を混じた冷 PBS を用いて心嚢

穿刺による灌流を行った。皮質を細切し15mlの遠心管に移し遠心(500rpm、4℃、

5 分間)した。上清を吸った後 DNaseI を混じたコラゲナーゼ中で 37℃、30 分間

反応させた。懸濁液を 100μm メッシュに 2 回通し、メッシュ上に残った組織

を 15ml の遠心管に回収した。遠心 (500rpm、4℃で 5 分間)した後に上清を吸

い、PBS で 1ml にメスアップした。氷上でマグネットにつけて 2 分間静置した
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後にパスツールピペットを用いてマグネットの反対側から PBS を回収した。

再度 PBS で再懸濁して同様の操作を計 3 回行ったものを単離糸球体とした。 

 

(9) 電気泳動及び Western blotting 

2 匹分のマウスから摘出した腎臓を用いて糸球体を単離してプールした。プ

ロテアーゼ阻害薬を混じた radio-immunoprecipitation assay (RIPA) buffer 

(WAKO、Tokyo、Japan)中で超音波破砕を行った。等量の蛋白抽出液を sample 

buffer solution (2ME+) (Wako pure chemicals industries, Osaka, Japan)で変性させ

た後に 98℃で 5 分間加熱し遠心分離後の上清を使用した。10% sodium dodecyl 

sulfate (SDS) – polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) (ATTO、Tokyo、Japan)

を行った後に polyvinylidene difluorid (PVDF)膜にブロッティングした。膜は

ChemiDoc XPS＋system (Bio-Rad 、Hercules、CA)を用いて可視化した。バン

ドの濃度は Lab software (Bio-Rad)を用いて測定した。 

各群 5μl の尿は sample buffer で変性後 12%SDS-PAGE(TGX Stain Free Fast 

Cast Acrylamide kit)(Bio-Rad)を行った。ゲル上の蛋白は紫外線光を用いて可視

化した。 

 

(10) 統計処理 

統計解析はWilcoxon rank sum testを用いた。P < 0.05を統計学的有意とした。

統計解析処理は JMP v.8.0.2software (SAS Institute Inc、Cary、NC)を使用した。 
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第 3 節 結果 

 

(1) PEPITEM のリンパ球浸潤抑制効果の検討 

PEPITEM 群の腎臓、脾臓および腋窩リンパ節の重量は、vehicle 群に比し有

意に低かった（図 8a）。腎単核球数は PEPITEM 群で有意に低値であった（図

8b）。腎単核球を用いた FCAにおいては CD3
+
CD4

+
 T (helper T)、CD3

+
CD8

+
 T 

(CTL, cytotoxic T)の絶対数は減少したが、その比率に有意な差は認められなか

った。しかし DNT 細胞については絶対数だけでなく、リンパ球全体における

比率も PEPITEM 群で有意に減少した（図 8c,d）。 

 

(2) 蛋白尿に対する PEPITEM の効果の検討 

MRL/+マウス(wild type)、vehicle 群、PEPITEM 群の尿を用いて電気泳動を

行った。参考として 8μg のアルブミン (分子量 66kDa)を同時に流した。MRL/

＋マウス、PEPITEM 群に比し vehicle 群では、アルブミンに加えて種々の分子

量のタンパク質が尿中に出現していることがわかった（図 9a）。アルブミン/

クレアチニン比は PEPITEM 群で有意に低値だった（図 9b）。 

 

(3) 血清生化学 

表 5 にサクリリファイス時に採取した血清を用いた生化学的評価を示す。 

BUN、total protein (TP)、Alb、抗 ds-DNA抗体価に両群間で差は認めなかった。
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Cr、A/G比は PEPITEM 群で有意に高値だった。 

 

(4) 組織学的評価による腎炎に対する PEPITEM の効果の検討 

HE 染色では腎臓間質における浸潤細胞が vehicle 群に比し PEPITEM 群で少

なかった（図 10a）。PAS 染色では糸球体のメサンギウム器質の増生は vehicle

群に比し PEPITEM 群で軽微だった。糸球体内に存在する CD3e 陽性細胞数も

vehicle 群に比し PEPITEM 群で有意に低値だった（図 10b, c）。F4/80 の間質に

おける陽性細胞数も PEPITEM 群で有意に低値だった（図 10b,d）。S 期のマー

カーである Ki-67 の糸球体内における陽性細胞数も PEPITEM 群で有意に低値

だった（図 10b, e）。 

 

(5) 糸球体における IgG及び C3 沈着に対する PEPITEMの効果の検討 

FITC 標識した IgG 及び C3 を用いて免疫蛍光染色を行った（図 11a）。IgG、C3

共に糸球体への沈着の程度は PEPITEM 群で有意に低かった（図 11b）。 

 

(6) ポドサイトにおける PEPITEMの効果の検討 

糸球体あたりのポドサイト数を WT1 の陽性細胞数としてカウントして比較

した。糸球体あたりの WT1 陽性細胞数は vehicle 群に比し PEPITEM 群で有意

に高値だった（図 12a, b）。ネフリンをパラフィン切片を用いて免疫蛍光染色し

た。糸球体あたりのネフリンの相対蛍光強度は vehicle 群に比し PEPITEM 群で
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有意に高値だった（図 12c, d）。パラフィン切片を用いた戻し電顕による糸球体

の観察ではポドサイトの effacement が vehicle 群で目立った（図 12e）。 

 

(7) MRL/lpr マウスの腎臓における、受容体 CDH15発現に対する組織学検討 

腎炎発症前の 4 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓における CDH15 の発現を免疫

組織化学的に評価した。細動脈及び小葉間動脈の血管平滑筋細胞(矢印)に陽性

像(茶色)が得られたが、血管内皮細胞には陽性像は認められなかった（図 13a, 

b）。しかし、腎症極期である 22 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓では細動脈及び

小葉間動脈の血管平滑筋細胞(矢印)だけでなく、血管内皮細胞(矢頭)および糸

球体にも陽性像（茶色）が得られた（図 13c, d）。糸球体における CDH15 陽性

細胞の同定及び血管内皮細胞内での局在確認のため、直径 10nm の金コロイド

を標識した二次抗体を使用して、免疫電顕を行った。糸球体毛細血管内皮細胞

及び、小葉間動脈内皮細胞の内腔側に金コロイドの粒子を確認した(矢印)（図

13e, f）。 

マウス 2 匹の腎臓から磁気ビーズ法により単離した糸球体をプールして抽

出したタンパク質を用いてWestern blottingを行いCDH15を検出した（図 13g）。

糸球体内に α smooth muscle actin 陽性細胞が存在していないことを組織化学染

色で確認した（図 13h）。 

 

(8) 22 週齢の MRL/lpr マウスの皮膚、腹膜における CDH15 発現の組織学
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的検討 

SLE は腎病変だけでなく皮膚や漿膜にも炎症性病変を呈する。そこで

MRL/lpr マウスにおける皮膚、漿膜における CDH15 の発現を検索した。22

週齢の MRL/lpr マウスの皮膚を血管内皮細胞のマーカーである CD31(緑) 

（図 14a）と CDH15（赤）（図 14b）で免疫蛍光二重染色を行ったところ CD31

と CDH15 は共局在を示した（図 14c）。また同様の操作を腹膜においても行

い、CD31（図 14d）と CDH15（図 14e）が共局在をしていることが示された

（図 14f）。 

 

(9) 外因性 PEPITEM の結合部位に対する組織学的検討 

CDH15 の組織化学染色の結果と同様、細動脈及び小葉間動脈の血管平滑筋

細胞にのみ陽性だった。（図 15a, b）。FITC 標識した PEPITEM を省略したもの

を negative control とした（図 15c）。次に 22 週齢で同様の操作を行った。細動

脈及び小葉間動脈の血管平滑筋細胞(矢印)、血管内皮細胞(矢頭)及び糸球体に

PEPITEM 陽性像が得られた（図 15d-f）。図 15e は図 15d の拡大像である。 

 

第 4 節 考察 

 

 慢性炎症病態においてのみ血管内皮細胞上に発現する受容体 CDH15 は、

PEPITEM を介して S1P 産生を促すことによりリンパ球遊走を制御している
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と考えられている。内因性の PEPITEM については関節リウマチや 1 型糖尿

病、高齢者では減少していると報告されていることから(6)、慢性炎症病態

における恒常性の維持に関与している機構と推察される(34-36)。今回の研究

では内因性 PEPITEM 濃度を測定していないが、同様に慢性炎症病態を呈す

る SLE でも内因性 PEIPTEMの低下に伴う PEPITEM/CDH15 axisの破綻がリ

ンパ球浸潤の一因と仮説を立て、外因性 PEPITEM 投与による T リンパ球浸

潤抑制効果を検証した。 

 PEPITEM 投与の結果臓器重量は腎臓、脾臓、腋窩リンパ節共に低値を示

し、腎臓における FCA では腎単核球数の低下を確認した。SLE 患者の腎臓

における DNT 細胞は IL-17 を産生するとする報告や(13)、in vitro において

CD3＋CD8＋T 細胞由来の DNT 細胞は IL-17 を始めとして、様々な炎症性サイ

トカインを産生することが報告されており(37)、今回の研究において DNT

細胞の比率の減少が起きたことは SLE の病態を考える上で興味深く、今後更

なる検討が必要と思われる。腎炎の組織化学的な検討において T リンパ球の

みに作用すると報告されていた PEPITEM投与により F4/80陽性細胞(マクロ

ファージ)まで低値であった。これはおそらく直接的な作用ではなく、T 細

胞減少に伴う相互活性作用の減弱(38, 39)が起きたものと思われる。 

CDH15 の組織学的な検討により週齢もしくは腎炎の進展と共に血管内皮

細胞での発現が認められるようになった。このことはこれまで報告されてい

ない。さらに標識 PEPITEM での染色でも血管内皮細胞に陽性像が得られた
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ことからも PEPITEM/CDH15 axis の意義は、炎症に対する生体の防御反応 1

つと捉えることができるかもしれない。 

 図 16 に想定される PEPITEM の腎臓への作用機序を示す。過去の報告(6, 

40-42)及び、今回の研究結果を踏まえると PEPITEM が糸球体血管内皮細胞

に発現した CDH15 を介して S1P を分泌させ、S1P 受容体を発現している近

傍の T リンパ球に作用して、T リンパ球の血管外遊走が抑制されたと考えて

いる。 

SLE は腎炎だけでなく、皮疹や漿膜炎も起こすことが知られている。本研

究では MRL/lpr マウスにおいて皮膚や腹膜の血管内皮細胞にも CDH15 の発

現が認められた。このことは皮膚や腹膜においても PEPITEM により血管内

皮細胞からの S1P 発現が誘導されリンパ球浸潤を抑制する可能性があるも

のと考えられた。PEPITEM が SLE による腎病変のみならず、全身的な病変

の新たな治療法になりうるものと考えられた。 

 

第 5 節 小括 

 

  MRL/lpr マウスに対して外因性に PEPITEM を投与することで以下の知見

が得られた。 

1) マウスにおける腎臓、脾臓及び腋窩リンパ節の重量が PEPITEM 群で

低値だった。2) 腎単核球数は PEPITEM 群で低値であり、DNT 細胞にお
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いてはその存在比率も低値だった。3) 組織学的に糸球体におよび腎間質

の炎症性細胞浸潤は軽減し、アルブミン尿も低値だった。4) PEPITEMの

受容体である CDH15 は腎臓、皮膚及び腹膜の血管内皮細胞に発現してい

た。5) 短期間の投与ではあるが PEPITEM が MRL/lpr マウスにおけるリ

ンパ球浸潤を抑え、ひいては腎炎の進展を抑制する可能性が示唆された。 

 

 

 

第 5 章 MRL/lpr マウス及びループス腎炎における新たな治療標的の探索 

 

第 1 節 目的 

 

第 3章及び第4章でリンパ球浸潤抑制の可能性をヒストンのアセチル化及び

S1P 制御の二つの観点から検討した。次に腎臓における炎症細胞浸潤が抑制さ

れることで蛋白尿が抑制された機序について検討をした。一般的には炎症細胞

の産生する炎症性サイトカインおよびケモカインによる直接的な糸球体構成

細胞の傷害や免疫複合体沈着が、ポドサイト傷害の機序として想定されている。

今回我々は微小変化群における再発時の PBMC 中で増加しているタンパク質

の一つとして報告(43)された c-maf inducing protein (c-mip)に着目した。c-mip

の作用機序を図 17 に示す。c-mip は糸球体におけるポドサイト足突起間に存在
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するスリット膜の構成タンパク質の一つであるネフリンとチロシンキナーゼ

である Fyn との相互作用を阻害することでポドサイトのアクチン細胞骨格の

破綻を招き蛋白尿を惹起させるとされており(44)、これまでのところ特発性の

微小変化群、巣状分節性糸球体硬化症や膜性腎症で発現が報告されている(7, 

45)。微小変化群を合併したHodgkinリンパ腫でのみReed-Sternberg細胞でc-mip

が発現していたり(46)、ネフローゼ症候群を合併した肺小細胞癌の癌細胞での

み発現がみられる(47)など、蛋白尿を惹起するだけでなく二次性腎疾患の発症

にも関与している可能性が示唆されている蛋白質である。SLE における c-mip

発現の報告は少なく、今回 MRL/lpr マウスを用いて c-mip の病態への関与を検

討した。 

 

第 2 節 材料と方法 

 

(1) 対象 

4 週齢及び 22 週齢の雌の MRL/lpr マウス（SLC）を使用した。マウスの飼育

は防衛医科大学校実験動物使用に関するガイドラインに従い SPF 環境下で通

常のマウス資料及び自由飲水にて行った。 
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(2) 抗体 

 表 6 に使用した抗体を示す。 

 

(3) c-mip in situ hybridization (ISH) 

パラフィン切片を用いて以前報告されたプロトコールを参考に ISH を行っ

た(46)。4μm 厚のパラフィン切片を脱パラ、親水化を行った後にクエン酸バッ

ファー中で 98℃、40 分間加熱した。0.2N hydrochloric acid 中で室温、20 分間処

理後、37℃の 2☓standard saline citrate (SSC)中に 10 分間漬けた。PBS で洗浄後

10mg/50%グリセリン ml の proteinase K を 1000 倍希釈で 37℃、10 分間反応さ

せた。4%PFA / PBS で再固定した後に 0.2%グリシン、次いで 0.1M トリエタノ

ールアミン 20ml と無水酢酸 50μl を混じた溶液中で 10 分間反応させた。洗浄

後 95%エタノールで脱水、風乾を行った。乾燥した切片に anti sense probe また

は sense probe を乗せ 37℃で一晩反応させた。65℃の 2☓SSC で 15 分間洗浄を 3

回行い、alkaline phosphatase 標識抗 digoxigenin 抗体 (Fab fragment) (Roche 

Diagnostics、Penzberg、Germany)を反応させた。 

5-bromo-4-chrolo-3-indolyl-phosphate / nitroblue tetrazolium で発色を行った。c-mip

リボプローブはフランス国立医学研究所 Prof. Sahali のご厚意によりご提供い

ただいたものを使用した。anti sense probe は T7RNAポリメラーゼを用いて SalI

で消化して合成した。Sense probe は Sp6 RNAポリメラーゼを用いて SacII で消

化した合成した。 
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(4) 免疫組織化学 

4μm 厚のパラフィン切片を脱パラフィン後、流水で親水化してクエン酸バッ

ファーまたは EDTA バッファー中での加熱処理で抗原賦活化を行った。非特異

的結合を防ぐためにブロックエース(DS-Pharma Biomedical)を室温で 30 分反

応させたのちに各種 1 次抗体を 4℃で一晩反応させた。Peroxidase Blocking 

Solution (DAKO)を室温で 10 分反応させて内因性ペルオキシダーゼを失活さ

せた後に二次抗体を室温で 30 分反応させた。DAB で発色後鏡検もしくは蛍光

顕微鏡で切片を観察した。 

 

(5) 糸球体単離 

第 4 章第 2 節(8)で記載した方法と同様。 

 

(6) Western blotting 

第 4 章第 2 節(9)で記載した方法と同様。 

 

第 3 節 結果 

 

(1) MRL/lprマウス及びループス腎炎における c-mip mRNAと c-mip蛋白発

現の組織学的検討 

ISH では糸球体ポドサイト及び浸潤リンパ球の一部に陽性像を認めた(図
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18a, b)。sense probe では陽性像は認めなかった(図 18c)。免疫組織学的には同

様に糸球体ポドサイト及び浸潤リンパ球の一部に陽性像を認めた(図 18d, e)が、

腎炎発症前の 4 週齢のマウスの腎臓では陽性像は認めなかった(図 18f)。 

 

(2) ネフリン 1217番のチロシン残基のリン酸化(p-ネフリン Y1217)の発現状

態の検討 

パラフィン切片を用いた蛍光染色と単離した糸球体を用いた Western  

blotting による相対定量を行った。MRL/lpr マウスは週齢をマッチさせた MRL/

＋マウスに比し、ネフリンの染色像は血管壁に断片的に陽性であり（図 19a)、

Western blotting においても発現量が低かった(図 19b)。MRL/lpr マウスにおけ

る p-ネフリン Y1217 については糸球体係蹄壁に陽性像は認められず、western 

blotting でも検出できなかった(図 19b)。 

 

(3) バルプロ酸投与後及び PEPITEM 投与後における糸球体における c-mip

蛋白発現状態の検討 

パラフィン切片を用いた免疫組織化学染色ではバルプロ酸投与後、PEPITEM 

投与後両者ともに糸球体における c-mip 陽性像は認めなった(図 20a, b)。 

 

 

 



                                

 

31 

 

第 4 節 考察 

 

ループス腎炎における蛋白尿に c-mip の関与は現在まで報告されてない。

我々は 22 週齢の MRL/lpr マウスの糸球体ポドサイトで c-mip mRNA と c-mip

蛋白の発現を確認し、c-mip 蛋白の発現はバルプロ酸や PEPITEM 投与により

糸球体での IHC 発現が減弱した。また、ポドサイトのネフリンは IHC で wild 

type の糸球体にびまん性に染色されるのに比較し、MRL/lpr マウス糸球体に陽

性部位の断片化がみられ、MRL/lpr マウスでリン酸化ネフリンは IHC で発現は

みられず、Western blottingでも wild type と比較し減弱していた。これまでの報

告で c-mipはポドサイトのスリット膜構成蛋白であるネフリンとチロシンキナ

ーゼの相互作用を阻害し、ネフリンのリン酸化を減少させることによりアクチ

ン細胞骨格を破綻させ、蛋白尿を惹起させるといわれ(48)、特発性の微小変化

群、巣状分節性糸球体硬化症、膜性腎症で同様の機序で起こっていると考えら

れている。今回の我々の結果もバルプロ酸や PEPITEM 投与による c-mip 蛋白

の発現減少がみられること、22 週齢の MRL/lpr マウス糸球体でリン酸化ネフ

リンは IHC や Western blotting で減弱していたことから考え、これまで考えら

れている機序により蛋白尿が発生していた可能性が推測される。 

バルプロ酸及び PEPITEM投与での c-mip 減少について想定した機序を図 21

に示す。ポドサイトにおける c-mip は WT1 により発現が制御(抑制)されてい

ると報告されており(49)、本来 WT1 により抑制されていた c-mip が炎症細胞
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浸潤に伴うポドサイト障害により WT1 発現量が減少することで、抑制性の制

御がなくなりポドサイトに蓄積していくと考えられた。その結果ネフリンの減

少を起こし蛋白尿を惹起するものと考えられた。HDAC はオートファジーを介

したポドサイト障害に関与しているとする報告もあり(50)、バルプロ酸投与前

後で糸球体及びポドサイトの HDAC 活性に変化が見られたことからは、ヒス

トン脱アセチル化も関与している可能性もあり今後更なる検討が必要と思わ

れた。炎症細胞浸潤の抑制は WT1 保護を介して間接的に c-mip 発現を抑制し

ていることが示唆された。 

 

第 5 節 小括 

 

 MRL/lpr マウスのポドサイトに c-mip 発現を認めた。炎症細胞浸潤の抑制は

従来考えられていた炎症性サイトカインなどによる細胞傷害の軽減以外の、多

面的な腎保護効果をもたらす可能性が示された。 
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第 6 章 統括的考察 

 

本研究ではループス腎炎における T リンパ球浸潤を抑制することを目的と

した新たな治療ターゲットの探索を lupus prone mouseであるMRL/lprマウスを

用いて行った。また併せてネフリンを標的として蛋白尿を惹起する c-mip の発

現状態を検討した。 

始めに MRL/lpr マウスの腎糸球体及び腎間質に浸潤するリンパ球のポピュ

レーションを検索した。MRL/lpr マウスにおいて末梢血、脾臓、リンパ節の解

析では最も多いポピュレーションは CD3
+
CD4

+
T 細胞で、CD3

+
CD4

-
CD8

-
T 細胞

(DNT 細胞)が次にみられることが指摘されており、我々の結果はこれを追認

するものであった。DNT 細胞はループス腎炎において増加し、IL-17 を初めと

するサイトカインを産生し腎障害の発症に寄与しているといわれている。これ

ら腎に浸潤するリンパ球を抑えることは臓器局所での炎症性サイトカインの

抑制に繋がるものであると考えられる。 

そこで腎のリンパ球浸潤抑制における新たな治療標的として、2 つを取り上

げた。1 点目はエピゲノム修飾の一つであるヒストン脱アセチル化を制御する

ことによって腎症進展抑制効果を検索した。エピゲノム修飾の一つである

DNA メチル化は SLE において低下していることが報告されている。ヒストン

脱アセチル化酵素である HDAC の阻害剤を使用した実験では、MRL/lpr マウス

で多臓器腫大が抑制されたこと、アドリアマイシン誘導腎症に対して糸球体の



                                

 

34 

 

アセチル化の減少を抑制し、糸球体アポトーシスを抑制したことが報告されて

いる。今回の我々の実験で、HDAC の阻害薬は HDAC 活性の低下、それに伴

う腎間質でのリンパ球のアセチル化とポドサイトのアセチル化の増加を誘導

し、その結果として糸球体への T リンパ球浸潤の減少、IgGの糸球体への沈着

減少、ポドサイトのネフリンの増加をもたらし、尿所見の改善に寄与したと考

察できる。今回の実験で使用したバルプロ酸は臨床的に抗てんかん薬として使

用されているものであり、長期間の投与が可能で、臨床応用が期待できる。 

2点目はTリンパ球の血管外への遊走を抑制するS1Pを中心としたPEPITEM 

/CDH15 axis を取り上げた。血管内皮細胞から産生されるスフィンゴ脂質由来

脂質メディエーターのS1Pは、Tリンパ球に発現しているS1P受容体に結合し、

血管外への T リンパ球の遊走を抑制する。S1P の産生に関しては、内因性ペプ

チドである PEPITEM が持続する炎症時に出現する血管内皮細胞受容体 CDH 

15 と結合し、血管内皮細胞に S1P を産生させる。今回の結果は、外因性の

PEPITEM であっても、腎糸球体において慢性炎症病態で発現している血管内

皮細胞受容体 CDH15 と結合でき、それを介して S1P の産生、T リンパ球の血

管外への遊走の制御と繋がったと解釈される。この抑制機序は慢性炎症に対す

る生体防御反応の 1 つと捉えることができる。また、今回外因性 PEPITEM の

投与によって腎単核球の数的減少と DNT 細胞の比率の減少が認められた。前

述のごとく、DNT 細胞の減少により、炎症性サイトカインの産生が抑制され

ることが期待され、腎機能改善に繋がる。今回、MRL/lpr マウスの皮膚や腹膜
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の血管内皮細胞にも同様に CDH15 の発現が認められ、外因性 PEPITEM の投

与によっても皮膚や腹膜の局所でも抑制作用が惹起されると思われ、SLE の皮

膚や腹膜の炎症状態改善においても臨床応用が可能と考えられた。 

最後に蛋白尿の発症機序に主な役割を果たす c-mipに関して検索することに

より、ポドサイトのスリット膜構成蛋白であるネフリンとの関係を検索した。

我々の実験では 22 週齢の MRL/lpr マウスの糸球体には T リンパ球浸潤が認め

られており、ポドサイトで c-mip mRNAと c-mip 蛋白の発現がみられ、バルプ

ロ酸や PEPITEM 投与により糸球体での c-mip 蛋白の発現が抑制された。ポド

サイトのネフリンは IHC や Western blotting で wild type の糸球体より発現が減

弱していることが認められた。これまでの報告で c-mip はポドサイトのネフリ

ンとチロシンキナーゼの相互作用を阻害し、ネフリンのリン酸化を抑制させる

ことでアクチン細胞骨格を破綻させ、蛋白尿を惹起させるといわれており、

我々の実験でもこの機序が関わり、蛋白尿を起こした可能性が窺われる。さら

にバルプロ酸や PEPITEM 投与で糸球体での c-mip 蛋白の発現が抑制されたこ

とにより、ネフリンのリン酸化に関して実験を行っていないが、蛋白尿の改善

をもたらすものと考えている。 

我々はバルプロ酸や PEPITEM 投与により MRL/lpr マウスの尿蛋白の改善が

期待でき、SLE の臨床応用の可能性が窺われた。また、ポドサイト局所の抑制

機序に関しても考察できた。 
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第 7 章 結論 

 

1. MRL/lpr マウスにおける腎単核球のポピュレーションにおいて、double 

negative T (CD3
+
CD4

-
CD8

-)細胞は helper T (CD3
+
CD4

+)細胞に次いで多い

細胞集団であることが分かった。IL-17 産生の報告も踏まえるとループス

腎炎の病態に関与している可能性が示唆された。 

 

2. MRL/lpr マウスの腎臓における HDAC 活性は、MRL/+マウスより有意に高

値だったことから、ヒストンの脱アセチル化がループス腎炎の病態に関与

している可能性が示された。また選択的 HDAC 阻害薬であるバルプロ酸

の投与により MRL/lpr マウスにおける多臓器腫大や腎症が軽減したこと

から新たな治療標的になる可能性が示唆された。 

 

3. PEPITEM 投与によるリンパ球浸潤、多臓器腫大に対する抑制効果を示すこ

とができた。内因性 S1Pを増加させる新たな治療法になる可能性が示唆さ

れた。受容体である CDH15 が血管内皮細胞で発現していることを in vivo

で初めて示すことができた。またその発現分布から SLE の罹患部位には

概ね発現しており、PEPITEM の SLE に対する全身的な治療効果が期待さ

れるものと思われた。 
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4. MRL/lpr マウスにおいても c-mip の発現が確認された。ループス腎炎にお

ける蛋白尿発症機序の解明の一助になるものと思われた。 
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【第 2 章の結果】 

図 1. MRL/lpr マウスの腎単核球における flow cytometry analysis (FCA) 

22 週齢の MRL/lpr マウスから分取した腎単核球を用いて FCA を行った。 

全 T リンパ球における double negative T 細胞 (CD3＋CD4
-
CD8

-)の比率は helper  

T 細胞 (CD3＋CD4＋CD8
-)に次ぐ細胞集団だった。 

各データは平均値±標準偏差で表した(各群 n = 5)。 

＊P < 0 .05 
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【第 3 章の結果】 

図 2. VPA の多臓器腫大に対する効果 

20 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓、脾臓及び腋窩リンパ節重量はいずれも VPA 

群で vehicle 群に比し有意に低値だった。 

各データは平均値±標準偏差で表した(各群 n = 5)。 

＊P < 0 .05 vs. vehicle 
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図 3. 腎炎に対する VPA の効果の組織学的検討 

a. HE 染色による腎間質への炎症性細胞浸潤の程度及び糸球体の観察。VPA

群において間質の炎症細胞浸潤は目立たず、糸球体係蹄腔も保たれていた。 

b. 糸球体あたりの CD3 陽性細胞数は、VPA 群で有意に低値だった。 

c. 腎臓間質の強拡大像における F4/80 陽性細胞数の比較。VPA 群で有意に低 

値だった。結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm 
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図 4. 糸球体における IgG 沈着の評価 

糸球体あたりの IgG 沈着の程度を相対蛍光強度で比較したところ、VPA 群で有 

意に低値だった。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm 
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a.  

b.  

 

 

 

図 5. VPA のポドサイトに対する効果の検討 

a.糸球体あたりのネフリンの相対蛍光強度は VPA 群で有意に高値だった。 

b.糸球体あたりの WT1 陽性細胞数は VPA 群で有意に高値だった。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm 

ネフリン;スリット膜を構成するタンパク質 

Wilms’ tumor 1 (WT1);ポドサイトのマーカー 

GCS; glomerular cross section 
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図 6. 腎皮質における histone deacetylase (HDAC)活性の比較 

Vehicle 群の HDAC 活性はコントロールマウスの MRL/+マウスより有意に高値 

だった。VPA 群の HDAC 活性は vehicle 群より有意に低値だった。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05 
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マウスの腎臓におけるヒストン H3 の 9 番目のアミノ酸リジン 

(H3K9)のアセチル化の免疫組織学的検討 

a. 間質の強拡大像における浸潤リンパ球の H3K9 のアセチル化(H3 acetyl K9)

を相対蛍光強度で比較した。 

b. 浸潤リンパ球の H3 acetyl K9 の程度は VPA 群で有意に高値だった。 

c,d. 糸球体あたりの H3 acetyl K9 の相対蛍光強度を比較した。 

e. 糸球体あたりの H3 acetyl K9 の程度(相対蛍光強度)は VPA 群で有意に高値

だった。 

c,d. ポドサイトの H3 acetyl K9 の程度を相対蛍光強度で比較した。WT1(赤)と  

H3 acetyl K9(緑)の免疫蛍光二重染色を行い以下の式を用いて算出した。 

WT1 陽性細胞の相対蛍光強度 / 非 WT1陽性細胞の蛍光強度 

f. ポドサイトの H3 acetyl K9 の程度(相対蛍光強度)は VPA 群で有意に高値だ 

った。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm 

GCS; glomerular cross section 
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【第 4 章の結果】 

図 8. PEPITEM のリンパ球浸潤抑制効果の検討 

a. 腎臓、脾臓、腋窩リンパ節の重量を比較した。臓器重量は体重あたりの重 

量(g/kg)で表記した。体重及び腎臓、脾臓、腋窩リンパ節の重量は PEPITEM

群で有意に低値だった。 

b. 腎単核球における白血球数を比較した。PEPITEM 群で有意に低値だった。 

c,d. FCA による腎単核球中の T リンパ球のポピュレーションを検討した。 

Helper T細胞 (CD3
+
CD4

-
CD8

-)と cytotoxic T細胞 (CD3
+
CD4

-
CD8

+)の比率に各 

群間で差は認めなかった。しかし double negative T 細胞 (CD3
+
CD4

-
CD8

-)の比 

率は、PEPITEM 群で vehicle 群より有意に低値だった。結果は平均値±標準偏 

差で表した。* P < 0.05、各群 n = 5。 
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図 9. 尿蛋白に対する PEPITEM の効果の検討 

a. MRL/+マウス (n = 3)、MRL/lpr マウスの vehicle 群 (n = 4)、MRL/lpr マウ 

スの PEPITEM 群 (n = 4)の尿を用いて電気泳動を行った。standard としてアル

ブミン (分子量 66 kDa)を同時に泳動した。 

vehicle 群ではアルブミン以外にも様々な分子量のタンパク質が含まれていた。 

b. アルブミン/クレアチニン比は PEPITEM 群で有意に低値だった。n = 6 

結果は四分位数及び最大値、最小値で表した。* P < 0.05 

ACR; albumin creatinine ratio   
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図 10. 腎炎に対する PEPITEM の効果の組織学的検討 

a. HE 染色において間質や血管周囲への炎症性細胞浸潤は PEPITEM 群におい 

て少なかった。PAS 染色において糸球体のメサンギウム基質の増生は軽減して

いた。 

b,c. 糸球体あたりの CD3 陽性細胞数は PEPITEM 群で有意に低値だった。 

b,d  間質の強拡大像における F4/80 陽性細胞数は PEPITEM 群で有意に低値だ 

った。 

b,e  糸球体あたりの Ki-67 陽性細胞数は PEPITEM 群で有意に低値だった。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm、各群 n = 6。 
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図 11. 糸球体における IgG 及び C3 沈着に対する PEPITEM の効果の検討 

a. FITC 標識した IgG 及び C3 の免疫蛍光染色像。 

b. a の蛍光強度を 0~3+で評価した。IgG、C3 共に PEPITEM 群で蛍光強度は 

有意に低値だった。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、bar = 40μm、各群 n = 6。 
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図 12. ポドサイトに対する PEPITEM の効果の組織学的検討 

a,b  糸球体あたりの WT1 陽性細胞数は PEPITEM 群で有意に高値だった。 

c,d  糸球体あたりのネフリンの相対蛍光強度は PEPITEM群で有意に高値だっ

た。 

e  パラフィン切片を用いた電子顕微鏡での糸球体の観察。ポドサイトの 

effacement が vehicle 群で目立った。 

結果は平均値±標準偏差で表した。* P < 0.05、a, cのbar = 40μm、eはbar = 200nm。

各群 n = 6。 
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図 13. 腎臓における cadherin (CDH)15 発現の組織学的検討 

a. 4 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓の細動脈の平滑筋細胞に陽性像が得ら 

れた (矢印)。円の内側が糸球体。 

b. 4 週齢の MRL/lpr マウスの小葉間動脈の平滑筋細胞に陽性像 

が得られた (矢印)。 

c. 22 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓の細動脈の平滑筋細胞 (矢印)と血管内 

皮細胞 (矢頭)に陽性像が得られた。円の内側が糸球体。 

d. 22 週齢の MRL/lpr マウスの小葉間動脈の平滑筋細胞 (矢印)と血 

管内皮細胞 (矢頭)に陽性像が得られた。 

e. 22 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓に対して免疫電顕を行った。検出には直径 

10nm の金コロイドを使用した。糸球体毛細血管の内皮細胞の血管腔側に金コ 

ロイドを認めた。 

f. 22 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓に対して免疫電顕を行った。検出には直径 

10nm の金コロイドを使用した。小葉間動脈の内皮細胞の血管腔側に金コロイ 

ドを認めた。 

g. 2 匹のマウスから磁気ビーズ法にて単離した糸球体をプールして抽出し 

た蛋白質を用いて Western blotting を行った。CDH15:89KDa。内因性コントロ

ールには β-actin を使用した。各群 n = 2。 

h. g で使用したマウスの腎臓における αSMA の発現の検討。酵素抗体法を用 

いて検出した。血管平滑筋細胞には陽性(茶)だったが、糸球体(円の内側)に陽

性像は認めなかった。 

bar = 40μm 
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図 14.  皮膚、腹膜における CDH15 の発現に対する組織学的検討 

a. 22 週齢の MRL/lpr マウスの皮膚に対する CD31(緑)の免疫蛍光染色。 

b. 22 週齢の MRL/lpr マウスの皮膚に対する CDH15(赤)の免疫蛍光染色。 

c. a,b の画像を merge させたところ、CD31 と CDH15 は共局在(矢印)を示し

た。血管内皮細胞に CDH15 が発現していることが確認された。 

d. 22 週齢の MRL/lpr マウスの腹膜に対し CD31(緑)の免疫蛍光染色を行った。 

e. 22週齢のMRL/lprマウスの腹膜に対しCDH15(赤)の免疫蛍光染色を行った。 

f. d,eの画像をmergeさせたところ、CD31とCDH15は共局在(矢印)を示した。 

g. 矢頭は平滑筋の CDH15 を示している。血管内皮細胞に CDH15 が発現して

いることが確認された。 
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図 15.  PEPITEM 結合部位探索のための標識 PEPITEM を用いた組織学的検討 

a. 4 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓の細動脈の平滑筋細胞に陽性像が得ら 

れた (矢印)。糸球体は陰性だった。円の内側が糸球体。 

b. 4 週齢の MRL/lpr マウスの小葉間動脈の平滑筋細胞に陽性像が得られた  

(矢印)。 

c. 4週齢のMRL/lprマウスにおいて標識PEPITEMを省略した染色を陰性対照 

とした。非特異的陽性像は認めなかった。 

d. 22週齢のMRL/lprマウスの腎臓の細動脈及び糸球体に陽性像 (茶色)が得ら 

れた。円の内側が糸球体。 

e. d の拡大像。血管平滑筋細胞 (矢印)と血管内皮細胞 (矢頭)に陽性像が得ら 

れた。 

f.  22 週齢の MRL/lpr マウスの腎臓の小葉間動脈の平滑筋細胞 (矢印)と血 

管内皮細胞 (矢頭)に陽性像が得られた。 
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図 16. 外因性に投与した PEPITEM の、腎臓糸球体における作用機序の仮説 

①PEPITEM は CDH15 を受容体として糸球体毛細血管内皮細胞に作用する。 

②内皮細胞から S1P が分泌される。 

③S1P receptor を発現した T リンパ球に作用して、血管外への T リンパ球遊走

を抑える。 

peptide inhibitor of trans-endothelial migration; PEPITEM 

cadherin 15; CDH15 

sphingosine 1 phosphate; S1P 
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【第 5 章の結果】 

図 17. ポドサイトにおける c-mip の作用機序 

WASP; wiskott Aldrich syndrome protein 

c-maf inducing protein; c-mip 

 

c-mip は Fyn のリン酸化阻害を介してネフリンの生存シグナルを阻害する。 

その結果スリット膜の破綻とポドサイトにおけるアクチン細胞骨格の破綻 

が起きて蛋白尿が惹起される。 

 

 

Semin Immunopathol.2014;36(4):421-9 より改編 
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図 18. MRL/lpr マウスの腎臓における c-mip の発現状態の組織学的検討 

ISH; in situ hybridization 

IHC; immunohistochemistry 

a. ISH ではポドサイトに陽性像を認めた。 

b. ISH では間質に浸潤したリンパ球の一部にも陽性像を認めた。 

c. sense probe では非特異的結合は認めなかった。 

d. IHC では 22 週齢の MRL/lpr マウスのポドサイトに陽性像を認めた。 

e. IHCでは22週齢のMRL/lprマウスの浸潤リンパ球の一部に陽性像を認めた。 

f. IHC では 4 週齢の MRL/lpr マウスの糸球体に陽性像は認められなかった。 

bar = 40μm、各群 n = 4。 

 

a b c 

d e f 
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a                     b 

 

 

 

 

 

 

 

図 19. MRL/lpr マウスにおけるネフリン及びリン酸化ネフリン Y1217の検討 

a. パラフィン切片を用いたネフリン及びリン酸化ネフリン Y1217の免疫蛍光染 

色。22 週齢の MRL/+マウスの糸球体にはネフリン及びリン酸化ネフリン Y1217

が係蹄に沿って diffuse に発現を認めた。一方 22 週齢の MRL/lpr マウスの糸球

体のネフリンの発現は係蹄に沿って断片的に発現していた。リン酸化ネフリン

Y1217の発現は認めなかった。 

bar = 40μm、各群 n = 4。 

b. 2 匹分のマウスから磁気ビーズ法にて単離した糸球体をプールして、抽出 

した蛋白質を用いて Western blotting を行った。MRL/+ は n = 2、MRL/lpr は n = 

3。MRL/+マウスではリン酸化ネフリン Y1217のバンドを認めたが、MRL/lpr マ

ウスでは認めなかった。 

 

            

MRL/lpr  

 

nephrin 

p-nephrinY1217 

MRL/+ MRL/lpr 

MRL/lpr MRL/+ 

p-nephrinY1217 

nephrin 
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a                     b 

 

図 20. VPA 群及び PEPITEM 群の腎臓における c-mip 発現の組織学的検討 

a. VPA 群の糸球体に陽性像は認めなかった。 

b. PEPITEM 群の糸球体に陽性像は認めなかった。 

bar = 40μm、各群 n = 4。 
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a                  b 

図 21. VPA 及び PEPITEM による c-mip 減弱の機序の仮説 

a.  

1.炎症病態によるポドサイト傷害が WT1 発現低下につながる。 

2.その結果 c-mip の転写抑制が解除され c-mip 発現が上昇する。 

3.Fyn のリン酸化阻害を介したネフリンの発現低下が起こる。 

 

b.  

1.VPA及びPEPITEMによる炎症細胞浸潤の抑制がポドサイト保護につながる。 

2.その結果 WT1 の発現は保たれ c-mip の転写は抑制された状態になる。 

3.ネフリンの発現が保たれる。 
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表 1. 第 1 章で使用した抗体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

抗体 動物種 製造元 

CD45 rat, monoclonal 30F-11, BD Bioscinces Pharmingen, Sandiego, CA 

CD3e 
rat, monoclonal 

17A2, Biolegend, Sandiego, CA 

CD4 
rat, monoclonal 

RM4-5, Biolegend 

CD8 
rat, monoclonal 

53-6.7, Biolegend 
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抗体 動物種 製造元 

CD3e Goat Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA 

F4/80 Rabbit Santa Cruz 

nephrin guineapig PROGEN Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germany 

WT1 rabbit Santa Cruz 

FITC-IgG goat MP Biomedicals, Santa Ana, CA 

H3 acetyl K9 rabbit Abcam, Cambridge, UK 

 

表 2. 第 2 章で使用した抗体 
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表 3. 血清生化学及び尿蛋白 

P < 0.05 vs. vehicle 
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表 4. 第 4 章で使用した抗体 

 

抗体 動物種 製造元 

CD45 rat, monoclonal 30F-11, BD Bioscinces Pharmingen 

CD3e 
rat, monoclonal 

17A2, Biolegend 

CD4 
rat, monoclonal 

RM4-5, Biolegend 

CD8 
rat, monoclonal 

53-6.7, Biolegend 

CD3e 
Goat 

Santa Cruz Biotechnology 

F4/80 
rabbit 

Santa Cruz Biotechnology 

Ki-67 
rat 

DAKO Agilent Technology, Santa Clara, CA 

CDH15 
rabbit 

Cusabio Biotech, Newark, DE 

Nephrin 
guineapig 

PROGEN Biotechnik GmbH 

WT1 
rabbit 

Santa Cruz Biotechnology 

CD31 
rat 

ER-MP12, Acris, Herfold, Germany 

FITC-IgG 
goat 

MP Biomedicals 

FITC-C3 
goat 

MP Biomedicals 

HRP-αSMA 
mouse 

1A4, DAKO 

HRP-βactin 
goat 

Santa Cruz Biotechnology 
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表 5. 血清生化学所見  
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表 6. 第 5 章で使用した抗体 

 

 

 

 

 

 

抗体 動物種 製造元 

c-mip rabbit Proteintech Group, Chicago, IL 

nephrin guineapig PROGEN  

p-nephrin
Y1217

 
rabbit, monoclonal 

Abcam 

HRP-βactin 
goat 

Santa Cruz Biotechnology 


