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原　著

尿細管上皮細胞における

Connective Tissue Growth Factor （Connective Tissue Growth Factor （Connective Tissue Growth Factor CTGF）発現の検討

小林　竜也

Expression of Connective Tissue Growth Factor in Renal Tubular Epithelial Cells
Tatsuya Kobayashi (Department of Nephrology, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma -gun, Saitama 
350 -0495, Japan)

Background/Purpose: Connective tissue growth factor (CTGF) is a member of CCN family which mediates 
profibrotic effects of transforming growth factor -β1 (TGF-β1), promoting fibroblast proliferation and extracellular 
matrix (ECM) production. CTGF has been presumed to involve in a variety of organ fibrogenesis. In the kidney at 
health and a disease, by using in situ hybridization glomerular parietal and visceral epithelial cells, mesangial cells, 
and interstitial fibroblasts were shown to express CTGF. Recently, tubular epithelial cells have been also revealed 
to express CTGF especially in diabetic nephropathy. Therefore, in this study, I evaluated CTGF protein expression 
in the tubular epithelium of renal biopsy specimens by immunohistochemistry, and the expression regulation 
and the role of CTGF in the cultured tubular epithelial cells (mPTEC). Methods: Using an anti -CTGF antibody, 
I performed catalyzed signal amplification immunohistochemistry on renal biopsy specimens from patients with 
minimal change nephrotic syndrome (MCNS), diffuse proliferative lupus nephritis (DPLN), IgA nephropathy 
(IgAN), and diabetic nephropathy (DN). Using mPTEC cultured in monolayer and co - culture with renal fibroblasts 
(TFB), whether a given humoral factor could induce CTGF mRNA expression and whether CTGF derived from 
mPTEC could stimulate TFB to produce type I collagen were tested. The expression of mRNA and type I collagen 
were determined by ribonuclease protection assay and indirect enzyme - linked immunosorbent assay, respectively. 
Results: Significant CTGF expression in the tubular epithelium was found in parallel to the interstitial fibrosis 
in DN samples. In addition, it was revealed that glucocorticoid (GC) therapy resulted in significant induction of 
tubular CTGF expression in MCNS and DPLN. Among profibrotic growth factors and proinflammatory cytokines 
employed, only TGF-β1 could induce CTGF mRNA expression in mPTEC in time -  and dose -dependent fashion. 
D -glucose and dexamethasone could also induce CTGF expression in mPTEC. CTGF derived from mPTEC by 
TGF-β1 and d -glucose could subsequently induce type I collagen production in TFB. Conclusion: Renal tubular 
epithelial cells can express CTGF in vivo and in vitro, which is likely involved in renal fibrogenesis at least in DN 
and other diseases undergoing GC therapy. 
Keywords: connective tissue growth factor (CTGF), tubular epithelial cells, transforming growth factor -β(TGF-
β), d -glucose, glucocorticoid (GC) 
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緒　言

　あらゆる腎疾患の末期腎不全に至る過程において
認められる腎間質線維化病変は，糸球体障害と比較し
て腎機能予後とより有意に相関することが明らかに

されている 1 -3)．そのため，腎間質線維化の進行阻止が
末期腎不全への進行抑制につながる可能性が示され，
腎間質線維化に関する研究が盛んに行われるように
なった．正常腎の間質において細胞外基質は産生と
分解が保たれ，生理的な構築を保持し，周辺細胞の
分化・接着・増殖に関与しているが，病的状態ではそ
の代謝バランスが崩れて細胞外基質の蓄積が起こり，
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腎間質線維化が生じるとされる 1, 3, 4)．その典型的病
理組織所見は，間質への単核球浸潤・障害尿細管の
萎縮・周囲の線維芽細胞による細胞外基質産生の亢進
である．腎間質線維化の進行において，中心的役割を
果たす 増殖因子 として transforming growth factor -β
（TGF-（TGF-（ β）が報告されている 1, 3, 5)．TGF-βは多様な作
用を持つ増殖因子で，腎においてメサンギウム細胞，
尿細管上皮細胞，線維芽細胞などから分泌され，パラ
クリン／オートクリン的に作用して標的細胞の細胞外
基質蛋白合成を促進する．
　近年われわれのグループでは，一群の線維化関連
分子の中で TGF-βの線維化促進作用を仲介している
connective tissue growth factor （CTGF）6 -8) に着目し，
検討を進めている．CTGFは 349個のアミノ酸よりな
る 36～ 38kDのペプチドであり，近年多数の類似する
分子が登録されている CTGF/fisp12, cyr61, nov（CCN）
ファミリーの一員である．ヒト CTGFは 1991年にヒ
ト臍帯静脈内皮細胞の cDNAライブラリーより9)，また
マウス CTGF （fisp12）は 1988年にマウス胎児線維芽
細胞 NIH3T3の cDNAライブラリーよりクローニン
グされ10)，94％の homologyが認められている．CTGF
発現は各種線維芽細胞，血管内皮細胞／平滑筋細胞，
軟骨細胞，腫瘍細胞に認められ，それぞれにおいてパ
ラクリン／オートクリンとして固有の作用 ; 増殖促進
／アポトーシス誘導，遊走，細胞外基質産生，血管新
生作用を呈する6 -8)．各細胞に共通する強力な CTGF発
現誘導因子は前述した TGF-β1であり，その他の増
殖因子にはほとんど発現誘導作用は認められない 11)．
CTGFは線維芽細胞に対しては増殖促進および細胞外
基質蛋白（コラーゲン，フィブロネクチン）産生促進
作用を有しており，TGF-β1による線維芽細胞に対
するこれらの作用が抗 CTGF中和抗体により抑制され
ることより，TGF-β1によって誘導される CTGFが
線維芽細胞に対する作用を仲介していると推定されて
いる12, 13)．

CTGFは生体の様々な臓器 ; 心臓，脳，胎盤，肺，
肝臓，筋肉，膵臓，腎臓において発現が認められるが，
もっとも多く発現しているのは腎臓である6 -8)．正常腎
では podocyte, Bowman嚢上皮細胞，一部の血管内
皮細胞と間質細胞に発現が認められる．ヒト IgA腎
症（IgAN），半月体形成性糸球体腎炎，ループス腎炎，
膜性増殖性糸球体腎炎およびモデル動物の腎炎組織に
おいて，糸球体病変では半月体やメサンギウム増殖性
病変，間質病変では尿細管周囲および糸球体周囲間質
細胞に CTGF発現が報告されており，細胞外基質蛋
白産生と蓄積に関与していると考えられている14, 15)．
ヒト糖尿病性腎症（DN）に関しても，in vitroでブド
ウ糖刺激によりメサンギウム細胞における CTGF産
生が亢進し，また糖尿病モデル動物の糸球体において
も CTGF産生亢進が認められ，糖尿病性糸球体硬化

への CTGFの関与が推定されている16, 17)．DNではさ
らに尿細管上皮細胞にも CTGF mRNA発現が報告さ
れている14, 18)．現在までの CTGF発現の局在に関する
検討ではほとんどが in situ hybridization法を用いて
おり14, 18)，蛋白レベルでの発現の裏付けがなく免疫組
織化学による検討が必要である．今回，尿細管上皮細
胞における CTGF発現に関する知見をさらに発展さ
せるため，ヒト腎生検組織を用いて腎間質病変におけ
る尿細管上皮細胞の CTGF発現を高感度免疫組織化
学を用いて検討し，また培養近位尿細管上皮細胞を用
いて上皮細胞におけるその発現制御因子を検討する．

対象と方法

対象：1990年から 2001年に当院および関連施設で腎
生検を行った微少変化型ネフローゼ症候群（MCNS）
10例，びまん性増殖型ループス腎炎（DPLN）10例，
IgAN10例，DN5例を対象とし，これらの腎生検組織
を用いた（Table 1（Table 1（ ）．それぞれの疾患は，臨床所見と
腎生検組織の光学顕微鏡および免疫蛍光抗体法所見に
よって診断した．MCNSは最終的な糖質コルチコイ
ド（GC）有効性を参考に診断し，GC投与開始後（プレ
ドニゾロン 1 mg/kg -wt/日）の症例も含めた．DPLN
患者はアメリカリウマチ協会の診断基準を充たす全身
性エリテマトーデス（SLE）患者で，腎生検組織でびま
ん性増殖型糸球体腎炎を呈し，GC治療中（プレドニ
ゾロン 1 mg/kg -wt/日）の症例も含めた．また IgAN
の診断では，SLE，肝疾患，Schoenlein -Henoch紫斑
病は除外した．各患者の臨床／病理パラメーターを
Table 1に示した．MCNSと DPLNでは GC治療群と
未治療群の群間比較も検討した．

組織病理：ホルマリン固定腎生検組織のパラフィン
ブロックより 4μm厚の切片を作成し，hematoxylin -
eosin染色および Masson’s trichrome（MT）染色をMT）染色をMT
行い病理診断に供した．MT染色上の線維化病巣の
評価は 200倍率下で無作為に選択した視野において
行った．その際，視野に含まれる糸球体および脈管
系は substraction処理した．顕微鏡画像をコンピュー
ターに取り込み，画像処理ソフト（Mac SCOPE, Ver. 
2.5, Mitani Corp., Fukui, Japan）を用い定量化し19)，陽性
画像領域（％）で表した（Fig. 1 g, h, & Table 1）．　

免疫染色： CTGFの免疫染色のためにパラフィン切
片をキシレン処理で脱パラフィンし（5分間 3回），
エタノール（EtOH）処理による親水化（100％ EtOH 5
分間 3回，75％ EtOH 10分間 1回，distilled water 5分
間 3回，Phosphate -buffered saline （PBS）5分間）を
行った．その後，抗原活性化のためクエン酸緩衝液
中（10 mM sodium citrate buffer pH 6.0）でマイクロ
ウエーブ煮沸した（600 W 10分間 3回）．以下の行
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程は Biotin Blocking Systemキットおよび Catalyzed 
Signal Amplification （CSA） System Peroxidase
キット（DAKO, Carpinteria, CA, USA）を用いて行っDAKO, Carpinteria, CA, USA）を用いて行っDAKO, Carpinteria, CA, USA
た．また洗浄には TBST液（0.05 M Tris -HCl pH 7.6, 
0.3 M NaCl, 0.1％ Tween 20) を用いた．内因性ビ
オチン阻害のためアビジンおよびビオチン処理を
それぞれ 15分間行った．その後，内因性ペルオキ
シダーゼ阻害のために H2O2処置を室温で 5分間，
また非特異的染色を予防するため PROTEIN BLOCK
液による prehybridizationを室温で 1時間行った．
その後，一次抗体として岡山大学歯学部滝川正春教
授から御供与頂いた抗マウス CTGFウサギ血清を
使用し20)，室温で 1時間反応させ洗浄した後（10分間
3回），二次抗体にビオチン化抗ウサギ IgGヤギポリ
クローナル抗体（American Qualex, San Clement, CA, 
USA）を用い室温でUSA）を用い室温でUSA 1時間反応させた．洗浄後（10分
間 3 回），STREPTAVIDIN -BIOTIN COMPLEX液，
AMPLIFICATION REAGENT液，STREPTAVIDIN -
PEROXIDASE液を用いたシグナル増幅を洗浄過程を
挟んでそれぞれ室温で 15分間行った．最終洗浄後，

diaminobenzidine （DAB）と H2O2を加えた Substrate -
Chromogen Solutionによる発色反応を必要時間（30
秒～ 5分）行った．陰性コントロールには一次抗体の
代わりに非免疫ウサギ血清を使用した．疑陽性シグナ
ルを極力排除するため，対応する陰性コントロール組
織切片において非特異的なシグナルを認めた際はその
染色検体を廃棄し，新たな切片にて再度 CSA法を施
行した．

培養細胞：マウス近位尿細管上皮細胞（mPTEC）は，
田辺製薬（株）創薬研究所菅谷健博士より，マウス腎
間質線維芽細胞（TFB間質線維芽細胞（TFB間質線維芽細胞（ ）は，当教室の岡田浩一講師よ
り御供与頂いた21, 22)．共に，Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium （D-MEM），10％ fetal calf serum （FCS），100 
U/ml penicillin，100μg/ml streptomycin で継代維持し，
実験に用いた．各処置前の resting mediumには，0.5％
FCS D-MEMを用いた．なお，mPTECおよび TFBに
はそれぞれ 1型コラーゲンおよび CTGF産生能が認め
られないことが，当研究室における pilot studyにより
明らかとされている21)．

Table 1. Table 1. Clinical and pathological parameters of patients at biopsy

n.c., not checked; n.d., not detected; PSL, administered prednisolone; Glo, glomerulus; TubInt, tubulointerstitium; Epi, 
glomerular epithelium; Mes, mesangium cell; Tub, tubular epithelium; Int, interstitial cells; (＋), faint; (＋＋), moderate; (＋＋
＋), strong. *presented cases
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m P T E C単層培養系：6 -w e l l  p l a t eにm P T E Cを
15000 個/cm2の濃度で播種し，24時間後に resting 
mediumへ交換の後，48時間 resting したものを単
層培養系として実験に供した．使用した増殖因子／
サイトカインは，recombinant human CTGF （rhCTGF）rhCTGF）rhCTGF
は岡山大学歯学部滝川正春教授から御供与頂き 20)，
その他recombinant human TGF -β1（rhTGF -β1），
recombinant human HGF（rhHGF），recombinant human 
EGF（rhEGF），recombinant human FGF-2 （rhFGF-2），
recombinant mouse IL -1β（rmIL -1β），recombinant 
rat PDGF-BB（rrPDGF），recombinant mouse TNF-α
（rmTNF-α）はすべて R&D Systems （Minneapolis, MN, 
USA）より購入した．また USA）より購入した．また USA dexamethasone （DEX）およ
び d-glucose （GLC）は Sigma （St. Louis, MO, USA）よりSt. Louis, MO, USA）よりSt. Louis, MO, USA
購入し使用した．TGF-β1に関しては，反応時間およ
び投与濃度を変化させ，その他の液性因子（rhCTGF, 
rrPDGF, rhEGF, rhFGF, rhHGF, rmIL -1β, rmTNF -
α）については一定の刺激時間として投与濃度を変化
させ，また GLCに関しては anti -TGF-β中和抗体（IgG, 
50μg/ml）（Genzyme, Cambridge, MA, USA）を添加しGenzyme, Cambridge, MA, USA）を添加しGenzyme, Cambridge, MA, USA
た検討も加えた．RNA抽出は以下に示す方法で行った．

mPTEC / TFB共培養系：6 -well plate に TFB を
15000 個 /cm2 の濃度で播種し，また 0.4μm pore 
size の culture inser t （FALCON CELL CULTURE 
INSERTS, BECTON DICKINSON, Franklin Lakes, NJ, 
USA）にUSA）にUSA mPTECを 30000個 /cm2 の濃度で播種し，
24 時間後に上記の TFB の 6 -well plate に重層し，
同時に resting mediumに交換の後，48時間 resting
したものを PTEC/TFB共培養系として実験に供した．
GLC 100 mM，GLC 100 mM＋anti -TGF-βあるいは
GLC 100 mM＋anti -TGF-β＋anti -CTGFを添加した
resting medium，および DEX 1000nMあるいは DEX 
1000nM＋anti -CTGFを添加した resting mediumに交
換の後，48時間後に培養上清を用いて以下の方法で 1
型コラーゲン産生量を定量した．細胞数はトリプシン
-EDTA処理による浮遊後，hemocytometer を用いて
測定した．

Ribonuclease protection assay (RPA)Ribonuclease protection assay (RPA): 培養細胞
から TRIzol （GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA）GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA）GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA を
用いて total RNAを抽出し，試料とした．cRNA probe 
合成に用いた templateを以下に示す．Glyceraldehyde -
3 -phosphate dehydrogenase（GAPDH）（114 bp, 673 
to 787 corresponding to rat GAPDH）は 新 潟 大 学 腎
研究施設構造病理学分野 山本格教授から御供与頂
いた．CTGF （202 bp, 731 to 932 corresponding to mouse 
CTGF）は 当 教 室 でCTGF）は 当 教 室 でCTGF reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction（RT-PCR）にて取得した．RT-PCR）にて取得した．RT-PCR 32P -UTP label
した cRNA probeと 10μgの total RNAを 45℃，16時

間 hybridizationの後，ribonuclease A （1.2μg/ml）お
よび ribonuclease T1 （120 U/ml）で 30℃，60分処理
した．Proteinase K（ 0.45μg/ml） 37℃， 60分処理に
て ribonucleaseを不活化し，EtOH 沈殿にて精製後，
6％の acrylamide変性ゲルを用いて protected -band 
を分離した．－ 80℃ で 3時間から 5日間または室温
8～ 24時間にて autoradiography の後，フィルムを透
過型 scanner （GT-9600, EPSON, Nagano, Japan）で取
り 込 み， 各 protected -band を NIH image （Ver.1.62, 
NIH Division of Computer Research and Technology, 
Bethesda, MD, USA）を用いて定量した．各Bethesda, MD, USA）を用いて定量した．各Bethesda, MD, USA mRNA
量は，GAPDHとの比で標準化した．

Indirect enzyme - linked immunosorbent assay Indirect enzyme - linked immunosorbent assay 
(ELISA)(ELISA): 培養上清を ELISA用 96 -well plate （Nunc -
Immuno Plate, Nalge Nunc International, Rochester, 
NY, USA）に各NY, USA）に各NY, USA 200μl分注し，37℃，60分間 incubate
して可溶性蛋白の coating を行った．Coating 後，
洗浄液（0.15 M NaCl, 0.05％ Tween 20) にて 5 回洗
浄後，ブロッキング液（10％スキムミルク，0.1％
Tween 20，0.05％アジ化ナトリウム）で室温にて 60分
間 preincubateした．その後，抗ラット 1型コラー
ゲンウサギポリクローナル抗体（1:3000; Chemicon, 
Temecula, CA, USA）を加え室温でTemecula, CA, USA）を加え室温でTemecula, CA, USA 30分間反応後，5回
洗浄し，alkaline phosphatase化抗ウサギ IgGヤギポ
リクローナル抗体（1:3000; Sigma）にて室温で 30分間
反応させた．再度 5回洗浄後，disodium p -nitrophenyl 
phosphate （Sigma）を加え発色させ，吸光度計（405 
nm）で計測した．1型コラーゲン総産生量を細胞数で
除し，一細胞あたりの 1型コラーゲン産生量を算出
した．また検量線作成のため，精製ラット 1型コラー
ゲン（Sigma）を陽性コントロールとして用いた．

統計処理：各 mRNAおよび 1型コラーゲンの発現量
に関しては，計算には Stat View （Macintosh Version 
1.03, Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA）を使用し1.03, Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA）を使用し1.03, Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA
て ANOVA を行い，検定は Bonferroni/Dunn 法を
用いて，またノンパラメトリックなパラメーターの群
間比較にはWilcoxonテストを用いた．CTGF発現と
その他のパラメーターと相関解析には一次回帰分析を
行った．p＜0.05を統計学的有意と見なした．本文中
のデータはmean±SDで表わした．

結　果

ヒト腎生検組織における CTGF蛋白の局在（超高感度
免疫組織化学による検討）（Table 1.免疫組織化学による検討）（Table 1.免疫組織化学による検討）（ ）

1）微少変化型ネフローゼ症候群（MCNS:10例）
a）未治療群（7例）

MCNSの腎生検組織では，未治療の全例において

免疫組織化学による検討）（
ヒト腎生検組織における 蛋白の局在（超高感度
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有意な CTGF蛋白発現は認められなかった（Fig. 1a）．
正常な腎組織において定常的に発現が認められる
podocyte, Bowman嚢上皮細胞にも発現は認められず，
上皮細胞の病的状態が示唆された．
b）糖質コルチコイド（GC）投与群（3例）
　プレドニゾロン投与中の患者は，すべて効果発
現以前の蛋白尿強陽性状態での腎生検組織である．
Podocyte, Bowman 嚢上皮細胞における CTGF 発
現が回復しており，GC療法の効果と考えられた
（Fig. 1b）．一部の近位もしくは遠位尿細管上皮細胞に
CTGF発現が認められたが，明らかな尿細管周囲の線
維化は伴っていなかった（Table 1維化は伴っていなかった（Table 1維化は伴っていなかった（ ）．
　各群内での検討では，各パラメーター間に有意な相
関は認めなかった．また両群間の比較では，podocyte, 
Bowman嚢上皮細胞および近位もしくは遠位尿細管
上皮細胞における CTGF発現頻度に有意差を認めた
（p＜0.05）．

2）びまん性増殖型ループス腎炎（DPLN:10例）
a）未治療群（5例）
　糸球体増殖性病変において著明な糸球体上皮細胞お
よびメサンギウム細胞の CTGF陽性所見が認められた
（Fig. 1c）．しかし，ごく少数の近位もしくは遠位尿細管
上皮細胞にのみ CTGFが認められるのみであった．
b）糖質コルチコイド投与群（5例）
　未治療群と同様に，糸球体増殖性病変の podocyte, 
Bowman嚢上皮細胞およびメサンギウム細胞に CTGF
陽性を認め，また広範な近位および遠位尿細管上皮細
胞に CTGFが強陽性であった（Fig. 1d）．また尿細管
周囲間質細胞にも CTGF発現を認めた．
　各群内での検討では，各パラメーター間に有意な相
関は認めなかった．また両群間の比較では，近位もし
くは遠位尿細管上皮細胞における CTGF発現頻度と
fibrotic areaに有意差を認めた（p＜0.05）．全症例の検
討では尿細管上皮における CTGF発現と fibrotic area 
との間で正の相関を認めた（Fig. 2a）．

3） IgA腎症（IgAN:10例）
Podocyte, Bowman嚢上皮細胞において CTGF発現

が認められたが，メサンギウム増殖性病変に一致した
発現は認めなかった（Fig. 1e）．近位および遠位尿細管
上皮細胞，またその周囲の間質細胞において CTGF発
現が散見された．

IgAN症例内の検討では各パラメーター間に有意な
相関は認めなかった．

4）糖尿病性腎症（DN:5例）
　著明な糸球体硬化病変，尿細管基底膜肥厚～周
囲間質線維化病変に一致して，podocyte, Bowman
嚢上皮細胞，メサンギウム細胞，近位および遠位

尿細管上皮細胞，間質細胞に高度な CTGF発現を
認めた（Fig. 1f）．Fig. 1f）．Fig. 1f

DN症例内の検討では生検症例数が少なく，各パラ
メーター間に有意な相関は認めなかったが，近位お
よび遠位尿細管上皮細胞における CTGF発現程度と
fibrotic area の間に正の関係が示唆された（Fig. 2b）．

培養尿細管上皮細胞における CTGF mRNA発現
（mPTEC単層培養による検討）

1）増殖因子
Fig. 3に示すように，近位尿細管上皮細胞 mPTEC

による CTGF mRNA発現は TGF-β1刺激により容量
依存性（0.3～ 30ng/ml）に誘導され，またそのピーク
は刺激後 3～ 6時間で認められた．この結果から以後
の検討においては至適刺激時間を 3時間とした．腎間
質線維化に関与すると考えられるその他の増殖因子 ; 
rrPDGF，rhEGF，rhFGF-2，rhHGFそして rhCTGF自
身の刺激では，有意な CTGF mRNA発現誘導は認め
られなかった（結果省略）．
2）サイトカイン
　代表的な炎症惹起性のサイトカインである rmTNF-α，
および rmIL -1βによる有意な CTGF mRNA発現誘導
は認められなかった（Fig.  4）．
3） d -Glucose  （GLC）

GLC濃度 30 mMまでの刺激では有意な CTGF 
mRNA発現は認められなかったが，100 mMにおいて
発現誘導が認められた（Fig. 5）．GLC 100 mM刺激に
よってmPTECにおいても他の培養細胞と同様に軽度
の TGF-β1発現が誘導されたが（結果省略），抗 TGF-
β中和抗体の同時投与によっても CTGF発現誘導は
抑制されず，合成／分泌された TGF-β1の間接的な
関与は否定的であった（Fig. 5）．
4） Dexamethasone  （DEX）DEX）DEX

DEX刺激により mPTECにおける CTGF mRNA発
現は濃度依存性（0.1～ 1000 nM）に誘導された（Fig. 6）．
DEX刺激により mPTECにおける TGF-β1発現は
抑制され（結果省略），TGF-β1の関与は否定的で
あった．

尿細管上皮細胞由来 CTGF蛋白による腎線維芽細胞
の 1型コラーゲン産生（mPTEC/TFB）共培養による
検討）

1） TGF-β1
rhTGF-β1 （3 ng/ml）をmPTECおよび TFBの共培

養系に投与すると，TFB単層培養に比較して有意な 1
型コラーゲン産生亢進が認められた（Fig. 7）．この効果
は抗 CTGF中和抗体により抑制され（Fig. 7），また TFB
には CTGF産生能が認められないことから，TGF-β1

培養尿細管上皮細胞における 発現

蛋白による腎線維芽細胞

検討）



42 小林　竜也

によって誘導された CTGFによる間接的な効果と考え
られた．
2） d -Glucose（GLC）

GLC刺激（100 mM）により共培養系において有意
な 1型コラーゲン産生亢進が認められ，この作用は抗
TGF-β中和抗体および抗 CTGF中和抗体によって抑
制された（Fig. 8）．このことから GLCはmPTECによ
る CTGF産生を介して，間接的にも TFBによる 1型
コラーゲン産生を亢進させうることが示された．
3） Dexamethasone（DEX）DEX）DEX

DEX刺激（1000 nM）は共培養系において 1型コラー
ゲン産生を亢進させる傾向が認められたが，有意差は
認められなかった（結果省略）．

考　察

　今回の検討では，正常のマウス腎由来の近位尿細管
上皮細胞に，TGF-β1, GLC および DEX刺激下にお
いて有意な CTGF産生能が認められた．また様々な
腎疾患の腎生検組織において，近位もしくは遠位尿細
管上皮細胞の CTGF発現が陽性となり，現在，解明さ

Fig. 1. Identification of CTGF protein expression in renal biopsy specimens by catalyzed signal amplification 
immunohistochemstry. ( a, b, c, d, e, f; DAB, x200. g, h; MT, x200) a. A typical case of untreated MCNS. No CTGF expression was 
observed even in the glomerular epithelial cells. b. Another case of MCNS treated with glucocorticoid. Tubular expression of 
CTGF was found, and CTGF expression by glomerular parietal and visceral epithelium was rescued. c. A typical case of untreated 
DPLN. CTGF expression was observed in the glomerular cells, but not in the tubular epithelial cells. d. Another case of DPLN 
treated with glucocorticoid. Significant tubular expression of CTGF was found. Some interstitial cells were also positive for 
CTGF(arrows). e. A typical case of IgAN. CTGF expression was occasionally observed in glomerular parietal and visceral epithelial 
cells and interstitial cells. f. A typical case of DN. Not only glomerular cells, but also tubular epithelial cells, interstitial cells (arrows) 
and vascular endothelial cells were revealed to express CTGF significantly. g,h. Quantitative analysis of histopathology by light -
microscopy. A target area was measured quantitatively by a computer -assisted image analyzer (MacSCOPE), which focused on the 
blue area of fibrosis(g), which then turned to green(h). The analyzer calculated the percentage of this green area (22%~).
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れていない複雑な病態に関与している可能性が示唆
された．Fig. 9にマウス CTGF遺伝子の 5’側上流域
に存在する主要な転写調節部位を示す（[gb:M70641]）．
Grotendorstらは CTGFの強力な発現誘導因子である
TGF-β1の作用部位として TGF-β Response Element 
（T（T（ βRE）を同定し，この TβREはまだ未同定の結合
蛋白を介して CTGF遺伝子転写を促進することを報
告している23)．TβREの塩基配列は CTGF遺伝子に特
異的であり，現在までのところマウスとヒトの CTGF

遺伝子にしか確認されていない 23)．一方，Leaskらのグ
ループは TβREが皮膚線維芽細胞における CTGFの
発現レベルに関与し，TGF-β1の誘発的な作用はリ
ン酸化 Smad3/Smad4の Smad binding element （SBE）
への結合によると報告している24)．実際，強皮症患者
の皮膚線維芽細胞では in vitroにおいても TβREを
介した定常状態での過剰な CTGF産生が認められ，
その病的形質の一因と推定されている 24, 25)．現在ま
でのところ，TGF-β1による CTGFの最大発現には

Fig. 2. Regression between fibrotic area and tubuler CTGF expression. a. Cases with DPLN. A significant correlation was 
observed between fibrotic area and tubuler CTGF expression. b. Cases with DN. Fibrotic area was likely correlated with tubuler 
CTGF expression. 

Fig. 3. Quantification of CTGF mRNA expression in mPTEC treated with a profibrotic growth factor, rhTGF-β1. Expression of 
CTGF mRNA in mPTEC was induced by 3 hr treatment with rhTGF-β1 in a dose -dependent fashion and achieved to the peak 
at 3ng/ml of rhTGF-β1 (a ). The peak expression of CTGF in mPTEC by rhTGF-β1 (3ng/ml) occurred after 3 to 6 hr (b). A 
representative blot (a, & b) selected from 3 separate experiments was shown, and the densitometric data here were obtained 
from these 3 blots.
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TβRE と SBE 双方が必要であると考えられている．
TGF-β1による CTGF遺伝子発現誘導は皮膚，肺，
腎臓，歯肉，および胎児由来の線維芽細胞，メサンギ
ウム細胞，毛細血管内皮細胞，血管平滑筋細胞，軟骨
細胞，膵臓癌細胞，乳癌細胞等に認められ6 -8)，今回の
検討より近位尿細管上皮細胞においても確認された．
前述のように腎臓においても TGF-β1は重要な線維
化関連増殖因子であり，DNでは TGF-β1の高発現が
認められ，糸球体硬化や尿細管基底膜肥厚～間質線維
化に関与している26, 27)．メサンギウム細胞，近位・遠位
尿細管上皮細胞および線維芽細胞においてブドウ糖お
よびアンギオテンシン II刺激は TGF-β1産生を誘導
することが in vitroにおいて確認されており，糖尿病
における高血糖や亢進したレニンアンギオテンシン系
（RAS）の作用により，腎臓において TGF-β1の高発現
が認められると考えられている26 -28)．近年，同様に DN
における CTGF発現の亢進が報告されている14, 18)．DN
における CTGF mRNAの発現部位は，糸球体細胞お
よび尿細管上皮細胞であり，今回の超高感度免疫組
織化学による蛋白レベルの発現部位に一致している．
培養メサンギウム細胞を用いた検討より，ブドウ糖刺
激は直接的に，また TGF-β1産生を介して間接的に
CTGF産生を誘導することが明らかとされており16, 17)，
近位尿細管上皮細胞においては TGF-β1に対する中
和抗体の効果が認められなかったことより，直接的

な作用がより重要と考えられる．ブドウ糖刺激による
TGF-β1遺伝子発現には，protein kinase C（PKC）活
性化を介した AP-1への c - Jun蛋白の結合が関与して
おり29)，CTGF遺伝子上流にも AP-1が存在しているこ
とから（Fig. 9），その発現誘導に AP-1が関連してい
る可能性がある．さらにメサンギウム細胞では TGF-
β1による誘発的な CTGF遺伝子発現および定常な
発現に Smad/SBEを介した経路とともに PKC/MAP 
kinaseを介した経路が重要であることが報告されて
おり30)，CTGF遺伝子発現における AP-1の重要性が示
唆される．今回の共培養系の検討より，近位尿細管上
皮細胞では TGF-β1およびブドウ糖刺激によりCTGF
遺伝子発現のみではなく，線維芽細胞に 1型コラーゲ
ン産生を誘導することができる活性体の CTGF蛋白
が合成／分泌されうることが明らかとなり，免疫組織
化学の結果も間質線維化と相関する傾向を示したこと
から，DNにおける尿細管上皮細胞の CTGF分子発現
は重要と考えられる．厳格な血糖コントロールと RAS
の強力な抑制によって DNの近位もしくは遠位尿細管
上皮細胞における CTGF発現が抑制されうるかは興
味深く，今後の検討を要する．
　糖質コルチコイド（GC）の効果については，DEX
の CTGF産生亢進作用がマウス胎児線維芽細胞
NIH3T3において報告されており31)，今回の検討では
同様の効果が近位尿細管上皮細胞においても認めら

Fig. 5. Quantification of CTGF mRNA expression in mPTEC 
treated with d -glucose (GLC). Expression of CTGF mRNA in 
mPTEC was significantly induced by 3 hr treatment with GLC 
in a dose -dependent fashion. A peak expression of CTGF was 
obtained by GLC at 100mM, which was not ameliorated by co -
administration with a neutralizing anti -TGF -β antibody. A 
representative blot selected from 3 separate experiments was 
shown, and the densitometric data here were obtained from 
these 3 blots.

Fig. 4. Quantification of CTGF mRNA expression in mPTEC 
treated with a proinflammator y cytokines, rmTNF -α. 
Expression of CTGF mRNA in mPTEC was not significantly 
induced by 3 hr treatment with rmTNF -α at various 
concentrations. A representative blot selected from 3 separate 
experiments was shown, and the densitometric data here 
were obtained from these 3 blots.
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れた．NIH3T3および近位尿細管上皮細胞の TGF-β
1産生は DEXにより抑制されることより，DEXの
CTGF産生亢進作用は Smad/SBE～ TβREを介さな
いものと考えられる．GCの普遍的な作用発現機序は，
細胞質中に浸透した GCが GCレセプター（GR）に
結合後，核内に移行して標的遺伝子の発現調節領域
に存在する Glucocorticoid Response Element（GRE）
に結合し，その転写活性を促進させるというもので
ある31, 32)．ヒトおよびマウスの CTGF遺伝子 5’上流域
には GREの基本配列は認められず，GCによる CTGF
遺伝子発現促進作用は GREを介さない機序によるも
のと考えられる．γフィブリノーゲン遺伝子は 5’側上
流域に Signal Transducer and Transcription Activator 3 
Response Element （Stat3RE）を有し，ラット肝細胞に
おいては Stat3と GC-GR複合体との相互作用で GC
によるγフィブリノーゲン遺伝子発現促進が認めら
れる 33)．また同様に乳腺細胞において Stat5と GC-GR
複合体がβカゼイン遺伝子 5’側上流域の Stat5REに
結合することで，Stat5単独での結合時に比べて有意
にβカゼイン遺伝子発現を亢進させる34)．Fig. 9に示す
ようにマウス CTGF遺伝子の 5’側上流域には Stat3RE
および Stat5REが存在し，これらを介した GCの作用
発現の可能性が示唆される．腎生検組織を用いた免疫
組織化学により，GC投与中のMCNSおよび DPLN
の症例において，非投与症例に比較して近位もしく

は遠位尿細管上皮細胞における CTGF発現の亢進が
認められた．ループス腎炎では TGF-β1発現が報告
されているが，今回の検討では GC非投与症例におい
ては近位および遠位尿細管上皮細胞における有意な
CTGF発現は認められず，同様に TGF-β1発現が認め
られる IgAN症例においても近位および遠位尿細管上
皮細胞における CTGF発現は認められなかった 35, 36)．
今回の近位尿細管上皮細胞を用いた in vitroの検討で
は炎症性サイトカインである TNF-αの CTGF発現に
対する効果は認められなかったが，線維芽細胞を用い
た検討では TGF-β1および DEXによる CTGF遺伝
子発現を TNF-αが抑制した 31, 37)．このことから in vivo
の腎炎組織においては炎症性サイトカインによって
CTGF発現が抑制されており，GCの抗炎症作用で炎
症性サイトカイン産生が低下することも GCによる
CTGF発現促進に関与している可能性がある．今回の
共培養系の検討では，近位尿細管上皮細胞では DEX
刺激により活性体の CTGF蛋白が合成／分泌されう
ることは明らかにできなかった．しかし，DPLNの免
疫組織化学の結果からは近位もしくは遠位尿細管上
皮細胞における CTGF発現と線維化に相関を認めた．
この相違の原因としては，in vitroの条件では DEXの
線維芽細胞への直接作用が強調されてコラーゲン産生
が抑制された可能性がある38, 39)．DPLN群のGC投与症
例における fibrotic areaの拡大傾向は単に重症度と比

Fig. 6. Quantification of CTGF mRNA expression in mPTEC 
treated with dexamethasone (DEX). Expression of CTGF 
mRNA in mPTEC was significantly induced by 3 hr treatment 
with DEX in a dose -dependent fashion. A representative blot 
selected from 3 separate experiments was shown, and the 
densitometric data here were obtained from these 3 blots.

Fig. 7. Quantification of type I collagen protein (COLI) 
production by TFB by 48 hr after stimulation with rhTGF-β1 
in monolayer and co - culture with mPTEC. rhTGF-β1 (3ng/
ml) induced COLI in TFB monolayers, and significantly more 
COLI in TFB co -cultured with mPTEC. Co -administration 
with a neutralizing anti -CTGF antibody significantly 
ameliorated COLI production by TFB in co - culture. The data 
shown here were obtained from 3 independent experiments.
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例した現象とも考えられるが，GC投与による近位も
しくは遠位尿細管上皮細胞における CTGF分子発現
が，DPLNにおいて腎間質線維化に関与した可能性は
否定できない．DPLNの治療に関してはサイクロフォ
スファミドを中心とする免疫抑制薬療法のプロトコー
ルが検討され，いずれも経口 GC単独療法に比較して
短期的な腎炎症状の抑制効果および長期的腎機能保護
効果に優れたものとなっている40)．この後者の理由と
しては，経口 GC単独療法による免疫抑制／抗炎症作
用では十分な腎炎の鎮静化もしくは再燃防止が得られ
ないため，腎臓の恒久的な組織変化を生じ慢性腎不全
へと進行するとされている．しかし今回の結果より，
GC投与による直接的な腎間質線維化の促進が関与し
ている可能性がある．また今回のMCNS症例は初発
例であり線維化は認められなったが，頻回再発型（GC

依存型）もしくは GC抵抗性の慢性化したMCNS症例
に認められる腎機能低下は，合併する巣状糸球体硬化
症によるものと説明されており41)，近年は近位尿細管
上皮細胞に対する長期間の尿蛋白負荷による腎間質線
維化促進の可能性が指摘されている42)．さらに今回の
結果より，長期 GC投与による直接的な腎間質線維化
の促進が関与している可能性も考えられる．ただし，
GC-GR複合体が AP-1への蛋白結合を抑制してその
転写促進作用を低下させるという報告もあり32)，また
前述のように細胞外基質産生に対する GCの作用も
多彩であるため 32, 43, 44)，in vivoの複雑な病態における
GCの CTGF産生／線維化促進作用に関しては今後も
検討が必要である．
　今回の検討で用いた CSA法は，フェノール誘導体
タイラミンのペルオキシダーゼによる酸化反応を応
用して抗原物質を超高感度に検出する方法として開
発された免疫組織化学法であり45)，間接法に比較して
500倍，ABC法に比べて 100倍程度の検出感度が得ら
れる．ホルマリン固定のパラフィン切片に残る微量
な CTGF蛋白が検出可能であったが，非特異的反応
の可能性を排除するため結果の判定には十分な配慮を
行った．CTGF蛋白発現の腎臓における局在に関して
は信頼性のおける結果であると思われるが，近位もし
くは遠位尿細管上皮細胞における CTGF発現がパラ
クリンとして病態生理学的に意味のある発現量である
かは明らかではない．そのため今後，何らかの CTGF
発現抑制によるモデル動物に対する修飾効果を検討す
る必要がある．In vitroの検討では，TNF-α，cAMP
および PGE2は線維芽細胞に対する CTGF産生抑制効
果が認められ12, 37, 46)，また in vivoの検討では PGI2投与
により強皮症患者の皮膚における CTGF産生低下が
報告されている47)．腎臓に関しては，Inoueらが in vitro
において HGFによる近位尿細管上皮細胞における
CTGF産生抑制効果を明らかにし22)，また TGF-β1
トランスジェニックマウス 5/6腎摘モデルを用いた検
討によって，間質線維化過程において近位尿細管上皮
細胞の CTGF産生が亢進し，HGF投与によってその
産生を減少させることで腎間質線維化が抑制されたこ
とより，近位腎尿細管上皮細胞における CTGF産生の

Fig. 8. Quantification of type I collagen protein (COLI) 
production by TFB by 48 hr after stimulation with d -glucose 
(GLC) in monolayer and co - culture with mPTEC. GLC 
(100mM) induced COLI in TFB monolayers, and significantly 
more COLI in TFB co -cultured with mPTEC. Neutralizing 
TGF -β1 slightly, and neutralizing both of TGF -β1 and 
CTGF significantly ameliorated COLI production by TFB 
in co - culture. The data shown here were obtained from 3 
independent experiments.

Fig. 9. Regulatory control elements in the gene promoter of murine CTGF (SBE: Smad binding element, TβRE: TGF -β
response element)
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病的意義が示された21)．TGF-βはその作用が線維化促
進のみならず，上皮細胞増殖抑制（癌化抑制）や免疫
系制御にも関与し 49, 50)，また TGF-β1ノックアウトマ
ウスが若年死することから51)，単純な作用抑制による
抗線維化治療への応用は困難と考えられている．今回
の検討より，正常な糸球体の podocyte, Bowman嚢上
皮細胞において発現されていた CTGFは微少変化群で
は消失しており，またステロイド投与により再出現し
ていることから，これら上皮細胞の正常な機能維持に
関与しているものと推定される．一方，尿細管上皮に
発現誘導される CTGFは線維化に関与するものと推定
され，TGF-βに代わる抗線維化治療の有望なターゲッ
ト分子と考えられる．多様な腎疾患において複数の細
胞が CTGF産生に関与していることが明らかとなり，
また現在までに各々の発現調節機構がかなり異なって
いることが示唆されている．今後の抗線維化治療法の
開発には，各細胞および各病態毎の特異的な CTGF発
現制御が重要であり，より詳細な分子レベルでの発現
調節機構の解析が必要と思われる．

まとめ

　尿細管上皮細胞における CTGF発現に関し，ヒト
腎生検組織を用いて近位および遠位尿細管上皮細胞
の CTGF蛋白発現を超高感度免疫組織化学を用いて
検討し，また培養近位尿細管上皮細胞を用いて CTGF 
mRNA発現制御因子について検討した．その結果，in 
vivo において糖尿病性腎症および糖質コルチコイド
投与患者の近位もしくは遠位尿細管上皮細胞におい
て CTGF蛋白発現が認められ，また in vitro において
TGF-β1，ブドウ糖，および糖質コルチコイド刺激に
よって近位尿細管上皮細胞の CTGF mRNA発現が確
認された．また，近位尿細管上皮細胞において CTGF
遺伝子発現のみでなく，線維芽細胞に対し I型コラー
ゲン産生を誘導する活性体の CTGF蛋白が合成／分
泌されることも明らかとなった．TGF-βに比較して，
尿細管上皮細胞において発現される CTGFはより特
異的な抗線維化治療のターゲット分子になりうると考
えられ，CTGF遺伝子発現制御機構の解明が望まれる．
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