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原　著

Transforming Growth Factor-beta (TGF-β) との拮抗作用による

Hepatocyte Growth Factor (HGF) の抗腎線維化作用の検討

井　上　　勉

Hepatocyte Growth Factor (HGF) Prevent Progression of Renal Interstitial Fibrosis via Its Counteraction 
Against Transforming Growth Factor-beta (TGF-β) in 5/6 Nephrectomized Mice
TSUTOMU INOUE (Department of Nephrology, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 
350-0495, Japan)

5/6 nephrectomy (Nx) causes a progressive form of chronic renal injury in rats. However, 5/6 Nx seldom induces 
severe renal injury in mice, and the reason remains unclear. Transforming growth factor-β(TGF-β) is known as 
a key cytokine involving in organ fibrosis. Connective tissue growth factor (CTGF) is an important downstream 
mediator of profibrotic activities of TGF-β. Hepatocyte growth factor (HGF) originally identified as a potent mitogen 
for hepatocyte has been shown to promote tubule repair following acute renal injury. In renal fibrosis, HGF has been 
assumed to block profibrotic effects of TGF-β, attenuating renal fibrosis. However, such a counteraction between 
HGF and TGF-β remains to be determined in detail. Then we investigated the mechanism of the anti-fibrotic effects 
of HGF on renal fibrosis using the 5/6 Nx model in the wild and TGF-β1 transgenic mice and the co-culture system.
In wild type mice, ribonuclease protection assay (RPA) revealed that HGF and TGF-β1 mRNA levels in the remnant 
kidneys simultaneously increased at 8 hours after the nephrectomy, then decreased, and increased again at week 
4 to 12. CTGF andα1(I)procollagen mRNA levels also increased at 8 hours, then decreased, but didn’t increased 
again. In the remnant kidneys of 5/6 Nx mice, endogenous HGF seemed to prevent renal fibrogenesis promoted 
by TGF-β1. In co-culture system, RPA revealed that TGF-β1 alone could significantly enhance the expression of
α1(I)procollagen mRNA in renal tubulointerstitial fibroblasts (TFB) in the co-culture with renal proximal tubular 
epithelial cells (PTEC). In contrast, TGF-β1 with HGF did not enhance the expression ofα1(I)procollagen mRNA 
in TFB in the co-culture. This enhancement was partially because of additional production of CTGF by PTEC 
stimulated by TGF-β1 in the co-culture. In 5/6 Nx TGF-β1 transgenic mice, excess TGF-β1 caused significant 
interstitial fibrosis compared to the 5/6 Nx wild mice at week 12. The supplement of recombinant HGF was 
demonstrated to suppress CTGF expression thereby preventing renal fibrosis.

In conclusion, profibrotic effects of TGF-β1 on TFB was enhanced by the co-existence of PTEC, and HGF can 
modulate such interaction, resulting in the antifibrotic effects. This anti-fibrotic effect of HGF against TGF-β1 was 
demonstrated to be mediated by suppressing CTGF mRNA expression in the tubular epithelial cells induced by 
TGF-β1.
Keywords: transforming growth factor-β(TGF-β), connective tissue growth factor (CTGF), hepatocyto growth 
factor (HGF), nephrectomy, renal fibrosis
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化を伴う 1)．腎線維化の中心的病理は，障害を受けた
尿細管の萎縮と，その周囲の線維芽細胞による細胞外
基質産生の亢進で特徴付けられる 1)．慢性的な腎機能
の低下は，糸球体障害程度より腎線維化の程度と相関
するため 2)，腎線維化の進行阻止は，慢性腎不全の進

緒　言

　あらゆる腎疾患は末期腎不全に到る過程で腎線維
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行抑制につながると考えられている．
　腎線維化において中心的役割を果たすgrowth factor
として，Transforming Growth Factor – beta（TGF-（TGF-（ β）
があげられる 3)．TGF-βは間葉系細胞に対する強力
な細胞外基質産生増加作用を有するだけでなく，線
維化病巣に働く他のgrowth factorの発現を誘導する．
Connective Tissue Growth Factor （CTGF）4)はその代
表的growth factorであり，TGF-βと同様に強力な線
維化促進作用をもつ 5)．
　肝再生因子として同定されたHepatocyte Growth 
Factor（HGF）は6)，種々の肝障害時のみならず，腎障
害にも伴って障害臓器および遠隔臓器によって産生
される 7)．供給されたHGFは，障害臓器の主に上皮
系細胞に働き，細胞保護的に作用するほか，細胞増
殖の促進，器官形成に寄与する 8)．急性尿細管壊死を
主たる病態とする急性腎不全モデルにおいて，HGF
の投与は虚血による腎障害を軽減するばかりでなく，
その回復を促進する事が知られている9)．その他，肝硬
変症や閉塞性動脈硬化症に対するHGFの治療効果は
広く認められており 10,11)，臨床応用が始まっている．
近年，HGFによる慢性腎不全進行抑制効果の報告も
認められるが 12)，TGF-βとの拮抗作用が推定されて
いるものの作用機序の詳細は明らかでない．

Rat 5/6腎摘modelは代表的な進行性腎障害の
modelであり13)，10週以上を経て糸球体硬化から尿細
管間質病変を生じるが，その際もTGF-βは線維化促
進に主要な役割を果たす．一方多くのmouse strain
は5/6腎摘処理後の腎線維化に抵抗性であり 14)その
理由は明らかではなかった．今回我々はmouse 5/6
腎摘modelを用い，残存腎が線維化に抵抗性を示す
理由を，線維化を促進するgrowth factor（TGF-β）
と抑制するgrowth factor（HGF）の拮抗作用という
観点から検討した．さらに，人為的にTGF-βとHGF
のbalanceを操作することによって実際に腎線維化
が促進され，更にその抑制が可能なことを示した．
また，TGF-βによって誘導されるCTGF発現を抑制
することが，HGFの抗線維化作用機序の一部を説明
することを明らかにした．

方　法

動物：TGF-β transgenic mouse（TGF-（TGF-（ β TG mouse，
CBA/C57B6 background）は米国，National Institutes 
of Health，Dr. Koppから御供与いただき自家繁殖して
用いた．CBAとC57BL/6を交雑したF1に常に戻し交
配することで系統を維持する．同胞のうち transgene 
negativeの個体をwild type mouse（WT mouse）として
用いた．

動物modelの作成：実験群はWT mouse 5/6腎摘
（WTNx）群（n＝57）およびTGF-β TG mouse 5/6腎摘
（TGNx）群（n＝103）とした．予備実験の結果から，未
処置TGF-β TG mouse早期死亡例のentryを避け，
且つ，腎摘による影響が明らかな組織学的変化を生
じるに充分な期間を考慮し，生後5週から腎摘後12
週間を実験期間とした．Nembutal麻酔下に5週齢の
mouseの右腎臓を2/3切除後，1週間の間隔をおいて
更に左腎臓の片腎摘を施行し，mouse 5/6腎摘model
を作成する 17)（Fig. 1A）．初回の摘出腎を各群の
controlとした．腎摘8時間，24時間，72時間，1週間，
2週間，4週間，8週間および12週間後に各n＝5～7の
残存腎を採取した．

deleted HGF（dHGF）投与による腎病変および生存率dHGF）投与による腎病変および生存率dHGF
の変化を検討するためTGF-β TG mouse 5/6 腎摘dHGF
投与群 （TGNx投与群 （TGNx投与群 （ ＋dHGF）（dHGF）（dHGF n＝35）およびcontrol群とし
てTGF-β TG mouse 5/6 腎摘Phosphate-Buffer Salines
（PBS）投与群（TGNx）投与群（TGNx）投与群（ ＋PBS）（n＝58）用いた（Fig. 1B）．
dHGF 18)は 雪印乳業（株）医薬品部 小林敏也先生より御
供与頂いた．上記と同様に処置した後，腎摘2週間後か
ら4週間にわたって 5.0 mg/kg･dayを半量づつ1日2回
皮下注射した．薬剤投与前（腎摘2週間後），薬剤投与
終了時（腎摘6週間後），腎摘8週間，および12週間後
の各時点で生存例の残存腎（n 5～7）を採取し，TGNx＋
dHGF群（n＝30），TGNx＋PBS群（n＝23）を解析した．
残存腎を採取したものは生存分析には加えなかった．
生存分析の途中の死亡例については全例解剖し，肉眼
的に腎以外の臓器に変化がなく，組織学的に末期腎不
全に矛盾しない変化を認めるmouseを検討に加えた．
　また，全ての動物実験は埼玉医科大学動物実験指針
に準拠して行われた．
腎線維化領域の計測：4％ paraformaldehyde-PBS固
定の腎組織paraffin blockよりhematoxylin eosin（HE）
染色とmasson trichrome（MT）MT）MT 染色を行ない，光学顕
微鏡所見を得た．MT染色上の線維化病巣の評価は対
物 lens 20倍率下で無作為に選択した視野において行
った．顕微鏡画像はcomputerに取り込み，画像処理ソ
フト（Mac SCOPE, Ver. 2.5 Mitani Corp. Fukui Japan）
を用い定量化した．その際視野に含まれる糸球体およ
び脈管系はsubtraction処理した．
免疫蛍光抗体法：TGNx群，腎摘8週間後の個体か
ら採取した腎臓を4％ paraformaldehyde-PBSで4℃，
5時間固定の後，20％ sucrose-PBSに浸漬，Tissue-Tek 
O.C.T. Compound（Sakura Finetechnical Co., Ltd., 
Tokyo, Japan）に包埋，急速凍結した．Cr yostatで
5μmに薄切し 5％ bovine serum albumin（BSA）BSA）BSA -PBS 
（5％BSA，0.02％Tween20，0.02％NaN3 in PBS）で室温，

の作成：実験群は
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30分間blocking，その後anti-CTGF抗体（rabbit，IgG）19)

と室温，1時間反応させた．PBSで5分，3回洗浄の
後 fluorescence isothiocyanate（FITC）-conjugated 
anti-rabbit IgG抗体を反応させ，蛍光顕微鏡にて観察
した．Controlとしてanti-CTGF抗体反応を省いた切片
を用いた．
培養細胞：mouse近位尿細管上皮細胞（PTEC）は田
辺製薬（株）創薬研究所菅谷健博士より，mouse腎間
質線維芽細胞（TFB質線維芽細胞（TFB質線維芽細胞（ ）20)は当教室の岡田浩一講師より
御供与頂き，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，供与
後 5～7継代の細胞を実験に用いた．各処置前の培養細
胞のrestingには無血清培地（K-1 medium: D-MEM/F 
12，5μg/ml transferrin，5μg/ml insulin，5×10−8 M 
hydrocortisone）を用いた 20)．
TFB単相培養系およびPTEC/TFB共培養系： 6 well 
plateにTFB細胞を15000個/㎠の濃度で播種し，24
時間後に無血清培地へ交換の後，72時間restingした
ものをTFB単相培養系として実験に供した．0.4μm 
pore sizeのculture insert （FALCON CELL CULTURE 
INSERTS, BECTON DICKINSON, NJ. USA）にPTEC
細胞を 30000個/㎠の濃度で播種し，24時間後に上
記と同様に播種したTFB細胞の 6 well plateに重層
し，同時に無血清培地に交換の後，72時間restingし
たものをPTEC/TFB共培養系として実験に供した

（Fig. 2）．Recombinant Human TGF-β（rhTGF-β）
（R&D Systems, Inc. MN. USA）R&D Systems, Inc. MN. USA）R&D Systems, Inc. MN. USA 10 ng/ml，rhTGF-β10 
ng/ml＋rhHGF（R&D Systems, Inc. MN. USA）100 
ng/mlあるいはrhTGF-β10 ng/ml＋CTGF中和抗体
（IgG，50μg/ml）を添加した無血清培地に交換の後，
24時間後にTRIzolを用いて total RNAを抽出し，TFB
におけるα1（Ⅰ）procollagen mRNA，PTECにおける
CTGF mRNAの発現量を検討した．CTGF中和抗体
は岡山大学歯学部滝川正春教授から御供与頂いた 19)．
無添加の無血清培地に交換の後，上記同様24時間培
養した各細胞をcontrolとした．
Ribonuclease protection assay（RPA）：腎臓から
は TRIzol（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．Glyc
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）
（115bp, 673 to 787 corresponding to rat GAPDH）21)

および TGF-β1（255 bp, 500 to 754 corresponding 
to rat TGF-β1［gb:RTGFB1］）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．
HGF（252 bp, 963 to 1214 corresponding to rat HGF
［gb:E03330］），CTGF（202 bp, 731 to 932 corresponding 
to mouse CTGF［gb:MUSFISP12B］），およびα1（Ⅰ）
procollagen （285 bp, 625 to 909 corresponding to mouse 
α 1（Ⅰ）procollagen［gb:MUSC1AIB］）は当教室で
reverse transcribed-polymerase chain reaction（RT-PCR）RT-PCR）RT-PCR

Fig. 1. Experimental schedule of 5/6 nephrectomy and dHGF administration. The vertical arrows 
indicate time points of sacrifice.

Ribonuclease protection assay（ ）：腎臓から
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にて取得した．32P-UTP label した cRNA probe と
10μ gの total RNAを 45℃，16時間 hybridizationの
後，ribonuclease A （1.2μ g/ml）および ribonuclease T1 
（120 U/ml）で 30℃，60分処理した．Proteinase K （0.45 
μ g/ml） 37℃，60分処理にて ribonucleaseを不活化
し，ethanol沈殿にて精製後，6％の acrylamide変性 gel
を用いて protected-bandを分離した．−80℃で 3時間か
ら 5日間 autoradiographyの後，filmを透過型 scanner 
（GT-9600, EPSON, Nagano, Japan）で取り込み，各
protected-band を NIH image（1.62, NIH Division of 
Computer Research and Technology, Bethesda, MD, 
USA）USA）USA を用いて定量した．各 mRNA量は GAPDHと
の比で標準化し，in vivoの実験では WT mouseの
control群を 1.00とし，in vitroの実験では TFBにつ
いては単相培養系の無血清培地条件を，また，PTEC
については共培養系の insert上，無血清培地条件を
1.00とした場合の相対値として比較した．
統計処理：各mRNAの発現量に関して統計学的
処 理 はStatViewSE （Macintosh Version 1.03, Abacus 
Concepts, Berkeley, CA, USA）Concepts, Berkeley, CA, USA）Concepts, Berkeley, CA, USA を用いたANOVAを行
ない，検定はBonferroni/Dunn法を用いた．TGNx＋
dHGF群，TGNx＋PBS群の生存分析は同softwareを
用いたKaplan-Meier法にて行ない，検定はLogrank法
を用いた．p＜0.05を統計学的に有意とみなした．本
文中のdataはmean±SDで表した．

結　果

Ⅰ　WTNx群，TGNx群残存腎組織の光顕所見

　腎摘12週間後において両群とも腎切断面近くには
尿細管の萎縮，単核球の浸潤および軽度の線維化を
認めた．その他の領域については（Fig. 3）に示す通り
WTNx群ではcontrol群との差は認められなかったが
（Fig. 3B），TGNx群については著明な尿細管萎縮，間
質の線維化および細胞浸潤が認められcontrol群と比
して明らかな腎線維化の進行があり，末期腎不全状態
の腎臓と考えられた（Fig. 3D）．
Ⅱ　WTNx群の残存腎におけるTGF-β1，HGF，CTGF，
α1（Ⅰ）procollagenのmRNA発現量の推移（Fig. 4）

TGF-β 1の発現量は腎摘8時間後にcontrolの 2.58
±0.32倍まで増加した後漸減し，2週間後にはcontrol 
levelまで減少した．その後発現量は再上昇し，観察
期間が終了となる12週間後まで有意な高値を保った
（Fig. 5A）．Fig. 5A）．Fig. 5A HGFの発現量は腎摘24時間後にcontrol
の2.43±0.74倍まで増加した後漸減し，2週間後に
はcontrol levelまで減少した．その後発現量は再上昇
し，TGF-β1と同様，腎摘12週間後まで有意な高値を
保った（Fig. 5B）．CTGFの発現量は腎摘8時間後に
controlの 2.27±0.42倍まで増加した後漸減し，1週間
後にはcontrolのレベルまで減少した．以降12週間後
まで有意な上昇を認めなかった（Fig. 5C）．α1（Ⅰ）
procollagenの発現量は腎摘8時間後から72時間後
までcontrolの4～6倍と著増を示した後，漸減した．
4週間後にはcontrol levelとなり以降12週後まで上昇
を認めなかった（Fig. 5D）．
Ⅲ　TFB単相培養系およびPTEC/TFB共培養系に
おける検討

Fig. 2. Experimental design of cell culture. In this study, we used two culture systems; co-culture 
system and monolayer culture system.

群，

β1

procollagen Fig. 4

単相培養系およびPTEC/TFB共培養系に
おける検討
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TFBのα1（Ⅰ）procollagen mRNA発現量は，無血
清培地中ではPTECの有無に関わらず同等であった
（Fig. 6）．rhTGF-β（10 ng/ml）刺激下ではcontrolと
比して有意な発現量の増加を認めたが，その増加程
度は単相培養系に比べ共培養系において有意に大き
かった（1.32±0.06 vs 2.14±0.07, p＜0.05）．rhTGF-
β（10 ng/ml）＋rhHGF （100 ng/ml）では，単相培養
系においてはrhTGF-βのみの刺激時との差異を認め
なかったが，共培養系においては発現量の有意な減少
を認め，単相培養，共培養間にも有意差を認めた（1.34
±0.05 vs 0.97±0.12, p＜0.05）．rhTGF-β（10 ng/ml）
＋CTGF中和抗体添加でも，共培養系においてのみ
rhTGF-β単独刺激時と比してα1（Ⅰ）procollagen 
mRNAの有意な発現量減少を認めた．この条件では単
相培養，共培養間には有意差を認めなかった（1.29±
0.13 vs 1.57±0. 07 n.s.）（Fig. 6）．

PTECのCTGF mRNA発現量はCTGF mRNA発現量はCTGF mRNA rhTGF-β（10 ng/ml）
刺激でcontrolと比して有意に増加を認め（1.00 
vs 2.23± 0.20 p＜ 0.05），rhTGF-β（10 ng/ml）＋
rhHGF （100 ng/ml）でrhTGF-β単独刺激時と比して
有意な減少を認めた（2.23±0.20 vs 1.55±0.20 p＜
0.05）．また，CTGF中和抗体添加でもrhTGF-βによ

Fig. 3. Light microscopic fi nding of remnant kidney tissues from WTNx mice (A and B) and TGNx mice (C and D). The 
interstitium was nearly normal in both groups at day 0 (A and C). There were no tubulointerstitial alterations in WTNx group 
at 12 weeks after nephrectomy (B). In contrast, kidney tissues of TGNx group at 12 weeks showed interstitial expansion and 
increased extra cellular matrix accumulation (D). (H.E. staining, Mo.: 20×)

Fig. 4. Changes in mRNA expression of fi brosis-related 
molecules in the remnant kidney of WTNx group.
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るCTGF発現増加の程度は変わらなかった（Fig. 7）．
Ⅳ　TGNx群における検討
　ⅰ　残存腎におけるα1（Ⅰ）procollagenのmRNA
発現量の推移
　腎摘2週間後までの発現量の推移はWTと同様
であった．以降，発現量は再上昇し，腎摘8週間後
に は5.53±0.98倍，12週 間 後 に は2.95±1.36倍 と

いずれもcontrol（TGNx（TGNx（ ）と比して有意に高値を示
した（Fig. 8）．
　ⅱ　dHGF投与群残存腎におけるCTGF，α1（Ⅰ）
procollagen mRNA発現量の推移

dHGF投与終了時（腎摘6週間後） PBSおよび
dHGF投与群のCTGF発現量は5.34±0.49倍，2.92±
0.39倍であり，PBS投与群ではcontrol群と比して有

Fig. 5. Quantifi cation of mRNA expression of fi brosis-related molecules in the remnant kidney of WTNx group. The peak of all 
mRNA expression occured at 8 hours after the total left nephrectomy. The expression levels gradually decreased to the basal 
levels by 2 weeks (A-D). HGF and TGF-β expression levels re-increased and reached to the second peak at 8weeks after the 
nephrectomy (A and B), in contrast, CTGF andα1(I)procollagen expression levels remained low until 12 weeks (C and D).

　ⅰ　残存腎におけるα（Ⅰ）procollagen
発現量の推移

投与群残存腎における ，α（Ⅰ）
procollagen mRNA発現量の推移

群における検討
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Fig. 6. Quantifi cation ofα1(I)procollagen mRNA expression 
in TFB. Expression ofα1(I)procollagen mRNA increased 
in TFB in the co-culture with PTEC more than the one 
in the monolayer culture of TFB. The increase in theα
1(I)procollagen mRNA expression was inhibited by HGF or 
anti-CTGF antibody to the control level.

Fig. 7.  Quantifi cation of CTGF mRNA expression in 
PTEC. TGF-β1 stimulated PTEC to produce CTGF, and this 
production was partially, but signifi cantly blocked by HGF.

Fig. 8. Changes inα1(I)procollagen mRNA expression in the remnant kidneys of WTNx group and TGNx group. (The data 
of WTNx group are the same as shown in fi g. 5D.) The expression ofα1(I)procollagen mRNA signifi cantly increased in the 
remnant kidney of TGNx group at 8 and 12 weeks after the nephrectomy. This increased level continued until the end of studies.
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意な発現量増加を認めたが，dHGF投与群では発現量
がPBS投与群の約1/2に抑制された（Fig. 9）．α1（Ⅰ）
procollagenの発現量に関しても同様でPBS，dHGF投
与群でそれぞれ6.17±0.36倍，3.17±0.66倍であり，
dHGF投与群では発現量の有意な抑制が確認された
（Fig. 10）．腎摘8週間後についてもPBS投与群では
CTGF，α1（Ⅰ）procollagenの発現量ともcontrol群と
比して有意な発現量の増加を認めたが，dHGF投与群
は投与終了時と同様の発現量であり，PBS群と比して
有意に発現量が抑制された（Fig. 9, 10）．
　ⅲ　dHGF投与終了時点（腎摘6週間後）での両群
残存腎の組織学的検討

PBS投与群は過半数の尿細管が拡張あるいは萎
縮しており，正常構造の尿細管は少数であった．
明らかな間質領域の拡大を認め，著明な細胞浸潤
と線維化を伴っており，腎線維化の進行が認めら
れた（Fig. 11C, D）．dHGF投与群は一部に拡張した
尿細管を認めるのみで大部分の尿細管は正常に近い
構造を保っており，間質領域の拡大，細胞浸潤，線
維化ともPBS投与群に比して有意に抑制されていた
（Fig. 11E, F）．また，PBS投与群で認められた糸球体
径の増大も抑制されていた．MT染色を用いた腎線維
化領域の定量的評価でも，全視野に対する線維化領域

の割合はdHGF投与前5.14±3.12％（Fig. 12），投与
終了時点でPBS投与群19.51±4.25％，dHGF投与群
3.59±0.99％であり，dHGF投与により腎線維化領域
の拡大が有意に抑制されていた．
　ⅳ　PBSおよびdHGF投与群の累積生存率

PBS投与群は薬剤投与中から死亡例が認められ，以
降も持続的に多数の死亡例が出現した．dHGF投与群
は薬剤投与終了時までは全例生存し，以降断続的に少
数の死亡例を認めるのみであった．観察終了時点の生
存率はPBS投与群で0.13，dHGF群で0.68でありdHGF
投与によって生存率は有意に改善した（Fig. 13）．
　ⅴ　TGNx群残存腎におけるCTGF局在の検討
　α1（Ⅰ）procollagenの発現量が最大となる腎摘
8週間後の腎臓と，anti-CTGF抗体を用いた蛍光抗体
法による検討では，主に尿細管上皮に陽性所見が認め
られた．凍結blockを使用したため尿細管の区分につ
いては言及できないが，拡張し扁平となった尿細管上
皮に多くの陽性所見を認めた（Fig. 14）．また，写真
は示さないが髄質内層の尿細管上皮も陽性であった．

考　察

Mouse腎摘modelの経過については，18週観察
しても組織学的に何の変化も見られないとする報告

Fig. 9. Quantifi cation of CTGF mRNA in the remnant 
kidneys of TGNx＋PBS group and TGNx＋dHGF group. 
CTGF mRNA expression was signifi cantly reduced in the 
remnant kidney of TGNx＋dHGF at 6 and 8 weeks after the 
nephrectomy.

Fig. 10. Quantifi cation ofα1(I)procollagen mRNAs in the 
remnant kidneys of TGNx＋PBS group and TGNx＋dHGF 
group. Reduction in CTGF mRNA expression in the remnant 
kidney of TGNx＋dHGF group at 6 and 8 weeks after the 
nephrectomy, likely resulting in the decrease in the α
1(I)procollagen mRNA expression.

（腎摘 週間後）
群残存腎における 局在の検討
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から 22)，10週までに尿毒症状態となり細胞性免疫不全
を認める 23)とする報告までratに比べて多様である．
報告により腎摘の方法にも相違があり一概に比較は
出来ないが，系統差による影響が考慮される．とく
に，mouseは近交系を用いた実験がほとんどであり，
genetic backgroundによる疾患感受性の違いが大きく
結果に影響する．我々が用いたのはC57BL/6とCBA
との雑種であるが，C57は腎摘に対して抵抗性 14,22)，
CBAは 23)感受性と考えられる．CBA/C57BL6につい
ては観察終了時の12週において腎の切断面近くに尿
細管萎縮，単核球の浸潤および軽度の線維化を認める
のみで，その他の部位について光学顕微鏡による観察
では明らかな異常所見を指摘できず，腎摘に抵抗性と

考えられた．
　この抵抗性を示す理由を残存腎におけるgrowth 
factor balanceから検討した．TGF-βは非常に多様
な機能を持つgrowth factorである 3)．臓器障害時にお
いて急性期は組織修復に働くが，持続的な高発現は
該当臓器の線維化を招き，臓器機能不全症を誘起す
るkey moleculeと考えられている 3)．我々の検討でも
2回目の腎摘から1週間後まではTGF-βの有意な発現
増加が見られたが，これは腎摘処置に対する組織修
復過程に該当すると考えられた．同様にHGFも1週
間にわたって発現増加が認められた．葉酸 24)あるい
は虚血 25,26)による急性腎障害，腎摘後の残存腎にお
いてはHGFの発現増加が認められ 27-30)臓器保護的に

Fig. 11. Histology of the remnant kidney tissues of TGNx＋PBS group and TGNx＋dHGF group. The remnant kidney of both 
groups at 2 weeks after the nephrectomy showed slightly widened interstitium (A and B). The remnant kidney tissue of TGNx
＋PBS group at week 6 (C and D) shows tubular atrophy, interstitial expansion and increased matrix accumulation, however 
in the remnant kidney of TGNx＋dHGF group such alterations were signifi cantly attenuated (E and F). (Left column; H.E. 
staining, Mo.: 20×, Right column; M.T. staining, Mo.: 4×)
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作用するほか，障害臓器の再生に寄与すると言われ
ている 31)．具体的には，腎臓においては間質細胞，内
皮細胞，macrophageおよびmesangial細胞がHGFを
産生し，尿細管上皮細胞および内皮細胞やmesangial
細胞自身がc-Metを発現しておりその標的細胞となり
うる 31,32)．尿細管上皮に対してHGFはanti-apoptosisに
作用する 33,34)ほか，mitogen35,36)，morphogen37)として
の作用もあり，急性尿細管壊死を主たる病態とする急
性腎不全modelに対する臓器保護および治療効果が報

告されている．
　本研究で我々は腎線維化の進行を評価する
parameterとして間質の線維化病巣に増加する
extra cellular matrix（ECM）の一つであるα1（Ⅰ）
procollagen mRNA1)を使用した．しかし，有意な発
現増加を認める腎摘後2週間目までの腎組織におい
て尿細管間質領域に線維化病巣は認められず，TGF-
βやHGFと同様，腎摘直後から見られるα1（Ⅰ）
procollagenの発現増加は腎摘処置に対する障害修復
過程を観察していると考えられた．
　腎摘2週後に一度control levelにまで減少するTGF-
β，HGFの発現量は4週後以降再び増加傾向となり，
8週後をpeakに観察終了時の12週後まで有意な高値
を保った．両growth factorとも腎摘72時間後とほぼ
同等の発現亢進を数週間にわたって持続しているが，
この期間α1（Ⅰ）procollagen mRNAの発現亢進は認
められず，結果に示した通り腎線維化の進行も認め
られなかった．Dataは示さないがRT-PCR，RPAを用

Fig. 14. CTGF protein expressed in the remnant kidney of 
TGNx＋PBS group at 8 weeks after the nephrectomy. CTGF 
protein was localized in the tubular epithelial cells as well as 
interstitial cells (A). No signals were observed in the negative 
control (B).

Fig. 12. Quantitative analysis of interstitial fi brosis by 
light microscopy. Fibrosis area in blue in the MT stained 
section was measured quantitatively by computer-assisted 
image analyzer. It revealed that the supplement of dHGF 
signifi cantly prevented interstitial fi brosis. 

Fig. 13. Life Survival of the nephrectomized mice in TGNx
＋PBS group and TGNx＋dHGF group. Life-table analyses 
are presented as Kaplan-Meyer plot. The survival rate was 
signifi cantly improved in the nephrectomized mice treated 
with dHGF in TGNx＋dHGF group.
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いた検討で，TGF-β，HGFの再上昇が見られる腎
摘4週間後以降も，TGF-β receptor type Ⅰ，Ⅱおよ
びHGF receptor/c-Metの発現抑制は認められなかっ
た．この間TGF-βの持続的な高発現に対し，同様に
発現増加が見られるHGFがTGF-βの作用に拮抗し，
腎線維化抑制的に作用している可能性が考えられた．
HGFの腎線維化抑制効果について既報としては，進
行性腎障害modelに先天性ネフローゼ症候群mouseを
用い，HGFの投与がTGF-β陽性細胞数を減少させ，
尿細管障害，間質への type I collagen沈着を抑制した
というもの 12)，あるいは5/6腎摘ratにおいてanti HGF 
antibodyの投与が腎線維化を増悪させたというものが
ある 27)．作用機序として，HGFの供給がTGF-βの発
現を抑制し，TGF-βによる尿細管上皮細胞，内皮細
胞のapoptosisを抑制，さらに再生を促進するだけで
なく，TGF-βによる fibroblastの形質転換，ECM産
生亢進を抑制する 31)，あるいはalpha smooth muscle 
actin （α-SMA）-SMA）-SMA 陽性尿細管上皮に作用しmatrix 
metalloproteinase-9（MMP-9）産生を増加，tissue 
inhibitors of matrix metalloproteinase-1 （TIMP-1（TIMP-1（ ）産生
を抑制しECMのdegradationを促進するというものが
想定されている 27)．しかし，TGF-β陽性細胞である間
質のmacrophage，fibroblasts12)はc-Metが証明されて
おらず，α -SMA陽性尿細管上皮は病変の極く一部に
しか認められない 27)．また，我々のモデルにおいては
HGFの発現が増加してもTGF-β発現は抑制されてお
らず，TGF-β発現とα1（Ⅰ）procollagenの発現とは
同期していなかった．したがって，少なくとも間質の
線維化病巣形成におけるHGFの抗TGF-β作用の機序
に関しては既存の仮説は当てはまらない．そこで我々
はCTGF4)CTGF4)CTGF に注目した．CTGFはpromoter領域にTGF-
βresponse elementを持ち 38) TGF-βとともに線維化病
巣の形成，維持に作用する39)．我々のモデルにおいて残
存腎に於けるCTGFの発現は腎摘8時間後にpeakを認
め，以後漸減し2週間後にcontrol levelとなり，以降12
週後まで再上昇を認めなかった．α1（Ⅰ）procollagen
の発現変化と並行しており，線維化病巣の進行を規定
するkey moleculeの可能性があると考えられた．
　線維化病巣の形成には間質の線維芽細胞だけでな
く浸潤してくる炎症細胞および活性化した尿細管上
皮細胞の関与が不可欠である．活性化した尿細管上皮
細胞はTGF-β40)，CTGF41,42)CTGF41,42)CTGF を含むprofibrotic growth 
factorを分泌する．また尿細管上皮細胞はc-Met発現
細胞であり 43)腎臓における主要なHGFの標的細胞で
ある．我々はTGF-βにより活性化しCTGFを産生す
る尿細管上皮細胞にHGFが作用することで，間質線
維芽細胞のECM産生に影響が及ぶという仮説を立

て，尿細管上皮細胞（PTEC）/間質線維芽細胞（TFB（TFB（ ）
共培養系を用いて検討した．その結果，共存する尿細
管上皮細胞によってTGF-β単独刺激下では間質線維
芽細胞のECM産生が促進され，またTGF-β，HGF共
刺激下ではECM産生が著明に抑制された．単層培養
系との比較から，この作用はHGFの間質線維芽細胞
への直接効果ではないこと，また，anti-CTGF抗体を
用いた検討から，TGF-βによって尿細管上皮細胞に
誘導されるCTGF発現を抑制することが，HGFの抗
線維化作用機序の一部であることが明らかとなった．
CTGFの発現抑制因子としてTNF-α44)およびcAMP 45)

が知られているが，現時点ではHGFとの相互関連に
ついての報告は認められない．
　以上の検討からTGF-βとHGFの拮抗作用はCTGF
の発現量の変化を介するα1（Ⅰ）procollagenの発現
量の変化として現れる可能性があると考えられた．
透析患者における検討ではあるがAfrican American
はCaucasian Americanより血中のTGF-β1濃度が
高く 46)， African Americanにend-stage renal disease 
（ESRD）の頻度が高い原因の1つと考えられてい
る．そこで我々はTGF-β TG mouseを用いて人為的
にTGF-βの作用を優位とした場合の腎病変の変化
を検討した．本研究に用いたTGF-β TG mouse15) の
genetic backgroundはC57BL/6とCBAの雑種であり
均一ではなく，腎摘後の腎線維化の進行程度に個体
間差を生じたことが，腎摘後の死亡時期が個体によ
り大きく異なった理由と考えられる．生存個体残存
腎の検討によれば，TGNx群では腎摘4週間後以降
にCTGF，α1（Ⅰ）procollagen発現亢進が認められ，
以降，組織所見上も腎線維化の進行が確認された．
Transgene由来のTGF-βのみでは腎線維化は進行せ
ず，また，WTNx群でも認められた腎摘4週間後以降
の残存腎におけるTGF-βの発現亢進だけでは腎線維
化促進効果は認められない．Transgeneあるいは腎局
所由来のTGF-βの作用を分けて考察することは困難
であるが，TGF-βの作用が過剰な状態では in vitroで
の検討と同様，CTGFの発現亢進を介してα1（Ⅰ）
procollagen発現量が増加し腎線維化が進行したと考
えられた．
　そこで我々は，TGNx群に大量のHGFを投与する
ことで，TGF-βとHGFの作用を拮抗させた場合の，
CTGF，α1（Ⅰ）procollagen発現量および腎線維化進
行への効果を検討した．dHGFはHGFの一部amino 
acidが欠損したvariantであるが，生理活性はHGFと
同等とされている．肝障害に対する検討ではあるが
～7.5mg/kg投与にいたるまで特に毒性は指摘し得ず，
容量依存性に transaminaseの改善効果を認めたとす
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る報告がある47)．また，4週間以内の投与ではdHGF
に対する抗体価の上昇は無いとされている（personal 
communication）．TGNx＋dHGF群に於ける検討では，
薬剤投与終了時（腎摘6週間後）の残存腎における
CTGF，α1（Ⅰ）procollagen発現量は著明に抑制され，
腎線維化領域の縮小，生存率の改善が認められた．
dHGF投与が腎摘により生じる腎線維化病巣の進行を
抑制することで生存率の改善を生じたものと考えられ
た．HGFの抗線維化作用を応用した肝硬変症に対す
る治療 48) や，血管新生作用を応用した閉塞性動脈硬
化症に対する治療 49)については，効果的な投与方法も
確立され，HGFは最も臨床応用が近いgrowth factor
のひとつであり，腎線維化を呈する慢性腎不全もその
targetと考えられる．

結　論

Mouse 5/6腎摘modelを用い，TGF-βとHGFの拮
抗作用という観点から腎線維化病変の形成について検
討した．その結果，TGF-βによって活性化された尿
細管上皮に誘導されるCTGF発現を抑制することで，
HGFは抗線維化作用を生じることが明らかとなった．
腎線維化病巣進行過程において，TGF-βとHGFの作
用balanceが尿細管上皮細胞におけるCTGFの発現量
の変化を介してα1（Ⅰ）procollagenの発現量を規定
しており，HGF投与により腎線維化進行抑制が期待
できる．
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