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誘導型ー酸化窒素合成酵素(iNOS) をターゲット

としたアンチセンス療法の

ラット虚血性急性腎不全モデルに対する効果

野入英世



はじめに

急性腎不全は、急激な糸球体滞過率の低下に伴ない、高主主家血症、電芹f質異常、

代謝性アシドーシスが急速に進行し、いわゆる尿蕩症症状を引き起こす病態を総称

した症候群である。急性腎不全の成因は、①腎血流量の減少による腎前性腎不全、

@ 腎実質性病変による腎性腎不全、③尿路閉塞による腎後性腎不全の3つに大別す

るのが一般的である。腎性急性腎不全の中で急性尿細管駿死を起こすものを、特に

狭義の急性腎不全と定義しているが、 j混血再港旅によって生じる虚血性急性腎不全

モデル、造J:'6~Jによる急性曾不全モデル、ノルエビネフリンによる急性腎不全モデ

ル等は、尿細管壊死、円柱形成、間質の浮腫を{半なうため典型的な狭義の急性腎不

全の動物モデルと考えられている。急性腎不全の病態生理を構成する因子としては、

腎血流の減少、糸球体毛細血管透過性の低下、円柱による尿細管閉塞、尿紺i管液の

逆拡散が挙げられている。しかし、それぞれの因子が同じ程度で急性腎不全の成立

に寄与しているわけではないことはよく知られている。

虚血性急性腎不全を起こした腎臓に割前をいれてみると、肉眼的に必ずといって

いい程、図1のように腎髄質に一致して血液が認められる。一方、腎皮質部はこれに

反して青白く血流が流れていないことが怨像される。正常腎では一様な赤みを帯び

ており、このような所見を認めることはない。どのようにしてこのような血統の不

均衡が虚血腎にもたらされるのであろうかつ 虚血によって多量のATPが消費され

て作られたプリン代謝産物とxanthineoxidaseは、再瀧iiiEによって供給された酸素と

共に反応してオキシダン トを生成する。このようにして殴化的ストレスが腎臓にか

かると、ミトコンドリアの最も多い近位尿細管が最も早く障害を受ける。近位尿細

管細胞は、腫脹、脱落し、 l脱落細胞は互いに集篠しながら、 proximalslraightωbules 

がthindescending loop of Henleに移行し、尿細管股が著しく狭くなる皮髄境界部につ

まり、いわゆる尿細管閉塞を引き起こす。尿細管関望書を起こしたネフロンが僧える

に従い、これに沿って走行している小業関動脈は強く圧迫され阻血されるようにな

るため、腎皮質への血流は低下し、 一方、髄質のvascular bundleは周囲にvascular

Sll100lh muscleを持たないので、血流調節機構がなくこちらへ血流は流れ込んでしま

い、相対的に血流がJ調加して穆血状態を作り 出してしまうのである。実際Hellbergら

によって、超音波ドップラ一法で虚血腎での血流分布が確められているが、正常腎

との比較で、髄質では約 1.3倍の血流の猶加を認め、皮質では1I2~1/5の血流低下



を認めたと報告されている 1。更に、 1腎.rfill疏の減少は湾准流前後で25%の減少を示

すのに対して、糸球体協過E容は90%の減少を示すといった観察から2、腎血液量の

低下の寄与の度合いは尿細管閉塞と比べて低いと考えられ、糸球体毛細血管透過性

の低下も、血管腔とボーマン嚢の問のfenestraLionの数やサイスかの減少が報告されて

はいるものの、これが糸球イ本海過恕低下の最大の理由であると考えている

nephrologisLは殆どいない現状である九 従Fって以上のように、急性腎不全の桶怒因

子のなかで特に尿細管障害に伴なう尿細管問答が、再i産流時のIIfl管収縮の悪化と共

に.初期病{象の進展の大事な鍵を援っているといっても過言ではない4三一方、

急性腎不全からの回復過程の促進には、 EGF、PDGF、HGF、FGFなどの成長因子が

関与しており細胞分裂能を冗進させたり、コラゲナーゼ分泌を促進させることが分

かっているη@

現在では、虚血性急性腎不全モデルでの尿細管壊死は、虚血再縫琉によって腎臓

にもたらされたオキシダントによるものであると考えられている。即ち、虚血下で

は、細胞内に蓄積されたATPの消費により、これが代謝されてプリン代謝産物を細

胞内に蓄積する。また、近位尿細管は、腎臓の中では最もミトコンドリアの多い部

位であるが、ミトコンドリアは牒血により電子伝達系の中間代謝産物が還元作用を

受け、自由電子を多量に発生する。更に、虚血によってCa"A TPasesの活性化が低下

するため細胞!大ICa濃度は上昇する傾向となる.その上Na-K-ATPaseの再分極により

機能低下を生じるため、細胞内外のNaの濃度勾配は低下し、 Na-Caexchangerの作用

により細胞内Caを上昇させるメカニズムが働き、細胞内Caの上昇はミ トコンドリア

膨化作用も引き起こすが、Ca"依存性proteasesやphospholipasesの活性化も引き起こさ

れ、 xanlhinedehydrogenaseがxanthineoxidase へと変換されて細胞内に蓄積される。こ

のような条件が揃っているところで、再確E流が生じると、xanLhineoxidaseはプリン

代謝産物由来のhypoxanLhineを自主化する際に、自由電子を酸素分子へと受け践すため、

① 02 +ピ→ 02・

② 02-' + 02-・+2H+→1-1202+02 

③ 1-12印 +H2U2→ 21-120 + 02 

④ H2印 +2GSI-I→ 21-120+GSSG 

(SOD) 

( caLalase ) 

( GSI-I peroxidase ) 

反応式①のように、活性酸素02-'を発生する。生理的な条件下では、このようにし
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て発生した活性酸素は‘ superoxidede，mulase (SOD)によって反応式②のように過

酸化水素として消去され、更に反応式③、④のように、過酸化水素はcatalaseやGSH

pero~ id出eにより代謝されてしまう 。 しかし、虚血再濯流モデルでは、このようにし

て生じるオキシダン トが腎臓に過剰負荷されるため一連の消去系作用が充分でなく、

細胞障害作用を引き起こすと考えられる。つまり、ここで生じた過剰の過酸化水素

はNO産生を誘導し、 E量生されたNOは、すぐに02・と反応して反応式⑤のように過酸

化窒索に変換され、更に反応式⑥の反応により2分子のhydroxyradicalを生じる。

⑤ NO+02・→ONOO-

⑥ ONOO-+出 0→ONO-+2011"

hydroxyradicalは非常に強力なオキシダン トで強い細胞際筈性を有することは周知の

通りで、これが腎尿細管障害を進行させる有答なオキシダントの一つである。

腎臓でのNOの局在については、constiruliveNO synthase (cNOS)は血管内皮以

外では、 maculadensa'とinnermedullary collecting duct (IMCD ) 8で報告されてお

り.またinducibleNO synlhase (iNOS) はproximaltubulesやIMCD、メサンギウム細

胞での発現が報告されている九 虚血問機流による急性腎不全の;11v;;，.o の系であ

るhypoxia-reoxygenalioninjuryモデルでは、 NO及びその代謝物の過駿化窒素がproxi-

mal lubulesにおいて早期に発現し細胞障害性に働くことが示された。そこで、 Lアル

ギニンはこの降客を助長しNG-nitro-L-argininemethyL eSler (L-NAME)は抑制した

こと、更にproximallubulesにはiNOSしか存在しないことなどより、ここで関与する

NOはiNOS由来であると考えられた 10巴このことは、虚血性急性腎不全の血流再縫

流後、 iNOS由来のNOが産生開始され、これがprOXlm叫 ωbulesを障害するため、腎不

全が起きてくることを想定させる。従って、このような形でのNO産生を抑制すれば、

段血性急性腎不全で=の尿細管障害は防げるはずである。一方、 1/1. VIVO の急性腎不全

モデルでNG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA)やL-NAMEなどのLアルギニンア

ナログを用いると、いずれも急性腎不全が摺慈することが報告されていた 11.12.1九

では、このような;/1v;tfOと111VIVOでの観察の相違は、どうして生じたのであろうか?

NOS:jillf!iIJ斉IJの選択性の低さは以前から指摘されていたが1.1.15、 一つの仮説とし

ては、上述のように、腎臓では、cNOSとiNOSは役割に応じて異なった分布をして

いるため16、しNAMEやL-NMMAが非選択的にNO産生を抑制してしまうと、生理的

に必要な血管拡張に働くcNOSの発現も抑制し、却って腎機能悪化を招いてしまう可
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能性が考えられた。

本研究では、このような従来のNO抑制剤の問題点を克服するためiNOSをターゲッ

卜としたantisenscoligodeoxynucleotideを作製しへまず腎尿細管細胞由来のBSC-l細

胞を用いた;nvitroの系で、 anLIsenseoJigodeoxynucleolideの効果を確認したうえで、こ

れをW VIVO のラット腎虚血再i雀流モデルに適用して、急性腎不全日寺の尿細管におけ

るNOの特異的な役割を!t月らかにすることを目的とした。
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研究方法

細胞縫養

I音養細胞による実験では、アフリカミドリザル腎由来の尿細管上皮細胞である

BSC-I細胞を用いた。 tff養溶液はDMEM( GIBCO BRL )を基本とし、 10%ウシ胎

児血清(Hyc10ne )、penicillin100 units/ml / streptomycin 100 mglml (GmCO BRL 

)を補なった'"

111 vitro (ヒト)用oligodeoxynucleotideの設計と合成

iNOSに対するanl1sen油 oligodeoxynuc1eolideは、ターuntranslatedregionと開始コドン、

open reading frameを含むよう 5'-ACAGGC CAT CTC TAT GGAγIT ACA-3'と85-62

のヌクレオチドで設計され、対照群として、 senseoligodeoxynucleotideは62-85で アー

TGT AAAGCC ATA GAG ATG GCCTGT-3'、scrambledoligodeoxynuc1cotideは: 5'-TGT 

CCA ATT AGC TCC GAG TCA TAC-3' をそれぞれ設計した。Phosophorothioated

oligodcoxynucleotidesはDNA合成総(Applied Biosystems )で合成した。ターゲッ ト

とした配列は報告されている全てのヒトiNOS cDNA で保存されていたぺ一方、

BSC-I細胞はアフリカミドリザルの細胞であるが、アフリカミドリザ)viNOS ιDNA

は報告されていないので、両種の間でターゲットとした開始コドンは保存されてい

るものと考えこれを用いた. Blast prog ra mにより 、 以上のヌクレオチド配~IJ は、

GenBanlくに既に登録された哨乳類の配列にホモロジーがないことを確認したへ

Antisense oligodeoxynllc1eotideの一部は、 BSC-I細胞への取り込みを調べるために、 3'

末端をカラム処理(Glen research )によってビオチン化した。

111 vitro NU2産生

96ウエルプレートにフェノールレッド無添加のDMEMを用いてBSC-I細胞を培養

した。細胞がconf1uentの状態て 0.5mM過酸化水素(H2U2または HP)を1時間ま

たは10~lg/ml リポボリサッカライド( LPS ) (B:027) ( Sigrna )を7時間作用させ

た。これに対して、 antJsense、sense、scrambledoligodeoxynucleotideをそれぞれ2011寺

間前処理した後に過酸化水素あるいはLPSを同綴に作用させて、これらの

oligodeoxynllcieotideの効果を検討した。 反応終了後、100plの培養液をそれぞ‘れの

ウヱルから取り、これに200μ!のGriess反応液(1 % sulfanilamide I 5 9もphosphoric
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acid : 0.1 % naphtylendiamine dihydrochloridc I 5 % phosphoric acid = 1 : 1) (A1exis ) 

を加え21 10分インキュベーション後、 N02'産生を 546nmの吸光度で測定した。

キャリプレーション ・カーブはN副 02により求めた。結果は細胞 1000当たりで表わ

したが、それぞれのウエル内の細胞数をBCA (Bicinchoninic acid )法(Pierce )に

よってタンパク量に補正してこれを求めた尺

NADPH-diaphorase及び免疫組織学的染色

Lab-Tecチャンパー(Nunc )内でBSC-I細胞を培養した。ConfluentのBSC-I細胞を

対照群、 0.5mM過酸化水素群、 antisenseoligodeoxynucleotidc"n午、 antisenscoligodeoxy-

nuclcotide 1 01時間前処壕 +0.5 mM過目立化水素群に分けて反応後、 それぞれ3.75% 

paraformaldehyde (PFA)で固定し、更にNADPH-diaphorase反応用溶液 (0.3% Triton 

x-ゆO雫 0.1rng/ml nitroblue tetrazorium + 1.0 mg/m1 s-NADPH I 0.1 M Na-phosphate buffer， 

pH 7.4 )で37"c、 21時間イ ンキユぺー トした泊。 Phosphatebll仔eredsaline ( PBS )で洗

浄後、カバー ・ガラスで封入した。

同様に固定された細胞は1% BSAで30分間、 0.1% Trilon X-100で'30分間処:eIlした

後、ヒ卜iNOS及びcNOSに対するモノクローナル抗体 (Transduction Laboratory )を

60分間作用させ、 二次抗体にgoat-anti-mouserhodamine 19G (MoJeclllar Probes )を

用いて発色させた。

01igodeoxynllcleotideの細胞毒性

Livc and dcad assayを用いて、ここで使用した01igodcoxynllcleotidcの細胞毒性の検

討を行なった。

BSCー l 細胞を96ウェルプレートにconfluent に培養し、血清無添加のDMEM ~こ培養液

を交換してから川 ν;/，.0用anltsense、sense、scrambledoligodcoxynuclcotideを10mMの

濃度で加え、 12へ-24U寺問イ ンキュベー 卜した。細胞I古養液をK陀 bs-Ringer緩衝液(

10 mM  HEPES、pH7.4 )に交換し‘ 0.5mM 過般化水素水30~60分間作用させた。

更に、 Krebs-Ringer緩衝液で3回洗浄し、 211M calceinと4μMethidium homodil1lcr ( 

Molecular Probes )を加え30分間イ ンキュベー ト後、蛍光顕微鏡下で細胞300あたり

の生細胞 (calceinにより緑に染色される)と死細胞 (ethidiut11 homodimerにより赤

に染色される)を数え集計した.
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111 vivo (ラット)用oligodeoxynucJeolideの設計と合成

111 vilrO用oligodeoxynucleotide同織に、 phosopborolhioatedoligodeoxynucleotidesは

DNA合成器(Applied Biosystems )で合成した。 iNOSのcDNAは、マウス及びラッ

トのマクロファージ由来のものと、ラッ ト腎特異的なものが報告されていたので、

これらにホモロジーの認められるopenreading frameをターゲツトとして、 1829-1809

のantisenseoligodeoxynucleoLide (AS-ODN-ORF) S'-CTT GAG AGT CTG CCC ATT 

GCT-3'を設計した山21260 一方、 コントロールとして、 3種類のoligodeoxynucleo-

tideを用意した。即ち、 senseoligodeoxynucleotide S'-AGC AAT GGG CAG ACT CTG 

AAG-3'及びscrambledoligodeoxynucleotide S'-TCT CAG TGA GCC CTC Al寸 CTG-3'。

更に、ラット血管平滑筋型iNOSの開始コドンをターゲットとした6-26のanllsense

oligodeoxynucleotid巴 (AS-ODN-VSM)S'-GCA AGC CAT GTC TGT GAC TTT GTG-3' 

を設計した。

BlaSI programlこより、以上のoligodeoxynucleotide配亨11は.GenBank t:既に登録され

た晴乳類の配列にホモロジーを認めないことを確認した~OO anlisense oligodeoxy-

nucleotide の一部は、腎での!li)J態を調べるために、 3・末端をカラム処理によってピオ

チン化した。以上4綾類のoligodeoxynllcleotideを、 iNOSの誘導を伴うことカt確認され

ているラット腎虚血再瀦流モデルに経動脈的に注射投与したへ

急性腎不全モデル

Sprag lle-Daw ley ラット、雄、体重 110~ 1 30 gを用いた。環境適応のため手術前5日

間、飼育室 (夜9時間、昼IS時|湖、室温18土 2"c )にて、自由に飲水、摂食(rat 

chow)させた。また、手術前夜より飲水のみとした。

~に報告されているよ うに町、 麻酔は、体重 100 g当たりketamineHCI 11.6 mg及

びxylazineHCI 0.77 mgの組合わせで開始し、その後術中の党限状況に応じて適宜追

加した。腎虚血開始30分前に200 U/kgのheparinを筋注した。また、術中の体温は直

腸温を指標に37・Cにコントロールした。約2.Scmの正中切開後、左右腎動脈を4S分

間結殺し、寝苦虚血湾1産流モデルを作成した。その後倉11部は4・0腸糸、 3-0絹糸により

閉じた。

241時間後、血媛クレアチニン (Cr)、血清尿素三塁素(BUN)用採血を行ない、
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屠殺後.PBS及び3.75% PFA I PBSによりl順次漉疏し、各群の腎織を摘出し、 一部は

凍結切片用として、 3.75% PFA I PBSに4"Cで5時間関定後、4"C、 30%，夜糖 IPBS溶

液に一晩、 Tissue-Tekに包埋した。 他の一部はmorphological scoringのため10 % 

fonnalin I PBSで閤定後、 paraffinに包捜した。Morphologicalscoringは既に報告したよ

うに、 blind rashion形式で行なった。 他方の虚血腎は、それぞれ腎皮質尿細管(

isolaled cortical lUbules )採取及びWeslernanalysisのために用いた。oligodeoxynucleo-

lideは後述のデータに基づいて、1mg/kgの濃度で腎虚血開始101時間前に左心室に前

投与した。また、しNAMEは75mg/kgのi濃度で腎虚血開始10時間前に腹腔内に前投

与した。 以上の実験は、各群6~9匹の動物を用いて行なった。

腎皮質尿紺l管によるNO，-産生

o "C DMEM内で、採取された各群の腎より腎皮質を切り H1し、既に報告されてい

るように川、これを粉々に切り刻んだ後、 150μmと75μmのナイロン ・メッシュを通

して皮質尿細管のフラクションを得た。 このフラクションを37 "C、C02インキュ

ベーター内でフヱノール ・レッド無添加のDMEMに6時間浮准培養したa インキュベー

ション後、遠沈により上清を集め、上記同様Gri凶 s反応により N02-産生を測定した。

同時に、それぞれの検体のタ ンパク盆をBCA (B山 nchoninicacid )法によって測定

し、 N02-値そ補正した。

腎におけるiNOSの発現

採取された腎は、即座に液体窒素で凍結し、氷上でhomogel1lze後、 5% SDS-poly-

acrylamide gelにより電気泳動し、ラ ットiNOSに対するモノク ローナル抗体 (Trans-

duclion Laboralory )を用いてWesternblottingを行なった，

iNOSあるいはcNOSの免疫組織学的染色は、 8μmの凍結切片を用い、蛍光抗体法

により行なった。凍結切片は室協に戻した後、 0.1% Trilon-Xで'20分間、 0.1% BSA 

で30分間処理し、 iNOSあるいはcNOSに対するモノクローナル抗体で60分間インキユ

ぺー卜し、ご，次抗体にはrhodamine-conjugaledanli-mouse IgGを用いた。

ln vivo NO測定

腎虚血再i凝流モデルを作成後24時間して、各群のラ ットは麻酔 (Inaclin-Byk 100 

s 



mg!kgl下に、 lllj青争脈ラインを留置、左腎を剖出し、更にl呼吸性変動を抑制するため

に野をカップ内に悶定した。また、術中の体掘は、直腸温を指標に、 37・cにコ ント

ロールした。

予めキャリ プレーションをした直径3日間1の川 νivo用NO微少電様(lnter Medical 

)を腎皮質に持入し朗、baseli ne record i ngを測定後、 bradykinin2S nmol/IOO gを頚静

脈ラインより注入し却、約5・10分後、 しNAMESO I11mo1l100 gを更に注入した。微少

電極のキャリブレーションには、 NOドナーのふnilroso-N-acelylpeniciJlamine ( SNAP 

) ( Molecular Probes )を用いた出。

腎光顕組織標本のmorphologicalscoring 

標本は、 10% formalin / PBSで固定後パラフィン包埋し、Zμmの厚さでスライド

ガラス上に切り出し、へマトキシリンーエオジン染色及びPAS染色した。 急性腎不

全の重症度の評価には、既に確立されている基準を用いblindfashionでも評価、点数化

した.0。ここで評価した項目は、 vasarecU¥内の好中球数、尿細管綴死、尿細管再生、

尿細管細胞分裂、ポーマン褒の拡張、ポーマン嚢墜領IJ上皮細胞のtubularizalion、尿細

管腔内の石灰化様細胞破砕物.間質の炎症、円柱、 juxtaglomerularapparatuSの膨隆、

間質の浮服、 brushbordersの喪失の11 項目で、その変化はそれぞれ 0~2 のスケール

で表わした。
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実験結果

まず、 111νIlroの実験系において、合成したoligodeoxynucleotideが実際に細胞に取り

込まれるかどうかを検討した。 3・末端をピオチン化したoligodeoxynucleolideをlμM、

5μM、10μMの濃度で20時間BSC-I細胞に作用させると、図2に示したように、濃度

依存性に細胞内へ取り込まれていることがわかったe 図20で=は核内へも取り込まれ

ていた。そこで、次にNOを誘噂することが知られているLPS'"と過酸化水素却を

BSC-I細胞へ加え、 NO産生が元進していることを確認した上で、 oligodeoxy-

nucleotideを前処理した場合の効果を検討した。図3に示したように、 しPS投与群では

250.3:t 16.7 pmolハ000cells I hourのN02-g芝生を認め、対照群と比較して著しい鳩加

を示した。また、 j晶画主化水素投与群でも同様の著しいNU2.JJ芝生を認めた。これに対

して、 antisenseoligodeoxynucleotide 1 0μMを7時間前処理しておくと、これらの刺激

によるN02.康生はほぼ対照群のレベルまで抑制されることがわかった。 一方、

sense、scrarnbled前処理鮮は抑制作用が認められなかった。また、合成したoligode

oxynucleotide自体のN02産生能は対照群と比較して有意差はなかった。 更に、

NAOPH-diaphorase染色によりantisenseoligodeoxynucleotideの効果を検討した。対照

群(図4A) と比べて0.5mM過酸化水素|時間処理後には図3Cのように明らかな発色

を認めたが、 antisenseoligodeoxynucleotide前処理群では抑制された(図40)。尚.

antisense oligQdeoxynucleolide自体で・の発色の増強は認められなかった(図4B)。ま

た、 LPS( 10μg/ml，15時間 )でもほぼ同様の観察を得た。以上より、ここで設計及

び合成して用いたiNOS(こ対する叩tisenseoligodeoxynucleotideは、 BSC-I細胞に取り込

まれ、しかもしPSあるいは過酸化水素により誘導されるN02産生を、選択的かつ効

果的に抑制することが証明された。

次に、合成したoligodeoxynucleolideの細胞に対する影響を検討した。 Live and dead 

assayでは、図5に示したように合成したoligodeoxynucleolide自体の細胞毒性は有意差

がないことがわかった。 ~nち、死細胞の占める割合は、対照群では 2.6 :t J.7 %であ

るが、過酸化水素投与群では 27.6士2.4%と明らかな増加を示した。一方、 antlsense

oligodωxynucleotide前処理後に過酸化水素を投与した群では、対照群と同程度まで

これが抑制されることがわかった。しかしながら、 sense、scrambled前処理群で=はこ

のような抑制作用が認められなかった。

以上のような、 invitroでの基礎実験データをもとに、ラット用のoligodeoxynucleo-

10 



lidcを作成し、 in viνo 実験を行なった。まず、ラットに全身投与されたoligodeoxy-

nllcleolideの管職で・の最適化を計るために、注射後の腎での蓄積の程度を、 3'末端を

ピオチン化したoligodeoxynucleolideを用いて時間経過とともに検討した。図6に示し

たように、全身投与後4D寺聞で近位尿細管を中心とした皮質尿細管への蓄績が顕著に

認められるようになり 、81時間後にはほぼ最大に達していることが確認された。

この情報をもとに、 01igodeoxynllcleolideは腎虚血開始約10時間前に投与した。図

7Aから分かるように、AS-ODN-ORF前投与若手では、血清Cr及びB日4の値が対照(

shall1)群と変わらず、AS-ODN-VSM前投与群及びsense前投与群、 scrambled前投与

群と比較して値の上昇が有意に抑制された。 即ち、 AS-ODN-ORF前投与により選択

的にiNOSの発現を抑制すること により、虚血丙縫流による腎際主与を経減させうる可

能性が示唆された。そこでこれに対して、 ~ I:選択的な NOS抑制効果を持つL-NAME

を前投与してみると、図7Bのように虚血性急性腎不全に対する治療効果は認められ

ず、むしろ増怒した。

AS-ODN-O則コの効果を確認する目的で、 腎皮質尿細管によるN02産生を検討した。

図8Aに示したように、対照群と比較して、虚血腎で=は約6僚のN02-jli量生を認めた。

一方、 AS-ODN-ORP前投与をしておくと、虚血l腎でのNOョ一度生は有意に軽減される

ことが示された。また、 WeSlernanalysisによる腎homog町Ieltesでの検討では、図8Bに

示したように、虚血腎と比較してAS-ODN-ORF前投与野ではiNOSの発現が殆ど認め

られないことが示された。 更に、免疫組織学的にも同織の観察が認められた。 即ち、

図9に示したように、虚血腎ではiNOSの強い発現が観察されたが( 図9C )、 AS-

ODN-ORF前投与された虚血管では抑制された(図9E )。 一方、 cNOSの発現は対

照群、虚血群、AS-OON-ORF前投与群で遠いを認めなかった。

更に、 AS-OON-ORFのiNOSに対する選択性を調べる目的で、NOiJl11定用微少電極

を用いて対照群、虚血哲学、 AS-OON-ORF前投与哲学の腎におけるNO産生能を検討した。

虚血再継流から24時間後、左腎を葦'1出し腎皮質にキャリプレーション済(図10A)

のNO測定用微少電極を刺入した(但し、刺入した電極の位箇が、糸球体、 尿細管、

血管、 間質のどこであるかを特定することはできないが、NOはガス状物質であるの

で電極の近傍からの発生を捕らえていることになる)。図 10B-0に示されているよ

うに、cNOS由来のNO産生を促進することが知られているbradykininを頚静脈ライン

より注入すると、対照群でのNOi!室生が確認された( 図10B )。 これに対して、鹿
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血哲学でのbradykininの効果はごく僅かであった(図IOC) .一方、 AS-ODN-ORF前投

与群でのbradykininに対する反応は、対照苦手とほぼ同程度であった。そこで、図 11に

各群でのbradykininによるNO産生量を集計した。図 IIAはbaselineのNOA量生量を示す。

この図からも分かるように、虚lUl'，背のbaselineは対照群やAS-ODN-ORF前投与群と比

較して有意に高かった。これに対して、 bradykinin注入後のNO産生虫は、虚血腎で

は著しく抑制されていたが、 AS-ODN-ORF育II投与群では対照群とほぼ問じ程度に保

存されていることが確認された。以上より、 AS-ODN-ORFは機能的にはcNOSに何ら

影響しておらず、 AS-ODN-ORFはiNOSを選択的にブロックしていることが確認され

た。また、図lOCでの記録では、 L-NAMEi.v 後図lQA、Cと同じ程度にまで下降し

ていないが、これは電極の特性によるものと考えられる。 即ち、本NO電極はガス状

物質を効率よく補足するために電極表蘭をポルフィリンによりコー 卜しているため‘

ピーク値はNOil室生量を反映しているが、ピーク後の値は、電極表面からのNOの消

失が実はそれ程スムーズではないため、この部分での評価は正確さを欠くため、こ

のような差が生じる結果となっている。

最後に、 ASーODN-ORFの効果を病理組織標本で検討した。図12に示したように、

AS-ODN-ORFは、主に虚血性急性管不全における尿細管駿死及びbrushborder memb-

rane喪失、尿細管細胞による円住形成を綬滅する作用があることが示された。
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考察

NO及びその代謝物である過酸化窒素の障害性は、動脈硬化の促進作用制、 リンパ

芽球細胞でのmUlalion作用やDNA障害作用判、脂質の過酸化作用活などの細胞レベ

ルでの障害作用、局々のウィルス性脳炎による細胞障害36などにおいて報告されて

きた。我々の11"1 v/troの実験系でも、過酷化水素を用いた低酸素性の障害やLPSを用

いたendoloxemicな刺激により、明 らかにNOの代謝産物であるN02-産生は上昇し、

過酸化水素を用いた場合には死細胞数の増加、即ち細胞障害性カ河童認された。11'1

VIVO では、虚血再獲涜モデルでミのNOによる障害作用が神経折、心臓などの臓総で示

されてきた相ヘ一方腎臓では、近年、腎尿細管上皮細胞における NOの細胞障害作

用がhypoxia-reperfu剖onモデルで報告されている100 そこで、従来より用いられてい

るL-NAMEやしNMMAなどのLアルギニンアナログのNOの抑制斉11を用いると、これ

らはin v;，，.oの実験系で、は抗炎症効果を示し、特に、低酸素性の障害に対して腎上皮

細胞を保護する効果が認められたが、不思議なことに，，-， ¥11 voで種々の急性腎不全モ

デルにL-NAMEやしNMMAを投与すると、いずれも急性腎不全が増悪することが報

告されていた。既に知られているように、腎臓では、 cNOSのうちconstitutiveisoform 

は血管内皮とIMCDに発現が認められ、 neuronal isoformはmacllla densaに限局し、

iNOSは近位尿細管やメサンギウム細胞に発現していることが報告されている 11，12.1"3

つまり、 3種業員のNOSの分布は、機能分担に応じて異なった局在を示していると想定

される 16.40。川町Iroでの結果からの予惣に反して、急性腎不全モデルにしNAME及び

しNMMAを投与すると、むしろ増悪効果が生じてしまう属大の原因は、 Lアルギニ

ンアナログが非選択的にNOSを抑制してしまうため、このような3種類のNOSの機能

的分担を非選択的に全て抑制したために生じている可能性が推測された。 anusense

01 igodeoxynllcJeolideは、目的とした遺伝子の発現を、遺伝子配列に基づいて特異的

に抑制することができ、実験の解析や治療効果からの病因の検討に極めて有用な方

法であるヘ我々はiNOSの発現を選択的に:1m市1)するanlisenseoligodeoxynucJeolideを

設音|し、 phosphorolhioaledderi vati vesとした。Phosphorothioaled0 I igodeox ynucleolides 

は、従来のanlisenseoligodeoxynucleotideと比べて細胞膜の透過性が良好で、しかも

antisense oligodeoxynucJeolideがRNA-DNAduplex形成して遺伝子配911を抑制している

際に、 RNA配亨11似11を破綾しようとするribonucleaseHに耐性であるといった特徴があ

ることが知られているペ実際、ここで用いたantisenseoligodeoxynucleotideは、明ら

13 



-ーー かに細胞内に取り込まれ、しかも目的としたタンパクの発現の低下がGriess反応を用

いたN02守産生、 NADPHdiaphorase染色法により確認された。また、 phosphorolhioated

oligodeoxynucieolidesの細胞毒性は、従来のanlisenseoligodeoxynucleolideとの比較で

高いといわれているが、 Live & dead assa yによる検討ではphosphorothioatedoligodeoxy-

nucieolidesで=前処理した細胞群での細胞毒性は有意に高いものではなかった。

まず川νivoにphosphoroUlIoatedoligodeoxynucleolidesを投与すると、経時的に腎臓で

の取り込みが促進されるが、ここで興味深いことにbrushborder membraneへのanll-

scnse oligodeoxynucleotideの結合が早期から認められる。この現象については、 Kloト

manらが、詳細にphosphorothioatedoligodeoxynucleolidesの腎臓での動態を検討してい

るが、その中でも同様の観察について触れられており、異なった配列でも生じると

いう観点から、ここで我々が用いたantisenseoligodeoxynucieotide配列に特異的な現象

と考えるよりも、少なくともphosphorothioatedoligodeoxynucleotidesそのものの性格

であると推察される43 また、早期においては、尿細管細胞内にはphosphorothioated

oligodeoxynucleolidesの取り込みは認められないところから、この結合については糸

球体液J&Jされて瞬時に結合したものであろうと考えた。

我々が設計したantisenseoligodeoxynucieotideの効果は、結果から明らかなように、

選択的にiNOSの発現が抑制されるのでJ.'f!.血性急性腎不全による腎障害の程度は戦く、

これに対して非選択的抑制剤L-NAMEを前投与しておくと、既報告のように却って

増悪することが示された。非選択的NO抑制剤L-NAMEもiNOSの発現を抑制するの

で、虚血再I陸流による腎障害を抑制する作用があるはずであるが、 cNOSも同時に抑

制してしまうので、そのための摺悪効果のほうが主体となってしまうと考えられた。

明らかにこれはNOSの機能分担の存在を示すもので、腎障害の程度はiNOSと相関し、

一方腎障害からの回復はcNOSと相関することを示唆するものである。

虚血再滋流障害11寺の腎におけるcNOSの発現については、 CongerとWeilはマウスの

モノクローナル抗体を用いた検討で、 cNOSの発現が虚JIll腎の血管内皮細胞で有意な

強い発現を認めるとしているぺ本検討では抗体の特異性のためか対照腎、虚血'降、

antlsen田腎で有意な差が認められなかったが、 NO微小電極による検討では、鹿血腎

でのbradykininによるNO産生は僅かであり、 cNOSの発現が虚血腎で既に増強してい

るため、更にbradykininを負荷してもNO産生が得られないものと推祭されたe

従来より用いられているphosophodiesteroligodeoxynucleotidesと比較してphosopho-

14 



-
rolhioaled oligodeoxynucleoLidesの排池経路及び臓器分布は腎臓が主であることが知ら

れており、しかもphosophorOlhioatedoligodωxynucl.eoLidesは近位尿細管に蓄積しやす

いことも報告されているぺ腎光顕組織標本の morphological scoringからは、 AS-

ODN-ORF前投与で示された腎保護作用は、尿細管綾死の軽減、尿細管内に脱落した

尿細管上皮縦胞の減少、これによる尿細管拡張や!首]質浮腫の凝減. bmsh border 1055 

の減少で、主に腎尿細管上皮細胞の虚血再瀧涜モデルにおける致死的細胞隙容が、

防がれたためであると推測される。このような組織学的な検討より、アンチセンス

療法のターゲットが、成血F号機流障害を被りやすい近位尿細管上皮細胞であったこ

とが効を奏し、通常の;nvivo投与量4:;.-16 の約1110である 1mg/kgのphosophorolhioated

oligodeoxynucieolides投与で十分な治療効果を得ることができたものと恕われる。ま

た、 NOは蛋白合成や DNA合成を抑制することが報告されているので47.4~ 、 AS

ODN-ORFによるアンチセンス療法がこのような機転も抑制して虚血再准流による腎

陣容が軽度となった可能性も考えられる。

本研究では、 iNOSをターケ§ツ トとして、アンチセンス療法を初めて急性腎不全モ

デルで試みその効果を報告した。近年では. iNOS遺伝子のTATAboxからお塩基対

ほど上流に、転写因子NF-KJ3の結合領域が存在することがわかっている 4!1，50。それ

によると細胞質ではNド曲ー!KB複合体として存在するが、これが活性隊索やサイト

カイン(lFN-y. TNF，α)などにより活性化されたproleinkinaseの作用でリン酸化さ

れると、 NF-KBの核内移行が促進されてiNOS上の結合部位に結合し、 iNOSの発現が

開始する S1.52.H。従って、 iNOS遺伝子のこの部分を特異的にブロックして、 iNOS

の産生を抑制することも可能で、同様のアンチセンス療法として期待される。

以上のような、虚血両縫流モデルでの、 iNOSをターゲッ卜としたアンチセンス療

法の効果は、移植管で血流手写機流後早期に生じる急性尿細管駿死の問題を克服しう

る可能性があり、臨床的にも価値の高い結果であると考えられる。また本研究では、

iNOSに対するアンチセンス療法の効果を虚血再議流モデルでのみ検討したが、造影

剤による急性腎不全モデル、グリセオールにより生じた横紋筋融解壊死による急性

腎不全モデル、シスプラチンによる急性管不全モデルなどでの検討も期待される。

更に、 iNOSが関わるその他の病態としては、糸球体腎炎でもnephrOloxicserumによ

る腎炎、 Thy- I腎炎では既に NOの関与が示唆されており か1 .5~，拍51、これをターゲツ

トとしたアンチセンス療法が有効である可能性が示唆される。
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まとめ

1) iNOSの開始コドンをターゲッ トにしたantisenseoligodcoxynucleotideをヒトcDNA

をもとに作製し、 BSC-I細胞で細胞取り込みを確認。更にLPS、過酸化水素水に

よるNO産生に対する抑制効果を検討した。

2) Open reading frame内のCOTl阻rvedsequenceをターゲットとし、しかもラット及びマ

ウス‘ラット腎特異的iNOSにホモロジーを有するanlisenseoligodeoxynucleol.ide 

CAS-ODN-ORF )の前投与により、虚血性急性腎不全モデルでの著しい腎機能の

改善を認めた.

3)虚血性急性腎不全モデルにおいて、 L-NAルEは全く治療効果を示さず、むしろ増

悪効果があったe

4) Bradykininにより誘発されるcNOS由来のNOi1量生はAS-ODN-ORFを投与した場合

でも、保存されることより、このoligodeoxynucleolideのiNOSに対する選択性が確

認された.

5) AS-ODN-ORFの虚血性急性腎不全モデルでの腎保護作用は、腎尿細管壊死を防ぐ

ことであることが形態学的評価より示された.

土土芸4
市口附則

虚血性急性腎不全モデルでは、 iNOS由来のNOがl腎尿紛]管に対する細胞障害性

に働くことが病態の成因の鍵を握っており、これを選択的に抑制する方法として

のアンチセンス療法を提示し、その効果を報告した。
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図2 誘導型NOSに対するビオチン化アンチセンスオリゴ

デオキシヌクレオチドのBSC-l細胞への取り込み

A: CQnlrol (無添加) s: ]μM投与群

C: 5μM投与群 D: 10μM投与群



LPS及び、H202により誘導されたNO産生に対する

iNOSをターゲットとしたアンチセンス療法の効果
図3
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図4 BSC-l細胞でのNADPH-diaphorase染色
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オリゴヌクレオチドの細胞毒性の検討と

酸化的ストレスに対する効果
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図6 誘導型NOSに対するビオチン化アンチセンスオリゴ

デオキシヌクレオチドの腎臓への取り込み



図7 オリゴデオキシヌクレオチドまたはL-N品庄の

虚血性急性腎不全に対する効果
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図8 アンチセンスオリゴヌクレオチドによる

誘導型NOS抑制効果の確認

A 皮質尿細管でのN02一産生の検討
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図9 正常腎 (A，B)、虚血腎 (C，D)、アンチセンス

治療腎 (E，F)におけるiNOS(A，C，E) とcNOS(B， 

D，F)の免疫組織染色



NO微小電極による腎皮質でのNOモニター図10
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図11 腎皮質におけるNO由来の電流とブラジ

キニンにより誘発された電流上昇
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図12 Pathological scoringによる虚血腎と

アンチセンス治療腎の組織学的検討
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