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第 1章 緒言 

 

歯周病はこれまで局所の慢性感染症と考えられてきたが，歯周病原細菌

Porphyromonas gingivalis (P.g) に対する血清 IgG抗体価と末梢血中 C-反応性

蛋白（CRP）濃度が正の相関を示すことや(1)，重度歯周病を併発した 2 型糖尿

病患者に歯周治療を行った場合，治療後に高感度 CRP値が有意に低下すること

(2, 3)などから，軽微な慢性炎症を生体に惹起する炎症性疾患と捉えられように

なった。重度歯周病による炎症反応によって，活性化されたマクロファージか

ら種々の炎症性サイトカインが産生される。一方，肥満脂肪組織では，脂肪細

胞から分泌される種々のアディポサイトカインによってマクロファージが脂肪

組織に遊走・浸潤し，脂肪細胞と相互作用を発揮することでより多量の炎症性

サイトカイン放出が促進される。このようにして歯周病や肥満が全身に軽微な

慢性炎症を惹起し，糖尿病や心血管系疾患などの全身疾患に影響を及ぼすこと

が明らかにされつつある(4-6)。 

近年，慢性腎臓病(Chronic Kidney Disease; CKD) の概念が注目されている。

CKD はタンパク尿などの腎機能障害や推算糸球体濾過量 (estimated 

glomerular filtration rate; eGFR) が 60ml未満のいずれか，あるいは両者が 3

ヶ月以上持続する場合に診断され，これらの腎障害が慢性的に持続する病態す

べてを包括した概念であり，放置・進行すると透析を必要とする末期腎不全に

至る。CKDが注目される理由としては，諸外国および本邦において，腎透析や

腎移植を必要とする末期腎不全患者数が急激に増加していること(7)，腎透析患

者の生命予後が極めて不良であること(8)，にもかかわらず CKD に有用なバイ

オマーカーが未だにないこと(9)，そして最も大きな理由として CKD が心血管

疾患(Cardio Vascular Disease; CVD) の強力なリスク因子であることが挙げら

れる(10)。CKD を引き起こす主な疾患は，糖尿病性腎症(腎症) であり，CKD

患者全体の 40 % 以上を占めている(11)。腎症の原因として，高血糖に基づく代

謝異常が示唆されてきた(12, 13)。しかしながら，CKD の発症・進行の機序を

高血糖に基づく代謝異常のみで説明するのは困難である(14)。 

これまでに腎症の進行に伴い，糸球体間質細胞であるメサンギウム細胞から

の基質産生が増加し，メサンギウム細胞周囲に蓄積することによって，メサン

ギウム細胞とメサンギウム基質からなるメサンギウム領域が拡大し，尿細管間
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質の線維化や濾過率の減少などの腎機能の低下が引き起こされることが報告さ

れている(15)。腎症患者の病理組織においては，種々の炎症性サイトカインが上

昇すること(16)，および多量のマクロファージが糸球体や間質に浸潤し，腎症を

進展させることが示唆されている(10, 17)。また，メタボリックシンドロームが

CKD の発症に関与すること(18, 19)，CKD 患者は血清 CRP 値が上昇すること

(20)，さらに，CKD患者は重篤な歯周病罹患が多いとの疫学研究がある(21-25)。 

これらのことから炎症と CKDの発症・進行との関連性が考えられる。 

以上から，歯周病感染などで活性化されたマクロファージが腎組織に浸潤し，

メサンギウム細胞とマクロファージの相互作用が起こることで，腎組織での炎

症反応が増悪する結果，腎症の進行が促進するという仮説を設けた。 

そこで，炎症と CKDの関連性についての分子基盤を明らかにするために，軽

微な慢性炎症を想定した低濃度Lipopolysaccharide (LPS) 刺激を加えたメサン

ギウム細胞とマクロファージの共培養系におけるサイトカインの発現動態と発

現遺伝子の変化を解析した。さらに，発現が有意に増加した特定の遺伝子に注

目し，腎機能低下の有用なマーカーとなり得るか否かを疫学的に検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 3 - 

 

第 2章 メサンギウム細胞－マクロファージ共培養系における 

炎症性サイトカイン産生性に対する LPS の影響検討 

  

第 1節 概要 

腎症の進行過程においてメサンギウム細胞にマクロファージが浸潤して

いること，多くの腎疾患組織で種々の炎症性サイトカインの発現が上昇して

いることが報告されている(10, 16, 17)。そこで，慢性炎症と腎症の関連性に

ついての分子基盤を明らかにするために，まずマウスメサンギウム細胞とマ

クロファージの共培養系を確立した。続いて，その系において軽微な炎症を

想定し低濃度LPS刺激を加えた際の，遺伝子発現変動を検討するため，DNA

マイクロアレイの手法を用い，解析を行った。DNA マイクロアレイ解析の

結果のうち発現に変動があった遺伝子について，関連するパスウェイの検討

を行った。 

 

第 2節 材料および方法 

1. 細胞および細胞培養 

マウスメサンギウム細胞株 CRL-1927 (American Type Culture 

Collection (ATCC), Manassas, VA, USA) およびマウスマクロファージ細

胞株 RAW264.7 (ATCC)を用いた。培養は 37℃，5%CO2気相条件下で行っ

た。CRL-1927は既法に従い 5% Fetal bovine serum (FBS) (Cansera 

International Inc., Canada), 1 % Penicillin Streptomycin (PS) (Gibco 

Invitrogen, Grand Island, NY, USA) を含む Dulbecco’s Modified Eagles 

medium Low Glucose (Gibco Invitrogen) と Ham's F-12 Nutrient 

Mixture (Gibco Invitrogen) を 3:1の割合で混合した培地で培養した。

RAW264.7は 10% FBS, 1% PS, 2.0mM L-glutamine (Gibco Invitrogen) を

含むDulbecco’s Modified Eagles medium High Glucose (Gibco Invitrogen) 

培地で培養した。 

メサンギウム細胞およびマクロファージの共培養は，上室の底面に直径

mの多孔膜を有し液性因子のみが各室間を移動できる 6 well plateトラ

ンスウェルシステム(Corning Inc., Acton, MA, USA) を使用し，上室に

RAW264.7 (5 x 104 cells/ well) を，下室に CRL-1927 (1 x 105 cells/ well) を
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播種し，行った。 

低濃度の 1 ng/ml の LPS (E.coli ) (Sigma, St．Louis，MO，USA)で細胞

を刺激し，0, 4, 8, 12, 24時間後の培養上清および RNeasy Mini kit (Qiagen, 

Crawley, UK) を用いてメサンギウム細胞から total RNAを回収した(図 1)。 

 

2. DNAマイクロアレイ解析 

GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) を用いて，上記で回収し

たメサンギウム細胞における発現遺伝子をLPS刺激群とLPS未刺激群間で

比較した。 

 

3. リアルタイム PCR解析 

ReverTraAce qPCR RT Kit (TOYOBO, Osaka, Japan) を用いて，回収し

たRNAの逆転写反応を行い，cDNAを得た。KAPA SYBER FAST qPCR Kit 

(KAPA Biosystems, Boston, MA, USA) を用いて，逆転写反応によって合成

した cDNAを鋳型として7300 Real TimePCR system (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) を用い，リアルタイム PCR解析を行った。

Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) 遺伝子をハウス

キーピング遺伝子として相対的に定量をおこなっ た。実験に用いたプライ

マーの設計を(表 1) に示す。 

 

4. 培養上清中のサイトカイン量の測定 (ELISA法) 

Lipocalin2 (LCN2), Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 (CXCL5)，

Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2), Granulocyte/ 

Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF)，Chemokine (C-X-C 

motif) ligand 1 (CXCL1), Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) 

の濃度を, mouse ELISA Kit (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) 

を用いて測定した。 

 

5. 統計解析 

 定量化したデータは平均 ± 標準偏差を表し，Student’s-t検定を用い，

有意水準を*p < 0.05として検定した。 
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第 3節 結果 

 

 共培養系に LPS刺激を加えた際のメサンギウム細胞の mRNA発現変動 

LPS未刺激のマクロファージと共存するメサンギウム細胞と比較して，

LPS刺激によって Cxcl1, Cxcl 2, Cxcl 3, Cxcl 5, Chemokine (C-C motif) 

ligand 20 (Ccl20), Mcp-1 などの炎症性ケモカイン，炎症マーカーの Serum 

amyloid A2 (Saa2) の遺伝子発現がメサンギウム細胞で亢進した。また腎障

害のマーカーとして注目されている Lcn2が顕著に発現亢進した(図 2A)。 

 

共培養系に LPS刺激を加えた際のメサンギウム細胞 mRNA発現変量  

Lcn2, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl5, Gm-csf, Mcp-1のすべてにおいて前述のDNA

マイクロアレイ解析のデータを支持する結果が得られた(図 2B)。 

 

共培養系に LPS刺激を加えた際のサイトカイン産生量 

測定したLCN2, CXCL1, CXCL 2, CXCL 5, GM-CSF, MCP-1のすべてに

おいて LPS刺激によってその産生量が有意に増加した(図 2C)。 

 

DNAマイクロアレイ解析にて発現が亢進した遺伝子群の関連パスウェイ 

発現量が亢進していた遺伝子群の多くは炎症反応に関わるNF-Bや IRF

のパスウェイに属していた。腎症関連遺伝子としてMcp-1, collagen typeⅧ

α1, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) の発現が亢進した。ま

た補体活性化経路として，C1sおよびC3や IntegrinファミリーのVCAM-1

の発現が亢進した。これらの経路に加えて，Redox調節として Lcn2の発現

が著しく亢進した(表 2)。 
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図 1 

メサンギウム細胞－マクロファージ共培養系の概略図 

LPS刺激後 0, 4, 8, 12, 24 時間培養後の細胞培養上清の回収およびメサン

ギウム細胞から total RNAを回収し，解析をした。 
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表 1 

使用したプライマー 

Genes Forward primer Reverse primer 

GAPDH AATGTGTCCGTCGTGGATCTGA GATGCCTGCTTCACCACCTTCT 

LCN2 CCAGTTCGCCATGGTATTTT  TCCTTCAGTTCAGGGGACAG 

CXCL5 GGTCCACAGTGCCCTACG GCGAGTGCATTCCGCTTA 

CXCL2 TCCAGAGCTTGAGTGTGACGC TGGATGATTTTCTGAACCAGGG 

GM-CSF ATGCCTGTCACGTTGAATGAAG GCGGGTCTGCACACATGTTA 

CXCL1 CACCCAAACCGAAGTCATAG AAGCCAGCGTTCACCAGA 

MCP-1 GAAGGAATGGGTCCAGACAT ACGGGTCAACTTCACATTCA 
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図 2A 

共培養系に LPS刺激を加えた際のメサンギウム細胞の mRNA 発現変動 

LPS未刺激の遺伝子と比較して，LPS刺激によって Cxcl5 やMcp-1など

の炎症性ケモカイン，炎症マーカーの Saa2の発現が亢進した。また腎障

害のマーカーとして注目されている Lcn2が顕著に発現亢進した。 
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図 2B 

共培養系に LPS刺激を加えた際のメサンギウム細胞 mRNA発現変量    

Lcn2, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl5, Gm-csf, Mcp-1のすべてにおいて DNAマイク

ロアレイ解析のデータを支持する結果が得られた。 
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図 2C 

共培養系に LPS刺激を加えた際のサイトカイン産生量 

測定した LCN2, CXCL1, CXCL 2, CXCL 5, GM-CSF, MCP-1のすべてにお

いて LPS刺激によってその産生量が有意に増加した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 11 - 

 

表 2 

DNAマイクロアレイ解析にて発現が亢進した遺伝子群の関連パスウェイ 

 

発現量が亢進していた遺伝子群の多くは, 炎症反応に関わる NF-Bや IRF

のパスウェイに属していた。腎症関連遺伝子としてMcp-1, collagen typeⅧ

α1, VCAM-1の発現が亢進した。 
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第 3 章 各細胞からの LCN2産生能の検討 

 

第 1節 概要 

LCN2は好中球ゼラチナーゼ関連リポカリンとも呼ばれ，主に好中球から

産生され，自然免疫において重要な役割を果たす。その一方で鉄と結合し，

その恒常性を制御することで抗酸化作用を示すことが示唆されている(26, 

27)。また，LCN2 は肝細胞および腎尿細管細胞にも発現しており，CKD罹

患者の血中，尿中で濃度が上昇することが報告されている(26, 28, 29)。 

LCN2遺伝子欠損マウスにおいて，CKDの進行が抑制される (30) が，

LCN2の腎障害に及ぼす生理的な機能については未だ不明な点が多い。これ

までの研究の多くで，腎障害において産生される LCN2の産生細胞は傷害

を受けた尿細管細胞であることが報告されており，LCN2は尿細管細胞の傷

害マーカーとして認識されている(31)。そこで，メサンギウム細胞単独培養

系，マクロファージ単独培養系およびメサンギウム細胞－マクロファージ共

培養系の LCN2 の産生量を比較した。 

 

第 2節 材料および方法 

1. 細胞および細胞培養 

第 2章第 2節の 1と同様に CRL-1927メサンギウム細胞細株および

RAW264.7 マクロファージ細胞株を使用した。CRL-1927単独培養，

RAW264.7 単独培養，CRL-1927と RAW264.7 の共培養の各群において，   

1 ng/ml LPS刺激後 24時間の細胞培養上清を回収した。 

 

2. 培養上清中のサイトカイン量の測定(ELISA法) 

各群の LCN2 の濃度をmouse ELISA Kit (R&D Systems, Inc.) を用いて

測定した。 

 

3. 統計分析 

第 2章第 2節の 5を参照。 
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第 4節 結果 

LCN2について各細胞からの産生量を比較したところ，LPS刺激によっ

てメサンギウム細胞およびマクロファージから産生されるものの，各々の単

独培養時の産生量の和より共培養の方がタンパクの産生量が有意に増加し

た(図 3)。 
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LPS刺激を加えた時の LCN2産生量の比較 

LPS刺激下で，メサンギウム細胞，マクロファージをそれぞれ単独培養

した際の産生量の和と比較して，両細胞を共培養した場合では，タンパ

ク産生量が有意に増加した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 
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第 4 章 LCN2 のバイオマーカーとしての有用性に関する疫学的検討 

 

第 1節 概要 

これまでの in vitroの研究で慢性炎症を想定した LPS刺激によってメサン

ギウム細胞‐マクロファージ共培養系において LCN2の遺伝子の発現亢進，

タンパク産生量が増加したことを受け，LCN2が疾患マーカーとなり得るか

どうか，あるいは腎障害の進行を把握するための因子として機能するか否か

について疫学的に検討した。 

 

第 2節 対象および方法 

1. 対象 

淀川キリスト教病院倫理委員会の承認後，本研究へ参加する同意を得られ

た成人健診受診者 420名(33～82歳 平均年齢：55.98 ± 9.34 歳，男性 301

人，女性 119人) を対象とした。なお，急性疾患を有する患者は事前に除外

した。 

 

2. 血中 LCN2 濃度および各種血液・生化学特性 

すべての健診受診者は 75gの経口ブドウ糖負荷試験(75g OGTT) を受け，

その中で WHO の診断基準で糖尿病と診断された者 50 名を糖尿病被験者，

そして残りの 370名を非糖尿病被験者とした(32)。なお、健診受診者は，検

査前 3日間で最低 150gの炭水化物の摂取，ならびに検査前最低 1週間の禁

酒および激しい運動の制限を行った。そのうえで，12時間絶食後の朝に前

肘静脈から採血を行った。すべての血液サンプルは，解析時まで－70℃で凍

結保存した。血液検査は，中性脂肪，総コレステロール，高密度リポタンパ

ク質コレステロール(HDL) および低密度リポタンパク質コレステロール

(LDL) については通法に従って，血清インスリン，高感度 CRP (hsCRP)，

高分子量(HMW) アディポネクチン，TNF-α，可溶性腫瘍壊死因子受容体1，

2 (sTNF-R1, 2)については参考文献に示す方法で測定した(33-37)。さらに

LCN2, Interleukin-18 (IL-18) およびMCP-1の濃度を，ELISA Kit (R&D 

Systems) を用いて測定した。HbA1c (NGSP) 値は，日本糖尿病学会で定め

られている 4.6～6.2% を正常な範囲とした(38)。推定糸球体濾過率(eGFR) 
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は，Imai らの算出式を用いて換算した(39)。タンパク尿の有無を尿検査試

験紙を用いて測定した(表 3)。 

 

3. 統計分析 

すべてのデータは，平均 ± 標準偏差として表した。TNF-αとhsCRPは，

正規分布を示さなかったため，これらの変数については対数変換を行った。

LCN2と腎機能(クレアチニンおよび eGFR) の単相関をスピアマンの順位

検定によって調べた。次に，LCN2に関連する因子を決定するために，LCN2

を従属変数として，多重ロジスティック回帰分析を行った。有意水準を*p < 

0.05として検定した。すべての統計データ解析は，SPSS/ w17.0 ソフトウ

ェア(SPSS, Chicago, IL, USA) を用いた。 

 

第 3節 結果 

スピアマン順位検定では，LCN2 はクレアチニンと正の相関を示し(n = 

420, r = 0.416), またeGFRと負の相関(n = 420, r = -0.367) を示した(図4)。 

次に，糖尿病 50人の患者を含む全ての被験者(n = 420) に対して，LCN2

に有意に関連する因子を決定するために，多重ロジスティック回帰分析を行

った。LCN2濃度は，クレアチニン( ＝ 0.348), sTNF-R2 ( = 0.275), 尿

酸( = 0.180) およびWBC ( = 0.21) と有意に相関した。eGFRはクレアチ

ニン，年齢，性別から算出される為，eGFRとクレアチニンは互いに交絡因

子となる。そこでクレアチニンを除いて解析を行ったところ，eGFR ( = 

-0.151) と負の相関を示した。糖尿病自体が sTNFR2などの炎症マーカーに

何らかの影響を与える可能性があるため，糖尿病患者を省き非糖尿病の被験

者を選択し再度解析を行ったところ，LCN2は sTNFR2 ( = 0.271), eGFR 

( = -0.151), および尿酸( = 0.176) と有意に相関した(表 4)。 
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表 3 

被験者のプロフィールと測定項目 

 

33歳～82歳の 428 人の成人を対象に血液・生化学検査を行い，ELISA法を用

いて血中 LCN2濃度を測定した。 
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図 4 

ヒト血中 LCN2 濃度とクレアチニン，eGFR との関係 

LCN2はクレアチニンと正の相関を示し(n = 420, r = 0.416), またeGFRと負

の相関(n = 420, r = -0.367) を示した。 
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表 4 

ヒト血中LCN2濃度と有意に相関する因子（多重ロジスティック回帰分析） 

 

LCN2濃度とクレアチニン, eGFR, WBC, sTNF-R2, 尿酸値が有意に相関し

た。 

非糖尿病患者の臨床血液データにおいても LCN2 濃度とクレアチニン, 

eGFR, WBC, sTNF-R2, 尿酸値が有意に相関した。 
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第 5 章 LCN2 遺伝子発現におよぼす LPS および TNF-α の相乗効果の検討 

 

第 1節 概要 

TNF-αは単球/ マクロファージ由来の炎症性サイトカインとして知られ

ている。しかし，血中 TNF-αは半減期が短く，その血中濃度は炎症状態を

反映しないとの報告がある。一方 sTNF-Rは，半減期が長く，血中に TNF-α

の 100倍以上存在しており，血中 TNF-α濃度と相関することから TNF-α

活性を反映するバイオマーカーとして認識されている(40-43)。そこで臨床

血液データにおいて，LCN2と有意な相関を示した sTNF-R2に注目し，

LCN2発現におよぼす TNFシグナルの関与を検討した。 

 

第 2節 材料および方法 

1. 細胞および細胞培養 

第 2章第 2節の 1と同様に CRL-1927メサンギウム細胞細株および

RAW264.7 マクロファージ細胞株を使用した。CRL-1927と RAW264.7 の

共培養系(図 5)に，1 ng/ml LPSおよび 1 ng/ml recombinant TNF-α (Sigma) 

を添加し，0，4，8，12，24時間後のメサンギウム細胞の total RNAを RNeasy 

Mini kitを用いて回収した。 

 

2. リアルタイム PCR解析 

ReverTraAce qPCR RT Kit を用いて，生成した RNAの逆転写反応を行

い，cDNAを得た。KAPA SYBER FAST qPCR Kitを用いて，逆転写反応

によって合成した cDNAを鋳型として7300 Real TimePCR systemを用い，

リアルタイム PCR解析を行った。GAPDH遺伝子をハウスキーピング遺伝

子として相対定量をおこなった。 

 

3. 統計分析 

第 2章第 2節の 5を参照。 
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第 3節 結果 

メサンギウム細胞－マクロファージ共培養系に LPS 刺激および TNF-

刺激を加えたメサンギウム細胞は，LPS 単独刺激，TNF-単独刺激の場合

と比較して高い LCN2の遺伝子発現を示した(図 6)。 
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図 5 

共培養系への LPS および rTNF-添加 

LPSおよび TNF-刺激後 0, 4, 8, 12, 24 時間培養後のメサンギウム細胞の

total RNAを回収し，Lcn2の遺伝子発現を調べた。 
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図 6 

LPS, TNF-刺激時の共培養下メサンギウム細胞の mRNA発現変動   

LPSおよびTNF-で刺激するとそれぞれの単独刺激に比べて Lcn2遺伝子発

現が増加した。 
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第 6章 考察 

軽微な炎症は，インスリン抵抗性，内臓脂肪蓄積およびアテローム性動

脈硬化症などのいわゆるメタボリックシンドロームのコンポーネント疾患

の病因に関与しているといわれており，またこれらはいずれも CKD 同様，

CVDの危険因子でもある(4,44)。軽微な炎症は CKDの病因に直接関係する

とされており(45)，メサンギウム領域へのマクロファージ浸潤は，動物モデ

ルおよびヒトの両者においても観察されている(10)。一方で，マクロファー

ジと共培養した脂肪細胞では，LPS刺激の有無にかかわらず，DNAマイク

ロアレイ解析によって，発現の亢進が確認された多くの遺伝子が，炎症関連

遺伝子であることが報告されている(46)。本研究では，脂肪細胞の代わりに

メサンギウム細胞を用いて共培養を行い検討したところ，単球/ マクロファ

ージの誘導に関与する遺伝子の発現が亢進し，そのタンパク質産生量も増加

した。LCN2は，腎疾患では尿細管細胞から産生されることが報告されてい

る(31)。しかし，本研究において LPS 刺激下メサンギウム細胞－マクロフ

ァージ共培養系におけるメサンギウム細胞で，LCN2遺伝子発現が著しく亢

進することを新規に見出した。メサンギウム細胞の代わりに脂肪細胞を用い

て同様の実験を行った場合は，LCN2 遺伝子発現に何ら変化は認められなか

った(46)ことから LCN2 はメサンギウム領域の炎症を特異的に示すマーカ

ーとなり得る可能性がある。事実，後半の疫学研究の結果から，LCN2 は

eGFRだけでなくWBCとも相関しており，これは軽微な炎症によって，血

清 LCN2濃度が増加する可能性があることを強く示唆している。 

LPS 刺激下脂肪細胞とマクロファージを用いた共培養モデルにおいては，

2 hit theoryが提唱されている(46)。これは，まず LPSが両細胞を直接刺激

し，続いて LPS刺激によって活性化したマクロファージ由来 TNF-などが

脂肪細胞を刺激することによって 2 相性の活性パターンがあらわれること

を意味している。本研究においても，DNA マイクロアレイ解析のタイムコ

ースの結果，同様の傾向が確認された。しかし，リアルタイム PCR 解析に

おいて，LCN2 遺伝子の発現は，時間依存的に徐々に大きくなるように見え

た。この違いを生じさせる理由は不明だが，リアルタイム PCR 解析では，

TNF-発現は DNAマイクロアレイ解析よりも早期に誘導され，相乗効果が

早期に起こった可能性が考えられる。実際問題 LPSと TNF-の両方を同時
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に共培養系に添加した場合では，時間依存的に LCN2 遺伝子の発現が増加

しておりリアルタイム PCR解析と類似の発現パターンを示していた(図 6)。 

血清 LCN2 濃度は，糖尿病性腎症患者に加え，末期以外の CKD 患者に

おいて上昇している(28, 29)。さらに，尿および血清 LCN2濃度は，急性腎

障害である IgA 腎症においても上昇することが報告されており，LCN2 が

腎尿細管損傷の早期マーカーになり得ることが示唆されている(47)。本研究

においても，血清 LCN2 濃度は，被験者の糸球体濾過能の低下と相関を示

した。このように，LCN2は，早期腎機能障害の指標となり得る可能性があ

るが，本研究の問題点の一つとして，尿中 LCN2 濃度の測定データが無い

ことが挙げられる。尿中 LCN2 濃度は，糸球体濾過率，間質性線維症およ

び尿細管萎縮に関連していることが示唆されており (31)，腎機能障害の早

期マーカーとしての血清および尿中 LCN2 濃度の感度および精度を比較す

ることが，今後求められる。これまでの多くの研究では，IgA腎症を含む急

性腎障害における，LCN2の主な産生源は傷害を受けた尿細管細胞であると

報告されてきた (31, 48, 49)。一方で，本研究ではメサンギウム細胞が炎症

性刺激に応答して LCN2 を産生し，LCN2 は単に腎尿細管細胞の傷害のマ

ーカーとなるだけでなく，濾過能の低下を伴う腎症のマーカーになる可能性

が示唆された。 

CKDは，タンパク尿，濾過機能の低下，またはその両方がみられる腎障

害として定義される。しかし本研究では，尿中タンパクの有無は血清 LCN2

濃度と相関しなかった。この理由については，(i) 被験者が定期的な健康診

断の受診者であり，著しいタンパク尿患者が非常に少なかったこと，(ii) 健

診におけるタンパク尿の分析が定性的なものであり，定量的なデータが得ら

れなかったことおよび，(iii) タンパク尿よりさらに感度の高いアルブミン尿

を測定できなかったことなどが考えられる。 

本研究において，著しい損傷が無い培養メサンギウム細胞であっても炎

症刺激によって顕著に LCN2 を産生することを明らかにした。このことか

ら LCN2 の産生は，メサンギウム細胞においては細胞損傷よりもむしろ腎

機能障害とより強い関連性があるものと考えられる。近年，LCN2は，単な

る CKD の進行マーカーであるだけでなく，epidermal growth factor 

receptor (EGFR) を経由して腎尿細管細胞の増殖因子としての役割がある
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可能性が示唆されており，CKD の進行に積極的に関与する可能性が考えら

れる(28)。実際，LCN2遺伝子欠損マウスで腎機能が改善することが報告さ

れている(30)。つまり，炎症状態のメサンギウム細胞で過剰発現した LCN2

は，パラクリンに腎上皮細胞に対して増殖因子として作用する可能性がある。 

本研究では，血清 LCN2 濃度はクレアチニン，eGFR だけでなく，血清

sTNF-R2 濃度とも相関した。一方，腎症患者において血清 sTNF-R2 濃度

が上昇することが報告されている(50)。本研究の in vitro 実験で LPS と

TNF-は，LCN2 遺伝子発現を相乗的に亢進させた。つまり，腎組織に浸潤

したマクロファージ由来 TNF-および LPS などの toll-like recepior 4 

(TLR4) リガンドが，メサンギウム細胞からの LCN2遺伝子発現を亢進させ

ると推察する。TNF-は，血管内皮透過性を調節し，血行動態を変化させ

ることで，糸球体濾過能低下に関連していることが示唆されている(51)。ま

た TNF-は，今回の in vitro 実験において発現亢進を確認した MCP-1 と

共に，単球/ マクロファージの誘導に関与する。腎組織へのマクロファージ

の浸潤は，炎症に続く組織の線維化を進展させ，動脈性腎硬化症の病態形成

に関与することも示唆されている(52)。 

マクロファージの浸潤は，糖尿病性腎症の原因となるだけでなく，進行性

糸球体腎炎の上皮細胞増殖および，IgA腎症のメサンギウム細胞増殖のよう

な組織の線維化や修復にも関与している(53)。したがって，CKD において

も，マクロファージの浸潤や活性化は，アテローム硬化性変化および間質性

線維症などの進行を起こす可能性があると考えられる(54)。 

近年，外因性 LPSのみならず，TLR4リガンドとして酸化 LDLなどの内

因性リガンドの存在が報告されており(55)，脂質異常症の状態でも LPS 刺

激を受けた場合と同様の炎症反応が惹起される可能性がある。すなわち，こ

のことは、メタボリックシンドロームが CKDのリスク因子になることを説

明し得る一要因となることを意味するものと考える。 

今後，腎症の進展に及ぼす LCN2 の詳細な働きをさらに明らかにするこ

とによって，疾患マーカーとしてのみでなく，CKD の治療上の新たな標的

の確立につながると考える。 
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第 7章 総括 

軽微な慢性炎症が CKDの進行に寄与する可能性が示唆された。 

また，LCN2 は，これまで腎尿細管細胞の傷害マーカーとして捉えられてき

たが，軽微な慢性炎症によってメサンギウム細胞からも産生され，腎症の重症

度を反映するマーカーになり得ることを明らかにした。 
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