
東海大学大学院平成二十七年度博士論文  

 

 

 

尿細管上皮細胞における  

Te t r a s p a n i n - 8 発現の意義  

 

 

 

 

 

指導  深川  雅史  教授  

 

 

 

 

 

東海大学大学院医学研究科  

先端医科学専攻  

 

比留川  喬  

  



 

この学位申請論文は、 N e p h r o n  E x t r a に掲載された

主要公刊論文を基に作成された。 N e p h r o n  E x t r a に

掲載された主要公刊論文の一部を学位論文に用いること

に加えて、学位申請論文を機関リポジトリ [ 電子書庫シ

ステム ] で公開する事の承諾を得ている。  

 

1 .    総括 ( S u m m a r y )  

背景： I g A 腎症は我が国 における 最多の慢性糸球体腎

炎であるものの、その発症機序は解明されていない。

I g A 腎症の発症 ・進展には遺伝的素因の関連が挙げられ

ていることから、我々はこれまでに I g A 腎症患者 4 5 0

人と同数の健常者の血液サンプル を用いて、 I g A 腎症感

受性遺伝子の同定に努めてきた。 マイクロサテライトマ

ーカーを用いた ゲノムワイド関連解析 ( g e n o m e - w i d e  

a s s o c i a t i o n  s t u d y :  G W A S ) の手法によって 、候補遺

伝子の一つとして T S P A N 8 が同定された。 T S P A N 8 は

t e t r a s p a n i n - 8 と呼ばれる細胞膜表面 蛋白をコードす

る遺伝子で、上皮細胞の遊走や浸潤 過程に 関わる事が知

られている 。これまで I g A 腎症を含め て腎疾患と



T S P A N 8 の関連 を報告したものはなく、本研究が初め

ての報告となる 。  

対象と方法： T S P A N 8 と I g A 腎症発症との関連を調べ

るために、まず t e t r a s p a n i n - 8 の腎組織内における発

現分布を解析した。診断目的に得られた腎生検組織のう

ち、 I g A 腎症、抗好中球細胞質抗体関連腎炎、間質性腎

炎、正常腎組織を用いて免疫組織化学染色を行った。ま

た尿細管上皮細胞における t e t r a s p a n i n - 8 機能を解析

するために、ヒト培養尿細管細胞 H K - 2 に T S P A N 8 遺

伝子を導入し、細胞遊走能や浸潤能が促進されるかを検

討した。さらに T S P A N 8 の組織発現を誘導する因子を

解明するために、 H K - 2 を各種のストレス環境下で培養

して、 m R N A の発現量を定量評価した。  

結果：ヒト腎組織において t e t r a s p a n i n - 8 は一部の

血管平滑筋細胞と尿細管上皮細胞に分布していた。 I g A

腎症とその他の 腎疾患とで発現分布に 差は見られなかっ

たものの、 尿細管上皮細胞における陽性率と e G F R の

間には負の相関 関係が認められた 。 C y t o k e r a t i n - 7 や

A q u a p o r i n - 1 ,  2 といった尿細管マーカーを用いた組

織染色を追加して、 T S P A N 8 を発現している尿細管セ

グメントの多くが遠位尿細管から集合管であることも 同



定された。 マウスを用いた組織染色では 、ヒト腎組織と

同様に正常マウス腎 よりも腎障害マウスで

t e t r a s p a n i n - 8 の発現が強く観察された。培養細胞を

用いた実験では、 T S P A N 8 を強制発現した H K - 2 は通常

H K - 2 に比べて遊走能 が 2 . 7 倍に、浸潤能が 3 . 5 倍に増

加していた。発現誘導の実験では、 T S P A N 8 は低酸素

条件で発現が促進される傾向が観察された。  

結論：腎組織における T S P A N 8 の分布 は I g A 腎症に特

異的なものではなく、 どの腎疾患においても腎障害が進

展するほど 尿細管上皮での発現が亢進する事 が分かっ

た。 I g A 腎症患者と健常者 での G W A S から導き出され

た感受性候補遺伝子ではあったが、 T S P A N 8 の多型

は、 I g A 腎症発症というよりは 腎疾患全般の障害進展 や

修復プロセスに関与している可能性が示唆された。そし

て尿細管上皮細胞の遊走や浸潤能を高めているという結

果は、 T S P A N 8 が障害された尿細管 上皮の 修復プロセ

スに関与していることを伺わせた。  

  



2 .  研究の背景 ( B a c k g r o u n d  a n d  I n t r o d u c t i o n )  

I g A 腎症 ( I g A N ) は我が国において最も頻度の高い慢

性糸球体腎炎であり、約 2 0 % の患者が末期腎不全へと

至る疾患である。 I g A N の発生頻度に民族間での差異が

大きいことや、また家族内集積の多さから、 I g A N の発

症には遺伝的素因や環境因子が関わることが推測されて

きた。いくつかの人種では既に、 I g A N を引き起こす疾

患感受性遺伝子が報告されている。我々の研究グループ

でも、これまでにゲノムワイドな関連解析 ( g e n o m e -

w i d e  a s s o c i a t i o n  s t u d y :  G W A S ) の手法を用いて疾

患感受性遺伝子の同定に努め、 1 4 の感受性遺伝子領域

を同定している。今回、同定された遺伝子領域の中か

ら、特に関連の強かった領域 1 2 q 2 1 . 1 に着目した。

1 2 q 2 1 . 1 は t e t r a s p a n i n - 8 という膜表面蛋白をコー

ドする遺伝子 T S P A N 8 を含んでいる。 T e t r a s p a n i n  フ

ァミリーは細胞表面で様々な受容体やシグナル伝達分子

と複合体を形成することで、細胞の分化や接着・遊走と

いった過程に関与している分子である。我々は I g A N 感

受性遺伝子として同定された T S P A N 8 が、腎臓内にど

のように分布していて、どういった役割を担っているの

かを解析した。  



 

a .  I g A 腎症とは ( 発見、疫学、成因、遺伝的素因、

組織所見、予後 )  

I g A N の疾患概念は 1 9 6 8 年にフランスの

B e r g e r らによって初めて提唱された。組織学的

に糸球体メサンギウム領域に I g A 沈着をきたす

腎炎症例が存在することを発見し、それらの症例

が臨床的には慢性的な蛋白尿と血尿を呈すること

を指摘した [ 1 ] 。組織学的特徴を模して I g A 腎

症、あるいは B e r g e r 腎炎、 m e s a n g i a l  I g A 腎

症などと称された。その後 I g A N の疾患概念が国

際的に広まると、この疾患が北米や北欧には少な

い一方でフランスやイタリア、アジア地域に多

く、地理的・人種的に発症頻度に違いがあること

が明らかとなった。本邦では 1 9 7 2 年に慈恵会医

科大学 の酒井紀らが最初の報告を行っている。彼

らは慢性糸球体腎炎の中で、血尿と蛋白尿を持続

的に呈して、 B e r g e r の提唱した I g A N と共通す

る所見をもつ 5 5 例を報告した [ 2 ] 。当初 I g A N

は緩慢な経過を取る良性の慢性腎炎と考えられて

いたが、 2 0 年以上の経過観察から I g A N の実に



3 0 - 4 0 % が末期腎不全へと進行する事が明らかに

なると、その発症機序や治療法の開発に注目が注

がれることとなった [ 3 ] 。  

 I g A N は腎生検によって病理学的に確定診断が

なされる疾患である。そのため各国・各施設の腎

生検適応によって発症頻度に違い生 じてくると思

われる。一次性糸球体腎炎における I g A N の頻度

はアジア・ヨーロッパでは 2 0 - 3 0 % 、北米では

2 - 1 0 % とされる。米国においては黒人の発症頻

度は少なく、 n a t i v e  A m e r i c a n では 3 8 % であ

った [ 4 ] 。日本では学校や職場健診における尿所

見異常を契機に発見されることが多く、診断時の

年来は男女ともに 1 0 - 2 0 代の若者が多い。初診

時の血清クレアチニン値が高値の症例や、尿蛋白

が高度である症例は腎機能予後が悪いとされ、全

体でも 1 0 年腎生存率は 7 4 - 8 5 % であった [ 5 ] 。  

 I g A N の成因については未だ 確定したものがな

い。 I g A N の定義はあくまで病理学的診断による

もので、腎糸球体の I g A 沈着を伴う特異的なメ

サンギウム病変を有していることであるが、この

病変をきたす背景には環境因子や免疫学的因子の



関連が推測されている。一つの因子のみで発症す

るわけではなく、複数因子が重なった結果 I g A N

を呈すると考えられている。具体的には、糸球体

に沈着する I g A 抗体の産生には食物抗原への暴

露や 粘膜局所感染 が関与するとされるが、それの

みでは I g A N が発症するわけではない [ 6 - 8 ] 。沈

着している I g A 抗体の多くにヒンジ部分の糖鎖

構造異常が見らえていることから、 I g A を産生す

る骨髄細胞レベルでの異常も関与していると考え

られる。さらには糖鎖不全 I g A 抗体がメサンギ

ウム領域特異的に沈着するのにも、解明されてい

ない何らかの機序が必要とされている [ 9 - 1 0 ] 。

それゆえ I g A N は、複数の環境因子に加えて、複

数の遺伝子が関与した結果発症する多因子遺伝性

疾患と考えられている。  

 

b .  感受性遺伝子の同定 ( 過去の研究、 G W A S とは、

これまでの研究成果 )  

 I g A N を発症する因子の中で、遺伝的素因は古

くから注目されていた。 1 9 8 5 年に J u l i a n らが



I g A 腎症の集積を認める大家系を報告したのを皮

切りに、イタリアの家族性 I g A N 2 4 家系と米国 6

家系の計約 1 5 0 名を対象としたマイクロサテラ

イトマーカーによる連鎖解析が行われ、第 6 染

色体長腕 2 2 - 2 3 の領域に I g A N と強い連鎖があ

ることが報告された [ 1 1 - 1 3 ] 。しかし、患者全て

にこの遺伝子座が関連するわけではなく、検討症

例の不足による統計学的パワー不足が指摘されて

いた。 一方、多 数の患者・健常者間で行う関連解

析は、優れた分解能・精度を有する 。本邦 の中村

祐輔らのグループによって も I g A 腎症の G W A S

が試みられており、 約 4 0 0 名ずつ の I g A 腎症患

者と健常者から 、 約 8 万個の S N P 解析を行い 4

つの新規感受性遺伝子を検出している。この研究

は新規感受性遺伝子を検出した点で画期的である

一方、対立遺伝子が 2 個しかない S N P の解析に

依存しているために、感受性遺伝子の検出力が弱

く、ゲノムワイドにも数個の感受性遺伝子のみし

か検出できない といった 限界が 見られた  [ 1 4 ]  。  

G W A S に用いられる多型マーカーとしては

S N P とマイクロサテライトが知られる。前述の



研究で用いられた S N P では、カバー出来る連鎖

不平衡が 3 - 5 0 k b と限られるため、全ゲノムを網

羅するには 3 0 - 1 0 0 万のマーカーが必要とな

る。つまり 数万個と いった数の S N P マーカーで

検索した場合、 検出に漏れが生じている可能性が

高い 。代わってマイクロサテライトの場合、多型

となる塩基配列のパターンが多いことから、 S N P

に比べて少ない数のマーカーで全ゲノムの網羅が

可能となる。マクロサテライトの連鎖不平衡は

1 0 0 - 2 0 0 k b で ある事が示されているので、全ゲ

ノム網羅に必要なマーカーは約 1 . 5 ～ 3 万とな

る。 本研究グループの猪子英俊らの研究室におい

て全ゲノムのマッピングに必要な 2 3 , 4 6 5 個のマ

イクロサテライトマーカーが収集され、実際にこ

れを用いたシステムにより、同教室でこれまでに

慢性関節リウマチや尋常性乾癬の新規感受性遺伝

子の同定に成果を上げている [ 1 5 ] 。多因子遺伝

性疾患における G W A S による感受性遺伝子同定

の手法は、腎疾患領域においてはなじみの薄い分

野であったが、近年ヨーロッパの大規模な関連解



析が行われいくつかの感受性遺伝子が同定されて

いる [ 1 6 ] 。  

これまでに 我々の研究グループでは、 I g A 腎症

患者 6 0 0 人と同数の健常者において、ゲノムワ

イドに設置された 2 3 , 4 6 5 個のマイクロサテ ライ

トマーカーを用いた関連解析を行 うことにより、

I g A 腎症の発症・進行と連鎖する領域の解析を行

ってきた（医の倫理委員会  第 0 9 I - 2 7 号「 I g A

腎症感受性遺伝子のマイクロサテライト法による

検索」）。 1 8 歳以上の時点で腎生検により確定

診断された I g A 腎症患者から、文章に基づく説

明と同意のもとに採血を行い、同時に年齢・性

別・血清クレアチニン値・血圧などの臨床情報を

収集した。東海大学病院の 2 5 0 名を含め大阪大

学、新潟大学および関連病院から計 6 0 0 名の検

体を収集、採取済みの健常者の D N A 検体を選択

し対照とした。 まず、 I g A 腎症患者 1 5 0 人分と

健常者 1 5 0 人分の D N A を混合させたプールを作

成し、 3 回の独立した関連解析を行って関連のあ

るマイクロサテライトマーカーを絞り込んだ

( p o o l e d  D N A 法 ) 。さらに、この 3 回のスクリ



ーニングによって陽性となった 6 0 のマーカーに

対して、スクリーニングに使用した患者健常者各

4 5 0 人の個別の D N A サンプルを用いて、マイク

ロサテライトとその周辺 1 0 0 k b の感受性領域を

再解析した。この結果、現在までに 1 4 の感受性

領域が同定され た 。将来的には同定された全ての

感受性領域に関して感受性遺伝子 の同定を行い、

その機能解析を進めるべきではあるが、時間的・

人的・資金的制約により、先ず は 特定の領域に焦

点を当てて解析を進めることとした （医の倫理委

員会  第 0 9 I - 2 5 号「 I g A 腎症感受性遺伝子の研

究」） 。そこで 最も o d d s  r a t i o の高い領域に存

在した T S P A N 8 について我々はさらなる解析を

進めることとし た 。  

 

c .  T e t r a s p a n i n - 8 とは  

先の G W A S において 有意を示 した第 1 2 染色

体長腕に位置するマーカー周辺には、唯一、既知

の遺伝子として T S P A N 8 の存在が知られてい

る。 T S P A N 8 は t e t r a s p a n i n - 8 と呼ばれる膜 4



回貫通型蛋白をコードする遺伝子であり、 消化管

や筋骨格に多く m R N A を発現している。また腎

組織を含め、ヒト組織に広く分布する事が知られ

ている。 T e t r a s p a n i n  ファミリーは細胞表面で

インテグリンや受容体、シグナル伝達分子などと

複合体を形成することで、 上皮細胞の分化や接

着、遊走のプロセスに関与している 分子である。

T e t r a s p a n i n - 8 ( 別名 T M 4 S F 3 ,  C o - 0 2 9 ) の 研究

は腫瘍分野で盛んに行われている。過去の報告で

は結腸癌や膵癌、肝細胞癌に T e t r a s p a n i n - 8 が

強く発現しており、腫瘍細胞の遊走や浸潤を促進

する事が示されている [ 1 7 - 2 2 ] 。近年、腎不全研

究の分野においても、尿細管上皮における接着因

子活性や遊走能・浸潤能の獲得 は、末期腎不全へ

の c o m m o n  p a t h w a y とされる腎間質線維化に

関連すると言われ、注目が集まっている。 ゆえに

尿細管上皮の接着活性・細胞運動性の獲得につい

ては、慢性腎不全進展防止のために解明すべき重

要課題と言える [ 2 3 - 2 6 ] 。  

 

d .  本研究で明らかにすること  



R o p s らは t e t r a s p a n i n ファミリーの一つで

ある C D 3 7 が、 I g A の糸球体沈着を調節する因子

であると示しているが、これまで I g A N と

t e t r a s p a n i n - 8 の関連を報告したものはない

[ 2 7 ] 。またヒト腎組織内における t a t r a s p a n i n -

8 の分布についても報告がない。本研究の目的は

G W A S によって見出された I g A N 感受性遺伝子

である T S P A N 8 が、 I g A N の発症や進展にどのよ

うに関与しているのかを解明する事である。そこ

で我々は、ヒトの各種腎疾患において

t e t r a s p a n i n - 8 の発現分布を免疫組織化学染色

で解析するとともに、培養尿細管細胞 ( H K - 2 ) に

T S P A N 8 遺伝子を導入して i n  v i t r o での機能解

析を実施した。  

  



5 .  考察と展望 ( D i s c u s s i o n )  

今回のわれわれの I H C 結果によって、 t e t r a s p a n i n - 8

のヒト腎組織における分布が、遠位尿細管から集合管上

皮細胞の一部や血管平滑筋細胞に分布する事が明らかと

なった。さらに、 T e t r a s p a n i n - 8 の尿細管における陽

性率は腎障害と一致して上昇しており、 e G F R とは負の

相関関係が確認された。しかし I g A N と他の腎疾患とで

発現パターンに相違はなく、 G W A S 結果から予測され

ていた I g A N の発症に関与する因子としては、疑問の残

る結果であった。  

そもそもわれわれが I g A N 感受性候補遺伝子として同

定した T S P A N 8 は、 4 5 0 人の健常者と同数の腎生検で

証明された I g A N 患者の間で G W A S を行った結果見出

された遺伝子である。対象となった I g A N 患者のいくら

かは、腎生検が必要と判断されるような腎機能低下を有

している母集団であったと推測される。ゆえに

t e t r a s p a n i n - 8 陽性率が全ての腎疾患で e G F R と相関

していたということは、 T S P A N 8 の多型が腎疾患共通

の障害や修復に関わる因子 である可能性を示唆 してい

る。  



ヒト腎組織における t e t r a s p a n i n - 8 の発現パターン

は、マウスでも同様に観察された。正常マウスでも遠位

尿細管や集合管において t e t r a s p a n i n - 8 を発現しては

いたが、腎障害モデルのマウスではより強い発現が観察

された。種をまたいでも同様の結果が出るということ

は、 t e t r a s p a n i n - 8 が腎疾患において重要な役割を持

つということを示しているかもしれない。また、

t e t r a s p a n i n  ファミリー C D 1 5 1 や C D 9 では、尿細管

障害を受けてもその発現が強くなることはなかった。

T e t r a s p a n i n ファミリーの中でも t e t r a s p a n i n - 8 に

は独自の役割があると考えられる。  

腎臓における t e t r a s p a n i n - 8 の役割についてはこれ

までに報告はない。癌の研究分野において、

t e t r a s p a i n - 8 は結腸癌や肝細胞癌、膵臓癌で発現が多

いことが知られている。特に t e t r a s p a n i n - 8 の発現が

多い癌細胞ほど、腫瘍進展や遠隔転移が起きやすいこと

示され、インテグリンやラミニンといった接着因子と細

胞外基質との間の活性を調節しているものと考えられて

いる [ 2 0 ,  2 1 ,  3 1 , 3 4 , 3 5 ] 。 加えて、 P e n a s  らは

t e t r a s p a n i n - 8 がケラチノサイトの接着や遊走能を制

御することで、創傷治癒にも関与している事を報告した



[ 1 9 ] 。われわれの培養細胞を用いた実験でも

t e t r a s p a n i n - 8 を強制発現した尿細管上皮細胞におい

て、遊走能や浸潤能が高まる事が確認されている。  

一般に e G F R が低下する 腎疾患 ほど尿細管障害 を受け

ている。しかし 障害が進展していく過程において、 同時

にそれを防御するプログラム も組織内では 働く。それゆ

えに e G F R 低下と t e t r a s p a n i n - 8 発現が逆相関してい

たという結果は 、 t e t r a s p a n i n - 8 が尿細管上皮細胞の

修復に関与している可能性も 推測させる。つまりは障害

を受けた部位の尿細管上皮細胞が新たに増殖・遊走・再

上皮化する過程において、 t e t r a s p a n i n - 8 が関与して

いるのかもしれない  [ 2 3 ] 。  

I H C の所見において、 t e t r a s p a n i n - 8 は光顕上で障害

を受けていない尿細管でもその発現が確認された。この

発現部位における矛盾を説明するには、 t e t r a s p a n i n -

8 が近傍組織からの、例えば T G F βのようなパラクライ

ン・オートクライン物質によって発現を促進されるわけ

ではなく、 e G F R の低下によってもたらされるような

s y s t e m i c  f a c t o r によっても発現を促進されているも

のと考える [ 3 6 ] 。これは同じ t e t r a s p a n i n  ファミリー

である C D 9 において、低酸素や高浸透圧といった環境



下で尿細管上皮細胞での発現が亢進する事と似ている

[ 3 2 ,  3 3 ] 。今回の実験では低酸素が T S P A N 8 の誘導を

もたらす傾向こそ見られたものの、発現量が少なく結果

も一定しなかったため、 t e t r a s p a n i n - 8 を誘導する決

定的な因子を同定できなかった。今後はより精密な追試

や、足場となる細胞外基質を有した環境下での誘導実験

をする事も考えている。  

  



6 .  結論 ( C o n c l u s i o n )  

われわれの G W A S によって見出された I g A N 感受性

遺伝子である T S P A N 8 について検討した。 T S P A N 8 が

コードする蛋白である t e t r a s p a n i n - 8 は、腎組織にお

いて血管平滑筋細胞や一部の尿細管上皮細胞に発現して

いたが、 I g A N とその他の腎疾患では発現パターンに違

いは見られなかった。一方で、 e G F R の低い症例ほど

t e t r a s p a n i n - 8 の発現が多くなっていることが確認さ

れた。ゆえに T S P A N 8 の遺伝子多型は 、 I g A N 発症に関

与するというよりも、腎疾患に共通する障害 や修復に関

わる因子である可能性が示唆された。  

T e t r a s p a n i n - 8 を強制発現させた培養尿細管細胞で

は遊走能と浸潤能が促進されていることから、

t e t r a s p a n i n - 8 が腎機能の低下した組織において、尿

細管の修復プロセスに関与しているものと考えられた。

T e t r a s p a n i n - 8 を誘導する因子や、より詳細な役割の

解明が待たれる。  

 


