組織的な若手研究者海外派遣事業　報告書
人間総合科学研究科疾患制御医学専攻　3年　樋渡　昭
＜出張先＞

フランス　ボルドー第二大学　　MRGM研究所
＜期間＞

2011年9月4日　～　2011年11月27日　(84日間)
＜研究内容＞
　
私は現在まで、腎臓病におけるポドサイト（糸球体上皮細胞）に関する研究を行ってきた。ポドサイトは高分化細胞であり、糸球体におけるバリアー障壁として重要な役割を持っているが、分化終末細胞が故にその不可逆的な機能異常、細胞死、基底膜からの剥離脱落、減少糸球体硬化、腎機能低下のcommonpathwayであることが知られている。我々の研究室では以前PANラットモデルにおいて、ネフローゼ期、FGS期にポドサイト中のミトコンドリアDNA量が変化し、またミトコンドリアバイオジェネシスが変化していることを報告したが、ミトコンドリアDNA量の変化とそのバイオジェネシスの変化が必ずしも一致せず、ミトコンドリアDNA量の変化をつかさどる他の要因の存在が疑われていた。元来、糸球体障害において、活性酸素の上昇は知られている。ミトコンドリアは活性酸素上昇などのtoxicな状態において対応する機構が存在するが、近年、パーキンソン病において、オートファジー遺伝子の欠損が異常なミトコンドリアの集積、発症につながることが報告されている。神経細胞とポドサイトは同じ分化終末細胞であり、異常ミトコンドリアの蓄積は細胞毒であり、その排除機構は重要である。これまでの報告からポドサイトは異常蛋白の除去機構であるオートファジー機構が常時活性化されている細胞であることが知られており、PANラットモデルにおいてその活性の低下と回復が報告されている。我々はそのオートファジー活性の変化とミトコンドリアの変化に注目した。フランスボルドー大学MRGM研究室は、ミトコンドリア遺伝子病などの研究を中心に行っている研究機関であり、主任INSERMのRodorigue　Rはミトコンドリアバイオジェネシスにおいてはトップクラスの研究者であり、彼らの仲間もミトコンドリアの変化とその排除機構である、ミトコンドリアオートファジー（マイトファジー）を研究している。そこで今回、彼らが行っている実験をポドサイトの培養細胞にて確認を試みた。まず、ポドサイト以外の上皮細胞などで確認されているミトコンドリアにリソソームが接し、リソソームが癒合、ミトコンドリアを取り囲むという形態変化が、オートファジー誘導培地によって認められている。自分もその免役染色の技法を学び、画像撮影を試みた。PAN投与によりミトコンドリアの変性、リソソームの癒合、巨大化が見られ、オートファジー機構などの消化・排除機構の存在の可能性が認められた。ただもともとポドサイトはオートファジー活性がある細胞であり、PAN投与はそれだけで、毒性のあるものであり、ミトコンドリアの変化・リソソームの変化はオートファジー機構によるものか、PANによる直接的な細胞傷害なのかは定かではない。ただPAN投与により、オートファジー蛋白である、LC3の増減がウェスタンブロットにて確認されており、今回我々もそれを確認した。また、電極を用いた、呼吸活性を調べる実験で、ＰＡＮ投与によりミトコンドリアの変性、細胞数の減少が起こったものとそうでないものでも同じ細胞数あたりの呼吸率は変化が認められなかった。よってミトコンドリアにはＰＡＮ投与によるミトコンドリアダメージ、減少に対して、それを補う機構もしくは障害ミトコンドリアのみを選択して排除する機構の存在の可能性が考えられた。
＜今後の予定＞

今回は細胞数が十分回収できなかったこと、類似の試験において、同様の結果が得られなかったなど、ＰＡＮ投与量などサンプル調整、免疫染色方法、洗浄方法などクリアーな結果が得られるように研究を進めていきたい。培養ポドサイトにおけるミトコンドリアの変化、リソソーム変化については過去に報告がない。今後異常ミトコンドリア選択的排除の機構などを視覚的に捕らえられればと考えている。また、ＰＡＮラットモデルにおいてもミトコンドリアの変化、ミトコンドリアバイオジェネシスの変化とオートファジー関連抗体、マイトファジー関連抗体を用い、ウェスタンブロット、免疫染色を用いて関係性を検証する。
＜感想＞
ボルドーはフランス第2の都市であり、大学生の70％が留学生と、国際交流が盛んな都市である。筑波大学もボルドー大学と提携し、交換留学制度を設けている。今回私も交換留学制度を用い、留学させていただいた。有名なワインの産地でもあり、過ごしやすい気候であった。自分の行った研究所はボルドー第2大学の名を冠してはいるが、位置としてはボルドー最大の病院である、ペルグリン病院に隣接していて、臨床と密接な連携が取られている。今回実験に使用した細胞もペルグリン病院腎臓内科ユニットＤｒ.Ｙａｓｕの紹介で供与いただいたものである。フランスでは日本と違い、ＥＵ圏であり、英語教育もそれなりに進んではいるが、実験室での日常会話はフランス語であり、その点は昼食時に何を言っているかわからない面もあったが、Rodrigueをはじめ、ポスドクのGiovanni、Suらは私に英語で説明してくれた。しかし英語能力も十分でない私にとっては理解するのも説明するもの労力を要したがそれに、付き合ってくれた彼らに感謝したい。実験手法、サンプルも十分とは言えない状態での留学に向こう側も戸惑ったとは思うが、培養ポドサイトの入手、ミトコンドリアに関する実験手法の取得などそれなりに留学によって得ることができた。また、日本においては実験手法の正確性に重きを置き、それが少しでもくるっていると信憑性がなくなるとあきらめてしまうが、彼らは結果を重視し、おおげさだがそのためには途中の経過はおおみち間違っていなければ結果を出すことにあきらめない考えを持っている印象を受けた。その印象により、今までより幾分楽に実験には取り組めるようになった気がする。今回の短期海外派遣を通じて多くのことを学ぶことができた。サポートして頂いたたくさんに人に感謝したい。
