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要 旨

進行性糸球体腎炎の発症と進展に関与するとされる腎微小循環系の関連について,ギャップ

結合に注目し,抗 Thy-1腎炎における腎微小血管血行動態に対するギャップ結合阻 害剤の影

響について検討した.MunichWistarラットに抗Thy-1抗体を静注 し,メサンギウム傷害性腎

炎モデルを作製 した.腎炎惹起後 7日目にギャップ結合阻害剤であるへブタ}-ル (Hp)

(0.5mM,50誹 またはPBSを含むコラーゲン･スポンジを左腎被膜下に移植し,その2,7日

後の腎の微小血管血行動態を共焦点レーザー顕微鏡 ･ビデオ掘影装置により実時間的に解析 し

た.糸球体,近位尿細管およびその他の尿細管周囲の血流速度を測定したが,糸球体では腎炎惹

起後 Hp授与した2日後の友野では,右腎およびpBS投与群に比べ血流速度が低下していたが,

近位尿細管以外の尿細管周囲における血流速度は有意に増加していた.また,各時期の尿蛋白

測定において腎炎惹起 した2欝間で比較すると,移植後 7日目の尿蛋白量はHp投与群で低値

を示 した.腎組織学的検討について,光学顕微鏡によるPAS染色所見では同一圏体内における

左右の腎組織に差は認められず,コネキシン (Cx)40,43の蛍光抗体法所見では腎炎惹起後の
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糸球体内Cx40が著明に減少したが,Hp投与群とPBS投与群の間に差を認めることは出来な

かった.本研究により,腎微小循環でギャップ結合能阻害作用が影響していることが判明した.

キ-ワ-ド:腎微小循環,実時間型生体内共焦点レ-ザ-顕微鏡,ギャップ結合,抗Thy-1腎

炎

緒 言

進行性糸球体硬化を望し,腎死に至る機構には

腎糸球体をはじめとした腎微小循環系の異常が関

連 していると考えられている1)2).また,腎微小

循環系の調節には息敵管構成細胞である内皮細胞

や,血管平滑筋を含めた周皮細胞間の相互作用が

必須であることも明らかになってきているが,そ

の分子 ･細胞レベルでの解析はいまだ不 卜分であ

る,本研究では細胞間相互作用において重要な役

割を持つギャップ結合に注目し,抗Thy-1腎炎

における糸球体構築傷害後における腎微小血管血

行動態に対するギャップ結合機能の役割を検索す

る目的で,腎局所へのギャップ結合阻害剤投与後

の腎微小循環血行動態について解析した.

材料と方法

実験動物

実 験 動 物 は MunichWistarrat(Simonsen

bboratorieslncリDayRoad,Gilroy,CA,USAより

購入),6から7適齢,雄を用いた.動物実験は新

潟大学における動物実験の指針 ･規則に従い行わ

れた.

腎炎惹起性モノクローナル抗体

抗Thy-1抗体 (耳TS)モデルの作製に用いた

単タロ-ン抗体 (rrlAb)1-22-3(IgG)はラッ

トの糸球体で免疫したマウス牌臓リンパ球と骨髄

腫細胞の細胞融合により得た目的タロ-ンを腹水

型として作製された 3).腹水を50%飽和硫安液

で沈殿させ,2日間リン酸緩衝液 (P石S)で透析

し,得られたImmunoglobulin-rich血･actionを用

いた.

移植材料と腎被膜下への移植

Ⅰ型コラ-ゲン･スポンジは田畑泰彦教授 (京

都大学再生医科学研究所生体組織工学)らが開発

し,市販 されている製品 佃ittagelatinlnc.,

Osaka,Japan)を用いた隼 このスポンジを10×

5mm2,厚さ1.5mm (重量約50mg)に切り,対照

群 として50ll量のphosphatebufferedsaline

(PBS),あるいは0,5mMへブタノール (Hp)杏

各々浸潤後,凍結乾燥させ,以下の如く実験に供

した.

ラットをthiobutabarbitalsodiumsalt(100mg/

体重Kg)腹腔内投与により麻酔し,腹部切開し

て友野を露出,小ヘラで腎被膜に小孔を開け,

-部剥離 してスペースを作り,そこへPBSまた

はへブタノールを含ませたコラーゲン ･スポン

ジを移植した隼 ギャップ結合阻害剤であるへブ

タノールはSigma(St.hu主s,MO)より購入した.

実験プロトコール

実験群は大きく,4群に分けられる.ラットに

1.0mg(0.5ml),mAb卜 22-3(ATS)を静注 し,

抗Ⅵly-1腎炎を作製した.静注 7日後,腎被膜

下 に Hpを含 ませたコラーゲ ン ･スポ ンジ

摘TS+Hp群)またはPBSを食ませたコラ-ゲ

ン･スポンジ (AYS+PBS群)を移植した.対

照群として,正常ラットの左腎にPBSまたはHp

を含ませたコラーゲン･スポンジの移植を行った

群をそれぞれcont.+PBS群,cont.+Hp群と
した.実験動物は静注後9日目,14日日 (コラー

ゲン･スポンジ移植後2,7日日)に屠殺した.

組織化学的検査

ラットはmAb1-22-3を静注複9日目と14

日削二屠殺した.パラフィン切片 ほ～3pm)杏

作製 し,PAS染色,PW 染色を施 した.また,
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PAS染色標本を用い,メサンギウムの増殖と糸球

体硬化の程度を0-4のスケ-ルで表した.

尿蛋白豊検査

牛鹿滴アルブ ミン (S短maChemicalCo.,St

Louts,MO,USA)を標準としてピゥレット法によ

り尿蛋白量を測定した,

血液生化学的検査

採血して得られた血清より,総蛋白,アルブミ

ン,総コレステロ-ル,尿素窒素 (BUN上 クレア

チニンを測定した.

腎微小循環系の実時間生体内観察

生体内の微小循環血流の観察は生体顕微鏡によ

る実時間的観察法により行った.これは共焦点レ

-ザ-顕微鏡 (CSU-10:横河電機,東京)と,

高速冷却CCDビデオカメラ (ModelC9100-02,

浜松フォトニクス,静岡)を連結させたシステム

である5).

MunichWistarratを thiobutabarbitalsodium

salt(100mg/体重 Kg)腹腔内注射し麻酔した.

ラットの体温はホットパッドで37℃に保った.求

リエチレンカテーテル (PESO)を血圧測定のため

頚動脈に挿入した.血管造影のためにfluoreseein

isotb豆ocyanate(FITC)ラベルデキストラン (分

子量 150000:SigmaChemicalCo.,StLouis,MO.

USA)を注入,ある摘 まFITC標識自己赤血球を

授与し血流測定するために大腿静脈へ同様に

PE50を挿入した.腎表層の微小血管観察のため,

左背側部を切開し,腎臓を露出させて顕微鏡下に

静置した.37℃に加温した生理食塩水を滴下した

状態で水浸式対物レンズを腎表面に接近させ腎尿

細管間質および糸球体の血流を観察した.また,

腎表面下に糸球体を観察できない場合は腎表面

を薄く削いで止血後に糸球体の観察を行った.

あらかじめ採取した自己赤血球を1mg/miFITC

HCNPharmaceuticallnc.,Cleveland,OH,USA)

を含 む PBS(137mM NaCl,6.4mM Na2HPO4,

2.7mMKCl,1,5mM XH2POもpH7.8)中で37℃,

1時間反応させて蛍光標識した.洗浄して非標識

のFITCを除去後,標識赤血球浮遊溶滴,1mlを

摩梨し大腿静脈から注入した.

免疫組織化学的検査

各時期における腎微小循環検索後,ラットの左

右腎臓を採取,液体窒素中で急速凍結して凍結切

片を作製した.コネキシンに対する 一次抗体とし

てウサギ抗ラットコネキシン40抗体 (Chemicon

hternational,In°,Temecula,CA,USA),ウサギ抗

ラットコネキシン43抗体 (Sigma,St.Louis,MO,

USA)を用いた.

統計学的処理

この実験結果は平均値±標準偏差 (SD)で表

した.尿蛋白量および血清生化学デ-タの比較は

Studentunpaired卜もestを用いた.糸球体硬化指

敬,メサンギウム増殖指数および赤血球の流速

(血流速度)の比較はMann-Wh itneyU-testを

開いた.全ての統計処理において,p<0.05は有

意差があるとみなした.

結 果

コネキシン40.43の腎内局在

ギャップ結合蛋白であるコネキシン40,43の

cont.+PBS群における発現は,コネキシン40が

メサンギウムに一致して優位に存在し,コネキシ

ン43は傍糸球体領域にもメサンギウム細胞とは

関係なく存在していた (図1).腎炎惹起後3日目

では糸球体内のコネキシン40はほぼ消失してい

た (図2),con上.+Hp群においても両コネキシン

の局在に質的,量的の明らかな変化は認められな

かった.また腎炎を惹起したATS+PBS,幻S+
Hp群における雨コネキシンの局在についても明

らかな差は認められなかった.

尿蛋白測定

腎炎惹起した両群は正常群に比べて,特に腎炎

惹起3日複の尿蛋白量が著明に増加していた.腎

炎惹起群のうち,PBS投与群とHp投与群で比較

すると,コラ-ゲン･スポンジ移植後2日目では
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図 l糸球作を小心としたCx4O.Cx43のF.=.)/l_(cool+PrlS肝)
l招 Cx40 F段 cx43を'l;す2･Tr)ijそ光･抗体法llrr妃 純色はコネキノン ,JJ.也
は}サンギウムの称lEを示す Il端がr-1jT紫のirfね介わせ′(;pl'iを'-rけ

阻2 糸LR体を小心としたCx40の局在 (A'1S+l)LSS群.3ヒIH)
u色はコネキシン 亦色はノサンギウムの人J任をJTH~I.下が両
憎の諏ね合わせ写共を示す 微小血管府を形成する†7炎ぷ起後3n

nでは.糸JS体内コネキシン40発現が席めて少ない
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図3 尿蛋白量の推移

DayOは正常ラットの腎被膜下にPBSを含むコラーゲン･ス
ポンジを移植した群の尿蛋f三J鼠で無処置ラット,およびcont.+

Hp群でも低値を示し,3群間で有意の差は認められない.

Dayは抗体静注後 (腎炎惹起後)の病日を示す.右上の挿入図

は病臼9日冒,14日日 (コラーゲン･スポンジ移植後,それぞれ

2,7日日)の尿蛋白量を示す部位の拡大図.

Hp投与群の方で高値,移植後7日目は逆にPBS
群で高値を示 したが,いずれも着意の差を示さな

かった (図3).

血液生化学的検査

血液生化学的検査では,血清総蛋白,アルブミ

ン,総コレステロ-ル,BUN,クレアチニンを

各々測定 した.移植後 7日目で比較 したところ,

AYS+Hp群でgIS+ PBS群 と比較 して,クレ
アチニン値が有意に減少していた,その他の測定

結果について有意差を認めるものはなかった.

組織化学的検査

コラ-ゲンを腎被膜下に移植しただけでは,そ

の部位における細胞浸潤,渉出病変等の炎症所見

は認められなかった.腎炎を悉起 して腎被膜下に

コラ-ゲンを移植 し,PBSないしHpを局所授与
した左腎と移植していない石野との同-=一個体内の

比較では,いずれも腎炎惹起後,3日目で腎糸球

体における局所的なメサンギウム融艶 および 14

日目にメサンギウム増殖病変が従来の報告 3)6)過

り観察されたが,両者に明らかな差を認めなかっ

た.また,個体が異なる腎病変も同 州 -の処置をし

た腎臓閏で明らかな相違を認めなかった.

腎微小循環血流速度

コラーゲン移植後2日目,7日目の糸球体血流

速度を,腎炎惹起した2群間で比較すると,Hp授
与 した群の速度はPBS投与群に比べ低下 してい
たが有意差は認められなかった (図4).近位尿細

管以外の尿細管周囲における血流速度では,腎炎

惹起 したATS+Hp群で移植後2日目に,AYS+
PBS群に比 して有意に増加 していたが,この現象
は7HトーH=は消失していた.またcont.両群との

移植後2E相 での比較では,腎炎惹起群,両群で

有意に速度が減少していた (図5).近位尿細管周
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図4 糸球体内の血流速度 (自己赤血球流速)の推移

横軸は腎炎惹起後の病日を示している.腎被膜下にコラ-ゲ

ン･スポンジ (PBSあるいは恥 を含有)をDay7に移植し,そ

の2日後 (Day9)および7日後 (Dayl弟 に血流速度を測定し

た,Hpの局所投与により血流速度が低下していた.p<0.05を

示したのはDay9とDay14における,cont.+PBS群,あるいは

cont.+Hp群vsAYS+PBS群,AYS+Hp群,

園の血流速度の解析結果について,各腎炎惹起両

群間でコラーゲン･スポンジ移植後,2,7日冒,

いずれも有意差を認めなかった.

考 察

腎臓は尿細管系と血管系が密接に連関し,生体

内の内部環境維持には欠かせない臓器であること

は良く知られている,近年,腎臓の循環器として

の役割が注目されているが,糸球体,及び尿細管

周囲の微小血管における循環動態に関しては解析

技法の問題等で研究の進歩が遅れてきた.本研究

では新規のバイオイメ-ジング法として実時間塑

濃焦点レーザ-顕微鏡を導入 5),腎炎惹起時の生

体内における腎微小循環系の血行動態を観察 ･解

析した.更に微小血管の血行動態調節に大きく関

与していると推測されるギャップ結合機能との開

連についても検討を加えた.

今回用いたラット腎炎モデルは,所属した教室

で長年に渡り成果を挙げてきた再現性のあるモデ

ルであり,基礎データが整っている3)6ト 9).バイ

オマテリアルであるコラーゲン ･スポンジを

脳 腎炎発症後,7日目に腎被膜下に移植して,
それに含まれる薬剤を局所授与する方法もアンギ

オテンシン‡受容体阻害剤を同様に授与して,明

らかな治療効果が得られた4)ことを参考にした,

しかも,この発症後 7日目から14日目までの1

週間は糸球体微小循環,傷害後の糸球体毛細血管

の再生の観点から見て病態の転換期と考えられ

る6).この時期を選んでギャップ結合阻害剤を腎

局所に投与して,腎間質から血管 ･尿細管側へ同

薬剤を分配させ,その機能阻害を計り,腎炎時に

おける統合機能としての各部位における血行動態

を解析し,ギャップ結合能との連関を検索するの
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図5 近位尿細管以外の尿細管周囲の微小血管血流速度 (自己赤

血球流速)の推移

Day9(コラーゲン･スポンジを移植してから2日後)で腎爽

惹起群はいずれも2つの対照群に比して有意に血流速度の低下が

認められた.腎炎惹起群間ではHp局所授与した群がPBSを授与

した擬似処置群に比して,投与後2日 (Day9)の時点で有意 (p
<0,05)に血流速度の増加を認めた.

が本研究の主旨である.

indtTOにおけるメサンギウム細胞のギャップ

結合能に関する当該教室の研究から,ギャップ結

合が細胞間のCa+キシグナル伝達,協調した細胞

収縮に関与していて,一種の細胞合胞体を形成,

機能していることも明らかになっている,この収

縮を含めた細胞協調作用が生体内でも稼動してい

るかの検討の一環として本研究は成された.結論

として,メサンギウム傷害 ･再生時においてHp

によるギャップ結合能阻害摩周により,腎糸球体

血流,及び近位尿細管以外の尿細管周囲の血流速

度に有意の変化が生じることが確認された.腎炎

を起こさない生理的条件下ではギャップ結合阻害

剤の局所授与で腎微小血管系の血行動態に変化が

認められないことから,また,同剤を授与した時

期は腎炎の急性増殖期を過ぎ,修復期に向かって

いる時期に一致していることから,糸球体を主体

とした微小循環系の修復 ･再生の時期の血流が正

常状態に修復されるまでの過程にギャップ結合が

何らかの役割を果たしていることが示唆される.

Hpのギャップ結合阻害摩用は非特異的で短時間

であることから蛋白発現の程度というよりは一過

性の機能抑制によると考えられ コネキシン40,

43の蛍光抗体法による蛋白発現の程度,および局

在についてもHpの投与による影響が認められな

かった.

微小血管の血流回復に関与するコネキシンの種

類,担当コネキシンが発現している細胞の同定,

そして各種細胞間のシグナル伝達などが未だ明ら

かでない点も多く,本研究を基礎にした更なる研

究蓄積が必要であろう.将来,各コネキシンに特

異的な機 能阻害剤,例えば一種のデコイ (擬似ペ

プチド)13),mieroRNAsの授与,細胞選択的なコ

ネキシン阻害など,微小循環動態調節についての
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研究が更に進展 し,腎疾患進展機序の解明,治療

法の開発に資する研究が望まれる.
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