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司会 本日は糸球体腎炎をめぐる最近の話題について の治療に関する話題をお聞きしたいと思います.それで

勉強したいと思います.大きく二つに分けまして,一一つ は,最初に抗基底膜型糸球体腎炎の障害機序について,

は糸球体腎炎の基礎研究についての話題,今一つは窯際 山本先生にお話をお願いします.

1) 抗基底膜塑糸球体腎炎の新しいモデル
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withinminutesafterbindingoftheantibodytoGBM,followedbyfixationofcomple一

mentandaccumulationofpolymoTPho■nue且eaTle油ocytesandmonocytes/macrophageS.

InContrasttotheprototypeofEmti-GBM nephritis.anoveltypewasevokedafew

daysafteran症GBMantibodyofSmal且eTdosewasgiveninWistaTKyoto(WRY)rats.

ThemodelischaracterizedbyglomerularaccumulationofCD8-positivelymphocytes

andmonocytes/macTOPhageS,Crescentformation汲ndcriticahenalinsuffi壷ncy.Inter-

esting極 thean症 GBM nephritisqisalmosもcompieteiy s叩PTeSSed in CD8-positive

lymphocyte-depletedWKYrats,indicatingacrucialroleofthelymphooc_vtesinthein-

duction.TheglomerularaccumulationofCD8-positivelymphoc.vtesandmonocytes/

macrophagesismediatedbyICAM11-I31integrininteractionandchemokinessuchas

MCP-1. TheCD8-positivelymphocyもesexpress aβT cellreCePもoF盈nd peTforin/

granzymeB.indicatingthattheyarecytotoxicT cellsandinjureglomerularcells

洩you欝hreleaseOfperfoTin/gTanZymeB. TheseresultsstronglySug酢SもthaもcellulaT

immunityisinvolvedinmediationofthenovelanti-GB丸L,InephritismodelinWRYrats

eventhoughanti-GBM antibodyisthetrigger.Apossibleinvolvementofcellularim-

munityinhumanglomerulonephritisshouldbeexaminedinthefuture.

Keywords:anti-glomerularbasementmembrane,cell一mediatedimmunity,

glomerulonephritis.CD8+lymphoeyte
抗糸球体基底膜抗体,細胞性免疫,糸球体腎炎,CD8陽性 リンパ球

抗基底膜抗体型糸球体腎炎モデルは異種の動物で作製

した抗基底膜抗体を静脈注射するとそれが腎糸球体に結

合し その抗原-抗体反応により発症するモデルである.
歴史的には1930年代の馬杉複三博士がネズミの腎臓を

すりつぶし,それをウサギの皮下に注射し,そのウサギ

から得た血清をネズミに静脈注射すると腎炎が発症する

ことを兄いだしたことに始まり,Masuginephritisと

も呼ばれてきた.その血清は腎毒性血清 (nephrotoxic

serum)と呼ばれたがその中の糸球体基底膜に対する

抗体がその毒性の本体であることが分かり,現在ではさ

らに糸球体基底膜を構成する4型コラーゲンのα3鎖の

non-collagenousdomain1(NCl領域)に対する
抗体がその主たる本体とされている.

抗糸球体基底膜抗体を作製する動物と腎炎を誘導する

動物の組み合わせを変えることでいくつかのバリエーショ

ンがあるがそのプロトタイプともいうものがネズミの腎

臓から糸球体基底膜を分離し,それをアジュバントと共

にウサギの皮下に免疫し,ウサギから得た抗血清をラッ

トに静脈注射して発症させるものである.そこでは抗基

底膜抗体が糸球体基底膜に結合し,その抗原-抗体複合

体により補体が活性化され,そこでできる C5aなど

の白血球走化因子や C3bなどを介する免疫粘着反応

により多形核白血球や単球がそこに集められ,それらの

細胞が抗原-抗体複合体を除去しようとする課程で糸球

体其底膜も傷害し 糸球体機能が障害されることが分かっ

ている.このモデルは作製が簡単で確実なためもっとも

代表的な糸球体腎炎モデルとしてさまざまな目的の研究

に使われている.

-方,私どもはラットの腎糸球体から基底膜を分粧し,

それをトリプシン処理し.可溶化した4型コラーゲンの

NClに富むに分画をウサギに免疫し,得た抗血清を

WistarIくyoto系ラットに静脈注射すると前述の抗基

底膜抗体腎炎のプロトタイプと異なった特異な抗基底膜

抗体腎炎が発症することを兄いだした11.この糸球体腎

炎モデルを解析した結果.このモデルは抗基底膜抗体腎

炎のプロトタイプモデルと異なる発症機序のモデルであ

ることが明らかになった.すなわち,プロトタイプモデ

ルが液性免疫 (抗基底膜抗体)だけで発症するのに対し

て,私どもが発見したモデルでは細胞性免疫が主要な役

割を演じていると考えられた.以下に私どもの解析を中

心にこのモデルの特徴を紹介する.
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1. 抗 基底膜抗体型糸球体腎炎のプロ トタイ

プと新しいモデルの相異点

これまでの古典的なラットの抗基底膜抗体型糸球体腎

炎のプロトタイプモデルではウサギなど異種の抗基底膜

抗体をラットに静注すると二相性に糸球体腎炎が発症,

進展することが示されている.すなわち,抗基底膜抗体

が糸球体基底膜と結合した直後には,その抗原-抗体反

応で補体が活性化され.補体 C5aなどの白血球走化

因子と補体 C3bなどを介する免疫粘着反応で多形核

白血球が糸球体に集積し,それらが出す蛋白分解酵素な

どにより,糸球体が傷害され,ただちに蛋白尿がでる

(異種相,heterologousphase).その後.3-4日経

つとラットは異種動物の抗体に対して抗体を作り,作 ら

れた抗体が糸球体基底膜上に結合した異種の抗体と反応

して再び,単球などが糸球体に集積する炎症反応が加わ

る (自己札 autologousphase).このモデルは二つ

の相とも抗体,すなわち液性免疫だけで起こi).その病

変形成には感作 T リンパ球などの細胞性免疫は全く関

与しないか,していても主要な役割は演じていないモデ

ルである.

それに対して,私どもは WistarItyoto(WRY)ラッ

トにウサギの抗ラット基底膜抗体をプロトタイプモデル

で授与する量の 1/20程度の少量を静注すると,3-4

日後に糸球体にリンパ球と単球が集積し,高度な蛋白尿

がでて,10日はどするとほとんどの糸球体に半月体がみ

られる糸球体腎炎が誘導されることを発見したl).この

モデルを解析した結果,このモデルは従来のモデルと異

なり,細胞傷害性 Tリンパ球が主役を演 じており,そ
のリンパ球と単球の糸球体集積には白血球の接着分子や

化学走性サイトカイン (ケモカイン)が関与し,少なく

とも細胞傷害性 T リンパ球由来のパーフナ1)ン,ダラ

ンザイムが糸球体傷害に働くモデルであることが分かっ
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てきた (表1).

2. CD8陽性リンパ球の役割

WKY ラットにウサギ抗ラット基底膜抗体を少量を

静注すると,3-4円後には糸球体にリンパ球と単球が

集積し,それに伴い蛋白尿が検出され,10日後には単球

が糸球体に高度に集積し,ほとんどの糸球体には半月体

が形成され,ラットは腎不全に陥り,死に始める.腎組

織を免疫組織学的に検索した結果,糸球体に集積したリ

ンパ球は CD3陽性.CD8陽性,CD4陰性,α/ヲT

細胞受容体陽性,NK 細胞マーカー陰性であることか

ら細胞傷害性 T細胞であると想定きれた.この細胞は

抗ラット基底膜抗体投与後3日ぐらいをピークとして糸

球体に集積した.

このモデルにおける CD8陽性 リンパ球の役割を知

るために.ラットに抗 CD8抗体を投与 し,CD8陽性

リンパ球を枯渇させ,抗基底膜抗体を投与したところ糸

球体へのリンパ球の集積だけでなく,単球の集積も無い

か顕著に抑制され,半月体形成,蛋白尿もほとんど起 き

ないことが分かった.このことはこのモデルの発症に

CD8陽性リンパ球の関与が必須であることを示した.

この細胞はαI3T細胞受容体を持つことから.この

受容体を介する糸球体傷害横序が考えられたので,この

受容体に対する抗体を授与してこの受容体を阻害する実

験を行った21.抗αβT細胞受容体抗体をラ､ソトに投

与し,その受容体を阻害しておいて抗基底膜抗体を投与

すると糸球体への CD8陽性リンパ球,単球の集積が顕

著に抑制され.同時に蛋白尿も著明に抑制された.この

ことは CD8陽性リンパ球はそのαβT細胞受容体を

用いて,classI組織適合抗原に表出されたペプチ ドを

認識し,糸球体細胞を傷害する細胞傷害性 T細胞 と考

えられた.この糸球体に集積している CD8陽性リンパ

球のaiヲT細胞受容体のβ鎖の可変領域 (Ⅴβ)レバー

表1 古典的抗基底膜抗体型腎炎モデルと新しいモデルとの比較

古典的抗基底膜抗体型 新しいモデル

動物 ほとんどのラットの系統 WKY ラットだけ

惹起法 異種抗基底膜抗体の静注 ウサギ抗基底膜抗体の静注または同種/異種動物の巷底膜の免寝リンパ球†単球主たる浸潤白血球 多形核自血執 単球

白血球集積横序 補体に依存 白血球接着分子やケモカインに依存
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トリーを PCR で検索すると Vi32をもつものだけが

そこに集積していることが示された.さらに.PCR で

増幅された ＼･リ 2遺伝子の塩基配列を決定したところ,

その配列が非常に近似していたことから,ほとんど同一

のエピトープを認識するa/3T細胞受容体をもつリン

パ球が集積している可能性が高いことも分かってきた.

3.白血球接着分子の役割

このモデルを解析している過程でこのモデルの糸球体

で接着分子である ICAh .･7 - 1の党規が先進 しているこ

とが分かり,糸球体-の CD8陽性リンパ球と単球の集

積機序には内皮細胞の接着分子 ICAM-1とそれと接

着する白血球接着分子.I31インテデ1)ンとの接着が関

与していることが推定された.また,それらの発現を高

めるように働くサイトカイン,IL-1β,TNFoL,IF

Nγなどの発現も糸球体で克進していた31.i31インテ

グリンtICAM-1の接着が白血球の集積に重要である

かを明かにするために.玩,31インテグリン抗体や抗

ICAM-1抗体を投与LてI31インテグl)ンーICAM-

1の接着を阻害し.それで糸球体への白山喚穂が抑制で

きるかどうかを検討したい.その結果.抗Iヲ11'ンテグ

.)ン抗体や抗 ICAM11抗体をそれぞれ単独で投与し

ても投与景依存性に糸球体-の CD8陽性リンパ球や

単球の糸球体への喚樽が押倒され,同時に蛋白尿も抑制

された.その抑制は抗/31インテグリン抗体と抗 ICA

M-1抗体を同時に投与した場合により効果的であった.
このことはCD8陽性リンパ球や単球の糸球体への髄

積にはJlインテグリン-lCAM-1の接着が重要であ

ることを示した.

4.ケモカインの関与

ケモカインは白血球の遣走活性をもつサイトカインで

あるが.このモデルでの各種サイトカインの関与を検討

してみると,内皮細胞の ICAM-1の発現を促すよう

な IL-1I3,TNFE'.IFNγなどの他に,さまざまな

ケモカインの発現が糸球体で増加していることが分かっ

た.その中で monocyt-echemoattractantprotein1

(MCP-1)が特にその発現量が多かったことから.そ

れに対する抗体を投与し,糸球体への白血球集積に対す

るこのケモカインの中和の影響を検討した5).その緒私

ケモカインを中和すると糸球体への白血球の集積,蛋白

尿が部分的ではあったが有意に抑制され,このケモカイ

ンが糸球体-の白血球の集積に関与一していることも明か

になった.

.-).バ-フ丁リ1･.ク7ンサイム系の関与

糸球体に鮭構してくる CD8陽性リンパ球が細胞傷

害性 T細胞であると考えられたのでその細胞が細胞傷

害するのに機能するとされているパーフナリンーゲラン

ザイム系の関与を検討した6こ}.このモデルの糸球体でそ

れら分子の発現を調べると.バー7オ1)ンとダランザイ

ム Bの発現が検出され,それらの関与が考えられた.

そこでラットパー7すリンに対する抗体を作製し,それ

をこのモデルラ･ソトに投与し.その中和効果を検討した.

その結果,この抗体を投与すると蛋白尿が顕著に抑制さ

れ,パーフォリンーゲランザイム系がこのモデルの糸球

体傷害に重要な関与をしていることが明かになった.

6.単球の役割

CD8陽性リンパ球が主役的に糸球体傷害に重要な役

割を演じているようなデータが集まりつつあるが.この

細胞より圧倒的に数の多い単球は糸球体で何をしている

のであろうか.その命題も単球を滅少させて.このモデ

ルを惹起するとどのような病態になるかで検討した.輿

球を減少させるのは本学部第二病理学教室の内藤教授ら

が行-_)ているタロドロネ-ト-hリポソームをラットに投

与して行った.このモデルで単球を減少させておくと糸

球体への単球の鶴橋が押倒されると共に.蛋白尿も抑制

こと示唆しており.糸球体傷害機序の複雑性が想定され

た.

ま と め

WKYラットの抗糸球体基底膜抗体型糸球体腎炎は

従来の他の系統のラットに若起したモデルと異なり,細

胞傷害性 T細胞が中心的役割を演じる特異なモデルで

あることを紹介した.すなわち,糸球体に抗基底膜抗体

が結合すると糸球体で IL-1/3.TNFo,IFNγなど

産生され,それらが糸球体内皮細胞の ICAM-1の発

現を克進させ,同時に産生されるケモカインと共に糸球

体への CD8陽性リンパ球,単球の集積を促し.その

CD8陽性リンパ球が細胞傷害性 T細胞としてパーフ寸

リンーダランザイム系を開いて,糸球体細胞を傷害して

いると想定された (図1)71.このような細胞傷害性 T

細胞がヒトの糸球体腎炎に関与しているかどうかは充

分検討されていないので今後の検討が必要となろう.ま

た,このモデル自体の解析もまだまだ不十分であるので

今後さらに検討して行きたいと考えている.
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図1 推定される WKY ラットの抗基底膜抗体型腎炎の発転 進展機序
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司会 ありがとうございました.質問ございませんか.

追手 二つ質問がございます∴一つは,出ている CD

8陽性の細胞が何のエピトープを認識しているのかとい

う問題なのですが,確かに,VI32にクロナリテ ィがあ

りそうだという話なのですけども,それはある抗原を認

識しているという話には僕はならないと思います.そこ

管,なにを抗原として認漁しているのかということ,ち

し,CD8陽性細胞が何かを認識しているとしたら ac-

tivateされている訳ですが,何に対して aetivateされ

ているのかということです.
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山本 それに対する答えは,それを知i)たくてやって

いるわけですけども,--･つは.CD8陽性細胞ですから,

MHCにトラップされたペプチ ドを認識していると思

われます.そのペプチドを知りたいのですが.予想され

るものは,基底膜のある成分のエピトープではないかと

思います.

追手 ということは,抗 GBM抗体ではなく基底膜
がエピトープとなっているということですか.

山本 それはどうしてかと言いますといろいろなモデ

ルがございまして.たとえば,アクテ･イブモデルという

ものがあります.そのモデルはラットの基底膜をラット

に免疫して作製しますが,それでも同じ腎炎が起きます.

もう一つは.僕らがやっていますが,ラットの基底膜に

対するモノクローナル抗体でも同じ腎炎が起きますので,

おそらくウサギ IgG を認識するようなCD8ではない

と考えています.

追手 川崎君の仕事で,ICAM-1と LFA-1の抗

体で腎炎が抑制されるということですが,最後の漫画で

みてみると ICAM-1の発現は内皮細胞になっていま

すね.ところが実際にメッセージの発現や蛋白の発現を

みてみると必ずしも内皮細胞でなくても説明ができそう

な気がしますが.根拠は何ですか,

山本 抗基底膜抗体を開いた二重蛍光抗体法で検討し

たのですが,ほとんど内皮種胞という結論です.

追手 メサンギウム細胞でもいい訳ですし.

山本 それはありませんでした.

追手 ありがとうございました.

司会 大変おもしろく聞かせていただきました.通常

の馬杉腎炎から一歩踏み出して.この糸球体腎炎を研究

したきっかけは何ですか.

山本 これは川崎君が最初に報告したモデルなのです

が,このモデルは細胞性免疫が関与している可能性があ

るということで,そうしますと,ヒトの腎炎でも最近 T

cellの関与などいわれていますが,そういうことでつ

ながるものがあるのではないかと思いまして,検討させ

てもらいました.

司会 これは激しい腎炎ですね.糸球体硬化に進むプ

ロセスはどういうものですか.

山本 半日体が激しくなりまして,そして.線維性半

月体になりまして,腎不全で死んでしまうモデルです.

司会 ありがとうございました.では次に.糸球体硬

化の博序について,成田先生にお話をお願いします.


