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単クローン抗体により惹起されるモデルを用いた

糸球体腎炎の発症,進行機序の解析
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Twonephrit()geniemonoclon(llalltib()dies(mAbs〕wer(ナprOdLleedinBALB'cnil-e

immunizedwithratglompruli. ThefirstmAh(mAb5-1-61identifiesa5卜kDapr(1tein

(p51)onratglomerularepithelialceiHootprocesses,mainlyslitmembraneandcauses

severecomplemen巨 andleukocyte-independentproteinuriawheninjectedintorats. p51

firstbecamedetectableontheゎasalandlatera且SidesofthedevelopingglomeTularepithelium

attheS-shapedbodystageandtljCaJTleC｡nCentratedintheslitpor°withtheinterdigitation

offo()tprocess(,S. p51andZOll,aknowncomponelltOftightjunction.wereclosely

locali7Jedatth(_,slitmembraneinthematureglomer･ulusbutarrivedattheirfinalposition

from opposit(?directi()ns. AftermAb5-1-6injection,thpr.ewasapl-ogreSSi＼,edeclinein

stainrlableZO-1(lndp51intheglomprularepitllPlium ofheaヽ･ilyproteilluricrats. We

concludedthatmAb5-1-薫aitersthemolecularcompositionoftheslitmembraneandthereby

affectstheglomerularpermeabilitybarrier. Th(､secondmAb(mAbト22---31bindsthe

limitedmesangialcellsulイaeefacingendotheliale(ナIIsandcausesthemoll)h()logicalchanges

similartotllOSPinducedbyantトthymoL.yteSerunl(ATS)andst､ヽ,･ereproteinurial'nrats

byasinglei.V.injection. Themesangi(lllesioninduLle(IbyATSisreversibleandnot

(llwaysaecompaniedwithsevereproteinuria. Themo(klinducedbythesingleinjecti()∩

Reprintrequestto:i-壬iroshiKAWACHI. 別刷請求先: 〒951-8510新潟市旭町通 1番町

Ikpartment()fCellBiology,Institute

ofNephrolog1,,NiigこれlUni＼でl･Sity

SchoolofMedicine,NiigataCity,

95ト8510,JAPAN.

新潟大学医学部腎研究施設分子病態学分野

河 内 裕



220 新潟医学会雑誌 第112番 第5号 平成10年5月

ofmAbl12213isalsoreversible.Wesucceededininducingirreversiblemesangialchanges

withpersistentproteinuriabytwoconsecutiveinjections2weeksapa【1ofamAblT22-3.

Thismodelshouldbethebestmodeltoinvestigatethemechanismofchr･onicprogression

ofhumanmesangialproliferativeglomeru1(〕nephritis.

Kel,WOrds:monoclonalantibody,proteinuria.slitmembrane,glomerulal･ePithelialCell,

mesangialCell

単タロ… ソ抗体,蛋白尿,スリット膜,糸球体上皮細胞,メサソギウム細胞

は じ め に
多くの糸球休腎炎は.腎を場とした免疫反応によ申引

き金が引かれると考えられている,私達は,腎糸球体に

大量の免疫グロブリンが存在することが必ず しも腎障害

をこ結びつかないことを各種実験系で証明してきた1)2)

-方で,腎炎発症の引き金を引く必須,不可欠の抗原抗

体系を同意するため,腎糸球体をターゲットとした単タ

ロ-ン抗体の作成を続けてきた.invivoの投与で,蛋

白尿などの腎障害を誘導する単クローソ抗体は,現在ま

で世界中でわずか数種類の抗体が報告されたiこすぎない

那,このうち2穫幣の単クローン抗体を,私たちのダル-

プが報告している.糸球体上皮細胞スリット膜と結合し,

ヒト教小変化型ネフローゼ症候群様の病態を誘導する抗

体 (5-1-6抗体)3､,とメサンギウム細胞表面と反応 し

ヒトメサンギ巾ム増殖性腎炎様の病態を誘導する抗体 (ド

22-3抗体 )Lい である.現在私達の ゲノLI--ヅでは.これ

ら2つの単タロ-ソ抗体を周い,(i)スリット膜障害に

よる蛋白尿発症機序の解析,(ii)メサソギウム増殖性

腎炎発症,進行機序の解析,をテ-マとして研究を進め

ている5)-9).本稿では,これら一連の研究を,背贋,

今後の展望を含め概説する.

刑 完リット膜障害による蛋白尿発症機序

の解析

スリ､ソト膿の構造,発生メカニズム

糸球体上皮細胞は高度に分化した細胞で,その足突起

終足は,同じ細胞同士で絡み合うことなく予常に隣り合っ

た細胞の終足と絡み合い基底膜の外側を覆っている.こ

の足突起問には,25-60nm の間隙があり,ここは.

中央のフィラメソト構造と,両側に向かうブリッデから

なる "ジッパ-''様の構造が存在していると報告されて

いる10日11.1960年代に,この構造が.高分子物質の透

過を防ぐフィルターとしての機能を果たしているのでは

ないかと提案されたが,その機能については,未だ不明

図 15-卜6抗体認識抗原 p51.ZO-1の局在を示
した免疫電子顕教鏡所見.大きい粒子 (矢印)

局在を示 している.p51は,スリット膜部
をこ,ZO-1は,スリット膜の基部の細胞膜裏
面に存在する.(文献16より引用)

確な点が多い12)

スり､､′卜膜の構成分子として現在2種の蛋白が報告さ

れている,ひとつは.細胞間接着装置であるtightjuJICtion

(以下 TJと略)構成蛋白である ZO-1で,スり､･′卜

膜の基部の細胞膜表面に局在する13､1･い.また我々の ゲ

･し-ブが報告 した蛋白尿惹起性単 ウロ-ソ抗体511-6の

認識抗原である p51は足突起間のスリット膜部に線状

に分布することから,p51は,スリット膜構造の細胞

外部位の構成蛋白であると考えている (図 1)3日5)16)

Schnabelど,'は.糸球体発生過程における ZO-1LIT)

局在の変化を検討 し,スリット操は,TJから派生 した

構造物であると報告 している13).彼女らの報告による
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と,TJは,未分化な糸球体上皮細胞では,通常の上皮

細胞と同様に細胞間の頂部に位置するが,糸球体上皮細

胞が成熟し,ポウマソ嚢上皮細胞に分化していく細胞群

とはっきり区別できるようになるS字管形成期をこなると,

TJ構造は,細胞の基底部に移動していく.そして足突

起の形成が始まる毛細管形成期の後期になると TJ構

造をこ代わりスリット膜構造が観察されるようになる18).

この過程で TJとスり･ソト膜に共通 して Z0--1が観察

される王3)ことから,スリット膜構造の少なくとも一部

は,T3'由来であると結論づげている.-方で我々は,

糸球体発生過程をこおける p51の動態を検討し,発生初

期の糸球体上皮細胞では,p5且は,細胞の基底部,並

びに T3構造より下部の側部の膜裏面をこ線状に存在し,

足突起の形成に伴い書足突起問のスリット摸部に限局し

ていくことを観察している15).これらの観察は,スリッ

ト膜は,発生初期,上皮細胞の基底部,並びに側部に存

在していた膜蛋白と,発生初期,上皮細胞の上部に存在

し,発生過程中に基底部に降下してきた TJ由来蛋白

とが局所で会合して形成されることを示している.通常

の電顕では,一本の線でしか見えない糸球体上皮細胞足

突起間の構造物が,膜蛋白由来の物質であり,その構造

の基部に元来物質透過の制御に関わる細胞間の接着装置

の構造物が存在することは,この構造物が糸球体系蹄壁

透過性制御に重要な役割を果たしていることを強く支持

する所見であると考えられる.

5-11づ抗体により惹起される蛋白尿モデ)L

我々のグループが分離した5-1戎抗体を,ラットをこ尾

静脈から投与すると,正常 (と考えられる)基底膜を超

i.スり.I,卜睦上に存在する p51分子と結合し,抗体

投与後数時間で病的蛋白尿の発現を観察する.投与後3

-･5日でピ---1々 (loo-200mg;'R)となり2週間後に

は,ほほ正常域に回復する3､19､201.この病態は. コブ

ラ毒因子を周い,補体を楕渇させた系でも誘導されたこ

と,Fc部を取り除いた F(ab')2抗体でも誘導された

ことから,補体,その他炎症性のメディェ-タ-非依存

性であると考えられている21).このモデルは,スリッ

ト膜のバリア-機能を invivoで直接証明した唯-の

モデルである.蛋白尿出現時,p51はスリット膜部か

ら速やかに移勤し,蛋白尿の程度と逆相関して減少して

いく16)22).また,もう1つのスリット挨構成蛋白であ

る ZO-1も p51の変化iこ並行して減少する161.抗体

がその対応抗原分子である p51と結合することにより

スリット操構成分子群の発現を変化させ,スリット膜の

バリアー歯髄を低下させ,蛋白尿を引き起こすと考えら
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わる.また単離糸球体を用いた in rヽitroの系で5-1--6抗

体結合線の p51,ZO-1の動態メカニズムを各穫薬剤を

用いた阻害実験での検討の結果,これら(T)分子の変化は,

Ca++.TtI,しモデ:i1)ン依存性であることを観察 してい

る.これら分子の動態を invivo,invitroで検討す

ることは,直接蛋白尿の治療,予防法の確立に道を開く

ものと考えている.

(lI) メサンギウム増殖性腎炎発症,進行機序

の解析

1-22-3抗体の有用性

従来ヒトのメサソギウム増殖性腎炎のモデルとして,

ラットの胸腺細胞をウサギや羊に免疫することにより得

られたポリクローナル抗胸腺細胞抗体を,ラットに静注

することにより作成される腎炎モデル (ATSモデル)

が多用されてきた.しかしこのモデルは,(i)形態学的

な変化を誘導するのみで,必ずしも病的蛋白尿を伴わな

い,(ii)一過性の可逆性の病変である,という2点に

おいて,ヒト増殖性腎炎のモデルとしてふさわしくない

との指摘がされてきた.卜22-3抗体は,メサソギウム

細胞裏面の内皮細胞に画した部位という極めて限局した

部位のみと反応する抗体で4)23),従来のモデルより強い

形 態 学 的病変を引き起こし,必ず,病的蛋白尿を伴う4)

2郎-芝6).しかし,正常ラット-の1回投与の系では,柄

変は,ATSモデル同級 可逆性であった.私達のグル-

プでは,非可逆性モデルの開発に取り組んできたが,秤

腎摘出う,ソトに1-22-3抗体を投与する糸27).1-22･-3抗

体投与2週間後に再度レ22-3抗体を授与する系28)管,

ヒトの慢性糸球体腎炎項似(I),進行性,非可逆性の病態

を誘導することに成功した.これらのをデ叫 豊,腎炎進

展機序の解析のみならず,各種薬剤開発のためのモデル

としても非常に有用で,既に多くの施設で利用されてい

る-19ト 3小.また1-22-3抗体は,強いメサンギ巾ム細胞

増殖作用を持つため,メサソギウム細胞への遺伝子導入

の糸でも利用されている35､-381

1122-3抗休反復投与モデルの意味

ヒトの進行性の腎炎においては.反復する刺激によi)

病変が絶えず諌導されているものと考えられる.私たち

は,500/唱 という微量の抗体の2回投与という比較的

単純な系で進行性の病態を誘導することに成功した.1

回目の抗体投与2週間後には,炎症細胞の浸潤がおさま

り,一度減少した1-22-3抗体認識エビト-プが正常量

に回復してくる.この時期に再度抗体を投与すると,そ

の初期病変は,1回目投与後と頓似の変化が誘導される
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() 1 3 5 7 9 11 .13 15 17 19

weeksafterthelastinject量on

〇)では,-適性の蛋白尿を示すのに対し,2週間後に再度静注
した群 (鎗一-義)では,持続性の蛋白尿を示し 4カ月後には,
400mg/day以上の高度の蛋白

浴,そのまま進行し.図 2に示した⊥･うに.J･1-(i-1]

月経過すると,400mg/day以上の高度の蛋白尿と広範

囲にわたる糸球体硬化像を呈 し 腎不全により死に要る

動物も出現 してくる28).

現在私たちは,非可逆性病変誘導のための,必須因子

を解析するため,1回目静注後の初期変化像と2回目静

注後の初期変化像の比較,検討を行っている, 1回目静

注後の初期病変は,予後良好の可逆性病変の初期像であ

り,2回田静注後の初期病変は,予後の悪い進行性病変

の初期像である.両署の初期像は,通常の光癖での観察

では, 極めて鮪似 しているが,各種の細胞7-カ-,サ

イ トカインなどを用いた免疫蛍光法,RT-PCR などで

の検討でいくつかの差を兄いだしている28)39)40).両者

で明確な差異を見つけることが,糸球体腎炎の進行因子

の同定や,予後判定のためのマ-カ…の検索に直接つな

がると思われる.

お わ U に

第-のテ-マでは,糸球体係蹄壁の選択的透過性制御

をこおける上皮細胞スリット膜の重要性について言及 して

きた.『糸球体係蹄壁のどのような破綻が蛋白尿誘導に

結び付 くのか』,という問題について末だ明確な答が出

されていない.糸球体係蹄壁の蛋白透過を防ぐメイソバ

リア-は,糸球体基底膜であると考えられてきた.もち

尿を示す.

ろん生理的状態における基底膜のバリアー機能の蛋要後

揺,多くの人が認めるところである.一方で,病的蛋白

尿の成因という観点から考える時,今まで以上に上皮細

胞の登蛮性を再認識する必要があるのではないかと考え

ら.u蛋白尿"を上皮細胞障害の1つの指漂と考え,上

皮細胞の形態,スリット繰構造の変化を,各種腎炎で再

検討 してみることは,意義深い車であると考える,第二

のテ-マとして紹介した ま-22-3抗体をこよるモデルは,

免疫学的機序で誘導され,糸球体硬化-進行する唯一の

モデルで,ヒトの慢性腎炎のモデルとしてもっともふさ

わしいと考えている.このモデルを潤い,可逆性の病態

を非可逆性の病態-移行させる因子を同定 し,その因子

を枯渇させた系での病態の変化を検証する作業を続けて

いる.実験モデルでのこうLた地道な作業が虹卜の腎炎

の治療,予防法の確立につながっていくと考えている.
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