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Summary.We compared the acute phase responses of
mesangial cells and inflammatory cells in reversible and
irreversible mesangial alterations. We used a reversible
model that induced by a single injection of anti-Thy 1.1
monoclonal antibody (mAb) 1-22-3, and an irreversible
model of glomerulonephritis induced by two consecutive
injections of mAb 1-22-3 with an interval of 2 weeks.
Similar mesangiolysis occurred in both models. How-
ever, pathological phenotypic changes in the mesangial
cell began more rapidly and markedly after the second
waveof mesangiolysis. Glomerular mRNAexpression of
platelet-derived growth factor (PDGF) was higher in
the irreversible model than in the reversible model,
whereas mRNAexpression of monocyte chemoattrac-
tant protein-1 (MCP-1) was lower in the irreversible
model. The numbers of polymorphonuclear cell (PMN)
and ED1+ monocytes/macrophages were lower in the
irreversible model than in the reversible model. By
contrast, the recruitment of ED3+ cells into the glomer-
uli was dominant in the irreversible model. A dual
labeling study showed that major parts of ED3+ cells in
the glomeruli of the irreversible model were ED1 nega-
tive. ED3+ ED1~ cells were not detected at any time in
the reversible model. The ED3+ cell should be regarded
as an important candidate for acting on the mesangial
cell to lead to irreversible mesangial alterations.
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INTRODUCTION

The mesangial alteration induced by anti-thymocyte
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serum (ATS) has been widely investigated as a
model of mesangial proliferative glomerulonephritis.
Binding of the anti-Thy 1.1 antibody to mesangial
cells causes mesangiolysis, inflammatory cell infiltra-
tion, and mesangial cell proliferation, followed by
mesangial matrix expansion1'2'3'. Many investigators
have reported that the inflammatory cells, such as
monocytes and polymorphonuclear cells (PMNs),
and the cytokines produced by these cells are essen-
tial for the development of Thy 1.1 nephritis4'5'.
However, as mesangial cell proliferation and mesan-
gial matrix expansion are temporary in this model
and normalize within 2 months, it is still unclear
whether these cells and cytokines are important for
the progression of glomerular changes or for recov-
ery of the disease. We have already reported that the
anti-Thy 1.1 monoclonal antibody (mAb) 1-22-3
was capable of inducing severe proteinuria as well as
morphological change6' and also reported that two
consecutive mAb 1-22-3 injections were capable of
inducing irreversible sclerotic change accompanied
with persistent proteinuria7'. From our preliminary
observations, we hypothesized that the inflammatory
cells and the intrinsic glomerular cells responded
alternatively after the second immune injury and that
these alternative responses initiated the irreversible
sclerotic changes. In this study, we compared the
kinetics of mesangial alterations and the inflamma-
tory parameters after the second injection with those
after the first injection. We report here that the
ED3+ macrophage is an important candidate for
acting on mesangial cell to lead to irreversible
mesangial alterations.
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M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

I n d u (:ti o n of a ni m al m o d e l

A ll e x p e ri m e n t s w e r e p e rf o r m e d u si n g f e m al e W ist a r

r at s w eig hi n g 1 5 0-2 00 g , p u r ch a s e d fr o m C h a rl e s

Ri v e r J a p a n ( A t s u gi , J a p a n ) . m A b ト22 -3 w a s p r e
-

p a r e d a s d e s c rib e d p r e v i o u sly
6)

･ T h e e x p e ri m e n t al

m o d el of ir r e v e r sib l e m e s a n gi al p r olif e r a ti v e gl o m e r
-

ul o n e p h riti s w a s i n d u c e d i n W i st a r r a t s b y t w o c o n
-

s e c u tiv e i nj e c ti o n s of 1 . 0 m l of s a li n e c o n t ai n i n g 50 0

〟g of m A b ト2 2-3 w it h a n i n t e r v al of 2 w e e k s ･

R e v e r sibl e m e s a n gi al p r olif e r a ti v e gl o m e r ul o n e p h r i-

ti s w a s i n d u c e d b y a si n gl e i nj e c ti o n of m A b ト2 2-3 .

A ll r a t s w e r e s a c rifi c ed u n d e r e th e r a n e s th e si a
,
a n d

k id n e y s p e ci m e n s w e r e r e m o v e d . G l o m e r uli w e r e

is ol a t ed b y th e sie vi n g m e th o d
s)

.

E x p e ri m e n t al p r o t o c ol

E xp e ri m e n t 1

T o c o m p a r e th e l o n g- t e r m k i n eti c s of t h e r e v e r sibl e

a n d t h e i r r e v e r sibl e m o d els
,
fi v e r a t s e a c h w e r e t r e at-

e d w it h a s l n gl e i nj e cti o n of m A b 1-2 2-3 o r w it h t w o

c o n s e c u ti v e i nj e cti o n s of m A b 1 -2 2-3 . A ll r a t s w e r e

s a c rific e d 2 m o n t h s a f t e r t h e l a s t m A b ト2 2-3 i nj e c-

ti o n . U ri n a r y p r o t ei n w a s m e a s u r ed b y th e Bi u r e t

m et h o d u s l n g b o v i n e s er u m alb u m i n a s a s t a n d a r d
9)

･

T h e kid n e y s w e r e p e rf u s ed f r o m th e h e a r t w it h ic e
-

c old
,
st e rili z ed p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e (P B S) . T o

q u a n tif y t h e m e s a n gi a l m at ri x a n d t h e e x t e n si o n of

I F st ai ni n g , 3 0 f u ll
- si z e d g l o m e r u li (80- 100 m m i n

di a m e t e r) p e r r a t w e r e e x a m i n e d b y a n o b s e r v e r w h o

w a s u n a w a r e of t h e e x p e ri m e n t al p r ot o c ol . T h e

d e g r e e of gl o m e r u la r m at ri x e x p a n si o n w a s e x p r e s-

s e d a s o t o 4 a c c o r di n g t o t h e p e r c e n t a g e of e a c h

gl o m e r ul u s o c c u p i ed b y th e m e s a n gi al m at ri x d et e c t
-

e d w ith p e ri o di c a cid-S c hiff (P A S) s t ai n in g b a sic a lly

a c c o r di n g t o t h e m et h o d d e s c rib e d b y R aij et al .
1 0)

T h e d e g r e e o f t h e a n ti
-t y p e l c oll a g e n A b ( C h e m i c o n

l n t e r n ati o n al l n c .
,
T e m e c ul a

,
C A

,
U S A ) st ai n i n g a n d

a n ti- α
- s m o o t h m u s cl e a cti n ( αS M A ) A b (S ig m a

B i o s ci e n c e S t . L o ui s
,
M O

,
U S A ) st ai ni n g w a s

e v al u a t e d b a sic all y a c c o rdi n g t o th e m et h od d e-

s c rib e d b y F l o e g e e t al .
l l)

E xp e ri m e n t 2

T o c o m p a r e t h e p a r a m et e r s i n t h e a c u t e p h a s e s of

t h e r e v e r sibl e m o d el w ith a sin g le i nj e c ti o n a n d t h e

i r r e v e r sibl e m o d el w it h t w o c o n s e c u ti v e i nj e cti o n s ,

fi v e r a t s e a c h of t h e r e v e r sibl e a n d t h e ir r e v e r sibl e

m o d el s w e r e s a c rifi c e d a t 3 0 m i n , 2
,
2 4 h , 3

,
7
,
1 0

a n d 1 4 d aft e r th e l a s t i nj e c ti o n . T h e ki d n e y s w e r e

p e rf u s e d f r o m th e h e a r t w it h ic e- c old , st e rili z e d P B S ,

a n d h alf o f t h e l eft k id n e y w a s u s ed f o r hi st ol o g l C al

s t u di e s . T h e r e m ai n i n g o n e a n d a h alf kid n e y s w e r e

u s e d f o r p r e p a r a ti o n of th e gl o m e r ul a r t o t al R N A of

i n di vid u al r at s . T o c o m p a r e t h e bi n di n g of i nj e ct e d

m A b 1-2 2-3 a n d th e c o m pl e m e n t fi x ati o n in g l o m e r-

uli aft e r t h e fi r st a n d t h e s e c o n d m A b l12 2-3 inj e c
-

ti o n
,
t h e fl u o r e s c e n c e i n t e n sit y

C 3
,
a n d C 9 w e r e a n al y z e d ･

st ai n e d w it h F I T C- c o nj u g a t e d

W e s t C h e s t e r
,
P a .

,
U S A ) o r

of m o u s e l g G 3
,
r a t

T h e s e c ti o n s w e r e

a n ti - r a t C 3 (C a p p el ,

a n ti - r at C 9 (k i n dly

d o n a t ed b y D r . M a t s u o , N a g o y a U n i v e r sit y , J a p a n)
1 2)

a n d F I T C - c o nj u g a t ed a n ti - r ab bit I g G ( D a k o p a tt s ,

G l a s t r u p , D e n m a r k ) . T o c o m p a r e th e g l o m e r ul a r c ell

d a m a g e , th e d e g r e e of m e s a n g i oly s I S , a n d t h e i m
-

m u n ofl u o r e s c e n c e i n t e n siti e s of a n ti - α S M A w e r e

s c o r e d . I n e a c h k id n e y s a m p le , m o r e t h a n 3 0 f ull
-

si z e d g l o m e r ul a r c r o s s s e c ti o n s w e r e e x a m i n e d ･

M e s a n gi ol y s I S W a s S e m l
-

q u a n tit a ti v el y g r a d e d f r o m o

t o ＋4 a c c o r din g t o th e m et h o d b y J o h n s o n et al .
1 3 )

T o c o m p a r e t h e n u m b e r s of r e c r uit e d P M N a n d

m o n o c y t e/ m a c r o p h a g e s i n g l o m e r uli , t h e kid n e y s e c -

ti o n s w e r e i n c u b a t e d w it h R p
ll ( k i n d l y

d o n a t e d b y D r . S e n d o
,
Y a m a g at a U n i v e rsit y , J a p a n )

1 4)
,

a n ti - p a n m o n o c y t e E D 1 (C h e m ik o n l n t e r n a ti o n al

l n c .) o r a n ti - a c ti v at e d m a c r o p h a g e E D 3 ( C h e m ik o n

I n t e r n ati o n al l n c .) , a n d th e n r e s p e c ti v ely st ai n e d

w ith F I T C - c o nj u g a t e d a n ti - m o u s e l g M (S o u t h e r n

B i o t e c h n ol o g y A s s o ci a t e s , Bi r m i n g h a m ,
U S A ) ,

F I T C - c o nj u g a t e d a n tトm o u s e l g G 1 (S o u t h e r n B i o t e
-

c h n ol o g y A s s o ci a t e s) , a n d FI T C
- c o nj u g a t e d a n ti

･

m o u s e l g G 2 a (S o u th e r n Bi o t e c h n ol o g y A s s o ci a t e s) .

T h e n u m b e r s of p o siti v e c ells p e r f ull
- si z e d gl o m e r-

ul u s w e r e c o u nt e d i n 3 0 gl o m e r u li/ r a t . F o r d u al l ab el -

i n g st u d y of E D 1 a n d E D 3 , T R I T C
- c o nj u g at e d a n ti-

m o u s e l g G 1 (S o u t h e r n B i o t e c h n ol o g y A s s o ci a t e s)

a n d F I T C- c o nj u g a t e d a n ti
- m o u s e l g G 2 a w e r e u s e d .

T o c o m p a r e m R N A e x p r e s si o n s of gl o m e r uli f o r

M C P -

1 a n d p l at ele t - d e ri v e d g r o w th f a ct o r ( P D G F) , a

s e m ト q u a n tit a tiv e r e v e r s e t r a n s c rip ti n a トp ol y m e r a s e

c h ai n r e a c ti o n ( R T - P C R) m e th o d w a s p e rf o r m e d .

M o r p h o l o g i c al a n d i m m u n o h is t ol o gi c al s t u di e s

L ig h t m i c r o s c o p y (L M ) a n d i m m u n oflu o r e s c e n c e (I F)

w e r e p e rf o r m e d a s d e s c rib ed p r e vi o u sl y
6
,
1 5

･
1 6)

S e m 1 -

q u a n tit a ti v e R T - P C R

R T - P C R w a s p e rf o r m e d b a si c ally a c c o r di n g t o th e

m et h o d d e s c rib e d p r e vi o u sly
1 7)

. T o t al R N A w a s

e x t r a ct e d fr o m i s ol at e d g l o m e r u li w it h T R IZ O L

(G ib c o B R L L if e T e ch n ol o g i e s l n c . , G aith e r sb u r g ,

M D
,
U .S .
A ) a s s t a n d a r d p r o t o c ol . T h e fi n al p r o d u ct
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w a s air d rie d
,
di s s ol v e d in D E P C -t r e at e d w a t e r

,
a n d

st o r e d a t - 80 ℃ ･ S a m p l e R N A l e v el s w e r e q u a ntit a t
･

e d b y r e a di n g t h e a b s o r b a n c e a t 2 6 0 n m . F ir s t st r a n d

c o m pl e m e n t a r y D N A ( C D N A ) w a s s y n th e si z ed u si n g
t h e S u p e r S c ri p t P r e a m p lifi c ati o n S y s t e m ( Gib c o
B R L L if e T e c h n ol o g ie s l n c ･ , G aith e r sb u r g , M D , U .S .

A ) , 5 J L g R N A w e r e r e v e r s e t r a n s c rib e d a t 4 2
o

C f o r

50 mi n ･ i n 2 0 /J l b uff e r c o n t ai ni n g 2 0 m M T ris - H C l

( p H 8 . 4)
,
50 m M K Cl

,
2

.
5 m M M g C1 2 , 1 m M e a c h of

d A T P
,
d C T P

,
d G T P a n d d T T P

,
o . 5 /∠g oli g o (d T )

a n d 5 0 U S u p e r S c rip t II ･ R e a cti o n s w e r e s t o p p e d b y
h e a t i n a c tiv ati o n a t 90 ℃ f o r 5 m in

,
a n d c hille d o n i c e .

S u b s e q u e n tly , 3 F eュ of C D N A m i x t u r e w e r e a m p lifi ed

b y P C R i n 50 〟1 of l O m M T ris - H C l ( p H 8 . 3) ,
50 m M K C l

,
1

･ 5 m M M g C 1 2 , 2 0 0 / J M e a c h of d A T P
,

d C T P
,
d G T P

,
a n d d T T P

, o . 4 〟M e a c h of 5
'

a n d 3
'

p ri m e r s a n d 2 . 5 U A m pli T a q G ol d .

T h e f oll o w i n g r at s e q u e n c e s w e r e u s ed a s p ri m e r s:

(1) m o n o c y t e c h e m o a tt r a c t a n t p r ot ei n -1 ( M C P -1) : 5
'

p ri m e r: C T C T T C C T C C A C C A C T A T G C
,

3
'

p ri m e r: C T C T G T C A T A C T G G T C A C T T C .

( 2)B B -i s o m e r of P D G F : 5
'

p ri m e r: G A A G C C A G T -

C T T C A A G A A G G C C A C
,
3
, p ri m e r: A A C G G T C A C -

C C G A G T T T G A G G T G T
,

( 3) gl y c e r a ld e h y d e
･ 3 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e

( G A P D H ): 5
'

p ri m e r: C T C T A C C C A C G G C A A G T T .

C A A
,
3
'

p ri m e r: G G A T G A C C T T G C C C A C A G C .

A ft e r t h e i n iti al d e n a t u ri n g s t e p (95 ℃ 9 m i n .) , th e

m i x t u r e w a s s u bj e c t ed t o a r o u n d of d e n at u r ati o n

(9 5 ℃ f o r 3 0 s a c) , a n n e ali n g (6 0 ℃ ( M C P
- 1

,

G A P D H ) , 5 7 ℃ (P D G F ) f o r 30 s e c) , a n d e x t e n si o n

(7 2 ℃ f o r 1 m i n .) . T h e s a m pl e s w e r e s u bj e c t e d t o th e

f oll o w i n g c y cle n u m b e r s: 2 5 ( M C P -1
,
P D G F a n d

G A P D H ) ･ T h e p r o d u c t s of P C R w e r e s e p a r a t e d b y
el e c t r o p h o r e sis o n a 1 . 0 % a g a r o s e g el w it h e th idiu m

b r o m id e st ai n in g . T h e b a n d i n t e n siti e s w e r e d e t e r -

m i n e d b y i m a g e a n aly s ュs u Sl n g a M a ci n t o sh c o m p u t e r

a n d t h e s oft w a r e of D E N S I T O M E T R Y ( A T T O ,
T o k y o , J a p a n) .

S t a tisti c al a n al y si s

A ll v al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n s ±S D . S t a ti stic al

sig n ifi c a n c e (d efi n ed a s p < o .o 5) w a s e v al u a t e d

u si n g th e u n p ai r e d t t e s t o r M a n n W hit n e y U t e s t .

R E S tJ L T S

E x p e ri m e n t 1

T h e g l o m e r ul a r fi n di n g s at 2 m o n th s aft e r a si n gl e

i nj e cti o n of m A b 1-2 2-3 s h o w e d n e a r n o r m ali z a ti o n .

B y c o n t r a st , g l o m e r ul a r alt e r a ti o n s w e r e s till e vid e n t

a t 2 m o n t h s af t e r t w o c o n s e c u ti v e inj e c ti o n s of m A b .

1 .5

0 .5

1
.5

0 .5

圏 m a t ri x s c o r c

s l n gl e I nj e cti o n t w o l nJ C Cti o n s

I c o ll a g e nl

2 .5

1 .5

0 .5

15 0

100

50

l打 a S M A

sl ngle I nj e cti o n t w o l nJ C Cti o n s

□ p r o tci n u ri a ( m g/ 2 4 h)

sl ngl e I nje ctio n t w o l nJ C Cti o n s s l ngle I nj e cti o n t w o l nJ CC ti o n s

F i g ･ 1 ･ M a t ri x s c o r e
,
I F st a i n i n g s c o r e s o f α

-S M A
,
a n d

c o ll a g e n t y p e I , a n d t h e a m o u n t o f p r o t ei n u ri a a t 2
m o n th s a ft e r d i s e a s e i n d u c ti o n ･ T h e m e s a n g i a l alt e r a ti o n

a n d p r o t e i n u ri a w e r e n o r m a li z e d b y 2 m o n t h s i n th e
r e v e r si b l e m o d e l c a u s e d b y a si n gl e i nj e c ti o n o f m A b

1- 2 2- 3 , w h e r e a s s e v e r e m e s a n gi a l a lt e r a ti o n s a n d a b n o r -

m a l p r o t e i n u ri a w e r e s till d e t e c t e d i n t h e i r r e v e r si bl e

m o d e l c a u s e d b y t w o c o n s e c u ti v e i nj e c ti o n o f m A b .

( m a t ri x s c o r e : p < o . o o 5
,
c o ll a g e n t y p e I : p < o . o 5

,

p r o t ei n u ri a : p < o . o o 5 )

T h e m at ri x s c o r e a n d I F st ai ni n g s c o r e o f c oll a g e n

t y p e I a t 2 m o n th s af t e r t w o c o n s e c u ti v e i nj e cti o n s of

m A b 1 -22… 3 w e r e m u c h hi gh e r t h a n t h o s e af t e r a

si n gl e i nj e cti o n of m A b 1-2 2-3 ( m a t ri x s c o r e: 1 . 50 ±

0 . 23 v s ･ 0 . 5 7 ±0
.
1 2

, p < 0 . 00 5
,
c oll a g e n t y p e l s c o r e:

1
. 35 ±0 .3 5 v s ･ 0 . 4 72 ±0 . 2

, p < 0 . 0 5) .
T h e m a t ri x

s c o r e a n d t h e I F s c o r e of c oll a g e n t y p e l a n d α S M A

w e r e s h o w n i n Fi g . 1
.
A b n o r m al p r o t ei n u ri a w a s s till

d et e c t ed a t 2 m o n th s af t e r t w o c o n s e c u ti v e i nj e c ti o n s

of m A b (9 8 .
0 ±3 . 2 m g/2 4 h) (F ig . 1) . R e p r e s e n t a -

ti v e L M fi n di n g s a d d I F fi n di n g of α S M A a r e s h o w n

i n Fi g . 2 .

E x p e ri m e n t 2

N o diff e r e n c e s i n i m m u n o fl u o r e s c e n c e i n t e n sit y of

b o u n d m A b 1-2 2-3
,
r a t C 3 o r C 9 d e p o siti o n w e r e

d e t e ct e d b et w e e n t h e r e v e r sibl e a n d t h e i r r e v e r sibl e

m o d els . Si m il a r m e s a n g i oly sis o c c u r r e d i n b o t h t h e

r e v e r sibl e a n d i r r e v e r sib l e m o d els . M e s a n gi oly si s

s c o r e s o n d a y 1 aft e r t h e fir s t a n d t h e s e c o n d i nj e c -

ti o n o f m A b 1-2 2-3 w e r e 1 . 5 ±0 . 71 a n d 1 . 1 ±0 . 5 5
,

r e s p e c ti v ely . H o w e v e r
, p a t h ol o g l C al p h e n o t y p i c



7 6 Y .
I T O e t a l .:

F i g . 2 .
R e p r e s e n t a ti v e L M fi n di n g a

n d t h e I F fi n d i n g o f

α-S M A a t 2 m o n th s . P A S s t a i n i n g ( A ) a n d αS M A
I F

s t a i n i n g ( C ) a t 2 m o n t h s a f t e r a si n g l e i nj e c ti o n o f m A b

ト22- 3 s h o w e d t h a t gl o m e r u l a r fi n d i n g s w e r e al
m o s t

n o r m a l . B y c o n t r a s t , gl o m e r u l a r alt e r a t
i o n s w e r e s till

e v i d e n t a t 2 m o n t h s a ft e r t w o c o n s e c u ti v e i nj e c ti o n s o f

m A b ( P A S st a i n i n g ( B ) a n d αS M A I F st ai n i n g ( D )) ･

× 2 0 0)

A) 10

=

己 7 .5
1)

≡
(⊃

-聖 5

q)

U

t
o

o 2 .5
#

10

7 .5

0 30 m i n 2 h 2 4 h 3 d 5 d 7 d

T i m e a ft e r t h e l st i nj e c ti o n

2 .5

0 †l L
O 30 m i n 2 h 2 4h 3 d 5 d 7 d

T i m e aft e r th e l st inj e c ti o n

(B) 12 ･5

=

; 10
ト1
a )

g 7 .5
b D
＼

=
Q , 5
U

し■+

豊 2 .5

2 .5

10

7 .5

0 30 m i n 2 h 2 4 h 7d 1 4d

T i m e a ft e r th e l s t i nj e c ti o n

F i g . 4 . T i m e c o u r s e o f P M N

2 .5

0

0 3 0 m i n 2 h 2 4 h 7 d 14 d

T i m e a fte r th e l st i nj e c ti o n

( A ) a n d E D l
＋
m o n o c yt e

( B ) i n filt r a ti o n i n t o a gl o m e r u l u s a f t e r t h e fi r s t a n d th e

s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b 1- 2 2- 3 .
T h e n u m b e r s o f P M N

a n d E D l
＋
c ell i n filt r a t e d i n gl o m e r u li w e r e s m a ll e r a f t e r

t h e s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b 1- 2 2- 3 th a n a ft e r t h e fi r s t

i nj e c ti o n . (
辛

,
P < 0 . 0 5 v e r s u s t h e c o r r e s p o n d i n g ti m e a ft e r

t h e fi r s t i nj e c ti o n )

c h a n g e s of m e s a n gi al c ells b e g a n m o r e r a p idly a n d

m a r k ed ly aft e r t h e s e c o n d w a v e of m e s a n gi oly s I S

t h a n aft e r t h e fi r s t m e s a n g i oly s IS . α S M A s t ai ni n g

Fi g . 3 . R e p r e s e n t a ti v e I F fi n di n g o f α
- S M A a t 1 0 d a y s

a ft e r th e fi r st ( A ) a n d t h e s e c o n d ( B ) i nj e c ti o n o f m A b

ト2 2-3 .
M e s a n gi a l c ell p r o lif e r a ti o n b e g a n m o r e r a p

i dl y

a n d m a r k e dl y a f t e r th e s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b

1- 2 2- 3 .
× 2 0 0)

Fi g . 5 . I F fi n di n g s o f R p l ( A , B) a t 2 h a n d E D l ( C ,

D ) a t 7 d a y s a ft e r t h e fi r st a n d th e s e c o n d i nj e c ti o n o f

m A b ト22-3 .
T h e i n filt r a ti o n o f P M N a n d E D l

＋

m o n o c yt e s/ m a c r o p h a g e s w a s g r e a t e r i n th e r e v e r si b l e

m o d el c a u s e d b y a si n g l e i nj e c ti o n o f m A b 1- 2 2- 3 ( A , C ) I

S m all e r n u m b e r s o f P M N a n d E D l
十
c ell s h a d i n filt r a t e d

a ft e r t h e s e c o n d m A b i nj e c ti o n ( B , D ) . × 2 0 0)

s c o r e o n d a y 3 a n d d a y 1 0 aft e r t h e fir st m A b ト2 2-3

i nj e c ti o n w a s 0 . 6 ±0 . 55
,
a n d 2 . 1 ±0 . 4 5

,
r e s p e cti v e -

l y . B y c o n t r a s t , α S M A s t ai n i n g s c o r e o n d a y 3 a n d

d a y 1 0 af t e r t h e s e c o n d m A b 1-2 2-3 i nj e c ti o n w a s

2 . 8 ±0 . 4 5
,
a n d 4 . 0 ±0 . 0 .

α S M A fi n di n g s o n d a y 1 0

aft e r t h e fi r s t ( A ) a n d t h e s e c o n d ( B ) m A b 1-2 2-3

i nj e cti o n a r e sh o w n i n F ig . 3 .
T h e n u m b e r s of P M N

a n d E D l
＋
c ell w e r e s m all e r i n th e ir r e v e r sibl e m o d el

t h a n i n t h e r e v e r sib le m o d el (P M N , 2 h af t e r t h e fir st



E D 3 十E D l‾ C ell i n G l o m e r u l o n e p h riti s 7 7

Fir st i nj e c tio n S e c o n d i nj e c ti o n

2 h 2 4 h 3 d 7 d 2 h 2 4 h 3 d 7 d

喜1 .5
ロ, ～

i
u

$ 1
P <

U

=

蓋 o .5
｢
･
1

M C P - 1

G A P D H

I
I I丁
丁 I

2h 24 h 3 d 7d 2h 24 h 3 d 7 d

l st i nj e c ti o n 2 n d i nj e c ti o I I

F i g ･ 6 ･ T i m e c o u r s e o f M C P- 1 m R N A e x p r e s si o n in

gl o m e r u li a ft e r t h e fi r st a n d t h e s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b
ト22- 3 .

T h e d a t a s h o w n a r e r e p r e s e n t a ti v e s e m i -

q u a n ti t a ti v e m e a s u r e m e n t s m a d e b y R T
- P C R . T h e c h a r-

a c t e ri s ti c a g a r o s e g el e l e c t r o p h o r eti c p a tt e r n f r o m o n e o f

t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s i s s h o w n ( t op ) . R a ti o s o f
t h e d e n sit o m et ri c si g n a l o f M C P -1 t o t h e i n t e r n a l c o n t r ol

( G A P D H ) a r e s h o w n a t t h e b o t t o m .

F i g ･ 8 ･ I F f in d i n g s o f E D 3 a t d a y 7 a ft e r th e fi r st ( A )
a n d t h e s e c o n d ( B ) i nj e c ti o n o f m A b ト2 2-3 .

T h e i n filt r a-
ti o n o f E D 3

＋
c ell s w a s g r e a t e r i n th e i r r e v e r si b l e m o d el

c a u s e d b y t w o c o n s e c u ti v e i nj e c ti o n s o f m A b ト22-3 .

× 4 0 0)

i nj e c ti o n v s . t h e s e c o n d i n)
'

e c ti o n : 7 . 9 8 ±1 . 44 v s .

1 . 4 5 ±0
.
54

, p < 0 . 00 5
,
E D l

＋
c ells

,
d a y 7 af t e r t h e

fir st i nj e c ti o n v s . t h e s e c o n d i nj e c ti o n: 6 . 4 8 ±3 . 05 v s .

1
.
1 8 ±1

. 65
,
p < 0 . 05) .

T h e k i n e ti c s of t h e n u m b e r s

of R p l
＋ P M N a n d E D l ＋ m o n o c y t e/ m a c r o p h a g e s i n

g l o m e r uli o f t h e r e v e r sibl e a n d t h e i r r e v e r sib le

m o d els a r e s u m m a ri z e d i n F ig . 4 .
R e p r e s e n t a ti v e I F

=' 6
q)

≡
C )

-

_ t t
b D 4

q .)
U

L

S 2
:手t

0 30 m i n 2 h 24 h 7 d 14 d O 30 m i n 2 h 2 4 h 7 d 14 d

T i m e a ft e r th e 2 st i nj e c ti o n T i m e a ft e r th e 2 st i nj e c ti o n

Fi g . 7 . T i m e c o u r s e o f E D 3
＋

c e ll i n filt r a ti o n i n t o a

gl o m e r u l u s a ft e r t h e fi r s t a n d t h e s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b
1- 2 2- 3 ･ T h e n u m b e r s o f E D 3

十

c ell s i n filt r a ti n g i n t o

g l o m e r u li w e r e l a r g e r a ft e r th e s e c o n d i nj e c ti o n o f m A b

ト22- 3 th a n a f t e r t h e fi r st i nj e c ti o n . (# , P < o . o o 5 v e r s u s

th e c o r r e s p o n di n g ti m e a ft e r t h e fi r s t i nj e c ti o n )

F i g ･ 9 ･ D u a l l a b e li n g I F fi n d i n g s w i th E D 3 ( A ) a n d

E D 1 ( B ) i n g l o m e r u li 7 d a y s a f t e r th e s e c o n d i nj e c ti o n o f

m A b l1 2 2- 3 . T h e m aj o r p o rti o n s o f E D 3
'

c e ll s i n

g l o m e r u li o f t h e i r r e v e r sib l e m o d el w e r e E D 1 n e g a ti v e ,
al th o u gh s o m e E D 3

＋
c e ll s w e r e E D 1 p o siti v e ( a r 710 u)-

h e a d s) . × 4 0 0)

fi n di n g s of R p 1 a n d E D 1 i n gl o m e r uli of t h e r e v e r s -

ibl e a n d th e i r r e v e r sibl e m o d els a r e sh o w n i n F i g . 5 .

N o M C P -1 m R N A e x p r e s si o n w a s d e t e ct e d i n n o r -

m al r a t g l o m e r u li b y R T - P C R a n aly sis e v e n i n 3 5

P C R c y cl e s ･ T h e s e m i - q u a n tit a tiv e a n aly sis of

m R N A e x p r e s si o n i n p a th ol o g l C g l o m e r u li w a s p e r -

f o r m ed i n 2 5 P C R c y cl e s ･ T h e o p ti m al c y cl e n u m b e r

(2 5 c y cle s f o r M C P -1 a n d P D G F ) w a s d et e r m i n e d i n

a p r eli m i n a r y t ri al t o b e i n t h e li n e a r p h a s e o f a m pli -

fi c a ti o n ･ M C P -1 m R N A e x p r e s si o n i n c r e a s ed j u s t

aft e r th e inj e cti o n a n d h a d alr e a d y d e c r e a s e d a t d a y

7 aft e r th e fir s t i nj e c ti o n , w h e n t h e n u m b e r of E D l
＋

c ell s p e a k e d . M C P ･1 m R N A e x p r e s si o n s aft e r th e

s e c o n d i nj e c ti o n w e r e l o w e r t h a n t h o s e aft e r th e fi r st

i n )
'

e c ti o n ･ T h e r e p r e s e n t a ti v e fi n di n g s of R T - P C R of

M C P -1 a r e sh o w n in Fi g . 6 ( T o p) . T h e m e a n v al u e s

of t h e r a ti o s t o G A P D H of th e 3 e x p e ri m e n t s a r e
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sh o w n i n Fi g . 6 ( B o tt o m ) . B y c o n t r a st , P D G F m R N A

e x p r e s si o n aft e r t h e s e c o n d i nj e c ti o n w a s h ig h e
r th a n

t h a t af t e r t h e fir st i nj e c ti o n . m R N A e x p r e s si o n of

P D G F o n d a y 7 af t e r t h e fir st m A b i nj e cti o n w a s 5 .

o ±1 . 4 (1 0 × P D G F e x p r e s si o n/ G A P D H e x p r e s si o n ) ,

w h e r e a s t h a t af t e r t h e s e c o n d m A b i nj e c ti o n w a s 9 .

o 3 ± 1 . 1 . ( P D G F m R N A e x p r e ssi o n of n o r m al r a t

g l o m e r uli w a s 4 . 02 ±0 . 32) .
T h e n u m b e r of E D 3

＋

c ell i n g l o m e r u li w a s g r e a t e r i n t h e i r r e v e r sibl e m o d el

th a n i n t h e r e v e r sibl e m o d el (d a y 7 : 6 . 8 6 ±0 . 91 v s . 2 .

o1 ±0 .2 7
, p < 0 . 00 5) .

T h e k i n eti c s of t h e n u m b e r of

E D 3
＋
c ells i n gl o m e r uli is sh o w n i n F i g ･ 7 .

R e p r e -

s e n t a ti v e I F fi n di n g s of E D 3 a r e sh o w n i n F ig ･ 8 ･
A

d u al l ab eli n g s t u d y s h o w ed th a t m aj o r p a r t s of t h e

E D 3
＋
c ells i n g l o m e r uli of t h e i r r e v e r sib le m o d el

w e r e E D l‾( Fi g 9) .
B y c o n t r a s t , n o E D 3

＋E D l【

c ells w e r e d et e c t ed i n t h e r e v e r sible m od el a t a n y

ti m e e x a m i n e d .

D I S C tT S S I O N

w e s u c c e e d e d i n d e v el o p i n g t h e i r r e v e r sib le m o d el b y

t w o c o n s e c u ti v e inj e cti o n s of m A b ト22 -3 w it h a n

i n t e r v al o f 2 w e e k s . I n t hi s st u d y , w e c o n fi r m e d th at

t h e s e v e r e m e s a n g i al alt e r a ti o n w it h a b n o r m al

p r o t ei n u ri a w a s s till p r e s e n t a t 2 m o n th s aft e r i n d u c-

i n g t h e dis e a s e (F ig s 1 a n d 2) . T h e t r e a t m e n t f o r

in d u cti o n of thi s i r r e v e r sibl e m o d el i s si m p l e , if

c o m p a r e d w it h o t h e r m e t h o d s th at i n d u c e t h e i r-

r e v e r sibl e alt e r a ti o n s u si n g O X 7 o r p oly cl o n al a n ti-

th y m o c y t e s e r u m
1 8)

I T h e r e a s o n w h y t h e i r r e v e r sibl e

alt e r a ti o n s c o uld b e i n d u c ed b y o n l y t w o i nj e c ti o n s of

m A b 1-2 2-3 m ig h t b e e x p l ai n e d b y it s e p it o p e

s p e cifi cit y ･
m A b 1-2 2-3 h a s a r e a cti vit y t o t h e li m

-

it e d sit e of t h e m e s a n g i al c ell w hi c h f a c e s t h e e n d o t h
-

eli al c ell . m A b l12 2-3 i s c a p a bl e of in d u ci n g m o r e

m a r k e d m e s a n g i oly sis a n d m e s a n g i al c ell p r olif e r a
-

ti o n b y a si n g l e i nj e c ti o n t h a n o th e r r e p o r t e d a n ti-

T h y 1 a n tib o di e s
6
,
1 9

,
2 0)

･ T h u s
,
t h e e pit o p e r e c o g n i z e d

b y m A b 1-2 2-3 i s c o n sid e r e d t o b e t h e c riti c al sit e of

t h e T h y 1 .
1 . m ol e c ul e

,
w hi c h r e g ul a t e s t h e m e s a n-

g i al c ell f u n c ti o n .

M o rit a et al . t rie d t o d e t e r m i n e th e t h r e s h old f o r

b ri n g l n g a b o u t ir r e v e r sibl e m e s a n g i al alt e r a ti o n s ,

b a s e d o n t h e h y p o th e sis t h at r e p e a t ed i nj u ri e s c a u s e

c u m ul a ti v e d a m a g e w hic h a r e b e y o n d th e t h r e s h o ld

of t h e s elf li m it e d alt e r ati o n s
1 8)

. O n t h e ot h e r h a n d
,

w e h y p o t h e si z e d t h a t t h e r e s p o n s e of m e s a n g i al c ell

af t e r t h e s e c o n d i nj u r y i s diff e r e n t f r o m t h a t s e e n

af t e r t h e fir s t i nj u r y , a n d t h a t t h e r e s p o n s e aft e r th e

s e c o n d i nj u r y m a y s o m e ti m e s b e d e st r u c ti v e a n d l e a d

t o i r r e v e r sibl e c h a n g e s .

I n t his s t u d y , w e o b s e r v e d t h a t p a t h ol o g ic al

p h e n o t y p l C C h a n g e s of m e s a n gi al c ells b e g a n m o
r e

r a pidl y a n d m a r k e dly a ft e r th e s e c o n d w a v e of

m e s a n gi ol y si s th a n af t e r t h e fir s t m e s a n g i oly sis ･ W e

als o o b s e r v e d th a t P D G F m R N A e x p r e s si o n w a s

h ig h e r aft e r th e s e c o n d m A b inj e c ti o n t h a
n aft e r t h e

fi r s t m A b i nj e cti o n . T h e s e diff e r e n c e s i n t h e a c u t e-

p h a s e r e s p o n s e s a r e n o t c o n sid e r e d t o b e d e
ri v e d

f r o m t h e diff e r e n c e i n th e i niti a ti o n e v e n t s , b e c a u s e

m e s a n g i oly sis o c c u r r e d si m il a rl y aft er t h e fir st a n d

th e s e c o n d m A b 1-2 2-3 i nj e c ti o n . T h e s e diff e r e n c e s

a r e c o n sid e r ed t o a ris e f r o m diff e r e n t r e s p o n s e s of

m e s a n gi al c ells a n d/ o r in fl a m m at o r y c ells ･ I n t his

st u d y , w e th e n c o m p a r ed t h e k i n eti c s of t h e r e c r ui ト

m e n t of P M N a n d t h e s u b p o p ul a ti o n s of m a c r o
-

p h a g e s . S e v e r al m a r k e r s w e r e r e p o r t e d t o id e n tif y

t h e s u b p o p u l ati o n of m a c r o p h a g e s s u c h a s E D l ,

E D 2
,
E D 3 a n d M a r 3

2 1
･
2 2)

･
N eith e r E D 2

＋
c ells n o r

M a r 3
＋
c ells w e r e d et e ct e d i n g l o m e r uli a t a n y ti m e

a ft e r t h e s l n g le i nj e c ti o n o r t w o c o n s e c u ti v e l n J e C-

ti o n s of ト22 -3 (d a t a n o t s h o w n ) . I n t e r e sti n g ly , t h e

n u m b e r s of b o th R p l
＋ P M N a n d E D l

＋
m a c r o-

p h a g e s i n filt r a ti n g i n t o g l o m e r uli aft e r t h e s e c o n d

m A b ト22 -3 i nj e c ti o n w e r e s m alle r t h a n t h o s e s e e n

af t e r th e fi r st i nj e c ti o n . S o m e r e p o r t s h a v e s h o w n

t h a t t h e m a c r o p h a g e pl a y s a n i m p o r t a n t r ol e in t h e

d e v el o p m e n t of gl o m e r ul o s cle r o si s i n s e v e r al k i n d s of

e x p e ri m e n t al m o d els
2 3

,
2 4)

. O n th e o th e r h a n d
,
it h a s

b e e n p o i n t e d o u t t h a t E D l
＋
c ells h a v e a r ol e i n th e

r e a r r a n g e m e n t of c a pill a ri e s b e c a u s e t h e y a r e s c a v-

e n g e r s
2 5 , 2 6 ･ 2 7)

･ S o m e r e p o r t s sh o w e d th at a p o p t o tic

c ells w e r e d e t e c t e d i n gl o m e r uli in T h y 1 .
1

.
n e p h ri -

ti s 2 8 ･ 2 9) . It i s th o u g h t th at m a c r o p h a g e s p l a y a r ole i n

p h a g o c y t o sis of th e a p o p t o tic l e u k o c y e s t h a t i nfil
-

t r a t e i n t o g l o m e r ulij u s t aft e r ト22-3 i nj e c ti o n .
F a d o c

et al . sh o w e d w it h a n i n v it r o st u d y t h at m a c r o p h a g e s

th a t h a d i n g e s t e d a p o p t oti c n e u t r o p h il s e x p r e s s ed a n

a n ti i n fl a m m a t o r y p h e n o t y p e
3 0)

. F u t a m u r a et al l r e -

p o rt e d t h a t E D l
＋
c ells i n hibit m e s a n g i al p r olif e r a-

ti o n
3 1 )

. T h e fi n di n g s i n t hi s s t u d y s u g g e s t t h a t P M N

a n d E D l
十
c e11 s a r e n o t e s s e n ti al f o r t h e i n d u c ti o n of

t h e ir r e v e r sib le g l o m e r u l a r a lt e r a ti o n s . W e als o

d et e c t ed h e r e t h a t M C P -1 m R N A e x p r e s si o n w a s

m u ch l o w e r 2 h aft er th e s e c o n d m A b i nj e c ti o n t h a n

a ft e r t h e fi r st m A b i nj e c ti o n . S t a hl et al . r e p o r t e d

t h at t h e m e s a n g i al c ell p r o d u c e d M C P-1 i n T h y 1 .1

n e p h ritis
3 2)

. O u r fi n di n g s als o s u g g e st t h a t gl o m e r ul a r

M C P -

1 w a s p r o d u c e d b y m e s a n g i al c ells a n d n o t b y

m o n o c y t e s i n a n ti
- T h y 1 . 1 n e p h ritis , b e c a u s e gl o m e r

-

ul a r M C P -1 m R N A e x p r e s si o n w a s d et e c t ed 2 h

aft e r t h e fi r st m A b i nj e cti o n , w h e n E D l
十
c ells w e r e

n ot y e t p r e s e n t in th e g l o m e r uli . T h e l o w e r M C P
-1

e x p r e s si o n aft e r t h e s e c o n d m A b i nj e cti o n m i g h t

r e s ult i n f e w e r E D l
十

c e ll s i n filt r a ti n g t h e g l o m e r u li .

T h e s e o b s e r v ati o n s s u g g e st t h a t m e s a n g i al c ells



p r o d u c e d P D G F o r s o m e c y t o ki n e s t o p r o m ot e

m e s a n gi a l p r olif e r a ti o n i n st e a d of p r o d u ci n g t h e
M C P -1 o r s o m e c h e m o t a ctic f a c t o r s t o a tt r a c t P M N

o r E D l
＋

m a c r o p h a g e s i n t h e s e c o n d w a v e of m e s a n -

g i oly s I S .

I n c o n t r a s t w it h E D l
十

c ell s
,
th e E D 3

＋

c ell s i nfil -

t r a ti o n i nt o gl o m e r uli w a s m o r e m a r k ed aft e r t h e

s e c o n d m A b ト2 2-3 i nj e c ti o n t h a n aft e r t h e fir s t
l nj e c ti o n ･ T hi s fi n di n g m i g h t s u g g e st t h a t t h e E D 3

･

c ell w a s r e c r uit ed b y a c h e m o k i n e o t h e r th a n M C P -1 .

E D 3 w a s o rl g l n all y r e p o rt e d t o b e c o nfi n e d t o

ly m p h oid o r g a n s
2 1)

･ E D 3 i s r e p o r t ed t o bi n d t o th e

si al o a d h e si o n a n ti g e n o n m a c r o p h a g e s
3 3)

. It is u n d e r -

s t o o d t h a t th e E D 3
＋

c ell is a n a c ti v at e d m a c r o p h a g e

t h a t a cti v ely p r o d u c e s s o m e c y t o ki n e s , w h e r e a s t h e

E D l ＋ c ell i s th o u g h t t o b e a p a n- m o n o c y t e s/ m a c r o -

p h a g e
2 1)

. H o w e v e r
,
it s h o uld b e n o t ed th at t h e n u m b e r

of t h e E D 3
＋

c ells w a s l a r g e r t h a n th at of E D l ＋ c ell s

i n t h e a c u t e p h a s e aft e r t h e s e c o n d 1 -22 -3 i nj e c ti o n .

T hi s fi n di n g m e a n s t h a t E D 3
＋

E D l - c ells w e r e
r e c r uit ed i n t o t h e gl o m e r uli ･ A d u al l ab eli n g I F s t u d y
cl e a rly s h o w e d t h a t E D 3

＋ E D 1- c ells w e r e r e c r ui ト
ed i n g l o m e r uli i n t h e a c u t e p h a s e aft e r t h e s e c o n d

ト2 2-3 i nj e c ti o n ( Fi g . 8) , w h e r e a s E D 3
＋ E D - c ells

w e r e n o t d e t e c t ed a t a n y ti m e i n t h e r e v e r sib le m o d el

i n d u c e d b y a s l n g l e l nj e c ti o n of ト22 -3 .
A lt h o u g h t h e

c h a r a c t e ris ti c s of thi s s u b p o p ul ati o n of m a c r o p h a g e s

h a v e n ot b e e n c o m pl e t ely u n d e r st o o d , it i s s u g g e s t e d

th at E D 3
＋
c ells p a r ticip a t e i n t h e p a th o g e n e sis of

i nfl a m m a t o r y dis e a s e
3 4 ･ 3 5

,
3 6)

. T h e m e ch a n is m of t h e

r e c r u it m e n t of E D 3
＋

c ells als o r e m ai n s u n cl e a r . T h e

m e s a n g i al c ells m ig h t p r o d u c e s o m e ch e m ot a c ti c

f a c t o r s t o a tt r a c t E D 3
十 i n t o t h e gl o m e r u li . O Il t h e

o t h e r h a n d
,
t h e E D l

＋

E D 3- c ell m ig ht c h a n g e it s

p h e n ot y p e t o E D l- E D 3
＋

c ell s i n t h e gl o m e r uli .

A n o th e r p o s sibilit y is t h at E D 3
＋
c ell s p r olif e r a t e i n

t h e g l o m e r uli . W h a t e v e r t h e m e ch a n is m of th e

r e c r uit m e n t of E D 3
＋
c ells i n t o g l o m e r uli m i g h t b e ,

E D 3
＋
c ell s r e p r e s e n t a n i m p o rt a n t c a n did at e f o r

a cti n g o n th e m e s a n g i al c ell t o le a d t o i r r e v e r sibl e

m e s a n g i al alt e r ati o n s .

I n c o n clu si o n
,
th e n u m b e r s o f P M N a n d E D l

←

m a c r o p h a g e w e r e s m all e r i n t h e i r r e v e r sibl e m o d el

t h a n i n t h e r e v e r sibl e m o d el
,
w h e r e a s t h e n u m b e r of

E D 3 ＋ c ells r e c r uit e d i nt o t h e gl o m e r uli w a s l a r g e r i n

t h e i r r e v e r sibl e m o d el ･ E D 3
＋ E D 1- m a c r o p h a g e s

m a y p a r ti ci p at e i n t h e p at h o g e n e sis of i r r e v e r sib l e

m e s a n gi al alt e r a ti o n s .

A c kn o w l e d g m e nt s ･ T his w o r k w a s s u p p o r t e d b y
G r a n t - A id s f o r S ci e ntifi c R e s e a r ch (C ) (1 1 67 10 31 t o

Ⅲ ･ K a w a c hi) , G r a n t - A id s f o r S ci e n tific R e s e a r c h ( B )

(13 5 57 08 4 t o H ･ K a w a c hi
, o 8 4 5 72 8 6 t o F . S hi m i z u)

f r o m th e M i n is t r y of E d u c ati o n , S ci e n c e
,
C ult u r e

,

E D 3
＋
E D I- C ell i n G l o m e r ul o n e p h riti s 7 9

S p o r t s of J a p a n , a n d G r a n t - A id s f r o m th e N ait ｡
M e m o ri al F o u n d a ti o n (t o H . K a w a chi) . T h e a u t h o r s

e x p r e s s t h ei r g r a tit u d e t o M s ･ M ･ O b a
,
M s ･ Y . R o n d o

,

a n d M s ･ C ･ N a g a s a w a f o r t h ei r t e c h n i c al a s si st a n c e .

R E F E R E N C E S

1) I s h i z a k i M
,
M a s u d a Y

,
F u k u d a Y : E x p e ri m e n t a l

m e s a n gi a l p r o li f e r a ti v e gl o m e r u l o n e p h ri ti s i n r a t s

in d u c e d b y i n t r a v e n o u s a d m i n i s t r a ti o n o f a n ti -

th y m o c y t e s e r u m ･ A ct a P a th ol h n 1 3 8 : 1 1 9 1- 1 2 0 3 ,
1 9 8 6 .

2 ) Y a m a m o t o T , Y a m a m o t o K
,
K a w a s a k i K

,
Y a o it a E

,

S hi m i z u F
,
K ih a r a ∫: I m m u n o el e c t r o n m i c r o s c o pi c

d e m o n s t r a ti o n o f T h y
- 1 a n ti g e n o n th e s u rf a c e o f

m e s a n gi a l c e ll s i n th e r a t gl o m e r u l u s . N ep h r o n 4 3 :
2 9 3- 2 9 8

,
1 9 8 6 .

3) Y a m a m o t o T
,
W ill s o n C B : Q u a n tit a ti v e a n d Q u a li-

t a ti v e st u d i e s o f a n ti b o d y
-i n d u c e d m e s a n g i a l c e ll

d a m a g e i n t h e r a t ･ K i d n e y I n t 3 2 : 5 1 4- 5 2 5 , 1 9 8 7 ,

4 ) J o h n s o n R J , R ai n e s E W , F l o e g e ∫, Y o s h i m u r a A
,

P rit zI P
,
A l p e r s C , R o s s R : I n h ib i ti o n o f m e s a n g i a l

c e ll p r o lif e r a ti o n a n d m a t ri x e x p a n si o n i n g l o m e r -

u l o n e p h riti s i n th e r a t b y a n tib o d y t o pl a t e l e ト

d e ri v e d g r o w th f a c t o r ･ I E x p M e d 1 7 5 : 1 4 1 3- 1 4 1 6 ,
1 9 9 2

.

5) B o r d e r W A
,
O k u d a S

,
L a n g u i n o L R , R u o sl a h ti E :

S u p p r e s si o n o f e x p e ri m e n t a l gl o m e r u l o n e p h riti s b y
a n ti s e r u m a g a i n s t t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r b 1 .

N a t u r e 3 4 6 : 3 7 1- 3 7 4 , 1 9 9 0 .

6 ) K a w a c h i H , O ri k a s a M
,
M a t s u i K

,
I w a n a g a T ,

T o y a b e S , S h i m i z u F : E pi t o p e
-

s p e c ifi c i n d u c ti o n o f

m e s a I -g i a l l e si o n s w i th p r o t ei n u ri a b y a M o A b

a g a i n st m e s a n gi a l c e ll s u rf a c e a n ti g e n . C li n E x p
l m m u n o 1 8 8 : 3 9 9- 4 0 4 , 1 9 9 2 .

7) K a w a c h i H
,
I w a n a g a T , T o y a b e S , O i t e T , S hi m i z u

F : M e s a n gi a l s c l e r o ti c c h a n g e w it h p e r si st e n t

p r o t e i n u ri a i n r a t s a ft e r t w o c o n s e c u ti v e i nj e c ti o n o f

m o n o cl o n a l a n ti b o d y ト2 2- 3 .
C li n E x p I m m u n o 1

9 0 : 1 2 9 1 3 4
,
1 9 9 2 .

8) K r a k o w e r C A
,
G r e e n s p o n S A : L o c a li z a ti o n o f n e _

p h r o t o x i c a n ti g e n w ith i n th e i s o l a t e d r e n a l g l o m e ト

u l us ･ A r c h P a th o 1 5 1 : 6 2 9- 6 3 9
,
1 9 5 l .

9) W e i c h s el b a u m T E : A n a c c u r a t e a n d r a pid m e t h o d
f o r t h e d e t e r m i n a ti o n o f p r o t ei n s i n s m a ll a m o u n t s

o f bl o o d s e r u m a n d p l a s m a . A m I C li n P a th ol 1 0 :
4 0- 4 6 , 1 9 4 6 .

1 0) R a ij L , A z a r S
,
K e a n e W : M e s a n gi al i m m u n e i nj u r y ,

h y p e r t e n si o n , a n d p r o g r e s si v e gl o m e r u l a r d a m a g e i n

D a h l r a t s ･ K i d n ey I n t 2 6 : 1 3 7 1 4 3
,
1 9 8 4 .

l l) F l o e g e J , B u r g M , H u g o C , C o r d o n K L
,
G o o r H V

,

R ei d y M , C o u s e r W G
,
K o c h K M

, J o h n s o n R J : I n -

c r e a s e d s y n t h e si s o f e x t r a c e ll u l a r m a t ri x i n m e s a n _

g i a l p r olif e r a ti v e n e p h riti s . E n d o g e n o u s fib r o bl a st

g r o w t h f a c t o r
-

2 m e d i a t e s c yt o t o x i c it y i n e x p e ri
-

m e n t a l m e s a n g i o p r olif e r a ti v e gl o m e r u l o n e p h ri ti s . ∫
A m S o c N ep h r o1 9 : 7 9 2- 8 0 1 , 1 9 9 8 .



8 0

1 2 )

1 3)

1 4 )

1 5)

1 6 )

1 7)

1 8 )

1 9)

2 0 )

2 1)

2 2)

2 3)

2 4)

Y . I T O e t a l .

M a t s u o S
,
N i s h i k a w a li , Y o s hi d a F , N o m u r a A ,

p i d d l e s d e n S J , M o r g a n B P : R o l e o f C D 5 9 i n e x p e ri-

m e n t al gl o m e r u l o n e p h ri ti s i n r a t s I
K i d n ey I n t 4 6 :

1 9 1- 2 0 0 , 1 9 9 4 .

J o h n s o n R J , P rit z I P , Ii d a H , A I p e r s
E : P l a t e l e t-

c o m pl e m e n t i n t e r a c ti o n s i n m e s a
n g i a l p r olif e r a ti v e

n e p h ri ti s i n th e r a t
･ A m I P a t h o l 1 3 8 : 3 1 3- 3 2 1 ,

1 9 9 1 .

G o t o h S , I t o h M , F ujii Y , A r a i S , S e n d o F : E n h a n c e-

m e n t o f t h e e x p r e s si o n o f a r a t
n e u t r o p hil- s p e ci fi c

c ell s u rf a c e a n ti g e n b y a c ti v a ti o n w i t
h p h o r b o l

m y ri s t a t e a c e t a t e a n d c o n c a n a v a
li n A ･ I I m m u n o1

1 3 7 : 6 4 3- 6 5 0 , 1 9 8 6 .

K a w a c h i H
,
°i t e T , S h i m i z u F : S t u d i e s o n th e

`

L i n-

e a r p a t t e r n
'

i n r e n al gl o m e r u li d e m o n s t r a t e d w
i th

i m m u n o fl u o r e s c e n c e . N eP h r o n 3 9 : 3 6- 3 9 , 1 9 8 5 .

K a w a c h i H
,
K u ri h a r a H

,
T o p h a m P S , B r o w n D ,

s hi a M A
,
O ri k a s a M , S h i m i z u F , S a l a n t D J : S lit

di a p h r a g m
- r e a c ti v e n e p h rit o g e n i c M A b 5- 卜6 a lt e r s

e x p r e s si o n o f Z Ol l i n r a t p o d o c y t e s I A m I
P h y si o 1

2 7 3 : F 9 8 4- 9 9 3 , 1 9 9 7 .

I k e z u m i Y
,
K a w a c h i Ⅲ

,
T o y a b e S , U c h i y a

m a M
,

s h i m i z u F : A n a n ti
- C D 5 m o n o cl o n a l a n ti b o d y a m e-

li o r a t e s p r o t ei n u ri a a n d gl o m e r u l a r l e si o
n s i n r a t

m e s a n g i o p r o li f e r a ti v e g l o m e r u l o
n e p h ri ti s ･ K id n e y

I n t 5 8 : l o o- 1 1 4 , 2 0 0 0 .

M o ri t a H
,
M a e d a K , O b a y a s h i M , S hi n z a t o T ,

N a k a y a m a A , F ujit a Y , T a k a i I , K o b a y a k a w a H ,

I n o u e I
,
S u g i y a m a S , A s a i ∫, N a k a s h i m a I , I s o b e K :

I n d u c ti o n o f i r r e v e r sib l e g l o m e r u l o s cl e r o si s i n th e

r a t b y r e p e a t e d i nj e c ti o n o f a m o n o c l o n a l a n ti- T h y-

1 . 1 a n tib o d y . N eP h r o n 6 0 : 9 2- 9 9 , 1 9 9 2 .

°it e T , S a it o M , S u z u k i Y , A rii T , M o ri o k a T ,

s hi m i z u F : A s p e c ifi c T h y
- 1 m o l e c ul e e pit o p e e x -

p r e s s e d o n r a t m e s a
n gi a l c ell s I E x P N eP h r o 1 4 :

3 5 0- 3 6 0 , 1 9 9 6 .

N a k a y a m a H , O i t e
T
,
K a w a c h i H

,
M o ri o k a T

,

K o b a y a s h i Ⅲ , O ri k a s a M , A r a k a w a M , S h i m i z u F :

c o m p a r a ti v e n e p h rit o g e n i c ity o f t w o m o n o cl o n al

a n tib o d i e s th a t r e c o g n i z e dif f e r e n t e p it o p e s o f r a t

T h y-1 . 1 m o l e c u l e . N eP h r o n 7 8 : 4 5 3- 4 6 3 , 1 9 9 7 ･

D ij k st r a C D , D o p p E A , J oli n g P , K r a al G : T h e

h et e r o g e n eit y o f m o n o n u c l e a
r p h a g o c y t e s i n l y m -

p h oi d o r g a n s : d i sti n c t m a c r o p h a g e s u b p o p u
l a ti o n s i n

th e r a t r e c o g n i z e d b y m o n o c l o n a l a n tib o d i e s E D 1 ,

E D 2 a n d E D 3 .
I m m u n o l o g y 5 4 : 5 8 9- 5 9 9 , 1 9 8 5 .

K o b a y a s b i Ⅲ , O ri k a s a M ,
N a it o M

,
K a w a s a k i K ,

°it e T
,
K a w a c h i l i

,
Y a m a sh i t a A , T a k e y a M , N ih ei

H
,
S h i m i z u F : D et a il e d a n a l y si s o f p h e n o t y p e s o f

m a c r o p h a g e s i n fil t r a ti n g gl o m e r u li i n r a t a n ti- T h y 1

n e ph ri ti s . N eP h r o n 7 7 : 3 3 3- 3 3 9 , 1 9 9 7 .

M a t s u m o t o K
,
H a t a n o M : E ff e c t o f a n ti m a c r o p h a g e

s e r u m o n th e p r o lif e r a ti o n o f g l o m e
r u l a r c ell s i n

n e p h r o t o x i c s e r u m n e p h r
iti s i n t h e r a t ･ J C li n L a b

I m m u n o1 2 8 : 3 91 4 4 , 1 9 8 9 .

D i a m o n d J R , P e s e k- D i a m o n d I : S u b l e t h al X-i r r a d i a
-

ti o n d u ri n g a c u t e p u r o m y c l n n e p h r o si s p
r e v e n t s l a t e

r e n a l i nj u r y : r o l e o f m a c r o p h a g e s . A m J P h y si o 1

2 6 0 : F 7 7 9- F 7 8 6 , 1 9 9 1 .

2 5) v a n G o o r H
,
v a n d e r l i o r st M L , F i d l e r V , G r o n d ∫:

G l o m e r ul a r m a c r o p h a g e m o d u l a ti o n a ff e c t s m e s a n
-

gi a l e x p a n si o n i n t h e r a t a f t e r r e n al a bl a ti o
n ･ L a b

l n u e st 6 6 : 5 6 4- 5 7 1 , 1 9 9 2 .

2 6) S t e r z el R B , E i s e n b a c h G M , S eil e r M W ,
Ⅲ o y e r J R :

u p t a k e o f p o l y v i n yl a l c o h ol b y m a c r o p h a g
e s i n t h e

gl o m e r u l a r m e s a n gi u m o f r a t s ･ A m I P a th o 1 1 1
1 :

2 4 7- 2 5 7 , 1 9 8 1 .

2 7 ) S hi g e m a t s u li : P a rti ci p a ti o n o f m o n o c y t e s i n

gl o m e r u l o n e p h ri t
i s ･ C e ll p r o lif e r a ti o n a n d gl o m e ト

u l o n e p h ri ti s E d i t e d b y S h i m i z u F , K i h a r a I , O it e T ･

N iig a t a , N i s h i m u r a S m it h
- G o r d o n

,
1 9 8 6 , p 5 7- 8 9 ･

2 8) B a g c h u s W M , Ⅲ o e d e m a e k e r P J , R o z i n g ∫, B a k k e r

w w : G l o m e r u l o n e p h ri ti s i n d u c e d b y m o n o c
l o n al

a n ti- T h y 1 . 1 a n tib o d i e s . A s e q u e n ti a l hi st o l o gi c a l

a n d u l t r a st r u c t u r a l s t u d y i n t h e r a t . L a b I n v e st 5 5 :

6 8 0- 6 8 7 , 1 9 8 6 .

2 9) B a k e r A J , M o o n e y A , Ⅲ u g h e s ∫, L o m b a r d i D , J o h n
-

s o n R J , S a vill ∫: M e s a n gi al c ell a p o p t o si s : t h e m aj o r

m e c h a n i s m

l u l a ri t y i n

n e p h ri ti s . ∫

3 0) F a d o k V A ,

f o r r e s o l u ti o n o f g l o m e r u l a r h y p e r c eト

e x p e ri m e n t a l m e s a n gi a l p r o li f e r a t
i v e

C li n I m )e st 9 4 : 2 1 0 5- 2 1 1 6 , 1 9 9 4 .

B r a tt o n D L
,
K o n o w a l A

,
F r e e d P W

,

w e s t c o tt J Y , H e n s o n P M : M a c r o p h a g e s th a t h a v e

i n g e s t e d a p o p t o ti c c ell s i n v i t r o i n h ib i t p r o i n fl a m -

m a t o r y c y t o k i n e s p r o d u c ti o n th r o u g h a u t o c ri
n e / p a r-

a c ri n e m e c h a n i s m i n v o l v i n g T G F-b , P G E 2 , a n d

P A F . I C li n I m ) e st 1 0 1 : 8 9 0- 8 9 8 , 1 9 9 8 .

3 1 ) F u t a m u r a A , I z u m i n o K , N a k a g a w a Y , T a k a t a M ,

I n o u e li
,
Ii d a Ⅲ: E ff e c t o f m a c r o p h a g e a c ti v a ti o n o n

gl o m e r u l a r s cl e r o si s i n r e m n a n t k i d n e y
m o d e l ･ ∫

A m S o c N ep h r o 1 7 : 1 7 3 2 ( A b s t .) , 1 9 9 6 .

3 2) St a h l R A K , T h ai s s F , °i s s e r M , Ⅲ el m c h e n U , H o r a

K
,
S c h l o e n d o rf f D : I n c r e a s e d e x p r e s si o n o f

m o n o c y t e c h e m o a t t r a c t a n t p r o t ei n- 1 i n a n ti -

th y m o c y t e a n tib o d y
-i n d u c e d g l o m e r u l o n e p h ri ti s ･

K i d n ey I n t 4 4 : 1 0 3 6- 1 0 4 7 , 1 9 9 3 .

3 3) v a n d e n B e r g T K , v a n d i e I , L a v a
l e tt e C R , D o p p E A ,

s m it L D
,
v a n d e r M ei d e P H , T il d e r s F J , C r o c k e r

P R
,
D ij k st r a C D : R e g u l a ti o n o f si a l o a d h e si n e x p r e s-

si o n o n r a t m a c r o p h a g e s : I n d u c ti o n b y gl u c o c o r
-

ti c oi d s a n d e n h a n c e m e n t b y I F N-β, I F N
-

γ , I L
-4
,

a n d li p o p o l y s a c c h a ri d e s . I I m m u n o 1 1 5 7 :

3 1 3 0- 3 1 3 8 , 1 9 9 6 .

3 4) K o oI J , G e r riti s- B o e y e M Y , S e v e rij n e n A J , H a z e n-

b e r g M P : I m m u n o hi st o l o g y o f j o i n t i n fl a m m a ti o n

i n d u c e d i n r a t s b y c ell w a ll f r a g m e n t s E u b a ct e ri u m

a e r of a c i e n s . S c a n d J I m m u n o 1 3 6 : 4 9 71 5 0 6 . 1 9 9 2 .

3 5 ) P o l m a n C H , D ij k s t r a C D , S m i n i a T , K o e t si e r J C :

I m m u n o h i s t o l o g l C a l a n a l y s t s O f m a c r o p h a g e s i n t h e

c e n t r al n e r v o u s s y s t e m o f L e w i s r a t s w it
h e x p e ri-

m e n t a l a ll e r gi c e n c e p h a l o m y e li ti s . J N e u r o i m m u n o 1

1 1 : 2 1 5- 2 2 2 , 1 9 8 6 .

3 6) N o bl e B , R e n K , T a v e r n e ∫, D i p i r r o ∫, L i e w J V ,

D ij k st r a C , J a n o s s y G , P o u lit e r L W : M o n o n u c l e a r

c ell s i n g l o m e r u li a n d c yt o k i
n e s i n u ri n e r e fl e c t th e

s e v e rit y o f e x p e ri m e n t a l p r o lif e r a ti v e i m m u n e c o m
-

pl e x gl o m e r u l o n e p h ri ti s . C
li n E x P I m m u n o 1 8 0 :

2 8 1- 2 8 7 .
1 9 9 0 .




