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要 旨

【背景】

近年, 骨髄由来細胞が様々 な臓器の 細胞に分化する こと が報告され, 障害臓器に対する骨髄

由来細胞を用 い た再生治療へ の応用が期待されて い る .

一 方
,
骨髄由来細胞の 腎構成細胞 へ の

分化に つ い て は,
一 致 した見解は得られて い な い . こ の ような見解の 相違は実験 モ デ ル の違 い

や動物種の 違い に起因する可能性もあ るが ,
骨髄由来細胞に対する各種 マ ー カ ー の 同定法の相

逮, その手技の 困難さなど ,
技術的な問題も大きく関係 して い ると考えられる .

今回 ,
われわれ は腎障害時の 修復過程に お ける骨髄由来細胞の 役割を研究する目 的で ,

E n h a n c ed g r e e n 且u o r e s c e nt p r o t ei n ( E G F P) 廿 a n s g e ni c R at ( E G F P ラ ッ ト) を用 い て ,
骨髄由

来細胞の 細胞局在を明らか にする最適な同定法に つ い て検討した.
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諏訪 : 実時間型共焦点 レ
ー

ザ
ー

走査生体顕微鏡を用い た E n h a n c e d G r e e n Fl u o r e s c e n t P r o t ei n ( E G F P)
陽性細胞の 同定法

【方法】

E G F P ラ ッ ト の未固定凍結切片と 4 % パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド固定凍結切片
,
さらに

,
生体顕

微鏡を用 い て
,
E G F P ラ ッ ト の 最適な観察方法を比較検討 した . 次に腎障害時の 修復過程に お

ける骨髄由来細胞の役割を研究する目的で
,
E G F P ラ ッ トの骨髄を, 致死量放射線照射を行 っ

た野生型 ラ ッ トに静注 し
,
キ メ ラ ラ ッ トを作成 した . 骨髄が完全に置換された骨髄移植 5 週目

に 60 分の 腎虚血 (虚血群) また は
,
擬似手術 ( コ ント ロ ー

ル 群) を行 っ た. 腎機能が回復 した

2 週後に
,
実時間型レ ー

ザ
ー 走査生体顕微鏡を用 いて ,

腎皮質を生体内観察 した. さらに 4 % パ

ラホル ム ア ル デ ヒ ドで濯流固定を行い 1 0 〃 m 凍結切片を作成 し, 骨髄由来細胞の 細胞局在を明

らか にする最適な同定法に つ い て比較検討 した.

【結果】

E G F P ラ ッ トの 凍結切片に よる観察は
,
E G F P の強 い水溶性の ために, 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ドに よる 固定が必要で あ っ た . 生体顕微鏡による生体内観察は
,
尿細管問質微小血管周囲の

詳細な観察が可能で
,
組織切片による観察で は困難で あ っ た血管内皮細胞の 局在も確認できた .

キ メ ラ ラ ッ ト腎問質の E G F P 陽性骨髄由来細胞の細胞局在に つ いて の 比較検討で は
,

コ ン ト ロ

ー

ル群で , 尿細管周囲問質に散在する E G F P 陽性骨髄由来細胞を認めた. 4 % パ ラホ ル ム ア ル

デ ヒ ド固定凍結切片と生体顕微鏡の 所見は, ほ ぼ同様で あ っ た .

一

方,
虚血群にお い て, E G F P

陽性骨髄由来尿細管問質浸潤細胞, E G F P 陽性骨髄由来血管内皮前駆細胞を認め た. 凍結切片

の 観察で は
,
E G F P 陽性骨髄由来血管内皮前駆細胞 はわずか の 頗度 しか 認められなか っ たが

,

生体顕微鏡を用 い た生体内観察に より, 多数の E G F P 陽性骨髄由来血管内皮前駆細胞が確認さ

れた.

【考察】

実時間型共焦点 レ ー

ザ
ー 走査生体顕微鏡を用い る ことに より, 骨髄由来の尿細管問質浸潤細

脂, および血管内皮前駆細胞の 同定が可能とな っ た . 従来の パ ラ ホル ム ア ル デ ヒ ド固定凍結切

片の観察で は困難で あ っ た
,
E G F P 陽性骨髄由来血管内皮前駆細胞の 局在が明らか と なり,

血

管再生機構を解析するうえでの 本法の有用性が確認 された.

キ ー ワ ー ド : E n h a n c e d G r e e n Flu o r e s c e n t P r o t e in

胞
,
虚血再濯流傷害

は じ め に

近年, 骨髄由来細胞が様々 な臓器の 細胞に分化

する こ とが報告されて い る
1 ト 1 6)

.

一

方, 骨髄 由

来細胞の 腎構成柵胞 へ の分化に つ い ては, メ サ ン

ギウム細胞 へ の分化は確認されて い るもの の 1) 2)
,

糸球体上皮細胞 , 尿細管細胞, 腎問質血管内皮細

胞など へ の 分化につ い ては - 敦 した見解はえられ

て い な い
1 2) - 16)

.
こ の ような見解 の相 違は実廉

モ デル の 違い や動物種の 違い に起 因する可能性も

あるが, 骨髄由来細胞 に対する各種 マ
ー

カ
ー

の 同

定法の 相違, その 手技 の 困難 さなど, 技術的な問

題も大きく関係して い ると考えられる .

骨髄由来細胞 の 各臓器構成細胞 へ の 分化に閲す

( E G F P)
,
キメ ラ

,
生体顕微鏡, 血管内皮細
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る研究 は
,
通常 , 骨髄移植モ デル を用い て行われ

る .
つ まり, 致死量放射線照射により骨髄を破壊

した後
, 各種マ

ー

カ ー 遺伝子導入動物から採取し

た骨髄細胞,
あるい は

, 異なる m aj o r hi st o c o m p at -

ibility c o m pl e x ( M H C) や異なる性別の 骨髄細胞

を移植 し, い わゆ る骨髄 キメ ラ動物を倖成後, 骨

髄由来細胞の 各臓器構成細胞 へ の 分化を検討する

ものである 1 7) . E n h a n c e d g r e e n fl u
-

o r e s c e n t p r o
-

t e in ( E G F P) は, ク ラゲから得られた蛍光蛋白で

ある G F P を遺伝子改変により蛍光強度を増強 し

た マ
ー

カ
ー

であ るが
,
そ の 遺伝子を強制発現した

遺伝子導入動物や細胞を用 い た研究が注目されて

きて い る ･ その他 と して は, Jク
ー

ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ

や M H C , 性染色体等を マ
ー

カ
ー

と して 用 い る方
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法 があるが, 抗体による染色や i n sit u b y b ridi z a -

ti o n などとの 併用が必要で , 技術的な面で の 問題

が多い .

一 方, E G F P は強い 水溶性の ため に組織

観察 が難 し い と い う欠点 があ るもの の 18) , 特 別

な染色を行う必要がなく, 容易に その 発現部位を

同定する こ と が可能である こ と か ら, 非常に優れ

た マ
ー

カ
ー

となりうる .

今回, われわれ は, 腎障害時の 修復過程に おけ

る骨髄由来細胞 の 役割を研究する目的で, E G F P

t r a n s g e ni c r at を用い て , 骨髄由来細胞の 組織局在

を明らか にする最適な同定法 につ い て検討 した .

実験動物と方法

実験動物

E G F P t r a n s g e n i c S p r a g u e - D a w l e y R at ( E G F P

ラ ッ ト) を日本 S L C ( 大阪大学, 岡部勝先生の 認

証受理済) より購入 し, 新潟大学脳研究所附属生

命科学リ ソ ー ス研究セ ン タ ー 動物資源開発支援研

究部門にて E G F P ラ ッ ト (E G F P ( ＋/ - )) の 交

配を行 い , 自家繁殖させ たもの を実験 に使用 した .

E G F P ラ ッ トは E G F P マ ウス と 同様 の方法 で作成

され, E G F P の 発現は サイ ト メ ガ ロ ウイ ル ス エ ン

ハ ン サ ー

と ニ ワ トリβ- a cti n プ ロ モ
ー タ ー

によ

り, 体毛 と赤血球以外の細胞の 細胞質に強制発現

される 18) . す べ て の 動物実験 は新潟大 学に お け

る動物実験の 指針と規則に基づ き行われた .

E G F P ラ ッ ト腎臓の切片標本の観察

E G F P ラ ッ ト を p e n t o b a rbit al s o di u m ( 5 0 m g /

E g) 腹腔 内投与により全身麻酔 し, 左心室 か ら

p h o sp h at e
- b u ff e r e d s ali n e ( P B S) を濯涜後 , 直

ちに腎臓を切離, 細切 し,
- 8 0 ℃ ヘ キサ ン 中で急

速凍結 した . 次に E G F P 陽性細胞を同定する際の

組織固定の 重要性を検討する ため に, 左心室か ら

少量 の P B S で濯流後, 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

で潜流固定 した . E G F P ラ ッ トの 腎臓を ラ ッ トよ

り切離し, 締切後,
-

8 0 ℃ ヘ キサ ン中で急速凍結

した . それぞれの 切片を比較検討するた めに , 10

〃 m 凍結切片を作成 し, 共焦点 レ
ー ザ ー 走査顕微

鏡 ( M R C
-

1 0 2 4; B io - R a d , T o ky o , J a p a n) で観

察 した . えられ た画像は, IB M コ ン ピ ュ
ー タ ー

( O S 2) 附属デ ジ タ ル 画像ソ フ ト で取 り込 んだも

の を使用 した.

E G F P ラ ッ ト腎問質の 実時間生体内観察

E G F P ラ ッ ト腎問質の 実時間生体内観察の ため

に
, 共 焦 点 レ

ー ザ ー 走 査 顕 微鏡 ( C S U - 10 ,

Y o k o k a w a
,
T o k y o , J a p a n) と高速冷却 C C D カ メ ラ

( C 2 40 0 -

89 , H a m a m at s u P h o t o ni c s , H a m a m at s u ,

J a p a n) を連結 した シ ス テ ム を用 い た .
こ の シ ス

テ ム が
,
瓜u o r e s c ei n i s o 也i o c y a n at e ( F 汀 C) を指

標と した腎微小循環動態の観察に極 めて有用であ

る こ とを既 に報告 して い るが 19) , 今回, E G F P の

有効波長 が F 汀C と 近接して い る こ とを利 用 し,

E G F P の 実時間生体 内観察に応用 した .
こ の シ ス

テ ム を概説すると
, 共焦点 レ ー ザ ー 走査顕微鏡は,

水浸 対物 レ ン ズ ( Fl o u r l o x / 0 .3 0 W
,
Fl o u r 4 0 Ⅹ/

0 .8 0 W
,
N ik o n) を使用 し, 共焦点ス キ ャ ナ

ー ユ ニ

ッ トは タ ンデム 方式を採用 して い る . こ の ユ ニ ッ

トは 円盤 ( Nip k o w di s k , ニ ポウ板) に配置 した

ピ ンホ ー ルを通 して レ ー ザ ー 光を検体 に当て , 皮

射光な い し発蛍光を, 高速回転 した ピ ンホ
ー

ルを

通 して 共焦点像を える . その 際, 2 万個に及ぶ マ

イ ク ロ レ ンズ を持つ 円盤も同様に回転させ , 集光

率 を高め て, 1 0 00 フ レ
ー ム/ 秒以上の 高速走査を

行い , 高速 C C D カ メ ラ が 3 0 フ レ
ー ム/ 秒 の 共焦

点像を捉える こと が可能と なる . えられた画像は

ビ デ オ レ コ ー ダ ー ( M o d el S V O -

9 600; S o n y ,

T o k y o , J ap a n) に録画 し画像解析に用 い る こ と が

で きる . なお, こ の 実時間型共焦点 レ ー ザ ー 走査

生体顕微鏡の観察可能深度 は約 100 〃 m であ る.

E G F P ラ ッ ト は thi o b u t a b a rbit al s o di u m s alt

( 1 0 0 m g / k g) 腹腔内投与による麻酔後, 左腰部斜

切開にて 左腎を露出し, 3 7 ℃生理食塩水を満た し

た容器に左腎を浸 し , 約 3 0 分 間左腎を静置 し血

行動態を安定させ, 実時間型生体顕微鏡による生

体内観察を行っ た .

全身放射線照射と骨髄移植

雄 6 - 8 週齢の E G F P 陰性の 野生型 ラ ッ トをレ

シ ピ エ ントと し, g r aft v e r s u s h o st di s e a s e ( G V H D )
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等の 免疫学的反応を最小限とする ため に, 兄弟の

E G F P 陽性ラ ッ トを ドナ
ー として骨髄移植を行 っ

た . 骨髄細胞は E G F P 陽性 ラ ッ トの大腿骨, 腰骨 ,

上腕 骨の 骨髄 を P B S で流 出 し採取 した . それ ら

を径 7 5 -

〃 m , 5 0
-

〃 m の メ ッ シ ュ で源過し, 再度

P B S で洗浄, 1 - 2 × 1 0
8
c ell s/ m l に調整 後, 倭

用時まで水冷 した . E G F P 陰性ラ ッ トは Ⅹ線照射

# % ( P S - 300 0 S B C s
-

13 7 , P o n y I n d u st r y . c o .

L T D .

,
T o k y o , J a p a n) を 剛 1 て 敦死量 1 0 G y を照

射 した . 照射後 4 時間以内に E G F P 陽性ラ ッ トか

ら採取 した骨髄細胞を照射済み ドナ ー の 尾静脈よ

り投与した . なお, こ の様に作成 された ラ ッ トを

キ メ ラ ラ ッ ト (理論的 に骨髄由来細胞 の み E G F P

陽性細胞と なる) と した . キ メ ラ ラ ッ トは 2 週間,

無菌的に飼育 され, 抗生剤, 免疫抑制剤等は投与

しな か っ た . ま た
,
キ メ ラ ラ ッ トの 骨髄は骨髄移

植後 5 週後 ま で に は E G F P 陽性細胞 に置換 さ れ

て い るこ とを確認 して い る ( 投稿準備中) .

実験プロ トコ
ー

ル ( 腎虚血再濯流傷害)

骨髄移植5 週後の キメ ラ ラ ッ トを p e nt o b a rbit al

s o di u m ( 5 0 m g/ K g) 腹腔内投与 により全身麻酔

した . 虚血群 ( n - 3) は , 腹部正中切開後に左

腎動静脈を露 出 し, 血管 ク リ ッ プ ( Fi n e S ci e n c e

T o ol s , F o r st e r City , C A) で 左腎動静 脈 を遮 断 ,

6 0 分後閑放 した . 血流再開を肉眼的に確認後,
切

開創を縫合 した .

コ ン ト ロ
ー

ル群 ( n - 3) は 腹

部正中切 開の み行 っ た . 虚血または コ ン ト ロ ー

ル

手術の 2 過後に キメ ラ ラ ッ トの左腎を実時間型共

焦点 レ ー ザ ー 走査生体顕微鏡で生体内観察 した .

生体顕微鏡による観察後, 左心室より少量の P B S

を濯流 した後 , 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで濯流

固定した .

光学顕微鏡による観察

光学顕微鏡観察用 に腎臓の
一

部 は, 1 0 % 中性ホ

ル マ リ ン固定後に パ ラ フ ィ ン旬 埋 し, 2
- 3 〃 m

切 片を p e ri o di c a cid - S c hiff ( P A S) , h e m at o x y h

a n d e o si n ( H E) 染色 したもの を観察 した .
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免疫組織化学的検索

キメ ラ ラ ッ ト腎を免疫組織化学的に検討するた

め に
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デヒ ドで濯流固定 した

キ メ ラ ラ ッ トの 腎臓を細切, 軽く P B S で洗浄し,

4 ℃ の 6 .8 % ス ク ロ
ー スーP B S に 2 4 時間浸透後 ,

-

80 ℃ ヘ キサ ン中で急速凍結 した. 1 0 / ∠ m 凍結切

片を作成 し; P B S で 3 回洗浄後 ,
1 次抗体を 4 ℃

で 2 4 時間反応 させ た . 1 次抗体は 50 倍希釈 マ ウ

ス 抗 ラ ッ ト C D 4 5 ( C o m m o n Le u k o cy t e An tig e n)

モ ノ ク ロ -

ナ ル抗体 ( C o s m o bi o , T o k y o , J a p a n) ,

5 0 倍希釈マ ウス抗 ラ ッ トC D 3 1 (pl at el et - e n d oth e -

1i al c ell a d h e si o n m ol e c ul e
-

1; P E C A M
-

1) モ ノ ク

ロ
-

ナ ル抗体 (S e r ot e c Ltd . , O x fo r d , E n gl a n d) 杏

使用 した . P B S で 3 回洗浄した後 , 2 次抗体 で あ

る 2 0 倍希釈t e t r a m e 也yl rh o d a m i n e i s o 血i o c y a n at e

( T RI T C) 標識 ウサ ギ抗 マ ウス イ ム ノ グ ロ ブリ ン

抗体 ( D A K O , Gl o st ru p , D e n m a r k) を室温で 2 時

間反応 させ た . なお , 2 次抗体は ラ ッ トイ ム ノ グ

ロ ブ リ ン との 非特異的反応を防ぐため に, 2 % ラ

ッ ト血清で吸収後使用 した. これらの 切片は前述

と 同様
,
共焦点 レ ー ザ ー 走査顕微鏡で観察した .

キメ ラ ラ ッ ト腎問質の実時間生体内観察

キ メ ラ ラ ッ ト腎問質の E G F P 陽性細胞 に つ い

て
, 前述 の シ ス テ ム を用い て 実時間生体内観察を

行 っ た . 観察の 際に, F n
､

C 標識自己赤血球を投与

する こ とにより腎問質における微小血管を含め た

血管系を同定 で き, 腎問質の 解剖学的局在 が理解

しや す い . キ メ ラ ラ ッ トは thio b u t a b ar bit al s o di -

u m s al t ( 10 0 m g/ k g) 腹腔内投与 で麻酔 し ,
F I T C

標識自己赤血球の 投与と血圧測定の ために左内頚

動脈 に ポリ エ チ レ ン カ テ ー テ ル ( P E 50) を留置

した 後,
E G F P ラ ッ トと同様の 方法 で

,
実時 間生

体顛 微鐘 で 生体 内観察 した . FI T C 標識 自己赤血

球は , 予め観察す るキメ ラ ラ ッ トか ら採血 した赤

血球を F 汀 C (1 m g/ m l; I C N P b a m a c e u ti c al s , I n c . ,

Cl e v el a n d , O H) を含ん だ 3 7 ℃ の P B S に 1 時間

浸透 させ標識 した後, 1 % b o vi n e s e m m alb u m i n

( B S A; Sig m a C h e m i c al C o .

,
S t . b u i s

,
M O) を含

ん だ P B S で 2 回洗浄 し, 未結合の 蛍光色素を除

去後
,
生理食塩水で ヘ マ トク リ ッ ト (tit) 値を約
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図I E G F P ラ ッ ト腎の共焦点レ ー

ザ
ー 走査顕微鏡及び実時間型生体顕微鏡所見

共焦点 レ ー

ザ
ー

走査顕微鏡による , 未固定 E G F P ラ ッ ト腎の 1 0 F L m 切片 ( A) で は,

細胞内か ら E G F P の流出を認めた .

一 方,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デヒ ドで濯流固定 した

切片 (B) は ,
E G F P が細胞内に保持されて い た . 実時間型共焦点レ ー ザ ー

走査生体顕

微鏡による E G F P の生体内観察所見 ( C) . すべ て の細胞に E G F P が発現 し, その発現

は核と細胞質に強く認め られた . 特に尿細管問質微小血管周囲の詳細な観察が可能で,

血管内皮細胞の局在も確認で きた (矢印) . 共焦点レ ー ザ ー 走査顕微鏡所見, 実時間型

共焦点レ ー ザ ー 走査生体顕微鏡所見ともに
,
粧大率は対物レ ンズ × 40 . 実時間型共焦

点レ ー ザ
ー 走査生体顕微鏡所見の バ ー は 1 0

〝
m を示す.

50 % に調整し, 体重 1 K g あ たり 1 m l を, 左内頚

動脈留置カ テ
ー

テ ルより注入 した. 概算上, 標識

自己赤血球の割合は全赤血球の約 1 % である.

結 果

E G F P ラ ッ トV 腺の切片桶本の観察

E G F P マ ウ ス の 系で , 凍結切片を観察する場合

の 組織固走の 重要性に つ い て既に報告されてい る

が 18)
,
E G F P ラ ッ トの 切片標本を観察する場合

の , 4 % パ ラホル ム ア ル デヒ ド等による組織固定

の 必要性につ い て検討した . 圏 1 A に示 したよう

に , P B S 濯流の みの E G F P ラ ッ ト腎で は, 強い 水

溶性を持つ E G F P は組織から流出しており, 未固

走標本 による E G F P 陽性細胞の 観察は不適当で

あ っ た .

一

方, 4 % パ ラホ ル ム ア ル デヒ ドで濯流

固定した E G F P ラ ッ ト腎で は, E G F P が細胞内に

保持されて い た ( 国 I B) .



諏訪 : 実時間型共焦点 レ
ー

ザ
ー

走査生体顕微境を用い た E n b a n c ed G r e e n Fl u o r e s c e n t P r o t ei n ( E G F P)
陽性細胞の 同定法

A

図 2 コ ン ト ロ ー

ル 群 ( A) , 虚血群 ( B) の 光学顕微鏡所見

虚血再濯流2 過彼の キ メ ラ ラ ッ ト腎は, 軽度 の細胞浸潤を認め ,
尿細管の 一

部空包

化は残存して い たが ,
ほ と んどの 尿細管は正常構造を示 し, 急性尿細管壊死か らは, 回

復して い た . 拡大率は × 2 00 , P A S 染色 .

E G F P ラ ッ ト腎間質の実時間生体内観察

E G F P は前述の よう に強 い水溶性タ ンパ ク であ

る . E G F P ラ ッ トの 場合, E G F P は細胞質に ほ ぼ

均 一 に分布して い るが, 細胞機能が低下あるい は

細胞死 に陥り, 細胞膜 の破綻が生 じると, 容易に

細胞外ヘ 流出して しまう . E G F P ラ ッ ト腎を生体

内観察すると, ほとんど全て の細胞に E G F P が発

現 し, その 発現 は核と細胞質に 強く認 め られた

( 国 1 C) . また, 尿細管, 問質微小血管周囲の 解剖

学的部位も判別可能となり, 組織切片による観察

では困難であ っ た血管内皮細胞の局在も確認でき

た.

キメ ララ ットV 虚血再潜流価事後の

光学岬微鏡所九

虚血再濯流2 週彼の キメ ララ ッ ト腎は, 軽度の

細胞浸潤を経め, 尿細管の
一 部空包化は残存して

い たが
,
ほとんどの尿細管は正常構造を示し, 忠

性尿細管壊死か らは, ほぼ回復して い た. また ,

腎皮膜直刊こも浸潤細胞や傷害された尿細管を認

め, 障専は腎皮膜直下まで及んで い たことを示し

てい た (図 2) .

68 7

キ メ ララ ッ ト腎に動員された

E G F P 陽性骨髄由来細胞

共焦点 レ ー ザ ー 走査顕微鏡によるキ メ ラ ラ ッ ト

の 1 0/ ∠ m 切片標本 の観察で は, コ ン ト ロ
ー ル群

で
,
問質に散在する骨髄由来細胞である E G F P 陽

性細胞を認め た (図 3 A ) . こ れらの 細胞の 約半数

は , 伊藤らが vi m e n ti n 陽性の 間菓系の細胞 とい う

こ とを報告して い るが 2) , われわれも同様の結果

を得た ( デ
ー

タ未提示) .

一 方, 虚血群で は, より

多くの E G F P 陽性細胞の 局在を認め た ( 図 3 B) .

次 い で, 虚血群における骨髄由来の E G F P 陽性

細胞の性状を検索する ために免疫組織化学的に検

討し た. 抗 C D 45 抗体の 染色に より, E G F P 陽性

細胞の多くは C D 45 陽性の 白血球系の細胞であ っ

た ( 図 4) . さらに, 抗 P E C A M
-

1 抗体 で血管内

皮細胞を染色したところ,
一

部に E G F P と同
一 の

局在を示す微小血管を認めた ( 図5) . 対物レ ン ズ

40 倍による凍結切片の 観察で , E G F P 陽性微小血

管は各視野 に 1 - 2 個認められた .

キメ ララッ トY 間貸の実時間生体内観察

前述 したよう に, E G F P 陽性細胞 の 観察に は,

生体顕微鏡による観察が最も適して い ると考えら

れるため, キメ ララ ッ ト腎問質の 実時間生体内観
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図 3 キ メ ラ ラ ッ ト腎の 1 0 /∠ m 切片標本の共焦点 レ
ー

ザ
ー 走査顕微鏡所見

コ ン ト ロ ー ル 群で
,
問質に散在する E G F P 陽性骨髄

由来 細胞を認 め た ( A ) . 虚 血群 で は
,
より多く の

E G F P 陽性細胞 の局在を認め た ( B) . 拡 大率は対物レ
ンズ × 4 0 .

図 4 虚血群 にお ける
,
抗 C D 45 抗体による免疫組織

化学的検討
E G F P 陽性細胞 ( A : 緑) . C D 4 5 ( B : 赤) . E G F P

陽性細胞の多くは C D 45 陽性白血球系の細胞であ っ た

( C) . 拡大率は対物 レ ン ズ× 4 0 .

図 5 虚血群にお ける
,
血管内皮細胞同定の ため の抗

P E C M 1 1 抗体による免疫組織化学的検討
E G F P 陽性細胞 ( A : 緑) . P E C A M - 1 ( B : 赤) .

一

部 に E G F P 陽性微小血管を認め た ( C : 矢印) . 紘

大率は対物レ ンズ × 40 .



諏訪 : 実時間型共焦点 レ ー ザ ー

走査生体顕微鐘を用 い た E n h a n c e d G r e e n Flu o r e s c e n t P r ot ein ( E G F P)
陽性細胞の 同定法

察を行 っ た . 図 6 A に示すように, コ ン ト ロ
ー ル

群で は, 切片組織像と ほぼ同様に 問質に散在する

E G F P 陽性骨髄 由来細胞を認 め た .

一 方
,
虚血群

( 図 6 B ) で は, 尿細管周囲問質 に E G F P 陽性浸潤

細胞を認め, 血管壁 に
-

敦 して , E G F P 陽性血管

内皮細胞を認 めた . 切片の観察で は , わずか の 頻

度 しか 認 め られ な か っ た E G F P 陽性骨髄由来血

管内皮前駆細胞を多数認 める こ と が できた . さ ら

に, 多くの E G F P 陽性細胞 により置換されて い る

血管と ,
一

部 の み置 換 されて い る血管を認 め た .

腎虚血再濯流傷害後の 腎問質微小血管の 修復に,

骨髄由来血管内皮前駆細胞が動員 される こ とを確

認 で きた .

考 察

浅原らにより 199 7 年に, 末梢血中に骨髄 由来

血管内皮前駆細胞が存在する こ とが報告 20) され

て以来, 骨髄由来細胞が, 様々 な臓器の 構成細胞

に分化す るこ と が報告されて き て い る . 肝臓で は

肝細胞や血管内皮細胞 3 ト 5) , 心臓 で は心筋細胞

や血管内皮細胞
6) 7)

, 中枢神経に お い て も神経細

胞 や血管内皮細胞 8 ト
1 0)
, 等 へ の 分化が明 らか に

されて い る. また
, 臓器 が虚血等の傷害をうけた時

に
, 循環骨髄 由来血液幹細胞 が増加する こ と

12)
,

骨髄由来細胞 が傷害を受けた部位に集焦する こ と

などが報告されて い る 1 1) . さ ら に
,
骨髄由来細胞

は , 他の 臓器幹細胞 に比べ , 細胞の 採取と処理 が

比較的容易で ある こ となどか ら, 障害臓器 に対す

る骨髄 由来細胞 の 治療 へ の 応用 が期待さ れて い

る.

一

方, 骨髄由来細胞 の 腎構成細胞 へ の 分化に つ

い て は
, 糸球体メ サ ン ギウ ム細胞 へ の 分化は確認

されて い る もの の 1) 2) , 糸球体上皮細胞, 尿細管

細胞 , 腎問質血管内皮細胞 へ の 分化 に つ い て は ,

それぞれ の細 胞 が確認 で き た とす る報告 13) , 罪

細管細胞 の み 確認で きた とする報告 12) 14) 1 5) , そ

れら全て確認で きな か っ た とする報告 1 6) があり,

一 致 した見解は得られて い ない . こ の ような見解

の 相違 は実験モ デル の 違 い や動物種 の 違い に起因

する可能性もあるが, 本研究で取 り扱っ た各種マ
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図 6 コ ン ト ロ ー ル 群 (A) , 虚血群 (B) の

実時間型共焦点 レ
ー

ザ ー 走査生体顕

微鏡所見

コ ン ト ロ ー

ル 群 では
,
切片組織像とほ ぼ

同様に問質に散在する E G F P 陽性骨髄由来

細胞を認め た.

一

方 , 虚血群で は, 尿細管周

囲問質に E G F P 陽性浸潤細胞を認め ,
血管

壁に
一

致 して
,
E G F P 陽性血管内皮細胞 を

認め た . 切片組織像で は
,
わずか の頻度 し

か認め られなか っ た E G F P 陽性骨髄由来血

管内皮前駆細胞を多数認め た . さ ら に
,
多

く の E G F P 陽性細胞 により置換されて い る

血管 ( 矢印) と
,

一

部 の み置換 されて い る

血管 (矢頭) を認めた . 拡大率は対物レ ン

ズ × 4 0 . バ
ー

は 1 0 FL m を示す.

-

カ
ー

の 同定法 の 相違, その 手技の 困難さ な ど,

技 術的な問題も大きく 関係 して い る と考 えられ

る .

骨髄由来細胞の 各臓器構成細胞 ヘ の 分化に関す

る研究 は, 通常, 骨髄移植モ デル を用 い て 行われ

る . すなわち, 今回使用 した E G F P キ メ ラ ラ ッ ト
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モ デル の よう に, 放射線照射 により骨髄を破壊し

た後,
I

I , a c Z , G F P 等各種マ
ー

カ
ー

遺伝子導入動物

か ら採取 した 骨髄 細胞, また は, 異 なる性別や

M H C を持 つ 骨髄細胞を移植 し, い わゆ る骨髄キ

メ ラ動物を作成 して骨髄由来細胞の 各臓器構成細

胞 へ の 分化を検討する もの で ある . I . a cZ 遺伝子

導入動物 の 場合, そ こ か ら産生 されるβ
-

ガ ラ ク

トシダ ー ゼ 自身の 染色や , それに対する抗体 で染

色する必要がある が
,
その 染色法の 技術的困難性

に つ い て は しばしば指摘されて い る. また
,
性染

色体や M H C を マ ー カ ー と して 使う場合, in sit u

b y b ridi z ati o n を行う必要がある . さらに, 分化 し

た細胞の 種類を同定する ための 各種抗体による 2

垂染色を要する .

一

方, G F P は下村らにより 1 962

年に発見され た, ク ラ ゲか ら えられた蛍光 タ ン パ

ク で 2 1)
,
p r a s c h e r ら により 1 9 9 2 年 に c D N A が ク

ロ ー ニ ン グ されて 以来 22) , 急速 に普及 した マ
ー

カ
ー 蛋白 で ある . 特別な染色 をす

‾
る必要が なく,

紫外線照射下 で容易に 同定可能である . また最近

は, G F P を遺伝子改変 して 蛍光強度 を増強 した

E G F P が マ
ー

カ
ー

と し て 用 い ら れる こ と が 多い .

今回, 使用した E G F P ラ ッ トは, 大阪大学の 岡部

らにより E G F P マ ウス と 同様の 方法 18) で作出さ

れ たが , 体毛 と赤血球以外 の ほ ぼ全 て の 細胞 で

E G F P を発現 して い る . また , 各細胞内の E G F P

発 現 部 位 は 核 と 細 胞 質と さ れ て い る .

一 方 ,

E G F P は, 強 い 水溶性を持ち, 細胞機能 の低 下や

細胞死に伴 っ て 細胞膜の 機能が低下すると , 容易

に細胞外に流出して しまうと い っ た欠点を持 っ て

い る
18)

. こ の 強 い 水 溶性の た め , 切 片 に よ る

E G F P の 観察に は, 少なく とも 4 % 以上の パ ラ ホ

ル ム ア ル デ ヒ ド等による固定 が必要である . また

4 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ドによる E G F P 固定切片と抗

G F P 抗体による染色を比較し, 固定された切片に

よる観察は, E G F P の 分布を正 しく示 して い る と

す る報告 もあ る 2 3) . 強 い 水溶性 を持 つ G F P は,
一 般 に , G F P 標識遺伝子 を組み込ん だ遺伝子 の ,

培養細胞 にお ける細胞内発現や , 線虫, ゼ ブラ フ

ィ ッ シ ュ 等で の G F P 発現局在を生存した状態で

観察するの が最適と されて い る
24)‾2 6)

. ま た
, 今

回と 同様の 方法 で作成 さ れた E G F P マ ウ ス の 精

原細胞を生体内観察する こ とにより, 精原細胞の

分化, 増殖につ い て の 詳細な観察が可能 とな っ た

とする報告もある 27) . 以上の こ と か ら, 本研究で

は E G F P キ メ ラ ラ ッ トを用 い た E G F P 陽性骨髄

由来細胞 の 同定法 と して , 実時間型共焦点 レ ー ザ

ー

走査生体顕微鏡による生体内観察を試み た .

今回, われわれが 用い た実時間顕 微鏡装置 は ,

共焦点 レ ー ザ ー 走査顕微鏡( C S U - 1 0 , Y o k o k a w a ,

T o ky o , J a p a n) と高速冷却 C C D カ メ ラ ( C 2 4 0 0 -

8 9
,
H a m a m at s u P b ot o n ic s , H a m a m at s u , J a p a n)

を連結 したシス テ ム である.
こ の シ ス テ ムが, F 汀C

を指標と した腎微小循環動態の観察に極めて有用

で あ る こ と を 既 に報 告 し て い る が 19) , 今 回,

E G F P の 有効波長 が F n
､

C と近接して い る ことを

利 用し E G F P の 生体内観察に応用 した .
E G F P の

波 長 は励起極大波長 4 8 8 n m で , 蛍光極大波長 が

5 0 9 n m で あ る . FI T C の 波 長 と 近似 し て お り ,

F n ℃ 観察用 フ ィ ル タ
ー

の 使用により, F 汀C 自己

標識赤血球との 同時生体内観察も可能で ある . 今

回, FI T C 自己標識赤血球を微小血管部位を同定

する ための 指標 と し たが, こ の 単位時間当たりの

移動距離を算出する こと により, それぞれの微小

血管の 血流速度を求める こ と が可能である .
こ の

こ とを利用 し
,
E G F P 陽性骨髄由来血管内皮前駆

細胞 で置換された微小血管とそれ以外の微小血管

の 血流速度を計測 し, その相違を比較検討する こ

と により
, 骨髄 由来血管内皮前駆細胞で修復され

た血管の 機能評価を直接的に検討する こと が可能

と なると考えて い る .

腎問質微小血管 へ の骨髄由来血管内皮前駆細胞

の 動 員 につ い て は, 従来, 否定的 な報告 が多 い .

E G F P キ メ ラ ラ ッ トを用 い た
′

m y - 1 腎炎の修復

過程 におい て , 糸球体微小血管, 尿細管周囲微小

血管ともに骨髄 由来血管内皮細胞を認めな か っ た

とする報告
2) や

,
E G F P キ メ ラ マ ウ ス の虚血再濯

流傷害 2 4 時間後の 尿細管周囲微小血管 に
,
骨髄

由来血管内皮細胞を認めなか っ たとする報告があ

る
2 8)

. それぞれ, 1 0 % ホ ル マ リ ン 固定 4 〃 m 凍結

切片ある い は 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド固定 0 .5

〃 m 凍結切片による観察で ある . 今回, われわれ

は
,
E G F P 陽性細胞の 観察に お い て , 組織 固定の
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問題 だけで なく , 切片の厚さの 重要性に つ い て も

考慮 した . すなわち, 薄切標本の 場合, 切片作成

過程 で 細胞を傷害す る こ と に より, 傷害面 か ら

E G F P が流出 して しまう可能性を考慮 し, 10 FL m

切片を作成 し観察した . こ の観 察により, E G F P

陽性骨髄由来血管内皮前駆細胞の 存在を示すこ と

が できた . さら に, 実時間型共焦点 レ
ー ザ ー 走査

生体顕微鏡によ る非侵襲的な生体内観察を行う こ

とで , 多く の 尿細 管周囲微小血管 に動 員さ れた

E G F P 陽性の 骨髄由来血管内皮前駆細胞を同定す

る こ とが でき た . また
,
われわれ は今回と同

一

の

キメ ラ ラ ッ トモ デル を用 い た
,
T hy

- 1 腎炎の 糸

球体微小血管修復過程 におい て, 単離糸球体を共

焦点 レ ー ザ ー 走査顕微鏡を使用し, 糸球体 へ の 侵

襲が少 か 1 状態 で観察する こ と により, 糸球体毛

細血管再生 に問わ る E G F P 陽性血管内皮前駆細

胞を確認 してい る ( 投稿準備中) . そして, ヒ トの

腎移植患者 におい て, 血管型急性拒絶反応を起 こ

した患者の移植腎の尿細管周囲微小血管 に, 多く

の レ シ ピ エ ン ト由来血管内皮細胞を認めたとする

報告
2 9) もあり, われわれの 今回得 た成績を支持

するデ ー タ と言 える .

キ メ ラ ラ ッ トの 凍結切片と生体顕微鏡所見の比

較検討 により, 従来の 4 % パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド

固定凍結切片では ,
必ずしも全て の E G F P が保持

されて い ない こ とが確認された . 特 に, 血管 内皮

細胞 にお ける E G F P の 細胞内保持は極 めて 不良

と思われた. 血管内皮細胞の よ うに脆弱 で ,
細胞

質に乏 しい細胞の 場合,
E G F P の高 い 水溶性の た

め に切片標本作成 の 過程 で E G F P が容易 に流出

し て しまう 可能性が 強 い . こ の よう な現 象は
,

E G F P 陽性細胞を定量化する フ ロ
ー

サイ トメ トリ

ー

に よる測定 で も, 約 7 0 % の 細胞 しか E G F P 陽

性と判定 され な い と い う結果
1) に も反映さ れて

い る と考えられる . 今回用 い た実時間型共焦点 レ

ー ザ ー 走査生体顕微鏡による生体内観察法 は, 生

体内における骨髄由来細胞をは じめ と した組織幹

細胞の 分化機構を明ら か にする研 究の み ならず,

補充 ･ 分化 した細胞が構成する臓器
･ 器官の機能

評価にも応用可能であり, 再生医学研究の発展 に

寄与するもの と考えられる .
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