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腎臓,糸球体上皮細胞,タコ足細胞,培養

は じ め に

腎臓に心拍出量の20%の血嚢が流れ込み,約 200万個

ある糸球体では 1日1逢0腰という膨大な糸球体ろ過,す

なわち原尿の産生が行われている.この膨大な原尿産生

により,生体は高い活動性を維持 しつつも,内部環境の

恒常性を保つことができる.慢性腎不全の主な原因であ

る糖尿病性腎症,三好Å 腎症などの慢性糸球体腎炎では,

糸球体の構造が次々と崩壊 し,最終的にはほとんど血液

の通わない磯痕化した組織となる.糸球体が壊れてい く

機序を解明しようとしたとき,糸球体を傷害する側 と糸

球体を修復維持する側の南方の機序を考慮に入れ射 すれ

ばならない.前者については膨大な数の研究がなされ多

くの因子が関っていることが示されてきている.それに

対 し,後者については,糸球体構成細胞間の相互作動

細胞基質間の相互作用が関わっていることが考えられる

那,実質的には全 くわかっていない.我利 ま糸球体構築

の形成 ･維持のメカニズムについて糸球体上皮細胞

(GE仁)を中心に検討 している.ここでは,糸球体形成

維持における上皮細胞の麗質性を示す報告を簡単に紹介

し,その細胞生物学的解析のために必要な GECの培

養がどのようなものかについてを述べたい.

糸球体形成維持における糸球体上皮細胞

(GE〔)の重要惟

糸球体発生過程での GECの塞要性は後腎原基培養

の実験で明瞭に示されている｡胎生u日のマウスの腎臓

には,未分化な細胞のみで上皮細胞は無い.この未分化

を腎臓を取 り出し,脊髄の-部と一緒に培養すると,上

皮細胞が分化誘導され,不完全ながら糸球体をはじめネ

フロンが形成されて くる.この糸球体を観察す ると,

GECのみから出来上がっていて,他の糸球体構成細胞

を欠いている言う.このことは,GECに基本的な糸球体

構築を作 り上げるプログラムが存在 していることを意味

している.同様なことは,平滑筋,繊維芽細胞の増殖に

必要な増殖因子 (PDGF),またはその受容体をノック

アウトしたマウスでも示されている.この場合,メサンギ

ウム細胞の無い糸球体が形成されて くる2)3).ただし,

こ の 糸球体は分葉の舞い,単一の血管腔からなる異常な

構造を取っている.

GEC は雑胞分裂をほとんど行わない細胞であること

が明らかになってきている.3H-thymidineを動物

に静注して,DNA 合成,細胞分裂を行っている細胞を

オ- トラジオグラフィ-で同意する実験での検討から,

GEC は生理的状態だけでは無く病的状態でも3H-th-

ymidineを取 り込むことはほとんど舞いことが示 され

ている4)5).また,病的状態での観察から,多核の GEC

が稀に存在していることが報告されている.これも,仮

に DNA 合成,核分裂を行うことがあっても,細胞分

裂までには至らない証拠として解釈 されている.事実,

GECが傷害され,基底膜から脱落 して しまった場合,

GECは細胞分裂によって補われることなく,対岸のポ

ウマン褒壁側練飽 くP毘C)が増殖し,癒着 .半月体といっ

た不可逆的な組織変化を引き起こす.これと対照的に,

メサンギ巾ム細胞と内皮紬泡は.増殖再牛に富む細胞で

ある.急性糸球体腎炎やラット実験腎炎である Thy-1

腎炎6)では,広範附にメサンギウム細胞と内皮細胞が障

害を受けても,一定の期間の後には元通 りの糸球体構造

に修復されてしまう.

これらの実験結果から,GECが糸球体形成 ･維持に

積極的に関わっており,細胞分裂能の欠いた GEC の

傷害は容易に糸球体の崩壊をもたらすことが准諭される.

糸球体上皮細胞 (GE〔)の培養

GECの細胞生物学的帝性を解析するため,30年以上

前よりその培養が試みられて来ている.腎皮質を細切 し

て得られた組織断片から,段階的なメッシュを用いた

sieving法によって,大きさを基準に糸球体を単離する

ことができる.この単離糸球体を培養すると,ほとんど

の場合,敷石様の単純な形態をした細胞が増殖 し,多 く

の施設でこの細胞を GEC 由来の細胞 として研究が行

われている.t■n再L-Dにおいては,GEC は.タコ足細

胞と呼ばれるような細胞突起を四方に伸ばした独特の形

態をしている.多くの欄胞が培養で分化形質を失うよう

に,GECが培養によって脱分化を起こし,この敷石様

の細胞になったのだろうと考えている.現在用いられて
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いる培養条件は,HarpeTらの方法7)を基本にしてい

るものが多い.しかし,10年前よりこの細胞の由来に

疑問を投げかける報告が相次いでいる.ポウマン藤の

混入を,少ないながらも除外 しきれないことが指摘 さ

紘,N紅gaaTd を始め我 利 ま PEC が糸球体培養

で増殖してくること8)9)を,さらには Holth6ferら10),

weinsteinら11)は従来言われている培養 GEC は

PECの性質により近いことを報告した.その後,用いて

いる培養上皮細胞が GEC由来か,PEC由来かはしっ

かりしたコンセンサスが得られていない状態が続いてい

る.

通常の sieving法による糸球体単離を行った場合,

pECの混入は多かれ少なかれ避け得ない8)9).さらに,

尿細管の混入もしばしば観察され,そこから上皮細胞

(TEC)の増殖も認められる9).そこで,我々はこのよ

うな PEC,TECの混入を避けるため,sieving･によっ

て得られた単離糸球体に富む画分から,さらに位相差顕

微鏡下でボウマン嚢の被っていない糸球体だけを選び出

し培養を試みた,また,同じ手順でポウマン嚢の被った

糸球体だけ,または尿細管断片だけを分離培養が可能で

ある.驚いたことに,ポウマン轟の被った糸球体からほ

高率に敷石様上皮細胞が増殖 してくるのに対し,ポウマ

ン嚢の被っていない糸球体からはほとんど細胞が生え出

さなかった9).この理由は,sievin欝法によって糸球体

が単離された場合,GECは傷害を受け,ほとんどがア

ポ トーシスに陥ってしまうことが証明されたことによっ

て明らかとなった12).そこで,GEC傷害の原因と予想

される sievimg操作をせず,腎組織を締切するだけで

単離される糸球体を位相差顕微鏡下で集め培養を行った.

その結果,ボウマン嚢を被っていない糸球体からの細胞

の生え出しは顕著に改善した.図は,sieving操作を除

くというそれだけのことで観察が可能になった糸球体か

ら培養されてくる細胞 (a)の位相差顕微鏡写真である.

対照にボウマン嚢の被った糸球体 (b),尿細管 (C) よ

り増殖してくる細胞を示しである.明らかに,異なった

独特の形態をした細胞が糸球体より生え出している,輿

型的なものは,多核で GEC の-次突起を思わせる構

造物が細胞内にみられる,この細胞は,糸球体の他の構

成細胞である内皮細胞,メサンギウム細胞のマーカーで

あるRECA-1,Thy-1はそれぞれ陰性であり,GEC

に特異的に多く発現しているポ ドが )キシンは陽性であ

る,これらのことから,この細胞は GEC 由来である

と結論付けられる.それに対 して,従来 GEC由来とさ

れてきた敷石様の細胞は,ポウマン轟の被っていない糸
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図 糸球体および尿細管断片より生え出した細胞

の位相差顕微鏡像

(A)ポウマン嚢のない糸球体 (Gl)を培養し,生え

出してくる細胞を見たもの.(B)はボウマン嚢を被っ

た糸球体 (Bow)より,(C)は尿細管断片 (Tub)

より増殖してきた敷石様配列の細胞を示した.

球体からほとんど培養されてこない.ポウマン嚢の被っ

た糸球体からは高率に敷石様上皮細胞が増殖してくるこ

とと考え合わせると,PEC由来とするのが妥当と考え

られる.したがって,この培養系は三種類の培養細胞,

すなわち GEC,PEG,TEC由来の細胞を区別して培

養できる系であり,これらを比較することにより GEC

の特徴をより明確に示すことが可能になった.

糸球体培養における細胞同志が困難であった理由のひ

とつに,inui藍roにおける形質変化がある,inuiuoで

見られた特性が失われたり,GEC特異的と思われてい

たものが培養中 PEC,TEC にも発現することがある.

そこで,GECに特異的と考えられてきたマ-め-につ

いて,上記の三種類の細胞を履いて,培養においても

GECに特異的かどうかを検討 した.ポ ドカリキシン,

シナプトボディン,WTl,ビメンチン,HSP27,㍗-31

はいずれもラット腎組織切片において GEC にのみ検

出され,PEG,TECには観察されない.またデスミン

という中間径フィラメント蛋白質は,ラットGEC に

陰性から陽性までさまざまな強さに褒め出すことができ,

病的状態ではすべての GECに著明に強 く陽性になっ

てくる13).しかし,PECヲTECにはいずれの状態にお

いても陽性になってくることはない,このようなマ-カー

を培養細胞で検討 した結果が寮に示 してある.確かに

i花Uiuoにおける GEC のマーカ-ほすべて,培養

GEC に陽性となってくるが,意外なことに,ポ ドカリ

キシンのみが GECに特異的であ り,他のマ-力-ほ

PEC または TEC にも陽性 となって くる.これは,

PEG,TECの培養系における形質変化を示 している.

しかし,別の視点からみるとこのことが GEC の特徴
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廉 糸球体上皮細胞マーカーの培養系での特異性の検討

GE仁 PEG TE仁

ポ ドカリキシン + - -

シナプトボディン + 士 -

デスミン + ± -

WTl + + -

ビメンチン 十 + +

Hらp-27 + + 十

TGEEcC喜墓誌等圭豊諾驚:PEC:ポウマン雛 側上皮鵬 ,
+:陽性, 士 :一部の細胞が陽性, -:陰性

を表 しているように,巴わ批る.すなわち, -版の上皮細

胞が培養という細胞密度 ･細胞外基質の希薄な状態で始

めて発現 してくるような形質を,G叢C は inuiuoで

発現維持 しているのである,そして,この特徴のためこ

れまでの培養 GEC の報告に食い違いが生 じて きたも

のと考えられる,

む す び

用在.GEC の培養は,よJ)や くどの細胞が L-lTIl:('再

来であるかが分かってきた状態である.研究の 目標は,

この培養細胞を用いて i柁 Uiuoの GEC の性質を明 ら

かにすることである,そのためには多 くのハ- ドルを乗

り越えなければならない.培養緒胞は,inuiuoで特徴

的に見られる足突起,スリット膜 を来っている書また,

ほとんどの細胞が多核であるように細胞分裂を行ってい

るようには思われない.したがって,inuiuoと同 じ形

質を発現する条件の設定,celHineの確立が今後必要

となってくる,そのような問題を克服 したとき,培養系

は GEC の細胞生物学に大きな貢献 をしえるのではな

いかと期待 している.
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