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3)血管内皮細胞による周細胞の機能抑制

― 腎 糸 球 体 を モ デ ル と し て ―

新潟大学医学部附属腎研究施設分子病態学分野

追手巍・斎藤真子

村上 修一
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-In the Glomerulus as a Representative Microvasculature?
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   In the glomerulus, the endocapillary region is a closed space surrounded by the glomerular 

basement membrane comprised of a capillary lumen, endothelial cells, mesangial cells and 

mesangial matrix. Here, we will present experimental data showing the significance of 

communication circuits between vascular endothelial cells and mesangial cells. Finally, 

we will introduce our working hypothesis that loss of morphological and functional regulation 

by endothelial cells leads to mesangial cell dysfunction, followed by the pathological changes 

such as proliferation, enhanced extracellular matrix synthesis or deposition in the endocapillary 

 region.
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は じ め に

腎糸球体は代表的な微小循環系器官である。ここには
“
e鵡 ◎capillarデ と呼ばれる特異的な閉鎖領域が存在す

る。この領域は血管腔，内皮細胞， メサソギウム細胞

（一種の血管周細胞），基底膜様基質より溝成される。腎

機能不全に至 る糸球体硬化症は，基質のこの領域への病

的沈着としてとらえることができ，原発性糸球体腎炎，

糖尿病性腎症において，この糸球体硬化症への過程を阻

止することが現在の腎臓病学における最大賢標となって

いる．

私 どもは，この ¢萱docap澱 謎yに おける細胞一細胞

細胞一細胞外基質問の生理的，物理的相互作用の障害が

メサンギウム細胞機能の舗御破綻を引 き起こし，叢終的

には糸球体硬化病変形成に至るという作業仮説を叢近，

提唱 しだ 〉．この仮説を証明してゆくためには，糸球体

硬化症へ至る解析 し易い動物実験モデルと，細胞，分子

レベルで検討できる混合培養を含めた細胞培養法，およ

び細胞生物学的手法が必要となってくる．本シンポジウ

ムでは私どものプロジェク トが行っているstr飢e琶yの

一端を紹介 したい．
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材料および方法

糸球体 メサソギウム細胞 (M細胞)の培養法 :ヒ卜チ

ラットの腎皮質を細壊 し,sievim琵法で単離糸球体を採

取 し,初代培養する2＼∴ 1カF‖ま上程代培養 し,ほほ均

-な細胞集団 (位相差所見 平滑筋アクチンの存在)ど

なった細胞をM細胞とした.

血管内皮細胞 tE細胞ltJ.')培養法 :脚帯静脈内攻細胞

の培養法は既報のごとく行った3). ラットの血管内皮細

胞LT)培養法は最近私LL:もが開発 したJj法Llに上-.lfこ.

M,E細胞の混食培養法 :ヒトきおよびラットの双方

の系とも既報のごとく亨雨着の細胞接着の有無の影響を

検討できる培養法こlを用いた.

Thl･11.1el)NAtransfeL-tionによる反応エビト ･-7〔

(')検討 :全長,約 l.5KhLT)てりて 111㌢･-I.1cl)NA

を17ン燕麦-))′LシTL7ム法を用いて COS細胞に trとinSfpL,t

Lrnl〉-1.1か~f-を発現させた5㌧

発現された蛋白分子の蛋白掌的,免疫巌織学的検討 :

培養N:I細胞 LLT一T恒Il.1LtRHJAbuffpt･で可溶化L

westernblot法で検索 した5㌦M細胞.COS細胞上の

蛋白分子の発現は蛍光抗体法,共焦点 レザ-感激鏡,-

部は超高圧電子願激鏡 (岡崎,国立盤理研)を周いて検

索 した5)6)

細胞内 †/.) 卜 -′i･Hン脂質および Cこ1++ 仁ナン

の測定 :培養M細胞に各種の単 ′7｢-ト-ン抗体 (抗 ′lllyl･･･-

1.1抗体を含't里二1を培養糸に添加 し.経時的iこ測定 l_

た了.

結 果

(11 血管内攻細胞と混合培養 した時ハ メサンギrH､

細胞の増殖能に/1いて検索 した.両者し')細胞を接触 した

状感で培養すると,M細腰の増殖は培養後3日目まで優

繊維芽細胞では認められず,E細胞とも接触のない状態

では認められない.この抑制現象の一部には TGF-1廃紬

が関与 していた4).

(2) 培養ニラ,ソトM細胞 仁には.in Tヽivoと同様に Thy1

1.1抗原が存在する5㌧11'巾,ll.1抗原に対する2穐類

連抗原し71局在を検索 した.蛍光抗体法では両抗体!二もM

細胞LT)表面に簡粒状に染色された.OXイ は細胞表面

のみならず細胞外物質とも反応 していた5).

(3) E細胞 と接触 した状態でM細胞を混合培養 し,

Thy-1.1抗原の局在を検討 した.OX-7はM細胞単独

regulationbyECMand/orEC

(+) -･---I Stable,
(Hkephysiologicalstateinvivo)

ト) -･--- Stimulated,
川kepathologicalstateJnvルo)

図 I MesこInLriillCt111R(､h(1＼･iorinvitro

で培養 した時と同様の局在を示 したが,巨22-3はE胞

との接触面をこ強 く染色された.このことは免疫染色標本

を衆焦点 レザ-顕微鏡,および超高圧電子顧教鏡で観察

し.確認された5㌧

(ill 九･･･Ⅰ細胞 Th1,-1.1分子L')-一部が内乾細胞上L')按

着分.j㍉L_して存在 しうるこL/L二が判明した.次にこの分子

の機能を知る目的で, 反応エビ ト-プの異なることが予

想される上述予2種額の単クローソ抗体と反応後のM細

胞し')細胞内情報伝達機構を検討 して}人た.OX-7に比

して,卜22一･･-3抗体とt･')反応後しりほ･-lJが OX17i.I)喝合ょ

検索は COS細胞発現系で現在検討中である5㌧

考 察

癌細胞の増風 炎症破壊巣tT)修徽 器官発生Llり際,節

盤あるいは再生されるぬ管が重要な役割を演 じているこ

とはt＼欄Jよ;l想定 されていた. しかしそ〔･')細胞 ･分-f･L

べ′LでLT)解析はいまだ端緒(ニー~~.)いたばかりといえる.臥

ども転敵中循環系の代嚢である糸球体においてサ不可逆

的に進行する硬化病変形成過程に血管 (内皮細胞)n役

割に注[~=′,図 1(T)作業仮説をたて(~t事を遅れている11.

本研究に用いた Th1-1.1特異:r-ピトー17＼に対する単

'Jt,--ン抗体,1-2213をうLリトiこ2回投与ない し..片腎

摘出緩 ま回投与すると,メサソギウム溶解を経て進行性

糸球体硬化病変が高率に形成されることも明らかとなっ

ている患う9). ごく最近になり腎摘モデルで血管内皮細胞

障害が硬化病'変形成に発行するこ:i-_が確認 された10､.

またM細胞が平面培養系をこ移されると,増殖性腎炎時の

iサンギ･17人細胞と同様に平滑筋TI)+ンを発現 して く

ることも報告 されているIl＼. このことは私 どもの作業

仮説,すなわち血管内皮細胞によるメサソギウム細胞制

御機構破綻が糸球体硬化症に至るという考え方を支持す

るものである.このような考え方は他の激小循環系,例

えば眼球網院,air-blood.air-brain障壁,胎盤におけ
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る増殖,硬化病変形成を理解する上でも役に立一つものと

思われる. しかし,血管間細胞の本来も一､ている興常な

(?)鮮能が血管内皮細胞によ･r)制御されているといr>l

魅力的な仮説も∴実証されるにはまだまだ長い道のりを

歩む必要がある12､㌧
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121追手 銑: 糸球体細胞撒能-一内皮細胞.腎と高血

圧 し猿FH掌男.塩之大洋編上 腎と透析.臨時増刊

号 (39巻)pp29-3射 中外医学社,

司会 (岡田) 大変ありがとうございました.

では,内藤先生お顕いします.

司会 (内藤) では,後半(T)進行をさせていただきま

す.腎研病理の藤中先生をこぼ,｢実験腎炎における白血

球集積機序-CD8陽性のリンパ球による糸球体内皮細

胞の 1CAM-1発現促進-｣についてこ発表をお願いL

ます.どうぞ.




