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S u m m a p y ･ W e h a v e p r e v i o u sly r e p o r t e d t h a t t w o

c o n s e c u ti v e i nj e cti o n s o f th e a n ti - T h y l ･1 m o n o clo n al

a n tib o d y ( m A b) I -2 2 - 3 wi t h a n i n t e r v al o f t w o w e e k s

c a u s es i r r e v e r sib l e m es a n gi al alt e r a ti o n s ･ II o w e v e r
,

t h e p r e cis e m e c h a n is m o f t h e d e v el o p m e n t o f t h e s e

alt e r a ti o n s w a s n o t f ully el u cid a t e d ･
I n th is s t u d y )

w e

fi r st i n v e s tig a t e d th e p r o g n o sis of r a t s r e c e I V l n g th e

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

丘v e w e e k s aft e r t h e fi r s t i nj e cti o n w h e n t h e a m o u n t

o f u ri n a r y p r o t ei n e x c r e t i o n n o r m ali z e d ･ T w o

c o n s e c u tiv e i nj e cti o n s of m A b wi th a n i n t e r v al of 丘v e

w e e k s als o c a u s e d i r r e v e r sibl e m e s a n gi al alt e r a ti o n s

wi t h p e r sis t e n t p r o t ei n u ri a (1 5 5 ･ 8 土 1 4 8 ･ 7 m g/ d a y

a t si x m o n t h s) . T o a n aly z e t h e m e c h a n i s m o f t h e

d e v el o p m e n t of t h e s e alt e r a ti o n
?

w e t h e n c o m p a r e d

t h e a c u t e p h a s e alt e r a ti o n s a ft e r t h e s e c o n d i nj e cti o n

( t w o i nj e c ti o n g r o u p) wi th th o s e a ft e r t h e fi r s t

i nj e c ti o n ( si n gl e i nj e c ti o n g r o u p) ･ A lt h o u g h n o

d iff e r e n c e i n th e st ai ni n g i n t e n sit y o f b o u n d m A b

1 - 2 2 - 3
,

r a t C 3 i n gl o m e r uli a n d s e r u m C E 5 0 l e v els

a t 3 0 m i n a ft e r t h e l a st a n ti - T h y 1 . 1 m A b i nj e cti o n

w a s d e t e c t e d i n e it h e r g r o u p ?
t h e n u m b e r o f

n e u t r o p hils i n filt r a ti n g i n t o gl o m e r u li 3 0 m i n a ft e r

th e fi r s t i nj e cti o n o f a n ti - T h y l ･ 1 m A b w a s l a r g e r

th a n th a t a t 3 0 m i n a ft e r th e s e c o n d i nj e c ti o n ( 8 ･7 j =

3 . 5 v s . 2 .2 土 0 . 8 / g c s , p
- 0 . 0 0 3 9) . A d d iti o n ally ,

t h e

n u m b e r s o f E D 3 p o siti v e c ells a n d C D 8 p o siti v e c ells

i n filt r a ti n g i n t o gl o m e r u li w e r e s lg nifi c a n tly l a r g e r

at fi v e d a y s aft e r t h e s e c o n d i nj e c ti o n (t w o i nj e cti o n

g r o u p) th a n a ft e r th e fi r s t i nj e cti o n (si n gl e inj e cti o n

g r o u p) . T h e r e s u lt s s h o w t h a t p oly m o r p h o n u cl e a r

l e u k o c y t e ( P M N ) d o e s n o t c o n t ri b u t e t o t h e

p r o g r es si o n o f ch r o n ic gl o m e r u l a r le si o n s a n d t h a t

a c ti v at ed m a c r o p h a g e s ( E D 3 p o siti v e c ell s) a n d C I) 8

p o siti v e c ells a r e i n v ol v e d i n th e d e v el o p m e n t a n d

t h e p r o g r e s si o n o f ch r o ni c gl o m e r ul a r l e si o n s ･

K e y w o r d s -

p r o g r e s si v e g l o m e r u l a r l e s i o n
,

a n ti - T h y l ･ 1 a n t ib o d y ,
m e s e n g i a l p r o lif e r a t i v e

gl o m e m l o n ep b ritis ･

I N T R O D U C T I O N  

A lth o u g h ch r o ni c gl o m e r u l o n ep h ritis ( C G N) is o n e o f

th e m o st c o m m o n dis e a s e s r e s u ltin g ln r e n al failu r e
,
lt S

p ath o g e n e sis h a s y et t o b e fu lly u n d e rs t o o d ･ It is w id ely

kn o w n th at s o m e p ati e n t s o f Ig A n ep h r o p ath y ,
th e m o st

c o m m o n f o r m o f p ri m a ry g l o m e r u l o n e p h ritis ( G N ) ,

d o n o t s h o w a n y p r o g r e s s
,
t h o u g h ot h e r s d o d e v el o p

t o t h e e n d st a g e slo w ly o r r ap id ly
l

,
2)

I S in c e s o m e c a s e s

o f b o th g r o u p s o nly s h o w m ild p r o t e i n u ri a a n d / o r

m i cr o h e m a 仙ri a w it h o u t a n y s e v er e cli ni c al s y m p t o m s

w h e n t h e y fir st c o m e fo r t r e at m e n t , 1t i s s o m eti m e s

dif n c u lt t o disti n g u ish th o s e p ati e n ts w h o s e gl o m e ru l ar

alt e r ati o n s w ill p r o g r e s s fr o m t h o s e w it h a b e tt e r

p r o g n o sis i n th e e arly s t a g e o f t h e di s e a s e ･ T h e r efわr e
,

w e h a v e b e e n t ry l n g t O e st a bli sh b e tt e r e x p e ri m e nt al

m o d el s o f C G N t o i d e n tify th e di ff e r e n c e s i n th e

in iti ati o n e v e n ts i n th e e a rly p h as e b et w e e n c a s es w ith

g o o d a n d b a d p r o g n o s e s ･ W e h a v e p r e vi o u sly r ep o rt e d

t h at a si n gl e i nj e cti o n o f t h e a n ti - T h y l ･l m o n o cl o n al

a n tib o d y ( m A b) 1 - 2 2 - 3 in t o r a t s c a u s e s s e v e r e b u t

p r o m i n e n t m e s a n g i al alt e r a ti o n s 3 )
,

a n d t h at t w o

c o n s e c uti v e Inj e c ti o n s w it h a n i n t e rv al of t w o w e e k s

c a u s e s irr e v er sib le m e s a n gi al alt e r atio n s w ith p e r sist e n t

c o r r e sp o n d e n c e : Hi ro shi K a w a chi
,
D ep a rt m e n t of C ell B i olo g y ,

I n stit u t e A b b r e vi ati o n s - G N
,

c h r o n ic gl o m e ru l o n ep h ritis; G N
, gl o m e ru 1 o n e ph riti s;

o f N ep h ro lo g y ,
G r ad u at e S c h o ol of M edi c al a n d D e nt al S ci e n c e s

,
Niig a t a m A b

,
m o n o cl o n al a ntib o dy .

U ni v e r s lty ,
I-7 5 7 A s ahi m a c hi- d o ri

,
N iig at a 9 5 1- 8 5 10

,
J ap a n ･

1 1 7



1 1 8 K . S u z u K t e t al
.

p r o t ein u ri a 4)
.

It is w ell k n o w n th at th e a nti - T h y l ･1 a n tib o d y b in d s it s

t a rg et a nt lg e n m ol e c ul e s o n th e m e s a n gi al c ell s u 血 c e

a n d c a u s e s s e v e r e m e s a n g i o ly s IS a n d c o n s e q u e n t

m e s a n g i al p r olif e r ati o n 5)
･ I n a p r e v i o u s st u d y ,

w e

c h o s e a p e ri o d o f t w o w e e k s a ft e r th e fir st I nj e c ti o n

a s a ti m e p o l n t f o r th e s e c o n d i nj e cti o n b e c a u s e w e

h a d e a rli e r o b s e r v e d th a t t h e t ar g et m ol e c u le s o f t h e

a n tib o d y d is ap p e a r e d w it h m e s a n g i oly s IS a n d j u s t

r e c o v e r e d t o th e n o r m al r a n g e at t w o w e e k s aft e r th e

a n tib o d y i nJ e C ti o n 4)
. W e c o n fir m e d t h at t h e s e c o n d

I nj e cti o n J u s t a ft e r o r o n e w e e k aft e r t h e fi rst I nj e c ti o n

w a s n o t c ap abl e o r i n d u cin g t h e irr e v e rsible m e s a n gi al

alt e r ati o n s ･ T h e r at m o d el o f th e irr e v e rsibl e m e s a n gi al

alt er ati o n s c a u s e d b y t w o I nj e cti o n s w ith a n i nt e rv al o f

t w o w e e k s is th u s ap p r o p r lat e t O a n aly z e th e m e ch a nis m

o f th e d e v el op m e n t o f C G N 6)
.

H o w e v e r
,
it h as b e e n cl ai m e d t h at th e m o d el is n ot

s u it abl e t o c o m p a r e th e r e sp e c ti v e a c ut e p h a s e e v e n t s

a ft e r t h e fir s t a n d th e s e c o n d inJ e Cti o n s ･ It h a s b e e n

p o l nt e d o u t th at t h e alt e r ati o n s o b s e rv e d aft e r th e s e c o n d

i nj e cti o n a r e n o t o n ly c a u s e d b y th e s e c o n d inj e c ti o n b u t

als o a m ix t u r e w ith th e r e m ai n l n g alt e r atio n s c a u s e d b y

th e fi rst l nJ e Cti o n , b e c a u s e s o m e i n fi ltr ati n g le u k o c yt e s

i nt o g l o m e r u li c a n still b e d et e ct e d at t w o w e ek s aft e r

t h e fi r st Inj e cti o n a n d s o m e r at s still s h o w a n ab n o rm al

r a n g e o f p r ot ei n u ri a at this ti m e p o l nt ･ A n o th e r it e m i n

q u e sti o n is w h eth er t h e s e c o n d i nj e c ti o n at l o n g e r th a n

t w o w e e k s aft e r th e fi r st i nj e ctio n is c ap abl e o f i n d u ci n g
t h e i r r e v e r s ib l e m e s a n g i a l alt e r a ti o n s . T o a d d r e s s

th e s e p r o bl e m s ,
i n t h e p r e s e n t st u d y w e i n v e st lg at e d

w h eth e r a s e c o n d inj e cti o n at fi v e w e e k s a ft e r th e fi r st

o n e is c a p a bl e o f in d u ci n g t h e ir r e v e r sib l e m e s a n gi al

alt e r ati o n s ･ W e c h o s e a p e ri o d o f fiv e w e ek s a ft e r t h e

fi rs t Inj e cti o n a s a ti m e p o l nt f o r t h e s e c o n d b e c a u s e w e

h a d c o n 丘r m e d t h at n o r at s s h o w a b n o r m al p r ot ei n u ri a

at fi v e w e ek s a ft e r t h e flrSt a n tib o d y inj e cti o n a n d n o

ab n o rm al r a n g e i n th e n u m b e r of i n fl a m m at o ry c ells i n

gl o m er uli w a s d et e ct ed at th is ti m e p o ln t ･

W e d e m o n s t r at e h e r e t h at t h e s e c o n d at t a c k t o t h e

m e s a n gi al c ell b y th e i nj e cti o n o f a n ti - T h y l ･ 1 m A b

fi v e w e e k s aft e r t h e fir st att a c k c a u s e s i rr e v e r s ib l e

m e s a n gi al alt e r ati o n s w ith p e r sist e n t p r o t ei n u ri a ･ T h e

p r o t e in u ri a c a u s e d b y th e s e c o n d i nj e c ti o n is m ild e r

th a n th at c a u s e d b y th e fir st l nJ e C ti o n
,
b u t i n c r e a s e s

w ith ti m e . T h e m o d el c o tll d b e a m i m i c o f h u m a n

sl o w ly p r o g r e s si v e G N a n d s e r v e a s a n o v el m o d el t o

a n aly z e th e m e c h a n is m o f th e d e v el o p m e nt o f C G N . It

is c o n c ei v a bl e t h at a s t u d y c o m p ar ln g th e a c u t e p h a s e

e v e n t s c a u s e d b y th e s e c o n d att a c k w it h th o s e c a u s e d

b y th e fi r st att a ck w ill h elp t o id e ntify i m p o r t a n t f a ct o rs

in t h e i niti ati o n e v e n t s r e s ultin g l n p r o g r e ssi v e dis e as e s .

M A T E R I A L S A N D M E T ⅡO D S

A ni m als

A ll e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d u si n g s p e ci fi c

p a th o g e n - fr e e f e m al e W is t a r r a t s w eig h i n g 1 5 0 t o

1 7 0 g , p u r c h a s e d fr o m C h arl e s R iv e r J ap a n ( A t s u g i,

K a n ag a w a) ･ A ll a ni m al e x p e ri m e nt s w e r e c o n d u ct e d i n

a c c o r d w ith th e N ati o n al I n stit u t e s o f H e alt h G u id e f o r

th e C ar e a n d U s e o f L a b o r at o ry A ni m als ･ P r ep ar ati o n o f

m A b 1 - 2 2 13 h a s b e e n d e s crib e d p r e vi o u sly
3)

.

E x p e ri m e n t al p r o c ed u r e ( E x p eri m e n t al p r o t o c o l is

ill u st r at e d in F ig . 1)

E x
p

e ri m e n t 1

F iv e r at s w e r e i n tr a v e n o u sly i nj e ct e d w ith l
･O m l s ali n e

c o n t ai n l n g 2 m g o f m A b 1 - 2 2 - 3
,

a n d fi v e o th e r r at s

w e r e I nj e c t e d w it h s ali n e a s a c o n tr ol ･ T w e n ty
- f o u r -

h o u r u ri n e s a m p le s w e r e c oll e ct e d o n d ay s 1 , 3 , 5 , 7
,

1 0
,
a n d 2

, 3 , 4 , a n d 5 w e e k s aft e r th e inj e cti o n o f s alin e

o r m A b 1 - 2 2 - 3
,

a n d all r at s w e r e s a cri丘c e d 丘v e w e e k s

aft e r th e i nj e cti o n . U ri n e p r o t ei n c o n c e n tr ati o n s w e r e

d et e r m i n e d b y c ol o ri m et ri c a s s ay ( B i o R a d
,
O a kl a n d

,

C A
,
U S A ) u si n g b o v i n e s e r u m alb u m i n ( B S A ) a s a

st a n d a rd ･ A 氏e r c a r di a c p u n c t u r e f♭r b l o o d s a m p li n g ,

th e kid n e y s w e r e r e m o v e d
,

w eig h ed
,

c u t i nt o p o rti o n s
,

a n d u s e d f o r a s s e s s m e nt b y i m m u n o 且u o r e s c e n c e (I F) .

T o o b s e r v e t h e c ells i n filt r at l n g I n t o g l o m e r u li
,
th e

s e cti o n s w e r e i n c u b at e d w ith m o u s e a nti - r at O X - 1 m A b

( S e r ot e c
,
O x f o r d

,
U K) ,

w hi c h r e c o g ni z e s p a n -le u k o c yt e

C D 4 5 a n tlg e n
,

a n d th e n st ain ed w it h F I T C I C O nJ u g at e d

a n ti - m o u s e l g G l (S o ut h e r n B i ot e c h n ol o g y A s s o ciat e s
,

B ir m in gh a m
,
A L

, U S A ) .
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6 m o n th s

かa ”n e L y ･

i a ntl ･ T h y l ･1 n A b L v ,

F ig ･
1

･ E x p e ri m e n t al p r o t o c o l ･ E x p e r i m e n t al

p r o c e d u r e is ill u s tr at e d .
F e m al e W is t ar r at s w e r e

in tr a v e n o u sly lnJ e Ct e d w ith a n ti - T h y 1 ･ 1 m A b fi v e

w e e k s a ft e r s alin e inj e c ti o n ( sin gl e m A b i nj e cti o n

芦
r
P

u P) o r a n a n ti - T h y I 一 l m A b i nj e ctio n (t w o m A b

I nj e cti o n g r o u p) ･ K id n ey s w e r e r e m o v e d j u st b e f o r e

a n d a t 3 0 m i n
,
丘v e d a y s

,
a n d si x m o n th s aft e r th e

l a st I nj e ctio n .



E x p e ri m e n t 2

T e n r at s w e r e i n t r a v e n o u sly l nj e c t e d w it h 2 m g o f

m A b 1 - 2 2 - 3 t w ic e w ith a n i nt e rv al o f fi v e
ァ

e e k s (t w o

i nj e cti o n g r o u p) . A s a c o n t r ol (si n gl e i nj e ct 1 0 n g r o u p) ,

1 0 r at s w e r e Inj e c t e d w ith 2 m g o f m A b 1 - 2 2 - 3 fiv e

w e e k s a ft e r th e inj e c ti o n o f s ali n e . T w e n ty
- f o u r - h o u r

u rin e s a m p le s w e r e c o ll e ct e d o n d ay s 1 , 3 ,
5

,
7

,
1 0 a n d

1 4 aft e r th e i nj e cti o n o f m A b , a n d th e n c olle ct e d e v e ry

w e e k fわr si x m o nt h s . U rin e p r ot ei n c o n c e n t r ati o n s w e r e

d e t er m in e d as ab o v e . A ll r at s w e r e s a c ri丘c e d six m o nt h s

aft e r th e l ast lnJ e Cti o n ･ A ft e r c a rdi a c p u n ct u r e fo r b l o o d

s a m p li n g ,
t h e kid n e y s w e r e r e m o v e d

,
w eig h e d

,
c u t

i n t o p o rti o n s , a n d u s e d f o r a n a s s e s s m e nt b y a lig h t

m i cr o s c o p y ( L M ) .

E xp e ri m e n t 3

F i v e r a t s w e r e i n t r a v e n o u sly Inj e ct e d w it h 2 m g o f

m A b 1 - 2 2 -3 t w ic e w it h a n in t e rv al o f fi v e
ァ

e ek s (t w o

inj e ctio n g r o u p) .
A s a c o n tr ol ( si n g le i nj e cti o n g r o u p) ,

fi v e r a t s w e r e I nj e ct e d w it h 2 m g o f m A b l 1 2 2 - 3

f o r fi v e w e e k s aft e r th e inj e cti o n o f s ali n e ･ A ll r at s

w e r e s a c rifi c e d 3 0 m i n aft e r th e l a st I nj e c ti o n
.
A ft e r

c ard ia c p u n ct u r e fわr bl o o d s a m p li n g ,
th e kid n e y s w er e

r e m o v e d
,

w eig h e d , c u t i n t o p o rti o n s
,

a n d u s e d fわr

a s s e s s m e n t b y IF ･ K id n ey s e cti o n s w e r e s t ai n e d w ith

皿u o r e s c ei n is o t hi o c y a n at e ( F I T C )
- c o nj u g at e d a n t ト
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S ali n e i. v . A nti - T h y l . l m A b

i . v .

Fi g ･ 2 ･ O X - 1 p o sitiv e p a n l e u k o cy t e s in gl o m e ru li

fi v e w e e k s aft er s alin e or m A b 1 - 22 13 inj e ctio n ･ N o

diffe r e n c e i n t h e n u m b e r o f O X l l p o siti v e p a n

l e u k o cy t e s i n gl o m e r u li is d et e ct e d b et w e e n th e

g r o u p s o f s ali n e a n d a n ti - T h y I ll m A b i nJ e Cti o n ･

T h e n u m b e r o f l e u k o c yt e s i n gl o m e r uli r e c o v e r e d

t o n o r m al r a n g e s at 丘v e w e ek s a 鮎r th e a n ti - T h y l ･1

m A b i nj e cti o n ･

Gl o m e m l a r L e si o n b y a S e c o n d A tta ck 1 1 9

m o u s e l g s ( D a k o p att s ,
G l o s tr u p ,

D e n m a rk) t o d et e c t

b o u n d m A b 1 - 2 2 -3 . T h e s e cti o n s w er e als o st ai n e d w ith

F I T C - c o nj u g at e d a n ti - r at C 3 ( C a p p el
,

W e st C h e st e r
,

p A
,
U S A ) . T o id e n tify th e i n fl a m m at o ry c ells r e c r uit e d

in t o gl o m er uli
,
t h e s e c ti o n s w e r e st ai n e d w ith R P - 3 ,

w h i c h r e c o g n i z e s p ol y m o rp b o n u cl e a r l e u k o c y t e s

(p M N s) , ( k i n d ly d o n at e d b y D r ･ S e n d o , Y a m a g a t a

u n i v e r sit y ,
Y a m a g at a ) ,

a n d th e n st ain e d w ith F I T C -

c o nj u g at e d a n ti - m o u s e Ig M ( S o u th e rn B i o t e c h n ol o g y

A s s o ci at e s) .

E x p e r i m e n t 4

F i v e r at s w e r e i n t r a v e n o u sly lI山e ct e d w it h 2 m g o f

m A b 1 - 2 2 -3 t w i c e w ith a n i n t e rv al o f fi v e
ァ

e ek s (t w o

inj e cti o n g r o u p) . A s a c o n tr ol ( si n gl e i nj e c t1 0 n g r o u p) ,

fi v e r at s w e r e I nj e ct e d w it h 2 m g o f m A b 1 - 2 2 - 3 fo r

fi v e w e ek s aft e r th e i nj e c ti o n o f s ali n e ･ A ll r at s w e r e

s a c rifi c e d fi v e d ay s aft er th e l a st l nj e cti o n ･ A ft e r c a rdi a c

p u n ct u r e fo r bl o o d s a m plin g '
th e kid n ey s w e r e r e m o v ed

,

w eig h e d
,

c ut i nt o p o rti o n s
,
a n d u s e d fわr a s s e s s m e nt b y

IF . K id n e y s e cti o n s w e r e st ai n e d w ith s p e cifi c m A b s

a g ain st r at ly m p h o cy t e s o r m o n o cy t e a n tlg e n S ･ M o u s e

a nti -r at m A b O X - 3 8 (I g G 2 a
,

a n ti - C D 4) w as u s ed a s a

h elp e r T I C ell m ark e r
,

a n d O X 1 8 (Ig G l
,

a n ti - C D 8) a s a

c y t ot o xi c/s u p p r e s s o r T - c ell m ar k e r ･ O X - 3 8 a n d O X 1 8

w e r e p r e cip lt at e d 丘o m as cit e s u s l n g th e c o rr e sp o n din g

b y b ri d o m a ( E u r o p e a n C o ll e cti o n o f A n i m al C ells ,

p ort o n D o w n
,
S alis b u ry , U K ) . E D l (Ig G l

,
r e a cti v e w ith

-

>

句
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～
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≡
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鷲
I
缶壬忍Ti

凄w 0

A ft e r t h e l a s t i nj e c ti o rl

6 m

F ig ･
3 ･ K i n etic s o f p r ot ein u ri a o f r at s a ft e r s l n gl e

o r t w o I nj e cti o n s o f a n ti - T h y l ･l m A b ･ A si n gl e

i n t r a v e n o u s l nJ e C t i o n o f a n t i - T h y l ･
1 m A b

i n t o W is t a r r at s c a tl S e d m a s si v e b u t t r a n si e n t

p r o t e in u r l a , W h e r e a s t w o c o n s e c u ti v e l nJ e C ti o n s

c a u s e d p e rsist e n t p r ot ei n u ria ･ P r ot ei n u ri a in cr e a s ed

g r a d u ally a n d p er sist e d e v e n six m o n th s a 鮎 r th e

s e c o n d i nj e cti o n o f a n ti - T h y 1 ･1 m A b ･
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Sin gle i nj e cti o n g r o u p T w o i nj e cti o n g r o u p

F ig ･ 4 ･ P h ot o m i c
.

r o gT
aP h s o f p e ri o di c a cid - S c h iff ( P A S) st ai ni n g o f kid n ey s e cti o n s fr o m r at s si x m o n th s

a ft e r a s i n gl e i n J e Ct l O n O r t w o c o n s e c u ti v e Inj e c ti o n s o f a n ti - T h y I ll m A b l 1 2 2 - 3 . A
. A l m o st n o r m al

g l o m e r uli a r e o b s e r v e d at si x m o nt h s aft e r a s l n gl e I nj e cti o n o f a n ti - T h y l ･l m A b
,
B ･ w hile s e v e r e

m e s a n gi al e xp a n sio n s a r e o b s e rv e d in m o s t gl o m e ru 1i at si x m o n th s a ft e r t w o c o n s e c u ti v e I nj e cti o n s o f a n ti -

T h y 1 . 1 m A b .

p a n m o n o c y t e s/ m a cr o p h a g e s) a n d E D 3 (Ig G 2 a , r e a c ti v e

w it h m a c r o p h a g e si al o a d h e si n) w e r e p u r c h a s e d fr o m

C h e m ic o n I n t e r n ati o n al I n c . ( T e m e c ul a
,
C A

,
U S A ) .

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

B i ot e c h n ol o g y A s s o ci at e s) a n d F I T C I C O nj u g at e d g o at

a n ti - m o u s e lg G 2 a ( S o u th e rn B io t e ch n ol o g y A s s o ci at e s)
w e r e tlS e d a s s e c o n d a ry a n tib o d i e s . T h e n u m b e r o f

m o n o n u cl e a r c ell s p e r gl o m e r u l a r c r o s s s e c ti o n ( c/

g c s) w a s c o u n t e d in 5 0 r a n d o m ly s el e c t e d f ull - si z e d

g l o m e r u li b y a n o b s e r v e r w h o w a s ll n a W a r e O f t h e

e x p eri m e n t al p r o t o c ol .

L a b o r a t o ry l n V e S tig ati o 皿S

S e r u m
.

c r e ati ni n e , s e r u m b l o o d u r e a n it r o g e n ( B U N )
a n d u rl n a ry C r e atin in e le v el s w e r e m e a s u r e d . F r o m th e

d at a o n s e r

?
m c r e atin in e (S c r) ,

u rin ary c r e ati ni n e ( U cr) ,

2 4 -h o u r u rl n e V Ol u m e ( V ) ,
a n d b o d y w eig h t ( B W ) at

s a c ri丘c e
,
th e 2 4 -h o u r e n d o g e n o u s c r e atin in e cl e ar a n c e

( C c r) w a s c alc ul at e d u sin g th e fわllo w in g fわr m ul a:

C c r( m l/ m i n/1 0 0 蛋B W )
- U c r ( m g/dl) ×Ⅴ( m l)

×1/ S c r ( m g/dl) ×1/1 4 4 0 ( m i n) ×1/ B W (g) ×1 0 0

Lig h t m i c r o s c o p y

F o r th e L M st u d y ,
a p art o f t h e kid n e y w as fi x e d w ith

C a rn o y
-

s s olu ti o n
,
e m b ed d e d i n p a r a fG n

,
c u t in t o 4 LL m

s e cti o n s , a n d s t ain e d w ith a p eri o dic a cid - S c hi ff (F A S)
r e a g e n t .

I F

Tis s u e s a m p l e s fo r IF st u d ie s w e r e s n ap
- fr o z e n i n p r e -

c o ol e d n - h e x a n e a n d st o r e d a ト 7 0
o

C . F r o z e n s e cti o n s

3 -

p m th i ck w e r e c u t w it h a c r y o s t at a n d st ain ed w ith

a n tib o die s as d e s c rib e d a b o v e .

S t a ti stic al a n aly sis

S t atisti c al sig nifi c a n c e w as e v alu at e d u s l n g th e u n p air e d

t - t e s t o r t h e M a n n - W h it n e y U - t e s t ･ V al u e s w e r e

e x p r e s s e d a s t h e m e a n 士 S D I D iffe r e n c e s at p
< 0 ･ 0 5

w e r e c o n sid e r ed sig ni丘c a n t ･ D at a w er e a n aly z e d u s ln g
S t at V i e w fわr W i n d o w s ( A b a c u s C o n c e p t s , B e r k el ey ,

C A
,
U S A ) .

R E S U L T S

E x p e ri m e n t 1

L e u k o c y t e s i n filt r a t l n g I n t o gl o m e r u li fi v e w e e k s

a ft er s ali n e o r m A b l 1 2 2 1 3 i nj e c ti o n w e r e e v al u at e d

b y c o u n t ln g th e n u m b e r o f gl o m e m l ar O X - 1 p o siti v e

c e11s ･ N o diffe r e n c e i n t h e n u m b e r o f O X l l p o s itiv e

p a n le u k o c y t e s i n g l o m e ru 1i w a s d et e ct e d b et w e e n t h e

g r o u p s o f s ali n e a n d a n ti - T h y l ･1 m A b i nj e cti o n (F ig .
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F ig ･ 5 ･ R ep r e s e nt ati v e i m m u n o fl u o r e s c e
p

c e (IF) fi n din g s o f b o u n d m A b 1 - 2 2 - 3 a n d C 3 i n gl o m er uli a n d th e v al u e s

o f s e r u m C H 5 0 ･ R ep r e s e n t ati v e I F s t a l ni n g s w it h F I T C - c o
.

nj u g at e d a n ti - m
?

u s e I g s ( A a n d B) a n d w ith F I T C -

?
o nj u g at e d a n ti - r at C 3 ( C a n d D) ar e sh o w n . N o di ff e r e n c e l n S t ain in g in t e n s l ty o f b o u n d m A b l 1 2 2 -3 a n d r at C 3

1S O b s e rv e d b et w e e n t h e g r o u p s o f si n gl e a n d t w o a n ti - T h y 1 ･1 m A b inj e c ti o n s ･
N o diffe r e n c e in th e v al u e o f s e ru m

C H 5 0 w as d et e ct ed in eith e r g r o u p ( E) ･

u l
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Fig . 6 . T h e n u m b er o f R P -3 p o sitiv e c ells i n fi ltr atl n g I n t o g lo m e r uli 3 0 m in aft e r th e l a st Inj e c ti o n o f a n ti - T h y 1 ･1

m A b . A . R ep r e s e nt ati v e IF st ain ln g S O f R P - 3 p o siti v e c ells i n gl o m e ru 1i a ft e r t h e fi r st B ･ o r t h e s e c o n d C ･ inj e cti o n

o f m A b l 1 2 2 1 3 a r e sh o w n . T h e n u m b e r o f R P 3 p o sitiv e c ells i n filtr atl n g i n t o g l o m e r u li 3 0 m in a ft e r th e first

lnj e cti o n o f a n ti - T h y 1 .1 m A b is l ar g e r t h a n t h at o f 3 0 m in a ft er th e s e c o n d i nj e cti o n ･
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F ig ･ 7 ･ T h e n u m b er o f E D I p o sitiv e c ells a n d E D 3 p o siti v e c ells i n fi lt r at l n g I nt o gl o m e ru 1i fi v e d ay s aft e r th e l a st

i nj e cti o n o f a nti - T h y I l l m A b ･ R ep r e s e n t ati v e IF st ai nin g s of E D l (A a n d B) a n d E D 3 ( C a n d D ) ar e s h o w n . T h e r e

lS n O diffe r e n c e i n t h e n u m b e r o f E D I p o siti v e c ells i n filtr atin g l n t O gl o m e ru 1i fiv e d ay s a ft e r th e l a st i nj e c ti o n

b et w e e n th e g r o u p s o f sin gle a n d t w o a nti - T h y 1 ･1 m A b i nJ e Cti o n s ･ T h e n u m b e r o f E D 3 p o siti v e c ells i n fi lt r ati n g
i n t o gl o m e ru 1i fi v e d ay s a ft er t h e s e c o n d i nj e cti o n o f a nti - T h y 1 .I m A b (t w o i nj e cti o n g r o u p) is l arg e r th a n th at o f

fi v e d ay s aft e r th e fi r st inj e ctio n ( si n g le i nj e c ti o n g r o u p) .
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F ig ･ 8 ･ T h e n u m b er o f C D 4 p o siti v e c ells a n d C D 8 p o siti v e c ell s in fi lt r at ln g I nt o gl o m e ru li fi v e d a y s a ft er th e l ast

inj e cti o n o f a n ti ‾ T h y 1 ･1 m A b ･ R ep r e s e n t ativ e IF st ai nin g s o f C D 4 ( A a n d B) a n d C D 8 ( C a n d D) a r e sh o
ァ

n ･ T h e r e

lS n O diffe r e n c e in th e n u m b er o f C D 4 p o siti v e c e lls in filt r ati n g I nt o g l o m er uli fi v e d a y s aft e r t h e l a st I nj e cti o n

b et w e e n th e g r o u p s o f sin gl e a n d t w o a nti - T h y l ･ 1 m A b inJ e Ctio n s ･ T h e n u m b er o f C D 8 p o siti v e c ells i n fi 1t r atl n g
in t o g l o m e ru li fi v e d ay s aft e r th e s e c o n d i nj e c ti o n o f a n ti - T h y I .1 m A b (t w o i nj e c ti o n g r o u p) is l a rg e r t h a n th at o f
fi v e d a y s aft e r th e fi rst i nj e cti o n ( sin gle inj e cti o n g r o u p) .
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2) . T h e n u m b e r o f l e u k o c y t e s i n g l o m e m li r e c o v e r e d

t o n o rm al r a n g e s at fi v e w e e k s a ft e r a nti - T h y I
l
l m A b

l nJ e Ctio n
.

E x p e ri m e n t 2

A sin g le in tr a v e n o u s Inj e cti o n o f a n ti - T h y 1 .l m A b in t o

W ist a r r at s i m m e di at ely c a u s e d m a s si v e p r ot ei n u ri a
,

b u t t his w a s tr a n si e n t . P r ot ei n u ri a p e ak e d o n d ay 3
,

a n d t h e n g r a d u ally d e c r e a s e d . T h e s e c o n d inj e cti o n

c a u s e d p e rsi st e n t p r ot ei n u ri a . It g r a d u ally i n c r e a s e d

a n d p e r sist e d fわr m o r e th a n six m o n t h s a 洗e r th e l a st

i nj e c ti o n (F i g ･ 3) ･
A l m o s t n o r m al g l o

??
r u lュ w e r e

o b s e r v e d at si x m o n t h s a ft e r a s i n g l e I nj e cti o n o f

a n ti - T h y 1 .1 m A b (F ig . 4 A) ,
w hil e s e v e r e m e s a n gi al

e x p a n si o n s w e r e o b s e r v e d i n m o st gl o m e r uli a t si x

m o n th s a ft e r t w o c o n s e c u tiv e l nJ e Ctio n s o f a n ti - T h y 1 .1

m A b (F ig . 4 B) . T w o c o n s e c uti v e i nj e cti o n s o f a nti - T h y

1 .1 m A b i n d u c e d m e s a n gi al le si o n s si m il a r t o h u m a n

m e s a n gial p r olifer ati v e G N .

E x p e ri m e n t 3

N o diff e r e n c e i n s t ai n i n g l n t e n S lt y O f b o u n d m A b

1 - 2 2 -3 (F ig ･ 5 A a n d B) a n d r at C 3 (Fig ･ 5 C a n d D ) w
?

s

o b s e r v e d b e t w e e n t h e g r o u p s o f sin gl e a n d t w o a n tト

T h y 1 .1 m A b inj e cti o n s . N o diffe r e n c e i n th e v al u e o f

s e ru m C H 5 0 3 0 m i n aft e r t h e l as t Inj e cti o n w a s d et e ct e d

in eith e r g r o u p (F ig . 5 E) . T h e n u m b e r o r R P 3 p o sitiv e

c ells i n filt r at l n g I n t o gl o m er u li 3 0 m i n a ft e r th e fir st

Inj e cti o n o f a n ti - T h y 1 .1 m A b w a s l a rg e r t h a n th at o f

3 0 m i n a ft e r th e s e c o n d inj e cti o n (8 .7 0 士 3 .5 1 v s ･ 2 12 4

士 0 . 8 1 / g c s , p
- 0 .0 0 3 9 , F ig . 6) .

E x p e ri m e n t 4

T h e r e w a s n o differ e n c e in th e n u m b er o f E D I p o sitiv e

c ells i n filt r at ln g I n t o gl o m e r uli fiv e d ay s a ft e r th e l as t

I nj e cti o n b et w e e n th e g r o u p s o f si n gl e a n d t w o a n ti - T h y

1 .1 m A b inj e c ti o n s ( 9 .1 4 士 1 .7 8 v s . l l .2 3 士 l .8 0 / g c s
,

p
- 0 .1 0 2 5

,
F ig . 7) . T h e n u m b e r o f E D 3 p o sitiv e c ell s

i n filt r at in g I n t o gl o m e r u li fi v e d a y s aft e r th e s e c o n d

i nj e cti o n o f a n ti - T h y 1 ･I m A b (t w o i nj e ctio n g r
?

u p) w a s

l a rg er th a n th at o f fi v e d ay s aft e r th e th e fi r st Inj e cti o n

( si n gl e i nj e cti o n g r o u p) (4 .7 8 j = 2 . ll v s . 9 .0 6 士 1
.6 1 /

g c s
, p

- 0 .0 0 6 9 ,
F ig . 7) . T h e r e w as n o diffe r e n c e i n t h e

n u m b e r o f C D 4 p o sitiv e c ells i n fi ltr ati n g i n t o gl o m e ru 1i

fi v e d a y s a ft e r th e l a st Inj e cti o n b e t w e e n t h e g r o u p s o f

si n gl e a n d t w o a n ti - T h y 1 .1 m A b i nj e ctio n s (4 ･7 4 j = 2 ･2 6

v s . 5 .6 1 土 2 .3 7 / g c s
, p

- 0 .5 6 6 9
,
F ig .8) . T h e n u m b e r o f

C D 8 p o siti v e c ells i n 丘1t r at ln g l n t O gl o m e m li 丘v e d ay s

a ft e r t h e s e c o n d i nj e c ti o n o f a n ti - T h y 1 .1 m A b (t w o

inj e cti o n
.

g
.

r o u p) w a s l ar g er t h a n th at o f fi v e d ay s a ft er

th e fi r st l nJ e Cti o n ( sin gle inj e cti o n g r o u p) (4 ･4 9 ± 1 ･ 0 7

v s . 6 .4 4 ± 1 .4 5 / g c s
, p

- 0 .
0 4 1 8

,
Fig ･ 8) ･
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T h y I l
l n e p h r iti s i s c h a r a c t e ri z e d b y s e v e r e

m e s a n gi o ly s IS
,
th e r e c r uit m e n t o f in fl a m m at o ry c ell s

,

a n d th e c o n s e q u e nt m e s a n gi al p r olife r ati o n a n d m atri x

e 耳p a n Sio n 5)
. A lt h o u g h it is w id ely u s e d a s a m o d el o f

h u m a n m e s a n gi al p r olif er ativ e G N 7
,
8)

,
th e G N m o d el

i n d u c e d b y a s l n gl e inj e cti o n o f a n ti - T h y I ll m A b is

r e v er sib le
,
a n d m e s a n gi al alt e r ati o n s a n d p r ot ei n u ri a ar e

n o m ali z e d w it hi n o n e m o n th a 氏e r di s e a s e i n d u c ti o n
.

T h u s ,
t h e m o d e l is n o t s u it ab l e t o i n v e s ti g a t e t h e

p r o g r e s si v e m e ch a nis m o f m e s a n gi al p r olif er ati v e G N ･

O u r g r o u p h a s b e e n tr y l n g t O e st ab li sh a b ett er m o d el

w ith p r o l o n g ed m e s a n g i al alt e r ati o n s w ith p e r sis t e n t

p r ot ei n u ri a ･ W e h a v e alr e ad y r e p o rt e d o n t w o m o d el s:

t h e fi r st is c a u s e d b y t w o c o n s e c u tiv e Inj e ctio n s o f a n ti -

T h y l ･1 m A b 1 - 2 2 -3 w it h a n i nt er v al o f t w o w e ek s 4)
,

a n d t h e s e c o n d is b y a s ln gl e inj e ctio n o f a n ti - T h y I
l
l

m A b t o u n ilat e r ally n e p h r e ct o m iz ed r at s
9)

･

I n t h is s t u d y ,
w e d e m o n s t r at e d th a t t h e s e c o n d

I nj e c ti o n o f a n ti - T h y l . 1 a ntib o d y fiv e w e e k s a ft e r th e

fi rs t Inj e cti o n c a u s e d ir r e v e r sib le m e s a n gi al alt er ati o n s

w it h in c r e a s ln g p r Ot ei n u ri a ･ It s h o u ld b e e m p h a si z e d

th at th e s e c o n d att a c k fi v e w e e k s aft e r t h e first
,

w h e n

th e m e s a n gi al alt e r ati o n s , i n fl a m m at o ry r e a ctio n s a n d

p r o t ei n u ri a c a u s e d b y th e fi r st att a c k w e r e alr e a d y

r e c o v e r e d t o n o r m al r a n g e s
,

w a s c ap a bl e o r in d u ci n g

irr e v e r sibl e gl o m e m l ar alt e r atio n s ･ I n th is m o d el
,
s e v e r e

gl o m e m l a r alt e r ati o n w ith m e s a n gi al m atrix e x p a n si o n

w as still e vid e n t at si x m o n th s aft er th e s e c o n d i nj e cti o n

o f a n ti - T h y l . 1 m A b (F i g . 4) ･ P r ot ei n u ri a c a u s e d b y

th e s e c o n d att a c k w it h th e a n tib o d y w as m ild e r th a n

th at c a u s e d b y th e fir st
,
b u t it i n c r e a s e d w ith ti m e

,

a n d r e a c h e d t h e a v e r a g e v al u e o f 1 5 5 ･ 8 m g/d ay at

six m o n t h s aft er th e s e c o n d at t a ck ( F ig . 3) . A lth o u g h

w e d et e ct e d a r el ati v ely l a rg e in d i vid u al diffe r e n c e

i n th e a m o u nt o f p r ot ein u rl a
,

W e O b s e r v e d i n t h e L M

st u dy th at all r at s s h o w e d s e v e r e m e s a n gi al alt e r ati o n s

w it h o u t r e m a rk ab l e i n di vid u al diffe r e n c e s . T h e m o d el

c o uld b e a m i m ic o H lu m a n Sl o w ly p r o g r es si v e G N ･

T h e p r e s e n t s 山d y cl e arly sh o w s th at
,
if gl o m e m li ar e

o n c e l nj u r e d
,

e v e n aft e r th eir alt e r ati o n h a s r e c o v e r e d

a n d t h ey ap p e a r n o r m al
,
th e gl o m e r u li h a v e a hig h

s u s c e ptib ility t o th e n e xt att a ck ･ W e p r e cis ely a n aly z e d

t h e e a rl y e v e n tj u s t a ft e r t h e s e c o n d at t a c k (t w o

inj e cti o n g r o u p) a n d c o m p a r e d it w ith th at aft e r t h e fi r st

att a ck ( sin gl e inj e cti o n g r o u p) .
It is p la u sibl e th at thi s

st u d y w ill h elp t o id e ntify c riti c al fa ct o rs r e s ulti n g l n

irr e v e r sib le gl o m er ul a r alt e r ati o n s ･ W e fi r st c o n fir m ed

t h at th e r e ar e n o di ffe r e n c e s i n t h e st ai n l n g ln t e n S lty

o f b o u n d m A b ト2 2 - 3
,
r at C 3 i n g lo m e r u li

,
a n d s e r u m

C H 5 0 l e v el s d et e ct e d a t 3 0 m i n a ft er t h e i nj e c ti o n

b et w e e n t h e t w o g r o u p s ( F ig . 5) ･ T h e s e r e s u lt s sh o w



1 2 4 K . S u z u K I e t al.

th at t h e p o t e n c y o f t h e att a c k s ag al n St th e m e s a n gi al

c ell is s a m e fわr b o th g r o u p s .

N e x t
,

w e a n a ly z e d t h e i n □a m m a t o ry r e s p o n s e s

i n g l o m e r u li a ft e r t h e s e c o n d m A b i nj e ct i o n
,

a n d

c o m p ar ed t h e m w it h th o s e a ft er th e fi rst I nj e c ti o n . T h e

c u rr e n t s t u d y s h o w s th at th e n u m b e r o f P M N ( R P 3

p o siti v e c ells) r e c mi t e d i n t o gl o m
?

ru li i n r at s 3 0 m in

a ft er t h e s e c o n d i nj e cti o n (t w
?

i n
j

e c ti o n g r o u p) w a s

cle a rly le s s th a n aft er th e fi r st i nJ e Ct 1 0 n (sin gle i nj e ctio n

g
r o u p) (F ig ･ 6) ･ A lth o u g h t h e r o le s o f P M N s r e c mi t e d

l n t O gl o m e r u li ar e u n c e rt ai n
, th e r e s ult s o b t ai n e d i n

th is st u d y s h o w t h a t P M N s d o n ot c o n trib u t e t o th e

p r o g r e s si o n o r c h r o n ic g l o m e m l a r le si o n s .

W e t h e n a n aly z ed th e i n fl a m m at o ry c ells r e c ru it e d in t o

gl o m e ru 1i fi v e d ay s a ft e r I nj e ctio n si n c e w e o b s e rv e d in

o u r p r e vi o u s st u d y th a t th e n u m b e r o f th e gl o m e r u la r

i n fi lt r ati o n c ells p e ak e d o n d a y s 5 - 7 a ft e r th e i nj e cti o n

o f a n ti - T hy 1 .1 m A b 3
,
4 )

. A n ot h er r e a s o n w h y w e c h o s e

t h is ti m e p o i n t w a s th at t h e p r o t ei n u ri a p e a k e d o n

d a y s 3 - 5 aft er th e inj e cti o n o f a nti - T h y 1 .1 m A b . T h e

r e s ult s sh o w th at th e r e is n o s lg n ifi c a nt diffe r e n c e i n th e

n u m b er o f p a n - m a cr o p h ag e s ( E D I p o siti v e c ell s) a n d

C D 4 p o siti v e c ells w e r e r e c r uit e d i n gl o m e m li b et w e e n

b ot h g r o u p s (F ig . 7 a n d 8) , w h il e t h e n u m b e rs o f E D 3

p o sitiv e c ells a n d C D 8 p o siti v e c ells i n filt r at l n g I n t o

gl o m e r uli a r e s lg n ifi c a n tly l ar g er at fi v e d ay s a ft e r th e

s e c o n d i nj e cti o n (t w o i
Tj

e cti o n g r o u p) th a n a ft e r th e

fir s t inj e cti o n ( si n gl e i nj e cti o n g r o u p) (F ig . 7 a n d 8) .

T h e s
?

r e s u lts s u g g e st t h at a cti v at e d m a c r op h ag e s ( E D 3

p
o sitl V e C ells) a n d C D 8 p o sitiv e c e lls a r e i n v o l v e d

l n th e d e v el o p m e n t a n d t h e p r o g r e s s i o n o f c h r o ni c

gl o m er ul ar l e sio n s .

I n c o n clu si o n
,
t h e c u r r e n t s t u d y d e m o n s tr at ed th at th e

s e c o n d att a ck t o t h e m e s a n gi al c ell a 氏er t h e alt er ati o n s

c a u s e d b y th e firs t I nj e cti o n w e r e n o r m ali z e d c a u s e s

ir r e v e r sib l e m e s a n gi al alt e r ati o n s w it h p e r si s t e n t

p r o t e i n u ri a . T h e alt e r ati o n s c o uld s e r v e a s a n o v el

m o d el t o a n aly z e th e m e ch a nis m o f th e p r o g r e s si o n o r

C G N .

A c k n o w l e d g m e n t s . T hi s w o rk w a s s u p p o rt e d b y a

G r a n トA id s fわr S ci e n tifi c R e s e a r c h ( B ) ( 1 3 5 5 7 0 8 4

a n d 1 4 3 7 0 3 1 7 t o H . K a w a c hi) ,
a n d a G r a n t - A id s fo r

S cie nti丘c R e s e ar ch ( B) (1 5 3 9 0 2 6 8 t oノF
. S hi m i z u) 丘o m

th e M in ist ry o f E d u c ati o n
,
C u lt u r e

,
S p o rt s

,
S cie n c e a n d

T e c h n ol o g y o f J ap a n ･ T h e a u th o rs w o uld lik e t o e x p r e s s

th ei r g r a tit u d e t o D r . Y o h ei lk e z u m i
,

D r . T a k e s h i

N ak at s u e
,
D r . T a ek o H a sh i m o t o

,
a n d D r . Y ut ak a H arit a

f o r th eir h elp f u l di s c u s si o n s
,

a n d t o M s . M u t s u m i

K a y a b a , M s . C h ih a r u N a g a s a w a , a n d M s . M a t s u

H o n m a f o r th eir e x c ell e n t t e c h n i c al a s s ist a n c e
. W e

w o u ld als o lik e t o th a n k D r . S at o k o S u z u k i
,
M r . T ais ei

S u z u k i
,
M r . H ir o shi S u z u ki , a n d M s . T a k ak o S u z u ki fわr

th eir c o rdi al c o o p er ati o n .
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