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　　　This　study　was　desi＄11ed　to　investigate　the　role　of　lnacropha即s（Mφs）accしImulating　ill　illjured　glon｝eruli．

Anti－thymocyte　seruln（ATS）nephritis　was　induced　in　rats　by　an　intravenous　injection　of　ATS　on　Day　O．

After　three　days　methylcellulose（MC）was　givelユintraperitolleally　to　induce　the　intraglomerula1・accumula－

tion　of　Mφs．　Urinary　protein　excretion　and　glomerular　histology　were　examined　in　this　group（ATS十MC）and

compared　with　ATS　Qr　MC　alolle　treated　groups　ulユtil　Day　35．

　　　The　MC　group　showed　an　increasing　accumulation　of　Mφs　ill　the　mesangial　areas　by　Day　6　without

proteinuria．　In　the　ATS　group，　the　peak　of　proteinuria　was　noted　on　Day　2　and　ballooning　of　the　glomerular

capillary　loop　ancl　mesangial　proliferation　with　extracellular　matrix（ECM）production　occurred　through

Days　4　to　8，　but　thereafter　the　amount　of　ECM　gradually　reduced　until　Day　35，　Additiollal　treatm色llt　with　MC

（ATS十MC　group）produced　biphasic　proteinuria　with　peaks　at　Days　2　ancl　7，　Glomerular　histopathology　in

the　ATS十MC　group　revealed　the　most　pl’onounced　niesangial　accumulation　of　Mφs，　with　a　high　incidence　of

tiupture　of　glomerular　basement　membranes，　extracapillary　exudation，　and　synechia　leading　to　sclerotic

challges，

　　These　results　suggest　that　glomerular　Mφs　play　important　and　signi丘cant　roles　in　injuries　consisting　of

initial　matrix－1ysis　and　subsequent　glomerular　sclerosis．　Shinsゐz‘Med／45’177一ヱ9ヱ，1997

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　January　24，1997）
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　　　　　　　　　　　1緒　言　　　　フ㍗ジが綱体陳出現し・綱体骸の発症謹
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　展に大きく関与していることが諭議されてきた1｝－3）。

種々の糸球体腎炎において血行由来の単球／マクロ　　その中でも糸球体硬化におけるマクロファージの役割

別刷請求先：山本　正敏　　　　　　　　　　　　　　が注目されているが，糸球体障害を増悪させ硬化へと

〒399－・・45伊那市西箕輪8047　　　　　　　　　　　　進展させるメカニズムにはまだ不明な点が多い。

　　　　　　株式会社イナリサーチ　　　　　　　　　　　腎炎急性期の障害糸球体では，起炎物質や炎症産物
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Group　　　ATS　Saline

①A丁s　　l　　LLLL．」．＿．＿一一＿＿＿l
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③閾c　L＿ヱ⊥⊥⊥＿L＿⊥＿＿」＿＿一一一tt－．tt」
　　　　　Od　　　　　　3d　4d　5d　6d　　　　8d　　　　　　　13d　　　　　　　　　　20d　　　　　　　　　　　　　　　　35d
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　　　　Saline
④Contr。l　L＿＿＿LLL」＿＿」＿＿＿＿L＿＿＿＿＿」

　　　Od　　　　　　　　　4d　5d　6d　　　8d　　　　　　　13d　　　　　　　　　　20d　　　　　　　　　　　　　　　　35d

（悶o．　of　animE…6s）　　（2）（1）（2）　　（2）　　　　　　（2＞　　　　　　　　　（2）　　　　　　　　　　　　　　　（6）

（1）　Anti－thymocソte　sorum　（ATS）　group　　②　ATS十腰C　group　◎）　闊⑤thylcellulose　（闘C）　group

④Contr。1（Sa　li　ne）group　d：days　of　exp日riment

Fig．1　Experimental　design

の処理にマクロファージがスカベソジャーとして糸球　　増悪にどのように関わるかを経時的に観察した。また，

体浄化に働き，修復に寄与すると同時に自己の放出す　　腎糸球体にマクロファージが持続的に停滞することと

るプPテアーゼやコラゲナーゼにより糸球体基底膜な　　硬化性病変の発生との関連についても形態学的な検討

どの障害をもたらすことが指摘されている’1）S｝。進行性　　　を加えた。

腎障害モデルである馬杉腎炎におけるマクロファージ
の動灘劉移入・1・・あるいは重印制1・に関する研究や，　　　II材料と方法

腎切除動物il）IZ｝における観察から，障害糸球体に侵入　　　A　実験動物

したマクロファージは糸球体腎炎の進展に大ぎく関わ　，　実験には5週齢の雄SPF　Crj：Wistarラット（日

っていることが明らかにされてきた。　　　　　　　　本チャールスリパー株式会社）を購入し，1〔旧間馴化

　抗ラット胸腺細胞抗甘1［清（ATS），または抗ラット　　飼育した後，体重216～264　gの動物を使用した。実験

Thy－1モノクロー一ナル抗体をラットに1回静脈内投　　期間中，温度21～25℃，湿度40～70％に設定した飼育

与すると，ヒトのメサンギウム増殖性腎炎t／こ類似した　　室において動物を個別に飼育して，市販固型飼料

糸球体変化が生じることが明らかとなり13｝－15），最近　　　（CRF－1，オリエンタル酵母工業株式会社）及び水道

では糸球体メサソギウムの増殖及び細胞外基質増加の　　水を自由に摂取させた。

メカ＝ズム解明のために広く研究されている。ATS　　B　抗ラット胸腺細胞抗血清（ATS）の作製

あるいは抗Thy　l抗体による腎炎（以下，抗Thy－一　　石崎2u｝の方法を参考に体重2～2．5kgのEl本白色種

1腎炎と略）では，腎炎惹起後2日以内にメサソギウ　　ウサギ（北山ラベス株式会社）を用いて免疫し，

ム細胞の融解を生じた後，顕著なメサンギウム細胞及　　ATSを作製した。すなわち，4週齢のWistarラヅ

び基質の増加をもたらすが，1～3ヵ月後にはほぼ正常　　　トの胸腺細胞浮遊液1×IOs／mlを等量のFreund’s

な糸球体に再構築されることが観察されているle）。し　　colnplete　adjuvant（latron，東京）と混合し，その1

かし，このように修復可能な腎炎モデルであるがゆえ　　mlをウサギの背部皮下に投与し，その2及び4週後

に，ヒトの進行性腎炎の増悪機構の解明という点から　　に1×106／mlの胸腺細胞を耳介静脈から静注した。

のアブP一チは不足している。　　　　　　　　　　　　最終免疫1週間後にチオペンタールナトリウム麻酔下

　著者はラットにメチルセル1コースCMC）を投与す　　で開腹し，腹部大動脈から全採エ血Lを行った。血清を分

ると糸球体に顕著な泡沫細胞の集積が生じることに注　　離後，569Cで30分間非働化し，ラット赤血球と反応、

目して17｝－u｝｝，抗Thy－1腎炎発症後にMCを付加投与　　　させた後のlft1清をATSとして使用した。

し，糸球体内に集積したマクロファージが腎炎の進行，
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　C　実験群の構成　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　光学顕微鏡的検査

　実験群の構成及び使用匹数をFig．1に示した。　　　　　還流固定した腎臓の一部を10％中性緩衝ホルマリン

　腎炎誘発のために〔L6m1のATSをラット羅静脈か　　液で一一晩浸漬圃定した。常法に従いパラフィン切片と

　ら1回投与し・この1］を実験0日とした。これらのラ　　し，ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色，過ヨウ素

　ットは投与後2日の尿蛋白排泄最に偏りがないように　　酸シッフ（PAS）染色及び過ヨウ素酸メテナミン銀

　1及びII群に分配した・　　　　　　　　　　　　　　　　（PAM）染色を施して鏡検した。なお，実験の35El

　I群：ATS投与後の腎炎の経過を観察した　　　　　　に採取した腎臓のPAM染色標本を用いて，各個体50

　　（ATS群）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　個の糸球体について糸球体硬化の頻度を調べるととも

II群：ATS投与後3日に0．5％Methylce11しllose（400　　に，　Saitoら21｝の方法により糸球体硬化指数（S．　L）

　　cP，和光純薬工業，以下MCと略）溶液を1回腹　　を求めて，各群の差を比較した。

　　腔内投与（5ml／kg）してMC付加の影響を調べ　　　糸球体内のマクロファージを同定するため，マウス

　　た（ATS十MC群）・　　　　　　　　　　　　　抗ラット単球／マクロファー一ジモノクローナル抗体

m群：実験0日に生理食塩液を投与し、実験3日に　　　（ED－1，　Chemicon，　USA）を用いて，免疫酵素抗体

　　〔〕．5％MC溶液を1回腹腔内投与して，　MC単独　　法により染色を実施した。すなわち，腎組織パラフィ

　　投与の影響を調べた（MC群）。　　　　　　　　　ソ切片を脱パラフィン後，0．1％トリプシン（DAKO

IV群：腎炎惹起ltlに生理食塩液を1回尾静脈内に投与　　JAPAN，東京）で37℃，1時間の処理を行い，0．3％

　　し，その後の処置は行わなかった（対照榊）。　　　　過酸化水素加メタノールで内因性ペルオキシダーゼの

　動物は各群とも実験の4，5，6，8，13，2〔〕及び　　阻止をした後，1％ウシ血清アルブミン加リソ酸緩衝

351ヨに屠殺して腎組織を採取した。　　　　　　　　　生理食塩水で400倍に希釈したED－1抗体と24時間反

D　尿蛋由排泄量の測定　　　　　　　　　　　　　　応させた。2次抗体にはビオチン標識ウサギ抗マウス

　代謝ケージ（東洋理工）を用いて，実験の0～8日　　免疫グPブリソを用い，室温で60分イソキュベートし

までは毎日，その後は10，12，14，20，27及び34日に　　た後，SAB　peroxidase染色キット（ニチレイ，

前日からの24時間蓄積尿を採取し，尿鍛を測定した。　　Japan）を用い，3，3一ジアミノベソチジン・4HCI

尿中蛋自濃度はピロガールレッド法（Micro　TP－test　　（DAB）により発色させた。

Wako，和光純薬工業）により測定し，24時間排泄量　　2　電子顕微鏡学的検査

を算出した。なお，データは35日に屠殺した各群6匹　　　還流固定した腎皮質の一部を0．1Mリシ酸緩衝液に

の動物について集計した。　　　　　　　　　　　　　溶解した2．5％グルタールアルデヒド水溶液に浸漬固

E　血液生化学検査　　　　　　　　　　　　　　　　　定したn1％四酸化オスミウム水溶液で後固定し，脱

　腎組織採取前に動物をエーテルで麻酔し，ヘパリソ　　水後Epok812（日新EM，東京）に包埋した。光学顕

加注射筒を用いて腹部大動脈から採血し，得られた血　　微鏡観察用に作製した厚切り切片をトルイジンブルー

漿について，尿素窒索（Urease・indopheno1法），ク　　で染色した後，ウルトラミクロトーム（MT2・B，

レアチニン（Jaffe法），総コレステロール（酵素法）　　Sorval1）で超薄切切片を作製し，ウラン・鉛二重染色

及び総蛋白（Biuret法）を自動分析装躍（El立715〔〕　　を行い，透過型電子顕微鏡（EI立H－300，東京）によ

自動分析装置）により測定した。　　　　　　　　　　　　り観察した。

F　病理学的検査　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G　統計学的処理

　腎組織を採取するため，腹部大動脈の左右腎動脈分　　　実験結果の集計値はMean±SD。で表示し，　Stu一

岐部より心臓側を結紮して血流を止めた。直ちに総腸　　dentのt検定を用いて対照群と他群との差あるいは

骨動脈分岐部から挿入したカ＝ユーレからヘパリン加　　ATS群とATS＋MC群との差の検定を行った。なお，

生理食塩液を注入すると同時に，後大静脈を切開して　　検定は4例以上のデータが得られた群について行い，

腎臓内の血液を軽く洗い流した。さらに，0．1Mリン　　危険率0．05以下の場合に有意差ありとした。

酸緩衝液（pH　7．4）に溶解した4％パラホルムアル

デ・ドを130cm　H，0圧で約3分間還流し，欄姻　　　　III結　果

定した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　尿蛋白

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2に24時間尿蛋白排泄量の推移を示した。
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Fig．2　Challges　hl　urillary　proteill　excretk）n．111　the　ATS（aiitithynコocyte　serum）十　　　　　　　　　｝

　　　1＞IC（methy】cellul｛）se）　grouP，亡he　amoullt〔｝fしlrinary　prc）teill　was　significantly　　　　　　　　　　　l

　　　elevated　ill　com1）arison　with　the　ATS　group，　from　Days　5　to　12，　MC　solutiol1　　　　　　．｝

　　　was　admhli＄te！’ed　perit｛）neally　3　clays　after　ATS　ir皇jetion，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．｛

　　　Il“；ach　Pく，illt　repreSt．tr｝ts　the　I｝lean二±：　S．　王己．　fc）r　6　rats，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll・

ATS群では2［］に尿舶排ll肋ピーク（129・il・iss　MC君羊で綱期に2例で聯鱗の軽渥魏増加ii

mg／day）がみられた後徐々に減少し，14日には対照　　　（24．4及び25，lmg／dl）が認められたが，その他には　妻

群との差を認めなくなった。ATS＋MC群では，2　　特記すべき変動はみられなかった。　ATS群では初期　l

E．iにATS群と同等の尿蛋白（120　±　32mg／day）を示　　に1例で尿素窒素の軽度な増加（24．5mg／dl）と総コ　｛

した後・MC付搬与2El働5EIか痢醐・泄鋤　・ステ・一・レの増加（144m9／dl）が需忍められ・総・1

増加がみられ，7EIに最高値（186±46rng／day）を示　　レステロールは他の例でもわずかに増加傾向を示した。　ii

した。尿薙白はその後すみやかに減少し，2｛｝1三「にはほ　　ATS＋MC群では，初期に3例で尿素窒素の軽度な　！

ぽ正常レベルに復した。対照群及びMC群ではいずれ　　増加（26．2～35．9mg／dl）及び総コレステPt　一ルの増　1i

も正常範囲内の値（30111g／day以下）で推移した。　　　加（105～1231ng／dl）が認められ，対照群との差は有　｛i

I3血液生化学的検査　　　　　　　　　　　　　　　　意であった。このように，　ATS一トMC群でみられた　1

　結果は試験期間の初1坦（6及び8E：D，中期（13日）　　変化はATS群と比べてやや強かったが，中期から後

及び後期（35日）の3時点に分けてTable　lに示した。　期には回復傾向あるいは回復を示した。　　　　　　　峯

Fig，3　Light　micrographs〔｝f　glomer．uli　in工＞IC・treated　rats　at　r）ays　5（a），13（b）and　35（c）

　　　c｝Fthe　experiment．　PAM×350

　a　：rvlild　hypercellu！arity　by　infiltratiol1〈〕f　mononuclear　or　fc｝aIny　vacuolated　cells　is　　　　　　　　　il

　　　seen　2　days　after　the　acllninistrati（）n　of　I＞IC．　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

b：Ma・y　f・・my　c・ll・a・e・bserv・d　i・th・m・・a・gi・1・・ea・10　d・y・aft・・the　admi・i・t・a－　　l

　　　tiOn　of　MC，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．l

c： Z1溜島色即11剛in…卿撚32蜘f臓　｝ii
Fig・4Light　mi…9…phs・f・gl・m…li・in　ATS・t・eat・d・at・t　D・y・5（・），8（b）a・d　35（・）　　　嚢

　　　1｝fthe　eXperiment．　PAM×350　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　薪

　a　：Ballocmin暫⊂｝f　capillary　looP　and　segmelltal　mesangial　proliferatioll　with　scanty　　　　　　　　　　l｛

　　　e・t・acd1・lar　rna　t．・ix　a・e　seen．　　　　　　　　　　　　　　　　l
　b　：M〔〕re｛ntense且1ユesangial　prohferatiぐ｝n　with　loosened　matrix　is　noted，　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll

　C：Mi！d　inCreaEe　of　the　rnesangrial　mε1trix（）nly，
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　　　　　　Fig．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．4
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Table　l　Effect　of　methylcellulose（MC）．tl’eatlllent（）11　plasma　biochemical　values　in　rats　after

　　　　induction　of　anti－thymocyte　serum（ATS）1ユephritis

1畿欝G・ou・温研1般肥留1控bt猫1㎞1烈群in
　　　　Control　418．2±1．6　0．45±0．08　62±3　4．92±0．63
　　　　1＞IC　 819，8±4．2　0，42±0．04　70±ll　5．03±O．346，8 `TS　　8　、8．2±3．4　。．40±。．05　82±28・　　4。89±。．29

　　　　ATS十MC　　8　　　22．4±7，4a）　　　0．42±0．07　　　　99±169〕　　　　4．67±0．40

　　　　Control　　　　　　　3　　　　　　19．2：ヒ2．0　　　　　　　　0．48±0．07　　　　　　　　60二t　6　　　　　　　　　　5．14±0．39

13　MC　　4　17・4±2・6　0・41±O・05　75±14　　5・08±0・43
　　　　ATS　　　　　　5　　　　18．2±2．5　　　　　0．45±0．08　　　　　63±6　　　　　　521±0．59

　　　　ATS十MC　　5　　　20．7±1．2b｝　　　1）．45±0．04　　　　75±4b｝　　　　5．22±0．35

　　　　Contr｛，！　　　　　　6　　　　　20．4±2．2　　　　　　　0．51±0．07　　　　　　　80：ヒ10　　　　　　　　　5．65±0．17

　　　　MC　　　　　　6　　　18．7±1．7　　　　0．51土0．05　　　　59±6a》　　　　5．41＋0．31
35　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
　　　　ATS　　　　　　6　　　20．4±1．7　　　　　0．50±0．09　　　　　68±15　　　　　　5，59±0．21

　　　　ATS十MC　　6　　　22．1±2．8　　　　0．50±〔1．03　　　　80±12　　　　　5．52±0．34　　睾

Each　value　is　expressed　as　mean±S．D．

Io　Significant　difference　fr〔〕m　the　contro1（p〈0．05）．

h｝Sigllificallt　Clifference　between　ATS　and　ATS十MC　groups（p＜0．05）．　　　　　　　　　　　　　　　　ト1

C　賢臓の肉眼及び光学顕微鏡検査　　　　　　　　　　て糸球体は腫大し，毛細血管腔は周辺部へ押しやられ　ii

　ATS＋MC群では，6Elにおいて2例で肉眼的に　　ていた（Fig．5a）。さらに，係蹄基底膜の断裂により

軽度の腫大と裾色がみられた。また，8日において1　　フィブリン及び泡沫細胞のボウマソ腔への流出が認め　／1

例で腎臓の軽度な腫大が認められた。その他の群の動　　られた（Fig．5a）。8日では糸球体の大部分はさらに

物では異常は認められなかった。　　　　　　　　　　腫大し，好酸性の液性成分と大型の泡沫細胞で占めら

　光学顕微鏡検査において，MC群では4日から糸球　　れ，管外にはボウマソ嚢との癒着や泡沫細胞を混じた

体は単核細胞の浸潤により富核を示し，5及び6日に　　半月体が形成されていた（Fig．5b）。13日以降，泡沫

はメサンギウム領域にMCを寅食したと思われる腫大　　細胞は次第に結節状に集籏したが，35日にはその周辺

した泡沫細胞の集積（Fig．3a）が次第に増加したが，　　部に細胞外基質の増加がみられるようになり，癒着部

糸球体係蹄構造はよく保持されていた。メサソギウム　　付近の係蹄は虚脱して硬化の様相を呈するようになっ

領域に出現した泡沫細胞はその後日数の経過とともに　　た（Fig．5c）。また，泡沫細胞が消失した一部の糸球

大きさを増した（Fig．　3b）が，35　EIIではその数は顕著　　体では顕著な細胞外基質の増加とともに網状化（Fig．

に減少していた（Fig．3c）。　ATS群では4から8日の　　5d）が認められた。

間に一部の糸球体係蹄にメサソギウム融解を伴った　　　Fig．6に癒着病変の頻度を，　Table　2に硬化性病変

Ballooning（Fig．4a）を認め，13日までにメサソギウ　　の頻度及び硬化指数を示した。13及び35日の癒着病変

ム細胞の増殖及び細胞外基質の増加（Fig．4a，　b）が　　の頻度はATS群と比べて，　ATS－←MC群で明らかに

みられた後，20及び35Elでは一一部の糸球体係蹄に癒着　　増加しており，また，35日では軽度な硬化性病変の頻

病変や細胞外基質の軽度な増加所見（Fig．4c）を残し　　度及び硬化指数はATS単独投与と比べて有意に高か

てほぼ正常構造を示すまでに修復した。一方，　　った。Fig．7に示すように，　Mc及びATs＋Mc群

ATS＋MC群では，4日に糸球体への単核細胞や多　　でみられた単核細胞及び泡沫細胞はED－1抗体で強陽

形核白il［L球の遊走が嚢胞状に拡張した毛細血管腔にみ　　性に染色された。　ED－1陽性細胞数は，　MC群及び

られるとともに，メサンギウム領域には泡沫細胞が出　　ATS＋MC群とも4から6日まで次第に増加したが，

現した。5及び6日では，MC群と比べて明らかに多　　その変化はATS十MC群で著しかった。　ATS群では

くの泡沫細胞の集積によりメサソギウム領域は拡大し　　初期に少数の陽性細胞が散見されたが，13日以降では
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Fig. 5 Light micrographs of glomeruli in ATS+MC-treated rats at Days 5 (a), 8(b) and

     35(c, d) of the experiment. PAM ×350(a, b), ×330(c, d)
  a :Accumulation of large numbers of mononuclear or foamy cells is seen in the Iarge

     ballooning lesion and expanded mesangial areas. Exudated fibrinous substance is also

     noted in the Bowman's space.

  b : Intraglomerular accumulation of large mononuclear cells is observed. Crescent forma-

     tion with extracapillary exudation of foamy cells and adhesion of the glomerular tuft

     to the Bowman's capsule are also seen.

  c : Increased extracellular matrix around foamy cells and adhesions to the Bowman's

     capsule are noted.

  d : Marked increase of mesangial matrix with reticular appearance is prominent. Double

     contour(arrows) is found in some capillary loops.
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Fig. 6 Incidence of glomerular aclhesive lesions at Days 13 ancl 35 after injection of

     anti-thymocyte serum(ATS)

 " Significant difference between ATS ancl ATS+MC groups (p〈O.Ol)

 Each plot represents the mean ± S. E.

Table 2 Glomerulosclerotic incidence(%) and sclerosis index on Day 35 after injection of

        Anti-thymocyte serum(ATS)

         No. of Grade of glomerulosclersis sclerosis
Group

         animals o 1+ 2+ 3+ index(SI)

ATS 6 91.0±13.5 8.5±12.3 O.5±1.2 O O.10±O.15
ATS+MC 6 38.0±17.6a) 56.7±10.9M 5.0±8.9 O.3±O.5 O.69±O.270)
Each value represents the mean ± S. D.

MC : Methylcellulose

Grade O: No change.

Grade 1+ : Sclerotic area less than 1!4 of glomerulus.

Grade 2-･I- : Sclerotic area between 114 to 112 of glomerulus.

Gracle 3+ : Scle:otic area more than 1!2 of glomerulus.

Formula of sclerosis inclex(SI) :

              sl., 1XNi+2XN2+2xN3
                    No+Ni+N2+N3
          N is the number of glomeruli in each gracle of sclerosis. '

n) Significant clifference between ATS and ATS+MC groups (p〈O.05).

Fig. 7 Immunohistochemical staining for ED-1 at Days 6(a, c, e) and 35(b, d, f) in 3

     experimental groups(a, b, MC group ; c, d, ATS group ; e, f, ATS+MC group).

     Accumulation of ED-1 positive macrophages is more prominent in the ATS+MC

    group than in other groups at Day 6. At Day 35, mononuclear cells are stained

     positively with an aggregated pattern.
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Fig．8

Fig．9
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糸球体硬化とマクVファージ

対照群と同様にごくまれに弱陽性に染色される単核細　　あるいはThy－1モノクr・　・一ナル抗体を投与すること

胞が認められる程度であった。　　　　　　　　　　　により，メサンギウム細胞を標的とする糸球体腎炎が

D　電子顕微鏡検査　　　　　　　　　　　　　　　　惹起されることが報告された131－15）。本研究ではこの

　MC群ではMC投与翌日より毛細血管腔からメサソ　　腎炎の発症初期にMCを付加投与すると，糸球体内に

ギウム領域への多数の空胞を有するマクPファージの　　集積したマクPファージが腎炎の進展に有意な影響を

侵入がみられた・20あるいは35日ではメサンギウム領　　与えることを明らかにした。著者は予備検討において

域に少数のマクPファージが停滞してみられ，一部の　　MCをATS腎炎発症後の早い時期（ATS投与後1

例で糸球体内皮細胞内の空胞と細胞質の肥厚及び小孔　　　日）あるいは反復的（ATS投与後1～3EDに投与

の消失がみられた（Fig・　8）・　　　　　　　　　　　　すると，より強い糸球体の障害性変化を生じることを

　ATS群では13日までにメサソギウム細胞の増殖及　　観察している（未発表）。今回の実験ではMC投与の

びメサンギウム基質の増加が顕著にみられた後，35日　　タイミングを糸球体に過度の障害を生じない時期とし

ではメサソギウム繋質の軽度な増加を残しほぼ正常構　　て，蛋白尿が軽減し始めたATS投与後3日に設定し

造に修復していた（Fig．9）。　　　　　　　　　　　　た。

　ATS＋MC群では4及び5日において，毛細血管　　　抗Thy－1腎炎の発症にはメサソギウム細胞表面の

幽こはMCと思われる細粒状物質やマクPファージの　　Thy－1抗原に抗体が結合して補体が活性化され，細胞

出現とともに多形核白血球及び血小板の出現が目立っ　　障害が引き起こされるが，第II相反応は生じないため

た。Ballooningの生じた部位には，基底膜の直下に　　その変化は一過性で，多くの係蹄はもとの正常構造に

遊離した内皮細胞に囲まれた血管腔が存在しその構造　　修復することが知られている16）。今回の実験でも

が保持されていた。拡大したメサンギウム領域には細　　ATSを単独投与した場合，4日後の観察からメサン

顯粒状物を取り込んだマクロファージや空胞状となっ　　ギウム融解に起因する糸球体係蹄のBaUooning，細

たマクロファージにより満たされていた（Fig．10）。　　胞増殖及び細胞外基質の増加がみられたが，修復の転

さらに，一部の係蹄には上皮細胞足突起の癒合や新生　　帰をとる可逆性の変化であった。蛋白尿のピークはメ

基底膜の形成が認められた。6，8及び13日では空胞　　サソギウム融解の生じていると考えられるATS投与

状マク・ファージが次第に集籏し，一部周辺部に基質　　後2日にあり，血液生化学検査では6から8日後に軽

の増加がみられ，健常な血管係蹄が末梢部にみられた。　度の総コレステロールの上昇がみられる程度で機能的

35日では集籏マクロファージの減少及びサイズの縮小　　にも強い障害性は認められなかった。L方，　ATS投

により正常構造への修復像がみられたが，残存マクロ　　与後3日にMCを付加投与することによって，メサン

ファー一一ジの近傍や不規則な細胞質の契起を伸ばしたメ　　ギウム領域には急激なマクロファージの集積が起こり，

サソギウム細胞間に基質の増加や顕著なコラーゲン線　　　これに呼応して投与後7日頃に蛋白尿の再上昇が認め

維の出現が認められた（Fig，11）。　　　　　　　　　　られた。マクロファージが糸球体内に集積することに

　　　　　　　　N　考　　察　　　　　　　　　より蛋白透過「生の充進が生じることは・馬杉腎炎モデ

　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　ルにマクロファージを移入した研究8）9）でも観察されて

胸腺細胞に存在するThy－1抗原がラットの糸球体　　いる。　MC付加モデルではメサンギウム融解により糸

メサンギウム細胞にも存在することが，石崎2°）によっ　　球体メサンギウム領域への透過性は高度に充進状態に

て明らかにされ，抗ラットThy－1抗体を含む抗血清　　あったと考えられ，大彙のMCの流入と同時にその処

Fig．8Electron　micrograph　of　the　gromerulus　froln　a　MC－treated　rat　at　Day　20，

　　Alarge　vactlolated　macr（）phage　is　seen　in　the　mesangial　area．　Cytoplasm　of

　　endothelial　cells　is　seen　thickened　with　scanty　pores．

　　Uranyl　acetate　and　lead　citrate　stain　x　3，900

　　M：Macrophage，　Me：Mesangial　cell，　En：Endothelial　ce11．

Fig．　g　Electron　micrograph　of　the　glomerulus　from　an　ATS－treated　rat　at　Day　35，

　　Almost　intact　structしlre　is　seen　except　for　a　slightly　increased　mesangial　matr｛x。

　　Uranyl　acetate　and　Iead　citrate　stain　×4，9〔〕O

　　Me：Mesangia】cell，　En：Endothelial　cen，　Ca：Capillary　lumen．
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糸球体硬化とマクロファ・一一tジ

理のために動員されたマクPファージが糸球体障害を　　比較的すみやかに消失することは，基質産生が一過性

増強し，更なる蛋白透過性の充進をもたらしたと考え　　で可逆的な変化であることと関係しているのかもしれ

　られる。すなわち・集積マクロファージから放出され　　ない。一方，MC付加投与により実験35日にみられた

るプPテアーゼやコラゲナーゼなど過剰な酵素の作用　　細胞外基質の増加所見は，マクロファージから放出さ

にょって基質融解を促進するとともに基底膜の障害を　　れるサイトカインの作用を強く示唆させるものといえ，

ももたらし・酬性の病変姓じさせたと翫られた・轍このモデルにおいて総伽夘フ。一ジの停滞

抗基底膜抗体によって誘発されるラット馬杉腎炎では，　　と基質産生との関連をさらに検討する必要があると思

第1相後，第II相の反応が持続し続け，内皮，基底膜　　われる。

の障害とともに・マクロファージの持続的集積が続く　　　MCを1回腹腔内投与した場合，その3日後まで糸

間にメサγギウム硬化が進行してくることが知られて　　球体メサソギウム領域にはマク・ファージの増加がみ

いる6｝。また，その他の実験腎炎モデル22）231において　　られ，電顕的に一部の糸球体で糸球体内皮細胞小孔の

も腎炎悪化の要因には蛋白尿や高コレステP一ル血症　　消失を伴った細胞質の肥厚や基底膜の層状化が認めら

などに加えて，糸球体へのマクロファージの侵入が重　　れた。しかしながら，蟹白尿の発現は観察期閻を通じ

要であるとの報告がなされている。今回の実験では・　　て全く認められず，糸球体構造はよく保持されていた。

尿蛋白や1血中コレステPt　一ルの上昇は比較的早期に回　　実験35日では糸球体内に残存するマクロファ＿ジの数

復したが，先行するメサンギウム障害の後に集積した　　は著明に減少し，細胞外纂質の増加も認められなかっ

マクロファージの停滞がもたらされることによって障　　た。MC17）－tg｝やポリビニールアル＝一ル27）28）などの反

害糸球体へのマ”　Ptフ・｝ジのイ糊が持続したものと　搬与では，鵬日数の腿とともV・齢尿が出現し，

思われる。近焦の培養メサソギウム細胞を用いた研究　　著明な糸球体内の泡沫細胞の集積による障害がみられ

や抗Thy－1腎炎モデルにおける成長因子の発現と細　　ているが，糸球体に明らかな硬化性病変を生じたとの

胞外基質産生との関連を調べた研究24｝から，サイトカ　　報告はない。この理由は明らかではないが，今回の

イソの1っである形質転換成長因子（TGF一β）が細　　MC付加モデルでは腎炎発症初期に基底膜の障害や管

胞外基質合成促進に有意に作用していることが示唆さ　　外性の変化が顕著に生じており，このような障害因子

れている。また，抗TGF一β抗体投与によりメサンギ　　が糸球体硬化の進展に複雑に関連しあっているのかも

ウム暴質の産生が抑制されたことが報告されている25｝。　　しれない。

このように，抗Thy－1腎炎モデルでの細胞外基質産　　　これまで，抗Thy－1腎炎モデルにおL・てBalloon一

生にはTGF一βが有意に関与していると考えられる。　　ingを示すほどの高度のメサンギウム融解を受けた糸

ED－1陽性マクロファージは腎炎発症初期に増加して　　球体でも進行性の過程を経ずに修復可能であるという

いたが，Bagchusら26｝の報告と同様にATS投与後13　　ことから，このモデルが必ずしもヒトのメサンギウム

Elには正常動物との差はみられなくなった。マクロフ　　増殖性腎炎モデルとして対応するものではないことが

アージはTGF一βを産生する有力な細胞の1つである　　指摘されている。近年，抗Thy－1抗体の反復投与2［J，：1°）

ことから・抗Thy…1腎炎においてマクPtフ・一ジが　や少量の・ヴ毒の追力［1投与31・により，不可逆性のeWlttt

　　　　Fig・10　Elect・・n　mi…9・aph・f　tlle　g】・me・・lus　f・・m・n　ATS＋MC　t・eat，d，at、t　D、y　5．

　　　　　　1・H・x・f・ub・tance・（・）deri・・d　f・・m　m・thylceH・1・se　a・d　vac・・1・t・d　mac，。phages

　　　　　　h・the　e・pa・d・d　me・a・gi・1・・ea　a・e・een．　A・m・li・apillary　lum・・s・・r・und，d　by

　　　　　　two　Inesallgial　cells　is　no亡ed　at　the　left　upper　part　of　the　figure．　Widely　flattened　foot

　　　　　　Process　of　podocyte　is　seen　along　the　capHlary　IooP，

　　　　　　Uranyi　acetate　and　lead　citrate　stain×3，900

　　　　　　M：Macrophage，Me：Mesangial　cell，　Ca：Capillary　Iumen，

　　　　　　Pd：Podocyte，　E：Parietal　epithelial　cell，

　　　Fig・11　Elect…micr・9・aph・f　the　gl・m・・ul・s　f・・m・n　ATS＋MC　g・・。P，at。t　D。y　35．

　　　　　　P・Qmine・t・・il・ge・fibers（＊）・ppe…r・und　me・a・gi・1　ce11，．　N，wly　f。，med

　　　　　　gIomerular　basement　lnembralle（arrow）is　also　seen　beneath　the　endothelial　sheath，

　　　　　　Uranyl　acetate　and　lead　citrate　stain×6，500

　　　　　　Me：Mesallgiai　ce11，　Ca：Capillary　lurnen．
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f評をfノ「’製できたtとの報告があ為が，いず，｝．i，もメサソギ　　　とが示唆された。

ウムへの障轡作j／「1を増強させるこ・！二による効果と考え　　　　　　　　　謝　　辞

ら才・・Lる、，　一．・・一・1，／h’，　爵r≒玉求イイま転腿1イヒ（ノ）：i｛皇是～．蓬｝：ニーil，ク　ロ　フ　フプ　ー．ジa）

関厚が示唆さ才．’t’る．た験としては，腎部分摘出・frデル2”）　　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました

や各種実験腎．炎｝こ」コレステロール．食を．負荷し．たモデ　　　信州大学医学部第1病理学教室　重松秀一’教授に深謝

ノレ㍑：’）3：・！｝での検ll寸があるe今回の成績は，糸球俸硬化　　致します。また本論文に貴璽な御II助言を頂きました同

におけイ，マクr：1ツアージの関・｛1チという面から新た蹴ア　　教窯のf朔蒸信夫助教授なら．びに株式会社イナリサーチ

フ．1 o　．一チのできるモデルとしての有用性をボll麩するも　　西項敏明．博：1ごに感謝致します。｝［た，本研究の機会を

のであ煮）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　与えて頂きました株式会社イナリサーチ　中川．博司博

　以上のように本実験モデルにおける障害の進展は，　　十をはじめ，御協力を頂きました研究所の皆様に心よ

．初期の基贋副！鯖｛による障ざ寿とそれ，にi31き続く基質産生　　　 り御1礼昨1し．．．ヒげ要ヒす。

：泥進からなって求ヌり，マクT：ファージは糸t；・k体硬化へ　　　　本論文の要旨は第39匝1「ll本腎臓学会総会（平成8年

の移行に電要かつ萄’意に係わv：）ている可能性があるこ　　　5月，禽敷）において発表した。
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