
緒 言

従来 ネフローゼ症候群に高脂血症を伴うことはよく知

られていたが 近年 脂質代謝異常が糸球体疾患の増悪因

子になりうるということが明らかになってきている。特に

酸化修飾された低比重リポ蛋白(酸化 )が動脈硬化疾

患と同様に糸球体硬化を促進する可能性 が考えられて

いる。また 多くの動物実験においても脂質代謝異常と糸

球体障害との関連が報告されている 。高脂血症の進展

とともにマクロファージ由来の泡沫細胞の糸球体への集

積 糸球体硬化の発現が認められ このマクロファージの

集積には糸球体での -

( -)の発現亢進が関与し また このような変化は

酸化 の作用によるものと推定されている。

そこで今回 腎糸球体硬化の初期病変として 動脈硬化

の初期病変と同様にマクロファージの遊走因子である

-の由来細胞として血管内腔に面している糸球体内

皮細胞に注目し - 発現に対する動脈硬化

発症の主要な因子とされる酸化 が与える影響と そ

の刺激の細胞内シグナル伝達経路について検討した。さら

糸球体内皮細胞における - 発現に
及ぼす の影響
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に 脂質代謝異常による糸球体障害の改善には高脂血症治

療薬 あるいは抗酸化剤の臨床応用が期待されているこ

と を踏まえ 動物実験において効果が報告されている

抗酸化剤である の酸化 による -発

現に及ぼす効果についても併せて検討した。

一般的に の脂質成分が酸化変性を起こす際にリ

ン脂質である ( )が

( )に変化する 。すなわち が

( )により加水分解されて脂肪酸が

つとされ が生成される。この は強い溶

血活性や細胞融合能を持ち 動脈硬化の初期病変における

酸化 の作用の中心的役割を担っていることが証明さ

れており 今回 酸化 の影響の検討には

を用いた。

方 法

糸球体内皮細胞培養法

糸球体内皮細胞培養法については ら の方

法を一部改変して行った。すなわち 摘出された生後 カ

月のウシの腎から μ μ 径のメッシュを用い

て糸球体を単離し 平衡塩溶液( )(

)中に浮遊させた。

にて 回洗浄後 (

)にて消化し 糸球体細胞浮遊液を得

た。その糸球体細胞を ( )(

)を含む (

)培地に浮遊させ × 分で遠心し 得られた

上清を × 分遠心し ペレットを 培地

で再浮遊させた。それを および でコー

トした 穴プレート上に散布し 時間後に非付着細胞

を洗浄除去し - (

) /

( )( ) / を含む

培地中で培養した。約 日後に各 内に

細胞数が ～ 個となったコロニーをクローニングシ

リンダーで 穴プレート上に移した。以下

に達した細胞を / ( )処

理にて継代し を含む 培地中にて維

持培養した。実験には ～ 代の細胞を使用した。

糸球体内皮細胞の同定には抗第Ⅷ因子関連抗原陽性

- ( )の

取り込み陽性 位相差顕微鏡による形態的観察で行った

( ～ )。

-

-
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抽出および - 法 に よ る -

発現の解析

は 法 で調整し逆転写後 -および

β- のプライマーを用いて - 法を行った 。

の条件は ° °

° とした。

得られた 産物は アガロースゲルで電気泳動

し で染色した後 ゲルをポラロイド撮

影した。さらにその写真を で取り込み 画

像解析ソフト を用いて各バンドの を測

定し -に対応するβ- の をコントロー

ルとして評価した。

実験プロトコール( )

) - 発現に及ぼす と の影響

の比較検討

糸球体内皮細胞を 日間 培地で培養し

になった状態で を各 μ

添加し 時間後に を抽出し - 法により

- の発現を解析した。

) 投与による - 発現の経時的

変化の検討

)と同様に 日間培養した後 を μ 添加

し 時間後に を抽出し -

の発現を観察した。

) 投与量による - 発現の変化

の検討

)と同様に 日間培養した後 を

μ ずつ添加し 時間後に を抽出し -

の発現をみた。

) による - 発現の細胞内シグ

ナル伝達経路の検討

刺激による -の発現の経路として細胞内

シグナル伝達経路の代表的な つである

( )と ( )の経路について検討した。
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糸球体内皮細胞を 日間培養した後 および

を十分に抑制するとされている である

μ と である

でそれぞれ前処置し 時間後に を添加し

た。添加後 時間で を抽出し - 法により

- の発現を解析した。

) の効果

同様に 日間糸球体内皮細胞を培養した後 十分量の

( )μ で 時間前処置し 細胞内に取り

込ませた後 を添加した 。 添加前には残

存する を含む培養液を洗浄し取り除いた。

添加後 時間で を抽出し - 法によ

り - の発現を検討した。

統計解析

有意差検定には - を用い ＜ を有意と

した。

結 果

) による - の発現

の添加により - の発現の有意な

(＜ )増強を認めた。一方 の添加によってもコン

トロールと変わらず - の発現の増強は ほ

とんど認めなかった( )。

)経時的変化

による - の経時的変化の検討で

は 添加後 時間ですでに増強が認められるが

時間 時間で発現の増強がピークとなり 時間では

増強の程度が抑えられた( )。

) 量による - 変動

を μ μ 添加したものでは -

の発現の増強を認めたが μ 添加したもので

は μ μ と比べて発現の程度は減弱していた

( )。

以上の結果より この後の実験には を μ

使用し 時間後に を抽出し - を行った。

) による - 発現の細胞シグナ

ル伝達経路について

と でそれぞれ前処置した場合で

は 単独の場合に比べ - の発現の

増強の程度がともに有意に(＜ ＋

＜ ＋ )抑制された

( )。

) の による - 発現に

MCP-1mRNA expression was increased progressively,peaking
 

at3and6hr.-

MCP-1mRNA expression was increased by LysoPC treat-

ment,but not by PC.
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対する作用

単独に比べて で前処置したもので

は - の発現増強が有意に(＜ )抑制さ

れた( )。

考 察

最近の種々の臨床研究や実験成績から 脂質代謝異常が

糸球体疾患を増悪させるのではないかということが報告さ

れている 。脂質代謝異常と腎障害との関連について

いくつかの臨床成績が報告されている。大谷ら は

の糸球体への沈着と糸球体障害の程度について検討し 高

度の蛋白尿を示す例や腎機能低下例では の染色が

強度であったと報告している。また 血清

- が高値を示す例では の沈着が高度

であったことより 高脂血症によるリポ蛋白の糸球体への

負荷が の糸球体沈着の一因となり さらには糸球

体疾患の進展増悪に関与する可能性が示唆されている。ま

た ら は非糖尿病性糸球体疾患において 血中

含有リポ蛋白の程度と予後が関連することを報告し

MCP-1mRNA expression in GEC was increased by5and10μM
 

LysoPC,but attenuated by50μM LysoPC.

-

MCP-1mRNA expression in GEC was significantly sup-

pressed by the addition of Vitamin E.

- -

LysoPC-induced MCP-1mRNA expression in GEC was
 

suppressed by both genistein and staurosporine.
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ている。一方 治療面では らの報告 以降

ら あるいは ら により難治性ネフローゼ症候群

に アフェレーシスが有効であることが示され 酒井

ら は各種腎炎において抗酸化作用を持つ高脂血症治療薬

である が尿蛋白を減少させることを報告してい

る。また 多くの動物実験においても脂質代謝異常と糸球

体障害との関連が報告されている。 ら の報告に

よると 巣状糸球体硬化症のモデルである高脂血症ラット

( )において 高脂血症の進展とともにマクロファー

ジ由来の泡沫細胞の糸球体への集積 糸球体硬化の発現が

認められ このマクロファージの集積には糸球体での

-の発現亢進が関与していることが示された。ま

た この一連の変化は高脂血症を改善させなくても 抗酸

化剤である を投与することにより抑制されたこ

とから 酸化 の作用であろうと推定している。

脂質 特に酸化 が動脈硬化疾患の場合と同様に糸

球体硬化を促進すると考えられる機序の一つとして 以下

のような仮説が考えられる。すなわち 高脂血症の状態で

は血中に増加した が糸球体内皮細胞の小孔を通りメ

サンギウム領域への透過性が亢進し メサンギウムマト

リックスへの結合 あるいはメサンギウム細胞への取り込

みが亢進する。また障害された糸球体においては メサン

ギウム領域からの排除機構が低下することが考えられ そ

こに停滞する間に何らかの機序で 中の脂質の不飽和

脂肪酸部位が酸化され 酸化 が形成される。この酸

化 がマクロファージの糸球体内への誘導を引き起こ

し マクロファージから様々な増殖因子やサイトカイン

例えば -β - -αが放出され 糸

球体硬化が促進されるのではないかと考えられる。このマ

クロファージの糸球体内への遊走には -の関与が推

測される。

今回の検討では 酸化 の主要成分である

が糸球体内皮細胞を刺激して - 発現を増強

させた。すなわち が主な作用を担うと考えられ

ている酸化 により糸球体内皮細胞 - が

誘導され 糸球体初期病変を形成する可能性が示唆され

た。

また 今回の が糸球体内皮細胞における

- 発現を増強させたメカニズムについて

その細胞内における発現経路として 細胞内シグナル伝達

経路の代表的な つである の つについて検

討した。これまでヒト血管内皮細胞において 刺

激による - 誘導のシグナル伝達経路として

経路が関与するという報告 や 刺激による

- 誘導のシグナル伝達経路に と の

両経路が関与するという報告 がなされている。今回の

実験結果より -発現が である

と の の両方で抑制され

たことにより 糸球体内皮細胞における 刺激に

よる - 誘導のシグナル伝達経路に と

の両経路が関与することが示唆された。このことは

他の血管内皮細胞におけるシグナル伝達経路とは異なる可

能性を示唆する。最近 組織による内皮細胞の形態的およ

び機能的な違いについてはいくつか報告されており

ら によると臍帯内皮細胞と毛細血管内皮細胞にお

いて ( )や

( )のみならず

( -)に対する細胞増殖反応にも差が認

められ また ら は毛細内皮細胞は臍帯内皮細

胞や大血管内皮細胞とは による の活性化

に違いが認められたこと すなわち 異なる組織の内皮細

胞は細胞内シグナル伝達経路にも違いが認められる可能性

を報告している。今回の結果についても糸球体内皮細胞の

特異性とも考えられる。

一方 抗酸化剤である による糸球体障害の軽

減効果についてはいくつかの腎炎モデルで報告されてい

る。 ら は モデルである 腎症ラッ

トに を投与し 腎組織内 濃度の低下と

ともに尿蛋白の減少 イヌリンクリアランスの改善 糸球

体硬化病変と尿細管病変の改善を認め報告している。

ら は酸化的ストレスの関与が指摘されているレム

ナント腎モデルに対する の有効性とともに 抗

-腎炎モデルにおいても がメサンギウム細

胞増殖を抑制することを報告した。また ら

は 腎炎モデルに対して の有効性を報告し

ている。最近では は抗酸化作用以外にも細胞内

での作用 特に 経路を阻害するという報告もされて

いる 。今回 刺激による - 発現増

強を が抑制した機序としても によ

る 経路も含めた細胞内シグナル伝達経路の阻害作用

による可能性も考えられるが 更なる検討が必要であろ

う。

結 語

酸化 の主要成分である はウシ糸球体内皮
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細胞における - の発現を増強した。その機

序として 糸球体内皮細胞は大血管内皮細胞の報告と異な

り および の両経路の関与が示唆された。また

抗酸化剤である は による -

発現の増強を抑制した。
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