
はじめに

は壊死と異なりプログラムされた細胞の死

であり 生物界の多岐にわたって観察 確認されてきた。

ヒトの各種疾患でも その成因や病状の進展に関与する大

きな因子の一つであることが証明されている。これまで

に 関連因子は数多く発見されており その促

進因子としては ( ) αなど

があり 一方 抑制因子としては ( ) -

- などがある 。

われわれは 腎疾患患者の末梢血中の 関連因

子の役割について検討を行ってきた。その結果 腎機能の

低下に伴い末梢血核球の および の発現が増強す

るとともに 末梢血中の が著しく増加することを報

告してきた 。特に血中 は 維持透析患者でも長期

間高値を持続していることより 何らかの生物学的活性を

発揮している可能性が推測された。そこで 慢性腎不全患

者にほぼ必発の合併症である腎性貧血への影響について検

討を行った。腎性貧血の機序はエリスロポエチン( )

産生能の廃絶ではなく 相対的欠乏により赤血球の産生が
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低下した状態であり の産生・作用過程に何らかの

抑制因子や促進因子が関与している可能性は十分に想定さ

れる。一般的に 赤血球の産生は の造血促進因子の

によっても制御されている 。われわれは慢性腎

不全患者の血中 濃度は赤血球数と相関することもこ

れまでに報告してきた 。

以上のことより 腎性貧血の成因の一つに が

関与していると考え 主に - 系を介した関与を

培養細胞系で検討した。

培養細胞は 産生能を有する 細胞であるが

この細胞はヒト肝細胞癌の であり 産生能

のほかにアルブミンや を産生するなどの特性を有し

ている 。この 細胞を培養し や で

刺激することによる影響を検討し 腎性貧血の成因の一つ

としての と の関与を明らかにすることを試み

た。

方 法

細胞培養

産生能を持つ ヒト肝細胞由来の 細胞(理

化学研究所 筑波)を使用し 培地(日水製薬 東

京)に (コスモバイオ 東京)を 添加し これを基

礎培地とした。 °の条件下で培養し

になるまで培養を続け 実験に供した。

ならびに

は により

細胞に発現させた膜貫通ドメインの欠如している

( )を使用

した。

添加濃度は 非添加群をコントロールとし の添

加濃度を健常人の血中濃度である / 透析患者の血

中濃度に近似した / 薬理的な濃度として /

を設定した。しかしながら 今回の実験は予備実験も

含め数度に分けて行っており すでに同一品番の試薬が入

手困難となっているものもあり 一部の検討で添加濃度が

異なっている。

一方 はヒト胎児腎由来の細胞外領域に対応して

いる可溶性 (

)を使用した。

産生の検討

はじめに無刺激下における 細胞の 産生能

を検討した。 細胞を で

になるまで培養した後 無刺激下で 時

間培養後に培養上清中の 濃度を測定した。次に

を / の各濃度で を /

の各濃度で添加した 培地 に置き換え 同

様に 時間後の培養上清を採取した。 濃

度は キット(イムノエリット 東洋紡 大阪)を

用いて測定した。

による蛋白合成能の検討

細胞を で になる

まで培養した後 ないし を / の

各濃度で添加した 含有 培地 μに置

き換え 各 に -［ ］- (

)を μ / ずつ加え さらに培養

を行い 時間後に の を液体シンチ

レーションカウンター( 東京)で3分間測

定した。

による陽性細胞の検討

細胞を で になる

まで培養した後 を / の各濃度で添加

した 含有 培地 に置き換え

時間培養後の 細胞 個のうちの

( 名古屋)陽性率を (

日本分光 東京)で算定した。

(-( - -- )- -

- - ) による生細

胞数の検討

細胞を で になる

まで培養した後 ないし を / の

各濃度で添加し 時間培養後に -

( )を

用い で吸光度を測定し 生細胞数の検討 を

行った。

アガロースゲル電気泳動法による

の検討

細胞を で になるま

で培養した後 ないし を /

の濃度に添加した 含有 培地 に置

き換え さらに 時間培養を続けた。これを ト

リプシンで単離し チューブに移し

で細胞を溶解して を抽出した。その後に アガ

ロースゲルを用い で35分間電気泳動を行った。

法による 陽性細胞の検出

細胞を で になる
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まで培養した後 ないし を / /

の各濃度で添加した 含有 培地に置

き換え さらに 時間培養を続けた。 トリプシ

ンで単離し チューブに細胞を回収した後に

(和光純薬 大阪)を用いて 染色

を行い スライドグラス上に μ滴下し封入した。染色

した各プレパラート上で細胞 個のうちの 陽

性細胞を数え 百分率で表した。

統計処理

統計はすべて平均値±標準誤差で表した。統計処理は

( )を使用し

検定を行い 分散が異なることを確認したうえで

/ 検定を行い ＜ を有意とした。

結 果

細胞の 産生能

細胞を無刺激下で培養を行った結果 産生

量は 時間後で ± / 時間後で ±

/ 時間後で ± / 時間後では

± / と経時的に有意に増加していることが

判明した( )。

次に この培養系に を添加した検討では 添加

時間後では / の高濃度添加群でのみ

産生に抑制がみられた。しかし 添加後 ～ 時間まで

は 低濃度の 添加でも 産生は有意に抑制され

の濃度依存性も認められた( )。 添加群で

の検討では 産生は有意に抑制されたが の濃

度依存性はみられなかった( )。

細胞の の検討

添加では 時間後と 時間後の時点で

/ の添加で無添加群との間で有意な抑制がみられた

( )。このことは 添加により 細胞の蛋白

合成能が抑制されることを示している。

一方 添加群では を / 添加して

検討してみたが 無添加群と比べ有意差は認めなかった。

染色

の結果を踏まえて 染色による

の検出を試みた。 陽性細胞率は

時間後の時点で / 添加で ± /

添加で ± であった。 の結果と完

全にパラレルな結果は得られなかったが を添加す
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ることで 細胞の の出現頻度は有意

に増加することが判明した( )。一方 添加で

は 細胞の の出現頻度は濃度依存的

な増加を認めなかった( )。

(＝ )

(＝ )

(＝ )
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添加 時間後には 濃度依存的に生細胞数の

減少が認められていた( )。一方 添加でも

濃度依存性は認められなかったものの有意な生細胞の減少

が認められた( )。

アガロースゲル電気泳動法

無添加では確認し得なかったが ないし を

添加することで が認められた( )。

法

陽性細胞を に示す。 染色陽性

率は無添加群に比較して および 添加により陽

性細胞が有意に 添加濃度依存的に増加していた(

)。

(＝ )

(＝ )

(＝ )
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考 察

今回の実験結果により 腎不全状態で亢進している

- 系が腎性貧血の病因となっている可能性が強く

示唆された。さらに興味深いことは 従来より

を誘導するとされていた のみならず を

抑制するとされていた も逆に を誘導し

腎性貧血の成因に関与していることが判明したことであ

る。そして それはヒト肝細胞癌由来の 細胞を用

い 先に述べたように 非添加群をコントロールとし

の添加濃度を 健常人の血中濃度である / 透

析患者の血中濃度に近似した / 薬理的な濃度とし

て / と設定した培養細胞系で得られた。このこ

とは が に比し著明に増加している腎不全状態

では が新しい尿毒症性毒素として働く可能性を強く

示唆していることになる。

- 系を介する の亢進は種々の疾患

で病因的意義が明らかになりつつある。腎疾患においても

増殖細胞の制御や硬化性疾患の進展に関与しているとされ

(＝ )
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ている 。腎不全においても 末梢血単核球を用いた検

討で - を介する が亢進していること

をわれわれは見出し報告した 。これら諸疾患の病態で

は を誘導する因子はまず第一に である

と報告されてきた。今回の 添加実験の結果でも

やアガロースゲル電気泳動法 染色で

それは示されている。

しかしながら 腎不全における - 系の特徴とし

ては が正常人の血中濃度より僅かに増加し /

程度であるのに比べ は / と正常人の数

倍にも達し とは不釣り合いに著明に増加している

ことである 。腎不全における高 血症の原因として

は の分子量が約 であり 腎機能の低下と血

中 濃度が相関を示すことからも 腎機能低下に伴う

の蓄積がまず考えられる。しかし 健常人だけでな

く腎不全患者の尿中においても は検出されず(未発

表) 単なる排泄低下では腎不全患者の高 血症は説明

がつかない。次いで考えられるのは の腎臓での代

謝の抑制 あるいは 産生の亢進である。腎不全患者

の末梢血単核球では 血中濃度と同様に 陽性細胞も

腎機能の低下とともに著明に増加しており 腎不全にお

ける高 血症の成因は 抗原の増加が関与してい

ると考えられた。

そこで われわれはまず臨床的に 濃度と関連する

病態の検討を行った。その結果 腎不全患者における腎性

貧血においてはヘマトクリット値と血中 濃度との間

に負の相関関係があることを見出した が 腎性貧血の程

度と血中 濃度は腎機能と相関することが示されてお

り 単に腎不全の程度を示す つの指標が相関したと考え

ることもできる。

今回 われわれはヒト肝細胞癌由来で 感受性を有

する 細胞 を用いた。ただ 細胞は癌細

胞であるため増殖速度はきわめて速く 感受性はある

ものの が非癌細胞より起こりにくい状況であっ

た。例えば で示した では経時的に生細

胞数は増加しており 添加による細胞減少を上回っ

ていると考えられた。また に示したように

陽性細胞の頻度が 時間後に比べて 時間後で

はむしろ低下を示しているのは の発現速度に

比し細胞増殖速度が上回っていたためと考えられた。

産生量は 添加濃度依存的に抑制された。この

機構としては 先に述べたように が 細胞に

を誘導した可能性と 細胞毒性を示した可能性

が考えられる。事実 での添加濃度依存的な

吸光度の低下や の抑制が認められたことか

ら が 細胞に対して毒性を有し 産生

を抑制したことが示唆された。さらに 陽性細胞

が増加していることから - 系を介した

が関与して 産生が低下していることも考えられた。

次に による直接的な 誘導の証明のため

に アガロースゲル電気泳動法と 法による検討

を行った。前者では の断片化を示す を証

明し また後者ではクロマチンの濃縮を示す陽性細胞が

添加群のみならず 腎不全患者の血中濃度程度の

添加でも認められ その陽性率は添加濃度依存的に

増加した。このことにより 腎不全状態で認められる高濃

度の が を誘導し 産生を抑制してい

ることが示唆された。

アガロースゲル電気泳動法で を認め

また 染色によるクロマチンの濃縮している陽性

細胞の存在により の確定診断は得られ さら

に 染色陽性率は濃度依存性を示していた。しか

し 他の検討では濃度依存性は認められなかった。

しかしながら 無添加群との間では明らかな 産生

の抑制がみられ 同様に生細胞数の減少も認めていること

からも が 細胞に影響を与えたことは明ら

かであり の添加濃度をもっと低く設定すれば濃度

依存性を示した可能性がある。

これまでの考えの一つに は を回避する

作用を示すとされている ことから 腎不全状態における

高 血症は 抗原陽性細胞の を抑制して

いる可能性もある。一方 らは 感染にお

いても腎不全状態と同様に高 血症が存在し に

感染した - の細胞培養系に を添加培養すること

により を促進させること が を

誘導することを報告した 。腎不全状態では前述したよう

に 高 血症それ自体が を誘導し 産生

を低下させ 腎性貧血の病因の一つとなっている。

腎性貧血では 今回われわれが示したように 高

血症の存在下で により 産生が抑制されれ

ば貧血の改善が困難となり 腎不全に特徴的である高

血症が腎性貧血に対して病因的意義を呈していると

言わざるを得ない。

最近われわれは ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞やヒト

滑膜由来線維芽細胞で同様に 添加培養を行い

が誘導されるかどうかの検討を行ったところ
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添加濃度依存的に 陽性率の増加が認められた

ことを報告した 。すなわち 添加によりこれらの

細胞でも 細胞同様に が誘導されている

ことを示した。

腎不全で持続的に認められる高 血症が 産生

系のみならず白血球 血小板 血管内皮細胞などに尿毒症

性毒素として作用している可能性があり 現在 継続検討

中である。これらが明らかにされれば が尿毒症性

毒素の一つとして作用している可能性が示唆されることに

なる。
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