
緒 言

活性酸素が慢性腎疾患進展および維持透析合併症発症に

重要な役割を果たしていることが明らかとなっている。生

体内には活性酸素に対する防御機構の一つとして

( )が存在して酸化ストレスから細胞を
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防御している。 のアイソザイムとして細胞内には

- が ミトコンドリアには - が 細胞

外には ( - )が存

在する 。特に - は家族性筋萎縮性側索硬化症

の原因遺伝子として注目され 酸化ストレスが神経細胞の

細胞死に重要な役割を果たしていることが示された 。一

方 細胞外・血管内にはアルブミン セルロプラスミンな

ど酸素ラジカルを非酵素的に消去する活性を持つ物質が大

量に存在する 。それに反して 細胞外・血管外ではこれ

らの物質が乏しい環境である。このような場合には -

が酸素ラジカルのストレス軽減に重要な役割を果た

しているものと思われる 。 - は 細胞外において

ヘパラン硫酸プロテオグリカンに結合して存在し 血管内

では血管内皮細胞のヘパラン硫酸に結合して 活性化好中

球の内皮細胞への接着の際の酸素ラジカルから血管壁を防

御していると推定されている 。

- - が体内のあらゆる細胞に普遍的

に分布しているのに対して - は線維芽細胞 グ

リア細胞 骨芽細胞で産生が確認されている 。分布につ

いてもヘパラン硫酸・ヘパリン結合能が存在することから

細胞外 特に血管外の細胞外基質に結合して分布してい

る 。また ヘパリン自身が - 産生へ促進的に働

くことから 産生・分布には細胞外基質と密接な関連があ

ることが想像される 。また われわれは以前に培養条件

下で腎メサンギウム細胞 線維芽細胞が - を産生

し 内皮細胞 上皮細胞 尿細管細胞は産生しないことを

確認した 。 - は細胞外における活性酸素の消去に

重要な役割を果たしているが その制御機構については明

らかではない。 - の産生・制御には細胞内

が重要な役割を果たしており メサンギウム細胞の産生す

る - も が重要な役割を果たしていることが

明らかとなっている 。

本稿ではメサンギウム細胞の増殖・細胞外基質が -

産生にどのような影響を及ぼしているかを検討した。

対象と方法

培養メサンギウム細胞を使用して その増殖 培養上清

中の - - - 濃度を検討した。

メサンギウム細胞の分離

糸球体は 歳 男性で腎癌のときに摘出された腎臓

の健常部分をメッシュ法で分離した。分離した糸球体は

を含む 培地を使用してフラスコに培地と

ともに培養され メサンギウム細胞の増殖を待って継代培

養した 。

細胞の培養と培地

メサンギウム細胞は継代培養され ～ 代の細胞を

ウエルのシャーレを用いて実験に供した。細胞の増殖維持

には増殖培地としては ウシ胎児血清を含む -

培地を使用した。また ウシ胎児血清を含まず ヒト上皮

細胞増殖因子 μ 塩基性線維芽細胞増殖因子 μ を含

む 培地 を調整して分化培地として使用

して比較検討した。 らの論文を参考に培地に使用した

試薬は 社より購入して使用した 。また

細胞外基質の種類とメサンギウム細胞の機能を検討するた

め 通常の培養プレート以外に Ⅳ

Ⅰを したプレートを用意し比較検

討した。

- の測定とケモカイン - - の測定

- および - - は特異的な抗体を使用した

サンドイッチエンザイムイムノアッセイを使用して測定し

た。

- はヒト - にのみ結合する抗体であり

他のアイソザイム； - - とは全く交差

反応を示さない。

- - は - - -

( ) - - -

( )を使用して測定した。

測定値の評価と検定

測定には 検体につき 個ウエルのシャーレを使用し

その平均値を使用して値を得た。また 同じ実験を 回以

上繰り返し再現性を確認した。平均値の検定には多重比較

検定を使用した。

結 果

増殖培地と分化培地でのメサンギウム細胞の増殖と

-

増殖培地と分化培地でのメサンギウム細胞増殖と -

産生について検討した。通常の培養プレートで増殖

培地を使用して メサンギウム細胞は 日でほぼ

な状態となることが確認できた。次に 増殖培地で細

胞密度が / に到達するまで培養後 増殖培地のま

ま培養を続けた場合( )と分化培地に を交換した

場合( )について その後の細胞増殖と - 産生の

結果を に示す。細胞密度が / に到達した日
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を として増殖培地で培養した場合( )に比べ 分化

培地( )では細胞が な状態のまま増殖は抑制され

- の産生は増強した。 には示さなかったが

細胞外基質による増殖率 - 産生 細胞の形態に

有意な違いを認めなかった。

細胞外基質の違いによるメサンギウム細胞産生

-

次に 細胞外基質によるメサンギウム細胞の増殖と

- 産生の関連を検討した。増殖培地で細胞密度が

/ に到達するまで培養した細胞を 増殖培地のまま

培養を続けた場合( )と分化培地に を交換した場

合( )について 細胞外基質による - 産生の違い

を検討しその結果を に示す。

/ に到達した日を として増殖培地で培養し

た場合( )に比べ 増殖因子を減少させた分化培地( )で

は - の産生増加を認めた。また 細胞外基質の種

類による - 産生の影響を検討した結果 Ⅳ

では Ⅰ に比べ

て著しい産生増加を認めた。

の存在下で 産生 -

とケモカイン

Ⅳ の存在下で細胞密度が / に到

達するまで培養した細胞を 分化培地に を交換

し 培養上清中の - とケモカイン産生の動態を検

討した。前実験と同様に増殖培地から分化培地に変更した

結果 - の産生は著しく増加した。一方 ケモカ

インの産生は増殖培地で培養中は産生を認めたが 分化培

地で培養中は産生が抑制された。 - とケモカイン

の産生はちょうど対称な形を示した（ )。

考 察

メサンギウム細胞の増殖は 腎症をはじめ多くの腎

疾患で認められ その増殖に様々なサイトカインの関与が

示されている。細胞の増殖には - - が 細胞外基

質の産生には -βが関与し これらのサイトカインは

腎炎の際に糸球体内皮細胞 上皮細胞で産生されメサンギ

ウム細胞の増殖を誘導する。それとともに メサンギウム

細胞自身がこれらのサイトカインを分泌することで細胞の

増殖を促進する 。腎糸球体での活性酸素の産生源とし

て血管内皮細胞 上皮細胞 メサンギウム細胞が知られて

いる。そのなかでもメサンギウム細胞は免疫複合体 フォ

ルボールエステル ピューロマイシンの刺激により酸素ラ

ジカルを大量に放出することから メサンギウム細胞は糸

球体のフリーラジカル産生に中心的な役割を果たしている

ものと推定される 。

34 メサンギウム細胞・細胞外基と -

- ( ) ( )

Differentiation medium induced EC-SOD hyper-production associated with the suppression of cell growth.



腎において 酸素ラジカルに対する防御機構としては

- などが尿細管を中心とした細

胞内に非常に豊富に存在している。これに対して -

は 初代培養細胞で尿細管細胞 内皮細胞では産生

されず 線維芽細胞 メサンギウム細胞で産生されること

が明らかとなっている 。このことから 腎糸球体におい

て細胞外で酸素ラジカルの重要な役割を果たしている酵素

としては細胞外型の である - と推定され

細胞外で主にヘパラン硫酸に結合して分布しているものと

想像される。われわれは以前に線維芽細胞 メサンギウム

細胞において - の発現と - 産生 その上清

中への分泌などを検討した。その結果 - と上清中

の蛋白濃度との間には強い正の相関を認めたため 以降の

検討では上清中の - 濃度を対象とした。これら従

来の研究結果の多くは細胞が増殖状態にある培養条件下で

の - 産生を検討しているのに対して 本研究では

メサンギウム細胞機能と - 産生を検討した。

糸球体腎炎の病態において 免疫学的機序 非免疫学的

機序を含めてメサンギウム細胞増殖が複雑に関与してい

る。本研究ではそのなかでもメサンギウム細胞の増殖とい

う形態的特徴に注目して での再現を試みた。本研

究から 増殖培地で細胞増殖が促進した状態下では 分化

培地に比べ - 産生が鈍化していることが明らかと

なった。また 分化培地下では細胞の が変化し

増殖が鈍化した状態のままで - の産生を増加させ

た。このことは 生体で腎疾患に伴う糸球体メサンギウム

細胞増殖が - 産生能を減弱させていることを示

し フリーラジカル生成を増加させている可能性があるこ

とを示唆している。このメサンギウム細胞増殖が慢性腎炎

- ( ) ( )

；

The existence of collagenⅥ or laminin promoted EC-SOD production more than collagenⅠ or fibronectin.

-

Proliferation medium promoted cell growth and chemokine
 

production, and suppressed EC-SOD production. Differentia
 

tion medium promoted EC-SOD production, and suppressed
 

chemokine production more than proliferation medium.

-
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における糸球体病変の指標として重要な指標となっている

ことは 形態的な細胞増殖のみならず 機能的に酸素ラジ

カルに対する抵抗性が減弱していることと反映していると

推察された。

通常の糸球体ではメサンギウム領域には

が メサンギウム細胞に接して係蹄壁には

Ⅳ が分布する 。一方 慢性糸球体腎炎ではメサ

ンギウム領域に の発現増強 Ⅰ

の沈着が観察される。 は糖尿病性腎症の糸球体

に沈着を認め 組織像の悪化とともに沈着が増強すること

が知られている 。また Ⅰ の発現は糸

球体硬化とともに著しく増加することから 腎硬化の指標

ともなっている。

本研究では 通常の糸球体で有意に認められる

Ⅳ の存在下では糸球体の - 産生が促

進され Ⅰ の存在下では促進を

認めなかった。このことは 病的状態でメサンギウム領域

に認められることが多い Ⅰ がメ

サンギウム細胞の - の産生を抑制し 病的状態下

で糸球体に対するフリーラジカルの障害を促進しているこ

とが示唆された。

メサンギウム細胞はサイトカイン類のみならず 周囲の

細胞外基質によりその性質を変化させる 。

Ⅳ の存在が細胞を分化させる方向に働いた

可能性がある。この細胞外基質によるメサンギウム細胞の

分化促進が - の産生増加を誘導したことが想像さ

れる。この検証のためには メサンギウム細胞の分化マー

カーである - 発現 フリーラジ

カル産生などをより精密に検証する必要があり 今後 明

らかにしたい。

メサンギウム細胞の機能を制御する因子として 細胞外

基質とともに糸球体局所におけるケモカインの産生が細胞

の増殖に重要な役割を果たしていることが明らかとなって

いる。以前にわれわれが培養メサンギウム細胞の -

産生を明らかにする際 プレドニゾロンの存在が

- の産生を刺激し 同時に - - などケモカ

インの産生を抑制することを明らかにした 。また この

ケモカインと - 産生の制御には が関与して

いることが判明した 。本研究から 増殖培地の存在下で

は細胞増殖とケモカイン産生が促進された状態であったの

が 増殖因子を低下させた分化培地の存在下では ケモカ

インの産生抑制 メサンギウム細胞増殖鈍化とともに

- の産生が促進された。これは 増殖培地の存在

下でのメサンギウム細胞増殖とケモカイン産生増加がヒト

腎炎におけるメサンギウム細胞増殖に類似した病態であ

り 分化培地下の増殖抑制されたメサンギウム細胞が正常

なメサンギウム細胞の状態を模倣していることが想像され

る。糸球体でのメサンギウム増殖とケモカイン産生増加が

- 産生の減弱に伴う局所での酸素ラジカルの障害

を増強していることが推定された。

従来から 実験腎炎モデル 臨床的な腎炎に活性酸素障

害が関与していることが指摘されてきた。この証明には

酸素ラジカルのスカベンジャー投与による障害の軽減 ま

たは組織から酸素ラジカル副反応生成物を検出することで

間接的に酸素ラジカルの組織障害への関与を証明してき

た。これに対して 本研究では腎炎の直接的な指標である

メサンギウム細胞の増殖 ケモカイン産生能と酸素ラジカ

ルを消去する酵素である - の産生の関係を検討で

きた。この結果 糸球体腎炎におけるメサンギウム増殖が

酸素ラジカルに対する抵抗性を減弱させている可能性が示

され 腎炎における活性酸素の役割をメサンギウム細胞の

機能から検討することができた。

まとめ

メサンギウム細胞の増殖した状態と細胞が で増殖

抑制された状態を比較した。その結果 増殖抑制した状態

に伴う - 産生の増加を確認した。また 細胞外基

質 Ⅳ の存在下では

Ⅰ に比べ - 産生促進を認めた。また 増

殖した状態から増殖抑制された状態ではケモカインの産生

抑制と - 産生増加を確認した。
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