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Intrarenal injection of bone marrow-derived angiogenic cells reduces endothelial

   injury and mesangial cell activation in experimental glomerulonephritis.

      (骨髄由来の血管新生細胞の腎臓内投与は、実験系糸球体腎炎の内皮障害と

                メサンギウム細胞の活性化を抑制する)

内 村 英 輝

内容の要旨

 内皮 前駆細胞を含むと考えられる骨髄単核細胞による血管新生療

法が、閉塞性動脈硬化症およびBurger病 患者の下肢虚血障害に有用で

あることが証明されている。この治療法が腎疾患に応用できるか否か

は未だ明らかでない。そこで本研究では、実験腎炎モデルーThy-1糸 球

体腎炎において培養骨髄単核細胞を腎動脈内に注入 して、その効果を

検討 した。

(対象 と方法)

 6週 齢 の雌ルイスラットの尾静脈に、体重100gあ た り250ｵgの モ ノ

クローナル抗体1-22-3を 注射し、Thy-1糸 球体腎炎ラットを作成 した。

内皮前駆細胞が育っ条件下で培養 した骨髄単核細胞1.0±0,2xlO6個

を、蛍光マーカ‾CM・Dilで 標識 した後PBSに 溶解 し計1mlと し、抗体

注射翌日のThy-1糸 球体腎炎ラットの左腎動脈に選択的に注入し、6

日後の左右の腎臓の形態を評価 した。また、注入細胞がVEGFを 産生す

るか否かを検討するため、骨髄単核細胞を採取し、培養4目 間(採 取

直後)な らびに、培養6日 目から9目 目まで(注 入時)の 培養上清中

VEGF濃 度 をELISA法 で測定した。

(結果と考察)

 培養骨髄単核細胞は、アセチルLDLを 取 り込み、かつBS-1レ クチン

陽性であった。これらの性質はいずれも内皮前駆細胞に見 られ、我々

の培養条件で内皮系への分化が誘導されている所見と考えられた。

 抗体注射7日 後のThy-1糸 球体腎炎において糸球体内の内皮細胞は

減少することが知 られているが、骨髄細胞を注入された左腎では、右

腎に比 して内皮細胞減少の著 しい抑制が認められた。それに加え、左

腎ではメサンギウム細胞の活性化、増殖性変化、および糸球体内マク

ロファージの浸潤も抑制 された。

 CM-DiI陽 性細胞は左腎の糸球体に分布 したが、右腎には分布 しな

かった。糸球体内に取 り込まれたCM-DiIラ ベル細胞の16.5±1,2%が 、

成熟 した血管内皮細胞のマーカーであるRECA-1染 色 に対して陽性で

あった。

 細胞移植による血管新生療法において、移植細胞が産生する内皮増

殖因子が重要な役割をするという報告に基づき骨髄単核細胞のVEGF

産生量を検討 したが、採取直後の産生量は少量だが注入時には著明に

増加することが分かった。

 本実験で、培養骨髄単核細胞をThy・1糸球体腎炎ラットの腎動脈内

に注入することにより、その内皮障害、メサンギウム細胞の活性化、

増殖性変化、および炎症性変化を抑制することが出来た。これは、注

入された培養骨髄単核細胞が糸球体内で内皮細胞 として取 り込まれ

たことや、糸球体内で産生された血管新生因子によって、培養骨髄単

核細胞の腎保護効果が糸球体障害の過程で発揮された結果 と推察さ

れた。

 以上より、腎機能障害の進行に対 して効果のある治療法が限られて

いる現状において、今後、本実験の血管新生細胞療法が新しい治療法

の一つ となり得ることが示 された。

論文審査の要旨

 骨髄 単核細胞による血管新生療法の有用性が認められ、閉塞性動

脈硬化症等において優れた効果が報告 されているが。腎疾患の治療

に有用か否かは明らかでない。そこで本研究では、ラットに抗胸腺

抗体により糸球体腎炎を発症 させ、この腎炎 ラッ トにおいて内皮前

駆細胞が育つ条件で培養 した骨髄単核細胞を注入 し、腎炎の進展阻

止効果を検討 した。

 1.0±0.2×106個の培養骨髄単核細胞を腎炎ラットの左腎動脈より注

入 したところ、腎炎発症7日 目の時点で、注入された左腎では右腎

に比 して内皮細胞の減少が有意に抑制 され、メサンギウム細胞の活

性化 と増殖性変化の抑制お よび糸球体内へのマクロファージの浸潤

も抑制 された。糸球体に取 り込まれた骨髄単核細胞はアセチルLDL

を取 り込み、かつBS-1レ クチン陽性であった。しかし腎組織の観察

において、糸球体へ取り込まれた細胞数は1～2個 であった。移植

細胞の効果発現には、その細胞が産生する内皮増殖因子が重要と考

えられていることから、骨髄単核細胞のVEGF産 生 量を別の培養実験

で検討 し、培養 した骨髄細胞ではVEGFの 産生量が著 しく増加するこ

とを明らかにした。以上の結果から、腎炎ラットの腎動脈から注入

した培養骨髄単核細胞は、糸球体内で内皮細胞として取り込まれ、

VEGF等 の産生によって糸球体障害の進展阻止効果を発揮すると結論

した。

 以 上の研究に関してまず問題 となったのが1.0+o.a×106個の培養骨

髄単核細胞を腎動脈か ら注入しても、組織学的観察で1つ の糸球体

に1～2個 しかとりこまれていなかったことである。注入量を2～

3倍 量に しても取 り込まれる細胞数には大きな変化がなく、しか

し、明らかに腎炎の進行が阻止されたので、その後の実験はすべて

1.o+o.2×106個の細胞を注入 して実験 したとされた。糸球体へ取 り込

まれる骨髄単核細胞がわずかであるのにも関わらず、腎炎の進行が

明 らかに阻止 された機序に関 して議論がなされた。本研究者は、腎

組織の観察は一断片で見ているので、一断片で1個 でも糸球体全体

では数個の細胞があり、そこから放出されるVEGF等 の血管新生因子

が重要な役割を果た して腎保護効果を発揮したと考えた。それを確

認するためにVEGFを 腎炎モデルの腎動脈に注入して、その阻止効果

が観察されればよかったと助言された。また用いた抗胸腺抗体腎炎

が、本研究のために妥当であったかも議論された。抗胸腺抗体腎炎

はヒ トの糸球体腎炎にきわめて類似 したモデルであるが、軽い腎炎

であり、抗体注射後1週 間の時点で最 も腎障害がつよく、2週 間後

に腎障害が改善 してくるモデルであることか ら、腎組織の観察時間

が問題であるとされた。当研究者は、ヒ トの腎炎に近いものとして

このモデルを用い、腎組織の観察は病変の強い7日 目に行ったとさ

れた。

 以上のように本研究において培養骨髄単核細胞の注入が腎炎の進

行を阻止した機序は明らかでないが、新 しい腎炎の治療を考える上

で、大変興味ある研究 と評価された。
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