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ヒト腎糸球体内皮細胞のマーカーに関する免疫組織化学的検討
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　　Despite　numerous　histological　studies　having　been　conducted，　the　functional　properties　of

glomerular　endothelial　cells（GENs）remain　unclear．　Using　a　set　Qf　mon㏄10nal　antibodies　for

endothelial　cells，　we　investigated　the　expression　of　glomerular　endothelial　markers　in　normal　kidney

specimens　using　immunohist㏄hemica董techniques．　In　normal　glomeru董i，　factor　VIII－related　antigen

was　intensely　stained　in　GENs，　as　it　was　in　endothelial　cells　of　intrarenal　large　vessels。　Moreover，

HLA－DR　and　vi！hentin　were　moderately　expressed　in　these　ce11s　and　in　endothelial　cel豆s　of　peritubular

capillaries．　Expression　of　the　LDL・receptor，　human　endothelial　antigen，　intercellular　adhesion

molecule（ICAM）・1　and　thrombomodulin　was　weak　in　GEN．　These　results　suggest　that　GEN　have　the

same　function　as　vascular　endothelial　cells．　However，　further　studies　require　to　investigate　the　role　of

GENs　in　the　regulation　of　coagulation，　immunoresponses　and　inflammatory　processes．

　　　　　　　　　緒　　言

　腎糸球体は内皮細胞，メサンギウム細胞，上皮

細胞の3種類の細胞と細胞外基質からなる濾過装

置である．その構成細胞のうち内皮細胞は糸球体

毛細血管係蹄の内面を被覆する一層の細胞群であ

る．内皮細胞は互いにtight　junctionで結合し

あっているがメサンギウム細胞との接着装置によ

る結合はみられない（図1a）．よって，両細胞の間

には活発な物質交換が存在すると想定される．ま

た，糸球体内皮細胞は係蹄側と軸側とを裏うちし

ているが，核のある部分が軸側に近く，有窓性の

薄い細胞体が係蹄末梢に分布している（図1b）．こ

の小孔poreは末梢側のみならず軸側にも認めら

れ（fenestra），血液の液性成分が内皮下およびメ

サンギウムに流入しうることを示唆している1）．

さらに，病態下においては，図1cに示すように微

少変化群によるネフローゼ症候群において膨化し

た胞体を呈したり，腎移植後の急性拒絶反応時に

mitosisがみられたり（図1d），多彩な変化をきた

す．糸球体では他の部位の毛細血管と異なり，濾

過機能の一端を担っているために水分の出入りが

多く，これらの生理機能の充進や障害に深く係

わっていると考えられる．

　一方，多くの形態学的な検討にもかかわらず，

糸球体内皮細胞の機能に関しては不明な点が多い

のも事実である．その理由の一つにメサンギウム

細胞や上皮細胞に比し培養系の確立が困難であっ

たことが考えられる，1989年にBallermann2）によ

りウシ糸球体内皮細胞の新しい培養法が報告され

てから，急速にその生物学的特徴が明らかになり
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図1　ヒト腎糸球体内皮細胞の正常および病的状態下における形態

　　透過型電顕，×2，500，

つつある3）～5）．しかし，勿θ勿0のレベルでは腎生

検標本などから形態学的な変化を検討するのは困

難である．そこで，我々は他の血管内皮細胞のマー

カーに対するモノクローナル抗体を用いた蛍光抗

体法により，糸球体内皮細胞における染色性を検

討したので報告する．

　　　　　　　　　材料と方法

　1．凍結切片の作製

　できるだけ正常に近い腎組織を観察するため，

腎腫瘍により摘出した腎の正常部分および剖見時

に採取された腎組織を検体に選んだ．数mm角に

細切後，液体窒素中でOCTコンパウンド中に包

埋した．ミクロトームにて2μmに薄切し，スライ

ドグラス上に貼付後一20℃で冷凍保存した．

　2．モノクローナル抗体（mAb）

　内皮細胞のマーカーと考えられている以下の抗

原に対する市販のmAbを使用した．第VIH因子関

連抗原（Dako社），　HLA－DR（Becton　Dickinson

社），LDLreceptor（Oxoid　Limited社），　human

endothelial　antigen（Dako社），　thrombomodulin

（Chemicon社），　intercellular　adhesion　molecule

表1　各モノクローナル抗体の希釈倍率

Monoclonal　antlbody　to　antigen

Factor　Vm・related　antigen

HLA・DR
LDL・receptor

Human　endothelial　antigen

Thrombomodulin

Vimentin

Actin

Cytokeratin

Desmin

OX－7（Thy。1）

ICAM・1

ELAM－1

Dilution

1：40

1：20

1：20

1：10

1：20

1：40

1：40

1：20

1：40

1：10

1：20

1：20
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（ICAM）一1（Immunotech社），　endotheli㎜leuko－

cyte　adhesion　molecule（ELAM）一1（lmmunotech

社），その他，隣接するメサンギウム細胞や上皮細

胞との判別のためvimentin（Dako社），　cytoker・

atin（Dako社），　desmin（Dako社），α・smooth

muscle　actin（Dako社），　OX－7（Thy・1抗原，

名大　森田博士より供与）を用いた．表1に各々

のmAbの希釈倍率を示す．

　3．間接蛍光抗体法

　凍結切片（2μm）を冷アセトンで10分間固定し

風乾した．ついで，phosphate　buffered　saline

（PBS，　pH　7．4）で5分間，3回洗浄後，非特異

的反応を阻害するため，10倍に希釈した正常ヤギ

血清と室温で10分間反応させた．さらに，表1に

示した希釈倍率で一次抗体と室温で1時間反応さ

せた．PBSで5分間，3回洗浄後二次抗体（ヤギ

抗マウスIgG－FITC標識抗体）と室温で30分間反

応させた．一次抗体の特異性を検討する目的で上

記のmAbの代わりに，抗体を産生していないハ

イブリドーマを免疫したマウスの腹水を用いた．

　　　　　　　　　結　　果

　表2に各々のmAbによる染色結果を示す．正

常腎組織において，糸球体に最も強い反応性を示

したのは第Vlll因子関連抗原である（図2a）．この反

応性を（惜）として，他のmAbによる反応強度を

表2　糸球体内皮細胞における内皮細胞マーカーの染

　色強度の比較

Antibody Reactivity　on
狽奄rSUe　SeCtiOnS

Factor　V田一related　antigen 冊

HLA－DR 什

LDLreceptor 十

ICAM．1 十

Human　endothelial　antigen 十

Thrombomodu】in 十

Vimentin 什
Actin 十

Cytokeratin
一

Desmin
一

OX－7（Thy・1） 一

ELAM・1 一

ICAM－1：lntercellular　adhesion　molecule・1，　ELAM・1：

endothelium　leukocyte　adhesion　molecu｝e．

（一）から（什）まで段階分けした．第vm因子関連

抗原は腎内の比較的太い血管系にも陽性であっ

た．また，弱いながら輸出入細動脈にも陽性であっ

た．ついで染色性が強かったのはvimentinと

HLA－DR抗原で（升）であった（図2b）．　Vimentin

は糸球体内皮細胞の他に糸球体上皮細胞や太い血

管系の内皮細胞にも陽性であった．HLA・DRは特

に糸球体内皮細胞と尿細管周囲の内皮細胞に最も

強い染色性を示した．しかし，第Vlll因子関連抗原

に比し，比較的太い血管系の染色性は弱かった．

他に陽性を示したのはact三n，　LDL－receptor（図2

c），ICAM－1（図2d）およびhuman　endothelial

antigen（図2e），　thrombomodulinであり，とも

に（＋）であった．これらの糸球体における染色

性は他の血管系のそれと同等であった．血管内皮

細胞のマーカーの一つであるELAM－1は今回陰

性であったが，急速進行性腎炎の症例で発現して

くることがあり，ICAM－1に比し発現量が少ない

と考えられた．上皮系の細胞のマーカーである

desminやcytokeratinは糸球体内皮細胞や他の

血管内皮細胞には陰性であった．また，メサンギ

ウム細胞のマーカーであるOX・7も陰性であっ
た．

　　　　　　　　　考　　察

　糸球体内皮細胞はその培養系の確立の困難性か

ら，メサンギウム細胞や糸球体上皮細胞に比べ未

知の点が多い．Ballermannの報告2》以来，少しず

つその生物学的特徴が明らかになりつつある．基

本的には，他の毛細血管系の内皮細胞の有する特

性，つまり毛細血管内圧の調節，1血液凝固や」血小

板凝集の抑制，免疫反応における抗原提示などの

機能を有すると想定される．何故なら，培養糸球

体内皮細胞の同定に用いられるマーカーは他の血

管内皮細胞のそれとほとんど同様だからであ

る2）．さらに，生理的および病的条件下において

種々の液性因子を放出し，糸球体機能の制御に深

く係わっていると想定される6）．

　一方，病理学的検討あるいは培養細胞を用いた

研究にもかかわらず，田部。のレベルでの糸球体

内皮細胞の特性について検討した報告はほとんど

ないのが現状である．そこで我々は他の血管系の
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　図2　間接蛍光抗体法による糸球体内皮細胞における内皮細胞マーカーの局在

a：Factor　VIII－related　antigen，　b：HLA・DR，　c：LDL・receptor，　d：ICAM－1，　e：

Human　endothelial　antigen，×200．

内皮細胞のマーカーに対する市販のmAbを用い

て，その局在性を間接蛍光抗体法で検討した．表

2に示したように，第vm因子関連抗原をはじめ

HLA・DR，　LDL－receptor，　ICAM－1，　human　en－

dothelial　antigenおよびthrombomodulin等の

マーカーは陽性であった．Vimentinはこの勿

。勿。実験では陽性であったが，培養糸球体内皮細

一571

胞では陰性であり，培養によりvimentinの発現

が抑制されている可能性がある．また，ELAM・1

が尿細管周囲の血管内皮に陰性であったが抗体の

特異性によるものと考えられた．これらの結果よ

り大血管や毛細血管系の内皮細胞の特性と共通す

る機能を有すると考えられた．しかし，プロスタ

グランディン（PG）代謝において，プロスタサイ
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クリソ（PGI2）ではなく主にPGE2を産生するこ

と4）が報告されており，大血管系の内皮細胞に比

し，PG代謝が異なる可能性がある．また，　Kinlo

ら7）は糸球体内皮細胞と腎内の毛細血管内皮細胞

の伽。勿。における相違を免疫組織化学的に検討

している．尿細管周囲の毛細血管内皮細胞が

OKM5陽性，　HLA・DR陽性，第皿因子陰性，　inter－

1eukin（IL）・1陽性であるのに対し，糸球体内皮細

胞はOKM5陰性，　HLA－DR陽性，第Vlll因子陽性，

IL4陽性であり免疫応答における両細胞の違いを

指摘している．我々の検討では尿細管周囲の血管

内皮細．胞において脚下因子とHLA・DRはともに

陽性であり，使用した抗体の特異性の違いによる

と考えられた．今回，OKM5の局在は検討しな

かったが，腎移植後の拒絶反応が尿細管周囲の血

管内皮細胞を介して起こっていることから類推す

ると，両細胞における免疫応答の機能が異なる可

能性は否定できない．Nittaら8）は免疫抑制剤であ

るサイクロスポリンA（CyA）の培養糸球体内皮

細胞に対する直接作用を検討しており，大動脈由

来の内皮細胞に比し，CyAによる障害をうけやす

いと報告している．また，HLA－DRあるいは

HLA・DQは全身性エリテマトーデスにおいて糸

球体内皮細胞への発現が増加すること9），さらに，

ICAM－1は腎移植後の拒絶反応の際に糸球体内皮

細胞，尿細管上皮および浸潤細胞に出現する程度

が増加すると報告している10）．これらの所見を総

合すると，糸球体内皮細胞は種々の面で他の血管

系の内皮細胞と共通の特性を持ちつつ，一方では

免疫応答や炎症の場において血管内皮細胞と異な

るユニークな役割を演じている可能性を示唆する

ものとして注目される．今後，勿θ勿。および珈

。∫掬の両面からの研究より糸球体内皮細胞の生

物学的な特徴が明らかになることにより，糸球体

疾患のメカニズムについて新たな視点をもたらす

、と考えられる．
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