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研究成果の概要： 

本研究は、MPO-ANCA 関連急速進行性糸球体腎炎の発症における糸球体血管内皮細胞の役割に

ついて明らかにすることを目的とした。本研究の成果としては、１）MPO-ANCA による糸球体血

管内皮細胞の活性化に関わるターゲット分子を特定することに成功し、加えて活性化に伴う炎

症性分子の発現を詳細に明らかにした。さらに、２）量子ドットを MPO-ANCAに結合させること

に成功し、その生体内分布を明らかにするための基礎検討を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
急速に進行し腎不全に至る極めて予後不

良な MPO-ANCA（Myeloperoxidase-specific 
Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies）
関連急速進行性糸球体腎炎は、好中球自己抗
体である MPO-ANCA の上昇を臨床的特徴とす
る自己免疫疾患の１つである。感染などによ
り活性化された好中球がその細胞表面に顆
粒中の MPO を発現し、血液中の MPO-ANCA と
反応して好中球の脱顆粒や活性酸素の放出
をきたし、これらが糸球体血管内皮細胞や糸
球体基底膜を傷害し、最終的には糸球体内に

増殖した上皮細胞による半月体形成を引き
起こすと考えられてきた。MPO-ANCA が腎炎の
発症自体に必要なのか、もしくは単に発症後
に抗体価が上昇しているのにすぎないのか
は不明であったが、近年マウスへの anti-MPO
抗体単独投与によって同様の特徴をもった
半月体形成性腎炎が形成されることが明ら
かとなり、腎炎発症における anti-MPO 抗体
の重要性が示された。しかしながら、
anti-MPO 抗体によって糸球体腎炎が引き起
こされる過程は未だ詳細に解析されていな
い。これまでの好中球と anti-MPO 抗体の相
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互作用を検討した多くの報告から、糸球体血
管内皮細胞を傷害するのは好中球であるこ
とに疑いはない。この前段階の炎症初期にお
いて好中球が血管内皮細胞に接着するため
には、血管内皮細胞側にも接着分子の発現が
必須であることから、申請者は anti-MPO 抗
体が糸球体血管内皮細胞にも直接作用して、
好中球の接着・脱顆粒・活性酸素発生が起こ
りやすい環境を作っているという仮説を立
てた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、「MPO-ANCA 関連急速進行性糸球

体腎炎の発症における糸球体血管内皮細胞
の役割について明らかにする」ことを目的と
した。具体的な目標としては、 
 
(1) 糸球体血管内皮細胞における anti-MPO
抗体のターゲット分子に関する検討 
これまでにマウス糸球体血管内皮細胞

(mouse Glomerular Endothelial Cells: 
mGEC)の単離初代培養法を確立し、anti-MPO
抗体のmGECに対する影響を検討したところ、
anti-MPO 抗体が直接、接着分子（ICAM-1、
VCAM-1、E-selectin）の発現を増加させるこ
とが分かっている。しかし、mGEC は全く MPO
を発現していないことから、mGEC における
anti-MPO抗体のターゲット分子はMPO以外で
あることが予測される。そこで、その分子を
特定し、anti-MPO 抗体の結合を起点とする接
着分子発現までのシグナリングカスケード
を解明することを目標とした。 
 
(2) 糸球体腎炎モデルマウス発症における
糸球体血管内皮細胞の役割に関する in vivo
解析 
申請者はすでに anti-MPO 抗体をマウスに

投与することで糸球体腎炎を発症させるモ
デルを構築しており、このモデルマウスを利
用して糸球体腎炎発症を誘導する糸球体血
管内皮細胞活性化の役割を明らかにする。ま
ず、anti-MPO 抗体の生体内分布を観察する。
申請者は蛍光強度が高く安定性に優れた量
子ドット（Quantum Dot：QD）を anti-MPO 抗
体に結合させた anti-MPO-QD を利用して、詳
細な anti-MPO 抗体の糸球体内での分布を観
察する。また、このときの好中球の動態につ
いても同時に観察し、anti-MPO 抗体の結合と
接着分子発現量の上昇が、糸球体内への好中
球の接着・遊走に関わっていることを証明す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 糸球体血管内皮細胞における anti-MPO
抗体のターゲット分子に関する検討 
当初の計画では免疫沈降法を用いて、mGEC

に発現する anti-MPO 抗体のターゲット分子

を単離する予定であったが、非特異的な結合
が多数見られたため、シンプルに mGEC のタ
ンパク抽出液を 2 次元電気泳動で分離し
anti-MPO 抗体を用いたウェスタンブロット
で検出されるスポットを解析の対象とした。
検出されたスポットと同様の泳動距離にあ
るタンパクスポットをCBB染色したゲルから
切り出し、マススペクトロスコピーによって
スポットタンパクを特定した。 
特定したタンパクに対する抗体を購入し、
その mGEC に対する活性化作用をICAM-1 cell 
ELISA を用いて評価した。 
また、そのタンパクの発現を siRNA を用い
てノックダウンすることにより、anti-MPO 抗
体による mGEC の接着分子発現におけるその
タンパクの役割も加えて解析した。 
 
(2) 糸球体腎炎モデルマウスにおける
anti-MPO 抗体による接着分子発現量の変化 
C57BL/6 マウスに anti-MPO 抗体を投与し、
6 時間後に腎臓を摘出後、メッシュを用いて
糸球体のみを単離した。単離した糸球体に発
現 す る 接 着 分 子 （ ICAM-1 、 VCAM-1 、
E-selectin）の mRNA 量を RT-PCR を用いて解
析した。 
 
(3) QD を用いた anti-MPO 抗体の生体内動態
の解析 
末梢血より単離したマウス及びヒト好中
球をスライドガラス上に接着させ、fMLP、
TNF-D、IL-1E、IL-8 で刺激した後、固定した。
QD 標識した Anti-MPO 抗体を用いて、細胞膜
表面に表出した MPO を検出した。 
さらに、カンジダ由来多糖画分 (CAWS)、
fMLP を anti-MPO 抗体と組み合わせて投与す
ることによって腎炎を発症させるモデルマ
ウスにおいて、この QD標識 anti-MPO 抗体を
C57BL/6 マウスに投与した後、各組織（肺、
脾臓、肝臓、腎臓）の凍結切片を作製し、
anti-MPO 抗体の生体内分布を解析した。 
 
(4) 糸球体血管内皮細胞における接着分子
の発現量増加と好中球の接着・遊走に関与す
るサイトカイン・ケモカインおよび炎症性分
子の解析。 
Anti-MPO 抗体による mGEC の活性化をより
詳細に解析するために、anti-MPO 抗体存在下
で 6時間培養した mGECの培養上清を回収し、
Bio-plex systemを用いて 32種類のサイトカ
イン・ケモカイン濃度を測定した。 
さらに、この培養上清の好中球に対する活
性を MPO 放出、O2-産生、走化性の 3点から解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) 糸球体血管内皮細胞における anti-MPO
抗体のターゲット分子に関する検討 



 

 

 まず、mGEC のタンパク抽出液を二次元電気
泳動で展開し、ウェスタンブロットによって
anti-MPO抗体と反応する分子をCBB染色で検
出し、単独のスポットを得た（図 1）。そのス
ポットタンパクを PMF 解析することにより、
タンパク M （特許申請のためタンパク名は伏
せる）が候補として挙がった。 
次にタンパク M が anti-MPO 抗体の標的と

なっていることを確認するために、anti-MPO
抗体と同様に、anti-M 抗体で mGEC を刺激し
た時に、ICAM-1 が発現するかを解析した。そ
の結果、有意な ICAM-1 発現の上昇が見られ
た。以上から、anti-MPO 抗体が mGEC のタン
パク M に作用して細胞を活性化し、炎症を誘
導する可能性が示唆された。このタンパク M
に関する報告は世界的にも全くなく、新規マ
ーカータンパクとして今後診断に応用可能
であると考えられる。 
現在、タンパク Mを介したシグナリングカ

スケードの解析に加え、患者血清中にタンパ
クMに対する抗体が含まれているか検討する
ための準備を進めている。また、当該部分に
関する論文投稿の準備を進めているが、タン
パク Mに関する特許申請の関係上、学会発表
を含め、外部への発表は現段階では行ってい
ない。 

 
(2) 糸球体腎炎モデルマウスにおける
anti-MPO 抗体による接着分子発現量の変化 
Anti-MPO抗体を投与したC57BL/6マウスか

ら腎臓、腎糸球体、肝臓、肺、胸部大動脈を
摘出・調製し、接着分子の発現を検討したが、

コントロールとして用意したウサギIgG投与
群と有意な差は見られなかった。特に糸球体
の単離のみでは、血管内皮細胞以外のメサン
ギウム細胞や上皮細胞の混入があるため、有
意な差が見られなかったものと推察される。
今後、同様の方法で腎臓の凍結切片を作製し、
糸球体血管内皮細胞における接着分子の発
現を検討する必要がある。 
 
(3) QD を用いた anti-MPO 抗体の生体内動態
の解析 
Anti-MPO 抗体を QD で標識することに成功
し、これを用いて炎症性サイトカインで刺激
した好中球のMPOの細胞膜への表出を検出す
ることができた。さらに、この QD 標識
anti-MPO抗体をC57BL/6マウスに投与したと
ころ、肺、脾臓、肝臓によく集積するものの、
腎糸球体への集積も確認することができた
（図２）。今後、この QD 標識 anti-MPO 抗体
を用いた in vivo イメージングが可能になる
ものと考えられ、これまで分からなかった
anti-MPO の生体内動態が明らかになるもの
と考えられる。 
 

(4) 糸球体血管内皮細胞における接着分子
の発現量増加と好中球の接着・遊走に関与す
るサイトカイン・ケモカインおよび炎症性分
子の解析。 
mGEC に対して anti-MPO 抗体を 6 時間処理
し、培養上清を回収した。まず、この培養上
清中に含まれるサイトカインなどを同定す
るためにBio-Plexを用いて解析したところ、
anti-MPO抗体処理によって培養上清中のKC、
MIP-2、MCP-1 濃度に有意な増加傾向が見られ
た。このうち KC、MIP-2 は好中球走化性因子
としてこれまで多数報告されていることか
ら、この培養上清に対する好中球の走化性を
Transwell migration assay を用いて検討し
たところ、培養上清は好中球走化性を有する
ことが明らかとなった（図３）。さらに、KC、
MIP-2 それぞれの中和抗体を用いて走化性の
阻害効果について検討した結果、それぞれの
中和抗体単独では 30-40%程度の有意な阻害
効果が見られ、両方の中和抗体を添加した場
合には、約 45%の阻害効果を得た。しかしな
がら、100%の阻害効果は得られなかったこと
から、KC、MIP-2 以外にも走化性を有する分

図１ anti-MPO 抗体で検出されるスポット

と、検出されたタンパク Mに対する抗体によ

る mGEC の活性化作用 

図２ QD-標識 anti-MPO 抗体の腎臓にお

ける分布 



 

 

子が mGEC から分泌されていることが考えら
れる。以上の結果より、anti-MPO 抗体は mGEC
に直接作用して接着分子の発現を誘導する
ほかに、活性化した mGEC は好中球走化性因
子を放出することで、好中球が遊走しやすい
環境を作っていることが示された。 
これまで、Anti-MPO 抗体によって好中球の

活性化が引き起こされることは数多く報告
されてきたが、糸球体血管内皮細胞に対する
直接的な活性化作用は世界的に見ても全く
報告がなかった。本研究課題で新たに明らか
となった anti-MPO 抗体で刺激した糸球体血
管内皮細胞からの好中球走化性因子の産生
は、これまで不明であった糸球体への好中球
の遊走機構を説明する新しい知見と考える
ことができる。現在、当該部分に関する論文
投稿の準備を進めている。 
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