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研究成果の概要（和文）：WKYラットにヒトMPOを免疫したANCA関連血管炎モデルに、MPO追加免疫群、好中球活性化群(
TNF-αやG-CSFの追加投与)、炎症反応誘導群(少量のanti-GBM Abの追加投与)を作成した。炎症反応誘導群においての
み尿所見と半月体形成率の増悪を認めた。血清ではTNF-α, IL-1β, CXCL1, CXCL2が上昇し、糸球体内ではNETsの形成
、TNF-α, CXCL1, CXCL2, CXCL8の発現増強を認めた。in vitroで精製ANCAにより好中球の活性化が誘導された。半月
体形成の増悪には好中球に関わるケモカインの発現上昇と好中球の異常活性化が関与している。

研究成果の概要（英文）：In ANCA-associated vasculitis (AAV), necrotizing and crescentic 
glomerulonephritis (NCGN) was induced in WKY rats by immunization with human MPO (hMPO). The induced 
anti-hMPO Antibody (Ab) cross-reacted with rat neutrophils with activation in vitro. The crescent 
formation with NETs in glomeuli was enhanced by the additional injection of sub-nephritogenic anti-GBM 
Ab, whereas it was not significantly enhanced by the additional administration of TNF-α or G-CSF in 
vivo. NCGN rats with the sub-nephritogenic anti-GBM Ab showed elevated albuminuria and serum TNF-α, 
CXCL1 and CXCL2 levels. TNF-α, CXCL1, CXCL2 and CXCL8, which are mainly involved in 
neutrophil-endothelial interactions, were increased in glomeruli. Our results demonstrated that the 
acceleration of NCGN in AAV may be necessary not only accumulation of neutrophils in glomeruli, but also 
aberrant activation of neutrophils with increased glomerular expression of neutrophil 
activation-associated cytokines and chemokines.

研究分野： 病理学 (腎臓病理学・移植病理学)
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１．研究開始当初の背景 
 
抗好中球細胞質抗体 (anti-neutrophil 
cytoplasmic antibody：ANCA) 関連血管炎
(ANCA associated vasculitis; AAV)は、ヒト
好中球細胞質に対する自己抗体が発症に関与
する小型血管炎である。pauci-immune 型壊
死性半月体形成性糸球体腎炎(necrotizing 
and crescentic glomerulonephritis; NCGN)
を発症するが、壊死性・半月体形成機序や、
血管炎の発症機構の詳細は未だ明らかではな
い。 
 
２．研究の目的 
 
(1) AAV ラットモデルの作成： ヒト MPO 
(hMPO)をラットに免疫してラット AAV モデ
ルを作成する。 
 
(2) AAV ラットモデルに、好中球の活性化因
子として知られている G-CSF や TNF-α の追
加投与、また糸球体局所での炎症環境を 
sub-nephritogenic抗GBM抗体を追加投与し
て誘導し、NCGN の増悪機構を明らかにする。 
 
(3) 増悪した NCGN に関わる、ANCA、好中
球、糸球体内皮細胞の関連について in vivo
および in vitro において検討し、NCGN の増
悪機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
ラット AAV モデルは WKY ラットを用い、精
製したヒト MPO 蛋白 (hMPO)を完全フロイ
ントアジュバントと百日咳菌毒素とともに免
疫し作成した。 
(1) 適正な MPO の投与量を決定するために

hMPO を ① 400 µg/kg、② 800 µg/kg、③ 800 

µg/kg ×2 on day 0 and day 28、④ 1600 µg/kg
の投与群を作成した。 
 
(2) NCGN を増悪させるために、hMPO 1600 
µg/kg を免疫したラットに、好中球活性化因
子として知られている G-CFS または TNF-α

を追加投与した。① G-CSF 併用群として

human G-CSF 20 µg を hMPO 免疫後 28

日目から 56 日目まで毎日皮下注した。② 
TNF-α 併用群として TNF-α 1.0 µg を hMPO
免疫後 28 日目から 1 週間おきに 4 回 静注し
た。また、糸球体内に炎症環境を誘導するた
めに、ごく少量の anti-GBM Ab を追加投与し

た。③ 抗 GBM 抗体併用群として hMPO 
1600 µg/kg 免疫後 28 日目に
sub-nephritogenic 抗 GBM 抗体 0.25 µg を
追加静注した。 

 
(3) hMPO 免疫後 8 週目に屠殺して、血液検
査 (白血球数)、血清 ANCA 値とサイトカイ
ンとケモカイン (TNF-α, CXCL1, CXCL2)、
尿アルブミンと血尿、病理組織学的評価 (半
月体形成率)、単離糸球体のサイトカインとケ
モカイン (TNF-α、ICXCL1、CXCL2、CXCL8、
CXCR1、CXCR2 の発現) の検討を行った。 
 
(4) ANCA の好中球活性化作用を、各群のラッ
ト血清から精製した IgG 抗体をラット骨髄由
来細胞 (BMC)に in vitroで反応させ活性化を
サイトカイン  (TNF-α、 IL-1β, CXCR1、
CXCR2 の発現 )の産生で評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) hMPO 単独投与したラットは軽度の半月
体を形成する。濃度の異なる hMPO 投与群の
全群において血清抗 hMPO 抗体は産生され、
その抗体価は hMPO 投与量依存性に増加傾
向を示した。特に 800 µg/kg X2 投与群、1600 
µg/kg 投与群において高い ANCA 価を認めた。
しかし、病理学的検討では 800 µg/kg x2 や 
1600 µg/kg 免疫群を含め、半月体形成率は全
群ともに 2-4%であった。 
 
(2) 誘導された抗 hMPO 抗体はラット MPO
やラット好中球に反応する。hMPO の免疫に
よりラットに誘導した抗 hMPO 抗体は、蛍光
間接抗体法でラット好中球に交差反応性を示
し、また、ELISA 法によりラット血清中に抗
rat MPO 抗体を検出した。 
 
(3) 抗 GBM 抗体併用群では半月体形成の増
悪を認めたものの、TNF-α 併用群や G-CSF
併用群では増悪は認められなかった。TNF-α 
併用群、G-CSF 併用群、抗 GBM 抗体併用群
の全群で有意な血尿が出現し、また、尿中ア
ルブミン値では抗 GBM 抗体併用群 (123.1 ± 
54.5 mg/day) が hMPO 単独群 (5.89 ± 3.61 
mg/day)と比較し有意な上昇を認めた。しか
し、腎機能を反映する血清 BUN 値や Cr 値に
は各群有意差は認められず正常範囲であった。
半月体形成率は TNF-α 併用群(3.4 ± 1.2 %)、
G-CSF 併用群 (2.7 ± 1.2 %)で半月体の形成
に増悪は認めないが、抗 GBM 抗体併用群は
明らかに半月体形成の増悪を示し、その形成
率は約 55%であった(抗 GBM 抗体併用
群;55.0 ± 14.2 % vs hMPO 単独群; 3.0 ± 
1.7 %, p < 0.05)。さらに半月体形成部位に好
中球細胞外トラップ (NETs)の形成を認めた。
血清中 TNF-α 値は、hMPO 単独群、TNF-α 併
用群、G-CSF 併用群において検出感度以下で
あったが、抗 GBM 抗体併用群においては有
意な上昇 (TNF-α; 3.0 ± 2.3 ng/ml)を認め、全
身性の炎症環境が確認された。糸球体局所に



おいても、半月体形成の増悪が認められた抗
GBM 抗体併用群において TNF-α、CXCL-1、
CXCL-2、CXCL-8 の有意な発現増加が認めら
れ、糸球体局所のケモカイン発現が半月体形
成の増悪に関連すると考えた。 
 
(4) 抗 MPO 抗体による好中球のサイトカイ
ンやケモカイン受容体発現が半月体形成を増
悪させる可能性がある。浮遊している骨髄細
胞 (BMC)を未刺激の好中球として in vitro実
験に用いた。ラット BMC に対して TNF-α 刺
激下における IL-1βの分泌産生をELISAで解
析したところ、ラットモデル血清から精製し
た IgG 抗体で有意な上昇を認めた。抗 GBM
抗体併用群から精製した IgG 抗体ではさらに
IL-1β の産生増加を認め、抗 GBM 抗体併用群
の ANCA はラット好中球を強く活性化する
ことを確認した。TNF-α 刺激下における好中
球内のケモカイン受容体の発現は、ラットモ
デル血清から精製した IgG 抗体では CXCR1
に有意な発現上昇を認めたが、抗 GBM 抗体
併用群から精製した IgG 抗体では逆に
CXCR1 および CXCR2 の発現低下が認めら
れた。好中球が CXCR1 および CXCR2 の発
現低下を介して血中に長く留まり、血清中の
ANCA と強く反応することができるものと考
えた。 
 
 (5) 好中球数の増加だけでは半月体形成の
増悪を誘導していない。AAV では、ANCA と
好中球や MPO は重要な因子である。G-CSF
併用群のみに末梢血の白血球数の増加 
(18.7x103 ± 1.7 x103 vs 抗GBM抗体併用群: 
7.0 x103 ± 0.5 x103 cells /µl)、および血清
MPO 濃度の増加(82.7 ± 30.3 ng/ml vs 抗
GBM 抗体併用群: 7.6 ± 4.3 ng /ml)を認めた。
糸球体内に浸潤した好中球数は、G-CSF 併用
群と抗 GBM 抗体併用群において有意な増加
(G-CSF 併用群: 4.2 ± 0.3 cells/glomerulus, 
抗 GBM 抗体併用群; 2.0 ± 0.5 cells 
/glomerulus, p<0.05 vs コントロール群)を
認めた。hMPO 単独群と TNF-α 併用群では
糸球体内好中球数はコントロール群と比較し
有意な増加は認めなかった。電顕的観察では
hMPO 単独群、G-CSF 併用群、TNF-α 併用
群では糸球体係蹄内の好中球の形態は保たれ
ていたが、抗 GBM 抗体併用群では、好中球
の核分葉の消失、核クロマチンの脱凝縮、脱
顆粒、係蹄内皮への接着がみられ、好中球の
活性化像を認めた。G-CFS 群のように、糸球
体内の好中球の増加だけでは NCGN の増悪
はみられず、抗 GBM 抗体併用群のように好
中球の活性化が重要であることを確認した。 
 AAV の NCGN では、半月体形成の増悪に
は好中球に関わるケモカインの発現上昇と好
中球の糸球体内異常活性化が関わっているこ

とが示された。 
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