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メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 拡大お よ び 糸球体基底膜の 肥 厚は
, 糖尿病性腎症 に 特徴的な 組織学的所見 で あ る . こ の ような糖尿

病状態に おけ る腎の 細胞外基質( e x t r a c ell u l a r m a t ri x
,
E C M ) に 対する分解系 の 調節因子 に つ い て は十分な 検討が な され て い な

い
. 腎の E C M は主 と して Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン

J
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び ラ ミ ニ ン か ら構成 され て お り

,
メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ

ー ゼ

( m atri x m e t al l o p r o t ei n a s e , M M P) ほ こ れ らの 基質を 分解する こ と が可 能 で あ り, 腎疾患 に お ける E C M 産生
,
M M P お よび そ

のイ ン ヒ ビタ ー (ti s s u e in hibit o r o f m e t a1l o p r o t ei n a s e
,
T I M P ) の 分泌は ,

い ずれ もメ サ ソ ギ ウ ム 細胞 が担 っ て い る可 能性が 示

唆され て い る . そ こ で 本研 究 で は
, 糖尿 病状 態 で の E C M の 代謝 を 検討す る 目的 で

,
ヒ ト培 養 メ サ ソ ギ ウ ム 細胞 か ら の

M M P お よび TI M P 分泌 に与え る糖濃度の 影響 を検討 した . そ の 結果, 無血清培地で 培養 され た ヒ ト培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞か

ら M M P お よ び TI M P の 産 生 が 確 認 さ れ た .
ゼ ラ チ ン 消 化 活 性 を 有す る 分 子量6 7

,
5 2 お よ び 46 k D a の 酵 素 は

,

e th yl e n e di a mi n e t e tr a a c e ti c a cid で 阻害 され
, p h e n yl m e th a n e s u lf o n yl fl u o rid e

,
N L

e th yl m aI ei mi d e お よび p e p s t a tin A で は阻

害され な い こ と よ り M M P と 同定 し, さ らに ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 67 k D a は M M P- 2
, 5 2 お よ び 46 k D a は

M M P ･l であ る こ と が確認 され た . 糖濃度 450 m g/ dl の 培地 で 3 日 間培養 した 結果,
M M P -2 の 産 生は

,
1 0 0 m g/ dl 培地 に 比

べ
,

ゼ ラ チ ン 消化活性で 約60 % の 増加が 認め られた . M M P- 3 は 蛋白質 レ ベ ル で 測定感度以下であ り, 遺伝子 発現もみ ら れ な

か っ た .

一 方 ,
4 5 0 m g/ d l 培地 に おけ る TIM P の 産生は 100 m g/ d I 培地 で 培養 した細胞 の 約40 % に ま で 低下 して い た . ノ

ー

ザ

ソ ブ ロ
ッ テ ィ ン グ に よ る検討に お い ても

,
7 2 時 間高糖濃度で培養 され た細胞 で は

t
l O O m g/ dl 培地で の 約1/3 の 遺伝子 発現 を認

め るの み であ っ た . ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢酸水銀で 活性化 され た 培養上清 の Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン に 対する総酵素活 性は ,
T I M P と結合

するに もか か わ らず ,
す べ て の 培養上 清 で 観察 され た . 以上 の 結 果よ り , 高糖濃度状態は M M P およ び TI M P の 発現を それ

ぞれ独立 して 調節す る こ とで ,
E C M の 蓄積 に 影響を 与え て い るもの と推測 され る . こ れ ら の 調節国子 の 不 均衡が

, 糖尿病状態

に おける 糸球体 E C M の 代謝 に 重要な 役割を担 っ て い る可能性が 示 唆 され た .

l( e y w o r d s h u m a n m e s a n g ial c ell
, gl u c o s e

,
m a t ri x m e t all o p r ot e in a s e

,
tis s u e i n hibit o r of

m e t all o p r o t e i n a s e

ヒ ト糸球体障害の 発症進展機序 と して
, 免疫学 的異常 , 代謝

異常さらに 腎内血 行動態異常 な どが 仮説と して 提 唱され て い る

脚
, その い ずれ に お い て も

, 障害 の 進行過 程 に お い て は 細胞

増穂および 糸球体基底膜 や メ サ ソ ギ ウ ム 基質を構成 して い る細

胞外基質( e x tr a c ell ul a r m a tri x
,
E C M ) の 量的お よ び質的異常が

共通して存在 し, そ の 結果と して E C M が蓄積 し
, 糸球体硬化

に陥るもの と され て い る
2)

. 代謝異常 で あ る糖 尿病性 腎症 は
,

その組織学的特徴ほ糸球体基底膜 の 肥厚 お よび メ サ ン ギ ウ ム 領

域の拡大であり
, 年余の 経過を経 て糸球体硬化に い た り, 最終

的に腎磯能の 低下をきた す
3)

. 臨床的に は
,

イ ン ス リ ソ 依存 型

糖尿病の80 % 以上 に 8 - 1 0 年の 経過 で 腎症が 出現 し
,

ま たイ ン

ス リン非依存型糖尿病 で も約20 % が10 年 の 経過 で 顕性腎症 に 陥

ると され て い る
岬

. 糸球 体の E C M は t 線維 性 タ ン パ ク の コ

ラ ー

ゲ ン
,
複合糖質 の プ ロ テ オ グ リ カ ン お よび 接着 タ ン パ ク の

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ
,

ラ ミ ニ ソ か ら構成 さ れ て い る
8)

. こ れ らの

うち ヒ ト糖尿病性腎症 で は
, 腎症の 進展と ともに

, 糸球体 の Ⅳ

塾 コ ラ
ー

ゲ ン
,

ラ ミ ニ ソ の 増加 およ び ヘ パ リ ン 硫酸 プ ロ テ オ グ

リ カ ン の 減少な どの 糸球体内 E C M の 構成成 分が変化する こ と

が 報告 され て い る
3)T)

. 糖尿病 ラ ッ ト に お い ても , Ⅳ 型 コ ラ
ー

ゲ

ン
, ラ ミ ニ ン の 増加が遺伝子 レ ベ ル で 確認 され て い る

郎
. 高糖

濃度培地下での 培養メ サ ソ ギ ウ ム 細胞に お ける検 討で は
,

Ⅳ 型

コ ラ ー ゲ ン
,

ラ ミ エ ソ お よび フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と い っ た E C M

塵生が 冗進 する こ と が示 され て お り
g)10

＼ 糖尿病性腎症 の 病理 学

的所見を 裏付けて い る .

A b br e vi a ti o n s : E C M
,

e Xt r a C ell ula r m a t rix ; F B S
,
f et a l b o vi n e s e r u m ; M M P

,
m at ri x m et allo p r o t ei n a s e ;

T IM P
, tis s u e in hibit o r of m e t allo p r ot ei n a s e ; C M

,
C O n ditio n e d m e di u m ; P A G E

, p Oly a c r yl a m id e g el

ele ct r o p h o r e sis ; S D S
,

S O di u m d o d e c y l s ulf at e ; T C A
,

t ri c h lo r o a c e ti c a cid ; T A ,
t a n ni c a cid ; E D T A

,

et hyle n edia mi n e t e t r a a c e tic a c id ; S S P E
,

S O di u m c hlo rid e -

S O di u m dip h o s p h at e - et h yle n e di a m i n e t e t r a a c e ti c
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最近 , 正 常糸球体か ら糸球体基底膜 を消化 しうる シ ス チ ン プ

ロ テ ィ ナ ー ゼ が塵 生され て い る こ と
l-1

,
さ らに 培 養 メ サ ン ギ ウ

ム 細胞 が E C M の 消 化 酵 素 で あ る メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ

( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e , M M P) お よ び そ の イ ン ヒ ビ タ p

(tis s u e i n hib it o r o壬 m e t a1l o p r o t eir l a S e
,
TI M P) を 分泌 する こ と が

報告 され て 以来
12)

,
E C M 産 生の み ならず E C M の 分解が 着目 さ

れ る ように な っ て い る
13)

. こ の よ うレこ E C M 代謝 に お い て は ,

メ サ ン ギ ウ ム 細胞の 関与が 重 要視
■

され て い る が
, 産 生 さ れ る

M M P お よ び TI M P の 同定や そ の 分泌調節機構 に つ い て ほ 未だ

解 明 され る に は至 っ て い な い .

糖尿病性腎症 の 発症に は糖代謝異常が 大きく影響を 与え て い

る こ とが 判 明 して い る
14)

. そ こ で 本研 究で ほ
t
糖濃 度変化 に 対

する メ サ ソ ギ ウ ム 細胞の 反応を ,
M M P や TI M P の 分泌調節機

構 の 面 よ り検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . メ サ ン ギウ ム 細胞培養

ヒ ト腎癌の 健常部腎皮質 よ り G r e e n s p o n らの ふ る い 法
15)

に よ

り メ サ ソ ギ ウ ム 細胞を採取 した . 腎皮質は ハ サ ミ で 細 片と し
,

1 5 0 , 2 0 0 , 1 0 6 JJ m の ふ るい を通 して糸球体を 採取 し , 1 6 % ウ

シ 胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m
,
F B S) ( G I B C O

,
N e w Y o r k

,

U S A ) ,
ペ ニ シ リ ン ( GI B C O) 1 0 0 U/ m l

,
ス ト レ プ ト マ イ シ ン

( GI B C O ) 1 0 0 U/ m l を 含む R P M I 1 6 4 0 ( G I B C O ) 培地 中に て
,
3 7

℃
,

5 % C O 2 存在下で 初代培養 を開始 L た . 4 週 間の 培養 で紡

錘形 お よび 星状細胞 が増殖 し始 め た後 , 継代培養 に 移行 した .

早期継代中 に D- ′ミリ ソ ( D -

V ali n e) を含む ダ ル ベ
ッ

コ 変法イ
ー

グ

ル 培 地 ( D ulb e c c o
'

s m o d ifi e d E a gl e m e di u m
,

D ljlb e c c o
'

s

M E M
,
G I B C O ) で 一 週間の 培養を 行な い

, 線維芽細胞を 除去 し

た
Ⅰ6)

. これ ら の 細胞ほ デ ス ミ ン (d e s m i n) 陽性 , 第 Ⅶ 国子 関連抗

原陰性 ,
I a 抗原 陰性 よ り メ サ ン ギ ウ ム 細胞 と 同定 した

17)
. こ の

条件で は上 皮細胞 , 内皮細胞お よび マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は増殖 しな

い
18)

. 実験に は 6
-

8 継代 目 の 細胞な 用 い た .

] . 各種 糖濃度で の メサ ンギウム 細胞培養

メ サ ン ギ ウ ム 細胞 は糖濃度200 m g/ dl の R P M I1 6 4 0 培地下で

単層形成が8 0 % に な る ま で 増殖 さ せ
∫ 無血 清 R P M I1 6 4 0 培地

(糖濃度 200 m g/ d I
,
0 .2 % ラ ク ー ア ル ブ ミ ン ヒ ド ロ ラ イ セ ー ト

(SI G M A
,
S t . L o u i s

,
U S A ) 含有) で48 時間培養 し

, 静止状態 と し

た . そ の 後そ れ ぞれ 糖濃度 1 00 m g/ dl , 20 0 m g/ d l, 4 5 0 m g/ d l の

イ ン ス リ ン を 含 まな い 無血清 Dt11b e c c o
'

s M E N で 3 日 間培養 し

た .
こ の 培養上 清 ( c o n d iti o n e d m e di u m

,
C M ) を 30 0 0 r p m

,
1 0

分間遠心 し
,

- 8 0 ℃で 保存 し
, 以下の 実験 に 供 した .

Ⅲ . 酵素活性の 検討

1 . ゼ ラ チ ン ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (g el a ti n

p oly a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e sis
,
P A G E)

ゼ ラ チ ン (S I G M A ) 0 . 8 m g / m l を含む 8 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ドゲル (p oly a c r yl a m id e g el , P A G ) を 用い
,
C M を 非還元状態

て L a e m m li 法
1 9) に 従 い 電気泳動を施行 した . 泳 動後 の ゲ ル は

j

ト リ ス
M 食塩 - カ ル シ ウ ム ( T ri s

→ N a C l - C a
,
T N C) バ

ッ フ ァ
ー

(5 0 m M T ri s- H C l
,
0 .1 5 M N a Cl

,
1 0 m M C a C l 2 ,

1 jL M Z u C l2 ,

0 . 0 2 % N a N 3 , p H 7 . 5) で30 分 間洗浄 した後 ,
3 7 ℃ で16 時間培養

a cid ; M O P S
,
3 →[N - M o r p h olin o] p r o p a n e s ulf o nic a cid ;

fl u o rid e ; N E M
,
N - et h yl m al ei m id e ; P e p A

, p e p S t a tin

m e r c u ric a c e t a t e ; d C T P
,
d e o x y c y tidi n e t rip h o s p h at e ;

し ,
ゼ ラ チ ン を 消化 さ せ た ･ ゲ ル は ク マ シ ー プ リ リ ア ン トブ

ル
ー ( C o o rn a S Si e b riui a n t b l u e) で 染色 した 後脱色 し

,
ゼ ラチ ン

消化バ ン ドと して 表 出 させ
,

ザ イ モ グ ラ ム (z y m o g r a m ) とし

た
20)

･ ゼ ラ チ ン 消化バ ン ドほ Ⅹ線 フ ィ ル ム ( K o d a k
,
N e w Y o rk

,

- U S A ) に 転写 した 後 ･ デ ソ シ ト メ
ー タ ー に か け酵素活性を定量

化 した
21)

･ 分 子量 標 準 試 薬 ほ S D S-P A G E m ol e c ul ar w eight

St a n d a rd s l o w & h ig h (B I O- R A D
,
R ic h m o n d

,
U S A) を用いた

.

2 . 酵素抑制試験

ゼ ラ チ ンーP A G E - ゲ ル に 同
一 試量を 5 レ

ー

ン 泳 動 した 軋 各

レ
ー

ン を 切 り離 した ･ そ れ ぞれ の ゲ ル を T N C バ
ッ フ ァ

ー また

は M M P 阻 害 剤 で あ る e th yl e n e di a mi n e t e tr a a c etic a cid

(E D T A ) 2 0 m M
,

セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ( s e ri n e p r o t ei n a s e) 阻害

剤で ある p h e n yl m e th a n e s u lf o n yl fl u o rid e ( P M S F) 2 m M
.

シ ス

チ ソ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ ( c y st ei n e p r o t ei n a s e) 阻害剤 の N -

ethyl ･

m al ei m id e (N E M ) 5 m M お よ び ア ス パ ラ ギ ソ 酸プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ

( a s p a r ti c p r o t ei n a s e) 阻害剤の p e p s t a ti n A (P e p A) 0 . 5 m M を

含む T N C バ
ッ フ ァ

ー で3 7 ℃ で16 時間培養 し
,
C M 中の酵素活

性の 特異性 に つ き検討 した .

Ⅳ . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ング法

モ ル カ ッ ト[ ( M illip o r e , B e d f o r d
,
U S A ) を 用い て20倍に濃縮

した C M に
, 等量 の 電気泳動用 還元 緩衝液 (0 . 5 M T ris- H Cl

.

5 0 % gly c e r ol
,
1 0 % s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e

,
S D S

, 2 -

m e r C a pt
･

O e th a n ol
, p H 6 . 8) を 加え

,
9 5 ℃

,
5 分間処理 し

, 泳動試料とし

た . S D S - P A G E ほ 8 % P A G を 用い て 行な い
▲ 分離された蛋白

質を P V D F 膜( ア ト ー

, 東京) に 転写 した . こ の 膜をブ ロ
ッキ

ン グ用 緩衝液( 3 % ス キ ム ミ ル ク (森永
, 東京) 加0 .1 5 M リソ酸

緩衝生理食塩水 ( ph o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e
,
P B S)) に 3 時間浸

透 し た後 ,

一 次 抗 体 と し て 抗 M M P-l , - 2
, 一3

, -9 およ び抗

TI M P モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用い
,

6 時間反応 させ た後,
エ ソ

ハ ン ス ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス ( e n h a n c e d c h e m il u m i n e s c e nc e ,

E C L ) 法( A m e r s h a m , B u c k i n g h a m s hir e , U K ) に てイ ム ノ ブロ ッ

テ ィ ン グ を 施行 した . 抗 M M P-1 , -2 , - 3 , -9 お よび抗 TIM P モ

ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 ほ金沢大学 医療技術短期大学部岡田保典博士

よ り供 与 され た .

Ⅴ . Ⅳ型 お よぴ Ⅰ型 コ ラ
ー

ゲ ン の 分解活性

Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン の 分解活性 は Li o tt a らの 方法
22)

に 従い測定し

た . C M 中の 滞在型 M M P を活性型 M M P とす るた め
, 培養液

上 帝 200 F L l に 1 m M ア ミ ノ フ ェ
ニ ル 酢酸 水 銀 (a mi n o ph e nyl

m e r c u ri c a c e t a t e
,
A P M A ) を 添加 し, 基質と し て [

3
H]- Ⅳ型コ

ラ ー ゲ ン ( N E N
,
B o s to n

,
U S A ) 5 0 iL l を加 え さ らに 等量の反応

用 緩 衝 液 (1 0 0 m M T ris- H C l
,

0 . 2 M N a C l
,
1 0 0 m M C a C12

,

0 . 0 2 % N a N 3 , p H 7 . 6) を 追加 し
,
37 ℃

,
24 時間培養 した , その

後 1 m g/ m l の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m aIb u m in ･

B S A , SI G M A ) ,
2 % t ri c h l o r o a c e ti c a cid ( T C A) も しくは

t a n ni c a c id ( T A ) を 加え 4 ℃ , 3 0 分間放置 した 後 ,
1 5 00 0r p m で

4 ℃ ▲ 1 0 分間遠心 した . 上清 よ り270 /J l を取 り 出しア ク アゾ
ー

ル ー 2 ( A m e r s h a m ) を 10 m l 添加 し
,

シ ン チ レ
ー シ ョ ン カウン

タ ー L S C -1 0 0 0 ( ア ロ カ
, 東京) に て測定 した . Ⅰ型 コ ラ

ー ゲン

の 分解 ほ 【
1 4

C] Ⅰ 塾 コ ラ
ー

ゲ ン を基質 と して 測定 した . 測定は

Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン 分解活性測定 と同様 に 行ない
, 最終段階の兼消

B P B
,
b r o m o p h e n ol bl u e ; P M S F

, p h e n yl m e th a n e s ulfon yl

A ; EI A ; e n Z y m e i m m u n o a s s a y ; A P M A
,

a m in o p h e n yl

M E M
,

m O difi ed E a gl e m e d iu m ;



メ サ ン ギ ウ ム細胞 M M P
. T I M P へ の 糖の 影響

化コ ラ
ー ゲ ン の 遠心 除去に は T C A

･ T A は添加 して い な い
･

Ⅵ .
T I M P および M M P - 3 蛋白濃度 の 測定

c M 中の TI M P と M M P- 3 濃度ほ
,

K od a m a ら の 方法御 に 従

い ,

一 段 エ ソ ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ ( o n e- S t e P e n Z y m e

i m m u n O a S S a y ,
EI A ) に よ り定量 した ･ 平 底型 マ イ ク ロ プ レ

ー

ト

ゥ ェ ル ( M ic r o W ell M o d ul e) (N u n c
,
R o sk ild e

,
D e n m a rk) に ヒ ト

TI M P ま たは M M P
- 3 に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を コ ー ト

し ,
血清試料お よび抗 体の F a b

'

- ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体を 加

え ∴室温 に て 3 0 分 間 反 応 さ せ 洗 浄 し た 後 ,
0- p h e n yl e n e

di a mi n e お よ び H 20 2 を 添加後室温 に て30 分間反応 させ
,
そ の 吸

光度を測定 し ∴定量化 した ･

Ⅶ . メ サ ンギウム 細胞 での TI M P お よび M M P -3 m R N A の

発現

径 6c m の シ ャ
ー レ 3 枚 で 培養 した メ サ ン ギ ウ ム 細胞 よ■り全

RN A を Ch o m c z y n s ki らの G u a n id i ni u m
-

p h e n ol 法
34)

で 抽出 し

た . 各検体毎 に 全 R N A l O jl g を 負 荷 バ
ッ フ ァ

ー (l o a di n g

b uff e r) (f o r m a mi d e
,

1 0Ⅹ 3一[ N- M o r p h oli n o] p r o p a n e s ulf o ni c

Fig . 1 .

3 6 7

a cid ( M O P S) バ
ッ フ ァ

ー

,
f o r m a ld e h yd e

,
8 0 % g上y c e r ol

,

b r o m o p h e n ol b l u e ( B P B )) とと もに65 ℃ , 1 5 分処理 し, 変性 させ

た後 ,
f o r m ald e h y d e を含む 1 % a g a r o s e g el で M O P S を バ

ッ

フ ァ
ー

と して 電気泳動を行な っ た . 次 い で
,
0 . 0 5 M N a C l を用

い た ア ル カ リ ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 法 に よ り H y b o n d - N + 膜

( A m e r sh a r n) に R N A を 転写 させ 固定 した .
こ の 転写膜を プ レ

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 (50 % f o r m ald e h y d e
,
5 X s o d i u m

C h l o rid e
- S O di u rn di p h o s p h a t e

-

e th yl e n e di a mi n e t et r a a c e ti c a c id

(S S P E ) ,
5 X D e n h a r d t 溶液

,
0 .1 % S D S

,
2 . 5 m g/ m l 熱変性 サ

ケ 精子 D N A) 中で45 ℃ , 3 時間以上 ブ ロ ッ キ ン グを 行 な っ た

後 ∴溶液を除去 し
, [

32
P】- デオ キ シ シ チ ジ ン 3 リ ソ 酸(d e o x y c yt

-

id i n e tri ph o s p h a te
,
d C T P ) 標識 プ ロ ー ブ D N A を 含む ハ イ プ リ

ダイ ゼ ー シ ョ ン (5 Ⅹ S S P E
,
5 0 % f o r m a mi d e

,
5 Ⅹ D e n h a r d t 溶

液 ,
0 . 5 % S D S ) 溶液を加 えた . 標識 プ ロ ー ブ と45 ℃

,
1 2 時間反

応 させ た 後 ,
0 . 1 % S D S を含む 2 Ⅹ S S P E に て15 分を 2 回

,

1 X S S P E に て30 分間 さら に 0 .1 ⅩS S P E で1 5 分間 2 回 の 洗浄を

行 な っ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 評価 に は バ イ オ イ メ ー

P h a s e c o n tr a st m i c r o s c o p y o f m e s a n gi al c ell s m ai n t ai n e d o n pl a s ti c di s h e s ･ G l o m e r uli a n d p r olif e r a ti v e c ells w e r e s e e d e d
O n pL a sti c c ult u r e d i sh e s a n d c ult u r e d in R P M I 1 6 4 0 m e d i u m s u p pl e m e n t e d wi th 1 6 % F C S a n d a n tib i o ti c s ･ C ell ul a r o u t g r o w th s

aP p e a r e d w ithi n 7 d a y s a n d e pit h eli al c ell s s u r vi v e d i n th e c o b bl e s t o n e-1ik e a p p e a r a n c e in th e pri m a r y c ul tu r e ( a) ,
a n d c o n si s te d

Of str a p
-1ik e c e u s g r o w i n g i n i n t e r w o v e n b u n dl e s (b) ･ I n s u b c u It u r e , C e11s h ad m ai n ly s tell a t e o r f u sif o r m s h a p e (c) . T h e c e11 s

W e r e i n c u b a t ed i n m e di u m c o n t ai ni n g D- V ali n e b e t w e e n th e s e c o n d a n d thir d p a s s a g e (d) .
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ジ ･ ア ナ ラ イ ザ ー ( B io-I m a g e A n aly z e r l O O) ( フ ジ写真 , 東京)

お よ び - 8 0 ℃ で約 7 日間Ⅹ 線 フ
ィ

ル ム (K o d a k) を 露光 した オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ

ー を用 い て 行な っ た . な お
,

ヒ ト TI M P お よ

び ヒ ト M M P- 3 c D N A ほ 岡 田 保 典 博 士 よ り 供 与 さ れ た .

c D N A はd e o x y c ytid i n e 5
'

･-【αr32

P】~ trip h o s p h a t e ([ α
32
p] d C T P)

( > 3
,
0 0 0 C i/ m m ol) ( A m e r s h a m ) を 標識基質と して マ ル チ プ ラ

イ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス テ ム ( A m e r s h a m ) を 用 い て標 識 し

た . 分子量標準試薬 は 0 . 2 4 - 9 . 5 k b R N A L a d d e r (B e th e s d a

R e s e a r c h L a b o r a t o ri e s , G aith e r s b u r g , U S A ) を用 い た .

F ig . 2 . I n di r e c t i m m u n o王1 u o r e s c e n t s t ain i n g of d e s m i n o n

c ult u r e d h u m a n m e s a n gi al c ells . A n tトh u m a n d e s mi n m o u s e

m o n o cl o n al a n tib o d y w a s u s e d f o r th e fir s t a n tib o d y a n d

F I T C -

C O nj u g a t e d a n ti -

m O u S e I g G g o a t a n tib o d y f o r th e

s e c o n d a n tib o d y . D e s m i n p r e s e n t e d o n th e st r e s s fib e r s i n

m e s a n gial c ell s .

9 7 k D a -

6 8 k D a
-

4 3 k D a
-

イ 6 7 k D a

■ 5 4 k D a

■ 5 2 k D a

■4 6 k D a

F ig . 3 . V i s u ali z a ti o n of g ela ti n oly ti c a c ti vit y of c o n diti o n e d

m e di a f o r m n o r m al c ult u r e d h u m a n m e s a n gi al c e11 s b y

Z y m O g r a m .
C o n diti o n e d m e di a w e r e s u bj e c t e d t o el e c tr o

-

p h o r e si s i n a g el a ti n- e m b e d d e d p ol y a c r yl a mi d e g el (8 %

a c r yl a mi d e) u n d e r th e n o n
-

r e d u c e d c o n diti o n s . A f t e r a

1 6 - h r i n c u b a ti o n a t 3 7 ℃ g el w a s st ai n e d w ith C o o m a s si e

b rilli a n t b l u e . G el a ti n a s e s wi th m o le c u l a r w ei g h t s of 6 7
,

5 4
,

5 2 a n d 4 6 k D a w e r e in di c a t e d . 9 7 k D a
,

6 8 k D a a n d

4 3 k D a : p O Siti o n s of m ol e c u l a r w ei g h t m a rk e r s .

成 績

Ⅰ . メサ ン ギウ ム 細胞培養

初代 培養 で は フ ラ ス コ へ の 糸球体の 付着を 促すため
,

一

週間

培地を 交換 せず に 放 置 した と こ ろ
,
図1 a に 示 す よう に 糸球体

を 中心 と して 敷石様 の 細胞 が増殖 して きた ･ 2
-

3 週日からほ

9 7 k n a
-

6 8 k D a
･

4 3 1くD a
-

㌔廓凍凍ぜ
Fig . 4 . I n hib iti o n of m e t all o p r o t ei n a s e s . T h e slic e d g els w er e

i n c u b a t e d f o r 1 6 h r s a t 3 7 ℃ i n th e b uff e r
,
th e b uff er

C O n t ai n i n g 2 0 m M E D T A , 2 m M P M S F , 5 m M N E M or O .5

m M p e p st a ti n A a s d e s c rib ed i n m a t e ri al s a n d m eth od s ,

i n d i c a ti n g th a t th e s e p r o t ei n a s e s w e r e m e t all o p r ot ein as e s .

9 7 k D a
,
6 8 k D a a n d 4 3 k D a : p O Siti o n s o f m ol e c ul a r w eight

m a r k e r s .

9 7 k D a

6 8 k D a

4 3 k D a

臆

d

≡
一

ト

?
d

≡
≡

?
d

≡

≡

N
･

d

≡

≡

T
d

≡
≡

Fi g . 5 ■ I m m u n o b l o tti n g of M M P s a n d T I M P ･ C o n c e ntr ated

c ult u r e m e di u m of c ult u r e d h u m a n m e s a n gi al c ells w aS

el e c tr o p h o r e s e d o n a S D S p oly a c r yl a mi d e g el (10 %

a c r yl a m id e) u n d e r th e r e d u c e d c o n d it o n s ･ T h e p r ot ei n s in

th e g el w e r e th e n e l e c tr o t r a n s v e r s e d t o a m e m b r a n e a nd

g el a ti n a s e w a s v is u a liz e d u si n g a n ti- M M P-1 ･

-2
,

-3
,

-9 a nd

T I M P m o n o cl o n al a n tib o d i e s ,
S h o w i n g th a t 5g kD ar･

5 2 k D a
-

g el a ti n a s e s w e r e M M P-1 a n d 7 2 k D a
-

g elati na se

M M P -2 . 9 7 k D a
,
6 8 k D a a n d 4 3k D a : p O Siti o n s of m ole c ular

W ei gh t m a rk e r s .



メ サ ン ギ ウ ム細胞 M M P
,
T I M P へ の 糖の 影響

紡錘形の 細胞が増殖 し始め た (図1b) ･ 4 週日 で 継代培養に 移行

した後は , 次第に 紡錘形細胞 の 割合が 増加 して きた (図1 c) . 2

継代目で線維芽細胞を 除去す るた め
,

D- V ali n e 含有培地で
一

週

間培養を行な っ た ･ こ の 時点で ほ ほ ぼ 均 一 の 紡錘状 また ほ 星状

の細胞が得られ た( 図1d) ･ これ ら の 培養細胞 は メ サ ン ギ ウ ム細

胞の骨格線維抗原 で あ る d e s m i n が陽性 で (図2 ) , 内皮細胞抗

9 7 k D a ･

6 8 k D a -

4 3 k D a ･

1 0 0 2 0 0 4 5 0

g[ u c o s e
,

m g/ d[

( a )

g t u c o s e
,

m g /dI

( b )
F ig ･ 6 ･ I n d u c ti o n of g el ati n a s e s b y e x p o si n g th e c ells t o th e

hig h c o n c e n tr ati o n s of gl u c o s e . C o n diti o n e d m e di a f r o m

th e c ell s u n d e r th e v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of gl u c o s e

(1 00 m g/ d l
, l a n e l ; 2 0 0 m g/ dl

,
1 a n e 2 ; 4 5 0 m g/ dl

,
l a n e 3)

W e r e a n aly s e d o n a g el a ti n z y m o g r a m 97 k D a
,
6 8 k D a a n d

43 k D a ‥ p o siti o n s of m ol e c u l a r w eig h t m a r k e r s .

P r ot e oly tic a c ti viti e s w e r e a n aly s e d b y d e n sit o m e tr y
I n c r e a s e d a c ti viti e s w e r e o b s e r v e d a c c o rd i n g t o

el e v a tio n of th e gl u c o s e c o n c e n tr a ti o n .

＼

ハ

＼

ハ

e

a

b

h

(

(

t
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尿で ある第 Ⅶ因子は陰 軋 マ ク ロ フ ァ
ー ジ抗原 で ある I a 抗 原

も陰性で あり メ サ ン ギ ウ ム 細胞と 同定 した .

Ⅱ ■ メ サ ンギウ ム 細胞に よ る M M P の 産生

無血 清培地 で 静止状態と した メ サ ソ ギ ウ ム 細胞を ,
さ らに 糖

濃度 200 m g/ d l R P M I1 64 0 無血清培地で 3 日間培養 して 得 られ

た C M の ザ イ モ グ ラム を 図3 に 示す. 非還元 状態 で の ゼ ラ チ ン

ーP A G E - ゲル で は
,
67 k D a

, 5 4 k D a
,
5 2 k D a お よび 46 k D a に 削ヒ

活性が み られ
, 培養 メ サ ソ ギ ウ ム 細胞が ゼ ラ チ ン 消化酵素を産

生 して い る こ と が示 され た . こ の 酵素活性は E D T A で の み 抑

制 され ,
P M S F

, N E M およ び P e p A でほ 阻害 されず ( 図4 ) ,

M M P と 同定 され た
.
C M を 還元 状態で 泳動 した 後の ウ ェ ス タ

ン ブ ロ ッ テ ィ ン グの 結果でほ
,
抗 M M P-1 抗体に て 59k D a お よ

び 52 k D a の 2 本の バ ン ドが 得 られ , 抗 M M P-2 抗体に よ り

72k D a の バ ン ドが 観察 さ れ た (図 5 ) . 今 回 の 条 件 下 で は

M M P - 3
, -9 およ び TI M P ほ検出 され なか っ た . 非還元 状態の ザ

イ モ グ ラ ム で 観察され た 54k D a の バ ン ドに つ い て は ウ ェ ス タ

ン ブ ロ ワ テ ィ ソ グで は相当す るバ ン ドほ 検出され なか っ た .

Ⅲ ･ 糖濃度変化に対する噂養メサ ン ギウ ム 細胞の反応

1 . M M P の 産生

培養 メ サ ソ ギウ ム 細胞 へ の 培養液糖濃度の 影響は
, 静止状態

の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を さ ら に 糖濃 度 を 100 m g/ dl (浸透 圧

31 0 m O s m /1) , 2 0 0 m g/ dl (浸透圧 324 m O s m / 1) ,
4 50 m g/ d l (浸透

圧 344 m O s m /1) と変化させ た 無血 清 D ulb e c c o
'

s M E M 培地で

三 日 間培養 した 後の C M で 検討 した . ザ イ モ グ ラ ム で は ( 図

6 a)
,

い ず れ の 糖濃度 で も分子 量 67 k D a の M M P→2
,

ま た
,

5 2 k D a お よび 46 k D a の M M P -1 に
一

致 して酵素活性が 認め ら

】

∈
､

ひ
u

■

d

≡
-

ト

1 00 2 0 0 4 5 0

gl u c o $ ○
,

m g/dl

F i g . 7 . S e c r e tio n of T I M P i n r e s p o n s e t o glu c o s e . T I M P

l e v el s i n c u lt u r e m e di a f r o m gl u c o s e
- tr e a t e d c e11 s w e r e

m e a s u r e d i n a s a n d w i c h e n z y m e i m m u n o a s s a y . D at a a r e

r e p r e s e n t e d a s m e a n + S E f o r th r e e s a m pl e s . * si g nifi c a -

n tl y diff e r e n t f r o m c o n tr ol ( P < 0 . 0 5) .
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れ た . 糖濃 度 450 m g/ dl で の 分 子 量 6 7k D a の 活性 は 糖濃 度

1 00 m g/ dl に 比 べ
, 約1 . 6 倍 と増強傾 向がみ られ た (図6 b) . C M

中 の M M P- 3 はザ イ モ グ ラ ム お よ び EI A で ほ 検出 され な か っ

た . ま た
,

M M P-3 c D N A を用 い た ノ
ー

ザ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グ に

お い て も M M P - 3 m R N A に 相当する 2 . 2 k b の バ ン ドは検 出さ

れ なか っ た .

2 . TI M P の 産生

M M P s の 抑制 因子 で ある TI M P の 発現ほ
,
C M で の EI A お

d 2 8 s

■ 1 8 s

静 電
､

一

■ 0 . 9 k b

⊂) ⊂〉 ( ⊃
(⊃ ロ IJ)

g I u c o s e
,

m g/ dI

( a )

き
扇
u
0
1

u
】

○
>
;

虐
O
｣

1 00 2 00 4 5 0

gl u c o $ ○
,

m g /dl

( b )

F ig . 8 ･ E x p r e s si o n of TI M P i n m e s a n gi al c ells u n d e r

gl u c o s e t r e a t m e n t . N o r th e r n bl o t a n aly si s u si n g a [
32
P ]-

l a b el e d c D N A p r o b e f o r T I M P w a s p e rf o r m e d ( a) .

D e n sit o m e tr y of th e d a t a s h o w n i n (b) . T h e e x p r e s si o n of

T I M P c D N A i n 4 5 0 m g/ dl gl u c o s e m ed i u m w a s 3 5 % of

l O O m g/ d l gl u c o s e m e di u m . 2 8 s a n d 1 8 s rib o s o m e s a s

vi s u ali z e d b y e th idi u m b r o mi d e s t a in i n g . T h e siz e of

h yb ri dizi n g tr a n s c rip t s i s i n d ic a t e d i n kil o b a s e .

よ び m R N A の 転写 レ ベ ル で 検討 した ･ E I A の T I M P 濃度は板

濃度 450 m g/ dl 培地で は 4 ･ 4 ±1 ■ 4 n g/ m l と 10 0 m g/ dl 培地で

の 10 ･ 4 ±1 ･ 1 喝/ m l に 比 べ て 有意に 低下 して い た (図7 ) . 同様

な傾 向は 転写 レ ベ ル で も認め られ た ･ 図ぬ に み られ るよ うに

TI M P c D N A を用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グで ほ0 .9 k b にバ

ン ドが 認め られ ,
TI M P m R N A の 表出ほ 1 00 m g/ dl の 低糖濃度

培地 で 最も高く ,
4 5 0 m g/ d l 培地で は そ の35 % の 発現 を認める

の みで あ っ た (図8b) .

3 .
C M の 酵素活性

A P M A で 活性化 した C M の Ⅳ型 コ ラ
ー ゲ ン に 対する消化活

性 を図 9 に 示 す ･ い ずれの 糖濃度 に お い ても ,
コ ラ ゲナ ー ゼ活

性 が認 め られ
, 各糖濃度間に は 差が み られ な か っ た

. A P M A

が添加 され て い な い 対照で ほ活性 は ほ と ん どみ られ なか っ た .

Ⅰ 塾 コ ラ
ー ゲ ン に 対す る酵素活性 は み られ な か っ た .

考 察

糖尿病性腎症ほ 糸球体基底膜 の 肥厚 お よび メ サ ン ギウ ム領域

の 拡大 を特徴 と し
,

これ ほ E C M の 蓄積 に 起因す るもの とされ

て い る
2}

. 糖 尿病性腎症 に 関す る従来の 報 告 で は
,

主 に 糸球体

ま た は メ サ ソ ギ ウ ム 細胞の E C M 産 生糸 に 注 目し検討されて い

る が
冊 )

,
E C M 代謝の 分解系で ある M M P お よび TI M P も重

要な役割 を果 た して い るもの と推測 され る . 糸球体由来の 蛋白

分解系 に 関 して は
,
浸潤白血 球が セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ を分泌

して 基底膜 を破壊す る こ とが 報告さ れて い る が
25)

, 糖尿病性腎
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C o n d iti o n ed m e d i a w e r e a cti v a t e d w ith A P M A a nd

in c u b a t e d w ith [
3
H] qt y p e Ⅳ c oll a g e n . T h e r e a c ti o n w a S

c a r ri e d o u t f o r 2 4 h r a t 3 7 ℃ a n d st o p p e d b y T C A ･ T h e

m i x t u r e w a s c e n trif u g e d a n d th e s u p e r n a t a n t c o n taini ng

dig e s t e d p r o d u c t s w e r e c o u n t e d i n s ci n til a ti o n c o u nte T ･

T h e c oll a g e n a s e a c ti vit y s h o w e d littl e diff e r e n c e s a m O ng

th e gl u c o s e c o n c e n tr a ti o n s .
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症では組織学的に 浸潤細胞 に 乏 しく, 外来細胞 の 関与ほ少 な い

ものと思わ れ る ･ 糸球体の 在来細胞と して 上皮細胞お よ び メ サ

ソ ギウ ム 細胞が蛋白質分解酵素を 分泌 して い る こ とが 知られ て

いるが
12}2 6＼ 糖尿病性腎症で は メ サ ン ギ ウ ム 領域 の 増生 が 著明

である こ とよ り
,
今回 の 研究 で は メ サ ン ギ ウ ム 細胞に 注目 し

,

その M M P およ び TI M P 産生を 検討 した .

本研究でほ ヒ ト 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か ら分泌 され る蛋白質

分解系の うち M M P-1 ,- 2 ,- 3 , -9 お よ び そ の イ ン ヒ ビ タ ー

で ある

TIM P に つ き検討を行な っ た , そ の 結 果,
メ サ ン ギ ウ ム細胞よ

り M M P -1 , -2 お よ び TI M P が産生 さ れ て い る こ と が確 認 さ

れ , 糖濃度上昇 に つ れ M M P-1 , -2 の 産 生が1 60 % 前後 と 増加

し
,

一 方 ,
TI M P の 産生ほ 減少 してお り , 転写 レ ベ ル で は約1/

3 に減じて い た .
これ ほ

, 糖濃度環境に 対 し M M P と TI M P の

分泌は独立 して 調節さ れ て い る こ と を示 して い る . こ の ような

培養条件下で の M M P/ T I M P 比の 増大 は結果 と して 分解 系 の

冗進を推測 させ るが
,
C M 中に ほ M M P 活性 国子が 存在 しな い

ため M M P は滞在型の ま まで あり
,
T I M P と は反応 して い な い

ので C M の 総合的な酵素活性ほ不 明で ある . 生体で は放 出され

た M M P は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

/ プ ラ ス ミ ソ 系に

よ り活 性化 さ れ る が
27)2 8)

, 本研 究 で ほ C M 中 の M M P を

A P M A で活性化 し
,

T I M P と 1 : 1 の モ ル 比 で 結合 さ せ た

後
器)

, 液相で の Ⅳ型 また は Ⅰ型 コ ラ
ー

ゲ ン を 基質と して 総 合的

な酵素活性を評価 した .
こ の 結果, 各糖濃度 で Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン

に対する酵素活性が み られ ,
T I M P 塵 生の 減少お よ び M M P 産

生の 増加に よ り全体と して E C M を 分解す る方 向に 調節され て

いる こと が裏付け られ た .

糸球体内の E C M は 主 に Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン
,

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン

および ラ ミ ニ ソ か ら構成 され て お り
,

ま た
, 高糖 で は それ らの

塵生が増加する こ と が報告 され て い る こ と よ り
…

, 本実験 で は

高糖状態で M M P -

乙-3 , - 9 が増加す るもの と 推測 して い た . し

か し
,

M M P-1 お よ び -2 の 産 生 を 確 認 し得 た が
, 今 回 は

M M P-3 ,

一9 は検出され な か っ た . 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 で ほ
▲

正常の メ サ ン ギ ウ ム 領域 に ほ認め られ な い Ⅰ塾
,

Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ

ン を塵生する こ とが判 明 して お り
30)

, 今回 の M M P-1 塵生は こ

れを分解する ため に 呼応 して 分泌 され た 可能性が 推測され る .

M M P-3 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
,

ラ ミ ニ ン が 反応基質 で あ る こ と

に加え
,
M M P-1 と 同 じ染色体11 に 位置 して い る こ と よ り

31)

,

M M PLl と同時に M M P-3 も誘導 され る こ と が期待 され た が
,

今回の 条件で ほそ の 発現 は認め られ な か っ た .
こ の 点に 関 して

ほ
,
M M P- 3 の 測定感度の 問題 に 加 え ,

M M P-3 発威 に 要す る培

養期間の 検討も必 要で あろ う .

メ サ ン ギウ ム 細胞 の 培養条件を 高糖 とす る こ と は
, そ の 成育

環境の 種々 の 要素を変化 さ せ
, そ の 結果 M M P や TI M P の 分

捌こ影響を 与えて い るも の と考え られ るが
,

そ の 機序 に 関 して

は詳細は不 明 で ある . そ の 第 一 の 要素 ほ
, 糖濃度変化 に よ る細

胞内外の 浸透圧変化 で ある . 今回 の 検討 で は
1 培養液 中の 糖濃

度の 変化に 応 じ培養液 の 浸透圧も310 か ら 34 4 m O s m へ と 上 昇

して い た ■

一 方
, 細胞 内で は

t 高血 糖状態 で は 培養メ サ ソ ギ ウ

ム細胞中の ソル ビ ト ル 蓄積が糖濃度依存性に 上昇 し
, 細胞内

外ともに浸透圧が上 昇す る結 乳 細胞膜障害が惹起 され る可能

性姉推測されて い る
32)

. 細胞内 で ほ代謝 され な い 3-0- メ チ ル D-
グル コ ー

ス を浸透圧の 対照と して培養液中 に 添加 した メ サ ソ ギ

ウ ム細胞で の 検討で は
, 高糖状態で認 め られ た E C M 産生の 増

加がみられなく な る
8)

. こ れ は 単に糖 に よ る 浸透 圧 の 変 化だ け

で は なく ,
メ サ ン ギ ウ ム 細胞が E C M を 産生す る際に は糖が 細

胞 内に と りこ まれ , さ らに 糖代謝系 に 供給され る必 要が あるも

の と推測され ∴M M P や TI M P の 蛋白合成に 関して も同様の 機

構が 作用 して い るも の と考え られ る .

次に 非酵素的蛋白糖化の 関与も M M P お よ び TIM P 産生 に

大きい 役割を 有 して い る の で あろう . 糖尿病で は ヘ モ グ ロ ビ ン

AI c に 代表され る ように
, 種々 の 蛋白質 の 酵素を介 さな い 糖化

(r 1 0 n e n Z y m a ti c gly c o s yl a ti o n) が生ず る こ と が知 られ て い る
33}

.

糖尿病 ラ ッ ト よ り単離 した 糸球体基底膜 でほ 糖化 が有意に 増加

して お り
1 4)

,
さ らに こ の 糖化基底膜は M M P で も分解 され に く

い とい われ て い る
34)

.
こ の 結 軋 蓄賛 した糖化 E C M が

,
こ れ を

分解さ せ るた め M M P の産生を刺激す る可 能性 ほ ある . しか

し
, 本実験の ような 3 日間と い う短期間で の 培養 で ほ 糖化 した

E C M の 産生は 少なく∴糖尿病状態に お け る 掛 こは役割は 大き

くない で あろう. た だ し
, 高糖培地に お い て 短期間で 十分形成

され うる初期糖化産物( e a rly gly c o s yl a ti o n p r o d u c t) が あり
g}

,

E C M が こ の 糖化に 陥れ ば
,

正常環境と異な る情報を 細胞 内情

報伝達系 に 送 り
,
M M P や TI M P の 産生 に 影響を与え る の で あ

ろう .

第 三 の 可 能性は接着因子 で あるイ ン テ グ リ ン の 関与 で ある .

細胞の 機能を 考え るうえ で
, 細胞周閉の E C M と細胞間と の 接

着そ の もの が 細胞 に 与え る情報は重要なもの で ある
35)

. 培養 細

胞を 種々 の マ トリ ッ ク ス で 塗布 した プ レ
ー

トで 培養する と
, 細

胞の 増殖 , 分泌能が 変化する が
,

こ れ はイ ン テ グ リ ン を 介 して

細胞内情報伝達系が 活性化 された た め と考え られ て い る
35)

. 高

糖で E C M の 産生が冗進 して い れ ぽ19 珊

,
こ れ が イ ン チ グ リ ン

を 介 して新た な細胞刺激 とな り M M P や TI M P の 産生に 影響

す るで あろう . 糸球体に おい て も , β1 イ ン テ グ リ ン が 糸球体

上 皮 , 内皮お よ び メ サ ン ギ ウ ム 細胞に 分布 して い る こ と が報告

され
36)

, 進行性糸球体疾患で メ サ ン ギ ウ ム 細鞄 に βl イ ン テ グ

リ ン が増加 して い る こ とが 示 され て い る
3T)

.

今回 の 検討で は 糖尿病状態の 一

つ の モ デル と して
, 高糖で の

メ サ ン ギ ウ ム 細胞 の 反応を 検討した . しか し
,

こ れ は 必 ずしも

糖尿病の モ デ ル とは い えな い
. 糖尿病 ほ 非常に 長期間を かけ た

代謝異常 で ある に もか かわ らず ,
メ サ ン ギ ウ ム細胞は 3 日 とい

う短期間で大きな変化を呈 した こ と ほ
, 酎こ正常細胞の 反応を

意味する もの かも しれ ない . 糖尿病状態 に 陥 りすで に 代謝異常

を きた して い る病的 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 で あれ ば E C M の 分解系

は 機能低下を きた して い る可能性が 考え られ る . 今後は
, 長期

間に わ た る高糖培蓑の メ サ ン ギ ウ ム 細胞 へ の 影響,
さ らに 生体

に お け る糖尿病性腎症で の M M P や TI M P の 代謝機能な どの

検討が必 要と 考えて い る .

結 論

ヒ ト培養メ サ ン ギ ウ ム 細胞 を 用 い
, 培養 液糖濃 度を 変化 さ

せ ∴細胞外基質代謝に 関わ る M M P お よび TI M P の 産生お よ

び そ の 調節故構を 検討 し, 以下の 結果を 待た .

1 . ヒ ト培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞か ら M M PTl ,
M M P - 2 およ び

TI M P の 産生が 確認 された .

2 . M M P の 酵素悟性 ほザ イ モ グ ラ ム を用 い た 検討で
, 培養

液 上 清 中 の 糖濃度 の 上 昇に よ り 約1 6 0 % 増 加 し た .

一 方
,

T I M P ほ 45 0 m g/ dl 培地 で は 100 m g/ dl 培地に比 べ
. 蛋白濃度

で約40 % に
, ま た転写 レ ベ ル で約1/3 に 減少 して い た .

3 . 液相で の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を用 い た コ ラ ゲ ナ
ー ゼ ア ッ セ イ



3 7 2

で は R P M I1 6 4 0 培地 お よび 各糖濃度の D u lb e c c o
'

s M E M に お

い て
,

い ずれ に もⅣ型 コ ラ ー ゲ ン に 対す る コ ラ ゲ ナ ー ゼ 総括性

が み られ た . こ の こ と は
,

い ず れ の 糖 濃 度 で も M M P が

TI M P に 対 し優位 で ある こ と を示 し,
こ の 条件下 で は E C M 分

解に 働 い て い る可 能性が示 唆 され た ･

以上 の 結果より
,
今回 の 条件下 で は培養液糖濃度を 上 昇さ せ

る こ とに よ り ,
M M P お よ び TI M P は E C M を 分解す る傾向に

ある こ と が示 さ れた . こ の バ ラ ン ス の くずれ が
, 糖尿病性腎症

に おけ るメ サ ン ギ ウ ム 基質の 増生お よび 基底膜 の 肥厚 をもた ら

すもの と推測 され る .
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,3 6 0 (1 9 91) ･

3 ) N i s h i m u r a ,
S .

,
M a k i n o

,
H . & O t a

,
Z ･

: T h r e e-di m e n-

si o n al ultr a st r u c t u r al c h a n g e s of a c e11 u l a r gl o m e r ul a r

b a s e m e n t m e m b r a n e i n v a ri o u s t y p e s of h u m a n glo m e r ul o n e-

p h rits . N e p h r o n
,
5 3

,
9 -1 7 (1 9 8 9) ･

4 ) M o g e n s e n
,
C . M . : M i c r o alb u m i n u ri a a s a p r ed i c t o r of

cli n ic al di a b e tic n e p h r o p a th y . K id n e y I n t .
,
3 1 , 6 7 3-6 8 9 (1 9 8 7) ･

5 ) T u n g ,
P . & Le v i n

,
S . R . : N e p h r o p a th y i n n o n

-i n s uli n
-

d e p e n d e n t d i a b e t e s m e11it u s . A m ･ J ･ M e d ■
,
8 5 ( S u p p 1 5 A ) ,

1 3l -1 3 6 (1 98 8) .

6 ) B o r d e r
,

W . A .
, O k u d a

,
S . & N a k a m u r a , T ･ :

E x tr a c e11 ul a r m a tri x a n d gl o m e r ul a r di s e a s e . S e m i n ･ N e p h r ol ･
,

9
,
3 0 7 - 3 1 7 (1 9 8 9) .

7 ) F a l k
,

R . J .
,

S c h e i n m a n , J . Ⅰ.
,

M a u e r
,

S ･ M ･ &

M ic h a el
,

A . F . : P oly a n tig e ni c e x p a n si o n of b a s e m e n t

m e m b r a n e c o n sit u e n t s i n di a b eti c n e p h r o p a t h y . Di a b e te s ,
3 2

( S u p p1 2) ,
3 4 - 3 9 (1 9 83) .

8 ) L e d b e tt e r
,
S .

,
C o p el 乱 n d

,
E . J .

,
N o o n a n

,
D ･

,
V o g eli

,

G . & H a s s ell
,
J . R . : A lt e r e d s t e ad y- St a t e m R N A l e v el s of

b a s e m e n t m e m b r a n e p r o tei n s i n d i a b e ti c m o u s e kid n e y s a n d

th r o m b o x a n e s y n th a s e in hib iti o n . Di a b e t e s
,

3 9
,

1 9 6 q 20 3

(1 9 90) ,

9 ) A y o
,
S . H .

,
R a d n ik

,
R . A . , G l a s s I[

,
W ･ F ･

,
G a r o n i

,

J . A .
,
R a m p t

,
E . R .

,
A p pli n g , D . R . & K r ei sb e r g ,

J ･ Ⅰ･ :

I n c r e a s e d e x tr a c ell ul a r m a tri x s y n th e sis a n d m R N A in

m e s a n gi al c ell s g r o w n i n
■

high 一

gl u c o s e m e di u m ･ A m ･ J ･

P h y si ol .

,
2 6 0 (R e n al F l uid E l e c tr olyt e P h y si ol ･ 2 9) , F 1 85

- F 1 91

(1 99 1) ,

10) A y o ,
S ･ H ･

,
R a d n i k

,
R ･ A ･

,
G a r o ni , J ･ A ･

,
G l a s s I

,

W . F . & K r ei s b e r g ,
J . I . : H ig h gl u c o s e c a u s e s a n i n c r e a s e

i n e x t r a c ell u l a r m a tri x p r o t ei n s i n c u lt u r e d m e s a n gi al c e11s .

A m . J . P a th ol . , 1 3 6 , 1 3 3 9 -1 3 4 8 (1 9 9 0) ･

1 1) B a ri c o s ,
W ･ H ･

,
C o r t e z

,
S ･ L ･

,
Le

t Q ･ C ･
,

Z h o u
,
Y .

,

D i c a rl o
,

R . M .
,

0
'

C o n n o r
,

S . E . & S h a h , S . V . :

G l o m e r uI a r b a s e m e n t m e m b r a n e d e g r a d a ti o n b y e n d o g e n o us

c y st ei n e p r o t ei n a s e i n is ol a t e d r a t gl o m e r u li ･ K id n e y I n t ･
,
3 8

,

3 9 5 -4 0 1 (1 9 9 0) .

12) M a rti n
,
J .

,
T h o m a s

,
G , & L o v e t t

,
D . H . : H u m a n

m e s a n gial c e u s s e c r e t e a G B M -d e g r a di n g n e u t r al p r o tei n a s e

a n d a s p e cifi c in hib it o r , K id n e y I n t リ
36

,
7 9 0- 8 01 (1 9 89) .

1 3 ) O k a d a
,
Y . , T s u c h i y a

,
H .

,
S h i m i z u

,
H ･

,
T o m i t a , K .

,

N a k a n i s h i , Ⅰ. , S a t o
,

H .
,

S ei ki
,

M .
,

Y a m a s h it a
,

K . &

H a y a k a w a ,
T . : l n d u c ti o n a n d s ti m ul a ti o n of 92 -kD a

g el a ti n a s e/ ty p e Ⅳ c o11 a g e n a s e p r o d u c tio n i n o st e o s ar c o m a

a n d fib r o s a r c o m 亀 C ell li n e s b y t u m o r n e c r o si s f a c to r α
.

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s , C o m m u n .
,
17 l

,
6 1 0 -6 1 7 (1 9 90) .

1 4) C o h e n
,
M . P .

,
U r d a n i v i a

,
E .

,
S u r m a

,
M ･ & W u

,
V .

Y . : I n c r e a s e d gl y c o s yl a tio n of gl o m e r ul a r b a s e m e n t c oll ag e n

i n d i a b e t e s . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n ･
,

95
,
765 -

769

(1 9 8 0) .

1 5) K r a k o w a r , C . A . & G r e e n s p o n
,
S . A ･ : L o c aliz a ti o n of

th e n e p h r o t o x ic a n ti g e n wi thi n th e i s ol a t c d r e n a I gl o m e r ulu s t

A m . M e d . A s s o c . P a th ol .
,
5 1

,
6 2 9 -6 3 9 (1 9 51) .

16) G ilb e r t
,

S . F . & M i g e o n , B ･ R ･ ‥ D- V ali n e as a

s el e c ti v e a g e n t f o r n o r m a l h u m a n a n d r o d e n t e pith elial c ells

in c u lt u r e . C e11
,
5

, 1 1 -1 7 (1 9 7 5) .

1 7) L o v e tt ,
D . H .

,
S t e r z el

,
R . B .

,
K a s h g a ri a n

,
M ･ &

R y a n
,
J . L . : N e u t r al p r o t ei n a s e a c ti v ity p r o d u c e d i n vi tr o

b y c e lls o f th e gl o m e r u l ar m e s a n gi u m ･ K id n e y I n t
リ

23 ,

3 4 2-3 4 9 (1 9 8 3) .

18) S t ri k e r
,

G . E . & S t ri k e r
,

L . J . : B i ol o g y of di s e a s e ･

G l o m e r ul a r c ell c ult u r e . L a b . I n v e st .
,
5 3

,
1 2 2-1 31 (1 9 85) ･

1 9) L a e m m li
,
U . K . : Cl e a v a g e of str u c t u r al p r o t ei n s d u rin g

th e a s s e m b ly of th e h e a d of b a c t e rio p h a g e T 4 ･ N a t u r e ,
2 27

･

6 80- 6 8 5 (1 9 7 0) .

2 0) H i b b s
,
M . S

リ
H a s t y ,

K ･ A ･
,

S e y e r
,
J ･ M ･ ･

K a n g ,
A ･

H . & M a i n a r di
,

C . L . : B i o c h e m i c al a n d i m m u n olo gic al

c h a r a c t e ri z a ti o n of th e s e c r e t e d f o r m s of h u m a n n e u tr o phil

g ela ti n a s e . J . B i ol . C h e m ･
,
26 0

,
2 4 9 3-2 50 0 (1 9 8 5) ･

2 1) N a k aj ir n a
,
M .

,
L o t a n ,

D .
,

B a i g ,
M . M ･

,
C a r r ale r o ･

R . M .
,
W o o d , W . R .

,
H e n d ri x

,
M ･ J ･ C ･ & L o t a n

･
R ･ :

I n hibiti o n b y r e ti n oi c a cid of ty p e Ⅳ c o11 a g e n oly s IS a nd

i n v a si o n th r o u g h r e c o n s tit u t e d b a s e m e n t m e m b r a n e by

m et a s t a ti c r a t m a m r n a r y a d e n o c a r ci n o m a c ell s ･ C a n c e r R e s ･
一

4 9
,
1 6 9 8 -1 7 0 6 (1 9 8 9) .

2 2) L i o tt a
,
L . A .

,
T r y g g v a s o n

,
K ･

,
G a rb i s a ,

S ･
･
R o b ey ･

p . G .
& A b e

,
S . : P a r ti al p u rifi c a ti o n a n d c h a r a c t eri z a tio n of

a n e u tr al p r o t ei n a s e w h ic h cl e a v e s t y p e Ⅳ c oll ag e n ･

B i o ch e mi st r y ,
2 0

,
1 0 0 -1 0 4 (1 9 81) .

2 3) K o d a m a
,
S .

,
I w a t a , K ･

,
I w a t a

,
= ･

,
Y a m a sh it a ･

K ･

& H a y a k a w a
,

T .
: R a pid o n e

-

S t e P S a n d wi c h e n zy rn e

i m r n u n o a s s a y f o r ti s s u e i n hib it o r of m e t all o p r o t ei n a s e s ･
A n



メ サ ン ギ ウ ム 細胞 M M P
,
T I M P へ の 糖の 影響

ap plic atio n f o r r h e u r n a toid a r th riti s s e r u m a n d pla s m a ･ J ･

l m m u n Ol ･ M e th o d s ,
12 7

,
1 0 3 -1 0 8 (1 9 9 0) ･

2 4) C h o m c z y n S k i
,
P ･ & S a c c h i , N ･ : S in gle

-

S t e p m e th o d

of R N A i s ol a tio n b y a cid g u a n id i ni u m thi o c y a n a t e- p h e n ol- C h-

lo rof o r m e X tr a C ti o n ･ A n al ･ B i o c h e m ･
･
1 6 2

,
1 5 6-1 5 9 (1 9 8 7) ･

2 5) B a ri c o s
･
W ･ H ･ & S h a h

･
S ･ V ･ : G l o m e r u la r i nj u r y a n d

p ro te olyti c e n z y m e ･ S e m i n ･ N e p h r ol ･ ･ 11
,
3 2 7-3 3 1 (1 9 9 0) ･

26) Y a m a b e ,
H ･

,
C h e n

,
Y ･ P ･ ･ C a m b ell , C ･ , J o h n s o n , R ･

& C o u s e r ,
W . G ･ : G l o m e r ul a r e pith eli al c e11 s (G E C ) p r od u c e

a m et aIl o e n z y m e p r o t ei n a s e c a p a bl e of d e g r a di n g gl o m e ru 1 a r

b a s e m e n t m e m b r a n e ( G B M ) ･ J ･ A m ■ S o c ･ N e p h r ol ･
,

1
,
5 5 6

(19 91) ･

2 7) S a l o
,
T ･

,
L i o tt a

,
L ･ A ･

,
K e s ki - O j a

,
J ･

,
T u r p e e n n i e m i -

H uj 且n e n ,
T . & T r y g g v a s o n , K ･ : S e c r e ti o n of b a s e m e n t

m e m b r a n e c oll a g e n d e g r a di n g e n z y m e a n d pl a s mi n o g e n

a c ti v a t or b y tr a n sf o r m e d c e11s- r O le i n m e t a s t a si s ･ I n t ･ J ･

C a n c e r
,
3 0

,
6 69- 6 7 3 (1 9 8 2) .

28) T r y g g v a s o n
,
K ･

,
H 6 y h t o y a

,
M ･ & S a l o

,
T ･ : P r o t e oト

ytic d e g r a d a ti o n of e x tr a c e11u l a r m a tri x i n t u m o r i n v a si o n ･

Bio c h e m . B i o p h y s . A c t a ,
9 0 7

,
1 91,2 1 7 (1 9 8 7) ･

29) O k a d a ,
Y

り
W a t a n a b e

,
S .

,
N a k a n is hi

,
Ⅰ.

,
H a y a k a w a

,

T . , W a t o r e k
,
W .

,
T r a v i s

,
J . & N a g a s e

,
H . : I n a c ti v a ti o n of

tis s u e i n hibit o r of m e t all o p r o t ei n a s e s b y n e u tr o p hil el a s t a s e

a nd o th er s eri n e p r o t ei n a s e s . F E B S L e tt .
,

2 2 9
, 1 5 7 -1 60

(19 88) .

30) S t rik e r
,
G . E .

,
K ill e n

,
P . & F a r i n

,
F . M . : H u m a n

glo m er ul ar c ell s i n vitr o : is ol a ti o n a n d c h a r a c t e riz a ti o n .

T r a n s pla n t . P r o c .
,
12 (S u p p1 1) ,

8 8- 99 (1 9 80) .

3 1) S p u r r
,

N . K .
,
G o u g h ,

A . C .
,
G o s d e n

,
J .

,
R o u t

,
D .

,

37 3

P r o t e o u s
,
I) . J .

,
H e y n i n g e n

,
V . V . & D o c h e r t y , A . J .

P . : R e st ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th p oly m o r p hi s m a n aly si s a n d

a s s l g n m e n t Of th e m e t all o p r o t ei n a s e s s tr o m el y si n a n d

C OlI a g e n a s e t o th e l o n g a r m of c h r o m o s o m e ll . G e n o mi c s
,
2

,

1 1 9-1 2 7 (1 9 8 8) .

3 2) K ik k a w a
,
R .

, U m e h a r a , K .
, H a n e d a , M .

, A ri m u r a
t

T .
,
E b a t a

,
K . & S h i g e t a

,
Y . : E vi d e n c e of e xi st e n c e of

p oly ol p a th w a y i n c ult u r e d r at m e s a n gi al c ells , Di a b et e s
,
36

,

2 4 0-2 4 3 (1 9 8 7) .

3 3) B r o w n l e e
,
M .

,
V la s s a r a

,
H . & C e r a m i

,
A . : N o n e n z y-

m a ti c gly c o s yl a ti o n a n d p ath o g e n e si s of di a b e ti c c o m pli c a tio-

n s . A n n . I n t e r n . M e d
り
1 0 1

,
5 2 7- 53 7 (1 9 8 4) .

3 4) L u b e c
,

G . & P o ll a k
,

A . : R e d u c e d s u s c e p tibility of

n o n e n z y m a tic a11 y gly c o syl a t e d gl o m e r ul a r b a s e m e n t t o

p r o t e a s e s : is th ic k e ni n g of di a b e ti c gl o m e ru 1a r b a s e r n e n t

m e m b r a n e s d u e t o r e d u c e d p r o te o lyti c d e g r a d a ti o n ? R e n al

P h y si ol .
,
3

,
4 -8 (1 9 80) .

3 5) B u r ri d g e
,

K .
,
F a t h

,
K .

,
K ell y ,

T .
,

N u c k o ll s
,

G . &

T u r n e r
, C ∴ F o c al a d h e si o n s : tr a n S m e m b r a n e j u n c ti o n s

b e t w e e n th e e x tr a c ell ul a r m atri x a n d th e c yt o s k el e t o n .

A n n u . R e v . C ell B i ol .
,
4

,
4 8 7 -5 2 5 (1 9 8 8) .

3 6) K o r h o n e n
,

M
リ

Y l a n n e , J .
,
L a iti n e n

,
L . & V ir t a n e n

,

I . : Di s trib u ti o n of βl a n d β3 i n te g ri n s i n h u m a n f e t al a n d

a d ult k id n e y , L a b . I n v e st .
,
62

,
6 1 6- 6 2 5 (1 99 0) .

3 7) K e rj a s c h ki , D . , O j h a , P . P . , S u s a n i
,
M . , H o r v a t

,
R

り

B i n d e r
,
S .

,
H o v o r k a

,
A .

,
H i11 e m a n n s

,
P . & P yt el a

,
R . :

A β1-in t e g ri n r e c e p t o r f o r fib r o n e c ti n i n h u m a n kid n e y

gl o m e r uli . A m , J . P a th ol .
,
13 4

,
48 l- 4 8 9 (1 9 8 9) .



3 7 4 和 田

E ffb c ts of H ig h G I u c o s e o n th e P r od u cti o n of M e t all op r ot ei n a s e a n d Ti ss u e I n h ib it o r of M et a ll o p r otein ase byC ult u r e d H u m a n M es a n gi al C eIIs T b k a shi W ad a
･
D ep ar t m e nt of I nt e rn al M edi ci n e (Ⅰ) ,

S c h o ol of M e dici n e
,
K a n az a w a

U ni v e rsity ,
K a n a z a w a 9 2 0

-

J . J u z e n M ed S o c .
,
1 0l

,
3 65 - 37 4 (1 9 9 2)

K e y w o rd s h u m a n m e s a n gi al c ell
, gl u c os e

,
m atri x m et all op r otein a s e

,
tis s u e i nhibit or of m et al 1 0Pr Ot einase

E x p an Sib n o f g l o m e ru 1 ar e X tr a C ell ul ar m a 血 (E C M ) (g l o m e ru 1 ar b as e m e n t m e m b r an e an d m e s an gi al m a 血) i s p ath og
･

n o m o nic of di a b eti c n e ph r o p a th y ･
T h e r e g ul at or y f a ct o rs d u ri n g 血e dis e as e st at es w hic h g o v e rn th e d eg r a d ati o n o f th e E C M

r e m ai n p o o rl y un d er st o o d ･ T h e s e s 加C t u r eS C O n Sist p rl m ar il y of ty p e I V c oll ag e n
･ 納r o n e cti n an d la m ini n

,
W hi c h a r e d egrad ･

e d b y m a 廿i x m e t al l o p r ot ei n a s e s ( M M P) ･
A

p o te n ti al m e c h an i s m i n r e n al di s e as e c o u ld i n v oI v e th e pr o d u c ti o n b y m esa n gi d

C ell s o f E C M
･

M M P s an d its i n hi bi t or ･ I n th i s s t ud y ,
t O el u cid ate th e m et a b oli s m b e t w e e n p r o d u cti o n an d d e g r ad a d o n of

E C M in th e dia b eti c st ate , th e e ff e cts o f gl u c o s e o n th e i n d u c d o n of M M P s a n d tis s u e in hibit or of m e tall o p r o tei n a se s ( TI MP)
ff o m h um a n m e S an gi al c e11 s w er e e x a m i n e d ･ H u m an m e S an gi al c ell s c ult ur e d i n s e ru m -

g r e e m edi um S e Cr et ed p r otein ases

an d T I M R l m e pr ot ei n as e s c o n sist ed of g el ati n oly ti c e n zy m e s w i th m ol e c ul ar w eigh t s of 6 7
,
5 2 an d 4 6 k D a an d w ere in hib .

ite d b y e th y l e n edi am i n e t et r a a c e ti c aci d (E D T A) , b ut n ot b y ph e ny l m e th a n e s ulf b n yl fl u o ri d e ( P M S F) ,
N - e th yl m al eimi de

( N E M ) o r pe P St ati n A ( P qp A) ,
in dic a d n g th at th e y w e r e M M P s . T h e 67 -k D a p r o tei n as e w a s c o n 丘 rm e d as M M P q 2

,
a n d bo th

5 2 an d 4 6 k D a w e r e id e n ti負ed a s M M P - 1 b y W t s te rn bl o tti n g ･ T h r e e - d a y g r o w th i n 4 5 0 m 釘dl gl u c o s e r es u lt ed i n 1 60 %

i n c r e a s e in t h e s y n th e sis of M M P - 2 c o m p ar ed w i th c ell s g r o wn in l 00 m g/ dl il u c o s e
,
a S j u d g e d b y g el a ti n oly tic a cti vities

.

M M P -3 w as d et e ct ed in n ei th er p r ot ei n p r o d u c ti o n n o r g e n e e xp r es si o n ･ O n th e o th er h a n d , th e p r o d u c ti o n of T I M P by c ells

g r o wn i n 4 50 m g/dl gl u c os e w as d e c re as ed t o 60 % 1 es s th an th at of c ells gr o w n i n l O O m g k11 glu c o s e . N or th e rn bl ot an alysis

Of th e st e a d y
- St ate m R N A of T I M P i n hi g h -

g l u c o s e m edi um al s o i n di c at e d a o n e th ird -f ol d r ed u cti o n of T I M P tr an SC nP ti on

afte r 7 2 -h r t re at m e nt w i th 1CX) m gkll g lu c o s e ･ T b tal p r ot ei n as e ac tivity a g ai n st ty p e I V c oll a g e n a cti v at ed b y 4 - am i n oph e nyl

m er c u ri c a c et at e w a s sd ll o b s e rv e d i n e a c h c o n diti o n ed m edi u m in w hic h T I M P is b o u nd t o a c tiv ate d M M P s ･ T h es e 血ding s

S u g g e St th at a h igh glu c o s e c o n diti o n e x erts a s ele cti v e e ff e ct o n E C M a c c u m ula ti o n b y m o d ul ati n g M M P s an d T I M P e xpre s ･

Sio n i n m e s an gi al c e11 s ･ T h e i m b al an C e Of th es e f a ct o rs m ay pl ay an i m p o rt an t r Ol e i n th e tu m o v e r of th e g l o m e ru 01 ar E C M

i n th e di ab e ti c c o n diti o n ,


