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腎虚血一再磯部モデルにおけるアポトーシスの

　　　　　　　　　発現と病理組織学的変化

一Fas介在性アポトーシス異常マウスを用いた検討

立浪康晴＊，森　士朗＊＊，能勢眞人＊＊＊
城戸幹太＊，猪狩俊郎＊，岩月尚文＊

はじめに

　腎血流量の著しい低下によって誘発された急性

腎不全はこれまで急性尿細管壊死等のネクローシ

スを主体とした病態として捉えられてきたが，近

年アポトーシスという細胞死の概念が急速に広

まってきたのに伴い虚血性腎障害においてもアポ

トーシスの関与を示す報告がなされるようになっ

てきた1・2）．

　このアポトーシスを誘導するタンパクとして，

FasおよびFas　ligand（Fas：L）が知られている．

FasはTumor　Necrosis　Factor（TNF）ファミリー

に属す1型膜蛋白質で3’一5），同じくTNFファミ

リーに属するII型膜蛋白質のFas　しが6’一8），その

受容体であるFasに結合することにより細胞にア

ポトーシスを誘導する9）．このFas　L－Fasシステ

ムは免疫系における不要な細胞の除去に関与して

おり7・　10・　11），このシステムの機能欠損が自己免疫

疾患を起こすことも知られている6・12）．虚血性

腎障害においてもFas－Fas　L系を介したアポトー

シスの関与が考えられるが，その詳細については

不明な点が多い．本研究においては，機能的な

Fasの遺伝子を欠損しているC3H／HeJ－lprltpr

（C3Hliρr）およびMRL／MpJ－lprnp　r（MRI／lpr）

系マウス13），さらにFas　Lを規定する遺伝子を欠

損しているC3H／HeJ－glcVgld（C3H／gld）および

MRL／MpTn－gltUgld（MRL！gld）系マウスを使用

し14・15），腎虚血一再灌流モデルにおけるアポトー

シスの発現，および病理組織学的変化の程度とア

ポトーシス発現程度の関係，またそれらに際して

のFasおよびFas　ligandの役割について検討した．

　＊東北大学歯学部附属病院歯科麻酔科
＊＊@　　同　　　口腔外科学第二講座

＊＊＊ ､媛大学医学部病理学第二講座

材料および実験法

1．実験動物

　Jackson　Laboratories　（Bar　Harbor，　Maine，　USA）

由来の2カ月齢の雄マウスC3H伍C3H〃pr，
C3Hlgld，　MR1ノ＋，　MRL／lprを用い，東北大学医学

部動物実験施設にて同施設の実験指針に準じて飼

育・実験を行った．また，上記MRL1≠に，戻し

交配により，C3H／gld由来のgld遺伝子を導入し

たMRLlgldを同施設にて同様に飼育し，実験に
用いた15）．

2．実験群

　Fas欠損マウスとしてC3Hlipr，　MRL伽r，　Fas

L欠損マウスとしてC3Hlgld，　MRLlgld，さらに，

対照正常マウスとしてC3H！≠，　MRL！≠を用い，

マウスの系と処置法により実験群を5Groupに分

けた．（表1）

　腎虚血モデルは，エーテル麻酔下で，右背側皮

切にて注意深く右腎臓を引き出し，血管用止血ク

リップにて腎動・静脈をクリッピングすることに

より作成した．その後，腎を腹腔内に戻し，各

Groupの虚血時間の後クリップを解除し再灌流と

し，縫合した．
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表1　実験群

Group　1 Group　1 Group皿 GrouplV Group　V

　マウス
（2カ月齢，♂）

　C3Hノ≠

正常マウス

（n＝　28）

C3Hノ≠

（n＝8）

C3H／lpr

（n＝7）

C3H／gld

（n＝7）

C3Hノ≠

（n＝7）

C3H／lpr

（n　＝＝7）

C3HXgld

（n＝6）

MRLt＋
（n－7）

MRL伽ア
（n＝7）

MRI／gtd

（n＝8）

MRIV＋
（n＝7）

MRL／ipr
（n　＝＝　6）

MRJ．ノgld

（皿＝6）

虚血時間

（右腎）

15皿in　（n＝7）

30min　（n＝6）

60min　（n＝7）

120min　（n＝8）

60　min 60　min 60　min 60　min

腎摘出日 3日後 1日後 3日後 1日後 3日後

表2　尿細管における病理組織学的所見の評価

cortex 　outer

Medulla

hlner

高рtIIa

dilatation
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垂刧qo丘。　nuclei

　　一；

@　＋；

{＋；

{＋＋；

no㎜al

高奄撃р

odrerates

魔窒

score　O）（

唐モ盾窒@1）（

唐メEre　2）（

唐モ盾窒@3）

ubtotal　Index ～15 ～15 ～15

athological　Index ～45

た，標本の摘出の際は，対照としてクリッピン

しなかった左腎（非虚血腎）も，同時に摘出し

．

．TUNEL法による染色，陽性細胞数のカウン

　ト
プロトコールに従い摘出した腎を，ホルマリン

定後，パラフィン包埋し，組織切片を作製，こ

らの切片上にて，TdT　mediated　dUTP－bioin　nick

nd　labeling（TUNEL）法を用い，アポトーシス

現細胞を同定した16）．染色にはTaKaRa　il　sitU

poptosis　Detection　Kit（TaKaRa社製）を用いた．

こで，切片の0．25平方ミリメートルの範囲50視

を無作為に選び，50視野12．5平方ミリメートル

ふくまれる㎜L陽性細騰を算出した．

．病理組織学的検討

病理組織学的検討のため，ヘマトキシリン・エ

ジン（HE）染色を施行し，尿細管の障害の程

を皮質，髄質外層・内層の各部位において，表

のように病理組織学的に評価し，その総合点を

害の強いものほど数値が大きくなるPathologi－

al　Indexとして算：出した．

．統計学的検定

統計学的検定は，TUNEL陽性細胞数の比較に

いては，stUdent　t検定を，　Pathological　Indexの

較においては，Kruskal－Wallis検定を行い，い

れも危険率5％未満をもって有意差ありとし

．

理組織学的所見

Group　Iにおいて，腎への虚血一再灌流により

細管の拡張，尿細管における蛋白円柱・細胞質

柱の出現尿細管上皮細胞質の染色性の好酸性

，核濃縮等の変化が認められ，糸球体・問質に

主だった変化は認められなかった．また，炎症

細胞の浸潤は認められなかった．これらの変化

，Pathological　Indexとして算：出し，　C3H1≠マウ

における虚血時間とこれらの病理組織学的変化

検討したところ（Group　1），15分から60分の

血において虚血時間の延長と共に病的変化が強

発現していた（図1）．

Group　ll～Vにおいて，　lprおよびgldマウスの

athological　Indexは，≠マウス（正常）と比較し

値を示した．（図2）また，虚血再灌流後，摘

までの時間（1日後と3日後）の比較（すなわ

Group皿と皿，】VとVの比較）においては有意

は認められなかった．
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㎜L陽性細胞数の検討
　対照正常マウス（C3H1≠マウス）における虚血

時間とTUNEL陽性細胞数の関連を検討したとこ

ろ（Group　l），どの虚血時間においても虚血腎

では，非虚血腎と比較して陽性細胞数が有意に多

く，さらに虚血時間の延長に伴い増加することが

示された．（図3A，B）

　非虚血腎と虚血腎におけるTUNEL陽性細胞数

を比較したところ，Group　I～Vのすべての群に

おいて非虚血腎より虚血腎では有意に高値を示し

た．（図3B，図4）

　欠損マウスと正常マウスを比較したところ，虚

血腎においては，TUNEL陽性細胞数が，　Fas欠

損マウス（C3H／lpr，　MRL／lpr），　Fas　L欠損マウ

ス（C3H／gld，　MRUgld）では，対照正常マウス

（C3H1≠，　MRL1≠）と比較して，低値を示した．

（図4）背景遺伝子の違いによるアポトーシスの

発現への影響を検討する目的でMR：L系とC3H系

の比較を行ったところ（すなわちGroup　llとIV，

皿とVの比較）有意差は認められなかった．

　また，虚血再灌流後，摘出までの時間（1日後

と3日後）の比較（すなわちGroup　llと皿，　IVと

Vの比較）においても有意差は認められなかった．

さらに非虚血腎においてもTUNEL陽性細胞数

は，Fas欠損マウス（C3Hllρr，　MRLllpr），　Fas　L

欠損マウス（C3H／gld，　MRL181d）では，対照正

常マウス（C3H1≠，　MRL！≠）と比較して，低値を

示した．（図4）

考察

　虚血性腎障害におけるFas介在性アポトーシス

の関与について検討するため，Fas介在性アポ

トーシスの2種の異常マウス2系統を用いて検討

した．

　常染色体劣性遺伝形式をとる単一の突然変異遺

伝子であるlpr遺伝子は第19染色体に位置し，ア

ポトーシスに関与するFasの欠損遺伝子であるこ

とが明らかとなっており，胸腺におけるアポトー

シスの障害が関与し，異常リンパ球の増殖がみら

れる10）．一方gld遺伝子はC3HIHeJ系マウスの

交配によって生じた突然変異遺伝子で第1染色体

に位置し，lpr遺伝子同様に常染色体劣性遺伝形

式を持ち，lpr遺伝子と非常に類似した表現型を

示すリンパ球の増殖と自己免疫疾患を誘導するこ

とが知られており14），FasLの欠損遺伝子である

ことが報告されている7）。

　lpr，あるいはgld遺伝子の存在により，表3

に示すように，約4～5カ月齢でマウスに自己

抗体の発現・リンパ節の腫大等の病態が発生する
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ことが知られており13），糸球体腎炎・動脈炎・関

節リウマチ等の発症にはMRL系マウスの有する

背景遺伝子が必要であると報告されている17）．そ

こで，この背景遺伝子の違いによるアポトーシス

の発現への影響を検討する目的でMR：しとC3Hの

2系統の2ヶ月齢のマウスを使用し，比較検討し

たところ，㎜L陽性1麟，Pathological　ln一

図3A　虚血時間に伴う腎組織におけるTUNEL陽性細胞

　　　発現の差異

　　　（Group　I）a：15分虚血b：30分虚血。：60分虚血

　　　d：120分虚血

　　　いずれもC3耽3日儲出，　T㎜L絶，
　　　Bars　＝　100　ptm

　B虚血時間に伴うTUNEL陽性細胞数の変化
　　　（G　roup　1　）

　　　Data　are　expressed　as　means±SE．

　　　＊P〈O．　05．　＊＊P〈O．　Ol．

dex共に有意差はなく，マウスの系の違いによる

差は示されなかった．従って，虚血負荷アポトー

シスの誘導及び病理組織学的変化において少なく

ともC3HとMRL系マウスの背景遺伝子による

違いはないことが示唆された．

　TUNEL法は組織切片上にて鋭敏かつ簡便にア

ポトーシス発現細胞を検出することができる．

本研究においてはアポトーシスの発現部位，定量

的な比較，病理組織学的変化との比較などを目的

としたためこれらの要件を満たすTUNEL法を用

いてアポトーシス発現細胞を同定した．しかしな
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表3　実験使用マウス

マウスの系
皿 C3H MRL＆C3H

遺伝子 勿 8’4 々π 9’4 ≠

遺伝子の特徴 Fas欠損 Fas　hgand欠損 Fas欠損 Fas　hgand欠損 正常（対照群）

自己抗体の発現

ﾆ疫複合体の増加

潟塔p節の腫大

認められない

　　病態

i4～5カ月齢

@　　で発症）

免疫複合体型糸球体腎炎

@　肉芽腫型動脈炎

@慢性関節リウマチ

@　　SLE様病変

認められない

がら，壊死組織や不適切な酵素処理を施した組織

の切片においては，核内DNAのランダムな断裂

が起こっており，その末端の一部にTdTが結合

し，非特異的な偽陽性の発現がみられるので注意

が必要であると思われた．

　対照正常マウス（C3H1≠マウス）における虚血

時間とTUNEL陽性細胞数の関連を検討したとこ

ろ，どの虚血時間においても虚血腎では，非虚血

腎と比較して陽性細胞数が有意に多く，さらに虚

血時間の延長に伴い増加することが示された．

すなわち，虚血負荷はアポトーシスの誘導因子で

あり，虚血時間に相関しアポトーシスが誘導され
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ることが示唆された．非虚血腎においても

TUNEL陽性細胞がみられたが，そこで非虚血腎

におけるTUNEL陽性細胞数を検討したところ，

Fas欠損マウス（C3Hllpr，　MRL／lpr），　Fas　L欠

損マウス（C3H！gld，　MRL／gld）では，対照正常

マウス（C3H1≠，　MRL！≠）と比較して，低値を示

した．すなわち，この結果は，非虚血腎において

もFas介在性の生理的アポトーシスが存在してい

ることを示唆するものである．

　虚血腎におけるTUNEL陽性細胞数を検討した

ところ，Fas欠損マウス（C3Hllpr，　MR：Vlpr），

Fas　L欠損マウス（C3HlgZd，　MRL1gld）では，対

照正常マウス（C3H1≠，　MRL／≠）と比較して，低

下を示した．これは，虚血腎おけるアポトーシス

の発現に際してFasL－Fasシステムが関与してい

ることを示唆するものである．r方，　Fasおよび

Fas・しの欠損マウスにおいても正常マウスと比較

して数は少ないものの，アポトーシスの発現がみ

られた．このことは，虚血負荷により非Fas介在

性のアポトーシスも発現することを推察させるも

のである．

　FasL－Fasシステムは自己反応性のT細胞の除

去や，細胞障害性T細胞の細胞障害機構等に関

与していると考えられており7・10・11），FasL－Fasシ

ステムを介して誘導されるアポトーシスは，放射

線や温熱刺激，ホルモン刺激によるアポトーシス

誘導に較べて蛋白合成を必要としないため短時問

でアポトーシス誘導が可能であると言われてい
る19）．

　本研究では，虚血一再二流ののち1日後と3日

後に標本を摘出し時間的な違いによるアポトーシ

スの発現を検討した．当初，著者らは腎虚血一再

二流におけるアポトーシスは，虚血により短時間

に直接誘導されるものと，虚血後の尿細管修復の

過程における過剰な細胞の除去のために，ある程

度の時間の後に誘導されるものがあると仮定し，

その発現に違いがあるのではないかと考えた．し

かし，今回の結果では両者の間では少なくとも数

量的な差は認められなかった．時間的なアポトー一！L

シスの発現を検討をするためには，さらに長期間

にわたる実験が必要であると思われる．

　虚血腎の病理組織学的所見を，15分，30分野60

分，120分において検討したところ，腎への虚血

一再灌流により尿細管の拡張，尿細管における蛋
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白円柱・細胞質円柱の出現，尿細管上皮細胞質の

染色性の好酸性化，核濃縮等の変化が認められ，

糸球体・間質には主だった変化は認められなかっ

た．これらは，従来の虚血による初期の急性尿細

管壊死の病態に近い所見と思われた．従来の報告

では，腎髄質外層に強い病変が認められたとされ

ているが18），腎実質各層の病変の強さについて

Subtotal　Index（表2）を用いて検討したところ，

本研究においても同様な所見が得られた．しかし，

従来報告されたような90～120分虚血における著

明な尿細管壊死は認められず，120分虚血の一部

に軽度の急性尿細管壊死が認められるにすぎな

かった．また，120分のPathological　Indexが60分

と比較し低かったのは，この尿細管壊死の部分を

Pathological　lndexから除外したためによるもの

と思われる．

　虚血に伴う病理組織学的変化の指標であるPat－

hological　indexと，アポトーシス発現の指標であ

るTUNEL陽性細胞数の変化には同様の傾向が認

められた．すなわち，C3H1≠とMRL！≠のPatho－

logical　Indexは，　Fas介在性アポトーシス遺伝子

欠損マウスのC3H：llprとC3　H／g　ld，　MRLIIprと

MRL／gldのそれぞれと比較して有意にIndexが高

く（病的変化が強く），同様に，TUNEL陽性細胞

数に関しても，C3蹴㎜≠の㎜L陽性
細胞数は，C3H／lprとC3H1gld，　MRIVIprとMRL／gld

のそれぞれと比較して有意に多かった．言い換え

れば，アポトーシスの発現の多い群においては，

虚血に伴う病的腎組織変化が強かった．従って，

虚血における腎障害の病理組織学的変化の初期段

階において，Fas　L－Fasシステム介在性のアポ

トーシスが重要な役割を演じている可能性が示唆

された．

結 論

　以上より，腎虚血によるアポトーシスの発現に

は，FasおよびFas　ligandが強く関与しており，

虚血による腎障害の病理組織学的変化において，

Fas　L－Fasシステム介在性アポトーーシスが重要な

役割を演じている可能性が示唆された．
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