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Summaワ Theaim of this study is to describe the mo1'phologic characteristics of the 

early changes of focal sclerotic lesions in aminonucleosid巴 (AN)nephrosis. AN 町 phrosis

was induced by repeated inj巴ctionof puromycin aminonucleoside in 'I¥TKA rats. 
Sequential changes in glomerular lesions were obse1'ved by light and electron micro-

scopy. In the early stages， a number of glomeruli were found to adhere to Bowman's cap-

sule without focal sclerotic lesion andfor hyalinosis. Electron microscopy showed 

degeneration of the podocyte， such as by foot process fusion， microvilli formation， 

vacuolation 01' lysosome in its cytoplasma. Moreover， detachment of the podocyte and 

some denuding of the glomerular basement membrane we1'e noted. These features seem 

to be initiating events for capsular adhesion， leading to deposition of hyaline or proteina-
ceous material and desquamation of endothelial cells in the capillary lumen. 

Immuno-electron microscopy was used to study the localization of fibronectin in the 

controls and in the glomeruli with AN nephrosis. ln the controls， fibronectin was mainly 

1'estricted to th巴 mesangialmatrix， especially in the area surrounding the mesangial cell 
process and at the interface between endothelial and mesangial cells. In the glomeruli 

with focal sclerotic lesion，自bronectininc1'eased proportionately with expansion of the 

m巴sangialmatrix. Deposition of fibronectin was also found subendothelially along the 

glomerula1' basement membrane and in the 1'egion of capsular adhesion. The 1'esults 

suggest a possible role of fib1'onectin in the pathogenesis of focal scl巴roticlesion. 

Index Terms 

aminonucleoside nephrosis， capsular adhesion， focal sclerotic lesion， fibronectin， immuno・

electron microscopy 

章者
品

目

投与すると多量の蛋白尿が出現し，糸球体の足突起細胞

の足突起融合， 1故紙毛形成など微小変化型ネフローゼ症
Puromycin aminonucleoside (AN)を実験動物に短期 候群 (MONS)に類似した病変が惹起される1)(急性AN
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腎症).一方， ANを反復投与すると高度のネフローゼ

状態が持続し，糸球体に巣状硬化性病変 (focalsclerotic 

lesion; FSL)が発生するわ(慢性AN腎症).そこで現

在では，前者はヒト MCNS，後者はヒトの巣状糸球体

硬化症 (focalglomerular sclerosis; FGS)の実験モデノレ

として用いられている.

Rich3)は1957年に， MCNSの音Ij検腎を検討し，皮随

境界音'sの糸球体にはじまる FSLを特徴とする FGSを

MCNSとは異なる範鳴の疾底群と考えて報告している.

以後，本症については大半の症例が難治性ネアローぜ症

候群を呈して末期腎不全へ移行するの阿久移植腎に再発

するのめりなどの臨床的特徴が明らかになっている.しか

し，本症の病理発生については依然として不明の点が多

L 、.

フィプロネグチン (fibronectin;FN)は分子量約45万

の糖蛋白であり，細胞と細胞，細胞と細胞外基質の接合

に介在する細胞接着性蛋白の Iつであり，また血栓形

成，貧食作用や倉Ij傷治癒過程の促進などの多彩な生物活

性を発揮する.すでに1978年， Scheinmanらめが腎疾d患

における FNの糸球体内局在を報告している.FNが糸

球体疾患の発症・進展機序とどのような関連を有するか

という点は興味深いが，この点に関する知見はいまだ少

ない.

著者は，まず AN腎症を FGSの実験モデノレとして用

い，微小糸球体変化から FSLへの発生過程を病理形態

学的に検討した.さらに同モデノレにおける FNの糸球体

内局在を免疫電顕法により観察し， FSLの発症・進展機

序における FNの役割の一端を明らかにした.
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実験方法

1.実験的 AN腎症の作製法

(1) 実験動物

実験動物はB適時拾の WKA 純系雄ラット(体重150~

180g) (愛知県がんセンター島田浩一郎博士より供与さ

れた)を使用した.ラットは代議Iケージ内で飼育し，オ

リエンタルMF固型飼料(オリエンタノレ酵母工業社製)

と飲料水を自由に摂取させた.

(2) AN腎症の作製法

まず puromycinaminonuleoside (6-dimethyl-amino開

purine司与amino-D-ribose，Sigma社製)を 5mgjdlの

濃度となるように生理食塩水に溶解し， 1.5 mgjlOO g ・

体重を 1日l回 5日間連続して背部に皮下注射した

( 1クーノレ).

I) AN1若手 (12匹):AN 1 クーノレ投与ののち21日正|

に屠殺した.

2) AN2群 (16IJi): AN 1 "ーノレ投与ののち20日間

隔をおいて AN1クーノレを追加し， 38日呂に屠殺した

3) 対照群:生理食温水のみを背部に皮下注射した 7

匹と 8匹のラットをそれぞれ AN1およびAN2群の対照

群として同期間飼育した (Fig.l).

2.血竣 FNの精製

FNの精製は Hayashi& Yamada9)の方法によった・

WKA純系ラットをエーテノレ麻酔Tで、開腹し，腹部大動
脈にベニューラ針を挿入してあらかじめグエン酸ナトリ

ウムを満たした注射筒に採血した.ついで， 2，000 g， 10 

分間遠心して得られた血竣 50mlに 0.2MEDTA 1.25 

T I ~ AN: 1.5mgj100g 
.()， saline 

十 I t sacrificed 

~~~~~ 十

00000 T 
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Fig. 1. Experimental design. 
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Fig.2. Purification of fibronectin. 

m1，0.2Mフッ化フェニノレメタンスノレホニノレ (Sigma社

製)0.25m1および95%ェタノール 0.04m1を加えて混

合し， 4'C， 9，000 g， 15分間遠心分離した.その上清を

Sepharos巴 CL-4B(Pharmacia社製)カラム(1.5x 25 

cm)に添加し， 0.15M塩化ナトリウム (NaC1)，5mM

EDTA含有 10mJ'vfトリス塩酸緩衝液 (Tris-HC1)(pH 

7.4)で、溶出し，溶出体積比O.35の分画を集めた.さらに

Ge1atin-Sepharose 4B (Pharmacia社製)カラム (0.8x

15cm)を 0.15MNaC1， 5mM EDTA含有 10mM

Tris-HC1 (pH 7.4)で平衡化した. このカラムにゲノレ猪

過で溶出した粗FN分画を結合させてから， 0.5M NaC1 

含有 10mMTris-HC1 (pH 7.4)，ついで 0.15MNaC1， 

5mM EDTA含有 10mMTris酬HC1(pH 7.4)で洗浄

し， 4M尿素含有 10mMTris-HC1 (pH 7.4)で溶出し

た.つぎに， 0.15M r、hC1，5mM EDTA含有 10mM

Tri日開HC1(pH 7.4)で平衡化した Heparin-Sepharose

CL-6B (Pharmacia社製)カラム (0.8x15cm)に溶出画

分を添加し， 0.15M NaC1， 5mM EDTA含有 10mM

Tris-HC1 (pH 7.4)で洗浄したのちに 0.5MNaC1含有

10mM Tris明日C1(pH7.4)で溶出した.溶出分画の 280

nmでの吸光度を測定し，精製FN分画を得た (Fig.2).

なお， FNの精製度は SDS-po1yacry1amidegel電気泳

動法 (Laemmliの方法10))によって検定した.

3.抗 FN抗体の作製法

(1) 抗血清の作製法

FN抗血清は Mo1narら11)の方法によって作製した.

精製した 1m1の FN(0.5 mg/m1)とcomp1eteFreund's 

adjuvant (Difco Lab.社製)の等量懸潟液を家兎の後肢

筋肉内に注射した.追加免疫注射は14，21， 28および35

日目の計4回実施し， 42日目に採血した.抗血清は免疫

拡散法 (Ouchterlony法)により特異性と力価を検定し

た.

(2) IgGの精製および Fab'の銅製法

家兎抗血清を 56'C，30分間31~働化したのち， O.OlM 

PBS (pH 7.2) で2倍に稀釈した.ついで、抗血清に等量

の100%飽和硫酸アンモユウム(硫安)を撹持しながら徐

々に加え，ひき続き室温で30分間撹排した.試料を遠心

分離して得た沈澱物を50%飽和硫安に再懸褐し，再度遠

心分離して沈澱物を得た.この沈澱物を少量の O.OlM

Uン酸緩衝液 (PBS)(pH 8.0)に溶解し，向緩衝液で l

昼夜透析した.ついでその透析液を DEAE-Sephacel

(Pharmacia社製)カラム (0.8x15cm)に添加し， 0.01 

M PBS (pH 8.0)で非吸着分画を溶出した.溶出した分

画の 280nmでの吸光度を測定し， IgG分画を集めて限

外漏過法で濃縮し， -20'Cに凍結保存した.

家兎抗血清から得られた 2.0m1の精製 IgG(10mg/ 

m1)に 1m1の0.05M酢酸緩衝液 (pH4.5)を加えたの

ち，新たに調製したベフ。シン (Sigma社製)溶液 (3mg/

0.05M酢酸緩衝液 1m1)0.lm1を加えて 37'C，16時間

反応させた.つぎに反応液を 0.1M PBS (pH 7.5)中で

4'C， 6時間透析後， 2メノレカプトエタノーノレを終濃度

が O.lMになるように添加し， 4'C， 30分間撹持した.

さらにヨードアセトアミド (Sigma社製)を終濃度0.12

Mになるように加えて4'C，1時間撹枠し， 0.01 M PBS 

(pH 7.5)中で 4'C，1晩透析したのち，室温， 1O，OOOg， 

30分間遠心分離した.最後にその上清を SephadexG同

100 (Pharmacia社製)カラム(1.5x90cm)に添加し，

0.01 M PBS (pH 7.2)で溶出させて Fab'分画を得た.

(3) Horseradish-peroxidase標識 Fab'作製法12)

Horseradish-peroxidase (HRP) (RZ 3. 0) (東洋紡績社

製)4mgを 1m1の蒸留水に溶解し， 0.2m1のO.lM過

ヨウ素酸ナトリウムを加えて室温で、20分間撹伴しながら

反応させた.つぎに反応液を 1mM酢酸緩衝液(pH4.5)

中で 4'C， 1晩透析した.その後， 0.2M炭酸緩街液

(pH 9.5) 20mlを加えて HRP液をアノレカリ化してか

ら，あらかじめ 1m1のO.OlM炭酸緩衝液 (pH9.5)に

溶解した 5mgの Fab'を添加して室温で2時間J党幹し

た.新たに調製した 0.lm1の水素化ホウ素ナトリウaム

(4mg/m1)を加え，さらに 4'C，21時間撹衿し， HRP 

標識 Fab'を得た.つぎに 0.01M PBS (pH 7.2) Iドで

4'C， 1晩透析後， Sephacry1 S-200 (Pharmacia社製)

カラム (2.6x70cm)に添加し， 0訓 M PBS (pH 7.2) 

で溶出し精製した.280nmと 403nmでの吸光度を測

定して至適分画を集め， -80'Cで凍結保存した.

4.解析方法

(1) 尿蛋白量測定
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24時間尿を採取して尿量を測定し， Kingsbury-Clark 

法により蛋白濃度を測定して 1日尿蛋白量を算出した.

(2) 病理形態学的検査

AN1群，AN2群および対照群のラットをエーテル麻

酔下に脱瓜iして)苫殺した.属殺後，速やかに両側のl脅lJiI訟

を摘山して光跡i，電捗{および免疫電顕的検宗j目の試料と

した.

1) 光顕的観察.腎皮質全体が観察できるように短車ll1

に沿って横切し， 10%中性緩衝ホノレマリンi溶液で、固定し

た.パラフィン包埋後に 3μmに薄切し， Hematoxylin-

eosin (HE)， Periodic acid Schiff (PAS)， Periodic acid欄

m巴thenaminesilver (PAM)の各染色を実施して光顕的

観察を行った.

2) 糸涼体病変の評価:各実験群の糸球体病変の重症

皮は糸球体係蹄と Bowman嚢との癒着 (Bowman襲癒

着;capsular adhesion)の有無と FSLの程度に応じて

つぎに示す Grade0から班の4段階に分類して評価し

た.

Grade 0; Bowman嚢癒着や FSLがまったく認めら

れず，微小糸球体病変に相当するもの (Platel-A). 

Grade 1; Bowman護癒着を認めるが， FSLが出現し

ていないもの (Platel-B). 

Grade Il; FSLを認めるが，その病変が糸球体面積の

1/8未満にとどまっているもの (Platel-C). 

Gracle m; FSLが糸球体面積の 1/8以上におよぶも

rat kidney 

↓ 
PLP fixation 

frJ;5ection 

」rufT1
1RPlabeled 
anti聞ratfibronectin 
IgG Fab' 

1% glutaraldehyde 

谷 正 和

の (Plat巴 l-D).

糸球体病変の判定はラット l匹当たり 100個の糸球体

(総数2，800個)を観察し，糸球体の Grade別頻度を百分

~+~で、表わした.なお，一部の実験動物については腎組織

の連続切j十を作製し， Bowman嚢癒着や FSLの説、がり

についても検討を加えた.

3) 電顕的観察:摘出腎の一部を約 lmm3大に細切

し，2.5%グノレターノレアルデヒド (Taab社製)による前

固定， 1 %四酸化オスミウム (Taalョ社製)による後回

定ののち，エタノール系列で、脱水して Quetol812樹脂

(日新 EM社製)に包埋した. ウノレトラミクロトーム

(Reichert-J ung社製)で超薄切片を作成し，酢酸ウラニ

ウムとグエン酸鉛を用いて二重染色し，透過型電子顕微

鏡 JEM・1200EX(日本電子製)で観察した.

4) 免疫電顕法:1商出腎を約 lmm3 に細切し，Mc-
Lean & Nakane13)の方法による periodate-Iysine-para開

formaldehyde (PLP)固定液中で 4'C，12時間軽く振濁

しながら固定したのち， 10%薦糖加 0.01M PBS (pH7.2) 

に置換して l晩放置した.その後，順次15%薦糖加0.01

M PBS (pH 7.2)， 20%薦糖加 0.01M PBS (pH7.2)で

4'C， 4時間すやっ洗浄し，最後に 5%グリセリン， 20% 

薦糖加 0.01M PBS (pH 7.2)で;'4'C，1時間洗浄したの

ち，組織を凍結組織包埋剤のOCTcompound (Miles社

製)に包埋し，ドライナイス・アセトンで急速凍結した.

この凍結組織からクリオスタット (Miles社製)で厚さ

DAB 

↓ 
DAB-H202 

↓ 
2% osmium tetraoxide 

↓ 
dehydration 

↓ 寸din
ultrathin section 

Fig. 3. Procedure for immuno-electron microscopy. 
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6pmの薄切片を作製し，卵白アルブミン処理スライド

グラスに貼付した.この切片を室協で30分間風乾したの
成 績

ち， 10%薦糖加 0.01M PBS (pH 7.2)で5分間ずつ 3 1.蛋白尿の推移

回洗浄して切片を10%非感作家兎血清と反応させ， ~Iミ特 尿ifi白は AN1，AN2，対照群のいずれにおいても AN

異的染色を減弱させた.さらに10%薦糖加 O.OIMPBS 投与前には検出されなかった.AN1 群では 1 日尿張I~IM

(pH7.2)で洗浄したのち， 4'Cの湿潤箱rlこ!で HRP標 池量は AN投与8日目から増加しはじめ， 12日目には

識抗ラット FN家兎 IgG-Fab'と12時間反応させた 211土88mgに達したが， 16日目からしだいに減少して

10%熊糖加 0.01M PBS (pH 7.2)で洗浄後， 1 %グル 属殺時 (21日目)には 24土5mgになった.AN2群も

ターノレアルデヒド固定を20分間行った.さらに 0.01M AN1群と向様に AN投与8日目から 1日尿蛋白掛准量

PBS (pH 7.2)で洗浄して0.02% 3-3' -diamino benzidine が増加しはじめ， 12日目には 278土Hi4mg達し，以後

4HCl (DAB) (向仁化学研究所製)液に30分間浸潰した はしだいに減少する傾向を示した.しかし AN2クー

のち， 1 %ジメチノレスノレホキシド添加0.02%DA払H202 ノレ投与後から再び尿蛋白量が増加し，38日目の属殺[時に

基質溶液で3分開発色させた.ついで 0.01M PBS (pH は 1日尿蛋白排地量は 476士176mgに達した (Fig.4).

7.2)で洗浄し， 2%四酸化オスミウムで45分間の後回定 2.腎組織所見

を実施し，羽:び 0.01M PBS (pH 7.2)で洗浄後，エタノ (1) 光顕所見

ール系列で、脱水してゼラチンカプセノレ内の Quetol812 1) 糸球体病変 :AN'肖症では糸球体足突起細胞の腿

に包埋した.ウノレトラミクロトームで超薄切片を作製 大を示すものが多く，ときに硝子ir，ifi(hyaline droplet) 

し，無染色標本を透過型電子顕微鏡]EM-1200EXで飢 を含むものもみられる.壁側上皮細胞も立方状となりし

察した (Fig.3). ばしば Bowman繋癒者の近傍に集積する.AN腎症で

なお，精製 FNを HRP標識抗ラット FN家兎 IgG はさらに管外性病変として偽尿細管構造 (pseudotubule)

Fab'と反応させた抗体を対照として使用した. や小半月体形成が観察され，ときに Bowman腔に蛋白

(3) 推計学的処理 様物質 (proteinaceousmaterial)の浸出もみられる.

推計学的処理は χ2検定あるいは条件っき Wilcoxon AN腎症では FSLの出現をみない糸球体にも Bowman

検定により，危険率5%以下を有意性ありとした.文中 葉癒着が認められるが， FSL部では Bowman嚢癒着は

の数字は平均土標準偏差を示す. ほぼ例外なく観察される病変である (PlateトB，l-C， 1・
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Fig.4. Serial changes of daily urinary protein after administration 

of aminonuleoside in group AN1 (0) and AN2 (0). 
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D).さらに 1つの糸球体に Bowman嚢癒着が 2ないし

3カ所みられる場合もあり， この Bowman護癒着昔日に

は Bowman嚢の肥厚も観察される.Bowman襲癒着や

FSLは糸球体血管極昔日 (hilarregion)に限らず，末柏、

係蹄昔日 (peripheralregion)にも出現しており，その糸

球体内分布には部位特異性が認められなかった.さらに

FSLが進展すると，係蹄腔に PAS陽性の硝子様物質

(hyaline deposit)が蓄積してくる.この際にはメサン

ギウム増生を伴い，係蹄腔が狭小化して係蹄は完全に閉

塞する. また FSLを認める糸球体は皮髄境界部と皮質

表層部のし、ずれにもほぼ一様に出現していた.つまり

AN腎症では，障害糸球体が皮髄境界部に優位に出現す

るとはいえない.

2) 糸球体病変の評価:各 GradeのFSL出現頻度を

みると， AN1群では Grade0が66.5%，1が24.5%，

Eが8.9%，皿が 0.1%であった.一方， AN2群では

Grade 0が54.9%，1が6.2%，Ilが27.3%，mが11.6 
%であった.すなわち， AN1群では糸球体病変は微小糸

球体病変にとどまるものが大半であり，Bowman嚢癒着

のみを示すものが散見されるにとどまる.つまり， AN1 

群の糸球体病変は FSLの出現が少なく，全体として軽

度であることを示している.一方， AN2群ではBowman

嚢癒着のみの Grade1に比して FSLを示す GradeIl 

やEの糸球体病変を示す糸球体の出現頻度が増加してお

り， AN2群の糸球体病変は AN1群に比して有意に進展

していたことになる (Fig.5).

なお，AN1群の一部について，Grade 1を呈する糸球

体の連続切片を観察したがフ FSLは該当する糸球体には

認められなかった.

3) 間質・血管病変:高度の FSLを示す場合には，

間質には萎縮した尿細管や内陸に硝子円柱を含んで内陸

の拡大した尿細管が散見され，さらに単核球の浸i閏を伴

って間質は線維化を示すようになる (Plate2).ただし，
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細動脈硬化性病変は観察されなかった.

(2) 電顕所見

1) 上皮細胞障害:糸球体の足突起細胞においても広

範な足突起の融合が観察され (Plate3， 4)，また足突起

細胞の細胞質内には多数のライソゾームや空胞形成

(vacuola tion) が観察される (Plate3， 4).さらに足突

起細胞の一部は基底膜から剥離(detachment)し，基底

膜は直接 Bowman腔へ露出 (den吋 ation)する (Plate

3， 5).足突起細胞の基底牒に近接した細胞質内には微小

線維 (microfilament)が集束しており (Plate3)，また

blebの形成や微紋毛形成 (microvilli)の形態異常も観察

される.Bowman腔は腫大したと皮細胞のため狭小化ず

る.

以上の所見は， AN腎症における上皮細胞の著しい変

性・障害像を示すものである.

2) Bowman嚢癒着:末檎係蹄では，基底膜と Bo幽

wman嚢との癒着像が観察される (Plate6).この糸球

体係蹄と Bowman嚢との癒着病変 (capsularadhesion) 

昔日では Bowman繋が層状化し，限局性に肥厚して係蹄

に向かつて突出する (Plate6).この癒着病変部では基

底膜と Bowman嚢はしばしば基底膜様物質 (basement

membran←like material)で被覆され，係蹄が固定され

る (Plate6). Bowman嚢癒着部では藤原線維や基底膜

の露出， Bowman 腔内には細線維状物質 (fibril1arma-

terial)が観察される (Plate7).癒着部の近傍には，壁

側上皮細胞が集積しており，管外性増殖病変を伴ってい

る.さらに FSL部の基底膜は肥厚し，波打ち像 (wrin岨

kling)を示すようになる (Plate8). 

3) 管内性病変:係蹄腔では，しばしば内皮下腔が拡

大し (Plate9)，内皮細胞の剥離や核濃縮 (pycnosis)が

認められる (Plate10).内皮下腔には硝子様物質が癒状

に蓄積し，進行すると半月状に蓄積して係蹄腔を完全に

閉塞する (Plate10).さらに進行すると基底膜自体が硝

子様物質で置換され，その構造は消失する (Plate10). 

また係蹄腔には泡沫細胞も観察される (Plate7). FSL 

にはメサンギウム基質の増生や，一部にはメサンギウム

間入 (mesangialinterposition)が観察される.FSLの

終末像は係蹄の虚脱と硝子様物質の蓄積による係蹄腔の

閉塞であり，細胞崩壊物 (celldebris)も散在している

(Plate 11)が，細胞成分には乏しい.

これら形態学的観祭から， AN腎症においてはまず上

皮細胞が障害され，ついで、基底膜の露出，係蹄と Bo同

wman嚢との癒着，係蹄腔への硝子様物質の沈着，メサ

ンギウム基質の増加という一連の過程を経て典型的な

FSLが成立すると推測される.ことに光顕的観察から
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FSLの初発病変としては Bowman袈熔若が重要と忠わ る.FSLはこれら種々の糸球体病変にもとづいた病理形

れる. 態的な反応、様式の lっと理解されるが，その病理発生の

(3) FNの糸球体内局在 詳細については明らかでない.

糸球体内FN局在を酵素抗体直接訟による免疫電顕法 以上のような理由から，この FGSの成因や進展過程

で検討した.FNの局在は黒色の高電子密度反応産物 の解明については，適切な実験モデルによる詳細な検討

(r巴actionproduct; RP) として観察された. が重要になる.

1) 対照群.対照群ではRPは主にメサンギウム基質 2. AN腎症

に局在しており，ことにメサンギウム細胞突起の陥凹部 前述のように，急性AN腎症は MCNSに類似した糸

およびメサンギウム基質と内皮細胞の接合部に RPが密 球体病変を呈する1)ことから，ネフローゼ症候群の病

に観察された (Plate12). しかし，メサンギウム細胞， 態・病因の解明に繁用されてきた.しかし，急性AN腎

足突起細胞，壁側上皮細胞，内皮細胞内のいずれにも 症の糸球体病変は可逆性であり，蛋白尿も経過とともに

RPは局在しなかった.また糸球体基底膜では紋密層 消失する.のちに， ANを反復投与すると，高度のネフ

(lamina densa)や基底膜と足突起の接合部，内皮下腔 ローゼ状態が持続するのみならず， FSLの出現すること

にはRPは観察されなかった.一方， Bowman嚢と壁側 が判明したの.しかも Ve10saら17)は FSLに一致して

上皮細胞の接合部に密な RPの局在が観察された (Plate IgM， C3およびブィプリン体が糸球体内に沈着するこ

13). とを証明しており，これがヒト FGSの実験モデルとな

2) AN腎症:FSL部ではメサンギウム域が拡大して り得ることを示した.さらに，硫酸プロタミンの併用18)，

おり，岡部には多量の RPが認められた (Plate14).こ 片腎摘出，高蛋白食，高脂肪食の投与19)などの操作をこ

とに糸球体基底膜と Bowman嚢の癒者部には多量のRP の実験モデノレに加えることによって， FSLの出現が促進

が存在し (Plate15)，その一部は細線維状に観察された されることも報告されている.また最近， Diamond & 

(Plate 16).さらに AN腎症では，糸球体基底膜内皮下 Karnovsky20)は AN13mgfl00g ・体重の l回投与でも

にも RPが存在していた (Plate17)・しかし RPは，対 FSLを惹起し得ることを報告している.

照群ラットと同様に'"サンギウム細胞，内皮細胞，足 著者は FSLの早期病変およびその成立過程を観察す

突起細胞，壁側上皮細胞内には観察されなかった. る目的で，比較的少量のANを反復投与して実験モデル

なお，標識抗体を精製FNで吸収すると， "'-ljンギウ を作製した.つまり， AN 1.5mgflOOg・体重を5日間

ム域の PRは認められなかった (Plate18). 皮下注射(1クーノレ)した AN1群と，20日聞の間隔を

考 察

1. FGS 

FGSの病理学的特徴は FSL部にしばしば Bowman

裳癒着，メサンギウム硬化，硝子様物質および泡沫細胞

が観察されるととにある.また間質には尿細管萎縮，間

質の線維化および細動脈病変が存在する.しかし，このよ

うな病理学的特徴像はヒトの生検材料からは必ずしも得

られないので，その診断のみならず早期病変・進展過程

の把援が困難で、あった.Siegelら14)は経過観察中にMCNS

から FGSへ移行した症例， Artinanoら15)は MCNS0こ

間質性腎炎を伴い，のちに FGSを発症したブェノプロ

ブェン腎症を報告している.一方，ネフローゼ発症時か

らFGSと診断される症例が存在するという事実もあり，

FGSは独立した疾患単位か， MCNSの亜型かについて

の一定した見解カ旬、まだ得られていない さらに FSL

は逆流腎j]~，肥満， )十腎摘出，ヘロイン中毒，妊娠中毒

症16)などの糸球体疾忠や， IgA I胃炎，朕性増殖性糸球体

腎炎などの糸球体腎炎にも出現することが知られてい

おいて AN投与を 2グール反復したAN2群を作製した.

この 2群を比較したところ，両群の蛋白尿出現時期は向

じであったが，AN2群では2クーノレ施行後から蛋白尿

が著明に増加した.光顕的観察については，AN1群は

Bowman嚢癒着だけを認める Grad巴 Iの糸球体の出現

頻度が高く， FSLを示す出現頻度は全体の9.0%にとど

まっており，全体として比較的軽度の糸球体病変を示し

た.一方， AN2群は Gradenおよび頂を示す糸球体の
出現頻度が38.9%であり， AN1群に比して有意に FSL

が増加lしていた.また， AN1群の一部について，Grade 

Iを呈する糸球体の連続切片を観察したが， FSLに該当

する糸球体を認めなかった.

以上をまとめると， AN1群では FSLの出現率が低く，

その主病変が FSLでなく Bowman嚢癒者であること

から， この Bowman襲癒着が FSLの初発病変として

重要であると考えられる.

3.上皮細胞障害

足突起細胞は糸球体基底膜を被覆する位置にあり，基

底膜の蛋白透過性に関して基底1I莫とともに重要な役割を
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はたしているものと思われる.実際，多量の蛋白尿を呈

するネアローゼ症候群に共通した上皮細胞の形態的変化

が観察されている.

著者のAN腎症における検討では，足突起細胞の形態

変化として足突起融合，細胞質内に出現する多数のライ

ソゾームや空胞形成，さらには微小線維の集束像が認め

られた.また足突起細胞の基底膜からの華IJ離や基底膜の

Bowman腔への露呈は FSLないしは非硬化部のいずれ

においても観察された Masugi腎炎にも同様の病変が

観察され， Bowman嚢癒着が同モデルの初発病変と考

えられている21).この糸球体基底膜の露呈は Grishman

& Churg22)によると， MCNSには認められない像であ

り， FGSに特異的とはいえないものの，特徴的所見で

あるという.さらに Cohenら23)は，多量の蛋白尿を呈

するヒト糸球体疾患についての電顕的検討から，足突起

細胞の変性・壊死が基底膜を露呈させるのであり， FGS 

をはじめとする種々の糸球体疾患に認められる像である

としている.また Yoshikawaら24)は， MCNSと FGS

の病理組織像を比較して，足突起細胞の空胞化が MCNS

に比して FGSでより顕著であったという.これら上皮

細胞障害の機序は明らかでないが， FGSのような治療

に抵抗して多量の蛋白尿が持続する糸球休疾患では，蛋

白尿それ自体が上皮細胞を障害するのかもしれない.

Ryan & Karnovsky25)は， Bowman腔へ直接露呈し

た基底膜では蛋白の透過性が著しく允進していると報告

している.したがって，基底膜の露呈が係蹄腔から

Bowman腔への血竣成分の浸出を促し，管外性増殖病

変や Bowman嚢癒着を誘発するものと推測されよう.

移植腎に FGSの再発をみたため，移植後2カ月目に腎

を摘出した症例jについての報告27)によると，係蹄上皮細

胞の変性と剥離および泡沫細胞の出現が再発 FGSの早

期病変として重要であり，係蹄腔内の硝子様沈着物は晩

期に出現する病変と考えられるという.

これら先人の成績と著者の電顕による成績を併せて考

えると， FSLの早期病変として上皮細胞の著明な空胞化

や剥離，基底膜の露呈が重要であると考えられる.

4. FSL 

(1) FSLの糸球体内分布

Itoら26)は FSLの糸球体内分布に注目して FSLの11'，

現部位を血管極型 (hilartyp巴)と末梢係蹄型 (p巴ripheral

type)に分類し，小1)[1.FGSの予後を比較している.血

管極型では，平均6年の観察期間中に腎機能障害を呈し

た症例の頻度が高く，末梢係蹄型では副腎皮質ステロイ

ド療法の奏効例が多いという.Howie & Brewer27)は，

尿細管極の近傍における Bowman嚢癒着を glomerular

E 和

tip lesion (GTL)と記載した.この GTLは副腎皮質ス

テロイド療法によく反応することから， FGSと異なる

疾患単位とすることを提唱している27). しかし，これは

Itoら26)の報告した FGSの係蹄型に相当すると思われ

る.また Brownら28)は，悪性FGSにしばしば血管極型

FSLを認めており，その血管極病変が糸球体虚血を助長

ずるであろうと推測している.

著者の AN腎症における観察では， Bowman嚢癒若

や FSLは血管極や末檎係蹄部のいずれにも認められ，

しかも同一糸球体の複数の箇所に FSLを示すものも存

在していた.著者の成績を重視すると，ヒトの FGSを

血管極型と末梢係蹄型の 2型に分類することがはたして

妥当なのか，この両型間に移行がないか，末檎係蹄型か

ら全節性硬化 (globalsclerosis)へ進展する可能性がな

いかなどの問題が残されているように思われる.

(2) FSLの皮質内分布

Rich3)の報告にみられるように，ヒト FGSにおける

皮髄境界部糸球体の易障害性は，同部と皮質外層糸球体

との解剖学的・生理学的差異にもとづくと考えられてい

る.五月女ら29)は，片腎実験モデノレで、 FSLの腎皮質内

分布を検討しているが，ヒト FGSと同様に FSLが皮

髄境界部糸球体に優位に出現したという.一方， FSLが

自然発症する Wistar雄ラットを検討した報告30)による

と， FSLは皮質の各部位に認められており， FSLの出

現に部位特異性がみられなかったという.また Olson

ら31)の腎摘除モデルで、も FSLの出現部位は皮髄境界部

iこ優位とはいえないと報告している.一方， Kasiske32) 

は，ヒト剖検腎における硬化糸球体出現部位の検討か

ら，硬化糸球体がむしろ皮質外層に有意に出現していた

とL、う.

著者の観察においても Bowman褒熔着や FSLの出現

を伴う糸球体は皮質外層と皮質境界部のいずれにも出現

していた.

以上，従来の成績と著者の成績を併せて考えると，各

実験モデルや各種糸球体疾患によって FSLの皮質内分

布が異なっており，本病変における発生機序の多様性が

示唆される.

(3) FSLの成因

Brennerらめは腎摘除モテツレの残存糸球体に FSLが

出現することを明らかにし，その発症機序として過剰糖

過説 (hyperfiltrationtheory)を提唱した.すなわち腎

実質の減少に比例してネアロン数が減少するので，腎機

能は低下すると考えるのが一般的である.しかし，生体

は腎機能の維持をはかろうと努めるので，残存ネフロ γ

は単一ネフロン糸球体i慮過量を増加させるが，その代償



ラットアミノヌ Fレオシド腎症のi病理学的研究 ( 61 ) 

として生体に不利な糸球体内高血圧が惹起される.その

結果，足突起細胞・内皮細胞が障害されて流血中の蛋白

がメサンギウム域に取り込まれ，メサンギウム細胞を障

害して FSLへ進展する機序を想定している.前述した

ように稲々の糸球体疾患で FSLが出現することを考慮、

すると，この仮説は一旦障害をうけた糸工求体が糸球体病

変の原因にかかわらず腎機能障害への進展する機序を考

えるうえで興味深い.しかし， AN腎症では糸球体瀦過

量はむしろ減少しているとされており 34)，AN腎症にお

ける FSLの成因は過剰i慮過説のみでは説明し得ないよ

うに思われる.

一方， FSLの成因をメサンギウム機能異常に求めてい

る報告者35)36)もいる.さらに FSLの成因には糸球体凝

固線j容系異常37)，高蛋白食，高脂肪食などの諸説があ

り，なお不明といわざるを得ないが，非免疫学的機序を

含む多くの糸球体障害因子が複雑に関与しているものと

解される.

(4) 間質・血管病変

Hymanらめはヒト FGSおける糸球体病変や腎機能障

害の増悪因子として間質・血管病変が重要であるとして

いる.しかし， Habibめは血管病変が稀であるとしてお

り，血管病変の頻度については必ずしも一致しているわ

けではない.宮本38)は，細動脈硬化病変が MCNSより

も FGSに高頻度に出現すること，また加齢や糸球体病

変の進展とともに細動脈硬化も増強することから， FGS 

の進展に対する血管病変の重要性を強調している.

著者の観察によると，糸球体病変が軽度の AN1群で

は間質病変もきわめて稀であったが，高度の FSLが出

現ずる AN2群の一部では単核球浸潤，尿細管の萎縮や

内陸の拡大などの間質病変が観察された.しかし AN2

群においても血管病変の出現は明らかでなかった.した

がって著者は，AN腎症における FSLの成立には血管

系の関与が少ないと考える.

5. FN 

(1) FNの生理機能

FNは血紫，細胞表面，基底膜，細胞外基質に広く分

布する接着蛋白の lつで、ある.FNは血竣FNと細胞性

FNに大別されるが，血竣FNは細胞性FNと免疫学的

に共通抗原性を示すとされている.細胞性FNは細胞と

細胞，細胞と細胞外基質との接着に関与しており，血竣

FNは活性化XlII因子の作用でアィプリンと架橋結合して

JIn栓を安定化する作用がある.さらに，血媛FNは網内

系の処理機能を補助するオプソニン作用も示す.

(2) 正常腎における FNの局在

FNは主としてメサンギウム基質に存在しめ39)川町特

にメサンギウムj或と内皮細胞の接合部に豊富とされてい

る 43)~45). 今回の観察でも， メサンギウム基質と内皮細

胞の接合部およびメサンギウム細胞突起の陥凹部に RP

が宿に観察された.また FNは糸球体基度膜の外透明層

(lamina rara externa)に沿って存在し，足突起細胞と

基底膜の接合部や内皮細胞と基底牒の接合部にも認めら

れる43)44). またBowman嚢40)41)43)45)や間質8)39)4めにも分

布するとの報告もみられる.

以上の報告はポリクローナル抗体による検討である

が，糸球体FNに対するモノクロ一ナノレ抗体を使用した

検討47)でも FN沈着はメサンギウムj或に高度，糸球体係

蹄や Bowman重量に軽度に認められている. しかし，基

底膜にFNの局在が認められないとする報告8)もある.

つまり，糸球体メサンギウム域の局在ついては異論がな

い.しかし， FNの他の部位での局在については，見解

が必ずしも一致していない.この不一致は，実験動物，

使用抗体，固定法，観察法(光顕あるいは電顕)の相違

などによるものと思われる.

(3) 糸球体疾患における FNの局在
IgA腎炎39)~41)，メサンギウム増殖性糸球体腎炎41)42)， 

紫斑病性腎炎39)40)，妊娠中毒症46h 糖尿病性腎症39)~41)

では，メサンギウム域への沈着，さらに膜性腎症40)41)48)

や膜性増殖性糸球体腎炎40)41)岨〕では末梢係蹄にも FNの

沈着が観察されている.また半月体形成性糸球体腎炎で

は半月体， Bowman嚢にも FNが沈着することが知ら

れている39)40)• 

しかし今回，著者が研究の目的としている FSL部の

FN局在を糸球体疾患について検索した報告は見当たら

ない.その理由は，前述したように FGS症例が少ない

ことと， FSLが必ずしも腎生検材料に含まれないからで

ある.そとで著者は， FSLの実験モデルであるAN腎症

についてFNの局在を免疫電顕法により検討した.

(4) AN腎症における FNの局在

AN腎症の FSL昔日では，拡大したメサンギウム域に

一致して FNの密な沈着と，末梢基底膜の内皮側に沿っ

たFNの沈着が観察された.さらに係蹄と Bowman褒

の癒着病変にも多量の FNが沈着していた.

さて， AN腎症の FSL部における FNの沈着の機序

については，現在のところ不明といわざるを得ない.し

かし， FNの硬化部沈着の機序には， 1) 糸球体内血液

凝固への関与， 2) 糸球体基底膜の透過性允進による沈

着， 3) 障害基底膜や糸球体硬化部に存在するコラーゲ

ンとの結合， 4) メサンギウム基質への取り込みの尤進

などの要因が単独ないしは複合して関与する機序が想定

されるが，いずれも推論の域をでない.著者は今後の検
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討課題と考えている. 都)および第29回日本腎臓学会総会 (1986年，東京)に

最後に， FNの局所産生について考察する Oberley おいて発表した.

らめは，単離糸球体の培養実験からメサンギウム細胞や 稿を終わるにあたり 3 ご指導，ご校閲を賜わりました

係蹄上皮細胞が FNを産生すると報告している.しかし 石川兵衛教授に深甚なる謝意を表すとともに，ご校閲，

著者は，細胞質内に浸透し得る Fab'フラグメント抗体 ご助言を賜わりました解剖学第2講座山本浩司教授なら

を使用して FN局在を検討したが， FNは糸球体細胞内 びに病理学第 2講座日浅義雄教授に深謝します.さらに

に観察さわしなかった.したがって， FSLに局在する FN 直接ご指導いただきました土肥辛口紘講師に感謝します.

については，メザンギウム細胞で、庭生された FNが局在 また終始ご協力いただきました第 l内科腎研究班の諸兄

したとするよりは，前述した機序による可能性が示唆さ に感謝します.

れる.

需省 窓
口
岳
民
肘

WKA純系ラットに慢性 puromycinaminonucleoside 

(AN)腎症を作製して糸球体病変の経時的推移ならびに

ブィプロネグチン (FN)の糸球体内局在を観察し，以下

の成績を得た.

1. AN腎症における糸球体病変の経時的推移

(1) 光顕的観察では巣状硬化性病変 (FSL) の出現を

みない初期から糸球体係蹄と Bowman褒との癒着 (Bo-

wman嚢癒着)が高頻度に出現していた.この Bowman

褒癒着は FSLの初発病変と考えられる. (2) 電顕的検

索では，足突起融合，空胞形成，微繊毛形成などの微小

変化型ネフローゼ症候群にみられる病変に加えて，足突

起細胞の剥離，基底膜の露呈などの高度の上皮細胞と基

底膜の障害像が観察された. これら病変が Bowman褒

癒着に進展するものと推測される. (3) FSLは皮髄境界

部と皮質外層のいずれにも分布しており，ヒト巣状糸球

体硬化症 (FGS)にみられる皮髄境界部糸球体の易障害

性は認められなかった.AN腎症の病理形態学的変化は

ヒトの FGSときわめて類似しているが，その発症機序

には差異があるものと推測される. (4) 管内性病変とし

て，内皮細胞の剥離や内皮下腔の拡大が認められた.さ

らに内皮下腔には FGSに特徴的な硝子様物質の沈着が

生じその沈着が進展すると，係蹄腔は閉塞されて虚脱

した. この硝子様物質の沈着は FSLの晩期病変と考え

られる.

2. FNの糸球体内局在

(1) 正常ラット糸球体においては， FNは主としてメ

サンギウム域に局在していた.したがってフィブロネグ

チンはメサンギウム基質構成成分の lつとみなされる.

(2) AN腎症における FNの沈着はFSLのメサンギウム

域に高度であり，基底膜内皮側および Bowman嚢癒若

部にも認められた.糸球体細胞内には局在しなかった.

最後に実験動物を供与いただいた愛知県がんセ γター

島圧1i告一郎博士に感謝します.
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Explana tion of plates 

Plate 1. Group AN1 and AN2• Light microscopic findings of glomeru日.PAS x400 

トA.minorglomerular abnormality: Grade 0 

I必. capsular adhesion: Grade 1 

l-C. focal sclerotic lesion (lcss than 1/8 of glomerular area): Grade II 

トD.focal sclerotic lesion (1/8 of glomerular area or more): Grade m 

( 65 ) 

Plate 2. Group AN2• Interstitial changes. Tubular atrophy and interstitial fibrosis are pre剛

sent.恥10nonuclearcell infiltrate is also noted. PAS x 200 

P!ate 3. Group AN 2' Podocyt巴showingnumerous vacuoles and band-like structure of cOlト

densed microfilament in its cytoplasma (arrow head). Portion of basement membrane 

is den叫 ed(arrow). X 5，000 

Plate 4. Group AN2• Podocyte showing swelling of cytoplasma and large numbcr of lyso-

somes. Urinary space is packed with swollen podocytes. X 2，600 

Plate 5. Group AN2・Podocytecompletely detached from basement membrane， which is 

wrinkled and covered with basement membranかlikema terial. x 8，300 

Plate 6. Group AN2• Adhesion ofbasement membrane to Bowman's capsule (capsular adhe-

sion). Basement membrane is covered with newly formed basement membrane-likc 

material. Pycnotic changes of parietal epithelium are visible. x 3，300 

Plate 7. Group AN2• E1ectron micrograph showing capsular adhesion. Portion of basement 

membran巴 isextensively denuded. Note foam cell in capi1lary lumen and五b耐n山lla出r. 

material in ur凶I

Plate 8. Group AN2釦. Electron micr叩ographshowing thickening and wrin】klin】g of ba 目eme白凹n叫t 

membran巴. x6，600 

Plate 9. Group AN2• Widening of subendothelial space， containing microfibrils (arrow). 

Note swelling of podocyte. X 10，000 

Plate 10. Group AN2• Hyalinosis in focal sclerotic lesion， with capillary lumen totally oblite-

rated. Note pycnotic changes of endothelial cell. x 3，300 

Plate 11. Group AN2• Electron micrograph of hyalinosis in the focal sclerotic lesion， containing 

scattered cell debris (arrow). x5，000 

Plate 12. Normal control. Fibronectin is localized in mesangial matrix， especially in area 

immediately surrounding mesangial cell proce田 andbetween endothelial and mes-

angial cells (arrow). x 6，600 

Plate 13. Normal control. Focal staining of fibronectin is found at interface between parietal 

epithelium and Bowman's capsule. x 6，600 

Plate 14. Group AN2 • Mesangial fibronectin is increased proportionately with expansion of 

mesangial matrix. X 3，300 

Plate 15. Group AN2目 Fibronectinis densely localized in the region of capsular adhesion. 

x 3，300 

Plate 16. Group AN2• Fibronectin exists partly in fibrillar fashion in the region of capsular 

adhesion. x 2，600 

Plate 17. Group AN2• Deposition of fibronectin is also observed subendothelially along base-

ment membrane. x 2，600 

Plate 18. Normal control. E1ectron micrograph of section stained with control antibody， being 
preincubated with purified fibronectin. No s 
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Explanation of abbreviations 

PD， podocyte EN， endothelium MC， mesangial cell PEP， parietal epithelium 

MM， mesangial matrix BM， basement membrane BC， Bowman's capsule 

CL， capi1lary lumen US， urinary space V， vacuole L Y， lysosome E， erythrocyte 
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Plate I-A. 

Plate I-B. 
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Plate l-G. 

Plate l-D. 
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Plate 2. 

Plate 3. 
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Plate 4. 

Plate 5. 
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Plate 6. 

Plate 7. 
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Plate 8. 

Plate 9. 
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Plat巴 10.

Plate 11. 
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Plate 12. 

Plate 13. 
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P1ate 14. 

P1ate 15. 
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Plate 16. 

Plate 17. Plate 18. 


