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ラット加速型馬杉腎炎における補体の役割
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　　　To　elucidate　the　role　of　complement　in　the　development　of　nephritis，　accelerated　Masugi

nephritis　was　produced　experimentally　in　rats　and　the　anticomplementary　agent，　FUT－175，．was

given　to　these　rats　to　see　if七here　is　any　inhibitory　e’ffect　on　tlle　outcome　of　the　nephritis．

　　　Proteir田ria，　and　kidney　lesions　such　as　glomerular　cell　proliferation，　crescent　formation，

glomerular　depositions　of丘brin，　rat　IgG　and　duck　nephrotoxin　were　found　to　be　gradually　al1・

eviated　when　the　rats　were　giverl　a　dose　of　25mg／kg　of　FUT－175，　twice　daily　from　day－1　to　day

14after　nephrotoxin　administration．．．　Wit熱administr舞tion　of　FUT・175，　the　depressed　serum　level

of　functional　complement　activity　measured　by　CH5。　was　ameliorated，　and　the　glomeru1孕r　depo－

sition　of　C3　was　reduced　in　this　experimental　nephritis．　When　the　rats　were　given　a　dose　of

25mg／kg　of　FUT－1750nce　before　nephrotoxin　administration，　the　same　results　as　described

above　were　found　at　day　2，　with　the　exception　of　the　cresc色nt　fQrmation，　the　glomerular　depo・

sition　of　rat　IgG　and　the　level　of　CH，o，　but　the　reduction　in　glo1皿erular　deposition　of　nephro・

toxin　was　observed　only　at　day　14．

　　　These　results　indicate　that　the　inhibition　of　tlle　complement　activity　by　FUT－175　reduced

the　severity　of　the　glomerular・injury　in　accelerated　Masugi　nephritis．　The　reduction　in　glome・

rular　deposition　of　nephrotoxin，　which　was　related　to　the　mitigation　of　glomerular　injury　ill

the　early　phase，　did　not　alleviate　the　glomerular　damage　in　the　following　phase　without　the

contiエ1uous　inhibition　of　the　complement　activity，　Sltinshu　Med．ノ．，86：2ヱ7－280，ズ988

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　November　5，1987）
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補体，加速型馬杉腎炎，FUT・175

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　などの事実より明らかである1）－4）。一方，腎炎モデル

　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　　言　　　　　　　　　　の馬杉腎炎でも補体が腎糸球体に沈着しており，腎炎

　補体系がヒト糸球体腎炎の発症に関与していること　　発症・進展に補体が関与する可能性が述べられ5），そ

は，ある種の糸球体腎炎で血清補体価の低下が認めら　　のac－一一相（投与する異種抗腎抗体によっておこる糸球

れ，また腎生検組織で補体成分の沈着がみられること　　体障害）は補体依存性の糸球体障害と報告されてい
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る6）昌8）。馬杉腎炎の第二相（投与した異種グロブリソ　　　　　　　　　　　　　　　　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H　材料と方法
に対する宿主の抗体産生によっておこる糸球体障害）

についても血清補体価の低下や糸球体への補体沈着が　　A　実験動物：6週齢のウィスター系雄ラヅト（静岡

認められることから，腎炎発症に補体が関与している　　県実験動物協同組合）を91頭用いた。

ことが指摘されている9）10）。しかしながら，補体非依　　B　NDSの作製：Shibataらの方法15）に従ってNDS

存性の糸球体障害との報告もあり11）12），いまだ第二相　　の作製をおこなった。すなわち，ステソレスメッシュ

の補体の役割醐らかになってV・ない。　　　　によるシービング法で，灌流したラ・ト腎の頗から

　最近藤井らにより開発された蛋白分解酵素阻害剤6・　　糸球体を単離した。超音波破砕処理された単離糸球体

amidino－2－naphthy14・guanidino・benzoate（FUT　　を抗原として等容鍛のFreund’s　complete　adjuvant

．175）が，補体のclassical　pathwayとalterna・　　（以下FCAと略）（ヤトロソKK）とともに免疫し，

ti。。　p、thw、yの両方の初鰍1瑠で働く蛋白分解酵素　2羽のアヒ・レより得られたNDSをおのおのNDS1・

を強力に阻害することが報告された13）14）。そこで著老　　NDS2とし・以下の実験に供した。

は馬杉腎炎第一相をおこすことなく第二相を発症する　　C　アヒルIgGの作製：フェリチソ5mg（Cd　free，

タイプのモデルとして，抗ラット腎アヒル血清（以下　　ICN　Pharmaceuticals　lnc・）とFCAとともee　2週

NDSと略）をラットに投与し，加速型馬杉腎炎を作　　間ごとに4回免疫したアヒルより採取した血液を血清

製した。そしてFUT－175の連日投与で得られる長期　　分離後56°C，30分間保温し，硫安塩析法（33％飽和）

の補体系作動抑制状態が，馬杉腎炎第二相の発症・進　　にて工gGを精製した。

展に与える効果を調べ，第二相における補体の役割を　　D　実験計画（図1）：長期の補体抑制状態を作製する

検討したので報告する。　　　　　　　　　　　　　　ため，FUT－175連日投与の実験と，第二相の発症早期

Experiment　l
　　　　　　　　　　　　NDS　1
　　　　　　　　　　　　　↓
　　－10　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14（day）

　↑　　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　　　↑

DlgG十FCA　　　　　5％glucose×2／day　ip（NDS　only　group，　n＝11）

　　　　　　　　　　FUT－1756．25mg／kg×2／day　ip（FUT　6．25　group，　n＝10）

　　　　　　　　　　FUT－17512，5mg／kg×2／day　ip（FUT　12．5group，　n＝11）
　　　　　　　　　　FUT・17525．　Omg／kg×2／day　ip（FUT　25．　O　group，　n謹10）

　　　　　　　　　　saline
　　　　　　　　　　　↓
－10　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14（day）

　　　↑　　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　　　↑

　　DlgG十FCA　　　　FUT－17525．　Omg／kg×2／day　ip（FUT　only　group，　n＝＝10）

Experiment　2

　A）　　　　　　　　NDS　2
　　　　　　　　　　　　　↓
　　－10　　　　　　　　　　　　　　0　　2（day）

D，IG＋F、A　藷91。，。、e、b（。、，。。，，。．，）

　　　　　　　　　　　　FUT・17525．　Omg／kg　ip（E　grGup，　n繧5

　B）　　　　　　　　・NDS　2
　　　　　　　　　　　　　↓
　　－10　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14（day）

　　　　　　　↑　　　　　　　↑
　　　　　DlgG十FCA　　　　　5％glucose　ip（C　group，　n＝5）
　　　　　　　　　　　　　　　　FUT－17525．　Omg／kg　ip（E　group，　n＝＝5）

　　　　　　　　　　　　　　　　Fig，1　Experiment　protocol

　　DlgG：Duck　IgG，　FCA：Freund’s　complete　adjuvant，　NDS；Nephrotoxic　duck　serum
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の補体の役割を検討するため，FUT・1751回投与の　　H　糸球体光顕観察：摘出腎を10％ホルマリンで固定

実験を行った。使用したNDS1，　NDS2は，アヒル　　後，パラフィソ包埋し，3μmの切片を作製，ヘマト

lgG　4mgを等量のFCAとともに前免疫したラット　　キシリン・エナジン染色，過沃素酸シッフ染色（PAS），

に投与後，14日目の時点で1日約500mgの蛋白尿を　　　リンタソグステン酸ヘマトキシリン染色を行った。組

惹起させうるように調節して，おのおの投与量を決定　　織学的評価は光学顕微鏡により，各組織標本中50個の

した。このNDSの投与量は単独でラットに静注して　　糸球体について，細胞増生，フィブリン沈着，半月体

も有意な蛋白尿を，14日間は生じない用量であった。　　形成の3つのパラメーターについて行った。細胞増生

　1　実験1：前免疫としてアヒルIgG　4mgを等盤　　　は1切片1糸球体あたりの細胞核数として表した。フ

のFCAとともにラット足黙と背部皮下に分注した。　　　イブリン沈着の程度を，まったくないもの0点，1－

10目後，NDS　1を静脈内に0，6m1，腹腔内に0．2ml投　　　2箇所に限るもの1点，3箇所以上のもの2点とし，

与した。FUT－175はNDS　1投与30分前よりNDS　1　　半月体形成の程度を，まったくないもの0点，半周以

投与14日目の屠殺5時間前まで，1目2回腹腔内に投　　下のもの1点，半周以上のもの2点として，それぞれ

与した。FUT－175の1回投与量により，ラットを6．25　　半定量法的に評価した。

mg／kg投与群（n＝10），12・5mg／k9投与群（n＝・11），　　1　蛍光抗体法による糸球体観察：OCT・Compound

25・　Oing／k9投与群（n　・10）（以下おのおのFUT　6・25　　（Lab・Tek）に包埋した腎組織をアセトソードライア

群・FUT12・5群・FUT25・0群と略）の3群に分けた。　　イスで冷やしたn一ヘキサン中で瞬間凍結した。厚さ

FUT・175のかわりに5％ブドウ糖を投与した群（n＝　　4－5Ptmの凍結切♪1・を螢光抗体鷹接法により，　FITC標

11）（以下NDS　only群と略）と・NDS　1のかわり　　識抗ラットIgGヤギIgG（CapPel），　FITC標識抗

に生食を投与し・FUT－175は1回投与量25・0皿9／kg” @　ラ’、YトC3ヤギIgG（CapPe1），　FITC標識抗ラット

投与した群（n　＝10）（以下FUT　only群と略），およ　　フィブリノーゲンヤギIgG（CapPe1），　F工TC標識抗

び無処置の正常ラット（正常群）を対照とした。　　　　アヒル免疫グロブリソウサギIgG（Nordic）とそれ

　2　実験2：実験1と圃様に前免疫した後・10日目　　それ反応させ，落射型螢光顕微鏡OrthoPlan（Leitz）

にFUT－17525・Omg／k9（n＝＝10）（以下E群と略）又　　で観察した。螢光染色の強さと分布の程度を一～＋＋

は5％ブドウ糖（n＝10）（以下C群と略）を腹膣内に　　＋＋の5段階に分けて評価した。

1回のみ投与し・その30分後にNDS　2を静脈内Vit　O・　3　　J　糸球体電顕観察：腎組織を1mm角に細切し，2．5

ml・腹腔内e：O・　2m1投与した。　NDS　2投与後2B目と　　％グルター一ルアルデヒドに漫潰間定，1％オスミウム

14目目におのおの半数を屠殺した・　　　　　　　　　酸で後固定後，Epon　812に包埋した。ウルトラミク

E尿蛋白検査：遡代謝ケージで2塒間蓄尿をL・　・トームにて超薄切片を作製し，酢酸ウランとクエソ

Kingsbury・Clark法16）により尿蛋白定量を行った・　　酸鉛の二重染色をおこない，透過型電子顕微鏡（日立

F　血液検査：FUT－175の最終投与後約5時間でネ　　HS．8）で観察した。実験1のNDS　only群，　FUT

ンブタール麻酔下に屠殺し・腹部大動脈より血液を採　　25．0群と，実験2の各群における糸球体上皮下沈着

取レ総蛋白［T・P・（ビウレ・ト法）コ，アルブミン　物18）を中心eこ観察した。

［Alb（免疫拡散法）］・BUN（ウレアーゼUV法）・　　K　抗補体剤：FUT，175（6－amidino－2－naphthy1

クレァチニソ［Cr（アルカリピクリン酸法）］，血清補　　4－guanidinobenzoate）は鳥居薬品から提供を受けた。

体価［CH・。（メイヤー法）コを測定した。　　　　　　　L　統計学的処理：実験結果の数値はmean±SDで

G　FUT・175の血中濃度：腹腔内投与法によるFUT一　　表示し，統計学的有意差は一元配列分散分析を用い，’

175の血中灘は・本剤？トリプシン阻害作髄醐　，＜・．・5をも。て櫨差とした。

した微量定量法17）により測定した。FUT・17510mg／

kgを腹腔内投与すると，血中濃度は15分で870・7±　　　　　　　　　　皿　結　　　果

406．6ng／ml，30分で440，3±100。5ng／m1，60分で
138．0±17．4ng／m1，120分で17．3±2．9ng／mL　240分　　A　実験1：FUT・175の連日投与による加速型馬杉

で6，3±4．Ong／m1であった。その結果FUT　25．0群　　腎炎の発症・進展に与える効果

では補体のclassical　pathwayの活性化を約4時間，　　1　尿蛋白量（図2）；NDS　only群はNDS　1投与翌

alternative　pathwayの・活11生化を約1時間阻害でき　　日より，尿蛋白が増加し始め，9日目には平均約500

る有効血中濃度13）14）が得られた。　　　　　，　　　　　mg／日に達し，11日目の600mg／日台を除き以後14日
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Table　l　Serum　laboratory　data　in　five　groups　of　experiment　1（at　day．14）

T．P．（g／d1）　　　　Alb（g／dl）　　BUN（mg／d1）　　Cr（mg／dl）

NDS　only　group（n＝9）　　　3．5±0．8

FUT　6．25　group（n＝9）　　　　4．0±0．5

FUT　12．5group　（n＝8）　　　　　4．2±　0．8

FUT　25．　O　group（n＝＝8）　　　　4．2±0．6

FUT　orlly　group（n＝10）　　　5，0±0．3

1，3±　0．3　　　　　　47．4：ヒ27。3

1．5±　0．2　　　　　　34．6±12．1

1．5：ヒ0．2　　　　　28．9：ヒ10．6

2．0±　0，1　　　　　　　17．9±　2．0

　　0．47±0．12

　　0．43：ヒ0．09

＊　　0．41±0。08

　　0．35±0．09

　　0．36：ヒ0．05
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．3　Effect　of　variQus　doses　of　FUT－1750n

F喜「………………………………　灘葬灘鞭撫羅

　　　　　　　　　　　．1『．“一．　iiiiiiiiiiii　　　　　　　group（n：11）；FUT　12．5，　FUT　25．　O　group

　　　　　l．糠叢…i…i…i…i…iii　　（・…）・FUT　25。・，　N・rm・19・。・p（・・9）・

　　　　　　　　　　　箋iiiiiiiiiiii　　N・R・FUT・nly　g・。・p（・・1・）・FUT。・1・

　　　　　　　　　　　蒙…………………………ii　　＊P＜°・G5

NOR　　　NDS　　　FUT　　　FUT　　　FUT　　　FUT

　　　　only　　　625　　　125　　　25．O　　　only

目までほぼ500mg／日台が持続した。　NDS　only群と　　除き，有意に低値であった。　FUT　25．0群では14日間

比べて，FUT　6．25群では1日目と11日目を除き，有　　通してNDS　ollly群に比べて尿蛋白排泄鍛は有意な

意差がみられず，FUT　12．5群では3日目，4日目を　　低値を示した。　FUT　only群では蛋白尿はみられなか
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った（data・not　shown）。　　　　　　　　　　　100

2　血液生化学・血清検査：各群における14H目屠殺

時の．［血清中T．P．，　Alb，　BUN，　Cr値およびCH50の

値を表1と図3に示した。NDS　only群ではFUT
only群に比べT．　P．とAlbがともに有意な低値を　　　　望
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
示し，BUNは有意な高値を示した。　NDS　only群と　　　δ
比べ，　FUT・6．25群，　FUTla　5群，　FUT25．・群はT．　登

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oT．とAlbの低下抑制，　BUNの上昇抑制がみられた
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
　　　　　　　　　　　ワ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ
が，いずれも有意差は認められなかった。Crについ　　　　o

てOM・　FUT。・1y灘比しNDS・・1y群では上昇が　tli・。

みられ，またFUT投与群ではNDS　only群に比べ　　　　喜

て低下傾向がみられたが，各群間に有意差はなかった　　　　⊆
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L・・－6
（表1）。14日目の血清補体価については，NDS　on！y　　　g雪

群と比較し，FUT　12．5群，　FUT　25．0群では有意な低　　　　δ器

禦鰹難繋課欝畿響慕塗　茎崖

FUT6．25群，　FUT　12．5群，　FUT25、0群の血清補体価

はいずれも有意に低下していた。正常群とFUT　Only

群との問には有意な差はなかった（図3）。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
3糸球体光顕所見・各群ラ・トの実験処理14日目の　　　　NDS　FUT　FUT　FU丁FU丁
糸球体細胞数を検討した成績を図4に示した。FUT　　　　　　　　　。nlシ　6．25　12．5　25ρ　only
・・1勲・比べ・・ND・・nly　＃・　FUT　6．　25群・FUT　F’ e論lr°ぎ，綿盤艦n°濃語，9。2
12・5群，FUT　25・0群のいずれにおいても糸球体細胞　　　　1（at　day　14）．　The　stipPled　area　represents

数は有意に増加していた。FUT　only群と正常群（48　　　　the　number　of　glomeruiar　cell　nuclei　in

±11）嚇・は差は見・れなか・た．ND…1y群・　講醤゜塞塁1琶認、、），ND，。nl，，。UT

比べ，FUT　12．5群，　FUT　25．0群においては細胞増　　　　　6．25　group　Cn：10）：FUT　6．25，　FUT　12．5

生賄意に欄・れていた（・・1・）・　　　騰！n謬謂協覧。麗騰＆響
　フィブリン沈着と半月体形成は，FUT　only群では　　　　FUT　only＊P＜0．05

　　　　　　　　　　　　　　　　6
a　　　　　　　　　　　　　　　『
の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝
H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　邸
ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

＄　　　　　　　　　　　　　s
∈　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　儒

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Effect　of　various　doses　of　FUT・175

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0n　gloエnerular　fibrin　deposition　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ee　　　　　　　　crescent　formation．　Grades　are　re・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ee　　　　　　　　presented　　semiquantitatively，　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　experiment　1（at　day　14）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NDS　only　group（n：111：NDS　only，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FUT　6，25　group（n：10）：FUT　6．25，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ee　　FUT　12。5group（n：11）：FUT　12．5，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　』㌔』　　　　　　FUT　25．　O　group（n；101：FUT　25．　O

NDs　　FU1・　　FuT　　FUT　　　　　　　NDs　　FUT　　FUT　　FU丁　　　＊P＜0・05

0n「y　　　6．25　　　12．5　　　25ρ　　　　　　　　 o「Ily　　　6．25　　　12，5　　　25．0
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Table　2　1mmunofluorescence且ndings　of　the　kidneys　in　foul’groups

　　　　of　experiment　1（at　day　14）．

脚、，QupD・lg　RlgG　F・・C・　乱盟、，。。pD・lg　RlgG　F・・C・

1　　　　　　＋＋　　　　＋＋＋＋　　　　＋＋　　　　　＋　　　　　　　　11　　　　　＋＋＋　　　　＋＋朴　　　　＋＋　　　　＋＋

2　　　　　＋＋＋　　　　＋＋軸　　　　＋＋　　　　　＋　　　　　　　　　12　　　　　　÷＋　　　　　＋＋＋　　　　　＋　　　　　＋

3　　　　　　　＋÷　　　　　＋÷÷÷　　　　　＋＋　　　　　　＋　　　　　　　　　　13　　　　　　　÷＋　　　　　　＋＋＋　　　　　　＋　　　　　　＋

4＋＋÷＋＋÷÷＋＋＋　14　＋＋＋＋＋＋＋
5＋＋＋＋＋＋÷＋　15＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋
6　　　　　　＋＋　　　　＋＋＋　　　　轡　　　　　＋＋，　　　　　　　16　　　　　＋÷＋　　　　＋＋÷＋　　　　＋＋　　　　＋＋

7＋＋＋＋＋＋＋．　17＋÷＋＋＋÷＋＋＋＋＋
8　　　　　＋＋＋　　　＋＋什　　　　　＋　　　　　＋　　　　　　　　18　　　　　＋＋　　　　＋＋＋　　　　＋　　　　　＋

9　　　　　　　＋＋　　　　　＋＋÷＋　　　　　＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　　　　　19　　　　　　　　＋　　　　　　＋＋　　　　　÷＋　　　　　　＋

10　　　　　　＋＋＋＋　　　　　＋＋÷÷　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　20　　　　　　　＋＋＋　　　　　　＋＋÷　　　　　　＋　　　　　　　＋

留r、，。upD・lg・lgG　Fi・C・　黙。。。pD・lg　RlgG　F・b　C・

21　　　　　　　＋＋＋　　　　　＋÷＋＋　　　　　　＋　　　　　　　÷　　　　　　　　　　　32　　　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋

22　　　　　　　＋＋＋　　　　　　　＋＋＋　　　　　　　＋　　　　　　　÷　　　　　　　　　　　　33　　　　　　　　＋＋　　　　　　　＋＋＋　　　　　　　＋　　　　　　　＋

23　　　　　　　＋＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋　　　　　　ナ＋　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　＋　　　　　　　＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋

24　　：　　　．　：＋＋　、　．　　÷÷＋　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　35　　　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋＋　　　　　．　＋　　　　　　　＋

25　　　　　幽＋　　．　　＋＋　　　　＋　　　　　＋　　　　　　　　36　　　　　　＋　　　　＋＋＋　　　　＋　　　　　＋

26　　　　　　　＋＋＋　　　　　＋÷＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　37　　　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋＋　　　　　　÷　　　　　　　＋

27　　．　　　　　＋＋＋　　　　　　÷＋＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　38　　　　　　　　＋＋　　　　　　　　＋＋　　　　　＋＋＋　　　　　　　＋

28　　　　　　　　＋÷　　　　　　＋＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　39　　　　　　　　　＋　　　　　　　＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋

29　　　　　　　＋＋＋　　　　　　＋＋＋　　　　　　÷　　　　　　＋＋　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　＋　　　　　　　＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋

30　　　　　　　　＋　　　　　　　＋＋　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　41　　　　　　　　＋　　　　　　　　＋　　　　　　＋　　　　　　　＋

31　　　　　　＋　　　　　＋＋　　　　＋　　　　　＋

Dulg：Duck　immunoglobulin
RlgG：Rat　IgG

Fib：Rat　fibrinogen

C3：Rat　C3

認められなかった（data　not　shown）が，　NDS　only　　FUT　6．25群ではNDS　only群とほぼ同様の所見が

群ではおのおの0．92±O．85，0．　63±0．78と著明であり，　認められた。FUT　12．5群はNDS　only群に比べ，

FUT　6．25群（0．55±0．72，0．40±0．64），　FUT　12．5　　Du工gとC3はほぼ同様であったが，　RlgGとFibは

群（0．37±0．64，0．28±0．62），FUT　25．　OeW（0．33±　　やや軽度であった。　FUT　25．0群では，　Dulg，　RlgG，

o．58，0．　03±o．18）ではいずれも有意に抑制されてい　　Fib，　c3がおのおの＋～＋＋，＋～＋＋＋，＋～＋＋＋，＋と，

た（図5）。　　　　　　　　　　　　　NDS　only群に比較すると軽度であった。

4　螢光抗体法による糸球体所見（表2，図6）：NDS　　5　糸球体電顕所見：NDS　only群とFUT　25．0群

only群では，アヒル免疫グロブリン（以下Dulg）が　　の2群について実験処理14日目の腎を検討した。　NDS

＋＋～＋＋＋＋，ラットIgG（以下R工gG）が＋＋～＋＋＋＋の　　only群では，観察したすべての糸球体で基底膜上皮

程度にそれぞれ線状パターンに染色され，ラットフィ　　下に，電子密度の一一定しない沈着物の存在が散在性に

ブリノーゲン（以下Fib）は＋～＋＋＋，ラットc3（以　　認められた（図7のA）。　FuT　25．　o群では，上皮下沈

下C3）は＋～÷＋と穎粒状パターンに染色された。　　着物がより少なかった（図7のB）。．
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ラット加速型馬杉腎炎における補体の役割

Fig．6　1mmunofluorescence　staining　of　rat　glomerulus　in　NDS　only　group
　　　（A，B，　C，　D）and　FUT　25．　O　group（a，　b，　c，　d）14　days　after　NDS　injec・

　　　tion．　A，　a：Duck　immunoglobulin，　B，b：Rat　IgG，　C，c：Rat　C3，　D，　d：

　　　Rat　fibrinogen．　It　is　judged　that　A，　B，　C　and　D　are＋＋＋，＋＋＋＋，＋＋and

　　　＋＋respectively，　while　a，　b，　c　and　d　are＋＋，＋＋＋，＋and＋respectively．

　　　（x150）
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Fig．7　E1ectron　micrographs　of　a　capi1】ary　wall　from　NDS　only　group

　　　（A）and　one　from　FUT　25．　O　group（B）in　experimenta11（at　day　14）．

　　　（A）ElectrQn　dense　deposits（arrows）are　located　under　the　epithelium

　　　showing　extenSive　loss　of　foot　processes．（B）No　subepithelial　deposits

　　　are　seen．　（×13，800）
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ラット加速型馬杉腎炎における補体の役割

Table　3　Serum　laboratory　data　in　two　groups　of　experiment　2（at　day　2　and　at　day　14）

day　2　　　　　　　　T．　P．（g／d1）　　Alb（g／dl）　　BUN（mg／d1）　　Cr（mg／d1）　　CH50（U／m1）

膿盤：：l　l：1圭1：1］・1：麩1：1］・ll：1圭1：l　l：ll圭8：11，　器11：1

＊：pくO．05

day　14　　　　　　　T．　P．（g／d1）　　Alh（g／d1）　　BUN（mg／d1）　　Cr（mg／d1）　CH50（U／m1）

Cgroup（且＝5）　　4．0士0．9　　 1，3±0．4　　 39．2±5．2　　0．72±0．08　　23．6±6．9

Egroup（n＝・5）　　4。2±1．0　　1。6±0．4　　 37。6±5．7　　0．74：±0．09　　22．3±7．3

Cgroup　and　E　group　are　as　described　in　Fig．1．

800

　　　600善

喜

．E

SIδ
9零4。o
a　話

b震
ゆ　　v
・歪

　　　200

Egroup

Cgroup

Fig，8

　Twenty・four・hour　urine　protein、

　excretion　in　two　groups　following

　administration　of　NDS　2　at　day　O

　in　experimellt　2．

　Cgroup（n：5），　E　group（n：5）

　＊P＜0．05

0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8　　　　10　　　12　　　　14　day

　B　実験2：FUT－175の1回投与による加速型馬　　　れなかった。

杉腎炎の発症・進展に与える効果　　　　　　　　　　　3　糸球体光顕所見（図9）：半月体形成がいまだ見

1　尿蛋白量（図8）：実験2において14日間観察し　　られない2日目における糸球体細胞増加とフィブリソ

た群では，NDSのみを投与したC群に比べ，　NDSと　　沈着については，　E群ではC群に比べて有意に抑制さ

FUTを投与したE群で，1日目と2日目にのみ尿蛋　　れていた。しかし14日目では，糸球体細胞数・フィブ

白量の有意な低値を認めたが，以後14日目までは両群　　　リン沈着，半月体形成とも両群間で有意の差は認めら

間に有意差を認めなかった。　　　　　　　　　　　　れなかった。

2　血液生化学・血清検査：実験2における2日目と　　4　螢光抗体法による糸球体所見（表4）：Dulgは2

14日図の血清中T．P．，　Alb，　BUN，　Cr値および　　目目，14日目ともにC群に比べE群では軽度であった。

cH・・の値を表3に示した。　NDs　2投与2日目ではT，　　Fibは2日目でのみc群に比べE群で軽度であった。

P．とAlbはE群では，　C群に比べて有意に低下の抑　　RlgGとC3は，2日目と14日目とも両群間で差はみ

制がみられ，CH50はE群でやや低下の抑制傾向が見　　　られなかった。

られた。しかしNDS　2投与14日目ではT．　P．，　Alb，　　5　糸球体電顕所見：2日目のC群とE群とも，上皮

BUN，　Cr，　CH5。はいずれも両群間に有意差は認めら　　下沈着物を認めなかった。14日目では実験1と同様・E
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ig．9　EfFect　of　FUT－1750n　numbers　of　glomerular　cell　nuclei，　fibrin　depositiQn

　　and　crescent　formation，　graded　semiquantitatively　in　experiment　2　at　day　2　and

　　at　day　14．　Open　column　for　C　group（n：5）and　dotted　colum且for　E　group（n：5）．

　　＊P〈0．05

　　　　　　　　　Table　4　1mmun◎fluorescence　findings　of　the　kidneys　in　two　groups

　　　　　　　　　　　　　of　experiment　2（at　day　2　and　at　day　14）

ay　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

grQup　Dulg　　RlgG　　　Fib　　　C3　　．　　．Egroup　　Dulg　　RlgG　　　Fib　　　C3

＋＋＋＋÷＋＋＋＋＋　6＋＋＋＋＋÷や＋＋　　　　　　十十十　　　　　十十十十　　　　　　　十　　　　　　＋十　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　十十　　　　　十十十十　　　　　　十十　　　　　　十十

　　　　　　十＋＋　　　　　十＋十十　　　　　　＋＋　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　十十　　　　　十＋＋＋　　　　　　　＋　　　　　　十十

＋＋＋＋＋＋＋＋＋÷＋　　 ＋＋＋＋＋＋＋　＋＋＋
＋＋＋÷＋＋＋＋＋＋＋　　 0　＋＋＋＋＋　＋　†
ay　14

group　Dulg　　RlgG　　　Fib　　　C3　　　　　　E　group　Dulg　　RlgG　　　Fib　　　C3

1　　　　　　＋＋÷　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋幸　　　　　　＋＋　　　　　　　　　　　16　　　　　　　ナ＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　÷＋

2　　　　　　＋＋＋　　　　　十＋÷＋　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　　　　　　17　　　　　　　＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋イ・　　　　　＋＋

3　　　　　　＋十十　　　　　＋＋÷＋　　　　　　＋十　　　　　　＋＋　　　　　　　　　　　18　　　　　　＋＋十　　　　　＋＋÷＋　　　　　　＋十　　　　　　＋＋

4　　　　　　＋＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　÷＋　　　　　　　　　　　19　　　　　　　＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋

5　　　　　　＋＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　　→・　　　　　　　　　　20　　　　　　　＋＋　　　　　＋＋＋＋　　　　　　＋＋　　　　　　＋＋

ulg：Duck　immunoglobulin
lgG：Rat　IgG
ib；Rat　fibrinogen

3：Rat　C3

で上皮下沈着物が減少していた（data　n◎t　shown）。　ル血清による加速型馬杉腎炎19）に，補体活性化を抑制

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　する蛋白分解酵素阻害剤FUT・175を使用し，腎炎の

　　　　　　　　　　　　　　IV　考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　発症進展に対する補体の役割を検討した。その結果，

　本研究では，馬杉腎炎第一相をおこすことなく第二　FUT・175の連日投与により，尿蛋白増加の抑制，血

の障害をおこすことが知られている抗ラット腎アヒ　　清補体価の低下抑制が認められ，糸球体における細胞
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ラット加速型馬杉腎炎における補体の役割

増生・フィブリン沈着・半月体形成などの病変の軽減　　血清補体価の低下が抑制された。これは，FUT－175は

化，ラットIgGの糸球体沈着抑制，および電顕上で　　補体の古典的経路の酵素Clf，　C1§を強力に阻害する

上皮下沈着物の減少などが認められ，馬杉腎炎第ご相　　薬剤である13）14）ため，古典的経路が初期の段階で阻害

の糸球体障害が軽減されることが明らかになった。さ　　された結果，補体の活性化が抑制され，血清補体の消

らに腎炎発症直前にFUT－175を25rng／kg　1回投与　　費が抑制され，血清補体価の低下抑制になったと考え

することにより，腎炎発症初期におこる糸球体基底膜　　られる。抗ラット腎アヒル血清による加速型馬杉腎炎

へのNDSの沈着は補体活性化の阻害によって抑制さ　　における蛋白尿は糸球体基底膜の透過性尤進23）と好中

れることが明らかになった。　　　　　　　　　　　　　球・単球より放出されるライソゾーム由来の蛋白分解

　馬杉腎炎第二相の発症と進展に補体が影響を与える　　酵素による組織障害24）の結果であるといわれている。

かどうかという問題については，抗腎血清1回静注で　　補体活性化により生じたC5aが糸球体内に好中球・

発症する馬杉腎炎第二相や，抗ラット腎ヒツジ血清に　　単球を集積させ，それらの産生・放出するPtイコトリ

よる加速型馬杉腎炎において，コブラ毒因子を用いた　　エンD4，　C4およびplatelet－activating・factorな

脱補体によっても，腎糸球体障害が軽減しないという　　どの化学伝達物質25）26）が基底膜の透過性充進に関与す

成績などから，第二相の糸球体障害は補体非依存性で　　るといわれている。そしてC3a，　C5a自体の作用24）

あるとの報告がみられる12）20）。しかしながら，抗腎血　　27）28），C3bレセプターを介する血小板の免疫粘着現

清1回静注で発症する馬杉腎炎第二相の発症時期は，　　象により放出される血管作動性アミン29）30）・さらに補

4～ll日後と個体間で違いが大きいため21），短期間し　　体の後期成分Csb・924）からなる膜侵襲複合体が関与

か脱補体状態が維持でぎないコブラ毒因子が適切な時　　するとされている。また，FUT・175はこれら補体の

期に投与されていたか疑わしいとの指摘がある12）。そ　　古典的活性化経路の初期段階を抑制することにより・

こで発症時期を一致させるため，抗ラット腎ヒツジ血　　尿蛋白量の滅少をもたらしたものと考え．られる。なお

清による加速型モデルが採用されたが，このモデルで　　FUT・175投与群はNDS　only群に比べ血清総蛋白

は同時に第一相の糸球体障害もおこることより12），第　　　とアルブミソの低下抑制が認められたが，有意差はな

二相のみを観察していない欠点がある。また両老の共　　かった。有意差のでなかった理由として血濤総蛋白と

通の問題点として，コブラ毒因子による脱補体状態は，　アルブミンの値の変動に尿蛋白量以外の因子（摂取蛋

アナフィラトキシンを産生・放出するおそれがあり22），　白量，肝での蛋白合成，腸管への蛋白漏出）の関与31）

また腎炎惹起と同時に脱補体の処置をすると腎炎が増　　が考えられた。NDS　only群のCr値からみて，本

悪する事実も知られており6）12），そのため，脱補体状　　実験で作製された腎炎は比較的軽度の腎機能障害であ

態の効果が打ち消されることも考えられる。そこで本　　ったために，NDS　only群とFUT－175投与群との間

研究では第二相の発症時期の個体差をなくし，かつ第　　に腎機能に有意差が認められなかったものと考えられ

一相の発症が通常の使用量ではおこらないような抗ラ　　た。しかしながらFUT－175の用量依存的にCr値は

ット腎アヒル血清による加速型馬杉腎炎19）を第二相　　低下する傾向がみられた。

の糸球体障害のモデルとして採用した。また今回使用　　　本研究に用いた加速型馬杉腎炎の糸球体病変である

したFUT－175は，補体の消費による脱補体状態とは　　細胞増生，フィブリソ沈着，半月体形成23）は抗補体剤

異なり，補体の活性化経路の初期セこ働く蛋白分解酵素　　投与により軽減化された。このことも，白血球の集積

を阻害し，アナフィラトキシソの産生・放出をおこさ　　を促すC5aの産生を抗補体剤が抑制させた結果，加

ず補体活性抑制状態を作り出すことができる13）14）。そ　　速型馬杉腎炎の糸球体病変が軽減化されたと考えられ

して，コブラ毒因子のような蛋白質とは異なるため長　　る。また糸球体病変の軽減に，抗捕体剤が免疫複合体

期投与が可能であり，長期間の補体活性抑制状態が得　　の糸球体沈着減少を生じさせ，白血球の集積を抑制さ

られる13）ことから，FUT・175は本研究の目的に適っ　　ぜたことが関与した可能性もある。

た薬剤と考える。本研究で得られたFUT・175の腹腔　　　今回の螢光抗体法による糸球体の検討成績では，

内投与による血中濃度から推定すると，FUT－17525　　FUT－175投与によりNDSの糸球体沈着が抑制され

mg／kgは補体の古典的経路を約4時間阻害できる13）　　ていた。加速型馬杉腎炎の場合，ネフμトキシンが，

と思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　糸球体基底膜に結合する様式に2通りの可能性が考え

　本実験結果から，抗補体剤の1日2回投与をすると　　られる。すなわち流血中にすでに存在している抗アヒ
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ルIgG抗体とNDSが免疫複合体を形成してから，　　日目までの障害に影響を与えないことが明らかにされ

糸球体基底膜に沈着結合するものと，in　situで抗原　　た。馬杉腎炎第二期では循環中でもif2　situでもネフ

である糸球体基底膜にNDSが直ちに結合するものと　　Ptトキシソに対する宿主の抗体の関与は持続的に続い

である18）19）。前者の場合，流血中で形成された免疫複　　ているとされる34）。本研究からも補体の活性化を持続

合体鳳補体の古典的経路の活性化をおこす。そして活　　的に抑制することが腎の組織障害の軽減化に必要であ

性化された補体系が血小板，好中球，単球に働き，各　　ることが明らかになった。

種化学伝達物質を放出させ，血管の透過性を高め，そ　　　馬杉腎炎の進展に血液凝固が関与することはすでに

の結果免疫複合体の糸球体への沈着を引きおこすとい　　指摘されており35），FUT－175は凝固系と血小板への

われる27）。この場合補体活性化の抑制により，補体に　　直接の阻害作用も持つといわれる36）。したがって，補

よる透過性尤進が阻害され，その結果，免疫複合体の　　体を介さず直接に凝固系，血小板に働ぎ，その阻害作

糸球体沈着が減少し，網内系への取込みが増加すると　　用で糸球体障害を軽減した可能性も考慮しなければな

考えられる32）。ラットの血清病型腎炎にFUT－175を　　らないと思われる。本実験では，　FUT・175の凝固系

投与した実験でも，著者の実験結果と同様免疫複合体　　と血小板への阻害作用については検討していないが，

の係蹄壁への沈着減少が報告されている33）。NDSが　　今後，腎炎の発症・進展への本剤の凝固系，血小板の

in　sitZtで糸球体基底膜に結合する場合では，補体を　　直接的な関与の検討も必要と思われる。

必要としないため，基底膜へのネフPトキシンの結合　　　ヒト慢性糸球体腎炎の治療に有効な薬剤は少ない。

には抗補体剤の影響が少ないと思われる。したがって　　本実験で腎炎の発症・進展の軽減に有効性を示した抗

抗補体剤投与群でDuIgの沈着がNDS　only群に　　補体剤が新たな治療薬として臨床応用されることが期

比べ減弱するものの，Dulgの沈着を認めることの一　　待される。

因として考えられた。本実験の糸球体組織において，

螢光抗鰍で，。トC，噸燃灘NDS。nly群　　　・V結　語
と抗補体剤投与群とで著しい差を認めなかった。この　　　馬杉腎炎第二相における補体の役割を研究するため・

ことは，障害糸球体に対しては今回のFUT・175の投　　補体活性化の阻害剤であるFUT－175を用いて，ラッ

与蚤では十分な補体活性化の阻害ができなかったため，　　ト加速型馬杉腎炎に対する作用を検討し，以下の結論

あるいはラットC3の糸球体沈着量に差があるにして　　を得た。

も，評価方法が半定量法であったために明確な差が認　　　1　FUT－175は加速型馬杉腎炎発症の初期にネフ，

められなかった可能性もある。　　　　　　　　　　　　ロトキシンの糸球体沈着を減少させ，糸球体障害を軽

　また電顕的にFUT－175投与群で認められた上皮下　　減化した。

沈着物の減少は，循環由来免疫複合体の糸球体基底膜　　　　2　持続的補体活性抑制状態がないと，ネフPtトキ

への沈着減少か，i7t　situで形成された，　NDSとD　　シソの糸球体沈着の減少は必ずしも腎炎進展の軽減に

IgGに対する抗体，またはNDSとNDSに対する　　つながらなかった。
抗体よりなる免疫複合体の糸球体基底膜上皮下への転　　　　3　初期以後の腎炎進展にも，FUT－175の抗補体

送障害を示竣するものと思われる18）。　　　　　　　　　作用が抑制効果として働き，明らかに糸球体障害を軽

　第二相の発症早期の補体の役割を検討するため　　減させた。

FUT－175の1回投与を行った成績では，　FUT・175の　　　以上，補体活性阻害実験の結果より，馬杉腎炎第二

1回投与は，加速型馬杉腎炎の発症初期2日目では　　相において補体は重要な役割を果たしていると考える。

NDS　only群と比べNDSの糸球体沈着を減少させ，

尿蛋白増加の抑制と糸球体の細胞増生。フィブリン　　　本論文の要旨は，第27回日本腎臓学会総会（1984年

沈着の軽減を認めた。しかしながら14日目ではNDS　　11月），第3回アジア太平洋腎臓学会議（1986年10月），

only群と比較しNDSの糸球体沈着減少を認めるも，　　第29回日本腎臓学会総会（1986年11月）において発表

尿蛋白と糸球体障害に差を認めなかった。それゆえ，　　　した。

FUT・1751回投与でみられた腎炎惹起性抗原である　　　稿を終わるにあたり，懇切なる御指導と御校閲を賜

ネフロトキシンの糸球体沈着の減少は，発症初期の糸　　りました古田精市教授ならびに第1病理学教室の重松

球体障害の軽減に関与する可能性があるが，その後14　　秀一教授に深甚なる謝意を表します。また直接御指導
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御．協力下さいました小口寿夫博士をはじめとする第2　　に御．協力いただいた第1病理学教室山口真貴子技術補，

内科腎臓班諸兄，伊藤信夫博士をはじめとする第1病　　　晋島典子技能補，西沢朋子技官の諸氏に心から感謝申

理学教室諸兄に深く感謝致します。さらに，標本作製　　し上げます。
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