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　　　The　localization　and　characterization　of　the　aniollic　sites　i且the　rat　glomerular　basemellt　mem－

brane（GBM）were　examined　by　ultrastructural　histochem1cal　methods．　The　high　iron　diamine　method

and　enzyme－digestion　studies　demonstrated　the　presence　of　heparan　sulfate　proteoglycan（HS・PG）

・nly・1・ng　th・1・min・・a・a・xtem・（LRE）・f　th・GBM．　Th・p・1y・・i。nic　c・mp・n・nt・f　th・1・mip・

rara　interna（LRI）could　not　be　revealed　by　this　method．　The　results　indicated　the　f照ctional

difFerence　of　the　anionic　sites　between　the　LRE　and　LRI．

　　　The　alterations　in　the　distribution　of　HS・PG　on　the　LRE　of　the　GBM　i皿proteinuric　states

were　examined　in　aminonucleoside　nephro＄is（AN）and　in　the　accelerated　form　of　nephrotoxic

serum且ephritis（NTN）in　rats．工n　AN　rats，　no　change　was　observed　in　the　distributio皿of　HS・PG

throughout　the　experiments，　In　NTN　rats，　however，　the　loss　of　HS－PG　was　associated　with　elec・

tron　dense　depQsits　in　the　suhepithelial　area　that　possibly　resulted　from　the　serum　sicklless皿e－

chanism，　but　not　with　in且ammatory　cell　infiltration．　These且ndings　indicate　that　HS・PG　is　not

always　lost　in　proteinuric　states，　and　that　alterations　associated　with　subepithelial　immune　deposits

may　at　least　be　iロvolved　in　the　development　of　proteinuria．　Shinshu　Med。1．，88：27－4ヱ，ヱ985
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　およびポリエチレソイミソ（PEI）法10）の3種類の染
　　　　　　　　　1　緒　　　言　　　　　　　　　　色を行い，2％四酸化オスミウムで4℃にて2時間

　糸球体毛細血管壁（GCW）のi蛋白透過性は種々の　　の後固定を行った後，上昇エタノール液で脱水し，

因子により規定されていると考えられるが，近年，　　Queto1・812（日新EM）に包埋した。　LKB－4800型超

Kanwarl）一・3），　Caulfield4），　Farquharら5）の一連の研　　ミクロトームにてシルバー・ゴールドの厚さに切られ

究により，糸球体のfixed　negative　chargeを形成　　た超薄切片はクエン酸鉛により3分間後染色を施した

しているpolyani。nsの1つであるheparan　sulfate　　ものと，無染色のものの両方を日立HS・9型電子顕微

proteoglycan（HS－PG）が特に重要な因子であるこ　　鏡にて観察した。　HID，　CIについては，灌流固定し

とが指摘され，charge　barrier　functionとしての　　た後に同圃定液に24時間浸潰し，パラフィン包埋した

概念がclose－upされてきている。糸球体のanionic　　試料を2μmの切片とし，光学顕微鏡的染色も行った。

sitesを形態学的に観察するために従来用いられてき　　　B　アミノヌクレオシド　ネフローシス（AN）の作

たcationic　probesはいずれも特異性に乏しいため，　　　　製とHID染色

最近では特定の物質，中でもHS－PGの分布と機能　　　100　gの雄Wistar　ratにpuromycin　aminonu一

を明らかにする目的で種々の試みがなされている。　　cle。side（Sigma）を15mg／100g　Body　Weightの

今圓，硫酸化ムコ多糖に高い特異性を示すといわれて　　2％生理的食塩水溶液として尾静脈より注入した後11），

いるhigh　iron　diamine（HID）法を用いてGCW　　　1，3，4，7，14日，3，6，10週の時点で24時間

のcharge　barrierの検索を行い，従来の方法と比　　尿を採取してから3匹ずつ屠殺し，前述の方法と同様

較するとともに，蛋白尿をきたす疾愚におけるHS一　　に固定およびHID染色を行い電顕的に観察するとと

PGの変化について検討した。　　　　　　　　　　　もに，光学顕微鏡（光顕）的にも4％PFAで固定し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た2μmのパラフィン切片にHematoxylin－Eosin
　　　　　　　　　ll材料eh法　　　　（H．　E．）染色，，。，i。dic　acid．S。hiff（PAS）難，

　A　正常ラットGCWのanionic　sites　　　　　　periodic　acid　methenamine　silver（PAM）染色

　実蜘こは体重200gの雄Wistar　rat　5匹を用いた。　およびHID－CI重染色を行い観察した。対照として

ネンブタール麻酔下にて腹大動脈より4％パラフォル　　生理的食塩水1皿1の静注を行ったものを用いた。尿

ムァルデヒド（PFA）にて灌流固定を行った腎組織の　　蛋白はKingsburg－Clark法にて定量した12）。

皮質をvibratome（LANCER）で約20μmの切片と　　　C　加速型馬杉腎炎の作製とHID染色

した。これを1％グルタールアルデヒドで4°Cにて　　　体重100gの雄Wistar　ratを3群に分け，その

1時間再固定し，次の4種類の酵素で37°Cにて12時　　うち1，2群のラットにはγ一globulin－rich　rabbit

間処理した6）7）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　serum　とFreund’s　complete　adjuvantで免疫し

　1・Heparitinase　from　Flavobacterium　hepar・　　た。1群のラットを免疫後7日目に腎部を鉛板で遮蔽

　　inum（生化学工業）10－50　units／ml　in　O・1M　　しながら総量800radのX線を照射した13）。免疫後8

　　acetate　buffer，　PH　7．0　　　　　　　　　　日目に1，2群のラット尾静脈内に抗ラット腎家兎血

　2．Neuraminidase　from　Arthrobacter　ureafa・　　清（NTS）を1ml注入し14），3，12，24，48，72

　　ciens（半井化学）1unit／rnl　in　O・01M　phos・・　　時閥，5目，2週，1，3ヵ月後に24時間尿を採取し

　　phate　buffer，　pH　6．8　　　　　　　　　　　　てから5匹ずつ屠殺し，前述と同様に固定，染色を行

　3．Hyaluronidase　from　StrePtomyces（天野製　　い，電顕的，光顕的に観察した。対照として3群のラ

　　薬）100TRU／ml　in　O．1M　phosphate　buffer，　ットには前免疫を行わず，生理的食塩水1m1を静注

　　pH　5．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　後，1，5目，2週，1，3ヵ月目の時点でそれぞれ

　4．Chondroitinase　ABC　from　Proteus　vulgaris　　3匹ずっ屠殺し同様に処理した。また1，2群のラッ

　　（生化学工業）5units／ml　in　O・　05M　Tris・HC1　　トについては灌流固定後gum－sucrose液に保存した

　　buffer・pH　8・0　　　　　　　　　　　　　　　組織についてfluorescein　isothiocyanate（FITC）・

　対照として各酵素溶液に用いた緩衝液での処理を行　　1abelled　anti－rabbit　IgG，　anti・rat　IgG（医学生物

った。各酵素溶液および緩衝液で処理した切片を6～　　学研究所，名古屋）による蛍光抗体法での観察も行っ

10時間洗浄した後，且ID法8），コロイド鉄（CI）法9）　　た（Nikon　Optiphot　XF－EFD，515Wフィルター，
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糸球体基底膜のcharge　barrier

波長495nm）。尿蛋白はKingsbury・Clark法にて定　　染色性もまったく正常であった。

量した12）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C　加速型馬杉腎炎とX線照射の影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　蛋白尿

　　　　　　　　皿結果　　　1，2群ともに5日目より急激に尿蛋白が増量した
A正常ラ。トGCWのani・ni…ites　　　カミ（それぞれ72・9・±53・・32・・g／24h・243±53・°9mg／

　HID．CI重染色は硫酸基を有するムコ多糖とカル　　24h），両群の間にはその量に有意の差を認めた（P＜

ボキシル基を有するムコ多糖を光顕的に同時に染めわ　　0・01）。しかし2週から3力別こは両群の間に有意差

けることのできるすく・れた方法であるが15）GCWで　　は見られず，ともに慢性に進行する蛋白尿を呈した

は両者がきわめて近接して存在するため光顕的にはあ　　（Fig・6B）。

たかも同一部位に染色されているように見えることか　　2　蛍光抗体法

ら，その分布の差を判別するのは困難であったため，　　　1，2群ともにNTS静注後3時間で家兎IgGが

以後電顕・べ・レでの局在につき述べる。　　　係蹄壁に沿・て齢性燃色されたカミ（Fig・1°），ラ

　HID染色により正常ラットのGCWでは，硫酸化　　ットIgGは3時間ではその染色性は弱く，5日目で

ム。鋪の存在が糸球体基底膜（GBM）の外翻層　連続性局在が明瞭に示された（Fig・　11）・

（LRE）に比較的規則的に配列する直径約35－40nmの　　　3　光学顕微鏡的所見

polygona1な反応産物として示された（Fig．1）。ク　　　1，2群ともにNTS静注後3時間で多形核白血球

エソ酸鉛による後染色はこの反応産物とGCW構造を　　（PMN）の浸潤が強く，両群の閾に差を認めなかった

ともに明瞭に示した（Fig．2）．この物鄭h・p・・i－　（Fig・12）・5日目にはさら騨核細胞（MO）浸潤も

tinaseで完全セこ消化され，その他の酵素には抵抗性　　加わり，　GCWの肥厚も見られたが，その程度は1群

であることから，ヘパラソ硫酸（HS・PG）であるこ　　では2群に比し軽度であった（Fig．13，14）。2週か

とが示された（Fig．3）。またCI，　PEI染色は同一　　　ら3ヵ月にかけては両群の間に差は見られず，慢性の

の結果を示し，LRE以外のGCWのani。nic　sites　　糸球体障害が進行し，特に1～3ヵ月では管外性の滲

も明らかにした（Fig．4）。上皮，内皮細胞のCI陽性　　出性，増生性変化をきたし，係蹄の虚脱，ボーvソ嚢

物質は・・u・ami・idaseにより消化され（Fig．5），シ　との儲，半n　aS形成が認められた（Fig・15噌17）・

アル酸を含むことが示された。HID染色ではLRE　　4　電顕組織化学的所見

のみが染色されたが，CI，　PEI法ではLREととも　　　NTS静注後3時間の時点で，1，2群ともにPMN

にLRIも陽性であった。しかしLREのCI陽性物　　浸潤やそれに伴う内皮細胞の剥離が目立ったが，HID

質はHID法の場合と同様にheparitinaseで消化さ　　の染色性には著変を認めなかった（Fig・18）。5日目

れたがLRIの物質はいずれの酵素によっても完全な　　には2群ではMOの浸潤やメサンジウムの増生性変

消化は得られず，ごく軽度のhyaluronidase感受性　　化のほかに小さな高電子密度沈着物（DP）が上皮下

を示したことから，ピアルμン酸を含んでいる可能性　　に形成された。一方，1群ではMOの浸潤と上皮下

が推測されたにとどまった。　　　　　’　　　　　　のDP形成は2群に比し軽度であったのに対し，内皮

　B　アミノヌクレオシド　ネフローシス　　　　　　下およびメサンジウムに大きなDPが目立った。足突

　尿蛋白の増量はpuromycin　aminonucleoside（P　　起の融合も2群に比し1群の方が軽度であった。これ

A）静注4日後より始まり（62．58±15．29m9／24h），　　らの変化とHID染色性の変化についてはFig・19－22

7日から14日にかけて極期（377．74±39．00mg／24h）　　に示したが，　MO浸潤，内皮細胞の剥離および内皮下，

に達した（Fig．6A）。形態学的変化としては，光顕　　メサンジウムのDP形成はHID染色性に影響を与

レベルではほとんど変化が見られないが電顕的には早　　えなかった。しかし上皮下のDP形成に伴ってHID

いものでは3日目より上皮足突起の融合が始まり，4　　染色の反応産物は減少ないし消失した。2週から3力

日から14日では上皮細胞内に多数のprotein　reab一　　月にかけては1，2群の間には形態学的にもHID染

sorption　dropletsが認められた。しかしHID法に　　色性の上でも差が見られなくなり（Fig・23），メサン

より示されたLREのHS－PGの分布と量には全経　　ジウムや内皮下のDPもほとんど認められなかった。

過を通じて著変を認めることがでぎなかった（Fig．　　また上皮下DPやGBMの不規則な肥厚に加え，メ

7－9）。対照群では尿蛋白は20mg／24h前後で，　HID　　サンジウムの膨化や管外性変化も目立ってきた。しか
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　しこの時点でも形態学的に保たれているGBMでは　　　とはいえないという指摘もある30）。そこで今回，硫酸

HID染色性は陽性であったが，構造破壊が強くなる　　基を有するムコ多糖に高い特異性を示すことが知られ

に伴って染色性は失われた。　　　　　　　　　　　　ているH工D法を用いて糸球体のHS－PGの検索を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行い，また従来の方法と比較することも試みた。
　　　　　　　　　W考　察　　　　HID染猷N，　N，dim。、hyl－m。、a－ph。nyl，n。一

　糸球体毛細工血管壁には陰性荷電物質が存在し，それ　　diamine　dihydrochlorideとN，　N・dimethyレpara・

が糸球体の構造と機能の保持に関与しているらしいこ　　phenylenediamine　hydrochlorideのmixed　solu・

とは多くの研究者により指摘されている1）15）－18）。以　　tionにFeClsを加えることにより　diamine　resi．

前はその主たる成分として知られているのは上皮・内　　duesのoxidation，　polymerizationがおこり，硫酸

皮細胞表面のsialo91ycoProteinのみであったが19）國　　基に高い特異性が得られる優れた染色法といえる8）15）。

22）・近年になって，heparitinaseをin　vivoに灌流　　この方法によりGCWのpolyanionsのうち硫酸基

したラットでanionic　sitesが消失し，フ」チン　　を有する物策は主としてLREのみに存在することが

などの高分子物質の透過性が充進することが示されて　　示され，従来の報告1）－4）や，今回CI，　PE工法で得られ

から，HS－PGの存在とその糸球体濾過機能にはたす　　た結果に比してきわだった特異性を示した。　CI，　PEI

役割の重要性が強調されてきている1）胴5）23）24）。　　　　　法で示された上皮・内皮細胞表面の　polyanionは

　糸球体のpolyanionsを観察するためにこれまで用　　neuraminidaseで消化され，それがシアル酸を含ん

いられてきたcationic　probesはHS－PGの検索に　　でいるという従来の報告4）22）3エ）とよく一致しているが，

は必ずしも適切とは言えなかった。たとえば，ルテニウ　　LRIに関してはそれがLREのHS・PGとは異なる

ムレッドは酸性基の中でもカルボキシル基に結合しや　　物質らしいということ以外には明瞭な結果が得られず，

すいと考えられており25），またCI染色も硫酸基より　　わずかにhyaluronidase感受性を示したことからヒ

むしろカルボキシル基の存在を示すのに優れている26）。　アルロン酸を含んでいる可能性が示唆されるめみであ

HS－PGを特異的に染め出す試みとしてEHS　tumor　　ったが，類似の報告はこれまでにいくつか見られてい

27）や牛大動脈28）より抽出したHS・PGに対する抗体　　る2）31）32）。これまでの研究では明らかな証拠が示され

を作製し，これを糸球体と反応させる方法も用いられ　　ないまま，LREとLRIのanionic　componentsは

ているが，この抗体はHS－PGのcore　proteinに　　同一であると考えられてきたが，中には両者の量的，

対するものであり，また糸球体のHS－PGとEHS　tu一　　質的差異を示唆する所見を呈示した報告もみられる。

morのHS・PGは免疫学的にcross　reactivityが見　　第1に，　LRIのanienic　sitesはLREのそれに比

られるものの，その分子量などは異なることが知られ　　してcationic　probesによる染色性は弱く，かつ分

ており1）27）一29），必ずしも糸球体のHS・PGに特異的　　布が不規則である3）。第2に，　GBMの発生学的な面

Fig．1Electron　micrograph　of　a　kidney　from　the　normal　rat　incubated　in　O．1Macetate

　　　　buffer，　pH　7．　O　and　stained　with　the　HID　method．　Sulfated　mucosaccharide　was

　　　　demonstrated　along　the　lami且a　rara　extema（LRE）of　the　GBM．　No　reaction　pro・

　　　　duct　was　f・u・d・1・ng　th・1・mi…ara　i・t・m・（LRI）．（Unp・st・t・in・d，・28，750）

Fig・2Elect…micr・g・aph・f　the　sam・kid・・y・・th・t・f　Fig．1，　t・whi・h　p・・t・t。i・i。g

　　　　with　lead．　citrate　was　added．　Poststaining　provided　a　good　visualization　of　both

　　　　HID・stained　particles　and　morphology　of　the　GBM．（×28，900）

Fig．3　Electron　micrograph　of　a　kidlley　incubated　i皿the　hepariti舩se　solution，　stained

　　　　with　the　HID　m・th・d・nd　p・st・t・i・・d　with　1・ad・it・at・．　HID－st・i・・d　p。，ti。1es

　　　　were　completely　removed．（×33，300）

Fig．4　Electron　micrograph　of　a　control　lddney　i旦cubated　in　phosphate　buffer　and　then

　　　　stained　with　the　CI　method．　Almost　all　the　anionic　sites　of　the　glomerular　capi－

　　　　11ary　wall　were　demonstrated．（Unpoststained，×31，700）

Fig．5　Electro且micrograph　of　a　kidney　treated　with　neuraminidase　and　staiロed　with　the

　　　　CI　method。　The　polyanio皿s　oll　the　epithelial　aIld　endothelial　cell　surfaces　were

　　　　removed．（Unpoststained，×33，300）
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Fig．6　Twenty－four－hour　urinary　proteill　excretion　mesured　by　the　Kingsbury－Clark

　　　　　　　method　after　the　administration　of　puromycin　aminonucleoside（Fig．6A）aロd

　　　　　　　nephrotoxic　serum（Fig．6B）．　Values　are　mean±standard　error　of　the　mean．

Fig，7　Electroロmicrograph　of　a　glomerulus　from　the　experimental　rat，4days　fo110wing

　　　　　　　intravenous　injectio且of　puromycin　aminoコucleoside（PA），　stained　with　the　HID

　　　　　　　method，　and　poststained　with　lead　citrate．　Note　the　fusioll　of　foot　processes　and

　　　　　　protein　absorption　droplets　i且the　epithelial　cells．　No　change　was　seen　in　the

　　　　　　distribution　of　HS・PG　on　the　LRE．（×19，100）

Fig．8　Electron　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　rat，7days　after　PA　injection，

　　　　　　stained　with　the　HID　method　and　poststained　with　lead　citrate．　The　same　findings

　　　　　　as　those　of　Fig．7are　seen．（×17，500）

Fig．9　Electron　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　rat，6weeks　after　PA　injection，

　　　　　　stai且ed　with　the　HID　method　a且d　poststained　with　Iead　citrate．　The　rat　recovered

　　　　　　normal　level　of　urinary　protein，　and　the　fusion　of　foot　processes　disappeared

　　　　　　partly，　There　was　no　change　in　the　distribution　of　HID・stained　particles　throug・

　　　　　　hout　the　experiments．（×24，800）
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Fig．10　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　rat，3hours　after　nephrotoxic　serum

　　　　　　　（NTS）injection，　stained　with　FITC－1abelled　anti－rabbit　IgG．　Note　the　continuous

　　　　　　　fluorescence　along　the　glomerular　capillary　walls．（×220）

Fig．　ll　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　rat，5days　after　NTS　injection，

　　　　　　　stained　with　FITC－labelled　anti－rat　IgG．　Continuous　fluorescence　is　visible．

　　　　　　　（×200）

Fig．12　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　rat　in　group　2，3hours　after　NTS

　　　　　　　injection，　stained　by　PAS　reaction．　Polymorphonuclear　leukocytes　were　noted．

　　　　　　　（×510）

Fig．13　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　2　rat，5days　after　NTS
　　　　　　　inlection，　stained　by　PAS　reaction．　Mononuclear　cell　infiltration　was　observed．

　　　　　　　（×520）

Fig．14　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　l　rat，5days　after　NTS　injec－

　　　　　　　tion，　stained　by　PAS　reaction．　Mononuclear　cell　in丘ltration　was　milder　than　that

　　　　　　　of　the　group　2　rat．　（×490）

Fig．15　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　l　rat，1month　after　NTS　in－

　　　　　　　jection，　stained　by　the　PAM　method．　Extracapi11ary　proliferation　and　atrophy　of

　　　　　　　the　g1Qmerular　capillary　loops　were　noted．（×360）

Fig．16　Light　micrograph　of　glomeruli　from　the　group　2　rat，3months　after　NTS　in－

　　　　　　　jection，　stained　by　PAS　reaction。　Exudative　and　adhesive　lesions　were　marked

　　　　　　　and　there　was　no　difference　in　the　lesions　between　the　group　l　and　group　2　rat．

　　　　　　　（×210＞

Fig．17　Light　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　l　rat，3months　after　NTS
　　　　　　　injection，　stained　by　PAS　reaction，　Crescent　formation　was　noted．（x460）

からの研究でLREは上皮側の基底膜由来であるが，　　質などの物質輸送に関与している構造といえる。また

LRIは原始間葉組織由来で，発生の早期にはその　　糸球体の場合LRIのpolyanionはピアルロン酸を含

anionic　natureは乏しく，成熟とともに酸性多糖類　　むことが示唆されたが，ピアルロン酸はshock　ab一

に富む構造を有するようになるという33）。　　　　　　　sorberや潤滑剤としての役割や病原物質の侵入を防

　硫酸化多糖類は糸球体以外，たとえば肺胞34），膵管35）　　ぐ役割を有することから36），その解剖学的位置づけも

などの基底膜のlamina　lucidaでもその存在が指摘　　考慮にいれるとLRIのpolyanionはこれらの機能

されており，これらの膜はいずれも蛋白質，水，電解　　も含めてLREのHS－PGとは異なる働きを有する

34　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌Vol．33



糸球体基底膜のcharge　barrier

No．1，1985　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35



内田光枝

36　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌Vo1．33



糸球体基底膜のcharge　barrier

Fig．18　Electron　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　2　rat，3hours　after　NTS

　　　　　　　injection，　stained　with　the　HID　method　and　poststained　with　lead　citrate．　Note

　　　　　　　polymorphonuclear　leukocytes（PMN）adhering　to　the　denuded　GBM．　Staining

　　　　　　　pattern　with　the　HID　method　was　not　affected　by　this　Iesion．（×7，600）

Fig．19　Electron　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　2　rat，5days　after　NTS

　　　　　　　injection，　stained　with　the　HID　method　and　poststained　with　lead　citrate．　The

　　　　　　　endothelial　detachment　and　mo且onuclear　cell（MO）in且ltration　did　not　affect　the

　　　　　　　HS－PG　distribution，　but　the　subepithelial　deposits（arrowheads）induced　the　loss

　　　　　　　of　HS－PG　on　the　LRE．（×16，600）

Fig．20　Electron　micrograph　of　a　glomerulus　from　the　group　2　rat，5days　after　NTS

　　　　　　　illlectiQn，　stained　with　the　HID　method　and　poststained　with　lead　citrate．　The

　　　　　　　cytoplasmic　processes　of　MO　are　in　contact　with　the　GBM．　The　loss　of　HS－PG

　　　　　　　was　not　associated　with　MO　adherence（arrow）but　with　the　subepithelial　deposits

　　　　　　　（arrowheads＞．（x11，500）

Figs．21，22　Electron　micrographs　of　a　glomerulus　from　the　group　l　rat，5days　after

　　　　　　　NTS　injection，　stained　with　the　HID　method　and　poststained　with　lead　citrate．

　　　　　　　Note　the　subendothelial　alld　mesangial　deposits，　which　did　not　affect　the　distri－

　　　　　　　bution　of　HS－PG．（×8，750，×8，500）

藏鍵　 ・・a・・．There　w・…u1・・a・・・・・…al
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可能性がある。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　体産生が十分でなかったこととNTSのtoxityも弱

　蛋白尿をきたす疾患におけるHS－PGの変化に関　　かったため，通常の馬杉腎炎と似た経過をとり，また

しては，人体例や実験動物において多くの報告が見ら　　上皮下，内皮下およびメサンジウムに大小の免疫複合

れている1）23）24）37）－40）。ANはヒトのmi且imal　cha一　　体と考えられる高電子密度の沈着物の局在が見られた。

nge　diseaseと非常に類似した病像を示すことから，　　しかしこの予期しなかった病像形成は幸いにもいくつ

蛋白尿の機序を調べる良いモデルとしてしばしば利用　　かの興味深い知見を提供した。第1に，NTS静注後

される。荷電や分子盤の異なるferritinやdextran　　3時間の時点で多数のPMN浸潤や内皮細胞の剥離が

を用いてのtracer　studyでは，このモデルでani一　　ひきおこされたにもかかわらずGBMのHS－PGの

onicなものの透過性が充進することから，蛋白尿は　　消失や蛋白尿は認められなかったことから，　PMNが

charge　barrierの消失によってひきおこされる可能　　直接HS・PGを障害するという従来の仮説に疑問を

性が示唆されている11）41）。消失していると考えられて　　投げかけた。第2に，5日目に多数のMOが出現し，

いるPolyanionについては，上皮細胞表面のsialo・　　蛋白尿も著増したが，やはりMOが直接HS－PGを

91ycoproteinであるという報告42）とGBMのHS一　　障害している所見は認められなかった。第3に，　X線

PGであるという報告24）があるが，いずれの成分も減　　照射を受けた1群のラットと受けていない2群のラッ

少していないという指摘43）や，HS・PGにっいては　　　トの陶こは，5日目で蛋白尿の程度とMOの出現数に

むしろその生合成が増加しているというまったく相反　　有意差が見られた。このとき，両群間には電顕的に観

する結果i）30）も生化学的，形態学的両面での研究で示　　察されたDPの大きさと部位に差があり・1群では内

されている。今回行われたANでは蛋白尿が極期に達　　皮下およびメサンジウムに大きなDPが目立ったのに

した7～14日の時点でもHID法によって示された　　対し，2群では主として上皮下に小さなDPが形成さ

GBMのHS・PGには対照と比して差は明らかでな　　れた。内皮下，メサソジウムのDPはLREのHS一

かった。この結果からはANで見られる蛋白尿の原　　PGに何ら影響しなかったが，上皮下のDPは「1　S・

因として少なくともHS－PGの消失によるcharge　　PGの減少ないし消失をひきおこした。これらの病態

barrierの破綻が関与している可能性は否定される。　　の説明として次のようなことが考えられる。（1）MOの

　ANが非免疫学的機序でおこり，足突起の消失以外　　出現数と蛋白尿の間には相関が見られることからMO

の形態学的変化をほとんど示さないのに対し，馬杉腎　　は何らかの形で蛋白尿出現に関与していると考え得る

炎は免疫学的機序による変質性，増生性の多彩な組織　　が，それはLREのHS・PGを破壊することによる

障害と蛋白尿を示すことから，やはり蛋白尿のメカニ　　のではない。（2）1群で内皮下やメサンジウムに大きな

ズムを調べる目的で頻用される実験モデルの1つであ　　沈着物が目立ったのは，X線照射が全身の細網内皮系

る。この腎炎はheterologous　IgG　trこよりひきおこ　　の機能低下や産生される抗体の性状の変化等をひきお

されるheterologous　phaseとheterologous　IgG　　こした結果，大きな免疫複合体が流血中を循環したた

に対して産生されたautologous　IgGによるauto一　　めかもしれない。（3）2群で見られた高度の蛋白尿の出

logous　phaseの2相性の経過を示し，前者ではPMN，　現にはLREのHS－PGが上皮下に形成されたDP

後者ではMOを主体とする炎症細胞浸潤が特微的であ　　により障害されたことも関与している可能性も否定で

ることから，しばしばこれらの細胞浸潤と蛋白尿およ　　きない。事実，上皮下に多数のDPが形成される血清

びpolyanionsの消失との間の相関が議論の対象とな　　病腎炎やルー一プス腎炎でも他のcationic　Probesを

る44）。炎症細胞浸潤が蛋白尿の出現に関与していると　　用いた実験で同様の結果が示されている39）47）。しかし

いう報告は，蛋自尿や糸球体P。lyanionsの消失が炎　　今回の実験ではそれが蛋白尿出現にどの程度関与して

症細胞浸潤に伴って見られることや，放射線照射・抗　　いるかは明らかでない。

リンパ球抗体の投与やnitrogen　mustard投与など　　　糸球体の濾過機構は非常に複雑で，蛋白尿の原因を

によって白血球を抑制するとこれらの変化も抑えられ　　単一のものに帰することはできないと思われる。その

ることによって裏づけられている45）46）。　　　　　　　　メヵニズムの解明には生化学，生理学および形態学の

　今圓，馬杉腎炎でheter。logous　phaseとauto一　　各方面からの詳細な研究を必要とする。今圓ここに示

10gous　phaseを同時におこし，強い組織障害を誘導　　した結果からもさらにいくつかの課題が提供された。

する目的で前免疫を行ったが，おそらくラット側の抗　　　1つにはANにおけるHS－PG以外の成分の変化に

38　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌Vo1，33
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っいてもレクチン染色など適切な指標を用いて明ら　　HS－PGの分布は対照と差が見られず，このモデルの

かにする必要がある。またMOがどのような機序で　　蛋白尿の原因としてHS・PGの消失を考えることは

GBMの透過性の変化に関与しているのかもまだわか　　できない。

っていない。半皮下のDPとHS・PG消失の関係に　　　3　馬杉腎炎では，炎症細胞浸潤がHS・PGの消失

っいては，より多数のDPが形成され，かつその治癒　　をひきおこしていることを示す所見は得られなかった。

過程をも追跡しうる血清病腎炎，Reymann腎炎など　　　4　上皮下に形成された高電子密度沈着物はHS・

の実験モデルや，ヒトでのループス腎炎，膜性腎症の　　PGを障害し，蛋白尿の出現に関与している可能性が

症例などで観察することによりもっと多くの情報を得　　示唆された。

ることができるのではないかと期待される。

　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　本論文の要旨は，第27回日本腎臓学会総会（1984年11

　　　　　　　　v結　語　　　　月凍京）v。おいて嫉した．

　糸球体基底膜の透過性の調節機構の1つとして重要　　　稿を終わるにあたり懇篤なる御指導・御校閲を賜り

と考えられているcharge　barrierの主たる構成成　　ました恩師重松秀一教授に深甚なる謝意を表します。

分であるHS－PGの正常および腎炎ラット腎臓にお　　同時に組織化学的染色に関して御教示御指導下さいま

ける局在を電顕組織化学的にHID染色を用いて観察　　　した勝山努助教授（信州大学医学部附属病院中央検査

し，以下の結果を得た。　　　　　　　　　’　　　　部）に深く感謝致します。さらに標本作製その他に御

　1　正常ラットGBMにおいてHS・PGは主とし　　協力いただきましたキッセイ薬贔株式会社中央研究所

てLREのみに存在する。　　　　　　　　　　　　　柴田信男先生，当教室浜田真費子氏，青島典子氏なら

　2　ANラットでは，蛋白尿の有無にかかわらず　　びに総合研究室の皆様に心から感謝の意を表します。
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