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要　　旨

　微小変化型ネフローゼ症候群（minimal　change　nephro廿c　syndrome：MCNS）は糸球体上皮細

胞（ポドサイト）の機能異常により発症すると考えられているが，その発症機序の詳細は不明

である．本研究では，MCNSの実験モデルとして多用されているpuromycin　aminonucleoside

（PAN）腎症をラットに誘導し，病態誘導1，5，10日目の腎材料における各種ポドサイト分子の

発現，局在様式を詳細に解析した．スリット膜の構成分子であるnephrin，　podocin，　ZO－1は蛋

白尿が観察されはじめる病態誘導5日目材料で既に著明な染色パターンの変化，染色強度の低

下を認め，蛋白尿がピークとなる病態誘導10日目においてもほぼ同様の変化の程度を示した．

一方，他のスリット膜分子であるCD2AP，　NEPH1の5日目での変化は軽度で，10日目で著明

な変化が確認された．二重蛍光抗体法を用いてnephrin，　podocinの局在の検討を行った結果，蛋

白尿の程度に依存して両分子の乖離が顕著になることを観察した．podoplaninは，スリット膜

分子同様早期から染色性の低下がみられたが，synaptopodin，α3－integrinおよびpodocaly】dn

は本病態モデルにおいて発現の変化はほとんど認められなかった．本研究の観察結果は

nephrin，　podocin，　ZO－1の発現解析が，　MCNSの早期診断に有用で，　NEPH　1，　CD2APを合わせ

た解析によりMCNSの病期，病勢の推測が可能であることを示していると考えられる．また，

nephrinとpodocinの乖離が病態形成に重要な役割を果たしていることが示された．
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緒 言

　微小変化型ネフローゼ症候群（minimal　change

nephrotic　syndrome：MCNS）は，小児に好発する

疾患であるが，成人においても多く，わが国の一

次性ネフローゼ症候群の38．7％を占める重要な

疾患である．副腎皮質ステロイド薬に対する反応

性は良好であり，90％以上の症例で寛解に至る

が，再発が約30～70％程度にみられ，頻回再発

やステロイド依存性を示す症例も存在する，

MCNS症例は電子顕微鏡での観察で糸球体上皮

細胞（ポドサイト）の足突起の消失が見られる

が，光学顕微鏡での観察では形態変化はごく微小

でほぼ正常像を示す．最近の研究で，多くの糸球

体疾患における蛋白尿はポドサイトの機能異常によ

り発症すると考えられてきている1）－11）．MCNS

の発症にもポドサイトの機能異常が関与している

と考えられているが，その障害発症機序は充分に

理解されていない．また，ポドサイト障害の部位，

程度と臨床病態との関連についての解析は現在ま

でほとんど報告されていない．本研究は，（1）

MCNSの鑑別診断法の確立，（2）MCNSの病態

形成機序の解明に寄与することを目的として，

MCNSのモデルとして多用されているpuromy－

cin　aminonucleoside（PAN）腎症ラットにおける

各種ポドサイト機能分子の発現，局在様式を免疫

組織化学的手法を用いて詳細に解析した．

　糸球体の毛細血管壁は血管腔に面している内皮

細胞，間に存在する糸球体基底膜，その外側に位

置するポドサイトの3層で構成されている．従来，

血漿蛋白が原尿中に漏出するのを防ぐメインバリ

アーは糸球体基底膜であると考えられてきたが，

現在はポドサイトがバリアーとして重要な役割を

果たしていると考えられている12）．ポドサイト

は細胞体から太い1次突起が伸びており，そこか

ら足突起（2次突起）が伸び出している．ポドサ

イトの足突起は同じ胞体から出た突起同士でから

みあうことは無く，別の胞体から出た突起が隣り

合って基底膜の外側を覆っており，足突起間には

スリット膜と呼ばれる構造物が存在している13）．

スリット膜は極めて高度に分化した細胞間接着装

置で，ポドサイトのバリアー機能維持における中

心的な役割を果たしていると考えられている．ス

リット膜の構成分子として最初に報告されたのは

ZO－1である14）．　ZO－1はdght　junc60nの構i成

分子として同定された分子でスリット膜の基部の

細胞質部に局在している，近年，スリット膜機能

分子としてnephrin，　NEPH1，　podocin，　CD2APな

どの分子が同定されている5）15）－18）．nephrin，

NEPH1はスリット膜の細胞外部を構成する分子

でpodocin，　CD2APは細胞質に局在しており，

nephrinの細胞質部と結合していると報告されて

いる（図1）．

　PAN腎症ラットの蛋白尿は病態誘導5日目ご

ろよりはじまり，10日目をピークとする顕著な蛋

白尿を示すが，ほぼ1ヶ月で消退する．MCNS同

様，電子顕微鏡的観察で足突起の消失が見られる
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　図1　ポドサイト機能分子の局在の概略図

　ポドサイト足突起部における機能分子群の局

在nephrinはスリット膜の細胞外を構成する分

子であり，cD2AP，　podocinおよびNEPH1と結

合性を有している．NEPH1は細胞質部でZO－1

と結合性を有している．podoplaninはスリット膜

近傍を含むポドサイトの細胞膜部の広範囲に発

現している．synaptopodinはアクチン線維の近傍

に存在している．α3β1－integrinはポドサイト

の基底部に発現し，糸球体基底膜との連結に関与

している．podocalyxinはポドサイトの頂部に発

現している膜蛋白である．
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が，光学顕微鏡での観察では糸球体の形態変化は

ごく微小でほぼ正常像を示す．今回の検討では，

上述の5種のスリット膜構成分子に加えポドサイ

トの頂部の細胞膜マーカーであるpodocalyxin　19），

足突起の細胞骨格の機能維持に役割を果たしてい

ると報告されている分子であるsynaptopodin　20），

足突起の基底部に存在している分子であるα3－

integrin　21）並びにポドサイトの膜分子で足突起の

維持に関与していると想定されている分子である

podoplanin　22）23）の9つの分子のPAN腎症材料に

おける発現，局在様式を詳細に解析し，蛋白尿発

症との関連についての考察を行った，

　今回の検討で，蛋白尿発症初期の病態誘導5日

目の材料で既にスリット膜構成分子群の染色パタ

ーンが変化していることが観察された．各分子の

変化（半定量法での解析に用いた染色スコアの低

下）はスリット膜分子間で異なる動態を示した．

PAN腎症ラット糸球体ではnephrin，　podocinは

乖離して局在しており，両者の乖離度は，尿蛋白

量に依存して顕著になることを観察した．PAN腎

症では，蛋白尿がピークとなる病態誘導10日目

材料においてもpodocaly｝dn，α3－integ血の染色

パターン，染色強度に変化が見られず，PAN腎症

における病変はスリット膜部に限局していると考

えられた，

材料と方法

1．動物

　6週齢雌性Wistarラット（体重150－170g）

（Charles　River　Japan，　AtsugiJapan）を使用した．

すべての動物実験は，新潟大学動物実験施設の設

けるガイドラインに従い行なった．

2．PAN腎症ラットの作製

　PAN腎症はWistarラットに100　mg／kg体重の

PANを尾静脈より単回投与することにより作製

した，9匹のラットにPANを投与後，1日後，5日

後および10日後にそれぞれ3匹ずつ屠殺した．

コントロールとして9匹のラットに上記と同用量

の生理食塩水を投与し，1日後，5日後および10

日後にそれぞれ3匹ずつ屠殺した．屠殺後腎臓を

摘出し，蛍光抗体法の検討材料とした．

3．尿蛋白量測定

　ラットを代謝ケージに入れ，24時間尿を採取し

た．蛋白濃度はBio－Rad　Protein　Assay　Reagent

（Bio－Rad，　Hercules，　CA）を用いて測定し，1日

尿蛋白量を表記した．

4．免疫組織化学

　蛍光抗体法はKawachiら24）の方法に従って行

った．腎組織は皮質部分を切り出した後，－70℃

のn一ヘキサンで瞬時に凍結した．クリオスタッ

トで3μmに薄切しアセトンで1分間またはPLP

（pehodate－lysine－par㎡o㎜aldehyde）で1分間

（CD2APのみ）固定した．本法において使用した

1次抗体は以下である：マウス抗ラットnephrin

抗体25），ウサギ抗ラットpodocin抗体5），ウサギ

抗NEPH1抗体26），ウサギ抗CD2AP抗体9），ウ

サギ抗podoplanin抗体27），ウサギ抗podocalyx㎞

抗体28），マウス抗ZO－1抗体（Zymed　Labo－

ratories（San　Francisco，　CA）社より購入），マウ

ス抗α3－integrin抗体（Santa　Cruz　Biotechno－

10gy（Santa　Cruz，　CA）社より購入）およびマウ

ス抗synaptopodin抗体（Progen（Heidelberg，

Germεmy）社より購入）．2次抗体は，　FITC標識

抗マウスimmunoglobulins抗体およびFITC標識

抗ウサギimmunoglobulins抗体（共にDako
Cytomation（Glostrup，　Denmark）社より購入）

を使用した，作製した標本は蛍光顕微鏡（BX50；

Olympus，　Tokyo，　Japan）で観察した．　CD2APと

nephrinの二重蛍光抗体法は，凍結切片をPLPで

1分間固定した後，ウサギ抗CD2AP抗体，　FITC

標識抗ウサギimmunoglobulins抗体で染色し，そ

の後マウス抗nephrin抗体，　TRITC（Tetra－

methy1－rhodamine　isothiocyanate）標識抗マウス

immunoglobulins抗体（DakoCytomation社より

購入）を用いて染色を行った．nephrinとpodocin

の二重蛍光抗体法は，凍結切片をアセトンで1分

間固定した後，ウサギ抗podocin抗体，　FITC標識

抗ウサギimmunoglobulins抗体で染色し，その後
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　　　　　　　　　　　図2　ポドサイト機能分子の免疫染色像の経時的変化

　PAN腎症1日目，5日目および10日目におけるポドサイト分子の蛍光抗体法所見．正常ラットの糸球体で

は，nephrin，　podocin，　NEPH1，　CD2AP，　ZO－1，　synaptopodinおよびα3－integrinは糸球体毛細血管壁に沿

った連続的なパターンで観察された．podoplanin，　podocalyxinは，より広い領域に局在しているのが観察さ

れた．neph㎡n，　podocinおよびZO－1は，5日目，1⑪日目でいずれも不連続なパターンへと変化し（矢印），

染色強度も大きく低下した．podoplaninも同様に染色強度が大きく低下した．　NEPH　1およびCD2APの染色

強度は5日目でやや低下し10日目では大きく低下していた．synaptopodinは10日目で部分的に染色強度の

低下が観察された．α3－integrinおよびpod⑪calyxinは1日目，5日目，10日目いずれの時期においても，発

現，局在の変化が観察されなかった（倍率×4⑪0），

マウス抗nephrin抗体，　TRITC標識抗マウス

㎞munoglobulins抗体で染色を行った，糸球体に

おける各分子の半定量的解析（スコア付け）は

Macconiら29）の方法に従って行った．　nephrin，

podocin，　NEPH1，　CD2AP，　ZO－1，　podoplanin，

synaptopodin，α3－integrinおよびpodocalyxin，

それぞれの分子の糸球体における発現の程度を次

の基準で評価した，染色パターンの連続性の低下

ならびに染色性の低下が認められる領域が糸球体

の0－25％のものをスコア4，25－50％のものを

スコア3，50－75％のものをスコア2，75－100％

のものをスコア1と評価した．スコアは各分子と

も無作為に選び出した20個の糸球体（最長径断

面の糸球体）についてヌコア付けし，その平均値

で表した．

結 果

1．ポドサイト分子群の発現の経時的変化，半

　　定量的解析

　スリット膜構成分子であるnephrin，　podocin，

NEPH1，　CD2APおよびZO－1ならびに他のポド

サイト機能分子であるpodoplanin，　synaptopod－

in，α3－integrinおよびpodocaly5dnの蛍光抗体法

所見を図2に示した．正常ラットの糸球体では，

nephrin，　podocin，　NEPH1，　CD2AP，　ZO－1，

synaptopodinおよびα3－integrinは糸球体毛細血

管壁に沿った連続的なパターンで観察された．

podoplanin，　podocaly】dnは，より広い領域に局在

しているのが観察された．

　nephrin，　podocinおよびZO－1は，　PAN腎症誘

導5日目，10日目でいずれも不連続なパターンへ

と変化し染色性も大きく低下した．podoplaninも

同様に染色性が大きく低下した．NEPH　1および

CD2APの染色性はPAN腎症5日目でやや低下
し，10日目では大きく低下した．synaptopodinは

5日目までは変化がなく，10日目で部分的な染色

性の低下が観察された．α3－integrinおよび

podocalyxinは観察期間中，発現，局在の変化は確

認されなかった．

　糸球体における染色パターンの変化（連続的パ

ターンの崩壊および染色性の低下）の範囲を半定

量的に解析しスコア化した結果（スコア1－4）

を図3－Aに示した．nephrin，　podocin，　ZO－1お

よびpodoplaninは5日目で既にスコアが著明に

低下し，10日目でもほぼ同様の低下の程度を示し

た．NEPH1およびCD2APは5日目で軽度低下を

示し，10日目では著明な低下が見られた，10日目

での発現低下の程度はnephrin，　podocin，　ZO－1

と同等であった．

2．ポドサイト分子群の発現の変化と尿蛋白量

　　の相関

　各個体におけるポドサイト分子の発現変化の半

定量スコアと尿蛋白量との関係を図3－Bに示し

た．nephrin，　podocin，　ZO－1およびpodoplanin

は，蛋白尿未発症の個体（病態誘導5日目，尿蛋

白量14．O　mg／day）においても，染色性の変化が

確認された（染色スコア：各々2．0，1．4，2．8，1．5）．

尿蛋白量150mg／day以上を示す個体では著明な
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　　　　　　　　　図3　ポドサイト機能分子の半定量的解析，尿蛋白量との相関

（A）糸球体における染色性の変化（染色パターンの変化および染色強度の低下）の範囲を半定量的スコア化

した結果（正常所見がスコア4，75％以上の領域に変化があるとスコア1，詳細は本文，方法を参照）．

nephrin，　podocin，　ZO－1およびpodoplaninはPAN腎症5日目で既にスコアが著明に低下し，10日目でもほ

ぼ同様の低下の程度を示した．NEPH1およびCD2APは5日目で軽度低下がみられ，10日目では上記4分子

と同程度の著明な低下がみられた，synaptopodinは10日目で軽度低下を示した．α3－integ血およびpodo－

calyxinは経過観察中いずれの時期においても発現変化はみられなかった．データは平均値±SD（n＝3rats）

で示した．

（B）各個体におけるポドサイト分子のスコアと尿蛋白量との関係．nephrin，　podocin，　ZO－1および

podoplaninは，蛋白尿未発症の個体（病態誘導5日目，尿蛋白量140　mg／day）においても，染色性の変化が

確認され（染色スコア：各々2．0，1．4，2．8，1．5），尿蛋白量150mg／day以上を示す個体では1．0に近いスコアで

あった．NEPH　1およびCD2APは尿蛋白量が300mg／day以上を示す個体で1．⑪に近いスコアとなった．

synaptopodinは尿蛋白量が300mg／day以上を示す個体で軽度低下がみられた．α3－integrinおよびpodo－

calyxinは600mg／day以上の高度蛋白尿量を示した個体においても発現パターン，発現強度の変化は確認で

きなかった．

（△：正常，●：PAN腎症1日目，■：PAN腎症5日目，◇：PAN腎症10日目）

発現変化（75％以上の領域で発現パターンの変

化が見られる染色スコアが1．0近く）が見られた．

NEPH1およびCD2APは尿蛋白量が300mg／day
以上を示す個体でスコア1．0に近い結果となった．

synaptopodinは10日目の個体で軽度低下を示し

た個体がみられたが，α3－integrinおよびpodo－

caly】dnは600mg／day以上の高度蛋白尿を示した

個体においても発現パターン，発現強度の変化は

確認できなかった，

neph血とpododnは近傍に観察される部位が多く

見られたが，病態誘導10日目の材料では，nephrin

とpodocinは乖離して局在している部位が多く見

られた，蛋白尿量647．8mg／dayの個体では，残存

するneph血とpodocinはほぼすべての分子が乖

離して観察された．（代表的な所見を図4－Bに示

した．図で提示した病態誘導5日目の所見は尿蛋

白量157．6mg／dayの個体，10日目の所見は尿蛋

白量647．8mg／dayの個体）

3．スリット膜構成分子群の局在様式，位置関

　　係の解析

（1）CD2APとnephrinの共局在の解析

　二重蛍光抗体法を用いた検討で正常ラット糸球

体ではCD2APとnephrinがほぼ一致して観察さ

れたが，病態誘導5日目の糸球体では，nephrin

の染色性が変化しCD2APが単独で局在している

部分が多く見られた．（代表的な所見を図4－Aに

示した．図で提示した病態誘導5日目の所見は蛋

白尿未発症個体での所見）．

（2）nephrinとpodocinの共局在の解析

　二重蛍光抗体法を用いた検討で正常ラット糸球

体ではnephrinとpodocinがほぼL致して観察さ

れた．病態誘導5日目の糸球体では残存する

考 察

　本研究では，MCNSの病態形成機序の解明，

MCNSの病勢診断，難i治例の鑑別のための新規診

断法の確立に寄与することを目的として，MCNS

のモデルであるPAN腎症ラットにおける各種ポ

ドサイト機能分子の発現，局在様式を免疫組織化

学的手法を用いて詳細に解析した．まず，発現動

態の検討を行った．nephrin，　podocin，　ZO－1，

NEPH1，　CD2APの5つのスリット膜構成分子は

いずれも病態誘導5日の時点で既にパターンの変

化，染色強度の低下が確認されたが，その変化の

程度は，nephrin，　podocin，　ZO－1の3つの分子と

NEPH1，　CD2APの2分子との間に明らかな差を
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　　　　　　　　　　　　図4　スリット膜構成分子の二重蛍光抗体法所見

（A）CD2APとnephdnの二重染色所見．正常ラット糸球体はCD2AP（緑）とnephrin（赤）の局在がほぼ一

致して黄色に観察される（上段）のに対し，病態誘導5日目の糸球体では，neph血の染色性が低下し

CD2APが単独で緑色に染色されている部分が広範囲に見られた（矢印）（下段）．（図で提示した病態誘導5日

目の所見は病的蛋白尿未発症個体での所見）（倍率×40G）

（B）nephrinとpodocinの二重染色所見．正常ラット糸球体のnephrinとpodocinは毛細血管壁に沿った連続

したパターンで観察され，両者の局在はほぼ一致して黄色に観察された（上段）．病態誘導5日目の尿蛋白量

157．6mg／dayの個体（中段）では残存するnephrinとpodocinは近傍に観察される部位（黄色；矢印）が見

られたが，病態誘導10日目の蛋白尿量647．8mg／dayの個体（下段）では，残存するnephrinとpodocinはほ

ぼすべての分子が乖離して観察された（nephrin，赤で観察，矢印：podocin，緑で観察，矢頭）（倍率×400）

認めた．nephrin，　podocin，　ZO－1は病態誘導5日

の時点で既に糸球体毛細血管壁の75％以上の領

域に変化を認めるスコア1となり，蛋白尿がピー

クとなる誘導10日目での所見とほぼ同程度の変

化が見られた．一方，NEPH1，　CD2APの変化は病

態誘導5日の時点では軽度で，高度の蛋白尿を示

す誘導10日目にスコア1となる著明な変化が見

られた（図2，図3－A）．次に，これら分子群の

発現変化と蛋白尿との関係を検討した．PAN腎症

では，病態誘導5日前後に病的蛋白尿が観察され

はじめる．本研究では，5日目では正常値を示す

個体と比較的軽度な蛋白尿（150mg／day）を示

す個体が確認され，誘導10日目では全個体が300

mg／dayを超える極めて高度の蛋白尿を示した．

個体データをプロットした所見を図3－Bに示し

た．neph6n，　podocin，　ZO－11ま病態誘i導5日目，1

日尿蛋白量が150mgを超える個体ではすべてス

コア1を示しており，nephrin，　podocin，　ZO－1は

ポドサイト傷害を探知する感度の高い早期マーカ

ーとして有用であることを示している．一方，

NEPH　1，　CD2APは1日尿蛋白量が300　mgを超え

る個体でのみスコア1を示した．現時点での検討

では，NEPH　1，　CD2APの著明な発現変化は，病態

誘導後の時間経過に依存するのか高度の蛋白尿の

発症という臨床像に依存するのかは明確ではない

が，今回の観察はNEPH1，　CD2APの変化は進行

した病態をモニターするために有用な指標となり

得ることを示している．今回の検討で得られた興

味深い所見として強調しておきたいことは，PAN

腎症誘導5日目のまだ病的蛋白尿を呈していない

個体においてもnephrin，　podocinの2分子の明ら

かな発現変化が観察されたことである，特に

podocinの変化が著明であった．この結果は，①

podocinが極めて鋭敏なポドサイト傷害のマーカ

ーであること，②podocinの発現変化は，病的蛋

白尿発症に依存しない変化であることを示してい

る．これらの観察はポドサイト障害，スリット膜

障害の発症機序を考える上で極めて示唆的な所見

であると考えられる．

　今回の検討では，上述のスリット膜分子に加え

podoplanin，　synaptopodin，　podocalyxin，　α3－in－

tegrinの4つのポドサイト機能分子の発現動態の

解析を行った，PAN腎症ではMCNS症例と同様，

病態誘導初期からポドサイトの足突起の消失が観

察される．podoplaninは，足突起の消失を示す有

用なマーカーであると報告されている22）23）．

今回の検討でも，podoplaninの発現変化は病態誘

導5日の時点で既に見られた．PAN腎症誘導5日

目の病的蛋白尿未発症の個体においてもほほ伺程

度の変化が観察され，podoplaninの発現変化は病

的蛋白尿非依存性の変化であることを示してい

る．podoplaninは，スリット膜近傍領域を含め広

い領域に発現している膜蛋白であると報告されて

いる．podoplaninの分子機能については未だ不明

な点が多いが，今回の結果は，podoplaninはスリ

ット膜構成分子のnephrin，　podocinと同様にポド

サイト傷害の早期マーカーとして有用であること

を示している．
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　synaptopodinはポドサイトの2次突起（足突起）

部に局在しているアクチン関連分子で，ポドサイ

トの形態維持，足突起構造の維持に関与している

と考えられている20）．podocalyxinは，ポドサイ

トの頂部に局在する膜蛋白でポドサイト膜表面の

陰性荷電の維持に重要な役割を果たしていると考

えられている19）．α3－integrinはポドサイトの基i

底部と糸球体基底膜との連結に関与している分子

である21）．synaptopodinは，　PAN腎症誘導10日

目の材料で軽度の変化を認めたが，podocalyxin

とα3－integrinは今回の検討でいずれの時期にも

発現の変化は確認されず，PAN腎症誘導10日目

の1日尿蛋白量が600mgを超える個体において

もその発現は正常ラットと差がなかった，これら

の観察は，可逆性の病態であるPAN腎症では極

めて高度の蛋白尿を示す個体においても傷害部位

がスリット膜部に限局していることを示してい

る，この観察はMCNSの発症機序を考える上で

極めて重要な示唆を与える所見で，難治性の病態，

巣状糸球体硬化症などの不可逆性のポドサイト障

害との鑑別法の確立という観点からも極めて重要

な所見であると考えられる．

　本研究では各分子の発現動態の解析に加え，二

重蛍光抗体法を用いた分子間の位置関係の解析を

行った，各分子の単染色での発現動態の解析で，

病態誘導5日目ではnephrin，　podocinの染色性は

変化していたが，CD2APの発現はほぼ正常像で

あった，正常糸球体においてCD2APはnephrin

の細胞質部と結合性を有することが報告されてい

る（図1）ので，病態誘導5日目材料でのCD2AP

とnephrinとの位置関係を解析するため二重蛍光

抗体法解析を行った．正常ラット切片での二重蛍

光抗体法での観察で両分子が一致して局在してい

ることが観察されたが，病態誘導5日目の材料で

はCD2APはnephrinと共染色されず単独で存在

していることが確認された（図4・A）．この

CD2APの存在様式の変化は，その後に引き続い

て観察されるCD2APの発現の変化に先行する変

化と捉えることができ，PAN腎症の病態形成機序

を考える上で重要な所見であると考えられる．

　次に，スリット膜機能維持に最も重要な分子で

あると考えられており，今回の研究の単染色での

検討でスリット膜の変化の最も鋭敏なマーカーで

あることが示されたnephrinとpodocinの位置関

係，存在様式の解析を行った．図1のシェーマで

示したようにpodocinはスリット膜の基部の細胞

質に局在する分子でnephrinの細胞質部と結合性

を有することが報告されており，今回の検討でも

正常ラット切片での二重蛍光抗体法での観察で両

分子が一致して局在していることが観察された．

前述のように，単染色の検討では，nephrin，

podocinの発現変化の程度は1日尿蛋白量が150

mgの個体と1日尿蛋白量が600　mgを超える個

体とほぼ同等であった．そこで，nephrin，　podocin

の存在様式，位置関係を解析するために二重蛍光

抗体法での解析を行った，1日尿蛋白量が150mg

の個体においてもnephrin，　podocinはいずれも穎

粒状パターンへの変化と染色性の著明な低下が見

られたが，二重染色での観察では残存している両

分子が共局在している部位が比較的多く観察され

た．一方，1日尿蛋白量が600mgを超える個体で

は，両者が共局在している部位はほとんど確認で

きず，残存している両分子は乖離して存在してい

ることが観察された（図4－B）．今回の観察は，

PAN腎症におけるnephrin，　podocinの発現変化

は，発現量の変化が先行し，それに引き続いて両

者の乖離が起こることを示している．前述したよ

うに，PAN腎症誘導5日目のまだ病的蛋白尿を呈

していない個体においてもnephrin，　podocinの2

分子の明らかな発現変化が観察されている．この

所見はnephrin，　podocinそれぞれの分子の発現変

化は極めて重要な所見であるが，両者の発現変化

が認められる領域が75％を超える状態となって

も両者が結合して存在している部位がある程度維

持されている個体では病的蛋白尿の出現が見られ

ないことを示している．この観察結果は各種病態

におけるスリット膜の機能低下の発症機序を考え

る上で極めて重要な所見であると考えられる．今

後，不可逆性の疾患を含めた各種病態における

nephrin，　podocinそれぞれの分子の発現変化，両

者の存在様式の変化を経時的に比較検討していく

ことが重要であると考える．
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　MCNSはステロイド反応性の場合，腎生検の適

応にならないケースも多い．しかし，ステロイド

抵抗性を示す場合や先天性ネフローゼ症候群が疑

われる場合は，腎生検による診断が行われる．

MCNSの実験モデルを用いた今回の検討で，二重

染色を含めた各種ポドサイト機能分子群の発現解

析により病期，病勢の診断が可能であることが示

された．今後，臨床材料を用いた検討が重要であ

ると考える．

結 論

　MCNSの実験モデルであるPAN腎症ラットに

おける各種ポドサイト分子の発現動態，分子間の

位置関係を単染色並びに二重蛍光抗体法を用いて

解析した．スリット膜構成分子であるnephrin，

podocin，　ZO－1は病態誘導5日目に既に著明な

染色パターンの変化，染色強度の低下が観察され

た．一方，他のスリット膜構成分子であるCD

2AP，　NEPH1の5日目での変化は軽度で蛋白尿

がピークとなる病態誘導10日目で著明な変化が

確認された．病態誘導5日目の糸球体では残存し

ているnephrin，　podocinは極めて近傍に局在して

いるのが観察されたが，10日目材料では両分子が

乖離して局在している部位が多く見られた．両分

子の乖離が蛋白尿の発症の要因として重要である

と考えられた．PAN腎症では，蛋白尿がピークと

なる病態誘導10日目材料においてもpodocalyx－

in，α3－integrinの染色パターン，染色強度に変

化が見られず，PAN腎症の病変はスリット膜部に

限局していると考えられた．各種ポドサイト分子

の発現解析はMCNSの病期，病勢診断に有用で

あると考える．
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