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K e y w o r d s: 腎糸球体,
糸球体毛細血管再構築

,

微鏡

緒 言

生体内の 全血管の総全長は地球全周の 6 ある い

は 7 倍と言われて おり, 全身の臓器
･ 組織 の恒常

性維持に は欠かせ ない臓器である . また傷害を受

けた後の 組織, 臓器が元通りに再生 して行くに は

血管の修復をまず考慮すべ き で ある. 糸球体腎炎

後の 傷害糸球体が再構築する過程を形態学的に追

跡 し た研究 は幾 つ か あ る
1) ‾3)

. 私どもも糸球体

硬化の進行性と血管再生不全の 間に相関性 がある

こ と を報告して き た
4)

. 本研究で はメ サ ンギウ ム

傷害彼の 糸球体毛細血管の 再生像を 3 次元的に解

析する 目的で , 単離糸球体を免疫染色 した後に共

焦点 レザ ー 顕微鏡で観察する方法を導入 し, 血管

再生様式を形態学的に検討 した .

血管新生
,
メ サ ンギウ ム 融解

, 共焦点 レザ ー 顕

対象と方法

すべ て の 動物実験は新潟大学大学院医歯学総合

研究科動物実験指針に従っ て行 っ た .

1 実験動物 : 4 - 5 週令の 雄性, Ⅶ st a r ラ ッ ト

を用い た .

2 実験腎炎惹起プロ ト コ ー ル : 腎炎惹起に は抗

メ サ ン ギウム細胞抗体 ( 抗 T h y - 1 . 1 .抗体) (A n )

は既報 の 抗体 ( 1 - 2 2 -

3) を用 い , 尾静脈 より

1 m g/ 0 . 5 m l を投与した
4)

. 実験群を

A T S 投与後 3 日目 ,
7 日目, および無処置群 ( 各

群3 匹) の 3 群に分けた .

3 尿蛋白の 測定 : 既報 に従い Biu r et 法を用 い

て行 っ た 5) .

4 免疫組織学的検索法 : 腎臓を摘出後, 腎皮質
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紳切片か らメ ッ シ ュ を用 い た sie v in g 法により単

離糸球体 を採取す る . こ の 標本 を 4 % p a r a fo r -

m ald e h y d e で 2 時間固定, 洗浄した後に 2 % T ri t o n

X で 1 分間処置する . 洗浄後 一 次 抗体を加 え て

4 ℃ で 1 時間反応 した . 汰浄後 , 蛍光色素標識 二

次抗体を加 えて 4 ℃ で 1 時間反応さ せ た . 血管内

皮細胞の 免疫染色 は抗 ラ ッ ト plat el et - e n d o 也e -

1i al c ell a dh e si o n m ol e c ul e - 1 ( P E C A M I 1; C D 3 1)

マ ウ ス 単ク ロ
ー ン抗体 を 1 次 抗体 と して 反応 さ

せ , 2 次抗体に は F 汀C 標識 ウ サ ギ抗 マ ウ ス抗体

を用 い た . さら に糸球体毛細血管の 局在を明らか

にす るた め, 上皮紳胞 の マ
ー

カ
ー

であ る n e p h ri n

に 対 する 1 次 抗体 ( ウ サ ギで 作 製) , お よ び

T RIT C 標識ヤギ抗ウサ ギ抗体で 反応させ , 染色 し

た
. 免疫染色 した単離糸球体 の立体解析は共焦点

レ ザ ー

顕微鏡 ( M R C IO 2 4 , バ イ オ ラ ド) を用い既

報に従 っ た 6) .

結 果

蛋白尿 は 3 日目が ピ ー ク で 平均 1 1 1 .5 m g / 日,

5 日 目以降は減少し 7 日目には正常域に戻 っ て い

た .

単離糸球体の 光顕所見の 特徴 は
,
3 日目で はメ

サ ンギウム 融解であり, 著しい 場合に は小動脈癌

様 の病変を呈する. また 7 日目にな ると メ サ ン ギ

ウ ム 細 胞増殖像を呈する ( 結 果省略
,
文献 4 参

照) .

図 1 は無処置群 の 単離糸球体 P E C A M
-

1 染色

像を示す. A T S 投与後 3 日目の 糸球体 ( 図 2) で

は
,
P E C A M - 1 が染色されない 3 次元的にも空洞

様 の 領域が存在 し ( 矢印) , こ の 部位 は光顕上小

血管癌に - 敦して い る . 小動脈癌の 周囲には残存

して い る微小血管 が染色されて い るが
,
正常糸球

体の 係蹄血管と は異なり輪郭が は っ きり しない .

小動脈癌は血管極 (時計 9 時の位置) に近 い部位
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図 2

図 3
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図 4 連続像による糸球体毛細血管再構築の 解析 : A T S - G N
,
7 d

だ けで なく末梢の係蹄 にも存在 して い る . さら に

興嘩ある所見 と して , 小動脈癌 に
一 致する部位 で

の n e p b ri n の 染色性が減弱 して い た . A T S 投与後

7 日目 (図 3) で は, メ サ ンギウ ム 融解後の 細胞

増殖 部位 と思われる周辺 に P E C A M
-

1 で強く染

色される微小血管が存在し, 血管再生が進ん で い

ると予想 さ れる . 次 に ÅrS 投与後 7 日目に お け

る糸球体の 連続画像か ら微小血管の 再生像を立体

的に解析 した ( 図 4) . 血管内皮糸田胞染色部位を追

っ て いくとそれぞれ連続して い る箇所を見つ ける

こ とが で き, その 伸展方向はメ サ ンギウム 融解後

の細胞増殖部位と思われる周辺か ら内側 に向か っ

て い るように見える . また血管極 ( 時計 6 時の 位

置) の み ならず, 末梢係蹄か らも分枝してい る .

考 察

血管 の 再 生様式 は A n gi o g e n e si s と V a s c u l o
-

g e n e si s が知 られ て い る . An gi o g e n e si s は傷害を

免れた残存血管内皮細胞が増殖し, 分枝状に伸長

する も.

一 方 V a s c u l o g e n e si s は主に胎生期に観察

されるもの で , 内皮細胞 前駆細胞 や血管芽細胞か

ら血管を形成する もの で ある. 本研究 で は小動脈

痩 ,
ある い はその部位が細胞増殖病変に置き換わ

っ て きた と思われる部位の 周辺 に再生血管が認め

られる事, P E C A M - 1 で染色される血管壁に連続

性 が見られる事, こ の 血管再生 は血管極 か らの 血

管新生の みならず, 末梢の 係蹄か ら も新生 して い

る事が確認 された .
これは血管再生の 様式が残存

血管 か ら の a n gi o g e n e si s が主体 を占め て い る こ

とを示 して い る. メ サ ンギウム 融解部位 はメ サ ン

ギウム 細胞の 増殖を伴うが, 今回の 研究 で はその

中心筋泣か らの 血管再生像を確認 で きなか っ た こ

とや 血管極に集中した血管再生像を確認 出来なか

っ た こ と か ら, v a s c ul o g e n e si s による血管再生 が

超こ る可能性は否定的であ っ た.

一

方, 骨髄由来

内攻前駆細胞が糸球体固有の 残存ない し再生内皮

細胞とともにキメ ラ状 に再生血管を構成 して い る

所見 ( G r e e n fl u r o r e s c e n t p r o t ei n - t r an s g e ni c r at

を伺 い た予備実験 か ら) も頻度は少 な い もの の認

められる こ とか ら
, 傷害後の糸球体微小血管再生

過 程は単純な a n gi o g e n e sis だけ で 説明 で きな い

と思 われる .

最後に, 今回用い た単離糸球体の 共焦点レ ザ ー
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顕微鏡による 3 次元解析 は o p ti c al s e cti o ni n g によ

るた め
, 標本作製上の 物理的損傷を避 け, i n sit u

に近い 像を取得できる事も強調 したい .
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