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SummaηIn  aminonucleoside nephrosis CAN)， which can be regarded as an experi-

menta1 mode1 of minima1 change nephrotic syndrome CMCNS)， u1trastructura1 a1teration of 

glomeru1ar anionic sites were studied using po1yety1eneimine CPEI) as a cationic probe， and 

corre1ated with the change of p1ate1et membrane negative charge. In contro1 rats， PEI was 

seen in epithelia1 cell surface and in both 1amina rara externa and 1amina rara interna. On 

the other hand， AN rats， showed a 10ss of po1yanion on the epithelia1 surface associated with 

foot process fusion and a reduction of anionic sites within glomeru1ar basement membrane. 

The degree of anionic sites corre1ated with proteinuria. The negative charge of p1ete1et 

membrane a1so decreased in AN rats and corre1ated with a 10ss of glomeru1ar anionic sites. 

However， there was no remarkable change in p1ate1et morpho1ogica1 findings on e1ectron 

microscopy. These findings may provide usefu1 information on p1ate1et function in pediatric 

MCNS. 

Index Terms 

aminonucleoside nephrosis， glomeru1ar anionic site， p1ate1et 

緒言

小児期ネフローゼ、症候群の高頻度に見られる微少変化

型ネフローゼ症候群(MCNS)の蛋白尿出現は糸球体基

底膜(GBM)chargebarrierの破綻によるとされている.

糸球体において上皮細胞足突起の癒合とともにGBM

anionic sitesの減少が主因をなすも，かかる変化はT

リンパ球由来の血管透過性因子(VPF)により引き起こ

されることが明らかとなってきた したがって MCNS

で、は陰性荷電減少は腎局所のみならず赤血球膜や血小板
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膜にも出現3)し，とりわけ血小板においては増悪期の血

小板凝集元進の誘因となることが報告4)されている.

我々 は今回， MCNSの実験モデルとされる ratのアミ

ノヌクレオシド(AN)腎症における膜陰性荷電の変化を

GBMとともに血小板についても検討したので報告する.

対 象

1.実験モデノレ

生後 1カ月齢の Sprague-Dawleyrat(雄，体重 180-

220討を用いた.AN腎症は puromycin aminonu. 

c1eosid巴を 1.5mg/100 g皮下注 7日間連日投与5)し15

日目に採尿，採血および腎組織を採取した.なお対照と

して生食0.2mlを皮下注した.

2. GBM陰性荷電の観察

GBMの陰性荷電 は cationic prob巴として

polyetbyleneimine(PEI)を用い Schur巴rらの方法叫こ準

じ浸透法にて検索した.

腎組織片を 0.5% PEI(Polyscience社 USA)溶液に

30分間浸透，次いで 0.1Mcacodylate bufferで30分間

洗浄， 2 % 0，04にて固定した.脱水，包埋を行い超薄切

片を作整，uranyl acetat巴およびleadcitrateにて染色，

透過型電顕にて観察した.

3.血小板膜陰性荷電の検索。Alcian-Blue結合能

血小板膜陰性荷電はcationic probeとして Alcian

Blue8GX(AB)何Tako-Junyakukk. Japan)を用い，

Levinらの方法叫こょった.屠殺前，頚動脈より採血しF

エン酸:血液 1: 9と混合し 800rpm 15分間遠沈，得ら

れた血小板多血媛(PRP)にO.lM EDTA加 PBS

(PH 6.0)を1/10溶加え遠沈，得られた血小板を O.lM

EDTA加PBS(PH7.4)にて 3回洗浄後， 1x10'/μIの

血小板浮遊液を作成した.AB溶液(100μg/ml)と等量

混合し 3TC30分間incubate後遠沈，上清の AB量を

OD596にて測定，lx10"伺の血小板に付着したAB量を測

定した.

2) Cationized ferritinによる血小板膜電顕像

一部ratの血小板についてはCationizedferritin刊に

より電顕像にて血小板膜陰性荷電を観察した.PRPO.5 

mlを1% glutaraldebyde in 0.1 M PB(pH 7.4)30ml 

に加え 1時間 40Cにて固定， 800 rpm 10分間遠沈，沈澄

を0.01M PBS(pH 7.4)にて洗浄，浮遊させた.次いで

Cationized ferritin(Sigma社 USA)を終濃度 0.52mg/ 

Fig. 1. Polyetyleneimine (PEI) stained electron microscopic findings of GBM 
of tbe rat in Type 1 (A)， Type 11 (B) and Type III (C). 
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mlになる様に加え 3TC30分間 incubateした. O.lM 

PBSにて洗浄後， 2 % 080.固定， LR whiteにて包埋し

超薄切片を作成，染色後透過型電顕にて観察した.

4.尿中蛋白量

代謝ケージにて採取した 24時間尿の尿中蛋白量は

pyrogallol red me出od8)にて測定した.

5.統計学的処理

統計学的処理はstudent'st法により行った.

辻上(26 ) 
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Fig. 2. Degree of anionic site reduction in GBM by 
poly巴tyleneimine(PEI) in control rat and 
aminonuc1eoside (AN) rat. 
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Fig. 3. Relationship between urinary protein and 
degree of anionic site reduction in GBM by 
polyetylenemine (PEI) in aminonuc1eoside 
rat. 

• • 
-S 

• 
E 

• 
• 
• 

In=221 

••• 
• • • 

400 

250 

150 

50 

(mg/day) 

350 

300 

200 

100 

C

一OH
O』

丘

、

月

』

ωc
一」コ

1. GBMのanionicsitesの変化

GBMのanionicsitesの変化を PEIの沈着像より観

察し，その程度を 3段階に分類した.1はPEIが上皮細胞

表面， GBMのlamina rara externa， lamina rara 

internaに正常に分布するもの， IIは上皮細胞表面の

PEIの減少が見られるもの.!IIは上皮細胞層の PEIは消

失し足突起の癒合を呈し，かっ GBMのPEIの減少も明

らかなものとした(Fig.1).

Control rat 11匹はいづれも正常の Iであったのに対

して ANratでは22匹中 7匹(31%)が!II， 9匹(41%) 

がIIと明らかな GBManionic sitesの減少が認められた

(Fig. 2). 

2. GBM anionic sitesと尿中蛋白量

尿中蛋白量を GBManionic sitesの分布と対比した結

果， PEI分布が Iの6匹に比して血の 7匹では尿中蛋白

量の優位な増加が認められた.しかし IとII，IIと皿の

尿中蛋白量に優位差は認められなかった(Fig.3).

3.血小板膜陰性荷電の変化

Control rat， AN ratの一部について cationizedfer-

ritinをprob巴として血小板膜陰性荷電を電顕像で観察

した結果， Control rat 3匹ではferritinが血小板膜表面

に多数観察され陰荷電の存在を示していた.一方， AN 

rat群では5匹中 3匹に血小板膜表面の ferritinの消失

が観察された.しかし形態学的に変化は認められなかっ

た(Fig.4).

Alcian blue 8GX(AB)結合能による血小板膜陰性荷

電は Control rat 13匹では 220-550ng/ 1 X 10' 

platelets(平均 353.1ng/1 X 10"platelets)であるのに対

して ANrat 16匹では60-310ng/1 X 10' platelets(平

均 178.4/1X 10. platelets)でANrat群に優位な AB結

合能の低下が認められた(Fig.5).

4. GBN anionic sitesと血小板膜陰性荷電

GBM anionic sitesをPEI浸透法，血小板膜陰性荷電

をAB結合能にて測定し両者の関係を検討した. GBM 

anionic sitesの減少が皿であった AN nit群の血小板

果車吉
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Fig. 4. Cationized ferritin stained clectron rnicroscopic findings of plat巴letin 
control rat (A) and aminonucleoside (AN) rat (B) 
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Fig. 5. Alcian blue bound to glomeruli in control rat 
and aminonucleoside (AN) rat 

AB 結合能は 60~200 ng/1 x 10' plateletsであるのに対

して I では 100~420 ng/1 x 10' plateletsでGBM

anionic sites減少群に血小板膜陰性荷電の低下が認めら

れた(Fig.6). 

考 察

MCNSの実験モデノレとされる AN rat腎症はratに

puromycinのaminonucleoside(AN)投与により作成さ

れる.我々は今回，朝倉らの方法に準じて AN1.5mg/ 

100 g 7日間の連日投与を行い尿蛋白出現のピ-17が見

られる 15日目に屠殺，糸球体上皮細胞， GBMの陰性荷

電を PEI浸透法にて電顕的に観察し尿蛋白量と比較し

た.その結果，上皮細胞足突起の癒合や上皮細胞層， GBM

の陰性荷電減少の強いものに尿蛋白量の排i世増加が認め

られた.このことはANratでの尿蛋白出現が MCNS

同様，上皮細胞の障害や GBManionic sitesの減少によ

るchargebarri巴rの破綻に起因することを示唆してい

Tこ.

糸球体にはsialoglycoproteinやH巴paransulfateを

含むproteoglycan等の酸性ムコ多糖体が多く存在し

charge barrierを形成する.9-11lSialoglycoproteinは主

として上皮細胞表面や足突起表面等の細胞表面外層に存

在し上皮細胞の chargebarrierのみならず GBMとの

付着等形態保持にも関与するとされている.他方
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proteoglycanは GBMの lamina rara internaや

lamina rara巴xt巴rnaに存在， GBMの陰荷電分布に関与

する. AN ratでは ANが上皮細胞膚を障害しその結呆

として上皮細胞表面の Sialoglycoprot巴inの減少をきた

し上皮細胞表面の陰荷電減少とともに足突起癒合や

GBMからの剥離を起こす 12)さらには Heparansulfat巴

の産生を抑制し GBMの陰荷電減少にも関与する 13)とさ

れている.今回の結果でも糸球体 PEIの減少~消失等の

変化は GBMに先立ち上皮細胞層に早く，かつ強度に認

められた.このことは ANによる上皮細胞の障害の結呆

として GBManionic sit巴Sの減少が生じる可能性を示唆

していた.

これら ANratについて血小板膜陰性荷電を AB結合

能や cationizedferritinをprobeとした電顕像にて検

討した結果，上皮細胞や GBM陰性荷電減少の強いもの

に血小板膜陰性荷電の減少が見られた.しかし血小板の

形態に著変は認められなかった.

血小板膜は Glycoprotein1， II， IIIより構成されるが

主体は Glycoprotein 1でとりわけ Glycoprot巴inIbは

血小板機能の粘着に重要な役割を与す同とされている.

Glycoprotein IbはMW17万の糖蛋白で Glycocalycin

が主成分で全血小板中の 64%のシアーノレ酸を含む15)，16)

とされている.血小板シアール酸の測定は出来なかった

がANratでの血小板膜陰性荷電の減少は糸球体の陰荷

電と平行することより ANによるシアーノレ酸の減少が

有力と考えられた.

MCNSにおいて血小板凝集允進が存在することは諸

家により報告されているも，その成因として 1)低アノレ

ブミン血症に起因した血小板内アラキドン酸代謝異常17)，

2)血小板膜陰性荷電の減少18)が推測されている.教室の

平らは4)MCNS患児の血小板膜 AB結合能を測定し増

悪期に見られる結合能の低下は尿中蛋白量の改善ととも

に速やかに正常化することを報告した.これは MCNS

増悪期での全身的な膜陰性荷電減少を示し血中での膜陰

性荷電減少因子の存在を示唆する.MCNSにおいて近年

T リγパ球培養上清の rat腎動脈注入により rat糸球

体陰性荷電減少と同時に尿蛋白の排浩が見られることが

報告され MCNSではT リンパ球由来のリンフォカイ

ンが血管透過性因子(VPわであるとの見解以，19)が有力

視されている.

今回の ANratにおける ANがこの T リンパ球由来

のリンブォカインと同様の機序で糸球体や血小板の膜陰

性荷電減少を起したかどうか定かではない.しかし AN

ratでの血小板膜陰性荷電減少が MCNSでの血小板機

能を検索する上で有効な指標になり得ると恩われた.

金士 En 
，円耳 目ロ

Ratアミノヌクレオシド腎症(AN)の膜陰性荷電の変

化を糸球体上皮細胞， GBMとともに血小板膜について

検討した.

1. AN ratでの糸球体陰性荷電減少は上皮細胞表面か

らGBMの内~外透明層へと拡大し，その程度は尿中蛋

白量と平行していた.

2. A1cian-blue結合能にて測定した血小板膜陰性荷電

はANratにおいて明らかに減少し糸球体陰性荷電減少

と平行していた. しかし血小板形態に異常はなかった.

3. AN腎症での ANによる血小板膜陰性荷電減少は

腎局所のみならず全身的なものであり MCNSでの血小

板機能を検索する上で有効な指標になり得ると思われた.
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