
緒 言

糸球体腎炎の形態学的所見としての半月体の記載は

余年前の の報告 に溯る。以来長い間 半月体

構成細胞は増殖したボーマン囊上皮細胞のみであると考え

られてきた。この事実は主として従来の光顕的 電顕的観

察結果に基づいたものである。しかし ら は綿

密な電顕的観察結果から半月体内にマクロファージ( φ)

が少なからず含まれる可能性を示した。その後

ら をはじめ多くの研究者達による免疫組織学的検討によ

り 細胞性半月体の主たる構成細胞が φである可能性

が支持されている。半月体細胞はアポトーシスにより治癒

する可能性も示唆されているが 多くの場合 活性化

φが主役となり種々のサイトカイン遊離 接着分子の

発現を介して病変は進展する 。すなわち 半月体は経過

とともに細胞成分は減少し 細胞外基質( )に置き換

えられていくが この 産生についても

-β( -β)を介した φの役割が指摘され
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ている 。また このほかにも進行期では 間質よりボー

マン囊内へ浸潤した線維芽細胞も線維化に関与する 。

一方 上皮細胞もまた を産生することが知られてい

る が 半月体の形成過程における意義は明らかでな

い。

今回 筆者は加速型抗糸球体基底膜( )抗体腎炎の

半月体形成に関して定量的な形態学的観察を行うととも

に 半月体の構成細胞および半月体の 産生における

接着分子α の役割について免疫学的マーカーを

用いて検討した。

実験材料と方法

実験動物

体重約 の雄性 ラット(＝ )(

神奈川) ヒツジを使用した。

腎炎の作成

)抗ラット 抗体 の作成

らの方法 に従い精製した。すなわち

法により得た糸球体を超音波処理により を分離し

その を生理食塩水中に浮遊させ 完全

( 東京)とともに ヒツジ皮内に 週間毎

に計 回免疫し 抗ラット 血清を得た。得られた抗

血清より硫安沈殿法にてグロブリン分画を得 /

- ( )( )で透析したのち

に - - (

)を用いて 分画を分離精製した。

)加速型抗 抗体腎炎の作成

体重約 の雄性 ラット(＝ )に正常ヒツジ

( )の生理食塩水溶液( / )

を作成し これと等量の 完全 を加え懸

濁液を作成し その をラット足蹠に前免疫した。

日後にヒツジ抗ラット- 分画 / を

尾静脈より静注した。また 対照群として同様に正常ヒツ

ジ で前免疫し 生理食塩水を静注した ラット

(＝ )を用いた。各群とも自由摂食・摂水下にて 代謝

ケージ中で飼育し 抗血清静注後 日

目に 時間尿を採取した。抗血清静注 日後に

各々 / の腹腔麻酔下で 腹部

大動脈より採血した。その後 °の を同部より逆

行性に灌流し 腎皮質片を得た(各群 ＝ )。

尿中・血中生化学的検査

日尿中総蛋白排泄量は 法にて測定し 週間観察

し 尿中アルブミンは

( )法にて測定した。また 屠殺時の血清クレアチニ

ンをアルカリピクリン法にて測定した。

組織学的検討

)光学顕微鏡による検討

採取した腎組織は パラホルムアルデヒド( )

で固定後 型のごとく アルコール脱水 パラフィン包埋

し パラフィン切片(μ )を作製した。脱水 脱パラ

フィン操作後 ヘマトキシリン-エオジン染色

- ( )染色および - -

( )染色 染色を行った。

)腎病変の定量的観察

半月体の状態を検討する目的で 染色標本を用い

てボーマン囊の全面積 半月体面積 半月体内細胞数をポ

イントカウンティング法 にて測定し 次いで観察糸球

体における半月体形成糸球体が占める割合(半月体出現

率) ボーマン囊内の全面積に占める半月体の割合 半月

体単位面積当たりの細胞数を計算した。次いで ボーマン

囊破綻の有無についても検討した。観察に当たっては ほ

ぼ赤道面で切れた糸球体を無差別に 検体当たり 個以

上選択し 倍にて写真撮影した。

)免疫組織化学的検索

腎皮質採取後 瞬時に 角に細切し

( )に包埋 液体窒素中で急速凍結し

た。 μ の凍結切片を作製し 以下の要領で間接法によ

る染色を行った。観察は蛍光顕微鏡 (オリンパス

東京) 撮影装置 (オリンパス)を用いて行った。ま

た 異なる標識抗原相互の位置関係を明らかにするため

による二重染色を行った。撮影に際し

てフィルターはそれぞれ ( )(オリンパス)

( )(オリンパス)を使用した。観察に当たって

は ほぼ赤道面で切れた糸球体を無差別に 検体当たり

個以上選択し 倍にて写真撮影した。

Ⅰ の間接法による単染色

アセトン固定後 一次抗体に家ウサギ抗ラット Ⅰ

( )を で最終倍率 倍に希釈

し一次抗体として用い 室温で 分間反応させた。二次

抗体として -ヤギ抗家ウサギ (マウス ヒツジ正

常血清で吸収済)を用い それぞれ室温で 分間反応させ

た。得られた染色標本から Ⅰ 染色強度お

よび染色範囲の経時的増減につき定性的に観察した。

α / φの間接法による二重染色

家ウサギ抗ヒトα ( )とマウスモノク

2 抗 抗体腎炎におけるα の役割



ローナル抗ラット / φ( )( )を

でそれぞれ最終倍率 倍 倍に希釈し一次抗体

として用い 室温で 分間反応させた。二次抗体として

-ヤギ抗家ウサギ ( )(マウ

ス ヒツジ正常血清で吸収済)と -ヤギ抗マウ

ス ( )(家ウサギ ヒツジ正常血清で吸収済)

を用い それぞれ室温で 分間反応させた。得られた染

色標本から 糸球体内外の 陽性細胞の増減につき

それぞれ定量的に観察するとともに α との位置

的関係も観察した。

α の間接法による二重染色

一次抗体に家ウサギ抗ヒトα とマウスモノク

ローナル抗 ( ) (新潟県立吉田病院小児

科 原 正則博士より供与)を でそれぞれ最終倍率

倍 倍に希釈し一次抗体として用い 室温で 分

間反応させた。二次抗体として -ヤギ抗家ウサギ

(マウス ヒツジ正常血清吸収済)と -ヤギ

抗マウス ( )(家ウサギ ヒツジ正常血清で

吸収済)を用い それぞれ室温で 分間反応させた。得ら

れた染色標本から 各々の染色強度および染色範囲の経時

的増減につき定性的に観察するとともに両者の位置的関係

を観察した。

α の間接法による二重染色

一次抗体に家ウサギ抗ヒトα とマウスモノク

ローナ ル 抗 ヒ ト ( - )

( )を でそれぞれ最終倍率 倍 倍に希

釈し一次抗体として用い 室温で 分間反応させた。二

次抗体として -ヤギ抗家ウサギ (マウス ヒツジ

正常血清で吸収済)と -ヒツジ抗マウス (家

ウサギ ヒツジ正常血清で吸収済)を用い それぞれ室温

で 分間反応させた。得られた染色標本から 前述の方

法と同様に観察した

統計処理

測定値は平均± で表示した。また 群間差は

- の検定を用い 群間差は - の

検定を用いた。 群間差は危険率 以下を有意差ありと

し 群間差は を補正し危険率 以下を有意差あ

りとした。

結 果

)尿中蛋白排泄量( )

尿蛋白は抗血清静注後 日目より増加し かつ 日目よ

り対照群に比し有意に増加した(＜ )。以後漸増し

日目には ± /日となり 日目まで持続した。

また 尿中アルブミンは抗血清静注後 日目より増加し

日目以降対照群に比し有意に増加した(＜ )。以後

漸増し 日目まで ± /日となり 日目まで

持続した。なお 生理的食塩水を静注した対照群では 尿

蛋白 尿中アルブミンの経時的な変化はみられなかった。

)血液生化学的所見( )

血清クレアチニン濃度は実験群の各時期( 日

/

All data are shown as mean±SE p＜0.05vs control
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目)にて ± / ± / ±

/ にあり 対照群の ± / ±

/ ± / に比し有意に上昇していた(＜

)。

)組織学的所見

光学顕微鏡による形態学的所見

糸球体面積は各時期において 対照群に比し有意に大き

く(＜ ) 実験群間の検討でも 日目 日目では

日目と比べ有意に増加していた(＜ )( )。

また 腎炎発症後 日目には半月体が観察され 半月体

陽性糸球体の出現率は 日目では各々 ±

± で有意差はみられなかったが 日目では

± となり 日目と比べ有意に増加した(＜

)( )。

また 半月体細胞数 半月体面積ともに 日目と比

べ有意に増加した(＜ )。しかし 半月体単位面積

当たりの細胞数(＝半月体細胞数/半月体面積)としては経

時的に有意な増減はみられなかった( )。

染色による観察では 日目において半月体内に

陽性物質はほとんど認められなかったが 日

目では 陽性物質は増加した( )。

染色では 日目より糸球体硬化部位および半月

体に 陽性物質が認められ 日目となるに従

い 染色強度および染色範囲の増加がみられた( )。

観察糸球体におけるボーマン囊破綻の出現率は 日目

では ± 日目で ± 日目で

± であり 28日目ではボーマン囊破綻は 日

目に比し有意に増加した(＜ )。また 対照群では

どの時期にもボーマン囊破綻はみられなかった( )。

免疫組織学的検討

① Ⅰ の沈着

対照群においては 糸球体内に Ⅰ 陽性部

位は全く認められなかった。

実験群においては 日目より メサンギウム領域に

Ⅰ 陽性部位が出現した。 日目には係蹄外

にわずかに出現し 日目には半月体中にも著明になっ

た。しかし メサンギウム領域の Ⅰ 陽性部

位では蛍光強度はむしろ減弱した。糸球体全体では

Ⅰ 陽性部位は定性的観察では経時的に増加を示

した( )。

②α と 陽性細胞の二重染色

対照群においては 観察期間中糸球体係蹄壁に沿って

α が線状パターンを示し 陽性細胞は認め

られなかった( )。

実験群 日目において 陽性細胞は半月体内に出現

し α も半月体内に出現したが 観察期間中両者

が隣接する像は認められなかった( )。 日

目においては 日目に比し半月体内 陽性細胞は

増加傾向をみたが有意な差はみられなかった(＝

)。また係蹄内 陽性細胞の変化も有意差を示さ

なかった(＝ )( )。

Day7

Experimental Control
 

Day14

Experimental Control
 

Day28

Experimental Control
 

Serum creatinine(mg/dl) 1.27±0.07 0.46±0.02 1.14±0.17 0.50±0.00 1.32±0.09 0.55±0.03

Glomerular area(μm) 1,515±39 1,010±29 1,628±106 957±42 1,897±47 1,085±20

Frequency of glomeruli with
 

crescent(%)
48.1±6.5 49.4±15.7 89.9±2.7

Crescent area(μm) 199±37 141±50 452±38

Crescent/Glomerulus(%) 12.5±2.5 8.29±3.00 24.7±2.0

Cellularity of crescent 4.42±0.93 4.50±1.86 10.8±1.8

Cellularity of crescent/Crescent
 

area(μm )
0.03±0.00 0.03±0.00 0.03±0.00

Frequency of glomeruli with ruptur-
ed Bowman’s capsule(%)

0.69±0.69 7.78±2.22 27.8±3.0

Endocapillary(E) 24.1±10.1 49.4±11.2 22.2±4.7
Number of ED
positive cells

⎧
｜
⎨
｜
⎩

Intracrescent(I) 19.8±1.6 30.3±0.9 57.4±15.8

E/I ratio 1.17±0.40 2.37±0.88 0.46±0.06

All data are shown as mean±SE.p＜0.05vs control,：p＜0.0167vs day7,：p＜0.0167vs day14,

：p＝0.0768vs day14,：p＝0.0495vs day7,：p＝0.0339vs day14,：p＝0.0495vsⅠ
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(×400)

A：Day7,B：Day14,C：Day28

(×400)

A：Day7,B：Day14,C：Day28,D：Control
 

Note over time increase of crescent formation.
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③α と 陽性細胞の二重染色

対照群においては 観察期間中糸球体係蹄に沿ってα

とも線状パターンに陽性となり

ボーマン囊周囲はα のみ線状パターンに発現し

た( )。

実験群 日目においては 半月体内ではα の

みが線状パターンに陽性を示した。一方 糸球体係蹄壁に

おいては α ともに線状パターン

に陽性を示した( )。また 日目においても

同様の所見であった( )。

④α と の二重染色

対照群においては 糸球体内に 陽性部位はメサン

ギウム領域を中心に に陽性となり 一部糸球

体係蹄 ボーマン囊壁にも線状に陽性部位がみられた。

実験群においては 日目より 半月体に 陽性部位

が出現し 日目では陽性輝度およびその範囲の増

加がみられた( )。

に 日目のα と の二重蛍光染色

( )の高倍率写真を示す。半月体に な

陽性部位を認め それに接してα 陽性細胞

を認め 両者の隣接した位置関係が示唆された(

)。

考 察

半月体は その形態より次の つに大別される。すなわ

ち ) の沈着をほとんど伴わない 層以上の細胞

からなる細胞性半月体 )細胞増加とともに種々の程度

に の沈着を認める線維細胞性半月体 ) の

沈着が著明で細胞は極めて少ない線維性半月体 であ

る 。半月体は腎炎の経過中 )から )への進行がみら

れるが 一部はアポトーシスによって治癒するともいわれ

ている 。また 形成された半月体は周囲の糸球体係蹄を

巻き込んで糸球体は荒廃に至る。この意味において 半月

体における の沈着は重要である。

本実験では 糸球体は経過とともに増大し 半月体出現

率および糸球体に占める半月体面積も増加した。これとと

もに半月体内細胞数も増加したが 半月体の単位面積当た

りの細胞数には変化がなかった。これは半月体内の

陽性線維あるいは Ⅰ な

(×400)

A：Day7,B：Day14,C：Day28

Note intracrescentic type collagen increasing over time.
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α

FITC-labeled(green)and Rhodamine-labeled

(red)molecules representαintegrin and cFn,

respectively.

A：Day7,B：Day14,C：Day28×400,D：

Crescent of B magnified to×1,000

Note staining with yellowish color,indicating
 

apposition of the two molecules.

α

FITC-labeled(green)and Rhodamine-labeled

(red)molecules representα integrin and
 

podocalyxin,respectively.(×400)

A：Day7,B：Day14,C：Day28,D：Control
 

Note yellowish staining in capillary wall.Also
 

note no staining of podocalyxin within the
 

crescent.

α

φ

FITC-labeled(green)and Rhodamine-labeled

(red)molecules representα integrin and
 

Mφ,respectively.(×400)

A：Day7,B：Day14,C：Day28,D：Control
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どの が増加したためと思われる。したがって 実験

日目においてはいわゆる線維細胞性/線維性の段階に

あったと思われる。

従来 半月体構成細胞はボーマン囊上皮細胞であるとい

われてきた。しかし 前述のごとく ら は綿密な

電顕的観察結果から半月体内に φが少なからず含まれ

る可能性を示し その後 ら をはじめとする多く

の研究者達による免疫学的検討により 細胞性半月体の主

たる構成細胞が φである可能性が支持されている。筆

者のα と 陽性細胞の染色において 半月体

内において両者がみられたことから 本実験モデルでは

α 陽性細胞と φの両方が構成細胞として存在

すると考えられた。また 筆者のα と

の染色では α が半月体中に陽性を示し

たが 経過中 が陰性であった。このことか

ら 半月体内のα 陽性細胞はボーマン囊上皮由

来の細胞の可能性が高い。しかし 半月体中の構成細胞に

ついて φの形質転換による上皮様細胞であるとするグ

ループもあり また は通常では増殖しないと

いわれているが φ様細胞へ形質転換する可能性も示

唆されている 。さらに 一部病的状態では足突起細胞は

形質転換を起こし この際 の発現は消失する

と報告されており これらの可能性を考慮するとα

陽性細胞がボーマン囊上皮由来であるとは断言で

きない。

半月体内の φの侵入経路については糸球体係蹄

ボーマン囊断裂の両方が考えられている 。また ボー

マン囊の尿腔内で増殖する可能性も考えられる 。しか

し 本実験ではボーマン囊破綻は 日目に有意にみられ

たが 半月体中の 陽性細胞の経時的な増加は有意で

はなかった。

また 半月体形成の際 ボーマン囊上皮は

-( -)

-( -)などを発現し φの -や -

との により炎症は進展すると考えられる。事

実 抗 -抗体や抗 -抗体の投与による半月

体形成の抑制も報告されている 。筆者のα と

陽性細胞の二重染色では 両者に隣接関係はみられ

ず α 陽性細胞(おそらくはボーマン囊上皮由来

細胞)と φとの間の の可能性は得られなかっ

た。おそらくは諸家が報告しているように 半月体細胞と

φとの には - -が接着因子

として働いていると思われる 。

活性化 φは 周知のごとく炎症の場において数多く

のサイトカインその他の炎症メディエーターを遊離する

が これらは / 的に影響し合い 炎症

のネットワークを形成し増殖する。その結果として炎症の

場には究極的に の沈着が起こる 。好中球も同様に

炎症の効果細胞として重要な役割を果たすが 抗 抗

体腎炎ではその浸潤はごく初期のみであるといわれてい

る 。一方 今回は検討しなかったが 半月体形成には

係蹄外ボーマン腔へのフィブリンの漏出が重要視されてい

る。事実 抗凝固薬投与により半月体形成を抑制できたと

いう報告もある 。ボーマン腔内への血漿成分の漏出に

は の破綻を必要とするが この際 φ自体も

活性を有しており その他血小板も炎症反応

における効果細胞として作用するものと考えられる 。

φはもちろん -βを介して を代表と

する の産生にも寄与する 。筆者はこのことを φ

と 両者の二重蛍光抗体法で試みようとしたが 標識

色素 二次抗体の適切な組み合わせができず実施が不可能

であった。 は肝で生成され血漿中に遊離された

ものと 局所細胞由来のもの( )がある。糸球体では

はメサンギウム領域に主として認められるが 上皮細

胞もこの の産生にかかわっているという報告もあ

る 。また は代謝が速く 血漿由来であ

れ細胞由来であれ その断片は線維芽細胞の

になりうるという 。本実験では経過とともに

ボーマン囊破綻と Ⅰ が増加した。筆者の二

重蛍光抗体法による検討においてα と が隣

接してみられたことは 半月体内のα 陽性細胞

(おそらくはボーマン囊上皮由来細胞)も の産

生に寄与していることを示唆する。また はα β

のリガンドであるため 両者の接着によりサイト

カインその他の炎症刺激を細胞内へ伝達し 更なる炎症反

応の進行および半月体の基質化に寄与していることも考え

られる 。

結 語

)加速型抗 抗体腎炎において は

すべての半月体で経過中陰性であったことより 半月体内

のα 陽性細胞はボーマン囊上皮由来である可能

性が示唆された。

)半月体内においてα 陽性細胞と 陽性

細胞の両者がみられたことから 本実験モデルでは ボー

8 抗 抗体腎炎におけるα の役割



マン囊上皮由来細胞と φの両方が構成細胞として存在

すると考えられた。

)半月体内において は陽性で 半月体中の構成

細胞は を産生することが示唆され またα

と の隣接が認められたことから ボーマン囊上皮由

来細胞もこの 産生に関与していることが示唆された。
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