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研究成果の概要（和文）：糸球体疾患には、それぞれの疾患によって特徴ある係蹄基底膜障害や係蹄上皮細胞障
害が認められた。それらはIV型コラーゲンのα5鎖とα2鎖の免疫染色によって質的に、またPAM染色、白金染
色、またはそれらの二重染色標本の低真空走査電子顕微鏡（LV-SEM）によって超微形態的に同定された。糸球体
疾患では、それぞれの疾患に特徴ある係蹄障害が進展しており、その質的および超微形態学的な評価は、糸球体
疾患の病態の把握に役立つ。

研究成果の概要（英文）：We investigated qualitatively and ultrastructurally for the injury of 
glomerular basement membrane (GBM) and podocytes in several glomerular diseases. The qualitative 
alterations of the injured GBM were assessed by immunostaining of α1,1,2 and α3,4,5 of type IV 
collagen. The ultrastructural alterations of the injured GBM and podocytes were evaluated by the 
low-vacuum scanning electron microscope (LV-SEM) for light microscopic specimens with PAM, 
platinum-blue, or both staining. In the experimental and clinical glomerular diseases with 
hematuria, proteinuria, and/or renal dysfunctions, specific GBM and/or podocyte alterations were 
recognized qualitatively by immunostaining for α-chains of type IV collagen and ultrastructurally 
by LV-SEM. In the glomerular diseases, the specific GBM and/or podocyte alterations developed, and 
the qualitative and ultrastructural evaluation of these injury was useful for understanding the 
pathological condition of glomerular diseases.

研究分野： 腎臓病理学
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微鏡　糸球体係蹄　腎生検病理診断
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低真空走査電顕(LV-SEM)は通常の透過型電子顕微鏡 (透過電顕)とは異なり、光学顕微鏡用の標本をそのまま高
倍率の電顕的な観察が可能になるため、簡単な処置で短時間に広範囲に電顕的観察が可能である。LV-SEMの日常
腎生検病理診断への応用の至適条件を設定した。また、糸球体係蹄基底膜障害における質的変化はIV型コラーゲ
ンα鎖の蛍光抗体法の観察で、また障害係蹄基底膜の超微形態学的変化は LV-SEMにより広範囲に観察が可能で
あることを明らかにした。それぞれの糸球体疾患には特有の係蹄基底膜障害が進展しており、それらを明らかに
することは、疾患の病態の評価に役立つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
糸球体腎炎をはじめとする糸球体疾患では蛋白尿、血尿や腎機能障害が出現する。これらには糸
球体を構成する毛細血管網の糸球体係蹄の障害が関連していると考えられるが、糸球体係蹄障
害の質的な変化や超微形態学的な変化は明らかにされていない。低真空走査電子顕微鏡(low-
vacuum Scanning Electron Microscope: LV-SEM)は通常の透過型電子顕微鏡 (透過電顕)とは異
なり、光学顕微鏡用の標本を用いて高倍率の電顕的な観察が可能である。簡単な標本の処置で短
時間に広範囲に電顕的観察が可能であり、日常の腎生検病理診断への LV-SEM の応用も始まって
いる。 
 
 
２．研究の目的 
 
糸球体疾患の進展には糸球体基底膜障害が関与していると考えられるが、その質的・超微形態学
的特徴は明らかにされていない。また、係蹄基底膜障害を評価する尿中バイオマーカーも明らか
ではない。本研究は、(1)糸球体疾患の係蹄基底膜障害を IV 型コラーゲンのα鎖の変化により質
的に障害の特徴を明らかにする。(2)糸球体疾患の係蹄基底膜障害を透過電顕および LV-SEM に
より超微形態的特徴を明らかにする。(3)それらの係蹄障害、係蹄基底膜障害の質的・超微形態
学的特徴と臨床症候との関連を検討する。また (4)糸球体疾患の動物実験モデルを作成し、尿中
の IV 型コラーゲンのα3,α4,α5 鎖や他の糸球体係蹄障害と相関する蛋白を明らかにし、係蹄
基底膜障害に関連する尿中の新規バイオマーカーの開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)係蹄基底膜障害の IV型コラーゲンのα鎖の免疫染色による観察。 
① IV 型コラーゲンのα鎖の糸球体での分布を確認する。実験コントロール動物およびヒト腎臓
健常部の糸球体を用いて、IV 型コラーゲンのα1-α6鎖の腎臓での分布を観察し、安定した染色
性を確認する。 
② ヒト腎疾患での糸球体係蹄の IV 型コラーゲンのα鎖の染色態度を確認する。(a)血尿を認め
る IgA 腎症や菲薄基底膜病、血尿を認めながら急速進行性の腎機能障害を呈する抗好中球細胞
質抗体（ANCA）関連血管炎や抗糸球体基底膜病（抗 GBM 病）、(b)高度蛋白尿やネフローゼ症候群
を呈する膜性腎症や V 型膜性ループス腎炎の subepithelial deposit を認める一次性および二
次性膜性腎症、(c)係蹄基底膜の二重化を呈する subendothelial deposit による膜性増殖性糸
球体腎炎（MPGN）やびまん性 IV 型ループス腎炎や、骨髄移植後の係蹄内皮細胞障害による血栓
性微小血管症（TMA)、(d)ネフローゼ症候群を呈する微小変化型ネフローゼ症候群（MCNS）や巣
状分節性糸球体硬化症（FSGS）の IV型コラーゲンのα鎖の染色態度を確認する。 
③ 実験的腎疾患モデル動物の腎臓での糸球体係蹄の IV 型コラーゲンのα鎖の染色態度を確認
する。WKY ラットの anti-GBM GM モデル、Wistar ラット Thy-1 腎炎モデル、MPO 免疫 ANCA 関連
腎炎モデル、lpr/lpr マウス SLE モデル、SDラットにラット腎近位尿細管刷子縁抗原(FxlA)を投
与する active Heymann 腎炎モデルの IV型コラーゲンのα鎖の染色態度を確認する。 
 
(2) 糸球体疾患の係蹄基底膜障害を透過電顕および低真空走査電子顕微鏡 (LV-SEM)により超微
形態的特徴を明らかにする。 
① 係蹄基底膜障害の LV-SEM 観察のための標本の至適条件を設定する。正常コントロールなら
びに係蹄基底膜の超微形態変化の強いラット active Heymann 腎炎モデルの腎臓を用いて、LV-
SEM による係蹄基底膜障害や係蹄の形態変化の観察のための標本の至適条件を設定する。 
② ヒト腎疾患での糸球体係蹄の超微形態変化を透過電顕および LV-SEM を用いて確認する。IV
型コラーゲンのα鎖を観察した (a)IgA 腎症や菲薄基底膜病、ANCA 関連血管炎や抗 GBM 病、(b)
膜性腎症や V 型膜性ループス腎炎の一次性および二次性膜性腎症、(c)係蹄基底膜の二重化を呈
する MPGN や IV 型ループス腎炎、TMA、(d)MCNS や FSGS の糸球体係蹄の超微形態変化を透過電顕
および LV-SEM を用いて確認する。 
③ 実験的腎疾患モデル動物腎臓での糸球体係蹄の超微形態的特徴を透過電顕および LV-SEM を
用いて確認する。抗 GBM 病モデル、Thy-1 腎炎モデル、ANCA 関連腎炎モデル、lpr/lpr マウス SLE
モデル、active Heymann 腎炎モデルの腎臓を用いて、糸球体係蹄の超微形態的特徴を透過電顕
および LV-SEM を用いて確認する。 
 
3)それらの係蹄障害、係蹄基底膜障害の質的、超微形態学的特徴と臨床症候との関連を検討する。 
 
4)実験モデル動物の尿中の IV 型コラーゲンのα3,α4,α5 鎖を ELISA で定量的に解析し、増減
する尿中蛋白について質量分析（LV-MS/MS）を用いて検討し、係蹄基底膜障害に関する尿中の新
規バイオマーカーの開発を目指す。 
 



 
４．研究成果 
 
(1)正常係蹄基底膜の IV 型コラーゲンのα鎖の免疫染
色による観察。IV 型コラーゲンのα鎖の糸球体での分
布は、すでに報告されている様に IV 型コラーゲンのα
1,1,2(IV)鎖は全ての基底膜 (尿細管基底膜、ボウマン
嚢基底膜、血管基底膜、メサンギウム基質)が陽性で、
α3,4,5(IV)鎖は 係蹄基底膜に限局して陽性、一部の遠
位尿細管基底膜にも陽性、α5,5,6(IV)鎖はボウマン嚢
基底膜の一部と尿細管基底膜の一部の陽性を確認した。
免疫染色の結果は、既存の結果と同様で、IV 型コラー
ゲンの免疫染色は安定しており、係蹄基底膜の評価に適
していると判断した。 
 
(2) 正常コントロール腎臓の係蹄基底膜の IV 型コラーゲンのα2鎖とα5鎖の染色態度、係蹄
基底膜の透過電顕および LV-SEM による観察。 
正常糸球体の IV 型コラーゲ
ンのα2 鎖とα5 鎖の二重免
疫染色では、係蹄基底膜には
α5(IV)が分布し、メサンギウ
ム基質にはα2(IV)が分布し
ている。透過電顕は二次元的
な観察で、観察範囲が限られ
ているが、係蹄基底膜の内透
明層、緻密層、外透明層の 3層
など詳細の確認が可能であ
る。LV-SEM は蛍光抗体法用凍
結標本やパラフィン包埋光顕
用標本を用いて、広範囲に 3次元的に観察が可能であることを確認した。 
 
(3) LV-SEM を用いた糸球体係蹄観察のための標本の至適条件を設定。正常ラット、active 
Heymann 腎炎ラット、臨床腎生検検体を用いて検討した。① 腎標本 PAM 染色の LV-SEM 観察によ
る係蹄基底膜表面の 3 次元的な観察には切片の厚さが薄い場合には十分な範囲の 3 次元構造が
得られず、また切片が厚すぎると PAM 染色の染色性が不良になることから 凍結検体では 5-10
μm、ホルマリン固定光顕検体では 1.5-5μmが適していた。② 係蹄基底膜表面の超微細構造は、
従来では走査電子顕微鏡(SEM)を用い、係蹄基底膜から係蹄上皮細胞などの細胞成分を蛋白融解
操作により除去して観察していた。しかし、膜性腎症などの係蹄基底膜表面に subepithelial 
deposit が存在する疾患群では、従来の蛋白融解操作では係蹄上皮細胞は除去されるが、係蹄基
底膜上の subepithelial deposit は残存し、真の係蹄基底膜表面の観察が困難であった。腎標本
の PAM 染色後の LV-SEM 観察は、真の係蹄基底膜表面の３次元微細形態の同定が可能であった。
③ 腎標本の白金ブルー(Pt-blue)染色の LV-SEM 観察により係蹄上皮細胞の足突起嵌合をボウマ
ン嚢側より立体的に確認することが可能である。10%ホルマリン固定光顕検体よりも 2.5%グルタ
ール固定検体の方が広範囲に足突起嵌合を確認することが可能であった。また、足突起の
effacement も Pt-blue 染色もしくは PAM 染色と Pt-blue 染色の二重染色により観察することが
可能であることを確認した。④ 特異な蛋白の局在は凍結検体を用いて蛍光抗体法で観察するが、 
LV-SEM は蛍光抗体法で観察した標本を PAM 染色もしくは PAM 染色・Pt-blue 染色の二重染色を
行うことにより、直接超微形態の観察が可能である。免疫染色観察後の同一標本の LV-SEM での
観察により、従来では免疫電顕で行っていた特異蛋白の超微形態的な局在の同定が可能になる
ことが期待され、至適観察条件のさらなる検討を進める。既存の腎生検病理診断のために行われ
ている検体の LV-SEM への適応範囲が拡大され、腎生検病理診断の質の向上に貢献できる。 
 
(4) 菲薄基底膜腎症における係蹄基底膜障害と腎機能について検討。菲薄基底膜腎症は良性家
族性血尿とも呼ばれ、予後が良好な疾患として知られているが、腎機能が低下する症例も存在す
る。菲薄基底膜腎症における腎機能低下の機序を明らかにするために、腎生検で診断された菲薄
基底膜腎症 27 症例（5～64 歳）の腎生検時の臨床病理学的な検討を行った。腎生検時、全例で
血尿を、21 例で蛋白尿を認め、50歳以上の 6例で慢性腎臓病（CKD） stage G3a から G4に腎機
能は低下していた。LV-SEM では係蹄基底膜の表面はびまん性に粗造で種々の大きさの裂孔形成
が確認された。係蹄基底膜は蛍光染色で IV 型コラーゲンの α2(IV)鎖の輝度の増加を伴った
α5(IV)鎖の不規則な輝度の減少を認めた。菲薄基底膜腎症に特徴的な糸球体病理所見は、糸球
体肥大は認めないが、糸球体細胞外基質の増加を伴う狭小化した糸球体係蹄の増加で、係蹄数の
増加と総係蹄腔面積の減少に特徴付けられた。これらの病理学的所見と係蹄基底膜の超微形態



像や質の変化は若年時から確認されたが、係蹄基底膜の変化は血尿や蛋白尿の程度、腎機能の低
下と直接的な関連は明らかではなかった。菲薄基底膜腎症の腎機能の低下は、他の多くの腎疾患
と同様に動脈硬化による糸球体荒廃化や間質の線維化に関連していた。菲薄基底膜腎症は良性
家族性血尿とも言われている様に、その疾患そのものでは末期腎不全に進展することは少なく、
動脈硬化などの他の疾患と共通した腎機能悪化要因によって腎機能が低下することを明らかに
した。この結果は、小児期に発見されることの多い菲薄基底膜腎症の予後を推測する上で重要で
あると考えている。 
 
(5) 糸球体疾患における係蹄基底膜障害。 
① 血尿を特徴とするIgA腎症の糸球
体基底膜障害では、IV 型コラーゲン
α5鎖は減弱しα2鎖が増強する糸球
体基底膜の質的な変化とLV-SEMによ
る糸球体基底膜の削り取り像や裂孔
の存在を示し、これらの方法が糸球
体基底膜障害の評価に有効であるこ
とを報告している(Clin Exp Nephrol 
2015;19:427-435)。 
② 高度蛋白尿を呈する係蹄の subepithelial deposit による膜性腎症や V型ループス腎炎、実
験的 active Heymann 腎炎では subepithelial deposit に反応して形成される spike は、IV型コ
ラーゲン α3,4,5 鎖により形成され、LV-SEM の PAM 染色では係蹄基底膜表面で deposit を包み
込むクレーター状の突起として認められた。腎標本の Pt-blue や PAM・Pt-blue の二重染色の LV-
SEM による観察では係蹄上皮細胞の足突起の effacement も認められた。 
③ 骨髄移植後の係蹄内皮細胞障害による血栓性微小血管症（TMA）や、係蹄の subendothelial 
deposit を伴う MPGN や IV 型ループス腎炎よる係蹄基底膜の二重化は α3,4,5(IV)鎖からなる外
側の係蹄基底膜のと α1,1,2(IV)鎖により形成される内側の係蹄毛細血管周囲の係蹄基底膜が
確認され、LV-SEM の PAM 染色では係蹄基底膜の二重化が認められた。 
④ 糸球体の mesangial deposit によるメサンギウム増殖性病変は α1,1,2(IV)鎖の増加と LV-
SEM の PAM 染色による不規則な mesangial meshwork の増加が確認された。 
⑤ 係蹄障害による壊死性半月体形成性病変は、ANCA 関連血管炎や抗 GBM 病で、係蹄基底膜の不
規則な菲薄化や断裂、α3,4,5(IV)鎖の不規則な減弱や連続性の破綻、LV-SEM による糸球体基底
膜の不規則な削り取り像や途絶が認められた。 
⑥ MCNS や FSGS では係蹄基底膜のα3,4,5(IV)鎖の染色性は保たれているものの、LV-SEM によ
る Pt-blue や PAM・Pt-blue の二重染色の観察では係蹄上皮細胞の足突起の effacement が確認
された。 
 
(6) まとめと今後の課題。多くの糸球体疾患では、それぞれ疾患や病因により特有な糸球体係蹄
障害が進展しており、その障害は IV 型コラーゲン α 鎖により質的に、LV-SEM により超微形態
的に同定することが可能であることを示した。今後はそれぞれの腎疾患の係蹄基底膜障害の程
度と臨床所見との関連をより明確にし、日常の腎生検病理診断において係蹄基底膜の質的・超微
形態学的変化の観察の重要性を示すために検討を継続する。また、本研究の目的でもった係蹄基
底膜障害に関する尿中の新規バイオマーカーの開発について、それぞれ動物実験モデルで蓄尿
による尿検体は集積できており、尿中 ELISA による IV 型コラーゲンのα鎖の測定や質量分析
（LV-MS/MS）による蛋白の網羅的解析を行い IV 型コラーゲン α鎖の免疫染色や LV-SEM による
係蹄基底膜障害の程度と比較検討し、係蹄基底膜障害を示すバイオマーカーの開発を進める。 
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