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研究成果の概要(和文)：	 胎生期に異常な胎内環境に曝されると、胎児は形質変化をプログラ
ムする。	 我々は、日本ウズラで胎生期の栄養障害が、成熟後の糸球体硬化の原因となるか検討
した。栄養低下のウズラでは、孵化時の体重や孵化率が低下し腎糸球体が小さく、成熟後の糸
球体数が低かった。	 さらにメサンギウムが拡大し、糸球体構築の異常と糸球体硬化症への移行
をしめした。生後血漿グルココルチコイドが高く、糸球体の細胞死が高かった。我々は、低出
生体重児と小児腎疾患の相関を1993～2009年に腎生検を行った207例を用い検討した。小児で腎
糸球体硬化症と診断された症例の33％が低出生体重児であり、硬化糸球体数は正常出生体重児
の腎糸球体硬化症より多く、糸球体上皮細胞数の高度の減少が見られた。動物実験の結果は臨
床所見を支持する。	 	 
 
研究成果の概要(英文)： In advanced countries, the number of low birth weight (LBW) babies 
increased.  Moreover, adverse events during development increase vulnerability to 
cardiovascular and renal disease in later life.  To determine whether reduced nutrition during 
development leads to focal segmental glomeruloscleorsis (FSGS), we conducted translational 
research from an avian model to children diagnosed by renal biopsies. Japanese quail in which 
5-10% egg white was withdrawn (EwW) before incubation had lower BW than controls.  EwW 
birds also had a reduced hatching rate and smaller glomeruli. Furthermore, plasma 
glucocorticoid levels and glomerular apoptosis were higher in perinatal EwW quail, leading to 
the decrease in number of glomeruli in adult. In glomerular podocytes from mature EwW quail, 
intercellular adhesion molecules and slit diaphragms were well maintained, whereas capillary 
loops showed focal ballooning; laminin-positive substance was accumulated in the mesangium. 
Thirty-three percent (33%) of children diagnosed by renal biopsies (n = 206) conducted at 
Niigata University since 1990 as having FSGS (n = 15) had LBW. The LBW-FSGS children 
showed glomeruli with sclerotic lesions significantly more than normal BW-FSGS children, and 
the number of podocytes was lower. Damaged or incompletely mature mesangium provides 
reduced architectural support and may trigger the nephrosclerosis. The results from the animal 
experiments agree with the clinical observations.  LBW may be deemed a risk factor for FSGS. 
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１．研究開始当初の背景  
本プロジェクトは動物モデルによる基礎実
験と臨床所見や治療を結びつけるトランス
レーショナル	 リサーチ	 である。母体の栄
養障害(特に低蛋白摂取)、ストレス、感染症、
アルコール中毒、低酸素状態などにより、胎
児が胎生期に異常環境に遭遇すると、出産時
の体重が低く、また高血圧や心血管障害、イ
ンシュリン抵抗性(Ⅱ型糖尿病)など、メタボ
リックシンドロームの発生率が小児期／成
長後に高くなることが、臨床的にまた実験的
に知られている。胎児はその環境に適応・適
合して代謝・内分泌・生理機能などを異常に
プログラムし、上記の疾患の感受性が高くな
ると考えられるが、その機序解明や対策は不
備な点が多い。また、異常な胎内環境と腎疾
患の関係は検討が少ない。近年、先進国にお
ける低出生体重(2500g以下)の発生頻度が上
昇しており、日本では 6.3%(1990 年 )が
9.7%(2007年)に増加している(人口動態統
計)。更に世界的に巣状糸球体硬化症(FSGS)
が増加傾向にあるが、	 FSGS	 の成因やバイオ
マーカーは不明である。	 
西村(研究代表者)らは、日本ウズラの卵か
ら卵白の一部を除去し、胎生期の栄養障害を
起こしたウズラでは、孵化時の体重が低く、
孵化率も低下することを観測した。また、成
長後、腎ネフロン数が少なく体液調整が不備
で、尿管の水を輸送する水チャンネルの発現
に異常を認めた。	 トリのエンブリオは哺乳
類と異なり、母体の栄養状態やホルモンの影
響を受けずに実験でき、環境の調節が容易で
あるという利点がある。本研究では、ウズラ
卵モデルを用いて胎生期の低栄養に起因す
る腎、糖代謝疾患の機序を臓器、細胞、分子
レベルで解析した。更に新潟大学医歯学総合
病院小児科で集積中の低出生体重児と小児
腎疾患(特に巣状糸球体硬focalsegmental	 
glomerulosclerosis,FSGS)及び、インスリン
抵抗性などの糖代謝疾患の相関にトランス
レートする事を目的とした。トリの腎はヘン
レーのループのない爬虫類型ネフロンとル
ープを持つ哺乳類型ネフロンで構成されて
いるが、後者は構造、機能とも生後間もない
ラットの腎ネフロンに類似する。	 糸球体数
減少の機序、podocyteのスリット膜や基底膜
の障害、細胞間接着分子の変化を細胞、分子
レベルで研究することは、環境の変化に対応
するエンブリオのプログラミングが糸球体
障害に関与しているか考える指標となる。	 
 
２．研究の目的  
発育途上の環境の異常が、成熟後の腎形態、
機能や代謝状態をプログラムし、病変に移行
するか実験モデルを用いて検討し、臨床問題
にトランスレートすることを目的とした。さ
らに先進国で増加している低出生体重を
FSGSのリスクファクターとして予見や予防
の指針として役立てるかを検討し、とくにフ
ィータルプログラミングの結果を見やすい
小児に焦点を当てていく事を目的とした。	 

基礎研究：ウズラを用い、栄養低下により発
育障害を起こした腎の形態および機能的特
徴を時間を追って解析する。“Perinatal”に
おける栄養低下が糸球体ポドサイトスリッ
ト膜の発育不備と糸球体数減少を起こし、残
存した糸球体の糸球体濾過過剰と糸球体内
圧上昇、またそれにともなうメサンギウムの
細胞増殖、繊維化を喚起し、糸球体硬化症に
発展するか検討する。また、栄養障害に反応
してグルココルチコイド分泌が増加し糖代
謝の異常をプログラムするか、さらに胎生期
の栄養低下が細胞間接合分子の遺伝子発現
や蛋白質表現に異常を起こすか、糸球体細胞
のアポプトーシスが増加するか検討する。	 
臨床研究：	 近年、先進国における低出生体
重(2500g以下)の発生頻度が上昇しており、
日本では6.3%(1990年)が9.7%(2007年)に増
加した。新潟大学医学部小児科腎部門で、
1993-2009に行われた腎生検症例のうち出生
体重の把握できた206例について検討を行な
う。FSGSや微少変化型ネフローゼ症候群など
の症例で低出生体重児の占める割合を検討
する。腎生検症例の組織像を解析し、糸球体
数や径、糸球体固有細胞(上皮細胞，内皮細
胞、メサンギウム細胞)の増減を検討する。
ウズラモデルの腎所見と比較し、モデルとし
ての妥当性を吟味するとともに、FSGSの発症
機序を解明する。さらに新潟市医師会の協力
を経て、学校腎臓検診の既往歴調査に対象児
童の出生時体重、在胎週数を加え検討する。 
 
３．研究の方法  
(1)動物モデル：日本ウズラ、 Coturnix	 
japonica,	 海老原雌雄鑑別型ブラウン
strain,	 海老原農場(埼玉)を用いた。	 
(2)実験プロトコル:対照群は正常の受精卵
から孵化したウズラを用いた。実験群は夫々
5－8％、8－9％、10％の卵白を、インキュベー
ション開始前に無菌的に除去(Egg-white	 
Withdrawal,	 EwW)した受精卵から孵化したウ
ズラを用いた。胎生期10日(E10),	 15日(E15),	 
生後2－3日、5、10、20、60週令のウズラで血
液と腎の標本を採取し、体重を計測した。	 	 	 
(3)血液と組織学的検査(光顕、電顕検
査	 )：血漿浸透圧、電解質測定、	 糖代謝：(血
糖値、血中インスリン、グルココルチコイド)
を測定した。	 糸球体構造、数、サイズ、分
布を測定／観察した。ポドサイトの減少、メ
サンギウム	 細胞の増殖、細胞外基質増加と
繊維に留意した。	 	 
(4)組織化学的検査：アポトーシス(Tunel法、
DNAの破片を測る)を測定した。免疫蛍光染色
を用い	 細胞間接合分子を二重蛍光抗体法で
測定した。染色蛍光のシグナルを解析、定量
化した(Ｋｅｙｅｎｃｅ	 Ａｌｌ‐ｉｎ‐ｏ
ｎｅ蛍光顕微鏡)。	 
(5)臨床所見：研究成果参照	 
	 
４．研究成果	 



 

 

(1)出生時体重と発育：胎生期10日(E10)と
15日(E15)のエンブリオの体重は、卵白除去
群(実験群、EwW)は対照群(CT)より低かった
(E10,n=10:CT,1.76±0.03;EwW,1.42±0.05,	 
E15,n=10:CT,6.06±0.13;EwW,4.32±0.42)。	 
卵白除去群は孵化率が低く(5－10％),	 卵白
除去率5-8%,	 8-9%,10%に対応し	 出生時体重
が8.7%,15.2%,15.4%	 対象群より低かった	 
(図1)。	 
	 

	 
図1.	 胎生
期に栄養
障害を起
こしたウ
ズラは出
生時体重
が低い。卵
白除去率
の多い群
で著明で
ある。	 

孵化しなかった卵でもエンブリオは成長し
ており、栄養不足のため生まれなかったと考
えられる。	 孵化後、実験群と対照群に成長
度の差はなかった。	 
	 
(2)糸球体数と糸球体サイズ：正常の腎は
Nephrogenesis終了後、腎糸球体数が減少し、
一定となる。栄養低下群では腎糸球体数(と
くに皮質の)減少が著しいかった。この所見
はアポプトーシスの所見(後記)と一致する。
両群とも皮質の糸球体は髄質の糸球体より

小さく、
とくに
一部卵
白除去
群皮質
の糸球
体 は	 
対照群
より有
意に小

さかった(図2)。	 
	 
図2.	 栄養障害群は対照群に比較し糸球体が小さ
い。	 対照群では成熟に伴い深層の糸球体が大きく
なったが、栄養障害群では発育が悪かった。	 
	 
この所見は栄養低下群では腎糸球体の発育
が障害されていることを示唆する。成熟後の
腎糸球体数は皮質髄質とも、一部卵白除去群
(特に卵白除去量の多い群)は対照群より有
意に低かった(図3)。	 

	 
図 3.	 
成 熟 後
の ウ ズ
ラ 腎 糸
球体数。
栄 養 障
害 群 は
対 照 群
よ り 腎
表層、深

層とも糸球体が少なかった。	 
	 
さらに週令を重ねたウズラでは、糸球体の大
きさが特に	 栄養低下群で	 対象群より大き

い。これ
は 	 腎糸
球体数が
減少した
結果、代
償生肥大
がおきて
いること
を示唆す
る(図4)。	 
	 

	 
図4.	 20週令ウズラ腎糸球体のサイズ。週令と共に
栄養障害群は腎表層、深層とも糸球体が肥大した
（代償性）。	 
	 
(3)組織学的所見(光学顕微鏡と電顕)：胎
生期の腎(E10、E15)では、皮質表面付近に中
胚葉性の未熟な細胞を含むnephrogenic	 zone
があり、特に実験群では孵化の直前でも顕著
であった。腎の発育が遅れておりまた遅延を
補うため、nephrogenesis	 が盛んであること
を示唆する。生後5週令の対照群ウズラでは	 
糸球体のボーマン嚢、毛細血管ループも明ら
かであり、中央にメサンギウムが集まる。	 ポ
ドサイトの足突起やスリット膜も良く発達
している。卵白除去群では、糸球体が大きく、
メサンギウムに沈着物を認めた(図5)。	 
	 

	 

	 

	 

	 

	 	 

図5.	 5週令の顕微鏡組織像（本文参照） 
	 
さらに加齢とともにメサンギウムが増殖し、
PAM染色陽性の結合組織、基底膜様の物質が
増加した(図6)。メサンギウムに	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 図6.	 5週令の電顕組織像（本文参照） 
アルファー平滑筋染色やラミニン陽性	 物質
も認めた。ポドサイトの足突起やスリット膜
は比較的良く保たれているが、	 毛細血管ル
ープの融合やボーマン嚢と癒着がおきた。	 
糸球体の肥大やメサンギウムが増殖は加齢



 

 

とともに明瞭となった(図7)。	 
	 
	 
	 
	 
図7.	 20週
令ウズラ
腎糸球体
のメサン
ギウムの
しめる面
積。週令と
共に栄養

障害群は腎表層、深層ともメサンギウム領域が拡
大した。	 
	 
(4)ポドサイトの発達と機能：ポドサイトの
成熟や退化の指標としてポドサイトマーカ
ー特に発育や機能に大切なポドシンと細胞
間接着因子のN-カドヘリンを組織化学的に
観察した。蛍光法で測定した輝度は腎糸球体
の成熟とともに毛細血管ループに沿って明
かになったが、その後加齢により変化しなか
った。対照群と実験群の間に輝度の差はなか
った。	 
	 
(5)グルココルチコイド、糖代謝と電解
質：血漿グルココルチコイドはストレスで上
昇し、	 フィータルプログラミングの要因の
一つと考えられている。	 卵白の一部を除去
した実験群では、生後3－4日目の血漿グルコ

コルチコ
イドが対
照群より
高く、成
熟ととも
に低下し
た(図8)。	 
	 
	 

	 
図8.	 血漿グルココルチコイドは生後高く、週令と
ともに減少した。栄養障害群は対照群より高かっ
た。	 
トリは血中グルコースが人より高い。ウズラ
も	 対照群、	 実験群ともに250－300mg／dlを
示したが、両群に差はなかった。血漿ナトリ
ウムと浸透圧も	 対照群、	 実験群の間に差が
なかった。	 
	 
(6)アポプトーシス：DNA破片を数えるTunel
法を用い、腎糸球体細胞のアポプトーシスを
蛍光法を用い測定した。アポプトーシスは胎

生期15
日と生
後 4 日
の実験
群の腎
で有意
に高か
っ た
(図9)。	 
	 

図9.	 生後４日と2.5週令ウズラ腎糸球体のアポプ

トーシス（Tunel法）。栄養障害群は対照群よりア
ポプトーシスが高い。両群とも年令と共にアポプ
トーシスは減少した。Nephrogenesisはトリでは生
後２－３週続行する。	 
	 
これは卵白の一部除去による栄養不足で	 腎
糸球体の正常な成熟が障害されており,アポ
プトーシスが増加した結果腎糸球体数が減
少したことを示唆する。	 
	 
(7)臨床データ：新潟大学医学部小児科の腎
グループ(池住洋平、分担研究者、他)は1993
年から2009年までに腎生検で診断した206例
の小児患者で低出生体重児と腎疾患の関係
を検討した。巣状糸球体硬化症(二次性)と診
断された15例のうち5例(33％)が低出生体重
児であり、これは日本における現在の全出生
に対する低出生体重児の比率(9.6%)より明

らかに
高 い
(表1)。	 
	 
表1	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
臨床所見、検査所見を微小変化型ネフローゼ
群および正常出生体重の二次性巣状糸球体
硬化症群と比較した。3群の間に年齢、性別、
体重、身長。および血圧の差はない。	 低出
生体重児の巣状糸球体硬化症例は血清クレ
アチニンが高く、eGFRが低く、軽度の腎機能
障害を示した。病理所見で、低出生体重児の
巣状糸球体硬化症群では硬化をしめす糸球
体が	 正常出生体重の巣状糸球体硬化症群よ
り多く、また腎糸球体径は大きく、糸球体面
積当りのポドサイト数が有意に少なかった

(図10)。	 	 
	 
	 
図10.	 
腎 生 検
に よ る
組 織 所
見。	 低
出 生 体
重 腎 硬
化 症 児

は正常出生体重腎硬化症児や微小変化型ネフロー
ゼ症候群と比較し、糸球体面積が大きく糸球体毛
細管外細胞（ポドサイト）数が減少していた。	 
	 
胎生期の栄養障害の結果と考えられる低出
生体重が巣状糸球体硬化症の病因に関与す
る可能性がある。新潟市では平成21年度の学
校検尿より、調査項目に出生体重の欄を設け
た。このデーターに基づき、尿所見に異常を
示した児童における低出生体重児の割合を



 

 

調査した．一次、二次検尿、さらに	 一次精
密検査で異常を指摘された例は 206名
(0.32％)であり、無症候性血尿、蛋白尿と診
断された136名のうち低出生体重例の割合は
15.4％であった。これはその他の腎疾患を診
断された70名の低出生体重例の割合(8.6％)
より高い。此れ等の所見は動物実験の結果に
類似した。低出生体重は将来の腎疾患のリス
クファクターとなる可能性がある。日本にお
ける近年の低出生体重児の急速な増加は腎
疾患をふくむ成人病の要因であり、その病態
や発症機序を解明する事は重要である(図
11)。とくにポドサイトを含む糸球体係蹄壁
の構造の未熟性や脆弱性に起因する可能性
が高い。	 
	 
(8)展望：今回の研究では、第一に胎生期異
常環境とPerinatalプログラミングの複雑な
フェノタイプや条件などの要因を,母体と胎
児に分けることにより系統ずけた。さらに障
害の過程とその原因を明らかにすることを
試みた。第二に、基礎実験で得られたデータ
をベットサイドの研究に結びつけた。低出生
時体重がPerinatalプログラミングによる腎
障害，代謝障害の指標として用いる事が出来
れば、ＦＳＧＳ，II型糖尿病疾患，高血圧そ
の他の	 代謝疾患の早期発見・治療に役立つ。
今後、プログラミングの成因を分子レベルで
研究したい。Perinatalプログラミングの成
因の一つとして最近注目されているDNAメチ
ル化の減少は、メチル基のドーナー(メチオ
ニンなど)と葉酸を含むいくつかの栄養分の
入手可能性に依存する。“perinatal”栄養低
下が腎，代謝障害をプログラムする過程で適
切なタイミングでメチオニンと葉酸を投与
することで、腎，糖代謝障害の予防・改善の
鍵となると考える。第三に腎疾患と糖代謝異
常の共存と相乗作用に焦点をあてる。さらに
学校検診、健康診断などで応用できる指標を
使って、スクリーニングすることにより、早
期発見と疾患の予防に役立てることを目標
とする。また、将来、他の研究機関、病院な
どとも情報交換できるシステムを作り上げ
て行きたい。	 
	 

	 
	 
	 

	 
	 

図11.	 平均出生体重と低出生時体重児の年次推
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