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2. 緒言 

シクロスポリン（CsA）は移植領域、自己免疫性疾患、腎疾患治療へ広く  

用いられており、その有用性が示されてきた。一方、これらの疾患の多くは、

治癒や病状の改善を得るのに長期間を要し、CsA の長期間投与を必要とする。

このような状況下における問題の１つとして CsA による腎毒性であるシク

ロスポリン腎症（CsA-induced nephropathy: CsAN）が挙げられる 1。CsAN に

は急性 CsAN と慢性 CsAN に分けられ、慢性 CsAN は不可逆的な構造変化を伴

うため、早期の発見、介入が重要である。 

慢 性 CsAN の 糸 球 体 病 変 の 一 つ に 巣 状 分 節 性 糸 球 体 硬 化 症 （ focal 

segmental glomerulosclerosis: FSGS）があげられる 2。FSGS は最終的に末

期腎不全に至る共通の最終経路であり、糸球体上皮細胞障害により発症する

と考えられているが詳細な機序は明らかになっていない。本項ではまず、慢

性 CsAN、FSGS の現在の位置づけおよび問題点に言及し、本研究の目的につ

いて述べる。 

 

2-1 慢性 CsAN  

CsA による慢性毒性の発症機序については、これまでの報告によると、細

血管の収縮因子や拡張因子のバランスの破綻、レニンアンジオテンシン系が

亢進した結果などにより、血管の攣縮が起こり、細動脈の硝子化肥厚により、

糸球体が虚血に陥り硬化への進行がみられる。また、CsA による尿細管上皮

細胞への直接的な侵襲、炎症細胞浸潤､TGF-βなどのサイトカイン発現誘導

等の関連が指摘されているが未だに CsAN の主たる因子の解明はされていな

い 2,3。慢性 CsAN の主な病変の発現部位は動脈、尿細管、糸球体があげられ

る。動脈病変では閉塞性細動脈病変、尿細管病変では縞状間質線維化、糸球

体病変では巣状分節性硬化を認める 2,3。これまで慢性 CsAN における、動脈

病変、尿細管病変についての研究は多数なされてきたが、動物モデルを用い

た糸球体病変についての報告は極めて少ない 4,5。 

 

2-2 FSGS 

 FSGS は慢性 CsAN の糸球体病変の一つであり、慢性腎臓病の中でも特に末

期腎不全に至る可能性が高い原発性糸球体疾患である 6,7。FSGS はステロイ

ドや免疫抑制薬治療に抵抗性のネフローゼ症候群を発症し、最終的には末

期腎不全に至るなど、きわめて難治性の経過をたどる 6。FSGS の病変は多

様であり、perihilar variant、tip variant、cellular variant、
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collapsing variant 、not otherwise specified （NOS) variant という 5

つの形態学的バリアントが存在する。特に CsAN では perihilar variant と

collapsing variant がみられる 8。FSGS には原因のわかっていない一次性

（特発性）FSGS と原因の明らかな二次性（続発性）FSGS にわけられ、特発

性 FSGS では後天的に何らかの原因によって発症し、液性因子の関与が推察

されている。一方、続発性 FSGS には Podocin、WT-1 をはじめとする遺伝子

異常によって発症する遺伝性 FSGS、ウィルス感染、薬剤、膀胱尿管逆流現

象、低形成腎などのネフロンの減少による残存ネフロンの減少に伴う代償

反応への適応としておこる FSGS が知られている。また糖尿病性腎症や慢性

糸球体腎炎を含む多くの慢性腎疾患の進展過程に共通な病態と考えられる

ことから、その発症・進展機序の解明や新たな診断・治療の開発は慢性腎

臓病全般の治療対策につながりうる 6,8。 

一次性、二次性に共通して FSGS は糸球体臓側上皮細胞（podocyte: ポド

サイト）の傷害により、糸球体濾過機能の減少を伴なう進行性糸球体硬化

をきたす代表疾患である 7,9。 

 近年の研究から、FSGS においては種々の原因によって生じたポドサイト

傷害に伴う進行性の喪失が、FSGS の発症・進展を引き起こす共通の一時的

な要因であることが明らかになってきた 7,9。ポドサイト傷害から糸球体硬

化の発症、進展機序に関するいくつかの知見を以下にまとめる。まず、上

記にあげたような種々の要因によりポドサイト傷害が生じると、ポドサイ

トが糸球体基底膜（glomerular basement membrane: GBM）から剥離し、

GBM の尿腔側が露出する。引き続いて糸球体を囲むボウマン嚢を尿腔側から

覆う壁側上皮細胞（glomerular parietal epithelial cell: PEC）の GBM

側への遊走・浸潤、尿腔内へ増殖病変（半月体）の形成が FSGS 進展へとつ

ながる 10-12。以上述べた様に、FSGS の進展過程においては、その一次的要

因とされるポドサイト傷害を契機として糸球体固有細胞や炎症細胞の増殖

や遊走、癒着・接着などの事象が複合的に関与するが、その中でも近年 PEC

の動態は硬化病変形成の鍵となる因子の一つと考えられるようになった 13-

15。近年、数多くの腎疾患において、PEC はその形態、および機能を変化さ

せながら病変の形成に深く関わっていることが示唆されるようになった
13。PEC は尿腔を挟んで、ポドサイトに対向して存在し、ボウマン嚢を裏打

ちしている糸球体を構成する上皮細胞の一つである。正常糸球体において

は、極めて扁平な細胞群であり、小さな核と扁平な細胞質を有する上皮細

胞である 16。一方、前述のような腎疾患に関与する PEC の状態を「PEC の活
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性化」と称し、近年活性化 PEC の病変形成の関与の解明が試みられている
13-15。 

 

2-3 PEC の活性化 

 活性化した PEC は形態学的には、核は腫大・円形化し、細胞質は膨化

し、全体的に球状の形態を示すようになる。また機能的には細胞増殖能

や、遊走能を獲得し、半月体形成や癒着、硬化病変の形成に関与するよう

になると考えられている 13。さらに活性化 PEC は細胞外基質の増生を誘導

し、糸球体硬化に関与するようになる 14,17。ポドサイトが傷害をうけた結

果、ポドサイトの喪失がおこり、GBM が露出すると、活性化 PEC は露出した

GBM へ遊走し細胞外基質の産生、または誘導することにより FSGS の硬化病

変形成に深く関与していることが明らかになってきている 13-15。また、一

方で活性化 PEC は傷害を受けたポドサイトや近位尿細管細胞の補完に関与

する progenitor cell としての役割も注目されるようになってきてい  

る 18,19。Smeets らは硬化病変形成糸球体腎炎モデル動物における PEC の動

態を観察し、PEC の活性化を示すマーカーとして CD44 が新規に発現するこ

とを報告した 14。CD44 はヒアルロン酸やオステオポンチンなどの代表的な

受容体であると共に、多様なサイトカイン・ケモカインのシグナル伝達に

関与する糖蛋白であり、細胞-細胞間、細胞-基質間接着に関連した細胞接

着、細胞骨格維持、遊走や接着などの事象に積極的に関与する 20。癌領域

においては細胞の増殖、浸潤や転移、アポトーシス等に積極的に関連する

因子として近年注目されている 21。 

最近我々のグループも、代表的な FSGS 動物モデルであるアドリアマイシ

ン腎症マウス（adriamycin-associated nephropathy mouse）を用いて、糸

球体硬化病変形成過程において、CD44 陽性活性化 PEC の出現頻度と、ポド

サイト傷害の重症度に相関がみられる事を報告した 22。さらに、最近にな

って、ヒト腎疾患においての診断マーカーとしての有用性も報告されるよ

うになっており、FSGS の移植後再発の早期マーカーや 23、微小変化型ネフ

ローゼと FSGS の鑑別として CD44 が有用であることが示されるようになっ

た 15。 

 

2-4 本研究の目的  

これまでの実験腎炎動物モデルを用いた検討においては糸球体への傷害

が強いことから、PEC の活性化とポドサイトの喪失、硬化病変の形成がほぼ
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同時に生じており、活性化 PEC の発現と硬化病変形成のタイミングの検討が

困難であった。我々は硬化病変形成における PEC の関与を詳細に検討するた

めに、CsAN マウスモデルを用いることにより、FSGS 病変形成過程における

CD44の糸球体発現を中心に検討し、本モデルにおいても病変進行と共に CD44

の新規発現とその増強を認めることを見出した。また、CsAN の進行が極めて

緩徐であることから、PEC の活性化の発現やその増強はポドサイト傷害の進

行のタイミングと相関し、硬化病変形成よりもかなり早期の段階で発現する

ことを見出した。そこで硬化病変形成における CD44 陽性活性化 PEC の動態、

及び FSGS の一時的要因とされるポドサイト傷害と活性化 PEC の出現との関

連性について、病理組織学的な解析を試みた。また、CsAN マウスモデルにお

ける投与期間の違いを起因とする病変重症度の違いを利用して、ポドサイト

傷害の重症度と CD44 陽性活性化 PEC 出現の相関に関して解析した。 
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3．略語表 

本文および図中で使用した略語は以下の通りである。  

 

ABC avidin-biotinylated enzyme complex 

ADR adriamycin 

CNI calcineurin inhibitor 

CsA cyclosporine A 

CsAN cyclosporine A induced nephropathy 

Cy3 cyanine 3 

Cy5 cyanine 5 

DAB diaminobenzidine 

ELISA enzyme linked immune sorbent assay 

FITC fluorescein isothiocyanate 

FPE foot process effacement 

FSGS focal segmental glomerulosclerosis 

GBM  glomerular basement membrane 

HE  hematoxylin-eosin 

ICR institute of cancer research 

NOS not otherwise specified 

PAS periodic acid-Schiff 

PEC  parietal epithelial cell 

PLP  periodate-lysine-paraformaldehyde 

RIA radioimmunoassay 

WT-1  Wilms’tumor-1 
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4. 実験方法 

4-1 動物および試薬 

今回の実験において、FSGS における PEC の活性化を解析するために CsAN

マウスを用いた。CsAN マウスの作製については、マウスの系統、性別、

週齢、CsA の投与量が腎症の重症度に影響し得ることが知られている。本

実験では、他の報告でも使用頻度が高く、かつ CsA に対する感受性の高い

Slc-ICR（institute of cancer research）雄マウス（三協ラボサービス

社、東京、日本）を用いた 24。CsA の投与量に関しては、過去の報告を参

考にしながら、予め予備実験をした上で血中濃度を測定しながら決定し

た。準備実験では、30 ㎎/㎏の CsA（SRL 社、東京、日本）を連日皮下注

射し検討したが、血中濃度を 1500～2000 ng/ml に保つことが、最も安定

して FSGS の病理像が観察出来る条件であることから 25、血中濃度を上記

に保つように投与日数を調整した。 

本実験で行った全ての動物実験に関しては、「国立大学法人北海道大学

動物実験に関する委員会規定」に基づいて施行した。     

 

4-2 CsAN マウスモデル作製プロトコールの詳細  

   生後 5 週齢 ICR 雄マウス（体重 25～27 g）を、光、温度環境を調整し

た飼育室のケージにて飼育した。検討に際しては、CsA 投与群（CsAN

群: CsA、n=34）とコントロール群（コントロール群: Control、

n=24）を設けた。過去の報告より、CsAN 作成に有効とされる、低ナト

リウム制限餌を用いた 24,25。CsA 投与開始の 7 日前からナトリウム制限

餌（0.01 % 低塩飼料、Research Diets、米国）にてプレコンディシ

ョニングを施行した。プレコンディショニングが終了した後、 CsAN 群

では 6 週齢から CsA 30 mg/kg(オリーブオイルにより 15 ㎎/ml に希釈)

を皮下注射により投与した。他方、コントロール群にはオリーブオイ

ル 2 ml/㎏を同様に皮下投与した。CsA またはオリーブオイル投与後、

1､ 2､ 4､ 12､ 20､ 25 週時に屠殺し採血、採尿、腎組織の採取を行い、

解析した。血漿は 4 ℃で遠心分離後測定まで-80 ℃で凍結保存とした

（図 1）。 
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図 1 CsAN マウスモデル作成の概略 

5 週齢の ICR 雄マウスを低ナトリウム（0.01%）試料で 1 週間コンディシ

ョニング後、CsAN 群には CsA を、コントロール群にはオリーブオイルを連

日皮下注射し、投与開始から 1、2、4、12、20、25 週後に屠殺し、採血、

採尿、腎組織の採取を行い、解析した。 

 

4-3 腎機能、CsA 血中濃度、尿蛋白 

屠殺時に採取した血液により、血清クレアチニンを ELISA（enzyme linked 

immune sorbent assay）法によって測定し、腎機能を評価した。また CsA 血

中濃度は尾静脈から定期的に採血し、血漿濃度を RIA（radioimmunoassay）

法にて測定した。CsA 血中濃度は過去の報告 25 から、げっ歯類の CsA 腎症作

製のために有効と報告されている 1500 ng/ml から 2000 ng/ml の範囲となる

ように調整した。尿蛋白、尿クレアチニン濃度は屠殺時、または実験中に採

取し、ELISA 法によって測定した。測定は、株式会社エスアールエルへ依頼

した。 

 

4-4 腎病理組織学的解析 

 腎組織は、新鮮凍結、periodate-lysine-paraformaldehyde（PLP）固定

及びホルマリン固定を行い、標本を作成した。新鮮凍結、または PLP 固定

標本はクライオスタットで 3-4 μm に薄切し各種免疫組織学的検討を行っ

た。ホルマリン固定標本は、10 %ホルマリンによる固定後にパラフィン包

埋したブロックをミクロトームを用いて 3 μm の薄切切片を作製し、薄切

切片に対し、ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin-eosin: HE）染色、

および periodic acid Schiff（PAS）染色を行い、光学顕微鏡（システム生
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物顕微鏡 CX41、OLYMPUS、東京）にて観察した。光学顕微鏡的所見に関す

る定量的、半定量的評価の目的には、顕微鏡デジタルカメラ（DXM-1200C、

Nikon、東京、日本）にて撮影した画像を用いた。また、同じく採取した腎

臓を 3 %グルタルアルデハイドによる固定後、1 %オスミウム固定を行い、

エタノールによる脱水処理、エポキシ樹脂（Epon 812、応研、東京、日

本）への包埋を行った。超薄切ミクロトーム（Leica Reichert、

Bensheim、ドイツ）により試料を 70-80 nm 厚に薄切し、ウラン、鉛染色後

に透過型電子顕微鏡（JEM-1400 Plus、日本電子、東京、日本）による観察

を行った。 

 

4－4－1 尿細管障害の検討方法 

PAS 染色標本を用い、デジタル顕微鏡カメラ装置（DP20、オリンパス光学

工業、東京、日本）画像解析ソフト（DP2 BSW、オリンパス光学工業、東

京、日本）により、100 倍の倍率で重複しない任意の 10 ヶ所を撮影し、腎

皮質領域に占める尿細管萎縮、間質線維化の面積の割合を定量評価した

（図 2）。そして、尿細管障害の占める面積の割合により、次のように半定

量化を行った 26。 

Tubular injury score 0; 尿細管障害なし、0.5;<5%、1.0;5～20%､  

1.5;21～35%､ 2.0;36～50%､ 2.5;51～65%､ 3.0＞65% 

 

  

図 2 尿細管障害の検討方法 

100 倍の倍率で重複しない任意の 10 ヶ所を撮影し、腎皮質領域に占め

る尿細管萎縮、間質線維化の面積の割合を定量評価した。  
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4－4－2 動脈肥厚の検討方法 

CsAN では、糸球体の輸出または輸入細動脈が硝子化肥厚することが報告さ

れている。そこで、PAS 染色標本を用い、4－4－1 と同様の解析装置を用い

て、1 検体あたり最低 50 個以上の輸入または輸出細動脈を観察し、図 3 の

ように各動脈の内壁の厚さの平均値を算出した 27。

 

 

図 3 動脈肥厚の検討方法 

1 検体あたり最低 50 個以上の輸入または輸出細動脈を観察し、各動脈

の内壁の厚さの平均値を算出した。 

 

 

4－4－3 硬化病変の検討方法 

PAS 染色標本を用い、100 個以上の糸球体を観察し得た検体にて検討た。

分節性または全節性硬化を呈する糸球体の割合を算出した。 

 

4－4－4 足突起癒合の検討方法 

ポドサイト足突起癒合は、ポドサイト傷害を鋭敏に反映する電子顕微鏡的

所見の一つとして知られる。我々は、ポドサイト傷害の評価を行うことを目

的として、ポドサイト足突起癒合の定量的評価を下図に示す方法で行った。

すなわち、糸球体の各血管係蹄の全長を測定し、血管係蹄長に占める足突起

の数を算出することで、各血管係蹄 10 μm あたりの足突起数を計算した。

これを、CsAN 群、コントロール群ともに１個体につき最低 2 個の糸球体、1

糸球体につき 3 係蹄以上を評価し、足突起癒合の程度に関する比較検討を行

った 28（図 4）。 
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図 4 足突起癒合の検討方法 

糸球体の各血管係蹄の全長を測定し、血管係蹄長に占める足突起の数を

算出し、各血管係蹄 10 μm あたりの足突起数を計算した。 

 

4-5 免疫組織学的検討と定量 

4－5－1 免疫組織学的検討に用いた一次抗体 

免疫組織学的解析には、過去の我々の報告に従って施行した。一次抗体は

以下のものを用いた。ラット抗マウス CD44 抗体（BioLegend 社、CA、カリフ

ォルニア州、米国）、ウサギ抗マウス Claudin-1 抗体（Abcam 社、ケンブリッ

ジ、MA、米国）、ウサギ抗マウス Wilms’tumor-1（WT-1）抗体（Santa Cruz

社、CA、米国）、ウサギ抗マウス Podocin 抗体（Sigma-Aldrich 社、セントル

イス、MO、米国）、ウサギ抗マウス Synaptopodin 抗体（Sigma-Aldrich 社、

セントルイス、MO、米国）、ヤギ抗マウス Synaptopodin 抗体（Santa Cruz 社、

CA、米国）。 

 

4－5－2 免疫組織学的検討 

蛍光抗体法では、過去の報告に従って新鮮凍結腎組織をクライオスタッ

トにより厚さ 4 μm の薄切切片を作製し、間接蛍光抗体法にて検討した。

切片を PBS にて洗浄後、二次抗体と同じ動物種の正常血清にてブロッキン

グ処理を行った後、一次抗体と一晩 4 ℃で反応させた。その後、二次抗体

として、fluorescein isothiocyanate（FITC）、cyanine 3（Cy3）標識抗ウ

サギまたは抗ヤギ IgG、cyanine 5（Cy5）標識抗ヤギ IgG 抗体を反応させ、

封入後観察した。二重染色は単染色と同様にブロッキング処理を行った

後、異なる動物種由来の一次抗体を使用してそれぞれの一次抗体の混合希

釈液を作製し、一晩 4 ℃で反応させ、それぞれの一次抗体を蛍光標識する

ための二次抗体反応を行った。標本は共焦点レーザー走査型顕微鏡
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（FV10i、OLYMPUS 社、東京、日本）にて撮影し、評価した。 

免疫ペルオキシダーゼ染色も過去の報告に従って施行した。4 μm に薄切

したパラフィン切片を用いて、脱パラフィン、脱水を施行した後、内因性

ペルオキシダーゼ不活化を 0.3 %過酸化水素水にて行った。抗原の賦活化に

は Histo VT one(ナカライテスクス社、京都、日本)を使用した温浴槽での

加熱処理によって行った。 

染色においては avidin-biotinylated enzyme complex（ABC）法を用いて

行い、VECTASTAIN○R EliteABC キット（Vector Laboratories 社、米国）を使

用した。またペルオキシダーゼの基質には DAB（MerckMillipore 社、

Darmstadt、ドイツ）を選択し、核染色にはメチルグリーン（Vector 

Laboratories 社、米国）、もしくはヘマトキシリン（ニチレイバイオサイエ

ンス、東京、日本）を使用した。本研究で用いた一次抗体、二次抗体を表 

1 に示す。 

 

表 1. 本研究において使用した抗体リスト 

 

 

 

 

 

一次抗体 免疫動物 交差性 希釈倍率 メーカー

ポドサイトマーカー

　 WT-1 Rbt pAb m,r,h 1:25 Santa Cruz

Synaptopodin Rbt pAb m,r,h  1:200 Sigma Aldrich

Synaptopodin Goat pAb m,r,h 1:50 Santa Cruz

Podocin Rbt pAb m,r,h  1:200 Sigma Aldrich

PECマーカー

Claudin-1 Rbt pAb m,r,h 1:50 Abcam

活性化PECマーカー

CD44/ IM7 Rat mAb m,h  1:200 BioLegend

二次抗体

蛍光染色 FITC　Goat Anti-Rat Ig  1:200 BD pharmingen

Cy3 Donkey Anti-Rabbit Ig 1:50 Jackson Immune Research

Cy3 Donkey Anti-Goat Ig 1:50 Jackson Immune Research

Cy5 Donkey Anti-Goat Ig 1:50 Jackson Immune Research

ペルオキシダーゼ染色 ヒストファインシンプルステインMax-PO(Rat) ニチレイバイオサイエンス

peroxidase-conjugated anti-Rabbit Ig 1:50 Jackson Immune Research

peroxidase-conjugated anti-Goat Ig 1:50 Jackson Immune Research
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4－5－3 免疫組織染色の定量的解析 

CD44 の発現については、ボウマン嚢周囲に CD44 が発現している糸球体を

陽性として測定し、1 検体につき 100 個以上の糸球体で評価し、全糸球体数

において、CD44 を発現している糸球体の割合として算出した。 

これまでの報告によれば、ポドサイト傷害が生じることによって、Podocin、

WT-1 をはじめとする各ポドサイトマーカーの免疫組織学的発現性の低下を

認めることが知られている。今回我々は、CsAN 群、コントロール群における

ポドサイト傷害の重症度を継時的に定量評価する事を目的に、Podocin、WT-

1 の各蛋白の免疫組織学的発現を下記に示す方法で定量化し、比較検討した。 

Podocin score を各糸球体の Podocin 発現面積に従ってスコア化し、半定

量的評価を行った。スコア 0; 発現なし、1; <25 %、2; 25～50 %、3; 50～

75 %、4; >75 %。100 個以上糸球体が観察できる検体で検討した。  

WT-1 の発現については、画像解析ソフト（DP2 BSW、オリンパス光学工

業、東京、日本）を用いて糸球体の係蹄で囲まれる面積を測定し、同一糸

球体における WT-1 陽性細胞数を測定し、単位面積あたり（mm2）の WT-1 陽

性細胞数で表した。各検体 100 個以上の糸球体を評価し、各検体の WT-1 陽

性細胞数を平均化して比較検討した 29（図 5）。 

 

 

図 5 WT-1 発現についての検討 

糸球体の係蹄で囲まれる面積を測定し、同一糸球体における WT-1 陽性細

胞数を測定し、単位面積あたり（mm2）の WT-1 陽性細胞数で表した。 
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4-6 統計学的分析方法 

 すべての統計学的数値は平均±標準偏差で表示した。2 群間の比較には

Unpaired t test または Mann Whitney U test を用いた。解析ソフトウエア

は、JMP software (version 11.0.0、SAS Institute Inc.、NC、米国) を

使用した。すべての解析において統計学的有意水準を 5 %に設定した。 
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5. 実験結果 

5-1 CsAN 群の体重・腎機能・尿蛋白の推移 

 CsAN 群およびコントロール群における、CsA あるいはオリーブオイル投

与から 1 週後（1w）、2 週後（2w）、4 週後（4w）、12 週後（12w）、20 週後

（20w）、25 週後（25w）の体重（図 6-a）、血清クレアチニン（図 6-b）、尿

蛋白クレアチニン比（図 6-c）を示す。CsAN 群ではコントロール群に比し

て、体重減少、血清クレアチニンの増加傾向を認めた。また 12 週までの観

察では尿蛋白クレアチニン比の増加を認めなかった。 

 

 

図 6  CsAN 群の体重・腎機能・尿蛋白の推移 

a: 体重は CsA 投与開始 4 週後よりコントロール群に比べて有意な体重 

少を認めた 

b: CsA 投与開始 2 週後より血清クレアチニンの上昇を認めた。 

c: CsA 投与開始 12 週まででは、両群ともに尿蛋白の増加は認めなかっ

た。 

 

 

5-2 CsAN 群の腎病理組織学的変化  

 CsAN 群の腎障害の程度を腎病理組織学的に検討するため、光学顕微鏡を

用いて、糸球体硬化病変、尿細管障害、動脈病変についての定量的、また

は半定量的解析を行った。 
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CsAN 群では CsA 投与 20 週後から分節性または一部全節性硬化病変が有意

に出現した（図 7）。 

また、尿細管間質に関しては、CsAN 群がコントロール群に比べて CsA 投

与 1 週後より有意な尿細管間質障害の増悪を認めた（図８a）。CsAN 群の間

質では尿細管間質の線維化、尿細管の萎縮、炎症細胞の浸潤を認めた（図

8b）。 

動脈病変に関しては、CsAN 群ではコントロール群に比べて CsA 投与 4 週

後から輸出入動脈の硝子化肥厚を認めた（図 9）。 

以上より、CsAN 群においては、糸球体、尿細管間質、動脈ともに従来の

慢性 CsAN の病理組織学的特徴を有しており、それぞれコントロール群と有

意差をもつ変化であったことより、CsA による病理組織学的変化と考えられ

た。 

 

 

 

図 7 糸球体硬化病変の推移 

a: CsAN 群では CsA 投与 20 週後から分節性または一部全節性硬化病変が有

意に出現した 

b: CsAN 群では➡に硬化病変を認めた。 
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図 8 尿細管間質障害の推移 

a: CsAN 群がコントロール群に比べて CsA 投与 1 週後より有意な尿細管間

質障害の増悪を認めた 

b: CsAN 群の間質では➡で示す部位に尿細管間質の線維化、尿細管の萎

縮、炎症細胞の浸潤を認めた 
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図 9 動脈病変の推移 

a: CsAN 群ではコントロール群に比べて CsA 投与 4 週後から有意な輸出入

動脈の硝子化肥厚を認めた。 

b: CsAN 群では、小葉間動脈から輸出入動脈の血管壁に PAS 染色陽性の硝

子化物の沈着（➡）を認めた。 

 

5-3 CsAN 群の糸球体 CD44 発現の変化  

 次に、糸球体における CD44 の発現の推移を半定量的に解析した。また、

免疫組織学的に CD44 の発現部位についても経時的に検討を行った。 

 CD44 発現の半定量的解析では、コントロール群では糸球体 CD44 の発現は

有意な変化を認めなかった。一方、CsAN 群では、硬化病変の出現時期に比

して、より早期にあたる CsA 投与 2 週後から、一部の糸球体に CD44 の発現

を認めた。その後、CD44 陽性糸球体数は増加傾向を示した（図 10a）。 

 糸球体 CD44 発現の局在に関しては CsA 投与後早期（CsA 投与 2 週後）に

は一部のボウマン嚢に発現が出現した。その後は徐々に糸球体 CD44 発現部

位は拡大し、CsA 投与 4 週後には全周性に発現した（図 10 b1-3）。また、

硬化病変の形成がみられた 20 週以降では、糸球体血管係蹄上皮側、硬化病

変部位に CD44 の発現を認め、一部はボウマン嚢と係蹄の間に CD44 陽性細

胞の架橋形成を認めた（図 10b-4）。 
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図 10 CD44 発現の推移  

a: CsA 投与 2 週後から、一部の糸球体に CD44 の発現を認めた。その後、

CD44 陽性糸球体数は増加傾向を示した。 

b1-3: CsA 投与後 2 週後には一部のボウマン嚢にのみ CD44 が発現した

が、その後は徐々に糸球体 CD44 発現部位は拡大し、CsA 投与 4 週後

には全周性に発現した（➡）。 

b-4: 硬化病変の形成がみられた 20 週以降では、糸球体血管係蹄上皮

側、硬化病変部位に CD44 の発現を認め、一部はボウマン嚢と係蹄の

間に CD44 陽性細胞の架橋形成を認めた（破線枠）。  

 

5-4 CsAN 群におけるポドサイトおよび PEC マーカーの発現の検討  

 次に我々は糸球体 CD44 陽性細胞の起源を推察するために、共焦点顕微鏡

を用いて、糸球体における CD44、ポドサイトマーカー、PEC マーカーの共

発現の解析を行った。結果を図 11 に示す。コントロール群では CD44 の発

現はみられず、PEC マーカーである Claudin-1 の発現のみが確認された。 

一方、CsA 投与後 4 週では、糸球体 CD44 陽性細胞は、解剖学的にポドサイ

トの対側に位置し、PEC マーカーである Claudin-1 との共発現性を示した

（図 11b）のに対し、ポドサイトマーカーである Synaptopodin との共発現

性は認めなかった（図 11c）。 
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 以上の結果から、CsAN 群において観察される糸球体 CD44 陽性細胞は PEC

由来であることが推察された。 

  

 

図 11 糸球体における CD44 の発現部位 

a: コントロール群では CD44 の発現はみられず、PEC マーカーであ

Claudin-1 の発現のみが確認された。 

b: CsA 投与後 4 週では、解剖学的にポドサイトの対側に位置する PEC マー

カーである Claudin-1 との共発現性を示した。 

c: CsA 投与後 4 週において、CD44 はポドサイトマーカーである

Synaptopodin との共発現は示さなかった。 

 

 

5-5 糸球体における CD44 陽性 PEC の出現とポドサイト傷害との関係 

 これまでの結果から、糸球体における CD44 陽性 PEC の出現とポドサイト

傷害とが深く関与していることが示唆された。そこで、我々は、両者の関

係性をより明らかにするために、糸球体 CD44 分子発現とポドサイト傷害を

経時的かつ定量的に評価することを試みた。  

 ポドサイト傷害の評価は、免疫組織学的解析によるポドサイトマーカー

（WT-1、Podocin）の発現の低下と、電子顕微鏡によるポドサイト足突起癒

合（foot process effacement）の増加を用い、それぞれ定量的、経時的解
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析を行った。本研究で用いたポドサイトマーカー発現および、ポドサイト

足突起癒合の定量的評価方法に関しては、「実験方法」4-4-4 中に記載し

た。 

 ポドサイトマーカー発現の解析では、コントロール群では WT-1 の発現は

有意な変化を認めなかった。一方 CsAN 群では CsA 投与 20 週後から糸球体

内の単位面積あたりの WT-1 陽性細胞数の低下を認めた（図 12a,b）。同じく

ポドサイトマーカーの一つである Podocin 発現の解析では、WT-1 と同様、

CsA 投与 20 週後から有意な減少を認めた（図 12c,d）。 

 次に、共焦点顕微鏡を用いて、ポドサイトマーカーである Synaptopodin

と CD44 の発現に関して観察した。CsA 投与後 4 週では、CD44 発現を認める

糸球体においても、Synaptopodin の発現の低下は認めなかったのに対し、

CsA 投与後 25 週においては、PEC に CD44 の発現が増強している部位に接す

る Synaptopodin の発現の低下を認めた（図 13）。次にポドサイトの足突起

癒合率は CsA 投与 2 週後からコントロール群と比して有意な増加を認め、

CsA 投与 25 週まで漸増傾向を示した（図 14）。 
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図 12 糸球体におけるポドサイトマーカー発現の推移 

a, b: 糸球体内の単位面積あたりの WT-1 陽性細胞数は、CsA 投与 20 週後

から有意な減少を認めた。 

c, d: コントロール群では Podocin の発現は有意な変化を認めないのに対

し、CsA マウス群では CsA 投与 20 週後から Podocin の発現低下を

認めた(➡)。 
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図 13 CD44 とポドサイトマーカーの発現の推移 

a: CsA 投与後 4 週では CD44 が発現している糸球体において Synaptopodin

の発現は低下していない。 

b: CsA 投与後 25 週においては、CD44 が発現している糸球体における、

CD44 に隣接する部位の Synaptopodin の発現が低下していることが示さ

れた(白色矢印)。 
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図 14 ポドサイトの足突起癒合の推移 

a, b: ポドサイトの足突起癒合は CsA 投与 2 週後からコントロール群と比

し有意な増加を認め、CsA 投与 25 週まで漸増傾向を示した。 

 

 以上、糸球体における CD44 分子発現とポドサイト傷害の定量的評価、お

よび発現部位の解析から、糸球体 CD44 陽性細胞の出現とポドサイト傷害と

の深い関与が示された。前述したように、糸球体における CD44 分子発現

は、CsA 投与 2 週後から一部の糸球体に出現し、その後漸増傾向を認めた。

つまり、CD44 分子はポドサイト傷害を反映する極軽度の足突起癒合と同時

期から発現し、ポドサイトマーカーの発現低下よりもさらに早期の段階で

発現することが示された。 

 

6. 考察 

 本研究は CsAN における PEC の活性化と FSGS の形成過程について検討し

たはじめての報告であり、PEC の活性化とポドサイト傷害の関連についての

検討も行った。 

CsA は移植領域、自己免疫性疾患、腎疾患治療において、欠かせない薬剤

となっているが、これらの治療は長期にわたるため、不可逆的な構造変化を

伴う慢性 CsAN が問題となる 1。慢性 CsAN の糸球体病変の一つである FSGS2

は、最終的に末期腎不全に至る共通の最終経路であり、糸球体上皮細胞障害
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により発症すると考えられている 7,9。近年 FSGS の形成に関して、尿腔を挟

んで、ポドサイトに対向して存在する PEC の活性化が重要であることが報告

されるようになった 13-15。活性化した PEC は細胞増殖能や、遊走能を獲得し、

半月体形成や癒着、硬化 病変の形成に関与し 13、さらに活性化 PEC は細胞

外基質の増生を誘導し、糸球体硬化に関与する 14,17。これまでに FSGS 実験

モデルを用いて、活性化した PEC では CD44 が新規に発現することが示され
14、糸球体硬化病変は PEC が主体となって形成され、中でも CD44 陽性活性化

PEC が重要な役割を果たしていることが報告された。我々のグループでは過

去に、FSGS 動物モデルとして代表的なモデルであるアドリアマイシン腎症

マウスを用いて、糸球体硬化病変形成過程において、CD44 陽性活性化 PEC の

出現頻度と、ポドサイト傷害の病変重症度に相関がみられる事を報告した。

さらに、糸球体 CD44 出現はポドサイト傷害の程度や時期を鋭敏に反映して

いることを示した 22。 

本研究での CsAN においても PEC や血管係蹄上皮側、硬化病変部位に CD44

発現の増加を認めた。さらに CD44 の新規発現と発現の増強は、ポドサイト

傷害の指標であるポドサイトの足突起癒合、ポドサイトマーカーの発現低

下と相関しており、さらに一部糸球体では CD44 陽性 PEC は糸球体血管係蹄

へと陥入し、ボウマン嚢と血管係蹄の間に架橋形成を認め、血管係蹄側で

の CD44 発現も認めた。これらの研究結果は、CD44 陽性 PEC とポドサイト傷

害が深い関わりをもち、CsAN においても、FSGS の形成には CD44 陽性 PEC

が深い関係性をもつことを示唆した。 

今までのアドリアマイシン腎症マウスを含めた FSGS 腎症マウスモデルで

は、傷害の程度が強いため、ポドサイト傷害と硬化病変の形成がほぼ同時

期になされており、CD44 の発現起点とポドサイト傷害、硬化病変進展の時

相が明確にはされてこなかった。慢性 CsAN における硬化病変形成には、ヒ

トでは約 10 年以上 4,30、マウスやラットなどの齧歯類では１年以上かかる
31 とされている。実験動物モデルでは CsA の連日投与が必要となるため、

利便性のすぐれたモデルとはいえず、慢性 CsAN は FSGS モデルとしては一

般的ではない 32。しかし、緩徐に進行することから、ポドサイト傷害の進

行過程や CD44 陽性 PEC が発現した糸球体が FSGS に至る過程を詳細に検討

することができると考えられた。 

そこでわれわれは本研究において CsAN マウスモデルを用いることによっ

て、CsA 投与開始 1 週後より尿細管間質障害、2 週後より足突起癒合を認

め、同時期から PEC への CD44 発現を確認した。その後、CsA 投与 4 週後か
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ら糸球体動脈の硝子化肥厚を認め、ポドサイトの足突起癒合が増加するの

に相関して、PEC への CD44 発現の増加を認めた。さらに CsA 投与後 20 週で

Podocin、WT-１などのポドサイトマーカーの発現低下を認めるようになっ

てはじめて有意な硬化病変の増加を認めた。以上より CD44 陽性 PEC の発現

起点はポドサイト傷害と深く関与し、その時期は硬化病変形成よりも極め

て早期であり、糸球体における CD44 の出現はポドサイト傷害の程度や時期

を鋭敏に反映していることを見出した。 

 以上から、PEC における CD44 の発現は、FSGS 形成よりもかなり早期の段

階にみられ、ポドサイト傷害を鋭敏に反映していることが示唆された（図

15）。 

  

図 15 CsAN の進展過程 

CsA 投与開始 1 週後より尿細管間質障害、2 週後より足突起癒合を認め、

同時期から PEC への CD44 発現を認めた。その後、CsA 投与 4 週後から糸球

体動脈の硝子化肥厚を認め、ポドサイトの足突起癒合が増加するのに相関

して、PEC への CD44 発現が増加した。さらに CsA 投与後 20 週で Podocin、

WT-１の発現低下を認めるようになってはじめて有意な硬化病変の増加を認

めた。 
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一般的に、FSGS は非可逆性の組織学的変化である 8,33 のに対して、ポドサ

イト傷害は可逆性の変化である 34。特発性や、慢性 CsAN のような続発性に

関わらず、ポドサイト傷害が生じると、ポドサイトが GBM から剥離し、露

出した GBM を補うように PEC が GBM 側へ遊走・浸潤、尿腔内へ増殖病変形

成が FSGS 進展へとつながると考えられている 10-12。FSGS は最終的に末期腎

不全に至る共通の最終経路であり早期発見が重要である。今回、我々の研

究においては、最終的に FSGS に至る慢性 CsAN において、軽微なポドサイ

ト傷害を認める段階での CD44 陽性 PEC の発現を確認した。CD44 は慢性

CsAN において FSGS の早期マーカーとなりうることが示唆された。 

 

  

7. 総括および結論 

 今回の研究から得られた成果を総括し、今後の課題、展開、将来的展望

を記すことにより、本学位論文の結びとする。 

①本研究では、末期腎不全へ至る共通の最終経路である FSGS における糸

球体臓側上皮細胞（ポドサイト）と糸球体壁側上皮細胞（PEC）という

2 種の異なる糸球体上皮細胞間のクロストークの意義の一部を明らかに

することを試みた。 

②動物モデルとしては、シクロスポリン関連腎症マウスモデル（CsAN マ

ウス）を用いた。CsA 投与初期から投与後 25 週までという長期間を経

時的に観察することにより、ポドサイト傷害の程度と CsAN 病理像、腎

機能の増悪がリンクすることが示唆された。  

③CD44 発現は本モデルにおける分節性糸球体硬化病変の出現時期より、

有意に先行しており、糸球体硬化病変形成の引き金的要因であるポド

サイト傷害を反映していることが推察された。また、CD44 の糸球体で

の発現は一部の浸潤細胞の他、ボウマン嚢、一部糸球体係蹄上皮側、

糸球体上皮細胞の硬化部に主にみられた。  

④共焦点顕微鏡を用いて、糸球体 CD44 発現細胞の同定を行った。CD44 発

現細胞は、ポドサイトマーカーである、Podocin、Synaptopodin とは共

発現を示さなかった。以上から CsAN 群においてみられる CD44 陽性糸

球体細胞は、ボウマン嚢尿腔側に位置する PEC の一部であることが示

された。以上から、CsAN 群においてみられる CD44 の新規発現を示す糸

球体構成細胞は、PEC が主であり、その出現時期を考え合わせると、近

年文献上報告が見られる活性化 PEC であることが示唆された。 
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