
緒 言

ネフローゼ症候群では 低アルブミン血症による膠質浸

透圧の低下をきたし 浮腫が生じる。臨床においては 原

疾患の治療のみならず浮腫のコントロールが困難なため

末梢循環不全や心不全をきたす例にもしばしば遭遇する。

元来 腎はアルブミンやペプチドを含むその他の蛋白質

を分解し 血中蛋白質 ペプチドホルモン アミノ酸の血

中レベルを一定に保つことで体液の恒常性を維持してい

る。われわれは以前 対照ラットおよびネフローゼ・ラッ

トの腎および肝のアルブミン分解について検討した。その

結果 腎リソゾームにおけるアルブミン分解が対照ラット

に比し著しく増大していた。さらに 対照ラットおよびネ

フローゼ・ラット両者において 腎リソゾームでのアルブ

ミン分解が肝リソゾームに比し著増しており 腎リソゾー

ムは正常状態においてもアルブミン分解の場として重要な

役割を果たしていることが示唆された。その際 腎リソ

ゾーム内にペプチドレベルと思われるいくつかの小分子蛋

白も認められた。このため 今回われわれは 機能性蛋白

質 特にナトリウム利尿ペプチドホルモン〔心房性ナトリ

ウム利尿ペプチド( )や脳性ナトリウム利尿ペプチド

( ) 〕の分解に着目した。今回は比較的明
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瞭な結果の得られた について 対照ラットとネフ

ローゼ・ラットにおいてその比較を行い ネフローゼ症候

群における浮腫形成 体液貯留に与える影響について考察

した。

対象・方法

ネフローゼ・ラットの作成

体重約 の雄 匹に

( )( )

/ 体重を腹腔内に 回投与しネフローゼ・ラットを

作成した 。対照ラットに対しては 溶液と同重量

の生理食塩水を腹腔内投与した。ラットは代謝ケージで通

常食下に飼育し 連日体重測定 時間蓄尿 テステー

プ(コンビスティックス/バイエル・三共)を用いた尿蛋白定

性試験を行った。 注射後 日目(尿蛋白 ＋～ ＋)の

ラットにジエチルエーテル麻酔下に採血 腎摘出し 腎リ

ソゾームの調整とリソゾーム内の の分析を行った。

血清の蛋白定量はビュレット法(総蛋白- Ⅱ：

日立 形自動分析装置：日立製作所) リソゾームの蛋

白定量は ( ) (

)を用いて定量し 尿の蛋白定量はピロガロール

レッド法(マイクロ - ： 日立 形自動分

析装置：日立製作所)を用いた。血清アルブミン定量は

法(アルブミン- Ⅱ： 日立 形自動分

析装置：日立製作所) 尿中のアルブミン定量はラジオイ

ムノアッセイ法をそれぞれ用い 血清・尿中尿素窒素はウ

レアーゼ酵素法(デタミナー ：協和メディックス 日

立 形自動分析装置：日立製作所)を用いて測定した。

また血清クレアチニンは クレアチナーゼ・ - 法

(アスキュラオート ：シノテスト 日立 モ

ジュール：日立製作所)で 尿中クレアチニンはアルカリ

ピクリン法(クレアチニン- ： 日立 形自動

分析装置：日立製作所)で測定し 血清・尿中のナトリウム

とカリウムはイオン選択電極法(日立 形自動分析装

置：日立製作所)を用いた。血中の ( ；

) ( ；

)についてはラジオイム

ノアッセイ法を用いて測定した。

腎リソゾームの調整

腎リソゾームは 川嶋らの方法を用いて °の条件下

で調整した ( )。尿定性試験で 尿蛋白が ＋以上

になった時点で 対照ラットおよびネフローゼ・ラットよ

り麻酔下に腎を摘出し 腎皮質の分離を行った。窒素ガス

で飽和した ショ糖 溶 液 に (

)を μ/ の割合で添加し はさみ

でミンチ状に刻んだ腎皮質に加えてポッター型ホモジナイ

ザーにて( ストローク)ホモジネートを作成し

た。その後ホモジネートを 分間

分間の 回それぞれ遠心沈殿し その核上清成分(

： )に終濃度 になるように

を加え 窒素ガスで飽和したのち ° 分間の

インキュベーションを施行した。その後 開始密度

/ となるように (

)を懸濁した ショ糖溶液( )に重層し

- ローターを用いて 分

間冷却遠心沈殿した。さらに遠心沈殿管の底部より

を吸引採取し ショ糖溶液を加え 分

間の遠心沈殿による洗浄を 回行い を除去し 純

度の高いリソゾームを得た。

腎リソゾーム酵素測定法

調整したリソゾームの生化学的性質を リソゾームの

マーカー酵素として ミトコンドリアの

マーカー酵素として - を測

定した。 は基質として - -

( )を

- は基質として - -
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( )を加え それぞれ波長 の

吸光度を測定して定量した。

によるリソゾームの分析

)リソゾームの調整

採取したリソゾームを 終濃度がそれぞれ -

( ) (ラウリル硫酸ナトリウム) -

メルカプトエタノール( )となるように

調整し 分子量マーカーの

( )とともに °で 分間煮沸した。

) - ポリアクリルアミドゲルの電気泳動お

よび電気的転移

ゲルは × 厚さ で濃度 のポリアクリ

ルアミドゲル( ； )を使

用した。陰極側電極液には / / 溶液

( )を 陽極側電極液には -

溶液( )を用い コーム当たり μ のリソ

ゾーム蛋白を にて電気泳動を行った。その後ゲルを

左右に二分し 一方は で染色し

他方は 膜( )にセミドライ

法を用いて電気的( / 時間

)に転移させた。

)酵素抗体法とオートラジオグラフィ

リソゾーム内の の証明は化学発光による検出法を

用いて行った。 膜をブロッキング液( スキムミ

ルク/ )にてブロッキングし 一次抗体液として抗

抗体液(

- ( )； ； μ/抗体液

μ： / )と 時間反応させた後 洗浄

液( / ) で 回洗浄した。次に二次

抗体液( - -

； ； μ/

μ： / )と 時間反応させ 洗浄液で 回洗

浄した後 ( )を

用いてオートラジオグラフィを施行した。

結 果

対照ラットおよびネフローゼ・ラットにおける生化

学的検索

に 腹腔内注射後 日目のネフローゼ・ラッ

トと 生理食塩水腹腔内投与後 日目の対照ラットにおけ

る血清および尿の生化学検査と 濃度を示し

た。 にみられるように尿中蛋白質およびアルブミ

ンはネフローゼ・ラットでは対照ラットに比較して著明に

増加し 反対に血清アルブミンは低下した。血清尿素窒素

は有意に上昇していたが 血清クレアチニン濃度はごく軽

度上昇がみられたのみであった。

血清 濃度はネフローゼ・ラットにおいて有意な上

昇がみられた。血清 はネフローゼ・ラットにおいて

上昇していたが 両群間に有意差はみられなかった。

単離したリソゾーム分画

に単離したリソゾームにおける標的酵素である

の比活性および蛋白含量を示した。ホモジ

ネイトの比活性を とした場合 対照およびネフローゼ・

ラットにおける腎リソゾームの相対比活性はそれぞれ
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Control

(n＝6)

Nephrotic rat

(n＝6)
p value

 
Serum

 
Total protein(g/d ) 5.3±0.1 4.5±0.3 NS

 
Alb(g/d ) 4.1±0.2 2.4±0.5 0.041

UN(mg/d ) 14.9±2.1 29.3±13.0 NS
 

Cr(mg/d ) 0.20±0.0 0.40±0.2 NS
 

ANP(pg/m) 260.0±61.1 306.7±31.8 NS
 

BNP(pg/m) 79.3±5.0 128.7±16.6 0.047

Urine
 
Total protein

(mg/day)

6.0±0.50 632.4±77.3 ＜0.001

albumin(mg/day) 0.026±0.0 346.0±42.9 0.0032

mean±SE

 

Arylsulphatase
 

specific activity

(units/mg/protein)

Relative
 

specific activity

(Lysosome/Homogenate)

Yield

(％)

Homogenate  Lysosome
 

Control 0.011 0.155 14.1 0.270

Nephrotic rat 0.006 0.120 20.0 0.184



であった。ミトコンドリアの標識酵素である

- の活性は検出されなかった。

によるリソゾーム内 の分析

対照およびネフローゼ・ラットの腎リソゾームの分析を

行った。 は 対照およびネフローゼ・ラットの腎リ

ソゾームを調整し 泳動する蛋白量を同量にして -

を行い で染色したもので

ある。 が対照ラットの腎リソゾーム がネフローゼ・

ラットの腎リソゾーム は分子量マーカーである。ネ

フローゼ・ラットでは正常に比し蛋白質のパターンが大き

く異なり アルブミンを主としたより大きい蛋白が取り込

まれていた。反対にネフローゼ・ラットにおける小分子の

蛋白は 対照ラットより減少していたが ペプチドレベル

と思われるいくつかの鮮明なバンドが存在した。つまり

腎リソゾームは 尿蛋白の有無あるいはその性質や量に依

存してパターンが変わるということを示したもので した

がって 機能性ペプチドにおいても違いが生じるのではな

いかと仮定した。また 同量の蛋白をのせたときの蛋白の

泳動パターンが違うということは リソゾームに内在する

蛋白やペプチドが量的 質的にも異なるので 今回の実験

には細胞内内在性蛋白自体をおくことができないと考え用

いなかった。 は ペプチド分析のために施行した

の - である。ペプチドレベルで

も ネフローゼ・ラットは対照ラットに比べ大きい分子量

のバンドが目立ったが 以下のレベルでもいく

つかの鮮明なバンドが認められた。ここで 機能性ペプチ

ドでありかつ体液異常の状態にて深い関連があると思われ

るナトリウム利尿ホルモン( や )の

存在に着目した。腎リソゾームにおけるこれらの代謝につ

いて考察するため 各ナトリウム利尿ホルモンの抗体を用

いて を行うことにした。

は対照およびネフローゼ・ラットの腎リソゾーム

を調製し - - を行った後 抗 抗体

を用いて で分析したものである。 は分

子量マーカー は のポジティブ・コントロール

はそれぞれ対照ラットおよびネフローゼ・ラットの腎リ

ソゾームである。ポジティブ・コントロールには -

( ＝ )を用いた。 ともに分子量 付近の

バンドが見られたが それ以外にも数本のバンドが認めら

れた。さらに ネフローゼ・ラットにおけるバンドは 対

照ラットにおける同様の分子量のバンドに比し減少してい

た。このため 各バンドについてクロマトスキャナーによ

るスキャニングを行ったが いずれも同様の結果であっ

た。 では 最も明確なバンド(分子量が約 )

について半定量評価を行ったものを呈示した。これらは

今回扱ったラットの全例について観察し 同様の結果が得

られた。また と同様に体液調節に重要な役割を持

つと思われる に関しても同様の実験を

a b

Ｍ：Molecular weight marker.1：Control rat kidney, 2：Nephrotic rat kidney

ａ：SDS-PAGE of lysosomal proteins.

In nephrotic rat,the pattern of SDS-PAGE of lysosomal proteins is different from control rat.

ｂ：Tricine SDS-PAGE of lysosomal proteins.

In comparison with control rat,there are some bands of lower molecular weight just like peptides in nephrotic
 

rat as well as other higher molecular weight proteins.
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行ったが 明瞭なバンドは検出されなかった。

考 察

ナトリウム利尿ペプチドファミリーは ヒトおよびラッ

ト心房から単離同定された ブタ脳から単離され

た さらに同じくブタ脳より発見された タイプ

ナトリウム利尿ペプチド( ) から構成される 。

は主に心房から産生 分泌されるのに対し は

心室から産生 分泌されており の薬理

作用としては 直接的血管弛緩作用や用量依存的に糸球体

濾過量や腎血漿流量を増加させ 尿量 ナトリウム排泄を

増加させることが知られている 。両者とも 心不全患者

における血中濃度が上昇していることから 心不全の病

態に深く関与していることが推察されており 心不全のス

クリーニングや左室駆出率低下の検出に用いられてい

る 。なかでも は その検出能力が 末端

や 末端 に比し優れていることが示され その臨

床的有用性が期待されている 。

しかしながら その代謝のメカニズムはいまだ不明な点

が多い。現時点においては 腎臓 ナトリウム受容体

- / - への結合 クリアランス受容体 -

による代謝を受けることが知られている 。さらに 腎

臓の近位尿細管刷子縁には多量の中性エンドペプチダーゼ

( )が存在しており ナトリウム利尿ペプチドを分解

することが報告されている 。これに対し 蛋白質の

多くは腎の近位尿細管で再吸収され 蛋白分解酵素を有す

るリソゾームに取り込まれることが解明されている。

われわれは 以前 ネフローゼ・ラットの腎リソゾーム

を分析し ネフローゼ症候群における低アルブミン血症の

原因として 腎からのアルブミン喪失のみならず 腎リソ

ゾームにおけるアルブミン分解が正常でのそれに比し著し

く増大していることを指摘した。加えて 対照ラットにお

ける腎リソゾームでのアルブミン分解が肝リソゾームでの

それに比して約 倍認められ 腎リソゾームは正常状態

においてもアルブミン分解の場として重要な役割を果たし

ていることが示唆された 。その際 腎リソゾーム内にペ

プチドレベルと思われるいくつかの蛋白も認められた。こ

のため われわれは機能性ペプチド 特に体液異常の病態

に深い関連があると思われるナトリウム利尿ペプチドホル

モン( や )の分解に着目し これら

の代謝においても腎リソゾームが深く関与しているのでは

ないかと推察した。対照ラットと によるネフロー

ゼ・ラットにおいてその比較を行い ネフローゼ症候群に

おける浮腫形成・体液貯留に与える影響について考察した。

われわれの方法 を用いて腎皮質より調整し 純度の高

いリソゾームを得た。今回目的とする は分子量が

前後と小さく 通常の - では検出され

ない。このため 濃度の -ポリアクリルアミ

ドゲルを用いて抽出した腎リソゾームの - -

a b

ａ：Immunoblot analysis of BNP in lysosomes.

Ｍ：Molecular weight marker, 1：BNP positive control,

2：Control rat kidney,3：Nephrotic rat kidney

ｂ：Immunoblot analysis of BNP in lysosomes
 

subjected by chromatography.

1：Control rat kidney,2：Nephrotic rat kidney
 

We performed immunoblot analysis of lysosomal
 

fractions using the antibody against BNP-32.

There are some of clear immuno-reactive peptide
 

bands corresponding to the endogenous BNP as
 

well as the band of positive control. In addition,

they were reduced in nephrotic rat as compared
 

with the control rat.
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を行った。さらに電気的転移を行った後 抗

抗体を用いた にて分析を行った。その結

果 ポジティブ・コントロールにおいては分子量

付近に明瞭なバンドが認められ 対照ラット ネフロー

ゼ・ラットにおいてもポジティブ・コントロール同様に

と - な明瞭なバンドが数本認められ

た。このことより は による分解のみならず

他の多くの蛋白質と同様に腎の近位尿細管においてリソ

ゾームによる分解が行われていることが示唆された。さら

に の分子量は通常 程度といわれている

が ポジティブコントロールのバンドが分子量

程度に出現してくる理由としては コントロールの

自体が分子量が と小さいため 実際のリソゾー

ム内の とはバンドの高さに多少の差異が生じうると

考えた。また 分子量 ～ 付近以外にも 対

照ラット ネフローゼ・ラットともにバンドが複数見られ

たことについては以下のように考察した。

らは 血漿中には - - ( ＝

)の 種類の が存在し 血漿中では後者が主であ

ると報告している 。今回の検討では 対照ラット ネフ

ローゼ・ラットともに分子量 付近のバンドが最も

鮮明で その下にも数本のバンドが見られた。この

付近のバンドは 分子量が一致すること 抗 抗

体に - であることなどより - で

あると考えた。また 他の数本のバンドについては リソ

ゾーム内には多くの酵素が存在するため リソゾーム内に

取り込まれた はリソゾーム内で分解されると考えら

れるため の分解中間産物であると推察した。さら

に らの報告を考慮すると 血漿中からリソゾーム

内へ - ( ＝ )優勢の が移行し リソ

ゾーム内で処理されている段階をみたものであり 血漿中

と同様に - と思われるバンドが最も鮮明であるの

は - を処理する酵素が律速酵素であると考えた。

また 興味深いことに ネフローゼ・ラットでは対照

ラットと比較し血中の 濃度は有意に上昇していたに

も関わらず 検出されたバンドは対照ラットのものより薄

くかつ細いものであった。 に示した通り 最も鮮

明であった のバンドについて半定量評価も行った

がそれは明らかであった。このことは ネフローゼ・ラッ

トが対照ラットに比べ の分解が低下している可能

性が十分に示唆されるのではないかと考えた。

リソゾーム内の蛋白が多いものほど代謝が亢進している

ことは われわれの過去の検討 でも説明されるが リソ

ゾーム内の蛋白が少ない場合は リソゾーム内への取り込

み自体の低下による影響も可能性として否定はできない。

すなわち リソゾームに取り込まれる以前に 他の

の分解を担う機構の存在も想定しうる。しかし 前述の

による処理の定量化は現時点では困難であり

代謝におけるリソゾームと それぞれの貢献度の評価

は今後の課題として残る。あえて述べるならば は

よりも に強い親和性を有し に対する親

和性は他のナトリウムペプチドよりも低いことが指摘され

ている 。ワンショット静注後の血中半減期は で約

分 で 分強程度とほとんど差がみられず

に関しては 以外の他の代謝経路の影響が大きいので

はないかということは想定できるであろう。このため

の分解処理において 他の蛋白質と同様にリソゾー

ムも一部関与しているのではないかという想定のもとに今

回の実験を行った。ほかに血中のプロテアーゼの関与も考

慮したが 生体内において他の蛋白分解酵素に比し極微量

であることや プロテアーゼインヒビターの存在などを考

えると大きな影響はないと考えた。また 肝リソゾームの

関与については われわれの以前の研究より ネフローゼ

の状態での蛋白分解は 肝臓に比し圧倒的に腎臓での処理

が主体であることが示されている。また リソゾームの関

与が小さい場合 で処理されるのが一般的

であるが 対照ラットでの検討の結果より の分解

にもリソゾームが関与していることが考えられ に

よるネフローゼ・ラットにおいて同様の検討を行った。

ネフローゼ症候群における血中の 濃度が有意に高

値であることの理由としては われわれは以下のことを推

察した。ネフローゼ症候群では相対的体液量過剰状態とな

り 心室容量増加をきたすことにより心室壁が伸展し

分泌が促進されると考えられる 。 は腎に作用

した後 同部位で代謝されるが その半減期は約 分程度

といわれており 通常は比較的速やかに代謝される。し

かし は心室筋細胞で合成された後はリザーバーが

存在せず 直接的に血漿に放出されると推察され 一時的

もしくは急激な負荷の軽減および解除はすぐに蛋白新合成

として反映されないため 分泌が継続されやすいとも考え

られる 。以前の検討にて ネフローゼ状態ではリソ

ゾームにおけるアルブミンの分解が亢進していたため ネ

フローゼ状態における の代謝も同様に リソゾーム

での代謝が亢進していると想定していたが それに反して

の代謝は低下しており アルブミン分解とは逆の結

果であった。ネフローゼの状態でもすべての蛋白の分解が
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一様に亢進するわけではないということが示され 非常に

興味深かった。

今回の実験で ネフローゼ・ラットにおいて の分

解が抑制されていることが強く示唆された。これより ネ

フローゼ症候群では腎リソゾームにおける分解を制限する

なんらかの調節機構が存在し 上昇した血中の 濃度

を維持することによって尿量を確保し 体液の恒常性を保

とうとしていることが推察された。

今回のわれわれの研究は の分解場所を明らかに

し その代謝のメカニズムとネフローゼ症候群における体

液バランスの調節の解明に非常に有益であったと考える。

しかし ここで留意すべき点は ラットは実験モデ

ルの一つで ネフローゼ症候群の一面を捉えることができ

る腎症であり 今回の検討では その一部を考察したにす

ぎない。

今後 ネフローゼ症候群の体液貯留状態における詳細な

分析が求められるとともに ステロイドなどの治療著効例

と抵抗症例との差異の検討や治療への応用 以外の

機能性蛋白との比較検討などが 課題であると考える。
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