
はじめに

単球/マクロファージ( / Φ)は各種炎症に関与し

炎症部位において抗原提示や様々なサイトカインを放出

し 組織傷害性に働くことが知られている。腎疾患におい

ては糸球体や尿細管 間質の炎症により同部位に / Φ

の浸潤が認められ その発症や進展に関与しているとされ

ている 。 / Φは 糸球体においてメサンギウム細

胞の増殖やメサンギウム基質の増加とそれに続いて糸球体

硬化を引き起こし 尿細管 間質において / Φから
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α)などのサイトカインが放出され 線維芽細胞の増殖を

促進し線維化の誘因となっている 。また / Φは尿

中にも出現していることが知られている。腎組織に浸潤し

た / Φと尿中に出現する / Φは文献的には別々

の検討が多く 同一症例での相互の関連性の検討は成人例

においても少ない 。

小児科領域において頻回に腎生検を行うことは比較的困

難な症例もあり 侵襲も大きく容易ではない。また 経皮

的腎生検では糸球体 万個中の ～ 個の糸球体しか

得られず 腎全体の情報が得られない場合もしばしば経験

する 。近年 各種腎疾患において 尿中落下細胞の検討

が行われている。その意義は 腎生検を頻回に施行せずに

腎炎の活動性が経時的に評価できるのではないかと期待さ

れている点にある。

本研究では 小児腎疾患症例を対象として腎疾患の進展

に果たす 陽性単球マクロファージ( /

Φ)の役割について 腎組織浸潤 / Φと尿中

/ Φの つの方向性からの検討に加え 尿中

/ Φ測定の臨床的意義についても検討した。

対 象

腎生検組織における / Φの検討

過去 年にわたって 当院において腎生検を施行し経

過を追えた 症例(男児 例 女児 例) 腎組織

標本について検討した。腎生検時の年齢は ± 歳(

～ 歳)であった。疾患の内訳は微小変化型ネフローゼ症

候群( ) 例 腎組織標本 急性糸球体腎炎

( )例 腎組織標本 腎症( ) 例 腎

組織標本 紫斑病性腎炎( ) 例 腎組織標本

増殖性腎炎( - ) 例 腎組織標本 巣状糸球

体硬化症( )例 腎組織標本 アルポート症候群

( )例 腎組織標本 膜性増殖性糸球体腎炎

( )例 腎組織標本 膜性腎症( )例 腎組

織標本であった。このうち経過中に末期腎不全へ至った症

例は 例中 例 例中 例 例

中 例 例中 例であった。

尿沈渣における / Φおよびポドサイト

の検討

現在 当院において経過観察している 症例(男児

例 女児 例)について検討した。尿採取時の年齢は

± 歳(～ 歳)であった。疾患の内訳は

例 例 例 例 -

例 例 例 例 無症候性血尿

( )例であった。このうち 例においては同時(腎

生検と採尿との期間が カ月以内で 臨床的に腎炎の活動

性に変化がなく 腎炎に対して治療を行っていない症例)

に腎生検による組織の検討も行っており 内訳は

例 - 例 例 例であった。

また 腎機能は の各 例で急性期に一時

的に血清クレアチニンの上昇を認めたのみで 他の症例は

年齢相当の腎機能であった。同時に採取された尿で尿中ポ

ドサイトの測定も行った。

活動期 非活動期の分類

各種腎疾患においては活動期と非活動期に分類した。ス

テロイド薬や免疫抑制薬などの投与を必要としない

では 肉眼的血尿や浮腫 乏尿の臨床症状

を有する発症早期を活動期とし それらの臨床症状が消失

した時点より非活動期と定義した。また

- では ステロイド薬や

免疫抑制薬などの投与開始前を活動期とし 治療前にはい

ずれも / /日以上の蛋白尿か肉眼的血尿を有し 治

療後にはそれらはいずれも軽快し 治療後を非活動期と定

義した。なお はいずれも非活動期に分類した。

本研究を施行するにあたり 全例でインフォームド・コ

ンセントにて同意を得ており 本実験は聖マリアンナ医科

大学病院生命倫理委員会にて承認されている。

方 法

腎組織標本の免疫染色

腎生検で得られたパラフィン切片を脱パラフィン後

トリプシン( )で ° 時間の処理を施

し で 分間内因性ペルオキシダーゼ活性を阻

害した。その後 ウシ血清アルブミン( )(

)加リン酸緩衝生理食塩水( )で 分間インキュ

ベーションした。抗体は と で 倍に希

釈した抗ヒト マウスモノクローナル抗体( -)

( 京都)を使用し 湿潤箱内にて室温で 時

間反応させた。次にペルオキシダーゼ標識抗マウス免疫グ

ロブリン(エンビジョンポリマー )( 京都)

を用いて湿潤箱内にて室温でさらに 時間反応させた。そ

の後 -ジアミノベンチジン・ ( )により発色

させ ヘマトキシリンを用いて核染色を施した( )。

尿沈渣スメアの作成

患児の早朝新鮮尿 を尿細胞保存液ウリキープ
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(武藤化学 東京)に採取し 混和後 で 分間遠

心した。上清を捨て 倍希釈 (

東京)で 分間溶血操作をした後

で 回遠心洗浄し 沈渣 μをサイトスピン (

)で 分間遠心し シランコートさ

れたプレパラートにスメアを作成した。

尿沈渣スメアの免疫染色

尿沈渣スメアを乾燥後 パラホルムアルデヒドで

分間冷蔵固定後 過酸化水素水( )で 分間内因

性ペルオキシダーゼ活性を阻害した。その後は「 腎組

織標本の免疫染色」と同様の過程で行った( )。

光学顕微鏡的検査

腎組織および尿沈渣スメアにおける 陽性細胞の

うち好中球および卵円形脂肪体や大型の脂肪球はその形態

上から除外し( ) 単核球のみ / Φとし

て測定した。結果は 腎組織標本では

( )を用い (三谷商事

福井)により腎組織切片の全視野の平均単位面積 当た

りおよび全糸球体( ～ 個)の平均糸球体 個当たりの

浸潤 / Φ数で 尿沈渣スメアでは尿 当た

A：Many cells were positive for
 

CD68in urinary sediments in
 

the active pha s e.Y e l l o w
 

arrow heads show CD68Mo/

MΦ.Red arrow heads show
 

neutrophils.(×120)

B：Two cells were positive for
 

CD68in urinary sediments in
 

the inactive phase in the same case as A.Red arrow heads show neutrophils.(×120)

C：An oval fat body in urinary sediments in the inactive phase in the same case as A.(×120)

A：Many cells were positive for
 

CD68in a glomerulus of a
 

patient with IgA nephropathy.

(×120)

B：Many cells were positive for
 

CD68 in the tubulo-inter-

stitium of a patient with IgA
 

nephropathy.(×120)

C：A cells was positive for CD68

in glomerulus of a patient
 

with MCNS.(×140)

D：A cell was positive for CD68

in the tubulo-interstitium of
 

a patient with MCNS.(×

140)

Arrow heads show CD68 Mo/

MΦ.
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りの / Φ数(全視野の合計)で算出された。

尿中ポドサイトの測定

早朝新鮮尿 ～ を尿細胞保存液ウリキープ に

採取し よく混和後三菱化学ビーシーエル(東京)に測定を

依頼した。ポドサイトの検出には ポドサイト表面の糖衣

を形成するシアル蛋白であるポドカリキシンに対するモノ

クローナル抗体( 抗体 )(三菱化学ビーシーエル

東京)を用い 蛍光抗体法にて検出した 。結果は尿

当たりの陽性細胞数で示した。

統計学的処理

結果は 平均±標準誤差( ± )で示した。各疾

患における活動期と非活動期の比較には -

の -検定を用いた。疾患別の測定値の比較については

- の方法により多群間の有意差の有無を確

認し 有意差が認められた場合には の方法によっ

て多重比較を行った。相関係数は の方法で行っ

た。以上の各検定において 有意差の有無は ＜ を

もって判定した。

結 果

各種腎組織における浸潤 / Φの検討

腎生検組織像において疾患別に検討したところ 糸球体

浸潤 / Φ数は に比べて が有意

に高値を示し - にお

いてはいずれも高い傾向を示した( )。同様に 単位

面積当たりの間質浸潤 / Φ数は に比

べて が有意に高値を示し -

においては高い傾向を示した( )。

各種腎組織における糸球体と間質浸潤 /

Φの検討

糸球体浸潤 / Φ数および間質浸潤

/ Φ数との関係は多少のばらつきを認めるものの有意

な正の相関を示した(＝ ＜ )( )。

各種腎疾患の活動期および非活動期における尿中

/ Φの検討

活動期および非活動期における尿中 / Φ数

を比較すると -

のそれぞれにおいて有意に活動期で高値を示した。一方

や の一部の症例は高度蛋白尿を伴う活動期

であるにもかかわらず尿中 / Φ数は増加して

いなかった( )。

/ Φ

The number of CD68 Mo/MΦin the HSPN group was signifi-

cantly higher than that in the MCNS group( p＜0.01).Data
 

represent the mean±standard error of the mean(SEM).

/

Φ

-

The number of CD68 Mo/MΦshowed a significant relation-

ship between the glomerulus and interstitium(r＝0.40,n＝

107,p＜0.001).

/ Φ

-

The number of CD68 Mo/MΦ(/mm)in each of the HSPN,

FSGS and Alport’s syndrome group was significantly larger,

respectively,than that in the MCNS group(p＜0.05, p＜

0.01).Data represent the mean±SEM.
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各種腎疾患における腎組織と尿中 / Φ

の検討

腎生検と採尿との期間が カ月以内で 臨床的に腎炎の

活動性に変化がなく 腎炎に対して治療を行っていない症

例を対象とした。糸球体浸潤 / Φ数が多く認

められる症例ほど尿中 / Φ数も多く(＝

＜ ) 同様に間質浸潤 / Φ数が多く認め

られる症例でも尿中 / Φ数が多く(＝

＜ ) それぞれ有意な相関を認めた( )。

各種腎疾患における尿中 / Φと尿中ポ

ドサイトの検討

尿中 / Φ数の多い症例ほど尿中ポドサイト

数も高値を示し 有意な相関を示した(＝ ＜ )

( )。

臨床経過

に実際に経過の追えた症例を呈示した。

は 歳男児の 症例を示す。初診時蛋白尿と肉眼

的血尿を伴い 尿中 / Φ数は尿 当たり

個と非常に高値であり 糸球体および間質浸潤

/ Φ数も高値を示した。その後安静とステロ

イド薬( )の投与により血尿・蛋白尿は改善し 尿中

/ Φ数も減少した。 は 歳女児の

症例を示す。初診時ネフローゼ症候群と肉眼的血

尿を呈し 尿中 / Φ数は尿 当たり

個と高値を示し 同時に糸球体および間質浸潤

/ Φ数も高値を示した。治療開始後尿中 /

Φ数は血尿・蛋白尿の改善に伴って減少したが 追跡腎

/

Φ -

The number of CD68 Mo/MΦshowed a significant relation-

ship between the interstitium and urine(r＝0.80,n＝12,p＜

0.01).

/ Φ

The number of urine podocytes correlated significantly with
 

that of urine CD68 Mo/MΦ(r＝0.76,n＝81,p＜0.001).

/

Φ

The number of CD68 Mo/MΦshowed a significant relation-

ship between the glomerulus and urine(r＝0.79,n＝12,p＜

0.05).

/

Φ

The number of urine CD68 Mo/MΦin the active stage were
 

significantly higher than that in the inactive stage in the AGN,

IgAN,HSPN,non-IgAN and MPGN groups,respectively,(p＜

0.05, p＜0.01).Data represent the mean±SEM.(a：active
 

stage,i：inactive stage)
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生検において糸球体および間質浸潤 / Φ数は

初回に比べてやや増加していた。

考 察

の抗原性

一般的に単球およびマクロファージ以外に 好中球およ

び卵円形脂肪体や大型の脂肪球においても 抗原は

認められ それらの鑑別が非常に難しいことがある。その

ため 尿中 / Φの検出には や の抗血清

を用いることがある 。 抗原は単球 マクロ

ファージ 好中球の骨髄系細胞に存在し 腎炎による細胞

性半月体に 陽性 / Φが多数認められる。また

抗原は単球 マクロファージ 細胞 好中球に

存在し 主に活性化したマクロファージを検出し 両者と

も腎炎の活動性の指標となるとされている。また

や 抗原も 抗原と同様にマクロファージの前

駆細胞である単球にも存在し それぞれの抗血清で染色す

るとマクロファージとともに単球も染色される。しかし

や の抗原性はパラフィン切片においては失わ

れてしまい 本研究では腎組織および尿中の / Φを

検討し その関係を明らかにすることを目的としたため

パラフィン切片においても抗原性を示す 抗血清を

あえて使用した。そのため 腎組織および尿中において同

時に染色される好中球および卵円形脂肪体や大型の脂肪球

は形態学的に除外された。しかし 同時に染色される単球

とマクロファージの形態学的鑑別は困難であり それらを

つ( / Φ)として計測した。

腎組織における浸潤 / Φの検討

各種腎疾患において腎組織浸潤 / Φ数は を

コントロールとして検討した。これは 非活動期に腎生検

を施行する症例が少なく大部分が活動期に当たるため 腎

組織における検討ではほぼ正常な組織形態である

をコントロールとした。

糸球体浸潤 / Φ数の検討では に比

較して が有意に高値を示したが -

も高い傾向を示した。これらの症

例は を除いていわゆる増殖性腎炎群であり これ

までの成人例の報告と一致する 。 の 例に関し

ては発症して ～ カ月経過しており メサンギウム基質

の増加は認めるものの メサンギウム細胞の増殖は伴って

いない。また 成人例では糸球体浸潤 / Φ数は半月

体形成の程度やメサンギウム細胞の増殖の程度との相関が

報告されているが 本研究では検討されていない。間

質浸潤 / Φ数の検討では に比較して

の各群が有意に高く -

と が高い傾向を示した。また 糸球体浸潤

/ Φ数と間質浸潤のそれとの相関を求めると 多少の

ばらつきを認めるものの有意な正の相関を示した。しか

し と に関しては 糸球体浸潤 /

Φ数に比して間質浸潤のほうが比較的高値を示し 特に

に関しては著明であった。

糸球体腎炎において / Φが糸球体 間質に浸潤し

てくることは以前より知られており その機序について

は 近年 白血球接着分子やケモカインなどが重要な役割

を果たしていることが明らかになってきている 。実験腎

炎モデルにおいて / Φのケモカインである
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-( -)を抑制すること

で / Φの糸球体集積と尿蛋白が抑制されることが示

されている 。糸球体硬化の機序として 糸球体へ持続的

に / Φが集積することで - -βなどのサイ

トカインによりメサンギウム細胞の増殖や基質の増加を促

し 糸球体硬化へと進展させることが知られている 。ま

た 種々の糸球体疾患で尿細管上皮細胞においても

-の発現が増強していることが報告されており

これらのケモカインにより / Φが間質に浸潤し -

- -β -αなどのサイトカインを放出して

線維芽細胞の増殖を促進し線維化の誘因となっている 。

しかし 糸球体病変と間質病変との関係については 先発

の糸球体病変により二次的に障害された尿細管上皮細胞が

ケモカインを産生し 間質へのマクロファージ浸潤が惹起

される可能性 や 糸球体や尿細管上皮細胞に -の

発現が同時に増強されること から 同時進行的にマク

ロファージが浸潤する可能性も考えられた。われわれの経

験した症例( )において 臨床症状の改善と尿中

/ Φ数の減少後に間質浸潤 / Φ数

が増加していたが これは腎全体の所見ではなく 偶然腎

生検をされた局所的な影響 または今後腎炎が進展してく

る可能性も考えられた。

腎組織と尿中 / Φとの関係

本研究では 尿中 / Φの測定とほぼ同時に

腎生検を施行した 例(活動期 例 非活動期 例)にお

いて 尿中 / Φ数が糸球体浸潤と間質浸潤

/ Φ数との間にいずれも有意な相関が得られた

ことから 尿中 / Φは腎組織における糸球体

および間質浸潤 / Φの両方を反映している可

能性も示唆された。これまでの報告では 糸球体由来の尿

中 / Φ出現の機序として 壊死性病変によ

り あるいは補体系活性化に伴う

( )により糸球体基底膜が破壊され 半月体形成

に伴い浸潤した / Φがボーマン囊腔を経て尿中に出

現すると説明されている 。尿細管 間質浸潤

/ Φの尿中への出現機序については文献的にも不明で

あり 本研究においては 症例と検討症例数が少なく

のように尿中 / Φ数と間質浸潤

/ Φ数が一致しない例もあることから 今後 症例を

増やし再検討していく必要があると思われた。

また 本研究の対象において 末期腎不全へ進展した症

例は前述したように 例であったが これらの症例と尿

中および腎組織浸潤 / Φ数との関連性につい

ては 間質浸潤 / Φ数の多い症例ほど末期腎

不全へ進展する傾向にあるものの 尿中 / Φ

数との関連についてはまだ明らかではなく 今後 臨床的

予後推測因子としても検討すべき課題であると考えてい

る。

尿中 / Φと腎炎活動性との関係

各種腎疾患において -

の各臨床的活動期にはそれぞれの非活動期

に比べて有意に尿中 / Φ数が増加していた。

しかし や においては蛋白尿の強い臨床的

活動期であっても尿中 / Φは増加していな

かった。このことから いわゆる増殖性糸球体腎炎におい

てのみ 尿中 / Φ数は腎炎の活動性を反映し

ていることが示唆された。また では間質浸潤

/ Φ数は増殖性糸球体腎炎と比べても高値を

示し 糸球体においても比較的高値であるにもかかわら

ず 尿中 / Φ数は非常に低値であった。これ

は単に採尿の時期によるものとは思えず その理由は不明

であるが 成人例の報告でも同様の結果が見られた 。

らは 糸球体腎炎のなかでも特に急速進行性糸球体

腎炎( ) 活動期 ( を有する)

感染後腎炎で有意に多数の尿中 / Φを検出

し 増殖性糸球体腎炎における活動性の指標として有用で

あると成人例で報告している 。本研究において

も 一部経過を追えた症例では 臨床的に活動性が低下し

ていくにつれて尿中 / Φ数も減少しており

活動性の指標となりうると思われた。また 尿中

/ Φ数は すでに腎炎の活動性の指標としての評価が

固まりつつある尿中ポドサイト数と極めて良好な正の相関

関係を示した。しかし 今回のわれわれの検討結果では

は正常範囲内であり で尿中ポドサイト数は

高値を示すという文献 と異なる点については更なる検

討が必要と思われた。

以上 本研究は小児腎疾患の進展に果たす / Φの

役割について 腎組織浸潤 / Φと尿中

/ Φの つの方向性から検討し / Φが腎炎の進

展に何らかの関与をしていることが窺えた。しかも

のように急性期では尿中 / Φは著明に

増加していたにもかかわらず自然経過で完治したことか

ら 一過性の腎臓への浸潤ではなく 持続的な浸潤が腎炎

の進展に関与するのではないかと推測された。最後に 過

去の内外の報告では 小児に関する同様の研究は見当たら

なかった。
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結 語

小児腎疾患における腎組織中および尿中に出現する

/ Φについて検討し 以下の結果を得た。

)腎組織浸潤 / Φが腎炎の進展に何らか

の関与をしていることが窺えた。

)尿中 / Φは糸球体のみならず間質浸潤

/ Φを反映していることが推測された。

)尿中 / Φは -

の増殖性糸球体腎炎において臨床的活動性

の指標となることが示唆された。
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