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はじめに

　ヒトの腎臓はソラマメ形状の臓器であり、背骨の

両横、横隔膜の下に一対ある。1つあたり、握りこぶ

しほどの大きさ（成人の場合　約 150g）である。腎

臓の生理学的役割は、（1）尿生成を通じて、体液（細

胞外液）各種成分のホメオスタシス（恒常性）を保つ、

（2）タンパク質代謝物（尿素など）の排出、（3）各

種ホルモンの内分泌（活性化ビタミン D；骨組織にお

けるカルシウム代謝の調整、レニン；血圧上昇作用、

エリスロポエチン；骨髄における赤血球の生産促進

など）である。腎臓への血液の流経は、腹部大動脈

から左右の腎臓に太い腎動脈が配置され、動脈血が

供給される。腎臓からは腎静脈が直近の腹部大静脈

へ配置され、腎臓にて老廃物が除去された血液が体

流血液へと戻される。ヒトにおいては、腎臓の重量は

体重の約 0.45%を占めるに過ぎないが、両腎臓合わ

せると体内全血流量の約 25%が還流し、毎分心拍血

液吐出量（約 5リットル）のうち、1～ 1.3 リットル

にも達する血液を受け入れている（1 日あたり 1500

～ 2000 リットル）。腎臓に入った動脈血は細動脈を

経て、糸球体（腎小体）へと流入し、血圧によって 1

日あたり 150 ～ 200 リットルもの原尿が血液から濾

し出される（腎臓へ流入した血液の 10%が原尿とし

て濾し出されている）。糸球体は両腎臓合計すると約

200 万個存在し、1 つの糸球体は 1日あたり 0.1 ミリ

リットルの原尿を血液から濾しとっている。原尿に

は体内に必要なアミノ酸類、無機塩類や糖質など種々

の成分が含まれているため、ボーマン嚢下流域（主

としてヘンレのレープ部位）にて 99%以上が再吸収

される。最終的に余分な無機塩類や代謝廃棄物など

が溶け込んだ液体成分が 1日あたり 1.5 ～ 2 リットル

の尿として排泄される。

　一方、腎臓は血流量あたりの酸素消費量の大きい

臓器として認識されており、虚血（血流障害）など

による機能ダメージ（腎機能の低下）の出現しやす

い器官として知られている。腎臓のろ過機能低下や

さらには腎不全などの発病原因の多くが虚血による

活性酸素の発生による酸化ダメージによるものと推

測されている。特に、糸球体部位における酸化ダメー

ジの蓄積は深刻な腎機能の低下をもたらす。糸球体

は酸化ダメージによってボーマン嚢の変性・破裂や、

糸球体内部の細動脈の硬化による血流の閉塞などに

よって容易に構成細胞のアポトーシスを引き起こす

ことが知られている。ヒトの場合通常両腎臓で約 200

万個の糸球体があるがアポトーシスによって変性・

脱落した糸球体は再生されず、数を減ずるばかりと

なる。腎臓は余剰能力の高い臓器であり、200 万個の

糸球体のうち半分程度（100 万個）の糸球体を失って

も通常の生活ができる程度の予備能力を持っている

（片方の腎臓を失っても生活は可能である。したがっ

て、健常人であれば片方の腎臓を移植用臓器として

提供しても問題はないとされている）。しかし、全体

の 75%程度の糸球体を失ったあたりから、血液中へ
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の老廃物の停滞が認められ、腎不全の様相を呈し始

める。健常者の場合、60 歳で約 150 万個、80 歳で約

100 万個、90 歳で約 75 万個の糸球体が腎臓に残存し

ているとされている。しかし、糖尿病などのために

高血糖状態になると糸球体への酸化ストレスが顕著

に高まることが報告され、糖尿病性腎症の主要な原

因として注目されている。糖尿病性腎症は急激な糸

球体の変性・脱落（数年以内に 90%以上の糸球体を

失うこともある）が起きることが特徴であり、本邦

をはじめとして先進諸国において末期腎不全の病因

の第 1位を占める疾病である（1）。現在までのところ、

糖尿病性腎症に対し、幾つかの治療法が試行されて

いるが、いまだに末期腎不全への転機をたどる患者

が多く発生しているのが現状である。糖尿病に関与

する酸化ストレスばかりではなく、パラコート（農薬：

除草剤）の誤飲による引き起こされる重篤な腎不全

も、パラコートの代謝中に産生される活性酸素の酸

化ストレスによるものとされている。その他、虚血

およびその後の再灌流によって生じる腎不全も活性

酸素の関与が推測されている。腎臓は、酸素消費量

の大きい器官として認識されており、その酸素消費

量は 0.02 ～ 0.03ml O2 /g・minに達することが報告さ

れている。このように酸素消費の激しい器官は酸素

の過剰代謝による障害である再灌流障害の発生もよ

く知られた事象である。これらのダメージの発生は、

ミトコンドリア内部での酸素代謝に伴う活性酸素の

発生に起因するとされている。 以上のように、腎臓

が酸素消費量が大きい器官であることは明らかにさ

れている一方、細胞内部における活性酸素の発生レ

ベルは未だ明らかでなく、またそれに対する生体防

御の程度も不明である。

　そこで本稿では、活性酸素に焦点をあて、特に腎

臓における活性酸素の消去（不均化反応）を司る酵

素である Super　Oxide　Dismutase（SOD）の活性分

布を明らかにすることを目的とした。

実験方法

1　実験動物および試薬

　実験動物として6週齢のウィスターラット（SPF、♂、

体重 200 ～ 220g）を用いた。　

　組織タンパク転写用のマトリックスシート剤とし

てニトロセルロース（NC）膜を用いた。

　緩衝液としてトリスバッファー化生理食塩水（TBS：

40mM Tris - 33mM HCl - 152mM NaCl, pH 7.4）を使用

した。

　SOD活性染色試薬として、活性酸素発生剤のリボ

フラビン（ビタミン B2）、発色剤は NBTを用いた。

2　機材

　組織切片の作成にクライオスタット、活性酸素発

生のために紫外線ランプ（360nm）を用いた。

　画像観察用にオリンパス顕微鏡 BX50、銀塩フィル

ムカメラにオリンパス OM2nを用いた。

3　実験動物の処理

　実験動物は国際実験動物取り扱い規約に則り、無用

な苦痛を与えぬように、二酸化炭素を吸引させ、深

麻酔状態にせしめた後、実験に供した。胸部（横隔

膜より上部）正中線に沿って切開し、心臓の左心室

より冷 TBS（0℃）を灌流させ、同時に右心房を切開

し放血を行った。500mlの冷 TBSの大動脈灌流によっ

て全身から血液の除去がなされた後、眼球を実験サ

ンプルとして摘出した。実験動物の解剖には、ネン

ブタール（ペントバルビタール）、またはエーテルな

どの麻酔薬が通常用いられるが、本研究においては、

ドライアイスから発生した二酸化炭素を麻酔ガスと

して用いた。

4　実験手順

　サンプルは組織接着用グルーを用いて、切削台へ

－18℃にて接着された後、クライオスタットに装着

され、凍結新鮮切片が作成された（厚さ 20 ㎛：矢状

切片および正中断面切片）。

　作成された凍結新鮮切片はそのまま In Situ Blotting

法（2）に供され、組織中の高分子がマトリックスシー

ト（サイズ 10×20mm）上へ転写された（図 1）。

　マトリックスシートとして、SOD活性の検出には

ニトロセルロース（NC）膜が用いられた。

　4− 1　SOD活性の検出（図 2）

　SOD活性は活性酸素の除去活性として示される。
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そのため、組織化学的に SOD活性の染色を行うため

には、活性酸素の発生剤と活性酸素によって発色す

る色素の組み合わせによって組織像を発現させる必

要がある。本研究では既報（3）の活性酸素発生剤とし

て紫外線励起リボフラビン、発色色素として NBTを

用いる方法を発色基質液の組成割合と反応条件を以

下のようにわずかに改変して採用した（4）。

　眼球組織中の高分子が転写されたニトロセルロー

ス（NC）膜は、転写面を上部にして、発色基質液

（15μMリボフラビン、2.5mM NBT　in TBS）に浸さ

れ、360nmの紫外線を照射された（シート面におい

て 20000 ルクス、15 分、20℃）。組織像が現像された

後、発色基質液は蒸留水にて洗浄され、除去された。

　活性染色が現像されたニトロセルロース膜は、顕

微鏡にて観察され、カメラによって銀塩フィルムに

記録された。

結果

SOD活性の分布（図 3、4、5）

　SOD活性は活性酸素を除去する酵素活性であるた

め、活性酸素による NBTの沈殿発色を阻止する活性

として現れる。つまり、SOD活性が発現していると

ころは染色されず、明度の高い部分（白色に近い部分）

として示される（図 2）。

　腎臓全景図において、SOD活性は、Cortex（腎皮質）、

Medulla（腎髄質）、Pelvis renalis（腎盂）の全体にわたっ

て分布が認められた。活性の程度は、腎盂・腎髄質

に強い活性が認められ、腎皮質は全体としては SOD

活性は弱かった（図 3、図 4）。全景図皮質内部には、

肉眼でも確認できるほどに極めて強い活性酸素除去

活性（SOD活性）が糸球体に認められた（図 3、図 4

の皮質部　白点状の部分）。

SOD
Cell with various 
bio-molecules 
including SOD

SOD

1-Frozen section onto dry NC 
membrane 

SOD

2-Bio-molecules were bound onto the 
membrane

SOD

3-Washing out of tissue

SOD

4-Tissue free protein "print"

Legends of Fig.1

図 1
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　腎皮質拡大図（図 5）において、糸球体のボーマン

嚢内部全体に活性が強く示されていたが、内部の微

細構造（糸球体細胞、タコ足細胞）などによる活性

の差異は区別できなかった。一方、糸球体付属細胞（極

枕、メサンギウム細胞）には活性は示されなかった。

　さらに SOD活性がほとんど検出されなかった部位

は近位尿細管～ヘンレのループに当たる部位（腎皮

質内層、髄質との境界部分）であった。この部位に

は糸球体がほとんど観察されないことから、皮質に

おける SOD活性の検出はそのほとんどが糸球体に起

因していることが考えられた。

　腎臓髄質（遠位尿細管～集合管）および腎盂部分

は比較的強い活性が認められた。特に腎盂部位には

強い活性が認められたが、顕微鏡的には細胞構造が

認められず、粘液、もしくは腎内部の残存尿による

SOD様活性を誤検出してしまったアーティファクト

な結果の可能性も除去しきれない。

　図 3、図 4における黒いスジ状のものは、サンプル

を観察中についてしまったガラスの亀裂であり、SOD

活性の表示とは関連性はない。

考察

　腎臓は、酸素消費量が極めて激しい器官であり、酸

素呼吸の結果、活性酸素の発生量が大きい事が推測

され、それが腎機能の低下をもたらす要因であろう

と推測できる。一方で酸素供給量を維持するために、

腎皮質内に細密血管網を配置していることが明らか

となっており、多くの研究者によって研究がなされ

ている。

　今回の結果から、糸球体に極めて強い SOD活性が

認められ、若齢ラットにおいては糸球体は活性酸素

O˙2

O˙2

O2

SOD
Riboflavin

Riboflavin

NBT

NBT NBT

NBT

Before UV Illumination

SOD
After the reaction, SOD containing areas remain 
free of NBT precipitation

Riboflavin NBT

Reduced NBTSODReduced NBT

UVUV
H2O2 + O2

NBT
NBT

NBT

Reduced NBT (formazan)

Riboflavin
Riboflavin

O2

Riboflavin

O2

Riboflavin
O2

Riboflavin

Reduced NBT (formazan)

Photo-Chemical Reaction

O˙2

O˙2

図 2
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に対してある程度の抵抗性を持っていることが実験

的に示唆された。一方において糸球体は種々の因子

（糖尿病・虚血・有毒物質代謝等）によって発生する

活性酸素によってダメージを受け、容易に腎不全状

態になることが人においてもよく知られている。糸

球体に SOD活性が蓋然的に備わっていることは、腎

小体においては、生理的条件下においても、活性酸

素にさらされやすい部位であり、それに対する生体

防御の一環として理解できるかもしれない。腎臓は

自己の組織からレニンおよびエリスロポエチンとい

う生理活性物質を内分泌し、全身の血管の緊張を強

力に支配することによって血圧を調整している。腎

臓自身の内部血流量についてはメサンギウム細胞が

一酸化窒素合成酵素（NOS）を発現し、糸球体の弛

緩と緊張をコントロールし、流入細動脈、流出細静脈

の血流調整をおこなっている可能性が考えられる（5）。

腎臓内部における NOS活性（NADPHデアホレース活

性）（6）の組織染色結果が待たれるところである。

　NOSによって産生された NOは極めて分子量が小

さく（分子量 30）、酸素分子の吸収と同様に、特にレ

セプターなどの機能タンパクが細胞表面になくとも、

分子の拡散によって近隣の血管平滑筋細胞の細胞膜

を通過し細胞に取り込まれ、血管の拡張作用が現れ

る。NOは、一方において極めて反応性に富む分子種

Scale ber: 0.01mm

Cortex

Medulla

Scale ber: 5mm

Pelvis renalis

図 3
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であり、組織内で生じた活性酸素分子とも容易に反応

し、パーオキシナイトライト（ONOOラジカル）を

形成し、細胞内のタンパク質や核酸を酸化し、酸化

ストレスの発生を促すことになる（7）。

　つまり、NOが、本来の有益な作用（血管拡張作用）

を示すか、有害な作用（生体高分子の酸化作用）を

示すか？　作用の分かれ道は NO産生現場の活性酸素

ラジカルの発生程度に影響されうる（図 6）。

　今回の研究の結果は、直接、組織中の活性酸素の

濃度や、NOの濃度を測定したものではない。しかし、

腎臓組織内の SOD活性の分布を示し得た点では、画

期的な結果であり、若齢ラット腎臓内の組織酸化環

境に以下のような大きな知見を与えることができた。

　糸球体内部の酸化環境は、SOD活性が強く、活性

酸素ラジカルの発生レベルが低く保たれている可能

性が示された。この可能性から、メサンギウム細胞

などにおいても一酸化窒素が存在する場合において

も、NOラジカル種の産生は限定的になり得ると考え

られた。

　ただし、今回の結果は 6週齢の若いラットの腎組

織によるものであり、加齢状態のラット（通常では

ラットの寿命は 24 ～ 36 ヶ月ほどである）たとえ

ば、24 ヶ月齢あたりのサンプルにて同様の調査を行

い、ヒトの加齢状態における腎臓の老化を SOD活性、

NOS活性の変化で再現できるかどうかを至急行うこ

とが将来の課題として残されている。

　本研究は 2013 年 9 月～ 2014 年 8 月の在外研究中

に行った研究の一部をまとめたものである。

Scale ber: 5mm

Cortex

Medulla

Pelvis renalis

図 4
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