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第 1 章 序章 

1.1 臨床検査の現状と限界 

現在の医療において、臨床検査が診療に関与する割合は 70%に近いとされ 1)、疾患の診

断は臨床検査なしでは成り立たないと言っても過言ではない。実際、内科の外来初診患者

の正診率を調べた報告では、問診だけでは 58.2%、理学的所見（視診、触診、聴診などに

よる他覚所見）が加わっても 69.2%であるのに対し、検査結果（血算や検尿、一部の臨床

化学検査）が診察前に提供されると正診率が 90%となるとされている 2)。さらに、臨床検

査は疾患の診断だけでなく、病態や病勢の把握、治療効果の判定、薬剤の副作用、疾患の

予防などにも必須となっている。 

臨床検査は、患者自身を用いて心電図検査などを行う生理機能検査と、体の一部を取り

出して検査する検体検査に大別される。このうち検体検査では、患者の血液や尿を分析し、

その測定値によって疾患の原因となる生体の機能変化を検出している。例えば腎・泌尿器

疾患の多くは無症状で経過するため発症の時期を特定することが困難であるが、尿所見や

血液生化学検査の異常を手掛かりに、病歴を聴取し、理学所見の推移を観察することによ

って診断されている 3)。 

しかし、検査を行っても、生体内での機能変化を捉えられない、あるいは捉えにくい事

象も存在する。その代表的な事象として、臓器の組織学的変化の検出が挙げられる。癌の

ような重篤な疾患が予想される場合は、標的臓器の組織を採取して病理検査を行うが、患

者の身体的負担が大きいため日常的に行われる検査ではなく、また、すべての臓器でサン

プリングが可能ではない。さらに、病理組織検査は採取された時点での組織変化を検出す

るのみで、その後の経時変化を検討することが出来ないうえ、組織採取された部分でのみ

の評価に留まるため臓器全体の評価をすることが出来ない。その結果、疾患の進行程度（病

期）を、組織学的変化を指標として評価することは少なく、血液や尿を用いた検査で代用

しているのが現状である。一例として、我が国では糖尿病性腎症病期分類が多くの臨床現

場において用いられているが、病期ごとに病理組織変化が示されているものの、病期分類

は臨床所見（尿中タンパク値）に基づいており、組織像は基準となっていない。2007 年

に糖尿病性腎症の病理組織分類についての基準がRenal Pathology Societyより提唱され、

①糸球体基底膜肥厚、②メサンギウム拡大、③結節性病変(Kimmelstiel-Wilson lesion)、

④球状硬化の 4 つのクラス分け（表 1.1）が示されたが、糖尿病性腎症のうち特に 2 型糖

尿病では種々の要因による修飾を受け病変は多彩となっていること、尿細管や間質、様々

のレベルの腎内血管系に病変が展開していること、1 型糖尿病と 2 型糖尿病を区別してい

ない、分類基準が糸球体病変のみである、尿細管・間質病変、血管病変が含まれていない

などの点から、必ずしも十分な分類ではないとの批判がある 4)。このように、組織診断は

あくまで病期分類の 1 所見とされるのみで、組織変化から病期分類されることはない。そ

の理由は、ヒトの病態を把握するために任意の時点でヒトの臓器を摘出して組織検査をす

ることが不可能であるためである。 
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表 1.1 糖尿病性腎症の病理分類（糸球体病変）（文献 4)より引用） 

Class Ⅰ GBM 肥厚 

Class Ⅱ メサンギウム拡大 

  a : 軽度 

  b : 高度 

Class Ⅲ 結節性硬化（Kimmelstiel-Wilson 病変） 

Class Ⅳ 球状硬化 

 

 

1.2 動物実験による病態の解析 

上記に示した問題を解決するため、動物実験によって得られた、病態と臓器の組織的変

化との関連性から疾患の進行状態を推測することも行われているが、その動物実験におい

ての主眼は、病態と生体組織変化の 1 対 1 の関連性を明らかにするもので、疾患の進行に

伴う生体組織の変化を経時的に見ていくという、いわば疾患の診断に情報を供するという

視点に欠けている。つまり、これまでの報告では、疾患モデル動物を用いて、ある時点で

の組織変化と機能の関係を評価するに留り、臨床検査値との経時的な関係についての検討

が行われていないため、どの時点で臨床上問題となる器質的変化が起きているのか不明な

ままである。 

そこで、症状や非侵襲的な臨床検査データから組織像の変化を類推することが可能とな

れば、組織検体の採取に伴う患者の身体的負担がなくなるとともに、臨床検査値がどの程

度変化すれば組織の非可逆的な器質的変化が起こっているか類推することができ、疾患の

早期発見や予防に繋がることが期待できる。そのため、本研究ではヒトの生体のうち、腎・

泌尿器機能系に焦点をあて、機能障害の原因となる器官の組織学的変化を簡便に検出する

方法の開発を目指した。 

 

1.3 腎・泌尿器機能系に着目した理由 

高齢男性によくみられる泌尿器系疾患に前立腺肥大症がある。前立腺肥大症とは「前立

腺の良性過形成による下部尿路機能障害を呈する疾患」と定義されており 5)、前立腺の大

きさだけで定義されるものではなく、排尿症状を伴っているものをいう。前立腺肥大に伴

い尿道を物理的に圧迫して排尿機能が低下するが、前立腺部の尿道は尿道粘膜で被覆され

ているため、前立腺組織が尿中に出現することはない。しかし、残尿が生じる程度の肥大

をきたすと、尿沈渣中に大食細胞を認めることがある。これは、古くなった分泌物や腺管

を構成していた古い細胞がマクロファージの自浄作用により貪食された結果、尿道に排出

された大食細胞が尿中にみられることがあるとされる 6)が、前立腺肥大症に特異的な現象

ではない。そのため、前立腺の腫大は、直腸指診と腹部超音波検査でスクリーニングされ、

加えて排尿障害の自覚障害や尿流測定などの検査を行い、総合的に診断されるため、臨床

検査だけから前立腺の肥大の有無を検出することが出来ない。このように、既存の臨床検

査では前立腺肥大症の診断には不十分であるため、本研究では、既存の尿検査から排尿障
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害の原因となる前立腺の組織学的変化を検出する手法を開発することとした。 

また、高齢化にともない腎能低下は避けられないことはよく知られている。解剖学的変

化として、腎重量は 40 歳以降徐々に低下し、80 歳になると 30%以上の重量低下を示し、

腎臓の全面積及び平均の皮質面積ともに加齢により有意に減少するとされている 7)。腎機

能はヒトの臓器機能の中でも肺機能に次いで加齢による機能低下が大きく（図 1.1）、糸球

体濾過量(Glomerular Filtration Ration; GFR)も加齢とともに性差によらず進行性に低下

する（図 1.2）8)。加齢で GFR の低下をきたす要因は、腎血管の動脈硬化による腎血流の

低下や、硬化糸球体増加による機能ネフロン数の減少などが考えられる 8)。したがって、

このような機能低下を引き起こす器質的な変化を簡便な検査で検出することが望まれる

ところである。腎機能は一度低下すると回復することはないため、異常の兆候を早期に検

出することが求められ、この器質的な変化をより早期に検出することにより、疾患を未然

に防ぐための日常的な指標として疾患の予防に活用することが期待できる。現在、腎・泌

尿器系疾患の一般的な検査は、尿の性状、残留物の検査、排尿速度の測定など、尿を用い

た検査であるが、その検査で異常値が検出されたとしても、生体組織の変化を検出するま

でには至らない。その主な原因は、尿の生成から排出にいたるまで多くの過程が含まれて

いるためで、その結果、どの部位に器質的な変異とそれに続く、機能変化が起こっている

か不明になる。例えば、尿沈渣検査でみられるフィブリン円柱や空胞変性円柱などの特徴

的な形態をとり、関連する疾患は明らかとなっていても、その正確な生成過程が分かって

いない成分も少なくない 9)。糸球体型赤血球の生成についても、尿細管での浸透圧、電解

質（カリウム、リン酸）濃度変化が重要であることはある程度分かっているが、未だに確

定しているわけではなく、またその理由については明確でないうえ、尿沈渣成分の中には

臨床的意義の確定していない成分もある 9)など、尿沈渣から組織の器質的変化を検出する

ことは困難である。 

尿は、腎臓の糸球体で血液をろ過して生成された排泄物であり、その中に含まれる成分

は血液成分に由来するため、生体内の異常を知るうえで尿検査は重要な意義がある。尿は、

毎日体外へ約 1.5 L排泄されているため、非侵襲的に十分な量を採取することができ、臨

床検査の材料としては最も適している。そのため、尿検査は臨床検査の中で最も広く行わ

れており、基礎的な検査として重要である。また、尿の異常は腎・泌尿器系疾患だけでな

く、全身の各種疾患との関連もあり、尿中成分の量的・質的変化や病的な成分の早期発見

は臨床的価値が高い。しかし、既存の尿検査は臓器・組織の機能変化を検出することは出

来るが、臓器の器質的変化を検出することが出来ない。このように、腎・泌尿器系疾患に

対する既存の尿検査では、組織の器質的な変化を検出することが不十分であるため、本研

究では、尿中に出現する細胞の形態変化に着目し、腎障害との間に関係があるかどうか検

討することとした。 
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図 1.1 加齢に伴う生理機能の低下 

神経機能、代謝機能は加齢による機能低下が小さいが、腎機能、肺機能は加齢による機

能低下が大きい（文献 8）より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.2 加齢による糸球体濾過量の低下 

 男女ともに加齢とともに糸球体濾過量は低下すが、その低下速度は、もともとの濾過量

が低いほど早い（文献 8）より引用）。 
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1.4 本研究の目的と論文の構成 

本研究の目的は、尿を用いた簡便な検査によって、機能変化を引き起こす組織変化を検

出することである。非侵襲的に腎・泌尿器系の器質的変化を検出することが可能となれば、

生検や手術を行って臓器・組織を摘出することなく組織学的変化を評価することができ、

経時的な病態の経過観察も可能となる。 

 第 2 章では、排尿障害を伴う前立腺肥大症について、疫学や組織学的な発生・進展、自

覚症状および他覚症状の評価方法についてまとめ、さらに既存の検査の問題点について指

摘した。第 3 章では、実験動物を用いて、排尿障害を引き起こす前立腺の病理組織変化に

ついて検討し、尿流測定パラメーターとの関連を検討した。第 4 章では、腎障害の病態解

析に用いられる各種動物モデルの中から、アデニン誘発モデルに着目し、腎障害が惹起さ

れるメカニズムや生化学的・病理組織学的特徴について概説するとともに、慢性腎不全の

症状進行に伴う腎機能の変化と尿中に剥離する尿細管上皮細胞との関係性について、これ

までの報告をまとめた。第 5 章では、アデニン誘発慢性腎不全マウスが新しいヒト CKD

モデルとして活用できるかどうかを実験によって検討し、腎機能変化と尿中に剥離する尿

細管上皮細胞の N/C 比（細胞質に占める核の面積比）との関係についても言及した。最終

章である第 6 章では、本論文を総括するとともに、本研究の今後について述べて結語とし

た。 
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276-283, 2015. 

9． 菊池 春人; 臨床検査と標準化 各検査領域における標準化の現状と課題 尿形態検査

の標準化. 臨床病理 66: 58-61, 2018. 
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第 2 章 前立腺肥大症と排尿障害 

2.1 前立腺肥大症の疫学的背景 

 本章では、排尿障害の原因となる前立腺の組織学的変化を検出するにあたり、前立腺肥

大症に関する一般的事項をまとめた。前立腺肥大症(Benign Prostatic Hyperplasia: BPH)

の定義は、前立腺腫大(Benign Prostatic Enlargement: BPE)、閉塞(Benign Prostatic 

Obstruction: BPO)、下部尿路症状(Lower Urinary Tract Symptoms: LUTS)の 3 要素の存

在、すなわち前立腺の良性過形成により前立腺が腫大し、そのために下部尿路閉塞が起こ

り、さらにさまざまな排尿・畜尿症状を伴うものとされている 1)。BPH の基本的な病態は

前立腺腫大に伴う尿道抵抗増大による尿路通過障害であり、様々な排尿症状がみられる。

しかし、実際には BPH では下部尿路閉塞のみでなく、膀胱の機能障害が起こり、より多

彩な症状を呈する（図 2.1）。膀胱機能障害には、排尿筋過活動(Detrusor Overactivity: DO)

と排尿筋低活動(Detrusor Underactivity: DU)があり 1)、いずれも BPH に合併することが

少なくない。そのため、前立腺肥大が必ずしも排尿障害を引き起こすわけではなく、逆に

前立腺肥大がなくても排尿障害を呈する場合もある。このように、BPH と排尿障害は単

純な関係ではないため、その診断は簡単でない。そこで、既存の臨床検査、特に尿検査を

用いて簡便に排尿障害を伴う前立腺肥大を検出する方法を開発することに意義があると

考えた。 

次に、前立腺肥大症の有病率の推移について述べる。本邦における community-based 

study の結果をもとに、国際前立腺症状スコア(International Prostate Symptom score: 

IPSS)の重症度・前立腺体積・最大尿流量の 3 者に基づく前立腺肥大症の有病率を計算し

た結果、IPSS>7 点、前立腺体積>20 mL、最大尿流量<10 mL/秒の全てを満たす人の割合

は、40 歳代 2%、50 歳代 2%、60 歳代 6%、70 歳代 12%と、加齢に伴って増大している

（表 2.1）2)。この結果から、前立腺肥大症の明らかな危険因子は加齢と考えられる。また、

思春期のテストステロンを産生する機能的に正常な精巣の存在も重要な危険因子である。

それ以外にも、遺伝的要因や食事・嗜好品との関係が指摘されている。さらに、最近では

肥満、高血圧、高血糖及び脂質異常症と前立腺肥大症の関係が注目されている 3)。そのた

め、今後高齢社会が進行すればますます BPH 患者数が増加することが予想され、簡便に

組織学的な前立腺肥大を検出する方法の開発が求められる。 
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図 2.1 前立腺肥大症における下部尿路機能障害の病態（文献 1）より引用） 

 前立腺肥大症では、前立腺腫大・閉塞により様々な症状を呈するが、下部尿路閉塞ある

いは加齢や他の疾患による膀胱機能障害（排尿筋過活動、排尿筋低活動）が病態を修飾す

る。 

 

 

表 2.1 本邦における前立腺肥大症の有病率（文献 2）より引用） 

年齢（歳） 
(1) 

%IPSS>7 

(2) 

%PV>20 

(3) 

%Qmax<10 

(4) 

(1)+(2)+(3) 

40～49 47 20 4 2 

50～59 44 35 6 2 

60～69 52 39 19 6 

70～79 63 37 42 12 
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2.2 前立腺肥大症の病態 

 それでは、前立腺肥大はどのようにして発生し、進展していくのであろうか。剖検での

検討 4)によると、前立腺重量は 20 歳頃まで増大し、性的成熟後 40～50 歳頃までは 20g 前

後とほぼ一定しているが、その後は加齢に従って増加する。組織学的な前立腺肥大症は 30

歳代より認められ、その頻度は加齢に従って増加し、80 歳代では約 90%に達する。この

傾向は人種や地域を問わず普遍的に認められる 5)ことから、前立腺肥大症は生理的な加齢

現象であると考えられている。一般住民を対象に各国で施行されたいずれの横断的研究に

おいても、経直腸的超音波断層法により推定した前立腺体積は、集団全体としては加齢に

従って増大するとされ、本邦においても、欧米での結果と比較すると各年代とも前立腺体

積は小さいものの加齢による増大を認める 6)。加齢による前立腺体積の増大は縦断的研究

においても確認されており、米国オルムステッド群での 5 年間にわたる研究によれば、前

立腺体積は年間 1.6%の増大を示している。本邦の 15 年にわたる研究では、40～79 歳の

一般住民の前立腺体積は 17.4 mL から 23.9 mL に有意に増加していた（年間前立腺増大

率 2.6%）2)。 

一方、一部のヒトでは加齢に従って前立腺が縮小する。オランダの一般住民を対象にし

た検討 7)によると、観察開始時と比較して 10 mL 以上、あるいは 26%以上の前立腺体積

の減少を有意な変化と定義した場合、それぞれ 1.4%、1.1%の症例が 4.2 年後に前立腺体

積の減少を示した。さらに、剖検での検討によると、過形成のない正常前立腺は加齢に伴

って萎縮するのに対し、過形成を有する前立腺は加齢とともに増大していた。このことか

ら、前立腺には萎縮と増大の 2 通りの過程があり、いずれを辿るかは 40 歳代半ばが分岐

点とされている 8)。また、経直腸的超音波断層法を用いた検討では、前立腺体積は全体と

してみれば経時的に増大するが、個々の症例では萎縮から増大までの様々な自然史をとり、

将来的に前立腺が増大するか否かは 50 歳前後で決定される可能性があると報告されてい

る 9)。 

 

2.3 前立腺肥大症に伴う排尿障害の自覚症状の評価 

BPH によって引き起こされる排尿障害の自覚症状には、残尿感、頻尿、尿線途絶など

があり、これらの症状を客観的に評価するため、国際前立腺症状スコア(International 

Prostate Symptom score: IPSS)が用いられる。この IPSS は、自覚症状に関するスコアと

Quality of Life(以下、QOL)についてのスコアから構成されており、前者の前立腺症状ス

コアは、残尿感、頻尿、尿線途絶、尿意コントロール、尿の勢い、排尿開始時のいきみ（遷

延性排尿）、夜間頻尿の 7 項目の質問につき 6 段階の答えが用意されている（表 2.2）6)。

IPSS に関しては、7 つの質問項目が典型的な前立腺肥大症の症状をカバーしていて重複が

ないこと、QOL に関する質問と相関が高いこと、正常例と肥大症例で差が出ること、治

療により低スコア化することなどにより、信頼性が高いとされている 10)。しかし、IPSS

は後述する尿流率検査で得られる最大尿流率などの他覚的な検査とは相関が必ずしも高

いわけではない 11)。その理由として、自覚症状は個人の主観によって大きく結果が変わっ

てくるためと考えられる。 
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表 2.2 国際前立腺症状スコア(IPSS)と QOL スコア質問票（文献 6）より引用） 
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2.4 排尿障害を客観的に評価する検査方法 

 次に、排尿障害を他覚的に評価する検査方法について述べる。尿流動態検査(urodynamic 

study: UDS)は、蓄尿から排尿までの下部尿路機能を総合的に評価する検査の総称であり、

排尿障害の代表的な他覚検査である。正常な下部尿路機能は、膀胱の畜尿機能と尿道の排

出機能が上手く協同運動していることによって成り立っている。そのため、UDS の目的

はこの両者を含む下部尿路機能を評価することである。正常な畜尿機能には、①適切な尿

意を感じることが出来る、②尿が溜まるにつれて膀胱（排尿筋）が弛む、③尿道（括約筋）

が閉まって尿を漏らさない、④十分な量の尿を溜めることができる、ことなどが必要であ

り、正常な排出機能には、⑤膀胱（排尿筋）が収縮する、⑥尿道（括約筋）が弛む、⑦膀

胱出口から先に狭いところがない（例えば前立腺肥大症など）、⑧残尿がない、ことなど

が必要である 12)。これら①から⑧がどうなっているか調べるために、各種の UDS が実施

される。このうち、以下に代表的な測定項目についてまとめた。 

 

2.4.1 尿流測定(Uroflowmetry: UFM)  

 尿流測定は、尿勢低下や尿線途絶といった排尿症状を訴える患者に対して行う検査であ

るが、排尿障害をきたす BPH などでは二次的変化として、頻尿や尿意切迫感などの畜尿

症状を訴えることもあるため、どのような下部尿路症状(LUTS)を訴える患者でも排尿障

害の有無を確認するためにスクリーニングとして行われることが多い。排尿パターンと排

尿量、最大尿流率(Qmax)・平均尿流率(Qave)や排尿時間が客観的数値として測定できる。

排尿パターンには様々なタイプがあるが、正常では釣鐘型（図 2.1a）を呈し、典型的な腹

圧排尿パターン（図 2.1b）では排尿筋低下が疑われ、閉塞パターン（図 2.1c）では下部尿

路閉塞が疑われる 13)。 
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図 2.1 尿流パターン（文献 13）より引用） 

 a: 正常パターン。排尿量(Voided volume: VV): 179 mL、最大尿流率(Maximum flow 

rate: Qmax): 25.6 mL/秒 

 b: 腹圧排尿パターン。VV: 244 mL、Qmax: 149 mL/秒 

 c: 閉塞パターン。VV: 104mL、Qmax: 4.9 mL/秒 

 

 

2.4.2 残尿測定 

 尿の排出障害をもつ患者では、排尿後に膀胱内に尿が残ることがあり、これを残尿と呼

ぶ。残尿量は排出障害の程度と相関があり、治療方針の決定を持つため、超音波断層装置

による測定が一般的に行われている 12)。残尿量の推定は、膀胱の縦・横・奥行きを測定し

て計算する。 

 

2.4.3 内圧尿流測定（Pressure-flow study: PFS） 

 内圧尿流測定は尿道、直腸にカテーテルを挿入して行い、さらに尿道にカテーテルを留

置したままで排尿するという侵襲的な検査で、排尿時の尿流量と排尿筋圧の解析により、

下部尿路閉塞と膀胱排尿筋収縮能を評価するが、膀胱内圧測定と合わせて行うことにより、

畜尿機能と排尿機能を他覚的に評価できる検査で、BPH における下部尿路機能障害の病

態を正確に診断することができる。PFS においては、排尿筋圧と尿流量の関係から下部尿
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路閉塞と排尿筋収縮機能を評価するが、最も重要なパラメーターは最大尿流時排尿筋圧

(PdetQmax)であり、尿流測定の最大尿流率(Qmax)との関係を解析する 1)。 

 

2.4.4  尿流測定の限界 

 前述の尿流測定(UFM)や残尿測定は、BPH の 3 病態（前立腺腫大、閉塞、下部尿路症

状)の中の下部尿路閉塞の有無や程度を正確に評価することは出来ない。すなわち、尿流測

定は尿道抵抗と排尿時の膀胱内圧（膀胱収縮力）により決定されるため、尿流率の低下は

下部尿路閉塞か膀胱収縮障害によるが、両者を鑑別することが困難である 1)。それでは、

排尿障害を訴える患者全例に内圧尿流測定(PFS)を行うべきであろうか。前述のように、

PFS は直腸と尿道にカテーテルを挿入する侵襲的検査であるため、患者に負担がかかると

ともに、実施には専用の機器・専門的な知識と技術を必要とするため、ルーチン検査とし

て行うのは現実的ではない。さらに、尿流動態検査は、排尿障害の病態把握になくてはな

らない検査であるが、機能障害を引き起こす臓器の器質的変化を検出することは出来ない。

このような現状を踏まえ、排尿障害と前立腺組織の変異との関連を明かにして、さらにそ

の組織の変異を検出する検査法の開発を目指した。 
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第 3 章 排尿障害を惹起する前立腺の上皮細胞過形成 

3.1 背景と目的 

排尿障害は直接生命を脅かすことはないものの、日常生活において多岐にわたり影響を

与え、生活の質（Quality of life; QOL）を著しく低下させる。日本排尿機能学会が実施し

た排尿に関する疫学的調査において, 何らかの排尿症状で生活に影響がある者は 14. 7％

に上る 1)。排尿障害の症状としては、蓄尿相症状（頻尿、尿意切迫、尿失禁など）と排尿

相症状（排尿の途絶、排尿開始時のいきみ、尿勢の減弱など）があり、高齢男性では、こ

れらの症状を伴う疾患として最も頻度が高いのは、前立腺肥大症（Benign Prostatic 

Hyperplasia; BPH）である 2)。その一方で、排尿障害の自覚症状と前立腺サイズとの間に

相関性はなく 3)、前立腺の肥大が必ずしも排尿障害を引き起こすわけではないと言われて

いる 4)。この事実は、前立腺の肥大を惹起する要因が多く、前立腺の器質的変化が一様で

ないこと、また前立腺と尿路の位置的関係によって排尿に与える影響が異なること、など

複雑な要素が関係していることに起因すると考えられる。そこで、本研究では、排尿障害

を惹起する前立腺の組織学的な特徴を検出し、これまで不明の点が多かった、排尿障害と

前立腺肥大との関連性を明らかにする一助とすることを目的として実験を行った。 

 

3.2 方法 

3.2.1 実験動物 

 実験動物には、成熟齢の C57BL/6J 雄性マウス 8 匹（44 週齢から 52 週齢、平均 50. 0±3. 

7 週齢）及び老齢の C57BL/6J 雄性マウス 28 匹（115 週齢から 175 週齢、平均 137. 3±21. 

2 週齢）を用い、マウス用固形飼料（NMF、オリエンタル酵母工業(株)製）並びに飲料水

を自由に与えて、室温 24±2 °C で飼育した. 本実験計画は、「愛媛県立医療技術大学動物実

験指針」に従い、実施した。 

 

3.2.2 排尿過程の測定及び尿流測定パラメーターの算出 

 胃ゾンデを用いて純水 1.0 mL をマウスの胃内へ注入後、自作の測定装置を用い、無麻

酔・無拘束下で排尿量を累積的に測定した。15×10 cm の透明なアクリル板で覆った囲い

（図 3.1 矢印）の中にマウスを入れ、尿が金網を介して電子天秤皿の上に置いた採尿用ア

クリル板に落下するようにした。電子天秤（A&D GX-200、株式会社エー・アンド・デイ、

東京）とパソコンを接続し、電子天秤皿に落下した尿重量を 0. 5 秒ごとに 3 時間測定し、

尿比重を 1として尿量に換算して記録した。測定時には実験装置全体を遮蔽し暗条件とし、

1 日 1 回の測定を 3 回実施した。  

 排尿過程の典型例を図 3.2 に示した。尿流測定パラメーターとして一般的に用いられて

いる項目 5)のうち、1 回排尿量（図 3.2 矢印 A）、排尿持続時間（図 3.2 矢印 B）を測定し

た。これらの測定値から平均排尿速度（A/B）を算出した。1 回の排尿終了時点は、3. 0

秒以上排尿がない時点までとした。マウスは測定時間 3 時間の間に 2～5 回程度排尿し、

それぞれの排尿過程から尿流測定パラメーターを算出した。 
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図 3.1 排尿量測定装置 

電子天秤皿の上に金網を渡し、その上にアクリル板で作った囲い（矢印）を置いてから中

にマウスを入れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.2 排尿過程の典型例 

尿流測定パラメーターを算出するための排尿過程の典型例を示した。得られた排尿過程か

ら、1 回排尿量（矢印 A）、排尿持続時間（矢印 B）、平均排尿速度（A/B）を算出した。 
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3.2.3 組織学的解析 

 排尿過程の測定終了後、マウスの前立腺を摘出して左側葉・右側葉・腹葉・背葉の 4 つ

に分離し、10%ホルマリンで一昼夜固定した. 摘出臓器をパラフィン包埋後、厚さ 4 μm

の組織切片を作製してヘマトキシリン・エオジン染色を施し、組織像を検鏡観察した。 

前立腺肥大マウスにみられる組織学的特徴は、（a）腺管の拡張、（b）上皮細胞の増大及

び増加による腺腔面積の減少、（c）腺管数の増加である 6, 7)。 これらの組織学的特徴を定

量的に評価するため、前立腺を構成する各腺管について腺管面積、腺腔面積、上皮面積、

上皮細胞数を測定し、腺管拡張の評価は上皮面積/腺管面積比、上皮細胞増殖については上

皮細胞数/上皮面積比（＝上皮細胞密度）を算出した。図 3.3 に前立腺腺管の定量化方法を

示した。前立腺組織に存在する腺管のうち斜線で囲まれた部分（図 3.3B 矢頭）が上皮面

積、斑点で囲まれた部分（図 3.3B 矢印）が腺腔面積、そして上皮面積と腺腔面積の和が

腺管面積である。面積の測定には、精密面積線長測定器（X−PLAN360dⅡ+、牛方商会、

東京）を用いた。次に、光学顕微鏡下で計測した上皮面積内に存在する細胞核の数を数え、

細胞数とした。最後に、細胞数を上皮面積で除して上皮細胞密度とした。前立腺組織内の

全ての腺管に対して解析を行った。但し、組織割面によって腺管数が変動するため、解析

した腺管数を最大 10 とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.3 各腺腔の上皮細胞密度の算出方法 

前立腺を構成する腺腔の 1 つを示した。斜線で囲まれた部分（矢頭）が上皮面積、斑点で

囲まれた部分が腺腔面積である。上皮面積内に存在する細胞数をその上皮面積で除して、

上皮細胞密度を算出した。スケールバーは 100 μm で示す。 
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3.2.4  統計学的解析 

 各マウスの測定値は平均値 ± 標準偏差で表示した。統計解析のためのソフトウェアと

して EZR（Saitama Medical Center、 Jichi Medical University、 Saitama、  

Japan）を使用し、有意差検定は対応の無い t 検定を用い、p<0. 05 を統計学的に有意差

ありとした。 

 

3.3 結果 

3.3.1 排尿障害をきたしているマウスの検出 

成熟齢マウス 8 匹（成熟齢群）と老齢マウス 28 匹の排尿過程を比較したところ、老齢

マウス 28 匹中 22 匹は成熟齢群と同様の 1 回排尿量と排尿持続時間を示した。この 22 匹

の老齢マウスを老齢正常群（平均 134. 3±19. 7 週齢）とした。一方、成熟齢群と比較して

1 回排尿量が少なく、そして採尿用アクリル板上に多数（5～10 か所程度）の点状瘢痕（少

量の尿の乾燥跡）が観察された老齢マウス 6 匹（平均 148. 3±24. 8 週齢）を排尿障害群と

した。成熟齢群、老齢正常群、排尿障害群の排尿過程の典型例を図 3.4 から図 3.6 に示し

た。排尿障害群の排尿過程は、成熟齢群及び老齢正常群と比較して 1 回排尿量と排尿持続

時間が低下していた。 
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図 3.4 成熟齢群の排尿過程の典型例 

排尿持続時間は長く、1 回排尿量も多い。排尿障害のない排尿過程である。 
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図 3.5 老齢正常群の排尿過程例 

 成熟齢群と類似した、排尿障害のない排尿過程を呈した。排尿持続時間は長く、１回排尿量

も多い。 
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図 3.6 排尿障害群の排尿過程例 

 成熟齢群や老齢正常群と比べて排尿持続時間は短く、1 回排尿量も少ない。排尿障害のある

排尿過程である。 
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3.3.2 尿流測定パラメーターの比較 

成熟齢群と老齢マウスの正常群及び排尿障害群の尿流測定パラメーターの結果を表 3.1

に示した。成熟齢群及び老齢正常群それぞれの 1 回排尿量は 0. 381±0. 077 ml 及び 0. 

289±0. 121 ml、排尿持続時間は 4. 3±0. 7 sec 及び 4. 1±1. 5 sec となり、ともに両群間で

有意差を認めなかった。一方、平均排尿速度は成熟齢群で 0. 087±0. 009 ml/sec となり、

老齢正常群 0. 077±0. 009 ml/sec と比較して有意に増加した（p<0. 05）。次に、老齢正常

群と排尿障害群を比較したところ、排尿障害群の 1 回排尿量は 0. 105±0. 029 ml、排尿持

続時間は 1. 6±0. 5 sec となり、ともに有意に低値を示した（p<0. 05）。一方、排尿障害群

の平均排尿速度（0. 081±0. 015 ml/sec）は老齢正常群との間で有意差を認めなかった。 

これらの結果から、尿流測定パラメーターのうち排尿障害の程度を評価する指標として

1 回排尿量と排尿持続時間が適切であることが示唆された。 

 

表 3.1 成熟齢群と老齢マウスの尿流パラメーターの比較 

 

 

 

 

 

 

 

得られた値は平均値 ± 標準偏差および範囲（最小値—最大値）で示した。 

＊老齢正常群 vs. 成熟齢群：p<0.05  

＊＊老齢正常群 vs. 排尿障害群：p<0.05 

 

 

3.3.3 前立腺組織像の検討 

マウスの前立腺は、左側葉・右側葉・背葉・腹葉の 4 部位に分けられる（図 3.7）。この

うち左右側葉前立腺は根元が尿道に付随しているだけで、大部分は精嚢と一体化している。 

そのため肥大による排尿への影響は軽微と判断し、腹葉と背葉の 2部位について検討した。  

背葉前立腺の組織像を老齢正常群と排尿障害群で比較した結果、排尿障害群は老齢正常

群（図 3.8）と比較して上皮細胞の過形成による密度の増加や重層化が見られた(図 3.9 矢

印)。上皮細胞密度を用いた比較でも、老齢正常群の 219. 0±81. 4 個/mm2に対して排尿障

害群は 339. 4±97. 2 個/mm2と有意に高値を呈した（p<0. 05）。一方、上皮面積/腺管面積

比は、老齢正常群（0. 503±0. 134）と比較して排尿障害群（0. 412±0. 101）で有意差を認

めず、背葉前立腺重量についても老齢正常群（0. 020±0. 009 g）と排尿障害群（0. 016±0. 

002 g）で有意差を認めなかった（表 3.2）。 

次に、老齢正常群と排尿障害群の腹葉前立腺の組織像を比較したところ、両群間に相違

を認めなかった（図 3.10）。上皮面積/腺管面積比、上皮細胞密度、腹葉前立腺重量の比較
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においても、老齢正常群と排尿障害群でそれぞれ0. 296±0. 082と0. 347±0. 142、247. 2±72. 

5 個/mm2と 311. 3±97. 2 個/mm2、0. 014±0. 005 g と 0. 015±0. 006 g となり両者間に有

意差はなかった（表 3.2）。そのため本研究では、背葉前立腺から得られる病理組織学的特

徴のうち、以下に示す、上皮細胞密度を用いて 1 回排尿量と排尿持続時間という 2 つの尿

流測定パラメーターとの関係を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.7 雄マウスの骨盤内臓器の肉眼的外観 

雄マウスの骨盤内臓器の摘出写真を示した。CG: coagulating gland（凝固線）、DL: 

dorsal lobe（背葉）、LL: lateral lobe（側葉）、SV: seminal vesicle（精嚢）、U: urinary bladder

（膀胱）、UT: urethra（尿道）、VL: ventral lobe（腹葉）。 
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図 3.8 老齢正常群の背葉前立腺組織像の典型例 

老齢正常群の背葉では上皮細胞が単層に並んでおり、上皮細胞密度も低い。 

スケールバーは 100 μm で示す。 
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図 3.9 排尿障害群の背葉前立腺組織像の典型例 

排尿障害群の背葉では上皮細胞の乳頭状増殖（矢印）や重層化、過形成による上皮細胞

密度の増加がみられた。スケールバーは 100 μm で示す。 
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図 3.10 老齢正常群（左）と排尿障害群（右）の腹葉前立腺の比較 

腹葉前立腺の比較において、老齢正常群と排尿障害群はともに上皮細胞が単層に並び、

両群間で相違を認めなかった。スケールバーは 100 μm で示す。 
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表 3.2 腹葉前立腺と背葉前立腺における病理組織学的特徴の比較 

 

 

 

 

 

 

得られた値は平均値 ± 標準偏差で示した。 

＊老齢正常群 vs. 排尿障害群：p<0.05 

 

 

 

3.3.4 尿流測定パラメーターと病理組織学的特徴との関係 

老齢マウス 28 匹（老齢正常群と排尿障害群）の上皮細胞密度と、1 回排尿量及び排尿持

続時間という2つの尿流測定パラメーターとの関係についてPearsonの相関係数を用いて

検討したところ、それぞれ r=−0. 554、r=−0. 479（ともに p<0. 05）と有意な負の相関を

認めた（図 3.11）。これらの結果から、背葉前立腺組織の上皮細胞密度の増加が、1 回排

尿量と排尿持続時間を低下させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.11 上皮細胞密度に対する排尿持続時間（A）と 1 回排尿量（B）の関係 

上皮細胞の増加に伴い、排尿持続時間と 1 回排尿量が減少した。A：回帰直線は 

y=−0.00076x+0.43、相関係数は r=−0.554 であった。 B：回帰直線は y=−0.00850x+5.61、

相関係数は r=−0.479 であった。 
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3.4 考察 

排尿障害の程度の評価のため行われる尿流測定(uroflowmetry)では、1 回排尿量、排尿

持続時間、最大排尿速度、平均排尿速度の項目が測定されている 8)が、これらの尿流測定

パラメーターは、排尿障害に関する自覚症状の指標である国際前立腺症状スコア

（International Prostate Symptom Score; I-PSS）との相関性は認められていない 8-10)。

そのため、尿流測定は主として尿路閉塞の重症度の評価に用いられることに留まっており、

尿流測定を前立腺サイズの評価のために行われることには至っていない。 

BPH の組織学的特徴には、（1）腺管の嚢腫状拡大、（2）異常に増殖した腺管、（3）腺

管を構成する上皮細胞の増殖、（4）分泌物や剥離上皮細胞の存在、（5）腺葉内及び間質結

合織の増殖、（6）結節性増生の存在等、がある 11)。このように前立腺の肥大の成因が多岐

にわたることが、前立腺の肥大が必ずしも排尿の障害に結びつかないと一因と考えられ、

そして、尿流測定が前立腺サイズの評価に用いられないと考えられる。マウスを用いた本

実験では前立腺の各葉のうち背葉においてのみ、老齢正常群と比較して排尿障害群で上皮

細胞密度の有意差のある増加が確認されたが、前立腺重量の比較において両群間に有意差

を認めなかった（表 3.2）。この結果は、排尿障害を引き起こす原因として前立腺のサイズ

が必ずしも関与しないということを示している。これは、ヒトにおける前立腺のサイズと

尿流測定の結果が相関しない 8, 9, 12)ことと一致する。 

本研究では、1 回排尿量の減少及び排尿持続時間の低下を示したマウスの前立腺の組織

像を検討し、背葉前立腺組織の上皮細胞密度の増加を認めた。この上皮細胞密度の上昇は、

アンドロスタンジオールとエストラジオール投与で惹起した前立腺肥大イヌモデルの組

織学的特徴として報告されている 13)が、そこでは排尿障害の有無については述べられてい

ない。では、なぜ背葉前立腺腺腔の上皮細胞増加が、排尿障害を惹起するのであろうか。

1 つの可能性として、尿道に接する前立腺組織の弾性が低下し、排尿時の尿道圧迫が起こ

ることが考えられる。 

今回の実験では、純水 1.0 ml を強制的にマウス胃内に注入する飲水負荷を課し（強制飲

水）、その後の排尿経過を測定した。ここで、このような飲水負荷を取り除いた時、老齢

正常群と排尿障害群で、尿流測定パラメーターに差異がみられるか検討するため、自由な

飲水下（自由飲水）で飼育している飼育ケージから、排尿測定装置にマウスを移動させ、

尿流測定パラメーターを求めた。その結果、1 回排尿量、排尿持続時間、平均排尿速度の

いずれにおいても、両群で差異は認められなかった（表 3.3）。本研究で示した排尿障害（表

3.1）が強制飲水時のみ認められたことの原因として、強制飲水では短時間に多量の水が膀

胱内に貯留するため、自由飲水時にくらべ、膀胱内径の増加により膀胱内圧の低下が起こ

ったためと考えられる。さらに、この結果は、ヒトの排尿障害の程度の評価のため行われ

る尿流測定においても、大量の飲水後に測定することで鋭敏に排尿障害を検出できる可能

性を示唆している。 
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表 3.3 自由飲水後の老齢正常群と排尿障害群の尿流測定パラメーターの比較 

 

得られた値は平均値 ± 標準偏差で示した。1 回排尿量、排尿持続時間、平均排尿速度のい

ずれにおいても、両群で差異は認められなかった。 
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第 4 章 腎機能障害への取り組み 

4.1 はじめに 

 腎不全は、糸球体濾過値の低下により、高窒素血症、水・電解質代謝異常、酸・塩基平

衡異常など、生体の内部環境の恒常性維持が出来なくなった状態であり、腎機能低下の速

度によって急性と慢性に大別される 1)。このうち慢性腎不全とは、各種腎疾患によって長

期にわたり腎機能が低下している病態の総称であり、進行機序には Brenner らが提唱した

糸球体高血圧による糸球体障害 2)をはじめ、蛋白尿 3)や慢性低酸素状態による尿細管間質

障害 4)などが示されている。慢性腎不全は非可逆的であり、最終的には末期腎不全

(end-stage renal failure: ESRD)となり、透析療法や腎移植を行わない限り死に至りうる

ため、この腎機能低下を早期に発見し、治療に繋げることが重要である。 

 

4.2 腎障害の疫学的背景 

我が国の慢性透析患者数は増加の一途をたどり 2015 年末には 324,986 人に達し、この

うち透析人口に占める腎不全原疾患構成比では糖尿病性腎症が最も多く(38.4％)、次に多

い慢性糸球体腎炎(29.8％)、さらに第 3 位の腎硬化症(9.5%)と合わせて全体の 75％以上を

占めている 5)。慢性腎疾患はこれら原疾患の如何に関わらず、慢性的にしかも不可逆的に

進行し末期腎不全の状態となり 6)、尿毒症症状が出現すれば透析療法が開始される。しか

し、この透析療法は患者にとって肉体的・精神的に大きな負担となっており、生活の質

(quality of life: QOL)を著しく低下させる。そのため慢性腎不全の病態と進行因子を解明

することにより、腎不全の進行を遅らせたり阻止したりすることが可能となれば、患者に

とって朗報となる。このような現状を踏まえ、今日までに多方面で慢性腎不全の病態の解

明や治療に関する研究が進められている。 

 

4.3 腎機能障害と臨床検査 

腎障害の検査については、尿沈渣中の尿細管上皮細胞数が急性腎障害のバイオマーカー

となる可能性が報告される 7)など、改めて古典的な尿検査に注目が集まっている。尿細管

上皮細胞の出現は、ネフローゼ症候群のような腎実質障害の指標になるため、臨床現場で

は重要な観察対象となっている。しかし、これまでの報告は、出現する細胞や円柱の種類

と数に着目しており、個々の形態変化についてはほとんど考慮されていない。そのため、

尿量や観察する視野によっても結果が大きく左右される可能性があるうえ、形態変化の意

味するところは不明な点が多い。さらに、臨床で日常的に行われている尿沈渣検査や尿細

胞診検査においても、細胞の良悪の鑑別に主眼が置かれており、尿細管上皮細胞の形態変

化から腎機能を評価するような試みもなされていない。そこで、尿中に剥離する尿細管上

皮細胞の形態変化と腎機能変化との関連を解明することができれば、従来行われている痛

みを伴う採血による腎機能評価（血漿クレアチニンや血中尿素窒素など）ではなく、非侵

襲性の採尿によって患者の腎障害の病態を評価することが可能となると考えられる。 

ヒトの尿中に剥離してくる細胞は、尿道内腔を構成する重層扁平上皮細胞、膀胱・尿管

内腔を構成する尿路上皮細胞、そして腎尿細管を構成する単層立方上皮細胞と多岐にわた
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る。このうち尿細管由来の単層立方上皮細胞は腎疾患に際して剥離し、尿中に出現すると

されている 8)。つまり一般的に尿中に剥離してくる細胞は扁平上皮細胞と尿路上皮細胞が

ほとんどであり、急性尿細管壊死や腎炎などの腎尿細管障害がある場合に尿細管上皮細胞

が出現する。Kimura ら 9)は慢性糸球体腎炎モデルマウスを用いて尿中剥離細胞の種類と

腎機能の関係性を検討した結果、尿中アルブミン値の増加に伴い尿中剥離細胞数の増加が

見られたことを報告している。 

また、以前から腎機能の変化と尿中に出現する円柱との報告がある。ヒトの腎疾患では、

急性・慢性ともに糸球体腎炎で赤血球円柱を認める。白血球円柱は腎盂腎炎、間質性腎炎、

腎移植後の拒絶反応時にも見られる。ネフローゼ症候群では脂肪円柱を認めるのが特徴で

あるが、脂肪円柱の他に硝子円柱、顆粒円柱、上皮円柱を同時に伴うことが多い。悪性の

重症ネフローゼ症候群では空胞変性円柱が出現する。この空胞変性円柱を認めるようにな

ると血中クレアチニンも増加し急激に腎不全状態となる。さらに腎障害が重篤になり、腎

不全状態に至ると蝋様円柱が出現するとされている 8)。尿中に出現する円柱と腎機能の関

係を検討した報告 10, 11)もあるが、病理組織像との対比は行われておらず、慢性腎不全の病

態を正確に評価するには至っていない。このように古くから検討されている円柱であるが、

円柱内の上皮の形態については未だ十分な検討がなされておらず、今後の検討が必要であ

ると考える。 

さらに、ネフロン構成細胞の損失が腎機能の低下につながると考えられており、

podocyte（糸球体係蹄を覆う臓側の糸球体上皮細胞）と糸球体所見との間の病的な関係が

ヒトや動物モデルにおいて検討されている 12-14)。Hara ら 15-17)は尿沈渣の蛍光抗体法を開

発し、糸球体疾患のある患者の尿中に podocyte やその破片が存在することを報告してい

る。このように尿中に剥離する細胞成分と腎機能の関係性に注目が集まっており、尿中細

胞形態の検査の必要性が高まっている。 

 

4.4 動物モデルによる腎機能障害に関する研究 

4.4.1 研究の現状 

腎機能障害の基礎研究では、糸球体腎炎モデル 18)、尿細管間質性腎炎モデル 19)、糖尿病

性腎症モデル 20)などが用いられ、原疾患に対する治療法の研究が盛んに行われている 21)。

これらの研究の中で、腎機能の低下に伴う病理組織学的な変化についての検討が行われて

いる 22)ものの、腎機能の経時変化と尿中に剥離する腎臓由来の細胞、すなわち尿細管上皮

細胞の形態変化を直接的に比較・検討した研究はこれまでに行われていない。 

また、慢性腎不全モデルの作製法として、片腎摘出モデル 23)、高度腎摘出モデル 24)、腎

動脈分枝結紮モデル 25)等が広く用いられている。しかしこれら外科的処置を行うモデルで

は、その作製手技によって処置後の病態発症の個体差が大きく、実験結果のばらつきの原

因となってしまう恐れがあるうえ、慢性腎不全の発症率も 100％ではないという欠点があ

る 26)。その他、糖尿病性腎症モデル 27)や糸球体硬化の自然発症モデル 28)といった高尿酸

性間質性腎炎モデルなどがある。この中で、ほぼ確実に慢性腎不全を惹起し、発症の個体

差も少ない、アデニンを投与することで慢性腎不全を惹起出来るマウスモデル 29)に注目し
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た。このアデニンはプリン塩基の 1 つであり、動植物組織中に広く分布しており、過剰摂

取によって痛風や尿酸結石を引き起こすことが知られている。本章では、この間質性腎炎

モデルであるアデニン誘発型慢性腎不全モデルの作製方法やその特徴について概説する

とともに、慢性腎不全の症状進行に伴う腎機能の変化と尿中に剥離する尿細管上皮細胞と

の関係性について、これまでの報告をまとめた。 

 

4.4.2 アデニン投与による腎機能障害マウス 

実験動物にアデニンを投与するにあたり、その投与量をどの程度にするのかが問題とな

る。横澤ら 30)は、ラットの餌にアデニンを 0.25 wt％、0.50 wt％、0.75 wt％、1.00 wt％

の各割合で混入し、6 日間摂取させた場合の差異を検討している。その結果、血清クレア

チニンは 0.25 wt％アデニン投与群から、血清尿素窒素は 0.5 wt％アデニン投与群から有

意に上昇し、逆に尿中への尿酸及びクレアチニンの排泄量が 0.75 wt％アデニン投与群に

おいて低下したことを報告している。 

マウスを用いた研究では、Tanaka ら 31)が 0.05 wt％、0.2 wt％、0.5 wt％のアデニンを

含有した餌を 6 週間摂食させ、その影響を比較・検討している。その結果、0.5 wt％アデ

ニン投与群は 1 週間以内に全て死亡している。逆に 0.05 wt％アデニン投与群では、摂食

開始後 6 週間の時点においても血中尿素窒素の上昇が見られず、腎機能に変化がないとし

ている。そして 0.2 wt％アデニン投与群では、摂食開始後 6 週間の時点まで血中尿素窒素

が段階的に上昇し、病理組織所見における腎障害も認めたとしている（表 4.1）。これらの

結果は、慢性腎不全を惹起するためのアデニン投与量に閾値が存在することを示唆してい

る。また、Tamura ら 32)は 0.25 wt％アデニン含有餌を 28 日間摂食させ、慢性腎不全を惹

起させている。この研究においても、アデニン含有餌投与開始後 7 日目以降に血清クレア

チニンが対照群と比較して有意に上昇しており、腎機能が低下したと考えられる（図 4.1）。

これらの報告から、マウスにアデニンを摂食させることでラットと同様に慢性腎不全が発

症し腎機能が低下することが示されたが、その投与量を厳密にコントロールする必要があ

ることが示された。 

アデニンによる腎機能障害のメカニズムは、Philips ら 33)、Shields ら 34)によって報告

されている。それによると、アデニンは生体内で代謝されて不溶性の 2,8-ジヒドロキシア

デニンの結晶となり、腎尿細管を閉塞することで腎障害を引き起こすとしている。また、

Lindblad ら 35)はこの 2,8-ジヒドロキシアデニンの結晶が腎尿細管の閉塞や尿細管上皮細

胞に対する機械的な損傷を引き起こし、腎臓における再吸収や分泌の機能を変化させ、尿

細管細胞の代謝障害、糸球体濾過率や腎血流量の変化が起こるとしている。さらに横澤ら

36)は、2,8-ジヒドロキシアデニンはキサンチンオキシダーゼによってアデニン及び 8-ヒド

ロキシアデニンから生成され、この 2,8-ジヒドロキシアデニンを含む不溶性物質の腎組織

への沈着が尿中への尿酸排泄阻害を引き起こし、その結果として血清尿酸の蓄積を誘起さ

せるとする一連のメカニズムを示している（図 4.2）。 

 ラットにアデニンを長期投与することにより、血清中の尿素窒素やクレアチニンが上昇

することが報告されている 29, 37)が、これら以外にも、総コレステロール、リン酸、ナトリ
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ウムが対照群と比較して増加し、逆に血中アルブミンやカルシウムは減少して電解質代謝

異常、低栄養状態を呈することも報告されている 38)（表 4.2）。このような所見はヒトの高

尿酸血症とも類似しており、アデニン誘発型モデルが高尿酸血症モデルとして利用できる

と考えている。しかし、尿中排泄量に関しては、アデニン投与群では対照群と比べて尿酸

及びクレアチニンが有意に低下することが報告されている 39)(図 4.3)。 

 また、大浦ら 40)はアデニン投与モデルの生理学的所見に着目している。アデニン投与日

数の経過とともに糸球体濾過量(GFP)、腎血漿流量(RPF)、腎血流量(RBF)が著しく低下し、

腎機能が顕著に低下すると報告している。さらに赤血球数、ヘモグロビン値、ヘマトクリ

ット値も次第に低下し、腎性貧血を呈する。一方、白血球数は逆に増加し、特に多形核白

血球数の増加が顕著となる。他方、リンパ球数は低下し、血小板機能の低下も認められ、

体温、心拍数も次第に低下するとしている。このような症状はヒトの慢性腎不全における

代謝異常と極めて類似しており、本モデルが慢性腎不全のモデルとして適していることを

示している。 

 

 

表 4.1 アデニン添加餌摂食によって惹起された BUN 値の変化（文献 30）より引用） 

 

 

 

 

 

 

N/A; 全て死亡したため、データなし 

各群 6-8 匹のラットの測定値を、平均値±標準偏差で表している。 

0.5 wt％アデニン投与群のマウスは実験開始 1 週間以内に全て死亡した。 

 

 

表 4.2 0.75wt％アデニン添加餌摂食後 50 日目の血中成分の変化（文献 37）より改変引用） 

 

 

 

 

 

 

 

5-6 匹のラットの測定値を、平均値±標準偏差で表している。 

＊対照群との有意差あり; p<0.001 

 

 

対照 0.75％アデニン

アルブミン(g/dL) 3.63±0.07 2.97±0.08＊

総コレステロール(mg/dL) 80.9±4.2 128.7±6.8＊

トリグリセリド(mg/dL) 98.7±12.7 92.0±12.6

カルシウム(mg/dL) 10.23±0.31 7.68±0.39＊

リン(mg/dL) 8.25±0.20 11.64±0.43＊
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図 4.1 アデニン投与群における腎障害の進行（文献 26）より引用） 

0.25 wt％アデニン摂食開始後 7、14、21、28 日目の血中クレアチニン値の推移を示し

ている。 

対照群との有意差あり, ＊p<0.05, ＊＊p<0.01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.2 プリン体生合成と分解の経路（文献 35）より引用） 
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図 4.3 アデニン投与後 30 日目の尿中クレアチニン値の比較（参考文献 38）より改変引用） 

対照群との有意差あり, ＊p<0.01 

 

 

 

 

4.5 おわりに 

本章では、アデニンを摂食させることで誘発出来る慢性腎不全モデルについて紹介した。

本モデルではラット又はマウスを実験動物で使用することが想定されているが、本研究で

は、尿中に剥離する尿細管上皮細胞の形態学的な特徴を定量的に評価することを目的とし

ているため、多数の細胞データを収集する必要があることから、マウスを用いることとし

た。このアデニン誘発型慢性腎不全モデルを用いて腎機能の変化と尿細管上皮細胞の形態

変化の関係性を明らかにすることが出来れば、非侵襲性の採尿によって患者の腎障害の病

状評価が可能になると考えた。 

 本章で述べたように、実験動物にアデニンを摂食させることにより、慢性腎障害を惹起

することが明らかとなった。しかし、慢性腎臓不全は腎機能がすでにある程度低下した状

態であるため、臨床的にはもっと早期に腎機能低下を検出する必要がある。そこで次章で

は、本モデルが近年問題となっている慢性腎臓病(Chronic kidney disease; CKD)のモデル

としても活用できるか検討することとした。アデニン誘発慢性腎不全モデルが CKD モデ

ルとしても活用できることが明らかとなれば、本モデルを用いて尿検査から腎臓の器質的

変化を慢性腎不全に至る前に検出することが可能となる。 
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第5章 新規ヒトCKDモデルの作製と尿細管上皮細胞形態による腎機能検査法の 

開発 

5.1 背景 

末期腎不全(ESRD)は不可逆的な病態であり、その時点から治療を行ったとしても、原

疾患の治癒や進行の抑制は困難である。そこで、腎機能異常を早期に発見し、病態や病状

の進行抑制を目指した治療を行うことを目的として、2002 年に慢性腎臓病(Chronic 

Kidney Disease: CKD)という概念が米国腎臓財団から提唱された。急性もしくは慢性の病

的機序によって腎臓の実質が障害されると、ネフロンの数が少しずつ減少していき、残存

ネフロンにおける過剰濾過(hyperfiltration)という適応反応が起こる。この過剰濾過は長

期的には糸球体を傷害し、尿蛋白の増加と進行性の腎機能低下を招く 1)。このように、腎

臓の形態的・機能的障害を腎機能（糸球体濾過量; glomerular filtration rate: GFR）と、

障害の程度（蛋白尿や解剖学的・病理学的異常）に着目し、一つの共通の症候群としてと

らえ直したのが CKD の疾患概念である。 

本邦における慢性腎臓病(CKD)の患者数は成人人口の約 13%に当たる 1,330万人ともい

われ 2)、今や国民病ともいえる状態である。CKD とは、慢性に経過する全ての腎臓病を指

し、明らかな腎障害の所見もしくは糸球体濾過量の低下のいずれか、または両方が 3 ヵ月

以上持続するものと定義されている 2)。そして近年、いわゆるメタボリックシンドローム

とその構成因子である高血圧、高血糖、脂質異常が、それぞれ CKD の発症・進展に関係

し、互いに悪循環を生じることが明らかとなっている（図 5.1）。更には、この CKD の進

行が、末期腎不全のみならず、脳卒中や心筋梗塞など重篤な心血管病変にも関与しており、

CKD の早期発見、進行予防は、透析患者数の抑制にとどまらず、これらの心血管病変の

発症予防の観点からも急務となっている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.1 生活習慣と心腎連関の概念（文献 2）より改変引用） 
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5.2 目的 

CKD の病態解析には、腎障害が緩徐に進行するモデル動物が求められている。第 4 章

で示したように、核酸塩基のひとつであるアデニンは、マウスに摂食させると腎障害が

徐々に進行し、慢性腎不全を誘発する。第 1 章で述べたように、本研究の目的は、尿を用

いた簡便な検査によって、機能変化を引き起こす組織変化を検出することである。そのた

めには、腎障害を惹起する病態モデルを利用して検討する必要がある。そこで本章では、

アデニン誘発慢性腎不全の進行過程を経時的に解析し、新たなヒト CKD モデルになりえ

るか検討し、さらに、腎臓の器質的変化を尿沈査検査によって検出することを目的とした。 

 

5.3 方法 

5.3.1 実験動物と給餌方法 

実験動物は、日本チャールス・リバー株式会社(神奈川、日本)から購入した C57BL/6J

系統の 10 週齢の雄マウス 31 匹を用い、無作為に 0.25 wt%アデニン添加飼料を摂食させ

るアデニン群（14 匹）、アデニン無添加飼料を摂食させる対照群（17 匹）の 2 群に分けた。

各群それぞれ飼料摂食開始後 0、4、8、12、16 週時点で代謝ケージを用いた 24 時間蓄尿

を行った後、実験動物に三種混合麻酔薬（メデトミジン、ミダゾラム、ブトルファノール）

を腹腔投与することで麻酔をかけ、開腹して後大静脈から採血し、遠心分離により血清を

得た。採血終了後、ジエチルエーテルを過剰吸引させて安楽死させ、剖検により左右腎臓

を摘出し重量を測定した。さらに、胸大動脈も同時に摘出した。得られた尿及び血清の検

体は、測定まで－80 ℃で保管した。 

実験飼料は、固形飼料（オリエンタル酵母工業、日本）を用い、さらにアデニンを添加

した。アデニンは水に難溶性であり、固形飼料に均一な量を混合するのが困難である。そ

こで本研究では、あらかじめ水酸化ナトリウムを加えてアルカリ性にした水溶液にアデニ

ンを完全溶解した。その後、加えた水酸化ナトリウムと同量の塩酸を滴下して中和し、水

溶液中のアデニンが析出する前に素早く固形飼料に吸収させ、0.20 wt%アデニン添加飼料

（固形飼料 100 g 中、アデニン 0.20 g 含有）を作製した。 

飼育室は恒温恒湿（24±1 ℃、湿度 45±5 %）、12 時間ごとの明暗サイクル（午前 7 時

から午後 7時まで点灯、それ以後は消灯）に調節を行って昼夜の日内サイクルをつくった。

全ての動物は、水道水及び飼料を自由に摂取した。 

全ての動物実験は、広島国際大学の動物実験に関する規定に則り、広島国際大学動物実

験委員会の承認の下で行った（承認番号 AE12-021）。 

 

5.3.2 循環機能の測定 

実験 0、4、8、12 週目に実験動物の尾部を用いて収縮期血圧(BPs)及び心拍数(HR)の測

定を行った。測定は、非侵襲性の尾部－カフ・マイクロセンサー装置（MK－2000A; 室

町機械、東京、日本）を使用した。 
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5.3.3 尿検体の生化学的解析 

採取した 24 時間蓄尿を用いて、尿量、尿比重、クレアチニン濃度、蛋白濃度を測定し

た。クレアチニン濃度は、Jaffé 反応を用いた化学的検査法で測定した。蛋白濃度は、ピ

ロガロールレッド法に基づいたマイクロ TP-テストワコー（和光純薬工業、日本）を用い

て測定した。 

 

5.3.4 血清検体の生化学的解析 

 血清を用いて、尿素窒素濃度及びクレアチニン濃度を測定した。尿素窒素濃度は、ウレ

アーゼ-LED-NADH 系を用いたシカリキッド-N UN（関東化学株式会社、日本）を使用し

て測定した。クレアチン濃度は、Jaffé 反応を用いた化学的検査法で測定した。 

 

5.3.5 病理組織学的解析 

摘出した腎臓は、右腎は縦切り、左腎は横切りし 10%ホルマリン液で一昼夜固定した。

胸大動脈は収縮を防ぐためにホルマンボード（松浪硝子工業株式会社、日本）に貼付し、

10%ホルマリン液で一昼夜固定した。各検体はパラフィン包埋後に 4 μm に薄切し、ヘマ

トキシリン・エオジン(HE)染色を施した。さらに、16 週目の腎臓標本には、間質の線維

化の有無を評価するためマッソン・トリクローム(MT)染色を施した。胸大動脈は組織石灰

化の有無を可視化するためにコッサ反応を用いて染色した。 

 

5.3.6 病理細胞学的解析 

 回収した実験 12 週目の尿検体をサイトテック セントリフュージ（サクラファインテ

ックジャパン株式会社、日本）を用いて、2,000 rpm で 5 分間遠心することにより尿沈渣

成分から細胞診標本を作製した。95％エタノールで固定後、パパニコロウ染色を施した。

細胞像を鏡検観察後、形態変化を数値化するために画像イメージングソフト cellSens（オ

リンパス株式会社、日本）を用いて細胞面積及び核面積を測定し、その値から核面積/細胞

質面積比（N/C比）を算出した。 

 

5.3.7 統計学的解析 

全ての測定値は平均値±標準偏差  (Mean ±  SD)で示した。群間比較の検定は

unpaired t-test を用いた。有意差は p<0.05 を統計学的に有意と判定した。 
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5.4 結果 

5.4.1 収縮期血圧と心拍数の推移 

 動脈圧の経時変化を図 5.1 に示した。実験開始 8 週目におけるアデニン群の収縮期血圧

(140.4±16.3 mmHg)は、対照群(94.8±17.9 mmHg)と比較して有意に上昇した。12 週目

に至っても、アデニン群の収縮期血圧(126.2±10.7 mmHg)は対照群(109.2±11.0 mmHg)

よりも有意に高値を維持した。心拍数の経時変化は、図 5.2 に示した。心拍数は、12 週目

に至るまでアデニン群(677.1±54.0 beats/min)と対照群(650.9±106.9 beats/min)の間で

有意差を認めなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.1 アデニン群と対照群の収縮期血圧の経時変化 

各点は平均値±標準偏差で示した。アデニン群は対照群と比較して 8 週目に収縮期血圧

が有意に上昇した。 

●: アデニン群 (n=3), □: 対照群 (n=3)。 

対照群との有意差あり; *p<0.05 
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図 5.2 アデニン群と対照群の心拍数の経時変化 

各点は平均値±標準偏差で示した。実験期間を通して、アデニン群と対照群で心拍数に

有意な差を認めなかった。 

●: アデニン群 (n=3), □: 対照群 (n=3)。 

 

 

5.4.2 尿検体の生化学検査値 

 尿検体の生化学検査結果を図 5.3 に示した。アデニン群の 24 時間尿量は、実験開始 4

週目に対照群(1.45±0.26 mL/day)と比較して有意に増加し(5.80±2.33 mL/day)、16 週目

(9.18±2.90 mL/day)に至るまで高値を維持していた（図 5.3A）。尿比重は、4 週目に対照

群 (1.059±0.007)と比較してアデニン群 (1.014±0.001)は有意に低下し、 16 週目

(1.015±0.002)に至るまで低値を維持していた（図 5.3B）。クレアチニン濃度は、4 週目に

対照群(35.5±1.0 mg/dL)と比較してアデニン群(14.3±5.7 mg/dL)は有意に低下し、16 週目

(12.3±3.2 mg/dL)に至るまで低値を維持していた（図 5.3C）。さらに、尿中蛋白濃度も、4

週目に対照群(660.0±108.5 mg/dL)と比較してアデニン群は有意に低下し (54.8±29.1 

mg/dL)、16 週目(41.1±50.2 mg/dL)まで低値を維持していた（図 5.3D）。 
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図 5.3 アデニン群と対照群の尿検査結果の比較 

 アデニン群は対照群と比較して尿量が有意に増加したが、尿比重、クレアチニン濃度、

蛋白濃度は逆に有意に低下した。 

●: アデニン群 (n=3), □: 対照群 (n=3)。 

対照群との有意差あり; ＊p<0.05、**;p<0.01 
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5.4.3 血清検体の生化学検査値 

 血清検体の生化学検査結果を図 5.4 に示した。実験開始 4 週目において、アデニン群の

尿素窒素濃度は対照群(26.0±5.8 mg/dL)と比較して有意に増加し(81.5±20.0 mg/dL)、16

週目においても、アデニン群で 147.5±57.0 mg/dL となり、対照群(32.4±4.6 mg/dL)と比

較して有意に高値を示した（図 5.4A）。次に、クレアチニン濃度は、12 週目においてアデ

ニン群で 1.53±0.27 mg/dL となり、対照群の 0.30±0.14 mg/dL と比較して有意に高値を示

したが、その他の期間についてはアデニン群が対照群よりも高値を示したものの有意差を

認めなかった（図 5.4B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.4 アデニン群と対照群の血清生化学検査結果の比較 

 アデニン群は対照群と比較して、尿素窒素濃度とクレアチニン濃度が増加傾向にあった。 

●: アデニン群 (n=3), □: 対照群 (n=3)。 

対照群との有意差あり; ＊＊p<0.01 

 

5.4.4 腎臓の病理組織所見 

病理組織学的解析の結果、アデニン群において 4 週目に萎縮尿細管の出現を主徴とする

尿細管再生像（図 5.5 矢印 A）と、間質にリンパ球を主体とする炎症細胞浸潤像が確認

された（3 例中 3 例）。8 週目には、さらに広範囲で尿細管再生像と炎症細胞浸潤像（図

5.5 矢印 B）を認めた。12 週目以降では、上記の所見に加え拡張した尿細管と間質に著

しい線維化（図 5.5 矢印 C、D）も確認された。しかし、16 週目に至るまで糸球体に著

変は観察されなかった。一方、対照群では、全期間を通して病理組織学的な変化は観察さ

れなかった（図 5.5）。 

 図 5.6 に 16 週目のアデニン群と対照群のマッソン・トリクローム染色結果を示した。

アデニン群では、対照群と比較して間質に青色に染まる膠原線維を多数認めた（図 5.6 矢

印）。 

また、胸大動脈の HE 染色における病理組織学検査結果では、アデニン群及び対照群に

おいて差異を認めなかった（図 5.7）。さらに胸大動脈のコッサ反応による染色では、アデ

ニン群及び対照群で石灰化を示唆する所見を認めなかった（図では示していない）。 
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図 5.5 アデニン群と対照群の腎臓の HE 染色結果 

 アデニン群と対照群の腎臓の病理組織像の経時変化を示した。アデニン群では 4 週目に

萎縮尿細管の出現を主徴とする尿細管再生像（矢印 A）と、間質にリンパ球を主体とする

炎症細胞浸潤像が確認された。8 週目には、さらに広範囲で尿細管再生像と炎症細胞浸潤

像（矢印 B）を認めた。12 週目以降では、上記の所見に加え拡張した尿細管と間質に著し

い線維化（矢印 C、D）も確認された。スケールバーは 50 μm で示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.6 実験開始 16 週目の腎臓の MT 染色結果 

 アデニン群では、間質に青色に染まる膠原線維を多数認めた（矢印）。 

スケールバーは 100 μm で示す。 
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図 5.7 アデニン群(A)と対照群(B)の胸大動脈の HE 染色結果 (倍率、×400). 

胸大動脈の HE 染色像を比較したところ、アデニン群と対照群で差異を認めなかった。 

 

 

5.4.5 尿沈渣中に剥離した尿細管上皮細胞の形態的特徴 

 アデニン群と対照群の尿中に剥離した尿細管上皮細胞の典型像を図 5.8 に示した。アデ

ニン群でみられた尿細管上皮細胞は、対照群と比較して核面積/細胞質面積比（N/C 比）が

増大傾向にあった。この N/C 比増大の程度を客観的に評価するため、両群の標本中に出現

していた尿細管上皮細胞を無作為に各 22 個ずつ選び、細胞質面積及び核面積を測定した

後、N/C 比を算出して両群間で比較した。その結果、アデニン群の N/C 比（0.40±0.07）

は対照群の N/C 比（0.31±0.08）と比較して有意に高値を示した（図 5.9）。 
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図 5.8 アデニン群と対照群の尿中に剥離した尿細管上皮細胞 

 アデニン群の尿細管上皮細胞は、対照群と比較して N/C 比の増大傾向がみられた。 

スケールバーは 50 μm で示す。 
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図 5.9 尿細管上皮細胞の N/C 比の比較 

 アデニン群は対照群と比較して N/C 比が有意に高値を示した。 

対照群との有意差あり; ＊p<0.05 

 

 

5.5 考察 

実験動物を用いた腎障害モデルは、これまで自然発症モデル、遺伝子改変モデル、免疫

誘発モデル、後天性モデルと多岐に渡り開発され 3)、腎障害の合併症や治療法の開発等に

利用されている。このうち、アデニン誘発腎障害モデルは、実験動物にアデニン添加飼料

を摂食させることで間質性腎炎を簡便に惹起することができる有用なモデルの 1つである。

先行研究におけるアデニン誘発モデルの作製は、ラットを用いた報告が多く 4-7)、マウスを

用いたものは少ない 8, 9)。しかし、実験動物として一般的に用いられているマウスは、取

り扱いが簡便で遺伝学的にも均一であることから、多数の個体データからある結論を得る

のに適切な動物であり、治療薬の有用性の評価や病態解析等に活用することが期待できる

ため、本研究では実験動物にマウスを用いた。また、マウスを用いたアデニン誘発腎障害

モデルにおいて、アデニン添加飼料の摂食期間は最長 8 週間にとどまっており 10)、長期摂

食における影響は明らかにされていない。アデニン投与方法についても、0.2 wt%11)また

は 0.25 wt%12)アデニン添加飼料の継続摂食や、段階的にアデニン添加濃度を変化させる方

法 10)が報告されており、標準的な方法が確立されていない。そこで本研究では、市販の固

形飼料を用いて簡便にアデニンを添加する方法として、アルカリ性水溶液中にアデニンを

溶解し、その後、加えた水酸化ナトリウム溶液と同量の塩酸を加えることで中和し、アデ

ニンが析出する前に素早く吸収させる方法をとった。本方法により、任意の固形飼料に自

由な濃度のアデニンを添加することが可能となり、腎障害デルを簡便に作成することがで

きるため、病態解析や薬効評価に積極的に活用することが期待できる。 

 本研究では、0.20 wt%添加飼料を最長 16 週間に渡りマウスに摂食させた。その結果、

実験期間中、アデニン群の 24 時間尿量、血清尿素窒素濃度、血清クレアチニン濃度は、

対照群と比較して増加傾向を示した。一方、アデニン群の尿比重、尿中クレアチニン濃度、
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尿中蛋白濃度は対照群と比較して、実験期間中を通して低下傾向を示した。腎臓の病理組

織学検査においても、アデニン群では、実験開始 4 週目の時点で、尿細管内腔に硝子円柱

を含む尿細管再生像を認めた。8 週目には、腎組織全体にマクロファージを中心とする炎

症細胞浸潤像を認め、16 週目に至る時点では、MT 染色で確認されたように、間質の著明

な線維化像が確認された。これらの結果は、これまで報告された間質性腎炎とそれに続く

線維化像の所見と酷似しており 11)、本モデルが間質性腎炎および線維化を誘発しているこ

とが示唆される。また、16 週目以降も 0.25 wt%アデニン添加飼料をマウスに摂食させた

結果、全個体が死亡した。これらの個体は、末期腎不全の状態にあったと考えられるが、

死因については未確認であるため、今後さらに検討する必要がある。 

 食餌中のアデニンは腸管で吸収され、肝臓、腎臓、心臓、脾臓と広範囲に取り込まれ、

主に肝臓で代謝されるため、通常尿中にはほとんど排泄されない 12)。体内のアデニンはサ

ルベージ経路の adenine phosphoribosyl transferase (APRT)によって adenosine 

monophosphate (AMP)に変換され 13, 14)、最終的に尿酸となり体外へ排泄される。本研究

でみられたような高濃度のアデニン摂食では、APRT で処理しきれない過剰なアデニンが

xanthine dehydrogenase (XDH)によって中間体である 8-hydroxyadenine を経て

2,8-dihydroxyadenine (DHA)へと酸化され 15)、始め腎臓の遠位尿細管へ沈着し、次いで

近位尿細管へ沈着する 16)。さらに、尿細管に沈着した DHA結晶の成長により、尿細管の

機械的破壊が進行し、微絨毛が消失し、尿細管上皮の変性に繋がる 13)。それに伴い、障害

を受けた尿細管から interleukin-1 (IL-1) 、 tumor necrosis factor-α (TNF-α)、monocyte 

chemotactic protein-1 (MCP-1)などのサイトカインが分泌され、単核球を間質へ遊走させ

る 17)。間質へ浸潤したマクロファージは、TNF-αなどのサイトカインや transforming 

growth factor-β) TGF-βのような成長因子、繊維芽細胞成長因子を分泌する 18)。その結果、

間質組織中にコラーゲンが産生、沈着することで線維形成反応が次々と誘発される 9)。さ

らに腎障害が進行すると、遠位尿細管と集合管の拡張、間質の線維化と細胞浸潤が起こる

13)。本研究においても、腎障害の進行に伴い、間質へマクロファージの浸潤及び線維化像

が確認されたため、同様の変化が起こっていると考えられる。 

次に、本研究において、アデニン摂食によって惹起される本腎不全モデルマウスが、対

照マウスと比較して収縮期血圧を有意に上昇させることを明らかにした。先行研究におけ

るラットを用いたアデニン摂食腎不全モデルでは、腎障害の進行に伴い動脈血圧が上昇す

ることが報告されている 19, 20)。しかし我々が調べた限り、マウスを用いたアデニン摂食腎

不全モデルにおいて動脈血圧の上昇は報告されていない。Mori-Kawabe らは、0.25 wt%

アデニン含有餌を摂食させた腎不全モデルマウスに対して本研究と同様テール・カフ法に

よって収縮期血圧、拡張期血圧、平均血圧を測定しているが、実験開始 3 週目に至るまで

対照群と比較して有意差を認めていない 8)。本研究では、アデニン摂食腎不全モデルマウ

スを 12 週間にわたり検討した結果、8 週目以降においてアデニン群の収縮期血圧が対照群

と比較して有意に上昇することを示したことから、アデニン誘発腎不全モデルマウスが心

血管疾患(CVD)を引き起こすことが明らかとなった。CVD は慢性腎臓病(CKD)の合併症と

して惹起されることが知られており、アデニン誘発腎不全モデルは新しいヒト CKD モデ
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ルとして有用であると考えられる。 

アデニン誘発 CKD モデルにおける初期血圧上昇のメカニズムとして、動脈硬化と血管

内皮機能低下が示唆されている 19)ものの、レニン-アンギオテンシン系については報告さ

れていない。本実験では、胸大動脈の HE 染色における病理組織学的検討において、アデ

ニン群と対照群の間に差異を認めなかった。さらに、コッサ反応の結果においても、アデ

ニン群では胸大動脈の石灰化所見を確認することができなかった。そのため、本実験にお

ける収縮期血圧の上昇は、血管内皮細胞の機能低下によると考えられる。そのメカニズム

は、腎機能低下に伴い血管内皮細胞からの一酸化窒素放出が大動脈で減少すると考えられ

ている 8)。一酸化窒素は血管平滑筋を弛緩させる作用があり、CKD に伴う内因性の一酸化

炭素放出量の減少が平滑筋の弛緩を阻害した結果、動脈血圧上昇に繋がったと考えられる。

しかし、腎障害に伴う血管内皮細胞からの一酸化窒素放出のメカニズムは、アデニンが血

管内皮に直接作用しているのかそれとも別のルートが存在するか等、十分解明されておら

ず、本モデルを用いた更なる検討が必要である。従って、アデニン摂食 CKD モデルマウ

スを用いたこのメカニズムに関する知識の向上は、CKD を有する患者における心血管疾

患の治療において重要な役割を果たす可能性がある。また、アデニン摂食 CKD モデルラ

ットでは、動脈の石灰化所見が複数報告されている 21-24)。しかし、今回のマウスを用いた

検討においては石灰化所見を呈さなかった。先行研究において、尿毒症性ラットにおける

動脈石灰化は低蛋白食によって増加するとの報告があり 24)、本方法をアデニン摂食 CKD

マウスモデルに用いて石灰化を惹起しるかどうかの検討が今後必要であると考えられる。 

最後に、尿中に剥離した尿細管上皮細胞の N/C 比をアデニン群と対照群で比較した結果、

アデニン群は対照群と比較して有意に高値を示した。この事実は、尿細管上皮細胞の核面

積の増大が腎臓の器質的変化を反映していると考えられる。形態検査では、N/C 比の増大

は悪性又は良性の反応性変化の所見の 1 つとされており、機能との関係は考慮されていな

いが、本研究の結果から、核クロマチン増量等の他の悪性を示唆する所見を伴わない N/C

比増大は、腎機能の低下を示唆していると考えられる。これまでの尿沈渣検査では、慢性

糸球体腎炎などによる尿細管間質病変の形成に伴って尿細管上皮細胞の尿中排泄数が増

加するとされ、特に蛋白尿を伴って鏡検 400 倍で 1 視野に 1 個以上排泄していた場合は腎

機能低下が示唆される 25)など、腎機能と剥離細胞数に着目しているのみで、形態変化との

関連は考慮されていない。また、尿細胞診検査における尿細管上皮細胞の扱いは、癌細胞

との鑑別点に焦点が当てられているのみで、機能との関係について考慮されていない 26)。

さらに、細胞診検査における細胞形態の評価方法は、N/C比の大小や細胞・核の形、核ク

ロマチンの状態などを主観的に評価することがほとんどで、客観的評価が伴っていない 27)。

そこで本研究では、尿中に剥離した尿細管上皮細胞で個別に N/C 比を算出し、腎機能との

関係性を客観的に評価したことに意義があると考えられる。今後は、腎機能の経時推移と

尿細管上皮細胞の N/C 比の変化について検討を加えるとともに、N/C 比以外の細胞所見に

ついても客観的評価方法を確立したい。 
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第 6 章 結語 

本研究では、尿を用いた簡便な検査によって、機能変化を引き起こす組織の器質的変化

を検出する手法を開発することを目的とした。ヒトを対象とした実験では任意の時点で組

織を検出し、その組織像を観察することが不可能であるため、実験動物（マウス）を用い

て実施した。そこで、腎・泌尿器系の器質的変化を検出するために、病態モデルが必要と

なった。 

前立腺肥大症のモデルマウスの作製法は、ホルモン投与や遺伝子組み換えなどの方法が

報告されているが、長期的に飼育した加齢マウスを用いた報告はない。本研究では、ヒト

と同じように生理的条件下で発生する組織変化を検出するため、この長期飼育マウスを実

験に用いたことに特徴がある。さらに、既存の病理組織検査の報告では、N/C 比（細胞質

に占める核の面積比）が大きい、核クロマチンが増量している、細胞の配列に乱れがある、

などといった主観に基づいた表現が多く、観察者によって結果が変わってしまう恐れがあ

る。そこで本研究では、病理組織所見を客観的に評価するため、上皮面積/腺管面積比や上

皮細胞密度を用いて数値化することにより、他のパラメーターとの関係性を評価できるよ

うにしたことにも意義があると考えられた。 

また、腎障害のモデルについても、これまで複数の動物種に様々な方法を用いて病態モ

デルが作製されているが、どの方法にも一長一短がある中で、本研究ではアデニン誘発腎

障害モデルに着目し、実験を行った。その結果、アデニン誘発腎障害モデルがヒト CKD

モデルとして活用できることが明らかとなったとともに、心血管疾患の病態モデルとして

も活用できる可能性を示した。しかしながら、ヒトと同じように生理条件下で発生する腎

障害を評価するということであれば、上記の前立腺肥大モデルと同様に長期飼育による加

齢マウスを用いた方が良いかもしれず、この点については今後の検討課題としたい。さら

に、尿中に剥離した尿細管上皮細胞の N/C 比を定量化することにより、臨床検査値との比

較が可能となった。本研究の結果、尿細管上皮細胞の N/C 比増加が腎機能低下を示唆する

ことを明らかにしたことにより、尿検査から腎臓の器質的変化を検出する 1 つの手法を開

発できたと考えられた。これまでの形態検査は、観察者の主観によって表現されることが

多く、客観的評価に欠けているため、今後は各細胞所見を定量化することに取り組んでい

きたい。 

 本研究により、部分的ではあるものの非観血的に腎・泌尿器系の器質的変化を検出する

手法を開発することが出来た。腎機能と尿中に剥離する尿細管上皮細胞形態の変化の関係

については、これからさらに実験を行っていく予定である。また、本研究はあくまで実験

動物（マウス）による結果であるため、ヒトにおいても同様の結果となるのか興味のある

ところである。そのためには、将来的に臨床機関と連携して研究を進めることが必要にな

ってくる。本研究の成果が、臨床検査の新たな検査方法の 1 つとして確立し、病期の早期

発見・早期治療に貢献できることを期待し、結びの言葉としたい。 
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