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Snell下 垂体性小人症 マウスにおける成長 ホルモン,

甲状腺 ホルモ ンの腎発育へ の影響

東邦大学医学部泌尿器科学第2講 座(主 任=松 島正浩教授)

徳 田 直 子

EFFECT OF GROWTH HORMONE AND THYROXINE ON RENAL 

   DEVELOPMENT IN SNELL PITUITARY DWARF MICE

Naoko Tokuda

From the 2nd Department of Urology, School of Medicine,  T  oho University

   To elucidate the effects of growth hormone (GH) and thyroxine (T4) on renal development, 
we biochemically and morphologicaly examined the renal tissue of Snell pituitary dwarf mice  (dui' 

 dw) at different developmental stages. Differences in DNA, RNA and insulin-like growth  factor-1 

 (IGF-1) content between the dwarf and normal control mice first became apparent on the 10th 
day of age, and from this time that of dwarf mice showed no further increase in DNA and RNA 
content and decrease in  IGF-1 content, whereas that of  the normal control mice continued to 
increase. 
   These findings indicated tnat GH and T4 may have effects on the renal development, and 
deficiency of these hormones to affect renal development from the 10th day of age. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 41: 419-426, 1995) 
Key words: Snell dwarf mouse, Renal development, Hormone

緒 言

Snel1下 垂体小人症 マウス(dω/dω)1)は クロモソ

ーム16に異常をもち2)常 染色体劣性遺伝形式をとるミ

ュータソトマウスである.下 垂体前葉の先天的な形成

不全により胎性期より成長ホルモソ(GH),甲 状腺刺

激ホルモン(TSH),プ ロラクチン(PRL),副 腎皮質

刺激ホルモソがほとんどを欠損 してお り,臓 器の発育

分化におよぼすGHやT4の 効果を研究する上でき

わめて適 した実験動物 として用いられてきた.こ の内

分泌異常マウスを用い,GH,T4の 欠損が腎臓の発育

にどのような影響をおよぼすかを,幼 若期から青年期

にあたる0日 齢から40日齢 にかけて発育 を追って生

化学的,組 織学的に比較検討した.

方 法

1・ 実験動物

実験動物は米国ジャクソン研究所よりヘテロ接合体

(dw/+)雌 雄 マウスを購入し自家繁殖 されたSnelI

下 垂体性小人症マウスを用いた.な おヘテロ接合体

(伽/十)マ ウスと正常 ホモ接合体(十/十)マ ウスは

その身体的特徴,下 垂体前葉および腎臓内の諸種生化

学 的所 見 な どに 差 が認 め られ な か った ので,正 常 対 照

群 に は 同腹 の ヘ テ ロ接 合 体 マ ウス と正 常 ホ モ接 合 体 マ

ウス を使 用 し,以 後 こ れ らを 十/?マ ウス と表 記 した.

また,生 後2週 齢 ま で は+/?マ ウス とdw/dwマ ウ ス

との 間 に身 体 的 特 徴 の 差 が 明 らか で な い た め,下 垂 体

ホ モ ジ ェネ ー トを 電気 泳動 し,GHバ ソ ドの 有 無 に

よ りdω!dwマ ウ スの 検 定 を行 った3).

2。 実 験 方 法

各 日齢 の 両 群 マ ウスを 潟 血 断頭,腎 臓 を 摘 出 し湿 重

量 測 定 後,生 化 学 的実 験 に 供 した.

(1)RNA,DNAの 定 量:Schmidt&Thannhau-

serの 方 法4)に て 抽 出 し,Mejbaumら の方 法5),Bur-

tonら の方 法6)に 従 い そ れ ぞ れ 比色 定 量 した.

(2)蛋 白質 の定 量:Lowryら の 方 法7)に よ り,750

nmで 比 色定 量 した.標 準標 品 と して 牛 血 清 ア ル ブ ミ

ソを用 い た.

(3)イ ソシ ュ リソ 様 成 長 因子 一1(IGF-1)の 定 量:

Saraら の方 法8)で 抽 出 し,N三chols社 製SM-CRIA

キ ッ トを用 い て 測 定 した.

(4)電気泳 動=Laemmeliの 方 法(a)に 従 い10%の

ポ リア ク リル ア ミ ド平 板 を 用 い て,30mAの 定 電 流

下 で 行 った.指 標 と して ブ タGH(米 国Miles研 究
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Table1.Bodyweightandorganweightofthekidneysfromnormal

contro1(十/～)andSnelldwarf(伽/伽)m玉ce,atdifferent

development・

AIIdataareexpressedasmeans±SD,withthenumberof

animalsshowninparentheses.Thesignif}canceofd五fferences

between伽/伽and十/～wasevaluatedbystudenゼsttest(*・P

<0.001).

Age
(day)

Bodyweight(9) Wetorganweight(mgwetwt・)

+/～ dω/dw チ/～ 伽/dω

O

lO

20

30

鵜

2.22±0.31(27)

7.35±0.64(13)

1貰.裏 ±0.64(9)

18.2±1.19(互3)

23,2=ヒ 監.93(10)

2.21±0。35(8)

6.05±0,76(5)

6.夏8±0.54(6)串

5.98=ヒ0.72(12)寧

5.75±0.60(9)宰

9.92±0.64(27)8.31±1,07(8)

38.4士2.36(13)3L6±3.09(5)

75.5±4.42(9)27.6±2.06(6)寧

夏09±3.96(13)28.5±1.49(12)寧

163±8.97(10)25.2±1.且6(9)寧

TabIe2.RNAandDNAcontents,protein/DNAratIoandRNA/DNA

ratloofthekidneysfromnormalcontrol(十/～)andSnelldwarf

(dzv/dw)mice,atd廷ferentdevelopment.

Alldataareexpressedasmeans±SD,withthenumberofanimals

showninparentheses.Thesigni丘canceofdifferencesbetween

dω1dwand十/2wasevaluatedbyStudent'sttest(*,p<0ρOl;

**
,p<0,01;***,p<0つ5).

Age
(day)

totalRNA(A9) tota置DNA(μ9)

ナ/～ 伽/伽 ≠/～ dw/dω

O

IO

20

30

40

45.3±5.12(27)

202±20.1(13)

381±10.9(9)

50tl±26.2(13)

516=ヒ45.2(10)

46.5±6.17(8)

174±13.6(5)

113=ヒ8.06(6)申

122±12.0(貝2)寧

109±4,82(9)寧

136±12.1(26)璽40±53.9(8)

499±39.8(13)378±92.1(5)

953±35.3(9)468=ヒ38.2(6)零

1025±114(13)526±53.8(12)寧

1273±61.4(10)434±36.9(9)串

Age
(day)

protcin/DNA RNA/DNA

≠/～ dω/dw +/～ dn/dω

0

10

20

30

佃

3,5互 ±0.36(27)

14.8±3.06(13)

14,8±1.69(9)

20.5±1.70(13)

26.2±1。56(10)

3.22±1.04(8)

17.7±3,89(5)

9,43±0.43(6)噸 寧寧

12.4±1.89(璽2)曝 傘

12.4±L59(9)串

0.32=ヒ0.01(27)0.38±0.09(8)

0.51±0.14(13)0.69±0.28(5)

0.77±0.34(9)0、25±0.02(6)零 寧

0.51±0.06(13)0.30±0.07(且2)#1

0.41±0.04(IO)0.35±0、09(9).寧 寧

所製)を 一緒に電気泳動した.

㈲組織学的検索:各 日齢のマウスより腎臓を摘出し

た後,ホ ルマリン固定,パ ラフ ィン包埋 し,6μmの

腎門部を通る前額断切片を作成 し,ヘ マ トキシリソ・

エオジソ(HE)染 色後光学顕微鏡による形態学11勺検

索を行 った.

結 果

1.体 重 と腎重昂二の変化

dtVldwマ ウスは出生時から10日 齢 までは身体的特

徴に+/?マ ウスと差が認め られず,体 重 の増加も同

じ割 合 で進 行 した(Tablel).+/?マ ウス は 生 後10日

目以 後 も体 重 は 増 加 し続 け,40日 齢 で は23.2±L93

gを 示 した.こ れ に 対 してdw/dtV'?ウ ス の体 重 増 加 は

生 後IO日 目以 後緩 や か に な り,2週 齢 をす ぎ る とほ と

ん ど停 止 し た.40日 齢 で のdw/dwマ ウス の 体 重 は

5.75±o.60gで+/?マ ウス の24.7%に 過 ぎなか った.

他 方,dw/dwマ ウス の 腎 臓 の 湿 重量 も,10日 齢 ま

では 十/?マ ウ ス との 間 に 差 は認 め られ な か った 。 しか

し10日 齢 以 後 のdw/dwマ ウ ス の 腎 重 量 増 加 は体 重 の

変 化 と 同様 に ほ とん ど停 止 した.40日 齢 で のdw!dw

マ ウ ス の腎 湿 重量 は25。2±Ll6mgで 十/?マ ウス のわ
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ずか15.5%に すぎなかった.

2.腎 臓 内RNA量 とDNA量 の変化

腎臓1個 当た りのRNA含 量 およびDNA含 量を

発育を追って測定 した(Table2).生 後10日 目まで

はdω/dtVマ ウスと+/?マ ウスの腎臓内RNA含 量

並びにDNA含 量に有意な差はいずれも認められな

かった,し かし20日 齢 以後も+/?マ ウスでRNA含

421

量 お よびDNA含 量 と もに増 加 し た の に 対 し,dω/

伽 マ ウス で は両 者 と もに そ の 増 加 が ほ と ん ど停 止

して しま い,40日 齢 のRNA含 量 とDNA含 量 は 十/

?マ ウ スの それ ぞれ21.1%o,34.1%に す ぎな か った.

3,腎 臓 内 蛋 白質 量 の 変化

9湿 重 量 当 た りの 蛋 白質 はo日 齢 で+/?マ ウス,dw/

dwマ ウス と も に59mg/g一 湿 重 量 を 示 し,10日 齢 以

Table3.IGF-lcontentsofserumandkidneysfromnormalcontro1

(十/?)andsnelldwarf(ゴ ωμ ω)mice,atdiH'erentdevelopment.

AIIdataareexpressedasmeans±SD,withthenumberof

animalsshowninparentheses.Thesigni丘canceofdfferences

between伽/伽and十/～wasevaluatedbystudenゼsttest(*,p<

0.001;**,p<0ρ1).

Age
(day)

SerumIGF-i(ng/mD KidneyIGF-1(ng/gwetwt.)

+/～ dw/dw +/～ 伽/伽

10

20

30

釦

75±15(11)56±21(3)

199±42(7)113±27(4)寧*

233±31(且0)77±33(4)車

320±12(3)69±27(6)寧

42.5±8.03(13)

66.7±17.7(9)

72.7±20.1(且3)

62.5(2)

44.2±16.7(5)

21.6±12.1(6)*

11.5±2.88(13)*

27.0(2)
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Fig.1.Photomicrographsofk三dneyandglomerulifrom

normalcontrol(十/?)andSnelldwaff(dwfdw)

mice,atlOdaysold.

A=(十!?)kidney(×25)B=(十1?)glomeruli

(×300)C:(dw/dtv)kidneyD:(dw/dω)glomeruli
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A:(十/?)cortex(×25)B:(十!?)medulla(×

25)C=(十/?)glomeruli(x300)D=(dw/dw)

kidneyE;(dwldw)glomeruli

後では両者ともに160か ら180mg/g一 湿重量の値で,

いずれの時期においても差は認められなかった,

4.腎 臓 内蛋白質/DNA比 の変化

生後lo日 齢までは 十/?マ ウス,dzv/dω マウスとも

に蛋白質/DNA比 がそれぞれ3.51か ら14。8(422%),

3.22か ら17.7(550%)と ほぼ同 じ割合で急激に増加

した.十/?マ ウスでは10日 齢から20日 齢にかけて蛋

白質/DNA比 は一時増加率が停止するが,30日 齢以

後ふたたび緩やかに増加 した.こ れに対 し,dw!dω

マ ウスでは20日 齢にかけて蛋白質!DNA比 が約50%

減少 し,以 後その比はほとんど変化しなかった.+/?

マウスと比較 すると,伽 μωマウス の腎臓 における

蛋白質1DNA比 は生後20日 目以後有意 に低下 してい

た(Table2).

5腎 臓 内RNAIDNA比 の変化

+/?マ ウスでは出生時から20日 齢までRNA!DNA
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A(十/?)cortex(×25)B:(十/?)medulla(x25)

C(十1?)glomeruli(×300)D:(伽/伽)kidney

E(dw/dω)glomeruli

比は約50%ず つ増加するが,以 後増加率は緩やかに減

少した.こ れ に対 して,伽 μωマウスで も 出生時か

ら10日齢にか けて約80%の 著 しい増加が認め られ た

が,20日 齢にかけては急激にその比が減少 し,以 後ほ

ぼ一定値を示 した.+/?マ ウスと比較すると,20日 齢

以後 でdω/dwマ ウスのRNAIDNA比 が 有意 に減

少 していた(Table2).

6.腎 臓 内IGF-1の 変化

腎臓内IGF-1含 量は+/?マ ウスではIo日 齢から20

日齢にかけて約50%増 加 し,そ れ以降ほぼ一定値にな

るのに比して,dw/dtVマ ウスでは10日 齢までは 十/?

マウスとほぼ同じ値を示したが20日 齢以降有意に減少

した.ま た血清IGF-1含 量 では,+/?マ ウスが発育

段階を追って著しく増加を示すのに 対し,dw/dwマ

ウスには発育に伴う増加傾向は認められず,20日 齢以

降+/?マ ウスと比較 して有意 に低値を示 した(Table
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3).

7組 織学的変化

+/?マ ウスの弱拡大(25倍)所 見では出生時は間質

が多く,全 体的に粗な印象を受けた.皮 質は薄 く,糸

球体は皮質外側に密集 して いた.10日 齢 になると皮

質,髄 質の層構造が明確 とな り,皮 質で尿細管の増大

とともに糸球体の髄質側への移動が認められた(Fig.

1-A)・2G日 齢以降,急 激な尿細管,糸 球体の増大が認

められ,皮 質髄質ともに厚 くなった(Fig.2-A,B,3-

A,B)・dw/dω マ ウスの弱拡大所見では,生 下時は+/

?マ ウスと明らかな変化は認められ ないが,10日 齢で

は尿細管の増大が+/?マ ウスな ど顕著ではな く,糸

球体の移動も認 め られなかった(Fig.1-c).20日 齢

以降も10日齢 とほぼ同様の所見で糸球体,尿 細管の増

大は認められなか った(Fig.3-D).

糸 球 体 の強拡大(330倍)所 見では,+/?マ ウスで

は0日 齢で糸球体を構成する細胞が凝集 しているが,

日齢を追 うに従い構成細胞も大きくなり,糸 球体径も

増大する(Fig.1-B,2-c,3-c).

これ に比 してdw/dwマ ウスではlo日 齢まで十/?マ

ウスと同様の変化を示すが(Fig.1-D),20日 齢以降

明らかな変化は認められなかった(Fig.2-E,3-E).

考 察

本研究で用いたSnell下 垂体性小人症マウスは,最

近GH-PRL・TSH一 βサブユニット遺伝子のプロ

モーター領域に結合し,そ の転写を活性化するpit-1

遺 伝子9)の異 常が明らかにされた.ヒ トにおいてもこ

のマウスと同様に3種 のホルモンのみを欠損 した複合

分泌不全型の先天性下垂体性小人症が報告され,pit-1

遺伝子異常と病態の関連についての解析が進められて

いるlo,11).

したがって,GH。T4の 腎発育におよぼす効果を

invivoで 研究するのにこのdω/dω マウスは好適な

モデル動物である.

そ こで本研究 はdω/dwマ ウスを用 いてGH,T4

の欠損が腎発育にどのような影響をおよぼしているか

を,幼 若期から青年期にあたる0日 齢から40日齢にか

けて,発 育を追って比較検討 した.

VandenBrandei2)は 体重,腎 重量の成長パター

ンについて両者は ほぼ相関し,十/?マ ウスでは生後

週齢まで急速に増加 し,以 後緩徐に増加す るのに対

し,dω/dwマ ウスでは2週 齢前後 で成長が停止する

と報告している.今 回のわれ われのii匙験でもdw/dω

マ ウスに著 しい成長障害が認められ,40日 齢の体重は

+/?マ ウスの約1/4で あ った.ま た腎重量は;+/?マ ウ

スの15%に 過 ぎなかった.

総DNA量 は臓器の細胞数をあらわす とされてい

る13).dw/dwマ ウスでは20日 齢以降増加が停止 して

おり,こ の時期より細胞分裂による細胞数増加が停止

していることが推測された,今 回組織学的検索で細胞

数については検討 していないが,皮 質髄質の厚み,糸

球体の大きさに変化が認められないなどの結果を考慮

すれば矛盾 しないものと考えられる.

蛋 白質/DNA比 は細胞の大きさを示す と考えられ

るが,dw/dwマ ウスでは20日 齢以降増加が停止 して

いたことから,こ の時点で細胞肥大も停止 しているも

のと推察された.組 織学的所晃でも同様の結果をえら

れ,こ れらの結果を裏付けている.

RNAIDNA比 は臓器の蛋白合成能を示すと考えら

れているが,dw/dwマ ウスで は20日 齢以降ほぼ一定

値を示 し,+/?マ ウス と比較 してi20日齢以降有意に

低下 していた,し たがってdw/dwマ ウスの蛋白合成

能は20日 齢から低下 しているものと考えられた.

さらに組織学的所見で,正o日 齢 のdω/dω マウスで

は尿細管細胞の増大が+/?マ ウスほど顕著ではなく,

糸球体の髄質側への移動がほとん ど認め られ なかっ

た・このことはすでに10日 齢前後 よりGH,T,欠 損

が腎発育に影響をおよぼしているとも推察できる.

腎重量,DNA含 量,蛋 白質/DNA比,RNAID-

NA比,組 織学的所見を総合的にみ る と,GH,T,

欠損による腎組織の発育障害は10日 齢から20日 齢の問

に顕著となるが,す でICIO日 齢前後より発育障害が始

まっているものと推察された.

IGF-1はGH依 存性 におもに肝臓 で産生され,

GHの 二次ホルモンとして作用するこ とが知 られて

いるが14),腎 臓 を含めた肝臓 以外 の多数の組織でも

IGF-1が 産 生され,オ ー トクリン因子 と して個 々の

臓器の蛋白合成,細 胞増殖を促進 していると考えられ

ている14),

十/?マ ウスにおいて腎臓IGF-1含 量 は10日 齢から

20日 齢にかけて約50%増 加 し,そ れ以降ほぼ一定値に

なるのに対して,血 清では発育段階を追って著 しい増

加を示 した.こ のことから腎臓内のIGF-1は 腎組織

内で単独に産生され,オ ー トクリソ因子として特に10

日齢から20日齢にかけての蛋白合成,細 胞増殖に強く

関与していることが推察される.ま た 伽/伽 マウス

についても,IOl]齢 か ら20日 齢にかけての血清IGF-

1含 星は+ノ?マ ウスとほぼ同様に約200%の 増加を示

しているのに対 し,腎 臓内含量 について は約1/2に 減

少 しており,こ れらの推察を裏付けている.

10日齢で 十/Pマ ウスとdw/dwマ ウスの血中IGF一
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1含 量に明らかな変化が認められなかったことに関し

ては,胎 盤ホルモソともに胎盤性 ラクトゲンがIGF

・1産生を促進させるとの報告 もあり15)これ らの因子が

10日齢前後まで何らかの形で腎発育に関与している可

能性も示唆された.

今回は回復実験を行っておらず,下 垂体摘出マウス

にGH,T4,男 性 ホルモソを投与すると腎R.NA,蛋

白質合成能が促進されるが,DNA合 成に対してはほ

とんど作用 しないとの報告がある16).ま た,原 田17)に

よると,T4が 腎臓全体に作用し,主 として細胞数と

細胞成熟に関与 しているのに対し,GHは 主 として

皮質特に尿細管に作用して細胞肥大に関与 しているこ

とを形態学的に明らかにしている.し たがって両ホル

モン欠損の影響が出現する10日 齢以前にホルモソを投

与することで,dtV/dω マ ウスでも良好な腎発育がえら

れるものと期待される.今 後両ホルモン単独欠損下で

の腎の成長過程への影響ならびに回復実験による変化

を生化学的,な らびに組織学的に検討 し,ま た機能的

変化についても今後検討する必要があると思われた.

結 語

1.Snell下 垂体性小人症マウスを用い,腎 臓の成

長過程におよぼすGH,T・ の効果を生化学的,組 織

学的に検討 した.

2.GH,T4欠 損 による腎組織 の発育障害は10日 齢

から20日 齢の間に顕著となるが,す でに10日 齢前後よ

り発育障害が始まっているものと推察された.
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