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葉酸投与による腎の肥大について．
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  Hyperplasia of rat kjdneys induced by a single intraperitoneal injection of folic acid （250 mg

per kg o’f body weiglrLt） was investi，gvated by measuring the amount of Feulgen－DN．4t in renal cell

nuclei and t，he mitotic rate．

  1） 1’Vet weight of the rat kidneys illcreased rapidly after folic acid injection． At 6 hours， there

was a mean increase of 250／，， rising to a maximum of 800f／， at 12．hours and declining to 16e／． at 4 days．

  2） When the kidney was halved along the long axis a strongly yellow’stained band corresponding

closei．y to the inner stripe of the outer medulia was seen across the exposed surface from 2 to 18 hours

after folic acid inj ection． ri’he lumens of the distal tubules were filled with iblate cTystals only 30 min．

after injectめ且arld were a正most動ee of folate deposits at 48 hours． At 48 hours after injection， thc

proximal and distal tubules were dilated but ne collapsed tubules could be detected．

  3） At 2’days a｛’ter folate injection， the maxirnum incre7．se of Feu｝gen－DNA content in the renal

cell nuclei was observed， v！」ith ．a return to normal v？一lue wiLhin 3 days，

  4） lt was shown that the mitotic rate reached a maximum at 2 N4 days after folate injection，

declining nearly to the coiitrol value at 6 days．

  S） The changing pattern of Feulgen－DNA centent in folate stimulated renal cell nuclei corre｝ated

well with that of mitotic activitv．
                ’

緒 言

 代償性腎肥大に関する研究は，19世紀後半に始まり，

幾多の報告がなされている．最近では腎移植術の普及

にともなって，生体供義者における残腎の運命という

点においても興味がもたれている．

 本教室においても，小金丸1）は家兎の代償性肥大腎

における腎内血管の形態学的検討をmicroangiogra－

phyを応用しておこない，代償男時肥大の原動力に

なるものの一つは，残腎血流量増加による尿細管の

work load と推定している．また大北2）はラットの

偏腎摘除後の残腎における DNA合成の発現の時期

およびその程度を顕微分光測光法を用いて検討し，術

後5日目にその値が最高に達すると報告している．

 著者は薬剤による腎肥大をとり上げた．ラットに葉

酸folic acidを投与し，投与後の経時的な腎の重量の

変化，光顕像，細胞のDNA量および細胞分裂像の

出現頻度を観察し，腎肥大の機構について検討を加え

るとともに文献的考察を加えた．

実験材料，方法および成績

 実験動物には80～2009のWistar系雄性ラット

を使用し，葉酸fc）lic acid（片山化学GlgHエgN706）

を0．3MNaHCO3に溶解して50 mg／m1とし，ラ

ットの巌腔内に250rnglkgを注射した．対照には同

目齢の無処置のラットを用いた・

 1．腎重量の変化
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1）実験材料および方法

 まず葉酸投与後の腎の重量の変化を測定した。

 80～2009のW至star系雄性ラットの腹腔内に葉酸

250mg／kgを注射し，6，12，18時間，ユ，2，3，4，5，6，

7，8，9，10日後｝こ体重測定をおこなった後，エーテル

麻酔下にて両側腎摘除術を施行した．摘出腎の重量は

0．01gまで測定した．また摘出腎の重量の変動は体重

比として観察した・

2）実験成績

 実験成績はTable 1とFig．1に示した．対照群

の腎重量／体重x104は5．20（±0．99）であった．葉

酸投与後6時間ですでにその値は6．50（±0．08）と25

％増加し，12時間目では9・35（±0・21）と80％増加

のピークを示した．1日目8．69（±O．44）67％，2日目

7．66（±：1．99）47％，3日目7．95（±1．71）53％，4日

目6．05（±1．42）16％と漸次減少し，5日目では5・71

（±1．68）とほぼ対照群の値と同様になった．

Table 1．腎重量の変化

葉酸投与後日時数

対  照

6時間
12時間
18時間
1  日

2

3

4

5

6

7

8

9

10

日

日

日

日

日

日

日

日

日

腎の回心離転漕04

40

2

2

4

6

8

8

10

10

ユ2

4

8

4

6

5．20 ± O．99

6． 50 ± O．08

9． 35 ± O． 21

8． 34 ± O． 61

8．69 ＝ヒ 0．44

Z66 ± 1．99

7．95 ゴ＝ ユ．7ユ

6．Q5 ＝ヒ 1．42

5． 71 ± 1． 68

6． 27 ± O． 50
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  Fig． L 葉酸投与後の腎重量の変化

3）帯側

 Threlfa11ら3・4）はラットに葉酸を投与すると腎のwet

weightは1日目で43％，2日目で66％，4日目で73

％，7日目で33％の増加を示したと報告しており，著

者の結果と若干異なっている．

 葉酸投与後数時間で腎重量が増加することは，次の

組織学的な検討で示すように遠位尿細管における葉酸

の結晶による閉塞のため，尿細管管腔内における水分

の蓄積が起こるためと思われる．なお，Schmidtら5）

はラットに葉酸を投与するとIO分ですでに尿量が急激

に減少し，急性腎不全の状態となり，60時間で利尿期

になると報告している．

 ll．組織学的検討

 葉酸投与後の初期の腎における変化を観察するため，

組織学的な検討をおこなった．

1）実験材料および方法

 90～1509のWistaf系雄牲ラット22匹を使用した・

葉酸投与後30分，1，2，4，6，8，10，12，24，48時問目

に両側腎摘除術を施行し，型のごとくカルノア液にて

固定，パラフィン包埋後切片標本をつくり，H． E．染

色を施して検鏡した．

2）実験成績

 腎の割面における肉眼的観察では，投与後2時間で

すでにouter medullary zoneに沿って黄色の着色帯

が認められ，その濃度および範囲は6～12時閥で最も

増強し（Fig．2），24時問目｝こは消失していた。

 光顕所見は，投与後30分ですでに遠位尿細管管腔内

の所どころに黄褐色の無定形結晶が認められ，これは

8～10時間目に最も増強し（Fig．3），以後減少して48

時風後にはわずかに認められる程度であった・これに

ともない，近位および遠位尿細管の拡張が認められた

が，尿細管上皮細胞の変性および壊死はほとんど認め

られなかった．

3）小括

 Taylorら6）およびSchmidtら5）は葉酸投与後の組

織像を凍結切片で観察し，著者と同様の所見を報告し

ている．またTaylorら6）は腎から排泄される葉酸を

分光測光法で定量した結果，葉酸投与後30分以内に投

与量の約8％が腎に認められ，8時間目には2G％以上

となってピークを示し，その後減少して24時回目には

6％，48時間目には約1％に減少したと報告している．

 著者は凍結切片ではなく，H． E染色で観察した．

染色の際，水洗の時間を非常に短くすると葉酸の結晶

の流出は軽度で、じゅうぶん観察できた．また著者は，

葉酸の腎における排泄について定量的な測定はおこな

っていないが，光顕的観察ではTaylorら6）と同様な
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Fig・2・葉酸投与後8時間目の腎の割面（右）

    （左は対照腎）．腎のouter medullaに沿って

    黄褐色の帯が認められる（矢印）．
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Fig・3・葉酸投与後8時間目の腎の組織診（H・E染色

    400倍）．尿細管腔に葉酸の結晶が沈着し，尿

    細管腔の拡張が認められる．

所見が認められた．

 このようIC，ラットに葉酸を投与すると急速に遠位

尿細管における閉塞が起こり，急性腎不全を誘発す

る．Schmidtら5）は葉酸投与後10分類BUNはすで

に軽度上昇し，60時間目に最高となり，14日目には正

常に回復したと報告している．

 急性腎不全の多くはnephrotoxic chemical，例えば

昇末7・8）およびグリセリン9・le・11）の非経口的投与，お

よび腎動脈の結紮12）により誘発きれる．これらの場

合すべてに尿細管上皮細胞の変性および壊死をともな

う．しかし葉酸投与後では，尿細管管腔が結晶沈着に

よって閉塞されるのみで尿細管上皮細胞の変性および

壊死はほとんど認められず，他の急性腎不全とは趣き

を異にしている．

 皿。腎細胞のFeulgen・DNA量の測定

 上述のごとく，葉酸をラットの腹腔内に投与する

と，遠位尿細管において急速に葉酸の結晶による閉塞

が起こり，腎重量の増加がみられる．このような腎重

母の増加は，腎における細胞分裂活性の充進による腎

3

肥大が関与することも考えられる．この可能性を検討

する目的で，腎の細胞のDNA量を顕微分光測光法を

用いて測定した．

1）実験材料および方法

 80～1509のWistar系雄性ラットを使用し，葉酸

投与後8時間，1，2，3，4，5，6，8，10日目に各2匹ず

つ両側の腎摘除術を施行した．対照には同日齢の無処

置のラットを使用した．両群とも腎三部，直ちに皮質

部と髄質部より小組織片を切り出し，No．1カバーグ

ラス上に置き，これに低分子デキストラン水溶液1滴

を加えて2本の針で組織を砕いた後，塗抹した．この

ようにするとガラス上に均等に分布した腎細胞の塗抹

標本が得られる．この際，カバーグラス上の半分には

実験腎の，他の半分には対照腎の塗抹をおこなった．

これは事解の腎細胞の染色を全く同一条件下でおこな

うためである．これらの塗抹標本は自然乾燥後カルノ

ア液で固定し，Table 2に示すような方法に従って

Feulgen反応を施した．加水分解は5規定塩酸・25。C

60分間13》おこない，SchiH試薬にはgo分反応させた．

Feulgen－DNA量の測定はオリンパス光学KK製
（MSP－A IV）顕微分光光度計を用いて直良法14）に準

じておこなった．用いた波長は560 mμである．スポ

ットの大ききは2・5μとし，光束を核の中心部にあて，

Q＝r2 E（r核の半径， E吸収率）よりDNA量Q

を算出した．対照群，実験群それぞれ60個の細胞につ

いて測定した．

Table 2． Smear－Feulgen reaction

o No． 1

0 Air dry

。Carnoy固定

。脱水（Alcohol）

。水洗（D．W．）

。加水分解（5N＝HCI）

。水洗（流水中）

   （D． W．）

。Schiff試薬

。亜硫酸溶液

。水洗（D．W．）

。脱水90％Alcohol
   loo％ Alcohol
    e Alcohol

。透徹Carbol xylol

   Xylol

   Xylol

カバーガラスにSmear
Over 1 hour

  40 mln．

  10 mm，

  5 min，

  40 mln．

   5mm．

  5 mm．

  90 mln．

  2min。（3回）

  5 rnin．

  3 min．

  5 min．

  5 min．

  5 min．

  5 min．

  10 mm．
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2）実験成績

 実験成績はTable 3， Fig．4に示されている．皮

質におけるFeulgen－DNA量は葉酸投与後1日目には

対照群にくらべ12％増加し，2日目には24％増となり

増加のピークを示し，3日目には約8％の増加を示し．

ほぼ対照値に近づいている．また髄質においては，投

与後2日目には27％の増加を認めている．

 Feulgen－DNA量の変化を三日的に観察した結果は

Table 3． Fculgen－DNA量の変化

皮            質 髄            質
葉酸投与
纉厲梵 葉酸投与群

i60コ総計） 対照群i60コ総計）
投与群／対照群

葉酸投与群
i60コ総計）

対照 群
i60コ総計）

投与群／対照群

8時間
1  日

2  日

3  日

4  日

5  日

6  日

8  日

10  日

805． 41

1182．50

848．61

559．09

942．64

1142．02

1310． 52

745． 54

904．ブ2

762．71

1051．63

683． 91

514． 60

926．68

エ167．61

1305． 19

769． 30

862． 41

1．055

1．124

1．240

1．086

LO17
0． 978

1．004

0． 969

1．049

971．55

1286． 67

768．三3

521． 02

900． 78

1329．55

1175． 37

851．87

1005．34

940． 53

1204．97

601．45

4フ8．52

943．47

1314．44

1164．52

832．06

1025．75

1．032

1．067

1．277

1．088

0．954

1．011

1．009

1．023

0．980
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Fig・4・葉酸投与後の腎細胞におけるFculgen－DNA

    量の変化

ヒストグラムとしてFig．5に示されている．皮質で

は葉酸投与後1日目には対照群との間にはほとんど差

は認められなかったが，2日目には2C以上を示す細

胞，すなわちDNA合成期の細胞の数が増加し，3日

目以後には対照群とほぼ同様になった．また投与後10

日目｝C DNA合成期の細胞がわずかに増加する傾向が

みられた．髄質では投与後1日目に3Cを示す細胞

が増加し，3日目以後は対照群とほぼ同様になった．

すなわち皮質，髄質ともに葉酸投与後2日目にDNA

合成期の細胞が最も多く認められた．

3）小括

 Threlfallら3）はDNA量：の測定をSchmidt and

Thannhauseri5）およびSchneider16）の変法でおこな

い，葉酸投与後2日目に約40％増加し，4日目に約60

％増加し，増加のピークを示したと報告している．ま

たByrnesら17）は3H－thymidineのDNAへの取り

込みをautoradiographyを用いて観察し，葉酸投与

Controt

1

2

3

4

5

6

8

Cortex Medutta

 10
 Days

Fig・5・葉酸投与後の腎細胞におけるFeulgcn－DNA

    量の変化

後36時間でピークに達し，正常値の13・5倍となり，

3日目にはほぼ正常値にかえったと報告している．著

者は顕微分光測光法によりFeulgen－DNA量を測定し，

Byrnesら17）とほぼ同様の結果を得た．

  1C5 2C 3C 4C 1C 2C 3C 4C
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 IV，腎における細胞分裂像の出現頻度

 実験皿でラットに葉酸を非経口的に投与すると腎細

胞内のDNA量が一過性に増加することが観察され

た．ここでは腎細胞の分裂活性をより明確にするため，

皮質および髄質の腎尿細管上皮細胞における細胞分裂

像の出現頻度を観察した．

1）実験材料および方法

 100～200gのWistar系雄性ラット19匹を用い，

葉酸投与後1，2，3，4，5，6，8，10日目に両側腎を摘出

した．対照には無処置のラットを使用した．摘出腎は

カルノア液固定・包埋後切片標本をつくり，H． E．染

色を施した．分裂像の算定にあたっては，皮質と髄質

それぞれについて尿細管上皮細胞6．7x104個以上を

観察した．細胞分裂像の出現頻度は全細胞数に対する

分裂細胞の数の比としてあらわした．なお。・1chicine

の投与はおこなわなかった．

2））実験成績

 実験成績はTable 4， Fig．6に示されている．すな

わち皮質における細胞分裂像の出現頻度は葉酸投与後

2日目に増加を認め，3日目にピークを示し，以後漸

5

次減少し，6日目にはほぼ対照群の値と同様になっ

た．髄質においては葉酸投与後2日目に増加を示し，

3ないし’1，日目にピークを示し，以後漸次減少して

6日目にはほぼ対照値に近づいた．

3）小括

 細胞分裂の増加を調べる方法として細胞分裂像を組

織学的に観察する方法とautoradiographic technique

を使用する方法とがある． Threlfallら3・4）は3H－thymi－

dine4abelcd cellのcountをautoradiographic tech－

niqueで観察し，皮質では葉酸投与後2日目にlabeling

．indexがピークに達し， outer medullaでは投与後1

日目に，inner medullaでは投与後4日目にピークに

達したと報告している．Byrnesら17）は同様の方法で

葉酸投与後36時上目に皮質，髄質ともにlabeling

indexがピークを示したと報告している．著者は組織

学的に細胞分裂像を観察し，葉酸投与後2日～4日で

皮質，髄質ともに細胞分裂像の著明な増加を認めた．

これは実験皿におけるDNA合成期の細胞が増加す

る時期とよく相関している．

Table 4．葉酸投与後の腎の細胞分裂像の出現頻度

葉酸投与

後日数

皮 質

mitos｛s数 全細胞数 mitotic rate

lil

髄

UTIII、、。，轍怪細胞翻

6． s4 ×． io－s 1，l

     ij
2．04 × lo－r」
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2
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28
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Fig・6・葉酸投与後の腎の細胞分裂像の出現頻度

考 察

 薬剤の投与による腎肥大の最初の記載は，1947年

Haddow18）がpteridine ring構造を含むxanthopterin

をラットに非経口的に投与したのにはじまる．氏はこ

の時，腎尿細管における分裂病監が著明に充進ずるこ

とを報告している．また1968年Taylorら6）はラッ

トに種々の薬剤を投与し，腎肥大の程度を腎重量，

R．NA， DNA 9を測定して検討しているが，そのうち

xanthoptcrin，葉酸，2；4：5－triamino－6－styryl－pyri－

midineが腎重量， RNA， DNA量ともに最も増強さ

せたと報告している．著者はこのなかの葉酸を選んで

使用した．葉酸は緑葉のなかの一成分であり，これは

乳酸菌の発育に：不可欠な因子の1つで，また肝臓の

なかの抗貧血性有効成分の1つである．その構造は

pteridine， paraaminobenzoic acidおよびglutamic

acid各1分子よりなるpteroylglutamic acidであ

る19）．最近は種々の葉酸補酵素が発見され，その生化

学的な役割が詳細に解明されている2。・21・22）．葉酸の生

体内での生化学的，酵素学的レベルのはたらきのうち

最も重要なものは，核酸合成の比較的初めの段階にお

けるものであり，体内でtetrahydrofolic acidとなり，

methyl， methenyl， formimino基などについて，いわ

ゆるQne carbon transferに関与する．また葉酸と

しての型の原型であるptcridineを補酵素とする反応

は最近知られ，やはり tetrahydropteridineとして

hydroxylaseの補酵素となる．

 著者はこの葉酸をラットの腹腔内に投与し，投与後

における腎重量，DNA：量および細胞分裂像の出現頻

度を観察した．

 腎重量は葉酸投与後6時間目にすでに増加し，12時

問目にピークを示し，その後漸減して5日目にはほぼ

正常値になった．ラットに葉酸を非経口的に投与する

とその結晶による尿細管腔の閉塞が起こり，乏尿をき

たし，BUNが上昇する23・24・25）・腎重章が早期に増加

するのは，この急性腎尿細管障害による水分の蓄積の

ためと思われる．

 また腎細胞のDNA量が葉酸投与後1日目にすで

に増加し，2日目にピre一・クを示し，尿細管上皮細胞に

おける細胞分裂縁の出現頻度は葉酸投与後2～4日目

に著明な増加を示した．すなわち葉酸を非経口的に投

与すると，ラット腎の尿細管上皮細胞における分裂活

性が高まるこ．とが示された．この原因については，葉

酸の結晶が尿細管腔を閉塞することによる影響および

葉酸の補酵素的なはたらきとが考えられる．

 実験的に尿管結紮をおこなって水腎症を起こした腎

では細胞分裂像が増加することが報告されている26）．

より最：近のtritiated thymidineを用いたautoradio－

graphic studyでは，閉塞腎におけるDNA合成が高

まっている腎皮質細胞の数が，片腎摘除後の場合より

数倍も多いことが示されている27）．したがって実験的

水腎症および葉酸投与後において，ともに腎における

水分の増加が尿細管上皮細胞の分裂反応を誘発するも

のと思われるが，これらの反応の機構は，はっきりし

ない．Benitez and Shaka27）は尿管結紮後組織学的

に尿細管上皮細胞の壊死は認められず，DNA合成を

刺激するような因子は発見されなかったと報告し，単

純に尿細管が閉塞きれた尿で膨張することが刺激とな

るのではないかと推察している。またByrncsら17）は

葉酸をじゅうぶん濃縮させて腎に排泄させると正常に

はたらくnephronの数が減少し，いくつかのnephron

はひどく破壊きれ，上皮細胞の変性および壊死がみら

れたと報告し，そのために部分的な機能の減少が起こ

り核酸生合成の経路を賦活させるのではないかと推察

している．しかし著者の観察では少なくとも250mg

／kg body weightの投与では，尿細管上皮細胞の変性

および壊死はほとんど認められなかった．

 また腎肥大を増加させる重要な因子として尿細管に

おける再吸収負荷があることは以前より推察されてい

る28）．もし葉酸投与後GFRが増加し， Naイオンの

ような能動的に再吸収される物質が尿細管申に異常に

増加するとすれば，その結果として再吸収の活動が

DNA合成を活発化させることも考えられる．しかし
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Ayerら29）は葉酸投与後，腎における血流の変化はみ

られなかったと報告し，Helmchenら30）はcirculating

renin activityも上昇しなかったと報告している．す

なわち葉酸投与後ではGFR．の変化はなく，血管系の

因子はDNA合成に何らの役割をも演じていないも

のと思われる，

 次に葉酸の補酵素的なはたらきについて考察する・

尿細管上皮細胞が葉酸の貯蔵に比較的大きな能力をも

っていることは以前より知られている31）．これは尿細

管上皮細胞がfolate reductase complexの酵素と結合

し，「ある程度の期間，そのままの形でとどまるためと

思われる32・33）．Byrnesら17）は腎細胞におけるdeoxy－

thymidine kinaseおよびDNA polymeraseの量を測定

した結果，片腎摘除後の場合にはそれぞれ対照値の

2．5倍であったのに対し，葉酸投与後ではそれぞれ投

与後30分目に対照値の13倍，36時間目に6倍となり，

deoxythymidine kinaseおよびDNA polymeraseの

量は片腎摘除後の場合に比較して著明に増加したと報

告している． またSchmidtら24）はultramicroche－

mical methodによりfolic acid投与後のnephronに

おいてNaKATPaseの喪失が認められたと報告し，

これは尿細管内圧の増加による著明な尿細管の拡張の

ためと推測している．氏はまた腎をhomogenateし

たものに葉酸を種々の濃度で添加するとNaKATPase

は濃度が低いときは活性化し，濃度が高くなると阻害

されることを報告し，葉酸が酵素に直接に作用してい

る可能性を示唆した．しかし，まだ葉酸がいかなる経

路でどのようにDNA合成に関与しているかは不明

であり，今後の研究が待たれる．現時点では，著者の

実験成績のように葉酸の結晶が尿細管を閉塞すること

による影響，および葉酸の補酵素的なはたらきがとも

に作用して尿細管上皮細胞の分裂活動が活発になるも

のと考えられる．

結 語

 ラットの腹腔内に葉酸を投与して発生する腎肥大に

ついて，投与後の腎重量，光顕像，細胞内DNA量

ならびに細胞分裂率について検討を加えた．その成績

はつぎのとおりである．

 1）腎重量体重比は葉酸投与後急速に増加する．6

時間後で25％，12時間後は80％の増加を認め，以後漸

減して4日目には16％となる．

 2）腎の割面における肉眼的観察では，投与後2時

聞でouter medullary zoneに沿って黄色の着色帯が

みられ，6～12時間で最高に達する．

 組織学的には，投与後30分で遠位尿細管の所どころ

7

に黄褐色の結晶が腔内に沈着し，8～10時聞後に著明

となる．これにともなって近位および遠位尿細管の拡

張がみられるが，尿細管上皮の退行性病変は認められ

なかった．

 3）葉酸投与後2日目に腎細胞核｝こおけるFeulgen－

DNA量が最：高となった．

 4）細胞分裂像の出現頻度は葉酸投与後2～4日に

最高に達した．またこれはDNA量の変化と時期を一

致して変動した．

 以上より，葉酸の投与によって明らかに腎の一過性

肥大が認められ，その原因については，葉酸の結晶が

尿細管を閉塞するためのみならず，葉酸じたいの作用

による尿細管上皮細胞の分裂活動の活発化が関与して

いるものと考えられる．

 稿を終えるにあたり，ご指導ご校閲を頂いた恩師酒徳治三

郎教授に深謝するとともに，直接ご指導ご協力を賜わった本

学第一解剖学粟屋和彦教授および加藤征治講師に感謝いたし

ます．

 なお本論文の要旨は第17回日本腎臓学会総会および第63回

日本泌尿器科学総会で発表した。
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