
はじめに

遺伝性腎疾患において 多発性囊胞腎(

： )は最も頻度の高

い疾患であり 多くの症例で進行性に腎機能が低下し腎不

全に至り 本邦透析患者における原因疾患の ～ を占

める。常染色体優性遺伝形式をとるが 遺伝的異質性があ

り その約 の家系は第 番染色体に 約 の家系

が第 番染色体に連鎖する。近年 前者の 遺伝子

が責任遺伝子として同定され さらに後者の 遺伝

子も続いて特定された 。その蛋白ポリシスチンは基本的

に膜蛋白であることが判明している。ポリシスチン は

個のアミノ酸より成り 末端は細胞外に 末端

は細胞内に存在し ～ 回の膜貫通ドメインを持つ膜貫
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通型の糖蛋白である。

一方 ポリシスチン は 個のアミノ酸より成り

個の膜貫通ドメインを持つ蛋白であり この膜貫通領域に

ポリシスチン との相同性が存在する。また ポリシスチ

ン の細胞内 末端部の 領域で相互作用を

示す可能性が指摘されている。このため 両者は発現様

式 部位などにおける共通性が推測されている。しかしな

がら 抗体による組織学的検索においては ポリシスチン

の場合 遺伝子構造上の重複領域の存在など その蛋白

に対する特異的抗体の作製が困難で 報告により差異が認

められている。これに対して ポリシスチン で特異性の

高い抗体が作製され ノックアウトマウスでの組織発現の

欠落が報告された 。正常腎および囊胞腎などの病的な

組織での組織学的検討により 蛋白本来の局在 細胞での

機能解明にかかわる情報が得られるものと考えられる。今

回 グルタチオン -トランスフェラーゼ(以下 )融

合蛋白を抗原としたポリシスチン に対するポリクローナ

ル抗体を用いて 正常腎および 腎 後天性腎囊

胞( ： )について

各々染色性を検討比較した。

対象と方法

対 象

腎癌にて摘出したヒト腎正常部 合併症などにより摘出

した 患者の囊胞腎 例 患者の腎 例を

対象とした。 患者は家族歴が不明で 遺伝子解

析も行われていないため 家系もしくは 家

系のいずれかは判定不能であった。また 症例の

原疾患はそれぞれ確定されていないが 透析患者で慢性糸

球体腎炎由来と考えられる腎不全症例を抽出し 先天性奇

形 感染症などの症例は除外した。症例よりの組織サンプ

リングに際しては 診断目的以外に組織学的な検討を行う

可能性などにつき説明しインフォームド・コンセントを確

立してある。

ポリシスチン に対する抗体(以下 抗 抗体)

ポリシスチン に対する抗体は ( 大

学 )から供与されたものを用いた 。

抗体はアミノ酸配列 ～ の部位の

( )産物を 発現ベクターに挿入し

融合蛋白を作製して 家兎に免疫されたものである。

作製されたポリクローナル抗体は -

( )法 ウエスタンブロット法な

どで特異性が確認されている 。

組織学的検討

腎組織はホルマリン液で固定し 脱水後 パラフィンに

包埋 μ 厚の切片を作製し 免疫組織染色およびレク

チン染色を行った。ポリシスチンに対する抗体を用いた免

疫組織染色は キット/ ( 社)を

使用し 法( 法)にて行っ

た。切片を脱パラフィン後 内因性ペルオキシダーゼ活性

を阻止するために 過酸化水素加メタノールに °

分間反応させた。組織抗原性の賦活化のため マイク

ロウェーブを使用した。非特異的反応を阻止するために

二次抗体免疫動物である 正常ヤギ血清に 分間室温

下反応後 - ( )で洗浄 一次抗

体である抗 抗体( 倍希釈) コントロールとし

て を使用し ° 時間反応させた。その後

で洗浄し ビオチン化二次抗体およびペルオキシダーゼ標

識ストレプトアビジンにて反応後 液( ′-

・ )で発色させた後水洗し ヘマト

キシリンにて核染色した。

近位尿細管と遠位尿細管の鑑別のため レクチン染色を

行い 近位尿細管のマーカーとして ( 社)を

遠位尿細管のマーカーとして ( 社)を使用した。

標本は同一のスライドグラスを 人の検者によって検鏡

し 染色強度の判定と囊胞の染色陽性率を算出した。尿細

管内腔径が正常の尿細管の径の 倍となる 以上の拡

大を示すものを囊胞として判定した。染色性に関しては

囊胞上皮の一部や非連続的に染色される囊胞を部分的陽性

( )とし 全体に染色される陽性群(

)とされない陰性群( )とそれぞれ定義した。標

本作製上の原因によると考えられる変化がみられる囊胞は

除外した。

結 果

正常のヒト腎

ヒト腎における正常部位の抗 抗体での染色を

に示す。弱拡大での観察で 髄質部を中心に染色性

が認められた( )。糸球体には 構成するメサンギウ

ム細胞 係蹄壁 ボウマン囊や細小血管にはほとんど染色

性はみられず 糸球体周囲の尿細管では 近位尿細管は弱

く染色された( )。また 遠位尿細管は近位尿細管

に比べて強く染色され 強拡大でも胞体全体が染色された

( )。髄質部から乳頭部を中心とする集合尿細管
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では比較的強く染色が認められた( )。腎実質での

染色性のパターンを にまとめた。また 個々の細

胞での染色性の局在については 細胞全体が染まる傾向が

みられ 管腔側 基底膜側などの特異的局在は顕著でな

かった。

症例

に 症例の染色を示す。 症例で

は 囊胞を形成した大きな尿細管上皮に 染色性が認めら

れる例と認められない例とが混在していた( )。

比較的小さな染色性が認められたものでは 正常腎での遠

位尿細管とほぼ同等の強度であった( )。囊胞を形成

していない残存する尿細管では 正常腎と同様の染色性が

認められた。また 正常な尿細管のほぼ均一な染色性と異

なり 囊胞形成尿細管では部分的な染色が認められるもの

が観察された。間質面積の増加や線維化は顕著であった

が 同部位や散在する小血管などはほとんど染色されな

かった( )。通常の尿細管腔径の 倍以上と考えら

れる径 以上の囊胞尿細管での染色が陽性の割合を各

症例ごとに に示す。症例の の遺

伝子学的背景が確定されていないため 各染色性の相違を

比較した。各症例での平均は約 が陽性(そのうち部

分的陽性 ) が陰性で 抗 抗体での囊

胞の染色率に著しい差異は観察されず また 大きな囊胞

では部分的に染色されるものが観察された。

症例

萎縮腎にみられる についても染色性を検討した

( )。囊胞径 以下の小さな囊胞は レクチン

染色では遠位尿細管のマーカーである で染色され

た。抗 抗体での染色性もほぼ維持されていた。囊

胞径 ～ の囊胞になると レクチン染色では

の両者の染色が混在し 抗 抗体で

の染色体は比較的保たれ で染色がみられる遠位尿

細管由来の囊胞で より多く染色される傾向が認められ

た。囊胞径 以上の大きな囊胞では レクチン染色

では で染色されるものが多くなり で染色

されるものはみられなかった。抗 抗体での染色性

も様々であった。 の囊胞と同様に 径以上の

尿細管の 陽性率を算出すると (陰性 )で

あった。

以上より 遠位尿細管由来と考えられる小さな囊胞では

抗 抗体による染色性がほぼ維持されていた。大き

な囊胞は近位尿細管由来が多いと推測され 抗 抗

体では染色性がみられるものとみられないものとが混在し

ていたが の囊胞に比較して抗 抗体の陽

性率は 症例で高値であった。

考 察

ポリシスチン は 由来の蛋白で ポリシスチン

とアミノ酸レベルで高い相同性をもっている。 遺

伝子の異常は 患者群の約 を占めるとされて

いるが 正常でも発現することが確認されており 今回

実際に正常および囊胞腎 萎縮腎に合併する後天性の囊胞

での発現を免疫組織学的に検討した。

用いた抗 抗体は の 末端と相同性のな

い部分のアミノ酸を基に融合蛋白を作製し抗原としたもの

で ポリシスチン に対する特異性が確認されている 。

ポリシスチン の染色性についてはまだ報告は少ないが

正常のヒト腎での局在は 尿細管を中心とした上皮細胞で

の発現が報告されている。今回 ネフロンでの分布に関し

ては 遠位および集合尿細管での染色が近位尿細管より顕

著であったが らの報告でも同様の指摘がなされて

いる 。糸球体や間質については 彼らと同様に陰性で

あった。

ポリシスチン については もう少し報告数も増える

が 染色性については報告により局在などが異なってい

る。これは先に述べたように 抗体自体の特異性にも問題

があると考えられる。糸球体 間質は陰性とする報告もみ

られるが ボウマン囊や糸球体上皮細胞については染

色されるとする報告もある 。また血管の 主として内

皮細胞での染色性を確認する指摘もある 。

また ポリシスチン とポリシスチン とが免疫組織学

的に つの細胞において共発現することが二重染色に

よって指摘されている 。このことは この両者が共同し

て“ ”を形成する可能性が推測されている。

遺伝子レベルでは ポリシスチン とポリシスチン の間

に 領域を介して 相互作用を及ぼし

として働く可能性が考えられ さらに抗体によ

る発現解析では共発現とともに 囊胞を形成する尿細管で

一方の染色体が認められない場合はもう一方の抗体の染色

も欠落している指摘があり 両者がそれぞれの組み込みに

かかわる可能性が推測されている 。また 臨床的には

および 家系において経過 臨床像にさほど

の差異がみられないことなどが ポリシスチン およびポ

リシスチン の相互作用を推測させる理由である。

今回は施行していないが 胎児の腎での発現は特徴的
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で 総じて成人の腎より染色性が強く 特にネフロンを形

成する中胚葉と尿管芽 字体に染色されている。こうし

た指摘は 発達期 ネフロン形成期でのポリシスチンの関

与を示唆するものである 。さらに -

らの 虚血 再還流腎での急性尿細管壊死に

陥った近位尿細管で染色性が亢進するという事実 から

も 本蛋白の発生期もしくは細胞の再生 機能機転へのか

かわりが推測される。他方 両遺伝子をノックアウトした

モデルマウスにおいてネフロン構造は形成されていること

から 中胚葉から上皮細胞への形質転換などの作用にかか

わるよりは 少なくとも構造の維持や正常の形態形成にお

いて何らかの役割を演じていると考えられる 。

個々の細胞での局在については 報告により様々で 管

腔側 基底膜側 胞体自体と確定していない。今回の観察

では胞体に染色され膜への局在は顕著でなかった。胎生期

では髄質集合尿細管での管腔側 基底膜側両側の染色性が

観察されたと指摘されている が その生理学的意義につ

いては不明である。最近 培養細胞においてポリシスチン

は細胞内の粗面小胞体に局在し その 末端の

～ (つのリン酸化部位を含む)の 個のアミノ酸

の存在がその局在に重要であると報告されている 。そし

て 粗面小胞体にあるポリシスチン はゴルジ装置を経て

細胞膜表面へ輸送され機能を発揮するものと考えられてい

る。

の遺伝子学的診断が確定されていないた

め 患者からの摘出腎での染色性の評価は難し

い。約 が 症例であることを考えると今回の標

本もその可能性が高いといえる。 症例の発現の検討で

は 約 割の囊胞で染色され 他は染色性が欠落してい

た。今までの報告でも および 症例でそれ

ぞれのポリシスチン抗体の囊胞の染色性は混在していると

されている 。今回の症例が とすれば 抗

抗体で陽性になるのは問題ないが 陰性になる囊

胞については 先に述べたようにポリシスチン それ

ぞれの蛋白が相互の安定性にかかわり ポリシスチン の

脱落からポリシスチン の消失に至った可能性がある。

Glomeruli Bowman’s capsule Proximal tubules Distal tubules Collecting tubules Vessels
 

YCC2 － － ＋ －

Scale of scoring：－ if negatively stained,＋ if weakly stained above background, if significantly
 

different from background

 

a：L o w-p o w e r v i e w
 

showing prominent
 

staining in medullary
 

part of the kidney

(×20)

b：H i g h-p o w e r v i e w
 

around the glomer-

u l a r a r e a(×200).

Proximal tubules are
 

stained weaker than
 

d i s t a l t u b u l e s,i n
 

contrast,no staining
 

is observed in glom-

erulus.

c：Distal tubules show-

ing strong staining
 

d：Collecting tubules of
 

papillary part show-

ing strong expres-

sion of YCC2.
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a b：Several cysts
 

are positive for
 

YCC2staining.
c：Acquired cyst in

 
large size show-
ing positive stain-
ing for Lotus T

 
d：Smaller size cysts

 
tend to be posi-
tive for DBA.

Patient(age and sex) Positive  Partially positive  Negative
 

Case1(55 F) 21/28(75.0%) 8/21(38.1%) 7/28(25.0%)

Case2(54 M) 20/28(71.4%) 7/20(35.0%) 8/28(28.6%)

Case3(52 M) 12/18(66.7%) 5/12(41.7%) 6/18(33.3%)

Case4(60 M) 16/26(61.5%) 8/16(50.0%) 10/26(38.5%)

a：Residual tubules
 

a n d s m a l l c y s t
 

showing positive
 

staining for poly-

cystin2

b：I n t e r s t i t i a l a r e a
 

show i n g f i b r o t i c
 

changes is nega-

tive staining.

c d：Largely devel-

oped cysts a r e
 

variously stained
 

for YCC2.
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ヒト囊胞での各蛋白の染色体が混在している点は

症例の報告でもみられることで 実験的な動物モデ

ルでの結果と必ずしも一致しない。 のノックアウト

マウス( －/－)が作製されているが ヘテロ接合体

( ＋/－)では囊胞が数個認められ さらに 遺伝子組

み換えの際に正常とターゲティングされたエクソン が並

列に存在する縦列挿入を生じた不安定な対立遺伝子が偶然

作製される。この場合には正常なエクソン をもつ対立遺

伝子が存在するため －/－のように致死的ではな

く ヒトの でみられるような大小さまざまな囊

胞が形成されたが この場合にもポリシスチン の染色性

は欠落しており ヒトの症例での染色性とは異なってい

た。ヒトでの染色性の結果についての説明は 単純には囊

胞形成の発端にポリシスチンが決定的な意義を持たず 進

展の速度や囊胞の性質などに関与している可能性である。

もう一つは 遺伝子がミスセンス変異やインフレーム

の変異により不活性化 もしくは短縮を生じた蛋白を産生

することで抗原性を保持し染色性が維持される可能性であ

る。いわゆるツーヒット説では 一つの囊胞上皮細胞で

生殖細胞において正常であった対立遺伝子が体細胞で欠失

( ： )したり 変異が起こってい

ることが報告された 。これは体細胞変異(

)により つ目の遺伝子の不活性化が起こり 囊

胞が形成されることを示している 。生殖細胞ならびに

体細胞での変異がミスセンスを中心としたものなら 蛋白

自体は存在するが機能的異常を持つことになる。今まで報

告のある囊胞内の尿細管上皮でのポリシスチンの発現の亢

進に関しては 遺伝子異常に基づく蛋白により 正常な蛋

白の機能抑制が発生する いわゆるドミナントネガティブ

効果が生じている可能性があり 染色性の異質性が原因と

も考えられる。

今回の検討でも 一つの囊胞で部分的な陽性の染色性が

認められたことの原因は明らかではない。他の報告でも指

摘があり 性質の違う囊胞が癒合している可能性 囊胞

上皮の一部にヘテロ接合性の消失( )や体細胞変異が

生じている可能性 もしくは囊胞上皮の部分的な細胞周期

の相違などに起因するものと推測される。

一方 では小さな囊胞は遠位尿細管のマーカー

である で染色され 抗 抗体でも染色がみら

れた。大きな囊胞は主として で染色され 近位尿

細管に由来するものが多数と考えられたが 抗 抗

体の染色性は様々である。これらは遠位側優位な染色性に

おいて正常腎での染色の分布とよく似ていると考えられ

総じて囊胞の陽性率は に比べて高率であった。

後天性の囊胞については その性質 発生機序に関して報

告がある 。 の囊胞は主として近位尿細管に由来

するとされており その発症機序については閉塞や線維

化による連続性の中断に続発する変性的尿細管の拡張によ

るよりも 近位尿細管部の過形成 残存ネフロンの拡張に

基づく変化と推測されている 。囊胞自体の増殖性の亢

進 発癌率が高率であることなどが特徴である 。さら

に 堀口らは萎縮腎における囊胞の増殖能の亢進ととも

に 上皮増殖因子( ： )やその

受容体の発現が亢進しているとしている 。最近

の囊胞においても 受容体の局在異常や活性

の亢進が指摘されており 進展機序にかかわりを持つ可能

性がある 。さらに らはその阻害により囊胞進展

に抑制がかけられると報告し 注目されており 今後の解

明が期待されている。

結 論

ポリシスチン に対する抗体 抗 抗体は 正常

ヒト腎で遠位尿細管を中心に染色された。 腎に

おいては 囊胞形成尿細管での染色性は約 で陽性で

あったが 染色を認めない囊胞も観察され いわゆるツー

ヒット説を支持する所見と考えられた。 の囊胞で

は サイズの小さいものは遠位尿細管由来で 大きい囊胞

は主として近位尿細管のマーカーが陽性であったが 小さ

い囊胞で抗 抗体の染色性が高度であった。

と比較すると囊胞の抗 抗体の陽性率は

症例で高率であった。
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