
緒 言

( ) は 神経細胞に特異的に

発現し多量に存在する である。

は 生体内で蛋白質の量的なコントロー

ルを行い 種々の細胞の恒常性を維持している。

は ( )で

あり 生体の蛋白質分解の過程において脱ユビチキン化の

役割を担っていると考えられている 。

生体内で は主として脳神経細胞に存在するが

神経細胞に比較すると微量ながら精巣や腎臓にも存在して

いるとの報告 がある。われわれは 近年 が正
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常ラット腎組織において 神経組織とともに糸球体のボウ

マン囊上皮細胞(

： )内に発現することを報告した 。そのうえ

尿細管上皮細胞や糸球体メサンギウム細胞 糸球体上皮細

胞( ： )などにはそ

の発現を認めないことから はボウマン囊上皮細

胞に特異的に局在していると考えられた 。このことは

がラットにおけるボウマン囊上皮細胞に対する数

少ないマーカーの一つとして有用である可能性を示唆して

いる。

抗基底膜抗体投与による糸球体腎炎における半月体

( )の形成機序は 糸球体係蹄から浸潤した活性化

マクロファージより分泌された - -

- -α -βなどの種々のサ

イトカインや成長因子などの働きにより細胞性半月体が出

現し Ⅳ型 や などに代表さ

れる細胞外基質の産生により線維性半月体から糸球体硬化

へと進行する 。

今回 ラットの抗基底膜抗体糸球体腎炎モデルを

用い 細胞性半月体形成から糸球体硬化に関与する構成細

胞に注目した。新たなボウマン囊上皮細胞のマーカーとし

て考えられる と 既存の -な

ど各細胞マーカーを用いて 半月体構成細胞を免疫組織学

的に同定し検討を加えた。

対象と方法

実験動物と腎炎モデルの作製

平均体重約 ( ～ )の雄性

( )ラット(

)を実験動物として用いた。半月体形成性腎炎モ

デルは 既報 の方法に従い ラットにウサギ抗

ラット基底膜抗血清(μ/ 体重)を尾静脈から経静脈

的に投与し作製した。それぞれ

(各群 匹)にて を用い 自由摂食・摂水さ

せ 時間尿中蛋白排泄量を測定した。対照群として正常

ウサギ 血清を投与した ラット(各 匹)を用い

た。

腎組織の採取にあたっては ペントバルビタール(

/ 体重)の腹腔内麻酔下で開腹し 腹部大動脈を剥

離露出後 翼状針を用いて 逆行性に °の パ

ラホルムアルデヒド( )で 分間の灌流固定を行った。

次いで 分間 蔗糖液での灌流を行い腎臓を摘出し

た。その後 蔗糖液に ° 時間浸透させ 腎皮質

を 角大に細切し にて包埋後 液体

窒素を用いて急速凍結した。その後 クリオスタットによ

り μ 厚の連続薄切切片を作製した。

免疫組織学的検討

ラット腎皮質組織の連続凍結切片を用い 以下の方法で

免疫組織学的に検討した。一次抗体は に示したもの

を用いたが 予備実験での所見をもとに 希釈倍率や反応

時間などを決定し使用した。二次抗体として 標識

抗マウス 抗血清( / 正

常ラット血清にて吸収済)を用い 蛍光抗体間接法による

免疫組織染色を行いそれぞれの抗原の局在を蛍光顕微鏡に

より観察した。

結 果

時間尿中蛋白排泄量

ウサギ抗ラット基底膜抗血を投与したラット半月体形成

性腎炎における 時間尿中蛋白量は より

まで経時的に増加を認め 正常ウサギ 血清を投与し

た対照群と比較し有意な差が認められた( ＜ )(

)。

組織学的所見

光学顕微鏡による形態学的所見

に比較し では糸球体メサンギウム細胞の
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Antibodies  
Localization for positive

 
staining

 
Species

(clone)
Dilution  Source

 
PGP9.5 parietal epithelial cell of

 
Bowman’s capsule,neuron

 
mouse monoclonal antibody

(13C4&31A3)

1：400 Biogenesis UK

 

Synaptopodin  visceral epithelial cell
(podocyte)

mouse monoclonal antibody

(G1D4)

1：20 Progen Biotechnik
 

Germany
 

ED-1 rat
 

monocyte/macropharge
 
mouse monoclonal antibody

(ED-1)

1：800 Serotec Ltd.UK



 

22 半月体形成性腎炎モデルにおける の免疫組織学的検討

-

- -

(×360)

Ａ：day0 Ｂ：day3 Ｃ：day7 Ｄ：day14 Ｅ：day28

Collapse of the glomerular capillaries with mesangial matrix and cellular infiltrations were observed on
 

day7of disease.Fibrocellular crescents filled Bowman’s space and destruction of the glomerular
 

structure progressed on days28of disease.



軽度の増殖が認められた( )。しかし 明らかな

糸球体係蹄外への細胞浸潤や癒着像などの変化は乏しかっ

た。 より において 細胞浸潤や糸球体係蹄の

ボウマン囊との癒着像が出現し また細胞性半月体の形成

も認められた( )。

では 細胞性半月体から線維性半月体への変化

が高度となり ボウマン囊の構造は細胞線維性半月体によ

り占居され糸球体の完全硬化像( )も散見さ

れた。また 間質へのリンパ球を中心とした細胞浸潤や線

維化 尿細管の萎縮などの終末期の腎組織像が認められた

( )。

各抗体を用いた免疫組織学的所見

) から

つまり正常のラット腎組織において

は細動脈周囲に存在する神経線維に強く発現を認め それ

とともにボウマン囊上皮細胞に全周性に陽性所見を示し

た。糸球体内や尿細管上皮細胞などの組織には陰性であっ

た( )。

対して 糸球体上皮細胞のマーカーとして特異的な

は正常な糸球体上皮細胞に限局して発現を

認めた。また マクロファージのマーカーである -陽

性細胞の出現は 糸球体内や間質などには認められなかっ

た。 では 糸球体構造の著変がなく や

における発現分布に大きな変化はなかった。

また -陽性細胞は糸球体係蹄内に発現を認めてお

り 軽度のマクロファージの浸潤を示唆した。

) から

から では は 糸球体係蹄からボ

ウマン囊へと癒着を起こした部位とその周辺の肥厚したボ

ウマン囊上皮に発現を認めた( )。対照的に

はほぼ正常な係蹄構造を示す部位の糸球体

上皮細胞に陽性であったが 癒着部位や細胞性半月体を形

成している病変部位においては発現が消失した(

)。また と の発現は半月体形成

の段階で 同一糸球体において大部分は重複して発現する

領域の細胞は認められず 陽性所見の比較においては

を示した。よって 陽性所見を認めた部

位は それぞれがボウマン囊上皮細胞 糸球体上皮細胞由

来であると考えられた。しかし とともに

が発現を認める細胞も少数ながら存在した

( ～ 矢印部分)。

また -陽性細胞に関しても連続切片で観察した

が 多くは糸球体係蹄からボウマン囊上皮側への癒着や細

胞性半月体形成の病変部位に一致して発現しており マク

ロファージはボウマン囊上皮細胞とともに細胞性半月体の

構成細胞の一端を担っていることが示唆された(

)。

)

では 細胞外基質の増生により細胞性半月体か

ら線維性半月体への変化が強くなり 糸球体硬化像が進行

して ボウマン腔は線維性半月体に占拠され その表面や

線維性半月体内に残存する細胞に は発現してい

た。 は全体的には著明な発現性の低下を認

め 残存する糸球体係蹄と考えられる領域にわずかに陽性

所見を認めるのみであった。そして と

がともに発現する細胞も認められたものの 糸球体

構造の破壊が進行しており 形態学的にそれぞれの細胞を

明確に区別するのは困難であった。

考 察

糸球体硬化の過程のなかで半月体を形成する構成細胞に

関しては様々な議論がなされている。糸球体上皮細胞

( )の脱落から生じる糸球体基底膜の破綻 そこか

らのボウマン腔へのマクロファージの浸潤や血漿成分の漏

出 ならびにマクロファージなどから産生される種々のサ

イトカインや成長因子( - - - -

-α など)の働きにより ボウマン囊上皮

細胞の増殖による細胞性半月体の形成から細胞外基質産

(×360)

The expression of PGP9.5is localized only in parietal epithelial
 

cells of Bowman’s capsule and in nerve fibers alongside arterioles

(A)
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生 線維性半月体形成 糸球体硬化の一連の過程に関与し

ている。しかし 細胞性半月体の構成細胞に関しては マ

クロファージがその主座を占めるとの説 もあり 一定の

見解は得られていない。これらの細胞の起源を同定するた

め 両者において糸球体の各々の構成細

胞の特異的マーカーを用いた免疫組織学的検討はこれまで

数多く報告されている。特に 糸球体上皮細胞(

： )では その

や発達した細胞骨格 接着分子など構造上の特

徴 や発達・形成の特徴(分化成熟した は 分

裂を停止し終末細胞となる； - )などから

細胞接着分子や細胞骨格蛋白(

や中間系フィラメントである

細胞周期規定因子である -

( ) や遺伝子転写因子

( -)など 近年では フィンランド型先天性ネフロー

ゼ症候群より見出された に存在する

細胞膜蛋白チロジンリン酸化酵素である

- など数々の細胞特異性マーカーが報告されて

いる。

一方 対側に存在するボウマン囊上皮細胞(

： )に対し特異的

な マーカーと し て 用 い ら れ て い る の は

である。しかし には約 種以

Periodic acid-schiff staining(A)by light microscopy,immunofluorescence staining for PGP9.5(B),synaptopodin(C),

and ED-1(D).The most part of proliferating cells consist of cellular crescents were positive for PGP9.5and ED-1.

Positive cells for PGP9.5were almost negative for synaptopodin.But,a few cells composed of cellular crescents

(arrows)were positive for both PGP9.5and synaptopodin.
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上のサブタイプが存在し また尿細管上皮細胞にも発現が

みられ その組織特異性や 特にラットの腎組織において

はその再現性に難点がある。

最近われわれは ラットにおけるボウマン囊上皮細胞の

特異的なマーカーを見出した。それは であり

別名 ( )

で 正常ラット腎組織において免疫組織学的に脈管周囲の

神経細胞とともに ボウマン囊上皮細胞内に選択的に発現

することを免疫学的に検討している 。 は元来

として知られており 脳神経細胞

質内に多量に存在し また 細胞内蛋白質の調節的分解を

担っているユビキチンシステムにおいて脱ユビキチン化に

作用する機能を有している 。これらがラット腎組織にお

いて神経細胞とともにボウマン囊上皮細胞に限局し発現す

るという事実は非常に興味深い。今回の研究では その特

性を用いて ラットにおいて抗基底膜抗体による半

月体形成性糸球体腎炎モデルを作製し ボウマン囊上皮細

胞のマーカーとして を用いて 既存のマーカー

である糸球体上皮細胞( )に対する

糸球体病変に対して細胞浸潤の中心的役割

を担う単球/マクロファージのマーカーとして抗ラット

-抗体との免疫組織学的解析により 半月体形成病変

におけるその構成細胞や相互の発現性について比較検討し

た。 は 関連蛋白でその直接的な機能

は不明であるが 糸球体上皮細胞の に存在す

る。そのため成熟 分化した糸球体上皮細胞のマーカーと

して用いられ 病的な状態で正常な の構造が

失われると発現も低下する 。

今回用いた ラットにおける半月体形成腎炎モデ

ルは 組織学的変化が比較的高度で われわれのこれまで

の報告 や過去の報告例 においても抗糸球体基底膜抗体

投与直後第 相の変化として一過性の多型核白血球の軽度

浸潤と基底膜と上皮細胞の肥厚を認め より蛋白尿

が出現している。その後 前後より第 相の変化とし

て単球/マクロファージ中心の著明な細胞浸潤を伴った半

月体形成が出現し 蛋白尿も増加 徐々に線維性半月体を

形成し 間質の線維化から糸球体硬化の経過を ってい

る。今回の検討では つまり正常ラット腎糸球体に

お い て は は ボ ウ マ ン 囊 上 皮 細 胞 に

は糸球体上皮細胞にそれぞれ局在して発現

していた。一方 -は 糸球体係蹄内や間質には陽性

細胞の出現は認めなかった。 では光顕的には高度な

組織変化は認められなかったものの 免疫組織染色では糸

球体係蹄内においては に比較し -陽性細胞が

増加していた。その後 急性期に著明な組織変化が出現し

から では ボウマン囊上皮の癒着から細胞性

半月体形成の段階で は正常構造の領域とともに

連続した癒着 半月体形成を起こした病変部位において肥

厚した領域においても発現を認めた。つまり この細胞性

半月体を形成する領域の 陽性細胞は ボウマン

囊上皮細胞由来と考えられ 同様に癒着や細胞性半月体の

病変部位やその周囲には -陽性細胞が発現しており

ボウマン囊上皮細胞の増殖とマクロファージの浸潤が細胞

性半月体の構成の中心であることが明確となった。

の陽性細胞は や -陽性の領

域と比較し を示し 細胞性半月体や癒

着部分である病変部位において陰性となり な

どの正常の糸球体上皮細胞構造が 消失していることが示

唆された。

今回選択した つの抗体は それぞれ異なる細胞特異

マーカーとして用いたが 連続切片における大部分の領域

では陽性部位の一致は認められなかった。この所見は 一

連のマーカーにより 各々の由来がその抗体の標的細胞で

あることが示された。しかし の急性期より細胞性

半月体を形成している病変部位でわずかに共通の陽性細胞

を認めた。

この点については 単にそれぞれ固有細胞が混在してい

る領域なのか 過去に報告 されているような に

おける糸球体上皮細胞のマクロファージへの形質転換のよ

うな事象が 半月体形成の一連の変化での病的環境下で両

者の上皮細胞マーカーとも陽性所見を示す細胞への形質転

換が起きているのかについては 不明瞭で推測の域を出な

い。

われわれのラット正常糸球体における の局在

における検討の中で ラット胎児の腎組織では

の発生 分化の過程のなかで -

- の後期から にか

けての成熟 分化に伴って ボウマン囊上皮細胞に限局し

ていく所見を認めている 。

形態学的に 正常なボウマン囊上皮に連続した領域の細

胞に関してはボウマン囊上皮細胞由来の増殖細胞と考えら

れるが 細胞性半月体と正常糸球体構造の境界領域におい

ては - も発現を認める細胞が少数

ではあるが存在した。これらは糸球体腎炎などの病的環境

下において脱分化し糸球体上皮細胞とボウマン囊上皮細胞

との共通の細胞であるか もしくは糸球体上皮細胞のボウ
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マン囊上皮への形質転換や またその逆の可能性も考えら

れる。この所見を解明するためには 細胞周期関連蛋白や

数々の の検討 他の腎炎疾患モデルでの

研究などが必要である。

結 語

今回の研究では ラット半月体形成性糸球体腎炎

にみられる早期の細胞性半月体の構成細胞について新たな

ボウマン囊上皮細胞の特異的マーカーと考えられる

と確立された他の細胞特異マーカーを用いて検討した。

その結果 急性期における細胞性半月体形成は糸球体係蹄

からのマクロファージの浸潤と糸球体係蹄側へのボウマン

囊上皮細胞起源の細胞増殖を主体とすることが明確にされ

た。
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