
緒 言

間質の線維化は あらゆる腎疾患の慢性期に出現する共

通の病変である。炎症と組織障害の結果 浸潤細胞や腎細

胞から液性因子が分泌され コラーゲンやフィブロネクチ

ンなどの産生が刺激され組織に増生する 。このような細

胞外基質産生の亢進が組織の線維化を加速させ 腎臓の正

常な形態と機能が失われる。慢性腎疾患の予後に関する臨

床病理学的検討は精力的に行われてきたが 間質病変の機

序を解明する研究は まだ始まったばかりである 。

間質病変の程度が腎機能とよく相関し 腎症を含

め種々の腎疾患の予後を左右する重要な因子として注目さ

れてきた 。よって 腎生検時に間質病変を的確に評価

することが重要な臨床的課題となっている。最近 重松は

腎症の組織学的障害度( )と進行度( )の新し

い分類を報告した 。しかし 腎生検所見の判定は 腎病

理医による主観的判断に依存することが多い。

そこでわれわれは 腎症の腎生検組織を用いて 色

抽出画像解析法で間質病変の定量的評価を試み 腎病理医

による定性的判断との関連性について検討した。また
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- 染色で判定した線維化の程度と

Ⅲで染色された領域 α-

(α )陽性細胞の分布あるいは 陽性の傍尿細管

毛細血管( )との相関性を検討したので

報告する。

対象と方法

対 象

年から 年までに東京女子医科大学病院に入院

し 臨床的所見および経皮的腎生検で 腎症と診断さ

れた症例である。間質病変の半定量的評価は症例の臨床

データを知らされていない 名の腎病理医にて 線維化の

程度により 段階(なし 軽度 中等度 高度)に分類され

るが 各段階から 例ずつ計 例を選別した。また こ

の 段階の半定量的評価はグレード ；線維化なし グ

レード ；線維化軽度 グレード ；線維化中等度 グ

レード ；線維化高度と数値化した。性別は男性 例 女

性 例で 年齢は ± 歳(16～57歳)である。発症

から腎生検までの罹病期間は ± 年であった。すべて

の対象は 初回腎生検例で治療歴のない症例で 高血圧や

高脂血症などの合併症のない症例を対象とした。また 間

質拡大が急性病変による間質の浮腫や細胞浸潤による症例

を除外するため 急性間質性変化のない症例を選別した。

対照として 年齢を一致させた 例の微小変化群(生検時

はネフローゼ期を離脱し 急性腎不全のない症例)の腎生

検組織を用いた。

形態学的検討

採取された組織は ホルマリン緩衝液で固定し ア

ルコールおよびベンゼンで脱水 脱脂後パラフィンに包埋

した。ミクロトームにより μ の薄切片を作製し

- ( ) -

( ) - 染色を施し 光学顕微鏡で

観察した。

間質病変を定量化するために 以下の方法で面積率を計

測した。

) カメラ( カメラ)(浜松ホ

トニクス社)にて - 染色標本の 倍画像

を取り込む。

)取り込んだ画像から皮質のみを抽出する。

)細動脈までの血管系および糸球体を消去する。

)画像解析ソフト( 三谷商事)を用い

てアニリンブルー色素を色抽出し その面積を算出する。

)標本の皮質部の全面積を求め )で求めた色抽出面

積との比を計算し その面積率を 腎症の間質面積率

()とした。

)同様に算定した微小変化群の生検組織の面積率を求

め 対照間質面積()とした。

なお 浮腫による染色性の低下を伴った間質拡大を除外

するため 同一切片中の動脈外膜コラーゲン色調を基準と

した。

免疫組織化学

酵素抗体法に使用した一次抗体は 抗ヒト

Ⅲ抗体 抗ヒトα 抗体および抗ヒト 抗体であ

る( )。 に示した二次抗体と反応させた後

( 社)

で発色させた。なお 間質の線維成分である

Ⅲ抗体の染色は 酵素前処理(プロナーゼ 分)を

施行した。血管内皮細胞のマーカーである 陽性の

血管系は カメラで染色標本の皮質部を 倍で無

作為に 視野抽出し 傍尿細管毛細血管(

： )の数を算出し平均化した。 Ⅲ抗

体陽性およびα 陽性領域は - 染

色の場合と同様に カメラにて染色標本の皮質部を
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倍で無作為に 視野抽出し (塩酸ジアミノベン

チジン)色素を色抽出し 面積率()を算出し平均化した。

α 陽性領域は 染色性を 段階( )に分類し数

値化した。

統計処理

測定値は すべて平均±標準誤差で表示した。統計処理

は の相関係数または の順位相関係数

を用い の 変換で 値＜ あるいは 値＞±

で強い相関関係があると判定した。

結 果

今回の解析に用いた症例の臨床学的データおよび腎病理

医による間質病変の 段階のグレード分類を に示

す。腎生検時の尿蛋白は ± /日 24時間クレアチ

ニンクリアランス( )は ± / であった。

は 腎症患者の腎生検組織における -

染色標本を間質病変のグレードごとに取り込み

( ) 各々を色抽出した画像( )である。黄緑

色の部分が抽出部である。 は間質病変がグレー

ド はグレード はグレード

はグレード の症例で グレード の間質面積

は グレード の間質面積は であった。

算出された連続変数による間質の面積率と従来の間質病

変の定性的診断(段階評価 ；なし ；軽度 ；中等

度 ；高度と数値化)の関係を に示す。その結果

σ＝ ＜ と色抽出画像解析法で求めた結果は

当教室の腎病理医による間質病変の定性的評価とよく相関

していた。

そこで われわれが求めた間質面積と生検時の臨床デー

タとの比較を行った。 は 対照に比し増加した間質

面積と 時間 の相関を示したものであるが 両者の

間には ＝－ ＜ の強い負の相関が認められ

た。尿所見と増加した間質面積との関係も検討したが 尿

蛋白量あるいは血尿と増加した間質面積との間には 有意

な相関は認められなかった。

次に 線維化の程度を沈着した細胞外基質で評価した。

Ⅲの染色性が軽度( )と高度( )の

症例を示す。線維化が軽度の症例に比し高度の症例では明

らかに褐色に染色された Ⅲ陽性領域が拡大

Patient Sex  
Age

(years)

Urinary protein

(g/day)

24hr Ccr

(m/min)

Pathological grade of
 

interstitial change
 
Area of fibrous

 
interstitium(%)

1 M 34 1.0 98.5 0 30.1

2 F 16 0.0 115.0 0 22.7

3 F 25 0.0 107.0 0 34.1

4 F 24 1.7 99.6 0 32.4

5 F 50 1.0 84.0 0 35.3

6 F 27 0.2 84.0 1 43.9

7 M 38 0.1 83.9 1 41.9

8 F 28 0.5 113.2 1 32.7

9 F 18 0.4 111.0 1 31.2

10 M 42 0.7 95.9 1 32.7

11 F 28 0.7 64.4 2 38.1

12 M 17 1.6 58.9 2 50.9

13 F 34 2.2 74.5 2 39.1

14 F 29 0.0 92.3 2 49.2

15 F 47 0.4 78.0 2 43.8

16 M 32 0.0 58.1 3 48.2

17 M 22 4.9 40.9 3 65.1

18 F 48 0.8 64.0 3 68.2

19 F 57 0.9 43.0 3 53.6

20 F 52 0.8 80.0 3 67.2

Mean±SD 33.4±12.3 0.9±1.1 79.1±28.6
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しているのがわかる。 は 算出した間質面積と

Ⅲの染色陽性面積との関係をみたグラフである

が 両者の間には ＝ ＜ の強い正の相関が

認められた。

さらに 尿細管萎縮により代償的に拡大した間質におい

て尿細管周囲に存在する の増減を検討した。間質の

線維化が軽度の症例( )に比し 線維化が高度の症例

( )では 陽性 の減少が明らかである。

の数と間質面積との関係を示したのが である

が ＝－ ＜ と負の相関を認めた。間質の

線維化に先立って 間質のα 陽性細胞が増加するこ

とが知られているが 間質面積とα 陽性領域の間に

は ＝ ＜ の正の相関関係が認められた。

考 察

腎症における間質の線維化が腎機能や腎予後に影響

することは 年代から報告されてきた。しかし 尿

細管間質病変は細胞浸潤と細胞外基質の蓄積あるいは尿細

管炎など多彩な変化を包括しており 糸球体病変の進行に

-

-

a,b,c,d：M a s s o n-T r i c h r o m e s t a i n i n g
 

with grade0,1,2and3,respectively.

(×40)

e,f,g,h：color extraction images of a,b,

c and d,respectively.(×40)
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b f
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d h
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伴う二次的な変化であることもあり その評価は困難で

あった。 ら による腎組織の定性的評価が報告さ

れてから 各々の腎病理医が糸球体や間質病変を比較的簡

(×200)

a
 
b

 

a：grade1,b：grade3(×200)

-

(×200)

a b

 

a： grade1,b：grade3(×200)
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単に数値化して報告するようになった。 ら によ

り この評価法を用いた注意深い観察により 間質の線維

化があらゆる腎疾患の終末に出現する共通の病変であると

認識されるようになった。

しかし 腎生検の診断に関与する腎病理医の主観が少な

からず反映されることが 各施設間での腎疾患に伴う病理

所見を比較するうえでの障害となってきた。また 上記の

評価法は判定医の熟練度に左右され 一度の腎生検で確定

診断がつかず 再生検が施行されることもある。このた

め われわれは客観的に間質面積を定量化するために 色

抽出画像解析法を用いた。今回の検討では 糸球体および

血管を除いた腎皮質の純粋な間質面積を算出することが可

能であり 従来の定性的評価と非常によく相関していた。

また どの施設でも間質病変評価のために用いられる

- 染色標本による色抽出法を用いれば

間質病変を順序変数で表すことができ より正確に腎機能

の予後予測が可能になると考えられた。

Ⅲは 正常では間質や血管壁に存在する

細胞外基質である 。糸球体硬化や間質の線維化に伴っ

て メサンギウム領域や間質に増加することが報告されて

いる 。今回の検討で - 染色から算

出した間質面積と Ⅲおよび染色陽性面積と

の間には 正の相関が認められた。この Ⅲ

陽性領域には 多数のα 陽性細胞が集簇していた。

既報 のごとく ( )が

Ⅲを産生する細胞の一つであると考えられた。 -β

は 間質細胞を に形質転換させるとともに線維芽細

胞を活性化し 間質型 産生を促進する 。

ら は 腎症においてα 陽性細胞が糸

球体および尿細管周辺の線維化しつつある間質に増加して

いることを報告した。このα 陽性領域は 間質の線

維化の程度との間に正の相関を認めた。よって -

染色の画像解析は 間質型 の増加と対

応していることが判明した。

は尿細管およびその周囲を灌流しており その障

害により尿細管との相互作用が破綻すると考えられる。ヒ

ト腎生検組織の間質面積が増大することにより が

周囲から圧迫され内腔が狭くなり 結果として腎機能の低

下を加速するという報告 がある。このため 尿細管上

皮細胞は虚血状態となることでサイトカインを産生し さ

らに間質への細胞浸潤を促進すると考えられている。ま

た ラットにおける実験腎炎 においても 間質病変の

進行とともに の内皮細胞障害と血管網の荒廃が進行

する。その部位に一致して著明な線維化と尿細管の萎縮が

認められ 腎機能の低下と有意な相関が認められている。

今回の検討では の数と増加した間質面積との間に

は負の相関を認めた。尿細管萎縮に先行して 障害を

きたしているため 染色による 数の減少は

間質障害を予測する良い組織学的マーカーになる可能性が

ある。免疫染色に用いられ血管内皮のマーカーとして 第

Ⅷ因子関連抗原よりも の特異性が高いとする報告

があり 今回の検討では のマーカーとして を

用いたが による染色が障害された の内皮細

胞を検出しない可能性もあり 腎病理医による組織構造の

観察結果と対比する必要がある。

腎症の組織障害度を画像解析装置を用いて定量化す

る試みは 主に糸球体面積の測定から推測される糸球体肥

大の評価が行われてきた 。 腎症では 疾患の進行

により個々の糸球体肥大の程度や肥大した糸球体の全体に

占める割合が異なることが指摘されている。しかし 画像

解析による間質障害の定量化に関する論文はみあたらな

い。最近 ら は 腎生検組織において血管を除

いた硬化糸球体 線維化した間質 萎縮あるいは拡大した

尿細管を画像に取り込んで 慢性障害の指摘を提唱し 予

後との良い相関を認めることを報告している。糸球体 尿

細管および間質を含めて判断する場合 小さい生検標本を

用いるときに過大評価する危険がある。これらは 独立し

て評価する必要があると考えられる。われわれの

- 染色の抽出法を用いる場合 簡便に施行で

きる利点があり 腎病理医による組織構造の観察と併用す

ることにより 経時的に腎生検所見を比較するのに有用で

あると考えられた。

結 論

色抽出画像解析法を用いて 腎症における間質面積

の定量化を試みた。本法は糸球体および血管を除いた腎皮

質の純粋な間質面積を算出することが可能であり 従来の

半定量的評価と非常によく相関していた。色抽出法を用い

れば 間質病変を順序変数で表すことができ 腎病理医の

組織構造の観察と併用することにより 腎症における

間質線維化の評価がより正確になると考えられた。
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