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I　 緒 言

免疫組織学は1941年Coonsら1)に より開発 された

蛍光抗体法 によって画期的な進展 を遂げた ことは周

知 の事実で ある.

本法 は極 めて優 れた方法であるが,永 久標本 が作

れぬこ と,暗 視 野で あるために周囲の組織 が認識 し

に くいこと,電 子顕微 鏡による観察が不可能である

等の欠 点 も有 して い る.こ れ らを改善 するために

Pressmanら2)の 放 射 性 同位元素標識抗体法(1948

年), Singerら3)のFerritin抗 体 法(1959年),さ

らに金属 による抗体標識法41等が考案 されたが,手

技 の複雑 さ,抗 体価の低下等のためFerritin抗 体法

を除いてあま り実用化 されていないのが現状 である.

1966年Nakaneら6)は 抗 体 を酵 素 によって標識す

る酵素抗体法 を考案 し,こ の方法 によれば光顕的 に

も電 子顕微鏡的 に も観察 出来るこ とを示 し,特 異性

も高 い ことを証明 した.

本法はすでに内分泌臓器6) 7)やウィルス8)の研究 に

応用 されて いるが,腎 疾患 の研究 に利用 された報告

は著 者 らの研究 グルー プの報告9) 10)を除 いて知 る限

りではな く,今 回はその後に得 られた新 しい光顕的

な らびに電子顕微鏡的成果につ いて報告 する.

Ⅱ　実験材料および実験方法

a) 実 験 材 料

光顕的酵素抗体法 な らびに蛍光抗 体法の対象 は当

科な らびに当科 関連病院 に入院中の患者19例,の べ

22検体,電 顕 的酵素抗体法 の対象 は当科 入院患者5

例, 5検 体であ る.各 々の患者の年令,性,病 名,

腎生検時の投薬 は表1に 示す通 りで あって,そ の診

断 は臨床症状,臨 床諸検査成績,腎 生検材料の組織

学的検討な らびに蛍光抗体法 および一部の例 では電

子顕微鏡によ る検索 の結果決定 した。

腎組織の採 取は経皮 的腎生検 によってSilverman

針で行い,組 織片 は多 くの症例 で2コ 少数例 で1あ

るいは3コ 得た.

使用 した材料 に含 まれ ていた腎糸球 体の数は通常

病理組織標本では約10コ,蛍 光抗体法お よび酵 素抗

体法では約5コ,電 子顕微鏡標本 で約2コ であった.

b) 実 験 方 法

1. 経皮的腎生検法:多 くの症例で は放射 線科に

て レン トゲン透視下 に腎生検 を行 った.

まず透視 台に患者 を背臥位 に寝 させ,ペ ンタゾシ

ン15～30㎎ を筋注後DIP用 コンラキシ ンL 100ml

を約10～20分 間で点滴静 注 し,終 了後腹臥位 にさせ

レン トゲン透視 下で穿刺最適部位(通 常 は左腎下極

部)を 決定 し肉筆で朱印 してお く.朱 印 した皮膚の

周辺 を消毒 した後1%キ シロカインで皮下 を麻酔 し,

次いで皮膚 に垂 直 にカテ ラン針 を立 て腎 に到 達す る

までの組織 を麻 酔 してお き,レ ン トゲン透視 を行い

針 が穿刺最適部位 を刺 してい ることを確かめ る.

次にメスで朱印部の皮膚 を約3mm切 開 し, Silve

rman針 を挿 入 し再 度 レン トゲン透視 を行い位 置を

確 認 し,呼 吸を止 めさせ腎組織 を採取す る.

原則 として腎組織は2コ を採取 し,穿 刺 回数は3

回 まで とした.終 了後 は各 自の病室 で500～1000ml

の輸液中に止血剤 を混入 して点滴 した。

少数例 では従来 の坐位11)によるblindの 経皮的 腎

生検を行 なった.

2. 組織学 的方法:得 られた材料 は皮質部 を選ん

で3コ に分け,そ の一つ を10%ホ ルマ リン溶液で固

定 し,常 法に従 ってヘマ トキシリン ・エ オジン染色,

 PAS染 色, PAM染 色 と多 くの場合 マッソ ン染色 を

併用 した.

3. 蛍光抗体法:得 られた材料の一つを直 ちにア

セ トン ・ドライアイスで凍結 し,教 室 で行 ってい る

常 法12)に従 って染色 し観察 を行 った.染 色 に用い た

抗 体 は抗 ヒ トIgG, IgM, IgA,β1cお よびフ ィブ

リノーゲ ン家兎血清でHyland製 である.

これ らの検定 は酵素抗体法 と同様 に行 った.

4. 電 子顕微鏡:通 常の電 顕的観 察には得 られ た
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材 料 の一 つ を直 ちに5%グ ル タ ール アル デ ヒ ドにて

4℃ で 固 定 し,以 下通 常 の方 法13)に 従 って エ ポ ン包

埋 し,超 薄 切 片 を作 製 して 日立HS 8型 電 子顕 微 鏡

ま た は 日本 電 子JEM 7型 電 子 顕 微 鏡 にて観察 した.

5. 光 顕 的 酵 素抗体法: Nakaneの 酵 素 抗 体 法14)

に 準 じて行 っ た.そ の 詳 細 は 以 下 の如 くで あ る.

a. 酵 素:使 用 した酵 素 はHorseradish Pero

xidase(以 下POと 略 す)で その純 度 はRZ3.0の 製

品(Sigma Chemical type Ⅵ)で あ り,こ れ を そ

の ま ま使 用 した.

b. 抗体:正 常 ヒト血清の プールよ り常法15)に従

ってIgGを 分離 し,こ れ を家 兎 に注射 して抗 ヒ ト

IgG家 兎 血清 を得た.さ らにその血清 よ り非特異 的

IgG精 製法15)に従 って抗 ヒ トIgG家 兎IgGを 分離 し

た.す なわち塩折法にて抗血清 より得た沈澱 を0.005

 M, pH 8.0の リン酸緩衝液(PB)で 充分透折 し,同

じPBでDEAE-セ ルロースカラム(2×50㎝)を 通

してそ の第1峰 の 前半 を とり抗 ヒ トIgG家 兎IgG

と して 使用 した.ま た一 部の抗 ヒ トIgG家 兎免疫

グロブ リンと抗 ヒトIgM, IgA,β1cお よび フィブ

リノ ーゲ ン家兎 免 疫 グ ロ ブ リンはDakoPaTTS

製の ものを使用 した.

精製 した抗 ヒトIgG家 兎IgGお よび製品の特異性

は,免 疫 電気泳動法 にて抗 ヒ ト全血清 を用いて沈降

線 が一本であ ることを確認 した(図1).

抗 ヒ トIgG家 兎IgG

ヒト全血 清

抗 ヒ ト全血清

図1　 抗 ヒ トIgG家兎IgGの 精製 された ことを示す曲線.

表2　 Preparation of Peroxidase-labeled proteins

c. 抗 体 のPO標 識:従 来FNPS(p・p'-dif

luoro m, m'-dinitro diphenyl sulfone), 16)グル

タールアルデ ヒド等 のbifunctional reagent17) 16)を用

いて抗 体 とPOと を 結 合 させ る方 法 が 行 わ れ て い

たが,本 研 究 の大 部 分 はNakaneの 新 しい方 法14)に

従 った(表2).

本法 はfluoro dinitrobenzeneを 用 いてPOの 側

鎖 をアルデ ヒド基化 し,こ れ と抗体の ア ミノ基 を直

接結合 させ る方法であって,そ の詳細 は表2に 示す.

手技 の最終過程において得 られる もの はPOで 標識

された抗体,未 標 識抗 体, POの 三者 であ り,反 応

の特異性 と鋭敏度 を得 るため後二者 を除去す る必要
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があった.

POは 表2の11の 過程 による透 折 によ り一 部を除

くことが出来,さ らにその残 部 と未標 識抗体 は未標

識 抗 体 の分 子量 が60,000以 下 の場合 はSephadex

 G 100で,分 子 量が60,000～160,000で はSephadex

 G 200で0.05M, pH 7.2のPBS Column chromat

ographyに よ り除 去 され, PO標 識抗体が分離 精製

され た(図2).図 に示す如 くOD 280mμ とOD 403

mμ のカーブよ りPO/γ グロブ リン ・モル比 を算 出

し, 1.0に 近 いtube(No. 4～8)を 使用 した.

d. PO標 識 抗 体の検定 と保存:得 られたPO標

識抗体 は抗体がPOで 充 分標識 されて いること,お

よび充分 な抗体活性を有 する ことを確 認す る必要 が

ある.こ れには免疫電気泳動法な らびにOuchterl

ony法 を行 った.図3は 免疫電気泳動 法によ り得た

沈降線で抗原は ヒ ト全血清,抗 体 はPO標 識抗 ヒ ト

IgG,β1c,お よびIgA家 兎免 疫 グロ ブ リンで,純

化 されたことを示 す一本 の曲線 がみ られた.

POが 標 識 されて い るこ とはこれにperoxidase

染色 を行 うと,図3の よ うに沈降線が黒褐色 になる

こ とよ り明 らかであ る.

抗 体が抗 ヒ トIgG家 兎免疫 グロブ リンの場 合は抗

核抗 体陽性患者 の血清 と正常 ヒ ト末梢白血球 を用い

て,蛍 光抗体法 の間接法 と全 く同様の手技19)によ り

抗核抗体陽 性 患者血清, PO標 識抗体の順 に染色 し

peroxidase反 応 を行い,核 が黒 褐色 に染色 される

ことを もって,得 られたPO標 識抗体の特異性 を さ

らに確認 した(図4).

図2　 peroxidase-IgG globulin conjugateの

fraction pattern

保存 には防腐剤 は使用せず,ミ リポ ァフ ィル ター

を通過 させ た後,小 試験管 に1回 ご との使用分にわ

け凍結保存するかあるいはアンプルに封入 して-4℃

で冷蔵 した.実 験に使 用す る前 には マウス肝 粉で非

特異反応 物質 を除去 した後使用 した.一 度凍結 を解

き使用 した抗体 は破棄 し,二 度 と使用 しなか った.

e. 酵素反応 な らびに光顕観察のための操作

I) 生検によ り得 られた腎組織 を蛍光抗 体法 と同

様 に,直 ちに ドライアイス ・アセ トン中のN-ヘ キサ

ンで凍結 させ,ク リオスタ ットで厚 さ4～6μ の切

片 にして0.05M, pH 7.2のPBSで3回 交 換15分 間

洗滌す る.

Ⅱ) (1) 間接法:上 記切片 に家兎 で作成 した抗 ヒ

トIgG. IgM, IgA,β1cお よびフィブリノーゲン血

PO標 識抗 ヒ トIgA家 兎免疫 グ ロブ リン

ヒト全血 清

PO標 識抗 ヒ トIgG家 兎免疫 グロブ リン

ヒ ト全血清

PO標 識 抗 ヒ トβ1c家 兎免 疫 グロブ リン

図3　 PO標 識抗体の純化 を示 す曲 線.
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清 を室温にて30分 間作用 させ, PBSで3回15分 間洗

滌 す る.そ の後湿室,室 温 にてPO標 識抗家兎IgG

白鳥免 疫 グ ロブリンを30分 間作用 させ, PBSで 洗

滌 す る.

図4

抗核抗体陽性患者の血清 を用いた酵

素抗体間接法.ヒ ト末 梢白血球 の核

が陽性所見 を呈 してい る.

(2) 直接法:上 記切片に湿室,室 温にてPO標 識抗

ヒ トIgG, IgM, IgA,β1cお よ び フ ィブ リノーゲ

ン家兎IgGま たは免疫グロブリンを30分間作 用 させ,

 PBSで3回15分 間洗滌す る.

Ⅲ) 次いでKarnovsky法20)に よりperoxidase染

色 を室温 にて紫外線をしゃへいして10～20分 間行 い,

 tris bufferで10分 間洗滌 す る.

Ⅳ) 光学顕微 鏡で観察 し,上 記反応が弱ければ,

 1～2%オ ス ミウム酸溶液 で1～ 数秒間後染色 を行

い水洗す る.

V) その後 アル コール脱水,キ シロール処理後 グ

リセ リンbufferで 封入 し永久標本 とす る.

背景が薄 い場合 には対染色 と して塩基性 フクシン

あるいは0.1%メ チルグリーン水溶液で室温15～30秒

間の染色 を併用す る.

対照 としてはPO標 識抗体 を抗原で吸収 し,陽 性

部位が抗原 の増量 に伴 ない有意 に減弱 する吸収試験

か, Ⅱ)の 前 に非標識の同 じ抗体液を作用 させ,陽

性部位 が陰性化す る阻止試験等 を行って本反応 が特

異的であることを確 認 した.

6. 電子顕微鏡的酵素抗体法

a. 固定:採 取 された腎組織 の皮質部 を選び,そ

の一部 を直 ちに10% PBSホ ルマ リン, 4%パ ラホ

ルムアルデ ヒド・5%グ ル タールアルデヒ ド混合固

定液, 2.0%パ ラホル ムアルデ ヒ ド・2.5%グ ルター

ル アルデ ヒ ド混 合 固定 液 の いず れか の 固 定 液 で4℃,

 30～60分 間固 定 し た.

b. 組 織 切 片 の 作 製

固定 した組 織 はPBSで 一 昼 夜 洗 滌 して充 分 固 定

剤 を除 去 した後, 10% dimethyl sulfoxideに0℃,

 30～60分 間 浸 して か ら ク リオ ス タ ッ トで5～10μ の

切片 に した.

薄 切 した 切 片 は この ま ま で は ス ラ イ ドグ ラス に附

着 しに くい の で,ス ラ イ ドグ ラ ス を アル ブ ミンあ る

い は ゼ ラチ ン22)で処 理 した後 使 用 した.

c. 抗 体 液 との 反応(直 接 法)お よ びperoxidase

染色.

本 実験 に使 用 し た抗 体 は抗 ヒ トIgG家 兎 血 清 で,

光 顕 的酵 素 抗 体 法 で 記 した の と同 様 作 製 した もの で

あ る.そ の特 異 性 の 検 定, PO標 識 法,標 識 抗 体 の

特 異 性 の検 討 と保 存 等 も光 顕 的 酵 素抗 体 法 と同 様 で

あ る.

ス ライ ドグ ラ ス に附着 させ た材 料 とPO標 識 抗 体

の結 合, PO染 色 等 の手 技 は以 下 の 如 く行 っ た.

I) スライ ドグラス に附着 した組 織 を5分 間PBS

で浸 す.

Ⅱ) PO標 識 抗 体 液 を1時 間室 温 で反 応 させ る.

Ⅲ) PBSで3回 各5分 間洗 滌 す る.

Ⅳ) H2O2含 有 し て な い3-3 diaminobenzidine

(DAB)液 で30分 間 反応 を させ る.

V) 0.005% H2O2含 有 したDAB液 で1分 間染 色

す る.

Ⅵ) PBSで3回 各5分 間 洗 滌 す る.こ こで9:1

 PBS/glycerol液 で カバ ー グ ラ ス を か け,あ らか
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じめ光学顕微鏡 でPO反 応 陽性を確認 して お く.対

照 としては上記方法論の Ⅱ)の ところでPO標 識抗体

液 の前 に非標識 の同 じ抗体液を作用 させ,以 下同様

の操作 を行 う阻止試験 を行 った.

d. 脱水 および包埋

PBSで 洗滌 後 ス ライ ドグラス上の組織 を1%オ

ス ミウム酸溶 液で室温30分 間反応 させて後固定 を行

い,蒸 溜水 で15分 間洗滌 した.

工 タノール脱水 は70%, 80%, 90%, 95%, 99%

各10分 間,無 水アルコールで15分 間脱水後直 ちにエ

ポ ンで充満 したゼ ラチンカプセルをスライ ドに逆 に

立て包埋 し, 60℃ で18～24時 間重合 させた.エ ポ ン

重合後 スライ ドグラスはガスバーナーで熱 して とり

はず した.

e. 電子顕微鏡観察

PO反 応 陽性 部位を トリ ミングして, LKBウ ル ト

ラミク ロトーム4802A型 で超薄切片 を作成 して無染

色 で日立HS 8型 電 子顕 微 鏡または日本電子JEM

 7型 電子顕微鏡で観察 した.

Ⅲ　実 験 成 績

a) 光顕的酵素抗体法によ る成績

1. 正常 な らびに病 的腎材 料の酵素抗体法 による

所見

正常腎 において陽性反応 が認 め られるの は好中球

顆粒,赤 血球膜,血 管壁の弾性線維等 であって褐色

の微細 顆粒 の沈着が陽性反応 として認識 された.同

様な反応 は病 的腎材料に も認 め られ,従 って これ ら

の反応 は内因性peroxidase等 によ る反応 と吸着 に

よ る非特異 的反応 と考 え られ る.

検索 した病 的材料 に特異 的に認 め られる陽性反応

は腎糸球体 に殆ん ど限 ってお りこれは多 くの症例で

は糸球 体基底膜 またはメサンギウムに一致 して褐色

ない し黒褐色の微細 顆粒の集合体 として認 め られ た.

しか しなが ら正常腎の場合 には糸球体 にかか る反応

生成物 を認 めることが出来 なか った.

2. 酵素抗体法 によって認め られ る反応生 成物 の

patternの 分類

検索 した症例 に認め られた糸球 体の示 す反応生成

物 のpatternは 次 の4型 に分類可 能であった.検 索

した材料では酵 素抗 体法 も蛍光抗 体法 も1検 体 中に

認 め られ る糸球体 は殆 ん どすべ て同一 のpatternを

示 し差 はなか った.

a. Linear pattem:糸 球 体基 底膜 のみが反応

を示 す場合で,定 型的 な場合基底 膜は褐色 の細 い線

とな って染 出 され る.し か し多 くの糸球 体では基底

膜の染色 は一様で はな く,部 位 によ り陽性反応 に差

があ った(図5).

このpatternを 示 す症 例 は表1のNo. 16の 慢性

糸球体 腎炎 の1例 がIgGの 沈着 を, No. 19のPra

derwilli syndromeがIgGと β1cの沈着を示 した.

b. Granular pattern:殆 んどすべて の糸球 体

基底膜 に沿 って連珠状 に顆粒状 に反応を示す場合で,

表1のNo. 1～4ま での膜性腎症にみ られた(図6).

 4例 のうちIgGの 沈着 は全例 に, IgMと β1cは3例

にみ られた.

図5

慢 性 糸球 体 腎 炎 の 腎糸 球 体.抗 ヒ ト

IgG家 兎 血 清 染色 に よ りLinear

 Patternを 示 して い る.
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図6　 膜 性 腎症 の 腎糸球 体(酵 素 抗 体 法)IgGが

GBMに 沿 ってGranular Patternに 沈着 して い

る.

図7　 膜性 腎症 の 腎 糸球 体(蛍 光 抗 体 法)

IgGがGBMに 沿 ってGranular　 Pattern

に 沈着 して い る.

図8　 膜 性 腎症 の 腎糸 球 体(酵 素 抗体 法)

IgGdepositはSubepitheliumに み られ る
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図9　 IgA・IgG腎 症 の腎 糸球 体(酵 素 抗体 法)IgAが

Mesangial patternに 沈 着 して い る. 2コ の 糸球 体

が み られ る.

図10　 IgA・IgG腎 症の腎糸球 体(酵 素抗体法)

の強拡大. IgAが メサ ンギ ウムに限局 してみら

れる.

図11　 IgA・IgG腎 症 の腎糸球体(蛍 光抗体法)

メサ ンギ ウムにIgAの 沈着 がみ られ る.
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反 応 生 成 物 の 局 在 は蛍 光 抗 体 法 で は判 定 し に くい

が,酵 素 抗 体 法 で は ×1000倍 でみ ると か な りよ く判

る.こ れ で判 定 す る とgranular patternのdepo

sitの 位 置 はsubepitheliumで あ る こ とが確 認 され

た(図7, 8).

c. Mesangial pattern:メ サ ンギ ウム の み に限

局 して褐 色 の反 応 生 成 物 が 認 め られ る場 合 で,直 径

5～20μ 程 度 の粗 大 顆 粒状 と な って 観察 され た(図

9, 10, 11).こ のpatternを 呈 し た 症 例 は表1の

No. 5～8のIgA・IgG腎 症 の4例 で あ った.

い ず れ もIgAの 沈 着 が 強 く,こ の うち β1cの 沈

着 を認 め た の は3例, IgGの 沈着 を認 めた の は2例

で,こ れ らも同様mesangial patternを 示 して い た.

d. その他 のpattem:表1のNo. 9の 低 補 体 性

膜 性 増殖 性 腎 炎 の1例 で はIgGの 沈着 が,糸 球 体 の

loopの 一部 に限局 してgranularに み え, peripheral

 lobular patternと して み られ た(図12, 13).本 症

の特 徴 あ る光 顕 所 見,電 顕 所 見 は図14, 15に 示 す 通

りで あ る.

慢 性 糸球 体 腎 炎 で は抗IgG血 清 によ って よ く染色

され,他 の抗 血 清 で は あ ま り染色 され な か った が,

この よ うな症例 は8例 中4例 で残 りの4例 はい ず れ

の抗 血 清 で も殆 ん ど染 色 され な か った. IgG陽 性4

例 中 の1例 は1inear patternを 示 し, No. 17の1

例 に はmesangial patternとgranular patternの

混在 が認 め られ た.

図12　 膜 性増 殖 性腎 炎 の 腎 糸球 体(蛍 光 抗 体 法)β1c

がperipheral lobular patternに 沈 着 して い る.

図13　 膜 性 増殖 性 腎 炎の 腎 糸球 体(酵 素 抗体 法)

IgGがperipheral lobular patternに 沈 着 して い

る。 抗 ヒ トIgG家 兎 血 清 に よ る間 接 法

3. 酵素抗体法 と蛍光抗 体法の反応強度の比 較

酵 素抗体法 な らびに蛍光抗 体法 によ り腎材料が示

した反応 の有無,な らびにその強度 は表1に 示す通

りであ る.反 応 の強度の程度は酵素抗体法 では+,

 +, ±, -の4段 階 に,蛍 光抗体 法では+++, ++,

 +, ±, -の5段 階 に分類 した.空 白は検索の行 わ
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れ な か っ た こ と を示 す.

図14　 膜性増殖性腎炎の腎糸球体

(HE染 色)糸 球体 の腫大,分 葉化,

メサンギ ウムの増殖 が著明で ある.

図15　 膜性増殖 性腎炎の腎糸球 体の電顕像 メサンギウムの増殖 および血管内腔の好 中球 の浸潤著明

酵素抗 体法において も非特異反応 の出現 はまぬが

れず,特 に標本 の断端 においておそ らく抗体の非特

異的吸着 に より生ず る と思われ る反応生成物が認め

られた。至適 条件下 における標本ではその反応 の強

度 は上記の如 く4段 階 に分類可能であ り,こ の点は

蛍 光抗体法の5段 階 に比べて,反 応 の強度差が少な

いとい える.

上記の如 く反応強度の分類 において酵素抗体法 と

蛍光 抗体法の反応強度 を比べてみ ると,す なわちそ

れぞれ+++, ++, +, ±, -を 比 較 してその一致率

を み る と, 82の 総 検体 数 中一 致 す る もの60 (73.2%),

一 段 階 違 う もの19 (23.2%) ,二 段 階 違 う もの3

 (3.7%)と な る.こ の う ち 一 致 す る60例 と一 段 階

違 う19例 を加 え た もの を一致 す る とみ な す と82例 中

79例 一 致 した こ とに な り,そ の 一致 率 は96.3%と な

る.

4. 臨床 症 状 とpatternと の 関係

腎 炎,ネ フ ロー ゼ症 候 群 に お け る臨 床 症 状 と各

patternと の 関係 は次 の通 りで あ る.

a. Linear pattern: No. 16の 慢 性 糸球 体 腎 炎

の1例 に み られ 腎 機 能,血 圧 は正 常,尿 蛋 白 ±で顕
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図16

腎糸球 体の血管 内腔の好中球.顆 粒がPO陽 性

である.

図17

腎糸球 体の血管 内腔の赤血球.膜 がPO陽 性 で

ある.

図18

SLEの 腎糸球体 のメサ ンギ ウム内に

み られるPO陽 性顆粒deposit内 に
一致 して徴 細顆粒 が多数認 め られ る

.
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微鏡的血尿 が持続 してい るのみで,非 ステロイ ド性

消炎剤 を使用 して も変 りはなかった.

b. Granular pattern:膜 性腎 症4例 にみ られ

腎機能正常 が3例,軽 度障害 が1例 で血圧 は1例 に

のみ上昇が認 め られた.全 例 に顕微鏡的血尿 が軽度

み られ,ネ フローゼ症候群 を呈 して お り,ス テ ロイ

ドや免疫 抑制剤 あ るいは非 ステロイ ド性消炎剤 によ

く反応 した症例 であった.

c. Mesangial pattern: No. 5～8のIgA・IgG

腎症 にみ られ,い ずれ も主訴 は軽度の蛋白尿 か顕微

鏡的血尿5～6/IGFか ら無数/IGFで あ った.腎 機

能は全例正 常で蛋 白尿 は1日1g以 下,血 圧 はNo. 5

の1例 に軽度 の上昇 をみたのみで,治 療 として非 ス

テ ロイ ド性消炎剤 の使用 が試 み られ たが,い ずれ も

効果 はなかった.

図19

膜性腎症 の腎糸球体

の基底膜 に沿 いPO

陽 性顆粒 がみ られる

(→)左下は赤 血球.

図20

リポイ ドネフローゼの腎尿 細管上皮

細胞 内にPO陽 性顆粒 がみ られる.

(この切片のみは ウラニール ァセテ
ー ト染色20分 間施 行)

d. その他 のpattem: No. 9の 低 補 体 性 膜 性 増

殖 性 腎 炎 の1例 はperipheral lobular patternを

示 し,低 補 体 価 特 にC3の 低 下 を認 め, 1日10g前 後

の蛋 白尿 と顕 微 鏡 的 血 尿15～16/IGF,血 圧 上 昇 が み

られ典 型 的 な ネ フ ロ ーゼ症 候 群 を呈 して い た.ス テ
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ロイ ドや免 疫抑 制剤等 の使用 に もかか わらず,諸 症

状 は改善せず腎機能は低 下 して行った.

その他 の慢性糸球体腎炎の1例,す なわちmesa

ngia1 patternとgranular patternが 混在していた

No. 17症 例 では,腎 機能 と血圧 は正常 で蛋 白尿1日

1g以 下,顕 微 鏡的血尿無数/IGFが 持続 していた.

他の慢 性糸球 体腎炎 中5例 は殆 ん ど免疫 グロブ リ

ンは糸球 体に証 明 されない例 で,い ずれ も腎機能 と

血圧 は正 常 で蛋 白尿1日1g以 下,顕 微 鏡的血尿

5～10/IGFで あった.

b) 電顕的酵素抗 体法によ る成績

超薄切片 を電子顕微 鏡で観察す る と,図16, 17の

よ うに陽性部 に一致 して電子密度 の高い微 細顆粒 の

集団が認 め られる.倍 率 を十分高 くして観察 す ると

図18の よ うにいずれの顆粒 もほぼ均一で,電 子密度

の高い円形顆粒 が散在性 に証明 され る.そ の直径 は

約10mμ 程度で ある.前 述 の 如 く内因性 のPOも 陽

性反応 が認め られ るが,出 現す る部位が好 中球顆粒

(図16),赤 血球膜(図17)等 と決 って い るので区

別可能で ある.

SLEの2例 は蛍光抗体法ではIgG, IgM, IgAと

補体 が腎糸球体基底 膜およびメサンギ ウムにgran

ular patternと して観察 された例 である.

これを電顕的酵素抗体法で観察す ると糸球体基底

膜内,メ サンギウムの通常の電子顕微鏡法によ り認

め られる電子密 度の高いdeposit内 にPO陽 性顆粒

がみ られた(図18)23).24)

膜 性腎症 の2例 はSLEと 類 似 した蛍光抗体 法に

よる所 見を示 したが,腎 糸球体基底膜のsubepith

elium特 に足 突 起部 の内にPO陽 性顆粒 が多 くみ ら

れ, (図19)多 くの場合PO陽 性顆 粒 の分布 す る範

囲 には通常の電顕 法 で認 め られ るdepositが 存在 し

ていた.

リポイドネフローゼの1例 では糸球体 には全 くPO

陽性顆粒 はみ られなか ったが,尿 細管上皮細胞内 に

内因性PO陽 性顆粒が認 め られ た(図20).

以上観察 した陽性症例 では通常の超薄 切片法 で多

数 のdepositが み られ るが,す べ てのdepositに

PO陽 性顆粒が認め られたわけではない。

PO陽 性顆粒の認め られ るdepositと そ うでない

depositと の間には,電 顕上では殆ん ど区別は出来

ない.後 者 は一見depositの ようにみえる,がIgGは

少 くとも含 まれて いないと思われ る.

Ⅳ. 考 按

a) 酵 素抗 体法について

Nakaneが 開発 した酵素抗体法 は初 期 にはbifun

ctional reagentと してFNPSを 用 いた た め,得

られ るPO標 識抗体 は少量でしか も力価が低 か った.

これ を改良 したのはAvrameas17) 18)らでFNPSの

代 りに高純度 の グルタールアルデ ヒドを用いて, PO

標識抗体の力価 をやや高 めた.

しか しこの方 法 で も使 用 した抗 体 の約2～3%

のconjugateし か出来 ず,酵 素抗 体法の欠点 とされ て

いたがNakane14)は 新 しい方法を考案 し(表2), PO

と抗体の失活率をそれぞれ約4%と10%に とどめ約85

%の 使用可能なPO標 識抗体 を得 られるようにした.

著者 もこれ ら3種 の方法 を試み,最 後の方法が最

も良 いことを知 り,以後 これを使用 して好 結果を得た

この方法は手技 も比較的簡単で高濃度のPO標 識

抗体液 が得 られ,し か も反応 は鋭敏で特異性 を有 し,

抗体 のみならず蛋白な ら殆 ん ど何 にで もconjugate

出来 る利点 を有 してい る.

b) 光顕的な らびに電顕的酵素抗体法の所見につ

いて.

正常腎 では光顕的に好 中球顆粒,赤 血球 膜,血 管

壁 の弾性線維等で,電 顕 的には さらに尿細 管上皮細

胞,ミ トコン ドリア,マ イ クロボデ ィー,ラ イソゾ

ーム等の細胞 内器管 にPO陽 性反応 が認 め られた.

しか しよ く知 られてい るよ うに25)弾性線維 を除いた

これ らの血球 あるいは細 胞 内器管には,内 因性PO

が存 在するの で陽性に出た と考 え られ る.も ちろん

蛍光抗体 法ではこれ らの細胞 には陽性反応は出ない.

酵素抗体法 で も蛍光 抗体法で も弾性線維 は陽性所

見を呈 すが,こ れは弾性線維 にはPOが ないの で非

特異的吸着 と思 われ る.

以上 の細胞,線 維 は陽性結果を与 えるが,病 的腎

材料の糸球体 にみ られ る反応 に比 べ ると,陽 性反応

はは るかに弱 く通常の条件下では,非 特異 的染色 と

思われ る程度 の染色 である.

c) 光 顕的酵素抗体法 と蛍 光抗体法 との比較,

鋭敏 度においては酵素抗体法の方がやや劣 り両者

の一致率96.3%と なった.同 様 な報告 はDaveyら26)

の腎炎 についての簡単 な報告 があるのみで,彼 らに

よるとその一致率 は98.4%で あった.ま た染色pat

ternの 差 は殆ん どなか った.

鋭敏度が低 下する原因としては酵 素抗体 法ではPO

標識抗体 の非特異的吸着や,オ ス ミウム酸 の吸着 に

よって生ず る背景 の着色,蛍 光 抗体法に比 べてPOに

よる標識 はよ り強 く抗体活性 を低下 させ るこ と,お
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よび途 中の手技 によって組織 に附着 した標識抗体 の

脱落あ るいは,反 応生成物 の脱落等が推定 される.

d) 臨床症 状 とpatternと の関係につ いて

腎炎,ネ フローゼ症候群 においては臨床症状 と各

patternと の関係は,蛍 光抗 体法 による報告27) 28)と

よ く一致 す る. Linear patternを 示 したの は慢性

糸球体腎炎の1例 のみで,非 ステロイ ド性消炎剤等

の治療 に もかかわ らず顕 微鏡 的 血尿2～3/lGFが

持続 していた.

Granular patternを 呈 したのは膜 性 腎症 の4例

で,い ずれ もネフローゼ症候群 を呈 してお り長期 に

経過 しているが,ス テロイ ドや免疫抑制剤等 の併用

によ く反応 した症例 であ った.膜 性腎症 は従来 よ り

ステ ロイ ド無効が多い とされていたが,最 近Rast-

ogi29), Ehrenreich30)ら の報告の如 くタイプによって

はステ ロイ ド有効の ことも多い.

Mesangial patternを 呈 したのはIgA・IgG腎 症

の4例 でDavies31), Levinus32)ら の報告 した如 く全

例腎機能正常 で蛋白尿 は1日1g以 下,顕 微 鏡的血

尿の みが主体 をな してお り非 ステロイ ド性消炎剤 は

無効で あった.

その他のpatternで は低補体性膜性増殖性腎炎 の

1例 がperipheral lobular patternを 示 していた.

この症例 は初 期に 補体 の低 価特 にC3の 低価 が著明

で典型的 なネフローゼ症候群 を呈 し,ス テ ロイ ドや

免疫抑制剤 に も反応 せず腎機能低下 は進行性であり,

 2度 の腎生検 での組織像 で も著明 な進展 をみた症例

であった.

膜 性 増殖 性腎炎 はMichael33), Mclean34), West35)

らの報告 により最近補体系 特にalternate pathway

が注 目を浴 びてお り,本 症例 もこの系 が何 らか の関

与 を している もの と思われ る.

その他 の 慢性 糸球 体 腎炎 で は1例 がmesangial

 patternとgranular patternを 示 してお り,こ の

症例 の特徴 は顕微鏡的血尿無数/lGFが 持続している

ことであった.

e) 電顕的酵素抗体法について

電顕 的酵素抗体法の特異性 は光顕の場合 と同様,

阻止試験 が陰性で あることよ り充 分に確か であろ う

と思 われる.本 法 による陽性顆粒 は電顕下 では微細

な電子密度の高い粒子 として観察 され る.従 って観

察す る組織の超微細構造をよ り明瞭にす るために従

来行われていた酢酸 ウラニール,鉛 等 による電子染

色 は施行せず に観察 した.こ れはこれ らの電子染色

時 に生ず ることのあ る汚染 が陽性顆粒 とまぎらわ し

いためである.

従来蛍光抗体法で腎炎等の腎糸球体 に認 め られ る

免疫 グ ロブ リンの正確 な局在 につ いては,光 学的顕

微鏡の分解能や蛍光 抗体法 その ものの観察 方法等の

ため,充 分明 らかでなか った.

一方 これ らの腎糸球 体には超薄 切片法 による電 顕

的観察 よ り,正 常では認め られない電子密 度の高い

depositが 認 め られ ることが知 られ ている,そ こで

免疫 グロブリンはdeposit内 に存 在す ると考 えられ

てはいるが, Andresら36) 37)馬杉 ら38)のFerritin抗

体法 による成績 を除いて直接 的な証 明を欠いていた.

 Andres37)ら は実験 的 腎炎で あるネフロ トキ シン腎

炎 において,腎 糸球 体基底膜 に一 様に抗基底膜抗体

が沈着 す ることをFerritin抗 体法によって証明 し,

さらに ヒト急 性腎炎において腎糸球体 に生ず るdep

osit内,糸 球体毛 細 血 管 内等 に も7 Sγ-グ ロブ リ

ンの存在す ることを同法によ り証 明 した.

また馬杉38)はヒ ト腎糸球体基底膜 によ り反覆免疫

されたウサギの腎糸球 体毛細血管基底膜 に ウサギ自

己 γ-グロブリンの沈着 して い ることを同 じく同法

によ り証 明 している.し か しなが らSLE,膜 性腎

症等 に関す る電顕 レベルの抗 体法 の報告 はないよ う

であ り,ま たすべてのdeposit内 にIgGが 存在す る

のではないことも本 研究 に よ り初 めて 明 らか に し

た.

本研究 によって証 明 されたIgGがdeposit内 に

証 明 されるとい う事実は,対 象 とした疾患 には差異

があ り, Ferritin抗 体法によ りAndresら36)が ヒト

急性腎炎 で示 した成績 とよ く一致す るが,実 験的腎

炎につ いての報告 された成績 とは腎炎 の成立機構が

異 る と考 え られ るので本研究 と比較対照す ることは

出来 ない.

SLEで は腎糸球体 にDNAお よび抗DNA抗 体が

多量 に沈着していることが知 ら39) 40) 41) 42) 43)れてお り,

この事実 と本研究 とを合 わせ 考える とSLE腎 糸球

体 に認 められるdepositはIgGとDNAのimmune

 complexで あろ うと推定出来る.な おIgGが 証 明され

ないdepositはIgMあ るいはIgA等 よ り成るi㎜

une complexで あろ う.

V. 結 語

Nakaneの 開発 したHorseradish Peroxidaseに

よる酵 素抗体法 に準 じて,ヒ トの腎疾 患の光顕 的な

らびに電顕的手段 による免疫 組織学 的研究 を行 い,

かつ蛍光抗体法 による成績 と比 較検討 し次 の結果 を
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得た.

l. Nakaneの 開発 した酵 素抗 体法 を腎組織 に応

用す るために,発 表 された各種 の方法 について比較

検 討 した結 果,抗 体 のHorseradish Peroxidase

標識 にはfluorodinitrobenzene法 が簡単 で最 も効

率 がよ く,電 顕的酵素抗体法にはスライ ドグラス法

が最 も反応良好 で電顕観察に適 していることを見出

し,こ れ らの方法 を本実験に用いた.

2. 光顕 的な らびに電顕的酵素抗体 法の いずれの

場合に も正常 腎においては好中球 顆粒,赤 血球膜,

血管弾 性線維等 が非特異的陽性反応 を示 した.

3. 光 顕的酵 素抗体 による検索対象 は慢性糸球 体

腎 炎8例,膜 性 腎症4例, IgA・IgG腎 症4例,ネ

フローゼ症 候群1例,低 補 体性膜性増殖性腎炎1例,

 Prader-willi症 候群1例 で 各症例 について経皮的

腎生検 によ り得 た材料 を光 顕的酵素抗体法で観察す

ると,糸 球 体 の示 す陽 性所見 のpatternはlinear

 pattern, granular pattern, mesangial patternお

よびその他 の4型 に分類す ことが出来た.

4. 糸球体 の示すpatternを 光顕的酵 素抗体法 と

蛍光抗体 法で比較 した結果,両 者の各patternの 相

違 は殆 ん どな く一致率 は96.3%で あったが,鋭 敏度

は蛍光 抗体法の方が勝 っていた.し か し酵素抗体法

は永久標本の作製可能な点,光 学顕微鏡下 で観察 出

来 る点,同 一切片 上 で二 重,三 重 染色 が可能 な点44)

等 の利点 が多 くさらに局在性 の判定 は蛍光抗体 法よ

り秀 れていた.

5. 臨床 症 状 と光 顕 的酵 素 抗体 法でみ られた各

patternと の間には一定 の相 関関係 がみ られ た.

6. 電顕的酵素抗 体法の対象 には膜性腎症2例,

 SLE 2例,リ ポ イ ドネ フローゼ1例 よ り得 た腎生

検材料 を使用 し,腎 糸球体 に認 め られるdeposit内

にIgGの 局在するこ とを証明 した.

depositに はIgGの 証 明 されない もの もあ り,こ

れ らは他種 の免疫 グ ロ ブ リンよ り成立す る もの と

考 えられる. deposit内IgGは 少 くと もSLEで は

DNAとimmune complexを 形成 しているであろ う

と推定 される.

稿を終 えるにあたり御指導御校閲を賜った大藤真教授,

太田善介助教授,教 室の諸氏ならびに電子顕微鏡の技術

指導をして頂いた林信夫,才 原登,大 水敏代氏に対 し厚

く御礼申し上げます.

なお本論文の主旨は日本内科学会第29回中国四国地方

会および第16回 日本腎臓学会総会において発表 した.
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Studies on renal disease by enzyme-labeled antibody method

by

Mitsuhito MATSUMOTO
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(Director: Prof. Tadashi Ofuji)

Light microscopic and electron microscopic observations were performed on the kidney 
of patients with lupus nephritis, membranous nephropathy, IgA-IgG nephropathy and chronic 

glomerulonephritis by means of the horseradish peroxidase labeled antibody method described 
by Nakane in order to demonstrate immunoglobulin directly in the tissue of the renal glo
meruli.

The following results were obtained. The light microscopic enzyme-labeled antibody 

method showed the same results as the immunofluorescent antibody method on the staining 

patterns and intensities. Electron microscopic observation demonstrated that fine, electron
dense granules indicating the localization of IgG were present within many deposits in and 
around the glomerular basement membrane of the renal glomeruli of lupus nephritis and 
membranous nephropathy. It was presumed that these deposits were antigen-antibody complex.


