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 We produced 22 different kinds of monoclonal antibody (Mab) by immunizing mice 

with human GBM antigens. In these Mabs, Mab-G1 to G5 recognized only GBM in the 

glomerulas, Mab-E1 and E2 recognized only glomerular epithelial cells, and Mab-M1 to 

M4 recognized mainly mesangium.

 The reactions of these Mabs with known GBM antigens such as type IV collagen, 

fibronectin and laminin were negative by immunoblotting.

 Using Mab-G1, Mab-E1 and Mab-M1, changes in the antigenicity of antigens recognized 

by Mabs were examined on kidney sections from the patients with various renal diseases 

by the indirect immunofluorescence test.

 When Mab-G1 recognizing GBM was used, there was no particular change of anti-

genicity in minimal change nephrotic syndrome (MCNS) and IgA nephropathy (IgA), 

whereas in membranous nephropathy (MN) thickened GBM was found to maintain anti-

genicity and the region of deposits was observed as negative punched-out region. In 

type ‡T and ‡V of membranoproliferative glomerulonephritis (MPGN), GBM was observed 

only outside of subendothlial deposits without showing double contour. In type ‡U MPGN, 

GBM showed a double linear pattern and antigenicity of GBM in regions of dense deposits 

was not detected. When Mab-E1 recognizing glomerular epithelial cells was used, there 

was no change of antigenicity in the renal diseases. Further, in crescentic glomerulone-

phritis, the region of the cellular crescents was not stained, When Mab-M1 recognizing 

mesangium was used, extensive staining was observed in the increased mesangium in 

IgA, MPGN, and diabetic nephropathy.

 We feel that it is of significance in elucidating the pathogenesis of renal diseases to 

study the changes of glomerular antigenicity in diseased kidneys by using anti-human 

renal monoclonal antibodies.

緒 言

腎疾患特に糸球体腎炎の研究において免疫組織学的手

法が取 り入れ られて以来,腎 炎発症機序 につ いて多 くの

免疫学的障害機序が検討 されて きた。 また 腎障害 に伴 う

腎組織 レベルでの 腎構成成分の変化 につ いて も免疫組織

岡山大学第三内科(指 導:太 田善介教授) (平成 元年11月25日 受理)
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学的手法 で種 々の検討が行われて きた。その手法の多 く

は腎構成成分 の出来 る限 りの精製純化 と,精 製抗原の免

疫 に よ り得 られた ポ リク ローナル抗体を用いての もので

あ った 。 しか し抗 原の純化 には限界があ り,ま た純

化 された抗原の免 疫に よりた とえmonospecificな 抗体

が 得 られた として も,純 化抗原 内の微細な変化を知 るこ

とはポ リクロー ナル抗体 を用 いては困難であ った。 この

困難性 を打破す る もの として近年Kohler,Milsteinに

より開発 された細 胞融合法に よるモノクろー ナル抗体の

作 製があ る。今回我々 は この細胞融合法を用いて各種腎

構成成 分に対す るモノ クローナル抗体を作製 し,免 疫組

織学 的に腎構成成 分の詳細な分布を知 ると共 に,種 々腎

疾 患におけ るこれ らモノ クローナル抗体認識抗原の変化

につ いて検討を行 った。

材料と方法

1.モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の作 製

1)免 疫 抗 原 の 作 製

(1)コ ラ ー ゲナ ー ゼ 可溶 化 糸 球 体 基 底 膜 抗 原(c-GBM)

ヒ ト剖 検 腎2個 よ り皮 質 部 分145gを,冷 生 食 中 に て

ハ サ ミで 細切 しSpiroの 方 法 に 準 じ.て湿 重 童2.2gの

分 離 糸 球 体 を 得 た 。 これ を1500rpmに て10分 間 遠 沈

し,1N NaClを 加 え 氷 冷 下 に て 断 続 的 に5分 間

sonicationを 行 った 。3000rpm 20分 間遠 沈 し上 清 を す

て,沈 渣 に1NNaCIを 加 え さ らに2回 同様 の手 技 を

く り返 した 。 次 に1NNaClを 蒸 留 水 に 置 換 し,sonica-

tion,遠 沈 を3回 行 った 。 以 上 よ り得 られ た沈 渣 を位 相

差 顕微 鏡 に て 観 察 しGBMが 細 切 され て い る こ とを 確

認 した 後,0.01MCaCl2添 加0.05MTrisHCIBuffer

pH7.530ccに,collagenase(SIGMAtypeIA)10

mgを 加 え37℃24時 間incubationし た 。17000rpm

45分 間遠 沈 の 後,上 清 を 凍結 乾 燥 した 。 乾 燥 重 量 は256

mgで あ った 。 得 られたGBM抗 原 をSephadexG100

にて分 画 し,分 子 量 約5～7万 の ピー クを 取 り出 した 。

こ れ を 凍 結 乾燥 し35rngのc-GBMを 得 た。

(2)N-Qctyl-β-D-glucoslde可 溶 化GBM、 抗 原(o-

GBM)

c-GBMの 場 合 と同様 にSpiroの 方 法 を 行 い 湿 重 量

200mgの 分離 糸 球体 を 得 た 。 これ をN-Octy1-β-D-

glucoside(和 光 純 薬)120mgと30分 間incubationし

た 後PBSに て2日 間 透 析 しo-GBMと した 。

2)GBM抗 原 の免 疫

c-GBMは マ ウス1匹 あた り乾 燥 重 量2mgを,ま た

o-GBMは 蛋 白量100μgをcomplete Freund's

 adjuvant 0.25ccと 共 に 免 疫 した 。c-GBMは3匹 の

BALB/cマ ウス の,o-GBMは2匹 のBALB/cマ ウス

のfood padと,背 部 数 ヵ所 に免 疫 した 。 免 疫 時 に は同

時 に百 日咳 菌 浮遊 液(武 田薬 品)0.1ccを 生 食 にて0.5

ccに して 皮 下 に 注 射 した。 追 加 免 疫 は1週 ご とに2度

行 った 。

3)細 胞 融 合.

最 終 免 疫 後3日 目に,免 疫 マ ウス の 脾 臓 を 摘 出 し,

KohlerとMilsteinの 方 法 に 準 じて,マ ウスNSl

 myeloma cellと ポ リエ チ レ ン グ リ コー ル(PEG)4000

(MERCK)に て 細 胞 融 合 を お こな った 。 抗 体 のス ク リー

ニ ン グ は,尿 管癌 手 術 時 に 得 られた 腎正 常 部 分 の 凍 結 切

片 を用 い た 蛍 光 抗 体 間接 法(IIF)に て 行 った 。 二 次 抗

体 に はFITCラ ベ ル 抗 マ ウスIgGヤ ギIgG(ラ ッ ト

と非 交 差,カ ペ ル 社)を 用 いた 。 陽 性 コ ロニ ー は限 界 希

釈 法 に て3回 ク ロー ニ ン グを行 いMabを 作 製 した 。

2.モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 の 認 識す る抗 原 の検 討

1)免 疫 酵 素 電 顕(IEM)

IEMはPreembedding methodで 行 っ た。 即 ち正 常

ヒ ト腎切 片 をPLP固 定2時 間 の 後 ク リオ ス タ ッ トで10

μ に薄 切 し,ア ル ブ ミン ス ラ イ ドに 付 着 させ た。 次 に

Mab培 養 上 清 を4℃12時 間反 応 させ,続 い てhorse-

radish peroxidase (HRP)標 識 抗 マ ウスIgGヤ ギ血

清(TAGO)を4℃6時 間反 応 させ た 。1%グ ル タ ー

ル ア ル デ ヒ ドに て10分 間 固 定 の 後3,3'-ジ ア ミノ ベ ン チ

ジ ン(SIGMA)で 発 色 させ た 。2%オ ス ミウム酸 で1

時 間 室 温 で 後 固 定 し,エ タ ノ ール 脱 水 を行 って エ ポン 樹

脂 に包 理 し,透 過 型 電 顕 に て 観 察 した 。

2)他 種 他 臓 器 に お け や抗 原 の 分 布

 Mabの 認 識 す る抗 原 の,他 種 他 臓 器 に お け る 分 布 を
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IIFに て 検 索す るた め に,ヒ ト,サ ル,ウ サ ギ,ラ ッ ト,

マ ウス の 腎,肺,肝,胃,筋 の 凍結 切 片 を用 い た 。

3)既 知 の 抗原 との反 応

既 知 のGBM抗 原 で あ るIV型 コ ラ ー ゲン(SIGMA

 type VI collagen),フ ィプ ロネ ク チン(SIGMA),ラ

ミニ ン(SIGMA)に つ い てMabと の反 応 をimmuno-

blotting法 にて 観 察 した 。 即 ち ニ トロセ ルロー ス 膜

(BlO-RAD)にIV型 コ ラ ー ゲ ン,フ ィプ ロネ クチ ン,ラ

ミニン を各5μ9を 付 着 させ20% calf serumに て ブ

ロ ックの 後,Mab培 養 上 清 と2時 間 反 応 させHRPラ

ベ ル 抗 マ ウスIgGと さ らに2時 間反 応 させ て4-ク ロ

ロ-1-ナ フ トール(東 京 化成)で 発 色 させ た 。

4)疾 患 腎 に お け る 抗 原性 の変 化

　各種腎疾患におけるMabの 認識抗原 の変化を検討す

るために微小変化型 ネ フローゼ症候群(MCNS)8例,

膜性腎症(MN)13例,膜 性増殖性腎炎(MPGN)type

I,III8例,type II,1例,IgA腎 症15例,半 月体形成

型腎炎5例 の原発性腎疾患 と糖尿病性腎症4例,SLE 16

例,ア ミロイ ドーシス2例 の続発性 腎疾患 の腎生検組織

を用いてIIFを 行 った。 またdepositと 認識抗原 の関

係を観察す るために二重染 色を施行 した。二重染色 は腎

凍結切片にMabを 反応 させた 後FITCラ ベ ル 抗 マ ウ

スIgGヤ ギIgG(CPL),テ キサス レッ ド標識抗 ヒ ト

IgGヤ ギ血 清(E・Y)を 同時に反 応 させた。 観察 は落

射型蛍光顕微鏡(オ リンパスBHB-RFL-A)に て 行 っ

た。

Table 1 Binding patterns of monoclonal antibodies against normal 

human kidney by indirect immunofluorescence.
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結 果

1.　 モ ノ クロー ナ ル抗 体 の作 製

 c-GBMとoGBMを免疫し,計5回 の細 胞融 合に よ

り22種 のMabが 得 られ た,各 のMabの 認 識する 抗 原

のIIFによ る腎 内 分 布 をTable 1に 示 す(Table 1)

糸 球 休 系 蹄 に おい てはGBMのみ を 認 識す るMabは

全部で

14種 であ っ たが いずれ もc-GBMの 免疫 に よ り

得 られ た。 この14睡 のMabの 内5種 は 尿細管 基 底膜(

TBM)と は反応 せ ずGBMを 特 異的に 染 色 し,Mab-

Gl～G4はGBMをlinearに 染 色L.(Fig.1a),Mab-

G5はGBMをgranularに 染 色 した(Fig.ib)。 残 り

しのMab-GTI～GT9は 総 てTBMと も反応し た(Fig.

1c),系球体内で系球体上皮細胞を認識するものはMab-

Fig. I Indirect immunofluorescence staining of monoclonal antibodies on normal human kidney 

sections. (a) Mab-G1, •~400. (b) Mab-G5. •~400. (c) Mab-GT1, •~400. (d) Mab-El. 

•~ 400. (e) Mab-Ml, •~400. (f) Mah-TBI. •~400.
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El～G2の2種類 得 られた(Fig.ld)。 糸球 体 内で主 に

メサン ギ ウ ム 基 質 とGBMを 認 識す るMabはMab

-Ml～M4の4種 類 得 られ これ らはす べ てTBMやボー

マ ンの うと も反 応 した(Fig.1e)。 糸球 体 で は ボ ー マ ン

のう とのIX反 応 しTBMと も 反 応す るMabはMab-

TB1～TB2の2種 類 得 られ た(Fig.1f)。

2.モ ノ クロー ナ ノし抗 体 の認 識 す る抗 原 の 検 討

1)免 疫 酵 素 電 顕

Mabの 認 識 す る抗 原の よ り詳 細 な 分 布 を 知 る た め に,

lEMを 施 行 した。IEMは 作製 したMabの 内Mab-Gl,

Mab-G3,Vlab-G3,Mab-El,Mab-Mlを 用 い た 。Mab-

G1のIEMで は 糸 球 体上 細 胞,メ サ ンギ ウ ム,内 皮

細 胞 は 染 色 されずGBMの み が 特 異 的 に 染 色 され た。

強 拡 大 で はGBM全 層 にわ た り 微 細顆 粒状 の 染 色 を認

め,糸 球 体上 皮細 胞,内 皮細 胞 に接し て い る 部 分は 幾 分

濃 く染 色 され た(Fig.2a,b)。Mab-G2,Mab-G3も同

様の 染 色パ タ ー ンを 示 した 。Mab-E1のIEMではGBM,

メサ ンギ ウム,内 皮 細 胞 は 全 く染 色 されず 糸球 体上 皮細

胞 の み が特 異的 に 染 色 され た。 糸 球 体上 皮細 胞内 の核 や

空 砲 は 染 色 きれ ず,細 胞 基 質 の 部 位 が 染 色 された(Fig.

2c)。Mab-Mlによ るIEMはGBM,メサンギ ウム,

TBM.間 質 の 毛 細血 管壁 と コラ ー ゲン識 維 と 思われ 繊

維性物 質 が 染 色 され た(Fig,2d)。

2)他 種 他 臓 器 に お け る認 識 抗 原 の 分 布

 Mabの 認 識す る抗 原 の,他種 他 臓 器 におけ る 分 布を

Table 2に 示 す(Table 2)。

　サ ル腎 に お い て は す べ て のMabが ヒ トと同様 の 抗 原

分布 を示 した が 、 ウサ ギ,ラ ッ トの順 に腎 内 の 認 識 抗 原

Fig. 2 Immunoelectron microscopy of monoclonal antibodies on normal human kidncy sections. 

(a) Mab-Gi, •~3000. (b) Mab-G1, •~10000. (c) Mab-El, •~10000. (d) Mab-M1. •~10000.
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Table 2 Binding of monoclonal antibodies to the different organs or 

different species by indirect iminunofluorescence.

Fig. 3 Indirect immunofluorescem staining of monoclonal antibodies on the different organs or 

different species. (a) Mab-GI staining on monkey kidney section. •~400. (b) Mab-MI on 

rabbit stomach section. •~400. (c) Mab-G2 on rabbit lung section . •~400. (d) Mab-G5 on 

mouse lung section. •~400.
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の 出 現量 は 減 少 しマ ウス で は総 てのMabで 認 識 抗 原 は

見 い 出 され な か った 。 腎 以 外 の臓 器 にお い て は,肺,

肝,胃,筋 な どを 認 識 す るMabも 認 め られ た(Fig.

3a,b,c,d)。

3)既 知 の抗 原 と の反 応

 MabとIV型 コラ ー ゲ ン,フ ィ ブロ ネ クチ ン,ラ ミニ

ンとの反 応 をMab-Gl～G3,Mab-E1,Mab-M1～M2,

Mab-GT1～GT6,Mab-TB1～TB2に お い て 検索 した

が い ず れ も既 知 の 抗 原 との反 応 は認 め な か った 。

4)疾 患 腎 に お け る抗 原性 の変 化

　各種 腎 疾 患 患 者 の 腎 生 検 切 片 に お け るIIFの 結 果 につ

い て述 べ る。 な お染 色 に用 い たMabはGBMを 認 識し

たMab-G1と 糸 球 体上 皮 細 胞 を 認 識 したMab-EIと主

にメ サ ンギ ウム を 認識 したMab-M1で あ る。

 GBMを 認 識 したMab-G1で 各 種 疾 患 の 糸 球 体 を 観

察 す る と,MCNSに お い て は と くに 変化 を認 め ず,MN

に お い て は 肥 厚 したGBMは 抗 原 性 を 保 ちdepositの

部 位 は小 孔 状 に無 反 応 部位 と して 観 察 された(Fig.4a)。

Mabと テ キ サ ス レ ッ ド標 識 抗 ヒ トIgGと の二重 染 色では

,先 に 小孔 状 の 無反 応 部付位と して 観 察 され たdeposit

と考 え られ る 部 位 に ヒトIgGが 染 色 され た。MPGN

 type I, IIIで は 認 識 したGBMは 内皮 側 のdeposiし の

外 側 の み に 観 察 されdouble contourと しては 認 め なか

った 。 またMPGN type IIで はGBMはdouble

 linearと な りGBM中 央 のdense depositと 思 われ る

部位 に はGBMの 抗 原性 は 認め られ な か っ た(Fig.4b)。　

糸 球休 上 皮細 胞 を 認 識し たMab-E1で 糸 球 体 を 観察

す る と,MCNS,MN,MPGNな どの 各種 腎 疾 患 で 抗原

性 の 消 失 な どの 変 化 は 認 め られ なか っ た。 半 月体 形 成 型

腎 炎に お い て は 細 胞 性 半 月 体 の 部位 は染 色 され な かっ た

Fig. 4 Indirect immunofluorescence staining of monoclonal antibodies on human kidney sections 

in various renal disease. (a) Mab-G1 staining in membranous nephropathy. •~400. (b) 

Mab-G1 in membrano proliferative glomerulonephritis type II. •~400. (c) Mab-El in 

crescentic gloinerulonephritis. •~400. cr=cresent (d) NIab-M1 in diabetic nephropathy. 

•~ 400.
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(Fig.4c)。

　お もにメサン ギ ウムを認識 したMab-M1で 糸球体を

観 察する と,IgA腎 症,MPGN,糖 尿病性腎症で メサ

ンギ ウム基質 の増加 に一致 して広 く染色を認めた(Fig.

4d)。

考 察

　ヒ ト腎糸球体を構 成す る成分においては,古 くは生化

学的 な分析法 に よる ア ミノ酸,糖,リン 脂質な ど

の生化学的組成の研 究には じま り最近で は,IV型 コラー

ゲン,ラ ミニン,フ ィブ ロネクチン,プ ロテオ

グ リカン,エン タクチン,amyloid P-component

な どい くつか の構成成分 が同定 されてきた。なかで も腎

炎 惹起性抗原 として 古 くか ら 注 目 されているGood-

pasture抗 原(GP-Ag)に ついては,GBM内 存部位 な

どか な り詳細な点 まで明 らかに されて きた 。しか

しなが らその他の多 くの腎構 成成 分につ いての研究 は不

明な点が多い。 そ こで今回,糸 球体 の多種多様な構成成

分に対す るMabを 作製 し,腎 におけ るMab認 識抗原

の分布や 腎疾患 における変化 を観察 した。

　作製 したMabの 一部 は 既 に報告 したが,今 回は

新たに8種 のMabを 加 え全部で22種 のMabを 用いて

検 討を行 った。 これ らの内,c-GBMを 免疫 して 得 られ

た ものは20種,o-GBMを 免疫 して 得 られた ものは2種

であった。

 c-GBMを 免疫 した場合,得 られたMabは 多 くの も

のがGBMま たはTBMをIIFでIinearに 染色 した 。

IIFに て類似 の染 色様式を呈 し 腎炎惹起抗原 として知 ら

れてい るGP-Agに 関す る 研究 に よると,GP-Agは

c-GBM中 に 存在 す るとの 報告 が 多 く,ま た

Presseyな どはc-GBMを 抗原 として作製 したMabの

1つ がGP-Agを 認識 した ものである ことを 報告

している。 今回c-GBMを 免疫 して 作製 したMabが

GP-Agを 認識す るものであるか否か は不 明であるが,

IIFで の 検討 では,作 製 したMabはGBMの みを

linearに 染色す るもの,GBMと 血管を1inearに 染色

す るもの,GBMとTBMをlinearに 染色す るもの,

GBMとTBMと ボ ウマン氏 の うを 染色す るものな ど

種 々のパターン に分類 され,GBM抗 原が 多様 に存在 す

る ことが 明 られ とな った。

　一方 腎疾患 におけ るGBMの 抗原性 の 変化 の 有無 を

検討 した報告では,Alport症 候群等でGBMの 抗原性

Table 3 Comparative intensity of staining of GBM with Mab-G3 and another 

anti-GBM antibodies in various glomerular disease.

(8)
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が減 弱ない し 消失す るとの報告 もみ られるが,我 々

もMab-G1を 用 いて,こ れ らのMabの 認識抗原の疾

患 腎における変化を観察 した。疾患 腎におけるGBMの

抗 原性 の検討 としては,ヒトGBM抗 原免疫 の ウサ ギポ

リクローナル抗体 を用いてSchiffer,Haraな どに

よ り報告 されてい るが,Mabを 用いた 検討は我々 の知

る限 りほとんど報告 されていない。Schiffer等24)は,

GBM免 疫 ウサギポ リクローナル抗体を用いて 正常 腎を

染 色 した場 合,GBMの 内,外 透明層をdoublelinear

に染色 し,GP-Abで はGBMの 内層をsinglelinear

に染色 してお り,我 々の作製 したMabの 場合 とGBM

における 染色態度は 異な った。 そ こで 疾患 腎にお ける

Mab-G1の 染色性 の変化を彼 らの結果 と比較 してTable

3に 示 した(Table3)。 我 々のMab-G1に おける 検討

で はMCNS,IgA腎 症,糖 尿病性 腎症 においては 特に

変化を認めず,MNに おいては 肥厚 したGBMは 抗原

性 を保 ち上皮側のdepositの 部位は 小孔状 に 抜 けて観

察 された。 また,MPGNtype I,Ⅲ では認識 したGBM

は 内皮下 のdepositの 外側 のみに観察 され光顕で見 ら

れたdouble contourに 相 当す る二重像 は認め られなか

った。 また,MPGN type Ⅱ においては,GBMは

double linearと な りdense depositと 思われ る部位

はGBMの 抗原性は 認め られなかった。 以上 の結果 は

Schifferら の結果 と幾分 異なるが,こ れ は用いたGBM

抗体 の認識抗原の差異 に よると思われた。

　今 回の我々 の検討においては,疾 患腎におけるGBM

の抗 原性 の変化 は量的な変化が主体 であった。質 的な変

化 としては,MPGN type Ⅱ においてGBMがdouble

 linearに 染色 されGBM中 心部 の 抗原性が 消失 した点

があげ られるが,こ の変化が,GBMの 変性に よるもの

か,depositの 沈着 によるか は不明である。

　一方
,c-GBMを 免疫 して得 られたMabの 内,Mab-

E1とMab-E2はGBMを 全 く染色せず 糸球体上皮細

胞 のみを染 色したが,こ れ はc-GBM作 製過 程で混入し

た糸球体上皮細 胞成分 を認識 したMabと 考 え られた。

ヒ ト糸球体上皮細胞 に対す るMabこ れ までにい くつか

の報告 が見 られ るが,そ れ らのほ とんどが 糸球体

上皮細胞細胞膜を認識 した ものであ り,今 回我hの 作製

したMab-E1の よ うな 糸球体 上皮細胞細胞質 内を 認識

した ものは非常 に希であ ると思われた。

　このMab-E1を 用 いた場合,疾 患腎 においては,ネ

フローゼ症候群の際に腫大 した糸球体上皮細胞が巾広 く

染色 された点を除 くとその他の疾患 では上皮細胞 の染色

態度 には有意 の変化 は認め られなか った。 しか し半月体

形成 型腎炎(RPGN3例,MPGN1例,Purpura N1

例)に おいて,細 胞性半月体の部分が染色 されなか った

点に注 目されてみる と,細 胞性半月体 の細胞の由来が糸

球体上皮細胞であ るか,ボ ーマン 氏の う上皮細胞であ る

か,あ るいはそ の他の細胞であるか異 論のある ところで

あ るが,今 回の結果か らは糸球体上皮細胞 の由来 では

ない とい う意見を支持す るもの と考え られた。

　次 にo-GBMを 免疫 して 得 られたMabはMab-M3

とMab-M4の2種 であ った が,こ れ らはc-GBMに よ

るMab-M1,Mab-M2と 類似 の染色態度であ り,い ず

れ もメサン ギ ウムが主体で,ご く一部のGBMも 染色 さ

れ,さ らにTBM,ボ ウマン氏 の う,間 質 も染色 された 。

これ らの染色態度は特 に ブ イブロネ クチン の分布

に酷似す ると思われ るが,IV型 コラーゲン や ラ ミ

ニ ン の分布 とも類似 してい る.し か しこれ らの既知

の抗原の分布は,報 告者や用いた抗体に よって,糸 球体

におけ る厳密な局在 はか な り相異がみ られ,IIFの みで

は同定が難 しい と思われた。そ こで,Mab-M1～M4を

用 いてimmunoblotting法 にて,既 知の抗原であるIV

型 コラー ゲン,フ ィプロネクチ ン,ラ ミニン との反応を

観 察 したが,い ず れのMabも これ らの抗原を認識 した

ものではなか った。以上 より,糸 球体に は類似の分布を

示す ものの抗原性は異な った物質 が数多 く存在す ること

が考 えられた。

　次にMab-Mlを 用 いた疾 患腎における染色で は,IgA

腎症,MPGN,糖 尿病性腎症等のメサ ンギ ウムの肥厚す

る疾患において幅広 く染色 された。 この ことは,Ⅳ 型 コ

ラーゲンに対するポ リク ローナル抗体 とモ ノクローナル

抗体を用いたIIFで 糖尿病性腎症 の メサン ギ ウムが幅

広 く染色 され るとい う 報告 や,フ ィブロネクチン に

(9)
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対す る ポ リクロナ ール 抗体を用 いたIIFで メサ ンギ ウ

ム増殖性 腎炎やMN,MPGNで 幅広 く染色 されるとい

う報告 等 と同様 の結果 であ りこの 認識抗原 もメサ ン

ギ ウムの肥厚 と共 に増 加 しておる もの と考 え られた。

　以上,各 種の抗 ヒ ト腎モノ クローナル抗体を作製 しそ

の認識抗原の性状や分布 につ いて検討を行ない興味ある

知見 を得た。 さらに今後 はこれ らを用 いて,GBMの 発

生学的研究,in vitroに おける,GBM成 分や メサ ン

ギ ウム基底膜様物質産生の研究,腎 疾 患における血 中,

尿中の認識抗原の測 定な どを行 い腎疾 患の病態解 明の手

段 として行 きたい。

結 論

　腎疾患 の発症 と進展の機序を解 明す ることを 目的 とし

て,抗 ヒ ト腎 モノクローナル抗体(Mab)を 作製 した。

まず基礎的検討を行 い,次 いで疾患 腎における抗原性の

変化を観察 し以下 の結果 を得た。

1.　ヒ トGBM抗 原 をマウスに 免疫す ることに より,

22種 のMabを 作製 し得た。 これ らの内にはGBMの み

を認識す るもの,糸 球体上皮細胞 のみを認識す るもの も

含 まれた。

2.　作製 したMabは,他 種他臓器 と反応す るもの も

認め られたが,既 知 のGBM抗 原であ るⅣ型 コラーゲ

ン,フ ィブ ロネクチン,ラ ミニンとの反 応は認め られな

か った。

3. GBMを 認識 したMab-G1を 用 いた 場合,膜 性

腎症 においては,肥厚 したGBMは 抗原性 を保 ちdeposit

の部位 は小孔状 に抜 けて観察 された。MPGN type I, Ⅲ

においては,認 識 したGBMはdepositの 外側のみに

観察 されdouble contourに 相 当す る所見はみ られなか

った。MPGN type Ⅱ では,GBMはdouble linear

とな りdense depositと 思われ る部位 にはGBMの 抗

原性は認め られなか った。

4.　糸球体上皮細胞 を 認識 したMab-Elを 用いた場

合,半 月体形成型 腎炎 においては細胞性半月体の部位は

染 色され なか った。

5.　お もにメサ ンギ ウムを認識 したMab-M1を 用 い

た場 合,IgA腎 症,MPGN,糖 尿病性腎症 で メサ ンギ ウ

ム基質の増加 に一致 して広 く染色を認めた。
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