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腎尿細管 の 且 特異抗原 と そ の 精製

金沢大学 が ん研 究所病態生 理 部 ( 主 任 : 食田 自費教授)
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ウ シ 腎の 不溶抽 出物か ら作製 した デス オ キ シ コ ー ル 酸可溶化分画に 対す るモ ル モ ッ ト抗血清に よ り
,

免疫沈降反応で そ れ ら の 分画中の 腎特 異折原の 性質 を明ら か に した
.

こ の 抗原 を免疫吸収材を使用して精

製した
･ 免疫螢光法 で は

,
この 抗原は近位尿細 管細胞 に の み局在 し, 膜結合抗原で ある こ と が示 さ れた

.

抗原は A の 泳動度を持 ち
,

分子 量約 47
･
0 00 で Ed gi n gt o n の r e n a l t u b ul a r e pi th eli u m ( R T E -

α.) と交

叉反応性を もつ が
, それ と 同 一

で は な か っ た
･

この 抗原の粗製また は 精製標品 によ る異種 免疫で は尿細管

細胞に病変が 生 じた が
, 糸球体に 障害 は起ら な か っ た

.

瓦e y w o r d s b r u sh b o r d e r a n tig e n
,
b o v i n e k id n e y

-

S P e Cific a n tig e n ,

i m m u n o lo g y ,
kid n e y ,

t u b ul a r e p ith eli al a n tig e n

正常組織特異抗原 の 研究は組織の 発生 ･ 分化や自己

免疫疾患の成立 仁 臓器移植あるい は癌特異抗原の研究

上欠く こ とので き な い 基礎的情報を提供す る
. 腎臓の

組織抗原に つ い て は, n e ph ri t o g e n i c a n ti g e n である 糸

球体基底膜抗原の 分析 と精製が進 ん で い るが
1)

, 同抗原

は肺･ 大動脈そ の 他に も相当量が分布 して い て
, 腎特

異抗原の 範噂に は入 ら な い
, 腎臓 に も し特異抗原が存

在するとすれ ば
, そ の構造特異性か ら見 て も尿細管上

皮細胞に それ は求め られ る べ き で ある . 尿細管抗原の

研究も古くか ら数多く な され て い る が
2

1
3)

, それ ら を物

質として同定し
, 抽出･ 精製 に成功 した の は E d gi n g t o n

ら
4 ･5 ) で ある . しか し

, 彼 らが ラ ッ ト腎に つ い て 存在 を

認めた尿細管の b r u s h b o r d e r 抗原は小腸粘膜に も存在

し
, 最近はよ り広い 体内分布 も明 ら か に な っ て

,

6
･
7)腎

特異抗原と して の 地位 はゆ ら い で き て い る . そ こ で 筆

者は新しい抗原抽出法 を用 い
,

ウ シ 腎に つ い て特異抗

£頁の存否 を検討 した結果, 腎特異と思わ れ る 1 抗原の

存在と性状を明 ら か に し
,

その 均質な標品 を得 る こ と

ができた･ 抗原は E d gi n gt o n の r e n al t u b u l a r e pit h e
-

1 血 (R T E 一α｡) と 交叉反 応性を も つ が
,

そ れ と異な

る性質を示 した
.

材料お よ び方法

Ⅰ . 組抗原 分 画と抗血 清の 作製

屠場よ り水冷 して運ん だ ウ シ 腎の被膜 を除去 し, そ

の ま まある い は皮質 ･ 髄質を切 りわ け, 使用時まで
-

2 0
0

C に 保存 した
.

こ れ らの 材料 か ら倉田 ･ 岡田の 方法8)
に従 っ て不溶性

リ ボ蛋白分画 (i n s ol u bl e li p o p r o t ei n f r a c ti o n : L P と

略) を抽出 した
.

L P に約 5 倍量の 0 . 2 % デス オキ シ コ

ー ル 酸ソ ー

ダ ( s o di u m d e s o x y c h ol a t e : D O C と略)

を加え て h o m o g e n i z e した の ち, 4
0

C 16 時間攫拝し,

1 0 , 00 0 × G 3 0 分遠心 して上 清を と り
,
1 0 倍 量の 冷アセ

ト ン を加 え,-
-

2 0
0

C に
一

夜おく, 生じた沈澱( s ol u b ili z e d

li p o p r o tei n f r a c ti o n : L P s ol と略) を遠心で 集め
, 小

量 の 留水に 溶 か し
, 遠心 し た上 清 を S e ph a r o s e 4 B

( P h a r m a ci a) の カ ラ ム で
, 溜水を溶出液 と して ゲ ル

炉過し た
. 図 1 の よ う な溶出曲線が得ら れ た

. 第二 の

分 画(
t '

P f r
"

と名づ ける) をプ ー ル し て p e r v a p o r a ti o n

に よ り2 - 1 0 m g/ mi に 濃縮し
, - 2 0

O

C に保存 した . 5 0 0

g の ウ シ 腎か ら約 200 m g の P f r が得 られた
.

上 記と同様の 方法で
,

ウ シ 各臓器,
プ ー ル した モ ル

D e m o n st r a ti o n a n d I s ol ati o n o f a S p e c ifi c R e n al T u b ul a r A n tig e n ･ T a d a h ik o Ⅲo n g o h ,

D e p a rt m e n t of P a t h o p h y si ol o g y ( D i r e c t o r : P r of ･ Y ･ K u r a t a) ,
C a n c e r R e s e a r c h I n stit u t e

,

K a n a z a w a u ni v e r sit y .



徽
′

3 4 2~

モ ッ ト乳 ウ サギ腎,
剖検時入手 した病変 のな い ヒ ト

腎か ら Pf r を作製 した . な お
,
比較の た め ウ シ 腎か ら

Ed gi n gt o n らの方法
4
恨 より R T E

-

a 3
お よび R T E

-

a 4

の分画を作製 した .

体重450
-

6 00 g の モ ル モ ッ ト(恥 1
-

恥1 0) に 1 匹 1

回 7
- 1 0 m g の ウ シ 腎 Pf r を F r e u n d

'

s c o m pl e t e a dj u
･

v a n t 以下 F C A と略) で乳化 して 肩甲骨下腔に 注射 し,

以後2 週間隔で 3 回注射を繰返 し
, 最終注射 の 1 週間

後に心穿刺で全採血 し
,
血清 を小量づ つ にわ けて - 20

0

C

に保存 した
.

こ の抗血清 を以下 A - P f r a n ti s e r u m : A

-

P f r と呼ぷ

A - P f r か ら以下の ように して 吸収抗血清 を作製 し

た
.

A
-

P f r l m l に対 し, ウ シ肝 L P と脾 L P をそれ

ぞれ 0 .2 5 g (湿量) と グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドで不溶 偲)
し

た ウ シ血清 0 .5 m l を加 えて h o m o g e n i z e し
,
室温2 時

間静置後,
4

0

C 1 6 時間ロ
ー

タ
ー で 低速 回転 し, 1 0 ,

00 0 ×

G lO 分遠心した上溝をとる . この操作を 3
- 4 回繰返 し

,

吸収抗血清がゲル 拡散法 で血清や肝 ･ 脾の Pf r と反応

しな い こ と を確か めて か ら使用 した . なお
,
抗血清の

稀釈が障害 に な らなし) 実験 (例 え ば螢光抗体法) の
一

部 に は ウ シ 血清を不溶化 しな い で吸収 に使用 した .
こ

れ ら の 吸収抗 血清 を以 下 ab s o r b e d A - P f r a n ti -

s e r u m : A
-

P f r
-

a b s と呼ぶ
.

ⅠⅠ. 精製抗原分 画と坑血 清の 作製

Pf r に は血清蛋白とく にア ルブミンや臓器共通抗原が

混 在す るか ら
,
D E A E -

S e p h a c el( P h a r m a ci a) や Bl u e

S e ph a r o s e C L
-

6 B ( P h a r m a ci a) の ク ロ マ トグラ フ

ィ
ー

な どで前者を除去 した の ち, 家弟抗血清(1) の グロ

ブ リレ を結合させた S e ph a r o s e 4 B カラム を使用する

affi n it y c h r o m a t o g r a p h y (以下 A F C G と略) で混在

物 を除き
, 特異抗原の 精製 分画 p u rifi e d

t t

P f r
"

: P
-

P f r を得 た .

一 部の実験 で は
,

D E A E
-

S e ph a c el ク ロ

マ トグラ フ ィ
ー 後 に再度家鬼抗血清(2) の グロ ブリ ン に

よ る A F C G を行っ て 血清成分 を完全に 除去 し
,
つ い で

∈
u
e

¢
N

.

>

U

Z
く

m
∝

O

S

m
く

1 .8

∃上

t ub e n u m b e r l b , ｢

F i g . 1 . P r o tei n el u ti o n p r o fil e m e a s u r e d a t 2 80 n m

o f a b o vi n e k id n e y
t t

P f r
"

f r o m a S e ph a r o s e 4 B

c ol u m n (2 .3 ×4 5 c m ) . T h e f r a c ti o n si z e w a s 2 .5 m l ･

郷

家弟抗血清(1) の グロ ブ リ ン に よ る A F C G を行っ てP ■

P f r を作製 した .
な お, 脱血清蛋 白操作 を省略して象兎

抗血清(3) の グロ ブ リ ン に よ る A F C G を繰返 しても ト

Pf r が 得ら れた が通常は D E A E -

S e ph a c el ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー 後 に A F C G を行 っ た .

D E A E - S e ph a c el ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

は塩化ナトリ

ウ ム 0
-

0 . 5 M の1i n e a r g r a d i e n t による溶出を行い(図

2 ) , 最初の ピ ー ク部分を濃縮して以下の操作に供した.

A F C G に は 40 m l の吸収用家兎抗血清のグロ ブリン

分画 (硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 50 % 飽和 に よ る) を透析後
,

プ ロ ム シ ア ン 活性 化 S e p h a r o s e 4 B
lO)8 0 m l に結合さ

せ ,
エ タノ ー ル ア ミ ン処理 後 に 1 ,5 ×4 5 c m のカラムに

つ め
,

結合 グロ ブリ ン 蛋白量の 1 /2 0 (約 20 m g) 以下

の ウ シ 腎 P f r を負荷 し
,

4
0

C で 3 日 以上か けて流出さ

せ た
. 得 られ た精製標 品P

.

P f r は濃縮後, ゲル拡散法

で 非特異沈降線 の消失 を確 か め
, 吸収不完全な場合は

洗淋 した上記カ ラ ム また は新 し い カ ラム を使用して再

度 A F C G を行 っ た .

A F C G に使用 した 家兎抗血清(1)(2)(3) は家兎(体重約

3 k g) を以下の よう に処理 して作製 した . (1) 抗ウ シ

肝 ･ 牌 ･ 血清抗血 清 : ウ シ 肝 ･ 脾の L P をそれぞれ0 .7

g (湿童) , 血清 1 . 5 m l を F C A で乳化 して肩甲骨下腱

に注射,
以後2 週 間隔で 3 回注射, 1 週間後に全採血

,

(2) 抗 ウシ 血清抗血清 : ウ シ血 清1 m l を FC A と共に

2 週間隔 5 回 注射後 1 週目の血清, (3) ウシ肝 ･ 脾 ･

膵の各 L P O . 3 g ,
心 ･ 肺の 各 L P O . 1 5 g づ つ を FC A で

乳化 して 2 週間隔4 回注射後 1 週目 の 血清. 抗血清は

す べ て 使用 時 まで - 2 0
0

C に 保存 した .

ウ シ 腎 P
-

P f r を 2 . 2 m g/ 匹/ 回,
F C A で乳化しでモ

ル モ ッ ト(恥56 一 恥5 8) の肩甲骨下腔 に 2 週間隔で 4 回

覇
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C
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几
n
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〇.

軋

∈
u

冨
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瓜
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撃

Fi g .
2

.
D E A E - S e ph a c el c h r o m a t o g r a p h y of

s ol u b ili z e d li p o p r o te i n f r a c ti o n (L P s ol)fr o m

b o vi n e k id n e y s . A m o u n t o f L P s ol a p pli ed ,
3 5 m g;

c ol u m n si z e
,
1 .5 × 4 5 c m ; S Olid li n e

,
O pti c al d e n si ･

t y a t 2 8 0 n m ; el u e n t ,
5 m M T ri s - H Cl b uff e r (pH

7 .0) : a g r a di e n t f r o m Ot o O ･5 M s o d i u m c hl o ride

(d o tt e d li n e) ,
f r a cti o n si z e

,
5 m l .



腎尿細 管の 1 特異抗原と その 精製

注射し
,
最終注射の 1 過後 に 全採血 し

, 抗血清 p u rifi e d

A
- Pf r a n ti s e ru m : A - P - P f r を得 た.

ⅡL 免疫学的分 析法

ゲル拡散法 ( O u c h t e rl o n y 法) は1 .3 % の 寒天板使

用,
免疫電気泳動法は 1

-

1 . 3 % の 寒天板 に 0 . 0 5 M ベ

ロナ ー ル緩 衝軌 p H 8 ･ 6 ( イ オ ン 強度 0 . 0 6) を伺い
,

抗原液は2 - 5 m g/ m l
, 抗血 清は稀釈せ ず に 使用 し た

.

螢光抗体法は間接法に よ っ た
. 新鮮 ウ シ 腎を s n a p

-

fr e e zi 咤 後 ,
C r y O S t a t 切 片 を作 り, 1 / 3 2 稀釈抗血 清で

室温1 時間処理後
,
FI T C 標識抗モ ル モ ッ トI g G ( M B L

,

J a p a n) の5 倍稀釈液で 30 分反応させ た
.

オ リ ン パ ス

蛍光顕微鏡 B H F の 落射螢光 で
,
FI T C 干渉 フ ィ ル タ ー

セ ットを用 い 観察 を行 っ た .

生細胞膜 免疫螢光 法 に は培 養仔牛 腎細 胞 ( Fl o w

L a b o r a t o ri e s I n c . U S A ) を用 い トリ プ シ ン処 理 で浮

遊細胞とした の ち終濃度 1 / 1 6 の抗 血 清で 0
0

C l 時間

処理後, 終演度 1/ 6 の F I T C 標識抗モ ル モ ッ トI g G で

0
0

C 30 分反応さ せ た . な お
,
1 m l あた りウシ 腎 Pf r ( 4

m g/ m l) 0 ･ 25 m l を加 え, 室溢 2 時間静置 , 4
Q

C 1 6 時

間回転後遠心 する吸収操作を 3 回行 っ た A - P f r
-

a b s

で同時染色を行 っ た
.
上 記処理細胞の

一

部 は 37
0

C に 加

温し
,
3 0 分後 に 再び観察した .

タ ン ニ ン酸処理 血球凝集反応は小西川
の 術式 に 従 っ

た
. 患者血 清は宵山市民病院患者 より得 られ た もの で

,

使用時まで
-

2 0
0

C に 保存 した .

Ⅳ . 病因性の 病理組織学的検査

体重450
-

6 0 0 g の モ ル モ ッ トに抗原液を F C A で 乳

化して肩甲骨下脛に 2 週間隔で表 1 の ように 注射 した
.

3 4 3

摘出腎は 10 % フ ォ ル マ リ ン固定を行い
,
パ ラ フ ィ ン 切

片と し ,
ヘ マ トキ シ リ ン ｡

エ オ ジン 染色標本 を作 っ て

検鏡 した
.

Ⅴ
. 化学的分 析法

抗原量は G o r n a ll
1 2)の ビ ュ レ ッ ト法に 小改変を加 えて

測定 した蛋 白量 で 示 した
.

な お
, 糖は フ ェ ノ ー ル 硫酸

法
1 3)

, 総脂質は F ri n g s a n d D u n n
1 4) の 方法に よ る測定

を行っ た
.

P
-

P f r の月旨質の 同定に は
, 濃縮 した同棲品か ら メ タ

ノ ー ル ○

ク ロ ロ ホ ル ム ( 2 : 1 ) に よ り抽出 した脂質

を減圧 乾回し, T L C
-

pl a t e s S ili c a G el ( M e , C k ) に

よる 1 次元 の 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

と W h a t m a n S G
-

8 1 碇取囲定炉 鰍 こよる 2 次元 ク ロ マ トグラ フィ
ー 岬 お

よび碇酸 カラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

による分画
Ⅰ8) につ い

て の 1 次元 ･ 2 次元ク ロ マ トグラ フ ィ
ー によ る分析 を

行っ た
.

抗原の d e g r a d a ti o n 実験に は W i s e ら
1 7)

の 方法 に従

い , P r o n a s e E (科研化学) を 終濃度0 . 1 % と して

P H 7 ･ 5
,
3 7

0

C , 24 時間作用させ た P f r
,
T r y p si n (1 1 , 0 00

単 位/ m g ,
S i g m a) を終濃 度 0 ･2 % と し, p H 7 . 5 で

3 7
8

C
, 2 時間反応後 T r Y p $i n

-

i n hib it o r (S i g m a ) を添

加 した P f r
･ 蛇毒 ( N aj a

- h aj e a n n ul if e r a
,
S i g m a)

を終演度0 ･ 6 % , p H 7 ･ 0 , 3 7
0

C , 2 4 暗闘作用させ た Pf r
,

過 ヨ ー

ド酸 を終演度 0 . 0 1 M で 25
0

C
,
7 5 分作用させ た

の ち冷室で潜水に対 し透析 した P f r を作製 した
.

こ れ

らの処理 を した各 Pf r および 85
0

C の温浴に10 分間加温

した P f r をゲ ル 拡散法で A - P f r
-

a b s と反 応させ
, 沈

降線生成の 有無 を観察 した
.

T a bl e l ･ T r e a t m e n t o f g ui n e a pl g S W ith b o vi n e k id n e y f r a cti o n s
,
a f r a cti o n of g u l n e a P l g

k id n e y o r F r e u n d
, S a dj u v a n t

G
霊譜 An ti g e n i d e c t e d 急竃…憲

I n

監
n

s慧建

N o . 11 -

1 8 (8)

N o . 31 - 34 (4)

N o , 35 - 3 8 (4)

N o . さト 53 (3)

N o . 1 0 1 - 1 0 3 (3)

N o . 2 0
,
2 1

N o . 40
,
4 1

N o . 5 4
, 5 5

N o . 1 04
,
1 05

b o v in e k id n e y P f r
*

b o vi n e k id n e y c o rt e x P f r

b o v in e k id n e y m e d u ll a P f r

b o vi n e k id n e y P - P f r
*

g u l n e a pi g kid n e y P f r

0

ハ
U

O

1

0

1

1

1

1

a dj u v a n t o n l y

a dj u v a n t o nl y

a dj u v a n t o nl y

a dj u v a n t o nl y

1

6

6

5

7

1

6

5

7

1

｢
⊥

*
d a y s af te r th e 丘r s t i nj e c ti o n .

*

P f r
, p a r ti all y p u ri 鮎d a n ti g e n f r a c ti o n f r o m b o v i n e k id n e y .

*

P ･P f r
･ p u ri 鮎d a n ti g e n f r a cti o n b y a 伍 nit y c h r o m a t o g r a p h y .

7

7

7

3

1

4

7

7

6

9

1

7

7

3

1

4

7

6

9

1
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ディ ス ク電気泳動 に は 7 .5 % ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ

/レを用 い
,
分離ゲ ル に は ト リ ス

ー 塩酸緩衝液 p 日 8 ･ 9
,

濃縮ゲ ル に は同緩衝液 p H 6 . 7 を使用 して 5 m a/ t u b e

で泳動 した . ゲ )t/ の 染色 は C o o m a si e b rilli a n t bl u e に

ょ っ た .

一 部 の カ ラ ム に つ い て は糖染 色1 8)
や S u d a n

b l a c k B に よる脂質染色を行 っ た .

S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電気 泳動 は 1 % s o di u m

d o d e c yl s ul ph a t e( S D S ) ,
1 % メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル
,

2 0 % グ リ セ リ ン を含む 0 , 0 5 M トリ ス 一

塩 酸緩衝液
,

p H 6 . 8
,
で 1 0 0

0

C 2 分間処理 した標 品を7 ･ 5 % ポリアク

リ ル ア ミ ド ゲル に か け
,
0 .1 % S D S を含 む 0 . 05 M ト

Fi g .
3 . O u c h t e rl o n y r e a c ti o n p a tt e rn S d e v el o p e d

b et w e e n u n a b s o rb e d A
- P f r a n ti s e r u m a n d v a riT

o u s
tt

p f r
"

p r e p a r a ti o n s (5 m g/ m l) ･ C e n t e r w ell
,

u n a b s o r b e d A , P f r a n ti s e r u m (N o.1) : p e ri ph e r al

w e11 s
, (1) k id n e y

t t

P f r
"

, (2)l u n g
t '

P f r
"

, (3) h e a r t

tt

p f r
"

, (4) p a n c r e a s
t t

P f r
"

,
(5) s pl e e n

tl

P f r
"

, (6)1i v e r

{ t

P f r
"

.

F i g . 4 . I m m u n o el e c t r o ph o r e ti c p a tt e r n o f a k id n e y

- S pe Cifi c a n ti g e n p r e p a r e d f r o m b o v i n e k id n e y ･

U p p e r w ell
,
k id n e y

H

P f r
H

; u p p e r tr O u gh ,
a b s o rb-

e d A
- P f r a n ti s e r u m (N o .8) . L o w e r w ell , n O r m al

h u m a n s e r u m ; l o w e r t r o u g h ,
a n ti - h u m a n s e r u m

h o r s e a n tis e r u m ( B e h ri n g w e r k e A G .) .

郷

リ ス 一 塩酸綬衝液, p H 8 ･ 3
,

を用 い
･ 3 m a/t u b e で泳

動 した . 分子 量 マ
ー

カ
ー

に は M W - M a rk e r f o r S D S

P o l y a c r yl a mi d e G el El e c tr o p h o r e si s ( O ri e n t al C o .

L td . J a p a n ) を使 用 した
.

な お
,

D a v i s o n 法
Ⅰ 9)

に よる 分子 量測定も行 っ た.

成 績

A - P f r をゲ)L / 内拡散法で ウ シ各臓器 Pf r と反応させ

る と
,

図3 の よう に 腎 Pf r に 対 し強 い 1 本の 沈降線と

や や弱 い 数本 の 沈降線 を生 じ 他臓 器P f r に 対しても

1一数本の 沈 降線 を生 じた . A - P f r - a b s で 同様な反応

を 行っ てみ る と ,
ウ シ 腎 Pf r に 対 して は 1 本の 沈降線

を生 じたが , 同 山 個体 また は別個体 の ウ シ の 他臓器Pfr

と は沈降線 を作ら ず
,

ヒ ト ･ モ ル モ ッ ト ｡ ウ サギの腎

P f r に 対 して も 沈降線 を生 じ な か っ た
. 即 ち, O u cb ･

t e rl o n y 法の 限度内で
,
ウ シ 腎 Pf r に は種屈特異性のあ

る 腎特異抗 原が 存在 し, A - P f r は m o n o s p e cifi c な抗

体 を含 む こ と が示 唆さ れ た
.

この 腎特異抗原は免疫電気泳動で は A - グロ ブリンの

泳動度 を示 した ( 図4 ) . 腎 Pf r を P r o n a s e ある いは

Fi g . 5 . P o l y a c r yl a m id e d i s c g el p at t e r n of kic 抽

"

P f r
･ ,

. C e n t e r t r o u gh ; a k id n e y
t -

P f r
"

p r e p a r a 血 1

0 n g el ; 1 ef t t r o u g h ,
A - P f r a n ti s e ru m (No 5)

ri gh t t r o u gh ,
a b s o r b e d A - P f r a n ti s e r u m ( N{)

･
5) l

A r r o w s i n d i c a t e a r c s .
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tr y p si n で 処理 す る と腎特異抗原 の 沈降活性は 消失 し
,

熱処理 (85
0

C l O 分) で は 沈降活性が弱化 した が, 過沃

素酸処理や蛇毒処理 は影響が見られ なか っ た . 腎 P f r を

7 .5 % アク リル ア ミ ドゲ ル で ディ ス ク電気泳動 し
,
カ ラ

ムを無処理 の ま ま寒天板 の 槽内 に お き
,

平行 した槽内

にそれぞれ A
-

P f r と A - P f r
-

a b s を加 えて ゲル 拡散

を行うと
,
前者は 2 本, 後者 は 1 本 の ア ー ク を生 じ,

両者に共通の 腎特異な ア
ー

ク は Rf = 0 ･2 5 の 位置に あ っ

た(図5 ) .
そ こ で泳動後 の 無処理 カ ラム か ら同領域 を

切出し
, 溜水抽出 ｡ 濃縮 し て S D S

- ポ リ アク リ ル ア ミ

ド電気泳動を行い
,
分子量 4 7

,
0 0 0 D 相当の バ ン ド を認̀

めた.
この 値は D a v i s o n 法

1 9) に よ る 腎P f r の 分析結果

とも
一 致した .

この 腎特異抗原は既知 の尿細管抗原 R T E - α3

4)
と は

関係がなく
,
R T E - α ｡

4)
と

一 致あるい は部分 一 致す る抗

原活性をも つ こ とが ゲ ル 拡散 で認め られ た ( 図6 ) .

腎特異抗原の 精製に は D E A E
-

S e p h a c el ク ロ マ トグ

ラフィ
ー と抗 ウ シ 血 清家兎 抗血 清グ ロ ブ リ ン に よ る

A FC G l 回で P f r 中の血 清成分を完全に 除去したの ち,

抗ウシ肝･ 牌 L P ･ 血 清抗血 清グ ロ ブリ ン に よ る A F C G

を1 回行う と , デ ィ ス ク電気泳動で 蛋白染色陽性 ｡ 糖

とリピン染色陰性の単 一 バ ン ド ( R f = 0 . 2 5) を与 え る

P- P f r 標晶が得 られ た(図 7)
.
血清成分除去操作 を省

しゝ て も
,
抗ウ シ肝 ･ 脾 ･ 膵 ･

心
･ 肺 L P 抗血清グロ ブ リ

ンによる A F C G の み で P - P f r が得 られ た が , 時に ア

ルブミ ン の 残存す る こ と が あり,
そ の 場合は再 度抗 ウ

シ血清家兎抗血 清 グ ロ ブ リ ン に よ る A F C G か Bl u e

S e ph a r o s e C L - 6 B ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー に よる アル ブ

ミン除去が必要で あっ た
. 得られた P - P f r 標 品は約 0 . 3

% の糖,
1 . 6 % の 総脂質 を含み

,
そ のク ロ ロ ホ ル ム ･ メ

Fig ･ 6 ･ O u ch t e rl o n y r e a c ti o n p a tt e r n s d e v el o p e d

b e tw e e n a b s o r b e d A
-

P f r a n ti s e r u m a g a i n s t
=

Pf r
' ‥ (

R T E - α,

"

a n d
"

R T E - α;
,

. (1) k id n e y P f r

( 7 m g/ m l)
} (2) R T E α 4 (6 rn g / m l) ,

(3) R T E
q

α 3

( 7 m g/ m l) . L o w e r w ell
,

a b s o rb e d A
-

P f r

a ntis e r u m (N o.2) .

ク ノ ー ル 抽出物 に は gl o b o sid e I が 同定され たが
,

リ

ン 脂質 ｡ 中性脂肪 は認め られ なか っ た
｡

P
-

P f r は A - P f r
-

a b s の み な らず
,
未吸収 A

-

P f r

に 対し ても 1 本 の 沈降線 を生じるが
, その沈降線は Pf r

が A - P f r に 対 して作る 主沈降線 と完全 一 致像 を示 し

た .

A
-

P
-

P f r を各 2 m g/ m l の ウ シ 肺 ･ 心 ･ 膵 ｡ 脾 ･ 肝

の Pf r 標品と ゲ ル 内拡散法で 反応さ せ ると
, 腎 Pf r の

みが 1 本の 沈降線 を示 したが
, 他臓器 Pf r は反応せず

( 図8 ) , 抗原量 を 5 m g/ m l に し ても結果は変ら なか

っ た . さ らに 甲状腺 中 華丸 ｡ 胸腺 ｡ 脳 ｡ 副腎の各 Pf r 標

品 も反応 を示 さ なか っ た (図 9) .

S n a p
- f r e e z e した ウシ 腎の c r y o st a t 切片に つ い て

,

A T P f r
-

a b s あるい は A
- P -

P f r を使用して間接螢光

抗体法 を行う と
, 近位尿細管上皮細胞が強陽性 に 染色

され
,

糸球体 ･ 問質 ｡ 血管 は陰性 で あ っ た
. 陽性尿細

管細胞 はb rt l Sh b o r d e r 部分が と く に 強く染ま るが
, 他

の 細胞質部分も多少と も染色さ れ , 核は陰性であ っ た

( 図 10 a) . な お
, 同時に 染 めた小腸 に は粘膜 に 陽性 の

Fi g ･ 7 . Di s c el e c t r o p h o r e ti c p a tt e rn O f a p u rifi e d
"

P f r
"

p r e p a r a ti o n . A p p r o x i m a t el y o n e h u n d r e d

a n d fif ty u g o f p u rifi e d
t t

P f r
"

w a s a p pli e d i n 7 .5 %
a c r yl a mi d e g el . T h e a n o d e i s a t t h e b o tt o m . G el

W a S S t ai n e d w ith C o o m a si e B rilli a n t B l u e R 2 5 0 .
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上 皮細胞 は認め られ な か っ た (図 10 b) ,

A - P f r - a b s を使用 し L C M F で培責仔牛腎細胞 を

染め ると
, 細胞膜 の リ ン グ状 ま た は微細顆粒状染色が

見ら れ (図 1 1 a) , 腎 Pf r で吸 収 した A-- P f r - a b s や

a dj u v a n t c o n t r ol の 血清 では 染色は起ら な か っ た ( 図

1 1 b)
.
3 7

0

C
,
3 0 分お く と著明 に p a t c b i n g が お こ り( 図

11 c) ,

両 部の 細胞 は c a p p in g を起 した (図1 1 d ) .

ウ シ 腎 Pr r 長期免疫群 の モ ル モ ッ ト腎に は 問質 に 多

少とも 淋巴球様細胞の 浸 潤が あ り , 拡張 ･ 萎縮 を示 す

尿細管, あ る い は好塩 基 性 を増 し た細 胞質 と大型核 を

持 つ 再生尿細管小 集団 が 散在性 に 出現 し
,

2 例で は尿

細管の 拡張 ｡ 萎縮病変が 皮質全体 ある い は広 い 部分 に

及 んで い た .
ウ シ 腎皮 質P f r 免疫群 で は 4 例中 2 例 に

問質線確増生を伴う高 度の 尿細管拡張 ｡ 萎縮病変が あ

り(図 12 a )
, 他の 2 例 に も尿細管病変の 小巣が 多発 し

て い た . 髄質 P 行 免疫群は変化が軽 く, 尿細管変化の

微少病巣が散在す るだ けで あ っ た
.
P - P f r 免疫群 で は

3 例中2 例に 問質細胞浸潤と好塩基性尿細管小集団の

多発が 見 られ た( 図12 b) .
モ ル モ ッ ト腎 Pf r に よ る同

種免疫 で は腎に 有意な病変 は認め られ な か っ た . 全群

を通 じ糸球体に は明 ら か な病変は認 め られ な か っ た
.

な お
, a dj u v a n t c o n t r o l 群 の 腎に は軽度の細胞浸潤例

が あ っ た以 外 に著変は 見ら れ なか っ た .

ヒ ト腎 P - P f r 標品 を使用 し, タ ン ニ ン酸処理赤血 球

凝 集反応で患者血清の 抗腎特異抗原抗体 の 抗体価 ( 血

清寅大稀釈倍数) を し ら べ た . ネ フ ロ
ー

ゼ症候群4 例

Fi g . 8 . O u c te rl o n y r e a cti o n p a tt e r n s d e v el o p e d

b e t w e e n p u rifi e d A - P f r a n ti s e r u m ( A - P - P f r)

a n d v a ri o u s
t t

P f r
' '

p r e p a r a ti o n s (2 m g/ m l) . C e n t e r

W ell
,

A - P - P f r (N o .5 6) : p e ri ph e r al w ell s
, (1)

k id n e y
=

P f r
"

,
(2)1 u n g

く'

P f r
"

,
(3) h e a r t

"

P f r
"

,
(4)

p a n c r e a s
t t

P f r
"

, (5) s pl e e n
l t

P f r
"

, (6) 1i v e r
tt

P f r
"

.

郷

は それ ぞれ 8
,

4
,

4
,

0
,
慢性腎不 全 2 例は4

, 0
,

S L E 2 例 は 4 , 4 ･ Sj 6 g r e n 病 1 例 は 4 で
, 系球体腎

炎∵ 亜 急性肝炎 ･ 肝癌 各 1 例 と 正常 人 4 例はすべ て0

で あ っ た .

考 察

腎 か ら 可 溶成分 を繰返し抽出
｡

除去 した あとの肇沌

を D O C で 可 溶化 し
,

S e ph a r o s e 4 B カ ラ ム の第2 の

分 蘭 (P 白う をと る と
,

そ こ に は腎特異な抗原の存在す

る こ とが
, 同分 画に 対す る異 種抗血 清を使用した免疫

学 的分析 か ら認め られ た
.
P f r に は血 清蛋白とくにアル

ブ ミ ン や臓器 共通抗原 が 混在 し て い る の で
,

それら…こ

対す る 異種抗血清グ ロ ブ リ ン を結合さ せ たS e pb a t o s e

4 B カ ラ ム で a ffi ni ty c h r o m a t o g r a ph y を行うと
,
デ

ィ ス ク電気泳動上 単 一

の 精製分 画 (P - P fI
･

) が得らゴL

る .

こ の 抗原 は わづ か の 糖脂質 を含む蛋 白質で
, 抗原活

性 は蛋白部 分に あり, 泳動度は A¶ク
0

ロ ブ リンに
一

致し,

分子 量 は約 47
,
0 0 0 で あ っ た . ま た

, 抗原 は腎の近位尿

細管細胞と くに その b r u sh b o rd e r 部分に 濃厚に分布し

て い た . 生細胞膜免疫螢光試験 で は 仔牛腎細胞の細胞

膜に 抗原 が あり , 温度を あげ る と p a t c hi 11 g や c 瑚〕iIlg

を 起す こ とか ら
,
こ の 抗原が細胞膜の i n t e g r al pr ot ein

で ある こ とが 暗示 され た .

この 抗原は既知 の b r u s h b o r d e r 抗 原 R T E -

α 3▲t)とは

Fi g . 9 . O u ch t e rl o n y r e a c ti o n p a tt e r n s d e v elo p ed

b e t w e e n p u rifi e d A - P f r a n ti s e ru m ( A N P

a n d v a ri o u s
‖

P f r
"

p r e p a r a ti o n s ( 5 m g/ m l) ･ C e Ilte I
-

w ell
,

A
- P - P f r (N o

.
5 6) ; p e ri ph e r al w ells ,

(11

k id n e y
{ 1

P f r
"

, (2) a d r e n al gl a n d
t -

P f r
"

,
(3) b l

･

…1i-1

tt

p f r
"

, (4) th y m u s
"

P f r
"

,(5) t e sti s
t t

P f r
"

,
(6) tb yl()i(l

gl a n d
t t

P f r
"

.
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抗原活性が
一 致せ ず

,
R T E 一勘

4)
に 近 い か ,

一 致す る酒

性を示 したが
,

そ れ と は異 っ て小腸粘膜細胞に は分布

しない し
,

分子 量や電気泳動度の 点でも 羞が認 め られ

た .
しかし こ の 抗原が R T E - α 4 の 活性部分で ある可能

性はまだ残さ れ て い る
･ な お 本抗原 と C e n t e n o a n d

sh ul m a n
2 0)

の ウサ ギ腎特異抗原や A hl m e n ら 21 切 ヒ ト

腎特異抗原との 関連 は不 明で ある が
, 物理 化学的性質

は多少異な っ て い る .

この腎特異抗原標品 ( Pf r ま た は P -

P f r) は n e ph
-

rito g e ni c a c ti vi ty を持た ず
,

モ ル モ ッ ト を長期間異 種

免疫しても糸球体病変を起さな いが
, 淋巴 球横紙胞の 痩

潤を伴っ て 腎尿細管の萎縮 ･ 拡張, 再生な どの 変化を

起した . しか し
,

モ ル モ ッ ト腎 Pf r に よ る 同種免疫で

ほ有意な病変は生 じな か っ た . 従 っ て
,

こ の よう な 抗

原が自己免疫抗原 と し て 働く 可能性は 小 さ く
,

それ が

可能に なる ため に はウ イ ル ス な どに よ る抗原の 異物化

などの過程が必 要で あ る かも し れ ない
. 実際,

ヒ ト腎

Pf r で しら べ た と 卜腎疾患患者血 中の 抗 腎特異 抗原 抗

体価は全般に低く , 腎疾患の 成り立 ち に この 抗原が積

極的役割を果 し て い る よう に は思わ れ な か っ た .

結 論

腎の 1 特異抗原が ウ シ 腎不溶分画 の デ ス オ キ シ コ
ー

ル酸可溶化分画( Pf r) 中 に 存在す る こ と を異種抗血 清

を用いゲ ル 拡散や免疫螢光法で 明 らか に し, P f r に 混在

する血清蛋白や 臓器 共通 抗原 をi m m u n o affi n i ty その

他の方法を利用 し て除去す る こ と に よ り高度精製標品

(P- P f r) を得た
.

この 抗原は近位尿細管上 皮細胞の 細胞膜に あ り , A一

泳動度と約47
,
0 0 0 の 分 子 量 を持 つ 蛋 白性抗原 で あ っ

た . またE d gi n g t o n の b r u s h b o rd e r 抗原 R T E - α｡ と

交叉反応性を示 すが
,

腎特異 性が よ り高く, 化学的性

質も異っ て い た .

ウシ腎Pf r また は P - P f r に よる モ ル モ ッ トの 長期免

疫では尿細管障害が発 生 した が
, 糸 球体 は侵さ れ な か

った ,
モ ル モ ッ ト腎 P 行 に よ る モ ル モ ッ トの 長期免疫

では腎病変 は乏 しか っ た
.

ヒト腎疾患や免疫病患 者血 中に は と 卜腎 Pf r に 対す

る抗体の 存在が見ら れ たが , 低値で あ っ た
.

終り に御指 掛 御校閲 を戴 い た 倉田 自費教授 , 御 協力戴い

た岡捌又司助教授な らび に 教室員各位 に 深く感謝 します
.
あ

わせて研究遂行に 多大の便宜 をお 計r) 下さ っ た富山市民病 院
副院長高柳甲立博士に 深く お礼 申上 げ ます

.
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Fi g . 1 0 . I m m u n o fl u o r e s c e n t ph o t o m i c r o g r a p h s o f u n fi x e d

f r o z e n s e c ti o n s o f b o v i n e k i d n e y o r s m all i n t e sti n e t r e a t e d

wi th p u rifi e d A - P f r a n ti s e r u m (N o .5 8) f oll o w e d b y FI T C -
a n ti g ui n e a pi g I g G . ( a) I n t e n s e s t a i n i n g o f c y t o pl a s m o f

p r o x i m al c o n v ol u t e d t u bl e s . × 3 0 0 (b) U n st ai n e d e pit h eli al

c ell s o f s m al 1 i n t e sti n e . × 3 0 0 .

Fi g . 1 1 . P ri m a r y c u lt u r e d c alf k id n e y c ell s a ft e r i n c u b a ti o n

u si n g a b s o rb e d A
-

P f r a n ti s e r u m (N al) a n d F I T C
-

a n ti -

g u l n e a pi g I g G .

( a) C ell sh o w i n g f ul 卜 s u rf a c e s p e c k l e d fl u o r e s c e n c e ･

( b) C e11 sh o w i n g n o fl u o r e s c e n c e a f t e r i n c u b a ti o n w i th

a b s o rb e d A
-

P f r a n ti s e ru m (N o .5) a b s o rb e d w i th k id n e y
t

＼P f r
"

.

(C) C ell s w ith s u r f a c e l a b el di s t ri b u t e d i n p a t c h e s ･

( d) C e11 wi th l a b el i n a c a p p ed c o n fi g ul a ti o n ･

C alf k i d n e y c ells w e r e p u r c h a s e d f r o m F l o w L a b o r a t o ri e s

a n d w e r e g r o w n i n m i ni m u m e s s e n ti al m e d i u m w i th E a gl e s

s al t c o n t ai n i n g 5 % f e t al c alf s e ru m .
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Fi g . 1 2 . K id n e y hi st o l o g y of g ui n e a pi g i m m u n i z e d w ith si x

ti m e s t e n m g
t t

p f r
〃

o f k id e y c o rt e x i n F C A d u ri n g 7 7 d a y s

(N o ･3 1) a n d wi th fi v e ti m e s o n e m g p u rifi e d
t t

P f r
"

of k id n e y

i n F C A d u ri n g 63 d a y s ( N o,5 3) .

( a)N o ･3 1 : S e V e r t u b u l a r d e g e n e r a ti v e c h a n g e s w ith i r r e g ul a r

d il a t a ti o n a n d a t r o ph y . ×7 5 .

(b)N o .53 : f o c a l
,
t u b u l a r ch a n g e s w i th a sli gh t c ell i n filt r a ti o n .

× 1 2 5 .

3 5 1


