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緒 E.

ラミニンは,基底膜に存在する分子量90万以上の巨大

な糖蛋白であり,細胞の接着,分化 遊走 癌転移など

に関わる複雑な機能を持っているll.ラミニンは,基底

膜様物質を産生するマウスの Engelbreth-Holm-Swam

(EHS)腫癌より初めて分離され21.A,Ⅰ31,B2の3

本鎖が disulfidebondで結合した十字架型の分子構造

をしていることが示された.ラミニンの研究は,初期に

は,その調整の困難さから,大量調軽可能な EHSラ

ミニンに関するものが大部分であった.その後,正常組

織よりの構製法も確立し3､.ヒト組織での研究も大きく

進歩 した.最近では,ラミニンの各鎖と holl10logyを

持つ別の鎖が存在することが示され 胎盤よi)M鎖 4)が,

神経筋接合部にSラミニン 51が発見された.これらの

銀は,種々の組合せでラミニン分子を形成 し,ラミニン

には heterogenietyをもつ複数の分子群が含まれるこ

とも明仁)かになった6).

基底膜を構成する成分iこは他に,Ⅳ型コラ-ゲソ,へ

バラン硫酸プロテオグリカン (HSPG),エソタクチン

などが含まれており,これF)の蛋白分子同士が,お互い

に三次元的に結合して基底膜を形成 し.そこに接着する
細胞の機能の発現を調節 している7-.
ラミニンの局在については,腎では糸球体基底膜 (GEM),

尿細管基底膜 (TBM),血管壁のほかに,メサソギウム

(Mes)基質にも存在する8)-ll).現在まで,ラミニンの

局在を検討 した報告の多くは,EHSラミニンに対する

抗体を用いており,ラミニンの heteroge11ietyの存在

が明らかとなった現在,ヒト組織上の局在の評価には,

ヒトラミニンに特異的に反応する抗体を用いて検討する

ことが重要である.本研究は,ヒトラミニン上の異なる

エピトープを認識する2種の単 クロ-ソ抗体12)13)を用

いて,腎および胎盤の染色性を検討 し,腎疾患における

変化についても加えた.

方 法

抗 体

ラミニンは,ヒト胎盤から intactに近い状態で精製

したものを,Dr.Ohno(Unjv.ofPennsylvania)よ

り供与を受けた3､.これを抗原とし,Godingの方法1.I)

に準 じて,以下に示す方法でマウス単/)ローーソ抗体を作

製 した.抗原を Balb,/Cmiceに感作し,その牌株細胞

と Sp2ノ′′ocellを fusionさせて,-イブりドーマを得

た.ELISA で陽性クローンを選択 し,限界希釈法で2

回クローニングして.1D8と 6G5の2種を選択 した.

-イブりドーてを Balb/･/Cmiceの腹腔内で増殖させて

得た腹水.あるいはその IgG 分画,または各々の′､イ

ブりド一一ての培養上清を,以下の実験iこ用いた.腹水よ

りの IgG 分画の精製には,77 rゲルプロテインA

MAPS-Ⅱ キット(BioFad)を用いた.

その他, ウサギ抗 ヒ トラ ミニン多 クロー ン抗体

(Chemicon),ウサギ抗 EHSラミニン多クローン抗体

(EYLatx)ratories),ヤギ抗Ⅳ型コラーゲン抗体 (Soutilem

Biotech.Ass.)を使用した.

2次抗体には,mC標識ヤギ F(ab')2抗マウスIg'S
(G+L)(Tago),FITC標識ヤギ F(ab')2抗ウサギ IgG
(H 十L)(CosmoBio),I;lTC 標識 ウサギ F(ab')2

抗ヤギ IgG (G+L)(AmericanQualex)を用いた.

これらの2次抗体は,すべてヒト血清で吸収済みのもの

を用いた.

m ISA

抗原は前述のラミニン,あるいはラミニンを dithio-

threitol(DTT)で還元したものを用いた.抗原を:トー

トした 96--we一lmicr()一iterplate(Titertek,Flow

Laboratories)に培養上清あるいは希釈腹水をいれ 4

℃で一晩反応させ,洗浄後に peroxidase標識ヤギ抗マ

ウス IgG抗体 (Tago)と25℃で2時間反応させた.

再び洗浄後,過酸化水素溶液で反応させ,比色定量を行っ

た.

Westernblotting

DTT で還元した-あるいは未処理のラミニンを SDS

0.5%-agarose3.5%-polyacl-ylamidegelにて電気泳

動し,clearblotmembrNle(Alto)に transferした.

blockace(大日本製薬)にて blocking後,一次抗体

と4℃で一晩反応させ,洗浄後に alkalinephosphatase

標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Tago)と25℃で2時間

反応させた.再び洗浄 し,alkalirlePhosphatase基質

と反応させた.蛋白染色は金コロイド溶液を用いて行っ

た.

免疫組織化学

正常腎組織は,経過中に尿異常所見がなく,通常検査

の光題あるいは蛍光抗体法で異常所見が認められなかっ

た,剖検腎あるいは腎外傷による摘出腎より得た.胎盤

は正常満期出産の胎盤を使用した.腎病理組織の染色に
は,通常の腎病理組織学的検索 (光顕,蛍光抗体法)で

診断された糖尿病性腎症12例,メサソジウム増殖を伴う

IgA 腎症15例の切片を用いた.

組織は,採取後直ちに OCT (MilesLaboratories)
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に埋没させ. ドライアイスアセトンで凍結させた後,ク

.)オスタ､ソトで 2-3ILm の薄切連続切片を作製した.

切片は,りソ酸緩衝生理食 塩水 (ph(芯phate-hnetd saline,

PBS(0.02M))に15分間浸して洗浄後に,100.%7セト

ンで10分間同定した.一部の切片は固定操作をせずiこ染

色を行った.染色は間接蛍光免疫法で行い, 1次抗体と

室温で30分反応させた後に,PBSにて30分洗浄 し,2

次抗体と30分室温で反応させた.再び洗浄後,グl.)セリ

ンIPBS溶液で封入し蛍光顕微鏡 (ZeissAxiophot)

下に観察した.単ウロ-ソ抗体染色の陰性対照として,

正常マウス IgG (JacksonlmmunoResearch)を用い

ての反応を行った.

組織の酸化は,切片を抗体反応前に 1mM NaIO4添

加 PBSで,最長90分間まで室温処理 した.還元は同様

結 果

ELISA で検討 した結果.1D8と 6G5は,末還元の

ラミニンとのみ反応し,還元後のラミニンは反応しなかっ

た.また,TV型:tラ-ゲソおよび HSPG との交差反応

も認められなかった.一方,Westernblottillgにより

検討した結果でも,1D8と 6G5は共に,還元前のとト

ラミニン分子に対して反応 し,還元により分離した A,

M,Bl,B2の各鎖とは反応性を示さなかった (Fig.1).

腎および胎盤の組織に対する,この2穂の抗体の免疫

A :I,2i
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染色性の結果を Tablelに示す.正常腎組織では,lD8,

6G5共に,糸球体の Mes領域がシャープで細かな結

節状のバターンで染色され GBM.TBM,血管壁への

染色性は低かった (Fig.2-A,2-B).陽性対照iこ用い

た抗ヒトラミニン多タロ-ン抗体では,Mes領域,GBM,

TBM,血管壁共に,びまん性に 110mOgellOuSに染色

され 同部位でのラミニンの存在が確認された (Fig.2{).

胎盤では､1D8,6G5共に,線 毛基底膜に線状に染色さ

れ 胎児血管壁には弱い反応性を示すのんであった (Fig.

3-A,31B).抗ヒトラミニン多17ローン抗体では,繊毛

基氏膜,胎児血管壁英に,線状の染色パヤーンが確認さ

れた (Fig.3-{こう.

了七トン固定操作の有無によって染色性の違いを比較

TableI Influenceoftissuetreatmenton
immunohistochenlicallocalization
orlanlillin.

lD8oxi.軒ed.6G5oxi.red.

Kidney Mes.Matrix + + + 十 十 十

GBM - 十 + - - -

タBoWTnanSCap. - + 十 - -

TBM - + +
Vessels - + +

PlacentaTroph.BM 十 十 十 + + +

B 一三三 °

Fig.1 Immunobl()ttingofhumanplacentaュlaminin.PanelA;non-
1･educedc()Ildition-f)aI･1elB;reducedcondition.Lanes1,

2,and3Showstainingwithcolloidalgold,1D8.and6G5,
respeetively.Ⅰこねtailsofthemethodsaredescriヒedinthetext.
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Fig.2 1mmunonuorescencestainillgOfl10malhuman
kidneywithlD8(A1,6G5(B上Notethatboth
antibodiesreactedwithmesangiと11areabutnot

withGBM,TBM.norBowman'scapsule.Poly-
elonalanti-human-1amininreactedwithallthese

structtlreS(C上
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Fig.3 1mmunonuorescprleeSt三IiningofnormaltelTnpla-
eenta.lD8こInd6(151･eとICtedwithtrophoblこlStBM
shi-uT)1yan(iwithfetal＼でSSelwa= fこIintlyLA.B上
Polyelonalanti-humiln-1a111ininI･e;letedwithboth
struetures(C).
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Fig.4 1LmmuIIOnLIOreSeenCeStainingofhumankideny
withlI)8attel･NaBaH.ltreatment.

Fig.5Immun()nLIOreSCenCeStainingofhu111ankidneywith
lD8afterNこlIO.Itreatmentfor90minutes.
IncreasedinlmunOreaCtivityoflr)8againstTBM.
Bowm三･ln'sCapsule,andGt3九･L･lw<rlSnote(i.

した.1D8と 6G5の染色性は,アセトンによる固定iこ

より若干低下したが,染色域の分布には差がふiT,才1なかっ

た.

組織の還元処耳による染色性C7)変化を,NaBaH.1を

用いて検討した.1D8では,NaBaH▲I処理後は,腎 iこ

おいて TBM,GBM にも染色性が出現し,胎盤では胎

染色性は,組織の還元によって変化は認和:_)れなかった.

また,抗Ⅳ型コラーゲン.抗体の染色性も同様であった.

組織の酸化処理による染色性の変化を.Nal04を用

いて検討した.6G5の染色性は,組織の酸化によって

変化しなか･-:-たが,lD8では,NaIOl処理後は,GBM,

TBM,ボ巾マン喪の染色性が増強した (Fig.5).

これらの抗体を用いて, メサンジりム増殖を伴うIgA
腎症ならびに糖尿病性腎症患者の腎組織の染色性を検討

した.IgA 腎症では.ID8と 6G5共に,Mes領域の

染色域は増大し,強度の増加もみられ,Mes領域の拡

大に伴･'l変化と考えLt･-れた (Fig.6-A,6-B,610 .-
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Fig.6 Immunofluot･escencestainingofkidenyfrom a
patientwithlgAnephropathy.BothlD8and6G5
stainedthickenedmesangialmatri.xmorestrongly
(A,Bl.C:stainingwittlPOlyclonalant.i-human-
1anlinin.
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Fig.7 ImmunonuoreseencestaiTlingofkidenyfrom a
patientwithdizltXさticnephropathy.BothlD8and
6G5stainedthickeTledmesangialm.fltrixmot･e
strongly(A,B上C;stとIiningwithpolyelollと11antil
11Llmall-1alTlinin.
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育,GBM,TBM,血管壁は,いずれの抗体でも染色さ

れず.2つの単クロ-ソ抗体の染色パターンは同じと考

えられた.lgA 腎症の病変が進行し,糸球体の硬化の

みられる部位では,その染色性は減弱していた.

糖尿病腎症でも,びまん性病変期に Mes領域の拡大

があり,それに伴って lD8と 6G5の染色範囲,強度

共に拡大していた (Fig.7-A,7lB,71二).

考 案

ラミニンは,3本の短腕と1本の長旅よi)なる十字架

型をした分子である.この分子は,異なる3種の鎖 (A,

Bl.B2鋳,あるいはその他の鋳)よi)なり,各々の鎖

のN末端部分が3本の短腕をなし,各鎖のC末端部分は

disulfide結合によi)並列し,一本の長腕を形作ってい

る.

1D8,6G5は,ヒトラミニンを認識する単クローン抗

体であり.マウスの EHSラミニンとは交差反応を示

さないことが,ELISA,Westernblottingにて確認さ

れている12)13).これらの抗体が認識するヒトラミニン

上のエピトー7dの位置は,抗原抗休複合体を rotary

shadowingによって電子覇倣鏡下に可視化することで

検討され,lD8は3本の短腕のうちの1本と反応する

一万,6G5は長腕の部分と反応しており,この二つの

抗体は異なるエピトープを課識していることが確かめら

れている12113l.また,lD8,6G5は,Westernblotting

では,還元前のラミニンとのふ反応性を示した.1D8,6G5

を作製する際の抗原は,酵素処理を加えない,分解の少

ない十字架型の構造を持つラミニンであり,lD8,6G5

のエピトー-プは,還元により失われる立体構造を含んで

いると考えられる.

ラミニンは全ての基底膜に存在することが確認されて

いる.腎では,Mes領域,GBM,TBM,血管壁に存

在し,胎盤では繊毛基底膜,胎児血管基底膜iこあること

が,多クローソ抗体による染色を行った多くの報告で示

されている81~11).今回の私達の多クローン抗体での検

討でも,同様の結果が得られている.一方.単クローン

抗体の lD8,6G5の染色バターンは,未処理の腎切片

では Mes領域に,胎盤では総毛基底院に限局するとい

う特徴的なものであった.

1D8は,酸化あるいは還元処理iこより,他の基底膜

は Mes領域のみでなく,GBM,TBM にも存在する

と考えられる.Westernblottingでは,還元によ0抗

原性が失われているため,還元処理によってラミニンの
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抗原性が変化して,新たに反応性を生じることは考えに

くく,酸化還元処理によりラミニソと他の細胞外基質と

の interactionに変化がおこって,マスクされていた

エピトープが現れてきたと考えた.

組.織の酸化により染色域の変化する単クローン抗体は,

Horikoshiら181も報告している.彼らの2種の抗体は,

EHSラミニンA鎖を認識する点で私達の抗体と異なる

が,組織切片の酸化以前には Mes領域のみに反応し,

酸化処理によって Mes領域以外の基底膜領域にも反応

性を得るものである.

6G5は,酸化あるいは還元処理で反応性の変化は認

められず,メサンジウムに限局した特殊なエピトープの

存在が考えられ メサソジウムのラミニン分子がほかの

部位と異なる可能性を疑わせる.このような Mes領域

のみに局在するラミニンの構成分子は.今まで確認され

ておらず,6G5のエピトープについては,更に検討が

必要であろう.

ヒトラミニンの A,Bl,B2鎖の cDNAの解析15)-171

によると,3鎖ともに multidomain構造をとり,各銀

問に互いに homologyが認められる.Domain内には

幾つか cystein-richdomainが含まれており,この domain

内で多くの disulfiedebondが形成されていることが

親われる.ELISAならびに Westernblottingで,1D8

と6G5が,末還元のラミニンとのみ反応し,還元後の

各鎖と反応性を持たない点については,この intrachain

の disulfide結合の解離によさ.)エピトープの抗原性が失

われる可能性が考えられる.また 6G5については,良

腕の複数の鎌にまたがるエビト一･一プを認識していて,還

元により3本鎖が解離することで抗原性が失われるとも

考えられる.

近年,ラミニンには,A.Bl,B2鎖のかわりに,M

鋭 Sラミニンなどが替って3本鎖を構成している分子

もあることが判明し6､,ラミニン分子にもheterogeniety

があると考えられている.単クローン抗体によるラミニ

ンの局在の報告をみると,A.Bl,B2,M鎖,Sラミ

ニンを認識する単タロ--ン 抗 体 の 染 色 性 が , 基 底 膜 の 部

位によって異なることが,腎や筋19), あるいは胎盤6)

などで確かめられている.また,これらの基底膜に存在

するラミニンの構成鉾が,基底膜の部位によって異なる

ことも示されており61,私達の抗体によって示された,

ラミニンの染色性の heterogenietyとの関連が今後の

解明すべき問題である.

IgA 腎症におけるラミニンの変化に関してはいくつ

かの報告20ト 22)があるが,多クローン抗体,単クロー
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ソ抗体に共に,拡大 した Mes領域に染色性の増強がみ

られる点で一致 している.1D8,6G5でも,Mes領域

に限局して染色性を認め,増加した Mes領域に,1D8,

6G5共に,正常と同様の染色性を持つラミニンの存在

が認識された.

糖尿病性腎症においては,抗 EHS ラミニン,ある

いは抗ヒトラミニンの多クロー-ソ抗体による報告がある

が,Sumkiド-,'231は,びまん性病変では,増大した Mes

領域ではラミニンの染色性は低下 しており,結節性病変

では,周辺部の.んに染色性が認められることを報告 しノて

いる.また,Nerieh ら24)や Falkら251は,ぴまん性

病変期と結節性病変期初期には,Mes領域のラミニン

の染色性は増強し.結節性病変期の後期になって減弱 し

てくることを報告しても､る,私達の多クローーン抗体を用

いた染色でも,Nerich らと同様のパターンを示 し,単

して,染色性の増強が確認された.

結 語

非還元状態のラミニンのんを認識する,2穂の抗ヒト

ラミニンの heterogeniety,特に Mes領域と他の基底

膜との違いが示された.

糖尿病性腎症びまん性病変軌 TgA腎症の増大したMes

領域に,正常の Mes蘭域と同様のラミニンの抗原性が

認められた.
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