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研究成果の概要（和文）：ANCA関連糸球体腎炎(AAGN)患者を対象として、血清と腎生検組織を解析した。血清中
で免疫複合体(CIC)が65%に陽性で、CIC陽性例は全例ANCA抗原親和性が高親和性だった。血清中C5aやC5b-9は
AAGN患者血清中で健常者に比較し有意に上昇しており、CICレベルとC5aやC5b-9レベルとの間に有意な正の相関
を認めた。腎生検では、C4d,C5,C5b-9がほぼ全例で糸球体内に類似した分布で沈着していた。C4dが陽性な一方
レクチン経路関連分子はほぼ陰性で、血清での結果と合わせ、免疫複合体により古典経路を介した補体活性化が
起こり、終末経路まで進んで腎障害に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Serum and renal biopsy tissues of ANCA associated glomerulonephritis (AAGN) 
were evaluated. CICs assessed by the monoclonal rheumatoid factor assay were positive in 65% of AAGN
 patients. Affinities of ANCAs were evaluated by a competitive inhibition method with ELISA, and All
 CIC-positive patients revealed to belong to the high-affinity group. Serum C5a and C5b-9, assessed 
by ELISA, were significantly increased in AAGN patients, and these levels significantly correlated 
with CIC levels. Immunofluorescence staining on renal tissue sections for complement components, 
such as C3,C5,C4d,C5b-9,factorBb, mannan-binding lectin serine peptidase (MASP)-1,-2, and 
mannan-binding lectin (MBL), revealed glomerular deposition of C4d,C5, and C5b-9 in similar 
distributions in AAGN patients, whereas the deposition of MASP-1,-2, MBL, and factor Bb were 
minimal. These results suggest the involvement of immune-complex induced complement activation 
through the classical pathway in the pathogenesis of AAGN.

研究分野： 腎臓内科

キーワード： 補体　古典経路　副経路　レクチン経路　免疫複合体　ANCA関連腎炎　抗体親和性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AAGN患者の腎生検組織と血清を用いた検討で、AAGN患者では免疫複合体が形成され、これが古典経路を介した補
体の活性化を惹起し腎障害の発症・進展に関与していることを明らかにした。エクリズマブ(C5)以外にもペグセ
タコパン(C3), アバコパン (C5aR), イプタコパン(factor B), ダニコパン(factor D)など、各種の補体標的制
御薬が次々と開発され、実用化されつつある現状を考えると、本研究のような補体と関連した腎障害機序の解明
はすなわち新しい治療法の確立に直結する可能性があり、その意義は重大と考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
補体系は、自然免疫の主要な構成要素として感染防御に重要な役割を果たすが、その過剰な活

性化は各種の炎症性疾患において組織障害性に働くことが知られている。このような補体の異
常な活性化に伴う疾患において、腎臓は頻度の高い主要な標的臓器である。実際、感染関連糸球
体腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、ループス腎炎などの腎疾患において血清補体価が低下すること
は古くから知られており、最近では非典型溶血性尿毒症症候群における抗 C5 抗体（エクリズマ
ブ）の劇的な治療効果から腎障害における補体の重要性が強く再認識されている。私たちは細菌
由来の腎炎惹起性蛋白が直接補体を活性化しうること、補体活性化を伴う腎炎の代表である C3
腎症に感染関連で発症する一群が存在することを報告してきた。さらに、ANCA という自己抗体
の存在から、自己免疫機序が重視されている ANCA 関連腎炎（AAGN）・血管炎にも、感染を誘因と
して発症する症例群の存在が報告されてきた。これら知見は感染と関連した各種腎疾患の発症・
進展における補体活性化の関与を示唆するが、補体による腎障害機序の詳細は不明な部分が多
く、評価に有用な指標も明らかではない。中でもヒト AAGN では血清補体価が正常で、一般的な
組織染色でも補体成分はほぼ陰性(pauci-immune)であるため，補体の関与は注目されてこなか
った。補体系が感染防御に大きく関与していることを考慮すると、治療としての補体の制御は限
定的・特異的な方法が求められる。このような治療法として、先に触れた補体経路の C5 以降を
制御するエクリズマブはすでに国内でも実用化され広く使用されており、C5以降に加えて C3 の
活性化産物も抑制する可溶性 CR1 は、米国において実用化されつつある。さらに最近では、CTRP6
という蛋白が C3の B 因子への結合を抑制する内因性の補体制御因子であることが報告され、C3
活性化のより上流での制御も実用化されてくる可能性がある。このような補体活性化の特異的
制御薬の開発・普及に相まって、補体系の治療ターゲットとしての可能性はますます注目されて
きている。しかしながら、ヒト腎疾患における補体を介した腎組織障害機序の詳細や、補体制御
治療への反応性を予測する指標などは未だ不明な部分が多い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、感染と関連した各種腎疾患における尿中・血中・組織中の補体系を総合的に

解析することにより補体を介した腎障害機序を明らかにし、補体による腎障害をリアルタイム
に把握するのに最適な検査指標を解明し治療に役立てることにあるが、検討可能な試料の数の
側面と、これまで解析が進められていない現状を考え、AAGN を対象疾患としてその発症・進展
における補体活性化の関与を明らかにし、補体の主な活性化経路を解析することで、AAGN の病
態把握に有用なバイオマーカーや治療のターゲットを明らかにすることにある。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 対象 
当初は感染関連糸球体腎炎を対象疾患として解析を進める予定であったが、保存されている感
染関連糸球体腎炎の腎生検凍結組織を調べたところ非常に限られており解析できる十分なサン
プル数に及ばないことが判明した。そこで対象疾患を ANCA 関連腎炎に変更した。2010 年 6月 1
日～2020 年 5 月 31 日の間に腎生検を実施し、MPO-ANCA 陽性 AAGN と診断された患者のうち、検
査目的で採取された生検組織、血清などの残検体の研究用使用の同意を得られた患者で、下記の
除外基準に当たらない患者 20 名を対象にした。血清の解析に関しては 10 例の健常ボランティ
アの血清をコントロールとして評価した。 
 
除外基準 
・抗糸球体基底膜病が疑われる患者 
・蛍光抗体法で免疫グロブリンや補体が 1+以上の強度で陽性で、他の特発性慢性糸球体腎炎や
ループス腎炎などの合併が疑われる患者 
・腎生検組織の光顕所見で半月体の形成が全くみられない患者 
 
(2) 方法 
①血清学的解析： 
ルーチン検査…C3、C4 
特殊検査…免疫複合体(CIC)（モノクローナル RF結合アッセイ）、C5a（ELISA 法）、sC5b-9（ELISA
法）、MPO-ANCA の抗原親和性（競合抑制試験で高親和性と低親和性に分類） 
②腎生検組織解析：蛍光抗体法で以下の分子の組織沈着を評価 
ルーチン検査…IgG, A, M, C3c, C1q（直接法） 
特殊検査…C4d（古典経路+レクチン経路 間接法）、MBL, MASP-1, MASP-2（レクチン経路 間接
法）、Factor  Bb neo（副経路 間接法）、total C3（共通経路 兎 polyclonal 抗体を蛍光標識



し直接法）、C5[共通経路 ヒト化 monoclonal 抗体(エクリズマブ)を蛍光標識し直接法]、C5b-9
（共通経路 間接法） 
③上記評価項目と臨床・組織所見との関連性を統計学的に評価・検討 
 
 
４．研究成果 
ルーチンの血清検査で C3 の異常低値を示したのは 20 例中 1 例のみ、C4 の異常低値は 3 例の

みでかつ低下症例もごく軽度の低下にとどまった。一方、血清中の CIC は 20 例中 13例(65%)で
陽性であった。興味深いことに CIC 陽性の患者は全例が MPO-ANCA の抗原親和性で高親和性のパ
ターンを示す症例であった(図 1, p=0.011)。AAGN 患者血清中での補体活性化の存在は、ELISA
で検討した C5a や sC5b-9 の健常コントロールに比較した有意な上昇により確認され（C5a: 45.9 
vs 13.2, P < 0.001; C5b-9: 6835.9 vs 1045.7, P < 0.001)、さらに血清中の CIC レベルと
ELISA による C5a レベル(R2=0.39, p<0.001)や sC5b-9 レベル(R2=0.53, p<0.0001)との間には有
意な正の相関を認めた（図 2）。一方で古典経路を介した補体活性化に伴って解析結果の数値が
低下する Weislab の古典経路補体活性化アッセイキットの結果と CIC レベルとの間には有意な
負の相関関係が見られた(図 3, P< 0.05)。これらの血清中の補体関連分子の解析結果、うなわ
ち CIC のレベルと血清中の補体活性化最終産物である C5a や sC5b-9 との間に強い正の相関関係
がみられたことから、CIC を介した補体の活性化、つまり古典経路による補体活性化が最終共通
経路まで動いていることが想定された。 
腎生検組織に関しては、ルーチンで実施している IgG, A, M, C3c, C1q などの蛍光染色は、

AAGN の診断基準にある通り陽性頻度が低く、染色強度も弱かったが、C4d, C5, C5b-9 はほぼ全
例で糸球体内に強く類似したパターンで陽性であった（図 4）。C4d が陽性である一方、レクチン
経路の活性化を示唆する MBL, MASP-1, MASP-2 はほぼ全てのサンプルで陰性であり、おそらく
免疫複合体の存在により古典経路を介した補体活性化が起こり、C5, C5b-9の強い陽性所見から、
その活性化が終末経路まで進んで腎組織障害に関与している可能性が示唆され、血清での解析
結果を支持する所見であった。 
 
 
 
図 1. CIC の ANCA 親和性の違いによる陽性頻度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 2. CIC と血清中 C5a, C5b-9 レベルとの相関 
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図 3. CIC と血清 Wieslab Classical Pathway アッセイ結果との相関 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 蛍光抗体 2重染色像： 
直接法 total C3(a, Alexa Fluor 594:赤), C5 (b, Alexa Fluor 488: 緑), merged image (C); 
間接法 C4d (d, Alexa Fluor 594:赤), C5b-9 (e, Alexa Fluor 488: 緑) , merged image (f) 
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