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研究成果の概要（和文）：腎疾患の最終診断は、主に腎生検にゆだねられているが、腎生検は侵襲的な検査で、
10個前後の糸球体形態から全体を予測する方法自体に限界も指摘されている。一方、尿検査は非侵襲的で、腎疾
患の診断・予後判定上の有用性が考えられる。そこで尿沈渣中の細胞を免疫細胞学的あるいはmRNAの発現レベル
により検討した。その結果、尿沈渣中のCLDN1、CD68、NE陽性細胞数、尿沈渣中のAQP2で補正したCLDN1 mRNAレ
ベル、CD68 mRNAレベルおよび尿沈渣中のAQP2で補正したM2 Mφ関連のmRNAレベルが、半月体形成など腎疾患の
活動性と相関し、腎疾患の病状把握、治療薬の調整の際に有用であると思われた。

研究成果の概要（英文）：Urine tests are non-invasive and may reflect the general condition of the 
whole kidney better than do renal biopsy results, so the urinary sediments of patients who underwent
 kidney biopsy in our hospital were analyzed in relation to their renal histological conditions. 
Claudin1 is a tight-junction protein specifically expressed by epithelial cells of Bowman’s 
capsule. Claudin1-, CD68- and NE-positive cell counts were higher in patients with glomerular 
crescents (especially cellular crescents) than in patients without crescents, and relative levels of
 mRNA for CD68 and the M2 MΦ markers were also higher in patients with glomerular crescents. These 
data suggest that IF staining for claudin1, CD68 and NE in urinary sediments and the relative levels
 of mRNA for CD68 and M2 MΦ markers in urinary sediments are useful for evaluating the state of 
glomerular diseases. 

研究分野： 腎臓内科
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１．研究開始当初の背景 

各種腎疾患から末期腎不全へと進行する

患者は増加し続けており、1 兆円を越す医療

費の原因として医療経済上も重大な問題と

なっている。腎疾患の診療上重要なのは、疾

患が進行性であるか否かの判断に基づき治

療法を選択することにあるが、現在、この最

終判断は腎生検にゆだねられている。腎生検

法は各種器具の進歩に伴い着実に安全性は

増しているものの出血合併症は不可避であ

り、非常に侵襲的な検査である。また、腎疾

患は一般に急性増悪期や寛解期などを繰り

返して徐々に進行するため、経過中に正しい

病状の把握が必要となるが、上記のような危

険性のため腎生検を繰り返し実施するのは

容易なことではない。さらに、腎生検は 200

万個といわれる糸球体のわずか 10 個前後の

形態から全体を予測するものであり、その方

法自体に診断上の限界が指摘されている。す

なわち、進行性腎疾患においては経過中に変

わるその病状に応じて、投与薬を適切に使い

分けることが、より良い治療につながるもの

と考えられるが、腎生検を診断・病状把握の

基盤とする現在の検査体系では的確で機敏

な病状把握は不可能である。一方、尿はすべ

ての糸球体および尿細管、すなわち腎臓全体

の状況を反映して変化する可能性から腎疾

患の診断・予後判定上の有用性が考えられる。

また、尿検査は侵襲がなく、必要な時に手軽

に何度でも繰り返し実施が可能である。この

ように尿検査は大きな有用性を秘めた検査

であるにもかかわらず、実はその系統だった

詳細な解析は極めて少ない。 

 

２．研究の目的 

尿沈渣においては、赤血球、白血球、円柱

などが一般の尿検査で評価されるが、このう

ち白血球の分画であるマクロファージ、好中

球やリンパ球などが各種腎疾患の発症・進展

に関与していることが報告されている。尿沈

渣にはこれら外来の細胞ばかりでなく、尿細

管上皮細胞、ボウマンのう上皮細胞、足細胞

(ポドサイト)など腎固有の細胞の混入もみ

られる。本研究では尿沈渣中の細胞成分を系

統的に解析することにより、より正確な腎疾

患の診断や予後判定を確立することを目的

とする。 

 

３．研究の方法 

腎生検目的で入院した患者の早朝尿を集

め、沈渣細胞を各種細胞マーカーを用いた蛍

光免疫染色で同定。マーカーとしては、好中

球：好中球エラスターゼ（NE）, マクロファ

ージ：CD68, T 細胞：CD3, ボウマン嚢上皮：

クローディン 1（CLDN1）, ポドサイト：シ

ナプトポディン, 尿細管上皮：サイトケラチ

ンなどを使用した。各種陽性細胞数と、半月

体形成など腎生検の組織所見、尿中赤血球数

や尿蛋白量など臨床検査所見、組織診断分類

との関係を評価した。さらに尿沈渣細胞の

mRNA 発現をリアルタイム RT－PCR 法で定量

し、腎生検の組織所見との相関を検討した。

最後に、マクロファージ（Mφ）のフェノタ

イプである M1、M2 と関連するマーカー等の

mRNA 発現と腎生検の組織所見との 相関を評

価した。 

 

４．研究成果 

シナプトポディン、サイトケラチン、CD3 の

免疫染色では、腎疾患の違いあるいは病状の

違いによる有意な変化を認めなかった。一方、

CLDN1 , CD68, NE 陽性細胞数は、半月体のあ

る症例において半月体のない症例と比較し、

有意に増加していた。しかし、硬化糸球体が

高度な症例と軽度な症例との間で有意な差

を認めなかった。また半月体の性状では、

CLDN１陽性細胞数は、半月体なし症例と比較

し、細胞性半月体症例において有意に増加し

ていた。ＣＤ68 陽性細胞数は、半月体なし

症例と比較し、細胞性半月体症例、線維細胞



性半月体症例において有意に増加していた。

NE 陽性細胞数は、半月体なし症例と比較し、

細胞性半月体症例において有意に増加して

いた。そこで、CLDN1、CD68、NE 陽性細胞数

と半月体の有無との関係を調べるロジステ

ィック解析を行い、ROC 曲線を作成した。

CLDN1、 CD68、 好中球エラスターゼ陽性細

胞数と半月体の存在とのロジスティック解

析においてそれぞれ P=0.005、P<0.001、

P<0.001 と有意であり、ROC 曲線の AUC はそ

れぞれ 0.603、0.699、0.655、オッズ比はそ

れぞれ 1.023、1.022、1.017 であった。図 1

に代表的な CD68 に関する ROC 曲線の結果を

示す。 

 

図 1. CD68 陽性細胞数と半月体形成に関する

ROC 曲線(P< 0.001, AUC=0.699) 

 

臨床所見との関連性の検討においては、

CLDN1 陽性細胞数は、CD68、NE 陽性細胞数と

異なり、尿蛋白の増加に伴い有意に増加して

いた。また CLDN1、CD68、NE 陽性細胞数は

尿中赤血球数の増加に伴い、有意に増加して

いた。 

ついで、沈渣細胞から抽出した mRNA に関し

て、real time-RT-PCR による定量結果を解析

した。M1 マクロファージと関連する iNOS、

IL-6 mRNA レベルを AQP2 で補正した値と半

月体の有無および糸球体硬化の程度との関

係を評価したところ、AQP2 で補正した iNOS、

IL-6 mRNA レベルは半月体の有無では有意な

差がみられなかった。また、糸球体硬化が高

度の症例と糸球体硬化が軽度の症例との間

でも有意な差がみられなかった。一方、AQP2 

で補正した M２マクロファージと関連する 

CD163、CD204、CD206、IL-10 mRNA レベルと

半月体の有無および糸球体硬化の程度との

関係では、CD163、CD204、CD206、IL-10 mRNA 

レベルは半月体がある症例で、半月体のない

症例と比較して、有意に高値であった。 AQP2 

で補正した CD163、CD204、CD206、IL-10 mRNA 

レベルは、糸球体硬化が高度の症例と軽度の

症例との間で有意な差がみられなかった。  

AQP2 で補正した尿沈渣中 CD163、CD204、

CD206、IL-10 mRNA レベルが半月体の有無を

どれだけ予測できるかを評価するために、ロ

ジスティック解析を行い、 ROC 曲線を描い

た。 AQP2 で補正した CD163、 CD204、 CD206、 

IL-10 mRNA レベルと半月体陽性とのロジス

ティック解析においてそれぞれ P<0.001、

P=0.029、P=0.004、P<0.001 と有意な所見あ

り、ROC 曲線の AUC はそれぞれ 0.747、 

0.722、 0.698、 0.697、オッズ比はそれぞ

れ 1.023、 1.010、 1.140、1.926 であった。

すなわち、M1 マクロファージと関連する 

iNOS、IL-6 は、半月体の有無で有意差を認め

なかったのに対し、M2 マクロファージのマ

ーカーである CD168、CD204、CD206、M2 マ

クロファージが主に分泌する IL-10 mRNA は

半月体の存在する症例において、半月体のな

い症例と比べて高値であったため、半月体の

存在と関連する尿沈渣中のマクロファージ

は M2 マクロファージが優位である可能性

が示唆された。 
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