
日本医科大学・大学院医学研究科・大学院教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

糸球体腎炎の原因抗原の同定と腎沈着症の沈着物の沈着機序の解明

The identification of the antigen and deposition proteins in glomerulonephritis 
and glomerular deposition diseases

００２５６９４２研究者番号：

清水　章（Shimizu, Akira）

研究期間：

２０Ｋ０８６１９

年 月 日現在  ５   ５ ３１

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫複合体型糸球体腎炎の抗原の同定や腎沈着症の沈着物の解析を目的
に、腎生検検体を用いて、標的組織をレーザーマイクロダイセクションで切り出し、高感度の液体グロマトグラ
フィ/タンデム質量分析法(LC-MS/MS法)で微量蛋白質を網羅的に解析した。一次性および二次性膜性腎症や免疫
複合体型糸球体腎炎の既知の抗原蛋白質の同定を進めた。また、糸球体沈着症の沈着蛋白質の解析を行い、
Fibrillary腎炎のDNAJB9、Cryofibrinogen腎症のfibrinogen、単クローン性免疫グロブリンの同定、補体経路の
活性化の証明を行い症例報告として報告した。

研究成果の概要（英文）：To identify the antigens in several immune complex type glomerulonephritis 
and to analyze deposited proteins in several glomerular deposition diseases, we performed laser 
microdissection-liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)-based proteomic analysis 
using formalin-fixed paraffin embedded renal biopsy kidney tissues. We progressed to identify 
several antigens in primary and secondary membranous nephropathy and immune complex type 
glomerulonephritis. We also analyzed several deposited proteins in glomerular diseases to identify 
DNAJB9 in Fibrillary GN, fibrinogen in Cryofibrinogen glomerulopathy, monoclonal immunoglobulin in 
monoclonal immunoglobulin deposition diseases, and complement activated proteins demonstrated 
activation of the complement pathway, and these cases were reported as case report in several 
journals.

研究分野：病理学 (腎臓病理学)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、腎生検病理検体から、液体グロマトグラフィ/タンデム質量分析法(LC-MS/MS法)を用いた微量蛋白質
解析を行い、免疫複合体型糸球体疾患の既存の抗原蛋白質の同定が可能であることを確認した。また、糸球体沈
着症に関連した蛋白質の同定を行い、疾患関連蛋白質が明らかな疾患の腎生検検体からの解析を進め、確定診断
に至った症例を報告した。腎生検病理検体を用いたLC-MS/MS法の解析は、腎疾患の発症・進展機序の解析や確定
診断に貢献することを示し、疾患関連蛋白質の解析の継続する意義を明らかにした。

※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。



１．研究開始当初の背景 

 

近年、高感度の液体グロマトグラフィ/タンデム質量分析法(LC-MS/MS 法)を用いた微量蛋白質

解析の著しい進歩により、疾患メカニズムに関連した因子の解析が可能になってきた。免疫複

合体型糸球体疾患では、抗原に対して特異抗体が形成され、抗原・抗体複合物の形成から発症

する。しかし、原因抗原が明らかな免疫複合体型糸球体疾患は非常に限られており、多くの疾

患の原因抗原は同定されていない。免疫複合体型糸球体疾患の原因抗原が明らかになること

で、糸球体疾患の理解が進むことが期待される。また、糸球体沈着症や尿細管間質沈着症の腎

沈着症には単クローン性異常免疫グロブリンなどの原因蛋白質や疾患関連蛋白質が存在してい

る。それらの腎沈着症の原因もしくは関連蛋白質を同定することで、確定診断に直接関連する

ことが期待され、疾患の理解が進み、特異な沈着物の性質が明らかになる。 

 

 

２．研究の目的 

 

(1) 免疫複合体型糸球体疾患の腎生検病理検体から糸球体などの標的組織をマイクロダイセク

ションで単離し、LC-MS/MS 法により微量蛋白質群を解析し、免疫複合体型糸球体疾患の原因抗

原を同定する。その原因抗原蛋白質の全身や腎での局在や発現の変化を解析し、原因抗原蛋白

質の機能と特異抗体の産生機序を明らかにする。免疫複合体型糸球体疾患の原因抗原蛋白質を

明らかにし、免疫複合体型糸球体疾患の理解を深める。 

 

(2) 糸球体沈着症や腎沈着症の沈着物の組成の特徴を明らかにする。それらの腎沈着症の原因

もしくは関連蛋白質を同定し、確定診断をつけ、疾患の理解を深め、特異な沈着物の沈着機序

や、沈着物の特異な構造の形成機序を解明する。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 免疫複合体型糸球体疾患の腎生検病理検体から糸球体をマイクロダイセクションで単離

し、LC-MS/MS 法により得られた網羅的微量蛋白質群を解析し、既存の抗原蛋白質を同定する。

抗原蛋白質が存在する場合には、免疫染色により同定蛋白質が抗原抗体複合物形成しているか

を確認する。抗原蛋白質による臨床病理的な特徴を検討する。膜性腎症であれば、PLA2R, 

THSD7A をはじめとする既存の抗原蛋白質について、Lupus 腎炎や自己免疫疾患であれば、

Extosin 1/2 など、すでに報告されている抗原蛋白質を確認するとともに、既存の抗原蛋白質

が確認できない症例の場合には、症例の蓄積を行い、新規抗原を検討する。 

 

(2) 糸球体沈着症や腎沈着症の沈着物の構成蛋白質を、腎生検病理検体から糸球体もしくは沈

着組織をマイクロダイセクションで単離し、LC-MS/MS 法により微量蛋白質群を解析し同定す

る。沈着物もしくは疾患関連蛋白質が同定された場合には、免疫染色により同定蛋白質の存在

部位を確認し、沈着物との関連や疾患との関連を明らかにし、確定診断を進める。また、それ

らの腎沈着症の原因もしくは関連蛋白質から、疾患の特徴や特異な沈着物の沈着機序、沈着物

の特異な構造の形成機序を検討する。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 免疫複合体型糸球体疾患の腎生検病理検体から糸球体をマイクロダイセクションで単離

し、LC-MS/MS 法により得られた網羅的微量蛋白質群を解析し、既存の抗原蛋白質の同定を進め

た。既知の抗原蛋白質が報告されている、一次性および二次性膜性腎症症例を対象に、腎生検

検体を用い LC-MS/MS 法で解析を行い、M-type phospholipase A2 receptor (PLA2R)に加え、

thrombospondin type-1 domain-containing 7A (THSD7A), nerve epidermal growth factor-

like 1 (NELL-1), Exostosin 1/Exostosin 2  (EXT1/EXT2), semaphorin 3B (Sema3B), 

protocadherin 7 (PCDH7), Neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1), Serine Protease 

HTRA1 (HTRA1), type III transforming growth factor-beta receptor (TGFBR3)などの既知の



抗原について検討を進め、免疫染色を用いて LC-MS/MS 解析結果の検証を行った。 

 

① 一次性膜性腎症の腎生検検体からレーザーマイクロダイセクションで糸球体を単離し、 

LC-MS/MS 法により PLA2R 

を同定し、これらの症例 

は蛍光抗体法においても 

陽性になることを確認 

した。 

 

 

② 膜性ループス腎炎 (Class V)の症例で Exostosin 1/2 (EXT1/EXT2)が同定された。この症例

では傾向抗体法所見と 

同様に IgG1,IgG2,IgG3, 

IgG4の全ての IgG  

subclass が存在すること 

が LC-MSMS の結果からも 

確認された。現在、 

EXT1/EXT2 の免疫染色を進めている。 

 

③ 他の一次性および二次性膜性腎症症例に、LC-MS/MS 法で既知の抗原蛋白質の存在を認めて

おり、免疫染色での同定を行い報告を進めている。また、既知の抗原蛋白質の頻度、免疫染色

との感度・特異度の関係について検討を進めている。 

 

(2) 糸球体沈着症の沈着物の構成蛋白質を LC-MS/MS 法により同定し、確定診断に貢献した。 

 

① Cryofibrinogen 腎症: 胃癌症例で、40-50nmの microtubular構造を呈する係蹄内皮下沈着

物を有する症例に対し、 

LC-MS/MS 法の解析が 

cryofibirinogen 腎症の 

確定診断に貢献した。 

この症例を症例報告と 

して報告した。 

 

② Fibrillary 腎炎: 病理学的に糸球体腎炎所見を呈し、糸球体への IgG,C3,C1q,C4の沈着を

認め、メサンギウム領域、 

係蹄内皮下や上皮下の 

deposit に 20nmの 

microfibril構造を認め 

る症例に対し、LC-MS/MS 

法の解析により DNAJB9 

を同定し、免疫染色でその存在を証明し、fiburillary腎炎の確定診断に貢献した。この症例

を症例報告として報告した。 

 

③ LC-MS/MS 法解析により確定診断に貢献した症例として、クリオグロブリン血症性腎症、AHL

アミロイドーシス、軽鎖沈着症、Proliferative glomerulonephritis with monoclonal 

immunoglobulin deposits、奇異な横紋様線維性構造の高電子密度物質沈着による膜性増殖性糸

球体腎炎などの症例の解析を行った。これらの症例の報告を進めている 
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