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ラ ット腎臓 におけるエ ン ドセリンの免疫組織化学的研究

滋賀医科大学泌尿器科学教室(主 任:友 吉唯夫教授)

尾松 操,友 吉 唯夫

IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY ON ENDOTHELIN IN RAT KIDNEY

 Sou  OMATSU and Tadao TOMOYOSHI

From  the Department of Urology, Shiga University of Medical Science

   To elucidate the role of endothelin (ET) in the kidney, we immunohistochemically examined the 

precise distribution of various forms of ET-peptides in the rat kidney, using specific polyclonal 
antibodies to each precursor (Big  ET-1, Big ET-2 and Big ET-3), and anti-mature ET antibodies. 
Immunoreactivity of Big  ET-1 was localized mainly in some vascular endothelial cells, glomerular 
mesangial cells and epithelial cells of proximal tubules in the renal cortex and inner-medullary 
collecting ducts. The distribution of immunoreactivity for mature ETs was similar to those of Big ET-
1. These observations suggest that mature  ET-1 after conversion from Big  ET-1 is secreted from these 

 cells. Since similar findings were obtained using anti-Big ET-2 and anti-Big ET-3 antibodies, these 
two isopeptides are also considered to have certain physiological actions in the kidney. 
Immunohistochemical studies for ET-A receptor were also performed. The distribution of this 
receptor was similar to those of Big ETs and mature ETs. This suggests that secreted ET acts on 
adjacent cells in an autocrine/paracrine manner in the kidney. 

                                              (Acta Urol. Jpn.  43: 109-114, 1997) 
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緒 言

エ ン ドセ リ ン(endothelin:ET)は 強 力 かつ 持続

的な血管平滑筋収縮作用 を有す る血管 内皮 由来 のペ プ

チ ドと して 同定 され た1)ETは ア ミノ酸 配列 と薬理

活性 が異 な る3種 の イ ソペ プチ ド(ET-1,ET-2と

ET-3)か ら なる フ ァミリー を構 成 してい る。 これ ら

は21ア ミノ酸 か らな り,そ の配列 は環状部分 で一部異

な るが直 鎖部分 は共通 で,動 物 種差 は きわ めて少 な

い。 そ れ ぞ れ の成 熟 ペ プ チ ド(matureendothelin:

mET)は,そ れ ぞれの前 駆体ペ プチ ド(BigET-1,

BigET-2とBigET-3)か ら変 換酵 素 に よ りC端 側

ペ プチ ドが切 断 され てで きあが る.た だ しmETに

な って か ら分 泌 され るの か,分 泌 後BigETか ら

mETへ の変換が お こるのかは よくわか っていないfi

ETは 当初血 管内皮細胞 か ら分泌 され る心血管系 の

調節 因子 として発見 された1)そ の後 の研 究で腎臓,

腸 管,副 腎,脳,肺 な ど多種 にわたる臓器 にその存在

が確認 されて きた.こ れ らETフ ァ ミリーの遺 伝子

発現 には組織 特異性が あ り,種 々の組織 で広範 に生理

活性 を有 す ること も明 らか にされて きた.と くに最近

では,心 血 管収縮調節 因子 としてのみな らず,細 胞 の

増 殖 分 化 や 形 態 形 成 を 調 節 す る,い わ ゆ る

cytokine/growthfactorと しての役割 も注 目されて い

る2)

ET受 容 体 は哺乳類で はA型 とB型 の2種 類が知 ら

れてお り,い ず れ も膜 を7回 貫通 す るGタ ンパ ク質

共役 型 の受容体 であ る.A型 受 容体(ET-AR)は,

ET-1≧ET-2》ET-3と い う親和性 序列 をもち,血 管

で は平滑筋 に多 く発現 する ことか ら,お もに血管の収

縮 に関与 してい る と考 えられて いる.一 方,B型 受 容

体(ET-BR)は,3種 類 の イ ソペ プチ ドにほ ぼ等 し

い親和性 をもってい るが,ET-1に 対 す る親和 性は両

受容体 と もほぼ等 しい.

今 回の研 究では ラ ット腎臓 を もちい,前 駆体で ある

各BigET,成 熟 型 ペプチ ド(mETs)お よび受容体

(ET-AR)と い う3段 階の レベルでの発現 を,免 疫組

織化学的手法 によ り検討 し,腎 臓 におけるエ ン ドセ リ

ンの組織学 的局在 を明 らかにす るとともに,ETの 分

泌 と作用機構 につ き考 察 した.

対 象 と 方 法

成 熟雄 性 の ウィス ター系 ラ ッ トをsodiumpento-

barbital(50mg/kg)の 腹 腔 内投与 で麻酔 した のち,

4%ホ ル ムアルデ ヒ ド緩衝 溶液で灌流固定 した.両 腎

を摘 出 し,短 軸方向 に割 を施 したのち,同 じ組成 の固

定 液 に24時 間浸 漬 した.さ らにゼ ラチ ン包埋 したの

ち,凍 結切 片 を作成 した.切 片 は0.3%H202に て 内

因性peroxidase活 性 を失活 させ てか ら1次 抗体 と反

応 させ た.こ の1次 抗体 と して抗BigET-1,抗Big
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ET-2,抗BigET-3,抗mETsお よ び抗ET-AR抗

体 を もち い,そ れ ぞれ と120時 間 反応 させ た の ち,

Vector社 のVectastainキ ッ トを も ち い たABC-

peroxidase法 に て検 出 し,3,3'-diaminobenzidineに

て発色 させ た.さ らにヘマ トキシ リンで対比染色 もお

こなった.な お抗mETs,抗ET-ARの 両 抗 体 は滋

賀医科 大学 解剖 学第二講座 ・山田久夫助教授か ら提供

を受 けた2・3).抗mETsポ リ クローナル抗体 は,ETs

のC末 端 を覆 うか たちで認識 す るた め,イ ソペ プチ

ドの区別 は不可能であるが,前 駆型 のBigETは ま っ

た く認識 しないので,生 理 活性 を有す るmETsの み

を認識す るこ とになる.ま た抗ET-ARは,C末 端 の

64ア ミノ酸 を認識するポ リクローナル抗体 である.抗

BigET-1,抗BigET-2と 抗BigET-3抗 体 はペ プチ

ド研究所(大 阪)の もの を購 入 し使用 した.こ れ らの

ポ リクローナ ル抗 体 は,切 り落 とされ るC端 側 ペ プ

チ ド部(3者 で ア ミノ酸配列が著 し く異なる部分)を

認識 して いる.な お,抗 原 とな るペプチ ドを加 えた抗

体液 にてラ ッ ト腎臓の切片 を染色 した ところ,加 える

ペ プチ ドの量 に応 じて染色性 が低 下 し,10μMの 添

加 で完全 に反応が認め られ な くな った.す なわち,こ

れ らの抗体 を もちいた免疫組織化 学法は吸収テス トに

合格 しているこ とになる.

結 果

BigET

抗BigET抗 体 に対 して一部の血管内皮細胞 が陽性

を呈 していた.糸 球体 内で はBigET-1に 強 陽性 を示

すメサ ンギウム細胞が認め られたが,こ の染色 程度は

糸球体 間や個体 間でば らつ きが多 く,弱 陽性 の もの も

存 在 してい た(Fig.la).し か し抗BigET-2と 抗

BigET-3に 対 しては常 に弱陽性 であ った.

皮 質部 近位尿細管 のほ とんどの上皮細胞は陽性 を呈

していた(Fig.la).皮 質 部 遠位尿 細管(Fig.Ia),

髄 質 外 帯 部 集 合 管(Fig.lb),髄 質 内 帯 部 集 合 管

(Fig.lc)の 上 皮細 胞に も陽性反応 を認 めた.髄 質内

帯部集合 管細胞 は約半数が強陽性で,陽 性反応 を示 さ

ない集合管 の間 に索状 に配 列 して いた(Fig.lc)。 乳

頭部集合管上皮細胞 は弱陽性反応 を呈 してい た(Fig.

1d).こ れ らの所 見 に,イ ソペプチ ドの違 いに よる分

布 の差 異 は特 に認 め られ なか ったが,BigET-1や

BigET-3に 比 し,BigET-2が よ り染色 され やすい

傾 向 を有 していた。

mETs

血 管 内皮細胞 の一部以外 では,糸 球体 メサ ンギウム

細 胞が 中等度 一強陽性反応 を呈 してい た(Fig.2a).

一 方
,皮 質部 近位尿 細管 の上 皮細胞 は陽性 であ った

(Fig.2a).皮 質部 遠位 尿細 管(Fig.2a),髄 質 外帯部

集合管(Fig.2b)と 乳 頭 部集 合管(Fig.2d)の 上 皮
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細胞は弱～中等度の陽性反応 を呈していた.髄 質内帯

部集合管の上皮細胞 も約半数が強陽性であった(Fig.

2c).糸 球体や尿細管系における染色パターンは,Big

ETsの 場合 と同様であった.



尾松,ほ か:エ ン ドセ リン ・ラ ット腎臓 lll

縷 騒一

鍵 塁 甲

滋i。 騨 嘱・ノ懲
、噸
㌃畷墾

綴
1

ニ

陵 、'

q騨`竃

.壷 欝 更男 .,.』 瀬
》.ノ'.、 、「

す ジ く コ`
・… 膨.・

ひ ぶ 　 ゴ

.'、,げ ゆ

薩'∴.㌧ 並:.』・・'… ・継

葭

ζ

謬薦

ゐ男'〔

。 望

》㌣'毒

'

る

紹

"

懸}灘

㌘鰹 ・7

講

ノ

簿 雛

欝晒:鳥.
・ 尋 資・ ・

潅 、
・嘘'属 .馬

.,轟'書

拶 ・蟹 な♪

:{'憐 瀞

,鞭 畿.

臓

線!}諏

oK,

　麟

璽
ず 魂

盤義蟹

　 纂懸i蟹

箋
錘盛 繋灘駐 一響

.鍔

'

'海 霧

灘罫
■,4鷺

..弩a

.,.3

'碧

勢

観
9 ,・.

'
.拶

雛
ぢ コ に ニぼ

齢麗 轡 。

,・,勝

`.9.

1

・煽:%

懸灘
羅

絃
1藷

唖
む

祭 ●
鬼 隔'.～

.馬φ

「

聾 。

Fig.2.

ET.AR

葺醗・鑑 ●
◎産

融 醇

、～ζ
鱗夢

`「1・ 晦

v`'

護
o

鋸
ぎ

襲 、'毒

.,望

o

㌔

、

馬 べ攣

蟻
控

・コ
.菱 ・

罎、

望,

華

緩
掘
疑翻
蓬辱

… 驚

饗「聡 ∫
'瞳 茜

Photomicrographsshowcoronalsectionsof

aratkidney,afterimmunostainingwith

anti-matureETantibodies.Cellswith

positiveimmunoreactivityarestaineddark

brown.a:corticalzone,b:outerzoneof

medulla,c:innerzoneofmedulla,d:

medullarypapilla.a-d:×200

ET-ARの 分布はBigETsの 場合やmETsの 場合

と基本的に同じであった.す なわち皮質部近位尿細管

の上皮細胞のほぼすべてが陽性を示 し(Fig.3a),皮
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質部 遠位尿細 管(Fig.3a),髄 質 外 帯部集 合管(Fig.

3b)お よ び乳頭 部集 合管(Fig.3d)の 上 皮細胞 には

弱 陽性反応が認 め られた.約 半数 の髄質 内帯部集 合管

の上 皮細 胞 も陽性 を呈 していた(Fig.3c).糸 球 体 で
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Tablel. ThedistributionofBigET-1,BigET-2,BigET-3,matureETs

(mETs)andET-Areceptor(ET-AR)intheratkidney

BigET-lBigET-2BigET-3mETsET-AR

MesangialCell

ProximalTubuleinCortex

DistalTubuleinCortex

OuterMedullaryCollectingDuct

InnerMeduilaryCollectingDuct

PapillaryDuct

± ～ 十 十

十

±～ 十

十

一一 十 十

十

± ～ 十 ± ～ 十 十 ～ 十 十

十 十 十

± 一 十 ± ～ 十 ± ～ 十

± ± ±

一 ～ 十 十 一～ 十 十 一 ～ 十 十

±～ 十 ± ～ 十 十

±

十

±～ 十

±

一 ～ 十 十

± ～ 十

(十 十):stronglypositive,(十):positive,(±):slightlypositive,(一):negative

は弱 陽性 の反応産物が散見 されただけであ った(Fig.

3a).

以 上 の結 果 を まとめる とTablelの よ うにな る.

な お 染色 の 濃淡 に よ り強 陽性(++),中 等 度 陽性

(+),弱 陽 性(±)お よび陰性(一)に 分類 した.

考 察

エ ン ドセ リン(ET)の イ ソペ プチ ドに 1よる組織特

異性 は,各ETの 生 理的役割 の相違 を反 映 してい る

と考 えられ,こ のペプチ ドの局所調節 因子 として の役

割 を示唆 してい る。 腎臓 はETに きわめて密接 な関

係 を もつ臓器の ひとつであ り,と くにET-1は 昇 圧作

用の ほか にも少量 で腎血管収縮作用 を有 し,腎 血管抵

抗の増減 によ り糸球体 濾過量 に変化 をお よぼす と考 え

られ ている4>さ らに最近 の報告 では,腎 疾患 にお け

るETの 病態生理学的役割が注 目されてお り,ETが

腎 不全5'7)や 腎 移植 後の急性拒 絶反応7)な どに も関与

している と推 測 されている.ま た,腎 臓 にお ける嚢胞

形成 にさい し,尿 細管細胞 の増殖因子,さ らには嚢胞

内分泌促 進 因子の ひ とつ として のETが 注 目されて

いる8)

ラ ッ ト腎臓 にお け るETの 存 在 につ い て はET-1

に つ いて よ く検討 され ている.1251-ET-1を もちいた

invivoautoradiographyで は,糸 球体 の内皮 細胞 と

メサ ンギ ウ ム細 胞 にその 取 り込 み を認 め てい る9)

Big型 かmature型 か の区別 はで きないがET-1に 特

異 的 なポ リク ロー ナル抗体 を もち いる と,皮 質 一髄

質 乳頭部 に陽性反応がみ られ,と くに乳頭管 が強 陽

性 を示 し,次 いで糸球体 のメサ ンギウム細胞 や尿細管

に陽性 反 応 を認 めた との報 告 もあ るlo)ま たRT-

PCR法 に よ り,糸 球 体 と髄 質 内帯部 集合管 にET-l

mRNAの 発 現 を認めll),腎 臓 で はお もに糸球 体 と髄

質内帯 部集 合管 でET-1が 産 生 されると考 え られるよ

うになった.さ らに培養細胞 を もちいた研 究か ら も,

血 管平滑 筋細 胞12),メ サ ンギ ウム細 胞13)お よ び尿 細

管 上皮 細胞14)がET-1を 産 生す る と考 え られて いる。

BigET-1とmETsが お もに糸球 体,尿 細 管 上皮 細

胞,髄 質内帯部集合管上皮細胞 に分布 してい るとい う

今 回の免疫組織化学的所見 は,こ れ までの報告 に矛盾

せず,さ らによ り詳細 な分布が判 明 した ことにな る.

また他の イソペ プチ ド.と くにET-2も 腎 で利用 され

てい るとい う新 しい知見 を付 け加 えるこ ともで きた.

しか し今 回の結果 では糸球体 メサ ンギウム細胞 は陽性

であ った ものの糸球体 間や個体 間で ばらつ きが み られ

た.ま た,髄 質内帯部 集合管上 皮細 胞で は陽性 の もの

と非陽性 の ものが み られ た.こ れ らの理 由 と して は

(1)ETは 半 減期 が短 く,ETを 有 す るすべ て の細

胞が 同時 に染色 される とはか ぎらない こと(2)ネ フ

ロンは常時機能 して いるのではな く,休 止 中の もの も

あ り,そ の差 異が 各 ネフ ロ ンにお けるETペ プチ ド

の含量の差 に反映 してい る可能性が考 え られ る.

BigET-1をmET-1に 変 換 す るendothelincon-

vertingenzyme(ECE)は,膜 結 合型金属 プロテ アー

ゼ の一 種で,腎 臓 に もその存在 が知 られて い る15)

血 中 にはmET-1よ り もその前駆体 で あ るBigET-1

が 数 倍多 く存 在 してい るが,BigET/mETの 変 換効

率 は臓器 に よって異 な っている とされてい る.腎 臓 で

は,BigET-1と して分泌 された のちmET-1に 変 換

され るの か,mET-1に 変 換 されてか ら分泌 され るの

か不 明であ ったが,今 回の結果 か らmET。1に 変換 さ

れたのち分泌 される こ とが 明 らか とな った.ET-2と

ET-3に つ いて も同様 と推 定 され るが,ET-2とET-・3

に対す るECEは ま だ同定 されてお らず ,今 後 さ らな

る検討が必要で ある.

ラ ッ ト腎臓 にお け るET受 容体 に関 して は,ET-

ARとET-BRの 両 方が存在 す るとされてい る。 ヨ251-

ET-1に よ るinvitroautoradiographyで は,糸 球

体,髄 質内帯部,直 細血管束 にその結 合が 認め られて

い る16>が こ の方法 で はA型 とB型 の区別 がで きな

い.ET-ARに 関 して考 察 す る と,RT-PCR法 を も

ちいて,ET-ARmRNAが 糸 球 体 ,直 細 血管 束,弓

状動 脈 に認 め られ て い る17)ま たinsituRT-PCR

法 で は,ET-ARは 髄 質外帯部 お よび内帯 部の 直細 血

管束周 囲の間質細胞 に発現 して いた とされてい る18)

さ ら に培養 メサ ンギ ウム細 胞 において も,ET-ARの

存 在 が薬理学 的 に確 認 され てい る19)今 回 の研 究 実

験段 階では抗ET-BR抗 体 の入手 が不 可能 であったた

め,ET-BRの 分 布 に関 して は検 索で きなか ったが
,
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本 研 究 によ りET-ARの 分布 が組織学的 に詳細 に判明

した.

血 中ET-1濃 度 はlpg/mlと 低 く,か つ半 減期 が

短 いこ と,ETの 分 布 とET受 容 体 の分布が多 くの器

官 で一致す ることを考慮 す る と,ETは 循 環ホルモ ン

としてで はな く,局 所 ホルモ ンと してautocrineま た

はparacrineと い う様 式で作 用 してい る可 能性 が高

い 今 回の結 果で は,ラ ッ ト腎臓 においてBigETや

mETとET-ARの 分 布が ほぼ一 致 して い る こ とか

ら,腎 臓 にお いて も局所 ホルモ ンと してautocrine/

paracrine様 式 で作用 してい る ことを支持 す る所見で

あ った.

ETはendothelindegradationenzyme(EDE)に

よ り代謝 され る.EDEの 発 現 は腎臓 や肺 で確 認 され

ていて,そ の活性 およびET-1の ク リアラ ンスは,肺

よ り腎臓 のほ うが 高 い20)腎 臓 はETの 生 成 お よび

作用 の場 であ るだ けで な く,ETの 代 謝 に も深 くかか

わる主 要 な臓 器 で あ る とい える.近 年 ヒ ト尿 中ET

の測 定がRIA法 に よ り可能 となった.尿 中のET-1

はお もに尿細管 に由来 してお り,腎 疾患患者 では尿 中

にET-1が 多 量 に排泄 されているため,腎 障害 の指標

にな りうるとの報告が ある2D腎 不全 では血 中ET-1

の 上 昇が 認 め られ る5'7)が,ET-1の ク リアラ ンス低

下 あ るい はその合 成促 進 を反映 して い るのか,ま た

ET-1の 作 用 の増 強が あ るのか はまだ 明 らか で はな

い.今 後ETが さ ま ざまな病 態 とどの ように深 くか

か わ って い る か 解 明 して い くた め に も,ECEや

EDEを 含 め,さ らなる検 討が必要であ る.

結 語

1)エ ン ドセ リン(ET)の 前 駆体であ るBigET-1

は血 管内皮細胞 のほか,糸 球体 や尿細管系 に存在 し,

従 来の報告が追認 される とともに,よ り詳細 な組織学

的分布が明 らか となった.

2)同 じ細胞 がETの 成熟体 であ るmatureETを

も有す ることか ら,糸 球体 や尿細管 系でET-1の 合成

が行 わ れ,maturepeptideに 変 換 され てか ら分泌 さ

れ ることが明 らか となった.

3)ET-2やET-3も ほ ぼ同 じ細 胞 が染色 され,

腎臓 では他の イソペ プチ ド群 も利用 されている ことが

判明 した.

4)A型 受 容体 もほぼ同 じ細胞 に認 め られ る ことか

ら,ETは 腎 臓 で も局所 ホル モ ンと してautocrine/

paracrine様 式 で作用 してい る可能性が示唆 された.

本研究は滋賀医科大学附属実験実習機器センターおよび同

解剖学第二講座(主 任:越 智淳三教授〉の設備 ・機器を利用

しておこなった.こ こに心からの謝意を表 します

本論文の要旨は,第48回 日本泌尿器科学会西 日本総会で報

告 した.ま た本研究の一部は文部省科学研究費奨励研究A

(No.07771296)の 援助を受けておこなわれた.
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