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背景 

特発性ネフローゼ症候群は幼少期に好発する高度蛋白尿と低蛋白血症を

伴う疾患である。小児におけるネフローゼ症候群の中で最も頻度が高いが、

いまだに原因はわかっていない。標準治療はステロイド薬であり、ステロ

イド感受性のものは腎生検による腎組織所見でほとんど変化の無い微小変

化型ネフローゼ症候群（Minimal change nephrotic syndrome；以下 MCNS）

であることが多く、ステロイド抵抗性のものに巣状糸球体硬化症（Focal 

segmental glomerular sclerosis；以下 FSGS）の組織像をとる症例が多く

含まれる。ステロイド感受性であっても 40％近くが頻回に再発するため、

ステロイド薬の長期大量投与による成長障害、易感染性をはじめとした副

作用が問題となる１）。近年、既存治療に抵抗性で難治症例に対してヒト-マ

ウスキメラ型の抗 CD20 モノクローナル抗体（rituximab：以下 RTX） が

保険収載され多くの症例が寛解を維持できるようになった。MCNS の病態

を形成する主要因である腎糸球体上皮細胞（以下ポドサイト）には CD20

が 発 現 し て お ら ず 、 RTX の off-target と し て Sphingomyelin 

phosphodiesterase acid like 3B（以下 SMPDL3B）が報告されたが２）、ポ

ドサイトへの直接的な作用機序は不明な点が多い。 

 



目的 

本研究では、培養ヒト腎糸球体上皮細胞（以下培養ポドサイト）に対し

て、ポドサイト傷害を誘導する物質として普遍的に使用される大腸菌由来

の Lipopolysaccharide（以下 LPS）と特発性ネフローゼ症候群患者の血清

中で上昇する Interleukin-13（以下 IL-13） による培養ポドサイトの細胞

傷害と RTX の効果について検討した。 

 

対象と方法 

ヒトの腎組織から樹立された条件的不死化培養ヒト腎糸球体上皮細胞株

３）を用いて以下の検討を行った。 

1. 未分化条件（33 ℃、5％ CO2 増殖期）と分化条件（37 ℃、5％ CO2 

非増殖期）でのマイクロアレイ解析を行いポドサイト分化マーカーの発

現を確認した。 

2. 蛍光免疫染色法によりポドサイトの分化マーカー発現を確認した。 

3. LPS, IL-13 によるポドサイト細胞生存率と RTX による影響を検討した。 

4. LPS, IL-13 によるアポトーシス誘導と RTX の影響を検討した。 

5. F-actin と核の蛍光免疫染色により、LPS, IL-13 のストレスファイバー

形成の変化と RTX による影響を Cortical-F-actin score index を用いて



評価した。  

6. LPS, IL-13 による SMPDL3B の RNA 発現変化と RTX の影響を Real 

Time PCR 法を用いて検討した。 

7. LPS, IL-13 による培養ポドサイトの形態変化について倒立顕微鏡を用

いてタイムラプス撮影により検討した。 

 

結果 

1. 分化培養ポドサイトにおいて、ポドサイト分化マーカーである

Podocin, Synaptopodin, CD2AP の RNA レベルでの発現を確認した。 

2. 蛍光免疫染色法でも同様にポドサイト分化マーカーである Podocin, 

Synaptopodin, CD2AP の発現を確認した。 

3. LPS により細胞生存率は濃度依存性に低下する傾向があり、IL-13

では変化がみられなかった。RTX の併用により細胞生存率が有意に

低下した。 

4. LPS, IL-13 濃度依存性にアポトーシスが誘導される傾向にあったが

有意差はなく、RTX や比較対照として用いた IgG の添加で有意にア

ポトーシスが誘導された。 

5. LPS, IL-13 により細胞骨格のリモデリングが生じ、RTX で改善する



傾向にあった。 

6. LPS, IL-13 により SMPDL3B の遺伝子発現は有意に低下し、RTX

により改善した。 

7. 培養ポドサイトは運動性が高く、IL-13 添加でポドサイトの取り込

み像がみられた。 

 

結論と考察 

ポドサイトは糸球体における濾過障壁の重要な役割を担っている細胞で

あり、基底膜と血管内皮細胞とのクロスリンク作用で定常状態ではタンパ

クの過度な漏出を防いでいる。ネフローゼ症候群ではポドサイトの足突起

癒合が観察され、細胞骨格のリモデリングや肥大、脱落、アポトーシスな

どの障害が生じている４）。 

したがって、ポドサイト傷害と新規治療薬である RTX による効果を解析

する事でネフローゼ症候群の病態を明らかにできる可能性がある。 

私は、本研究において CD20 を発現していないポドサイトに抗 CD20 抗

体である RTX がどのように作用しているのかという疑問を解決するため、

ポドサイト傷害を来たす物質として普遍的に使用されている大腸菌由来の

LPS と、微小変化型ネフローゼ症候群で上昇している IL-13 を用いてヒト



培養ポドサイトに対する細胞生存率やアポトーシス誘導、細胞骨格リモデ

リングや形態学的変化を解析しそれぞれに対する RTX の効果を検討し、

LPS による培養ポドサイト傷害（細胞生存率の低下、アポトーシス誘導）

が RTX により増強され、IL-13 による細胞骨格リモデリングが RTX により

修復し、ダイナミックな形態変化を来すという結果を得た。 

最初に、LPS によるポドサイト傷害についてはアポトーシスの誘導５）や

Cdc42/Rac1 の活性化を伴う細胞骨格の変化６）、細胞増殖や遊走、炎症の誘

導７）が、IL-13 によるポドサイト傷害については LPS と同様に Rac1 活性

上昇を伴う細胞骨格の変化や８）ポドサイト特異蛋白の低下９）が報告されて

おり、本研究では細胞生存率とアポトーシス誘導、細胞骨格リモデリング

について検討した。 

LPS により細胞生存率は濃度依存性に低下、アポトーシスは増強する傾

向にあった。IL-13 添加では、細胞生存率やアポトーシスの変化はなく、細

胞骨格リモデリングが生じた。細胞骨格はポドサイトと周囲への接着やス

リット膜形成などポドサイトの恒常性を保つために非常に重要な機構であ

ると同時に、ポドサイトの遊走や、後述する細胞同士の Entosis においても

ダイナミックな変化が要求される１０）。したがって、この知見はポドサイト

機能障害を解析するうえで意味のある変化であると考える。 



次に、ネフローゼ症候群に対して寛解維持に貢献し、ポドサイトに対し

て保護的な作用があると考えられている RTX の効果を検討した。 

予想に反して RTX は LPS や IL-13 添加によるポドサイト生存率を抑制

し、アポトーシスを誘導する結果となった。IL-13 による細胞骨格のリモデ

リングは RTX 添加により改善した。また、比較対照として用いた IgG 添加

でもアポトーシスの誘導が観察された。一方、RTX の標的蛋白である

SMPDL3B の RNA レベルでの発現は LPS, IL-13 添加により有意に減少し、

RTX により reverse した。さらに、形態学的には IL-13 添加後に剥離した

培養ポドサイトが隣接する細胞にとりこまれ、24 時間後には消失する現象

がみられた。第一に RTX によりポドサイトのアポトーシスが誘導され細胞

骨格リモデリングが修復されたこと、第二に何らかの傷害を受けたポドサ

イトが隣接するポドサイトに貪食され消滅したことから RTX と SMPDL3B

はアポトーシスを誘導、細胞骨格維持に関与し、ポドサイトには変性した

自己細胞を処理する機構が備わっている可能性が示唆された。先述したよ

うに RTX の CD20 以外の off-target として SMPDL3B が報告されている。 

SMPDL3B はスフィンゴミエリンをセラミドに加水分解する酸性スフィ

ンゴミエリナーゼ活性を持つ。培養ポドサイトに放射線照射をすると

SMPDL3B 発現は蛋白レベルで低下し、セラミド産生が上昇、セラミドの



代謝産物であるスフィンゴシンとスフィンゴシン-1-リン酸の産生が低下す

ると報告されている１１）。再発 FSGS 患者の血清添加ポドサイトでみられ

るアポトーシスの増強と酸性スフィンゴミエリナーゼ活性の低下は RTX によ

り改善するという報告もある１２）。RTX は SMPDL3B の発現を増強させる。

それによって産生されるセラミドとセラミドの代謝産物であるスフィンゴ

シン-1-リン酸のバランスによって細胞の生死が運命づけられると報告され

ており１３）RTX による SMPDL3B の発現増強が直接セラミド代謝に関与し

アポトーシスや細胞生存率に影響している可能性が示唆された。 

また、変性ポドサイトを隣接するポドサイトが取り込み消滅させるダイ

ナミックな形態学的変化が観察された。 

 ポドサイトの細胞死に関しては細胞周期異常、アポトーシス、オートフ

ァジー、ネクローシス、Entosis などが考えられているが１４）、Entosis に

関する報告は検索し得る限り見当たらない。Entosis は有糸分裂などのシグ

ナルによって異常な増殖や変性をした細胞に対して隣接する細胞が取り込

む、“細胞の共喰い”とよばれる自己修復機構のひとつである１５）。IL-13

単独では有意なアポトーシスは誘導されなかったことと、対照群の観察で

一度剥離したと思われる培養ポドサイトが再び接着する様子が観察された

事から、この現象は Podocyte の Entosis をみている可能性が示唆された。 



 本研究の限界として、In vitro の実験である事とポドサイト傷害に関わる

詳細な経路の解析を行っていない事、RTX 単独群の検討、SMPDL3B 発現

抑制や発現増加の検討が不十分である事があげられる。セラミドの代謝産

物であるスフィンゴシン-1-リン酸は多発性硬化症や自己免疫疾患、アレル

ギー性疾患、癌をはじめ敗血症など多数の分野で生体内での動向が病態に

大きく関わると考えられているリゾリン脂質の一種である１６）～２０）。今年

に入ってこのスフィンゴシン-1-リン酸をグリセロリン脂質へと分解する経

路の唯一の酵素である S1P Lyase 遺伝子異常が先天性ネフローゼ症候群の

新たな原因遺伝子として相次いで報告された２１）～２３）。SMPDL3B だけで

なく、その代謝経路に関わるセラミドやスフィンゴシン -1-リン酸、S1P 

Lyase のポドサイトに対する影響を検討する事で、新たな治療標的になる可

能性が示唆される。 
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