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研究成果の概要（和文）： 

小児特発性ネフローゼ症候群の原因は不明である。私達は本症で T・Bリンパ球間の共刺激分子

（CD26, CD28、CD80/CD86、CTLA-4、CD69、CD26、CD40、CD40ligand）の発現を調べた。治療前

初発患者は、治療後寛解時やコントロールに比べ、T リンパ球上の CD40 ligand とその結合分

子の B細胞の CD40が著増していた。また、CD40シグナル下流のリン酸化 JNKも治療前患者の

発現は強く、治療後は健常人レベルに回復した。しかし、それらの発現細胞の多寡は、再発頻

度、ステロイド反応性などと相関しなかった。また、活性化 T細胞に発現する CD30の可溶性分

子も初発時が高かった。これら CD40. CD40 ligand, 可溶性 CD30等は疾患活動性マーカーとな

る可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Idiopathic nephrotic syndrome is one of the commonest kidney diseases in children. 

However, its etiology is not elucidated yet. We have evaluated the expression of 

co-stimulatory molecules on T and B lymphocytes （CD26, CD28、CD80/CD86、CTLA-4、CD69、
CD26）by flow cytometry in 11 children with idiopathic nephrotic syndrome. In the result, CD40 

ligand expressed on CD4 positive T lymphocyte and CD40 molecule expressed on CD19 

positive B lymphocyte are significantly increased at primary onset comparing to at 

remission and in control children. In addition, western blot analysis revealed that 

phosphorylated-junk (p-junk), which is in downstream of CD40 signal, is only expressed in 

patients in active nephorotic phase. These findings suggest that T and B lymphocytes 

through CD40 and CD40 ligand could play some important role in pathogenesis of 

nephrotic syndrome. In addition, serum level of soluble CD30 is also significantly increased 

at primary onset comparing to at remission and in control children. CD30 is also expressed 

on activated T lymphocyte. Although further investigation is necessary, this finding also 

suggests mutual activation between T and B lymphocytes. CD40, CD40 ligand and soluble 

CD30 may be a good candidate of biomarker of nephritic syndrome.   
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１．研究開始当初の背景 

ネフローゼ症候群は腎臓の糸球体内で蛋白

が血液から尿に漏出し、その結果低蛋白血症

と全身性の浮腫を来す疾患である。わが国で

は、1年間に約1000-1300人が新規発症小児例

として報告されている。その多くは光学顕微

鏡所見で炎症や免疫複合体の沈着のない微小

変化群である 

本症は病因不明であるが、ステロイド薬や

免疫抑制薬の有効性から、リンパ球における

異常な免疫反応が病態に深く関係すると推測

されてきた。本症への治療薬の作用機序は、

その病態を推測するうえで、様々な示唆を与

える。例えば、シクロスポリンAはCD4ヘルパ

ーTリンパ球に特異的に働き、インターロイキ

ン2の産生抑制作用をもつため、本症の病態へ

のTリンパ球の深い関与を示唆する。また、当

施設にて医師主導型臨床治験を実施している

抗CD20抗体であるリツキシマブは、Bリンパ球

を特異的に枯渇させ、本症の病態へのBリンパ

球の深い関与を示唆する。これらの事実は、

本症におけるTリンパ球、Bリンパ球の双方の

病態への関与とT・Bリンパ球間の細胞間相互

刺激作用の存在を推測させるものである。 

病因が未解明なため、本症において、疾患活

動性の評価、再発と寛解の予測、薬剤反応性

の予測を可能とするバイオマーカーは大変に

重要であるが、いまだその発見には至ってい

ない。 
 

２．研究の目的 

しかし、本症の病因について免疫学的に調

べられた報告は、再発時や急性期におけるサ

イトカイン（IL-2、血清可溶性IL-2受容体、

IL-13、IL-18、IL-13、TNFα等）の血清中で

の増加や、可溶性CD23や可溶性CD25の血液中

での増加等の僅かな報告があるのみであり限

定的である。とりわけ、本症におけるT・Bリ

ンパ球の細胞間相互作用や共活性化について

の研究報告はこれまではない。 

 私たちは本症において、T・Bリンパ球間の

相互活性化指標である共刺激分子に注目し、

フローサイトメトリー法でその発現を調べた。

本研究では、CD40 ligandおよびその他のTリ

ンパ球とBリンパ球の共刺激分子（CD26, CD28、

CD80/CD86、CTLA-4、CD69、CD26等）の発現を

本症の再発時、寛解時、さらには薬物投与前

後に測定し、これらの共刺激分子の病態への

関与を調べ、これらの中からバイオマーカー

として利用できる分子を探索する。 

 

３．研究の方法 

①対象患者 
2009.5～2010.6 に初診で当センターを受診
した、 初発ステロイド感受性ネフローゼ患
者 11名 （男児 8、女児 3）。年齢は 11カ月 - 
14歳。コントロールは、正常健常児、微小血
尿、 体位性蛋白尿の児 18 名 。インフォー
ムドコンセントと可能な年齢では アセント
を取得し検査を実施した。ネフローゼ患者は、
初発時治療前と寛解時の血液を採取した。 
 
②フローサイトメトリー法によるリンパ球
上の共刺激分子の解析 
PBMCを分離しリンパ球分画のみをgatingし、
Flow Cytometry法でリンパ球上の共刺激因子
（表面マーカー）を測定した。 解析項目は
CD4, CD3, HLA-DR, CD26, CD28, CD40 ligand, 
CD8 ＆  CD3, HLA-DR, CD26, CD28, CD40 
ligand, CD19 & CD16, CD23, CD40。  
 
③ウエスタンブロット法による CD40シグナ

ル下流の p-JUNの発現測定 

ネフローゼ症候群患者の末梢血から PBMCを

分離し、治療前と治療による寛解後の、リン

酸化した JNKである p-JNKの発現レベルをウ

エスタンブロット法にて検討した。 

 

④可溶性 CD30分子測定 

Human soluble CD30 BMS 240INST(bender Med 

Systems)を使用。治療前、寛解時、コントロ

ール患者血清 25μLを用いて 、可溶性 CD30

分子を測定した。 

 
４．研究成果 
① フローサイトメトリー法によるリンパ球

上の共刺激分子の解析 
小児特発性ネフローゼ症候群の初発時と

寛解時において、11名の患者の Tおよび Bリ
ンパ球上での各種共刺激分子（CD40, 
CD40ligand(CD40L), CD28, CD80/CD86, 
CTLA-4, CD69, CD26等）の発現を調べた。  
その結果、Tリンパ球上の CD40Lと Bリンパ
球上の CD40分子のみが疾患活動性に相関す
ることを確認した。 
 

 
 
 
 



 

 

 

 
治療開始前の初発時おいては、CD4陽性 T

リンパ球上のCD40Lの発現率は平均33.4％で
あったが、ステロイド薬使用下の寛解時は
13.3％に有意に減少した（P<0.05)。 
 

 
またコントロール群ではその発現率は

6.4％であり前二者と比較して有意に低値で
あった（P<0.05）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、CD40Lの受容体である CD40について

は、治療開始前の初発時おいては、CD19陽性
B細胞上の CD40の発現率は 93.9％であった
が、ステロイド薬使用下の寛解時は 79.0％に
有意に減少した（P<0.05)。 
 

 
一方、コントロール群との比較では、CD40

の発現率は寛解時と比較して有意差はなか
った（P<0.001）。 
 
 
 



 

 

これらの事実は CD40L および CD40 が本症の
疾患活動性を反映するのみでなく、それらを
標的とした新規治療法の開発につながるこ
とを示唆している。 
 
② ウエスタンブロット法による CD40シグ

ナル下流の p-JUNの発現測定 

 CD40シグナルは①B細胞の活性化 ②クラ

ススイッチ ③体細胞突然変異などに関わ

る重要なシグナルである。また、B 細胞上に

異所性 CD40Lを発現し得るトランスジェニッ

クマウスにおいて、過剰な CD40 シグナルに

よって自己免疫疾患の一つである全身性エ

リテマトーデス様の病態を発症することが

報告され、CD40への過剰シグナルは免疫の異

常に作用する可能性がある。ネフローゼ症候

群患者における過剰なCD40シグナルによるB

細胞の活性化や過剰な CD40Lシグナルによる

T 細胞の活性化が病態発現に影響しているこ

とが予想される。CD40シグナルの増加は CD40

シグナル下流に存在する JNK のリン酸化

(p-JNK)を増加させる。そこで、ネフローゼ

症候群患者の末梢血から PBMC を分離し、治

療前と治療後の p-JNKの発現レベルをウエス

タンブロット法にて検討した。その結果、治

療後と比較して治療前の患者検体では p-JNK

の発現は強く、治療後は健常人と同レベルの

発現に戻っていることが示された。これは、

発現増強した CD40,CD40L はそれぞれ相互作

用し、シグナル増強を生むことで病態発現に

何らかの役割を果たしていることが考えら

れる。今後、異常 CD40 シグナルとネフロー

ゼ症候群の直接的な関連について分子生物

学的手法を用いて解明する予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ 可溶性 CD30分子測定 
リンパ球上の共刺激分子である可溶性

CD30(sCD30)のバイオマーカーとしての有用
性を検証した。その結果、血漿中 sCD30はネ
フローゼ症候群の初発時およびステロイド
投与後の寛解時は(n=13)、それぞれ 68.7±
25.4ng/ml、27.2±19.9ng/ml（P＝0.0005）
であり明らかな有意差を認めた 
 

 
また、正常コントロール（n=16）では、25.4

±11.3 ng/mlであり,それぞれネフローゼ初
発時と有意差を認め（P<0.05）、sCD30が本症
の疾患活動期にのみ上昇することが判明し
た。この発見はこれまで報告のないものであ
り、CD40分子同様に、Tおよび Bリンパ球の
相互活性化が本症の病態に関与する事実を
示すものである。 
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