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研究成果の概要（和文）：本研究では小児難治性ネフローゼ症候群(NS)においてSMPDL3bの尿中排泄が疾患活動
期に特異的に低下していることを世界で初めて明らかにした。さらにリツキシマブ（RTX）投与によりB細胞が枯
渇しているにもかかわらず再発を繰り返す「リツキシマブ抵抗性」を示す患者では寛解期においてもSMPDL3bの
尿中排泄が低下していることが判明した。一方ループス腎炎、IgA腎症においてはSMPDL3bの排泄は保たれてい
た。以上からSMDPL3bがNS疾患活動期に特異的に低下していること、RTXがSMPDL3b依存性に効果を発揮している
ことが示唆され、NSにおけるRTX反応性予測マーカー開発の足がかりが得られた。

研究成果の概要（英文）：To examine the role of SMPDL3b in the pathogenesis of NS, we examined 
urinary excretion of SMPDL3b by using dot blotting. Urinary excretion of SMPDL3b in patients with 
heavy proteinuric NS was significantly decreased compared to that in patients in remission, those 
with IgA nephropathy/vasculitis, and controls.
These findings suggest that changes in SMPDL3b expression on the podocyte probably occur in 
pediatric-onset NS. Among them, RTX may work on podocyte in SMPDL3b-dependent manner, suggesting 
that low expressions of SMPDL3b in urine and glomerular immunoreactivity even in remission resulted 
in the RTX-resistance. Although detailed mechanism of downregulation of SMPDL3b expression remains 
to be elucidated, SMPDL3b is, at least in part, involved in the pathogenesis of pediatric-onset NS. 
In addition, measurement of urinary excretion of SMPDL3b could be a possible in invasive biomarker 
to predict reactivity to rituximab therapy in pediatric onset nephrotic syndrome.

研究分野： 小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
ネフローゼ症候群は糸球体上皮細胞
podocyte の機能障害により細胞骨格の異常
をきたし、足突起の消失、apoptosis が起こ
ることで尿蛋白が持続する。従来より T細胞
の機能異常が指摘されており、治療としてス
テロイドおよびシクロスポリン、ミゾリビン
等の免疫抑制剤が用いられている。一方，ス
テロイド薬依存性や抵抗性の経過をとる難
治性ネフローゼ患者も少なくなく，長期間に
わたるステロイド治療は、成長障害、肥満、
易感染性などの全身的な副作用が大きな課
題として残されている。さらに難治性ネフロ
ーゼ症候群の代表疾患である巣状糸球体硬
化症 (FSGS)では腎移植後の再発も約 3 割で
認められる。以上から，より詳細な病因解明
に加えて，現行よりも副作用が少なく，かつ
有用である新たな治療戦略の構築が強く望
まれている。 
難治性ネフローゼ症候群（頻回再発型・ス

テロイド依存性ネフローゼ症候群）に対し、
抗CD20抗体製剤であるリツキシマブ(RTX)が
2014 年 10 月より小児難治性ネフローゼ症候
群(ステロイド依存性・頻回再発型ネフロー
ゼ症候群) に対し保険収載となった。 
元来，抗 CD20 抗体 RTX は CD20 陽性の B
細胞を枯渇させることにより、B 細胞による
抗体産生およびT細胞とのクロストークを抑
制し、もって B 細胞、T 細胞による腎糸球体
細胞への病的影響を減ずるとされていた。し
かし，難治性ネフローゼ症候群では，組織学
的に B 細胞の糸球体への直接浸潤が見られ
ないにもかかわらず RTX 投与直後から尿蛋
白の減少効果が見られる例があること、末梢
血中の CD20 陽性細胞数が回復後も RTX の
効果が持続する例があること、さらに RTX
投与により B 細胞が枯渇しているにもかか
わらず再発を繰り返す「リツキシマブ抵抗
性」を示す群の存在などから RTX の CD20
陽性細胞の枯渇効果以外に糸球体への直接
効果が想定されている。2011 年に Fornoni
ら の 報 告 に よ り podocyte 細 胞 膜 の
sphingomyelin phosphodiesterase acid-like 
3b  (SMPDL3b) へ RTX が結合し、FSGS
患者血清による培養 podocyte の細胞骨格の
変性を防ぐ効果が示された。さらに、FSGS
患者の podocyte において SMPDL3b の発現
が低下していること、培養 podocyte におい
て RTX は SMPDL3b の発現増強効果がある
ことが示されている。その他にもヒト CD20
非発現で B 細胞非依存性のネフローゼモデ
ルであるラットアドリアマイシン腎症モデ
ルにおいてSMPDL-3bを介するRTXの直接
効果を示した報告もある（Yamagata ら）。さ
らに B 細胞非依存性の放射線障害による腎
症モデルにおいても SMPDL-3b の発現が減
少しており病態に関与している可能性が報
告されている（Ahmab ら）。以上から，RTX
が SMPDL3b を介して直接 podocyte の細胞
骨格安定化、さらには尿蛋白減少効果をもた

らすことが示唆されている。 
しかし，FSGS 以外の小児ネフローゼ症候群
において，SMPDL3b の発現が変化している
のかどうかは不明である。また，個々の頻回
再発型・ステロイド依存性小児ネフローゼ
症候群患者では，組織学的に同じ微小変
化群であるにもかかわらず，RTX に対す
る治療反応性（寛解期間の持続効果、ス
テロイド減量効果）はさまざまであり、そ
の要因も不明である。さらに，ネフローゼ症
候群以外の IgA 腎症、ループス腎炎等におけ
る SMPDL3b の発現の変化とその意義につ
いては知見が得られていない。 
 
２．研究の目的 
①小児難治性ネフローゼ症候群に対するリ
ツキシマブの作用機序の解明を行う。 
②糸球体上皮細胞上の sphingomyelin 
phosphodiesterase acid-like 3b 
(SMPDL-3b)分子の発現と 
小児難治性ネフローゼ症候群に対するリツ
キシマブによる治療反応性の関係性を明ら
かにする。 
以上から、難治性ネフローゼ症候群における
SMPDL3b 分子の病的意義を明らかにし，治
療反応性を推察する新たなバイオマーカー
の開発につなげることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
１）免疫染色： 
①蛍光抗体法にて糸球体 podocyte 上の
SMPDL3b の発現を示した。 
②患者腎生検凍結切片に対し SMPDL3b と
podocyte特異的蛋白であるpodocinの二重染
色を行った。 
③RTX を組織切片に添加し、抗ヒト IgG-FITC
にて蛍光抗体法で組織上の結合を示した。 
 
2) Dotblotting: 
小児ネフローゼ症候群患者（n=51,うち寛解
期 39 例、再発期 12 例）尿中 SMPDL3b の測定
を dotblot 法にて行った。比較対象として尿
蛋白陽性の IgA 腎症/血管炎患者(n=19)、ル
ープス腎炎患者(n=9)および及び健常コント
ロール(n=9)の尿を用いた。 
尿検体は採取後速やかに遠心し上静を凍結
保存したものを用いた。リコンビナント蛋白
SMPDL-3b を濃度を変えてブロットし検量線
とした。さらに各尿検体中のクレアチニンを
測定し尿中 SMPDL-3b/クレアチニン比を算出
し定量的に測定した。 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
1) 組織切片を用いた蛍光抗体法にて
SMPDL-3b は Podocin と同じ局在を示した。 
  
2) 組織切片を用いた蛍光抗体法にて RTX は
直接腎糸球体に結合していた。 
 
3) 組織切片を用いた蛍光抗体法にて、ネフ
ローゼ症候群寛解期には SMPDL-3b の発現が
Nutcracker 症候群症例と比べても同程度保
たれていた。 
 
4) 組織切片を用いた蛍光抗体法にて、RTX 投
与によりB細胞が枯渇中にも再発を繰り返す
「リツキシマブ抵抗性」ネフローゼ症候群患
者では、寛解期にもかかわらず発現が低下し
ていた。 
 
5) 組織切片を用いた蛍光抗体法にて、IgA 腎
症/血管炎、ループス腎炎患者ではコントロ
ール、ネフローゼ症候群患者に比べて発現が
増強していた。 
 
6) 尿中 SMPLD-3bの測定においてネフローゼ
症候群患者では寛解期に比べて再発期には
有意に尿中排泄が低下しており、寛解期には
健常コントロールと同程度の排泄が見られ
た。 
 
7) 尿中 SMPDL-3b の測定において「リツキシ
マブ抵抗性」ネフローゼ症候群症例において
は寛解期の尿検体中であっても、尿中
SMPDL-3b 排泄は低下していた。 
 
8) 尿蛋白陽性のIgA腎症/血管炎およびルー
プス腎炎においては尿中 SMPDL-3b の排泄は
健常コントロールと比べて有意に増加して
いた。 
 
 
以上の結果より 
① 糸球体での発現および尿中 SMPDL-3b 排

泄はネフローゼ症候群再発期で特異的に
低下している。 

② RTXは糸球体上のSMPDL-3b依存性に効果
を示す可能性がある、 

③ IgA 腎症/血管炎、ループス腎炎など目サ
ンギウムに炎症が生じる病態では
SMPDL-3bの発現と尿中排泄が増加してい
る可能性があることが判明した。 

 
これらのことから podocyte 上の SMPDL-3b は
ネフローゼ症候群の病態に関与しており、尿
中排泄量はその発現状態を反映し、非侵襲的
な疾患活動性およびリツキシマブ反応性の
指標となりうることがわかった。今後リツキ
シマブ投与対象となる患者選択において大
きな意義があるだけでなく、疾患の病態解明
の足がかりとなる可能性があると考えられ
た。なぜ難治性ネフローゼ症候群で podocyte

上の SMPDL-3b の発現が低下するか、リツキ
シマブ投与によりその発現が回復するのか、
にさらに podocyte における SMPDL-3b の生理
的役割については未解決であり今後の課題
である。 
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