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博士論文の要旨                                

 背景:近年、CD20 モノクローナル抗体であるRituximab が、頻回再発型ネフローゼ症候群やステロイド

依存性ネフローゼ症候群に有効な薬剤であると示されている。巣状分節性糸球体硬化症（FSGS）といった

ステロイド抵抗性ネフローゼ症候群における抗蛋白尿効果も同様に多数報告されている。一方で、B 細胞

欠失状態にもかかわらずRituximab治療に反応しない症例も報告され、抗蛋白尿効果が必ずしもB細胞数

に相関していない。抗蛋白尿効果には、B 細胞非依存的で、新たな作用機序が存在する可能性が示唆され

る。また、Rituximab は、糸球体ポドサイトに発現しているSMPDL3b のアミノ酸配列を認識し、直接結合

すると報告されている。加えて、SMPDL3b に結合することでポドサイトに直接結合し、抗蛋白尿効果をも

たらす可能性が示唆されているが、in vivo での Rituximab の直接効果を示した報告はない。そこで申請

者は、Rituximab が直接ポドサイトに結合することで難治性ネフローゼ症候群における蛋白尿抑制とスリ

ット膜構成分子への効果を検証した。 

方法: 難治性ネフローゼ症候群を呈する FSGS の実験モデルとして多用されているアドリアマイシン

（ADR）腎症をラットに惹起し検証した。総数 12 匹をランダムに正常ラット群、ADR 腎症ラット群、ADR

腎症ラット+Rituximab群の3群に分けた。8匹のラットにアドリアマイシン10mg/kgを尾静脈から単回投

与した。そのうち4匹にRituximab10mg/kgを尾静脈からアドリアマイシン投与直後、7日目、14日目、21

日目に投与した。24時間蓄尿を1日目、8日目、14日目、18日目、28日目に行い、蛋白尿量を測定した。

計12匹のラットを28日目に安楽死させ、腎臓を摘出し、病理組織標本を作製した。総数6匹をランダム

にRituximab群、ヒトIgG群の2群に分けた。3匹のラットにRituximab10mg/kgを尾静脈から単回投与し、

もう3匹のラットに精製したヒトIgG10mg/kgを尾静脈から単回投与した。計6匹のラットを投与1時間で

安楽死させ、腎臓を摘出し、病理組織標本を作製した。正常ラットにおけるRituximab結合蛋白と、ポド

サイトマーカーであるSynaptopodin、内皮細胞のマーカーであるRECA 1、メサンギウム細胞のマーカーで

あるThy 1の二重染色を行い、糸球体内結合部位を検証した。 

結果: Rituximabは、ADR腎症ラットにおけるNephrin、Podocin 発現の低下を抑制し、ADR腎症ラット

の18日目から28日目の蛋白尿を有意に抑制した。Rituximabは正常ラットの糸球体を認識し、Rituximab



結合蛋白は糸球体係蹄壁に沿って顆粒状のパターンを呈して発現し、一方で精製したヒトIgGや正常マウ

ス血清を用いた染色では発現は確認されなかった。ラットに Rtixumab を単回投与した腎組織では、FITC

標識抗ヒトimmunoglobulins抗体の直接染色で染色性を示したが、FITC標識抗マウスimmunoglobulins抗

体の直接染色では染色性を示さなかった。精製したヒトIgGを単回投与した腎組織を用いたFITC標識抗ヒ

ト immunoglobulins 抗体の直接染色では、染色性を示さなかった。Rituximab 結合蛋白は正常ラット腎組

織に発現し、Rituximab 染色と同様の発現パターンで観察された。B 細胞が集積している脾臓組織では

Rituximabの染色性を確認できなかった。Rituximab結合蛋白はSynaptopodinと共局在し、内皮細胞やメ

サンギウム細胞とは共局在しなかった。 

結論: Rituximab は直接ポドサイトに反応し、スリット膜を保護することで、難治性ネフローゼ症候群の

抗蛋白尿効果をもたらす可能性が示された。本研究は、Rituximab が B 細胞非依存的に抗蛋白尿効果を示

す初めてのin vivo 研究である。Rituximab はポドサイト障害を防ぐことで、ネフローゼ症候群の治療に

有用であると考える。 

 

 

審査結果の要旨 

近年、CD20モノクローナル抗体Rituximabの難治性ネフローゼ症候群に対する抗蛋白尿効果が報告され

ているが、その作用機序について明らかにされていない。また、Rituximab はポドサイトに直接作用する

報告もあり、B細胞抑制とは異なる作用機序が示唆されている。本研究では、Rituximabのポドサイトへの

直接結合性と難治性ネフローゼ症候群における蛋白尿抑制・スリット膜構成分子への効果を検証した。ア

ドリアマイシン腎症ラットにRituximabを隔週計4回投与し、蛋白尿を測定した。病変誘導28日後のスリ

ット膜関連分子Nephrin、Podocinの発現を解析した。正常ラットにおけるRituximab結合蛋白の糸球体内

局在を解析した。Rituximabは、アドリアマイシン腎症ラットにおけるNephrin、Podocin発現低下を抑制

し、18 日目から 28 日目の蛋白尿を有意に抑制した。Rituximab 結合蛋白はポドサイトマーカーである

Synaptopodinと共局在した。Rituximabはポドサイトに直接作用しスリット膜を保護することで、抗蛋白

尿効果をもたらす可能性が示された。 

 

以上より、本研究は、難治性ネフローゼ症候群に対するRituximabの抗蛋白尿効果が、ポドサイトに直

接作用してスリット膜を保護することに起因することを明らかにした点で、学位論文としての価値を認め

る。 


