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Rituximabのラットアドリアマイシン腎症における

B細胞非依存性ポドサイト保護作用と

抗蛋白尿効果
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要 旨

【背剃近年,CD20抗原モノクローナル抗体であるRituximabは，巣状分節性糸球体lin化症

(FSGS)といった難治性ネフローゼ症候群の蛋白尿抑制効果が報告されているが，その作州機

序についてはIﾘl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侍もあ

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,Riluximabが耐:接ポドサイ

l､に紬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ilillとスリット脱榊成分子への効

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川されているアドリア

マイシン'門症(ADR腎症）をラットに惹起し，病態誘導1日目, 8HI=1 , 14HI三l , 18I I I1, 28

I=i l lの尿検体を川いて24時間蛋白尿を測定した. 10mg/kg体噸のRituximabを尼肺脈からア

ドリアマイシン投与直後， 7日目， 141］目， 21日目に投与した．病変誘導28日後のW糸球体に

おけるスリット膜関連分子Nephrin,Podocinの発現を免疫染色法により解析した. il瀧ラット

におけるRiluximab結合蛍白と，ポドサイトマーカーであるSynaptopo(lin,内皮細胞のマーカ

ーであるRECA1,メサンギウム細胞のマーカーであるThylとの二亜染色を行い，糸球体内結

合部位を検証した．

【結果】 Rituximabは,ADR府症ラットにおけるNephlin,Po(locin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. Riluximab結合蛋白は

Synaptopodinと共同在し，内皮細胞やメサンギウム細胞とは共同在しなかった．

【結論】 Rituximabはポドサイトに直接作用しスリット膜を保謹することで,雛流性ネフロー

ゼ症候群の抗蛋白尿効果をもたらす可能性が示された．

キーワード:Rituximab,蛋白尿，アドリアマイシン，ネフローゼ症候群,Nephrin
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f'iはない．

今lnlのIII諦者は,B細胞非依存的なネフローゼ

症候腓モデルであるラットアドリアマイシン粁症

(ADRW症）をlllいて, RituximabのB細胞非依

存的なポドサイトIII:接作川を検証した．
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一
一
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ネフローゼ症候群は糸球体障害の結果，商度蛍

口尿，低蛍白血症，全身の浮腫が起こる．小児ネ

フローゼ症候群の約90％は原因不明な特発性ネ

フローゼ症恢群(INS)であり，わが'玉|では1年

間に小児10万人に5人が発症する. INSの初発

時の第一選択薬は経口ステロイドで，その多くは

治療に反応する（ステロイド感受性ネフローゼ症

候群: SSNS)が，約80%は再発を起こし, 40%

は額皿ll'}発咽ネフローゼ症候群(FRNS)あるい

はステロイド依存性ネフローゼ症候群(SDNS)

である． また, INSの約10%はステロイド治療に

反応しないステロイド抵抗性ネフローゼ症候群

(SRNS)であり，その多くは高度蛋白尿の艮期化

により様々な症状を引き起こす')．シクロスポリ

ンAやシクロフォスファマイドといった免疫抑

制剤は雌治性ネフローゼ症候群に有効ではある

が，それでも10～20%のSRNSでは寛解に至ら

ず腎不全に進行する2)．

RituximabはB細胞表miに発現する分化抗原

CD20に対するモノクローナル抗体である3)4).

近年Rituximabが, FRNSJfSDNSに対する有効

性が示唆されている5)．巣状分節性糸球体硬化症

(FSGS)といったSRNSにおける抗蛋白｝求効果も

同様に多数報告されている6).Rituximab投与後，

末梢lilB細胞数が枯渇・減少することから，

FRNS, SDNS,SRNSの病態にB細胞が関Ij.する

可能性が示唆されている．一方,B細ll世欠失状態

にもかかわらずRituximab治療に反応しない症例

も報告されており，抗蛍白尿効果が必ずしもB細

胞数に相関しないことも指摘されており7)8)，

Rituximabの抗蛍白尿効果には,B細胞非依存的

な，新たな作川機序が存在する可能性が示唆され

る．

近年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, W!I:lf

結合すると報告されている9)．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'0）

が, ilIvivoでのRituximabの直接効果をホした報

対象と方法

動物ネフローゼモデル

6週齢雌性の休航15()～1709のWistarラット

(CharlcsRiverJal)al1,AIsugi,Japan)を川いた．全

ての肋物実験は，新潟大学動物実験施設の設ける

ガイドラインに従い行った.ADR腎旅は,Wistar

ラッ |､の尼I梛脈に6mg/kgIM1のアドリアマイシ

ンを投-lj･することにより作成した．

総激1211Eをランダムに正常群,ADR腎症群，

AI)RW症+Rituximab群の3群に分けた. 8匹の

ラットにADR!腎症を葱起し，そのうち4匹のラ

ットにlOmg/kgIMiのRiluximal)を尼I祁脈から

アドリアマイシン投Jj.141:後, 7日|zl , 14 1川1 , 21

1FI目に投与した． ラットを代謝ケージに入れ, 24

時|H1蒲Iｲ<を1[l l l , 8HI｣, 1411 1 1 , 2111FI , 28

ll l lに行い,Bio-Rad社のProteinAssayReagent

を川いて，ウシlllii'iアルブミンを楪雌とした比色

分析法で1 11蛍lLIIRI1tを測定した． 耐|･ 12Pﾛのラ

ッ |､を281」目に安楽死させ，腎臓を摘出した．

総数6IIEをランダムにRituximabllf, ヒトIgG

群の2鮮に分けた． 3匹のラットに1Omg/kg体重

のRitllximabを161W脈から単|回l投与し， もう3匹

のラッ |､に10mg/kgilKIIiのIIi製したヒト IgGを

IE11＃脈から単I皿l投与した. r;l･6IIEのラットを投与

1 11flll1で安楽死させ,W臓を摘出した．

抗体

本法において使川した一次抗体は以下である．

Rituximab ;抗上 ｜、CD20抗体( !|!外製薬),

GlD4 ;抗シナプトポディン抗体（マウスIgG1.

PI･ogenft), 5-1-6 ;抗Nephrin抗体（マウス

IgGl), 1-22-3 ;抗ラットThyl.1抗体（マウ

スIgG3)'')'2),HIS52 ;抗ラットRECA-1抗体

(マウスIgG1,Sel･()tecil:),抗ラットPodocin抗
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図l蛋白尿量の経時的変化

ADR腎症ラットでは14日目から蛋白尿を認め，漸jWした.ADR腎症ラット+RituximabW

では， 18日目．28日目の蛋白尿を有意に＃ll制した

体'3)．正常マウス血清と正常ヒト血清を陰性コ

ントロールとして使用した．

二次抗体は以下のものを使用した. nuorescein

isothiocyanate (FTrC)標識ウサギ杭ヒトIgsli

体とFⅡC標識ヤギ抗ウサギimmunoglobulinsin

体(Dako社),FrrC標識ヤギ抗マウスIgG1抗体

(SouthernBiotechnologyAssociatesitl:),teh･am-

ethyl-1･hodamneisodliocyanate (TRrrC) |鼎拙

ヤギ抗ウサギimmunoglobulills抗体(Dako社),

TRII､C標識ヤギ抗マウスiImllunoglobulins抗体

とTRII､C標識ヤギ抗マウスIgG1抗体(Southem

BiotechnologyAssociates社).

さらに, FrrC標識杭ヒトmmunoglobulinsli

体を,Rituximabあるいは精製した上|､ IgGを投

与されたラット腎組織の直接免疫蛍光染色法とし

て使用した

n-hexaneを用いて急速凍結した． クリオスタッ

トで3〆mに薄切し，アセI､ンまたはPLP(perio-
date-lysine-paraformaldehyde)で1分間固定

し，上述の一次，二次抗体を用いた間接法にて免

疫染色を行った．二亜蛍光染色では，一次抗体の

サブクラスまたは宿主に対応する，異なった蛍光

標識の二次抗体を用いて染色を行った．

統計解析

2群間比較にMann-WhitlleyteStを行った

one-wayanalysisを用いた後に，データは統計_|

p<0.05をもって有意差ありとした

結 果

1.RituximabのADR腎症における抗蛋白尿

効果とポドサイト保護作用

正常群,ADR腎症群,ADR腎症+Rituximab群

の3群における蛋白尿風の推移を図1に示した．

免疫蛍光染色

腎組織は皮質部分を切り出した後－70度の
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発現低下を抑制した（図2）ADR腎症ラットは14日目から蛋白尿を認め，経

時的に増悪した． Rilllximabは,ADR腎症ラット

の14日目からみられた蛋白尿通に減少傾向を示

し，18日目から28日目の蛋白尿を有意に抑制した．

また， 28日目のADR腎症ラッ1,群ではNePhm,

Podocinの発現が低下したが, Rituximabはその

2.Rituximab結合蛋白の局在

RitIIximabを一次抗体として用いた免疫蛍光染

色において,Rituximabは正常ラットの糸球体を

認識し, Ritlximab結合蛋白の発現を認め，一方

ADR腎症ラット
+Rituximab

正常ラット ADR腎症ラット
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図2病態誘導28日目のNephl･in,Podocinの発現

ADR僻症ラット群ではNephrin,PodOcinの発現の低下を認めたが,Rilllximab投与で

発現低下を抑制した．

マウス血清ヒトIgGRituximab

刀
、、

図3正常ラッI､'符組織におけるRituximab結合蛋白の発現

Riluximab結合蛋白は躯粒状のパターンを呈し糸球体係蹄壁に沿って発現した
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Rituximab投与ラッI､の腎組織を川いた枕上1, 19Gs抗体直接染色で染色性を示した

職製したヒトI質Gを単回投与した腎糺蹴や正常ラッI､腎剥職では染色性を示さなかった
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図5正粥ラッI､脾組織におけるRituXimab結合蛋白の発現

Rituximab結合蛋白は脾組織に発現しなかった

Rituximabを単回投与した腎組織では,FnC標識

抗ヒト immunoglobulins抗体の直接染色で染色

性を示したが,NTC標識抗マウスimmunoglobu-

lins抗体の直接染色では染色性を示さなかった

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（図3)

Rituximab結合蛋白の発現は糸球体係蹄壁に沿っ

て瀬粒状のパターンを示した． さらに、ラットに
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図6 Rih'ximab結合蛋白の正常ラットにおける糸球体内局在

Rituximab結合蛋白とSynaptopodinがほぼ一致して観察されたNephrin,Thyl,

RECAlとは異なる局在を呈した
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(図‘1)． また粘製したヒト IgGをilil''l投与した'門

組織を川いたFITC械拙抗上|､ immunoglobulills

抗体の直接染色では，染色性をアパさなかった. 11i

常ラット腎糺|織のRituximab染色とRituximab"

与ラットの1II被染色では, Inl様の発現パターンで

観察された.B細胞が典概している脾臓糺l織では

Rituximabの染色性を確認できなかった（図5).

二亜蛍光抗体法を川いた検『i,l･で正州ラット糸球

体では, Rituximab結合蛍|'-Iとポドサイト機能分

子であるSynaptopodinがほぼ一致して観察され

たが， スリット膜関連分子であるNephrin,メサ

ンギウム細胞のマーカーであるThyl,内皮細胞

のマーカーであるRECAlとは災なる局在を呈し

た（図6)．

podin,スリッ1, IIMIMI連分子であるNephrin, メサ

ンギウム細胞マーカーであるThyl,内皮細胞マ

ーカーであるRECA1と比較検討した．ポドサイ

トの2次突起（足突起）に位i"するアクチン関連

蛋白であるSynal)top()(linは,ポドｻｲﾄ,足突起

構造の形態維持にIMIIj･していると考えられてい

る.Rituximabはll三州ラッ |､糸球体での染色性を

認め, Synaptol)odinと共ﾙｩ在したことから，

Riluximab結合蛋白はポドサイトに局在している

と考えられた． これはRituximabが難治性の病態，

巣状分節性糸球体硬化症などの不可逆的なポドサ

イト障害を改善させる可能性があるという観点か

らも，極めて砿要な所見である． スリッI､脱機能

維持に最もIn要な分fであると考えられている

Nephrinとは共l'jｲを認めなかったが，発現が最

も低下した病態誘導28 I1目の材料において，

Rituximab投与でその発現低下を抑制していた．

これはRituximabがSynaptopodinあるいはその

近傍の蛋Iをlに何らかの反応を起こすことで，最終

的にはスリット IIM!I造を維持すると示唆され， ス

リット膜の機能維持の機序を考える上で極めて亜

要な所見であると考えられる．

Rituximabは．酸性スフィンゴミエリナーゼに

属するSMPDL3b蛍白を安定化させ，スフィンゴ

ミエリン代謝経路にlHl与し，細胞メッセンジャー

であるセラミドを洲雌する可能性が示唆されてい

る15)16).SMPDL3bはポドサイトにおけるアクチ

ン骨格をリモデリングし,Rituximabがそれを促

進させるという報告も存在する17).SMPDL3bに

関して明らかにされていない点が多く，動物モデ

ルでの検証を含め，今後更なる検討が必要である．

考 察

本研究では,Billllluを含めた炎症性細胞の関与

のない難治性ネフローゼ症候||「であるADRFWii:

ラットを用いて, Rituximal)の抗蛍白尿効果を詳

細に解析した． Rituximabは，ポドサイト関連分

子であるNephmとP()(I()cinにおける病態誘導

28[1月の発現低下を抑制した． さらに,Rituximab

結合蛋白はSynaptol)0(linと此)'j在し，内皮細胞

やメサンギウム細胞とは共励ﾊ;しなかった．

Riluximabは上 ｜、 CD20のアミノ酸配列

170ANPS173を認識すると報告されている14).ラ

ットCD20ではこの部位のアミノ酸が170SNSS

173にI斑換されており，そのため,Rituximabはラ

ットCD20を認識しないと考えられている14). i,&

もB細胞が集枝するラット脾臓組織での検討に

おいても, Rituximabは反応性がみられなかった．

ADR!群症はADR投与によるIII:接のポドサイト側

害により誘導されると考えられているモデルであ

り,B細胞を含めた免疫細胞にJI§依存的に誘発さ

れる難治性ネフローゼ症候||の実験モデルであ

る. RituximabのB細胞非依存的な蛋白尿抑制効

果をみる上で，本研究で用いたADRI冊症ラット

は職も相応しい系と考えられる．

今lul":砿蛍光抗体法を川いた分子|H1の位悩関

係の解析を，ポドサイト機能分子であるSynapto-

結
塞
輌

RituximabはWI1:接ポドサイ ｜､に反応しスリット

膜を保識することで，難治性ネフローゼ症候群の

抗蛍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invivo研究である． Rituximab

はポドサイト|"ifをlりjぐことで，ネフローゼ症候

群の治療に有川であると考える．
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