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要 旨

【序文】小児頻何再発型ネフローゼ症候群ではシクロスポリン (CsA)治雄が再発予防に有効

であるが，その踵期投与は慢性腎陣害を惹起する．腎障害発症の明確な機序は不明であり，今回

CsAによる尿細衝間賀障害発症の機序を考察した．特にM2型マクロファージに昔日し，間質

障害にマクロファージがどのように寄与するか検討した．

【方法】 CsAを2年以上投与された頻回阿発型ネフローゼ症候群11症例を対象とし,CsAを

投与されていない頻回再発型ネフローゼ症候群6症例をコントロールとした．腎生検組織を111

いて，免疫抗体法にて,CD68 (汎マクロファージマーカー),CD86 (M1型マクロファージマー

カー),CD163 (M2型マクロファージマーカー）を染色し，各々のマクロファージ数をカウン

I､した．同様にa-smoothmuscleaction ((M-SMA), I型コラーゲン, connectivetissuegrowth

factor (CTGF)を染色した． α-SMAI場性領域I型コラーゲン陽性領域の面秋を計測し，線維

化の程度の指標とした． また，各症例のステロイド （プレドニゾロン; PSL)投与量を算出し，

マクロファージ数，間質線維化の程度との相関を検討した．

【結果】CsA投与群と非投与群で,糸球体病変に差異はみられなかったが，間質では,CsA投

与群でCD68陽性CD1631場性のM2型マクロファージの浸潤が顕著であった.CD163陽性細胞

は, IHI質のα-SMA, I型コラーゲンの発現仙域に一致して局在した．間質の線維化の程度は，

PSL投与堂(r=0.74,P<0.01),CsA投与期間(r=0.80,P<0.01),ネフローゼ症候群再発
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1111M(r=0.68,ﾉ'<().()5) と相関しており， また,CI)1631珊性細胞激は, n-SMA賜性緬域の

Ihilili (r=0.82,P<().()1),PSL投与{it (r=0.73,P<0.()5),CsA投与･IUIIIII (r=0.82,P<0.01)

と|{1関がみられた．

【結論】CsAを及期|H1投与されたステロイド依存性ネフローゼ症候群心背にみられる'汗脈細椅

IIII価線維化にM2IwMjが関与し， ステロイドによる泊旅はMウのM2型活性化を介して線維
化を助災していることが示唆された．

キーワード：マクロファージ，シクロスポリン，ステロイド,W"'ilf,線維化

つある';)．我々は過去に, IgA腎11i;における'|幽性

組織柄変の形成に,M2II1M＃が|41与しているこ
とを報告した7)． さらに，股近，免疫抑制薬やス

テロイド投与下で生じる秘杣I間の側ﾔ|州l識障害，

特に|ｲ瓠IIWIIII衝の線維化にM2型活性化Mjが
関』j･していることを剛liしている8)． また，慢性

移械I汁椛を含む各梛悩性1門疾忠で使川されるステ

ロイドが,M2)MMウの活性化を助踵することを
Iﾘlらかにしている7)8)．今|回|我々は， ステロイド

依仔性ネフローゼリli;候群心背において,CsAI汗障

害の発症にM2型Mjが|腱l与する可能性につい
て検討した．

緒
■■■■

ー
■■■■■

に．

ネフローゼ症候腓は，糸球体障害により高座蛍

白脈，低蛍ILI III症，全身浮111liをきたす疾忠群であ

る．小児特発性ネフローゼ樅||史群の第一選択薬は

ステロイドで， これにより約80%が寛解に至る

‘が，その80％は『'l発し， さらにそのうち半数が頻

IUI再発となるl)2).頻IIIII¥発型ネフローゼ症候群

では， ステロイド使川litが墹加し， ステロイドに

よるｲﾆril割i象の出現が大きな問題となる． このよ

うな症例に対し， ステロイドの減量・ 「|!止をⅡ的

として免疫ﾘl1制薬による再発予防が推奨され，な

かでも我が|通lではシクロスポリン (CsA)が第一

選択として使川され，多くの忠者でステロイドを

"lit1 l'll鳥することができる．一方で．CsAを中lt

することにより多くの症例で再発がみられ, 11jU<

頻l''l llj発ﾉ(ﾘとなる3)．そのためCsAの長期投与を

余儀なくされるが，そのI1t火な副作用である悩性

腎障謀(CsA腎症）は, 2年以上の長期投与で発

椛リスクがil.iくなるとされるl)5).将陣容の発症

機序にINIする報告は今までにもみられるが, Iﾘllif

な機序は不Iﾘlである．

今|画|我々は,CsAWI"'ilfの発症過程に，マクロ

ファージ(Mj)がIMI Ij.している可能性につき検

討.した.Wの腎への没洲は，炎症|''|;,非炎ｿii性
を問わず，多くの進行性W疾心にみられる現象で

ある．その湿潤度や局在は，淡悠,病勢,病期等に

よって異なる． また，活性化M‘には，炎症性作
川を有する古典的なM1型と，抗炎症作川を有し

*ll織修似や線維化にIMIわるM2型の2系統が存在

する， という概念が提llHされ, 1門に浸潤する活性

化Mウについても，各々の役削が明らかにされつ

対象ならびに方法

新潟大学医i燗学総合柄院小児科でステロイド依

存性ネフローゼ症候群とI診断され， 1998年から

2010年にI間生検を施行された忠者のうち,CsAを

2年以上投与された11例を対象とし， また,CsA

の投与を行っていない'肝ﾉ|乱検時年齢が|両I等の6例

を対11<1とした．各々の粁糺l縦で，糸球体病変（メ

サンギウム些蘭の墹化糸blﾐ体糺||胞数)， ｜ﾊ順線維

化((r-smoothmusclcaclill (SMA)およびI型

コラーゲン発現),M＃の汲澗について比絞検討
した．糸球体病変は一般の病III!診'断時に行う

Pel･io(licaCid-Schiif (PAS)染色標本を川い， コ

ンピュータ画像解析にて1糸球体切片当たりに占

める,PAS陽性髄城（メサンギウム』i戦『領域）お

よび1糸球体あたりの総細胞数をlii位而械当たり

に換卵:して行った. llll'面線維化およびMウ没潤数
については, InlじW生検組織のパラフィン包埋切

片を川いて，酵素抗体法または蛍光抗体法による
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免疫組織染色を行った．いずれも，一忠尚あたり

12個以上の糸球体でカウン|､し，側面では尚陪率

(400倍）下連続9視野以上でカウンI､, i;|洲した．

CsA投与腓は,CsA投与後2年以上経過した時

点で，副作川発現の有無確認目的で行った1門生検

検体を用いた． また、診療録を後方視的に検討し，

初発時から腎生検施行時までのステロイド投与凧

を，体重あたりのプレドニゾロン (PSL)投与｣it

で算出し， '8噸の線維化およびMウ没潤唆との|;'1
関について検討した．

尚，本研究の実施は，新潟大学医学部の倫理委

員会の承認を得て行った． また， ’汗生検組織のli)I

究目的の使川については， !間生検実施前に忠者へ

の説明および'同l意を得ている．

ネフローゼ症候群は厚生労働肯研究班の定義に

従い，蛋白尿の持続と低蛋白血症により診断した．

すなわち，早朝尿で300mg/dL以上の蛍l'1床が持

続し， 血消総蛋白が6.09/dL以下（乳児では

5.59/dL以下） または血清アルブミンが3.09/dL

以下（乳児では2.59/dL以下）のときに，ネフロー

ゼ症候群と診断した．悠者は全てステロイドによ

る治療が行われた．初発時には,PSLを体表面枕

当たり60mg(60mg/m2) 4週間投与し， その後

は40mg/m2を4週'31隔日投与して治旅を終I'し

た．再発時には, PSL60mg/m2で滴療を|淵始し，

尿蛍臼陰性を3H間確認した後に漸減'|111名した．

CsAは血中濃度を測定し，役Ij･|;i1始後6か月間は，

トラフ濃度80-1Nng/mLを雑排するよう投与litを

調整し，その後は， トラフ濃陛60-80ng/mLとな

るよう調整を続けた．なお， ステロイド減品I|1"

るいはステロイド中止後2週|尚l以内に2IDI連統し

て再発した場合を，ステロイド依存性と定義した．

Biosysiems,Newcastle-111)011-'Iyne,UK) ,杭ヒト

(x-SMAマウスモノクローナル抗体(1A4 :マウス

IgG2a) (I)AKO),杭ヒト I型コラーゲンウサギポ

リクローナル抗体(NovusBiologicals,Littleto11,

CO,USA),および杭ヒトCTGFマウスモノクロー

ナル抗体（2154-6(） ：マウスIgM) (Acl･isAIlti-

bo(lies,Hi(ldenhausen,Germany)を使川した． ま

た， 二次抗体として, 1101･sel･adishperoxidase

(HRP) IWi被ヤギ抗マウス抗体(DAKO),nuores-

ceinis()thiocyanale (FITC)慨祇ヤギ抗マウス抗体

(SouthemBiotechnologyAssociates,Birmingham,

AL,USA), tetramelhyl-rh()(lamineisothiocyanate

(TRITC)標識ヤギ抗マウス抗体(Southern

BiotechnologyAssociates),FITC標識ブタ抗ウサ

ギ抗体(DAKO),FITC標識ヤギ抗マウス抗体

(Chemicon,Temecula,CA,USA)を川いた．

免疫組織化学

！津|晶検組織のパラフィン切片（11ﾉさ2/4m)を

キシレンによる脱パラフィン後,エタノールで親水

化，抗原!liWIF化のためpH6.0クエン酸ナトリウム

緩術液を使川して20分lHlのオートクレーブによる

加熱処理を施し， リン酸緩伽食堀水(PBS)で洗

浄した． これにより得られた検体を，以ドに示す

通り，群衆抗体法および蛍光抗体法にて染色した．

酵素抗体法

解素抗体法はPAP法(1)e,･oxidase-anti-l)er-

oxidase)を川いた．検体を, 10%ヤギ血i''i, 10%

ウシ胎児1m浦(FCS), 1%ウシlil滴アルブミン

(BSA)に30分lHl反応させ，一次抗体を4℃で＝

晩反応させた． －次抗体として，杭ヒトCD68マ

ウスモノクローナル抗体(PG-Ml :マウス

IgG3),抗上I､CD163マウスモノクローナル抗体

(10D6 :マウスIgG1),抗上l､ α-SMAマウスモ

ノクローナル抗体(1A4 :マウスIgG2a)を川い

た．その後, PBSにより3Iml洗浄し, lﾉ11kl性ぺル

オキシダーゼ活性を|化lfするために過鹸化水素水

で処理し, PBSで洗浄した．統いて,二次抗体と

してHRPI1W樅ヤギ抗マウス抗体を45分|Hl,PAP

(I)eroxidase-anli-peroxidasecomplex)を45分

使用抗体類

本研究では，一次抗体として，抗上|､CD68マ

ウスモノクローナル抗体(PG-M1 :マウス

IgG3 ;汎Mj)(DAKO,Tokyo,Japan),杭ヒト
CD86ウサギモノクローナル抗体(EP1158Y:ウ

サギIgG;M1マーカー)(abcam,Tokyo,Japall),

抗ヒトCD163マウスモノクローナル抗体

(10D6 :マウスIgG1 ;M2マーカー) (Visi()'1
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問，各々室温で反応させた. PBSで洗浄後,DAB

(diaminobenzidine) または'rrueBlueを用いて発

色させた．酵素抗体法で染色されたCD681場性細

胞およびCD163陽性細胞を，一患者あたり12IMil

以上の糸球体でカウントし, IHI質では高倍率

(400倍）下連続9視野以上でカウントした． ま

た，尿細符間質の線維化は， コンピュータを用い

た画像解析にて，単位面械当たりのa-SMA陽惟

領域の面稜を計測，％として算出した．解析ソフ

トとしてSigmaScanProversion5.0 (Systat

Software,PointRichmond,CA,USA)を川いた．

サギポリクローナル抗体，杭ヒトCTGFマウスモ

ノクローナル抗体（2154-60 ：マウスIgM)を

用いた．二次抗体として，一次抗体のサブクラス

または宿主の対応したFITC標識ヤギ抗マウス

IgG1, IgM抗体,TRITC標識ヤギ抗マウスIgG1,

19G3抗体, FITC標識ブタ抗ウサギ抗体， を用い

た.CD681場性糺l1胞数,CD86陽性細胞数,CD163

陽性細胞数は，酵素抗体法でのカウンI､と同様の

方法でカウントし，間質でのI型コラーゲン陽性

領域の占める面枇も，酵素抗体法と同様の方法で

計測した．

蛍光抗体法

蛍光抗体染色は，上述のパラフィン包埋切片を

川い，脱パラフィン，抗原賦活化を行った後に，

主に細胞の表出抗原の一致または抗原局在の一致

を確認するための二重染色を目的に行った．一次

抗体として杭ヒトCD68マウスモノクローナル抗

体(PG-M1 :マウスIgG3),抗ヒトCD86ウサ

ギモノクローナル抗体(EP1158Y:ウサギIgG),

杭ヒトCD163マウスモノクローナル抗体

(10D6 :マウスIgG1),抗上|､ I型コラーケンウ

統計学的解析

患者年齢，薬剤投与期間，薬剤投与里，再発回

数, eGFR(estimatedglomerulariiltrationl･atio)

は，平均値±SDで示した．統計解析は統計ソフ

IGraphPadバージョン6.0 (SanDiego,CA,

USA)を用いて，群間の有意差検定にMann-

WhimeytestまたはFisher'sexacttestを用い，相

関係数の検定にPearSOllsinglecolTelationCoem-

cientまたはSpearman'scol･relationcoefficientを

用いて行った．各々P<0.05を有意とした．

表l患者背紫

CsA投与群 CsA非投与群 p値

症例数 11 6

性別（男：女) 7:4 4:2 ns

発症時年齢（歳） 6.2±3.2 10.7±5.4 0．14

腎生検時年齢（歳） 11.2±3.8 12.5±4.5 0．46

発症から将生検までの期間（年） 4.6±3.0 1.8±2.9 0.065

腎生検時eGFR(ml/min/1.73m2) 123.9±10.3 115.0±14.6 0.17

腎生検までの総PSL投与量798.8±485.7 309.4±229.7 0.036

(mg/kg)

データは平均値±SDで示す。 Mann-Whitney検定、性別のみFisher's検定

CsA:cyclosporine,eGFR:estimatedglomerularfiltrationrate,PSL:prednisolone
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ら腎生検までのPSLの総投与壁がCsA投与群で

阿意に多かった．

結 果

CsA群と対照群の臨床背景の比較

患者背景を表1に示す．対照群との比較では，

男女比，発症年齢，腎生検時年齢，発症から腎生

検までの期間，腎生検時の腎機能(eGFR)のい

ずれにも有意な差が認められなかったが，発症か
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CsA群と対照群の組織所見の比較

CsA投与群と非投与群で,糸球体病変（糸球体

基質の増生,糸球体総細胞数）に差異はみられず，

全例微小変化型であった（図1，2)．一方間質で

は，免疫組織染色（酵素抗体法）にて,CsA投与

群でα-SMA発現の有意な増加が認められ， α－

SMA発現部位に一致して有意なCD163 (M2マー

カー）陽性細胞浸潤の増加を認めた（図1，2)

蛍光抗体所見でも,CsA投与群の間質にI型コラー

ゲン発現の有意な増加と，これに一致してCD163

1場性細胞浸潤が認められた（図2， 3)． また，

CD68 (汎Mウマーカー）陽性細胞浸潤もCsA投

与群で有意に多かったが,CD86 (M1マーカー）

|場性細胞浸潤は少なく，両群間に差を認めなかっ

た（図2)．

二重蛍光染色で, CD681場性細胞の95%が

CD163を発現していたが, CD86陽性のMウはわ
ずかであった（図3)． さらに，このCD163陽性

細胞に一致して線維化促進因子であるCTGFの

発現が確認された（図3)

間質線維化と各種パラメータの相関

間質の線維化と臨床データとの相関を検討した

ところ,CsA投与中のPSL投与量('･=0.74,P<
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表2 CsA投与群の各パラメータと|ﾊl閥線維化との柑関

間質線維化との相関平均値±SD

発症時年齢（歳） 6.2±3.2

腎生検時年齢（歳） 11.2±3.8

発症から腎生検までの期間（年） 4.6±3.0

腎生検時eGFR(ml/min/1.73m2) 123.9rlO.3

腎生検までの総PSL投与趣(mg/kg) 798.8±485.7

CsA投与前のPSI｣投与堂(mg/kg) 552.9±340.2

CsA投与中のPSL投与量(mg/kg) 245.9±28‘1.(）
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B:CsA投与中のPSL総投Ij. Iハとの棚|11

C: CsA投与期Iﾊlとの棚|fl
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尿細符上皮細胞の萎縮，細小肋脈I"gif所見などの

特徴的所兄から成される． ･方，今回の検討対象

になった症例11例! |'，病理学的にCsA澁性有り

と診断された症例は2例のみであった． このこと

は， ｜ﾊl価線維化を容観的に定!iWilliしたものであ

り，病理学的にCsA!汗症の特徴的所兄がIIM現する

以前にすでに様々なスペクトラムで|ﾊl価線維化が

進行していることを示唆する砿婆な燗'i采と言え

る．

CsAを2年以上投与されているステロイド依存

性ネフローゼ症候僻忠者のlｲ釧ll";IIIIWIには,M2

型Mウがα-SMAまたは1型コラーケン発現髄

城に－．致して澱|I|していた． さらに，没洲した

M2型M＃の激と, llll間の線維化のf雌は有意に
棚関していた． これらの所兄は，悩性糸球体1門炎

や実験'胃炎で,M2型Mウと糸球体、 Iｲ瓠IIWIIII質
の線維化に関述があるとする，過去の鯏告とも．-．

致する7)－11）

また今lml,CsA沿療II!のステロイド総投与.品と

IIWIM2型MQ数との間にｲl.恵なｲ11関が認めら

れ， ステロイドがM‘のM2型活性化もしくは

M2型Mウの没澗を促進させるという知兇が得ら

れた．実際に， ラッ|､M＃がステロイド投与によ
りM2型へ活性化することが報告されている12).

我々も， ラットメサンギウムjW殖ﾔ|§糸球体'聞炎で

のステロイド役｣j･がMjのM2)側活性化を促進
し，糸球体のメサンギウムノIWiのjW生や糸球体砿

化といった悩性病変を悪化させること， また， ラ

ットのIIMIIflll来岬やヒト村i'ililili球から誘導

したWがステロイド刺激によりCD163発現が
増大し,mRNAレベルで線維化促進|kl子である

tissuegr()wthitlctor (TGF)-/31JPCTGFの発現
を増強させることを報告している7)8).

以上をまとめると,CsAを災期|Allfjj.されたス

テロイド依"性ネフローゼ症雌llW触背では，腎脈

細管|ﾊl衝へのM2型Mjの没洲，あるいは|H1蘭M

jのM2型活ﾔ|曽化が促進する結果，尿細櫛間価の
線維化を生じ，頻|Ⅱlのステロイド投与がM2MM

リのCTGFなど線維化促進|ﾉ《I子の雌生を促進す
る結果， さらに線維化病変の形成を肋災する可能

性が示唆された． しかし,CsAW陳'01fにみられる

0.01),CsA投与期|HI (r=0.80,P<0.01), CsA

投与II!のIIj発IIIIM(r=0.68,P<0.05)が．間質

線維化とｲ1.恵なNI間を認めた（表2). llll蘭の線維

化は， ｜ﾊ〃(のa-SMAI場性傾城m職を川いて検討

したが， これはCI)163陽性細胞散(r=0.82,

P<0.01) ともN1IMIしていた（図11). さらに，

CD163陽性細胞数は, CsA投与II'のPSL投与並

(r=0.73,P<0.05)およびCsA投与IWIIﾊI (r=

0.82,P<0.01)と#1関していた（図1).CD86陽

性細胞散は， ｜ﾊIY'iの線維化CsA投与期|ﾊlのいず

れとも紺|仇lはみられなかった（データ省略)．

考 察

今回の検討から，ステロイド依存性ネフローゼ

症候群忠音に対するCsAの艮期使川により生じ

るCsAIW陣容にWが関与することがIﾘlらかと
なった．特に,CsA'汗旅の特徴的な病理所見であ

る尿細禰;lll順線維化にCD1631甥性のM2MMj
が|fl与するものと考えられた．

近年, Mjはその活性化様式に, interferon

(IFN)-γなどの炎旅性サイ ｜､カインにより，炎症

促進性， 糺l織障害性に働くM1型と, interleukin

(IL)-4jflL-13などの抗炎症性サイトカインに

より，免疫!淵節や組織の修復，線維化に|卿与する

M2型の〃/fがIﾘlらかにされており，我々もこれ

までの検討･から，炎症像の強いループス!汁炎では

糸球体に没淵するほぼ全てのWがM1型であ
ったのに対して, IgAI胃症ではM1型とM2型が

混在していたこと，脈細梓間質ではループス腎炎，

IgA!汗症ともにM2型が大半をII1めていたことな

どを慨告している9)． さらに，最近は免疫抑制薬

やステロイド役')･-ドで唯じる悩性秘杣粁症の尿細

智間f'〔の線維化にもCD1631甥'性Mjが|%l'j.して
いることを報<!；した．

本研究でIﾘlらかになったもう一点の!li要な邪実

は，艮期CsA投与忠者では，程度に溌はあるもの

の，非投与雌尚と比1校して有意なIIIIWi線維化が認

められることである.CsA!聞症の診断は，一般に

は病理専IIII腿によってIｲ鍬ll";llll価の絲状線維化や
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M:Contrastingcfi℃cts()fsteroidsandmizoribine

M2型Wが，腎尿細衝|Ⅲl簡局〃『でM2型活性化
をするのか，あるいはすでに活性化したM2型M

ウがI汗間質へと浸潤するのか， さらにどのような

機序でこれらM＃が腎組織へと湿潤するのか，今
後解lﾘ'すべき不明な点は多い．

CsAを使用しているステロイド依ｲ沖|；ネフロー

ゼ症候群患者は多く，不可逆性'門ｲ〈余の原|klとも

なりうるCsA腎障害のf防法の確立は雌も砿要

な課題といえる． この点で,M2型活性化Mウは
砿要なターゲットと言える．我々はミゾリビンな

どの代謝拮抗薬が，ステロイドによってむしろ活

性化するM2型MQの仰ilill作川をｲﾐ『することを

兇出しているが'0)'3)，今後このような既知の免

疫抑ilill薬をM2型Mウをターケットとした応川
法の開発や新規抑制薬の開発が!！'待される．

塞
魂結

CsAを長期間投与されたステロイド依仔‘性ネフ

ローゼ症候群忠者にみられる'iiflｲ鍬llWllil蘭線維化

にM2型Mウが関与し， ステロイドによる治旅は

MウのM2型活性化を介して線維化を助長してい
ることが示唆された．
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