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I. 背景 

ネフローゼ症候群は、高度蛋白尿と、低蛋白血症（表 1）を必須条件とし、

これに伴って、浮腫・高脂血症を呈することが多い疾患群である 1-2。 

 

 高度蛋白尿 低アルブミン血症 

成人 3.5g/日以上 3.0 g/dL以下 

小児 
夜間蓄尿で 40 mg/h/m2以上、あるいは起床第

一尿で尿蛋白クレアチニン比 2.0 g/gCr 以上 
2.5 g/dL以下 

（表 1）ネフローゼ症候群の診断基準 

 

ネフローゼ症候群は、病理組織学的にいくつかに細分される。病理組織学的

違いから、治療法に違いがあるため、成人患者では、治療開始前に腎生検を行

い、その病理組織型を明らかにするのが一般的である。一方、小児患者では、

特発性ネフローゼ症候群の 90％以上はステロイド治療に反応すること、また、

特発性ステロイド感受性ネフローゼ症候群の組織型は約 80％が微小変化型

（MCNS）であることが明らかになっており 1、小児特発性ステロイド感受性ネ

フローゼ症候群（ISSNS）では、治療開始前の病理診断を必須としない。つま

り、小児 ISSNS は腎生検を行わなくとも、ステロイドへの感受性で病理型を推

定することができる。 
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小児 ISSNS の死亡率は、ステロイド治療導入前では 35%であったが、ステロ

イド治療導入により約 3％まで低下した 3-4。このように、小児 ISSNS に対する

ステロイド治療の貢献は大きいものである。一方で、小児 ISSNS 罹患児では、

ステロイドによる副作用は看過できないものである。なぜなら、小児 ISSNS 罹

患児の 80%は、ステロイドの減量や中止に伴い本症を再発し、さらにその半数

の罹患児は本症を頻回に再発する 1。また、本症の好発年齢は 2~6歳であり 5、

幼少期からの長期間のステロイド治療は、成長障害や中心性肥満、骨粗鬆症等

の続発症を引き起こし、健やかな成長・発達を妨げている。しかし、本症の原

因は特定されておらず、根治療法はいまだ存在せず、本症の治療はステロイド

に依存している。そして、本邦における、本症の年間小児発症数は、1300 人と

されており 1、小児医療において、重要な課題として残る疾患である。このた

め、本症の病態解明に寄与する知見を得て、発症予防および新たな治療薬の開

発につなげることは非常に重要である。 

 腎糸球体における濾過障壁として最も重要な構造は上皮細胞の足突起とスリ

ット膜である（図 1）。スリット膜は足突起間に形成される細胞間接着装置で、

これを構成する Nephrin や Podocin といった種々の蛋白質の異常により、足突

起やスリット膜構造に変化が生じ、遺伝性のネフローゼ症候群を発症すること

が分かっている 6。一方で、小児 ISSNS ではこれら構造蛋白に関連する遺伝的
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背景は明らかではないが、小児 ISSNS の病理組織型としても最も多い MCNS

でも、足突起の癒合とスリット膜の消失を認める。小児 ISSNS におけるこのよ

うな構造変化は、糸球体上皮細胞へ何らかの液性因子や組織因子による刺激が

加わり引き起こされていると考えられている 6。 

 

 

（図 1）糸球体濾過障壁 

 

 小児 ISSNS において糸球体上皮細胞の足突起やスリット膜にこのような病的

な構造変化を引き起こし、大量の蛋白尿を惹起する要因を特定する目的で、研

究 1で外的要因として発症の季節性変動の有無を、研究 2で内的要因として液
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性因子の検索を行った。これらの要因を特定することで、小児 ISSNS の病態形

成解明の手がかりとなる知見が得られることが期待される。 
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II. 研究１ 小児 ISSNSの病態に影響を与える外的要因の検討 

－発症の季節性変動－ 

 

(1) 背景 

 小児 ISSNS 罹患児にアレルギー性疾患の合併が多いことは日常診療でも経験

する。実際、一般小児人口に比べて、アレルギー性鼻炎や気管支喘息の罹患率が、

小児 ISSNS 罹患児では 3倍、アトピー性皮膚炎の罹患率は 10倍であると報告さ

れている 7-9。しかし、これらアレルギー性疾患の発症・増悪と関連の深い季節

要因と、ISSNS 発症との関係に関する報告は少ない 10-11。このため、小児 ISSNS

発症数の季節変動、および小児 ISSNS 罹患児の季節毎のアレルギー性疾患合併

率を検討する目的で、当科、および、栃木県内の中核病院小児科通院中の小児

ISSNS 患者を対象として、各季節における、小児 ISSNS の初発患者数を調査す

ることで、小児 ISSNS の病態に影響を与える外的要因について検討した。 
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(2) 方法 

本研究は、自治医科大学臨床研究等倫理委員会の承認を得て行った。調査期間

は 2005 年 1 月 1 日から 2011 年 12 月 31 日とした。対象は、当科および栃木県

内の 3 つの病院小児科に通院中の小児 ISSNS 患者で、その初発時点を後方視的

に調査した。小児 ISSNS の診断基準は、下記の通りとした。つまり、①ネフロ

ーゼ症候群を引き起こす基礎疾患がなく、 ②国際小児腎臓病研究班の小児特発

性ネフローゼ症候群診断基準（尿蛋白量が 40 mg/h/m2を超え、かつ血清 Alb 値

2.5 g/dL未満）を満たし、③プレドニゾロン（PSL）2 mg/kg/日内服による治療開

始後 4週間以内に尿蛋白が陰性化したもの、である。また、④血清補体値の低下

や、尿沈渣で多数の赤血球、細胞性円柱を示す腎炎型のネフローゼ症候群を疑わ

せるもの、⑤再発後ステロイド抵抗性になったもの、は除外した。 

調査表（表 2）を用いて、初発診断時の月、アレルギー性疾患（ISSNS 発症前

に、アトピー性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、アレルギー性結膜炎、気管支喘息と

医師から診断されたことがあるもの）の合併または既往、小児 ISSNS に対する

ステロイド治療前の血清 IgE 値を診療録から後方視的に確認し、患者情報を得

た。このデータから、対象者の（ⅰ）季節別発症数、（ⅱ）アレルギー性疾患の

合併率、（ⅲ）季節毎のアレルギー性疾患の合併率、（ⅳ）季節毎の発症時治療

前の血清 IgE値に区分けした。なお、発症時の定義は、ネフローゼ症候群に基づ
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く症状や異常検査所見（浮腫、蛋白尿、低アルブミン血症）を医療機関で指摘さ

れた時点とした。  

 

 

（表 2）調査票 

 

対象患者は 52 名で、うち男性が 36 名、女性が 16 名、年齢中央値は 5 歳で、

範囲は 1-14 歳であった。構成の性別比、年齢中央値は、これまでの小児 ISSNS

の疫学調査と一致していた 2。統計処理には、（ⅰ）は χ2適合度の検定、（ⅱ）

は一般幼児におけるアレルギー性疾患の合併率 12との比較を χ2独立性の検定を

用い、（ⅲ）の季節間比較には Fisherの直接確率検定を用いて、（ⅳ）の季節間

比較に関してはMann-Whitney U検定を用いて、統計学的有意差を解析した。P< 
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0.05 を有意差ありとしたが、発症数の季節間比較においては Bonferroni 補正を

行い、P< 0.008を有意差ありとした。 

季節の定義は春を 3-5月、夏を 6-8月、秋を 9-11月、冬を 12-2月とした。 

 また、副腎皮質ステロイド治療開始前に血清 IgE 値を酵素免疫測定法で測定

し、年齢相当の基準範囲を超えたものを高値として定義した 12。 
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(3) 結果 

（ⅰ）小児 ISSNS群の季節別発症数の内訳は、春 15人（28.8％）、夏 10人（19.2%）、

秋 21 人（40.4%）、冬 6 人（11.6%）であり、P< 0.05 と季節間で有意な差があ

った（図 2）。個別の季節間の比較では、秋と冬の発症数に有意差があった（P< 

0.008）。    

 

 

（図 2）小児 ISSNS 季節別発症数 

                                                                                                            

（ⅱ、ⅲ）アレルギー性疾患の合併は 24/52人（46.2％）にあった。小児 ISSNS

児におけるアレルギー性疾患の合併率は、ISSNS の好発年齢である一般幼児の
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アレルギー性疾患の合併率（36.7%）と比較し有意差はみられなかった（P= 0.16）。

次に、季節ごとの小児 ISSNS罹患児のアレルギー性疾患の合併数を示す（図 3）。

季節毎のアレルギー性疾患の合併率に関しては、アレルギー性疾患合併率の最

も高い冬（66.7%）と、アレルギー疾患合併率の最も低い秋（38.1%）の間で、有

意差はなかった（P= 0.24）。 

 

 

（図 3）季節毎のアレルギー性疾患合併数 
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（ⅳ）血清 IgE値は、52人中 19人で測定されており、このうちアレルギー性疾

患を合併しているのは 9人（47.4%）、中央値は 740 U/mLで、小児期の血清 IgE

基準値と比較して著明に高値であった 13。季節毎の患児群における、それぞれの

中央値（範囲）は、春 805.5 U/mL（157-2393）、夏 133.5 U/mL（13-33364）、秋 

1205 U/mL（500-6283）、冬 544 U/mL（256-832）であった（図 4）。最も高値であ

る秋と、最も低値である夏において、血清 IgEの中央値を比較したが、統計学的

有意差は見られなかった（P= 0.19）。 

 

 

（図 4）季節毎の血清 IgE 中央値 
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(4) 考察 

当科と栃木県内の 3 つの病院小児科において、小児 ISSNS 群の初発時の季節

別発症数を検討した結果、有意差があり、秋に多く、冬に少ないという変動がみ

られた。 

既報において、大阪およびその周辺地域の小児 ISSNS 発症数の季節変動に関

する検討では、その発症頻度は統計学的に有意に冬に低く、春に高いという結果

を報告している 10。さらに、日本の単一の医療施設を対象とした疫学研究である

が、小児 ISSNS 症例の発症数の季節変動に関して、秋に多く、冬に少なかった

とする報告がある 11。今回の研究とこれらの報告例との共通点は、冬に最も少な

く、春あるいは秋に多い傾向があるという点である。 

春や秋は、花粉症や気管支喘息などのアレルギー性疾患の発症あるいは増悪

期にあたる 14-15。小児 ISSNS におけるアレルギー性疾患の合併に関する報告は

多く、その関連性は以前から指摘されているが 7-9、今回の疫学調査では、小児

ISSNS 罹患児のアレルギー性疾患の合併率（46.2%）は一般幼児における合併率

（36.7%）と比較し有意差はみられなかった 13。これに関しては、今回の研究が

後方視的な検討に基づくもので、診療録の記載漏れや、アレルギー性疾患の合併

が見落とされていた症例が含まれていた可能性もある。このことは、血清 IgEが

高値を示した 15 例のうち、アレルギー性疾患と診断された既往がない例が約
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50%（7例）含まれていたという結果からも示唆される。血清 IgE 値は、測定し

た 19症例の 79%（15 名）で高値を示しており、これは、従来から小児 ISSNS の

病態との関連が指摘されている Th2 優位の免疫状態を支持し、アトピー型のア

レルギー性疾患との関連性を示唆するものであった 16-17。さらに、小児 ISSNS 発

症例における季節毎の血清 IgE値を比較したが、有意差はなく、発症例における

血清 IgE 値は季節に関係なく高値であった。このことは、小児 ISSNS の発症に

は季節変動があるものの、季節に関わらずその病態には血清 IgE が関与してい

る可能性を示している。今後は患者各個人の血清 IgE 値の推移を季節毎に評価

し、寛解状態と再発時の値の比較を行って、その関連性をさらに検討していく必

要がある。 

 研究 1で、小児 ISSNS の発症に気管支喘息や花粉症と同様の季節変動が存在

するという結果を得た。また、小児 ISSNS 患者の血清 IgE値は基準値に比べ高

値を示す割合が高く、小児 ISSNS に何らかの免疫学的機序が関与している可能

性を示唆している。小児 ISSNS において免疫学的機序の関与を示唆する根拠と

して、①ステロイドの他、シクロスポリン A、シクロフォスファミド、ミゾリ

ビン、ミコフェノール酸モフェチル、リツキシマブといった免疫抑制薬で病勢

が改善すること、②T 細胞機能を抑制する麻疹ウイルス感染で自然寛解例が報

告されていること 18、③ ISSNS 患児に T細胞プロファイルの変化や機能異常
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が報告されていること 16, 19-21、が挙げられる。小児 ISSNS の本態が、糸球体濾

過障壁の透過性の亢進により、大量の蛋白質が尿中に漏出することであること

を考慮すれば、免疫学的異常を背景とした何らかの液性因子が糸球体濾過障壁

の透過性に影響を及ぼしていることが疑われる。次の研究 2では、その液性因

子の探索を行った。 
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III. 研究 2 小児 ISSNSの病態に影響を与える内的要因の検討 

－病勢関連因子の同定－ 

 

背景 

小児 ISSNS の本態は、糸球体濾過障壁の透過性の亢進により、大量の蛋白質

が尿中に漏出することである。本症の原因として患者血清中に存在し、糸球体

に作用する透過性因子（病因蛋白質）の存在が推定されており、これにより、

糸球体の濾過障壁に変化が生じ、大量の蛋白尿が誘導されると考えられている

（図 5）。 

 

 

（図 5）透過性因子による糸球体濾過障壁の構造変化（MCNS） 

 

実際、本症罹患児の腎臓を移植されたレシピエントが本症を呈さなかったこ

と、本症罹患児の末梢血リンパ球の培養上清をラットの腹腔内へ投与すると蛋

白尿が誘導されたこと、等の報告からも、この糸球体透過性因子の存在は支持
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されている 22-25。しかし、この因子はいまだ同定されておらず、これまで、候

補因子として、T細胞から分泌されている何らかの Lymphokineや、プロテアー

ゼである Hemopexin が報告されているが、最終確定していない 26。 

このような背景から、我々は小児 ISSNS の病態に影響を与えうる内的要因を

検索する目的で、プロテオミクス法を用い、小児 ISSNS の血清中蛋白質量変化

の網羅的解析を行った。分解処理能に優れたプロテオミクス法を用いての小児

ISSNS の血中透過性因子を探索する研究はこれまでにも存在するが、ネフロー

ゼ症候群による二次的な変化を除外できていない 27-28。このため、我々はネフ

ローゼ症候群に伴う血中蛋白質の二次的変化要因を除外するため、対照群とし

て ISSNS 以外のネフローゼ症候群の症例を設定し（表 3）、小児 ISSNS の急性

期に特異的に上昇している蛋白質を分析した。 

対象は当科で治療を行った小児 ISSNS 罹患の 33名（Group A）で、Group A

群の共通のクライテリアは、1）ISSNS の診断基準（研究 1と同一の基準）を

満たすこと、2）尿蛋白の選択指数が 0.1未満であること、3）研究参加前 1週

間に感染症罹患歴がないこと、4）研究参加前 6か月間は免疫抑制薬の使用経

験がないことである。Group A群をさらに次の 3つの Phaseに分けた。ステロ

イド治療導入前の ISSNS ネフローゼ期の患児 33 名（Phase A1）、 ステロイド

療法中（プレドニゾロン 2mg/kg/日、最大 60mg/日）寛解期の ISSNS 患児 33名
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（Phase A2）、ステロイド療法終了後寛解期 ISSNS 患児 12名（Phase A3）。

Phase A3の患児がより少ないのは 33名中 21名がステロイド依存性となり、ス

テロイド療法が中止できなかったためである。対照群とした Group Bは正常尿

所見の 15名の児童からなり、Group C は ISSNS 以外のネフローゼ症候群に罹

患中の患児 8名からなる（Alport 症候群 1名、ループス腎炎 1名、紫斑病性腎

炎 1名、溶血性尿毒症症候群 1名、IgA腎症 1 名、非 IgA腎症 1名、膜性増殖

性糸球体腎炎 type Iが 2名）。 

 

 

（表 3）対象とコントロールのプロファイル 

 

プロテオミクス法として、表面増強レーザー脱離イオン化-飛行時間型質量分

析法（SELDI-TOF MS 法）を用いた。β2ミクログロブリンの質量電荷比

（m/z） が 11117であり、それ以上の分子量の物質は 2D－PAGE法で比較的容
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易に検出可能であること 29、また、SELDI-TOF MS 法は 20kDa未満の低分子量

領域の蛋白のプロファイリングに最も効果的であること 30、から、m/z 2000-

10000の範囲で解析を行った。この結果、Phase A1 で特異的に上昇している 4

つのペプチドイオンを特定した 29（図 6）。 

 

 

（図 6）Phase A1 で特異的に上昇していたペプチドイオン 
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これらの候補ペプチドイオンのうち、m/z 6626、8695、8915に関しては、各

ピークインテンシティとそれに対応する尿サンプルの尿蛋白/Cr値との間に有

意な相関がみられた（図 7）（それぞれ、P= 0.04、P< 0.01、P< 0.01） 。 

 

 

（図 7）ピークインテンシティと尿蛋白/Cr値との相関図 

 

このうちの 1つ、m/z 8695は Apolipoprotein A2（Apo A2）であることを既に

同定しており、Apo A2 による IFN-γ産生の抑制を介した小児 ISSNS の病態形

成への関与の可能性を報告した 29。今回、さらに、候補となる残りの 3 つのペ

プチドのうち、各対照群と比較した際の P 値が全て< 0.01と最も低値で、尿蛋

白/尿 Cr値と正の相関を示したペプチドイオンである、m/z 6626の精製同定を
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行うこととした。m/z 6626の SELDI-TOF MS 法解析によるピークを図 8 に示

す。 

 

 

（図 8）m/z 6626を示すピーク 
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（研究２－１）小児 ISSNS の病勢にかかわる内的要因の候補因子の精製・同定 

 

（1） 方法 

 本研究で行った、m/z 6626の精製・同定過程の概略を図 9に示す。 

 

 

（図 9）精製・同定過程の概略 

 

① 候補ペプチドイオンの精製と同定 

I. イオン交換クロマトグラフィー（陰イオン交換カラム）による分画 

候補ペプチドイオン（m/z 6626）の由来蛋白質を同定するために、以下の方法

により精製作業を行った。 

ヒト血清サンプル 100 μLを、50 mM Tris buffer (pH 9.0)と 0.1%オクチルグルコ
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シド(OG)（洗浄液）で 5倍に希釈し、陰イオン交換カラム（Q Sepharose Fast Flow; 

GE Healthcare, Little Chalfont, UK） を用いたイオン交換クロマトグラフィーに供

した。カラムに pH値の異なるバッファー（洗浄液、50 mM Phosphate buffer (pH 

7)+OG、50 mM Phosphate buffer (pH 6)+OG、50 mM Acetate buffer (pH 5)+OG、50 

mM Acetate buffer (pH 4)+OG 、 50 mM Citrate buffer (pH 3)+OG 、 33.3% 

IsoProOH/16.7%ACN/0.1%TFA（有機溶媒））を順次加え、溶出物質を分画した。

これらを Q10 ProteinChip® (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA、強陰イ

オン交換チップ)を用いて SELDI-TOF MS で解析し、どの画分に目的とするペプ

チドイオン（m/z 6626）が存在するかを確認した。 

 

II. イオン交換クロマトグラフィー（陽イオン交換カラム）による分画 

陰イオン交換カラムを用いて得られた精製画分を 10%酢酸溶液で pH4.0 に調

整した。これを陽イオン交換カラム(CM Sepharose Fast Flow; GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK )を用いたイオン交換クロマトグラフィーに供した。カラムに NaCl

濃度の異なる各バッファー（10% Acetate buffer (pH 4.0)、0.1 M NaCl in 50 mM 

Acetate buffer (pH 4)+OG、0.2 M NaCl in 50 mM Acetate buffer (pH 4)+OG、0.3 M 

NaCl in 50 mM Acetate buffer (pH 4)+OG、0.5 M NaCl in 50 mM Acetate buffer (pH 

4)+OG、1.0 M NaCl in 50 mM Acetate buffer (pH 4)+OG、有機溶媒＋OG）を順次
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加え、溶出物質を分画した。各画分を NP20 ProteinChip® (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA、順相チップ) を用いた SELDI-TOF MS で分析し、どの画分

に目的とするペプチドイオンが存在するかを確認した。 

  

III. 逆相 HPLCによる精製 

陽イオン交換カラムを用いて得られた精製画分を逆相 HPLC カラム （2 × 100 

mm columns, TSK-GEL Super ODS; TOSOH, Tokyo, Japan）に注入し、逆相 HPLC

（移動相 （溶媒 A）0.1%トリフルオロ酢酸、（溶媒 B）90%アセトニトリル/0.1%

トリフルオロ酢酸、グラジエント 0-30%（5 分）-70%B（40分）、流速 200 μL/min、

検出 UV 210 nm）で分離精製を行った。各画分を NP20 ProteinChip®を用いた

SELDI-TOF MS にて分析し、どの画分に目的とするペプチドイオンが存在する

かを確認した。 

 

IV. 順相 HPLCによる精製 

逆相HPLCで得られた画分を順相 HPLCカラム（2 × 150 mm columns, TSK-

GEL Amide-80; TOSOH, Tokyo, Japan）に注入し、順相 HPLC（移動相 （溶媒 A）

0.1%トリフルオロ酢酸、（溶媒 B）90%アセトニトリル/0.1%トリフルオロ酢酸、

グラジエント 100%-90%（5分）-70%B（40 分）、流速 200 μL/min、検出 UV 210 
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nm）で分離精製を行った。各画分を NP20 ProteinChip®を用いて SELDI-TOF MS

にかけ、どの画分に目的とするペプチドイオンが存在するかを確認した。 

 

V. ペプチドイオンの同定 

以上の方法で精製した、順相 HPLC の画分をタンデムマス分析に供した。質

量分析装置として Q-Tof Ultima API (Waters Micromass, UK)、イオン化方式として

Nanoflow-LC ESI in positive mode を用いた。タンデムマス分析で得られたイオン

データをMascot Search® (Matrix Science Ltd., London, UK)にてデータベース検索

を実施した。データベースは NCBInrを用い、生物種は“All”を採用して検索を

実施した。閾値（56）を越えたスコアを示すタンパク質を同定タンパク質とした。 

 

② SELDI-TOF MS 法による、m/z 6626の存在確認 

クロマトグラフィーによる精製過程において、SELDI-TOF MS による、目的

ペプチドイオン（m/z 6626）の存在確認を行った。 

I. Q10 ProteinChip® (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA、強陰イオン

交換チップ) には、結合洗浄バッファーとして 50mM Tris-HCl (pH 9)を、マ

トリックスとして 50%飽和シナピン酸を用いた。Q10 ProteinChip を平衡化

（結合洗浄バッファーを 5μL添加し、5分間振盪した後、超純水で洗浄す

る作業を計 3回）した後、各精製画分を結合洗浄バッファーで 5倍希釈
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し、Q10 ProteinChip に 5μL添加後、30分間インキュベーションした。続

いて、結合洗浄バッファーを用いて洗浄し（5μL、5分間、計 3回）、余計

な塩分や、ProteinChipに結合していない蛋白、ペプチドを除去した。この

後、ProteinChip にマトリックス添加を 1μL添加後、表面を乾燥固定し

た。 

 

II. NP20 ProteinChip® (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA、順相チッ

プ) には、マトリックスとして 50%飽和シナピン酸を用いた。各精製画分

を 50%飽和シナピン酸で 10倍希釈し、1μL添加後、ProteinChip 表面を乾

燥固定した。 続いて、マトリックスを 1μL添加し、ProteinChip 表面を乾

燥固定した。 

以上の手順で作成したチップの測定解析は ProteinChip SELDI system (model 

PCS 4000; Bio-Rad、測定範囲 m/z 0-200000 (Focus mass = m/z 7000)、Laser 

Intensity 3000）と ProteinChip Data Manager Software (Bio-Rad)を用いて行った。 

SELDI-TOF MS system の測定原理を図 10に示す 30。作成したチップ上に窒素レ

ーザー（337nm）を照射し、結合捕捉されている物質をイオン化する。それぞ

れのペプチドイオンの質量/電荷比（m/z）の違いから生じる飛行時間の差を利

用して質量分析を行う。 
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（図 10）SELDI-TOF MS 法 
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（2） 結果 

I. イオン交換クロマトグラフィー（陰イオン交換カラム）による分画 

蛋白の等電点の違いを利用し、異なる pH値のバッファーを用いて得られた各

溶出画分を SELDI-TOF MS にかけた結果、目的とするペプチドイオン（m/z 6626）

は 50 mM Acetate buffer (pH 4.0)+OGで溶出した画分に最も含まれていた（図 11）。 

 

（図 11）陰イオン交換カラムによる分離と SELDI-TOF MS による解析結果 
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同画分を、引き続き陽イオン交換カラムを用いたイオン交換クロマトグラフ

ィーに供した。 

 

II. イオン交換クロマトグラフィー（陽イオン交換カラム）による分画 

 蛋白のイオン強度の違いを利用し、異なる NaCl 濃度のバッファーを用いて得

られた各溶出画分を SELDI-TOF MS にかけた結果、目的とするペプチドイオン

（m/z 6626）は、0.5M-1M NaCl の溶出画分に目的ピークを確認した（図 12）。 

 

（図 12）陽イオン交換カラムによる分離と SELDI-TOF MS による解析結果 
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さらに精製を進めるため、0.5-1.0M NaCl 溶出画分のうち、アルブミン含量の

低い 0.5M NaCl 画分を引き続き、逆相 HPLC に供した。 

 

III. 逆相 HPLC による精製 

アセトニトリル濃度勾配にて溶出した各画分を SELDI-TOF MS にて分析した

結果を図 13に示す。 

  

 

（図 13）逆相 HPLC による分離と SELDI-TOF MS による解析結果 
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 目的とするペプチドイオン（m/z 6626）のピークを主に Fr 32に確認すること

ができた。同画分には、m/z 6433.6のピークが含まれていたことから、続いて

順相 HPLC で更なる精製を行った。 

 

IV. 順相 HPLC による精製 

 逆相 HPLC の Fr 32 を順相 HPLC に供し、得られた各画分を SELDI-TOF MS

で分析した結果を図 14 に示す。 

 

 

（図 14）順相 HPLC による分離と SELDI-TOF MS による解析結果 
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目的とするペプチドイオン（m/z 6626）のピークは、Fr 32-32.5に確認するこ

とができた。Fr 32には、m/z 6435.3と m/z 6839.7 のピークが含まれていたた

め、2回目の順相 HPLC で Fr 32の精製を行った。 

 

V. 2回目の順相 HPLC による精製 

 1回目と同様の方法で 2回目の順相 HPLC を実施した。これにより得られた画

分を SELDI-TOF MS にて解析し、得られた結果を図 15に示す。 

 

 

（図 15）2回目の順相 HPLC による分離と SELDI-TOF MS による解析結果 
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目的とするペプチドイオン（m/z 6626）のピークは、Fr 31.5-32 で確認するこ

とができた。このうち、m/z 6626 のピークインテンシティは Fr 31.5 でより高値

であったことから、1 回目の順相 HPLC の Fr 32.5 と 2 回目の順相 HPLC の Fr 

31.5 を合わせたものを精製品とした。精製品の SELDI-TOF MS による純度検定

結果を図 16に示す。 

 

 

（図 16）精製品の SELDI-TOF MS による解析結果 

 

m/z 2000~100000の範囲で単一のピークを示した。この結果から、目的ピーク

を単一成分として分離精製することができたと判断し、本精製品をタンデムマ

ス分析同定用サンプルとした。 
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VI. ペプチドイオンの同定 

閾値（56）を越えたスコアを示すタンパク質を同定タンパク質とした。この結

果、407の高スコアでヒト Apolipoprotein C1 (Apo C1)がヒットした。閾値を超え

る候補はこれのみであり、m/z 6626を Apo C1 であると同定した。 
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（研究２－２）小児 ISSNS とその他のネフローゼ症候群との血清 ApoC1 値の比

較検討 

 

（1） 背景 

 研究２－１で、小児 ISSNS 急性期の血中蛋白を網羅的に検索した結果、Apo 

C1 の発現強度が特異的に上昇していることを明らかにした。一方で、実際の基

準範囲や二次性ネフローゼ症候群の急性期と比較してどの程度上昇しているの

かを確認する必要があると考え、研究２－２では、小児 ISSNS 急性期の血中 Apo 

C1濃度を測定し、その基準範囲や ISSNS 以外のネフローゼ症候群の急性期との

比較を行った。 

 

（2） 方法 

① 対象とコントロール 

 血中 Apo C1 値は、先行研究の際に採取した血清のうち、残りがある症例を対

象に測定した。その内訳は、Phase A1の 11 名、Group C の 7名であった（表 4）。

これらの 2つのグループは年齢や性別比で有意差は見られなかった（それぞれ、

P= 0.97、P= 0.78）。また、この 2グループ間で尿蛋白/尿 Cr値や血清 Alb 値、総

コレステロール値に有意差はなかった（それぞれ、P= 0.99、P= 0.21、P= 0.33）。 
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（表 4）対象のプロファイル 

 

② 測定方法 

 Human Apolipoprotein C-I ELISA Kit (Assaypro LLC, USA) を用いた ELISA 法に

より、2群のサンプルの血中 Apo C1 値を測定した。ELISA法の測定原理として

サンドウィッチ法を用いた。それぞれのサンプルを希釈液（EIA Diluent 

Concentrate; Assaypro LLC）を用いて 100倍希釈した後、各ウェルに 50 μLずつ

注入し 2時間室温で静置した。洗浄液（Wash Buffer Concentrate; AssayPro LLC）

300 μL でプレートを 6 回洗浄した後、ビオチン化抗体（Biotinylated Apo C-I 

Antibody; Assaypro LLC）を 50 μLずつ各ウェルに注入し、室温下で 2時間静置

した。 洗浄液でプレートを洗浄後、ストレプトアビジン・ペルオキシダーゼ複

合体（Streptavidin-Peroxidase Conjugate; AssayPro LLC）50 μLをそれぞれのウェ

ルに注入し、室温下で 30分静置した。洗浄液でプレートを洗浄後、ペルオキシ

ダーゼ酵素基質（Chromogen Substrate; AssayPro LLC）50 μLを各ウェルに注入し、

室温下で 30分間静置した。停止液（Stop Solution; Assaypro LLC）50 μLを各ウ
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ェルに注入後、450 nm の波長に対する吸光度をマイクロプレートリーダー

（Benchmark Plus Microplate Reader; Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用いて測定した。 

 

③ 統計解析法  

Phase A1と Group C 間の血中 Apo C1 値の比較には Student’s t 検定を用いた。

P 値は 0.05未満を有意差ありと判断した。 
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（3） 結果 

血中 Apo C1 値の平均値は Phase A1 で Group C と比較し有意に高値であった

（87 ± 18 µg/mL vs. 64 ± 21 µg/mL, P < 0.05）。図 17に結果を示す。白丸が平

均値で、水色の帯が血清 Apo C1 の基準範囲である。Phase A1の血中 Apo C1 値

の平均は基準値である 40-70 µg/mLよりも高値である一方で、Group C では基準

範囲内であった。 

 

 

（図 17）血清 Apo C1 値 
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考察 

小児 ISSNS の急性期（Phase A1）に血中濃度が上昇する蛋白として、Apo C1

を同定し、そのペプチドイオンのインテンシティレベルは尿蛋白/Cr値と相関し

ていることを示した。この結果から、血中 Apo C1値の上昇は、ネフローゼ症候

群で見られる高脂血症による二次的なものではない、と判断した。我々の知る限

り、今回の報告は、Apo C1 と小児 ISSNS の病勢との関連を示した初めてのもの

である。 

Apo C1 は、57のアミノ酸からなる最も小さなアポリポ蛋白（6.6 kDa）であり、

カイロミクロンや VLDL、HDL といったリポ蛋白を構成し、脂質の代謝に関与

する 31-32。腎への作用として、糖尿病患者の腎症進展に関わる因子であること 33、

その多型性が糖尿病腎症発症のリスクを増大させること 34-35、が報告されている

が、小児 ISSNS の病態との関連を示す報告はこれまでない。 

この他に生体内での役割として、単球がマクロファージに分化する際に Apo 

C1 の mRNA の転写が促進すること、また、Apo C1 がマクロファージの炎症性

サイトカイン産生を促すこと、が知られている 33, 36。小児 ISSNS のネフローゼ

期にマクロファージの活性化を示唆する報告は既にあり 37- 38、小児 ISSNS のネ

フローゼ期における血中 Apo C1 値の上昇は、マクロファージの活性化を反映し

ているのかもしれない。我々もこれまでの研究において、小児 ISSNS 症例のス
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テロイド療法中には、ステロイド終了後寛解期と比較し、血清 Macrophage 

Inflammatory Protein-1β（MIP-1β）量が有意に上昇していることを報告した 39。

また、Schleckerら 40はMIP-1βを腫瘍内注入することにより調節性 T細胞（Treg

細胞）の腫瘍内浸潤数を増多させることを示した。このことはマクロファージか

ら産生されるMIP-1βが、Treg細胞の遊走作用を有していること示唆している。

一方で、Treg細胞は、その T細胞増殖抑制効果が小児 ISSNS の再発時に低下し

ており、病態との関連が示唆されている 19。これらの事実から、小児 ISSNS の

ネフローゼ期におけるマクロファージの活性化は、MIP-1βの産生を増加させ、

Treg 細胞の遊走を促し、その作用を増強させることで ISSNS を寛解状態に導入

している可能性があり、小児 ISSNS 急性期の血清 Apo C1 値の上昇はマクロフ

ァージの活性化を反映したものである可能性が考えられる。 

推定される第 2のメカニズムとして、type 2 ヘルパーT細胞（Th2細胞）優位

な免疫状態への誘導作用が考えられる。小児 ISSNS 患児はアトピー性疾患を高

率に合併する 41。アトピー性疾患は Th2優位な免疫状態で特徴づけられ 42、Th2

細胞は小児 ISSNS の病態形成において重要な役割を担っている可能性が示唆さ

れている 43。Nagelkerken ら 32は肝と皮膚にヒト Apo C1 を発現させたトランス

ジェニックマウスがアトピー性皮膚炎の症状を呈したと報告しており、Apo C1

の過剰発現が Th2 優位の免疫状態を誘導した結果ではないかと推定している。
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同様に、小児 ISSNS においても Apo C1 が Th2 優位の免疫状態を誘導すること

で、その病態形成に関与している可能性が考えられる。また、我々は先の研究に

おいて、m/z 8695のペプチドイオンを Apo A2由来であることを同定した 29。Apo 

A2 は CD4＋T 細胞におけるインターフェロンγ（IFN-γ）の産生を阻害し Th2

優位な免疫状態に導きうる 44。このように、小児 ISSNS の病態において Apo C1

は Apo A2とともに Th2 優位な免疫状態に誘導している可能性がある。 

推定される第 3のメカニズムとして、リポポリサッカライド（LPS）を介した

作用を挙げる。LPS を投与されたマウスでは、その足細胞上に CD80 を発現し、

足突起の融合を来して蛋白尿が誘導されることが報告されている 45。一方で、

Berbéeら 46は、Apo C1 が LPS と結合し、LPS が誘導する生体反応を促進するこ

とを示した。これらことから、Apo C1 が LPS の反応を介し足細胞上の CD80 の

発現を誘導して小児 ISSNS の病態形成に関わっている可能性が疑われる。また、

LPS はマクロファージを刺激して Th2 サイトカインの産生を促進する作用があ

る 47。この LPS の作用を Apo C1 が促進し、さらに Th2優位な免疫状態に誘導す

ることで、小児 ISSNS の病態形成に関わっているのではないかと考えた。 
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VII. 結論 

今回、小児 ISSNS の病態に影響を与える外的・内的要因に関する検討を行っ

た。外的要因として発症時の季節変動を認め、秋に多いこと、内的要因とし

て、急性期において血中 Apo C1 値が上昇すること、そして血中 Apo C1 値は尿

蛋白/Cr値と相関し、病勢と相関があることを確認した。Apo C1 は、ヘルパー

T細胞のプロファイルに影響を与え、Th2優位の免疫状態を誘導している可能

性もあり、この場合、IgEが関与するアレルギー性疾患の病態とも関係してく

る。このように、今回の研究で確認された小児 ISSNS の病態に影響を与えうる

外的・内的要因には関連性が示唆される。今回得られた知見から、今後は、

Apo C1 の作用によるヘルパーT細胞のプロファイルの変化の検証と、その変化

が小児 ISSNS のネフローゼ期で確認され、寛解期に改善するのかを確認するこ

とが必要である。 

また、今回の研究では、対照群の症例数が比較的少ないため、今後さらに症

例数を増やして再検討を行っていきたい。 

今回得られた知見は、今後、小児 ISSNS の病態生理を解明していく上で重要

な手がかりとなる可能性がある。 
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