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緒 言

小児特発性ネフローゼ症候群の を占める微小変化

型ネフローゼ症候群(

： )は 副腎ステロイド薬投与により速やか

な寛解状態が期待できる 。しかしながら 成人 のみな

らず小児 においても重大な合併症として 初発時および

再発時には稀に血栓症を合併することが知られている。そ

の発症機序として 従来から活性化血小板の存在 血小

板機能の亢進 フィブリノゲン( )や第Ⅷ因子の増加

などの凝固系の異常 ならびに の減少 と

いった線溶系の異常が指摘されている 。これらのう

ち 血液凝固および線溶因子の変化には 血中蛋白の尿中

への漏出や低蛋白血症の結果作動する肝臓での蛋白合成の

亢進が影響しており 必ずしもこれらの向血栓性因子の

変化が血栓症発症の直接的要因であることを示唆するもの

ではない。さらに われわれがすでに示してきたように

初発時や再発時に血漿抗血栓因子であるアンチトロンビン

( ) プロテイン ( )および遊離型プロテイン (

)が低下することも の血栓症発症に大きく関与

しているものと思われる 。しかし これらの抗血栓因

子の低下は 静脈系血栓への関与は大きいものの 動脈系

血栓の形成を十分に説明し得るものではない。

近年 血栓症発症の病態に血流 特に ずり応力(

：τ)の関与が注目されている 。ずり応力とは 血

管内を流れる血流に生じた速度勾配によって発生するもの

で などのアゴニストの添加によって誘発される血

小板凝集とは全く異なった性質を持つ。この血小板凝集を

ずり応力惹起血小板凝集( -

： )と呼び 生体内における血栓形成機

構に深く関与していると推察されている 。

今回 われわれは小児 における血栓形成性を生

理的血流状況により近い条件で検討する目的で 初発時あ

るいは再発時から各週毎に 週間にわたり を測定し

た。また 同時に血栓形成に関与する 因

子( ) およびトロンビン-アンチトロンビ

ン複合体( )の推移とあわせて検討した。

対 象

年 月から 年 月の間に奈良県立医科大学附

属病院小児科ならびにその関連病院に入院した ～ 歳

(平均 ± 歳)の 初発患児 例(初発群 男児

例 女児 例)および ～ 歳(平均 ± 歳)の

再発患児 例(再発群 男児 例 女児 例)を対象とした。

なお これらの症例はいずれも動脈あるいは静脈血栓症を

併発しなかった。ネフローゼ症候群の診断は 年の厚

生省研究班の診断基準 に準拠した。なお 通常のステロ

イド薬治療で速やかに寛解状態が得られ その後の漸減投

与を含む治療の後 カ月以内に再発を認めないものを

とした。また 再発は 早朝尿で( )以上の蛋白

尿が 日以上続くものとした。正常対照として健常成人ボ

ランティアの検体を用いた。なお 検体採取については患

児とその両親もしくは保護者にインフォームド・コンセン

トを行い同意を得た。

方 法

血液検体採取

血液検体の採取は初発例ではプレドニゾロン投与前に

再発例ではプレドニゾロン再投与前または増量前に行い

以後 週間毎に 週目まで行った。また 正常対照とし

て 健常成人ボランティアの血液検体の採取を患児の血液

検体採取と同時に行った。

静脈から採血した全血 容に対し クエン酸ナト

リウム 容を混和後 で 分間遠心分離し 多

血小板血漿( - ： )を得た。さらに

で 分間遠心分離して乏血小板血漿( -

： )を得た。 で 中の血小板数を

× /μに調整し とともに採血から 時間以内

に の測定を行った。 は およ

び の測定に供した。また 同時に採取した血清を用

いて血液生化学検査(血清総蛋白 アルブミンならびに総

コレステロール値)を行った。尿検査は同日の早朝尿を用

いて行った。

ずり応力惹起血小板凝集( )

らの開発したコーンプレート型 測定装

置 を用いた。すなわち 血小板数 × /μに調整し

た μをコーンプレート型回転粘度計のプレート

に注入し コーンを回転させることで血小板にずり応力を

負荷した。負荷開始時から 分間 ヘリウム-ネオンレー

ザー光源から発生したレーザー光をコーンとプレートの間

隙を通過させ 光ダイオードセンサーで透光量を連続的に

測定することで血小板凝集率を測定した。 をプレー

トに満たしたときの透光量を 負荷開始時の透光量

を として負荷開始 分後の透光量を百分率で表示した。
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ずり応力は コーンの回転速度を調整することで

～ / まで任意にプログラムを組むことができ

～ / 程度の低いずり応力で惹起される -

(- )と ～ / 程度の高いずり応力

で惹起される - ( - )に分けて測定した 。

抗原量( )

種類のモノクローナル抗体を用いた 法による

キット(

)

を用いて測定した。すなわち 一次抗体として抗ヒト

マウス モノクローナル抗体を固相したウエル

に 添付の希釈液〔 ウシ血清アルブミンと

を含む リン酸緩衝液( )〕で 倍お

よび 倍に希釈した検体( ) あるいは 標準物

質の希釈系列を各 μずつ加え ～ °で ±

分間インキュベート後 同じく添付の洗浄液〔

を含む ホウ酸緩衝液( )〕で 回洗

浄した。これに二次抗体としてペルオキシダーゼ標識抗ヒ

ト ウサギ抗体を各ウエルに μずつ添加し

～ °で ± 分間反応させた。再び洗浄液で 回洗

浄し 発色液〔 過酸化水素と 酢酸/ ク

エン酸緩衝液( )にジメチルスルオキシド( )お

よび ( )を溶解し

たもの〕 μを添加して発色させた後 吸収波長

で吸光度を測定した。 は検体測定の際に同時

に測定した 標準物質〔ヒト血漿(凍結乾燥品)中の

抗原は /

により補正済み〕の希釈系列の吸光度から作製した検量線

から求めた。

リストセチンコファクター活性量( )

ら および ら の方法に準じ 血小板

凝集計( -； 東京)を用いて測定

した。すなわち 凝集計のキュベット内に × /μに

調整した固定血小板( - ： )を

μ入れ 緩衝液(

)を μ添加後 緩衝液で 倍に希釈した

検体血漿を μ加えた。これに 緩衝液で /

に調整したリストセチン(

) μを添加して 吸光度の変化から得られた凝集曲

線の開始点からの傾き( θ)を用いて測定した。

は 検体測定の際に同時に測定した正常プール血漿

の希釈系列の吸光度から得られた θを用いた検量線か

ら求めた。

フィブリノゲン( )

トロンビン時間法 によるキット(データファイ・フィブ

リノゲン )を用い

て測定した。すなわち オーレン-ベロナール緩衝液( )

で 倍希釈した血漿 μに トロンビン液( /

)を μ加えてトロンビン時間を測定

した。フィブリノゲン量は 検体の測定に際し同時に測定

したフィブリノゲン標準血漿の希釈系列のトロンビン時間

で作製した検量線から求めた。

アンチトロンビン( )

合成基質法 によるキット(ベリクローム アンチトロ

ンビンⅢ オート )を用いて測定し

た。すなわち 検体血漿または生理食塩水それぞれ μ

にトロンビン試液〔 /ヘパリンを添加したウシα-

トロンビン( / )を トリ

ス-ヒドロキシメチル-アミノメタン- 緩衝液( )

に溶解したもの〕 μを加えて ° 分間反応させ

合成基質溶液(トシル-グリシル-プロリル-アルギニル--

アミノ--ニトロ安息香酸イソプロピルアミド /

) μを添加して素早く撹拌後

における および 秒後の吸光度を測定し 吸

光度変化率を算出した。 値は 検体の測定に際し同時

に測定した添付の標準血漿の吸光度変化率との比から求め

た。

トロンビン-アンチトロンビン複合体( )

法によるキット(エルジア・ システム

- 国際試薬(株) 神戸)を用いて測定した。

すなわち 生理食塩水で 倍希釈した検体血漿 μお

よび緩衝液〔 および 血清を

添加した リン酸緩衝液( )〕 μを抗トロン

ビンマウス抗体を固相したチューブに入れ °で 分

間反応させ 洗浄液〔 グリシン-亜硝酸ナトリウム-

水酸化ナトリウム溶液( )〕で洗浄後 ペルオキシ

ダーゼ標識抗ヒト ウサギ抗体液 μを添加して °

で 分間インキュベートした。洗浄液で洗浄後

基質液〔 -(-ヒドロキシフェニル)プロピオン酸 /

などを含む溶液〕 μを添加して °で 分間反

応させ 発色後 反応停止液〔 を含

む リン酸緩衝液( )〕 を添加して反応を

停止させた。励起波長 蛍光波長 で蛍光強

度を測定した。また 量は 検体の測定に際し同時

に測定した 標準物質の希釈系列の蛍光強度から作製

した検量線から算出した。
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統計学的検討

- の テストで検定し 未満を有意水

準とした。

成 績

臨床検査所見

尿蛋白は初発時および再発時には( )以上を認めたが

プレドニゾロン投与 週後には全例で(－)になった。ま

た 血清総蛋白とアルブミンの低下ならびにコレステロー

ルの高値を認めたが プレドニゾロン投与 週後には全例

ですべて正常域になった( )。

) -

初発群ではプレドニゾロン投与前の - が ±

と 正常対照 ± に比し有意(＜ )に高値

であった。プレドニゾロン投与 週後では ± と低

下傾向を示したが 依然 正常対照 ± に比し有意

(＜ )に高値であった。プレドニゾロン投与 週後以

降はさらに低下し 正常対照との間に有意差はみられなく

なった。再発群の - はプレドニゾロン増量前 ±

プレドニゾロン増量 週後 ± で それぞ

れの正常対照 ± ± に比し有意(＜ )

に高かった。プレドニゾロン増量 週後以降は低下し 正

常対照との間に有意差はみられなくなった( )。

Variable 0week 1week 2weeks 3weeks 4weeks
 

T-P（g/dl) 4.0±0.2 4.8±0.4 5.7±0.1 6.1±0.1 6.2±0.2

S-Alb（g/dl) 1.6±0.2 2.6±0.3 3.5±0.2 3.9±0.1 4.2±0.1

T-Cho（mg/dl) 454±19 421±41 356±19 326±26 312±17

U-P（g/day) 3.54±1.05 0.52±0.32 0.03±0.01 0.04±0.02 0.05±0.02

Values are means±SE.

T-P：total protein,S-Alb：serum albumin,T-Cho：total cholesterol,U-P：urinary protein

 

Variable 0week 1week 2weeks 3weeks 4weeks
 

T-P（g/dl) 5.5±0.3 5.5±0.2 6.0±0.1 6.1±0.1 6.2±0.2

S-Alb（g/dl) 3.3±0.2 3.3±0.1 3.9±0.1 4.0±0.1 4.2±0.1

T-Cho（mg/dl) 289±29 376±30 324±22 283±16 266±12

U-P（g/day) 8.15±4.56 0.06±0.02 0.06±0.01 0.05±0.01 0.18±0.13

Values are means±SE.

T-P：total protein,S-Alb：serum albumin,T-Cho：total cholesterol,U-P：urinary protein

- (- )

( )

Values are means±SE.(※p＜0.01,p＜0.05)
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) -

初発群の - はプレドニゾロン投与前 ±

プレドニゾロン投与 週後 ± で ともに

それぞれの正常対照 ± ± に比して有

意(＜ )に高値であった。プレドニゾロン投与 週後

以降の - の値は減少し 正常対照との間に有意差

はみられなくなった。再発群の - はプレドニゾロ

ン増量前が ± で正常対照 ± との間に有

意差は認めなかったが プレドニゾロン増量 週後では

± プレドニゾロン増量 週後では ±

と それぞれの正常対照 ± ± に比し

有意(＜ )に高値を示した。プレドニゾロン増量 週

後および 週後は漸減し 正常対照に比し 有意差はみら

れなくなった( )。

- ( - )

( )

Values are means±SE.(p＜0.05)

( )

( )

( )

Values are means±SE.
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初発群の は プレドニゾロン投与前 ±

で 正常域 ～ に比して著しく高値であった。

プレドニゾロン投与 週後も ± と高値が持続し

プレドニゾロン投与 週後以降は徐々に低下したが 週

後でも ± とやや高値であった。再発群ではプレド

ニゾロン増量前が ± とほぼ正常域であったが プ

レドニゾロン増量 週後は ± 週後では ±

とわずかではあるが高値を示した。増量 週後以降は

上昇傾向なく 増量 週後には ± となった( )。

初発群では プレドニゾロン投与前の が

± で正常域 ～ に比して高値であった。プ

レドニゾロン投与 週後では ± と高値が持続した

が 週後では ± と 週後以降は徐々に低下し

プレドニゾロン投与 週後では ± であった。再発

群では プレドニゾロン増量前の は ±

とわずかに高値を示しただけであったが プレドニゾロン

増量 週後には ± といったん上昇し 増量 週後

以降は徐々に低下して 増量 週後には ± となっ

た( )。

初発群の は プレドニゾロン投与前が ±

/ で 正常域(男性 ～ / 女性 ～

/ )に比して著しく高値であった。プレドニゾロン投

与後は低下し 開始 週後は ± / とほぼ正常

( ) ( ) -

( )

( )

Values are means±SE.
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域に入り 以降は正常下限になった。再発群でもプレドニ

ゾロン増量前は ± / とわずかに高値であった

が その後は低下し プレドニゾロン増量 週後には

± / とほぼ正常域となり 増量 週後以降は正

常下限になった( )。

初発群の は プレドニゾロン投与前が ±

で 正常域 ～ に比して低値であった。しかし プ

レドニゾロン投与 週後ならびに 週後ではそれぞれ

± ± と上昇し その後は上昇傾向はな

く投与 週後には ± となった。再発群では プレ

ドニゾロン増量前は ± と正常域であったが プレ

ドニゾロン増量 週後 ± 増量 週後 ±

とわずかであるが高値を示した。増量 週後以降は上昇傾

向なく 増量 週後では ± であった( )。

初発群の は プレドニゾロン投与前と投与 週後

ではそれぞれ ± / ± / と正常

域(≦ / )であった。しかし プレドニゾロン投与

週後では ± / と上昇し その後は低下し

て投与 週後には ± / と正常域になった。

再発群では プレドニゾロン増量前と増量 週後 週後

では ± / ± / ± /

といずれも正常域であった。プレドニゾロン増量 週

後では ± / とわずかに上昇傾向を示したも

のの 増量 週後には ± / と正常域になった

( )。

考 察

近年 より生理的な血流状況を再現した種々の血栓形成

に関する 実験系が確立され 従来の静止系では得

られなかった新たな血栓形成機構が明らかにされてきた。

特に 血管内に生じるずり応力は血栓形成過程に重大な影

響を及ぼすことが示され 注目を集めている 。

ずり応力とは 血管内を流れる血流から生じるもので

τ＝μ(血液粘度)×｛ (血流速度)/ (血管径)｝

の式で示される。血流速度は血管内では一定でなく 血管

の中央部で最大で 壁では最小となり この間に速度勾配

( )が生じる。この速度勾配はずり応力を発生し ずり

応力により特別な惹起物質を必要とせず血小板が凝集す

る。この凝集が である 。

年に らは を解析する装置を開

発 するとともに ～ / 程度の低ずり応力域

で凝集がみられる - と ～ / 程度の

高ずり応力域で凝集する - が存在することを明ら

かにした 。 - はずり応力により血漿 が血小板

膜上の粘着蛋白受容体である ( )Ⅱ /Ⅲ に

結合して惹起されると考えられている。一方 - は

血漿 が血小板膜上の粘着蛋白受容体である Ⅰ /

Ⅸと Ⅱ /Ⅲ とに結合して惹起されると考えられてい

る 。このうち - は生理的カルシウム濃度を有

する血漿では全く認められないことから一般に生理的意義

は低いとされているが - は生体内における血栓形

成機構 特に 動脈血栓に深く関与していると推察されて

いる 。

今回われわれは 小児 における血栓形成傾向を

より近い生理的条件下で検討する目的で の初発

時および再発時とその後 週間にわたり経時的に を

測定した。その結果 初発例では - はプ

レドニゾロン治療開始前から亢進しており 開始後 週で

さらに亢進し その後は徐々に減少した。また

再発例の変化は 初発時のように著明ではないものの や

はり同様の変化を示した。また 同時に測定した -

に関連する および は - と同様

の変化を示した。

このことから においては および

の変動が - の変化の関連要因となって

いることが推察された。 における および

の変動の機序についてはいまだ十分解明されて

いないが これらの値が の急性期あるいは増悪期

に亢進し 血清総蛋白の改善および尿蛋白の消失に従って

改善傾向を示したことから 血中蛋白の尿中への漏出や低

蛋白血症により蛋白合成が亢進し その一環として血管内

皮細胞における の合成が亢進した可能性も考えられ

る。

一方 - は 初発例では プレドニゾロン

治療開始前に有意に高値であったが その後は徐々に改善

し 治療開始 週以後は正常化した。 再発例では

初発例のように著明ではないものの やはり同様の変化を

示した。 - と関連する は 肝臓での蛋白合成

と関連して総コレステロールと同様に プレドニゾロン治

療開始前あるいは増量前に最も高値を示し その後経過と

ともに改善した。

- の生理的意義については いまだ十分に解明さ

れておらず 血栓症発症への関与は不明である。しかし
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の高値は過粘稠度症候群を惹起することで知られてお

り 血栓症発症のリスクとなると考えられる 。

今回得られた成績では 小児 の急性期には生理

的血流状況下での血小板凝集能を反映する - の亢

進が明らかになった。また 従来から の急性期に

みられた の高値が - の亢進に深く関わって

いることをも示した。しかし で発症する血栓症

は多くが静脈血栓症であり 動脈血栓症は少ないこと ま

た 小児 の血栓症は成人に比べると合併頻度が少

なく 今回のわれわれの検討症例でも発症していないこ

と また トロンビン形成の分子マーカーである

も 初発時および再発時には高値を示さず 発症後 ～

週に一時変動がみられたのみであったことから トロンビ

ン活性は亢進していなかったことが示唆された。

以上より - の亢進が に合併する血栓症

の直接のマーカーになりうるかどうかには疑問が残る。例

えば 小児の では 成人に比し血管の粥状硬化が

さほど進んでいない などの血管壁による血栓形成の抑制

機序の関与も想定され 今後の研究に期待したい。

結 語

)小児 における血栓形成能を生理的血流状況

により近い条件で検討する目的で を経時的に測定

し 血漿 および の推移とあわせて

検討した。

)小児 の - はプレドニゾロンによる治

療開始 週後に亢進し その後は徐々に改善した。血漿

： および ： も同様の変化を示し -

の亢進は血漿 を反映したものと考えられた。

)小児 の - はプレドニゾロンによる治

療開始前にすでに亢進し その後は徐々に改善した。血漿

値も同様の変化を示し - の変化は血漿

を反映したものと考えられた。

)小児 の急性期においては 生理的血流状況

下での血小板凝集能を示唆する - が亢進しており

そのマーカーとして血漿 の値が重要であることが示

唆された。
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