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研究成果の概要（和文）：糸球体上皮細胞障害が蛋白尿の出現、腎機能廃絶につながることが判

明している。その細胞表面の陰性荷電減少が糸球体障害を引き起こす可能性がある。一般に細

胞は培養すると生体での形質を消失する。そこで新規バイオマテリアルであるハニカム膜上で

糸球体上皮細胞を培養したところ細胞機能が向上することを確認した。糸球体上皮細胞におい

て特定の糖転移酵素は、負荷が生じるとその発現が減少し、より生体に近似した環境ではその

発現を増すことから、同細胞の陰性荷電の維持に関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Glomerular epithelial cells (podocytes) play a key role in the 
prevention of proteinuria, are important determinants of end-stage kidney disease. 
Surface charge alterations of the podocyte may induce proteinuric injury. Cultured 
podocytes are currently being used to uncover unique functions of podocytes that can then 
be validated in vivo. Therefore, we examined a culture of podocytes on self-organized 
honeycomb-patterned films (honeycomb films). As a result, podocyte maintained their 
function for the mRNA expression of unique genes. In addition, we investigated the 
expression of glycosylation-related enzymes in cultured podocytes. We found that a 
honeycomb film showed higher podocyte function and angiotensin II stimulation decreased 
the mRNA level of these enzymes. These results suggest that glycosylation-related enzymes 
contribute to maintain the negative surface charge of podocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 ハイデルベルク大の Kriz らにより非分裂
細胞である糸球体上皮細胞の障害が分節性
糸球体硬化を引き起こし、最終的に腎機能廃
絶につながるという仮説が提唱されて以来、
この細胞をターゲットにした研究が増加し

ている。特に濾過障壁の担い手であるスリッ
ト膜構成分子(ネフリン, ポドシン, CD2AP, 
NEPH1 など)が注目されている。いずれの遺伝
子変異例においても著しい蛋白尿を呈し、濾
過間隙は消失する。しかし、単純にスリット
膜構成蛋白の発現低下こそが蛋白尿の原因



と言い切れるのであろうか？接着阻害分子
であるポドカリキシンも糸球体上皮の機能
維持には重要であり、事実ノックアウトマウ
スの糸球体上皮は極性を失い、無尿を呈する。
また、シアル酸合成酵素の一種 (GNE, 
UDP-GlcNAc 2-epimerase)のノックアウトマ
ウ ス や C1GalT1(Glycoprotein-N-acetyl 
galactosamine-3-ß-galactosyltransferase
)という糖転移酵素のノックアウトマウスで
はポドカリキシンの糖鎖不全が認められ、か
つ蛋白尿と糸球体上皮細胞障害が認められ
ている。つまり構造としてのスリット膜だけ
が重要ではなく、糸球体上皮の頂側を陰性荷
電たらしめることも重要である証明といえ
る。 
 その中で私たちは国内外において、糸球体
上皮細胞の障害に対して蛋白相互作用の解
析を応用し、ポドカリキシンの細胞外ドメイ
ンの強い陰性荷電が糸球体上皮細胞の頂側
に存在し、細胞内ドメインが NHERF2、エズリ
ン と い っ た ア ダ プ タ ー 蛋 白 を 介 し て
subapical のアクチン細胞内骨格と結合して
いることを証明した。そして、ポドカリキシ
ンを培養細胞に強制発現させるとアクチン
細胞内骨格の再分布を引き起こし、低分子量
G蛋白質RhoA活性を上昇させることを見い出
した。 
 これらの研究実績を踏まえて、ポドカリキ
シン細胞外ドメインの陰性荷電の調節とポ
ドカリキシンと細胞内骨格との結合の調節
を検討することが podocytopathy(糸球体上
皮細胞障害)を解く鍵と考えるに至った。し
かしながら既存の培養系ではその調節解明
に迫ることはできなかった。 
 連携研究者の田中らによって開発された
新規バイオマテリアルであるハニカム膜は、
一つの細孔が六本の支柱で支えられた微細
二層構造を形成しており、細胞培養の足場と
して用いる際に、縦、横の規則的な孔が細胞
間相互作用の誘導、栄養分、液性因子や酸素
の供給、老廃物排除の働きをすることが考え
られ、細胞機能向上に有益な素材として注目
されている。実際にハニカム膜上で培養され
た血管内皮細胞の増殖能や細胞機能が向上
することを報告している。 
 
２．研究の目的 
現状の糸球体上皮細胞由来培養細胞は、生体
での形質の大部分を失っている。ハニカム膜
上で各種細胞を培養すると、その性質がより
生体内に近づき、細胞機能が向上することを
見出している。これらを踏まえ、 
(1)ハニカム膜上で糸球体上皮細胞を培養し、
細胞機能が向上するか否か検討する。 
(2)この培養系を用いて陰性荷電減弱の責任
となる糖転移酵素（糖鎖付加酵素）を同定し、
再び生体に戻って責任糖転移酵素の変動を

証明する。 
 
３．研究の方法 
(1)ハニカム膜を足場とした時に培養糸球体
上皮細胞は生体での形質に近づくか。 
 
①種々の細孔径のハニカム膜上でラット由
来糸球体上皮細胞を培養し、糸球体上皮関連
分子の mRNA 発現を検討した。 
②走査電子顕微鏡によりハニカム膜上のラ
ット由来糸球体上皮細胞の形態を観察した。 
 
(2)ポドカリキシン細胞外ドメインの陰性荷
電減弱の原因となる糖鎖付加酵素の同定。 
 
①培養糸球体上皮細胞において、GNE や
C1GalT1がmRNAレベルで検出されるか否か検
討した。 
②ハニカム膜上での培養やアンギオテンシ
ン II 添加により、その発現は増減するかど
うか検討した。 
 
４．研究成果 
(1)新規バイオマテリアルであるハニカム膜
上で糸球体上皮細胞を培養し、細胞機能が向
上することを確認した。 
①ハニカム膜上で培養した際の糸球体上皮
関連分子の挙動 
 温度感受性ラット由来培養糸球体上皮細
胞(順天堂大学栗原准教授より供与)3 株を用
いて、細孔径の異なるハニカム膜を足場とし
た培養を行い、RNA を抽出し、nephrin, 
podocalyxin, CD2APなど糸球体上皮関連分子
の遺伝子発現を real-time PCR 法にて定量化
できた。 
②ハニカム膜上で培養した際の形態観察 
 ハニカム膜を足場とした上記細胞の培養
を行い、1.25％グルタールアルデヒドにて固
定後、凍結乾燥した標本に導電染色を施して
走査電子顕微鏡で観察し、突起形成を認めた。 
③培養糸球体上皮細胞におけるシアル酸合
成酵素 GNE と糖転移酵素 C1GalT1 の検出 
 上記 3 株のうち 1 株に安定して GNE と
C1GalT1 が検出され、かつハニカム膜上で培
養するとその発現が増強することが判明し
た。 
 
(2)アンジオテンシン II負荷による糸球体上
皮細胞の陰性荷電減弱の責任となる糖鎖付
加酵素の挙動を定量化した。 
①アンギオテンシン II 添加により培養糸球
体上皮細胞における GNE と C1GalT1 の発現は
量依存的に減少した。 
 
 GNE と C1GalT1 の両糖転移酵素は糸球体上
皮細胞において、負荷が生じるとその発現が
減少し、より生体に近似した環境（ハニカム



膜上での培養）ではその発現を増すことから、
同細胞の陰性荷電の維持に関与しているこ
とが示唆された。さらに糸球体上皮細胞障害
モデルラットを作成し、その糸球体における
糖転移酵素の挙動を検討することにしてい
たが、モデル作成に手間取り、その検討には
至っていない。 
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