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研究成果の概要（和文）：　本研究では、我々が樹立したネフリン抗体誘導性FSGSモデルにおいて、ボーマン嚢
壁細胞(parietal epithelial cells: PECs)が１）上皮間葉転換を呈する、２）糸球体硬化病変進行に寄与する
pERK1/2が発現、３）ごく少数のTransitional cell(TC)が出現、することを確認した。この結果は抗体特異的な
ポドサイト障害によるFSGSで、少数ではあるがポドサイト前駆細胞と考えられるTCが出現することを初めて証明
したものである。さらに、本研究により、ネフリン機能維持及びFSGSの予防および治療効果に重要な役割を持つ
分子を確認し、更なる研究を遂行中である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used our new anti-nephrin antibody induced FSGS model. In 
this model, podocyte injury affect Bowman's epithelial cells (PECs) phenotype, 1) 
epithelial-mesenchymal transformation, 2) pERK1 / 2 activation, which progress to the 
glomerulosclerosis, and 3) a few Transitional cells (TCs) appeared. These results are first finding 
that anibody-induced podocyte injury affects PECs phenotype and appearance of TCs that are 
considered as podocyte progenitor cells. Furthermore, this study has identified the molecule that 
play an important role in the maintenance of nephrin function and the preventive and therapeutic 
effects of FSGS.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、慢性腎臓病病の原因となるポドサイト障害の新規治療標的と考えられているボーマン嚢前駆細胞
の存在を、抗体を用いたポドサイト特異的障害モデルで初めて証明したものである。さらに、申請者らが樹立し
たこのモデルは、多くの遺伝子改変マウスに用いられているC57Bl/6マウスで誘導可能なことが証明できた。さ
らに、本研究では、ポドサイト障害の新規予防・治療法開発のための標的分子を発見できたため、現在ポドサイ
ト障害の病態解明および新規治療・予防法開発の研究を遂行中である。これにより今後、国民の健康および経済
面で重大な問題となっている血液透析患者数減少への途を拓くものとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
1) ポドサイトとボーマン嚢壁細胞(PECs) 

国民の健康に大きな問題となっている慢性腎不全は糸球体硬化症を特徴する。これまで、ボー

マン嚢壁細胞(parietal epithelial cells: PECs)は半月体形成や糸球体硬化病変と関係し、糸

球体障害を増悪させると考えられていた。最近、PECs が前駆細胞として働きポドサイトを補充

するとする報告が相次ぎ、糸球体障害の進行を抑える新たな治療戦略として注目を集めている。

(Nat Rev Nephrol 10; 2014)。しかし、イムノトキシン誘導性トランスジェニック（NEP25）マ

ウスでポドサイトを傷害した際は、PECs 前駆細胞が存在しなかったため(NDT 29; 2014)、ポド

サイト障害が PECs 前駆細胞を誘導するのか、またその詳細な機序は何か、未だ不明である。 

2) アドリアマイシン腎症の問題点 

申請者らは最近、SM22αが半月体形成性腎炎においてを PECs に及ぼす影響を報告した (Naito, 

BMC Nephrology 15; 2014)。しかし、SM22αKO マウスは C57BL/6 マウスを用いて作成されたた

め、代表的なマウスポドサイト障害モデルであるAdriamycin腎症を用いることができず（図1）、

ポドサイト障害が PECs 前駆細胞に与える役割を評価できなかった。 

3) 抗ネフリン抗体障害性巣状糸球体硬化症モデ

ルマウスの樹立 

2)であげた問題を解決するため、申請者らは遺

伝子免疫法を用いたネフローゼ症候群モデル動物

の開発を行ってきた（NDT 21; 2006, CEN 215; 

2011、等）。これらの技術を応用し、正常 C57BL/6

マウスを用いた抗ネフリン抗体障害性巣状糸球体

硬化症モデルマウスを樹立した。そこで、本研究では、ポドサイト傷害が PECs に与える影響を

評価し、ポドサイト障害で PECs 前駆細胞が誘導されることを示すことで、新たな治療戦略の研

究への道を拓くことを目的とする。 

 
２．研究の目的 
本申請研究では、マウスネフリン抗体によるポドサイト障害が腎病変および PECs 前駆細胞に

与える影響を検討する。 

1）ポドサイト障害の結果起こるポドサイト数の変化および糸球体硬化病変を解析 

2）ポドサイト障害が PECs の細胞増殖や上皮間葉移行に与える影響を解析 

3）ポドサイト障害の結果、PECs 前駆細胞が誘導されることを解析。 

 
３．研究の方法 
本申請研究ではネフリン障害型巣状分節状硬化症モデルマウスの病態誘導を確認した後、免疫

組織染色を用いた評価を行う。 

① 遺伝子免疫法を用いて作成した抗マウスネフリン抗体を作製 

マウスネフリン遺伝子/pAP3neo、および pAP3neo プラスミド DNA を、遺伝子銃法を用いて

ウサギに免疫する。免疫 10 週目に全血採血し、得られた血清を硫酸ナトリウム沈殿するこ

とで、抗マウスネフリン抗体を得る。 

② 抗ネフリン抗体障害性 FSGS モデルマウスの誘導 

①で得た抗体 4mg を C57BL/6 マウスに静注する。免疫前、免疫 7、14 週後に血清・尿検体を



採取。 

③ 糸球体硬化病変の評価と上皮細胞数の変化 

PAS 染色による糸球体硬化病変の評価、およびポドサイトマーカー(WT1)染色による糸球体

上皮細胞数を計測 

 

④ PECs 細胞数の変化 

PAX2(PECs マーカー)染色による PECs 細胞数およびの計測 

⑤ PECs 前駆細胞としての Transitional cell（ポドサイトマーカー(シナプトポジン)と PECs

マーカー(PAX2)の両方を発現する細胞）の確認 

⑥ ポドサイト障害が PECs に与える影響として、細胞増殖(Ki67 染色)・上皮間葉移行（αSMA

染色）・pERK 発現の程度を評価  

 
４．研究成果 

1) 遺伝子免疫法を用いて作成した抗マウスネ

フリン抗体を作製 

 マウスネフリン遺伝子/pAP3neo を金粒子に

付着させ、遺伝子銃法を用いてウサギに免疫し

て得たウサギ抗ネフリンポリクローナル抗体

（α-mNep Ab）を得た。作成したα-mNep Ab は、

ウェスタンブロッティング、免疫組織染色、細

胞染色に使用可能であった（右図）。 

 

2) 抗ネフリン抗体障害性 FSGS モデルマウス

の誘導 

 4.-1）で作成したα-mNep Ab を C57Bl/6 マ

ウスに尾静脈注射により投与したところ、投与

1 週間後から蛋白尿および糸球体硬化病変が誘

導された（右図）。 

 

3) 糸球体上皮細胞数の変化 

 4.-2）で誘導された抗ネフリン抗体障害性

FSGS モデルマウスでは、ポドサイトマーカーで

ある WT1 陽性細胞数が減少した（右図）。 

  

 4.-1-3）で検討した結果は、Nephron Exp. 

Nephrol. 2018:  138, 71-87.で報告した。 

 

4) PECs 細胞数の変化 

 4.-2）で誘導された抗ネフリン抗体障害性

FSGS モデルマウスでは、PECs マーカーである PAX2 陽性細胞数が増加した（次頁右図）。 

 



5) PECs 前駆細胞としての Transitional cell

の確認 

抗ネフリン抗体 FSGS モデルでは、ごく少数

ではあるが、ポドサイトマーカーと PECs マー

カーの両方を発現する Transitional cell の

誘導を確認した。 

6) ポドサイト障害が PECs に与える影響とし

て、細胞増殖(Ki67 染色)・上皮間葉移行（α

SMA 染色）・pERK 発現の程度を評価 

抗ネフリン抗体 FSGS モデルでは、ボーマン嚢

上に存在する PECs の細胞増殖が亢進しており

（右図）、PECs におけるαSMA・pERK の発現亢進

も認められた。 

 

さらに、本研究結果を基に抗ネフリン抗体障

害性 FSGS モデルの in vivo および in vitro の

解析をすすめ、ポドサイト細胞膜上に発現する

分子 GM3 がポドサイト障害による慢性腎疾患の

新たな予防・治療標的となりうることを確認し、

特許を取得した(特許第 7055429 号)。この研究内容については、現在論文投稿中である。 
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