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研究成果の概要（和文）：蛋白尿の発症を防ぐバリア装置である腎糸球体上皮細胞スリット膜のバリア機能維持
におけるEphrin-B1の役割を解析した。スリット膜の分子構造の維持にEphrin-B1が重要な役割を果たしているこ
と、Ephrin-B1の発現低下、機能低下により蛋白尿が発症することを発見した。Ephrin-B1はスリット膜が感知し
た細胞外の情報を細胞内に伝えるシグナル伝達分子としての役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that ephrin-B1 is localized at the slit diaphragm of 
glomerular podocytes. However, the function of ephrin-B1 at this location is unclear. We show that 
podocyte-specific ephrin-B1 conditional knockout mice displayed alteration of the podocyte 
morphology, disarrangement of the slit diaphragm molecules, and proteinuria. Analyses with the HEK 
cell expression system revealed that ephrin-B1 interacted with nephrin via the basal regions of 
extracellular domain. Nephrin-binding ephrin-B1 was phosphorylated by extracellular nephrin 
stimulation. The phosphorylation of ephrin-B1 was detected in rat glomeruli of the nephrotic model, 
induced by anti-nephrin antibody injection. Ephrin-B1 regulated the phosphorylation of JNK in 
glomeruli. Taken together, it is conceivable that ephrin-B1 in the podocyte is essential for 
maintaining the integrity of the glomerular filtration barrier and plays a critical role as a signal
 molecule controlling the podocyte functions.

研究分野： 腎分子病態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、スリット膜のバリア機能維持におけるEphrin-B1の役割を解明し、蛋白尿発症の新たな分子機構を明
らかにした。また、ネフローゼ症候群の症例でEphrin-B1の発現が低下していることを発見した。Ephrin-B1の発
現低下の抑制、リン酸化抑制、JNK活性を制御する薬剤、化合物が蛋白尿治療薬として有効である可能性を示し
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腎糸球体の毛細血管壁は、内皮細胞、糸球体基底膜、糸球体上皮細胞（ポドサイト）から形成

されており、血漿蛋白が原尿中へ漏出するのを防ぐバリアとしての機能を果たしている。バリア
の最外層に位置するポドサイトは足突起と呼ばれる特徴的な突起を有しており、足突起間には
スリット膜と呼ばれる極めて高度に分化した細胞間接着装置が存在している。臨床上重要な多
くの糸球体疾患は、スリット膜のバリア機能が低下し蛋白尿が発症すると考えられている。 
スリット膜の構成分子として、これまでに Nephrin、Podocin、CD2AP、NEPH1 などが同定され

ているが、スリット膜の分子構造の詳細は未だ未解明である。また、スリット膜の形成、維持の
分子機構は、まだほとんど分かっていないというのが現状である。 
研究代表者の研究室では、蛋白尿発症機序に関与する分子を同定するために、cDNA サブトラ

クション法や次世代シークエンサを用いて、正常と各種病態モデル糸球体における発現解析を
行ってきた。一連の検討で、神経軸索形成や細胞間接着に関与している分子である Ephrin-B1 を
同定した。しかし、スリット膜における Ephrin-B1 の発現様式、バリア機能の形成、維持、病態
発症における役割についての詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者らのグループがスリット膜の構成分子として新規同定した Ephrin-B1 の

役割を解析することにより、スリット膜の分子構造、機能維持機構の解明を進めることを目的と
する。具体的には、（1）タモキシフェン誘導型ポドサイト特異的 Ephrin-B1 ノックアウト（CKO）
マウスを用いて、スリット膜の形成、維持における Ephrin-B1 の役割を明らかにすること、（2）
Ephrin-B1 と既知のスリット膜分子との相互作用を解明すること、（3）次世代シーケンサを用い
た発現解析により新規 Ephrin-B1 関連分子を同定し、その分子機能を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1）タモキシフェン誘導型ポドサイト特異的 Ephrin-B1 ノックアウト（CKO）マウスを用いた
解析。研究代表者らが作製したタモキシフェン誘導型ポドサイト特異的 Ephrin-B1 CKO マウス
を用いて、CKO マウス腎におけるバリア機能異常の有無、ポドサイトの形態、スリット膜構成分
子の局在変化の検討を行った。 
（2）Ephrin-B1 とスリット膜構成分子との相互作用の解析。Ephrin-B1 と Nephrin の結合様式
を検討するため、Ephrin-B1 並びに Nephrin の細胞外、細胞内の各ドメインを HEK293 細胞に強
制発現させた系を用いて、Nephrin と Ephrin-B1 との結合部位の検討を行った。また、Nephrin
と Ephrin-B1 を強制発現させた系を用いた各種シグナル阻害剤を用いた検討で、Nephrin 刺激に
より Ephrin-B1 がリン酸化される機序を解析した。 
（3）新規 Ephrin-B1 関連分子の同定、機能の解析。次世代シーケンサを用い、Ephrin-B1 CKO
マウスの網羅的遺伝子発現解析を行い、新規 Ephrin-B1 関連分子を同定した。同定された分子に
ついて、ポドサイトスリット膜での発現、局在の解析、及び Ephrin-B1 との相互作用の解析を行
った。 
 
４．研究成果 
（1）タモキシフェン誘導型ポドサイト特異的 Ephrin-B1 CKO マウスを用いた解析。 
代謝ケージを用いて経時的に蓄尿（24 時間）し、尿中への蛋白質排泄量を検討したところ、コ
ントロールマウスと比較して Ephrin-B1 CKO マウスで有意な蛋白尿の上昇を観察した（図 1）。
また、CKO マウスから腎を摘出し、光学顕微鏡下における糸球体構造の解析や、スリット膜の微
細な構造異常の有無を電子顕微鏡を用いて解析したところ、CKO マウスでポドサイト足突起の消
失が観察された（図 2）。 
 

 
 
 
 



さらに、CKO マウスにおけるスリット膜機能分子の発現動態を解析したところ、スリット膜機能
分子 Nephrin、NEPH1、CD2AP、ZO-1 の発現異常を観察した（図 3）。 
 

 
 
（2）Ephrin-B1 とスリット膜構成分子との相互作用の解析。 
①Ephrin-B1 と Nephrin の結合様式を
明らかにするため、HEK293 細胞に
Ephrin-B1-HA 融合蛋白質と Nephrin-
FLAG 融合蛋白質をリン酸カルシウム法
により共発現させ、免疫沈降解析を行
った。その結果、Nephrin の細胞外領域
の基部を欠損させた変異型は全長の
Ephrin-B1 と、Ephrin-B1 の細胞外領域
の基部を欠損させた変異型は全長の
Nephrin と結合しないことが観察され
た。以上より、Nephrin と Ephrin-B1 は
それぞれの細胞外領域の基部で cis 結
合していることを明らかにした（図 4）。 
 
②抗 Nephrin 抗体刺激による Nephrin/Ephrin-B1 のリン酸化メカニズムについて解析したとこ
ろ、Nephrin 抗体による刺激で Nephrin だけでなく Ephrin-B1 もリン酸化されること、
Nephrin/Ephrin-B1 のリン酸化は Src family kinase 依存性であることを明らかにした（図 5）。 
 

 
 
③抗 Nephrin 抗体刺激による Ephrin-B1 のリン酸化がどのようなシグナルを伝達するのかを検
討したところ、リン酸化 Ephrin-B1 は Nephrin シグナルとは別経路で細胞移動に関与する JNK シ
グナルを活性化させることを明らかにした。一方、Ephrin-B1 ノックアウトマウス糸球体では、
JNK シグナルの活性化が顕著に低下していることを発見し、Ephrin-B1 が糸球体での JNK シグナ
ルを制御していることを明らかにした（図６A）。また、運動性があまり活発ではない培養ポドサ
イトで Ephrin-B1 のリン酸化を誘導すると、運動性が亢進することを明らかにした（図６B）。 
 



 
 

④ラットのネフローゼ症候群モデル、ヒトのネフローゼ症候
群の症例においても、Ephrin-B1 の発現低下と残存する
Ephrin-B1 のリン酸化を発見し、Ephrin-B1 の発現異常が蛋
白尿発症に関与していることを明らかにした(図 7)。 
 
以上の研究成果は、米国腎臓学会誌 Journal of the 
American Society of Nephrology 誌(Impact factor 9.423)
に掲載された。 
 
 
 
 
 
 
（3）新規 Ephrin-B1 関連分子の同定、機能の解析。 
① ポ ド サ イ ト に お け る 新 規
Ephrin-B1 関連分子を同定するた
め、ポドサイト特異的 Ephrin-B1 
CKO マウス単離糸球体材料を用い
た次世代シーケンサ解析を行っ
た。その結果、Tight Junction 関
連分子である Par-6 を同定した。リ
アルタイム PCR 法、及び免疫染色法
による解析で、Ephrin-B1CKO マウ
ス糸球体で Par-6 の発現低下が確
認され、Par-6 は Ephrin-B1 の関連
分子であることが示された（図 8）。
ポドサイトにおける Ephrin-B1 と
Par-6 との関係を詳細に解析した
ところ、正常ラット糸球体で
Ephrin-B1とPar-6が共局在するこ
と、蛋白尿を呈するネフローゼ症候
群モデルラット糸球体で、病態誘導
初期で Ephrin-B1 と Par-6 の染色
性の低下を発見した（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



HEK293 細胞を用いた強制発現系の解析で、Ephrin-B1 は Par complex の１つである Par-3 とは
結合せず、Par-6 と結合することを明らかにした。また、抗 Nephrin 抗体刺激によってリン酸化
された Ephrin-B1 は、Par-6 と結合しないことを明らかにした（図 10）。以上の結果から、Ephrin-
B1 と Par-6 の相互作用がポドサイトスリット膜の機能維持に重要であることを示した。 
 

 
 
 
以上の研究成果は、米国病理学会誌 The American Journal of Pathology 誌(Impact factor 
4.36)に掲載された。 
 
 
②Ephrin-B1 と関連する PDZ domain を有する蛋白質を同定するため、Ephrin-B1 CKO マウス単
離糸球体材料を用いて次世代シーケンサ解析を行ったところ、Ephrin-B1 CKO マウスで発現量に
変化があった PDZ domain 蛋白質 NHERF2 を同定した。リアルタイム PCR、及び免疫染色法による
解析で、Ephrin-B1 CKO マウス糸球体で NHERF2 の発現低下が確認され、NHERF2 は Ephrin-B1 の
関連分子であることを示した。これまでに NHERF2 はポドサイトの頂部に局在すると報告されて
いた。今回、正常ラット糸球体を用いた局在解析で、NHERF2 がポドサイトスリット膜に局在す
る Ephrin-B1 と共局在することが観察された。また、電子顕微鏡による解析で、NHERF2 がスリ
ット膜に存在することが確認された。以上の結果から、NHERF2 はスリット膜にも局在すること
が分かった。HEK293 細胞を用いた強制発現系による免疫沈降解析で、Ephrin-B1 は NHERF2 の２
つある PDZ domain のうち PDZ domain 1 で結合することを示した。また、Nephrin/Ephrin-
B1/NHERF2 共発現の検討で、抗 Nephrin 抗体刺激によりリン酸化された Ephrin-B1 は NHERF2 と
結合しないことを明らかにした。蛋白尿を呈するネフローゼ症候群モデルラットを用いた解析
で、病態誘導初期の糸球体で NHERF2 の染色性の低下、及び Ephrin-B1 との共局在の減少を観察
した。発達期糸球体では、Ephrin-B1 と NHERF2 は Nephrin 発現がまだ観察されない S 字管期初
期糸球体で共発現が観察された。以上の結果から、NHERF2 は新規 Ephrin-B1 関連分子であり、
Ephrin-B1とNHERF2の相互作用がポドサイトスリット膜の機能維持に重要であることを示した。 
 
以上の結果から、Ephrin-B1 は糸球体濾過障壁の形成と維持に極めて重要な役割を果たしてい

ることが示された。Ephrin-B1 が Nephrin の基部で結合しスリット膜のバリア機能維持に重要な
役割を果たしていること、スリット膜が感知した情報を Nephrin と別経路で細胞内に伝えるこ
とを示し、蛋白尿発症の新たな分子機構を明らかにした。Ephrin-B1 の発現低下の抑制、リン酸
化抑制、JNK 活性を制御する薬剤、Ephrin-B1 下流因子のシグナル制御が新規治療法開発の戦略
として有効である可能性を示した。 
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