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１．研究計画の概要 

(1) ポドサイト傷害がポドサイト傷害をも
たらす機序の解明：一部のポドサイトだけが
傷害されるキメラマウスを作成し、糸球体の
一部のポドサイトにはじまった傷害が、いか
に拡大するかを明らかにする。具体的には、
イ ム ノ ト キ シ ン (LMB2) の 注 射 に よ り
podocyte 傷害の誘発可能なマウス(NEP25)と、
全身の細胞がアルカリホスファターゼ
(PLAP)で標識される ROSA-PLAPマウスから構
成される NEP25↔ROSA-PLAP キメラマウスを
作製し、LMB2 投与後に PLAP 陽性 (hCD25-)
ポドサイトがどのような運命をたどるかを
観察する。 

(2) ポドサイトの増殖と傷害の関係を解明
する：一般に生後に正常ポドサイトは増殖せ
ず、ポドサイトの欠失は不可逆的な腎不全の
要因である。我々は、ポドサイト特異的に
SV40ウイルスのT抗原の発現を誘導可能なト
ランスジェニックマウス(SV40T/rtTA)を開
発した。そのマウスに、ドキシサイクリン
(DOX)を投与すると、ポドサイトは増殖した
が、長期間の DOX 投与によりかえってポドサ
イトは傷害された。が不可分なものか否かを
検討する。によりポドサイト特異的に SV40T
を発現するトランスジェニックマウス()を
解析した。 

(3) HIV-1 遺伝子によるポドサイト傷害の機
序を解明する：我々は先に HIV-1 感染者の一
部に発症する HIV-1 関連腎症(HIVAN)は、
HIV-1 の vpr と nef の２つの遺伝子が原因で
ある事を示し、特に前者が重要である事を示

した。また、HIVAN 発症には、ポドサイトの
増殖が関与すると信じられているが、そうで
はなくて形態異常が重要であるという data
を得ていた。そこで本計画では、培養ポドサ
イトを用いて、HIV-1 遺伝子の vpr と nef の
細胞傷害機序、特に細胞形態への影響に関し
て研究する。 

２．研究の進捗状況 

(1) LMB2 投与 4日後では、ほぼすべての
PLAP 陰性(hCD25+)のポドサイトは、著しく傷
害されていた。PLAP 陽性（hCD25-）のポドサ
イトにおいても nephrinの発現が減弱してい
た。したがって podocyte 傷害の拡大は、極
めて早期から起こっている事がわかった。 

上記現象は、LMB2 投与前の hCD25 の陽性率が
高いマウス程、高頻度に認められた。すなわ
ち、一次的に傷害されるポドサイトが多い程、
二次的に傷害を起こすポドサイトが多い事
がわかった。 

hCD25 の陽性率が低いキメラマウスに、LMB2
を投与して、42 日後に解析した。PLAP 陰性 
(hCD25+)のポドサイトは、LMB2 投与後にはす
べて消失した。一部の糸球体は硬化に陥って
いたが、その割合は LMB2 前に hCD25+ポドサ
イトを含む糸球体の率より低かった。すなわ
ち、一部の糸球体は完全に回復したと考えら
れた。 

以上の事から、①一部のポドサイトの傷害に
より、二次的に他のポドサイトの傷害をもた
らす、②上記二次的傷害は、一次的傷害の度
合いにより、その程度と可逆性が決定される
事が示された。 
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(2) DOX 投与７日以内では、BrdU でラベルさ
れた増殖ポドサイトは電顕で正常であった。
従って、細胞周期の再入と脱分化は不可分で
はない事が示された。しかし、有糸分裂像を
示すポドサイトでは著しい傷害を示した。ま
た BrdU(+)ポドサイトには特異的に血漿蛋白
質の蓄積が認められた。2 週以上の DOX 投与
により、SV40T/rtTA マウスは糸球体硬化症を
示した。以上の事から、ポドサイトは、細胞
周期への再入だけでは傷害されず、分裂期に
傷害される事が示され、また血漿蛋白成分の
蓄積が傷害を助長する事が示唆された。 

またこれらは、Angiotensin II の阻害により
軽減した。 

関連研究として、collapsing nephropathy モ
デルの糸球体で増殖する細胞は、ポドサイト
ではない事を証明した。また、当初ポドサイ
ト増殖に関与すると予想した Bmp4 は糸球体
毛細血管の構築に関与する事を示した。 

3) DOX により vprの発現するラットポドサイ
トを樹立した。DOX 投与により一定の形態変
化を認めなかった。Cre により vpr を発現す
るような安定細胞株を樹立したが、Cre(-)コ
ントロールによっても形態変化が起こった。
さらに別の方法として、大腸菌で vpr タンパ
ク質を作成すべく多大な努力をしたが、十分
な量を得られなかった。一つの困難な原因は、
使用しているラット培養ポドサイトの形質
が不安定な点である。そのため、SV40T/rtTA
マウスから、培養ポドサイト細胞株を樹立し
た。 

３．現在までの達成度 

③やや遅れている。 

(1)および(2)のテーマの実験はおおむね順
調に進んでいるものの、テーマ(3)に関して
は、技術上の問題があり遅れている。 

４．今後の研究の推進方策 

計画(1)に関しては、キメラの数量解析がほ
ぼ終了したので、今後論文化をすすめていく。
二次的ポドサイト傷害の機序に関連して、培
養ポドサイトの実験から、アルブミンが LMB2
による細胞死(または剥離)を助長するとい
う preliminary な結果を得たので、それをさ
らに進めていく。また、ポドサイトからメサ
ンジウム細胞への病変の波及に関しては、そ
の現象を分子的に把握するために、NEP25 マ
ウスの糸球体を採取して micro Array を行い、
ポドサイト傷害に続発して変化するメサン
ジウムの RNA発現変化を網羅的に解析する予
定である。計画(2)に関しても論文化を進め
る。(3)に関しては、残された時間と他グル
ープの動向などから、当初計画を見直し、vpr
遺伝子産物に結合するタンパク質の同定に
的をしぼって進めていく予定である。 

５. 代表的な研究成果 
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