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研究成果の概要： 
 

NPHS1 は、先天性ネフローゼ症候群の原因遺伝子の一つで、 NPHS1 遺伝子からネフリンという

蛋白がつくられる。これは、糸球体上皮細胞が作るスリット膜（血液から尿へ大きな蛋白がも

れないようにしている濾過装置）の構成分子と考えられている。日本人の先天性ネフローゼ症

候群患者６人が両方の NPHS1 遺伝子に異常を持ち、２人が片方の遺伝子異常を持っていた。８

人中４人に同じ変異が、２人に別の同じ変異があった。今回みつかったすべての遺伝子変異を

それぞれ人工的に作り、細胞の中に入れて、異常なネフリン蛋白を作らせた。その蛋白は、遺

伝子変異から予想される大きさであることをネフリン蛋白に対する抗体を使って確かめた。現

在、それぞれの変異蛋白と細胞の中の各器官との位置関係の違いや変異蛋白の細胞死に関係す

る蛋白への影響や細胞の形に関係する蛋白への影響などを調べている。 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白尿は、腎疾患の中でも最も遭遇する重要
な症候の一つであり、また、蛋白尿そのもの

が腎疾患の予後を悪化させることが知られ
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ている。蛋白尿をいかにコントロールするか

は、臨床上とても重要であるが、今まで発症

機序は不明な点が多かった。ネフローゼ症候

群は、高度の蛋白尿を来す疾患群で、疾患と

してだけでなく、蛋白尿の発症機序を考える

モデルという点でも重要である。１９９８年

フィンランド型先天性ネフローゼ症候群の

原因遺伝子として、NPHS1(蛋白はネフリン)

が同定され、免疫電顕や遺伝子改変マウスな

どの研究により、現在、糸球体上皮細胞（タ

コ足細胞）が作るスリット膜の構成分子であ

ると考えられている。すなわち、ネフリンの

異常によるスリット膜の異常が高度蛋白尿

を引き起こすと考えられている。これ以後、

蛋白尿をひきおこす主体として、基底膜から

糸球体上皮細胞に関心が集中し、次々に ネ

フローゼ症候群を引き起こす遺伝子が明ら

かにされていった。特に、NPHS2（蛋白はポ

ドシン）は、家族性の巣状糸球体硬化症の原

因遺伝子としてみつけられ、欧米では変異の

頻度が高く、病因として重要である。ポドシ

ンは、ネフリンを支えるアンカー蛋白として

機能していると考えられている。我々は、先

天性ネフローゼ症候群の日本人患者にも

NPHS1 遺伝子に変異が存在することをはじめ

て明らかにした。その後、全国から同疾患患

者の遺伝子解析の依頼をうけ、解析を行った

結果、８例中６例の患者にホモもしくは複合

へテロの遺伝子変異が認められ、残る２例は

ヘテロのみの変異を認めた。興味深いことに

８例中４例に同じ新規の遺伝子変異が存在

していた。また、２例に他国で報告のない同

じ変異が存在しており、この２つの変異は日

本人特有で頻度の高い変異であると考えら

れた。 

 また、ネフリンは同疾患だけでなく、糖尿

病性腎症や IgA 腎症、他のネフローゼ疾患な

どの蛋白尿発症にも関与していることがし

めされている。 

 

２．研究の目的 

in vitroの系を用い、先天性ネフローゼ

症候群の機序の解明と本疾患の蛋白尿を

減少させる物質の探索をすることである。 

 

３．研究の方法 

NPHS1 cDNAを持つ発現ベクターに日本人先天

性ネフローゼ症候群患者にみつかった遺伝子

変異や外国でみつかった特徴的な遺伝子変異

を導入し、それを培養細胞にトランスフェク

ションし、発現蛋白の細胞内での位置、アポ

トーシス関連蛋白や細胞骨格関連蛋白の発現

の違いなどを調べる。 

 

４．研究成果 

日本人先天性ネフローゼ症候群患者におい

て、我々が同定した NPHS1 遺伝子変異を有し

た NPHS1 cDNA の入った pcDNA3 の発現ベクタ

ーを Quikchange site-directed mutagenesis 

kit を使用してすべて作成した。外国でみつ

かった特徴的な遺伝子変異を有するものも

対照として作成した。 

これらのベクターを HEK293 細胞にトランス

フェクトした。736 番の G が T に変異し、246

番アミノ酸がストップコドンに変化する変

異の場合では、それより下流を認識する抗ネ

フリン抗体を使った免疫染色で陰性だった

（図１）が、野生型の場合（図２）は染色さ

れた                。  



（上 図１ 中 図２）  

 

 

 

 

２４６番アミノ酸より上流を認識する抗体

で、ウエスタンブロットを行い、遺伝子変異

を導入したすべてのプラスミドが、想定され

る大きさの蛋白を発現していることを確認

した。 

（上 lane1:P676R lane2:R379W lane3:E246X 

lane6:C160S lane8:野生型 

下 lane6:2515del(C) lane7:R827X) 

現在、それぞれの変異をもつと考えられるネ

フリン蛋白と細胞膜 ゴルジ体 粗面小胞

体を標識するマーカーとの位置関係のパタ

ーンを共焦点レーザー顕微鏡を使って検討

したり、変異を導入した場合の AKT のリン酸

化への影響やアクチンの変化などを調べて

いる。 
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