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研究成果の概要（和文）：腎臓では糸球体の足細胞（ポドサイト ）にのみ発現しているMAGI-2は、血清蛋白の
最終濾過バリアであるスリット膜の裏打ち部に局在し、主要なスリット膜蛋白であるNephrinとNeph1と結合して
いることを見つけた。また、その結合がMAGI-2の別のPDZドメインを介していることを詳細に解明した。さら
に、MAGI-2の発現が、Nephrinの局在とNeph-1の局在と発現を制御していることを見出した。ヒト腎疾患におい
てもその障害にMAGI-2の発現量が関与していることを見つけた。

研究成果の概要（英文）：We focused on the role of Membrane-associated guanylate kinase inverted 2 
(MAGI-2) to investigate the mechanisms that orchestrate the localization of SD  associated proteins.
 We found that MAGI-2 downregulation coincides with a reduced expression of SD associated proteins 
in a human kidney , and that a podocyte-specific deficiency of MAGI-2 in mice derogates the 
localization of Nephrin and Neph1. Although a deficiency of zonula occuldens-1 (ZO-1) downregulated 
the endogenous Neph1 expression, MAGI-2 recovered the Neph1 expression at the cellular edge in 
cultured mouse podocytes. Futhermore, overexpression of MAGI-2 preserved Nephrin localization on 
cell-cell contacts. Thus, the localization of Nephrin and Neph1 in intercellular junctions is 
regulated mainly via the PDZ domains of MAGI-2 together with other scaffold proteins. In summary, 
MAGI-2 stabilizes the localization of SD backbone proteins via its PDZ domain.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 慢性腎臓病　蛋白尿　ポドサイト 　スリット膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究で、血清蛋白の最終濾過障壁であるスリット膜の維持にMAGI-2が重要な働きを果たしていることがわ
かった。また、ヒト腎疾患でMAGI-2の発現が低下していることから、MAGI-2の発現を制御することが、慢性腎臓
病に対する新いターゲットになることが判明した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腎糸球体足細胞（ポドサイト）は、血液濾過を行う糸球体の構成細胞の一つであり、高度に分

化し、成熟した後は分裂し難い終末分化細胞として知られている。ポドサイトは、ボウマン嚢腔

に飛び出した大きな細胞体に核やゴルジ装置が局在し、細胞体からは太い一次突起が伸び出し

ている(Trend Cell Biol. 17: 428-37, 2007)。さらに、一次突起からは細い足突起が伸び、隣り

合うポドサイトの足突起との間で規則的な噛み合わせを作っている。その噛み合わせの間

隙の糸球体基底膜の直上には、スリット膜という血清蛋白の最終濾過障壁が存在している。

電子顕微鏡による検討では、スリット膜は規則正しい篩のような構造をしており、アルブミ

ンの大きさ以上の蛋白が尿中に漏出しないようになっていると考えられている。様々な原

因によりポドサイトが障害を受けるとその特殊な構造（足突起とスリット膜）が劇的に変化

し、蛋白尿が出現、最終的にはポドサイトが糸球体から脱落し、CKD 進行の第一歩となる

ことが判明している。主要なスリット膜構成蛋白として Nephrinが同定されて以来、Neph1, 

FAT1, P-cadherin とスリット膜構成蛋白が次々と同定されている。また、これまでスリット

膜裏打ち蛋白として多くの蛋白が同定され、それぞれの蛋白の結合や機能が解析され、足突

起やスリット膜の形成維持に重要な役割を果たしていることが、遺伝子改変マウスの検討

から判明している。 

 MAGI-2は、PDZ domainを６つ、WW domainを 2つ持つ蛋白であり、scaffolding蛋白と

して脳の神経細胞の post-synaptic densityで重要な役割を果たしていると考えられているが、

その機能については良くわかっていない。腎臓において、MAGI-2はポドサイトにのみ発現

し、Nephrinと結合するスリット膜の裏打ち蛋白として同定されている(Lehton S, et.al. PNAS. 

102.9814-9819. 2005)。これまで我々は、MAGI-2 KOマウスを作成し phenotypeを検討したと

ころ、尿が全く作られず、腎不全で２４時間以内に死亡することがわかった。驚いたことに、

このマウスのポドサイトは、足突起の高次構造が構築されているものの、スリット膜構造は

なく、足突起間のスリット膜間隙が狭小化し tight junction様構造となり、これが無尿の原因

と考えられた（Am J Pathol. 184.2699-708. 2014）。このマウスの解析では、Nephrinの発現低

下と局在変化が認められ、MAGI-2が、スリット膜構成蛋白の局在を決めるのに重要である

ことが示唆された。成熟ポドサイトにおけるMAGI-2の役割をさらに検討するため、ポドサ

イト特異的 MAGI-2KO マウスを作成したところ、腎臓のポドサイトにのみ MAGI-2 が KO

され、生後 8 週以降より蛋白尿が出現、20 週以内に腎不全により死亡することが判明した

(J  Am Soc Nephrol. 28. 2654-2669. 2017)。以上から、MAGI-2 は、成熟ポドサイトのスリット

膜・足突起の構造維持に重要な役割を果たしていることが示唆され、MAGI-2 のポドサイト

における役割をさらに解析することとした。 
 
２．研究の目的 
血液濾過を行う腎糸球体の構成細胞である糸球体足細胞（ポドサイト）は、極めて特殊な構造

を持ち、足突起間に存在するスリット膜は、血清蛋白の最終濾過障壁として働いている。そのた

め、ポドサイトが障害を受けると慢性腎臓病(CKD)は進行していく。これまで、ポドサイトに発

現する分子が多数同定されているにもかかわらず、培養条件下で、ポドサイトの特殊な構造の再

現に成功した研究はない。本研究では、スリット膜裏打ち蛋白であるMAGI-2の機能解析からス

リット膜形成維持メカニズムの解明を目的とした。 
 



３．研究の方法 
MAGI-2-FLOX マウスを使用して、ポドサイト 特異的 MAGI-2 KO マウスと後天的 MAGI-2 KO マウ

スを作成し、その phenotype とスリット膜蛋白の発現と局在を検討した。MAGI-2 のスリット膜

蛋白（Nephrin, Neph-1）への直接作用を検討するために、piggyBac transposon システムと

CRISPR-Cas9 システムを使用して、強発現・KO 培養ポドサイト を作成し検討した。免疫沈

降法や GST-pull down 法により蛋白間相互作用を検討した。ヒト糸球体疾患における MAGI-

2 の発現を千葉大学腎臓内科で行われた腎生検の残余検体を利用して検討した。 

 
４．研究成果 
 

ポドサイト特異的 MAGI-2 KO マウスを用いて、スリット膜の構成タンパクである Nephrin

と Neph1 の発現を検討したところ、MAGI-2 KO マウス群では、Nephrin および Neph1 のスリ

ット膜裏打ち蛋白である CD2AP や ZO-1 の発現は保たれていたが、Nephrin と Neph1 の発現は

著明に低下していた。 

次に、Cre-ERT2 システムを用いて後天的ポドサイト特異的 MAGI-2 KO マウスを作成して検

討したところ、前述のポドサイト特異的 MAGI-2 KO マウスと同様に、後天的 KO 群でも蛋白

尿および硬化糸球体を認めた。また、Nephrin および Neph1 の発現低下についても、後天的

KO 群でも同様に観察された。以上の結果から、MAGI-2 は Nephrin と Neph1 に対して足場タ

ンパクとして働き、スリット膜の構造維持に必須であることがわかった。 

ポドサイトにおける MAGI-2 の足場タンパクとしての機能を詳細に解明するために培養ポ

ドサイトに対して piggyBac transposon システムを用いて、培養 MAGI-2 強制発現ポドサイ

トを確立した。この培養 MAGI-2 強制発現ポドサイトに Nephrin を一過性過剰発現させると、

Nephrin と MAGI-2 は共に細胞間接着部で共局在した。培養ポドサイトに対して CRISPR-Cas9

システムを用いて、Neph1 の足場タンパクである内在性 ZO-1 の発現を欠失させ、ZO-1 KO ポ

ドサイトを確立した。ZO-1 KO ポドサイトでは、ZO-1 の発現が確認できないことに加えて、

内在性 Neph1 の発現も有意に低下していた。そこで ZO-1 KO ポドサイトに対して、MAGI-2 を

一過性強制発現させた。その結果、ZO-1 の欠失によって低下していた内在性 Neph1 の発現

は、MAGI-2 の強制発現によって増加した。MAGI-2 はそれぞれ異なる PDZ 結合ドメインを通

じて、Nephrin および Neph1 と結合していることが免疫沈降法により確認された。 

ヒト腎疾患における MAGI-2 の発現を腎生検組織を使用して検討したところ、血液透析へ移

行するリスクの高い巣状分節性糸球体硬化症および IgA 腎症の予後不良群では、MAGI-2 の発

現は有意に低下し、Nephrin や Neph1 の局在も変化していた。 

 以上の結果から、スリット膜の構造維持のためには、MAGI-2 が足場タンパクとして機能す

ることが不可欠であることが示された(Kidney Int.99: 382-395. 2021)。 
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