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研究成果の概要（和文）：  

 小児期発症の腎疾患の代表的存在であるネフローゼ症候群は、糸球体血管係蹄に存在する

蛋白濾過障壁の破綻により発症する。近年、podocyte（糸球体上皮細胞）およびpodocyteを

連結するslit膜が蛋白尿濾過障壁の実体であることが明らかになってきた。特に腎特異的発

現分子であるnephrinがslit膜の機能と構造維持に中心的役割を担う。本研究において私共は

nephrinやNeph1などのスリット膜複合体の構造をプロテオミクスの手段を用いて網羅的に解

析した。その結果、スリット膜複合体がリン酸化を介したダイナミックな構造であること、

この構造が細胞内シグナル伝達系を司るプラットフォームとして働きそのシグナル伝達が蛋

白尿とネフローゼ症候群の発症と深く関連することが明らかになった。また、ネフローゼ症

候群や巣状糸球体硬化症を起こす遺伝子変異について解析を行い、Epstein–Fechtner症候群

においてMYH9遺伝子のR702変異が糸球体硬化のフェノタイプと最も相関する変異であること

を見いだした。これらの結果は糸球体上皮細胞の機能分子がネフローゼ症候群を惹起するメ

カニズムを明らかにするものである。 

 

研究成果の概要（英文）： 

A specialized intercellular junction between podocytes, known as the slit diaphragm, 
forms the essential structural framework for glomerular filtration in the kidney. In this 
study, we performed proteomic analysis to characterize the structure and function of slit 
diaphragm as a signaling complex. We found that post-translational modification 
orchestrates a wide spectrum of protein-protein interactions and intracellular signaling 
networks at slit diaphragm. These results unraveled the role of dynamics of slit diaphragm 
signal complex in modulating the glomerular filtration barrier function. We also 
performed genetic studies on Epstein and Fechtner syndromes which often develops 
progressive nephrotic syndrome, and found that R702 mutations display a strict 
genotype–phenotype correlation, and lead to the rapid deterioration of podocyte structure. 
Our results highlight the critical role of functional podocyte molecules in the 
development of Nephrotic syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 

 1990 年代後半より蛋白濾過障壁の分子・細
胞レベルでの理解は飛躍的に進み、Nephrin

などの膜タンパク質による腎糸球体上皮細
胞の細胞間接着構造が濾過バリアーとして
機能していることが明らかとなってきた。し
かし小児期発症ネフローゼ症候群の大半を
占める微小変化型ネフローゼおよび、巣状糸
球体硬化症の原因は依然として不明であっ
た。 

 

２．研究の目的 

 Nephrin や Neph1 などのスリット膜構成
分子の結合タンパク質およびそのシグナル
伝達分子としての機能をプロテオミクス解
析を用いて網羅的に解析し、その構造／機能
が蛋白尿やネフローゼ症候群の発症といか
に関わるかについて検討する。 

 一方、糸球体上皮細胞に発現する MYH9 の
遺伝子変異について解析を行い、その変異で
おこる Epstein-Fechtner 症候群におけるネ
フローゼ症候群／巣状糸球体硬化症の発症
機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 Nephrin や Neph1 の細胞内および細胞外に
結合する蛋白質を網羅的に質量分析計を用
い解析した。またこれらの分子はチロシンリ
ン酸化の修飾を受けるが、この修飾の下流に
ついても網羅的な解析を行った。 
 MYH9 遺伝子変異について genotype 
-phenotype 相関について解析を行い、また
個々の変異体の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
 Neph1 の細胞内領域のチロシンリン酸化残
基を同定し、そのチロシンリン酸化依存的な
結合蛋白質(Csk, Grb2)を同定した。また

Neph1-Grb2 の結合が細胞内シグナル伝達を
修飾することを見いだし、その変化がin vivo
の蛋白尿発症と関連することを報告した
(Harita Y,et al. J. Biol. Chem. 
283:9177-86, 2008)。 
 また、Nephrin についてはチロシンリン酸化
に伴い多くのシグナル分子(PI3Kp85, Crk 
family proteins, PLC-gamma)と結合するこ
と、PLC-gamma との結合を介して Nephrin が
細胞内カルシウム濃度の上昇を引き起こす
ことを見いだした。また Nephrin のリン酸化
と PLC-gamma の活性化（リン酸化）が in vivo
の蛋白尿発症モデルにおいて惹起されてい
ることを見いだし、糸球体上皮細胞における
Nephrin シグナルとその下流のカルシウム濃
度の変化が蛋白尿の発症と深く関連するこ
とが明らかになった(Harita Y,et al. J. 
Biol. Chem. 284: 8951-62, 2009)。Nephrin
とカルシウム濃度については Nephrin とカル
シウムチャネルとの相互作用をみいだし、そ
の制御機構について解析を行っている。 
 その他、Nephrin の細胞外領域に結合する蛋
白質も新規に同定しており、スリット膜複合
体の構造について研究をすすめている。 
 一方、MYH9 遺伝子の R702 変異が糸球体
硬化のフェノタイプと最も相関する変異で
あることを見いだし、MYH9 が糸球体上皮細
胞の形態形成に重要な役割を果たしている
こと、その変異が遺伝性ネフローゼ症候群の
一端を担っていることを明らかにした
(Sekine T et al. Kidney International、
in press.)。 
 これらの結果は糸球体上皮細胞の機能分子
がネフローゼ症候群を惹起するメカニズム
を明らかにするものである。 
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