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研究成果の概要： 
腎臓は細胞外液の質·量を一定に保ち、生命維持に必須な働きをしている。そのために常に一定
量の糸球体濾過を維持しなければならない。糸球体濾過ための重要な構成要素になっているの
がスリット膜である。スリット膜は、糸球体を覆っている上皮細胞(足細胞)の細胞間を繋ぐ結
合装置であり、細胞傷害時に他の細胞間結合装置と移行し合っている。スリット膜の分子構造
は明らかになりつつあるが、これと移行し合い、糸球体ろ過調節に与っている他の細胞間結合
装置については、ほとんど明らかにされていない。本研究では、この細胞間結合装置の構成分
子としてクローディン-6があることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 腎糸球体におけるスリット膜は、糸球体上
皮細胞、すなわち足細胞の細胞間結合装置の
一つである。スリット膜の他にも、足細胞間
にはいくつかの細胞間結合(密着結合、ギャ
ップ結合など)がある。このスリット膜以外
の結合は近接して存在し細胞間結合複合体
を形成している。足細胞の発生分化、傷害時
において、これら細胞間結合はダイナミック
に変動する。足細胞の分化に伴って、細胞間

結合複合体は消失しスリット膜に置き換わ
り、足細胞の傷害時、スリット膜は細胞間結
合複合体に置き換わる。細胞間結合複合体は、
生理的な状態でも僅かながら存在し、スリッ
ト膜と混在連続して存在している。また、硫
酸プロタミンの腎灌流によって、スリット膜
のみが存在する状態から、数分以内に細胞間
結合複合体が形成されることが報告されて
いる。この移行は６℃という低温でも、細胞
骨格を阻害した状態でも起こりうる。このこ
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とから、スリット膜自体、ないしはその近辺
に、細胞間結合複合体の構成成分がすでに存
在しており、それが状況に応じてスリット膜
と細胞間結合複合体の間を移行し合ってい
るものと考えられる。事実、両者の共通成分
として、ZO-1、ポドシンが知られている。我々
は、スリット膜と細胞間結合複合体は動的平
衡状態にあり、両者の割合が正常と傷害時で
異なっているのは、それぞれに特異的な構成
成分の増減に因るのではないかと考えてい
る。 
 スリット膜がどのように形成維持されて
いるのかを理解するためには、移行し合って
いる細胞間結合複合体を理解する必要があ
る。しかしながら、精力的に解析が進められ
ているスリット膜とは対照的に、細胞間結合
複合体の構成成分、およびその機能について
は、ほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この足細胞傷害時に出現して
くる細胞間結合複合体の構成成分を、密着結
合を中心に同定する。密着結合の中心となる
分子はクローディンであることが分かって
いる。しかし、クローディンには 24 種類あ
り、(1)足細胞にどのクローディンが存在する
のか、(2)そのクローディンは、生理的状態で
どこに分布し、硫酸プロタミンの腎灌流によ
って密着結合に集積してくるのか、(3)発生、
病的状態では、どのように変化するのか、を
明らかにし、足細胞におけるクローディンの
役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物：成熟したラットと生後 2日のラッ
トを用いた。生後 2日のラット腎は、完全に
成熟していなく、発生のすべての過程の糸球
体が存在している。病的状態は、ラットに
puromycin aminonucleoside を投与し、足細
胞を傷害してネフローゼ症候群を引き起こ
した(PAN腎症)。 
(2) 市販のクローディンに対する抗体を用い、
組織の Western blot、蛍光抗体法、免疫電子
顕微鏡法で糸球体に存在しているクローデ
ィンを検討した。 
(3) 遺伝子発現は、PCRを用いた。 
 
４．研究成果 
(1)足細胞のクローディン：クローディン-1、
-2、-5、-6、-7、-12、-15に対する抗体を IBL
社から購入し、糸球体と腎皮質のサンプルを
15%PAGEにかけ、各抗体との反応性と糸球
体特異性を Western blotで検討した。その結
果、クローディン-6、-12、-15が糸球体に多
いことが分かった。 
 
 

[クローディン-6の Western blot analysis ] 

 
二重蛍光抗体法で、糸球体内の ZO-1の分布
と比較することから、足細胞の細胞間結合に
一致するかどうかを検討した。その結果、ク
ローディン-6が足細胞に有意に染め出され
ることが分かった。 
[正常ラット腎糸球体の二重蛍光抗体法] 
 
 
 
 
 
 
クローディン-6    ZO-1     重ね合わせ 
硫酸プロタミンで腎臓を灌流すると、数分以
内に密着結合が形成されることが報告され
ている。Western blotでは、この操作による
単離糸球体でのクローディン-6 の増加は認
められなかった。 
[単離糸球体クローディン-6の Western blot 
analysis ] 
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しかし、硫酸プロタミンの灌流腎を蛍光抗体
法で観察すると、明らかにクローディン-6の
染色性が増加していた。 
[硫酸プロタミン灌流腎の腎糸球体の二重蛍
光抗体法] 
 
 
 
 
 
 
クローディン-6    ZO-1     重ね合わせ 
免疫電子顕微鏡法でより詳細に分布を観察
すると、正常糸球体では、クローディン-6を
示す金コロイド粒子は極僅かにしか見られ
なかったが、主に足細胞の細胞膜基底側、密
着結合、スリット膜に分布していた。 



 

 

 [正常ラット足細胞の免疫電子顕微鏡法] 

 

（矢印はクローディン-6を示す金コロイド粒子を示す） 
硫酸プロタミン灌流腎では、新しく形成され
た密着結合に集中して存在していた。 
 [硫酸プロタミン灌流腎の腎糸球体の免疫
電子顕微鏡法] 

 

（矢印はクローディン-6を示す金コロイド粒子を示す） 
(2) 病的状態における足細胞のクローディ
ン-6：puromycin aminonucleosideをラット
に投与すると５日目より蛋白尿が出現し、10
日目には著明なネフローゼ症候群を呈する。
この経過中の糸球体のクローディン-6 の変
化をみると、減少することはあっても増加す
ることはなかった。 
[Western blot analysisと蛍光抗体法] 

 
4 日目の糸球体を免疫電子顕微鏡法で観察す
ると、密着結合が新たに多く形成され、そこ
にクローディン-6が集積していた。 
[PAN 腎症の腎糸球体の免疫電子顕微鏡法] 

 
（矢印はクローディン-6を示す金コロイド粒子を示す） 
(3) 発生過程における足細胞のクローディ

ン-6：腎臓全体におけるクローディン-6の変
化を PCRと Western blotで見てみると、生
後 2日目の発現量が成熟腎より有意に多かっ
た。 

[PCRと Western blot] 

 
生後 2日目の腎臓を蛍光抗体法で見るとクロ
ーディン-6は、糸球体のみならず、幼弱なン
尿細管上皮にも認められた。 
[生後 2 日目の腎臓のクローディン-6 の蛍光
抗体法] 

 
（矢印は成熟前の糸球体） 
幼弱な糸球体を二重蛍光抗体法でみると、足
細胞に ZO-1と一致してクローディン-6が認
められた。 
[生後 2日目の腎糸球体の二重蛍光抗体法] 
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(4) 成果の位置づけと今後の展望：今まで全
く不明であった足細胞のクローディンが、ク
ローディン-6 であることを世界で始めて明
らかにした。硫酸プロタミン灌流腎、PAN腎
症の実験は、足細胞における密着結合形成は
クローディン-6 の合成亢進よりはクローデ
ィン-6 分子の分布の変化が重要であること
を示している。このように構成分子が明らか
になったことで、スリット膜と密着結合の係
わり合い、糸球体ろ過での役割をより具体的
に検討できるようになることが考えられる。



 

 

クローディン-6のように、未分化な状態では
多くの上皮細胞に発現してくるが、分化成熟
の過程で足細胞に限局してくる分子がいく
つか知られており、足細胞の特異形質形成の
機序を考える上で興味深い。 
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