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研究成果の概要（和文）：　蛋白尿の発症を防ぐ最終バリアである腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）の機能維持
における一価陽イオンチャネルTRPM4の役割を解析した。TRPM4は多くのポドサイト傷害に重要な役割を果たす
Ca2+チャネルTRPC6の上流の調節因子であると考えられた。TRPM4の機能喪失がTRPC6の発現を促進すること、
TRPC6の著明な発現変化がまだ見られないポドサイト初期傷害ですでに、TRPM4の発現が低下していることを見出
した。TRPM4の発現低下がポドサイト傷害誘導のinitiation event としての役割を果たしていると考えられる。
TRPM4はポドサイト傷害を感知する早期マーカーとして有望である。

研究成果の概要（英文）：We previously identified TRPM4 as a molecule downregulated in PAN 
nephropathy, a mimic of MCNS (minimal change nephrotic syndrome). TRPM4 is a monovalent cation 
channel, which facilitates Na+ influx and consequently suppresses Ca2+ influx. However, the function
 of TRPM4 in podocyte is unclear. TRPC6 is a Ca2+ channel and increase in its activity plays a 
critical role in several types of podocyte injury. In this study, it was suggested that TRPM4 is an 
upstream regulator of TRPC6. Functional loss of TRPM4 promoted TRPC6 expression. TRPM4 was 
downregulated in the early phase of podocyte injury induced by adriamycin that is capable of 
inducing FSGS (focal segmental glomerulosclerosis)-like podocyte injury by injection into rats. At 
this time point, alterations in podocyte functional molecules and TRPC6 were not detected yet. It is
 conceivable that downregulation of TRPM4 is a critical initiation event leading to podocyte injury.
 TRPM4 could be an early marker to detect podocyte injury.

研究分野： 腎分子病態学

キーワード： ポドサイト　Ca2+活性化型陽イオンチャネル　TRPM4　TRPC6

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白尿は、腎糸球体障害を示す臨床所見であるだけでなく、蛋白尿自体が尿細管障害を誘導し、腎不全へと進行
させる悪化因子であると考えられている。腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）は、蛋白尿の発症を防ぐ最終バリア
として機能している。本研究は、TRPM4がポドサイトの機能維持に重要な役割を果たし、TRPM4の発現低下がポド
サイト傷害に関与していることを見出した。TRPM4の発現低下の抑制作用を有する薬剤、化合物がポドサイトの
傷害を防ぐ薬物として有効であると考えられる。また、TRPM4はポドサイト傷害を感知する早期診断マーカーと
して有用であると考える。

※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 

我が国に慢性腎不全による血液透析患者数は 33 万人を超え、また腎不全の予備軍と考え
られている慢性腎臓病患者数は 1330 万人（成人のおよそ 8 人に 1 人）と報告されている。腎
不全に至る原疾患として重要なのは糸球体疾患である。蛋白尿は、糸球体障害を示す臨床所見
であるだけでなく、蛋白尿自体が尿細管障害を誘導し、腎不全へと進行させる悪化因子である
ことが明らかになっている。糸球体上皮細胞（ポドサイト）は血漿蛋白が原尿中へ漏出するの
を防ぐ最終バリアとしての機能を果たしている。ポドサイトは足突起と呼ばれる特徴的な突
起を有しており、足突起間にはスリット膜と呼ばれる高度に分化した細胞間接着装置が存在
している。研究代表者らは、正常と各種病態モデル糸球体における発現解析を行い、蛋白尿発
症時、発現低下する分子群を同定し、機能解析を進めてきた。TRPM4（transient receptor 

potential melastatin 4）はこの分子群の１つの分子として報告した（Miyauchi et al. J Am 

Soc Nephrol. 2006）。TRPM4は TRPチャネルに属する一価陽イオンチャネルで細胞外から細胞
質内への Na+の流入を促進させ、結果的に Ca2+流入を減少させる機能を持っている。しかし、
ポドサイトにおける TRPM4の機能は検討されていなかった。TRPC6（家族性巣状分節性糸球体
硬化症の原因分子の１つ）は TRPチャネルに属する Ca2+チャネルで、その活性増加がポドサイ
ト傷害に関わっていると報告されているが、TRPM4と TRPC6の関係性は不明であった。 
 
２．研究の目的 

本研究は、(1)TRPM4の腎臓の各分画、ポドサイトにおける発現と局在、および発生期糸球
体における発現動態、(2)TRPM4 のポドサイトにおける分子型、(3)TRPM4 と TRPC6 の関係性、
(4)ネフローゼ症候群モデルにおける TRPM4 の発現動態、(5)培養ポドサイト傷害モデルにお
ける TRPM4の発現動態を解析することにより、TRPM4のポドサイトにおける機能を解明するこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（1）腎臓における TRPM4の発現と局在、発生期糸球体における発現動態の解析 
① 正常ラットの腎組織、培養ポドサイトを用いて、RT-PCR、免疫蛍光染色法、免疫電子顕
微鏡法により、腎臓の各分画（髄質、皮質、糸球体）及びマウス培養ポドサイトにおける
TRPM4の発現と局在を解析した。 
② 発生各時期の糸球体が観察される出生直後の新生仔ラット腎材料を用いて、TRPM4とポ
ドサイトスリット膜の主要構成分子 Nephrin の二重免疫蛍光法により、発生期の各時期の
糸球体における TRPM4の発現動態を解析した。 

（2）ポドサイトにおける TRPM4の分子型の発現解析 
① TRPM4 は、チャネル機能を持つ TRPM4b（全長の variant）、チャネル機能を持たない
TRPM4a（exon 3/4 double欠損 variant）の主な 2種のバリアントを含め、多様な分子型が
存在していることが報告されているが、分子型の詳細はまだ解明されていない。本研究は、
ラット糸球体における TRPM4b、TRPM4aの発現を RT-PCRにより検討した。また、TRPM4 exon 
3-5領域に新たな variantの存在を示唆する所見が得られたため、この領域にある variant
の欠損部位の詳細をさらに検討した。 
② TRPM4の exon 17-18領域は細胞外部と細胞膜貫通ドメインを有するため、チャネル機
能に重要な役割を果たしている。本研究は、ラット糸球体、マウス及びヒト培養ポドサイ
トにおけるこの領域に存在する variantの発現を RT-PCRにより検討した。 

（3）TRPM4と TRPC6の関係性の解析 
① siRNAを用いて TRPM4の発現をノックダウンしたヒト培養ポドサイトにおける TRPC6の
発現、TRPC6をノックダウンしたポドサイトにおける TRPM4の発現を RT-PCRにより検討し
た。 
② TRPM4チャネルの機能阻害剤 9-Phenanthrol（9-Phen）で処理した（最終濃度 10 mol/L、
16時間処理）ポドサイトにおける TRPC6の発現を RT-PCRにより検討した。 

（4）ネフローゼ症候群モデルにおける TRPM4の発現動態の解析 
微小変化型ネフローゼ症候群（minimal change nephrotic syndrome, MCNS）モデルで

ある PAN (Puromycin aminonucleoside) 腎症ラットを作製（100 mg/kg B.W.を単回尾静脈
内注射）し、蛋白尿のピーク時（病態誘導後 10日目）に糸球体における TRPM4の発現と局
在を real-time RT-PCR、二重免疫蛍光法により検討した。 

（5）培養ポドサイト傷害モデルにおける TRPM4の発現動態の解析 
アドリアマイシン（ADR）は、ラットに静注することにより家族性巣状分節性糸球体硬

化症（FSGS）様のポドサイト傷害を誘導することができる薬剤である。本研究は、アドリ
アマイシンにより誘導されるヒト培養ポドサイト傷害モデル（最終濃度 5 g/mL, 14時間
処理）を作製し、TRPM4、TRPC6、ポドサイト機能分子 Nephrin、Podocinの発現動態を RT-
PCRにより解析した。 



４．研究成果 
（1）腎臓における TRPM4の発現と局在、発生期糸球体における発現動態 

TRPM4は腎臓の各分画に発現し、皮質では糸球体に主に発現していること、培養ポドサ
イトにも発現していることを RT-PCR により示した（図１）。次に、免疫蛍光染色法により
発現解析を行い、TRPM4は皮質では糸球体に限局していることを明らかにした（図２）。さ
らに、TRPM4と糸球体の細胞マ
ーカー分子（Thy 1: メサンギ
ウム細胞、RECA1: 内皮細胞、
Nephrin: ポドサイト）との二
重免疫蛍光染色の所見により、
TRPM4 は糸球体においてメサ
ンギウム細胞、内皮細胞ではな
く、ポドサイトに局在すること
を明らかにした（図３）。また、
TRPM4 とポドサイトの細胞内
局在のマーカー分子との二重
蛍光染色の所見により、 

 

 
TRPM4はポドサイト足突起の細胞質マーカーSynaptopodin、基底部マーカーIntegrin 3と
共発現せず、スリット膜分子 Nephrinと隣接し、一部の TRPM4 は頂部の Podocalyxin と共
発現していることが観察された（図３、４A）。免疫電子顕微鏡所見により、TRPM4は主にス
リット膜の上部の細胞膜の表面に発現していることを明らかにした（図４B）。 

次に、発生期糸球体における TRPM4 の発現解
析を行った。TRPM4は Nephrinがまだ発現してい
ない S 字管期初期にすでに発現しており、
Nephrinが初めて発現する字管期後期に、一部の
TRPM4 がポドサイト前駆細胞の基底部の Nephrin
と共発現していることが観察された。初期と後期
の毛細血管形成期において TRPM4 は主にポドサ
イト前駆細胞の基底部で Nephrin と共発現して
いること、頂部で一部発現していることが観察さ
れた（図５）。これらの所見から、TRPM4は Nephrin
が初めて発現する時期から Nephrin とともに共
発現しており、スリット膜の形成に関与している
と考えられる。 

（2）ポドサイトにおける TRPM4の分子型の発現 
TRPM4 は、チャネル機能を持つ TRPM4b（全長

の variant）、チャネル機能を持たない TRPM4a
（exon 3/4 double欠損 variant）の主な 2種の
バリアントを含め、多様な分子型が存在している
ことが報告されているが、分子型の詳細は解明さ
れていない。本研究は、TRPM4がポドサイトに発

図１：ラット腎臓の各分画、培養ポ
ドサイトにおけるTRPM4の発現。
Kid: 全腎、Med: 髄質、Cx: 皮質、
Gl: 糸球体、Pod: 培養ポドサイ
ト。 

図３：TRPM4は糸球体においてメサンギウム細胞、
内皮細胞に発現せず、ポドサイトのスリット膜構成分
子Nephrinと隣接していることが観察された（矢印）。
Thy1：メサンギウム細胞マーカー、RECA1：血管内
皮細胞マーカー、Nephrin：ポドサイトのスリット膜
マーカー。 

図４：ポドサイトにおける TRPM4の局在。（A）TRPM4の一部
は Podocalyxin と共発現していることが観察された（矢印）。
Synaptopodin: ポドサイト足突起の細胞質マーカー、Integrin-α3: 
細胞膜基底部のマーカー、 Podocalyxin: 細胞膜頂部のマーカー。
（B）TRPM4は主にスリット膜の上部の細胞膜の表面に発現して
いることが観察された（矢頭）。 

図５：発生期糸球体で TRPM4 は S 字管期初期にす
でに発現しており（矢頭）、S字管期後期に nephrin
と一部共発現していること（矢印）が観察された。初
期と後期の毛細血管形成期において TRPM4 は主に
ポドサイト前駆細胞の基底部で Nephrin と共発現し
ていること（矢印）、頂部で一部発現していること（矢
頭）が観察された。 

図２：TRPM4 はラット腎皮質にお
いて糸球体に限局していることが観
察された。Goat serum: ネガコンと
して用いた。 



現していることを示したので、TRPM4のポドサイトにおける分子型の検討を行った。 
まず、ポドサイトにおける TRPM4の主な 2種の variantである TRPM4bと TRPM4aの発現

の有無を検討した。上記（1）の検討で、
TRPM4 が糸球体ではポドサイトに限局
していることが明らかになったため、ラ
ット単離糸球体材料を用いた検討を行
った。その結果、ポドサイトでは
TRPM4b、TRPM4a ともに発現しているこ
とを示した（図６A、プライマー①、②；
６B、左、中）。さらに、TRPM4bと TRPM4a
を示すバンドの間に、複数のバンドが検
出されたため、exon 3 から 5 までの領
域中に新たな variant が存在している
ことが示唆された（図６B、左）。この領
域中の variantを探索するため、mRNAシ
ーケンスのターゲット領域を狭めてさ
らなる検討を行い、exon 4 領域に欠損
のある新規の variant が発現している
ことを見出した（図６A、プライマー③、
④、⑤；６B、右）。  

次に、TRPM4の exon 17-18領域中の
分子型をマウス及びヒト培養ポドサイ
ト、ラット糸球体を用いて検討した。
exon 17-18は TRPM4の細胞外部と細胞
膜貫通ドメインが含まれており、チャ
ネル機能を果たすための重要な領域で
ある。マウス大脳では exon 17 欠損な
しの variant のみが観察されたのに対
して、マウス培養ポドサイトでは exon 
17欠損なしの主な variant以外に exon 
17 部分欠損 variant も発現しているこ
とが示された（図７A、プライマー①；
７B、上段、Lane １ 、２）。ラット糸球
体では、大脳に比べて exon 17 欠損な
しの variantが多く発現していること、
異なる exon 17 部分欠損 variant が発
現していることが示された（Lane ３、
４）。ヒト培養ポドサイトでは、マウス
とラット組織と異なって、主に exon 17
部分欠損の variant が発現しているこ
とが示された（Lane ５）。これらの結果
から、TRPM4の分子型は多様性を有し、
動物種により異なって発現していると
考えられる。 

また、ヒト TRPM4は、exon 17欠損
（exon 17 の 2nd bp から exon 18 の
1st bpまで）の variantを有すること
が既に報告されているため、特異的プ
ライマーを用いた検討を行い、この
variant が主にヒトポドサイトに発現
していることを示した（図７A、プライマー②； ７C、右の Lane）。TRPM4bはヒトの心臓組
織における主な variant であることがすでに報告されている。これに対して、上記の検討
で示した exon 17欠損 variantは、ポドサイトで発現しているユニークな variantである
と考えられる。 

（3）TRPM4と TRPC6の関係性 
TRPM4と同じく TRP チャネルに属する Ca2+チャネル TRPC6がポドサイトスリット膜近傍

の細胞膜表面に局在し、TRPC6の gain-of-functionの遺伝子異常が、家族性巣状糸球体硬
化症発症の原因となっていることが報告されている。angiotensin IIによるポドサイト傷
害において、下流での TRPC6 を介した Ca2+シグナルの重要性が明らかになっている。一方
で、TRPM4は一価陽イオンチャネルで細胞外から細胞質内への Na+の流入を促進させ、結果
的に Ca2+流入を低下させる機能を持っている。上述の検討結果は、TRPM4もスリット膜と隣

図６：ラット糸球体における TRPM4b（全長の variant）、TRPM4a
（exon 3/4 double欠損の variant）の発現。（A）分子型検討に使
用したプライマー模式図。（B）糸球体において TRPM4b、
TRPM4a が発現していること（左、中）、exon 4 領域に欠損の
ある新規 variant が発現していること（右）が示された。Gl: 糸
球体、Kid: 全腎。 

図７：TRPM4 exon 17-18領域の分子型。（A）分子型検討に使用
したプライマー模式図。（B）マウス培養ポドサイトと大脳、ラッ
ト糸球体と大脳では、主に exon 17欠損なしの variantが（上段、
Lane１、２、３、４）、ヒト培養ポドサイトでは、主に欠損ありの
variantが発現していることが示された。（C）特異的プライマーを
用いた検討で、ヒト培養ポドサイトでは exon 17欠損（exon 17の
2nd bpから exon 18の 1st bpまで）の variantが主に発現してい
ることが示された（右の Lane）。 



接していることを示し、TRPM4 と
TRPC6との関連性を示唆した。 

次に、ヒト培養ポドサイトを用
いた siRNAによるノックダウン系
での検討を行い、TRPM4 と TRPC6
の関係性を解析した。TRPM4 の発
現をノックダウンしたポドサイ
トでは、TRPC6 の発現が変化して
いることが観察された（図８A）。
一方で、TRPC6 の発現をノックダ
ウンしたポドサイトでは、TRPM4
の発現変化が観察されなかった
（図８B）。これらの所見から、
TRPM4 は TRPC6 の発現を制御して
いるのに対して、TRPC6 は TRPM4
の発現制御に関与していないこ
とが示され、TRPM4 は TRPC6 の上
流の調節因子であると考えられ
る。 

さらに、ポドサイトで TRPM4
チ ャ ネ ル の 機 能 阻 害 剤 9-
Phenanthrol （9-Phen）を用いた
検討を行い、9-Phen 処理により
TRPC6 の発現が増加しているこ
とを観察した（図９）。この結果
から、TRPM4のチャネル機能喪失
が TRPC6 の発現を促進すると考
えられる。 

（4）蛋白尿病態における TRPM4の発現動態 
微小変化型ネフローゼ症候群

モデル PAN 腎症ラットを用いて、
蛋白尿を呈する病態における
TRPM4 の発現動態を解析した。蛋
白尿ピーク時（病態誘導後 10 日
目）では糸球体における TRPM4 の
発現が低下していることを示した
（図１０A）。この時、TRPM4の局在
が変化し、ポドサイトの細胞膜頂
部の Podocalyxin との共発現が増
加していることを観察した（図１
０B、矢印）。これらの結果から、
ポドサイトにおける TRPM4の発現
低下、局在変化は蛋白尿発症に関与していると考えられる。 

（5）ポドサイト傷害における TRPM4の発現動態 
TRPM4のポドサイトにおける機

能を解析するために、アドリアマ
イシン（ADR）により誘導されるポ
ドサイト傷害モデルを用いた検討
を行い、傷害誘導後 14時間ですで
に TRPM4 の発現が低下しているこ
とを観察した（図１１）。この時、
細胞の形態の変化、Nephrin、
Podocin などポドサイト機能分
子、TRPC6 の発現変化はまだ見ら
れなかった。この結果から、TRPM4
の発現低下がポドサイト傷害誘導
の initiation event としての役
割を果たしていると考えられる。 

 
本研究は、TRPM4 がポドサイトの機能維持に重要な役割を果たし、TRPM4 の発現低下が

ポドサイト傷害に関与していることを見出した。TRPM4 の発現低下の抑制作用を有する薬
剤、化合物がポドサイトの傷害を防ぐ薬物として有効であると考えられる。また、TRPM4は
ポドサイト傷害を感知する早期診断マーカーとして有用であると考える。 
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図９：ポドサイトで TRPM4 チャネルの機能阻害剤 9-Phen（ 9-
Phenanthrol）の処理により、TRPC6の発現が増加していることが示され
た。 

図８：TRPM4 の発現をノックダウンしたヒト培養ポドサイトでは、
TRPC6の発現が変化していること（A）、TRPC6をノックダウンしたポ
ドサイトでは、TRPM4の発現が変化していないことが観察された（B）。 
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図１1：アドリアマイシン（ADR）により誘導されるポドサイト傷害モデ
ルでは、傷害誘導後 14時間で TRPM4の発現が低下していることが示さ
れた。TRPC6、ポドサイト機能分子 Nephrin、Podocin の発現変化が見
られなかった。 

図１０：PAN腎症ラットの蛋白尿ピーク時（day 10）では、TRPM4の
発現が低下していること（A）、TRPM4と Podocalyxinとの共発現が増
加していること（B、矢印）が観察された。 
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