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研究成果の概要（和文）：蛋白尿に対する新規治療法、診断法開発のターゲットとなる分子
を特定するための研究を進めた。アンジオテンシン II の２型受容体刺激、シナプス小胞関
連分子の活性化はスリット膜保護に向けた重要な戦略となること、スリット膜部に発現して
いる NEPH1 の発現形式の観察、尿中に漏出するポドプラニンの検出は糸球体上皮細胞傷害の
早期マーカーとして有用であることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： The aim of this project was to identify the target molecules for 

establishment of a novel therapy for proteinuria. This study demonstrated that the 

stimulation to type II receptor of angiotensin II and the enhancement of the function of 

synaptic vesicle molecules have protective effects for slit diaphragm. 
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１．研究開始当初の背景 

 慢性腎不全の治療法は、透析療法、腎移植
しかなく、腎移植療法は限られた患者しか機
会がないというのが現状である。全国で２５
万人（日本人の５００人に１人）以上の方が
血液透析もしくは、腹膜透析療法を受けてい
る。血液透析療法に要する総コストは、年間
１兆円を超えていると報告されている。また
持続蛋白尿、腎機能低下を示す慢性腎臓病
（ＣＫＤ）の患者数は、４８０万人と推定さ
れている。慢性腎臓病患者は透析に至る可能

性が高いばかりでなく、心血管イベントのリ
スクが高く死亡率が高い集団であると考え
られている。蛋白尿は、糸球体障害を示す指
標であるだけでなく、腎不全進行の悪化因子
であること、心、脳血管イベントの危険因子
であることが明らかになっていることが明
らかになっている。このような現状において、
慢性腎臓病、蛋白尿の発症・進行機序の解明、
治療法の確立は、極めて重要な国民的課題で
ある。 
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２．研究の目的 

蛋白尿を抑制することは、多くの種

類の腎臓病の予後を改善することにつ

ながると考えられるが、既存の蛋白尿

治療法は充分でなく、蛋白尿の発症機

序の解明も充分に進んでいない。研究

代表者らのグループは、糸球体上皮細

胞の足突起間に存在するスリット膜と

呼ばれるフィルター様の構造が、血清

蛋白の漏出を防ぐバリアーとして極め

て重要な役割を果たしていること、多

くの病態における蛋白尿発症の責任部

位がスリット膜であることを明らかに

してきた。本研究の目的は、スリット

膜保護による新規蛋白尿治療法の開発

に向けた基礎研究を進めることである。 

 

３．研究の方法 

研究代表者は、これまでの研究から

新規治療法の有望なターゲット分子の

候補として①シナプス小胞関連分子、

②糸球体局所のアンギオテンシン作用

を制御する分子、③スリット膜近傍に

発現する膜蛋白が有望であると考えた。

これらの分子群の発現動態、スリット

膜機能維持に果たす役割、新規治療法、

診断法開発にターゲット分子としての

有用性についての解析を行った。 

（１）発現動態についての検討。 

①動物モデル材料での検討。 

微小変化型ネフローゼ症候群モデル

（PAN 腎症）、巣状糸球体硬化症モデ

ル（ADR 腎症）、膜性腎症モデル（ヘ

イマン腎炎）における発現動態、機能

変化の解析を行った。解析は免疫組織

学的検討、可溶化材料を用いた

Western blot 法、RNA 材料を用いた

RT-PCR 法で行った。 

②培養糸球体上皮細胞を用いた検討。 

  糸球体上皮の培養細胞は、P. Mundel

博士が分離、確立した細胞を用い検討

を行った。 

（２）糸球体上皮細胞（スリット膜）機

能維持に果たす候補分子の役割の検

討。 

①siRNA技術を用い候補分子をノック

ダウンさせた培養糸球体上皮細胞の

形態の観察、スリット膜関連分子群の

局在、発現の検討を行った。  

② リ コ ン ビ ナ ン ト  (GST fusion 

protein)材料を正常および傷害培養糸球

体上皮細胞に添加し細胞の生存率、

viability、形態の変化、スリット膜関連

分子の発現についての検討を行った。 

③培養糸球体上皮細胞をこれらの分子を

強制発現させた COS cell と共培養し、形

態の変化を検討した。 

 
４．研究成果 
（Ｉ）スリット膜関連分子である NEPH1 は
糸球体上皮細胞障害の早期マーカーとして
有用であること、 nephrin と乖離した
NEPH1 量をモニターすることにより病態の
予後を予測できることを明らかにした。下図
は nephrinとNEPH1の結合性を解析した免
疫沈降法所見である、（A）正常糸球体では
nephrin-NEPH1 が結合している（b、g）。予
後の悪い病態である巣状糸球体硬化症のモ
デルである ADR 腎症材料（B）では、極めて
初期（蛋白尿の発症が見られる直前）から、
既に両者が乖離している(j). 

 

 

 
 

（２）前シナプス膜分子である Neurexin

が糸球体上皮細胞に発現しており、蛋白尿

発症時にその発現が著明に低下しているこ

と、PDZ 結合部位を介して CASK と結合し

細胞骨格と連結していること、CD2AP を

介してスリット膜と連結していること、

Neurexinは多くの splice variant を有する

が、糸球体に発現している分子型は splice 

site#1+, #2-, #3+, #4+, #5+の１種類だけ

であること、Neurexin を siRNA 法にてノ

ックダウンさせた細胞では突起形成が抑制

されることを明らかにした。 



 

 

 下図は糸球体におけるNeurexinの免疫

蛍光法所見である。糸球体上皮細胞に発現

が観察される。 

 

（３）糸球体上皮細胞膜分子であるポドプラ
ニンは、足突起の全周、スリット膜部に強く
発現していることを示した（下図、免疫電顕
像）病態での検討で、ポドプラニンは微小変
化型ネフローゼ症候群モデルで病変初期から
尿中に遊離することを観察した。また、小児
腎生検材料での検討を行い、微小変化型ネフ
ローゼ症候群患児の糸球体ではポドプラニン
の発現が低下していることを観察した。ポド
プラニンは糸球体上皮細胞傷害のマーカーと
して臨床応用可能であると考えられる。ポド
プラニンの分子性状についての検討を進め、
ポドプラニンはエズリンを介して細胞骨格と
連結していること、微小変化型ネフローゼ症
候群モデルでは、ポドプラニンとエズリンの
結合性が変化していることを観察した。エズ
リンと乖離したポドプラニンは尿中にリリー
スされることを示した。病態におけるポドプ
ラニンの発現低下は合成低下でなくリリース
の亢進による部分が大きいと考えられること
, 膜表面におけるポドプラニンの低下が蛋白
尿発症の引き金になることを示した。これら
の観察結果から、ポドプラニンーエズリン複
合体が糸球体上皮細胞の構造維持に重要な役
割を果たしていること、この結合の維持が治
療おターゲットとなると考えられた。 

 

（４）微小変化型ネフローゼ症候群モデル

における Angiotensin II １型受容体阻害

薬(ARB)の効果、作用機序の検討を行った。

ARB は、スリット膜の細胞外部を構成する

分子の１つである NEPH1 の発現低下を顕著

に抑制することを観察した。ARB は、NEPH1

などのスリット膜関連分子に対する保護作

用により極期の蛋白尿を改善させることを

明らかにした。 

 

 以上、報告したように本研究費補助金

による研究で、蛋白尿の新規治療法、新

規診断法開発のための標的分子を特定し

た。臨床応用に向けた今後の研究に重要

な情報を与えることができた。 
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