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研究成果の概要（和文）：微小変化型ネフローゼ症候群では、腎ポドサイト(Pd)の足突起構造は可逆的に形態変
化する。本研究では、Pd特異的転写因子WT1にEGFP-mCherryを発現するマウスで薬剤誘導したPd障害とその回復
過程の遺伝子解析により形態制御機構解明を目指したが、コロナ禍に直面しマウス繁殖・実験が遅れ、漸く繁殖
に成功した2022年度の途中で代表者が研究機関から異動、未達に終わった。
　一方、巣状分節性硬化症で期腎不全の患者でWT1のZinc finger domainの変異を発見した。腎切片染色でWT1と
Pd蛋白発現が低下し、変異WT1を培養細胞に強制発現すると下流遺伝子発現は低下した。病態の一端が判明し
た。

研究成果の概要（英文）：In minimal change nephrotic syndrome, the foot process structure of renal 
podocytes (Pd) undergoes reversible morphological changes. In this study, we aimed to elucidate the 
mechanism of morphological regulation by genetic analysis of drug-induced Pd damage and its recovery
 process in mice expressing EGFP-mCherry in the Pd-specific transcription factor WT1. The project 
ended in failure.
 On the other hand, we discovered a mutation in the Zinc finger domain of WT1 in a patient with 
focal segmental sclerosis to stage renal failure. Renal section staining showed decreased WT1 and Pd
 protein expression, and forced expression of mutant WT1 in cultured cells resulted in decreased 
downstream gene expression. One aspect of the pathogenesis of the disease was revealed.

研究分野： 小児　腎糸球体疾患　

キーワード： 蛋白尿　WT1　ネフローゼ症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白尿は末期腎不全のリスク要因である。蛋白尿が生じる病態解明を解明し、新規治療標的を明らかにすること
は人類にとって有意義である。我々は蛋白尿モデルマウスと患者変異を用いてその病態発症機序の解明を目指し
た。巣状分節性糸球体硬化症患者で新たに見つかったZinc finger領域の変異のついて解析した所、変異WT1は細
胞内局在の変化と下流蛋白遺伝子の発現低下と局在変化をもたらすと判明した。ポドサイトのWT1制御機構の一
端が明らかとなり、今後末期腎臓病へと進展するこの病態の詳細な検討から、ポドサイトを修復するような機序
や薬剤の開発の礎となる可能性がある。

※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  

腎糸球体において濾過機能を担うポドサイトの不可逆的な障害に起因して蛋白尿が生じ、慢性

腎臓病を経て末期腎不全へと進展することがわかっている。高度蛋白尿と低蛋白血症を呈する

ネフローゼ症候群では濾過障壁機能を果たすポドサイトの足突起に病理学的には電子顕微鏡レ

ベルで癒合（foot process effacement）が生じている。興味深いことに小児特発性ネフローゼ症

候群の大半を示す微小変化型（Minimal Change Disease:MCD）では、癒合したポドサイト足

突起が寛解時に正常形態へと修復される。ポドサイトの形態変化とその修復過程における詳細

な分子機序はよくわかっていない。この足突起修復過程に着目し、ポドサイトに蛍光蛋白を発現

する Wt1-eGFP /mCherry マウスで薬物誘導性 MCD モデルを作成し、薬剤投与により蛋白尿

を誘導し、ポドサイトの足突起形態変化と修復過程の分子制御機構の解明を目指した。 

 

 

２．研究の目的 

ポドサイト足突起の修復過程の分子制御機序を解き明かし、特発性ネフローゼ症候群の新規治

療標的の探索や発症因子を解明することを目的とする。さらに他の腎糸球体疾患での新規治療

標的開発や腎オルガノイド研究の発展への貢献を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

１）、Wt1-RG マウス、あるいは同系統の C57/B6 マウスに 1) 既報にある患者血清から抽出した

抗 UCHL1 抗体のリコンビナント蛋白、2）Poly-IC 等

の薬剤で MCD モデルを誘導可能か、またいずれの薬

剤が有効か検討する。 

２）、１）のデータを基に、Wt1-RG マウスに薬剤を

投与し MCD マウスを作成する。蛋白尿出現時期から

継時的な腎臓の切出しを行い、mRNA 分解を防ぐため

氷上で速やかにシクロヘキシミド入りの Buffer に

溶解し、FACS で eGFP 陽性のポドサイトを単離する。 

３）候補遺伝子について生体用 SiRNA を行い、１）

で最適と考えられた MCD モデルマウスでポド 

サイト障害の修復が障害されか調べる。 

４）分子機構の解明（2-3 年目） 

上記までの結果をもとに足突起制御する遺伝子のサブクロ―ニングを行いその上流または下流

を免疫沈降や近接ライゲーションアッセイによる結合蛋白の解析を行う 

 

 

４．研究成果 

 2020 年研究基金を使えるようになった年からコロナの世界的流行があり、全面的に動物実験

が完全にストップした。実験再開の時期を待たずマウス用代謝ケージや FCM、腎切片染色に有効

な抗体などの準備検討を進めた。2021 年度の後半より動物実験の制約が緩和され、実験に必要



と計算される WＴ1-RＧマウスの繁殖を再開、ジェノタイピングや尿、血液採取、採取した血液

のＦＣＭを行うためにセットアップした。当初計画していた抗 UCHL1 抗体や Poly-IC での投与

実験を計画していた矢先に、研究代表者は所属施設が異動となり、動物実験の継続が立ち行かな

くなり本研究は十分な成果を上げることができず未達となった。 

 一方、巣状分節性硬化症で期腎不全の患者で WT1 の Zinc finger domain の変異を発見した。

これまでこの変異によるヒトでの巣状分節性糸球体硬化症や末期腎不全患者の報告はまだない。

我々は腎切片染色で WT1 の局在変化とポドサイト蛋白の発現が低下を見出した。さらに変異 WT1

を不死化培養細胞ＨＥＫ293Ｔに強制発現し、その下流遺伝子発現を解析したところ、WT1 の下

流遺伝子の発現量は低下していた。その作用はドミナントネガティブ様であった。これらの点に

関して、さらなる作用機序については検討していく予定であるが、ポドサイト傷害を来す WT1 遺

伝子の変異とその作用機序の一端を明らかにした。 
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