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研究成果の概要（和文）： 
糸球体上皮細胞（ポドサイト）の分化、成熟に関わる分子の同定を目的として次世代シーケン

サなどを用いた解析を行い、カチオンチャネル分子であるTRPM4、シナプス関連分子である
Neuroliginがポドサイトの足突起の形成、糸球体のバリアー装置であるスリット膜の形成に重要
な役割を果たしていることを明らかにした。また、胎生18日ラットより摘出した後腎原基を試験
管内で足突起形成を誘導する培養法を確立した。今回の検討で同定した分子を強制発現すること
により、ポドサイトの分化誘導につなげることができると考えられる。前駆細胞をポドサイトに
分化させることによる糸球体再生法の開発のための重要な知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study we found that TRPM4 a cation channel molecule and neuroligin a 
synapse protein play a role for podocyte differentiation to form the slit diaphragm. We 
established the culture technique to form foot process in metanephroi from e-18 rat 
embryo. It is expected that the transformation of these molecules can enhance the 
podocyte differentiation. It is convinced that the findings obtained in this study 
contribute to the establishment the technique to convert the immature podocyte to the 
differentiated podocyte with the interdigitated foot processes and the 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
療法しかなく、腎移植は限られた患者しか機
会がないというのが現状である。現在、全国
で約30万人の方が血液透析を受けおられ、そ
の総コストは、年間１兆円を超えていると報
告されている。腎不全に至る原疾患として重
要なのは慢性糸球体腎炎、糖尿病性腎症など
の糸球体疾患である。糸球体を再生させる技
術を開発することは、腎不全進行阻止に向け

た戦略上極めて重要である。 

  

２．研究の目的 

糸球体の構造維持、濾過障壁の形成に最も
重要な細胞である糸球体上皮細胞（ポドサイ
ト）は増殖能を持たない終末分化細胞である。
本研究の目的は、(1)ポドサイトの分化・成
熟機構を解明すること。(2)ポドサイトの前
駆細胞をポドサイトに分化誘導させる方法
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を開発し、ポドサイトを再生させることによ
り、糸球体機能を回復させる方法の開発のた
めの基礎研究を進めることである。 
 

３．研究の方法 

(1)ボウマン嚢上皮細胞、ポドサイトの遺伝
子プロファイル：成熟ラットから腎を摘出、
糸球体を単離する。実体顕微鏡下での観察で、
ボウマン嚢が剝離している糸球体（血管網）
とボウマン嚢を分離する。得られた糸球体毛
細血管網を collagenase 処理し、細胞を遊離
させ、抗ポドカリキシン抗体を用いたパンニ
ング法によりポドサイトを分離した。また剥
離したボウマン嚢からボウマン嚢上皮細胞
を分離する。得られたポドサイト、ボウマン
嚢上皮細胞の遺伝子発現のプロファイリン
グを行った。 

(2) 培養ポドサイト（Dr. M. Mundel より供
与）の未分化条件での培養細胞と分化条件で
の細胞の遺伝子プロファイリングを行い、分
化、成熟過程で発現が増加する分子の探索を
行った。 
(3) 胎生 15.5 日齢ラットから摘出した後腎
原器培養系を用いて成熟過程で発現が変化
する分子を同定する作業を行った。 
(4)研究代表者はこれまでの研究でシナプス
小胞関連分子がポドサイトに発現しており
ポドサイトの機能分子の細胞内輸送に関与
しておることを示す所見を得ており、シナプ
ス小胞関連分子がポドサイトの分化構造の
形成、維持に重要な役割を果たしていると考
えている。シナプス関連分子群のポドサイト
での発現、分化課程での発現の動態の解析を
行った。 
(5)上記(1-5)の検討で得られた分子群の分
化誘導機能を解析するため、siRNA 技術を用
いて候補分子をノックダウンさせた培養ポ
ドサイトの形態観察、機能分子の発現の検討
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)Subtraction法, Differential display法, 
次世代シーケンサを用いた検討でポドサイト
の分化構造の形成、維持に関わる分子として
20余種の分子を同定した。 
(2)胎生15.5、18.5日齢ラットから摘出した後
腎原器培養系を確立し、培養条件下で足突起
が形成されるのを観察した。この系は足突起
形成機序の検討のために有用であると考えら
れる。 
(3)次世代シーケンサでの検討で、Adherens 
junction関連分子の発現低下がポドサイトの
成熟分化に関与していることを示す所見を得
た。 
(4)カチオンチャネル分子であるTRPM4が糸球
体上皮細胞基底部に発現していることを観察
した（図１）。TRPM4は未分化ポドサイトでの

発現は極めて低くポドサイトの分化とともに
その発現が増強すること（図２）、スリット
膜のバリアー機能を喪失した細胞では発現の
著しい低下が認められることを観察した（図
３）。 
 
 

 

 

 

(5)シナプス間隙を結ぶ分子であるNeurexin- 
Neuroligin がスリット膜部に発現している
こと（図４）、スリット膜のバリアー機能の
低下時、その発現が低下していることを観察
した。Neuroliginをノックアウトした培養ポ
ドサイトでは細胞間接着装置の主要構成分子
であるZO-1の発現、局在が変化することを観
察した、この所見は、Neuroligin がポドサ
イトの分化構造である足突起間の細胞間接着
装置の形成、維持に役割を果たしていること
を示していると考えられる。（図５） 
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以上、報告したように本研究費補助金によ
る研究で、ポドサイト（糸球体上皮細胞）の
分化構造の形成、維持に関わる分子を同定す
ることができた。TRPM4,Neuroliginに関する
最新の知見は第56回日本腎臓学会学術総会
（東京、2013年5月）において報告した。 
今回の研究で得られた知見は、蛋白尿とい

う極めて重要な臨床症状を引き起こす原因と
なる細胞の分子構造の解明、蛋白尿の発症機
序の解明につながる重要な情報である。また、
今回同定した分子を強制発現することにより、
分化誘導につなげることができると考えられ
る。今回の研究でポドサイト（糸球体上皮細
胞）の分化による糸球体再生法の開発のため
の重要な情報を得ることができた。 
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