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研究成果の概要（和文）：本研究では、Rac1によるMR活性化と臓器障害の機序につき検討した。足細胞特異的Rac1活性
化、同Rac1 KOマウスは足細胞障害、アルブミン尿、糸球体硬化を自然発症し、Rac1活性とMR活性、MR阻害薬の保護効
果が平行していた。マクロファージや心筋特異的Rac1／MR KOマウスでは心腎障害が軽微であった。肥満糖尿病性腎症
、TAC心障害モデル、Ang II／食塩腎障害モデル、皮膚老化モデルにおいてRac1やMRの活性化、慢性炎症が関与し、Rac
阻害薬やMR拮抗薬により病変が改善した。以上、Rac1-MR系の標的細胞とシグナルカスケードを同定し、この系が関与
する新たな病態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the mechanisms of Rac1-MR signaling in target 
organ injury in rodents. Podocyte-specific Rac1 activation mice as well as Rac1 KO mice spontaneously 
developed podocyte injury, albuminuria, and glomerulosclerosis. Rac1 activity was correlated with MR 
activity and organ protective response of MR antagonist. Myeloid-specific and cardiomyocyte-specific 
Rac1/MR KO mice were protected against renal and cardiac injury. Activation of Rac1/MR was demonstrated 
in obese diabetic KKAy mice, TAC-induced cardiac injury, AngII/salt-induced renal injury, and 
senescence-associated skin injury models.

研究分野： 腎臓病学、解剖学、内科学

キーワード： 鉱質コルチコイド受容体　糖質コルチコイド受容体　Rac1　足細胞　蛋白尿　メタボリックシンドロー
ム　マクロファージ　心筋細胞
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１．研究開始当初の背景 
近年、慢性腎臓病(CKD)に関する臨床的な

関心が高まり、また潜在的な患者数が広く認
知され、その分子メカニズムに根ざした新し
い治療法の開発は喫緊の課題である。CKD の
基礎疾患としては、糖尿病、高血圧、メタボ
リックシンドロームなどの生活習慣病が大
きな割合を占めている。 
申請者は早くから生活習慣病を基盤とし

た腎障害、特に CKD の病態の中核をなす蛋白
尿や糸球体濾過装置の異常などに着眼した
研究を重ねてきた。そして高血圧の腎合併症
として、糸球体における蛋白濾過最終バリア
をなす足細胞の障害が重要であること、アル
ドステロン／鉱質コルチコイド受容体（MR）
系が強い足細胞障害作用を示すことが判明
した。申請者はまた、メタボリックシンドロ
ームを呈するSHR肥満ラットの心腎障害がア
ルドステロン／MR 系の活性化に強く依存す
ること、塩分過剰摂取により MR シグナリン
グはさらに増強し、MR 拮抗薬により障害は劇
的に改善することを世界に先駆けて報告し
た。 
一方、血中アルドステロン濃度が高くない

状況でも標的臓器で MR 活性化、臓器障害が
生じるような事例が見つかり、リガンドによ
らない MR 活性化機構の存在が示唆された。
申請者は、RhoGDIα遺伝子欠損マウスの解析
を通して、低分子量 G 蛋白質 Rac1 がアルド
ステロン非依存性に MR 活性化を引き起こし
腎障害を促進すること、Rac 阻害薬が新たな
CKD 治療薬となりうることを世界で初めて報
告した。 
 このように CKD モデルにおいて『Rac1→MR
活性化』が腎障害の進展に関わることが示さ
れ、Rac 阻害薬などによる MR 活性制御が新た
な CKD 治療法として期待されるが、臨床応用
を進めるにあたり、腎のどの細胞で Rac1-MR
のクロストークが生じているか、『Rac1→MR
活性化→足細胞障害』の分子機序、本系が関
与する臨床例など、現時点で解決すべきいく
つかの課題が残っている。 
特に MR 活性化が足細胞障害を惹起する分

子機序はほとんど解明されていない。ここで
注目されるのが近縁の糖質コルチコイド受
容体(GR)の足細胞保護作用である。GR リガン
ドのグルココルチコイドはネフローゼ症候
群の代表的治療薬であり、全身の免疫抑制以
外に足細胞に直接作用して細胞保護的に働
くことが報告されている。MR にはグルココル
チコイドもアルドステロンも結合しうる(実
際 11βHSD2 が発現していない心筋、脂肪細
胞、脳の海馬細胞では MR のリガンドはグル
ココルチコイドである)。また、MR と GR は標
的遺伝子プロモーター上にある共通のホル
モン応答配列に結合すると考えられ、標的遺

伝子にも共通するものが存在する。にもかか
わらず、一般に MR 刺激は炎症原性に、GR 刺
激は抗炎症性に作用し、足細胞でも MR は障
害性に、GR は保護的に働く。申請者はこの鍵
を握っているのはエピジェネティック制御
や転写共役因子動員機構の差異ではないか
という仮説を持っており、この MR/GR パラド
ックスの解明は MR の足細胞障害メカニズム
の理解に大きなヒントを与えてくれるもの
と期待している。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者が最近同定した『Rac1 

によるリガンド非依存的な MR 活性化機構
と腎障害』を腎臓病治療に応用するための基
盤研究として、その分子機序や治療標的を明
らかにするとともに、本系が関与する臨床例
を探索する。具体的には、 
(1) 細胞特異的ノックアウト(KO)マウスを用
いて、『RhoGDIα 欠損→Rac1→MR 活性
化→足細胞障害』が糸球体足細胞において生
じていることを検証する。 
(2) 『Rac1→MR 活性化→足細胞障害』の分
子機序を、MR/GR パラドックスに着眼して
解明する。 
(3) マクロファージ特異的 MR KO マウスを
用いて腎障害モデルを作製し、浸潤マクロフ
ァージの Rac1, MR の腎障害への寄与を検証
する。またマクロファージの MR・GR シグ
ナルを比較する。 
(4) 臨床への橋渡しとして、腎 MR 活性の診
断法の開発、臨床症例の解析から『Rac1→
MR 活性化』が病態を引き起こしている腎臓
病患者の探索を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 足細胞特異的KOマウスを用いて、『
RhoGDIα欠損→Rac1→MR活性化→足細胞
障害』が足細胞で生じていることを実証する
。ごく最近、足細胞特異的RhoGDIαKOマウ
ス(Neph-Cre+/- RhoGDIαflox/floxマウス）
の産出に成功し、本マウスでは全身性KOマウ
スと同様のアルブミン尿が出現し、MR拮抗薬
によりほぼ正常化することを見出している。
この結果より足細胞のRac1→MR活性化が足
細胞障害惹起に重要であることが強く示唆さ
れ、単離糸球体のマイクロアレイ解析、足細
胞障害所見の解析（アポトーシス、ネフリン
の変化など）などを行い、病態のカスケード
を解明する。一方、足細胞特異的MR KOマウ
スは通常飼育下では足細胞障害を発症しない
可能性があり、片腎摘・アルドステロン・食
塩などの負荷を行い、アルブミン尿、足細胞
障害、糸球体硬化を同腹の対照マウスと比較
し、足細胞に発現するMRの足細胞障害に対す
る直接的関与とそのメカニズムを検討する。 



 
(2) 鉱質コルチコイド受容体（MR）と糖質
コルチコイド受容体（GR）は標的遺伝子プロ
モーターの同一のホルモン応答配列に結合し
、リガンド・受容体対応にもredundancyが認
められるが、生体内ではMRは炎症原性・足細
胞障害的に、GRは抗炎症性、足細胞保護的に
作用する。このMR/GRパラドックスの解明の
ために、足細胞特異的GR KOマウスを作製し
、足細胞に発現するGRの足細胞保護作用を解
析し、同MR KOマウスの表現型と対比する。
また、腎障害モデルに対してデキサメサゾン
・MR拮抗薬・GR拮抗薬投与を行い、足細胞
障害や分子カスケードの比較解析を行う。 
 
(3) マクロファージ特異的MR KOマウス、
足細胞特異的MR KOマウス、尿細管特異的
MR KOマウスにおいて片腎摘・アルドステロ
ン・食塩負荷モデルを作製し、各KOマウスで
は腎障害のどのcomponent (炎症、線維化、腎
肥大、アルブミン尿、糸球体硬化)が改善する
か解析する。 
 
(4)『Rac1→MR活性化→足細胞障害』の機序
につき、Rac1によるMR活性化の分子メカニ
ズムの解明（直接的結合の有無、Rac1による
リン酸化蛋白の解析、細胞骨格や酸化ストレ
スとの関係、腎障害モデルでRac1活性化を引
き起こすGDP-GTP交換因子GEFやGTPase
活性化因子GAPの同定など）、転写共役因子
動員の細胞/リガンド特異性、エピジェネティ
ック制御などに着眼し解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 足細胞特異的 KO マウスの解析 
足細胞特異的RhoGDIα KOマウスと同

Rac1 KOマウスを作製し、足細胞障害を自然
発症することを見出し、その分子機序を明ら
かにした。前者にはRac1過剰活性化、鉱質コ
ルチコイド受容体（MR)活性化が関与してお
り、糖尿病やメタボリックシンドローム、高
血圧などの病態モデルにおける足細胞障害と
類似しており、Rac阻害薬やMR拮抗薬が有用
であった。後者ではMRシグナルは低下してお
り、MR拮抗薬は無効で、異なるメカニズムの
関与が示された。 
 足細胞特異的GR KOマウスを作製したと
ころ、通常飼育下ではポドサイト障害を発症
しなかった。一方、LPSによるポドサイト障
害はKOマウスで軽微であり、GRがポドサイ
ト障害機転において障害性に働くものと考え
られた。GRシグナルの標的遺伝子も同定して
おり、腎障害におけるGRの、抗炎症とは異な
る新たな役割を明らかにすることができた。
ネフローゼ症候群に対するステロイド治療時
に、このポドサイトGRシグナルがどのように
影響を受けるかについては臨床的にも重要な

問題であり、今後さらなる検討を要する。足
細胞特異的MR KOマウスは表現型を解析中
である。 
 
(2) メカニズムの解析 
① 培養ポドサイトを用いた RhoGDIα-Rac- 
MR パスウェイの解析、RhoGDIα ノックダ
ウンにより Rac1 活性上昇、細胞の形態変化、
MR シグナルの増強が細胞レベルで示された。 
一方、Rac1 knockdownではmotilityが低下し
た。また、局所におけるRac1活性を検出する
ことに成功し、活性化部位にフォーカスして
その形態機能解析を進めたところ、cortical 
F-actin ring形成、リン酸化カスケードの賦活
化などを見出した。また、Rac1活性とMRの
間に相関が認められた。 
② RhoGDIα-Rac1-MR 系の標的細胞の同定
と細胞特異的標的遺伝子の網羅的解析 
RhoGDIα KOマウスではRac1活性化による
MR シグナル増強が生じる。その標的細胞を
特定するために、RhoGDIα の腎臓内局在を
免疫二重染色により解析した所、腎糸球体ポ
ドサイトと遠位尿細管に局在していた。すな
わち、全身性 RhoGDIαKO マウスではポドサ
イト、遠位尿細管細胞において Rac1 を介す
るMR過剰活性化が生じているものと考えら
れた。そこで、MR のゲノム作用を介する腎
障害メカニズムとその細胞特異性を検証す
る目的で、培養遠位尿細管細胞株 mDCT 
cells と培養ポドサイト細胞株にアルドステ
ロン刺激を加えた際、核内受容体である MR
がどの遺伝子のプロモーター領域に結合す
るか、次世代シーケンサーを用いた全ゲノム
クロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）
解析により網羅的に解析した。さらに
ChIP-seq とマイクロアレイ解析を組み合わ
せて遠位尿細管細胞、ポドサイトにおける
MR 標的遺伝子を同定した。その結果、細胞
毎に独自のMR結合プロファイルが観察され、
腎遠位尿細管細胞株ではゲノム上の 1113 ケ
所に有意な MR 結合領域が見いだされ、標的
遺伝子として既知・未知の遺伝子が同定され
た。培養ポドサイト細胞株では腎遠位尿細管
細胞株とは全く異なる結合プロファイルを
呈した。以上の内容を、Ueda K, Nagase M et 
al. BBRC 2014 に報告した。 
 
(3) モデル動物、マクロファージや心筋細胞
特異的 KO マウスにおける Rac1 や MR シグ
ナリングの役割 
①我々は、肥満糖尿病を呈する KKAy マウス
の腎障害の解析を行い、本モデルでは腎臓の
Rac1 活性化、MR シグナル亢進、血中アルド
ステロン上昇が認められること、Rac 阻害薬
投与が MR シグナルを抑制し、腎障害を軽減
させることが示された。すなわち、肥満糖尿



病 KKAy モデルにおいて、アルドステロンと
高グルコースによる Rac1 活性化がリガンド
依存性、非依存性に MR を活性化し、腎障害
を惹起するものと考えられた。さらに、培養
メサンギウム細胞において高グルコースが
Rac1-MR経路を活性化することが示された。
以上の内容を、Yoshida S, Nagase M et al. 
Nephron Exp Nephrol 2014 に報告した。 
② Ang II を過剰産生するつくば高血圧マウ
スの腎障害は厳しい減塩下では見られず、高
食塩で著しく増悪した。この食塩感受性腎障
害は副腎摘およびアルドステロン補充で寛
解・増悪したことから、腎の Ang II/AT1 受
容体シグナルではなくアルドステロン/MR
シグナルが関与するものと考えられた。食塩
負荷つくばマウスでは血中アルドステロン
濃度は低いものの、腎の Rac1 活性、MR シ
グナルが増強し、Rac 阻害薬や MR 拮抗薬に
て Rac1-MR 系を抑制すると腎障害は改善し
た。一方、これらに影響しないヒドララジン
では改善しなかった。このように、Ang II・
食塩による腎障害では Rac1-MR 系が中心的
に働くことが示された。以上の内容を
Kawarazaki W, Nagase M et al. JASN 2012
に報告した。 
③ 我々は、皮膚老化モデルとして紫外線照
射メタボリックシンドロームモデル皮膚の
解析を行ったところ、酸化ストレス亢進、炎
症所見とともにMRシグナリング亢進を認め、
これらマーカーならびに皮膚病変はMR阻害
薬含有軟膏塗布によって改善した。以上より、
皮膚老化の過程にMRシグナリングが関与す
る可能性が示唆された。以上の内容を
Nagase T, Nagase M et al. Aging Cell 2013
に報告した。 
④ マクロファージ特異的Rac1 KOマウス、
MR KOマウスを用いてリポポリサッカライ
ド（LPS）による急性腎障害モデルを作製し、
浸潤マクロファージにおけるRac1-MR系の
クロストークが炎症性サイトカイン産生を介
して腎障害の炎症機転に寄与することを示し
た。以上の内容を、Nagase M et al. Cold 
Spring Harbor Laboratory Meeting 2014で
発表した。 
⑤ 心筋細胞特異的 KO マウスを用いた検討 
心筋細胞特異的 Rac1 KO マウスの作出に成
功し、心筋における『Rac1-MR 系』の検証
を進めている。心筋細胞特異的 Rac1 KO ホ
モマウスは胎生致死であったが、ヘテロマウ
スでは大動脈縮窄（TAC）による圧負荷心不
全による心障害が軽減すること、その過程に
Rac1-MR 系が関与することが示された。心
筋特異的 MR KO マウスにおいても類似の表
現型が認められた(Ayuzawa N, Nagase M et 
al. 論文投稿中)。 
 
(4) 臨床への橋渡し 

培養細胞レベルでは活性化 Rac1 を in situ
で検出する方法を確立した。こうした細胞で
は cortical F-actin ring の形成が認められ
た。現在 in vivo 切片へ応用中である。 
なお、患者検体を用いた解析は、研究代表者
が医学部臨床系教室（東京大学腎臓内分泌内
科）から基礎系教室（順天堂大学解剖学・生
体構造科学）に異動したため、期間中に遂行
することができなかった。 
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