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研究成果の概要（和文）：分泌型FSP1のメサンギウム細胞に対する作用をin vitroとin vivoで検討した。分泌型FSP1
は、NFκB活性化抑制を介してメサンギウム細胞のTNF-α, IL-6, IL-1発現を有意に抑制した。また、分泌型FSP1はMC
でのリン酸化Akt発現を誘導した。さらに、遺伝子改変マウスの検討から、FSP1はin vivoにおいてもTLR4阻害作用を有
することが示唆された。分泌型FSP1は新規TLR4阻害因子としてポドサイトーメサンギウム細胞連関に関与し、糸球体疾
患への治療応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：FSP1-positive podocytes were observed in active glomerular damage. In this study, 
we investigated whether secreted FSP1 from podocytes has some biological effects on mesangial cells in 
vitro and in vivo. We generated recombinant FSP1 (rFSP1) by the standard method. rFSP1 inhibited 
LPS-induced TNF-α, IL-6, and MCP-1 production and mRNA expression in cultured mesangial cells. LPS 
injection induced glomerular TNF-αmRNA expression in vivo and this induction was significantly inhibited 
by the peritoneal injection of rFSP1. Next, we generated transgenic mice (FSP1.TG) in which 
podocyte-specific overexpressions of FSP1 were observed. LPS-induced glomerular TNF-α　expression in 
FSP1.TG mice was significantly suppressed as compared with control wild mice. These results suggest that 
secreted FSP1 has renoprotective effects and plays a role in podocyte-mesangial crosstalk.

研究分野： 腎臓内科

キーワード： FSP1　ポドサイト　TLR4　治療薬
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１．研究開始当初の背景 

Fibroblast specific protein 1 (FSP1)は

線維芽細胞特異的に発現する分子であり、線

維芽細胞の形態維持や運動能に関与してい

る。われわれは、腎間質線維化の進展に尿細

管上皮細胞の FSP1 陽性線維芽細胞への形質

変異(EMT) が重要な役割を果たすことを明

らかにした (Iwano M, et al. J Clin Invest 

2002, Iwano M, et al. Curr Opin Nephrol 

Hypertens 2004, Iwano M, et al. Mol Ther 

2001)。さらに、われわれは IgA 腎症患者の

腎生検を用いた組織学的検討から、FSP1 陽性

線維芽細胞数がIgA腎症患者の予後を決定す

る最も重要な因子であることを明らかにし

た(Nishitani Y, Iwano M, et al. Kidney Int 

2005, Harada K, Iwano M, et al. Nephrol 

Dial Transplant 2008) 。 ま た 、 hypoxia 

inducible factor 1α (HIF-1α)を中心とし

た低酸素応答がEMTと腎間質線維化を誘導す

ることも明らかにした (Higgins DF, Iwano M, 

et al. J Clin Invest 2007, Kimura K, Iwano 

M, et al. Am J Physiol-Renal 2008)。これ

らの検討は間質領域を中心に実施しており、

糸球体内の FSP1 発現については検討されて

いなかった。最近になり、われわれは糖尿病

性腎症を含めた糸球体疾患において、糸球体

障害の進展とともにポドサイトでの FSP1 の

発現亢進が認められ、分泌型 FSP1 が尿中に

検出されることを報告している（Yamaguchi Y, 

Iwano M, et al. Am J Kidney Dis 2009, Iwano 

M, et al. J Am Soc Nephrol, 2012）。 

ポ ド サ イ ト で 産 生 さ れ た vascular 

endothelial cell growth factor (VEGF)は、

糸球体基底膜内を拡散し、糸球体内皮細胞に

発現した受容体(Flk-1)に結合して係蹄構造

の維持に重要な役割を果たすと考えられて

いる (N Engl J Med 358:1129-36, 2008)。

すなわち、ポドサイトと内皮細胞間には細胞

間相互作用の存在が示されているが、ポドサ

イトとメサンギウム細胞間の細胞間相互作

用についての報告は極めて少ない。本研究で

は、ポドサイトで分泌された FSP1 が糸球体

基底膜内を拡散し、メサンギウム細胞に対す

る生物活性を発揮するか否かを検討する。 

 
２．研究の目的 

FSP1 は分泌蛋白としての生物活性も有し

ている。ポドサイトから分泌される FSP1 の

生物活性を検討する目的で、培養メサンギウ

ム細胞へのリコンビナントFSP1 (rFSP1)添加

実験を実施する。さらに生体内での FSP1 の

役割を検討する目的で、FSP1 ノックアウトマ

ウス(FSP1.KO)やポドサイト特異的にFSP1を

過剰発現した FSP1 トランスジェニックマウ

スを用いて実験腎炎を作製し、組織学的検討

などを実施した。 

 
３．研究の方法 

(1) rFSP1 の作製 

FSP1 発現ベクターを導入した大腸菌を大

量培養し、His Trap カラムおよび GST カラ

ムを用いて rFSP1 を精製した。N末端アミノ

酸配列を解析し、rFSP1 であることを確認し

た。 

 

(2)培養メサンギウム細胞に対するFSP1の生

物活性 

 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 (MC) を  LPS 

(5ng/ml)で刺激し、誘導されるTNF-α, IL-6, 

IL-1 の蛋白発現量および RNA 発現量を、

ELISA キットとreal time PCR法で測定した。

rFSP1 (10μM)の添加により、これらのサイ

トカイン発現量の変動を検討した。 

  NFκB の活性化はレポーターアッセイ

とウェスタンブロット法で、リン酸化 Akt 

の発現はウェスタンブロット法で検討した。 

 

(3) ポドサイト特異的 FSP1 過剰発現マウス

における糸球体内 TNF-α発現抑制 

 ポドサイトで FSP1 を過剰発現させたト



ランスジェニックマウスとコントロールマ

ウスに LPS を腹腔内投与後 24 時間で、LCM

法を用いて糸球体を抽出し、TNF-α mRNA 発

現を検討した。また、血清クレアチニン値と

尿アルブミン量を測定した。 

 

(4) FSP1遺伝子欠損によるアドリアマイシン

腎症進展抑制効果 

 FSP1 ノックアウトマウスとコントロール

マウスにアドリアマイシンを腹腔内投与後、

2 週、4 週、および 6 週で採血と採尿を実施

し、BUN と尿アルブミン量を測定した。6 週

後に腎臓を摘出し、腎病理を検討した。 

 

(5) 腎炎患者尿中単量体 FSP1 の測定 

 IgA 腎症患者 30 例、微小変化型ネフローゼ

症候群患者 22 例、および半月体形成性腎炎

患者 14 例の尿中単量体 FSP1 を、われわれが

開発した測定キットを用いて測定した。 

 

４．研究成果 

(1)培養細胞を用いた検討 

 分泌型 FSP1 は、メサンギウム細胞におけ

る LPS 誘導サイトカイン(TNF-α、IL-6、

MCP-1)mRNA 発現および分泌を容量依存的に

有意に抑制した(図１)。さらに FSP1 は、LPS

刺激したメサンギウム細胞における NFkB 活

性を有意に抑制した（図２、図３）。また、

メサンギウム細胞に FSP1 添加後 15分でリン

酸化 AKT の発現が誘導された（図３）。 

 

図１．FSP1 による LPS 誘導サイトカイン産生

抑制 

 

図２．FSP1 による NFkB 活性の抑制 

 

図３．FSP1 によるリン酸化 AKT 誘導 

 

(2) ポドサイト特異的 FSP1 過剰発現マウス

(FSP1.TG)を用いた検討 

 LPSによる糸球体内TNF-α mRNA発現量は、

FSP1.TG で Wild と比較し、有意に低下してい

た（図４a）。しかし、クレアチニン値と尿中

アルブミン量は 両群間で差がなかった（図

４b,c）。 

 
図４．FSP1.TG における LPS 腎炎の誘導 

 

 



(3)FSP1 ノックアウトマウス(FSP1.KO)を用

いた検討 

 FSP1.KOとWildマウスにアドリアマイシン

腎症を発症させた。FSP1.KO では、糸球体病

変も間質病変も有意に改善していた（図５a）。 

BUN と尿中アルブミンも有意に改善していた

（図５b,c）。 

 
図５．FSP.KO におけるアドリアマイシン腎症

の誘導 

 

(4)腎炎患者尿中単量体 FSP1 の測定 

 今回、われわれは単量体 FSP1 のみを測定

する ELISA 測定系を開発し、腎炎患者の尿中

単量体 FSP1 を測定した。半月体形成性腎炎

患者では、IgA 腎症患者と微小変化型腎炎患

者と比較して、有意に高い尿中単量体 FSP1

が検出された（図６）。 

 

 
図６．尿中単量体 FSP1 
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