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研究成果の概要（和文）：本研究ではネフローゼ症候群発症における循環因子の同定、および循環因子による糸球体濾
過バリアーが破綻するメカニズムの解明を目指した。本研究の成果としてまず巣状糸球体硬化症発症因子として報告さ
れたsuPARは本邦の本疾患では病因ではないことを明らかにした。また糸球体濾過バリアー構造、とくに糸球体上皮細
胞スリット膜を維持する分子メカニズムおよびネフローゼ症候群患者における糸球体上皮細胞の傷害メカニズムを明ら
かにし、ネフローゼ症候群発症に関与する新規の循環因子候補を同定した。本研究により現在分子メカニズムが不明で
あるネフローゼ症候群における治療ターゲットを開発する上で重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Our objectives were to identify candidate circulating factor(s) of idiopathic 
nephrotic syndrome, and to elucidate the mechanism of impaired glomerular barrier function by nephrotic 
circulating factor(s). We found that soluble urokinase plasminogen receptor (suPAR) is not the primary 
factor of focal segmental glomerulosclerosis, and searched for novel candidate circulating factors of 
idiopathic nephrotic syndrome. We also identified the molecular mechanism of slit diaphragm maintenance 
crucial for prevention of proteinuria, and the molecular changes in podocytes in patients with various 
types of nephrotic syndrome. The present study revealed novel pathogenic mechanisms crucial for 
development of therapeutic targets of nephrotic syndrome.

研究分野：小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
 
 腎糸球体での選択的濾過障壁が破綻する
ことにより、尿中に血清蛋白が漏出し、蛋白
尿が生じる。糸球体の毛細血管壁を構成する
細胞のうち、血管壁の外側を取り巻く糸球体
上皮細胞（podocyte）が糸球体濾過バリアー
で最も大きな役割を担っている(N Eng J 
Med, 354: 1387-401, 2006)。 
 小児のネフローゼ症候群の原因疾患は多
岐にわたる。その中で原因遺伝子が同定され
ている遺伝性ネフローゼ症候群はごく一部
にとどまっており、大多数は明らかな基礎疾
患を認めない特発性の微小変化型ネフロー
ゼ症候群である。本疾患ではステロイドや免
疫抑制薬に反応し寛解する例が多く、1970
年代より細胞性あるいは液性免疫機構の異
常を背景とした様々なサイトカイン、リンフ
ォカインの血中あるいは組織中の濃度上昇
による糸球体濾過障壁の障害が原因と推定
されているが、その詳細についてはほとんど
が不明である。また難治性ネフローゼ症候群
である巣状糸球体硬化症(focal segmental 
glomerulosclerosis: FSGS)については、患者
血中に存在する液性因子により間接的に糸
球体濾過バリアーが障害を受ける機序が発
症に関与すると考えられてきた(Lancet 362: 
629-39, 2003)。最近その因子の同定につなが
る画期的な知見が報告されている。Soluble 
form of urokinase receptor(suPAR)という血
漿中の蛋白が糸球体硬化症患者血中で上昇
し、この因子が糸球体上皮細胞に作用してイ
ンテグリンと結合、活性化する事によりこの
細胞を傷害するという(Nat Med 17: 952-960, 
2011)。これらの知見は患者血中に存在する
因子が糸球体硬化症を引き起こす可能性を
示すものであるが、このメカニズムが広くネ
フローゼ症候群／巣状糸球体硬化症の発症
機序として妥当なものであるか不明である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では患者血液中の循環因子を介し
た糸球体上皮細胞傷害機序および糸球体硬
化症発症メカニズムの全体像を明らかにし、
新たな治療ターゲットの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ネフローゼ症候群患者血中 suPAR/末梢血
球中 suPARの定量評価 
 成人巣状糸球体硬化症患者の一部で血中
suPAR濃度上昇が注目された。そこで本邦で
の小児微小変化型ネフローゼ症候群／巣状
糸球体硬化症患者における suPAR の関与に
ついて検討を行った。 
(2) 培養細胞を用いた細胞膜発現蛋白質の
解析 
 糸球体上皮細胞間の接着装置であるスリ
ット膜のターンオーバーを解析した。またス

リット膜の構成分子 Nephrin の細胞膜への
エクソサイトーシスおよびエンドサイトー
シスの速度を検討した。さらにこの系に
suPAR 等の血中因子や各種薬剤が作用する
かどうかについて検討した。 
(3) LC-MS解析によるタンパク質の同定 
 ネフローゼ患者血中の因子が糸球体上皮
細胞の細胞膜、特に細胞接着部位のスリット
膜と結合する可能性を検討した。糸球体上皮
細胞細胞膜やスリット膜に結合する血中の
蛋白質を質量分析により網羅的に解析した。 
(4)ネフローゼ症候群患者腎組織を用いた糸
球体上皮細胞傷害メカニズムの解析 
 ネフローゼ症候群患者腎組織中の糸球体
上皮細胞の傷害メカニズムを解析するため
に、患者腎組織および成体ラット腎、新生児
ラット腎、ヒト健常腎生検組織（腎移植にお
けるドナー腎）、ラット PAN腎症において糸
球体上皮細胞構成分子の発現をウェスタン
ブロットおよび免疫染色により評価した。本
研究は東京大学医学部附属病院の倫理委員
会の承認のもと行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ネフローゼ症候群患者血中 suPAR/末梢
血球中 suPARの定量評価 
  本研究では、様々な腎疾患における血中
suPAR 値を解析し、suPAR が腎機能と強い
相関関係にあること、腎機能が比較的正常値
に近い FSGS患者では、特異的な suPARの
上昇が見られないこと、移植後再発した
FSGS 患者においても suPAR の上昇が見ら
れないことを明らかにし、FSGS における
suPAR の病因説は否定された。この成果は 
Harita Y et al. Pediatr Nephrol. 29:1553-60, 
2014として発表した。 
 近年、FSGS の病因としての suPAR につ
いては同様の否定的な見解が多く発表され
ており、suPAR以外の血清因子が蛋白尿発症
の原因であることが強く示唆された。 
 
(2)糸球体上皮細胞スリット膜複合体のター
ンオーバーの制御機構の解明 
2-1 スリット膜複合体ターンオーバーの定量
評価 
 糸球体上皮細胞の接着部位であるスリッ
ト膜が糸球体濾過のサイズバリアーとして
機能しているとすると、濾過の過程で目詰ま
りを起こし、さらに高い濾過圧により徐々に
消耗していくことが予想される。しかし、実
際にはそのような事態は起こらない。適切な
スリット膜のターンオーバーが糸球体濾過、
特にバリアー機能と密接に関わることが推
定されるが、この構造を維持するメカニズム
は不明であった。そこでスリット膜構成要素
の Nephrinのターンオーバーの実態、すなわ
ちエンドサイトーシス、エキソサイトーシス、
全膜発現量を把握することを試みた。 
 その結果スリット膜複合体の膜蛋白質が



非常に早い速度(分単位)でターンオーバーさ
れる、すなわちエクソサイトーシスとエンド
サイトーシスのサイクルを繰り返している
ことが明らかになった。 
2-2 スリット膜複合体ターンオーバーに影響
を与える因子の同定 
 Nephrin のターンオーバーに影響を与え
る因子を同定を試みた。これまでに糸球体上
皮細胞の機能に重要とされている様々なシ
グナル系を修飾する薬剤や各種治療薬、
suPAR などを用いて検討したところ、
aPKC(atypical PKC)阻害薬が細胞膜の
Nephrin の発現量を有意に減少させること
を見いだした。また PKC活性は Nephrinの
エンドサイトーシスには影響せず、エクソサ
イトーシスの速度と関係すること、すなわち
aPKC 活性を抑制することにより Nephrin
の細胞膜への移行が減少することを明らか
にした。 
2-3糸球体上皮細胞特異的 aPKCノックアウ
トマウスにおけるスリット膜複合体の局在
の解析 
 aPKCがスリット膜複合体の局在に影響を
与えることを in vivo で検証するために糸球
体上皮細胞特異的 aPKC ノックアウトマウ
スの解析を行い、Nephrinや Podocinといっ
たスリット膜複合体の細胞膜局在が aPKC
ノックアウトマウスで減少していることが
明らかになった。このマウスは生直後から多
量の蛋白尿を呈することから、aPKCによる
スリット膜複合体の制御異常が蛋白尿の原
因となることが示唆された。 
 以上の成果は Sato D et al. J Biochem. 
156:115-28, 2014として報告した。 
 
(3)糸球体上皮細胞に作用するネフローゼ症
候群患者血中因子の検討 
3-1 スリット膜に作用する血清中蛋白質の網
羅的解析 
 これまでの検討により suPARが FSGSの
原因循環因子としては否定的であると考え、
別の循環因子が存在する可能性について検
討を行った。podocyteのスリット膜構成成分
であるnephrinの細胞外領域が何らかの受容
体として機能する可能性を考え、培養細胞に
発現させたnephrinを精製し血清を結合させ
ることでnephrin細胞外領域と結合する血清
蛋 白 質 の 同 定 を 、 銀 染 色 お よ び
SILAC(Stable Isotope Labeling using 
Amino Acids in Cell Culture)の二つの実験
系で試みた。その結果、正常血清を用いた解
析により銀染色で結合蛋白質 6種類、SILAC
で三種類の新規の結合タンパク質を同定し
た。 
3-2 ネフローゼ患者血中のスリット膜作用
分子の解析 
 3-1 の系が確立した段階で腎臓移植後に再
発した巣状糸球体硬化症患者血清を用いて
同様の解析を行った。その結果、正常血清で
は同定されなかった二種類の蛋白質が患者

血中の結合蛋白として同定された。正常血清
と患者血清の結合蛋白の違いは、病態発生メ
カニズムと強く関係し、臨床上重要な因子で
ある可能性がある。具体的にはこれらの蛋白
質が nephrinのどの部分と結合するのか、こ
の違いが podocyte にどのような影響するの
か、について in vivo の解析を含めた検討を
重ねる方針である。 
 本研究によりnephrin結合タンパクを網羅
的に解析する新たな実験系確立された。
nephrinが形作るスリット膜が形成される機
序や、蛋白尿の際に傷害される機序を解析す
る上で、重要な示唆を与える結果が得られた。 
 
(4) 巣状糸球体硬化症および特発性ネフロー
ゼ症候群患者血清による糸球体上皮細胞障
害メカニズムの網羅的解析 
 ネフローゼ発症時及び再発時（腎移植後再
発も含む）の腎生検標本を用いてスリット膜
蛋白質の局在と糸球体の形態変化(足突起癒
合)との相関を解析した。ネフローゼ症候群発
症直後、とりわけ腎移植を受けた糸球体硬化
症患者において移植腎が血漿暴露された直
後にまず糸球体上皮細胞足突起が癒合し、一
部の分子の発現が変化すること、またその後
数日の単位でスリット膜複合体の局在異常
が顕在化することを見いだした。 
 また微小変化型ネフローゼ症候群、巣状糸
球体硬化症患者、慢性糸球体腎炎患者、先天
性ネフローゼ症候群患者における糸球体上
皮細胞機能分子の発現を検討し、巣状糸球体
硬化症および一部の微少変化型ネフローゼ
症候群患者において MYH9 の染色パターン
が著しく低下していることを明らかにした。
また先天性ネフローゼ症候群において
Nephrin、Neph1 と同様に SIRPの発現が
低下すること、SIRPは Nephrinと結合する
新規のスリット膜蛋白質であることを明ら
かにした。また膜性増殖性糸球体腎炎患者や
IgA腎症患者においてメサンギウム増殖が見
られる部位で EPLIN の発現が低下すること、
を明らかにした。これらの検討によりネフロ
ーゼ症候群を来す疾患における糸球体構成
細胞の障害メカニズムを明らかにすること
ができた。成果はCytoskeleton 72(3):146-56, 
2015, Kidney Int. 86:548-57, 2014, Nephrol 
Dial Transplant. 29:81-8, 2014, Nephrol 
Dial Transplant 28:2993-3003, 2013, FEBS 
J. 2012 ;279(17): 3010-21.等として報告した。 
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