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研究成果の概要（和文）：本研究では、腎臓の濾過装置として重要な役割を果たしている糸球体足細胞が種々のストレ
スに対して恒常性を維持する機構について検討を行った。酸化ストレス負荷により足細胞骨格の変化が観察されたこと
を踏まえ、様々な代謝調節機構に関与するSIRT1を足細胞特異的に欠失したマウスを用いて検討を続けた。実験腎炎を
誘導すると、SIRT1欠失マウスではより顕著な腎障害を呈した。培養細胞においてSIRT1活性が低下した状態では酸化ス
トレス下の細胞骨格障害が強く観察された。この機序として、細胞骨格重合に関連するcortactin分子の細胞内局在にS
IRT1による脱アセチル化が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated how podocytes, which are critical players in glomerular 
filtration barrier, maintain their homeostasis against various stresses. In this study, we focused on the 
role of NAD+-dependent deacetylase SIRT1 in the podocyte homeostasis, on the basis of the finding that 
actin cytoskeleton was deranged in response to oxidative stress. After the induction of experimental 
nephritis, podocyte-specific SIRT1 deficient mice showed more severe renal injury compared with wild-type 
mice. Enhanced actin cytoskeleton derangement was observed in the podocytes with downregulated SIRT1 
activities. Interestingly, we found that intracellular localization of cortactin, which is associated 
with actin polymerization, was altered in association with its deacetylation. Our data suggested that 
deacetylation of cortactin by SIRT1 might play an important role in the maintenance of podocyte 
cytoskeleton.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
1. 慢性腎臓病の現状 
慢性透析患者数は 30 万人に迫り、我が国の
医療財政においても深刻な問題となってい
る。近年の特徴として、透析導入疾患として
糖尿病性腎症が最多であり (43.5 %)、同様に
生活習慣病を基盤とする腎硬化症も徐々に
増加している（11.6 %, 前年比 0.9 %増加）。
また透析導入者に限らず、全国で 1330 万人
と推計される慢性腎臓病患者においても、糖
尿病性腎症・腎硬化症を基礎とする高齢かつ
全身の血管病変を有するハイリスク患者が
増加している。腎障害の進行とともに心血管
リスクも増加することから、慢性腎臓病の進
行を阻止する方法を開発することは活力あ
る高齢化社会を構築する上で解決すべき重
要な課題である。 
 
2. 糖尿病性腎症における糸球体足細胞傷害
の意義 
糸球体障害の進展には糸球体足細胞傷害が
重要な役割を果たしている。糸球体濾過装置
で中心的役割を果たしているスリット膜に
局在する分子が次々と同定され、蛋白尿防御
機構に関する理解が進んだ。また、ヒトの糖
尿病性腎症において、スリット膜関連分子
nephrin の発現低下・局在の変化が報告されて
おり、その病態への関与が示唆されている。
一方で、足細胞の糸球体基底膜からの脱落が
糸球体硬化への引き金になると考えられて
おり、事実、足細胞の減少が糸球体障害の進
行に関連することが示され、足細胞の基底膜
との結合の変化やアポトーシスの機序を理
解することが糸球体障害ひいては腎不全の
病態を理解するために重要である。 
 
3. 腎障害におけるエネルギー代謝分子の意
義 
近年、上記のような生活習慣病に関連した腎
障害はその重要性を増していることから、そ
の病態を解明することは新たな治療法の開
発に向けて益々重要度を増している。Sirtuin 
1 （ SIRT1: silent mating type information 
regulation 2 homolog）は NAD+依存性脱アセチ
ル化酵素であり、代謝・ミトコンドリア機能
維持・DNA 修復・転写抑制など様々な生体機
能に関与していることが知られている。特に、
糖代謝・脂質代謝・血圧コントロール・酸化
ストレス等、従来腎臓病への関与が示されて
いる点にも密接に関連していることから、腎
臓における恒常性維持機構に寄与している
可能性が高いと考えられ、いくつかの報告も
なされている。しかし、その分子レベルの機
序については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

本研究では種々の代謝性ストレスに対して
足細胞が示す定常性維持のための細胞生物
学的防御機構を主として SIRT1の関与という
観点から明らかにすることを目的とした。更
には治療法としてその機序を利用して糸球
体硬化抑制法の基盤を開発することを目指
す。 
 
３．研究の方法 
① 培養細胞：研究代表者が米国・ワシント

ン大学留学中に Stuart J. Shankland 教授と
ともに確立したマウス温度感受性培養糸
球体足細胞を使用した。この温度感受性
培養糸球体足細胞は、特定の培養条件下
（分化条件）では増殖が停止し、特徴的
な突起形成・足細胞関連蛋白発現が観察
されるようになるという特徴を有する。
足細胞特異的なマーカーの発現も確認済
みである。 

② 代謝・小胞体ストレス刺激： 糖尿病性腎
症において、糸球体足細胞が暴露してい
る可能性のある代謝ストレスとして (1) 
過酸化水素による酸化ストレス (2)高グ
ルコース  (2) 低酸素  の負荷を行い、
Phalloidin染色によってアクチン細胞骨格
の変化を検討した。 

③ 動 物 モ デ ル ： podocin-Cre マ ウ ス と
Sirt1flox/flox マウスを交配することによ
り作成した SIRT1pod-/-マウスを用いて実
験を行った。ベースラインは 13-14 週齢
のマウスを用いて、体重・血圧・心拍数・
BUN・尿蛋白を測定した。腎炎モデルと
しては、ヒツジ抗ラット糸球体血清
（nephrotoxic serum）を投与した抗糸球体
基底膜抗体腎炎モデルとともに、硫酸プ
ロタミン投与によるモデルを用いて検討
した。病理組織学的変化は下記の通り評
価した。 

④ 病理組織学的評価：腎組織の変化を評価
する際には、PAS 染色及び標的分子に関
する免疫組織化学的染色を行った。前者
はホルマリン固定組織の切片を、後者は
ホルマリン固定もしくは methyl Carnoy’s 
固定液による固定組織切片を用いた。電
子顕微鏡観察用には 2.5%グルタールアル
デヒド溶液で固定をし、1%四酸化オスミ
ウムで後固定、脱水を経て Epook 812 中
へ包埋した。超薄切切片を酢酸ウランと
クエン酸鉛で染色した後に観察に供した。 

⑤ 糸球体単離：上記モデルマウスの大動脈
内にカテーテルを挿入し、磁気ビーズを
灌流した。腎摘後、細かく刻んだ組織片
をコラゲナーゼと DNase で処理し、濾
過・洗浄を行った後、磁気により糸球体
を単離し、足細胞特異的蛋白（nephrin, 
synaptopodin, WT-1）の発現やアセチル化



cortactin の評価目的に供した。 
⑥ SIRT1 活性調節：SIRT1 活性阻害薬として

EX-527, cambinol, nicotinamide を使用し、
培養上清中に添加して細胞の変化（細胞
骨格・スリット膜関連分子発現・アセチ
ル化 cortactin 等）を観察した。また、SIRT1
活性化薬としては resveratrol を使用し、
一部の実験ではRNA干渉法により SIRT1
活性を阻害した。 

⑦ 足細胞の形態学的評価: 生体内における
蛋白尿発現機序として重要である可能性
のある足細胞の形態学的変化については、
突起形成不全（主としてアクチン線維の
異常による）や、これに関連する足細胞
関連蛋白局在異常について検討を行い評
価した。チャンバースライドに培養し
種々の介入を行った足細胞を固定した後、
アクチン線維を phalloidin 染色で検討す
るとともに、免疫蛍光染色により各種足
細胞関連蛋白（ nephrin, synaptopodin, 
WT-1）の発現・局在を検討した。 

⑧ Scratch Assay: 足細胞の移動能を評価す
る目的で行った。６穴プレートに培養し
た足細胞を EX-527 で処理して SIRT1 活
性を阻害した後に 200 μL ピペットチッ
プで各ウェルを擦過し、３日後の細胞の
移動を評価した。 

 
４．研究成果 
I. 糖尿病関連の代謝性ストレスに対する糸
球体足細胞の応答：糖尿病性腎症に関連する
ストレスに対する足細胞の細胞応答を評価
する目的で、温度感受性不死化培養糸球体足
細胞に対して過酸化水素を用いた酸化スト
レスの負荷・高グルコース負荷・低酸素負荷
をそれぞれ行った。酸化ストレス刺激に関し
ては、小胞体ストレス応答（分子シャペロン
蛋白の発現誘導と小胞体ストレス誘導性細
胞死誘導因子である CHOP の発現誘導）と細
胞骨格の変化が観察された。高グルコース負
荷に対しては足細胞は抵抗性を示し、我々の
実験条件では明らかな細胞応答の変化を検
出することは出来なかった。低酸素負荷につ
いては強度の刺激に反応してCHOPの発現誘
導が認められ、その後の細胞死に至る経路に
影響を与えていると考えられた。 
 
II. エネルギー代謝関連分子と恒常性維持機
構の相互作用の解析：上記のような代謝性ス
トレスに対して、生体が内因性に備えている
防御機構の一つに、エネルギー代謝調節に関
するシステムが想定される。生体内でエネル
ギー状態のセンサーとして作用することが
知 ら れ て い る AMP 活 性 化 キ ナ ー ゼ
（AMP-activated protein kinase: AMPK）やその
下流分子が、特に糖尿病性腎症のような代謝

関連腎疾患で果たす役割については不明な
点が多かったため、我々の研究グループでは
富山大学・戸邉教授のグループと共同で、足
細胞特異的 SIRT1 欠失マウスを作製した。 
 
II-1. SIRT1 の腎炎モデルに対する役割 
足細胞特異的 SIRT1 欠失モデルマウス
（SIRT1pod-/-マウス）は、生理学的・組織学
的に特記すべき変化はなく、同齢の野生型マ
ウスと比較して明らかな形質の差異を指摘
することはできなかった。しかし、抗糸球体
基底膜抗体の投与により腎炎を惹起したマ
ウスにおいては、病理組織学的に障害糸球体
が増加し、尿細管内の円柱形成や細胞浸潤が
顕著であった。アルブミン尿や腎機能障害も
欠失マウスでより顕著であり、足細胞特異的
蛋白群の発現低下も認められた。 
電子顕微鏡によって、SIRT1pod-/-マウスでは
足細胞における足突起の消失とともにアク
チン骨格の変化が強く認められ、これがアル
ブミン尿の増加に寄与しているものと考察
された。 
 
II-2. SIRT1 のアクチン細胞骨格維持におけ
る役割 
遺伝子改変マウスを用いた実験により、足細
胞の細胞骨格維持に SIRT1 が関与している
可能性が示唆されたため、より詳細な分子機
序を検討する目的で、温度感受性不死化培養
マウス足細胞に対して酸化ストレスを負荷
した。その結果、SIRT1 活性を EX-527 等の
SIRT1 阻害薬を用いて化学的に阻害した細
胞に酸化ストレスを負荷した細胞では、著明
な細胞骨格障害が観察された。一方で、
SIRT1をresveratrolによって活性化すると、
過酸化水素によって惹起される酸化ストレ
スに対して抵抗性となった。また、SIRT1 活
性を阻害された細胞は移動能（mortility）が
低下しており、細胞骨格の動態に SIRT1 活
性が関与していることが見出された。 
 
III. SIRT1 による細胞骨格維持機構の解明 
細胞骨格維持機構を分子レベルで解明する
目的で、脱アセチル化酵素としての SIRT1
の基質となる cortactin に着目した。この分
子は actin に会合して細胞骨格維持に重要な
役割を果たすと考えられている。免疫沈降法
や免疫細胞染色により、脱アセチル化した
cortactin は細胞質内に局在していた一方で、
アセチル化した cortactin は核内の局在が認
められた。SIRT1 活性化薬や SIRT1 阻害薬
を培養細胞に作用させたり、siRNA を用いて
SIRT1 をノックダウンすると cortactin の細
胞内局在が変化したことから、SIRT1 による
脱アセチル化が cortactin の細胞内局在を変
化させ、これが細胞骨格維持機構に影響を及



ぼしているものと想定された。 
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