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研究成果の概要（和文）：腎臓糸球体上皮細胞（ポドサイト）は、糸球体濾過機能、構造維持に非常に重要であり、in
 vivoの形質を維持した培養条件の確立はポドサイトの研究を行う上で不可欠である。本研究は、初代培養を用いin vi
voの細胞の性質を保つ培養条件を確立しようとするものである。最も低下の激しい特異遺伝子(ネフリン)の発現量を指
標にして検討した結果、単離糸球体培養3日目での継代、非酵素的細胞剥離、ヘパリンの添加、胎仔牛血清の濃度の低
下、細胞密度の適正化などにより、遺伝子発現レベルでin vivoに近い培養条件が確立できた。また、形態学的には、
デキサメサゾン、ATRAの添加によって細胞突起の改善が認められた。

研究成果の概要（英文）：Glomerular epithelial cells in the kidney (podocytes) play critical roles in 
maintenance of glomerular structure and glomerular ultrafiltration. Establishment of culture system 
remaining in vivo phenotypes of podocytes is essential for studies of podocytes, although podocytes 
drastically decrease podocyte-specific gene expressions with time in the primary culture. Of these, 
decrease in nephrin was the most evident. In this study, we evaluated effect of various culture 
conditions on the gene expression in primary culture of podocytes to improve phenotypes of cultured cells 
to restore in vivo phenotypes. Consequently, subculture on day 3 of culture of isolated glomeruli, 
detachment with non-enzymatic solution, addition of heparin, decrease in fetal bovine serum, adequate 
cell density, and extracellular matrices enable expression of podocyte-specific genes at the level of in 
vivo. In addition, dexamethasone and all trans-retinoic acid induce cellular processes of cultured 
podocytes.

研究分野：腎臓病理学
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１．研究開始当初の背景 
ポドサイトは、糸球体濾過、病変形成に重要
な役割を担っている。そのため、ポドサイト
の細胞生物学的研究、分子生物学的研究が盛
んに行われている。その中で、ポドサイトの
培養細胞は細胞機能·分子機能を調べるため
の重要な手段となっている。理想的な培養系
は、ポドサイト由来の細胞を使い、in vivoと
同じ形質を示す条件下で培養することであ
る。ポドサイトは細胞分裂能が低いため、
SV40 large T抗原を導入したマウスを基にい
くつかの不死化細胞株が樹立されている。し
かし、これらの細胞株は形態、特異遺伝子の
発現量、in vivoでは検出されない遺伝子の発
現など in vivo のポドサイトと明らかな相違
点を見せている。また、細胞株確立に使われ
たスクリーニングの方法によって、細胞株間
に違いが見られる。そのため、我々は、より
in vivoの形質を保持している初代培養の確立
を目指してきた。その結果、ポドカリキシン、
ポドシンなどのポドサイト特異遺伝子発現
を比較的保持し、１次突起を伸展させる初代
培養の系を確立し報告した（Kidney Int 
69:2101, 2006）。 残念ながら、この初代培養
であっても、ポドサイトの特徴である足突
起・スリット膜は消失し、特異遺伝子の発現
低下は著しい。糸球体培養開始から 8日目で
ネフリンは 1000分の 1、ポドシンは 50分の
１、ポドカリキシンは 60 分の 1 に、ポドサ
イト特異的クローディンであるクローディ
ン 5では 40000分の１に激減している（日腎
会誌 53:320, 2011）。  
 
２．研究の目的 
ポドサイトが、より in vivo の形質に近い性
質を示す培養条件を探す。 
 
３．研究の方法 
(1)ポドサイトの初代培養：ラット腎臓を磁
気ビーズで潅流後、腎皮質をコラゲナーゼ処
理し、Cell Strainer(100m)を通し、磁石で
集めた (Kidney Int. 69:2101, 2006) 。培
地(DMEM/F-12 medium、0.5% ITS、5% FBS、
100U/ml PC、100g/ml SM)下で 3日間または
4 日間培養し、生え出してくる細胞をトリプ
シンまたは Cell Dissociation Solution 
(CDS)(Sigma)で剥がし、残存糸球体を Cell 
Strainer(40m)で除去したのち実験に用い
た。培養皿として、type I collagen-coated 
96-well multiwell plate (Iwaki)または 高
撥 水 性 印 刷 12 穴 ス ラ イ ド グ ラ ス 
(Matsunami)を用いた。 
(2)遺伝子発現の定量：real time-PCRを用い、
単離糸球体由来の cDNA をスタンダードとし
た。標準化は GAPDH を用いた。 
(3)抗体：抗ネフリン抗体(5-1-6)(新潟大学、
分子病体学分野、河内裕教授より供与)、抗
ポドシン抗体（IBL）、抗 ZO-1(Invitrogen)、
抗ビメンチン抗体(Sigma-Aldrich)。 
(4)試薬： Sigma-Aldrich より購入した。  

 
４．研究成果 
(1) nephrin の発現量からの検討 
①ヘパリン(heparin)、デキサメサゾン
(dexamethasone)の効果 
ヘパリンを培地に加えることによって、用量
依存的に下図のようにネフリンの発現量を
有意に増加させた(* p<0.05)。縦軸は単離糸
球体の発現量を１としている。デキサメサゾ
ンは有意に増加させなかった。他のポドサイ
ト特異遺伝子（ポドシン、ポドカリキシン）
でも、ヘパリンによって有意な増加が見られ
た。 
 

 
②ウシ胎児血清 (FBS)の効果 
培地中の FBS の濃度を低下または除くと、下
図のようにネフリンの発現量は有意に増加
した。この実験でもう一つ注目すべきは、基
本培地(5％FBS)でのネフリン発現量が単離
糸球体の1/10まで上昇していることである。
これは、細胞剥離の時期を 1日早め単離糸球
体培養 3日目に行なっていること、トリプシ
ンに代わりに CDS を使っていること、I 型コ
ラゲンを新たにコーティングした培養皿を
用いたことによる。 

③細胞外基質の効果 
細胞外基質として、ラミニン、I 型コラゲン
を比較した。ラミニンはネフリンの発現量を
有意に増加させることはなかった。I 型コラ
ゲンのコーティングは用量依存性にネフリ
ンの発現量を増加させた。 
 
 

ネフリン 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④細胞密度の検討 
細胞密度を上げ、in vivo のポドサイトと同
じ接着面積にしたほうが、ネフリンの発現量
は上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のネフリンの発現量をあげる条件の組
み合わせによって、単離糸球体レベル近くま
で遺伝子の発現量をあげることが可能とな
った。VEGF の効果については、ネフリンの発
現量が 1/1000 での状態では有意に特異遺伝
子の発現を増加させたが、1/10 までに改善し
た状態では有意な変化を示さなかった。 
 
(2)形態からの検討 
① ヘパリン(Hep)、ウシ胎児血清 (FBS)、デ
キサメサゾン(Dex)の効果 
位相差像は、へパリンによる変化は顕著では
ないが、デキサメタゾン、低血清により、細
胞内に索状の構造物を認め著明に変化する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②細胞外基質の検討 
I 型コラゲンコートは細胞の接着進展を阻害
し、細胞は丸くなる傾向があった。対照的に
ラミニンは、細胞の接着進展を促進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ all trans-retinoic acid (ATRA)の検討 
ATRA を添加することによって、細胞間の入り
組みを誘導することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
未だ in vivo の複雑な形態を再現できないが、
デキサメサゾン、ATRA などの物質によって、
in vivo の細胞の入り組みを誘導する手がか
りが得られた。 
(1)(2)の結果から、より in vivo に近い形質
を示す培養条件が確立された。 
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