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研究成果の概要（和文）：糸球体足細胞スリット膜は濾過の重要な装置である。我々は、スリット膜の形成と再生に関
わる分子群を同定した。１)スリット膜蛋白として同定したMAGI-1のポドサイト特異的ノックアウトマウスを解析した
結果、MAGI-1欠損マウスでは、スリット膜分子の膜への輸送が障害されることが判明した。さらに、aPKCがネフリン分
子の細胞膜への移行に関わる重要な分子であることが分かった。２）スリット膜はタイト結合から派生する。我々はMy
osin 1eがタイト結合の細胞頂部から底部への移動とスリット膜形成に関わることを見いだした。さらに、タイト結合
分子の膜への輸送に関わるモーター分子としてKIF11を新たに同定した。

研究成果の概要（英文）：The slit diaphragm (SD) plays an important role in permeability barrier function. 
We have identified several molecules associated with the formation and renewal of SD. 1) To assess the 
function of MAGI-1, we analyzed the podocyte-specific MAGI-1 deficient mice and found that the deletion 
of MAGI-1 caused the decrease of SD molecules at the plasma membrane. In addition, exocytosis of nephrin 
molecule is inhibited by podocyte-specific deletion of aPKC. Data indicate that both molecules are 
associated with the turnover of SD. 2) We have found that myosin 1e is tightly associated with the tight 
junction which moves from the apex to the base of immature podocyte during the development. Myosin 1e is 
also involved in the SD formation. Recently, we have determined that KIF11 is tightly associated with 
tight junctions of renal epithelial cells in vivo and in vitro. Calcium switch experiment and silencing 
of KIF11 indicate that KIF11 is involved in the tight junction formation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
糸球体の足細胞は、分裂能を失って高度に分

化した細胞で、大きな細胞体とそこから伸び

だした一次突起、さらに分岐した多数の足突

起で糸球体表面を覆う。このユニークな形態

を維持する機構は未だ明らかではないが、足

細胞が特異な形態をとる背景には足突起間

にある特殊な構造であるスリット膜の形成

が重要であると考えている。スリット膜は糸

球体基底膜とともに濾過障壁の不可欠な構

成要素である。足細胞スリット膜の電子顕微

鏡による解析から 20 年以上を経て、その構

成分子ネフリンが発見され、その遺伝子異常

が重篤なネフローゼの原因となることが判

明したことにより、スリット膜が糸球体濾過

の重要な装置であることが明らかとなった。

申請者はネフリンの発見以前に、すでにスリ

ット膜関連分子としてタイト結合 ZO-1 につ

いて詳細な解析を行い、スリット膜が細胞間

接着構造から派生した構造であることを報

告してきた。申請者らは、足細胞スリット膜

の構成要素を明らかにすべく多くの研究を

行っており、その過程でスリット膜の基部に

局在するタイト結合蛋白 ZO-1の α要素を欠

くアイソフォームが局在していること

（Kurihara et al. PNAS 1992）、カドヘリン

スーパーファミリーの一つ FAT-1 がスリッ

ト膜の構成蛋白であること（Inoue et al. 

Kidney Int 2000）、タイト結合に局在する足

場蛋白 MAGI-1 がネフリンと直接結合して

ス リ ッ ト 膜 形 成 に 関 与 す る こ と

（Hirabayashi et al. Lab Invest 2005 ), ス

リット膜分子ポドシンがスリット膜と細胞

間接着構造両方の形成に関与すること

（Shono et al. JASN 2007)などを明らかに

している。また、申請者らは、これまで足細

胞を抗原として数多くのモノクローナル抗

体を作成し、それらをツールとして不死化培

養足細胞株の確立に尽力してきた。得られた

数多くのクローンの解析をしていく中で、ス

リット膜分子を安定に発現する株を得てい

る。これらの細胞を使用して、培養条件を整

えることによりスリット膜の in vitro形成が

可能ではないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
申請者を含め、多くの研究者により、スリッ

ト膜の構成分子が明らかになってきたが、①

スリット膜を構成する分子群がいつ、どのよ

うに集合して構造体を形成するのか、②何が

その誘導に関わっているのか、③培養細胞に

おいてスリット膜は形成されうるのかとい

った基本的な疑問については、何も明らかに

なっていない。申請者はこれまでのスリット

膜研究を行ってきた経験を生かし、以上の３

つの疑問を解き明かすことを目的として研

究を進める。それにより、スリット膜に関す

る理解が飛躍的に発展し、濾過装置としての

スリット膜構造の詳細な生理学的解析を可

能にすることができるものと考える。 
 
３． 研究の方法 
1) スリット膜の形成過程についての解析 

蛍光抗体法と免疫電顕法を用いて、スリッ

ト膜分子（Nephrin, Neph-1, Podocin, 

CD2AP, FAT-1, CAR)の発現について、足細

胞分化のどのステージでどこに発現してく

るかを詳細に解析する。足細胞の分化マーカ

ーとして Podocalyxin、スリット膜とタイト

結合に局在する ZO-1, MAGI-1，PAR3を位

置マーカーとして用いる。分子の共局在につ

いては免疫電顕の二重染色を行うが、その前

段階として、効率良く広い視野で解析を行う

ため、STED(stimulated emission 

depletion)顕微鏡（本学環境医学研究所に設

置済み）を使用する。この顕微鏡システムは

従来の共焦点レーザー顕微鏡と同等の視野

で 40nmの分解能を得ることができる。この

システムにより糸球体全体で分子の共局在

を定量的に調べることができる。 

2) MAGI-1ノックアウトマウスの解析 



ポドサイト特異的MAGI-1ノックアウト

マウスは Dr. Kaufman (Mount Sinai, USA) 

により供与される。ノックアウトマウスとコ

ントロールマウスについて、蛍光抗体法と免

疫電顕法を用いて、スリット膜分子の発現に

ついて詳細に解析する。 

3) スリット膜再生機構の解析 

2 種類の腎炎モデルを中心に in vivo で解

析を行う。①5－1－6腎症モデルでは一度に

大量のスリット膜分子が乖離するために櫛

の歯が抜けたような状態になり蛋白尿が発

症するのではないかと予測し実験を進める。

スリット膜の構造を免疫電顕と電子線トモ

グラフィーにより正常組織と5－1－6腎症モ

デルを比較して、スリット膜の 3次元構造変

化を詳細に解析する。②aPKCノックアウト

マウスではスリット膜分子の代謝回転に障

害があることが分かってきた。そこで、この

マウスを用いてスリット膜再生における

aPKCの役割を調べる。PKCノックアウトマ

ウスについては横浜市大の大野茂男教授よ

り供与される。これらの２つのモデル系を用

いてスリット膜分子の代謝回転について検

討する。具体的には、腎のビオチン灌流でポ

ドサイト細胞膜表面をビオチン標識し、経時

的に糸球体を単離して細胞内へのスリット

膜分子の取り込みの割合をイムノブロット

法と免疫電顕法により調べる。取り込まれた

ビオチン標識分子と非標識分子との共局在

の有無については STED顕微鏡（環境研に設

置済み）を用いることにより解析が可能であ

る。 

4) スリット膜形成に関わるモーター分子の

解析 

スリット膜の形成に関わるモーター分子と

して見いだされたmyosin 1eの足細胞成熟過

程における発現変化を調べる目的で、蛍光抗

体法と免疫電顕法にて、myosin 1eの局在を

タイト結合分子およびスリット膜分子との

共局在により解析する。タイト結合形成にお

けるmyosin 1eの役割については培養足細胞

を用いて解析を行う。また、タイト結合とス

リット膜に関連した新たなモーター分子を

見いだすための探索を行う。 
 
４．研究成果 

１）スリット膜形成過程についての解析 

主要なスリット膜分子である、Nephrin、 

Podocin 及び Neph1 は、糸球体形成過程では

別々なルート（Podocin と Neph1 はタイト結

合からスリット膜へ、Nephrin は細胞膜から

スリット膜へ移行する）からスリット膜とし

て集合体を形成することを未分化な足細胞

の免疫電顕による解析から明らかにした。未

熟な足細胞においてはスリット膜が形成さ

れる過程で、タイト結合が頂部から細胞底部

へ移動してスリット膜へ移行することが知

られている。このタイト結合の移動はスリッ

ト膜が形成されるために必須であるが、それ

に関わる分子は不明であった。我々は米国の

Krendel博士と共同で、タイト結合の移動に

関わる分子としてモーター蛋白である

myosin 1eを見いだした。この分子は代表者

が以前報告したスリット膜とタイト結合両

方に局在する分子 ZO-1 と直接結合すること

も判明したことから、タイト結合からスリッ

ト膜への移行にも重要な役割を担っている

可能性がある。この成果は Am J Physiolに論

文として掲載した。その後の研究で、この分

子がネフローゼ発症に伴う足突起間のタイ

ト結合形成に ZO-1 とともに関わることが示

唆された。さらに、タイト結合に関わるモー

ター蛋白を探索した結果、微小管モーター蛋

白である KIF11を見いだした。この分子は尿

細管上皮細胞のタイト結合に一致して局在

しており、細胞間接着分子の運び役としての

可能性が示唆された。そこで、KIF11がタイ

ト結合に発現している培養細胞を調べた結

果、MDCK 細胞と代表者が確立したラット

腎由来の培養細胞でタイト結合での発現を

確認した。これらの細胞を用いてタイト結合



分子と KIF11 の関係を解析し、KIF11 がタ

イト結合形成に重要な役割を担っているこ

とを示唆する結果を得た。 

２）スリット膜分子の再生機構の解析 

新潟大学腎研の清水らによって作成され

た5-1-6モノクローナル抗体はNephrinの細胞

外ドメインを認識する抗体である。この抗体

をラットに静注した後、抗体が結合したネフ

リンの動向を免疫電顕で解析した結果、5-1-6

抗体が結合した Nephrin 分子は Podocin とと

もにマイクロドメインを形成して apical膜へ

移動し、shedding によって尿中に放出される

ことが分かった。興味深いことにその際、

Neph1はマイクロドメイン形成に関わらない

ことも判明した。Neph1のスリット膜再生に

おける機能について、今後も研究を継続す

る。 

以前、スリット膜分子 nephrin とタイト結

合蛋白MAGI-1が直接結合し、スリット膜形

成に関わることを報告しているが、MAGI-1

の役割を詳細に解析するために、米国の

Kaufman 博士と共同でポドサイト特異的

MAGI-1 ノックアウトマウスの解析を行っ

た。その結果、スリット膜の主要な分子であ

る podocinと nephrinのシグナルがノックアウ

トマウスでは顕著に減少しており、その原因

として合成された分子がスリット膜へ運ば

れず、細胞内で消化されていることを示唆す

る結果を得た。MAGI-1 はスリット膜分子の

ソーティングに重要な役割を演じている可

能性がある。MAGI-1 は Nephrin と直接結合

することから、スリット膜の形成と安定化に

重要であると考えられる。この結果は日本解

剖学会総会にて報告した。 

横浜市大の大野研究室との共同でスリッ

ト膜関連分子として以前に報告した(PLoS 

ONE 2009) aPKC-PAR3複合体のスリット膜

形成における役割についてさらに検討を進

め、この aPKCがスリット膜の turnoverに関

わっており、特にスリット膜分子ネフリンが

膜に移行する exocytosis のステップに重要で

あることを初めて明らかにすることができ

た。この分子の機能が阻害されると、スリッ

ト膜の再生が正常に行われず、ネフローゼを

発症することが分かってきた。この成果は J 

Biochemに発表した。 

スリット膜形成の前段階として足突起形

成が必要であるが、この足突起形成にmyosin 

IIA が関わることが判明した。この結果は米

国細胞生物学会にて報告し、現在論文作成中

である。本研究の成果として培養細胞を用い

て一次突起と二次突起形成を自由にコント

ロールすることが可能となり、この系を用い

てスリット膜の in vitro 形成に向けた準備を

進めている。 
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