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研究成果の概要（和文）：腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）の細胞間接着装置であるスリット膜の濾過障壁形成・維持
におけるシナプス小胞様輸送機構の役割について、シナプス小胞分子SV2B遺伝子破壊（KO）マウスを用いて解析を行っ
た。SV2B KOマウスでは、野生型マウスと比較して有意な蛋白尿を呈し、スリット膜構成分子の異常局在が観察された
。また、SV2Bがスリット膜構成分子Nephrin、CD2APと相互作用していることを明らかにした。以上より、シナプス小胞
様輸送機構がポドサイトスリット膜のバリア機能に重要な役割を果たしていることが示され、シナプス小胞輸送関連分
子が蛋白尿に対する新たな治療のターゲットとなることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of SV2B in maintaining the podocyte function and to 
better understand the function of the neuron-like vesicle expressing SV2B in the podocyte, SV2B knockout 
(KO) mice were analyzed. An increase in the amount of proteinuria, effacement of the foot process of the 
podocyte, and alterations of the GBM were detected in SV2B KO mice. It was also found that the expression 
of CD2AP, nephrin, and NEPH1, the functional molecules of the slit diaphragm, and laminin, a critical 
component of the GBM, is clearly altered in SV2B KO mice. The interaction assays showed that SV2B 
interacts with CD2AP. In addition, SV2B is densely expressed close to the cell surface in the presumptive 
podocyte in the early stage of glomerulogenesis. These results suggest that SV2B has an essential role in 
the formation and maintenance of the glomerular capillary wall. SV2B and other synaptic 
vesicle-associated molecules could be a novel therapeutic target for nephrotic syndrome.

研究分野： 腎分子病態学
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１．研究開始当初の背景 
蛋白尿は、足突起を有する腎糸球体上皮細

胞（ポドサイト）のバリアー機能の低下によ
り発症すると考えられている。スリット膜と
呼ばれるポドサイト足突起間にある細胞間
接着装置が、血漿蛋白の透過を防ぐバリアー
機能を保つ上で極めて重要な役割を果たし
ている。 
研究代表者の所属する研究室では、シナプ

ス小胞分子である Synaptic Vesicle 2B 
(SV2B)が、培養ポドサイトを用いた実験及び
病態モデルから、スリット膜構成分子の正常
局在に重要な役割を担っていることを報告
した。また、SV2B 以外にもシナプス小胞輸送、
並びにその制御に関わる分子群が糸球体に
おいてポドサイトに限局して発現し、種々の
ネフローゼ症候群発症モデル動物において、
それらの発現が変動することを明らかにし
てきた。しかし、ポドサイトのスリット膜の
形成・維持におけるシナプス小胞様輸送機構
の役割は、ほとんど解明されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、シナプス小胞輸送分子群

に焦点を当て、スリット膜構成分子の細胞内
輸送におけるシナプス小胞様輸送機構の役
割を明らかにし、スリット膜の濾過障壁形
成・維持におけるシナプス小胞様輸送機構の
重要性を解明することである。 
具体的には、スリット膜近傍に局在してい

るシナプス小胞輸送分子 SV2B が糸球体でど
のような機能を担っているのかを、SV2B 遺伝
子破壊（KO）マウスを用いて解析する。これ
らマウスのスリット膜構成分子群（Nephrin、
Podocin、CD2AP、NEPH1 など）の発現と局在、
相互作用を解析し、スリット膜形成・維持に
おける SV2B の役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）SV2B KO マウスの解析；SV2B KO マウ
スを作製し、KO マウス腎におけるバリアー機
能異常の有無、ポドサイトの形態、スリット
膜構成分子の局在変化、シナプス小胞輸送関
連分子の発現動態の検討を行った。 
（２）シナプス小胞輸送関連分子とスリット
膜構成分子の相互作用解析；シナプス小胞輸
送関連分子とスリット膜構成分子の相互作
用についての解析を行った。また、組織切片
について二重染色を行い、シナプス小胞輸送
関連分子と各種スリット膜構成分子との共
局在を解析した。 
（３）発達期糸球体における SV2 の発現解
析；出征直後のラット腎組織を用いて、糸球
体形成期における SV2A 及び SV2B の発現様式
を解析した。 
（４）次世代シーケンサを用いた解析；腎糸
球体の SV2B に関連する新規分子を同定する
ため、次世代シーケンサを用いた解析を行っ
た。 
 

４．研究成果 
（１）代謝ケージを用いて経時的に蓄尿（24
時間）し、尿中への蛋白質排泄量を検討した
ところ、野生型マウスと比較して SV2B KO マ
ウスで有意な蛋白尿の上昇を観察した（図 1）。 

 
また、KO マウスから腎を摘出し、光学顕微鏡
下における糸球体構造の解析や、スリット膜
の微細な構造異常の有無を電子顕微鏡を用
いて解析したところ、KO マウスでポドサイト
足突起の消失と糸球体基底膜の肥厚が観察
された（図 2）。 

 
さらに、KO マウスにおけるスリット膜機能分
子の発現動態を解析したところ、スリット膜
機能分子 CD2AP、nephrin、NEPH1、糸球体基
底膜マーカーの１つであるlamininの発現異
常を観察した（図 3）。 

 
また、SV2B ノックアウトマウス腎皮質におけ
るシナプス小胞輸送関連分子の発現解析を
行ったところ、前シナプスにおいてシナプス



小胞とのドッキング・開口に関与する
Neurexin、Synaptotagmin の発現低下が観察
された（図 4）。 

 
（２）SV2B とスリット膜機能分子の相互作用
を免疫沈降法、及び Duo link in situ 法に
より解析したところ、SV2B が CD2AP、nephrin
と相互作用することを観察した（図 5）。 

 
（３）発達期糸球体における SV2 発現を検討
したところ、SV2A の染色性は腎組織の広範囲
に観察されたのに対し、SV2B 染色は初期の糸
球体発達時の未成熟なポドサイトの細胞表
面上に強い発現を観察した（図 6）。 
 

 
（４）腎糸球体の SV2B に関連する新規分子
を同定するため、次世代シーケンサ Ion 
proton による網羅的解析を行い、チャネル分
子、ケモカイン関連分子、極性維持関連分子
などの、いくつかの重要な分子を同定した。 
 
以上の結果から、SV2B は糸球体濾過障壁の形
成と維持に極めて重要な役割を果たしてい
ることが示され、ポドサイトにおいて神経シ
ナプス小胞輸送分子がスリット膜構成分子
の輸送と局在維持に関与することを明らか
した。ポドサイトにおけるシナプス小胞様輸
送機構の解析により、スリット膜の濾過障壁

形成・維持に関する新しい知見が得られるだ
けでなく、糸球体のバリアー機能が低下して
引き起こされる蛋白尿の発症機構が明らか
になることが期待され、シナプス小胞様輸送
関連分子を標的とした蛋白尿に対する新規
治療法開発に貢献できると考えられる。 
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