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研究成果の概要（和文）：ネフローゼ症候群に対する新規治療の標的候補分子を探索するため、次世代シーケン
サーRNA-Seq法を用いて、ネフローゼ症候群モデルラット糸球体で発現が変化している分子の網羅的解析を行っ
た。発現変化した分子群を用いたGene Ontology (GO)、KEGG pathway生物学的統計法での解析、並びに病態モデ
ルでの発現動態解析により、Rap1 signaling pathway関連分子、Hmgcs2、Lnpep、Ptar1、カルシウムイオン活性
化型陽イオンチャネルTRPM4、がネフローゼ症候群に対する新規治療標的候補分子として有望であることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：The development of more effective novel therapeutic is awaited. In this 
project, to explore novel therapeutic targets for nephrotic syndrome, we analyzed the glomerular 
gene expressions in the nephrotic syndrome model rats by RNA-Seq with next-generation sequencer.  
The analysis indicated that Rap1 signaling pathway may participate in maintenance of the barrier 
function of slit diaphragm. Hmgcs2, Lnpep and Ptar1 were evidently downregulated immediately after 
nephropathy induction and the decreased expression was maintained when proteinuria peaked. It is 
also shown that the expression of TRPM4, a Ca2+-activated cation channel, was altered in the 
proteinuric state in PAN nephropathy, a mimic of minimal change nephrotic syndrome. These findings 
indicate that Rap1 signaling pathway-associated molecules,  Hmgcs2, Lnpep, Ptar1, and TRPM4 could be
 candidates of novel therapeutic targets for nephrotic syndrome.

研究分野： 腎分子病態学

キーワード： 蛋白尿　ポドサイト　スリット膜　次世代シーケンサーRNA-Seq解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白尿は、腎糸球体障害を示す臨床所見であるだけでなく、蛋白尿自体が尿細管障害を誘導し、腎不全へと進行
させる悪化因子であると考えられている。本研究では、次世代シーケンサーRNA-Seq法を用いて、ネフローゼ症
候群モデルにおける糸球体の発現変動分子を網羅的かつ定量的に解析した。更に、生物学的統計解析法、分子生
物学手法での解析、病態モデルでの発現動態の解析により新規治療薬開発の標的分子を同定した。本研究により
得られた知見は、ネフローゼ症候群に対する新規治療法開発に貢献できると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
高度の蛋白尿を示す病態であるネフローゼ症候群は、腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）の足

突起間の細胞間接着装置であるスリット膜のバリア機能の障害により発症すると考えられてい
る。スリット膜の構成分子として Nephrin、CD2AP、Podocin、NEPH1、TRPC6 などの分子が同定
されてきた。研究代表者のグループは、シナプス関連分子である SV2B、Neurexin などの分子群
が糸球体上皮細胞のスリット膜部に発現しており、スリット膜の機能維持に重要な役割を果た
していることを報告してきた。しかしながら、スリット膜の機能維持に関わる分子機構、各種
病態での蛋白尿発症機序の詳細は不明で、有効な新規治療法の開発は急務である。RNA-Seq 解
析法は、転写された RNA（ｍRNA）の配列をすべて解読し、それぞれのリード数をそれが由来す
る遺伝子の発現強度とする手法である。検出能力が高いため、低発現の転写産物まで検出でき
るため、病態で変動する遺伝子の解析、新規治療法の開発の標的分子の探索に有用な方法であ
る。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、ネフローゼ症候群の病態モデルを用い、次世代シーケンサー解析による腎

糸球体のすべての mRNA 配列の解読と発現量の測定を行い、ネフローゼ症候群の糸球体におけ
る発現変動遺伝子を同定し、ネフローゼ症候群に対する新規治療の標的候補分子を決定するこ
とである。 

 
３． 研究の方法 
（１） ネフローゼ症候群病態モデルを用い、次世代シーケンサーRNA-Seq 解析法により、ネ

フローゼ症候群の腎臓糸球体に発現するすべてのｍRNA（トランスクリプトーム）の配列
の解読と発現量の測定を行った。 

（２） 病態誘導直後群に mRNA 発現が 50%以下に低下した分子に着目して、Gene Ontology 
(GO)と KEGG pathway 生物学的統計法により、これら分子の分子機能とシグナル伝達経路
の解析を行った。 

（３） 病態発症時に mRNA 発現の変化が顕著である分子群の糸球体での局在、ネフローゼ症
候群病態モデルでの発現動態の解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
（1）スリット膜特異的傷害モデルである抗
Nephrin 抗体誘導腎症ラット(病態誘導直後 1h、蛋
白尿のピーク時 Day 5)糸球体を用いた次世代シー
ケンサーRNA-Seq 解析を行い、腎症の糸球体にお
ける発現変動遺伝子を同定した。正常コントロー
ル群と比較し、病態誘導直後(1h)に mRNA 発現量が
50%以下に減少した 870 分子、2倍以上に増加した
880 分子を同定した。蛋白尿ピーク時（Day 5）で
は、mRNA 発現量が 50%以下に減少した 601 分子、2
倍以上に増加した 794 分子を同定した。 

発現変動分子の比較解析を行い、病態誘導直後
(1h)で mRNA発現が50%以下に低下した870分子の
うち、316 分子の mRNA 発現は蛋白尿のピーク時
(Day 5)においても 50%以下に低下していた。また、1hで発現が 2倍以上に増加した 880 分子の
うち、407 分子は Day 5 でも mRNA 発現が 2 倍以上に増加していた 。また、病態誘導初期(1h)
で発現が 50%以下に低下し蛋白尿がピーク時には発現が 2 倍以上増加する５分子、病態誘導初
期(1h)で発現が 2 倍以上増加し蛋白尿がピーク時には発現が 50%以下に低下する２分子を同定
した。(図 1)。 

 
（２）蛋白尿発症前の病態誘導直後（1h）に発現が低下した分子は、蛋白尿発症の initiation 
event に関与しており、治療標的となる可能性が高いと考えられる。病態誘導直後（1h）にｍ
RNA 発現が 50%以下に低下した 870 分子に着目し、GO 分子機能 Enrichment 解析及び KEGG 
Pathway Enrichment 解析を行った。 870 分子のうち、163 分子が細胞膜に分画された。これ
らの細胞膜分子の機能、どのようなシグナル伝達経路に関与しているのかを検討するため、こ
の 163 分子に着目し、GO分子機能 Enrichment 解析及び KEGG Pathway Enrichment 解析を行っ
た。GO 分子機能 Enrichment 解析で、出現頻度が最も高い分子機能カテゴリーは膜受容体型チ
ロシンキナーゼであった（P-value=2.22E-10、Fold enrichment=18.8）。KEGG Pathway 
Enrichment 解析では、Rap1 signaling pathway（P-value=1.35E-6、Fold enrichment=5.0）
が出現頻度の最も高いパスウェイとして検出された。これらの所見により、Rap1 signaling 
pathway がスリット膜の機能維持に重要な役割を果たしていると考えられる。Rap1 signaling 
pathway に関与する分子は新規治療標的候補分子として有用であると考えられる。 

 



 
（３）－① 抗 Nephrin
抗体誘導腎症の病態誘導
直後（1h）糸球体において、
最も発現が顕著に低下し
ていた Hmgcs2（ケトン体
の合成と分解などの代謝
経路に関与する移転酵
素） 、Slc5a8（溶質イオ
ン輸送体である膜貫通タ
ンパク質）、Vnn1（酸化ス
トレス誘発性アポトーシ
スを負的に調節する加水
分解酵素）、Pdk4（ピルビ
ン酸脱水素酵素）、Lnpep
（アンギオテンシン活性化シグナル伝達経路に関与するアミノペプチダーゼ）、Ptar1（プレニ
ル基転移酵素）について、ネフローゼ症候群病態モデルでの発現動態の解析を行った。Slc5a8
と Vnn1、Pdk4 は蛋白尿の進展期(24h)とピーク時（Day 5）で発現が回復する傾向が示されたの
に対して、Hmgcs2、Lnpep、Ptar1 の mRNA 発現の低下が維持されていた(図 2)。これらの所見に
より、Hmgcs2、Lnpep、Ptar1 がネフローゼ症候群に対する新規治療標的候補分子として有望で
あると考える。 
 
(３)－② 抗 Nephrin 抗体誘導腎症での検討とともに、微小
変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 モ デ ル で あ る Puromycin 
Aminonucleoside (PAN)腎症ラット糸球体材料を用いた次世代
シーケンサーRNA-Seq解析を行った。病態誘導直後(1h)にmRNA
発現量が正常コントロールに比べ 20%以下に減少した 400 分
子、5倍以上に増加した 190 分子を同定した。蛋白尿ピーク時
（Day 10）では、mRNA 発現量が 20%以下に減少した 307 分子、
5 倍以上に増加した 158 分子を同定した。病態誘導直後(1h)
に mRNA 発現が 20%以下に低下した 400 分子のうち、121 分子
の mRNA 発現は蛋白尿のピーク時(Day 10)においても 20%以下
に低下していた。また、1h で発現が 5 倍以上に増加した 190
分子のうち、37分子は Day 10 でも mRNA 発現が 5倍以上に増
加していた (図 3)。 
 
次いで、PAN 腎症を用いた一連の解析で、遺伝子発現が顕著に低下していることを確認した分
子群の中で、カルシウムイオン活性化型陽イオンチャネル TRPM4 に着目し、局在、ネフローゼ
症候群病態モデルでの発現動態の解析を行った。TRPM4 は正常腎糸球体において毛細血管に沿
った不連続な線状のパターンで観察された (図 4)。TRPM4 の糸球体における局在を解析するた
め、糸球体の各細胞のマーカー（Thy1: メサンギウム細胞、RECA1：内皮細胞、Podocalyxin: ポ
ドサイト）を用いた二重蛍光染色を行い、糸
球体において TRPM4がポドサイトに限局して
発現していることを確認した。 
ＰＡＮ腎症モデルでの発現動態解析を行

い、蛋白尿ピーク時においても、TRPM4 のｍ
RNA 発現が明確に低下していること、TRPM4
の染色パターンが変化していることを観察
した。これらの観察結果から、TRPM4 の発現
変化と局在変化が蛋白尿発症に関与してい
ると考えられた。TRPM4 は蛋白尿の新規治療
の有用な標的候補分子であると考える。 
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