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研究成果の概要（和文）：FKBP12の腎臓における発現と機能、タクロリムス(Tac)のFKBP12の機能に与える影響
を解析した。FKBP12が糸球体に豊富に発現し、糸球体内では糸球体上皮細胞(ポドサイト)に限局して発現する事
を示した。ポドサイトでFKBP12はアクチン関連蛋白質の14-3-3、シナプトポディンと相互作用する事を示した。
ポドサイト傷害ではFKBP12の発現が低下し、アクチン関連蛋白質複合体の相互作用の崩壊によってアクチン線維
の再構成が引き起こされる事を示した。TacはFKBP12とアクチン関連蛋白質の相互作用を増強し、アクチン細胞
骨格のFKBP12を保持する事でポドサイト傷害を軽減する事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：FKBP12 was identified as a binding protein of tacrolimus (Tac). In this 
study, we investigated the expression and the role of FKBP12 in podocytes and analyzed the effect of
 Tac on FKBP12 in podocytes. We observed that FKBP12 is highly expressed in glomeruli, and the 
FKBP12 in glomeruli is restricted in podocytes. FKBP12 interacted with the actin-associated proteins
 14-3-3 and synaptopodin (Synp) in podocytes. In injured podocyte, FKBP12 was downregulated, and the
 consequent disruption of the linkages of FKBP12 with 14-3-3 and Synp resulted in deranged F-actin 
structure. Tac enhanced the interactions of FKBP12 with 14-3-3 and Synp and suppressed the decrease 
of FKBP12. Tac treatment suppressed the decrease of process formation in podocyte injury by 
restoring FKBP12 at actin cytoskeleton. These observations suggested that FKBP12 at actin 
cytoskeleton participates in the maintenance of process, and Tac treatment ameliorates podocyte 
injury by restoring FKBP12 at actin cytoskeleton.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： ネフローゼ症候群　FKBP12　糸球体上皮細胞　タクロリムス　カルシニューリン阻害剤　アクチン細胞
骨格

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫抑制剤として広く使われるタクロリムス(Tac)はネフローゼ症候群でT細胞非依存的に蛋白尿抑制効果を示す
事が報告されているが、詳細な薬効機序は明らかでなかった。FKBP12はTacの結合蛋白質として同定された。
FKBP12はTacに非依存的に生理的な細胞内シグナル調節因子としての機能も持つが、FKBP12の腎臓における発現
と機能、TacのFKBP12の機能に与える影響は不明だった。本研究で、FKBP12のポドサイトにおける発現と局在、
相互作用分子を同定し、アクチン細胞骨格の維持における機能を解明した。また、TacのFKBP12の機能維持を介
した蛋白尿抑制効果の新規薬効機序を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 腎臓の濾過単位である糸球体の毛細血管壁は、血漿蛋白質の尿中漏出を防ぐ障壁として機能
している。この糸球体血管壁は内皮細胞、糸球体基底膜(GBM)、糸球体上皮細胞(ポドサイト)に
よって構成され、ポドサイトは GBM を外側から覆う、複雑に嚙み合った足突起構造によって特徴
づけられる終末分化細胞である。ポドサイトの足突起構造はアクチン線維によって構成され、糸
球体血管壁の構造維持に不可欠な役割を担う。持続的なポドサイトの傷害はアクチン細胞骨格
の再構成、足突起の消失とそれに続く蛋白尿を引き起こす。また、ポドサイトの傷害は、腎不全
の原疾患の大部分を占める糸球体疾患に共通する特徴の一つである。そのため、ポドサイトの保
護は腎不全に伴うネフローゼ症候群の進行を防ぐ為に重要な治療戦略となる。 
 カルシニューリン阻害剤(CNIs)に分類されるタクロリムスとシクロスポリン A は免疫抑制剤
として広く使われている。CNIs は、T 細胞でカルシニューリンの基質である NFAT の活性化を抑
制する事で炎症性サイトカイン分泌を減少させ、免疫抑制効果を示す。CNIs はネフローゼ症候
群で T 細胞非依存的に蛋白尿抑制効果を示す事が報告されているが、その詳細な薬効機序は明
らかにされていなかった。タクロリムスとシクロスポリン A はそれぞれ FKBP12 と
cyclophilinA(CyPA)に結合して薬理活性を獲得するため、これらの薬剤の効果は FKBP12 と CyPA
の機能に関連すると考えられる。FKBP12 と CyPA はペプチジルプロリルイソメラーゼ活性を持
ち、タクロリムスとシクロスポリン A に非依存的に細胞内シグナル調節因子としても機能する
事が知られている。しかし、腎臓における FKBP12 の発現と局在、生理的機能は不明で、FKBP12
がタクロリムスのポドサイト保護効果にどのように関与するかは明らかにされていなかった。 

 

２．研究の目的 

 慢性腎臓病の多くの糸球体疾患の起点となるポドサイト傷害における FKBP12 の機能の役割を
解明し、FKBP12 の機能に対するタクロリムスの効果を明らかにする事を目的とした。具体的に
は、腎臓における FKBP12 と CyPA の発現と局在を明らかにする事、ポドサイトにおける FKBP12
の局在と機能を明らかにする事、実験的ネフローゼ症候群モデルの糸球体における FKBP12 の発
現変化を明らかにする事、実験的ネフローゼ症候群モデルの FKBP12 発現に対するタクロリムス
治療の影響を明らかにする事、ポドサイトにおける FKBP12 の局在と機能に対するタクロリムス
の効果を明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)各臓器と腎臓内における FKBP12 と CyPA の発現分布の解析：各臓器と腎臓内における発現分
布を明らかにする為に、正常ラットの各臓器と腎臓、腎皮質、腎髄質、単離糸球体における mRNA
発現の解析を行った。 
(2)FKBP12 の特異的抗体の作製：FKBP12 の糸球体内での蛋白質レベルでの発現と局在を明らか
にする為に、FKBP12 の特異的抗体の作製を行った。 
(3)糸球体における FKBP12と CyPA の局在の解析：糸球体における局在を明らかにする為に、正
常ラットの糸球体で各細胞(内皮細胞、メサンギウム細胞、ポドサイト)のマーカー分子との二重
染色を行った。また、ポドサイト内における局在を明らかにする為に、頂部マーカー
(podocalyxin)、基底部マーカー(integrinα3)、スリット膜マーカー(nephrin)、足突起マーカ
ー(synaptopodin)との二重染色を行った。更に、ヒト培養ポドサイトで、段階的に可溶化した
lysate を用いたウエスタンブロット(WB)によって細胞内分布を解析し、F-actin との二重染色
によってポドサイトにおける詳細な局在の解析を行った。 
(4)FKBP12とアクチン関連蛋白質との相互作用の同定：培養ポドサイトの lysateを用いた actin 
binding assay によって F-actin との相互作用の検討を行った。また、正常ラットの糸球体で
FKBP12 とアクチン関連蛋白質の 14-3-3β、synaptopodin の二重染色を行い、これらの分子の局
在を検討した。培養ポドサイトと HEK 細胞への発現系で、14-3-3、synaptopodin との相互作用
を免疫沈降法(IP)によって解析した。FKBP12と synaptopodinの HEK細胞での過剰発現と、FKBP12
と synaptopodin を発現させた HEK 細胞での内因性 14-3-3 のノックダウンによって、FKBP12 と
14-3-3、synaptopodin の詳細な分子間相互作用の解析を行った。 
(5)培養ポドサイトにおける FKBP12 の機能の解析：培養ポドサイトで温度変化によって分化を
誘導し、未分化型と分化型での FKBP12 と CyPA の mRNA 発現を解析した。培養ポドサイトで siRNA
によるノックダウン(KD)を行い、細胞形態とアクチン細胞骨格への影響を解析した。更に、培養
ポドサイトで相互作用分子に対する FKBP12 KD の影響の解析を行った。 
(6)ポドサイト傷害モデルにおける FKBP12 と CyPA の発現解析：スリット膜特異的傷害モデル
(抗ネフリン抗体誘導腎症)、微小変化型ネフローゼ症候群(MCNS)モデル、巣状糸球体硬化症
(FSGS)モデルの糸球体における発現変化の解析を行った。更に、アドリアマイシン(ADR)添加に
よって傷害を誘導した培養ポドサイトにおける発現変化の解析を行った。 
(7)ポドサイト傷害モデルにおけるタクロリムス治療の FKBP12 の発現と機能への影響の解析：
巣状糸球体硬化症(FSGS)モデルの糸球体の FKBP12 発現とポドサイト傷害に対するタクロリムス
治療の影響の解析を行った。また、ADR を添加した培養ポドサイトの FKBP12 発現、細胞形態、
アクチン細胞骨格の構造に対するタクロリムス添加の影響の解析を行った。正常な培養ポドサ



イトに対するタクロリムス添加の FKBP12 の発現と局在、細胞形態とアクチン細胞骨格への影響
を解析した。HEK 細胞への発現系で、タクロリムス添加の FKBP12 と 14-3-3、synaptopodin の相
互作用とリン酸化状態への影響の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 各臓器と腎臓内における FKBP12 と CyPA の発現分布の解析。 
 大脳を含む各臓器で FKBP12 と CyPA の mRNA 発現が
確認された。CyPA mRNA は糸球体、皮質、髄質で同等
に発現し、腎臓全体に広く発現する事を示した。これ
に対し、腎臓全体における FKBP12 発現は CyPA に比べ
て低いが、腎臓内で FKBP12 mRNA は皮質、髄質に比べ
て糸球体に豊富に発現する事を明らかにした(図 1)。 
(2) FKBP12 の特異的抗体の作製。 

 FKBP12 特異的なペプチドでウサギを免疫し、FKBP12

の特異的抗体を作製した。作製した抗体がラットの糸

球体の免疫染色(IF) 、WBで FKBP12 を特異的に検出す

る事を確認した。また、HEK 細胞に発現させたヒトの

FKBP12 を WB で特異的に検出する事を確認した。 

(3) 糸球体における FKBP12 と CyPA の局在の解析。 

 糸球体でCyPAはポドサイトとメサンギウム細

胞の一部に発現するのに対し、FKBP12 はポドサ

イトに限局して発現する事を明らかにした。ポ

ドサイトで CyPA は頂部(podocalyxin)、基底部

(integrinα3)、スリット膜(nephrin)、足突起

(synaptopodin)マーカーと一部で共局在を示

し、細胞全体に広く発現する事を示した。これに

対し、FKBP12 は足突起マーカーと大部分で共局

在を示し、主に足突起に局在する事を明らかに

した。培養ポドサイトにおける細胞内分布の解

析では、CyPA は細胞辺縁(F1)と細胞質(F2)分画

に同等に発現するのに対して、FKBP12 は F1 に比

べて F2 分画に多く発現し、アクチン関連蛋白質

の14-3-3と類似した細胞内分布を示す事を明ら

かにした。更に、培養ポドサイトにおける F-

actin との二重染色によって、FKBP12 は細胞質

から細胞突起に向かいアクチン細胞骨格近傍に

発現する事を明らかにした(図 2)。 

(4) FKBP12 とアクチン関連蛋白質の相互作用の同定。 

 培養ポドサイトの lysate を用いた

actin binding assay によって FKBP12

は 14-3-3と同様に F-actinと相互作用

する事を示した。糸球体の IF で FKBP12

がアクチン細胞骨格の維持において機

能する 14-3-3β、synaptopodin と共局

在する事を明らかにした。また、培養ポ

ドサイトと HEK 細胞への発現系を用い

た IP によって、FKBP12 が 14-3-3、

synaptopodin と相互作用する事を明ら

かにした (図 3)。更に、 FKBP12 と

synaptopodin を導入した HEK 細胞で、

内因性 14-3-3βをノックダウンして

も、FKBP12 と synaptopodin の相互作用

が維持されている事を示し、FKBP12 と

synaptopodinの相互作用が14-3-3に非

依存的である事を明らかにした。また、

HEK細胞の発現系で FKBP12と 14-3-3の

相互作用が synaptopodinの過剰発現に

よって変化せず、同様に synaptopodin と 14-3-3 の相互作用も FKBP12 の過剰発現によって変化

しない事を示し、FKBP12と synaptopodin が非競合的に 14-3-3βに結合する事を明らかにした。 



(5) 培養ポドサイトにおける FKBP12 の機能の解析。 

 未分化型に比べて分化型の培養ポドサイトで FKBP12 の発現は

増加するが、CyPA の発現に変化は見られない事を示した。siRNA

によって FKBP12 をノックダウンした培養ポドサイトでは、F-

actin の染色性と細胞突起形成が低下する事を明らかにした(図

4)。更に、FKBP12 をノックダウンした培養ポドサイトでは、FKBP12

と結合している脱リン酸化状態の 14-3-3βの発現が低下する事

を明らかにした。 

(6) ポドサイト傷害モデルにおける FKBP12 と CyPA の発現解析。 

 まず、スリット膜特異的傷害モデルの糸球体で FKBP12 発現は

病態誘導初期に低下するが、病態ピーク時には回復する事を示し

た。次に、MCNS と FSGS モデルの糸球体では FKBP12発現は病態ピ

ーク時に低下する事を明らかにした。これに対し、CyPA 発現は

FSGS モデルの糸球体でも病態ピーク時に変化しない事を示した。

また、ADR 添加によって傷害を誘導し

た培養ポドサイトで nephrin mRNA 発

現、F-actin の染色性、細胞突起形成

が低下する事を示し、この傷害された

培養ポドサイトで CyPA 発現は変化し

ないが、FKBP12 発現は低下する事を

明らかにした(図 5)。 

(7) ポドサイト傷害モデルにおける

FKBP12 の発現と機能に対するタクロ

リムスの影響の解析。 

 FSGS モデルの糸球体における

FKBP12 発現の低下はタクロリムス投

与によって軽減され、 nephrin、

podocin発現の低下も軽減される事を

明らかにした。また、ADR 添加によっ

て傷害を誘導した培養ポドサイトの

FKBP12 発現の低下はタクロリムス添

加によって軽減され、細胞突起の F-

actin の FKBP12 発現が保持される事

を IF で明らかにした。タクロリムス

添加によって傷害されたポドサイトの nephrin mRNA 発現は軽減され、F-actinの染色性、細胞

突起形成の低下が回復する事を示した(図 6)。 



 

更に、正常な培養ポドサ

イトへのタクロリムス添加

は FKBP12 と 14-3-3βを F2

分画から F1 分画に移行さ

せ、細胞突起の F-actin 近傍

の FKBP12発現を増加させる

事を明らかにした。タクロ

リムスを添加した正常な培

養ポドサイトでは F-actin

の染色性に変化は見られな

いが、細胞突起を形成する

細胞数が増加する事を示し

た。FKBP12 と synaptopodin

を導入した HEK 細胞へのタ

ク ロ リ ム ス 添 加 は 、

synaptopodin と内因性 14-

3-3 のリン酸化状態を変化

させず、FKBP12 と 14-3-3、

synaptopodin の相互作用を

増強する事を明らかにした

(図 7)。 

 

 以上の結果から、FKBP12が腎臓で

糸球体に豊富に発現し、ポドサイト

に限局して発現する事を示した。ま

た、ポドサイトで FKBP12 はアクチン

細胞骨格近傍に発現し、アクチン関

連蛋白質の 14-3-3、synaptopodin と

相互作用してアクチン線維と細胞

突起形成の維持に機能する事を明

らかにした。傷害されたポドサイト

で FKBP12の発現は低下し、それに続

く 14-3-3発現の低下、アクチン関連

蛋白質の相互作用の崩壊がアクチ

ン線維の再構成を引き起こす事を

明らかにした。また、タクロリムス

はリン酸化非依存的に FKBP12と 14-

3-3、synaptopodin の相互作用を増

強し、細胞突起のアクチン細胞骨格

の FKBP12 を保持する事でポドサイ

ト傷害を軽減する事を明らかにし

た(図 8)。本研究で、タクロリムス

の結合分子である FKBP12 のポドサ

イトおける局在と相互作用分子を

同定し、FKBP12 のアクチン細胞骨格

の維持における機能を解明した。ま

た、タクロリムスの FKBP12の機能維

持を介した蛋白尿抑制効果の新た

な薬効機序を示した。 

 

以上の研究成果は米国実験生物学会連合誌 The journal of the Federation of American 

Society for Experimental Biology(The FASEB journal)誌(Impact factor 5.19)に掲載された。 
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