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研究成果の概要（和文）：我々は、糸球体上皮細胞障害モデルであるラット puromycin 

aminonucleoside 腎症において、活性型 vitamin D およびその誘導体である 22-oxacalcitriol

が、糸球体上皮細胞保護効果を有する事を明らかにし、論文発表した。糸球体上皮細胞障害は、

慢性腎臓病進行の重大なリスクファクターであるため、我々の研究結果は、慢性腎臓病進行抑

制の新たな治療法を開発する上で有意義である。 
 
研究成果の概要（英文）：We have proved that active vitamin D and its analogue 
22-oxacalcitriol protect podocytes from injury in puromycin aminonucleoside induced 
nephrosis rats. Because podocyte injuries and resultant proteinuria are major risk 
factors in chronic kidney disease (CKD), our finding provides new therapeutic strategy 
for the prevention of CKD. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 慢性腎臓病(CKD)患者では、病変の進行
早期から血清活性型 vitamin D 濃度が低下す
ることがよく知られている。しかし現在の臨
床において vitamin D 投与は、二次性副甲状
腺機能亢進症に対して行われており、活性型
vitamin D 不足が、その活性化に重要な臓器

である腎臓自体に与える影響については明
らかではなかった。 
  
(2) 糸球体上皮細胞およびその細胞間接着
機構であるスリット膜の障害は、慢性腎臓病
進行の重要なリスクファクターである蛋白
尿の原因となる。我々は転写制御因子 snail
がスリット膜構成蛋白 nephrinの発現を抑制



し尿蛋白を増加させることを、本研究開始時
点で既に明らかにしていた。また snail は大
腸癌において vitamin D 受容体(VDR)発現を
抑制する事が当時報告されており、VDR が糸
球体上皮細胞に発現しているならば、snail
による VDR 発現抑制および血清 1,25(OH)2D3

濃度低下の両者により、CKD 患者では糸球体
上皮細胞における vitamin D シグナル伝達系
が障害されている可能性が高いと考えられ
た。 
 
(3) VDR ノックアウトマウスで腎におけるレ
ニン発現が上昇することなどから、活性型
vitamin D はレニン発現を抑制することが知
られていた。Vitamin D が腎保護作用を有す
る事を示す報告は過去にもあったが、いずれ
も全身および腎でのレニン・アンギオテンシ
ン-アルドステロン系(RAS)が亢進したモデ
ルでの検討であり、vitamin D の腎保護作用
が RAS 抑制によるものなのか、RAS 抑制非依
存性の機序が存在するのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
活性型 vitamin D およびその analogue であ
る 22-oxacalcitriol が、糸球体上皮細胞保
護作用を有するか否かを明らかにする。糸球
体上皮細胞特異的 VDRノックアウトマウスを
作成し、RAS 非依存性の vitamin D による腎
保護作用を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 糸球体上皮細胞障害モデルとしてラッ
ト puromycin aminonucleoside (PAN)腎症を
作成した。本モデルラットに 1,25(OH)2D3お
よびその analogue である 22-oxacalcitriol
を投与して、その糸球体上皮細胞保護効果を、
尿蛋白や糸球体上皮細胞マーカーの発現な
どを検討して明らかにした。 
 
(2) VDR flox マウスと Nephrin Cre マウスを
掛け合わせ、糸球体上皮細胞特異的 VDR ノッ
クアウトマウスを作成した。全身の VDR ノッ
クアウトマウスも用いて、STZ による糖尿病
誘発、および 5/6 腎臓摘出モデルを作成し、
VDR 欠損による腎病変の変化、糸球体上皮細
胞マーカーなどの変化を検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ラット PAN 腎症発症に vitamin D 活性化
障害が関与する。 
 
ラット PAN 腎症は、糸球体上皮細胞障害モデ
ルとしてよく用いられているが、本モデルは
puromycin aminonucleoside (PAN)を投与後 3

日間は明らかな尿蛋白を生じず、4 日目より
大量の尿蛋白を生じるという特徴的な経過
をたどる（下図）。 
 

PAN 投与後 3 日間尿蛋白を生じないという経
過は、PAN が直接糸球体上皮細胞を障害して
いるのではなく、PAN によって生じた障害が
二次的に糸球体上皮細胞に影響を及ぼして、
ネフローゼを発症している可能性を示唆し
ていた。我々は本モデルにおける血清
25(OH)vitamin D および 1,25(OH)2vitamin D
濃度を測定した（下図）。 

血清 25(OH)vitamin D は尿蛋白が生じた後で
減少していたが、活性型 vitamin D である
1,25(OH)2vitamin D 濃度は尿蛋白が生じる前
に減少していた。このことから糸球体上皮細
胞障害に先行して vitamin D 活性化障害が生
じることが示された。 
 
(2) 腎における vitamin D 活性化障害が尿蛋
白に先行する。 
 
結果(1)を踏まえ、我々はその機序を検討し
た。Vitamin D は肝臓で CYP2R1 により 25 位
が水酸化され、肝臓で産生される vitamin D 
binding protein (DBP)と結合して血中を運
ばれる。我々は肝臓における CYP2R1 および
DBP の発現を real time PCR で検討したが、
PAN 腎症
の経過中
に有意な
変化は認
めなかっ
た（右図）。 
 



しかし、尿蛋白の出
現に伴い DBP は血中
から尿に喪失してお
り （ 右 図 ）、 血 清
25(OH)Dの 99%以上が
DBP に結合している
ことから、PAN 腎症
day 7 における血清
25(OH)D 濃度低下は
DBP の尿への喪失に伴うものであると考えら
れた。また 25(OH)D は腎近位尿細管において
CYP27B1 により活性化されるが、尿蛋白出現
前の day 3 において腎 CYP27B1 の発現量が有
意に低下していることを見出した。また
vitamin D 不活性化酵素である CYP24 は逆に
PAN 腎症 day 3 において発現上昇しており、
CYP27B1 の低下と合わせて、vitamin D の活
性化障害に関与していることを明らかにし
た（下図）。 

図 A, C, E, G は正常ラット腎、図 B, D, F, H
は PAN 腎症 day 7 の腎臓である。各図では糸
球体上皮細胞の核を WT-1(赤)で二重染色し
た。A, B は VDR の発現部位を緑で示している
が、糸球体上皮細胞核が黄色に染色されてお
り、糸球体上皮細胞に VDR が発現しているこ
とが確認された。また co-receptor RXR に関
しては RXR-β(図 E, F)および RXR-γ(図 G, 
H)が糸球体上皮細胞に発現していたが、RXR-
α（図 C, D）は糸球体上皮細胞に発現を認め
なかった。以上のことから、vitamin D が糸
球体上皮細胞に直接的に作用しうることが
確認された。 
 
(4) 活性型 vitamin D の投与は PAN 腎症ラッ
トのネフローゼを改善させる。 
 
PAN 腎症ラットに高容量あるいは低容量の
1,25(OH)2vitamin D あ る い は 22 
-oxacalcitriol を投与し、その治療効果を検
討した。実験方法は下図に示すとおりである。 

その結果、両活性型 vitamin D の高容量群に
おいて尿蛋白減少をはじめとしたネフロー
ゼの改善が認められた（下図）。 

 
(3)糸球体上皮細胞に VDR が発現する。 

 
 
Vitamin D が糸球体上皮細胞に直接作用し得
るか否かを明らかにするため、免疫組織染色
にて VDR およびその co-receptor である
retinoid X receptor (RXR)の発現を検討し
た(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 (5) 活性型 vitamin D 投与は糸球体上皮細胞

の機能を維持する。  
  
 活性型 vitamin D の投与によりネフローゼの

改善が認められたため、糸球体上皮細胞の変
化についてさらに検討を進めた。 

 
 
  
 



糸球体上皮細胞の細胞間接着機構であるス
リット膜は、原尿濾過に重要な役割を担って
おり、その構成蛋白である nephrin は様々な
糸球体疾患で発現が減少することが知られ
ている。下図は nephrin の免疫組織染色で a
が正常ラット、b が PAN 腎症ラット、c およ
び d が PAN 腎症に低容量あるいは高容量の
22-oxacalcitriol を投与したラット、eおよ
び f が PAN 腎症に低容量あるいは高容量の
1,25(OH)2vitamin D を投与したラットである。 
 
 PAN腎症により発現が低下したnephrinはそ
れぞれ高容量の活性型 vitamin D により、そ
の発現の回復が認められた。また同様の結果
は糸球体蛋白を用いた western blot でも確
認された（下図）。 

 
 
(6) 糸球体上皮細胞特異的 VDRノックアウト
マウスの作出。 
 
VDR flox マウスおよび nephrin Cre マウスを
掛け合わせ、糸球体上皮細胞特異的 VDR ノッ
クアウトマウスを作成した。糸球体上皮細胞
特異的 VDR ノックアウトマウスに STZ による
糖尿病誘発あるいは 5/6腎臓摘出による腎障
害モデルを作成したが、WTとの間に有意な変
化を認めなかった。今回使用したノックアウ
トマウスのバックグラウンドは C57BL/6であ
り、C57BL/6 は腎病変を生じにくいことが知
られている。DBA/2 では比較的 STZ による腎
病変が生じやすいとされており、現在バック
クロスによりノックアウトマウスの遺伝背
景を変更しているところである。DBA/2 バッ
クグラウンドの糸球体上皮細胞特異的 VDRノ
ックアウトマウス作成後は STZによる糖尿病
を誘発し、さらなる検討を行う予定である。 

 
 
また nephrin以外の糸球体上皮細胞マーカー
についても、免疫組織染色にて確認した。下
図 A はスリット膜関連蛋白である podocin、
下図 Bは糸球体上皮細胞障害マーカーである
desmin の免疫組織染色である。Podocin は
nephrin と同様の染色パターンを示し、PAN
腎症にて発現低下し、活性型 vitamin D にて
発現が回復した。一方、desmin は nephrin、
podocin と全く逆の染色パターンを示し、PAN
腎症で発現上昇、活性型 vitamin D で発現低
下した。いずれも活性型 vitamin D により糸
球体上皮細胞障害が軽減された事を示す結
果となった。 
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