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研究成果の概要（和文）：足細胞におけるミオシンIIA重鎖（NMMHCIIA）の局在をin vivoおよび培養足細胞にお
いて解析し、NMMHCIIAが突起形成に伴い細胞膜周囲のアクチン線維から突起に沿って束状化したビメンチン線維
上に再分布すること、さらに両者の結合にプレクチンが介在することを明らかにした。Epstein症候群の原因と
なるR702C変異NMMHCIIAでは、ビメンチンとの結合能が低下し、突起形成が抑制された。以上の結果から、
NMMHCIIAは足細胞において足細胞の突起形成とその維持に重要な役割を演じており、R702変異により中間径線維
の結合能が低下することで足細胞の形態変化が起こる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The localization of myosin IIA heavy chain (NMMHCIIA) in cultured podocyte 
was analyzed. Cell process formation was induced in cultured podocytes by the treatment with 
cytochalasin-D. We found that NMMHCIIA was translocated to the bundle of vimentin filaments along 
the newly formed protrusions from the actin filaments beneath the cell membrane in the resting cell.
 Plectin was colocalized with the binding site between NMMHCIIA and vimentin. R702C mutation of 
NMMHCIIA, which causes Epstein syndrome, showed the decreased binding ability with vimentin and 
suppressed protrusion formation. The segregation between NMMHCIIA and　vimentin was observed in both
 Epstein kidney and R702C knock-in mouse kidney. Our results indicate that NMMHCIIA binds to the 
intermediate filaments in the podocyte and play an important role in maintaining the unique cell 
structure of this cell. R702C mutation induces the change of binding ability with vimentin and 
results in the morphological change of the podocyte.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 腎臓学　足細胞　糸球体濾過　形態形成　細胞骨格　ミオシン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ネフロンはひとつながりの細胞集団であ

るにも関わらず、機能および形態が大きく異

なるセグメントを形成する。この機能形態の

発現がどのように調節されているかは不明

である。特に細胞接着に着目すると、尿細管

とボウマン嚢上皮細胞はタイト結合を形成

して、細胞が接着しているが、それに続く足

細胞は細胞間が開き、スリット膜という特殊

な構造によって細胞の間を結んでいる。代表

者はネフリンの発見以前に、スリット膜が細

胞間接着構造であるタイト結合から派生す

ることをタイト結合蛋白 ZO-1 の詳細な解析

結果を中心として世界に先駆けて報告して

以来（Kurihara et al. PNAS 1992; Kurihara 

et al.Am J Pathol 1992)、 スリット膜構成

要素分子の解析を行っており、多くの機能分

子を見いだしてきた。近年、細胞の極性を決

定する重要な分子群である aPKC のポドサイ

ト特異的ノックアウトマウスを用いた解析

から aPKC がスリット膜構成分子であるネフ

リンの細胞膜への移行に重要であること

（Satoh et al. J Biochem, 2014）、さらに、

足細胞の分化に伴い、タイト結合からスリッ

ト膜へ移行する過程でモーター蛋白である

ミオシン 1e が重要な役割を演じていること

を報告している（Bi et al. Am J Physiol 

Renal Physiol, 2013）。また、代表者らが

これまでに解析してきたスリット膜の機能

を担う分子群や腎炎の発症に伴う足細胞の

形態変化に関わる分子群のいくつか（ミオシ

ン IIA、ミオシン１eなど）はヒトの遺伝子

変異によりネフローゼを発症することが明

らかになったものであるが、その多くは足細

胞の構造維持に重要な役割を持つ。足細胞の

ユニークな形態を維持するしくみは明らか

ではないが、正常な足細胞では細胞骨格の棲

み分けが明瞭であることが特徴である。すな

わち、細胞体と一次突起には中間径線維と微

小管が分布しているが、足突起は先の２種類

の細胞骨格を欠いており、アクチン線維がそ

の骨格となる（Ichimura et al. J Histochem 

Cytochem, 2003）。一方、外部環境ストレス

によって腎炎を発症すると、足突起のアクチ

ン線維が消失すると共に細胞骨格の分布が

乱れて、細胞全体の形態も大きく変化する

（Kobayashi et al. Nephron Exp Nephrol, 

2009）。そのために、濾過装置であるスリッ

ト膜の正常な機能が失われ、生体に重要な血

清蛋白が尿中へと排泄されると考えられる。

こうした研究を通して、申請者は足細胞細胞

骨格の棲み分けを安定的に維持するしくみ

が足細胞の機能維持に重要ではないかと考

えるに至った。 

 
２．研究の目的 
近年、代表者らの研究により、細胞骨格の再

構成、特に一次突起形成に沿った中間径線維

の束状化には Epsetein 症候群の原因遺伝子

であるミオシン IIA 重鎖が深く関わってい

ることを腎炎モデルおよび in vivo の細胞骨

格系分子の発現を安定的に維持している自

家製の足細胞培養細胞系を用いて見いだし

た。このミオシン IIA 重鎖が細胞骨格の棲み

分けに重要な役割を演じている可能性があ

る。本研究においては１）ミオシン IIA 重

鎖と中間径線維の結合に関わる分子群を同

定し、２）それらの分子の機能を in vitro

培養細胞系で詳細に検討し、３）病態モデル

での発現と局在の変化を調べることで足細

胞の形態変化への関与を明確にし、それらの

制御機構を明らかにすることで、足細胞をタ

ーゲットとした新たな腎炎治療薬の開発の

シーズとすることを目的としている。 

 
３．研究の方法 

（足細胞の突起形成についての解析） 

（In vivo における解析） 

ラットおよびヒト腎臓におけるミオシン 

IIA 重鎖の局在を蛍光抗体法と免疫電顕法に

より解析する。ミオシン IIA 重鎖との関わり



が予想されるアクチンおよびアクチン関連

タンパクさらに中間径線維関連タンパクと

の共局在について組織レベルでの解析を行

う。共局在が予想された分子について、足細

胞の分化（突起形成）に伴う発現変化を調べ

るために、未熟な糸球体が存在する新生仔ラ

ット腎を用いて解析する。 

（In vitro における解析） 

足細胞の突起形成に関わる分子群の同定と

その作用機序を解析する目的で、代表者が樹

立したラット培養足細胞株の中で、安定して

突起形成を示す POD7 を選出し、今実験に用

いることにする。POD７は in vivo 足細胞に

発現する多くの細胞骨格タンパクを安定し

て発現しており、cytochalasin-D で処理する

ことにより、数分で突起形成を誘導すること

ができる。この培養株を用いることで突起形

成とそれに関わる分子の機能を詳細に検討

することが可能である。また、本細胞株を用

いて、ミオシン IIA 重鎖と相互作用する分子

についても免疫沈降法により解析する。 

（足細胞の突起形成におけるミオシンIIA重

鎖の変異の影響についての解析） 

ミオシン IIA 重鎖の点突然変異が腎症の

発症と強い関連性を持つことが分かってき

た。そこで、R702C 変異を有するヒト腎およ

びR702Cトランスジェニックマウス腎におけ

るミオシン IIA 重鎖とそれに関連する分子

の局在変化を免疫組織化学により解析する。

また、足細胞特異的な変化を解析する目的

で、培養足細胞に R702C 変異ミオシン IIA 重

鎖遺伝子を発現させた培養株の樹立および

足細胞特異的R702C変異ミオシン IIA重鎖ノ

ックインマウスの樹立を目指すこととする。 

（中間径線維蛋白と細胞間接着装置の関係

についての解析） 

幹細胞マーカーとして知られている中間

径線維蛋白ネスチンは、成熟した足細胞に安

定して発現している。ネスチンのノックダウ

ンによりモザイク状にネスチンの発現が認

められる状態で、ネスチン陽性細胞と陰性細

胞が隣り合わせになると、両者の細胞接着が

低下し、ネスチン陽性細胞が遊走する現象が

認められた。この現象に関わる分子群やシグ

ナル伝達系を明らかにするために、１）ネス

チンと細胞間接着装置構成蛋白との結合に

ついて免疫沈降法により解析を行う。２）先

の実験でネスチンと細胞間接着結合が予想

される分子について免疫電顕と STED により

共局在を確認する。３）ネスチンノックダウ

ンによりネスチン陽性細胞と陰性細胞の間

で細胞間接着構造が変化する過程をタイム

ラプス（当研究室に設置）で観察するととも

に細胞間接着構造およびネスチンの局在変

化をコンフォーカルレーザー顕微鏡で解析

を行う。４）細胞間接着構造は培養液中のカ

ルシウムを除去することで乖離し、また、カ

ルシウムを加えることで再形成する（カルシ

ウムスイッチ）。この手法を用いて、ネスチ

ンと細胞間接着構造蛋白との関わりを免疫

組織化学と生化学的に解析する。 

 
４．研究成果 

腎糸球体足細胞は細胞間に特殊な濾過装

置であるスリット膜を形成し、終生休むこと

なく濾過を行っており、この細胞の障害は不

可逆的な腎機能障害を引き起こし、腎不全と

なる。足細胞は大きな細胞体とそこから延び

る一次突起、さらには二次突起である足突起

を形成して腎糸球体の毛細血管に張り付い

ている。これまでの研究から、この特殊な構

造の維持が足細胞の機能に重要であること



が分かってきた。我々は、足細胞の構造維持

に関わる重要な分子としてミオシンIIA重鎖

に着目して研究を進めている。ミオシン IIA

重鎖は進行性腎炎、巨大血小板症および難聴

を主訴とするEpstein症候群の原因遺伝子で

あり、特にミオシン重鎖の R702C 変異は糸球

体硬化症を発症する頻度が高い。しかしなが

ら、ミオシン IIA 重鎖の変異と腎症発症の機

序は不明である。そこで、我々はラット腎症

モデルと独自に作製したラット足細胞培養

株を用いてミオシンIIA重鎖の足細胞におけ

る役割を検討した結果、正常足細胞ではミオ

シンIIA重鎖がアクチンではなく中間径フィ

ラメントの一つであるビメンチンと結合し

ていることを見いだした。ミオシン IIA 重鎖

の機能阻害やsiRNAによる発現低下によって

突起形成が低下したことから、ミオシン IIA 

重鎖が中間径フィラメントに結合して突起

形成に関わることが強く示唆された。さらに、

足細胞に発現する中間径フィラメント結合

蛋白とミオシンIIA重鎖の関係を調べたとこ

ろ、プレクチンがミオシン IIA とビメンチン

の結合部位に局在しており、プレクチン

siRNA 処理により、ミオシン IIA 重鎖とビメ

ンチンの結合が抑制されることが判明した。

これらのことから、ミオシン IIA 重鎖はプレ

クチンを介して、ビメンチンと結合している

ことが分かった。 

ラット培養足細胞にR702C変異ミオシン重

鎖を発現した細胞を作製し、ビメンチンとの

結合の変化を調べたところ、変異ミオシンで

はビメンチンとの結合が低下していること

が分かった。そこで、R702C 変異が腎糸球体

に及ぼす影響を調べるために、国立医薬品食

品衛生研究所との共同研究により、

4-hydroxytamoxifen (4-OHT) 腹 腔 内 投 与

（0.5mg/匹、３日連続投与）で足細胞特異的

に R702C 変異ミオシン IIA 重鎖 (Myh9)の発

現誘導可能なノックインマウスの作製に成

功した。変異ミオシン発現マウスは 4-OHT 投

与後 6週間後から蛋白尿が検出された。投与

後6週間後における糸球体の構造変化を調べ

たところ、足細胞の足突起の消失と細胞底部

におけるアクチン線維の集合が認められた。

また、足細胞の尿腔に面した apical 側で、

bleb 形成が顕著であった。底部のアクチン集

合体にはミオシン重鎖に加えて足突起のア

クチン線維に結合するシナプトポディン及

び alpha-actinin 4 が含まれていることが免

疫電顕で明らかとなった。これまでの研究に

より、ミオシン IIA 重鎖は正常足細胞ではビ

メンチン中間フィラメントに結合している

が、変異ミオシンではその結合が弱くなるこ

とが分かっており、中間径フィラメントから

外れたミオシンがどこに結合しているかを

調べた。変異ミオシン重鎖を発現したマウス

の足細胞におけるミオシン IIA 重鎖の局在

を調べたところ、底部に集合したアクチン線

維に加えて、細胞内のリソゾーム内に局在が

確認された。また、ミトコンドリアへの結合

が顕著であった。さらに、Mitophagy が 4-OHT

誘導 1週間目から足細胞に観察されたことか

ら、ミオシン IIA 重鎖が結合したミトコン

ドリアがライソゾームにより処理される可

能性が示唆された。以上の結果から、変異ミ

オシン重鎖はミトコンドリアに結合して機

能障害を誘発し、障害したミトコンドリアは

オートファジーにより処理される可能性が

ある。ミトコンドリアの障害とアクチン線維

の再編成による足突起消失および apical 膜

での bleb 形成との関係について、さらに研

究を進めている。 

R702C点突然変異Myh9のノックインマウス

においてタモキシフェン誘導後に認められ

る形態学的変化の解析から、足細胞底部に出

現する細線維束に焦点を当てて解析を進め

てきた。その結果、足細胞の足突起消失とと

もに出現する細線維束には非筋ミオシン重

鎖 と ア ク チ ン が 存 在 し 、 さ ら に

alpha-actinin4 の局在も明らかとなった。こ



れらの3者はサルコメアと同様の分布を示す

ことも分かった。このような変化は糸球体障

害モデル動物で足突起の消失に伴う扁平化

の際に認められる構造として報告されてい

るものと類似している。このことから、異常

ミオシンの発現に伴う形態学的変化の際に、

アクチンと非筋ミオシンの相互作用が起こ

っていることが強く示唆された。さらに、異

常非筋ミオシンはATPase活性を失っており、

サルコメア様の構造を示すものの収縮力は

失っている可能性がある。これらのことから

異常ミオシンはアクチンや alpha-actinin4

とともに effacement として知られている足

突起の消失と足細胞の扁平化に関与してお

り、正常ミオシンとは異なる収縮力の低下に

よる足細胞の接着力の低下が足細胞剥離の

原因となっている可能性を示唆している。同

様な所見をEpstein症候群の患者腎試料にお

いても観察したことから、ノックインマウス

がヒトの病態を解析する上で、有用であるこ

とが判明した。現在、論文として発表すべく

投稿準備中である。 

 

（関連研究の成果） 

中間経線維タンパクネスチンと細胞接着

の関係を調べる過程で、微小管モータータン

パクであるKIF11がネフロンのタイト結合に

高発現していることを見いだし、タイト結合

形成にKIF11が重要な役割を演じていること

を明らかにし、米国細胞生物学会で報告した。

現在、論文作成中である。また、新たに作製

したモノクローナルのうち、足細胞を特異的

に認識する D24 クローンの抗原を解析し、中

間径フィラメント結合蛋白であるβ－

synemin 分子（150kd）を候補分子として同定

した。この成果を日本解剖学会総会で報告し

た。 
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