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研究成果の概要（和文）：ポドサイトは腎糸球体の濾過フィルターの役割をする細胞で、濾過フィルターが形成
され、機能するためには、ポドサイトの細胞骨格が制御されることが不可欠である。培養ボドサイトを用いて、
アクチン細胞骨格の制御機構を解析した結果、ダイナミン１が微小管を、ダイナミン２がアクチン細胞骨格を制
御することを見出した。さらに末梢神経変性疾患であるシャルコー・マリー・トゥース病 （CMT）の原因となる
ダイナミン２のCMT変異により、アクチン細胞骨格が異常となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Podocyte is a cell that forms a glomerular filter for protein filtration. 
For the formation and the function of the glomerular filter, the cytoskeleton of podocyte needs to 
be appropriately regulated. However, it is poorly understood how cytoskeletons are regulated in 
podocyte. In this study, we aimed to elucidate regulatory mechanisms involved in the cytoskeletal 
regulation using two types of podocyte cell lines, Mouse Podocyte (MPC), and Human Podocyte (HPC). 
We found that dynamin 1 regulates microtubules, whereas dynamin 2 regulates actin cytoskeleton. 
Furthermore, we found that expression of dynamin 2 mutation found in Charcot Marie Tooth disease, a 
neurodegenerative disease, leads to aberrant actin cytoskeleton.  These results strongly suggest 
that dynamin plays an essential role in the regulation of cytoskeleton in podocyte.

研究分野：細胞生物学
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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 
 腎糸球体ポドサイトは糸球体毛細血管を
覆い、濾過機能を担う細胞である。ポドサイ
トは隣接ポドサイトとの間で足突起嵌合を
形成し、足突起嵌合は膜タンパク、ネフリン
の分子間相互作用により繋がれており、細胞
間隙に構成されるスリット膜が“濾過フィル
ター”として働く。ポドサイトの足突起はア
クチン線維束を主体にした骨格により支持
されており、また、アクチン骨格の異常は足
突起の消失、スリット膜の形成不全による濾
過機能不全を引き起こすことから、アクチン
細胞骨格は足突起形成、接着、足突起嵌合形
成に重要な役割を果たしていると考えられ
るが、その制御機構については不明な部分が
多い。 
 2012 年、Soda らはダイナミン、エンドフ
ィリン、シナプトジャニンなどのエンドサイ
トーシス機能タンパクがポドサイトに発現
し、ノックアウトマウスでは糸球体濾過機能
低下することを発見したが（Soda et al., J 
Clin Invest 2012）、ポドサイトにおけるこ
れらの分子の機能は未解明のままである。 
 本研究代表者は、ダイナミン分子によるア
クチンと細胞膜動態の制御機構を明らかに
してきており（Yamada et al., J Neurosci 
2013; Yamada et al. BBRC 2009; Ohashi et 
al., PLoS One 2011）、ポドサイトにおいて
もダイナミンがアクチン細胞骨格の重要な
制御分子であると考え、その機能解明を目指
す本研究の提案に至った。さらに、末梢神経
変性疾患であるシャルコー・マリー・トゥー
ス病 （CMT）の症例でダイナミンの変異が認
められること（Züchner et al., Nat Genet. 
2005）、CMT の一部の症例では、ポドサイトの
機能不全による巣状糸球体硬化症を併発す
ることに着目し、ダイナミン CMT 変異がポド
サイトのアクチン細胞骨格制御に及ぼす影
響について解析した。 
 
２．研究の目的 
（１）ポドサイト分化培養条件の最適化：未
分化および分化ポドサイトにおける機能分
子の局在や細胞骨格を解析するために、培養
ポドサイトを用い、分化培養条件を最適化す
る。 
（２）ポドサイトにおけるダイナミンの機能
解析：未分化および分化ポドサイトにおける
ダイナミンの発現、局在、機能を明らかにす
る。 
（３）ポドサイトにおけるダイナミン CM 変
異の解析：ポドサイトにおけるダイナミン
CMT 変異の影響、特にダイナミンの生理的に
機能していると考えられる細胞骨格や膜ダ
イナミクスに対する影響について解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）抗体、試薬：一次抗体は、ウサギポリ
クローナル抗ダイナミン１抗体（PA1-660, 
Thermo Scientific）、ウサギモノクローナル

抗ダイナミン１（ab52611, Abcam）、ヤギポ
リクローナル抗ダイナミン２抗体（sc6400, 
Santa Cruz）、マウスモノクローナル抗 ZO-1
抗体（生理学研究所 古瀬教授より供与）、ヤ
ギポリクローナル抗ネフリン抗体（AF3159, 
Novus Biologicals）、マウスモノクローナル
抗シナプトポディン抗体（65194, Progen 
Biotechnik GmbH）、マウスモノクローナル抗
βアクチン抗体（A5441, Sigma Aldrich）、
マウスモノクローナル抗αチューブリン抗
体（T5168, Sigma）、マウスモノクローナル
抗アセチル化チューブリン抗体（T6793, 
Sigma）、マウスモノクローナル抗 EB1 抗体
（610534, BD Transduction Laboratories）、
ウサギポリクローナル抗 V5 抗体（AB3792、
Millipore）、ウサギポリクローナル抗アクチ
ニン 4抗体（0042-05、Immuno Globe）、マウ
スモノクローナル抗パキシリン抗体
（CLSG36825-05、Cedarlane）を使用した。 
 二次抗体は、Rhodamine Red-X 標識ヤギ抗
体ウサギ IgG 抗体（R6394、Life 
technologies）、Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗
マウス IgG 抗体（A11001、Life technologies）
を使用した。 
 アクチン線維はローダミン標識ファロイ
ジン（Invitrogen）、Alexa Fluor 488 標識フ
ァロイジン（A12379、Life technologies）、
核は DAPI（342-07431、同仁化学研究所）に
て染色した。Cytochalasin D（C8273、
Sigma-Aldrich）、Bis-T-23 浅（静岡県立大学 
浅井博士より供与）を使用した。 
（２）ポドサイト細胞株の培養 
マウスポドサイト Mouse podocyte cell （MPC、
ハーバード大学／マサチューセッツ総合病
院 Mundel 博士より供与）、ヒトポドサイト
Human Podocyte cell lines（HPC、ブリスト
ル大学 Saleem 博士より供与）を用いた。10%
ウシ胎児血清（FBS）、ペニシリン-ストレプ
トマイシン（PS）、25 mM HEPES pH7.4 及びイ
ンシュリン-トランスフェリン-セレニウム
サプリメントを希釈添加したRPMI-1640を使
用し、コラーゲンコートしたプラスチック培
養皿で、33℃、5% CO2にて増殖維持培養した。
培養ポドサイトは 10%FBS、PS、インターフェ
ロンγを添加した DMEMを用い、37℃, 5% 
CO2にて培養することにより分化させた。 
（３）トランスフェクション：pIRES2-DsRed2、
pcDNA4 V5/His にクローニングしたラットダ
イナミン 2 cDNA（WT および変異型）を導入
したプラスミドを Lipofectamine LTX試薬 
（15338-100、Lifetechnologies） を使用し
てトランスフェクションした（Tanabe and 
Takei, 2009; Yamada et al., 2016b）。 
（４）蛍光免疫染色および観察：培養ポドサ
イトを 4%パラホルムアルデヒドを用いて固
定後、常法に従い、膜透過処理、ブロッキン
グ、蛍光免疫染色を施し、封入した。スピニ
ングディスク共焦点スキャナユニット
（X-Light Crestoptics）を接続した倒立顕
微鏡により観察した。 



 
４．研究成果 
（１）ポドサイト分化培養条件の最適化：MPC
および HPC の培養において、培養皿のコーテ
ィング、培養細胞数、分化誘導時期など、培
養条件を検討した。その結果、MPC で約８割
の高頻度で細胞が分化し、細胞間結合を形成
する条件を確立した（図１）。分化は分化マ
ーカーであるシナプトポディンの発現、局在
により確認した。分化に伴い、ポドサイトの
偏平化、巨大化、アクチンや微小管など細胞
骨格の再編、ZO１陽性の細胞間結合の形成が

認められた。 
（２）ポドサイトにおけるダイナミンの機能
解析：培養 MPC にダイナミン１およびダイナ
ミン２が発現することをウエスタンブロッ
トにより確認した。そこで、MPC の蛍光免疫
染色により、ダイナミン１およびダイナミン
２の局在を調べた。両アイソフォームともに、
未分化ポドサイトでは点状に局在したが、分
化ポドサイトではダイナミン１は微小管に
局在し、放射状、線維状の染色像として観ら
れた（図２、３）。一方、ダイナミン２は、
分化ポドサイトでは皮質アクチンやストレ
スファイバーなど、アクチン線維と共局在し

た（図２）。分化ポドサイトにおけるダイナ
ミン１の微小管局在、ダイナミン２のアクチ
ン細胞骨格への局在は、それぞれ、微小管脱

重合剤、アクチン脱重合剤により消失した。
また、ダイナミン阻害剤により微小管の安定
性が低下した。これらの結果から、ポドサイ
トにおいてダイナミン１が細胞骨格のダイ
ナミクスを制御することが強く示唆された。 
（３）ポドサイトにおけるダイナミン CMT 変
異の解析：CMT 変異の原因となる変異ダイナ
ミン２K562E の発現が、ストレスファイバー
の形成不全とアクチンの凝集をもたらすこ
とを、ヒト骨肉腫細胞株 U2OS を用いた解析
により明らかにした（Yamada et al., 
Neurosci lett. 2016）。次に、ポドサイト
においてもダイナミン２CMT 変異が同様のア
クチン細胞骨格の異常をもたらすことを、
HPC を用いて示した（図４）。 
ダイナミン２K562E 発現により形成された異

常なストレスファイバーには、ダイナミン２
K562E が強く局在し、アクチニン４との共局
在も認められた（図５、６）。 

 さらに、パキシリンを指標として接着斑の
形成を調べたところ、K562E発現細胞では
WT発現細胞に比べ接着斑の数が減少した。

図１．未分化および分化 MPC（DIC像） 

 

図３．GFP ダイナミン１の微小管への局在 

図４．ダインミン２WT および CMT 変異発現 HPC におけ
るアクチン細胞骨格の変化 

 
図５．ダインミン２WT および K562E 発現 HPC における
ダインミンとアクチン線維の局在 

 
図６．ダインミン２WT および K562E 発現 HPC における
ダインミンとアクチニンの局在 

 

 
図２．未分化および分化 MPC におけるダイナミン１、ダイ
ナミン２の局在 
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アクチン線維束形成に対するダイナミン２
K562E の影響を調べるため、Cytochalasin Dに
よりアクチンを脱重合させ、洗浄後のストレ
スファイバーの形成を観察したところ、
K562E発現細胞では、WT発現細胞に比べ、
その形成量は顕著に減少していた。ダイナミ
ン 2 K562Eの発現によるストレスファイバー
及び接着斑の形成低下は、ダイナミンの重合
促進剤Bis-T-23処理においても改善しなかっ
た。 
 以上より、ダイナミン 2 K562Eの発現はポ
ドサイトのストレスファイバー及び接着斑
形成を阻害することが強く示唆された。スト
レスファイバー及び接着斑の形成低下はス
リット膜の形成不全及びポドサイトの基底
膜からの脱離につながると予想され、ポドサ
イトの機能不全に由来する巣状糸球体硬化
症の発症原因の一つになる可能性が示唆さ
れた。 
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