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研究成果の概要（和文）：ネフリンは糸球体濾過バリアの主要構成要素であり、ネフリン発現の減少は糸球体疾
患の初期に共通して観察されるため、ポドサイトにおけるネフリン発現を増加させる方法は治療的意義を有す
る。
本研究ではネフリンプロモーター配列を用いてenhanced green fluorescent protein (EGFP)の発現を調節する
ノックインマウスを作製した。このマウスから糸球体を単離し培養すると、ポドサイトにおけるEGFPシグナルは
培養5日後に半減したが、ビタミンDを添加するとシグナルは4倍に増加した。ネフリン遺伝子発現を増加させる
化合物のスクリーニングに用いることができるマウスの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Nephrin is a critical component of glomerular filtration barrier. 
Downregulation of nephrin expression is commonly observed at early stage of glomerular disorders, 
suggesting that methods to increase nephrin expression in podocytes may have therapeutic utility. 
Here, we generated a knockin mouse line carrying single copy of 5.5 kb nephrin promoter controlling 
expression of enhanced green fluorescent protein (EGFP) at Rosa26 genomic locus (Nephrin-EGFP
mouse). Next, we isolated and cultivated glomeruli from these mice, and developed a protocol to 
automatically quantitate EGFP expression in cultured glomeruli. EGFP signal was markedly reduced 
after 5 days of culture but reduction was inhibited by vitamin D treatment. Thus, we generated a 
mouse line converting nephrin promoter activity into fluorescence, which can be used to screen 
compounds having activity to enhance nephrin gene expression.

研究分野：腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
ネフリンは糸球体構造を維持し蛋白尿を防
止するために重要な働きをしており、糸球体
疾患に伴い減少したネフリン発現を増加さ
せる方法は治療的意義を有する可能性があ
る。特定の目的をもった化合物をスクリーニ
ングするためには、レポータープラスミドを
過剰発現させた培養細胞がしばしば用いら
れるが、プラスミドのゲノム挿入部位やコピ
ー数によるバラツキの影響を受けやすい。
DNA 断片を microinjection して作製するト
ランスジェニックマウスでも同様の問題が
発生する。 
 
２．研究の目的 
本研究ではゲノムの特定部位に１コピーだ
け外来DNAの挿入を可能とする pronuclear 
injection-based targeted transgenesis 
(PITT)法を用いて、ネフリンレポーターマウ
スを作製し、薬物スクリーニングにおける有
用性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)ROSA26ゲノムローカスに変異型 loxP配
列を有する PITT シードマウスに対して、
5.5kb ネフリンプロモーター配列の支配下に
EGFPを発現するカセットを挿入し、ネフリ
ンレポーターマウスを作製した。想定外のト
ラ ブ ル に 備 え る た め に 常 法 に 従 い
Nephrin-mCherry transgenic mice も作製
した(下図)。 

 
 
 
 
 
 
 

 
(2)マウスより磁気ビーズ法を用いて高純度
糸球体を単離し、96 well plate に 100-150
個/well で播種した。プレートへの接着性お
よび薬剤応答性を指標に予備検討を行い、牛
血清(FBS)を最初 3日間は 10%、次の 2日間は
0.5%とした。 
 
(3) 京都大学大学院医学研究科・医学研究支
援センターより化合物ライブラリーの供与
を受け、DMSOに 10mMで溶解し、終濃度10M、
1%DMSO、0.5%FBS で培養糸球体に添加した。 
 
(4)蛍光強度はパラホルムアルデヒドで軽固
定後、ArrayScan VTI HCS Readerにより定量し
た。画像解析にはHCS Studio 2.0 Cell Analysis 
Softwareを用い、2000μm2以上の大きさのDAPI
核染色集塊を糸球体を認定した。 
 
４．研究成果 
ネフリンレポーターマウスでは確かに
ROSA26 ローカスにレポーターが挿入されて

おり、ポドサイト特異的に緑色蛍光が観察さ
れた。単離糸球体の培養 5日後にネフリンの
遺伝子発現は15%、レポーターシグナルは50%
に減少していた。培養 4-5 日後に 50nM ビタ
ミン D を添加するとネフリンの mRNA は 3.6
倍、蛋白は 2.7 倍、レポーターシグナルは 3.9
倍に増加した。またヘパリン 200U/ml の添加
はポドサイト特異的分子である Neph1、Neph2、
Mafb、Wt1、Sympo などの遺伝子発現を増加さ
せた(下図、3列目と5列目の棒グラフ比較)。 

 
さらに 96 well plateを用いて、Prestwick 

Chemical、Calbiochem、Selleck Chemicals
の３社が保有する市販化合物のスクリーニ
ングを行うと、強陽性、弱陽性を呈する多く
のシグナルを得た。ビタミンＤを陽性コント
ロールとしてヒット化合物の濃度を 1/10、
1/100 に減らして再現性を検討するとビタミ
ンＤの効果は濃度依存性が小さいものの、強
陽性ヒット化合物ではシグナルが 1/10 に減
弱しており、元化合物を肉眼で見ると黄色や
オレンジ色を呈しており、レポーター蛍光で
はなく化合物自体のシグナルを検出してい
る偽陽性であることが判明した(下図)。 

 
次に765化合物のスクリーニングを行った
ところ、40個の陽性化合物を得た。二次スク
リーニングを行うと 4個の化合物によりネフ
リン mRNA 発現が 2 倍以上に増加した。ス
クリーニングの規模を拡大すると共に、化合
物の全身投与により、個体レベルで(病的)糸
球体におけるネフリン発現を増加させるも
のがあるか今後さらに検討を進める。 
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