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研究成果の概要（和文）：本研究では、特発性膜性腎症の病態における、膜型ホスホリパーゼA2受容体
（PLA2R）および抗PLA2R抗体の役割について、ヒトポドサイト細胞株を用いて明らかにすることを目的とした。
主な成果として、PLA2Rの安定形質発現ヒトポドサイト細胞株の作製した。特発性膜性腎症の病態研究において
高いインパクトがあると考えられる。
また、PLA2Rの安定形質発現株を作製し、同細胞を用いたウェスタンブロットとCell ELISAを開発し、日本人特
発性膜性腎症においても、約50%の陽性率があること、また病勢評価や治療反応性予測に資するバイオマーカー
であることなどを論文報告した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to clarify the roles of anti-M-type phospholipase A2 
receptor (PLA2R) and anti-PLA2R antibodies in the pathogenesis of idiopathic membranous nephropathy.
 We successfully developed the human podocyte cell line stably expressing PLA2R. This would have a 
high impact on the studies of pathogenesis of membranous nephropathy.
We also investigated the clinical usefulness of anti-PLA2R antibodies in patients with membranous 
nephropathy and compare the three quantification methods. We publish a report on this study.

研究分野： 自己免疫疾患

キーワード： 膜性腎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の主な成果は、PLA2Rの安定形質発現ヒトポドサイト細胞株の作製である。PLA2Rの安定形質発現ヒト
ポドサイト細胞株については、国内外において従来報告がなく、特発性膜性腎症の病態研究においても高いイン
パクトがあると考えられる。今後は、このPLA2Rの安定形質発現ヒトポドサイト細胞株を用いて、様々な基礎的
研究が行われることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜性腎症は成人のネフローゼ症候群の一定数（3～8割）を占めるとされ、その病態としては、

腎臓の糸球体基底膜の上皮直下に顆粒状に広く分布する免疫複合体が特徴であり、この免疫複
合体の形成・沈着に伴う一連の免疫の異常が主たる機序と想定されている。特発性膜性腎症の特
異的な抗原や自己抗体は長らく不明であったが、2009 年、成人の特発性膜性腎症において、70%
の血清中に、膜型ホスホリパーゼ A2受容体（PLA2R）に対する抗体（抗 PLA2R 抗体）が存在する
こと、PLA2R が正常糸球体ポドサイトや膜性腎症例の腎糸球体に沈着した免疫複合体に存在する
ことが報告された。本研究代表者らは、平成 26-28 年度の科研費基盤研究において、HEK293 細
胞を用いて PLA2R の安定形質発現株を作製し（従来報告は一過性発現細胞のみ）、同細胞を用い
たウェスタンブロットと Cell ELISA を独自開発した。一方、抗 PLA2R 抗体は、単なるバイオマ
ーカーではなく、病態的に関わっている可能性が高いと考えられていたが、具体的な機序は不明
であった。 
上述の背景をもとに、本研究代表者は、ヒトポドサイ

ト細胞株（長期間にわたって、体外で維持され、一定の
安定した性質をもつに至った細胞）を用いて、in vitro
の病態研究を行うことを計画した。通常のヒトポドサイ
ト細胞株においては、蛋白レベルでは、PLA2R は恒常的
発現をしていないことが、予備的検討で確認されたため
（遺伝子レベルでは、あり）、一過性強発現を試みたと
ころ、右図ウェスタンブロットのように、確認できた（→
は 180 kDa [PLA2R]のバンド、①②③と④⑤⑥はそれぞ
れ異なるヒトポドサイト細胞株で、各細胞株のライセー
ト量 9、12、15μl）。 
 
２．研究の目的 
上述の背景およびこれまでの研究結果をもとに、本研究代表者は、本研究では、特発性膜性腎

症の病態における、PLA2R および抗 PLA2R 抗体の役割について、ヒトポドサイト細胞株を用いて
明らかにすることを目的とした。 
具体的な研究項目は、以下のように計画した。(1) PLA2R の安定形質発現ヒトポドサイト細胞

株の作製、(2) 抗 PLA2R 抗体陽性患者血清中の同抗体の、細胞株上に発現している PLA2R への
特異的結合の検証、(3) 患者血清中の抗 PLA2R 抗体のポドサイト細胞株への結合による、ポドサ
イト細胞株の形態的・機能的変化の評価、(4) PLA2 のポドサイトに対する生理的作用の観察と、
患者血清中の抗 PLA2R 抗体による拮抗阻害作用の評価、また、(5) 別の経路として、抗 PLA2R 抗
体の好中球に対する結合、好中球機能の活性化、neutrophil extracellular traps (NETs)形成
の有無などの評価、である。 
 
３．研究の方法 
(1) 安定形質発現株作製の第 1段階として、まず、フルレングスのヒト PLA2R 遺伝子情報を合
成した遺伝子をベクターに挿入し、次に、発現ベクターをヒトポドサイト細胞株にトランスフェ
クションし（Lipofectamine® 3000 Reagent）、目的遺伝子の発現を RT-PCR で確認した。トラン
スフェクション後の細胞を、抗生剤を含む培地中で、約 3か月間継代培養した。 
(2) 樹立した安定発現細胞および宿主細胞から total RNA を抽出し、cDNA を合成した。PCR を
行い、アガロースゲル電気泳動により増幅産物を確認した。また、フローサイトメトリー解析に
て、目的蛋白（=ヒト PLA2R）の発現を確認した。 
(3) (1)(2)で作製した、PLA2R を恒常的に強発現させたヒトポドサイト安定形質発現株の解析を
進めた。しかし、目的蛋白（=ヒト PLA2R）の発現が十分ではなく、解析が滞った。 
(4) そのため、2つ目のヒトポドサイトのセルラインを用いて、かつ、1つ目のヒトポドサイト
のセルラインから若干手法も変えて、新たな安定形質発現株病態研究を進めた。具体的には、安
定形質発現株作製の第 1段階として、まず、フルレングスのヒト PLA2R 遺伝子情報を合成した
遺伝子をベクターに挿入し、発現ベクターをヒトポドサイト細胞株にトランスフェクションし
（TransIT-X2® Dynamic Delivery System）、リアルタイム PCR により一過性の発現を確認した。 
(5) 並行して、トランスフェクション後の細胞を、抗生剤を含む培地中で、継代培養し、安定発
現細胞を樹立することを目指したが、プール細胞の調製段階で、遺伝子導入 24～48 時間後で、
細胞がほぼ死滅してしまった。PLA2R1 遺伝子は細胞周期の制御に関わる遺伝子で、細胞によっ
ては高発現させることで細胞増殖が抑制されることが報告されており、遺伝子の機能も細胞死
の原因の 1つではないかと考えられた。 
(6) この段階で、2つ目のヒトポドサイトのセルラインを用いた実験については断念し、ひとま
ず、それまでの成果を論文化した（Immunol Med. 2020;43:47）。 
 
４．研究成果 
本研究課題の主な成果は、PLA2R の安定形質発現ヒトポドサイト細胞株の作製である。PLA2R

の安定形質発現ヒトポドサイト細胞株については、国内外において従来報告がなく、特発性膜性
腎症の病態研究においても高いインパクトがあると考えられる。今後は、この PLA2R の安定形質



発現ヒトポドサイト細胞株を用いて、様々な基礎的研究が行われることが期待される。 
 

 
また、本研究代表者は、PLA2R の安定形質発現株を作製し、同細胞を用いたウェスタンブロッ

トと Cell ELISA を開発し、日本人特発性膜性腎症においても、約 50%の陽性率があること、ま
た病勢評価や治療反応性予測に資するバイオマーカーであることなどを論文報告した。 
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