
北里大学・理学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2021～2018

腎糸球体上皮細胞の突起形成におけるアクチン細胞骨格制御機構の解明

Actin cytoskeletal regulation of process formation in kidney podocytes.

７０５５６９０１研究者番号：

斉藤　康二（Saito, Koji）

研究期間：

１８Ｋ０６２２７

年 月 日現在  ４   ６   ９

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：腎臓の濾過機能を担う重要な細胞である腎糸球体上皮細胞(ポドサイト)は、アクチン
細胞骨格によって支えられる高度に発達した濾過に必須の突起構造をもつ。本研究では、生体に近い突起構造の
形成を誘導できるポドサイト細胞株を用いた生体外(in vitro)実験により、ポドサイトの突起形成に重要な役割
を果たす分子として、アクチン細胞骨格を制御するRho small GTPase Rac1の不活化因子(GAP)であるFilGAPを同
定した。最終的に、FilGAPによるRac1及びその標的分子(エフェクター)であるPAK1の活性抑制が、ポドサイトの
突起形成に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Kidney podocytes, which are essential for glomerular filtration barrier 
maintenance, have highly developed process structures supported by an actin cytoskeleton. Using in 
vitro experiments with an unique podocyte cell line capable of inducing the formation of highly 
organized cell processes, we identified FilGAP, a GTPase-activating protein (GAP) for Rho small 
GTPase Rac1, as an important regulator that mediates the formation of processes in podocytes. In 
this study, we found that the inactivation of Rac1 by FilGAP is required for the process formation 
of podocytes. Moreover, FilGAP regulated the process formation through suppression of P21-activated 
kinase 1 (PAK1), a downstream effector of Rac1. Finally, we propose that FilGAP, as a Rac1 GAP, 
contributes to the process formation of podocytes by suppressing Rac1/PAK1 signaling.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 腎ポドサイト　突起構造　細胞骨格　Rho small GTPase　ポドサイト細胞株
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ポドサイトの突起消失を特徴とするポドサイト障害では、大量の蛋白尿を呈する腎疾患が生じる。ポドサイト障
害を要因とする進行性の腎疾患は、最終的に腎不全に至るケースもあり、医学的観点からその発症に関わる分子
機構の解明が望まれている。本研究ではin vitro実験による解析から、ポドサイトの突起形成に関わる分子の一
つとして、Rac1 GAPであるFilGAPを同定した。本研究で得られたポドサイトの突起形成に関わる分子機構の知見
は、今後の生体を用いた解析(遺伝子欠損マウスなど)に活かされ、最終的に、ポドサイト障害(突起消失)を通じ
た腎疾患発症の作用機序の解明につながると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
(1) 腎臓は、血液からの老廃物や余分な水分の濾過
および排出を行って尿を生成する器官として機能
し、体の恒常性を維持している。腎糸球体は腎臓の
基本的な機能単位の一つで、3層構造になっており、
内側(血管側)から内皮細胞、基底膜、腎糸球体上皮
細胞(ポドサイト)で構成されている(図 1左,正常)。
なかでも、ポドサイトは濾過を行う必須の細胞であ
る。ポドサイトは細胞体から伸びる一次突起とそこ
から進展する二次突起(足突起)を持ち、足突起が常
に別の細胞から出た足突起と隣り合うように絡みあ
って基底膜を覆っている(図 1左,正常)。血液からの
成分は、この足突起間のスリット膜と呼ばれる構造
を通過するときに濾過され(図 1左,斜線矢印)、尿細
管へ輸送されて尿となって排出される。ポドサイトの突起は腎糸球体の濾過機能にとって必須
の構造であり、突起が消失すると濾過機能を失って血液成分が漏れでてタンパク尿が生じ(図 1
右,斜線矢印)、ネフローゼ症候群などを発症する。従って、ポドサイトの突起形成やその維持が
どのように制御されているのかを明らかにすることが、腎疾患の原因遺伝子の特定やその作用
機序を知る上で極めて重要である。近年、世界的に慢性腎疾患患者数は増加の一途を辿っている。
国内でも腎疾患による血液透析者の数は年々増大していることから、慢性腎疾患の進展機序の
解明とその治療戦略の構築は、医学的、社会的、そして医療経済上の重要な課題である。 
 

(2) ポドサイトの突起構造は、Rho small GTPase によって制御されるアクチン細胞骨格によっ
て支えられている。Rho small GTPase の活性異常は、アクチン細胞骨格の再編成を通じて細胞
形態を変化させ、突起の消失を引き起こす。特に Rac1 の活性化は、突起消失の原因となること
が蛋白尿発症マウスの解析から報告されおり(Nat Med,14,55-63,2008; Nat Med,14,1370-1376, 
2008)、その活性化がポドサイト障害(突起消失)による腎疾患発症の要因の一つであると考えら
れている。従って、ポドサイトの突起形成において Rac1 の活性がどのように制御されているの
かを明らかにすることは、腎研究の重要な研究課題の一つである。しかし当時、ポドサイトにお
いて Rac1 の活性を制御する分子機構はほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、Rac1 の不活化因子(GAP)の一つである FilGAP に着目した。FilGAP は以前、研究分
担者である太田安隆教授が Rac1 GAP として同定した分子である(Nat Cell Biol,8,803-814, 
2006)。さらに、FilGAP がポドサイトに多く発現し、家族性腎疾患患者においてその GAP活性に
影響を与える遺伝子変異が報告されていた(J Clin Invest,121,4127-4137,2011)。おそらく、
FilGAP の機能不全が細胞内の Rac 活性の上昇を引きおこして突起形成に影響を及ぼしていると
推察された。すなわち、FilGAP による Rac の不活化が突起形成において重要であると考えられ
た。そこで、アクチン細胞骨格を制御する Rac1 の GAP である FilGAP のポドサイトにおける突
起形成への関与を調べることを目的に生体外(in vitro)実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 
実験には、連携研究者であ
る栗原秀剛教授が樹立した
ラットポドサイト由来 C7
細胞株を使用した。C7細胞
は通常培養すると図 2A の
ような扁平な形態をしてい
るが、フォルスコリン(FSK)
の添加により数時間で図2B
のような突起構造を形成す
る。実際に、細胞体から伸びた突起では、一次突起のマーカーとなるビメンチン(中間径フィラ
メント)の染色が観察される(図 2C)。さらにそこから伸びた細かい突起には、二次突起に豊富に
存在するアクチン繊維の染色が観察され(図 2C)、確かに生体内でみられる突起の特徴を示して
いる。本研究では、C7細胞を用いて以下の実験を行った。 
 

(1) Small interfering RNA (siRNA)による FilGAP の遺伝子発現抑制(KD)及び FilGAP の GAP活
性欠損変異体(DGAP,R175A)の遺伝子導入による突起形成への影響を調べた。 
(2) FSK処理によるRac1及びRac1の標的分子(エフェクター)であるPAK1の活性変化を調べた。 
(3) PAK1阻害剤(IPA-3)処理及び PAK1 の恒常活性化型(T423E)もしくは優性阻害型(K299R)変異



体の遺伝子導入による突起形成への影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) FilGAP は Rac1 の不活化を通じて突起形成を制御する。 
① 最初に、C7細胞を FSK 処理(90分間)した細胞の形態を観察し、図 3で示すように形態を 3つ
に分類した：一次突起のマーカーであるビメンチンが明確に集積して突起を形成している細胞
(突起形成)、突起構造は一部観察できるもののビメンチンの集積が不十分な細胞(中間形成)、及
びビメンチンの集積が全く観察できない細胞(非形成)。 
② 上記分類をもとに、C7 細胞で FilGAP を KD したときの突起形成への影響を調べた。その結
果、FilGAP の KD によって突起を形成する細胞(■)はコントロールに比べて顕著に減少した(図
4)。この減少は、Rac1 の阻害剤(NSC22766)処理によって回復した(図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③ FilGAP の GAP活性がない優性阻害型 FilGAP変異体(DGAP,R175A)を遺伝子導入して、突起形
成への影響を調べた。その結果、FilGAP のDGAP や R175A 変異体の発現によって突起を形成する
細胞は顕著に減少した(図 5)。FilGAP の野生型(WT)を遺伝子
導入しても突起形成に影響はみられなかった。 
④ Rac1 の恒常活性化型(G12V)もしくは優性阻害型(T17N)変
異体を遺伝子導入して、突起形成への影響を調べた。その結
果、Rac1 G12V 変異体の発現によって突起形成は顕著に阻害
された。一方、Rac1 T17N 変異体の発現では突起形成に影響は
みられなかった(データ示さず)。 
⑤ C7 細胞で FSK 処理によって誘導される突起構造は、培地
中の FSK の除去によって徐々に消失する。時間経過に伴う突
起消失の様子をタイムラプス顕微鏡を用いて観察した結果、
FilGAP を KD するとコントロールに比べて速やかに突起が消
失した(データ示さず)。 
以上の結果より、FilGAP による Rac１活性の抑制が突起形成
に重要であることが示唆された。 
 
(2) 突起形成に伴って Rac1及び PAK1活性は低下する。 
① 上記の通り、C7細胞を FSKで処理すると突起形成が誘導される。そこで、FSK 処理による Rac1
活性の変化を活性化型(GTP結合型)Rac1 のプルダウンアッセイにより調べた。その結果、誘導前
(-FSK)に比べて誘導後(+FSK)の方が Rac1 の活性は低下した(図 6)。 
② Rac1はエフェクターと結合して活性化し、
その下流にシグナルを伝達する。Rac1エフェ
クターの一つである PAK1 に着目し、FSK 処理
による PAK1 活性の変化を活性化型(リン酸化
型)PAK1 抗体を用いたウエスタンブロットに
より調べた。その結果、Rac1 同様、FSK 処理
によって PAK1 の活性は低下した(図 6)。 
③ FilGAP を KDすると、FSK 処理後の Rac1及
び PAK1 の活性はコントロールに比べて上昇
した(データ示さず)  
以上の結果より、Rac1及び PAK1 の活性抑制が突起形成に関与していることが示唆された。 
 
(3) FilGAP は PAK1活性の抑制を通じて突起形成を制御する。 
① 上記の結果から、C7細胞における FilGAP の KDは Rac1 を活性化し、その下流の PAK1 を活性



化して突起形成を阻害していると考えられる。そこで、FilGAP を KDした C7細胞において、PAK1
の阻害剤(IPA-3)で処理して突起形成への影響を調べた。その結果、FilGAP の KD による突起形
成の阻害効果は、IPA-3処理によって回復した(図 7)。さらに、Rac1 G12V 変異体の発現による
その阻害効果も、IPA-3処理によって一部回復した(図 7)。 
② 突起形成への PAK1活性の影響を調べるため、PAK1 の恒常活性化型(T423E)もしくは優性阻害
型(K299R)変異体を遺伝子導入した。その結果、PAK1 T423E 変異体の発現によって突起形成が阻
害された(図 8)。一方、PAK1 K299R変異体の発現では突起形成への影響はみられなかった(図 8)。 
以上の結果より、FilGAP による PAK1活性の抑制が突起形成に重要であることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上、ポドサイト細胞株を用いた in vitro実験により、FilGAP がポドサイトの機能に必須の突
起構造の形成に関与していることが明らかになった(図 9)。本研究では、FilGAP による Rac1活
性の抑制が突起形成に重要であることが示された。さらに Rac1 下流の PAK1 シグナル経路の抑
制の重要性も示された。一方で、当初計画していた FilGAP の機能を制御する上流の分子機構は
明らかにできなかった。FilGAP は Rhoキナーゼ(ROCK)に
よってリン酸化されるとその活性が促進されるが(Nat 
Cell Biol,8,803-814,2006)、ポドサイトの突起形成に
おけるROCKによる FilGAPのリン酸化の関与は認められ
なかった。上記の通り、FSK はポドサイト細胞株で突起
形成を誘導する。また、突起消失を特徴とするポドサイ
ト障害モデルマウスにおいて、FSK 投与によって突起構
造が回復することが報告されている(PLoS ONE,9, 
e92003,2014)。FSKは cAMPシグナル経路を活性化するこ
とから、cAMPシグナル下流で FilGAP の機能を制御する
分子機構があるのか、その検証が必要である。今後、生
体を用いた解析(遺伝子欠損マウスなど)も含め、Rac1/ 
PAK1 シグナルの活性化が突起形成を阻害する分子機構
を明らかにすることが、Rac1 の活性化に起因する腎疾患
発症の作用機序の解明につながると期待される。 
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