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研究成果の概要（和文）： 
腎糸球体は足細胞、内皮細胞およびメサンギウム細胞により構成されており、協調して糸球体
濾過を行っている。しかしながら、これら細胞間のシグナル伝達系については不明な点が多い。
我々は脱リン酸化能を持つ SHP-2 を膜にリクルートする SIRP-αが足細胞特異的に発現してい
ることを見いだした。そのリガンドである CD47 はメサンギウム細胞に発現しており、メサン
ギウム細胞が障害を受けた時、CD47 は細胞から遊離して足細胞の SIRP-αに結合することで細
胞傷害のシグナルを伝達する役割を担っていることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Renal glomerulus is consisted with endothelial cells, podocytes and mesangial cells. These cells 
cooperate with each other for glomerular filtration; however, the intercellular signaling molecules 
between glomerular cells are not fully determined. We demonstrate that SIRP-α, which recruits a 
broadly distributed tyrosine dephosphorylase SHP-2 to the plasma membrane, is located in podocytes. 
CD47, a ligand for SIRP- α, is located along the plasma membrane of mesangial cells, but not on 
podocytes. CD47 binds to the extracellular domain of SIRP- α a when mesangial cellsa are injured. The 
data suggest that the CD47-SIRP- α interaction may be functionally important in cell-cell 
communication in the diseased glomerulus. 
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１．研究開始当初の背景 
腎糸球体は毛細血管を構成する糸球体内

皮細胞と血管を外から取り巻く糸球体足細

胞および毛細血管の間の間質にあるメサン

ギウム細胞からなる。糸球体が複雑な形態を

維持し、濾過機能を絶え間なく続けていくた

めには、これらの細胞が協調して機能するこ

とが重要である。このバランスの破綻は蛋白



尿の漏出を引き起こし、ネフローゼへと進展

する。 

 研究代表者らは、これまでに Thy1.1 腎炎

モデルを用いて糸球体毛細血管の再構築に

ついて詳細に検討し、メサンギウム細胞が糸

球体毛細血管網の形成に重要な働きをして

いること（Notoya et al. Kidney Int 2003, 

Ichimura et al. J Histochem Cytochem 
2006)および足細胞とメサンギウム細胞の傷

害が相乗的に働いて糸球体硬化を引き起こ

すことを報告している（Shinosaki et al. Exp 

Nephrol 2002)。また、Thy1.1 抗体を用いて

メサンギウム細胞を傷害する Thy1.1 腎炎モ

デルにおいて蛋白尿がピークとなる時期に

一致して足細胞に傷害マーカーと考えられ

るデスミンの発現上昇が認められることを

見いだしている。これらの研究を続ける中で、

ネフローゼ発症進展時に糸球体を構成する

細胞間に何らかの情報の受け渡しがあるの

ではないかとの考えに至った。我々は足細胞

傷害事に多くのスリット膜蛋白がチロシン

リン酸化を受けることを見いだしている。こ

のリン酸化を指標として足細胞とメサンギ

ウム細胞の間でのシグナル伝達分子を明ら

かにすべく研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では SIRPα-CD47 系が足細胞の形態

変化にどのような影響を及ぼすかについて

病態モデル動物と新たに開発したラット糸

球体構成細胞の不死化培養株を用いて以下

の項目について研究を展開する。 

１）種々の病態モデルを用いてシグナル伝達

系解析システムの構築をする。 

２）糸球体構成細胞の不死化培養株を用いて

in  vitro 傷害モデルを作製し、in  vitro で

のシグナル伝達系解析システムを構築する。 

３）in vivo および in vitro モデルを用いて細

胞間シグナル伝達にかかわる分子群を同定

する。 

４）in vivo および in vitro モデルで得られた

所見をもとに細胞間シグナル伝達のメカニ

ズムの解析と種々の薬剤の効果を検討する。 

以上の研究により、糸球体内で起こる異常が

足細胞にどのように伝わるか、さらにそれに

関わる分子について理解が進むものと期待

している。この研究は糸球体構成細胞間のク

ロストークという新しい概念を提唱する分

子基盤を提供するものであり、そこで得られ

た成果をもとに、さらに in vivo で解析を進

めることで蛋白尿発症時に認められる足細

胞の形態変化についてもより理解が進み、臨

床診断の面でも有益である。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、SIRPαの局在について

凍結超薄切片による免疫電顕を行い、その詳

細な局在を正常とさまざまな病態モデルを

用いて解析する。また、SIRPαのリン酸化状

態は脱リン酸化酵素の SHP2 との結合に影

響を与えることから、SIRPαと SHP2 両者

のリン酸化状態と局在の変化を特異的なリ

ン酸化抗体（リン酸化 SIRPαについてはす

でに作成済み、リン酸化 SHP2 は市販のもの

を購入）でイムノブロット法と免疫組織化学

法の両面から解析を行う。 

SIRPαのリガンドである CD47 がメサン

ギウム細胞に発現していることを見いだし

ている。そこで、メサンギウム細胞を特異的

に傷害する Thy1.1 腎炎モデルを用いて、

CD47 のメサンギウム細胞での発現の変化を

イムノブロット法と免疫組織化学法により

解析するとともに、Thy1.1 モデルにおける

足細胞 SIRPαのリン酸化の変化についてリ

ン酸化特異抗体で検討する。さらに、傷害さ

れたメサンギウム細胞から遊離したCD47が

足細胞へ到達し情報を伝える可能性があり、

メサンギウム細胞傷害を起こした後、経時的



に試料を採取し、免疫電顕法により CD47 の

行方をモニターすることが可能かどうか検

討する。 

免疫沈降法により SIRPαと共沈するスリ

ット膜分子を詳細に検討する。これまでのプ

レリミナリーな解析からスリット膜分子ネ

フリンが候補として考えられるため、SIRP

αとSHP2のリン酸化変化がネフリンのリン

酸化にどのような影響を及ぼすかについて

強制発現細胞系を用いて詳細に検討する。 
 
４．研究成果 

１）研究代表者らはメサンギウム細胞を特

異的に認識するモノクローナル抗体 E30 をラ

ットに投与することにより Thy1.1 腎炎が惹

起されることを報告している。この実験モデ

ルを用いることにより、メサンギウム細胞が

補体依存的に傷害された後に SIRPαのリン酸

化に変化があるかどうかを免疫沈降法とイム

ノブロット法により解析した結果、E30 抗体

投与後、メサンギウム細胞が消失する day1 に

著しい SIRPαの脱リン酸化が起こることを見

いだした。足細胞膜表面でメサンギウム細胞か

ら遊離した CD47 のシグナルを免疫電顕で観

察しており、CD47 が SIRPαに結合して脱リ

ン酸化を引き起こしている可能性を強く示唆

した。また、CD47 のメサンギウム細胞での

発現は増殖細胞で低下していることも明らか

になった。 

２）Thy1.1 腎炎モデルにより傷害されたメ

サンギウム細胞より遊離した CD47 が足細胞

底部膜の endocytotic pits に結合することに加

え、そこには SIRPαも同時に局在することを

免疫電顕により明らかにした。 

３）SIRPα-CD47 系が足細胞の形態変化に

どのような影響を及ぼすかについて病態モ

デル動物を用いて解析した。硫酸プロタミン

（ＰＳ）で腎臓を灌流することでスリット膜

領域の分子がチロシンリン酸化を受けること

を見いだしており、このモデルを用いて足細

胞に発現する SIRPαのチロシンリン酸化の変

化をリン酸化特異抗体（東大医科研と共同で作

成 Y501)を用いて調べた結果、ＰＳ灌流により

SIRPαのチロシンリン酸化が著しく低下するこ

とが分かった。それに反して、スリット膜分子

ネフリンは強くチロシンリン酸化が起こる。

SIRPαはネフリンと直接結合することが判明し

たことから、SIRPαの脱リン酸化により SHP2

が膜から遊離することでネフリンのリン酸化を

促進している可能性が示唆された。SHP1/2 の阻

害剤を用いた実験により、ネフリンのリン酸

化は SIRPαが膜にリクルートする SHP1/2 に

よって制御されていることが明らかとなっ

た。さらに、足細胞傷害を起こすＰＡＮ腎症モ

デルにおいてSIRPαは蛋白尿が認められる時期

に一致して脱リン酸化することが分かった。

SIRPαの発現量はＰＡＮ腎症モデルでは一定で

あった。 

４）SIRPαは脱リン酸化酵素である

SHP1/2 を細胞膜にリクルートする働きがあ

る。しかしながら、足細胞において SHP1/2

がどのような局在をしているかは明らかで

はない。糸球体における SHP1/2 の局在を明

らかにし、SIRPαとの関係を詳細に解析した

結果、SHP1 は糸球体メサンギウムにある一

部の細胞に発現していた。一方、SHP2 は糸

球体基底膜に沿った局在を示しており、足細

胞マーカーを用いた検討により、SHP2 は足

細胞に発現していることを確認した。さらに、

SHP2 と SIRPαとの共局在を調べた結果、

両分子の局在は完全に一致していた。また、

正常ラットにおいてSHP2はリン酸化されて

おり、Thy1.1 腎炎モデルを用いてメサンギ

ウム細胞傷害を惹起した後、脱リン酸化され

ることを見いだした。 

本研究の内容は国内の学会はもとより、も

っとも権威がある米国腎臓学会と米国細胞



生物学会で発表する機会を与えられ、学会で

高い評価を得た。また、糸球体における新し

いシグナル伝達系を見いだしたとして評価

され、米国生理学会誌に論文が掲載された。

さらに、SIRPαがスリット膜分子ネフリンと

直接結合し、リン酸化調節因子として役割を

果たしていることについても論文にまとめ、

英文誌に投稿中である。 

今後は、この研究をさらに発展させ、SIRP-

α-CD47系が濾過機能にどのような役割を担

っているかノックアウトマウス等の解析を

行う予定である。また、本研究で見いだされ

た結果を基に新たな創薬のシーズの開発に

ついても企業と連携を図っていく予定であ

る。 
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