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研究成果の概要（和文）： 
本研究ではnephrinを含むスリット膜構成分子のリン酸化が蛋白尿発症に関与することを明らか
にした。具体的には以下の3つが重要な成果である。1）nephrinリン酸化によりPLC-γ1の活性化
と結合が起こり、細胞内Ca制御に関与する、2）TRPC6チャネルの活性化をnephrinが調節し細胞
内Ca濃度の変化が生じる、3)、podocyteの骨格蛋白であるNMMHC-IIA 分子の変異により、
NMMHC-IIA分子の発現が生じ巣状糸球体硬化症を発症する。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we demonstrated and reported the following findings. 
1) Phosphorylation of adhesion molecules of podocyte, such as neph1 is related to the 

development of proteinuria. 
2) Nephrin binds to PLC-γ1 through its phosphorylation and it evokes the increase of intracellular 

calcium concentration  ([Ca2+]
i) . 

3) In adiition, we demonstrated that nephrin regulated the activity of TRPC6 channel on 
podocyte cytoplasmic membrane, which also regulate ([Ca2+]

i). 
4) Finally, we analyzed inherited renal disease, i.e. Epstein syndrome, and revealed that its 

pathogenesis is FSGS, and myosin right chain IIA was decreased in this disease. 
These findings are published in 
, JBC 2008, JBC 2009, KidneyInter 2010, and Mol Cell Biol 2011. 
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１．研究開始当初の背景 
過去 10年間のゲノムワイド連鎖解析の結果、
ヒト蛋白尿発症の病態が主に糸球体上皮細
胞（podocyte）にあることが明らかになった。
この間、nephrin, -actinin-4, TRPC6 など
上皮細胞発現分子の遺伝的異常により家族

性ネフローゼが発症することが次々に明ら
かになり、ポドサイト構成分子の機能異常に
より蛋白尿を主体とする腎疾患（ネフローゼ
症候群）が発症することが確実視されている。
一方、小児に多い、「特発性ネフローゼ症候
群」、「特発性巣状糸球体硬化症」発症の真の
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原因は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、podocyte 発現細胞がリン酸化によ
りどのように連関し、蛋白尿発現につながる
かを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
４.にのべるように、podocyte 発現細胞のリ
ン酸化を、western blotting、質量分析、発
現実験などを駆使して相互の連関と細胞機
能の異常との関連を明らかにした。 
 
４．研究成果 
（1）スリット膜構成分子である nephrin、nephl
が細胞間の接着分子として機能するだけで
なく、その細胞内領域のチロシン残基のリン
酸化により細胞内シグナル伝達に関与して
いること、および、そのリン酸化が病態(蛋白
尿)に関与することを明らかにした(Harita et 
a1. J Biol Chem 2008)。 
 
（2）nephrinリン酸化がPLC-γ1の結合と活性
化により、細胞内Caシグナル制御に関与して
いることを明かにした(Harita et al. J Biol 
Chem 2009)。具体的には以下に事実を明らか
にした 

① nephrin細胞内旗域/CD8のキメラ蛋白を作
成し、HEK293T細胞に発現させ、anti-CD8抗
体を作用させることによりnephrinの細胞内領
域のリン酸化を誘導した。 

② nephrinが上記の操作により特定のチロシ
ン残基(Tyr-1204)のリン酸化を受けるとPLC-
γ1がTyr-1204特異的にリン酸化Nephrinに結
合する。 

③リン酸化nephrinに結合したPLC-γ1は活性
化され、細胞内inositol 1,4,5-trisphosphateを上
昇させるとともに、細胞内Ca濃度を増加させ
る。 

（3）上記（2）のメカニズムに加え、nephrin
はTRPC6チャネルの活性化を生じるという新
しいメカニズムの解明もおこなった(Kanda 
Mol Biol Cell. 2011)。 

（4）上記の研究によって、podocyte蛋白のリ
ン酸化により相互作用が発生し、細胞内Ca濃
度の変化が生じることを明らかにした。これ
らの研究とは独立し、podocyteの骨格たんぱく
であるmyo IIA（NMMHC-IIA：MYH9がコー
ド）の変異により、巣状糸球体硬化症を発症
することを遺伝性腎炎(Epstein/Fechtner症候
群)の患者解析で明らかにした (Sekine T et al. 
Kidney Inter 2010)。これらの患者においては
podocyteに発現しているNMMHC-IIA分子の
発現低下をみることもあきらかにした。 
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