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研究成果の概要（和文）：蛋白尿の発症を防ぐ最終バリアである腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）の細胞間接着
装置であるスリット膜のバリア機能維持におけるNeurexin-1の役割を解析した。Neurexin1はスリット膜構成分
子Nephrin、Podocin、CD2APと結合し、スリット膜の構造、バリア機能維持に重要な役割を果たしていることを
明らかにした。また、ポドサイトの細胞形態、突起の維持に重要であることを明らかにした。ポドサイトスリッ
ト膜においてNeurexin1と関連するシナプス小胞輸送関連分子群を同定したことから、Neurexin1とシナプス小胞
関連分子群が相互作用してスリット膜機能維持に働いている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported Neurexin1 localizes at slit diaphragm of the 
glomerular podocyte, and is downregulated in injured podocytes. However, the role of Neurexin1 at 
slit diaphragm is unclear. We show that Neurexin1 knockout mice displayed alteration of the podocyte
 morphology, disarrangement of the slit diaphragm molecules such as nephrin, CD2AP and podocin, and 
proteinuria. The interaction assay with rat glomerular lysates showed that Neurexin-1 interacted 
with slit diaphragm molecules such as nephrin, CD2AP and podocin. The immunoprecipitation assay with
 the HEK cell expression systems showed Neurexin1 containing splicing site (SS)4 interacted with 
nephrin, CD2AP and podocin. but Neurexin1 lacking SS4 did not. It is also found that Neurexin1 is 
important for the maintenance of podocyte cell morphology and the formation of foot processes. These
 results suggest that Nereuxin1 contributes to maintenance of the function and the molecular 
integrity of slit diaphragm.

研究分野： 腎分子病態学

キーワード： ポドサイト　スリット膜　Neurexin　Nephrin　Podocin　CD2AP　蛋白尿　シナプス小胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛋白尿は腎疾患の最も重要な症候であるだけでなく、慢性腎臓病を進行させる悪化因子でもある。蛋白尿は腎糸
球体上皮細胞（ポドサイト）の細胞間接着装置であるスリット膜のバリア機能の低下により発症すると考えられ
ているが、その発症メカニズムは不明である。本研究で、スリット膜のバリア機能維持におけるNeurexin1の役
割を明らかにし、Neurexin1の発現低下がスリット膜のバリア機能障害に関与していることを見出した。本研究
成果は、スリット膜の分子構造、機能維持機構の解明だけでなく、Neurexin1を標的とした蛋白尿に対する新規
治療法の開発につながると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
糸球体の毛細血管壁は、内皮細胞、糸球体基底膜、糸球体上皮細胞（ポドサイト）から形成さ

れており、血漿蛋白が原尿中へ漏出するのを防ぐバリアとしての機能を果たしている。バリアの
最外層に位置するポドサイトは、神経細胞と同じ増殖能を持たない終末分化細胞であり、足突起
と呼ばれる特徴的な突起を有している。足突起間にはスリット膜と呼ばれる極めて高度に分化
した細胞間接着装置が存在している。臨床上重要な多くの糸球体疾患は、スリット膜のバリア機
能が低下し蛋白尿が発症すると考えられている。スリット膜の構成分子として、これまでに
Nephrin、Podocin、CD2AP、NEPH1 などが同定されているが、スリット膜の分子構造の詳細は未
だ未解明である。 
Neurexin は、シナプス前末端に存在する 1 回膜貫通型分子で、シナプス後部の膜タンパク質

である Neuroligin とシナプス間隙で結合し、シナプス構築や神経伝達物質の放出機構などに関
与している。Neurexin には多くの splicing variants が存在し、多様なシナプスの形成に関わ
っている。また、Neurexin の異常が各種神経疾患の発症に関与していると考えられている。研
究代表者が所属する研究室は、蛋白尿を呈する病態の腎糸球体で発現が低下する分子として
Neurexin-1 を同定した。これまでの検討で①Neurexin-1 がスリット膜に発現していること、②
糸球体の Neurexin-1 は、神経組織で発現がみられないバリアント（SS1(+)、SS2(-)、SS3(+)、
SS4(+) 型）であること、③Neurexin-1 はスリット膜の構成分子である CD2AP と結合しているこ
と、④スリット膜障害モデルにおいて蛋白尿発症以前から Neurexin-1 の発現が著明に低下して
いることなどを明らかにした（Saito T et al, Am J Physiol. 2011）。これらの所見は、Neurexin-
1 がスリット膜の構成分子であること、スリット膜の形成、維持に重要な役割を担う可能性を示
したが、スリット膜における Neurexin-1 が、どのような機序でスリット膜のバリア機能を維持
しているのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者らのグループがスリット膜の細胞外部構成分子として同定した

Neurexin-1 のスリット膜のバリア機能維持における役割を解明することを目的とした。具体的
には、（1）Neurexin-1 遺伝子ノックアウト（KO）マウスを用いて、スリット膜のバリア機能維持
における Neurexin-1 の役割を明らかにすること、（2）Neurexin-1 と既知のスリット膜分子との
相互作用を解明すること、（3）Neurexin-1 ノックダウンポドサイトを用いて、ポドサイトの形
態維持、突起形成における Neurexin-1 役割を明らかにすること、（4）Neurexin-1 KO マウス腎
材料を用いた発現解析により新規Neurexin-1関連分子を同定し、ポドサイトにとけるNeurexin-
1 との関連性を明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
（検討 1）Neurexin-1α遺伝子ノックアウト（KO）マウスを用いた Neurexin-1αの機能解析 
全身性 Neurexin-1α KO マウスを理研バイオリソースセンターから購入し、Neurexin-1α KO 
マウスを経過観察し、病的蛋白尿発症の有無、発症時期の解析を行った。また、電子顕微鏡によ
る解析により KO マウスポドサイトの形態を解析した。免疫蛍光染色法により KO マウスのスリ
ット膜構成分子の発現、局在変化の検討を行った。 
 
（検討 2）Neurexin-1 と既知のスリット膜構成分子との相互作用の解析 
ポドサイトスリット膜における Neurexin1αと結合性を持つ分子の探索のため、ラット単離糸球
体可溶化材料を用いて Neurexin1αと既知のスリット膜構成分子との免疫沈降法を行った。結合
性が観察された分子について、HEK293 細胞発現系を用いて、Neurexin-1 との結合様式を免疫沈
降法により詳細に解析した。また、スリット膜構成分子とポドサイトでの発現型である SS4（+）
バリアントの特異性を解析した。 
 
（検討 3）Neurexin-1 のポドサイトの形態維持、突起形成における役割の解析 
ヒト培養ポドサイトを用いて、Neurexin-1 のノックダウン系（siRNA）を作製し、Neurexin-1 ノ
ックダウン細胞のスリット膜機能分子の発現を免疫蛍光染色法により解析した。またノックダ
ウンポドサイトの形態変化、突起形成を F-actin 染色により解析した。 
 
（検討 4）新規 Neurexin-1 関連分子の同定 
Neurexin-1α KO マウスの腎皮質材料を用いて、KO マウスのシナプス小胞分子、シナプス小胞
関連分子群の発現をリアルタイム PCR 法により解析した。 
 
 
 



４．研究成果 
 
（検討 1）Neurexin-1α遺伝子ノックアウト（KO）マウスを用いた Neurexin-1αの機能解析 
 
KO マウスの作製にあたり、ポドサイトで発現している

neurexin1 のアイソフォームの発現検討を行った。neurexin1α
とβの両方を認識する抗体を用いたウエスタンブロット解析
から、糸球体では長鎖の neurexin1αのみが発現していた。短
鎖の neurexin1βの発現は脳では発現が確認できたが、糸球体
では確認できなかった。neurexin1 は糸球体ではポドサイトに
発現していることから、ポドサイトで発現している neurexin1
は主に長鎖の neurexin1αであることを示した（図 1）。 
 

 以上の検討結果から、全身性の neurexin1αの KO マウスを
作製し、解析を行った。代謝ケージを用いて経時的に蓄尿（24
時間）し、尿中への蛋白質排泄量を検討したところ、若齢期の
10 週齢では野生型マウスと比較して顕著な変化は観察されな
かったが、成体期の 20 週齢で有意な病的蛋白尿を観察した（図
2）。このため、以降全ての解析は 20 週齢
の KO マウスを用いて行った。 
 
KO マウスから腎を摘出し、スリット膜

の微細な構造異常の有無を電子顕微鏡を
用いて解析したところ、KO マウスで足突
起の扁平化が認められ、野生型マウスと比
較して足突起間の幅が有意に広がってい
ることが観察された。（図 3）。 
 
さらに、KOマウスにおけるスリ

ット膜機能分子の発現動態を解
析したところ、KOマウスでスリッ
ト膜機能分子 nephrin、CD2AP、
podocin、Par6 の著明な発現低下
を観察した。一方で、nephrin と
同じスリット膜の細胞膜分子で
ある NEPH1 やポドサイトの機能
分子である synaptopodin の明ら
かな発現、局在変化は観察されな
かった（図 4）。 

  
以上の結果から、Neurexin1αはスリット膜機能分子群の発現、正常局在の維持に重要な役割

を果たしていることを示していると考えられた。 



 
 
（検討 2）Neurexin-1 と既知のスリット膜構成分子との相互作用の解析 
 
次に、糸球体可溶化材料を用いた免疫沈降法に

より、neurexin1αと既知のスリット膜分子との
結合性の有無を検討した。その結果、Neurexin1α
はスリット膜機能分子 nephrin、CD2AP、Podocin
と結合性を有することを明らかにした。一方で、
Nephrin と結合性を有するスリット膜関連分子
である NEPH1 、及びポドサイト機能分子
synaptopodin との結合性は見られなかった（図
5）。以上の結果から、Neurexin1αはスリット膜で
NEPH1 ではなく、nephrin と結合して働いている
ことが考えられた。 
 
次に、Neurexin1αとスリット膜分子との結合

様式を調べるため、HEK293 細胞発現系を用いた検
討を行った。Neurexin1αと nephrin との結合解
析で、Neurexin1αと細胞外部の先端部を欠損さ
せた nephrin（ECDΔIg1）、あるいは細胞外部の細
胞膜側を欠損させた nephrin（ECDΔIg8-FN）のト
ランスフェクションさせた材料を用いた検討で、
Neurexin1αと細胞外部の先端部を欠損させた
Nephrin との結合が検出されず、細胞外部の細胞
膜側を欠損させた Nephrin との結合が検出され
た。これらの結果から、Neurexin1αは細胞外部で
nephrin の先端部と結合することを明らかにした
（図 6）。 
 
次にスリット膜の細胞質部にある CD2AP、Podocin が、Neurexin1αの細胞質部のどこで結合し

ているのかを調べた。Neurexin1αの細胞質部領域の前半部と後半部を欠損させたベクターと
CD2AP 、 あ る い は
Podocinをダブルトラ
ンスフェクションさ
せた材料を用いて解
析した結果、CD2AP、
Podocinともに細胞質
部の前半部（1476-
1503アミノ酸）を欠損
させたNeurexin1αと
結合しないことを見
出した（図 7）。 
 
次に、Neurexin1αの SS4（+）バリアント特異性の検討を行った。その結果、ポドサイトの発

現型である SS4（+）Neurexin1αバリアントのみが Nephrin、CD2AP、Podocin と結合し、神経細
胞に多い SS４（-） バリアントは結合性を持たないことが示された（図 8）。 

 
 以上の結果から、Neurexin1αは細胞外部で Nephrin、細胞質部で Podocin、CD2AP と結合しス
リット膜の構造、バリア機能維持に働いていることが考えられた。 
 



 
（検討 3）Neurexin-1 のポドサイトの形態維持、突起形成における役割の解析 
 
Neurexin-1 のポドサイトの形態維持、突起形成における役割を明らかにするため、siRNA を用い
た Neurexin1αノックダウン（KD）培養ポドサイトの解析を行った。その結果、Neurexin1α KD
ポドサイトで CD2AP の発現低下が観察された（図 9）。また、KD ポドサイトで細胞形態の異常（円
形化、突起の消失）がみられた（図 10）。これらの結果から、 Neurexin1αはポドサイトの細胞
形態、突起の維持に重要な役割を果たしていることを明らかにした。 

 
 
 
 
（検討 4）新規 Neurexin-1 関連分子の同定 
 
次に、ポドサイトにおける Neurexin1 関連分子の探索を行った。具体的には、Neurexin1αKO

マウスの腎皮質材料を用いてシナプス関連分子、シナプス小胞関連分子群の発現をリアルタイ
ム PCR により解析した。その結果、KO マウスで Neurexin1αの結合分子である neuroligin、シ
ナプス小胞と膜との結合に働く SNARE 複合体分子 SNAP-25、Syntaxin、SNARE 複合体関連分子
Mint の発現は変化していなかったが、シナプス小胞分子 SV2B と synaptotagmin の発現が低下し
ていることを観察した（図 11）。研究
代表者の教室は、シナプス小胞分子
SV2B がポドサイトに発現し、スリット
膜のバリア構造維持に重要な役割を果
たしていることを明らかにした。また、
SV2B KO マウスのポドサイトで
Neurexin1αの発現が低下しているこ
とを報告した。以上の結果から、
Neurexin1αはポドサイトスリット膜
での小胞輸送に関与している SV2B と
相互に影響を与える関係を有し、ポド
サイトの突起形成、スリット膜分子の
輸送に関与していると考えられた。 
 
 
本研究で、Neurexin1αがスリット膜の細胞外部で Nephrin、細胞質部で Podocin、CD2AP と結

合し、スリット膜の構造、バリア機能維持に重要な役割を果たすことを示した。Neurexin1α は
これらスリット膜分子と強い機能的関連性を有していること、 スリット膜機能分子群の発現、
正常局在の維持に重要な役割を果たしていると考えられた。Neurexin1α KO マウスの解析から、
シナプス小胞輸送関連分子群の発現変化が見られたことから、今後、スリット膜機能維持におけ
る Neurexin1 とシナプス小胞関連分子群の相互作用を解明することが重要だと考えられた。 
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