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研究成果の概要（和文）：ポドサイトの細胞間接着装置は、糸球体濾過の最終関門として重要な

役割を果たしている。その細胞間接着装置のうち、スリット膜については多くの研究がなされ

ているが、もう一つの接着装置である密着結合は、その構成成分についてさえも、未だ十分な

解析が行われていない。本研究では、その主要な構成成分がクローディン５であり、スリット

膜構成成分のネフリンと結合しうることを示し、密着結合形成がクローディン５の発現増加で

はなく分布の変化によって生じることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Tight junctions are the main intercellular junctions of podocytes of 

the renal glomerulus under nephrotic conditions. Their requisite components, claudins, 

still remain to be identified. Absolute quantitative real-time PCR using cDNA of isolated 

rat glomeruli showed that claudin-5 was the most abundantl claudin expressed in 

glomeruli. In situ hybridization and immunolocalization studies revealed that claudin-5 

was localized mainly in podocytes. Claudin-5 protein was observed on the entire surface of 

podocytes including slit diaphragms, and was inclined to be concentrated on tight junctions 

in puromycin aminonucleoside nephrosis. Immunoprecipitation studies using 

anti-claudin-5 and glomerular lysates revealed the association of claudin-5 and nephrin. It 

is concluded that claudin-5 is a main claudin expressed in podocytes and that the formation 

of tight junctions in the nephrosis may be due to local recruitment of claudin-5 rather than 

due to total upregulation of the claudin protein levels. 
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１．研究開始当初の背景 

ポドサイトのスリット膜は、糸球体濾過•
糸球体構造の維持に重要な役割を演じてい

る。また、スリット膜は、細胞膜タンパク質
の apical と basolateral の境となっているこ
と、ZO-1 を含むこと、細胞極性を制御する
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aPKC-PAR 複合体が局在することから、スリ
ット膜は密着結合(tight junction)と多くの共
通点を持つ細胞間結合装置であることが示
されている。スリット膜の他に、ポドサイト
間には密着結合そのものも存在する。密着結
合はギャップ結合と近接して存在し、密着結
合を中心とした細胞間結合複合体を形成し
ている。ポドサイトの発生分化、傷害時にお
いて、これら細胞間結合はダイナミックに変
動する。ポドサイトの分化に伴って、細胞間
結合複合体は消失しスリット膜に置き換わ
り、ポドサイトの傷害時、スリット膜は細胞
間結合複合体に置き換わる。また、硫酸プロ
タミンの腎灌流によって、スリット膜のみが
存在する状態から、数分以内に密着結合が形
成されることから、スリット膜の近傍に密着
結合の構成成分がすでに存在しているもの
と想定されている。密着結合を中心とする細
胞間結合複合体は、生理的な状態でも存在し、
スリット膜と混在連続して存在している。こ
れらのことは、スリット膜と密着結合はダイ
ナミックに移行し合うことを示している。 

 我々は、ポドサイトの糸球体濾過と糸球体
構造の維持における役割を明らかにするた
めには、スリット膜•細胞間結合複合体を含
めたポドサイト細胞間結合装置全体を理解
する必要があると考えている。しかしながら、
精力的に解析が進められているスリット膜
とは対照的に、細胞間結合複合体の構成成分、
およびその機能については、ほとんど解明さ
れていない。細胞間結合複合体の解析の第一
段階として、我々はその構成分子の同定を試
みてきた。その結果、以下の所見を見出し報
告してきた。1) ポドサイト傷害時に形成され
る細胞間結合複合体には、adherens junction

の構成成分が検出されない (Nephrol Dial 

Transplant 17(Suppl9):16-19, 2002)。2) ギ
ャップ結合の主要なコネキシンはコネキシ
ン４３であり、ポドサイト傷害時に迅速にリ
ン 酸 化 、 発 現 亢 進 す る (Am J Pathol 

161:1597-1606, 2002)。 3) 密着結合は、
CAR(Lab Invest 83:901-911, 2003) 、 

Fat1(Kidney Int 68:542-51, 2005)、ポドシン
(J Am Soc Nephrol 18:2525-2533, 2007)、ク
ローディン６を構成成分として含む。これら
構成成分の検討と ZO-1 の報告から、密着結
合のほとんどの構成成分がスリット膜自体
およびその近傍に実際に存在することが明
らかになった。 

密着結合の主要成分であるクローディン
は２４種類あり、通常１つの細胞に２種類以
上が発現している。我々はクローディン６の
存在を報告したが、クローディン６はマウス
とラットのポドサイトに認められるものの、
ヒトのポドサイトには検出できない。そのた
め、他のクローディンがポドサイトに発現し
ている可能性が考えられていた。 

 

２．研究の目的 

ポドサイトの細胞間結合複合体の構成分
子と複合体形成機序を、密着結合を中心に解
析する。（１）クローディン６以外のクロー
ディンがどの程度ポドサイトに発現してい
るのか。（２）そのクローディンが生理的な
条件下でスリット膜とどのような位置関係
にあるのか。（３）スリット膜の構成分子と
どのように関係しているのか。これらを調べ
ることによって、ポドサイト細胞間結合全体
がどのように制御され、機能しているかを明
らかにする。 

 

３．研究の方法 

 (1) 動物：成熟したラットと生後 2 日のラ
ットを用いた。生後 2 日のラット腎は、完全
に成熟していなく、発生のすべての過程の糸
球体が存在している。病的状態は、ラットに 
puromycin aminonucleoside を投与し、足細 
胞を傷害してネフローゼ症候群を引き起こ
した(PAN 腎症)。 
(2) 遺伝子発現：real time-PCR にて、ラ

ット単離糸球体に発現する各種クローディ
ンの絶対的定量を行った。 
 (3) 抗体特異性の検討：糸球体タンパク質
を用いた免疫沈降物を質量分析で分析した。 
 (4) 抗体による検索：糸球体タンパク質の
Western blot、腎臓切片の蛍光抗体法、免疫
電子顕微鏡法を行った。また、免疫沈降物中
のスリット膜成分を Western blot で解析し
た。 
４．研究成果 
 (1) 糸球体に発現する主要なクローディ
ンはクローディン５である：単離糸球体より
cDNA を用い、各々のクローディンの一定濃
度の標準液を基準として、real-time PCR か
ら、各々のクローディン遺伝子の絶対的定量
を行ったところ、下図のようにクローディン
５が最も多く発現していることが明らかと
なった。 

 

 (2) 糸球体の中でクローディン５はポド
サイトに発現している：糸球体内でクローデ
ィン５を発現している細胞を同定するため、



 

 

in situ hybridization と二重蛍光抗体法を行
った。in situ hybridization では、下図の矢
印のように、糸球体最外層の細胞、すなわち
ポドサイトがクローディン５陽性となって
いた。 

 
抗クローディン５抗体（緑）と抗 ZO-1 抗体
（赤、スリット膜を染色する）を用いた二重
染色では、下図のように、クローディン５は
ZO-1 とほぼ同じ局在を示すことに加え、矢
頭のようにポドサイトを縁取るような局在
を示した。 

 
 (3) 用いた抗体は糸球体においてクロー
ディン５を認識している：通常のクローディ
ンの分布は細胞接着に局在する。しかし、用
い た 抗 体 (Zymed laboratories, clone: 

4C3C2)では、細胞を縁取るような染色をした
ため、その特異性を検討した。糸球体可溶化
タンパク質を用いて、Western blot と免疫沈
降の質量分析解析を行った。Western blot で
は下図のように、予想される位置に一本のバ
ンドは確認され、それ以外のバンドは見られ
なかった。 

 

質量分析解析でも、クローディン５のみが確
認され、他のクローディンを検出できなかっ
た。これらから、この抗体がクローディン５
を特異的に認識していることが明らかとな
った。 

 (4)クローディン５はポドサイトの細胞膜
全周性に分布している：ポドサイトにおける
クローディン５の分布を調べるため、免疫電
顕を行い、PAN 腎症との比較定量を行った。 

下図の矢印で示したように、正常では、クロ
ーディン５はスリット膜を含む細胞膜全体 

 
(：糸球体基底膜、実線：1m) 

 

に分布し、PAN 腎症ではそれが密着結合に分
布が偏っていることが分かった。また、
Western blot および real time-PCR で PAN 腎
症では、クローディン５は減少することはあ
っても、有意な増加を示すことはなかった。
これらから、密着結合形成がクローディン５
の発現増加ではなく分布の変化によって生
じることが考えられた。 
 (5) クローディン５はネフリンと結合す
る：免疫電顕より正常でも一部のクローディ
ン５がスリット膜に存在するため、クローデ
ィン５の抗体を用い、可溶化した糸球体との
免疫沈降を行い、沈降物の中にスリット膜の
成分の有無を検討した。抗ネフリン抗体のみ
が、下図のように沈降物の中に陽性であった。
抗ネフ１抗体、抗ポドシン抗体では、有意な
所見は得られなかった。 



 

 

 

以上の所見から、ポドサイトの主要なクロー
ディンがクローディン５であり、スリット膜
構成成分のネフリンと結合しうること、密着
結合形成がクローディン５の発現増加では
なく分布の変化によって生じることが示さ
れた。これにより、密着結合とスリット膜が
分子レベルでより密接に関係していること
が明らかになった。 
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