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研究成果の概要（和文）：糸球体上皮細胞が Fc 受容体 gamma 鎖を有していることを明らかにし

た。また腎炎モデルマウスを用いた検討からサイトカイン受容体が糸球体上皮細胞特異的に発

現し、同時にリガンドのサイトカインの発現を認めた。これらは糸球体上皮細胞が免疫応答の

一部を担っている可能性を強く示唆している。腎機能障害時におけるこれら分子の役割をより

明らかにするため、今後コンディショナルノックアウトマウスを用いるなどさらなる研究が必

要と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Real-time PCR and confocal microscopy revealed expression of Fc 
receptor gamma chain in murine podocytes.  Although their role in proteinuric state 
should be clarified, we also found that a cytokine and its receptor expression in podocytes 
especially in proteinuric state, suggesting that podocytes play a certain role in the 
inflammatory state associated with glomerulonephritis.  Further study using conditional 
knockout mouse is warranted to dissect certain roles of the cytokine in the pathogenesis 
of podocyte injury. 
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１．研究開始当初の背景 

腎不全患者は近年加速度的に増加し、国民健

康および医療経済両方にとって大きな脅威

となっていることから早急な対応策が必要

とされている。近年の研究結果から腎障害の

発症および進行には糸球体上皮細胞が大き

な役割を担っていることが明らかとなって

おり 腎障害時における糸球体上皮細胞の役

割を明らかにすることで、腎障害の早期発

見・早期治療が可能となり腎不全患者の減少
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や QOL の改善、また国民医療費の軽減などに

社会全体に大いに役立つものと考えられる。 

 

２．研究の目的 

我々はポリクローナル抗ネフリン抗体を作

製し、Magnetic Cell Sorting（MACS）によ

る糸球体上皮細胞の新しい単離法の開発に

成功した。我々が開発した MACS 法は数時間

で糸球体上皮細胞を単離することができる

ため、生体内における同細胞の挙動を従来法

よりもはるかに正確に解析・評価することが

可能となった。この MACS 法を用いてネフリ

ン陽性細胞を Q-PCR にて解析を進めたところ、

驚くべきことに Fc gamma receptor（FcgR）

がネフリン陰性細胞に比して有意に発現し

ていることが明らかとなった。FcgR は IgG の

Fc 部に対する受容体で、リガンドである免疫

複合体が結合することで種々のシグナル伝

達物質のリン酸化を介して、サイトカインの

産生や貪食能の亢進、あるいは細胞増殖の抑

制やアポトーシスを誘導する。我々は糸球体

上皮細胞が FcgR を有した免疫担当細胞の１

つであるとの仮説を立て、本研究計画におい

てわれわれは糸球体上皮細胞における FcgR

の発現意義を機能的に明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)糸球体上皮細胞の単離 

 MACS 法による糸球体上皮細胞の単離は以

下の方法に従う。まず、Takemoto らの方法 

[17]により腎糸球体を単離した後、酵素処理

にて単細胞にする。抗ネフリン抗体を用いて

糸球体由来の単細胞を標識し、磁気ビーズ標

識済み２次抗体と反応させた後、MACS にて

positive fraction を採取し、ネフリン陽性

細胞を得る。 

 

(2)糸球体上皮細胞培養法の確立 

 MACS 法で精製した糸球体上皮細胞の培養

法を P. Mundel らの論文等を参考に確立する。

MACS による細胞の分離は免疫学の分野で広

く行われており、分離した細胞を培養して

ELISA にも利用でき、糸球体上皮細胞の ELISA

についても予備実験を行う。 

 

(3)腎炎モデルマウスの作製 

 前述の通り腎炎のモデルには cGVHDモデル

マウスを用い、脾細胞移入後 8週にマウスを

屠殺し腎臓を摘出する。また、脾細胞移入直

後から第８週まで、２週ごとに尿蛋白の測定

および採血を行い腎機能について定量的評

価を行う。我々は本モデルマウスを用いて糸

球体障害には抗ネフリン自己抗体の関与が

示唆されることを報告しており、本モデルマ

ウスの取り扱いおよび解析には十分習熟し

ている。脾細胞移入後８週目にマウスを屠殺

し抗ネフリン抗体を用いた MACS にて糸球体

上皮細胞を単離する。さらに、FcgR の欠損し

た BDF1 マウスを用いて野生型と同様の方法

で cGVHD の誘導を行い、脾細胞移入後８週目

に腎臓を摘出する。摘出した腎臓から MACS

法にて糸球体上皮細胞を得る。 

 

(4)免疫学的分子の解析 

 単離した細胞から mRNA や蛋白質の抽出を

行い、Q-PCR および western blotting にて糸

球体上皮細胞の免疫学的細胞内イベントや

受容体の発現について、コントロール群との

比較を行い、FcgR を始点としたシグナル伝達

分子を主体に腎炎発症群において特異的に

発現が増強あるいは抑制されている免疫学

的分子の同定を行う。また、サイトカインに

ついては ELISA を施行し、タンパクレベルで

のさらなる解析を行う。 

 

(5)Fc receptor欠損マウスを用いた糸球体上

皮細胞の解析 

 B6 background の Fc common gamma receptor

欠損マウス(FcgrKO)を既に東北大学加齢研

究所 高井先生より譲渡を受けており、代表

研究者の所属施設において本マウスの繁

殖・維持を行っている。糸球体上皮細胞にお

ける FcgR の役割を明確にすべく、FcgRKO マ

ウスを用いて、cGVHD モデルマウスを作製す

る。DBA/2 background の FcgRKO マウスが得

られなかった場合、あるいは時間的に余裕が

ある場合は FcgRKO および野生型マウスから

糸球体上皮細胞を分離・培養し、in vitro の

系で実験をすすめる。発現が低下している分

子については発現型ベクターを、また発現が

増強している分子については siRNAの導入に

ついても検討を試みる。 



 

 

 

４．研究成果 

(1)糸球体上皮細胞の単離を確立し、査読付

き英文誌に原著として投稿した。 

(2)野生型マウスより糸球体上皮細胞培養株

の樹立を試みたが、多くの糸球体上皮細胞は

培養液中で生存することができず成功しな

かった。糸球体上皮細胞は生後ほとんど分裂

しない細胞と考えられており、FACS を用いた

解析では生存している糸球体上皮細胞は 20%

程度であった。今後、培養株を得るために

SV40T抗原を導入済みのimmortomouseを購入

し糸球体上皮細胞を得る必要がある。 

(3)FcgR ノックアウトマウスを用いて cGVHD

を誘導したところ腎機能障害の軽減を認め

たが、これは糸球体上皮細胞だけでなく、

FcgR ノックアウトマウスでの抗体産生の減

少、免疫複合体の減少が大きく関与している

ものと考えられた。今後、糸球体上皮細胞特

異的に FcgR を欠損したマウスを作製する必

要がある。 

(4)Q-PCR を用いた解析では、IL-X が野生型

マウスを用いた cGVHD モデルにおいて上昇し

ていることがわかった。同時に IL-X 受容体

も糸球体上皮細胞で発現していることが明

らかとなった。今後、糸球体上皮細胞におけ

る IL-X の役割について研究を進める予定で

ある。 
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