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研究成果の概要（和文）：糖尿病や腎炎等により腎臓の働きが失われる時、たこ足細胞と呼ばれる独特な細胞が傷害さ
れ、それをきっかけに腎臓全体へと傷害が拡大してゆく。腎臓は多種類の細胞から構成されるが、本研究において、た
こ足細胞特異的な遺伝子発現変化を網羅的に解析する方法を確立した。また腎傷害時は、腎臓内に血圧を上昇させるホ
ルモンであるアンジオテンシンが増加し、さらに腎傷害を助長させている可能性がある。本研究で、たこ足細胞が傷害
されると、アンジオテンシンの元になる蛋白質が尿中へ漏出し、それが腎臓で再吸収されて、アンジオテンシンに変換
される事を明らかにした。以上の知見は、慢性腎臟病進行機序の解明に大きな寄与をなすものである。

研究成果の概要（英文）：In chronic kidney diseases caused by diabetes or nephritis, the key event is 
injury in a unique type of cells, called podocytes. Podocyte injury triggers progressive deterioration of 
kidney function. In the present study, we established a method to comprehensively analyze gene expression 
selectively in podocytes. We also revealed the mechanism underlining induction of angiotensin II within 
the kidney. Angiotensin II is the most potent blood pressure-raising hormone, and also may further worsen 
kidney injury. Podocyte injury causes leakage of angiotensinogen, the precursor protein of angiotensin 
II, which is reabsorbed by kidney cells, and then converted to angiotensin II. This finding provides an 
insight into mechanism underlining progressive worsening of kidney diseases.

研究分野：腎臓病

キーワード： AngiotensinⅡ　Angiotensinogen　ポドサイト　慢性腎不全　ノックアウトマウス　Magalin　糸球体硬
化症　ネフローゼ症候群
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研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病や腎炎、高血圧による慢性腎臟病
患者の一部は、腎機能を失い、透析療法や腎
移植を余儀なくされる。このような状態は、
腎糸球体のポドサイト（たこ足細胞）の損傷
を契機としておこる事が知られている。ポド
サイトは、血液を濾過して尿を産生する場で
ある糸球体において、濾過バリアとして重要
な働きをし、その損傷は蛋白尿をもたらす。
ポドサイトは生後に増殖や再生する事がで
きず、ある程度以上のポドサイトが失われる
と、その糸球体は硬化という病理的形態を示
し、不可逆的に濾過機能を失う。糸球体硬化
は、通常糸球体の一部に出現し糸球体全体へ
と拡大する。申請者等は、一部のポドサイト
が傷害されると、当初傷害を免れた他のポド
サイトも二次的に傷害される事を示したが、
この現象が糸球体硬化病変の拡大に関与し
ている可能性が考えられる。申請者等の作製
した NEP25 マウスは、イムノトキシンにより
選択的ポドサイト傷害を誘導可能であるが、
ポドサイト傷害後に、多くの遺伝子の糸球体
内発現変化が認められた。ポドサイトを傷害
する因子の増加や、ポドサイトの生存に不可
欠な因子の減少が上記二次的ポドサイト傷
害に関与する可能性が考えられた。 
(2) 一方、硬化に陥った糸球体の下流の尿細
管は変成、萎縮、壊死、アポプトーシスをお
こし、尿細管の周囲には線維化がおこる。こ
れらの糸球体硬化や、続発する尿細管間質の
傷害は、アンジオテンシン (Angiotensin) 
II(AII)の阻害により軽減する事が知られて
いた。腎臓内には血漿濃度を上回る濃度の
AII が含有され、また様々な腎障害時におい
て、血漿 AII 濃度は増加しないのに対して、
腎臓内AII含量が増加する事が知られていた。
AII は、主に肝臓で合成される前駆体蛋白質
Angiotensiongen(Agt)から産生されるが、腎
臓の近位尿細管でも Agt が産生される。上記
現象は、腎傷害時に腎内で Agt 産生が増加す
る事で説明されてきた。一方申請者の行った
予備実験の結果、肝臓由来の Agt の一部が、
糸球体で濾過され、megalin 依存的に近位尿
細管に再吸収される事がわかった。さらにポ
ドサイト傷害時には、多量の Agt が腎臓に漏
出する事がわかった。この糸球体で漏出した
Agt が腎内 AII の源になっている可能性が考
えられた。 
 
２．研究の目的 
本申請は、ポドサイト傷害を契機に悪循環的
に進行する慢性腎臟病の糸球体内外の２つ
の鍵になる問題を解明する事を目的とする。 
(1) 慢性腎臓病において、腎臓内アンジオテ
ンシン(A)II の産生が亢進する機序を明ら
かにする。 
具体的には、以下の４つの仮説を検証する事
である。 
① 肝蔵由来Agtの一部は、糸球体で濾過され、
megalinにより再吸収され、AII の源となる。 

② ポドサイト傷害により、尿細管腔への Agt 
漏出が増加し、腎内 AII が増加する。 
③ Megalin の阻害は、Agt の再吸収を抑制し、
腎内 AII の減少をもたらす。 
④ Megalin の阻害は、Agt の再吸収を抑制
し、腎内 AII 作用を軽減する。 
(2) ポドサイト傷害に起因して糸球体傷害
が自動拡大する分子機序 
具体的には、ポドサイト傷害前後の NEP25 マ
ウスの糸球体から RNA を採取して、RNA アレ
イ実験を行い、変動遺伝子の機能解析を行い、
糸球体傷害の自動拡大に影響を与える遺伝
子を同定するのが目的である。計画段階では、
Shroom3とDnerという２つの遺伝子に着目し
た。しかし、実際の研究は少し路線を変更し、
500 以上の糸球体で変動する遺伝子のうち２
つのみを解析する事よりも、系統的に解析す
る方法を模索する事を選択した。糸球体は、
内皮細胞、メサンジウム細胞、ポドサイトの
３種の細胞から構成されているため、糸球体
を単離して RNA を解析しても、その変動がど
の細胞で起こっているのかが不明である。そ
こで、傷害前後のポドサイトでの発現 mRNA
を網羅的に解析する方法の確立を目的とし
た。 
３．研究の方法 
(1) 慢性腎臓病の腎内 (A)II 
肝臓特異的 Agt 欠損(KO)マウス、腎臓（近位
直尿細管）特異的 Agt KO マウス、近位尿細
管 megalin モザイク状 KO マウス、近位尿細
管完全 megalin KO マウス、およびポドサイ
ト傷害モデルマウス (NEP25)を作製し、これ
らを組み合わせ、腎内 AII を測定した。腎臓
内 AII 測定は、分担研究者西山より抗体と方
法を導入し、また協力者 DJ Campbell 博士よ
り示唆をうけた改善と、若干の独自の改変を
加えて行った。腎内 Agt 蛋白は、特異抗体に
よる免疫染色と Western 解析で半定量した。
腎内 Agt, レニン、ACE mRNA は、RT-PCR 法で
定量した。 
(2) 糸球体傷害が自動拡大する分子機序 
ポドサイトの mRNA を単離するために、
RIBOTAG マウスを導入した。これは、Cre 組
換え酵素が存在する細胞においてのみ、リボ
ゾーム蛋白質 Rlp22 に HA タグが挿入される
ようにデザインされたトランスジェニック
マウスである。RIBOTAG マウスと、ポドサイ
トに特異的に Creを発現する Nephrin-Cre ト
ランスジェニックマウス、および NEP25 マウ
スの３者を交配させた。ポドサイト傷害誘導
前後で、糸球体を採取し、HA に対する免疫沈
降をおこない、リボゾームとそれに結合する
RNA を採取し、RT-PCR と RNA アレイで解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 慢性腎臓病の腎内 (A)II 
① ポドサイト傷害がない状態での腎内AII産
生機序:腎臓Agt KO マウスでは、腎内Agt量も
、腎内AII含量も、対照マウスとなんら変わり



なかった（図1）。また、血圧、腎臓組織形態
、尿Na排泄等すべて正常で、唯一見いだした
変化は、尿Agt排泄の低下であった。この事か
ら、腎臓内で転写されるAgt mRNAに由来する
Agt蛋白質は、おそらく即座に尿に排泄され、
なんら腎内AIIに寄与していない事がわかっ
た。一方、肝臓Agt KOマウスは、肝臓AgtのmRNA
、肝臓Agt蛋白、血漿Agt濃度のみならず、腎
臓内Agt量も著減していた。腎臓Agt mRNAはむ
しろ対照より増加していた。このことは、腎
臓内で検出されうるAgt蛋白は肝臓に由来す
る事を示している。肝臓Agt KOマウスの腎臓
内AIIも著減していた（図1）。このマウスは
、全身Agt KOマウスと類似し、低血圧で、レ
ニンが著増し、腎小葉間動脈の中膜肥厚を示
した。また肝臓と腎臓両方Agt KOマウスは、
肝臓単独Agt KOマウスと同様の低い腎内AII
含量と、同様の表現形質を示した。これらの
事から、肝臓が、血漿Agt・腎内Agt蛋白・腎
内AIIの主要な源であり、肝臓Agtが生理的機
能の大部分を担っている事がわかった。 
また尿細管モザイク状megalin KOマウス
の腎臓を抗Agt抗体で染色したところ、
megalinを発現しない近位尿細管細胞はすべ
てAgt染色陰性であった。この事から、血漿Agt
の一部は糸球体で濾過され、近位尿細管で
megalin依存的に再吸収されている事がわか
った。 

② ポドサイト傷害後の腎内AII産生機序: 
NEP25 マウスにポドサイト傷害を誘導する
と、腎内 Agt が増加した。ポドサイト傷害
後は、ネフローゼ症候群となり、有効循環
血漿量の低下によりレニンが増加すると予
想された。そこで、マウス血漿を腹腔内に
補充して、ネフローゼ症候群を予防し、レ
ニンの増加を防いだ（実際には低下した）。
それにもかかわらず、ポドサイト傷害後に、
腎内 AII 含量は増加している事がわかった。
この事から、レニンではなく糸球体で漏出
する Agt 量が腎内 AII を規定している可能
性が考えられた。 
しかしながら、ポドサイト傷害後に腎臓

内 Agt mRNA も増加し、これが腎内 AII の増
加に寄与する可能性も考えられた。そこで、
肝臓 Agt KO、腎臓 Agt KO、肝腎両 Agt KO
とそれぞれ NEP25 マウスを交配し、ポドサ
イト傷害を誘導した。ポドサイト傷害の程
度に応じて腎臓 Agt mRNA は増加した。腎臓
Agt KO マウスでは、Agt mRNA は減少してい
たが、腎内 AII 含量はまったく変化しなか
った(図 2)。肝臓 Agt KO マウスは、腎内 AII
含量は、腎内 Agt 蛋白質同様に、著減して
いた（図 2）。肝臓腎臓両 Agt KO マウスは、
肝臓単独Agt KOマウスと同様の形質を示し
た。腎内 AII 量は、腎臓 Agt mRNA とは全く
無関係で、もっぱら肝臓 Agt 遺伝子の有無
により規定されていた。これらのことから、
ポドサイト傷害時においても、腎臓 Agt 
mRNA は腎内 AII 産生にまったく寄与せず、
糸球体で漏出する血漿 Agt 蛋白質量と相関
する事がわかった。 
ポドサイト傷害誘導前後において、
NEP25 マウスの腎静脈と間質内の細胞外腋
を灌流して回収し、Agt 含量を比較したが、
ポドサイト傷害の有無により差はなかった。
したがって、腎内 AII は、間質や毛細血管
腔内ではなく、糸球体で漏出した Agt に由
来する事が示唆された。これをさらに確認
するために、NEP25 マウスにポドサイト傷
害を誘導し、その１日後に片側の尿管を結
紮した。結紮までの１日間に、両方の腎臓
は等分のイムノトキシンにさらされるが、
結紮側腎臓では、尿細管内圧およびボーマ
ン腔圧が上昇し、糸球体濾過が実質０とな
る。尿管結紮の 4または７日後に腎臓を解
析したところ、非結紮側腎臓では、多量の
Agt 蛋白質が存在していたが、結紮側腎臓
は腎内 Agt は著減していた。腎臓内 AII 含
量も、結紮側腎臓の方が少なく、この変化
は Agt, renin, Ace の mRNA では説明できな
かった。以上の事から、糸球体で漏出した
Agt が AII に変換される事が示唆された。 



③ ポドサイト傷害がない状態での腎内 AII
産生におけるmegalinの役割:前述のように、
尿細管腔の Agt 蛋白質は、megalin に異存し
て近位尿細管に再吸収される。この過程が、
腎臓内AII産生に関与するかどうかを検証し
た。このため、近位尿細管のほとんどすべて
が megalin を欠損するマウスを作製した。こ
のマウスにおいて、腎臓内 Agt 蛋白質取り込
みは減少したが、腎内 AII 含量は対照マウス
と差がなかった（図 3）。したがって、基底
状態の腎内 AII 産生に、megalin が関与する
かどうか不明であり、他の経路での産生が主
であると推察された。 

④ ポドサイト傷害後の腎内 AII 産生におけ
る megalin の役割:次にポドサイト傷害後多
量の蛋白尿がある状態で、megalinが腎内 AII
産生に関与するかどうかを検証した。上記、
megalin KO マウスを NEP25 と交配し、ポドサ
イト傷害を誘導した。Megalin KO では、対照
マウスと比較して、腎内Agt蛋白質は少なく、
腎内 AII 含量も少なかった（図 4）。この変
化は、renin、Ace、Agt の mRNA の変化によっ
ては説明ができなかった。この結果、多量の
蛋白尿がある状態では、megalin により再吸
収された Agt蛋白質が AIIに変換されている
事が示唆された。 
 

 
以上の結果をまとめると、主に肝臓で産生
される血漿Agtの一部は糸球体から尿細管腔
へと濾過され、megalin を介して近位尿細管
に再吸収される。ポドサイト傷害が起こると、
多量のAgtが尿細管腔へと供給され、megalin
依存的に再吸収される（図 5）。少なくとも
この状態においては、腎内 AII は megalin に
より再吸収された Agt から産生される。蛋白
尿がない基底状態では、尿細管腔内で Agt が

直接 AII に変換される可能性も考えられる。 
腎内 AII の機能としては、ネフローゼ症候
群における Na の再吸収に関与している可能
性が考えられたが、上記④の実験において、
megalin の有無にかかわらず、同等の浮腫と
血圧を示し、その予想は確認できなかった。
今後の検討が必要である。 
 
(2) 糸球体傷害が自動拡大する分子機序 
糸球体ホモジネートから抗 HA 抗体の免疫沈
降によりポドサイト特異的ポリゾームRNAを
得た。qRT-PCR により Nephrin や Podocin 等
既知のポドサイト特異的RNAの濃縮を確認し
た。次に NEP マウスを交配し、ポドサイト傷
害を誘導前後で、糸球体およびポドサイト
mRNA を採取し、Array 解析を行った。基底状
態において 5070 のプローブがポドサイトで
２倍以上有意に濃縮され、傷害誘導７日後の
ポドサイトにおいて、3130/1938 のプローブ
が増加/減少した。特に、Cxcl1、Fos、Relb
など多数の炎症関連遺伝子の増加が顕著で、
これらは qRT-PCR でも確認した。GWAS で得ら
れた 90 の既知の慢性腎臟病感受性遺伝子候
補の挙動をみると、33 の遺伝子がポドサイト
に濃縮して発現し、そのうち Vegf、Dach1、
Aff3 が傷害後に減少した。Vegf はポドサイ
トで重要な機能を果たすので、後二者も同様
にポドサイト傷害の鍵をにぎる可能性が考
えられた。本マウスは簡便なポドサイトの
mRNA 単離を可能にし，慢性腎臓病の治療ター
ゲットの検出に有用であると考えられた． 
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