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研究成果の概要（和文）： 

 腎糸球体の上皮細胞接着装置であるスリット膜は尿を産生する際の濾過バリアーとして
働く。小児ネフローゼ症候群に対しての特異的治療の確立を目指し、スリット膜構成分子
に着目し、ネフローゼ症候群発症機序についての分子レベルでの解析を行った。その結果、
(I)スリット膜の膜発現を制御するダイナミクスの重要性、(II)スリット膜の新たな構成分
子とその機能、(III)スリット膜シグナルにおけるカルシウムシグナルの分子メカニズムの
重要性、(IV)ネフローゼ症候群発症におけるスリット膜および糸球体上皮細胞機能分子の
変化、を明らかにした。本研究の成果は特発性あるいは遺伝性のネフローゼ症候群の発症
機序解明の端緒となる。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 Slit diaphragm, an intercellular junction between renal glomerular epithelial cells 
(podocytes), is essential for the permselectivity in glomerular ultrafiltarion. To 
establish specific therapy for pediatric nephrotic syndrome, we focused on the 
structure and function of slit diaphragm (SD) and investigated the pathogenic 
mechanism of proteinuria and nephrotic syndrome. We revealed (I) the importance of 
dynamics of slit diaphragm turnover in the maintenance of slit diaphragm, (II) the 
novel component of slit diaphragm, (III) the mechanism of intracellular calcium 
concentration by slit diaphragm signaling, and (IV) the changes of expression of 
functional proteins in podocytes of nephrotic patients. Our data provide new molecular 
insights into the formation and maintenance of SD and its dysfunction in hereditary 
and idiopathic nephrotic syndrome.   
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１．研究開始当初の背景 

 腎糸球体の濾過障壁はスリット膜とよば

れる糸球体上皮細胞間の接着構造により形

成される。Nephrin や Neph1 などの膜蛋白

からなるスリット膜構造は限外濾過のサイ

ズバリアーとして機能する。また、球体上皮

細胞の形態、分化、生存などの機能を制御す

るシグナル複合体として機能している。なか

でも Src ファミリーチロシンキナーゼ 

(SFK)が大きな役割を果たし、その際に

Nephrin, Neph1が SFKの基質となる。 

 

２．研究の目的 

 ネフローゼ症候群の特異的な治療標的と

するには Nephrin を中心とするスリット膜

におけるシグナル伝達の解明が重要と考え、

以下の検討を行った。(I)プロテオミクスによ

る網羅的解析を含めたスリット膜ダイナミ

クスの検討、(II)Nephrin のリン酸化制御メ

カニズムの検討、(III)Nephrinリン酸化シグ

ナルの下流の Ca2+シグナルのメカニズムの

解明、(IV) 糸球体上皮細胞の変化がネフロー

ゼ症候群と関連するについての検討。 

 

３．研究の方法 

(I) プロテオミクスによる網羅的解析を含め

たスリット膜ダイナミクスの検討 

 糸球体を単離し、その膜表面に発現して

いる蛋白をプロテオミクス技術を用いて

新規の上皮細胞膜蛋白質の同定を試みた。 

(II) Nephrin のリン酸化制御メカニズムの検

討 

 Nephrin がスリット膜構成因子と複合

体を形成するかどうか免疫沈降を用いて

解析した。その結果 Nephrin が SIRPと

結合すること見いだし、その結合が

Nephrin のリン酸化に影響を与えるかを

培養細胞の共発現系を用いて解析した。ま

た SIRPの発達腎における発現および先

天性ネフローゼ症候群を含む小児疾患で

の発現を解析し、その役割を検討した。 

(III) スリット膜リン酸化シグナルの下流の

Ca2+シグナルのメカニズムの解明 

 Nephrinのリン酸化と関連し、TRPC6(家

族性巣状糸球体硬化症の原因の一つ)がリ

ン酸化を介してNephrinと結合することを

見いだした。その結合様式の詳細を変異体

を用いて明らかにした。またTRPC6の膜発

現制御とそれによるCa2+シグナルの制御に

リン酸化とNephrinとの結合がどのように

関与しているかについて蛋白定量および細

胞内Ca2+濃度測定により解析した。 

(IV) ネフローゼ症候群患者における糸球体上

皮細胞の変化の解析 

 先天性ネフローゼ症候群および後天性巣

状糸球体硬化症などの糸球体疾患患者の腎

組織を用いて糸球体上皮細胞機能分子の発

現パターンの変化を免疫染色にて解析した。 

 

４．研究成果 

(I) プロテオミクスによる網羅的解析を含め

たスリット膜ダイナミクスの検討 

 スリット膜蛋白質がエンドサイトーシス

とエクソサイトーシスにおいて速い速度で

ターンオーバーしていることを明らかにし

た。糸球体上皮細胞の接着装置であるスリッ

ト膜の形成において細胞極性制御因子

PAR-aPKC シ ステム が重要 であ る。

PAR-aPKC システムを抑制する実験により、

PAR-aPKC の活性がスリット膜蛋白質の膜

発現を制御し、スリット膜蛋白質のエクソサ

イトーシスに関わることを明らかにした。 



 

 

 糸球体上皮細胞特異的 aPKC ノックアウ

トマウスを用い、その糸球体において PAR3

や aPKCの発現、Nephrinの発現を免疫染色

および免疫電顕で評価した。このノックアウ

トマウスは生直後より蛋白尿を呈する。染色

および生体内で膜表面ラベルしたサンプル

の解析により、このマウスではNephrinの発

現が細胞膜から乖離し、細胞質内にとどまっ

ており、in vivo においても aPKC の機能不

全がスリット膜複合体の膜輸送を阻害し、蛋

白尿を来す事を示唆する。スリット膜構造を

維持し、蛋白尿発症を防ぐために aPKC活性

が必要なことを明らかにした(現在投稿中)。 

(II) Nephrinのリン酸化制御メカニズムの検

討 

 (i)先天性ネフローゼ症候群における SIRP

の発現 

 ヒト腫瘍隣接部位の健常腎、IgA 腎症、

Alport症候群小児例、及び先天性ネフローゼ

症候群患者における SIRPの発現を解析し

た。ヒト腫瘍隣接部位の健常腎、IgA 腎症、

Alport 症候群においては SIRPα の発現は足

突起のパターンを示し Nephrin と共局在し

た。一方で CNS２症例では Podocinは ZO-1

と共局在し両者の発現は比較的保たれてい

たが、Nephrinは確認できず、SIRPαは著明

に低下し、Neph1も対照群と比し減少してい

た。このことから、SIRPと Neph1 の発現

は Nephin の発現に依存することが明らかに

なり、CNS発症においてスリット膜複合体形

成不全が存在することが明らかになった。 

 (ii)SIRPはNephrinと複合体を形成する 

SIRPは podocin, TRPC6, Neph1とは結

合がなかったが、Nephrinと細胞内で結合す

ることが明らかになった。またその結合の機

能として、 SIRP を共発現した際に

Nephrin のリン酸化が減弱することも見い

だし、SIRP は Nephrin リン酸化に対して

負に働くことが示唆された。 

 SIRPはNephrinなどのスリット膜複合体

と密接な関わりを持ち、Nephrinのリン酸化

の修飾に関与する可能性が示された。(KajihoY, 

et al. FEBS J. 2012; 279:3010-21) 

(III)スリット膜リン酸化シグナルの下流の

Ca2+シグナルのメカニズムの解明 

 (i)TRPC6活性化機構の解明 

TRPC6 が Src ファミリーチロシンキナー

ゼによるリン酸化をうけ、細胞内領域の

Y284 のリン酸化が細胞膜の活性化に必須で

あることを明らかにした。 

 プロテオミクス解析により TRPC6 Y284

に特異的に結合する蛋白質として PLC-1 を

同定した。さらに、PLC-1のリン酸化TRPC6

への結合がその膜移行に必要であることが

示唆された。 

 (ii)TRPC6のチャネルを制御するNephrin 

 TRPC6 はスリット膜の構成成分であるこ

とから、TRPC6 のリン酸化とスリット膜と

の関わりについて検討し、スリット膜主要構

成成分であるNephrinがリン酸化TRPC6と

特異的に結合することを明らかにした。また

この結合に必要な Nephrin の細胞内領域の

アミノ酸を同定した。 

 PLC- 1とNephrinがTRPC6の同じチロ

シン残基(Y284)に競合的に結合し、Nephrin

が TRPC6-PLC-1 結合を阻害することで

TRPC6 の膜移行を抑制するメカニズムが明

らかになった。 

 (iii)TRPC6 チャネル活性を抑制する

Nephrin Peptideの開発 

TRPC6との結合部位のNephrin細胞内領

域のペプチドがNephrinと同様にTRPC6を

抑制的に制御する可能性を検証した。 

TRPC6との結合部位からなるNephrinペ

プチドとそれに加えその前後の複数のペプ

チド、および結合部位の逆配列のペプチドを



 

 

細胞内に導入し、TRPC6 の膜移行への影響

を解析した。その結果２種類のペプチドにお

いて TRPC6の膜移行が抑制された。 

(iv)FSGS 患者の TRPC6 変異の活性化メカニ

ズム 

 FSGS で報告されているいくつかの

TRPC6 変異(P112Q、R895C、E897K)では

チャネル活性が増大するが、活性の変わらな

い変異(N143S、S270T、K874X)も存在する。

PLC-1 と Nephrin による TRPC6の制御機

構の解明により、FSGS を起こす TRPC6 変

異は特異的な制御機構に障害が生じた結果

TRPC6 の過剰な活性化を生じることを明ら

かにした。 (Kanda S, et al. Mol Biol Cell 

22:1824-351, 2011, Hattori S, et al.  J Signal 

Transduct 2011:31785, 2011) 

(IV) ネフローゼ症候群患者における糸球体

上皮細胞の変化の解析 

 MYH9 の変異による Epstein-Fechtner 症候

群の腎病変を解析し、糸球体上皮細胞の形態

変化が著しいことを見いだした(Sekine T, et 

al. Kidney Int 78: 207-214, 2010)。これは糸球

体上皮細胞における MYH9 が特異な細胞形

態の形成・維持に重要な役割を果たすことを

示唆する。そこで腎形成時と各種ネフローゼ

症候群患者の腎組織における MYH9 を含む

糸球体上皮細胞関連蛋白の発現を検討した。 

 腎移植ドナー腎(健常腎)、微小変化型ネフ

ローゼ症候群、巣状糸球体硬化症患者におけ

る糸球体上皮細胞機能分子の発現(Nephrin, 

Neph1, synaptopodin, podocin, ZO-1, 

Glepp1, MYH9)を蛍光染色で評価した。この

うち MYH9 を除く分子においてはいずれも

明らかな染色像の変化を認めなかった。しか

し巣状糸球体硬化症および一部の微少変化

型ネフローゼ症候群患者において MYH9 の

染色パターンが著しく低下していた。 

 MYH9 の発現をラットのネフローゼ症候

群モデル(PAN腎症)を用いて解析した。ネフ

ローゼの病態を示す 11 日目に糸球体上皮細

胞のMYH9の発現が著明に低下していた。 

 以上より、MYH9発現変化が糸球体硬化症

発症と緊密な関連があることが示唆された。

(現在投稿中) 
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