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Sphingosine 1-phosphate (SlP)は多彩な生理活性をもつ脂質メディエーターで，その受容

体である SlPreceptor (SlPR)は広汎な臓器に発現しており， SlP-SlPRシグナルは細胞の

生存，増殖，移動，細胞骨格再構築，細胞間接着など多くの細胞機能の制御に関与しているこ

とが報告されている．腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）は糸球体の構造維持，透過性制御に最

も重要な役割を果たしている細胞と考えられているが，ポドサイト機能維持における SlP-

SlPRシグナルの役割は不明である．本研究では，ポドサイトにおける SlP-SlPRシグナル

の役割を解明するため，正常，並びにネフローゼ症候群モデルにおける SlP関連分子の発現

を検討したまた， SlPRの機能的アンタゴニストである Fingolimodのポドサイト保護作用に

ついての検討を行った．正常ラット腎糸球体でSlP合成酵素である sphingosinekinase (SK) 

1, SlPの分解酵素である SlPphosphatase 1, 2, SlP lyase, SlPRl, 2, 3, 4, 5のmRNA発現

が観察され，培養ポドサイト細胞ではS1PR5以外のSlP関連分子のmRNA発現が観察された．

微小変化型ネフローゼ症候群モデルであるラット Puromycinaminonucleoside (PAN)誘導腎症

の糸球体で S1PR3,4の発現が充進していることが観察されたまた，培養ポドサイトに PAN

を添加した系で SKl,S1PR3, 4のmRNA発現が充進していることが観察された.PAN腎症ラ

ットに Fingolimodを投与すると蛋白尿が有意に減少し，同モデルで観察されるポドサイト機

能分子の発現低下が抑制された．また， PAN添加培養ポドサイトで観察されるアクチンフィ

ラメントの染色性の変化が Fingolimod処理により軽減されることを観察した．ポドサイト障

害の進行に SlPRシグナルの充進が関与していると考えられた.Fingolimodは微小変化型ネフ
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ローゼ症候群の治療薬として有用な可能性がある．

キーワード： Sphingosine I-phosphate (SIP), Fingolimod, ポドサイト，微小変化型ネ

フローゼ症候群， PAN腎症

緒言

腎糸球体毛細血管壁は，内皮細胞，糸球体基底

膜，糸球体上皮細胞（ポドサイト）で構成されて

いる．ポドサイトは高度に分化した細胞で，足突

起と呼ばれる構造を持ち，足突起間はスリット膜

と呼ばれる特殊な細胞間接着構造によってつなが

っており，蛋白透過を防ぐメインバリアーとなっ

ている．蛋白尿は腎糸球体疾患における最も重要

な症候であるだけでなく，腎機能低下をもたらす

悪化因子であるとともに，心血管疾患の独立した

危険因子であることが知られている．近年，ネフ

リン，ポドシンなどのスリット膜関連分子が同定

されてきたが，スリット膜の機能異常がおこるメ

カニズムは未だ解明されていない．

Sphingosine I-phosphate (SIP)は細胞膜を

構成するスフィンゴ脂質である sphingosineが

sphingosine kinase I, 2 (SK I, 2)によってリン

酸化されることによって生成される多面的な生理

活性をもつ脂質メディエーターである. SIPは

sphingosine phosphatase I, 2 (SPPaseI, 2)によ

って sphingosineに脱リン酸化され，また

SIP!yaseにより不可逆的に分解される．細胞内

で合成された SIPは細胞外へ輸送され，細胞膜

表面に発現する 7回膜貫通型Gタンパク共役受

容体である SIPreceptor (SIPR)を介しシグナ

ルを伝達する．

SIP-SIPRシグナルは二次リンパ組織からの

リンパ球が遊走する際に重要な役割を果たしてお

り，免疫調節機能が注目されている！）．また，

SIPRは広汎な臓器に発現しており， SIP-SIPR

シグナルは各臓器で細胞の生存，増殖，移動，細

胞骨格再構築，細胞間接着など多くの細胞機能の

制御における機能が報告されている. SIPは多

面的な作用をもつ脂質メディエーターである．

SIPは細胞表面に存在する G蛋白共役受容体で

ある SlPRに結合する.SlPRには5つのサブタ

イプがあり (SlPRl,2, 3, 4, 5), それぞれ1つま

たは複数の G蛋白と共役しそれぞれのシグナル

経路を介して作用を発揮する 2l. SlPRは組織，

細胞によって異なるパターンで発現しており，

SlPRl, 2, 3が全身の多くの組織や細胞に広く分

布しているのに対し， S1PR4は主に血液細胞，

S1PR5は主に神経系細胞と発現部位が限局して

いる．この受容体サブタイプの機能や分布の違い

がSlPの多彩な生理作用につながっている叫

全身の各臓器における SlPの役割が研究されて

いるが，ポドサイトにおける役割はほとんどわか

っていない．

Fingolimod (FTY720)はSlPの構造的アナロ

グである. S1PR2以外の SlPRに結合し細胞膜

表面の SlPRを減少させることにより機能的ア

ンタゴニストとして働く.SlPRのシグナルを抑

制することで二次リンパ組織からのリンパ球の遊

走を阻害し，末梢のリンパ球数を減少させること

で免疫抑制作用をもち，現在多発性硬化症の治療

薬として承認され，臨床使用されている 4)5)_ -

方でFingolimodは免疫細胞以外での各臓器局所

のSlP-SlPRシグナリングの調節効果も報告さ

れている．腎においては， Fingolimodが糖尿病

性腎症モデルラットの蛋白尿を抑制したという報

告があるが見作用機序の詳細は不明で，ポドサ

イト傷害に起因するネフローゼ症候群での検討は

ない．本研究では，ポドサイトにおける SlP-

SlPRシグナルの役割の解明， Fingolimodのポド

サイト保護効果を検討することを目的として，微

小変化型ネフローゼ症候群モデルであるラット

Puromycin aminonucleoside (PAN)誘導腎症，培

養ポドサイトを用いた解析を行った．

今回の検討で，ネフローゼ症候群モデルの糸球

体において SlP合成酵素である sphingosine

kinase (SK) 1, S1PR3, 4の発現が充進している
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こと， FingolimodがPAN腎症の蛋白尿を低下

させることを示したネフローゼ症候群の病態

形成に SlPRシグナルの充進が関与していると

考えられ， Fingolimodは微小変化型ネフローゼ

症候群の治療薬として有用な可能性があると考

えられる．

材料と方法

動物実験

6週齢（体重 150-200g)の雌性Wistarラット

(Charles River Laboratories, Japan) を使用し

た．本研究は，新潟大学動物実験委員会での承認

を受けており，すべての動物実験は新潟大学の動

物実験ガイドラインに従い行った．

培養ポドサイト

マウス培養ポドサイトの細胞株は PeterMundel 

博士 (AlbertEinstein College of Medicine, 

Bronx, NY)よりご提供いただき，既報の条件で

培養した 7)_ 37℃で 21日間培養により分化誘導さ

せ，分化度はネフリンの発現で確認した．

RT-PCR, 蛍光抗体法

RT-PCR, 蛍光抗体法は，既報に準拠して行

った 8). 単離糸球体，培養細胞，脳，肝組織から

RNAを抽出し，定法により cDNA合成を行い，

RT-PCRでの検討に用いた. GenBankで公開さ

れている情報をもとにプライマーを設計し，特異

性を確認した後，検討に使用した．蛍光抗体法で

の検討は，マウス抗ラットネフリン抗体9), ウサ

ギ抗ラットポドシン抗体 10) を用いた．

病態モデル，傷害ポドサイトでの検討

① PAN腎症の作製：PAN腎症はWistarラット

にlOmg/bodyの PANを尾静脈より単回投与する

ことにより作製した. PAN投与後 1時間後， 24

時間後， 10日間後に両腎を摘出し，蛍光抗体法の

検討材料，糸球体での mRNA検討材料とした．

②傷害ポドサイトでの検討：培養ポドサイトに

PAN (40μg/ml, 80μg/ml, 120μg/ml) を添加

後37℃,24時間培養し RNA材料を調整した．

Fingolimodの効果の検討

① PAN腎症ラットでの検討： P ANl Omg/body 

投与により PAN腎症を誘導した.Fingolimod 

lmg/kg体重／日または溶媒を PAN腎症誘導後

連日腹腔内投与した．各群並びに正常群を 6匹

ずつ作製した．腎症誘導後 8, 10日にラットを

代謝ケージに入れ， 24時間尿を採取した．尿蛋

白濃度は Bio-RadProtein Assay Reagent (Bio-

Rad, Hercules, CA)を用いて測定し， 1日尿蛋白

量を算出した. 10日尿採取直後に両腎を摘出し，

ポドサイト機能分子の染色性の検討を行った糸

球体における各分子の半定量的解析は Macconi

ら11)の方法に従い，以下のスコアを用いて評価

した． （染色パターンの連続性の低下ならびに染

色性の低下が認められる領城が糸球体の0-25%

のものをスコア 4,25-50 %をスコア 3,50-

75%をスコア 2,75-100%をスコア 1とした．）

各ラット 30個の糸球体を評価した．

② PAN添加培養ポドサイトでの検討：培養ポ

ドサイトに溶媒またはFingolimodを終濃度 3μM

となるように加え 24時間培養後， PAN80μg/ 

mLを添加しさらに 24時間培養した後細胞を回

収した．各群並びに正常群，それぞれ4ディッシ

ュ調整した．各ディッシュ 10個以上の細胞を

Rhodamine-phalloidinを用いてアクチンフィラメ

ントの染色所見を解析した．染色所見の半定量的

解析は Verderaemeら12)の方法に準拠し，以下

のスコアを用いて評価した．（スコア 4,細胞の

90%以上の領城で太いアクチン束が観察される．

スコア 3,少なくとも 2本の太いアクチン束が観

察され，他の領域では細い繊維束が観察される．

スコア 2,太い繊維束は認められないが細い繊維

束が認められる．スコア 1, 線維束が全くみられ

ない．）残りの細胞から RNAを抽出し， Rhoシグ

ナルの下流に位置するリン酸化酵素である

ROCKl (Rho-associated coiled-coil containing 

protein kinase 1)のmRNA発現を解析した
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結 果

検討 1: 腎糸球体，ポドサイトにおける S1P関連

分子の発現

ラット腎糸球体では SlPRl,2, 3, 4, 5のすべ

てのサブタイプの mRNA発現が認められ，培挫

ポドサイトでは SlPRl,2, 3, 4の発現が確認され

たが， S1PR5の発現は非常に弱かった（図 1A). 

腎糸球体，マウス培蓑ポドサイトで， SIP合成

酵素 (SKI,2), SIP分解酵素 (SIPPaseI,2, 

SIP lyase)の mRNA発現を認めた（図 lA). 未

分化のマウス培養ポドサイトと， 37℃で 2I日間

培蓑した分化培蓑ポドサイトにおける SIP関連

分子の発現を比較した SlPR5の mRNA発現は

どちらの状態のポドサイトでも検出されなかっ

た SlPRlとS1PR2の発現は，未分化 と分化

ポドサイトの間で差が認められなかった.S1PR3 

とS1PR4は分化ポドサイトでより強い発現が認

められた（図 IB). 

検討2:PAN投与による S1P関連分子の変化

ラットに PAN静注後， 1時間，24時間， 10日

での SlP関連分子の発現変化を解析した

SlPRlとS1PR2の mRNA発現は PAN投与によ

る変化が認められなかったが， S1PR3とS1PR4

の mRNA発現は PAN投与前に比して PAN静注

後 24時間， 10日のラット腎糸球体で増加していた

（図2A). マウス培蓑ポドサイトに PAN(40μg/ 

ml, 80μg/ml, 120μg/ml)を添加して 24時間培

簑し， SlP関 連分子の発現変化を検討した

A
 ラット マウス

単離 培養

糸球体腎皮質 全腎 脳 肝臓ポドサイト腎皮質全腎

S1PR1 

S1PR2 

S1PR3 

S1PR4 

S1PR5 

SK1 

SK2 

SPPase1 

SPPase2 

S1Plyase 

GAPDH 

B
 

一一一一一一一一一=-一
未分化型
培養ポドサイト

分化型
培養ポドサイ ト

一
一
— 

S1PR1 S1PR2 S1PR3 S1PR4 S1PR5 GAPDH 

図l正常腎糸球体，培掟ボドサイト

における SlP関連分子の発現

(A)ラットの腎組織 ・各臓器，マウス

培掟ボドサイトにおける SlP関連

分子の RT-PCR解析.SlPRl, 

SlPR2, SlPR3, SlPR4, 

SlPR5のmRNA発現がラ ット野

糸球体で検出された.SlPRl, 

SlPR2, SlPR3, SlPR4の

mRNA発現がマウス培挫ボドサイ

トで検出されたが，SlPR5の

mRNA発現は微弱であった. SlP 

関連酵素 (SKl,SK2, SPPasel, 

SPPase2, SlPlyase)の発現はラ

ット腎糸球体，マウス培蓑ポドサイ

トですべて検出された

(B)未分化型培挫ボドサイトと分化型

培挫ボドサイトにおける SlP受容

体のRT-PCR解析．未分化型培

蓑ボドサイトと比較して，分化型

培簑ボドサイトの SlPR3,SlPR4 

のバンド強度が強く検出された．



長谷川： 腎糸球体上皮細胞（ポドサイト）機能維持におけるスフィンゴシン 1リン酸受容体シグナルの役割 77 

A
 正常

p岱
S1PR1 

S1PR2 

S1PR3 

S1PR4 

GAPDH 

B
 

一一
一

゜
PAN (pg/ml) 
40 80 

S1PR1 

S1PR2 

S1PR3 

S1PR4 

SK1 

SK2 

SPPase1 

SPPase2 

S1 Plyase 

GAPDH 

N
h
 

A
4
 

p
2
 

PAN 
Dav 10 

120 

一一一
一一
一

4

3

2

1

0

 

H
O
d
¥
1
8
 Ol 
\IN~E 

正常

常正

5

4

3

2

1

0

 

H
O
d
¥
l
S
I
 OJ 
\IN~E 

PAN 
1h 

咄

z
h
 

A
4
 

p
2
 

z
h
 

A
4
 

p
2
 

5

0

5

0

-

n》2
1

1

 

0
 

0
 

H
O
d
¥
l
D
 01 
¥/Nl:J E
 

3

2

1

0

6

4

2

0

 

HOd\l~01 

\IN~E 

H
O
d
¥
l
D
 01 \
I
N
~U』

40 

SK1 

80 

PAN 
Day 10 

PAN 
Day 10 

4

3

2

1

0

 

H
O
d
¥
1
8
 OJ 
¥/Nl:l E
 

5

4

3

2

1

0

 

H
O
d
¥
f
E
)
 Ol 
1/N~W 

3

2

1

0
 

H
O
d
v
'
8
 01 
\IN~E 

8

6

4

2

0

 

H
O
d
¥
1
8
 0
1
 
\IN~E 

！ヽL
 

N
m
 

P
A
g
 

'~ 
，
 ゚

2
 

0

5

n

-

0

5

 

2

1

1

 

0
 

0
 

HOd\l~

Ol 
\IN~E 

~
~
 

L
 

N
m
 

悶~~ ゜
2
 

ー

咄 PAN PAN 
24h Day 10 

正常 咄 PAN PAN 
24h Day 10 

40 80 

S1PR4 

120 PAN 
(μg/ml) 

40 80 

4

3

2

1

0

 

H
O
d
¥
f
D
 01 
¥/Nl:JW 
）
 
L
 

‘.,' 

N
m
 

L
 

PAgl 

N
m
 

.9
~ 

P

A

q

μ

 

.,r 

・
~0

0

 

2
 

2
 

ー

ー 40 80 

0

5

0

5

0

 
0

0

 

2

1

9

 

HOd\l~01 

¥IN!:! E
 

120 PAN 
(pg/ml) 

40 80 
0

5

0

5

0

 

2

1

1

 

0
 

0
 

HOd\l~Ol 

\IN~E 

S1P lyase 

40 80 120 PAN 
(pg/ml) 

図2 PAN投与における＇行糸球体，培養ボドサイトの SIP関連分子の発現
(A) PAN野症ラット糸球体における SIP受容体mRNAの発現解析. PAN腎症誘甜後 24時間， 10日後のラット腎
糸球体で， S1PR3, S1PR4のmRNA発現の充進が観察された
(B) PAN添加培簑ポドサイトにおける SIP関連分子 mRNAの発現解析. PAN添加培掟ポドサイトで S1PR3,
S1PR4, SKIのmRNA発現が浪度依存性に上昇した．
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S1PR3, S1PR4, SKIのmRNA発現が PANの

漏度依存性に増加した． 一方， SlPRlとS1PR3

並びに SIP関連酵素の発現は PAN添加による変

化は観察されなかった（図2B).

検討3: Fingolimodの効果の検討

(1) PAN腎症モデルでの検討

PAN lOmg/bodyを静注して誘導した PAN腎

症をラ ットに SIPの機能的アンタゴニストであ

るFingolimodもしくは溶媒を連日腹腔内投与し

た. Fingolimodを投与していない PAN腎症ラ ッ

トは病変誘導 8日目から著明な尿蛋白が出現する

が， Fingolimodを投与した群では尿蛋白が抑制

された （無治療群 vs.治療群： 8日目， 103.4土

78.0 mg/day vs. 5.34土 3.35mg/day, p=0.0117 ; 

10日目， 152.3土 120.2mg/ day vs. 11.2士 3.84

mg/day, p=0.0165) (図3A). 10日目ラ ットの

血液検査では， PAN腎症ラ ッ ト（無治療群）で

は血清総コレステロールの上昇がみられたが，

Fingolimod投与群では上昇が抑制された (157.7

土 67.4mg/di vs. 85.8土 17.3mg/di, p=0.0299). 

血清クレアチニン値と血清総蛋白値は PAN腎症

の誘導有無で変化がなく， Fingolimodの投与に

よっても変化がなかった（図3B). PAN腎症ラ

ット糸球体ではスリット膜機能分子であるネフリ

ン，ポドシンの染色性は低下し，不連続な染色パ

ターンとな ったが， Fingolimod投与により，染

色性の変化が抑制された (IFスコア，無治療群

vs. 治療群：ネフリン， 1.78土 0.73vs. 2.86士

0.49, p=0.0411; ポドシン， 1.52士 0.89vs. 2.62土

0.44, p=0.045) (図4).

(2)培養ポドサイトでの検討

培蓑ポドサイトに PANを添加するとアクチン

線維束の分布パターンが変化するが， Fingolimod
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図3 FingolimodのPAN腎症における蛋白尿，血液生化学所見に対する効果

(A)蛋白尿に対する効果.Fingolimod投与群では蛋白尿が抑制された．

(B)血液生化学所見に対する効果.Fingolimod投与群では血清総コレステロール値の上昇が抑制された．
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図4 Fingolimodのスリット膜機能分子発現に対する効果

PAN腎症 (vehicle群）でのスリット）］葵関連分子ネフリン，ボドシンの

染色性の変化は， Fingolimod投与により抑制された．
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図5 Fingolimodの培租ボドサイトのアクチン染色所見に対する効果
PAN処理 (vehicle群）でのアクチン染色所見の変化は， Fingolimod前処理により抑制された
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図6 FingolimodのROCKlmRNA発現に対する効果

PAN処理 (vehicle群）でROCKlmRNAの発現冗進が観察された. Fingolimod前処理により ROCKlの
mRNAの発現増加が抑制された
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による前処理により， PANによるアクチン線維

束の分布パターンの変化が抑制された． （アクチ

ン染色スコア：溶媒前処理群 vs.Fingolimod前

処理群； 1.93士 0.29vs 2.85士 0.45,p=0.0294) 

（図 5).ROCKlのmRNAは正常培養ポドサイ

トではほとんど検出されない.P AN80μg/mlに

よる 24時間培養でROCKlのmRNA発現が充進

したが， Fingolimod前処理により PANによる

ROCKlのmRNA発現充進は抑制された（図6).

考 察

本研究で， SlP-SlPRシグナルが微小変化型

ネフローゼ症候群の病態モデルである PAN腎症

の病態形成に関わっていると考えられ， SlP-

SlPRシグナルは微小変化型ネフローゼ症候群の

治療標的となる可能性があることが示された．

ラット腎糸球体とマウス培養ポドサイトで

SlP関連分子の mRNA発現が観察された．腎皮

質糸球体における SlP関連分子の発現パター

ンは検討した他の臓器と明らかな差はなく，

SlPRのサブタイプがすべて検出できた一方，

マウス培養ポドサイトでは S1PR5の発現が少な

<, S1PR3とS1PR4の発現が優位であるとい
う特徴をもっており，特に未分化な状態から分

化ポドサイトになる過程で S1PR3とS1PR4の

発現が優位となっていたこの特徴的なポドサイ

トにおける SlPRの発現パターンはスリット膜

などポドサイトの特異的な機能の維持に SlP-

SlPRシグナルが関わっている可能性があると考

えられた

微小変化型ネフローゼ症候群の病態モデルを誘

導する薬剤である PAN処理によりマウス培養ポ

ドサイトでは， S1PR3とS1PR4, 並びに SlP

合成酵素の SKlの発現が充進していた． リガン

ドである SlPと受容体の双方の発現が冗進して

いることから PAN処理による傷害ポドサイトで

はS1PR3,4を介した SlP-SlPRシグナルが充

進していると考えられた.PAN腎症ラット腎糸

球体で S1PR3,4の発現充進が観察された． リガ

ンドである SlPの血漿中の濃度は約200nMと高

値であると報告されており 13), 細胞局所におけ

るSlP-SlPRシグナルは受容体である SlPRの

発現量で規定されていると考えられることから，

PAN腎症糸球体では， S1PR3,4を介した SlP-

SlPRシグナルが充進していると考えられる．

Fingolimodは冬虫夏草の一種である lsaria

sinclairii由来の天然物であるイリオシンの構造

変換によって得られた化合物であり，スフィン

ゴシンの構造アナログである 14).Fingolimod 

は生体内で SKによりリン酸化され，短期的に

SlPRl, 3, 4, 5のアゴニストとして働くが，細

胞膜表面の SlPRを減少させることにより機能

的アンタゴニストとして働く．本研究で，

Fingolimod投与により PAN腎症の尿蛋白が抑制

され，また血清コレステロール値上昇も抑制され

た.PAN腎症（無治療群）でも血清アルブミン

値の低下はみられなかったが，ネフローゼ症候群

では apolipoproteinBの合成充進により高コレス

テロール血症をおこすことが知られている 15).

Fingolimodが高コレステロール血症を直接引き起

こすという報告はみられない.Fingolimodは

PAN腎症によるスリット膜関連分子であるネフリン

とポドシンの発現低下を抑制しており， Fingolimod

による蛋白尿抑制効果の少なくとも一部はスリット

膜の保護効果によるものと考えられる．

SlPRの5つのサブタイプは，それぞれ1つま

たは複数の G蛋白と共役しそれぞれのシグナル

経路を介して作用を発揮する 2)が， PAN腎症で

発現が充進していた S1PR3とS1PR4は結合す

るG蛋白として Gl2/13を共通にもつ.Rho-

ROCK系はG12/13シグナルの下流のエフェクタ

ーの一つである.PAN添加培養ポドサイトにお

いて ROCKlのmRNA発現充進が認められ，こ

れは過去の報告に一致する 16l.Fingolimodの投

与により ROCKlの発現充進は抑制されており，

これは S1PR3,4のシグナル阻害によると推定さ

れる.Rho-Rock系はcofillinのリン酸化などを

介してアクチン細胞骨格の制御を行っており 17),

ポドサイトにおいてもアクチン骨格再重合に関与して

いると報告されている 18)_ アクチン細胞骨格はポド

サイトの構造維持，足突起の維持にも重要な役割
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を果たしている 19)_ 本研究でFingolimodはPAN

刺激に対して細胞骨格維持作用を有していた．こ

の作用は S1PR3,4の阻害により Rho-ROCK系

の過剰な充進を防いだことによると考えられる．

結論

微小変化型ネフローゼ症候群の病態モデルであ

るPAN腎症において S1PR3,4の発現が充進し

ていることを示した．この観察は，微小変化型ネ

フローゼ症候群の病態形成に SlPRシグナルの

充進が関与していること示していると考えられ

る.FingolimodはPAN腎症の蛋白尿抑制効果，

スリット膜機能分子の保護効果を持つことを示し

た.Fingolimodは微小変化型ネフローゼ症候群

の治療薬として有用である可能性がある．
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