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はしがき

　糸球体上皮細胞障害が蛋白尿の出現、分節性糸球体硬化、不可逆的な腎機能廃絶につなが

ることが明らかにされつつある。すなわち非分裂細胞であるが故にその障害こそが腎機能障

害進展の鍵と考えられる・これまで私たちは糸球体上皮細胞の頂側に発現している陰性荷電

分子ポドカリキシンは・アダプター蛋白（エズリン、NHERF2）を介して細胞内骨格と密接に繋

がっており・腎臓の濾過機能を保つのに寄与していることを報告してきた。また、糸球体上

皮細胞障害とポドカリキシンの細胞内骨格からの解離が連関していることを見いだした。従

ってその結合・解離メカニズムを明らかにすることは糸球体上皮細胞障害解明につながる。

　本研究「糸球体上皮細胞障害時における接着阻害分子ポドカリキシンとアダプター蛋白の

役割」において私たちは、1）これら3分子（ポドカリキシン／NHERF2／エズリン）のリン酸化状

態が複合体の安定性に関連するかを明らかにし、2）N｝IERF2のPDZ1に結合する蛋白を同定し、

複合体安定に寄与するかどうか解析した。次に培養糸球体上皮細胞を用いてポドカリキシ

ン・アダプター蛋白複合体に対するアンジオテンシンII（AII）の役割を検討した。続いて強

制発現系を用いてアダプター蛋白・アクチン細胞内骨格複合体に対するポドカリキシンの役

割を検討した。

以下に主な成果の概略を列挙する。

1ポドカリキシン／NHEnF2／エズリン分子のリン酸化状態と糸球体障害との関係

　ポドカリキシンの細胞内ドメイン、NHERF2、エズリンはいずれもリン酸化を受けるアミ

ノ酸残基が存在する。正常ラットおよび腎臓病モデルラットの腎糸球体を単離した後、そ

れぞれの蛋白を免疫沈降法および低圧クロマトグラフィーを用いて精製し、リン酸化蛋白

を検出するシステムを用いて病的状態でのそれぞれのリン酸化の変動を検討した。病的状

態ではエズリンは脱リン酸化を受け、同時に複合体から解離していた。

2　アダプター蛋白NHEPF2のPDZ　1に結合する蛋白の同定

　NHERF2の1番目のPDZドメイン（PDZ1）に結合する蛋白を同定するため、酵母2ハイブリ

ッドシステムとラット糸球体由来cDNAライブラリーを用いて、　NHERF2のPDZ　1領域cDNAを

baitとしてスクリーニングを行った。得られた陽性クローンcDNAのシークエンスを決定し

たところ、NHERF2のPDZ1そのものであった。　GST　pu11－do㎜法と免役共沈によりNHERF2の

PDZ1同士が結合することを確認した。病的状態のラット腎糸球体においてはその結合が減

弱していた。

3　培養糸球体上皮細胞の形質評価

　これまで糸球体上皮細胞の安定した培養細胞系がなかったが、Dr．　Mundelによりマウス

由来温度感受性糸球体上皮細胞が樹立された。同細胞を供与して頂き、まず生体内の糸球



体上皮細胞と同様の機能を発現しているかを評価した。ハイマン腎炎責任抗原メガリンが

　この分化状態の培養細胞に発現し、かつエンドサイトーシス受容体として生体内と同様に

機能していることを確認した，

4　培養糸球体上皮細胞におけるポドカリキシン・アダプター蛋白・アクチン複合体の相

互作用に対するAIIの効果

　AIL　AH拮抗薬添加の有無によりポドカリキシンと免疫共沈するアダプター蛋白（エズ

リン、NHEnF2）の量を検討したところ、　AII依存的にこれらの複合体が解離することが明ら

かとなった。

5　ポドカリキシンの強制発現によるアダプター蛋白・アクチン複合体が再構築

　MDCK培養細胞にポドカリキシンを強制過剰発現するとアダプター蛋白の再構築（頂側へ

の再分布）が認められた。また、細胞内骨格のシグナルに関与するRhoAが活性化していた。

これらよりポドカリキシンを強制発現するとRhoAが活性化され、エズリン、　NHERF2の頂側

への再分布が行われると考えられる。

　得られた成果の詳細は本冊子に示す通りであるが、読まれた方々のご批判、ご叱正を頂け

れば幸いである。
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第48回日本腎臓学会学術総会

2005．6．23－－25，2005．7．9・－10　横浜・新潟

竹田徹朗、小山裕子、濱ひとみ、田沼厚人、伜田亮平、佐藤聖子、下条文

武、斎藤亮彦：

肝から血中に放出された肝型脂肪酸結合蛋白（L－FABP）の腎臓への集積機序

第48回日本腎臓学会学術総会

2005．6．23　一へ25，2005．7．9－一　10横浜・新潟



Tet呂uro　Takeda，　Mari　lyn　G　Farquhar：

P・d・cyte・cyt・skelet・血is　c・nnected・t・the　integral　membrane　pr・tein，　Ped・calyxin．

第48回日本腎臓学会学術総会

2005・623－＾25，2005．7、9－一　1　O横浜・新潟

斎藤亮彦：

エンドサイトーシス受容体メガリーンを利用した腹膜透析合併症の予防法の開発

2004年度腹膜機能リサーチ研究報告会

2005．7．2東京

斎藤亮彦、竹田徹朗、小山裕子、濱ひとみ、田沼厚人、保坂聖子、枠田亮

平、細島康宏、飯野則昭、鈴木芳樹、下条文武：

メタボリックシンドロームに関連する腎症と高血圧の発症機序：蛋白代謝過剰

負荷仮説

第12回新潟糖尿病性腎症研究会

2005．9．15新潟

竹田徹朗、成田一衛、上野光博，西慎一一、近藤大介、坂爪実、風間順一

郎、丸山弘樹、斎藤亮彦、下条文武，濱塞：

腎障害合併高血圧症患者の蛋白尿に対するシルニジピンの効果

第28回日本高血圧学会総会

2005．9．15－17　旭川

斎藤亮彦：

尿酸代謝と腎一メタボリックシンドm一ムの観点から一

第3回新潟尿酸代謝フォーラムミニレクチヤー

2005．10．13新潟

Te㎞・Takeda・　Kiy・k・H・鴫A蜘K・bay邸i，　Ry・hei　K醐亀F㎜i倣e　G司y。，

Akihiko　Saito：

N°n’M蹄My・Sin　Heavy　Chain皿AIs　lnv・ived血End・cyt・sis・fMeg典血・ugh

the　I血teraction　with　Dab2　in　Prox㎞．al　Tubular　Cells

38th麺顛1Mee瞳㎏and　Scien醸c　Exposi曲L

2005．1L10－・13　Pe皿sylvania，　U．SA



斎藤亮彦：

ARI－Diabetes　Complications　Trial（ADCT）結果報告

新潟糖尿病合併症フォーラム

2005．lL12新潟

斎藤亮彦、竹田徹朗、永井雅昭、下条文武：

エンドサイトーシス受容体メガリンと関連分子の相互作用：腎臓の蛋白代謝と

その病態

文部科学省科学研究費補助金特定領域研究　「メンブレントラフィックー分子

機構から高次機能への展開一」第3回全体班会議

2005．11、16－19群馬

斎藤亮彦、竹田徹朗、小林麻子、小山裕子、濱ひとみ、田沼厚人、保坂聖

子、伜田亮平、細島康宏、飯野則昭、上野光博、西慎一、鈴木芳樹、下

条文武：

メタボリックシンドローム関連腎症の病態：蛋白代謝過剰負荷説

第17回日本糖尿病性腎症研究会

2005．12．3－4　東京

斎藤亮彦：

尿毒素蛋白代謝を目的とした腎臓機能再生

ハニカムフィルムのメディカル応用に関するフォーラム

2005．12．8札幌

斎藤亮彦：

近位尿細管のエンドサイトーシス機構と関連疾患

関東小児腎臓研究会

2005．12．10　東京

斎藤亮彦、竹田徹朗、下条文武：

尿毒素蛋白を目的とした細胞移植療法の基礎検討

新潟細胞・再生療法シンポジウム

2006．1．28新潟



竹田徹朗、成田一衛、下条文武：

糖尿病性腎症による慢性腎不全を合併したキサンチン尿症π型の一例

第39揮肩本痛風・核酸代謝学会総会

2ee6．29－10京都

斎藤亮彦：

メタボリックシンドロームと腎障害

第15園糖尿病性腎症セミナー

20◎6。2，15　　鰯山

（3）出版物

斎藤亮彦、竹田徹朗、山本卓、下条文武：

AGEsと腎不全，透析アミロイドtUシスおよびメガリン

AGEs研究の最前線一糖化蛋白関連疾患研究の現状一（今泉勉監修，山岸昌一

編集），メディカルレビュー社・寮京

163艘9，　2004

竹田徹朗，下条文武：

糸球体上皮細胞でのポドカリキシンの投割

Annual　Review腎臓2004（伊藤克己、遠藤仁、御手洗哲也、東原英二、秋・

澤忠房編），中外医学社・東京

9・・14，2004

斎藤亮彦：

生体機能分子のトランスレーショルリサーチ

新潟汰学アイソト・・・・・…プ総合センダーニュ｝スN砥82004

斎藤癬彦逗竹田撤朗、下条文武』

纏藤糠癖泰蘂蚕蒋がロブリン代謝の可能性

鞠繊鞠珠懸臓MZOo5雛藤。姦纂、遠藤仁、御手洗哲也、東原英ニパ櫟

漂趨欝編），中外購t薫京。
1216，　2005



斎藤亮彦、竹田徹朗：

糖尿病性腎症治療の最近の進歩一L近位尿籍管エンドサイ整一シス曇纏捧メガ

リンを介するAGE代謝経路1治療のタi－P－H・一一ゲットとなるか？一

糖尿病合併症19（2），株式会社メデ4カル・ジャーナル鮭

145崎7，　2005


