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【要旨】 

 

腎糸球体の基底膜を覆っているポドサイト (糸球体上皮細胞) は，スリット膜と呼ばれる特

徴的な細胞間接着を形成している．この構造は，血漿タンパク質を保持するための最終的か

つ本質的な障壁として機能し，ポドサイトの機能を調節するシグナル伝達の場としての役

割も果たす．したがって，スリット膜に発現しているタンパク質の網羅的な解析はポドサイ

トの特性を理解するうえで重要であると考えられる． 

本研究では，抗原を中心に 200-300 nm以内のタンパク質を fluorescein で標識し解析する

Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources法を用いて，スリット膜近傍のタンパク

質の網羅的な解析を試みた．  

その結果，ラットの単離糸球体からスリット膜関連タンパク質を濃縮して抽出することに

成功し，ラットのポドサイトにおいて Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1が発

現していることを新たに見出すことができた．本研究で得られた成果は今後のポドサイト

研究における重要なリソースになると期待される． 
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緒言 

 

腎糸球体の係蹄壁は，内皮細胞，糸球体基底膜，およびポドサイトの 3つの層からなる．こ

の障壁は水や中小分子を自由に通過させる一方で，血清アルブミンやそれより大きなタン

パク質の通過は高度に制限される．なかでも，ポドサイトの主要な細胞間接着装置であるス

リット膜は血漿タンパク質の漏出を防ぐために重要な機能を果たし，スリット膜の異常は

タンパク尿を伴う糸球体疾患の病態に関与する 1)． 1988 年に Orikasa らは，スリット膜

を認識するマウスモノクローナル抗体 (5-1-6 抗体) をラットに静脈内投与すると大量のタ

ンパク尿を引き起こすことを報告し 2)，スリット膜が糸球体濾過障壁において必須の構造で

あることを示した．後に，Tophamらによって 5-1-6抗体はスリット膜の重要な構成分子で

ある nephrin3,4)の細胞外ドメインを認識する抗体であることが示された 5) ．今日に至るま

で多くの研究者がスリット膜を構成する分子の解明に取り組み，  podocin 6,7)や Kin of 

IRRE-like protein 18,9)などスリット膜を構成している様々な分子が発見されてきた．また，

最近の研究ではスリット膜は濾過障壁としての機能だけでなく，細胞骨格の調節や極性の

維持など様々な機能に関わるシグナル伝達の拠点としての役割を果たすことが示されてい

る 10-12)．こうしたことから，スリット膜近傍に発現しているタンパク質の解析はポドサイ

トの研究において重要なリソースとなると考えられる． 

質量分析装置を用いて糸球体またはポドサイトのプロテオーム解析を行った結果がいくつ

か報告されている 13-16)．しかし，これらの報告ではスリット膜に関連して発現していても，

細胞全体として発現量の低いタンパク質に関しては検出できていない可能性がある．この

ような分子も含めて同定するためには，スリット膜近傍のタンパク質を選択的に抽出して

解析する方法が理想的である．さらに，すでに報告されているポドサイトのプロテオーム研

究のなかにはスリット膜のマーカーともいえる nephrin が同定されていない，あるいはご

くわずかな量しか検出されていないものがあり 13,14)，実験手技がポドサイトの細胞間接着

を解離させるなど，生理的状態を反映していない可能性があることにも留意しなければな

らない． 

近年，Horseradish peroxidase (HRP)による反応を利用して aryl azide-biotin や

fluorescein-conjugated tyramide（FT）といった試薬を活性ラジカル種に変換させて HRP

の近傍 200〜300nm の分子を蛍光標識する Enzyme-Mediated Activation of Radical 

Sources (EMARS)とよばれる手法が Kotani らによって確立された 17,18)．そこで，本研究

ではこの方法を用いて生体内でスリット膜近傍に発現するタンパク質の抽出を試みた．

我々は，先に述べた 5-1-6抗体を用いてスリット膜の nephrinを HRPによって標識し，さ

らに FT を反応させ，スリット膜近傍に発現するタンパク質を網羅的に fluorescein 標識さ

せた後，抗 fluorescein抗体による免疫沈降を行った．その結果，本方法によって nephrin，

podocin， Kin of IRRE-like protein 1などのスリット膜に局在するタンパク質が選択的に

抽出されていることが確認でき，ラットのポドサイトにおいて Platelet Endothelial Cell 



Adhesion Molecule-1 (PECAM-1)が発現していることを新たに見出すことができたので報

告する． 

 

 

材料と方法 

 

1．実験動物 

8～10週齢のオスのWistar ラットを用いて後述する腎糸球体単離，免疫蛍光抗体法による

組織染色を行った．本論文における動物実験は，動物実験倫理委員会により審査され，新潟

大学学長より承認された動物実験計画に沿って実施した（承認番号「27新大研第415号3」）． 

 

2．抗体 

nephrin の細胞外領域を認識する 5-1-6 抗体は河内裕教授(新潟大学腎研究センター・分子

病態学分野)から提供を受けた．また、ネガティブコントロールとして抗 Keyhole Limpet 

Hemocyanin （KLH）抗体 (Sigma-Aldrich，St. Louis, MO, USA) を用いた．EMARS反

応の結果 fluorescein 標識されたタンパク質の免疫沈降には抗 fluorescein ヤギポリクロー

ナル抗体 (Rockland Immunochemicals Inc．，Limerick, PA, USA) を用いた．抗 PECAM-

1 抗体，抗 laminin 抗体，抗 nephrin 抗体はそれぞれ Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA), Sigma-Aldrich, Immuno-Biological Laboratories (Fujioka, Gunma, 

Japan) から購入した. 

 

3．糸球体単離 

磁気ビーズでラット腎を潅流し，細切した皮質をコラゲナーゼ消化後，100 µｍ のメッシュ

を通し，磁力を利用し糸球体を単離した．この方法は当教室で発表した方法に準じたが 19)，

コラゲナーゼでの消化時間を 30分に短縮した． 

 

4．HRP による nephrin の標識と EMARS 反応 

 ラット 12 匹から単離した糸球体を 2 等分し，5-1-6 抗体もしくは抗 KLH 抗体を 1 次抗

体としてそれぞれに加えて 20℃で 60 分反応させた．各抗体の濃度は 1µg/ml となるよう

FN-PBS（2%FBS, 0.1% sodium azideを含む PBS）で希釈して使用した. 抗 KLH抗体は，

HRPによる標識とは無関係に糸球体の内在性のペルオキシダーゼによってEMARS反応が

起こり，fluorescein 標識される分子が生じる可能性を考慮して，ネガティブコントロール

として使用した．1次抗体との反応終了後，FN-PBSで 5回洗浄し，HRP-conjugated anti-

mouse IgG 抗体(Immuno-Biological Laboratories)を 2 次抗体として加えて 20℃で 30 分

反応させた．FN-PBSで 2回，N-PBS（0.1% sodium azideを含む PBS）で 3回洗浄した

後，FT 反応液を加えて 20℃で 20 分反応させ，EMARS 反応による fluorescein 標識を行



った．N-PBSでの洗浄を行った後，上清を取り除き‐20℃で保存した．  

 

5．EMARS 反応により標識されたタンパク質の精製 

細胞膜タンパク質を濃縮する目的で，可溶性のタンパク質の除去を行った．5-1-6抗体を用

いて HRP 標識を行い，EMARS 反応によって fluorescein 標識を行ったサンプル(“5-1-6

抗体群”)，KLH 抗体を用いて同様の処理を行ったサンプル(“KLH 抗体群”)に FOCUS 

global fractionation kit (G-Biosciences, St. Louis, MO, USA) の Soluble Protein 

Extraction (SPE) bufferを加えて超音波処理により懸濁し，4℃，140,000ｇ，60分間の超

遠心 (CP-80β, Hitachi Koki, Tokyo, Japan) を行った．可溶性タンパク質を含む上清を取

り除いた後，再度 SPE bufferを加えて超音波処理・超遠心を繰り返して沈殿物を回収した．

さらに，未反応の FTを除去するため沈殿物をクロロホルム・メタノール混合液 (2：1) 500µl

で洗浄後，さらに 50％メタノールで洗浄した．洗浄した沈殿を遠心濃縮機 (Concentrator 

5301, Eppendorf, Hamburg, Germany) を用いて乾燥後， 100µlの 50 mM Tris–HCl (pH 

7.4), 1 % sodium dodecyl sulfate（SDS）を加えて懸濁し，95℃で 10分間加熱することで

可溶化し，400µlの NP-40 lysis buffer (1% NP-40, 150mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 

5 mM EDTA-2Na, 1% glycerol)で希釈した． 

次いで抗 fluorescein 抗体を用いた免疫沈降を行った．抗 fluorescein 抗体を Zeba spin 

column（Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて脱塩処理後，Dynabeads 

M-270 Epoxy (Thermo Fisher Scientific)と，メーカー指定のプロトコールに従ってカップ

リングさせた．この beadsにサンプルを加え，4℃で終夜反応させて免疫沈降を行った (1mg

の beads に対して約 30µg の抗 fluorescein 抗体を反応させ，1 回の免疫沈降では 5-1-6 抗

体群，KLH 抗体群のそれぞれのサンプルに対して beads の重量として 1mg に相当する量

を用いた)．免疫沈降後の上清は破棄せずに新たな抗体 beads と反応させて免疫沈降を計 5

回繰り返した．免疫沈降後の beadsは，NP-40 lysis buffer 500µlで 5回，0.5M NaClを添

加した PBS で 2 回，脱イオン水で 1 回洗浄した後 SDS sample buffer (2 % SDS, 10 % 

glycerol, 62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2 % 2-mercaptoethanol) 30µlを加えて 50℃で 15分

加熱することで fluorescein標識されたタンパク質を溶出させた．このようにして得られた

タンパク質のサンプルは還元条件下で SDS-polyacrylamide gel electrophoresis（PAGE)を

行い，Typhoon 9400 (GE Healthcare, Tokyo, Japan) により fluorescein標識されたタン

パク質を確認した後に Coomassie Brilliant Blue R250染色を行った． 

 

6．糸球体からの膜分画の調製 

 EMARS法の有用性を検討するため，可溶性のタンパク質を除去した糸球体サンプル（膜

分画）を調製した．つまり，単離した糸球体に対して EMARS反応を行わず，「5．EMARS 

反応により標識されたタンパク質の精製」の項で述べた方法と同様に超遠心を 2 回繰り返

して可溶性のタンパク質を除去した膜分画を調製した(ここでは，磁気ビーズを用いて腎を



潅流した後 sieving法 20）と同様にして得られた単離糸球体を PBSに浮遊させ，磁力を利用

してより選択的に回収するという方法で糸球体単離を行っており，コラゲナーゼによる消

化は行っていない）．超遠心後の沈殿は脱イオン水 500µlで洗浄した後，SDS sample buffer 

30 µl を加えて 50℃で 15分加熱してタンパク質を可溶化させた．タンパク質の濃度は，デ

オキシコール酸ナトリウムとトリクロロ酢酸を用いてタンパク質を沈殿させた後，Lowry

法によって測定した 21)．この中から 20µgのタンパク質を使用して EMARS 反応産物と同

様の条件で SDS-PAGE を行った． 

 

7．トリプシンによるゲル内消化と質量分析 

 EMARS 反応産物と EMARS 法による標識を行わない糸球体膜分画は SDS-PAGE で分

離後，Coomassie Brilliant Blue R250で染色し，それぞれの試料のレーンを等間隔でスラ

イスし，dithiothreitolと iodoacetamideによる還元アルキル化後トリプシンによるゲル内

消化を行った 22)．また，後述する抗 PECAM-1抗体を用いた免疫沈降の後に SDS-PAGEを

行ったゲルについても，ウェスタンブロットのバンドとマーカータンパクの位置を参照し

て目的とする位置のゲルを切り出して同様にゲル内消化を行った．EMARS 反応産物は

1~4 回目の免疫沈降によって得られたサンプルのレーンを使用し，同一の分子量範囲のゲ

ルスライスをすべて回収してゲル内消化を行った．抽出したペプチドは 0.3%ギ酸 15 µl に

溶解し，nano-flow LC (Eksigent nanoLC 415 with ekspert cHiPLC, Sciex, Foster, CA, 

USA) – tandem mass spectrometer (TripleTOF5600+, Sciex) を用いてそれぞれのサンプ

ルを 2回測定した．タンパク質の同定はMascot search engine (Matrix Science, London, 

U.K.) を用い，UniProt の rat proteome database (2015-08 release)に対して検索した．

False Discovery Rate (FDR) は 1%以下に設定し，スコア（MudPIT scoring）が”Identity 

threshold”を超えるペプチドのみを対象とした．また，データベースの特定のタンパク質の

アミノ酸配列に有意に帰属する MS/MS スペクトルの総数がそのタンパク質の濃度に依存

するという原理に基づいて定量値を算出するスペクトラル・カウンティング法を用いて，同

定タンパク質の定量的な指標を算出した 23)．EMARS反応産物 の“5-1-6抗体群” と“KLH

抗体群”の比較においては，等量のタンパク質（糸球体）から調製されたサンプルを定量性

が維持されるような方法で同定を行っているため，モル濃度に対応する Spectral 

Abundance Factor (SAF)を用いた．一方，糸球体の EMARS 反応産物 と EMARS反応を

行っていない膜分画との比較では，タンパク質量が明らかに異なるサンプルの比較となる

ことから，相対モル濃度に対応する Normalized Spectral Abundance Factor (NSAF) を用

いた 23)． 

 

8．ウェスタンブロット 

EMARS 法で標識しない糸球体膜分画を調製した場合と同様に，コラゲナーゼによる消化

を行わずに単離した糸球体に RIPA buffer (150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium 



deoxycholate, 0.1% SDS, 50mM Tris-HCl, pH 7.4)を加えて超音波処理により懸濁・破砕

し，氷上に 30 分静置した後に 20,000g で 30 分遠心して上清を回収した． Lowry 法によ

るタンパク質定量後，10 µg のタンパク質 を使用して還元条件下で SDS-PAGE を行い，

polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜に転写した．PVDF膜は 0.05% Tween20を含む PBS

で希釈した 5%スキムミルクでブロッキングを行い，1次抗体と 4℃で終夜反応させ，0.05% 

Tween20 を含む PBS で洗浄してから 2 次抗体と反応させた．1 次抗体は抗 PECAM-１抗

体，もしくはネガティブコントロールとして抗 KLH 抗体を用い(共に濃度は 0.4µg/ml)，2

次抗体は goat anti-mouse immunoglobulin conjugated with peroxidase-labeled dextrane 

polymer (mouseEnVision; DAKO, Carpinteria, CA,USA)を 1000倍希釈で使用した． 

 

9．抗 PECAM-1 抗体を用いた免疫沈降 

抗 PECAM-1 抗体の特異性を確認するため，ウェスタンブロットで用いたのと同じ糸球体

の lysateから抗 PECAM-1 抗体による免疫沈降を行い，回収されたタンパク質のサンプル

を SDS-PAGEで分離後，抗 PECAM-1抗体を用いたウェスタンブロットで反応する部分の

ゲルを切り出し，ゲル内トリプシン消化後．質量分析装置によって解析した．免疫沈降は

SureBeads Protein G Magnetic Beads (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて，免疫沈

降はメーカー指定のプロトコールに従った．免疫沈降物の半分をウェスタンブロットに使

用し，残り半分を SDS-PAGEで分離して質量分析装置によるタンパク質同定に用いた． 

 

10．組織染色 

3μm の厚さのラットの凍結腎切片を作製し，免疫蛍光染色(間接法)を行った．凍結切片を

2％パラホルムアルデヒド/PBSで 10分間固定し，PBSで洗浄した後，一次抗体と共に 4℃

で終夜反応させた．一次抗体としてはマウスモノクローナル抗 PECAM-1抗体（4μg/ ml）

およびウサギ抗 laminin抗体（5μg/ ml）またはウサギ抗 nephrin抗体（5μg/ ml）を予め

混合したものを用いた．続いて PBSで洗浄した後，fluorescein isothiocyanate -conjugated 

anti-mouse IgG (Immuno-Biological Laboratory) お よ び tetramethylrhodamine 

isothiocyanate -conjugated anti-rabbit IgG（SouthernBiotech，Birmingham，AL , USA）

を加えて室温で 1時間反応させ，PBSで洗浄した．また，核染色には DAPI (4',6-diamidino-

2-phenylindole, dihydrochloride)を用いた．組織標本はレーザー走査共焦点顕微鏡（A1Rsi; 

Nikon，Tokyo，Japan）を用いて観察した． 

 

 

結果  

 

1． EMARS 反応による fluorescein 標識 

単離糸球体が EMARS 反応により fluorescein 標識されているかを蛍光顕微鏡で確認した



(図 1) ．“5-1-6抗体群”では糸球体表面に沿った明確な染色像がみられたのに対して“KLH

抗体群”では糸球体内の弱い蛍光のみであり，非特異的な標識であると考えられた．さらに，

これまでの報告では糸球体単離の手技により足突起の一部が基底膜から脱落することが電

子顕微鏡による観察によって示されており 24)，本研究においても EMARS反応が終了した

時点での糸球体を電子顕微鏡により観察した．その結果，足突起の基底膜からの脱落は部分

的に認められたもののスリット膜を含む糸球体係蹄壁の構造は概ね保たれており，足突起

の退縮は認めなかった． 

 

2． EMARS 反応産物の電気泳動解析 

EMARS 反応で fluorescein 標識し，抗 fluorescein 抗体を用いた免疫沈降により回収され

たタンパク質を SDS-PAGEで分離し，フラットベッド蛍光イメージスキャナー（Typhoon 

9400）で蛍光を検出した．5-1-6 群のサンプルでは fluorescein 標識されたタンパク質のバ

ンドを確認でき（図 2A），KLH群のサンプルと比較して明らかな差を認めた．また，今回

の実験条件では蛍光標識された EMARS 反応産物は 4 回目の免疫沈降までは回収できてい

たが，5 回目の免疫沈降ではほとんど回収されていなかった．続いて同じゲルを用いて

Coomassie Brilliant Blue R250 染色を行ったが，蛍光シグナルとは異なり“5-1-6抗体群”

と“KLH抗体群”とで明らかな差は認めず，免疫沈降後のタンパク質が微量であることを

示していた（図 2B）． 

 

3． 質量分析データの解析とデータマイニング 

EMARS反応産物のタンパク質電気泳動の結果から，“5-1-6 抗体群”および“KLH 抗体群

について，4 回目までの免疫沈降の電気泳動レーンを 11 のゲルスライスに切り分け，同一

の分子量範囲にあるスライスを合わせてゲル内消化を行った．この方法では各サンプル群

それぞれで 11のトリプシン消化ペプチド試料が得られ，それぞれを質量分析装置により同

一条件下で 2回の測定を行ったため，サンプル群ごとに 22の測定結果が得られた．それぞ

れのサンプル群のタンパク質同定は，これらの 22の測定結果を統合したものを使用して行

った．“5-1-6 抗体群”においては 562のタンパク質，“KLH 抗体群”では 400のタンパク

質が同定され，257のタンパク質が両群に共通して同定された． 

ポドサイトの細胞接着分子である Junctional adhesion molecule A25)，Coxsackievirus and 

adenovirus receptor homolog26)，スリット膜に局在しバリア機能の維持に関与する Ephrin 

B127)およびスリット膜より頂端部に局在するシアル化膜貫通型タンパク質である

podocalyxin28,29)は“5-1-6 抗体群”においてのみ同定された．さらに，近年ステロイド抵抗

性ネフローゼ症候群の原因遺伝子として新たに Crb2が報告され，スリット膜近傍に発現し

ていると考えられているが 30)，この分子も“5-1-6 抗体群”においてのみ同定された． 

しかし，スリット膜関連分子（nephrin、podocin、Kin of IRRE-like protein 1）が“KLH 

抗体群”でも同定され，さらにかなりの種類の細胞質タンパク質が“5-1-6 抗体群”に含ま



れていた．したがって，スリット膜近傍のタンパク質が“5-1-6 抗体群”のサンプルに選択

的に濃縮されているのかを定量的に検証する必要があると考えられた． 

 

4． “5-1-6 抗体群” “KLH 抗体群”に共通して同定されたタンパク質の量的検討 

各サンプル群で共通に同定された 257 個のタンパク質それぞれについて，モル濃度に比例

する定量的な指標である SAF を算出した．また，各サンプル群での SAF の値の比（5-1-6

抗体群/KLH 抗体群）の分布を Tukey の Box plot（box-and-whisker plot）で示した（図

3）．すでに報告されているポドサイト細胞膜貫通型タンパク質，細胞内タンパク質，血液由

来のタンパク質を抜粋して表１とした．ポドサイトに発現する膜貫通型タンパク質として

知られる nephrin3,4)，podocin6,7)，Kin of IRRE-like protein 18,9)，protein tyrosine 

phosphatase, receptor type O31)に関しては“KLH 抗体群”と比較して“5-1-6 抗体群”で

明らかにSAFの値が高く，Box plotで確認するとこれらのSAFの比はすべて外れ値（outlier）

となっているのがわかる．さらに，SAFの値の比で最も高値となった Thrombospondin type 

I domain-containing 7Aは近年になって成人特発性膜性腎症の病因に関与し 32)，ポドサイ

トのスリット膜近傍に発現することが明らかにされた分子である 33)．これに対して，細胞

内タンパク質，血液由来タンパク質の SAF比は明らかに低値であった．  

 

5． 糸球体膜分画同定タンパク質との比較 

EMARS 法を行わず可溶性タンパク質を除去したのみのサンプル（膜分画）との比較を行

い，スリット膜近傍のタンパク質が“5-1-6 抗体群”により選択的に抽出できているかを検

証した．両サンプルで，ポドサイト，メサンギウム細胞および内皮細胞に報告されている膜

タンパク質を相対的なモル濃度比に比例すると考えられる NSAF 値を計算して比較した

（表 2）． 

“5-1-6 抗体群”は，スリット膜関連タンパク質では，Ephrin B1を除き，膜分画とほぼ同

じか高値を示していた．メサンギウム細胞および内皮細胞に報告されているタンパク質で

は，PECAM-1を除き，検出されないか膜分画より低値を示した． 

PECAM-1が“5-1-6抗体群”で明らかに高値であったことについては，これまでに報告さ

れている分布を考慮すると合理的な説明が困難であり，ポドサイトにおける PECAM-1 の

発現の検証を行った． 

 

6． 抗 PECAM-1 抗体の検証と糸球体における PECAM-1 の局在 

ラット糸球体で発現している PECAM-1 の分子量を明らかにし，本研究で使用した抗

PECAM-1抗体の特異性を確認する目的でウェスタンブロットを行った．PECAM-1は一般

には 130 kDa の糖タンパク質として報告されているが 34)，我々の実験では 85 および 110 

kDaの位置にバンドが検出された（図 4A）．抗 KLH抗体をネガティブコントロールとして

用いた同様の実験ではバンドは検出されなかった． 



このため EMARS 反応産物の MS 解析の結果を再度検討したところ，PECAM-1 は主に約

75kDa〜110kDaの分子量領域に対応するゲルからそれぞれ検出されており，ウェスタンブ

ロットの結果と矛盾しない結果であった．130kDa 以外の位置に PECAM-1 のバンドがみ

られている文献 35）もあり，種々の variantが存在する可能性がある． 

糸球体の lysate から抗 PECAM-1 抗体で免疫沈降を行い，得られたタンパク質のウェスタ

ンブロットを抗 PECAM-1抗体で染色すると，これらの 85kDaおよび 110kDaのタンパク

質を確認できた．また，抗 KLH抗体を用いた免疫沈降ではこれらのタンパク質は回収され

なかった（図 4B）．  

次に，抗 KLH 抗体または抗 PECAM-1 抗体による免疫沈降のレーンの 85kDa および

110kDaのバンドの位置に対応するゲル片，すなわち 4つのゲル片を切り出して質量分析装

置による解析を行った．PECAM-1は,抗 PECAM-1抗体による免疫沈降の 110ｋDaに対応

するゲル片においてのみ同定されており，85kDa に対応するゲル片からはタンパク質の量

が少ないためか，検出されなかった．また，抗 PECAM-1抗体による免疫沈降ではN末端

から 3番目の Igドメインを除く各細胞外ドメインから 7つの PECAM-1にユニークなペプ

チドが検出さた（図 5）．このように抗体の特異性を確認した抗 PECAM-1抗体を用いて免

疫染色を行った．糸球体内での局在を明らかにするため，糸球体基底膜のマーカーとして

laminin およびポドサイトのマーカーとして nephrin に対する抗体を用いた二重蛍光抗体

法を行った． 

PECAM-1 はラット腎において糸球体外の血管では内皮細胞に特異的に染色されていたが，

糸球体内については PECAM-1 の発現は糸球体基底膜の外側の細胞で認められ，ポドサイ

トのマーカーである nephrinと局在が一致しておりポドサイトに特異的であった（図 6）．  

また，マウスおよびヒトの腎組織についても免疫蛍光染色を行っているが（ヒトの正常腎臓

組織は、腎癌のため摘出された腎から得た），これらの生物種に関しては糸球体の内皮細胞

で PECAM-1の発現を認めるもののポドサイトにおいては認められなかった． 

 

 

考察 

 

本研究では EMARS という方法に注目し，ポドサイトのスリット膜近傍の膜タンパク質を

選択的に回収する方法の確立をめざした．その結果，ネガティブコントロールである“KLH

抗体群”との比較から，スリット膜関連タンパク質が“5-1-6 抗体群”により多く濃縮され

たことが明らかとなった．さらに，nephrin， Kin of IRRE-like protein 1および podocin

は EMARS 反応産物として同定されているが，スリット膜の細胞内の構成分子として知ら

れる ZO-136)および CD2AP37)は同定されていなかった．これは，本研究の方法によって目

的のタンパク質がより選択的に回収された結果と考えられる．また“KLH抗体群”で見ら

れた糸球体内の弱いが有意な蛍光は非特異的な fluorescein標識と考えられるが，そのメカ



ニズムに関してはいくつかの可能性が考えられる．これまでの研究では，ペルオキシダーゼ

活性は ERおよびゴルジのような細胞内オルガネラにおいても維持されており 18)，nephrin

はラフトおよびクラスリンを介するエンドサイトーシスの両方によって細胞内に取り込ま

れることが確認されている 38)．したがって，HRP標識 nephrinを含むエンドソームにおい

て予期しない標識が生じた可能性がある．さらに，糸球体内での発現レベルの高いタンパク

質は HRP に依存せず内因性ペルオキシダーゼによって非特異的に fluorescein 標識される

可能性が高くなるということも考えられる． 

“5-1-6 抗体群”と膜分画の比較によって，いくつかの予想外の結果が得られた(表 2)．ス

リット膜に多く存在する podocin が“5-1-6 抗体群”と膜分画で同じ程度であったこと，

Ephrin B1が“5-1-6 抗体群”で低値であったこと，ポドサイトの頂端側に局在するタンパ

ク質でありながら protein tyrosine phosphatase, receptor type Oと podocalyxinでNSAF

比の明確な差が生じたことである．EMARS では，HRP と FT の反応によって発生するラ

ジカル種はタンパク質のチロシン残基と反応して共有結合すると考えられている 18) ．

podocinはヘアピンループ状の膜結合領域を持つ膜タンパク質であるが、この領域にチロシ

ン残基を含まない．podocalyxinはその細胞外領域に 1つのチロシン残基しか含まない．こ

のため，“5-1-6 抗体群”で回収される量が少なくなったと考えられる．Ephrin B1はポド

サイトだけでなく内皮細胞でも発現しうることが知られており 39) ，このため膜分画での濃

度が比較的に高くなったことが考えられる． 

もう一つの膜分画の比較によって得られた予想外の結果は，内皮細胞での発現が報告され

ている PECAM-1が“5-1-6 抗体群”で高値を示したことである．ウェスタンブロット，免

疫沈降，免疫染色の結果は，抗 PECAM-1 抗体の特異性とポドサイトにおける局在を示し

ている．PECAM-1は、細胞接着分子の Immunoglobulin（Ig）スーパーファミリーの I型

膜貫通糖タンパク質であり，その細胞外ドメインは 6つの Igドメインを含む．この分子は，

細胞接着，機械的ストレス感知，抗アポトーシス作用および血管新生など様々な機能に関与

する 40)．一般的には血小板，顆粒球，単球，リンパ球，マクロファージ，内皮細胞、および

種々の腫瘍細胞で発現しており生理的状態の上皮細胞には見出されていないが 41,42)，ポド

サイトは間葉系起源の細胞で 43)vimentin，nestin および desmin を発現しているといった

ような一般的な上皮細胞とは異なる性質を持つ 44,45)ことが知られており，今回の発見はそ

のような非上皮細胞的な性質を支持している．さらに，ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）

を用いた最近の研究では，PECAM-1がタイトジャンクション複合体の形成およびバリア機

能の維持に重要な役割を果たすことが示されている 46)．こうした報告と“5-1-6 抗体群”に

おいて PECAM-1 が濃縮されていたという結果をふまえると，PECAM-1 がラットのポド

サイトにおいて細胞間接着分子の一つである可能性は十分考えられるが，PECAM-1がスリ

ット膜の構成分子であるのかそれともその近傍にのみ存在するかといった細胞内での局在

を明らかにするためには免疫電子顕微鏡による観察が必須であり，今後の課題と考えられ

る． 



現時点では，PECAM-1はマウスやヒトのポドサイトにおいて生理的条件下では発現してい

ないと考えているが，ポドサイトは病的状態や発達段階においては生理的状態とは異なる

細胞間接着を呈していることが知られており（スリット膜は減少し，ネフローゼの状態では

タイトジャンクションまたはギャップジャンクションで置換される 47）），これらの状態にお

ける発現に関してはさらなる研究が必要である．結果の項でも言及したように，いくつかの

variantが存在する可能性についても検討するべきであろう．これらの種のポドサイトがい

かなる状態でも PECAM-1 を発現していないのであれば，この代わりを果たしているタン

パク質を明らかにすることはポドサイトの性質を理解するうえで有用かもしれない． 

 分布，機能が不明であるが，“5-1-6 抗体群”のみに同定された膜タンパク質，また “KLH 

抗体群”にも同定されたが“5-1-6 抗体群”で SAF高値の膜タンパク質が他に多く同定さ

れている．現在のところ特異抗体が入手できないため，スリット膜関連タンパク質かどうか

検証困難であるが，今後のポドサイト研究における重要なリソースになると期待される． 

 

結論 

これまでのポドサイトに関連するプロテオーム解析と比較して我々の方法の優れた点とし

ては，生体内のポドサイトのスリット膜を中心としてより選択的にタンパク質を抽出でき

たことである．しかし，方法論としての問題点や限界も見えてきたように思われる．最も重

要なのは抽出できるタンパク質が極端に限られていることであり，Fat148)や TRPC649)など

のよく知られたスリット膜関連分子が同定されていない．また，内因性ペルオキシダーゼに

よる非特異的標識の問題や細胞外領域のアミノ酸配列（チロシン残基の数）によって標識の

効率が変わる可能性もあることにも注意を要する．今回得られたプロテオーム解析結果に

ついてより詳細な検討を加えてこの方法の評価を行うことが今後の課題と考えられる． 
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図 1 EMARS反応により fluorescein標識したラット糸球体の顕微鏡画像． 

上段：5-1-6抗体で処理した糸球体 

下段：抗 KLH抗体で処理した糸球体 

5-1-6 抗体で処理した糸球体は、実験ごとに蛍光強度の強弱はあったものの、KLH 抗体で

処理したものと比較して糸球体の表面に沿ったより強い蛍光染色を認めた．  

Scale bar = 100m． 

 

図 2 EMARS反応産物の電気泳動像 

1 回目から 5 回目の免疫沈降で得られたタンパク質を左から順番に使用している．左が

“KLH抗体群”，右が“5-1-6抗体群”のサンプル． 

（A） 抗 fluorescein 抗体による免疫沈降により得られた EMARS 反応産物の蛍光シグナ

ル解析．蛍光標識されたタンパク質は“5-1-6抗体群”で明らかに多く回収されてい

る． 

（B） Coomassie Brilliant Blue 染色の結果． 高分子量の領域では“5-1-6抗体群”の方

でわずかにタンパク質が多いように見られたが，両群の間の明らかな差は指摘でき

なかった．  

 

図 3 “KLH抗体群”，“5-1-6抗体群”の両方で同定されたタンパク質の SAF比の分布 

“KLH 抗体群”および“5-1-6 抗体群”の両方で同定されたタンパク質について SAF 比

（“5-1-6 抗体群”/“KLH 抗体群”）の分布を箱ひげ図で示している．SAF比が高いタンパ

ク質は“5-1-6 抗体群”において濃縮されていることを示しており，注目すべきことにスリ

ット膜関連タンパク質（nephrin，Kin of IRRE-like protein 1，podocin）は際立って高値

（outlier）であった． 

 

図 4 抗 PECAM-1抗体を用いたウェスタンブロット 

（A） ラットの単離糸球体の lysateを用いてウェスタンブロットを行ったところ，分子量

85kDa，110kDaの位置にバンドを認めた． 

（B） ラットの単離糸球体の lysateと抗 PECAM-1抗体または抗KLH抗体によって免疫

沈降を行い，回収されたタンパク質を用いてウェスタンブロットを行い，抗

PECAM-1抗体を反応させた．110kDaおよび 85kDaのバンドは抗 PECAM-1抗体

を用いた免疫沈降において検出された．75kDa未満のバンドは，抗マウス IgG検出

システムと交差反応した抗 KLH抗体および抗 PECAM-1抗体を表している． 

 

図 5 ラット PECAM-1のアミノ酸配列．(accession number: Q3SWT0) 

各 Igドメインに対応する配列は背景を灰色にして示している．太字で表示している配列は，

抗 PECAM-1 抗体による免疫沈降で 110kDa に対応するゲル片から質量分析装置を用いた



解析で同定された配列を示している． 

 

図 6 ラット糸球体の免疫蛍光染色 

抗 PECAM-1抗体（緑色; A，C，D，E，G）と抗 laminin抗体（赤色; B，C，D）または

抗 nephrin抗体（赤; F，G）によるラットの凍結腎組織の蛍光二重免疫染色像．核は DAPI

染色により青く染色されている．Dは Cの白枠の領域を拡大して表示している． 

Scale bar = 25µm． 

 

 



表１ 

“KLH抗体群”，“5-1-6抗体群”の両方で同定されたタンパク質の SAF比 

 

 

 

 

“KLH抗体群”および“5-1-6抗体群”の両方で同定されたタンパク質について各群での SAF値を計算し，SAF比（“5-1-6 抗体群”/“KLH 抗体群”）を

算出した（図 3参照）．nephrinや Kin of IRRE-like protein 1などのスリット膜関連タンパク質やその周辺に発現するタンパク質は“5-1-6抗体群”で多く

同定されている一方で，desminや vimentinなどの中間径フィラメントやアルブミンなどのタンパク質は同じ程度に検出されている． 

 

 

 

 

 

 

 

 



表２ 

ポドサイト，メサンギウム細胞，および内皮細胞の代表的なタンパク質に関する NSAF値の比較 

 

 

 

EMARS反応を行わず可溶性タンパク質を除去したのみの膜分画のサンプルと比較して“5-1-6抗体群”のサンプルでは nephrin，Kin of IRRE-like protein 1

といったスリット膜関連タンパク質の値は高値，メサンギウム細胞，内皮細胞のマーカーとされるタンパク質の NSAF値は低値を示す傾向にある． 
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図5

Ig domain 1
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