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学位論文内容の要旨

aＰＫＣ入maintainstheintegrityoftheglGmemlarslitdiaphragm

tllroughtraffickingofnephrintOthecellsurfiace

(aPKCAはnephrinの細胞膜輸送制御を介し，腎糸球体

スリット膜の構造,機能維持を担う）

1．序論

腎臓がその血液濾過機能を発揮する上で，スリット膜と呼ばれる，腎糸球体上皮細胞（ボ

ドサイト）間に形成される濾過膜がその中心的な役割を担う（nyggvasonetal,2006)．近

年，糸球体疾患の発症に関与するスリット膜関連分子が相次いで同定されており，スリット

膜の傷害が糸球体疾患に直結することが明らかとなっている．また，各種の糸球体疾患やそ

の病態モデル動物において，nephrinを始めとするとするスリット膜タンパク質の細胞膜局

在が減少することが報告さ)f[ているその制御を担う分子機構としてエンドサイトーシスの

重要性が指摘されている．さらに，ポドサイトにおけるオートファジー，タンパク質分解系

の重要性を示す知見が相次いで報告されており，スリット膜の構造，機能の維持に対す愚，

スリット膜タンパク質の細胞膜局在制御の重要性が示唆されている．しかし，培養細胞でス

リット膜を形成させる事が困難な事もあり，スリット膜タンパク質の膜局在化の動態とその

分子機構の理解は大きく遅れている

ａPKC（atypicalproteinkinaseC）は，進化的に保存された細胞極性制御タンパク質であ

るこれまでに,ａPKCは細胞間接着構造の構成タンパク質や，細胞表面受容体の膜輸送制御

を介し，細胞間接着構造や細胞極性の形成,維持，各種のシグナル伝達を制御する私達は，

aPKC凡,Par3及びPar6がスリット膜に局在し，その内ａPKC入,ｒａｒ３はnephrinと複合体を

形成すること，ポドサイト特異的にaPKCAを欠損したマウス（以下ａＰＫＣＡｃＫＯマウスと

記す）は，スリット膜の構造異常に起因する重篤なタンパク尿，糸球体硬化病変を呈するこ

とより，スリット膜の構造，機能の維持にａＰＫＣが必須の役割を果たすことを示した

(Hiroseetal｡,2009)。

これらの結果は，ａPKCを中心とする細胞極性タンパク質がスリット膜タンパク質の膜局

在化を介してスリット膜の維持に関わる事を示唆している．そこで，本研究では，単離した



糸球体，さらにｉｎｖｉｖｏにおけるスリット膜タンパク質の細胞膜への局在化の動態を解析し

た．さらに，その制御の分子機構を解析した。

2．実験材料と方法

1）ラットより単離した糸球体を用い，スリット膜タンパク質の細胞膜局在オエンドサイト

ーシス並びに分解速度を定量的に解析する手法を確立した．単離糸球体の細胞表面をビ

オチン化し，細胞膜に局在するスリット膜タンパク質をビオチンラベルした後に，ビオ

チン化した糸球体を37°Ｃで培養し，膜輸送並びにタンパク質分解を誘起させた．培養後，

ピオチン化タンパク質を精製し,SDS-EAGE，ウエスタンプロットの手法を用い，ビオチ

ン化スリット膜タンパク質の量について定量化し，スリット膜タンパク質の細胞膜局在

並びにエンドサイトーシス，分解速度について解析した．

2）ラット単離糸球体,nephrin安定発現細胞，並びに培養細胞のnephrinの発現誘導系に対

し，ａＰＫＣの阻害剤処理,優勢抑制変異体の高発現，ノックダウンを行った。その後上記

と同様の解析を行い，nephrin②細胞膜局在並びにエンドサイトーシスに対するａPKC

の関与について解析した。

3）上述したａＰＫＣＡｃＫＯマウス（HiroseetaL,2009)を，ビオチンを含む溶液で心灌流し，

麺虚”においてスリット膜タンパク質をビオチン化した．ビオチン化後，腎臓を摘出し

て破砕し，以降，上記と同様の解析を行い,溺愈”にお織るスリット膜タンパク質の細胞

膜局在に対するａＰＫＣの関与について解析した．更に，ＳTED（stimlxlationemission

depletion）顕微鏡，及び免疫電顕を用いた解析を行い,aPKCA-cKOマウスのポドサイト

におけるスリット膜タンパク質の局在について解析した。

3.結果及び考察

1）スリット膜タンパク質の細胞膜局在はその急速な代謝回転により制御される

ラット単離糸球体を用いた実験を行い，スリット膜タンパク質の細胞膜局在，エンドサイ

トーシス並びに分解速度について解析を行った.糸球体単離後,３７．０，１時間の培養では，ス

リット膜タンパク質の細胞膜局在は一定に保たれており，単離糸球体においてもスリット膜

の構造が保持されていることが示された．この実験系において,３７°Ｃ,５分の培養により５～７

割のビオチン化スリット膜タンパク質がエンドサイトーシスされた。更に，分解速度につい

て検討したところ，培養３０分後にビオチン化スリット膜タンパク質３～４割が分解を受ﾘﾅた

ことが示された．急速なエンドサイトーシス，分解が起きているにも関わらず，スリット膜

タンパク質の細胞膜局在は一定に保たれていたことより，スリット膜タンパク質の細胞膜局

在は，その急速な代謝回転，即ち新規合成，エキソサイトーシス，エンドサイトーシス，分解

によって制御されていることが明らかとなった．



2)ａＥＫＣは,エキソサイトーシス制御を介し，スリット膜タンパク質の細胞膜局在に必須の

役割を果たす

次に，スリット膜タンパク質の細胞膜局在に対するａPKCの関与について解析した．単離

糸球体に対するａＰＫＣ阻害剤処理，またnephrin安定発現細胞に対するａPKC阻害剤処理，

優勢抑制変異体高発現，及びノックダウンにより，nephrinを含むスリット膜タンパク質の

細胞膜局在は顕著に減少した．一方で，nephrin及びその他のスリット膜タンパク質の発現

量は，上記の処理により変動しなかった。培養細胞におけるnephrin発現誘導系を用いた実

験においては，新規合成されたnephrinの細胞膜への移行は,ａPKC阻害剤処理及び優勢抑

制変異体高発現に伴い顕著に抑制された。一方，Nephrinのエンドサイトーシス速度は，

aPKD阻害剤処理及び優勢抑制変異体高発現により変動しなかった。以上の結果から,ａPKC

はエキソサイトーシス制御を介し，nephrinを始めとするスリット膜タンパク質の細胞膜局

在に必須の役割を果たすことが示された。

最後に,aPKCAcKOマウスを用い,、愈噸におけるスリット膜タンパク質の細胞膜局在に

対するａPKCの関与について解析した。その結果,aPKCA-cKOマウスにおいては，コントロ

ールマウスと比較して，スリット膜タンパク質の細胞膜局在の顕著な減少が認められた．又，

aPKCA-cKOマウスにおいては小胞体局在型nephrinの蓄積が認められた．また,ＳTED顕微

鏡及び免疫電顕を用いた解析においても，aPKCLcKOマウスのポドサイトにおけるスリッ

ト膜タンパク質の細胞膜局在の減少が認められた。以上より,麺爾酌においても,ａPKCはエ

キソサイトーシス制御を介し，スリット膜タンパク質の細胞膜局在に必須の役割を果たすこ

とが証明された．

本研究から，スリット膜の構造，機能は，スリット膜タンパク質の急速な代謝回転によっ

て制御されていることが示された。又,ａＰＫｃはエキソサイトーシス制御を介し，スリット膜

タンパク質の細胞膜局在に必須①役割を果たすことが明らかとなった。上述のように，種々

の糸球体疾患においてスリット膜タンパク質の細胞膜局在が減少していることが示さ敬てお

り，スリット膜タンパク質の代謝回転の異常が,糸球体疾患の発症，進行と密接に関連する

ことが想像される現時点では不明な点が多く残されている糸球体疾患の発症，進行機序に

ついて，ａPKCを始めとするスリット膜タンパク質の代謝回転制御を担う分子に着目して解

析を進めていくことで，糸球体疾患の病態理解や，新規の創薬標的の発見に繋がる可能性が

ある．
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