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Ⅰ 要旨 

巣状分節性糸球体硬化症（FSGS）を含む特発性ネフローゼ症候群の発症機序は

未だ不明である。本研究では，細胞骨格蛋白 nonmuscle myosin heavy chain-IIA 

(NMMHC-IIA)が糸球体ポドサイトの一次突起に局在することを明らかにした。

また特発性ネフローゼ症候群，特に一次性 FSGS の腎糸球体において

NMMHC-IIA の発現が低下していることを見いだした。FSGS や他の慢性糸球

体腎炎において他のポドサイト関連蛋白の明らかな発現変化はみられなかった。

これらの結果はNMMHC-IIAが特発性ネフローゼ症候群の発症と強く関連して

いることを示唆している。 
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Ⅱ 序文 

 

ネフローゼ症候群とは 

ネフローゼ症候群は腎糸球体から大量の蛋白が尿中に漏出する疾患であり，そ

の定義は高度蛋白尿（1g/m2/日以上）と低アルブミン血症（血清アルブミン 3.0 

g/dL 未満）である[1]。症状としては乏尿，浮腫，倦怠感，胸腹水，高脂血症を

呈し，肺動脈塞栓をはじめとする血栓症や腹膜炎などを合併する場合もある[2]。

小児では本邦において年間 1,000 名程度発症するとされるが，小児ネフローゼ

症候群の多くは原因不明の特発性ネフローゼ症候群であり，小児特発性ネフロ

ーゼ症候群の 80～90%はステロイド治療によって蛋白尿が消失する（寛解する）

ステロイド感受性ネフローゼ症候群である（図 1）[3]。その多くは腎組織の光

学顕微鏡像にほとんど変化のない微小変化群である。しかし，ステロイド治療

によって寛解しても，その 30～40%の症例は 1 年に 4 回以上再発する頻回再発

型ネフローゼ症候群や，ステロイドの減量中または中止後 2 週間以内に再発す

るステロイド依存性ネフローゼ症候群となるため，長期に高用量のステロイド

を内服しなければならず，成長障害，肥満，骨粗鬆症による脊椎圧迫骨折，白

内障，緑内障などの副作用が重大な問題となる。ステロイドを減量または中止

するためにシクロスポリンやシクロフォスファミド，ミゾリビンなどの免疫抑
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制薬が用いられるが，これらの薬剤を用いても頻回再発型やステロイド依存性

から脱却できない症例が存在する。このような症例に対して，近年 CD20 に対

するモノクローナル抗体であるリツキシマブの有効性が次々と報告されている

[4,5]。私たちの研究グループは，世界に先がけて難治性ネフローゼ症候群に対

するリツキシマブ治療のプラセボ対照二重盲検ランダム化比較試験を医師主導

治験として実施し，リツキシマブがネフローゼの寛解維持およびステロイド減

量に有効かつ安全であることを示した[6]。この結果をうけて，リツキシマブは

2014年 8月に小児期発症の難治性ネフローゼ症候群の治療薬として本邦で保険

収載された。ただし，リツキシマブによって B 細胞が枯渇している間は寛解を

維持できるものの，B 細胞は平均 5 か月後から回復し，本治験でリツキシマブ

を投与された患者も1年後には70%以上が再発するという事実も判明しており，

リツキシマブ投与後，B 細胞回復後の寛解維持療法が今後の検討課題になって

いる。いずれにしても，ネフローゼ症候群の根本的な原因と，なぜネフローゼ

症候群に対してステロイドや種々の免疫抑制薬が有効なのかという根本的な疑

問については現在も不明な点が多く残されている。  
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図 1 小児ネフローゼ症候群の臨床経過（文献[3]より引用） 

頻回再発型ネフローゼ症候群では，寛解維持とステロイドの減量中止を目的に，

ステロイド抵抗性ネフローゼ症候群では寛解導入を目的として，何らかの免疫

抑制薬が使用されることが多い。 
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巣状分節性糸球体硬化症とは 

巣状分節性糸球体硬化症（focal segmental glomerulosclerosis; FSGS）は病理

学的に腎糸球体に巣状（一部の糸球体）かつ分節性（一つの糸球体の一部分）

に硬化像を有する腎症の総称である。さまざまな程度の蛋白尿を呈し，しばし

ばネフローゼ症候群を呈する。小児特発性ネフローゼ症候群のうち，約 10～20%

が 4 週間のステロイド治療で蛋白尿が陰性化しない（寛解しない）ステロイド

抵抗性ネフローゼ症候群であるが（図 1），その多くが FSGS であり，高率に末

期腎不全へと進行し，透析や腎移植が必要となる[2]。FSGS は小児の末期腎不

全の原因疾患の第 2 位であり，小児原発性糸球体疾患の中では末期腎不全の原

因疾患の筆頭である。FSGS には一次性のものと二次性のもの，また遺伝性の

ものがある（表 1）[7]。日常診療で比較的よく遭遇するのは一次性（特発性）

FSGS であり，著明な浮腫と低アルブミン血症がみられることが多い。特発性

FSGS の病理組織学的分類として，コロンビア分類があり，cellular variant, 

perihilar variant, collapsing variant, tip variant, NOS (not otherwise 

specified) variant に分けられる（表 2）[8]。tip variant はステロイド感受性の

ものが比較的多くみられるが，それ以外の variant はほとんどがステロイド抵抗

性である。特発性 FSGS は高率に末期腎不全に進行し，腎移植後も 30～40%に

FSGS が再発し，移植腎機能廃絶の大きな原因となる[9]。他の原因による末期
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腎不全では腎移植後の移植腎の長期生着が十分に期待できるが，特発性 FSGS

では早期再発の懸念があるため，腎移植に踏み切ることが難しく，実際に再発

によって移植腎機能が廃絶した場合を含め，長期間の透析生活を余儀なくされ

ることになる。このような QOL の低下だけでなく，生命予後に関しても，国内

外の小児の透析患者と腎移植患者の統計によれば，明らかに透析患者において

生存率が低い[10,11]。以上のことから，特発性ネフローゼ症候群，特に特発性

FSGS における蛋白尿発症機序を解明し，治療に結びつけることは小児腎臓病

領域において喫緊の課題である。 
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表 1 FSGS の原因による分類（文献[7]より引用） 

分類 病因 原因 

一次性 血中循環因子 •特発性 

二次性 糸球体における過

剰濾過 

•ネフロンの減少 

 ○先天異常（低出生体重児，腎異形成） 

 ○後天的なネフロンの減少（逆流性腎症，

糖尿病性腎症など） 

•機能的適応反応（肥満，鎌状赤血球症，

チアノーゼ性先天性心疾患） 

 ウイルス感染 •HIV，パルボウイルス B19，サイトメガ

ロウイルス 

 薬物 •ヘロイン，パミドロネート，リチウム，

蛋白同化ステロイド 

家族性 ポドサイト関連遺

伝子異常 

•nephrin, podocin, INF2, α-actinin-4, 

CD2AP, WT1, TRPC6, phospholipase 

Cε1 
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表 2  FSGS の病理形態学的分類（文献[8]より引用改変） 

variant 定義 除外基準 

NOS  少なくとも 1 個の糸球体で毛細血管の

消失を伴う細胞外基質の増加を認める。 

perihilar, cellular, tip, 

collapsing のすべてのバ

リアントを除外する。 

perihilar 少なくとも 1 個の糸球体で血管極の硝

子化を認める。硬化を伴うこともある。 

50％以上の糸球体に血管極部の硝子化

あるいは硬化を認める。 

cellular, tip, collapsing

の各バリアントを除外す

る。 

cellular 少なくとも 1 個の糸球体で毛細血管係

蹄を閉塞するような管内増殖を認める。

泡沫細胞や核破砕を伴う場合もある。 

tip, collapsing の各バリ

アントを除外する。 

tip 少なくとも 1 個の糸球体の尿細管極（近

位尿細管起始部に接する外側 25%の係

蹄）に硬化病変を認める。尿細管極が明

確に同定される必要がある。 

collapsing バリアントを

除外する。 

collapsing 少なくとも 1 個の糸球体に分節性また

は全節性の虚脱およびポドサイトの肥

大・過形成を認める。 

なし 

NOS, not otherwise specified 
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ネフローゼ症候群の発症機序―血中循環因子の検討 

ネフローゼ症候群，特に特発性 FSGS の発症機序として，古くから血漿中に存

在する循環因子が重要と考えられてきた。蛋白尿を発症させる循環因子の存在

を支持する事実として，血漿交換が有効な症例が存在することや，FSGS 患者

が腎移植を受けた直後に大量の蛋白尿を呈して FSGS が再発すること，FSGS

患者の血漿をラットに投与することにより蛋白尿が発症すること[12-14]，FSGS

患者の血清が単離糸球体モデルにおいてアルブミンの透過性を増加させること

などがあげられる[15]。さらには，末期腎不全に至った FSGS 患者に対する腎

移植後，早期に FSGS が再発し，移植腎機能が低下したため，移植後 14 日の時

点でこの移植腎を摘出して別の末期腎不全患者（原疾患は糖尿病性腎症）に移

植したところ，この移植された腎臓は蛋白尿や腎機能低下を呈することなく正

常に機能したという報告があり[16]，FSGS 患者における蛋白尿を惹起させる循

環因子の存在を示す根拠となっている。長年の間，存在が示唆されつつも同定

に至っていなかった循環因子であるが，2008 年，Wei らはこの循環因子の候補

として soluble urokinase-type plasminogen activator receptor (suPAR)に着目

し，urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR)欠失マウスや培養

ポドサイトを用いて，uPARがαvβ3-integrinのシグナル伝達経路を介してCdc42

や Rac1 などの Rho GTPase を活性化し，細胞の可動性を亢進させることによ
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ってポドサイト障害を引き起こしていることを示した[17]。実際，FSGS 患者血

清中の suPAR は微小変化群や膜性腎症，妊娠高血圧症患者のそれよりも有意に

高値で，移植後再発した FSGS 症例では血漿交換によって血中 suPAR 濃度が低

下した症例が寛解に至ったことが示され[18]，世界的に注目を集めた。しかしそ

の後に行われた追試では，suPAR は疾患によらずに推定糸球体濾過率と負の相

関を示し，suPAR が FSGS で特異的に上昇しているわけではないという報告が

相次いだ[19-21]。私たちも同様の検討を行い，血清 suPAR は原疾患によらず推

定糸球体濾過率と負の相関を示し，移植後再発した FSGS の児のネフローゼ再

発時の血清 suPAR は上昇していないことを報告した[22]。したがって現時点で

は血清 suPAR濃度の診断マーカーとしての有用性ならびにFSGSを惹起する循

環因子としての可能性については否定的な結論となっている。 

 

ネフローゼ症候群の発症機序―糸球体構成要素異常の検討 

ネフローゼ症候群の発症機序を考えるうえで重要なもう一つの視点が，蛋白が

糸球体の濾過障壁からどのように漏れ出すのかということである。糸球体濾過

障壁は内側から外側にかけて血管内皮細胞，基底膜，上皮細胞（ポドサイト）

の 3 つの成分によって構成されている（図 2）。血管内皮細胞には比較的径の大

きい fenestration があるため，もっとも重要な濾過障壁としては考えにくい。
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従来より基底膜が主たる濾過障壁と考えられてきた。基底膜の主要構成分子で

ある 4 型コラーゲンによる基盤構造が比較的密であることと，その 4 型コラー

ゲンの異常によって引き起こされる Alport 症候群において，血尿とともに蛋白

尿が顕著にみられることが，この仮説を支持してきた。また基底膜のもうひと

つの構成分子であるヘパラン硫酸が陰性に荷電しており，同じく陰性に荷電し

ているアルブミンに対して電気的な障壁にもなっていると考えられてきた。し

かし，ヘパラン硫酸プロテオグリカンの核蛋白質である perlecan の変異マウス

では糸球体基底膜の異常がみられず[23]，プロテオグリカンである agrin のノッ

クアウトマウスでも蛋白尿が生じないことから[24]，基底膜のプロテオグリカン

がチャージバリアーとして機能していることを示す積極的なデータは現在のと

ころ乏しい。 

次に述べるように 1998 年から遺伝性ネフローゼ症候群の原因遺伝子が明らか

になり，蛋白尿，特にネフローゼ症候群の発症機序についてポドサイトの重要

性があらたに認識されるようになった。 
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図 2 糸球体濾過障壁の 3 層構造 

糸球体係蹄は内側から内皮細胞（E），基底膜（GBM），ポドサイト（PO）の 3

層で構成されている。ポドサイトから一次突起が伸び、さらに二次突起（足突

起）が出ている。足突起間を結ぶ構造がスリット膜である。 

  

E 

GBM 

PO 
一次突起 

二次突起（足突起） 

スリット膜 

毛細血管腔 

尿腔 
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遺伝性ネフローゼ症候群の原因はポドサイト機能異常である 

1998 年，Tryggvason らはポドサイトの細胞間接着装置であるスリット膜の構

成分子 nephrin の異常によってフィンランド型先天性ネフローゼ症候群が発症

することを見いだした[25]。ポドサイトは高度に分化した細胞で，細胞体から無

数の一次突起が出ており，さらにそこから二次突起（足突起）が突出している

（図 2）。隣り合う足突起は隣接するポドサイト同士のものである。この足突起

間をつなぐジッパー様構造を形成するスリット膜の構成分子の異常によってネ

フローゼ症候群が生じることが判明し，ネフローゼ症候群の原因としてポドサ

イトおよびスリット膜がにわかに注目されるようになった。実際，nephrin の発

見の後，ポドサイトに特異的に発現する分子である podocin [26], α-actinin-4 

[27], transient receptor potential channel 6 (TRPC6) [28], phospholipase C 

epsilon-1 [29]が遺伝性に FSGS を起こす分子として次々と報告され，これらの

異常による腎糸球体障害はポドサイトパシー（podocytopathy）と呼ばれるよう

になった。ポドサイトおよびスリット膜が蛋白尿の濾過障壁として極めて重要

であると認識されたことから，それらの分子メカニズムに関する研究が進み，

遺伝性 FSGS の病態生理が一部明らかになった。これらの結果，欧州の 1 歳以

下のステロイド抵抗性ネフローゼ症候群 80 例のうち，NPHS1 （nephrin をコ

ードする遺伝子），NPHS2（同podocin），WT1（同WT1），LAMB2（同 laminin-β2）
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の変異が原因の 2/3 を占めることが報告された（それぞれ 23%，37%，4%，3%）

[30]。これらの乳児期発症のネフローゼ症候群は常染色体劣性遺伝を示すが，年

長児ないしは成人発症で比較的緩徐に進行する常染色体優性遺伝の FSGS の原

因もまたポドサイトに発現する遺伝子の異常，すなわち ACTN4（α actinin-4

をコードする遺伝子），CD2AP（同 CD2-associated protein），TRPC6（同

TRPC6），INF-2（同 inverted formin 2）の異常が報告されている。表 3 にこ

れまでに知られている遺伝性ネフローゼ症候群の原因遺伝子を示す[9]。 
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表 3 ネフローゼ症候群および FSGS の原因遺伝子（文献[9]より引用改変） 

遺伝子 蛋白 機能 症候 

NPHS1 nephrin スリット膜 フィンランド型

先天性 NS，孤発

型 FSGS/NS 

CD2AP CD2 associated 

protein 

スリット膜 AD または AR の

成人発症 FSGS 

NPHS2 podocin スリット膜 小児期発症 AR

の FSGS 

ACTN4 α-actinin-4 ポドサイト細胞骨

格 

成人発症 AD の

FSGS 

MYO1E unconventional 

myosin 1E 

アクチン制御 小児期発症 AR

の FSGS 

INF2 inverted formin-2 アクチン制御 成人発症 FSGS 

ANLN anillin アクチン束の形成 AD の FSGS 

MYH9 NMMHC-IIA アクチン制御 Epstein 症候群 

PTPRO receptor-type 

tyrosine-protein 

phosphatase O 

ポドサイトシグナ

ル伝達 

小児期発症 AR

の FSGS 

ARHGDIA Rho GDP- 

dissociation inhibitor 1 

Rho GTPase シグ

ナル伝達，アクチン

制御 

小児期発症 NS/ 

FSGS 

TRPC6 transient receptor 

potential channel 6 

Ca チャネル AD または AR の

成人発症 FSGS 

WT1 Wilms tumor protein ポドサイト発生 AD の孤発型

FSGS，DMS 

PLCE1 phospholipase Cε1 ポドサイト分化，シ

グナル伝達 

小児期発症 AR

の FSGS，DMS 

LMX1B LIM homeobox 

transcription factor 

1-β 

ポドサイト・基底膜

発生 

Nail-patella症候

群，FSGS 

CD151 CD151 antigen ポドサイトと基底

膜，laminin- 

integrin 相互作用 

小児期発症

FSGS，難聴，サ

ラセミア 

LAMB2 laminin β2 chain integrin α3β1 との AR Pierson 症候
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相互作用，基底膜と

細胞骨格の結合 

群，FSGS 

ITGB4 integrin β4 細胞と細胞外基質

の接着 

FSGS 

SMARCAL1 SWI/SNF-related 

matrix-associated 

actin-dependent 

regulator of chromatin 

subfamily A-like 

protein 1 

クロマチンの束化

と遺伝子転写 

AR Schimke 

immunoosseous 

dysplasia, 小児

期発症 FSGS 

COQ2 polyprenyltransferase ミトコンドリア機

能，coenzyme Q10

欠乏 

AR の小児期発症

NS，FSGS 

COQ6 ubiquinone 

biosynthesis 

monooxygenase COQ6 

ubiquinone の合成 AR の NS，

FSGS，難聴 

PDSS2 decaprenyl 

diphosphate synthase 

subunit 2 

coenzyme Q10の合

成，ミトコンドリア

機能 

FSGS，

collapsing FSGS 

ADCK4 AarF 

domain-containing 

protein kinase 4 

coenzyme Q10の調

節 

FSGS 

MTTL1 mitochondrially 

encoded tRNA leucine 

1 

ミトコンドリア

tRNA 

AR の MELAS, 

FSGS 

SCARB2 scavenger receptor 

class B member 2 

ライソゾーム受容

体と推定 

FSGS, 

collapsing FSGS 

APOL1 apolipoprotein L1 不明 FSGS のリスク，

HIV 関連腎症 

NS：ネフローゼ症候群，AD：常染色体優性，AR：常染色体劣性，DMS：びま

ん性メサンギウム硬化，MELAS：mitochondrial myopathy, encephalopathy, 

lactic acidosis and stroke-like episodes. 
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ネフローゼ症候群におけるポドサイト細胞骨格制御の重要性 

遺伝性ネフローゼ症候群の原因としてポドサイトの細胞骨格制御に関する遺伝

子が多く同定された結果，この細胞における骨格構造の維持がネフローゼ症候

群発症に深く関与することが明らかになった。ポドサイトには糸球体濾過圧に

耐えて糸球体係蹄を保持する役割があり，このために細胞骨格が重要と考えら

れている。ポドサイトの一次突起では微小管や中間径フィラメントがその機能

を担い，二次突起（足突起）はアクチン束で形態が維持されている。 

アクチン束の形成に必要な分子である α-actinin-4 や anillin は成人発症型家族

性 FSGS の原因となり[31] ，アクチン重合に関係するフォルミンファミリー蛋

白である INF2 の異常でも家族性 FSGS が起こる[32]。またアクチンを切断・脱

重合しアクチン骨格の流動性を生み出す働きをもつ cofilin のポドサイト特異的

欠損マウスでも蛋白尿を発症する[33]。上述の Cdc42，Rac1 はアクチン線維の

ネットワーク形成に重要であり，Cdc42 欠損マウスは新生児期から蛋白尿およ

び腎不全を呈する[34]。また，これら Rho GTPase を制御する ARHGDIA の異

常はヒト先天性ネフローゼ症候群を引き起こすことが報告されたが[35]，その機

序として GTP に結合した活性型 Rac1 が増加し，ポドサイトの遊走性が亢進す

ることが指摘されている[36]。ほかにも，アクチン結合蛋白である synaptopodin

は腎ではポドサイトの足突起に豊富に発現しており，もう一つの Rho GTPase
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である RhoA を安定化させることでアクチン線維の形成に働く[37]。実際，

synaptopodinノックアウトマウスはプロタミン硫酸またはリポポリサッカライ

ドによって惹起されたネフローゼ症候群からの回復が障害され [38]，

synaptopodinと CD2APの両者の同時ヘテロ欠損マウスは蛋白尿と FSGS様の

腎組織像を呈する[39]。このように，ポドサイトの細胞骨格とその制御に関わる

分子群の異常は蛋白尿と FSGS の発症に深く関与していると考えられる。 

 

ポドサイト細胞骨格制御をターゲットとした治療の可能性 

上記は遺伝性ネフローゼ症候群または動物モデルにおける知見であるが，特発

性ネフローゼ症候群患者で有効性が証明されたリツキシマブについても，B 細

胞の枯渇という免疫学的な機序だけでなく，ポドサイトの細胞骨格への直接作

用による機序が提唱されている。Fornoni らは，リツキシマブが FSGS 患者お

よびコントロールの腎生検組織においてポドサイトに結合しており，かつポド

サイトには CD20 が存在しないことを示した。そしてリツキシマブが結合して

いるのはポドサイト表面の sphingomyelinase-like phosphodiesterase-3b 

(SMPDL-3b)であり，リツキシマブは FSGS 患者で低下している SMPDL-3b の

発現を回復させ，SMPDL-3b 依存性にアクチン線維の形成を促進することを示

した[40]。また，Faul らはネフローゼ症候群の確立した治療薬剤であるシクロ
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スポリンが，カルシニューリンによる synaptopodin の脱リン酸化を阻害するこ

とによって cathepsin-Lによる synaptopodinの分解を抑制していることを示し

た[41]。さらに，synaptopodin を過剰発現させたマウスではリポポリサッカラ

イド投与後の蛋白尿発症が抑制されることから， synaptopodin が蛋白尿の発

症防御に重要な分子であること，またシクロスポリンの蛋白尿寛解作用のター

ゲットが細胞骨格の維持に関わる synaptopodin であることが示唆された[41]。 

以上のことから，ネフローゼ症候群の発症にアクチン線維をはじめとする細胞

骨格蛋白が深く関与しており，蛋白尿の治療標的となりうることが示唆される。 

 

FSGSの原因としての nonmuscle myosin heavy chain-IIAの遺伝子異常 

非筋ミオシン II（nonmuscle myosin II）は，アクチンフィラメントを動かした

り，つなぎ止めることで，細胞の形態変化を含む様々な過程（細胞質分裂，細

胞遊走，細胞間および細胞-基質間接着等）に関与するモーター蛋白質である。

MYH9遺伝子がコードするnonmuscle myosin heavy chain IIA (NMMHC-IIA) 

の異常はEpstein症候群の原因であり，巨大血小板を伴う先天性血小板減少症，

進行性腎障害，難聴を特徴とする[42-44]。Epstein 症候群は非常にまれな疾患

であり，血小板減少のため一般的には腎生検も施行しにくいため，腎組織に関

する知見は非常に限られている[45,46]。 
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私たちはMYH9 遺伝子の R702変異を有する 9人の Epstein症候群患者におい

て臨床像と組織学的特徴を解析した[47]。ほとんどの患者は乳幼児期から蛋白尿

を呈し，10 代で末期腎不全となっていた。1 人の患者で経時的に腎生検が施行

されており，組織所見は FSGS であった。NMMHC-IIA について蛍光抗体法で

検討したところ，糸球体ポドサイトにおいて明らかな発現低下がみられた。そ

の後，Myh9 変異を有する 3 種類のマウスモデル（それぞれ，R702C, D1424N, 

E1841K の各変異）が作成され，ヒトにおける表現型と同じ像，すなわち巨大

血小板減少症，FSGS，軽度の難聴を呈することが判明した[48]。また，Johnstone

らはポドサイト特異的な Myh9 ノックアウトマウスを作成し，doxorubicin を投

与されたときの腎障害が増幅されることを見いだした[49]。 

また，これより前に Kopp ら[50]および Kao ら[51]はそれぞれ，ゲノムワイド関

連解析の手法を用いて，MYH9 がアフリカ系アメリカ人における特発性 FSGS

と関連していることを報告した。2010 年には，同じくアフリカ系アメリカ人に

おいて，MYH9 と隣接する遺伝子である APOL1 遺伝子の非同義変異が FSGS

と関連していることが示され[52]，その後，APOL1 のリスクバリアントが慢性

腎臓病の進行に関連しているという報告が相次いだ[53-55]。ただし，こうした

結果はアフリカ系アメリカ人を対象としたものばかりであり，ヨーロッパ系ア

メリカ人を対象とした研究では，APOL1 ではなく MYH9 の多型が非糖尿病性
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腎症の発症に関連していることが示された[56,57]。したがってこの 2 つの遺伝

子ともに，そのバリアントが FSGS や末期腎不全を引き起こす機序についての

研究が続けられている。 

これらの知見は MYH9 の異常が糸球体疾患，特に FSGS を引き起こす可能性を

支持しており，MYH9 についての解析を進めることは十分意義があると考えら

れる。 

 

本研究の目的 

遺伝性ネフローゼ症候群の原因については多くの知見が集積されてきたが，日

常診療で遭遇することの多い特発性ネフローゼ症候群あるいは特発性 FSGS の

原因遺伝子あるいは蛋白尿発症に関わる分子メカニズムはいまだに不明である。 

ヒト特発性ネフローゼ症候群の糸球体において，これまでにいくつかのポドサ

イト関連蛋白の発現に関する検討が行われている。例えば，CD2AP と

α-actinin-4 は微小変化型ネフローゼ症候群および FSGS の糸球体において発現

に変化はなく[58]，nephrin の発現変化に関しては報告によって異なった結果が

提示されている[59-61]。podocin については，ネフローゼ症候群において発現

と細胞内局在が変化していること[62,63]，また synaptopodin も podocin 同様

FSGS において発現が低下している例が多いと報告されている[64,65]。しかし，
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種々のポドサイト関連蛋白の発現を網羅的に検討し，またそれぞれの検討の相

関を調べた報告はない。 

NMMHC-IIA は糸球体ポドサイトに発現していることがすでに報告されている

が[47,66,67]，ポドサイト内における詳細な局在についてはこれまで検討されて

おらず，また特発性ネフローゼ症候群や慢性糸球体腎炎における発現も検討さ

れていない。 

本研究の目的は， 

１． NMMHC-IIA のポドサイトにおける詳細な局在を解析すること 

２． ヒト FSGS を含む特発性ネフローゼ症候群，慢性糸球体腎炎および動物

のネフローゼ症候群モデルにおいて，NMMHC-IIA および他のポドサイ

ト関連蛋白の発現変化について検討すること 

であり，これによって，遺伝性でないネフローゼ症候群，特に特発性 FSGS に

おいて，ポドサイト障害の病態における NMMHC-IIA の役割を明らかにするこ

とをめざす。 
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Ⅲ 実験材料および実験法 

 

１． NMMHC-IIA のポドサイトにおける詳細な局在の検討 

 

実験動物 

すべての動物実験は順天堂医院の動物実験ガイドラインを遵守し、順天堂医院

の動物実験倫理委員会の承認を得て行った。雄の 6 週齢の Wistar ラットを

Charles River Japan 社（神奈川）より購入した。 

 

ラット正常糸球体の蛍光抗体染色 

ラット腎を periodate-lysine-paraformaldehyde (PLP)固定液に 0.1M リン酸緩

衝液（pH 7.4）を加えたもので潅流し、同液で固定した。次に、厚さ 5µm の切

片を一次抗体とともに室温で2時間反応させ、その後 fluorescein isothiocyanate 

(FITC)または rhodamine (TRITC)で標識された二次抗体（100 倍希釈）ととも

に室温で 1 時間反応させた。一次抗体として抗 NMMHC-IIA 抗体，抗

NMMHC-IIB 抗体，抗 synaptopodin 抗体，抗 podocalyxin 抗体，抗 ZO-1 抗体，

抗 intercellular adhesion molecule (ICAM)-2 抗体を用いた。抗 NMMHC-IIA

抗体は BT561 抗体（Biomedical Technologies 社，米国マサチューセッツ州
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Stoughton，400 倍希釈）を使用した。これはマウス神経芽腫 Neuro-2A 細胞か

ら単離したNMMHC-IIAをウサギに免疫して作成したポリクローナル抗体であ

り，NMMHC-IIB や IIC とは交叉反応しない[68-70]。 抗 NMMHC-IIB 抗体

（G650）は白尾智明博士より供与された [71]。マウスモノクローナル抗

synaptopodin 抗体は Progen 社（ドイツ，Heidelberg）のものを用いた。マウ

スモノクローナル抗ラット podocalyxin 抗体（N3）は Marilyn G. Farquhar 博

士（米国カリフォルニア大学）より供与された[72]。マウスモノクローナル抗

ZO-1 抗体は Zymed Laboratories 社（米国カリフォルニア州 South San 

Francisco）のものを用いた。マウスモノクローナル抗 ICAM-2 抗体（D-12）は

一過性に ICAM-2 の cDNA を発現させた COS 細胞を用いて作製された[73]。

TRITC 標識抗ウサギ IgG ロバ抗体， FITC 標識抗マウス IgG ロバ抗体は

Jackson ImmunoResearch Laboratories社（米国ペンシルバニア州West Grove）

のものを使用した。すべての切片は共焦点レーザー顕微鏡 LSM510（ドイツ

Oberkochen, Carl Zeiss 社）で観察した。 

 

ヒト正常糸球体の蛍光抗体染色 

ヒト正常糸球体において NMMHC-IIA, WT1, GLEPP1 を染色した。正常ヒト

検体として 51 歳の腎移植ドナー腎の 0h 検体，すなわちドナーから摘出されて
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すぐに潅流された時の検体を，文書による同意を得て使用した。凍結切片（厚

さ 3µm）をアセトンで固定し，PBS で洗浄後，一次抗体（抗 NMMHC-IIA 抗

体，抗 WT1 抗体，抗 GLEPP1 抗体）と室温で 1.5 時間反応させた。さらに洗

浄後，二次抗体（Alexa-Flour 555 および 488）を 1 時間反応させた。画像の撮

影は倒立顕微鏡（モデル IX71，オリンパス社，東京）を用いて行った。 

抗 NMMHC-IIA 抗体としては PRB440P 抗体を Covance Research Products

社（米国カリフォルニア州 Barkeley）から購入して 200 倍希釈で使用した。こ

れは NMMHC-IIA の C 末に存在する 12 個のアミノ酸（GKADGAEAKPAE）

を認識するよう作成されたウサギポリクローナル抗体で，ラット，マウス，ヒ

ト等に反応性がある。マウスモノクローナル抗 WT1 抗体は Dako 社（米国カリ

フォルニア州 Carpinteria）のものを 40 倍希釈で，マウスモノクローナル抗

GLEPP1 抗体は BioGenex 社（米国カリフォルニア州 San Ramon）のものを

10 倍希釈で使用した。 

 

ヒト正常糸球体における免疫電顕 

ヒト正常腎組織の超薄切切片を－110℃で Leica Ultracut UCT ミクロトーム

（オーストリア，ウィーン）を用いて切り出した。51 歳の腎移植ドナー腎の 0h

検体がこのために用いられた。切片はフォームヴァー支持膜とカーボンでコー
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トした 150 メッシュのニッケルグリッドに移し，急速凍結を行った。抗

NMMHC-IIA 抗体（PRB440P，300 倍希釈）を 4℃で終夜反応させた後，10 nm

の金コロイド（10%胎仔ウシ血清を含む PBS で 100 倍に希釈）と結合した二次

抗体と 1 時間反応させた。免疫染色後，切片を 2.5%グルタールアルデヒド／

0.1M リン酸緩衝液（pH 7.4）で固定した。その後，コントラストをつけるため

に 2%中性酢酸ウラニル溶液に 30 分間浸した。3%ポリビニルアルコールを含む

0.2%酸性酢酸ウラニル溶液を用いて 30 分間吸収染色を行い，透過型電子顕微鏡

JEM1230（JEOL 社，東京）で観察した。コントロールとして，抗 NMMHC-IIA

抗体なしでの電顕像も検討した。金標識ヤギ抗ウサギ抗体は British BioCell 社

（英国 Essex）のものを使用した。 

 

２．ネフローゼモデルラット，ヒトネフローゼ症候群，慢性糸球体腎炎におけ

る NMMHC-IIA および他のポドサイト関連蛋白の発現変化の検討 

 

ネフローゼ症候群の動物モデル 

ネフローゼ症候群の動物モデルとして，古くから puromycin aminonucleoside 

(PAN)腎症ラットが用いられている。このモデルでは，PAN 投与開始から 6 日

目ごろに蛋白尿が出現し，組織学的にはポドサイトの足突起癒合がみられ始め



29 

 

る。蛋白尿は 11 日目にピークとなり，足突起の癒合も顕著となる[74]。薬剤で

蛋白尿を誘発しているため，ヒト特発性ネフローゼ症候群と発症機序が異なる

ことは明らかであるものの，大量の蛋白尿を認めること，光顕上は糸球体の変

化がほとんどなく電顕で足突起の癒合がみられることがヒト特発性ネフローゼ

症候群，特に微小変化群と臨床的・病理形態学的に共通しており，ネフローゼ

症候群のモデル動物として有用と考えられている。 

 

PAN 腎症ラット糸球体における NMMHC-IIA および他のポドサイト関連蛋白の

蛍光抗体染色 

PAN（Sigma 社）100mg/kg を腹腔内に 1 回投与することにより PAN 腎症ラッ

トを作製した。PAN を投与してから 2, 5, 7, 11 日後にペントバルビタール麻酔

下で腎臓を摘出した。蛍光抗体染色の手法は上述の正常ラットと同様で，一次

抗体は抗 NMMHC-IIA 抗体（BT561），podocalyxin 抗体（N3），ZO-1 抗体を

使用した。 

 

PAN腎症ラットにおけるウェスタンブロット解析 

正常ラット腎および PAN 腎症ラット腎（PAN 投与後 2, 5, 7, 11 日目）から単離

した糸球体をプロテアーゼインヒビター，1mM オルトバナジウム酸ナトリウム，
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1%SDS，5mM EDTA を含んだリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered 

saline; PBS）で可溶化し，7.5%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し，ニトロ

セルロース膜に転写した。PAN 投与後 2, 5, 7 日目のラットは 3 匹，11 日目の

ラットは 4 匹を実験に供して解析した。ウェスタンブロットは一次抗体として

抗 NMMHC-IIA 抗体（BT561 抗体）と抗 desmin 抗体（マウスモノクローナル

抗 desmin 抗体（D33），Dako 社（米国カリフォルニア州 Carpinteria））を 2000

倍希釈 4℃で終夜反応させた後，HRP 標識抗マウス IgG ヤギ抗体を反応させ，

ECL ウェスタンブロッティング検出システム（英国，Buckinghamshire, GE 

Healthcare 社）を用いて検出した。統計解析は one-way ANOVA および Tukey

の多重比較検定を用いて行った。 

 

ヒトネフローゼ症候群，慢性糸球体腎炎患者糸球体の酵素抗体法による染色 

ヒトの腎組織を用いた実験は東京女子医科大学病院の倫理委員会の承認を得て

行った（承認番号 201）。すべての患者の酵素抗体法にはパラフィン包埋サンプ

ル（厚さ 3µm）を使用した。正常コントロールとして，51 歳および 38 歳の腎

移植ドナー腎の 0h 検体を，文書による同意を得て使用した。NMMHC-IIA 発

現の著明な低下を認めた Epstein 症候群患者の腎組織（既報[47]）を，文書によ

る同意を得たうえで陰性コントロールとして使用した。それぞれの腎組織はク
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エン酸緩衝液（pH 6.0）とともに 121℃で 15 分間オートクレーブし，抗原の賦

活化を行った。蒸留水と PBS で洗浄後，各切片に抗 NMMHC-IIA 抗体（BT561

抗体，100 倍希釈）を室温で 2 時間反応させ，再度洗浄後にポリマー試薬

（ENVISION, Dako 社）を 20 分間反応させた。その後ストレプトアビジン標

識 HRP と diaminobenzidine で処理し，ヘマトキシリンで対比染色した。すべ

ての染色実験は同時に行った。糸球体における NMMHC-IIA の発現は 2 名の研

究者（H.Y.および S.T.）が半定量的にスコア化した。判定の際には臨床情報や

組織診断が分からないようにした。NMMHC-IIA 染色の強度は以下のように評

価された。「0」＝全く染色されない，またはごくわずかに染色される，「1」＝

弱くあるいは部分的に染色される，「2」＝中程度に染色される，「3」＝強くび

まん性に染色される。見本とした染色像を図 3 に示す。統計解析は Wilcoxon 

rank sum test を用いて行った。 
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図 3 NMMHC-IIA 染色のスコアの見本 

各スコアの代表的な染色図を示す。採点者はこれを参考に採点した。 
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2 3 
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ヒトネフローゼ症候群，慢性糸球体腎炎患者糸球体の蛍光抗体法による染色 

ヒト正常糸球体および各疾患糸球体において NMMHC-IIA, nephrin, Neph1, 

synaptopodin, podocin, ZO-1, GLEPP1 の染色性変化を検討した。蛍光抗体染

色の手法は上述のヒト正常糸球体のものと同じである。細胞核の染色には

4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI)を使用した。正常コントロールとして 51

歳の腎移植ドナー腎の 0h 検体を用いた。 

抗 NMMHC-IIA 抗体としては PRB440P 抗体（200 倍希釈）を用いた。ウサギ

ポリクローナル抗 nephrin 抗体は nephrin の C 末側の 17 個のアミノ酸から成

るペプチドで免疫して作製された[75]。ウサギポリクローナル抗 Neph-1 抗体は

Neph-1 の C 末側の 20 個のアミノ酸から成るペプチドで免疫して作製された

[76]。ウサギポリクローナル抗 podocin 抗体は podocin の C 末側の 16 個のアミ

ノ酸から成るペプチドで免疫して作製された[77]。 

 

FSGS，微小変化群，高度蛋白尿を呈する慢性糸球体腎炎の患者 

2000年から 2008年までに東京女子医科大学病院で腎生検された 14名の患者の

腎組織（ステロイド抵抗性特発性 FSGS，微小変化群および高度蛋白尿を呈す

る他の糸球体腎炎を含む）について，それぞれの患者から文書による同意を得

たのちに解析を行った。解析を通じて，ヘルシンキ宣言を遵守した。腎組織は
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酵素抗体染色および蛍光抗体染色に供された。生検時の臨床像と病理所見を表 4

に示す。患者の内訳は，特発性 FSGS が 6 名（4 名がステロイド抵抗性で 2 名

がステロイド感受性の tip variant），微小変化型ネフローゼ症候群群 2 名，IgA

腎症 2 名，膜性腎症 2 名，紫斑病性腎炎 1 名，膜性増殖性糸球体腎炎 1 名であ

った。ほとんどの患者は腎生検時に高度蛋白尿を呈していた。腎機能はすべて

の患者で正常であった。FSGS の原因については，全員が著明な浮腫と低アル

ブミン血症を呈していたことと，その後の経過でステロイド抵抗性 FSGS 患者

4 名のうち 3 名が腎移植後に FSGS の再発を認めたことから，二次性ではなく

一次性であると考えられた。二次性 FSGS を示唆する所見である低形成腎や肥

満を呈する患者はこの研究では除外した。 

 

申請者は，ヒトネフローゼ症候群（FSGS を含む）および慢性糸球体腎炎の酵

素抗体染色，蛍光抗体染色を担当した。 
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表 4 患者の臨床像および病理診断 

 

No. 年齢／性 病理診断 尿蛋白 

(g/日) 

血清アル

ブミン 

(g/dL) 

eGFR 

(mL/分

/1.73m2) 

治療 

1 9/F FSGS (NOS) 1.0 2.4 98.2 PSL, ACEI 

2 5/M FSGS (NOS) 11.6 2.2 110 PSL 

3 4/M FSGS (NOS) 9.1 2.0 111 PSL, CsA, 

ACEI 

4 3/F FSGS 

(collapsing 

variant) 

5.5 2.0 111 PSL 

5 18/M FSGS  

(tip variant) 

0 4.9 136 PSL, CsA 

6 8/F FSGS  

(tip variant) 

0.48 2.6 130 PSL 

7 15/M 微小変化群 1.6 2.6 152 PSL, CsA, 

ARB 

8 3/F 微小変化群 2.4 1.7 108 PSL 

9 14/F 膜性腎症 1.2 2.8 130 PSL 

10 6/F 膜性腎症 3.0 2.0 109 無治療 

11 12/M IgA 腎症 0.18 4.1 131 無治療 

12 9/M IgA 腎症 6.4 1.4 98.9 無治療 

13 13/F 紫斑病性腎炎 1.3 3.3 110 無治療 

14 15/M 膜性増殖性糸

球体腎炎 

10.7 2.3 121 PSL, MZR, 

ARB 

eGFR: 推定糸球体濾過率（Schwartz の式による） 

NOS: not otherwise specified 

PSL: プレドニゾロン 

ACEI: アンギオテンシン変換酵素阻害薬 

CsA: シクロスポリン 

ARB: アンギオテンシン受容体拮抗薬 

MZR: ミゾリビン 

  



36 

 

Ⅳ 結果 

 

NMMHC-IIAはポドサイトの細胞体および一次突起に局在する 

正常ラット糸球体におけるNMMHC-IIAおよび他のポドサイト関連分子の蛍光

抗体染色を図 4 に示す。NMMHC-IIA のシグナルは糸球体係蹄の外側に認めら

れ，かつ足突起に局在した蛋白である synaptopodin, podocalyxin, ZO-1 とは異

なる局在を示した。NMMHC-IIA は内皮細胞に特異的に存在する蛋白である

ICAM-2 とも異なる局在を示した。またヒトの正常腎でも，GLEPP1 によって

示される係蹄壁の外側，すなわちポドサイトの細胞体に局在することが示され

（図 5），正常ラット腎での実験と一致する結果であった。NMMHC-IIA は WT-1

とは一部共局在するのみで，基本的に異なる局在を示した。また NMMHC-IIA

は内皮細胞にも弱い発現を認めた。 

次に，免疫電顕の手法を用いてポドサイトにおける NMMHC-IIA の精確な局在

部位を解析した。その結果，NMMHC-IIA はヒト正常腎において，主としてポ

ドサイトの一次突起と，足突起を出す足場部分に局在することがわかった（図 6）。

また NMMHC-IIA は内皮細胞にも少量の発現が認められた。 
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図 4 正常ラット糸球体における NMMHC-IIA の染色 

ラット糸球体の凍結切片（厚さ 5µm）を用いて NMMHC-IIA（赤）と他のポド

サイト関連蛋白（緑）の synaptopodin (a)，podocalyxin (b)，zonula occludens 

(ZO)-1 (c)を共染色した。内皮細胞に局在する intercellular adhesion molecule 

(ICAM)-2（緑）についても NMMHC-IIA（赤）と共染色した（d）。右端が merge

した像である。NMMHC-IIA はポドサイトに局在しているが，足突起（二次突

起）に存在する蛋白である synaptopodin，podocalyxin，ZO-1 とは共局在しな

い。また，ICAM-2 とも共局在しない。 
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図 5 ヒト正常糸球体における NMMHC-IIA の局在 

ヒト正常糸球体において，蛍光抗体法を用いて NMMHC-IIA，WT1，GLEPP1

を染色した。a と c は NMMHC-IIA の染色を，b と d は NMMHC-IIA，WT1，

GLEPP1 の三重染色を示す。NMMHC-IIA は WT1, GLEPP1 とはほぼ異なっ

た局在を示している。 

 

 

 

  

NMMHC-IIA 

a b 

NMMHC-IIA 
WT1 

GLEPP1 

a b 

c d 



39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 ヒト正常腎における NMMHC-IIA の免疫電顕像 

ヒト正常糸球体の超薄切片に抗 NMMHC-IIA 抗体を反応させ，続いて 10nm の

金標識の二次抗体を反応させた（a-c）。NMMHC-IIA は主としてポドサイトの

一次突起および，足突起の足場部分に局在している。矢印は足突起の足場部分

に局在する NMMHC-IIA。コントロールでは非特異的なシグナルは検出されて

いない（d, e）。 

 

 

  

a b c 

d e 
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NMMHC-IIA はラットの発達途上にある糸球体およびポドサイト障害モデルに

おいても発現に変化がみられる 

次に，発達段階にあるラット糸球体における NMMHC-IIA の発現を検討した。

図 7 に新生仔ラット糸球体での NMMHC-IIA, NMMHC-IIB の発現を示す。

NMMHC-IIB も NMMHC-II に属する蛋白で，造血幹細胞，腎臓，心臓，脳な

ど全身に発現している。図の上半分は S-shaped stage のもので，下半分は

capillary loop stage のものである。S-shaped stage においては，NMMHC-IIA

が未熟なポドサイトの尿腔に面した細胞膜側に発現しているのに対して，

NMMHC-IIB は主に隣接する細胞との接着部位と基底膜に接した細胞膜側に発

現を認めた（図 7A）。一方，capillary stage においては，NMMHC-IIA の局在

はポドサイトの細胞質全体にみられるようになり，NMMHC-IIB はポドサイト

における発現が消失し，メサンギウム細胞での発現を認めた（図 7B）。これら

のことから，NMMHC-IIA と NMMHC-IIB は異なった機能をもっていると考

えられる。また NMMHC-IIA 抗体と NMMHC-IIB 抗体は交差反応しないこと

が確かめられた。 
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図 7 新生仔ラット糸球体における NMMHC-IIA および NMMHC-IIB の局在 

S-shaped stage (A)と capillary loop stage (B)において，NMMHC-IIA と

NMMHC-IIB を共染色した。右端は merge した像。 

 

  

NMMHC-IIA        NMMHC-IIB          merge    

A 

B 

B 
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次に，後天的なポドサイト障害モデル（PAN 腎症）において NMMHC-IIA の

発現が変化するかどうかを検討した。PAN 投与後 11 日目，大量の蛋白尿が認

められた時点で，NMMHC-IIA のシグナルの著明な低下が認められ，同時に検

討した podocalyxin や ZO-1 の発現には変化がなかった（図 8A）。Western blot

による解析でも，PAN 投与後 11 日目の NMMHC-IIA の蛋白量はコントロール

に比較して著明に低下しており（p=0.059），ポドサイト障害のマーカーである

desmin は既報どおり有意に増加していた[78]（図 8B-D）。NMMHC-IIA は 2

本のバンドがあるが，リン酸化を反映している可能性がある。2 本の総量で定量

化を行った。個々の Western blot 解析の画像を図 9 に示す。 
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図 8  Puromycin aminonucleoside (PAN)を潅流したラット腎における

NMMHC-IIA の発現 

（A） PAN を潅流したラット腎における NMMHC-IIA の蛍光抗体染色。5µm

の薄切切片を用いて NMMHC-IIA（赤）と他のポドサイト関連分子（緑）であ

る podocalyxin (a, b)または ZO-1 (c, d)を共染色した。右端が merge した像であ

る。aと cが正常ラット糸球体で，bと dが PAN投与後 11日目のラット糸球体。

PAN 投与後の糸球体では，NMMHC-IIA のシグナルの明らかな低下がみられる

p = 0.059 
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が，podocalyxin と ZO-1 のシグナルには変化はない。 

（B） コントロールおよび PAN 潅流糸球体における NMMHC-IIA と desmin

のウェスタンブロット解析。NMMHC-IIA の発現は PAN 投与後 11 日目で著明

に低下しており，一方 desmin の発現は PAN 投与後徐々に増加している。 

（C） 糸球体サンプルを用いたNMMHC-IIAのウェスタンブロット定量解析。

NMMHC-IIA 蛋白レベルは，PAN 投与後 11 日目において，コントロールおよ

び PAN 投与後 7 日目に比較して低下している（それぞれ p=0.059, 0.001）。コ

ントロールにおける最大値を 100%の relative protein level とした。 

（D） 糸球体サンプルを用いた desmin のウェスタンブロット定量解析。PAN

投与後，desmin 蛋白レベルの有意な増加を認める。PAN 投与後 11 日目におけ

る最大値を 100%の relative protein level とした。 

統計解析は one-way ANOVA および Tukey の多重比較検定を用いて行った。 

D：day 

※P=0.001 

＊P<0.005 
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図 9  PAN潅流糸球体における desminとNMMHC-IIAのウェスタンブロット

解析（個々のデータ） 

コントロールと PAN 投与後 2 日目，5 日目，7 日目については各 3 匹のラット

を，PAN 投与後 11 日目については 4 匹のラットを実験に供した。どのラット

においても，PAN投与後 11日目のNMMHC-IIAの蛋白レベルは著明に低下し，

desmin 蛋白レベルは PAN 投与後徐々に増加していた。 
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NMMHC-IIAの発現は特発性 FSGSにおいて低下している 

ヒトのFSGSおよび他の蛋白尿を呈する糸球体疾患においてNMMHC-IIA発現

を検討した。図 10A に，正常糸球体（a および b）と，Epstein 症候群（c），ス

テロイド抵抗性 FSGS（d-g），FSGS tip variant（h および i），微小変化群（j-l），

膜性腎症（m および n），IgA 腎症（o および p），紫斑病性腎炎（q），膜性増殖

性糸球体腎炎（r）の患者糸球体における NMMHC-IIA の酵素抗体染色像を示

す。正常および患者サンプルにはそれぞれ 2～10 個（中央値 7 個）の糸球体が

含まれていた。それぞれのサンプルにおける NMMHC-IIA 染色の程度を示す

intensity score を図 10B に示す。ステロイド抵抗性 FSGS の intensity score は

他の慢性糸球体腎炎より有意に低く（p=0.016），ステロイド感受性の tip variant

や微小変化群よりも低い傾向にあった（表 5）。 

 

  



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 ヒト糸球体疾患における NMMHC-IIA の酵素抗体染色 

（A） Epstein 症候群(c)およびステロイド抵抗性 FSGS (d-g)においては，コン

トロール（a, b）に比して NMMHC-IIA の染色性は著明に低下していた。一方，

FSGS の tip variant (h, i)では NMHC-IIA の染色性は保たれていた。MCD の

蛋白尿再発時(j, l)と寛解時(k)でも NMMHC-IIA の染色性は保たれており，MN 

(m, n)，IgAN (o, p)，HSPN (q)，MPGN (r)でも NMMHC-IIA の染色性に有意

な変化はなかった。 

（B） 各患者における NMMHC-IIA の酵素抗体染色の染色強度スコア。それ

ぞれ 2～10 個（中央値 7 個）の糸球体染色スコアの平均および標準偏差を示す。

疾患別の染色強度スコアの統計解析については表 5 を参照。 
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表 5 ステロイド抵抗性 FSGS と他の蛋白尿を呈する糸球体疾患患者における

酵素抗体染色における NMMHC-IIA の染色強度スコア 

 
ステロイド抵

抗性 FSGS 

tip variant 微小変化群 慢性糸球体

腎炎 

患者数 4 2 2 6 

染色強度スコア（平

均±標準偏差） 
0.42±0.42 2.05, 2.75 1.79, 2.25 2.07±0.50 

P 値* ― ― ― 0.016 

慢性糸球体腎炎は膜性腎症，IgA 腎症，紫斑病性腎炎，膜性増殖性糸球体腎炎を

含む。 

*ステロイド抵抗性 FSGS との比較。統計解析は Wilcoxon rank sum test で行

った。 
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ヒト糸球体疾患において NMMHC-IIA の変化は他のポドサイト関連分子とは異

なる 

次に，nephrin, Neph1, synaptopodin, podocin, ZO-1, GLEPP1 の発現を特発性

FSGS（患者 No.2），微小変化群（患者 No.7 の再発時），膜性腎症（患者 No.10）

のサンプルを用いて蛍光抗体法で検討した。図 11 に示すように，これらの蛋白

の発現に有意な変化はみられなかった。これに対して，NMMHC-IIA の発現は

特発性 FSGS において著明に低下し，微小変化群においても中等度の低下が認

められた。NMMHC-IIA の発現は膜性腎症においては著変なかった。 

また，図 12 に示すように，NMMHC-IIA と nephrin，NMMHC-IIA と

synaptopodin の二重染色を行ったところ，FSGS と微小変化群のポドサイトに

おいて NMMHC-IIA の発現が著明に低下した一方，nephrin と synaptopodin

の発現はよく保たれていた。膜性腎症においては，NMMHC-IIA の発現に著変

はなかった。 
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図 11 ヒト糸球体疾患におけるポドサイト関連蛋白の蛍光抗体染色 

コントロール，特発性 FSGS（患者 2），MCD（患者 7 の再発時），MN（患者

10）の糸球体から厚さ 4µm の切片を切り出し，足突起蛋白（nephrin, Neph1, 

synaptopodin, podocin, ZO-1, GLEPP1）および NMMHC-IIA の染色を行った。

足突起蛋白の発現はどの患者においても有意な変化はみられなかったが，

NMMHC-IIA の発現は特発性 FSGS において著明に低下しており，MCD にお

いても中等度の低下がみられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

control 

FSGS 

MCD 

MN 

 nephrin     Neph1   synaptopodin  podocin     ZO-1      GLEPP1  NMMHC-IIA 
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図 12 ヒト糸球体疾患における NMMHC-IIA と他のポドサイト関連蛋白の二

重染色 

コントロール，特発性 FSGS（患者 2），MCD（患者 7 の再発時），MN（患者

10）の腎の薄切切片（厚さ 4µm）を用いて，NMMHC-IIA（赤）と足突起蛋白

（nephrin と synaptopodin，緑）の各抗体で染色した。細胞核は DAPI（青）

で染色した。 

NMMHC-IIA の発現部位は nephrin や synaptopodin とは異なっていた。

NMMHC-IIAの発現は FSGSとMCDにおいて著明に低下していたが，nephrin

と synaptopodin の発現はどの疾患においても保たれていた。 

 

  

NMMHC-IIA 

nephrin 

NMMHC-IIA 

NMMHC-IIA 

NMMHC-IIA 
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Control     FSGS          MCD           MN 
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Ⅴ 考察 

 

近年の分子学的研究の進歩によって，FSGS の病因がポドサイトにあることが

有力になってきた。ただし，ポドサイト関連分子の変異と遺伝性 FSGS の関連

性ははっきりしているものの，特発性 FSGS と思われる患者のほとんどにおい

てポドサイト関連分子をコードする遺伝子に異常は認められず，それらの分子

が必ずしも特発性 FSGS の発症においても重要な役割を果たしていることを意

味しない。しかし最近，アフリカ系アメリカ人において，MYH9 と APOL1 の

遺伝子多型が特発性 FSGS や進行性腎疾患の発症のしやすさと関連しているこ

とが示された[50-55]。また MYH9 遺伝子変異は Epstein 症候群として FSGS

の原因となる[47,79]。そこで私は NMMHC-IIA が特発性ネフローゼ症候群発症

とどのような関わりがあるかについて検討した。 

これまでNMMHC-IIAのポドサイト内における詳細な局在の検討がなされてい

なかったため，まず本研究では NMMHC-IIA のポドサイトにおける局在を調べ

た。その結果，NMMHC-IIA の糸球体における発現部位が主としてポドサイト

の一次突起であり，一部足突起の足場部分，すなわち足突起が突出する根元の

部分にも発現していることを明らかにした（図 6）。ポドサイトの一次突起は微

小管から成る構造である。nonmuscle myosin II は細胞の収縮や形態維持，細胞
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の運動，遊走においてさまざまな機能を有するが[80]，NMMHC-IIA は微小管

の動態を制御することで actomyosin と微小管のバランスを維持することが知

られている[80]。最近 Hays らはプロテオミクスと免疫沈降の手法により

NMMHC-IIA と結合する蛋白を網羅的に解析し，NMMHC-IIA がアクチンのみ

ならずさまざまな細胞骨格制御因子と相互作用していることを報告した[81]。ま

た，マウスの胎生期の線維芽細胞を用いた研究では，NMMHC-IIA の収縮性を

阻害すると，細胞が拡大する動きを制御する機構が障害され，細胞の形態が保

持できなくなり，細胞骨格の維持機構が破綻して細胞質の断片化が生じること

が報告された[82]。以上のことから，NMMHC-IIA がポドサイトの一次突起に

おいて細胞骨格を制御するマスターレギュレーターである可能性が示唆された。 

次に本研究では，一次性 FSGS 患者における NMMHC-IIA の発現を解析した。

FSGS を含む特発性ネフローゼ症候群患者の糸球体において，nephrin，Neph1，

podocin，synaptopodin，ZO-1，GLEPP1 といったポドサイト関連分子の発現

に有意な変化はみられなかったが，NMMHC-IIA については，MYH9 変異を有

する Epstein 症候群の症例と同様に，FSGS においてその発現が著明に低下し

ていた。興味深いことに，NMMHC-IIA の発現変化は蛋白尿の量には関係しな

かった（表 4，図 10）。このことは NMMHC-IIA の発現変化がネフローゼ症候

群の結果生じる事象ではなく，病態の発症に関係することを示唆している。ポ
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ドサイトにおけるNMMHC-IIAの発現低下はラットネフローゼモデルでも確か

められた。PAN 腎症ラットにおいて，蛍光抗体法による観察で podocalyxin や

ZO-1 のシグナルには変化がみられなかったにもかかわらず，NMMHC-IIA のシ

グナル低下が認められた。PAN 腎症ラットでは Western blot 解析でも

NMMHC-IIA の著明な発現低下が確認されたことから，蛋白発現レベルの低下

が見られることが明らかとなった。PAN 腎症はその病理学的変化が可逆性であ

るために一般には微小変化型ネフローゼ症候群のモデルと考えられているが，

FSGS の特徴であるポドサイトの剥離やアポトーシスの像も呈する[83]。

NMMHC-IIA の発現低下がポドサイトの減少によるものである可能性について

は，ヒト FSGS においてもラットの PAN 腎症においても，他のポドサイト関連

蛋白の発現は保たれていたことから，ポドサイト数に大きな変化はなかったと

考えられる。これらのことから，FSGS の発症に NMMHC-IIA が病態生理学的

な役割を担っていることが示唆された。 

では NMMHC-IIA の発現はどのように調節されているのだろうか？Babayeva

らによれば，特発性 FSGS による末期腎不全に対する腎移植後にネフローゼが

再発し，血漿交換で蛋白尿が改善した患者の血清を培養ポドサイトに反応させ

ると，ポドサイトの突起が消失して形状が丸くなり，アクチンストレスファイ

バーが著明に減少した。同時に，リン酸化されたミオシン軽鎖の急速な減少が
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観察され，アクチン線維と共局在していたNMMHC-IIAが細胞質全体に拡散し，

アクチン線維との局在が分離した[84]。すなわち，特発性 FSGS 血清中の循環

因子がポドサイトに直接作用し，NMMHC-IIA の局在および細胞骨格の変化を

もたらすことが示唆された。また，二次性 FSGS の原因として HIV 腎症がよく

知られているが，最近ヒトおよびマウスの HIV 腎症においても，NMMHC-IIA

の発現が有意に低下すると報告された[85]。さらに，HIV-1 を組み込んだヒトお

よびマウスの培養ポドサイトにおいても NMMHC-IIA の発現が低下する[85]。

そのほか，Rac1 の活性化が NMMHC-IIA のリン酸化を制御し，NMMHC-IIA

と focal adhesion の相互作用を促進して細胞遊走に関わるという報告や[86]，ア

クチンと高い親和性で結合する phalloidinが F-actinと結合することによって，

NMMHC-IIA と F-actin の複合体の解離が促進され，アクチンフィラメントの

動きが抑制されるなど，細胞骨格関連蛋白同士の相互作用が NMMHC-IIA の発

現や局在を制御することが知られている[87]。以上のことから，ポドサイトにお

ける様々な刺激が NMMHC-IIA の発現を制御する可能性が示唆される。今後ネ

フローゼ症候群におけるNMMHC-IIAの発現調節メカニズムを明らかにするこ

とがこの疾患の発症機序を考える上での重要な検討課題である。 

ヒトおよび動物モデルの腎組織におけるNMMHC-IIAの発現異常はポドサイト

細胞骨格の制御あるいは腎症の発症にどのように影響しているのであろうか。
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Myh9 のヘテロ欠損マウスは何ら腎症状を呈さないが[70]，Myh9 のホモのノッ

クアウトマウスは胎生致死である[88]。zebrafish では Myh9 をノックアウトす

ることにより，腎においては糸球体毛細血管の拡張と減少，内皮細胞の

fenestration の消失，基底膜の部分的な肥厚，ポドサイト足突起の形成不良が認

められることから，NMMHC-IIA が腎の発生・発達に必要であることが示唆さ

れる[89]。一方，ポドサイト特異的な Myh9 ノックアウトマウスは無刺激では腎

症状を呈さず，doxorubicin を負荷するとコントロールに比して腎障害が増幅さ

れる[49]。これに対して，Myh9 遺伝子の R702C 変異ノックインマウスは巨大

血小板減少症，FSGS，難聴という，ヒト Epstein 症候群と全く同一の症候を呈

する[48,90]。ヒトの MYH9 異常症において，血小板や巨核芽球ではコントロー

ルに比較して NMMHC-IIA 蛋白発現量は約 50％になるが，顆粒球においては

コントロールの約 30%と，蛋白発現量の低下幅が血小板や巨核芽球に比べて有

意に大きく，また通常は顆粒球細胞質に均一に存在する NMMHC-IIA が，変異

細胞においては正常な NMMHC-IIA も変異 NMMHC-IIA とともに大部分が異

常集積部位に凝集する [91]。これらのことから，ポドサイトにおいては

NMMHC-IIA が存在しないことのみならず，異常な NMMHC-IIA の存在が

dominant negative に細胞骨格の制御異常に関与し，腎症を引き起こしている可

能性が示唆される。一方で培養ポドサイトにおいて NMMHC-IIA をノックダウ
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ンすることにより，アクチン細胞骨格の減少とポドサイトの形態異常が認めら

れたとする報告があり[81]，ポドサイト特異的な Myh9 ノックアウトマウスの表

現型とあわせ，FSGS において NMMHC-IIA の発現が低下することがポドサイ

トに対する傷害を増強する作用を有する可能性を示唆している。異常な

NMMHC-IIA が dominant negative に腎症を引き起こしているのか，ハプロ不

全の機序によって引き起こしているのかは断言できないが，いずれにしても

NMMHC-IIA がポドサイトの特有の足突起構造の維持に重要な役割を果たして

いることが示唆される。  

図 13 にポドサイトにおける NMMHC-IIA の局在と他の因子との関係について

の模式図を示す。血中循環因子を含む免疫学的異常によってポドサイトの形態

異常が起こる過程で，NMMHC-IIA は他の細胞骨格蛋白と相互作用しつつ局在

を変え，アクチン線維と分離し，発現が低下し，このことがまた細胞骨格の減

少およびポドサイトの形態異常を引き起こすと考えられる。 
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図 13 ポドサイト形態異常を起こすメカニズムについての模式図 

血中循環因子などの刺激によってポドサイトの形態異常が起こる。

NMMHC-IIA は発現が低下し，アクチンと分離し，細胞骨格も減少する。他の

ポドサイト関連蛋白は局在が変化するものもあるが，発現としては保たれる。 
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本研究では，NMMHC-IIA の発現の程度によって FSGS と微小変化群を明確に

区別することはできなかった。すなわち，酵素抗体染色においては微小変化群

における NMMHC-IIA の発現は保たれており，FSGS と明らかに異なる所見を

呈していたが（図 10），蛍光抗体による観察では微小変化群においても

NMMHC-IIA 発現の中等度以上の低下を認め，FSGS における所見に近かった

（図 11，12）。微小変化群と FSGS が本質的に別の疾患であるのか，同じ疾患

のスペクトラムにすぎないのかという点は古くから議論の的であり、現在も不

明である[92]。一方で，NMMHC-IIA の発現に明確な差が認められなかった原

因として，微小変化群の症例数が少なかったことや，微小変化群の症例（患者 7）

が最終的にはステロイド感受性であったものの，腎生検を施行した時点では治

療抵抗性であったことが一部関与している可能性が挙げられる。すなわち，初

期の腎生検で微小変化群と診断されステロイド感受性であった症例で，のちに

ステロイド抵抗性となり腎生検で FSGS と診断される症例も存在する。実際，

患者 7 は微小変化群であるが治療にやや抵抗性であり，病態として FSGS と共

通した部分を有している可能性がある。本来は典型的なステロイド感受性の微

小変化群の症例でかつ症例数を増やして検討すべきであるが，そのような例に

おいては蛋白尿がステロイド治療によって短期間で消失するため，高度蛋白尿

を呈する時期に腎生検を行うことはほとんどない。したがって，典型的な微小
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変化群における蛋白尿を呈する時期の検討は非常に困難である。微小変化群と

FSGS における NMMHC-IIA の発現の相違を検出する可能性として，尿中ある

いは尿中落下細胞におけるNMMHC-IIAの濃度を検討する価値はあるかもしれ

ない。 

結論として，本研究では NMMHC-IIA が主としてポドサイトの一次突起に局在

していること，またヒト特発性 FSGS 患者のポドサイトにおいて NMMHC-IIA

の発現が低下することを明らかにした。NMMHC-IIA の発現は特発性ネフロー

ゼ症候群，特に FSGS において低下しており，他の高度蛋白尿を呈する糸球体

疾患では低下していなかった。これらの結果により，細胞骨格蛋白である

NMMHC-IIAが遺伝的なEpstein症候群における腎症のみならず，特発性FSGS

の発症にも重要な役割を果たしていることが示唆された。 
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