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研究成果の概要（和文）：ウロモジュリン遺伝子変異による家族性若年性高尿酸血症性腎症

（FJHN）の病態モデルであるヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランスジェニックマウスを作
出して、FJHNの病態メカニズムについて検討した。病態モデルマウスの腎臓では Srd5a2遺
伝子転写亢進に伴う腎内アンドロゲン作用の増加により、腎嚢胞形成と腎障害（腎症）の原因

となる Cyp4a12a 遺伝子の転写亢進と、高尿酸血症の原因となる Slc22a12 遺伝子の転写亢進
が生じていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Pathophysiological mechanism of Familial Juvenile Hyperuricemic 
Nephropathy (FJHN) was investigated by production of the FJHN model mice, mutated 
human uromodulin gene transgenic mice. In the kidneys of the mice, it was observed that 
androgen action enhanced by increasing of Srd5a2 gene transcription should induce the 
transcription of Cyp4a12a gene, which causes renal cyst formation and renal damage 
(“nephropathy”), and that of Slc22a12 gene, which causes hyperuricemia. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦成人男性の5人に1人が罹患する大変
頻度の高い生活習慣病である高尿酸血症は、
これまで痛風の原因としてのみ捉えられて
いたが、最近ではメタボリックシンドローム
に高頻度に合併するばかりではなく、高尿酸
血症そのものが心血管障害の独立したリス
クとなりうることが示唆されており(Baker 
et.al. Am J Med.118:816,2005）、その罹患
人口の多さと併せて心血管障害の予防の点
からも、高尿酸血症の発症メカニズムの解明
が必要とされている。高尿酸血症の発症メカ

ニズムとして、腎臓からの尿酸排泄の低下が
原因となる排泄低下型高尿酸血症によるも
のが高尿酸血症患者の８割近くを占めるの
で、排泄低下型高尿酸血症を呈する遺伝性疾
患である家族性若年性高尿酸血症性腎症
（FJHN）の発症メカニズムを研究することは
有用である。 
 また、FJHNは腎機能低下が慢性的に進行し
て末期腎不全に至る疾患でもある。本邦では
毎年約 3 万人が末期腎不全に陥り、患者 QOL
ばかりでなく、医療経済的にも大きな問題と
なっており、腎不全進行阻止のための慢性腎

機関番号：３２６１２ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：２０５９０５４７ 

研究課題名（和文）家族性若年性高尿酸血症性腎症治療薬探索のための疾患モデルマウス作出 

                     

研究課題名（英文）Production of disease model mice for the drug screening of familial 

juvenile hyperuricemic nephropathy 

研究代表者 

細山田 真（HOSOYAMADA MAKOTO） 

慶應義塾大学・薬学部・准教授 

 研究者番号：００２９１６５９ 

 



 

 

臓病(CKD)研究は急務である。急性腎不全の
疾患モデルが多数あるのに比べ、慢性的に腎
機能低下が進行する慢性腎臓病(CKD)のモデ
ル動物として有用なものはこれまでになか
った。FJHN疾患モデルマウスは慢性腎臓病モ
デル動物としても有用となる可能性が高く、
慢性腎臓病(CKD)研究の進展につながること
が期待できる。 
FJHN は連鎖解析法によって原因遺伝子が
ウロモジュリン遺伝子(UMOD)であることが
明らかになり(Hart et.al. J Med Genet. 
39: 882,2002）、国外の研究グループにより
変異ウロモジュリン遺伝子を培養細胞に導
入することにより、変異ウロモジュリン蛋白
が培養細胞内に蓄積することが既に明らか
にされている（Bernascone et.al. Traffic 
7:1567, 2006）。しかし、ヘンレ上行脚の細
胞内の蛋白蓄積がどのようなメカニズムに
よって排泄低下型高尿酸血症や腎機能低下
を引きこすかを解明するためには、UMOD変異
による腎臓全体の病態変化を明らかにする
ことが必要であり、FJHNの疾患モデル動物を
作出することが必要不可欠となっている。以
上より、FJHNの疾患モデル動物として、ヒト
変異ウロモジュリン遺伝子導入トランスジ
ェニックマウスの作成を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
FJHN 患者で報告のあるヒト変異ウロモジ
ュリン遺伝子(UMOD)を導入したトランスジ
ェニックマウスと、対照群としてヒト正常ウ
ロモジュリン遺伝子を導入したトランスジ
ェニックマウスとをそれぞれ作成し、FJHNモ
デルマウスの腎臓における病態変化を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランス
ジェニックマウスとヒト正常ウロモジュリ
ン遺伝子トランスジェニックマウスの作成  
ヒト変異ウロモジュリン蛋白をウロモジ
ュリン遺伝子が発現する部位に特異的に発
現させるため、マウスウロモジュリン遺伝子
プロモーター配列の下流に、変異を導入した
ヒトウロモジュリン cDNA を結合させた導入
遺伝子断片を作成した。マウスウロモジュリ
ン遺伝子プロモーターDNA 配列はZhu らの方
法（AJP 282,F608,2002）に従い、マウスゲ
ノム DNA から 2928bp の PCR 産物を PCR クロ
ーニングする。ヒト正常ウロモジュリンcDNA
は市販のヒト腎臓 poly A+ RNA から RT 産物
を生成し、1954bpのPCR産物をPCRクローニ
ングした。得られたヒト正常ウロモジュリン
cDNAクローンに、Site directed Mutagenesis 
kit(Stratagene)を用いて、培養細胞内で蓄
積を示すことが報告されている（Rampoldi 
et.al. Hum Mol Genet 12(24):3369,2003）

変異である444 T to G変異（C148W変異）を
導入してヒト変異ウロモジュリン cDNA を得
た。こうして得られたプロモーターDNA と
cDNA クローンを pcDNA3.1(+）ベクターに導
入し、CMVプロモーターを含まず、BGHポリA
負荷シグナルを含むように AflⅡと DraⅢに
より導入遺伝子DNA断片を切り出した。 
導入遺伝子DNA断片をマイクロインジェク

ションしたマウス前核期受精卵を、偽妊娠を
誘導した仮親マウスの卵管内に移植した。自
然分娩により産仔を得て、尾からゲノミック
DNA を抽出し、PCR によって遺伝子導入が成
功していることを確認し、ヒト変異ウロモジ
ュリン遺伝子トランスジェニックマウスお
よびヒト正常ウロモジュリン遺伝子トラン
スジェニックマウスをそれぞれ得た。 
 腎臓の凍結切片を用いた免疫蛍光法によ
り、抗マウスウロモジュリン抗体によって染
色されるマウス正常ウロモジュリンが発現
部位に一致して、抗ヒトウロモジュリン抗体
によって染色されるヒト変異ウロモジュリ
ンが発現していることを二重蛍光染色によ
って確認した。 
 
(2)ウロモジュリン蛋白腎内蓄積量および尿
中排泄量の検討 
 12 週、24週、36 週のトランスジェニック
マウスの腎臓から細胞質分画および膜分画
を超遠心法にて分離した。尿はメタボリック
ケージを用いて採尿した。抗マウスウロモジ
ュリン抗体および抗ヒトウロモジュリン抗
体を用いてウェスタンブロティングを行い、
マウスウロモジュリンおよびヒトウロモジ
ュリンの各バンドの分子量を決定し、腎臓内
での蓄積量が経時的に増加するバンドを同
定した。また、同マウスから得られた腎臓の
Total RNAについて定量 PCRを行い、マウス
ウロモジュリン遺伝子発現およびヒトウロ
モジュリン遺伝子発現の経時的変化につい
て明らかにし、腎臓内でのウロモジュリン蛋
白蓄積に関与するかどうかを明らかにした。 
糖鎖切断酵素による解析として、エンドグ

リコシダーゼ F およびH、シアリダーゼの処
理をそれぞれ行なったサンプルに対してウ
ェスタンブロティングを行ない、蓄積してい
るウロモジュリンの糖鎖修飾について明ら
かにし、翻訳後修飾のどのステップで蓄積が
生じているかについての情報を得た。 
 

(3)URAT1 発現量の検討およびクレアチニン
クリアランスの検討 
マウスURAT1の発現量については研究代表

者が作成した抗マウスURAT1抗体を用いてウ
ェスタンブロティング法により定量評価し
た。クレアチニンクリアランスについては
HPLC を用いて血漿および尿中のクレアチニ
ン濃度を定量することにより算出した。 



 

 

４．研究成果 
(1)ヒト変異および正常ウロモジュリン遺伝
子トランスジェニックマウスの作成 
①導入遺伝子断片の作成：ヒトウロモジュリ
ン cDNA とマウスウロモジュリン遺伝子プロ
モーターDNA とをそれぞれPCR クローニング
を行い、正常ヒトウロモジュリン cDNA また
はC148Wとなるように変異を導入したヒトウ
ロモジュリン cDNA をマウスウロモジュリン
遺伝子プロモーター配列下流に連結した導
入遺伝子断片を作成した。 
②トランスジェニックマウスの作出と選
別：導入遺伝子断片の受精卵への顕微注入を
フェニックスバイオ社に外注し、得られたマ
ウスの遺伝子型を解析して遺伝子導入を確
認した。導入遺伝子が仔に伝達するのを確認
後、腎臓でヒトウロモジュリン遺伝子の発現
量が最も多い系統をそれぞれ選別した。 
③トランスジェニックマウス系統の繁殖維
持：ヒト変異および正常ウロモジュリン遺伝
子トランスジェニックマウスをそれぞれヘ
テロ体として維持繁殖を行った。 
 
(2)腎内ウロモジュリン蛋白蓄積の検討 
①ウロモジュリン蛋白発現レベルの定量的
解析：ウェスタンブロティング法により解析
したところ、ヒト正常ウロモジュリンとヒト
変異ウロモジュリンは分子量が異なり発現
量が比較できなかった。変異ウロモジュリン
導入マウスでは低分子量のマウスウロモジ
ュリンの蓄積が増加していたが、正常ウロモ
ジュリン導入マウスでは蓄積が認められな
かった。 
②糖鎖構造の解析：ヒト変異ウロモジュリン
は Endo H 感受性、ヒト正常ウロモジュリン
は Endo H 抵抗性であり、変異ウロモジュリ
ンには糖鎖修飾不全が認められた。 
 
(3)ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランス
ジェニックマウスにおける小胞体ストレス
関連遺伝子発現変化の解析 
家族性若年性高尿酸血症性腎症モデルで
あるヒト変異ウロモジュリン遺伝子トラン
スジェニックマウスにおけるmRNA発現量を、
ヒト正常ウロモジュリン遺伝子トランスジ
ェニックマウスを対照として比較した結果、
小胞体シャペロンとして GRP78遺伝子の
132 %の転写量増加、GRP94遺伝子、ORP150
遺伝子の転写量不変を認め、ヒト変異ウロモ
ジュリン遺伝子トランスジェニックマウス
の腎臓における小胞体ストレスの存在が示
された。 
 
(4)ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランス
ジェニックマウスにおける尿酸トランスポ
ーター遺伝子発現変化の解析 
尿酸再吸収輸送系として Slc22a12(Urat1)

遺伝子の140％の転写量増加、Slc5a8(Smct1)
遺伝子、Slc2a9(Glut9)遺伝子の転写量不変
を認め、尿酸分泌輸送系としてABCG2遺伝子
の転写量不変を認めた。尿酸動態としてヒト
変異ウロモジュリン遺伝子トランスジェニ
ックマウスにおける血漿尿酸濃度の上昇傾
向を認めたが、尿中尿酸排泄、クレアチニン
クリアランスに変化は認めなかった。 
以上の結果より、ヒト変異ウロモジュリン

遺伝子トランスジェニックマウスは家族性
若年性高尿酸血症性腎症の初期病変として
腎障害を示す前段階における小胞体ストレ
スとUrat1発現増加を示しているモデル動物
であることが明らかになった。このため、家
族性若年性高尿酸血症性腎症患者における
腎不全発症前の病態解明、治療薬探索に有用
な動物モデルであることが示された。 
 

(5)ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランス
ジェニックマウスにおける遺伝子発現変化
の網羅的解析 
家族性若年性高尿酸血症性腎症モデルで

あるヒト変異ウロモジュリン遺伝子トラン
スジェニックマウスにおけるmRNA発現量を、
ヒト正常ウロモジュリン遺伝子トランスジ
ェニックマウスを対照としてDNAマイクロア
レイを用いて解析した結果、発現が亢進する
遺伝子として Srd5a2が検出され、定量 PCR
によって Srd5a2遺伝子の約３倍の転写亢進
が確認された。Srd5a2遺伝子の遺伝子産物は
テストステロンをアンドロゲン作用のより
強いジヒドロテストステロンへ変換する酵
素である5 '-レダクターゼであり、ヒト変異
ウロモジュリン遺伝子トランスジェニック
マウスの腎臓ではアンドロゲン作用が亢進
している可能性がある。その裏付けとして、
ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トランスジ
ェニックマウスの腎臓においてアンドロゲ
ンにより誘導される遺伝子であるGusb、Odc1、
Cyp4a12aの各遺伝子の転写亢進がDNAマイク
ロアレイおよび定量PCRによって確認された。 
尿酸再吸収トランスポーターSlc22a12遺伝
子の転写増加が定量PCRで認められたことと
併せて、ヒト変異ウロモジュリン遺伝子トラ
ンスジェニックマウスでは Srd5a2遺伝子の
転写亢進によりアンドロゲン作用が亢進し
て、尿酸再吸収トランスポーターの発現亢進
が生じて高尿酸血症をもたらしていること
が予想された。さらに、アンドロゲン作用に
よる Cyp4a12a遺伝子の転写亢進に伴って腎
臓内で産生が亢進する20-HETEによる腎障害
および腎嚢胞形成が生じる可能性が考えら
れるため、FJHN モデルマウスおよび FJHN患
者の尿中20-HETE測定による20-HETE産生亢
進の証明と5 '-レダクターゼ阻害薬による治
療の可能性について、今後検討していく予定
である。 
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