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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症と慢性糸球体腎炎は新規透析導入の65%を占める主要な原因であるが，治療薬
の開発は進んでいない．これらの慢性腎臓病を引き起こすメカニズムを解明するために，腎糸球体構成細胞を蛍光標識
したマウスを作製した．また腎糸球体の遺伝子発現解析を行い，糸球体の足細胞で特異的に発現し，糖尿病性腎症で発
現が低下する分泌タンパクAを同定した．Aは培養メサンギウム細胞の増殖を抑制させ，糖尿病性腎症において観察され
るメサンギウム細胞の増殖を制御している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Although approximately 65% of new patients entering dialysis in Japan are 
diabetic nephropathy and chronic glomerular nephritis, there are few therapeutic medication. To elucidate 
the mechanisms of progression of chronic kidney disease, ｗe generate transgenic mice expressing 
glomerular targeted fluorescent protein. We identified the secreted protein A, which is expressed 
specifically in podocytes, by gene expression profiling of the diabetic mice. Its expression was reduced 
in diabetic nephropathy, and it inhibited the proliferation of cultured mesangial cells.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症・慢性糸球体腎炎などの慢性腎
臓病は，新規透析導入患者の約 65%を占める
原因である．透析導入となった患者は QOL
が低下し，心不全のリスク増大などで余命が
半分になり，また医療経済的にも透析導入を
減少させることが求められている． 
糖尿病・高血圧症の治療薬は次々と開発さ

れているものの，慢性腎臓病そのものを対象
とした治療薬開発はほとんど成功しておら
ず，その病態解明と新規治療法の開発が強く
望まれている． 
 
 
２．研究の目的 
糖尿病性腎症の進行過程でどのような遺

伝子発現の変化が起こっているかを把握し，
その中から治療ターゲットとなる可能性の
ある遺伝子を抽出し，機能解析を行う． 
糖尿病のタイプ(1型, 2型)，動物種(マウス，

ラット)を 2 種類解析し，共通に変動する遺伝
子を選択することで，より確度を高めること
を期待する． 
 ターゲット組織としては腎臓の中でも

糸球体に着目した．whole kidney の RNA 解
析を行った場合，含有量の少ない糸球体の遺
伝子変化を捉えるのは困難なため，whole 
kidney の中から糸球体を単離して同時に解
析を行う． 
候補遺伝子の培養細胞系での強制発現，ノ

ックダウンにより，糖尿病性腎症発症への影
響を推定する．将来的には，ノックアウトマ
ウスによる機能解析，創薬への応用を目指す． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 1 型(streptozotocin 投与マウス)および
2型(Koletskyラット)糖尿病モデル動物を作
製し，whole kidney および単離した腎糸球
体のマイクロアレイ解析を行った．マイクロ
アレイは SurePrint G3 Mouse GE マイクロア
レイ（アジレント・テクノロジー社）使用し，
データ解析は GeneSpring(アジレント・テク
ノロジー社)を使用した． 
 
(2)機能解析のツールとして，腎糸球体構成
細胞である足細胞，メサンギウム細胞を，そ
れぞれ蛍光標識したマウスを作製した． 
 
①内在性の nephrin よりも強い発現量で，か
つ 永 久に足 細 胞をラ ベ ルする た め に
ROSA-CAG-stop-ZsGreen1 マウス[Medisen et 
al. Nat Neurosci 2010; Jax Mice #7906]と
nephrin-Creマウス[Asano, Matsusaka et al. 
J Am Soc Nephrol 2005]を交配し，nephrin
プロモーター支配下の細胞で Cre が発現し，
stopコドンが脱落してCAGプロモーター支配
下で ZsGreen1 蛍光タンパクが永久的に発現
するマウスを作製した． 
 

②メサンギウム細胞をラベルするために，①
で用いた ROSA-CAG-stop-ZsGreen1 マウスと
Sm22-Cre マウス[Zhang et al. Jax Mice 
#6878]を交配し，Sm22 プロモーター支配下の
細胞で Cre が発現し，stop コドンが脱落して
CAGプロモーター支配下でZsGreen1蛍光タン
パクが永久的に発現するマウスを作製した． 
 
 
４．研究成果 
(1)2 種類の糖尿病性腎症モデル動物を作製
し，血糖の上昇，タンパク尿の増加，病理像
などを指標に，糖尿病性腎症の解析に適した
条件を検討し，解剖，腎臓の摘出，糸球体の
単離を行い，RNA を抽出し，マイクロアレイ
解析を行った． 
2 種類のモデルで同様の変動パターンを示

す遺伝子，Whole kidney よりも糸球体で発
現が高く，かつ全身の中でも腎臓に特異性の
ある遺伝子を検索したところ，文献情報の少
ない分泌タンパク Aを見い出した． 
A は糖尿病性腎症になると減少し，糸球体

の中でも足細胞に特異的な発現パターンを
示した．アデノウイルスベクターを用いて，
培養メサンギウム細胞で A を発現させると，
細胞増殖が抑制された．培養メサンギウム細
胞では，Aの受容体が豊富に発現していた． 
 
糖尿病性腎症では，糸球体のメサンギウム

領域が拡大することが知られているが， 足
細胞から分泌されるAはメサンギウム細胞表
面の受容体に作用してその増殖をコントロ
ールし，病態時には Aが減少して，コントロ
ールを失ったメサンギウム細胞が増殖する
可能性が示唆された．A の組み換えタンパク
を作製し，糖尿病モデル動物に投与した時の
作用を検討中である． 
 
(2)①のマウスでは糸球体において強く
ZsGreen1 が発現していた．ビーズ法で単離し
た糸球体をプレートで培養すると，プレート
底面にoutgrowthしてくる足細胞様の細胞も
ZsGreen1 を発現していた（下図）. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
②のマウスでは糸球体のメサンギウム細胞
で ZsGreen1 が発現し，メサンギウム細胞マ
ーカーである PDGF receptor と局在が一致
していたが, 一部の上皮細胞で発現のリー



ク(漏れ)を認めた． 
 これらのマウスを用いて，免疫染色による
発現部位解析，足細胞，メサンギウムをセル
ソーターで単離し，アデノウイルスを感染さ
せた機能解析などを行い，(1)で見出された
分泌タンパクAの機能解析を継続する予定で
ある． 
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