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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病患者の増加は深刻な医療問題となっている。申請者はマウス遺伝学的手法
により、これまでに腎機能低下の原因であるポドサイト傷害と、末期の腎障害である尿細管間質傷害に対する2
つの抵抗性遺伝子座を見出していた。本研究では腎症感受性マウスと抵抗性マウスを用いた連鎖解析により、新
規ポドサイト傷害抵抗性遺伝子座を見出した。さらに発現比較解析及びエクソーム解析により、それら遺伝子座
における候補遺伝子の絞り込みを行った。これら責任遺伝子の同定は慢性腎臓病の予防法及び治療法の開発に貢
献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Increasing numbers of patients with chronic kidney disease has emerged as a 
social problem. Using mouse genetic method, I have identified two genetic loci resistant to podocyte
 injury and tubulointerstitial injury, respectively. In this study, a genome-wide linkage analysis 
of backcrosses between susceptible FVB/NJ- and resistant C57BL/6J-derived mouse strains to podocyte 
injury detected a novel major modifier locus on chromosome 10. To identify candidate genes for these
 genetic loci, I performed exome and transcriptome analyses comparing susceptible and resistant 
mouse strains. The identification of these responsible genes could lead to the development of new 
treatment strategies for chronic kidney disease.

研究分野： 実験動物学

キーワード： 慢性腎臓病　ポドサイト傷害　糸球体傷害　尿細管間質傷害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腎臓の機能的な構成単位ネフロンは生後
から増えることはなく、加齢に伴い徐々に減
少する。すなわち、腎機能は加齢に伴い低下
する。さらに、ネフロンの血液濾過機能を担
うポドサイトは高度に分化した細胞であり、
その恒常性は脆弱である。ネフロン減少や高
血圧等の機能的負荷及び高血糖等の血液異
常はポドサイトの傷害因子であり、ポドサイ
ト傷害は腎機能の更なる低下を引き起こす。
このようにして加齢や環境要因、さらに遺伝
的要因により生じうる慢性的なポドサイト
傷害は、腎障害を徐々に進行させ、最終的に
腎臓は生理的な役割を果たすことができな
い末期腎不全に至る。腎機能停止までのこの
過程が慢性腎臓病（CKD）であり、ほぼ全て
の腎症に共通する病態である。多様な多因子
疾患である CKD の治療において、疾患原因
に対して治療的なアプローチをすることよ
りも、CKD の進行を直接止める治療が広く
効果的であると見込まれる。しかし、CKD
の病態メカニズムは完全に解明されておら
ず、そのような治療法は確立されていない状
況であった。 
 
２．研究の目的 
 ICGN マウスは腎症を自然発症し、最終的
に末期腎不全となる CKD モデルマウスであ
り、疾患原因は tensin2 遺伝子の欠失による
ポドサイトの傷害であることが明らかとな
っている。ヒトの CKD において著しい人種
差がある様に、本変異が引き起こす腎症の悪
性度はマウス系統によって著しく異なるこ
とが報告されている。特に C57BL/6J（B6）
マウスは実験マウスとして広く用いられて
いる系統である一方、様々な腎症モデルに対
して抵抗性を示すことで知られ、本変異が引
き起こす腎症も例外ではなかった。これらの
知見から CKD の進行を抑制する抵抗性因子
を B6 マウスが有していると示唆されている。
そこで本研究では、CKD の予防及び治療の
研究基盤を確立することを目的として、マウ
ス遺伝学的手法を用いて B6 マウスが有する
CKD 抵抗性遺伝子の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
 これまでに、CKD 抵抗性系統である B6 マ
ウスと ICGN マウスの交配群を用いた全ゲ
ノム連鎖解析および B6 の染色体に由来する
部分断片を ICGN マウスに導入したコンジ
ェニック系統の解析により、マウス第 2 染
色体上に、 ポドサイト傷害に対して抵抗す
る遺伝子座と、CKD の終末病態である尿細
管間質傷害に対して抵抗する遺伝子座が
別々に存在することが判明している。 
 しかし、第 2 染色体上のポドサイト傷害抵
抗性遺伝子座に関して、B6 由来のそれ単独
では B6 マウス本体の様にポドサイト傷害を
ほぼ完全に抑えることはできず、第 2 染色体
以外にポドサイト傷害抵抗性遺伝子座が存

在することが示唆されていた。これは先に行
った連鎖解析において、CKD の病態が進行
した高齢のマウスを表現型解析に用いてお
り、さらに末期腎不全の病態を想定した表現
型を量的形質に設定していたことが原因だ
と考えられた。そこで、尿細管間質傷害を呈
する前の早期の病態において、ポドサイト傷
害の指標である尿中アルブミン量を表現型
とした連鎖解析を新たに実施し、未知のポド
サイト傷害抵抗性遺伝子座の検出を行った。
続いて、検出した遺伝子座を B6 由来に有す
るコンジェニックマウスの作出に着手した。
また、抵抗性系統と感受性系統の糸球体にお
ける遺伝子発現を解析し、さらに位置的候補
遺伝子の中から候補遺伝子を選定した。尿細
管間質傷害抵抗性遺伝子座については、抵抗
性系統と感受性系統の腎臓における遺伝子
発現を解析した。初代培養尿細管上皮細胞及
び尿細管上皮細胞株を用いて、候補遺伝子に
ついて in vitro の解析を行った。さらに候補
遺伝子のノックアウトマウスを作出した。
ICGN マウスはゲノム配列が未同定なため、
発現比較解析で結果が得られない場合に備
え、ICGN のエクソーム解析も行った。 
 
４．研究成果 
 tensin2 遺伝子の欠失を有する感受性系統
と B6 系統マウスを用いて、8 週齢の早期病
態における尿中アルブミン量を表現型とし
て連鎖解析を行った。感受性系統は腎症に対
して感受性が比較的高いと知られるFVB/NJ
（FVB）マウスを用いた。B6 由来の親系統
の尿からアルブミンがほとんど検出されな
かったのに対し、FVB 由来の親系統の尿から
は病的な量のアルブミンが検出された。一方、
両系統の F1 マウスの尿からはアルブミンは
ほとんど検出されなかった。腎臓の組織学的
解析では、B6 由来の親系統はほとんどの糸
球体が正常であったが、一部の糸球体ではメ
サンギウム基質の増加がある程度見られた。
FVB 由来の親系統は多くの糸球体で顕著な
糸球体基底膜の肥厚とメサンギウム基質の
増加が見られた。F1 マウスにおいては、正
常な糸球体、メサンギウム基質が増加した糸
球体、糸球体基底膜が肥厚した糸球体の存在
が認められた。したがって、ポドサイト傷害
を評価する上で、糸球体の組織学的評価は尿
中アルブミン量より精度の高い方法だと言
える。しかし、定量性の点において糸球体の
複雑な組織学的傷害をスコア化することは
困難であると判断し、尿中アルブミン量を連
鎖解析の表現型に設定した。F1 マウスを
FVB 由来の親系統に戻し交配し、174 匹の
N2 マウス群の遺伝子型解析ならびに尿中ア
ルブミン量の測定を行った。N2 マウス群の
尿中アルブミン量は検出以下から極めて病
的なレベルまで連続的な値を示し、約半数の
マウスは B6 由来の親系統及び F1 マウスの
尿中アルブミン量と同程度であった。連鎖解
析の結果、第 10 染色体の 41 cM 付近の遺伝



マーカーに有意な連鎖が検出され、第 2 染色
体の 71 cM 付近の遺伝マーカーにも示唆的
な連鎖が検出された。後者の領域は先の研究
で同定されたポドサイト傷害抵抗性遺伝子
座と一致していた。そこで、第 10 染色体の
領域と第 2染色体の領域をいずれかヘテロで
有するか否かの遺伝型で検定を行ったとこ
ろ、より強い連鎖が認められた。第 2 染色体
と第 10 染色体の領域のそれぞれの遺伝型に
ついて、ともに FVB/FVB ホモ型の N2 マウ
ス群よりいずれか FVB/B6 へテロ型の N2 マ
ウス群の方が尿中アルブミン量は低く、とも
にへテロ型の N2 マウス群はさらに低い尿中
アルブミン量を示した。第 2 染色体の領域の
みヘテロ型とともにホモ型の N2 マウス群の
尿中アルブミン量の間に有意な差は認めら
れなかったが、前者の中央値（0.71 g/g クレ
アチニン）は後者の中央値（2.4 g/g クレアチ
ニン）の約 3 分の 1 であり、減少傾向を示し
た。以上の結果より、ポドサイト傷害抵抗性
遺伝子座として第 2染色体の領域に加えて第
10 染色体の領域が新たに見出され、これら遺
伝子座はいずれか B6 由来であれば、抵抗性
に働き、ともに B6 由来であれば B6 マウス
本体に類する強力な抵抗性を発揮すること
が示唆された。現在、これら遺伝子座を B6
由来に有する FVB コンジェニックマウスを
作製中である。また、4 週齢の B6 由来の親
系統と FVB 由来の親系統から糸球体を回収
し、RNA-seq 解析による網羅的な遺伝子発現
解析を行った。FVB 由来の親系統の糸球体で
発現が有意に高い遺伝子群についてGO解析
を行ったところ、アクチン架橋の形成やアク
チン線維束の形成、細胞間結合や細胞遊走等、
細胞骨格に関与する遺伝子群が多く含まれ
ていた。これはポドサイトの早期の変性を反
映していると推察される。2 つの遺伝子座の
位置的候補遺伝子のうち、両系統の間で発現
量の差異が認められたのはそれぞれ十数個
である。このうち、他の腎症モデルやヒトの
CKD でも発現変動が見られる遺伝子がいく
つか含まれており、それらはポドサイトの傷
害マーカーだと考えられる。残りの発現差異
遺伝子群については、糸球体の RT-PCR 解析
において野生型のB6とFVBマウスの間でも
発現量の差が有るものと無いものに分かれ
た。後者は tensin2 遺伝子の欠失に特異的な
ポドサイトの変化だと考えられる。今後は作
製中のコンジェニックマウスの解析を行い、
ポドサイト細胞株を用いた解析により候補
遺伝子のさらなる絞り込みを行う予定であ
る。 
 尿細管間質傷害抵抗性遺伝子座について
は、この遺伝子座を B6 由来に持つ ICGN コ
ンジェニックマウスと尿細管間質傷害を呈
する ICGN マウス（両系統はともに重度のタ
ンパク尿を発症している）から腎臓を採取し、
位置的候補遺伝子について RT-PCR 解析を
行った。位置的候補遺伝子のうち、発現量に
有意な差があったのはコーディング遺伝子

では 1 個のみ、長鎖ノンコーディング（lnc）
RNA 遺伝子では 3 個であり、いずれも ICGN
マウスで発現が高かった。lncRNA 遺伝子は
3 個中 1 個のみクローニングに成功したが、
その lncRNAは発現差があったコーディング
遺伝子のアンチセンス RNA であった。当該
コーディング遺伝子がコードするタンパク
に対する腎臓の免疫組織染色では、尿細管上
皮に発現が認められ、ICGN マウスでは染色
性が低下していた。このことから、当該タン
パクの翻訳はアンチセンス RNA によって抑
制を受けていることが示唆された。次に、B6
及び ICGN、FVB マウスから回収した初代培
養尿細管上皮細胞及び B6 系統マウスから樹
立した尿細管上皮細胞株に当該コーディン
グ遺伝子を標的とする siRNA を導入したと
ころ、いずれの実験でも間葉系マーカーであ
るα-SMA の上昇がウェスタンブロッティン
グにより確認され、当該タンパクのノックダ
ウンにより尿細管上皮細胞の上皮間葉転換
が誘導されることが示唆された。続いて、
CRISPR/Cas 法により当該コーディング遺
伝子のノックアウトマウスを B6 マウスから
作出し、ノックアウト系統が 2系統得られた。
しかし、作出したノックアウト系統において
in vitro 実験から予想される近位尿細管上皮
の異常は認められなかった。現在、ノックア
ウト系統における実験的な CKD モデルの解
析に着手している。 
 一方、ICGN マウスはゲノム配列が未同定
であるため、本研究を進める上で都合が悪か
った。そこで、ICGN のエクソーム解析を行
ったところ、B6 の配列をレファレンスとし
てミスセンス変異がある尿細管間質傷害抵
抗性遺伝子座の位置的候補遺伝子は 18 個存
在した。そのうち 17 個は、ICGN マウスと
ICGN コンジェニックマウスの両系統の腎臓
において発現が確認されている。さらにその
17 個のうち、他の腎症モデルやヒトの CKD
において発現が上昇する遺伝子は 2個存在し
た。それらの遺伝子について、ミスセンス変
異は FVB 等、他の感受性系統と一致してお
り、そのうち 1 個の遺伝子は上皮間葉転換と
の関連が報告されている。尿細管間質傷害抵
抗性の原因がタンパクの機能変化である場
合、当該遺伝子が候補遺伝子として有力であ
る。現在、この候補遺伝子について尿細管上
皮細胞における in vitro 解析を進めている。 
 今後、いずれの遺伝子座も最終的に遺伝子
改変マウスの作出及び腎症モデルにおける
表現型解析により責任遺伝子を同定する予
定である。責任遺伝子の同定は慢性腎臓病の
予防法及び治療法の開発に貢献することが
期待される。 
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