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研究成果の概要（和文）：小児末期腎不全の最大原因は先天性腎尿路異常（CAKUT）である。CAKUTの一部は単一
遺伝子の異常によって発症し約40種類の原因遺伝子が明らかとなってきた。しかしこれらの遺伝子異常が同定さ
れる例は15%程度で、新規原因遺伝子が存在している可能性が考えられていた。
CAKUTの新規原因遺伝子の同定を目的に本研究を行った。まずCAKUTを有する患者に対する全ゲノム解析により
CBWD1遺伝子が部分欠失していることを見出した。次にCbwd1ノックアウトマウスを作成し、Cbwd1ノックアウト
マウスがCAKUTを呈することを明らかにした。以上より、CBWD1がCAKUTの新規原因遺伝子であることを証明し
た。

研究成果の概要（英文）：Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) is the leading 
cause of end-stage renal disease in children. Part of CAKUT is caused by a single gene abnormality, 
and about 40 kinds of causative genes have been revealed. However, there were not many cases where 
the causative gene became clear.Therefore, it was thought that a novel causative gene might exist.
This study was conducted to identify a novel causative gene of CAKUT. First, we found that CBWD1 
gene was partially deleted by whole genome analysis of DNA of patients with CAKUT. Next, we created 
Cbwd1 knockout mice and revealed that these mice exhibit CAKUT.
From the above, it was proved that CBWD1 is a novel causative gene of CAKUT.

研究分野： 小児腎臓病学

キーワード： 先天性腎尿路異常　腎臓発生　CBWD1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
前述の通りCAKUTは小児末期腎不全の最大の原因である。そのためその病因を明らかにすることは大変有意義で
ある。
また近年、さまざまな臓器の再生医療研究が活性化し、中には臨床応用されているものもある。腎臓において
も、透析や移植に代わる治療法の開発のため、再生医療研究が行われている。臓器再生医療の実現のためには、
まず発生をより深く理解することが必要であり、本研究の成果－腎臓発生に関わる遺伝子の発見－は、腎臓発生
の理解を深めるもので、再生医療研究実現の一助となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性腎尿路異常(CAKUT, congenital anomalies of the kidney and urinary tract)は小児腎

不全の最大の原疾患であり、その発症機序を明らかにすることは重要な課題である。これまで
CAKUT の原因遺伝子同定には、変異マウスの解析に基づいてヒトでの探索が行われていた。し
かし高速シーケンサーの発展に伴い、ヒト患者のゲノム配列から変異遺伝子候補を抽出し、マウ
スを使って検証するという流れが生まれつつある。 
私たちは研究開始当初、CAKUT の新規原因遺伝子候補として、CBWD1(Cobalamin 

Synthetase W Domain-containing protein 1)を挙げていた。CAKUT を有する兄妹を含む家族
を対象に、家族歴よりホモ接合性あるいは複合ヘテロ接合性変異が CAKUT 発症に関係してい
る可能性を考えエクソーム解析を行ったところ、既知の原因遺伝子を含め患者特異的に認めら
れる遺伝子変異はなかった。しかし 9 番染色体 177574-179736 の周辺領域においてホモ接合性
欠失を患者のみに認めた。この領域は CBWD1 遺伝子の開始コドンを含む第 1 エクソン全体を
含んでいた。データベース（Genomic Variants）によると同領域のヘテロ接合性欠失は 2538 人
中 4 名（0.16%）であった。 
 
２．研究の目的 

CAKUT 兄妹例から原因遺伝子候補として見いだした CBWD1 の腎臓発生における役割を解
明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は東京女子医科大学倫理審査委員会において承認を受けている（承認番号 362）。ヒト

試料を扱う際は、全ての参加者より書面により同意を得ている。また本研究における動物実験は
東京大学動物実験委員会において承認されている（承認番号 P16-009）。 
(1) 対象 
 CAKUT を有する長男、長女と明らかな疾患を有さない両親と次男の 5 名。長男、長女は共に
片側の腎臓を欠損し、対側腎は低形成腎であった。乳児期より腎機能が低下し、長男は 10 歳時
に長女は 11 歳児に腎移植を受けている。 
 
(2) 原因遺伝子候補の抽出 
 患者を含む家族 5 名から血液を採取し DNA を抽出した。その後、全ゲノム解析を行った。
PCR にて遺伝子欠失の確認を行った。 
 
(3) 発生期の腎臓における発現解析 
 E11.5, E12.5, E13.5, E14.5, E16.5 のマウス胎仔腎のパラフィン切片を作成し、抗 CBWD1 抗
体、抗 Six2 抗体（後腎間葉マーカー）、抗 cytokeratin 8 抗体（尿管芽マーカー）を用いて免疫
染色を行った。 
 
(4) ノックアウトマウスの解析 
 CRISPR-Cas9 システムを用いて Cbwd1 ノックアウトマウスを作製した。発生期、成体マウ
スの腎を用いてパラフィン切片を作成し HE 染色にて形態学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 原因遺伝子候補 CBWD1 の欠失部位の同定 
欠失部位を明らかにするために long-range PCR や primer walking を行ったが、同領域に繰

り返し配列が多くこれらの方法では断端配列を同定することはできなかった。そこで全ゲノム
解析を行い、欠失領域が 9 番染色体 178351-182100 であることを明らかにした。また
CollectHsMetrics、EXCAVATOR2 を用いて両親にヘテロ接合性欠失を認めることを証明した。 
 
(2) Cbwd1 の発生期腎臓における発現 

CBWD1 が CAKUT の発症に関わっていることを証明するためにマウス胎仔腎を用いて
Cbwd1 の発現部位を調べた。後腎間葉マーカーである Six2、尿管芽マーカーである cytokeratin 
8 と共に E11.5, E12.5, E13.5, E14.5, E16.5 のマウス胎仔腎連続切片を用いて免疫染色にて評
価を行ったところ、Cbwd1 は E11.5 と E12.5 の胎仔腎には発現を認めなかったが、E13.5 から
尿管芽に発現を認めた。E16.5 では尿管芽由来の細胞に発現しており、腎盂の上皮細胞において
強く発現していた。 
 
(3) Cbwd1 ノックアウトマウスの解析 

Cbwd1 が尿管芽に発現していることが分かったので、尿路の発生に関わっている可能性を考
え、CRISPR-Cas9 システムを用いて Cbwd1 ノックアウトマウスを作製した。Cbwd1+/-マウス
同士を交配すると、胎生致死ではなく、メンデルの法則に従って、wild type、Cbwd1+/-、Cbwd1-

/-マウスが出生した。P0 マウスの腎臓を解析したところ、Cbwd1-/-マウスでは 29%の頻度、
Cbwd1+/-では 4%の頻度で水腎症や重複尿管などの尿路系の異常を伴う CAKUT を認めた。オフ
ターゲット効果の可能性を否定するために別ラインでも解析を行い同様の結果を得た。 



 
以上の結果より、CBWD1 が尿路の発生に関わり、CBWD1 遺伝子の部分欠失が CAKUT 発症
に関与している可能性が考えられた。 
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