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研究成果の概要（和文）：CTGFはTGF-betaの作用を増強する因子である。本研究はコンディショナルCTGFノックアウト
マウスを用いて、糖尿病性腎症モデルならびに抗糸球体基底膜腎炎モデルを作製し解析を行った。全身性誘導性に生後
CTGFをノックアウトさせた(ROSA-CTGF cKO)マウスおよびポドサイト特異的CTGF欠損マウスは、ストレプトゾトシン誘
発による糖尿病性腎症モデルにおいては変化を認めなかった。一方、ROSA-CTGF cKOマウスは抗糸球体基底膜腎炎マウ
スにおいて、蛋白尿が約50%、マクロファージ浸潤が約40%、半月体形成を含む糸球体変化、細胞外基質産生が抑制され
ることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) regulates signaling of other growth fa
ctors and promotes fibrosis. We examined the role of CTGF in diabetic nephropathy and in anti-glomerular b
asement membrane (anti-GBM) nephritis, using conditional CTGF knockout mice. Systemic inducible CTGF knock
out (ROSA-CTGF cKO) mice and podocyte-specific CTGF knockout mice exhibited no apparent phenotypic changes
 in streptozotocin-induced diabetic nephropathy. In anti-GBM nephritis model, ROSA-CTGF cKO mice ameliorat
ed proteinuria by 50%, macrophage infiltration in glomeruli by 40%, glomerular changes including crescenti
c formation, extracellular matrix deposition and thickness of GBM in electron microscopic analysis compare
d with control mice.
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１．研究開始当初の背景 

 Connective tissue growth factor 

(CTGF/CCN2)は強い細胞外基質産生作用

を持つ。糸球体基底膜（GBM）抗体腎炎な

らびに糖尿病性腎症における CTGF の意

義を解明するために全身性誘導型 CTGF

ノックアウトマウスおよび糸球体上皮細胞

（ポドサイト）特異的 CTGFノックアウト

マウスを作製し、CTGF減少による表現型

の違いを評価することを目的としている。 

研究代表者は腎疾患において CTGF が

TGF-と協調して細胞外 基質産生作用を

亢進することを報告してきた。また、ポド

サイト特異的 CTGF 過剰発現マウス

(CTGF-Tg)を作出し、ストレプトゾトシン

により糖尿病を惹起したところ、糖尿病性

腎症の経過がポドサイト特異的 CTGF 過

剰発現マウスでは増悪することを報告した

(Yokoi et al. Kidney Int 2008)。さらに解

析をすすめるために、誘導型 CTGFノック

アウトマウス(CTGF floxedマウス)を作製

した。CTGF 翻訳領域の両端に loxP を挿

入した。この CTGF floxed/floxed (fl/fl)マ

ウスを全身性の誘導可能な RosaCreERT2

マウス（変異エストロジェン受容体と Cre 

recombinaseのキメラ蛋白を全身で発現す

るマウス）と交配し（Rosa-CTGF cKOマ

ウス）、4-hydroxytamoxifenを投与するこ

とで、CTGF遺伝子発現が腎において 81%

低下した。また、podocyte 特異的 CTGF

ノックアウトマウスを Nephrin プロモー

ター下で発現するCreリコンビナーゼマウ

ス（Nephrin-Creマウス）との交配により

作製した(pod-CTGF cKOマウス)。このマ

ウスは 16 週までの経過ではタンパク尿を

呈さず、体重・血圧も野生型と変化なく、

腎形態もほぼ正常であった。これらのマウ

スを用いて、慢性腎臓病における CTGFの

意義を検討する。 
２．研究の目的 
 本研究では、Rosa-CTGF cKOマウスなら

びに pod-CTGF cKO マウスに糖尿病性腎症

をストレプトゾトシンを用いて惹起し、糖尿

病性腎症における CTGF 抑制の意義を検討

する。また、同マウスに抗糸球体基底膜抗体

腎炎を発症させ、腎炎における CTGFの意義

を検討する。 

３．研究の方法 

 （１）１型糖尿病モデルマウスにおける

Rosa-CTGF cKOマウスおよび pod-CTGF cKO

マウスの解析 

 Rosa-CTGF cKO マウスは生後 3 週で

4-hydroxytamoxifen 0.05mg/kgBWの 3日間連

日腹腔内投与した。Rosa-CTGF cKOマウスも

しくは pod-CTGF cKOマウスにストレプトゾ

トシン 100㎎/kgBWを 3回腹腔投与を行い 4

週毎に血圧、体重、尿中アルブミン計測を行

い、投与 12 週後に屠殺し、組織学的検討、

電子顕微鏡、糸球体内MAC2陽性細胞数、単

離糸球体 mRNA発現を解析した。 

 （２）抗糸球体基底膜抗体腎炎における

Rosa-CTGF cKOマウスの解析 

 Rosa-CTGF cKO マウスに生後 3 週で

4-hydroxytamoxifen 0.05 mg/kgBWを 3日間連

日腹腔内投与し、全身性に CTGFを欠損させ

た。次に 8週齢で兎 IgGを腑腔内投与し前感

作を行い、その１週後に兎抗糸球体基底膜抗

体を投与し、抗糸球体基底膜抗体（GBM）腎

炎を惹起した。Day 3, 7, 14, 28に蓄尿を行い、

尿蛋白排泄量を検査し、Day28に屠殺し組織

学的検討、電子顕微鏡による評価、糸球体内

MAC2陽性細胞数、単離糸球体 mRNA発現を

行った。 

４．研究成果 

  （１）１型糖尿病モデルマウスにおける

Rosa-CTGF cKOマウスおよび pod-CTGF cKO

マウスの解析 

 まず pod-CTGF cKOマウスにストレプトゾ

トシンと投与し、糖尿病を惹起し、解析を行

った。体重、血圧、糖代謝において両群で差

を認めなかった。また尿中アルブミン排泄量



は糖尿病マウスでは、コントロールマウスに

比して、約 3 倍程度増加するが、pod CTGF 

cKO マウスとコントロールマウスでは差を

認めなかった。また組織学的・電子顕微鏡学

的にも差を認めず、単離糸球体 mRNA発現な

らびに糸球体内 MAC２陽性細胞数も差を認

めなかった。 

 次に、Rosa-CTGF cKOマウスにストレプト

ゾトシンを投与し糖尿病を惹起したが、同様

に糖尿病コントロールマウスと比して、体重、

血圧、糖代謝、尿中アルブミン排泄量、腎組

織、糸球体 mRNA 発現で差を認めなかった。 

（２）抗糸球体基底膜抗体腎炎における

Rosa-CTGF cKOマウスの解析 

 抗GBM腎炎を惹起したRosa-CTGF cKOマ

ウスとコントロールマウスを比較した。コン

トロールマウスでは尿蛋白排泄量は day 7を

ピークに 120 mg/mgCr であったが、

Rosa-CTGF cKOマウスでは 60 mg/mgCrと有

意 に 低 下 し て い た ( 図 ) 。

糸球体における半月体形成率もコントロー

ルマウスの 6%からRosa-CTGF cKOマウスで

は 3%と低下していた。電子顕微鏡で糸球体

基底膜の肥厚を計測したところ、コントロー

ル腎炎群で増加した肥厚が、Rosa-CTGF cKO

腎炎群では減少していた。マクロファージに

染色される糸球体内 MAC2 陽性細胞数はコ

ントロール腎炎群で増加するが、Rosa-CTGF 

cKOマウスでは浸潤細胞数が約 4割減少して

いた。 
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