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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病患者数は年々増加している。腎不全は抜本的な治療法がなく、未だ人工透析、腎
移植といった負担の大きな治療法に依存している。創薬等を困難にしている原因の一つは、腎不全に至るような腎疾患
モデル動物が皆無であることだ。そこで本研究において、腎臓病発症機序解明、創薬・治療法開発に貢献することを目
的とし、QTLおよびDNAアレイ解析により、腎疾患発症および増悪に関連するゲノム領域を同定し、そのゲノム領域を持
つ汎用性の高い新規腎疾患モデルマウスの作製を行った。これら新規系統は腎臓病進行機序の解明に貢献することが期
待される。

研究成果の概要（英文）：The number of patients with chronic kidney diseases (CKD) is expected to increase 
steadily each year in Japan. It has not been reported the effective therapy for renal insufficiency except
 dialysis and transplantation. The mechanisms responsible for CKD have not been made clear yet, so that it
 is difficult to discover effective drugs for kidney diseases. One of the reasons for the difficulties is 
that suitable animal models for various kidney diseases don't exist. Therefore, in this study, I tried to 
find the causal genes responsible for the progression of kidney diseases and to male a novel and suitable 
mouse model for kidney diseases. QTL and DNA array analyses using ICGN mice, a nephrotic syndrome model, r
evealed that some genomic loci responsible for the progression of kidney diseases. I developed congenic mi
ce carrying these genomic loci, and analyzed the phenotype. These strains might contributed to elucidate t
he mechanisms responsible for kidney diseases.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病患者数は約 1330 万人、人工
透析患者数は 26 万人を超え、社会問題と
なっている。腎臓病には根本的治療法がな
く、さらに早期発見も困難であることが要
因である。腎不全に至る原因は多様であり、
慢性糸球体腎炎・糖尿病・先天性疾患（ア
ルポート症候群など）・自己免疫疾患等が知
られているが、バイオマーカー開発・病態
進行機序解明に必要なモデル動物が必ずし
も存在しない。特に腎不全に至る重篤な表
現型を呈するモデル動物は稀有であり、そ
の開発が望まれている。既存の遺伝子改変
マウス、5/6 腎摘出ラット、薬物投与モデ
ルなどはヒト腎臓病の表現型と異なる点も
多く、ヒトの表現型に近い腎臓病モデル動
物の開発が急務である。 
 
２．研究の目的 
 日本において慢性腎臓病患者数、人工透
析患者数は年々増加している。腎臓病に根
本的な治療法がないことが一因となってお
り、早期発見が最善策である。そのために
は腎臓病モデル動物を利用したバイオマー
カー探索、病態進行メカニズムの解明が不
可欠である。しかしながらヒト腎臓病に近
似した表現型を呈する有用なモデル動物が
少なく、解析遅延の要因となっている。そ
こで本研究では腎臓病関連遺伝子を同定し、
それら因子を利用した汎用性の高い腎臓病
モデルマウスを開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 申請者が所属する（独）医薬基盤研究所
において、腎臓病を自然発症し、腎不全に
至るマウス系統（ICGN マウス）を維持し、
他機関への分譲事業を行っている。ICGN マ
ウスは糸球体疾患を原因とする一次性ネフ
ローゼ症候群モデルであり、貴重なヒト腎
臓病モデルとして有望視されている。その
ため大学など研究機関のみならず製薬企業
においても利用されている。しかしながら
ICGN マウスは病態進行が速く、腎不全に至
ることが長所であると同時に維持繁殖が困
難という短所にもなっている。さらに個体
差が大きく、病態解析・薬効評価が難しい
ため、系統の改良が求められている。その
ためには腎臓病発症・病態進行メカニズム
の解明が不可欠である。 
 上述した腎臓病モデルである ICGN マウ
スは、細胞接着に関与する tensin2 に変異
を持つことがわかっている。申請者は
tensin2 と腎臓病の関連性を検討するため、
変異 tensin2 を持つ C57BL/6（B6）および
DBA/2 (D2)を遺伝的背景とするコンジェニ
ック系統（以下 B6GN および D2GN と表記）
を作製し、病態解析を行った。その結果、
ICGN マウスに比し、D2GN の腎病変が軽度で
あること、B6GN は１年齢の時点においても
腎疾患を発症していないことを明らかにし

た（発表論文①）。このことから ICGN マウ
スにおいて、tensin2 以外の腎疾患増悪因
子の存在が強く示唆された。そこで、これ
らのコンジェニック系統と ICGN マウスと
の F2 個体を利用し、QTL 解析を行うことに
より、腎疾患関連ゲノム領域の同定を目指
した。さらに並行して ICR・ICGN・D2・D2GN・
B6・B6GN系統腎組織の GeneChip 解析を行い、
遺伝子発現が変動する pathway を探索し、
ゲノム領域の絞り込みを計った。また、こ
れらの方法により同定した腎臓病関連ゲノ
ム領域あるいは変異遺伝子を持つコンジェ
ニックマウス系統を作製し、病態解析を実
施した。 
 
(1) マウス飼育：ICR, D2, B6 は日本クレア

より購入した。ICGN, tensin2 コンジェ
ニック系統 D2GN, B6GN は(独)医薬基盤
研究所にて作出した。当該実験は (独)
医薬基盤研究所・動物実験委員会で倫
理審査を受け、承認されたものである。 

(2) QTL 解析：ICGN マウスおよび変異
tensin2 を持つコンジェニック系統
B6GN および D2GN の F2 マウス（196 匹
および 336 匹）を作出した。12 週齢に
て供試し、血液・腎組織を採取した。
体重、腎および脾の組織重量を測定し
た。また尾から DNA を抽出した(QIAGEN 
EZ1 DNA kit)。その DNA サンプルを用
い、マイクロサテライトマーカー114
箇所について PCR を行った。4％アガロ
ースゲルで電気泳動を行い、分子サイ
ズを確認した。QTXb20 にて QTL 解析し、
LOD 値を算出した。 

(3) GeneChip 解析：ICR・ICGN・D2・D2GN・
B6・B6GN系統の腎組織から RNA を抽出し
た（QIAGEN RNeasy kit）。GeneChip Mouse 
Genome 430 2.0 Array (Affimetrix)にて
解析した。 

(4) 血清生化学解析：血清中のアルブミン・
クレアチニン・BUN・総コレステロール・
アミラーゼをフジドライケムにて測定し
た。また血清中の抗核抗体については、
抗 double strand DNA 抗体検査キット（レ
ビス）にて解析した。 

(5) 病理解析：10％ホルマリン固定した腎組
織をパラフィン包埋した。3µm に薄切し
たパラフィン切片を PAS 染色およびシリ
ウスレッド染色を行った。 

(6) コンジェニック系統の作製：QTL および
GeneChip 解析で明らかになったゲノム
領域および遺伝子について、B6GN を遺
伝的背景とするコンジェニック系統を
作製した。(2)の QTL 解析で利用したマ
イクロサテライトマーカーを用い、遺
伝子型を判定した。 

  

４．研究成果 
 (1)腎臓病関連ゲノム領域の同定 
 ICGNマウスおよび変異tensin2を持つコ



ンジェニック系統 B6GN および D2GN の F2
個体を用いた QTL 解析を実施した。以下の
交配により、F2 個体を作出した。 
 ①(ICGNxD2GN) x (ICGNxD2GN) 
 ②(ICGNxB6GN) x (ICGNxB6GN) 
量的形質として、血清アルブミン・クレアチ
ニン・BUN・総コレステロール・アミラーゼ・
腎重量/体重・腎組織の病理解析を用いた。
F2 マウスを使用し、QTL 解析を行った結果、
ICGN マウスの 2,7,12,13,19 番染色体および
D2 マウスの 1,11 番染色体に腎臓病に関与す
るゲノム領域として同定された。 
 
QTL 解析結果 
○ICGN ゲノム領域 
2 番染色体：D2Mit271 (LOD: 6.14) 
7 番染色体：D7Mit323(LOD: 3.06) 
12 番染色体：D12Mit7(LOD: 3.81) 
13 番染色体：D13Mit9(LOD: 3.38) 
19 番染色体：D19Mit60(LOD: 3.12) 
○D2 ゲノム領域 
1 番染色体：D1Mit33(LOD: 5.42) 
11 番染色体：D11Mit229(LOD: 3.79) 
 
 さらに ICR・ICGN・D2・D2GN・B6・B6GN
系統腎組織から RNA を抽出し、GeneChip 解析
を行った結果、ICGN マウスにおいて、自己免
疫疾患・炎症に関与する遺伝子群の発現が変
動していることが明らかになった（発表論文
②）。このことは ICGN マウスが糸球体疾患
を原因とする一次性ネフローゼ症候群に加
え、自己免疫疾患様の症状を伴うことによ
り、腎臓病が増悪していることを示唆して
いる。そこで、ICGN マウスの病態を再解析
した結果、血清中に抗核抗体が存在してい
ること、さらには脾大といった自己免疫疾
患様の症状を呈していることが分かった。
そこで、QTL 解析の量的形質の一つとして、
血清中の抗核抗体値を加えることにした。
再度、QTL 解析を実施した結果、抗核抗体
産生に関与するゲノム領域として、ICGN マ
ウスの 4番染色体（D4Mit149, D4Mit236 近
傍）であることが示唆された。 
 また GeneChip 解析により、ICGN マウス
腎において、補体成分の一つである C1s の
発現が顕著に低下していることが明らかと
なった（発表論文②）。そこで ICGN マウス
の C1s をシーケンスしたところ、転写開始
領域に変異があることが分かった（8bp の
欠失）。C1s はヒト全身性エリテマトーデス
(SLE)患者において変異が報告されており、
自己免疫疾患の原因遺伝子あるいは増悪因
子と考えられている。C1s は 6 番染色体に
位置しており、QTL 解析では腎臓病関連ゲ
ノム領域候補とはならなかった。GeneChip
解析を併用したことで、自己免疫疾患関連
の pathway の関与が明らかとなり、腎臓病
関連ゲノム領域・変異遺伝子の同定および
ICGN マウスの病態解析に大いに貢献した。 
 

 (2)新規腎臓病モデルマウスの作製 
 QTL 解析によって同定したゲノム領域を持
つ B6GN 背景のコンジェニック系統を作製し
た。B6 系統は腎臓病抵抗性系統として知られ
ているが、B6が遺伝子改変動物作製に主に使
用されることから、多くの研究者が利用して
いる。本研究で作製するマウスを多くの研究
者に利用していただくため、さらにはこれま
で作製された系統との病態比較・既存系統と
の組み合わせによる新規モデルの開発・レス
キュー実験に利用できるなどメリットも多
いため、B6 背景の腎疾患モデルを作製するこ
とが重要であると考えた。 
 QTL 解析によって明らかになった腎臓病を
増悪させる領域、即ち ICGN マウスの
2,7,12,13,19 番染色体および D2 マウスの
1,11 番染色体の該当するゲノム領域を持つ
B6GN コンジェニック系統を作製した。それぞ
れの領域を持つ系統は、かなり軽度のタンパ
ク尿を呈する程度の病態であり、B6GN の腎臓
病発症には複数のゲノム領域が必要である
ことが示唆された。また GeneChip 解析の結
果、ICGN マウスは SLE 様の症状を呈すること
が分かり、その原因ゲノム領域が 4番染色体
であることが示唆されたため、その領域を持
つマウス系統の作製を開始したが、現時点で
はコンジェニック化が終了しておらず、病態
解析には至らなかった。引き続き、マウス開
発および病態解析を実施する予定である。 
 さらに GeneChip解析により明らかとなった
ICGNマウスのC1s変異を持つコンジェニック
系統（B6 および D2 背景）を作製した。20 週
齢時において、血清中の抗核抗体を測定した
が、陰性であった。脾大などの症状もなく、
C1s は SLE の直接の原因ではないことが示唆
された。C1s は免疫複合体の分解に関与して
おり、抗核抗体産生に直接関与しているわけ
ではないと考えられる。そのため、SLE の増
悪因子である可能性が高く、既存 SLE モデル
マウスとの組み合わせにより、糸球体基底膜
の免疫複合体の蓄積を増悪させ、炎症を激化
させることが推測される。今後、既存の SLE
系統あるいは本研究で作製予定であるSLEコ
ンジェニック系統との組み合わせにより、新
規 SLE モデルとして開発が期待される。 
 本研究で作製した複数のマウス系統と既
存の系統との組み合わせにより、様々な病態
を呈するモデル動物の作製が可能となる。順
次、実験動物バンクからの分譲を開始し、創
薬・疾患研究へ貢献したい。 
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