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研究成果の概要（和文）：本研究は肥満や加齢に伴う腎疾患の予後悪化、特に腎予後を規定する

尿蛋白の増加に起因した尿細管病変の悪化に関連する新規慢性腎臓病進展因子を同定し、その

機能解析、臨床応用への可能性を検討する事を目的としている。これまでに実施した肥満や加

齢に関連したマウス腎疾患モデルを用いた網羅的遺伝子解析から、近位尿細管細胞における炎

症、線維化、細胞死を制御しうる慢性腎臓病関連遺伝子として Gene X 遺伝子を新たに同定す

ることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In glomerular diseases, reducing proteinuria is considered as a principal therapeutic target 
to improve renal outcomes.. Unfortunately, however, some patients develop 
treatment-resistant proteinuria, resulting in end stage renal disease. In these patients, 
protecting proximal tubular epithelial cells (PTECs) against proteinuria may be the next 
therapeutic target to improve renal outcomes. Obesity and aging are independent risk 
factors for a rapid decline in renal function in patients with glomerular diseases. Since the 
severity of proteinuria-induced tubulointerstitial lesions is correlated with renal outcomes, 
obesity and aging may exacerbate proteinuria-induced tubulointerstitial lesions. If so, 
identifying the molecular mechanisms underlying obesity- and aging-mediated PTEC 
vulnerability may lead to new therapy that improves renal outcome in patients with 
proteinuria. We thus tried to identify a new therapeutic candidate genes by using cDNA 
microarray analysis in the kidney samples from obese and aged mice with proteinuria. In 
this study, we have identified a new candidate gene involved in the mechanism underlying 
obesity- and aging-mediated worsening of proteinuria-induced tubulointerstitial lesion. 
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１．研究開始当初の背景 
 
現在わが国では、肥満者の増加や人口の高齢
化を背景とした慢性腎臓病の増加に伴い、末
期腎不全患者数は年々増加している。慢性腎
臓病の主たる病態である糸球体疾患では、尿
蛋白量の増加に伴う尿細管障害の進展がそ
の後の腎機能低下を引き起こす原因となる。
そこで、これまでの研究では「尿蛋白量の減
少」を目指した糸球体病変の改善を目指した
研究が進められてきた。その結果、種々の治
療法が開発され、尿蛋白の減少、腎予後改善
がもたらされるようになった。一方で、これ
らの治療によっても尿蛋白が減少せず、尿細
管障害が進展し、末期腎不全に至る症例も未
だ多く存在しており、これは今後解決すべき
重要課題の一つと考えられている。 
 
２．研究の目的 
 
「尿蛋白に対する尿細管細胞保護機構の解
明」という新たな視点で研究を行うことで、
既存の治療では尿蛋白を減少することがで
きない症例に対する尿細管保護を目的とし
た新規治療標的の解明を目指すこととした。
特に、肥満や加齢を背景とした尿細管病変増
悪機構に着目し検討することで、これまでに
ない、より臨床的意義の高い治療標的分子機
構の同定を試みることとした。 
 
３．研究の方法 
 
1)肥満ならびに加齢が蛋白尿の増加に伴う
尿細管間質病変の進展に及ぼす影響を検討
する。 
16 週齢の非肥満若年マウス、12 週令から 4 
週間高脂肪食負荷を行った 16 週齢肥満マウ
ス、24 週齢の高齢マウスに対し、腹腔内ア
ルブミン負荷を行い、尿蛋白に伴う腎尿細管
間質病変モデルを惹起した。サクリファイス
後に摘出した腎組織標本を HE 染色にて評価
した。 
 
2)病態モデル腎 cDNA を用いた cDNA 
microarray 解析。 
実験 1)に使用されたマウス群の摘出腎から
mRNA を抽出し、RT-PCR 法にて cDNA の作製
を行った。この cDNA サンプルを使用してマ
ウス遺伝子 40,000 遺伝子に対する網羅的遺
伝子発現解析を行った。マイクロアレイはア 
ジレント社マイクロアレイを使用した。16 
週齢の非肥満若年マウスにおける非病態群
と病態群で 2 倍以上の変化を認め、さらに肥
満マウスならびに加齢マウスの病態群で 2 

倍以上の変化示す遺伝子をデータ抽出した。 
 
3)培養近位尿細管細胞を用いた新規慢性腎
臓病関連因子の探索。 
実験 2)にて 40,000 個の遺伝子のうち、条件
を満たす遺伝子が 57 種類存在した。培養近
位尿細管細胞内に mRNA 発現を認めるかいな
かを PCR 法を用いて検討した。 
 
4)新規慢性腎臓病関連因子 GeneX の腎臓内
発現分布の検討。 
13 種類の遺伝子のうち 4 種類はすでに既報
の尿細管障害因子であったため、残り 9 種類
の遺伝子をクローニングしレトロウイルス
ベクターを作製した。その後、作成した各遺
伝子に対するレトロウイルスを培養近位尿
細管細胞に感染させ、各遺伝子の過剰発現細
胞株を樹立した。さらに、各遺伝子過剰発現
細胞に対して尿蛋白類似刺激を行い、尿蛋白
刺激により惹起される炎症反応、細胞死にお
ける各遺伝子の発現増強が及ぼす影響を検
討した。 
 
5)GeneX にコードされた蛋白に対する抗体
を作製し、実験 1)で作成された腎組織サンプ
ルを用いた免疫染色ならびにウェスタンブ
ロット法にて新規慢性腎臓病関連分子の発
現変化を確認した。 
 
４．研究成果 
 
1)肥満ならびに加齢が蛋白尿に及ぼす影響
検討。 
腹腔内アルブミン連日注入により作成した
尿蛋白モデルを用いた検討で、非肥満若年マ
ウスに比し、肥満及び 24 ヵ月齢(加齢)マウ
スでは、尿蛋白による腎尿細管病変が顕著に
増悪した(図 1)。 

 
2)DNA microarray を用いた新規慢性腎臓病
関連因子の探索 
実験 1)で作成されたマウス４群の摘出腎か
ら作成した cDNA を用い DNA Microarray 行
った結果、肥満と加齢に共通した尿細管病変
増悪関連遺伝子として 57 遺伝子のスクリー



ニングに成功した
(図 2)。その中で、
13 遺伝子が近位
尿細管細胞に特異
的に発現する遺伝
子であること、ま
た 4 遺伝子は既報
の尿細管病変進展
関連遺伝子である
ことが確認された。
しかし、残り 9 遺
伝子に関しては腎
疾患との関連は報
告されていなかっ
たため、培養近位
尿細管細胞を用い
これら 9 遺伝子の
機能解析を行った。 
 
 
 
3)候補遺伝子 9 遺伝子の過剰発現レトロウ
イルスならびに siRNA を作製し、培養近位尿
細管細胞に感染、遺伝子導入し、尿蛋白刺激
により惹起される細胞障害に対し各遺伝子
の発現変化が及ぼす影響を検討した。結果、
9 遺伝子中の 1 遺伝子 GeneX の発現変化が
細胞障害に影響を及ぼすことが明らかとな
り、GeneX 遺伝子が肥満や加齢による尿蛋白
関連尿細管障害の増悪に関わる新規遺伝子
である可能性が示された。 
 
4)新規慢性腎臓病関連因子としての可能性
を示した GeneX 対する抗体を作製し、蛋白発
現レベルにおいても腎障害モデルにおいて
GeneX の発現が変化しうるかを検討した。
Microarray の結果は GeneX が病態の進展と
共に低下することを示していたが、その変化
同様に蛋白発現レベルにおいても、病態の悪
化と共に GeneX 由来の蛋白発現の減少が確
認された(図 3)。 
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