
順天堂大学・医学部・先任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2017～2014

逆転写酵素阻害薬・エファビレンツは半月体形成性腎炎の新薬になり得るか？

Does the reverse transcriptase inhibitor, Efavirenz, have a therapeutic effect 
for crescentic nephritis?

５０３５９５７７研究者番号：

清水　芳男（Yoshio, Shimizu）

研究期間：

２６４６１２３８

平成 年 月 日現在３０   ６ １８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：我々は、これまで半月体形成性腎炎モデルのマウスBSA腎炎の糸球体において、半月
体形成期にL1レトロトランスポゾン活性が上昇し、逆転写酵素阻害薬のエファビレンツによって、半月体形成が
抑制されることを明らかにした。ヒトレトロトランスポゾンを強制発現し、かつレトロトランスポジションが生
じた部位にEGFPが発現するhL1-EGFP Tgマウスにおいて、BSA腎炎を惹起し、半月体を形成させた。半月体形成腎
でのEGFPの発現は、蛍光抗体法にて明らかにならず、レトロトランスポジションが病態の原因ではなく、L1レト
ロトランスポゾンの活性化によって大量に発現する小DNAが病態の一因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We reported that retrotransposon activated a glomerular crescent forming 
phase in mouse BSA nephritis and a reverse transcriptase inhibitor, Efavirenz, clearly prevented 
crescent formation. We tried the same protocol to the hL1-EGFP Tg mice which over-express human 
retrotransposon and show the retrotransposition site by EGFP. By Immunofluorescence, EGFP was not 
detected in the BSA nephritis tissues. It was suggested that abundant small DNA driven by L1 
retrotransposon is a possible inducer of crescent formation.

研究分野： 臨床腎臓病学

キーワード： 半月体形成性腎炎　レトロトランスポゾン　実験腎炎　逆転写酵素
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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 
 半月体は、腎小体の糸球体とボウマン嚢の
間の空間（ボウマン腔）に生じる原因不明の
細胞増殖である。糸球体腎炎において、半月
体は、予後不良を示す病理学的な所見である。
糸球体腎炎のうち、急速進行性腎炎症候群
（Rapidly progressive glomerulonephritis; 
RPGN）は、数週~数ヵ月で正常であった腎
機能が廃絶し、病理学的には半月体がびまん
性にみとめられる。半月体がいかなるプロセ
スで形成されるか、また RPGN の病態形成
機序も明らかにされておらず、半月体形成を
抑制する新規治療法も開発されていない状
況である。 
 ウシアルブミン（Bovine serum albumin; 
BSA）を抗原とするマウス BSA 腎炎は、BSA
を Freund 完全アジュバンドと共に 2 週毎に
4 回皮下免疫を行い被検マウスの血中に抗
BSA-IgG を大量に産生させ、次いで腹腔内に
BSA を 28 日間連続して投与することにより、
免疫複合体型の腎炎を惹起するモデルであ
る。およそ 3 か月間のプロトコルを完遂する
と高率に半月体が形成される。また、半月体
はプロトコルの最終週で形成されるため、半
月体形成性腎炎だけでなく、RPGN のよい動
物モデルであると考えられる。 
 我々は、BSA 腎炎の半月体形成腎および半
月体形成 1 週前の腎から、腎小体分画を
sieving 法にて抽出し、発現する mRNA の差
異 を representative difference analysis
（RDA）法により解析し、レトロトランスポ
ゾンの一種である Line-1(L1)由来の逆転写
酵素 mRNA が半月体形成腎の腎小体におい
て高度に発現していること見だした。 
 トランスポゾンは、ゲノム上を移動する塩
基配列である。全ゲノム配列の解析により、
マウスゲノムの 40%がトランスポゾンに由
来することが明らかになった。トランスポゾ
ンは、DNA 型と RNA 型に分類される。DNA
トランスポゾンは DNA 断片が切り出されて
ゲノムの他の部位へ挿入されるはたらきを
するが、マウスでは活性を有するものが見つ
かっていない。一方、レトロトランスポゾン
は、一旦 RNA に転写されたのち逆転写反応
により DNA に変換され、ゲノムへ挿入され
る。    
レトロトランスポゾンには、両端に LTR

（long terminal repeat）配列を有する LTR
型レトロトランスポゾンと LTR の無い
non-LTR 型レトロトランスポゾンが存在す
る。L1 は non-LTR 型に分類される。マウス
では LTR 型レトロトランスポゾンが 10%、
非 LTR 型レトロトランスポゾンが 27%を占
める。LTR および非 LTR 型レトロトランス
ポゾンはマウスにおいて活性を持つものが
存在する。 

L1 は逆転写酵素および、トランスポダー
ゼという 2 つの酵素をコードする。L1 が
mRNA に転写されると自身の逆転写酵素が
働き、cDNA に変換され、トランスポダーゼ

によってゲノム内へ挿入される。L1 による
自己配列のゲノムへのコピーアンドペース
ト作用の生物学的意義は不明であるが、自然
発症変異マウスは、L1 の転移が原因である
ことや、ヒトにおいてもいくつかの家族性疾
患の原因であること、悪性腫瘍の進展に関与
するなどの報告がある。 

L1 の活性化は、放射線照射、栄養飢餓状
態、発がん性物質投与下などの生体の生存に
影響するような強いストレス下で活性化す
ることが知られている。BSA 腎炎の半月体形
成期にいたるまでのプロセスも、免疫複合体
性によって引き起こされる強い全身性の炎
症にさらされている。その反映として、この
モデルでは、経過中のマウスの死亡率が大変
高く、プロトコルを完遂する割合は 5〜10％
程度である。 

L1 をはじめとするレトロトランスポゾン
の無秩序な増殖とゲノムへの挿入は、生体の
恒常性維持にマイナスに作用することが容
易に推測される。生体には、ゲノムの攪乱を
防止するための様々な仕組みが存在する。マ
ウスにおいては、DNA のメチル化によりト
ランスポゾンの不活化が生じている。 

BSA 腎炎の半月体形成期に L1 の逆転写酵
素の転写活性が上昇することが認められた
め、in situ hybridization 法で発現部位を確
認したところ、半月体が形成された腎小体お
よびその周囲の間質に浸潤する細胞に比較
的広範に認められた。また、腎組織における
逆転写酵素活性を測定したところ、半月体形
成期では、形成前腎に比べ有意な上昇がみら
れた。次いで L1 のプロモーター領域のメチ
ル化を検討したところ、半月体形成期におい
て脱メチル化が生じ、内在性の L1 の活性化
が明らかとなった。 
 BSA 腎炎において、L1 由来の逆転写酵素
活性が半月体形成と如何にかかわるかを検
討するため、逆転写酵素阻害薬であるエファ
ビレンツを半月体形成期に投与したところ、
半月体形成が完全に抑えられ、L1 由来の逆
転写酵素活性が半月体の形成に関与するこ
とが示唆された。以上の研究結果より、逆転
写酵素活性阻害薬が、半月体形成性腎炎に対
する新薬となる可能性があると考えられた。 
  
 生体における L1 の動態を観察できる系を
模索したところ、ヒト L1 を発現するトラン
スジェニックマウス（hL1-EGFP トランスジ
ェニックマウス; hL1-EGFP Tg マウス）が国
立国際医療センター研究所の岡村匡史先生
によって作成されており、同マウスが独立行
政法人医薬基盤・健康・栄養研究所を通じて
入手・研究に用いることが可能であることが
判明した。本マウスでは、ヒト L1 の内因性
プロモーター制御下で、L1 が発現する。L1
の mRNA が DNA に変換され、ゲノムに組み込
まれるレトロトランスポジションが生じた
部位に Enhanced green fluorescent protein
（EGFP）が発現するよう設計されており、レ



トロトランスポジションの生じる部位と半
月体形成の関係も調べることが可能である。 
新薬の開発は、膨大な経費と時間がかかる

こと、有効性が証明されたあとも、副作用や
同効多剤との比較試験の結果などによって、
臨床で使用される段階に至ることができな
くなるリスクが多大に存在する。薬剤の安全
性や投与量が確立した既存薬における新た
な薬効を探索する研究（既存薬再開発・ドラ
ッグリポジショニング研究；DR 研究）が広
まっている。 
逆転写酵素阻害薬のエファビレンツ（スト

ックリンⓇ）は、HIV 感染症治療薬として実
臨床で用いられている薬剤である。本薬剤は、
ある種の腫瘍組織においても逆転写酵素活
性が上昇することから、抗悪性腫瘍薬として
の DR 研究が行われている。我々はこれまで
の研究成果から腎炎への応用を期待してい
る。 
 
２．研究の目的 
 ヒト臨床で用いられる逆転写酵素阻害
薬・エファビレンツがマウス BSA 腎炎にお
ける半月体形成を抑制する機序を明らかに
するために、ヒト L1 を強制発現する
hL1-EGFP Tgマウスに対しBSA腎炎を誘導
し、同薬を投与して生体における影響を観察
する。 
 
３．研究の方法 
〇hL1-EGFP Tg マウス 
 独立行政法人医薬基盤・健康・栄養研究所
よりヒト L1を強制発現する hL1-EGFP トラン
スジェニックマウス（hL1-EGFP Tg マウス）
の 2系統（#4, #67）を供与された。 
 hL1-EGFP Tgマウスを構築するベクターは、
L1 の open reading frame (ORF)-1、ORF-2 お
よびレポーター遺伝子として EGFP が逆向き
に挿入されている。EGFP 遺伝子にはイントロ
ンが挿入されたままとなっており、レトロト
ランスポジションが生じた際に初めて EGFP
が発現し可視化される。 
 また、レトロトランスポジションによって
挿入された hL1 配列と遺伝子導入された hL1
とのでは、レトロトランスポジショやせいン
では、EGFP 遺伝子のイントロンがスプライシ
ングによって除かれているため、イントロン
を間にはさんでいるプライマーにてゲノム
PCR をかけると、両者を区別することが可能
である。 
マウスの対照として、hL1-EGFP Tg マウス

の同腹で生れた Tg(-)マウスを、エファビレ
ンツを投与しない群として溶媒(DMSO)を皮
下注した。また、テクニカルコントロールと
して、BSA 腎炎の原法である B10-BR マウスを
用いた。また、hL1-EGFP Tg マウスは交雑系
マウスの BDF1 マウス由来であるため、予備
的な実験として、BDF1 マウス（日本 SLC より
購入）にても BSA 腎炎を誘導した。 
 

〇BSA 腎炎 
8週齢のマウスに対し、0.2mg BSA と Freund

完全アジュバンドを 2週ごとに 4回皮下注し、
抗 BSA-IgG を血中に生成させた。 
次いで 50 ㎎/Kg の BSA を 28 日間連続投与

する）を行った。 
〇エファビレンツ（EFV）の投与 
 エファビレンツは水溶性ではないため、ジ
メチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、プロ
トコル最終週の 7 日間に、逆転写酵素阻害
薬・EFV を 0.4mg/Kg 連日皮下注射した。 
エファビレンツを投与しない群として溶媒
(DMSO)を投与群と同量皮下注射した。 
 
〇サンプル採取および血中・尿中バイオマー
カー測定 
プロトコル開始前、BSA 皮下免疫終了時、

プロトコル完了時に、採血・採尿を行い完了
時は、腎臓をを摘出し、解析した。 
血液・尿は腎機能（シスタチン C）・尿所見(尿
蛋白・潜血)を観察した。 
 
〇腎組織の形態観察、レトロトランスポジシ
ョン部位の同定 
腎臓組織は、採取後速やかにホルマリン固

定および凍結保存した。ホルマリン固定標本
は、Periodic acid Schiff(PAS)染色を行っ
た。光学顕微鏡において、50 個以上の腎小体
をランダムに観察し、半月体形成率(%)（＝
半月体形成腎小体数/観察した腎小体総数×
100） 
を各マウスにおいて計算した。 
 
〇蛍光抗体法によるレトロトランスポジシ
ョンの確認 
 腎臓の凍結切片をクライオスタットにて 4
μm の切片に薄切し、アセトンで固定後、－
80℃で保存した。観察時は風乾ののち、リン
酸緩衝液（PBS）で洗浄後、直接蛍光顕微鏡
で観察および fluorescein isothiocyanate 
(FITC)標識抗 EGFP 抗体で染色後、蛍光顕微
鏡で観察した。 
 
◯PCR 法によるレトロトランスポジションの
確認 
 凍結した腎組織から、ゲノムDNAを抽出し、
これを鋳型に Tgマウスに導入された EGFP 遺
伝子中のイントロンを挟んだ両端にプライ
マーを設定して、PCR を行いゲノム上に存在
するイントロンありの EGFP 配列とレトロト
ランスポジションによって挿入された短い
EGFP 配列の有無を観察した。 
 
◯レーザーマイクロダイセクション法によ
る腎小体内レトロトランスポジションの確
認 
 凍結切片の hL1-EGFP Tg マウスの腎組織標
本をヘマトキシリンエオジン染色し、半月体
が形成されている腎小体 50 個および半月体
の無い腎小体 50 個をレーザーマイクロダイ



セクション法でそれぞれ打ち抜き採取した。
採取した腎小体組織群からそれぞれゲノム
DNA を抽出した。抽出されたゲノム DNA を鋳
型に、前述と同様のプライマーを用いて PCR
を行い、ゲノム中の EGFP 配列を観察した。 
 
４．研究成果 
◯BDF1 マウスに対する BSA 腎炎の誘導 
hL1-EGFP Tg マウスのバックグラウンドで

ある BDF1 マウス（n=20）に対し、BSA 腎炎プ
ロトコルを課したところ、BDF1 マウスのプロ
トコル完遂率は 40％であった。半月体形成率
は、すべてのマウスにおいて 5％未満であっ
た。原法の B10-BR マウスを用いた場合は、
プロトコル完遂率は 10～15％であり、半月体
形成率はほぼ 100％であることから、BDF1 マ
ウスにおける BSA 腎炎の表現型は、軽症であ
ると考えられた。 
 
◯hL1-EGFP トランスジェニックマウス
（hL1-EGFP Tg マウス）における BSA 腎炎の
誘導 
半月体形成性腎炎モデル（BSA 腎炎）の誘

導：#4 系統マウスでは、25 頭のうちプロト
コルを完遂したものが10頭（40%）であった。
各マウスの腎組織で、任意に選んだ 50 腎小
体中の半月体形成がみられるものを計測し、
その割合（半月体形成率）を求めたところ、
#4系統 Tgマウスでは、0～76％（平均 20.6％）
とばらつきがみとめられた。 
＃4系統・同腹の Tg（-）マウス（n=8）で

は生残したマウスは 2頭（25％）で半月体形
成率は、それぞれ 4％、76％であった。#67
系統 Tg マウス（n=5）では、生残数が 2 頭、
半月体形成率はそれぞれ、80％、12%であり、
同腹 Tg（-）マウス（n=2）は腎炎プロトコル
が完遂できなかった。 
 
◯EFV 投与の影響 
 EFV 投与群として♯4 系統で Tg マウス
（n=8）,Tg(-)マウス（n=9）で行ったが、プ
ロトコルを完遂したマウスは、Tg マウスで 3
頭、Tg(-)マウスで 1頭であった。#67 系統で
は、Tg マウス(n=4)、Tg(-)マウス(n=3)で BSA
腎炎を惹起したが、プロトコルを完遂できな
かった。半月体形成率は、Tg マウス・Tg(-)
マウス共に 0%であり、半月体形成が完全に抑
制されていた。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
◯レトロトランスポジションの有無の検討 
 レトロトランスポジションによって、EGFP
が発現することを期待し、凍結切片を蛍光顕
微鏡で直接観察したところ、半月体形成あり
の Tg マウス、なしの Tg マウス（#4, #67 両
者）、半月体形成ありの Tg(-)マウス（#4）、
なしの Tg(-)マウス(#4)のすべてにおいて、
EGFP 蛍光は確認されなかった。次いで FITC
標識抗 EGFP 抗体で染色後に、再度観察を行
ったが、半月体形成ありの Tg マウス、なし
のTgマウス、半月体形成ありのTg(-)マウス、
なしの Tg(-)マウスにおいて、EGFP の発現が
観察されなかった。 
 
◯PCR 法によるレトロトランスポジションの
検討 
BSA 腎炎プロトコルを完遂した#4、 #67 の

Tg マウス腎から抽出したゲノム DNA からは、
イントロンを含んだ長い EGFP 配列のバンド
が認められた。#４系統の Tg (-)マウス腎か
らは、EGFP 配列のバンドは検出されなかった。
レトロトランスポジションが生じたことを
示す短い EGFP 配列の存在を示すバンドは被
検したすべてのマウス腎で検出することが
出来なかった。 
 
◯レーザーマイクロダイセクション法によ
る腎小体内レトロトランスポジションの確
認 
 レーザーマイクロダイセクション法によ
って、Tg マウスの腎より半月体ありの腎小体
50 個、なしの腎小体 50 個をうちいた。打ち
抜きの精度は、前後の画像で確認し、十分で
あると考えられた。抽出したゲノム DNA の濃
度および純度もPCR解析に耐えられる状態だ
った。 
 Tg マウス腎のゲノム DNAを鋳型とした PCR
解析で、半月体を有する腎小体・半月体のな
い腎小体の両者で、あらかじめ導入されたイ
ントロンを含む長い配列のみが検出され、レ
トロトランスポジションが生じたことを示
す短いバンドは検出されなかった。 
 
◯血液・尿のバイオマーカーの推移 
BSA 腎炎は抗 BSA 抗体産生期と免疫複合体

産生期の 2期に分かれる。 
尿所見は、実験前・BSA 抗体産生期の直後

においては、試験紙で血・蛋白尿は検出がさ
れなかったが、プロトコル終了直前の尿では、
2+～3+の蛋白尿および血尿がみられた。肉眼
的血尿を示す Tg マウス個体も存在した。プ
ロトコル終了時の尿では、尿細管障害による
ものと思われる尿糖を示すものもあった。 
腎機能の指標として測定された血中のシ

スタチン C は、プロトコル開始前 0.4～0.5
μg/ｍL、抗 BSA 抗体産生期直後 0.3～0.5μ
g/ｍL であった。BSA 腎炎プロトコル終了時



における血中シスタチン C濃度は、半月体形
成率との相関がみられた。半月体形成率が
50%以上の個体では、すべて 1.2μg/ｍL以上
の値を示し、ヒト半月体形成性腎炎ないし
RPGN における尿所見、腎機能に類似した推移
を示した。また、半月体が病理所見としてマ
ウスモデルにおいても、腎機能低下と相関す
ることが示唆された。 
 
◯まとめ 
 これまでの研究成果をまとめると、L1 の 2
つの作用である自己配列の転写→逆転写酵
素による L1 mRNA のコピーDNA の生成、トラ
ンスポダーゼによるゲノムへの再挿入（トラ
ンスポジション）のうち、トランスポジショ
ンはBSA腎炎の半月体形成期の腎臓で多発し
ているとはいえなかった。一方、EFV の半月
体抑制作用は明らかに存在することが示さ
れた。この現象は、L1 の mRNA が逆転写され
ることによって生じた大量のDNAが細胞増殖
を誘導している可能性が示唆するものであ
る。 
 現在、系統#4 はバックグラウンドの L1 発
現がみられるものの、刺激に良く反応する、
#67はバックグラウンドのL1発現がほとんど
ないという同じ hL1-EGFP Tg マウス間の系統
差の比較を明確にするために、検体数を増や
して再検討することレトロトランスポジシ
ョンが逆転写酵素阻害薬の非存在下で生じ
ていないことの再確認を行っている。 
BSA 腎炎に対する EFV の半月体形成抑制作

用機序を明らかにし、半月体形成性腎炎が
EFV の新規治療対象として臨床応用されるよ
うに、EFVのDR研究として本研究を継続する。 
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