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研究成果の概要（和文）：日本において慢性腎臓病患者数は増加の一途を辿っている。腎疾患に根本的な治療法がない
ことが一因となっており、創薬・治療法開発が不可欠である。しかしながら病因が多様であることに加え、ヒト腎疾患
に近似した表現型を呈する有用なモデル動物が少ないことも解析遅延の要因となっている。これはモデル開発に多用さ
れるC57BL/6マウス系統が腎疾患抵抗性の傾向があることに起因する。そこで本研究は、腎疾患感受性系統を利用したQ
TL及びDNAアレイ解析により、腎疾患感受性に関連するゲノム領域を同定し、腎疾患高感受性のC57BL/6マウス系統を開
発した。この系統は創薬研究・治療法開発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 kidney diseases is expected to increase steadily each 
year in Japan. It has not been reported the effective therapy for renal insufficiency. Since the 
mechanisms responsible for kidney diseases have not been completely made clear yet, it is difficult to 
discover effective drugs. One of the reasons for the difficulties is that suitable animal models for 
various kidney diseases don’t exist. Usually, C57BL/6 mice are used in order to develop models by 
genetic engineering, but C57BL/6 is resistant to kidney diseases. Therefore, it is difficult to establish 
mouse models for kidney diseases on C57BL/6 background. In this study, I identified susceptible loci of 
kidney diseases and established C57BL/6 strains carrying the loci. These strains might contribute to 
elucidate the mechanisms responsible for kidney diseases and to develop effective therapy.
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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少なく、その開発
が望まれている。既存の遺伝子改変マウス
は C57BL/6 マウスを遺伝的背景とするこ
とが多いが、C57BL/6系統は腎臓病抵抗性
の傾向があり、腎不全に至る表現型を呈す
ることは稀である。バイオマーカー探索、
病態進行メカニズムの解明を進展させるた
めには、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。遺
伝子改変によるモデル動物開発に、腎疾患
抵抗性の C57BL/6 系統が利用されること
が多く、腎疾患モデル開発が困難であるこ
とが原因の一つと言える。そこで本研究で
は腎臓病感受性ゲノム領域を同定し、
C57BL/6系統に導入することにより、腎疾
患高感受性 C57BL/6 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（国）医薬基盤・健康・
栄養研究所において、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。この 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。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）、DBA/2 
(D2)、129、BALB および FVB を遺伝的背
景とするコンジェニック系統（以下 B6GN、
D2GN、129GN、CByGN、FVBGN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、FVBGN は重篤であること、
B6GN・129GN・CByGN 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。このことから ICGN マウスに
おいて、tensin2 以外の腎疾患感受性因子の
存在が強く示唆された。そこで、ICGNマウ
ス、腎疾患発症コンジェニック系統、腎疾
患非発症コンジェニック系統を比較解析す
ることにより、腎疾患関連ゲノム領域の同
定し、そのゲノム領域を持つ C57BL/6系統
の開発を目指すことにした。そのため、以
下の２つの研究を計画した。 
 I. ICGN, B6GN（腎疾患非発症）及び
D2GN(発症)の比較を行うことで（QTL解析
及び DNAマイクロアレイ解析）、ICGN, D2
が有する腎疾患感受性に関連するゲノム領
域を同定する。 
 II. 上記ゲノム領域を持つ B6 背景のコ
ンジェニック系統、即ち腎疾患高感受性
C57BL/6を作製する。 
 上記計画を行うため、以下の方法を用い
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（国）医薬
基盤・健康・栄養研究所にて作出した。
当該実験は （国）医薬基盤・健康・栄
養研究所・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) Real Time PCR解析：腎より RNAを抽
出し(QIAGEN RNeasy kit)、high capacity 
cDNA reverse transcription kit (Life 
Technologies)を用いて、cDNA合成を行
った。TaqMan Probe を用い、定量的 PCR
を行い（ ABI PRISM 7900HT; Life 



Technologies）、C1s1, C1s2, cxcl13, cxcr5, 
kim-1の発現量を解析した。 

(7) 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
ム領域を持つB6GNあるいはB6系統を
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 
I.腎疾患感受性領域の同定 
(1) QTL解析結果 
 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) 
 ③(D2GNxB6GN) x (D2GNxB6GN) 
 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 1,2,7,13番染色体
および D2 マウスの 1,11 番染色体に腎臓病
感受性に関与するゲノム領域を同定した。 
(2) GeneChip解析結果 
 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。まず 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。
特に補体成分の一つ C1s が顕著に発現低下
していることが分かった。さらに D2, D2GN
において、B6,B6GNに比較し、炎症・免疫
関連の遺伝子群、特にインターフェロン感
受性遺伝子群(Pyhin1, Pydc4, Ifi205, ifi204, 
Mndal)の発現が顕著に低いことが確認され
た。これらの遺伝子群は 1 番染色体上に在
り、QTL解析で候補に挙がった領域であっ
た。さらに血圧・血液凝固に関与するセリ
ンプロテアーゼのカリクレイン群において
も D2,D2GN系統において、発現量が低いこ
とが分かった。これらの遺伝子群は 7 番染
色体上に在り、やはり QTL解析で候補に挙
がった領域であった。 
 ICGN マウスで顕著に発現低下が認めら
れた C1s について、シーケンス解析を行っ
たところ、C1s1が欠損していることが分か
った（ヒトにおいて、C1s は単一遺伝子で
あるが、マウスにおいては duplicateが起こ
り、ホモロジーが高い C1s1,C1s2 の２つの
遺伝子が存在する）。ヒト全身性エリテマト
ーデス(SLE)患者において、C1s欠損・変異
が報告されており、SLE の原因遺伝子の一
つと考えられている。ICGN マウスは SLE
様の表現型を呈するため、C1s1が病態に影
響を及ぼしている可能性がある。C1s はマ
ウス 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変異を同定できた。 
 
II.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。即ち ICGNマウスの 1,2,7,13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。それぞれ系統名を
G.Chr1/B6GN, G.Chr2/B6GN, G.Chr7/B6GN, 
G.Chr13/B6GN, D.Chr1/B6GN および D. 
Chr11/B6GN とする。さらに C1s1 欠損 B6
系統を作製した。その表現型を精査したと
ころ、以下のようなモデルとして確立でき
た。 
(1)高脂血症 
 D.Chr1/B6GN, D. Chr11/B6GNは軽度の高
コレステロール血症の傾向であった。しか
し 20 週齢時においてアルブミン尿は検出
されなかった。 
(2)自己免疫疾患 
 G.Chr1/B6GN, G.Chr13/B6GN および D. 
Chr11/B6GNは抗核抗体が陽性であり、軽度
の自己免疫疾患様の表現型を呈することが
分かった。腎において、ケモカイン cxcl13
の発現上昇が確認された。しかし脾大や腎
への免疫複合体の蓄積等は、かなり軽度で
あった。20週齢時においてアルブミン尿は
検出されなかった。 
 さらに C1s1欠損 B6マウスについて、20
週齢時にて表現型解析を実施した。まず血
清中の抗核抗体を測定したところ、陰性で
あった。脾大などの症状もなく、C1s1欠損
はマウス SLEの直接の原因ではないことが
示唆された。さらに腎炎の症候もなく、タ
ンパク尿も検出されなかった。マウスにお
いて C1s 遺伝子は、duplicate により、ホモ
ロジーが高い C1s1,C1s2 の２つの遺伝子が
存在する。血清中に存在する C1s のほとん
どは肝臓、腎臓等で産生される C1s1由来で
あり、C1s2は雄性の生殖器で発現している
ことが報告されている。そこで C1s1欠損マ
ウスの腎においてホモログである C1s2 の
発現解析を行ったところ、正常腎において
は殆ど発現していなかったが、C1s1欠損マ
ウス腎において、発現が増加していること
が分かった。C1s1 と C1s2 は 95%以上のホ
モロジーを持つため、代替していることが
考えられる。また、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ことが示唆された。
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期
待される。 
(3)腎症 
 G.Chr2/B6GN およびG.Chr7/B6GNについ



て、20週齢時においてアルブミン尿は検出
できなかった。腎における腎障害マーカー
の kim1の発現を調べたところ、正常腎に比
較し、発現上昇が認められたことから腎病
変が起こりやすい状態であることが示唆さ
れた。 
 以上のように、本研究において、複数の
腎疾患高感受性 C57BL/6が確立できた。こ
れら複数の B6 背景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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