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研究成果の概要（和文）： 
我々は糸球体ポドサイト特異的遺伝子として同定した R3h domain containing like (以下 R3h
と略す)に着目して研究を行った。R3h 遺伝子ノックアウトマウスを作成した所、ポドサイトの
足突起や基底膜に構造変化を来たすことを明らかにした。さらに R3h ノックアウトマウスにス
トレプトゾトシンを投与して糖尿病を惹起させると、野生型に比し尿アルブミン排泄が増加し
た。R3h 遺伝子がポドサイトの恒常性維持に重要であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified R3h-domain containing like (R3h) as a podocyte-specific transcripts. 
The R3h knockout mice were created in order to know the function of R3h in vivo.  
Light microscopic analysis revealed that the R3h null mice had no observable glomerular 
developmental defects. However, an electron microscopic study revealed thickening of the 
glomerular basement membrane (GBM) and effacement of the podocyte foot processes. 
When they are induced diabetes by the injection of streptozotocin, R3h null mice produced 
more albuminuria and decreased renal functions than the wild type controls. We identified 
R3h as a novel podocyte´s specific gene which might have a role in the development of 
diabetic glomerular disease. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、糖尿病性腎症のみならず、腎糸球体の

生理学的機構や病理学的変化における糸球

体上皮細胞（以下ポドサイト）の重要性が注

目されてきている。そこで我々は大規模な糸

球体特異的遺伝子の同定と機能解析といっ
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たプロジェクトを推進してきた。このプロジ

ェクトはマイクロビーズ還流法を用いたマ

ウ ス 糸 球 体 の 開 発 (Am J Pathol. 

2002;161:799-805）から始まり、マウス糸球

体特異的遺伝子データベースの構築やマウ

ス糸球体特異的 cDNAマイクロアレーの開発、

そしてこの 2つのプラットフォームを用いて

糸球体特異的遺伝子の同定を行い、現在まで

凡そ 300種類の糸球体特異的遺伝子を同定し、

その中で特にポドサイト特異的遺伝子に関

して報告すると共にその機能解析を行なっ

ている。(EMBO J. 2006;25:1160-74, J Am Soc 

Nephrol,.2007;18:689-97, Kidney int: 

2007:71: 889-900, Nephron Exp Nephrol. 

2007;106:e32-6, J Am Soc Nephrol. 

2008 ;19:260-8)。現在我々は、このプロジ

ェクトを通してポドサイト特異的かつ糖尿

病状態糸球体で発現上昇する遺伝子である

R3hdml を同定した。 

 
２．研究の目的 
ポドサイト特異的遺伝子 R3hdml 遺伝子の機
能解析。 
 
３．研究の方法 

R3hdml 遺伝子のマウス組織における遺伝子

発現を RT-PCR 法を用いて検討した。R3hdml

タンパクの発現様式を検討する目的で抗

R3hdml 抗体を作成し、ヒト腎組織における発

現様式を免疫組織染色法にて検討した。

R3hdml の in vivo における役割を検討する目

的で R3hdml ノックアウトマウスを作成する

と共に、ストレプトゾトシン(STZ)を投与し、

糖尿状態における R3hdml の機能解析を行な

った。 

 
４．研究成果 
R3hdmlR3hdmlR3hdmlR3hdml 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ははははポドサイトポドサイトポドサイトポドサイトにににに特異的特異的特異的特異的でありでありでありであり、、、、
糖尿病状態糖尿病状態糖尿病状態糖尿病状態においてにおいてにおいてにおいて発現亢進発現亢進発現亢進発現亢進するするするする。。。。    

最初に R3hdml の組織における発現様式を検

討した。マウスの脳組織、肺、心臓、肝臓、

脾臓、腎臓等の主要臓器から RNA を抽出し、

R3hdml 遺伝子発現様式を RT-PCR 法を用いて

検討した結果、R3hdml は腎臓においてのみ発

現が観察された。引き続いて、R3hdml タンパ

クに特異的な抗体を作成しヒトの腎組織に

おける発現様式を免疫組織染色で検討した

結果、R3hdml タンパクは糸球体のポドサイト

の核周囲に発現していることが明らかとな

った（図１）。 

 
図１ 抗 R3hdml 特異的抗体を用いたヒト腎
組織における R3hdml タンパクの発現。 
 

さらに糖尿病状態の糸球体における R3hdml

遺伝子の発現様式を観察する為、 

１型糖尿病モデルマウスである Akitaマウス

より糸球体を採取し、野生型と比較した結果 

Akita マウス糸球体では R3hdml 

発現が有意に上昇していた。（図２） 

図２ Akita マウスと野生型マウスの糸球体

における R3hdml 遺伝子の発現比較 



R3hdmlR3hdmlR3hdmlR3hdml 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウスノックアウトマウスのののの作成作成作成作成    

このポドサイトに特異的に発現し糖尿病状

態において発現が亢進する R3hdml という遺

伝子は、植物から哺乳類まで保存された遺伝

子であるが、その機能に関しては全く不明で

ある。そこで R3hdml 遺伝子の機能解析目的

に、通常のホモロガスリコンビネーション法

を用いてノックアウトマウス(R3hKO)を作成

した。R3hKO マウスは R3h ヘテロマウス同士

の交配ではメンデルの法則に従って生まれ、

その成長過程において野生型と比し差を認

めなかった。生後２カ月の検討では、体空腹

時血糖値、血圧においても野生型と比し差を

認めず、BUN,クレアチニンを指標に検討した

腎機能に関しても異常を認めなかった。 

組織学的な検討では H&E 染色、PAS 染色を施

行するも野生型と R3hKOマウスを区別するこ

とができなかった。しかしながら電子顕微下

に観察した所、ポドサイトの足突起の癒合や

扁平化、糸球体基底膜の肥厚や構造変化、特

に内皮細胞側において基底膜の構築変化が

生じていた。（図 3）。 

 

図 3 R3hKO マウス糸球体の構造変化 

 

基底膜の構造変化を認めた為、基底膜構成成

分の一つであるフィブロネクチンの発現を

RT-PCR 法を用いて検討した所、フィブロネク

チン遺伝子の発現亢進を認めた。 

定常状態において R3hKOは目立った表現型を

示さなかったため、R3hdml ノックアウトマ

ウスに抗糸球体基底膜抗体を投与し炎症を

惹起したり、ストレプトゾトシンを投与して

糖尿病を惹起させるとR3hdmlノックアウト

マウスでは野生型に比し尿アルブミン排泄

が増加した。 

    

R3hR3hR3hR3hKOKOKOKO マウスマウスマウスマウス糸球体糸球体糸球体糸球体のののの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子プロファイリプロファイリプロファイリプロファイリ

ングングングング    

続いて、R3hKO におけるポドサイトや糸球体

基底膜の変化が何故生じるのかを検討する

目的で R3hKO マウス並びに野生型から糸球体

を採取し、Affymetrix 社の Genechip を用い

て遺伝子プロファイリングを行った。その結

果、R3hKO マウス糸球体では vascular growth 

factor C (VEGF-C)遺伝子の発現が低下して

いることが明らかとなった。VEGF-C はリンパ

管の発生に重要な役割を果たすことが知ら

れている増殖因子であり、腎臓においてはポ

ドサイトから分泌されることが報告されて

いた。しかしながら VEGF-C の変異マウスに

おける糸球体の超微細構造に関しては報告

がなかったため、フィンランド、ヘルシンキ

大学の Kari Alitalo 教授より VEGF-C ヘテロ

マウス（VEGF-C ノックアウトは胎生致死の

為）の腎臓を享受し、解析した所、VEGF-C ヘ

テロマウスの糸球体では R3hKOで観察された

ものと同様の糸球体基底膜の肥厚が観察さ

れた。この結果は R3h 遺伝子がポドサイト特

異的に VEGF-C の発現調整を介してポドサイ

トの構造や糸球体基底膜の恒常性の維持に

関与している可能性が示唆される。現在、遺

伝子プロファイリングによって得られた他

の遺伝子に関しても検討を行っており、この

R3hdml 遺伝子の機能解析を通して糖尿病性

腎症をはじめとした腎疾患の発症メカニズ

ムの理解へと繋げてゆきたい。 
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