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研究成果の概要（和文）： 

ヒト腎生検組織を micro disection し、mRNA を抽出して DNA マイクロアレイによる網
羅的遺伝子発現解析を行ったが、充分な感度は得られていない。急性腎障害動物モデルに
関する DNA アレイ研究につきバイオ・インフォマティクス・ツールで解析を行い、共通
した発現変化を示す遺伝子群を同定した。これらの遺伝子群を糖尿病性腎症（DN）にお
ける DNA アレイ結果と比較し、進行性 DN を clustering 解析で予測できた。さらに転写
調節機構の解析方法の確立に努めた 
 
研究成果の概要（英文）： 
A comprehensive gene expression analysis was performed by using mRNA extracted 
from human renal biopsy specimens after micro-disection, however signal sensitivity 
has still remained at the level of detection limit. In parallel, a bio-informatics analysis 
was conducted by using animal models of acute kidney injury. Comparison of the gene 
expression signatures of murine renal failure identified a shared transcriptome of 45 
differentially regulated genes. 67% of these mRNAs were regulated in human renal 
disease and successfully segregated progressive DN from controls by clustering 
analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

わが国における維持透析患者数は、2006 年
12 月末現在では 26.4 万人を超えて増加の一

途をたどり、医学的のみならず医療経済的に
も大きな問題となっている。透析導入患者の
原疾患第 1 位は糖尿病性腎症であるが、糖尿
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病患者数の急激な増加に伴い、今後も糖尿病
性腎症による末期腎不全患者数は大幅に増
加することが確実であり、その対策が緊急の
課題である。 

しかし現在の糖尿病性腎症に対する治療
は、ACE-I、ARB などによる腎保護を中心と
した保存的治療の段階に止まっており、真に
有効な治療法や対策は確立されていない。こ
れは、糖尿病性腎症の病態、殊にヒトにおけ
る糖尿病性腎症の病態が充分には解明され
ておらず、独創的な創薬のターゲットとなる
pathway や転写調節機構が明らかになって
いないためである。これまでにも、糖尿病性
腎症の病態を解明すべく精力的な研究が行
われてきたが、それらの成果が有効にヒト糖
尿病性腎症に応用できない原因として、主に
4 つの問題点が考えられ、本研究ではそれぞ
れについて対策を施したので、☞に示す。 

＜従来の研究の問題と本研究での改善点＞ 

(１) ヒトと異なる病態･臨床経過を呈する I

型糖尿病などの動物実験モデルを用い
た研究であった。 

☞ヒト II 型糖尿病性腎症の腎生検組織
における遺伝子発現を解析する。 

(２) 特定の遺伝子･タンパク群に注目した研
究であったが、新規性を重んじるあまり、
腫瘍学、血液学などの先進的研究の成果
に依存し、必ずしも糖尿病性腎症の病態
に即した研究ではなかった。 

☞cDNA アレイ法により、genome-wide

な網羅的遺伝子発現解析を行う。 

(３) 特定の遺伝子･タンパク群の発現変化を
whole kidney で研究していた。 

☞腎臓の複雑な解剖・生理を考慮し、糸
球体と尿細管･間質部に microdisection

し解析する。 

(４) 緩徐進行性の糖尿病性腎症の複雑な病
態を充分に考慮することなく、単一ある
いは尐数の遺伝子･タンパクの発現変化
や機能異常で理解しようとした。 

☞糖尿病性腎症進展に絞り、得られた遺
伝子発現に関する結果を、腎生検時の腎
機能、蛋白尿や、前向きでの腎機能、蛋
白尿の変化などの臨床データと組み合
わせて検討する 

創薬ターゲット探索のため、本研究では
cDNA アレイ法を用いる。従来の cDNA アレ
イ法による研究の多くは、統計学的に有意な
発現変化をする非常に多数の遺伝子のうち、
既知の情報から判断して、興味深いごく尐数
の遺伝子を恣意的に抽出し、その発現変化を
RT-PCR 法により確認するに止まっており、
cDNAアレイ法の有する網羅的解析という特
長を充分に生かし、総合的に解析できていな
かった。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、糸球体と尿細管･間質部に
microdisectionしたヒト II型糖尿病性腎症腎
生検組織において、cDNA アレイ法により
genome-wide に網羅的遺伝子発現解析を行
い、糖尿病性腎症進展に関わる pathway 並
びに転写調節機構を解析し、新規創薬ターゲ
ットを同定することである。本研究の成果は、
新規創薬ターゲットを解明することで、糖尿
病性腎症進展に対する特異的な治療法の開
発に繋がり、わが国のみならず世界的に糖尿
病性腎症による腎不全患者数を減尐させ得
ると期待される。 

 

３． 研究の方法 

(１) ヒト糖尿病性腎症腎生検組織より
microdisectした糸球体部よりmRNAを
抽出し、Agilent technology 社の Whole 

Human Genome オリゴ DNA マイクロ
アレイを一色分析法により感度を改善
して、cDNA アレイ法によるヒト糖尿病
性腎症糸球体部の網羅的遺伝子発現解
析を行う。 

(２) cDNA アレイにおける遺伝子発現結果
をバイオ・インフォマティクス手法によ
り創薬ターゲットとなる候補分子を決
定する。DNA アレイ解析より得られた
網羅的遺伝子発現データは、dChip, 

SAM で統計学的に解析し、公的な Gene 

Ontology、DAVID ソフトウェアならび
に、Ingenuity 社の Pathway 解析ソフ
トウェア、Genomatix 社の Eldorado、
Gene2 Promoter 、 MatInspector 、
BiblioSphere などの各種解析ソフトウ
ェアにより、pathway レベル、転写調節
機構のレベルでの解析を行う。 

(３) 代表的な急性腎障害モデルである虚血
再潅流モデル、片側尿細管結紮モデル、
アドリアマイシン腎症モデルにおける
DNA アレイでの網羅的な遺伝子発現解
析結果を用いて上記のバイオ・インフォ
マティクス解析の有効性を検証する。
DNA アレイ解析で共通した発現変動を
きたす遺伝子群を同定し、その結果をヒ
ト腎生検結果を比較検討する。さらに
clustering 解析により、DN 腎症の進行
度を予測可能か検討する。 
 

４．研究成果 
(１) ヒト腎生検組織より microdisection に

より糸球体を単離し、mRNA を抽出す
る技術を確立した。 

(２) 腎生検組織 mRNA にて DNA アレイ解
析を行った。mRNA 量が尐なく、これ
までのところ充分な感度ガ得られてい
ない。DNAアレイ結果例を図 1に示す。 



 

 

図 1：DNA アレイ結果（拡大） 
(３) DNA アレイ結果より、発現変動する遺

伝子群を同定したが、ヒト腎生検組織よ
り抽出した糸球体では十分なシグナル
を得ることが困難であった。コントロー
ルとして解析した微小変化型ネフロー
ゼの血球における遺伝子発現変化解析
結果例を示す。 

図 2：微小変化型ネフローゼにおける網羅的
な遺伝子発現変動解析結果 
(４) 得られた遺伝子発現変化より Ingenuity

ソフトによる pathway 解析を行い、さら
に Genomatix による promotor module 解
析 を 行 っ た 。 ま た Genomatix 
Bibliosphere 解析で、これまでに報告さ
れた 120 万件以上の研究 abstract を自
動抽出したデータベースより、関連分子
検索を行った。 

(５) 急性腎障害（AKI）動物モデルでの DNA
アレイ解析結果を活用し、バイオ・イン
フォマティクス解析の有効性を示した。
3種のAKIモデル動物における4DNAアレ
イ研究での発現変動を比較して、共通し
て発現変動する遺伝子群を同定した。発
現亢進する 39 遺伝子、減弱する 6 遺伝
子のうち、特に 4つの DNA アレイ解析の
うち3つ以上で同一の発現変動を示した
遺伝子群を表 1に示す。 

図 3：Ingenuity 解析結果例 

表 1：AKI モデルで共通する遺伝子発現変化 
(６) 腎障害群として糖尿病性腎症（DN）13

例、腎硬化症 15 例、また対照群として
糸球体基底膜菲薄症 6例、微小変化型ネ
フローゼ 4例、生体腎移植 7例、腎摘除
術における摘出腎組織 4 例、合計 49 例
のヒト腎生検組織でのDNAアレイ結果で、
上記の 49 遺伝子発現変動を検証した。
ヒト腎生検組織においても、腎障害群で
は発現亢進する 39 遺伝子中 24 遺伝子
(61.5%) 、また減弱する 6遺伝子中 2遺
伝子（33.3%）において同様な発現変動
を確認し、これらの遺伝子発現レベルは
Cr 値や腎生検での腎障害度と相関を認
めた。 

(７) 45 遺伝子による clustering 解析により、
DN のうち進行性腎障害群を軽度の腎障
害やコントロール群と鑑別可能であっ
た（図 3）。 

 
得られた成果の国内外における位置づけと
インパクトならびに今後の展望：本研究の成
果により、ヒト腎生検組織を用いた網羅的な
遺伝子発現解析の有効性が示された。とくに
バイオ・インフォマティクスを駆使すること
で、AKI 動物モデルとヒト腎障害で共通する

Gene Name Gene Accession#
procollagen, type XVIII, alpha 1 L22545, U03715

GRO1 oncogene J04596
neutrophil gelatinase-associated lipocalin X81627

pMAT1 L31958
procollagen, type I, alpha 2 X58251

procollagen, type III, alpha 1 X52046
procollagen, type XV AF011450, D17546

SSeCKS AB020886

tenascin C X56304
thrombospondin 1 M62470

transgelin Z68618
tubulin beta 5 X04663

vascular smooth muscle alpha-actin X13297

Gene Name Gene Accession#
epidermal growth factor V00741
  growth arrest specific 2 M21828

Up-regulated mRNA found in ≥ 3 studies

Down-regulated mRNA found in ≥ 3 studies



 

 

遺伝子群が明らかとなっており、新たな層薬
のターゲットして注目される。一方で現段階
ではヒド腎生検組織より単離した糸球体に
おける DNA アレイ研究は困難であり、更なる
研究手法の改善を要する。 

図 3：Clustering 解析結果 
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