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研究成果の概要（和文）：本研究ではin vivoでのmiR-29bによる腎線維症抑制を目的とした．Micro RNAのデリ
バリーツールとしてAAV(アデノ随伴ウイルス)を使用した．AAVは非病原性で，近年ではヒト遺伝子治療の臨床治
験でも使用されている．AAVには1-11までのセロタイプが存在しており，各セロタイプは異なる組織親和性を有
している．腎臓へ効率的に遺伝子導入可能なセロタイプを検証したところ，AAV6の遺伝子導入効率が最も高いこ
とが判明した．
miR-29b高発現AAV6ベクターを作成し，腎線維症モデルマウスである，UUOマウスに投与し，腎線維症抑制の検討
を行った．結果，腎間質線維化の抑制を認めた．

研究成果の概要（英文）：Renal fibrosis is a common feature of CKD, which has no available specific 
treatment. Previous studies showed that miR-29b inhibits renal fibrosis in mice models. However, an 
efficient method of kidney-targeted miRNA delivery has yet to be established.
Recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors have great potential for clinical application. The
 distinct AAV serotypes exhibit different tissue tropisms. For kidney-targeted gene delivery, the 
most suitable AAV serotype has yet to be established. We found that rAAV6 vector is the most 
suitable for targeting kidney cells regardless of animal species in vitro and rAAV6 is the most 
suitable vector for kidney-targeted in vivo gene delivery in mice. Intra-renal pelvic injection of 
rAAV vectors can transduce genes into kidney TECs. Furthermore, rAAV6-mediated miR-29b delivery 
attenuated renal fibrosis in UUO model by suppressing Snail1 expression.

研究分野：腎臓内科学分野

キーワード： 腎線維症　AAV　micro RNA　miR-29b

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎間質線維化は糖尿病，高血圧など様々な病態が原因とされており，一度起きた線維化は不可逆的である．一般
に慢性腎臓病の初期は糸球体病変であり、これに対しては様々な治療法が存在するが，その後進行が進み，間質
線維化が病態の中心になると，人工透析導入の大きな原因となっている．そのため腎間質線維化の抑制を治療目
標とすることで，将来的に人工透析導入数の減少を目指すことが可能であると考える．
本研究の成果により，腎線維症の治療法としてmiRNA補充療法を実用化するための可能性を見い出せたと考え
る．またAAVは臨床応用可能なウイルスベクターであり，腎臓への遺伝子治療においても意義ある成果を残せた
と考える．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腎間質線維化は腎炎，糖尿病，尿管閉塞など様々な病態が発症原因とされており，一度起きた線
維化は不可逆的である．一般に慢性腎臓病の初期は糸球体病変であり，これに対しては様々な治
療法が存在するが，その後進行が進み，間質線維化が病態の中心となる時期に入ると，腎機能低
下速度が上昇し，人工透析導入の大きな原因となっている．そのため腎間質線維化の抑制を治療
目標とすることで，将来的に人工透析導入数の減少を目指すことが可能であると考える． 
 
２．研究の目的 
疾患に関与する遺伝子を直接標的にすることが可能な核酸医薬は、次世代の分子標的治療薬と
して期待されており、中でも microRNA-29b(miR-29b)は抗線維化作用を有することが報告されて
いる。そこで本研究では microRNA-29b による腎線維症の抑制を目指した．TGF-βは腎間質線維
化の主要なメディエーターであり，その刺激により細胞外マトリックスの蓄積を促進する．近年，
腎臓病における TGF-βシグナルと microRNA(miRNA)発現との関係性が注目されている．中でも
miR-29 ファミリーは TGF-βシグナルを阻害することで，細胞外マトリックスの蓄積・上皮間葉
転換を抑制し，腎臓を線維化から守る働きを持つことが知られている．miR-29 は腎臓・肺・心
臓に豊富に存在するが，線維症が起こるとその発現量は低下する．miRNA 補充療法は，線維化の
過程で発現が低下した線維化抑制性の miRNA を外から補充することで，その miRNA が標的にす
る複数の線維化に関与する遺伝子を抑制するというストラテジーに基づいた革新的な治療法で
ある．TGF-βは線維化において中心的な役割を果たしているが，その他の機能は多岐に渡り，個
体発生や組織再構築，創傷治癒，炎症・免疫など幅広い領域で重要な役割を担っている．そのた
め，TGF-βを治療の直接標的にすることは出来ない．miR-29b は TGF-βを直接の標的とはせず，
その下流の遺伝子を標的とすることでコラーゲンなどの細胞外マトリックス発現を抑制する． 
microRNA をはじめとする核酸医薬はそのデリバリーツールが確立されておらず，本研究では
AAV(アデノ随伴ウイルス)に着目した．AAV は非病原性で，近年ではヒト遺伝子治療の臨床治験
でも使用されている．AAV には 1-11 までのセロタイプが存在しており，各セロタイプは異なる
組織親和性を有している．そこで本研究では腎臓に最も効率的に遺伝子導入可能な AAV のセロ
タイプを検証した．また miR-29b 発現 AAV ベクター投与による腎線維症抑制の検討も行った． 
 
３．研究の方法 
1)腎臓へ高効率で感染する AAV ベクターのセロタイプを検討した．セロタイプ 1から 9の GFP 発
現 AAV ベクターを尿管上皮細胞株および，腎線維芽細胞株へ感染後，フローサイトメトリーで解
析した．結果，AAV2/6 の感染効率が高かった．同様にマウス腎臓へ経腎盂的にセロタイプ 1 か
ら 9の GFP 発現 AAV ベクターを投与した．結果，AAV6 の感染効率が高かった．2）miRNA-29b 高
発現 AAV ベクター作製のため，miRNA-29b 前駆体の二次構造を検討した．結果，miRNA-29b 高発
現 AAV ベクターの作成に成功した．同ベクターの腎臓細胞への感染により type1 collagen，
Snail1 mRNA 発現量の有意なノックダウンを認めた．3)miR-29b 高発現 AAV ベクターの経腎盂的
投与による腎線維症抑制の検討を行った．腎線維症モデルマウスとして片側尿管結紮を行う UUO
モデルを使用した． 
 
４．研究成果 
本研究では感染部位特定のため GFP 発現 AAV ベクターを投与した．
結果，経腎盂的投与により AAV6 ベクターは広範囲に尿管上皮細胞
へ感染することが分かった（図 1）． 
続いて本研究では miR-29b 高発現 AAV ベクター作製のため，miRNA-
29b 前駆体の二次構造を検討した．（図 2）で示すように 4種類のベ
クターを作成し，それぞれにおける miR-29b 発現効率，標的遺伝子
のノックダウン効率を評価した．まず 1つ目が
通常の precursor 体，2 つ目が miR-29b-
precursor 体のループ構造を miR-30 のループ
構造に変更したものである．このループ構造は
先行研究でより安定性が高く，より Dicer によ
るプロセシングが促進される構造であると報
告されている．続いて 3つ目は primary 体，4
つ目は primary 体をタンデムに配列したベク
ターである． 
これら 4 種類のベクターを尿管上皮細胞に感
染させた後，miR-29b の発現および標的遺伝子
である Col1a1，Snail1 のノックダウン効率を
RT-ｑPCR で評価した（図 3）．結果，miR-30 の
ループ構造を有するベクターにおいて miR-
29b の発現が高く，Col1a1，Snail1 のノックダウン効率も高いことが分かった．以上より本研究



において miR-29b 高発現 AAV ベクターの作成に成功した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
先行研究において尿管上皮細胞における Snail1 発現をノックダウンすることで，腎間質線維化
が抑制されることが報告されている．従って miR-29b 高発現 AAV ベクターの尿管上皮細胞への
感染により腎間質線維化が抑制されることが予想される． 
続いて本研究では UUO 作成 3日後に AAV ベクターを投与し，10日目に RT-qPCR で Snail1 発現を
評価した，結果，miR-29 発現 AAV ベクター投与群では Snail1 mRNA 発現がノックダウンされる
ことが分かった（図 4）． 
続いて AAV ベクター投
与後の腎間質線維化
を，マッソントリクロ
ーム染色で評価した
（図 5）．一番左側が何
も処置をしていない
normal 群，2つ目が UUO
のみを施した UUO 群，3
つ目が UUO マウスに空
の AAV ベクターを投与
したコントロール群，
一番右が UUO マウスに
miR-29b 発現 AAV ベク
ターを投与した群であ
る．下のグラフではマ
ッソントリクローム染
色における間質線維化
の面積率を示してい
る．結果，UUO 群，コン
トロール群と比較して
miR-29b 発現 AAV ベクター投与群では有意に腎間質線維化が抑制されることが分かった． 
以上から，miR-29 発現 AAV ベクターの尿細管上皮細胞への感染により，Snail1 発現が抑制され， 
結果，腎間質線維化が改善することが示唆された． 
 
本研究の成果により AAV6 ベクターの腎遺伝子治療への可能性，micro RNA 補充療法の臨床応用
の可能性が示されたと考える． 
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