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研究成果の概要（和文）：LPSと志賀毒素を用いHUSモデルマウスを作製し、投与後６時間と72時間のマウス腎臓
からtotal RNAを抽出しマイクロアレイにて解析した。LPS/Stx2投与後、血小板減少と腎機能低下が認められ
た。マイクロアレイによる遺伝子発現解析では、コントロールと比較してTNF receptor-1/2. iNOS, およびIL-6
シグナル伝達経路の活性化がみられた。一方、LPS/Stx2投与72時間後では遠位ネフロンに存在するトランスポー
ターやレセプター遺伝子の発現低下を認めた。
生理および分子学的所見からHUSモデルマウスの遠位尿細管2および結合集合管および皮質集合管の主細胞損傷が
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：HUS model mice were prepared using LPS and Shiga toxin, and total RNA was 
extracted from the mouse kidneys 6 hours and 72 hours after administration and analyzed by 
microarray.After administration of LPS / Stx2, thrombocytopenia and decreased renal function were 
observed. Gene expression analysis by microarray showed activation of the TNF receptor-1 / 2. iNOS, 
and IL-6 signaling pathways compared to controls. On the other hand, 72 hours after LPS / Stx2 
administration, decreased expression of transporter and receptor genes present in the distal nephron
 was observed.
Physiological and molecular findings revealed chief cell damage to the distal tubule 2 and the 
connecting and cortical collecting ducts of HUS model mice.

研究分野： 小児腎臓病学

キーワード： HUS　LPS　ベロ毒素　MicroRNA　マイクロアレイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、生理および分子学的所見からHUSモデルマウスの遠位尿細管2および結合集合管および皮質集
合管の主細胞損傷が明らかになった。間質障害は明らかな腎線維化の主要要因であるため、今後、これらの障害
に関与する分子メカニズムをさらに検討し、これら分子メカニズムに対応するmicroRNAを同定し、同定された
microRNAをHUSモデルマウスに用いることで硬化性病変や線維化への抑制効果が示されれば、ヒトの急性・慢性
腎障害後の線維化を制御可能な新規治療薬開発として期待される研究になり得ると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）組織の線維化は脳を除くほぼ全身の主要な臓器に生じ，線維化を起こした臓器は最終的に
機能不全に陥る。急性・慢性腎障害においても、腎線維化は急性腎障害の瘢痕形成や慢性腎臓病
の進行に関与しており、腎線維化の進行によって将来末期腎不全に移行する症例も多く、一度生
じた線維化は不可逆的性であるため、腎臓機能が徐々に廃絶する。 
したがって、腎線維化の機序を解明し、腎障害後の硬化性病変への進展や線維化を阻止すること
が腎機能低下の予防に重要とされる。しかしながら、現在の腎炎に対する治療、ステロイド薬や
免疫抑制薬や RAS 阻害薬などの多剤併用療法では、未だ腎線維化や硬化性病変を十分に阻止可
能な治療薬は未だ開発されておらず、これら線維化を阻止する新たな治療法が期待されている。 
 
（２）近年、発生、細胞増殖、代謝など様々な生命現象を制御する miRNA、特に臓器の線維化
に強く関与する miR-21 が報告されるようになった。このようなことから、急性・慢性腎障害に
おける腎線維化形成病態に対して miR-21 が強く関与するのではないか、また、miR-21 の阻害
薬が腎線維化の新規治療薬の開発になり得るのではないかという仮説をたて実験を行った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、急性・慢性腎障害の発症・進展過程における miR-21 の役割とその新規治療

薬としての可能性を明らかにすることである。そのために、本研究では、正常マウスや miR-21
ノックアウトマウスに溶血性尿毒症症候群（HUS）を惹起することで、miR-21 の発症病態、硬
化性病変や線維化進展における役割を検討し、さらに、その促進剤や阻害薬を投与し miR-21 の
病態への影響を検討することを予定している。さらに、ヒトの急性、慢性腎障害時の経時的血清、
尿、腎生検組織を用いて miR-21 の解析を行い、その機能を分析する。miR-21 が HUS に影響
を与えることがない場合、病態に関与すると考えられる新たな miRNA を同定する。 
 
３．研究の方法 
１）急性腎不全のモデルである HUS マウスを使用し、その発症病態や炎症進展過程、回復期あ
るいは硬化病変への進展時などにおける経時的な血清中、尿中、腎組織中の miR-21 の発現度と
miR-21 が制御する 84 種類の mRNA を搭載した Mouse miR-21 target PCR Array を用いて
mRNA 発現解析を行い、検尿所見や組織障害度、α-SMA、コラーゲンやマクロファージ浸潤と
の関連性を評価する。また、miR-21 の病態への関与を明らかにするために miR-21 ノックアウ
トマウスに HUS モデルマウスを作製し腎障害度や腎機能を比較検討する。 
 
２）病態の進行や線維化に関連する新たな microRNA を同定するために、HUS モデルマウスの
発症病態に関与する詳細な分子メカニズムをマイクロアレイにて解析した。ＬＰＳとベロ毒素
を用いて HUS マウスモデルを作成後６時間と 72 時間のマウスから腎臓の total RNA を抽出し
マイクロアレイにて、HUS 発症病態に特異的な分子を特定した。 
 
 
４．研究成果 
１）溶血性尿毒症症候群モデルマウスにおいてコントロール群と比較して腎障害発症 72 時間後
の miR-21 発現量の増加が認められたが、実際に、miR-21 ノックアウトマウスに溶血性尿毒症
症候群モデルマウスを作製し、miR-21 ノックアウトマウスとコントロール群の腎障害度を病理
学的に比較すると糸球体係蹄の拡大、メサンギオリーシス、メサンギウム増殖性病変に関して両
群間に差は認められず、腎病理組織学的所見や腎機能に差はなかった。 
 
２）LPS/Stx2 投与後、血小板減少と腎機能低下が認められた。一方、投与後 72 時間で尿浸透
圧と尿中Ｋの低下を認めた。マイクロアレイによる遺伝子発現解析では、LPS/Stx2 投与６及び
72 時間後の腎臓から抽出した total RNA は、コントロールと比較して発現変化した遺伝子がそ
れぞれ 1212 および 1016 個同定された。これらを Ingenuity pathway analysis で解析すると
TNF receptor-1/2. iNOS, および IL-6 シグナル伝達経路の活性化が明らかになった。 
一方、LPS/Stx2 投与 72 時間後では遠位ネフロンに存在するトランスポーターやレセプター遺
伝子の発現低下を認めた。特に、遠位尿細管２/結合尿細管および皮質集合管の主細胞の関連遺
伝子が、遠位尿細管および皮質集合管間在細胞の遺伝子よりも大幅に発現が低下していた。蛍光
抗体法による二重染色にて Stx 受容体である globotriosylceramide (Gb3)の局在を確認したとこ
ろ、Gb3は皮質集合管１に存在するPvalbや間在細胞に存在するSlc4alと共局在しなかったが、
皮質集合管１と皮質集合管２の両方に特異的に存在する Slc12a3 と主細胞の Aqp2 と共局在を
示した。 
 



結語：生理および分子学的所見から HUS モデルマウスの遠位尿細管および結合集合管および皮
質集合管の主細胞損傷が明らかになった。間質障害は明らかな腎線維化の主要要因であるため、
今後、これらの障害に関与する分子メカニズムをさらに検討することでこれらに関与する
miRNA を同定し、同定した miRNA を用いることで腎線維化に対する新規治療薬開発を進める
予定である。 
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