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研究成果の概要（和文）： 
腎臓は様々な小器官から成る臓器である。そこで、シスプラチン腎症起点部位である尿細管を

単離してマイクロアレイ解析を行い、腎毒性発現に関与する遺伝子の探索を行った。まず、本

手法の妥当性を検証し、尿細管の遺伝子発現を反映することを確認した。さらに、病態モデル

ラットの単離尿細管を用いて解析を行ったところ、ケモカイン類の顕著な発現上昇が認められ

た。以上より、ケモカイン類が尿細管におけるシスプラチン腎毒性発現の規定因子となること

が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Kidney consists of several renal segments. To clarify the gene expression profile in the 
renal tubule, which is the origin of cisplatin-induced nephrotoxicity, microarray analysis 
using the isolated tubules was carried out. At first, we confirmed that this experimental 
method reflected the tubular gene expression. In the isolated tubules of cisplatin-treated 
rats, the gene expression of chemokines was elevated. Chemokines are suggested to be the 
key factors of the renal tubular genes in cisplatin-induced nephrotoxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
 腎臓は最小機能単位ネフロンの集合体で
あり、ネフロンは糸球体、近位尿細管、ヘン

レ係蹄、遠位尿細管、集合管などの機能分節
より構成され、それぞれ固有の構造・機能に
関わる多様な遺伝子群の発現が認められる。
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腎障害は糸球体起点、尿細管起点、血流減少
など様々な素因に対して現れる GFR 低下を
呈する病態の総称として位置づけられてい
る。しかし、腎障害発現機構として検討され
る項目の多くは腎全体（whole kidney）にお
ける遺伝子発現解析であり、腎臓内の細胞間
情報伝達機構を考慮していない。すなわち、
腎保護法の考案および尿細管機能のマーカ
ー探索には個々の病態の起点部位における
規定因子の同定が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 薬剤性腎障害発現に関与する遺伝子はい
くつか報告されているが、薬物が尿細管障害
を誘発し GFR 低下へと導く細胞間情報伝達
機構に関する知見は皆無である。すなわち、
whole kidney を用いた検討ではヘテロな細
胞集団である腎組織の病変進展を個々に解
析・評価できないこと、株化された尿細管上
皮細胞はゲノム情報に乏しいイヌ、ブタ、フ
クロネズミ由来のものしか樹立されていな
いことから、尿細管特異的な遺伝子発現解析
の技術が未確立であり、ヘテロな細胞集団で
の情報伝達分子の同定に至っていないと考
えられる。本課題ではラット腎臓より実体顕
微鏡下で形態的特徴より高純度な近位尿細
管を単離して網羅的遺伝子発現解析を行う
ことで、薬剤性尿細管障害から GFR 低下へ
と伝播する近位尿細管由来の腎病変進展関
連遺伝子の同定を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）単離尿細管を用いた遺伝子発現プロフ
ァイルの構築と評価 
 ラット腎臓より近位尿細管を単離し total 
RNA を抽出後、T7 配列連結オリゴ dT プライ
マーを用い逆転写反応により鋳型 cRNA を作
成した。DNA アレイ解析には従来の蛍光検出
系より感度の高い化学発光検出系を特徴と
する ABI 社 Rat Genome Survey Microarray®
を用い、尿細管遺伝子発現プロファイルを構
築した。 
 
（2）腎機能障害モデルラットを用いた尿細
管遺伝子発現プロファイルの構築 
 シスプラチン 2 mg/kg の投与により尿細管
障害モデルを 10 mg/kg 投与により GFR 低下
モデルを作成できることを既に示しており、
これらの腎障害モデルを用いて単離尿細管
遺伝子プロファイルを作成した。 
 
（3）腎病態モデルの尿細管遺伝子発現プロ
ファイルを用いたメディエイター候補遺伝
子の探索 
 発現上昇した遺伝子を生物学的パスウェ

イナビゲーション（Pathway Studio®）を用
いて機能的関連遺伝子に分類し変動遺伝子
群を特定した。炎症反応では起点となる一因
子とそれに関連する複数の分子が同時に機
能するため、まずメディエイター関連群を特
定することがその上流にある規定因子の探
索に有効であると考えられる。そこで、その
遺伝子群の中から個々の分子機能特性の情
報を基にメディエイター候補遺伝子を決定
した。 
 
（4）ヒト OCT,MATE 安定発現 MDCK 細胞の構
築 
 それぞれ異なる抗生物質耐性を示すベク
ターに挿入したヒト OCT2（G418 耐性）およ
び MATE1,2-K（ハイグロマイシン耐性）を、
有機カチオン輸送系を有さない極性細胞で
あるイヌ腎由来 MDCK 細胞にリポフェクショ
ン法により導入した。細胞を 2種の抗生物質
含有培地中で 10‐14 日間培養することで、
抗生物質耐性細胞を抽出した。さらに、耐性
細胞をクローン化後に細胞形態、mRNA 発現及
び典型的基質であるテトラエチルアンモニ
ウム TEA の取り込み活性を調べ、安定発現細
胞株を選択した。 
 
（5）ヒトにおけるカチオン性薬物メトホル
ミンの尿細管分泌能の評価 
 京都大学医学部附属病院糖尿病栄養内科
に入院中で 5日以上（定常状態）メトホルミ
ン服用中の患者において、服用前、服用後 4
時間、9時間に採血し、HPLC 法によりメトホ
ルミン血中濃度測定を行った。また、余剰分
の血液よりゲノム DNAを抽出しダイレクトシ
ークエンス法により OCT2、MATE1 および
MATE2-K 遺伝子の SNP を検索した。加えて、
カルテ調査による患者背景（併用薬、生化学
的検査値、副作用など）の情報収集を行った。 
 
 
４．研究成果 
 研究計画初年度である平成 20 年度は腎障
害モデル動物として、2mg/kg シスプラチンを
投与した尿細管障害モデルおよび 10mg/kg シ
スプラチンを投与した GFR低下モデルを作製
し、腎機能の評価を行った。さらに、これら
モデルラット腎臓より近位尿細管を単離し
てマイクロアレイ解析を行い、尿細管遺伝子
発現プロファイルを構築した。研究計画最終
年度である平成 21 年度には、2mg/kg シスプ
ラチンを投与した尿細管障害モデルおよび
10mg/kg シスプラチンを投与した GFR 低下モ
デルにおいて、単離尿細管のマイクロアレイ
解析を行った。その結果、尿細管においてシ
スプラチンによるケモカイン類の特徴的な
発現上昇が認められ、当研究室で以前に行っ
た慢性腎不全モデルとは遺伝子発現プロフ



 

 

ァイルが大きく異なることが判明した。また、
臨床的シスプラチン腎症モデルである
5mg/kg シスプラチン投与ラットにおいて、腎
障害の進行に対応した経日的な各種ケモカ
イン類の発現上昇が認められた。以上より、
シスプラチン腎症においてケモカイン類が
尿細管上皮細胞由来の炎症因子である可能
性が示された。 
 正常及び慢性腎不全モデル動物の腎 mRNA
発現データベースを用いた in silico データ
解析により新規トランスポータ候補遺伝子
を抽出した。さらに、siRNA を用いた機能解
析を行い新規リボフラビントランスポータ
RFT1 の同定に成功した。哺乳類でリボフラビ
ントランスポータの分子実体はこれまで明
らかにされておらず、RFT1 の同定によりリボ
フラビンの恒常性に関する分子機構の解明
とリボフラビン欠損症の病態生理機構の解
明につながると期待される。 
 ヒト尿細管上皮細胞モデルが確立されて
おらず、in vitro での腎排泄能の予測は困難
であった。今回、ヒト有機カチオン輸送系
OCT2/MATE1 を発現させたダブルトランスフ
ェクタントを構築した。これにより、培養細
胞を用いたカチオン性薬物の経細胞輸送の
評価が可能となった。さらに、白金系抗がん
剤の中で唯一オキサリプラチンが、幅広い組
織分布を示す有機カチオントランスポータ
OCT3 に輸送されることを明らかにした。この
成果は、オキサリプラチンの大腸がんに対す
る効果発現という特徴的な薬理作用を考え
る上で重要な情報になると考えられる。 
 さらに、ヒトにおいてメトホルミンの排泄
能を指標として、尿細管機能を評価した。そ
の結果、メトホルミンの分泌はクレアチニン
クリアランスと良好な相関が認められた。一
方、有機カチオン輸送系 OCT2、MATE1、MATE2-K
のヘテロの変異や他の臨床検査値との関連
は観察されなかった。しかし、本症例では腎
障害患者は含まれていない。このことから、
少なくとも腎機能が比較的よい状態の患者
群では、クレアチニンクリアランスがカチオ
ン性薬物の尿細管分泌能の指標になると考
えられる。 
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