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研究成果の概要（和文）：CBWD1は申請者が見出したCAKUTの新規原因遺伝子である（Kanda S, et al. Journal 
of the American Society of Nephrology, 2020）。本研究では、CBWD1がどのように腎臓発生に関わっているか
明らかにするために解析を行った。
CBWD1は尿管芽に発現しているため、Retの発現変化を評価したが、Cbwd1ノックアウトマウスにおいて発現量の
変化は認められなかった。次にCBWD1ノックアウトマウス胎仔腎を用いて、RNA-seq解析を行った。Cbwd1ノック
アウトにより発現量に変化があった遺伝子は65個確認された。

研究成果の概要（英文）：CBWD1 is a novel causative gene for CAKUT discovered by the applicant (Kanda
 S, et al. Journal of the American Society of Nephrology, 2020). In this study, we analyzed how 
CBWD1 is involved in kidney development.
Since CBWD1 is expressed in ureteric buds, we evaluated changes in Ret expression, but no changes in
 expression levels were observed in Cbwd1-knockout mice. Next, RNA-seq analysis was performed using 
CBWD1 knockout mouse embryonic kidney. Sixty-five genes whose expression level was changed by Cbwd1 
knockout were confirmed.

研究分野：小児腎臓病学

キーワード： CBWD1　尿管芽　腎臓発生　先天性腎尿路異常　CAKUT
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CBWD1の腎臓発生における役割を明らかにすることを目的に研究を行った。CBWD1ノックアウトにより発生期腎臓
で発現量が変動する遺伝子群を見出した点は新規性がある。しかし、これらの遺伝子群の腎臓発生への関わりは
明らかにできなかったので、この点は今後の課題である。
一方、CBWD1に関する申請者が執筆した論文（Kanda S, et al. Journal of the American Society of 
Nephrology, 2020）が他の論文から引用されたり、CBWD1に関する他の研究報告がされたりするようになったこ
とはCBWD1に関係する研究の先駆けとして社会的意義があったと言える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
先天性腎尿路異常（congenital anomalies of the kidney and urinary tract; CAKUT）は先天
的に腎尿路の形態異常を認める疾患の総称である。小児末期腎不全の原因疾患の 40%を占め最
も多く、小児腎臓病領域において重要な疾患概念である（Vivante A, et al. Nature Reviews 
Nephrology, 2016）。末期腎不全に至った場合、維持透析（腹膜、血液）、腎移植が行われるが、
これらの治療は成長期にある小児患者にとっては負担が大きい。新たな腎代替療法として期待
される腎再生医療を実現するためにも CAKUT の発症機序の解明、腎臓発生メカニズムの詳細
を明らかにすることが望まれる。 
 腎臓はヒトでは胎生 4週に発生が始まる。前腎、中腎、後腎の順に形成され、前腎、中腎は消
退し、後腎が腎臓として機能する。中腎管が尾側に伸長し、下端から尿管芽が後腎間葉に向かっ
て出芽し後腎の形成が始まる。後腎間葉と尿管芽は相互作用し、後腎間葉は糸球体、尿細管に分
化し、尿管芽は分岐を繰り返し集合管、尿管へ分化する。尿管芽の分枝形態形成において GDNF-
RETシグナルが中心的な役割を果たしている。後腎間葉から分泌される GDNFは尿管芽に発現
する受容体 RETチロシンキナーゼと結合し、下流にシグナルが伝わり尿管芽の分枝、分化が行
われる。 

CAKUTは胎内環境の影響や遺伝子異常などによって腎臓発生が障害を受け発症する。環境要
因としては感染症や薬物の影響などが挙げられる。遺伝子異常としては単一遺伝子異常、エピジ
ェネティクな変化、コピー数多型が知られている（Nicolaou N, et al.  Nature Reviews 
Nephrology, 2015）。CAKUT の原因遺伝子は約 40 種類知られているが、これらの遺伝子異常
が CAKUT患者から見つかる頻度は 10-15%であり、未知の原因遺伝子の存在が示唆される（van 
der Ven AT, et al. Journal of the American Society of Nephrology, 2018） 。 
 CBWD1 （Cobalamin Synthetase W Domain-Containing Protein 1）は、申請者が発見した
CAKUT の新規原因遺伝子である（Kanda S, et al. Journal of the American Society of 
Nephrology, 2020）。CAKUTの兄妹を含む 5名の家族（他の 3名は健康）に対し全ゲノムシー
クエンスを施行し、患者特異的に CBWD1遺伝子の開始コドンを含むエクソン 1がホモ接合性
に欠失していることを見出した。両親はヘテロ接合性欠失だった。Cbwd1 ノックアウトマウス
を 2種類のライン（C57BL/6N-Cbwd1em1, C57BL/6N-Cbwd1em2）作成し解析したところ、
Cbwd1 は尿管芽の細胞核内に発現し、ノックアウトマウスが重複尿管、水腎症など、尿路の異
常を呈することが分かった。以上より Cbwd1は尿管芽に発現し尿路の発生に寄与し、その遺伝
子異常が CAKUTを呈することが分かった。 
 
 
２．研究の目的 
申請者はCAKUTの新規原因遺伝子としてCBWD1を見出したが、腎臓発生におけるCBWD1
の役割は分かっていない。そこで、腎臓発生における CBWD1 の分子機構を明らかにするため
に研究を行う。 
 
 
３．研究の方法 
Gata3 は尿管芽に発現し、Ret の発現を制御していることが知られている。 
申請者は予備実験において、Cbwd1 と Gata3 が in vivo（マウス胎仔腎）で共局在しているこ
と、Cbwd1 が Gata3 と生化学的に結合することを見出した。また、マウス胎仔腎を用いて抗 Gata3
抗体と抗 Cbwd1 抗体によるクロマチン免疫沈降を行い Cbwd1 が Gata3 と共に Ret 遺伝子プロモ
ーターに結合することやルシフェラーゼアッセイによって Cbwd1 が Gata3 の転写活性を増強す
ることを明らかにしていた。以上より、CBWD1 が尿管芽において遺伝子発現を制御している可能
性が考えられ、以下の実験を行った。 
 
(1) Cbwd1 ノックアウトマウスにおける Ret の発現変化の解析：Cbwd1 ノックアウトマウスと
Wild Type マウスの胎仔腎を用いて、免疫染色法より Ret の発現分布や発現量の変化を解析す
る。 
 
(2) Cbwd1 が発現制御を行う遺伝子群の解析：Cbwd1 ノックアウトマウスと Wild Type マウスの
胎仔腎を用いて RNA-seq 解析を行い、Cbwd1 のノックアウトにより発現量が変化する遺伝子群を
明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) Cbwd1 ノックアウトマウス（C57BL/6N-Cbwd1em1）胎仔の腎臓と wild type マウス胎仔の腎
臓の切片を用いて Ret の発現変化を免疫染色法にて評価したが、両者ともに Ret は尿管芽に一



致して発現していた。Ret の発現量の明らかな差は認められなかった。 
 
(2) CBWD1ノックアウトマウスとwild typeマウス胎仔の腎臓を用いて、RNA-seq解析を行った。
CBWD1 の発現は wild type マウスでは発現が確認され、ノックアウトマウスではその発現が消失
していたことから実験はうまくいっていると評価した。 
(1)で行った免疫染色による解析と同様に Ret 遺伝子の発現量に差は認められなかった。両者
間に有意差があった遺伝子は 65 種類あった。その中でデータベース上で胎生期の腎臓に発現し
ていることが知られているものは 5つ（Slc4a1、Pkdh1l1、Car2、Ren1、Spp1、Nkx2-2）確認さ
れた。 
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