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研究成果の概要（和文）：本研究は、原因不明の末期腎不全症例の原因および病態解明を目指したものである。
１）原因不明の末期腎不全症例に遺伝性腎疾患が多数存在する可能性があること、２）腎発生に必須の転写因子
であるPAX2遺伝子により制御される遺伝子群が、遺伝性腎疾患の原因遺伝子となりうる可能性があること、に着
目した。
PAX2遺伝子変異を有する腎コロボーマ症候群患者より疾患特異的iPS細胞を樹立し、CAGEによる網羅的トランス
クリプトーム解析を行うことにより、ヒト腎発生過程におけるPAX2制御遺伝子を同定した。これらの知見は、遺
伝性腎疾患の新規原因遺伝子の同定に有用な知見である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the cause and pathophysiology of 
end-stage kidney disease (ESKD). We focused on that 1) some ESKD patients with unknown etiology 
probably have genetic kidney diseases, and 2) PAX2-regulated genes may cause genetic kidney 
diseases.
We established disease specific iPSCs from renal coloboma syndrome patients with PAX2 mutation and 
identified PAX2-regulated genes during kidney development.These knowledges are useful for the 
identification of novel causative genes for genetic kidney diseases.

研究分野：腎臓病

キーワード： PAX2遺伝子　腎コロボーマ症候群　遺伝性腎疾患　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で同定したPAX2制御遺伝子群の知見は、解析困難なヒト腎発生過程を、疾患特異的iPS細胞を用いて模倣
することにより解析可能としており、学術的に意義の高い研究である。ヒト腎発生過程におけるPAX2遺伝子の意
義を評価する上で重要な知見である。さらに、腎発生過程のみならず、PAX2遺伝子の関与が報告されている急性
腎障害後の腎再生を考える上でも有用な知見となる可能性があり、今回の研究成果を基盤とした種々の研究進展
が期待される。

※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 
 
 本邦における新規透析導入患者数は、年々増加傾向を示している。透析導入患者の原疾患は、
糖尿病性腎症・慢性糸球体腎炎および腎硬化症が上位 3つを占めているが、4番目に多いのが原
疾患不明である。原疾患不明の割合は、医療体制の整備・診断技術の進歩にも関わらず、年々増
加している。その背景には診断の困難さなどから診断未確定となった多くの遺伝性腎疾患およ
び CAKUT(Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract)の症例が存在していると推
測する。実際に、次世代シークエンサーの普及により遺伝性腎疾患の新規原因遺伝子に関する報
告は増加の一途にある。さらに低形成・異形成腎を呈する CAKUT の関連遺伝子は極めて多く、約
15%は遺伝子異常が同定されているが、その他の大部分の CAKUT は病因不明である(J Am Soc 
Nephrol 2006; 17: 2864-2870)。そのため末期腎不全の誘因となる新規原因遺伝子を同定する
ことは、原因不明の腎不全症例を減らす上で重要である。 
 
２．研究の目的 
 これまで申請者らは、PAX2 遺伝子に着目し解析を行ってきた。PAX2 遺伝子は腎発生に必須の
転写因子であり、腎コロボーマ症候群および CAKUT の主要な原因遺伝子として知られている。腎
発生過程において、多くの遺伝子発現変動に関与し、その上流および下流遺伝子は様々な腎発生
に関与する遺伝子が存在する。我々は腎コロボーマ症候群患者に対して、PAX2 と関連する遺伝
子のターゲットシークエンスを行う事で、KIF26B の新規遺伝子異常を同定し、世界第一例目の
報告を行った（PLoS One. 2015; 10: e0142843）。これら背景から、原因不明の腎不全症例の一
因として、PAX2 によって制御される遺伝子変異に起因する症例が多く存在しているのではない
かと着想に至った。本研究では、ヒト腎発生過程における PAX2 遺伝子の転写制御ネットワーク
解析を基盤として、原因不明の末期腎不全の新規原因遺伝子同定および機序解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 PAX2 変異を有する腎コロボーマ症候群特異的 iPS 細胞を用い、腎系譜細胞へと分化誘導を行
った。分化誘導過程における各プロモーター・エンハンサーの転写活性を CAGE (Cap Analysis 
of Gene Expression)により評価した。健常者由来 iPS 細胞および疾患特異的 iPS 細胞それぞれ
３検体を比較することで、ヒト腎発生過程における PAX2 制御遺伝子を同定した。さらに FANTOM
など既存のデータベースにより、種々の腎発生に関する CAGE 解析および RNA-Seq のデータを入
手し、候補遺伝子の絞り込みを行った。 
 
４．研究成果 
（１）腎コロボーマ症候群特異的 iPS 細胞を用いた網羅的トランスクリプトーム解析 
 PAX2 遺伝子変異を有する腎コロボーマ症候群特異的 iPS 細胞を用いて、ヒト腎発生過程を模
倣した実験系での PAX2 遺伝子の影響を評価した。iPS 細胞から既知の陣系譜細胞への分化誘導
法を用いて解析サンプルを作成した。解析対象として、分化誘導過程における PAX2 遺伝子の発
現推移、および既知のネフロン前駆細胞の表面マーカーを用いて、分化誘導前および分化誘導
day14 時点の Integrinα8+/PDGFRα-の細胞群を解析対象とした。CAGE を用いた分化誘導過程の
網羅的な遺伝子発現解析により PAX2 により制御される候補として 189 のプロモーターと 71 の
エンハンサーを同定した（図１）。 
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プロモーターの発現変動解析
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エンハンサーの発現変動解析

71 
enhancers

16 
enhancers

189 
promoters

119 
promoters

Normal

RCS

図1



２）既知のデータベースを用いた PAX2 により制御される遺伝子群の評価 
 CAGE により抽出した 189 プロモーターに着目し、以降の解析を行うことで候補遺伝子の絞り
込みを行った。FANTOM データベースより腎発生過程における継時的な遺伝子発現データを入手
した。PAX2 遺伝子と類似した発現パターンを呈する遺伝子群に着目し、PAX2 遺伝子との相関係
数が 0.8 以上の遺伝子群を抽出した。FANTOM データベースから抽出した PAX2 遺伝子との相関係
数が 0.8 以上の 2122 プロモーターと、iPS 細胞由来サンプルを用いた CAGE 解析で抽出した 189
プロモーターを比較し、17プロモーターを PAX2 遺伝子により制御される候補遺伝子として同定
した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 さらに候補遺伝子の絞り込みを行うため，継時的なリアルタイム PCR, マウス器官培養を
用いた Pax2遺伝子の阻害実験などを行った。リアルタイム PCRによる検討では、CAGE解
析で得られた結果と同様の発現パターンが再現可能であった。さらに PAX2 と同じく day14
に発現増強する遺伝子群を確認するため、day0および day14に加えて day9, day11の発現推
移を確認した。PAX2 遺伝子と同様に day11 から day14 にかけて遺伝子発現増強が見られ、
疾患例では発現増強が抑制されている複数の候補遺伝子を同定した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 さらにマウス胎生 12.5 日の後腎を採取および器官培養し、PAX2 阻害薬である EG1 の投与を行
うことで、腎発生過程における PAX2 遺伝子の影響を評価した。PAX2 阻害薬である EG1 の投与に
伴い、尿管芽の分岐数は減少した。さらに、これまでの iPS 細胞を用いた実験で抽出した候補遺
伝子のうち、Pbx1, Postn, Itga9 が EG1 投与に伴い濃度依存性に低下することを確認した（図
４）。 
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 以上より、腎発生過程において PAX2 遺伝子と関連が深いと推測される遺伝子として PBX1，
POSTN，および ITGA9 を同定した．今回の研究を通じて得たヒト腎発生過程における PAX2 制御遺
伝子に関するデータは、希少疾患である遺伝性腎疾患の新規原因遺伝子同定に有用な知見であ
る。さらに、PAX2 遺伝子が関与する腎障害後の再生過程など、より広く存在する腎疾患へ適応
できる可能性がある。 
 

P < 0.05
P < 0.01
P < 0.001
P < 0.0001
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