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研究成果の概要（和文）： 
脊椎動物の腎臓機能を調べるため、両生類の前腎ネフロンを単離し、そこに発現する遺伝子の

同定と局在について調べた。前腎ネフロンに発現するNa+,K+-ATPaseのプロモーターとGFP遺伝子

を連結させた発現ベクターを作成し受精卵に導入することで、GFP蛍光を指標にして前腎ネフロ

ンを新鮮なまま単理することが可能となった。またメダカ多発性嚢胞腎症モデルpc mutantを用

いて病態腎に関わる遺伝子をサブトラクション法により探索した。その結果、pc mutantで発現

量が著しく減少する2遺伝子（バソトシンV2受容体とAQP8）を同定した。現在、前腎ネフロンに

発現する遺伝子を網羅的に探索するとともに、病態腎に関わる遺伝子の機能解析を行っている。 

 

研究成果の概要（英文）： 
To understand integrative renal functions in vertebrates, we explored and characterized genes 

expressing in pronephros of amphibian tadpole and mesonephros of teleost. We constructed the GFP 

expression vector linked 5’-upstream promoter of Na+, K+-ATPase, marker protein of renal tubule, and 

succeeded in isolating a living pronephric tubule by using transgenic technique. Furthermore, we 

explored genes associated with polycystic kidney disease (PKD) by a PCR-based subtractive 

hybridization method using pc mutant, a PKD model of medaka. As a result, we identified 2 genes 

(vasotocin type-2 receptor and aquaporin-8) reduced markedly in the kidney of pc mutant. Currently, we 

explore genes expressing in pronephros by global analysis and then characterize 2 genes found as 

candidate gene associated with teleost PKD. 
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１．研究開始当初の背景 

腎臓は、主として老廃物の排泄と体内の水

や電解質の恒常性維持という２つの機能を

担う生存に不可欠な臓器である。しかし、腎

機能が一旦失われると水分と種々の毒性物

質が蓄積し尿毒症や高カリウム血症、尿崩症

という深刻な病気を引き起こす。一旦、悪化

した腎臓機能を改善させる治療法は未だ存

在しない。腎臓研究を難しくしている要因と

して、腎臓は多くの機能と 20 種類以上の細

胞からなる複雑な構造を持つことが挙げら

れる。種々の機能はそのままに構造を単純化

できたなら、より腎機能の普遍的メカニズム

に迫ることができるのではないだろうか。ま

た、顕微鏡下で腎臓がどのように形成され多

様な機能を獲得するのかというプロセスが

解かれば、不全臓器の改善・再生する手立て

が考えられないだろうか。 

 
２．研究の目的 

本研究では、腎臓構造が単純で、かつ機能

的である両生類の前腎に着目し、「単離した

前腎ネフロン」を用いて、輸送体やホルモン

受容体の分子解剖を行い、そこで働く分子群

を直接同定・マッピングすることで、水や電

解質を動かす原動力の全体像やホルモンに

よる腎機能の調節を明らかにする。また、病

態腎における腎臓機能の変化を調べる為、メ

ダカ病態腎モデルを用いた分子生物学的解

析を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 前腎ネフロンの単離 

前腎ネフロンは、幼生の体腔に 1対存在し、

実体顕微鏡下で容易に認識できる。当初、固

定した幼生個体から前腎ネフロンを単離す

ることを考えていたが、前腎からの遺伝子の

単離にはより新鮮な状態の組織が求められ

るため、個体が生存した状態で前腎を単離す

る方法を新たに考案した。前腎に特異的に発

現する遺伝子（Na+, K+-ATPase）の 5’プロモ

－ター配列と GFP 遺伝子を連結させた GFP 発

現コンストラクトを作成し、受精卵に導入す

ることで前腎ネフロンを可視化させたトラ

ンスジェニックガエルを作製した。 

 

(2) 分子群の網羅的クローニング 

 採取した組織サンプルから mRNAを抽出し、

各ネフロン分節に発現する様々な mRNA 情報

を含んだ cDNAライブラリーを作成する。cDNA

ライブラリーから網羅的にクローニングす

ることで、輸送体、ホルモン受容体、転写因

子など、目的組織に発現する多種類の分子群

を同定することが可能となる。また、病態腎

における腎機能の解析では、正常胚の前腎と

異常胚の前腎で発現する遺伝子の単離も同

時に進める。顕微鏡観察下でも前腎形態の異

常や腎疾患の指標である浮腫などが観察さ

れており、病態前腎においてどのような遺伝

子が働いているのかを調べる。具体的には、

正常前腎と異常前腎で発現する mRNA の量差

を差し引きして濃縮しクローニングを行う

手法(サブトラクション法)を用いて、2 群間

で多量に発現している、あるいは減少してい

る遺伝子を突きとめる。 

 

４．研究成果 

（１） 前腎ネフロンを新鮮な状態のまま単離

するため、前腎に特異的に発現する遺伝子（

Na+, K+-ATPase）の5’プロモ－ター配列とGFP

遺伝子を連結させたGFP発現コンストラクト

を作成し、受精卵に遺伝子導入することでト

ランスジェニックガエルを作成した。その結

果、幼生期の前腎ネフロンにGFP蛍光が検出さ

れ、Na+, K+-ATPaseの免疫染色により、GFP蛍

光が当該蛋白質由来であることが示された（

図１）。GFP蛍光を目印にして微細解剖を行う

ことで容易に前腎ネフロンを単離することに

成功した。 

 現在、単離した前腎ネフロン由来のcDNAラ

イブラリーを作成し、そこに発現する遺伝子

の網羅的解析に取組んでいる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２） メダカ病態腎モデルを用いて病態腎発

症メカニズムについて解析した。ヒトの多発

性嚢胞腎症のメダカモデルと考えられるpc 

mutantと正常メダカの腎臓との間で発現量に

差のある遺伝子をサブトラクション法により

解析し、pc mutantで発現量が著しく減少する

2遺伝子（バソトシンV2受容体とAQP8）を同定

した。メダカV2受容体の腎臓での局在を免疫

組織化学により調べたところ、遠位尿細管後

部分節の基底側細胞膜に局在しており、嚢胞

腎発症メダカではその発現が低かった。また

、AQP8をノックアウトしたマウスでは、精巣

の肥大が生じることが報告されていることか



 

 

ら、pc mutantでのAQP8の消失が嚢胞を伴った

腎臓の肥大と関連していることが考えられる

。現在、両遺伝子と嚢胞腎発症との関連性に

ついて精査している。 
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