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研究成果の概要（和文）：CRB2遺伝子の巣状分節性糸球体硬化症発症に関する役割を、生前と生後でのポドサイ
ト特異的Crb2ノックアウトマウスを作製して解明した。生前マウスモデルでは、2ヶ月齢で高度のアルブミン尿
と血尿を呈し、6ヶ月齢で糸球体硬化と間質線維化の進行と電子顕微鏡での足突起の癒合を認め、各種ポドサイ
ト関連タンパクの発現低下を認めた。ヒト培養CRB2ノックアウトポドサイトが、アポトーシスを引き起こしやす
いことを同定した。生後マウスモデルでは、腹腔内投与2ヶ月後の時点で高度のアルブミン尿と血尿を呈するだ
けでなく、投与4ヶ月後の時点で糸球体硬化と間質線維化の進行と電子顕微鏡での足突起の癒合を認めることを
同定した。

研究成果の概要（英文）：The role of the CRB2 gene in the development of focal segmental 
glomerulosclerosis was elucidated by generating podocyte-specific Crb2 knockout mice before and 
after birth. In the prenatal mouse model, severe albuminuria and hematuria were exhibited at 2 
months of age, progression of glomerulosclerosis and interstitial fibrosis, and fusion of foot 
processes were observed by electron microscopy at 6 months of age, which was associated with 
decreased expression of various podocyte-related proteins. Cultured human CRB2 knockout podocytes 
were prone to apoptosis. In the postnatal mouse model, not only did it exhibit severe albuminuria 
and hematuria 2 months after intraperitoneal administration, but also progression of 
glomerulosclerosis and interstitial fibrosis, and fusion of foot processes were observed under 
electron microscopy at 4 months after administration. 

研究分野：腎臓内科

キーワード： 巣状分節性糸球体硬化症　ポドサイト　タンパク尿　アルブミン尿　血尿
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研究成果の学術的意義や社会的意義
巣状分節性糸球体硬化症(FSGS)は難治性疾患となることが多く、成人発症FSGSの一部はポドサイトの単一遺伝子
異常が原因である遺伝性FSGSと判明している。今回の研究により、CRB2遺伝子がFSGS発症に関係するポドサイト
関連遺伝子であることがマウスモデルで解明されたため、このマウスモデルを用いて新規の治療薬開発が進むと
考えられる。

※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 
 
ネフローゼ症候群は大量の尿蛋白・低蛋白血症・浮腫を特徴とし、ステロイド感受性(SSNS)
と SRNSに分けられる。SRNSは典型的には腎組織で FSGSの像を呈し、末期腎不全に至るこ
とが多く、まだ治療法が確立されていない難治性疾患である。FSGSのコロンビア分類は 5つの
病理型からなり、腎予後を推測するのに有用であったが、遺伝性 FSGSは含まれていなかった。
その後、小児期発症 FSGS の約 30%は約 30 個のポドサイト関連遺伝子が原因の遺伝性 FSGS
であり、成人発症 FSGSの約 5-10%も遺伝性 FSGSであることが判明した(Sadowski CE et al. 
J Am Soc Nephrol 2015)。研究代表者は遺伝性 FSGS をマウスモデルで詳細に調べることが
FSGS自体の病態解明と新規治療法の開発につながると考えている。 
 研究代表者は留学先のスウェーデンのカロリンスカ研究所のラボで、ポドサイト特異的に発
現する遺伝子群の大規模なデータベース(Takemoto M et al. EMBO J 2006)を用いて、グループ
として Crb2 遺伝子に着目した。研究代表者の所属しているグループで、Crb2 遺伝子に関して
はゼブラフィッシュでノックダウンするとポドサイトに異常を来たすことを証明した(Ebarasi 
L. Dev Biol 2009)。次に、ノックアウトマウスの作製を試みたが、フルノックアウトマウスは胎
生致死となることを明らかにした(Xiao Z et al. Dev Dyn 2011)。ヒトにおいては、2つのグルー
プから CRB2 遺伝子の変異が SRNS 発症に関与している可能性が報告された(Ebarasi L e al. 
Am J Hum Genet 2015, Slavotinek A et al. Am J Hum Genet 2015)。1つ目のグループでは、
SRNS4 家系 5 人において CRB2 遺伝子の劣性遺伝を認め、FSGS の組織像を 5 人中 4 人に認
めた(Ebarasi L e al. Am J Hum Genet 2015)。2つ目のグループでは、3家系から 5つの胎児と
1人の子供において CRB2遺伝子の劣性遺伝を認め、尿細管に嚢胞形成を認めた(Slavotinek A 
et al. Am J Hum Genet 2015)。ただ、そのメカニズムに関してはまだ分かっていない点が多い。 
 これまでの結果から、Crb2遺伝子が SRNSを引き起こす単一遺伝子である可能性が高く、そ
のメカニズムを解明するために、マウスモデルでの解析が急務となっている。研究代表者は、
Cre-loxP システムを用いてポドサイト特異的に Crb2 遺伝子をノックアウトしたマウスを作製
した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、Crb2遺伝子の FSGS発症に関する役割を、生前と生後にそれぞれポドサイ
ト特異的に Crb2をノックアウトしたマウスモデルを作製して解明することである。本研究で用
いるポドサイト特異的 Crb2ノックアウトマウスモデルは、exon 7と exon 8をスキップするよ
うにデザインしてある。研究代表者は、Crb2 flox miceと pod-cre miceを交配させることによ
り、pod-cre群・Crb2 flox/flox群・Crb2 flox/flox & pod-cre群を作製し、生前にポドサイト特
異的に Crb2遺伝子をノックアウトしたマウス(Crb2 flox/flox & pod-cre)は 2ヶ月齢の時点で高
度の蛋白尿と血尿を呈し、6ヶ月齢で糸球体硬化指数や尿細管間質線維化指数が有意に上昇する
ことを確認している。 
 
 
３．研究の方法 
 
生後ポドサイト特異的 Crb2 遺伝子ノックアウトマウスの表現型解析：まず 2 ヶ月齢の時点で
Crb2 flox/flox & NPHS2-CreERT2 マウスに対してタモキシフェン(0.15mg/g 体重)をサンフラワ
ーオイルに溶かしたもの(Tam 群)あるいは何も溶かしていないサンフラワーオイル(NC 群)を 3
日間連続で腹腔内注射として 2ヶ月後（4ヶ月齢）あるいは 4ヶ月後（6ヶ月齢）で Tam 群と NC
群で解析に必要な動物数（約 5匹ずつ）を確保し、尿検査（尿中アルブミン・クレアチニン比）・
血液検査（血清クレアチニン・尿素窒素）を行う。次に、腎組織を光顕(PAS 染色・マッソントリ
クローム染色)・電顕・免疫組織で詳細に評価し、生後ポドサイト特異的 Crb2 遺伝子ノックアウ
トマウスの表現型を明らかにする。 
生前ポドサイト特異的 Crb2 遺伝子ノックアウトマウスの網羅的 RNA シークエンス解析：すでに 
FSGS を発症することが判明した Crb2 flox/flox & pod-cre 群と、対照として Crb2 flox/flox
群で腎臓から RNA 抽出を行い、網羅的 RNA シークエンス解析を行う。特に、ポドサイト足突起癒
合に関連するスリット膜関連タンパクに変動がないかを確認する。 
CRB2 ノックアウトヒト培養ポドサイト株の樹立：CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集に
より不死化したヒトポドサイト培養細胞に対して CRB2 ノックアウトを行い、限外希釈法による
シングルセルクローニングで CRB2 ノックアウトヒト培養ポドサイト株の樹立を行う。CRB2 ノッ
クアウトあるいは野生型ヒト培養ポドサイトを比較・検討する。 
生後ポドサイト特異的 Crb2 遺伝子ノックアウトマウスの網羅的 RNA シークエンス解析： Tam 群



の表現型が明らかになれば、マグネットビーズ灌流法により Tam 群あるいは NC 群糸球体での網
羅的 RNA 解析を行い、Tam 群で変動する遺伝子群を同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
 初年度では、生前にポドサイト特異的に Crb2 をノックアウトしたマウスモデル（生前マウス
モデル）でのデータを国際英文誌に論文公表した。生前マウスモデルでは、2ヶ月齢で高度のア
ルブミン尿と血尿を呈し、6ヶ月齢で糸球体硬化や尿細管間質線維化が有意に進行することや透
過型電子顕微鏡で足突起の癒合を有意に認め、各種ポドサイト関連タンパクの発現低下を認め
た。ヒト培養ポドサイトでも CRB2 をノックアウトすると、アポトーシスを引き起こしやすいこ
とを同定した。 
次年度では、生後にポドサイト特異的に Crb2 遺伝子をノックアウトしたマウスが生前マウス
モデルと同様に陰性コントロールマウスと比較して、4ヶ月齢（腹腔内投与 2ヶ月後）の時点で
高度のアルブミン尿と血尿を呈するだけでなく、6 ヶ月齢（腹腔内投与 4 ヶ月後）と 10 ヶ月齢
（腹腔内投与 8 ヶ月後）の時点で糸球体硬化や尿細管間質線維化が有意に進行することや透過
型電子顕微鏡で足突起の癒合を有意に認めることを同定した。 
最終年度では、網羅的 RNA 解析を行った。 
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