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研究成果の概要（和文）：　移植後腎の長期的な生着率の改善において移植腎の線維化病態を抑制することは必
須である。本研究ではHIF-PH阻害薬により誘導される腎線維化抑制関連分子を同定することを試みた。尿細管間
質の線維化モデルであるアデニン負荷による慢性腎不全腎線維化モデルを用い、モデル腎組織の単一細胞網羅的
遺伝子発現解析を施行することにより、線維化早期に発現する線維化関連分子を抽出した。

研究成果の概要（英文）：  It is essential for prolonged-survive of transplanted kidneys to suppress 
their fibrosis. In this study, we tried to identify the renal fibrosis suppression molecules induced
 by HIF-PH inhibitors. We have extracted the fibrosis related molecules expressed from the early 
stage through the single cell analyses of the fibrotic kidneys induced by adenine loaded.

研究分野： 腎移植

キーワード： 腎線維化　腎移植　シングルセル解析　HIF-PH阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果は、腎移植後に起こる腎組織の線維化の病態形成に関わる早期評価指標、さらには腎線維化抑制関
連分子の同定に繋がる基礎研究の位置付けと考えている。今後は、抽出されたこれら候補分子の腎線維化早期指
標としての可能性について動物実験にて確認すると共に、並行して腎移植患者の尿・血液・組織検体から得られ
る臨床データを解析することにより当該分子群の意義を明確化さらに検証することにより臨床応用への基盤研究
に寄与することが期待できる。

※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 
 腎移植成績において短期的な移植腎生着率は飛躍的に改善した。しかしながら、現在も長期的
な移植腎予後は改善したとは言えず、克服すべき課題として移植腎長期生着が挙げられる。様々
な因子が移植腎にダメージを与えるが移植腎機能不全に至る過程で共通して認められる病態が
腎線維化である。腎障害が進行する過程で腎組織が低酸素に陥り低酸素誘導性因子 Hypoxia 
inducible factor（HIF）が活性化され様々な遺伝子発現を誘導することが知られている。また、
HIF を持続活性化させることが知られているプロリン水素化酵素阻害剤；HIF-PH 阻害薬が現
在腎性貧血の治療薬として臨床応用されているが、腎線維化への影響については現時点におい
て未だ十分検証されていない懸案事項である。最近、腎線維化に病態に先立ち腎組織への鉄の蓄
積が線維化促進様の遺伝子発現変化を引き起こすことが明らかになってきた（文献 1）。また、
腎移植後の腎線維化の病態形成の初期過程は、移植腎後の線維化病態を特徴付けるものであり
その初期病変の解析は特徴ある治療標的の検索に重要な位置づけにあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，腎移植後の予後を規定する腎線維化病態における各細胞の機能を明らかに
することにより、移植後腎の線維化に関連する機能性分子や分子マーカーの抽出を目指す。とく
に線維化病態における HIF シグナル分子経路の解析を線維化初期病変相に焦点を当てて行う。
まずは動物実験モデルから抽出された候補分子群を腎移植および透析に関わる臨床検体による
検証を通して移植後腎の線維化に特徴的な線維化関連分子を同定することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 片側尿管閉塞による UUO 線維化モデルおよび尿細管間質の線維化モデルであるアデニン負荷
による慢性腎不全腎線維化モデルを用いた。同時に導入した periostin 発現細胞が標識される
動物モデル（periostin-Cre; Rosa26-LSL-tomatodt マウス）をベースに確立した線維化モデル
を作製した。そして腎線維化形成の時系列変化と tomato 蛍光標識を指標に periostin 発現細胞
の数と発現領域の相関について解析することにより、periostin 発現細胞を組織より採取する病
態ポイントを決定する。また、腎組織から単一細胞網羅的遺伝子発現解析を施行することにより、
線維化早期に発現する線維化マーカー候補分子を抽出する。  
 
1.UUO とアデニン動物モデル（腎線維化モデル）の作成と解析について 
 腎線維化病態モデルは 8-12 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを用いて作製を行った。片側尿管閉
塞（UUO）モデルは麻酔科にて右腎尿管結紮後、３、７、１４日後に屠殺後両腎を摘出し、サン
プルとした。アデニンモデルは１日おきにアデニン水溶液を 100mg/kg にて腹腔内投与すること
により作製し、１，２，３，４週後に屠殺し両腎を摘出し、サンプルとした。摘出した腎臓は４％
パラホルムアルデヒドにて 24 時間振盪固定後、パラフィン包埋し、4µm の薄切切片スライドを
作製し、HE およびマッソントリクローム染色を行うことにより組織評価を行った。 
 
2.シングルセル解析について 
 アデニン投与 1週間後のマウスより腎臓を摘出し、酵素処理によりシングルセル化後、セルソ
ーターにて生細胞を分取し、サンプルとした。シングルセル RNA シーケンス scRNA-seq は KOTAI
バイオテクノロジーズ株式会社に委託し行った。解析は Cellenics®ソフトウェアを用いて行っ
た。 
 
４．研究成果 
1.動物モデルの確立とモデルの解析結
果 
 腎線維化モデルとして汎用されてい
る UUO モデルにて腎線維化の検討を行
った。組織学的に確認を行い、UUO 処置
後 3 日目には明らかな尿細管の拡張お
よび線維化が確認され、組織のリモデ
リングが急速に進行することが確認さ
れた。しかしながら、本研究目的におい
ては緩徐に線維化が進行する病態モデ
ルが適していると考えられたため、別
の腎線維化病態モデルであるアデニン
腎症モデルにて腎線維化についても検
討を行った。その結果、アデニン投与 2
週間後には尿細管拡張が認められ、線

図 1.アデニン腎症モデルの経時的腎組織像 
UUO 腎病理組織像（マッソントリクローム染色） 



維化が生じている組織像を呈し始めるが、アデニン投与 1週間
後においては明らかな尿細管の拡張や線維化は染色組織像か
らはうかがえなかった。（図 1）アデニン腎症モデルは UUO モデ
ルより、緩徐に線維化が進行することが示唆された。しかしな
がら、これらのアデニン投与マウスの腎組織にて qRT-PCR を行
ったところ、線維化マーカーの Collagen3a1 遺伝子発現の有意
な増加や TGFβ1 遺伝子の発現増加傾向などが認められ（図 2）、
線維化進行が生じていることが示唆された。これらのことか
ら、線維化早期の状態を検討するために、アデニン腎症モデル
1週間後の腎組織を用いて更なる解析を行うこととした。 
 
2.シングルセル解析の結果 
 アデニン腎症モデルを用いてアデニン投与 1 週間後の腎組織
を用いて scRNA-seq を実施し投与群と非投与群にて比較検討を
行った。その結果、Collagen3a1 や TGFβ1 などの一部の線維化マ
ーカー特定の細胞集団において発現上昇することが確認された。
また、細胞集団解析から、これらの集団が間質系細胞である可能
性が示唆された（下図）。 
 
3.抽出された候補分子の性
状 
 これらの特定された細胞
集団における遺伝子発現解
析および遺伝子オントロジ
ー解析を行い、炎症、細胞外
マトリックス、線維化に関
連する種々の遺伝子が抽出
されてきた。また、これらの
遺伝子には Collagen3a1、
Collagen1a1 などの各種コ
ラーゲン遺伝子、TGFβ1、
Spp1、Dcn など、線維化に関
連があるとされる遺伝子が含まれていた。これらの遺伝子の他にも骨形成に関わる遺伝子も抽
出されおり、腎線維化への寄与度が高い集団であることが遺伝子解析の結果から推察された。こ
れらのことから、これらの細胞集団に着目するとともに、抽出された遺伝子にも着目し、さらな
る解析を行う予定としている。 
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図 2.アデニン腎症モデルにお
ける Col3a1 遺伝子の経時的発

現変化 
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