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研究成果の概要（和文）：　本研究において、ポドサイト特異的CTGF欠損マウスに抗GBM腎炎を惹起したとこ
ろ、蛋白尿、半月体形成率、メサンギウム拡大、マクロファージ浸潤の改善を認めなかった。
　そのため次に、PDGFR-αCreマウスを用いてメサンギウム細胞CTGF欠損マウスを作製し、抗GBM腎炎を惹起し
た。半月体形成率、メサンギウム基質拡大、蛋白尿、糸球体内TGF-β１、αSMA、fibronectin、MCP1の発現が減
少し、マクロファージの糸球体内への浸潤が抑制された。また、メサンギウム細胞CTGF欠損マウスではマクロフ
ァージサブタイプM1/M2比の低下を認めた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we induced anti-GBM glomerulonephritis in podocyte-specific 
CTGF knockout mice.These mice exhibited no improvement of proteinuria, crescentic formation, 
mesangial expansion and macrophage infiltration.
 Therefore, we generated mesangial cell-CTGF knockout mice (Mes-CTGF cKO mice) using PDGFR-alpha-Cre
 mice. Mes-CTGF cKO mice showed reduction of crescentic formation, mesangial expansion, proteinuria,
 TGF-beta1, alpha-SMA, fibronectin and MCP1 expression. Infiltration of macrophages was also 
inhibited and the ratio of M1 macrophage/M2 macrophage was significantly reduced.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 糸球体腎炎　増殖因子　腎不全　タンパク尿　ノックアウトマウス

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

Connective tissue growth factor (CTGF)は

Transforming growth factor-β1（TGF-β1）

や Bone morphogenetic protein-7 （BMP-7） 

と相互作用し、細胞外基質産生を促進する。

研究代表者は腎疾患において CTGF 阻害が

腎線維化を抑制することを報告してきた。通

常の CTGF ノックアウトマウスは新生児期

に死亡するため、研究代表者は CTGF floxed

マウスを作製した。この CTGF floxed/floxed 

(fl/fl)マウスを全身性に Cre recombinase 誘

導 可 能 な RosaCreERT2 マ ウ ス

（RCreERT2;Artemis社より購入；変異エス

トロジェン受容体とCre recombinaseのキメ

ラ蛋白を全身で発現するマウス）と交配し、

4-hydroxytamoxifen を投与することで、誘

導型全身性 CTGF ノックアウトマウス

(Rosa-CTGF cKO)を作製し、そのマウスの

CTGF 遺伝子発現は腎において 81%低下す

る。このマウスに抗糸球体基底膜腎炎を惹起

すると、野生型に比して尿蛋白排泄量が day 

7で約 50％低下する。腎炎惹起 Rosa-CTGF 

cKOマウスでは、コントロールマウスに比し

てメサンギウム基質増加、半月体形成、

MAC-2 陽性細胞数が軽減していた。また糸

球体基底膜肥厚も軽減しており、ポドサイト

における CTGF が重要な役割を果たしてい

る可能性を想定し、ポドサイト特異的 CTGF

ノックアウトマウスを作製した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、病態改善における責任細胞の同

定ならびに機序解明を第一の目的としてい

る。ポドサイト特異的 CTGFノックアウトマ

ウスに抗糸球体基底膜腎炎を惹起し、検討を

行う。メサンギウム細胞における CTGFの意

義を検討するために、メサンギウム細胞特異

的ではないがメサンギウム細胞でCreを発現

する PDGFRα-Cre マウスと交配し、腎病

変・蛋白尿、マクロファージ浸潤の解析を行

う。糸球体内の細胞のメサンギウム細胞や内

皮細胞と炎症細胞とのクロストークについ

ても検討を行う。研究代表者は、CTGF欠損

において腎炎が改善する機序として炎症の

軽減・糸球体内マクロファージ浸潤の減少に

着目している。CTGF欠損が炎症性サイトカ

イン発現ならびに炎症細胞の遊走に及ぼす

機序について解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）ポドサイト特異的 CTGF 欠損マウスを

用いた抗GBM腎炎におけるポドサイトのCTGF

の意義 

 ポドサイト特異的にCreリコンビナーゼを

発現する nephrin-Cre マウスを CTGF floxed

マウスと掛け合わすことにより、ポドサイト

特異的 CTGF 欠損(pod-CTGF cKO)マウスを作

製する。Pod-CTGF cKO マウスに抗 GBM 腎炎を

惹起することにより、ポドサイトの CTGF の

意義を検討する。CTGF と podocin の二重蛍光

免疫染色を行ったところ、コントロールマウ

スにおいて抗GBM腎炎にて発現増加するCTGF

はポドサイトおよびメサンギウム細胞に多

く、pod-CTGF cKO マウスではポドサイトにお

ける CTGF が減少していた。Rosa CTGF cKO マ

ウスで検討した尿蛋白・病理組織・電子顕微

鏡・mRNA 発現・炎症細胞浸潤について評価を

行う。 

（２）メサンギウム CTGF 欠損マウスを用い

た抗 GBM 腎炎におけるメサンギウムの CTGF

の意義 

 抗 GBM腎炎において発現が増加するメサン

ギウム細胞の CTGF の意義を明らかとするた

めに、PDGFRα-Cre マウスと CTGF floxed マ

ウスを掛け合わせたマウス(PDGFRα-CTGF 

cKO マウス)を作製する。PDGFRαは定常状態

において、糸球体内ではメサンギウム細胞と

ポドサイトに発現しており、抗 GBM 腎炎では

さらに発現が増強する。このマウスに抗 GBM

腎炎を発症させ、腎臓における病理学的・機



能的変化についての検討を行う。Pod-CTGF 

cKO マウスにおける結果と対比し、メサンギ

ウム細胞における CTGF の意義の解明が可能

となる。 

（３）メサンギウム細胞および内皮細胞とマ

クロファージの CTGF を介したクロストーク 

 抗 GBM 腎炎において、Rosa-CTGF cKO マウ

スではマクロファージの浸潤が減少してお

り、CTGF とマクロファージ浸潤には関連があ

ることが想定できる。 

また CTGF はメサンギウム細胞や尿細管細胞

に作用し、MCP1、IL-1β、TNF-αなどの炎症

性サイトカインを増加させることが報告さ

れている。単球系の細胞である RAW264.7 細

胞にリコンビナント CTGF を添加し、M1/M2 比

と TNF-α発現を検討する。メサンギウム細胞

に CTGF 添加もしくは si-CTGF を用いた CTGF

抑制による MCP1 発現変化ならび接着因子の

ICAM-1, VCAM-1, Fibronectin, Integrin α

v 発現を検討し、メサンギウム細胞と蛍光ラ

ベルした RAW264.7 細胞の接着を検討する。 

 

４．研究成果 

（１）ポドサイト特異的 CTGF 欠損マウスを

用いた抗GBM腎炎におけるポドサイトのCTGF

の意義 

 ポドサイト特異的CTGF欠損マウスに抗GBM

腎炎を惹起したところ、ポドサイトの CTGF

は欠失するが、経過中の蛋白尿、半月体形成

率、メサンギウム拡大、マクロファージ浸潤

については、抗 GBM 腎炎コントロールマウス

群と差を認めなかった。 

（２）メサンギウム CTGF 欠損（cKO）マウス

を用いた抗GBM腎炎におけるメサンギウムの

CTGF の意義 

 PDGFR-αCre マウスを用いてメサンギウム

細胞 CTGF 欠損マウスを作製し、抗 GBM 腎炎

を惹起した。その結果、半月体形成率、メサ

ンギウム基質拡大、尿蛋白、糸球体内 TGF-

β１、αSMA、fibronectin、MCP1 の発現が減

少し、マクロファージの糸球体内への浸潤が

抑制された。また、このマクロファージの M1

と M2 サブタイプの割合を検討したところ、

メサンギウム細胞 CTGF cKO マウスではM1/M2

比の低下を認めた。 

 さらに、PDGFR-αCre 細胞の Cre リコンビ

ナーゼ活性をどの細胞が示しているのか検

討するために、PDGFR-αCreマウスとZsGreen

マウスを交配し、ZsGreen 陽性細胞を検討し

たところ、主にメサンギウム細胞に陽性であ

った。さらに骨髄由来細胞の検討を行うため

に、骨髄の ZsGreen 陽性細胞を検討したとこ

ろ、CTGF 発現は検出できず、骨髄由来細胞の

関与は限定的であることを示した。 

（３）メサンギウム細胞および内皮細胞とマ

クロファージの CTGF を介したクロストーク 

 単球系の細胞である RAW264.7 細胞にリコ

ンビナント CTGF を添加したところ M1/M2 比

と TNF-αの増加を認めた。また、蛍光ラベル

した RAW264.7 細胞と TNF-α刺激したメサン

ギウム細胞の接着を検討したところ、リコン

ビナント CTGF で増加し、si-CTGF で CTGF を

抑制すると低下した。また、si-CTGF でメサ

ンギウム細胞の CTGF を抑制すると、

fibronectin と integrin αv が低下し、この

低下を介してマクロファージ接着が抑制す

ることが示唆された。さらには内皮細胞由来

CTGF も同様にマクロファージの接着に関与

することを示した。 
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