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要 旨

目 的：腎間質線維化はすべての進行性糸球体疾患において 腎不全に至る過程で派生してくる病変であるが

その進行リスクとして家族歴があげられており 遺伝的要因の関与が示唆される。そこで 蛋白負荷蛋白尿モデ

ルマウスを作製して 腎における 型コラーゲン沈着量が最大および最小となる純系マウス系統を用いて その

反応性を規定するゲノム領域を連鎖解析により同定する。

方 法： 種類の純系マウスを 週齢で片腎摘出し 週齢目より 週間ウシアルブミンを投与した蛋白尿モデ

ルを作製し その残腎を用いて直接 法で 型コラーゲン沈着量を測定し( ) その結果より高

反応性と低反応性マウスを決定した。両者間で交配させた マウスを高反応性マウスと戻し交配(

( ))して 得られた 匹の マウスを対象として を決定し また 個のマイクロサテ

ライトマーカーを用いて を行い ( )解析を行った。

結 果：沈着量が最も高値であったマウス 最も低値であったマウスはそれぞれ / と / で

あった。 の 解析により 染色体 番上の の近傍( )に スコアのピーク( )を

認め への影響度は で である - に (候補遺伝子)の存

在が示唆された。

結 論：蛋白尿負荷による 型コラーゲン産生応答を規定するゲノム領域を 解析によって検討し 染色体

番上の 近傍に存在することが示唆された。今後 この領域に局在する候補遺伝子の同定を試みる。
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緒 言

腎間質病変 特に線維化はすべての進行性糸球体疾患

(慢性糸球体疾患 糖尿病性腎症)において 腎不全に至る

過程で二次的に派生してくる病変であり 間質病変は腎

機能予後に糸球体病変そのものより強く相関する事実が確

認されている 。糸球体に限局する病変が腎間質の線維

化に進展する機序としては 糸球体病変の結果生じる慢性

持続性蛋白尿による尿細管上皮細胞の活性化 尿細管周囲

間質への炎症細胞浸潤 浸潤細胞および既存の腎細胞間の

相互作用による (

など)産生を介した線維

芽細胞活性化により 線維化病巣が形成されると推定され

ている 。しかしその一方で 慢性腎疾患の腎不全への進

行リスクの一つとして家族歴があげられており 遺伝要因

と環境要因の相互作用により腎不全への進行 つまり間質

線維化が規定されている可能性も示唆される 。

近年 多因子疾患における疾患感受性遺伝子を遺伝学的

手法を用いて特定する試みが注目されている。しかし ヒ

トを用いた原因遺伝子の究明は遺伝因子および環境因子の

コントロールが困難であるなどの理由から 特殊な集団内

や同一家系内で認められるいくつかの疾患について検討さ

れているにすぎない 。モデル動物は遺伝因子および環

境因子のコントロールが比較的容易なこと 同定された責

任遺伝子について遺伝子改変動物作製などの手法により

機能的な側面からも確認が容易であるなどの理由により

複雑なヒト疾患の原因遺伝子を解明し 病態成立の分子機

構を明らかにするうえで非常に有用であると考えられる。

腎臓領域では モデル動物を用いた高血圧や 型糖尿病

特定の腎疾患に関連した感受性遺伝子探究はすでにいくつ

か報告されているが すべての進行性腎疾患に普遍的に

関与すると考えられる蛋白尿による腎間質線維化に対する

感受性遺伝子を十分に検討した報告はない。

腎線維化の特徴の一つとして間質への 型コラーゲン沈

着があげられる 。われわれは 腎線維化に対するこのよ

うな遺伝的感受性の違いをより詳細に検討するため 蛋白

尿による 型コラーゲン沈着を呈するマウス疾患モデル

を 複数の純系マウスを用いて検討した。そして 最大お

よび最小の反応性を示した系統を用いて

( ) を試み 蛋白尿による腎 型コラー

ゲン産生応答を規定するゲノム領域の同定を試みた。

対象と方法

- モデルの作製

国内で入手可能な純系マウス 種( / /

/ / / / /

/ )(個体数 ＝ ～ 匹)を用いた。それぞれ

のマウスを 週齢で片腎を摘出してコントロール検体と

し 週間後の 週齢目よりウシアルブミン(

( ) )

を / / で 週間 連日腹腔内投与し

た後 残存腎を採取した。予備実験の結果より の

投与期間は抗 抗体が出現しないように 週間とした。

実験期間中は通常のマウス用飼料を投与し また自由飲水

とした。すべての動物実験は埼玉医科大学動物実験指針に

準拠して行われた。

直接 - ( )

法による表現型の評価( )

摘出腎を組織重量約 に細切し 直ちに

酢酸溶液に入れ (

) 超音波破砕装置( )で破砕

後 遠心分離( ° 分)し その上清を回

収した。検量線用標準液およびサンプルを 用

穴プレート( -

)にそれぞれ μ 滴下し ° 時間で吸着さ

せた。 を含む蒸留水で洗

浄後 ブロッキングバッファー( スキムミルク

を含むリン酸緩衝液( ))で室

温 時間処理し ウサギ抗-ラット 型コラーゲン抗体

(： )( )と室温

分間反応させた。洗浄後 結合ヤギ抗ウサギ 抗

体( - - )と室温 分反応

させた。 - ( -
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- )を用いた発色を

にて計測した。検量線の直線性を確認できた

計測時にのみ の計算に用いた。同一個体にお

いて 負荷前後の 型コラーゲン量( / 腎重量)

の差をコラーゲン沈着量として算出し とし

た。

免疫蛍光抗体法

週齢で摘出した片腎と 週間連日 を投与した後

の残腎を - (

)に凍結包埋し

で μ 厚の切片を作製した。 次抗体としてウサギ抗

型コラーゲン抗体を用い 室温 時間反応させた。

で洗浄後 次抗体として 結合ヤギ抗ウサギ 抗

体( )を用いて反応させ 蛍

光顕微鏡下で観察した。

解析に用いるマウスの決定と の必要数

の検討

型コラーゲン沈着量の差が最大および最小となった系

統をそれぞれ高反応性および低反応性マウスとした。高反

応性および低反応性マウスを交配させた と高反応性お

よび低反応性マウスの 群(＝ 各群)で を

再度評価した。 の報告 より 解析には

を高反応性マウスに戻し交配した( ( ))

匹の マウスに蛋白尿負荷モデルを作製して検討

した。

マイクロサテライトマーカーを用いた遺伝子型

( )の決定

/ と / で多型を有する マイクロ

サテライトマーカーを 間隔で 個選択した。(マイ

クロサテライトマーカーの情報は /

( //

/ - / / # )を参照)

の尾サンプルよりゲノム を抽出し 各

マーカーに特異的なプライマー(

)を用い

て ( )法で増幅し遺伝子型

を決定した( )。使用した条件は 熱変性 °

分 アニーリング ° 分 伸長 ° 分のサイクル

を 回にて 反応を行い 産物を アガロー

スゲル(

)にて電気泳動し エチジウムブロマイドで染

色した後 トランスイルミネーターでバンドを確認した。

検出されたバンドは その マウスが /

型のホモマウス( )か ヘテロマ

ウス( )かのどちらかを示す(

)。

解析

の と の の作製に

は / と /

( // / / )を 用い

た 。 スコアの有意検定は と ら

によるガイドラインに従い スコアが 以上を

また 以上を とし

た。

統計処理

本文中で用いた値は平均値±標準偏差で表した。各群の

腎線維化感受性ゲノム領域の同定

-

A PCR product of a single band indicates a homozygous 129S1/svImJ allele,and another of dual bands indicates
 

heterozygous129S1/svImJ and C57BL/6J alleles.



検定には ( )を用い 危険率

未満を統計学的に有意とみなした。統計計算には

( )と (

)を使用した。

結 果

純系マウス系統間における蛋白尿による腎 型コ

ラーゲン産生応答の差異

系統の純系マウスの 型コラーゲン沈着量を定量した

結果( ) そのなかで沈着量が最大の系統は /

で ± ( / 腎重量)であり 最小の系統

は / で ± ( / 腎重量)であった。ま

た これら 種の純系マウスを交配した マウスの沈着

量は ± ( / 腎重量)であり 親系統の間に位

置した( )。 マウス(＝ )の 型コラーゲ

ン沈着量の分布は / と / に二分され

ず多様な値に分散し( ) 多遺伝子の関与が示唆され

た。

解析

マウスにおいて スコアのピーク( )は

染色体 番上の に位置し ( )の

近傍であった( )。この は

( / × / )

The increase in COLI deposition was repeatedly highest in129

S1/svImJ mice(0.944±0.394ng/mg)and lowest in C57BL/

6J mice(0.099±0.032ng/mg).(129S1/svImJ×C57BL/6J)

F1 offsprings showed a phenotype midway between these
 

parental strains(0.187±0.061ng/mg).Values are means±

SD.

Strain  No.
Increases in Type1collagen deposi

 
tion(ng/mg kidney wt)

-

1 129S1/svImJ 9 0.987±0.358

2 CBA/J 10 0.821±0.331

3 SLJ 8 0.695±0.299

4 DBA/2J 8 0.622±0.273

5 A/J 9 0.431±0.188

6 C3H/HeJ 10 0.397±0.154

7 BALB/cByJ 9 0.325±0.108

8 FVB/N 9 0.161±0.061

9 C57BL/6J 8 0.087±0.029

Values are means±SD.

a b c

ａ：129S1/svImJ mice after6weeks of BSA injection.Significant COLI deposition was observed in the kidney of BSA-injected129S1/svImJ
 

mice.

ｂ：C57BL/6J mice after BSA injection.COLI deposition was hardly seen in the kidney of C57BL/6J mice even after BSA injection.

ｃ：Control129S1/svImJ mice.(FITC,×200)

加藤信孝 他 名



の を規定しており の -

の領域にその存在が示唆された。 / 型

の ホモマウスでは ヘテロマウスに比較して

型コラーゲン沈着量が有意に多く( ±

± ＜ )( ) の結果と併せ その遺

伝的影響は と推定される。その他の染色体には

有意な スコアのピークは存在しなかったため 染色

体 番上の の近傍に 蛋白尿による腎 型コ

ラーゲン産生応答を規定する が存在することが推定

された。

考 察

アルブミンは尿中蛋白の主要成分としてだけではなく

腎疾患 特に糸球体疾患の重要なマーカーとして認識され

ている 。近年はさらに腎実質病変(間質線維化)の進展機

序に関連した分子としての検討が進められている。近位尿

細管上皮細胞において アルブミン吸収の過程で活性酸素

を介して -κ などの

情報伝達系分子が活性化され 腎線維化関連遺伝子発現が

誘導されることが明らかとされている 。この作用はアル

ブミン分子のみではなく 蛋白尿中に含まれるイムノグロ

ブリン 補体 トランスフェリン さまざまなサイトカイ

ンやアルブミンに結合した脂肪酸によって惹起されると推

定されている 。マイクロアレイを用いた網羅的解析によ

り 蛋白尿を呈するマウスの腎組織における多彩な遺伝子

発現が確認されているが 蛋白尿による腎実質病変進行

を介した腎不全進展機序に関しての主要経路は不明と言わ

ざるを得ず アプローチによる腎線維化メ

カニズムの解明には限界がある。一方 緒言でも触れたよ

うに 腎不全の進展リスクには家族歴があり 腎不全の組

織学的所見である腎線維化のメカニズムにも遺伝的要因の

関与が示唆される。そこでわれわれは 蛋白尿による腎

型コラーゲン産生応答に系統間で有意差を示す純系マウス

One hundred and twenty backcross progenies showed various
 

degrees of COLI deposition in their kidneys,and did not segregate
 

into the 129S1/svImJ and C57BL/6J types, suggesting that this
 

phenotype was influenced by multiple genetic loci.
The peak LOD score reached2.84at55.4cM near D2Mit224.The

 
vertical line indicates the threshold for a possible linkage of the

 
LOD score(1.9).

The increases in COLI deposition were higher in the129

S1/svImJ allele homozygotes(0.308±0.266ng/mg)than
 

the 129S1/svImJ/C57BL/6J allele heterozygotes

(0.125±0.182ng/mg).Values are mean±SD.

腎線維化感受性ゲノム領域の同定



系統を用いた 解析により アプロー

チを試みた。その結果 染色体 番の 近傍の

の位置に スコア のピークを検出し

を示す が の確立でこの領域( -

)に存在する可能性が示唆された。 / と

/ の の は / 寄りの低応答

性であり マウスでは / 型の

ホモマウスがヘテロマウスに比べて優位に高応答性であっ

たことから この の遺伝的影響は と考えら

れ / マウスの有する高応答性の を説明

し得るという結果であった。ここで とは マ

ウスにおいてさまざまな要因によって制御される分散を分

母とし が / 型のホモマウスである

ときに減少する分散の割合を意味する。すなわち

が寄与する程度は全分散の中の というこ

とになる。

多発性囊胞腎や家族性ネフローゼ症候群などの単一遺伝

子疾患を除くと ヒト腎疾患関連遺伝子の同定は容易では

ない。それは多遺伝子が関連するうえに環境因子の影響を

強く受けるためと考えられ 現状では - 研究や

連鎖解析～連鎖不均衡 などの方法が用いられて

いくつかの関連遺伝子が報告されているにすぎない 。一

方 緒言で述べたような遺伝研究における優位性を有する

マウス ラットの疾患モデルを用いた腎疾患関連遺伝子の

同定は 多数の報告が認められる。代表的な例をあげる

と らは先天性ネフローゼ症候群を呈する マ

ウスと健常マウスの マウスを用いた 解析の結

果 染色体 番のテロメリック領域に スコアの

ピークを見出し 一挙に 遺伝子の欠失変異が

マウスのネフローゼ症候群の責任遺伝子であること

までを突き止めた 。また らは - 高

血圧ラットを用いて その蛋白尿と糸球体硬化を規定する

つの ( -～ - )を報告している 。その内

- のヒトにおけるホモロジー領域がアフリカ系アメリ

カ人および米国ユタ州の腎不全好発家系の末期腎不全進展

における遺伝的要因部位と一致していることが明らかと

なった 。また - のヒトホモロジー領域( )には

巣状糸球体硬化症責任遺伝子が含まれており マウスホ

モロジー領域にはループス腎炎マウスの腎炎関連 が

含まれていることも明らかとなった 。ラットにおける腎

疾患関連 とマウスおよびヒトのそれが共通する事実

から 比較ゲノミクスによる動物種を超えた疾患関連遺伝

子同定の可能性が示唆される。

( // )を

用いたマウスゲノムデータベース解析により われわれが

明らかとしたゲノム領域に含まれる全遺伝子が参照でき

その内でも腎線維化に関連し得る興味深い遺伝子として

は

- -

などがあげられる。

およびその候補遺伝子の同定には 近年より厳しい

基準が推奨されている 。すなわち )コード領域もし

くは調節領域における多型の存在 )形質に関与しうる

遺伝子機能 ) における発現分子の機能 )ト

ランスジェニックの形質変化 )ノックインの形質変化

)ノックアウトの形質変化 )変異導入体の形質変化

)異なる動物種におけるホモロジーの存在 が基準とさ

れており これらの基準のすべてもしくはいくつかが対象

となっている の妥当性を強く示唆することが必要と

されている。責任遺伝子が同定された場合 その情報はマ

ウスのみならずヒトにおける腎線維化の分子メカニズムや

腎不全進行に関する遺伝的要因の解明に重要なものと期待

される。われわれは現在 これらの基準を満たす候補遺伝

子同定を目指し 頭記の遺伝子を中心に他のデータベース

検索と の検討により候補遺伝子の絞り込みを行っ

ている。

結 論

腎不全の進行リスクには家族歴があげられることから

腎不全の組織学的所見である腎線維化にも遺伝的要因の存

在が推定される。そこで - モデルを作製

し 複数の純系マウス系統を用いて蛋白尿による腎 型コ

ラーゲン産生応答を検討した。そして最大および最小の応

答を示した 系統の純系マウス( / /

)を用いた 解析を行った結果 その応答を規定す

る が 染色体 番上の 近傍に存在する可

能性が示唆された。
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腎線維化感受性ゲノム領域の同定


