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研究成果の概要（和文）：全身GFP発現マウスの骨髄を野生型B6マウスに移植し，一側尿管結紮（UUO）を行うこ
とで腎線維化モデルを作成した．心，腎に浸潤したGFP+CD45+Sca1+細胞に着目し，Fibroblastsとの共培養や
COL-GFPマウスを用いた骨髄移植による検討にて，CD45+Sca1+細胞の線維化誘導能とコラーゲン産生能を確認し
た．また CD45+Sca1+細胞よりRNAを抽出し，Genechipによる遺伝子発現解析を行った．共培養とフローサイトメ
トリーによる検証を経て，CD45+Sca1+細胞の中に更なる亜集団が存在することを示した．この細胞群はヒト末梢
血にも存在し，腎機能の増悪に伴って増加した．

研究成果の概要（英文）：To chase and identify fibrosis-related cell types, we used unilateral 
ureteral obstruction model mice, which showed renal and heart fibrosis, in combination with 
GFP-based tracing systems such as bone-marrow transplantation (BMT). We found BM-derived mononuclear
 cell cluster of CD45+Sca1+ cells mobilized and accumulated in the fibrotic lesions of kidney and 
heart using flow cytometry (FCM). The CD45+Sca1+ cells had an activating potential for collagen 
production of cultured fibroblasts and also produced type 1 collagen by themselves. Genechip 
analyses and FCM revealed the subpopulation of CD45+Sca1+ cells, which were related to chemotaxis 
and innate immunity. These cells were also detected in human peripheral blood and increased in 
proportion to kidney dysfunction. In this study, we succeeded to identify a new myeloid-derived 
fibrosis-inducing cells, which could provide a new avenue in fibrosis.

研究分野： 腎臓内科
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病患者は世界的に増加しており，日本で
は 40 歳以上の 3〜4 人に 1人が糖尿病，もし
くはその予備軍であると推測されている．糖
尿病の合併症の1つに糖尿病性腎症が挙げら
れる．糖尿病性腎症により新規に透析導入さ
れる患者数は，2013 年の 1年間で約 1万 7千
人であり，透析に至らない糖尿病性腎症の患
者も相当数いることが予想される．このこと
から，糖尿病性腎症が，患者の QOL や生命予
後，あるいは医療経済に与える影響は大きい.
さらに糖尿病性腎症では，腎障害の進行と共
に心血管死のリスクも高まる．しかしながら，
腎障害の進行に伴い心血管リスクが増加す
る，いわゆる心腎連関の分子機序は不明な点
が多い． 
 
２．研究の目的 
骨髄由来細胞の観点から，心腎連関機序にお
ける細胞分子基盤の解明を行う． 
 
３．研究の方法 
2 種類の GFP マウス（全身 GFP 発現マウス，I
型コラーゲン遺伝子プロモーターの下流に
GFP 遺伝子をつないで過剰発現させたトラン
スジェニックマウス(COL-LUC マウス)）の骨
髄移植（BMT）モデルを用いて，新規骨髄由
来細胞の同定と心腎連関機序における細胞
分子基盤の解明を行う．その手法として，多
重染色によるフローサイトメトリー（FCM）
を用いて，腎および心に浸潤した GFP 陽性細
胞の表面マーカーを詳細に検討する．得られ
た結果を元にソーティングした細胞から RNA
を抽出し，genechip を用いて遺伝子発現解析
を行い，特徴的かつ特異的な遺伝子を検索す
る．さらに，I 型コラーゲン遺伝子プロモー
ターの下流に luciferase 遺伝子をつない
で過剰発現させたトランスジェニックマウ
ス（COL-LUC マウス）より樹立した mouse 
embryonic fibroblasts（MEFs）と，ソーテ
ィングにて得られた細胞群を共培養し，線
維化誘導能の評価を行う．また COL-GFP マ
ウスを用いた BMT による検討にて，コラー
ゲン産生能の評価も行う．さらに FCM によ
る検証も行い，新規骨髄由来細胞を同定する．
マウスにて得られた結果をもとにヒトにて
も検証を行い，新規骨髄由来細胞を介した心
腎連関機序の解明を目指す． 
 
４．研究成果 
トレプトゾトシン腹腔内投与および一側尿
管結紮（UUO）による糖尿病性腎症モデルを
作成する前段階として，UUO モデルでの解
析を行った．その結果，線維化に関連する
重要な細胞群が同定されたため，研究を継
続した． 
 
（１）全身 GFP 発現マウスの骨髄を野生型
B6 マウスに移植し，UUO を行うことで骨髄
移植（BMT）＋腎線維化モデルを作成した．

次に，免疫染色にて GFP 陽性細胞の心，腎
浸潤を確認した．抗 CD31 抗体を用いた二重
染色にて，GFP 陽性細胞が，血管内ではな
く組織に浸潤していることを確認した．さ
らに，心，腎に浸潤した GFP 陽性細胞の表
面マーカーを FCM にて解析した．GFP にて
ゲーティングを行い，成熟した白血球マー
カーである CD45 と，Mouse stem cell 
antigen-1 (Sca1)の二次元で展開した．
CD45 陽性かつ Sca1 も陽性となる細胞群
（CD45+Sca1+細胞）が心，腎線維化に伴い
増加しており，以後，CD45+Sca1+細胞に着
目して検討を進めた． 
  
（２）CD45+Sca1+細胞の線維化誘導能およ
びコラーゲン産生能の評価を行った． 
COL-LUC マウスより樹立した MEFs と，ソー
ティングにて得られた CD45+Sca1+細胞を共
培養した．対照群として，CD45-Sca1+細胞
お よ び CD45 ＋ Sca1 —細 胞 を 用 い た ．
Luciferase assay  による評価を行ったと
ころ，CD45+Sca1+細胞に線維化誘導能があ
ることが判明した（図１）．次に，CD45+Sca1+

細胞自身のコラーゲン産生能を評価すべく， 
COL-GFPマウスの骨髄を野生型B6マウスに
移植し，UUO モデルを作成した．FCM による
検討にて，CD45+Sca1+細胞に COL-GFP の発
現を認めた．よって CD45+Sca1+細胞には，
線維化誘導能のみならず，コラーゲン産生
能もあることが示された（図２）． 
 

（３）CD45+Sca1+細胞より RNA を抽出し，
Genechip による遺伝子発現解析を行った．
対照群として，CD45-Sca1+細胞を用いた．
候補遺伝子を同定したのち，ソーティング
にて目標細胞群を抽出し，MEFs との共培養
と FCM による検証を経て，CD45+Sca1+細胞
の中に更なる亜集団が存在することを示し
た．この細胞群は，線維化の進行に伴って
血液，心および腎にて増加することを確認



した． 
 
（４）マウスで得られた知見をもとに，ヒ
ト末梢血での検討を行った．健常者および
慢性腎不全症例より EDTA 採血を行い，FCM
にて検討を行った．マウスで同定した亜集
団は，ヒト末梢血にても存在し，腎機能の
増悪に伴って増加した（図３）． 

 
本研究にて，線維化に関連する新規骨髄由
来細胞の同定に成功した．線維化メカニズ
ムの新たな視点として今後も研究を推進す
る． 
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