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　進行して腎機能が喪失する末期慢性腎不全に至る疾患はこれまでlgA腎症を主とする

慢性（糸球体）腎炎、糖尿病性腎症、腎硬化症などであるとされてきた。これらの疾患の

治療は早期に病気を発見し、その進行悪化要因である高ril］．圧や生活習慣などを改善する

対症療法といった治療法しかないのが現状である。そのため、これらの病気は進行し、

最終的には透析療法か腎移植を余儀なくされている病気である。

　現在、透析療法を受けている患者さんの数は26万人ほどで、この数は毎年約1万人つ

つ増加している。この増加はこれらの疾患の進行を阻止する有効な治療法が無いことを

示している。そのため、透析療法に使われる医療費も増加し、現在、国民総医療費の3
－一@5％を占め、世界的にも同様で、医療社会問題ともなりつつある。

　近年、蛋白尿など腎臓障害が明らかであるか、または。糸球体濾過値が60m1／min／1．

73cm2以下が3ヶ月以上続いている病気を慢性腎臓病と定義することになった。このよ

うに定義することで、これまで、進行してから初めて診断されていたlgA腎症を主とす

る慢性（糸球体）腎炎、糖尿病性腎症、腎硬化症などを早期に慢性腎臓病として発見、把

握し、高血圧や生活習慣などを改善することにより、その進行を阻止しようとすること

が開始されている。驚くことにこのように慢性腎臓病を定義すると日本では実に成人の

約20％が該当し、糸球体濾過値を50ml／min／1．73　cm2以下と定義しても、成人の約

5％が該当すると予想されているのである（1）。こうして定義される慢性腎臓病は進

行して透析療法は腎臓移植が必要となる危険性が高いこと、他の心臓・脳血管障害、高

血圧症などを併発する危険性が高いことが示され、その進行阻止がこれからの高齢化社

会の大きな医療医学研究の命題となっている。

　慢性腎臓病はその定義からも明らかなように糸球体傷害（糸球体からのタンパク質の

漏出と糸球体濾過の低下）で発症し、その初期病変は糸球体にある。そのため、この病

気の予防法や根治的治療法を開発するためにはヒト慢性腎臓病の糸球体組織を解析し、

病態形成に関わる分子やそれらの相互作用、さらには病因分子を解明することが必要で

ある。これまで、多くの糸球体傷害の研究は動物実験モデルや培養糸球体細胞を用いた

研究で行われ、膨大な成果が蓄積してきたが、残念ながら、それらの成果から慢性腎臓

病の進行を阻止する有効な治療法の開発に結びついたものはまだない。このことは、動

物実験モデルや培養糸球体細胞を用いた研究で明らかにされた糸球体傷害機序とヒト慢

性腎臓病の糸球体で起きている病変形成機構に大きな乖離があると推定される。

　本研究ではヒト疾患糸球体に発現しているタンパク質や遺伝子を網羅的に解析し、疾

患糸球体で変異して発現している分子を探索し、それらの分子の相互作用と疾患の進展

程度などの関与を総合的、統括的に把握し、病態形成に関与する分子反応系や病因を明

らかする研究基盤つくりを目指した。

　これまで、ラットの糸球体に発現している遺伝子のトランスクリプトームプロファイ

リングを行ってきた。本研究では、この遺伝子発現解析をヒトに応用し、さらにヒト腎

生検試料の糸球体を対象とした解析に進める研究基盤（マイクロトランスクリプトーム

解析）の構築を行った。一方、ヒト糸球体に存在しているタンパク質を網羅的に同定す

るプロテオーム解析の研究基盤を構築し、その解析手法をヒト腎生検組織に応用するた

めの基盤の構築（マイクロプロテオーム解析）が目指された。
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Hyodo　T，　Kikuchi　Y，　Hyodo　N，　Yamada　M，　lmakiire　T，　Oda　T，　Suzuki　S，　Kumagai　H，

Fujinaka　H，　Yamamoまo　T，　Miura　S

Ta　rg　eti　ng　effector　memory　T　cells　with　a　voltage－gated　potassium　channel　Kv1．3

blocker　for　therapy　of　anti・・giomerular　basement　membrane　glomerulonephritis　in

rats．

第40回アメリカ腎臓学会学術総会、2007、サンフランシスコ

2007年
国　内

宮本　雅仁、吉田豊、田口いつみ、長阪　佳美、田崎　正行、張　榮、許　波、
行田　正晃、関山茂樹、瀬崎浩史、大沢　哲雄、森下　英夫、矢尾板永信、

木村　健二郎、山本　格
ヒト正常腎糸球体プロテオーム1液相1EFとSDA－PAGEによるタンパク質の
2次元分離とLC－MS∫MSを用いた網羅的解析
第13回分子腎臓研究会、2007、東京

趙　琳寧
腎糸球体上皮細胞のタイト結合にはclaudin－6が含まれる
第14回　みかんの会、2007、新・潟

2006年
A国際学会

Yamamoto　T
Project　and　organization

Is’　Workshop　of　Human　KiCtney　and　Urine　Proteome　Project，2006，サンディゴ

Ybshida　Y，　Miyamoto　M，　Yamamoto　T

Profiling　of　glomerulus　proteome　of　normal　human　kidney：Proteomic　approach　by

2D　protein　Prefractionation　and　LC－MS∫MS

lst　Workshop　of　Human　Kidney　and　Urine　Proteone　Project，2006，サンディゴ

Goto　S，　Narita　l，　Zhang　Y，　Matsumoto　M，　Suzuki　M，　Yoshida　Y，　Yamamoto　T，
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Gejyo　F，　lnoue　T

Gbmerular　podocytes　express
antiangiogenic　properties．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、

ADAMTS－8，　a　secreted　protease　with

2006、サンディゴ

Miyamote　M，　Ybshida　Y，　Taguchi　l，　Tasaki　M，　Osawa　T，　Kimura　K，　Yaoita　E，

Yamamoto　T
Comprehensive　preteome　analysis　of　normal　human　kidney　glomerulus　with　two

dimensional　pretein　prefractionation　in　combination　with　nanofiow　LC－MS／MS．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Xu　B，　Yoshida　Y，　Zhang　Y，　Fujinaka　H，　Miyamoto　M，　Yaoita　E，　Yamamoto　T

Consstruction　of　integ　rated　database　for　normal　human　kidney　proteome
apPlicable　to　clinical　study．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Zhang　Y，　Yoshida　Y，　Xu　B，　Nameta　M，　Miyamoto　M，　Yaoita　E，　Yamamoto　T

Phosphoproteome　of　normal　rat　glomerulus：Tyrosine－phosphoiylated　proteins．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Nagasaka　Y，　Ybshida　Y，　Taguchi　l，　Miyamoto　M，　Xu　B，　Zhang　Y，　Miyazaki　K、

Kamijo　K，　Tsugita　A，　Yaoita　E，　Fujinaka　H，　Yamamoto　T

2－DE　based　proteome　analysis　of　normal　human　urinary　proteins：Difference　in

healthy　male　children　and　adults．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Nishimura　H，Yang　Y，　Lau　K，　Yamaguchi　K，　Yamamoto　T

Does　reduced　nutrition　supply　during　nephrogenesis　program　impaired　water
balance　in　adults？

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディコ“

Fujinaka　H，　Matsuki　A，　Yaoita　E，　Ybshida　Y，　Yamamoto　K，　Katsuyama　K，

Tomizawa　S，　Yamamoto丁
Expression　of　groWth　factor　binding　proteins（lGFBPs）in　podocytes　at　normal　and

disease　conditions．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Takata　T，　Yaoita　E、　Yamamoto　T

Protocadherin　17expression　in　podocytes．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

Miyazaki　S，　Yamamoto　T，　Yaoita　E，　Sakurabayashi　T，　Suzuki　M，　Hirasawa　Y

High　serum　level　of　basic　fibroblast　growth　factor（bFGF）may　be　a　marker　of

osteo－articular　destruction　is　long－term　dialllylsis　patients　with　b2　microgIobulin

（b2m）amyloid　deposite．

第39回　アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ
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Ismail　T，　Nishimoto　G，　Li　H，　ltou’ uSatokata　l，　Yokoyama　M，　Yoshida　Y，　Yaoita　E，

Yamamoto　T
Analysis　of　renal　AQPs　expression　in　AQP8　Knockout　mice

第39回アメリカ腎臓学会総会、2006、サンディゴ

2006年
国　内

矢尾板永信、勝矢　建、藤中秀彦、山本　格
初代培養からみたポドサイトの特性
第49回　日本腎臓学会学術総会、2006、東京

高田琢磨、矢尾板永信、上家潤一、藤中秀彦、吉田豊、下条文武、山本　格
ポドサイトにおけるprotocadherin17（PCDH17）の発現
第49回　日本腎臓学会学術総会、2006、東京

後藤　眞、成田一衛、張　□、松本めぐみ、鈴木正嗣、吉田豊、山本格、下条文
武、井ノ上逸郎

糸球体上皮細胞におけるADAMTS－8　とスリット膜構成分子の相互作用
第49回　日本腎臓学会学術総会、2006、東京

許波、吉田豊、張口、宮本雅仁、矢尾板永信、藤中秀彦、山本格
正常ヒト腎臓プロテオーム統合型データベースの構築
第49回　日本腎臓学会学術総会、2006、東京

Zhang　Y，　Yoshida・Y，　Zu　B，　Nameta　M，　Yaoita　E，　Fujinaka　H，　Yamamoto　T

Phosphoproteome　of　nomal　rat　glomerulus；tyrosine－phosphorylated　perteins．

第49回　日本腎臓学会学術総会、2006、東京

2005年
国際学会

Li　H，　Kamiie　J，　Morishita　Y，　Yoshida　Y，　Yaoita　E，　lshibashi　K，　Yamamoto　T．

Expression　and　localization　of　tWo　isoforms　of　AQPlO　in　human　small　intestine．

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

Nshimoto　G，　Li　H，　Yoshida　Y，　Yaoita　E＜Yamamot　T．

Gene　diversity　of　aquaoorin　homologues　in　Eel，　Anguilla　japanica．

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

Yoshida　Y，　Miyazaki　K，　Xu　B，　Yaoita　E，　Yamamoto　T．

Proteome　of　normal　human　kidney　gbmerulus：Database，　differential　expression

and　2－DE　profiling　of　glomeruli　isolated　from　biopsy　tissues．
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第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィァ

Yanagita　M、　Okuda　T，　Endo　S，　Tanaka　M　Yamamoto　T，　Fukastu　A，　Sakurai　T，　Kita

T．

USAG－1，　a　novel　BMP　antagonist　abundantly　expressed　in　the　kidney，
exacerbates　renal　injuries．

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

katsuya　K，　Yaoita　E，　Yoshida　Y，　Yamamoto　Y，　Yamamoto　T．

An　improved　method　for　primary　culture　of　rat　podocytes．

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

Fujinaka　H，　Nameta　M，　Matsuki　A，　Ybshida　Y，　Yaoita　E，　Tomizawa　S，　Yamamoto
工．

Periglomerular　Accumulation　of　dendreitic　cells　in　experimental　crescentic

glomerulonephritis．

第38回アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

Zou　J，　Yaoita　E，　Watanabe　Y，　Yoshida　Y，　Nameta　M，　Li　H，　Yamamoto　T．

Upregulation　of　nestin，　vimentin　and　desmin　in　rat　podocytes　in　response　to

lnJ　uyty・

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア
Mijyazaki　S，Yamamoto　T，　Yaoita　E，　Sakurabayashi　T，　Suzuki　M，　Hirasawa・Y．

Soluble　Fas（sFas），　a　supPressive　factor　of　apoptosis，　ls　elevated　in　sera　of

hemodialysis　patients　with　β2　　microglobulin　（β2m）　amyloidosis　and
osteoarticular　destruction．

第38回　アメリカ腎臓学会総会、2005、フィラデルフィア

il20・0這’孝繧

』国t 焉@　一

山本　格

ヒト糸球体のゲノミクスとプロテオミクス

第4回腎保護・再生研究会、2005、京都

Bassam　K，　Alchi，　Nishi　S，　Kondo　D，　Kaneko　Y，　Mastuki　A，　lmai　N，　Ueno　M，　lguchi

S，Sakatsume　M，　Narita　1，　Yamamoto　K，　Gejyo　F

Osteopontin　expression　in　acute　renal　allograft　rejection．

第48回日本腎臓学会学術総会、2005、横浜

Yaoita　E，　Kurihara　H，　Ybshida　Y，　lnoue　T，　Sakai　T，　Yamamoto　T．

Fatl　localization　at　cell－cell　contact　sites　of　podocytes　in　puromycin

aminonucleoside　nephrosis，　neonatal　kidney　and　culture．

第48回日本腎臓学会学術総会、2005、横浜

吉田豊、宮崎賢司、許波、張螢、上條憲一、次田皓、矢尾板永信、山本格
腎生検試料から単離した糸球体の二次元電気泳動によるプロテオーム解析の試み
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第48回日本腎臓学会学術総会、2005、横浜

栗原秀剛、矢尾板永信、永坂恵子、山本格、坂井建雄
新規ラット不死化糸球体足細胞株の確立
第48回日本腎臓学会学術総会、2005、横浜

藤中秀彦、行田正晃、松木麻子、吉田豊、矢尾板永信、富沢修一、山本格
Periglomerular　accumulation　of　dendritic　cells　in　experimental　crescentic
glomerul◎nephritis．

第48回日本腎臓学会学術総会、2005、横浜
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本研究の目的

　平成13～16年度に行ってきた研究でヒト腎糸球体に発現、分布している遺伝子と

タンパク質を網羅的に検出する手法とシステムを構築した1ヒト腎糸球体遺伝子と

タンパク質のプロファイリング。本研究ではそこで培った摘出腎臓の糸球体試料の

解析手法を腎生検試料の糸球体解析に応用する手法を確立し、研究期間中（平成17

～19年度）に、ヒトIgA腎症などの慢性腎臓病の糸球体病変の病態形成に関与する

可能性のある遺伝子とタンパク質をマイクロアレー法と質量分析器を用いて網羅的

に探索し（トランスクリプトミクスとプロテオミクス）、その病態形成に重要な役割

を演じている分子（反応系）をしぼりみ、ヒトIgA腎症などの慢性腎臓病の病糸球

体病変の態形成に係る分子の探索と選択をするための基盤技術を構築するのを目標

とした。

　トランスクリプトミクス（transcriptomics）とは遺伝子の発現を示すmRNA（メ

ッセンジャーRNA）を例えばDNAマイクロアレイの様に一度に全mRNA（トランス

クリプトーム）の量と種類を識別する技術で網羅的に解析する技術である。ヒト

ゲノムは2001年に一応の解読（ドラフト）が、2004年に若干の修正がなされ、ほ
ぼ完成した解読が学会誌に発表された1～3）。この解析により、ヒトには約22，　OOO

個の遺伝子が存在し、ある組織における全遺伝子の発現の種類と量がDNAマイク
ロアレー法で解析でき、また、それらの遺伝子がコL・・一・・ドするタンパク質のアミノ

酸配列の推定ができ、その構造、機能の推定も可能になりつつある。

1．

2．

3．

Lander，　E　S．，　Linton，　L　M，，　Birren，　B，，　et　al．　lnitial　sequencing　and　analysis　of　the　human

genome．　Nature　409，860－921，2001，
Venter，↓C．，Adams，　M．　D．，　Myers，　E．　W．，　et　al、　The　sequence　of　the　human　genome，

Science　29f，1　304　－1　35t，2001．

lnternational　human　genome　sequencing　consortium．　Finishing　the　euchromatic　sequence　of

the　human　genome、　Nature　431：93t－945，2004．

DNAマイクロアレイとはスライドガラス上にDNAの部分配列（DNAプローブ）を

高密度に、数万から数十万箇所に固定したものである。例えば、ヒトの遺伝子が

全て固定されているDNAマイクロアレイを用いることにより、それらのすべての

遺伝子の発現0の強弱を同時に検出することが可能である。ヒトの細胞や組織

から抽出したtnRNAを逆転写酵素でcDNAに変換したもの（タs－…一ゲット）し、変換

過程で蛍光物質を標識して、DNAマイクロアレイのDNAプローブと結合（ハイブ

リダイゼーション）させることによって、mRNAとして発現している遺伝子情報を

網羅的に検出（トランスクリプトームミクス）できるのである。
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　しかし、注意すべきは、遺伝子産物であるmRNAの種類と量は、同じく遺伝子産

物で、重要な機能分子であるタンパク質の種類と量とは必ずしも相関するわけで

はないことである。機能分子としてのタンパク質で構成されるシステムは、トラ

ンスクリプト・・…一ムと同様な枠組みで理解され、プロテオームという概念で認識さ

れている。

　プロテオーム（Proteome）とは、ある生物個体、臓器、組織、細胞、細胞内器

官、タンパク質複合体などの系において存在しているタンパク質の総体を示す言

葉である。遺伝子（gene）の総体を示すゲノム（genome）に対比できる概念であ

る。プロテオームを扱う解析をプロテオミクスと言う。タンパク質を網羅的に解

析することは、遣伝子（核酸）やその発現であるmRNAの解析よりもはるかに困難

である。その理由は大きく分けて二っある。まず一つは、遺伝子やmRNAを検出す

るための合成したcDNAはPCR（polymerase　chain　reaction）によって増やすこ

と（増幅）ができるが、タンパク質では増幅できないということである。タンパ

ク質は量を増やすには、試料を増やして精製するしかなく、微量のまま解析する

技術の進歩が必要であった。もう一つはDNAは基本的に4種類の塩基から成り立

っが、タンパク質を構成するアミノ酸は20種類あるため、核酸よりも同定が煩雑

であることである。

　このような背景から、疾患糸球体のプロテオミクス、トランスクリプトミクス解

析は次のようなプロセスで実践が可能になり、それが目指された。

1）

2〕

3）

4）

5）

ヒト腎生検試料から糸球体を効率よく、正確に分離する技術を確立する。

分離された糸球体に発現している遺伝子とタンパク質を網羅的に解析するた

めに必要な微量解析の設備を整備する。

慢性腎臓病の糸球体と正常糸球体の発現遺伝子の差異をDNAマイクロアレー

法で解析し、その差異を探索する（マイクロトランスクリプトーム解析）。

慢性腎臓病の糸球体と正常糸球体のタンパク質を2D－DIGE法、　saturation

dye法で比較し、その差異を探索する（（マイクロトプロテオーム解析）。

探索された候補分子の分子の機能や分子間相互作用を解析し（バイオインフ

オマティクス）、その制御、抑制法などを実験で証明し、疾患の予防法、治療

法開発の道筋をつける。
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本研究の学術的な特色、独創的な点及び予想される結果と意義

特色11ヒト慢性腎臓病の糸球体を直接解析する研究なので、ヒトの慢性腎臓病の

真の病態が把握できる。

特色21ヒト慢性腎臓病の糸球体で発現している全遺伝子と全タンパク質を対象に

しているので、病態形成に関与する全分子反応系が総合的、統合的に把握できる可

能性が高い。

特色3：これまで有効な根治的治療法が無かったヒトIgA腎症などの慢性腎臓病の

病態形成の分子機構が理解されると、その治療法や予防法の開発につながる標的分

子が絞り込まれ、治療法開発に結びつく可能性がある。

国内外の研究の中での位置づけ

　これまでのヒト慢性腎臓病の糸球体病変の病態は主に動物モデルや培養細胞を用

いて研究されたり、他の臓器の炎症の研究から明らかになった成果を糸球体腎炎に

も外挿し、その機序の関与の有無を解析するような手法で行われてきた。しかし、

このような研究からは、その治療法や予防法の開発に結びついた成果はほとんど得

られていないのが実情で、そのために毎年約1万人づっ増加しているとうせきっ患

者数は歯止めがかかっていないのである。

　本研究はヒトIgA腎症などの慢性腎臓病の糸球体に存在する全発現遺伝子、全タ

ンパク質を対象として同定し（トランスクリプトミクスとプロテオミクス）、それら

による分子反応系を推定し、それにより形成される病態を総合的、統合的に把握し

ようとするものである。このような大規模研究は個人レベルでは出来ない研究で、

国内外にこのような研究を行っている研究室はない。私どもの研究室は基礎研究部

門であり、スタッフ3名の他、大学院生10名、研究生2名、非常勤研究員3・名、技

術補佐員2名がおり、これまでも糸球体トランスクリプトーム解析、プロテオーム

解析を行ってきた実績があり、このような大規模研究を遂行できる環境が整ってい

る。
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関連したこれまでの研究実績

L従来受けた科学研究費補助金の研究種目、期間（年度）、研究課題名、研究経費

　ヒトIgA腎病態を解析し、その治療法の開発に結びつけたいと私どもはこれまで、

次のフローチャートに示された計画で研究を進めてきた。以下に、その詳細を述べ

てみる。

　ラツト　　　　　　　　　　　ヒト糸球体

7欝鷲⇒三：1鷲㌶⇒
　　　ヒト慢性腎臓
⇒
　　　子の確認と治
　　　療法開発

1）　　文部省科学研究費補助金　基盤研究（B）（平成9－－11年度）、

「腎糸球体の特性を規定する遺伝子群のクローニングと機能解析」、研究費870万円

この研究はヒトIgA腎症の病態解析のために正常及び腎炎モデルラットを用いた

基礎研究であった。正常ラット及び腎炎モデルラットの糸球体で発現している遺伝

子の違いを調べて、その手法を用いてヒト糸球体腎炎の病態形成に関連する遺伝子

を把握し、治療法の開発のために分子標的を探索することが可能かどうかを検証し

た。ラット糸球体に発現している遺伝子cDNAライブラリー、腎髄質に発現している

遺伝子cDNAライブラリーを作製し、両者を比較することでラット糸球体に特異的に

発現している遺伝子を探索した。その結果、いくつかの既知の遺伝子と未知の遺伝

子を確認することができた。その中で機能が不明な遺伝子として
01factomedin－related　pr。tein遺伝子に注目し、その遺伝子が腎臓では糸球体に、

全身臓器では神経細胞にも特異的に発現しており、その翻訳蛋白は糸球体上皮のゴ

ルジ装置に局在していることを報告した（J㎞Soc　Nephro111：803－813，2000）。

2）　　文部省科学研究費補助金　基…盤研究（B）（平成13－－15年度）、

「ヒトIgA腎症の病因と病態のゲノミクスとプロテオミクス」、研究費1320万円

　平成9年からラット糸球体を用いた基礎研究開始と同時にヒトの腎組織収集も開

始し、腎腫瘍のために摘出された腎臓やIgA腎症患者の剖検から腎臓の一部を提供

者や家族のインフォームドコンセントを得て提供を受けてきた。腎摘の約60例の中

には糸球体にIgAが沈着している例が5例、病理組織学的にIgA腎症と診断される

ものもが3例あり、それぞれ糸球体を単離し、遺伝子採取用、蛋白分離用に保存し

てきた。これらの試料で正常ヒト糸球体cDNAライブラリーを作製し、その6000ク

ローンの塩基配列を解読し、解読した遺伝子のさまざまな情報を付記したデータベ

ースを作成している。また、通常のマイクロアレーによるヒト糸球体遺伝子の発現
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プロファイルも平成16年度中には完了の予定である。これら遺伝子解析と同時にヒ

ト糸球体のタンパク質を網羅的に解析する研究も行ない、2次元電気泳動法と質量

分析機を用いて、これまで、2次元電気泳動法で確認される正常糸球体のタンパク

質のプロファイリング（マスタープロファイル）を完成させ、そこで分離された約

1000スポットの内、約350スポットのタンパク質を同定した。また、ヒトプロテオ

ーム機構（Human　Proteo皿e　Organization，　HUPO）の日本支部（JHUPO）に属し、名称

（Gene　Ontology　Consortium）、物理化学的性質、機能、局在、文献、アクセス番号

などのアノテーションを追加した糸球体プロテオームデータベースを作り、平成16

年度中に公開する（http：〃w酬．　sw』ec・・co．　jP／bio／「d／h91db／index．　html）。

H．1以外で、この研究課題に密接に関連した研究課題で受けた研究費

1）　　民間企業数社からの奨学寄付金（平成11－15年）、代表山本格、研究費800

万円：腎炎モデル糸球体で発現している遺伝子や分布しているタンパク質を同定す

る研究を行い、その手法はヒトIgA腎症の糸球体で発現、存在する分子探索の戦略

として実行可能であることを確認した。

2）「ヒト遺伝子探索」　Japan　Genome　Solution，　Incとの共同研究（平成13一現

在）代表山本格、研究費　634万円：ヒト糸球体発現遺伝子のデータベース化と糸

球体疾患解析用マイクロアレーの開発を行っている。

3）「ヒト糸球体のプロテオーム解析」NECプロテオミクス研究所との共同研究（平

成13一現在）代表　山本格、研究費　48万円：ヒト糸球体試料の2次元電気泳動法

と質量分析機による網羅的タンパク質解析と、そのデータベース化のソフトウエア

ーの開発を行っている。

4）「腎糸球体疾患の病態関連遺伝子・タンパク質解析から治療法開発へ向けた探索」

平成16年度　新潟大学プロジェクト推進経費　代表山本格　研究費778万円1ヒ

ト糸球体のcDNAアレーによる解析をおこない、糸球体に特異的に発現している遺伝

子を選択して、各種疾患で比較している。

1．この研究課題の準備状況等について

1）ヒト正常糸球体に発現している遺伝子プロファイル（トランスクリプトーム）

①ヒト正常糸球体に発現している遺伝子の注釈付インハウスデータベースが完了

している1ヒト正常糸球体のcDNAライブラリーを作製し、その6，000クローンの塩

基配列を読み、遺伝子を同定し，同一遺伝子の数や個々の遺伝子のGeneCard情報な

どを加えたデータベースを作成している。

②マイクロアレーによる糸球体発現遺伝子の定量化が進んでいる1ヒト遺伝子

16，　OOOクローンが載っているマイクロアレー（タカラバイオ社製）を用いて、ヒト

糸球体に特異的に高発現している遺伝子が選択され、データベース化されている。
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現在、その個々の遺伝子の発現の定量をQRT－PCR法で、発現細胞の同定をIn　situ

hybridization法で確認する作業が行われている。

2）ヒト正常糸球体に存在しているタンパク質プロファイル（プロテrd・一ム）

①ヒト正常糸球体に存在しているタンパク質の網羅的同定とデータベース化を行っ

ている：平成14年より、ヒト正常糸球体に存在しているタンパク質を網羅的に同定

し、疾患糸球体に存在するタンパク質との異同により、病態形成に関与する候補分

子を探索する研究をNECプロテオミクス研究所との共同研究で開始した。そこでは

正常ヒト糸球体タンパク質の約250スポットのタンパク質の同定が終了している。

これらの内容については平成15年、世界ヒトプロテオーム機構（HUPO）の日本支部

会（JHUPO）、平成16年、世界ヒトプロテオーム学会で発表され、新聞などにも紹介

された（平成14年10月18日付け日本経済新聞、平成14年11月29日付け日本経

済産業新聞など）。

②高分子タンパク質を同定する手法を現在検討している：通常の2次元電気泳動で

分離されるタンパク質は分子量100kDa以下のものなので、それ以上の分子量のタン

パク質を同定する必要がある。そのために、現在、LC　MS／MS質量分析器を用いた解

析が試みられている。

3）トランスクリプトームとプロテオーム解析のマイクロ化の準備

　マイクロダイセクション法で腎組織切片より糸球体部分だけを切り出し、RNAお

よびタンパク質を抽出し、total　RNAで5　ngでマイクロアレー解析、　PCR法で特定

の遺伝子発現を検出できることを確認している。また、タンパク質は20～5μgで

2D－DIGE法、　saturation　dye法で2サンプル間の定量的比較ができることを確認し

ている。

II．研究を実施するために、使用する研究施設・設備等、現在の研究環境の状況

　マイクロアレー関連機器とTOF－MS質量分析機は新潟大学脳研究所附属生命科学

リソース研究センター遺伝子実験部門に設置されている。また、LC－MS／MS質量分析

機については共同研究を行っているNECプロテオミクス研究所のものが使用できる。

DNA　sequencer、全自動in　situ　hybridization機、2次元電気泳動装置は当分野

に既に設置されている。マイクロダイセクション機器も新潟大学医学部の共同機器

として設置されている。
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研究計画・方法　（平成17年度）

「平成17年度」研究の戦略の概要

　ヒト腎炎糸球体を対象とする遺伝子、タンパク質の解析はサンプルが腎生検で得

られる微量のものであることから、微量で解析が行えるシステムを構築する必要が

ある。そこで、これまでのトランスクリプトーム、プロテオーム解析技術のマイク

ロ化を行う。

①レーザーマイクロダイセクション法で糸球体部分だけを切り出し、・RNAを抽

出し、微量サンプルのマイクロアレー解析技術を持つJapan　Gene　Solution，　Inc

と共同して、マイクロダイセクション法で得られたヒトIgA腎症などの糸球体から

抽出したRNA・1～5　ng程度でマイクロアレー解析を行う（マイクロトランスクリプ

トーム）。

②　　通常の2次元電気泳動と質量分析機を用いたタンパク質の同定にはサンプ

ルが500μ9程度必要である。ここでも、マイクロダイセクション法で得られる糸球

体からのタンパク質で解析できる技術が必要で、1μg程度で分析できる

saturation　dye法でマイクロプロテオーム解析を行う。

これまでのトランスクリプトーム、

　　　　プロテオーム解析

EtwSgpt）
　　　o

［i！i1i：lii［］

　　　o．

［illlillpt

　　」

タンパク質抽出

マイクロ

アレー解析

　　9

二次元電気泳動

　質量分析

タンパク質同定

◆

マイクロトランスクリプトーム、

　マイクロプロテオーム解析

o
マイクロ

アレー解析
二次元口気詠勘

　質量分析

唾）タ認質
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　平成17年度は、ヒト腎生検組織標本からレーザーマイクロダイセクション法で

糸球体部分を切り出し、そこから抽出した微量の遺伝子をマイクロアレー法で、抽

出した微量のタンパク質を2次元電気泳動で解析する技術（マイクロゲノミクス及

びマイクロプロテオミクス）を確立するのが主な計画である。

1）　ヒトIgA腎症の腎組織の入手の継続（研究代表者、山本と研究分担者、矢尾

板、吉田）：

　平成9年頃から腎腫瘍のために摘出された腎臓やIgA腎症の患者の剖検の腎臓の

一部を提供者や家族のインフォームドコンセントを得て、提供を受けている。その

約80例を病理組織学的に検索すると、糸球体にIgAが沈着している例が5例、病理

組織学的にIgA腎症と診断されるものもが3例含まれていた。得られた腎組織から

糸球体を単離し、遺伝子採取用、蛋白分離用にそれぞれ保存している。また、腎疾

患診断のために行なわれた生検材料でIgA腎症と診断された腎組織切片が30例以

上収集されている。今後もこの収集を続けてゆく。

2）ヒトIgA腎症の腎生検組i織からの遺伝子抽出とその検出（研究代表者、山本と

研究分担者、田中）：

これまで既製のヒト遺伝子18，　OOOクローンが載っているマイクロアレー

（University　Net　Work）を用いて、ヒト糸球体、腎皮質、腎髄質などに特異的に発

現している遺伝子の探索を現在行ってきたが、この手法では組織由来のmRNAの量が

大量（1～2μg程度）必要なため、ヒトエgA腎症腎生検試料から得られる糸球体に

応用するためには微量のmRNAで解析する手法の確立が必要になる。そこで、ヒト組

織の遺伝子発現を微量のmRNAでマイクロアレー検索する技術を持っている民間企

業（Japan　Genome　Solution社）との共同研究を行なっている。

ヒトIgA腎症の腎生検組織をレーザN－・・一・・マイクロダイセクション法で糸球体部分だ

けを切り出し、RNAを抽出し、　Japan　Genome　Solution，　Incが開発したPCR法で全

遺伝子を増幅した後、マイクロアレー（関連機器は遺伝子実験施設に現有〕で発現

プロファイルを検出できる技術を確立する。

3）ヒトIgA腎症の腎生検組織からのタンパク質抽出とその検出（研究分担者、吉
田）：

ヒトIgA腎症の腎生検組織をレーザーマイクロダイセクション法で糸球体部分だ

けを切り出し、そこから抽出したタンパク質を近年開発されたSaturation　dye法

（Amersham　Bioscience）でラベルし、2次元電気泳動（平成17年度申請の

Invitrogen社の2次元電気泳動システムを使用）することにより、従来の銀染色の

約100倍の高感度検出（平成17年度申請のAmersham　Bioscience社のフラットベッ
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ドスキャナーを使用）が可能となる。検出スポットをすでに完成している正常ヒト

糸球体の2次元電気泳動プロファイルデー一タベース（平成17年度申請のサーバー用

パーソナルコンピューターを使用）と比較することで、ヒトIgA腎症の腎生検組織

の糸球体で増減するタンパク質を同定する。

4）糸球体発現遺伝子の量と発現部位の検索（研究分担者、矢尾板）1

ヒト糸球体、腎皮質、腎髄質、その他の臓器から抽出したRNAを用い、　ribonuclease

protection法でその発現量を定量し、上述のマイクロアレー法と比較する。さらに、

in　situ　hybridization法（現有の自動in　situ　hybridization用機器を使用）で

注目する遺伝子の糸球体内発現細胞を明らかにする。

5）　高分子タンパク質の網羅的解析技術の確立（研究分担者、吉田）：

通常の2次元電気泳動法では分子量が100kDa以上のタンパク質の分離は困難iであ

る。その理由は高分子タンパク質が1次元目の等電点電気泳動の担体（IPG　ge1）に

入らないためである。高分子タンパク質を分離するために1次元めの等電点電気泳

動をアガー一・一ロースの担体で行う技術が開発されている。この技術を使い正常ヒト糸

球体の高分子タンパク質を網羅的に質量分析器（遺伝子実験施設に現有しているも

のと共同研究先のNECプロテオミクス研究所も機器を使用）で同定し、すでに作成

してある100kDa以下のタンパク質のデータベースと統合し、真の糸球体タンパク質

データベースを構築するe

「平成18年度」

1）平成17年度に確立した腎生検試料からマイクロダイセクションして得られた

糸球体に発現している遺伝子を検出する技術を用いて、収集してあるヒトIgA腎症

糸球体サンプルを解析し、疾患糸球体で特異的に発現が変化している遺伝子を既に

構築してある正常ヒト糸球体遺伝子デh・一一・一タベースと正常ヒト糸球体タンパク質デー

タベースで検索する（研究代表者、山本と研究分担者、矢尾板、吉田、田中）。

2）　また、糸球体タンパク質の2次元電気泳動も行ない、平成15年度に構築した

正常ヒト糸球体を二次元電気泳動スポットのデータベースと比較することで、病態

形成に関与する分子を推定する（研究分担者、吉田）。

3）得られた遺伝子やタンパク質がヒトIgA腎症の糸球体で特異的に発現、分布し

ているかどうかをヒト正常糸球体、腎皮質、腎髄質やヒトIgA腎症糸球体から抽出

したRNAを用いたribonuclease　protection法、及びマイクロダイセクション法で
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得られたIgA腎症の糸球体RNAを用いたPCR法で確認し、確認されたものはin　situ

hybridization法で糸球体発現細胞を明らかにする（研究分担者、矢尾板）。

4）本研究成果をアメリカ腎臓学会で発表する予定（研究代表者、山本）。

「平成19年度」

ヒトIgA腎症糸球体で発現が顕著に変化している遺伝子やタンパク質を病態形成

候補分子として、それらの分布や機能を解析する。

1）腎炎モデル糸球体での候補遺伝子の発現の変化をribonuclease　protection‡去

やin　situhybridization法で検索し、候補分子の重要性を検証する（研究代表者、

山本）。

2）抗体を作成して免疫組織学的に対応分子の糸球体局在や培養糸球体細胞での局

在を解明する（研究分担者、矢尾板）。

3）最終的にはこれらの遺伝子及び二次元電気泳動データベースを統合したバイオ

インフォーマティクスを構築し、IgA腎症進行の病態を分子レベルで把握できるよ

うにし、IgA腎症以外の糸球体傷害の解明に役立てる（研究代表者、山本、研究分

担者、吉田）。

n．生命倫理・安全対策等に関する留意事項

　　　本研究はヒトの腎組織を用いてその遺伝子やタンパク質を解析する研究で

ある。そのうち、腎腫瘍で摘出した腎組織については新潟市民病院の泌尿器科の先

生方に協力していただき、提供者、その家族、血縁者、その他の関係者に本研究の

主旨を説明し、個人識別ができないようにして遺伝子が解析され、解析結果は提供

者、その家族、血縁者、その他の関係者にも知らせることはないこと、個人的な解

析結果を公表することはないことでインフォームドコンセントを得て収集したもの

である。その実施は新潟市民病院の倫理委員会及び新潟大学遺伝子倫理委員会の承

認を得て行われている。また、腎生検組織は以前から病理診断用に収集されていた

もので、その遺伝子解析を開始する平成17年度以降には解析の対象者には腎腫瘍で

摘出した腎組織については提供者などと同様にインフォームドコンセントを得て行
う。
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主な研究成果と問題点

1．正常ヒト腎糸球体プロテオミクスデータベースの公開

　　　これまで行ってきた正常ヒト腎糸球体のプロテオーム解析の結果を腎臓病研究者が

　　利用できるようにウェブ上に公開した（http：〃wmv．　hkupp．。rg）。このデータベースに

　　は約3000種類の遣伝子に由来する約7000種類の糸球体タンパク質がその生化学的特

　　徴などと共にリストされている。最も特徴的なのはそれらのタンパク質の局在を示す

　　免疫組織化学染色画像をHuman　Pr。te。me　Organizati。n（HUPO）イニシアチブのHuman

　　Antib。dy工nitiativeが作製しているHuman　Protein　Atlasより提供をうけ、添付し

　　ていることである。

Human　Kidney　and　Urine　Proteome　Project（HKUPP）のホームページ

　（http：／／www．　hkupP．　org）

㊦oe

LC－based　Glomerulus　　をクリックすると次のゲル画像がでて、そのゲルの

1区画をクリックするとそこに分布しているタンパク質がリストされる。
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右欄のDetailに顕微鏡のマークがあるものはHuman　Pr。tein　Atlasの免疫組織化学画像

も提供しているので、有用である。

9t“一．1’tt，
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2．Human　Proteome　Organ　ization（HUPO）のイニシアチブとしての活動

　　慢性腎臓病（CKD）は病因や病態の進行機序が未だ不明のため、根治的治療法がなく、

進行して末期慢性腎不全となり、血液透析や腎移植を余儀なくさせる危険性の高い疾患であ

る。このような腎臓病の研究は半世紀にわたって行われてきたが、大きな成果が得られてい

ない。これは慢性腎臓病の主たる初期病変部である糸球体でどのような異常が起こっている

かを調べることができなかったためである。そのため、慢性腎臓病の糸球体でおこっている

異常を把握することができなかったため、その異常を阻止することができなかったと考えら

れる。世界の多くの腎臓病研究者もそのように思っていたが、近年、ポストゲノム科学とし

てタンパク質を網羅的に同定するプロテオミクスや多くの遺伝子発現解析データやタンパク

質解析データからそこで起きている分子反応など有意義な結論を導き出すためのコンピュー

タサイエンス、バイオインフォマティクス（生体情報学）が急速に発展し、これらの科学で

病変糸球体を解析することで、それが解明されるのではとの期待がもたれた。

　このような期待をもった世界の腎臓病研究者が2005年に集まり、ヒト腎臓・尿プロテオ

ームプロジェクト（Human　Kidney　and　Urine　Proteo皿e　Project，　HKUPP）を国際連携で開

始することが同意された。このプロジェクトは同年、ヒトの全タンパク質の網羅的解析、プ

ロテオミクスを主導するヒトプロテオーム機構（Human　Proteome　Organization，　HUPO）
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のプロジェクト（イニシアチブ）として認可され、HUPOの他の臓器関連イニシアチブ（ヒ

ト脳、肝臓、血漿、心・血管、万能細胞など）や研究基盤イニシアチブ（標準化、抗体・バ

イオマーカーなど）との連携も図られるようになった。

　疾患糸球体のプロテオームの異常を把握するには正常糸球体のプロテオームを知っている

必要がある。そのため私どもの研究室では腎摘された皮質から正常ヒト糸球体を分離し、そ

のプロテオームを解析し、それをデータベース化してウェブ上で公開し、多くの研究者に利

用してもらっている。現在、このデータベースはHUPOイニシアチブのヒト抗体イニシアチ

ブと連携し、抗体による免疫組織化学法によるタンパク質の糸球体局在情報が付加されつつ

あり、この完成はさらに多くの情報の発信源となると期待される。

　一方、慢性腎臓病の糸球体の解析は多くの場合、腎生検試料の糸球体を解析するしかなく・

その量の少なさが問題であるe腎生検試料から糸球体を切り出すにはレーザーマイクロダイ

セクション法が用いられ、顕微鏡下でコンピュータ欄御のレーザーで腎生検の凍結切片の糸

球体周囲を切りし、糸球体を回収することで行われる。これまでの私たちの検討から、糸球

体切片50枚ほど（5～10切片）で約1～2μgのタンパク質が回収されることが分かっている。

この場合、血漿タンパク質が多く入ってくるのが悶題となっている。しかし、精度、感度の

高い質量分析計を用いると糸球体タンパク質O．2　Pt9のタンパク質量があると数百種類のタン

パク質が同定されることが分かっているので、その解析で大まかな異常が分かると考えられ

る。

　HKUPPは尿のプロテオミクス解析を行い、疾患バイオマーカーを発見することを目指し

ている。成功すれば尿の分析で腎臓病の診断や病勢の把握などが可能になると期待されてい

る。しかし、上述のように尿はもともと不安定になる運命を担っているものであり、その解

析から意味のあるものを発見するのは容易ではない。これまで、多くの研究者がそれぞれの

手法で尿を採取、保存、タンパク質を分離して、そのプロテオームを解析しているのでそれ

ぞれの研究結果を比較、検証することは容易ではない。そこで、HKUPPは尿の採取法、処

理法、保存法、解凍法、タンパク質の分離法などに関するガイドラインを根拠をあげて行お

うとしている。さらに、このガイドラインに沿った尿のプロテオームが正常の人でも年齢・

性別、人種による差の有無の検証、腎臓病で血漿タンパク質が大量に尿中にもれているタン

パク尿のプロテオーム解析するためのガイドラインを提案し、その後のバイオマーカー探索

研究を推進することを目指している。

3．ヒト腎糸球体プロテオミクスの問題点とその対策

1）　微量のタンパク質を感度良く検出することを目指すと、ケラチンなど空気中の浮遊物に

由来する爽雑物が非常に解析の妨げになる。そのため、一般的にとる研究室の空気の清浄・ク

リーンベンチの使用などを行ったが、十分な爽雑物の除去はできなかった。どの過程で混入し

てくるかなどを詳細に検討した結果、來雑物の混入は使用するマイクロチューブの静電気によ
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ることが明らかになり、静電気が起き難いマイクロチュ・・一ブを使用することでその混入は9

0％以上抑制できた。

2）　凍結腎組織より作製した腎臓切片から、マイクダイセクション法で糸球体を切り出し、

プロテオーム解析をした結果、同定したタンパク質には血漿タンパク質が非常に多いことが分

かった。それはメッシュ法で単離したヒト腎糸球体のプロテオームと比べても突出していた。

その原因は糸球体毛細血管内に血漿タンパク質が多く残ったまま凍結されていたためと考えら

れ、それを除くために切片作製後に切片をPBSで洗浄し、それらを取り除くことで解決できた。

3）質量分析計で網羅的にタンパク質を同定するには反復して同・・一一試料を解析する必要があっ

た。一般的な質量分析計はペプチドを捕まえて（MS）、それをさらに分解して（MS／MS解析）、

アミノ酸配列を決定することを行っているため、非連続的に解析しており、1回の測定では検

出されうるタンパク質を全て検出することはできない。そのために、同じサンプルを数回解析

することが必要であった。糸球体切片由来のタンパク質のような微量なサンプルでは少なくと

も4回、理想的には8回ぐらい解析する必要があった。1回の解析に必要な糸球体タンパク質

は　O．　2　P9でそれを5回ほど行うと約1μ9のタンパク質が必要になる。この量はヒト糸球体切

片150枚から抽出されるタンパク質量に相当した。
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