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緒 田

アルポ- ト症候群は,難聴 と時に眼病変を伴 う進行性

腎疾患であ り,遺伝性腎症 としてほ魔 も頻度の高い疾患

である.通常,小児期までほ腎機能は正常であ り,思春

期以降徐々に腎機能が低下 し始め,10歳代後半から30歳

代にかけて腎不全に陥る.本症の病因については,1990

年にヲ最 も頻度の高い伴性劣性遺伝型アルポ- ト症候群

が腎糸球体基底膜の主賓な構成成分であるⅣ型コラーゲ

ン甜鎖のうちの α 5線遺伝子 (COL4A S)NClド

メイン領域の突然変異により発症することが初めて報告

されユ),その衡 常染色体遺伝塑 AIpoTも症候群はα3

線あるいはa4線遺伝子 (COL4A SあるいはCOL4

JAG)の突然変異が原因であることが明らかにされた2),

これらの変異により,糸球体基底膜の基本骨格であるⅣ

型コラ-ゲンa鎖による高次の網 目構造が形成 されな

いため糸球体基底膜の葬薄化,層状化?断裂が生 じ,糸

球体基底膜が担っている膿過機能が次第に失われる結果,

蛋白尿が増加し,最終的には糸球体硬化に至る,

Ⅳ型コラ-ゲン遺伝子 は ヒ トではCOL4A l-A 6,

マウスではCo14al-a銅 首存在 し, a l鎖 と a 2線

遮伝子,α 3線 とa 4線遺伝子,α 5級 とa 6線遺伝

子がそれぞれ組みになって,同一の液色体上に共通のプ

ロモータ-を挟んで並ぶ,いわ摩る head-もO-head構

造 をとる.これらの遺伝子産物である α鎖蛋白は細胞

外で通常 1本の状態 緩 ノマ-)では存在できず,3本

が C末端にある NClドメインで接着し緩り合った状

態 (ヘテロトライマ-)で存在する.その組み合わせは

(α 12+ α 2),(a 52+ α 6). a 3サ 甜 4+

α 5)の 3通 りが知 られていが ト6).腎臓 の糸球体基

底膜は (甜 12+ α 2)と (a 3+ a 4+ α 5) に

より,腎ポウマン嚢基底膜は (a 12+ α 2)と (α 5

2+ α 鋸 により構成されている,胎生期の腎糸球体基

底膜は,(α I営+ α 2)のみで構成されているが,壁

後 まもな く,それまで糸球体係蹄部基底膜を構成 してい

た (a 12+ α 2)によるコラ-ゲ ン骨格が,よ り強

度のある (α 3+ α 複+ a 5)による骨格に置換 され

始め,マウスでは 2過齢で置換が完了する.Co14aB,

Co14a4,Co摘 aSのいずれに変異があっても,(α 3

+α4+α5)のヘテロトライマ-に異常が生 じ,糸

球体基底膜の変性が若起される.

しかしながら,現在においても,Ⅳ型コラ-ゲン遺伝

子の変異から糸球体硬化に至るまでのア)レポ- 卜症候群

の進展機序の詳細についてはほとんど不明のままである.
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また,有効な治療法がない/+=め腎不全をml卜寸~ることも

で きない.進展機序を解明 し,遺伝子治療 を含めた治療

法を開発するためには,アルポ- 卜症候群のモデル動物

が有用 となる.モデル動物 として,犬ではCog4a5に

変異のある Samoidガ ),変異点が末だ明 らかでない

＼‥､.-.･ぎ ､ 卜 ･一 ､･-一･ '･･･ ･1.J:

-もeTTieT大輔 が,マウスではCo14a3jッタアウ ト

一 ､ ･､･. rJ.:､,.1 日.'･二 IJ

挿入変異のあるCo14△8-4トランスジェニ ックマ ウ

ス13)が現在 までに報告されている.

今軌 私たちほジー ンタ-ゲティンダ法 を用 い て ,

NClドメインを破壊 したCo14a4ノックアウ トマウス

を作成 した.このマウスはアルポ- 卜症候群の表現型 を

里 し,審症候群のモデルマウスになりうると考えられた.

さらに,糸球体基底膜に付着 して基底膜 とともに通過機

能を担 う上皮細胞に焦点をお き,上皮細胞障害マ-力-

とされるデスミン14)を免疫染色することによ りCo摘 a

4ノックアウ トマウスにおいて腎糸球体上皮細胞障害が

存在することを明らかにした.

方 法

ノックアウ トマウスの作成

Co14a4cDNA の NClドメインの約 650bの断

片をブローベにし,129Svマ ウスゲノミックライブラ

リーをスクリーニングして約 15kbのゲ ノム断片 を得

た .NClドメインをコ- ドす るエ クソンを含 む約 3.5

k b のKp柁 I-BgiⅢ部分 をネオマイシン耐性遺伝 子

MCl托eOPAと入れ替え,DTA カセットに挿入 し,タ-

ゲティングベクターを構築 した (固 ま).相同組換 え体

の選択およびキメラマ ウスの作成は,里方 らの方法蹄

によった,すなわち,制限酵素XhoIにより線状化 した

タ-ゲティンダベクターをエ レタ トロポレ-ション法に

より129Svマウスの ES細胞である Jl細胞 に導入

し,G姐鋸泰加培地で培養 し,G418抵抗性 タロ- ンを

得た.これらのタロ-ンの中から,図 1に示 したエ タス

ターナルプロ-べを用いたサザ ンブロットにより,相同

観換え体を決定 した.相同組換 え体 を C57BL/6マ ウ

スの 3.5日妊盤胞にマイクロインジェクションし,偽妊

娠 ICR マウス子宮に移植 してキメラマウスを得た.壁

殖系列に入ったキメラマウスを用いて交配 を進めCoi4

a4ノックアウ トマウスを得た.

ノーザンブロッ トハイプリダイゼイション

TRIZOL(S短ma)を周いて腎の toはlRNAを抽 出

し/た.2000ホルT T)ン/1.50°.アガU- スゲ)i,に tot壬11
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図1 夕-ゲティングベクタ-の構造

129Svマウスゲノミックライブラリ-より得た約 15kbのマウスゲノム断片ゲjムCog拍 4中の約 3.5kbのKpnI-BglⅡ断片 を約 1.ikb

のネオマイシン耐性遺伝子MCl花eOPAと入れ替え DTAカセッ吊二挿入し,ダーゲティンダベクターを構築した.線状化には制限酵素Xho工

を周いた.サザンブロットには夕-ゲティングベクタ-に用いた断片の外側約 250bの断片をエクスタ-ナルブローペとして用いた.
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RNA2帥 腎 を注いで電気泳動を行い,HybondN+チ

イロンメンブレン (Amersham)に0.05N 水酸化ナ

トリウム液を用いてプロットした.ハイブリダイゼイショ

ンに用いたブローペは各Ⅳ型 コラーゲンα鎖遺伝子の

NClドメイン領域にあり,以下のプライマーを履いて

PCR により増幅 した.

Coi4al;センス :5′-CATCTGTGGACCATGG

CTTC-3㌦ アンチセンス :5′-TTGTCATGCACA

CTTGGCAG-3′,

Co14a2;センス :5′-GCTACCTCCTGGTGAA

GCAC-3′,アンチセンス こ5′-CATGCACACTTG

(i,(lAGCGGC-3̀.

Coi4aS;センス :5′-GGAAACAAACGTGCAC

ATGG-3′,アンチセ ンス :5′-GACTGGCTCGG

AATTCTTC-3′,

Coi4a4;センス :5′-CACTGGAGCTGGGGAC

CAAG-3′,アンチセ ンス :5′-CATGCAAACCT

GGCACCTGC-3′,

Co14aS;センス :5′-CCAGCCATTCATTAGTC

GAで-3′,アンチセンス :5′-GGCTAATACGCG

TCCTCAAG-3′標識には (α- 32p)dCTP とDNA

MultipTimelabellingkit(Amersham)を履いた.

電顕標本の作成

腎組織を数 ミリ角に切 り,これを2,3%ダタールアル

デヒド4リン酸バ ッファ-液で固定 し,次いで 1%過酸

化オスミウムで固定 して Epon812(Taab)で封埋 し

た.ウル トラミクロ ト-ムを用いて 100nm 厚の切片を

作成 し,グリットにマウントして酢酸ウランとクエ ン酸

鉛で染め,エレクトロンマイクロスコ-プで観察した.

免疫蛍光染色

腎組織を OCT コンパウンド (Miles)に封埋後,液

体窒素で凍結 し,タライオ ト-ムを用いて 5Fim 厚の

切片を作成 した 室温で乾燥 させた後,尿素処理をして

1次抗体を室温で 1時間反応させた.その後,2次抗体

を室温で30分反応 させ た . 最 後 に PeTma F旦ow

(Shandom)で包埋 して観察 した.1次抗体には各 a組

特異F仙 いニトn:T型コラ-ゲンラLソト IgCTモ ノクロ十一---

ル抗体3)を使用した.また,デスミン染色には抗ヒ トデ

スミンマウス 短G モノクロナ- ル抗体 (Dako)を使

用 した.デスミン陽性細胞の局在を知るために基底膜構

成成分のラミニンの二塞染色 も同時に行った.ラミニ ン

染色には抗マウスラミニンウサギ 短G モノクロナール

抗体 (SeTOtic)を使用 した.2次抗体には FITC-玩

ウサギ IgG 把 oopeTBiomedical),TRITC一抗 マ
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ウス 短G (CoopeTBiomedical)を使用 した.

腎糸球体細胞数の測定

2過,4週,8週齢の腎糸球体について測定 した. 1

腎につき3切片,1切片につき25糸球体の細胞数と糸球

体径を計測 した.縛胞数は糸球体の総碓胞数 (A)と糸

球体基底膜の尿細管側の細胞数 ほ )を数えた.B は糸

球体上皮細胞数と考えられる.また,A から B を減 じ

た細胞数 把)は糸球体の上皮細胞以外の細胞 (メサ ン

ギウム細胞 +内皮細胞)数と考えられる.A,B,C に

ついて各週齢の野生型およびノックアウ トマウス間の差

の有無をマンホイットニ-の U 検定を用いて検討した.

結 果

1.Col.Jalノックアウ トマウスの作成

648滴の G現8抵抗性 タロ-ンより5個の相同組換

え体を得た.このうちの 2タロ-ンを用いてキメラマウ

スを作成 したが,いずれも生殖系列に入った.野生型,

ヘテロ接合体,ホモ接合体の出現比は,メンデルの法則

に従っていた (図2).

各α鎖遺伝子の NC ドメイン領域をプロ-べにした

}-ザンプロットでは,Co14a4ノックアウ トマウス

腎組織のCo14a4mRNA だけが検 出 され なかった

(図3).

Ⅳ型コラーゲンの各α鎖モ ノクローナル抗体を開い

た 8週齢の免疫組織化学ではタ野生型では, α1,α2

組はメサンギウム領域のみに認められるのに対 し,Col

4a4ノックアウトマウスでは糸球体基底膜係蹄領域 に

も認められた.α3,α4,α5鎖のいずれ も,Coi4

a4ノックアウ トマウスの糸球体基底膜領域 には検出さ

れなかった.α5鎖は,Coldα4ノックアウ トマウス

のボウマン嚢基底膜領域には野生型と同様に認められた

(図Ll1.

2. 臨床経過および病理組織学的所見

血尿は嬢週齢のCoi4a4ノックアウ トマウスで既 に

出現 していた.蛋白尿は8週齢以降のCo14a4ノック

アウ トマウスに出現 した.Coi4adノックアウ トマウ

スは死亡の約 1週間前に浮腫ならびに BUN 上昇が出

現 し,19週±3週で腎不全により死亡 した,

電顕ではアルポ- ト症候群に特有の基底膜の葬薄化や

層状化が8週齢で認められた,同じく8過齢で上皮細胞

足突起の消失,癒合,微少繊毛の過形成が認められた

(図5).

3. 糸球体上皮細胞障害

デスミンとラミニンの二墓免疫組織化学では,S過齢
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マウスゲノム 欝NA を制限酵素xho三により消化 したサザンプロ再 では野生型は9.Ok執 ホモ接合体 2.5kb,

ヘテロ接合体では両方のバンドが検出されたG野生乳 ヘテロ接合取 ホモ接合体の出現比はメンデルの法則に従っ

ていた.
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図3 Ⅳ型コラ-ゲン a組特異的プロ-べによるノーザンブロット解析

各 a銀の NC ドメイン領域をプロ-ペとしたノ-ザンプロットではfjッタアウ トマウスのColda4mRNA

だけが検出されなかった.
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図4 Ⅳ型コラーゲンα鎖特異的抗体による免疫組織化学

上 8適齢の野生型 (A,C,E,G,I,K)およびCo14a4ノックアウトマウス (B,D,F,H,I,L).Ⅳ型コラー

ゲンの各 α鎖モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学では,α1,α2鎖についてはチ野生型 (A,C)がその

発現がメサンギウム領域に限定されるのに対し,Co14a4ノックアウトマウス (B,D)では糸球体基底膜で広範

に発現していた a3,a4,α5鎖についてはCo14a4ノソクアウトマウスの糸球体基底膜 (F,H,J)では

検出されなかった α5銀はCo14a4ノックアウトマウスのボウマン嚢基底膜 (J)に認められた

のCo14a4ノックアウトマウスの糸球体上皮細胞 と考

えられる基底膜の尿細管側の細胞にデスミンが認められ

(矢印),上皮細胞の障害が示唆された (図6).

腎糸球体細胞数は,8遇齢のCo14a4ノックアウ ト

マウス皮質表層の糸球体では髄質近傍の糸球体および野

生型皮質表層の糸球体より有意に細胞数が少なかった.

減少 した細胞は上皮細胞であり,内皮細胞およびメサ ン

ギウム細胞の数には有意差は認められなかった.また,

Co14a4ノックアウトマウスでは,皮質表層の糸球体

径が野生型よりも有意に拡大 していた.

考 案

私たちの作成 したCoi4a4ノックアウ トマウスは,

ノ-ザンプロットおよび免疫組織化学の結果から null

mutantであると考えられた.また, 遺伝形式,臨床所

見,病理組織学的所見から考えて,COL4A4変異によ

る常染色体劣性型アルポー ト症候群のモデルマウスであ

ると考えられた.

免疫組織化学所見では,Co14a4ノックアウ トマウ

ス腎においてα1/2組がα3/4/5鎖を代償するがご

とく糸球体に発現 していた.しかし,腎機能障害は進行

するので,機能機能的には代償されていないと考えられ

る.このことに関して,α1/2鎚はa3/4/5級より

蛋 白分解酵素の影響 を受けやすい とい う報告 が あ

る16).このため一見,免疫蛍光染色では発現が増強 して

いるように見えても,蛋白分解酵素が活性化している場

所のα1/2鎖は消化されサ基底膜が破壊,断裂 してい

ることが考えられる.また,分子構造上,α1月 組は

α3/4/5鎖と比べ強い張力に弱 く,糸球体血管内圧

に耐えられない可能性がある.このような耐久性の遠い

によりα1/2象酎まα3/4/5線を代償できないと考え

られる.

Co14a4ノックアウトマウスは平均19週 ± 3週で死

亡する,これに対 しCo14a3ノックアウ トマ ウスは

Dominicらの報告では平均14週で死亡 L li),Miner

らの報告では4ケ月以上生き残るものが 5%未満である

という12).また,Co14△3-4トランスジェニックマ

ウスでは平均10週とさらに短命となる13).蛋白尿が出現

するまでの期間もCoi4△3-4トランスジェニ ックマ

ウスは2週,Co14aSノックアウトマウスは5乳 Co1

4a4ノックアウトマウスは8過であ り,蛋白尿出現ま

での期間が短いほど腎不全に早 く陥る可能性が考えられ

る.

Minerらが作成したCo14α3ノックアウトマウスは

私たちのマウスと同様の遺伝的背景 (マウスス トレイン

129と C57BL/6)を有 し,遺伝子破壊の部位 もともに

NClドメイン領域と同じであるにもかかわらず,Cold

a3ノックアウトマウスの方が明らかに生存期間が短い

理由は不明であるが以下の機序が考えられる.

最近,伴性劣性アルポ- 卜症候群 (COL4AS変異)
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図5 腎糸球体の電顕所見

Co14a4ノックアウトマウス (A,C,冗,G)および野生型 (B,D,F,H).それぞれ,2
週齢 (A,B),ヰ過齢 (C,D),8適齢 (氏,F,G,H).2,4週ではまだ基底膜 に明 らかな

異常所見がない.8週齢以降でCo14a4ノックアウ トマウスの基底膜にアルポー ト症候群

に特有の葬薄化や層状化が認められた.上皮細胞でも足突起の減架 癒合,微少繊毛の過形

成が認められた (G,H は8週齢の拡大像).



図6 デスミンとラミニンの二祇免招組織化学

糸球体のデスミノ(FITC縛戚 市村也)とラミニン(TRITCは,;& 赤色)の二点免疫組叔化.Ir8過hI;のrf生y_(A)とCo140,1ノ ′クア

r'jト-/rlJス (B)COL4u4ノンク7ウトマウスでは糸球体 r-皮紳砲と考えられる益JR股の尿細管qFlの榔胞r7Jスミノの発現が認めら7L(失L=lJ)

L皮細胞の師者が考えられた 2月齢.一1過齢の糸脚本IJi鰍胞には･7スミノ騰朋細地は認められなか･)/i

せ
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図7 腎糸球体細胞数及び糸球体径の測定

2遇,4過,8週齢の糸球体について検討した.細胞数は各糸球体中の総細胞数 (A)と糸球体基底膜の尿細管側の細胞数を別に数えた (B).B

は糸球体上皮細胞数と考えられる.また,AからBを減じた細胞数 (C)は糸球体の上皮細胞以外の繍版数 (メサンギウム細胞 +内皮細胞)と

考えられる.8週齢Co14a4ノックアウトマウス腎皮質表層の糸球体では髄質近傍の糸球体および野生型の皮質表層の糸球体より有意に細胞

数が少なく,減少した細胞は上皮細胞と考えられた.糸球体径では,皮質表層の糸球体径が野生型よりも有意に拡大していた.
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や Samoi速夫 (Co14aS変異)において α3線の

発現が上皮細胞内に認められるという報告がなされ

た1机8).また,Laurenceらは Samoid太のCoi4aS

領域のうちの変異のない部分をブローペとしたi托Si孟u

hybridizationにより変異Co14aSmRNA の存在を

証明し18),上皮細胞内に変異蛋白が存在する可能性を示

唆した.以上のことからCoi4aBノックアウ トマウス

では変異α3鎖と正常 α4鎖,α5鋳,Coi4a4ノッ

クアウトマウスでは変異 α4鎖と正常α3鎖,α5鎖

から構成されるヘテロトライマ-が上皮細胞内で形成さ

れている可能性が考えられる.また,これらのヘテロ ト

ライマ-は私たちが用いた通常の免疫蛍光漁色では検出

できないほど微量な可能性が考えられる.さらに,これ

らの微量なヘテロトライマ-が上皮細胞から分泌され基

底膜上に取 り込まれα1級,a2鎖で形成されるコラ-

ゲンネットワ-クとともに糸球体基底膜の骨格を形成し

ている可能性が考えられる.ここで,変黒a3線を含む

ヘテロトライマ-ほ変異α4級を含むヘテロトライマ-

より不安定で,基底膜に取 り込まれる効率も低 く,その

ためにCoi4aSノックアウトマウスの基底膜の変性が

早期に起こるとすれば,Co14aSノックアウトマウス

の生存期間がCo14a4ノックアウ トマウスよりも短 く

なることを説明しうる.Co14A3-4トランスジェニッ

クマウスの生存期間がCo14aaノックアウ トマウスさ

らに短 くなるのは,αS錦,α4級がともに変異 した

へテロトライマ-はさらに不安定になるためかもしれな

い.もし微量なⅣ型コラーゲンの検出系が開発されれば,

この仮説を検討することも可能かと思われる,

上皮細胞の障害マーカーとして,デスミン刷 ,GI.EPP

119),spARC20)などが知られている,GLEPPlは腎

硬化性病変あるいはその前状態時に発現が消失 し,

SPARCは補体依存性障害時に特異的に発現が増強す

るといわれている.これに対し,デスミンは細胞骨格の

中間径繊維の構成成分であり,本来筋系細胞のマーカー

で,正常上皮細胞では検出されず障害上皮細胞にのみに

発現する.上記 2つのマーカーのように特定の病態に限

らず,いかなる障害時にも出現する,今軌 私たちは 8

週齢のCoi4a4ノックアウトマウス腎皮質表層の糸球

体上皮細胞でデスミンが陽性となり,かつ,同じ8過齢

までに皮質表層の糸球体では上皮細胞数が減少すること

を明らかにした.また,上皮細胞の減少が認められた 8

週齢皮質表層の糸球体の直径が野生型に比べ有意に増大

していた.腎では発生上,皮質表層部糸球体は髄質近傍

部に比較して磯舟の糸球体の成熟が早く起こる.このた
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め,皮質表層部の糸球体ではより早い時期からα3/4/

5級へテロ トライマ-を必要とすることになる.さら

に,野生型糸球体では発現しているべきα3/j/5錆が

ない Coi4adノックアウ トマウスの糸球体では前述 し

たように糸球体血管内圧に耐えられず糸球体径が拡大し,

腎皮質表層部と髄質近傍部での所見の差となったと考え

られる.幼君ラットの腎臓後の糸球体形態の検討で,蘇

球体微小血管内庄がより上昇すると考えられる残存腎糸

球体の糸球体が肥大し,係蹄も拡大し,上皮細胞 もこれ

を覆うために肥大 し,過度の肥太が上皮細胞障害を引き

起こしたという報告がある紺22).この報告では皮質衆

層と髄質近傍での差は検討していないが,私たちのノッ

クアウトマウスの腎皮質表層における糸球体でも係蹄が

拡大 し,上皮細胞も肥大 し傷害された可能性が考えられ

る.

Coi4aBノックアウトマウスでは,フィブロネクチ

ン,エンタクチン,ラミニン,ヘバラン硫酸プロテオグ

リカンなどの細胞外基質の増加が報告されていが 2).敬

たちが作成したCoi4adノックアウ トマウスでは,こ

れらの細胞外基質の髄にテネイシン C の発現 も増加 し

ている (未発表ヂ-タ),これらの細胞外基質は上皮細

胞の恒常性の維持に必要な基底膜一上皮細胞間シグナル

を担うとされているので,細胞外基質の増加が糸球体上

皮細胞障害を惹起する可能性も考えられる.糸球体微小

血管内圧上昇と細胞外基質増加による相互作用も考えら

れる,アルポー ト症候群においては,糸球体基底膜の骨

格となるⅣ型コラーゲンを産生する糸球体上皮細胞が糸

球体基底膜の変性により障害を受け剥離し,基底膜にⅣ

型コラーゲンを供給できなくなり基底膜の変性を促進す

るという悪循環の回路が形成されていると考えられる.

アルポ-ト症候群に限らず機の糸球体腎炎においでも,

糸球体上皮細胞の剥離が生じると半月体形成,糸球体硬

化へと進行する.今後,アルポー ト症候群の病態を解明

するためには,糸球体基底膜-上皮細胞間シグナルにつ

いて解明していくことが重要であると思われる.
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