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I I .  序 論  

ヒ トの疾 患 を実 験 的 に再 現 することは困 難 を極 め、そのため医 学 研 究

は主 に実 験 動 物 に依 存 している。疾 患 モデル動 物 は、ヒトや動 物 で見 られ

る疾 患 プロセスを実 験 的 に再 現 しようとする手 法 で、疾 患 のメカニズム解 明

や新 薬 ・ 新 規 治 療 法 の評 価 に、大 きな役 割 を果 たしている。また、大 量 の

化 合 物 に対 する効 果 のスクリーニングは培 養 細 胞 での特 定 の細 胞 への影

響 を調 査 するために確 立 されているが、一 部 の生 物 学 的 プロセスは培 養

細 胞 では再 現 できず、生 きた動 物 そのものに代 わる完 全 な代 替 法 が未 だ

存 在 しないために、人 や動 物 の健 康 に関 する科 学 を進 展 させるためには

基 礎 研 究 において動 物 実 験 が必 要 である。しかしながら、現 在 でもヒトの病

態 を精 緻 に再 現 するモデル動 物 は限 られている  [ 6 2 ] 。このヒト病 態 モデル

動 物 の不 在 が、基 礎 研 究 から臨 床 研 究 への移 行 における「 死 の谷 」 の要

因 となっており、病 態 解 明 、バイオマーカーの探 索 、薬 剤 開 発 において厚

い障 壁 となっている  [ 7 4 ] 。 本 博 士 論 文 研 究 においては 、慢 性 腎 臓 病  

( C h r o n i c  K i d n e y  D i s e a s e :  C K D )のモデルマウスとして、ゲノム編 集 技 術

を用 いて、 2 系 統 のマウスを開 発 したので、ここに報 告 する。  

C K D は、糖 尿 病 性 腎 症 、慢 性 糸 球 体 腎 炎 、腎 硬 化 症 など 多 様 な原

疾 患 により生 じ、腎 臓 の機 能 および構 造 が長 期 にわたり不 可 逆 的 に変 化

する疾 患 である  [ 9 0 ] 。C K D は、 2 0 2 0 年 における全 世 界 の死 因 として 8 位

にランクされている。また、 2 0 4 0 年 には全 世 界 の死 因 の 5 位 にランクが上 昇

することが予 測 されており、国 際 的 な問 題 となっている  [ 1 1 ,  2 5 ] 。C K D は、

腎 機 能 を示 す指 標 である糸 球 体 濾 過 量  ( G l o m e r u l a r  F i l t r a t i o n  r a t e :  

G F R )が 6 0  m L / 分 / 1 . 7 3 m 2 未 満 であるか、あるいは腎 臓 の障 害 マーカー  

( 蛋 白 尿 等 )の上 昇 が認 められ、いずれも 3 ヶ 月 以 上 続 く 状 態 を示 す  [ 1 ] 。

G F R が 1 5 m L / 分 / 1 . 7 3 m 2 未 満 となり、末 期 腎 不 全  （ E n d  S t a g e  R e n a l  
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D i s e a s e :  E S R D ） に至 ると腎 移 植 や生 涯 にわたる透 析 といった腎 置 換 療

法 が必 要 となる。さらに、C K D は糖 尿 病 、高 血 圧 、心 疾 患 といった重 要 疾

患 と密 接 に関 連 しているため  [ 3 2 ,  3 7 ,  8 3 ] 、健 康 上 の問 題 に加 え医 療 費

面 からも解 決 を迫 られる重 要 な疾 患 であるが、現 時 点 で根 治 的 な治 療 法

は確 立 されていない。  

C K D の初 期 段 階 には原 疾 患 特 異 的 な病 態 を呈 するが、多 くの場 合 、

糸 球 体 障 害 に続 く 蛋 白 尿 症 、尿 細 管 障 害 、腎 間 質 線 維 化 は共 通 の病

態 として経 過 する  [ 3 8 ,  8 2 ] 。糸 球 体 は、ボーマン嚢 に包 まれる毛 細 血 管

から成 り、循 環 血 液 の選 択 的 ろ 過 を行 う高 度 な機 能 を有 する小 器 官 であ

る  [ 2 3 ] 。糸 球 体 毛 細 血 管 壁 は、血 管 内 皮 細 胞 、基 底 膜 および糸 球 体

上 皮 細 胞  (ポドサイト )によって構 成 されている。ポドサイトは、糸 球 体 基 底

膜 を外 側 から覆 う細 胞 であり、足 突 起 を有 する。隣 接 するポドサイトの足 突

起 との間 にスリット膜 を形 成 することで、血 液 の濾 過 バリアーとして機 能 して

いる  [ 3 0 ] 。ポドサイトに障 害 が生 じると、スリッ ト膜 構 造 の機 能 不 全 が生 じ

て血 中 タンパクが漏 出 し、タンパク尿 が生 じる。長 期 にわたるタンパク尿 はタ

ンパク質 が尿 細 管 を通 過 する過 程 で細 胞 に損 傷 を与 え、炎 症 や線 維 化

を誘 発 することで尿 細 管 間 質 傷 害 を引 き起 こす  [ 2 ,  6 9 ] 。その結 果 、腎 機

能 の更 なる低 下 を招 き、電 解 質 異 常 や腎 性 貧 血 を伴 う C K D の進 行 へと

繋 がる  [ 6 6 ,  6 8 ] 。治 療 としては、原 疾 患 の管 理 と、蛋 白 尿 量 の減 少 を目

指 す食 事 療 法 が肝 要 である。また、血 圧 のコントロールも一 般 的 に推 奨 さ

れるが、完 全 な治 癒 は期 待 できない  [ 2 9 ] 。従 って、ポドサイト障 害 の軽 減

は腎 疾 患 治 療 において極 めて重 要 であり、治 療 法 の開 発 や病 態 メカニズ

ムの解 明 にはヒトポドサイト障 害 を再 現 するモデル動 物 の確 立 が必 要 となる。  

既 存 のポドサイト障 害 モデルはアドリアマイシン  ( A d r i a m y c i n :  A D R )腎

症 、ピ ューロマイシン  ( P u r o m y c i n  A m i n o n u c l e o s i d a s e :  PA N )腎 症 、抗 ポ
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ドサイト抗 体 モデル等 が報 告 されている  [ 9 5 ] 。A D R 腎 症 は、アントラサイク

リン系 の抗 腫 瘍 性 抗 生 物 質 である A D R の単 回 投 与 により作 出 し、C K D

モデルとして頻 繁 に利 用 されている  [ 7 8 ] 。しかし、A D R 腎 症 はマウス系 統

では B A L B / c 系 統 のみ 感 受 性 であり、標 準 系 統 である C 5 7 B L / 6 J  ( B 6 J )

系 統 が A D R 腎 症 を適 用 できないという問 題 がある  [ 9 8 ,  9 9 ] 。PA N 腎 症 は

ラ ットに PA N の単 回 投 与 または、片 腎 摘 出 と複 数 回 投 与 の併 用 により作

出 する  [ 3 3 ,  6 7 ] 。単 回 投 与 の PA N  （ 5 0  m g / k g ） により、数 日 以 内 に大

量 の蛋 白 尿 が発 症 し、投 与 から 1 0 週 以 降 に巣 状 分 節 性 糸 球 体 硬 化  

( F o c a l  S e g m e n t a l  G l o m e r u l o s c l e r o s i s :  F S G S )が認 められる  [ 1 8 ] 。また、

片 腎 摘 出 と複 数 回 投 与 の併 用  ( 最 初 の投 与 量 は 1 0  m g / k g、その後 、 4

週 間 ごとに 4 0 m g / k g の追 加 投 与 )では、 8 週 以 降 に F S G S が見 られる  [ 3 ] 。

PA N 腎 症 はラ ットの F S G S モデルとして頻 用 されているが、近 年 、高 濃 度 の

PA N 投 与 ( 4 5 0  m g / k g )がマウスでもポドサイト障 害 を引 き起 こすという報 告

が見 られた  [ 6 5 ] 。これらの薬 剤 感 受 性 モデルでは、病 態 進 展 の機 序 およ

び、ポドサイト以 外 の細 胞 に対 する薬 剤 の影 響 も未 だ不 明 な点 が多 い。ま

た、抗 体 を用 いたポドサイト障 害 モデルも多 数 作 成 されているが、抗 体 を大

量 に投 与 する必 要 があることや、エ ピ トープ部 位 が不 明 で他 の組 織 との交

差 反 応 を否 定 できない等 問 題 点 も多 い  [ 5 3 ,  5 7 ] 。  

本 研 究 では、C K D の治 療 法 の開 発 および病 態 メカニズムの解 明 を目

的 として、新 規 ポドサイト障 害 モデルマウスを開 発 した。第 1 章 では、多 くの

研 究 におけるスタンダードマウスである B 6 J 系 統 で A D R 腎 症 モデルを適 用

することを目 的 とした。B 6 J - B A L B / c 系 統 間 の多 型 の内 、R 2 1 4 0 C 変 異 を

導 入 し た B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C を C l u s t e r e d  R e g u l a r l y  I n t e r s p a c e d  S h o r t  

P a l i n d r o m i c  R e p e a t s  ( C R I S P R ) / C a s 9 法 にて作 出 した。当 該 マウスを用

いて A D R に対 する感 受 性 の評 価 を行 った結 果 、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C は、重 篤
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な蛋 白 尿 を呈 し、C K D に至 った。第 2 章 では、To x i n  R e c e p t o r - m e d i a t e d  

C e l l  K n o c k o u t  ( T R E C K )法 により、ポドサイトに特 異 的 な障 害 を起 こし、ヒ

トの腎 症 に近 似 するモデルの開 発 を目 指 し、C R I S P R / C a s 9 法 により、ポド

サイト特 異 的 に発 現 する N e p h r o s i s 2  ( N p h s 2 )  遺 伝 子 の内 因 性 プロモー

ター下 流 にヒト由 来 の E G F - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  ( H B - E G F )を発 現 するノッ

ク イ ン マ ウ ス P o d - T R E C K を 作 出 し た 。 当 該 マ ウ ス に ジ フ テ リ ア 毒 素  

( D i p h t h e r i a  To x i n :  D T )を投 与 すると、顕 著 なアルブミン尿 症 に続 く、尿 細

管 障 害 および腎 尿 細 管 間 質 の広 範 な線 維 化 が観 察 された。第 3 章 では、

第 1 章 および第 2 章 で作 出 したポドサイト障 害 モデルで発 現 変 動 が認 め

られる遺 伝 子 およびタンパク質 の比 較 を行 う目 的 で、A D R および D T 投 与

1 週 間 後 の腎 臓 を対 象 に R N A – s e q u e n c i n g  ( R N A - s e q )解 析 およびプロテ

オーム解 析 を実 施 した。A D R は直 接 的 に尿 細 管 障 害 を引 き起 こし重 篤 な

炎 症 を示 し急 性 腎 障 害  ( A c u t e  K i d n e y  I n j u r y :  A K I )から C K D へ移 行

するモデルと考 えられる一 方 、P o d - T R E C K はポドサイト障 害 を特 異 的 に誘

発 するため、ヒトのポドサイト障 害 を起 因 とする C K D の病 態 メカニズムをより

精 確 に再 現 するモデルとしての価 値 が高 いということが示 唆 された。  
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Ⅲ .  倫 理 声 明  

 

すべての動 物 実 験 は、北 里 大 学 の動 物 実 験 委 員 会 の審 査 を受 けた後

に、学 長 により承 認 された  (承 認 I D ： 1 9 - 1 6 3 ,  2 2 - 0 6 0 )。また、動 物 の取 り

扱 いに関 しては、「 北 里 大 学 獣 医 学 部 における実 験 動 物 等 に関 する規 定 」

にしたがって実 施 した。マウスが瀕 死 の状 態 、急 激 な体 重 減 少  ( 数 日 以

内 に体 重 の 2 0％ 減 少 )、あるいは著 しい浮 腫 を示 した場 合 、人 道 的 なエン

ドポイントを適 用 した。  
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Ⅳ .  第 １ 章   

 

 

C 5 7 B L / 6 J における A D R 腎 症 モデルの開 発  
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1 .  緒 言  

 

A D R 腎 症 モデルは A D R の単 回 投 与 によりポドサイト障 害 を誘 発 でき、

ポドサイト障 害 により重 度 の蛋 白 尿 症 およびヒトの代 表 的 な糸 球 体 疾 患 で

ある F S G S と類 似 した病 理 像 を示 す  [ 2 4 ] 。A D R 腎 症 モデルは、S t e r n b e r g

によって最 初 に報 告 され、その簡 便 さと再 現 性 から、現 在 では最 も広 く使

用 されている C K D モデルである  [ 7 8 ] 。しかし、A D R 腎 症 モデルはマウスで

は B A L B / c 系 統 をはじめとする一 部 の系 統 に適 用 が限 定 され、多 くの研 究

でスタンダードの B 6 J 系 統 で利 用 できない欠 点 がある  [ 9 8 ,  9 9 ] 。B A L B / c

系 統 の遺 伝 学 的 解 析 により A D R 感 受 性 は、 P r k d c  ( D N A - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  c a t a l y t i c  s u b u n i t )  遺 伝 子 のエクソン 4 9 の C 6 4 1 8 T 変 異

による R 2 1 4 0 C 多 型 に起 因 するとの仮 説 が提 唱 されている  [ 6 1 ] 。  

P r k d c 遺 伝 子 は 、 3 量 体 と し て機 能 す る D N A - d e p e n d e n t  p r o t e i n  

k i n a s e  （ D N A - P K ） のサブユニットをコードしており、D N A の修 復 、シグナル

伝 達 、転 写 の活 性 化 に不 可 欠 である。D N A - P K は P R K D C、K u 7 0、K u 8 0

から構 成 され、非 相 同 末 端 結 合 による 2 本 鎖 D N A 切 断  （ D S B s ） の修

復 に寄 与 する  [ 5 ,  2 0 ] 。D N A - P K の機 能 欠 損 は、免 疫 不 全 、放 射 線 高

感 受 性 、早 老 を引 き起 こす  [ 2 6 ] 。D S B s が発 生 すると、P R K D C は K u 7 0

と K u 8 0 を動 員 し、D N A ポリメラーゼや他 のライゲーションファクターと相 互

作 用 して、切 断 末 端 を修 復 する。この 2 本 鎖 修 復 プロセスは V ( D ) J リコン

ビネーションを介 したリンパ 球 の成 熟 や抗 体 の産 生 にも不 可 欠 であり、その

欠 損 は免 疫 不 全 の原 因 となる  [ 2 6 ] 。また、P R K D C はアポトーシスによる細

胞 死 、テロ メアのメンテナンス、ゲノムの保 全 にも関 与 する  [ 1 3 ] 。 そして、

P R K D C の多 様 な機 能 には厳 格 な制 御 閾 値 が存 在 する。例 えば、P R K D C

の発 現 量 が低 下 している B A L B / c 系 統 ではリンパ 球 の成 熟 は観 察 される
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が、A D R 投 与 による D N A 障 害 後 の D N A の修 復 は不 十 分 である  [ 1 3 ] 。

さらに、 P R K D C はミ トコンドリアゲノムのメンテナンスにも間 接 的 に関 与 して

いる。A D R 腎 症 の場 合 、A D R によるミトコンドリア D N A ( m t D N A )への直 接

的 なインターカレーション、または活 性 酸 素 種  ( R O S ） の産 生 による間 接 的

な影 響 が m t D N A のコ ピー数 の減 少 を引 き起 こす。この m t D N A のコ ピー数

の減 少 は、ミトコンドリアの数 が減 少 することに関 連 しており、結 果 としてポド

サイトの死 滅 が引 き起 こされる可 能 性 が示 唆 されている  [ 6 1 ] 。  

本 章 では、B 6 J - B A L B 系 統 間 の多 型 の内 、R 2 1 4 0 C 変 異 を導 入 した

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスを C R I S P R / C a s 9 法 にて作 出 し、A D R に対 する感 受

性 の評 価 を行 い、A D R 腎 症 の原 因 変 異 が、P R K D C の R 2 1 4 0 C 変 異 であ

ることを実 験 的 に証 明 し、B 6 J 系 統 で A D R 腎 症 モデルの適 用 をすることを

目 的 とした。  
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2 .  材 料 ・ 方 法  

 

2 - 1 .  実 験 供 与 マウス  

すべてのマウスは S p e c i f i c  P a t h o g e n  F r e e  （ S P F ） 環 境 下 で飼 育 し、室

温 2 2 ± 4  ℃、湿 度 4 0 - 6 0％ に維 持 し、 1 2 時 間 の明 暗 サイクルで飼 育 した。

水 および標 準 飼 料  C E - 2  （ C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n ） は、自 由 摂 取 と

した。  

B 6 J 系 統 背 景 での P r k d c 変 異 マウス  B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C は常 法 により C

R I S P R / C a s 9 システムを用 いて作 出 した  [ 5 0 ,  5 1 ,  8 6 ] 。P r k d c のエクソン

4 9 を標 的 とし、C R I S P R / C a s 9 のターゲット配 列 は 5 ' - A G C T T G T T A T T A A

T A C A G A A  - 3 'とした  (図 1 )。C a s 9  m R N A は m M E S S A G E  m M A C H I N

E  T 7  U LT R A T r a n s c r i p t i o n  K i t  ( T h e r m o  F i s h e r  s c i e n t i f i c ,  M A ,  

U S A )を使 用 して合 成 した。 s g R N A は M E G A s h o r t s c r i p t  T 7  t r a n s c r i p t i

o n  k i t  ( T h e r m o  F i s h e r  s c i e n t i f i c ,  M A ,  U S A )を使 用 して合 成 した。S i

n g l e - s t r a n d e d  O l i g o d e o x y n u c l e o t i d e  ( s s O D N )は株 式 会 社 E x i g e n  ( T

o k y o ,  J a p a n )に合 成 を依 頼 し作 成 した。上 記 の s s O D N を C a s 9 : s g R N A :

s s O D N＝ 2 0 n g / µ L : 1 0 n g / µ L : 1 0 0 n g / µ L となる様 に蒸 留 水 を用 いて調 整

し、 3 7  ℃、 1 5 分 インキュベートして、 g R N A / C a s 9 複 合 体  ( R N P )を形 成 さ

せた後 、約 1 0 0 個 の B 6 J  ( C 5 7 B L / 6 J J c l ,  C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a

n )の受 精 卵 の細 胞 質 にマイクロインジェクションした。 4 週 齢 で離 乳 後 、群

飼 育 を行 い産 仔 の P r k d c 遺 伝 子 の e x o n 4 9 を増 幅 した。P C R 産 物 を D N

A シーケンスすることによって R 2 1 4 0 C 変 異 の導 入 を確 認 した。  

s g R N A 配 列 : 5 ' - G A A A T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G T T C T G T A T T A A

T A A C A A G C T G T T T T A G A G C T A G A A A T A G C A A G T T A A A A T A A G G C T

A G T C C G T T A T C A A C T T G A A A A A G T G G C A C C G A G T C G G T G C T T T T T

T - 3 '  
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s s O D N 配 列 :  G C AT C A G TAT C T T TA A ATAT C T G T C T C T T C T TA G C A A

A G C T T G T TAT TA ATA C A G A A G A G g t a t c t a a c t ( 導 入 する変 異 を太 字 で

示 した。 )  

 

2 - 2 .  P C R による遺 伝 子 型 の判 定  

4 週 齢 の N 2 以 降 の雌 雄 マウスをイソフルランで麻 酔 し、耳 をパンチして

組 織 片 を得 た。そして組 織 片 に Ly s i s  b u f f e r  ( T E N  2 0 0  µ L , 1 0％ S D S  4  

µ L ,  P r o t e i n a s e  K  1  µ L )を加 え、組 織 を完 全 に浸 し、 3 7 ℃で 1 6－ 2 6 時 間

インキュベートし組 織 を溶 解 した。その後 、P C I  (フェノール /クロロホルム /イソ

アミルアルコール、 2 5 : 2 4 : 1 )を加 え、 v o r t e x を 1 5 秒 以 上 行 い、完 全 に溶 液

を白 濁 させた。遠 心 1 3 0 0 0  r p m、 1 0 分 を室 温 で行 い、上 層 を回 収 し、上

清 と等 量 の 2 -プロパノールと混 合 した。遠 心 1 5 0 0 0  r p m、 3 0 分 、 4  ℃で行

い、上 清 を捨 て、 7 0％ E t O H を加 えた。遠 心 を 1 5 0 0 0  r p m、 2 分 、 4  ℃で行

い、上 清 を除 去 して 3 7  ℃でドライア ップした。T E を 1 0 0  µ L 加 え、D N A 抽

出 液 と した 。 D N A 抽 出 液 1 . 5  µ L に対 して、蒸 留 水  ( D W )  1 . 8  µ L 、

2 × K O D  B u f f e r  7 . 5  µ L 、 2 m M  d N T P s  3  µ L 、 1 0 µ M  プ ラ イマー ミ ッ ク ス  

( F o r w a r d :  5 ’ - T T T T G TA A A G T G A A A G C T G T C G C TA G G - 3 ’ 、 R e v e r s e :  

5 ’ - G G T G AT G C TA A C ATA G A C G G T C A G A A C - 3 ’ ） 1  µ L、K O D  0 . 2  µ L を

加 え、P C R 反 応 を行 った。P C R 反 応 は、 9 5  ℃  2 分 間 、 9 8  ℃  1 0 秒 間 、

6 0  ℃  3 0 秒 間 、 6 8  ℃  3 0 秒 間 を 3 0 サイクル行 った。P C R 産 物 は、ユーロ

フィンジェノミクス株 式 会 社  (東 京 )の受 託 解 析 サービスを使 用 し、D N A シ

ー ケ ン ス を 行 う こ と で変 異 を 確 認 し 、 実 験 に は得 ら れ た野 生 型  ( B 6 -

P r k d c W T )および P r k d c R 2 1 4 0 C / R 2 1 4 0 C ホモ型 の個 体  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C )を使

用 した。  

 

2 - 3 .  ウエスタンブロッティング  

実 験 には、 8 週 齢 の、B 6 J  ( C 5 7 B L / 6 J J c l ,  C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n )、

B A L B / c  ( B A L B / c B y J J c l ,  C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n ) お よ び 、 B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C を用 いた。三 種 混 合 麻 酔  [塩 酸 メデトミジン  0 . 7 5  m g /  k g  ( 日
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本 全 薬 工 業 ,  F u k u s h i m a ,  J a p a n )、ミダゾラム  4  m g /  k g  (サンド株 式 会 社 ,  

To k y o ,  J a p a n )、酒 石 酸 ベトルファノール  5  m g /  k g  ( M e i j i  S e i k a ファルマ

株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、生 理 食 塩 水  (大 塚 製 薬 , To k y o ,  J a p a n ) ]をマ

ウスの体 重 1  k g 当 たり 1 0  m l を腹 腔 内 投 与 して麻 酔 し  [ 4 2 ] 、後 大 静 脈

から放 血 し安 楽 殺 を行 ったのち腎 臓 を摘 出 した。摘 出 した腎 臓 を、 R I PA 

B u f f e r  ( N a c a l a i  Te s q u e ,  K y o t o ,  J a p a n )を 1 0 0 0  µ l 加 え、ホモジナイズ後 、

超 音 波 処 理 により破 砕 を行 った。氷 上 で  3 0 分 インキュベート後 、  1 3 0 0 0  

r p m 、  4 ℃ 、  2  分 間 遠 心 分 離 を行 った 。抽 出 液 の タ ンパ ク質 濃 度 は

P r e c i s i o n  R e d  A d v a n c e d  P r o t e i n  A s s a y  ( C y t o s k e l e t o n ,  I n c . ,  C O ,  U S A )

を用 いて測 定 した。タンパク質  2  µ g を 2 ×サンプルバッファー  ( 0 . 5  m M  

T r i s - H C l  ( p H 6 . 8 ) ,  2 0％  G l y c e r o l ,  1 0％  S D S ,  X y l e n e  c y a n o l ,  2 -

m e r c a p t o e t h a n o l )で希 釈 し、  9 5 ℃、 1 0 分 間 インキュベートした。サンプル

を  5～ 2 0％ ポリアクリルアミドゲル  ( e - PA G E L、C a t #  E - T / R D 5 2 0 L ,  AT T O ,  

To k y o ,  J a p a n )で泳 動 し、その後 メンブレン  ( A m e r c h a m  H y b o n d - P  P V D F  

T r a n s f e r  M e m b r a n e ,  G E  H e a l t h c a r e ,  I L ,  U S A ) 上 にブロットした。ブロッキ

ング溶 液  ( B u l l e t  B l o c k i n g  O n e、C a t #  1 3 7 7 9 ,  N a c a r a i  Te s q u e , K y o t o ,  

J a p a n )にメンブレンを 5 分 浸 漬 した。一 次 抗 体 にマウスモノクローナル抗

D N A - P K 抗 体  ( 1 8 - 2 )  ( 1  :  2 0 0 ,  I n v i t o r o g e n ,  M A ,  U S A )、およびマウス

モノクローナル抗 G A P D H 抗 体  ( 1  :  5 0 0 0 ,  H R P - 6 0 0 0 4 ,  P r o t e i n t e c h ,  I L ,  

U S A )を用 い、メンブレンを 4  ℃オーバーナイトで浸 漬 し、十 分 に洗 浄 した後 、

二 次 抗 体 に M - I g G κ  B P - H R P : s c - 5 1 6 1 0 2  ( 1 : 1 0 0 0 ,  S a n t a  c r u z  

b i o t e c h n o l o g y,  I n c ,  T X ,  U S A )を用 いて常 温 で 1 時 間 浸 漬 した。化 学 発

光 試 薬 は  E C L  P r i m e  We s t e r n  B l o t t i n g  D e t e c t i o n  R e a g e n t  

( C y t i v a , To k y o ,  J a p a n )を用 い、発 光 を O m e g a  L u m  C  ( G e l  c o m p a n y,  C A ,  

U S A )によ り検 出 した 。得 られたバン ドのシグナル強 度 は画 像 解 析 ソ フ ト

I m a g e  J  s o f t w a r e  v e r s i o n  1 . 5 2  a  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  M D ,  

U S A )で測 定 し、G A P D H でノーマライゼションし、比 較 を行 った。  

 

2 - 4 .  A D R の投 与  
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A D R の投 与 は、B 6 - P r k d c W T、B A L B / c および、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C の 8 週

齢 のオスマウスを用 いた。A D R  (製 品 名 :ドキソルビシン塩 酸 塩 ,  富 士 フィ

ルム和 光 純 薬 株 式 会 社 、O s a k a ,  J a p a n )は A D R 1 0  m g を生 理 食 塩 水  

(大 塚 製 薬 ) 1  m L に溶 解 し 1 0  m g / m L とした溶 液 を保 存 溶 液 とし - 3 0  ℃

で保 管 した。使 用 時 は生 理 食 塩 水 で 5 倍 希 釈 し 2  m g / m L の溶 液 をマウ

スに投 与 した。B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  の A D R の感 受 性 を評 価 するため、A D R

を 1 0  m g / k g で尾 静 脈 から投 与 し 2 週 間 経 過 した後 、採 材 を行 った。ま

た、慢 性 期 での腎 障 害 を評 価 するため、A D R を 1 3  m g / k g で尾 静 脈 から

投 与 し 4 週 間 経 過 した後 、採 材 を行 った。A D R 非 投 与 群 は等 量 の生 理

食 塩 水 を投 与 した。採 材 は、マウスに三 種 混 合 麻 酔  [塩 酸 メデトミジン  

0 . 7 5  m g /  k g  ( 日 本 全 薬 工 業 ,  F u k u s h i m a ,  J a p a n )、ミダゾラム  4  m g /  k g  

(サンド株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、酒 石 酸 ベトルファノール  5  m g /  k g  

( M e i j i  S e i k a ファルマ株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、生 理 食 塩 水  (大 塚 製

薬 , To k y o ,  J a p a n ) ]をマウスの体 重 1  k g 当 たり 1 0  m l を腹 腔 内 投 与 して

麻 酔 し[ 4 2 ] 、後 大 静 脈 から放 血 し安 楽 殺 を行 ったのち腎 臓 を摘 出 した。  

 

2 - 5 .  尿 中 タンパク質 量 の測 定  

A D R 投 与 後 1 週 目 に膀 胱 圧 迫 によりマウスから尿 を採 取 し、尿 中 の

A l b を S D S - PA G E により検 出 した。採 取 した尿 および５  µ g / µ l の牛 血 清

アルブミン  ( B S A )はそれぞれ 3  µ L、２ ×サンプルバッファー  ( 0 . 5  M  T r i s -

H C l  ( p H 6 . 8 )、 1 0％ S D S、グリセロール、B r o m o p h e n o l b l u e  ( B P B )、D W、

2 -メルカプトエ タノール )  1 5  µ L、超 純 水  ( U P W )  1 2  µ L を混 合 し、 9 5 ℃で

1 0 分 間 加 熱 した。その後 、S D S -ポリアクリルアミドゲル  ( 7 . 5％  r u n n i n g  

g e l  : 3 0％ アクリルアミド溶 液  3  m l、R u n n i n g  g e l 用 b u f f e r  6  m l、純 水 3  

m l、 2 0％ ペルオキソ二 硫 酸 アンモニウム  ( A P S )  8 0  µ L、テトラメチルエチレ
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ンジアミン  ( T E M E D )  1 2  µ l  4 . 5％ s t a c k i n g  g e l  :  3 0％ アクリルアミド溶 液  

1 . 2  m l、S t a c k i n g  g e l 用 b u f f e r  2  m l、純 水  4 . 8  m l、 2 0％ A P S  5 0  µ l、

T E M E D  1 0  µ l )を用 いて 1 0  µ L  (サンプル 1  µ L 分 ) 電 気 泳 動 した。泳 動

後 のゲルに C B B 染 色  ( ラ ピ ッドステイン C B B キット ,  N a c a l a i  Te s q u e ,  

K y o t o ,  J a p a n )を行 ったのち、D W 中 で 2 4 時 間 脱 色 し、市 販 のスキャナー

（ G T X - 8 2 0 ,  E P S O N ,  N a g a n o ,  J a p a n ） を使 用 して染 色 像 を撮 影 した。得

られたバンドのシグナル強 度 は、画 像 解 析 ソフト I m a g e  J  s o f t w a r e  

v e r s i o n  1 . 5 2  a  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  M D ,  U S A )により B S A と

比 較 して、A l b 量 の定 量 を行 った。また同 一 尿 サンプルの尿 中 クレアチニ

ン  ( C r e )を、C r e a t i n i n e  ( u r i n a r y )  C o l o r i m e t r i c  A s s a y  K i t  ( C a y m a n  

C h e m i c a l ,  M I ,  U S A )を使 用 し測 定 した。測 定 は付 属 のマニュ アルに従 い

行 った。測 定 した A l b を尿 中 C r e で補 正 し A l b / C r e 比 を算 出 した。  

 

2 - 6 .  血 液 生 化 学 検 査  

A D R 投 与 後 4 週 目 のマウスでは、三 種 混 合 麻 酔  [塩 酸 メデト ミジン  

0 . 7 5  m g /  k g  ( 日 本 全 薬 工 業 ,  F u k u s h i m a ,  J a p a n )、ミダゾラム  4  m g /  k g  

(サンド株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n ) 、酒 石 酸 ベ トルファ ノール  5  m g /  k g  

( M e i j i  S e i k a ファルマ株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、生 理 食 塩 水  (大 塚 製

薬 ,  To k y o ,  J a p a n ) ]をマウスの体 重 1  k g 当 たり 1 0  m l を腹 腔 内 投 与 して

麻 酔 し  [ 4 2 ] 、後 大 静 脈 よ り注 射 器 を 用 い て 5 0 0 - 1 0 0 0  µ l 採 血 し 、

1 , 7 0 0 × g  で 1 5 分 間 遠 心 分 離 して上 清  ( 血 清 )を得 た。これを生 化 学 分

析 装 置 ( 日 立 自 動 分 析 装 置  7 1 8 0 ,  株 式 会 社 日 立 ハ イテ ク ,  To k y o ,  

J a p a n )にて血 清 尿 素 窒 素  ( B U N ) ,  血 清 C r e について測 定 した。  

 

2 - 7 .  腎 臓 の組 織 染 色  
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採 取 した腎 臓 は、 4 % パ ラホルムアルデヒド  ( P FA )で固 定 後 、パ ラフィンで

包 埋 した。P e r i o d i c  A c i d  S c h i f f  ( PA S )染 色 および P i c r o s i r i u s  R e d 染 色

のためにパ ラフィンブロックをそれぞれ 2  µ m および 4  µ m の厚 さで薄 切 した。

PA S 染 色 は、先 行 研 究 に従 い  [ 7 1 ] 、 0 . 5 %  過 ヨウ素 酸 液  ( 5 分 )、蒸 留

水 で洗 浄 、コールドシ ッフ液  (富 士 フィルム和 光 純 薬 ,  O s a k a ,  J a p a n )  ( 3 0

分 )、 0 . 8 % 重 亜 硫 酸 水  ( 3 分 、 3 回 )、流 水 洗 、ヘマトキシリン  ( 4 分 )、流

水 洗 、蒸 留 水 で洗 浄 、透 徹 、封 入 の順 に行 った。P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 は

先 行 研 究 に従 い  [ 8 1 ] 、脱 パ ラフィン、流 水 洗 、蒸 留 水 で洗 浄  ( 1 分 )、A

液  ( 0 . 5 g  シ リウスレッド染 色  (富 士 フィルム和 光 純 薬 ,  O s a k a ,  J a p a n )、

5 0 0  m L  ピクリン酸 飽 和 液 )  ( 1 時 間 )、B 液  (酢 酸 5  m L、D W  1 0 0 0  m L )  

( 3 秒 、 3 回 )、透 徹 、封 入 の順 に行 なった。  

 

2 - 8 .  腎 障 害 の組 織 学 的 評 価  

A D R 投 与 後 2 週 目 の PA S 染 色 を行 った腎 臓 切 片 を用 いて、顕 微 鏡

にて糸 球 体 を 1 個 体 あたり 5 0 個 の糸 球 体 を無 作 為 に撮 影 し、糸 球 体 の

障 害 の程 度 を以 下 のスコ アにより評 価 した。 0 ：  正 常 ,  1 ：  メサンギウム領

域 のわずかな拡 大 ,  2 ：  部 分 的 な糸 球 体 基 底 膜 の肥 厚 ,  3 ：  毛 細 血 管

の狭 窄 と部 分 的 なメサンギウム領 域 の拡 大 ,  4 ：  メサンギウム領 域 の全 体

的 な拡 大 ,  5 ：  血 管 内 腔 の拡 大 ,  6 ： 糸 球 体 の崩 壊 .  [ 7 1 ]  また、C K D の

尿 細 管 では萎 縮 が見 られるため、間 質 障 害 の程 度 を近 位 尿 細 管 の高 さを

測 定 し評 価 した  [ 8 1 ] 。１ 個 体 当 たり 5 0 個 の尿 細 管 の高 さを画 像 解 析 ソ

フト I m a g e  J  s o f t w a r e  v e r s i o n  1 . 5 2  a  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  

M D ,  U S A )により測 定 した。  

 

2 - 9 .  線 維 化 の定 量  
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P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 した組 織 切 片 を用 いて線 維 化 の定 量 を行 った。

線 維 化 領 域 の定 量 は、腎 皮 質 領 域 を無 作 為 に 6 視 野  (× 4 0 )撮 影 し、

染 色 領 域 を画 像 解 析 ソフト I m a g e  J  s o f t w a r e  v e r s i o n  1 . 5 2  a  ( N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  M D ,  U S A )により測 定 して、腎 切 片 の面 積 に対 する

割 合 を算 出 した。尿 細 管 間 質 の線 維 化 を評 価 するため、P i c r o s i r i u s  R e d

により染 色 された糸 球 体 および血 管 は計 測 から除 外 した。  

 

2 - 1 0 .  免 疫 組 織 化 学  ( I H C )染 色  

パ ラ フ ィン包 埋 ブ ロ ッ ク を 5  µ m の厚 さで薄 切 し た 。抗 原 賦 活 試 薬  

( I m m u n o s a v e r ：  N i s s i n  E M ,  東 京 ) 中 で 9 8 ℃、 4 5 分 間 インキュベートす

ることにより抗 原 賦 活 を行 った。内 因 性 ペルオキシ ダーゼを不 活 性 化 する

ため、切 片 を 3 %  過 酸 化 水 素  ( H 2O 2 )で 3 0 分 間 インキュベートした。 1 0％  

正 常 ヤギ血 清 で 3 0 分 間 ブロッキングした後 、切 片 をウサギモノクローナル

抗 N G A L 抗 体  ( 1 :  1 0 0 0 ,  a b 6 3 9 2 9 ,  a b c a m ,  U K )または、ウサギポリクロー

ナル抗 α S M A ( A C TA 2 ) 抗 体  ( 1 :  5 0 0 ,  2 3 0 8 1 - 1 - A P,  P r o t e i n t e c h ,  I L ,  

U S A )で 4 ℃一 晩 インキュベートした。切 片 をペルオキシ ダーゼ標 識 抗 ウサギ

I g G ポリクローナル抗 体  ( 4 1 8 2 6 1 ,  N i c h i r e i  B i o s c i e n c e s ,  To k y o ,  J a p a n )

と 3 0 分 間 反 応 させ， 3， 3 - d i a m i n o b e n z i d i n e  ( D A B ：  0 4 0 - 2 7 0 0 1， Wa k o，  

To k y o ,  J a p a n )により染 色 した。染 色 像 は倒 立 顕 微 鏡  ( E C L I P S E ,  N i k o n ,  

To k y o ,  J a p a n )を用 いて画 像 化 した。抗 N G A L 抗 体 による I H C では、D A B

の染 色 陽 性 面 積 を I m a g e  J  s o f t w a r e  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  

M D ,  U S A )で測 定 し腎 切 片 の面 積 に対 する割 合 を算 出 した。  

 

2 - 1 1 .  統 計 解 析  
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すべてのデータは平 均 値 ± 標 準 偏 差 （ S D ） で示 した。統 計 解 析 には、他

群 間 のパ ラ メ ト リ ッ クデータに対 しては O n e  w a y  A n a r y s i s  o f  V a r i a n c e  

( A N O V A )を、事 後 検 定 として T u k e y - K r a m e r 検 定 を用 いた。ノンパ ラメトリ

ックデータに対 しては K r u s k a l - W a l l i s 検 定 と S t e e l - D w a s s による 3 群 以

上 の事 後 事 後 検 定 を用 いた。生 存 曲 線 はカプランマイヤー曲 線 で作 成 し、

検 定 は L o g r a n k 検 定 を用 いた。 p  <  0 . 0 5 は有 意 差 ありとした。すべての統

計 分 析 は、 J M P  P r o  1 7  ( S A S  I n s t i t u t e ,  N C ,  U S A )を使 用 した。   

 

  



 19 

3 .  結 果  

 

3 - 1 .  C R I S P R / C a s 9 による R 2 1 4 0 C 変 異 ノックインの確 認  

C R I S P R / C a s 9 システムを用 いて、B 6 J の P R K D C に R 2 1 4 0 C 変 異 を導

入 した。R 2 1 4 0 C 変 異 が導 入 されていることを確 認 するため作 出 したファウ

ンダーマウスのエクソン 4 9 の P C R 産 物 をシークエンス解 析 したところ、P r k d c

のエクソン 4 9 に C 6 4 1 8 T 変 異  ( R 2 1 4 0 C 変 異 )が入 っていることが確 認 さ

れた。同 時 にターゲットの PA M 配 列 に再 切 断 を防 止 するために導 入 した

C 6 4 3 2 A 変 異 も確 認 された。C 6 4 3 2 A 変 異 はサイレント変 異 なので、アミノ

酸 の置 換 は起 こらない  (図 1 ,  2 )。  

 

3 - 2 .  B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスの系 統 化  

上 記 の実 験 で得 られたマウスを B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C とした。同 雄 マウスを正

常 B 6 雌 マ ウ ス と 2 回 交 配 す る こ と に よ っ て N 2 マ ウ ス を 作 出 し 、

C R I S P R / C a s 9 システムによって誘 発 されるオフターゲット変 異 を除 去 した。

N 2 以 降 のマウスの兄 妹 交 配 によりホモの B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C を作 出 し、以 後

の実 験 に供 した。B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスは腎 臓 における組 織 学 的 異 常 は

認 められなかった。また、正 常 マウスに比 べ、成 長 、行 動 、繁 殖 率 に差 が見

られなかった  ( d a t a  n o t  s h o w n )。  

 

3 - 3 .  ウエスタンブロッティングによる P R K D C 発 現 の確 認  

先 行 研 究 によると、R 2 1 4 0 C 変 異 を持 つ B A L B / c 系 統 での P R K D C タ

ンパク質 の発 現 量 は通 常 の P R K D C の約 1 / 1 0 であり、この P R K D C の安

定 性 の低 下 がアドリアマイシン  ( A d r i a m y c i n :  A D R )に対 し感 受 性 にしてい

る こ と が示 唆 さ れ てい る  [ 6 1 ] 。 ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ン グに よ り 腎 臓 での
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P R K D C の 発 現 を 確 認 し た と こ ろ 、 C 5 7 B L / 6 J  ( B 6 J ) に 対 し て 、 B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C および B A L B / c では、P R K D C の有 意 な発 現 減 少 が確 認 され

た (図 3 A ,  B )。  

 

3 - 4 .  A D R 投 与 マウスのタンパク尿 の検 出  

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C において、B A L B / c と同 様 に、P R K D C の発 現 量 の減 少

が観 察 されたため、A D R 投 与 が B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C において A D R 腎 症 を引

き起 こすかを確 認 した。B A L B / c での A D R 腎 症 に関 する先 行 研 究 に基 づ

き  [ 6 ] 、A D R 投 与 後 7 日 目 に尿 を採 取 し、S D S - PA G E および C o o m a s s i e  

B r i l l i a n t  B l u e  ( C B B )染 色 を用 いてアルブミン  ( A l b )量 を測 定 した。その

結 果 、B 6 - P r k d c W T ではほとんど 尿 中 の A l b が検 出 されなかったのに対 して、

B A L B / c および B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では重 篤 な A l b 尿 が認 められた  (図  4 A )。

その後 、クレアチニン  ( C r e )で補 正 した値 を比 較 したところ、B A L B / c と B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C の間 に有 意 な差 は認 められなかった  （ 図 4 B ） 。  

 

3 - 5 .  腎 臓 の病 理 組 織 学 的 所 見  

A D R 投 与 から 2 週 間 後 には、B A L B / c で糸 球 体 硬 化 が観 察 されること

が報 告 されている  [ 6 ] 。 こ のため 、 A D R 投 与 後 2 週 間 経 過 した B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C から採 取 された腎 臓 を用 いて、PA S 染 色 による糸 球 体 及 び尿

細 管 の損 傷 度 の評 価 を行 った。その結 果 、A D R 投 与 により B 6 - P r k d c W T

では腎 障 害 は認 められなかったが、B A L B / c および B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では糸

球 体 障 害 （ メサンギウム領 域 の拡 大 、ポドサイトの減 少 、血 管 狭 窄 ） 及 び

尿 細 管 障 害 （ 尿 細 管 腔 の拡 張 、萎 縮 、平 坦 化 、尿 円 柱 形 成 ） が認 めら

れた  (図 5 A )。一 方 、B A L B / c と B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C 間 での糸 球 体 障 害 スコ

アに有 意 な差 は確 認 されず  (図 5 B )、尿 細 管 障 害 に関 連 する尿 細 管 の
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高 さについても、両 系 統 間 で有 意 な差 は認 められなかった  (図 5 C )。  

 

3 - 6 .  尿 細 管 障 害 マーカーN G A L の発 現 量 の確 認  

急 性 腎 障 害 のマーカーとして広 く使 用 され、C K D における尿 細 管 障 害

と関 連 する N G A L について  [ 4 0 ] 、免 疫 組 織  ( I H C )染 色 を行 い尿 細 管 障

害 についての評 価 を行 った。B 6 - P r k d c W T では N G A L の発 現 は認 められな

かったが、B A L B / c および B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスの平 坦 化 した尿 細 管 上 皮

細 胞 において N G A L の発 現 が認 められた  (図 6 A )。抗 N G A L 抗 体 陽 性

面 積 を I m a g e  J  s o f t w a r e で測 定 し腎 切 片 の面 積 に対 する割 合 を算 出 し

たところ N G A L の発 現 量 を B A L B / c マウスと B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウス間 で

N G A L の発 現 割 合 に有 意 な差 は認 められなかった  (図 6 B )。  

 

3 - 7 .  生 存 数 と臨 床 症 状  

これらの結 果 から、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C は、B A L B / c と同 様 に、A D R に対 す

る感 受 性 を示 し、糸 球 体 および尿 細 管 障 害 が生 じることが明 らかとなった。

しかし、A D R 投 与 後 に B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C が C K D へ進 行 するかどうかは不 明

である。そのため、A D R 投 与 後 に B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C が C K D に進 行 するかを

検 証 した。まず、A D R 投 与 後 4 週 目 をエンドポイントとして生 存 率 を比 較 し

た結 果 、実 験 に使 用 された B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C の 1 4 匹 全 てが生 存 していた

のに対 し、B A L B / c では 1 1 匹 中 6 匹 が死 亡 し、生 存 率 には有 意 な差 が認

められた  (図 7 )。また、A D R 投 与 後 4 週 目 における腎 機 能 を評 価 するた

めに B U N および血 清 C r e の測 定 を行 ったところ、B A L B / c で A D R 非 投

与 コントロール群 と比 較 して有 意 な B U N および C r e の上 昇 が認 められた一

方 、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では A D R 非 投 与 コントロール群 と比 較 して有 意 な差

が認 められなかった (図 8 )。  
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3 - 8 .  尿 細 管 間 質 の線 維 化 の確 認  

尿 細 管 間 質 の線 維 化 は C K D で最 も頻 繁 に認 められる病 理 所 見 であり、

腎 機 能 の低 下 に大 きく寄 与 する  [ 1 2 ] 。腎 臓 の線 維 化 は、 α - S M A 陽 性 筋

線 維 芽 細 胞 が細 胞 外 マトリックスを過 剰 に産 生 することによって引 き起 こさ

れることが示 されている  [ 4 5 ,  4 7 ] 。そこで、抗 α - S M A 抗 体 を用 いた I H C に

より筋 線 維 芽 細 胞 を確 認 したところ、A D R 投 与 4 週 後 の B A L B / c および

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C で α - S M A 陽 性 の筋 線 維 芽 細 胞 が認 められた  (図 9 )。次

に、P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 により線 維 化 面 積 を測 定 した結 果 、A D R 投 与 4

週 後 では B A L B / c 同 様 に、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C は重 度 な尿 細 管 間 質 の線 維

化 を呈 し、P i c r o s i r i u s  r e d 陽 性 面 積 は B A L B / c と比 べ有 意 な差 は認 めら

れなかった  (図 1 0 )。  
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4 .  考 察  

B A L B / c のアドリアマイシン  ( A d r i a m y c i n :  A D R )腎 症 感 受 性 の原 因 遺

伝 子 は、P R K D C の R 2 1 4 0 C 変 異 であることが示 唆 されていた  [ 6 1 ] 。本 章

では、標 準 系 統 である C 5 7 B L / 6 J  ( B 6 J )で A D R 腎 症 モデルを適 用 すること

を 目 的 に 、 C R I S P R / C a s 9 法 に て 、 B 6 J - B A L B 系 統 間 の 多 型 で あ る

R 2 1 4 0 C 変 異 を導 入 した B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C を作 出 した。R 2 1 4 0 C 変 異 を導

入 した B 6 において P R K D C の発 現 低 下 および A D R 投 与 による蛋 白 尿 の

漏 出 、病 理 組 織 的 な腎 障 害 が確 認 されたことから、R 2 1 4 0 C 変 異 が A D R

腎 症 感 受 性 の 原 因 で あ る こ と が 実 験 的 に 証 明 さ れ た 。 ま た 、 B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C において A D R 投 与 後 4 週 目 には 、 ヒ ト の 慢 性 腎 臓 病  

( C h r o n i c  K i d n e y  D i s e a s e :  C K D )に類 似 した病 理 組 織 学 的 特 徴  （ 尿

細 管 間 質 の線 維 化 ） が観 察 され、これにより B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C のヒトの C K D

モデルとしての妥 当 性 が示 された。  

まず、A D R に対 する感 受 性 を評 価 するため、A D R 投 与 1 週 目 に尿 中

A l b 量 を測 定 し、 2 週 目 には病 理 組 織 学 的 解 析 を実 施 した。その結 果 、

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 と B A L B / c の両 方 で同 程 度 のアルブミン  ( A l b )量 が示 され、

病 理 組 織 学 的 な障 害 スコ アも同 等 であった。P R K D C はミトコンドリア D N A 

( m t D N A )の維 持 に関 与 することが示 唆 されており、腎 臓 の m t D N A の減 少

が、A D R による腎 症 を引 き起 こすメカニズムの一 つであると考 えられている  

[ 6 1 ] 。近 年 の研 究 では、 ミ トコンドリア呼 吸 鎖 の重 要 な電 子 伝 達 体 である

C o e n z y m e  Q の生 合 成 に関 連 する遺 伝 子 の変 異 が F S G S の患 者 で特 定

され  [ 7 ,  1 9 ,  3 4 ] 、マウスにおいて、C o q 6、P d s s 2、A d c k 4 などの遺 伝 子 変

異 がポドサイト障 害 を引 き起 こすことが報 告 されている  [ 1 0 ,  9 1 ,  9 2 ] 。これら

の知 見 から、ポドサイトは ミ トコンドリア依 存 度 の高 い細 胞 であることが示 唆

される。よって、A D R 腎 症 モデルはミトコンドリアの異 常 によって引 き起 こされ
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る腎 疾 患 を模 倣 するモデルとしても価 値 があると考 えられる。  

次 に、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C が A D R 投 与 後 に C K D に進 行 するかどうかを検

証 するため、A D R 投 与 から 4 週 後 の腎 症 の重 篤 度 を、B A L B / c と B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C で比 較 した。B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C は全 て生 存 していたが、B A L B / c

マウス 1 1 匹 中 6 匹 が死 亡 した。A D R は直 接 、糸 球 体 と腎 尿 細 管 に対 し

て毒 性 を持 ち、尿 細 管 間 質 において炎 症 と線 維 化 を引 き起 こす。その結

果 、A D R 投 与 は B U N および C r e レベルを増 加 させ、最 終 的 に末 期 腎 不

全 を引 き起 こす  [ 5 4 ,  9 3 ] 。B A L B / c マウスでは B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスに比

べて、血 清 尿 素 窒 素  ( B U N )および血 清 クレアチニン  ( C r e )レベルが著 しく

高 く、高 い死 亡 率 が認 められた。すなわち、B A L B / c での A D R 腎 症 の重 篤

度 は B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C よりも重 度 であり、B 6 の遺 伝 的 背 景 が A D R 腎 症 に

対 して抵 抗 性 を持 っていることが示 唆 された。B A L B / c 系 統 と B 6 J 系 統 間

で、A D R 投 与 後 の B U N 値 および病 理 学 的 重 篤 度 を量 的 形 質 とした数

理 統 計 遺 伝 学 的 解 析 を行 った研 究 によれば、B 6 J には P r k d c 遺 伝 子 以

外 に A D R 腎 症 に抵 抗 性 を持 つ遺 伝 子 が存 在 し、その原 因 遺 伝 子 は B 6 J

の第 9 染 色 体 の D 9 M i t 1 8 2 - D 9 M i t 2 2 9 間 に座 位 することが示 唆 されてい

る  [ 6 1 ] 。 さらに、この領 域 は遺 伝 性 のヒト糸 球 体 疾 患 であるアルポート症

候 群 モデル C o l 4 a 3 欠 損 マウスにおける 、 B 6 J の抵 抗 性 遺 伝 子 領 域

（ R e n f 1 ） と重 複 しているが  [ 4 ] 、いまだに抵 抗 性 遺 伝 子 の同 定 には至 って

いない。この B 6 J の領 域 により約 3 0 %の組 織 学 的 障 害 スコ アの低 下 が認

められ  [ 6 1 ] 、本 研 究 で認 められた系 統 差 に関 連 がある可 能 性 がある。今

後 、本 抵 抗 性 遺 伝 子 が同 定 できれば 、腎 症 の新 たな予 防 /治 療 分 子 標

的 の発 見 に繋 がるかもしれない。  

一 方 、A D R 腎 症 モデルは A D R がポドサイトだけでなく 多 種 の細 胞 に対

して障 害 を引 き起 こすという問 題 がある。A D R は、アントラサイクリン系 の抗
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腫 瘍 性 抗 生 物 質 であり、その広 範 な治 療 効 果 から充 実 性 腫 瘍 や、血 液

腫 瘍 の治 療 に多 く用 いられているが、蓄 積 性 の心 毒 性 や腎 毒 性 のために、

その使 用 が制 限 されている  [ 1 7 ,  2 2 ] 。実 際 、A D R は A D R 心 症 、A D R 肝

症 として、心 筋 症 モデルおよび肝 線 維 化 モデルとしても使 用 されている。

A D R 投 与 による心 筋 症 モデルは R 2 1 4 0 C 変 異 を問 わず低 ドーズの A D R

投 与 により作 出 され、A D R 投 与 により急 性 期 に T R P C 3 / N O X 2 タンパク複

合 体 が増 加 することで、酸 化 ストレスにより心 筋 細 胞 が障 害 されることが原

因 の一 つであると考 えられている  [ 6 4 ,  7 6 ] 。著 者 らの知 見 では A D R 投 与

による肝 線 維 化 は、ポドサイト障 害 と同 様 に P R K D C の発 現 量 に依 存 して

おり、W T マウスと比 較 して、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では A D R の投 与 により A LT

および A S T の上 昇 、肝 線 維 化 といった慢 性 肝 炎 様 の所 見 が顕 著 である  

[ 8 9 ] 。また、A D R は尿 細 管 にも細 胞 毒 性 を及 ぼし、腎 近 位 尿 細 管 上 皮 細

胞 株  ( H K 2 )では A D R を添 加 することによりカスパーゼ経 路 が変 化 しアポト

ーシスに至 ることが報 告 されている  [ 8 9 ] 。これらの広 域 な毒 性 は解 析 時 の

ノイズとなり、解 析 が非 常 に困 難 になることが本 モデルの問 題 点 であると考

えられる。  

結 論 として、本 章 では、B 6 J 系 統 に P r k d c の R 2 1 4 0 C 変 異 を導 入 した

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C を作 出 し、B 6 J 系 統 での A D R 腎 症 モデルを適 用 可 能 とし

た。現 在 、B 6 系 統 を標 準 系 統 として、米 国 を中 心 に全 遺 伝 子 の網 羅 的

遺 伝 子 改 変 マ ウ ス 作 出 プ ロ ジ ェ ク ト が 進 ん で い る  

( h t t p s : / / w w w. m o u s e p h e n o t y p e . o r g / a b o u t - i m p c / a b o u t - i k m c / ) 。 今 後 、

本 研 究 で開 発 した B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスと、上 記 の B 6 を遺 伝 的 背 景 と

する遺 伝 子 改 変 系 統 を交 配 することにより作 出 した複 合 変 異 マウスにおい

て、A D R 腎 症 の適 応 が可 能 となった。このことにより、様 々な遺 伝 子 や関

連 シグナル経 路 と腎 障 害 の関 係 を精 査 することが可 能 となる。一 方 、多 種
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の細 胞 に対 して障 害 を引 き起 こす広 域 細 胞 毒 である A D R が複 数 の細 胞

種 にわたり障 害 を及 ぼすことが本 モデルの制 約 と考 えられ、よりヒ トの腎 症

に近 いモデルの開 発 が必 要 とされた。  
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5 .  図 表  

 

 

図 1 .  導 入 変 異 およびターゲッ ト配 列  

P r k d c のエクソン 4 9 を標 的 とし、C R I S P R / C a s 9 のターゲッ ト配 列 は 5 ' -

A G C T T G T T A T T A A T A C A G A A  - 3 '  ( 下 線 部 )とし、P A M 配 列 は C C A  (赤

文 字 )とした。変 異 の導 入 により、C 6 4 1 8 T 変 異  ( R 2 1 4 0 C 変 異 :  青 文 字 )

および、C 6 4 3 2 A 変 異  (サイレント変 異 )が起 こる。  

  

tgctccctcatgttcttataatagcaaaatataacattcttttgttcctttttcagagtaagtttgt

gttttatttcagGGTTCAATACCAAAAGATCTTCCACCGTGGATGAAATTTCTTCATGACAAACTAG

GAAATGCATCAGTATCTTTAAATATCCGTCTCTTCTTAGCCAAGCTTGTTATTAATACAGAAGAGgt

atctaacttttttcctttatatcttaactgttctgtgcagttctgaccgtctatgttagcatcacca 

 

 

 

tgctccctcatgttcttataatagcaaaatataacattcttttgttcctttttcagagtaagtttgt

gttttatttcagGGTTCAATACCAAAAGATCTTCCACCGTGGATGAAATTTCTTCATGACAAACTAG

GAAATGCATCAGTATCTTTAAATATCTGTCTCTTCTTAGCAAAGCTTGTTATTAATACAGAAGAGgt

atctaacttttttcctttatatcttaactgttctgtgcagttctgaccgtctatgttagcatcacca 

 

B6-PrkdcWT

B6-PrkdcR2140C

Exon49
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図 2 .  シークエンス解 析  

シークエンス解 析 により、P r k d c のエクソン 4 9 に C 6 4 1 8 T 変 異  ( R 2 1 4 0 C 変

異 )が確 認 された。  

 

 

 

  

B6-PrkdcWT

B6-PrkdcR2140C
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BALB/c B6J B6-PrkdcR2140C

PRKDC

GAPDH

PR
KD

C/
GA

PD
H

BALB/c B6J B6-PrkdcR2140C

A.

B.

p < 0.01
p < 0.01

n. s
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図 3 .  P R K D C の発 現 量 の確 認  

A .  ウ エ ス タ ン ブ ロ テ ィ ン グ に よ り B 6 - P r k d c W T ,  B A L B / c お よ び B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C での P R K D C 発 現 量 を確 認 した。B .  B 6 - P r k d c W T と比 較 して、

B A L B / c および B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では P R K D C の発 現 量 が有 意 に低 下 して

いた  (各 系 統 n  =  3 )。  
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BALB/c B6-PrkdcWT B6-PrkdcR2140CBSA 5 µg

A.

B.

BALB/c B6-PrkdcWT B6-PrkdcR2140C

Al
b/

Cr
e 

(g
/g

Cr
e)

p < 0.01
p < 0.01

n. s
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図 4 .  尿 中 アルブミンの測 定  

A .  尿 中 アルブミン  ( A l b )の検 出  ( B S A :  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n )  B .  尿

中 A l b を尿 中 クレアチニン  ( C r e )で補 正 し比 較 したところ B 6 - P r k d c W T と

B A L B / c 、 B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では有 意 な差 が認 め られた  ( p  <  0 . 0 1 )が 、

B A L B / c、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では有 意 な差 が認 められなかった。  
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B6-PrkdcWT

B6-PrkdcR2140C

BALB/c 糸球体尿細管

A.

200 µm

*

*

*

*

*
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BALB/c B6-PrkdcWT B6-PrkdcR2140C

糸
球
体
障
害
ス
コ
ア

BALB/c B6-PrkdcR2140C
ADR +- +-

尿
細
管
の
高
さ
 (µ
m
)

B.

C.

p < 0.01
p < 0.01

n. s

n. s

n. s

p < 0.01p < 0.05
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図 5 .  組 織 学 的 解 析  

A .  アドリアマイシン  ( A D R ) 投 与 2 週 目 の腎 臓 での P e r i o d i c  A c i d  S c h i f f  

( PA S )染 色 像 .  B 6 - P r k d c W T では、糸 球 体 の障 害 や尿 円 柱 の蓄 積 は認 め

られない。一 方 、B A L B / c、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C において、尿 細 管 の壊 死  (矢

頭 )、尿 細 管 腔 の尿 円 柱  ( * )の出 現 、間 質 への炎 症 細 胞 の浸 潤  (矢 印 )

が認 められ、糸 球 体 ではポドサイトの脱 落 像 やメサンギウム領 域 の拡 大 及

び血 管 の狭 窄 といった糸 球 体 硬 化  (丸 点 線 )の所 見 が認 められた。倍 率 :  

× 4 0 0、スケールバーは 2 0 0  µ m を示 す。B .  糸 球 体 障 害 をスコ アリングし比

較 したところ、B 6 - P r k d c  W T  ( n  =  3 )と比 較 して、B A L B / c  ( n = 7 )または B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C  ( n  =  7 )では有 意 なスコ アの上 昇 が認 められたが、B A L B / c と

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C の間 で有 意 な差 は見 られなかった。  C .  尿 細 管 障 害 に関

連 す る尿 細 管 の高 さ を測 定 し た 。 B 6 - P r k d c  W T  ( n  =  3 ) と 比 較 し て 、

B A L B / c  ( n = 7 )または B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  ( n  =  7 )では有 意 な尿 細 管 の高 さの

減 少 が認 められたが、B A L B / c と B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C の間 で有 意 な差 は見 ら

れなかった。  
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BALB/c

B6-PrkdcWT
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図 6 .  抗 N G A L 抗 体 による免 疫 組 織  ( I H C )染 色  

A .  抗 N G A L 抗 体 による I H C 染 色 像 .  倍 率 :  × 4 0 0、スケールバーは 2 0 0  

µ m を示 す。B .  N G A L の発 現 割 合 は B 6 - P r k d c W T  ( n  =  3 )と比 較 して、

B A L B / c  ( n  =  7 )、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  ( n  =  7 )では有 意 な上 昇 が認 められ、

B A L B / c と B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C で有 意 な差 は認 められなかった。  
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図 7 .  生 存 曲 線  

A D R 投 与 4 週 目 までの生 存 率 は、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  ( n  =  1 4 )は B A L B / c  

( n  =  1 1 )と比 較 して有 意 に高 かった  ( p  <  0 . 0 5 )。人 道 的 なエンドポイントは、

マウスが瀕 死 の状 態 、急 激 な体 重 減 少  ( 数 日 以 内 に体 重 の 2 0％ 減 少 )、

あるいは著 しい浮 腫 を示 した場 合 とした。  
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図 8 .  血 液 生 化 学 検 査  

A D R 投 与 4 週 目 において、採 取 した血 液 から血 清 を分 離 し、生 化 学 的

検 査 を行 った。血 中 A D R 非 投 与 の  B A L B / c  （ n  =  4 ） と B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  

（ n  =  4 ） および、A D R 投 与 B A L B / c  （ n  =  6 ） と B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  （ n  =  1 0 ）

の血 清 尿 素 窒 素  （ B U N ） および血 清 クレアチニン  （ C r e ） 濃 度 を測 定 し

た。 *  :  p  <  0 . 0 5。  
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図  9 .  抗 α - S M A 抗 体 による I H C 染 色  

A D R 投 与 4 週 後 の B A L B / c および B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C で α - S M A 陽 性 の筋

線 維 芽 細 胞  (矢 印 )が認 められた。倍 率  × 1 0 0、スケールバーは 1 0 0  µ m

を示 す。  
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図  1 0 .  線 維 化 面 積 の測 定  

A .  P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 像  B .  P i c r o s i r i u s  r e d 陽 性 面 積 は B A L B / c  ( n  

=  6 )と比 べ B 6 - P r k d d c R 2 1 4 0 C  ( n  =  6 )で有 意 な差 は認 められなかった。  
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Ⅴ .  第 2 章  

 

新 規 ポドサイト傷 害 モデル P o d - T R E C K の開 発  
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1 .  緒 論  

ジフテリア毒 素  ( D i p h t h e r i a  To x i n :  D T )はニコチンアミドアデニンジヌク

レオチド  ( N A D )存 在 下 で E l o n g a t i o n  F a c t o r  2  ( E F - 2 )を A D P リボ シル化

し、これによってタンパク質 の合 成 を阻 害 する  [ 8 4 ] 。その結 果 、D T 感 受 性

細 胞 に ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る 。 To x i n  R e c e p t o r - m e d i a t e d  C e l l  

K n o c k o u t  ( T R E C K )法 は、マウスの H e p a r i n - b i n d i n g  E G F - l i k e  g r o w t h  

f a c t o r s  ( H B - E G F,  ジフテリア毒 素 レセプター )が D T に対 して親 和 性 がな

いことを利 用 して、標 的 細 胞 特 異 的 に、D T に親 和 性 のあるヒト H B - E G F を

発 現 させ、特 定 の時 期 に D T を投 与 することにより標 的 細 胞 を死 滅 させる

手 法 である  [ 5 2 ] 。H B - E G F は E G F ファミリーに属 するヘパリン結 合 性 の増

殖 因 子 であり、他 の E G F ファミリーと同 様 に、膜 型 蛋 白 質  ( p r o H B - E G F )

として合 成 される  [ 7 2 ] 。 p r o H B - E G F は細 胞 接 着 を介 した細 胞 間 情 報 伝

達 に機 能 す る同 時 に 、 ジ フ テ リ ア毒 素 受 容 体 と し て も機 能 す る 。 こ の

p r o H B - E G F は細 胞 表 面 で多 様 な刺 激 に伴 って酵 素 的 切 断 を受 け、その

結 果 、分 泌 型  ( s H B - E G F ） が細 胞 外 に放 出 され、 E G F 受 容 体 あるいは

E r b B 4 に結 合 し、細 胞 増 殖 ・ 運 動 など種 々のシグナルを伝 達 することが知

られている  [ 5 8 ] 。T R E C K 法 ではヒト H B - E G F の J u x t a m e m b r a n e  d o m e i n

中 のメタロプロテアーゼ認 識 部 位 に変 異  ( L 1 4 8 S / P 1 4 9 T )を導 入 することで

酵 素 的 切 断 に対 して抵 抗 性 を獲 得 した変 異 H B - E G F が用 いられる。この

変 異 型 H B - E G F の採 用 によって、 s H B - E G F に起 因 するオフターゲットな活

性 が防 がれ、ジフテ リア毒 素 受 容 体 としての機 能 のみが発 揮 される  [ 2 8 ,  

3 5 ,  9 4 ] 。  

本 章 で は 、 T R E C K 法 を 用 い て 、 ポ ド サ イ ト 特 異 的 に 発 現 す る

N e p h r o s i s 2  ( N p h s 2 ,  P o d o c i n ) 遺 伝 子 の内 因 性 プロモーター下 流 にヒト由

来 の H B - E G F を発 現 させるノックインマウス、P o d - T R E C K を作 出 することを
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目 的 とした。第 1 章 にて作 出 した B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C による A D R 腎 症 モデル

は、広 域 細 胞 毒 である A D R を用 い、多 種 多 様 な種 類 の細 胞 に広 範 な損

傷 が生 じ、顕 著 な炎 症 反 応 が見 られた。従 って、その後 の腎 障 害 において、

どの要 素 がポドサイトの損 傷 に関 係 し、どの要 素 がその後 の反 応 に関 係 す

るかを決 定 することは困 難 である。しかし、非 免 疫 的 なメカニズムで特 異 的

なポドサイトの消 失 を誘 導 する本 マウスは、ポドサイト障 害 を他 の糸 球 体 構

成 成 分 に傷 をつけることなく解 析 することを可 能 とすることが期 待 される。  
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2 .  材 料 ・ 方 法  

 

2 - 1 .  実 験 供 与 マウス  

すべてのマウスは S P F 環 境 下 で飼 育 し、室 温 2 2 ± 4  ℃、湿 度 4 0 - 6 0％

に維 持 し、 1 2 時 間 の明 暗 サイクルで飼 育 した。水 および標 準 飼 料  C E - 2  

（ C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n ） は、自 由 摂 取 とした。  

B 6 J 系 統  ( C 5 7 B L / 6 J J c l ,  C L E A J a p a n ,  東 京 )を遺 伝 背 景 とする P o d -

T R E C K マウスは常 法 により C R I S P R / C a s 9 システムを用 いて作 出 した  [ 5 0 ,  

5 1 ,  8 6 ] 。マウスから N p h s 2 のプロモーターとエクソン 1 を含 むゲノム断 片 を

クローニングし、エクソン 1 内 にインフレームで L 1 4 8 S / P 1 4 9 T 変 異 の入 った

ヒト H B E G F  ( N C B I  a c c e s s i o n  N o .  N M _ 0 0 1 9 4 5 ） を導 入 した D N A 断 片  

( N p h s 2 - H B E G F )を作 成 した  (図 1 )。C a s 9  タンパク  ( 6 0  n g / m l ,  N E B ,  M A ,  

U S A )と、下 記 c r R N A ( 0 . 6 1  p m o l / µ l ,  F a s m a c ,  K a n a g a w a ,  J a p a n )および

t r a c r R N A ( 0 . 6 1  p m o l / µ l ,  F a s m a c ,  K a n a g a w a ,  J a p a n )および D N A 断 片

を混 合 して 3 7  ℃、 1 5 分 インキュベートして、 g R N A / C a s 9 複 合 体  (リボヌク

レオタンパク質  :  R N P )を形 成 させた後 、約 1 0 0 個 の C 5 7 B L / 6 J マウスの

受 精 卵 の細 胞 質 にマイクロインジェクションした。 2  細 胞 期 胚 を偽 妊 娠 マウ

スに移 植 し、産 仔 を得 た。 4 週 齢 で離 乳 後 、群 飼 育 を行 い産 仔 の N p h s 2

遺 伝 子 の e x o n 1 を増 幅 した。P C R 産 物 を D N A シーケンスすることによって

ヒト H B - E G F の導 入 を確 認 した。  

T r a c e r R N A :  

A A A C A G C A U A G C A A G U U A A A A U A A G G C U A G U C C G U U A U C A A C U

U G A A A A A G U G G C A C C G A G U C G G U G C U U U U U U U   

c r R N A :  

U U G C A C C G C U G C A U U G A C C C G C U C U G G U U U U A G A G C U A U G C U G U
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U U U G  

 

2 - 2 .  ノックイン変 異 を有 するマウスの確 認  

4 週 齢 の雌 雄 N 2 マウスをイソフルランで麻 酔 し、耳 をパンチして組 織 片

を得 た。そして組 織 片 に Ly s i s  b u f f e r  ( T E N  2 0 0  µ L , 1 0％ S D S  4  µ L ,  P r o K  

1  µ L を混 合 したもの )を加 え、組 織 を完 全 に浸 し、 3 7 ℃で 1 6－ 2 6 時 間 イ

ンキュベートし組 織 を溶 解 した。その後 、P C I  (フェノール /クロロホルム /イソア

ミルアルコール、 2 5 : 2 4 : 1 )を加 え、 v o r t e x を 1 5 秒 以 上 行 い、完 全 に溶 液 を

白 濁 させた。遠 心 1 3 0 0 0  r p m、 1 0 分 を室 温 で行 い、上 層 を回 収 し、上 清

と等 量 の 2 -プロパノールと混 合 した。遠 心 1 5 0 0 0  r p m、 3 0 分 、 4  ℃で行 い、

上 清 を捨 て、 7 0％ E t O H を加 えた。遠 心 を 1 5 0 0 0  r p m、 2 分 、 4  ℃で行 い、

上 清 を除 去 して 3 7  ℃でドライア ップした。T E を 1 0 0  µ L 加 え、D N A 抽 出

液 とした。D N A 抽 出 液 1 . 5  µ L に対 して、蒸 留 水  ( D W )  1 . 8  µ L、K O D  

B u f f e r  7 . 5  µ L 、 d N T P s  3  µ L 、 1 0 µ M  プライマー ミックス  ( F o r w a r d :  5 ’ -

A G A A A G C T G G G G C T G C G A C T C T- 3 ’ 、 R e v e r s e :  5 ’ -

C T C T G C C G C T C T G C T C C A G G C AT- 3 ’ ） 1  µ L、K O D  0 . 2  µ L を加 え、P C R

反 応 を行 った。P C R 反 応 は、 9 5  ℃  2 分 間 、 9 8  ℃  1 0 秒 間 、 5 8  ℃  3 0 秒

間 、 6 8  ℃  4 0 秒 間 を 3 0 サイクル行 った。P C R 産 物 を 0 . 8％ アガロースゲル

で電 気 泳 動 を行 った。 1 × T B E  B u f f e r （ 5 0  m M  T r i s - B o r a t e、 2  m M  E D TA ）

を用 いて泳 動 し、目 的 のバンドの確 認 をした。実 験 には得 られた N p h s 2 -

H B E G F ヘテロ型 の個 体  ( P o d - T R E C K )を使 用 した。  

 

2 - 3 .  ジフテリア毒 素 の投 与  

8 週 齢 の雄 の P o d - T R E C K と野 生 型  ( W T )マウスに D T を投 与 した。実

験 には体 重 2 2 . 1 ± 3 . 5 g のマウスを用 いた。D T  (富 士 フィルム  和 光 純 薬 株
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式 会 社 ,  O s a k a ,  J a p a n )  4  µ g / 2  µ L を生 理 食 塩 水 5 0 0  µ L に溶 解 して、 8  

n g / µ L とした。マウスに D T を 2 0  n g、 5 0  n g、 1 0 0 n g、 2 5 0  n g、 5 0 0  n g およ

び  7 5 0  n g 投 与 となるよう D T 液 を調 整 し、それぞれマウスに投 与 した。  

 

2 - 4 .  尿 中 アルブミン量 の測 定  

D T 投 与 後 7 日 目 に膀 胱 圧 迫 によりマウスから尿 を採 取 し、尿 中 のアル

ブミン  ( A l b )を S D S - PA G E により検 出 した。尿 中 A l b の測 定 は第 1 章 と

同 様 の方 法 で行 った。  

 

2 - 5 .  組 織 学 的 観 察  

D T 投 与 1 4 日 目 のマウスに三 種 混 合 麻 酔  [塩 酸 メデトミジン  0 . 7 5  m g /  

k g  ( 日 本 全 薬 工 業 ,  F u k u s h i m a ,  J a p a n )、ミダゾラム  4  m g /  k g  (サンド株

式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、酒 石 酸 ベトルファノール  5  m g /  k g  ( M e i j i  S e i k a

ファルマ株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n ) 、生 理 食 塩 水  (大 塚 製 薬 ,  To k y o ,  

J a p a n ） ]を体 重 1  g 当 たり 1 0  µ l を腹 腔 内 投 与 して麻 酔 し  [ 4 2 ] 、後 大 静

脈 から放 血 し安 楽 殺 を行 った。腎 臓 を摘 出 後 、 4％ P FA で固 定 し、パ ラフ

ィンで包 埋 した後 、 2  µ m と 4  µ m の厚 さで薄 切 した。その後 、第 1 章 と同

様 の方 法 で、それぞれ PA S 染 色 および P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 を行 った。  

 

2 - 6 .  糸 球 体 の組 織 学 的 評 価  

PA S 染 色 を行 った腎 臓 切 片 を用 いて、顕 微 鏡 にて糸 球 体 を 1 個 体 あ

たり 5 0 個 の糸 球 体 を無 作 為 に撮 影 し、糸 球 体 の障 害 の程 度 を以 下 のス

コ アにより評 価 した。 0 ：  正 常 ,  1 :  分 節 性 糸 球 体 硬 化 ,  2 ：  全 節 性 糸 球

体 硬 化 ,  3 ：  糸 球 体 の崩 壊  [ 8 8 ]  
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2 - 7 .  線 維 化 の定 量  

P i c r o s i r i u s  R e d 染 色 した組 織 切 片 を用 いて線 維 化 の定 量 を行 った。

線 維 化 領 域 の定 量 は、腎 皮 質 領 域 を無 作 為 に 3 視 野  (× 4 0 )撮 影 し、

染 色 領 域 を画 像 解 析 ソフト I m a g e  J  s o f t w a r e  v e r s i o n  1 . 5 2  a  ( N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h ,  M D ,  U S A )により測 定 して、腎 切 片 の面 積 に対 する

割 合 を算 出 した。尿 細 管 間 質 の線 維 化 を評 価 するため、P i c r o s i r i u s  R e d

により染 色 された糸 球 体 および血 管 は計 測 から除 外 した。  

 

2 - 8 .  免 疫 蛍 光  ( I F )染 色  

パ ラ フ ィン包 埋 ブ ロ ッ ク を 5  µ m の厚 さで薄 切 し た 。抗 原 賦 活 試 薬  

( I m m u n o s a v e r ：  N i s s i n  E M ,  東 京 ) 中 で 9 8 ℃、 4 5 分 間 インキュベートす

ることにより抗 原 賦 活 を行 った。非 特 異 的 結 合 をブロックするために、切 片

を 5％  ヤギ血 清 と 0 . 1％  T r i t o n  X  i n  P B S で 1 時 間 室 温 インキュベート

した。ブロッキング後 、切 片 をウサギポリクローナル抗 α S M A ( A C TA 2 ) 抗 体  

( 1 : 5 0 0 ,  P r o t e i n t e c h ,  I L ,  U S A ) とウサギポリクローナル抗 N P H S 1 抗 体  

( 1 : 4 0 0 0 ,  P r o t e i n t e c h ,  I L ,  U S A )で 4 ℃一 晩 インキュベートした。次 に、切

片 を A l e x a  F l u o r  4 8 8 標 識 ヤギ抗 ウ サ ギ I g G 二 次 抗 体  ( 1 : 1 0 0 0 ,  

A 1 1 0 3 4 ：  C e l l  S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y,  M A ,  U S A )で室 温 3 0 分 間 インキ

ュベートした。切 片 を P r o L o n g  D i a m o n d  A n t i f a d e  M o u n t a n t  w i t h  D A P I  

( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  M A ,  U S A )で封 入 した。染 色 を行 った切 片 は

L S M  7 1 0 共 焦 点 顕 微 鏡  ( C a r l  Z e i s s ,  O b e r k o c h e n ,  G e r m a n y )を使 用 す

ることで画 像 化 した。  
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2 - 9 .  統 計 解 析  

相 関 係 数 は、パ ラメトリックなデータにはすべての統 計 分 析 は、 J M P  P r o  

1 7  ( S A S  I n s t i t u t e ,  N C ,  U S A )を使 用 した。  パ ラメトリックデータに対 しては

ピ アソンの相 関 係 数 を、ノンパ ラメトリックデータに対 してはスピ アマンの相 関

係 数 を用 いた。 p  <  0 . 0 5 は有 意 差 ありとした。すべての統 計 分 析 は、 J M P  

P r o  1 7  ( S A S  I n s t i t u t e ,  N C ,  U S A )を使 用 した。   
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3 .  結 果  

 

3 - 1 .  C R I S P R  / C a s 9 によるノックインの確 認  

4 週 齢 の N 2 以 降 の雄 マウスのゲノム D N A から得 られた P C R 産 物 をア

ガロースゲル電 気 泳 動 により確 認 し、ノックイン変 異 をヘテロ接 合 体 で有 す

る P o d - T R E C K マウスを選 出 した  (図 2 )。さらに、P o d - T R E C K マウスは生

後 1 年 時 点 でジフテリア毒 素  ( D i p h t h e r i a  To x i n :  D T )を投 与 していない

状 態 において、蛋 白 尿 を示 さず正 常 であった。また、腎 臓 における組 織 学

的 異 常 は認 めらられず、正 常 マウスに比 べ、成 長 、行 動 、繁 殖 率 に差 が

見 られなかった  ( d a t a  n o t  s h o w n )。  

 

3 - 2 .  蛋 白 尿 の検 出  

作 出 した P o d - T R E C K に D T を至 適 投 与 量 および容 量 依 存 的 なポドサ

イト障 害 を呈 するかを確 認 するために複 数 の D T 量 を割 り振 り投 与 し、D T

投 与 7 日 目 の尿 を採 取 した。尿 中 のアルブミン  ( A l b )を測 定 したところ、

P o d - T R E C K は、D T の投 与 により重 篤 な A l b 尿 を呈 した  (図 3 A )。尿 中

A l b 量 を画 像 解 析 ソフト I m a g e  J により定 量 し、尿 中 クレアチニン  ( C r e )

量 で補 正 した上 で比 較 したところ、A l b / C r e 比 と D T の投 与 量 には相 関 が

認 められた  (図 3 B )。  

 

3 - 3 .  腎 臓 の病 理 組 織 学 的 解 析  

D T 投 与 2 週 間 後 に採 取 した腎 臓 において病 理 組 織 像 を確 認 した。

D T 投 与 により、P o d - T R E C K においては、尿 細 管 の壊 死 、尿 円 柱 の出 現 、

および間 質 への炎 症 細 胞 の浸 潤 が確 認 された。また、糸 球 体 ではポドサイ

トの脱 落 像 、メサンギウム領 域 の拡 大 、血 管 の狭 窄 といった糸 球 体 硬 化 の

所 見 が認 められた  (図 4 A )。 5 0  n g、 1 0 0  n g の D T 投 与 では、分 節 性 の糸

球 体 硬 化 が多 く 認 められ、 2 5 0  n g、 5 0 0  n g の D T 投 与 では全 節 性 の糸 球

体 硬 化 や崩 壊 像 が多 く 認 められた。糸 球 体 障 害 の程 度 を、糸 球 体 硬 化

を指 標 としてスコ アリングしたところ、糸 球 体 障 害 の程 度 と D T の投 与 量 に

は強 い相 関 が認 められた  ( R 2= 0 . 7 2 5 )  (図 4 B )  
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3 - 4 .  N P H S 1 の発 現 の確 認  

N e p h r i n  ( N P H S 1 )の発 現 はヒト C K D および各 種 の腎 疾 患 モデル動 物

において著 しく 低 下 し、また、ポドサイト障 害 時 には、N P H S 1 と 2 量 体 を形

成 する N P H S 2 からの解 離 することにより、その細 胞 内 局 在 が変 化 すること

が知 られている  [ 9 ,  3 6 ,  4 4 ,  4 6 ,  7 0 ,  7 5 ] 。そこで、N P S H 1 の腎 臓 内 発 現

を免 疫 蛍 光 染 色 で確 認 した。免 疫 蛍 光 染 色 ( I F )により 、非 投 与 群 では

N P H S １ 陽 性 細 胞 の減 少 は確 認 されなかったが、 P o d - T R E C K マウスでは

N P H S 1 陽 性 細 胞 の数 が減 少 していることが確 認 された。また、D T 投 与 量

が 5 0  n g、 1 0 0  n g では、N P H S１ 陽 性 細 胞 のドット状 の分 布 が認 められ、

2 5 0  n g、 5 0 0  n g では糸 球 体 全 域 で N P H S１ 陽 性 細 胞 の減 少 が認 められ

た  (図 5 )。  

 

3 - 5 .  α - S M A 陽 性 筋 線 維 芽 細 胞 の確 認  

P o d - T R E C K での C K D への移 行 を調 べるため I F 染 色 により α - S M A 陽

性 筋 線 維 芽 細 胞 の確 認 を行 った。D T 非 投 与 の P o d - T R E C K および D T

を投 与 した W T では、 α - S M A 陽 性 筋 線 維 芽 細 胞 の増 加 は認 められなかっ

た。一 方 で、D T を投 与 した P o d - T R E C K では α - S M A 陽 性 細 胞 の増 加 が

確 認 された  （ 図 6 ） 。  

 

3 - 6 .  尿 細 管 間 質 の線 維 化 の測 定  

P i c r s i r i u s  R e d 染 色 を用 いて、尿 細 管 間 質 の線 維 化 を投 与 量 別 に比

較 した。D T 非 投 与 群 と比 較 して、投 与 後 1 4 日 目 の P o d - T R E C K におい

ては、間 質 領 域 にシリウスレッド陽 性 のコ ラーゲン線 維 が蓄 積 し、尿 細 管 の
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間 質 領 域 の線 維 化 が認 められた (図 7 A )。 5 0  n g および 1 0 0  n g の D T 投

与 では軽 度 の線 維 化 が、 2 5 0  n g および 5 0 0  n g の D T 投 与 では重 度 の線

維 化 が認 められ、線 維 化 面 積 と D T の投 与 量 には相 関 が認 められた  (図

7 B )。  
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4 .  考 察  

本 研 究 では、ポドサイトに特 異 的 な障 害 を起 こし、ヒトの腎 症 に近 似 する

モ デ ル の 開 発 を 目 指 し 、 ポ ド サ イ ト 特 異 的 な N e p h r o s i s 2  ( N p h s 2 ,  

P o d o c i n ) 遺 伝 子 の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー 下 流 に ヒ ト 由 来 の H e p a r i n -

b i n d i n g  E G F - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  ( H B - E G F,  ジフテリア毒 素 レセプター )

を発 現 させるノックインマウス P o d - T R E C K の作 出 、およびモデル動 物 として

の有 用 性 の検 証 を行 った。  

作 出 したマウスは、D T 投 与 により投 与 1 週 間 時 点 で重 篤 なタンパク尿

を示 した。さらに、尿 中 のアルブミン  ( A l b ) /  クレアチニン  ( C r e )比 と D T の

投 与 量 との間 に正 の相 関 が認 められた。次 に、D T 投 与 2 週 間 後 に病 理

学 的 な解 析 を行 い、糸 球 体 では D T 投 与 により分 節 性 の糸 球 体 硬 化 、全

節 性 の糸 球 体 硬 化 および糸 球 体 の崩 壊 が認 められ、糸 球 体 障 害 の程 度

と D T の投 与 量 には相 関 が認 められた。  

微 小 変 化 型 腎 症 、 F S G S、ループス腎 炎 、糖 尿 病 性 腎 症 といった多 様

な原 疾 患 に起 因 する慢 性 腎 臓 病  ( C h r o n i c  K i d n e y  D i s e a s e :  C K D )お

よび各 種 の腎 疾 患 モデル動 物 において、N e p h r i n  ( N P H S 1 )の発 現 が低 下

し、N P H S 2 からの解 離 によりその局 在 が変 化 することが知 られている  [ 9 ,  

3 6 ,  4 4 ,  4 6 ,  7 0 ,  7 5 ] 。本 研 究 では、 I F 染 色 により N P H S 1 の発 現 を調 べた

ところ、低 容 量 の D T により N P H S 1 の発 現 が低 下 し、その分 布 が顆 粒 状 と

なることから、ポドサイト障 害 が発 生 していることが示 された。また、高 容 量 の

D T 投 与 により N P H S 1 の発 現 が消 失 し、ポドサイトが全 て脱 落 していた。し

たがって、低 容 量 の D T 投 与 がポドサイト障 害 モデルとして適 用 可 能 である

と結 論 づけられた。  

C K D は初 期 段 階 では原 疾 患 に特 有 の病 態 を示 すものの、特 定 の病 変

が明 瞭 でない場 合 も多 い。しかし、多 くの C K D 症 例 における最 終 的 な共

通 の病 理 学 的 所 見 は線 維 化 である。腎 線 維 化 は、慢 性 的 かつ持 続 的 な

腎 組 織 への損 傷 が瘢 痕 形 成 として現 れ、糸 球 体 硬 化 、尿 細 管 萎 縮 、お

よび尿 細 管 間 質 線 維 化 を特 徴 とする  [ 9 0 ] 。尿 タンパクの主 成 分 は A l b で

あるが、A l b 自 体 が病 変 を引 き起 こすのではなく、キャリアータンパクとして働

いている A l b に結 合 する遊 離 脂 肪 酸  ( F FA )が尿 細 管 障 害 の原 因 だと考
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えられている。A l b と F FA は結 合 状 態 で存 在 し、エンドサイトーシス後 には、

A l b はリソソームに移 行 してアミノ酸 へ分 解 される。一 方 、F FA は脂 肪 酸 結

合 タンパク質 と共 にミトコンドリアへ移 行 する。ミトコンドリア 内 で F FA が過 剰

に蓄 積 すると、活 性 酸 素 種 の産 生 が促 進 され、酸 化 ストレスによる尿 細 管

障 害 が引 き起 こされる  [ 8 0 ,  8 5 ] 。本 モデルマウスも顕 著 な尿 円 柱 及 び、尿

細 管 の萎 縮 、 といった尿 細 管 障 害 が生 じているが、ポドサイ ト障 害 による

A l b の濾 過 機 構 の破 綻 により多 量 の A l b が尿 細 管 腔 に漏 出 したためだと

考 えられる。また、P o d - T R E C K では、D T の投 与 により、 α - S M A 陽 性 腎 線

維 芽 細 胞 の増 殖 、および広 域 な尿 細 管 間 質 の線 維 化 が認 められ、D T 投

与 量 と線 維 化 の面 積 は相 関 が認 められた。蛋 白 尿 により腎 線 維 化 が引 き

起 こされることから、高 容 量 の D T ほど 重 篤 なタンパク尿 症 を示 し、尿 細 管

間 質 の線 維 化 が引 き起 こされることが示 された。  

これらの結 果 から P o d - T R E C K は D T の腹 腔 内 単 回 投 与 により簡 便 に

投 与 量 依 存 的 なポドサイト特 異 的 傷 害 を誘 発 しヒトとよく 近 似 した様 々なス

テージの C K D モデル動 物 となりうることが示 された。  
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5 .  図 表  

 
 

HB-EGF
CDS

Exon1 Exon2 Exon3 Exon8 野生型 allele

HB-EGF allele

Nphs2 遺伝子
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図 1 .  導 入 変 異 の概 略 図  

N p h s 2 遺 伝 子 のプロモーター下 流 に H e p a r i n - b i n d i n g  E G F - l i k e  g r o w t h  

f a c t o r s  ( H B - E G F ) 遺 伝 子 断 片 を 挿 入 し た 。 挿 入 し た c D N A は

L 1 4 8 S / P 1 4 9 T 変 異 を有 しており、ジフテリア毒 素  ( D T )と親 和 性 は保 持 さ

れるが、分 泌 型 H B - E G F として機 能 しないため、当 該 レセプターの E G F 受

容 体 を活 性 しない。  
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図 2 .  遺 伝 子 型 判 別  

A .  P o d - T R E C K の遺 伝 子 型 を確 認 するために H B - E G F を挟 んだ領 域 を

増 幅 するプライマーを設 計 した  ( F o r w a r d  P r i m e r :  5 ’ - A G A A A G C T G G G

G C T G C G A C T C T- 3 ’、R e v e r s e  P r i m e r :  5 ’ - C T C T G C C G C T C T G C T C C A

G G C AT- 3 ’ )。B .  P C R 産 物 を 0 . 8 % アガロースゲルで電 気 泳 動 し、バンドが

1 本  ( 2 0 2 b p )である個 体 は野 生 型  ( W T )、 2 本  ( 8 0 8 ,  2 0 2 b p )である個 体

は P o d - T R E C K である。  
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図 3 .  尿 中 A l b の測 定  

A .  尿 中 A l b の検 出  ( B S A :  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n )  B .  A l b /クレアチニ

ン  ( C r e )比 と D T の投 与 量 には有 意 な正 の相 関 が認 められた  ( n  =  1 2 ,  p  

=  0 . 0 0 0 4 )   
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図 4 .  組 織 学 的 解 析  

A .  P o d - T R E C K において、尿 細 管 の壊 死 、尿 細 管 腔 の尿 円 柱  ( * )の出

現 、間 質 への炎 症 細 胞 の浸 潤  (矢 印 )が認 められ、糸 球 体 ではポドサイト

の脱 落 像 やメサンギウム領 域 の拡 大 及 び血 管 の狭 窄 といった糸 球 体 硬 化  

(丸 点 線 )の所 見 が認 められた。倍 率  左 :  × 1 0 0、右 :  × 4 0 0、スケールバー

はそれぞれ 2 0 0 ,  5 0  µ m を示 す。B .  糸 球 体 障 害 スコ アと D T の投 与 量 に

は有 意 な正 の相 関 が認 められた  ( n  =  1 2 ,  p  <  0 . 0 0 0 1 )  
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図 5 .  抗 N P H S 1 抗 体 による免 疫 蛍 光 染 色  ( I F )像  

D T 投 与 P o d - T R E C K では、N P H S 1 陽 性 細 胞 の減 少 が認 められた。特 に

2 5 0  n g、 5 0 0  n g では糸 球 体 全 域 で N P H S１ 陽 性 細 胞 の減 少 が認 められ

た。また低 容 量 の D T 投 与 では、顆 粒 状 の染 色 像 を示 した。スケールバー

は、 5 0  µ m を示 す。  
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図 6 .  抗 α - S M A 抗 体 による I F 像  

D T 投 与 P o d - T R E C K では α - S M A 陽 性 の筋 線 維 芽 細 胞 の増 加 が認 めら

れた。スケールバーは、 5 0  µ m を示 す。  
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図 7 .  腎 皮 質 における線 維 化 の定 量  

A .  D T 投 与 後 1 4 日 目 の P o d - T R E C K において、間 質 領 域 にシリウスレッ

ド陽 性 のコ ラーゲン線 維 が蓄 積 し、尿 細 管 の間 質 領 域 の線 維 化 が認 めら

れた。 5 0  n g、 1 0 0  n g では軽 度 、 2 5 0  n g、 5 0 0  n g では重 度 の線 維 化 であっ

た。スケールバーは 1 0 0  µ m を示 す。B . 尿 細 管 間 質 の線 維 化 と D T の投 与

量 には有 意 な正 の相 関 が認 められた  ( n  =  1 2 ,  p  <  0 . 0 0 1 )  
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Ⅵ .  第 ３ 章  

 

B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C、及 び P o d - T R E C K の比 較 解 析  
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1 .  緒 論  

近 年 に至 るまで、科 学 は仮 説 を立 てて検 証 する、いわゆる「 仮 説 先 行 」

のサイクルを繰 り返 すことで進 展 してきた。しかし、この人 によるバイアスを許

容 する手 法 は、特 定 の領 域 への関 心 が集 中 し、一 部 の領 域 の研 究 が顕

著 に進 展 する一 方 で、他 の重 要 な領 域 が未 踏 のままであることもある。例

えば、上 位 1 0 0 個 の分 子 に関 する研 究 は、全 論 文 の 4 分 の 1 を占 めてい

るが、一 報 も論 文 がない分 子 は数 千 にも上 る。近 年 、次 世 代 シークエンサ

ーやバイオインフォマティックス技 術 の進 展 により、仮 説 形 成 よりも先 に偏 り

のないデータを取 得 するケースが増 えている。つまり、研 究 方 法 はデータ取

得 に始 まり、その後 に仮 説 を立 て、検 証 するという「 データ先 行 」 のサイクル

に変 化 しつつある。これに伴 い、R N A - s e q u e n c i n g  ( R N A - s e q )解 析 やプロ

テオーム解 析 などのオミックス解 析 における大 規 模 データの収 集 が、日 増 し

に重 要 になってきている  [ 1 0 0 ]。  

R N A - S e q 解 析 は、遺 伝 子 発 現 を定 量 化 するための強 力 な手 法 である。

この手 法 は次 世 代 シーケンサー （ N e x t  G e n e r a t i o n  S e q u e n c i n g :  N G S ） を

利 用 し、細 胞 内 に存 在 する全 m R N A の塩 基 配 列 を読 み取 ることによって

実 施 される。このプロセスを通 じて、遺 伝 子 発 現 の包 括 的 なプロファイルが

提 供 されるのである  [ 5 9 ,  8 7 ] 。一 方 、プロテオーム解 析 は、微 量 のタンパク

質 断 片 の質 量 を正 確 に測 定 する技 術 である。この技 術 では、種 々の電 気

泳 動 やクロマトグラフィーを組 み合 わせて分 離 されたタンパク質 を断 片 化 し、

その質 量 を測 定 する。その後 、得 られたデータはゲノム解 析 から推 定 される

タンパク質 のアミノ酸 配 列 と比 較 され、タンパク質 を同 定 することが可 能 であ

る  [ 4 3 ,  7 7 ] 。  

本 章 では、第 1 章 および第 2 章 で作 出 した、アドリアマイシン  ( A D R )お

よびジフテリア毒 素  ( D T ) 投 与 による 2 つのポドサイト障 害 モデルで発 現 変



 76 

動 を示 す遺 伝 子 およびタンパク質 を比 較 する目 的 で、A D R および D T 投

与 1 週 間 後 の腎 臓 を対 象 に R N A – s e q 解 析 およびプロテオーム解 析 を実

施 した。このオミックス解 析 により作 成 された分 子 的 な基 盤 は、今 後 の腎 臓

病 研 究 における重 要 な足 がかりとなることが期 待 される。  
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2 .  材 料 ・ 方 法  

2 - 1 .  実 験 供 与 マウス  

すべてのマウスは S p e c i f i c  P a t h o g e n  F r e e  （ S P F ） 環 境 下 で飼 育 し、室

温 2 2 ± 4  ℃、湿 度 4 0 - 6 0％ に維 持 し、 1 2 時 間 の明 暗 サイクルで飼 育 した。

水 および標 準 飼 料  C E - 2  （ C L E A J a p a n ,  To k y o ,  J a p a n ） は、自 由 摂 取 と

した。  

 

2 - 2 .  A D R および D T の投 与  

第 1 章 および、第 2 章 で作 出 した B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  および、P o d - T R E C K

を実 験 に使 用 した。 8 週 齢 の雄 の B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C に A D R を 1 3  m g / k g で

尾 静 脈 から投 与 した。対 照 コントロールとして等 量 の生 理 食 塩 水 を尾 静 脈

から投 与 した同 腹 仔 の B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C を用 いた。また、 8 週 齢 の雄 の P o d -

T R E C K に D T を 5 0  n g 腹 腔 内 に投 与 した。対 照 コントロールとして等 量 の

生 理 食 塩 水 を腹 腔 内 投 与 した同 腹 仔 の P o d - T R E C K を用 いた。  

 

2 - 3 .  腎 臓 の採 取  

A D R および D T 投 与 1 週 目 のマウスに三 種 混 合 麻 酔  [塩 酸 メデトミジ

ン  0 . 7 5  m g /  k g  ( 日 本 全 薬 工 業 ,  F u k u s h i m a ,  J a p a n )、ミダゾラム  4  m g /  

k g  (サンド株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、酒 石 酸 ベトルファノール  5  m g /  k g  

( M e i j i  S e i k a ファルマ株 式 会 社 ,  To k y o ,  J a p a n )、生 理 食 塩 水  (大 塚 製

薬 , To k y o ,  J a p a n ) ]をマウスの体 重 1  k g 当 たり 1 0  m l を腹 腔 内 投 与 して

麻 酔 し  [ 4 2 ] 、後 大 静 脈 から放 血 し安 楽 殺 を行 い、腎 臓 を摘 出 した。  

 

2 - 4 .  組 織 学 的 解 析  

採 取 した腎 臓  (右 腎 )を 4％ パ ラホルムアルデヒド  ( P FA )で固 定 し、パ ラ
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フィンで包 埋 した後 、 2  µ m の厚 さで薄 切 した。その後 、薄 切 したスライドを

脱 パ ラフィン、流 水 洗 、 0 . 5％ 過 ヨウ素 酸 液  ( 5 分 )、蒸 留 水 で洗 浄 、コー

ルドシ ッフ液  (富 士 フィルム和 光 純 薬 ,  O s a k a ,  J a p a n )  ( 3 0 分 )、重 亜 硫 酸

水  ( 3 分 、 3 回 )、流 水 洗 、ヘマトキシレン  ( 4 分 )、流 水 洗 、蒸 留 水 で洗 浄 、

透 徹 、封 入 の順 に行 った 。染 色 像 は倒 立 顕 微 鏡  ( E C L I P S E ,  N i k o n ,  

To k y o ,  J a p a n )を用 いて画 像 化 した。  

 

2 - 5 .  I H C 染 色  

パ ラ フ ィン包 埋 ブ ロ ッ ク を 5  µ m の厚 さで薄 切 し た 。抗 原 賦 活 試 薬  

( I m m u n o s a v e r ：  N i s s i n  E M ,  To k y o ,  J a p a n ) 中 で 9 8 ℃、 4 5 分 間 インキュ

ベートすることにより抗 原 賦 活 を行 った。内 因 性 ペルオキシ ダーゼを不 活 性

化 するため、切 片 を 3 %  過 酸 化 水 素  ( H 2O 2 )で 3 0 分 間 インキュベートし

た。 1 0％  正 常 ヤギ血 清 で 3 0 分 間 ブロッキングした後 、切 片 をウサギポリク

ローナル抗 N P H S 1 抗 体  ( 1 : 4 0 0 0 ,  P r o t e i n t e c h ,  I L ,  U S A )で 4  ℃で一 晩

インキュベートした。切 片 をペルオキシ ダーゼ標 識 抗 ウサギ I g G ポリクローナ

ル抗 体  ( 4 1 8 2 6 1 ,  N i c h i r e i  B i o s c i e n c e s ,  To k y o ,  J a p a n )と 3 0 分 間 反 応

さ せ ， 3 ， 3 - d i a m i n o b e n z i d i n e  ( D A B ：  0 4 0 - 2 7 0 0 1 ， Wa k o ，  To k y o  ,  

J a p a n )により染 色 した。染 色 像 は倒 立 顕 微 鏡  ( E C L I P S E ,  N i k o n ,  To k y o ,  

J a p a n )を用 いて画 像 化 した。  

 

2 - 6 .  R N A - s e q 解 析  

各 系 統  ( A D R 非 投 与 B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C、A D R 投 与 B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C、

D T 非 投 与 P o d - T R E C K、D T  5 0 n g 投 与 P o d - T R E C K )から採 取 した腎 臓  

(左 腎 頭 側 1 / 2 ) を用 いて 、 N u c l e o S p i n ®  R N A ( タ カ ラバ イオ ,  S h i g a ,  

J a p a n )によって添 付 された手 順 に従 い、R N A の抽 出 を行 った。抽 出 した
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R N A を R N A - s e q 解 析 に使 用 した。 R N A - s e q 解 析 は G E N E W I Z 社  

( To k y o ,  J a p a n ) の受 託 解 析 サー ビ ス を使 用 し た  ( I l l u m i n a  N o v a S e q  

2 x 1 5 0 b p  c o n f i g u r a t i o n ,  6 G b  p e r  s a m p l e )。シークエンサーは  N o v a S e q  

6 0 0 0  S y s t e m  ( I l l u m i n a ,  C A ,  U S A )を使 用 し、P o l y - A 選 択 法 によるストラ

ンド特 異 的 R N A - s e q 解 析 を行 った。遺 伝 子 発 現 解 析 は負 の二 項 分 布 に

基 づくモデルである D E S e q 2  B i o c o n d u c t o r パ ッケージによって D i f f e r e n t  

e x p r e s s i o n  g e n e  a n a l y s i s を行 った。遺 伝 子 の  P a d j は  <  0 . 0 1  に設 定

し、発 現 量 の差 があるものを抽 出 した。  

 

2 - 7 .  プロテオーム解 析  

R N A - s e q と同 時 に採 取 した腎 臓  (左 腎 尾 側 1 / 2 )を用 いてプロテオーム

解 析 を 行 っ た 。 プ ロ テ オー ム 解 析 は株 式 会 社 プ ロ テ オ バ イ オ ロ ジ ク ス  

( O s a k a ,  J a p a n )の受 託 解 析 サービスを使 用 した  ( 標 準 感 度 D I A 解 析 )。

サンプルに P T S  b u f f e r  (終 濃 度 1 2  m M  s o d i u m  d e o x y c o l a t e ,   1 2  m M  

s o d i u m  l a u r o y l - s a r c o s i n a t e ,  5 0  m M  A m m o n i u m  b i c a r b o n a t e ,  C o m p l e t e  

E D TA - f r e e )を加 えて溶 解 、 9 5 ℃ 5 分 で失 活 させた。P T S  b u f f e r  で 5 0 µｇ

/ 1 0 0 µ L にノーマライズし 5 0 0 m M  T C E P を 1 / 2 0  ( v / v )  量 加 えて室 温 で 6 0

分 間 インキュベートし、 5 0 0 m M ヨードアセトアミド 1 / 1 0  ( v / v )量 加 え、室 温 で

3 0 分 間 遮 光 してインキュベート、 5 2 5  m M  L - C y s t e i n 1 / 1 0  ( v / v )量 加 え、室

温 で 1 0 分 間 インキュベートした。その後 、S e r a M a g  S p e e d  B e a d s を用 いて

タンパク質 を精 製 し、 8 0％ エ タノールで洗 浄 し、 Ly s - C  ( 2 m A U / μ L )、 ト リプ

シン ( 1 μ g / μ L )溶 液 を添 加 し、 3 7 ˚ C で 1 晩 インキュベートした。次 に、 2 0％

T FA を添 加 し、酸 性 にした後 、各 ペプチド 1 0 μ g 分 を S t a g e T i p を用 いて精

製 、スピードバックで乾 固 、 1 0 μ L の B u f f e r ( 0 . 1 %ギ酸 2 % アセトニトリル )に

再 溶 解 したものを L C - M S / M S 解 析 に使 用 した。試 料 調 製 されたサンプル

は以 下 の分 析 条 件 で測 定 を行 った。  

試 料 調 製 されたサンプルは以 下 の分 析 条 件 で測 定 を行 った。  

A .  L C 分 析 条 件  
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カラム ： インハウスで充 填 した逆 相 カラム  

( R e p r o S i l  - P u r  1 2 0  C 1 8 - A Q 1 . 9 μ m  r e s i n ,  L e n g t h  3 0 0 m m✕  I . D .  7 5 μ m )  

ナノトラ ップカラム ： A c c l a i m  C 1 8  P e p M a p 1 0 0  5 μ m  1 0 0 A ( T h e r m o  F i s h e r  

S c i e n t i f i c ,  M A ,  U S A )  

移 動 相 A :  2 % アセトニトリル 0 . 1 %ギ酸 添 加 蒸 留 水  

移 動 相 B ： 9 0 % アセトニトリル 0 . 1 %ギ酸 添 加 蒸 留 水  

流 速 ： 2 8 0 μ L  

カラム温 度 ： 6 0 ℃  

注 入 量 ： 0 . 5 μ g  

B .  M S 条 件  

S y s t e m :  Q  E x a c t i v e  P l u s 質 量 分 析 計 ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  M A ,  

U S A )  

イオン化 法 ： P o s i t i v e  

M e t h o d  D u r a t i o n  ( m i n ) =  1 2 0  

S p e c t r u m  d a t a  t y p e  =  P r o f i l e  

得 られたデータは D I A - N N  1 . 8 を用 いてタンパク質 同 定 ・ 定 量 解 析 を行 っ

た。  

 

2 - 8 .  取 得 データの解 析  

オミックス解 析 により取 得 したデータの解 析 に関 して、ヒートマップ作 成 お

よびクラスタリング解 析 は H e a t m a p p e r  ( h t t p : / / w w w. h e a t m a p p e r . c a )を用 い

て行 った  [ 8 ] 。  
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3 .  結 果  

3 - 1 .  腎 臓 病 理 組 織 学 的 所  

ア ド リアマ イシ ン  ( A D R )およびジフテ リア毒 素  ( D T ) を投 与 し た B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C および P o d - T R E C K は投 与 1 週 間 の時 点 で著 しい蛋 白 尿 を

示 した  ( d a t a  n o t  s h o w n )。また、P e r i o d i c  A c i d  S c h i f f  ( PA S )染 色 による

病 理 組 織 学 的 解 析 を行 ったところ 、A D R および D T の投 与 により B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C および P o d - T R E C K  は糸 球 体 ではメサンギウム領 域 の軽 度 の

拡 大 は認 められるものの形 態 的 な変 化 はほとんど 認 められず、尿 細 管 およ

び間 質 では、尿 細 管 の壊 死 、尿 円 柱 の出 現 、および間 質 への炎 症 細 胞

の浸 潤 が確 認 された。尿 円 柱 および炎 症 細 胞 の浸 潤 は B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C

でより重 度 であった  (図 1 )。  

 

3 - 2 .  N P S H 1 の発 現  

PA S 染 色 による形 態 の観 察 では糸 球 体 の異 常 がほとんど 認 められなか

ったため、糸 球 体 障 害 を確 認 するために N e p h r i n  ( N P H S 1 )による I H C を

行 った。A D R および D T の投 与 により B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C および P o d - T R E C K  

では、N P H S 1 の発 現 の低 下 が認 められた  (図 2 )。  

 

3 - 3 .  R N A - s e q  解 析 による遺 伝 子 発 現 解 析  

A D R および D T 投 与 による 2 つのポドサイト障 害 モデルで発 現 変 動 を示

す遺 伝 子 を比 較 する目 的 で、A D R および D T 投 与 一 週 間 後 の腎 臓 を対

象 に R N A - s e q 解 析 を行 った。その結 果 、A D R 腎 症 においては 1 1 6 3 種

類 、P o d - T R E C K においては 1 1 4 種 類 の遺 伝 子 で有 意 な発 現 変 動 が認 め

られた。  

 



 82 

3 - 4 .  G e n e  O n t o l o g y  ( G O )解 析  

R N A - s e q 解 析 によって得 られた遺 伝 子 発 現 データに関 して、G O 解 析

を行 った。G O 解 析 の結 果 は図 3 に示 すように、A D R 腎 症 では、C e l l u l a r  

c o m p o n e n t  ( 遺 伝 子 産 物 が機 能 を果 たす細 胞 構 造 の位 置 や細 胞 区 画 )

に関 する G O  t e r m で多 くの遺 伝 子 の発 現 の有 意 な変 動 が認 められている。

一 方 で、P o d - T R E C K の C e l l u l a r  c o m p o n e n t に関 する G O  t e r m では、

E x t r a c e l l u l a r  r e g i o n のみ 有 意 な遺 伝 子 群 の発 現 変 動 が認 められた。  

 

3 - 5 .  A K I 関 連 遺 伝 子 の解 析  

A D R は、尿 細 管 も直 接 的 に障 害 し、尿 細 管 障 害 を引 き起 こす。急 性

腎 障 害  ( A c u t e  K i d n e y  I n j u r y :  A K I )は尿 細 管 障 害 を主 徴 とし、A D R 腎

症 モデルは A K I から C K D へ移 行 するモデルとして有 用 であることが予 測 さ

れる。そこで、先 行 研 究  [ 4 9 ]から明 らかとなっている A K I に関 連 する遺 伝

子 の発 現 量 を調 べ図 4 に示 した。A K I 関 連 タンパクとして A D R 腎 症 モデ

ルでは F a b p 1  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) ,  Ti m d 2  

( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) ,  T g f - β 1  ( B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) ,  H i f 1 a  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  

2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) ,  H a v c r 1  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  

P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) ,  V c a m 1  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  

0 . 9 5 倍 ) ,  N f e 2 l 2  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d - T R E C K ,  0 . 9 5 倍 ) 等

の遺 伝 子 の発 現 が上 昇 し 、 Ve g f a  ( B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C ,  2 . 5 0 倍 ：  P o d -

T R E C K ,  0 . 9 5 倍 )の発 現 が低 下 していた。  

 

3 - 6 .  プロテオーム解 析  

A D R および D T 投 与 による 2 つのポドサイト障 害 モデルで発 現 変 動 を示
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すタンパク質 を比 較 する目 的 で、A D R および D T 投 与 一 週 間 後 の腎 臓 を

対 象 にプロテオーム解 析 を実 施 した 。その結 果 、 B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では、

6 8 4 5 種 類 、A D R 投 与 B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C では 6 8 2 2 種 類 、P o d - T R E C K で

は 6 8 5 0 種 類 、D T  5 0 n g 投 与 P o d - T R E C K では 6 7 9 4 種 類 のタンパクが同

定 ・ 定 量 された。コントロール個 体 と比 較 して、発 現 量 が 2 倍 以 上 に上 昇

したタンパクは P o d - T R E C K で 1 4 5 種 、A D R 腎 症 では 3 3 6 種 であった。ま

た、発 現 量 が 1 / 2 以 下 に低 下 したタンパク質 は P o d - T R E C K で 1 3 1 種 、

A D R 腎 症 では 1 6 0 種 であった  
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4 .  考 察  

第 1 章 および第 2 章 の結 果 を踏 まえ、本 章 ではアドリアマイシン  ( A D R )

腎 症 および P o d - T R E C K モデルを用 いて、 A D R およびジフテ リア毒 素  

( D T )の投 与 1 週 間 後 の初 期 病 態 における組 織 学 的 解 析 、R N A - s e q 解

析 、プロテオーム解 析 を行 い、両 モデルの比 較 を行 った。まず、組 織 学 的

解 析 による腎 障 害 の比 較 を行 ったところ、A D R 腎 症 および P o d - T R E C K モ

デルで共 に尿 細 管 障 害 が認 められた。尿 細 管 の壊 死 、尿 円 柱 の出 現 、お

よび間 質 への炎 症 細 胞 の浸 潤 が特 徴 であった。しかし、A D R 腎 症 モデル

では尿 円 柱 および炎 症 細 胞 の浸 潤 がより多 く 認 められた。一 方 、糸 球 体

の形 態 的 な異 常 はほとんど 認 められなかったため、抗 N e p h r i n  ( N P H S 1 ) 抗

体 を用 いた I H C で糸 球 体 障 害 の程 度 を評 価 した。その結 果 、A D R および

D T の投 与 により、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C および P o d - T R E C K で糸 球 体 障 害 が見

られた。これらの結 果 から、A D R 腎 症 では A D R による尿 細 管 への直 接 的

な障 害 で炎 症 が強 く 起 こっていることが示 唆 された。  

次 に、R N A - s e q 解 析 により両 モデルでの発 現 が変 動 した遺 伝 子 を明 ら

かにした。P o d - T R E C K では 2 4 7 の遺 伝 子 に有 意 な発 現 変 動 が認 められ

た一 方 、A D R 腎 症 モデルでは 1 4 2 4 の遺 伝 子 で有 意 な変 動 が認 められた。

変 動 が認 められた遺 伝 子 による G e n e  o n t o l o g y  ( G O )解 析 では、A D R 腎

症 の G O  C e l l u l a r  c o m p o n e n t の G O  t e r m では細 胞 膜 やオルガネラ、細 胞

外 領 域 など広 範 囲 にわたって遺 伝 子 群 の変 動 が認 められた。したがって、

A D R 腎 症 では A D R による広 範 な細 胞 毒 性 が様 々な細 胞 画 分 に影 響 を

及 ぼ し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 P o d - T R E C K の G O  C e l l u l a r  

c o m p o n e n t の G O  t e r m では細 胞 外 領 域 のみで有 意 な遺 伝 子 群 の発 現

変 動 が認 められ、F g l 1 ,  A p c s ,  T h b s 4 ,  H p x が有 意 な発 現 の上 昇 が認 めら

れた。これらの遺 伝 子 はいずれもコ ラーゲンの産 生 および線 維 化 の進 展 に
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関 与 している  [ 2 7 ,  4 8 ,  6 0 ,  6 3 ] 。したがって、P o d - T R E C K は C K D の線 維

化 に至 る過 程 をより精 確 に再 現 するモデルとして有 効 であることが示 唆 され

た。  

続 いて、A K I に関 連 する遺 伝 子 の発 現 量 を比 較 した結 果 、A D R 腎 症

モデルが A K I  t o  C K D モデルとして有 用 であることが示 唆 された。A K I は急

激 な腎 機 能 低 下 を特 徴 とし、これにより腎 不 全 が引 き起 こされ、生 命 維 持

のために透 析 または腎 移 植 が必 要 とされる  [ 7 3 ,  7 9 ] 。最 近 の研 究 では、

A K I が C K D および E S R D の進 行 と関 連 していることが示 されており、A K I

が C K D を進 行 させた場 合 の死 亡 率 は高 いと疫 学 調 査 で明 らかになってい

る  （ A K I  t o  C K D  t r a n s i t i o n ）  [ 1 4 ,  1 6 ] 。A K I  t o  C K D  t r a n s i t i o n には、

尿 細 管 細 胞 周 期 の異 常 、血 管 内 皮 の損 傷 、エ ピジェネティクス、ミ トコンド

リア 機 能 の異 常 、レニンアンギオテンシン系 の異 常 活 性 化 、炎 症 の持 続 な

どが関 与 している  [ 4 9 ] 。特 に尿 細 管 上 皮 細 胞 が G 2 / M 期 に停 止 している

場 合 、大 量 の T G F - β 1 が産 生 され、隣 接 する線 維 芽 細 胞 やペリサイトを活

性 化 し、筋 線 維 芽 細 胞 型 細 胞 への変 化 を促 し、間 質 の線 維 化 を促 進 す

る  [ 9 6 ] 。さらに、H I F - 1 α によって誘 導 される血 管 内 皮 成 長 因 子  （ Ve g f ）

の発 現 上 昇 は死 亡 リスクの低 下 と関 連 している  [ 2 1 ,  4 1 ,  5 6 ] 。A D R 腎 症

モデルでは、上 述 した遺 伝 子 の発 現 量 が P o d - T R E C K とは異 なり、大 きく

変 動 していた。したがって、A D R 腎 症 モデルが A K I  t o  C K D モデルとして

有 用 であることが本 研 究 において初 めて確 認 された。  

最 後 に、プロテオーム解 析 を行 い、両 腎 症 モデルで発 現 が変 動 している

タンパクを網 羅 的 に同 定 した。プロテオーム解 析 においても、A D R 腎 症 で

尿 細 管 障 害 マーカーである N G A L  [ 4 0 ]および K I M 1  [ 3 9 ,  9 7 ]の発 現 の上

昇 が認 められた。両 モデルで共 通 して発 現 が上 昇 したタンパク質 は 3 種 類 、

減 少 したタンパク質 は 2 2 種 類 であった。これらのタンパクでは既 に C K D と
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の関 与 が報 告 されているものがあるが、例 えば、共 通 して上 昇 していたタン

パクとして E P H A 2 は腎 障 害 時 の回 復 に寄 与 し  [ 5 5 ] 、M M P 2 は C K D の

進 行 に寄 与 する  [ 1 5 ] 。一 方 、共 通 して減 少 したタンパクとして E M P 2 は変

異 により遺 伝 性 のネフローシスを呈 する  [ 3 1 ] 。その他 の共 通 して変 化 した

タンパクに関 しても C K D との関 わりが示 唆 されるため、今 後 さらなる解 析 が

必 要 である。将 来 的 に、これらの遺 伝 子 が関 与 する腎 臓 の恒 常 性 を制 御

するシグナル経 路 が特 定 されれば、腎 疾 患 の病 態 進 展 機 構 の解 明 や予

防 ・ 治 療 薬 の開 発 に資 することが期 待 される。  

結 論 として、マウス A D R 腎 症 が A K I - t o - C K D  t r a n s i t i o n のモデルとして

も有 効 であることが示 唆 された。一 方 で、P o d - T R E C K はポドサイト障 害 を特

異 的 に誘 発 するため、ヒトのポドサイト障 害 を起 因 とする C K D の病 態 メカニ

ズムをより精 確 に再 現 するモデルとして評 価 できる。さらに、本 章 で行 われた

オ ミックス解 析 によって明 らかになった分 子 的 な基 盤 は、将 来 の腎 臓 病 研

究 にとって重 要 な足 がかりとなると考 えられる。  
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5 .  図 表  

 

B6-PrkdcR2140C 
コントロール

B6-PrkdcR2140C 
ADR投与

腎皮質 糸球体

50 µm200 µm

腎皮質 糸球体
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図 1 .  組 織 学 的 解 析  

A D R 腎 症 モデルおよび P o d - T R E C K において、尿 細 管 の壊 死 、尿 細 管 腔

の尿 円 柱 の出 現 、間 質 への炎 症 細 胞 の浸 潤 が認 められ、糸 球 体 では軽

度 なメサンギウム領 域 の拡 大 が認 められた。倍 率  左  :  × 1 0 0、右  :  × 4 0 0、

スケールバーはそれぞれ 2 0 0 ,  5 0  µ m を示 す。  
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図 2 .  抗 N P H S 1 抗 体 による免 疫 組 織 化 学  ( I H C )染 色 像  

A D R 腎 症 モデルおよび P o d - T R E C K において、N P H S 1 陽 性 細 胞 の減 少

が認 められた。  
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図 3 . A D R 腎 症 モデルおよび P o d - T R E C K の発 現 変 動 遺 伝 子  

R N A - s e q 解 析 の結 果 、A D R 腎 症 においては 1 1 6 3 種 類 、P o d - T R E C K に

おいては 1 1 4 種 類 の遺 伝 子 で有 意 な発 現 変 動 が認 められた  ( n  =  1 )。
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図  4 .  G e n e  O n t o l o g y  ( G O )解 析  

R N A - s e q 解 析 で有 意 な発 現 変 動 を示 した遺 伝 子 による G O 解 析 を行 っ

た。A .  B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  コントロール  v s .  B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C  A D R 投 与 .  B .  

P o d - T R E C K  コントロール  v s .  P o d - T R E C K  D T 投 与  
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B6-PrkdcR2140C Pod-TRECK
ADR  - ADR + DT +DT -
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図  5 .  急 性 腎 障 害  ( A K I )関 連 遺 伝 子 の発 現 解 析  

A K I 関 連 遺 伝 子 の発 現 変 動 を示 したヒートマップ .  
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図  6 .  プロテオーム解 析  

コントロール個 体 と比 較 して、 2 倍 以 上 発 現 量 が上 昇 したタンパクが A D R

腎 症 では 3 3 6 種 、P o d - T R E C K で 1 4 5 種 であり、発 現 量 が 1 / 2 以 下 とな

っているタンパクは A D R 腎 症 では 1 6 0 種 、P o d - T R E C K で 1 3 1 種 であっ

た。両 モデルで共 通 して発 現 が上 昇 したタンパク質 は 3 3 種 類 、減 少 したタ

ンパク質 は 2 2 種 類 であった。  
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Ⅶ .  総 括  

慢 性 腎 臓 病  ( C h r o n i c  K i d n e y  D i s e a s e  :  C K D )は、多 様 な原 疾 患 に

より生 じ、腎 臓 の機 能 および構 造 が長 期 にわたり不 可 逆 的 に変 化 する疾

患 である。C K D は、 2 0 2 0 年 における全 世 界 の死 因 として 8 位 にランクされ

ている。また、 2 0 4 0 年 には全 世 界 の死 因 の 5 位 にランクが上 昇 することが

予 測 されており、国 際 的 な問 題 となっている。C K D は、腎 機 能 を示 す指 標

である糸 球 体 濾 過 量  ( G l o m e r u l a r  F i l t r a t i o n  R a t e  :  G F R )が 6 0  m L / 分

/ 1 . 7 3 m 2 未 満 であるか、あるいは腎 臓 の傷 害 マーカー  ( 蛋 白 尿 等 )の上 昇

が認 められ 、いずれも 3 ヶ 月 以 上 続 く 状 態 を示 す。 G F R が 1 5 m L / 分

/ 1 . 7 3 m 2 未 満 となり、末 期 腎 不 全 に至 ると腎 移 植 や生 涯 にわたる透 析 とい

った腎 置 換 療 法 が必 要 となる。さらに、C K D は糖 尿 病 、高 血 圧 、心 疾 患 と

いった重 要 疾 患 と密 接 に関 連 しているため、健 康 上 の問 題 に加 え医 療 費

面 からも解 決 を迫 られる重 要 な疾 患 であるが、現 時 点 で根 治 的 な治 療 法

は確 立 されていない。C K D の初 期 段 階 には原 疾 患 特 異 的 な病 態 を呈 す

るが、多 くの場 合 、糸 球 体 障 害 に続 く 蛋 白 尿 症 、尿 細 管 障 害 、腎 間 質 線

維 化 は共 通 の病 態 として経 過 する。糸 球 体 は、ボーマン嚢 に包 まれる毛

細 血 管 から成 り、循 環 血 液 の選 択 的 ろ 過 を行 う高 度 な機 能 を有 する小 器

官 である。糸 球 体 毛 細 血 管 壁 は、血 管 内 皮 細 胞 、基 底 膜 および糸 球 体

上 皮 細 胞  (ポドサイト )によって構 成 されている。ポドサイトは、隣 接 するポド

サイトの足 突 起 との間 にスリッ ト膜 を形 成 することで、血 液 の濾 過 バリアーと

して機 能 している。ポドサイトに障 害 が生 じると、スリッ ト膜 構 造 の機 能 不 全

が生 じて血 中 タンパクが漏 出 し、タンパク尿 が生 じるが、ポドサイトは再 性 能

を持 たず、その障 害 により、腎 機 能 は進 行 的 に低 下 する。このため、ポドサ

イト障 害 の軽 減 は腎 疾 患 治 療 において極 めて重 要 であり、治 療 法 の開 発

や病 態 メカニズムの解 明 にはヒトポドサイト障 害 を再 現 するモデル動 物 の確
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立 が必 要 となる。そこで、本 研 究 では、C K D の治 療 法 の開 発 および病 態 メ

カニズムの解 明 を目 的 として、新 規 ポドサイト障 害 モデルマウスを開 発 した。  

第 1 章   マウスにおいてアドリアマイシン  ( A d r i a m y c i n  :  A D R )腎 症 が

ポドサイト障 害 モデルとして広 く用 いられている。このモデルは不 可 逆 的 なポ

ドサイト障 害 を高 い再 現 性 で誘 発 することが可 能 であり、C K D の病 態 ステ

ージの一 部 を再 現 するため頻 繁 に利 用 されている。しかし、A D R 腎 症 モデ

ル は 、 B A L B / c 系 統 のみ 感 受 性 で あ り 、多 く の 研 究 で ス タ ン ダー ド の

C 5 7 B L / 6 J  ( B 6 J ) 系 統 では適 用 が困 難 であった。B A L B / c 系 統 の遺 伝 学

的 解 析 により A D R 感 受 性 は、P r k d c  ( D N A - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  

c a t a l y t i c  s u b u n i t ) 遺 伝 子 のア ミノ酸 多 型 に起 因 するとの仮 説 が立 てられ

ていた。そこで、B 6 J - B A L B / c 系 統 間 の多 型 の内 、R 2 1 4 0 C 変 異 を導 入 し

た B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスを C R I S P R / C a s 9 法 にて作 出 し、A D R に対 する

感 受 性 の評 価 した結 果 、当 該 マウスは、重 篤 な C K D を発 症 した。従 って、

P R K D C の R 2 1 4 0 C 変 異 が A D R 腎 症 の原 因 変 異 であることが確 認 された。

今 後 、B 6 - P r k d c R 2 1 4 0 C マウスと B 6 背 景 で作 出 された様 々な遺 伝 子 変 異

マウスを交 配 することによって作 出 した系 統 を用 いれば、C K D に関 与 する

様 々な遺 伝 子 産 物 の治 療 効 果 の検 証 に用 いることが可 能 である。また、

A D R 腎 症 モデルは A D R がポドサイトだけでなく 多 種 の細 胞 に対 して障 害

を引 き起 こすという問 題 があり、特 に尿 細 管 の障 害 は、解 析 時 のノイズとな

り、解 析 が非 常 に困 難 になりうる。このことから、多 種 の細 胞 に対 して障 害

を引 き起 こす広 域 細 胞 毒 である A D R が複 数 の細 胞 種 にわたり障 害 を及

ぼすことが本 モデルの制 約 と考 えられ、よりヒトの腎 症 に近 いモデルの開 発

が必 要 とされた。  

第 2 章   To x i n  R e c e p t o r - m e d i a t e d  C e l l  K n o c k o u t  ( T R E C K )法 は、

マウスの H e p a r i n - b i n d i n g  E G F - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  ( H B - E G F,  ジフテリ
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ア毒 素 レセプター :  D T R )がジフテリア毒 素  ( D T )に対 して親 和 性 がないこと

を利 用 して、標 的 細 胞 特 異 的 に、D T に親 和 性 のあるヒト H B - E G F を発 現

させ、特 定 の時 期 に D T を投 与 することにより標 的 細 胞 を死 滅 させる手 法

である。この方 法 により、ポドサイトに特 異 的 な障 害 を起 こし、ヒ トの腎 症 に

近 似 するモデルの開 発 を目 指 し、C R I S P R / C a s 9 法 により、ポドサイト特 異

的 に発 現 する N e p h r o s i s 2  ( N p h s 2 ) 遺 伝 子 の内 因 性 プロモーター下 流 にヒ

ト由 来 の H B - E G F を発 現 するノックインマウス P o d - T R E C K を作 出 した。本

マウスでは、非 免 疫 的 なメカニズムで特 異 的 なポドサイトの消 失 を誘 導 する

ことで、他 の糸 球 体 構 成 成 分 に傷 をつけることなく D T 用 量 依 存 的 にポド

サイト障 害 が起 こることを期 待 した。P o d - T R E C K の腹 腔 内 に D T を投 与 す

ると、顕 著 なアルブミン尿 症 とその後 、尿 細 管 障 害 および腎 尿 細 管 間 質 の

広 範 な線 維 化 が観 察 された。また、尿 中 のアルブミン量 は D T の投 与 量 に

依 存 した増 加 が認 めら、D T の投 与 量 を変 動 させることで、軽 度 〜重 度 ま

でのポドサイト特 異 的 な傷 害 を誘 発 し、多 様 な腎 症 タイプや腎 症 の各 ステ

ージを再 現 することが可 能 となった。  

第 3 章   本 研 究 において、開 発 したポドサイト障 害 モデルマウス B 6 -

P r k d c R 2 1 4 0 C、及 び P o d - T R E C K を使 用 して R N A - s e q u e n c i n g  ( R N A - s e q )

やプ ロ テオーム解 析 を行 っ た 。 A D R 腎 症 モデルでは初 期 の段 階 で 、

FA B P 1 や N G A L といった急 性 腎 障 害  ( A c u t e  K i d n e y  I n j u r y  :  A K I )マー

カーの上 昇 が認 められた。また、A K I から C K D への移 行 に関 与 する遺 伝

子 の発 現 の変 動 も認 められた。近 年 、ヒトの疫 学 的 研 究 から、A K I 後 、腎

機 能 は完 全 に回 復 されず 、 C K D に移 行 しやすい現 象  ( A K I - t o - C K D  

t r a n s i t i o n )が明 らかになってきたが、マウス A D R 腎 症 は、 A K I - t o - C K D  

t r a n s i t i o n のモデルとしても有 効 であることが本 研 究 において初 めて明 らか

となった。一 方 、P o d - T R E C K はポドサイト障 害 を特 異 的 に誘 発 するため、ヒ
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トのポドサイト障 害 を起 因 とする C K D の病 態 メカニズムをより精 確 に再 現 す

るモデルと評 価 できる。両 モデルで共 通 して発 現 が変 動 する遺 伝 子 は、原

疾 患 の種 類 に関 係 なく、ポドサイト障 害 により発 現 が変 動 するものである。

将 来 的 に、これらの遺 伝 子 が関 与 する腎 臓 の恒 常 性 を制 御 するシグナル

経 路 が特 定 されれば、腎 疾 患 の病 態 進 展 機 構 の解 明 や予 防 ・ 治 療 薬 の

開 発 に資 することが期 待 される。  
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M o h a m m a d p o u r h o d k i ,  R . ,  M o h a m m e d ,  S . ,  M o k d a d ,  A .  H . ,  M o r a l e s ,  

L . ,  M o r e n o  V e l a s q u e z ,  I . ,  M o u s a v i ,  S .  M . ,  M u k h o p a d h y a y ,  S . ,  

N a c h e g a ,  J .  B . ,  N a d k a r n i ,  G .  N . ,  N a n s s e u ,  J .  R . ,  N a t a r a j a n ,  G . ,  

N a z a r i ,  J . ,  N e a l ,  B . ,  N e g o i ,  R .  I . ,  N g u y e n ,  C .  T . ,  N i k b a k h s h ,  R . ,  

N o u b i a p ,  J .  J . ,  N o w a k ,  C . ,  O l a g u n j u ,  A .  T . ,  O r t i z ,  A . ,  O w o l a b i ,  

M .  O . ,  P a l l a d i n o ,  R . ,  P a t h a k ,  M . ,  P o u s t c h i ,  H . ,  P r a k a s h ,  S . ,  

P r a s a d ,  N . ,  R a f i e i ,  A . ,  R a j u ,  S .  B . ,  R a m e z a n z a d e h ,  K . ,  R a w a f ,  S . ,  

R a w a f ,  D .  L . ,  R a w a l ,  L . ,  R e i n e r ,  R .  C . ,  R e z a p o u r ,  A . ,  R i b e i r o ,  D .  

C . ,  R o e v e r ,  L . ,  R o t h e n b a c h e r ,  D . ,  R w e g e r e r a ,  G .  M . ,  S a a d a t a g a h ,  

S . ,  S a f a r i ,  S . ,  S a h l e ,  B .  W . ,  S a l e m ,  H . ,  S a n a b r i a ,  J . ,  S a n t o s ,  I .  S . ,  

S a r v e a z a d ,  A . ,  S a w h n e y ,  M . ,  S c h a e f f n e r ,  E . ,  S c h m i d t ,  M .  I . ,  

S c h u t t e ,  A .  E . ,  S e p a n l o u ,  S .  G . ,  S h a i k h ,  M .  A . ,  S h a r a f i ,  Z . ,  S h a r i f ,  

M . ,  S h a r i f i ,  A . ,  S i l v a ,  D .  A .  S . ,  S i n g h ,  J .  A . ,  S i n g h ,  N .  P . ,  S i s a y ,  

M .  M .  M . ,  S o h e i l i ,  A . ,  S u t r a d h a r ,  I . ,  T e k l e h a i m a n o t ,  B .  F . ,  T e s f a y ,  

B .  E . ,  T e s h o m e ,  G .  F . ,  T h a k u r ,  J .  S . ,  T o n e l l i ,  M . ,  T r a n ,  K .  B . ,  

T r a n ,  B .  X . ,  T r a n  N g o c ,  C . ,  U l l a h ,  I . ,  V a l d e z ,  P .  R . ,  V a r u g h e s e ,  

S . ,  V o s ,  T . ,  V u ,  L .  G . ,  W a h e e d ,  Y . ,  W e r d e c k e r ,  A . ,  W o l d e ,  H .  F . ,  

W o n d m i e n e h ,  A .  B . ,  W u l f  H a n s o n ,  S . ,  Y a m a d a ,  T . ,  Y e s h a w ,  Y . ,  

Y o n e m o t o ,  N . ,  Y u s e f z a d e h ,  H . ,  Z a i d i ,  Z . ,  Z a k i ,  L . ,  Z a m a n ,  S .  B . ,  

Z a m o r a ,  N . ,  Z a r g h i ,  A . ,  Z e w d i e ,  K .  A . ,  Ä r n l ö v ,  J . ,  C o r e s h ,  J . ,  

P e r i c o ,  N . ,  R e m u z z i ,  G . ,  M u r r a y ,  C .  J .  L .  a n d  V o s ,  T .  2 0 2 0 .  

G l o b a l ,  r e g i o n a l ,  a n d  n a t i o n a l  b u r d e n  o f  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e ,  

1 9 9 0 – 2 0 1 7 :  a  s y s t e m a t i c  a n a l y s i s  f o r  t h e  g l o b a l  b u r d e n  o f  d i s e a s e  

s t u d y  2 0 1 7 .  L a n c e t  3 9 5 :  7 0 9 - 7 3 3 .  
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1 2 .  B o h l e ,  A . ,  M ü l l e r ,  G .  A . ,  W e h r m a n n ,  M . ,  M a c k e n s e n - H a e n ,  S .  a n d  

X i a o ,  J .  C .  1 9 9 6 .  P a t h o g e n e s i s  o f  c h r o n i c  r e n a l  f a i l u r e  i n  t h e  

p r i m a r y  g l o m e r u l o p a t h i e s ,  r e n a l  v a s c u l o p a t h i e s ,  a n d  c h r o n i c  

i n t e r s t i t i a l  n e p h r i t i d e s .  K i d n e y  I n t .  S u p p l .  5 4 :  S 2 - 9 .  

1 3 .  B u r m a ,  S . ,  K u r i m a s a ,  A . ,  X i e ,  G . ,  T a y a ,  Y . ,  A r a k i ,  R . ,  A b e ,  M . ,  

C r i s s m a n ,  H .  A . ,  O u y a n g ,  H . ,  L i ,  G .  C .  a n d  C h e n ,  D .  J .  1 9 9 9 .  

D N A - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e - i n d e p e n d e n t  a c t i v a t i o n  o f  p 5 3  i n  

r e s p o n s e  t o  D N A  d a m a g e .  J .  B i o l .  C h e m .  2 7 4 :  1 7 1 3 9 - 1 7 1 4 3 .  

1 4 .  C e r d á ,  J . ,  L a m e i r e ,  N . ,  E g g e r s ,  P . ,  P a n n u ,  N . ,  U c h i n o ,  S . ,  W a n g ,  

H . ,  B a g g a ,  A .  a n d  L e v i n ,  A .  2 0 0 8 .  E p i d e m i o l o g y  o f  a c u t e  k i d n e y  

i n j u r y .  C l i n .  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  3 :  8 8 1 - 8 8 6 .  

1 5 .  C h e n g ,  Z . ,  L i m b u ,  M .  H . ,  W a n g ,  Z . ,  L i u ,  J . ,  L i u ,  L . ,  Z h a n g ,  X . ,  

C h e n ,  P .  a n d  L i u ,  B .  2 0 1 7 .  M M P - 2  a n d  9  i n  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e .  

I n t .  J .  M o l .  S c i .  1 8 :  7 7 6 .   

1 6 .  C o c a ,  S .  G . ,  S i n g a n a m a l a ,  S .  a n d  P a r i k h ,  C .  R .  2 0 1 2 .  C h r o n i c  

k i d n e y  d i s e a s e  a f t e r  a c u t e  k i d n e y  i n j u r y :  a  s y s t e m a t i c  r e v i e w  a n d  

m e t a - a n a l y s i s .  K i d n e y  I n t .  8 1 :  4 4 2 - 4 4 8 .  

1 7 .  D e l e m a s u r e ,  S . ,  V e r g e l y ,  C . ,  Z e l l e r ,  M . ,  C o t t i n ,  Y .  a n d  R o c h e t t e ,  

L .  2 0 0 6 .  P r e v e n t i n g  t h e  c a r d i o t o x i c  e f f e c t s  o f  a n t h r a c y c l i n s .  

F r o m  b a s i c  c o n c e p t s  t o  c l i n i c a l  d a t a .  A n n .  C a r d i o l .  A n g e i o l .  

( P a r i s )  5 5 :  1 0 4 - 1 1 2 .  

1 8 .  D i a m o n d ,  J .  R .  a n d  K a r n o v s k y ,  M .  J .  1 9 8 6 .  F o c a l  a n d  s e g m e n t a l  

g l o m e r u l o s c l e r o s i s  f o l l o w i n g  a  s i n g l e  i n t r a v e n o u s  d o s e  o f  

p u r o m y c i n  a m i n o n u c l e o s i d e .  A m .  J .  P a t h o l .  1 2 2 :  4 8 1 - 4 8 7 .  

1 9 .  D i o m e d i - C a m a s s e i ,  F . ,  D i  G i a n d o m e n i c o ,  S . ,  S a n t o r e l l i ,  F .  M . ,  
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C a r i d i ,  G . ,  P i e m o n t e ,  F . ,  M o n t i n i ,  G . ,  G h i g g e r i ,  G .  M . ,  M u r e r ,  L . ,  

B a r i s o n i ,  L . ,  P a s t o r e ,  A . ,  M u d a ,  A .  O . ,  V a l e n t e ,  M .  L . ,  B e r t i n i ,  

E .  a n d  E m m a ,  F .  2 0 0 7 .  C O Q 2  n e p h r o p a t h y :  a  n e w l y  d e s c r i b e d  

i n h e r i t e d  m i t o c h o n d r i o p a t h y  w i t h  p r i m a r y  r e n a l  i n v o l v e m e n t .  J .  

A m .  S o c .  N e p h r o l .  1 8 :  2 7 7 3 - 2 7 8 0 .  

2 0 .  D i p ,  R .  a n d  N a e g e l i ,  H .  2 0 0 5 .  M o r e  t h a n  j u s t  s t r a n d  b r e a k s :  t h e  

r e c o g n i t i o n  o f  s t r u c t u r a l  D N A  d i s c o n t i n u i t i e s  b y  D N A - d e p e n d e n t  

p r o t e i n  k i n a s e  c a t a l y t i c  s u b u n i t .  F A S E B .  J .  1 9 :  7 0 4 - 7 1 5 .  

2 1 .  D o i ,  K . ,  N o i r i ,  E .  a n d  F u j i t a ,  T .  2 0 1 0 .  R o l e  o f  v a s c u l a r  

e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  i n  k i d n e y  d i s e a s e .  C u r r .  V a s c .  

P h a r m a c o l .  8 :  1 2 2 - 1 2 8 .  

2 2 .  E d w a r d s o n ,  D .  W . ,  N a r e n d r u l a ,  R . ,  C h e w c h u k ,  S . ,  M i s p e l - B e y e r ,  

K . ,  M a p l e t o f t ,  J .  P .  J .  a n d  P a r i s s e n t i ,  A .  M .  2 0 1 5 .  R o l e  o f  d r u g  

m e t a b o l i s m  i n  t h e  c y t o t o x i c i t y  a n d  c l i n i c a l  e f f i c a c y  o f  

a n t h r a c y c l i n e s .  C u r r .  D r u g  M e t a b .  1 6 :  4 1 2 - 4 2 6 .  

2 3 .  F i s s e l l ,  W .  H .  a n d  M i n e r ,  J .  H .  2 0 1 8 .  W h a t  i s  t h e  g l o m e r u l a r  

u l t r a f i l t r a t i o n  b a r r i e r ?  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  2 9 :  2 2 6 2 - 2 2 6 4 .  

2 4 .  F o g o ,  A .  B .  2 0 0 3 .  A n i m a l  m o d e l s  o f  F S G S :  L e s s o n s  f o r  

p a t h o g e n e s i s  a n d  t r e a t m e n t .  S e m i n a r s  i n  n e p h r o l o g y  2 3 :  1 6 1 - 1 7 1 .  

2 5 .  F o r e m a n ,  K .  J . ,  M a r q u e z ,  N . ,  D o l g e r t ,  A . ,  F u k u t a k i ,  K . ,  F u l l m a n ,  

N . ,  M c g a u g h e y ,  M . ,  P l e t c h e r ,  M .  A . ,  S m i t h ,  A .  E . ,  T a n g ,  K . ,  Y u a n ,  

C . ,  B r o w n ,  J .  C . ,  F r i e d m a n ,  J . ,  H e ,  J . ,  H e u t o n ,  K .  R . ,  H o l m b e r g ,  

M . ,  P a t e l ,  D .  J . ,  R e i d y ,  P . ,  C a r t e r ,  A . ,  C e r c y ,  K . ,  C h a p i n ,  A . ,  

D o u w e s - S c h u l t z ,  D . ,  F r a n k ,  T . ,  G o e t t s c h ,  F . ,  L i u ,  P .  Y . ,  

N a n d a k u m a r ,  V . ,  R e i t s m a ,  M .  B . ,  R e u t e r ,  V . ,  S a d a t ,  N . ,  S o r e n s e n ,  
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R .  J .  D . ,  S r i n i v a s a n ,  V . ,  U p d i k e ,  R .  L . ,  Y o r k ,  H . ,  L o p e z ,  A .  D . ,  

L o z a n o ,  R . ,  L i m ,  S .  S . ,  M o k d a d ,  A .  H . ,  V o l l s e t ,  S .  E .  a n d  M u r r a y ,  

C .  J .  L .  2 0 1 8 .  F o r e c a s t i n g  l i f e  e x p e c t a n c y ,  y e a r s  o f  l i f e  l o s t ,  a n d  

a l l - c a u s e  a n d  c a u s e - s p e c i f i c  m o r t a l i t y  f o r  2 5 0  c a u s e s  o f  d e a t h :  

r e f e r e n c e  a n d  a l t e r n a t i v e  s c e n a r i o s  f o r  2 0 1 6 – 4 0  f o r  1 9 5  c o u n t r i e s  

a n d  t e r r i t o r i e s .  L a n c e t  3 9 2 :  2 0 5 2 - 2 0 9 0 .  

2 6 .  F r a n c o ,  S . ,  M u r p h y ,  M .  M . ,  L i ,  G . ,  B o r j e s o n ,  T . ,  B o b o i l a ,  C .  a n d  

A l t ,  F .  W .  2 0 0 8 .  D N A - P K c s  a n d  A r t e m i s  f u n c t i o n  i n  t h e  e n d -

j o i n i n g  p h a s e  o f  i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  c l a s s  s w i t c h  

r e c o m b i n a t i o n .  J .  E x p .  M e d .  2 0 5 :  5 5 7 - 5 6 4 .  

2 7 .  F r o l o v a ,  E .  G . ,  S o p k o ,  N . ,  B l e c h ,  L . ,  P o p o v i c ,  Z .  B . ,  L i ,  J . ,  

V a s a n j i ,  A . ,  D r u m m ,  C . ,  K r u k o v e t s ,  I . ,  J a i n ,  M .  K . ,  P e n n ,  M .  S . ,  

P l o w ,  E .  F .  a n d  S t e n i n a ,  O .  I .  2 0 1 2 .  T h r o m b o s p o n d i n - 4  r e g u l a t e s  

f i b r o s i s  a n d  r e m o d e l i n g  o f  t h e  m y o c a r d i u m  i n  r e s p o n s e  t o  

p r e s s u r e  o v e r l o a d .  F A S E B  J .  2 6 :  2 3 6 3 - 2 3 7 3 .  

2 8 .  F u r u k a w a ,  N . ,  S a i t o ,  M . ,  H a k o s h i m a ,  T .  a n d  K o h n o ,  K .  2 0 0 6 .  A  

d i p h t h e r i a  t o x i n  r e c e p t o r  d e f i c i e n t  i n  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r -

l i k e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  J .  B i o c h e m .  1 4 0 :  8 3 1 - 8 4 1 .  

2 9 .  G a r c i a  S a n c h e z ,  J .  J . ,  T h o m p s o n ,  J . ,  S c o t t ,  D .  A . ,  E v a n s ,  R . ,  R a o ,  

N . ,  S ö r s t a d i u s ,  E . ,  J a m e s ,  G . ,  N o l a n ,  S . ,  W i t t b r o d t ,  E .  T . ,  A b d u l  

S u l t a n ,  A . ,  S t e f a n s s o n ,  B .  V . ,  J a c k s o n ,  D .  a n d  A b r a m s ,  K .  R .  2 0 2 2 .  

T r e a t m e n t s  f o r  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e :  A  s y s t e m a t i c  l i t e r a t u r e  

r e v i e w  o f  r a n d o m i z e d  c o n t r o l l e d  t r i a l s .  A d v .  T h e r .  3 9 :  1 9 3 - 2 2 0 .  

3 0 .  G a r g ,  P .  2 0 1 8 .  A  R e v i e w  o f  P o d o c y t e  B i o l o g y .  A m .  J .  N e p h r o l .  

4 7 :  3 - 1 3 .  
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3 1 .  G e e ,  H .  Y . ,  A s h r a f ,  S . ,  W a n ,  X . ,  V e g a - W a r n e r ,  V . ,  E s t e v e - R u d d ,  

J . ,  L o v r i c ,  S . ,  F a n g ,  H . ,  H u r d ,  T .  W . ,  S a d o w s k i ,  C .  E . ,  A l l e n ,  S .  

J . ,  O t t o ,  E .  A . ,  K o r k m a z ,  E . ,  W a s h b u r n ,  J . ,  L e v y ,  S . ,  W i l l i a m s ,  

D .  S . ,  B a k k a l o g l u ,  S .  A . ,  Z o l o t n i t s k a y a ,  A . ,  O z a l t i n ,  F . ,  Z h o u ,  W .  

a n d  H i l d e b r a n d t ,  F .  2 0 1 4 .  M u t a t i o n s  i n  E M P 2  c a u s e  c h i l d h o o d -

o n s e t  n e p h r o t i c  s y n d r o m e .  A m .  J .  H u m .  G e n e t .  9 4 :  8 8 4 - 8 9 0 .  

3 2 .  G e o r g i a n o s ,  P .  I .  a n d  A g a r w a l ,  R .  2 0 2 3 .  H y p e r t e n s i o n  i n  c h r o n i c  

k i d n e y  d i s e a s e — t r e a t m e n t  s t a n d a r d  2 0 2 3 .  N e p h r o l .  D i a l .  

T r a n s p l a n t .   3 8 :  2 6 9 4 - 2 7 0 3 .  

3 3 .  G r o n d ,  J . ,  W e e n i n g ,  J .  J . ,  v a n  G o o r ,  H .  a n d  E l e m a ,  J .  D .  1 9 8 8 .  

A p p l i c a t i o n  o f  p u r o m y c i n  a m i n o n u c l e o s i d e  a n d  a d r i a m y c i n  t o  

i n d u c e  c h r o n i c  r e n a l  f a i l u r e  i n  t h e  r a t .  C o n t r i b .  N e p h r o l .  6 0 :  8 3 -

9 3 .  

3 4 .  H e e r i n g a ,  S .  F . ,  C h e r n i n ,  G . ,  C h a k i ,  M . ,  Z h o u ,  W . ,  S l o a n ,  A .  J . ,  

J i ,  Z . ,  X i e ,  L .  X . ,  S a l v i a t i ,  L . ,  H u r d ,  T .  W . ,  V e g a - W a r n e r ,  V . ,  

K i l l e n ,  P .  D . ,  R a p h a e l ,  Y . ,  A s h r a f ,  S . ,  O v u n c ,  B . ,  S c h o e b ,  D .  S . ,  

M c L a u g h l i n ,  H .  M . ,  A i r i k ,  R . ,  V l a n g o s ,  C .  N . ,  G b a d e g e s i n ,  R . ,  

H i n k e s ,  B . ,  S a i s a w a t ,  P . ,  T r e v i s s o n ,  E . ,  D o i m o ,  M . ,  C a s a r i n ,  A . ,  

P e r t e g a t o ,  V . ,  G i o r g i ,  G . ,  P r o k i s c h ,  H . ,  R ö t i g ,  A . ,  N ü r n b e r g ,  G . ,  

B e c k e r ,  C . ,  W a n g ,  S . ,  O z a l t i n ,  F . ,  T o p a l o g l u ,  R . ,  B a k k a l o g l u ,  A . ,  

B a k k a l o g l u ,  S .  A . ,  M ü l l e r ,  D . ,  B e i s s e r t ,  A . ,  M i r ,  S . ,  B e r d e l i ,  A . ,  

ϖ z e n ,  S . ,  Z e n k e r ,  M . ,  M a t e j a s ,  V . ,  S a n t o s - O c a ñ a ,  C . ,  N a v a s ,  P . ,  

K u s a k a b e ,  T . ,  K i s p e r t ,  A . ,  A k m a n ,  S . ,  S o l i m a n ,  N .  A . ,  K r i c k ,  S . ,  

M u n d e l ,  P . ,  R e i s e r ,  J . ,  N ü r n b e r g ,  P . ,  C l a r k e ,  C .  F . ,  W i g g i n s ,  R .  

C . ,  F a u l ,  C .  a n d  H i l d e b r a n d t ,  F .  2 0 1 1 .  C O Q 6  m u t a t i o n s  i n  h u m a n  
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p a t i e n t s  p r o d u c e  n e p h r o t i c  s y n d r o m e  w i t h  s e n s o r i n e u r a l  d e a f n e s s .  

J .  C l i n .  I n v e s t .  1 2 1 :  2 0 1 3 - 2 0 2 4 .  

3 5 .  H i r a t a ,  M . ,  U m a t a ,  T . ,  T a k a h a s h i ,  T . ,  O h n u m a ,  M . ,  M i u r a ,  Y . ,  

I w a m o t o ,  R .  a n d  M e k a d a ,  E .  2 0 0 1 .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  s e r u m  f a c t o r  

i n d u c i n g  e c t o d o m a i n  s h e d d i n g  o f  p r o H B - E G F  a n d  s S t u d i e s  o f  

n o n c l e a v a b l e  m u t a n t s  o f  p r o H B - E G F .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  

C o m m u n .  2 8 3 :  9 1 5 - 9 2 2 .  

3 6 .  H o s o y a m a d a ,  M . ,  Y a n ,  K . ,  N i s h i b o r i ,  Y . ,  T a k i u e ,  Y . ,  K u d o ,  A . ,  

K a w a k a m i ,  H . ,  S h i b a s a k i ,  T .  a n d  E n d o u ,  H .  2 0 0 5 .  N e p h r i n  a n d  

P o d o c i n  e x p r e s s i o n  a r o u n d  t h e  o n s e t  o f  p u r o m y c i n  

a m i n o n u c l e o s i d e  n e p h r o s i s .  J .  P h a r m a c o l .  S c i .  9 7 :  2 3 4 - 2 4 1 .  

3 7 .  H o u s e ,  A .  A . ,  W a n n e r ,  C . ,  S a r n a k ,  M .  J . ,  P i ñ a ,  I .  L . ,  M c i n t y r e ,  C .  

W . ,  K o m e n d a ,  P . ,  K a s i s k e ,  B .  L . ,  D e s w a l ,  A . ,  D e f i l i p p i ,  C .  R . ,  

C l e l a n d ,  J .  G .  F . ,  A n k e r ,  S .  D . ,  H e r z o g ,  C .  A . ,  C h e u n g ,  M . ,  

W h e e l e r ,  D .  C . ,  W i n k e l m a y e r ,  W .  C . ,  M c c u l l o u g h ,  P .  A . ,  A b u -

A l f a ,  A .  K . ,  A m a n n ,  K . ,  A o n u m a ,  K . ,  A p p e l ,  L .  J . ,  B a i g e n t ,  C . ,  

B a k r i s ,  G .  L . ,  B a n e r j e e ,  D . ,  B o l e t i s ,  J .  N . ,  B o z k u r t ,  B . ,  B u t l e r ,  

J . ,  C h a n ,  C .  T . ,  C o s t a n z o ,  M .  R . ,  D u b i n ,  R .  F . ,  F i l i p p a t o s ,  G . ,  

G i k o n y o ,  B .  M . ,  G i k o n y o ,  D .  K . ,  H a j j a r ,  R .  J . ,  I s e k i ,  K . ,  I s h i i ,  

H . ,  K n o l l ,  G .  A . ,  L e n i h a n ,  C .  R . ,  L e n t i n e ,  K .  L . ,  L e r m a ,  E .  V . ,  

M a c e d o ,  E . ,  M a r k ,  P .  B . ,  N o i r i ,  E . ,  P a l a z z u o l i ,  A . ,  P e c o i t s - F i l h o ,  

R . ,  P i t t ,  B . ,  R i g a t t o ,  C . ,  R o s s i g n o l ,  P . ,  S e t o g u c h i ,  S . ,  S o o d ,  M .  

M . ,  S t ö r k ,  S . ,  S u r i ,  R .  S . ,  S z u m m e r ,  K . ,  T a n g ,  S .  C .  W . ,  T a n g r i ,  

N . ,  T h o m p s o n ,  A . ,  V i j a y a r a g h a v a n ,  K . ,  W a l s h ,  M . ,  W a n g ,  A .  Y .  

a n d  W e i r ,  M .  R .  2 0 1 9 .  H e a r t  f a i l u r e  i n  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e :  
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c o n c l u s i o n s  f r o m  a  k i d n e y  d i s e a s e :  i m p r o v i n g  g l o b a l  o u t c o m e s  

( K D I G O )  c o n t r o v e r s i e s  c o n f e r e n c e .  k i d n e y  I n t .  9 5 :  1 3 0 4 - 1 3 1 7 .  

3 8 .  H u a n g ,  R . ,  F u ,  P .  a n d  M a ,  L .  2 0 2 3 .  K i d n e y  f i b r o s i s :  f r o m  

m e c h a n i s m s  t o  t h e r a p e u t i c  m e d i c i n e s .  S i g .  T r a n s d u c t .  T a r g e t .  

T h e r .  8 :  1 2 9 .  

3 9 .  I c h i m u r a ,  T . ,  B o n v e n t r e ,  J .  V . ,  B a i l l y ,  V . ,  W e i ,  H . ,  H e s s i o n ,  C .  

A . ,  C a t e ,  R .  L .  a n d  S a n i c o l a ,  M .  1 9 9 8 .  K i d n e y  i n j u r y  m o l e c u l e - 1  

( K I M - 1 ) ,  a  p u t a t i v e  e p i t h e l i a l  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  c o n t a i n i n g  

a  n o v e l  i m m u n o g l o b u l i n  d o m a i n ,  I s  U p - r e g u l a t e d  i n  R e n a l  C e l l s  

a f t e r  I n j u r y * .  J .  B i o l .  C h e m .  2 7 3 :  4 1 3 5 - 4 1 4 2 .  

4 0 .  K a i ,  K . ,  Y a m a g u c h i ,  T . ,  Y o s h i m a t s u ,  Y . ,  K i n o s h i t a ,  J . ,  T e r a n i s h i ,  

M .  a n d  T a k a s a k i ,  W .  2 0 1 3 .  N e u t r o p h i l  g e l a t i n a s e - a s s o c i a t e d  

l i p o c a l i n ,  a  s e n s i t i v e  u r i n a r y  b i o m a r k e r  o f  a c u t e  k i d n e y  i n j u r y  i n  

d o g s  r e c e i v i n g  g e n t a m i c i n .  J .  T o x i c o l .  S c i .  3 8 :  2 6 9 - 2 7 7 .  

4 1 .  K a n g ,  D . ,  J o l y ,  A .  H . ,  O h ,  S . ,  H u g o ,  C . ,  K e r j a s c h k i ,  D . ,  G o r d o n ,  

K .  L . ,  M a z z a l i ,  M . ,  J e f f e r s o n ,  J .  A . ,  H u g h e s ,  J . ,  M a d s e n ,  K .  M . ,  

S c h r e i n e r ,  G .  F .  a n d  J o h n s o n ,  R .  J .  2 0 0 1 .  I m p a i r e d  a n g i o g e n e s i s  

i n  t h e  r e m n a n t  k i d n e y  m o d e l :  i .  p o t e n t i a l  r o l e  o f  v a s c u l a r  

e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  a n d  T h r o m b o s p o n d i n - 1 .  J .  A m .  S o c .  

N e p h r o l .  1 2 :  1 4 3 4 - 1 4 4 7 .  

4 2 .  K a w a i ,  S . ,  T a k a g i ,  Y . ,  K a n e k o ,  S .  a n d  K u r o s a w a ,  T .  2 0 1 1 .  E f f e c t  

o f  t h r e e  t y p e s  o f  m i x e d  a n e s t h e t i c  a g e n t s  a l t e r n a t e  t o  k e t a m i n e  i n  

m i c e .  E x p  A n i m .  6 0 :  4 8 1 - 4 8 7 .  

4 3 .  K n e z e v i c ,  V . ,  L e e t h a n a k u l ,  C . ,  B i c h s e l ,  V .  E . ,  W o r t h ,  J .  M . ,  

P r a b h u ,  V .  V . ,  G u t k i n d ,  J .  S . ,  L i o t t a ,  L .  A . ,  M u n s o n ,  P .  J . ,  
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P e t r i c o i n  I I I ,  E .  F .  a n d  K r i z m a n ,  D .  B .  2 0 0 1 .  P r o t e o m i c  p r o f i l i n g  

o f  t h e  c a n c e r  m i c r o e n v i r o n m e n t  b y  a n t i b o d y  a r r a y s .  P r o t e o m i c s  

1 :  1 2 7 1 - 1 2 7 8 .  

4 4 .  K o o p ,  K . ,  E i k m a n s ,  M . ,  B a e l d e ,  H .  J . ,  K a w a c h i ,  H . ,  D e  H e e r ,  E . ,  

P a u l ,  L .  C .  a n d  B r u i j n ,  J .  A .  2 0 0 3 .  E x p r e s s i o n  o f  p o d o c y t e -

a s s o c i a t e d  m o l e c u l e s  i n  a c q u i r e d  h u m a n  k i d n e y  d i s e a s e s .  J .  A m .  

S o c .  N e p h r o l .  1 4 :  2 0 6 3 - 2 0 7 1 .  

4 5 .  K r a m a n n ,  R . ,  D i R o c c o ,  D .  P .  a n d  H u m p h r e y s ,  B .  D .  2 0 1 3 .  

U n d e r s t a n d i n g  t h e  o r i g i n ,  a c t i v a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  m a t r i x -

p r o d u c i n g  m y o f i b r o b l a s t s  f o r  t r e a t m e n t  o f  f i b r o t i c  d i s e a s e .  J .  

P a t h o l .  2 3 1 :  2 7 3 - 2 8 9 .  

4 6 .  L a h d e n k a r i ,  A . ,  K e s t i l ä ,  M . ,  H o l m b e r g ,  C . ,  K o s k i m i e s ,  O .  a n d  

J a l a n k o ,  H .  2 0 0 4 .  N e p h r i n  g e n e  ( N P H S 1 )  i n  p a t i e n t s  w i t h  m i n i m a l  

c h a n g e  n e p h r o t i c  s y n d r o m e  ( M C N S ) .  K i d n e y  I n t .  6 5 :  1 8 5 6 - 1 8 6 3 .  

4 7 .  L e B l e u ,  V .  S . ,  T a d u r i ,  G . ,  O ' C o n n e l l ,  J . ,  T e n g ,  Y . ,  C o o k e ,  V .  G . ,  

W o d a ,  C . ,  S u g i m o t o ,  H .  a n d  K a l l u r i ,  R .  2 0 1 3 .  O r i g i n  a n d  f u n c t i o n  

o f  m y o f i b r o b l a s t s  i n  k i d n e y  f i b r o s i s .  N a t .  M e d .  1 9 :  1 0 4 7 - 1 0 5 3 .  

4 8 .  L i n ,  W . ,  H o ,  K . ,  S u ,  H . ,  F a n g ,  T . ,  T z o u ,  S . ,  C h e n ,  I . ,  L u ,  Y . ,  

C h a n g ,  M . ,  T s a i ,  Y . ,  L i u ,  E . ,  S u ,  Y . ,  W a n g ,  Y . ,  C h e n g ,  T .  a n d  

H u a n g ,  H .  2 0 2 1 .  F i b r i n o g e n - L i k e  P r o t e i n  1  S e r v e s  a s  a n  A n t i -

I n f l a m m a t o r y  A g e n t  f o r  C o l l a g e n - I n d u c e d  A r t h r i t i s  T h e r a p y  i n  

M i c e .  F r o n t .  I m m u n o l .  1 2 :  7 6 7 8 6 8 .  

4 9 .  L i u ,  B . ,  T a n g ,  T . ,  L v ,  L .  a n d  L a n ,  H .  2 0 1 8 .  R e n a l  t u b u l e  i n j u r y :  

a  d r i v i n g  f o r c e  t o w a r d  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e .  K i d n e y  I n t .  9 3 :  

5 6 8 - 5 7 9 .  
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5 0 .  M a s h i k o ,  D . ,  F u j i h a r a ,  Y . ,  S a t o u h ,  Y . ,  M i y a t a ,  H . ,  I s o t a n i ,  A .  a n d  

I k a w a ,  M .  2 0 1 3 .  G e n e r a t i o n  o f  m u t a n t  m i c e  b y  p r o n u c l e a r  

i n j e c t i o n  o f  c i r c u l a r  p l a s m i d  e x p r e s s i n g  C a s 9  a n d  s i n g l e  g u i d e d  

R N A .  S c i .  R e p .  3 :  3 3 5 5 .  

5 1 .  M a s h i k o ,  D . ,  Y o u n g ,  S .  A .  M . ,  M u t o ,  M . ,  K a t o ,  H . ,  N o z a w a ,  K . ,  

O g a w a ,  M . ,  N o d a ,  T . ,  K i m ,  Y . ,  S a t o u h ,  Y . ,  F u j i h a r a ,  Y .  a n d  I k a w a ,  

M .  2 0 1 4 .  F e a s i b i l i t y  f o r  a  l a r g e  s c a l e  m o u s e  m u t a g e n e s i s  b y  

i n j e c t i n g  C R I S P R / C a s  p l a s m i d  i n t o  z y g o t e s .  D e v .  G r o w t h  D i f f e r .  

5 6 :  1 2 2 - 1 2 9 .  

5 2 .  M a t s u o k a ,  K . ,  S a i t o ,  M . ,  S h i b a t a ,  K . ,  S e k i n e ,  M . ,  S h i t a r a ,  H . ,  

T a y a ,  C . ,  Z h a n g ,  X . ,  T a k a h a s h i ,  T .  A . ,  K o h n o ,  K . ,  K i k k a w a ,  Y .  

a n d  Y o n e k a w a ,  H .  2 0 1 3 .  G e n e r a t i o n  o f  m o u s e  m o d e l s  f o r  t y p e  1  

d i a b e t e s  b y  s e l e c t i v e  d e p l e t i o n  o f  p a n c r e a t i c  b e t a  c e l l s  u s i n g  

t o x i n  r e c e p t o r - m e d i a t e d  c e l l  k n o c k o u t .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  

C o m m u n .  4 3 6 :  4 0 0 - 4 0 5 .  

5 3 .  M e y e r ,  T .  N . ,  S c h w e s i n g e r ,  C . ,  W a h l e f e l d ,  J . ,  D e h d e ,  S . ,  

K e r j a s c h k i ,  D . ,  B e c k e r ,  J .  U . ,  S t a h l ,  R .  A .  K .  a n d  T h a i s s ,  F .  2 0 0 7 .  

A  n e w  m o u s e  m o d e l  o f  i m m u n e - m e d i a t e d  p o d o c y t e  i n j u r y .  K i d n e y  

I n t .  7 2 :  8 4 1 - 8 5 2 .  

5 4 .  M o h e b b a t i ,  R . ,  R a d ,  K .  A . ,  S h a f e i ,  N .  M . ,  S o u k h t a n l o o ,  M . ,  

H o s s e i n i a n ,  S . ,  B e h e s h t i ,  F .  a n d  K h a z d a i r ,  R .  M .  2 0 1 5 .  T h e  

E f f e c t s  o f  V i t a m i n  C  o n  A d r i a m y c i n - I n d u c e d  

H y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  i n  R a t .  C u r r e n t  N u t r i t i o n  &  F o o d  S c i e n c e  

1 1 :  3 0 9 - 3 1 4 .  

5 5 .  M u r a k o s h i ,  M . ,  I w a s a w a ,  T . ,  K o s h i d a ,  T . ,  S u z u k i ,  Y . ,  G o h d a ,  T .  
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a n d  K a t o ,  K .  2 0 2 2 .  D e v e l o p m e n t  o f  a n  I n - H o u s e  E p h A 2  E L I S A  f o r  

H u m a n  S e r u m  a n d  M e a s u r e m e n t  o f  C i r c u l a t i n g  L e v e l s  o f  E p h A 2  

i n  H y p e r t e n s i v e  P a t i e n t s  w i t h  R e n a l  D y s f u n c t i o n .  D i a g n o s t i c s  

( B a s e l )  1 2 :  3 0 2 3 .   

5 6 .  N i n i c h u k ,  V . ,  G r o s s ,  O . ,  S e g e r e r ,  S . ,  H o f f m a n n ,  R . ,  R a d o m s k a ,  

E . ,  B u c h s t a l l e r ,  A . ,  H u s s ,  R . ,  A k i s ,  N . ,  S c h l ö n d o r f f ,  D .  a n d  

A n d e r s ,  H .  - .  2 0 0 6 .  M u l t i p o t e n t  m e s e n c h y m a l  s t e m  c e l l s  r e d u c e  

i n t e r s t i t i a l  f i b r o s i s  b u t  d o  n o t  d e l a y  p r o g r e s s i o n  o f  c h r o n i c  

k i d n e y  d i s e a s e  i n  c o l l a g e n 4 A 3 - d e f i c i e n t  m i c e .  K i d n e y  I n t .  7 0 :  

1 2 1 - 1 2 9 .  

5 7 .  O h s e ,  T . ,  V a u g h a n ,  M .  R . ,  K o p p ,  J .  B . ,  K r o f f t ,  R .  D . ,  M a r s h a l l ,  

C .  B . ,  C h a n g ,  A .  M . ,  H u d k i n s ,  K .  L . ,  A l p e r s ,  C .  E . ,  P i p p i n ,  J .  W .  

a n d  S h a n k l a n d ,  S .  J .  2 0 1 0 .  D e  n o v o  e x p r e s s i o n  o f  p o d o c y t e  

p r o t e i n s  i n  p a r i e t a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  d u r i n g  e x p e r i m e n t a l  

g l o m e r u l a r  d i s e a s e .  A m .  J .  P h y s i o l .  R e n a l  P h y s i o l .  2 9 8 :  7 0 2 - 7 1 1 .  

5 8 .  O t a ,  I . ,  H i g a s h i y a m a ,  S . ,  M a s u i ,  T . ,  Y a n e ,  K . ,  H o s o i ,  H .  a n d  

M a t s u u r a ,  N .  2 0 1 3 .  H e p a r i n - b i n d i n g  E G F - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  

e n h a n c e s  t h e  a c t i v i t y  o f  i n v a s i o n  a n d  m e t a s t a s i s  i n  t h y r o i d  c a n c e r  

c e l l s .  O n c o l .  R e p .  3 0 :  1 5 9 3 - 1 6 0 0 .  

5 9 .  O z s o l a k ,  F .  a n d  M i l o s ,  P .  M .  2 0 1 1 .  R N A  s e q u e n c i n g :  a d v a n c e s ,  

c h a l l e n g e s  a n d  o p p o r t u n i t i e s .  N a t .  R e v .  G e n e t .  1 2 :  8 7 - 9 8 .  

6 0 .  P a n i g r a h i ,  A . ,  Z h a n g ,  L . ,  B e n i c k y ,  J . ,  S a n d a ,  M . ,  A h n ,  J .  a n d  

G o l d m a n ,  R .  2 0 2 3 .  A  m u l t i p l e x e d  m i c r o f l o w  L C – M S / M S - P R M  

a s s a y  f o r  s e r o l o g i c  q u a n t i f i c a t i o n  o f  I g G  N -  a n d  H P X  O -  

g l y c o f o r m s  i n  l i v e r  f i b r o s i s .  S c i .  R e p .  1 3 :  6 0 6 .  
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6 1 .  P a p e t a ,  N . ,  Z h e n g ,  Z . ,  S c h o n ,  E .  A . ,  B r o s e l ,  S . ,  A l t i n t a s ,  M .  M . ,  

N a s r ,  S .  H . ,  R e i s e r ,  J . ,  D ' A g a t i ,  V .  D .  a n d  G h a r a v i ,  A .  G .  2 0 1 0 .  

P r k d c  p a r t i c i p a t e s  i n  m i t o c h o n d r i a l  g e n o m e  m a i n t e n a n c e  a n d  

p r e v e n t s  A d r i a m y c i n - i n d u c e d  n e p h r o p a t h y  i n  m i c e .  J .  C l i n .  I n v e s t .  

1 2 0 :  4 0 5 5 - 4 0 6 4 .  

6 2 .  P e r r i n ,  S .  2 0 1 4 .  P r e c l i n i c a l  r e s e a r c h :  M a k e  m o u s e  s t u d i e s  w o r k .  

N a t u r e  5 0 7 :  4 2 3 - 4 2 5 .  

6 3 .  P i l l i n g ,  D .  a n d  G o m e r ,  R .  H .  2 0 1 4 .  P e r s i s t e n t  l u n g  i n f l a m m a t i o n  

a n d  f i b r o s i s  i n  s e r u m  a m y l o i d  P  C o m p o n e n t  ( A p c s - / - )  k n o c k o u t  

m i c e .  P L O S  O N E  9 :  e 9 3 7 3 0 .  

6 4 .  P o d y a c h e v a ,  E .  Y . ,  K u s h n a r e v a ,  E .  A . ,  K a r p o v ,  A .  A .  a n d  

T o r o p o v a ,  Y .  G .  2 0 2 1 .  A n a l y s i s  o f  M o d e l s  o f  D o x o r u b i c i n -

I n d u c e d  C a r d i o m y o p a t h y  i n  R a t s  a n d  M i c e .  A  M o d e r n  V i e w  F r o m  

t h e  P e r s p e c t i v e  o f  t h e  P a t h o p h y s i o l o g i s t  a n d  t h e  C l i n i c i a n .  F r o n t .  

P h a r m a c o l .  1 2 :  6 7 0 4 7 9 .  

6 5 .  R e f a e l i ,  I . ,  H u g h e s ,  M . ,  W o n g ,  A . ,  B i s s o n n e t t e ,  M . ,  R o s k e l l e y ,  

C . ,  V o g l ,  A . ,  B a r b o u r ,  S . ,  F r e e d m a n ,  B .  a n d  M c n a g n y ,  K .  2 0 2 0 .  

D i s t i n c t  F u n c t i o n a l  R e q u i r e m e n t s  f o r  P o d o c a l y x i n  i n  I m m a t u r e  

a n d  M a t u r e  P o d o c y t e s  R e v e a l  M e c h a n i s m s  o f  H u m a n  K i d n e y  

D i s e a s e .  S c i .  R e p .  1 0 .  

6 6 .  R e u n g j u i ,  S . ,  R o n c a l ,  C .  A . ,  S a t o ,  W . ,  G l u s h a k o v a ,  O .  Y . ,  C r o k e r ,  

B .  P . ,  S u g a ,  S . ,  O u y a n g ,  X . ,  T u n g s a n g a ,  K . ,  N a k a g a w a ,  T . ,  

J o h n s o n ,  R .  J .  a n d  M u ,  W .  2 0 0 8 .  H y p o k a l e m i c  n e p h r o p a t h y  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  i m p a i r e d  a n g i o g e n e s i s .  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  1 9 :  

1 2 5 - 1 3 4 .  
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6 7 .  R o s s m a n n ,  P . ,  B u k o v s k ý ,  A . ,  M a t o u s o v i c ,  K . ,  H o l u b ,  M .  a n d  K r á l ,  

J .  1 9 8 6 .  P u r o m y c i n  a m i n o n u c l e o s i d e  n e p h r o p a t h y :  u l t r a s t r u c t u r e ,  

g l o m e r u l a r  p o l y a n i o n ,  a n d  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s .  J .  P a t h o l .  1 4 8 :  

3 3 7 - 3 4 8 .  

6 8 .  R o y ,  M . ,  S a r o h a ,  S . ,  S a r m a ,  U . ,  S a r a t h y ,  H .  a n d  K u m a r ,  R .  2 0 2 3 .  

Q u a n t i t a t i v e  s y s t e m s  p h a r m a c o l o g y  m o d e l  o f  e r y t h r o p o i e s i s  t o  

s i m u l a t e  t h e r a p i e s  t a r g e t i n g  a n e m i a  d u e  t o  c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e .  

F r o n t .  P h a r m a c o l .  1 4 :  1 2 7 4 4 9 0 .  

6 9 .  R u g g e n e n t i ,  P . ,  P e r n a ,  A . ,  R e m u z z i ,  G .  a n d  I n v e s t i g a t o r s  o f  t h e  

G i s e n  G r o u p ,  2 0 0 3 .  R e t a r d i n g  p r o g r e s s i o n  o f  c h r o n i c  r e n a l  

d i s e a s e :  T h e  n e g l e c t e d  i s s u e  o f  r e s i d u a l  p r o t e i n u r i a .  K i d n e y  I n t .  

6 3 :  2 2 5 4 - 2 2 6 1 .  

7 0 .  R y a n ,  G .  B .  a n d  K a r n o v s k y ,  M .  J .  1 9 7 6 .  D i s t r i b u t i o n  o f  

e n d o g e n o u s  a l b u m i n  i n  t h e  r a t  g l o m e r u l u s :  r o l e  o f  h e m o d y n a m i c  

f a c t o r s  i n  g l o m e r u l a r  b a r r i e r  f u n c t i o n .  K i d n e y  I n t .  9 :  3 6 - 4 5 .  

7 1 .  S a s a k i ,  H . ,  T a k a h a s h i ,  Y . ,  O g a w a ,  T . ,  H i u r a ,  K . ,  N a k a n o ,  K . ,  

S u g i y a m a ,  M . ,  O k a m u r a ,  T .  a n d  S a s a k i ,  N .  2 0 2 0 .  D e l e t i o n  o f  t h e  

T e n s i n 2  S H 2 - P T B  d o m a i n ,  b u t  n o t  t h e  l o s s  o f  i t s  P T P a s e  a c t i v i t y ,  

i n d u c e s  p o d o c y t e  i n j u r y  i n  F V B / N  m o u s e  s t r a i n .  E x p .  A n i m .  6 9 :  

1 3 5 - 1 4 3 .  

7 2 .  S a u n d e r s ,  B . ,  L y o n ,  S . ,  D a y ,  M . ,  R i l e y ,  B . ,  C h e n e t t e ,  E . ,  

S u b r a m a n i a m ,  S .  a n d  V a d i v e l u ,  I .  2 0 0 8 .  T h e  M o l e c u l e  P a g e s  

d a t a b a s e .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  3 6 :  7 0 0 - 7 0 6 .  

7 3 .  S a w h n e y ,  S . ,  M i t c h e l l ,  M . ,  M a r k s ,  A . ,  F l u c k ,  N .  a n d  B l a c k ,  C .  

2 0 1 5 .  L o n g - t e r m  p r o g n o s i s  a f t e r  a c u t e  k i d n e y  i n j u r y  ( A K I ) :  w h a t  
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i s  t h e  r o l e  o f  b a s e l i n e  k i d n e y  f u n c t i o n  a n d  r e c o v e r y ?  A  s y s t e m a t i c  

r e v i e w .  B M J  O p e n  5 :  e 0 0 6 4 9 7 - 0 0 6 4 9 7 .  

7 4 .  S e y h a n ,  A .  A .  2 0 1 9 .  L o s t  i n  t r a n s l a t i o n :  t h e  v a l l e y  o f  d e a t h  a c r o s s  

p r e c l i n i c a l  a n d  c l i n i c a l  d i v i d e  –  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p r o b l e m s  a n d  

o v e r c o m i n g  o b s t a c l e s .  T r a n s l .  M e d .  C o m m u n .  4 :  1 8 .  

7 5 .  S h i b a t a ,  S . ,  N a g a s e ,  M .  a n d  F u j i t a ,  T .  2 0 0 6 .  F l u v a s t a t i n  

a m e l i o r a t e s  p o d o c y t e  i n j u r y  i n  p r o t e i n u r i c  r a t s  v i a  m o d u l a t i o n  o f  

e x c e s s i v e  R h o  s i g n a l i n g .  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  1 7 :  7 5 4 - 7 6 4 .  

7 6 .  S h i m a u c h i ,  T . ,  N u m a g a - T o m i t a ,  T . ,  I t o ,  T . ,  N i s h i m u r a ,  A . ,  

M a t s u k a n e ,  R . ,  O d a ,  S . ,  H o k a ,  S . ,  I d e ,  T . ,  K o i t a b a s h i ,  N . ,  U c h i d a ,  

K . ,  S u m i m o t o ,  H . ,  M o r i ,  Y .  a n d  N i s h i d a ,  M .  2 0 1 7 .  T R P C 3 - N o x 2  

c o m p l e x  m e d i a t e s  d o x o r u b i c i n - i n d u c e d  m y o c a r d i a l  a t r o p h y .  J C I  

I n s i g h t  2 .  

7 7 .  S k y l a s ,  D .  J .  a n d  W r i g l e y ,  C .  2 0 0 4 .  P R O T E O M I C S .  p p .  4 8 0 - 4 8 8 .  

I n :  E n c y c l o p e d i a  o f  G r a i n  S c i e n c e  ( W r i g l e y ,  C .  e d s . ) ,  E l s e v i e r ,  

O x f o r d .  

7 8 .  S t e r n b e r g ,  S .  S .  1 9 7 0 .  C r o s s - s t r i a t e d  f i b r i l s  a n d  o t h e r  

u l t r a s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s  i n  g l o m e r u l i  o f  r a t s  w i t h  d a u n o m y c i n  

n e p h r o s i s .  L a b .  I n v e s t .  2 3 :  3 9 - 5 1 .  

7 9 .  S u s a n t i t a p h o n g ,  P . ,  C r u z ,  D .  N . ,  C e r d a ,  J . ,  A b u l f a r a j ,  M . ,  

A l q a h t a n i ,  F . ,  K o u l o u r i d i s ,  I . ,  J a b e r ,  B .  L .  a n d  A c u t e  k i d n e y  

i n j u r y  a d v i s o r y  g r o u p  o f  t h e  a m e r i c a n  s o c i e t y  o f  n e p h r o l o g y  2 0 1 3 .  

W o r l d  i n c i d e n c e  o f  A K I :  a  m e t a - a n a l y s i s .  C l i n .  J .  A m .  S o c .  

N e p h r o l .  8 :  1 4 8 2 - 1 4 9 3 .  

8 0 .  S w e e t s e r ,  D .  A . ,  H e u c k e r o t h ,  R .  O .  a n d  G o r d o n ,  J .  I .  1 9 8 7 .  T h e  
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m e t a b o l i c  s i g n i f i c a n c e  o f  m a m m a l i a n  f a t t y - a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s :  

a b u n d a n t  p r o t e i n s  i n  s e a r c h  o f  a  f u n c t i o n .  A n n u .  R e v .  N u t r .  7 :  

3 3 7 - 3 5 9 .  

8 1 .  T a k a h a s h i ,  Y . ,  W a t a n a b e ,  M . ,  H i u r a ,  K . ,  I s o b e ,  A . ,  S a s a k i ,  H .  a n d  

S a s a k i ,  N .  2 0 2 1 .  P o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  r e n a l  t u b u l a r  

f l a t t e n i n g  a n d  r e n a l  t u b u l a r  i n j u r y / i n t e r s t i t i a l  f i b r o s i s  i n  m u r i n e  

k i d n e y  d i s e a s e  m o d e l s .  J .  V e t .  M e d .  S c i .  8 3 :  3 9 7 - 4 0 2 .  

8 2 .  T a m p e ,  D . ,  S c h r i d d e ,  L . ,  K o r s t e n ,  P . ,  S t r ö b e l ,  P . ,  Z e i s b e r g ,  M . ,  

H a k r o u s h ,  S .  a n d  T a m p e ,  B .  2 0 2 1 .  D i f f e r e n t  p a t t e r n s  o f  k i d n e y  

f i b r o s i s  a r e  i n d i c a t i v e  o f  i n j u r y  t o  d i s t i n c t  r e n a l  c o m p a r t m e n t s .  

C e l l s  1 0 :  2 0 1 4 .  

8 3 .  T h o m a s ,  M .  C . ,  B r o w n l e e ,  M . ,  S u s z t a k ,  K . ,  S h a r m a ,  K . ,  J a n d e l e i t -

D a h m ,  K .  A .  M . ,  Z o u n g a s ,  S . ,  R o s s i n g ,  P . ,  G r o o p ,  P .  a n d  C o o p e r ,  

M .  E .  2 0 2 0 .  D i a b e t i c  k i d n e y  d i s e a s e .  N a t  R e v  D i s  P r i m e r s  1 .  

8 4 .  U c h i d a ,  T . ,  P a p p e n h e i m e r ,  A .  M .  J .  a n d  H a r p e r ,  A .  A .  1 9 7 3 .  

D i p h t h e r i a  t o x i n  a n d  r e l a t e d  p r o t e i n s .  3 .  R e c o n s t i t u t i o n  o f  h y b r i d  

" d i p h t h e r i a  t o x i n "  f r o m  n o n t o x i c  m u t a n t  p r o t e i n s .  J .  B i o l .  C h e m .  

2 4 8 :  3 8 5 1 - 3 8 5 4 .  

8 5 .  V e e r k a m p ,  J .  H . ,  P e e t e r s ,  R .  A .  a n d  M a a t m a n ,  R .  G .  1 9 9 1 .  

S t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  f e a t u r e s  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

c y t o p l a s m i c  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  p r o t e i n s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  

1 0 8 1 :  1 - 2 4 .  

8 6 .  W a n g ,  H . ,  Y a n g ,  H . ,  S h i v a l i l a ,  C .  S . ,  D a w l a t y ,  M .  M . ,  C h e n g ,  A .  

W . ,  Z h a n g ,  F .  a n d  J a e n i s c h ,  R .  2 0 1 3 .  O n e - s t e p  g e n e r a t i o n  o f  m i c e  

c a r r y i n g  m u t a t i o n s  i n  m u l t i p l e  g e n e s  b y  C R I S P R / C a s - m e d i a t e d  
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g e n o m e  e n g i n e e r i n g .  C e l l  1 5 3 :  9 1 0 - 9 1 8 .  

8 7 .  W a n g ,  Z . ,  G e r s t e i n ,  M .  a n d  S n y d e r ,  M .  2 0 0 9 .  R N A - S e q :  a  

r e v o l u t i o n a r y  t o o l  f o r  t r a n s c r i p t o m i c s .  N a t .  R e v .  G e n e t .  1 0 :  5 7 -

6 3 .  

8 8 .  W a t a n a b e ,  M . ,  H i u r a ,  K . ,  S a s a k i ,  H . ,  O k a m u r a ,  T .  a n d  S a s a k i ,  N .  

2 0 2 3 .  G e n e t i c  b a c k g r o u n d  s t r o n g l y  i n f l u e n c e s  t h e  t r a n s i t i o n  t o  

c h r o n i c  k i d n e y  d i s e a s e  o f  a d r i a m y c i n  n e p h r o p a t h y  i n  m i c e .  E x p .  

A n i m .  7 2 :  4 7 - 5 4 .  

8 9 .  W a t a n a b e ,  M . ,  K a k u t a n i ,  M . ,  A n d o ,  R . ,  H i u r a ,  K . ,  S a s a k i ,  H . ,  

O k a m u r a ,  T .  a n d  S a s a k i ,  N .  2 0 2 3 .  S u s c e p t i b i l i t y  t o  a d r i a m y c i n -

i n d u c e d  h e p a t o t o x i c i t y  i n  m i c e  d e p e n d s  o n  P R K D C  p o l y m o r p h i s m .  

J .  V e t .  M e d .  S c i .  8 5 :  7 0 2 - 7 0 4 .  

9 0 .  W e b s t e r ,  A .  C . ,  N a g l e r ,  E .  V . ,  M o r t o n ,  R .  L .  a n d  M a s s o n ,  P .  

G l o b a l ,  r e g i o n a l ,  a n d  n a t i o n a l  a g e - s e x  s p e c i f i c  m o r t a l i t y  f o r  2 6 4  

c a u s e s  o f  d e a t h ,  1 9 8 0 - 2 0 1 6 :  a  s y s t e m a t i c  a n a l y s i s  f o r  t h e  g l o b a l  

b u r d e n  o f  d i s e a s e  s t u d y  2 0 1 6 .  L a n c e t  3 8 9 :  1 2 3 8 - 1 2 5 2 .  

9 1 .  W i d m e i e r ,  E . ,  A i r i k ,  M . ,  H u g o ,  H . ,  S c h a p i r o ,  D . ,  W e d e l ,  J . ,  G h o s h ,  

C .  C . ,  N a k a y a m a ,  M . ,  S c h n e i d e r ,  R . ,  A w a d ,  A .  M . ,  N a g ,  A . ,  C h o ,  

J . ,  S c h u e l e r ,  M . ,  C l a r k e ,  C .  F . ,  A i r i k ,  R .  a n d  H i l d e b r a n d t ,  F .  2 0 1 9 .  

T r e a t m e n t  w i t h  2 , 4 - D i h y d r o x y b e n z o i c  a c i d  p r e v e n t s  F S G S  

p r o g r e s s i o n  a n d  r e n a l  f i b r o s i s  i n  p o d o c y t e - s p e c i f i c  C o q 6  

k n o c k o u t  m i c e .  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  3 0 ( 3 ) :  3 9 3 - 4 0 5 .  

9 2 .  W i d m e i e r ,  E . ,  Y u ,  S . ,  N a g ,  A . ,  C h u n g ,  Y .  W . ,  N a k a y a m a ,  M . ,  

F e r n á n d e z - d e l - R í o ,  L . ,  H u g o ,  H . ,  S c h a p i r o ,  D . ,  B u e r g e r ,  F . ,  

C h o i ,  W . ,  H e l m s t ä d t e r ,  M . ,  K i m ,  J . ,  R y u ,  J . ,  L e e ,  M .  G . ,  C l a r k e ,  
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C .  F . ,  H i l d e b r a n d t ,  F .  a n d  G e e ,  H .  Y .  2 0 2 0 .  A D C K 4  d e f i c i e n c y  

d e s t a b i l i z e s  t h e  c o e n z y m e  Q  C o m p l e x ,  w h i c h  i s  r e s c u e d  b y  2 , 4 -

d i h y d r o x y b e n z o i c  a c i d  t r e a t m e n t .  J .  A m .  S o c .  N e p h r o l .  3 1 ( 6 ) :  

1 1 9 1 - 1 2 1 1 .  

9 3 .  W u ,  Q . ,  L i ,  W . ,  Z h a o ,  J . ,  S u n ,  W . ,  Y a n g ,  Q . ,  C h e n ,  C . ,  X i a ,  P . ,  

Z h u ,  J . ,  Z h o u ,  Y . ,  H u a n g ,  G . ,  Y o n g ,  C . ,  Z h e n g ,  M . ,  Z h o u ,  E .  a n d  

G a o ,  K .  2 0 2 1 .  A p i g e n i n  a m e l i o r a t e s  d o x o r u b i c i n - i n d u c e d  r e n a l  

i n j u r y  v i a  i n h i b i t i o n  o f  o x i d a t i v e  s t r e s s  a n d  i n f l a m m a t i o n .  

B i o m e d .  P h a r m a c o t h e r .  1 3 7 :  1 1 1 3 0 8 .  

9 4 .  Y a m a z a k i ,  S . ,  I w a m o t o ,  R . ,  S a e k i ,  K . ,  A s a k u r a ,  M . ,  T a k a s h i m a ,  

S . ,  Y a m a z a k i ,  A . ,  K i m u r a ,  R . ,  M i z u s h i m a ,  H . ,  M o r i b e ,  H . ,  

H i g a s h i y a m a ,  S . ,  E n d o h ,  M . ,  K a n e d a ,  Y . ,  T a k a g i ,  S . ,  I t a m i ,  S . ,  

T a k e d a ,  N . ,  Y a m a d a ,  G .  a n d  M e k a d a ,  E .  2 0 0 3 .  M i c e  w i t h  d e f e c t s  

i n  H B - E G F  e c t o d o m a i n  s h e d d i n g  s h o w  s e v e r e  d e v e l o p m e n t a l  

a b n o r m a l i t i e s .  J .  C e l l  B i o l .  1 6 3 :  4 6 9 - 4 7 5 .  

9 5 .  Y a n g ,  J .  W . ,  D e t t m a r ,  A .  K . ,  K r o n b i c h l e r ,  A . ,  G e e ,  H .  Y . ,  S a l e e m ,  

M . ,  K i m ,  S .  H .  a n d  S h i n ,  J .  I .  2 0 1 8 .  R e c e n t  a d v a n c e s  o f  a n i m a l  

m o d e l  o f  f o c a l  s e g m e n t a l  g l o m e r u l o s c l e r o s i s .  C l i n  E x p  N e p h r o l  

2 2 :  7 5 2 - 7 6 3 .  

9 6 .  Y a n g ,  L . ,  B e s s c h e t n o v a ,  T .  Y . ,  B r o o k s ,  C .  R . ,  S h a h ,  J .  V .  a n d  

B o n v e n t r e ,  J .  V .  2 0 1 0 .  E p i t h e l i a l  c e l l  c y c l e  a r r e s t  i n  G 2 / M  

m e d i a t e s  k i d n e y  f i b r o s i s  a f t e r  i n j u r y .  N a t .  M e d .  1 6 :  5 3 5 - 5 4 3 .  

9 7 .  Z h a n g ,  Z . ,  H u m p h r e y s ,  B .  D .  a n d  B o n v e n t r e ,  J .  V .  2 0 0 7 .  S h e d d i n g  

o f  t h e  u r i n a r y  b i o m a r k e r  k i d n e y  i n j u r y  m o l e c u l e - 1  ( K I M - 1 )  i s  

r e g u l a t e d  b y  M A P  k i n a s e s  a n d  j u x t a m e m b r a n e  r e g i o n .  J .  A m .  S o c .  
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N e p h r o l .  1 8 :  2 7 0 4 - 2 7 1 4 .  

9 8 .  Z h e n g ,  Z . ,  P a v l i d i s ,  P . ,  C h u a ,  S . ,  D ’ A g a t i ,  V .  D .  a n d  G h a r a v i ,  A .  

G .  2 0 0 6 .  A n  A n c e s t r a l  H a p l o t y p e  D e f i n e s  S u s c e p t i b i l i t y  t o  
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