
 

47. 個体と腎臓の寿命ミスマッチ解消の基盤創出 
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緒緒  言言  

 
グローバルな高齢化のため慢性腎臓病（CKD）患者の増加は世界中の課題である。とりわけ、日本は世界の最長寿国

でもあり、1985 年 54.41 歳→2020 年 70.88 歳と透析導入時の平均年齢の高齢化も著しい（日本透析医学会）。加齢の

みでも腎機能は低下することが知られているが、その実態は不明である。加齢による個体の老化とともに老化した細胞

も増加する。高齢者は急性腎障害からの回復が悪いことやその後にCKDに移行する（AKI to CKD transition）こと

が多いことから老化細胞の増加と加齢による腎機能低下が関連していると考えることに矛盾はない。マウスレベルでは

腎機能低下に老化細胞が関与すること［1］、慢性炎症が加わることでより加速されることも示されている。したがって

腎構成細胞におこる細胞老化を制御するメカニズムが明らかになれば、それは原疾患に左右されない CKD 治療の    
ターゲットとなることが期待される。 
本研究では、我々がこれまで取り組んできたDNA損傷応答機構と腎の線維化に関連する知見［2，3］を発展させる

べく新規モデルマウス（ICE マウス）［4］の解析を行うことにより、内因性の DNA 損傷が腎構成細胞の細胞老化

（Senescence）に与える影響をさぐる探索的な研究を行うこととした。 
 

方方  法法  

 
11．．IICCEEママウウスス作作製製  

I-PpoISTOP／＋マウスと CreERT2／＋マウスを交配し、ICE（Inducible Changes in Epigenome）マウスを作製する。     
このマウスはタモキシフェン投与下では、I-PpoI と呼ばれるエンドヌクレースによりマウスゲノムが切断され、DNA
損傷が誘導できる。DNA損傷を生後10～12週齢にて4週間誘導したのち、14カ月齢まで飼育して屠殺した。 

  
22．．IICCEEママウウスス腎腎ののササンンププルル調調製製  
マウスを安楽死させたのち腎を摘出した。左心室をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で灌流したのちに snRNA-seqの

ために、腎臓を液体窒素でスナップ凍結した。凍結切片の場合、腎臓を4％パラホルムアルデヒドで氷上2時間固定し、

30％（vol/vol）スクロース中、4℃で一晩インキュベートし、最適切削温度コンパウンド（サクラファインテック）に

包埋して7μm切片を切り出した。パラフィン切片の場合は、腎臓を10％（vol/vol）ホルマリンで固定し、パラフィン

包埋して4μmの切片を切り出した。 
 

33．．SSiinnggllee--nnuucclleeuuss  RRNNAA  sseeqq  
組織からの単一核の単離をスナップ凍結した腎を用いて行った。プロテアーゼ阻害剤（5892791001、Roche）とRN

アーゼ阻害剤（N2615、Promega；AM2696、Life Technologies）を添加した Nuclei EZ Lysis buffer（NUC-101、
Sigma）を用いて核を単離した。サンプルを2 mm以下に切り、氷冷したNuclei EZ溶解バッファー2 mL中でDounce
ホモジナイザー（885302-0002、Kimble Chase）を用いてホモジナイズし、氷上でさらに 2 mL の溶解バッファーと

ともに 5 分間インキュベートした。ホモジネートを 40μm のセルストレーナー（43-50040-51、pluriSelect）でろ過
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し、500×gで5分間、4℃で遠心した。ペレットを再懸濁し、4 mLのバッファーで洗浄し、氷上で5分間インキュベ

ートした。さらに遠心後、ペレットを Nuclei Suspension Buffer（1×PBS、1％ウシ血清アルブミン、0.1％ RNase 
inhibitor）に再懸濁し、5μmセルストレーナー（43-50005、pluriSelect）でろ過した。核を血球計数装置（InCYTO 
C-chip）でカウントし、10×Chromium装置（10×Genomics、Pleasanton）を用いてバーコード付きゲルビーズで各

液滴に分割した。単一核を溶解し、各液滴内でRNAを相補的DNA（cDNA）に逆転写した。エマルジョンを破砕した

後、cDNAを増幅および断片化し、続いてSingle Cell 3' Library & Gel Bead Kit（v2）を用いてイルミナアダプター

を添加した。サンプルはNovaSeq 6000（Illumina）のS4フローセルでインデックス付けされ、シーケンスを行った。 
 

44．．ssnnRRNNAA--sseeqqデデーータタ処処理理  
snRNA-seqデータは、CellRangerを用いて処理し、エクソンおよびイントロンのリードを利用したUMIカウント

テーブルを生成した。続いて、R パッケージのSeurat を使用して、正規化・スケーリング・クラスタリングを含む解

析を行った。まず各マウスサンプルを別々に分析し、200 未満または 6,000 を超える遺伝子が検出された核および、  
ミトコンドリア遺伝子およびリボソーム遺伝子にマッピングされた UMIs の比率が比較的高い核を除外した。続いて

scDblFinderを使用してダブレットを除去した。すべてのマウスデータをマージした後、データをログ正規化およびス

ケーリングし、次元削減、クラスタリングを行った。 
「RunPCA」機能を使用して主成分分析を行い、クラスタリングとUMAPはSeuratで「harmony」データタイプ

を次元削減タイプとして使用して実行した。 
 

結結  果果  

  

11．．IICCEEママウウスス組組織織所所見見  
PAS染色およびマッソン染色では著明な差は認められなかった。 

  
22．．ssnnRRNNAA--sseeqqにによよるるフフェェノノタタイイププのの解解析析  

ICEマウス腎臓のUMAPプロットを示す（図1）。7,000前後の核をシークエンスした。細胞のクラスタリングも明

確に行えた。FR-PT：failure repair of proximal tubules：Ctrlで0.45％、ICEで0.97％、と増加しており軽微なDNA
損傷であっても影響が残存していることが確認された。 

図1．ICEマウス腎のシングルセル解析 
a） Harmonyで統合した ICEマウス腎臓のUMAPプロット。 
b） クラスターに濃縮されたマーカーの遺伝子発現パターンを示すドットプロット。Pod：ポドサイト、PEC：ボウ

マン嚢壁側上皮細胞、 PT S1-S2：近位尿細管S1-S2セグメント、PT-S3：近位尿細管S3セグメント、ATL：
ヘンレループの細い上行肢、Bil：両側、CNT：連結細管、CPC：皮質の集合管の主細胞、CTAL：皮質のヘン

レループの太い上行肢、DCT：遠位曲細管、DTL：ヘンレループの下行肢、EC：内皮細胞、Fib：線維芽細胞 

ICA：集合管のタイプA間質細胞、ICB：集合管のタイプB間質細胞、Mø：マクロファージ、MPC：髄質内集

合管主細胞、MTAL：髄質内ヘンレループ太い上行脚、Per：ペリサイト、Uro：尿路上皮。 
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障害近位尿細管に発現する KIM-1（Kidney injury molecule 1）、不全修復の近位尿細管のマーカーである Vcam1
（Vascular cell adhesion molecule 1）発現が ICEマウスで認められた。さらにゲノムの安定に重要であり、DNA修

復過程で増加するMgmt（O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase）の発現の増加も ICEマウスの近位尿細管で

増加しており、細胞老化のマーカーのp21発現が増加した（図2）。 
さらに蛋白レベルでのVCAM1 の発現の評価を行った。ウエスタンブロットにてVCAM1 の蛋白レベルが上昇して

いることを確認し、さらに免疫染色にてVCAM1陽性の近位尿細管（白三角印）の存在を確認した（図3）。 

図2．尿細管不全修復、DNA損傷および細胞老化関連遺伝子発現レベルのUMAP 
Ctrl：コントロールマウス、ICE：ICEマウス。 

 

図3．ICEマウス腎におけるVCAM1の発現 
whole kidneyより抽出した蛋白を用いたウエスタンブロットおよびマウス凍結切片の

免疫染色。Ctrl：コントロールマウス、ICE：ICEマウス、IRI D7：VCAM1陽性の 
コントロール（スケールバー：100μm）。 

 
考考  察察  

 
若齢におけるDNA損傷応答機構によって修復される一過性の軽微なDNAの損傷の記憶は、腎構成細胞においては

特に近位尿細管に残ることが示された。高齢者の急性腎障害に対する脆弱性の根底のメカニズムになっている可能性が

示唆された。さらに、加齢によっても尿細管間質に尿細管の萎縮と間質の線維化（IF/TA）が生じるが、組織全体に   

占める割合（％IF/TA）ではなく、高い IF/TA密度が進行性CKDの予後不良を予測するということがヒト検体を用い

た研究でわかっている［5］。本研究の結果は、軽微であっても生活習慣の差異によって生じるDNA損傷があることが

高い IF/TA 密度をもたらし、加齢による腎機能低下を加速する要因になりうると考えられた。本研究の結果を受けて、

近位尿細管特異的 ICEマウスの作製と腎障害モデルにおける影響を評価するためのさらなる研究を進めている。 
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