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マウスネフロン形成過程における分子基盤の解明

―Hepatocyte nuclear factor4alphaはネフロン形成の中´心的役割を担う―

学位論文内容の要旨

  マウス後腎発生過程で、後腎間葉組織(MM)は間葉・上皮転換(MET)の結果、尿

管芽(UB)先端周囲に後腎問葉凝集体(CM)を形成し、コンマ字体(CSB)、S字体

(SSB)へと形を変え、ネフロン形成を行う。Hepatocyte nuclear factor4alpha (Hnf4a)

蛋白質は核内転写因子で、肝臓をはじめとして様々な臓器に発現し、多くの遺伝子の

転写調節に関わっている。しかし、Hnf4a-l-マウスは腎臓形成以前に胎生致死に陥り、

腎臓発生における機能は未だ不明な点が多い。本研究では、Hnf4aの腎臓発生におけ

る動態ならぴにその機能を解明することを目的とした。

第一章では、Hnf4aの成体およぴ発生過程における発現動態を検索した。その結果、

腎臓ではHn4aバリアントの1っであるP1タイプのみの発現が検出された。また、

Hnf4a蛋白質の局在はCSB/SSBの一部で開始し、その後のネフロン形成過程を通じて

検出され、最終的に近位尿細管に限局していた。さらにHnf4aとHnflaの免疫組織化

学的検索の結果、同一ネフロンにおいてHnf4aはHnflaより早く発現が開始すること

が明らかとなり、Hnfネットワークのなかでより根源的役割を持っことが示唆された。

第二章では、器官培養後腎における遺伝子発現抑制により、Hnf4a蛋白質の機能を解

析するとともに、Hnfファミリーの局所遺伝子発現を解析した。遺伝手発現抑制の結

果、培養後腎でCMの細胞配列が乱れ、多数の細胞死が出現することを確認した。正

常マウス後腎における局所遺伝子発現解析の結果、凝集前のMMでは発現が認めら

れず、CMにおいてはHnf4aP1、P2両タイプの発現が、CSB/SSBにおいてはP1タイ

プのみの発現が認められた。さらにCMにおいてはHnf4aの上流因子であるHnflみの

遺伝子発現が認められ、CSB/SSBにおいてはHnflロおよびHnflろの遺伝子発現が認め

られた。

第三章では、腎臓発生過程のMETを超微形態、免疫組織化学、分子生物学的に解析

し、さらに、培養線維芽細胞にHnf4a遺伝子発現を導入した細胞モデルを作製し、Hnf4a

蛋白質のMETに与える影響を解析した。その結果、CMにおいて細胞間接着が認め



られたが、基底膜は認められなかった。さらに、Hnf4a遺伝子の発現が開始するCM

において、凝集前と比較して上皮細胞マーカー遺伝子の発現が上昇し、問葉細胞マー

カー遺伝子の発現が減少した。さらに、細胞モデルにおいて、Hnf4aが上皮マーカー

遺伝子発現を上昇させ、間葉マーカー遺伝子発現は減少させることが明らかとなり

Hnf4aがMETを誘導することが示唆された。また、細胞のapico-basal極性の形成に

関 わ る Pvrll， － 2お よ ぴ Mllt4遺 伝 子 の 発 現 上 昇 が認 め ら れ た 。

  以上より、l)Hnf4aが成体の腎臓ではPlタイプが優位であり、その局在は近位尿細

管に限局していること、2）発生過程の腎臓においてHnf4aがCMの細胞の生存に関与

していること、3)CMはMETの中間的段階であることが示唆され、METの開始にHnf4a

が関連している可能性があることが示された。本稿の結論として、Hnf4aがネフロン

形成の中心的役割を担っていると考えられる。
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マウスネフロン形成過程における分子基盤の解明

―Hepatocyte nuclear factor4alphaはネフロン形成の中´心的役割を担うー

  マウス後腎発生過程で、後腎間葉組織(MM)は尿管芽先端に後腎間葉凝集体(CM)

を形成し、コンマ字体(CSB)、S字体(SSB)へと形を変えネフロンとなる。Hepatocyte

nuclear factor4alpha (Hnf4a)は核内転写因子で、肝臓などで多くの遺伝子の転写調節に

関わるが、腎臓発生における機能は未だ不明な点が多い。本研究では、腎臓発生にお

けるHnf4aの動態と機能の解明を目的とした。

第一章では、成体および胎子におけるHnf4aの発現動態を検索した。その結果、成体

腎臓 ではPlバリアントのみの発現が、胎子腎臓ではPlとP2バリアントの発現が検

出された。また、蛋白質発現はCSB/SSBの一部で開始し、最終的に近位尿細管に分

布し た。さらに 、同一ネフ ロンにおい てHnf4aはHnflaより早期 に認められた。

第二章では、器官培養後腎のHnf4a遺伝子発現抑制を行い、その影響を解析した。そ

の結果、培養後腎CMの細胞配列が乱れ、多数の細胞死が出現した。さらに、胎子後

腎切片を用いた局所遺伝子発現解析の結果、MMにおいてHnf4a発現は検出されなか

ったが、CMにPl、P2バリアントの発現が、CSB/SSBにPlのみの発現が認められた。

さら にCMではHnf4aの上流因子であるHnflろの発現がみられ、CSB/SSBではHnflロ

およびJろの発現が認められた。

第三章では、後腎発生過程の間葉‐上皮転換(MET)を形態的に解析した。さらにHnf4a

導入培養線維芽細胞を作製し、その影響を解析した。その結果、CMに細胞間接着複

合体はあるが、基底膜は認められなかった。Hnf4a発現が開始するCMにおいて、上

皮マーカー発現は上昇し、間葉マーカー発現は減少した。さらに遺伝子導入実験では、

め屮ロが上皮マーカー発現を誘導し間葉マーカー発現を抑制した。同時に、細胞の



apico-basal極性形成に関わるPvrll，Pvrl2韜よびMllt4の発現上昇が認められた。

  以上より、1）成体腎臓のHnf4aはPlタイプが優位で近位尿細管に分布すること、2）

発生中の後腎においてHnf4aがCM細胞の生存を制御すること、3）METの開始に

Hnf4aが深く関与していることが示された。これらは、Hnf4aがネフロン形成の中心的

役割を担っていることを示すもので、獣医学の発展に有用な知見を提供する。

  よって、審査員一同は、上記博士論文提出者金澤智則氏の博士論文は、北海道

大学大学院獣医学研究科規程第6条の規程による本研究科の行う博士論文の審査等に

合格と認めた。


