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要　旨

先天性腎尿路異常（congenital anomalies of the kid-

ney and urinary tract;  CAKUT）は小児末期腎不全の原
因疾患として最も多い．これまで約 40 の原因遺伝子
が同定されているが，CAKUT を有する患者の原因遺
伝子が同定される頻度は 15％ 程度であり，未知の原
因遺伝子の存在が示唆されている．

我々は，CAKUT の新規原因遺伝子を同定するため
に，CAKUT を有する兄妹を含む家族に対してまずエ
クソーム解析，全ゲノム解析を行い，Cobalamin Syn-

thetase W Domain-Containing Protein 1（CBWD1） 遺
伝子が患者特異的にホモ接合性に欠失していることを
見出した．次にノックアウトマウスを作製し，Cbwd1

が発生期の腎において尿管芽に発現すること，ノック
アウトマウスが水腎症や重複尿管などの尿路系の異常
を伴う CAKUT を発症することを明らかにした．以上
の結果より CBWD1 の欠失が CAKUT 発症に関わって
いることが示唆された．

1　目　的

先天性腎尿路異常（congenital anomalies of the kid-

ney and urinary tract;  CAKUT）は，腎欠損，低形成腎，
水腎症，重複尿管など様々な腎尿路の形態異常を含有
する疾患概念であり，小児末期腎不全の原因疾患の中
で最も多い1～4）．CAKUT の発症は腎臓の発生異常に

起因している．
腎臓はヒトでは胎生 4 週より後腎間葉と尿管芽の相

互作用によって発生する．後腎間葉は糸球体，尿細管
に分化し，尿管芽は集合管，尿管に分化する．その後，
尿細管と集合管が融合しネフロンとして機能する．

CAKUT の発症メカニズム　――　腎臓の発生異常　――　

には遺伝的要因，環境的要因が考えられている．原因
遺伝子はこれまでに約 40 種類が知られている5）．しか
し，CAKUT を有する患者から既存の原因遺伝子の異
常が認められる頻度は 15％ 程度であり，未知の原因
遺伝子の関与が示唆されている6, 7）．

我々は，CAKUT の新規原因遺伝子を同定すること
を目的に研究を行った．

2　方　法

本研究は東京女子医科大学倫理審査委員会において
承認を受けている（承認番号 362）．ヒト試料を扱う
さいは，すべての参加者より書面により同意を得てい
る．また本研究における動物実験は東京大学動物実験
委員会において承認されている（承認番号 P16-009）．

①　対象
CAKUT を有する長男，長女と，明らかな疾患を有

さない両親と次男の 5 名．長男，長女は共に片側の腎
臓を欠損し，対側腎は低形成腎であった．乳児期より
腎機能が低下し，長男は 10 歳時に，長女は 11 歳児に
腎移植を受けている（図 1a）．
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②　原因遺伝子候補の抽出
患者を含む家族 5 名から血液を採取し DNA を抽出

した．その後，エクソーム解析，全ゲノム解析，アレ
イ CGH 解析を行った．PCR にて遺伝子欠失の確認を
行った．

③　発生期の腎臓における発現解析
E11.5, E12.5, E13.5, E14.5, E16.5 のマウス胎仔腎の

パラフィン切片を作製し，抗 CBWD1 抗体，抗 Six2

抗体（後腎間葉マーカー），抗 cytokeratin 8 抗体（尿
管芽マーカー）を用いて免疫染色を行った．

④　ノックアウトマウスの解析
CRISPR-Cas9 システムを用いて Cbwd1 ノックアウ

トマウスを作製した．発生期，成体マウスの腎を用い
てパラフィン切片を作製し HE 染色にて形態学的評価
を行った．

3　結　果

3-1　原因遺伝子候補 CBWD1 の抽出

家族歴よりホモ接合性あるいは複合ヘテロ接合性変

異が CAKUT 発症に関係している可能性を考え，エク
ソーム解析を行ったところ，既知の原因遺伝子を含め
患者特異的に認められる遺伝子変異はなかった．しか
し，9 番染色体 177574-179736 の周辺領域において，
ホモ接合性欠失を患者のみに認めた．この領域は
CBWD1 遺伝子の開始コドンを含む第 1 エクソン全体
を含んでいた．データベース（Genomic Variants）に
よると，同領域のヘテロ接合性欠失は 2,538 人中 4 名

（0.16％）であった．アレイ CGH を併せて行ったが，
明らかな欠失は認められなかった．本欠失がアレイ
CGH の検出感度よりも小さい可能性と，我々が使用
したアレイ CGH のカバーする領域を外れている可能
性が考えられた．

次に，欠失部位を明らかにするために long-range 

PCR や primer walking を行ったが，同領域に繰り返
し配列が多く，これらの方法では断端配列を同定する
ことはできなかった．そこで全ゲノム解析を行い，欠
失領域が 9 番染色体 178351-182100 であることを明ら
かにした（図 1b）．また CollectHsMetrics，EXCAVA-

図 1　原因遺伝子候補 CBWD1 の抽出
（a）長男，長女ともに片腎を欠損しており，対側腎は低形成であった．両親，次男は明ら
かな疾患を認めなかった．（b）全ゲノムシークエンスにて患者特異的に 9 番染色体
178351-182100 の欠失を認めた．
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TOR2 を用いて両親にヘテロ接合性欠失を認めること
を証明した．

3-2　Cbwd1 の発生期腎臓における発現

CBWD1 が CAKUT の発症に関わっていることを証

明するために，マウス胎仔腎を用いて Cbwd1 の発現
部位を調べた．後腎間葉マーカーである Six2，尿管
芽マーカーである cytokeratin 8 と共に，E11.5, E12.5, 

E13.5, E14.5, E16.5 のマウス胎仔腎連続切片を用いて
免疫染色にて評価を行ったところ，Cbwd1 は E11.5

図 2　胎仔腎における Cbwd1 の発現
マウス胎仔（E13.5）腎の免疫染色．Cbwd1 は尿管芽に発現していた．
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図 3　Cbwd1 ノックアウトマウスの表現型
（a）Cbwd1＋/－マウス（P0）の腎尿路の摘出した状態（左）と HE 染色（右）．左腎が重複
腎盂，重複尿管，水尿管を呈していた．（b）Cbwd1 ノックアウトマウスが CAKUT を呈す
る頻度．Cbwd1－/－マウスでは 29％，Cbwd1＋/－では 4％ に水腎症や重複尿管などの CAKUT
を認めた．
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と E12.5 の胎仔腎には発現を認めなかったが，E13.5

から尿管芽に発現を認めた（図 2）．E16.5 では尿管芽
由来の細胞に発現しており，腎盂の上皮細胞において
強く発現していた．

3-3　Cbwd1 ノックアウトマウスの解析

Cbwd1 が尿管芽に発現していることがわかったの
で，尿路の発生に関わっている可能性を考え，CRIS-

PR-Cas9 システムを用いて Cbwd1 ノックアウトマウ
スを作製した．Cbwd1＋/－マウス同士を交配すると，
胎生致死ではなく，メンデルの法則に従って，wild 

type，Cbwd1＋/－，Cbwd1－/－マウスが出生した．P0 マ
ウスの腎臓を解析したところ，Cbwd1－/－マウスでは
29％ の頻度，Cbwd1＋/－では 4％ の頻度で水腎症や重
複尿管などの尿路系の異常を伴う CAKUT を認めた

（図 3a, b）．オフターゲット効果の可能性を否定する
ために別ラインでも解析を行い同様の結果を得た．

4　考　察

我々は本研究において，まず CAKUT の患者特異的
に CBWD1 遺伝子の開始コドンを含むエクソン 1 が欠
失していることを同定した．次に Cbwd1 がマウス発
生期の腎臓において尿管芽に発現し，ノックアウトマ
ウスが CAKUT を呈することを見出した．以上より，
CBWD1 の欠失が CAKUT 発症に関わっていることを
明らかにした．

CBWD1 に関する論文は検索しうる限り存在せず，
その機能はこれまでわかっていない．今回の結果によ
り，CBWD1 が尿管芽の尿路系への発生に関わってい
る可能性が示唆された．患者では腎欠損を呈するのに
対し，Cbwd1 ノックアウトマウスは重複尿管などの
表現型を呈していた．これらの表現型の差は種の違い
が原因である可能性も考えられるが8），両表現型は尿
管芽が中腎管からの出芽するタイミングでの異常と捉
えることもできる．例えば，尿管芽に発現する転写因
子 Gata3 のノックアウトマウスは腎欠損，重複尿管と
様々な表現型を呈することが知られている9）．

CBWD1 遺伝子は 9 番染色体短腕のテロメアに近い
領域に存在している．同領域の欠失では 9p 欠失症候
群が知られている．この症候群は特徴的な顔貌，筋緊
張低下，発達遅滞を特徴とする10～12）．一方，本研究に
おける患者は CAKUT 以外の症状を認めなかった．9p

欠失症候群は 800 kbp から 12.4 Mbp と広い領域の欠
失をヘテロ接合性に認めるのに対し，本患者は 3.7 kbp

と小さい欠失をホモ接合性に認めていた．9p 欠失症
候群との表現型の差は cytogenetic な違いによるもの
と考えられた．

5　結　論

CBWD1 が尿路の発生に関わり，CBWD1 遺伝子の
部分欠失が CAKUT 発症に関与している可能性が考え
られた．

本研究は平成 26 年度日本透析医会公募研究助成に
よるご支援のもと行いました．日本透析医会の関係者
の皆様に深く御礼申し上げます．

本研究内容は 2020 年 1 月，Journal of the American 

Society of Nephrology 誌に掲載された（JASN January 

2020, 31（1）139-147;  DOI : https://doi.org/10.1681/

ASN.2019040398）．
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