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研究成果の概要（和文）：伴侶動物およびヒト共に腎臓病の増加は深刻である。腎臓は再生しにくく、早期診断
は腎臓病対策の要である。本研究では、獣医学における非侵襲的Liquid biopsyを実現すべく、そのマーカー候
補を動物の尿中エクソソーム由来マイクロRNAから探索した。網羅的RNA発現解析ならびに病態解析から、
miR-26aを糸球体傷害マーカー候補として同定した。また、miR-26aは動物種横断的に糸球体に発現し、汎動物学
的マーカーとしての可能性も示された。一方、臨床応用に向け、複数のmiRNAマーカー候補、腎機能との相関、
病態早期における動態、尿細管間質障害との関連性等を明らかにすることを今後の課題として見出した。

研究成果の概要（英文）：The patients with kidney disease are increasing in both companion animals 
and human. Early diagnosis is a crucial therapeutic strategy for non-regenerative kidney. In this 
study, we tried to find the biomarker candidates from urinary exosome-derived microRNA to develop 
the non-invasive “Liquid Biopsy”. In the comprehensive expression analysis and pathological 
analysis of animals, we identified miR-26a as a candidate for renal glomerular injury marker. 
Further, several animal species commonly expressed miR-26a in their glomeruli, indicating a 
possibility of animal species-crossing biomarker. Further, for the application of miRNA to clinical 
area, we need to clarify further miRNA marker candidates, their correlations with renal function, 
their dynamics at early disease stage, and their pathological relations with tubulointerstitial 
lesions.

研究分野： 獣医学、腎泌尿器学、分子形態学
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１．研究開始当初の背景 
背景①：伴侶動物で増加する悪性疾患 
慢性腎臓病（Chronic  Kidney  Disease：
CKD）は、日本国民の 8 人に 1 人が罹患する
新たな国民病であり、1)明らかな腎障害の存
在、2)腎機能の低下のいずれか、または両方
が慢性的に持続する病態である。伴侶動物の
高齢化を背景に獣医学臨床でもCKD罹患率は
急増しており、イヌおよびネコの死亡要因の
上位を占める。さらに CKD は、他の疾患、特
に循環器疾患のリスクを増加させる悪性の
基礎疾患である。CKD 動物は保存療法を生涯
必要とし、動物・オーナーの負担は計り知れ
ない。 
 
背景②：獣医学における CKD 対策の遅延・診
断ツール不足の原因 
唯一の CKD 対策は早期発見と迅速な腎臓保
護療法の導入にあるが、“動物種差”が獣医
学のCKD研究および新規診療法開発の障壁と
なっている。つまり、ヒトでは尿中アルブミ
ンを代表とするバイオマーカー蛋白がCKD診
断に応用されているが、獣医学では蛋白構造
の種差が研究・臨床応用を困難にし、実験動
物を用いた研究でもその検出は高価かつ煩
雑なキットに頼る。 
加えて、CKD の病態はイヌとネコで異なる

ことが臨床的に知られている。つまり、獣医
学に求められる CKD 対策とは、動物種に合っ
たテーラーメイドの研究と診療法の実施で
あるが、現在の獣医学には“動物を傷つけず、
早期に腎臓の傷害部位、その程度を診断する
ツール”が絶対的に不足している。 
 
背景③：獣医療に応用すべき革新的なバイオ
マーカー 
本研究の基軸たる概念として、“腎臓の細胞
が放出し、かつ尿中で検出できるバイオマー
カーは、腎局所病変の存在ならびに腎病理型
の非侵襲的予測に有用である”ことを掲げ
る。 
これまで報告者は CKD に罹患したマウス、

イヌ、ネコを解析し、特定の腎構成細胞の傷
害を示し、かつ尿中に出現するバイオマーカ
ー候補蛋白・mRNA 等を発見・報告してきた(市
居ら: Lab Invest 2010;Histol Histopathol 
2011;木村・市居ら:PLoS One 2011)。一方、
これら蛋白・mRNA の臨床応用には構造の不安
定性と動物種差に問題点を抱える。 
そこで報告者は、次世代バイオマーカーと

してマイクロ RNA（miRNA）に着目した。miRNA
は短鎖の RNA(18-25bp)であり、標的 mRNA と
結合し、転写後調節因子として機能する。以
下に、獣医腎泌尿器学への臨床応用における
miRNA の生物学的利点を示す。 
① セントラルドグマの上流に位置するため、

mRNA や蛋白よりも発現制御に動物種差が     
少なく、塩基配列も動物種間で高度に保存
されている                       

② 短鎖の核酸であるため、構造が安定してお 

り、尿中でも分解されにくい 
本研究では、伴侶動物の CKD 進行に関与す

る miRNA を世界に先駆けて同定し、革新的な
尿中バイオマーカーに応用する。 

 
２．研究の目的 
近年、体液中の miRNA はエクソソームと呼ば
れる小胞（約 50-200 nm）に包まれているこ
とがわかった。そこで本研究では、伴侶動物
の尿中エクソソームに由来するCKDバイオマ
ーカーmiRNA を同定し、その miRNA が制御す
る分子病態の詳細を解明後、バイオマーカー
miRNA の尿中検出を基礎とする CKD の早期診
断法・非侵襲的病理診断法を確立する。 
研究期間内に以下の項目を明らかにする。 
① CKD 初期のイヌおよびネコの尿中で変動

するエクソソーム由来 miRNA を同定する。 
② 同定したmiRNAの尿中動態とCKD病理の相

関を明らかにする。  
③ 同定した miRNA が制御する腎臓内の局所

病変を明らかにする。 
以上により、臨床展開への基盤を完成させ、
獣医療に miRNA による CKD診断法を導入する 
 
３．研究の方法 
CKD 罹患動物の尿中エクソソーム由来 miRNA
を解析し、診断ツールとしての特性を明らか
にする。 
① CKD 罹患時に変動する miRNA の同定：網

羅的発現解析によって、CKD 初期のイヌ・
ネコの“尿で変動する miRNA”をバイオ
マーカー候補として選抜する。 

② 候補 miRNA の変動が意味する病理学的意
義の解明：CKD に罹患した動物の腎臓お
よび尿で候補 miRNA が変動するとき、腎
臓の病理像および機能に起こる変化を精
査し、候補 miRNA が“どのようなバイオ
マーカーとなるのか”を明らかにする。 

 
具体的な方法として、下記の通りに実施した。 
 
方法１．尿中エクソソームの観察 
北海道大学動物医療センターならびに民間
動物病院の協力を得て、イヌおよびネコの尿
を採取した。市販のキットを用いて尿からエ
クソソームを精製し、エクソソームマーカー
TSG101 のウエスタンブロッティング解析を
行った。また、走査型電子顕微鏡による形態



観察を行った。 
 
方法２．尿中エクソソーム由来 miRNA の発現
解析 
上記動物病院に来院したイヌとネコから腎
機能データ(血中 BUN・血中クレアチニン
(CRE))を得た。これらの値を基に腎機能正常
個体（健常群）と腎機能悪化個体（腎臓病群）
に分けた。方法１で収集した尿を用い、市販
の抽出キットで尿中エクソソーム由来RNAを
精製し、次世代シークエンス解析を行った。
また、マーカー候補となる miRNA については
TaqMan PCR 法で定量的に解析し、各個体の腎
機能データとの相関を解析した。 
 
方法３．腎組織内 miRNA の発現解析 
上記動物病院に来院した症例において、腎生
検や剖検実施個体から腎組織を収集した。腎
組織のパラフィン切片を作成し、レーザーマ
イクロダイセクション（LMD）法で糸球体と
尿細管間質を切り出した。各組織の miRNA 発
現を TaqMan PCR 法で定量し、個体の腎機能
データや腎病理スコアとの相関を解析した。 
 
方法４．尿細管間質障害モデルの解析 
方法1-3を遂行するに当たって生じた問題を
解決すべく、方法 4を計画した。 
ネコは尿細管間質病変を主体とする腎病

変を呈するが、これまでその病変を模倣する
有用な自然発症モデル動物は確立されてお
らず、それは miRNA 研究の進行において大き
な課題となった。報告者らは新たな腎臓病モ
デル動物としてコットンラット（Sigmodon 
hispidus）に着目し、その病理像を解析した。 
 
４．研究成果 
成果１．動物の尿に出現するエクソソーム 

左図のように、動物
の尿中にもエクソソ
ームが出現すること
を明らかにした。ま
た、電子顕微鏡解析
によってその形態を
明らかにした。形態
はやや不整形であり、
尿や保存方法による
影響が考えられた。 

 
成果２．バイオマーカー候補の選抜 

過去に明らかにしたのイヌとネコの腎臓内
miRNA 発現データ（市居ら, Res Vet Sci 2014）

ならびに今回の尿中エクソソーム由来 miRNA
の次世代シークエンス解析結果（リード数や
健常群と腎臓病群の差異等）から包括的に判
断し、miR-26a、miR-146a、miR-21a、miR-486a、
miR-10a および miR-10b をバイオマーカー候
補として選抜した。 
特に、イヌおよびネコ共に腎臓病群の尿中

エクソソーム由来“miR-26a”の量は健常群
のそれよりも有意に低下し、その値は腎機能
数値（BUN、CRE）と負の相関を示した（左下
図、未公表データを含む）。また、両パラメ
ーターの相関において、イヌがネコよりも強
い相関を示す傾向にあったが、両種ともに尿
中エクソソーム由来 miR-26a と腎機能数値
（BUN、CRE）の相関はやや弱い傾向にあった。 
 
成果３．バイオマーカー候補の腎臓内発現 

マウスにおいて、miR-26a は糸球体を構成す
る足細胞（ポドサイト）に発現し、その細胞
傷害の進行と共に発現が減少することをす
でに明らかにしている（市居ら, PLoS One 
2014）。この報告と同様、イヌやネコの腎臓
においてもmiR-26aは尿細管間質よりも糸球
体に強く発現していた。また、イヌの糸球体
内 miR-26a 発現量は腎機能数値（BUN、CRE）
や糸球体病理傷害スコアと有意な負の相関
を示した（上図）。一方で、イヌの尿細管間
質内miR-26a発現量と腎病態スコアの間に有
意な相関は認められなかった。 
CKD において、イヌはネコよりも糸球体傷

害（ポドサイト傷害）を強く示す傾向にある
ため（市居ら, Histol Histopathol 2011）、
“腎臓内 miR-26a の動態”と“腎病態の種差”
との関連性が考えられた。 
 
成果４．尿細管間質障害マーカー候補の探索 
前述のように、ネコでは尿細管間質病変が強
く現れる傾向にあり、尿細管間質障害マーカ
ーmiRNA の同定は重要である。成果２で選抜
したマーカーmiRNA において、miR-21a およ
び miR-146a は尿細管間質病変の形成に関与
する（市居ら, Kidney Int 2012; Chau ら Sci 
Transl Med 2012）。一方、本研究で収集した
ネコの腎組織では、すでに重度の線維化が進
行しており、尿細管間質病変とこれらのバイ
オマーカーmiRNA 候補の病理学的相関の解析
は困難であった。 
 そこで報告者らは、モデル動物の利用を考
え、コットンラットを新たな尿細管間質病変
モデルとして見出した。本動物はリンパ球浸
潤を伴う尿細管間質病変と腎性貧血を加齢
性に発症し、その病態はエストロジェンに増
悪されることを明らかにした。 
現在、本モデル動物を用い、尿細管間質病

変とmiRNAの関連性を継続して解析している。 



【まとめと今後の展望】 
本研究によって、動物（イヌ、ネコ）の尿中
にもエクソソームが出現し、その中に含まれ
る特定の miRNA は腎組織傷害を知らせる
“Liquid Biopsy マーカー”になる可能性を
見出した。特に、miR-26a は動物種横断的に
糸球体に強く発現しており、糸球体傷害を知
らせる“汎動物学的マーカー”になり得る。  
一方、尿中エクソソーム由来 miRNA 量と腎

機能数値（BUN、CRE）の相関は低い傾向にあ
り、臨床応用のためには他の腎機能指標（尿
中アルブミン値）との相関解析や、病態早期
における動態解析によって、尿中エクソソー
ム由来miRNAのバイオマーカーとしての有用
性・病態意義を今後明らかにする必要がある。
また、尿細管間質障害マーカーmiRNA の検証
を進め、複数の miRNA マーカーを用いた腎臓
病の Liquid Biopsy パネル診断を実現したい。 
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