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研究成果の概要（和文）：先天性腎尿路異常やネフロン癆は腎不全に至る小児腎疾患としては稀ではない。しか
しこれらの尿中バイオマーカーが存在せず、早期診断が困難である。本研究では患者の尿中に放出される微小分
泌小胞「エクソソーム」を解析し、簡便かつ鋭敏な診断が可能となる疾患マーカーの同定を目指す。東京大学小
児科ほか協力施設から小児腎疾患患者(ネフロン癆、先天性腎尿路異常など)の尿サンプルを収集し、尿中エクソ
ソーム分画の精製ののちに質量解析により蛋白を網羅的に解析した。これらの結果は早期診断への道を開くのみ
ならず、いまだ明らかになっていないCAKUTやネフロン癆の発症や進行における分子メカニズムの解明に繋がる
可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Because there is no urinary biomarker for congenital anomalies of kidney and
 urinary tract (CAKUT) or nephronophthisis, their diagnosis is often made after irreversible 
deterioration of renal function. In this study, we aimed at identification of biomarker for 
pediatric kidney diseases by analyzing urinary exosome by quantitative proteomics. We collected 
urine samples of patients with nephronophtisis, CAKUT or vesicoureteral reflux, and purified exosome
 fraction from urine for proteomic anlaysis. The results will reveal the diagnostic marker and may 
pave the way to unravel the mechanism by which pediatric kidney diseases develop and progress.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 
小児慢性腎不全の三大原因は低形成腎や異
形 成 腎 の よ う な 先 天 性 腎 尿 路 異 常
(congenital anomalies of kidney and 
urinary tract: CAKUT)(35%)、先天性ネフロ
ーゼ症候群や巣状分節性糸球体硬化症(19%)、
そして若年性ネフロン癆(5%)である。このう
ち、先天性ネフローゼ症候群・巣状分節性糸
球体硬化症は蛋白尿により比較的容易に発
見されるが、CAKUTとネフロン癆は早期診
断マーカーがないため、医学的な介入の機会
を逸し末期腎不全となってから発見される
症例も多い。 
 尿中バイオマーカーの探索を目的とした
研究はこれまでに数多く行われてきたにも
かかわらず、CAKUTやネフロン癆の早期発
見につながるマーカーは開発されていない。
その原因はこれらの疾患では血尿蛋白尿を
生じず、また希釈尿となることが多いため尿
そのものの解析では尿中に極微量含まれる
疾患特異的マーカー候補の検出が困難だっ
たからである。諸外国においては本邦のよう
な三歳児検尿や学校検尿システムが存在し
ないが、我が国では小児腎疾患の早期発見を
目指した社会的体制(学校検尿等)が確立され
ており、現在診断が困難な疾患の診断マーカ
ーを本邦で確立する意義は大きい。 
 
２．研究の目的 
本研究では病因細胞の分子情報を保有しな
がら尿中に放出される微小分泌小胞「エクソ
ソーム」に着目した。エクソソームは直径 40
〜100 nmの脂質二重膜小胞であり、産生元
細胞の蛋白質や核酸を他の組織に輸送する
新たな細胞間コミュニケーション構造体と
して注目を集めている。特に、病因細胞にお
いて特異的に発現している分子群も体液中
のエクソソームから検出可能であることよ
り、革新的なバイオマーカーリソースと言え
る。 
 これまでに血中エクソソームを用いた癌診
断開発研究が進んでいるが、尿中エクソソー
ムを利用したCAKUTやネフロン癆の早期診
断を検討した報告は未だない。従って、本研
究開発を通して将来的にこれら小児腎疾患
の非侵襲的診断が可能となれば、尿中のエク
ソソーム蛋白質を検出することによりあら
ゆる泌尿器系疾患の簡便かつ鋭敏な診断が
可能であることを示すマイルストーン的な
成果となり得る。 
 この解析によって尿中の超微量蛋白質か
ら小児腎疾患バイオマーカーが同定されれ
ば、市販妊娠検査薬同様のイムノクロマトグ
ラフなどを利用した極めて簡便で安価な診
断法の開発が可能となり、世界的な普及に繋
がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(I)尿サンプル収集  
 先天性尿路奇形(CAKUT)および若年性ネ

フロン癆の尿サンプルの収集を行う。東京大
学小児科、東京女子医大腎臓小児科のほか、
協力医療機関である東京都立小児病院、東邦
大学大森病院腎センター、都立墨東病院等か
ら(1)CAKUT患者(低形成腎、水腎水尿管症、
膀胱尿管逆流症、多嚢胞性異形成腎)、(2)ネ
フロン癆患者サンプルと(3)正常コントロー
ル（腎臓病以外の疾患で施行された検尿）サ
ンプルのサンプルを収集する。 
(II)尿中エクソソームの分画精製 
 多段階遠心分離を行い、このステップの上
清を液性成分として回収する。さらに沈殿画
分を PBSにて洗浄し、100,000 × gの超遠心
で再沈降させる。この洗浄工程をもう一度繰
り返し、最終的に得られた沈殿画分を尿中エ
クソソームとする。 
 また超遠心法に加え、ホスファチジルセリ
ン（PS）に結合する蛋白質と磁気ビーズを利
用した新規アフィニティー法（PS アフィニ
テ ィ ー 法 ）  (MagCapture™ Exosome 
Isolation Kit PS)により、PS を膜表面に有
するエクソソームを含む細胞外小胞を単離
した。 
(III)尿中エクソソームの LC/MS分析 
 分泌蛋白質や膜蛋白質を強力に変性させる
ことが可能なように調製したデオキシコー
ル酸とラウロイルサルコシン酸の混成界面
活性剤溶媒でエクソソーム構成蛋白質を完
全に溶解させ、還元アルキル化、トリプシン
消化を行う。混成界面活性剤を酢酸エチル抽
出で、無機塩を逆相抽出でそれぞれ除去し、
高分解能質量分析装置 LTQ-Orbitrap-Velos 
(Thermo Scientific社)にて LC/MS分析を行
う。 
 
４．研究成果 
 研究協力施設を含めた各施設の倫理委員
会での承認を経て小児腎臓病患者の尿サン
プル合計 48 サンプルおよびコントロールサ
ンプルを収集することができた。この中には
ネフロン癆患者(および疑い例)7 名、両側低
形成腎患者 14 名、両側膀胱尿管逆流症 7 名
を含んでいる。また腎機能低下例(eGFR<60)
が 20例あった。 
 超遠心機によるエクソソーム分画の精製
の技術的安定性が問題となり、一部のサンプ
ルのエクソソーム精製が不可能となった。厳
密に統一した方法で全サンプルの処理を行
うことがサンプル間の比較にとっては極め
て重要であるため、新規アフィニティー法で
新たに全サンプルのエクソソーム精製を行
い、解析に供することとした。 
 成人および希釈尿を呈する小児において
もエクソソーム分画の精製に成功し、これは
得られた蛋白分画の解析により既知のエク
ソソームマーカーが多数検出されることに
より確認された。現在患者サンプルの質量分
析を進めており、得られた結果について
In-house のプロテオーム解析サーバーモジ
ュールを用いた蛋白質の同定、及び相対定量



化処理を行っている。定量情報を用い、各種
腎疾患群と健常者群間で比較を行い、有意差
をもって腎疾患群で特異的に発現上昇する
尿中エクソソーム蛋白質を同定する。得られ
た結果について今後公表を予定している。 
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