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研究成果の概要（和文）：本研究では、犬と猫の糸球体疾患における上皮間葉転換について検索を行った。糸球
体疾患を発症したのは殆どが犬であった。腎生検により糸球体疾患が診断された犬の腎臓について免疫組織化学
的解析を行った結果、犬の糸球体疾患では、その病型にかかわらず上皮間葉転換の発現および筋線維芽細胞の出
現を認めることが明らかになり、筋線維芽細胞が出現するメカニズムとして上皮間葉転換が起こることが犬の糸
球体疾患でも証明された。一方、上皮間葉転換以外のメカニズムでも筋線維芽細胞が出現することも示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the epithelial-mesenchymal transition in 
glomerular disease of dogs and cats. Incident of the glomerular disease was found in dogs. 
Immunohistochemical analysis was performed in the kidneys of dogs that were diagnosed with 
glomerular disease by renal biopsy. The results showed that epithelial mesenchymal transition 
occurred in most dogs but it did not depend on the type of the glomerular disease. It was considered
 that myofibroblasts were derived not only from epithelial mesenchymal transition but also from 
other mechanisms.

研究分野：獣医腎泌尿器病学

キーワード： 糸球体疾患　犬　上皮間葉転換　筋線維芽細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糸球体疾患は難治性かつ進行性の腎疾患である。本疾患は人だけでなく犬や猫にも発生し、特に犬で多く発生す
る。犬や猫では、糸球体疾患の根本的な治療は難しく、本疾患に罹患した動物の飼い主の心的および経済的負担
は非常に大きい。本疾患の予防および治療に有効的な方法を見出すには、その病理学的な進行機序を明らかにす
る必要がある。本研究の成果は、その機序の一つである上皮間葉転換について明らかにしたものとして学術的お
よび社会的な意義を有している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糸球体疾患は、犬と猫のネフローゼ症候群や高血圧症の代表的な原因疾患であり、効果的な

治療法のない進行性の疾患である。糸球体疾患の原発部位は文字通り糸球体であるが、ヒトや実

験動物では、糸球体疾患においても糸球体の障害ではなく間質の線維化が腎機能の低下に深く

関与することが明らかにされている。この間質の線維化において近年注目を集めているのが上

皮・内皮/間葉転換の機構である。腎臓に様々な刺激（感染、炎症、薬物、蛋白尿など）が加わる

と、炎症細胞の浸潤や毛細血管の粗鬆化による組織の低酸素化が起こる。その結果として、障害

を受けた尿細管上皮細胞や血管内皮細胞は本来の形質を失い、その代わりに間葉系細胞の形質

を獲得する。このようにして形質転換した細胞は平滑筋アクチンと線維芽細胞の双方の形質を

有し、「筋線維芽細胞」と呼ばれる。上皮・内皮/間葉転換により誘導された筋線維芽細胞は非常

に活動的な細胞であり、多量の細胞外基質を産生することで間質の線維化を加速化する。この上

皮・内皮/間葉転換の一連のイベントには、数多くのサイトカインや成長因子が関与する複雑な

分子機構が存在する。しかしながら、犬と猫の糸球体疾患については、そのような進行機序はほ

とんど明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

（1）臨床的に糸球体疾患が疑われる犬および猫について、腎生検および死後剖検で得た腎臓を

病理組織学的に解析し、糸球体疾患の病型や犬と猫の違いを明らかにする。 

（2）犬と猫の糸球体疾患について、上皮間葉転換の発現や筋線維芽細胞の出現について免疫組

織化学的に解析し、糸球体疾患の病型との関連性、尿細管間質の線維化との関連性を明らか

にする。 

（3）猫の慢性腎臓病について、糸球体疾患の関与やトランスフォーミング増殖因子 β1（TGF-β1）

の関与を明らかにする。 

（4）その他：糸球体の発生異常を示す疾患である犬の腎異形成についても解析を行った。特に、

レニン・アンジオテンシン系および尿細管糸球体フィードバック機構を担うレニン、シクロ

オキシゲナーゼ-2（COX-2）神経型 NO合成酵素（nNOS）の腎臓での発現変化を明らかにす

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）糸球体疾患の症例収集と病態解析 

臨床的に糸球体疾患が疑われる犬と猫において、腎生検もしくは死後の病理剖検により腎臓組

織を採取した。光学顕微鏡観察のためには採取板腎臓組織を 10%中性緩衝ホルマリンで固定し、

常法に従ってパラフィン包埋した。2 μm の切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン、過沃素

酸シッフ、過沃素酸メセナミン銀、マッソン・トリクロームおよびコンゴ・レッド染色を施した。

電子顕微鏡観察のためには、組織を 2.5%グルタルアルデヒド/カコジル酸緩衝液で前固定、1% 

OsO4で後固定し、常法に従ってエポキシ樹脂に包埋した。超薄切片を酢酸ウランとクエン酸・

酢酸鉛で染色し、透過型電子顕微鏡で観察した。蛍光抗体法のためには、採取した組織を O.C.T

コンパウンドに包埋し、常法通りドライアイス/アセトンで凍結した。クリオスタットにより 3 

μmの凍結切片を作製し、IgG、IgA、IgM および補体 C3 に対する蛍光免疫染色を行った。染色



は、Alexa 488標識二次抗体を用いた間接法で行った。 

（2）糸球体疾患における上皮間葉転換の発現および筋線維芽細胞の出現 

上記で収集した症例およびこれまで蓄積した犬の糸球体疾患の 27 症例について腎臓組織を免

疫組織化学的に解析した。3 μm のパラフィン切片を作製し、ポリマー法により免疫染色を行っ

た。上皮系マーカーとしては、汎サイトケラチン AE1AE3、サイトケラチン 18（CK18）および

E-カドヘリンの検出を行った。間葉系マーカーとしてはビメンチンの検出を行った。筋線維芽細

胞のマーカーとしては α-平滑筋アクチン（α-SMA）の検出を行った。 

（3）猫の慢性腎臓病における糸球体疾患の関与および TGF-βの発現 

鹿児島大学で病理剖検された猫 41 頭の腎臓組織のホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを

実験に使用した。このうち、カルテの記録および病理組織学的所見から安定状態の慢性腎臓病と

判断された 12頭の猫を選抜した。3 μmのパラフィン切片を作製し、ポリマー法による免疫染色

で TGF-β1の検出を行った。抗 TGF-β1の特異性はウェスタンブロットにより確認した。 

（4）犬の腎異形成における COX-2、レニンおよび nNOSの発現 

臨床的に若年性腎症と診断され、病理組織学的解析から腎異形成と診断された犬 3頭のホルマ

リン固定パラフィン包埋ブロックを実験に使用した。対照群として、健常な成犬 3頭および腎臓

に病変を認めない幼若犬 3頭から得たホルマリン固定パラフィン包埋ブロックも使用した。3 μm

のパラフィン切片を作製し、ポリマー法により COX-2、レニンおよび nNOS に対する免疫染色

を行った。 

 

４．研究成果 

（1）糸球体疾患の症例収集と病態解析 

研究期間中に腎生検が実施されたのは犬 9頭であった。

すべての症例で光学顕微鏡、電子顕微鏡および蛍光抗体

法による解析が行われ、7症例は非免疫複合体性糸球体腎

炎、2症例は免疫複合体性糸球体腎炎と診断された。非免

疫複合体性糸球体腎炎の 7 症例は、その病理組織学的特

徴から、巣状分節性糸球体硬化症（FSGS; focal segmental 

glomerulosclerosis）もしくはそれが進行した全節性糸球

体硬化症と診断された（図１）。FSGSは、以前は犬や猫

ではまれな糸球体疾患とされていた病型である。近年、腎生検による詳細な病理解析が行われる

ようになり、海外では犬の非免疫複合体性糸球体腎炎の多くが FSGSであることが報告されてい

る（Aresu et al, 2017; Lorbach et al, 2020）。本研究では、国内においても犬の非免疫複合体性

糸球体腎炎では FSGS の病態が主体であることが明らかになった。一方、免疫複合体性糸球

体腎炎は 2例と少なかった。海外の報告では、犬の糸球体疾患は非免疫複合体性糸球体腎炎と

免疫複合体性糸球体腎炎の発生率が同程度であることが示されている（Aresu et al, 2017）。犬の

免疫複合体性糸球体腎炎は感染性疾患、炎症性疾患、免疫介在性疾患など様々な要因から続発す

ることが多い。特に、エールリヒア症は免疫複合体性糸球体腎炎の主要な原因疾患であるが日本

国内には存在しない感染症であり、このような基礎疾患の背景が免疫複合体性糸球体腎炎の発

生の低さに影響していると考えられる。2例のうち、1例は膜性糸球体腎炎であり、海外で犬の

免疫複合体性糸球体腎炎で最も多いとされている病型と一致した（Aresu et al, 2017）。一方、残

図１．FSGS と診断された犬の腎臓の光学
顕微鏡写真．マッソン・トリクローム染色 



りの 1 例はループス腎炎様の病型を示した。ループス腎炎は全身性エリテマトーデスに特徴的

な糸球体疾患の病型である。犬では、教科書的には知られているものの、実際には過去に報告の

ない糸球体疾患の病型であり、学術的に貴重な症例であった。 

猫では、研究期間を通して腎生検の適応となる症例は得られなかった。しかしながら、死後剖

検において得られた 9症例の腎臓組織を解析したところ、5症例には糸球体疾患が認められ、す

べてアミロイドーシスであった。この 5症例はすべて血縁のある同一家系の猫であり、遺伝性の

アミロイドーシスの可能性が示唆された。一般的に、猫の腎臓へのアミロイド沈着は尿細管間質

に起こる。一方、この家系猫群では糸球体へのアミロイド沈着が顕著であった。この症例群は学

術的に貴重であり、今後も解析を継続していく必要性がある。 

（2）糸球体疾患における上皮間葉転換の発現および筋線維芽細胞の出現 

糸球体疾患の犬 27例（免疫複合体性糸球体腎炎 14例、非免疫複合体性糸球体腎炎 13 例）に

おいて解析を行った。正常な犬の腎臓では、上皮系のマーカーである AE1/AE3、CK18および E-

カドヘリンは遠位ネフロン（遠位尿細管、ヘンレループ、集合管）に観察された。糸球体疾患 27

例でもすべての症例で同様の所見であった。これらのマーカーは近位尿細管上皮には発現して

おらず、シグナルの認められない小型の尿細管が委縮した

近位尿細管であるのか、上皮系の特性を失った遠位ネフロ

ンであるのかを判別することは困難であった。一方、間葉

系マーカーであるビメンチンを用いた解析では、上皮間葉

転換の特徴である尿細管上皮（主に遠位ネフロン）でのビ

メンチン発現が認められた（図 2）。このような尿細管上皮

でのビメンチン発現は、27例中 20例に認められた。糸球

体疾患の型（免疫複合体性糸球体腎炎と非免疫複合体性糸

球体腎炎）による違いは認められなかった。筋線維芽細胞

のマーカーである α-SMA 陽性シグナルは、全 27 例に認

められた。そのうち、19例で筋線維芽細胞と思われる陽性

間質紡錘形細胞が観察された（図 3）。このような筋線維芽

細胞の発現についても、糸球体疾患の型による違いは認め

られなかった。α-SMAとビメンチンの所見を比較すると、

多くの症例で上皮間葉転換の発現と筋線維芽細胞の出現

が同時に認められた。一方、筋線維芽細胞が発現してい

ない 8例中 3例にも上皮間葉転換が認められ、上皮間葉

転換を起こしていない 7例中 6例にも筋線維芽細胞の発

現が認められた。以上の結果から、犬の糸球体疾患では、その病型にかかわらず上皮間葉転換の

発現および筋線維芽細胞の出現を認めることが明らかになり、筋線維芽細胞が出現するメカニ

ズムとして上皮間葉転換が起こることが犬の糸球体疾患でも証明された。一方、上皮間葉転換以

外のメカニズムでも筋線維芽細胞が出現することも示唆された。 

（3）猫の慢性腎臓病における糸球体疾患の関与および TGF-β1の発現 

12 頭の慢性腎臓病の猫の腎臓を解析したところ、明らかな免疫複合体性糸球体腎炎を示す症

例は認められなかった。また、上述した犬の非免疫複合体性糸球体疾患のような典型的な FSGS

の病型を示す症例も認められなかった。一方、巣状分節性とは診断されないが、糸球体の硬化症

はすべての症例で観察された。猫の慢性腎臓病の特徴である尿細管間質障害はすべての症例で

図 2．ビメンチンの検出．免疫複合体性糸
球体腎炎の犬の腎臓．遠位尿細管上皮に間
葉系マーカーであるビメンチンの発現が認
められる． 

図 3．α-SMA の検出．免疫複合体性糸球体腎
炎の犬の腎臓．尿細管周囲の間質に陽性シグ
ナルを示す紡錘細胞が観察される． 



認められた。TGF-β1の免疫組織化学的解析では、すべての症例で遠位ネフロン（遠位尿細管お

よび集管）の細胞頂部および管腔表面で観察された。統計学的な解析では、遠位ネフロンの管腔

表面の TGF-β1 陽性スコアが血漿クレアチニン値と糸球体硬化症スコアとの間に有意な正の相

関が示した。また、陽性シグナルは近位尿細上皮にも観察され、その定量的スコアは血漿クレア

チニン値の間に有意な負の相関関係を示した。陽性シグナルは、ボーマン嚢壁、糸球体メサンギ

ウム細胞、血小板、血管平滑筋および間質浸潤細胞にも検出され、血小板の陽性スコアは血漿ク

レアチニン値の間に有意な負の相関関係を示した。すべての TGF-β1陽性スコアは間質の線維化

スコアとは有意な相関関係を示さなかった。 

以上の結果から、猫の慢性腎臓病では糸球体疾患は顕著ではないものの、糸球体硬化症が多く

の症例で認められた。この糸球体硬化症の進行と遠位ネフロンにおける TGF-β1の発現の関係性

は不明である。一方、尿細管間質の線維化には腎臓組織における TGF-β1の発現には関連性を認

めなかったものの、近位尿細管における TGF-β1の発現は慢性腎臓病の初期段階で尿細管の損傷

に関係する可能性がある。すでに、猫の慢性腎臓病で上皮間葉転換が発現し、筋線維芽細胞が出

現することは我々が報告しており（Yabuki et al, 2010）、今回の結果は、近位尿細管における TGF-

β1の発現がそのトリガーになる可能性を示している。 

（4）犬の腎異形成における COX-2、レニンおよび nNOSの発現 

糸球体の発生異常の一つとして、犬の腎異形成について解析を行った。COX-2は、成犬、若齢

犬ともに健常腎では緻密斑に陽性反応が観察された。異形成腎では陽性反応は、緻密班のみなら

ず、腎臓組織に陽性シグナルはほとんど観察されなかった。レニンは、成犬の健常腎では糸球体

傍細胞に陽性反応が観察された。若齢犬の健常腎では、糸球体傍細胞だけでなく尿細管上皮にも

陽性反応が観察された。異形成腎のレニンの発現部位は若齢犬の健常腎と同様であった。nNOS

は、健常腎では、成犬、若齢犬ともに緻密斑に陽性反応が観察された。異形成腎では、緻密斑に

おける陽性反応は明らかに減弱していたが、最も高度な異形成腎では広範な尿細管上皮で陽性

反応が観察された。以上の結果から、若齢犬の異形成腎における COX-2の発現低下は、レニン・

アンジオテンシン系に直接的な影響を与えるものではないことが明らかにされた。一方、nNOS

の発現低下は、糸球体ろ過量の調整に重要な尿細管糸球体フィードバック機構の減弱に関与す

る可能性がある。犬の腎臓の糸球体の発生異常により起こる腎機能不全のメカニズムは不明で

あり、NOSの発現低下がそのメカニズムに関連している可能性がある。 
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