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研究成果の概要（和文）：近年、慢性腎臓病の罹患者はヒトおよび伴侶動物で急増している。慢性腎臓病の対策では、
早期に診断し、治療することが重要である。本研究では、“microRNA”と呼ばれる短鎖の核酸を慢性腎臓病の早期診断
に応用することを目的とし、複数の動物種を用いて検証した。結果、慢性腎臓病モデルマウスの解析から、腎臓の病態
進行を反映し、かつ尿中にも出現する特定のmicroRNAを同定した。このmicroRNAはマウスのみならず、イヌ、ネコおよ
びヒトの腎臓にも発現しており、慢性腎臓病の早期診断ツール（バイオマーカー）への応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Recently, the numbers of human and animal patients with chronic kidney disease 
(CKD) have been increasing. It is crucial to diagnose and start treatment as an early therapeutic 
strategy for CKD. In this study, several animals were analyzed in order to use microRNAs as an early 
diagnostic tool for CKD. Specific microRNAs that indicated the progression of CKD were detected in the 
urine. These microRNAs were expressed in the kidneys of mice, as well as in those of dogs, cats, and 
humans, and could be used as an early diagnostic tool (biomarkers) for CKD.

研究分野： 獣医腎泌尿器学、分子形態学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
急増する慢性腎臓病(CKD)動物と未来の獣医
腎泌尿器学のために 
 
現在の問題点①：伴侶動物で増加する悪性疾
患－chronic kidney disease(CKD)－ 
CKD は、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
続する状態とされ、獣医学では血中クレアチ
ニンによるステージ分類が提唱されている。 
近年、伴侶動物の高齢化を背景に CKD 罹患

率は急増し、イヌ・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 動物は輸液療法を生涯必要と
し、動物・オーナーの負担は計り知れない。 
 
現在の問題点②：獣医 CKD 研究の遅延・診断
ツール不足の原因－動物種差－ 
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・診療法開発を遅延させている。
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・臨床への応用を困難にし、実験動物を用
いた研究でもその検出は高価・煩雑なキット
に頼る。 
加えて、CKD の病態もイヌとネコで異なる

ことは臨床的に知られていた。一方、報告者
は分子レベルでCKDの動物種差の原因に迫り、
イヌでは濾過装置(糸球体)、ネコでは吸収装
置(尿細管間質)に病変が首座し、これに「糸
球体のスリット膜関連分子発現低下に対す
る感受性の種差」が関与することを報告した
(Ichii et al, Histol Histopathol 2011)。
即ち、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研究・診断・治
療法の実施である。 
 
着想への経緯①：次世代バイオマーカー－ 
尿中に出現する RNA－ 
これまで報告者は、CKD に罹患したマウス、
イヌ、ネコの尿中に特定の RNA が出現し、そ
の出現動態はCKD増悪と相関することを示し
てきた (Ichii et al, Lab Invest 2010; 
Histol Histopathol 2011; Kidney Int 2012; 
Kimura and Ichii et al, PLoS One 2011)。
特に、腎臓に由来する尿中脱落細胞から検出
される mRNA は、腎局所病変の病理像を反映
しており、尿中 mRNA 型の評価は腎病理型の
非侵襲的予測に有用である。一方で、尿中
mRNA 評価の臨床応用には、構造の不安定性に
問題点を抱える。そこで本研究では、マイク
ロ RNA(miRNA)の分子生物学的特性に着目し
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。また、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。さらに、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 分子病態に関

与する miRNA を世界に先駆けて同定し、次世
代の尿中バイオマーカーに応用する着想に
至った。 
 
着想への経緯②： CKD の尿中バイオマーカー
miRNA 候補の発見－miR-146a－ 
これまで伴侶動物は勿論、ヒトや実験動物で
も CKD に関与する miRNA の報告は無かった。
一方、報告者は CKD モデルマウスの病理発生
に関与し、かつ尿中に出現する miRNA、
「miR-146a」を世界に先駆けて同定している
(Ichii et al, Kidney Int 2012)。miR-146a
は間質の炎症細胞に局在し、間質病変の進行
に関与すること、miR-146a は NF-κB シグナ
リング制御に参加し、下流のサイトカイン発
現を調節していることを明らかにした。この
ように、動物の尿には明らかに「miRNA によ
る CKD サイン」が存在する。 
 
２．研究の目的 
伴侶動物の CKD バイオマーカーmiRNA を確立
する。 
上記の背景およびこれまでの研究成果・解

析技術を基に、伴侶動物の尿中に出現する
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、
miRNA の尿中検出を基盤とする CKD 早期診
断・非侵襲的病理予測法を確立することを本
研究の最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
① 伴侶動物の腎臓に発現するmiRNAの同定 
これまでイヌおよびネコの腎臓に発現する
miRNA は不明であり、ネコでは miRNA 配列の
情報すら無い。本研究では、北海道大学獣医
学部の実習後に安楽死されたイヌ、他の研究
目的で安楽死されたネコを利用し（研究協力
者：北海道大学動物病院 獣医師、当研究室 
大学院生）、サンプルを収集した。腎機能数
値が正常である個体を選抜し、検体より腎臓
を採取後、腎臓の皮質と髄質に分けて total 
RNA を抽出し、ライブラリーを作製後、Small 
RNA シークエンスを行った。アライメントで
miRNA データを抽出した。ネコの miRNA につ
いては、マウスのデータベース（NCBI37/mm9）
を基に新規に分類した。 
 
② バイオマーカーmiRNA 候補の選定 
本解析では、報告者ら開発した CKD マウスを
利用した(Ichii et al, Histol Histopathol 
2008)。本モデルマウスは加齢性に糸球体腎
炎を発症し、ついには尿細管間質病変を進行
させる。その原因には自己免疫の異常が示唆
されており、CKD モデルとして有用であるこ
とを報告してきた。 
 ビーズ灌流法（Takemoto et al, Am J Pathol 



2002）によって、健常マウスおよび CKD モデ
ルマウスから糸球体を分離し、total RNA を
抽出後、東レ 3D-Gene mouse miRNA Oligo 
chips を用いてマイクロアレイ解析を行った
（研究協力者：東レ株式会社 担当）。健常
マウスに比べて、CKD マウスの腎組織で有意
に変動しているmiRNAをリストアップし、CKD
の病態パラメーターとの相関を解析した。 
 
③ バイオマーカーmiRNA 候補の解析 
②の計画で選抜したバイオマーカーmiRNA 候
補について、イヌおよびネコに加え、ニワト
リ、ウマ、ウサギ、トド、ウシ、ヤギおよび
ヒトの腎組織を用い、レーザーマイクロダイ
セクション法でその発現を解析した。また、
CKD の病態における役割を CKD モデルマウス
および in vitro アッセイ系を用いて精査し
た。ヒトの健常群および病態群（IgA 腎症、
ループス腎炎）の腎臓および尿サンプルを収
集し、候補 miRNA の変動が意味する臨床的な
意義を検討した。 
 
４．研究成果 
① 伴侶動物の腎臓に発現するmiRNAの同定 
解析したすべての腎組織において、miRNA の
含有率は 85％以上であった。 
Small RNA シークエンス解析の結果、イヌ

の腎皮質と髄質で各々295 種と 297 種の
miRNA が検出された。一方、ネコの腎皮質と
髄質で各々277 種と 276 種の miRNA が検出さ
れた。 
イヌの腎皮質では miR-323 を含む 45種が、

ネコの腎皮質では miR-192 を含む 41 種が、
イヌの腎髄質では miR-132 を含む 11 種が、
ネコの腎髄質では miR-20a を含む 78 種が強
く発現していた。イヌとネコに共通し、腎皮
質で髄質よりも 2 倍以上強く発現する miRNA
は 31 種、一方、腎髄質で皮質よりも 2 倍以
上強く発現する miRNA は 14 種検出された。 
本研究成果によって、伴侶動物の腎臓に発

現するmiRNAデータベースの基礎がつくられ
た。全 miRNA のデータは web 上で閲覧可能で
あ る
（ http://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspa
ce/handle/2115/56453）。各 miRNA は、糸球
体や尿細管間質で機能制御を担うと考えら
れる。 
 
②バイオマーカーmiRNA 候補の選定 
次いで、バイオマーカーmiRNA 候補選抜のた
め、CKD モデルマウス(B6.MRLc1)を主に解析
した。CKD マウスは膜性増殖性糸球体腎炎を
発症し、メサンギウム増殖、糸球体基底膜の
二重化・免疫複合体沈着、足細胞傷害、糸球
体でスリット膜関連分子の発現低下ならび
に炎症メディエーターの発現増強等を示す。 
CKD マウスの糸球体をビーズ法で分離し、

健常マウスとのmiRNAマイクロアレイ比較解
析を実施した（右上図）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 種の miRNA(miR-92b*、let-7a、miR-26a、

miR-195)が CKDマウスの病態初期に有意に変
動するmiRNAとして同定された。特に、1et-7a、
miR-26a、および miR-195 は健常マウスの糸
球体に強く発現し、CKD マウスでその発現は
低下することを TaqManPCR で明らかにした。
miRNA の発現局在を in situ hybridization
法で解析し、糸球体構成細胞に陽性シグナル
が得られた（下図、miR-26a のみ示す）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、let-7a、miR-26a、および miR-195

はマウスの尿沈渣を除いた尿上清から検出
可能であった。①のデータより、これらの
miRNA はイヌおよびネコの腎臓にも発現して
いた。これらの作業によって、糸球体特異的
かつ動物種に共通して発現し、さらには尿で
も検出しうるバイオマーカーmiRNA 候補を選
抜した。 
 

③ バイオマーカーmiRNA 候補の解析 
②の結果より、4種の miRNA(miR-92b*、let-7a、
miR-26a、miR-195)が CKD マウスの病態初期
に有意に変動するmiRNAとして同定されたが、
特にマウスの糸球体、また、イヌおよびネコ
の腎臓で発現量の高い miR-26a に着目した。 
 miR-26a はマウスでは糸球体の足細胞（ポ
ドサイト）に強く発現し、イヌ、ネコの腎臓
でも糸球体に強く発現する傾向にあった。ニ
ワトリ、ウマ、ウサギ、トド、ウシ、ヤギ、
ヒトの腎臓でも同様の傾向を得た（次貢図）。 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
病態時の miR-26a 発現を CKD マウス、ルー

プス腎炎およびIgA腎症患者のサンプルで精
査した。CKD マウスの糸球体内 miR-26a 発現
量は健常群よりも低いが、ループス腎炎およ
び IgA 腎症患者でも同様の傾向を得た。CKD
マウスにおいて、糸球体内 miR-26a 発現量は
尿中アルブミン/クレアチニン比と負の相関
を、糸球体内ポドサイト機能関連分子の mRNA
発現量と正の相関を示した(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年、尿中 miRNA はエクソソームと呼ばれ

る小胞に含まれることが示唆されている。マ
ウスおよびヒトにおいて、各病態群の尿中エ
クソソーム内miR-26a量は健常群よりも高か
った。 
in vitro培養系で、マウス不死化ポドサイ

ト株の miR-26a の発現量は、メサンギウム細
胞株や集合管上皮細胞株よりも高く、分化と 
共にその発現が上昇した。ポドサイト株の
miR-26a 発現量は、ポドサイト機能関連分子
の mRNA 発現量と正の相関を示し、LPS あるい
はピューロマイシンを用いた薬物誘導性細
胞傷害によって減少した。細胞傷害後、培養
液中エクソソーム由来 miR-26a は増加した。 
 以上、miR-26a は動物の腎臓、特に糸球体
に強く発現する傾向にあり、ポドサイトの分
化や細胞骨格を制御し、病態時にはその発現
が減少することを明らかにした。エクソソー
ムのデータから考察すると、傷害を受けたポ
ドサイトは尿中にmiR-26aを含むエクソソー
ムを放出することが示唆され、CKD 進行を示
す新たな尿中サインとして興味深い（右図）。 
miR-26a は CKD の次世代バイオマーカー候

補である。また、その診断応用には尿中エク
ソソームの評価が鍵を握る。一方で、未だ獣
医臨床的な知見は不足しており、イヌおよび
ネコのサンプルを充足し、今後も臨床的デー
タを蓄積していくことが課題である。 
報告者は今後、伴侶動物の尿中エクソソー

ムに由来するmiRNAに着目して研究を進める。

バイオマーカーに有用なmiRNAを複数見出し、
本研究の最終目標である「miRNA の尿中検出
を基盤とする CKD 早期診断・非侵襲的病理予
測法を確立」を目指す。 
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