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研究成果の概要（和文）：　猫多発性嚢胞腎の嚢胞形成機序を明らかにするために、腎嚢胞細胞PKD1遺伝子変異
によるツーヒット変異を証明し、嚢胞細胞増殖シグナル伝達経路をブロックする分子標的薬を決定して、猫にお
ける至適投与量を模索した。その結果、嚢胞ネットワークを通じて全国より血液検体と死亡症例の腎臓を収集で
き、PKD1遺伝子のPCR-RFLP法とダイレクトシークエンスによる遺伝子検査の結果、腎嚢胞細胞PKD1遺伝子にホモ
型変異を検出し（エクソン29、c.9891）ツーヒット変異が生じていることを明らかにした。治療薬にはcAMP 
pathwayを抑制するトルバプタンを選択し、短期投与と長期投与を実施して投与量を決定した。
　

研究成果の概要（英文）： On the purpose of clarification of renal cyst formation in feline 
polycystic  kidney disease (fPKD), PKD gene mutation (Exon29, c.10063, C>A) in cyst epithelium was 
analyzed and two-hit theory was discussed. Furthermore, molecularly-targeted drug for fPKD was 
selected and the clinical dosage for fPKD was also investigated.
 Many blood samples and PKD kidney samples were collected through the feline polycystic kidney 
network, and PCR-RFLP analysis and direct sequence of PKD1 were performed. Homozygous mutation of 
PKD1 was found in cyst epithelium ( somatic cell ) suggesting two-hit mutation. Tolvaptan, orally 
active vasopressin V2 receptor antagonist, was selected for the molecularly-targeted therapy for 
fPKD and short-term and long-term administration of tolvaptan  were performed in healthy cats for 
decision of clinical dosage. 
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１．研究開始当初の背景 
 
常染色体優性多発性嚢胞腎（ADPKD）

は、人では難病指定されている遺伝性

疾患である。この病態が人以外の動物

である猫にも存在することが近年明

らかになってきた。	

ADPKD は PKD1・PKD2・PKD3 の遺伝子

異常によって、腎臓や肝臓など特定の

臓器に後発的に嚢胞を形成し、内部に

液を分泌するのが大きな特徴である。

これまでの研究でADPKDのモデルとし

て開発された PKD1 ノックアウトマウ

スやノックアウトキメラマウス、トラ

ンスジェニックメダカでは、長期間か

けて形成される嚢胞腎の再現には至

らなかった。猫の PKD では人と同様に

嚢胞は次第に数と大きさを増してゆ

き、中年齢以降に腎不全症状を呈する

ようになる(日本猫雑種、雄、申請

者ら、日本獣医師会誌、63、2010)。

猫では PKD1 のヘテロ型ミスセンス変

異 exson29,position	3284,C＞A が証

明されている。したがって、猫 PKD は

人のADPKDの良いモデルであると考え

られている。	 	 	 	 	

このように PKD1 遺伝子の変異が引

き金になることは示されたものの、何

故嚢胞形成が長い経過を経て次第に

重症化するのか、その機序の解明はま

だ解決されていない問題として残っ

ている。この嚢胞形成の機序が明らか

になれば、そこに作用する分子標的薬

などの内科治療が可能となり、難病で

ある多発性嚢胞腎の新たな治療法に

つながるものと考えられる。	

	
２．研究の目的	
	
	 上記の背景を踏まえ本研究では、猫多
発性嚢胞腎が ADPKD のモデル疾患である
ことを明らかにするために、病態の機序
を解明し、最終的には分子標的薬の選択
と症例への投与のための臨床的投与量の
決定を行う目的で、以下の項目を明らか

にすることとした。	

A)  猫多発性嚢胞腎の嚢胞細胞
における PKD1 遺伝子のツー

ヒット変異の証明	

猫多発性嚢胞腎症例の白血球お

よび腎嚢胞上皮細胞 DNA の PKD1

遺伝子領域（エクソン 29 領域、

c.9891 部位）でのヘテロ接合性の

喪失を検出し、嚢胞細胞（体細胞）

におけるツーヒット説を証明す

る。	

	

B)  ポリシスチン蛋白（PC）と
CFTR の嚢胞形成への関与	

嚢胞形成に PKD1 遺伝産物である

PC と、溶液輸送に関わる CFTR が

猫の嚢胞腎組織で嚢胞形成とど

のように関連しているのかを明

らかにする。このことは、次の目

標項目である治療薬の選択を行

うために必須の研究課題である。	

	

C)  猫多発性嚢胞腎治療分子標
的薬の選択と臨床的投与量

の決定	

	
３．研究の方法	
	

（１）	嚢胞ネットワークの構築および

サンプル収集		

	

◎	 	 現在までに構築されている嚢胞腎

ネットワークを通じて、症例の収集

を行う。岩手大学嚢胞センターで実

施している猫 PKD の遺伝子診断に寄

せられた症例で、死後の献体を了承

してくれた飼い主にも協力しても

らう。この方法ですでに複数の献体

を受けている。☞ネットワーク構

築とサンプル収集	

	  

 



◎	 血液サンプルからの DNA 抽出と

PCR-RFLP 法ならびにダイレクトシ

ークエンス法の実施	

◎	 献体腎臓に関しては、嚢胞液の分析

（蛋白濃度、比重、無機成分濃度、

ＮＡＧ濃度、沈渣細胞の同定）	

◎	 病理組織学的検索	

	

（２）	猫多発性嚢胞腎におけるツーヒ

ット変異の証明	

◎多発性嚢胞腎症例の腎臓から凍結切

片を作成し、マイクロダイセクショ

ンシステムを用いて、嚢胞形成した

尿細管上皮細胞をピンポイントで採

取する。	

◎単離した嚢胞細胞から DNA を抽出し、

エクソン29特異的なPKD遺伝子のプ

ライマーを用いて PCR を実施。PKD1	

mRNA 遺伝子のオリゴヌクレオチドプ

ライマーは、GenBank データベースに

基づき設計した。	

◎PCR 産物に対する PCR-RFLP 法による

アガロースゲル電気泳動と、ダイレ

クトシーケンス法を実施し、PKD 遺伝

子変異がヘテロ型（１ヒット）なの

か、それとも体細胞変異を起こして

ホモ型（２ヒット）に変化している

かを検証。エクソン 29 領域、c.9891

部位でのヘテロ接合性の喪失の証明。	

	 ☞ツーヒット仮説の証明	

	

（３）	猫嚢胞腎細胞におけるポリシス

チン蛋白発現の観察	

◎猫多発性嚢胞腎における腎臓の病理組

織学的検索を実施し、各種レクチン染

色とEカドヘリン染色を行い嚢胞細胞

の由来を特定。この際、最適な猫の近

位尿細管マーカーと遠位尿細管マー

カーの選定を行い、小嚢胞と大嚢胞の

由来尿細管部位を特定する。	

◎PC 蛋白に対するペプチド抗体の作成。

変異部位(青矢印)を挟んだ C末と N末

（赤矢印）をプローブにして作成。PC

抗体による嚢胞組織の免疫染色	

	

（４）	嚢胞細胞における PCの mRNA の定

量。マイクロダイセクションで切

り出した嚢胞細胞からRNAを抽出

し、RT-PCR の実施とリアルタイム

PCR により定量。	 ☞嚢胞増殖因

子の特定	

	

（５）	健康猫に対するトルバプタン投

与と臨床投与量の決定	

	

◎	 分子標的薬として cAMP	pathway 阻

害のバソプレシン V2 受容体拮抗薬

トルバプタンを選択	

◎	 健康猫	

◎	 各種 dose を単回投与し、利尿効果

の現れる投与量で、有害作用のない

最大量を検索	

◎	 健康猫に上記で決定した投与量を

半年間連続投与し、有害作用を確認	

	

４．研究成果	

	

（１）嚢胞ネットワークによるサンプル

の収集	

◎	 全国から血液サンプルならびに死亡

した猫PKD症例の献体腎が収集できた。

その結果、実施機関内に 377 の血液検

体と 20 症例の献体腎を収集した。	

◎ 	 血液サンプルから DNA 抽出後

PCR-RFLP 法を実施し、遺伝子変異陽性

猫を抽出した。377 献体のうち遺伝子

変異陽性だった検体は150例であった。	

◎遺伝子変異陽性の猫の性差を検定した

が、性差は認められなかった。	

◎	 陽性猫の種類は、ペルシャ種の他に、

スコティッシュ・ホールドやアメリカ

ン・ショートヘアでも高率にみられ、

日本猫雑種や洋猫雑種にも高率に認

められた。したがって、日本において

はペルシャ以外の猫種にも猫PKDの症

例が多数存在すると思われた。	

◎	 また、ホームページに飼い主と繁殖

者向けに猫PKDに関する啓発資料を掲

載し、遺伝子変異陽性猫の繁殖を行わ

ないよう情報発信した。	

	

（２）猫 PKD におけるツーヒット変異	

◎	 猫PKDの嚢胞上皮細胞のPKD1遺伝子

（エクソン 29 領域、c.9891 部位）に

「ヘテロ接合性の消失」を検出し、ツ

ーヒット変異があることを明らかに

した。	

	

（３）PC と CFTR の嚢胞細胞での発現	

◎	 これら２者の免疫染色を嚢胞細胞に

実施し観察したところ、小嚢胞〜中嚢

胞ではそれらの発現が良好に観察さ

れるが、大嚢胞では殆ど観察されなく

なっていた。したがって嚢胞細胞が盛



んに分裂している時期に CFTR 発現が

高度にみられることが明らかになっ

た。	

（４）トルバプタンの健康猫への投与	

◎	 	 上記の研究成果を基に猫 PKD の治

療薬として cAMP	pathway 阻害のバ

ソプレシン V2 受容体拮抗薬トルバ

プタンを選択し、その臨床治療量を

決定するための基礎情報の取得の

ため、各種の投与量のトルバプタン

を健康猫に単回投与した。その結果

利尿効果が充分観察され、高 Na 血

症などの電解質異常も認められな

い投与量が明らかになった。	

◎	 同量を６か月間健康猫に投与し、定

期的に血液と尿を採取して分析し

てトルバプタンの長期投与の影響

を観察した結果、トルバプタン投与

による有害作用は一切認められな

かった。	

今後はトルバプタンを実際の猫 PKD 症例

に対して投与し、その効果を確認するこ

ととした。	
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