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研究成果の概要（和文）：ネコ組織からAGPC法を用いてTotal-RNAを抽出し、Oligo-dTラテックスビーズ法を用いてmRN
Aを精製した後、ネコKlf4、Oct3/4、Sox2、およびAQP2遺伝子クローニングに成功した。ネコKlf4、Oct3/4、およびSox
2は、pCl-neo Mammalian Vectorに挿入され、ネコ皮膚の初代線維芽細胞に導入を試みたが、iPS細胞の作出はできなか
った。ネコAQP2は、pTrancer-EF-Bsdに挿入し、CrFK細胞と293細胞に導入したところ少数ではあるが、高発現GFP細胞
が分離でき、有意に水分吸収量の増加がみられた。

研究成果の概要（英文）：Total-RNA was extracted from a feline tissue by using the AGPC method. Further tot
al-RNA was purified to mRNA by the Oligo-dT latex beads method, and using this mRNA, the cloning of feline
 Klf4, Oct3/4, Sox2 and AQP2 gene was successful. The CDS of feline Klf4, Oct3/4 and Sox2 were inserted in
to pCl-neo Mammalian Vector. The fibroblast which it obtained from a feline skin tried the co-transfection
 of these vectors, but the iPS cell was not able to induce. While, feline AQP2 gene was inserted into pTra
ncer-EF-Bsd, and this vector was transfected into CrFK cell line and 293 cells line. It could isolate few 
high level expression GFP cell lines, and the increase of the water absorption was significantly higher th
an control CrFK cell line in the water absorption study using the cell.
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎不全(CRF)になると、BUN等の浸透圧
物質の体内蓄積により血漿浸透圧が上昇し、
渇欲中枢が刺激されるため多飲多尿となる。
ネコの場合、CRFは end stageでも浮腫を起
こさず、stage の進行にあわせ、飲水量より
尿量が増大し脱水を来たす。ネコの腎ネフロ
ンは長ネフロンと呼ばれ、水分の再吸収が非
常に激しく機能異常に陥った時は水分の再
吸収機構が大きく障害される。また、CRFネ
コの脱水症状は、腎性尿崩症と類似性を示し、
尿細管の水分再吸収ができないことに起因
しており、これは Aquaporin 2(AQP2)や
Arginine vasopressin 2 型受容体(AVPR)の
異常と考えられる。CRF ネコに AQP2 およ
び AVPR遺伝子を導入すれば、水和状態の維
持が可能になる。しかし、現在の法律では臨
床症例に遺伝子療法を行うことはできない。
そこで、細胞移植にて拒絶反応のでない
iPS(induced Pluripotent Stem)細胞を作出
し、腎上皮細胞へと誘導した上で AQP2およ
び V2R遺伝子を導入し、できた細胞を CRF
ネコに細胞移植すれば水和状態の維持が可
能になると考えている。 
 
２．研究の目的 
末期腎不全ネコの皮膚線維芽細胞から得ら
れた iPS 細胞を腎上皮細胞まで誘導後、
AQP2および AVPR遺伝子を導入し、同一ネ
コに細胞移植することにより、末期腎不全で
発症する持続性の重度な脱水を改善する治
療法を確立することにある。この目的の遂行
には、ネコで iPS 細胞を誘導すること、iPS
細胞を腎臓の上皮細胞まで誘導すること、ネ
コの AQP2 遺伝子をクローニングし細胞に
導入することなどが求められ、多くのハード
ルが存在するため、挑戦的胞芽研究での科学
研究費申請を要請した。 
 
３．研究の方法 
ネコの初期化因子(Klf4,Oct3/4,Sox2)をクロ
ーニグして、ネコ皮膚線維芽細胞へトランス
フェクトすることによりネコ iPS細胞を作出
し、その細胞に各種腎上皮誘導因子
(Pax-2/Wnt4/LIF)を加えた培養液で培養す
ることにより、腎臓の上皮細胞への誘導を行
う。一方で、ネコの腎臓から腎臓の水チャネ
ルである AQP2、および腎臓の抗利尿ホルモ
ン・レセプターである AVPRをクローニング
し、この両遺伝子を iPS細胞由来の腎上皮細
胞にトラスフェクトする。AQP2 および
AVPRが過剰発現している細胞をクローニン
グして、ゲンタマイシン慢性腎不全モデルの
ネコにAQP2およびAVPR過剰発現腎上皮株
を細胞移入する。細胞移入前後の尿比重、尿
浸透圧、尿中 AQP2濃度を測定することによ
り移植の成否について検討する。 
 
(1) ネコAQP2およびAVPRの完全長 cDNA
の配列決定と発現ベクターへの組み込み 

ネコ腎臓から Acid-Guanidium-Phenol- 
Chloroform (AGPC)法を用いて Total-RNA
を抽出し、Oligo-dTラテックスビーズ法を用
いてmRNAを精製した後、他の動物種の
AQP2およびAVPRの塩基配列から設計した
遺伝子特異的 primerを用いて RT-PCRを行
い、それぞれの部分的 cDNAを増幅させ、TA
クローニング後、Applied Biosystems 3130xl 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems)を用
いてその配列を分析する。得られた配列に従
い、それぞれネコ AQP2に特異的 primerを
設計し、5’および 3’-RACE-PCR法を用いて
増幅し、それぞれの 5’端および 3’端の DNA
配列分析し、ネコ AQP2遺伝子の再構築を行
う。得られたそれぞれの cDNAを哺乳類細胞
にトランスフェクト可能な高発現系ベクタ
ーである pTracer-EF/Bsd (Invitrogen)にサ
ブクローニングする。そのベクターを E. coli 
JM109 Competent Cells (タカラバイオ株式
会社)にトランスフェクトし増幅する。 
(2) ネコ iPS 誘導遺伝子(Klf4,Oct3/4,Sox2)
完全長 cDNA の配列決定と発現ベクターへ
の組み込み 
ネコの各組織(精巣、卵巣、骨髄、大脳、およ
び膵臓)からAGPC法を用いてTotal-RNAを
抽出し、Oligo-dTラテックスビーズ法を用い
て mRNA を精製した後、他の動物種の iPS
誘導遺伝子(Klf4,Oct3/4,Sox2)の塩基配列か
ら設計した遺伝子特異的 primer を用いて
RT-PCRを行い、それぞれの部分的 cDNAを
増幅させ、TA クローニング後、Applied 
Biosystems 3130xl Genetic Analyzerを用い
てその配列を分析する。得られた配列に従い、
それぞれのネコ iPS 誘導遺伝子に特異的
primerを設計し、5’および 3’-RACE-PCR法
を用いて増幅し、それぞれの 5’端および 3’端
の DNA配列分析し、ネコ iPS誘導遺伝子の
再構築を行う。得られたそれぞれの cDNAを
哺乳類細胞にトランスフェクト可能な高発
現系ベクターである pCl-neo Mammalian 
Vectorにサブクローニングする。そのベクタ
ーを E. coli JM109 Competent Cellsにトラ
ンスフェクトし増幅する。 
(3) ネコ iPS 細胞の作出と腎上皮細胞への誘
導 
健康なネコを全身麻酔して、剃毛後、皮膚の
パンチ・バイオプシーを行う。得られた皮膚
から表皮を除いた後、細切しコラゲナーゼに
より細胞の分散化を行う。分散化した皮膚線
維芽細胞は 10%FBS加 DMEM /F12培養液
でシャーレにて培養する。セミコンフルエン
トまで細胞が増加した後、上述の方法で作出
された iPS 誘導遺伝子(Klf4,Oct3/4,Sox2)が
導入されたベクターをトランスフェクトす
る。iPS 様コロニーをクローニングして分離
し、培地を ES細胞用に替え、それぞれのコ
ロニーから細胞を採取し、初期化因子(Nanog、
FGF等)の発現状態をReal-Time PCRにて調
べる。初期化因子の発現増加が認められたコ
ロニーを増殖させ 1×106 まで細胞を増やし、



SCID マウス皮下に接種し、テラトーマの発
生を確認する。テラトーマの確認された iPS
細胞コロニーに Pax-2/Wnt4/LIF等の腎上皮
化因子を加え、上皮細胞の誘導を行う。誘導
後の細胞を抗AQP1および抗AQP2抗体を用
いて免疫染色を行い、腎細胞の成否について
判定する。 
(4) iPS 細胞から誘導された腎上皮細胞への
水再吸収遺伝子の導入 
腎上皮化した iPS 細胞に、(1)で作出した
AQP2 もしくは V2R 遺伝子または両遺伝子
を同時にトランスフェクトし、導入された細
胞の培養液中にネオマイシンを加えて培養
する。ネオマイシン耐性で GFP 発現してい
る細胞をクローニング後、その一部の細胞を
抗 AQP2にて免疫染色、遺伝子導入前の細胞
と比較すると共に、細胞を溶解し western 
blotting 法を用いて量的な変動を明らかにし、
両遺伝子が定常発現しており、かつ、過剰発
現している細胞を探す。目的の細胞が検索で
きたら、それぞれの蛋白質(AQP2 および
V2R)が機能しているかどうかを調べる。すな
わち、遺伝子導入細胞の培養液に AVP を加
え、細胞外の水分量の減少をもって比較し、
過剰発現の効果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ネコの各組織(精巣、卵巣、骨髄、腎臓)か
ら AGPC法を用いて Total-RNAを抽出し、
Oligo-dT ラテックスビーズ法を用いて
mRNAを精製した後、他の動物種の塩基配列
から設計した遺伝子特異的 primer を用いて
RT-PCRを行い、Klf4、Oct3/4、Sox2、およ 
 

図 3.ネコ Oct3/4の CDS塩基配列 
 
 

Species Nucleotid Homology(%) 

Bovine 94.0 

Homosapience 89.4 

Monkey 89.3 

Mouse 88.0 

Rat 87.8 

Pig 81.3 

Mean 88.3 
図２．ネコ Klf の CDS と他の動物種の相同性 



図 5.ネコ Sox2の CDS塩基配列 

び AQP2の部分的 cDNAを増幅させ、TAク
ローニング後、Applied Biosystems 3130xl 
Genetic Analyzer を用いてその配列の分析
をした。得られた配列に従い、それぞれネコ
Klf4、Oct3/4、Sox2、および AQP2に特異的
primerを設計し、5’および 3’-RACE-PCR法
を用いて増幅し、それぞれの 5’端および 3’端
の DNA 配列分析し、ネコ Klf4(図 1、2)、
Oct3/4（図 3、4）、Sox2（図 5、6）、および
AQP2（図 7、8）遺伝子の CDS 領域の再構
築を行った。 

(2)得られた遺伝子（Klf4、Oct3/4、および
Sox2）の CDS部分は、哺乳類細胞にトラン
スフェクト可能な高発現系ベクターである
pCl-neo Mammalian Vectorにサブクローニ
ングした後、ネコの皮膚から得られた初代線
維芽細胞を培養し、3 つの初期化遺伝子を
Lipofectamine(Life Technology)を用いてネ



コ線維芽細胞由来 iPS細胞の作出を試みたが、
細胞への遺伝子導入は失敗に終わった。そこ
で、Bio-Rad社の Gene Pulser Xcellならび
に、Nepa-gene 社の NEPA21 を用いたエレ
クトロポレーションシステムを試みた。しか
し、十分な導入効率は得られなかった。この
原因の一つは、3因子の pCl-neo Mammalian 
Vector を用いた co-transfection にあると考
え、ヒトの遺伝子ではあるが 3因子が一つの
プラスミドに導入された Vector である
pCx-OKS-2A(addgene)を用いて行ってみた
が同様に導入効率は上がらなかった。 
(3)一方、iPS 細胞が作成できなかったため、
ネコ AQP2 遺伝子は、その CDS 部分を
pTrancer-EF-Bsd(Life Technology)にサブク
ローニングし、導入効率をみるために、培養
株化細胞であるネコの CrFK 細胞(JCRB 細
胞バンク)とヒトの 293 細胞(理化学研究所)
を用いて AQP2 がゲノム中へ導入できるか
検討し、導入細胞に水チャンネルが過剰発現
するかを試みた。その結果、極少数(図 9)、

遺伝子の導入効率を上げないと実用には使
用出来ないレベルであった。少数の得られた
細胞株を用いて、その細胞の水分吸収量を測
定したところ、わずかながら、水分吸収量に
有意差がみられた(図 10)。いずれの実験も遺
伝子の導入効率が悪く、それを上げる必要が
あることがわかった。 

 
(4)iPS細胞誘導の基礎実験には、初代線維芽
細胞が大量に必要になり、その細胞が用意で
きるまでに膨大な時間が必要であるため、
iPS 細胞誘導のソース細胞として使用するた

めに、ネコの皮膚から初代の線維芽細胞を採
取し、それを 20 代に渡り継代し、無限増殖
できるネコの線維芽細胞株を樹立できた。 
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