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研究成果の概要（和文）：健常者ならびに ADPKD 患者において、尿中の exosome を抽出し、含ま

れている蛋白質を質量分析法 で解析した。液体クロマトグラフィー/質量分析法で解析したと

ころ、ADPKD に特異的なペプチド群が見いだされ、現在その臨床的な意義を検討している。 
 
研究成果の概要（英文）： We have isolated urinary exosomes in the control and patients 
with ADPKD. By utilizing liquid chromatography / mass spectrometry, specific peptides 
were identified in exosomes of patients with ADPKD. 
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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は約 1,000〜2000
人に 1人に発症する最も頻度が高い遺伝性腎
疾患である。多発性嚢胞腎患者の８５％は１
６染色体上の PKD1 遺伝子に異常があり、残
りの１５％は４染色体上の PKD2 遺伝子の異
常であることが知られている。多発性嚢胞腎
の本邦の推定患者数は、約 30000 人であり、
60歳台までに患者の半数は、終末期腎不全へ
と進行する。 
 
腎嚢胞形成には種々のサイトカインや細胞
増殖因子が関与しているが、申請者らははじ
めてHGFが塩濃度が高い近位型嚢胞に高濃度
に存在し、また cAMP が塩濃度が低い遠位型

嚢胞に高濃度であることを初めて報告した。
さらに cAMP は多発性嚢胞腎患者から得られ
た嚢胞上皮細胞の増殖を促進すること、また
嚢胞腎モデル動物である PCK ラットおよび
pcyマウスでは腎においてcAMP量が増加して
おりまた cAMP により転写調節される
aquaporin2 およびバゾプレッシン V2 レセプ
ターの発現が増加していることから、cAMP は
嚢胞の増大と上皮の増殖の両方に関与して
いると考えられる。そこでバゾプレッシンV2
レセプター阻害薬をこれらの動物モデルに
投与したところ、腎 cAMP 含有量が減少し嚢
胞形成が劇的に減少した。この結果を基に現
在多発性嚢胞腎患者に対してバゾプレッシ
ン V2 レセプター阻害薬の国際臨床治験が開
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始されている。また申請者らはチアゾリン系
薬剤が動物モデルで嚢胞を縮小することを
発見し、臨床応用が期待されている。一方 多
発性嚢胞腎の分子創薬が盛んになるにつれ
て、治療介入時期と治療効果の判定には、分
子病態を示すバイオマーカーの必要性が高
まっている。糸球体濾過量を基準とする血中
クレアチン値やシスタチン Cは、多発性嚢胞
腎が尿細管―間質疾患であるため鋭敏なバ
イオマーカーではない。また多発性嚢胞腎で
は、嚢胞形成と同時に尿細管の萎縮、蛋白尿
が見られ、レニンーアンギオテンシン系
（RAS）の亢進と炎症性サイトカインの産生
が見られる。しかしこれらの現象は病態がか
なり進行してから出現するため、尿中の
MCP-1 をはじめとするサイトカインも病態の
バイオマーカーとしては有用でない。すなわ
ち腎機能が正常に維持されている段階で腎
臓に起こる変化を捕捉するバイオマーカー
が必要になってくる。 
申請者らは尿細管細胞は嚢胞形成に際して
脱分化し、細胞接着因子 E-cadherin の発現
が減少することを既に発見、報告した。 こ
れは多発性嚢胞腎の疾患遺伝子 PKD1 を欠損
したマウスを作成し、その腎臓尿細管細胞を
観察すると、尿細管は正常の形態ながら細胞
の E-cadherin の発現が減少することが、嚢
胞形成に進展する第一歩であることが明ら
かになった。近年こういった分子病態を反映
した構成細胞の変化は、細胞からの exosome
分泌に変化をもたらすことが明らかになっ
た。exosome は細胞内の小胞由来の膜構造を
総称し、尿中 exosome は、ネフロンから分泌
され 40-80 nm の大きさを持つ。exosome は超
遠心法によりはじめて沈殿する分画に含ま
れ、また尿中 exosome の特徴として水チャネ
ルアクアポリン(AQP2)を豊富に含んでいる。
現在健常者の尿中には約 300 種類の蛋白が
exosome に含まれており、尿細管、糸球体、
尿路上皮細胞由来の蛋白が確認されている。
これらの蛋白は質量分析により比較的容易
に解析できる。さらに尿中 exosome は蛋白質
のみならず mRNA, microRNA も含んでいるこ
とから、細胞―細胞間相互作用を反映してい
ることが報告され、包括的な遺伝子発現解析
が腎組織の採取を必要とせずに、尿の採取の
みで行える可能性もある。多発性嚢胞腎に特
異的な蛋白が尿中 exosome に得られれば、病
態の理解に重要な分子の可能性があり、また
関連する細胞内情報伝達系を解析すること
は分子創薬の可能性を開拓する。また病態を
示すバイオマーカーであれば、多発性嚢胞腎
の早期治療介入に活用できる可能性がある。
またがん細胞もexosomeを分泌することから 
今後尿路腫瘍におけるバイオマーカーの探
索にもこの研究を活用することが期待され
る。 

２．研究の目的 
本研究は平成 21年度から 23年度において尿
中exosomeを解析することで多発性嚢胞腎の
バイオマーカーを探索することを目的とす
る。具体的には経年的な臨床データーが得ら
れている、多発性嚢胞腎患者から同意を得て
採尿し、しょ糖密度勾配での超遠心により
exosome を抽出し、含まれている蛋白質を質
量分析法で解析する。 
３．研究の方法 
尿 exosome 抽出と液体クロマトグラフィー/
質量分析法（LC/MS： Liquid Chromatography 
/ Mass Spectrometry）の確立 
健常者と多発性嚢胞腎患者より早朝尿を採
取し、プロテアーゼ阻害薬を加え、17,000g 
4℃ 15 分間遠心し、この上清をさらに
200,00g の超遠心機で 1時間遠心する。ペレ
ットを SDS-PAGE で電気泳動した後、抗水チ
ャネル AQP2（アクアポリン）抗体で western 
blot を行い、AQP2 蛋白の存在を確認するこ
とで exosome であるか確認する。ペレットを
SDS-PAGE で展開し、Coomassie blue で染色
したのちに、分子量に応じてゲルを切り出す。
切り出したゲルをトリプシン処理をして分
解し、液体クロマトグラフィー/質量分析法
（LC/MS： Liquid Chromatography / Mass 
Spectrometry）にかける。健常者と多発性嚢
胞腎とで蛋白の発現プロフィールを比較検
討する。 
４．研究成果 
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しょ糖密度勾配での超遠心により尿中の
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形成する遺伝子異常を持つpcyマウスにおい

ても、尿から exosome を分離し、含まれてい

る蛋白質についてペプチド探索を行ったと

ころ、NGAL、MCP1 など尿細管由来のバイオマ

ーカーを尿中に同定した。これらの蛋白が治

療により変動するかを検討する予定である。 
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