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研究成果の概要（和文）：本邦におけるeGFR60未満の慢性腎臓病（CKD）患者は約1300万人に上るとされる。
ＣＫＤの悪化により毎年約1万人に新規の透析導入が必要となっており、ＣＫＤの根治的治療の開発は急務であ
る。本研究は、リガンド依存性転写因子である内因性甲状腺ホルモン受容体（TR）αが有する腎障害抑制作用を
明らかにするものであり、TRαKOマウスを用いて、片側尿管結紮を行った慢性腎障害モデルにおける小胞体スト
レス応答に注目し検討を行った。甲状腺ホルモン受容体が、腎臓の線維化進展に抑制的な作用を有していること
を示唆する結果が得られ、現在その作用機序の解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：There are 13 million chronic kidney disease (CKD) patients and ten thousand 
of them are required to start dialysis treatment every year in Japan. There is a need to develop 
curative treatments of CKD.　This study was made to reveal the effects of endogenous thyroid hormone
 receptor (TR) α on the progression of CKD. Therefore we focused on the endoplasmic reticulum 
stress pathway in the kidney of TRαKO mice with unilateral ureteral obstruction (UUO)-induced 
kidney injury model for CKD. 
Our experimental results suggested that endogenous thyroid hormone receptor α has inhibitory 
effects on progression of kidney fibrosis.

研究分野：腎臓内科

キーワード： ERストレス　甲状腺ホルモン受容体　慢性腎臓病

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 甲状腺ホルモン受容体(TR)には α と β
のサブユニットが存在する。TRβの遺伝子変
異は甲状腺ホルモンに対する反応性を著し
く低下させ、甲状腺ホルモン不応症(RTH)の
病態を呈することが知られている。我々は
RTH患者家系から同定されたTR遺伝子の点変
異を Cre-LoxP system を用いて、遺伝子導入
した変異TRβ（βPV）マウス、変異TRα（αPV）
マウスを作成した。TR 変異マウス（αPV お
よび βPV マウス）では、膵臓、肝臓、腎臓
などの臓器の形成異常が認められ、TR が中胚
葉由来臓器の形成に影響していると考えら
れている。 
これまで我々は、dominant negative な変
異 TR蛋白が PI3K の調節サブユニットである
p85 に結合し、PI3K を活性化してしまうこと
を明らかにしてきた。また、高脂肪食負荷を
行った TRαKOマウスの膵島では TRαを介し
た小胞体（ER）ストレス応答が破綻を来し、
高脂肪食負荷によって膵β細胞のアポトー
シスが亢進していることを明らかにした。 
腎臓病モデル動物では、腎糸球体や尿細管
病変部において小胞体ストレスが増加し、小胞
体ストレス応答経路が活性化されていることが明
らかにされている。糖尿病モデルマウスの腎糸
球体の podocyte において、PI3K 経路の下流
の mTOR の活性化がスリット膜蛋白（slit 
diaphragm protein）の局在異常を引き起こ
し、podocyte における小胞体ストレス亢進を
伴う上皮間葉転換を生じることが報告され
ている。 
これらのことから、TR は腎臓における小胞
体ストレス応答に重要な働きを有していて、
小胞体ストレスに関連した腎障害進展の発
症および進展に対して抑制的な働きをして
いる可能性があると考えた。 

 
２．研究の目的 
（１）糸球体や尿細管間質における小胞体ス
トレス応答蛋白と、その下流にあるアポトー
シス関連蛋白の発現、キナーゼ活性に関して
内因性 TR が有する作用を明らかにする。 

（２）腎臓における TR が有する PI3K の活性
化に対しての作用およびその下流の mTOR の
活性化、podocyte への影響について明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
（１）TR 遺伝子欠損マウスを用いた、小胞体
ストレス下における腎臓の血管内皮細胞、メ
サンギウム細胞におけるストレス応答蛋白、
アポトーシス関連蛋白の発現レベル、キナー
ゼ活性の検討 (in vivo)。 
野生型マウスと TRαKO マウスに片側尿管
結紮（UUO）を行い、急性腎障害のバイオマ
ーカー、腎病理組織学的な検討を行った。ER
ストレス応答に注目し、ｓER ストレス応答蛋
白の主要経路である PERK、eIF2a、ATF4、 CHOP
とその下流にあるアポトーシス関連蛋白
（Bcl-2、Caspase）の発現レベルを western 
blot、蛍光免疫染色法を用いて検討した。ま
た、PERK、elF2α、ATF4 蛋白が有するキナー
ゼ活性につき、kinase assay kit を用いて評
価した。 
（２）内因性 TR の遺伝子欠損により見られ
る細胞周期進展の分子生物学的機序の解明
のため、細胞周期調節因子の蛋白、リン酸化
蛋白の発現量について western blot を用い
て定量的評価を行い、PI3K 経路とその下流に
あるcyclinD1/Rb/E2F経路の活性化について
検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）腎障害モデルにおける TRαKO マウス
の評価 
 通常飼育下（非ストレス下）では TRαKO
マウスと野生型マウスの腎臓では、病理学的
には形態的変化は認めなかったが、リアルタ
イムPCRによる検討ではストレス応答蛋白の
一つである ATF4 mRNA の発現レベルが TRαKO
マウスにおいて著しく低下していた。 
野生型マウスとTRαKOマウスにUUOを行っ
たところ、UUO 施行前の血清 Cr 値には差を認
めなかったが、UUO 施行 2週間後の血清 Cr 値
は TRαKO マウスが高い傾向がみられた。また、
TRαKO マウスの血中 NGAL 濃度が著明に増加
することを確認した（図２）。病理組織学的検
討では、TRαKO マウスの腎糸球体、尿細管に
おいて、NGAL 蛋白はより強く発現しているこ
とを確認した。 



これらの結果から、TR は腎障害の進展抑制
関する何かしらの機序を有している可能性が
示唆された。 
（２）UUO 後の腎における ER ストレス応答の
検討 
 UUO 施行 2 週間後の結紮側の腎臓では、R
αKO マウスのでは生型マウスと比較し、より
高度な腎線維化を認めた（図３）。 

その機序として、ER ストレスに注目し、ER
ストレス応答蛋白の発現レベル、キナーゼ活
性について検討を行った。 
結紮側の腎臓から皮質を取り出し、ER スト
レス刺激により、シグナリング蛋白の発現量
をRT-PCR法およびwestern blotで評価した。  
予備実験の結果より、ER ストレス応答シグ
ナリングの主要3経路のひとつである、PERK、
eIF2α、ATF4 の経路に注目し検討を行った。
PERK およびその下流のリン酸化 eIF2αの発
現は、TRαKO マウスと野生型マウスにおいて
差がみられなかったが、TRαKO マウスにおい
て、ATF4 は mRNA レベル、蛋白質レベルでと
もに著しく低下していることが明らかとな
った。 

 

ATF4 の下流では、酸化ストレス防御因子で
ある HO-1 の発現が低下していた。UUO により
惹起された ER ストレスに対して、ストレス
応答のが破綻を来たし、細胞に酸化ストレス
を惹起することが示唆された（図４）。 
リン酸化 eIF2αは ATF4 の 5’非翻訳領域
に結合し翻訳を誘導することが明らかにさ
れている。本研究とは別に、我々は膵β細胞
の cell line である MIN6 細胞において、TR
αノックダウン下ではリン酸化 eIF2αの発
現量に関わらず、ATF4 の発現が誘導されない
ことを確認している。 

 
（３）腎線維化進展における TRαが有する機
序の検討 
UUO 後の腎線維化 UUOを施行した後、3日、
７日、14 日後にそれぞれ腎障害マーカー、腎
病理組織学的検討を行った。3 日目の時点で
は腎線維化はみられず、尿細管間質への炎症
細胞浸潤を認め、それは野生型マウスでより
高度であった。また、血中 NGAL 値も野生型
マウスで高い傾向がみられた。UUO 施行 7 日
目の時点では、TRαKO マウスと野生型マウス
では、腎の炎症細胞浸潤、線維化に明らかな
差を認めなかった。UUO 施行 14 日目には、野
生型マウスと比較し、TRαKO マウスの腎臓で
は炎症細胞浸潤、繊維化が高度であり、血中
NGAL 値も高値であることを確認した。 
これらの結果は、TRαKO において ER スト
レス応答の破綻によって腎障害が進展した
とする当初の仮設では、説明が困難であると
考えられた。 

 



UUO による腎線維化の進展において、組織
障害性マクロファージが重要な働きを有し
ていることが知られている。UUO 施行後の腹
腔内マクロファージを回収し、４方向セルソ
ーティングによって解析したところ、TRαKO
マウスでは野生型マウスと比較し、組織障害
性マクロファージの割合が高い傾向にあっ
た。このことは、内因性 TRαがリガンド依存
性転写因子として、マクロファージの分化誘
導に重要な役割を有している可能性を示唆
するものと考えられ、現在、解析を進めてい
る。 
（４）腎臓における TRαが有する PI3K、mTOR
の活性化への作用、podocyte への影響の検討。 
 今後、検討を行っていく予定である。 
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