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研究成果の概要（和文）：我々はCKD患者の尿中・血中D-アミノ酸を測定する中、腎機能低下に伴うD-セリンの
体内蓄積を見いだし、本研究ではヒト近位尿細管上皮細胞に対するD-セリンの病態生理学的活性を検討した。D-
セリン刺激尿細管細胞はL-セリンに比し、細胞死亢進や細胞周期停止を呈した。重要なことにD-セリンは尿細管
の細胞老化マーカーやSASP, 特に炎症系サイトカイン産生を上昇させた。その分子機序として、尿細管細胞内
D-/L-セリン比率の上昇がアミノ酸枯渇シグナル誘導性細胞死（GCN2-ATF4-CHOP経路の活性化）を惹起した。
以上、D-セリンはアミノ酸代謝系を破綻させて尿細管老化を促す新規尿毒症物質と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We found that D-serine markedly induced cellular senescence and apoptosis in
 a human proximal tubular cell line, HK-2, and primary culture of human renal tubular cells. The 
former was accompanied by G2/M cell cycle arrest and senescence-associated secretory phenotype 
(SASP), including pro-fibrotic and pro-inflammatory factors, contributing to tubulointerstitial 
fibrosis. Integrated stress response mediated by GCN2 (GCN2-ATF4-CHOP pathway) played a central role
 in D-serine-induced cell toxicity and pro-fibrotic phenotypes, accelerating CKD progression and 
kidney aging. D-serine upregulated the L-serine synthesis pathway and L-serine administration 
ameliorated D-serine-induced tubular cell arrest, indicating that D-/L-serine ratio is important in 
tubular homeostasis. 
In conclusion, this study unveils molecular mechanisms underlying D-serine-induced tubular damage 
and pro-fibrotic phenotypes, suggesting that D-serine is a uremic toxin involved in CKD 
pathogenesis.

研究分野：分子腎臓学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生体内 D-アミノ酸の病態生理活性 
近年の定量分析法の革新的進歩によって
アミノ酸キラル体を分けて測定できるよう
になり、生体内には L-アミノ酸だけでなく
D-アミノ酸も存在し、局所によって D-/L-ア
ミノ酸の比率が大きく異なることから、D-ア
ミノ酸が何らかの生理学的意義を有するこ
とがわかってきた。それに伴ってアミノ酸ラ
セマーゼや D-アミノ酸酸化酵素（DAO）な
ど生体内で D-アミノ酸の産生、代謝に関与す
る酵素群の病態生理学的意義も新しい研究
領域として注目されている。しかし腎臓にお
けるそれらの役割はまったく解明されてい
ないが、DAO を最も発現している臓器が腎
臓であることから、D-アミノ酸を介して
DAO が腎臓の病態生理に関与をしている可
能性が推測される。 
(2) 蛋白質恒常性と D-アミノ酸の関連性 
 蛋白の合成・折りたたみを司る小胞体は蛋
白質恒常性維持に重要な小器官である。我々
はこれまでに腎臓病の発症・進展に“小胞体
ストレス（小胞体機能低下）”が深く関与す
ること、それがストレス応答経路(UPR経路)
の破綻、ひいては“蛋白質恒常性破綻”を招
くこと、それが腎臓病の新たな創薬標的とな
る可能性などを報告してきた。 (Review: 
Inagi, Nat Rev Nephrol 2014 & 2010, Inagi, 
Curr Opin Pharmacol 2010) しかし、D-ア
ミノ酸が蛋白恒常性にいかなる影響を及ぼ
すかは明らかでない。もし D-アミノ酸が正常
な機能を有する蛋白の産生を妨げるなら小
胞体ストレスも原因となり、“小胞体ストレ
ス応答経路（unfolded protein response, 
UPR）”を活性化、あるいは破綻させ、腎臓
病の形成・進展を加速させる可能性が推測さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の達成目標は、「D-アミノ酸は小胞
体ストレスを誘導し、蛋白質恒常性の破綻を
介して腎機能障害を起こし、腎臓病発症・進
展の原因となる」という仮説を立て、D-アミ
ノ酸、及び DAO の腎臓における病態生理学
的活性を解明することにある。申請者はこれ
までに、様々な腎疾患モデルの腎臓における
小胞体ストレスの病態生理学的関与を明ら
かにし、それら成果の革新性や独創性は高く
評価されて引用されてきた。それらを基盤と
して D-アミノ酸に関する研究をすることで、
小胞体ストレスと D-アミノ酸の領域に新し
い理解と腎臓病との因果関係の解明が見込
まれる。さらに本研究の成果はこれまでと異
なる視点から腎臓病の新たな病因論を確立
するもので、それに基づく新たな創薬の研究
基盤整備にも貢献することが期待される。そ
の医学的、社会的意義は大きく、腎臓病学に
多大な貢献が見込まれ、世界レベルの社会問
題である“腎臓病撲滅”の糸口となることが
期待される。 

 
３．研究の方法 
 これまでに申請者らは、腎臓病における小
胞体ストレスとそのストレス応答経路（UPR
経路）の病態生理活性を明らかにしてきた。
本研究では一連の研究で蓄積してきた知識、
独創的研究材料や手法を駆使し、D-アミノ酸
によるストレス応答反応誘導・破綻の分子機
序、D-アミノ酸代謝酵素や UPR 関連分子遺伝
子改変マウスを用いた独創的 in vivo 研究を
遂行する。それによって作業仮説「D-アミノ
酸は小胞体ストレスを誘導し、蛋白質恒常性
の破綻を介して腎機能障害を起こし、腎臓病
発症・進展の原因となる」の検証により、D-
アミノ酸の病態生理活性を解明する。 
具体的に、以下の項目を検討する。 
(1) ストレス負荷腎臓細胞における D-アミノ
酸プロファイル変動と D-アミノ酸の病態生
理学的意義の解明（in vitro study） 
培養糸球体足細胞や尿細管上皮細胞に小
胞体ストレスを伴う障害（低酸素、酸化スト
レス、飽和脂肪酸負荷）を与え、上清と細胞
内の D-/L-アミノ酸プロファイルの変動をみ
る。 
(2) 腎障害モデル動物における DAO と D-アミ
ノ酸の病態生理学的活性（in vivo study） 
小胞体ストレスを伴う腎疾患モデル動物
を用いて、小胞体ストレスレベル（UPR 経路
分子の発現変動）や腎障害表現型 (病理所見、
尿・血清生化学)が、尿細管細胞の DAO 活性
レベルにいかなる変化を与えるかを検討す
る。小胞体ストレスと DAO の関連性が腎臓組
織の D-/L-アミノ酸プロファイル変動といか
なる相関を示すかも検討する。 
 
４．研究成果 
我々はこれまでに CKD 患者における尿中・
血中 D-アミノ酸測定を進める中、疾患に伴う
D-セリンの体内蓄積を見いだした。D-セリン
は CKD 増悪因子の可能性が報告されており、
また尿細管老化はCKD進行に重要とされてい
る。そこで本研究ではヒト近位尿細管上皮細
胞の株化細胞 HK-2 や初代培養細胞 NHREC に
対する D-セリンの病態生理学的活性を目的
とした。 
我々は初年度に、D-セリン刺激 (5-20mM, 
48hr) 近位尿細管細胞は L-セリン刺激に比
し、有意に細胞死の亢進（Annexin V 陽性、
bax、bcl-2 発現変動）や細胞周期の停止（G2/M
期）などを呈することを明らかにした。さら
に重要なことに、D-セリンによる一連の細胞
障害は細胞老化（p21、p16、SA-βGの亢進）、
そ れ に 伴 う Senescence-Associated 
Secretory Phenotype (SASP, 特に炎症系サ
イトカイン IL-6、IL-8)の発現も上昇させる
ことを明らかにしてきた。 
これらの成果から、D-セリンが近位尿細管
細胞老化を加速させ、尿細管障害を誘導する
ことが示された。そこで次年度はその分子機
序を解析し、D-セリンは近位尿細管細胞のア



ミ ノ 酸 枯 渇 シ グ ナ ル 誘 導 性 細 胞 死
（GCN2-ATF4-CHOP 経路）を介して細胞の恒常
性を破綻させることを見いだした。事実、
GCN2 や CHOP の siRNA による遺伝子発現低下
で D-セリンによる尿細管細胞毒性が軽減さ
れた。さらに D-セリンによる尿細管細胞毒性
は L-セリン添加で軽減され、その現象が他の
L-アミノ酸添加ではみられないことから、尿
細管細胞内 D-/L-セリン比率がアミノ酸代謝
経路を変動させ、アミノ酸枯渇シグナル誘導
性細胞死に関与する可能性を明らかにした。
さらに興味深いことに、D-セリン添加尿細管
細胞ではセリン合成経路活性化が認められ、
D-/L-セリン比率の恒常性維持のためにセリ
ン合成経路が活性化すると考えられ、セリン
代謝系の細胞機能維持における重要性が示
唆された。 
以上の研究成果より、D-セリンはアミノ酸
代謝系を介して尿細管老化、ひいては尿細管
機能障害（特に細胞増殖・修復機能において）
を促す新規尿毒症物質であることが示され
た。 
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