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研究成果の概要（和文）：近年、低出生体重児の腎機能についての研究が進んでいる。しかし、これらの研究の
主眼は糸球体障害に置かれている。腎機能において糸球体機能のみならず尿細管機能は重要であり、子宮内発育
遅延が尿細管に及ぼす影響を、水チャネルであるAQP2を用い検証した。
子宮内発育遅延モデルラットを用い、尿細管機能を検討した。生後8週において尿浸透圧に有意差を認めなかっ
たが、免疫染色による腎組織評価において尿細管のAQP2の発現が低下していた。これらの結果より、子宮内発育
遅延が尿細管障害を引き起こすことや、濃縮力障害に先立ってAQP2の発現が低下している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Recently, research on renal function of low birth weight infants has been 
advanced.However, the main focus of these studies is on glomerular disorders. Not only glomerular 
function but also tubular function are important in renal function. We examined the damage that 
intrauterine growth retardation exerts on tubules with AQP2 (water channel). We examined tubular 
dysfunction in intrauterine growth retardation model rats.
 Although there was no significant difference in urinary osmolality at 8 weeks of age, expression of
 renal AQP2 was reduced in renal tissue evaluation by immunostaining. These results suggest that 
intrauterine growth retardation may cause tubular dysfunction and that the expression of AQP2 may be
 reduced prior to urinary concentration impairment.

研究分野： 小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果より、子宮内発育遅延が尿細管機能障害やAQP2の発現の低下を引きこす可能性が明らかとなり、こ
れらの成果は今後の早産・低出生体重児の尿細管機能研究において重要な知見と考えられる。また、研究が進む
ことで早産・低出生体重児における腎障害の早期発見・対策・治療に繋がり、将来の腎不全の進行や透析導入を
遅らせることが可能となる。それは児の生活の質の向上だけでなく、医療費の1/30(年間約1兆円)を占める透析
医療費の削減に貢献するものと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年のめざましい新生児医療の進歩に伴い、早産・低出生体重児として出生する新生児が先

進国を中心に増加している。本邦の人口動態統計（昭和 50 年～平成 21 年)によると、全出生
数に対して低出生体重児が占める割合は、昭和 50 年の 5.1％に対し平成 21 年は 9.6％と、この
30 年間でおよそ 2 倍に増加しており、この割合は今後も増加することが予想されている。これ
らの早産・低出生体重で出生した新生児において、遠隔期のメタボリック症候群発症のリスク
が上がるという Baker 仮説が提唱された（Barker DJ, et al. Lancet.1986）。その後現在までに
成長後の種々の臓器障害発症リスクが明らかとなり、DOHaD(Developmental origins of 
health and disease)概念として確立されている（Gluckman PD, et al. Science. 2004）。 
「腎臓」に関しては、機能的単位であるネフロンの数は母体内で在胎 36 週頃まで増加する

が、それ以前に出生した早産児は生まれつきのネフロン数の少なさが原因となり個々の残存糸
球体への過剰な負担が生じる。その結果、成長後の遠隔期になって糸球体硬化病変発症や「慢
性腎臓病（ CKD ） を生じると考えられている（ Brenner BM, et al. Am J Kidney Dis.1994）。 

  
ヒトの腎発達（図１）は、胎生期に前腎・

中腎と順に出現し、最終的に腎臓が形成さ
れる。尿の産生は在胎 9～12 週頃から始ま
り、20 週にはネフロン数は成人の約 1/3 に
すぎない。その後、在胎 34-36 週には腎形
成は完了する。よって早産児は正期産児よ
りも出生時のネフロン数が少なく、さらに
生後の循環・栄養・薬剤等の後天因子によ
って生後のネフロンの形成が阻害される
と、総糸球体数が減少したままとなると考
えられている。 
近年これらの早産・低出生体重児の腎機

能についての研究が進んでおり、我々の研
究グループでも、極低出生体重児の慢性腎障害のマーカーとして尿中アンギオテンシノーゲン
が有用であること（Nishizaki N,at al. Clin Exp Nephrol. 2014）や、子宮内発育遅延モデルラ
ットにおいて腎機能障害に先駆けて尿中アンギオテンシノーゲンが上昇すること（Murano Y, 
at al.Pediatr Res. 2015）を報告してきた。しかし我々含め、現時点では「糸球体障害」にこ
れらの研究の主眼が置かれている。 
一方で、新生児期の尿濃縮力は低く、2 歳頃までに成人同様の尿濃縮力に達することが知ら

れている。系統発生と尿濃縮力機構の獲得を考えると、海水魚から淡水魚・両生類・爬虫類・
鳥類と進化の過程で腎髄質にヘンレループが出現し、尿を濃縮することが可能となった。哺乳
類では異なるループを組み合わせることで尿濃縮力がさらに発達を遂げた。 
個体発生における尿濃縮力機構の獲得は、太いヘンレループが生後のアポトーシスによって

細い分節に変化し、成熟していくことが知られている(kim J,et al.Am J Physiol.1996)。また
腎髄質部集合管では出生時には AVP 感受性の尿素再吸収機構が未発現で、離乳期にこの尿素輸
送が完成することがわかっている（Liu W,at al.Kidney Int.2001）。このように新生児期に、髄
質が形態学的にも機能的にも変化を起こし、尿濃縮力を獲得していくことは新生児期に尿濃縮
力が未成熟である理由として重要と考えられる。 
 アクアポリン 2（AQP2）は約 300 のアミノ酸から成る比較的小さな膜蛋白で、腎臓の集合管
に発現し尿濃縮に大きな役割を担っている。水分子のみを通す水チャネルであり、体内水分量
調節を行っている。体内が脱水になるとバソプレシン刺激を受けて AQP2 は細胞内から細胞表
面に移動し、原尿から水のみを再吸収し尿を濃縮する。AQP2 の遺伝子異常が起こると腎性尿
崩症を発症することが知られている。つまり AQP2 の働きが何らかの理由で阻害された状況で
は、尿濃縮力障害が起こる。臨床の現場で頻度の多い問題である水利尿不全（浮腫，心不全，
腹水）との関連も報告されている。本研究では臨床像や尿細管機能を反映するバイオマーカー
として AQP2 を用いる。  
 
２．研究の目的 
早産・低出生体重児が尿細管機能の発生において、糸球体だけでなく尿細管・間質にも何らか
の影響を受けていることは予測される事であり、その詳細な検討を行うことや、成長後に及ぼ
す影響を解明することが本研究の目的である（図 2） 
 
（１） 低出生体重ラットに対し「アクアポリン 2(AQP2)」を用いて尿細管機能評価を行い、出

生後の尿細管機能の推移や出生後合併症との関係を明らかにすること。 
早産・低出生体重児と尿濃縮力障害を考える際には、「急性期」においてはその未熟性によっ

て血圧低下・循環不全・胎便性イレウス等との関連がある可能性がある。これらの臨床像とア
クアポリン 2の関わりを検討した研究はない。これらの病態を明らかにすることができれば、
新生児医療の新たな治療法の開発につながるものと考える。 
 



（２）動物実験を通じて未熟児ラット
における尿細管機能の推移や、遠隔期
における慢性腎障害との関係を明ら
かにすること。 
 
（３）これらの病態を解明することで、
新生児医療における新たな治療法の
開発や、慢性腎障害の早期発見・対策
により患児のQOL向上や透析医療費の
削減に貢献すること。 
早産・低出生体重児と「慢性期腎障

害」を考える際、現時点では「糸球体
障害」に研究の主眼が置かれている。
早産・低出生体重児の腎発生において、
糸球体同様に尿細管間質も何らかの
影響を受けるはずであり、その詳細を検討した研究はない。これらの関係を明らかとし、その
病態を解明することができれば、腎障害の早期発見・対策・治療に繋がり、将来の腎不全の進
行や透析導入を遅らせることが可能となる。それは児の QOL 向上だけでなく、医療費の 1/30(年
間約 1兆円)を占める透析医療費の削減に貢献するものと考える。 
 
３．研究の方法 
子宮内発育遅延モデルラットを作成し、出生後からの尿細管機能の推移を調べ、また尿細管機
能障害が慢性腎障害（CKD）にどのように影響するか解明する。 
 
【動物実験】 
確定妊娠 Sprague-Dawley ラットを購入（Nihon SLC, Co., Ltd. Shizuoka, Japan)し、これ

らを動物実験施設（気温 24〜25℃、相対湿度 60％、12 時間毎の明暗サイクル、水分フリーア
クセスの水分・食餌）の同じ室内の個々のケージに収容した。 
妊娠 18 日目に子宮動脈を結紮することにより、子宮内発育遅延モデルラット（IUGR 群）を

作成した。 
イソフルラン吸入麻酔下（4-5%で導入し、2-3%を目安に維持）に外科剪刀で皮膚に小切開を

加えたのちに腹部の皮膚を正中切開し、腹直筋にも正中切開を加え、子宮動脈を 6-0 シルク糸
で結紮を行った。結紮後、腹直筋ならびに皮膚を縫合した。術野の消毒はエタノールで行った。。
処置時間は、1匹あたりおよそ 10分以内とした。処置後はラットが覚醒するまで術者が注意深
く観察したのちにケージに戻し、自然分娩で仔ラットの出生を待った。 
対照群として、外科処置を行うも子宮動脈の結紮を行わないシャム手術群も作製した。仔ラ

ット出生後は、母ラットによる母乳哺育を行った。作成した仔ラットについて、以下のように
測定、検体採取を行った。IUGR 群、対照群（シャム手術群）と合わせて合計 20 匹のラットを
使用した。 
（１） 出生後 4週、8週、12 週、16 週、20週、24週に体重測定を行う。 
（２） 採尿ケージを用いて、ラットの採尿を出生後 4週、8週、12週、16週、20 週、24 週に

行う。 
（３） 生後 24週で、腎臓検体の採取を行い、免疫染色標本を作製する。 

 
【評価】 
・対照群と比較した実験群仔ラットの体重の相違を検討する。 
・採尿：BUN, Cre，電解質（Na，K），ｱﾙﾌﾞﾐﾝ，浸透圧, β2MG, NAG,糖,AQP2 
・採血：BUN, Cre，電解質（Na，K），β2MG，ｼｽﾀﾁﾝ C（CysC）, 糖, 
 を用い、尿細管機能・腎機能の推移を数値化する。 
・組織学的検討：腎臓組織はホルマリン固定（HE 染色・PAS 染色・MT 染色用・免疫染色用）、
凍結保存、RNA 解析用保存等、の方法で保存する。その後免疫染色を行い、AQP2 の腎内分布の
評価および western blot 法を用いて組織中の AQP2 の定量解析を行う。 
なお、これらの実験方法は実験動物に対する除痛や環境整備等の倫理的配慮を充分に行い、

施設内の疾患モデル研究センターに申請し承認を得た。 
 
４．研究成果 
①結果：子宮内発育遅延モデルラット（IUGR 群）を用い、尿細管機能を評価するため検討を行
った。 
出生体重の評価を行った。各群の出生体重は IGUR 群:5.64±1.29g 対照群 10.32±1.13g（P

＜0.01)と有意差を認めた。尿浸透圧の評価を行った。各群の尿浸透圧（mOsm/kg・8 週）は IUGR
群:1257.6±273.9 対照群:1148.6±367.0(P=0.4）と有意差を認めなかった。血清 cre の評価を
行った。各群の血清 cre(mg/dl・ 8 週)は IUGR 群：0.253 対照群:0.257(P＝0.45）と有意差を
認めなかった。尿中β2MG の評価を行った。各群の尿中β2MG(ng/mg Cr)は IUGR 群 :86.6 ± 



19.7 対照群：52.7 ± 16.1(P＜0.01)と有意差を認めた。 
続いて腎組織評価を行った。組織評価は免疫染色および組織の蛋白発現に関する検討を行っ

た。免疫染色では対照群に比べ IUGR 群の AQP2 の発現が低下していた。しかし AQP2 の発現を
Western Blotting において確認をしたところ、IUGR 群:0.94±0.37 対照群 1±0.36（P＝0.36）
と、これらの発現に有意差は認められなかった。 
 
②考察：子宮内発育遅延モデルラットの作成に際し、実験当初は結紮部位からの距離によって
仔ラットの体重に不安定があり、安定作成に時間を要した。特に結紮部位の近位部で子宮内死
亡や極端な低出生仔ラットが出生した。より生理的な子宮内発育遅延モデルラットの作成のた
めに子宮血流の阻害方法を一時コイル法（ｱﾒﾛｲﾄﾞｺﾝｽﾄﾘｸﾀｰ）に変更したが、血流阻害が弱く IUGR
群と対照群の体重に有意差が出ず、最終的には当初の計画通りの結紮法の見直し・作成技術向
上を行い、均一な体重差を得た。これらの検体を用い、評価を行った。 
尿浸透圧・血清 cre において両群に有意差は認められなかった。これらの結果は予備実験で

も判明していた事象であり、従来の評価法では急性期には糸球体機能障害および尿細管機能障
害を捉えることを難しいことを示している。一方で同時に施行した組織の免疫染色においては
対照群に比べ IUGR 群の AQP2 の発現が低下していた。尿中低分子蛋白とその相関も認められ、
これらの結果を合わせると、従来のバイオマーカーでは捉えることが困難な尿細管障害も AQP2
や低分子蛋白を組み合わせる事で、より早期に検出できる可能性が示唆された。 
 またこれらの組織において AQP2 の発現を Western Blotting において確認をしたところ、有
意差を得ることができなかった。これらの解離に関しては現在調査検証中であるが、これまで
の結果より、IUGR ラットにおいて AQP2 の発現に障害が起こっている可能性が示唆され、これ
らの成果は今後の早産・低出生体重児の尿細管機能研究において重要な知見と考えられる。よ
り有意な結果を得られるために、遠隔期（32 週等）へ実験期間を延長することも検討している。
これらの結果が揃い次第、論文化する計画である。 
  またその他の成果としては今回、腎組織における免疫染色における AQP2 の発現と Western 
Blotting における蛋白発現に解離が認められたが、原因として RNA レベルから蛋白の発現に至
る過程において、何らかの阻害物質が関与している可能性が考えられた。これらの追加検証が、
今後本研究を発展させる可能性も示唆された。 
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