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研究成果の概要（和文）：小児に好発するネフローゼ症候群の発症要因の一つとされる酸化ストレスについて、
ミトコンドリアに対する影響を検討した。ネフローゼモデルラットに対してミトコンドリア特異的抗酸化剤を投
与し、尿蛋白および血液、尿、腎糸球体(特にポドサイト)での酸化ストレスの軽減を確認した。また、ポドサイ
ト内のミトコンドリア障害が軽減された。ネフローゼ症候群の発症要因として、酸化ストレスによるミトコンド
リア障害が大きく影響していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Nephrotic syndrome, which typically results in edema, massive proteinuria, 
and hypoalbuminemia, is the most common manifestation of glomerular disease in children. Oxidative 
stress has been reported to be involved in the pathogenesis of this syndrome. In this study, we 
confirmed the effect of oxidative stress on mitochondria in nephrotic syndrome through the 
administration of mitochondrion-specific agent to rat model of nephrotic syndrome. In rat model of 
nephrotic syndrome administered mitochondrion-specific antioxidants, the urinary protein and 
oxidative stress in blood, urine, and renal tissues (especially in podocyte) were reduced. The 
alleviation of mitochondrial damage in podocytes indicated that oxidative stress-induced 
mitochondrial damage is a major factor in the pathogenesis of nephrotic syndrome.

研究分野：小児腎臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ネフローゼ症候群の発症要因として、酸化ストレスによるミトコンドリア障害が重要であること
が明らかとなり、電子顕微鏡観察下でミトコンドリア障害の半定量的評価法を確立した。これらの結果から、本
研究の社会的意義として、ミトコンドリア保護という観点によるネフローゼ症候群の治療法の開発に発展する可
能性がある。また、学術的意義としては、電子顕微鏡下で腎組織のミトコンドリア障害を評価することにより、
従来困難とされる病勢の判断や治療適応の判断に寄与する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
小児期に好発するネフローゼ症候群の約 9 割を占める微小変化型ネフローゼ症候群(MCNS)

は高度蛋白尿、低アルブミン血症を来す原因不明の疾患である。その発症頻度は、年間人口 10
万人あたり 6 人程度と推定され、後天性に蛋白尿をきたす小児疾患としては最も患者数が多い。
ネフローゼ症候群の発症要因の一つとしては、以前から酸化ストレスの関与が想定されてきた。 
一般的に酸化ストレスの評価には、その本体であるラジカルの代謝・分解が非常に速いため、

捕捉剤の使用によりラジカルを安定化させ、電子スピン共鳴装置により検出する以外には、直接
検出することは非常に困難であった。そのため酸化ストレスの評価は、主としてラジカルによる
脂質、蛋白質、核酸などの過酸化物を測定することで行われてきた。 
我々は、ネフローゼ症候群の発症要因に、酸化ストレスが関与していることを証明する目的で、

実験を行ってきた。微小変化型ネフローゼ症候群のモデルラットである、ピューロマイシンアミ
ノヌクレオシド（PAN）腎症ラットに対して、ラジカルスカベンジャーとして、α-tocopherol や
エダラボンを投与し、その蛋白尿の減少効果を確認した。さらに糸球体における脂質過酸化物で
あるチオバルビタール酸反応物質（TBARS）を測定し、腎潅流液中のラジカルをアスコルビン
酸ラジカルとして電子スピン共鳴装置で検出した。そのラジカル量や糸球体 TBARS と尿蛋白
量との間に正の相関を認めた 1)2)。 

研究開始当初は、ネフローゼ症候群の発症に関与する酸化ストレスの機序として、腎糸球体ポ
ドサイトの DNA 損傷によるポドサイト障害や 3)、ポドサイトの細胞骨格を形成するアクチンに
影響してアポトーシスを誘導する 4)など、細胞レベルや細胞小器官レベルでの酸化ストレスの影
響が報告されていた。また、腎臓は非常にエネルギー需要が高く、細胞小器官のうちミトコンド
リアが豊富な臓器の一つである。ミトコンドリアはエネルギーとして ATP の産生時に活性酸素
を発生させるとともに、強力な抗酸化能をもち、酸化還元に大きく関与する細胞小器官であるこ
とから、ネフローゼ症候群において酸化ストレスの標的となる可能性を考えた。しかし、本研究
開始時点においては、ネフローゼ症候群において、酸化ストレスのミトコンドリアへの影響がい
かに病態に関与するかは明らかとはなっていなかった。本研究を開始するにあたって、ミトコン
ド リ ア の 酸 化 ス ト レ ス を 特 異 的 に 軽 減 す る 薬 剤 と し て MitoTEMPO [(2-(2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2-oxoethyl) triphenylphosphonium chloride 
monohydrate]が市販されるようになり、ミトコンドリア特異的な酸化ストレス実験が可能とな
った。 
以上より、我々はミトコンドリアにおける酸化ストレスを特異的に軽減することにより、ネフ

ローゼ症候群の蛋白尿が減少するかを検討した。また、ミトコンドリアにおける酸化ストレスが、
いかにネフローゼ症候群の病態に関与しているかを検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究での核心をなす学術的な問いは、「酸化ストレスによるミトコンドリア障害がネフローゼ
症候群の発症病態に関与するか」である。 
そこで、本研究は 
(1) PAN 腎症ラットに対して、ミトコンドリア特異的ラジカルスカベンジャーである

MitoTEMPO を投与し、ネフローゼ病態の改善が得られるかどうかを明らかとすること 
(2) PAN 腎症ラットでミトコンドリア障害を確認し、そのミトコンドリアの障害程度が

MitoTEMPO 投与により軽減されるかを確認すること 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

6 週齢の雄の Wistar ラット (n=30) 
を①生理食塩水 (NS) のみ投与群 (NS
群: n=7)、②PAN のみ投与群 (P 群: 
n=12)、③PAN 投与＋MitoTEMPO 投
与群 (PT 群: n=11)の 3 群に分けた。
PAN 投与量は、既報 2）に従い 50mg/kg
を day1 に単回皮下投与し、MCNS の
モデルラットを作製した。また、ミトコ
ンドリア特異的なラジカルスカベンジ
ャーである MitoTEMPO の投与量は、
Rocha VCJ らの論文 5)および Ni R ら
の論文 6）を参考にして day0、1 に
5mg/kg ずつ、day2～9 に 0.7mg/kg ず
つ腹腔内投与を行った。day3、9 に 24
時間蓄尿を行い、day10 に安楽死させる際に、血漿と両腎を採取した。各種検体を用いて既報 1)

に従い、蛋白・クレアチニン・酸化ストレスマーカーを測定した(図 1)。 

図１実験プロトコール 



また、光学顕微鏡像を観察し、酸化ストレスの局在の確認として抗 4-hydroxynonenal (4HNE) 
抗体による免疫染色法を施行した。さらに、透過型電子顕微鏡を用いて、ランダムに選択した糸
球体のポドサイトを観察し、ミトコンドリアを障害スコアにより評価した。結果は、JMP Pro 13 
software を用い、各群間で比較した。p 値 <0.05 を有意とし、中央値と四分位範囲で示した。
本研究は、本学研究支援センター動物実験委員会の承認を得て、動物実験規程に則り施行した 
(承認番号: 28054, 29057)。 
 
４．研究成果 
 

PAN 投与後 3 日目の尿蛋白は P 群 18.3 (13.9–21.6) mg/day、PT 群 16.7 (13.5–18.3)mg/day
と有意な差は認めなかった。9 日目の尿蛋白は、P 群 265.3 (144.0–371.7)mg/day、PT 群 87.5 
(76.1–138.7)mg/day と、PT 群が P 群に比して有意に低値であった(図 2)。酸化ストレスマーカ
ーとして糸球体・尿中 TBARS、血漿 4HNE を測定し、
PT 群が P 群に比して有意に低値であった。抗 4HNE
抗体による免疫染色法では、P 群でポドサイト
が強く染色され、PT 群では染色性が減弱して
いた。光学顕微鏡 PAS（Periodic acid-Schiff）
染色像では、糸球体と尿細管間質に明らかな
異常所見を認めなかった。電子顕微鏡像で、P
群で糸球体のポドサイト足突起の消失所見を
認めた。PT 群でも一部消失が見られた。ポド
サイトにおけるミトコンドリア障害スコアは
P 群で 1.8 (1.6–2.0) に対し、PT 群で 1.2 (1.1–
1.4) と有意に低値であった。 

以上の結果から、MCNS モデルラットにお
いて、ミトコンドリア特異的な抗酸化剤
MitoTEMPO を投与することにより、糸球体
ポドサイトの酸化ストレスが軽減され、尿蛋
白が減少した。またポドサイト内のミトコン
ドリア障害も改善していた。その機序としては、
糸球体ポドサイト内のミトコンドリアの酸化ス
トレスが減少し、ミトコンドリア障害が軽減さ
れたことで、ポドサイト障害の軽減につながったと
考えた。また、ポドサイト障害が軽減したことによ
りポドサイトの足突起の消失が改善し、蛋白尿が減
少したと考えた。 
したがって、本研究の結果から、ネフローゼ症候

群の酸化ストレスの標的細胞小器官の一つとして
ミトコンドリアがあり、ポドサイト内のミトコンド
リア障害が、ネフローゼ症候群の発症要因に大きく
関与していることが明らかとなった。また、同時に
本研究では電子顕微鏡下でのポドサイト内の多数
のミトコンドリアの障害をスコア化し、その平均値
を用いることにより、従来困難であった電子顕微鏡
観察によるミトコンドリア障害の半定量的な評価が
可能となった。さらに特異的なラジカルスカベンジ
ャーをはじめ、ミトコンドリア保護作用のある
薬剤が、MCNS の治療薬となる可能性を示唆し
た。 
本研究結果は、ミトコンドリア保護という観

点による MCNS 治療法の開発へと発展する可
能性を示唆し、ミトコンドリア障害の電子顕微
鏡下での半定量的評価を確立したことから、
MCNS の病勢を評価し、ミトコンドリア保護薬
の適応を検討することが可能となった。これら
の点に本研究成果の意義がある。 
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