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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）における腎障害とミネラルコルチコイド受容体（MR）活性化の関
連を培養細胞と6分の5腎摘CKDラットを用いて検討した。腎線維芽細胞COS-7細胞では、尿毒素インドキシル硫酸
(IS）はMR蛋白レベルとMR転写活性を増強し、抗酸化薬αリポ酸は抑制した。さらに、CKDラットではshamラット
と比べて、腎臓内MR蛋白レベルとMR標的遺伝子Sgk-1 mRNAレベルが増加したが、AST-120投与でISレベルを低下
させると抑制された。以上より、CKDではISがMR蛋白レベルを増加させることによりMR活性化をきたすことが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate relationship between mineralocorticoid receptor (MR) activation
 and renal dysfunction in chronic kidney disease (CKD), we utilized in vitro cultured cells and 5/6 
nephrectomized CKD rats.  In renal fibroblast COS-7 cells, administration of indoxyl sulfate (IS) 
potentiated MR transactivation as well as increased MR protein levels, whereas co-administration of 
anti-oxidant, alpha-lipoic acid reversed the MR levels as well as MR transactivation.  In CKD rats, 
both renal MR protein and Sgk-1 mRNA levels were elevated in CKD rats, whereas administration of 
AST-120, an IS-lowering agent, decreased MR levels and its transactivation.  Based on these 
findings, IS enhances MR transactivation due in part to elevation of MR protein levels in the 
pathogenesis of CKD.

研究分野： 腎臓内科

キーワード： アルドステロン　ミネラルコルチコイド受容体　慢性腎臓病　ポドサイト　インドキシル硫酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義としては、慢性腎臓病でポドサイト障害などが進行する原因として、体内に蓄積する尿毒素のインド
キシル硫酸が、血中アルドステロン濃度の上昇がなくてもMR蛋白レベルを増加させることによるMR活性化をきた
すことが関与することを初めて明らかにできた。
社会的意義としては、糖尿病性腎症などによる慢性腎臓病から透析導入者が増加が年々続いており、透析導入だ
けでなく、それまでの過程で心血管疾患による死亡が増えており、大きな社会的問題となっている。その原因の
一つを本研究が明らかにできたことで、早期からのMRのブロックが慢性腎臓病患者の予後改善につながることが
強く期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルドステロン・ミネラルコルチコイド受容体と心血管疾患の関連 
アルドステロンは、電解質および血圧調節に関わるミネラルコルチコイドであり、食塩摂取量
によりアルドステロン分泌調節が行われる。通常、食塩摂取量が過剰になるとアルドステロン
分泌は抑制されるが、その抑制が欠如している原発性アルドステロン症は近年、高血圧症の 5%
～15%を占め、心血管疾患の罹患率が高いことが示されている。一方、肥満、睡眠時無呼吸症候
群、糖尿病、慢性腎臓病などの生活習慣病では、治療抵抗性高血圧を呈する例が多く、ミネラ
ルコルチコイド受容体(MR)拮抗薬の投与が有効である。このように、血中アルドステロン濃度
が正常でも、MR 活性化により治療抵抗性高血圧や臓器障害をきたすこのような病態を「MR 関連
高血圧」として提唱した（Shibata and Itoh. Am J Hypertens 25: 514-523, 2012）。具体的な
分子機構として、高血糖の状況下にて PKCβによるリン酸化や糖鎖修飾（O-linked N-
acetylglucosamine）により MR が蛋白修飾を受けることにより、ユビキチン化が阻害されて蛋
白レベルが上昇して MR転写活性化をきたすことを見いだしている。 
（２）慢性腎臓病における MR 活性化機構 
 臨床的に CKD に合併した高血圧症では、レニンーアンジオテンシン系阻害薬や MR 拮抗薬の投
与により蛋白尿を減少させることは CKD の進行抑制に有効であることが示されている。慢性腎
臓病（CKD）において蛋白尿が多い例では、腎臓における MR発現レベルが上昇していることが
示されているがその機序は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「CKD の病態生理に MR 活性化が関与しているか？」という問いに対する機序
を in vitro および in vivo で明らかにすることを目的とした。CKD の病態では腎機能の低下に
伴い、蛋白尿・アルブミン尿の増加、尿毒素物質の蓄積などから様々なシグナル伝達経路が活性
化されるが、MR 活性化が関わるか否かは不明である。MR 活性化が関わる病態であることが解
明されれば、糖尿病性腎症などによる CKD の進行抑制には、MR 拮抗薬や MR の蛋白修飾調整
薬が新たな治療薬として有効であることが証明できる。 
 
３．研究の方法 
（１）哺乳類培養細胞を用いた in vitro の検討 
 腎線維芽細胞 COS-7 細胞を用いて、外因性に MR 発現プラスミド、MR 応答性 luciferase レ
ポータープラスミドを共発現する transient transfection assay を用いた。Aldosterone の添加
により濃度依存性の MR 転写活性化を検出できることを確認し、そこへ尿毒素のインドキシル
硫酸(IS)を 250～500μM や抗酸化薬αリポ酸（10-3M）を添加した際の MR 転写活性を検討し
た。またこれらの条件下における MR 蛋白レベルの発現を Western blotting にて確認した。 
（２）６分の５腎摘 CKD モデルラットを用いた in vivo の検討 
 ６分の５腎摘 CKD モデル（９週齢雄）を作成し、sham 群、CKD 群、CKD+AST-120 投与群
の３群に分け、13 週齢における血液、尿、腎組織を評価した。腎組織の MR および Sgk1 の蛋
白レベルを Western blotting にて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）哺乳類培養細胞を用いた in vitro の検討 
 COS-7 細胞に MR および MR 応答性レポーターを共発現させた transient transfection assay
において、10-12～10-6M aldosterone 添加により 10-12～10-8M まで用量依存性に MR転写活性
化を認め、10-7～10-6M では減少を認めた（Figure 1）。次に、aldosterone を添加しない状況で
ISを 10～500μMまで添加したところ、150, 250, 500μMにて有意な MR 転写活性の増強を認め
た(Figure 2)。一方、10-10M aldosterone 添加時に同様に ISを添加したところ、250, 500μM 
で用量依存性に MR 転写活性が増強された（Figure 3）。さらに、抗酸化薬として 10-3M αリポ
酸を添加したところ、ISによる MR転写活性の増強が抑制されたことから、ISは酸化ストレス刺
激を介して MR転写活性を増強したことが示唆された（Figures 4, 5）。 
 次に、Western blotting にて MR発現レベルを検討したところ、aldosterone 添加により MR蛋
白レベルは減少し、ユビキチンープロテアソーム系による蛋白分解が示唆された。そこで IS を
添加すると MR蛋白レベルが増加し、αリポ酸の添加により減少した(Figure 6)。以上より、CKD
で体内に蓄積する IS は MR 蛋白レベルを増加させることにより、MR 転写活性化を増強すること
が示唆された。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）６分の５腎摘 CKD モデルラットを用いた in vivo の検討 
 13 週齢の CKD 群、CKD+AST-120 群では sham 群と比較して優位にクレアチニン、BUN の上昇を
認めた。また、尿蛋白は sham 群と比べて、CKD 群で有意に増加し、CKD+AST-120 群で有意に減少
した。血中 IS 濃度は sham 群と比べて、CKD 群で有意に増加し、CKD+AST-120 群で有意に減少し
た（Figure 7）。以上より、CKD 群では、適切に CKD の病態が形成され、AST-120 投与により予想
される臨床効果を認めた。 
 次に、Western blotting にて腎臓組織の homogenate を調製し、核分画と細胞質分画を分離し
て Western blotting を施行した結果、核分画の MR蛋白レベルは sham 群と比べて CKD 群で発現
レベルが亢進し、MR 標的遺伝子の１つの Sgk1 の発現亢進も認めた。しかし、AST-120 投与群で
は、核分画の MR 蛋白レベルは減少傾向にはあるものの有意な減少は認めず、Sgk1 蛋白レベルも
有意な減少は認めなかった（Figure 8）。そこで、腎組織から total RNA を調製して、real time 
RT-PCR を施行したところ、MR mRNA レベルは有意な変化を認めず、Sgk1 mRNA レベルは、CKD 群
で増加傾向、CKD+AST-120 群で減少傾向であったが有意差には至らなかった。さらに、免疫組織
化学にて腎組織の MR 発現細胞を検討したところ、sham 群、CKD 群、CKD+AST-120 群いずれも遠
位尿細管～皮質集合管細胞の核に明瞭に局在を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 Figure 7  ラット３群における尿蛋白、血中 IS濃度、BUN, Cr, Cr クリアランス 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Figure 8  whole cell lysate および核分画における MR蛋白レベル 
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