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研究成果の概要（和文）： 
 腎性低尿酸血症の合併症として、運動後急性腎不全がある。この発症機序として、活性酸素
の消去能を持つ尿酸が少ないことにより活性酸素による障害をきたす虚血再灌流障害または尿
中に尿酸が多く排泄されるために尿酸析出による尿細管閉塞をきたす閉塞性腎障害の関与が推
定されている。今回、腎臓での尿酸再吸収に働く URAT1 を欠損させたマウスと特殊飼料によ
り尿中尿酸排泄量を増加させたマウスを用い検討した。その結果、運動後急性腎不全の原因と
して、活性酸素の関与が推定された。 
研究成果の概要（英文）： 
  Exercise induced acute renal failure (EIARF) are significant complications of renal hypouricemia. 
Two mechanisms for EIARF were proposed. One hypothesis is that renal reperfusion injury due to 
vasoconstriction results from an exercise-induced increase in oxygen free radicals and a lack of urate, 
free radical scavengers. The other hypothesis is that urate nephropathy results from an increase in uric 
acid production by exercise induced ATP breakdown. We examined renal injury of mice deficient in 
urate reabsorption transporter, URAT1, fed with urate and oxonate. Renal reperfusion injury was 
acceptable from our results. 
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１．研究開始当初の背景 
 腎性低尿酸血症は、他の原因による尿細管
障害を認めないにもかかわらず、腎臓におけ
る尿酸排泄が亢進し、低尿酸血症を示す疾患
である。この疾患の合併症として、運動後急
性腎不全と尿路結石があるが、運動後急性腎
不全の発症原因の詳細は不明であった。発症
機序として、2 つの仮説が推定されている。
すなわち、活性酸素の消去能を持つ尿酸が少

ないことにより活性酸素による障害をきた
す虚血再灌流障害、または尿中に尿酸が多く
排泄されるために尿酸析出による尿細管閉
塞をきたす閉塞性腎障害である。 
２．研究の目的 
運動後急性腎不全発症機序の解明。 
３．研究の方法 
 
まず運動後急性腎不全発症機序仮説の一
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つである閉塞性腎障害説を検証するため、尿
中尿酸濃度を上昇させたマウスを利用した。
低尿酸血症モデルとして URAT1 ノックアウ
トマウスを用い、以下の検討を行った。なお、
比較対象としては C57BL/6 雄性マウスを用
いた。 
 
(1)オキソン酸含有飼料による高尿酸尿症マ
ウスモデルの作製 
高尿酸尿症モデルを作製するためにウリ

カーゼ阻害剤であるオキソン酸を添加した
飼料をマウスに与えた際の尿酸値の推移及
び腎障害の有無を検討した。 

8～12 週齢の雄性野生型マウスおよび
URAT1 ノックアウトマウスを粉末飼料にオ
キソン酸 3 %･尿酸 5 %を添加した特殊飼料
にて 14 日間飼育した。飼育開始から 14 日目
に一日尿を採取した後、15 日目に腎臓摘出お
よび血漿採取を行った。採取した尿および血
漿中のナトリウム、クレアチニン、および尿
酸値を測定した。また、摘出後の腎臓より
total RNA を抽出し、RT-PCR 法により腎障
害マーカーKidney injury molecule-1 
(KIM-1)及び Neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin (NGAL)の発
現量を検討した。 
 
(2)マウスに無酸素運動負荷するための条件
検討 
運動後急性腎不全の再現における運動負

荷としては強制水泳を選択した。マウスを水
槽に入れた時点から 1 min 水泳させた後、ケ
ージで 1 min 休憩させるまでを 1 cycle とし
た。   運動負荷量の検討においては、1 
cycle 目は負荷をかけずに水泳させ、2 cycle
目はマウスの体重の 10 %に当たる重りをマ
ウスの尾根部につけて水泳させた。さらにそ
の後は cycle 数が増えるごとにマウスの体重
の 13, 17, 20, 23 %にあたる重りによる負荷
を与えて水泳させた。各 cycle において休憩
中に血中乳酸値を測定した。 

運動回数の検討においては、マウスに体重
の 13 %にあたる重さの負荷を与え強制水泳
を 15 cycle行った。運動前および奇数回 cycle
水泳後に血中乳酸値を測定した。 

 
(3)運動負荷マウスモデルの腎障害検討 

上記(1)(2)により決定した条件により運動
を負荷したマウスの腎障害を検討した。 

高尿酸尿症マウスによる運動負荷につい
ては、8~12 週齢の雄性野生型マウスおよび
URAT1 ノックアウトマウスに対し、粉末飼
料にオキソン酸 3 %･尿酸 5 %を添加した特
殊飼料にて 14 日間飼育した。15 日目に 13 %
の重りを負荷した上で 15 cycleの強制水泳を
行った。また15日目の強制水泳後3, 5, 24, 72 
hr で野生型マウス及び URAT1 ノックアウ

トマウスより全血採血および腎臓摘出を行
った。採取した尿および血漿中のナトリウム、
クレアチニン、および尿酸値を測定した。ま
た、摘出後の腎臓より KIM-1 及び NGAL の
発現量を検討した。さらに摘出した腎臓から
パラフィン切片を作製しヘマトキシリン‐
エオジン染色（HE 染色）を行った。 
 
さらなる運動後急性腎不全発症機序仮説と
して、活性酸素障害説を検証した。 
 
(4)オキソン酸含有飼料による高尿酸ラット
モデルの作製 
 健常ラットを低尿酸モデルとし、それに対
してオキソン酸投与によって血中尿酸値を
高めたラットモデルを作製した。10～12 週
齢雄性 Sprague-Dawley(S.D.)ラットにおい
て、コントロール群には普通飼料を与えて 8
日間飼育した。オキソン酸投与群にはオキソ
ン酸 3 %含有飼料、オキソン酸＋尿酸投与群
にはオキソン酸 3 %･尿酸 5 %含有飼料をそ
れぞれ与え 8 日間飼育した。食餌投与開始か
ら 1 日目から 8 日目まで、経時的に採血を行
った。また 1 および 8 日目に採尿し、8 日目
に腎臓摘出した。採取した尿および血漿中の
ナトリウム、クレアチニン、および尿酸値を
測定した。また、摘出後の腎臓より腎障害マ
ーカーKIM-1 の発現量を検討した。さらに摘
出した腎臓の HE 染色を行った。 
 
(5)血中尿酸値が酸化ストレスによる腎障害
に与える影響の検討 
 運動時に起きるとされる酸化ストレス状
態を腎虚血再灌流手術により再現し、高尿酸
ラットと低尿酸ラットによって腎障害の程
度が異なるのか検討を行った。 
 10～12 週齢雄性 S.D.ラットを用い、SO 群、
IO 群には手術の 8 日前に 24 時間尿および全
血を採取した後、オキソン酸 3 %含有飼料を
与え飼育した。左腎動静脈の血流を遮断し、
腎臓を 45 分間虚血状態にした後クランプを
除去し血流を再開した。E(5)群、E(10)群には
再灌流後直ちにエダラボン(E(5))=5 mg/kg 
weight, E(10) =10 mg/kg weight)を尾静脈投
与した。その後側腹部を縫合し、24 時間後に
腎臓摘出を行った。なお、S 群および SO 群
には sham 手術として左側腹部切開のみを行
った。全群において腎虚血再灌流手術の前後
に 24 時間尿および血漿の採取を行った。採
取した尿および血漿中のナトリウム、クレア
チニン、および尿酸値を測定した。さらに摘
出した腎臓において KIM-1 及び虚血マーカ
ーHypoxia-inducible factor 1(HIF-1) αの発
現量の検討及び HE 染色を行い、腎障害の評
価とした。酸化ストレスの程度は摘出腎組織
の一部を用いてカルボニル化タンパク質ア
ッセイ法により評価した。 



 

 

 
４．研究成果 
 
(1)オキソン酸含有飼料による高尿酸尿症マ
ウスモデルの作製 
オキソン酸はウリカーゼの尿酸代謝能を

阻害することが知られる。マウスに対してオ
キソン酸 3 %･尿酸 5 %を添加した特殊飼料
を与え 14 日間飼育した結果、体重あたりの
24 時間尿中尿酸排泄量は普通飼料で飼育し
たマウスに比べ野生型マウスで約 23 倍、
URAT1ノックアウトマウスで約13倍となり
有意に上昇した。血漿中クレアチニン値およ
びナトリウム値では腎疾患を示す値は見ら
れず、腎障害マーカーの発現も確認されなか
った。これらのことから特殊飼料による飼育
により、腎障害を発現することなく尿中尿酸
排泄量の高い高尿酸尿症マウスを作成でき
たと考えられた。 
 
(2)マウスに無酸素運動負荷するための条件
検討 
強制水泳によってマウスに無酸素運動さ

せるため、水泳させる際に体に付ける重りの
重さを増量することで運動強度を増加させ
た。その結果運動強度を漸増する間に血中乳
酸値はゆるやかに上昇していき、負荷が体重
の 17 %を超えると血中乳酸値が運動前の約
4 倍で定常状態となった。このことから体重
の 17 %以上の運動負荷の際には無酸素運動
になっていると結論した。しかし、体重の
17 %の運動負荷を与えた場合、複数回水泳す
ることが不可能であった。与える運動負荷が
体重の 13 %の際には、血中乳酸値は強制水
泳 1~8 回目までは漸増し、9 回目の水泳以降
定常状態となったことから、13 %の重り負荷
でも 9 回-15 回の水泳により無酸素運動を行
わせることができると判断した。 
 
(3)運動負荷マウスモデルの腎障害検討 
 (1)で作成した高尿酸尿症マウスに無酸素
運動を行わせるため(2)で決定した運動条件
で運動負荷をかけた。 

運動による腎障害の発現は血漿中クレア
チニン値およびナトリウム値から判断した。
また運動後急性腎不全患者の腎生検結果よ
り急性尿細管壊死と一致する所見が得られ
ていることから、腎臓の組織染色像および腎
障害マーカーとして知られる KIM-1 および
NGAL の mRNA 発現量も腎障害発現の指標
として用いた。 

結果、血漿中クレアチニン値およびナトリ
ウム値からは腎障害の発現を示唆するよう
な値は得られなかった。血漿中尿酸値は野生
型,ノックアウトマウスともに運動による変
化は見られなかった。 
腎障害マーカーKIM-1 と NGAL について

は若干の発現は見られたが障害を示唆する
発現量は確認できなかった。加えて、運動後
の経過時間に関わらず、KIM-1 と NGAL と
もに mRNA 発現量は増加しなかった。また
腎組織切片のHE染色からも尿酸の析出およ
び腎組織の異常を示す所見は認められなか
った。 
このことから高尿酸尿症マウスに無酸素

運動をさせても尿細管の閉塞は起こらず、急
性腎不全を起こさないということが示唆さ
れた。また、URAT1 のノックアウトによる
影響もないということが示された。本実験で
用いた高尿酸尿症マウスの体重あたりの 24
時間尿中尿酸排泄量は腎性低尿酸血症患者
よりも高いことから、ヒトにおいても閉塞性
腎障害説に従い運動後急性腎不全が発症す
ることは考えにくいことが示唆された。 
 
(4)オキソン酸含有飼料による高尿酸ラット
モデルの作製 
運動後急性腎不全発症機序仮説である活

性酸素障害説に従い、血中尿酸が活性酸素に
よる腎機能障害にどのような影響を与える
か検証した。そのため、血中尿酸値に差があ
る 2 種類(高尿酸群と低尿酸群)のラットモデ
ルを作製し、両者を比較することとした。実
験動物として用いた S.D.系雄性ラットは尿
酸代謝酵素ウリカーゼを持つため、普通飼料
で飼育した場合の血漿中尿酸値が 1.0 mg/dL
以下であり、ヒトにおける低尿酸血症の診断
基準に該当した。そのためこのラットを低尿
酸群として用いることとした。そして S.D.
系雄性ラットにオキソン酸 3 %含有飼料も
しくはオキソン酸 3 %･尿酸 5 %含有飼料を
与え、8 日間飼育した。その結果、飼育開始
から 2 日目以降、オキソン酸 3 %飼料で飼
育したラットの血漿中尿酸値は普通飼料飼
育ラットよりも有意に高くなり、6 日目以降
安定して高値を示すことが確認できた。この
ことから、高尿酸群として利用できることが
示唆された。 
また、特殊飼料による腎障害の誘導が起こ

っていないかどうか血漿中クレアチニン値
およびナトリウム値から確認した。オキソン
酸 3 %飼料飼育ラットの血漿中クレアチニ
ン値及びナトリウム値はほぼ正常範囲内で
あった。また腎組織染色所見では異常が見ら
れず、腎障害マーカーKIM-1 の発現も少量だ
った。このことからオキソン酸 3 %含有飼料
飼育群では腎障害は発現していないと考え
られた。 
オキソン酸 3 %･尿酸 5 %含有飼料で飼育

したラットにおいては血漿中尿酸値が有意
な上昇を見せたが、血漿中クレアチニン値が
5 および 8 日目に普通飼料飼育ラットと比べ
有意に上昇した。さらに、クレアチニンクリ
アランス値が普通飼料飼育ラットに比べ有



 

 

意に低下した。また腎障害マーカーKIM-1 の
発現が強かったことからも腎障害が発生し
ていると考え、高尿酸モデルとしては不適で
あると判断した。以上のことから、その後の
実験は普通飼料飼育ラットを低尿酸モデル、
オキソン酸 3 %含有の特殊飼料飼育ラット
を高尿酸モデルとして扱うこととした。 
 
(5)血中尿酸値が酸化ストレスによる腎障害
に与える影響の検討 

活性酸素による腎障害は腎虚血再灌流処
置によって再現した。活性酸素が発生すると
タンパク質のカルボニル化が進行する。本実
験 で は 、カ ル ボニ ル化 タ ンパ ク 質と
2,4-dinitrophenylhydrazones との反応生成
物の吸光度を測定することにより腎虚血再
灌流処置した腎の酸化ストレスを評価した。
I 群のカルボニル化タンパク質量が健常ラッ
トに比べ有意に増加した。さらに腎虚血再灌
流処置を行った I 群では虚血マーカー
HIF-1α の発現が見られた。これらのことか
ら腎虚血再灌流処置により、活性酸素による
酸化ストレスの負荷および腎虚血状態が再
現できたと結論した。 

続いて高尿酸ラットの腎虚血再灌流処置
による酸化ストレスについて検討した。高尿
酸ラット IO 群は腎虚血再灌流処置を施して
もカルボニル化タンパク質量に有意差が生
じないことが示された。また、低尿酸ラット
I 群と高尿酸ラット IO 群を比べると、IO 群
でカルボニル化タンパク質量が低下する傾
向が見られた。虚血マーカーHIF-1αは、SO
群では発現が見られなかったが、IO 群では I
群と同程度に確認された。このことから血漿
中尿酸値が上昇することで虚血再灌流によ
る酸化ストレスを軽減できることが示唆さ
れた。 

さらに高尿酸ラットと低尿酸ラットの腎
虚血再灌流処置による腎障害について検討
した。血漿中ナトリウム値には有意な変化は
見られなかったが、血漿中クレアチニン値は
I および IO 群で腎虚血再灌流処置後有意に
上昇したことから腎障害が発現しているこ
とが示唆された。 
血中尿酸低値である I 群ラットの術後クレ

アチニンクリアランスは腎虚血再灌流処置
前の約 30 %まで減少し、処置を行わない S
群に比べ有意に低下した。一方、血中尿酸高
値である IO 群ラットではクレアチニンクリ
アランスの低下は約 50 %に留まり、SO 群と
比べて有意差は見られなかった。 

また腎障害マーカーKIM-1の発現は I群の
ほうが IO 群より強いことが示唆された。 
腎組織の HE 染色においては、高尿酸ラッ

ト IO 群において低尿酸の I 群より組織障害
の程度が軽減されている傾向が見られた。こ
れらのことから特殊飼料により血中尿酸値

が上昇すると、活性酸素による腎臓への酸化
ストレスおよびそれによる腎障害が軽減さ
れるということが示唆された。 

血中尿酸低値ラットに腎虚血再灌流処置
後、尿酸同様に活性酸素消去能をもつとされ
るエダラボンを投与した E(5)および E(10)群
の血漿中クレアチニン値では処置の前後で
E(5)および E(10)群に有意な差が見られ、腎
障害が発現していることが示唆された。また
クレアチニンクリアランスの術後低下も、エ
ダラボン投与量に応じて抑制される傾向が
見られた。エダラボンを高用量投与した
E(10)群ではクレアチニンクリアランスの有
意な上昇が見られた(p<0.05)。 
また腎障害マーカーKIM-1 は I 群よりも

E(5)、E(10)群で発現が減弱した。 
さらに腎組織の HE 染色像より、E(5)群お

よび E(10)群では尿細管壊死はより軽度のも
のであり、I 群よりも組織障害が軽減される
傾向が見られた。 
このことからエダラボンにより活性酸素

による腎障害が軽減されることが示された。
これらの結果は、尿酸の腎障害軽減作用が活
性酸素の消去作用によるものであるという
ことを裏付けるものである。 
 以上のように腎虚血再灌流処置により活
性酸素由来の腎機能障害が起きるというこ
とが示唆された。またその障害は尿酸の活性
酸素消去作用により軽減され、血漿中尿酸値
が高値であると腎機能障害が抑制されるこ
とが示唆された。 
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