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研究成果の概要（和文）：腎線維化にはレニン・アンジオテンシン系（RAS）の亢進が関与す

るが、循環 RAS を抑制する塩分負荷による腎線維化の機序は不明である。本研究は、高塩分摂

取の慢性抗胸腺細胞血清腎炎ラットにおいて集合管、結合尿細管での（プロ）レニン受容体の

尿腔側細胞膜面への移動が、レニン mRNA発現増加を伴わないプロレニン、レニン蛋白の結合と

プロレニンの非酵素的活性化を惹起し、アンジオテンシン II 産生亢進、腎線維化に関与する

ことを明かにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Although activation of intrarenal renin angiotensin system (RAS) 
is involved in the progression of kidney fibrosis, it is unknown how salt load that 
suppresses circulating RAS aggravates kidney fibrosis. This study demonstrated that high 
salt intake increased the apical membranous transition of (pro)renin receptor in 
collecting ducts and connecting tubules, resulting in the increased binding of prorenin 
and renin proteins without concomitant renin mRNA expression, followed by non-proteolytic 
activation of prorenin and angiotensin II generation, with resultant worsening of renal 
fibrosis in chronic anti-thymocyte serum nephritis on high salt intake. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) レ ニ ン ・ ア ン ジ オ テ ン シ ン 系
（renin-angiotensin system; RAS）には血
管の収縮と腎での Na 再吸収などによって体
液量と血圧を維持する循環 RASと、組織局所
で RAS 関連因子が発現する組織 RAS があり、
腎組織 RAS の亢進は慢性腎臓病(chronic 
kidney disease; CKD)において腎線維化の進

行に関与する。一方、塩分負荷は循環 RAS を
抑制するが、腎保護効果はなく、むしろ悪化
をきたす。しかし、塩分がどのような機序で
腎組織 RASに影響を及ぼし、腎線維化に関与
するかは明らかではない。 
 
(2) プロレニンは不活性なレニン前駆体で、
傍糸球体細胞の分泌顆粒内では酵素による
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プロセッシングで酵素活性部位を覆うプロ
セグメントが切断、除去され、活性型のレニ
ンとして血中に分泌されて循環 RASを制御す
る。一方、傍糸球体細胞以外ではプロレニン
はエキソサイトーシスでプロレニンのまま
放出される。ヒト血漿にはプロレニンがレニ
ンの約 10 倍高濃度で存在するが、不活性の
プロレニンの病的意義は不明であった。しか
し、2002 年に Nguyen らによってプロレニン
は（プロ）レニン受容体（ (pro)renin 
receptor; PRR）に結合すると立体構造が変
化し、プロセグメントが酵素的に切り離され
ることなく酵素活性中心が露出してレニン
酵素活性を発揮するプロレニンの非酵素的
活性化（受容体随伴プロレニン系）が見いだ
された。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は高塩分摂取が CKDにおいて 
 
(1) 腎組織の PRR の発現や分布をいかに変化
させるか 

 
(2) 腎組織 RAS 活性にどのような影響をもた
らすか 
 
(3) 腎線維化にいかに関与するか 
  
について慢性進行性腎炎ラットモデルを用い
て検討する事である。  
 

３．研究の方法 

片腎摘後にヒツジ抗ラット胸腺細胞血清
（anti-thymocyte serum; ATS）の 2 回静注
で作成した慢性 ATS腎炎ラットを 0.5%食塩
水飲水の高塩分摂取群と水道水飲水の正常
塩分摂取群に分け、それらに加えてオルメ
サルタン 10mg/kg/日あるいはヒドララジン
5mg/kg/日を投与した高塩分摂取慢性 ATS腎
炎群、シャム手術後に水道水飲水のコント
ロール群において、初回 ATS 静注から 14と
21 日目に血圧、体重測定、一日尿蛋白量定
量し、21 日目で断頭屠殺にて採血、腎を摘
出して以下の検討を行った。 
 

(1) PAS 染色、マッソントリクローム染色
による腎組織病変の病理学的検討 
 

(2) 血漿クレアチニン定量、血漿レニン活
性の測定（RIA）、血漿と腎組織抽出液
のアンジオテンシン II (AngII)の定量
（ELISA） 

 
(3) 腎組織のレニン、PRR、AT1受容体、TGF-

β1ｍRNA の定量（定量的 RT-PCR） 
 
(4) 腎組織のプロレニン、レニン、PRR、AT1

受容体の蛋白量と発現部位を各々
western blot (WB）と免疫組織染色
（immunohistochemistry; IHC）で検討 
 

(5) 非酵素的活性化プロレニンは、抗プロ
レニン gate領域(GR)抗体を用いた IHC
で検討 
 

(6) 腎組織をホモゲナイズ後に膜分画と細
胞質分画に分け、膜結合型と細胞質内
の PRRを各々WB にて定量 
 

(7) PRRの発現尿細管は、PRR、aquaporin 2
（AQP2）、calbindin-D-28kの連続切片
の IHCで同定 

 
４．研究成果 
(1) 高塩分摂取の慢性 ATS腎炎では血漿レニ
ン活性、血漿 AngII が低下して循環 RASは抑
制されており、また、傍糸球体細胞の総レニ
ン（レニンとプロレニン）が減少していたが、
尿蛋白増加、血清クレアチニン上昇、腎線維
化病変の進行がみられた。 
 
(2) 血圧は、慢性 ATS 腎炎惹起後 14 日目は
各群で差はなく、21 日目にて高塩分摂取の慢
性 ATS腎炎群でのみ有意に高値であった。 
 
(3) 腎組織 RAS に関しては、 
① 高塩分摂取の慢性 ATS 腎炎では集合管、

結合尿細管にプロレニン、レニンの蛋白
と非酵素的活性化プロレニンが増加し、
腎皮質の AngII 量が上昇していた。 
 

② 一方、腎皮質のレニン mRNA 発現や AT1
受容体、PRRの蛋白と mRNA量は、高塩分
摂取の慢性 ATS 腎炎群、正常塩分摂取の
慢性 ATS 腎炎群、コントロール群間で有
意差はなかった。 

 

③ しかし、PRR の集合管細胞内の分布が、
コントロール群では細胞質内に塊～顆
粒状にみられるのに対し(図１a、中抜き
矢印)、高塩分摂取の慢性 ATS 腎炎では
PRR が尿腔側細胞膜面に移動していた
（図１ｂ、黒矢印）。そして、連続切片
での観察で PRRに結合して非酵素的に活
性化されたプロレニンは、この高塩分摂
取の慢性 ATS腎炎でみられる PRRが尿腔
側細胞膜面に移動して認められる集合
管、結合尿細管のみに認められた(図２b、
黒矢印)。 
 

(4) オルメサルタンは、腎皮質のプロレニン、
非酵素的活性化プロレニン、PRR の尿腔側細
胞膜への移動、AngII を減少し、腎線維化を
抑制したが、ヒドララジンではそのような変



化はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ コントロール群(a)と高塩分摂取の慢
性 ATS腎炎群(b)の（プロ）レニン受容体（PRR）
の免疫組織染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 図１の連続切片でのコントロール群
(a)と高塩分摂取の慢性 ATS腎炎群(b)の非酵
素的活性化プロレニンの免疫組織染色 
 
(5) 以上より、高塩分摂取による慢性 ATS 腎

炎の腎線維化の進行は、レニン遺伝子の発現
増加や PRR、AT1 受容体量の増加ではなく、
集合管、結合尿細管細胞において AngII依存
性に PRRが細胞質内小胞から尿腔側細胞膜面
に移動してプロレニン、レニンをトラップし、
局所でプロレニンは非酵素的に活性化、レニ
ンはその酵素活性を増強させて腎内 AngII産
生、腎組織 RAS活性化をきたし、腎線維化を
進行させる可能性が示唆された。 
 
(6) AngIIによる尿中への H+排泄の促進では、
AngII が集合管α介在細胞の細胞内小胞の
V-ATPase を尿腔側の細胞膜微絨毛に移動さ
せるが、PRRは V-ATPase 結合蛋白としての機
能を有していることから、高塩分摂取の慢性
ATS腎炎ラットで認められる集合管での PRR
の尿腔側細胞膜面への移動は、AngIIによる
V-ATPase の尿腔側細胞膜微絨毛への移動と
並行して起こっている可能性が考えられる。
今後は、培養尿細管細胞を AngII で刺激して
細胞質内の PRR が細胞膜面に移動し、そこで
プロレニンが非酵素的に活性化されるかを
in vitro 実験などで確認する必要がある。 
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