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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症や腎炎などの慢性腎臓病（CKD）は国民の13%が罹患する国民病であり、
新たな治療戦略が求められる。CKD病態解明と新たな治療法開発を目指し、特にmetabolic kidney diseaseを対
象として腎内慢性炎症および液性因子を中心に検討を進めた。
その結果、炎症惹起因子MRP8及びANGPTL2が重要であること、また骨由来Na利尿ペプチド関連因子オステオクリ
ンが腎保護作用を有することを見出した。さらに、シングルセル解析を用いて新たなCKD進展の鍵因子を見出し
ている。
一方で、MRP8及びANGPTL2の血中濃度高値が透析患者での死亡リスク、動脈硬化進展に関与することがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease (CKD) is a growing health problem worldwide. The 
mechanisms for CKD progression remain obscure, and therefore we explored key factors, focusing on 
chronic inflammation and humoral factors.
We found that a macrophage-derived factor MRP8 is critical in disease progression through 
intra-glomerular crosstalk, activated by mesangium-derived exosomes. Mesangium-derived factors also 
impair podocyte function in diabetes through inhibition of ER-associated degradation. We found 
several factors that may aggravate CKD with diabetes by single-cell RNA analysis. A potential 
proinflammatory factor ANGPTL2, in contrast, may work renoprotective in an ischemia-reperfusion 
injury (IRI) model. In addition, bone-derived osteocrin can exert renoprotective actions upon IRI by
 potentiating natriuretic peptide actions locally. Furthermore, high serum levels of MRP8 and 
ANGPTL2 can be risk factors in hemodialysis patients. These findings may provide potential 
therapeutic targets for CKD.

研究分野： 内科系臨床医学・腎臓内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症に代表されるmetabolic kidney diseaseにおける局所因子の意義、特にマクロファージ由来炎症惹
起因子の増悪因子としての役割を明らかにすることで、これらを標的とした新たな創薬への基盤となる。さら
に、急性腎障害慢性化の機序を明らかにすることで腎症進展阻止のための治療戦略となりうる。MRP8や
ANGPLT2、オステオクリンはその候補分子であり、これらを標的とした治療法はなく、病態での意義の解析から
新たな治療戦略の提案へと繋がる可能性がある。一方で、これらの血中濃度は腎症患者の予後予測におけるバイ
オマーカーとしての意義が示唆され、今後の腎疾患診療に貢献する可能性が高い。

※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 
 慢性腎臓病（chronic kidney disease：CKD）は本邦で成人の 13%（1,330 万人）が罹患する国
民病であり、さらに増加の一途を辿っている。背景に存在する人口の高齢化並びに生活習慣病に
代表されるリスク因子の増加により、その病態は複雑化しており、病態進行機序の包括的理解と
それを基盤とした治療戦略が求められている。 
 糖尿病や高血圧、メタボリック症候群に伴う CKD は metabolic kidney disease として捉えら
れ、その病態において多臓器連関を介した生体恒常性破綻の意義が示されてきた。そして、特に
循環及び組織でのレニン・アンジオテンシン・アルドステロン系（RAA 系）活性化の意義が指摘
され、RAA 系阻害の有用性が検討されてきた。また最近、腎保護作用が明らかとなり CKD に適応
追加となった Na-グルコース共輸送体 2（SGLT2）阻害薬の使用が増加しているが、これらによっ
ても依然として腎障害進行の残存リスクは高く、末期腎不全に至る例は少なくない。新たな CKD
治療戦略を展開するためには、より広い視野からのアプローチが望まれる。 
 最近、炎症性疾患のみならず metabolic kidney disease の進展メカニズムにおいて、組織内
慢性炎症が注目されている。我々は、糖尿病・高脂血症合併モデルを用いて検討したところ、マ
クロファージ（Mφ）由来炎症惹起因子 myeloid-related protein 8（MRP8）がその受容体 toll-
like receptor 4 を活性化して病態悪化に関与することを見出した（Kuwabara, Mukoyama, et 
al. Diabetologia 2012）。またヒト腎臓でも、糖尿病性腎症症例、半月体形成性腎炎症例で明ら
かな糸球体での MRP8 発現亢進を認め、腎予後予測に有用である可能性を明らかにした（Kuwabara, 
Mukoyama, et al. PLoS One 2014）。さらに、MRP8 欠損（KO）マウスに腎炎を発症させて検討し
たところ、Mφの特性変化を介して腎症を軽減することが明らかとなった（Hata, Mukoyama, et 
al. Sci Rep 2020）。一方で、腎線維化モデルでは、尿細管上皮細胞及び浸潤 Mφに由来する
angiopoietin-like protein 2（ANGPTL2）が線維化形成・持続に重要である可能性を報告した
（Morinaga, Mukoyama, et al. Kidney Int 2016）。また、Na 利尿ペプチド関連因子の骨由来分
泌因子 Osteocrin（Ostn）は Na 利尿ペプチド（ANP, BNP）のクリアランス受容体（NPR-C）に拮
抗してその作用を増強することが想定されているが（Kanai, Mukoyama, et al. J Clin Invest 
2017）、腎障害での Ostn の意義は不明である。以上のように、これら液性因子の CKD 病態におけ
る役割と機序をさらに検討することにより、新たな治療戦略に繋げることが求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、糖尿病性腎症をはじめとする CKD の病態解明と治療法開発を目指して、その分子
基盤として重要な組織内慢性炎症に注目して研究を行う。また、急性腎障害（AKI）についても
検討を行う。手法としては、糸球体内細胞クロストークを鍵として、その病態解明及び関連因子
を探っていく。特に、種々の病態において炎症持続に関与すると想定されるマクロファージ由来
液性因子 MRP8 及び ANGPTL2、また骨由来因子 Ostn の意義について動物モデル及びヒト検体を用
いて明らかにし、新たな創薬へと展開することを目的とする。さらに、シングルセル解析などの
新規手法を用いて腎組織検体を解析することにより、新たな鍵因子の同定を行う。また、それぞ
れの臨床データと予後との関連について検討し、バイオマーカーとしての意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）CKD 進展における糸球体内クロストークの意義とそのメカニズムの検討 
 我々は既に、糖尿病性腎症や腎炎における Mφ-メサンギウム連関とそれにおける MRP8 の意義
を報告したが、今回はさらに、糖尿病状態のメサンギウム細胞が Mφ、及びポドサイトに与える
影響を in vitro での共培養系で解析を行った 1)。特に、MRP8 誘導刺激として重要なメサンギウ
ム細胞（ラット MC）と Mφ（マウス RAW264.7）との共培養系、さらにメサンギウム細胞とポド
サイト（マウス Pod）との共培養系を樹立、小胞体（ER）ストレスを含めた細胞内代謝の変化を
解析した。さらに、糖尿病糸球体で変化する遺伝子群を網羅的に解析する目的で、A-ZIP/F1 糖
尿病マウス糸球体を用いたシングルセル RNA 解析（scRNA-seq）を行った。 
（2）ANGPTL2 の急性腎障害における意義の検討 
 ANGPTL2 は炎症亢進、線維化誘導、癌化など種々の作用が報告されている。我々は既に、腎線
維化モデルにおける ANGPTL2 の増悪作用を報告した。今回、AKI における意義を検討するため、
腎虚血再灌流傷害（IRI）モデルを用いて検討を行い、野生型マウスと ANGPTL2 KO マウスでの表
現型の比較を行った。 
（3）Osteocrin の進行性腎障害における意義の検討 
 Ostn は骨由来分泌ペプチドであるが、腎臓でも一部産生される。腎での生理作用を検討する
ため、まず Ostn KO マウスに対して進行性腎障害モデル（IRI 3W 後の慢性モデル）を作製し検
討を行った。次に、KOマウスに肝臓から SAP プロモータを用いて Ostn 過剰発現を行う Ostn KO-
Tg を作製した。これらのモデルを用いて腎組織変化及び炎症性サイトサイトカインの遺伝子発
現の解析を行い、Ostn の腎保護作用の有無について検討した。また、アドリアマイシン腎症に
おいても同様の検討を行った。 
（4）ANGPTL2、MRP8 の腎疾患におけるバイオマーカーとしての位置付け 



 関連施設での維持血液透析患者を対象として、血中 ANGPTL2 濃度及び MRP8/14 heterodimer 濃
度と予後との関連を検討した（承認番号：熊本大学倫理第 1255 及び 1255-R）。 
 ANGPTL2 に関しては、412 人の血液透析患者を対象に、動脈硬化の指標である carotid-ankle 
vascular index（CAVI）との関連を解析し、関連が想定される高感度 CRP（hs-CRP）との比較も
行った。血中 ANGPTL2 濃度は正規分布を示さないため、log 変換を行った後に解析を行った。 
 MRP8 は血中では通常 MRP14 と heterodimer を形成し、安定して存在する。血液透析患者 388
人を対象として、血中 MRP8/14 heterodimer 濃度と全死亡との関連を解析した。この際、他の炎
症関連予後予測因子として重要な hs-CRP との比較を行うとともに、血中リン濃度の正常～軽度
高値群（P＜6.0 mg/dL）及び高値群（P≧6.0 mg/dL）とに分けて、それぞれで解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）CKD 進展における糸球体内クロストークの意義
とそのメカニズムの検討 
 まずin vitroでの共培養系では、MφにおけるMRP8
発現はメサンギウム細胞との共存にて著しく亢進す
ること、特に高糖濃度培養下で顕著であること、さら
に液性因子また exosome 分画でも再現されることが
明らかとなった。そこで、drug repositioning の手
法を組み合わせて 3000以上の中から exosome作用を
抑制しうる化合物を探索したところ、有望な化合物
を 1つ見出した。現在その作用について in vitro、
in vivo モデルで検討中である。 
 一方、糖尿病性腎症では Pod 傷害が重要である。
そこで、メサンギウム細胞由来液性因子（MC-sup）に
よる Pod 傷害の可能性について、炎症やストレス関
連蛋白・遺伝子発現の変化を in vitro の系で検討し
た。その結果、ERストレスに関与する経路のひとつ、
IRE1α-XBP1 経路（ER 関連分解 ERAD の代表的経路）
が抑制されることを見出した 2)（図 1）。さらに、ア
ポトーシスが誘導され、これらは高糖濃度条件下で
増強した。これらの現象は Pod への ERAD 阻害薬投与
で再現された。さらに、糖尿病 db/db マウスへの ERAD
阻害薬投与で糸球体病変とアルブミン尿が増悪し
た。すなわち、高糖濃度に曝露されたメサンギウムと
のクロストークがPodの正常なERADプロセスを阻害
し、腎症を悪化させる可能性が示唆された（図 2）。 
 また、糖尿病モデル糸球体で発現が変化する遺伝
子を scRNA-seq を用いて網羅的に解析し、NR4A をは
じめ複数の遺伝子を抽出した。現在それらについて
遺伝子改変動物の作製を進めている。 
（2）ANGPTL2 の急性腎障害における意義の検討 
 ANGPTL2 KO マウスを用いて IRI による AKI を誘導
したところ、KO マウスでは抗アポトーシス因子 AKT
や ERK のリン酸化が抑制され、腎障害の増悪がみら
れた。この機序として、ANGPTL2 は AKI では PI3K-
AKT-Keap1 経路を介して NRF2 安定化をきたし、抗ア
ポトーシス作用に働くことを見出した。即ち、腎臓
における ANGPTL2 は CKD と AKI とで異なる意義を有
すると考えられた。 
（3）Osteocrin の進行性腎障害における意義の検討 
 Ostn KO では通常状態では腎表現型の変化を認め
ないが、IRI 後に野生型と比較して一部腎組織線維
化の亢進傾向を認めるものの、腎萎縮の程度や炎症
性サイトカイン、線維化マーカー発現への影響は限
定的であった。一方で、Ostn KO-Tg では明らかにこれら全ての軽減がみられた 3)（図 3）。また、
アドリアマイシン腎症モデルでも同様の腎保護作用を認めた 4)。このモデルでは、ANP・BNP のク
リアランス受容体 NPR-C を欠損すると Ostn の腎保護作用は有意には増強を認めなかった。以上
から、血中 Ostn 濃度の上昇は、進行性腎障害において主に NPR-C 拮抗作用により腎保護作用を
発揮する可能性が示された（図 4）。 

図 1. 正常糖濃度培養メサンギウム上清（NG MC-
sup）及び高糖濃度培養上清（HG MC-sup）で刺激
後の Pod での ER ストレス関連因子の変化。EerI：
ERAD 阻害薬。 

図 2. 糸球体におけるポドサイト-メサンギウム細胞
（MC）連関と高血糖による影響。ERAD：ER 関連分解。 



（4）ANGPTL2、MRP8 の腎疾患
におけるバイオマーカーと
しての位置付け 
 412 人の登録患者のうち、
376人を最終的に解析対象と
した。血中 ANGPTL2 濃度の中
央値は 3.24 ng/mL（4分位範
囲 2.5-4.0）であり、CAVI の
中央値は 9.4（8.3-10.4）で
あった。血中 ANGPTL2 濃度高
値は、代謝指標及び透析関連
指標で補正後も有意の CAVI
高値及び血管老化のリスク
因子であった 5)（ハザード比
2.07； 95%信頼区間 1.08-
3.97）。一方、血中 hs-CRP は
CAVI と有意の関連を示さなかった。 
 また、血中 MRP8/14 heterodimer（別
名 calprotectin、CPT）濃度は中央値
6,108 ng/mL であった（健常者の平均
2,800 ng/mL）。血中 CPT 濃度は白血球
数、hs-CRP 値と有意に相関した。平均
6.6 年の追跡期間中、118 人が死亡し
た。多変量解析では、hs-CRP 高値が独
立した全死亡の予測因子であった（ハ
ザード比 2.47；95%信頼区間 1.40-
4.47）。一方、血中リン濃度によって層
別解析を行ったところ、3 分位に分け
た血中 CPT 濃度高値群はリン高値群（P
≧6.0 mg/dL）において明らかな全死亡
のリスク因子であり（ハザード比
18.1；95%信頼区間 3.15-345.9）、しか
も hs-CRP 値ではこの差は明らかでな
かった 6)（図 5）。したがって、血中 CPT
濃度は炎症の指標ではあるが、CRP と
は異なる透析患者での予後予測因子と
なる可能性が示された。 
 このように、液性因子 MRP8、ANGPTL2
及び Ostn の腎疾患病態での意義につ
いて、主に慢性炎症の観点から研究を
進めてきた。今後、これらをターゲット
した治療戦略の創出を目指して、さら
に検討を進めていく予定である。 
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図 4. Ostn の腎臓での作用の
概念図。 

図 3. IRI から 3 週後の腎組織線維化の比較。
WT：野生型、KO：Ostn 欠損、KO-Tg：Ostn 欠
損・過剰発現マウス。Mean±SD、*P<0.05、
KO vs. KO-Tg。 

図 5. 血中リン濃度高値群（≧6.0 mg/dL）における生存の Kaplan-Meier 
curve と全死亡リスクのハザード比。（A）血中 calprotectin（CPT）の３分
位での比較。（B）hs-CRP の 3 分位での比較。 
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