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研究成果の概要（和文）：本研究では、老齢ラット腎近位尿細管にカルボニル化、AGE化、CML化された傷害アル
ブミン分子が蓄積することを見出した。この結果は、加齢で傷害アルブミン分子の分別・分解能が低下している
ことを示唆する。そこで異常タンパク質分解能を高める食餌制限を老齢ラットに実施した。アルブミン分解能お
よび傷害アルブミン蓄積量に食餌制限の影響は認められなかった。一方、標識アルブミンのin vivoでの近位尿
細管における取り込み量は食餌制限老齢で高まっていた。原尿に漏れ出た正常アルブミンの再吸収の活性化がア
ルブミン尿症改善に関わっている可能性があるが、傷害アルブミン分子の動向については今後解明すべき課題で
ある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that abnormally modified (carbonylated, AGE-, CML-) 
albumin accumulated in the renal proximal tubular cells (RPTC) of old rats. These results suggest 
that the ability of abnormal albumin sorting and degradation was decreased with age. We also found 
that dietary restriction (DR) initiated from even old age reduced the amount of abnormal proteins in
 the kidney. However, no significant effect of DR was observed in the degradation rate of albumin 
and the amount of abnormal albumin in the kidney. In contrast, the ability of albumin uptake by RPTC
 in vivo tended to increase in old DR rats compared with old control ones. These results suggest 
that the improvement of albuminuria by DR may be due to the activation of reabsorption of normal 
albumin in primary urine. Future studies should be elucidated the intracellular behavior of abnormal
 albumin in RPTC.

研究分野：基礎老化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病患者に対し、腎臓病の進行を遅らせるために、タンパク質制限による食事療法が行われる。これは、
窒素代謝物排泄などによる腎臓への負担軽減を目指したものである。腎臓病患者に対するタンパク質制限の臨床
研究は、タンパク摂取量の継続的な管理の難しさ、合併症や薬物療法の有無、年齢などの様々な要因が複雑に絡
み合うためにタンパク質制限の効果の明確なエビデンスがないのが現状である。本研究は、ラットを用いた基礎
研究ではあるが、平日隔日食餌制限老齢ラットのアルブミントランスサイトーシスの活性化機構が明らかになれ
ば、タンパク尿の予防法や治療法の提案に繋がると考えられる。

※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 
 
加齢に伴い非生理的な酸化、脂質過酸化付加、糖化を受けた異常タンパク質が蓄積することが
知られている。さらに、ラットは、高齢期にタンパク（アルブミン）尿症を発症する。これまで
に、私の所属する研究室では、老齢ラットの腎臓には、通常のサイズのアルブミンに加え、分解
物および架橋体と思われるものが蓄積していること、加齢に伴い増加する主要なカルボニル化
タンパク質が 66kDaのアルブミンと思われるものであることを見出している。また、高齢期の
ラットに数か月間食餌制限を施すと、脳、肝臓、腎臓に加齢に伴い蓄積した熱不安定異常酵素
（Takahashi R, et al, Mech Ageing Dev, 33, 65,1985）やミトコンドリアのカルボニル化酸化タ
ンパク質が減少すること（Nagai M, Takahashi R. et al. Biogerontol 1: 321-328, 2000）、加齢
に伴い低下した肝臓の異常タンパク質分解に関わるプロテアソーム活性を若齢レベルに回復さ
せることを明らかにした。さらに、アルブミン尿症を発症した老齢ラットに平日隔日給餌法によ
る食餌制限を施すとアルブミン尿症が比較的短期間（2 週間程度）に改善することを見出した
（K.Odera, et al. in prep.）。しかしながら、食餌制限によるアルブミン尿症改善のメカニズム
の詳細はまだ明らかになっていない。 
加齢に伴うアルブミン尿症の発症の原因
は糸球体基底膜の透過性亢進による血漿ア
ルブミンの原尿への流出によると考えられ
ている。しかし、近年、正常な腎臓において
も多くのアルブミンが糸球体基底膜を通過
していることが明らかになり、近位尿細管に
おけるアルブミン再吸収の重要性が指摘さ
れるようになった。原尿に漏れ出たアルブミ
ンは、近位尿細管の刷子縁膜近傍に局在する
2 種類のアルブミン再吸収受容体、megalin 
と cubilin の協調的作用により細胞内に取り
込まれる。しかし、再吸収されたアルブミン
が、その後、「リソソーム分解系」あるいは「ト
ランスサイトーシス再利用系」へと進むの
か、明らかにされていない（図 1）。異常アルブミンは「リソソーム分解系」へと進み、正常ア
ルブミンは、「トランスサイトーシス再利用系」へ進むというような再吸収後の経路に違いがあ
るかもしれない。最近、申請者は食餌制限ラット腎臓のアルブミンの細胞内挙動に関する免疫組
織学的研究から、近位尿細管細胞でアルブミンが基底膜付近や間質側に分布していることを見
つけた。これらの結果から、食餌制限が近位尿細管のアルブミンの「再利用系」であるトランス
サイトーシスを活性化している可能性を見出した。食餌制限によるトランスサイトーシスの活
性化は、食餌制限による異常アルブミンの減少による可能性や食餌制限に伴い何らかのトラン
スサイトーシス活性化因子が誘導されている可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
腎近位尿細管細胞で再吸収された異常アルブミンは「リソソーム分解系」、正常アルブミン
は「トランスサイトーシス再利用系」へと進む経路が存在する可能性がある。もし、この仮
説が正しければ、正常と異常アルブミンの識別機構が尿細管細胞に存在し、その機構を活性
化する因子が存在すると考えられる。本研究では、この仮説を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 
雄の 4 週齢ラット（F344/DuCrlCrlj）を日本チャールズ・リバー社から購入し、東邦大学薬
学部実験動物センターの SPF動物室で気温 22±1℃、湿度 50～60％、12 時間明暗サイクルに
て飼育した動物を使用した。飼料は日本クレアの CE-7を用いた。なお、本センターにおける平
均寿命は約 29ヶ月である。食餌制限は老齢（28 月齢）の雄性ラットを用いて平日隔日給餌法に
より約 3ヶ月行った。腎臓の異常タンパク質蓄積は、PC 化、AGE 化、CML 化を指標に Western blot 
(WB)解析および免疫染色により調べた。尿タンパク質の分子種はゲルろ過を行い、得られた各分
画溶液を用いて SDS-PAGE 解析を行うことにより調べた。アルブミン分解速度は、FITC-標識アル
ブミンを基質とし、腎ホモジネートを用いて調べた。アルブミンの in vivo における腎近位尿細
管取り込みは、麻酔下の老若ラット（F344）に対し、Alexa Fluor 594 標識アルブミンを静脈投
与して調べた。標識アルブミンの腎臓への取り込みは組織学的に調べた。 



 
 
４．研究成果 
 
本研究では、高齢ラットにおけるタンパク（アルブミン）尿症の発症および食餌制限による改
善における腎臓の異常アルブミン蓄積の関与を調べるとともに異常アルブミンが腎近位尿細管
再吸収後にどのような運命をたどるのかを検証した。初年度は老齢ラットおよび食餌制限老齢
ラットの異常タンパク質蓄積についてカルボニル化、終末糖化産物（advanced glycation end 
products, 以下 AGE）化、カルボキシメチルリジン（carboxy methyl lysine, 以下 CML）化を
指標に Western Blot（WB）解析により調べた。WB 解析の結果、老齢ラット腎臓には通常のアル
ブミンに加え、分解物および架橋体と思われるものが蓄積していた。また、カルボニル化、AGE
化、CML 化タンパク質の増加も認められ、それぞれの主要なタンパク質はアルブミンであった。
食餌制限は、タンパク尿症を改善したが、AGE 化、CML 化タンパク質の蓄積量に対しては影響を
与えなかった。次年度は食餌制限によるラットにおけるアルブミン分解の亢進について尿排泄
アルブミンの解析を行った。アルブミンは、近位尿細管で megalin、cubilin を介したエンドサ
イトーシスにより取り込まれ、リソソームのタンパク質分解酵素によって分解され、アミノ酸と
なり再利用されると考えられている。ところが、ヒトやラットの尿のゲルろ過やラット摘出腎臓
を用いたアルブミン灌流実験からアルブミン分解産物が尿へと排泄されることが示されている。
このことは、腎臓で分解されたアルブミンの一部は尿へと排泄されていることを示している。そ
こで、老齢ラットおよび食餌制限老齢ラットの尿を用いて尿タンパク質の分子種について調べ
た。老齢ラットを食餌制限することにより尿へのアルブミン排泄のみならず、100-200 kDa の高
分子量タンパク質および低分子量タンパク質（数 100 Da-約 10 kDa）の排泄量が低下することが
わかった。食餌制限によりアルブミン分解が亢進し、その分解産物の尿へ排泄される量が増加す
ると考えられたが、実際には食餌制限により低分子量タンパク質の排泄量は減少していた。次に
腎ホモジネートの FITC-アルブミンアルブミン分解活性についても調べたが、食餌制限による影
響は認められなかった。このように食餌制限によるアルブミン分解亢進を示す結果はこれまで
に得られていない。最終年度は、腎近位尿細管細胞におけるアルブミンのトランスサイトーシス
の食餌制限による活性化の影響を in vivo で検討した。Alexa Fluor 594 標識アルブミンの取り
込みを指標としたアッセイでは、近位尿細管細胞への標識アルブミンの取り込み量は、老齢で低
下する傾向にあったが、食餌制限老齢ラットの取り込み量は若齢と同レベルまで増加していた。
これらの結果から食餌制限老齢ラットのアルブミン尿症改善は、アルブミン分解低下よりはむ
しろ近位尿細管細胞におけるアルブミン再吸収系の活性化による可能性が高いことがわかった。 
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