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研究成果の概要（和文）： 
アルブミン尿は心血管病と深く関連しており、血管内皮機能障害の反映であると推測されてい
たが、詳細は不明であった。２光子レ－ザ－顕微鏡を用いて生体腎における微小血流、濾過を
可視化検出しうる in vivo live imaging 技術を確立した。糖尿病等の病態糸球体では大分子量
物質の過剰濾過状態がアルブミン尿出現前より先行出現することが判明し、またこれには内皮
機能障害、内皮グライコカリックスの減少の関与が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Albuminuria is strongly associated with cardiovascular diseases. Endothelial 
dysfunction has been speculated to be involved in the pathogenesis of albuminuria. We 
have successfully developed a novel in vivo imaging technique which enables us to 
visualize microcirculation and permeability change in the kidney. Using this technique, 
we found hyperfiltration of macromolecules precede albuminuria. We also 
demonstrated endothelial dysfunction, indicated by the loss of glycocalyx along the 
glomerular vascular wall and uncoupling of eNOS is deeply involved in this condition. 
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１．研究開始当初の背景 
先進諸国において慢性腎臓病（Chronic 

Kidney Disease:CKD）が増加している。
高齢化と糖尿病、高血圧、肥満、メタボリ
ックシンドローム（MetS）等の生活習慣病
が主因と目されている。微量アルブミン尿
未満の超微量域から CVD 発症の危険因子

となる。CKD の原因となる糖尿病、肥満
等では糸球体高血圧（過剰濾過）がアルブ
ミン尿出現に先行することも示されている。
一方、アルブミン尿は全身の ECD の一環
として出現し故に CVD 発症に関連すると
も想定されている（Steno 仮説）。糸球体高
血圧と糸球体 ECD が病因論上、双方向的
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に関与し、結果としてアルブミン尿が出現
する可能性が高い。 

糸球体内皮細胞は有窓性であり、アルブ
ミン等の macromolecule の透過性制御へ
の関与は少ないと見なされてきた。しかし
ながら、糸球体内皮細胞表層・窓内は複数
の複合糖質、proteoglycan から構成される
Glycocalyx 層 で 被 覆 さ れ て お り 、
Glycocalyx の破綻がアルブミン尿出現と
関与することが示されている。CVD 発症の
病変主座である冠動脈分枝、脳動脈穿通枝
等の血管系と糸球体における ECD の発症
機序上の異同に関しても詳細は不明である。
生活習慣変化と加齢に起因する CKD の共
通基盤病態と CVD 発症機構の解明が急務
である。 
２．研究の目的 
本研究の目的は生活習慣変化と加齢に起

因する多彩な要因が、なぜ腎障害を惹起し、
心血管疾患の危険因子となりうるのか、その
共通基盤病態を解明することにある。以下の
課題・仮説を検証したい。 
・アルブミン等の macromolecule の透過性制
御における糸球体内皮細胞の役割、糸球体
ECD によるアルブミン尿出現の可能性、 
・糸球体高血圧（過剰濾過）と糸球体 ECD,
アルブミン尿出現との病因論上の関連、 
・CKDにおける糸球体内皮ECDの分子機序、 
・内皮細胞障害と上皮障害との cross-talk,  
・腎内微小血管系と冠動脈、脳穿通枝を含む
systemic な血管系の障害機序の異同、以上を
解明し CKD の治療法立案に資することを目
的とする。 
３．研究の方法 
（１）CKD における糸球体内皮細胞の ECD
とアルブミン尿出現の解析 
①糸球体係蹄壁における Glycocalyx の解析

と病態腎における変化の検討  
糸球体内皮細胞は有窓性(fenestraed)であ

り、内皮表層・fenestra 内部は無構造と目さ

れていた時期もあるが、組織固定・染色過程

の artifact で あ る こ と が 判 明 し た 。

lanthanum を用いて酸素化した灌流液で灌

流固定することにより、50-100nm 厚の

Glycocalyx 層を電子顕微鏡で可視化可能で

ある。また lectin(WGA,Isolectin B4 等)を用

いて染色観察する。STZ-DM,MetS モデルで

ある Zucker obese rat(ZOR)、 高食塩負荷

Dahl 食塩感受性 rat（Dahl HT）、5/6 腎摘

（Nx）モデルにおける Glycocalyx 変化を解

析する。さらに２-photon 顕微鏡を用いて、

経静脈的に lectin 投与し、生体腎における

Glycocalyx の存在様式を解析する。 
PV-1 は 内 皮 細 胞 表 面 に caveolin と

co-localize して存在する２量体構造の糖蛋白

である。正常糸球体内皮には発現しないが、

発生過程、病態腎、障害からの修復過程にお

いて発現する。PV-1 分子を指標として

Glycocalyx 変化と併せて疾患腎の内皮細胞

形質変化を評価する。 
②糸球体血管内皮細胞機能障害の解析：ROS
／NO の均衡変化の解析 （柏原、佐藤） 
 Diaminorhodamine(DAR-4M：NO指示薬)、
Dichlorofluorescein–diacetate(DCFH-DA:R
OS 指示薬) と共焦点レ−ザ−顕微鏡を用いて、

生成 NO（bioavailble NO）を ROS と同時に

組織上で可視化検出する in situ 可視化法を

確立している(Am J Physiol Renal Physiol 
288:1114)。本法により病態モデル腎糸球体に

おける NO（赤色蛍光で検出可能）,ROS（緑

色蛍光で検出可能）変化を検討する。以上の

知見をあわせることにより、病態腎における

糸球体内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の

解析が可能となる。 
（２）糸球体高血圧（過剰濾過）、糸球体 ECD、

アルブミン尿出現の相互関係の検討 （柏原、

冨田） 
Leica 社製 TCS SP2 ２-photon レ－ザ－

顕微鏡を用いて生体腎における輸出入細動

脈径変化、微小血管血流、濾過、再吸収、病

的状態下での permeability 亢進を可視化検

出しうる技術をほぼ確立している。各種

probe を用いて、ラット及びマウスにおいて

糸球体・間質毛細血管血流、糸球体濾過の動

態が観察可能であった。輸出入細動脈径も測

定可能で、病態での輸入細動脈自動調節能の

異常を検出できる。同時に生体糸球体の３次

元立体構築が観察可能である。 
STZ 糖尿病モデル(STZ-DM)を用いて予備

実験では、４週時には輸入細動脈拡張と一部

の肥大糸球体から maclomolecule(40kD 
Dextran)の濾過を認めた。尿中アルブミン排

泄を認めない早期から、肥大糸球体が

hyper-permeable状態にあることが判明した。

本技術により単一ネフロンでの透過性 
(single nephron permeability) 変化あるい

はアルブミンの濾過亢進が評価可能となる。 
STZ-DM, ZOR,Dahl HT, Nｘモデルにお

い て 、 FITC-Albumin,FITC-40kD,70kD 
Dextran の濾過状態を観察する。rhodamine
標識 lectin を先行投与し、糸球体 Glycocalyx
を可視化しておけば、Ｇlycocalyx 減少部位か

らアルブミンが漏出するか否かを観察でき

る 。 同 様 に DAR-4M を 同 時 灌 流 し



 

 

bioavailable NO の減少部位との関連を評価

する。以上により、Glycocalyx 破綻、NO 減

少によって示される糸球体内皮 ECD とアル

ブミン尿出現との関係を検討可能となる。 
（３）CKD における内皮機能障害のメカニ

ズムの解明 
①ROS/NO 均衡変化の分子機序の解析: NOS 
uncoupling の分子機序の解析 

STZ-DM,5/6Nx モ デ ル で 糸 球 体 内

NADPH oxidase 活性化、酸化ストレス亢進

を報告してきた。ROS により BH4 は BH2
へと酸化減少し、補酵素 BH4 低下に基づく

NOS 機能異常(uncoupling)を介して NO 産

生低下と eNOS 由来 ROS 産生亢進が惹起さ

れる。ECD 病態形成における NADPH 
oxidase の役割を明確にするために、NADPH 
oxidase の構成成分 gp91phox のサブタイプ

である NOX2 を内皮特異的に高発現する

tie2-NOX2 Tg マウス（Oxford 大学  K 
Channon 教授供与）を用いる。本 Tg を用い

て糸球体 ECD（ NO 産生能で評価）、

Glycocaly ｘ 変 化 、 ア ル ブ ミ ン 尿 漏 出

（2-photon 顕微鏡観察）の有無を検討する。。 
STZ 糖尿病モデルでは、PKC 活性化によ

る NADPH oxidase 活性化および、NOS 
uncoupling によって ROS/NO 不均衡が増大

す る 。 CKD 病 態 形 成 に お け る NOS 
uncoupling の意義を明確にするために、BH4
産生の律速酵素である GTP-cyclohydrolase 
I(GTPCH)遺伝子を tie2 プロモ−タ−下で内皮

特異的に高発現する GTPCH-Tg マウスを用

いる。このマウスに STZ 糖尿病モデルを作成

（ GTPCH-Tg  STZ-DM ） し 、 NOS 
ucoupling と ROS/NO 不均衡の軽減、アルブ

ミン尿減少の有無を検討する。酸化ストレス

亢進環境下では eNOS の発現を亢進させる

と、uncoupling 未解除のため、酸化ストレス

がさらに増大し、bioavailable NO はむしろ

減少する。 
②Gｌｙｃoclyx 変化の分子機序の解析  

 糖尿病腎における heparanase 発現亢進

（酸化ストレスとレニン−アンジオテンシン

系が関与）、heparanase 活性抑制によるアル

ブ ミ ン 尿 減 少 が 報 告 さ れ て い る （ KI 
70,2100）。STZ-DM, ZOR, Dahl-HT, Nｘモ

デル等の病態腎における糖鎖分解酵素群及

び、糖鎖転移酵素（ N-Deacetylase/ N- 
Sulfotransferase:NDST）の発現変化とその

機序を解析する。 

③糸球体内皮障害と上皮障害の cross-talk の

検討  
糸球体内皮障害が起因となり、上皮障害へ

と波及する可能性を検討する。病態モデルに

おいて、内皮障害と上皮障害（desmin 発現、

nephrin/podocin 発現減少）を経時的に解析

する。 
④糸球体における ECD および systemic 
vasculature の ECD の関連の検討  

STZ-DM, ZOR,Dahl-HT, Nｘモデル等の

病 態 腎 糸 球 体 内 皮 の 障 害 機 序 の 検 討  

aorta 標品を用いて、内皮依存性血管拡張反

応を評価する。また心臓冠動脈、中大脳動脈

穿通枝の Glycocalyx 変化、ROS/NO 均衡変

化を解析する。本実験により、糸球体内皮細

胞と systemic vasculatureの内皮細胞におけ

る障害機序・出現時期の異同が明らかとなる。 
またこれらの病態モデルに、レニン−アン

ジオテンシン系阻害薬（NADPH oxidase 抑

制作用あり）、Ca チャネルブロッカー（一部

に GTPCH 活性亢進作用あり）、statin(eNOS
活性化作用 )投与群を設定し糸球体及び

systemic vasculature の ECD 改善効果を検

証し、臨床への feedback を試みる。 

⑤母胎環境が CKD 発症に及ぼす影響の解析  
妊娠母体の栄養状態によって規定される

母胎内環境や出生時体重、出生早期の栄養環

境が生後のネフロン数、CKD の発症に影響

することが疫学・実験研究により示されてい

る。現在、本邦においては妊娠年齢女性の

BMI は経年的に減少しており、連動して出生

児体重の漸減傾向が継続している。 
妊娠 rat を用い妊娠後期 14～21 日間、８％

低蛋白食あるいは 50％カロリー制限を加え

る。出生後、一群には授乳期間を通して食事

介入を行う。出生仔腎のネフロン数計測、高

食塩食負荷時の血圧変化（食塩感受性）、aorta
標品を用いた内皮機能の評価を行う。また

STZ 糖尿病、腎摘モデルを作成し、内皮機能

障 害 、 ア ル ブ ミ ン 尿 出 現 に 対 す る

susceptibility の変化を解析する。将来的な



 

 

CKD 減少へ向けての public health 上の対策

立案に貢献したいと考えている。 

４．研究成果 

（１）糸球体高血圧（過剰濾過）、糸球体 ECD、

アルブミン尿出現の相互関係の検討  
Leica 社製 TCS SP2 ２-photon レ－ザ－

顕微鏡を用いて生体腎における輸出入細動

脈径変化、微小血管血流、濾過、再吸収、病

的状態下での permeability 亢進を可視化検

出しうる技術を確立した。各種 probe を用い

て、ラット及びマウスにおいて糸球体・間質

毛細血管血流、糸球体濾過の動態が観察可能

であった。輸出入細動脈径も測定可能で、病

態での輸入細動脈自動調節能の異常を検出

しえた。同時に生体糸球体の３次元立体構築

変化を解析した。 
STZ-DM, ZOR,Dahl HT, Nｘモデルにおい

て、FITC-Albumin、 FITC-40kD、の濾過

状態を観察した。rhodamine 標識 lectin を先

行投与し、糸球体 Glycocalyx を可視化して

おけば、Ｇlycocalyx 減少部位からアルブミン

が漏出することを確認した。同様に DAR-4M
を同時灌流し bioavailable NO の減少部位と

の関連を評価した。以上により、Glycocalyx
破綻、NO 減少によって示される糸球体内皮

障害がアルブミン尿出現に関係することが

判明した。 
 
（２）ROS/NO均衡変化の分子機序の解析

:NOS uncouplingの分子機序の解析   
 糖尿病やメタボリックシンドローム、ネフ

ロン数減少などの病態腎糸球体では、BH4低
下に起因するNOS uncoupling、NO産生低下

とeNOS由来のROS産生亢進を既に報告して

いる。BH4産生の律速酵素である

GTP-cyclohydrolase I(GTPCH)の遺伝子改変

動物を用いて、本酵素の 糸球体内皮機能維持

、NOS uncoupling、Glycocalyx変化、アルブ

ミン尿出現における役割を明らかにした。ま

た基質であるL-arginine減少によっても 
NOS uncouplingが生じるが、L-arginine分解

酵素Arginase1,2のCKD病態形成における役

割を検討した。ROS/NOの均衡変化は、我々

の開発したin situ 可視化法を利用し、生成

NO（bioavailble NO）をROSと同時に組織上

で検出し、病態モデルにおける変化を検討し

報告した 
（３）Gｌｙｃoclyx変化の分子機序の解析  
  糖尿病腎における heparanase 発現亢進、
活性抑制によるアルブミン尿減少が報告さ
れている。病態腎における糖鎖分解酵素群の
発現変化と、その機序を解析する。また糸球
体からのアルブミン分子の漏出、血管透過性
変化を解析する上で、2 光子励起方式レ－ザ
－走査型顕微鏡(two-photon laser scanning 
fluorescence microscope：two-photon 顕微
鏡)を利用した。高い時間・空間分解能を有し
生体臓器の深部まで、蛍光標識小分子の生体
内挙動を３次元的に検出可能であり、長時間
観察、動画で記録可能であった。各種分子量
の蛍光標識 probe を用いてラット、マウスの
糸球体血流の可視化、アルブミン等の
macromolecule の糸球体係蹄壁からの漏出
状態を直接個々の糸球体毎に可視化する方
法を確立した。糖鎖分解酵素を用いて、
Glycocalyx 層を破綻させ、Glycocalyx 減少糸
球体からのアルブミン尿の出現の有無を解
析し、アルブミン尿出現における Glycocalyx
の役割を明らかにした。 
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