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研究成果の概要（和文）：猫は慢性腎臓病の罹患率が高い。本研究では、慢性腎臓病の進行と酸化ストレスの関
係を明らかにするとともに、5-アミノレブリン酸（5-ALA）による治療介入の可能性について評価することを目
的とした。猫の腎上皮細胞による実験、ALAS1発現低下マウスを用いた実験、実験猫を用いた安全性・有効性試
験、慢性腎臓病に罹患した猫に対する臨床試験を実施した。酸化ストレスは腎臓近位尿細管のミトコンドリア障
害を引き起こすこと、慢性腎臓病は血中の酸化ストレスマーカーの上昇を引き起こすこと、5-ALAの投与はそう
した酸化障害の一部を軽減することが示された。本研究の成果は猫だけでなく人類の慢性腎臓病の理解や治療に
も役立つ。

研究成果の概要（英文）：Cats have a high incidence of chronic kidney disease (CKD). In this study, 
we aimed to clarify the relationship between the progression of chronic kidney disease and oxidative
 stress, and to evaluate the possibility of therapeutic intervention with 5-aminolevulinic acid 
(5-ALA). Feline renal epithelial cells, ALAS1 (+/-) mice, healthy experimental cats, and clinical 
patients with chronic kidney disease were used. The results suggest that oxidative stress could 
cause mitochondrial damage mainly in the renal proximal tubules, that some definitive oxidative 
stress markers increase in the CKD cats, and that administration of 5-ALA could alleviates the 
oxidative damage. These findings should be useful for understanding and treating chronic kidney 
disease not only in cats but also in humans.

研究分野：獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、猫の慢性腎臓病の進行過程において酸化障害が糸球体の基底膜の構造や近位尿細管のミトコン
ドリア機能を犯すことを示した点でが学術的意義がある。また、抗酸化物質の一つである5-ALAを合成する代謝
酵素の不全が腎臓病を増悪し、5-ALAを経口投薬することによってこれを改善しうることを示したことは、治療
法の開発に直結する点で社会的な意義がある。さらに、猫を用いた安全性試験および症例を用いた臨床試験を実
施したことにより、これらの成果の社会的な意義の高さが裏打ちされている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 腎臓病は小動物臨床において頻繁に遭遇する疾患で、特に猫では 7 歳以上の 3 割以上が罹
患している。急性腎障害であれば部分的に回復することもあるが、残った障害は慢性腎臓病へと
進行し、失われた機能は回復しないとされている。このため、急性腎障害でも慢性腎臓病でも、
いかに腎臓病を初期の状態で把握し、発症や進行を防ぐかが治療の重要なポイントとなる。 
 
(2) 腎臓病の発症や進行には、ネフロンにおける酸化ストレスが大きく関わっていることが知
られているが、ネフロンは複雑な構造であることから、どの細胞のどの障害が腎臓病の発症・進
行に根源的に重要なのか、詳細な発症メカニズムは分かっていない。 
 
(3) 本研究の代表者はこれまで、抗酸化物質の一つである 5-アミノレブリン酸（5-ALA: 5-
aminolevulinic acid）に着目して研究を進めてきた。5-ALA は食事性に摂取されるか、細胞内
の合成酵素 ALAS1 （Aminolevulinic acid synthase 1）によって合成されるアミノ酸の一種で、
ミトコンドリア呼吸鎖複合体やシトクローム Cの構成要素となることで強い抗酸化作用を持つ。 
 
(4)研究代表者らは、予備実験により、ALAS1 ホモ欠損マウスは胎生致死となるが、ALAS１をヘ
テロ欠損させたマウスでは腎臓の近位尿細管上皮細胞に病変の生じることを見出した。この結
果は、5-ALA 低下状態がもたらす酸化ストレスを引き金とした腎臓病の発症機序が存在する可能
性を示している。 
 
２．研究の目的 
 酸化ストレスは、如何にして腎臓の近位尿細管を傷害し、腎臓病を発症・進行させるのかを学
術的な問いとした。下記に示す実験手法を用いて、腎臓病の酸化障害による発症機構を明らかに
すること、効果的な腎臓病早期診断マーカーを発見すること、さらにはそれらが 5-ALA の補充に
よって改善可能かを調べ、猫の腎臓病の発症予防法・治療薬を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験１：猫腎上皮細胞培養実験系を用いた酸化ストレス条件が細胞にもたらす影響 
 猫腎上皮細胞株(CRFK cells）実験系を用いて、過酸化水素の添加などによる酸化ストレス負
荷が尿細管の機能、形態、5-ALA 代謝、酸素消費速度に及ぼす影響を、蛍光ライブ・セル・イメ
ージング・デバイスや免疫染色、酵素活性測定、分子生物学的手法などを用いて、形態・機能の
両側面から明らかにすることとした。酸化ストレスマーカーには、8-ヒドロキシ・デオキシグア
ノシン（8-OHdG）、過酸化脂質、スーパー・オキサイド・ジスムターゼ（SOD）活性などといった
一般的な指標だけでなく、5-ALA 代謝と関連の深いポルフィリン IX （PpIX）、ミトコンドリア呼
吸鎖複合体およびシトクローム Cの活性、ヘムオキシゲナーゼ１（HO-1）、Keap1-Nrf2 制御系の
変動などを測定した。 
 
(2) 実験２：ALAS1 遺伝子改変マウスを用いた 酸化ストレスが近位尿細管に及ぼす病態の解明 
 ALAS1 ホモ欠損マウスは胎生致死となるが、ALAS１をヘテロ欠損させたマウスは一見正常に生
まれ、成長、繁殖できる。本研究では、ALAS1 ヘテロ欠損マウスの血中尿素窒素やクレアチニン、
尿中アルブミン濃度、腎組織の形態的観察を経時的に行い、ALAS1 の発現低下が腎機能に及ぼす
影響を観察した。 
 
(3) 実験３：猫の臨床症例を対象とした 新しい腎臓病早期診断法・予防/治療薬の開発 
 １．腎臓病の猫の病理組織における近位尿細管と酸化ストレス障害の関係について観察した。
特殊染色だけでなく、実験１、２で調べた蛋白質の免疫組織化学染色や電子顕微鏡による微細構
造の観察を行い、実験２の結果との共通点と相違点を洗い出した。 
 ２．東京大学附属動物医療センターに訪れた腎臓病の猫の尿および血漿を収集した。検体は通
常診療で採取されたものの余剰分を利用した。IRIS の腎臓病ステージ分類に則って、初期のも
のから重度に進行した腎臓病まで幅広く収集した。これらの検体について、8-OHdG や MDA 濃度
を測定し、臨床的な有用性を評価した。 
 ３．腎臓病の猫の症例に 5-ALA またはその関連物質を投与する臨床試験を実施した。組み入れ
基準は IRIS ステージ２～３の腎臓病の猫とした。2 か月間の 5-ALA の投薬の前後で、腎臓病の
病態改善や進行の抑止ができるかを評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 実験 1では CRFK に酸化ストレスを負荷することにより、細胞増殖能の低下、アポトーシス
細胞の増加、8-OHdG,SOD1，4HNE の上昇といった酸化障害がヒトの細胞と同様に生じることが明
らかになった。この実験系の確立により、猫の腎上皮細胞に対する酸化ストレス条件における遺
伝子発現や細胞障害の程度を評価することが in vitro 環境にて実施することが可能になった。



5-ALA を培養液中に添加すると、酸化ストレスマーカーの発現は減少し、細胞数の低下が抑制さ
れた。この結果からも、上記の実験系の有用性が示されたと考えられる。 
 
(2) 実験２では、ALAS１ヘテロ欠損マウスは中年齢（28 週齢）では腎数値の上昇がみられると
ともに、尿蛋白の増加が認められた。さらに、8OHdG や MDA の上昇といった酸化障害、GFR の低
下など、腎機能の低下が観察された。組織学的にも、糸球体基底膜の肥厚や尿細管上皮細胞のミ
トコンドリアの萎縮と障害が特徴的に認められた。さらにこの病変がミトコンドリアの障害に
伴い生じるラメラ小体であることを確認した。こうした病理変化は、慢性尿細管間質性腎炎の多
い、猫の慢性腎臓病の病態とよく合致する。微細形態学的なのみならず、PAS 染色やマッソント
リクローム染色により、尿細管に障害が生じていることを確認した。そして、この動物に 5-ALA
を反復投与すると、これらの病変は改善した。病変の一部は可逆的であり、慢性腎臓病と評価さ
れる状況であっても、5-ALA の投与によって一定の治療効果があることを明らかにした。 
 
(3) 実験３－１では、自然発症した腎臓病の猫の病理組織における近位尿細管と酸化ストレス
障害の関係について観察するために、試料集めを行った。慢性腎臓病でなくなった猫の多くは剖
検されることがないため、試料の採取は予想以上に困難であった。各大学の病理部門、および民
間の検査会社に打診し、慢性腎臓病各ステージの腎臓を数例ずつ収集した。病理組織学的に慢性
間質性腎炎とされた猫 22 例、および対照として著変なしとされた剖検猫 3例の腎臓を用いた。
その結果、猫の腎組織において、8-OHdG は糸球体および近位尿細管、4-HNE は遠位尿細管および
集合管、SOD1 は近位尿細管の一部で主に陽性シグナルが認められた。陽性面積を定量し比較し
たところ、各分子とも群間で統計的有意差は認められなかったが、中等度以上の慢性間質性腎炎
の群において、8-OHdG および 4-HNE の陽性面積が特に大きかった症例がそれぞれ 16 例中 3例ず
つ認められた。この成果はいずれも本研究の目的である酸化ストレスがもたらす腎臓近位尿細
管の微細構造障害メカニズムの解明とその治療を発展させるのに繋がると期待される。 
 
(4) 実験３－２では、猫慢性腎臓病の臨床検体における酸化ストレスの状況を調べるために、剖
検または腎生検による検体を用いてその酸化状態を比較した。免疫組織化学では、8-OHdG は糸
球体および近位尿細管、4-HNE は遠位尿細管および集合管、SOD1 は近位尿細管の一部で主に陽性
シグナルが認められた。陽性面積を比較したところ、中等度以上の慢性間質性腎炎の群において
8-OHdG および 4-HNE の陽性面積の大きい症例が一部認められた。 
腎臓病の猫の血液および尿中の 8-OHdG と MDA の濃度が慢性腎臓病の猫で増加しており、病気が
進むにつれて上昇傾向にあることが明らかになった。猫における精度の高い腎臓病の酸化スト
レスマーカーは存在せず、これが確立すれば臨床上大変有意義であると考えられる。 
また、酸化ストレスマーカーの一つである血中／尿中マロンジアルデヒド（MDA）の測定系を見
直し、感度を 100 倍程度改善することに成功した。本年度に得られた。 
 
(5) 実験３－３では、猫を用いて安全性を確認したうえで、東京大学附属動物医療センターにて
臨床試験を実施した。安全性試験では、5-ALA を高用量にした際に一部の猫で肝酵素の上昇が認
められた。しかし投与を終了すると数か月で肝酵素値は基準値まで減少した。以上より、5-ALA
の使用では可逆性の肝酵素上昇が有害事象として注意する必要があることを明らかにした。続
いて臨床試験では慢性腎臓病に罹患した猫に 5-ALA を 2 か月投薬し、血液検査、尿検査を行い、
その薬効について評価した。血液検査、尿検査では 2か月で腎臓病の進行を認めなかった。一部
の症例では高かった尿蛋白の低下が認められた。投薬前と投薬後の 8-OHdG を比較すると、投薬
前には健常猫より高かった血中 8-OHd G濃度が、投薬後では減少していることが明らかになった。
この結果は、抗酸化物質、特に 5-ALA が慢性腎臓病における酸化ストレスを軽減し、病気の進行
の抑制に役立つ可能性があることを示している。 
 
(6) まとめると、本研究の結果は、猫の慢性腎臓病の進行過程において、酸化障害が糸球体の基
底膜の構造や近位尿細管のミトコンドリア機能を犯すことを端的に明らかにした。抗酸化物質
の一つである 5-ALA を合成する代謝酵素の不全はこれを増悪し、慢性腎臓病を進行させる一因
になりえることが明らかになった。さらには、5-ALA を経口投薬することによって、酸化ストレ
ス状態が改善し、慢性腎臓病の進行を抑制する可能性も示された。すなわち酸化ストレスによる
腎臓組織内の病変の一部は可逆的であり、慢性腎臓病と評価される状況であっても抗酸化物質
の投与によって一定の治療効果があることが期待される。本研究で得られた成果はいずれも本
研究の目的である酸化ストレスがもたらす腎臓近位尿細管の微細構造障害メカニズムの解明と
その治療を発展させるのに繋がり、今後の慢性腎臓病の治療薬開発に役立つと考えられる。 
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