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研究成果の概要（和文）：研究代表者は若齢メスマウスを用いることで、糸球体ポドサイトのATP観察を可能と
し、さらに腎スライス培養を用いて腎臓の全域のATP動態の可視化を行い、各種代謝経路遮断薬を投与すること
で、腎臓の構成細胞群のエネルギー代謝経路を明らかにした。加えて人工冬眠マウスにおいても、人工冬眠によ
る低体温が腎虚血における近位尿細管でのATP保持をもたらし、腎保護的に働くことを見出した。上記の技術を
組み合わせることによって、さらなる人工冬眠の理解と臨床への応用の意義を評価していく。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator was able to observe ATP in podocytes by using 
young female mouse. In addition, we visualized ATP dynamics in the whole kidney using the kidney 
slice, which clarified the energy metabolism pathways in the constituent cell groups of the kidney 
by administering various metabolic pathway inhibitors. We also found that hypothermia induced by 
artificial hibernation might have the renoprotective effect by maintaining ATP in the proximal 
tubules in ischemia reperfusion injury. By combining these techniques, we will further understand 
artificial hibernation and evaluate its meaning for clinical application.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： エネルギー代謝　ATP　GO-ATeam2マウス　人工冬眠　QIH
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人為的な低体温療法は蘇生時や腎臓移植時など、様々な医療現場で用いられており、その有効性が示されてい
る。そのメカニズムとして低体温に伴う代謝変化などが考えられているが、未だ概念的な理解にとどまってい
る。一方で、災害などに伴う低体温症ではしばしば広範な血栓症や多臓器不全に至ることから、低体温であれば
どのような状況下でも臓器保護がなされるわけではない。本申請では分担研究者である櫻井武教授らによって報
告された顕著な低体温と制御された低代謝を誘導できる「人工冬眠モデル」マウスを用いて、上記の低体温によ
る臓器保護効果、リスクを検証し、人工冬眠の臨床応用への可能性を探った。

※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 

アデノシン三リン酸（ATP）はすべての生物に共通するエネルギー代謝の中核分子であ
り、「エネルギー通貨」とも呼ばれている重要な物質である。我々は生体腎における ATP の
動態に注目し、ATP の FRET バイオセンサーである ATeam（Proc Natl Acad Sci U S A. 
2009）を R26 遺伝子座にノックインしたマウス（ATP 可視化マウス）を作成し、二光子顕
微鏡を用いることで腎臓における一細胞レベルの細胞内 ATP 動態のリアルタイムな評価を
可能にした（柳田ら J Am Soc Nephrol 2020）。我々は、急性腎傷害モデルとして虚血再灌流
傷害モデルを用い、腎臓の虚血とともに腎臓の近位尿細管（急性腎障害時に最も障害を受け
やすい部位）の ATP が速やかに低下し、再灌流後には部分的な回復を認めるが、近位尿細
管の ATP 回復不良が慢性期の腎線維化を促進する予後不良因子であること、また低体温療
法（33℃）がこの急性腎障害時の近位尿細管の ATP 回復を改善し、慢性期の線維化を抑制
することを示した（柳田ら J Am Soc Nephrol 2020）。これらの結果は、実臨床における低体
温療法の有用性の論理的根拠を示すものであり、またエネルギー消費抑制および障害時の
ATP 保持が腎保護に有益であることを示唆している。 

一方、恒温動物の体温は一定範囲内で維持されるべく、さまざまな階層で調節されており、
その制御は生体内の恒常性維持においても極めて重要である。しかし、クマなど一部のほ乳
類は数ヶ月間、冬眠と呼ばれる極めて低体温/低代謝の状態で過ごし、腎臓に関しても、冬
眠中はほぼ無尿だが、腎機能指標である血中尿素窒素はほぼ悪化せず、組織障害も軽微であ
る。さらに顕著な低体温かつ無動であるにもかかわらず、低体温症と異なり、血栓症も併発
しない。これらの現象は興味深いが、その詳細なメカニズムに関しては不明な点が多い。
我々は、これまでの研究結果から着想を得て、冬眠状態における腎臓の機能評価や、冬眠が
腎障害時の ATP 動態や慢性期の組織障害に与える影響について検証を行うことが、冬眠自
体のメカニズムの解明や、「生理的な低体温・低代謝状態」である人工冬眠の医療応用への
可能性に繋がるのではないかと考えた。 

本課題の分担研究者である筑波大学医学医療系/国際統合睡眠医科学研究機構（WPI-IIIS）
の櫻井武教授らと理化学研究所の砂川玄志郎特別研究員は、本来は冬眠をしない生物であ
るマウスを冬眠に似た状態に誘導できる新しい神経回路を同定した(Nature 2020)。本研究
では、マウスの視床下部に存在する特定の神経細胞群を興奮させると、1 時間以内にマウス
の体温・代謝が著しく低下し、数日間にわたって冬眠に類似した状態に陥ることを報告して
いる。我々はこの人工冬眠マウスと、ＡＴＰ可視化マウスを交配したマウスを用いることで、
上述の解明に迫ることができるのではないかと考えた。 

 
２.研究の目的 

我々は本研究では主に腎臓を題材にとり、人工冬眠時における腎臓の ATP 動態を明らか



にすることを目的とした。特に、腎臓障害時において、人工冬眠の導入が、導入しない場合
と比してどのように ATP 動態に影響を与えるか、またそれが慢性期の組織障害や、腎機能
にどうような影響を与えるかに関して評価を行う。また、ライブイメージングの技術を用い
て、腎臓の生理機能の指標となる腎血流量や、糸球体濾過量に関しても冬眠時前後で評価を
行う。一方で、前述のこれまでの我々の研究では、二光子顕微鏡を用いても腎機能に重要な
役割を果たす糸球体や、腎虚血再灌流時に最も傷害を受けやすい腎臓の深部に存在する近
位尿細管 segment3 は観察することが不可能だった。本研究では、これらの構造についても
評価を行うことを目標とした。またこれまで報告してきた ATP 動態の可視化はあくまで
「エネルギーの総和」の評価であり、ATP がどのように産生され、消費されるかまでは分
からなかった。本研究では冬眠によって腎臓の各構成細胞のエネルギー代謝が、どの経路に
よって産生され、温度でどのように変化するかに関しても検証を行う。 
 
3. 研究の方法 

櫻井教授との共同研究によって、前述の人工冬眠マウスを入手し、ATP 可視化マウスと
交配することで、人工冬眠状態における腎臓の ATP 動態の評価を行った。その観察方法や、
評価方法に関しては、これまで我々が確立した評価方法が汎用できた(柳田ら J Am Soc 
Nephrol 2020）。急性腎障害モデルに関しては、我々がすでに確立している腎虚血再灌流時
の ATP 動態の観察を中心に行った。その他、シスプラチン腎症モデルなど他の傷害モデル
でも同様の評価を行った。また前述のように、糸球体濾過量や、腎血流の評価に関しても冬
眠の導入前後、傷害モデル前後で評価を行った。それに付随し、血栓形成の有無、尿流、細
胞のミトコンドリア電位、酸化ストレス（すべて２光子顕微鏡で観察可能）に関しても評価
した。慢性期の組織傷害に関しても併せて評価を行った。 

糸球体領域の可視化を可能にするために、糸球体が体表面から比較的近い若齢メスマウ
スを用いることを検討した。また腎臓全領域の可視化のために ATP 可視化マウスの腎スラ
イス培養を確立し、腎臓の全域の ATP 動態の可視化を行った。この腎スライス培養の系に
各種 ATP 阻害剤を投与することで、冬眠マウス腎臓の ATP の産生経路に関しても評価を
行った。 
 
4．研究成果 
（１） 若齢メスマウスを用いた糸球体の ATP 観察 

前述の通りこれまで糸球体の観察は、二光子顕微鏡を用いても腎表面からのアプローチ
では不可能であったが、若齢メスマウスを用いることで糸球体観察が可能となった。我々は、
この若齢メスの ATP 可視化マウスに腎虚血を惹起し経時的に観察したところ、虚血中に急
速な ATP 低下を示す近位尿細管と異なり、糸球体上皮細胞（ポドサイト）の ATP は緩徐
に低下することがわかった。これは近位尿細管とは異なりポドサイトでは虚血中に解糖に
よって ATP を産生していることを示唆していると考える。一方で、虚血時間が長くなると



再灌流直後のポドサイトの ATP 回復が悪化すること、この急性期の ATP 回復が悪いと障
害慢性期には足突起の癒合やミトコンドリア断片化といった異常所見がポドサイトに認め
られることが分かった。さらに、ミトコンドリア断片化を薬理的に抑制することでこれらの
ポドサイト障害が軽減することも示された（投稿中）。これらの結果は、ATP 低下が尿細管
のみならず糸球体にも障害を惹起しうること、さらに ATP 代謝障害に続発するミトコンド
リア障害が虚血性急性腎障害の治療標的となりうることを示唆するものと考える。今後は
冬眠マウスにおける糸球体の ATP の変化や、糸球体濾過量に関しても評価を行っていく。 
 
（２）腎スライス培養を用いた腎深部組織の ATP 観察 

ATP 可視化マウス腎臓のスライス培養法を確立させ、全領域の ATP の可視化が可能な
イメージングシステムを確立した（投稿中）。その上で、各種 ATP 産生阻害剤を投与するこ
とで、近位尿細管は酸化的リン酸化（OXPHOS）に強く依存し、ポドサイトは OXPHOS と
解糖の両方に依存していることが明らかにした。また、この腎スライス培養モデルにおける
虚血再灌流モデルが生体マウスにおける ATP 動態を再現できることも確認した。また、他
の急性腎傷害モデルであるシスプラチン腎症モデルでは、近位尿細管と遠位尿細管傷害が、
その主たる傷害部位であることがわかった（投稿中）。今後は冬眠によって、各種細胞種の
エネルギー代謝の変化や、傷害モデルにおける反応性の違いを明らかにしていく。 
 
（３）人工冬眠状態における ATP 観察 

まずは人工冬眠マウスに冬眠状態を惹起し体温が 30℃まで低下したマウスと寒冷環境に
暴露することで体温を 30℃まで低下させたマウスの腎組織の ATP 観察を行った。二光子
顕微鏡で観察できる腎表面の近位尿細管に関しては、両群とも体温の低下のみでは ATP 変
化は認められず、また両群の近位尿細管の細胞内 ATP 量に差は認められなかった。また、
両マウスに 30 分間の腎虚血再灌流障害を与えたところ同様の ATP 回復が認められ、障害
2 週間後の病理評価でも両者にほぼ障害は認められなかった。このことは、人工冬眠状態は
腎毒性ではなく、これまで我々が検討してきた通常の低体温療法と同様の腎保護効果を持
つことを示唆しており、今後、人工冬眠が臨床に応用されるに値する技術であると考えられ
た。 

今後は上記の糸球体観察や腎スライス培養技術を用いて、さらなる人工冬眠状態におけ
る ATP 動態の研究を進めていく。 
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