
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)

2013～2011

老化が慢性腎臓病の発症・進展に及ぼす影響と機序の解明

Role of p53 in Chronic Kidney Disease

９０３９６６８０研究者番号：

浜野　有記（Hamano, Yuki）

千葉大学・医学部附属病院・助教

研究期間：

２３５９１１８２

平成 年 月 日現在２６   ６ １０

円     3,900,000 、（間接経費） 円     1,170,000

研究成果の概要（和文）：p53欠損マウスおよび野生型マウスに半月体形成性糸球体腎炎を誘導することにより、腎疾
患における老化関連因子p53の役割を検討した。p53欠損マウスでは腎炎の誘導による腎障害の悪化が、野生型マウスよ
りみられた。糸球体内における細胞増殖や細胞外基質の増加が、p53欠損マウスの腎障害の悪化に関与していた。野生
型マウスに内因性p53の阻害薬を投与する実験においてもコントロール群と比較して腎障害の悪化がみられ、p53の腎保
護的な役割が明らかとなった。さらに、細胞周期G1/S期に関与するサイクリン依存性キナーゼ2（CDK2）の活性化がp53
欠損マウスの腎障害の悪化に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Anti-glomerular basement membrane (GBM) glomerulonephritis (GN) was induced in p53
-null (KO) and wild-type (WT) mice. In the experiment to test the effect of pharmacological inhibition of 
p53, WT mice were administered pifithrin-alpha with the injection of anti-mouse GBM serum. Serum creatinin
e levels (Scr) were significantly elevated in nephritic KO mice compared with nephritic WT mice. In the ki
dney of nephritic KO mice, glomerular and interstitial cells were proliferated with extracellular matrix e
xpansion. The proliferative change in the nephritic KO mice was accompanied by the activation of cyclin-de
pendent kinase 2 (CDK2). Similarly, the pharmacological inhibition of p53 in nephritic WT mice led to the 
increased cell proliferation and CDK2 activation, which were completely reversed by roscovitine, a selecti
ve CDK2 inhibitor. These findings indicate that endogenous p53 inhibits the excessive proliferative respon
ses and regulates extracellular matrix homeostasis during anti-GBM GN.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ｐ５３は細胞増殖・アポトーシス・細胞

老化において重要な役割を担うことが知ら

れている。細胞ストレスや DNA 損傷に伴

うｐ５３の活性化は、細胞周期停止・細胞

のアポトーシスや老化の誘導をもたらす。

さらに、ｐ５３は低酸素・炎症・放射線照

射などにおいても活性化される。ｐ５３は

癌抑制遺伝子としても知られ、その欠損や

変異は放射線や化学療法による癌アポトー

シスの誘導を抑えるため、治療抵抗性の原

因となる。 

腎臓病における内因性ｐ５３の役割に関

しては、尿細管間質障害モデルである腎虚

血モデル・アリストロキア酸腎症モデル・

シスプラチン腎症モデルにおいて、尿細管

アポトーシスの誘導から腎機能の悪化をも

たらすことが報告されている（1-3）。 

 

２．研究の目的 

本研究において、糸球体の炎症を主体と

した免疫複合体型糸球体腎炎におけるｐ５

３の役割を明らかにする。その代表である

加速型馬杉腎炎モデルは、半月体形成や間

質線維化に伴う不可逆性急性および慢性腎

障害をもたらすことが知られている。この

腎障害においても他の腎疾患と同様に、ｐ

５３がアポトーシスの誘導に伴う腎機能悪

化に繋がるかどうか検討する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、米国 Jackson Laboratoryより

購入した C57BL/6J マウス由来のｐ５３欠

損マウス（KO）および野生型マウス（WT）

を用いた。すべての実験は、千葉大学にお

ける動物実験・遺伝子組換え実験審査委員

会より承認されている。 

 それぞれのマウスに 250 g の正常ウサ

ギ IgGを完全 Freund adjuvantとともに皮下

投与し、５および６日後に計 300 又は 500 

L のマウス糸球体基底膜に対する抗体を

含むウサギ血清を静脈投与した。抗血清の

投与７、１２日後に血液・尿・腎組織を採

取し、以下の解析を行なった。 

腎機能検査として血清クレアチニン

（Scr）を測定、尿蛋白量として尿中アルブ

ミン/クレアチニン比を用いた。腎組織はホ

ルマリン固定・パラフィン包埋後に periodic 

acid-Schiff （ PAS ） ・ periodic 

acid-methenamine-silver（PAM）・マッソン

トリクローム・hematoxylin and eosin（HE）

染色を行なった。それらの標本を顕微鏡に

て観察し、半月体を伴う糸球体の割合、糸

球体の細胞数、障害された尿細管の割合、

間質における線維化領域の割合を定量化し

た。 

腎組織の凍結切片を用いて細胞アポトー

シスおよび細胞増殖を検討した。アポトー

シ ス が 生 じ た 細 胞 核 は 、 terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling（TUNEL）法により検出、

定量化した。腎組織における細胞増殖は、

以下に示すような 5-bromo-2’-deoxyuridine

（BrdU）法を用いた。BrdU（30 mg/kg）を

マウスの静脈内に投与し、１時間に BrdU

に対する抗体にて検出、定量化した。 

腎組織における cyclin-dependent kinase 2

（CDK2）の検出のために、以下の方法を

用いた。凍結腎組織より RNA を抽出し、

逆転写酵素を用いて cDNAを合成した。そ

の cDNAをテンプレートとしてCDK2プラ

イマー （forward：GAG TCC CTG TCC GAA 

CTT ACA CTC A reverse：GTG GAG TAG 

TAC TTG CAG CCC AGA A ） 、 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）プライマー（forward：ATG GGG 

TGA GGC CGG TGC TG reverse：CTT 

GAT GTC ATC ATA CTT GG）を用いて、

PCR 法を行なった。CDK2 の発現量は

GAPDHによって補正した。 



 統計学的な解析として、２群の比較には、

Student t-testまたはMann-Whitney testを、

３群以上の比較には ANOVAを行ない、必

要時にはBonferroni補正を伴う t testを追加

した。p-value<0.05を有意とした。 

 

４．研究成果 

腎炎を誘導したｐ５３欠損マウス（KO）

および野生型マウス（WT）の糸球体基底

膜において、ウサギ IgG、マウス IgG、補

体 C3 の沈着に差がみられなかったことか

ら、両群において腎炎は等しく誘導されて

いた。誘導後７日目における尿中アルブミ

ン量（UAE）、誘導後７および１２日目に

おける血清クレアチニンは、ｐ５３欠損マ

ウスにおいて有意に増加していた（図１）。

ｐ５３の１アレルの欠損（HET）だけでは、

腎機能に影響はみられなかった。 

 
図 1. GN: 加速型馬杉腎炎 , **p<0.01, 

compared to WT (+) or WT-day 7, *p<0.05, 

compared to WT-day 7, †p<0.05, compared to 

WT-day 12. 

 

誘導７日目のｐ５３欠損マウスの糸球体

における病理組織学的検討では、野生型マ

ウスに比べて、半月体形成率や細胞数の増

加を認めた。尿細管・間質においても、ｐ

５３欠損マウスにおいて、障害された尿細

管の増加・間質線維化領域の拡大がみられ

た（図２）。 

 

図 2. **p<0.01, compared to WT (+), *p<0.05, 

compared to WT (+). 

 

ｐ５３欠損マウスにおいてみられた糸球

体の細胞数増加が、細胞増殖に依るものか

それとも細胞浸潤に依るものかを調べるた

めに、BrdU法を行なった。その結果、ｐ５

３欠損マウスの糸球体において、増殖を示

す BrdU 陽性細胞の増加がみられた。そこ

で、細胞周期 G1/S 期に関与する CDK2 の

遺伝子発現をｐ５３欠損マウスの腎皮質を

用いて測定したところ、野生型マウスに比

べて有意に増加していた（図３）。一方、こ

れまで他のモデルにてｐ５３が関与したア

ポトーシスは、両群において有意差はみら

れなかった。 

 

図 3. **p<0.01, compared to WT (+), *p<0.05, 

compared to WT (+). 

 

ｐ５３欠損マウスの一部の胎児において、



腎臓・尿管に先天性異常が認められること

が報告されている。特に、ｐ５３はウォル

フ管からの尿管芽の誘導を含む後腎分化に

関与している（4）。本モデルにおける腎障

害悪化とｐ５３欠損に伴う先天性異常の関

連性を調べるために、野生型マウスを用い

て、腎炎誘導時にｐ５３阻害薬である

pifithrin-αを投与する実験を行なった。ｐ５

３欠損マウスを用いた実験と同様に、ｐ５

３阻害薬は血清クレアチニンの増加をもた

らした（図４）。以上の結果より、加速型馬

杉腎炎モデルにおいて、内因性ｐ５３は腎

機能を保護する役割を担っていることが明

らかとなった。 

 

 

図 4. PFT-α: pifithrin-α, RCV: roscovitine, 

*p<0.05, compared to DMSO (+), †p<0.05, 

compared to PFT-α (+). 

 

 ｐ５３欠損マウスと同様にCDK2の遺伝

子発現は、pifithrin-αによるｐ５３の阻害に

より、有意に増加していた（図５）。 

 

図 5. **p<0.01, compared to DMSO (+), 

*p<0.05, compared to DMSO (+), †p<0.05, 

compared to PFT-α (+). 

 

本モデルにおけるCDK2の役割をさらに

検討するために、野生型マウスに 

pifithrin-α を投与する際に、選択的 CDK2

阻害薬である roscovitineを投与し、腎機能

に与える影響を検討した。roscovitine の投

与により（PFT-α+RCV）、投与しない群

（PFT-α）に比べて、有意に CDK2 発現量

が低下したことから、本モデルにおいて

roscovitine が CDK2 を阻害していることが

示された（図５）。さらに、roscovitineはｐ

５３の阻害によって悪化した腎障害を改善

させることが明らかとなった（図４）。以上

の結果より、ｐ５３による腎保護効果は、

ｐ５３による CDK2 の抑制を介してもたら

されていると考えられた。 

加速型馬杉腎炎モデルにおいて、内因性

ｐ５３は、細胞周期の制御を介して炎症反

応や細胞外基質の恒常性に関与しているこ

とから、ｐ５３や CDK2 を標的とする薬剤は、

免疫複合体型糸球体腎炎に対する有用な治

療薬となり得ると考えられる。 
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