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研究成果の概要（和文）：部分腎摘術により作成した CKD モデルラットの大動脈組織では、腎

機能の低下に相関して、血中 ADMA 濃度と大動脈組織における ACE 活性が上昇し、内皮機能

低下と炎症反応の亢進が認められた。培養血管内皮細胞に ADMA を負荷すると superoxide 産

生が増加するが、ACE 阻害薬併用により抑制され、心腎連関の機序の一つに、ADMA 上昇に

よる renin-angiotensin 系を介した superoxide 産生が寄与していることが示された。また、造

血を起さない低用量の erythropoietin を糖尿病ラットや CKD モデルラットに慢性投与すると

大動脈障害が抑制され、その機序には Akt 経路を介した NO 産生が重要な役割を担っているこ

とが示唆された。さらに NO 合成酵素阻害剤を負荷したラットにおいても erythropoietin は血

管保護効果を発揮し、その機序には Cu/Zn-SOD や heme oxygenase-1 などの抗酸化酵素の発

現増大が関与していた。さらにもう一つの機序として、JAK2/STAT5 経路活性化により産生さ

れた抑制性タンパク質 SOCS-1 が NADPH oxidase 活性を介した superoxide 産生を抑制して

いることが示唆された。本研究は CKD の病態時における心腎連関の機序の一部を解明し、さ

らに心腎連関の抑制を考慮した CKD 治療薬としての erythropoietin の有用性を示すものであ

る。 

 
研究成果の概要（英文）：CKD was induced by five-sixths or seventeen-eighteenths 

nephrectomy. Proteinuria and CCr were aggravated and plasma ADMA level was increased 

in accordance with the degree of nephrectomy. Endothelial-dependent vasodilation was 

blunted and macrophage infiltration, osteopontin expression, NADPH oxidase-derived 

superoxide production and ACE activity were increased in nephrectomized rat aortas. 

These changes are correlated with the degree of renal dysfunction. ADMA enhanced the 

NADPH oxidase activity in endothelial cells, which was inhibited by cotreatment with ACE 

inhibitor, captopril. ADMA induced vascular injury not only by inhibiting NOS but also by 

inducing oxidative stress via ACE activation in CKD. On the other hand, low dose of 

erythropoietin inhibits endothelial dysfunction and inflammation in CKD and diabetic rat 

aorta beyond hematopoiesis. Erythropoietin reversed the levels of phospho-Akt and eNOS 

protein and plasma NOx, which were reduced in 5/6Nx. Furthermore, erythropoietin was 

administered to NO synthase inhibitor (L-NAME, 0.7 mg/ml)-treated rats. Erythropoietin 

improved endothelium-dependent vasodilatation. Macrophage infiltration in 

L-NAME-treated rats was reduced by erythropoietin. Erythropoietin enhanced the levels of 

phospho-Akt, HO-1 and Cu/Zn-SOD protein. The increased NADPH oxidase-derived 

superoxide production in L-NAME-treated rat was suppressed by erythropoietin. 

Erythropoietin also induced SOCS1 overexpression. Cotreatment with STAT5 inhibitor 

cancelled erythropoietin-induced suppression in NADPH oxidase-derived superoxide 

production in angiotensinII-treated endothelial cells. In conclusion, erythropoietin 

exhibited vasoprotective effects via NO production through Akt pathway. In addition, 

erythropoietin improved vascular injury in L-NAME-treated rats by antioxidative 
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properties. SOCS-1 overexpression would play an important role in suppressing NADPH 

oxidase activation as its mechanisms. In conclusion, erythropoietin exerts vasoprotective 

effects in CKD rats beyond hematopoiesis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 慢性腎臓病（ chronic kidney disease: 

CKD）患者の死因の約半数が心血管疾患
（cardiovascular disease: CVD）であること、
また微量アルブミン尿の時点から CVD 発症
リスクが増加することが報告され、CKD が
CVD の独立した危険因子であることが多く
の疫学研究で明らかにされている（Go AS et 

al. N Engl J Med. 2004; 351: 1296）。この「心
腎連関」に加え、尿蛋白や腎機能悪化と、脳
卒中の発症リスクにも相関があることが近
年報告され（Klausen KP et al. J Intern Med. 
2006; 260: 231）、「脳腎連関」の概念も注目
を集めている。 

 

(2) 腎臓は、造血ホルモンであるエリスロポ
イエチン（erythropoietin: EPO）を産生して
いるため、CKD ステージ 3 以上になると、
EPO 産生低下による腎性貧血を発症する。
EPO は赤血球前駆細胞上の EPO 受容体に結
合し、赤血球数の増加・維持に作用するが、
近年、脳、心臓、腎臓、血管などの非造血組
織における EPO 受容体の発現が確認される
とともに（Khoshdel et al. Diabetes Obes 
Metab. 2007; 10(1): 1）、これらの臓器におい
て、EPO が虚血/再灌流障害を軽減すること
が報告され（Chatterjee PK et al. Lancet 
2005; 365(9474): 1890）、EPO による多面的
な臓器保護効果が報告されるようになった。
これまでの EPO の多面的な臓器保護効果に
ついては、急性効果を検討したものが多かっ
たが、研究代表者は、造血を起さない低用量
の EPO を慢性投与すると、糖尿病性腎症が
軽減されることを報告している（Toba H et 

al. Eur J Pharmacol. 2009; 612 (1-3): 

106-14）。 

 

２．研究の目的 

(1) 部分腎摘により CKD 動物を作成し、腎
障害に起因した血管組織における内皮機能
低下や炎症反応を検討し、腎機能低下時の血
管障害を引き起こす原因物質を特定し、その
機序について in vitro で解明する。 

(2) CKD 動物に造血を起さない低用量の
EPO もしくは造血させない EPO アナログを
投与し、EPO が CKD の病態時において、臓
器保護効果を発揮するか否かについて検討
する。 

 

３．研究の方法 

(1) ラットに 1/2、3/4、5/6、17/18 腎摘術
を施し CKDモデルを作成する。腎摘の程度と
腎機能（尿蛋白、GFR、CCr）の関係を評価し
た上で、腎障害と血管障害の相関関係につい
て検討した。大動脈組織を用い、弛緩反応か
ら内皮機能を評価するとともに、脳血管にお
いても検討する。相関が確認できたら、原因
候補物質（もしくは原因となる病態）につい
ての検討を、血中に増加する ADMAなど、こ
れまで臨床的検討で示唆されているものを
中心に ELISA等で測定後、相関のあった物質
を培養血管内皮細胞に負荷し、機序を含め検
討した。 
 
(2) 造血を起さない低用量の EPOもしくは
EPOアナログを CKD ラットに慢性投与し、CKD
ラットにおける臓器保護効果について検討
した。腎摘完了時から EPOを週 3回、皮下投
与した。投与量は、研究代表者が糖尿病モデ
ルラットで造血を起さず尿蛋白を抑制する
ことを証明した投与量（150 U/kg；Toba H et 
al. Eur J Pharmacol. 2009; 612(1-3): 
106-14）から開始した。摘出脳・血管組織の
薄切切片・ホモジネート中のリン酸化型 Akt、
eNOSの発現を Western blotting 法で検討し、
EPO投与群で PI3K/Akt/eNOS 経路が活性化し
ていることを確認した。NO合成酵素阻害薬
（L-NAME）を併用時に EPOの臓器保護効果が
消失するか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 部分腎摘術により 1/2 腎摘、3/4 腎摘、
5/6 腎摘、17/18 腎摘術を行った。1/2 腎摘、
3/4 腎摘ラットではノーマルラットと尿たん
ぱく、クレアチニンクリアランスに有意差は
なかったが、5/6 腎摘、17/18 腎摘ラットで



 

 

は腎摘の程度に相関して尿たんぱく、クレア
チニンクリアランスの悪化とヘマトクリッ
ト値の低下が認められた。一方、血圧は全群
間に有意差は認められなかった。また、5/6
腎摘、17/18 腎摘ラットでは大動脈における
内皮機能の低下とスーパーオキサイド産生
の増加、VCAM-1やオステオポンチン、マクロ
ファージの浸潤などの炎症反応の亢進が認
められたが（Toba H et al., Eur J Pharmacol. 
2012; in press）、これらは 5/6 腎摘群より
17/18 腎摘群でより強く認められた。また、
腎機能の悪化に相関して、内因性 NO 合成酵
素阻害物質である ADMA の血中濃度が上昇し
ていた。さらに、ADMAによる血管障害発症メ
カニズムについて検討した。CKD モデルラッ
トでは腎機能低下と血中 ADMA 濃度の上昇に
伴い、大動脈における ACE活性と superoxide
産生が増大していた。さらに、ADMAを培養血
管内皮細胞に ADMA を負荷すると superoxide
産生が増加し、これは ACE 阻害薬 captopril
を併用することで抑制された。 
 
(2) Erythropoietinの血管保護効果について
検討するためによりシビアな腎障害を引き
起こすために、5/6 腎摘ラットに食塩を負荷
し、高血圧合併 5/6腎摘ラットを作成した（高
血圧 CKD ラット）。Erythropoietin は高血圧
CKD ラットの尿たんぱくとクレアチニンクリ
ア ラ ン ス の 悪 化 を 軽 減 し た 。 ま た 、
erythropoietin は大動脈におけるマクロフ
ァージ浸潤と肥厚、内皮機能低下を改善した。
また erythropoietin 投与群でリン酸化 Akt
発現増大が確認された（Toba H et al., Eur 
J Pharmacol. 2011; 10;656(1-3):81 ）。さ
らに、腎・血管障害の重要な危険因子である
糖尿病のモデルラットにおいても同様の結
果を得た（Pharmacology, 2013; 91, 48-58）。
NO以外の EPOの血管保護機序について解明す
べく、NO合成酵素阻害剤負荷ラットにおける
大動脈障害に対する効果と改善機序につい
て検討した。NO 合成酵素阻害下においても
EPO は大動脈の内皮機能低下や炎症を抑制し、
その機序には SOD や HO-1 等の抗酸化酵素発
現増大や NADPH oxidase 活性を介した
superoxide 産生の抑制を介していることを
明らかにした。また、EPO 投与により抑制性
タンパク質である SOCS-1 発現が大動脈組織
で増加していた。AngiotensinII 負荷培養血
管内皮細胞に EPO を投与すると superoxide
産生が低下したが、これに STAT5 阻害剤を併
用し SOCS-1 産生を抑制すると、EPO による抗
酸化作用がキャンセルされた（ Eur. J. 
Pharmacol., 2012; 691(1-3): 190-197）。 
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