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研究成果の概要（和文）：我々は急性腎障害（AKI）におけるオートファジーとアポトーシスの情報伝達系と病態での
役割について検討した。Sirt1のAKIでの役割についての検討では、虚血再灌流モデルラットを用いてAKIにおいてSirt1
の発現亢進が抗アポトーシス効果を増強されていることを報告した。しかし、AKIの病態は依然として不明な点が多く
、さらにsestrin2やBNIP3、VASH、TxNIP、MicroRNA(miR)-34a、PNUTSの系においてのAKIの病態についての検討を行っ
た。以上のようにオートファジーとアポトーシスの腎障害、主にAKIにおける情報伝達系と病態解明のため検討を進め
ている。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis participates in kidney physiologic remodeling processes and is thought 
to contribute to pathophysiology of AKI. Understanding the signaling pathways of ROS-induced cell 
apoptosis would provide important clues to the elucidation of the mechanisms of AKI. One genetic pathway 
that mediates cell survival or response to ROS stress comprises the sirtuin family. The aim of this study 
is to understand the protective roles of Sirt1 in AKI. Sirt1 is transcriptionally up-regulated in hypoxic 
condition in renal tubules, and endogenous Sirt1 maintains cell survival by regulating catalase 
expression. Sirt1 constitutes a determinant of renal tubular cell apoptosis by regulating cellular ROS 
levels. The current study therefore unravels both physiological and pathological significance of Sirt1 in 
ROS-dependent cell survival and apoptosis of renal tubular cells. Furthermore we reported that regulated 
TxNIP,miR-34a, PNUTS, sestrin2 and BNIP3 play a key role in the pathophysiology of AKI.

研究分野： 急性腎障害

キーワード： 急性腎障害
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１．研究開始当初の背景 
近年の日本において末期腎不全により透

析療法に至っている患者数は29万人を越え、
患者のQOLの改善や医療経済上の問題から腎
不全への抜本的対策が急務である。各種腎障
害時にはオートファジーの低下による異常
蛋白の蓄積と細胞障害が病態に関与してい
る可能性があり、また虚血などによる急性腎
不全では、細胞が栄養飢餓状態となることで
急速に誘導されるオートファジーの関与が
考えられている。 
 
２．研究の目的 
腎臓病の病態におけるオートファジーの

役割については急性腎障害（AKI：Acute 
Kidney Injury）でオートファジーが観察さ
れるという研究代表者らを含めた報告をの
ぞいては不明である。そこで我々はオートフ
ァジーと栄養低下時に誘導される Sirt1（サ
ーチュイン）の腎障害での役割について、遺
伝子改変マウスを使用し解析し、新規診断・
治療法の開発を目指している。 
 
３．研究の方法 
急性腎障害のモデルとして腎動脈虚血/再

灌流モデル及び、シスプラチン投与の急性腎
不全モデルを作成する。腎組織の免疫組織学
的検討、Western blot などを用いて Sirt1 活
性を検討。培養尿細管細胞を用い、Sirt1 
promoter 活性の変化を検討。Sirt1 及び
AMPK 遺伝子を過剰発現しアポトーシスへの
影響を FACS で検討。GFP 結合 LC3 蛋白を安定
導入した尿細管細胞、ポドサイト細胞を低酸
素、H2O2 等の酸化ストレスや、飢餓状態に置
くことで、腎障害時のオートファゴゾームの
活性化の有無を調べる。 
 
４．研究成果 
(1)ラットの左腎動脈をクランプし虚血再灌
流（AKI）モデルを作成。左腎臓再灌流後 0、
6、12、24、48、及び 72 時間後に腎摘出を行
い、ウェスタンブロット分析を用いて、Sirt1、
p-AMPK、AMPK を検討したところ Sirt1 の発現
は虚血再灌流後 12-24 時間で増加、 AMPK は
虚血再灌流後の 6-48 時間でリン酸化される
ことが分かった。 
(2）免疫組織化学的検査では、Sirt1 は、虚
血再灌流後 12 時間で尿細管の近位尿細管に
強く染色を認めた。 
(3）Sirt1 deacetylase活性を調べたところ、
Sirt1 deacetylase 活性は虚血再灌流後
12-24 時間で増加を認めた。 
(4）H2O2刺激による NRK 細胞における Sirt1
の発現とプロモーター活性を調べたところ、
H2O2添加後 6 時間で Sirt1 のプロモーター活
性、およびウェスタンブロット分析では
Sirt1 タンパク質の発現は大幅に増加してい
た。 
(5）Caspase 3 Fluorometric Protease Assay 
Kit を用いて H2O2によって引き起こされるア

ポトーシスについて検討した結果、Sirt1 の
存在、また Sirt1 activator（レスベラトロ
ール）による過剰発現は、NRK 細胞における
H2O2 誘発アポトーシスを抑制する結果を認め
た。Sirt1 inhibitor, nicotinamide Sirt1
（NAM）の使用下では H2O2 誘発アポトーシス
の過剰発現を認めた。 
(6）AMPK 活性化剤は、NRK 細胞における Sirt1
の抗アポトーシス作用を刺激しました。 
(7）オートファゴソームを可視化するために
LC3 蛋白に緑色蛍光蛋白をトランスフェクシ
ョンさせた NRK52E 細胞では、Sirt1 の過剰発
現はオートファジーを引き起こし、Sirt1 
activator は大幅にオートファジーを促進し
ていた。 
(8)以降の追加検討：AKI において Sirt1 の発
現亢進が抗アポトーシス効果を増強されて
いることは示唆されたが、AKI におけるオー
トファジーとアポトーシスの情報伝達系と
病態での役割は依然として不明な点が多く、
さらに発展させてその解明を行っている。ミ
トコンドリアの機能に関わる遺伝子である
BINIP3 の急性腎障害での働きは不明であっ
たことから尿細管においてオートファジー
とマイトファジーの調整に関与するかを虚
血再灌流モデルラットおよび培養尿細管細
胞を用い検討した。結果、虚血再灌流モデル
ラットではBNIP3は近位尿細管細胞で発現が
増加し、酸化ストレス下の培養尿細管細胞で
RNA・蛋白レベルで誘導された。また BNIP3
の遺伝子導入はオートファジーとマイトフ
ァジーを誘導し、アポトーシスも亢進させた。
さらに HSPB1(Heat shock protein beta-1, 
HSP27)について、ラット虚血再潅流モデルお
よび培養尿細管細胞を用いHSPB1の発現調節
と機能を検討し、HSPB1 が酸化ストレスによ
り尿細管細胞で誘導されオートファジーを
亢進していることを解明、AKI の病態におけ
る重要な働きが示唆された。さらに血管新生
に関する因子 Vasohibin(VASH)の AKI におけ
る役割に注目し、その発現と機能を、虚血再
灌流モデルラットを用いて検討した。結果、
AKI において VASH-1/-2 の発現は主に近位尿
細管で発現亢進、培養尿細管細胞においても
低酸素により VASH-1 は発現亢進を認めた。
VASH-1の強制発現によりSODとSirt1のmRNA
と蛋白発現が亢進し低酸素下でのアポトー
シスが減弱したことを報告した。さらに
Thioredoxin と結合し酸化ストレスを調整す
る 蛋 白 で あ る Thioredoxin-interacting 
protein (TxNIP)の、AKI での役割・発現調節
機序とミトコンドリア機能への影響を検討
した。虚血再灌流モデルにおいて TxNIP の発
現は近位尿細管を中心に発現亢進、尿細管細
胞でも低酸素刺激により発現は亢進、
caspase3 の活性亢進も認めた。低酸素下で発
現亢進したTxNIPをsiRNAで抑制するとASC、
IL-1β は発現低下、caspase3 の活性化は抑
制された。ミトコンドリア酵素（PGC1α, 
UCP2）は TxNIP の強制発現により低下、siRNA



により上昇し低酸素下でのミトコンドリア
機能と形態は保持された。よって、AKI にお
いてTxNIPは尿細管細胞において発現誘導さ
れ、inflammasome を活性化し、ミトコンドリ
ア機能調整を介して尿細管障害を引き起こ
し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
MicroRNA(miR)-34a は、近年 DNA 修復に関連
す る phosphatase 1 nuclear-targeting 
subunit(PNUTS,別名 PPP1R10)を標的とする
事が報告されており、miR-34a と PNUTS の加
齢および急性腎障害での変化を検討した。虚
血再灌流モデルにおいてmiR-34aの発現は亢
進し、PNUTS の発現は低下。PNUTS の発現は
miR-34a の mimic で低下し inhibitor で亢進
した。培養尿細管細胞では低酸素下で
miR-34a は亢進し、PNUTS は低下、PNUTS の強
制発現で Caspase 活性は低下した。70、100
週令の高齢マウスでは miR-34a は亢進し、
PNUTS は発現低下しており、加齢および低酸
素において miR-34a は亢進した。これらの系
が Caspase 活性の変化を含めて加齢と AKIの
病態に重要な働きをしている可能性が示唆
された。以上のようにオートファジーとアポ
トーシスの腎障害、主に AKI における情報伝
達系と病態解明のため検討を進めている。 
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