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研究成果の概要（和文）：腎の酸素関連状態は2つのマスターレギュレーター、NF-E2-related factor 2
（NRF2）とhypoxia-inducible factor（HIF）によって維持されている。それらの活性バイオマーカー（BM）は
腎疾患の早期診断に資する。我々はNRF2あるいはHIFの活性を反映するBMを尿中細胞外小胞（エクソソーム）を
用いて探索した。その結果、HIFについては信頼できるデータを得ることは現在のところできなかったが、NRF2
については、尿中細胞外小胞中のPirin遺伝子を用いることによってその活性を検出できる可能性を見出した。
今後、以上の結果に基づいた臨床研究が進むことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Oxygen homeostasis in the kidney is maintained by two master regulators, 
including NF-E2-related factor 2 (NRF2) and hypoxia-inducible factor (HIF). Their activities 
detected by biomarkers (BM) are useful for early diagnosis of kidney disease. We searched BM 
reflecting NRF2 or HIF activity using urinary extracellular vesicles (exosomes). As a result, it was
 thought that obtaining reliable data for HIF would be difficult due to the inability to collect 
sufficient samples; however, it may be possible to detect NRF2 activity by using the Pirin gene in 
urinary extracellular vesicles. Based on these results, it is anticipated that future clinical 
studies will progress.

研究分野：獣医薬理学

キーワード： 腎薬理学　低酸素　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎特異的な酸素状態の変化を非侵襲的に早期に検出する技術の開発は思いの外難しい。その理由は、全身性の酸
素状態の変化との区別が容易でないからである。しかし、由来が腎細胞である細胞外小胞をソースとしたバイオ
マーカー（BM）を用いるとその問題をクリアできる。我々の、腎特異的な酸素状態の変化を細胞外小胞BMによっ
て検出できる可能性を示す研究成果は、生理機構の破綻から発生する病態を描出する新技術であり、細胞外小胞
バイオロジー分野に新しい視座をもたらす。加えて、人医、獣医両領域の腎臓病を克服するための早期診断法の
開発において、重要な意義を持つ。

※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 
酸素恒常性の破綻が、腎障害の引き金や増悪因子となる可能性は 1970年代から指摘
されていた。しかし、研究が進展したのは 2000 年以降である。特に転写因子である
NRF2の腎における役割の理解が進んだことが大きなブレークスルーとなった１）。現在
では NRF2 が酸素恒常性維持において一つの重要なマスターレギュレーターとして認
識されている。また、NRF2経路の活性化は抗酸化作用をもたらす。したがって、抗酸
化作用によってマスクされて腎に酸化ストレスが検出されなくても、その腎は酸化スト

レスに晒されている状態（未病状態）である２）。つまり、NRF2 状態の把握は、酸化ス
トレスの描出を可能として、さらには腎障害の早期診断につながる。 

2000年以降のもう一つのトピックは、慢性虚血による腎の線維化促進に、HIFが重要

な役割を担っていると明らかにされたことである３）。HIFは、正常酸素下では、HIFプ

ロリン水酸化酵素によってヒドロキシル化されて速やかに分解される。しかし、低酸素

状態になると HIF プロリン水酸化酵素の働きが阻害され、分解を免れた HIF が核内へ

移行して、低酸素に関連する遺伝子のマスターレギュレーターとして働く。 

以上から、酸素恒常性維持のマスターレギュレーターとして NRF2および HIFが確立
していて、腎の NRF2や HIF状態を非侵襲的に検出できれば、腎の酸素状態を描出して
腎障害の診断を可能にすると考えられる。しかし、腎臓病の世界的教科書である The 
Kidney の第 10 版４）にも、「腎特異的酸素恒常性の破綻を非侵襲的に定量検出できる方
法は未だに確立されていない」と記載されている。 
これまでのバイオマーカー探索には、ポストゲノム時代を担うとされた網羅的解析が

用いられてきた。しかし、期待された成果は上がっていない。その理由として材料の問

題が挙げられる。例えば、材料の血液や尿に大量に混在している物質（例えばアルブミ

ンなど）が解析精度を著しく落として、バイオマーカー発見の確率を低下させ、定量性

を失わせていることである５、６）。このボトルネックは、バイオマーカー候補分子が選択

的に含まれる材料を用いることによって解決できる。近年そのような理想的な材料とし

て、体液中に存在する細胞外小胞にパラダイムシフトとしての期待が集まってきた。 

細胞外小胞は直径 100 nm 以下の小胞で、1983 年に発見され、1987 年に命名された
7）。細胞に発現している膜タンパク質などは、役目を終えるとエンドサイトーシスによ

って取り込まれて、初期エンドソームに移行する。次にそれが多胞体と呼ばれる細胞内

小器官が形成されるときに、膜タンパク質、mRNA、miRNAなどが選択的プロセスによ
り、多胞体の内部小胞へ移行する。多胞体は必要に応じて、その内部小胞を細胞外小胞

として、包含している物質（細胞外小胞分子）ごと体液中に放出する。すなわち放出さ

れた細胞外小胞分子は、リアルタイムに細胞の状態を反映する。 
以上から、尿細胞外小胞に含まれる核酸分子をシステムバイオロジー手法で解析して、

NRF2 や HIF の状態を把握するバイオマーカーを発見できれば、「尿細胞外小胞中の酸
素恒常性維持マスターレギュレーター活性動態を把握することによって、腎障害を把

握できるのか？」という学術的「問い」の答えを導き出せると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「尿中細胞外小胞を用いて酸素病態を描出して腎疾患を診断できる」

という仮説を検証・実証することである。 
 人・獣医両領域において大きな問題となっている腎障害は、適切な診断による医療

介入により予後を改善できる。背景のところに記載した通り、腎障害発症の重要なメカ



ニズムとして腎酸素状態の異常が知られる。酸素の恒常性は 2つのマスターレギュレー
ター、すなわち、NRF2とHIFによって維持されている。したがって、腎の NRF2や
HIF活性を把握できれば、腎の酸素状態を描出して、適切に腎障害を診断できる。しか
し、それらを非侵襲的に捉える方法は確立されていない。最近我々は、虚血性腎障害の

進行過程を、尿中の細胞外小胞を用いることによって描出できる可能性を示した８）。本

研究では、この成果に基づいて、モデル動物の尿細胞外小胞中の酸素恒常性マスターレ

ギュレーター関連核酸分子をシステムバイオロジー解析することによって、上記目的の

達成を目指した。 
 

３．研究の方法 
本研究において実際に計画している研究項目は、（１）NRF2 や HIF 活性が変化する
モデル動物を用いた網羅的解析、（２）システムバイオロジー解析によるバイオマーカ

ー候補分子の選定、（３）疾患モデル動物を用いた実証研究の３つであった。最終的に

はこれらの結果を総合的に考察して、尿細胞外小胞中の NRF2や HIF関連因子による腎
特異的酸素病態の早期診断方法を確立することを目指した。 
（１）NRF2や HIF活性が変化するモデル動物を用いた網羅的解析 

NRF2活性化薬（バルドキソロンメチル、以下 BARD）や HIFプロリン水酸化酵素阻

害薬（デュスタット系薬剤）などを用いて、NRF2や HIF活性が変化するモデル動物を

作出して、それらの腎および尿細胞外小胞から RNAを抽出した。そして、抽出物をマ

イクロアレイや次世代シークエンサーなどを用いて網羅的に解析した。 

（２）システムバイオロジー解析によるバイオマーカー候補分子の選定 

（１）で得られた網羅的核酸情報を、システムバイオロジー手法で解析した。具体的

には、ボルケーノプロットや分子経路の推定などを行った。 
（３）疾患モデル動物を用いた実証研究 

低酸素性腎障害モデル動物（虚血再灌流処置）由来の腎や

細胞外小胞を用いて、BMの妥当性を検証した。 
 

４．研究成果 
（１）NRF2活性化薬を用いた検討 
最初に、NRF2活性化薬である BARDを用いて実験を行っ
た。BARD 投与 6 時間後の腎 cortex を用いてリアルタイム
PCR解析を行った。その結果 NRF2標的遺伝子である NQO1 
mRNA 発現量の著しい増加を観察した（図１）。この結果か
ら、実験の適正性が確認された。 
次に、腎と尿中細胞外小胞の RNA のマイクロアレイ解析
を行った。その結果、腎と尿中細胞外小胞の両方で共通して 2.0倍以上変化した mRNA
で明確に同定できたものは 10 種（Akr1b8、Akr1c19、Bach1、Ephx1、LOC100911874、
Pir、Selenbp1、Selenbp1 transcript Variant X1、Slc40a1、Ugdh）で（表１）あった。また、
miRNAについては 1種（mo-miR-877）のみであった。 
次に次世代シークエンサーを用いて尿中細胞外小胞中の RNAを解析した。その結果
次世代シーケンサーによる解析において 2.0倍以上変化したものとして、PIRと EPHX1
遺伝子の 2種類が抽出された． 
次に、システムバイオロジー解析によるバイオマーカー候補分子の選定を行った。以

上を総合的に勘案した結果 PIR 遺伝子が腎 NRF2 活性化の有力なバイオマーカー候補
分子として考えられた。 

図１. 腎におけるNQO1遺伝子の変化。
バルドキソロンメチル（BARD）投与後に腎からRNA
を抽出した。
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 （２）HIF活性化薬を用いた検討 
HIF 活性化薬であるデュスタット系
薬剤の molidustat および IOX2 を用い
て検討した。まず、molidustatあるいは
IOX2 投与 6 時間後の腎 cortex を用い
たリアルタイム PCR解析を行った。そ
の 結果 HIF 標 的遺伝 子であ る
erythropoietin mRNA 発 現 量 が 、
molidustat で 2.5 倍、IOX2 で 1.2 倍の
増加を観察した（data not shown）。この
結果から、以後の検討については、

molidustatを用いて実施した。 
前項の実験で絞り込みをかけ易いことが

分かったため、molidustat 処置後の腎と尿中
細胞外小胞の RNAについて次世代シークエ
ンサー解析を行った。その結果、腎と尿中細

胞外小胞の両方で共通して 2.0倍以上変化し
たのは 1種の mRNA（Stc1）のみであった（図
２）。以上から腎 HIF の活性化を STC1 遺伝
子で検出できる可能性が考えられた。 
次に、システムバイオロジー解析によるバ

イオマーカー候補分子の選定を行った。その

結果、変化の程度は小さいが STC1遺伝子に
腎 HIF活性化のバイオマーカー候補分子としての可能性が考えられた。 
 
（３）腎虚血再灌流（I/R）処置  
 次に虚血性 AKIのモデルとして、I/Rモデルを作成した。摘出した腎から RNAを抽
出し、それを用いた次世代シークエンサーの解析結果を図３に示す。この時着目した遺

伝子はそれぞれNRF2に関しては NQO1遺伝子、HIFに関しては GLUT1遺伝子とし
た。また、併せて小胞体ストレスマーカーの GRP78遺伝子、アミノ酸・リン・糖の再
吸収マーカーである SLC6A19遺伝子（タンパ
ク質はアミノ酸再吸収トランスポーター）、

SLC34A1遺伝子（タンパク質は無機リン再吸
収トランスポーター）、および SGLT2 遺伝子
（タンパク質は糖再吸収トランスポーター）、

腎の線維化マーカーである TGF遺伝子につ
いても示した。図３から明らかなように、I/R後
6 時間頃に低酸素応答および小胞体ストレス応
答のピークが、IR 後 24 時間頃をピークとして

活性酸素応答が、IR後 24時間以降に線維化およ
びアミノ酸・糖・リン酸代謝異常が生じることが

示された。以上の結果は、リアルタイム PCR法

を用いても確認した。 
 
我々はこれまでに虚血再灌流後 12時間まででは、十分な尿量を得られないことを経
験している。一方で、虚血再灌流後 24時間まででは尿中細胞外小胞を解析するだけの
尿が得られることも確認している。図３から明らかなように低酸素応答のピークは I/R

表１. BARD投与後の腎と尿中細胞外小胞で2倍以上変化した遺伝子のリスト。
マイクロアレイでは10種類、次世代シークエンシング（NGS）では２種類が抽出された。

図３. 虚血再灌流後の各マーカー遺伝子の発現変動。
虚血再灌流後168時間（7日）まで観察した。縦軸は、sham群に対
する変化率（％）で表している。
遺伝子はそれぞれNRF2に関してはNQO1遺伝子（青）、HIFに関して
はGLUT1遺伝子（赤）、小胞体ストレスマーカーに関してはGRP78遺
伝子（緑）、アミノ酸に関してはSLC6A19遺伝子（紫）、リンに関して
はSLC34A1遺伝子（薄青）、糖に関してはSGLT2遺伝子（オレン
ジ）、線維化に関してはTGF遺伝子（紺）。
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後 6時間頃に、活性酸素のピークは IR後 24 時間頃に見られる。これらを勘案すると、活
性酸素の BMである PIR遺伝子は有用で、一方で低酸素の BMについては臨床応用する上
で、少量の尿中細胞外小胞でも検出できるようにその感度を上げるなどの取り組みが必要

であると考えられる。 
PIRは、非ヘム鉄結合核タンパク質の一つである９）。PIRは、酸化ストレスや免疫および
炎症反応の細胞内シグナル伝達経路の転写因子として機能する核内因子κB（NF-κB）を

活性化することが知られている１０）．本研究において、PIR mRNA の発現量は、BARD 投
与後 6 時間と 24 時間の両方において、腎および尿 exosomeでそれぞれ増加した。これら
の結果は、PIR遺伝子がNRF2経路を介して転写促進される NRF2の標的遺伝子であると

いう過去の報告を支持している。 
今回、詳細については検討していないが、IR 後 24 時間以降も活性酸素応答が見られ、
その時、腎の線維化およびアミノ酸・糖・リン代謝異常が生じることが示された。また、尿

中のアミノ酸・糖・リンの排泄増加もデータは示していないが観察している。この時期には、

確定的なことは言えないが、活性酸素産生と腎の線維化、アミノ酸・糖・リンの代謝異常は

関連があるかも知れない。今後、この点を検討する必要がある。 

以上をまとめると、本研究により腎酸素病態を尿中細胞外小胞を用いて描出でき、腎疾患

を診断できる可能性を見出したと結論できる。 
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