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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病CKDは末期腎不全のみならず、脳卒中、心血管病、認知機能障害等の独立したリ
スク因子である。アルブミン尿はごく微量から心血管病と強く連関している。血管障害の最早期病態は内皮障害と微小
炎症である。アルブミン尿が内皮障害を反映すると想定されてきたが、糸球体内皮が有窓性であるため、仮説に止まっ
ていた。微小循環動態、透過性変化を生体において解析しうるin vivo imaging技術を確立し、血管内皮障害の役割を
解明した。加齢腎、腹膜組織線維化にも内皮障害が関与することも明らかにした。CKDと心血管病の共通基盤病態は内
皮機能障害であり、CKD・心血管病予防・治療のための標的病態を確定した。

研究成果の概要（英文）：Patients with Chronic Kidney Disease (CKD) have a high risk of developing of end 
stage renal disease, cardiovascular disease (CVD)､ and cognitive impairment as well. A wide range of 
pathophysiological pathways have been suggested to be implicated in this association. Endothelial 
dysfunction has been speculated to be a possible link between CKD and CVD. To test this hypothesis, we 
have successfully developed the novel in vivo imaging technique with multi-photon laser microscopy, which 
enabled us to examine the alterations in microcirculation and permeability in the kidney vasculatures. We 
have elucidated that endothelial injuries is deeply associated with the development of albuminuria, a 
hall mark of CKD.
Taken all these data together, we have identified that endothelial dysfunction plays a pivotal role as a 
common link of CKD and CVD. Therefore, endothelial dysfunction is a critical target for the prevention of 
development of CVD and also progression of CKD as well.

研究分野： 腎臓病学

キーワード： 慢性腎臓病　アルブミン尿　内皮機能障害　酸化ストレス　一酸化窒素　in vivo imaging　加齢　 ミ
トコンドリア 
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病 CKD は脳卒中、虚血性心疾患、

心 不 全 等 の 心 血 管 病 (Cardiovascular 
disease:CVD)及び死亡さらに認知機能障害
とも連関する。健康寿命延伸を阻む阻害因子
のひとつである。 

CKD 概念の中でも、アルブミン尿は微量
アルブミン尿の下限値未満の「超微量」域か
らこれらのリスクとなる。CVD 発症の最早
期病態は血管内皮障害 (Endothelial cell 
dysfunction:ECD)と微小炎症であり、認知機
能障害にも脳内微小循環障害と ECD の関与
が示されている。以上の臨床的諸事実は、ア
ルブミン尿発症と CVD,認知機能障害には共
通基盤病態として ECD と微小炎症の関与を
強く示唆している。しかしながら、糸球体内
皮細胞(glomerular endothelial cell:GEC)は
有窓性（fenestrated）であるがために、透過
性制御は主に上皮細胞、基底膜が担っている
と考えられてきた。 
近年になり GEC も透過性制御に一定の役

割を果たしていることが明らかになってき
た。fenestrae 内は glycocalyx(GLX)と総称さ
れる複合糖質からなる layer で被覆されてい
る。GLX 層が透過性制御に関与し、その破綻
がアルブミン尿を惹起することが次第に明
瞭になってきた。私共もメタボリックシンド
ローム(MetS)モデル糸球体において GLX の
減少がアルブミン尿と連関することを明ら
かにした(Diabetologia2010)。 
内皮細胞機能の主体は、一酸化窒素（NO)

産生である。NO は短命のガス状分子である
ため、組織において実体を直接検出すること
が極めて困難である。組織において NO と活
性酸素種（ROS）を同時に可視化、検出する
方法を開発し得た。本法を用いて、糖尿病、
高血圧、MetS、加齢モデル糸球体において
ROS 産生亢進と鏡像的な NO 産生低下
（ROS/NO 不均衡）が生じており、その原因
のひとつが NO 産生酵素(eNOS)の機能異常
（uncoupling)にあることを見いだした（Am 
J Physiol 2005, Lab Invest 2011 等 )。 
Microcirculation 2010)。 
 以上の研究経過を背景として、CKD の治
療標的となる病態・分子を確定するために、
CKD の病態をより包括的、かつ分子レベル
での解明を目指して本研究に取り組んだ。最
終目標は CKD の予防、治療方法の開発であ
り、健康寿命延伸策を提案し、国民福祉に貢
献することにある。 
 
２．研究の目的 

CKD と心血管病の共通基盤病態を内皮
（機能）障害に求め、①アルブミン尿出現
の分子機序、内皮障害の役割を解明する、
②CKD の基盤病態と心血管病との連関機
序について分子レベルと血行動態変化の両
面から詳細な検討を加えて理解を深化させ
る、③CKD 進展阻止と心血管病予防のた
めの統合的治療法を構築すべく、標的とな

る病態・標的分子を明確化する、以上を本
研究の目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)糸球体内皮細胞障害とアルブミン尿の
関連の解明 
アルブミン尿出現メカニズムにおける内

皮障害の病因的役割を端的に証明するため
に、２つの遺伝子改変動物を利用した。①
NOX2 (NAD(P)H oxidase 主要要素)を内
皮 特 異 的 に 高 発 現 す る tie2-NOX2 
transgenic mouse(Tg)、及び②BH4 (eNOS
機能維持に必須補酵素)の産生律速酵素で
ある GTPCH-1 を内皮特異的に高発現する
tie2-GTPCH-1Tg である。  
腎障害モデルとして糖尿病自然発症マウ

スである Akita マウスとの交配、及び STZ
糖尿病モデル、５/６腎摘モデルを作成した。 

2 光子レ－ザ－顕微鏡を用いて糸球体血
管壁の透過性変化を解析した。 
(2)GTPCH-1 活性・発現調節の分子機構の
解明：AMPK の関与の検討 

GTPCH-1 は eNOS 機能発現に必須であ
り、内皮機能調節において中心的役割を果
たしている。GTPCH-1 は proteasome 依
存性経路により分解調節されている。
AMP-activated protein kinase (AMPK) 
は proteasome 抑制活性を有しており、予
備実験では AMPK 活性化は GTPCH-1 の
分解抑制を介して GTPCH-1 発現を維持し
うることが判明した。Metformin は LKB1
依存性にAMPK をリン酸化・活性化する。
糖尿病モデル（Akita,STZ）に metformin
を 投 与 し 、 AMPK 活 性 化 を 介 し た
GTPCH-1 発現亢進による腎障害進展の抑
制効果を評価した。 
(3)加齢腎における内皮機能障害の関与の
解析 
 加齢と共に全身の血管内皮機能障害が進
行し、同時に腎機能が低下する。加齢腎に
おける腎内小血管の内皮機能障害が腎機能
に与える影響について解析した。同時に加
齢腎における血管新生阻害因子の探索を行
った。 
(4)線維化の内皮機能障害の関与の検討 
 線維化モデルとして腹膜機械損傷モデル
を用いた。eNOS 遺伝子欠損マウスを用い
て、機械損傷後の腹膜修復の差異について
解析した。 
 
 
４．研究成果 

(1)腎内微小循環、透過性変化を可視化解析し
うる in vivo imaging 技術の開発 
 2光子(two-photon)励起方式レ－ザ－顕微鏡
（２光子レ－ザ－顕微鏡)を利用し、各種分子
量の蛍光標識 probe を用いラット、マウスの腎
内微小血流、透過性変化を直接可視化する in 
vivo imaging 法を確立し得た(図 1)。 
 



 図１

正常糸球体
アルブミンの漏出を認めないが、糖尿病腎
（B）
糸球体レベルで大分子量物質の漏出を認め
る。

 
(2)糸球体血管内皮細胞機能障害の解析
Diaminorhodamine(DAR

Dichlorofluorescein
指示薬
NO（bioavailble NO
可視化検出する
本法を活用して

NO（赤色蛍光で検出可能）
出可能）変化を検討
内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の解析が可
能となった。糖尿病、高血圧性腎障害、加齢腎
では共通して酸化ストレスが亢進し、
少（ROS/NO
した(図２
 
図 2 疾患腎糸球体における
衡 

 
(3)GTPCH
AMPK の関与の検討
GTPCH

解調節されており、糖尿病腎組織において減少
することが判明した
活性を有しており、
分解抑制を介して
ことが判明した。
AMPK をリン酸化・活性化する。糖尿病モデル
（Akita,STZ

図１in vivo imaging
透過性変化の解析

正常糸球体(A)からはテキサスレッド標識
アルブミンの漏出を認めないが、糖尿病腎

）ではアルブミン尿出現以前の段階で、
糸球体レベルで大分子量物質の漏出を認め
る。 

糸球体血管内皮細胞機能障害の解析
Diaminorhodamine(DAR

Dichlorofluorescein
指示薬) と共焦点レ

bioavailble NO
可視化検出する in situ 

を活用して病態モデル腎糸球体における
（赤色蛍光で検出可能）

出可能）変化を検討
内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の解析が可

なった。糖尿病、高血圧性腎障害、加齢腎
では共通して酸化ストレスが亢進し、

ROS/NO 不均衡）が生じていることが判明
図２)。 

疾患腎糸球体における

(3)GTPCH-1 活性・発現調節の分子機構の解明：
の関与の検討 

GTPCH-1 は proteasome
解調節されており、糖尿病腎組織において減少

ことが判明した
活性を有しており、
分解抑制を介して
ことが判明した。Metformin

をリン酸化・活性化する。糖尿病モデル
Akita,STZ）に metformin

in vivo imaging 技術を用いた糸球体
透過性変化の解析 

からはテキサスレッド標識
アルブミンの漏出を認めないが、糖尿病腎

ではアルブミン尿出現以前の段階で、
糸球体レベルで大分子量物質の漏出を認め

糸球体血管内皮細胞機能障害の解析
Diaminorhodamine(DAR-4M ： NO

Dichlorofluorescein–diacetate(DCFH
と共焦点レ−ザ−顕微鏡を用いて、生成

bioavailble NO）を ROS と同時に組織上で
in situ 可視化法を確立し
病態モデル腎糸球体における

（赤色蛍光で検出可能）,ROS（緑色蛍光で検
出可能）変化を検討し、病態腎における糸球体
内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の解析が可

なった。糖尿病、高血圧性腎障害、加齢腎
では共通して酸化ストレスが亢進し、

不均衡）が生じていることが判明

疾患腎糸球体における ROS/NO

活性・発現調節の分子機構の解明：
  

proteasome 依存性経路により分
解調節されており、糖尿病腎組織において減少

ことが判明した。AMPK は proteasome
活性を有しており、AMPK 活性化は
分解抑制を介して GTPCH-1 発現を維持しうる

Metformin は
をリン酸化・活性化する。糖尿病モデル

metformin を投与し、

技術を用いた糸球体

からはテキサスレッド標識
アルブミンの漏出を認めないが、糖尿病腎

ではアルブミン尿出現以前の段階で、
糸球体レベルで大分子量物質の漏出を認め

糸球体血管内皮細胞機能障害の解析  
NO 指示薬 )

diacetate(DCFH-DA:ROS
顕微鏡を用いて、生成

と同時に組織上で
可視化法を確立し

病態モデル腎糸球体における
,ROS（緑色蛍光で検

病態腎における糸球体
内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の解析が可

なった。糖尿病、高血圧性腎障害、加齢腎
では共通して酸化ストレスが亢進し、NO が減

不均衡）が生じていることが判明

ROS/NO 不均

活性・発現調節の分子機構の解明：

依存性経路により分
解調節されており、糖尿病腎組織において減少

proteasome 抑制
活性化は GTPCH-1

発現を維持しうる
は LKB1 依存性に

をリン酸化・活性化する。糖尿病モデル
を投与し、AMPK

技術を用いた糸球体

からはテキサスレッド標識
アルブミンの漏出を認めないが、糖尿病腎

ではアルブミン尿出現以前の段階で、
糸球体レベルで大分子量物質の漏出を認め

 
)、 

DA:ROS
顕微鏡を用いて、生成

と同時に組織上で
可視化法を確立した。  

病態モデル腎糸球体における
（緑色蛍光で検

病態腎における糸球体
内皮細胞の形態的かつ、機能的変化の解析が可

なった。糖尿病、高血圧性腎障害、加齢腎
が減

不均衡）が生じていることが判明

不均 

活性・発現調節の分子機構の解明：

依存性経路により分
解調節されており、糖尿病腎組織において減少

抑制
1 の

発現を維持しうる
依存性に

をリン酸化・活性化する。糖尿病モデル
AMPK 活

性化を介した
ブミン尿の抑制効果を認めた
GTPCH
機能調節において中心的役割を果たしてい
る。
（Fe
機能的（
が生じている
GTP
より抑制された。
 糖尿病腎では
素
eNOS uncoupling)
酵素が
低下によりプロテアソーム系亢進により分
解が亢進している
治療標的とな

性化を介した GTPCH
ブミン尿の抑制効果を認めた
GTPCH-1 は eNOS
機能調節において中心的役割を果たしてい
る。糖尿病(Akita DM)
Fenestraeの消失、

機能的（NO 産生能低下、
が生じている(
GTP-CH1Tg マウスを
より抑制された。
糖尿病腎では

素 BH4 が低下する。
eNOS uncoupling)
酵素が GTPCH1 であり、糖尿病では
低下によりプロテアソーム系亢進により分
解が亢進している
治療標的となりうることが判明した。

GTPCH-1 発現亢進に
ブミン尿の抑制効果を認めた

eNOS 機能発現に必須であり、内皮
機能調節において中心的役割を果たしてい

(Akita DM)糸球体内皮では形態的
の消失、Glycocalyx
産生能低下、eNOS uncoupling

(図 3-1，2)
マウスを Akita マウスとの交配に

より抑制された。 
糖尿病腎では eNOS 機能発現に必須の補酵

が低下する。BH4 不足を起因として
eNOS uncoupling)が生じる。

であり、糖尿病では
低下によりプロテアソーム系亢進により分
解が亢進している(図 3-4)。

りうることが判明した。

発現亢進によってアル
ブミン尿の抑制効果を認めた。 

機能発現に必須であり、内皮
機能調節において中心的役割を果たしてい

糸球体内皮では形態的
Glycocalyx層の減少）、

eNOS uncoupling
2)。一連の変化は
マウスとの交配に

機能発現に必須の補酵
不足を起因として

が生じる。BH4 産生の律速
であり、糖尿病では AMPK

低下によりプロテアソーム系亢進により分
。GTPCH1 は腎症の

りうることが判明した。 

よってアル

機能発現に必須であり、内皮 
機能調節において中心的役割を果たしてい

糸球体内皮では形態的
層の減少）、

eNOS uncoupling）
。一連の変化は
マウスとの交配に

機能発現に必須の補酵
不足を起因として

産生の律速
AMPK 活性

低下によりプロテアソーム系亢進により分
は腎症の

 



 
 
(4)蛋白尿による腎障害のメカニズム解析
 蛋白尿は独立した腎機能障害進展因子で
ある。臨床研究では蛋白尿の増加と共に腎機
能予後が不良となることが証明されている。
 蛋白尿は腎障害進展の「原因」であるが、
その分子機構の詳細は不明であった。
 尿中に排泄されるアルブミン分子には遊
離脂肪酸が会合している。近位尿細管でアル
ブミンが再吸収される際に遊離脂肪酸も吸
収され、ミトコンドリアに運搬される。ミト
コンドリア呼吸鎖機能亢進とともにミトコ
ンドリア酸化ストレスが亢進し、尿細管障害
を惹起することが判明した（図４）。

腎臓病の予後には性差が存在する（閉経ま
では女性が良好
ストロゲン受容体アゴニストラロキシフェ
ン投与により腎障害が軽減し、その際に、ミ
ト コ ン ド リ ア に お け る
reductase (TrxRD)
た。 
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