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研究成果の概要（和文）：最近、開発された質量顕微鏡は、位置情報を保持したまま質量分析を行う画期的な解析手法
であり、解剖学的、生理機能的に複雑な腎臓は質量顕微鏡による解析の格好の標的と言える。本研究では、虚血再灌流
傷害による急性腎不全モデルにおいて質量顕微鏡解析を施行し、部位特異的なホスファチジルコリンの質的・量的変化
を観察した。トランスクリプトーム解析では、ホスファチジルコリン代謝酵素群の遺伝子発現プロフィールの変化を認
めた。質量顕微鏡は、腎傷害時における局所の代謝変化を明らかにする有用な解析手法と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Imaging mass microscope is a novel technique that is a combination of an optical 
microscope with a mass spectrometer, which enables us to know what kind of molecules are located in the 
region of interest. Kidney, which is complex anatomically and physiologically, may be a good target of 
imaging mass spectrometry. In this study, we induced renal ischemia-reperfusion injury as an acute kidney 
injury model and observed area-specific changes in quality and quantity of phosphatidylcholine. 
Consistently, transcriptome analysis revealed that mRNA expression of a series of enzymes of 
phosphatidylcholine metabolism was harmoniously regulated under these conditions. These observations 
suggest that imaging mass spectrometry is a powerful technology to investigate the role of local 
metabolic changes in response to pathophysiologic stresses.
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１．研究開始当初の背景 
近年の解析技術の進歩により、トランスクリ
プトーム、プロテオーム、メタボロームなど
の網羅的情報が爆発的に増加しているが、疾
患の病態解明には必ずしも至っていない。特
に腎臓は、糸球体、尿細管の各セグメント、
血管系などから複雑に構成されており、それ
ぞれに特異的な機能が絶妙に組み合わさる
ことによって恒常性が保たれている。従来、
microdissection 法により各機能ユニットを単
離し、網羅的解析に供していたが、操作に伴
うアーチファクトや機能ユニット間の連関
情報の欠如が問題であった。最近、開発され
た質量顕微鏡は、位置情報を保持したまま質
量分析を行う画期的な解析手法であり、様々
な疾患の病態解明に応用が期待されるが、解
剖学的、生理機能的に複雑な腎臓は質量顕微
鏡による解析の格好の標的と言える。 
 
	 透析医療の進歩にもかかわらず、急性腎不
全は未だ死亡率が 50%を越える重篤な疾患
であり、新たな治療戦略の開発が急務である。
急性腎不全の病態生理に関しては、虚血再灌
流障害モデルを用いた検討が数多く行われ
ており、酸化ストレスや小胞体ストレスによ
る尿細管上皮細胞の障害と、それに引き続く
炎症細胞の浸潤などにより形成される。この
際、近位尿細管 S3 セグメントを中心に組織
障害が認められるが、従来の解析手法では、
障害部位に限局した代謝変化を網羅的に解
析することは不可能であった。 
 
２．研究の目的 
最近、生体膜（脂質二重膜）のリン脂質組成
が変化することにより、小胞体ストレス応答
が制御されることが知られている（Mol. Cell 
48:1–12, 2012; Nature 473:528-531, 2011）。腎
虚血再灌流障害において、小胞体ストレス応
答の過剰な活性化は尿細管細胞障害を誘導
するため（Nephron Exp. Nephrol. 112:e1–e9, 
2009）、リン脂質代謝の変化による新たな腎
障害の分子機構が想定される。本研究では、
腎虚血再灌流による急性腎不全モデルにお
いて、障害部位に限局した代謝変化を網羅的
に解析することにより、病態生理の理解を深
め、新しいバイオマーカーや治療戦略の開発
に応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）腎虚血再灌流障害モデル： 
C57BL/6Jマウスを麻酔下に右腎を摘出、左腎
を 30分間クランプした後に開放して作製し、
7日目まで観察した。 
 
（２）Real-time PCR： 
腎障害惹起後、7 日目まで経時的にサンプリ
ングし、whole kidneyより total RNAを抽出、
real-time PCR 法により mRNA レベルを測定
した。 
 

（３）組織学的解析： 
腎障害惹起後、7 日目まで経時的にサンプリ
ングし、定法に従って、ヘマトキシリン・エ
オジン染色、PAS染色を施行した。 
 
（４）培養細胞： 
尿細管上皮細胞としてmProx24マウス尿細管
上皮細胞株を用いた。1%酸素濃度で mProx24
を 18時間培養後に通常培養環境に戻し（20%
酸素）、4, 8, 24 時間でサンプリングして
real-time PCR 法により mRNA レベルを検討
した。 
 
（５）質量顕微鏡解析： 
対照 sham群、腎障害 6時間および 24時間後
の腎組織を各 3個体ずつ用いて、質量顕微鏡
解析を行った。凍結切片（8 µm厚）を作製し、
マトリックスは 50mg/ml DHB in 70% 
MeOH/0.1% TFAを用いた。 
 
４．研究成果 
（１）質量顕微鏡解析： 
正常腎において、各ホスファチジルコリンに
相当するシグナルを検出した。腎門部を中心
として、腎皮質部〜皮髄境界部〜腎髄質にか
けて、脂肪酸種類の異なるホスファチジルコ
リンが同心円状に観察された。セグメント特
異的な尿細管機能にホスファチジルコリン
の質的変化が関わっていることが示唆され
る。 
 
	 虚血再灌流傷害を惹起して、6時間と 24時
間後に同様の解析を施行したところ、各ホス
ファチジルコリン種はダイナミックに増減
し、腎局所における傷害や代謝の変化を反映
していると考えられた。特に、腎傷害の強い
非髄境界部に着目したところ、PC（16:0/18:0）, 
PC（16:0/18:1）, PC（16:0/18:2）, PC（18:0/18:2）
が増加する一方、PC（16:0/22:6）が減少した
と考えられた。各 m/z値に対応する候補分子
が複数存在する場合があり、正確な同定には
MS/MS解析を行う必要がある。 
 
（２）腎虚血再灌流傷害のトランスクリプト
ーム解析： 
虚血再灌流傷害の後、経時的に腎臓をサンプ
リングし、遺伝子発現プロフィールを網羅的
に解析した。その結果、ホスファチジルコリ
ンの量的制御に関わる 2経路（ホスファチジ
ルコリン新規合成系とホスファチジルエタ
ノールアミン-ホスファチジルコリン変換系）
の代謝酵素群の協調的な発現上昇が認めら
れた。即ち、新規合成系として Chka/Chkbお
よび律速酵素である Pcyt1a/Pcyt1b、変換系と
して Pemtの発現がそれぞれ有意に上昇した。
興味深いことに、ホスファチジルコリンをホ
スファチジルセリンに代謝する Ptdss の発現
は有意に減少し、腎全体としては PC 量を増
加させる応答が示唆された。以上のように、
腎虚血再灌流傷害により、ホスファチジルコ



リンが量的、質的にダイナミックに変化する
ことが明らかとなり、腎障害における意義が
示唆された。 
 
（３）培養マウス尿細管上皮細胞を用いた検
討： 
マウス尿細管細胞株 mProx24を低酸素（1%）
条件で 18時間培養後、再酸素化（酸素 20%）
して、虚血再灌流傷害を模倣する細胞系を構
築した。この培養細胞系においても、腎虚血
再灌流傷害とほぼ同様の遺伝子発現プロフ
ィールの変化を確認した。今後、障害部位局
所における遺伝子発現変化を同定し、リン脂
質の変化や腎尿細管上皮細胞に及ぼす影響
を検討する。最近、リン脂質の脂肪酸種の制
御機構が明らかになってきた。虚血再灌流傷
害腎や培養尿細管上皮細胞における遺伝子
発現変化とリン脂質の変化を比較検討する
ことにより、リン脂質の質的・量的変化や腎
障害に及ぼす影響を検討する予定である。 
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