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研究成果の概要（和文）：近年、慢性腎臓病 (CKD)が認知機能低下に関連することが報告されている。海馬は記
憶形成において重要な役割を演じている。本研究では、CKDマウス海馬におけるストレス関連タンパク質の発現
変化を検討した。脂質過酸化マーカーである4-hydroxynonenal付加タンパク質のCKDマウス海馬における発現レ
ベルは、5/6腎摘出8週間後に有意に増加した。また、小胞体ストレスマーカーである78-kDa glucose-regulated
 proteinの発現が、CKDマウス海馬では増加した。以上より、酸化的ストレスだけでなく、小胞体ストレスも、
CKDマウスの認知機能障害に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have demonstrated that Chronic kidney disease (CKD) 
contributes to cognitive dysfunction. The hippocampus has been shown to play a critical role in the 
formation of new memories. The present study investigated the expression of stress-associated 
proteins in the hippocampus of CKD mice. The levels of 4-hydroxynonenal-adducted proteins, the 
makers of lipid peroxidation, in the hippocampus of CKD mice were significantly increased at 8 weeks
 after 5/6 nephrectomy. Moreover, an increase of 78-kDa glucose-regulated protein, an indicator of 
Endoplasmic Reticulum (ER) stress, was detected in the hippocampus. These results suggest that not 
only oxidative stress but also ER stress contributes to cognitive dysfunction in CKD mice. 

研究分野： 神経化学・薬理学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病は、慢性的な高血糖の結果、特有

の糖尿病合併症をもたらす病気である。な
かでも、網膜症、腎症、神経障害は三大合
併症として知られており、これらの合併症
が、患者の生命予後や生活の質（QOL）に
大きな影響を及ぼすことは周知の事実であ
る。近年、糖尿病が中枢神経系に及ぼす影
響についても検証が進み、糖尿病は鬱病や
認知症といった海馬の機能低下が関与する
疾患を誘発あるいは増悪する要因のひとつ
となることが明らかにされつつあるが、そ
のメカニズムについては不明なままである。 
研究代表者は、これまでに、糖尿病モデ

ルマウスの海馬において、慢性的な高血糖
が シ ナ プ ス の 変 性 を 誘 発 す こ と 、
extracellular signal-regulated kinase の
活性化が選択的に抑制されていることを明
らかにした（若手研究(B) 平成 21～22 年
度）。また、糖尿病モデルマウスで想定さ
れた病態をヒト神経芽腫細胞で再現し、17
β-estradiol（E2）に顕著な改善作用があ
ることを見い出している（若手研究(B) 平
成 24～25 年度）。しかし、この E2 の改善
効果は、糖尿病モデルマウスでは一部しか
認められず、糖尿病による海馬機能低下に
は、慢性的な高血糖以外の他の病態修飾（増
悪）因子も関与することが示唆された。そ
こで、研究代表者は、その因子（機構）の
候補として、腎機能の低下による病態修飾
が関与するのではないかと考えるに至った。 
近年、腎機能障害は認知症の危険因子と

なることが指摘されている。特に、慢性腎
臓病（CKD）患者の約 80％に認知機能の異
常が見られ、CKD が重症化するにつれて認
知機能障害が増加するとの報告もある
（Murray AM et al., 2008）。また、CKD に
よる脳機能障害の発症メカニズムについて
は、酸化ストレスとの関連から治療薬の検
討が行われているものの、いまだ顕著な治
療効果を示すものは報告されていない。そ
こで、この問題を打破するためには、小胞
体の機能異常によって生じる小胞体ストレ
スの関与を明らかにする必要があるのでは
ないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、streptozotocin（STZ）投与に

より作製した糖尿病モデルマウス（DM マ
ウス）および 5/6 腎臓摘出マウス（CKD マ
ウス）を用い、これらの病態モデルで生じ
る認知機能障害発症機構における小胞体ス
トレスの関与を比較検討することで、糖尿
病マウスの海馬機能障害における腎不全の
及ぼす影響について、生体レベルで明らか
にすることを目的とする。特に、記憶の形
成に重要な役割を演じている海馬神経細胞
における変化について重点的に解析するこ
とをポイントとした。また、低分子化合物

を用いた治療薬開発の可能性についても検
証することとした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 病態モデルマウスの作成法 
①糖尿病モデルマウス 
8 週齢の C57BL/6J 雄性マウスを 18 時間
絶食させた後STZ を 100 mg/kg で腹腔内
投与した。投与後一定期間ごとに血糖値を
自己検査用グルコースキット (バイエル薬
品株式会社)を用いて測定し、血糖値が 400 
mg/dL 以上のマウスを糖尿病モデルマウ
スとした。なお、対照群には、生理食塩液
を腹腔内投与した。 
②5/6 腎臓摘出モデルマウス 
8 週齢の C57BL/6J 雄性マウスを 3 種混合
麻酔 (塩酸メデトミジン 0.3 mg/kg、ミダ
ゾラム 4 mg/kg、酒石酸ブトルファノール
5 mg/kg)下にて左腎臓の 2/3 を摘出し、9
週齢時に同麻酔下で右腎臓を全摘出した。
偽処置マウスでは、皮膚および筋肉の切開
のみを行った。 
なお、全ての動物実験は、日本大学動物実
験運営内規に基づいて行った。 
 
(2) 使用細胞 
①HT22 細胞 
マウス海馬神経細胞由来の HT22 細胞は、
10% fetal bovine serum (FBS) を含む
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM)で、5% CO2 / 95% air、37 oC、
加湿条件下のインキュベーター内で培養し
た。 
 
②初代培養海馬神経細胞 
胎生 18 日齢のWistar 系ラットより海馬を
摘出し、trypsin / EDTA および DNase に
より酵素処理した後、等量の FBS を添加
し反応を停止し、1000 rpm、10 分間遠心
分離した。上清を除去した後、poly-L-lysine
処置した culture plate（Iwaki）に 5.0×105 
個/cm2 の密度で細胞を播種した。播種後
48 時間までは B27 supplement を含む
DMEM/F12 で、その後は、10% FBS を含
む Neurobasal medium で、5% CO2 / 95% 
air、37 oC、加湿条件下のインキュベータ
ー内で培養した。 
 
(3) 細胞生存の評価 
細胞の生死の評価には MTT 法を用いた。
薬物処理終了後、MTT (250 g/mL) を添
加し、37℃、3 時間インキュベートした後、
SDS 溶解液 (50 % dimethylformamide、
20 % SDS、pH 4.7) を加えた。室温で一晩
静置した後、マイクロプレートリーダー 
(SH-1000 Lab Microplate Reader, Corona 
Electoric) により吸光度 (吸光極大 570 
nm 、Reference 640 nm) を測定した。 
 



(4) タンパク質の発現解析 
①Western Blot 法 
各処置後の脳部位および培養細胞は、RIPA 
buffer [150 mM NaCl、50 mM Tris-HCl 
(pH7.6)、2.5% NP-40、0.1% SDS、0.5% 
Triton-X、complete™ mini 1 Tab]を用い
て、細胞抽出液を作成した。Sample buffer 
[80 mM Tris-HCl (pH 6.8)、3% SDS、10% 
glycerol、5% 2-mercapto ethanol、0.2% 
bromophenol blue]を用いて SDS 化した
後、5%~12.5%polyacrylamide gel を用い
て 電 気 泳 動 し た 。 泳 動 終 了 後 に
Immobilon™-P Transfer Membrane 
(Millipore)に転写し、室温で 1 時間ブロッ
キ ン グ を 行 っ た 。 そ の 後 、 TBST 
(Tris-buffered saline, 0.5% Tween 20)で
洗浄し、各種の一次抗体と 4℃で一晩反応
させ、HRP で標識された二次抗体を室温
で 1 時間反応させた。終了後、TBST で洗
浄し、ECL により発色させた。得られた
各バンドは、scion image soft ware を用い
て解析した。 
 
②免疫組織化学染色法 
4% Paraformaldehyde (PFA) /PBS により
灌流固定し、摘出した脳はエタノールおよ
びキシレンにより脱水処理し、パラフィン
包埋した。ミクロトームにより作製したパ
ラフィン切片は、キシレンおよびエタノー
ルにより脱パラフィン処理した後、1.5 % 
normal goat serum を 含 む PBS-T 
(Phosphate-buffered saline, 0.5% Tween 
20)を用いて室温で 1 時間ブロッキングし、
抗-4-hydroxy-2-nonenal (HNE) 抗体 (日
本老化研究所)を 4 ℃で一晩反応させた。
PBS-T で洗浄後、Goat anti-mouse IgG 
647 (Invitrogen)と反応させた後、500/525 
green fluorescent Nissl stain (Invitrogen)
で染色した。Fluor Save Reagent にて封入
した後、共焦点レーザー顕微鏡 (CarlZeiss, 
LSM-710) にて観察した。 
 
(5) Calpain 活性の測定 
 Calpain 活性の測定は、スクシニル化
calpain 基質を使用した Calpain-Glo™ 
Protease Assay kit (Promega)を用いて測
定した。Calpain-Glo™ Reagent 50 µL と
SAC 関連化合物および recombinant 
human μ-calpain を加えたサンプル 50 µL
を混合し、室温で 10 分間反応させた後に、
ルミノメーター (FlexStation3, Molecular 
Devices)により発光強度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) HT22 細胞を用いた小胞体ストレス抑
制薬の検索 
小胞体ストレスの誘導薬の 1 つである

Tunicamycin (TM)が誘発する細胞死に対
して、多様な生理活性を持つことが知られ

ている化合物である Indirubin を基本骨格
とする誘導体 (51 種)が及ぼす影響を検討
し た 。 そ の 結 果 、 8 つ の 化 合 物
(6-hydroxyindirubin (5), 5-bromo- 
indirubin 3'-oxime (17), 5-bromo- 
indirubin (23), 5, 5'-dibromoindirubin 
(26), 5-methylindirubin (28), N-acetyl- 
indirubin (40), 5,5'-dimethoxyindirubin 
(41), 5'-ethylindirubin (44))に細胞死抑制
効果があることが明らかとなった(Fig. 1)。

そこで、これらの保護メカイズムについて
検討したところ、小胞体ストレス誘発細胞
死に関連する転写因子である C/EBP 
homologous protein (CHOP)の発現誘導を
抑制する作用が、その細胞保護効果に少な
くとも一部関与することが示唆された。 
 
同様に、この細胞死誘発モデルを用いて、
化学合成により天然にはない光学異性体も
新規に分離・作製した 30 種類のフラボノ
イド誘導体の小胞体ストレス誘発細胞死に
及ぼす影響についても検討した。その結果、
2 種類の化合物(No24, 28)に保護効果があ
ることを見い出した (Fig. 2)。 

 
(2) 培養海馬神経細胞を用いた小胞体スト
レス抑制薬の開発 
これまで、研究代表者は、成熟ニンニク

エキス中に含まれる S-allyl-L-cysteine 
(SAC)が小胞体ストレスによって誘導され
る Calpain の活性化を抑制することで細胞
保護効果を持つことを報告している (Imai 
et al 2014)。そこで、SAC の細胞保護効果の
増大を目的として、SAC の化学修飾体を新
たに 20 個合成し、その細胞死抑制効果を検
討した。SAC の 3-alkylthio group に化学修
飾をした化合物である S-propyl-l-cysteine 
(SPC), S-ethyl-l-cysteine (SEC), 
S-methyl-l-cysteine (SMC)の細胞保護効果は、

Fig. 1 CHOP発現に及ぼすIndirubin誘導体の影響 

 
Fig. 2 フラボノイド誘導体が TM 誘発細
胞死に及ぼす影響 
### p<0.001 vs control, **p<0.01, ***p<0.001 vs Tm  



SAC の細胞保護により増強した。また、
SAC はカルパインの活性化を顕著に抑制
したのに対し、最も強力な細胞死抑制作用
を示した SPC ではカルパイン活性化抑制
作用は認められなかった。以上の結果より
SPC は SAC とは異なるメカニズムで小胞
体ストレス抑制作用を示すことが示唆され
た。なお、SPC などの SAC の誘導体の細胞
保護メカニズムについては今後の詳細な検
討が必要である。 
 
(3) DM モデルマウスでの検証 
抗 single-stranded DNA (ssDNA) 抗体

を用いて、STZ 投与 8 週間後の DM マウス
海馬におけるアポトーシス細胞の変化を検
討したが、CA1、CA2、CA3、DG のいず
れの領域でも ssDNA 陽性細胞は認められ
なかった。また、ヘマトキシリン・エオジ
ン染色およびクレジール・バイオレット染
色にてコントロールマウスと STZ 投与マ
ウスの海馬の形態変化を観察したが、いず
れの領域においても顕著な変化はなく、神
経細胞の脱落も認められなかった。そこで、
glucose regulated protein 78 (GRP78)の
発現レベルを Western blot 法を用いて検
討したところ、DM マウス海馬における
GRP78 の発現レベルは、コントロールマ
ウスの海馬と比較して、有意に増加した。
さらに、培養海馬神経細胞を用いて、高グ
ルコース負荷が及ぼす影響を検討したが、
グルコース負荷による GRP78 の発現レベ
ルの変化は認められなかった。以上より、
DM マウスの海馬で認められた小胞体スト
レスの増加には、慢性的な高血糖とは異な
る病態修飾因子が関与することが示唆され
た。 
 
(4) CKD モデルマウスでの検証 

5/6 腎臓摘出 CKD モデルマウスの腎機
能を検証するために、血清を用いた血液生
化学検査を行った。血清BUN値、血清CRE
値、血清 Ca 値において、偽処置マウス群 
(Sham 群)と比較して CKD モデルマウス
では有意な増加が認められた。また、HE
染色により腎臓の組織学的な検討を行った
ところ、CKD モデルマウスの糸球体面積
は、Sham 群と比較して、有意に増大した。
一方、右腎臓摘出 1 週間後から 8 週間後ま
で、体重と平均血圧の測定を行ったが、
Sham 群と CKD 群との間に顕著な変化は
認められなかった。 
認知機能障害が発症する直前の腎臓摘出

8 週間後の海馬における酸化ストレスの関
与について検討した。酸化ストレスのマー
カ ー の 一 つ で あ る 4-hydroxynonenal 
(HNE) 付加タンパク質の発現量を、
Western blot 法を用いて定量したところ、
CKD マウスの HNE 付加タンパク質発現
は、Sham と比較して、有意に増加した。
そこで、HNE 付加タンパク質の発現レベ

ルと血清 BUN 値または血清 CRE 値の相
関性の検討を行った。HNE 付加タンパク
質の発現レベルと血清 BUN 値の相関係数
は r=0.7648 (p<0.01)と、血清 CRE 値の相
関係数は r=0.6923 (p<0.05)となり、いずれ
も正の相関を示した (Fig. 3)。さらに、

HNE 付加タンパク質の発現が増加する細
胞の同定を行ったところ、HNE 付加タン
パク質を発現した細胞は、Nissl 陽性の神
経細胞であることが明らかとなった。その
ため、HNE 付加タンパク質の増加は、海
馬神経細胞で生じることが明らかとなった。 
 次に、腎臓摘出 8 週間後の海馬における
小胞体ストレスの関与について検討した。
小胞体ストレスマーカータンパク質の 
GRP78 の発現レベルを Western blot 法を
用いて検討したところ、CKD 群の GRP78
の発現レベルは、Sham 群と比較して、有
意に増加した。そこで、GRP78 の発現レ
ベルと血清 BUN 値または血清 CRE 値の
相関性の検討を行った。その結果、GRP78
発現と血清 BUN 値との相関係数は
r=0.7823 (p<0.01)、血清 CRE 値との相関
係数は r=0.6215 (p<0.05)となり、いずれも
正の相関を示した (Fig. 4)。同様に、大脳

および小脳の GRP78 の発現も検討を行っ
たが、これらの脳部位では顕著な発現の変
化は認められなかった。さらに、腎臓摘出
8 週間後の海馬におけるシナプス構成タン
パク質の発現変化についても検討を行った

PC Sham CKD

β-actin

HNE
adducts

 

Fig. 3 HNE 付加タンパク質の発現変化 
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Fig. 4 GRP78 の発現変化 



が、PSD95、SNAP25、synaptophysin の
発現レベルには、いずれの群でも顕著な変
化は認められなかった。以上の結果より、
CKD モデルマウスの海馬では、酸化スト
レスだけでなく小胞体ストレスが誘導され
ていることが示唆された。また、CKD に
おける認知機能障害の発症には酸化ストレ
スだけでなく小胞体ストレスも関与するこ
とが明らかとなった。 
 
まとめ 
本研究成果により、糖尿病で生じる海馬

機能低下には、腎機能低下による小胞体ス
トレスの増加が関与する可能性が明らかと
なった。また、本研究では、小胞体ストレ
スを抑制薬となり得る 3 種類 (Indirubin
誘導体、フラボノイド誘導体、SAC 誘導体) 
の化合物を見出すことに成功した。今後、
これらの化合物の in vivo モデルでの解析
を進めることで、治療薬の開発へと繋げて
いきたいと考えている。 
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