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研究成果の概要（和文）：今回、脳腎連関におけるAGEs-RAGE系の関与について検討を行った。脳腎連関の一つ
の促進因子であるaldosterone (aldo)-mineralocorticoid receptor (MR) systemにターゲットを絞り、まずは
メタボリック症候群の最も重要な因子であるMRに着目し検討を行った。その結果、MR活性化因子であるDOCAを投
与することにより腎臓においてアルブミン尿の出現がみられ、それらは腎障害を伴っていた。RAGEノックアウト
マウス、RAGE-aptamerはMRの発現を抑制し、腎組織修復をもたらした。今後はこの現象が脳傷害時にもみられる
かの検討が必要と思われた。

研究成果の概要（英文）： Advanced glycation endproducts (AGEs) stimulate intracellular pathways 
through the receptor for AGEs (RAGE), which is thought to be involved in the brain-kidney injury. 
Uninephrectomized 8-week-old C57Bl/6J male mice were divided into three groups; 4% salt diet 
(control), 4% salt diet with DOCA (50mg), and DOCA with hydralazine (Hyd).Administration of DOCA 
significantly increased UAE independent of blood pressure. Renal RAGE protein expression and plasma 
carboxymethyl lysine (CML) levels were elevated in DOCA-induced HN mice. RAGE was co-localized with 
MR in podocytes by immunohistochemical analysis. DOCA-induced increase in UAE, renal ROS generation,
 RAGE expression, plasma CML levels, GTP-bound Rac1 activation, and MR overexpression were 
significantly inhibited by the administration of RAGE-aptamer. AGEs-RAGE axis and Rac1-MR pathway 
may be correlated with each other, which could lead to kidney injury in HN. Next we investigate the 
role of AGEs-RAGE system on brain-kidney injury. 

研究分野：腎臓病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国の現状の問題点として、慢性腎臓病患者の増大、とりわけ透析患者数の増大と、脳卒中罹患の増加があ
る。脳と腎臓はお互いに連携を取り合っている可能性が示唆されており、今回はAGEs-RAGE系に着目して研究を
行った。AGEs-RAGE系の活性化に今回脳傷害にも重要な因子であるMRが関与していることが明らかとなり、
AGEs-RAGE-MR系の遮断のために我々はRAGEノックアウトマウス、RAGE-aptamerを使用して検討を行った結果、
RAGEを遮断することで腎傷害が著明に改善することを突き止めた。今後は創薬を念頭に脳傷害に対する
RAGE-aptamerの効果を検討していく予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の食生活の欧米化により、若い世代の肥満、耐糖能異常が問題となっている。オランダの
報告では、飢餓状態が腎臓の発育を遅延させ、後の腎障害に関与することが報告されている。
さらに、オーストラリアのアボリジニにおける観察研究では低体重児は、後に尿アルブミン排
泄が増加するとも報告されており(Hoy WE et al. Lancet.1998)、妊婦の食事が出生児の将来の
メタボリック症候群・腎障害発症に重要であることが報告されている(Armitage et al. J 
Physiol 2005)。事実、我々は雌ラットに high-fructose, high-fatを負荷すると、仔のポドサイ
ト障害が誘発され、アルブミン尿が発症する事実を突き止めている。この事実は、まさに母体
の環境が、後の子の腎症発症に密接に関与するということを示唆している。 
近年、脳腎連関という概念が提唱されている。すなわち、慢性腎臓病(CKD)は後の認知症発症
の強力なリスクファクターであり、糖尿病を合併しているとそれは顕著となる。Strain vessel 
hypothesis がそのメカニズムを説明しうる有力な仮説であるが、メタボリック症候群などの
CKD にセカンドヒットとして慢性的な刺激が腎臓に加わった際の脳の反応については不明で
ある。我々は老化物質である終末糖化産物である AGEs とその受容体である receptor for 
AGEs(RAGE)がそこに重要な役割を担っていると考えている。我々は AGEs の蓄積や RAGE
を介した生物化学的反応が、糖尿病性血管合併症の発症・進展に重要な働きを担っていること
を報告してきた。事実、AGEsはRAGEを介し、renin-angiotensin system (RAS), TGF-b-Smad 
signaling を活性化し、メサンギウム領域におけるマトリックスの増加や、細胞周期蛋白の調
節に深く関与していることを解明した(Fukami et al. Kidney Int. 2004)。さらに AGEs-RAGE
系の活性化は、細胞内酸化ストレスを活性化し、レドックス感受性シグナル伝達物質である
NF-Bを介して腎症進展に関与することを突き止めている(Fukami et al. Curr Pharm Des. 
2008)。我々は、この反応が脳腎連関の病態に深く関与している可能性について探求したいと
考えている。すなわち CKD に対するセカンドヒットとしての慢性の変化の主体であるのは
AGEs-RAGE であり、それぞれ中心的な役割を担っていると考えられる。以上より、CKD に
おける AGEs-RAGEによる慢性変化が脳に与える影響が、脳腎連関の主体である可能性を検討
することとした。 
 
２．研究の目的 
欧米化する食事による母体環境変化が後の新生仔の脳障害を惹起する機序に、AGEsが関与し、
次世代新規分子標的治療薬であるアプタマーが腎・脳障害を改善しうるかについて解明するこ
とを目的とした。我々はすでに high-fructose, high fat dietが後の仔のポドサイト障害-アルブ
ミン尿発症を惹起することを確認していた。しかしながら、母体環境が仔の脳腎連関にどのよ
うに影響するか、さらには AGEs-RAGE系がいかに関与するかは不明である。以上を明らかに
すべく研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
6 週令雌 SD ラットに 60%HFD + 0.1mg/ml Glucose + 0.1mg/ml Fructose(HFD+G+F)を与え、10
週間飼育する。コントロールとして同週令の雌 SDラットに通常餌を与えた。飼育 10 週間後(16
週令)における体重・血圧(tail-cuff method)、血糖を測定し、代謝ケージにて蓄尿し、尿アル
ブミン排泄量、酸化ストレスマーカーである尿中 8-OHdG 濃度を ELISA にて測定した。その後、
16 週令（雌と同週令）の健康雄と交配し、妊娠後約 1か月で新生仔が出生した。妊娠・出産後
も臨床に即した形で HFD+G+F を与えた。新生仔は雄・雌両者をエントリ―し、20週経過を追っ
た後に、代謝ケージで採尿、sacrifice し、血漿、血清、脳、腎臓を採取、4%ホルマリン固定
と各種臓器凍結保存を行った。新生仔は雄雌それぞれ 4pattern に分け、それぞれ NF/NF 群、
HF+G+F/NF 群、NF/HF+G+F 群、HF+G+F/HF+G+F 群に群別し解析を行った。 
次に 8 週令雄 C57BL/6J を片腎摘し、高食塩食+DOCA (DOCA/salt 群)、ヒドララジン(hyd)、ス
ピロノラクトン (spiro)、RAGE への結合を阻害する核酸化合物 RAGE-DNA-aptamer (RAGE-apt)
投与群を作製した。RAGE-KO マウスを使用し、同様に DOCA/salt を負荷することで腎障害や脳
傷害の進展が起きるかを検討した。 
 
４．研究成果 
HFD+G+F を与え、交配をかけた仔の腎、脳の組織を検討したが、有意な AGEs-RAGE 系の動きと
脳の変化を見出すことはできなかった。メタボリック症候群の重要なコンポーネントである高
血圧に着目して腎障害進展の機序を明らかにすべく、脳腎連関の一つの促進因子である
aldosterone (aldo)-mineralocorticoid receptor (MR) system にターゲットを絞り検討を行
った。その結果、MR活性化因子である DOCA+4%食塩を投与することにより腎臓においてアルブ
ミン尿の出現がみられ、それらは腎障害を伴っていた。血圧を下げたヒドララジンでは腎傷害
の改善は見られなかった。RAGE ノックアウトマウス、RAGE-aptamer は MR の発現を抑制し、腎
組織修復をもたらした。今後はこのモデルにおいて脳傷害がみられるかについての検討が必要
と思われた。 
In vitro の研究としてヒト近位尿細管細胞を使用し、糖尿病状態を模倣する実験を行った。正
常グルコース濃度(5mM)、高濃度グルコース(30mM)にて細胞を刺激し、RAGE を含めたサイトカ
インの動態を詳細に観察した。脳腎に効果的と考えられている SGLT2 阻害薬を使用することに



より、それら尿細管障害が改善するかについても同様に検討した。その結果、正常血糖状態と
比較し、炎症性サイトカインである MCP-1 の発現は有意に上昇し、それらは SGLT2 阻害にて改
善した。RAGE の発現については HGにて上昇しなかったものの、SGLT2 阻害によりさらに低下を
認め、高血糖に依存しない SGLT2-RAGE interaction の存在が確認された。さらに、NADPH oxidase
のコンポーネントである NOX5 の発現調節を観察したところ、同様に HG にて上昇を認め、それ
らはSGLT2阻害薬によって有意に改善を認めている。以上より、脳腎連関促進の因子としてRAGE
と SGLT2 が関与し、HGにおける尿細管細胞障害を惹起している可能性が考えられる。一連の糖
毒性における腎傷害が、脳傷害にいかに関与するかについて、すなわち脳腎連関が実際に高血
糖を介した SGLT2-RAGE 系によってもたらされるかについて、今後のさらなる詳細な検討が必要
と思われる。 
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