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研究成果の概要（和文）：薬物による腎障害は、一時的に腎機能を低下させるだけでなく、慢性的な腎機能低下
につながることがある。また、腎機能の低下は、治療に必要とする薬剤の選択肢を狭めるため、腎障害を事後に
解消するような方策の開発が重要と考えられる。本研究では、薬剤によって惹起された腎線維化の治療方法提示
を最終目標とし、検討を行った。初めに、ヒト及び動物モデルにおける遺伝子発現情報を公開データベースより
収集し、ヒト及び動物モデルに共通して線維化と関連する遺伝子を同定した。続いて、注目した遺伝子は複数の
動物モデルにおいて発現が亢進することを確認した。従って、この遺伝子は腎線維化抑制にあたって治療標的と
なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Drug-induced nephropathy can lead to not only acute kidney injury but also 
chronic renal dysfunction. In addition, the decline in renal function narrows down the choice of 
drugs needed for treatment, so it is important to develop therapeutic strategies that can eliminate 
renal damage. In this study, we aimed to provide a concept of treatment for drug-induced renal 
fibrosis. First, gene expression data in human and animal models of kidney diseases was collected 
from public databases, and genes commonly associated with fibrosis in human and animal models were 
identified. Then, we confirmed that the genes of interest were up-regulated in several animal 
models. Therefore, this gene may be a therapeutic target for the suppression of renal fibrosis.

研究分野：医療薬学、腎臓学、薬剤疫学

キーワード： 腎線維化　シスプラチン　アリストロキア酸　SOX9　近位尿細管
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研究成果の学術的意義や社会的意義
実臨床において、薬物による腎障害の頻度は少なくない一方で、その治療法は未だ確立されていない。特に、腎
障害後に慢性的に腎機能が低下した際には、それを可逆的に回復させることは困難である。本研究では、薬剤に
よる腎線維化に注目し、腎線維化進展の機序解明とそれに基づく治療標的の提示を目指した。その結果、慢性腎
臓病患者および腎疾患モデル動物の腎臓において発現が亢進し、線維化促進に関与する遺伝子を見出した。この
結果は、将来的に、薬剤性腎障害後の腎機能を回復させる手法の開発につながるものと考える。

※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 
薬物が腎臓に及ぼす影響は短期間での変化に注目されることが一般的であり、腎毒性薬物を
用いた治療が腎機能の長期予後に及ぼす実態はほとんど明らかになっていない。一方、腎臓の尿
細管上皮における細胞死は慢性腎臓病(Chronic Kidney Disease, CKD)の起点となることが明らか
にされている(Grgic I, et al. Kidney Int. 2012; 82: 172-183)。このことから、尿細管障害を引き起こ
すような薬物については CKDの原因になることが示唆され、臨床における実態解明と治療法の
整備が必要と考えられる。 
がん薬物療法が発達した現在においても、白金系抗がん薬シスプラチンは臨床上重要な役割
を担っている。一方で、シスプラチンは尿細管上皮細胞の障害を介して急性腎障害 (Acute Kidney 
Injury, AKI)を惹起することがよく知られているが、シスプラチンが腎臓に及ぼす長期的な影響
については知見が乏しい。そこで申請者は、シスプラチン投与前に腎 機能が正常であったがん
患者について投与後における腎機能 の変化を調べたところ、中等度以上の CKD ステージに相
当 する慢性的な腎機能低下をきたす症例が少なくないことを示した。さらに、この変化の程度
には、シスプラチンの投与量や投与回数ではなく、シスプラチン初回投与後における AKI の発
現が強い因子となることを明らかにした。すなわち、シスプラチンによる AKIの発現は CKD の
進展につながることが示唆された。一方、臨床上認められるシスプラチン誘発性の AKI は軽微
なことが多いことから、シスプラチンによる慢性的な腎機能低下を解消するためには、 AKIの
予防を行うのではなく、低下した腎機能の回復を目指すことが有効と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、以下に示す事項を具体的な目的とした。 
・薬剤性腎障害のモデル動物を用いて腎障害発症後における線維芽細胞の機能変化を明らかに
する。 
・腎臓を構成する細胞の初代培養系を用いて治療標的の候補となる分子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
３-１. 線維芽細胞の機能変化に注目したシスプラチンおよびアリストロキア酸腎症の病態解明 
薬物トランスポータの一つであるMultidrug and toxin extrusion (Mate) 1はシスプラチンの腎臓
への蓄積に関与しており、Mate1遺伝子の働きが欠損したマウス(Mate1 KOマウス)では、野生型
マウスと比較してシ スプラチンによる腎障害が重篤になることが示されている(Yonezawa A and 
Inui K. Biochem Pharmacol. 2011; 81: 563-568)。そこで、Mate1 KOマウスおよび野生型マウスに対
してシスプラチンを投与し、投与後における病態の変化を比較した。また、腎近位尿細管上皮細
胞のアポトーシス、腎線維化及び慢性的な腎機能低下を惹起する腎毒性薬物である Aristolochic 
acid（AA）を用いた検討を加えた。 
 
３-２. 慢性腎臓病患者および腎障害のモデル動物に関する遺伝子発現プロファイルの取得と線
維化に関わる遺伝子の同定 
 NCBI Gene expression omnibusへ登録されている慢性腎臓病患者および薬剤性腎障害モデル動
物の腎臓における遺伝子発現データを取得した。関連する既報において、線維化の重篤度が示さ
れている場合は、その重篤度と遺伝子発現プロファイルを比較し、腎線維化に関連する遺伝子の
うち、慢性腎臓病患者とモデル動物に共通したものを探索した。 
 
３-３. 近位尿細管上皮細胞初代培養系を用いた検討 
既報を参考に C57BL/6J系雄性マウス（7週齢）の腎皮質より近位尿細管上皮細胞を単離した。
単離した細胞は、1% インスリン・トランスフェリン・セレニウム及び 49.6 nM ヒドロコルチゾ
ンを含有した DMEM/F-12培地で、5% CO2-95% air、37℃の環境下で培養した。細胞外基質産生
を促す Transforming growth factor-beta 1 (Tgf-1)、mouse Sox9 に対する siRNA (siSox9) または
negative control siRNA を初代培養細胞に処置し、処置開始から 48 時間後における α-SMA及び
Col1a1 mRNAの発現量を real-time PCR法により調べた。 
 
４．研究成果 
４-１. 線維芽細胞の機能変化に注目したシスプラチンおよびアリストロキア酸腎症の病態解明 
初めに、Mate1 KOマウスにシスプラチンを投与し、血漿クレアチニンを腎機能の指標として
腎機能の時間変化を調べた。その結果、野生型マウスの腎機能に対して影響を及ぼさず、Mate1 
KOマウスでは AKI を引き起こす投与量を見出した。また、このように惹起されたMate1 KOマ
ウスの AKIは回復せず遷延することを示した。一方で、このシスプラチンによる AKIは尿細管
間質における線維芽細胞の増殖を伴うことも見出し、シスプラチンによる慢性的な腎機能低下
には腎線維化が関与すると考えられた。さらに、シスプラチン投与後における腎線維化の進展に
伴って、腎臓におけるエリスロポエチンの発現量およびヘマトクリット値が低下し、腎性貧血が



惹起されていることが確認された。 
 また、マウスに対してアリストロキア酸を繰り返し投与した結果、投与開始後 42日目におけ
る血清クレアチニン値は、アリストロキア酸投与前と比較して、有意に上昇した。また、腎線維
化のマーカー分子である α-SMA タンパク質及び Col1a1 mRNA の発現量はアリストロキア酸投
与開始後 42日目において、投与前と比較して有意に上昇することが観察された。 
 以上より、薬剤性腎障害の動物モデルにおいて尿細管障害は腎線維化を伴うことが確認され
た。 
 
４-２. 慢性腎臓病患者および腎障害のモデル動物に関する遺伝子発現プロファイルの取得と線
維化に関わる遺伝子の同定 
 NCBI Gene expression omnibusへ登録されている慢性腎臓病患者および薬剤性腎障害モデル動
物の腎臓における遺伝子発現データを取得し、腎線維化に関連する遺伝子を探索した結果、候補
遺伝子として SRY-BOX Transcription factor 9 (SOX9)を見出した。また、Sox9はシスプラチン腎症
およびアリストロキア酸腎症のモデル動物腎臓においても発現亢進が認められた。 
 
４-３. 近位尿細管上皮細胞初代培養系を用いた検討 
以上までの検討において、腎障害に伴って近位尿細管上皮細胞における Sox9発現量が増加す
ること、及び、Sox9 は腎線維化や腎機能低下の進展に関与する可能性が考えられた。そこで、
近位尿細管上皮細胞における Sox9の発現と線維化との関わりを明らかにするため、近位尿細管
上皮細胞初代培養系を用いて Tgf-1 存在下における線維化マーカー分子の発現量を調べた。
Sox9に対する siRNAを処置した細胞では、negative control siRNAを処置した細胞と比較して、
Sox9 mRNAの発現量が有意に低下した（Figure 1）。また、細胞に対して Tgf-1を処置すること
により線維化マーカー分子 Acta2 及び Col1a1 の mRNA 発現量は有意に増加したが（Figure 1B, 
C）、Sox9 mRNA発現量への影響は認められなかった。一方、Sox9に対する siRNAを処置した細
胞では、negative control siRNAを処置した細胞と比較して、Col1a1の発現量に対する Tgf-1の
効果が減弱した（Figure 1C）。 

 

Figure 1. Effect of siRNA targeting mouse Sox9 (siSox9) on transforming growth factor-1 (Tgf-1)-
induced up-regulation of profibrotic factors in renal tubular epithelial cells. Primary cultures of renal 
proximal tubular epithelial cells were treated with Tgf-1 and siSox9 or negative control siRNA (Negative 
control) for 48 hours. Sox9, Acta2, Col1a1 mRNA expression levels were assessed by real-time PCR 
analysis (n = 3). *P < 0.05; **P < 0.01. 
 
 以上より、Sox9 は薬剤性腎障害において、尿細管障害と線維化進展を結ぶ新規分子であるこ
と、腎機能の回復を目指すにあたって治療標的となることが示唆された。 
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