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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎臓病(DKD)の患者、及びDKD疾患モデルラット血漿・尿検体を用いたマルチ
オミックス解析によって、DKD増悪進行のバイオマーカーとしてリゾリン脂質を見いだした。
尿細管細胞内に蓄積したリゾリン脂質は、mitochondria-associated membrane (MAM)の形成を低下させ、エネル
ギー代謝変動、特にオルガネラストレスを伴うことが示された。
さらに、尿細管の病態形成時には、MAM形成関連分子群の発現が有意に変化し、それがMAM形成の低下の原因とな
り、オルガネラ機能障害、ひいては細胞死や炎症を引き起こすことも示された。 

研究成果の概要（英文）：To assess pathophysiological role of organelle contact site in tubular 
homeostasis, plasma and urine samplers from diabetic kidney disease (DKD) patients and DKD model 
rats were examined by metabolomic and lipidomic analyses.
We identified Lysophosphatidylcholine（LPC) as a biomarker of fast decline in kidney function in 
DKD.
LPC accumulated in the proximal tubular cells decreased mitochondria-associated membrane (MAM) 
formation, in turn leading to organelle stress (endoplasmic reticulum and mitochondrial dysfunction)
 in association of metabolic alteration. Further, MAM-related gene expression is altered in tubular 
damage and linked to tubular phenotypic changes, such as tubular cell death and inflammation.

研究分野：分子腎臓学
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ング　脂肪毒性　オルガネラ間相互作用　リゾリン脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、小胞体、ミトコンドリアなどのオルガネラ研究を発展させ、オルガネラコンタクトサイト、特に
mitochondria-associated membrane (MAM)に着目し、それらの腎臓における分子生物学的活性、腎臓細胞障害
(代謝変動、炎症・線維化)との関連性などを解明することを目標とした。 
一連の腎臓におけるオルガネラ研究、特にオルガネラコンタクトサイト研究の成果は、尿細管細胞恒常性、ある
いは病態形成メカニズムを新たな視点から理解し、革新的な腎臓病病因論の確立に繋がることが期待される。

※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 
腎臓病の病因論においてオルガネラ研究は著しく発展してきたが、オルガネラ相互作用の観
点からの研究はまだ始まっていない。生体の様々な細胞において、小胞体やミトコンドリアなど
のオルガネラの機能異常 (オルガネラストレス) が細胞障害・病態形成の原因になることは、共
通病因論として広く知られている。近年興味深いことに、オルガネラは他のオルガネラとの相互
作用 (オルガネラクロストーク、オルガネラコンタクトサイト) によって互いの機能維持を担い、
オルガネラストレスはオルガネラ間相互作用破綻を介して細胞機能障害の原因になることがわ
かってきた。特にオルガネラコンタクトサイト、例えば小胞体-ミトコンドリア間接触部位 
(MAM) の病因論も注目が集まっているが未だ不明な点が多く、まさにオルガネラ研究は、オル
ガネラ間相互作用という新しい視点からの研究が広がり始めたばかりである。  
申請者も世界に先駆け、腎臓における小胞体ストレスの病因論、特に近年では小胞体-ミトコン
ドリア間相互作用の病態生理学的意義を英文論文や国際学会での招待講演にて発表してきた。
しかし、腎臓において MAM の構造・機能、例えばどういった蛋白が MAM 形成に関与してい
るのか、MAMの機能は新たな病因論の解明に繋がるのか? などを明らかにした研究報告は皆無
である。尿細管上皮細胞は原尿の再吸収のため、ミトコンドリアが豊富で脂質を主要エネルギー
源とすることや、MAMには脂質・リン脂質代謝関連酵素が集束していることから、尿細管細胞
におけるMAMは病態生理学的に重要な役割を担うと推測される。それを裏付ける成果として、
申請者はこれまでに尿細管上皮細胞において MAM の低下が細胞死に繋がる事を示唆する予備
的知見を得ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オルガネラコンタクトサイト研究からオルガネラ研究の新たな展開、それに基づく
尿細管機能恒常性、及び尿細管障害の新たな分子機序を解明することを目的とする。  
近年の生活習慣病(高血圧、糖尿病、慢性腎臓病)の新薬には、心臓や腎臓などに著明な 臓器保護
作用を示す薬剤(ARB・ACE阻害薬、SGLT2阻害薬など)が散見される。それらは共通して小胞
体やミトコンドリアなどのオルガネラストレ
スを改善し、それに伴って代謝プログラミン
グも正常化させることが報告され、オルガネ
ラの視点から新薬の臓器保護効果が証明され
ている。このことから、オルガネラ相互作用
を基軸にオルガネラ研究を更に発展させるこ
とで、新たな細胞機能維持機構や、その破綻
による病因論、ひいては臓器保護に対する革
新的な創薬標的分子の同定が見込まれる。  
オルガネラ相互作用研究の中でも MAM
の研究は極めて新しい研究領域で、腎臓研究
にこの新研究領域をいち早く取り入れて分野横断的な研究基盤を構築することは、今後の腎臓
病学に新たな展開をもたらすものと考える。そこで本研究では医工連携の共同研究のもとで腎
臓、特に尿細管における MAM 評価系の定性的・定量的最適化、それによるMAMの構造・機
能の解明を行なう。一連の研究は、これまでとは異なる視点からの尿細管障害メカニズムの解明
と革新的な診断・創薬戦略の提唱に繋がることが期待される。  
オルガネラ研究の発展は、小胞体やミトコンドリアから見る各種疾患の病因論、特に代謝リプ
ログラミングを伴う炎症・線維化の分子機序解明に寄与してきた。さらに最近の電子顕 微鏡や
分析機器の技術革新は、オルガネラは単独で機能するのではなく、オルガネラ間相互 作用(オル
ガネラクロストーク、オルガネラコンタクトサイト)が細胞、ひいては臓器の恒 常性の維持に重
要で、その破綻が病態形成に繋がることを明らかにし、新研究領域として注 目されている。申
請者も腎臓領域において、小胞体やミトコンドリアの障害(オルガネラストレス)や小胞体−ミト
コンドリア間相互作用の破綻が様々な腎臓病、特に尿細管の代謝リプログラミング、それに伴う
炎症・線維化の要因となることを世界に先駆けて報告してきた (右図)。しかしオルガネラ間 
相互作用の研究は始まったばかりで、病態生理学的に不明な点や技術的に確立すべき点も多い。
そこで本研究では、申請者がこれまで構築してきた腎尿細管のオルガネラ研究をオルガネラ間
相互作用の 観点からさらに発展させ、オルガネラコンタクトサイトから見る尿細管細胞恒常性、
あるい は病態形成メカニズムを解明し、新たなオルガネラ研究の基盤構築、それに基づく革新
的な 腎臓病病因論の提唱を目指す。  
 
３．研究の方法 
本研究では 小胞体−ミトコンドリアのコンタクトサイトであるMAMの尿細管機能への影響、
特に MAM の尿細管炎症・線維化などの障害における病因論解明に焦点を絞る。共同研究者の
東京大学工学部 平林祐介准教 授は MAM 構成分子の一つである PDZ domain-containing 



protein 8 (PDZD8) がニューロンの樹状突起における細胞質 Ca2+濃度の制御に重要であるこ
とを明らかにしてきた (Hirabayashi Y, Science, 2017)。申請者は平林准教授との共同研究 (学
内医工連携) にて近位尿細管特異的 PDZD8 欠損マウスをすでに作製しており、本研究ではそ
れらを駆使し下記の研究を遂行する。  
(1)尿細管細胞におけるMAM構造・機能評価系の確立 (in vitro): MAMは小胞体とミトコンド
リアの膜蛋白の近接・接触のために特徴的な蛋白複合体が形成され、それが細胞機能を制御する
と考えられる。本研究ではヒト尿細管上皮細胞株を用いて、MAM の検出系として 1Proximity 
ligation assay、2 電子顕微鏡、特に集束イオンビームと走査電子顕微鏡の複合装置を用いた画
像の 3次元再構築の最適化 (感度と特異性) を行う。  
MAMの機能評価系はオルガネラ機能変化として 1）小胞体ストレスシグナル (unfolded protein 
response, UPR)活性化による小胞体ストレス、2）細胞外フラックスアナライザー、Muse cell 
assay、ミトコンドリア ROS 産生などによるミトコンドリアストレス、3）RNA-seq による遺
伝 子発現変動、4）メタボローム解析による代謝変動、特に脂質代謝変動など実施し、細胞機能
との関連性を比較検討する。 
また、PDZD8(小胞体タンパク質)と近接・結合するミトコンドリアタンパク質は未だ同定されて
いないので、PDZD8 高発現尿細管細胞を用いて免疫 沈降法を行い、腎臓特異的 PDZD8 結合
蛋白の同定、それらのMAM構造・機能を検討する。 
  
(2)尿細管細胞における PDZD8を介したMAMの病態生理学的意義の解明 (in vivo): 野生型、
あるいは近位尿細管特異的 PDZD8欠損マウスにおいて、以下の尿細管間質障害(炎症、線維化、
代謝リプログラミング)を呈する疾患モデルを作製し、PDZD8欠損が尿細管の機能恒常性、ある
いは病態形成に及ぼす影響を以下の項目について検討する。特に、MAMは脂質・リン脂質代謝
関連酵素に富み、リン脂質や Ca2+のオルガネラ間輸送に重要であることが示唆されており、ま
た尿細管はミトコンドリアが豊富でエネルギー産生のため脂肪代謝が盛んな細胞であることを
踏まえて、近位尿細管のエネルギー代謝における MAM の役割に焦点を絞り解析し、上記の方
法を用いてMAM関連で尿細管障害に関連する分子を絞り込む。 
尿細管線維化モデルと尿細管障害評価は、片側腎虚血再灌流、5/6 腎摘腎不全、2 型糖尿病 (片
腎+高グルコース・脂肪食)において生化学的腎機能検査 (アルブミン尿、クレアチニ ンクリア
ランス)、腎組織染色 (特に線維化、脂肪滴沈着)、電子顕微鏡解析などを実施する。  
 
(3)尿細管細胞における PDZD8を介したMAMの病態生理学的意義の解明 (in vitro): 上記解析
にて絞り込まれたMAM関連尿細管障害因子と PDZD8の相互作用を検討する。特に siRNAや
発現プラスミドを用いた標的遺伝子発現の改変尿細管上皮細胞を用いて、PDZD8と相互作用し、
MAMを介した細胞内シグナル・代謝に関与する因子の同定を試みる。 
 
４．研究成果と考察 
本研究課題において、腎臓特異的（ポドサイト、近位尿細管）PDZD8欠損マウス、マクロファ
ージ特異的 PDZD8欠損マウスを作成し、現在その腎臓における表現型、特に腎疾患誘導時の表
現型の変化の解析を始めている。 
予備的知見として、以下の成果が得られ、今後その分子機序解明を行っていくことで、腎臓細胞
の恒常性、病態形成に関与する新しい経路の同定が可能であると推測される。 
１）全身の PDZD8欠損マウスでは、腎障害（尿細管障害）誘導後の病態形成が軽減する傾向が
認められた。 
２）PDZD8欠損マクロファージは野生型マクロファージに比べて、LPS刺激に対する炎症反応
が亢進する傾向が認められた。 
３）MAM形成に関与する IP3Rには３つのアイソフォーム（IP3R1, IP3R2, IP3R3）が存在す
るが、IP3R1や IP3R3に比して、IP3R2が近位尿細管細胞の機能恒常性維持に深く関与してい
る可能性が示され、３つのアイソフォームは類似の機能を有しているのではなく、少なくとも
IP3R2 独自の機能を有し、他のアイソフォームとは異なるタイプの MAM を形成する可能性が
考えられた。 
 
2021 年度の成果として、糖尿病性腎臓病(DKD)の患者、及び DKD モデルラットの血漿・尿検
体の網羅的メタボローム解析から DKD 進行のバイオマーカーとして尿中リゾリン脂質を同定
してきた成果に基づいて、リゾリン脂質とその代謝経路の腎臓細胞における病態生理学的活性
を詳細に解析した。その結果、リゾリン脂質の腎臓内蓄積(尿細管間質領域での蓄積が DKD 病
態レベルと正の相関を示す)が尿細管細胞における MAMの形成（IP3R-VDAK複合体形成）を
低下させる事、それがミトコンドリアエネルギー代謝変動、特に脂質代謝低下、それに伴う小胞
体ストレスの原因となる可能性を見いだされた。オルガネラ研究の発展は、小胞体やミトコンド
リアから見る各種疾患の病因論、特に代謝リプログラミングを伴う炎症・線維化の分子機序解明
に寄与してきた。しかし上述のようにオルガネラ間相互作用、オルガネラコンタクトサイトから
見る尿細管細胞恒常性、あるいは病態形成メカニズムを理解することで新たなオルガネラ研究
の基盤構築、それに基づく革新的な腎臓病病因論の解明が期待される。 
 



2022年度の成果として、 １）DKDの患者、及び DKD疾患モデルラット血漿・尿検体を用い
たマルチオミックス解析、特にリピドミクスによって、DKD増悪進行のバイオマーカーとして
リゾリン脂質（リゾフォスファチジルコリン､LPC）が同定されたこと、２）LPCは尿細管障害、
主に尿細管細胞死の原因になることに基づき、その分子機序解明を行った。その結果、LPC の
尿細管間質領域内蓄積は腎機能低下速度と正の相関を示すと共に、尿細管細胞内 MAM 形成率
は低下し、細胞内の小胞体、及びミトコンドリア機能低下（小胞体ストレスシグナル惹起、ミト
コンドリア脂質代謝低下、ATP 産生低下など）の要因（オルガネラストレス増悪要因）となる
ことが確認された。 
また、尿細管の病態形成において、MAM形成関連分子群（PDZD8など）の発現が有意に変化
し、それによってMAM形成の低下、つまりオルガネラ間相互作用が破綻し、オルガネラ機能障
害を介した細胞死や炎症の原因になる可能性を見いだした。 一連の腎臓におけるオルガネラ研
究、特にオルガネラコンタクトサイト研究の成果は、尿細管細胞恒常性、あるいは病態形成メカ
ニズムを新たな視点から理解し、革新的な腎臓病病因論の確立に繋がることが期待される。 
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