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研究成果の概要（和文）：内皮と上皮細胞は近接し、相互に機能連関（内皮/上皮連関）が存在する。以下が明
らかとなった。１）内皮障害は内皮/上皮連関を破綻させ、腎障害進展の２大病態「炎症」と「線維化」を惹起
し、CKDを重症化させる。２）この過程には、NLRP3-inlammasome 経路、Wnt/β-catenin 経路が関与する。３）
NO/cGMP/PKG経路は、NLRP3-inflammasome活性化、Wnt/β-catenin経路活性化を抑制的に制御している４)糸球体
病変・尿細管間質障害の両者に内皮/上皮病態連関が病態形成に重要な役割を果たす。腎臓病治療薬開発にこの
成果が活用されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The endothelium and epithelial cells are in close proximity, and there is 
functional interaction (endothelium / epithelium connection) mutually. We have elucidated the 
followings; 1) Endothelial dysfunction disrupts endothelium / epithelium relationship, causing two 
major pathologies of progression of chronic kidney disease, "inflammation" and "fibrosis". 2) NLRP 
3-inlammasome pathway and Wnt / β-catenin pathway are involved in this process. 3) NO / cGMP / PKG 
pathway suppresses NLRP3-inflammasome activation(deeply involved in chronic inflammation) and Wnt / 
β-catenin pathway activation (fibrosis). 4) Endothelial / epithelial interaction plays an important
 role in pathogenesis of glomerular lesions and tubulointerstitial injuries in CKD.  It is expected 
that these findings will be utilized in the development of novel strategy to cope with CKD.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 血管内皮障害　慢性炎症　線維化　インフラマソーム　Nrf2　酸化ストレス　慢性腎臓病　Wnt
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病（CKD）は末期腎不全（ESRD）、

脳卒中・心血管病（Cardiovascular Disease: 
CVD）、関連死亡のリスク因子であるだけで
なく、認知機能障害発症とも関連する。加齢
と共に腎機能は低下し、高齢化進展により
CKD は一層増加すると予想され、本邦の健
康寿命延伸の大きな障壁となりうる。CKD
と CVD、脳卒中、認知機能障害との連関機
序を解明し有効な予防・治療法を開発するこ
とが喫緊の課題である。CVD・脳卒中の共通
し た 最 早 期 病 態 は 血 管 内 皮 機 能 障 害
（Endothelial cell dysfunction:ECD）である。
CKD の主たる原因疾患である糖尿病、高血
圧、肥満等にも ECD が付随するため、CKD
の基盤病態に ECD が関与する蓋然性は極め
て高い。しかしながら、糸球体を含めた腎内
細小血管における内皮（機能）研究は研究技
術上の障壁に阻まれ不十分であった。 
私共の研究グループはこの障壁を打破す

べく２光子レーザー顕微鏡を活用し、腎内微
小血流・透過性変化を可視化・解析しうる新
規 in vivo live imaging 技 術
（Microcirculation 2010,2014）、組織上で活
性酸素種（Reactive oxygen species: ROS）・
一酸化窒素(Nitric oxide:NO)の実体を直接可
視 化 検 出 し う る 新 規 技 術 （ Am J 
Physiol2005）を確立した。これらの新規技
術を活用して、CKD の基盤病態に腎内細小
動脈血管内皮に酸化ストレスと NO 減少
(ROS/NO 不均衡)が存在し、アルブミン尿出
現に糸球体 ECD が関与することを明らかに
してきた。 
２．研究の目的 

CKD・加齢腎の発症・進展機序、また
CVD・認知機能障害等の共通機序としての
ECD に焦点をあて、その分子機序を解明し、
治療介入点を特定・明確化し包括的治療戦略
立案に資することを本研究の目標とする。以
下の４つを到達目標とする。 
１）CKD・加齢腎の末期腎不全への進展共通
機序（線維化、上皮障害）における ECDの
役割解明 
２）CKD の共通基盤病態としての ECD の分
子機序を解明する。 
３）CKD・加齢腎における認知機能障害・高
次脳機能障害の発症機転と ECDの関与を解
明する 

３．研究の方法 
１）CKD・加齢腎の末期腎不全への進展機序
としての ECDの役割を解明する。 
① 腎 線 維 化 促 進 機 序 と し て の
Wnt-βcatenin経路の関与と NO/PKG経路の
クロストークの解析 
 NO は soluble guanylate cyclase (sGC)
を活性化し cGMP を産生し PKG を活性化
する。PKG が GSK3β と同様に β-catenin
を リ ン 酸 化 す る 。 正 常 内 皮 機 能 は
Wnt-βcatenin 経路を抑制的に制御してお
り、ECD による NO 不足により線維化が
進行することが予想される。内皮由来 NO
の線維化抑制のブレーキとしての役割を明
らかにする。 

eNOS 遺伝子欠損マウスに一側尿管結紮
（UUO)モデルを作成し、線維化増悪の有
無を検討する。組織における Wnt 経路活性
化を BAT-LacZ(β-catenin 結合配列を含む
promoter 下で LacZ 遺伝子発現)マウスを
用いて解析する。ｓGC 刺激薬（BAY 
63-2521)を eNOS/UUO モデルに投与し、
Wnt/β-catenin 経路抑制を介した線維化
改善作用をみる。 
②podocyte障害機序としての ECDの関与を
解明する(内皮→podocyte クロストーク) 
CKD の主要原因疾患である糖尿病・高血
圧・メタボリックシンドローム等では ECD
が最早期病態として先行出現する。糸球体
内皮から podocyte へのクロストーク（内
皮→podocyte クロストーク）が存在し、
ECD から podocyte injury/loss へと至る病
態も存在する可能性が高い。 

内皮特異的 NADPH oxidase（tie2-NOX2 
Tg）マウスと糖尿病発症 Akita マウスを交
配し、糖尿病モデルを作成する。アルブミ
ン尿が検出される以前の超早期の糸球体透
過性変化を２光子レーザー顕微鏡と蛍光色
素を用いて検出する。糸球体内皮細胞変化
を形態的（Glycocalyx 変化をレクチン染色
で検出）、機能的（in vivo imaging による
NO 検出）で評価する。上皮細胞変化を走
査電子顕微鏡、ネフリン、ポドシン発現変
化等で評価する。 
③CKD・加齢腎における ECDと Klotho遺伝
子発現変化の解析 
 Klotho は膜型・分泌型の２型を有し、前
者は FGF 受容体と複合体を形成しリン代
謝に関与する。分泌型 Klotho は TGF-β 等
の増殖因子シグナルを抑制し、老化形質・
臓器線維化を抑制する。CKD モデルにお
いて腎組織に老化形質（SA-Gal 活性亢進）
が出現し、ミトコンドリア DNA 障害が蓄
積し、ECD が生じ、短命となることを示し、
逆に分泌型 Klotho 発現亢進により一連の
変化は抑制された(PNAS 2007)。CKD は
加 速 さ れ た 老 化 変 化 （ premature 
senescence)と見なしうる。さらに分泌型
Klotho は Wnt シグナル抑制を介して腎線
維化を抑制することも示した（Am J 



physiol 2012）。 
高齢 eNOS 欠損、高齢 tie-2 NOX-Tg マ

ウス（両者とも ECD モデル）の生存期間
（平均寿命）Klotho 発現変化を解析する。
さらに両者に各々KlothoTg マウスを交配
し、Klotho 高発現による ECD 改善作用と
そのメカニズム、生存期間、ECD による分
泌型 Klotho 発現障害機構を解明する。 
２）CKD・加齢腎の共通基盤病態としての
ECD の分子機序を解明する。 
①防御機転としての転写因子 Nrf2/Keap1
の役割の解明  
 NF-E2-related factor 2（Nrf2）は抗酸化
酵素・解毒酵素群の発現を包括的に制御し
生体防御に重要な役割を果たす転写因子で
ある。定常状態では 2 分子の Keap1に補足
され、ユビキチン-プロテアソーム経路で分
解制御されている。ROS/親電子物質に暴露
されると Keap1 分子内のシステイン残基
が修飾され、Nrf2 は核内へ移行し、sMAF
と 複 合 体 を 形 成 し 、 antioxidant 
responsive element (ARE) と結合し、
Thioredoxine, Heme oxygenase1(HO-1)
等の多くの抗酸化酵素・蛋白を誘導する。
CKD の基盤病態である ROS/NO不均衡に対
する Nrf2/Keap1 経路活性化の防護機転と
しての意義を Nrf2 ノックアウトマウス
（KO）（東北大学山本雅之教授より供与）
を用いて検証する。 

Nrf2-/-に Akita 糖尿病モデルを交配し糖
尿病モデルを作成し、ROS/NO の不均衡、
病態変化を評価する。sulforaphane 等の
Nrf-2 活性化剤の作用を検討する。Keap1
は NF-kB 発現を IkB kinase(IKKβ)抑制を
介して制御している。これらモデルにおけ
る NF-kB 活性化動態も解析する。 
②酸化ストレスと微小炎症の連結機序とし
てのインフラマソーム活性化の役割の解明 
インフラマソーム(Inflammasome)は，

自然炎症、生活習慣病関連の慢性炎症の病
態形成に深く関与する。インフラマソーム
は NLRP,ASC,procaspase-１等からなる細胞
質内複合体であり、微生物由来成分、尿酸
結晶、アスベスト、傷害細胞から放出され
る DNA,ATP 等の Danger Associated 
Molecular Patterns 等で活性化され、
caspase-1 活性化を介して IL-1β、IL-18 等
を活性化し、炎症を惹起する。私共は糖尿
病モデル腎組織においてミトコンドリア呼
吸鎖由来の ROS 産生が亢進し、ミトコン
ドリア DNA(mtDNA)の酸化修飾が生じる
ことを明らかにした。mtDNA はインフラマ
ソームを活性化することが示されている。
CKD 病態形成におけるインフラマソーム
の関与を解析する。 
 
４．研究成果 
① 腎 線 維 化 促 進 機 序 と し て の
Wnt-βcatenin経路の関与と NO/PKG経路の

クロストークの解析 
   Wnt-βcatenin 経路は発生、線維化、老
化等の多彩な過程に関与する。β-catenin
は､GSK3β によりリン酸化され、ユビキチ
ン-プロテアソーム系で分解される。Wnt
刺激により、β-catenin が安定化し核内移
行し、転写因子 TCF 複合体を形成し、線
維化関連遺伝子発現を制御する。 
 NO は soluble guanylate cyclase (sGC)
を活性化し cGMP を産生し PKG を活性化
する。PKG が GSK3β と同様に β-catenin
を リ ン 酸 化 す る 。 正 常 内 皮 機 能 は
Wnt-βcatenin 経路を抑制的に制御してお
り、ECD による NO 不足により線維化が
進行することが予想される。内皮由来 NO
の線維化抑制のブレーキとしての役割を明
らかにする。 

eNOS 遺伝子欠損マウスに一側尿管結紮
（UUO)モデルを作成し、線維化増悪の有
無を検討する。組織における Wnt 経路活性
化を BAT-LacZ(β-catenin 結合配列を含む
promoter 下で LacZ 遺伝子発現)マウスを
用いて解析した。ｓGC 刺激薬（BAY 
63-2521)を eNOS/UUO モデルに投与し、
Wnt/β-catenin 経路抑制を介した線維化
改善作用をみた。 

eNOS-deficient mice (eNOSKO) に
UUO モデルを作成して解析した。UUO 後
3，7，17，28 日後に組織変化を解析した。 
eNOSKO 群では、Wild 群を比較して腹膜
線維化が進行し、遷延した。 

sGC 刺激薬である Bay 41-2272 を投与
することで、eNOSKO 群の腹膜線維化は
軽減した。さらに組織における Wnt 経路活
性化をBAT-LacZ(β-catenin結合配列を含
む promoter 下で LacZ 遺伝子発現)マウス
を用いて解析した。eNOSKO 群では Wnt
経路の活性化が増強し、これは BAY 投与
により軽減した。以上より NO／soluble 
guanylate cyclase (sGC)／cGMP／PKG
経路は Wnt/β-catenin 経路を介した線維
化パスウェイに拮抗的に機能することが判
明した。 
②podocyte障害機序としての ECDの関与を
解明する(内皮→podocyte クロストーク) 
内皮特異的 NADPH oxidase（tie2-NOX2 

Tg）マウスと糖尿病発症 Akita マウスを交
配し、糖尿病モデルを作成した。 

アルブミン尿が検出される以前の超早期
の段階から NOXTg-Akita 群では内皮細胞
障害を認めた。 
同時に走査電子顕微鏡で観察すると上皮

細胞障害を認めた。 
上皮細胞障害マーカーであるデスミン染色
で評価すると、NOX-Tg Akita 群において、
同時に上皮細胞障害を認めた。 
 この結果は糸球体において内皮→
podocyte（上皮細胞）クロストークの存在
を示すものである。 



③CKD・加齢腎におけるECDとKlotho遺伝子
発現変化の解析 
 Klotho トランスジェニックマウス 
(KLTG)と AKITA 糖尿病マウスを交配（ 
KLTG-AKITA）マウスを作出した。 
KLTG-AKITA マウスでは内皮障害（レク
チン染色）、上皮細胞障害（ポドシン染色）
が 抑 制 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
KLTG-AKITA マウスでは糸球体へのマク
ロファージ浸潤も抑制された。 
 Klotho 遺伝子を培養糸球体内皮細胞に
トランスフェクションしたところ、高糖で
誘導されるCalpain活性化が抑制されるこ
とが示された。 
培養糸球体内皮細胞を高糖濃度で培養す

る と 炎 症 関 連 分 子 で あ る
VCAM-1,ICAM-1 の発現が亢進した。
Klotho 蛋白を培地に付加することで、この
変化は抑制され、Calpain 阻害薬によって
も同様に抑制された。 

Klotho は糖尿病腎において Calpain 活
性抑制を介して、糸球体内皮、上皮細胞保
護作用を発揮することが示された。 
 
２）CKD・加齢腎の共通基盤病態としての
ECD の分子機序を解明する。 
防御機転としての転写因子 Nrf2/Keap1 の

役割の解明  
Nrf2-/-に UUO モデルを作成し、病態変

化を評価した。UUO モデルでは、第 7 病
日をピークに、NLRP3 インフラマソーム
の活性化を認め、次いで CTGF、αSMA
等の線維化指標の増加を認めた。 
 興味深いことに当初予想に反して、
Nrf-/-マウスではこれらの変化が抑制され、
腎線維化も抑制された。UUO モデルにお
いて Nrf２-/-では NLRP3 活性化、連する
IL-1β活性化、IL-18 活性化、Caspase－
１活性化も抑制されることが明かとなった。 
 UUO モデル腎組織における浸潤マクロ
ファージのフェノタイプを解析したところ、
M1 マクロファージの浸潤が Nrf2-/-UUO
で抑制されていることが判明した。 
M1 マクロファージの浸潤は Caspase-1 阻
害薬 VX765 投与により抑制されることも
示され、UUO 腎組織における M１マクロ
ファージ浸潤がインフラマソーム活性化に
関連することが明かとなった。 
以上の結果から、マクロファージにおける

Keap-1/Nrf2 活性化が M1分化、浸潤、インフ

ラマソーム活性化に関与することが示唆さ
れた。これを確認するために骨髄移植実験を
実施した。 
 Nrf-2-/-骨髄を Wild群に骨髄移植し、UUO
を作成したところ、腎間質線維化が有意に抑
制された。 
 
【まとめ】 
一連の研究により以下の事実が判明した。 

１）内皮と上皮細胞は近接して存在しており、
相互に機能連関（内皮/上皮連関）が存在する。
糸球体・尿細管共に、上皮細胞が VEGF 等を
産生し、糸球体内皮、傍尿細管毛細血管内皮
の維持に必須の役割を果たしている。 
２）内皮障害は内皮/上皮連関を破綻させ、
腎障害進展の２大病態である「炎症」と「線
維化」を惹起させ、CKD を重症化させる。 
３）内皮/上皮連関が破綻すると、内皮障害
が起点となり、炎症と線維化が惹起される。
この過程には、NLRP3-inlammasome 経路(慢
性炎症の中心機序)、Wnt/β-catenin 経路(線
維化に深く関係)が関与している。 
４）NO/cGMP/PKG経路は、NLRP3-inflammasome
活性化、Wnt/β-catenin経路活性化を抑制的
に制御している（ブレーキとして機能する）。 
5)糸球体病変・尿細管間質障害の両者に内皮
/上皮病態連関が存在し、病態形成に重要な
役割を果たしている。 

糖尿病、高血圧、加齢等が CKDの主たる原
因疾患であり、共通して内皮機能障害を伴う
事が特徴である。内皮障害は CVDの共通病態
でもあり、心腎連関の基盤となる。 
内皮と上皮細胞は近接して存在しており、

相互に機能連関（内皮/上皮連関）が存在す
る。糸球体・尿細管共に、上皮細胞が VEGF
等を産生し、糸球体内皮、傍尿細管毛細血管
内皮の維持に必須の役割を果たしている。 
 
【今後の展望】 

私共の一連の研究により、内皮障害がどの
様な機序で腎障害を惹起するのか、内皮/上
皮病態連関の存在と連関機序、連関機序破綻
によって炎症と線維化が惹起されることが
明かとなった。 
今後の慢性腎臓病治療薬開発、治療戦略の

立案にこの成果が活用されることが期待さ
れる。 
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