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研究成果の概要（和文）：腎うっ血に伴う腎内分子メカニズムと治療戦略を解明するため、下大静脈の両腎静脈
間を閉塞する新しい腎うっ血モデルを開発した。このモデルは同じ個体でありながら左腎のうっ血腎とうっ血の
ない右腎を比較でき、個体差がない腎うっ血特異的な分子メカニズムを評価できる。本モデルと細胞培養系を用
いて、腎うっ血に伴う腎臓障害に酸性オルガネラにおけるタンパク質輸送の障害や直血管の障害が関与している
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We created a rat renal congestion model and investigated the effect of renal
 congestion on hemodynamics and molecular mechanisms. Tubulointerstitial injury and medullary thick 
ascending limb hypoxia were observed only in the congestive kidneys.　Using this rat congestion 
model and cell culture system, we revealed that vacuolar ATPase system in acidic organelles and 
pericyte injury were involved in the development of renal interstitial fibrosis due to renal 
congestion.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 腎うっ血　腎循環　腎間質圧　腎間質線維化　心不全

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、腎うっ血における腎間質線維化機序が明らかとなった。これにより体液貯留を呈する疾患におけ
る腎保護をしながら調節する治療法や治療の代用指標を解明することが可能となった。これまで、腎循環は動脈
血流を中心として研究され、降圧剤など動脈圧を調節する薬剤が開発されており、腎静脈循環を調節する薬剤は
開発されていない。本研究成果により、腎うっ血に伴う腎臓障害に酸性オルガネラにおけるタンパク質輸送の障
害や直血管の障害が関与していることが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心不全の病態ではしばしば体液貯留がみられるとともに腎障害がみられ、治療に難渋するこ
とがある。このような心腎連関における腎内メカニズムについて、その詳細は不明である。今
までレニン・アンジオテンシン系などの体液因子の増加、腎血流の低下による腎虚血など多く
のメカニズムが研究されてきた。しかしながら、心不全において下大静脈圧が腎機能の低下や
体液貯留に関与することが示されていた(Mullens et al. J Am Col Card. 2009、Semple SJ et 
al. Cir Res., 1959)が、長年十分な検討がされていなかった。更に、近年、腎静脈圧の上昇に
よる腎うっ血が心不全の病態に関与することが注目されている(Ross EA., J Card Fail. 2012)。 
以前、我々はラットの腎動脈圧調節装置を開発し、腎動脈圧の上昇が腎内 TGF-β1 を誘導し、
上皮間葉転換(epithelial to mesenchymal transition, EMT)を介して線維化が引き起こされる
ことを明らかにした(Mori et al. Hypertension 2004, Mori et al. J. Am Soc Neph. 2008)。
さらに、腎動脈圧の上昇は腎間質圧を介し Na 排泄の低下と細胞傷害につながる酸化ストレスを
誘導することを示した(Jin et al. Hypertension. 2009)。このように腎動脈圧の上昇を介した
腎間質圧上昇による腎障害メカニズムは明らかになったが、腎静脈圧上昇による腎障害メカニ
ズムは明らかになっていない。 
60 年も前にイヌの実験で Gottschalk らは腎静脈圧の上昇が腎間質圧の上昇と腎網細血管の
狭小化が生じることを報告している (Gottschalk CW et al. Am J Physiol. 1956)。しかしな
がら、腎静脈圧上昇による腎障害線維化機序については明らかになっていない。そこで我々は
腎静脈クリップによる腎うっ血ラットモデルを開発し、腎うっ血による腎静脈圧上昇により腎
間質圧が上昇し、腎網細管および尿細管の圧排による腎髄質血流および糸球体濾過の低下によ
り、EMT 伴った虚血および線維化が起こることを明らかにした。さらにこの腎では TGF-β1 の
産生が亢進していた。近位尿細管において、TGF-β1による EMT 変化に液胞型 ATPase (vacuolar 
ATPase, V-ATPase)や(プロ)レニン受容体[(P)RR]の関与が示唆されている(Cao X et al. Am J 
Physiol. 2013)。 
 
２．研究の目的 
我々は腎血行動態と間質圧に着目し、以下の仮説を立てた：①心不全による腎静脈圧の上昇
が、腎間質流のうっ滞を生じ腎間質圧を上げる。②腎間質圧の上昇により、腎髄質血管と尿細
管を圧排し、腎髄質血流と糸球体濾過を減らし、体液貯留を引き起こす。③腎髄質血流の低下
と間質圧上昇による虚血・低酸素および酸化ストレスを介した細胞傷害により腎障害をきたす。
この仮説を検証するために我々が開発したラット腎静脈狭窄モデルと細胞培養系を用い、上記
仮説を検証するとともに、腎うっ血に伴う腎内分子メカニズムと治療戦略を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
ラットを麻酔し、呼吸管理下に左腎静脈にシルバーマンクリップをかけ、腎静脈を狭窄して
腎うっ血モデルを作成した。このモデルラットでは左腎静脈が完全閉塞しており、静脈内圧を
測定することが困難であり、下大静脈の左右腎静脈分岐部間を結紮する新たなモデルを考案し
た。ラットの下大静脈の両腎静脈間を結紮することにより、右腎をコントロールとして左腎の
うっ血状態を評価可能な腎うっ血モデルとして確立した。このモデルにおいて、腎臓の生理学
的評価、組織学的評価、マイクロアレーによりコントロール右腎とうっ血左腎の遺伝子発現の
差を評価した。 
尿細管(集合管)細胞の M1細胞に V-ATPase や(P)RR 受容体の存在を realtime PCR やウェスタ
ンブロット法、免疫染色で確認した。TGF-β1 刺激を行い、Fibronectin の線維化を観察した。
これに対する酸性オルガネラおよび V-ATPase の役割を V-ATPase 抑制薬の bafilomycin、siRNA
により検証した。 
 
４．研究成果 
まず、ラットの左腎静脈にシルバーマンク
リップをかけ、腎静脈を狭窄することにより
腎うっ血モデルを作成した。このモデルは、
左腎静脈を完全閉塞するため、静脈内圧を測
定することが困難であった。次に、下大静脈
の左右腎静脈分岐部間を結紮するモデルを
考案した。このモデルではカテーテルをそれ
ぞれ閉塞部の上流と下流に設置することに
より静脈内圧を測定することができ、右腎の
腎静脈分岐部付近の下大静脈圧を保ったま
ま左腎静脈分岐部付近の下大静脈圧を高く
保たれていた(図 1)。これにより右腎をコン
トロールとした左腎の腎うっ血モデルが作
成できた。 
腎内血流をレーザードップラー法で確認した所、腎皮質および髄質血流の減少が左腎に認め
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図1：下大静脈圧の変化



られ、右腎では有意な変化が認められなかった。イヌリンクリアランスによる糸球体濾過率測
定では両腎とも一過性に低下がみられたが、右腎では結紮後 60分後に前値レベルに回復が認め
られ、左腎は低下したままであった。尿量もまた結紮後両腎で低下がみられたが、右腎は回復
し左腎の尿量のみ持続して低下していた。腎間質圧は左腎で優位に上昇した。ピモニダゾール
による組織低酸素を確認した所、左腎では右腎に比べ腎髄質外層の尿細管を中心に低下酸素が
確認された。さらに左腎では線維化とともに Fibronectin、αsmooth muscle actin などの線維
化物質やOsteopontinなどの尿細管障害関連マーカーのmRNAおよびタンパク質の増加が観察さ
れた。また、被膜の除去によりこれらの反応は皮質に強く改善がみられた。加えて、低真空走
査電子顕微鏡を用いてうっ血腎の組織を評価したところ、直血管の周皮細胞の脱落が認められ
た(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この新しい腎うっ血モデルにおいて、オルガネラ内の細胞内タンパク質輸送に関与している
V-ATPase、(P)RR の発現を評価したところ、V-ATPase を構成するタンパク質、(P)RR の発現共
に減少していた。 
マウス集合管細胞およびラット糸球体上皮細胞を培養し、1 および 10ng/ml の TGF-β1 を添
加し、24時間観察すると免疫染色により細胞周囲にフィブロネクチン陽性の線維化が観察され
た。V-ATPase を抑制する bafilomycin A1 を 10－100nM 投与すると TGF-β1 による線維化は抑
制された。bafilomycin A1 による細胞増殖能を WST-1 Cell Proliferation Assay で評価した
所、bafilomycin A1 100nM 以上では細胞増殖能の抑制傾向がみられた。Lysotracher Red を用
いて V-ATPase 活性を検討した所、TGF-β1刺激により、V-ATPase の活性亢進が観察され、バフ
ィロマイシン A1 10nM で抑制された。また、αsmooth muscle actin mRNA は TGF-β1刺激によ
り増加し、バフィロマイシン A1 の存在下では TGF-β1 刺激増加しなかった。 
以上より、腎うっ血に伴う腎臓障害に酸性オルガネラにおけるタンパク質輸送の障害や直血
管の障害が関与していることが示唆された。 
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