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研究成果の概要：本研究は子宮内胎児発育遅滞（IUGR）や低出生体重（LBW）の成人期高血圧発

症の原因である腎のネフロン（尿を作る装置）数減少、腎容積の減少の発生機序についての検

討である。培養細胞において、IUGR児で血中濃度が低下するホルモン（レプチン）が、腎発生

に必須である細胞内信号伝達因子MAPキナーゼを介し、細胞の成長・遊走・分化を刺激するこ

とが示された。レプチン欠乏がMAPキナーゼを介しIUGR、LBWの腎発生異常に関与する可能性

が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

1980年代以降の産科医療、新生児医療の

進歩により、低出生体重児が増加、長期生

存するようになった。年間出生新生児の

10％が出生体重 2500g未満の低出生体重

児で、そのうち体重1000g未満の超低出生

体重児の85%以上が長期生存する。一方で、

低出生体重、子宮内胎児発育遅延（IUGR）

が生活習慣病（特に高血圧）発症の危険因

子の一つとして注目されている。高血圧発

症機序としてネフロン数減少説が提唱さ

れており、IUGR動物モデルにおいてもネ

フロン数の減少、成長後の高血圧が報告さ

れている。またネフロン数減少によると考

えられる低出生体重者における腎疾患の

発症と重症化のリスクも示唆されている。

ネフロン数減少の機序としては、蛋白制限

妊娠ラットの胎仔を用いた研究から、後腎
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細胞のアポトーシス増加が報告されてい

るが、詳細な機序は解明されていない。 

 私達は先天性腎尿路奇形の発症機序の

解明に従事してきた。平成 18年までに、

細胞内シグナル伝達分子のMAPキナーゼフ

ァミリーが腎成長、ネフロン形成に必須で

あり、そのカスケードの下流には細胞増殖、

分化、アポトーシスに関与する遺伝子が多

数存在することを報告した。IUGR胎児の腎

に認められるネフロン減少にもMAPキナー

ゼが関与している可能性が高いと考えら

れた。 

 レプチンは食行動や熱代謝を調節する

ホルモンで、妊娠中は胎盤でも産生され、

妊婦の血清レプチン濃度は上昇する。しか

しIUGR症例においては、胎児のレプチン

濃度が低くなる。レプチンの受容体は多臓

器に存在し、MAP キナーゼを介して細胞増

殖や遊走・分化を刺激する。IUGR胎児にお

いて、レプチン欠乏がMAP キナーゼ活性の

変化を介して、腎臓の器官形成を抑制して

いる可能性が考えられた。また、早産時の

母体に投与されることが多い糖質コルチ

コイドがレプチンを介してMAPキナーゼに

作用する可能性も考えられた。 

 現在、低出生体重児の新生児期治療にか

かる多額の医療費が公費でまかなわれて

おり、彼らの成長後の健康維持は、医療経

済的にも必要である。低出生体重、IUGRに

よるネフロン数減少の機序を解明するこ

とで、その後の腎機能障害、高血圧の発症

予防、治療法の開発につながると考え、本

研究を計画した。 

 
２．研究の目的 
IUGRにおけるネフロン数減少の機序を解

明するため以下の仮説（図）を検証する。 

(1) IUGRではレプチン低値のためMAPキナ

ーゼを介したネフロン形成が抑制される。 

(2) 糖

質 コ ル

チ コ イ

ド は 直

接 か レ

プ チ ン

受 容 体

を 介 し

MAPキナ

ー ゼ を

抑制、ネ

フ ロ ン

形成を阻害する。 

 
３．研究の方法 

培養細胞（後腎細胞、尿管芽細胞）へのレプ

チンの影響（増殖、遊走・分化、MAPキナー

ゼ活性）を検討した。 

(1)レプチンの細胞増殖、細胞肥大、アポト

ーシス、遊走、分化への作用を検討 

 培養後腎間葉細胞(胎生11.5日,H-2Kb-tsA

トランスジェニックマウスの後腎間葉から

樹立されたMS7; vimentin陽性、cytokeratin、

DBA陰性)を用いた。細胞を 24時間飢餓状態

後、レプチン存在下・非存在下で 24時間培

養。レプチンの濃度は予備実験でレプチン刺

激による ERK、p38活性の変化が認められた

最小濃度、10 µMにした。 

 細胞増殖（チミジン取り込み）、タンパク

量増加（ロイシンとりこみ）：細胞に3H-チミ

ジンまたは 3H-ロイシンを添加、レプチン存

在下・非存在下で 24時間培養。細胞を融解

し、DNAを抽出し、取り込まれた 3H-チミジ

ンまたはロイシンをシンチレーションカウ

ンターで計測。 

 アポトーシス（ヘキスト 33258染色）：細

胞をレプチン存在下・非存在下で 24時間培

養後、トリプシン処理、細胞浮遊液を作製。

ヘキスト33258を添加、蛍光顕微鏡で観察す



 

 

る。アポトーシス（核の断片化、クロマチン

の凝集）細胞を計数した。 

 遊走（遊走試験）：細胞をコラーゲン処理

済みポリカーボネートメンブレン上で培養。

レプチン存在下・非存在下で24時間培養後、

メンブレン下面に遊走した細胞をギムザ染

色し、顕微鏡下で計数。 

 分化（ウエスタンブロット）：レプチン存

在下で培養終了後の細胞から蛋白を抽出し、

ウエスタンブロットで尿細管の分化の指標

であるEカドヘリンの発現を検討。 

(2)レプチンの ERKと p38の発現、活性への

作用を検討 

ウエスタンブロットで活性型MAPキナーゼの

Extracellular signal-regulated kinase 

(ERK)とp38MAPキナーゼ（p38）発現を検討。

レプチン存在下・非存在下で培養終了後の細

胞から蛋白を抽出し、ウエスタンブロットで

活性型ERK(pERK)、活性型p38 (pp38)の発現

を検討。 

(3)ERK阻害薬、p38阻害薬によるレプチンの

作用の抑制の有無の検討。 

(1)と同様に培養細胞を用い、(1)で行った実

験をERK上流酵素MEK阻害薬U0126 5 µM、p38

阻害薬 SB203580 5 µM 存在下で行った。 

(4)当初予定していた糖質コルチコイドを用

いた実験は有意な結果を得られなかった。 

 
４．研究成果 

(1)レプチン受容体の有無の確認：ウエスタ

ンブロットとimmunocyto- chemistryで、MS7

でのレプチン受容体の存在を確認した。 

(2)レプチンの後腎間葉細胞肥大作用 

 レプチン刺激によりチミジン取り込みも

細胞数も変化しなかったが、ロイシン取り

込みと蛋白/DNA比は有意に増加した。 

 レプチン刺激により活性化型ERK (P-ERK) 、

活性化型p38 (P-p38)は、それぞれ対照の1.6

倍、1.7倍に増加した。ERK、p38蛋白量には

変化がなかった。またレプチンによるロイシ

ン取り込み増加はMEK阻害薬またはp38 阻害

薬により抑制された。 

(3)レプチンの後腎間葉細胞遊走刺激作用 

 レプチン刺激によりMS7の遊走は対照の約

2倍に増加し、この細胞遊走刺激は、MEK阻

害薬またはp38 阻害薬により抑制された。 

(4)レプチンの後腎間葉細胞分化刺激作用 

 細胞分化を上皮化のマーカーである

E-cadherin発現で評価した。ウエスタンブロ

ットで発現量を、免疫細胞化学で発現部位を

評価。レプチン刺激により、E-cadherin発現

は対照の2.2から3倍に増加した。発現部位

は、対照では細胞質に発現を認めたが、レプ

チン刺激により E-cadherin発現部位は、細

胞質から細胞・細胞間接着部位へ移行した。 

(5)本研究の成果から、レプチンはERK、p38

を介し後腎間葉細胞肥大と遊走を誘導し、

上皮化も促進することが明らかになり、レ

プチンが正常腎発生およびIUGRにおける腎

容積減少に関与する可能性が示唆された。 

(6) 本研究の結果と意義、関連する研究の

なかでの位置づけ、今後の展望 

 本研究の独自性は、IUGRのネフロン数減

少の機序を、ネフロン形成に必須の MAPキ

ナーゼカスケードに着目し検討したことで

ある。正常腎発生、ネフロン形成は多因子

の影響をうけており、後腎間葉細胞につい

ては、細胞の増殖、アポトーシス、遊走、

分化がバランス良く起こる必要がある。

IUGRのネフロン数減少のメカニズムについ

ては、間葉細胞のアポトーシスの増加以外

には明らかになっていない。本研究から、

レプチンがMAPキナーゼの活性化を介して、

間葉細胞の肥大・分化・遊走を刺激するこ

とが示され、レプチンが腎発生においてMAP

キナーゼの上流因子として重要な役割を果

たしている可能性が示唆された。本研究の



 

 

結果は低出生体重児のネフロン形成抑制の

機序解明に貢献すると考えられる。レプチ

ン受容体および MAPキナーゼが多種の細胞

に発現していることから、本研究がネフロ

ン形成抑制のみならず、低出生体重児の成

長抑制全体の解明にも寄与すると考えられ

る。今後は、低栄養胎仔から取り出した後

腎での器官培養を用いてレプチンの治療的

効果の検討を行い、低栄養モデルにおいて

ネフロン数減少予防の可能性を検討する予

定である。 
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