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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）の主たる原因疾患である糖尿病、高血圧、加齢では、共通して血
管内皮障害を伴う。糸球体、尿細管いずれにおいても内皮と上皮（ポドサイト、尿細管上皮）は近接しており、
機能連関が存在する。内皮障害はどのような機序で内皮/上皮連関を破綻させ、CKDの共通進展機序である「炎
症」と「線維化」を惹起するのか、内皮障害と上皮障害を結ぶ機序は何か、活性酸素種、一酸化窒素(NO)及び両
者の均衡変化、NLRP3 Inflammasome、Wnt/β-catenin経路、Keap1/Nrf2経路、ミトコンドリア障害の役割に焦点
をあてて解析した。さらに内皮機能の保持による腎保護効果の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The main causes of chronic kidney disease (CKD), diabetes mellitus, 
hypertension and ageing - are commonly associated with endothelial damage. Endothelium and 
epithelium (podocytes and tubular epithelium) are in close proximity to each other in both glomeruli
 and tubules, and a functional link exists. We have explored the mechanisms by which endothelial 
damage disrupts the endothelial/epithelial linkage and leads to inflammation and fibrosis. We have 
demonstrated the beta-catenin pathway, Keap1/Nrf2 pathway and mitochondrial dysfunction are involved
 in this linkage. Furthermore, the possible renoprotective effect of the preservation of endothelial
 function was demonstrated.

研究分野：腎臓学

キーワード： 慢性腎臓病　内皮障害　慢性炎症　酸化ストレス　Wnt/βｰcatenine　NLRP3 inflammasome　Keap1/Nrf-
2　線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病（CKD）は末期腎不全のみならず、心血管病、認知症発症のリスク因子でもある。超高齢化社会を迎
え一層の増加が危惧される。CKDの進展と合併症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
急がれる。CKDの病態形成に内皮障害が関わることが想定されながら、研究技術上の障壁により解明が遅れてい
た。私共は新規研究技術の開発に取り組んだ。その結果、生活習慣病、加齢によるCKDでは内皮障害がその発症
に関与し、活性酸素種と一酸化窒素が病態形成のメディエーターとなる。内皮障害が内皮/上皮連関を破綻さ
せ、腎障害の２大病態である「炎症」と「線維化」を惹起させ、CKDを重症化させるのかを解明した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）

１．研究開始当初の背景   
慢性腎臓病（CKD）は末期腎不全のみならず、心血管病（Cardiovascular Disease: CVD）、

認知症発症のリスク因子でもある。超高齢化社会を迎え、一層の増加が危惧される。CKD の

進展と合併症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急がれる。 
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。また、近年、

急性腎障害（AKI）の予後が想定以上に不良(約 20％がCKDへ移行)である事が判明している。

AKI 発症リスクは CKD と重複しており、内皮障害が AKI から CKD への移行要因となる可能

性は高い。 
CKD の病態形成に内皮障害が関わることが想定されながら、研究技術上の障壁により解

明が遅れていた。私共はこれを克服すべく新規研究技術の開発にとり組んだ。その結果、生

活習慣病、加齢による CKD では内皮障害がその発症に関与し、活性酸素種（ROS）と一酸

化窒素（NO）が病態形成のメディエーターとなり、「炎症」、「線維化」が惹起され、腎障害

が進展することを明らかにしてきた(JASN 2013,  KI 2013,  PNAS 2014,  FASEB-J 2015)。 
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。内皮障害がどのような機序を介して、腎障害を惹起するの

か、内皮/上皮病態連関の存在とその詳細を本研究で解明し、治療法開発に繋げたい。 
 
２．研究の目的  

内皮障害はいかなる機序で内皮/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 を重症化させるのかを解明することを目的とする。以下に取り組

む。 
1)内皮障害が起点となり、炎症と線維化が惹起される過程を、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)に注目して解析する。 
2)糸球体病変・尿細管間質障害の両者に内皮/上皮病態連関が関係することを明らかにす

る。 
3)急性腎障害（AKI）から CKD への移行要因としての内皮障害の役割を解明する。 
4)CKD、加齢腎の基盤病態としての血管内皮障害の分子機序を明らかにする。 
5)内皮障害、内皮/上皮病態連関の改善を目標とした治療戦略を考案する。 
抗酸化遺伝子群を包括的に統御する Keap-1/Nrf-2 経路活性化による腎保護効果とそのメカ

ニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法   

1)内皮障害が起点となり、ROS/NO 変化がメディエーターとして働き、炎症、線維化が惹起される過

程を、慢性炎症の中心機序である NLRP3-inlammasome 経路、線維化に深く関係する Wnt/β-
catenin 経路活性化に注目して解析する。  

2)糖尿病性腎症、CKD における糸球体障害（ポドサイト障害）、尿細管間質障害の両者に内皮/上
皮病態連関が関係することを明らかにする。 
【方法】 

(1) 上皮特異的 Inflammasome 活性化の検出：Pycard-mCitrine (ASC-Citrine fusion タンパク) flox
マウスを使用する。Inflammasome 活性化（ASC の重合化）を mCitrine の蛍光で検出可能と

なる。Podocine-Cre マウスと交配(Pod-ASC-Citrine)し、糸球体上皮特異的に Inflammasome 活

性化を可能とする。Npt2-Cre マウスと交配(Npt2-ASC-Citrine)し、近位尿細管特異的に

Inflammasome 活性化を検出する。 
(2)糖尿病、ネフローゼモデルにおける Inflammasome 活性化動態の in vivo 解析 

Pod-ASC-Citrine に糖尿病モデル（AKITA と交配、STZ 投与）作成し、in vivo imaging 技術

で、糸球体上皮の Inflammasome 活性化の動態を解析する。さらに Caspase1 活性化部位を

FRET 技術を活用して同定し動態を解析する。酵素活性の組織における検出はレニン活性を

対象に成功している（J Renin Angiotensin Aldosterone Syst2016）。 
(3) 内皮/上皮病態連関、内皮細胞障害による上皮の Inflammasome 活性化動態の解析 



内皮特異的 NADPH oxidase（tie2-NOX2 TG）マウスに糖尿病モデルを作成し、内皮に酸化

ストレスを負荷したところ、アルブミン尿出現前の早期から、内皮障害だけでなく、ポドサ

イトの形態変化（内皮/上皮連関）を認めた（Lab Invest2016）。「糸球体内皮細胞における eNOS-
NO 経路は糸球体上皮細胞における Inflammsome 活性化を抑制的に制御する」との作業仮説

のもと eNOS 欠損マウスにおける上皮細胞障害の機序解明を行った。使用動物は

WT(C57BL/6)及び eNOS 欠損マウス（eNOSKO）を用いた。両マウスにストレプトゾトシン

（STZ）を投与行い、WT-Con, WT-STZ, eNOSKO-Con, eNOSKO-STZ の 4 群の比較検討を行

う。Inflammasome 活性化の意義を検討するため eNOS-ASC double KO マウス(eNOS-ASC 
DKO)を作成した。eNOS-ASC-DKO に STZ 誘発糖尿病を発症させ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。 
(4)尿細管間質病変における内皮障害、内皮/上皮連関の役割の解析 

Npt2-ASC-Citrine マウスに UUO を作成し、Inflammasome 活性化動態を解析する。 
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/β-catenin 経路を抑制的

に制御しており、内皮障害による NO 不足により線維化進行が予想される（NO が線維化の

ブレーキとして機能する） 
 eNOS-KO マウスに UUO モデルを作成し、線維化増悪の有無を検討する。Wnt 経路活性

化をBAT-LacZ(β-catenin結合配列 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-KO/UUO に投与し、線維化改善作用をみる。 
(5) 急性腎障害（AKI）から CKD への移行要因としての内皮障害の役割を解明する。 
eNOS-KO マウスに虚血再灌流モデル(IRI)を作成し組織障害を比較解析する。予備実験で

は eNOS 欠損により、炎症が遷延し、線維化を生じることを明かにしている（AKI-CKD 移

行）。Inflammasome 関連遺伝子発現、Wnt/β-Catenin 経路遺伝子発現を検討する。L-NAME、
sGC 刺激薬投与により NO シグナル(eNOS/NO/sGC /PKG)の役割を解析する。 
(6) CKD、加齢腎の基盤病態としての血管内皮障害の分子機序を明らかにする。 

CKD 糸球体において eNOS 機能異常（eNOS uncoupling）が生じていることを示してきた

(JASN 2013, Am J Physiol 2005)。eNOS とその補酵素 BH4 産生の律速酵素 GTP-cyclohydrolase 
I(GTP-CH1)が caveolae 内に存在し、近傍には NADPH Oxidae が存在する。 Tie2-Cre 及び

GTP-CH1 flox マウスから内皮特異的 GTP-CH1 欠損マウスを作出し eNOS uncoupling の ECD
における役割を確定する。 
(7) Keap-1/Nrf-2 経路活性化による腎保護機序の解析  

Nrf2 を活性化する薬剤である RTA402 を糖尿病モデル及び ICGN マウスに投与し、尿細

管ミトコンドリア障害軽減作用・腎保護効果を検討する。 
Bardoxolone methyl による臨床試験で GFR 改善作用が示唆されたが、その機序は不明であ

る。In vivo imaging 技術を活用し、生体動物で single nephron GFR (snGFR) 測定系を確立し

ている（Kidney Int 2015）。Bardoxolone methy の GFR 増大作用機序を解明する。snGFR=kf x 
(ΔPGC-Δπ)で規定されるが、ΔPGC 増大（糸球体高血圧）による GFR 増大は腎保護上好まし

くない。本薬剤の filtration coefficient (kf) 値への影響を解析する。kf に関係する有効濾過面

積、permeability、 糸球体血流量変化等を評価する。 
 

４．研究成果  
内皮障害が起点となり、炎症と線維化が惹起される過程を、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) に注目して解析した。 
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。定常状態では Keap1 に補足され、ユビキチン-プロテアソーム経

路で分解制御される。ROS に暴露されると Nrf2 は核内へ移行し、Heme oxygenase1(HO-1)等
の多くの抗酸化酵素を誘導する。Keap-1/Nrf2 経路が UUO におけるマクロファージ浸潤に

関与することを明らかにしている (Sci Rep 2017)。CDDO-metyl (Bardoxolone methyl、RTA402: 
Reata 社供与) はこの Nrf2 を活性化する薬剤である。ネフローゼモデルである ICGN マウス

に RTA402 を投与したところ腎障害が軽減（蛋白尿減少、尿細管障害軽減）された。特に尿

細管上皮細胞におけるミトコンドリア障害（形態的、ミトコンドリア膜電位保持、呼吸鎖機

能）が軽減された。Keap-1/Nrf2 経路が尿細管上皮細胞のミトコンドリア機能維持に重要で

あることが判明した（FASEB J. 2019）。 



さらに Nrf2 活性化による炎症抑制作用とし

て Inflammasome への影響を検討した。Keap1 発

現低下マウス  (Keap1KD) を用いた。 WT 
(C57BL/6) および Keap1KD からそれぞれ骨髄

由来マクロファージ (BMDM) を作成した。

WT-BMDM および Keap1KD-BMDM に対して

インフラマソーム活性化の刺激を行い、インフ

ラマソーム活性化の評価を行った。結果、WT-
BMDM で認めたインフラマソーム活性化は、

Keap1KD-BMDM で抑制されることが判明し

た。また、その機序としてミトコンドリア由来

活性酸素種の産生低下が関与していることが

判明した。 
以上より Nrf2 活性化は臓器構成細胞 (尿細

管細胞) のみならず骨髄由来細胞においてもミ

トコンドリア障害を抑制し炎症の拡大および

遷延を抑制しうることが示された。 
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。

腹膜線維症モデルを用いて、Wnt/β-catenin 経路と線維化の関連を解析した。β-catenin-
activated transgenic (BAT) driving expression of nuclear β-galactosidase reporter transgenic (BAT-
LacZ) マウスを使用した。高糖濃度の腹膜透析を 4 週間、腹腔内へ注入する腹膜線維化モデ

ルを作成した。線維化の過程で Wnt/β-catenin 経路が活性化されることを明らかにした。さ

らに、Klotho transgenic マウス (KLTG) と BAT-LacZ マウスを交配させたマウス (KLTG/BAT-
LacZ) に前述同様の線維化を誘導したところ、Wnt/β-catenin 経路抑制効果を介して線維化が

顕著に抑制された。Klotho 蛋白が Wnt/β-catenin 経路を抑制的に制御し線維化を抑制するこ

とが判明した（Nephrol Dial Transplant. 2020）。 

 
eNOS-KOマウスに腎間質線維化モデルを作成し、eNOS/NO/sGC/PKG 経路とWnt/β-catenin

経路のクロストークを解析した。 
 LiCl 投与により WT マウスの尿細管間質領域に線維化は全く生じていなかった。しかし

ながら、LiCl 投与により eNOSKO マウスの尿細管間質領域には顕著な線維化が生じていた。

また、同時に尿細管は一部萎縮し、尿細管障害を認めた。pro-fibrotic gene として CTGF、
TGF-β の mRNA レベルでの発現量を評価したところ、WT-LiCl 群ではこれらの発現量は増



加していなかったが、eNOSKO-LiCl 群で顕著に増加していた。これら一連の変化は、Bay41-
2272 投与により顕著に改善した。さらに線維化進展にWnt/β-catenin 経路が関与しているか

どうか評価を行った。まず、β-catenin の発現量を WB で解析したところ、WT-LiCl 群では

WT- Vehicle 群と比較して発現量の増加を認めなかったが、eNOSKO-LiCl 群においては、

WT-LiCl 群と比較して発現量の有意な増加を認めた。さらに β-catenin の発現はどの細胞で

増加しているかどうかを免疫染色法で評価したところ、尿細管細胞において β-catenin の染

色性が有意に増加していた。さらに、β-catenin 下流のマーカーである Wisp-1、cMyc などの

発現量を mRNA レベルで評価したところ、WT-LiCl 群では WT- Vehicle 群と比較して発現

量の増加を認めなかったが、eNOSKO-LiCl 群においては、WT-LiCl 群と比較して発現量の

有意な増加を認めた。これら一連の変化は、Bay41-2272 投与により顕著に改善した。 
eNOS 遺伝子欠損マウスに一側尿管結紮(UUO) モデルを作成し、間質炎症・線維化増悪の

有無を検討した。sGC 刺激薬である Bay 41-2272 を腹腔内投与することで、eNOSKO 群の

線維化は軽減した。 
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 pathway に拮抗的に機能することが判明した。（論文投稿中） 
同時に eNOS-NO 経路による炎症抑制作用を検討した。骨髄由来マクロファージ(BMDM)

を使用した。WT (C57BL/6) 由来の BMDM に NLRP3-Inflammasome 活性化 (LPS-ATP) 刺激

を行い、培養上清中の IL-1β 分泌の有無で Inflammasome 活性化を検討した。LPS-ATP 刺激

で IL-1βの分泌増加を認め、Nitric oxide (NO) ドナーである S-Nitroso glutathione (GSNO) に
より抑制された。また GSNO により Inflammasome 関連遺伝子の発現が低下しており、発現

制御機構を検討するため、ATAC-seq 解析を行った。WT マウスの BMDM を用いて control
群、LPS 群と LPS＋GSNO 群の 3 群間で比較検討を行った。LPS 群と比較して LPS+GSNO
群では転写因子 CCAAT/ enhancer binding protein(C/EBP)βの結合領域が closed になっていた。

C/EBP は NLRP3 Inflammasome に関連するとともに、加齢腎で活性化する。以上より NO が

C/EBPβ の結合領域に作用し、Inflammasome 関連遺伝子の発現制御を行うことが示された。

In vivo で Inflammasome 活性化の意義を検討するために、ASC の欠損マウス (ASCKO) を
用いた。ASC は Inflammasome 活性化に必須な分子であり、欠損により Inflammasome は活

性化しない。ASCKO と eNOSKO を交配させ、二重欠損マウス (eNOS-ASC-DKO) を作出

し、比較検討した。15 ヶ月齢 (15M) の時点で、WT マウスに明らかな組織障害を認めなか

った。一方で、eNOSKO マウスにおいては糸球体病変の進行を認めたが、eNOS-ASC-DKO
マウスにおいては eNOSKO マウスで認められた糸球体病変は軽減した。 
【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)が関与していることが明らかになった。 

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

ことが特徴である。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・尿細管ともに、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ことが判明した。
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