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研究成果の概要（和文）：レドックス制御因子Thioredoxin (TXN)とAKI-to-CKD transitionの関連を調べた。
TXNはAKIの重症度に応じて尿中に増加し、尿細管で減少した。AKIによる尿細管内TXNの減少に伴って、レドック
ス感受性G2/M細胞周期制御因子Cdc25Cの局在変化、G2/M停止、間質線維化、血清クレアチニン上昇を認めた。一
方、尿細管内TXN高発現マウスではこれらの変化が抑制された。ヒトでは、尿中TXNの上昇がAKI-to-CKD 
transitionを介した慢性維持透析と関連していた。
以上よりTXNがAKI-to-CKD transitionの病態に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The relationship between the redox regulator thioredoxin (TXN) and 
AKI-to-CKD transition was investigated. Depending on the severity of AKI, TXN increased in the urine
 and decreased in the tubular cells. In accordance with the decrease of TXN, phosphorylation of 
redox-sensitive G2/M cell cycle regulator Cdc25C was increased and the localization was changed from
 nucleus to cytoplasm in wild-type mice with severe AKI. Subsequent AKI-to-CKD transition including 
G2/M arrest, interstitial fibrosis, and elevation of serum creatinine were observed in these mice. 
In contrast, these findings of AKI-to-CKD transition were suppressed in TXN transgenic mice. In 
humans, high urinary TXN levels at the AKI onset were associated with subsequent chronic maintenance
 dialysis dependency. These results suggest that TXN is involved in G2/M cell cycle arrest in 
AKI-to-CKD transition. Urinary TXN is useful for the G2/M arrest biomarker in AKI and also a 
companion diagnostic for redox-modulating therapeutics.

研究分野：腎臓内科

キーワード： 急性腎障害　酸化ストレス　レドックス　チオレドキシン　G2/M細胞周期停止　バイオマーカー　尿中
チオレドキシン　AKI-to-CKD transition

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AKIやCKDは病因が特定されていないため、病因を標的とした個別化医療の展開が困難で、現在は病因によらず腎
機能によって画一的に診断されている。一方で腎臓のレドックス調節不全を標的としてBardoxolone methylを始
めとするレドックス調節薬が開発されている。病因に基づいた治療薬の登場により、分子メカニズムに基づいて
適切な治療法選択に役立つバイオマーカーが求められている。
本研究成果は、尿中TXNが腎臓のレドックス調節異常を検出できることを示唆している。さらなる研究により、
尿中TXNがレドックス調節薬に反応する患者を特定するコンパニオン診断薬として腎臓病の個別化医療に貢献す
ると考えられる。

※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 

急性腎障害（acute kidney injury; AKI）は従来、完治する疾患と考えられていたが、一部の

患者は慢性腎臓病へと移行し慢性維持透析に至る症例が多いことがわかってきた。慢性移行の

メカニズムとして尿細管の細胞周期が G2/M 期で停止し、腎間質線維化をきたすことが示唆され

ている。研究代表者らは AKI において酸化ストレスから 3 時間という早期にチオレドキシン

(thioredoxin; TXN)が尿細管細胞内から細胞外の尿中に放出され、細胞内のレドックス制御タ

ンパク TXN が枯渇してレドックス破綻が起きるこ

とを独自に発見した（Kasuno et al. AJP Renal 

Phsiol 2014）（図 1）。逆に遺伝子導入マウスで TXN

を過剰発現させると、虚血再還流障害による AKI が

軽減されることがわかっている(Kasuno et al. 

Kidney Int 2003)。TXN は 12kDa のレドックス制御

タンパクで、2つの近接したシステインのチオール

基からなるレドックス活性中心の状態により酸化

型と還元型をとる。定常状態では酸化された TXN は

TXN 還元酵素により再び還元型にされてリサイクルされるが、酸化ストレスが TXN 還元酵素の還

元能力を超えて過剰となった場合、酸化型 TXN は細胞外に放出される(Kondo et al. J Immunol 

2004)。一方、細胞周期の G2/M 期に特異的なホスファターゼである Cdc25C も分子内に 2つのシ

ステインからなるレドックス活性中心を有しており、レドックス依存的に G2/M 停止に関わって

いることが報告されている（PA. Savitsky J Bio Chem 2002）。これらの報告から AKI における

尿細管内 TXN の枯渇により細胞周期 G2/M 停止が引き起こされる可能性が想起された。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は「AKI におけるレドックス破綻」からアプローチして AKI から慢性腎臓病への

移行メカニズムを解明することである。 

 

３．研究の方法 

培養尿細管細胞に TXN siRNA を用いて TXN ノックダウンを施し、培養細胞で AKI における尿

細管レドックス破綻を再現した。TXN ノックダウンが Cdc25C のリン酸化と局在変化、G2/M 停止

マーカーphospho-Histone H3、TGF-β、CTGF に及ぼす影響を調べた。また培養尿細管細胞に TXN

還元酵素阻害剤を添加することにより、培養細胞で AKI における尿細管レドックス破綻を再現

して同様の観察を行った。TXN 遺伝子導入や TXN 誘導剤投与マウスに腎虚血後 14 日間再灌流さ

せて AKI-to-CKD transition を発症させ、Cdc25C のリン酸化と局在変化、G2/M 停止マーカー

phospho-Histone H3 を免疫染色とウェスタンブロット法で観察した。さらに線維化促進因子

TGF-β、CTGF の腎臓での発現量を RT-PCR で定量した。腎組織を fibroblast specific protein-

1 (FSP-1)、αsmooth muscle actin (αSMA)、マッソントリクローム法で染色し、間質線維化面

積を測定した。腎機能は血清クレアチニンを測定し、TXN 誘導の影響を対照コントロールマウス

と比較した。さらにヒト AKI 患者 44 例を追跡し、AKI 発症時の尿中 TXN 濃度と慢性維持透析移

行、死亡率との関連を調べた。 

 



４．研究成果 

AKI における尿細管細胞内の TXN 枯渇を再現する

ために培養尿細管細胞に TXN 還元酵素阻害剤を加え

て細胞周期への影響を観察した。フローサイトメト

リー法による観察では TXN 還元酵素阻害剤は用量依

存的に G2/M 停止を有意に増加させた（図 2）。さら

に TXN siRNA で TXN をノックダウンし、ウエスタン

ブロット法で G2/M 停止マーカーphospho-Histone 

H3 や G2/M 促進因子 Cyclin B1 の発現量、G2/M 制御

因子 Cdc25C の Ser216 リン酸化をウエスタンブロッ

ト法で観察した。Cyclin B1 の発現量は用量依存的

に低下し、Cdc25C の Ser216 リン酸化が増加し、

phospho-Histone H3 が増加した。これらの結果から

尿細管細胞内の TXN 枯渇が細胞周期の G2/M 停止に

関与していることがわかった（図 3）。 

 

G2/M 制御因子 Cdc25C は核から細胞質へ局在変化

することにより不活化することが知られている。こ

のことから、TXN 枯渇が Cdc25C の局在に与える影

響を調べるために培養尿細管細胞に TXN siRNA を

用いて TXN ノックダウンを施し、Ser-216 リン酸化

Cdc25C の局在変化を観察した。Negative control 

siRNAを処理した細胞ではSer-216リン酸化Cdc25C

は主に核に発現を認めたが、TXN siRNA を処理した

細胞では Ser-216 リン酸化 Cdc25C が細胞質に分布

し、TXN ノックダウンにより Cdc25C が核から細胞

質に局在変化することがわかった（図 4）。 

G2/M 期細胞周期停止は腎間質の線維化を引き起こ

すことが報告されているため、TXN 枯渇による線維

化促進サイトカインへの影響を調べた。培養尿細管

細胞に TXN siRNA 作用させると用量依存的に TGF-

βと CTGF の mRNA が亢進することがわかった。TXN

還元酵素阻害剤も用量依存的に TGF-βと CTGF の

mRNA が亢進することがわかった（図 5）。             

 

次にマウスの虚血再灌流障害による AKI-to-CKD 

transitionモデルにおいて、重症度に応じてTXN枯

渇が起こるかどうかを調べた。腎虚血 10 分の後に

再灌流したマウス群、腎虚血 30 分の後に再灌流し

たマウス群の両群で尿中TXN排泄と腎尿細管TXN発

現量を経時的に観察した。10 分虚血再灌流マウス

では尿中TXN排泄の増加は限定的であったが、30分



虚血再灌流マウスでは尿中 TXN は 6 時間目から増

加し 12時間をピークに濃度が増加した。一方、腎

臓では 10 分虚血再灌流による TXN 枯渇は限定的

で、早期に回復するのに対し、30 分虚血再灌流に

よる TXN は著しく枯渇し、回復が遅くて枯渇が 72

時間まで遷延した（図 6）。30 分虚血再灌流マウス

では尿細管の TXN 枯渇に伴って phospho-Histone 

H3 が核に染色され、Ser-216 リン酸化 Cdc25C は核

から細胞質に局在変化することがわかった（図 7）。 

 

逆に尿細管の TXNを増加させた時の影響を観察

するために、TXN 遺伝子導入マウス（図 8）と野生

型マウスを比較した。30分虚血の後、14日間再灌

流を行った野生型マウスの腎臓では phospho-

Histone H3 が核に染色され、Ser-216 リン酸化

Cdc25C が核から細胞質に局在変化し、fibroblast 

specific protein-1 (FSP-1)陽性細胞が増加し、

αSMA が発現亢進し、間質線維化面積が増大し、

TGF- β、 CTGF の産生が亢進し、 AKI-to-CKD 

transition に特徴的な所見が認められた。一方、

TXN遺伝子導入マウスでは30分虚血14日間再灌流

障害による phospho-Histone H3、Ser-216 リン酸化

Cdc25C 局在変化、fibroblast specific protein-1 

(FSP-1)の亢進、αSMA の亢進、間質線維化面積の増

大、TGF-β、CTGF の産生亢進が抑制された（図 9）。 

野生型マウスにTXN誘導剤を30分の虚血再灌流障

害の 30分後から 14日間毎日投与し、尿細管内 TXN

を発現亢進させてもAKI-to-CKD transitionに特徴

的な phospho-Histone H3 の亢進、Ser-216 リン酸

化Cdc25Cの局在変化、FSP-1の亢進、αSMAの亢進、

間質線維化面積増大、TGF-β、CTGF の亢進は生理食

塩水投与対称群と比較し有意に抑制された。 

 

最後に 44 例のヒト AKI にて AKI 発症時の尿中

TXN の排泄と AKI 後の予後を追跡調査したところ、

最長６年間の観察期間にAKI-to-CKD transitionに

よって慢性維持透析になった患者では AKI 発症時

の尿中 TXN が有意に高いことがわかった。さらに尿

中 TXN濃度 170 ng/mLをカットオフとしAKI後の慢

性維持透析導入を予測できることがわかった。また、

最終的に総死亡に至った患者でも AKI 発症時の尿

中 TXN が有意に高いことがわかった（図 10）。 



これらの結果から AKI における尿中 TXN 排泄および尿細管内 TXN 枯渇による尿細管レドック

ス破綻はレドックス感受性 G2/M 制御因子 Cdc25C のリン酸化と核から細胞質への局在変化によ

る不活化を介して尿細管細胞の G2/M 細胞周期停止を来すメカニズムの一つであることが解明さ

れた（図 11）。 

本研究成果により、AKI 発症時の尿中 TXN は AKI-to-CKD transition の原因となる G2/M 細胞

周期停止に関する情報を提供する質的バイオマーカー、さらにはレドックス調節薬に反応する

患者を特定するためのコンパニオン診断薬として有用である可能性が示唆された（図 12）。 
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