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研究成果の概要： 

 
加齢とともに腎組織内マクロファージの浸潤が増加傾向を示し、腎線維化も加齢により増加

傾向を示した。一方、寿命と関連する Sirt1 はカロリー制限により腎臓での発現が亢進し、酸
化ストレスなどの刺激に対し、カタラーゼ発現を亢進させることにより腎保護的に作用する。

さらに近位尿細管 Sirt1 特異的過剰発現マウスではシスプラチンによる腎障害の改善、アポト
ーシス抑制が見られ、腎臓病における Sirt1の保護作用が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
最近、本邦における７０歳以上の高齢者が１

０人に１人との統計が発表され、日本人の高齢

化が着実に進んでいることが裏づけされた。

一方、近年の疫学調査の結果、慢性腎臓病

の頻度が予想以上に多いことが示され、さらに

年齢とともにＧＦＲの低下が進むことも明らかに

されており、今後加齢に伴う慢性腎臓病が増

加し、末期腎不全から透析療法を必要とする

人口が増加することが容易に想像される。また、

以前より存在する慢性腎疾患に対しても、加

齢が腎機能を悪化させる。 
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一般に加齢に伴う腎臓病では、タンパク尿

や血尿を伴わない腎萎縮が観察され、両側の

腎総重量は 250-270ｇから 80 歳台では

180-200ｇに減少する。この現象は循環器系の

臓器である心臓では萎縮をきたさないことと対

照的である。腎障害の進展や発現には全身血

圧が重要であり、血圧コントロールが腎萎縮を

軽減させるが、それ以外にも食事タンパク・食

塩摂取が直接あるいは腎血行動態を介して間

接的に影響を与えることが知られている。この

ような因子以外に、代謝の観点からも病態の

検討が始められている。近年、カロリー制限を

行うと寿命が延長するとの研究が発表されてき

ており、臓器や細胞の加齢と代謝との関連に

注目が浴びてきている。一般にその機序の一

環に細胞内代謝系との関連が重要であると推

測されている。この点に関して、申請者のグル

ープでは PPARγヘテロノックアウトマウスにお

いて虚血再灌流モデルを作成し、腎障害の程

度やマウスの生存率を評価したところ、PPAR

γノックアウトマウスの方が腎障害の程度や生

存曲線が改善することを見出し、その機序の

一端として Forkhead transcription factor-1 

(FOXO-1)が関与することを示唆した（吉岡ら、

日本腎臓学会雑誌 48(3)；204,2006）（図―

1）。 

 

図―1. 虚血再灌流マウスモデルにおけ

る生存率 

 

FOXO-1 は細胞周期蛋白である p27kip1 を

増加させるが、申請者らは p27kip1 が腎不全

において進行抑制に関与することや（Kanda T, 

Wakino S and Hayashi K, et al, Kidney Int 

64;2009-2019, 2003）、FOXO-1 が PPARγと

直接蛋白・蛋白結合し PPARγの転写活性を

抑制すること（Dowell P, et al, J Biol Chem 

278;45485-45491, 2003）が示されている。さら

に、申請者らは PPARγが存在すると、エネル

ギー代謝に関連する種々の因子が作動し、こ

の結果 Akt のリン酸化がインスリンシグナルの

改善をもたらし糖の細胞内への取り込みを促

進する一方（Kanda T, Wakino S and Hayashi 

K, et al, FASEB J 20;169-171, 2006）、酸化ス

トレスの増加をもたらし、細胞障害の方向に働

くことが示唆されている。他方、PPARγリガン

ドは種々の腎障害を抑制することが示されて

おり、申請者のグループも肥満ラットの腎障害

抑 制 作 用 （ Fujiwara K and Hayashi K, 

Metabolism 49;1361-1364, 2000）や腎内一酸

化窒素産生を刺激すること（Fujiwara K and 

Hayashi K, Hypertension 33;1470-1475, 

1999）を報告しており、これらの結果を総合す

ると代謝に関連する PPARγを中心とした種々

の因子が腎障害や寿命・加齢に対する影響に

関して、いまだ明確な結論が出されていないと

言わざるをえない。すなわち、加齢や代謝を

中心とする因子が腎内液性因子の変化をもた

らし腎血行動態に影響を与え、腎臓病を進行

させる可能性も考えられる。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、加齢に伴う腎臓病の進行機序

を検討すること、ならびにこの進行を抑制すべ

く慢性腎臓病への抗加齢医療の介入を行う場0
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合に、どの機序を作用点とする医療を行うべき

かの探索をすることを目的とした。具体的には、

加齢に伴う慢性腎臓病の進行機序を評価する

目的では、PPARγや FOXO-1、さらにその上

流に存在するとされるSirt-1などのエネルギー

代謝に関連した因子が、その下流に存在する

シグナルや酸化ストレスに対してどのような影

響を与えるかを検討することとした。 

  次に、慢性腎臓病に対する抗加齢医療の観

点から、カロリー摂取制限によって、加齢による

腎臓病の進行が抑制できるか否か、さらに抑制

効果を認めたならばどのような機序が関与する

かを評価した。 
 
 
３．研究の方法 
 6-8 週齢の C57BL/J マウスを経時的に 24
週間にわたって観察を行い、腎障害ならびに

加齢に関連する項目について変化をきたし

ているか否かの比較検討を行った。さらに、

以後の研究におけるマーカーとすべく細胞

代謝による腎臓の形態ならびに組織変化を

検討した。 
次に、腎組織内マクロファージの浸潤の評

価として、ED-1 の免疫組織化学で染色し、
画像解析ソフト（SCION Image）により定
量化を行った。さらに、腎線維化を

Masson-trichrome 染色ならびにD-smooth 
muscle actin (SMA)で評価した。 
 さらに、ヒト近位尿細管培養細胞（HK-2）
に Sirt1 を導入し過酸化水素によるアポトー
シスについて検討した。 
 以上の細胞レベルにおける検討に加えて、

生体における SIRT1 の機能を検討するため
Sirt1 発現を亢進するカロリー制限を施行し
た。さらに、Na・Pcotransporter 蛋白のプ
ロモーターを用い近位尿細管特異的過剰発

現マウスを作製し、酸化ストレスに対する作

用を評価した。 

 
４．研究成果 

 収縮期血圧は加齢につれて軽度の上昇を

示したが、有意差を認めなかった。腎機能の

変化として血清クレアチニン値を測定した

ところ、有意な上昇を認めなかった（平均値

0.24－0.30 mg/dL）。腎重量は軽度の減少傾
向を示したが、24週間の観察期間では有意差
を生じなかった。 
次に、腎組織内マクロファージの浸潤の評

価として、ED-1 の免疫組織化学で染色し、
画像解析ソフト（SCION Image）により定
量化を行った。加齢とともに ED-1陽性細胞
が 増 加 傾 向 を 示 し た 。 腎 線 維 化 を

Masson-trichrome 染色ならびにD-smooth 
muscle actin (SMA)で評価したが、加齢によ
り増加傾向を示した。 
 加齢に伴う腎障害では腎萎縮ならびに腎

機能低下が見られるが、そのひとつの機序の

検討として酸化ストレスによる長寿遺伝子

シグナルへの影響を検討した。NAD 依存性
脱アセチル化酵素遺伝子 Sir2は酵母、線虫の
寿命を伸ばすが、その哺乳類ホモログで最も

相同性が高い SIRT1 はカロリー制限に伴い
発現が誘導され,寿命やストレスに対するタ
ンパクの発現を調節する。 
ヒト近位尿細管培養細胞（HK-2）に Sirt1
を導入し過酸化水素によるアポトーシスに

ついて検討したところ、過酸化水素の濃度依

存性に投与 24 時間後のアポトーシス陽性細
胞の増加を認めた（図―2）。 
 
 
図―2. 酸化ストレスによるアポトーシスへ

の影響 



 

 

 
 
さらに、SIRT1上昇の意義を検討するため、

SIRT1 過剰発現した細胞に過酸化水素を投
与したところ、アポトーシスが抑制され（図

―3）、同時にカタラーゼの発現亢進が見られ
た（図―4）。 
 
 
図―3. SIRT１過剰発現によるアポトーシス

抑制 

 

 
 
図―4. Sirt1過剰発現によるカタラーゼ発

現の亢進 

 
 
さらに SIRT１阻害薬投与のアポトーシス

の誘導について検討したところ、濃度依存性

にアポトーシス陽性細胞増加を認めた。細胞

内局在では、過酸化水素投与で、核・細胞質

ともに Sirt1の発現が亢進し、Foxo3aは核の
み発現が亢進した。更に、Foxo3a siRNA投
与の影響を検討したところ、過酸化水素投与

によるアポトーシス増加がFoxo3a siRNAの
併用投与で更に増加した。 
次に生体における SIRT1 の機能を検討す
るため Sirt1 発現を亢進するカロリー制限を
施行した。カロリー制限は尿細管の Sirt1 発
現を亢進し（図―5）、ウェスタンブロットで
約 2 倍程度の亢進を認めた（図―6）。一方、
糸球体や間質の Sirt1 発現は変化せず、生体
における近位尿細管 Sirt1 の重要性が示唆さ
れた。 

 
図―5. カロリー制限による尿細管の Sirt1

発現の亢進 

 
 

 

図―6. カロリー制限による腎 Sirt1発現の

亢進 

 

 

 



 

 

さらに、近位尿細管特異的 Sirt1 過剰発現
マウスを作製し、シスプラチンによる腎障害

に対する Sirt1 の腎保護作用を検討したとこ
ろ、Sirt1 の過剰発現部位は近位尿細管
S1+S2セグメントで過剰に発現していた。シ
スプラチンの投与により、尿細管障害の改善、

アポトーシスの抑制ならびに血清クレアチ

ニン値の上昇抑制が見られた（図―7）。 
 
図―7. Sirt1過剰発現マウスにおけるア

ポトーシスの抑制効果 
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