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研究成果の概要（和文）：メタボロームおよびマトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析イメージングを
組み合わせた手法により、腎臓の代謝産物を半定量的に可視化し、腎臓の部位に異なる代謝変容を明らかにし
た。またFebuxostatがsalvage pathwayを介したアデニル酸の産生促進によりATP再合成を増加させ尿細管細胞保
護効果を発揮することを見出した。STZ投与糖尿病モデルマウスのメタボローム解析にてBCAA（イソロイシン、
ロイシン、バリン）が増加し、特に糸球体で有意なBCAA蓄積を認めることを明らかにした。ロイシン投与STZマ
ウスにおける腎不全の進行と、腎組織ヒストンH3, H4のアセチル化亢進を見出した。

研究成果の概要（英文）：We successfully visualized the metabolic alteration in different parts of 
the kidney semi-quantitatively by combining MALDI-IMS and metabolome analyses. Febuxostat, a 
xanthine oxidase inhibitor, increased ATP by promoting re-synthesis of adenine nucleotides via the 
salvage pathway, and showed reno-protective effect. Metabolomic analysis of streptozotocin-induced 
diabetic model mice showed increase of BCAA (isoleucine, leucine, and valine) and significant BCAA 
accumulation, especially in glomeruli. Progressive renal failure and increased total acetylation of 
histones H3 and H4 in renal tissues were also observed in leucine-treated STZ mice.

研究分野：腎臓内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎慢性虚血に伴うアデニル酸喪失の回復のためATP投与やミトコンドリア賦活化などの基礎検討が行われてきた
が、実臨床の応用には至っていない。本研究では、尿酸降下薬としてすでに上市されているFebuxostatが、腎ア
デニル酸を回復させ腎保護効果を示すことが示された。本研究により、腎臓における慢性虚血によるアデニル酸
代謝変容の病態メカニズムと, 糖尿病性腎臓病の病態プロセスにおける新たな代謝変容が示され、アデニル酸代
謝やアミノ酸代謝の変容への治療介入による、新規腎保護戦略が提案された。

※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(Chronic kidney disease: CKD)
は, 患者数 1300 万人をこえる国民病である。 
多岐に渡る CKD の原疾患の中で、糖尿病性腎
症は平成 10 年より透析導入原疾患として最多
であり、様々な新規糖尿病薬の発売により血糖
管理が改善しているにも関わらず、糖尿病性腎
症による透析導入患者数は減少していない。そ
の背景として、糖尿病性腎症の特徴として考え
られていたアルブミン尿を伴わない腎機能低下
を呈する糖尿病性腎症の患者層の増加が指摘さ
れている。このような世界的背景を受け、糖尿
病に伴う腎機能低下をより広い概念で捉えるため、糖尿病腎臓病（Diabetic kidney disease: 
DKD）という概念が提唱された。 
一方、従来の糖尿病性腎症に対する病態プロセスの解明と治療標的は糸球体およびアルブミ
ン尿に主眼をおいた検証が中心であった[World J Diabetes. 2012. 15; 3(1): 7-18.]。しかし全身
の動脈硬化性変化をきたす糖尿病では、腎血管の閉塞性リモデリングを示唆する腎動脈抵抗値
が増加し, 腎予後と相関する[Diabetes. 2006. 55(1):234-9.]。このような臨床的背景を踏まえ, 
我々は動脈硬化による腎動脈の閉塞性血管リモデリングに伴う慢性腎虚血が, DKD 進展におい
て最も重要な病態プロセスであると考えた。 
虚血は酸素や代謝基質の運搬障害により細胞および組織の代謝を変化させる。DKDに伴う慢
性腎虚血でも、腎代謝がダイナミックに変化する[Nat Med. 2013. 19:1496-504.]。しかし代謝小
分子は不安定な物質であるため, 従来の研究手法では空間的解析が困難であり、DKD における
慢性腎虚血に伴う腎代謝変容による腎障害進展メカニズムの実態は明らかにされてこなかった、 
しかし一方で, ATP やアデノシンなどのアデニル酸代謝産物はエネルギー担体としてだけでな
く、臓器障害または臓器保護的メディエーターとして重要な役割を果たし、ニコチン酸代謝産物
はエピゲノム修飾酵素の活性制御により CKD病態進展に重要な役割を果たしている。このよう
に、各種代謝経路の代謝酵素を標的とした腎保護戦略は、 DKDに限らず全ての腎不全において
共通の病態である慢性腎虚血に対して広く有効となる可能性が考えられ, 非常に広い患者層で
の臨床応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
ストレプトゾトシン(STZ)投与糖尿病モデルマウスおよび我々が独自に開発した慢性虚血腎
モデルマウスの技術を融合し、DKD における慢性腎虚血の意義と腎代謝変容の実態について、
腎臓マスイメージングとメタボローム解析を用いて時間的・空間的な 4 次元解析を行う。そし
て Xanthine oxidase阻害作用によりヌクレオシド代謝経路をせき止め、salvage pathwayを賦
活化させる薬剤である Febuxostat を用いて、DKD と慢性腎虚血に伴うアデニル酸代謝変容を
是正することで腎保護作用を発揮する可能性を検証する。Febuxostat による代謝介入の観点か
らの新規腎保護戦略を示し、腎代謝変容改善という新規観点からの DKD治療を提案する。さら
に STZ 投与糖尿病モデルマウスに対して質量分析イメージングを応用することにより、治療標
的となりうる新たな代謝小分子についての知見を模索する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス腎臓を切離後ただちに急速凍結し、凍
結切片上の各点で得られたマススペクトルデー
タを画像化する MALDI-IMS による質量分析イメ
ージングと、メタボローム解析を組み合わせ、腎
臓における低分子代謝産物の半定量的腎臓マス
イメージングを行う。1 分間および 10 分間の腎
動脈クリップによる短期完全腎虚血におけるア
デニル酸代謝変容について、半定量的腎臓マスイ
メージングにより解析した。さらに 10 分間虚血
後 24 時間の再灌流を行った腎臓について、フェ
ブキソスタット非投与あるいは投与によるアデ
ニル酸代謝変容の違いについて検討した。 
(2) 培養ヒト尿細管 (HK-2) 細胞を無糖培地および 1%低酸素インキュベーターにて 12時間培
養(Oxygen glucose deprivation: OGD)後、標識ヒポキサンチンを添加した通常培地にて 16 時
間再酸素化を行い、標識 ATP および標識総アデニレートを測定した。また HK-2 細胞の
hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT)-1 を knockdown し、Febuxostat 添加による
ATP 産生・H2O2 産生・遺伝子発現を評価した。 
(3) STZ 200mg/kg を 2回腹腔内投与して、血糖値 400~600mg/dl とした 1型糖尿病モデルマウス



の腎臓を回収し、インスリン欠損と高血糖に伴う腎組織でのアミノ酸代謝変容について、メタボ
ロームならびに MALDI-IMS による半定量的腎臓マスイメージングを用いて解析した。また、飲水
中に 2.5%の濃度でロイシン、バリン、アルギニンを添加して STZ マウスに 4 週間投与し、腎不
全の進展を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 10 分間の腎動脈クリップによる短期完全腎虚血により、腎全体で ATP が低下し、腎皮質に
おいては約 80%の ATP 低下を認めた。また、ATP, ADP, AMP の総和である総アデニル酸は、腎髄
質では低下せず、腎皮質においてのみ低下を認めた。10分間虚血後24時間の再灌流を行っても、
腎皮質における総アデニル酸と ATP の低下は遷延し、酸化ストレスによる組織障害を伴わない
腎機能の低下を認めた。Febuxostat は xanthine oxidase 阻害作用によりヌクレオシド代謝経路
をせき止め、salvage pathway を賦活化させる薬剤である。Febuxostat 投与により、虚血再灌流
による腎障害は軽減し、皮質を中心とした全腎の ATP および総アデニル酸の回復が促進した。 

 
(2) 培養ヒト尿細管 (HK-2) 細胞を無糖培地および 1%低酸素インキュベーターにて 12時間培
養(Oxygen glucose deprivation: OGD)後、通常培地にて 16時間再酸素化を行い, OGD 群におい
て ATP の優位な低下と、尿細管細胞障害関連遺伝子の発現増加を認めたが、Febuxostat の添加
により、ATP 産生は回復し、遺伝子発現増加は抑制された。培養細胞のメタボローム解析におい
て、標識ヒポキサンチンの salvage により再合成されたものと考えられる標識 ATP および標識
総アデニレートは全体の約半分を占め、尿細管細胞の再酸素化過程における ATP 産生回復が大
きく salvage pathway に依存していることが示された。さらに、標識 ATP および標識総アデニレ
ートはフェブキソスタットの投与により増加しており、フェブキソスタットによる ATP 産生回
復は salvage pathway を介したものであることが示唆された。Salvage pathway の key enzyme
である hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT)-1 の knockdown により、尿細管細胞



における Febuxostat による ATP の回復促進効果は消失したが、ROS 産生低下は障害されていな
かった。すなわち、Febuxostat は salvage pathway を介したアデニル酸の産生促進により ATP
再合成を増加させ、尿細管細胞保護効果を発揮すると考えられた。虚血再灌流による腎障害機序
には、当初酸化ストレス障害とアデニル酸代謝変容の可能性が示されていたが、短時間虚血にお
いては、Febuxostat は ATP 産生回復促進を介して腎保護効果を発揮する可能性が示唆された。 
(3) STZ 投与糖尿病モデルマウスにおける腎メタボローム解析では、STZ マウスでは著しく高血
糖を示すにも関わらず、解糖系の Glucose-6-phosphate (G6P)から Phosphoenolpyruvic acid 
(PEP)までの中間代謝物の総和及び Lactate の量に変化はなかった。TCA cycle 中間体にも変化
が見られなかった。核酸の生合成に関わるペントースリン酸経路も変化がなかった。その一方で、 
正常血糖マウスと比較してグリシン、リシン、メチオニン、グルタミンが減少し、BCAA（イソロ
イシン、ロイシン、バリン）が、顕著に増加していた。BCAA は、腎尿細管におけるアミノ酸トラ
ンスポーター L-type amino acids transporter（LAT）1, 2 ならびに、糸球体足細胞の LAT3 に
より細胞内に取り込まれることから、STZ マウスの腎皮質では LAT1～3 を介した BCAA 取込が亢
進していると考えられた。さらなる解析で、腎皮質のなかでも糸球体における有意な BCAA 蓄積
が示された。これらアミノ酸は、STZ によるインスリン欠乏に伴い、筋肉の蛋白分解により供給
されるものと考えられた。 

 
そこで、増加した BCAA が腎線維化と腎不全の進展に関与するとの仮説をたて、アルギニン, 
ロイシン, バリンを 4週間飲水投与後、尿生化学検査, PCR 法による遺伝子発現解析, 腎組織学
的検査にて、腎線維化ならびに腎機能障害の進展を検討したところ、ロイシンを投与した STZ マ
ウスで、腎不全が著明に進行することを見出した。腎組織のヒストンアセチル化を免疫染色法で
検討したところ、ヒストン H3, H4 の総アセチル化が、ロイシン投与で増加していた。 
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