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研究成果の概要（和文）：本研究ではナトリウム利尿ペプチドシグナルの下流で腎障害的に働きうるp38 MAPK
(p38)と、腎障害時に腎で著明に発現亢進するCNPやその受容体のNpr2に着目し、これらの腎線維化での意義およ
びクロストークを明らかにすることを目標とした。
近位尿細管およびマクロファージ特異的なp38欠損マウス(cKO)を作出し、UUOや虚血再還流モデルを作製した
が、有意な変化を認めなかった。全身薬剤誘導性Npr2欠損マウス(Npr2-cKO)を作出し、腎Npr2のmRNA発現を7割
抑制することに成功したが、UUOでの有意な変化を認めなかった。p38とNpr2のダブルcKOの作出も試みたが、成
功しなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on p38 MAPK (p38), which can act downstream of 
natriuretic peptide signaling in kidney injury, and CNP and its receptor Npr2, which are markedly 
upregulated in the kidney during renal injury, and aimed to clarify their significance and 
cross-talk in renal fibrosis.
We generated proximal tubule- and macrophage-specific p38-knockout (cKO) mice and induced UUO and 
ischemia-reflux models, but found no significant changes. Systemic drug-inducible Npr2-knockout mice
 (Npr2-cKO) were generated and renal Npr2 mRNA expression in these mice was successfully suppressed 
by almost 70%, but no significant changes were observed in UUO. Generation of double cKO of p38 and 
Npr2 was also attempted but not succeeded.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 腎臓　ナトリウム利尿ペプチド　p38 MAPK

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究室では、p38がナトリウム利尿ペプチドシグナルの一つであるBNPとその受容体のNpr1(GC-A)の下流で
腎糸球体の障害に寄与しうることを報告してきた。一方で、腎尿細管・間質におけるナトリウム利尿ペプチドの
意義は十分明らかになっていない。腎障害時ではナトリウム利尿ペプチドの一つであるCNPやその受容体のNpr2
(GC-B)の発現が著明に亢進することに着目し、これらの腎線維化での意義およびp38とのクロストークを明らか
にすることを目標とした。
しかし、p38の近位尿細管や炎症細胞の一つのマクロファージにおける欠失や、Npr2の腎を含めた全身の欠失に
よる腎線維化への影響は見いだせなかった。

※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 

ナトリウム利尿ペプチド系は降圧・利尿・骨伸長作用などの多様な作用を有し、腎臓はそ

の作用の主要臓器の一つである。ＡＮＰ・ＢＮＰ／ＧＣ－Ａ（Ｎｐｒ１）系が種々の腎障害

に対し保護的に作用することが報告されているのに対し、ＣＮＰ／ＧＣ－Ｂ系（Ｎｐｒ２）

の腎障害における作用については報告が少ない。申請者は障害腎におけるＣＮＰ発現亢進

を確認しており（未発表データ）、さらにリコンビナントＣＮＰ投与が腎障害に対し保護的

であること(Hu et al. Lab Invest 2015, Kimura et al. Cancer Chemother Pharmacol 

2015)が報告されていることから、腎ＣＮＰ／ＧＣ－Ｂが腎障害において生理作用を発揮し

ている可能性が示唆されている。しかし、ＣＮＰ／ＧＣ－Ｂ系に関しては遺伝子改変動物に

よる検討は今までに報告がなかった。さらに、ｐ３８ＭＡＰＫは種々のストレスにより活性

化し炎症やアポトーシスを誘導する細胞内シグナル伝達物質であるが、近年ナトリウム利

尿ペプチド系の制御を受けることが注目されている。ｐ３８は発現解析や薬理学的な検討

（ｐ３８阻害薬投与）により、半月体形成性腎炎モデル(Wada et al. J Am Soc Nephrol 

2000)、糖尿病性腎症モデル(Adhikary et al. Diabetologia 2004)、片側尿管結紮線維化モ

デル(Stambe, et al. J Am Soc Nephrol 2004)、ネフローゼ症候群モデル(Koshikawa, et 

al. J Am Soc Nephrol 2005)、アルドステロン負荷糸球体障害モデル(Ogawa et al. J Am 

Soc Nephrol 2012, Kato, Mori et al. Sci Rep 2017)など複数の動物モデルにおいて腎障

害促進的であることが申請者の研究室を含め複数報告されている。一方、全身性ｐ３８ヘテ

ロノックアウトマウスは加齢により腎障害を自然発症することが報告されており

(Maruyama, et al. J Recept Signal Transduct Res 2003)、ｐ３８の腎障害における意義

については結論が出ていない。また、申請者の研究室では、ＧＣ－Ａ欠失が糸球体足細胞の

ｐ３８の過剰な活性化を介して糸球体障害を促進することを報告している(Ogawa et al. J 

Am Soc Nephrol 2012, Kato, Mori et al. Sci Rep 2017)。しかし、腎構成細胞の大半を

占める尿細管細胞におけるｐ３８の役割とくにナトリウム利尿ペプチド系とのクロストー

クについては未知であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では１）腎臓特異的ＧＣ－Ｂ（Ｎｐｒ２）コンディショナルノックアウトマウスを

作製し、腎障害におけるＣＮＰ／ＧＣ－Ｂの作用を検討すること、また２）尿細管特異的も

しくは薬剤誘導性全身性ｐ３８ＭＡＰＫコンディショナルノックアウトマウスを作製し、

腎障害におけるｐ３８ＭＡＰＫの作用を検討することを計画し、腎臓におけるナトリウム

利尿ペプチド系とｐ３８ＭＡＰＫとのクロストークの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
１） ＧＣ－Ｂ（Ｎｐｒ２）は血管含め、比較的ユビキタスに全身に発現しているとされてい
る。ＧＣ－Ｂの全身ノックアウトマウスは性腺異常や骨格筋発生異常などを呈し、正
常な成獣とならない。そこで、腎臓においては主要構成細胞の一つである近位尿細管
に着目して、近位尿細管特異的にノックアウトすることを目指した。その目的のため
に、Ｎｐｒ２-ｆｌｏｘマウス（Nakao, et al. Sci Rep 2015）とＮｄｒｇ１－Ｃｒｅ
ＥＲＴ２（Endo, et al. J Pathol 2015）を交配し、タモキシフェン誘導性近位尿細
管特異的ＧＣ－Ｂ（Ｎｐｒ２）コンディショナルノックアウトマウス（ＧＣ－Ｂ－ｃＫ
Ｏ）を作出することとした。この成獣マウスにタモキシフェンを投与した後に、片側尿
細管結紮（ＵＵＯ）線維化モデルを作製し、ＧＣ－Ｂ欠失の効果を見ることとした。 

２） ｐ３８ＭＡＰＫの全身性ノックアウトは胎児致死となるため、薬剤誘導性全身性ノッ



クアウトまたは腎臓、炎症細胞特異的なコンディショナルノックアウトを作出するこ
ととした。Ｍａｐｋ１４（ｐ３８α）-ｆｌｏｘマウス(Ventura, et al. Nat Genet 
2007)とＲｏｓａ２６－ＣｒｅＥＲＴ２、Ｎｄｒｇ１－ＣｒｅＥＲＴ２、ＬｙｓＭ－Ｃ
ｒｅマウスをそれぞれ交配し、上記マウスを作出した。この成獣マウスに、ＵＵＯ、ア
デニン食負荷モデル、虚血再還流（ＩＲＩ）急性腎障害モデル、シスプラチン投与急性
腎障害モデルを作製し、ｐ３８欠失の効果を見ることとした。さらに、その表現型を確
認した後、ＧＣ－Ｂとのダブルノックアウトマウスの作出を計画することとした。 

 
４．研究成果 
１） ＧＣ－Ｂ－ｃＫＯに関しては、計画の交配にて作出に成功し、成獣マウスにタモキシフ
ェンを投与することで、腎Ｎｐｒ２ ｍＲＮＡの発現抑制を確認した。蛋白レベルでの
評価を試みたが、市販抗体ではウェスタンブロットによる評価や免疫染色がワークせず、
評価困難であった。ＵＵＯを行うと、ＵＵＯ腎ではＧＣ－ＢやそのリガンドのＣＮＰの
発現が亢進することを確認したため、ＧＣ－Ｂ－ｃＫＯにＵＵＯを誘導することとした。
このマウスの線維化や炎症に関わるｍＲＮＡ発現はコントロールマウスと有意な変化
を認めなかった。さらに、ＧＣ－Ｂ－ｃＫＯでの検討を進めることを計画したが、産仔
がなかなか入手されない上に、ＣＯＶＩＤ－１９による一時的な動物飼育施設の使用制
限がかかったため、一度凍結胚として実験の中断を余儀なくされた。再度、マウスを産
出したが、やはり交配に時間を要し、上記以上の検討を進めることが難しかった。 
２） ＧＣ－Ｂ-ｃＫＯマウスの作出に時間を要したため、平行してｐ３８のコンディショナ
ルノックアウトの検討を進めることとした。まず、全身性ｃＫＯマウスとして、Ｍａｐ
ｋ１４-ｆｌｏｘとＲｏｓａ２６－ＣｒｅＥＲＴ２との交配にも成功し、タモキシフェ
ン未投与下では正常に産出・成長することを確認した。タモキシフェンの投与により、
mRNA および蛋白レベルで発現が抑制されることをＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロ
ットにより確認した。興味深いことに、ｃＫＯは非腎障害の状態でも貧血および体重
減少がタモキシフェン投与後徐々に進行することを認め、既報のように造血細胞の増
殖・維持に関与している可能性が示唆された。しかし、体重減少による腎障害への影響
を懸念し、近位尿細管特異的ｃＫＯの解析を優先することとした。Ｍａｐｋ１４-ｆｌ
ｏｘとＮｄｒｇ１－ＣｒｅＥＲＴ２との交配は成功し、タモキシフェン投与によりｍ
ＲＮＡおよび蛋白レベルで発現が抑制されることをＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブ
ロットにより確認した。さらに、蛍光免疫染色より、ｐ３８のリン酸化は非障害腎では
集合管、片側尿管結紮や虚血再還流などの障害腎では集合管に加え近位尿細管に認め
られることを確認し、ｃＫＯマウスではリン酸化が抑制されていることを確認した。
著明な腎ｐ３８のリン酸化を認める線維化モデルとして、ＵＵＯモデルやアデニン食
負荷モデルを検討したが、ｃＫＯの線維化などの組織的腎障害はコントロールと比べ
て変化が認められなかった。また、急性腎障害モデルとして、ＩＲＩやシスプラチン投
与モデルを検討したが、虚血再還流のｄａｙ３では腎障害、腎機能悪化が抑制されて
いる傾向を確認したのみで、有意差は認められなかった。以上より、近位尿細管でのｐ
３８のリン酸化は腎障害への寄与が少ない可能性が示唆され、腎障害促進的に働きう
るｐ３８は近位尿細管以外の細胞で寄与が大きいと予想された。ＵＵＯおよびアデニ
ン食負荷モデルでは、ｐ３８のリン酸化は間質でも多数認められ、特にマクロファー
ジマーカーのＦ４／８０との共局在が多数認められた。すなわち、腎障害で認められ
る浸潤マクロファージ（Ｍφ）にて、ｐ３８が病的機能を発揮しているという可能性が
示唆された。そこで、Ｍａｐｋ１４-ｆｌｏｘとＬｙｓＭ－Ｃｒｅを交配し、Ｍφ特異
的 p38 コンディショナルノックアウトマウスを作出した。このマウスに、ＵＵＯやＩ
ＲＩモデルを作製し、腎機能や、腎障害・線維化・炎症性遺伝子のｍＲＮＡ発現を検討
したが、コントロールと有意な変化を認めなかった。これらの結果より、腎障害におけ
るｐ３８のリン酸化の寄与は近位尿細管、マクロファージ以外の細胞である可能性、
あるいは特定の細胞ではなく、複数の細胞でのｐ３８のリン酸化が関与している可能
性が考えられた。 

３） 最後に、ｐ３８とＧＣ－Ｂのクロストークを評価するために、ｐ３８とＧＣ－Ｂのダ
ブルコンディショナルノックアウトマウスの作出も試みたが、成功しなかった。前述
のように、ＧＣ－Ｂ単独ノックアウトマウスの産仔がなかなか得られないことに加え、
Ｍａｐｋ１４-ｆｌｏｘとＮｐｒ２-ｆｌｏｘの交配において、何らかの遺伝子的な影
響が互いに作用している可能性も示唆された。 

（以上） 
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