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研究成果の概要（和文）：　腎の大部分を占める近位尿細管は種々の内因性および外因性の要因により障害を受
ける。そして腎予後を規定する間質の線維化において中心的な役割を果たす。申請者は、種々の内因性ストレス
によって生じる近位尿細管DNA損傷とその修復機構に注目し、DNA損傷とつながりの深い細胞老化との関係を主と
して遺伝子改変動物を用いた研究により解析した。尿細管間質の線維化がひどいマウスにおいてはDNA損傷が増
大しており、腎老化が促進されていた。尿細管には、細胞内オルガネラ複合体であるTASCCが形成されていた。

研究成果の概要（英文）：The proximal tubules, which make up a significant portion of the kidney, are
 susceptible to various intrinsic and extrinsic factors that can lead to impairment. They play a 
central role in the fibrosis of the renal interstitium, which determines renal prognosis. The 
applicant focused on DNA damage and repair mechanisms in the proximal tubules caused by various 
intrinsic stresses, particularly in relation to cellular senescence, which is closely associated 
with DNA damage. The applicant conducted research using genetically modified animals to analyze 
these relationships. In mice with severe fibrosis in the tubulointerstitium, there was an increase 
in DNA damage that accelerated renal aging. The proximal tubules showed the formation of a cellular 
organelle complex called TASCC.

研究分野：腎臓内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
老化細胞を除去することで臓器機能を改善したり、生命延長ができることも近年明らかになってきた。したがっ
て、腎の細胞老化を制御して腎不全治療ができる可能性を高める研究成果を提供できることになる。

※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 

慢性腎臓病(CKD)の患者数は世界的にも年々増加傾向にあり、高齢化がその増加に拍車を

かけている。悪性腫瘍や心血管疾患も早期治療やリスク因子への積極的介入によりコント

ロールがつく疾患となりつつあり、患者 QOLの維持や医療費抑制からも CKD治療開発は

急務である。さらに、近年増加しつつある急性腎障害 (AKI) が、その高い死亡率のみなら

ず、CKDに移行すること、末期腎不全の高いリスク因子であることが疫学データからも基

礎データからも示された（J Am Soc Nephrol 2009;20:223-8 Kidney Int. 2012;82(2):172-

83. J Am Soc Nephrol. 2016;27(8):2393-406.）。ほとんどの AKIおよび CKD進展（尿細管

間質の線維化）には腎実質の大半を占める近位尿細管が標的となる。AKI では障害をうけ

つつも生存できれば、その後脱分極し細分化し、増殖することで腎を修復することが fate 

tracingの手法により明らかにされている (Cell Stem Cell. 2008;2:284-91. Am J Pathol. 

2010;176:85-97. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011;108:9226-31) 。すなわち、この過程の破

綻が尿細管の不全修復のきっかけとなり、結果としてのちに CKDを発症し、不可逆性の腎

機能低下が進行する。この不全修復時には近位尿細管の DNA損傷と細胞周期 G2/M arrest

が認められ、腎間質の線維化を増悪させる活性型筋線維芽細胞が誘導される(Nat Med. 

2010;16:535-43)。しかしながら、それ以上の詳細なメカニズムの解明には至っておらず、

その結果治療標的もまだ明らかにはなっていない。さらなる解明が治療標的すなわち創薬

対象の創出をもたらすと考えられた。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景に基づいて、本研究では、依然として根本治療の存在しな

い腎臓病の新たな治療標的を探索した。本研究では、細胞内にストレス

由来の細胞老化において誘導されるオルガネラ複合体である TOR-

autophagy spatial coupling compartment (TASCC： 粗面小胞体とゴ

ルジ体、オートリソソーム、mTORの空間的な統合によるタンパク質

の分解と合成という急速な代謝回転が行われている領域)に注目し、

TASCC と細胞老化および腎線維化との直接の関係を明らかにし腎不全進展抑制の新たな

治療標的となることを証明する。 

 
３．研究の方法 
 主として、遺伝子改変動物を作成し、それらのマウスに腎障害を起こし、腎の表現系を解析

することで研究を行なった。 

1) 腎臓病進展に重要な高血圧と高率に合併しうる脂質異常症を模倣するモデルマウスを作成

する。具体的には、endothelial nitric oxide synthase(eNOS) +/-マウスおよび 

apolipoprotein E (ApoE)+/-マウスを交配し、Wild Type, eNOS +/+ ；ApoE+/ + (WT)、 

eNOS +/+；ApoE-/-(ApoE KO)、 eNOS-/-；ApoE-/- (DKO) の３種類のマウスを作成し

た。これらのマウスを評価することで、高血圧症と脂質異常症の相互作用が観察可能

となる。 



8-10週齢のオスマウスを用いて、それぞれの血圧・脂質を確認した。その後に腎臓の線

維化モデルである片側尿管結紮術（UUO）を行い、day10で屠殺し、尿細管障害、線維化

および腎老化を３群間で評価した。 

2) DNA損傷応答機構の最上流に存在するマスター遺伝子である ATM and Rad3- related 

(ATR)と SLC34A1-GCEマウスとの交配にて作成する近位尿細管的コンディショナルノッ

クアウトマウス(ATRRPTC-/-)。 

 

４．研究成果 

(1) WT、 ApoE KO、 DKO各マウスの血圧と脂質 

UUOを実施する前に、血圧と脂質プロファイルを測定した。 

ApoEKO マウスは WT マウスに比べ、総コレステロール、HDLコレステロール、非 HDL

コレステロールが高値であった。DKOマウスはWTマウスに比べ、血圧上昇、総コレステ

ロール、非 HDLコレステロールが最も高く、HDLコレステロールが最も低かった。以上の

ことから、DKOマウスは脂質異常症および高血圧を示した。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) UUO後の腎障害の評価 

次にUUO day10の腎組織の評価を行なった。 

障害近位尿細管のみに発現する KIM-1のタンパク量をウエスタンブロットで評価したとこ

ろ、WT群では発現が消失していることに対して、DKO群で有意に発現が持続しており、

DKOマウス群での遷延する近位尿細管障害が確認された。 
 

 

 

 

 

 

 

(3)間質線維化の評価 

UUOを行うと最終的には腎間質に線維化が生じる。 
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3群のマウスの線維化の程度を細胞外基質を染色するシリウスレッド染色で定量化した細

胞外マトリックスコラーゲン沈着は、WTマウスと比較して ApoEKOマウスおよび DKO

マウスの両方で増加した。その差は DKOマウスで有意であった。また、間質性線維症に

関連する遺伝子（TGF-β、CTGF、Col1α1）のmRNAレベルは、ApoEKOマウスと

DKOマウスの両方でWTマウスと比較して増加した。これらのmRNAは、DKOマウス

で最も高かった。 

  

 

 

 

 

(4) 近位尿細管の DNA損傷と腎老化 

腎組織の DNA障害と老化の評価を行った。 

UUO後の障害尿細管の評価では、WTマウスと比較して、γH2AXで標識された DNA損

傷が有意に増加していた 

 

分泌型老化細胞のマーカーである老化関連 β-ガラクトシダーゼ（SA-β-gal）活性の評価で

は、ApoEKOマウスと DKOマウスの両方で腎臓尿細管細胞で上昇していることが判明した

が、DKOマウスでは、UUO10日後にWTマウスと比較して有意に活性が上昇していた。 

 

 

 

 

 

 

 

(5)腎障害 後の TASCC形成 

2011年、成田らは、target of rapamycin-autophagy spatial coupling compartments

（TASCC）の形成が、老化に伴う分泌表現型の重要な構成要素であると報告し、我々は最

近、DNA損傷の増加が近位尿細管の TASCC形成を促進し、腎の線維化が増悪することを

明らかにしてきた。我々は、eNOSと ApoEの二重欠失が、UUO後の DNA損傷と

TASCC形成を増加させるかどうかを検討した。 

UUO後、近位尿細管で TASCC形成が誘導された。この差は、超解像構造化照明顕微鏡

で評価すると、DKOマウスで有意であった。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6) DNA損傷応答機構と TASCCの関係 

ATRRPTC-/- マウスおよびその littermate (ATRctrl)に UUOを行い、近位尿細管 DNAに損傷を

引き起こしたのちにマウスを屠殺し、TASCC形成を超解像構造化照明顕微鏡にて評価し

た。DNA損傷が増大する ATRRPTC-/- マウスにおいて、UUO後の腎線維化は増加しており、

TASCC形成が増加していた。

 
【結論】高血圧症とアテローム性動脈硬化症の相互作用は腎障害への感受性を増加させ、

傷害後の DNA損傷の増加に伴って生じる TASCC形成を誘導することにより、傷害後の

線維化の増悪をきたすことが示された。 
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