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研究成果の概要（和文）： 

糖の代謝産物であるカルボニル物質の代表であるメチルグリオキサールの経口投与はラットに

おいて食塩感受性高血圧、インスリン抵抗性および腎障害を呈し、慢性腎臓病の病態に関与す

ることが示された。これらのメカニズムには酸化/カルボニルストレスが関与し、腎臓において

は腎髄質血流を減らし、腎虚血を呈する可能性が示唆された。腎酸化ストレス活性化機序には

NAD(P)H oxidase の活性化の他、腎髄質尿細管の酸素代謝とミトコンドリアの電子伝達系を介

したミトコンドリア酸化ストレスが関与すると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Carbonyl compound methylglyoxal induced salt sensitive hypertension, insulin resistance 

and renal injury which involves in the pathogenesis of chronic kidney disease. These 

mechanisms are associated with enhanced renal NAD(P)H oxidase, tubular oxygen metabolism 

and mitochondrial electron chain transport which could result in enhanced medullary 

carbonyl/oxidative stress and ischemia. 
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１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景１．研究開始当初の背景    

近年、臨床症状の伴わない軽度の慢性腎臓病

でも心血管疾患発病の強い危険因子になる

ことが大規模臨床試験で明らかになった。慢

性腎臓病患者ではジカルボニル物質の血中

濃度が健常人の 10 倍にも達する。ジカルボ

ニル物質の中でもメチルグリオキサール

(MGO)は解糖系から産生される強力な反応性

物質で酸化ストレスと共同し内因性血管作

動物質として血管障害や腎障害に関与する

ことが報告されている。また Advanced 

Glycation Endproducts (AGEｓ)の前駆体で

もある。In vivo の実験系においてはメチル

グリオキサールと過酸化水素で強いラジカ

ルを産生することが示されている。しかしな

がら心腎循環や心腎障害に対するメカニズ

ムは依然不明である。本研究では MGO が慢性

腎臓病における内因性血管作動物質として

高血圧や心腎連関による障害の進展因子に

なるという仮説を検証することを目的とし、
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これらメカニズムを解明することにより新

規治療法の開発をめざす。 

    

２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的２．研究の目的    

本研究では MGO が過酸化水素などと協調し、

酸化ストレスを亢進しインスリン抵抗性、高

血圧および腎障害といった慢性腎臓病の病

態に関与していると仮説を立てた。本研究は

この仮説を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法３．研究の方法    

実験１実験１実験１実験１    慢性腎臓病慢性腎臓病慢性腎臓病慢性腎臓病に対するに対するに対するに対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

慢性腎臓病モデルである９週齢の Dahl 食塩

感受性高血圧（DahlS）ラットを、１）コン

トロール群、２）１％MGO を経口飲水投与群、

３）１％MGO 投与群にアンジオテンシン受容

体拮抗薬のカンデサルタンを投与した群４）

間でサルタン単独群の 4群に分け、4もしく

は 12 週間観察した。週一回代謝ケージで尿

を回収し、血圧をテールカフ法で測定した。

一部のラットではテレメトリー装置を挿入

し、血圧を無麻酔無拘束下で 24 時間連続し

て血圧をモニターした。回収した尿から尿中

アルブミン排泄量を測定した。実験終了後、

腎臓を摘出し、瞬時に冷凍保存した右腎組織

から腎 NAD(P)H oxidase 活性を測定し、左腎

をパラフィン包埋し切片を作成した。腎組織

切片をエラスティカマッソン染色し、オステ

オポンチン（尿細管障害のマーカー）、ED-1

（炎症マーカー）、カルボキシエチルリジン

（カルボニルストレスのマーカー）、８-ヒド

ロキシデオキシグアノシン（酸化ストレスの

マーカー）をそれぞれ特異的抗体で免疫染色

した。 

実験２実験２実験２実験２    食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ

ン抵抗性に対するン抵抗性に対するン抵抗性に対するン抵抗性に対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

Sprague Dawleyラットを１）コントロール群、

２）１％MGO 投与群、３）８％高食塩食群、

４）１％MGO 投与に８％高食塩食を与えた群、

５）４）に抗酸化剤の Nアセチルシステイン

を投与した群、６）４）にカルボニルストレ

ス阻害剤の TM2002 の 6 群に分け、4 週間観察

後、グルコースクランプ法でインスリン抵抗

性について検討した。さらに実験終了時に腎

臓を摘出し、パラフィン切片を作成後、カル

ボキシエチルリジンと N-ニトロタイロシン

（酸化ストレスのマーカー）の免疫染色を行

った。 

実験３実験３実験３実験３    圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序    

Sprague Dawleyラットをケタミンとイナクチ

ンで麻酔し左腎動脈分岐部上下の大動脈お

よび上腸間膜動脈にクランプをし、腎動脈の

潅流圧を調節した。尿管にカテーテルを挿入

し尿を経時的に回収、血圧を左大腿動脈に挿

入したカテーテルより連続測定した。左腎髄

質にマイクロダイアライシスプローブの挿

入により腎髄質間質液を回収し、その過酸化

水素濃度をモニターした。 

実験４実験４実験４実験４    腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序    

Sprague Dawleyラットの腎髄質ヘンレのルー

プ尿細管を単離し、カバーグラスの上に固定

した。ミトコンドリア過酸化水素特異的な蛍

光標識色素 MitoPY1 により染色した後、蛍光

顕微鏡のステージ上で細いピペットで尿管

側を微小灌流した。灌流液のブドウ糖濃度を

50mmol/Lから250mmol/Lに増加した際のミト

コンドリア内過酸化水素濃度をリアルタイ

ムに観察した。 

実験５実験５実験５実験５    腎血流に対する腎血流に対する腎血流に対する腎血流に対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

Sprague Dawleyラットをケタミンとイナクチ

ンで麻酔後、左腎臓を露出し、腎髄質間質に

カテーテルを挿入し、メチルグリオキサール

を注入した。また、腎髄質外層にレーザード

ップラー装置につながった光ファイバー挿

入し、髄質血流を測定した。血圧は左大腿動

脈に挿入したカテーテルにより測定した。 

 

４．研究成果４．研究成果４．研究成果４．研究成果    

実験１実験１実験１実験１    慢性腎臓病に対する慢性腎臓病に対する慢性腎臓病に対する慢性腎臓病に対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

慢性腎臓病モデルの Dahl 食塩感受性高血圧

（DahlS）ラットに MGO を 4-12 週間経口飲水

投与すると血圧の上昇（図１A,B）がみられ、

この血圧上昇はカンデサルタンの投与によ

り抑制された（図１B）。テレメトリー装置に

より２４時間連続血圧測定を行うと MGO の投

与により起床時（active phase）に有意な血

圧上昇がみられた（図１C）。これらの結果か

ら、MGO による血圧上昇にレニン・アンジオ

テンシン系の関与が示唆された。 

図１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２A に示すように尿中アルブミン排泄は



 

 

MGO の投与により有意に増加し、カンデサル

タンの投与により抑制した（図２B）。 

この時の組織障害をエラスティカマッソン

染色で評価すると糸球体障害と尿細管障害

が観察された。 

図２ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

オステオポンチンの免疫染色により尿細管

障害を評価すると腎髄質外層を中心とした

陽性領域の増加が認められた（表１）。炎症

を ED-1陽性細胞浸潤数で評価すると糸球体、

間質ともに MGO の投与により増加していた

（表１）。また。尿細管中心に MGO の代謝産

物であるカルボキシルエチルリジン（CEL）

と酸化ストレスのマーカーである 8-デオキ

シグアノシンの発現増加がみられた（表１）。 

皮質腎組織片の NAD(P)H oxidase 活性は有意

に増加し、腎障害にカルボニル/酸化ストレ

スと炎症が関与していると考えられた（表

１）。これらはカンデサルタンの投与により

抑制され、レニン・アンジオテンシン系の関

与が示唆された（表１）。 

表１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実験２実験２実験２実験２    食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ食塩感受性高血圧およびインスリ

ン抵抗性に対するン抵抗性に対するン抵抗性に対するン抵抗性に対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

Sprague-Dawley（SD）ラットに 1%MGO の経口

飲水投与(MGO)と 4%高食塩食(HS)を投与した。

図３に示すようにそれぞれ単独群では血圧

の上昇はみられなかったが、併用群(HS+MGO)

では血圧が有意に上昇したことから、MGO が

食塩感受性を高め高血圧を発症することが

示された。 

図３ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酸化ストレスのマーカーである尿中の TBARS

排泄量は HS 群と MGO 群単独に比べ HS＋MGO

の併用により有意に増加した（図４）。 

図４ 

 

 

 

 

 

 

 

 

この時、腎臓内のカルボニルストレスと酸化

ストレスが亢進することをCELおよびN-ニト

ロタイロシン（酸化ストレスのマーカー）の

免疫染色で確認（図５）し、MGO と食塩負荷

によりより強い酸化ストレスの亢進が起こ

ることが示された。 

図５ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

高食塩の摂取は酸化ストレスを高めること

が我々の研究室の既報の報告（Endo etal. 

Hypertens Res, 2006）で示していることか

ら、酸化ストレスと MGO の相互作用によるカ

ルボニル/酸化ストレスの亢進が食塩感受性

高血圧のメカニズムと考えられた。 

さらに SD ラットに MGO を投与するとグルコ

 Protocol 1  Protocol 2 

Group Control MGO-12W  MGO-4W MGO+CAND CAND 

GSI  1.86±0.06 2.08±0.07*  1.69±0.05 1.35±0.03† 1.41±0.04† 

OPN-positive area 

(% of cortex and outer medulla) 

0.50±0.10 1.49±0.12*  1.18±0.28 0.36±0.08† 0.31±0.09† 

ED-1 in glomerulus 

(cells/glomerulus) 

0.55±0.09 1.34±0.15*  1.26±0.09 0.97±0.09† 0.94±0.05† 

ED-1 in interstitial area 

(cells/x400 field) 

1.47±0.25 3.37±0.17*  1.75±0.06 1.16±0.13† 1.15±0.12† 

CEL-positive area 

(% of cortex and outer medulla) 

2.8±0.5 17.7±5.5*  7.1±0.9 2.8±0.3† 3.1±0.4† 

8-OhdG-positive area 

(% of cortex and outer medulla) 

2.91±0.12 4.10±0.22*  2.10±0.25 1.17±0.21† 1.08±0.16† 

NADPH oxidase activity 

(cpm/200 mg protein) 

86±3 121±10*  143±6 124±4† 85±4† 

 

Perivascular fibrosis score 1.8±0.1 2.5±0.2*  1.7±0.1 1.2±0.2† - 

GSI, glomerular sclerosis index; OPN, osteopontin; CEL, Nε-carboxyethyl-lysine; 8-OHdG, 

8-hydroxydeoxyguanosine. Protocol 1: Control (n=8), tap water; MGO-12W (n=9), treatment with 1% 

methylglyoxal (MGO) in drinking water for 12 weeks. Protocol 2: MGO-4W (n=8), treatment with 1% MGO in 

drinking water for 4 weeks; MGO+CAND (n=12), co-treatment with MGO and candesartan; CAND (n=12), 

treatment with candesartan. Data are presented as means±SE. *p<0.01 vs Control group; †P<0.05 vs MGO-4W 

group. 



 

 

ースクランプ法による M値は低下しインスリ

ン抵抗性が高まることが示された。これはカ

ルボニルストレスの消去剤である Nアセチル

システインや TM2002 で抑制できた（図６）。 

図６ 

 

 

 

 

 

 

 

 

実験３実験３実験３実験３    圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序圧による過酸化水素産生機序    

慢性腎臓病ではしばしば血圧の上昇を伴う

が、腎灌流圧の上昇が酸化ストレスの亢進に

つながるかどうかを検討した。左腎の腎灌流

圧を段階的に上げると左腎から出る尿中 Na

排泄量(UNaV)の増加とともにマイクロダイ

ア ラ イ シ ス 法 に よ る 腎 髄 質 間 質 液

（Medullary Interstitial H
2

O
2

）と尿中の過

酸化水素排泄量(UH
2

O
2

V)が上昇した(図７)。 

図７ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

腎間質圧の関与を検討するために両腎灌流

圧を上げ、片腎のみ皮膜を除去し、間質圧を

減らした。その結果図８に示すように皮膜を

除去しない(Intact-right kidney)は皮膜を

除去した左腎(Decapsulated-left kidney)に

比べ有意に尿中過酸化水素排泄量（UH
2

O
2

V）

が増加していた。 

図８ 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から血圧上昇自体が腎灌流圧

とともに腎間質圧の増加し、腎内酸化ストレ

スの増加をもたらすことが明らかになった。 

実験４実験４実験４実験４    腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序腎内酸化ストレス産生機序    

糖尿病はカルボニルストレス依存性に慢性

腎臓病を呈することが知られ、尿細管管腔内

のブドウ糖濃度が増加する。以前に我々は

MGO の前駆体であるブドウ糖は尿細管におい

て NADPH oxidase を介し酸化ストレスを亢進

す る こ と を 報 告 し て い る (Mori etal. 

Hypertension 2004)。近年、また当教室にお

いて、MGO が血管内皮細胞においてミトコン

ドリア依存性に過酸化水素を産生すること

を報告している(Miyazawa et al. Free Radic 

Res. 2010)。そこで尿細管を単離し、尿細管

管腔内のブドウ糖濃度を上げた際の尿細管

ミトコンドリア内酸化ストレスを評価した。 

尿細管管腔内のブドウ糖濃度が増加すると

４００秒以内にミトコンドリア活性酸素お

よび過酸化水素量は増加した。しかしながら、

Na-K ATPase ポンプ阻害薬の ouabain で抑制

が認められた。さらにミトコンドリア

complex阻害薬のrotenoneによりミトコンド

リア内活性酸素量の上昇は有意に抑制され、

メチルグリオキサールが電子伝達系を介し

て活性酸素を産生しているしている事が示

唆された（図９）。 

図９ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実験５実験５実験５実験５    腎血流に対する腎血流に対する腎血流に対する腎血流に対する MGOMGOMGOMGO の役割の役割の役割の役割    

ラットに MGO を慢性静脈内投与すると血圧が

上昇したが、腎髄質血流の低下は認められな

かった。腎髄質血流を増やす作用のある NO

の関与を検討するために NO 合成酵素阻害薬

の L-NAME を前投与し、同様の実験を行った

が、有意な腎髄質血流の低下はみられなかっ

た。腎髄質血流は血圧により大きく影響を受

けるため、血圧の上昇が MGO による腎髄質血

流の低下を抑制している可能性が示唆され

た。現在、血圧が低下しない用量で検討中で

ある。実験３や実験４の結果と我々の過去の

研究成果より MGOが腎髄質尿細管の酸化スト

レスを亢進するとその周囲の直血管を収縮

し血流を低下することが考えられた。 
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