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研究成果の概要（和文）：我々は一側尿管結紮モデルマウス(UUO)の腎臓線維化においてメタボローム解析によ
りアルギニン代謝が大きく変化し、アルギニン代謝物の中ではスペルミジンが最も増加することを見出した。ヒ
トの慢性糸球体腎炎では腎臓線維化とスペルミジン量は相関することを示した。ヒト近位尿細管細胞ではスペル
ミジンによりNrf2が活性化した。酸化ストレスによる線維化シグナルやミトコンドリアの膜電位低下はスペルミ
ジンで抑制された。Arg2 KOマウスはスペルミジンが少なく、UUOによる線維化が野生型より増悪し、Nrf2の活性
化も低減していた。スペルミジンを投与するとArg2 KOマウスにおける線維化の増悪も軽快した。

研究成果の概要（英文）：Here we report that arginine metabolism was the most altered in unilateral 
ureteral obstruction (UUO)-induced fibrosis of the kidneys in metabolomic analysis. Spermidine was 
the most increased metabolite of arginine. In human glomerulonephritis, the amount of spermidine was
 associated with the amount of fibrosis. In human proximal tubule cells, spermidine induced nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), and its induction was partly attenuated by the autophagy
 inhibitor, hydroxychloroquine and Atg5 knockdown. Subsequently, fibrotic signals, collagen 1 mRNA, 
and oxidative stress, represented by a decrease in mitochondrial membrane potential were suppressed 
by spermidine. UUO kidneys of Arg2 knockout mice showed less spermidine and significantly 
exacerbated fibrosis compared with wild-type mice. Nrf2 activation was reduced in Arg2 knockout UUO 
kidneys. Spermidine treatment prevented significant fibrosis progression in Arg2 knockout mice.

研究分野：腎臓内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルギニンの代謝物であるスペルミジンは抗加齢因子として以前から注目されていたが、スペルミジンの加齢変
化を抑制する作用機序はわかっていない。腎臓線維化はすべての腎臓病の最終形態であるが、その線維化をスペ
ルミジンにより抑制できることを見出したことは、慢性腎臓病の治療薬の可能性を広げる発見である。スペルミ
ジンは生体内にある代謝物であるため、安全に治療応用ができる。生体内でスペルミジンの量を増やすこと、も
しくはスペルミジンの摂取をすることで慢性腎臓病の進行を抑制できる可能性がある。

※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 
腎臓の線維化は大部分の進行性腎臓病の最終形態であり、最終的には末期腎不全に至る。慢性腎
臓病において、腎臓内の脂肪酸代謝やリシン代謝が変化することが報告された。腎臓はアミノ酸
の合成、分解、濾過、再吸収を介して恒常性を保つのに重要な役割を果たしている。アルギニン
はタンパク合成の材料となるだけでなく、尿素や一酸化窒素、ポリアミン、グルタミン酸などの
前駆物質でもあり、様々な生理現象に関与する。アルギニンの代謝物にスペルミジンがあるが、
スペルミジンはアポトーシス細胞が放出するシグナルとなったり、抗加齢因子として有名であ
る。アルギニン代謝に重要なアルギナーゼ２を欠損すると、マウスの腎虚血再灌流障害が軽減し
たが、慢性腎障害でどうなるのか、代謝物であるスペルミジンがどういう働きをするのかはわか
っていない。 
 
２．研究の目的 
腎臓の線維化の過程で生じる代謝の変化を調べ、線維化腎においてアルギニン代謝物であるス
ペルミジンの量を調べる。またスペルミジンを減少させたり、またスペルミジンを増加させたマ
ウスモデルでの腎臓線維化の変化を調べる。 
 
３．研究の方法 
１）8週齢 C57Bl/Jclマウスオスを用いて一側尿管結紮(UUO)モデルを作成し、コントロールと
の腎臓の代謝物の変化をメタボローム解析で調べる。 
２）UUOモデルマウス、およびヒト慢性糸球体腎炎での腎臓のアルギニン代謝物であるスペル
ミジンの量を免疫染色で明らかにする。 
３）ヒト尿細管細胞に酸化ストレスを与え、スペルミジン、ポリアミンの量の変化を免疫染色で
調べる 
４）スペルミジンを投与したときの細胞応答を Nrf2 の活性化、オートファジーの活性化の面か
ら western blot, 免疫染色を用いて解析する。 
５）アルギナーゼ２(Arg2) KOマウスではスペルミジンが減少していることを免疫染色で証明し、
同マウスでの UUO による腎線維化を調べる。また UUO マウスにスペルミジンを投与して線維化
が抑制できるかを調べる。 
 
４．研究成果 
１）UUO による腎臓線維化ではアルギニン代謝が大きく変
化する 
偽手術マウスとUUOマウスの腎臓をメタボローム解析した
ところ、110 の代謝物のうち UUO 腎で有意に増加した代謝
物を pathway 解析したところ、アルギニン、プロリン代謝
とアルギニン生合成の経路が優位に変化していた（図１）。 
 
２）腎臓線維化でスペルミジンが増加する 
メタボローム解析ではアルギニン代謝物のうちスペルミ
ジンが最も増加していた。免疫染色においても UUO 腎では
スペルミジンとスペルミジンの上流に位置する ARG2 が増
加した。ヒト IgA 腎症の組織においても間質の線維化が強
くなるにつれ、スペルミジンが増加した（図２）。 

 
 
 

 
３）尿細管細胞に酸化ストレスを与えると ARG2、スペルミジンが増加する 
ヒト尿細管細胞(HK-2)に過酸化水素により酸化ストレスを与えると、免疫染色において ARG2 や
スペルミジンを含むポリアミンが細胞内に増加した。また細胞内のスペルミジン量は ARG2 過剰

図１ 偽手術腎と UUO 腎のメタボローム解析において

有意に増加した代謝物のネットワーク解析 

図２ ヒト生体腎移植ドナー腎(control)と IgA 腎症

Oxford 分類に従って間質線維化グレード T0-T2 に分類

しスペルミジン染色の強度を比較した。 

 



発現により増加し、ARG2 ノックダウンにより減少し、ARG2 に依存することがわかった。 
 
４）スペルミジンは Nrf2 を活性化
する 
HK-2 細胞にスペルミジンを添加す
ると、抗酸化転写因子である Nrf2 が
活性化することが western blot、免
疫染色による Nrf2 の核内移行、Nrf2
の標的遺伝子群（HO-1 mRNA）などの
発現増加で確認した（図３）。 
 
5)スペルミジンのNrf2活性化には一部オートファ
ジーが関与している 
スペルミジンによりオートファジーが活性化する
ことは報告されている。HK-2 でもスペルミジンに
よりオートファジーは活性化した。この際、p62 と Nrf2 の抑制因子である Keap1 の共局在が増
加することを見出した。オートファジーにより Keap1 が分解され、Nrf2 の活性化が起きている
機序が考えられた。しかしオートファジー阻害薬のヒドロキシクロロキンやオートファジー必
須遺伝子の Atg5 をノックダウンした場合の Nrf2 の活性化抑制は、オートファジーを阻害して
いない場合の 1/2 弱であったため、Nrf2 活性化へのオートファジーの関与は一部であることが
予想された。 
 
６）スペルミジンにより尿細管細胞の線維化シグナルや酸化ストレスは抑制される 
次にスペルミジンにより Nrf2 が活性化することで尿
細管の線維化シグナルや酸化ストレスは抑制できるの
かを調べた。HK-2 細胞に TGFβを投与するとコラーゲ
ン I mRNA の発現は顕著に増加するが、スペルミジンは
コラーゲン I mRNA の発現を 1/2 に抑制した。また過酸
化水素投与によりミトコンドリアが障害を受け、ミト
コンドリア膜電位が低下するが、スペルミジンを加え
ると正常の膜電位の 6割に回復した（図４）。 
 
７）Arg2 KO マウスでは UUO による腎臓の線維化が
促進し、スペルミジンの投与で改善する 
スペルミジンが腎臓で減少するとどうなるかを明
らかにするため、スペルミジン産生に関与するアル
ギナーゼ２を欠損する Arg2 KO マウスを解析し
た。Arg2 KO マウスでは予想通り腎臓内のスペル
ミジンが減少していた。またこのマウスを UUO モ
デルにすると腎臓の線維化が明らかに増悪した
（図５）。そこでこのマウスにスペルミジン 10 
mg/kg で腹腔内投与した。野生型と Arg2 KO マウ
ス間で観察された線維化の有意差がスペルミジ
ン投与により消失した（図６）。つまりスペルミジ
ンを補充することで線維化を抑制できることがわ
かった。 

図 3 HK-２細胞にスペルミジン(Spd)を添加し細胞内の Nrf2

と Keap1 を western blot で調べた（左、中央）。Nrf2 標的遺

伝子の HO-1 mRNA の realtime PCR での解析（右） 

図 4 HK-２細胞に TGFβで線維化刺激を与えたときのスペルミジン

(Spd)のコラーゲン ImRNA 発現量への影響（左）。HK-2 細胞に過酸化

水素で酸化ストレスを与えた時のミトコンドリア膜電位の評価（右） 

図 5 野生型と Arg2 KO マウスのシリウスレッド染色（左）シリウス

レッド陽性面積の定量結果（右） 

図 6 野生型と Arg2 KO マウスに

スペルミジンを投与した時のシリ

ウスレッド陽性面積の定量結果 
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