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研究成果の概要（和文）：虚血や尿路閉塞などによるAKIでは、尿細管上皮細胞への障害から細胞周期停止細胞
が出現し、線維化促進形質を獲得して腎線維化を発症・進展させる可能性がある。このG2/M期休止細胞は尿細管
障害により誘導され、その障害程度に応じて数や残存期間が増加していた。この細胞を標的とした線維化促進性
形質の抑制は、抗CKD治療への発展が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In AKI due to ischemia or urinary tract obstruction, renal tubular 
epithelial cells are damaged, resulting in the appearance of cell cycle arrested cells, which may 
acquire profibrotic traits and cause the onset and progression of renal fibrosis. These G2/M-phase 
resting cells were induced by renal tubular injury, and the number and survival period increased 
according to the degree of injury.　Suppression of this cell-targeted profibrotic trait is expected 
to be developed into an anti-CKD therapy.

研究分野：腎臓病学

キーワード： 慢性腎臓病　急性腎障害　腎線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病（CKD)の原因となる病変は腎線維化であり、その発症・進展メカニズムの一つは急性腎障害（AKI)の
反復とされている。我々はAKIモデルマウスの腎尿細管上皮細胞の一部に細胞周期停止細胞が出現し、線維化促
進性の形質を獲得している可能性を示唆するデータを得た。この細胞の線維化促進性の形質を抑制する治療を開
発することで、AKI後のCKDの発症・進展に対する治療に結び付けることが期待できる。

※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 

従来より、AKI は原因が除去されれば発症以前の状況に回復する「一時的な病態」と考えられて

いたが、既に CKD を有する場合では AKI を原因とする CKD の進行が免れない。現在、AKI の発症

を予見するバイオマーカーの検索が盛んであるが、一方、治療については循環動態の安定化や感

染のコントロールなど、AKI の原因を除去し腎の自己修復能に頼るのみであり、AKI の病態に立

脚した新規治療法の開発が望まれている。マウス AKI モデルでの検討で、損傷遺伝子の修復が困

難な高度障害を受けた尿細管上皮細胞では、細胞周期が G2/M 期に休止し、同時に Twist1 や

Snail1 などの上皮間葉系形質転換に関わる転写因子の誘導により、線維化促進性の形質を獲得

することが報告されたている。我々は Cre-loxP システム/gGT（glutamyltranspeptidase）-Cre

を用いて皮質尿細管上皮細胞特異的に遺伝子操作を可能にする動物実験系を導入、皮質尿細管

上皮細胞特異的に whole CCN2 を knock-down した遺伝子改変マウスを作成し、IRI モデルで検討

したところ、wild-type マウスと比較して AKI に続く腎線維化程度が有意に軽減され、CKD の発

症・進展が抑制されることを見いだした。そこから、AKI 発症時に障害された尿細管上皮細胞が

CCN2 等の産生を介して線維化促進性に作用し、CKD の発症・進展に関与している可能性が予想さ

れている。 

 

２．研究の目的 

AKI 発症時の障害尿細管上皮細胞の形質変化について検討し、AKI が CKD を発症・進行する機

序について詳細を明らかにするために、既報および当研究室の成果から、AKI 修復過程における

尿細管上皮細胞の細胞周期と線維化促進形質との関連を検討することが特に重要と考えられる。

そこで細胞周期に対応して異なる蛍光を発する Fucci2aR レポーターマウスと尿細管上皮細胞特

異的なCre-loxPシステムを発現するｇGT-Creマウスとの交配によって尿細管上皮細胞の細胞周

期に注目した実験系を樹立し、AKI 発症時の障害尿細管上皮細胞の線維化促進形質変化（CCN2 産

生・分泌など）について検討し、AKI が CKD を発症・進行する機序についての詳細を明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

１）Fucci2aR マウスとｇGT.Cre マウスの交配により、尿細管上皮細胞が細胞周期に対応して異

なる蛍光を発するｇGT.Cre;Fucci2aRTg/+マウス（G1/S 期：mCherry による赤色蛍光（560nm レー

ザー、610/20nm バンドパスフィルターで検出）、S/G2/M 期：mVenus による緑色蛍光（488nm レー

ザー、525/50nm バンドパスフィルターで検出））を作出する。 

２）一側尿管閉塞（UUO）モデルと片側腎動脈の虚血再灌流（IRI）モデルを作成し、急性期（３

日）、亜急性期（７日）と慢性期（１４日）の腎組織検体を得る。 

３）組織透明化試薬 CUBIC を用いて腎組織を透明化し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察す

る。mVenus、mCherry の分布から組織学的に尿細管上皮細胞の細胞周期の推移を解析する。 

 ４）さらに腎線維化促進形質マーカーとなる標的物質（CCN2、KIM-1、Snail1、pHH3 など）に対

する特異抗体を用いた免疫染色を行うことで、eVenus 陽性細胞の形質を検出する。 

５）腎組織をコラゲナーゼ、ヒアルロニダーゼで消化し、フィルターを通して未消化塊を除去し

て単細胞浮遊液を作成、核染色を含めたマルチカラー分析で尿細管上皮細胞の細胞周期の分布

を調査し、AKI モデル作成後の時間軸に沿って定量的に評価する。 



６）FACS（fluorescence-activated cell sorting）により細胞周期別に尿細管上皮細胞を回収

してｍRNA を抽出し、細胞周期別の遺伝子発現（CCN2、TGF-b1、Snail1、Fibronectin、Collagen 

Type I など）を検討する。 

７）同ｍRNA サンプルを用いてマイクロアレイにより発現遺伝子を網羅的に検討し、従来より線

維化促進性と呼ばれてきた形質を遺伝子レベルで解析する。 

 

４．研究成果 

 Fucci2aRマウスとgGT.Creマウスの交配により、尿細管上皮細胞が細胞周期に対応して異なる

蛍光を発するgGT.Cre;Fucci2aRTg/+マウス（G1/S期：mCherryによる蛍光、S/G2/M期：mVenusに

よる蛍光）を作出し、片側尿管を結紮する一側尿管閉塞（UUO）モデルと腎動脈を短時間クラン

プし開放する虚血・再灌流障害（IRI)モデルを作成し、短期から中・長期の腎組織病変におけ

る尿細管上皮細胞の細胞周期の変化を評価した。腎組織を透明化して観察したところ、両モデ

ルとも急性期（3日目）からmVenus陽性のG2/M期に休止した尿細管上皮細胞数が増加することが

明らかとなった。UUOモデル腎ではコントロール腎に比較して有意にmVenus陽性細胞数が多い状

態で推移していたが、IRIモデル腎では7日目にはコントロール腎と同等のレベルまでmVenus陽

性細胞数が減少していた。(図) 

 

 
図：IRIモデル急性期（3日）、亜急性期(7日)および慢性期（14日）の腎組織におけるmCherry

陽性細胞(赤) （G1/S期）とmVenus陽性細胞（緑）（S/G2/M期）の経時的推移 

 

UUOでは尿管閉塞という障害が遷延するため進行性腎線維化を呈する一方、IRIでは虚血性障

害は一過性であり治癒過程の線維化を呈することから、mVenus陽性細胞数の推移にモデル間で

差が認められたものと想定される。 

現在、免疫組織化学を用いて、mVenous 陽性細胞の線維化促進性形質の 3次元解析を進めてい

る。mVenous 陽性細胞の内の一部が細胞周期休止期マーカーである pHH3 と共陽性になることか

ら、線維化促進性形質を獲得している可能性のある G2/M 期休止細胞群は mVenous 陽性細胞の一

部である可能性が示唆された。 

各モデル 3日目の腎組織を酵素・超音波処理により単細胞化し、フローサイトメトリー法を用

いて mVenous 陽性細胞の単離を目指した。単細胞化のプロセスにおいて処理を十分に行うと生

細胞数減少とシグナル減弱を生じ、処理を軽く行うと単細胞数減少を生じ、いずれのプロトコー

ルでも mVenous 陽性細胞の回収率が低く、それ以降の標的遺伝子発現解析等の検討には進めな

かった。 
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