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研究成果の概要（和文）： 

本研究では慢性腎臓病における脳心腎障害と methylglyoxal MG の関与を検討した。Dahl 食
塩感受性高血圧（DS）ラットに 1％MGを経口飲水投与すると高血圧と心腎障害が観察された。
次に高食塩を負荷した脳卒中易発症自然高血圧発症ラット(SHR-SP)での脳腎障害を検討した
ところ、脳と腎障害に関連がみられ血圧および酸化ストレスの関与している可能性が示唆され
た。腎髄質外層尿細管は管腔内 glucose 濃度の上昇により、ミトコンドリア活性酸素および過
酸化水素は増加し、Glyoxylase 1 過剰発現ラットではこの反応が抑制され、カルボニルストレ
スの関与が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Present study determined the mechanisms of cardiovascular renal injury in CKD and the 

role of MG. 1%MG in drinking water was administered to Dahl salt sensitive rats exhibited 

increase in blood pressure associated with cardiovascular -renal injury. Cerebrovascular 

renal injury was observed in high salt fed stroke-prone spontaneously hypertensive rats, 

which was associated with blood pressure and oxidative stress. Glucose induced 

mitochondrial oxidative stress was observed in the tubules of juxtamedullary nephron, 

which was inhibited in glyoxalase 1 trangenic rats, indicating that carbonyl stress is 

responsible for glucose mediated renal injury. 
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１．研究開始当初の背景 

生命の進化の過程において、かつては生命維
持に不可欠な構造や分子が、現代社会におい
ては逆に生命を脅かす存在になっているも
のがある。その代表例として、レニン・アン
ジオテンシン（RA）系、酸化ストレスや炎症
があげられる。現代は生活習慣病を基盤とし
た心血管病や腎臓病の克服が大きな課題と
なっており、特に、慢性腎臓病（CKD）は脳・
心血管病の強力なリスクであり、心腎連関と
して注目されている。しかし、その詳細は不
明である。我々は、生活習慣病と心腎連関の
機序には、進化の過程において生命維持に必
須であった生体の構造や機能が、現代社会の
環境下では逆に有害に作用していると仮設
を立てて、検討を重ねてきた。 

メチルグリオキサール（MG）は糖の非酵素
的分解によりできるアルデヒド化合物で、極
めて反応性が高く、AGE の産生や DNA 損傷
を引き起こす。また、MG は Angiopoietin な
どの遺伝子発現に影響を与え、糖尿病性網膜
症や腎症に重要や役割を果たすと考えられ
ている（Cell 124:258, 2006）。MG は進化の
過程において、クエン酸回路に関与し、生命
維持に重要な物質と推測されているが、現代
社会では逆に生体に有害な物質となってい
る。組織や血漿 MG 濃度は高血圧、糖尿病、
慢性腎臓病で高く、MG による臓器障害メカ
ニズムをカルボニルストレスと呼ばれ、盛ん
に研究されている。 

る。 

MG は極めて反応性が高く、その測定は必ず
しも容易ではないが、我々は、本学工学部と
の共同研究により MG の安定した測定法を
開発し、ヒトにおいて血漿 MG 濃度が腎機能
の低下とともに上昇すること、及び、心血管
病の独立した危険因子であることを報告し
た（Am J Nephrol, 2008）。また、MGはH2O2

と反応して全く新たなラジカルを発生させ
ること（Redox Rep. 2007）、MG と H2O2

の細胞傷害性には相乗的増強効果があるこ
となどを報告している（ Nephrol Dial 

Transplant, 2008）。生体において H2O2 は
細動脈の内皮細胞で産生される内皮細胞由
来過分極因子である（Shimokawa, J Mol 

Cell Cardiol, 2005）。糖尿病や腎不全におけ
る動脈病変の特徴は細動脈病変であり、MG

と H2O2 の相互作用が関連している可能性
がある。 

腎機能障害やアルブミン尿が心血管病のリ
スクであることは良く知られているが、その
機序の詳細は明らかでない。我々は、心血管
病と腎障害の共通の基盤として、太い動脈か
ら直接分枝し、高い圧力に曝され、かつ、緊
張度の高い細動脈が重要であると提唱して
いる（Strain Vessel Hypothesis: Hypertens 

Res 32; 115-121, 2009）。すなわち、穿通枝

に代表されるような Strain vessel は、食塩
摂取が困難であり、循環障害が起こり易い環
境下で、生命維持に重要な臓器の中でも特に
重要な部位の灌流を維持する為に必要なも
のである。しかし、逆に、高血圧などにより
障害を受け易いと考えられる。SHR-SP に食
塩を負荷すると、アルブミン尿の出現後１－
２週間で脳卒中を起こして死亡する。我々は、
アルブミン尿の程度と太い弓状動脈に近い
傍髄質糸球体病変及び穿通枝病変が相関す
ることを見出している。 

 

２．研究の目的 

我々は、MG を通常餌飼育の正常ラットに投
与しても異変は起こらないが、高塩食や高カ
ロリー食と同時に投与すると、高血圧が発症
し、心臓や腎臓に傷害が誘発されること、MG

がインスリン感受性を低下させること（グル
コースクランプ法による）などを見出した。
すなわち、食塩やエネルギー摂取が少ない環
境下では MG は有害物質ではないが、生活習
慣病では糖代謝の結果必然的に産生される
MG が臓器傷害の発症や進展に関与すると推
測できる。われわれは、MG は生活習慣病の
病態の増幅因子として特有な役割を果たし
ていると仮説を立てた。  

したがって本研究では脳心腎連関メカニズ
ムに対する、血圧と酸化/カルボニルストレス
の役割について検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験１：慢性腎臓病の病態に対する MGの役
割。 
Dahl 食塩感受性高血圧ラットに１％ＭＧ液
を経口飲水投与し 12週間（プロトコール１）
観察し、心腎障害を組織切片により検討した。
またプロトコール２では同様に4週間投与し、
一部のラットにはアンジオテンシンＩＩ受
容体拮抗薬を併用投与し、レニン・アンジオ
テンシン系の関与を検討した。酸化ストレス、
炎症およびカルボニルストレスをそれぞれ
8-OHdG、ED-1 およびカルボキシルエチルリジ
ン（CEL）の免疫染色で検討した。染色組織
は画像に取り込み、画像解析ソフトを用いて
染色領域を半定量解析した。また、皮質の
NADPH oxidase 活性を測定し、酸化ストレス
の指標とした。 
実験２：脳腎連関における Strain Vessel に
対する血圧と酸化ストレス、炎症の役割 
９週齢の脳卒中易発症自然高血圧発症ラッ
ト(SHR-SP)に高食塩を２週間負荷し、血圧、
アルブミン尿と脳腎組織について組織切片
の免疫染色により検討した。 
実験３：Strain Vessel 灌流領域尿細管に対
する糖負荷の影響 
Strain Vessel 灌流領域である腎髄質外層の
ヘンレのループ太い上行脚を用手単離し、ミ



 

 

トコンドリア酸化ストレス（活性酸素、過酸
化水素）反応性の蛍光色素で染色した後、蛍
光顕微鏡下のチャンバー内で培養し、細いガ
ラスピペットで管腔内を灌流した。灌流液の
糖濃度を 5mM から 25mM に増加した際のミト
コンドリア酸化ストレスをリアルタイムイ
メージング法で観察した。 
 
４．研究成果 
実験１: 
慢性腎臓病の病態に対する MGの役割。 
8週齢の Dahl 食塩感受性高血圧（DS）ラット
に 1％MGOを経口飲水投与し 12週間観察した
ところ、血圧が上昇するとともに尿蛋白が増
加し糸球体尿細管障害がみられ、腎内のカル
ボキシエチルリジン（CEL）と 8-OHdG は増加
した。また同時に心筋および心血管周囲の線
維化を認めた。アンジオテンシン II 受容体
拮抗薬であるカンデサルタンの投与により
MGOの投与によるDSラットの血圧上昇は有意
に抑制され、糸球体尿細管障害および心筋、
心血管周囲線維化は有意に抑制された。 
 
 
図１：プロトコール１、MG12 週間投与後の心
腎障害 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２：プロトコール２、ＭＧ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験２: 
９週齢の脳卒中易発症自然高血圧発症ラッ
ト(SHR-SP)に高食塩を２週間負荷した所、血
圧は食塩負荷により有意に上昇したが、図３
に示すようにニフェジピンの投与により、有
意に抑制された。この時、尿中のアルブミン
排泄量は食塩負荷により有意に増加したが、
ニフェジピンの投与により減少した（図３）。 
腎 Strain vessel 灌流領域の間質障害、傍髄
質糸球体障害もまた食塩負荷により有意に
増加したがニフェジピンの投与により減少
した。腎髄質外層では炎症や酸化ストレスに
関わる分子（osteopontin, MCP-1 および TGF-
β）が髄質外層に多く発現し（図４）、これ
はニフェジピンの投与により改善した。傍髄
質糸球体の strain vessel の肥厚はニフェジ
ピンの投与により改善し（図５）、このラッ
トにおいて脳卒中は有意に減少していた（図
６）。 
 

 



 

 

図３：血圧（Ａ）とアルブミン尿（Ｂ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：酸化ストレス、炎症関連分子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：Strain Vessel の肥厚  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６:脳卒中の割合 
 
 
 
 
 

実験３：Strain Vessel 灌流領域尿細管に対
する糖負荷の影響 
単離灌流尿細管に 25mM glucose を投与する
と時間依存性にミトコンドリア活性酸素お
よび過酸化水素の増加が観察された（図７、
８）。 
この反応は rotenone により抑制され、電子
伝達系の関与が示唆された（図７、８）。 
一方、同様に ouabain でも抑制され、
NaK-ATPase の関与が考えられた。またカルボ
ニルストレスの関与を検討するために、まず
ピリドキサミンに対する効果を検討した所
活性酸素、過酸化水素とも有意に抑制され、
カルボニルストレスの関与が示された。 
さらに、カルボニルストレスの関与を確認す
するために、グリオキサレースの過剰発現ラ
ットで高濃度glucoseに対するミトコンドリ
ア酸化ストレスを検討した所、活性酸素、過
酸化水素ともに抑制されていた（図９、図１
０）。 
 
図７：高濃度 glucose に対するミトコンドリ
ア活性酸素の反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８：高濃度 glucose に対するミトコンドリ
ア過酸化水素の反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９：高濃度 glucose 誘導性ミトコンドリア
活性酸素に対するカルボニルストレスの役
割（GLO-1 過剰発現ラットでの検討） 
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図１０：高濃度 glucose 誘導性ミトコンドリ
ア過酸化水素に対するカルボニルストレス
の役割（GLO-1 過剰発現ラットでの検討） 
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