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研究成果の概要（和文）： 
一側尿管完全閉塞解除モデルは水腎症による尿細管障害からの修復過程の解析を可能とするラ
ットモデルであり、尿路閉塞時における乳頭基部・血管束から尿路上皮を含む髄質への細胞応
答が観察できる。尿細管障害への修復再生に関連する“niches” となる可能性を想定した。こ
の基盤研究により、ＴＮＦは尿細管周囲に１型コラーゲンを優位に誘導し、いっぽう、新規ベ
ンゾイソフラノン低分子化合物はガレクチン－３、rBAT を発現する細胞増殖と血管新生を誘
導し、異なるマトリックス応答によって尿路閉塞による尿細管組織障害を軽減した可能性が示
唆された。新規ベンゾイソフラノン低分子化合物にはＴＧＦβ１による血管内皮細胞と尿細管
細胞への抗線維化作用にくわえ、ガレクチン－３と rBAT 分子の誘導による血管新生と抗アポ
トーシス作用をもち、従来のガンマラクトン誘導体よりも１０倍以上の力価をもつことから、
尿細管障害を主たる病変とする慢性移植腎機能障害への有効な治療薬となることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
Using animal model of unilateral ureteral, complete obstruction for 14 days with for six 
days observation after release, cellular infiltration and accumulation surrounding crossing 
points of bundle of descending varsa recta at the base of papillae, and propagating beneath 
depressed pelvic urothelial layer, was remarkably observed.  Those pathologic lesions of 
tissue responses were tentatively called as “niches” for repair or regeneration of injured 
tubules. To explore “niches”, beneficial treatment with recombinant rat TNF-alpha induced 
some proper matrix response with dominant type-1 collagen surrounding peritubular space. 
In contrast, treatment with novel benzoisofuranone induced another proper matrix 
response at “niches” with galectin-3 or rBAT positive cellular accumulation with 
angiogenesis and anti-apoptosis. The present studies suggested that ten times more potent 
benzoisofuranone compounds might be a candidate as promising medicine for intractable 
chronic renal allograft nephropathy 
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１．研究開始当初の背景 
 腎移植後の慢性移植腎機能障害が移植腎
の長期成績を妨げる原因と指摘され以来、２
０年を経過しようとするがまだ有効な予防
と治療方法は見つかっていない。慢性移植腎
機能障害は移植免疫反応に加えて虚血障害、
薬剤性腎障害、ウイルス感染などによる腎障
害が非移植免疫因子として加わるため病態
は複雑である。糖尿病性腎症や高血圧性腎硬
化症による慢性進行性腎障害の治療にＡＲ
Ｂ薬物療法がなされるが、腎障害進行をいく
らか遅らせる効果はみられるが根本的な治
療には至っていないし、現在使用されている
免疫抑制剤自身にも効果はない。 
 いま、慢性腎障害を積極的に修復再生する
方法は見つかっていないため新しい展望を
開く画期的な知見は得られていないが、いく
つかの試みはすでに始まっている。例えば、
ES 細胞から腎臓を創世することは当面困難
であることから、２００４年の Oliver らの論
文は、成体の腎乳頭組織に尿細管を修復再生
する細胞群が存在することを示唆した 
（JCI2004）。 
 本研究代表者も、あたらしいアプローチと
して新規ガンマラクトン  ( oxo-glutarate 
系) 化合物と interferon-gamma あるいは
TNF-alpha/-beta を併用投与する新しい治
療法によって、ラット急性腎障害モデル（一
側尿管閉塞解除モデルおよび急性ピュロマ
イシン投与ネフローゼモデル）において障害
を受けた腎臓の修復と回復がそれぞれの単
独療法よりも効果が得られるという知見を
得た。すなわち、新規ガンマラクトン ( オキ
ソグルタル酸系) 化合物には薬理効果として、
腎糸球体病変と腎尿細管病変を軽減修復す
る活性をもつ２種類の化合物、前者として＃
５ ２ ３ 
(2-Fluoro-5-oxotetrahydro-furane-2-carbox
ylate de benzyle )、後者として ＃１３７６ 
(1-Chloro-3-oxo-1,3-dihydroisobenzofurane
-1-carboxylate de benzyle ) が あ り 、
recombinant gamma-interferon と＃５２３
の併用により腎糸球体病変の修復活性を、そ
して、recombinant TNF-α/-βと＃１３７６
の併用により腎尿細管病変の修復活性がそ
れぞれ強力に導入されることを見いだした。 
  
２．研究の目的 
 そこで、一側尿管を完全閉塞し尿管・尿管
吻合による閉塞解除する水腎症からの尿細
管障害からの修復過程を解析することが可
能なラットモデルを用いて、腎固有の尿細管
障害からの修復再生機構を解明することを
目的とした。 

 あたらしい着眼点としては、第一には、ガ
ンマラクトン低分子化合物と新規ベンゾイ
ソフラノン低分子化合物、そして、サイトカ
インとしてラットリコンビナントＴＮＦ-α
をそれぞれ単独投与実験により腎機能と病
理学的解析をおこなうこと、第二に、細胞浸
潤・増殖、コラーゲン、および血管新生など
のマトリックス応答について免疫病理、形態
学的な検討、とくに、抗アポトーシス、血管
新生誘導を発揮し個体の発達に関わる糖鎖
結合蛋白のうちガレクチン－３と、細胞の生
存に不可欠な Heterodimeric amino acid 
transporter の う ち heavy chain 、
CD98/4F2hc/rBAT を発現する細胞集団の
動向に焦点をあてたことである。CD98 
(4F2hc)/rBAT がヒト末梢血単球のほかにヒ
トマクロファージ培養細胞株、THP-1 および 
U937 に 発 現 し て い る 。 ＃ ５ ２ ３ と
rIFN-gamma に よ り THP-1 に CD98 
(4F2hc)が、＃１３７６と rTNF-alpha/-beta 
により U937 に rBAT がそれぞれ選択的に
誘導される知見を得ており、新規化合物のス
クリーニング法にもつながる（前者は、腎糸
球体治療剤のスクリーニング方法 出願番
号：特願 2006-161569、後者は腎尿細管治療
剤のスクリーニング方法 出願番号：特願
2007-105067）。 
 そして、この基盤研究をとおし、成体にお
ける尿細管病変への修復再生機構のひとつ
として、乳頭部血管束から尿路上皮を含む髄
質が”niches”となり、ガレクチン－３、
rBAT を発現する細胞集団が誘導され、細胞
浸潤・増殖、１型コラーゲン、および血管新
生などのマトリックス応答が惹起され尿細
管障害の軽減と修復に関わる結果を得た。Ｔ
ＮＦと、従来よりも１０倍以上の強い生物活
性をもつガンマラクトン誘導体である新規
ベンゾイソフラノン化合物は異なるマトリ
ックス応答を惹起した。今後、腎移植後の慢
性移植腎機能障害に対する有効な治療法と
なりうることが示唆された。 
 



３．研究の方法 
方法－１）一側尿管を完全閉塞し尿管・尿管
吻合による閉塞解除する水腎症からの尿細
管障害からの修復過程を解析することが可
能なラットモデルを用いて、腎固有の尿細管
障害からの修復再生機構を腎機能の予後と
病理学的所見との関連を見出し、仮説を提唱
する。 
 SD ラット 12 週齢、雄を用い左尿管を腎下
極の高さで7-0ナイロン糸にて完全結紮し14
日間放置する。14 日目に閉塞部を切除し２６
G カフを尿管ステントとして尿管・尿管吻合
し閉塞を解除すると同時に対側右腎摘除す
る。閉塞解除後１週間観察し、ラットを犠死
し、左閉塞腎を得る。 
 実験群：投与量は、①＃１３７６群 
（30mg/kg/day、皮下注連日投与）、②＃ＮＫ
００７５群 (3mg/kg/day, 皮下注連日投与)、
③ ＃ ラ ッ ト リ コ ン ビ ナ ン ト (rat 
recombinant) rrＴＮＦ-α群(R&D 社、０．
４μg を腹腔内注射にて隔日投与)とし、④対
照群として低分子化合物は５％アラビアゴ
ム、rrＴＮＦ-αでは PBS を投与した。投与
期間は、結紮前の５日前から投与開始し、閉
塞期間１４日と解除後６日間とした。 
２）腎乳頭基部・血管束から髄質における病
理学的検討 
 図には正常なラット腎乳頭基部・血管束か
ら髄質を示す。 

３）閉塞解除腎への免疫病理に使用した抗体 
 図には、各実験群の代表的な腎乳頭基部・
血管束から髄質に、腎盂粘膜下に細胞の集積
が観察され、治療群の３群と対照群にあきら

かな細胞集積の違いが観察された。 
 ①E-cadherin (ab53033, abcom 社)、 
② Galectin-3:polyclonal antibody against 
whole rabbit galectin-3 cDNA (Teijin 
Pharma よりの供与) 
 ③Collagen-1 : Rabbit polyclonal (ab292, 
abcom 社) 
 ④PHA-E, biotinylated Phasolus Vulgaris 
Erythroagglutinin (B-1125, Vector Lab) 
 ⑤ rBAT : Rabbit polyclonal antibody 
against rBAT nucleotides (Dr Yoshikatsu 
Kanai より) 
 
４－１） ラット腎尿細管培養細胞株、
NRK52E へ の Epithelial-Mesenchymal 
Transition (ＥＭＴ)  
 ラット尿細管培養細胞株、NRK52 を継代
（passage）-４から継代-６にて使用した。
Lab-Tek II Chamber slide System (Nalge 
Nunc, IL) を用いて、最終 ５０ｎｇ／ｍＬ 
の濃度のヒトリコンビナントＴＧＦ－ベー
タ１（和光） を添加すると同時に、被検化
合物を培養後に対照が線維芽細胞様を示し

た時点で、Ｅ－カドヘリンの発現をウサギ抗
-カドヘリンポリクローナル抗体  (abcom 
53033)を用い４℃にて１８時間反応させ、二
次抗体として Alexa-Flour 488 にて染色し、
核を DAP1 にて染色し、共焦点レ－ザ－顕微
鏡（オリンパス）にて、細胞の性状とともに
Ｅ－カドヘリン染色性を測定した。 
４－２）ヒト皮膚真皮微小血管内非皮細胞  
（HDVEC）への Endothelial-Mesenchymal 
Transition ( Endo-MT)  
 ＥＭＴと同様の方法を用いた。至適なヒト
リコンビナントＴＧＦ－ベータ１の濃度に
て HDVEC (Cell Applications,Inc, San 
Dieg）を刺激し、α-Smooth Musle Actin 
(mouse monoclonal antibody ab7817 abcom, 
Cambridge) の発現の変化を評価した。＃Ｎ
Ｋ００７５の Endo-MT への効果は未検討で
あるが、＃１３７６は 100nM で Endo-MT
を阻害した。  
 
４．研究成果  
１）閉塞解除後の腎機能：④対照群の血漿ク



レアチニン値(mg/dl)では２．１７±０．２
１に比して、①＃１３７６群、１．３３±０．
０９、②＃ＮＫ００７５群、１．５９±０．
２４、③＃rrＴＮＦ-α群１．２１±０．１２
（うち１例は２．７６）、と治療群に腎機能
が温存されたが群間に差はなかった。 
２）閉塞腎乳頭基部・血管束に集積する細胞
群の解析結果 
①皮髄境界における細胞浸潤の程度：細胞浸
潤の程度は、実験群すべてにみるがとくに①
＃１３７６群と②＃ＮＫ００７５群が④対
照群と③＃rrＴＮＦ-α群に比べて優位でと
くに後者で著明であった。 

②尿細管のアポトーシス： 
 ４群間においては、皮髄境界での細胞浸潤
の所見と同様に、①＃１３７６群と②＃ＮＫ
００７５群にはアポトーシスの抑制がみら
れたが、③＃rrＴＮＦ-α群には④対照群と同
様の所見であった。 

③ＰＨＡ－Ｅ陽性による血管新生像 

４群間においては、皮髄境界での細胞浸潤
の所見と同様に、①＃１３７６群と②＃ＮＫ
００７５群には血管新生像が③＃rrＴＮＦ-
α群、④対照群と比べて優位な違いがみられ
た。 
④ガレクチン-３の染色性： 
 ４群間においては、皮髄境界での細胞浸潤、
アポトーシス、そして、血管新生像の所見と
同様に①＃１３７６群と②＃ＮＫ００７５
群においてガレクチン-３の発現が優位であ
った。③＃rrＴＮＦ-α群は④対照群よりも低
い発現であった。ガレクチン-３は血管新生
像、尿細管再生、単核球細胞、尿路移行上皮

に陽性であった。 
⑤ｒＢＡＴの染色性： 
 図には示していないが、①＃１３７６群に
③＃rrＴＮＦ-α群と④対照群と比して優位
な発現をみた。 
⑥１型コラーゲンの染色性：いっぽう、１型
コラーゲンは、③＃rrＴＮＦ-α群と④対照群
に優位でとくに、前者に優位であった。①＃
１３７６群はとくに弱く②＃ＮＫ００７５
群ではやや発現が増加した。 
⑦ Ｅ-カドヘリンを指標にした尿細管細胞
の修復再生： 
 閉塞腎乳頭基部・血管束に集積する細胞群
のなかに、Ｅ-カドヘリンを発現する修復再生
の小さなサイズの尿細管を同定できた。③＃
rrＴＮＦ-α群に優位に修復再生している尿
細管が存在した。 
 



 
３）解析のまとめと考察 
 今回の検討によって、尿管閉塞による水腎
症により障害をうけた腎病変として、乳頭基
部・血管束から髄質に、腎盂粘膜である尿路
移行上皮もふくめた細胞浸潤。血管新生、ガ
レクチンー３とｒＢＡＴ蛋白分子、１型コラ
ーゲンの応答が観察された。それらは、尿細
管細胞の障害に対するマトリックス応答と
解釈できる。 
 尿管閉塞による水腎症において観察され
る細胞集積、細胞浸潤の応答として、、腎盂
粘膜である尿路移行上皮、乳頭から集合管、
遠位尿細管の障害により産生されたサイト
カイン、ケモカインにより、descending versa 
recta を介して遊走集積したか、あるいは局
所の間質細胞の増殖応答によって乳頭基
部・血管束から髄質への浸潤細胞増殖したい
ずれかの可能性が考えられる。 

 治療群として、＃rrＴＮＦ-α群と、ガンマ
ラクトン低分子化合物＃１３７６およびそ
の誘導体であるベンゾイソフラノン低分子
化合物＃ＮＫ００７５群は、それぞれ異なる
マトリックス応答を示した。＃rrＴＮＦ-α群
では、１型コラーゲンの産生が尿細管周囲に
優位に発現しており、尿路閉塞による圧スト
レスに抗することで腎組織構造を維持し、結
果として、閉塞解除腎の機能温存をもたらし
たと解釈できる。いっぽう、しかし、ガンマ
ラクトン低分子化合物＃１３７６とベンゾ
イソフラノン低分子化合物＃ＮＫ００７５
群は、細胞増殖、ガレクチン-３、ｒＢＡＴ、
血管新生によって尿路閉塞による圧ストレ
スに抗し構造維持した可能性が考えられる。
さらに、ガレクチン-３分子は抗アポトーシス
作用と血管新生をもち、ｒＢＡＴは細胞の栄
養供給と生存を誘導し、長期的な観点でみる
と組織の機能温存がより期待される可能性
が推測された。 
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