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研究成果の概要（和文）：腎臓病は腎内微小血行動態変化と非血行動態変化（炎症、線維化）により発症し、進
展する。血行動態・非血行動態変化には相互連関が存在し、内皮障害はこの連関において中核的な役割を果たす
ことを明らかにした。内皮障害を起点として、糸球体、尿細管間質領域ともに、内皮/上皮病態連関が形成さ
れ、Keap-1/Nrf-2経路（酸化ストレス応答機序）、NLRP3-inflammasome経路（慢性炎症）、Wnt/β-catenin経路
（線維化）を介して、微小血行動態変化、慢性炎症、線維化が輻輳して病態が形成され進行することを示した。
これらシグナル伝達経路が治療標的となり得ることを証明した。

研究成果の概要（英文）：1) Glomerular hemodynamic regulation mechanism by Keap-1/Nrf-2 pathway: We 
found that Keap-1/Nrf-2 pathway plays an important role in GFR regulation.Furthermore, Keap1/Nrf2 
activation suppresses mitochondrial ROS production and inhibits tubular damage.We showed that the 
endothelial NO/sGC/PKG signaling pathway inhibitory regulates the Wnt/β-catenin pathway and that 
disruption of this pathway promotes renal interstitial fibrosis.3) We demonstrated that sGC 
activation inhibits renal fibrosis.4) Endothelial injury, ROS/NO imbalance, and 
endothelial/epithelial pathology We tested the efficacy of Keap1/Nrf2, eNOS/NO/sGC/PKG, 
NLRP3-inflammasome, and Wnt/βcatenin pathways as therapeutic targets by using inhibitors and 
activators Keap1/Nrf2 activator (RTA dh404), sGC activator (BAY 63-2521), PDE inhibitor, and Wnt/β
catenin inhibitor. Contributed to the development of a theoretical basis for renoprotective effects.

研究分野： 腎臓学

キーワード： 慢性腎臓病　内皮障害　血行動態変化　酸化ストレス　線維化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの研究者の尽力により、腎臓病が腎内微小血行動態変化と非血行動態変化（炎症、線維化）により発症し、
進展することが明らかとなった。しかしながら両者の関連の包括的な理解の獲得は不十分であった。生体におけ
る血行動態解析技術の開発と同時に炎症、線維化の分子機序解明に取り組んだ。本邦では過去50年以上にわたっ
て腎不全患者は増加の一途を辿った。毎年約40000人が新規に透析導入になっている。腎臓病の重症化を抑制し
うる有効な方法論の確立は喫緊の課題である。RAS阻害薬、SGLT2阻害薬など複数の薬剤開発はあるものの、依然
として残余リスクは大きい。病態解明の精緻化、治療法開発努力を継続する必要がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病、高血圧、加齢等が CKD の主たる原因であり、共通して内皮機能障害を伴う。内皮障

害は心血管病（CVD）の共通病態でもあり、心腎連関の基盤となる。 
CKD の病態に内皮障害が関わることが想定されながら、研究技術上の障壁が存在し解明が遅

れていた。私共は新規研究技術を開発しこれを克服してきた。その結果、内皮障害が CKD の発
症と進展に関与し、活性酸素種（ROS）と一酸化窒素（NO）及び両者の不均衡（ROS/NO 不均
衡）が病態形成のメディエーターとなり、「炎症」、「線維化」が惹起されることを解明した。内
皮と上皮は近接して存在し、機能連関（内皮/上皮連関）が存在する。糸球体・尿細管共に上皮が
VEGF 等を産生し、内皮の維持に必須の役割を果たす。内皮障害が上皮障害を惹起する「内皮/
上皮病態連関」の存在も明らかにした。  

CKD の２大共通機序である微小血行動態変化と非血行動態変化（炎症、線維化）の連関機序
の解明と包括的な理解の深化が必要であると考えるに至った。私共は年余にわたり生体におけ
る血行動態解析技術（in vivo imaging 法）の開発・洗練と同時に炎症、線維化の分子機序解明
に取り組んで来た。CKD の 2 大病態である血行動態変化、非血行動態変化の相互連関と包括的
理解の深化に取り組む機は熟したと考えた。 
 
２．研究の目的 

内皮障害がいかなる機序で、腎障害の2大基盤病態である血行動態変化と非血行動態変化（炎症、
線維化）を惹起し、CKD発症と重症化に関与するのかを解明することを目的とする。以下に取り
組む。「腎臓病の発症、進展の共通機序である微小血行動態変化と非血行動態変化（炎症、線維
化）には相互連関機序が存在し、内皮障害は中核的な役割を果たす。連関機序の時空間的な包括
的理解の深化が腎臓病の有効な治療法開発につながる。」以上が核心的「問い」である。 
1) 内皮障害と血行動態変化との関連を Keap-1/Nrf-2 経路に焦点をあてて解析する。Keap-1/Nrf-

2 経路による GFR 調節、同経路活性化による腎保護機序を解明する。 
2）内皮/上皮病態連関の分子機序解明  
  内皮障害（ROS/NO不均衡）が起点となり、いかにして炎症、線維化が惹起されるのか。 

以下の仮説を検証する。 
①正常内皮機能(eNOS/NO/sGC/PKG経路)はNLRP3-inflammasome経路（慢性炎症）、Wnt/β-

catenin経路（線維化）を負に制御している。 
②内皮機能障害によりこのブレーキが解除され、ROS/NO不均衡がメディエーターとして働き、炎

症が惹起・増幅される（内皮/上皮病態連関）。 
③糸球体障害（ポドサイト障害）、尿細管間質障害の両者に内皮/上皮病態連関が関係することを
明らかにする。  

3）内皮障害、ROS/NO 不均衡、内皮/上皮病態連関の改善を介した治療戦略を構築する。 
 
３．研究の方法 
1）Keap-1/Nrf-2経路によるGFR・糸球体血行動態調節機序、腎保護機序の解明 

Nrf2は定常状態ではKeap1に補足され、ユビキチン-プロテアソーム経路で分解制御される。
ROS暴露によりNrf2は核内移行し、抗酸化酵素群の発現を包括的に誘導する。 
私共の探索研究により、予想外であったが、Keap-1/Nrf-2経路がGFR制御に重要な役割を果た

すことが判明した。単一ネフロンGFR測定系でKeap1 Knockdown（Nrf2活性化モデル）マウスの
GFRが上昇することを初めて発見した。 

GFRは、糸球体内外の静水圧/膠質浸透圧差、濾過係数Kf値により規定される。 
                           GFR = Kf [(PG－PB)－(πG－πB)] 
予備検討ではNrf2活性化で輸入/輸出細動脈、糸球体内圧は変化しないことが示され、Kf値変

化の関与が示唆された。 
Keap1/Nrf2経路がGFRを制御するメカニズムを解明する。 

(1)生体動物における正確なGFR測定系の確立：3つの方法を開発し活用する。①２光子レーザー
顕微鏡を用いたin vivo imaging法によるsingle nephron GFR(snGFR)測定（Circulation 2019, 
Kidokoro K, Kashihara N）：イヌリン様蛍光物質（Lucifer yellow :LY）を頸動脈より投与し、
濾過LYの尿細管腔内流量を測定。②経皮的GFR測定:FITC-sinistrinを投与し、経皮的に体内か
らの消失速度を計測 (Transdermal GFR Monitor)。③イヌリンクアランス計測 

(2)Keap1/Nrf2によるGFR制御、糸球体血行動態変化の解析 
Nrf2-KO、Keap1-KD、また各マウスにRTA dh404（Nrf活性化剤、Reata社提供）投与後の
GFR変化を計測する。In vivo imaging法により輸出・輸入細動脈、糸球体体積変化を解析す
る。 

(3)濾過係数Kf、有効濾過面積、糸球体構成細胞の収縮・弛緩の解析  
(4)Keap1/Nrf2経路によるポドサイトCaチャネルTRPC6の活性制御 

TRPC6はポドサイトに豊富に存在する。TRPC6-TG,上皮特異的KO (Podocin-Cre×TRPC6 flox）



を用いる。Caセンサーとして、GCaMP TGを用いる。GCaMPはGFP、カルモジュリン等を結
合させたカルシウムセンサーである。上皮特異的Pod-GCaMP TGを用いる。  

(5)Keap1/Nrf2活性化による腎保護機序の解析 
Keap1/Nrf2経路は抗酸化応答のmaster regulatorであり、ROS/NO不均衡改善を介して、腎保護
効果を発揮することが想定される。私共はミトコンドリア障害が腎障害進展に関与すること
を示してきた（PNAS 2007, Kidney Int 2013, PNAS 2014, FASEB J 2015）。Keap1/Nrf2活性化によ
りミトコンドリアROS産生抑制、また浸潤マクロファージの分化調節を介して尿細管障害を
抑制することを示した（FASEB 2019, Sci Rep 2017） 

2）内皮/上皮病態連関の分子機序解明   
内皮障害が起点となり、ROS/NO不均衡がメディエーターとして働き、炎症が惹起・増幅される。以
下の仮説を検証した。 

●正常内皮機能は、eNOS/NO/sGC/PKG経路を介して、NLRP3-inflammasome経路（慢性炎症）、
Wnt/β-catenin経路（線維化）を負に制御している。 

●内皮機能障害によりこのブレーキが解除され、両経路活性化を介して、炎症と線維化が増幅する
（内皮/上皮病態連関） 

●糸球体障害（ポドサイト障害）、尿細管間質障害
の両者に内皮/上皮病態連関が関係する。  

NOはsoluble guanylate cyclase (sGC)を活性化し、
cGMPを産生しPKGを活性化、多彩な生理機能を
発揮する。 eNOS/NO/sGC/PKG経路とNLRP3-
inflammasome経路、Wnt/β-catenin経路とのクロ
ストークの存在が示されている。 

 
(1)モデル動物：糖尿病(AKITA、STZ)及びICGNネ

フローゼ、片側尿管結紮モデル（UUO） 
(2)上皮特異的 Inflammasome活性化の検出： 

ASC-Citrine fusion遺伝子floxマウスを使用す
る。Inflammasome活性化（ASC重合化）を
mCitrineの蛍光で検出可能となる。Podocine-
Creマウスと交配(Pod-ASC-Citrine)し、糸球体上皮のInflammasome活性化が検出できる。Npt2-
Creと交配(Npt2-ASC-Citrine)し近位尿細管のInflammasome活性化を検出する。Pod-ASC-Citrine、
Npt2-ASC-Citrineともに作出済みである。 

(3)糖尿病、ネフローゼモデルにおけるInflammasome活性化動態のin vivo解析 
Pod-ASC-Citrineに糖尿病モデル（AKITAと交配、STZ投与）を作成し、in vivo imaging技術で、
糸球体上皮のInflammasome活性化の動態を解析する。 
 

(4)内皮/上皮病態連関、内皮障害による上皮のInflammasome活性化動態の解析 
内皮特異的NADPH oxidase（tie2-NOX2 TG）マウスに糖尿病モデルを作成し、内皮に酸化スト
レスを負荷したところ、アルブミン尿出現前の早期から、内皮障害だけでなく上皮障害（内皮
/上皮病態連関）を認めた（Lab Invest2016）。Pod-ASC-Citrine-AKITAマウスとtie2-NOX2 TGを
交配し、ポドサイトにおけるInflammasome活性化を指標として解析する。 
 

(5)尿細管間質病変における内皮障害、内皮/上皮病態連関の役割の解析 
Npt2-ASC-CitrineマウスにUUOを作成し、Inflammasome活性化動態を解析する。 

■内皮障害によるWnt/βcatenin活性化   
NOはsGCを活性化しcGMPを産生しPKGを活性化する。PKGがGSK3βと同様にβ-cateninをリ

ン酸化する。正常内皮機能はWnt/β-catenin経路を抑制的に制御しており、内皮障害によるNO不
足により線維化進行が予想される（NOがブレーキとして機能する）。 

内皮NO/sGC/PKGシグナル伝達経路がWnt/β-catenin経路を抑制的に制御しており、本経路の
破綻が腎間質線維化を促進することを明らかにする。 
(1)モデル動物：eNOS-KO に腎線維化（一側尿管結紮（UUO）、加齢、急性腎障害）作成  
(2)eNOS-NO 経路破綻による腎線維化メカニズムの解明と Wnt-βcatenin との連関機序解明 

Wnt/β-catenin経路活性化の部位を検討するため、空間的網羅的遺伝子解析（Visium解析）を行
う。各部位における網羅的遺伝子発現変化トランスクリプトミクス解析が可能である。予備
的解析により線維化出現前にWnt/β-catenin関連遺伝子の発現上昇を認めている。 

(3)内皮NO/sGC/PKGシグナル経路とWnt/β-catenin経路の連関機序解明 
eNOS-KOマウスにUUOモデルを作成し、線維化増悪の有無を検討する。Wnt経路活性化を
BAT-LacZ(β-catenin結合配列promoter下でLacZ遺伝子発現)マウスを用いて解析する。sGC刺激
薬（BAY 63-2521)をeNOS-KO/UUOに投与し、線維化改善作用をみる。 
sGC活性化とWnt/β-catenin経路のクロストークを解析する。 
 

(4)sGC活性化による腎線維化抑制作用の検討 
近位尿細管特異的sGC-KOマウスを作出する。SLC34A1-cre(近位尿細管特異的)は共同研究者



(岸誠司)より提供されている。sGC flox miceは作成済みであり、両マウスを交配し、タモキシ
フェン投与により時間空間特異的にsGCを抑制可能である。虚血再灌流後やUUO作成後にタ
モキシフェン投与し、近位尿細管特異的sGC抑制の効果を評価する。 
 

3）内皮障害、ROS/NO 不均衡、内皮/上皮病態連関の改善を目標とした治療戦略を構築する。 
1),2),3)研究により、Keap1/Nrf2、eNOS/NO/sGC/PKG、NLRP3-inflammasome、Wnt/βcatenin経

路について、阻害薬、活性化薬を用いて、治療標的としての有効性を検証する。Keap1/Nrf2活
性化薬(RTA dh404)、sGC活性化薬(BAY 63-2521)、PDE阻害薬、Wnt/βcatenin阻害薬等である。
今後の薬剤開発においてProof of concept（POC）を提供する。一部はすでに治験が開始されて
おり、腎保護効果の理論的根拠の構築に貢献可能となる。 

 
４．研究成果 
1．Keap1-Nrf2 経路による GFR の制御 
Nrｆ2 系活性化は、糸球体内圧を大幅に上昇させることなく GFR を増加させることを発見し

た。Nrf 経路は、糸球体細胞のカルシウム動態と収縮性を調節することにより、濾過面積の変化
を通じて GFR を調節することを明かにした。 
薬理学的および遺伝的 Keap1 - Nrf2 活性化（Keap1 knock down）は、腎血流量、糸球体容積、

および GFR を増加させたが、輸入細動脈／輸出細動脈の直径比や糸球体透過性は変化させなか
った。 活性酸素種は TRPC チャネルを介してポドサイトへのカルシウム流入を促進した。これ
は、Keap1-Nrf2 活性化と TRPC 阻害によって抑制された。 Keap1-Nrf2 経路は、糸球体細胞、
特にポドサイトにおいて、酸化還元感受性の細胞内カルシウムシグナル伝達と TRPC 活性を介
した細胞収縮性を調節することにより、限外濾過の変化を通じて GFR を調節することが明かに
なった。 
Kidney360. 2023 Oct 1;4(10):1454-1466. doi: 10.34067/KID.0000000000000171. Epub 2023 
Jun 2 
 

2．内皮機能障害と炎症、腎老化 
加齢とともに GFR が低下し、高齢者で CKD 有病率が上昇することは周知の事実である。内皮一

酸化窒素合成酵素 (eNOS) から生成される一酸化窒素 NO が、加齢腎の病態形成に果たす役割を
解析した。 
老化腎臓における内皮機能不全と eNOS-NO 経路の欠如の役割を解明するために、eNOS および 
ASC 欠損マウスを使用し、C57B/6 J マウス (野生型 (WT))、eNOS ノックアウト (eNOS KO)、お
よび ASC ノックアウト (ASC KO) マウスを
使用した。次に、eNOS KO マウスと ASC KO マ
ウスを交配することにより、eNOS/ASCダブル
ノックアウト（eNOS/ASC DKO）マウスを作成
した。これらのマウスは生後 17 ～ 19 か
月で解析した。マッソン陽性領域およびKIM-
1 陽性領域は、WT マウスと比較して eNOS KO
マウスで増加したが、eNOS/ASC DKO マウス
では増加しなかった。ミトコンドリア呼吸鎖
機能を評価するために CCX 生体染色で解析
した。COX 陽性領域は、WT および eNOS/ASC 
DKO マウスと比較して、eNOS KO マウスで有
意に減少した。浸潤マクロファージにおいて
インフラマソームが活性化されているかど
うかを調べるために、IL-18 と F4/80 の二
重染色を実行した。 IL-18 と F4/80 は尿細
管間質領域に共局在することが判明した。 
インフラマソームは、老化した腎臓の炎症

において重要な役割を果たす。さらに、イン
フラマソームの活性化は、ミトコンドリアの
機能不全を介して細胞の老化を促進する可
能性がある。調節機構としての内皮機能の重
要性は、内皮機能の保護が潜在的な治療標的である可能性を示唆している。 
 
3．炎症（インフラマソーム活性化）と繊維化の関係の検討 
腹膜透析の合併症である腹膜炎はさまざまな刺激によって引き起こされる慢性炎症である。 

PD 液への曝露により、腹膜マクロファージの表現型が変化することを見いだした。まず、イン
フラマソームの活性化が腹膜炎を発症・増悪させるかを調べた。 
腹膜線維症のマウスモデルにおいて、NLRP3 インフラマソーム成分の発現増加、カスパーゼ-1

活性、およびそれに伴う IL-1βおよび IL-18 の過剰産生が観察された。 ASC 陽性細胞と F4/80 
陽性細胞は腹膜下中皮細胞層に共局在していた。これらのマクロファージは高い CD44 レベル



を発現し、CD44 陽性マクロファージが腹膜悪化の進行に寄与していることを示した。  
さらに、in vivo imaging 法を活用し、循環 CD44 陽性

白血球が腹膜線維症に寄与することが示された。  
さらに ASC 欠損マウスへの骨髄移植はインフラマソー

ム活性化を抑制し、それにより腹膜線維症を軽減した。
我々の結果は、CD44 陽性マクロファージにおけるインフ
ラマソームの活性化が腹膜線維症の発症に関与すること
を示した。したがって、インフラマソーム由来の炎症促進
性サイトカインは、被膜性腹膜硬化症の発症に対する新し
いバイオマーカーとして機能する可能性も示された。 
FASEB J. 2023 Sep;37(9):e23129. doi: 
10.1096/fj.202201777RRR. 
 
4．急性腎障害と腎うっ血の関係解明 
心不全は腎不全を伴うことが多く、これらの臓器不全が

併発すると心不全患者の死亡率が悪化する。最近の臨床観
察により、心不全患者では心拍出量の低下ではなく、腎静
脈圧の上昇が腎機能の低下を引き起こすことが明らかな
っている。しかし、病態生理学は不明である。腎臓のうっ
血と NF-κB シグナル伝達の上方制御による尿細管周囲毛細血管の血流速度の低下が、相乗的に
急性腎障害 AKI を悪化させることを発見した。腎臓静脈間の下大静脈の収縮による片側腎うっ
血を有する新規マウスモデルを作成した。生体内画像では、うっ血腎臓における尿細管周囲毛細
血管の顕著な拡張と腎臓血流速度の低下が強調された。虚血再灌流損傷後の損傷はうっ血性腎
臓で悪化し、損傷後の急性期に尿細管周囲毛細血管内の多形核白血球の蓄積が認められた。 
同様の結果が in vitro でも得られ、活性化内皮細胞への多形核白血球の接着は流速依存的に

減少したが、NF-κB シグナル伝達の阻害によってキャンセルされた。腎うっ血と虚血再灌流損
傷の両方を負ったマウスの NF-κB を薬理学的に阻害すると、多形核白血球の蓄積とその後の腎
損傷の悪化が改善した。AKI 悪化における NF-κB シグナル伝達の活性化に伴う血流速度の低下
の重要性を証明した。したがって、NF-κB シグナル伝達の阻害は、腎静脈圧の上昇を伴う心不
全と腎不全の間の悪循環の治療候補となる可能性がある。 
Kidney Int. 2022 Mar;101(3):551-562. doi: 10.1016/j.kint.2021.11.015. Epub 2021 Nov 
27. 
 
5．酸化ストレスとレドックシグナルの CKD 病態形成における役割 
慢性腎臓病(CKD)は公衆衛生上の大きな関心事であり、その発症機序と潜在的な治療標的を同

定する必要性が強調されている。活性酸素種（ROS）は酸素分子の誘導体であり、好気的代謝の
過程で生成され、酸化還元状態に支配される様々な細胞機能に関与している。低レベルの活性酸
素は、細胞内シグナル伝達、代謝、免疫応答、低酸素応答、転写制御など、多様なプロセスに必
要である。しかし、過剰な活性酸素は病的であり、慢性疾患の発症と進行に寄与する。活性酸素
レベルの上昇が CKD の発症と
進行に関連するという証拠が
あるにもかかわらず、活性酸
素を除去するための低分子抗
酸化剤の使用は、疾患の進行
を予防したり遅らせたりする
ことに成功していない。最近
の進歩により、酸化還元シグ
ナル伝達経路における特定の
活性酸素とその標的との分子
間相互作用の評価が可能にな
った。今後、このような研究
は、特定の活性酸素を介する
シグナル伝達経路を選択的に
制御できる高度な治療法の開
発に道を開くかもしれない。 
 我々のこの領域における研
究成果をReviewとしてとりま
とめ発表した。 
Nature Reviews Nephrology 
volume 20, pages101–119 (2023) 
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