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研究成果の概要（和文）：ULK1ノックアウトマウスのCKDモデルでは、腎機能と腎線維化の悪化を認めた。病理
学的にもULK1ノックアウトCKDモデルマウスでは高度な尿細管障害と腎線維化を認めた。また、ULK1ノックアウ
トCKDモデルマウスの腎臓では、AMPKの活性化の低下とその下流の代謝シグナルであるβ酸化が低下し、AMP/ATP
比が上昇している（エネルギー不良状態）ことを確認した。また、腎機能が正常なコントロールULK1ノックアウ
トマウスでは、腎臓におけるAMPKの活性化とβ酸化に関与するシグナルが野生型マウスと比較して低下してお
り、ULK1の欠乏が腎臓におけるAMPK活性を抑制していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that AMPK and ULK1 activities were decreased in the kidneys 
of CKD mice. However, whether and how ULK1 is involved in the underlying mechanism of CKD 
exacerbation remains unknown. In this study, we investigated the ULK1 involvement in CKD, using ULK1
 knockout mice. The CKD model of Ulk1/ mice exhibited significantly exacerbated renal function and 
worsening renal fibrosis. In the kidneys of the CKD model of Ulk1/ mice, reduced AMPK and its 
downstream β-oxidation could be observed, leading to an energy deficit of increased AMP/ATP ratio. 
In addition, AMPK signaling in the kidney was reduced in control Ulk1/ mice with normal renal 
function compared to con- trol wild-type mice, suggesting that ULK1 deficiency suppressed AMPK 
activity in the kidney. This study is the first to present ULK1 as a novel therapeutic tar- get for 
CKD treatment, which regulates AMPK activity in the kidney.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 腎臓　慢性腎臓病　脂質代謝物　AMPK　エネルギー代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ULK1蛋白の欠乏がCKDモデルマウスの腎機能の増悪、腎線維化の悪化に繋がることを明らかにし
た。さらに、ULK1の欠乏はAMPKの活性を抑制し、β酸化の低下から腎組織内のエネルギー不全につながることを
示した。今回の発見は、CKDの進行と腎組織内のエネルギー恒常性維持におけるULK1の新しい役割を明らかにす
るものである。このことはULK1がCKD治療の新規ターゲットとなる可能性を示唆しており、意義深いものと考え
られた。

※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 
 
本邦の CKD患者数は 1330万人と推計され、CKDの新規治療開発は患者の QOLや医療費削
減 の点で非常に重要な課題である。しかし CKD の現行治療は保存的加療が中心であり、病態
に 直接アプローチする治療法の開発が求められている。 
PUFAは炎症の開始と収束の両者に重要であり、主にω6系脂肪酸の代謝物が炎症性、ω3系脂
肪酸の代謝 物が抗炎症性メディエーターとして機能することが知られている。通常、両者の適
切なバランスによって炎症が制御されているが、これが破綻すると炎症が遷延し、線維化などの
不適切な組織修復を惹起し心血管疾患などの慢性炎症を主体とした病態に関わってくる。生体
内には脂肪酸代謝酵素(COX、LOX、CYP など)の下流に数多くの脂質メディエーターが存在す
るが、近年リピドミクスと呼ばれる網羅解析により脂質メディエーターのプロファイルと個別
分子の同定が可能になった。CKDも慢性炎症を主な徴候とする病態であるが、 腎の炎症・線維
化への PUFA の関与については今まで不明であった。申請者はこれまでに CKD 腎臓では脂肪
酸代謝酵素 ALOX15 が増加しており、ALOX15 欠失マウスは CKD の腎障害 と線維化に抵抗
性であり、リピドミクスによってそのフェノタイプには PGD2 の増加が関与していることを明
らかにした(Clin Exp Nephrol. 2021)。このように特定の脂肪酸・脂肪酸 代謝酵素が CKDの治
療標的となり得ることから、PGD2 以外にも CKD の病態を修飾し得る脂肪酸を探索すること
が、CKDの新規治療標的につながると考える。 
また、近年、私たちの研究室はエネルギー恒常性を維持するキナーゼ蛋白である AMP-

activated protein kinase（AMPK）が、CKDにおいてはエネルギー不全状態を正常に感知でき
ず、結果として AMPK の活性が得られない事を発見した。この AMPK の活性低下は腎組織内
において更なるエネルギー不全状態を引き起こし、CKD の悪循環に繋がることも報告した。
AMPKの活性低下は、その下流シグナルである Acetyl-CoA carboxylase (ACC)の活性低下に関
わり、β酸化の低下から CKD の進行に関与することが近年報告されている。しかしながら、
AMPK はこの ACC の他に様々な下流シグナルの活性化にも関与しており、これらの下流シグ
ナル活性の低下と CKD進展の関係はいまだ不明な点が多い。私たちは、この AMPKと下流シ
グナルの関係性の解明が、CKDの新たなる治療戦略の開発に繋がることを期待した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ω3 系脂肪酸を生体内で多量に合成可能な遺伝子改変マウスの CKD モデルを作成
し、その腎組織における脂質 メディエーターのプロファイル変化を網羅的に解析することで、
CKDに関与する specificなω3系脂肪酸代謝物を同定し、 バイオマーカーや新規治療標的など
CKDの診断と治療へ応用可能な知見を得ていくことを目的とする。 
さらに、本研究では、この AMPKの下流シグナルとして知られるUnc-51-like kinase 1 （ULK1）
に注目をした。ULK1はオートファジーに関わる蛋白として知られ、AMPKによってリン酸化
を受けることで活性化されることが知られている。一方で、近年は逆に ULK1が AMPKをリン
酸化することで、AMPKの活性を制御することも分かってきている。私たちの研究室では、CKD
モデルマウスの腎臓において、この ULK1 の活性が低下していることを発見していたが、この
ULK1の活性低下と CKDの進行の関係性に関しては不明であった。そこで本研究では、ULK1
ノックアウトマウスを用いて、ULK1蛋白が CKDの進行に関与するかを明らかにすることも目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
脂肪酸代謝物研究については、CKD・fat-1 遺伝子の有無で 4 群のマウスを用意し、リピドミ
クスで腎の脂質メディエーターを網羅解析する。 
 また、AMPK研究においては、CKDモデルマウスの作成のため、6-8週齢時の雄の C57BL/6
マウスを用いて、麻酔下に左腎臓の 2/3を外科的に切除し摘出した。その 3週間後に麻酔下に右
腎臓を外科的に摘出し、右腎臓摘出から 4週間後のマウスを CKDモデルマウスとした（5/6腎
摘モデルマウス）。 
野生型およびULK1ノックアウトの健常群と CKD群から腎臓を摘出し、蛋白抽出を行った後、
ウェスタンブロッティングで腎臓内の蛋白発現量を評価した。また、同様に野生型および ULK1
ノックアウトの健常群と CKD群から摘出した腎臓から RNAを抽出し、逆転写を行い、得られ
た相補的 DNAを用いて、腎組織内の遺伝子転写量を評価した。また、腎組織内の AMP, ATPを
測定するため、AMP assay kit (Abcam)および AMERIC-ATP kit (Americ)を用いて、組織中の
AMPおよび ATPを抽出した。 



 
 
４．研究成果 
 
脂肪酸代謝物研究については、いずれが CKD の病態に深く関与しているかを解明するため腎
組織のリピドミクスを行った。CKD や fat-1 の存在に連動して興味深い挙動を示す脂質メディ
エーター分子を 5種類ほど同定しており、今後、さらなる研究を進めていく。 
 
AMPK研究に進捗があり、共著者としても論文報告があったので記載する（Genes Cells. 2023. 

28, 5-14.）。 
まず野生型マウスの健常腎とCKD腎のAMPK
および ULK1蛋白の発現量を評価したところ、
CKD腎では AMPKの発現・活性および、ULK1
の発現・活性が共に低下を認めた。ULK1蛋白
が CKD 増悪に関与するか評価を行うため、
ULK1ノックアウトマウスを用いて CKDモデ
ルマウスを作成したところ、ULK1ノックアウ
ト CKD マウスでは、血清クレアチニン値、尿
素窒素値の上昇を認めた（右図）。また、ULK1
ノックアウト CKD マウスでは、病理学的な高
度な腎線維化所見を認め、腎組織内のNGAL蛋
白（尿細管障害因子）発現の増加と、腎線維化遺伝子（Col1a、Col3a、Fn1）の転写量の増加を
認めた。次に、ULK1ノックアウト CKDモデルマウスの高度な腎障害とオートファジーの影響
を評価するため、腎組織内のオートファジー関連蛋白である LC3-Ⅰ/Ⅱ蛋白、SQSTM/p62蛋白
の評価を行った。ULK1ノックアウト CKD腎は、野生型 CKD腎と比較して、上記オートファ
ジー関連蛋白の有意な発現量の変化は認めず、腎障害へのオートファジーの影響は確認できな
かった。 
続いて、ULK1ノックアウト CKD腎における

AMPKの活性を評価すると、ULK1ノックアウ
ト CKD 腎では野生型 CKD 腎に比較して、高
度な AMPK 活性の低下を認め、同時に β 酸化
に関与する ACCの活性も低下を認めた。また、
ULK1 ノックアウト健常腎と野生型健常腎の
AMPKおよび ACCの活性を評価したところ、
ULK1 ノックアウト健常腎で有意に AMPK お
よび ACC活性が低下していたことから、ULK1
の欠乏が AMPK の活性低下の原因であること
が示唆された（右図）。一方で、ULK1ノックア
ウトと野生型マウスの腎組織内のエネルギー
状態（AMP/ATP比）を評価すると、ULK1ノ
ックアウト群で有意なエネルギー状態の悪化
（AMP/ATP比の増高）を認めた。AMPK の活性に関わる AMPK の上流キナーゼである liver 
kinase B1 (LKB1)のリン酸化は、ULK1ノックアウトと野生型マウスでは有意な差は認めなか
った。また AMPKの脱リン酸化に関与する protein phosphatase 2A（PP2A）および 2C（PP2C）
の発現は、ULK1 ノックアウトマウスでの上昇は認めなかった。AMPK の下流に位置し、β 酸
化に関わる代謝遺伝子（Pparα, Acox1, Cpt2）の転写量に関しても、ULK1ノックアウト CKD
腎で有意に低下を認めた。これらの結果、ULK1の欠乏は AMPKの活性低下と β酸化の低下を
引き起こし、エネルギー不全から CKDの増悪に繋がることがわかった。 
 
本研究の考察であるが、ULK1 蛋白の欠乏が CKDモデルマウスの腎機能の増悪、腎線維化の
悪化に繋がることを明らかにした。さらに、ULK1の欠乏は AMPKの活性を抑制し、β酸化の
低下から腎組織内のエネルギー不全につながることを示した。今回の発見は、CKDの進行と腎
組織内のエネルギー恒常性維持における ULK1の新しい役割を明らかにするものである。 
 ULK1はこれまで AMPKによってリン酸化を受けるキナーゼ蛋白として知られてきた。一方
で近年、反対にULK1が AMPKの活性を制御する報告がされており、本研究で発見した ULK1
ノックアウト腎における AMPK活性の低下は、このULK1による AMPK活性の制御機構の存
在を支持するものである。しかしながら、この ULK1による AMPKの制御機構に関してはまだ
不明な点が多い。 
AMPKの活性制御には主に３つの経路が関わることが知られており、1) AMPKの上流キナーゼ
である LKB1による制御、2) 脱リン酸化酵素である PP2Aおよび PP2Cによる AMPKの脱リ
ン酸化、3) AMPKの AMP/ATP比に対する反応、が関与することが分かっている。本研究では、
LKB1と PP2A/2Cに注目したが、このどちらも ULK1欠乏と AMPK活性低下への影響を認め
なかった。近年私たちの研究室では、CKDの腎臓では、AMPKが正常に AMPを感知できない



ことを報告した。本研究では、ULK1ノックアウト CKD腎における AMP/ATP比の増高を認め
たにも関わらず、ULK1ノックアウト CKD腎では AMPKの活性が低下していたことから、よ
り AMPKの AMP感知能が低下していることが予想された。これらの事実からULK1によって
AMPK の AMP 感知が制御されている可能性が考えられる。今後更なる研究による解明が期待
される。 
ULK1 はオートファジーに関わるシグナル蛋白として知られている。一方で、ULK1 欠乏によ
るオートファジーへの影響は組織によって異なることが分かっている。本研究では、腎組織にお
いては ULK1 欠乏によるオートファジーへの影響は認めず、ULK1 ノックアウト CKD 腎で認
めた高度な腎機能障害の進行へのオートファジーの影響は少ないと考えられた。 
 以上のことから、ULK1ノックアウト CKDモデルマウスでは、高度な腎機能障害と腎線維化
を認めた。また、ULK1 ノックアウト CKD モデルマウスの腎臓では、AMPK の活性低下とそ
の下流の β酸化の低下が観察され、ULK1ノックアウトマウスの CKD悪化は、AMPK活性の
低下によるエネルギー不足と、AMPK のエネルギー不足への感知不良が原因であることが示唆
された。本研究では、ULK1が腎臓で AMPK活性を調節していることを明らかにし、このこと
は ULK1が CKD治療の新規ターゲットとなる可能性を示唆する。 
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