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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病では、蛋白尿に伴う近位尿細管細胞酸化ストレス障害より
間質線維化が生じると考えられている。腎内に生理的に生じる酸性環境は、生理的状態では問
題ないが、慢性腎臓病下では、蛋白尿に伴う近位尿細管細胞の酸化ストレスを、Pyk2 を介した
NAD(P)H oxidase 活性化を通じて増強すると考えられた。重炭酸イオンによる尿細管管腔内ア
ルカリ化は、酸化ストレスの抑制を介して CKD の進展を抑制する可能性がある。 
 

研究成果の概要（英文）：Renal interstitial fibrosis on chronic kidney disease, CKD is 
derived from reactive oxygen species owing in proximal tubular cells stimulated by 
proteinuria. Acid circumstance in physiologicaly tubular lumen is not harmful in the 
kidney, however, the condition increases ROS generated by NAD(P)H oxidase via activation 
of Pyk2 in CKD with proteinuria.  Intraluminal alkalinization with bicabonate is possible 
to prevent progression of CKD by inhibition of intrarenal ROS generation. 
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１．研究開始当初の背景 

 慢性腎臓病は、成人の約８人に１人が罹患
し、その進行に伴い心血管病死が増加、末期
腎不全に至れば透析療法をはじめとした腎
代替療法が必要となることから昨今、注目を
浴びている。本疾患の進行を抑制することで、
これら合併症を防ぐことが重要であるが、従
来の治療法のみではいまだ達成できておら
ず、新規の慢性腎臓病治療法を開発すること
が急務となっている。 

 慢性腎臓病の原因は多岐に渡るが、尿細管
間質傷害を共通の進行機序として進行する。
尿細管間質傷害を起こす重要な原因として、
蛋白尿とくに脂肪酸結合アルブミンが近位
尿細管で再吸収を受ける際に生じる酸化ス
トレスが重要であることがわかってきた。 
 ここで、私が着目したのが、腎臓は体液の
恒常性を保つために複雑な構造を持ち、その
結果、自らを犠牲にするかのごとくに腎内が
劣悪な環境に生理的にさらされている点で
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ある。特に、体液の酸塩基平衡の維持におい
ては、酸血症を認めない生理的な状態におい
ても腎近位尿細管が、重炭酸イオンを再吸収
する結果、尿細管管腔内は pH6.4 前後の著明
な酸性環境に曝され、尿細管細胞内も酸性化
されている。さらに、近位尿細管細胞内に存
在する pH センサー分子、proline rich 
tyrosine kinase2 (Pyk2)は、活性酸素種産
生のメディエーターとして注目を受けてい
る。これらの事実より、この腎内酸性環境が
脂肪酸結合アルブミンによる活性酸素（O2・
—）産生を増悪させるのではないか、そして
この酸性環境をアルカリ化することで酸化
ストレスの蓄積が抑制できるのではないか
という仮説を考えた。本研究では in vitro
および in vivoの蛋白過剰負荷モデル系を用
いて酸性環境が酸化ストレス蓄積に及ぼす
影響について検討を行った。 
 

２．研究の目的 

尿中アルブミン排泄は、慢性腎臓病の有無を
推定するための有用な指標である。近年、ア
ルブミン尿が全身血管の内皮障害を反映す
ることが示されてきた。しかしながら、逆に
『アルブミン尿、すなわち大量のアルブミン
が尿細管内を灌流している状態が、腎障害を
進行させる』という病因になっている可能性
は無いのだろうか?アルブミン尿が腎臓病の
単なる結果にすぎないのか、悪化因子である
のかは、未だ不明である。このアルブミン尿
による腎障害機序が明確にするために、申請
者は、アルブミン尿による尿細管障害の発生
機序に、(糸球体を濾過された)原尿の pH が
尿細管腔を通過していく間に劇的に低下す
る腎臓特異的な生理現象の関与に着眼した。
糸球体櫨過時、原尿の pH は血清と同じ(pH 
7 .4 付近)であるが、尿細管を通過していく
間に、酸性老廃物が排出され、尿排出時のpH 
は通常 5.5-7.0 にまで低下する。アシドーシ
スの病態下では、尿 pH は 5.5 以下にまで低
下する。このような酸性化された尿細管液が、
腎内に存在しでも大丈夫なのかどうか、その
生理的・病態的意義は未だよく分かっていな
い。そこで、申請者は、尿細管内において、
尿の酸性化がアルブミン尿による酸化スト
レス産生を増加させ、腎障害を進行させるこ
とを仮説にその機序を明らかにし、新規の腎
臓病治療戦略を開発することを目的とする。 
 

３．研究の方法 

in vitro 実験 
(1) ヒト尿細管由来培養細胞株（HK-2 細胞）
に脂肪酸結合アルブミン、特に慢性腎臓病患
者尿中で最多であるオレイン酸結合アルブ
ミン OA-Alb を投与し、その際に生じる活性
酸素 O2・—産生を、O2・—感受性蛍光色素
Dihydroethidium を用いて蛍光顕微鏡下で

real time に測定した。 
(2) Pyk2 の siRNA で HK-2 細胞の Pyk2 発現
をノックダウンし、OA-Alb を投与し、その際
に生じる活性酸素 O2・—産生を、real time
に測定した。 

 
in vivo 実験 
(3) 蛋白尿による尿細管間質傷害モデルで
あるマウス蛋白過剰負荷モデル（マウス腹腔
内に脂肪酸結合アルブミンを投与、近位尿細
管細胞に蛋白が負荷され尿細管間質傷害が
生じる）の作成。マウス蛋白過剰負荷モデル
で OA-Alb 投与６週目に、Flow cytotometry
にて、CD13 陽性 CD45 陰性の近位尿細管細胞
にどれくらいの細胞内活性酸素種（DCF 染色）
が蓄積するかを観察した。 
(4) 免疫組織染色にて DNAの酸化傷害を示
す 8-OHdG を検出した。 

４．研究成果 
in vitro 実験 
(1) OA-Alb 刺激にてHK-2 細胞内に O2・—産
生が増加し、本産生は pH 依存性を示し酸性
環境下で著明に上昇した。 



 蛋白尿による酸化ストレス蓄積への酸性
環境の影響（in vitro 蛋白過剰負荷モデル）
OA-Alb 刺激による HK-2 細胞内の酸化ストレ
ス （ 活 性 酸 素 感 受 性 蛍 光 色 素
Dihydroethidium を用いて検出）は酸性環境
で著明に増加した。 
(2) この O2・—産生は Pyk2 の siRNA ノック
ダウンにて有意に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
in vivo 実験 
(3) 酸性環境が OA-Alb による O2・—産生を
Pyk2 の活性化を通じて相加的に増強するこ
とを証明した。さらに、マウス蛋白過剰負荷
モデル（マウス腹腔内に脂肪酸結合アルブミ
ンを投与、近位尿細管細胞に蛋白が負荷され
尿細管間質傷害が生じる実験モデル。蛋白尿
による尿細管間質傷害モデルとして頻用さ
れる。）において、OA-Alb 投与により著明な
尿細管間質傷害が生じ、近位尿細管細胞
(CD13 陽性)に細胞内活性酸素種の蓄積が
Flow cytotometry にて観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
フローサイトメトリーを用いた近位尿細管
細胞内酸化ストレス測定（in vivo 蛋白過剰
負荷モデル） 

マウスに脂肪酸結合アルブミンを負荷し、
腎を単離、フローサイトメトリーにて CD13
陽性細胞を分離した。CD13 陽性細胞（近位
尿細管細胞）に活性酸素種感受性蛍光色素
DCFDA を用いて酸化ストレスが蓄積している
ことを検出し、尿アルカリ化にて、その蓄積
が改善することがわかった。 
(4) 免疫組織染色にて蛋白尿の多い時には
近位尿細管細胞に強いDNA酸化傷害（8-OHdG）
蓄積を認めた。この障害は重曹内服によって
改善した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) この酸化ストレス傷害は、炭酸水素ナ
トリウム飲水による尿細管管腔内のアルカ
リ化にて著明に改善し、尿アルカリ化によ
る腎内酸性環境の改善という新規治療法の
可能性を示すことができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
管腔内アルカリ化による酸化ストレス改善
に基づく新規慢性腎臓病治療法 
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