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研究成果の概要（和文）： 腎エネルギー代謝の観点から、Sirt1 を近位尿細管で過剰発現する
マウスを作成したところ、シスプラチンによる腎障害が抑制され、酸化ストレスやミトコンド

リアストレスのマーカーが抑制された。ストレプトゾシン誘発性糖尿病性腎症の発症において、

近位尿細管の Sirt1発現低下が起こり、それに伴い糸球体上皮における claudin-1 の発現増加な
らびに蛋白尿が出現した。一方、近位尿細管に Sirt1を過剰発現させたマウスに、ストレプトゾ
シン誘発性糖尿病を作製すると、糸球体上皮における Sirt1 の発現は維持され、それに伴い
claudin-1発現亢進の抑制ならびに蛋白尿が抑制され、近位尿細管から糸球体へのシグナル機構
の存在が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： From the point of renal energy metabolism, cisplatin-induced proximal 
tubular injuries were abrogated by overexpressing Sirt1 specifically in mouse renal proximal tubules.  
In streptozotocin-induced diabetic mice, sirt1 expression in proximal tubules was suppressed and 
claudin-1 expression was upregulated in glomerular podocytes, which was accompanied by proteinuria.  
In diabetic mice overexpressing Sirt1 in proximal tubules, the Sirt1 expression was retained, and the 
overexpressed claudin-1 was reversed, with reduced proteinuria.  These results suggest a signal 
crosstalk between proximal tubules and glomerular podocytes in diabetic nephropathy.  
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１． 研究開始当初の背景 

CKDの進展に関して、代謝の観点からの病
態の検討が進められている。最近カロリー制
限を行うと寿命が延長するとの研究が発表
されてきており、臓器や細胞の加齢と代謝と
の関連に注目が浴びてきている。一般にその
機序の一環に細胞内代謝系との関連が重要
であると推測されている。申請者のグループ

では PPARγ ヘテロノックアウトマウスにお
いて虚血再灌流モデルを作成し、腎障害の程
度やマウスの生存率を評価し、PPARγノック
アウトマウスでは腎障害の程度や生存曲線
が改善することを見出した。さらに、その機
序の一端として Forkhead transcription factor-1 
(FOXO-1)が関与することを示唆した（吉岡ら、
日本腎臓学会雑誌 48；204, 2006）。FOXO-1
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は細胞周期蛋白である p27kip1 を増加させる
が、申請者らは p27kip1 が腎不全において進
行抑制に関与することや（Kanda T, Wakino S 
and Hayashi K, et al, Kidney Int 64;2009-19, 
2003）、FOXO-1 が PPARγ と直接蛋白・蛋白
結合し PPARγ の転写活性を抑制すること
（Dowell P, et al, J Biol Chem 278;45485-91, 
2003）が示されている。さらに、申請者らは
PPARγが存在すると、エネルギー代謝に関連
する種々の因子が作動し、この結果 Aktのリ
ン酸化がインスリンシグナルの改善をもた
らし糖の細胞内への取り込みを促進するの
みならず（Kanda T, Wakino S and Hayashi K, et 
al, FASEB J 20;169-71, 2006）、酸化ストレスの
増加をもたらし、細胞障害の方向に働くこと
が示唆されている。さらに、最近代謝・寿命
と関連する因子であるSIRT1が日内周期リズ
ムを制御する遺伝子（PER2）を調節すると報
告されており（Asher G, et al, Cell 134:317-28, 
2008）、日内周期リズムと代謝調節との関連
が注目される。 
血圧や腎臓には、日内周期リズムがあり、

夜間睡眠時に仕事量を減らすように調節さ
れている。一方、食塩過剰摂取では、夜間に
も Na 排泄が行われ（Fujii T, et al, Am J 
Hypertens 33:29-35, 1999）、腎臓に対する負荷
がかかる状況となる。夜間の過剰の仕事は代
謝を亢進させ、酸化ストレスなどの産生を昼
間・夜間と途絶えることなく産生し、腎臓は
常に悪条件に暴露されることとなる。また、
高齢者高血圧では CKDを伴うことが多いが、
これらの患者では食塩感受性であり、前述と
同様に夜間の高血圧やNa排泄が起こりやす
い。さらに、CKDでは慢性的虚血が尿細管・
間質での繊維化を惹起する可能性が示唆さ
れているが、腎仕事量の減少により虚血に伴
う腎障害の程度を緩和することが可能であ
る。最近時計遺伝子がバゾプレッシン V2受
容体や上皮性 Naチャネル（ENaC）発現の変
動に関与すること（Zuber AM, et al, Proc Natl 
Acad Sci USA 106;16523-8, 2009）、アルドス
テロンによる上皮性 Na チャネル（ENaC）
mRNA発現が、時計遺伝子である Per1によ
り修飾されることが報告され（Gumz ML, et 
al, J Clin Invest 119;2423-34, 2009）、時間制御
遺伝子と体液調節・CKD との関連が強く示
唆される。さらに興味深いことに、T 型 Ca
チャネルが日内時計に影響を与えることが
報告された（Kim DY, et al, Eur J Neurosci 
21;1215-22, 2005）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、血圧、腎臓における仕事の日
内リズムの消失が、腎臓での仕事量を増やし、
また代謝の観点では、活性化に伴う酸化スト
レスやミトコンドリアストレスなどを低下
させることができない状況となり、CKD の進

展を促進させるとの仮説の下で、以下の事項
を検証する。 
(1)腎エネルギー代謝と腎障害の関連 
 腎エネルギーならびにミトコンドリア代
謝が日内周期リズムにより影響を受けてい
るか否か、エネルギー代謝と日内周期リズム
が分離可能か、ならびに、カロリー制限によ
る腎エネルギー代謝の日内周期リズムに及
ぼす影響を評価する。 
(2)日内周期リズムと腎障害との関連の検討 
 人為的、あるいは遺伝子工学的に日内周期
リズムを消失させることにより、血圧調節な
らびに腎障害が進行するか否か（日内周期リ
ズムが腎臓の安静を生み出すか）。腎機能と
日内周期リズムとの関連を評価する。また
CKD では日内周期リズムが崩れているか否か
を評価する。さらに、腎障害に関連する因子
が日内変動を起こすか否かを検討する。 
 
３．研究の方法 
腎組織障害として、腎エネルギー代謝の観
点からとく尿細管・間質病変が酸化ストレス、
ミトコンドリアストレスの結果惹起される
可能性が予想されるため、間質線維化
（ masson trichrome 染 色 ） や Epithelial 
mesenchymal transition (EMT、vimentin, αSMA)
の評価を尿 L-FABP測定とともに行う。さら
に組織内繊維化誘発因子としての T 型 Caチ
ャネル/Rhoキナーゼ（Sugano N, Hayashi K, et 
al, Kidney Int 73;826-34, 2008）、血管新生抑制
因子としての angiostatinなどの発現を検討す
る。さらに、酸化ストレスのマーカーとして、
腎組織における dihydroethidium による評価
を行う。 
エネルギー代謝の面では、昼間および夜間
の生体全体としてのエネルギー消費量の測
定を行うと共に、腎臓における ATP、UCP-2
の変化やミトコンドリアの形態・サイズを、
昼間および夜間別に評価する。また飢餓遺伝
子が日内周期リズムを調節するとの関連性
が存在することより（Asher G, Cell 前述）、
SIRT1、FOXO、PPARJ の日内周期リズムの
変化についても検討を行う。最後に、腎にお
ける CKDの進展による時計遺伝子（BMAL、
CLOCK、DEC2 など）の RNA 発現の変化を
検討する。 
時計遺伝子 Clockは種々の下流の時計遺伝
子（Per、Cry、Dec2など）を制御することが
報告されている（Fujimoto K, et al, Int J Mol 
Med 19:925-932, 2007）。本研究では、腎臓に
おける時計遺伝子が細胞の種々のストレス
に対する抵抗性に対して、いかなる影響をも
たらすかを検討することにより、日内周期リ
ズム遺伝子の CKD における役割を検討する
ことができると考えられる。 
培養ヒト近位尿細管細胞（PTEC）に Dec2
の deletion mutantを導入し（Fujimoto K, et al, 



Int J Mol Med 19;925-932,2007）日内周期リズ
ム遺伝子発現を抑制した状態で、H2O2による
酸化ストレスやCKDでの uremic toxinの１種
である methylglyoxal（MGO）の細胞障害作用
を見る。これに伴うアポトーシスの程度を評
価することにより、時計遺伝子の腎障害にお
ける役割を評価する。 
 SIRT1は histone deacetylase（HDAC）作用
を有するが、その抑制薬である trichostatin A
ならびにT型Caチャネル抑制薬によるSIRT1
の抑制が時計遺伝子（Dec2、BMAL、Per な
ど）発現に与える影響ならびに最終的な細胞
死への作用を検討する。これに並行して細胞
におけるエネルギー代謝として UCP-2、ATP
産生を比較検討し、摂食・寿命系との関連を
見る。 
 
４．研究成果 
腎組織障害として、腎エネルギー代謝の観

点からとく尿細管・間質病変が酸化ストレス、
ミトコンドリアストレスの結果惹起される
可能性が予想される。まず、エネルギー代謝
の面では、Na/P cotransporter IIの promoterを
用いて Sirt1 を近位尿細管（S1+S2 セグメン
ト）に導入し、Sirt1の過剰発現マウスを作成
した。このマウスが妥当性を有することを証
明するため、Sirt1の免疫組織染色を行ったと
ころ、近位尿細管細胞にのみ発現が亢進して
いた。酸化ストレス亢進状況をシスプラチン
投与によって行ったところ、近位尿細管特異
的 Sirt1過剰発現マウスでは、腎機能として血
清クレアチニン値の上昇が抑制され、また、
組織所見の障害も明らかに抑制された。さら
に、組織内の酸化ストレスマーカーである
4-hydroxy-2(E)-nonenal (4-HNE)の産生が低下
していた。この変化とともに catalase, 
peroxisome proteins (PMP70), peroxisome acyl- 
A oxidase (ACOX-1)や、ミトコンドリアの
PPAR-γ-cofactor-1α (PGC-1α), medium-chain 
acyl-CoA dehydrogenase (MCAD)の低下が抑
制された。一方、カロリー制限による Sirt1
の誘導を行い、シスプラチンによる障害抑制
を検討したところ、同様の結果が得られた。 

 
申請者らのグループは、すでに腎尿細管に

おいて、Sir1が腎保護的に作用することを示
したが（Hasegawa K, Wakino S, Hayashi K, et al, 
J Biol Chem 285;13045-56, 2010）、この機序の
一端として代謝を抑制し過剰な酸化ストレ
ス負荷を除くとの従来の考え方に加えて、腎
臓に対する安静周期の形成が腎保護作用に
貢献する可能性も十分に推察される。代謝・
寿命と関連する因子である Sirt1 が、マウス
におけるストレプトゾシン誘発性糖尿病性
腎症の発症において、近位尿細管の Sirt1 発
現低下が起こり、それに伴い糸球体上皮にお
ける claudin-1 の発現増加ならびに蛋白尿が

出現する。一方、近位尿細管に Sirt1 を過剰
発現させたマウスに対して、ストレプトゾシ
ン誘発性糖尿病を作製すると、糸球体上皮に
おける Sirt1 の発現は維持され、それに伴い
claudin-1発現亢進の抑制、ならびに蛋白尿の
抑制が観察された。いかにして、近位尿細管
でのSIRT1が糸球体上皮に影響を与えるかに
関して、その物質同定は現在報告段階にある。
今後、Sirt1ならびに蛋白尿の日内変動との関
連を、時計遺伝子群（PER2 など）の変動と
ともに、今後も継続的に検討したい。 
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