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研究成果の概要（和文）：先天性腎尿路奇形 (CAKUT)の病態には、尿管芽分岐やネフロン形成の腎発生の基本的現象が
密接に関与している。本研究では、尿管芽分岐やネフロン形成部位でNADPHオキシダーゼとその産物である活性酸素が
検出され、阻害実験から尿管芽分岐やネフロン形成が抑制され低形成・異形成腎の病態に関与する可能性があることが
判明した。この機構には細胞増殖、遊走、アポトーシス等の細胞機能と接着関連分子・MAPキナーゼ等のリン酸化シグ
ナル伝達が密接に関与していることが判明した。以上から、NADPHオキシダーゼ由来の活性酸素は尿管芽分岐とネフロ
ン形成に重要な役割を果たしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Two nephrogenic basic phenomena, ureteric bud branching and nephrogenesis, closely
 participate in the development of congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT). In this s
tudy, NADPH oxidase and the product, reactive oxygen species (ROS),  were detected in the area of ureteric
 bud branching and nephrogenesis. The inhibition of NADPH oxidase and ROS production resulted in the suppr
ession of ureteric bud branching and nephrogenesis, which contributed to hypoplastic and dysplastic kidney
. Cell behavior (cell proliferation, migration, apoptosis) and phosphorylation signal transduction by both
 of cell adhesion-related molecules and MAP kinase were closely associated with the mechanism. Thus, ROS p
roduced by NADPH oxidase plays an important role in ureteric bud branching and nephrogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 低・異形成腎をはじめとする先天性腎尿路
奇形(CAKUT)は、近年の小児末期腎不全をき
たす主要な原因疾患となっており、小児腎移
植の原因疾患として最多を占めている(移植
33:69, 2009)。腎不全の子どもを一人でも少
なくするために、CAKUT を引き起こす腎発生
異常の病態を明らかにし、治療法を開発する
必要がある。また腎移植医療のレベルが進歩
したにも関わらず、倫理上の問題などから腎
不全の子どもへ腎臓が十分に提供されてい
ない。日本が発信する iPS 細胞を分化させ腎
臓を再生し移植応用されることが期待され
ている現在、いかに糸球体構成細胞、尿細管
及び集合管、腎血管細胞などからなる複雑な
腎臓を再生するのか、iPS 細胞から再生され
た臓器の腫瘍発生のリスクをいかに回避す
るのか等、腎臓再生のために腎発生に関する
多くの基礎的研究が要求されている(Exp 
Cell Res 416:2571, 2010)。さらに、近年の
社会構造の変化と新生児医療レベルの向上
から、早期出生の子どもが出生時のネフロン
数減少により高血圧を罹患するリスクの増
加も指摘されるようになってきた (Devel 
Cell 18:698, 2010)。 
 我々は、進行性腎炎が糸球体硬化に至る機
序として細胞-細胞外基質(ECM)間接着を通
じて増殖や遊走などの細胞機能及びECM構築
の異常が関わっている事を報告した(J Am 
Soc Nephrol. 10:779,1999, Kidney Int. 
58:1088,2000, J Cell Physiol.198:470,2004, 
Nephrol Dial Transplant. 21:2380, 2006 
Life Sci. 78:1794, 2006)。一方で、活性酸
素(ROS)産生系 NADPH オキシダーゼから産生
されるROSも糸球体硬化病変形成に関与して
いることも報告した (Am J Physiol Renal 
Physiol. 298:F167, 2010, Am J Physiol 
Renal Physiol. 295:F1457, 2008, J Am Soc 
Nephrol. 17:783, 2006)。これらの腎炎等の
病理像形成に関わる分子は腎発生の段階で
も発現がみられ重要な役割を果たすと考え
られている。 
 
２．研究の目的 
CAKUT の病態と密接に関わる尿管芽分岐やネ
フロン形成という腎発生の基本的現象と細
胞増殖、細胞遊走などの細胞機能が接着関連
分子や NADPH オキシダーゼ由来 ROSの直接的、
又はシグナル伝達のクロストークにより間
接的に制御されているかを以下の３点を中
心に検討する。 
（１）NADPH オキシダーゼ由来 ROS が腎発生
の尿管芽分岐とネフロン形成、細胞の接着や
遊走などの調整機能に関わっているかを培
養細胞や器官培養の手法を用いて検討する。 
 
（２）ROS が細胞接着シグナル伝達に関わる
機構を明らかにする。 
 
（３）ROS 産生異常や細胞接着シグナル伝達

の異常がCAKUTでの発症及び進展に関わって
いるかを明らかにし、治療法開発を推進する。 
 
３．研究の方法 
（１）尿管芽分岐やネフロン形成に NADPH オ
キシダーゼ由来ROSが関与しているかの検討 
①ラット胎生 14 日〜16 日(E14〜E16), E18,      
日齢 1 日(P1), P7, P20, P42 の腎を採取し、  
Nox1, 2, 3, 4, 5 と p22phox, p47phox, 
p67phox に対する抗体を用いて免疫組織化学
(ABC法)と western blot 法で腎発生における
蛋白発現と局在の経過を調べた。 
 ②器官培養を用いて、NADPH 阻害剤 (DPI, 
apocynin)の尿管芽の分岐とネフロン形成へ
の影響を調べた。 
③活性酸素の尿管芽分岐とネフロン形成へ
の関与の検討（DHE を用いた組織内活性酸素
検出）：NADPH オキシダーゼ阻害剤を用いて活
性酸素産生を抑制し、活性酸素の尿管芽分岐
やネフロン形成への関与を検討。 
④細胞増殖とアポトーシスの腎発生での検
討：増殖マーカー(PCNA)とアポトーシス(カ
スパーゼの活性化)の検出 
⑤シグナル機構の解析：器官培養を用いて活
性酸素などを阻害することにより、細胞接着
やその働きと、シグナル分子のリン酸化への
影響を調べる。 
 
（２）細胞接着分子と活性酸素産生系、活性
酸素との関わり 
上記リン酸化分子の検出・局在への関わりを
比較検討により解析 
 
４．研究成果 
免疫組織化学では NADPH オキシダーゼの構
成因子 (Nox1, 2, 3, 4, 5, p22phox, p47phox, 
p67phox)の発現は、尿管芽上皮細胞、及びネ
フロン形成部位の上皮細胞で認められた。未
熟糸球体のメサンギウム細胞、内皮細胞でも
認められた。ウェスターンブロットで、胎児
期及び新生児期にNADPHオキシダーゼのすべ
ての構成因子が発現していることが分かっ
た。DHE assay では、尿管芽分岐とネフロン
形成部位で活性酸素の産生が亢進しており、
NADPH オキシダーゼの発現と一致した。E14
の 器 官 培 養 で は NADPH 阻 害 剤
diphenyleneiodonium (1x10-5 M) と
apocynin (1x10-3 M) は有意に尿管芽の分岐
を抑制した。これは、活性酸素の産生抑制、
ERK1/2 のリン酸化の抑制と活性型カスパー
ゼ３の亢進を伴っていた。一方、E18 の器官
培養では NADPH 阻害剤はネフロン形成を抑
制した。この現象には、活性酸素の産生抑制、
Pax2 の発現低下、PCNA 陽性細胞数の減少、
ERK1/2 のリン酸化の抑制と活性型カスパー
ゼ３の亢進を伴っていた。また、尿管芽分岐
とネフロン形成部位では、細胞接着斑蛋白
（FAK やパキシリン）のリン酸化も同様に亢
進していた。 
 以上から、NADPH オキシダーゼ由来の活性



酸素は細胞増殖とアポトーシスに影響し、尿
管芽分岐とネフロン形成に重要な役割を果
たしていると考えられる。 
 また、これらの現象は、CAKUT や低形成／異
形成腎の発生にも影響していることが判明
し、腎発生でみられる活性酸素と細胞接着の
シグナルが相補に補う作用のバランスの異
常が、CAKUT の形成に関与しており、このメ
カニズムを標的とした介入がCAKUTの治療の
手段となる（下図）。 
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