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研究成果の概要（和文）：腎 mTAL では低酸素刺激によりミトコンドリア由来の酸化ストレス産

生が上昇した。腎虚血再灌流における腎髄質血流量低下は MitoTEMPO の前投与により有意に抑

制された。[15O]H2O, [
18F] FRP-170 を用いた PET を確立した。PHD コンディショナルノックアウ

トマウスを作成し、腎髄質血流量の応答を測定した。低酸素は腎臓ミトコンドリア酸化ストレ

ス産生を上昇させて腎髄質血流量を低下させ腎障害を増悪させる可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：Hypoxia induced mitochondrial oxidative stress in renal medullary 
thick ascending limb of loop of Henle.  Treatment with Mito-TEMPO significantly 
attenuated the reduction of renal medullary blood flow induced by ischemia/reperfusion.  
We established methods to evaluate renal function with [15O]H2O-PET and [

18F]FRP-170-PET.  
We created conditional prolyl hydroxylase (PHD) knockout mice, and measured the response 
of renal medullary blood flow in those mice.  These results indicated that hypoxia could 
exacerbate renal injury though increase of mitochondrial oxidative stress and following 
reduction of renal medullary blood flow. 
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１．研究開始当初の背景 

我が国では成人の約 1/8 に相当する 1330 
万人もの慢性腎臓病（CKD）患者がいると推
定され、新たな国民病であるともいわれてい
る。末期腎不全患者への新規透析導入数は、
いまだ減少せず毎年約 2 兆円もの予算を消
費している。腎障害マーカーの１つである微
量アルブミン尿は、末期腎不全だけではなく、
脳・心血管疾患の独立した危険因子であるこ
とが報告されており、腎臓を保護することは、
単に腎予後をよくするだけではなく生命予

後の改善にまで繋がることから非常に重要
であると言える。 

腎臓の血流量は心拍出量のおよそ 20%を占
めるといわれる。しかし腎髄質血流量は腎皮
質血流量の約 1/10 と相対的に血流量が少な
くなっている。この腎髄質血流は糸球体輸出
細動脈から髄質に向かって伸びる直血管を
流れる。この直血管は、下行脚(動脈)と上行
脚(静脈)とが併走していることから対向流
系を形成しており、酸素の移動が行われるこ
とから、髄質先端へ向かうほど酸素分圧が低
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くなる構造となっている。また、腎臓髄質で
は皮質と比べて血流量が少ないにも関わら
ず、ヘンレのループ太い上行脚(TAL)では盛
んに酸素を消費しながらナトリウムを能動
輸送により再吸収している。酸素濃度の低い
中で酸素消費が大きい能動輸送を盛んに行
っていることから、腎臓髄質、とくに髄質外
層領域は非常に低酸素に弱い構造となって
いる。酸化ストレスは腎髄質血流を低下させ
ることが報告されており、腎髄質の酸素分圧
をさらに低下させる。加えて酸化ストレスは
mTAL におけるナトリウム再吸収を増加させ
て圧利尿を抑制することから血圧上昇にも
寄与しており、これらのことからも酸化スト
レスは腎障害をさらに悪化させことが明ら
かにされている。 

 
２．研究の目的 

本研究では先述の低酸素による腎障害メ
カニズムを解明することを目的とした。 

酸化ストレスが腎障害に関わることが明
らかとされている。ミトコンドリアも腎髄質
領域において主要な酸化ストレスの産生源
であることが知られているが、その寄与につ
いては十分に解明されていなし。腎臓髄質域
のヘンレのループ太い上行脚(mTAL)ではナ
トリウム再吸収が盛んに行われており酸素
消費量が多くなっていることから 1) mTAL に
おける酸化ストレス産生に及ぼすミトコン
ドリアの寄与について、蛍光顕微鏡を用いた
イメージング法により検討を行うこととし
た。また、ミトコンドリア由来酸化ストレス
が虚血再灌流時における腎局所血流量へと
及ぼす影響について解析するため、ミトコン
ドリア特異的スーパーオキサイド消去剤で
ある MitoTEMPO を前投与して虚血再灌流時の
腎血流量に及ぼす影響について検討を行っ
た。 

ヒトにおける腎血流量や酸素充足度の状
態を臨床的に利用できる方法は未だ確立さ
れでいない。このために、ヒトの腎局所にお
ける機能不全や組織障害を確認できる画像
的解析法の確立を目的として、 2) 低酸素プ
ローブ[18F]FRP-170 や血流プローブ[15O]H2O
を用いたポジトロン断層法(PET)による腎局
所機能解析法の確立を試みた。 
Prolyl hydroxyrase (PHD)は低酸素誘導因子
(HIF)による遺伝子発現を制御している。HIF
は赤血球産生促進因子(EPO)を含めた、低酸
素状態に対応するための種々の遺伝子発現
を誘導する。そこで、3) コンディショナル
に PHD の遺伝子を欠損するノックアウト(KO)
マウスを作成して、虚血に対する影響の解析
を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 深麻酔下において雄性 Sprague-Dawley

ラットの左腎を灌流溶液(20mM HEPES, 
1mg/mL 牛血清アルブミンを含む HBSS, 
pH=7.40)で灌流した後に摘出した。氷冷下に
て mTAL をハンドダイセクション法により分
離し、実験に供した。この mTAL をミトコン
ドリア局在してH2O2特異的に反応するプロー
ブである MitoPY1、細胞全体の H2O2プローブ
である PF6-AM、もしくはミトコンドリア特異
的スーパーオキサイド(O2

・-)プローブである
Mito SOX で標識した。蛍光顕微鏡下で一定
温度の溶液中で mTAL 管腔内にピペットを挿
入して管腔内を灌流し、変化した蛍光量を酸
化ストレス産生量の指標として測定した。ま
た、麻酔したラット腎臓髄質領域に血流量測
定用レーザードップラープローブを挿入し
て固定し、腎髄質血流量を測定した。大腿静
脈より MitoTEMPO を前投与し、左腎に対して
45 分間の虚血後に再灌流を行った。 
(2)同意を得られた健康な被験者に対して
[18F]-FRP170 を投与して PET 撮影を行った。
また、別の同意を得られた健康な被験者に対
して[15O]H2Oを投与しPET撮影を行った後に、
20mL/kg 体重の飲水負荷を行なった後に再度
[15O]H2O-PET 撮影を行って、飲水負荷が腎血
流へ及ぼす影響について検討した。 
(3) PHD1 f/f,2 f/f,3 f/f -Cre マウスを作成した。
このうち、Cre(-/-)マウスならびに Cre(+/-)
マウスにタモキシフェンを 20mg/kg bw/day
を連続 4 日間投与した。投与約２週間後にヘ
マトクリット値を測定した。7～8 週齢の雄性
PHD2 f/f -Cre マウスにタモキシフェン
1mg/day を 7 日間連続で経口投与した。投与
3 日後にマウスを麻酔し、腎臓髄質領域にレ
ーザードップラープローブを挿入した。30 分
間のベースライン測定後、30 分間の虚血後に
再灌流を行い 1 時間の測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) MitoPY1 プローブがミトコンドリアに局
在することを確かめるために、mTAL を
MitoPY1 と MitoTracker Deep Red(MTDR)の両
色素で標識した。Fig.1 に見られるように、

MitoPY1とMTDRの陽性領域は互いに重複し
ていたことから、MitoPY1 はミトコンドリア
に局在しているものと推察された。次いで、
ミトコンドリア内 H2O2産生を MitoPY1 にて評
価したところ、mTAL 管腔内を HBSS にて灌流
する流速を 5nl/min から 20nL/min へ上昇さ
せた際にミトコンドリア内 H2O2 産生量が上
昇した(Fig.2)。この上昇はポリエチレング



 

 

リコール(PEG)-カタラーゼの前処理によっ
て有意に減少した。また、この流速増加によ
るミトコンドリア H2O2産生上昇は NKCC2阻害
剤である furosemide や Na-K-ATPase 阻害剤
である ouabain 処理によって有意に抑制され
た(Fig.3)。この反応は細胞膜上にあるスー

パーオキサイド発生源のひとつである
NAD(P)H oxidase 阻害剤である apocynin 処理
では阻害されなかった一方で(Fig.4)、ミト
コンドリア呼吸鎖複合体 I 阻害剤である
rotenoneならびに同複合体III阻害剤である
antimycinA により有意に抑制された(Fig.5)。
以上の結果より、mTAL 管腔内の流量が増加す
ることにより単位時間あたりの Na 流量が増
加して Na 再吸収が上昇し、ATP 消費量が増加
するためにミトコンドリア酸素消費量が増
加し、ミトコンドリア呼吸鎖由来の酸化スト
レス産生量が増加することが示唆された。 

低酸素刺激による mTAL におけるミトコン
ドリア酸化ストレス産生を明らかにする目
的で、窒素バブリングにより酸素濃度を低下
させた HBSS で mTAL を刺激したところ、有意
なミトコンドリアスーパーオキサイド(O2

・-)
ならびに H2O2産生の上昇を認めた。この反応
は rotenone ならびに、アンジオテンシン II
受容体 I 型(ATIR)拮抗薬である losartan に
よって有意に抑制された。また、麻酔下のラ
ットにおける腎臓虚血再灌流後の腎髄質血
流量は有意に低下したが、この反応は
MitoTEMPO の前投与により有意に抑制された。 

(2) 同意を得られた
健康な成人男性に
[18F]FRP-170 を投与
して PET により画像
を得た(Fig. 6)。ま
た、別の同意を得ら
れた健康な成人男性
に[15O]H2O-PET を用

いて飲水負荷前後における腎血流量を評価
したところ、飲水前値 1.83mL/g/min から
2.63mL/g/min へと上昇が見られた。 
 
(3) PHD1f/f,2f/f,3f/f –Cre マウスに 4 日間連続
でタモキシフェンを投与してヘマトクリッ
ト値を測定したところ、遺伝子を欠損しない
Cre(-/-)マウスと比較して Cre(+/-)マウス
では、顕著なヘマ
トクリット値の上
昇が認められた
(Fig.7) 。 PHD2f/f 
-Cre マウスに 7 日
間連続でタモキシ
フェンを投与し、

その 3日後に腎臓虚血再灌流による腎髄質血
流量の変化を測定した。タモキシフェンを投
与しなかったコントロール群と比較してタ
モキシフェン投与群の腎髄質血流量に顕著
な差は認められなかった。この実験において
は、さらに検討を重ねる必要があると考えら
れた。 

これらの研究結果を総合すると、低酸素状
態は腎臓ミトコンドリア酸化ストレス産生
を上昇させて腎髄質血流量を低下させるこ
とにより腎障害を増悪させる可能性が示さ
れた。 
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