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研究成果の概要（和文）：本研究課題ではオートファジーの腎臓の老化および（慢性腎臓病の合併症の一つである）代
謝性アシドーシスにおける役割に焦点を絞り、腎尿細管オートファジーが加齢や代謝性アシドーシスによりどう変化す
るか、それらに如何に対抗するかを検証した。その結果、①オートファジーは加齢ストレスに抗すべく活性化され、経
年的にその依存性が増すが、オートファジーが亢進されるべき新たなストレスに対し適切な応答ができず、相対的オー
トファジー低下状態となり老化につながること、②近位尿細管細胞においてオートファジーは、酸負荷により障害され
たミトコンドリアの分解を介してミトコンドリア機能の恒常性維持に貢献すること、が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Autophagy plays an essential role for cellular homeostasis. We have previously 
demonstrated that autophagy protects against ischemia-reperfusion or nephrotoxic injury. Here we tested 
whether autophagy is involved in kidney aging. Age-dependent high basal autophagy plays a crucial role in 
counteracting kidney aging through mitochondrial quality control but that lack of up-regulation of 
autophagic flux in response to metabolic stress with age is associated with age-related kidney diseases. 
Furthermore, we tested whether autophagy is involved in cellular adaptations of the proximal tubular cell 
against chronic metabolic acidosis through mitochondrial homeostasis. Metabolic acidosis induces 
autophagy in the proximal tubular cell, which is indispensable for maintaining proper mitochondrial 
functions including ammoniagenesis, and thus for adapted urinary acid excretion. These two results 
provide a new therapeutic option for age-related kidney disease and acidosis by modulating autophagy.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、ユビキチン-プロテアソー
ム系と並ぶ主要な細胞内分解システムであ
り、リソソームにおける細胞質成分分解の総
称である。オートファジーは、日々ある一定
の割合で細胞質やオルガネラを消化し細胞
成分の代謝回転に貢献している。 
オートファジーの最も重要な役割は、飢餓に
陥ったときの栄養源(アミノ酸・ATP)確保で
あるが、ストレスによってもオートファジー
が誘導され、生体にとって有害な物質の除
去・分解に関与する、いわば細胞内品質管理
の役割を果たしている。申請者らはオートフ
ァジーの腎疾患における機能に注目し、腎虚
血再還流およびシスプラチン腎症など急性
ストレス下のオートファジーの尿細管保護
効果について報告してきた。恒常的で比較的
低レベルのオートファジーが腎臓の老化に
防御的に関与することが推測されるが、腎臓
の老化とオートファジーの関係はほとんど
未知の領域である。また慢性腎疾患（不全）
およびそれに付随する合併症（代謝性アシド
ーシス）におけるオートファジーの役割もほ
とんど知られていない。 
 
２．研究の目的 
(1)オートファジーと腎臓の老化の関わりを
明らかにする。老化腎においてオートファジ
ー活性がいかに変化しているのかを探査し、
尿細管細胞特異的オートファジー不全マウ
スを長期観察し、解析することにより、オー
トファジーが腎の老化に対抗しているメカ
ニズムを調べる。 
 
(2) 慢性腎疾患にしばしば付随する代謝性
アシドーシスに対する適応反応として腎近
位尿細管におけるアンモニアの生成・排泄が
ある。研究代表者らは先行研究においてこの
過程にオートファジーが深く関与し、アンモ
ニア産生に必要な ATP やアミノ酸の補給を
補助していると推測した。尿細管細胞特異的
オートファジー不全マウスに酸負荷を行い、
アシドーシスの程度やアンモニアの産生量
の比較、尿細管の組織学的観察を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)  
①タモキシフェン誘導性近位尿細管特異的
オートファジー不全マウス（8 週齢および 2
年齢）（Cre マウスは京都大学柳田素子らが作
製）にタモキシフェンを投与して 2週間オー
トファジー不全状態にしたのち、オートファ
ジーの基質であるp62の蓄積を腎組織上で評
価する。次に GFP-LC3 トランスジェニックマ
ウス（8 週齢および 2 年齢）にクロロキンを
投与しオートファジーを休止させ、腎組織上
で GFP 陽性ドットの数を測定する。さらにそ
の系にオートファジーの強力な刺激である
絶食負荷を与え、オートファジー亢進の程度
を両者で比較する。 

 
②尿細管細胞特異的オートファジー不全マ
ウス（Atg5F/F ;KAP）を 2年齢まで観察する。
腎機能、腎重量（萎縮の程度）、腎線維化、
ミトコンドリア DNA コピー数・DNA 損傷、ミ
トコンドリア機能（COX、SDH 染色）、ゲノム
不安定性、アポトーシス増加（タネル染色）、
酸化ストレスの程度を評価する。 
 
(2)GFP-LC3 マウスに塩化アンモニウム投与
により酸負荷を加え、オートファゴソームに
相当する LC3の dot の数およびオートファジ
ーの選択的基質であるp62の分解の程度を評
価する。続いて、近位尿細管細胞選択的オー
トファジー不全マウス（Atg5F/F ;KAP）およ
びコントロールマウスに酸負荷を行い、アシ
ドーシスの程度とその代償症反応であるア
ンモニアの産生量の相違を評価する。酸負荷
時の近位尿細管細胞のミトコンドリア機能
を COX 染色、SDH 染色で評価する。また同マ
ウスから単離したオートファジー不全細胞
（とコントロール細胞）を用いて酸負荷時の
アンモニアの産生量の相違、ミトコンドリア
膜電位や呼吸機能の変化などミトコンドリ
ア機能を評価する。近位尿細管培養細胞に酸
負荷を行い、オートファジーの選択的基質の
マーカーであるユビキチン、オートファゴソ
ームに相当する LC3 のドット、ミトコンドリ
アの局在を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 
①8 週齢および 2 年齢のタモキシフェン誘導
性近位尿細管特異的オートファジー不全マ
ウスで2週間オートファジー不全状態にする
と 2年齢マウスの腎では p62陽性凝集塊が著
増しオートファジー活性が亢進している（高
齢マウス腎の方でオートファジーが多くの
基質を処理している）ことが判明した。次に
GFP-LC3 トランスジェニックマウス（2年齢）
では自由摂取下でも若年マウスとは対照的
にオートファジー亢進が見られる一方、8 週
齢で見られる絶食に対するオートファジー
活性の増加は鈍っていた。 
 
②尿細管細胞特異的オートファジー不全マ
ウス（Atg5F/F ;KAP）を 2年齢まで観察した。
老年では腎機能低下、腎萎縮、腎線維化、さ
らにミトコンドリア DNA コピー数減少・DNA
損傷、ミトコンドリア機能低下、ゲノム不安
定性、アポトーシス増加、酸化ストレスの亢
進が認められた。すなわちオートファジーは
加齢ストレスに抗すべく活性化され、経年的
にその依存性が増す。しかしオートファジー
が亢進されるべき新たなストレスに対し適
切な応答ができず、相対的オートファジー低
下状態となり老化につながることが明らか
となった。 
 
(2) GFP-LC3 トランスジェニックマウスに酸



を負荷すると、オートファゴソームに相当す
る GFP陽性の dotが非負荷時に比較して有意
に増加していた。また、酸負荷により近位尿
細管細胞でオートファジーの選択的基質で
ある p62 の分解が促進したことから、酸負荷
でオートファジーが亢進することが示され
た。オートファジー不全マウスに酸負荷を行
うと、コントロールマウスに比較してアンモ
ニアの産生減少とアシドーシスの増悪を認
めた。アンモニアは近位尿細管細胞のミトコ
ンドリアで産生されるが、オートファジー不
全マウスの腎組織では COX 染色、SDH 染色の
染色性の低下を認め、ミトコンドリア機能の
低下が示唆された。さらにこれらの所見は酸
負荷により増悪した。オートファジー不全細
胞でも、コントロール細胞に比べて酸負荷に
対するアンモニアの産生は低下し、ミトコン
ドリア膜電位や呼吸機能の低下などミトコ
ンドリア機能の低下を示唆する所見と、酸負
荷による増悪を認めた。ミトコンドリアとオ
ートファジーの関連を示すために近位尿細
管培養細胞に酸負荷を行うと、オートファジ
ーの選択的分解基質のマーカーであるユビ
キチンは LC3、ミトコンドリアと共局在した。
この結果から、酸負荷により機能が低下した
ミトコンドリアはオートファジーで選択的
に分解されると推測された。以上より近位尿
細管細胞においてオートファジーは、酸負荷
により障害されたミトコンドリアの分解を
介してミトコンドリア機能の恒常性維持に
貢献しており、これが酸塩基平衡に対する代
償反応を維持するうえで重要な役割を有す
ることが示された。 
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