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研究成果の概要（和文）：ラット腎臓髄質ヘンレのループ太い上行脚(mTAL)において、生理的刺激に対するミトコンド
リアにおける活性酸素種(ROS)産生について検討を行った。アンジオテンシンII刺激はミトコンドリアROS産生上昇を介
して細胞質内ROS上昇を誘導した。高濃度ブドウ糖は糖分解産物産生を介してミトコンドリアROS産生を上昇させた。低
酸素はミトコンドリアROS産生を上昇させ、この消去薬であるmitoTEMPO投与は腎虚血再灌流時に低下する腎臓髄質血流
量の低下を抑制した。

研究成果の概要（英文）：The effects on the reactive oxygen species production of physiological stimuli 
were assessed in renal medullary thick ascending limb of loop of Henle (mTAL) in rats. Angiotensin II 
stimulation increased the intracellular ROS concentration through mitochondrial ROS production in mTAL. 
High concentration of glucose stimulated the mitochondrial ROS production via the glucose degradation 
products. Hypoxia also increased mitochondrial ROS production. The administration of mitoTEMPO, which is 
scavenger of mitochondrial ROS, attenuated the reduction of renal medullary blood flow and oxygen 
concentration induced by ischemia/reperfusion.

研究分野： 腎臓生理学
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１．研究開始当初の背景 
我が国では成人のおよそ 8 人に 1 人に相当

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。この腎髄質血流は傍髄質糸
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。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
していることから、腎髄質は非常に虚血に弱
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
悪化させることが報告されている。 

Zou らは腎臓皮質、髄質外層、髄質内層の
各部位における、NAD(P)H オキシダーゼ、
ミトコンドリア、キサンチンオキシダーゼに
よるスーパーオキサイド(O2•--)産生速度を測
定したところ、腎臓髄質外層部におけるO2•-
産生量は、ミトコンドリアと NAD(P)H オキ
シダーゼとにほぼ半分ずつ由来しており、キ
サンチンオキシダーゼによる O2•--産生量は
非常に少ないということを示している(Zou 
AP et. al., Hypertension 2001;37:547- 553)。 

Li らは腎臓における酸化ストレスの一種
であるスーパーオキサイド(O2•-)の糸球体や
尿細管の各セグメントにおける産生を比較
し、糸球体や近位尿細管、集合管と比較して
mTAL における O2•--産生が最も高いという
ことを報告している(Li N. et. al., Am J 
Physiol Renal Physiol. 2002, 282(6): 
F1111-9)。以上より、腎臓では TAL における
ミトコンドリアと NAD(P)H オキシダーゼに
よる酸化ストレス産生の寄与が高いことが
推察されている。 
 
２．研究の目的 
これまで NAD(P)H オキシダーに由来する

酸化ストレスが腎障害に及ぼす影響につい
ては、主に apocynin やノックアウトマウス
を用いた検討が数多く報告されているが、ミ
トコンドリアに由来する酸化ストレスの影
響については、アプローチできる研究ツール

が少ないためか、充分には検討されてはいな
かった。 
申請者らはこれまでに、ミトコンドリア内

に局在して H2O2 に応答する新規蛍光プロー
ブ(MitoPY1)を利用して、mTAL におけるミ
トコンドリアによる酸化ストレス産生につ
いて検討を行った。この検討において、mTAL
管腔内の流量上昇によりミトコンドリア
H2O2 が上昇することを示した。また、この
上昇が furosemide ならびに ouabain によっ
て阻害されたことから、Na の再吸収に依存
していることを明らかにした (Ohsaki Y, et. 
al., Am J Physiol Renal Physiol. 2012, 
302(1):F95-F102)。以上のことから、mTAL
では Na 再吸収等により、ミトコンドリア内
酸化ストレスが増加することを明らかにし
てきた。 
本研究ではアンジオテンシン II(AngII)や

ブドウ糖、虚血などの生理的刺激による腎臓
ミトコンドリアによる活性酸素種(ROS)産生
ならびに腎機能に対する影響について検討
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

Sprague-Dawley (SD)ラットならびにグ
リオキシレース 1(GLO1)遺伝子を高発現す
る GLO1tg ラット腎臓よりマイクロダイセ
クション法によって mTAL を分離した。分離
した mTAL はカバーグラスに張り付け、ミト
コンドリアH2O2を標識するMitoPY1または
ミトコンドリア O2•--を標識する mitoSOX、
細胞質H2O2を標識するPF6-AMを含む溶液
中に浸漬したのちに、蛍光顕微鏡下でリアル
タイム観察を行った。 
麻酔下にて SD ラット静脈にミトコンドリ

ア O2•--消去薬である mitoTEMPO を持続投
与した。左腎臓髄質血流量をレーザードップ
ラー法、左腎臓髄質酸素分圧を酸素電極法に
より測定した。左腎動脈を 45 分間閉塞した
後、60 分間の再灌流を行い、腎血行動態の変
化を観察した。 
 
４．研究成果 

SD ラットより単離した mTAL を 1μM 
AngII で刺激した
ところ、ミトコン
ドリア H2O2 濃度
を 反 映 す る
MitoPY1 蛍光輝度
は継時的に上昇し
た(Fig.1)。このミ
ト コ ン ド リ ア
H2O2 産生の上昇
は、AngII 濃度依
存 的 で あ っ た
(Fig.2)。この検討
において、PEG- 
catalase の投与は
ミトコンドリア
H2O2 濃度上昇を抑制した。また、アンジオ



テンシン受容体拮抗薬(ARB)である losartan
の投与ならびにミトコンドリア呼吸鎖阻害
薬である rotenone, antimycin A の投与は
AngII 刺激によるミトコンドリア H2O2 産生
を有意に抑制した。MitoSOX により測定し
たミトコンドリア O2•-も同様に、AngII 刺激
により産生が上昇した。mitoTEMPO の投与
によりミトコンドリア O2•-は消去され、
rotenone ならびに antimycin A 投与により
ミトコンドリア O2•-産生は抑制された。一方
で NAD(P)H oxidase 阻害薬である apocynin
はミトコンドリア O2•-ならびに H2O2産生を
抑制しなかった。細胞質 H2O2 を標識する
PF6-AM を用いて測定を行ったところ、
rotenone 処置は細胞質 H2O2産生をおよそ半
分程度抑制したが、apocynin は細胞質 H2O2

の上昇をほぼ完全に抑制した。我々はこれま
でに、mTAL 管腔内を生理的ナトリウム濃度
の溶液で灌流した際に上昇する細胞質内の
H2O2 産生も、 rotenone 処置と比較して
apocynin 処置においてより強く抑制される
傾向を見出している(Ohsaki Y, et. al., Am J 
Physiol Renal Physiol. 2012, 
302(1):F95-F102)。ミトコンドリアによる酸
化ストレス産生と細胞膜上での NAD(P)H 
oxidase による酸化ストレス産生がクロスト
ークすることによりvicious cycleを形成して
いることが報告されているが (Daiber A. et. 
al. Biochimica et Biophysica Acta 1797 
(2010) 897–906)、本研究ならびに我々の以前
の検討において、mTAL ミトコンドリア酸化
ストレス産生は apocynin により阻害されな
かったことから、mTAL ではこのクロストー
クのうち、ミトコンドリアより産生される酸
化ストレスは細胞膜上の NAD(P)H oxidase
による酸化ストレス産生を増強するが、その
逆はあまり強く寄与していない可能性が示
唆された。 

また、mTAL を 25.5mM ブドウ糖溶液によ
り刺激したところ、D-glucose 溶液は有意に
mTAL mitoSOX ならびにmitoPY1 蛍光輝度
を上昇させたが、L-glucose 溶液ではいずれ
も上昇は認められなかった。D-glucose によ
るミトコンドリア酸化ストレス上昇は、
rotenone処置ならびにNa-K-ATPase阻害薬
である ouabain 処置により有意に低下した。
カルボニルストレスの消去薬であるピリド
キサミンの投与もまた、D-glucose 溶液によ
るミトコンドリア酸化ストレス産生を有意
に抑制した。ブドウ糖分解産物(GDPs)の一種

であるメチルグリオキサール(MGO)は代表
的なカルボニルストレス物質である。MGO
との反応により、mTAL ミトコンドリアにお
ける O2•-ならびに H2O2産生は有意に上昇し
た。この ROS 産生はピリドキサミン処理に
より有意に抑制された。MGO を分解する酵
素である GLO1 を高発現する GLO1tg ラッ
ト腎臓から単離した mTAL と野生型である
Wistar ラット腎臓 mTAL とを比較検討した
ところ、D-glucose によるミトコンドリア酸
化ストレス産生は GLO1tg ラット mTAL で
有意低下していた。以上の結果より、ブドウ
糖は GDPs 産生を介して mTAL ミトコンド
リア酸化ストレス産生を上昇させることが
明らかとなった。 
次に、脱気して窒素バブリングをした低酸

素溶液を用いて、SD ラットより単離した
mTAL 内腔を灌流したところ、酸素を含む溶
液で還流した場合と比較して有意にミトコ
ンドリアO2•-ならびにH2O2産生が増加した。
この反応はapocynin投与により阻害されず、
rotenone 投与により有意に抑制された。麻酔
下のSDラットにmitoTEMPOを前投与して
腎臓虚血再灌流を行ったところ、溶媒を投与
したコントロール群と比較して腎臓髄質血
流量ならびに酸素分圧の低下が有意に抑制
された。以上の結果より、腎臓において低酸
素はミトコンドリア酸化ストレス産生を上
昇させ、腎臓髄質血行動態の維持に影響する
可能性が示唆された。 
以上の結果より、腎臓髄質領域において、

種々の生理学的刺激に応答して mTAL では
ミトコンドリア酸化ストレス産生が上昇し
て、腎臓局所循環動態に影響する可能性が示
された。 
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