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研究成果の概要（和文）：CKD における心腎連関を反映する新規バイオマーカーを探索した。CKD動物モデル組
織検体からメタボローム解析法により線維化などの心病変を反映する候補物質を同定。大動脈縮窄モデルなど複
数のモデルで血清中にこの候補物質が上昇することを同定した。また候補物質の代謝経路を解析するために線維
芽細胞において刺激実験をおこない、候補物質の動態を検討した。さらに候補物質を、当院にて腹膜透析施行中
の患者血清で測定。心エコー検査における心肥大所見と有意に相関(P=0.001, R2=0.25)することを確認した。
以上の実験を通して心線維化を早期から同定し、その進行を反映するバイオマーカーを同定できた。

研究成果の概要（英文）：We searched new biomarkers of cardio-renal syndrome in a mouse model with 
CKD. Some possible candidate substances reflecting CKD-related pathogenic changes in heart such as 
fibrosis were identified by metabolomics. The candidate substances were confirmed other animal 
models and in vitro experiments with a rat fibroblast cell line. When we also investigated serum 
candidate substances and echocardiography examinations in patients on peritoneal dialysis at our 
hospital, a significant correlation between the candidate substances and cardiac hypertrophy 
indicators were observed (P = 0.001, R2 = 0.25). It was suggested that some of our identified 
substances might play roles as new biomarkers to predict progress of cardiac fibrosis in patients 
with CKD.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性腎臓病(CKD)は 1200万人を超えるといわ
れ、国民病といっても過言ではない。そして
腎障害の進行と並行して心血管病による死
亡率が上昇し、透析患者でも死因の 1位は心
不全と、CKD 患者の予後を規定する最重要因
子は心臓病である(心腎連関）。しかし、現在
までに心病変を早期発見・モニタリングでき
る簡便で適切なバイオマーカーは未だ存在
しない。 
CKD 患者において炎症が線維化を誘導すると
考えられており、炎症自体も生命および心血
管病の予後規定因子となることが知られて
いる。我々も血液透析導入時の炎症マーカー
が予後規定因子であることを報告した(Am J 
Nephrol 2012)。また、腹膜透析導入時の腎
不全患者腹膜組織の解析で、腎不全ではマク
ロファージ浸潤が強く、腎不全に伴う臓器局
所の炎症が腹膜にみられることをヒトで初
めて証明した (Nephrol Dial Transplant 
2012)。 
また、我々は CKD における食塩摂取と炎症・
線維化に着目し、5/6 腎摘腎不全動物モデル
に食塩負荷を行うことで、諸臓器の炎症性変
化とともに、心臓線維化が進むモデルを初め
て確立した(Lab Invest 2017)。この食塩負
荷腎不全モデルにおいて、心臓など多臓器に
炎症を伴い、心線維化・心肥大へと進行して
いくCKD患者の臨床像に近い病像を呈してい
ると思われ、本研究の検討に合致するモデル
と考え、研究を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
本研究は心腎連関に着目し、CKD における心
病変の発症や進行をモニタリング可能な新
規のバイオマーカーを探索することを目的
とした。そのための手法として、生体分析技
術として極めて有用とされるメタボローム
解析法を用い、心腎連関を反映する代謝物を
網羅的に検索。候補物質の中から有用なもの
を選択し、心筋代謝面からバイオマーカーと
して同定することで、CKD、HD 患者にとって
最重要な心線維化、心肥大を鋭敏に反映する
新規バイオマーカーを開発することを目的
とした。また、この研究で CKD に伴う臓器障
害進展のメカニズムを解明し、最終的には
CKD 患者の生命予後を改善することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) CKD 動物モデルにおいてメタボローム解
析を用いて心筋における代謝面から心臓障
害特に心線維化をモニタリングできる新た
なバイオマーカーの候補物質を探索した。 
具体的にはマウス 5/6 腎摘モデルを用いて、
食塩水負荷の有無で、それぞれ 4病期
(0,2,4,8 週)において心臓、大動脈、腹膜、
皮膚、肝臓など各臓器から検体を採取し、各

組織における炎症や線維化を評価(免疫染色、
リアルタイム PCR）。得られた検体を用いてメ
タボローム解析を行った。メタボローム解析
は、その世界的権威である曽我朋義教授率い
る世界最大のメタボロームセンター、慶應大
学先端生命科学研究所との共同研究により
実施した。このメタボローム解析によって得
られた血清中の候補物質濃度と組織病変と
の相関を下記の項目において検討した。 
※候補物質との関連性を評価する項目 
①血液検査 (IL-6，TNF-α等) 
②血圧、心重量  
③免疫組織化学 (F4/80, CD68, ER-HR3, シ
リウスレッド, iNOS, CCR2, CD163, CD206 等)  
④real time PCR(IL-6, MCP-1, TGF-β, Sgk1, 
Nox-2, Nox-4,Gsr 等) 
 
(2）心線維化に対し、Eplelenone を用いて抑
制実験を行い、心線維化の改善とともに、得
られた候補物質の発現が減少するか検討し
た。 
 
(3) 同定した候補物質において、アデニン負
荷腎不全モデル、大動脈縮窄モデル、ブレオ
マイシン投与モデルなどを用いて線維化・炎
症との相関をさらに詳細に検討・確認し、バ
イオマーカーとして適正かどうか検証実験
（バリデーションスタディ）を行った。 
 
(4) 同定した候補物質の合成、分解など代謝
経路の解析をするために NRK-49F cell にて
候補物質合成酵素阻害剤投与後にメタボロ
ーム解析を施行。バイオマーカー候補物質の
生成、分解などの動態、および機能的役割な
どについて検討した。 
 
(5) 同定した候補物質をCKD患者臨床検体へ
応用し、バイオマーカーとしての有用性の臨
床的評価をおこなった。当院にて腹膜透析施
行中の患者血清で測定(n=53、平均年齢 58.6
歳、DM33.3%)。心病変との相関を検討するた
めに6カ月ごとに測定している心エコー検査
の LVmass、心拡張障害指標(E/E')との相関を
検討した。この研究を通して実臨床における
心腎連関の新たなバイオマーカーとなるか、
検討した。 
尚、臨床研究に関しては、名古屋大学倫理委
員会より承認を得ておこなった(承認番号
1223)。 
 
４．研究成果 
(1) 5/6 腎摘モデルに塩負荷の有無で組織変
化を比較検討し、腎不全モデルに食塩負荷を
することで 4w、8w モデルにおいて、心重量
増加、病理組織学的検討にて心臓線維化をみ
とめ、心肥大が進行することを確認した（図
１）。 
 



図１ 腎不全+食塩負荷モデル 
 
得られた組織検体、血清検体を用いてメタボ
ローム解析を行い、573 種の代謝物質の中か
ら、心臓重量・線維化を反映し、モニタリン
グに適すると考えられるバイオマーカーの
候補 2 物質(S311 MW=219,Y318 MW=131)を抽
出することに成功した。さらにこの候補物質
Y318 は、マウス血清中と心臓組織内濃度が相
関し（図２）、心筋線維化とも相関すること
を確認した（図３）。 
 

図２ マウス血清中と心臓組織内Y318濃度は
相関する 
 

図３ マウス血清中Y318濃度と心臓線維化と
も相関する 
 
(2) Eplelenoneを用いて心線維化の抑制実験
を行い、心肥大が抑制されていることを確認
した。この心臓組織検体および血清において

メタボローム解析を施行し、血清中の候補物
質 Y318 が減少し、その前駆物質も減少して
いることを確認した。以上より Y318 は心臓
線維化を反映するバイオマーカーとなりう
ることを確認できた。 
 
(3) さらに、アデニン負荷腎不全モデル、大
動脈縮窄モデルを用いて心線維化を誘導後
に、同様にメタボローム解析した。アデニン
モデルにおいても心線維化が進行しており、
血清中候補物質濃度は上昇していた。大動脈
縮窄モデルは腎機能が正常のため尿中の候
補物質濃度も検討したところ、血中より速や
かに尿中に上昇することを確認できた。ブレ
オマイシン投与モデルを用いて皮膚線維化
を誘導後に、同様に血清、尿においてメタボ
ローム解析し、候補物質が上昇することを確
認した。以上の実験で異なる線維化モデルに
おいてもバイオマーカーとなることを確認
した。 
 
(4) 候補物質 Y318 で、候補物質の代謝経路
（合成、分解）を解析するために線維芽細胞
である NRK-49F cell にて Y318合成酵素阻害
剤投与後に細胞を抽出し、メタボローム解析
を施行した。候補物質上流と思われる蛋白の
発現が上昇しており、代謝経路を確認、同定
した。 
 
(5)当院にて腹膜透析施行中の患者 (n=53、
平均年齢 58.6 歳、DM33.3%)において同意を
えたのち血清を採取し、候補物質を測定。日
常臨床において定期的に施行している心エ
コー検査の所見から、LVmass、心拡張障害指
標(E/E')を抽出し、それらの相関を確認した。
血中 Y318 濃度は心エコー所見の心拡張障害
所見と有意に相関することを確認できた（図
４）。 
 

図４ ヒト血清中Y318濃度は拡張障害(E/E’)
と相関する 
 
以上の研究を通して、心線維化を早期からモ
ニターできる新たなバイオマーカーの候補
物質を同定、臨床的有用性の評価をおこない、
その有用性と意義を同定できた。 



今後さらに大規模なCKDコホートで候補物質
と心血管系合併症、生命予後との相関を確認
し、最終的に心腎連関の新たなバイオマーカ
ーとして確立することを目標としている。 
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