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研究成果の概要（和文）：オートファジーはアミノ酸の再利用を経て細胞死を免れる飢餓への適応であり、mTOR
（mammalian target of rapamycin）の活性阻害によっても引き起こされ、その指標としてLC3の発現が知られて
いる。本研究では、ヒト尿中のLC3漏出量を数値化できる測定系の構築に成功した。尿中のLC3は腎臓を構成する
細胞由来であり、腎臓におけるオートファジーの状態を非侵襲的にモニタリングできる画期的な技術である。虚
血再灌流障害を受けている移植腎組織の状態、オートファジーを誘導するmTOR阻害薬を投与した際の人における
薬理効果のモタリングシステムとして将来の応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is an adaptation to starvation that escapes cell death through the
 reuse of amino acids, and is also activated by the inhibition of mTOR (mammalian target of 
rapamycin) activity. The increase of LC3 expression is well known as an indicator of autophagy. In 
the present study, a measurement system capable of quantifying the leakage of LC3 in human urine has
 been successfully established. LC3 in the urine is derived from cells constituting the kidney, and 
is an epoch-making technology that can noninvasively monitor the state of autophagy in the kidney. 
It is expected to be applied in the future as a state of the transplanted kidney tissue undergoing 
ischemia reperfusion injury and a pharmacological effect in human kidneys when mTOR inhibitors those
 induces autophagy is administered. 

研究分野： 医療系薬学
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１．研究開始当初の背景 
mTOR（mammalian target of rapamycin）
は生物界に広く存在し、細胞の増殖活性を促
す役割を有し、阻害薬は抗がん薬（癌細胞の
増殖抑制）や免疫抑制薬（リンパ球の増殖抑
制）として最近注目を浴びている（1）。一方、
オートファジー（自食）は、不要タンパク質
や老化ミトコンドリアの自己消化とアミノ
酸の再利用という経路を経て細胞死を免れ
るシステムであり、飢餓への適応とも考えら
れている（2）。 
 慢性腎臓病（ chronic kidney disease, 
CKD）は様々な要因に端を発し、経時的に腎
の病変が進行したもので、糸球体や間質の高
度な線維化を特徴とする。申請者らは、慢性
腎不全の進展過程を反映するモデルラット
として汎用される 5/6 腎摘出ラット（腎亜全
摘ラット）を用いて、腎組織病変の進展に伴
う腎内 mTOR の活性化（S36 キナーゼのリ
ン酸化）と mTOR 阻害薬エベロリムス投与
による治療効果を見出した（3）。さらに、
mTOR 阻害薬の投与によって細胞内オート
ファジーが活性化し、その指標とされる LC3
タンパク質を尿中にも検出した（4）（Fig. 1）。 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
そこで本研究では、尿中 LC3 を定量的に評価
できれば、恒常的に mTOR 経路が活性化し
た慢性腎臓病患者に対し、mTOR 阻害薬を投
与した後の腎組織内における薬効（mTOR の
阻害の程度）を非侵襲的に評価できるという
発想につながった。 
 
２．研究の目的 
上記背景を踏まえ、尿中 LC3 の分析系を構築
し、mTOR 阻害薬の薬効を反映する指標とし
ての有用性について明らかにすること目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 被験者 
① 九州大学医系地区部局ヒトゲノム・遺伝
子解析研究倫理審査委員会より「臨床で有用
性の高い薬剤性腎障害バイオマーカーの探
索に関する研究（許可番号 588）」を得た上
で腎臓移植予定の患者より同意を取得した。 
② 2014 年 10 月から 2017 年 1 月の期間にお

いて 35 名の患者から同意を得、述べ 1143 検
体の尿試料を回収することができた。 

 
(2) 尿中 LC3 の測定法構築 

① 尿中 LC3 の測定には、Human LC3A DuoSet 
ELISA (R＆D Systems 社：DY8558-05)を用い
て測定した。まず、96 well プレートに捕捉
用抗体を 100 µL/well 添加し、プレートをシ
ールで覆い、 25 ℃ 14 時間以上反応させた。
その後、0.05 ％ Tween 20 in PBS (PBS-T) 
300 µL/well で 3 回洗浄後、1％ BSA 100 
µL/well を用いて 25 ℃で 1 時間インキュベ
ートした。 
② 0.05 ％ PBS-T 300 µL/well で 3 回洗浄
した後、濃度未知の尿試料を 100 µL/well を
添加した。既知濃度の LC3 標準曲線は 8ポイ
ントで作成し、100 µL/well で添加後、25℃
で 2時間インキュベートした。 
③ 0.05 ％ PBS-T 300 µL/well で 3 回洗浄
した後、ビオチン標識 LC3 抗体 100 µl を各
ウェルに添加し、25 ℃で 2 時間インキュベ
ートした。 
④ 0.05％PBS-T 300μL/well で 3 回洗浄し
た後、Streptavidin-HRP（R&D Systems）を 1％
BSA で希釈後 100μL/well を添加し、遮光下
で 25℃20 分インキュベートした。0.05％
PBS-T 300μL/well で 3 回洗浄した後、TMB
液（R&D Systems）100μL/well を添加し、遮
光下で 25℃20 分インキュベートした。 2N 
H2SO4 50 µL を各 well に添加後、プレートを
軽く叩き、試薬を十分に混合し、吸光度計
（450 nm, 570 nm）を用いて測定した。 

 
４．研究成果 

 (1) ヒト LC3 ELISA 系の構築 
我々は既に、ラット尿中に漏出してくる LC3
の測定系を構築している。慢性腎不全モデル
ラットに mTOR 阻害薬であるエベロリムスを
投与した場合、尿中の LC3 漏出量が増大し、
循環血中から腎組織中に移行したエベロリ
ムスの mTOR 阻害活性をオートファジーの活
性化という側面から評価できると考えられ
た。本研究では、それをヒト、すなわち術後
にエベロリムスを投与される可能性の高い
腎移植患者を対象に測定系を構築し、ラット
で見出された尿中LC3量と腎組織中のエベロ
リムス活性の関連性を明らかにすることを
目的とした。市販の抗 LC3 抗体を計 6種類購
入し、ビオチンーアビジン反応系を応用した
自前の ELISA 系の構築を試みた。すべての市
販抗体を用いて検討を繰り返したが、ラット
尿で得られた結果を反映するような直線性
と再現性は得られなかった。このような LC3
測定系構築のための試行錯誤を繰り返して
いる中で、ヒト LC3 に対する ELISA キットが
市販されることとなり、それらを用いた検討
へと切り替えることとした。ヒト尿の希釈倍
率、保管状態等の条件検討を繰り返し、最終
的にはヒト尿中、特に腎移植患者尿中の LC3
測定系を樹立することができた。 
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Fig. 1. 近位尿細管上皮細胞におけるmTOR活性の阻害に伴うオートファジー
の活性化、LC3タンパク質の産生と活性化（LC3-I→LC3-II）   
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 (2) 腎移植患者の尿中 LC3 漏出の検出と 

経時的変化 
① 生体腎移植患者の尿中LC3の定量を試み、
エベロリムス投与前と投与開始後で尿中
LC3 漏出量が増大すると想定した上で検討
を進めた。本稿にはスペースの都合上、ま
た現段階で未発表の結果であることを踏ま
えて、3症例についてその経時的な変化の結
果を示すこととする。 

 
② 症例 A は、生体腎移植術後 55 週目、慢
性移植腎症の発現リスクの高まる時期から
エベロリムスの投与が開始（赤矢印）され
た症例である。症例 B は生体腎移植術後 18
週という比較的早期よりエベロリムスの投
与が開始（赤矢印）された症例である。 

 
・症例 A 

 

・症例 B 
 

③ 一方、症例 Cはエベロリムスが投与され
ていない症例、すなわちエベロリムス投与
の有無という点から陰性対照として考える
ことができる。 
これら 3 症例に共通することは、エベロリ
ムスの投与の有無にかかわらず生体腎移植
術直後より、尿中に LC3 の漏出が検出され
るということ、緩徐ではあるが、術後の経
過日数を重ねるに従ってその漏出量は減少
することが認められる。また、症例 Aや B 
 
 

・症例 C 

 
のようにエベロリムスの投与が開始されて
も尿中のLC3漏出量は影響を受けないこと、
その傾向はエベロリムスの投与を受けてい
ない症例 Cに置いても同様であることが示
された。 

 
(3) これらの結果から、少なくとも次の 2点
については考察可能と考えられる。 
 

① 移植片に用いられたグラフト腎組織は、
移植後に血流が再開されることによる虚血
再灌流障害を受け、活性酸素等による細胞毒
性を受けること、経時的な障害からの回復と
尿中LC3漏出量の低下が良好な対応を示すこ
とから、尿中 LC3 は移植腎の虚血再灌流障害
の程度を反映する可能性があると考えられ
る。 
 
② エベロリムスの投与を開始しても尿中
LC3 漏出量の明らかな増大は認められなかっ
たことから、臨床用量のエベロリムスは腎組
織におけるオートファジーの顕著な活性化
を促すには至らないため、in vivo 個体レベ
ルでのLC3の産生と漏出という現象に結びつ
かなかったと考えられる。 

 
(4) エベロリムスの副作用の一つとして、腎
糸球体における足細胞として糸球体濾過を
調節する細胞ポドサイトの障害に伴う尿蛋
白の増加（ネフローゼ様症状）が知られてい
るが、少なくとも生体腎移植症例における投
与開始から 50 週未満の条件下においては、
その様な副作用発現並びにそれを反映する
尿中LC3漏出量の増大には至らないことが示
唆された。一方、長期間にわたりエベロリム
スの類薬である別の mTOR 阻害薬シロリムス
を投与されている心臓移植患者では、ネフロ
ーゼ様症状を呈する患者の存在が知られて
いる（5）。さらに、実験的条件においても同
様にシロリムス投与による尿タンパクの上
昇が観察されている（6）。従って、約 1年に
わたりエベロリムスを投与された腎移植患
者において、タンパク尿が顕在しなかったと
いう点は、臨床用量のエベロリムスはシロリ
ムスと異なり、タンパク尿を引き起こす危険
性が同等以下である可能性が見られた。 



 
(5) 本研究では、世界で初めて尿中の LC3 漏
出量を定量数値化できるシステムの構築に
成功しただけでなく、実際にオートファジー
を誘引する可能性のある薬物を投与されて
いる腎移植患者の尿を用いた検討を行うこ
とによって、臨床用量のエベロリムスの引き
起こす副作用発現（尿タンパクの増大）のモ
ニタリングにも応用可能な分析系であるこ
との一端を示すことができた。今後さまざま
な症例を対象に検討を進めることによって、
本分析系の臨床上の有用性をさらに明確に
できるとともに、これまで不明であった mTOR
阻害薬の新しい効果、副作用の非侵襲検出系
として確立することが期待される。 
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