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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病(CKD)では早期から骨格筋変調を伴い身体能力が低下する(腎筋連関)。軽度CKDモ
デルである5/6腎摘マウスでは、骨格筋ミトコンドリア減少(マイトペニア)を伴う持久力低下が骨格筋量と筋力の低下
に先行した。マイトペニアの一因としてCKD早期から上昇するTNF-αの関与が示唆された。消化管ホルモンであるアシ
ルグレリン投与にて、5/6腎摘マウスの骨格筋量と筋力は増加し、さらにエピゲノム制御を介したPGC-1α遺伝子発現増
加に伴いマイトペニアと持久力を改善した。一方、代表的な筋肉増強因子であるIGF-1では骨格筋量と筋力を増加した
が、マイトペニアは改善せず、持久力改善は不十分であった。

研究成果の概要（英文）：A physical decline not only led to lowering quality of life, but also raised risk 
of all-cause mortality. Chronic kidney disease (CKD) impaired physical performance associated with muscle 
alteration (reno-muscular correlation) since the early stage. 5/6 nephrectomized mice (5/6Nx mice), a 
mild CKD model, was shown that decrease in exercise endurance associated with decrease in muscular 
mitochondria (mitopenia) preceded decrease in muscle strength associated with muscle atrophy. TNF-α, a 
representative inflammatory cytokine which was increased since the early stage of CKD, was supposed as a 
candidate of mitopenia. Acylated ghrelin treatment, a gastric hormone, not only increased muscle strength 
and muscle mass, but improved exercise endurance and mitopenia through epigenetic modification of PGC-1α 
gene in 5/6Nx mice. Meanwhile, IGF-1 treatment, a muscle anabolic factor, hardly improved exercise 
endurance and did not improve mitopenia, though increased muscle strength and muscle mass.

研究分野：腎臓学・内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 慢性腎臓病(CKD)では単に腎機能が低
下するのみならず多臓器に悪影響が現れる。
すなわち CKD は臓器連関を呈する疾患であ
る。たとえば、CKD に伴う心機能の低下は”
心腎連関”としてよく知られている。申請者
はこれまで CKD における骨格筋の退行性変
化をもたらす“腎筋連関”に着目し、その機
構を明らかにした。 [Tamaki M et al. Kidney 
Int. 2014] CKD ではその初期から身体能力
が低下し、CKD 患者における身体能力の低下
は腎機能悪化リスクであるのみならず心血
管病発症率ならびに死亡率に対して大きな
影響を与える。それゆえ、CKD 患者のライフ
ロングケアーにおいて、身体能力の維持は極
めて重要である。 
 
(2) これまで CKD 患者における身体能力低
下の主たる原因は骨格筋分解の亢進に伴う
骨格筋量低下であると考えられていた。申請
者は軽症 CKD を模倣する動物モデルである
5/6 腎摘マウスを用いた検討で、CKD に伴う
身体能力低下に骨格筋ミトコンドリア機能
不全および骨格筋ミトコンドリア量の減少
(マイトペニア)が大きく関与し、筋力低下よ
りも持久力低下が先行することを見出した。
さらに、CKD で増加する TNF-αなどの炎症性
サイトカインが骨格筋に作用し、ミトコンド
リア生合成因子である PGC-1αの発現を制御
して、マイトペニアが惹起されることを明ら
かにした[Tamaki M et al. Kidney Int. 2014]。 
 
(3) 従来の身体能力改善を目的とした治療
は筋肉量および筋力の改善について着目さ
れてきた。実際、成長ホルモンや、代表的な
骨格筋増加因子であるIGF-1を用いた治療は
様々な骨格筋萎縮モデルにおける骨格筋量
の増加に有用であった。しかし、これらの治
療法による持久力の改善は容易でない。 
 
(4) DNA メチル化、ヒストン脱アセチル化な
どのクロマチンエピゲノム修飾は環境に応
じて徐々に蓄積し、かつ長期間安定して記憶
される遺伝子発現調節機構である。細胞分化
や加齢に伴う発現変化の分子的本態である
のみならず、悪性腫瘍、生活習慣病などの疾
患にも強く関与する。CKD においても、代表
的な DNA メチル化修飾であり遺伝子発現制
御に重要な役割を果たす、CpG ジヌクレオチ
ドのシトシンメチル化の変化は、腎機能増悪
と死亡率増加に関連することが示唆されて
いる[Dwivedi et al. Kidney Int 2011]。ま
た、高血糖や塩分負荷などの CKD に関連した
臓器ストレスが遺伝子のエピゲノム変化を
介して糖尿病合併症や高血圧症を発症させ
る一方で、エピゲノム変化の抑制によってそ
の発症が抑えられることも報告されている。
さらに、CKD の骨格筋退行性変化において重
要な意義を有する PGC-1α遺伝子の発現もエ
ピジェネティックに制御され、CKD で増加す

る炎症性サイトカインが PGC-1α遺伝子の特
定部位をメチル化し、その発現を低下させる
機構が報告されている[Barres Cell Metab 
2009]。 
 
２．研究の目的 
 (1) 申請者らのこれまでの検討により、CKD
モデルマウスの身体能力改善には抗マイト
ペニア治療が重要であることが示唆された
[Tamaki KI 2014]。そこで、申請者は抗マイ
トペニア治療を実践するため、筋肉量増加作
用に加えて近年骨格筋における酸素利用亢
進作用が報告された、消化管由来ペプチドホ
ル モ ン で あ る グ レ リ ン に 着 目 し た
[Barazzoni et al. KI 2010]。グレリンは主
に胃で産生される 28 個のアミノ酸で構成さ
れ、3 番目のアミノ酸であるセリンがオクタ
ン酸によるアシル化をうけてアシルグレリ
ンとなる。本研究において、アシルグレリン
投与によるCKDモデルマウスの身体能力改善
を試みた。 
 
(2) CKD モデルマウス骨格筋におけるマイト
ペニアは TNF-αなどの炎症性サイトカイン
が惹起する PGC-1α発現低下に起因すること
が示唆された[Tamaki KI 2014]。しかし、そ
の詳細なメカニズムは明らかでなかった。そ
こで、申請者はエピゲノムの観点から腎筋連
関を解析し、CKD における骨格筋退行性変化
に特徴的であるマイトペニアの原因となる
エピゲノム修飾を同定し、ホルモンを用いた
エピジェネティック制御で CKD おける身体
能力低下に関連したエピゲノム変化を是正
する本研究を着想した。 
 
３．研究の方法 
 (1) 雄マウス(C57Bl/6)に 5/6 腎摘を 6,7週
齢にて 2期的に施行し、軽度 CKD モデルであ
る 5/6 腎摘マウスを作成した。8 週齢から 1
か月間アシルグレリンを 0.1 nmol/gBW ずつ
週 3回腹腔内投与した。また、骨格筋量増加
による身体能力改善と比較するため、グレリ
ンとは別に IGF-1 を 8 週齢から 1 か月間 0.1 
nmol/gBW ずつ週 3回腹腔内投与し、その効果
を比較した。 
 
(2) マウス身体能力は12-16週齢にて評価し
た。具体的にはマウス用握力計を用いて筋力
(握力)を、マウス用トレッドミルを用いて持
久力(走行距離)をそれぞれ測定した。16 週齢
にて採血および採尿を行い、クレアチニンク
リアランス、血清 TNF-α濃度を計測した。そ
の後、16 週齢にて屠殺し、骨格筋量として腓
腹筋重量を計測した。定量 PCR 法にてマウス
腓腹筋における PGC-1α遺伝子発現量を評価
した。さらに定量 PCR 法にてミトコンドリア
16SrRNA 発現量を細胞核ヘキソキナーゼ 2 発
現量にて補正し、ミトコンドリア量を評価し
た。ミトコンドリア活性として、吸光光度計
を用いてシトクロームオキシダーゼC活性を



測定した。 
 
(3) 1%FBS にて分化誘導した培養骨格筋細胞
C2C12 を用い、アシルグレリン 10～1000 nM
またはIGF-1 10～1000nMを24時間添加した。
その後、PGC-1α発現量、ミトコンドリア量
とミトコンドリア活性を in vivo と同様の方
法で評価した。さらに PGC-1α遺伝子を標的
とした siRNA をトランスフェクションし、ミ
トコンドリア量、ミトコンドリア活性、酸素
消費量への影響を評価した。 
 
(4) PGC-1α遺伝子転写開始点から 260 塩基
上流に位置する、プロモーター領域内のシト
シン(C-260)は、そのメチル化により PGC-1
α遺伝子発現量を負に制御する代表的な部
位である[Barres et al. Cell Metab. 2009]。
5/6 腎摘マウス腓腹筋における C-260 メチル
化率を、Methylation Specific PCR 法(MSP
法)および Bisulfite Genomic Sequence 法
(BGS 法)にて評価した。さらに、腎不全で早
期から上昇する代表的な炎症性サイトカイ
ンであるTNF-αによるDNAメチル化制御とグ
レリンの意義を明らかにするため、培養骨格
筋細胞 C2C12 に TNF-α 1ng/ml、アシルグレ
リン 100 nM、デスアシルグレリン(非アシル
化グレリン) 100 nM を添加し、24 時間後の
C-260 メチル化率を MSP 法にて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスの身体能力と骨格筋を評価した。
5/6腎摘マウスの筋力はshamマウスと有意差
を認めず、アシルグレリンおよび IGF-1 投与
にて増加した(図 1A)。一方、持久力は 5/6 腎
摘マウスにて低下し、アシルグレリン投与に
て改善したがIGF-1投与での改善は不十分で
あった(図 1B)。5/6 腎摘マウス骨格筋量は
sham マウスと有意差を認めず、アシルグレリ
ンおよび IGF-1 投与にて増加した(図 1C)。
PGC-1α遺伝子発現量、ミトコンドリア量、
ミトコンドリア活性は5/6腎摘マウスにて低
下し、アシルグレリン投与にて改善したが
IGF-1 投与では改善しなかった(図 1D-F)。 

 
(2) 培養骨格筋細胞C2C12を用いてアシルグ
レリンおよびIGF-1によるミトコンドリアへ
の影響を評価した。PGC-1α遺伝子発現量お
よびミトコンドリア量はアシルグレリン投
与にて濃度依存的に増加したが、IGF-1 投与

では変化しなかった(図 2A, B)。PGC-1α遺伝
子を標的としたsiRNAのトランスフェクショ
ンにて、アシルグレリン 100 nM 投与による
ミトコンドリア量、ミトコンドリア活性、酸
素消費量の亢進作用はいずれも減弱した(図
2C-G)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 5/6 腎摘マウスのクレアチニンクリアラ
ンスは sham マウスの 50%程度に低下し、アシ
ルグレリンおよびIGF-1投与にて変化しなか
った。一方、血清 TNF-α濃度は 5/6 腎摘マウ
スにて上昇し、グレリン投与にて低下したが
IGF-1 投与では変化しなかった(図 3A, B)。 

 
(4) マウス骨格筋におけるC-260メチル化率
を評価した。MSP 法では、5/6 腎摘にてメチ
ル化率は上昇し、グレリン投与にて低下した
が IGF-1投与では変化しなかった(図 4A, B)。
BGS 法では、5/6 腎摘マウス骨格筋のメチル
化クローンの数がアシルグレリン投与にて
減少した(図 4C)。引き続き、培養骨格筋細胞
におけるC-260メチル化率を評価した。C-260
メチル化率は TNF-αにて上昇し、アシルグレ
リンおよびデスアシルグレリンにてそれぞ
れ低下した(図 4D, E)。PGC-1α遺伝子発現量
およびミトコンドリア量もメチル化と矛盾
しない変化を示した(図 4F, G)。 



 
(5) 以上、アシルグレリン投与は 5/6 腎摘マ
ウス骨格筋量と筋力の増加にとどまらず、マ
イトペニアと持久力も改善した。マイトペニ
ア改善の機序として、グレリン投与による
PGC-1α遺伝子プロモーター領域脱メチル化
が関与することが示唆された。一方、IGF-1
投与は骨格筋量および筋力の増加には有用
であったが、マイトペニアは改善せず、持久
力の改善は不十分であった(図 5)。本研究を
通じて、マイトペニアと持久力低下が特徴で
ある CKD における身体能力低下において、ア
シルグレリン投与による抗マイトペニア治
療が有効であることが示唆された。今後、臨
床応用が期待できる[Tamaki Endocrinol 
2015]。 
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