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研究要旨 ＜背景＞成長ホルモン放出促進受容体の内因性リガンドとして発見されたグレリン(Ghr)は

ミトコンドリア由来の活性酸素（ROS）を減少させることにより酸化ストレスを示す。今回我々はグレ

リンの腎保護効果について検討した。＜方法＞in vitro では腎近位尿細管細胞 HK-2 細胞にアンギオテン

シンⅡ(AⅡ)1μM を投与し scenescence を誘導し、Ghr 同時投与の効果を検討した。また in vivo では AⅡ

（1000ng/kg/min） を 2 週間持続投与したマウス C57BL/6 mice に対し、Ghr（100μg/kg/day）を 2 週間連

日腹腔投与し、Ghrの効果を検討した。さらにGhr受容体欠損(GHSR null)マウスを用いた検討も行った。

また Ghr 受容体欠損(GHSR null)マウスと NDRG Cre マウスの交配によりタモキシフェン（Tam）投与で

近位尿細管特異的に GHSR が回復するマウスを作成し表現型を解析した。＜結果＞ AⅡ投与により

HK-2 細胞の SA β-gal 活性の上昇、細胞周期抑制因子 p53、p21 および炎症性サイトカインである TGF-β、

PAI-1 の発現誘導が認められ、細胞老化、組織線維化が確認され、Ghr はこれらを抑制した。マウス AII

持続投与では Ghr は AⅡによる尿蛋白増加、尿細管マーカー（NGAL、NAG）の上昇、腎臓の SA β-gal 

染色等の老化変化を抑制した。4HNE 染色において Ghr は AⅡによる腎尿細管間質の酸化ストレス上昇

を低下させた。Ghr 投与によりミトコンドリア（Mit）由来の酸化ストレスを抑制する UCP2 の発現が増

加し、PGC1α の上昇により、Mit 数は増加した。Ghr は AⅡによる組織線維化を抑制した。また GHSR 

null マウスでは WT マウスと比較して AⅡ投与による尿蛋白増加、尿細管障害増悪を認め、腎臓の SA 

β-gal 染色等の老化変化や 4HNE 染色における酸化ストレス上昇の増悪を認めた。またミトコンドリア

の電顕写真では GHSR null マウスでは WT マウスと比較してミトコンドリアの伸長が認められ、GHSR 

null マウスの AⅡ投与群でさらに増強されていた。NDRG Cre マウスとの交配によるマウスの Tam 非

投与群と比較し Tam 投与群が有意に近位尿細管における酸化ストレスの低下、尿蛋白と尿中 NAG の減

少が認められた。[結論]Ghr は腎臓において、Mit の UCP2 の誘導を介し AⅡによる活性酸素レベル上昇

を低下させた。このことより内因性の Ghr/GHSR が尿細管の活性酸素産生調節、腎機能維持おいて重要

であることが示唆された。Conditional Knock-out mice のデータを考慮すると近位尿細管の GHSR の腎酸

化ストレスへの寄与が示唆された。 
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A. 研究目的 

グレリンとはラットとヒトの胃で発見されたペ

プチドホルモンで、GH 分泌促進受容体を介して

GH 分泌を誘起させるホルモンである。グレリン

は摂食行動の生理的信号物質であり、成長ホルモ

ンの分泌と摂食を増進して成長を制御する。従っ

てその分泌は栄養状態やエネルギーバランスの

変化に依存して生じる。グレリンは胃及び脳内の

視床下部弓状核のニューロンで産生され、またグ

レリン受容体は脳のさまざまな部位で発現して

いる。その一方でグレリン、グレリン受容体は腎

臓にも発現が認められているが腎臓での働きに

ついては不明な点が多い。一方慢性腎臓病でグレ

リンの血中レベルは上昇すると報告されており、

原因として腎臓からの clearance の低下、CKD で

の低栄養状態に対する反応、腎臓における分解の

低下、胃以外の臓器での産生の亢進などがその機

序として想定されている。グレリンの腎での作用

についてはマウスの虚血再還流傷害急性腎不全

において腎機能を向上させることが報告されて

おり、我々は新規代謝調節ホルモン、グレリンの

慢性腎障害に対する腎保護作用、抗酸化作用につ

いて in vitro および in vivo で検討した。 

 

B. 研究方法 

in vivo(マウス)での検討 

16 週齢マウス C57BL/6 mice に AⅡをオスモティ

ックミニポンプで持続静注し、４週間飼育する。

飼育開始 2 週間後よりグレリン群にはグレリン

を 100μg/kg/day を連日腹腔注射した。ARB 群で

はイルベサルタンを 50mg/kg/day を混餌で投与し

た。次に Ghrelin の降圧作用による効果を除外す

る目的で同等に降圧して Hydralazine 250mg/dl 投

与群との比較を検討した。さらに、Ghrelin の抗

加齢抗老化のメカニズムを Ghrelin receptor の発

現が証明されている in vivo(尿細管細胞株を用い

た系)でも検討した。 更に内因性 Ghrelin の AII

依存性腎障害抑制効果について Growth Hormone 

sequretagogue receptor ノックアウトマウスを用い

て検討した。 

 

C. 研究結果 

In vivo(マウス)のデータ 

まず収縮期血圧は、Ghrelin は AⅡによる血圧上

昇を有意に低下させた（図 1）。 

次に Ghr による腎障害抑制効果に関しては、尿細

管障害のマーカーである尿中 NAGL および NAG

は AⅡ投与で有意に増加したが、これらの尿細管

障害を Ghr は有意に抑制した。しかし、ヒドララ

ジン投与では抑制は出来なかった。また、尿蛋白

は AⅡ投与で増加し、Ghr、ヒドララジン投与で

有意に抑制された。以上より Ghr で認められた尿

細管保護作用は降圧に依存せず、その一方で尿蛋

白抑制効果は降圧に依存すると考えられた（図 2）。 

AⅡによる腎障害の要因の一つに酸化ストレス

の上昇が知られている。そこで腎組織の酸化スト

レスのレベルを 4HNE 染色で検討した。AⅡで腎

皮質において 4HNE 染色が上昇し、Ghr がこれを

顕著に抑制していたのを認め、この作用はヒドラ

ラジンによる降圧で認められなかった(図 3)。す

なわち Ghr による抗酸化作用も血圧非依存性に

働いていることが分かった。さらに、この抗酸化

作用が腎老化反応抑制効果につながるかどうか

検討した。腎皮質領域の SA-β-GAL 染色では、A

Ⅱ投与群で染色が強く認められ、Ghrelin 投与群

で染色が低下しているのを認めた。AⅡ投与によ
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る細胞老化を、Ghrelin 投与により抑制されたの

が示唆された。またヒドララジンによる降圧は A

Ⅱによる組織の老化を抑えることは出来なかっ

た（図 4）。老化関連因子である p53、p21 につい

ても検討したが、AⅡにより p53 の発現が誘導さ

れ、この誘導を Ghr は有意に抑制した。同様の結

果が p21 についても認められた(図 5)。 

次に老化細胞が発現するTGF-βとPAI-1の発現調

節を RT-PCR 法で検討したが、AⅡ投与により発

現誘導された TGF-β、PAI-1 両者とも Ghr 投与群

で抑制されていた(図 6)。 

TGF-β 及び PAI-1 は組織の線維化に関わるサイト

カインであることが知られている。そこでマッソ

ントリクローム染色で腎組織の線維化を検討し

た。AⅡ投与群で NS 群と比較し有意に間質に強

い線維化の亢進が認められ、Ghr 投与群で有意に

線維化が低下していた。しかし、ヒドララジン投

与群では線維化の低下を認めなかった(図 7)。 

近年 Ghr の抗酸化作用に関しては明らかになっ

ており、Ghr は神経細胞において、ミトコンドリ

アの脱共役蛋白である UCP2 の発現を上昇させ、

その結果ミトコンドリアの膜電位を低下させO2-

の産生が抑制された。その結果ミトコンドリア数

の増加が認められた報告がされている。そこで

我々は Ghr は抗酸化作用を介して組織保護に働

くことが示唆され、その分子メカニズムを検討し

た。抗酸化の鍵分子である UCP2 の mRNA 発現

は Ghr 投与した腎臓で有意に上昇していた。また、

catalase の発現は３群間で有意差を認めなかった。

さらに AⅡによる活性酸素産生に関与する

NADPH オキシダ-ゼの isoform である NOX1 と

NOX4 は AⅡ投与で上昇していた。またサブユニ

ットである p22phox も AⅡ投与で上昇していた。

これらを Ghr は有意に低下させた(図 8)。 

さらにmitochondria生合成の鍵分子であるPGC1α

の発現は AⅡで低下し、Ghr で有意に増加し、そ

の結果、Ghr投与のマウスにおいてはmitochondria

の数が増加していた(図 9)。 

以上 2 つの効果より、Ghr は UCP2 の発現上昇を

介しミトコンドリア維持効果をきたしこれが組

織保護効果を示したと考えられた。 

Ghr は AⅡにより誘導された酸化ストレスの上昇、

老化反応、組織障害を抑制した。更に加齢関連の

サイトカインであるTGF-βおよびPAI-1の発現を

抑制し、抗線維化作用を示した。また Ghr は UCP2、

PGC1α の発現を誘導し、抗酸化作用、mitochondria

の維持効果を示した。これが Ghr の腎障害保護作

用、腎の老化反応抑制を引き起こしたと考えられ

た。これらの Ghr の作用は血圧非依存性であり

尿細管細胞への直接効果と考えられた。 

 

GHSR ノックアウトマウスでの検討 

さらに内因性 Ghrelin の AII 依存性腎障害抑制効

果 に つ い て Growth Hormone sequretagogue 

receptor ノックアウトマウスを用いて検討した。

GHSR ノックアウトマウスについて、GHSR の遺

伝子の上流にトランスクリプションブロッキン

グカセットを組み込んである total の GHSR ノッ

クアウトマウスを用い、genotyping を行った。更

に RT-PCR でノックアウトの確認をした(図 10)。 

WT と WT に AII500ng/kg/min を投与したもの、

GHSR ノックアウトマウス（KO）と GHSR ノッ

クアウトマウス（KO）に AⅡ500ng/kg/min を投

与したものの 4 群を比較した。まず収縮期血圧で

は WT 群と KO 群で比較し、KO 群で有意に血圧

が上昇していたのを認めた(図 11)。その変化は A

Ⅱ投与群でも同様のことが確認された。尿蛋白、

尿細管障害のマーカーである NGAL、NAG は WT
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群と KO 群で比較し、KO 群で有意な増加を認め

た。AⅡ投与に関してはその差ははっきりしなか

った(図 12)。 

腎皮質領域の老化反応を引き起こす酸化ストレ

スを４HNE 染色で検討すると、WT 群に比較し、

KO 群が強く染色されていた (図 13)。また

SA-β-GAL染色は４HNE染色と同様にWT群に比

較し、KO 群が強く染色されていた(図 14)。内因

性 Ghr が抗老化、抗酸化作用をもつことが確認さ

れた。最後に MT 染色で腎線維化を検討したが、

KO 群で有意に腎線維化が認められた（図 15）。

また腎臓の近位尿細管領域の電顕所見で、ミトコ

ンドリアは酸化ストレスを受けると変形伸展拡

大することが報告されているが、KO 群で有意に

ミトコンドリアの変形、伸展を認めた。さらにミ

トコンドリアの数は GHSR ノックアウト群で有

意に低下していた（図 16）。GHSR ノックアウト

マウスは WT と比較して老化の促進、線維化の亢

進、酸化ストレスの上昇、腎機能障害の増悪が認

められた。  

 

腎近位尿細管特異的 Ghrelin レセプター発現マウ

スを用いた検討  

最後に、腎近位尿細管特異的 Ghrelin レセプター

発現マウスを用いた検討を行った。Flox -GHSR 

1(Ghrelin receptor)null マウス と NDRG（n-myc 

downstream regulated gene 1) Cre マウスを交配さ

せるとｔranscriptional blocking cassette(TBC)の両

端の loxP が外れ 、これらにより下流の GHSR 遺

伝子が転写される。よって、近位尿細管のみ

GHSR が発現するマウスが作成出来、近位尿細管

特異的 な Ghrelin の作用の検討が可能なる。具体

的な実験方法は F1 同士をかけあわせて得られた

12 週の Flox –GHSR 1null/NDRG Cre マウスに 5

日間 Tamoxifen 1mg/mouse/day で腹腔内連日投与

を行った。 タモキシフェン投与群とタモキシフ

ェン非投与群とで表現型を比較した。まず GHSR

のレセプターの免疫染色を行ったところ、GHSR

ノックアウト NDRGCre マウスでは近位尿細管の

GHSR の回復を確認した（図 17）。次に 16 週のタ

モキシフェン非投与群とタモキシフェン投与群

の表現型を比較したが収縮期血圧と体重には変

化は認められなかった（図 18、19）。次に生化学

所見である血清 BUN と Cｒはタモキシフェン非

投与群とタモキシフェン投与群の両者に有意差

は認められなかったが（図 20、21）、尿蛋白と尿

細管マーカーである NAG はタモキシフェン非投

与群と比較しタモキシフェン投与群で有意に減

少していた（図 22、23）。さらに腎組織の所見を

検討したところ、酸化ストレスマーカーである４

HNE 染色では近位尿細管領域を中心にタモキシ

フェン非投与群と比較しタモキシフェン投与群

が有意に酸化ストレスが低下していた（図 24）。

しかし腎線維化は明らかな有意差を認められな

かった（図 25）。このことより Mitochondoria 

の多く局在する近位尿細管領域の GHSR が

Ghrelin を介した抗酸化ストレス作用に重要な役

割を担っていることが示唆された。 

 

D.考察 

消化管ホルモンである Ghr は腎臓において、ミト

コンドリアのUCP2の誘導を介しAⅡによる活性

酸素レベル上昇を低下させたことが示唆された。

UCP2 は蛋ミトコンドリアの inner membrane に存

在し intermembrane space の H+を matrix 側へ leak

させる脱共役蛋白でありその結果、膜の電位勾配

は低下し、活性酸素(ROS)の産出が低下する。

UCP2 はミトコンドリアにおいて O2-の産出を抑
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制する分子であり、細胞内の O2-、ROS のほとん

どはミトコンドリア由来であるからUCP2による

O2-産出低下は極めて有効な抗酸化作用を有する

と考えられた。実際、血管内皮細胞では P38MAP

キナーゼを介したUCP2の上昇によりAⅡにより

誘導させた活性酸素発生を抑制し、AⅡ投与によ

る血管内皮細胞の障害を抑制させたことが報告

されている。我々の AⅡ投与による腎障害モデル

やヒト近位尿細管細胞株（HK-2 細胞）でも UCP2

の上昇を認め、これらの代償機構を確認した。更

にGhr投与によりUCP2の上昇が誘導され腎組織

障害を抑制した。AⅡ投与群のマウスは NS 投与

群のマウスのUCP2よりも発現が上昇していた為

Ghr、それ自体が UCP2 発現を上昇させ、AⅡ投

与群のUCP2上昇とは独立して働いたものと考え

られた。 

AⅡによって誘導された ROS は病理組織学的に

も腎の炎症や線維化に重要な役割を担っている。

我々のAⅡ投与による腎障害モデルにおいてもA

Ⅱは NADPH オキシダ-ゼの腎臓での主な isoform

である NOX1、NOX4 の発現を上昇させた。いま

までにも AⅡは NOX1、NOX4、p47phox、p67phox、

p22phox等の様々なNADPHオキシダ-ゼのサブユ

ニットの上昇を誘導した報告がある。そして今回

Ghr は NOX1、NOX4、p22phox の発現を低下させ

た。すなわち Ghr の有する抗酸化作用と考えられ

た。また NOX の発現は還元反応によって生じて

いると考えられた。また今回の AⅡ投与による腎

障害モデルで PGC1α の発現低下とミトコンドリ

ア数は減少していたが Ghr は強力な抗酸化作用

によりこれらの低下を軽減させた。また Ghr 投与

により AⅡ投与したマウスの血圧は低下を認め

た。これは以前に分離した血管内皮細胞で血管拡

張作用による直接的作用であると報告があり、こ

れによるものと考えられた。さらに視床孤束核に

Ghrを投与すると血圧低下をみとめることより交

感神経に作用して血圧低下が生じた報告もある。

これについては GHSR ノックアウトマウス（KO）

は WT より血圧高値であったことから内因性の

Ghr が血圧低下作用を呈したことも示唆された。

我々の実験のモデルは AⅡ投与のストレスに誘

導させ発症させた老化モデルである。これらの老

化細胞は炎症性サイトカインである TGF-β や

PAI-１を発現、分泌し、細胞周囲を変化させる。

さらに、老化細胞は通常の細胞と比較し、易スト

レス感受性になりアポトーシスを起こしやすく

なる。老化関連機能障害の原因となるミトコンド

リアの酸化障害もその一つである。加齢マウスの

組織ではミトコンドリア数が減少し、活性酸素の

蓄積やエネルギーの産生低下等の機能障害を示

すことが言われている。我々の AⅡ投与モデルで

はミトコンドリア数の減少を認め、それによる

ROS の産生増加や近位尿細管領域の組織障害を

起こしていた。また AⅡtype1 受容体ノックアウ

トマウスは WT よりも長期間生存した報告があ

る。また WT で加齢に伴うミトコンドリアの絶対

値密度の低下は AⅡtype1 受容体の数に依存する

といわれている。我々の GHSR null（KO）マウス

でも腎機能低下や同様の変化を確認している。さ

らにKOマウスのミトコンドリアはWTと比較し、

変形伸展拡大しているミトコンドリアが多く認

められた。以前に加齢ラットの心筋のミトコンド

リアでも同様のことが報告されている。拡大、延

長したミトコンドリアはオートファジーをさせ

ずに蓄積されたミトコンドリアであるといわれ

ている。このことより、KO マウスの近位尿細管

領域のミトコンドリアは老化の表現型を示して

いることは Ghr が腎機能、腎老化を制御している
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ことが示唆された。以前の報告で Ghr はマウスの

虚血再還流傷害急性腎不全において腎機能を向

上させることがいわれている。その機序として

Ghr による GH/IGF-1/ PI3K/Akt の経路が活性化

したことがインスリンレセプター基質Ⅱ欠損マ

ウスで確認された。また詳細不明であるが尿細管

細胞に抗アポトーシス作用を示したことがいわ

れている。他の報告では Ghr 投与により前駆炎症

サイトカイン、特に TNFα の抑制により急性腎障

害を引き起こす内毒素に対し保護的に働くこと

もいわれている。しかしこれらの報告では腎臓に

直接影響しているか検討していない。Ghr 投与に

より尿中リチウムの排出を変化させずに尿中 Na

の排出を増加させる。これは Ghr の遠位尿細管へ

の直接的作用による Na 再吸収であるとさせる。

我々の検討では GHSR の免疫染色で近位尿細管

領域に染色性が高く、さらに近位尿細管細胞株で

ある HK-2 細胞でも GHSR の mRNA の発現を認

めている。今回 Ghr が尿細管障害を改善するか近

位尿細管マーカーである尿中 NAG、NGAL を測

定しで検討した。さらに GHSR は近位尿細管で発

現し、Ghr は腎臓で GHSR を介して腎保護効果を

示すことが示唆された。また GHSR ノックアウト

NDRGCre（タモキシフェン投与群）マウスでは

尿蛋白と尿中 NAG はタモキシフェン非投与群と

比較しタモキシフェン投与群で有意に減少し、さ

らに腎組織の所見では酸化ストレスマーカーで

ある４HNE 染色で近位尿細管領域を中心に有意

に酸化ストレスが低下していたことより、GHSR

は近位尿細管で発現し、Ghr は腎臓で GHSR を介

して腎保護効果を示すことがさらに強く示唆さ

れた。また以前のでは Ghr による抗酸化効果につ

いては検討されておらず酸化ストレスは虚血再

還流傷害急性腎不全において主な要因とする報

告があり、Ghr の急性腎障害における腎保護効果

はROSの減少の結果起こっていると考えられた。

急性腎障害と同様に酸化ストレスは慢性腎臓病

の様々な研究モデルの重要な発症メカニズムと

考えられている。 

我々は Ghr の抗酸化作用は慢性腎障害において

も有効であることを明らかにした。慢性腎臓病で

顕著な体重減少は主な所見である。cachexia は慢

性腎臓病により生じ、それらの患者の総 Ghr 濃度

はアシル化 Ghr（活性型 Ghr）の変化なく上昇し

ていた。総Ghr濃度の上昇はGhrが腎臓での排出、

腎不全による蓄積により生じている可能性もあ

るが、活性型 Ghr の血中濃度の変化が認められな

いのは cachexia で臨床的に消費されている可能

性が示唆された。いくつかの研究で慢性腎臓病や

透析患者における Ghr の有益性を認めた。GHSR

ノックアウトマウス(KO)は摂餌量や体重減少を

示すことがいわれている。この KO の状態は慢性

腎臓病の cachexia に類似している。最近の研究で

これらの Ghr の腎臓への効果か Ghr の体重増加、

食欲亢進作用による Ghr の個体へのシステマテ

ィックな効果か区別できていない。しかしながら

腎不全の進行は cachexia の増悪に密接に関係し

ている。Ghr 投与は腎機能障害だけでなく慢性腎

臓病の栄養失調の改善によって腎機能悪化を改

善させる可能性か考えられる。 

 

E.結論 

我々はグレリンが腎組織での酸化ストレス発生

を抑制することにより AⅡにより誘導された腎

障害を改善させたことを明らかにした。Ghr はミ

トコンドリアで脱共役蛋白であるUCP2を誘導さ

せ、ミトコンドリアの膜電位を低下させ、ミトコ

ンドリア由来の ROS の発生を抑制したと考えら
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れた。GHSR ノックアウトマウスは WT と比較

して線維化、加齢変化を認め、酸化ストレスの上

昇による腎機能障害を認めた。これは Ghr/GHSR

経路が腎臓において活性酸素産生調節に重要な

役割を担っていることが示唆された。さらに

GHSR-/- /NDRG Cre マウスでの結果では酸化スト

レスの低下、尿細管障害の改善、尿蛋白の減少を

認めたことから、mitochondoria の多く局在する近

位尿細管が Ghrelin の腎組織保護作用に重要な役

割を担っていることが示唆された。我々の研究結

果より Ghr は腎不全進行に対しての新規治療戦

略となりうると考えられた。 
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