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近年，様々な疾患でオートファジーの関与が注目されている．しかしながら，高血圧と腎オートファジーの関連

を検討した報告はない．今回，悪性高血圧モデルであるmalignant stroke-prone spontaneously hypertensive rats

（M-SHRSP）を用いて，高血圧性腎障害とオートファジーの関連を検討した．M-SHRSPの腎では，オートファ

ジー関連蛋白であるLC3B-II，LAMP2a，HSC70の発現が減少した．糸球体上皮，尿細管，集合管にオートファ

ジー関連蛋白の発現を認めた．ヒドララジン（Hyd），アゼルニジピン（Aze）で降圧することにより，血清クレア

チニン値は低下し，尿蛋白，組織障害は軽快した．マクロオートファジーに関連するLC3B-II蛋白発現量は，髄質

でのみHyd，Aze群で増加した．シャペロン介在性オートファジーに関連するLAMP2aは，髄質でのみHyd，Aze

群で蛋白発現量の増加を認めた．同様に，HSC70蛋白発現量は皮質でのみHyd群で軽度低下したが，その他には

有意な差を認めなかった．HSC70と LAMP2aの蛍光二重染色では，Aze群でのみ集合管で共発現部位の増加を認

めた．以上より，M-SHRSPに降圧治療を行うことで腎障害の進行を抑制でき，その際にマクロオートファジー，

シャペロン介在性オートファジーが活性化することで臓器保護的に作用している可能性が考えられた．
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緒 言

細胞の恒常性を維持するうえで，不要な蛋白や病

的なオルガネラを適切に処理することは不可欠であ

る．オートファジーはユビキチン-プロテアソーム系

とともに細胞内構成成分を分解する主要な機構の一

つである．オートファジーの概念は以前より知られ

ていたが，1990年代に酵母でオートファジーに関連

する遺伝子（ATG遺伝子）群が同定された のを契

機に，その分子機構についての研究が進み，現在で

は動物細胞においても維持されていることが明らか

とされている ．

リソソームで細胞内成分が分解されるまでの過程

の違いから，オートファジーはマクロオートファジ

ー，ミクロオートファジー，シャペロン介在性オー

トファジー（chaperone-mediated autophagy：

CMA）など少なくとも３種類が知られている ．マク

ロオートファジーでは，隔離膜と呼ばれる二重膜が

形成され，伸長することで細胞内成分が隔離される

（オートファゴソーム）が，オートファゴソームがリ

ソソームと癒合することで細胞内成分が処理され

る．microtubule associated protein 1light chain

3（LC3）はAtg8の代表的な哺乳類ホモログであり，

オートファゴソーム形成において重要な役割を果た

している．新生されたLC3はAtg4によってプロセ

シングされ，LC3-Iとなる．その後，Atg7，Atg3，

そしてAtg12-Atg5・Atg16複合体の作用を受けて

phosphatidylethanolamineと結合する（LC3-II)．

LC3-IIは隔離膜やオートファゴソームに局在し，

LC3-IIはマクロオートファジーのモニタリングに

有用である．ミクロオートファジーでは，リソソー

ム膜が陥入し直接取り込むことで細胞内成分が処理

される．CMAでは，基質とHSC70を含むシャペロ

ンの複合体がリソソーム膜の lysosomal associated
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membrane protein type 2a（LAMP2a）に結合す

ることで，基質がリソソーム内腔へと運ばれる．

CMAは基質の選択性が高く，特定のアミノ酸配列

を持つ蛋白をリソソーム内に取り込むことが知られ

ている ．

オートファジーは発生や分化，飢餓，感染，加齢

など様々な状況下で重要な役割を果たしていること

が明らかとなってきているが，近年，神経変性疾

患 や癌 ，筋疾患 ，炎症性腸疾患 ，代謝性疾

患 ，自己免疫疾患 などの病態にも関与している

可能性が報告されている．動物モデルを用いた検討

で，虚血再潅流腎障害 ，puromycin aminonu-

cleoside腎症 ，adriamycin腎症 ，cyclosporine

や cisplatin などによる薬剤性腎障害や糖尿病腎

症 で，オートファジーが病態に関与しているこ

とが明らかにされている．また，圧負荷による心肥

大においてもオートファジーが病態に関与している

ことが報告されている ．しかしながら，高血圧に伴

う腎障害におけるオートファジーの関与については

検討されておらず詳細は分かっていない．malig-

nant stroke-prone spontaneously hypertensive
 

rats（M-SHRSP/Kpoラット，以下M-SHRSP）は

岡本らによって spontaneously hypertensive rats

（SHR）から作製された悪性高血圧モデルであり，著

明な血圧上昇により脳，心，腎など様々な臓器に急

激な高血圧性障害を引き起こすことが知られてい

る ．そこで今回，我々は高血圧性腎障害とオートフ

ァジーとの関連について明らかとするために，M-

SHRSPを用いて腎臓でのオートファジーについて

検討を行った．

方 法

実験動物

５週齢の雄M-SHRSPを用いて実験を行った．

M-SHRSPは近畿大学医学部実験動物共同研究室

より購入し，温度23±2℃，湿度50±10％で管理飼育

した．Wistar Kyoto rats（WKY）は日本クレア株

式会社より購入した．標準飼料としてSP（フナバシ

ファーム）を用い，飲料水を与えた．全ての動物実

験は近畿大学医学部動物実験委員会の承認を得て行

った．

実験方法

まず，13週齢WKYおよびM-SHRSPについて

腎でのオートファジー関連蛋白の発現をウェスタン

ブロット法にて検討した．

次に，５週齢M-SHRSPを，対照（Con）群，ヒ

ドララジン（Hyd）群（5mg/kg/day），アゼルニジ

ピン（Aze）群（5mg/kg/day）の３群（n＝10ずつ）

に分け，降圧剤混入食餌を８週間摂取させ，週１回

血圧，脈拍，体重を測定し，それぞれの群について

検討した．

Hydは末梢細動脈血管平滑筋に直接作用するこ

とで血圧降下作用を示すが，交感神経系活性化やレ

ニン分泌を亢進するなどの副作用も多く近年では一

般的には妊娠高血圧症候群の際に使用されるにとど

まる．Azeはジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬

であり，細胞内へのカルシウムイオンの流入を抑制

することで主に血管平滑筋の収縮を抑制し降圧効果

を示し，大規模臨床試験による予後改善のエビデン

スから高血圧治療の第一選択薬として推奨されてい

る．

血圧，脈拍測定

収縮期血圧，拡張期血圧，脈拍は５週齢より13週

齢まで１週間毎にTail-Cuff法（BP-98A，Softron）

を用いて測定した ．その際それぞれ３回測定を行

い，その平均値を測定値とした．

血液，尿および腎組織の採取

血液採取については，５週齢M-SHRSPで尾静

脈より採血を行った．13週齢のM-SHRSPでは，12

時間の絶食後，ペントバルビタール（10mg/g）を皮

下注射し全身麻酔を行った．麻酔後，腹部正中を切

開し，下大静脈より血液を採取した．両腎臓は血抜

きをしたのち速やかに摘出した．採取した血液は

3000rpmで10分間遠心し，血清を分離した．レニン

活性の測定にはレニン活性（PRA）「TFB」，アルド

ステロン濃度の測定にはスパック-Sアルドステロ

ン キ ッ ト（TFB）を そ れ ぞ れ 用 い，WAL-

LAC1460（Wallac）にて測定を行った．尿採取につ

いては，実験開始時の５週齢M-SHRSPと実験経

過８週時の13週齢M-SHRSPで，代謝ケージ（日本

クレア）を用いてそれぞれ採取した．蛋白定量はマ

イクロTP-AR（和光純薬工業），尿中アルブミン定

量はオートワコーマイクロアルブミン（和光純薬工

業），尿中クレアチニン定量はデタミナーL CRE（協

和メデックス）を用いて測定を行った．

腎組織標本の作製

摘出した腎臓を一晩かけて４％paraformalde-

hydeにて固定を行った．10％，20％，30％ sucrose

にて８時間毎に脱水を行い，その後，パラフィン包

埋ブロックを作製した．また，残りの腎臓はコンパ

ウンドを用いて凍結ブロックを作製した．

免疫組織染色

腎臓パラフィン包埋ブロックから4 m切片を作

製し，脱パラフィン，再水和を行ったのち，0.3％H

O で30分間処理した．その後，Protein Block
 

Serum-Free（Dako）にて常温で30分間ブロッキング
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を行い，1.5％ serumで希釈した一次抗体を４℃で

一晩反応させた．一次抗体には，オートファジーに

関連する蛋白として rabbit anti-LC3antibody（1：

1000）（MBL），rabbit anti-LAMP2a antibody（1：

1000）（abcam），goat anti-heat shock cognate
 

protein70（HSC70）antibody（1：100）（Santa Cruz）

を用いて検討を行った．洗浄後，二次抗体を常温で

30分反応させた．二次抗体には，biotinylated goat
 

anti-rabbit IgG antibody（1：2000）（Invitrogen），

biotinylated rabbit anti-rat IgG antibody（1：

2000）（Vector），biotinylated rabbit anti-goat IgG
 

antibody（1：2000）（Vector）を用いた．Standard
 

Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Staining Kits

（Thermo）にてABC法を行い，3,3-diaminoben-

zidineで発色した．

蛍光二重染色

腎臓凍結ブロックから4 mで切片を作製し，染

色を行った．1.5％ serumにてブロッキング（常温，

30分間）を行ったのち，一次抗体（rabbit  anti-

LAMP2a antibody，goat anti-HSC70antibody）

を４℃で一晩反応させた．洗浄後，二次抗体を常温

で30分反応させた．二次抗体には，Alexa Fluor594

donkey anti-rabbit  IgG antibody（1：400）

（Invitrogen），Alexa Fluor 488 rabbit anti-goat
 

IgG antibody（1：400）（Invitrogen）を用いた．

ウェスタンブロット（WB）

凍結保存した腎の皮質，髄質からそれぞれ小切片

を切除し，蛋白の抽出にはNuclear Extract  Kit

（Active Motif）を用いて行った．蛋白の定量は

Bradford法を用いて行った．それぞれの検体を10

ugずつ0.01A，２時間かけて電気泳動し，その後蛋

白をゲルからPVDF膜に30V，10時間かけて転写し

た．常温で１時間ブロッキング（５％bovine serum
 

albumin，0.1％Tween20/PBS）を行い，一次抗体

を４℃で一晩反応させた．一次抗体には，mouse
 

anti-microtubule associated protein1light chain3

B（LC3B）antibody（1：2000）（nanotools），anti

-LAMP2a antibody（1：500）（abcam），anti-

HSC70antibody（1：1000）（Santa Cruz）を用い

た．0.1％Tween20/PBSにて洗浄後，常温で60分

間二次抗体を反応させた．二次抗体には goat anti-

rabbit  IgG-HRP antibody（1：2000）（Santa
 

Cruz），goat anti-mouse IgG-HRP antibody（1：

2000）（Santa Cruz）を用いた．Amersham ECL
 

Prime Western Blotting Detection Reagent（GE
 

Healthcare Life Sciences）にて検出し，Image-

Quant LAS4000（GE Healthcare Life Sciences）

で撮影した．

RNA抽出およびリアルタイムRT-PCR

凍結保存した腎の皮質，髄質からそれぞれ小切片

を切除し，QIAshredder（QIAGEN）にて処理を行

ったのち，RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて

total  RNAを抽出した．total  RNAからHigh
 

Capacity RNA-to-cDNA Kit（Life Technologies）

を用いて逆転写しcDNAを合成した．TaqMan
 

Gene Expression Master Mix（Life Technol-

ogies），TaqMan Gene Expression probes（Life
 

Technologies）：collagen type I alpha1（Col1A1）

（Rn01463848），collagen type IV alpha1（Col4A1）

（Rn01482927），StepOnePlusシステム（Life Tech-

nologies）を用いてPCRを行った．PCRは40サイク

ル行い，Ct値を測定した．得られたCt値はβアク

チンにて補正した．

統計学的解析

すべてのデータはmean±SEで表記した．すべて

の解析はPaired t検定を用いて行った．p＜0.05の

場合を有意差ありと判定した．

成 績

ウェスタンブロット法を用いたWKYおよびM-

SHRSP腎におけるオートファジーの比較検討

M-SHRSPでは，マクロオートファジーにてオー

トファゴソームの増加に関連するLC3アイソフォ

ームであるLC3B-IIの発現は皮質で14％まで減少

した（p＜0.05）．一方，髄質では変化しなかった．

オートファゴソーム形成に伴いLC3-Iが phos-

phatidylethanolamineと結合しLC3-IIとなること

から，LC3B-II/LC3B-Iについても検討を行った．

LC3B-II/LC3B-Iは，皮質ではWKYに比し28％ま

で低下したが，髄質では有意な差を認めなかった．

（図１Ａ-Ｃ）

CMAの過程においてHSC70とともに重要な役

割を果たす蛋白であるLAMP2aは，皮質で35％，髄

質で52％まで減少した（p＜0.05）．またHSC70は，

M-SHRSPの皮質で45％まで減少した．同様に髄質

でも減少傾向であった．（図１Ｄ，Ｅ）

対照群および降圧剤投与群の血圧，脈拍の推移

Con群，Hyd群，Aze群の３群間における収縮期

血圧，拡張期血圧，脈拍数の経時的な推移を図２に

示す．Con群（n＝8）は13週齢で，収縮期血圧285.1±

19.2mmHg，拡張期血圧237.8±24.0mmHgと著

明な血圧上昇を認めた．一方，同週齢のHyd群（n＝

10，収縮期血圧224.7±13.5mmHg，拡張期血圧

186.2±13.3mmHg），Aze群（n＝10，収縮期血圧

209.1±21.2mmHg，拡 張 期 血 圧167.9±17.9

mmHg）は，Con群に比して血圧上昇は有意に抑制

高血圧治療の腎保護効果における腎オートファジーの関与―悪性高血圧モデルラットを用いた検討― 13



されていた（p＜0.05）．全期間を通じてHyd群と

Aze群はほぼ同程度の血圧で推移した．（13週齢で

の拡張期血圧のみAze群でHyd群に比し有意に低

値であった．）脈拍数はHyd群に比しCon群，Aze

群で低い傾向であった．体重に関しては，３群で同

様に増加し，実験経過中にほぼ差を認めなかった．

週齢および 週齢時点での各 群における血清，

尿検査比較検討

５週齢および13週齢の血液，尿検査結果を表１に

示す．５週齢の血液検査では，総蛋白（T.P），アル

図 ウェスタンブロット法を用いたWKYおよびM-

SHRSP腎におけるオートファジーの比較検討
B皮質，髄質におけるLC3B-Ⅱ蛋白発現の比較
C皮質，髄質におけるLC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰの比較
D皮質，髄質におけるLAMP2a蛋白発現の比較
E皮質，髄質におけるHSC70蛋白発現の比較

n＝8，♯：p＜0.05vs WKY13W

図 対照群および降圧剤投与群の血圧，脈拍の推
移

n＝8-10， ：p＜0.05vs Con， ：p＜0.05vs
 

Aze
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ブミン（Alb），尿素窒素（BUN），クレアチニン（Cre）

についてそれぞれ各群で有意な差を認めなかった．

13週齢では，Hyd群，Aze群でCon群に比しBUN

およびCreは低値であった．CreはHyd群，Aze群

間で差を認めなかったが，BUNはHyd群でAze群

に比し高値であった．各群間でT.PやAlbに差を

認めなかった．レニン活性やアルドステロン濃度は，

Con群に比しHyd群，Aze群で低値であった．Hyd

群とAze群間には有意な差を認めなかった．５週齢

の尿検査では，尿中T.Pは各群間に差を認めなかっ

た．尿中AlbはAze群でHyd群に比し低値であっ

た．13週齢では，尿中T.P，尿中Albについて降圧

剤投与群で減少傾向がみられた．尿中T.PはAze

群でHyd群に比し低値であった．尿中AlbはAze

群，Hyd群で差を認めなかった．

対照群および降圧剤投与群の腎組織学的検討

Periodic acid Schiff（PAS）染色とMasson tri-

chrome染色にて行った組織学的検討の結果を図３

に示す．

Con群では，約10％の糸球体に全節性硬化や分節

性硬化病変を認め，約20～30％の糸球体にメサンギ

ウム細胞の増殖，基質の増加を認めた．細小動脈の

内膜肥厚が高度であり，硝子化病変も認めた．Hyd

群，Aze群では，糸球体硬化性病変を全く認めなか

った．Hyd群，Aze群でもCon群と同様に，20～30

％の糸球体にメサンギウム細胞の増殖，基質の増加

を認めた．Masson trichrome染色の検討では，Con

群に比してHyd群，Aze群で線維化の程度は軽度

であった．Hyd群，Aze群間では，PAS染色，Mas-

son trichrome染色の検討で明らかな染色範囲の違

表 各群における血液，尿検査の比較

血清：n＝10，Paired t-test，mean±SD，尿：n＝3，Paired t-test，mean±SD

５週齢

血清 Con群 Hyd群 Aze群 有意差（p値)

T.P（g/dl） 5.80±0.15 6.15±0.08 6.00±0.07 n.p
 

Alb（g/dl） 4.55±0.05 4.75±0.08 4.60±0.07 n.p
 

BUN（mg/dl） 15.7±0.5 16.4±0.9 16.3±0.5 n.p
 

Cre（mg/dl） 0.37±0.05 0.39±0.06 0.31±0.03 n.p

13週齢

血清 Con群 Hyd群 Aze群 有意差（p値)

T.P（g/dl） 5.63±0.13 5.77±0.06 5.80±0.04 n.p
 

Alb（g/dl） 3.70±0.08 3.97±0.03 3.95±0.04 n.p
 

BUN（mg/dl） 26.1±1.4 19.2±0.4 17.9±0.4 ：vs Con

：vs Aze
 

p＜0.05

Cre（mg/dl） 0.38±0.02 0.25±0.01 0.26±0.01 ：vs Con
 

p＜0.05

Aldsterone（pg/ml） 1115±312 199±51 320±56 ：vs Con
 

p＜0.05

renin活性（ng/ml/hr） 20.7±2.3 10.4±0.8 9.1±0.8 ：vs Con
 

p＜0.05

５週齢

尿 Con群 Hyd群 Aze群 有意差（p値)

T.P（g/gCr） 0.059±0.002 0.068±0.004 0.060±0.009 n.p
 

Alb（mg/gCr） 3.97±0.96 3.52±0.29 2.55±0.03 ：vs Aze
 

p＜0.05

13週齢

尿 Con群 Hyd群 Aze群 有意差（p値)

T.P（g/gCr） 9.13±3.95 2.33±0.07 1.87±0.14 ：vs Aze
 

p＜0.05

Alb（mg/gCr） 601.8±212.3 42.5±3.1 35.1±3.3 n.p
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いを認めなかった．

RT-PCR法を用いて行った組織学的検討の結果

を図３-２Ｄ，Ｅに示す．

組織間質障害を示すCol1A1発現量は，皮質，髄質

ともにCon群に比しHyd群，Aze群で有意に減少

した（p＜0.05）．皮質ではCon群に比してHyd群で

約16％，Aze群では約７％にまで減少していた．同

様に髄質ではCon群に比してHyd群で約48％，

Aze群では約16％にまで減少していた．基底膜の障

害を示すCol4A1発現量の検討では，皮質ではCon

群に比しHyd群，Aze群で有意に減少し，それぞれ

47％，72％まで低下した（p＜0.05）．髄質では，Aze

群で有意に減少していた（p＜0.05）．

免疫染色およびWB法によるマクロオートファジ

ーについて 群間での比較検討

マクロオートファジーの変化を検討するために行

ったLC3の免疫組織染色とWB法の結果を図４-

１に示す．LC3は，皮質では主にポドサイトや遠位

尿細管，ヘンレ係蹄の太い上行脚で染色を認め，核，

細胞質ともほぼ均一に染色された．髄質では，主に

集合管で染色を認めた．３群間で染色部位，範囲に

明らかな差を認めなかった．

皮質では，オートファゴソームに局在することが

知られているLC3B-IIは３群間で有意な差を認め

なかった．一方，髄質では，LC3B-IIの蛋白発現は

Con群に比しHyd群で147％，Aze群で160％と増

図 - 対照群および降圧剤投与群の腎臓におけ
るMasson trichrome染色
A-C×40倍
DERT-PCR法を用いた腎皮質，髄質に
おけるCol1A1遺伝子（collagen I alpha
1gene）及びCol4A1遺伝子（collagen IV

 
alpha 1gene）発現の検討

n＝2， ：p＜0.05 Con， ：p＜0.05 vs
 

Aze

図 - PAS染色における腎組織学的検討
A-C腎皮質，×200倍
D-F腎皮質，×400倍
G-Ｉ腎髄質，×400倍

図 - 対照群および降圧剤投与群の腎臓におけ
るLC3免疫組織染色
A-FDAB染色 A-C腎皮質，×400倍
D-F腎髄質，×400倍
GLC3陽性面積の比較

n＝2
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加していた（p＜0.05）．LC3B-II/LC3B-Iについて

も検討を行ったが，皮質，髄質ともに有意な差を認

めなかった．（図５Ａ-Ｃ）．

免疫染色およびWB法によるシャペロン介在性オ

ートファジーについて 群間での比較検討

CMAの変化を検討するために，LAMP2a，

HSC70について実験を行った．免疫組織染色では，

LAMP2aは皮質で主に近位尿細管で染色を認め，髄

質では集合管の細胞質，特に基底膜側が強く染色さ

れた．皮質では3群間に明らかな染色範囲の違いを認

めなかった．一方，髄質ではCon群に比べ，Hyd群，

Aze群で染色範囲がそれぞれ35％，54％増加した

（p＜0.05）．（図４-２）

HSC70は，皮質ではポドサイドや遠位尿細管，ヘ

ンレ係蹄の太い上行脚を中心に染色を認め，近位尿

細管の一部でも染色された．核，細胞質ともにほぼ

均一に染色された．髄質では，集合管の核および細

胞質でほぼ均一の染色を認めた．Con群，Hyd群，

Aze群間で明らかな陽性面積の差を認めなかった．

（図４-３）

WB法では，皮質においてLAMP2aの蛋白発現

は３群間で有意な差を認めなかった．髄質でも有意

な差を認めなかったが，Aze群では他の２群に比し

増加傾向がみられた．（図５Ｄ）

HSC70の蛋白発現は，皮質ではHyd群でCon群

に比し75％にまで低下していた．髄質では３群間に

有意な差を認めなかった．（図５Ｅ）

CMAではHSC70を含むシャペロン複合体と

LAMP2aが結合することで基質がリソソーム内へ

取り込まれることから，HSC70と LAMP2aの蛍光

二重染色にて検討を行った．（図６）

皮質では，主に尿細管でHSC70（緑色）とLAMP2

a（赤色）の共発現（黄色）を認めたが，３群間に明

らかな差を認めなかった．Aze群ではポドサイドに

も共発現を認めた．髄質では，主に集合管でHSC70

と LAMP2aの共発現を認めた．Con群，Hyd群に

比し，Aze群で共発現面積が増加していた．

考 察

M-SHRSPでは，極めて重症の高血圧により悪性

サイクルが誘起され，急速に脳，心，腎などの臓器

が障害される．ほぼ全例で脳卒中を発症し，平均生

存期間は雄90日，雌120日程度と短い．腎では10週齢

で血管壊死が出現し，その後糸球体硬化や間質の線

維化を認める．その病態にはレニン-アンジオテンシ

ン-アルドステロン系の亢進が関与しており，血圧の

上昇とともに血漿および腎レニン濃度，血漿アルド

ステロン濃度の著明な上昇がみられることが報告さ

図 - 対照群および降圧剤投与群の腎臓におけ
るLAMP2a免疫組織染色
A-FDAB染色 A-C腎皮質，×400倍
D-F腎髄質，×400倍
GLAMP2a陽性面積の比較

n＝2， ：p＜0.05vs Con， ：p＜0.05vs
 

Aze

図 - 対照群および降圧剤投与群の腎臓におけ
るHSC70免疫組織染色についての検討
A-FDAB染色 A-C腎皮質，×400倍
D-F腎髄質，×400倍
GHSC70陽性面積の比較

n＝2
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れている ．

オートファジーは，飢餓や growth factor depri-

vation，低酸素，活性酸素種，小胞体ストレス，感染

など種々のストレス時に活性化されることが報告さ

図 ウェスタンブロット法を用いた13週齢M-SHRSP
対照群および降圧剤投与群の腎におけるオートファ
ジー関連蛋白の発現についての検討
B各群間での皮質，髄質におけるLC3B-Ⅱ蛋白発現
の比較
C各群間での皮質，髄質におけるLC3B-Ⅱ/LC3B-
Ⅰの比較
D各群間での皮質，髄質におけるLAMP2a蛋白発
現の比較
E各群間での皮質，髄質におけるHSC70蛋白発現の
比較

n＝8， ：p＜0.05vs Con

図 13週齢M-SHRSP対照群および降圧剤投与
群の腎臓組織蛍光二重染色についての検討

HSC70：緑色，LAMP2a：赤色，HSC70と

LAMP2の重ね合わせ：黄色
A-Ｉ腎皮質×400倍，Ｊ-Ｒ腎髄質×400倍

高 見 勝 弘18



れている ．さらに，急性腎障害時にはオートファジ

ーが腎保護的に作用することが報告されている ．

M-SHRSPでは種々のストレスが増強しているに

もかかわらず，オートファジーが減弱しており，腎

障害の進行に寄与している可能性が考えられた．

腎には，筋原反応，尿細管糸球体フィードバック，

交感神経系，レニン-アンジオテンシン系（renin-

angiotensin system：RAS）など腎血流量を一定に

保つ機構が備わっているが，血圧が自動調節の限度

を超えると，血管内皮障害が誘起され，フィブリノ

イド壊死へと至る．さらに血管内脱水や血管内凝固

が促進されることによる血栓性微小循環障害も加わ

ることで，臓器の虚血が増強され，尿細管の萎縮や

間質の線維化を伴う．糸球体血流量の減少はさらに

RASを活性化し，血圧上昇，臓器障害の進行を加速

させるという悪循環を形成する．すなわち，重症の

高血圧に伴う腎疾患において悪循環から離脱するた

めに降圧療法が非常に重要となる．

今回，HydあるいはAzeの投与により血圧上昇

と血清Cre値の上昇を有意に抑制できたことから，

降圧治療で腎機能障害の進行を抑制できると考えら

れた．しかしながら，Hyd群に比してAze群で尿蛋

白減少効果が強いことから，薬剤により腎への影響

が異なる可能性が考えられた．蛋白尿は腎不全だけ

でなく心血管疾患のリスクファクターでもあること

が以前より知られており ，高血圧治療において尿

蛋白の抑制は非常に重要となる．薬剤間の腎への影

響の差異については，Azeの交感神経抑制作用や

Azeが糸球体高血圧を増悪することなく血圧を低

下させることが尿蛋白の抑制，すなわち腎保護的に

作用したものと考えられた．Shokojiら はAzeを

投与したSHRにおいて腎交感神経活動を評価し，

Azeが交感神経抑制作用を有することを報告して

いる．Aze群で脈拍数が増加しなかったことも交感

神経抑制による影響であることが示唆される．また，

Azeは輸入細動脈のみならず輸出細動脈も拡張し

糸球体高血圧を是正することが報告されており，尿

蛋白を有意に減少させた原因の一つと考えられた．

腎硬化症では自動調節能の破綻による糸球体過剰

濾過と虚血の２つの異なるプロセスが病態に関与し

ていると考えられている．オートファジーと高血圧

性腎障害との関連についての詳細な報告は乏しく，

今回，我々はM-SHRSPに降圧剤を投与すること

によりオートファジーがどのように変化するかどう

かについて検討を行った．

これまでの腎臓におけるマクロオートファジーに

関する報告としては，ポドサイト や近位尿細

管 ，ヘンレ係蹄の太い上行脚 ，メサンジウム細

胞 ，集合管 など様々な腎構成細胞にてオートフ

ァジーがみられることが報告されている．

今回の実験で，LC3は皮質では主にポドサイトや

遠位尿細管，ヘンレ係蹄の太い上行脚，髄質では主

に集合管で染色を認めた．これまでの報告でポドサ

イドや近位尿細管におけるLC3の発現については

検討されている が，遠位尿細管や集合管では

LC3の発現に関する報告は少なく ，M-SHRSPで

は遠位尿細管や集合管での発現が亢進している可能

性が考えられた．また，降圧剤投与によって免疫組

織染色ではLC3陽性面積や局在に明らかな変化を

認めなかったが，WB法では降圧剤投与により髄質

でのLC3B-IIの蛋白発現が増加傾向となった．降圧

剤投与により腎機能が改善するとともに組織の線維

化病変も軽快していることから，マクロオートファ

ジーが活性化することで臓器保護的に作用している

可能性が考えられた．薬剤間では，LC3B-IIの蛋白

発現はHyd群，Aze群間で皮質，髄質ともに有意な

差を認めず，マクロオートファジーの変化は薬剤よ

りも降圧効果の影響が大きいものと考えられた．

腎臓におけるCMAに関しては，1999年にCuer-

voらは 2,2,4-trimethylpentaneにより生じる

hyaline droplet nephropathyでは，α2マイクログ

ロブリンの蓄積を阻止するためにHSC70を介した

蛋白のリソソームへの取り込みが亢進することを報

告している．また，ストレプトゾトシン誘発糖尿病

ラットでは，皮質においてCMAにて選択的に処理

されるKFERQモチーフが増加し，LAMP2aや

HSC70が減少していることが報告されている ．in
 

vitroではCMAの抑制はcell growthの制御に関

与することが報告されており ，腎疾患の病態と

CMAの関与が強く示唆される．今回の検討では，M

-SHRSPにHydおよびAzeを投与し降圧を行う

ことにより，髄質において免疫組織染色，WB法と

もにLAMP2aが増加した．HSC70はHyd群で皮

質における蛋白発現が低下したのを除いて，その他

には明らかな差を認めなかった．CMAではHSC70

は基質の取り込みに不可欠であり，HSC70の増加に

伴いその活性が増強される．しかし，リソソームの

HSC70が基質の取り込みに十分になると，CMAは

リソソーム膜上のLAMP2a依存的に制御されるこ

とが報告されている ．すなわち，M-SHRSPに降

圧治療を行うことで腎髄質，特に集合管でのCMA

が活性化され，腎保護的に作用していることが考え

られた．薬剤間では，Hyd群でAze群に比し

LAMP2aの染色範囲や蛋白発現およびLAMP2a

とHSC70の共発現部位が少なく，HydとAzeでは

CMAへの影響が異なる可能性が考えられた．
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詳細な機序について完全には明らかでないものの

Azeは優れた抗酸化作用を有することが報告され

ている ．Nakamuraら は，慢性腎臓病合併高血

圧患者にAzeを６か月間投与し，投与前に比べ腎内

酸化ストレスのマーカーである尿中L-FABP，尿中

8-OHdGが投与前に比して有意に減少することを

明らかにした．酸化ストレスはCMAを活性化する

代表的なストレスであり，CMAの障害は酸化スト

レス亢進時の細胞の脆弱性を誘起する ．Azeの投

与でCMAが強く活性化されることが，Azeの臓器

保護作用や抗酸化作用に関与している可能性が考え

られた．皮質にてHSC70の蛋白発現がHyd群で低

下傾向を認めたことが両薬剤の差異に関与している

可能性も考えられた．

今回の検討では，髄質に比し皮質でのマクロオー

トファジーやCMAについて明らかな変化を認めな

かった．これまで多くの腎構成細胞でオートファジ

ーについて報告がおこなわれているが，それぞれの

細胞においてその活性や機能は異なることが考えら

れている ．ポドサイトでは非ストレス時でも基礎

のオートファジー活性が高いことが知られている．

糖尿病ではポドサイトでのオートファジーが減弱

し，オートファジーの活性化により糸球体障害が軽

減されることが報告されている ．一方，尿細管では

非ストレス時のオートファジー活性は低く，虚血な

どのストレス時には活性化され保護的に働くことが

知られている．すなわち，降圧治療により尿細管や

集合管など髄質でのオートファジーの活性化はみら

れたが，糸球体を含む皮質でのオートファジーの変

化が軽微であった原因の一つとして，それぞれの腎

構成細胞におけるオートファジーの機能や制御機構

の違いが考えられた．今回の検討では，それぞれの

細胞におけるオートファジーの変化については評価

できておらず，in vitroも含めた今後の更なる検討

が必要と考えられた．

以上，M-SHRSPに降圧加療を行うことで腎，特

に髄質でのマクロオートファジー，CMAは活性化

し，腎機能障害，線維化の進行を抑制したものと考

えられた．
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