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緒緒  言言  

 
1998年以降、糖尿病性腎症（Diabetic Nephropathy：DN）は透析導入の原疾患第一位であり、RAS阻害薬を中心

とした多角的治療でもいまだ制圧できていない。近年、糸球体高血圧に伴い蛋白尿が出現したのちに腎機能が低下する

古典的糖尿病性腎症に加え、蛋白尿は少量で腎機能が低下する非典型例が増加し、「糖尿病性腎臓病（Diabetic Kidney 
Disease : DKD）」という概念が登場している。DKDの病態形成には糸球体病変だけでなく尿細管・間質病変が大きく

関与しており、その進行抑制のためには尿細管、特に近位尿細管細胞に焦点をあてた病態解明が重要である。 
オートファジーはリソソームにおける細胞質成分分解の総称であり、我々は腎疾患におけるオートファジーの役割を

研究し、DKDの病態形成にオートファジー不全が寄与することを報告してきた［1，2］。一方、近年、制御された細胞

死（Regulated Cell Death：RCD）はapoptosis以外にnecroptosis、pyroptosis、autophagic cell deathなど様々な様

式が存在することが明らかになっている。2012 年米国 Stockwell らは、がん細胞に細胞死を誘導する化合物のスクリ

ーニングを端緒として新しい細胞死を報告した。鉄イオンのキレーターが阻害的に働くことから「Ferroptosis フェロ

トーシス」と命名され、過剰な過酸化脂質蓄積が重要であることが報告された［3］。2014 年腎虚血再灌流傷害（IRI）
による急性腎障害（AKI）においてフェロトーシスが関与すること［4］、フェロトーシス抑制因子であるグルタチオン

ペルオキシダーゼ（GPx4）をノックアウトすると急性腎不全を発症することが報告され［5］、以降種々のAKIモデル

におけるフェロトーシスの重要性が相次いで報告され大きな注目を浴びている。がん細胞での研究報告を多く含んだフ

ェロトーシスに関する総説では、一般的に「オートファジーはフェロトーシスを亢進させる」とされているが［6］、腎

近位尿細管におけるオートファジーとフェロトーシスの関連はこれまで検証されていない。 
そこで本研究では、「高血糖は腎尿細管フェロトーシスを促進する」との仮説をたて、DKDにおけるフェロトーシス

の病的意義を検討し、フェロトーシスとオートファジーの相互関係の細胞生物学的基盤を明らかにし、さらに病態解明

に基づく治療応用によりフェロトーシスを制御することによって腎保護実現に道筋をつけることを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．糖糖尿尿病病モモデデルルママウウスス、、遺遺伝伝子子改改変変（（オオーートトフファァジジーー不不全全））ママウウススをを用用いいたた iinn  vviivvooフフェェロロトトーーシシスス研研究究  
我々は以前、高血糖下でのオートファジー活性の相違と病態への関与を検討するために、ストレプトゾトシン誘発性

1型糖尿病モデル（STZマウス）および自然発症肥満2型糖尿病モデル（db/dbマウス）を用いた［2］。今回の in vivo
実験においても、C57BL/6系統の近位尿細管特異的Atg5ノックアウトマウス（KAP-Cre Atg5 floxマウス）とその対

照となる野生型マウス、2型糖尿病モデルとしてC57BL/6系統db/dbマウスとその対照としてdb/+マウスを使用した。

STZ 誘発性1 型糖尿病モデルを作製するために8 週令でSTZ を投与した。いずれも雄マウスのみを使用した。IRI は
12週齢に対して片腎虚血35分を行い再灌流後48時間に解剖を行った。フェロトーシス抑制薬Ferrostatin-1（Fer-1）
（5 mg/kg）は IRI 30分前と IRI 1時間後に投与、オートファジー活性化薬ラパマイシン（0.4 mg/kg）は IRI前3日

間投与、AMPK 活性化薬AICAR（500 mg/kg）は、IRI 前7日間投与した。腎組織評価（PAS染色、TUNEL 染色、

4HNEおよびF4/80の免疫染色）で腎尿細管障害、細胞死、過酸化脂質蓄積、炎症の評価を行った。 
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22．．近近位位尿尿細細管管細細胞胞をを用用いいたた iinn  vviittrrooフフェェロロトトーーシシスス研研究究  
当研究室にて樹立したAtg5欠損近位尿細管細胞（Atg5（－）PTEC）と、Atg5（－）PTECにAtg5を reconstitution

したAtg5（＋）PTECを使用し培養細胞による機序解明を行った。培養液として5％ FBSを含んだ low glucose（LG）

DMEMとhigh glucose（HG）DMEMを使用した。低酸素再酸素化（H/R）負荷として、低酸素（5％ CO２、1％ O２、

94％ N２）18時間、再酸素（5％ CO２、21％ O２、74％ N２）6時間の処置を行い、MTS assayにより cell viabilityを

評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． 糖糖尿尿病病性性腎腎臓臓病病でではは高高血血糖糖ととオオーートトフファァジジーー不不全全がが相相乗乗的的ににフフェェロロトトーーシシススをを亢亢進進ささせせるる  

1型DKDでは高血糖・低インスリンによりオートファジー活性が平常時でも亢進しており、糖毒性に対し保護的に

作用するが、オートファジー後期段階のリソソーム負担となりオートファジーが停滞する。一方、2型DKDは高イン

スリン血症-mTOR 異常亢進によりオートファジー誘導が強く抑制されている［2］。そこでまず、1 型DKD の高血糖

状態およびオートファジー不全がフェロトーシスに及ぼす影響を検討するために、STZ 誘発性 1 型糖尿病モデルオー

トファジー不全マウスと対照群に対して IRIを行った。フェロトーシス特異的抑制薬Fer-1を投与することで障害が軽

減される程度をフェロトーシスによる障害と判断した。非DM群と比較してSTZ群では、また野生型と比較してオー

トファジー不全群では腎障害が悪化しており、さらに STZ 群のオートファジー不全マウスは相乗的に腎障害の増悪を

示しており、それらはFer-1投与で改善した（図1）。オートファジー不全マウスの障害尿細管を共焦点顕微鏡で観察す

ると、オートファジー不全を示唆するp62凝集塊陽性近位尿細管で、フェロトーシスを示唆する4HNEやフェロトー

シス促進因子であるACSL4が陽性であり、特にオートファジー不全尿細管でフェロトーシスが強く起こっていること

がわかった（図2）。 
次に2型DKDを用いた検討では、オートファジー活性化がフェロトーシスに及ぼす影響を検討するために、2型糖

尿病モデル db/db マウスと対照群に対して IRI を行い、オートファジー活性化薬ラパマイシン投与の効果を評価した。

db/+と比較してdb/dbマウスではフェロトーシスによる腎障害は悪化したが、ラパマイシン投与によりFer-1と同程度

に腎障害は改善した（図3）。以上より、病型に関わらず糖尿病性腎臓病では高血糖とオートファジー不全が相乗的にフ

ェロトーシスを亢進させることがわかった。 
 

 
 

図1．高血糖とオートファジー不全は相乗的にフェロトーシスを亢進させる 
IRI 2日後の腎皮質のPAS染色代表写真（Bar：100μm）。と尿細管障害スコ

ア *：p＜0.01、#：p＜0.05（Tukey 検定）。 
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図2．オートファジー不全近位尿細管ではフェロトーシスが生じやすい 
オートファジー不全を示唆する p62 とフェロトーシスマーカーである 4HNE と

ACSL4をそれぞれ免疫染色した（Bar：50μm）。 
 

図3．オートファジー活性化は、2型DKDにおけるフェロトーシスを抑制する 
db/db マウスに IRI を施すとdb/+と比べフェロトーシスが増悪したがラパマイシンによ

り改善した。db/+、db/db マウスに vehicle、rapamycin もしくは Fer-1 投与群の IRI    
2 日後の腎皮質 PAS 染色代表写真（Bar：100μm）と尿細管障害スコア *：p＜0.01、
#：p＜0.05（Tukey 検定）。 

  
22．．糖糖尿尿病病性性腎腎臓臓病病ででははAAMMPPKK活活性性低低下下とと脂脂質質代代謝謝異異常常ががフフェェロロトトーーシシススをを亢亢進進ささせせるる 
最近Stockwell らは、グルコース飢餓といったエネルギーストレスがAMPKを活性化させ脂質代謝を亢進させるこ

とで悪玉脂質を減少させフェロトーシスを抑制することを報告した［7］。一方、高血糖や高脂肪食により腎尿細管の

AMPK 系が攪乱され DKD の病態形成に寄与することが判明している［1，2］。そこで今回、AMPK 系に着目してさ

らなる検討を行った。まずSTZ 群では非DM 群と比較して pAMPK/AMPK が低下していること、その下流にある脂

質代謝が低下していることを確認した。DKD においてこれらの異常がフェロトーシス亢進に関与しているかを検討す

るために、AMPK 活性化薬AICAR を投与し IRI 時の腎障害を評価した。非DM 群ではAICAR による腎障害抑制効

果がみられなかった一方で、DKD 群ではいずれの病型も AICAR 投与による腎障害軽減を認めた（図 4）。以上より
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DKDではpAMPK/AMPK低下・脂質代謝異常が生じることでフェロトーシスが亢進しやすいことが示唆された。 
腎保護効果が確立しているSGLT2阻害薬は、SIRT1やAMPK活性化を介し脂質代謝やオートファジー停滞を改善

し腎保護に働く可能性があり、今後、上記のフェロトーシス評価法を応用し検証する予定である。 
 

 
図4．AMPK活性化薬AICARは、DKDにおけるフェロトーシスを軽減させる 

DKDではAMPKと脂質代謝の異常を呈したが、AICAR投与により腎障害は軽減した。 
A) nonDM、STZ、db/dbマウスのpAMPK、AMPK、pACC、ACCのWB解析結果（n＝5）。 
B) Vehicle、AICARを投与したnonDM、STZ、db/dbマウスの IRI 2日後の腎皮質のPAS

染色。代表写真（Bar：100μm）と尿細管障害スコア*：p＜0.01（Tukey 検定）。 
  
33．．傷傷害害時時のの腎腎近近位位尿尿細細管管ににおおいいててオオーートトフファァジジーー不不全全ががフフェェロロトトーーシシススをを亢亢進進ささせせるる機機序序のの解解明明  
「がん細胞ではオートファジーはフェロトーシスを促進する」との通説とは対照的に、DKD マウスモデルを用いた

検討では「腎近位尿細管ではオートファジー不全がフェロトーシスを亢進させる」ことが明らかとなったため、その分

子機構を追究することとした。培養近位尿細管細胞（Atg5（－）および Atg5（＋）PTEC）を用いて、低酸素再酸素

化（H/R）によって引き起こされるフェロトーシスに対して高血糖およびオートファジー不全が与える影響        
（Cell viability、Lipid peroxidation assay）を評価した。LG と比較して HG では、また Atg5（＋）と比較して        
Atg5（－）では細胞死が増加しており、さらにHG状態のAtg5（－）は相乗的に細胞死の増悪を示しており、それら

はFer-1 投与で改善した（図5）。以上より、培養PTEC でも高血糖とオートファジー不全が相乗的にフェロトーシス

を亢進することがわかった。 
今後、さらなる病態解明のため、高血糖状態がフェロトーシスを亢進する機序として、①エネルギーセンサー（AMPK

およびmTOR 経路）、②脂質合成（ACC、DGAT）・脂肪酸β酸化（CPT1、AOX、MCAD）の蛋白・mRNA 発現解

析、③全脂質プロファイル解析に加え、④フェロトーシス制御因子（シスチントランスポーター、Gpx4活性、鉄代謝）

の評価を行う予定である。一方、オートファジー不全がフェロトーシスを亢進する機序として、「オートファジー

（mitophagy）はミトコンドリア ROS を軽減することによってフェロトーシスを抑制する」との仮説を、Mito SOX 
Red評価やmitoTEMPOを使用したROS軽減がフェロトーシスを軽減させる効果を検証予定である。 
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図5．オートファジー不全がフェロトーシスを亢進させる機序の解明 
Atg5（＋）、（－）細胞に対しHG 負荷±Fer-1投与、低酸素再酸素化

時の cell viablity。高血糖とオートファジー不全が相乗的にフェロトーシ

スを亢進させた。*：p＜0.01（Tukey 検定）。 
 
本研究内容は、『糖尿病性腎臓病におけるオートファジー不全と脂質代謝異常はフェロトーシス亢進を介して腎障害

を悪化させる』“Dysregulated autophagy and defective lipid metabolism exacerbate acute kidney injury by 
accelerating tubular ferroptosis in diabetic kidney disease.”として第65回日本腎臓学会学術総会で発表予定である。 
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