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緒緒  言言  

 
本邦の慢性腎臓病（CKD）患者は 1,330 万人超と推計され、CKD から末期腎不全に至り透析療法を施行され

る患者数は年々増加し 34 万人を超えた。現状の CKD に対する治療薬はレニン・アンジオテンシン系（R-A 系）

阻害薬を中心とした降圧薬が中心であり、最近では SGLT2 阻害薬が注目されているものの治療薬の充実は十分

ではなく、CKD の新たな治療手段の開発・創出が望まれる。 
CKD では、尿毒素の蓄積、代謝亢進、炎症、酸化ストレスなど複数の要因が関与して、エネルギー源（体脂肪）

が減少する消耗状態にある。さらに CKD 患者では、高齢化、運動不足に加え、蛋白分解系の亢進状態にあり、

体蛋白（骨格筋）が減少するサルコペニアの合併が問題となっている。 
運動療法などによる筋力の維持は、腎臓の炎症を抑制することによる腎保護作用を発揮する可能性があり、  

「筋腎連関」と呼ばれる。そのメカニズムとして、いくつかの基礎的検討から、骨格筋から分泌される体液因子

（マイオカイン）が腎に作用する可能性が報告されている［1］。 
グレリンは摂食促進ホルモンで、低栄養状態において食事摂取量・栄養状態を改善させる。さらに、尿細管     

ミトコンドリア機能の維持、酸化ストレス・炎症の抑制などを介して、直接的に腎保護作用を発揮する可能性が

報告されている［2，3］。これらを統合すると、生体内におけるグレリンの活性化は低栄養状態の改善と腎保護作

用により CKD の治療手段になる可能性が考えられるが、現状のグレリン活性化療法は注射の剤形が基本であり、

経口療法の確立が臨床応用上の課題となる。 
本研究では、グレリン活性化作用を有する経口薬として、漢方薬の六君子湯に着目した。六君子湯は消化・栄

養吸収系の異常に対して使用され、近年はその効能の科学的根拠としてグレリン活性化機序が報告されている。

六君子湯はヒト、シスプラチン誘発性食欲不振モデル動物のいずれにおいてもグレリン分泌を促進することが  
報告されている［4，5］。さらに、血中グレリン濃度が高いにも関わらず摂食量が増加しないグレリン抵抗性の 
病態において、六君子湯によるグレリン感受性の改善作用も報告されている［6］。以上から、CKD に対する新規

治療法として、漢方薬の六君子湯が有効である可能性が考えられた。本研究では、『六君子湯によるグレリンとそ

の受容体への効果はサルコペニアを伴う CKD 病態を改善する』という仮説をたて、サルコペニア合併 CKD モ

デル動物、グレリン受容体阻害薬、ヒト腎生検組織を用いて、分子レベルでの作用機序を明らかにすることを    
目的として立案した。今回、まずサルコペニア合併 CKD モデル動物におけるグレリン系の発現調節の検討を   
行うため、サルコペニア合併 CKD モデルを作製することとした。 

CKD モデル動物として、129/Sv マウス雄を用いて、5/6 腎臓摘出マウスを作製すると、慢性的な腎機能障害

（血中尿素窒素、血中クレアチニンの上昇）に加え、サルコペニアの特徴（筋萎縮、トレッドミル耐久力低下、

握力低下、夜間歩行距離の低下、泳ぐ速度の低下など）を有することが報告されている［7，8］。先行研究を参考

に、5/6 腎臓摘出マウスに、高蛋白食負荷を加えることで、CKD モデルを作製した。5/6 腎臓摘出術は、血圧上

昇、腎機能低下、糸球体障害と尿細管障害といった組織学的な腎障害を生じさせ、さらに、高蛋白食負荷を加え

ることで、5/6 腎臓摘出マウスの体重増加量を減少させ、アルブミン尿や糸球体障害を増悪させることを報告し

た［9］。以上から、今回作製した 5/6 腎臓摘出術＋高蛋白食負荷モデルは、サルコペニア合併 CKD モデルとな
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りうると考えられた。今後、同モデルの骨格筋機能関連指標、骨格筋における関連分子発現解析、サルコペニア

関連指標を解析し、六君子湯の治療効果について比較検討する方針である。 
 

方方  法法  

 
11．．ササルルココペペニニアア合合併併 CCKKDD モモデデルル動動物物のの作作製製  
雄の 129/Sv マウス（8～11 週齢）に対し、5/6 腎臓摘出術または Sham 手術を施行した。術後 2 週間後より、

マウスを通常食（ND、蛋白 24％、炭水化物 59％、脂肪 17％）飼育を継続する群と高蛋白食（HPD、蛋白 45％、

炭水化物 38％、脂肪 17％）飼育する群に振り分けを行った。すなわち、マウスを以下の 4 群用意した；①Sham
手術＋ND（N＝5）、②Sham 手術＋HPD（N＝4）、③5/6 腎臓摘出術（5/6Nx）＋ND（N＝6）、④5/6Nx＋HPD
（N＝6）。5/6 腎臓摘出術に関しては、過去に報告している［10］ように、右腎臓を摘出し、さらに左腎の上 1/3、
下 1/3 を外科的に摘出した。そして、食事を HPD へ変更もしくは ND 継続を 12 週間行った後に解剖を行った。

観察期間中に体重や血圧などの生理学的データを取得し、解剖時の標本で腎機能、腎病理所見に加え、腎臓に    
おける尿細管障害関連蛋白発現や線維化関連遺伝子発現について解析した（図 1）。組織学的解析において、糸球

体のメサンギウムの拡張や糸球体硬化といった糸球体障害の半定量的評価（糸球体硬化指数）は、PAS 染色切片

で以下のスコアリングシステムに基づいて決定した。糸球体硬化指数、0：正常糸球体、1：メサンギウム拡大も

しくは糸球体係蹄の 25％までの硬化、2：糸球体係蹄の 25％から 50％までの硬化、3：糸球体係蹄の 50％から

75％までの硬化、4：糸球体係蹄の 75％以上の硬化。尿細管障害の半定量的評価（尿細管障害スコア）は、皮質

から皮質髄質接合部において、尿細管拡張、尿細管萎縮、尿細管円柱、尿細管上皮細胞の空胞化や変性、尿細管

上皮細胞の剥離または冊子縁の消失、および尿細管基底膜の肥厚を呈する尿細管の割合に基づいて、以下のよう

にスコア化した。尿細管障害スコア、0：なし、1：10％以下、2：11～25％まで、3：26～45％まで、4：46～75％
まで、5：76％以上。 

図 1．実験計画 
 

結結  果果  

  

11．．高高蛋蛋白白食食負負荷荷にによよるる sshhaamm 群群とと 55//66NNxx（（腎腎臓臓摘摘出出術術））群群のの生生理理学学的的所所見見へへのの影影響響  
マウスを sham＋ND（通常食）群、sham＋HPD（高蛋白食）群、5/6Nx＋ND 群、5/6Nx＋HPD 群の 4 群に

分けて飼育した。sham 手術もしくは 5/6Nx を施行した後に、通常食もしくは高蛋白食を与え、12 週間後に解剖

し解析を行った。5/6Nx＋HPD 群の体重増加量は sham＋HPD 群または 5/6Nx＋ND 群と比較して、有意に    
少なかった（図 2a）。さらに 5/6Nx 群の収縮期血圧は sham 群に比べ有意に高かった（図 2b）。しかし、高蛋白

食負荷は sham 群および 5/6Nx 群の収縮期血圧を上昇させることはなかった（図 2b）。 
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図 2．体重、血圧に対する Sham 手術および 5/6 腎摘出術後の高蛋白食負荷の影響 

a） sham 群および 5/6 腎摘出（Nx）群における通常食（ND）または高蛋白食（HPD）負荷時の体重変化量。 
b） sham＋ND 群、sham＋HPD 群、5/6Nx＋ND 群、5/6Nx＋HPD 群におけるベースライン時および ND または

HPD 負荷 4、8、12 週間後の収縮期血圧。平均値±SEM（各群 n＝4～6）。**P＜0.01、***P＜0.001 vs. sham 
group；††P＜0.01 vs. ND group（two-way repeated measures ANOVA with Bonferroni's post-hoc test）。 

［1］より引用、改変。 
  
22．．高高蛋蛋白白食食負負荷荷にによよるる sshhaamm 群群とと 55//66NNxx 群群のの腎腎機機能能やや尿尿中中アアルルブブミミンン排排泄泄量量へへのの影影響響  
次に血漿クレアチニン濃度および血漿尿素窒素濃度を測定することにより、腎機能を評価した。5/6Nx 群の   

血漿クレアチニン濃度は、sham 群の血漿クレアチニン濃度に比べて有意に高かった。しかし、HPD 負荷は  
sham 群および 5/6Nx 群の血漿クレアチニン濃度を上昇させなかった（図 3a）。同様に 5/6Nx 群の血漿尿素窒素

濃度は、sham 群よりも有意に高かった。しかし、HPD 負荷は sham 群および 5/6Nx 群の血漿尿素窒素を増加

させなかった（図 3b）。5/6Nx 群のクレアチニンクリアランスは、sham 群よりも有意に低かった。しかし、    
HPD 負荷によりクレアチニンクリアランスが上昇したのは sham 群のみであった（図 3c）。さらに、尿中アルブ

ミン排泄量は 5/6Nx＋HPD 群で sham＋HPD 群および 5/6Nx＋ND 群に比べ有意に高かった（図 3d）。 
 

 
 

図 3．血漿クレアチニン濃度、血漿尿素窒素濃度、クレアチニンクリアランスおよび尿中アルブミン

排泄量に対する Sham 手術および 5/6 腎摘出術後の高蛋白食負荷の影響 
sham＋ND 群、sham＋HPD 群、5/6 Nx＋ND 群、5/6Nx＋HPD 群における（a）血漿クレアチニン   

濃度、（b）血液尿素窒素（BUN）、（c）クレアチニンクリアランスおよび（d）尿中アルブミン排泄量。

平均値±SEM（各群 n＝4～6）。*P＜0.05、***P＜0.001 vs. sham group；††P＜0.01 vs. ND group（two-
factorial ANOVA with Bonferroni's post-hoc test）。［1］より引用、改変。 
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33．．高高蛋蛋白白食食負負荷荷にによよるる sshhaamm 群群とと 55//66NNxx 群群のの糸糸球球体体やや尿尿細細管管障障害害へへのの影影響響  
PAS 染色による腎組織の組織学的解析の結果、5/6Nx 群では sham 群と比較して、糸球体傷害が悪化している

ことが確認された。さらに、5/6Nx 群では HPD 負荷により糸球体硬化指数の増悪（糸球体傷害の悪化）が認め

られた（図 4a）。尿細管傷害についても、尿細管障害スコアにて判定量的に評価したところ sham 群と比較して

5/6Nx 群で増悪することが確認された（図 4b）。 

 
図 4．糸球体傷害、尿細管傷害に対する Sham 手術および 5/6Nx 後の HPD 負荷の影響 

Sham＋ND 群、sham＋HPD 群、5/6 Nx＋ND 群、5/6Nx＋HPD 群における（a）糸球体

硬化指数、（b）尿細管障害スコア。平均値±SEM（各群 n＝4～6）。*P＜0.05、***P＜0.001 
vs. sham 群；†P＝0.05 vs. ND 群（two-factorial ANOVA with Bonferroni's post-hoc test）。
［1］より引用、改変。 
 

考考  察察  

 
今回、129/Sv マウスに 5/6Nx＋HPD 負荷を行うことで、CKD モデルの作製に成功した。5/6Nx 群では    

Sham 手術群と比較して、血圧上昇、腎機能低下、糸球体障害と尿細管障害といった組織学的な腎障害を認めた。

さらに、高蛋白食負荷は、5/6Nx 群の体重増加量を減少させ、アルブミン尿や糸球体障害の増悪を引き起こすこ

とを報告した［9］。先行研究では、こうした 5/6 腎臓摘出マウスに、高蛋白食負荷を加えることで、慢性的な     
腎機能障害に加え、サルコペニアの特徴（筋萎縮、トレッドミル耐久力低下、握力低下、夜間歩行距離の低下、

泳ぐ速度の低下など）を有することが報告されている［7，8］。今後、今回作製した CKD モデルの骨格筋機能関

連指標、骨格筋における関連分子発現解析、サルコペニア関連指標を解析し、六君子湯の治療効果について比較

検討する方針である。 
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