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はじめに

　アドレノメデュリン（adrenomedullin：AM）は，ヒ
ト褐色細胞種から血管拡張因子として発見された生理活
性ペプチドである１．AMは，血管をはじめ心臓，腎臓，
肺など全身に広く分布している．血中AM濃度は，高血
圧，心不全，腎不全などの病態において，その重症度に
応じて上昇することが報告されている．特に，腎疾患に
関しては，血中AM濃度が，慢性腎臓病（CKD）の長期
予後を予測する最も感受性の高いパラメーターとなるこ
とが報告されており２，AMは腎臓において重要な病態
生理学的意義を有することが示唆されている．遺伝子操
作マウスを用いた検討では，AMホモノックアウトマウ
ス（AM－/－）は血管形成異常や浮腫により胎生致死
となることから，AMが血管新生作用を有することも明
らかとなった３．AMヘテロノックアウトマウス（AM＋/－）
は成体が得られるが，心血管系にストレスを加えた際に，
心肥大と線維化，腎障害，動脈硬化の亢進を認めた４－６．
これに対し，AM過剰発現マウスは臓器障害や動脈硬化
に抵抗性を示す７ことから，AMは，血管や臓器の保護
作用を有することも示唆されている．
　一方，AMの受容体システムには巧妙な制御系が存在
している．AMは，カルシトニン，カルシトニン遺伝子
関連ペプチド（CGRP），インターメディン，アミリン
などと共に，スーパーファミリーを形成する．これらの
一連の因子は，Ｇタンパク共役型受容体である，CLR 
（calcitonin receptor-like receptor）を受容体として共
用している．CLRには，複数存在する１回膜貫通型タン
パク，RAMP （receptor activity-modifying protein）サ
ブアイソフォームのうちいずれか１つが結合し，受容体

機能を調整していると考えられている８．
　AM－/－が致死となる発生段階の血管において
RAMP各サブアイソフォームの発現を検討したとこ
ろ，RAMP２の発現が亢進していたことから，我々は，
RAMP２の機能に注目した．実際にRAMP２ノックア
ウトマウスを作成してみると，RAMP２－/－はAM－/－
と類似の表現形により胎生致死となった９．この結果か
ら，発生におけるAM-RAMP２システムの重要性が明
らかとなった．一方で，AMとRAMP２は成体の各臓器
（肺，心臓，腎臓など）においても発現しているが，こ
れらの病態生理学的意義については不明点が多い．
　本研究では，RAMP２ヘテロノックアウトマウス
（RAMP２＋/－）と野生型マウスを用いて腎障害モデ
ルを作成し，腎臓におけるAM-RAMP２システムの病
態生理学的意義を検討した．

実験方法

１）Streptozotocin（STZ）モデル
　生後４週齢のマウスに250mg/kgのSTZを単回腹腔
内投与した後，４週間後と12週間後に安楽死させて腎
臓を採取した．

２）Tunicamycin（TUN）モデル
　生後８週齢のマウスに0.5mg/kgのTUNを単回腹腔
内投与した後，４日後に安楽死させて腎臓を採取した．

３）細胞培養　
　培養ヒト近位尿細管上皮細胞 （RPTEC）に，STZ10mM
あるいはSTZ10mM＋AM 10-７Mを投与して，TUNEL
染色により細胞死を，ウェスタンブロット法により小
胞体（ER）ストレス関連因子の評価を行った．＊信州大学大学院医学系研究科　循環病態学講座
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４）AM治療実験
　TUNを投与する１週間前から，マウスに浸透圧ポ
ンプ （Alzet Model 2002）を用いて0.05μg/kg/minの流
速でAMの持続投与を開始した．１mg/kgTUNを単回
腹腔内投与し，４日後に安楽死させて腎臓を採取した．

結果

　RAMP２＋/－マウスの腎臓におけるRAMP２の発現
は，野生型マウスの約１/２に低下していた．STZ投与
モデルにおいて，野生型とRAMP＋/－の血糖値に有意
差はなかった．STZ投与12週間後の時点において，糖尿
病性腎症に特徴的な糸球体病変について検討を行ったが，
両者のメサンギウム領域の面積などには有意な差は認め
られなかった．
　予想外なことに，RAMP２＋/－の腎臓では，STZ投
与４週間後の時点において，尿細管細胞の空砲変性が
認められた（Figure１A）．電顕では，刷子縁の破綻を
伴う近位尿細管の障害が確認された（Figure１B）．更
にTUNEL染色により，尿細管細胞死の亢進が確認され
た．こうしたRAMP２＋/－での尿細管病変は，インス
リン投与により血糖値を正常化しても認められた．従っ
てRAMP２＋/－における尿細管病変は，高血糖以外の
原因が予想された．
　我々は，STZによる尿細管細胞への直接の影響の可能
性を考え，これを検証するため，次にヒト近位尿細管上
皮細胞（RPTEC）を用いて，STZを直接添加したとき
の影響を検討した．STZはグルコースとニトロソウレア
からなる化合物であり，グルコーストランスポーターの
一つであるGLUT２により細胞内に取り込まれる10．細
胞内に取り込まれたSTZはDNAをアルキル化すること
により細胞を障害する11．膵β細胞はGLUT２を有する
ため，従来STZ投与モデルは，膵β細胞破壊によるＩ型
糖尿病モデルとして利用されてきた．我々は，尿細管細
胞もGLUT２を有する可能性を考えた．そこでRPTEC
においてRT-PCRを行ったところ，GLUT２の発現が確
認された．実際に，RPTECにSTZを添加してTUNEL染
色を行ってみたところ，細胞死の増加が確認された．一
方，STZと同時にAMを添加したところ，細胞死が抑制
された．
　次に，尿細管細胞死の原因を検討した．STZ投与後
のRAMP２＋/－の尿細管細胞では，オートファゴソー
ムのマーカーであるLC３免疫染色陽性粒子の増加を認
め（Figure２A, B），電顕においてもオートファゴソー
ムの増加が確認された（Figure２C）．この所見から，
RAMP２＋/－では，細胞内の異物蓄積により，オート

ファジーが亢進している可能性を考えた．そこで，細
胞内の異物蓄積により誘導される，小胞体（ER）スト
レス応答（unfolded protein response；UPR）に着目し，
解析を進めた．
　RPTEC にSTZ投与を行なうと，ERストレスセン
サータンパクの一つであるPERKの活性化（Figure３）
や，その下流因子であり，細胞死を誘導する因子である
CHOPの発現亢進（Figure４）がウェスタンブロット法
で確認された．一方，STZと同時にAMを添加した細胞
では，PERKの活性化やCHOPの発現が抑制された．
　そこで，AMによる尿細管細胞死の抑制効果が，ER
ストレス-UPR系に特異的な作用であるか確認するた
め，次に，ERストレスを直接惹起させる薬剤である
Tunicamycin（TUN）を用いた検討を行った．TUNを
マウスに投与したところ，RAMP２＋/－では野生型に
比較して，BUNやクレアチニンの上昇を認めた．更に
RAMP２＋/－では，病理所見で尿細管細胞の顕著な空
胞変性（Figure５A）と，腎臓のリアルタイムPCR解析
でERストレスにより誘導される因子であるBiPやCHOP
の発現上昇が確認された（Figure５B）．
　最後に，AM-RAMP２システムを活性化することで，
ERストレスにより引き起こされる腎障害を抑制できる
か検討するため，野生型マウスに対して，浸透圧ポンプ
によるAMの持続投与実験を行った．AMを投与した群
では，TUN投与により引き起こされる尿細管の空胞化
が抑制され（Figure６A），TUNEL染色での細胞死の抑
制が確認された（Figure６B）．リアルタイムPCRによ
る検討では，BiPやCHOPが抑制されることが確認された．
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考察

　我々はこれまでに，血管内皮細胞特異的RAMP２ノッ
クアウトマウスや，心筋細胞特異的RAMP２ノックア
ウトマウスを用いた検討から，AM-RAMP２システムが，
血管の恒常性維持や心筋細胞のエネルギー代謝に重要な

役割を持つことを報告してきた12, 13．本研究では，AM-
RAMP２システムが，腎臓においてもその恒常性維持
において重要な役割を持つことを明らかとした．
　これまでに，AMは活性酸素種の産生抑制や炎症抑制
作用により，臓器保護的に働くことが報告されている．
本研究では，AM-RAMP２システムの新しい機能とし

Figure２
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て，尿細管のERストレスを抑制することにより，腎保
護的に働く作用を明らかとした．４-phenylbutyric acid 
（４-PBA）やTauroursodeoxycholic acid （TUDCA）
などのケミカルシャペロンは，ERストレス-UPR系を制
御することで，臓器保護作用を示す化合物であり，治療
応用が期待されている．AM-RAMP２システムは，ER
ストレス-UPR系を制御し臓器保護的に働く内因性シス

テムであり，新たな治療標的として注目される．

本研究の臨床応用への期待

　近年，インドキシル硫酸などの尿毒素や慢性的なタ
ンパク尿は，尿細管細胞においてERストレスを惹起し，
細胞死を誘導することによりCKDの進展に寄与するこ
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とが報告されている14，15．従って，本研究で明らかとなっ
たAM-RAMP２システムを介したERストレス-UPR系
の制御系は，CKDの新たな治療標的となる可能性があ
る．しかし，AMのような生理活性ペプチドは血中半減
期が短く，投与経路も限られるため，AMそのものを
慢性疾患の治療に用いるには制約がある．今後，CLR-
RAMP２型受容体の構造解析や，特異的アゴニストの
開発により，血中半減期や投与経路の問題が解決されれ
ば，CKDの新たな治療法開発に繋がることが期待される．
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