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研究成果の概要（和文）：この研究の目的は糖尿病性腎症の発症過程を組織レベルでのエネルギー代謝の面から
評価し、代謝介入による治療法を見いだすことにある。我々はマウスモデルを用いて、キャピラリー電気泳動質
量分析による定量とイメージング質量分析を組み合わせた方法でエネルギー代謝を可視化する方法を確立し、モ
デル動物と正常動物の比較を行った。この方法で部位別のエネルギー代謝を比較したところ、エネルギー代謝が
分解方向にシフトしていると皮質のATPは減少し、分解産物であるヒポキサンチンが増加していた。このとき、
キサンチンオキシダーゼ阻害剤を経口投与することで、ヒポキサンチンの分解が抑えられ、ATP量が回復するこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to find out how the diabetic nephropathy starts by analyzing
 local energy metabolism in situ. At first, we develop the method to visualize energy metabolism 
with healthy mice. The quantitative analyses with capillary-electrophoresis mass spectrometry 
combined with MALDI imaging mass spectrometry allowed us to know local metabolite contents of a 
frozen section. Then we compared the local energy metabolism between healthy mouse group and model 
disease mouse group. 
 When the energy metabolism status is low, ATP decreases and catabolic products such as hypoxanthine
 and xanthine increases. Hypoxanthine is converted into uric acid by xanthine oxidase which uses O2 
molecule and produces reactive oxygen species (ROS). We tried to prevent ROS production in murine 
kidney by adding xanthine oxidase inhibitor, and analyzed murine energy metabolism. Successfully 
xanthine oxidase inhibitor blocked hypoxanthine catabolism and promoted ATP production via salvage 
pathway.

研究分野：分析化学

キーワード： イメージング質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症の実態をエネルギー代謝の面で評価することは、臨床研究では難しく、腎障害に至る過程の解明が
望まれている。この研究では、マウスモデルを用いて、腎臓の領域ごとのエネルギー代謝の可視化解析法を開発
し、エネルギー代謝とROSの発生が密接に関係することを明らかにした。エネルギー代謝が分解方向に傾いたと
きに、痛風の治療に用いられる経口薬を投与することで、腎保護につながることがわかった。今後、心停止から
の回復時、腎移植などの際にキサンチンオキシダーゼ阻害剤を投与することで、腎保護効果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症により透析を行っている患者数は国内でも 10 万人を超えており、深刻な問題とな
っている。糖尿病から腎症に至る原因は高血糖による毛細血管の障害とメサンギウム細胞の変
質と言われているが、高血糖がどのような形で糸球体を機能不全に至らせているのかは諸説が
あり、直接治療に結びつく知見は報告されていない。そのため、現在は血糖値をコントロール
すると同時に降圧剤を用いて血圧を下げることで腎症発症を遅らせる治療が主流である。高血
糖になると近位尿細管で SGLT2 を介してナトリウムイオンと一緒に再吸収されるグルコースの
量が増えるため、細胞内に流入したナトリウムを細胞外に汲み出すための ATP が多量に消費さ
れる。一方、近位尿細管には糖代謝の酵素はほとんど発現していないため、エネルギー産生は
糖に依存していない事が知られている。血糖値を下げつつ、尿細管でのエネルギー産生の基質
を与え、細胞にダメージを与えないような代謝を維持できれば高濃度の糖による細胞のダメー
ジが軽減できるものと考える。本研究では、病態モデル動物を用いて、糖尿病性腎症発症過程
における尿細管や糸球体でのエネルギー代謝変容の実態を in vivo メタボロミクス解析により
把握する。次に、同位体標識化合物を投与し、TCA サイクルに取り込まれた同位体含有代謝物
を定量する事により、糸球体や尿細管でエネルギー産生に利用されうる代謝基質の解明を試み
る。 
  
２． 研究の目的 
糖尿病性腎症の進展に伴う局所のエネルギー代謝の変化を基質供給、すなわち糖やアミノ酸、
脂質などを出発点とするエネルギー代謝に注目して解析する。糖尿病を発症している生きた動
物モデルを用いて定量的質量イメージングによる in vivo メタボロミクス解析を行うことで、
エネルギー代謝のスイッチングの結果生じる代謝変化を時空間的に明らかにする。組織全体を
対象とした従来の代謝研究と異なり、質量分析イメージング法を用いる事で、糸球体、尿細管、
血管など、臓器を構成する細胞レベルで起きている代謝変化を可視化する事が可能になる。病
態時の局所代謝を明らかにすることで、糖尿病性腎症発症機序の解明及び、代謝をターゲット
とした治療法につながる基礎的知見を生み出すことが大いに期待される。 
 
３．研究の方法 
近年の網羅的解析技術により病態時の分子代謝特性に関するメタボロミクス研究は大きな展開
を迎えているが、その多くは摘出臓器や血清を用いた知見である。摘出臓器を用いる場合、臓
器を構成している細胞を分取することは難しく、糸球体や尿細管などの微細な組織の代謝を計
測することは不可能であった。一方、血清は入手が容易ではあるが、病変部でどのような代謝
変化が起きているのか直接知ることが出来ない。糖尿病モデル動物を用い、糖尿病性腎症を発
症している状態の腎臓を独自に開発した急速凍結法でサンプリングし、研究代表者らが開発し
た定量的質量分析イメージング法を用いた in vivo メタボロミクス解析を行う。実際には、キ
ャピラリー電気泳動質量分析装置(CE-TOF/MS)を用いた水溶性代謝物のメタボローム解析を行
うのと並行して、顕微質量分析イメージングを行う。CE-TOF/MS は、非常に理論段数の大きな
分離法であり、300 種類以上の代謝物のライブラリが利用できるため、水溶性代謝物の分離分
析には最適の方法である。マトリクス支援レーザー蒸散イオン化法(MALDI)を用いる質量分析イ
メージングでは、検量線による定量比較は難しいが、計測した視野内に存在する多数の代謝物
由来のピークを同時に収集し、すべてのピークに関して測定視野内でのシグナル強度の分布を
二次元的に出力する事が出来る。このような方法で、組織の形態を保った状態で、腎臓組織の
代謝解析を行い、病態時の代謝、特にエネルギー代謝に関連する分子の動態を把握し、病態に
つながる代謝回路を特定する。さらに、可能であれば薬物投与による代謝介入で治療法を解明
することを目的とする。 
 
４．研究成果 
まず、糖尿病性腎症の発症過程をエネルギー代謝の面から評価するため、正常動物と病態モデ
ル動物を用いて、CE-MSと質量分析イメージングを融合させたin vivoメタボロミクス解析を行い、
皮質、髄質、皮髄境界でのエネルギー代謝関連代謝物の動態を評価した。具体的には、正常動物
及び病態モデル動物から麻酔下で腎臓をサンプリングし、代謝物の分解を極力防ぐために1秒以
内に液体窒素で凍結後、凍結切片を作製してイメージング質量分析を行った。イメージング質量
分析用の検体は、腎臓の層状構造が全て含まれる切断面で切り出しを行い、測定後に染色された
組織標本と比較しながら皮質、髄質、皮髄境界部それぞれ測定点からのシグナルを抽出した。イ
メージング質量分析では、組織切片中の物質含量の検量線の作製が出来ないため、別の方法で絶
対定量を行う必要がある。そのため、イメージング質量分析と同様に、代謝物の分解を極力避け
る方法でサンプリングした臓器全体から水溶性代謝物の抽出を行い、CE-MSによる定量解析を並
行して行った。当初の計画では、左右にある腎臓のうち片方をイメージング質量分析に、他方を
定量解析に用いる予定であったが、1秒以内に両腎を適切に回収する事が技術的に非常に難しい
事が分かった。そのため、定量解析は1匹の動物あたり1個の腎臓だけをサンプリングし、5匹の
定量値の平均を元にイメージング質量分析で得られたシグナル強度を半定量値に換算する方法
に変更した。 



次に、正常動物と病態モデル動物、さらに薬物を投与した病態モデル動物から腎臓のサンプリ
ングを行い、CE-MSと質量分析イメージングを融合させたin vivoメタボロミクス解析を行った。
それぞれのモデル動物群について、臓器のサンプリングを行う前に尿を採取して腎機能の評価を
行い、腎障害の程度と、薬物による治療効果を皮質、髄質、皮髄境界でのエネルギー代謝関連代
謝物の変化を元に評価した。 
 当初の計画では、2017年度には安定同位体で標識した化合物を病態モデルマウスに投与し、腎
臓でのエネルギー代謝関連基質の代謝経路を特定する実験を予定していたが、2016年度に行った
In vivoメタボロミクス解析の結果を検証すると、病態モデル動物の腎臓では核酸全体が分解さ
れて減少しており、エネルギー代謝に必要な核酸の総量に大きな変化が認められた。すなわち、
この病態においては核酸の喪失を防止することで、エネルギー代謝を回復させることが重要であ
ることが示唆された。 
 そこで、病態モデル動物と正常動物に核酸の分解を抑制する代謝拮抗薬を投与し、腎臓のエネ
ルギー代謝、および腎機能が薬物投与によって回復するかどうかを検討した。 
 当初の予想とは異なる方向からの治療アプローチではあるが、病態モデルマウスにおいて、代
謝拮抗薬の投与が効果的である可能性が示唆された。 
この研究の最終目標は糖尿病性腎症の発症過程を組織レベルでのエネルギー代謝の面から評価
し、代謝介入による治療法を見いだすことであった。最初に、正常動物を用いて、CE-MSと質量
分析イメージングを融合させたin vivoメタボロミクス解析を行うための実験法を開発し、腎皮
質、髄質、皮髄境界でのエネルギー代謝関連代謝物の動態を評価した。次に、正常動物と病態モ
デル動物、さらに薬物を投与した病態モデル動物から腎臓のサンプリングを行い、開発した方法
で、組織中のエネルギー代謝の半定量を行い、代謝動態を解析した。それぞれのモデル動物群に
ついて、臓器のサンプリングを行う前に尿を採取して腎機能の評価を行い、腎障害の程度と、薬
物による治療効果を皮質、髄質、皮髄境界でのエネルギー代謝関連代謝物の変化を元に評価した。 
マウス腎臓では、エネルギー代謝関連代謝物が最終排泄形である尿酸に代謝される過程で、キ
サンチンオキシダーゼ(XO)による代謝を受けるが、組織中のXOが酸化型になっている場合は、分
子状酸素を基質とした反応が起き、活性酸素による酸化ストレス（ROS）が発生する。今回用い
たモデル動物でも、XOによるROSが発生していると考えられる代謝動態が観察されたので、XO阻
害薬を動物に投与し、腎機能と代謝動態を検討したところ、XO阻害薬投与によって、腎機能とエ
ネルギー代謝の両方が改善していることがわかった。これらの動物実験の結果より、糖尿病性腎
症に限らず、腎臓のアデニル酸代謝が分解方向にシフトし、XOによる酸化ストレス発生を伴う代
謝反応が生じている場合には、XO阻害薬の投与によって、腎機能の改善とエネルギー代謝の改善
が期待され、腎保護につながると考えられる。 
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