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要　旨

近年，慢性腎臓病（chronic kidney disease;  CKD）
では，学習・記憶に重要な海馬での酸化ストレスの増
加や小胞体の機能不全による小胞体ストレスが増加す
ることで，認知症の危険因子となることが明らかにさ
れつつある．本研究では，抗酸化薬である Tempol

（TMP）および小胞体ストレス抑制作用を有する S-allyl-

L-cysteine（SAC）が，CKDモデルである 5/6腎摘
（5/6 Nephrectomy; Nx）マウスに及ぼす影響を検討し
た．

C57BL/6雄性マウスの左腎臓 2/3と右腎臓を摘出
した Nxマウスに，TMPおよび SACを 8週間投与し
た．腎糸球体の変化を Hematoxylin Eosin染色により
評価したところ，Nxマウスで生じる糸球体面積の増
加は TMPおよび SACにより抑制された．また，Nx

マウスにおける血清尿素窒素（blood urea nitrogen;  

BUN）値，小胞体ストレスマーカーである glucose-

regulated protein 78の海馬での発現レベル，および
Masson trichrome染色により染色される腎線維化の
増加は SACの摂取により抑制されたが，TMPではい
ずれも抑制しなかった．以上より，SACは腎保護作
用だけでなく，海馬における尿毒症誘発性の小胞体ス
トレスを抑制するため，認知症治療薬となることが示
唆された．

緒　言

食生活や生活習慣の急激な変化により，慢性腎臓病

（Chronic kidney disease;  CKD）に罹患する患者数は
世界的に増大している．CKDは初期症状に乏しいも
のの，進行すると夜間尿，浮腫，倦怠感，腎性貧血，
あるいは息切れ等の症状が現れる．しかし，これらの
症状が自覚される時期はすでに CKDがかなり進行し
ている状態であり，透析や腎臓移植が最終的に必要と
なることも多いのが現状である．近年，腎機能の低下
が認知機能障害と関連することが明らかにされつつあ
る1～4）．なかでも，糸球体濾過率が 15 mL/min/1.73 m2

減少すると 3年分の老化と同等の認知機能の低下が生
じること5）や CKD患者における認知機能障害は早期
の CKDでも出現し，腎機能が低下するにつれ悪化し
ていくこと6）も報告されている．また，メタ解析の結
果からも CKDは認知機能低下の危険因子となること
も明らかにされている7）．このような CKD患者の認
知機能低下は，アドヒアランス低下につながり，さら
なる CKDの重症化を引き起こすため，その病態メカ
ニズムの解明と治療法の確立は重要な課題である．し
かしながら，CKD患者の認知機能低下のメカニズム
については完全には解明されていないのが現状である．

CKDのモデル実験動物として使用される 5/6腎臓
摘出マウス（5/6 Nephrectomyマウス； Nxマウス）
では，腎臓摘出 8週間後において空間作業記憶の障害
が生じるだけでなく，酸化ストレスマーカーである
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）の蓄積が学
習・記憶に重要な脳部位である海馬神経細胞で生じる
ことが明らかにされ，抗酸化薬の Tempolが一定の治
療効果を示すことが報告されている8）．我々の研究グ
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ループでも，Nxマウスの海馬では酸化ストレスマー
カーである 4-hydroxy-2-nonenal（HNE）付加タンパ
ク質の発現レベルが増加するだけでなく，小胞体の機
能不全により生じる小胞体ストレスのマーカータンパ
ク質である glucose-regulated protein 78（GRP78）の
発現レベルが増加することを見いだしている9）．これ
らの結果は，酸化ストレスだけではなく，小胞体スト
レスの増加も CKDにおける認知機能低下には関与し
ていることを示唆しているものの，臨床レベルで使用
可能な治療薬や予防法はないのが現状である．
ニンニク（Allium sativum）に由来する硫黄化合物

である S-allyl-L-cysteine（SAC）は，c-グルタミル-S-ア
リル-システイン（GSAC）が c-グルタミルトランスペ
プチダーゼ（cGTP）によって加水分解されて生成さ
れる．SACは，非常に高い抗酸化能を持つ水溶性生物
活性化合物として知られており，一般的な栄養補助食
品や伝統医学で長い間使用されている10）．また，記憶
障害や認知機能の低下に対する効果もさまざまなモデ
ルで検証されており，SAC（150 mg/kg）は酸化スト
レスと神経炎症を抑制することにより，ストレプトゾ
シン誘発糖尿病ラットモデルにおける認知障害を改善
することが報告されている11）．これまでに，我々の研
究グループでは，SACが培養ラット海馬神経細胞にお
いて，アルツハイマー病の原因因子である Amyloid b 

peptide（Ab）や，小胞体ストレス誘導剤であるツニ
カマイシンが引き起こす神経細胞死に対して，神経細
胞保護効果を示すことを報告している12）．さらに，こ
の SACの小胞体ストレス抑制作用には，カルシウム
依存性プロテアーゼである Calpainの活性化阻害作用
が関与することも報告している13, 14）．そこで，本研究
では，CKDモデルマウスのひとつである Nxマウス
を用いて，抗酸化作用を持つ TMPおよび小胞体スト
レス抑制作用が報告されている SACの経口摂取が，
腎機能および脳内ストレスの増加に及ぼす影響を検討
した．

1　研究方法

1-1　CKD マウスの作成

C57BL/6JJmslc雄性マウスを用い，日本エスエルシ
ー株式会社にて 8週齢時に左腎臓の 2/3を，9週齢時
に右腎臓を全摘出することで 5/6腎臓摘出 CKDモデ
ルマウスを作製した9）．偽処置マウスは，皮膚および

筋肉の切開のみを行った．麻酔には 3種混合麻酔（塩
酸メデトミジン 0.3 mg/kg，ミタゾラム 4 mg/kg，酒
石酸ブトルファノール 5 mg/kg）を使用し，10 mL/kg

で投与した．これらのマウスは 10週齢時に日本大学薬
学部実験動物センターに導入し，飼育・実験を行った．
なお，本研究は研究機関等における動物実験等の実施
に関する基本指針に準拠して行うとともに，日本大学
動物実験委員会の審議を経て承認（AP19PHA021-1お
よび AP19PHA021-2）を受けて実施した．

1-2　TMP および SAC 投与法および体重，飲水量， 

摂餌量の測定

既報8, 11）に従い，TMP（0.52 g/L）および SAC（1 

g/L）は動物用飲料水で溶解し，右腎摘出 1週間後の
10週齢のマウスに，8週間給水ビンにて自由飲水させ
た．また，対照群には精製水を飲水させた．マウスの
体重測定は週に 2回行った．飲水量および摂餌量は，
1週間ごとに測定し，1日の平均飲水量および平均摂
餌量を算出した．

1-3　血清の採取および生化学検査

安楽死したマウスから 0.7 mL以上の血液を採取し，
30分静置後，25℃，2,000 Gで 15分間遠心分離し，
得られた血清のみをオリエンタル酵母株式会社に送付
し，total protein（TP），albumin（ALB），blood urea 

nitrogen（BUN），creatinine（CRE），uric acid（UA），
sodium（Na），potassium（K），chlorine（Cl），calci-

um（Ca），inorganic phosphorus（IP），total choles-

terol（T-CHO），glucose（GLU），glycoalbumin

（GA）の測定を委託検査した9）．

1-4　Western Blot 法

薬物処置後の脳部位は，既報9）に従い Radioimmuno-

precipitation Buffer（150 mM NaCl，50 mM Tris-HCl

（pH7.6），2.5％ Nonidet P-40 ，0.1％ sodium dodecyl 

sulfate，0.5％ Triton-X）を用いて細胞抽出液を作成し，
polyacrylamide gel を用いて電気泳動した．終了後に
ImmobilonTM-P Transfer Membrane（Millipore）に 転
写し，室温で 1時間ブロッキングを行った．その後，
0.5％ Tween 20入り Tris-buffered saline（TBS）で洗
浄し，各種の一次抗体と 4℃で 1晩反応させ，horse-

radish peroxidaseで標識された二次抗体を室温で 1時
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間反応させた．終了後，TBSTで洗浄し，enhanced 

chemiluminescence試薬（Millipore）により発色させ
た．得られた各バンドは scion image soft wareを用い
て解析した．

1-5　組織染色法

薬物投与終了後のマウス腎臓を摘出し，4％ para-

formaldehyde（PFA）に 1晩浸漬し固定後，エタノー
ルおよびキシレンにより脱水処理し，パラフィン包埋
した．ミクロトームにより作製したパラフィン切片を
キシレンおよびエタノールにより脱パラフィン処理し
た後，定法により Hematoxylin Eosin染色（HE染色）
およびMasson Trichrome染色（MT染色）した15）．

糸球体面積および線維化面積の画像解析は，フリーソ
フトの Image Jを使用した．

1-6　統計解析

すべてのデータは，平均値±標準誤差で示した．統
計学的手法は一元配置分散分析または二元配置分散分
析を行い，post-hocとして Tukey’s testを用いた．ま
た，生存期間の検定には Log-rank testを用いた．

2　結　果

はじめに，TMPおよび SAC投与による Nxマウス
の体重変化に及ぼす影響を検証した．投与開始から 8

週間，各群マウスの体重測定を定期的に行い，各個体

図 1　TMP および SAC 投与が生存期間・体重に及ぼす影響
　TMPおよび SAC投与 8週間後までの Sham群，CKD群，CKD＋TMP群，CKD＋SAC
群の体重の掲示変化を折れ線グラフ（A）で，生存期間を Kaplan-Meier曲線（B）を用い
て表した．n＝7-10
（著者作成）
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表 1　TMP および SAC 投与が血清パラメータに及ぼす影響

Sham
n＝10

CKD-Water
n＝8

CKD-TMP
n＝7

CKD-SAC
n＝8

TP（g/dL） 　4.99±0.23 4.85±0.34 4.7±0.28 4.76±0.11
ALB（g/dL） 　3.28±0.12 3.133±0.23 3.1±0.20 3.12±0.08
BUN（mg/dL） 26.99±5.62 76.88±6.64＊＊ 73.69±7.19＊＊ 66.54±5.35＊＊, ##

CRE（mg/dL） 　0.11±0.02 0.24±0.03＊＊ 0.27±0.04＊＊ 0.24±0.04＊＊

UA（mg/dL） 　2.99±0.26 3.23±0.53 3.15±0.58 3.18±0.76
Na（mEq/L） 160.30±6.43 156.33±5.72 157.63±2.45 155.8±1.30
K（mEq/L） 　5.10±0.80 5.75±0.55 5.36±0.87 5.9±0.58
Cl（mEq/L） 108.70±4.47 109±4.77 108.63±2.26 109.2±2.05
Ca（mg/dL） 　9.43±0.40 10.32±0.42＊＊ 10.6±0.31＊＊ 10.52±0.22＊＊

IP（mg/dL） 　8.87±0.98 9±1.01 8.56±1.27 7.7±0.41
T-CHO（mg/dL） 　93.30±10.74 97.83±7.78 100.13±11.33 97.2±4.21
GLU（mg/dL） 206.60±45.39 192.33±84.40 213.25±87.00 182.8±53.92
GA（％） 　2.91±0.66 3.35±0.29 3.34±0.67 3.68±0.22

TMPおよび SACを投与し，8週間後の Sham群，CKD-Water群，CKD-TMP群，CKD-SAC群の血清生化学検査の
結果を示した．n＝8-10，＊＊　p＜0.001 vs sham，##　p＜0.001 vs CKD-Water TP;  Total Protein，ALB;  Albumin，
BUN;  Blood Urea Nitrogen，CRE;  Creatinine，UA;  Uric Acid，IP;  Inorganic Phosphorus，T-CHO;  Total Cholester-
ol，GLU;  Glucose，GA;  Glycoalbumin
（著者作成）

図 2　TMP および SAC 投与が Nx マウスの糸球体面積増加に及ぼす影響
　写真は，Sham群，CKD群，CKD＋TMP群，CKD＋SAC群の代表的な腎臓の HE染色
像を示した．Scale bar;  50 nm．グラフは，各個体あたり 60個の糸球体面積を測定し，平
均値±標準誤差で示した．プロットは，各個体の平均糸球体面積を示している．n＝4，
＊＊＊＊　p＜0.0001，＊＊＊　p＜0.001 vs sham
（著者作成）

p<0.001

＊＊＊＊ ＊＊＊
＊＊＊＊

Sham

4000

3000

2000

1000

0
CKD CKD+TMP CKD+SAC

糸
球
体
面
積
（
n
m
2 ）



日本透析医会雑誌　Vol. 38　No. 2　2023270

の投与開始日の体重と比較したマウスの 1日あたりの
平均体重増加量は，水を経口摂取させた Shamマウス
（Sham群），水を経口摂取させた Nxマウス（CKD-Wa-

ter群），TMPを経口摂取させた Nxマウス（CKD-

TMP群），SACを経口摂取させた Nxマウス（CKD-

SAC群），すべてで緩やかな増加傾向を示したが，そ
れらに有意な差は認められなかった（図 1A）．また，
投与した 8週間の生存率についても検証したところ，
Sham群では死亡した個体は認められなかったが，

CKD-Water群では 2例，CKD-TMP群では 3例，CKD-

SAC群では 2例が死亡したものの，その差は有意な
ものではなかった（図 1B）．同様に，飲水量および摂
餌量の変化についても検討を行ったが，TMPおよび
SAC投与による影響は認められなかった（Data not 

shown）．
次に，TMPおよび SAC投与が Nxマウスの腎機能

に及ぼす影響を血清生化学検査により精査した（表 1）．
CKD-Water群の BUN値，血清 CRE値および血清 Ca

図 3　TMP および SAC 投与が Nx マウスの腎繊維化に及ぼす影響
　写真は，Sham群（a, e），CKD群（b, f），CKD＋TMP群（c, g），CKD＋SAC群（d, h）
の代表的な腎臓のMT染色像（上段）と繊維化部分を疑似カラー化した解析画像（下段）
を示した．Scale bar;  50 nm．グラフは，各群の腎間質繊維化面積を測定し，平均値±標準
誤差で示した．プロットは，各個体の線維化体面積を示している．n＝4
（著者作成）
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値は，Sham群と比べて有意に増加した．また，CKD-

TMP群および CKD-SAC群の BUN値，血清 CRE値
および血清 Ca値も，Sham群と比較して有意に増加
した．一方で，CKD-SAC群の BUN値は，CKD-Water

群と比較して有意に減少した．その他の血清パラメー
タに顕著な変化は認められなかった．
そこで，HE染色により腎組織の組織学的変化を検

討した（図 2）．各個体あたり 60個の糸球体面積を測
定したところ，Sham群の平均糸球体面積と比較して，
CKD-Water群，CKD-TMP群，および CKD-SAC群の
平均糸球体面積はいずれも増加した．
同様に，MT染色を用いて腎組織の線維化について

組織学的な検証を行った（図 3）．ランダムに選出し

た腎皮質において，CKD-Water群の青く染色された
線維化面積は，Sham群の染色面積と比較して約 4倍
に増加した（図 3）．これに対して，CKD-TMP群お
よび CKD-SAC群の線維化面積は，Sham群で検出さ
れた線維化面積と同程度にまで低下した（図 3）．
最後に，TMPおよび SAC摂取が，記憶・学習にお
いて中心的な役割をしている脳部位である海馬の小胞
体ストレスレベルを解析するために，GRP78タンパ
ク質の発現変化を検討した（図 4）．これまでに報告9）

されているように，CKD-Water群および CKD-TMP

群の GRP78の発現レベルは，Sham群と比較し有意
に増加した．これに対して，CKD-SAC群の GRP78の
発現レベルは，CKD-Water群と比較して減少しただ

図 4　TMP および SAC 投与が Nx マウスの小胞体ストレス増加に及ぼす影響
　Sham群，CKD-Water群，CKD-TMP群，CKD-SAC群の海馬および小脳 における小胞
体ストレスマーカータンパク質 GRP78の発現変化を検討した．写真は全例の結果を示し
た．グラフは，GRP78のバンド強度を対応する b-actinの強度で除し，平均値±標準偏差
で示した．プロットは，各個体のバンド強度を示している．n＝3-4，＊＊＊＊　p＜0.0001
（著者作成）
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けでなく，Sham群と同レベルにまで抑制された（図
4）．同様に，小脳の GRP78タンパク質の発現レベル
を検討したが，Sham群，CKD-Water群，CKD-TMP群，
および CKD-SAC群のいずれにおいても顕著な変化は
認められなかった．

3　考　察

本研究では CKDモデルとして汎用されている Nx

マウスを用いて，抗酸化薬である TMPおよび小胞体
ストレス抑制作用が報告12～14）されている SACが，腎
機能低下や認知機能低下に及ぼす影響を検討した．は
じめに，生存期間を比較したところ，期間中に死亡し
たサンプル数が少ないものの，TMPや SACの摂取は
Nxマウスの生存期間に影響を及ぼさず，顕著な延命
効果はないことが示唆された（図 1）．また，Fujisawa

らの先行研究8）において，腎摘出 8週間後で観察され
る Nxマウスの体重は sham群と比較して減少するこ
とが報告されているが，本研究においてもこれらと同
様な結果を得た（図 1）．TMPおよび SAC投与はこ
の体重減少を抑制する効果はなく，CKD-Water群，
CKD-TMP群，CKD-SAC群に差は認められなかった．
さらに，CKD-Water群，CKD-TMP群，CKD-SAC群
では，いずれの週においても Sham群と比較して有意
な飲水量の増加が認められた（Data not shown）．Nx

モデルマウスでは腎機能低下による過飲水行動が誘発
されることが示唆されるが，TMPや SAC投与はこれ
らの過飲水行動にも影響を及ぼさないことが明らかと
なった．
本研究の用いた Nxマウスにおいても腎機能の指標
となる BUN値，血清 CRE値，血清 Ca値が，先行研
究8, 9）と同様に上昇し，腎機能低下が生じていること
が示唆された．また，Fujisawaらの報告によれば，
TMPには Nxモデルマウスの BUN値および血清
CRE値の上昇を抑制しないことが示されているが，
本研究においても，TMP投与による BUN値，血清
CRE値，血清 Ca値の改善作用は認められず，本研究
で使用した投与量の TMPには腎機能低下を改善する
効果はないことが示唆された．しかし，CKD-SAC群の
BUN値は，CKD-Water群と比較して有意に減少して
おり，一部ではあるものの腎機能低下を改善する効果
がある可能性が示唆された（表 1）．一方で，2 mmol/

Lの比較的高濃度の TMPを 12週間 Nxモデルマウス

に投与すると，BUN値が改善されるとの報告16）もあ
り，投与量や投与期間の更なる検証が必要だと考える
が，SACは TMPよりも強力な腎機能改善作用がある
ことが示唆された．

TMPおよび SACの投与は，Nxマウスで生じる糸
球体面積の増加を有意に抑制した．しかし，TMPお
よび SACのこれらの作用は Sham群の糸球体にまで
抑制するような強力な作用ではなかった（図 2）．ま
た，腎臓の病理切片を用いてMT染色を行い，線維
化面積を測定したところ，Nxマウスで生じる線維化
の増加は TMPや SACの投与により Sham群レベル
にまで抑制されることが明らかとなった．SACは小
胞体ストレス抑制作用だけでなく，抗酸化作用や抗炎
症作用を持つことが報告されている10）．これまでに，
SACはリポポリサッカライド投与により作製した急
性腎不全マウスの血清 CRE値および BUN値のレベ
ルを改善させ，malondialdehyde や glutathioneなどの
酸化ストレスマーカーの増加を抑制し，腎臓保護作用
を示すことが報告されている17）．さらに，5/6腎臓摘
出ラットの血圧を低下させ，腎保護作用を示すこと18）

やシスプラチンが誘発する腎毒性に対しても抑制効果
を示すこと19）が報告されている．これらの腎保護効果
には，SACの抗酸化作用や細胞内のレドックス調節
作用が関与することが明らかにされているものの，こ
れらの研究では SACの有する小胞体ストレス抑制効
果については検証されておらず，未だ不明なままであ
る．本研究おいて，SACは顕著な腎保護作用を示し
た一方で，抗酸化薬の TMPは部分的な腎保護作用を
示すにとどまった．そのため，小胞体ストレス抑制作
用と抗酸化作用を併せ持つ SACは，抗酸化作用のみ
を持つ TMPよりも腎組織保護作用が強い可能性が示
唆されるが，SACの腎保護作用の主要因は小胞体ス
トレス抑制である可能性もあるため，今後の検討が必
要である．加えて，本研究における Nxマウスへの
SACの推定投与量は約 360 mg/kg/dayである．現在，
市販されている健康食品の琥珀ニンニクカプセルには
市販品では最大量の SACが含まれており，1日当た
りの推奨量から換算する SACの量は 1.6 mg/dayであ
る‡1）．そのため，本実験において CKDモデルマウス
に投与されている SACの量は，ヒトが健康食品とし
て使用するニンニクエキス中に含まれている量よりも
はるかに多量である．従って，高用量の SACの長期
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投与が及ぼす影響についても無視できないものの，本
研究で検討した投与期間では著しい有害作用は認めら
れなかった．
これまでに，Nxマウスにおける認知機能低下には，
海馬における酸化ストレスの増加とともに小胞体スト
レスの誘導が関与することが報告されている8, 9）．そこ
で，SACおよび TMPの投与が認知機能の低下が生じ
る腎摘出 8週間後の海馬および小脳における小胞体ス
トレスレベルを，マーカータンパク質である GRP78

の発現レベルにより評価した．その結果，SACの投
与は Nxマウスの海馬で生じる小胞体ストレスの増加
を顕著に低下させたが，TMPの投与では抑制されな
かった（図 4）．また，Nxマウスの海馬では GRP78

の発現レベルの増加，小胞体ストレスの亢進が認めら
れたが，小脳ではこれらのタンパク質の発現増加は認
められなかった．Nxモデルマウスでは，海馬の機能
が関与する空間認知機能障害が他の脳機能障害よりも
先行して生じることも報告されている8）．今後，C/

EBP Homologous Protein（CHOP）や Caspase-12な
どの小胞体ストレス依存性の細胞死実行因子の発現解
析等を詳細に行う必要があるものの，Nxモデルマウ
スでは海馬選択的に小胞体ストレスが誘発されること
が示唆された．そのため，小胞体ストレス抑制作用と
抗酸化作用を併せ持つ SACは，Nxマウスの海馬機能
障害に対しても有用な治療薬となる可能性がある．

結　論

本研究により，代表的な CKDモデルマウスのひと
つである Nxマウスでは，尿毒症の長期化により，記
憶・学習に重要な部位である海馬選択的に小胞体スト
レスが誘発されることが明らかとなった．この小胞体
ストレスの増加を誘発するメカニズムについては，原
因物質の特定を含めて今後の検討が必要であるものの，
SACは TMPとは異なり，Nxマウスにおいて腎保護
作用と海馬保護作用を示すことが示唆された．以上の
ように，SACは CKDで生じる尿毒症誘発性の記憶障
害に対する治療薬・予防薬となる可能性が示された．
なお，重複掲載を避けるため概要を記した．

その他

この研究は，令和 2年度日本透析医会公募研究助成
によって行われた．
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