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して，酸化還元反応の破綻を介したミトコンドリア

内膜での代謝異常によってミトコンドリア障害や，

腎臓のAMP/ATP比の上昇が，AMP活性化プロテイ

ンキナーゼ（AMPK）の細胞内エネルギー不良を起

こすことが推測されている 3）。しかし，低出生体重

児に発症する慢性腎臓病においてもそれらの病態メ

カニズムが関連しているかは不明である。そのため

に，子宮内虚血による低出生体重 -非肥満2型糖尿

病マウスモデルを使用し，慢性腎臓病，糖尿病性腎

症発症モデルを作成した。そのモデルを用いて，腎

臓組織のメタボローム解析，腎病理学的解析にて低

出生体重の慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症の病態メ

カニズム解析を行うことを目的とした。

1．はじめに

本邦では少子化が進む一方，低出生体重児の割合

は減少していない。低出生体重児は将来，慢性腎臓

病や糖尿病を発症しやすいが 1），そのメカニズムの

解明と予防法の開発が喫緊の課題である。我々は，

子宮内虚血操作により低出生体重 -非肥満2型糖尿

病マウスモデルの作成に世界で初めて成功した（特

願2020-116354）2）。本研究の目的は，我々の開発し

たマウスモデルの腎組織形態，尿検査を用いた腎機

能評価で慢性腎臓病の存在を明らかにすること，さ

らに腎臓組織のメタボローム解析を用いて，腎障害

の発症機序を解明することである。その結果，低出

生体重児の成人期の慢性腎臓病や糖尿病性腎症に関

与する新しいメカニズムを明らかにする。

既報では，慢性腎臓病の病態メカニズムの仮説と
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は2群間に腎病理組織学的な変化を認めなかった。しかし I群では微量アルブミン尿といった，慢性
腎臓病・糖尿病性腎症の早期発見のマーカーをすでに認めていた。さらに腎臓のメタボローム解析

でも2群間に明確な差を認めた。特に腎障害と関連の深い，コハク酸，S-アデノシルメチオニン，
N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideに2群間に有意な差異を認めていた。低出生体重 -肥満・非肥満
2型糖尿病モデルマウスは慢性腎臓病や糖尿病を引き起こす可能性があり，その病態にはコハク酸，
S-アデノシルメチオニン，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideが関わっている可能性が示唆された。
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2．対象及び方法

妊娠12日目の ICR系統マウス（三共ラボサービス

株式会社 東京，日本）を入手した。すべてのマウス

に通常食を与え，水を自由に摂取させた。妊娠マウ

スを，妊娠16.5日にイソフルラン麻酔下で下腹部を

切開した。両側子宮動脈の血流をクリップで遮断

し，胎児の低酸素と低栄養を引き起こした群を虚血

群（I）とした。15分後クリップを外し，胎仔を腹腔

内に還納，腹部を縫合した。同様の麻酔下で下腹部

の切開のみを行った群をコントロール群（C）とし

た。出生した I群とC群の雌の新生仔を4週齢で離

乳し，8週齢まで普通食で飼育した（各群：n=10）。

体重測定は出生時と8週齢まで週2回行った。7～8

週齢に蓄尿を行い，尿検査にて尿中β2マイクログ

ルブリンおよびアルブミンの測定を行った。尿中ク

レアチニン，尿中β2マイクログロブリンおよびア

ルブミンは，マウスを実験動物用代謝ケージで飼育

した状態で採取した24時間尿検体から，従来のク

レアチニンデアミナーゼを用いた酵素法で測定し

た。その後腎臓摘出を行い，腎臓切片を作成し，

hematoxylin and eosin 染色および，Periodic acid-

Schiff 染色を行い，まず病理組織学的な検討を行っ

た。具体的には糸球体径，メサンギウムの拡大の有

無，硬化病変の割合について比較した。

さらに腎機能や糖代謝に関しての腎臓メタボロー

ム解析を行った。各群マウスの凍結腎臓組織切片を

処理し，キャピラリー電気泳動飛行時間型質量分析

計を用いて行った。

統計解析は JMP ver. 14（SAS Institute Cary NC， 

USA）を用いて行った。p値＜0.05を有意差とした。

なお，全てのプロトコールと手順は，日本大学医学

部動物実験委員会の承認を受け実施した（承認番号

AP21MED002-2）。

3．結　果

論文公表前のデータであるため現時点での詳細な

公表は避ける。出生体重，体重推移については先行

研究 2）と同様に，C群と比較して I群で有意に低体重

であった（図1）。つまり子宮内虚血によって低出生

体重仔が産まれた。その後も I群は低体重で推移し，

8週齢でも I群は低体重のまま推移した。続いて，

両群の8週齢における腎臓病理組織所見を比較し

た。各群の腎臓病理標本を用いて，糸球体径，メサ

ンギウムの拡大の有無，硬化病変の割合において，

両群間に有意差は認めなかった。

一方，7週齢での蓄尿尿中β2マイクログルブリン

およびアルブミンの結果を図2に示した（n=7）。両

群の7週齢の尿中β2マイクログルブリンおよびアル

ブミンの平均値は，C群 (26μ μg/L，2.7 mg/dL）と

比較して，I群 (116 μg/L，6.5 mg/dL）で有意に高

かった。つまり，腎臓病理組織学的な影響はまだ認

めていない若い週齢ではあるが，微量アルブミン尿

といった，慢性腎臓病・糖尿病性腎症の早期発見の

マーカーをすでに認めていた。続いて腎臓のメタボ

図 1　8週齢までの各週齢における2群間の体重の推移（● : I群 , ■ : C群，各群n=10，＊＊ p<0.01）

1 

 

図 1 8 週齢までの各週齢における 2 群間の体重の推移(●: I 群, ■: C 群、各

群 n=10、＊＊ p<0.01) 

 

 
図 週齢での蓄尿検査結果（各群 ）

 

 
図 3 メタボローム解析(a) 主成分(PC)分析(b)階層型クラスター分析のヒート

マップ表示(各群 n=3)。 
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らなかった。しかしすでに微量アルブミン尿を認

め，慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症の予兆を来して

いた。腎臓のメタボローム解析においては，C群よ

りも I群でコハク酸の有意な高値を認めていた。高

血糖によりミトコンドリアのコハク酸が多量に産生

され，コハク酸受容体が存在する遠位尿細管で伴に

存在するプロレニンを活性化し，レニンが産生され

るというでは腎障害に関連するという既報もあり 4），

コハク酸の低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病マ

ウスモデルの慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症に関与

している可能性が示唆された。またC群よりも I群

で有意な低値を示した，S-アデノシルメチオニンは

メチオニンから生成され直接のメチル基供与体であ

る 5)。そのためS-アデノシルメチオニンの不足が組

織によるメチル化の割合が低下を招き，腎組織の組

織修復能の低下に繋がった可能性も示唆される。

ローム解析を行った。主成分分析および階層型クラ

スター分析のヒートマップ表示において，I群とC

群との間に明確な差が見られた（図3）。コハク酸，

スペルミジンはC群よりも I群で有意に高く (それ

ぞれp<0.01，p<0.05），S-アデノシルメチオニン，5’-

シチジル酸は，C群よりも I群において有意に低かっ

た（それぞれp<0.01，p<0.05）。Human Metabolome 

Databaseを用いた物性分類では，腎機能障害の指

標となる，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideがC

群よりも I群で有意に高かった (p<0.05）。

4．考　察

低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病マウスモデ

ルにおいて，8週齢という比較的若い時期では，腎

臓病理組織学的な変化は来しておらず，慢性腎臓

病，糖尿病性腎症発症を発症するという結論には至

図 2　7週齢での蓄尿検査結果（各群n=7）

図 3　メタボローム解析（a） 主成分（PC）分析（b）階層型クラスター分析のヒートマップ表示（各群n=3）。
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Human Metabolome Databaseを用いた物性分類

では，腎機能障害の指標となる，N1-Methyl-4-pyri-

done-5-carboxamideがC群よりも I群で有意に高く，

これらが同モデルの慢性腎臓病，糖尿病性腎症発症

に関連する可能性があると思われた。今後さらに週

齢を重ねて実験をすすめていく予定である。

5．結　語　

低出生体重 -肥満・非肥満2型糖尿病モデルマウ

スは慢性腎臓病や糖尿病を引き起こす可能性を認め

た。またその病態にはコハク酸，S-アデノシルメチ

オニン，N1-Methyl-4-pyridone-5-carboxamideなどが

関わっている可能性が示唆された。
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