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概 要 

【目的】 慢性腎臓病（chronic kidney disease；CKD）の有効な治療法や予防法は未開発であり，その原因の一つに，

ヒトの病態を再現できる動物モデルが存在しないことがある。このような背景の中，近年母親の痩せによる胎生期低栄

養や胚の体外培養環境が，将来の 2 型糖尿病や慢性腎症などの生活習慣病の発症リスクが決定することを指し示す

知見が集約されてきた〔Developmental Origins of Health and Disease 学説〕。 

近年我々は，ヒトのように着床前胚を特定の培地での体外培養と，その後成体での食餌操作の環境操作を組み合

わせることによって，糖尿病性腎症を発症するモデルマウスを作成することに成功した。本研究では，胚環境操作

MEM マウスを用いて，塩分過剰摂取で自然発症する CKD モデルを作成し，その病態が観察されるモデルの構築を

目指すことを目的とした。 

【方法】 胚発生期に αMEM 培地で体外培養を行い，子宮に戻し出産させた MEM マウス（対照は KSOM 培地）を

離乳まで母獣とともに飼育し，離乳直後 10%砂糖水を投与し，1.5 ヶ月投与後に試験飲料として自由摂取によって 1 ヶ

月次の通り投与した：1) 塩分水非投与の対照KSOMマウスおよび 2) MEMマウス，3) 1.0% NaCl水を投与するMEM

マウス（軽度塩分群）および，4) 3.0% NaCl 水を投与する MEM マウス（重度塩分群）。 

【結果】 肝臓切片の AZAN 染色より，対照 MEM 群では見られなかった肝線維化の進行が，軽度塩分群および

重度塩分群では，血管周囲において観察された。肝臓における炎症関連遺伝子発現量は，Tnfa では軽度塩分群と

比較して，Ly6c では対照 MEM 群と比較して，重度塩分群で有意に増大した。回腸切片の HE 染色より，対照 MEM

群では観察されなかった回腸絨毛構造の破綻や絨毛の長さの縮小が，軽度塩分群および重度塩分群で観察された。

回腸における腸バリア機能関連遺伝子発現量では Muc4 は，対照 MEM 群と比較して軽度塩分群および重度塩分

群で有意に減少した。 

【考察】 本研究によって，出生前後の劣悪な栄養環境に加え，過剰塩分といったさらなる炎症反応増大刺激が加

わると，回腸の絨毛構造の破綻に加え，肝臓における脂肪肝炎疾患の増悪が誘導され，重篤化する可能性があるこ

とが示唆された。本モデルは，ヒトの現象に類似し，慢性炎症悪化により臓器障害を引き起こすモデル動物である可

能性が示唆された。 

 

 

１． 研究目的 

慢性腎臓病（chronic kidney disease；CKD）は予後が

悪く，有効な治療法や予防法は未開発である。この分野

が未開発である原因の一つに，ヒトの病態を再現できる

動物モデルが存在しないことがある。特にヒトでの腎症は

食生活などの外部環境により自然発症する一方，動物

モデルでは薬剤投与や片腎摘出，遺伝子欠損などヒトと

かけ離れた極度な処置を経ないと発症しない。そのため，

人における外部環境を正しく再現できていないため，人

に類似した腎症動物モデルが作成されていないと考えら



 

 
 

れる。近年，母親が過度なダイエットなどによる低栄養に

よる低出生体重児や体外受精および胚の体外培養環境

が，将来の 2 型糖尿病や慢性腎症などの生活習慣病の

発症リスクが決定することを指し示す知見が集約されてきた

〔Developmental Origins of Health and Disease 学説〕1）。

このような背景の中，我々は，ヒトのように着床前胚の発生

時に特定の培養液で体外培養と，その後成体で食餌操

作（高脂肪・高少糖食摂取）といった二つの環境操作を組

み合わせることによって，糖尿病性腎症を発症するモデ

ルマウスを作成することに成功した。具体的には，胚発生

初期に体外で，αMEM 培地（低タンパク質培地暴露）で

培養することにより，通常培地（CZB や KSOM 培地）で飼

育したマウスに比べ顕著な高血糖（2 型糖尿病）や腎症を

自然発症するマウス（MEM マウス）を作出することに成功

した 2，3）。上記 MEM マウスでは，特に，糖代謝異常で誘

導される糸球体硬化と，高血圧で誘導される小動脈内膜

肥厚も観察される特徴がある 3-5）。特に，これまでの動物

実験では，生理的濃度ではない塩分（高血圧モデル：食

餌の重量比 10%以上）をマウスに負荷し高血圧を誘導し

てきたが，本マウスでは，通常塩分量の摂取（マウスの食

餌中の標準塩分量は，0.26 重量%）であっても，腎糸球体

硬化や細動脈内膜肥厚が観察されるところが特記に値す

るところである。ヒトにおいて，上記のような軽度の腎障害

の上に，塩分の過剰摂取は，腎症と高血圧症をさらに悪化

させると考えられる。しかし，これまでMEMマウスのような，

糖尿病により誘導される腎症の初期病変を呈するモデル

が開発されておらず，塩分の腎症に与える影響を正しく評

価することが難しかった。そこで本研究では，胚環境操作

MEM マウスを用いて，塩分過剰摂取で自然発症する

CKD モデルを作成し，CKD の中期以降の病態が観察さ

れるモデルの構築を目指すことを目的とした。 

２． 研究方法 

２．１ 実験動物 

胚発生期に αMEM 培地で体外培養を行い，子宮に

戻し出産させた MEM マウス（対照は通常 KSOM 培地）

を離乳まで母獣とともに飼育し，離乳直後 1 ヶ月通常食

（MF 食）＋10%（w/v）砂糖水を投与した。10%（w/v）砂

糖水を 1.5 ヶ月投与完了 1 週間前に，すべてのマウスの

体重 6 時間絶食後の空腹時血糖を測定し，MEM マウス

はそれぞれ体重および空腹時血糖値に差がないように

3 群に分けた： 

1) 塩分水（NaCl）を追加で投与しない MEM マウス（対照

MEM 群；n = 8），2) 1.0%（w/v）NaCl 水を投与する MEM

マウス（軽度塩分群；n = 7）および，3) 3.0%（w/v）NaCl 水

を投与する MEM マウス（重度塩分群；n = 8）。 

よって，塩分水（NaCl）を追加で投与しない KSOM マウス

（対照群；n = 13）を加え，計 4群に群分けし，10%（w/v）

砂糖水に NaCl を添加もしくは無添加した試験飲料を

1 ヶ月投与した。この時，飼料および試験飲料は自由摂

取とした。NaCl 水は過剰塩分摂取により炎症が増大す

る生理学状態を模すために投与を行った。試験飲料投

与から 1 ヶ月後に解剖を行った。3.0%（w/v）NaCl 水を

投与した重度塩分群において，試験飲料投与開始から

解剖までに 1 匹死亡したため，すべての解析は 11～14

週齢の雄性 MEM マウス 23 匹および 12 及び 14 週齢

の雄性 KSOM マウス 13 匹で行った。 

２．２．１ 疾患発症評価・病理評価 

i) 糖尿病病態の進展の評価： 

6 時間空腹時血糖値および随時血糖値を測定した。 

ii) 尿中腎機能マーカー，血圧の測定： 

尿中アルブミン，尿中クレアチニンはキットを用いて

測定し，血圧は非観血式血圧計により測定した。 

iii) 肝臓の病態進展の評価： 

肝臓組織切片を AZAN 染色し，脂肪滴蓄積および線

維化病態を観察した。 

２．２．２ 代謝・炎症・酸化ストレス関連遺伝子の発現 

肝臓においては，糖・脂質代謝関連遺伝子，炎症関

連遺伝子および酸化ストレス関連遺伝子の発現量を，

小腸（回腸）においては炎症関連遺伝子，免疫関連遺

伝子および腸バリア機能関連遺伝子の発現量を q-PCR

で測定した。 

２．３ 統計解析 

実験データは平均値（Mean）±標準誤差（Standard 

Error of the Mean；SEM）で示した。本研究では，異なる培

地（ αMEM または KSOM ）については対応のない

Student's t-test を，MEM マウス間については，Tukey-

Kramer 法を行った。P < 0.05 の場合を統計学的に有意な

差と判定した。 

 



 

 
 

Table.1 Varables of KSOM control mice and MEM mice administrated 10% sucrose solution with/without added NaCl for 1 month. 

 
 

 

３． 研究結果 

３．１ 塩分水投与による体重，摂餌量，臓器重量，血糖

値への影響 

解剖時の体重および血糖値においては，対照MEM群

と比較して重度塩分群で減少し，軽度塩分群と比較して，

重度塩分群で減少していた（Table.1）。解剖時の血圧に

おいては，対照 MEM 群と比較して軽度塩分群で減少し，

対照 MEM 群と比較して，重度塩分群で減少していた

一方，対照群と比較して対照 MEM 群で増大傾向が観察

された（P = 0.09）。また，19～21 週齢時点における摂餌

量については，対照 MEM 群と比較して重度塩分群で増

加傾向であった（P = 0.08）。解剖時の肝臓重量において

は，対照 MEM 群と比較して軽度塩分群で減少し，対照

MEM 群と比較して重度塩分群で減少していた。解剖時

の副睾丸脂肪重量においては，対照 MEM 群と比較して

重度塩分群で減少し，軽度塩分群と比較して，重度塩分

群で減少していた。また解剖時の腸間膜脂肪重量におい

ては，対照群と比較して対照MEM群で減少したことに加え，

対照 MEM 群と比較して重度塩分群で減少し，軽度塩分群

と比較して重度塩分群で減少していた。 

３．２．１ 塩分水投与による肝臓の組織病態へ及ぼす

影響 

肝臓切片をAZAN染色し，線維化病態を観察したところ，

塩分投与を行っていない対照群および対照 MEM 群では

線維化の進行が見られない一方，塩分水を投与した軽度

塩分群および重度塩分群では，血管周囲の線維化が進展

している様子が観察された（Fig.1）。 

３．２．２ 塩分水投与による肝臓における糖・脂質代謝

関連遺伝子発現量への影響 

肝臓における解糖系関連遺伝子発現量を測定したと

ころ，測定した遺伝子発現量の群間における有意差は

観察されなかった（未掲載データ）。一方，塩分水投与後

1 ヶ月の肝臓における糖新生関連遺伝子発現量を測定

したところ，Gys2 および Pck1 の遺伝子発現量は，対照

MEM 群と比較して，重度塩分群で有意に増大し，軽度

塩分群と比較して重度塩分群で有意に増大した（Fig.2）。

また，脂肪合成関連遺伝子の発現量を測定したところ，

Fasn および Acyl の遺伝子発現量は，軽度塩分群と比較

して重度塩分群で有意に増大した。 

３．２．３ 塩分水投与による肝臓における炎症，線維化 

および酸化ストレス関連遺伝子発現量への影響 

肝臓における炎症関連遺伝子発現量を測定したところ，

Tnfa の遺伝子発現量は，軽度塩分群と比較して重度塩

分群で有意に増大し，Ly6c の遺伝子発現量は，対照

MEM 群と比較して重度塩分群で有意に増大した

（Fig.3A）。s100a10 の遺伝子発現量は，対照 MEM 群と

比較して重度塩分群で有意に減少した。 

また，肝臓における線維化関連遺伝子として Tgfb1 発

現量を測定したが，各群間における有意差は観察されな

かった（Fig.3B）。 

                   

 Body weight before NaCl solution (g) 48.7 ± 1.2 50.7 ± 2.1 49.9 ± 0.8 51.8 ± 1.0

 Fasting blood glucose before NaCl solution (mg/dL) 160 ± 13 148 ± 4 155 ± 12 162 ± 12

 Body weight at dissection (g) 63.8 ± 1.6 57.1 ± 3.8 54.3 ± 0.8 38.0 ± 2.9

 Fasting blood glucose after 3 weeks test solution (mg/dL) 180 ± 7.1 161 ± 13.1 169 ± 8.5 105 ± 11.0

 Non-fasting blood glucose at dissection (mg/dL) 220 ± 27 215 ± 20 257 ± 53 118 ± 12

 Blood pressure  after 3 weeks test solution (mmHg) 117 ± 2.4 124 ± 3.5 110 ± 4.6 108 ± 4.0

 Albumin/creatinine ratio at dissection 0.0947 ± 4.18×10 -5 0.0943 ± 4.77×10 -5 0.0944 ± 5.75×10 -5 0.0942 ± 2.85×10 -5

 Liver weight (g/g BW) 0.06 ± 0.002 0.06 ± 0.001 0.05 ± 0.003 0.02 ± 0.001

 Kidney weight (g/g BW) 0.01 ± 0.001 0.01 ± 0.001 0.02 ± 0.001 0.01 ± 0.001

 Mesenteric adipose tissue weight (g/g BW) 0.02 ± 0.001 0.02 ± 0.002 0.02 ± 0.001 0.02 ± 0.004

 Epididymis adipose tissue weight (g/g BW) 0.05 ± 0.002 0.04 ± 0.004 0.05 ± 0.001 3.09 ± 0.153

 Test solution intake (g/day) 2.7 ± 0.2 7.1 ± 0.9 2.4 ± 0.3 2.5 ± 0.3
 Food consumption (g/day) 1.0 ± 0.1 6.1 ± 1.1 1.3 ± 0.2 0.6 ± 0.1
Data are expressed as means ± standard error of the mean for 10-17 mice. Statistical analyses were performed by Student's t -test between KSOM and MEM control (*P  <
0.05), and by one-way analysis of variance (ANOVA); post hoc comparisons of multiple groups were carried out using the Tukey-Kramer’s multiple comparison test among
MEM mice. a-b: Different superscripts indicate significant differences (P  < 0.05). BW, body weight; MEM, minimum essential medium mice; KSOM, potassium simplex
optimized medium mice.
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さらに，肝臓における酸化ストレス関連遺伝子発現量を

測定したところ，Nox2 および p47phox の遺伝子発現量は，

対照MEM群および軽度塩分群と比較して重度塩分群で

有意に増大した（Fig.3C）。ROS 除去関連遺伝子 Grs，

Gss，Sod1 および Sod2 の発現量は，対照 MEM 群と比較

して重度塩分群で有意に増大した（Fig.3D）。また，Sod1

の遺伝子発現量では，軽度塩分群と比較した場合におい

ても重度塩分群で有意な増大が観察された。 

 

 

 
Fig.1 Effects of treating NaCl water after feeding high-fat, high-sucrose diet on the hepatic fibrosis by AZAN stain in 
control and MEM mice with/without NaCl. 
 
Images show the liver tissue section was stained AZAN for 7-13 mice. MEM, minimum essential medium mice; KSOM, potassium 
simplex optimized medium mice. 

 

 

 
Fig.2 Effects of treating NaCl water after feeding high-fat, high-sucrose diet on the expression of mRNA related to 
metabolism in the liver of control and MEM mice with/without NaCl. 
 
The results of each sample were normalized to Cyc1. Data are expressed as means ± standard error of the mean for 7-13 mice. (A) 
shows glucose metabolism and (B) shows lipid metabolism. Statistical analyses were performed by Student's t-test between KSOM 
and MEM control (*P < 0.05), and by one-way analysis of variance (ANOVA); post hoc comparisons of multiple groups were carried 
out using the Tukey-Kramer’s multiple comparison test among MEM mice. a-b: Different superscripts indicate significant differences 
(P < 0.05). KSOM, potassium simplex optimized medium mice; MEM, minimum essential medium mice; N.S., no significant. 

 



 

 
 

 
Fig.3 Effects of treating NaCl water after feeding high-fat, high-sucrose diet on the expression of mRNA related to 
inflammation and oxidative stress in the liver of control and MEM mice with/without NaCl. 
 
The results of each sample were normalized to Cyc1. Data are expressed as means ± standard error of the mean for 7-13 mice. (A) 
shows inflammation response, (B) shows fibrosis, (C) shows ROS production-related genes, and (D) shows ROS removal-related 
genes. Statistical analyses were performed by Student's t-test between KSOM and MEM control (*P < 0.05), and by one-way analysis 
of variance (ANOVA); post hoc comparisons of multiple groups were carried out using the Tukey-Kramer’s multiple comparison test 
among MEM mice. a-b: Different superscripts indicate significant differences (P < 0.05). KSOM, potassium simplex optimized 
medium mice; MEM, minimum essential medium mice; N.S., no significant; ROS, reactive oxygen species. 
 

 
３．３．１ 塩分水投与による回腸組織の病態へ及ぼす

影響 

回腸切片を HE 染色し，絨毛構造を観察したところ，

塩分投与を行っていない対照 MEM 群では回腸絨毛構

造の破綻や絨毛の長さの縮小は見られなかったが，塩

分水を投与した軽度塩分群および重度塩分群では観

察された（Fig.4）。 

３．３．２ 塩分水投与による小腸（回腸）における免疫

応答および腸バリア機能関連遺伝子発現量

への影響 

回腸における免疫応答関連遺伝子発現量を測定した

ところ，RORγT タンパク質をコードし，Th17 細胞の形成に

関与して細菌や真菌を排除する Rorc の遺伝子発現量は，

対照MEM群および軽度塩分群と比較して重度塩分群で

有意に増大した（Fig.5A）。また細菌由来のリポペプチド

を認識する受容体の Tlr-1 の遺伝子発現量は，MEM 対

照群群と比較して重度塩分群において有意な減少が示

された。 

また，腸バリア機能関連遺伝子発現量を測定したところ，

ムチンをコードする Muc4 の遺伝子発現量は，対照 MEM

群と比較して軽度塩分群および重度塩分群で有意に減

少した（Fig.5B）。 

 



 

 
 

 
 
Fig.4 Effects of treating NaCl water after feeding high-fat, high-sucrose diet on the villi structure of the ileum by HE 
stain in control and MEM mice with/without NaCl. 
 
Images show the liver tissue section was stained HE for 7-13 mice. Data are expressed as means ± standard error of the mean for 7-13 
mice. MEM, minimum essential medium mice; KSOM, potassium simplex optimized medium mice. 

 

 
 
Fig.5 Effects of treating NaCl water after feeding high-fat, high-sucrose diet on the expression of mRNA related to 
immune response and intestinal barrier function in the ileum of control and MEM mice with/without NaCl. 
 
The results of each sample were normalized to Rpl7. Data are expressed as means ± standard error of the mean for 7-13 mice. (A) 
shows immune response and (B) shows intestinal barrier function. Statistical analyses were performed by Student's t-test between 
KSOM and MEM control (*P < 0.05), and by one-way analysis of variance (ANOVA); post hoc comparisons of multiple groups were 
carried out using the Tukey-Kramer’s multiple comparison test among MEM mice. a-b: Different superscripts indicate significant 
differences (P < 0.05). KSOM, potassium simplex optimized medium mice; MEM, minimum essential medium mice; N.S., no 
significant. 



 

 
 

４． 考察 

本研究では，2 細胞期胚を αMEM 培地もしくは対照

KSOM 培地で体外培養し生まれた MEM マウスおよび対

照 KSOM マウスに対して，離乳後に通常食と 10%砂糖水

を 1.5 ヶ月投与した後，それぞれのマウスに塩分水を与え

ない群と，MEM マウスに軽度（1.0%）の塩分水を与えた

群，MEM マウスに重度（3.0%）の塩分水を与えた群に分

け，試験飲料を 1 ヶ月投与する実験を行ったところ，塩分

水を投与した MEM マウスへの肝臓における線維化病態

が悪化していることが示され，塩分水投与による肝障害が

引き起こされていることが明らかとなった。また重度塩分水

が投与された MEM マウスにおける解剖時の体重と臓器

重量が顕著に減少し，肝臓における糖新生関連遺伝子

発現の増大と脂肪合成関連遺伝子発現の減少から，

MEM マウスへの重度塩分投与により異化反応が亢進し

ていることが示された。さらに，MEM マウスへの軽度・重

度の塩分投与により肝臓におけるマクロファージマーカー

Ly6Cや炎症性サイトカインTNF-α，ROS産生酵素NOX2

およびp47phoxの遺伝子発現増大が観察され，炎症反応

や酸化ストレス反応が増大されている可能性が示された。 

本研究では，塩分水の投与により肝線維化が増大する

傾向が観察された。本研究で用いた MEM マウスは，出生

後に高脂肪・高ショ糖食を約 3 ヶ月投与することで肝臓に

おける線維化病態が進展することを当研究室より報告して

いる 5）。線維化病態は，NAFLD（非アルコール性脂肪性肝

疾患）の病態進展において，可逆的な単純性脂肪肝疾患

から不可逆的な脂肪肝炎疾患への進展における重要な評

価項目であり，線維化病態進展は，ひいては肝硬変，肝が

んなど重篤な病態につながるマーカーである 6）。そのため，

本研究における塩分水を投与された MEM マウスでは脂

肪肝炎疾患が進行した可能性があることが示された。ヒト

の NAFLD/NASH（非アルコール性脂肪性肝炎）進行に

関連する病態生理学的，組織学的，分子的，臨床的特徴

を示す再現可能な実験動物モデルは存在せず，そのた

め治療・予防についての研究は進んでいない。現時点で

の NASH 動物モデルとしてはメチオニンコリン欠乏（MCD）

食もしくは高脂肪食（HFD）モデルが使われており，それ

ぞれヒト疾患の組織学的および代謝異常を模倣できるとさ

れているが，HFD モデルでは NAFLD の代謝異常や酸

化ストレスおよび炎症の他のマーカー因子を模倣できるも

のの，線維症や肝硬変などの進行期には至らないことが

報告されている 7）。また，HFD モデル動物では肝臓の組

織学的変化は，試験食中止後に回復できる一方，MCD

モデル動物では回復できないことや，MCDモデルでは血

糖値が低く，さらに血中中性脂肪濃度も低く，HFDモデル

よりも肝臓における脂肪蓄積量が少ないことが報告されて

いる 7）。一方，本研究で使用したモデルでは，肝臓での脂

肪蓄積や血糖値の上昇が観察され，糖尿病発症後にお

ける合併症として脂肪肝炎疾患が発症していることが示さ

れた。マウスを用いた先行研究では，NASH誘導食（GAN

食；40 kcal%脂質，20 kcal%フルクトース，2%コレステロー

ル含む。）を食餌投与 26 週間以上経過すると肥満になり，

脂肪肝発症，肝臓の炎症と線維症を発症するが，架橋線

維症はまれに 53 週目の後期段階でのみ 10%ほどしか観

察されない 8）ことが示されている。ヒトでは NAFLD 患者は，

BARD スコアと FIB-4 で評価した肝線維症を有する被

験者は，推定 24 時間尿中ナトリウム値がより高く 9），2 型

糖尿病患者においても，高塩分摂取は NAFLD の存在

と関連し肝疾患リスクを高める可能性が示唆されている 10）。

これらの本研究成果は，ヒトにおいて報告されている糖尿

病患者や NASH 患者における過剰塩分水の摂取による

肝線維化病態進展による臓器障害リスクの上昇という結

果と一致している。すなわち，本研究において，MEM モ

デルへの過剰塩分水の投与は，慢性炎症悪化により，臓

器障害を引き起こすモデル動物であり，さらにこのモデル

動物は，ヒトに類似した現象を再現できたモデル動物であ

る可能性が示唆された。 

本研究では，高濃度塩分水を投与された MEM マウス

の肝臓では，塩分水を投与されていないMEMマウスと比

較して，炎症性サイトカイン Tnfα や単球/マクロファージマ

ーカーLy6c の遺伝子発現量が増大していたことが明らか

となった。過剰な食事塩分は，免疫系を活性化し，最終的

に慢性炎症と高血圧を引き起こすことが知られている 11）。

また，トランスレーショナル研究において，Loperena らは，

48 時間の高血圧伸張（10%伸張，1 Hz）を受けたヒト大動

脈内皮細胞が，ヒト古典的単球（CD14++ /CD16−）から中間

型単球表現型（CD14+ /CD16++）への変換を促進し，これ

が炎症誘発性サイトカイン（IL-6，IL-1β，IL-23，および

TNF-α）を産生し，T 細胞の増殖を促進することが報告さ

れている 12）。さらに，ヒト単球細胞を用いた先行研究では，



 

 
 

高塩分（190 mM NaCl）に曝露すると，ヒト単球は炎症性

サイトカイン IL-1β，TNF-α および IL-6 の分泌を促進し，

このナトリウム依存性の単球活性化は，NADPH オキシダ

ーゼによって媒介されることが報告されている 13）。本研究

においても，NADPH オキシダーゼで ROS を産生する酵

素 Nox2 や p47phox の遺伝子発現が高濃度塩分水を投

与された MEM マウスの肝臓において増大していたことか

ら，MEMマウスへの高濃度塩分水の投与により，NADPH

オキシダーゼを介して単球が活性化したことで，炎症性サ

イトカイン TNF-α 発現が増大した可能性が示唆された。ま

た，Ly6C は IFN-γ によって調節される単球・マクロファー

ジおよび内皮細胞の分化抗原として知られているだけで

なく，血中から肝臓に浸潤する骨髄由来の Ly-6C(+)単球

由来マクロファージは慢性炎症および線維化形成に関与

していることが近年報告されている 14）。骨髄単球 Ly-

6C(+)マクロファージは活性化されて肝臓に浸潤すると，

炎症誘発性の表現型に誘導され TNF-αを産生し 15），また

線維化メディエーターTGF-β などを介して肝星細胞を活

性化し，肝星細胞の分化転換および増殖することで肝線

維化を促進する 14，16）ことが報告されている。本研究では，

MEM マウスへの高濃度塩分水の投与により，肝臓にお

ける線維化病態が進展していたことから，これら先行研究

と合わせると，MEM マウスへの高濃度塩分水の投与によ

り，骨髄単球由来 Ly-6C(+)マクロファージが血中から肝

臓へ浸潤し，炎症誘発性の表現型に誘導され活性化した

単球/マクロファージが，炎症性サイトカイン TNF-α の分泌

を促進し，また肝星細胞を活性化して肝線維化が進展し

た可能性が示唆された。 

本研究では，MEM マウスへの塩分水投与により回腸

における絨毛構造の破綻が観察され，腸バリア機能関連

遺伝子 Muc4 の発現量が，塩分水非投与のマウスと比較

して，塩分水投与のマウスにおいて減少していたことが明

らかとなった。さらに，細菌や真菌を排除する Th17 細胞

の形成・分化を促す Rorc の遺伝子発現量は，塩分水投

与により増大し，病原体を検知する Tlr-1 の遺伝子発現量

は減少することが示された。大腸が水分や吸収に関わる

遺伝子群を高発現しているのに対し，回腸末端では白血

球，T 細胞の活性化や分化に関わる遺伝子群を高発現し

ていることから，回腸は免疫システムが発達している消化

管であることが示されている 17）。実際に回腸では TLR1 の

mRNA 量が多いことが知られており 18），この TLR1 シグナ

ル伝達は粘膜免疫応答の初期段階（抗原提示細胞の活

性化，抗菌ペプチド産生）に重要であるため，その発現低

下により，病原体の検知能力が低下し，免疫応答の初期

段階が阻害される可能性が示唆されている 19）。これにより

パイエル板や M 細胞を介した抗原取り込みが減少し，腸

管免疫系の活性化が遅延する可能性が示されている。本

研究結果と合わせると，MEM マウスへの塩分水投与は，

TLR1 は発現を低減させ，回腸における免疫応答の初期

応答が阻害されている可能性が示唆された。また RORγT

は，Th17 細胞の分化に必須な転写因子であり，IL-17A/F

の産生が促進され，粘膜炎症が増強されることが報告さ

れている 20，21）。さらに，過剰な IL-17A は，好中球浸潤の

誘導や，腸上皮細胞のタイトジャンクションタンパク質の発

現を抑制し，腸管透過性を亢進させることで，クローン病

などの炎症性腸疾患の発症リスクを高める可能性が示さ

れている 22）。本研究結果と合わせると，MEM マウスへの

塩分水投与は異物応答の初期段階の免疫応答が減弱し，

Th17 細胞分化増大による IL-17 を中心とした腸管透過性

が亢進することで，回腸の構造が破綻する可能性が示さ

れた。 
したがって，本研究によって，出生前後の劣悪な栄養

環境に加え，過剰塩分といったさらなる炎症反応増大刺

激が加わると，回腸の絨毛構造の破綻に加え，肝臓にお

ける脂肪肝炎疾患の増悪が誘導され，重篤化する可能性

があることが示唆された。さらに，本研究において，MEM

モデルの塩分過剰摂取は，慢性炎症悪化により，臓器障

害を引き起こすモデル動物であり，ヒトに類似した現象を

再現できたモデル動物である可能性が示唆された。 

５． 今後の課題 

本研究では，塩分水投与実験において，3.0%塩分水

投与群では投与後 1 ヶ月で死亡率が 12.5%と高く，塩分

水投与後 3 ヶ月では 3.0%塩分水投与群は全て死亡した。

これは塩分濃度が，設定した観察期間に対して高かった

と考えられ，塩分投与による炎症悪化現象は観察された

ものの，敗血症状態による身体の脆弱化による異化亢進

が中心となる現象が捉えられた。今後，塩分濃度の調節

や塩分水を塩分食にすることで急速に塩分を吸収する



 

 
 

のを防ぐことで，塩分投与によるサイトカインストームの悪

化や臓器障害の増悪メカニズムについて解明できる可

能性があると考えられる。加えて，本研究では，回腸のバ

リア機能の低下や免疫応答異常の可能性が観察された

が，回腸と肝臓の臓器障害のつながりについては未解

明である。さらに塩分水投与後 1ヶ月で解剖を行ったが，

より短期での観察により，慢性的な刺激による慢性炎症

反応と肝障害との関連を観察することができなかった。今

後の研究において，塩分水投与の期間を長期にすること

により，ヒトと同様の環境，すなわち慢性的な過剰塩分水

摂取による影響を検証していく必要がある。 
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Summary 
 

Objective: Effective treatment and prevention of chronic kidney disease (CKD) remain undeveloped, in part 

due to the lack of animal models that can reproduce the human condition.  Recently, we have successfully created 

a mouse model of diabetic kidney disease (DKD) by combining in vitro culture of preimplantation embryos in a 

specific culture medium and subsequent environmental manipulation of their diet after birth, as in humans.  The 

aim of this study was to create a model of CKD that spontaneously develops due to excessive salt intake using 

embryonic environment manipulation MEM mice and to establish a model in which the pathogenesis can be 

observed. 

Methods: MEM mice cultured in vitro in αMEM medium (control: KSOM) during embryogenesis and allowed 

to give birth were treated with 10% sugar water for 1.5 months immediately after weaning.  After that, the following 

test solutions were administered ad libitum for 1 month: 1) control KSOM mice without additional salt and 2) MEM 

mice, 3) MEM mice receiving 1.0% NaCl solution (mild-salt group), and 4) MEM mice receiving 3.0% NaCl water 

(severe-salt group).  

Results: In pathological evaluation of liver, progression of liver fibrosis was observed in the perivascular area 

in the mild-salt and severe-salt groups.  Inflammation-related gene expression in the liver was significantly 

increased in the severe-salt group compared to the mild-salt group for Tnfa and the control MEM group for Ly6c. 

HE staining of ileum sections showed disruption of villi structure in the mild-saline and severe-saline groups.  Muc4 

gene expression related to intestinal barrier function in the ileum was significantly decreased in the mild-salt and 

severe-salt groups compared to the control MEM group. 

Discussion: This study suggests that the poor nutritional environment before and after birth, additional stimuli 

that increase inflammatory response, such as excess salt intake, may induce and exacerbate steatohepatitis, in 

addition to disruption of ileum villi structure, which may lead to severe disease.  This model resembles the human 

phenomenon, suggesting that it may be a model animal that causes organ damage due to exacerbation of chronic 

inflammation. 


