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研究成果の概要：1 型および 2 型糖尿病のマウスモデルを用いて、糖尿病性腎症の早期に発現

増加が改善する遺伝子として gremlin 1、growth arrest-specific 6、Wt-1、Rab3bなどを同定

し、これらの因子の糖尿病性腎症への関与が示唆された。さらに糖尿病性腎症においては尿中

Ngalが増加し、アンギオテンシン受容体阻害薬の投与により減少することを明らかにし、尿中

Ngalの新規バイオマーカーとしての有用性を報告した。 
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研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目： 内科系臨床医学・腎臓内科学 
キーワード： 腎臓学 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症は高血糖が持続した後、糸球体
過剰濾過、微量アルブミン尿、顕性蛋白尿、
糸球体濾過量(GFR)の低下へと進行する一本
道の病態推移がセントラルドグマとなって
いる。一方、実際の臨床においては血糖コン
トロール不良にも関わらず腎症が進行しに
くい患者、高血圧や慢性糸球体腎炎、腎尿細
管間質性腎炎を合併する患者なども多く、病
態は非常に複雑である。現行の血清クレアチ
ニンと GFRを用いた糖尿病性腎症の病期分類
は、広く受け入れられ、臨床的意義も高いが、
今現在の腎障害の進行速度を予測したり、治
療的介入の効果を鋭敏に検出することは必

ずしも容易ではない。そこで、本研究では、
糖尿病性腎症の進行を real time に評価でき
る新しいバイオマーカーの探索を目指した。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、ストレプトゾトシン(STZ)
誘発インスリン依存性糖尿病、db/db インス
リン非依存性糖尿病、脂肪萎縮性糖尿病とい
う３種類のマウス糖尿病性腎症モデルを用
いて、腎臓から糸球体を単離し正常腎臓と比
較することにより、共通に発現増加あるいは
減少する遺伝子をまず第一にスクリーニン
グした。 
（２）それぞれをインスリン、ピオグリタゾ
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ン(PPAR-gamma agonist)、レプチンにより
治療したのち早期に糸球体を回収し、組織学
的変化に先行して発現変動する遺伝子を探
索した。 
（３）候補分子のスクリーニングに留まるこ
となく、申請者らがこれまでの研究により糖
尿病性腎症で増加することを見出している 
neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
(Ngal)について、腎組織、尿中、血液中での
発現量を検討し、その発現量と腎組織像、血
糖値、血圧、体重、治療薬への反応性との相
関について検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）糖尿病性腎症モデル動物及びその治療
モデルの樹立。①STZ誘発インスリン依存性
糖尿病については、 9週齢雄 C57BL/6Jマウ
スに 180 mg/kgBWの STZを１回腹腔内(ip)
投与した。8 週後に尿中アルブミン排泄を計
測すると、vehicle 投与非糖尿病マウスに比
して約３倍に増加していた。この時点で、
osmotic minipumpによる即効型インスリン
の ip持続投与を開始したところ、１週間後に
随時血糖は 150 mg/dl程度となり、アルブミ
ン尿は非治療マウスの約 1/2 に減少した。こ
の時点でマウスを解剖、腎臓から differential 
sieving により糸球体を単離し、Microarray
により解析した。②雄 db/dbマウスは、コン
トロール(db/mヘテロマウス)に比して、５週
齢から著しい高血糖、７週齢で有意な尿アル
ブミン排泄増加を示す。５週齢から食餌を介
してピオグリタゾンを２週間投与し、マウス
を解剖した。③40週齢の、ネフローゼ状態の
糖尿病性腎症を呈するA-ZIP/F-1マウスに対
して、生理的補償量のマウスレプチンを
osmotic minipumpにより ip持続投与すると、 
10日間の投与で尿中アルブミン排泄が 1/3に
まで激減し、糸球体サイズの縮小を認めた。 
（２）糖尿病性腎症糸球体における遺伝子発
現の解析。Microarray での解析については、
糸球体からTRIzolにより total RNAを抽出、
ビオチン標識 cRNAプローブを作成、Mouse 
Genome 430 2.0 Arrayに対してハイブリダ
イズ、GeneChip Scanner 3000にてスキャン、
Operating Software ver 1.4により解析した。
real-time quantitative RT-PCRには Prism 
7700 Sequence Detectorを使用した。 
（３）糖尿病性腎症における Ngal の代謝排
泄動態、治療による変化の検討。Alexa546
あるいはポリ・ヒスチジンにより標識した
Ngal を糖尿病マウスに投与し、近位尿細管
における再吸収、尿中排泄を評価した。糖尿
病あるいは肥満を有する高血圧患者にアン
ギオテンシン受容体阻害薬を投与し、3 ヶ月
後の血圧、尿中 Ngal、アルブミン排泄の変
化を検討した。 
 

４．研究成果 
糖尿病性腎症の回復に積極的な役割を果た
す遺伝子を探索するために、２つのモデルマ
ウスすなわちA-ZIP/F-1脂肪萎縮性糖尿病マ
ウスのレプチン治療、あるいはストレプトゾ
トシン誘発 1型糖尿病マウスのインスリン治
療において腎糸球体から mRNA を抽出し、
遺伝子発現のプロファイルを網羅的に解析
した。糖尿病の糸球体で発現亢進し、早期に
回復する分子としては、gremlin 1 (繊維化し
た組 織で発現する BMP antagonist)や
growth arrest-specific 6 (糸球体腫大を起こ
す増殖因子)、Wt-1 (腎臓発生に重要で adult 
kidney では podocyte に特異的に発現する転
写因子)及び Rab3b (分泌顆粒のエキソサイ
トーシスを調節する ras-oncogene family分
子)などが含まれていた。また、マウス糖尿病
性腎症の糸球体・メサンギウム細胞において
1 回膜貫通型の免疫系シグナル受容体 HE-R
の発現が亢進すること、HE-R 変異マウスで
は糖尿病惹起後の蛋白尿が有意に減少する
ことを見出した。さらに尿中 Ngal が糖尿病
性腎症の進展に伴って、近位尿細管での再吸
収不全によって増加し、アンギオテンシン受
容体拮抗薬により減少することを示し、尿中
Ngal のバイオマーカーとしての有用性を明
らかにした (Kuwabara, Sugawara et al. 
Kidney Int 2009, Kasahara, Sugawara et al. 
Nephrol Dial Transplant 2009)。また糖尿病
性腎症の増悪因子として podocyte に発現す
る connective tissue growth factorの重要性
を解明し、治療標的の候補となることを明ら
かにした(Yokoi, Sugawara et al. Kidney Int 
2008)。 
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