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研究成果の概要（和文）：腎症発症前の糖尿病ラットの腎皮質において、腎障害の原因となり得る酸化ストレス
により損傷したミトコンドリアに対し、腎臓の恒常性維持のための分解・除去システムであるマイトファジー
(ミトコンドリア選択的オートファジー)が誘導され、分解されたミトコンドリアタンパク質は、尿中に排泄(除
去)されることを示した。
尿中ミトコンドリアタンパク質測定は、糖尿病性腎症の早期診断法の開発に繋がると思われる。

研究成果の概要（英文）：In the renal cortex during the normoalbuminuric stage of diabetes mellitus 
rats, mitophagy (mitochondrial-selective autophagy), a degradation-removal system for maintaining 
renal homeostasis, is induced in oxidative stress-damaged mitochondria that can cause nephropathy. 
The degraded mitochondrial proteins were excreted (removed) in urine.
Detection of mitochondrial proteins in the urine may represent an early diagnostic marker for 
diabetic nephropathy.

研究分野： 病態検査学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）現在、腎症診断に用いられている２種

の指標である尿中アルブミンが正常、糸
球体濾過量(GFR)が正常あるいは高値の
腎症発症前の糖尿病(腎症前期糖尿病期)
ラット腎皮質において、生成が上昇した
一酸化窒素(NO)とスーパーオキシド(O2

–)
間の反応で形成された細胞障害因子のパ
ーオキシナイトライト(ONOO–)が、タンパ
ク質中のチロシン残基を特異的にニトロ
化(ニトロチロシン生成：3-NT)すること
を明らかにした。 

 
（２）3-NT は、酸化ストレス障害のバイオ

マーカーとして有用である。 
 
（３）同ラットの腎皮質において、ニトロ化

タンパク質のプロテオーム解析を行った
ところ、①aconitase (ACO)、②glutamate 
dehydrogenase(GLUD)、③methylmalonate 
-semialdehyde dehydrogenase 
(acylating) (MMSDH)が同定された、これ
らのニトロ化タンパク質は、ミトコンド
リアに局在するタンパク質であった。 

 
（４）腎保護薬であるレニン-アンジオテン

シン系(RAS)阻害薬の酸化ストレス抑制
による、タンパク質ニトロ化抑制効果を
確認した。 

 
２．研究の目的 
（１）酸化ストレスにより損傷したミトコン
ドリア蓄積は、細胞障害の原因になる可能
性が示唆されたことから、腎臓の防御作用
として損傷ミトコンドリアを細胞から分
解・除去しなければいけない。 

 
（２）分解・除去されたミトコンドリア由来
ニトロ化タンパク質やそのペプチドは尿
中に排出される可能性がある。 

 
（３）腎症発症前の糖尿病における、腎臓の
損傷ミトコンドリア分解・除去システムの
解明と、尿中でのミトコンドリア由来タン
パク質やそのペプチドを検出・同定し、糖
尿病性腎症の早期診断マーカーを確立す
ることが目的である。 

 
３．研究の方法 

腎症発症前の糖尿病の腎臓において、腎
臓の防御機構として、酸化ストレス障害に
よりタンパク質がニトロ化された損傷ミ
トコンドリアの分解・除去システムを解明
し、尿中に排出されたミトコンドリアタン
パク質やペプチドの検出と同定を行う。 

 
（１）動物  

1)ストレプトゾトシン (STZ, 65 mg/kg BW) 
静注後 2週間の 1型糖尿病ラット群(STZ)、
2)STZ 群にテルミサルタン (TLM, アンジ

オテンシンⅡ受容体拮抗薬, 10 mg/kg 
BW/day, 2 週間)を投与した群(STZ＋TLM)、
各々対照群 3)Sham 群、4)Sham＋TLM 群の 4
群を作製した。 

 
（２）従来の腎機能検査  

各ラット群において、尿中アルブミン
(Alb)、クレアチニンクリアランス(糸球体
濾過量, GFR), 尿中N-アセチル-β-D-グル
コサミニダーゼ(NAG)を測定した。血糖値、
血圧、飲水量、尿量も測定した。 

 
（３）酸化ストレスマーカー(RAS 依存酸化ス
トレス)  
ラット腎皮質3-NTを測定した(HPLC法)。 

 
（４）損傷ミトコンドリア分解・除去システ
ク(マイトファジー:ミトコンドリア選択
的オートファジー)に関わるタンパク質の
解析 

マイトファジー関連タンパク質(LC3, 
BNIP3, PINK1, p62)の腎皮質発現と腎臓の
免疫組織化学染色を行った。 

 
（５）尿中ミトコンドライタンパク質のプロ
テオーム解析  

各群のラット尿を限外濾過法で濃縮し、
超低流速用 HPLC と四重極・フーリエ変換
型ハイブリッド質量分析計 Q-Exactive を
組み合わせた LC-MS/MS による尿中プロテ
オーム解析を行った。データベース検索プ
ログラム SEQUEST と同定・比較解析ソフト
ウェア Proteome Discoverer を用い同定を
行った。 

 
（６）ヒト近位尿細管上皮細胞(HK-2 細胞)
のミトコンドリアに対するグルコース(Glu)
の影響 

HK-2 細胞は、10％ウシ胎仔血清(HIFBS)
と 100 U/mL ペニシリン、100 U/mL ストレ
プトマイシンを含む DMEM/F1 培地を用い、
5.3×103 cells/cm2、37℃、21％O2，5％CO2

の条件下で、72時間培養した。その後5(L), 
30(H) mmol/L Glu を含む DMEM 培地に変更
し、24 時間培養した。 
ミトコンドリア内酸化ストレス(Mito 

SOX)、ミトコンドリア膜電位(JC-1)、細胞
内ミトコンドリア量(Mito Green)、マイト
ファジー関連タンパク質発現の解析を行
った。 

 
４．研究成果 
（１）STZ 群ラットの特徴 

群間で体重、血圧、尿中 Alb 値、尿中 NAG
に差はなかった。STZ 群と STZ+TLM 群の血
糖値、GFR、飲水料、尿量は、各々対照群
よりも高値を示し、STZ+TLM 群の GFR は、
STZ 群よりも低値であった。STZ 群の腎皮
質 3-NT 生成は増加し、TLM 投与(STZ+TLM
群)で抑制された。 



STZ 群は酸化ストレスが亢進している腎
症発症前の糖尿病であることが確認され
た。 

 
（２）腎皮質のマイトファジー関連タンパク
質の解析 

群間で LC3-Ⅰ発現に差は無かったが、
STZ 群において LC3-Ⅱ発現は Sham 群と
比較し高値を示した。PINK1 発現は、LC3-
Ⅱと同様に STZ 群で高値を示した。BNIP3 
monomer 発現は STZ 群で有意に増加した
ものの、BNIP3 dimer 形成に差は見られな
かった。群間で p62 発現に差はなかった。 
STZ 群で発現が高値を示した LC3-Ⅱと

PINK1 は、TLM 投与(STZ+TLM 群)により抑制
された。 
腎臓の免疫組織化学染色により、STZ 群

では尿細管に PINK1 、BNIP3、LC3 が高発
現していることが確認された。 
腎臓の恒常性維持は、マイトファジー関

連タンパク質である PINK1（ミトコンドリ
ア膜電位の低下によって誘導される）およ
び LC3-II（オートファゴソーム形成の増加
またはリソソーム分解の減少を示唆する）
の腎皮質レベルの誘導によって調節され
ることが示唆された。 

 
（３）ヒト近位尿細管上皮細胞(HK-2 細胞)
のミトコンドリアの解析 

H-Glu培養では、L-Glu培養と比較して、
ミトコンドリア内酸化ストレスは増加し、
ミトコンドリア膜電位は低下した。細胞内
ミトコンドリア量は増加傾向を示した。 
H-Glu 培養でのマイトファジー関連タン

パク質発現では、PINK1、BNIP3L/NIX は増
加し、LC3-Ⅱは低下したが、p62 に差はな
かった。培養条件と糖尿病ラットの病期や
代謝速度の相違により異なる傾向を示し
たと思われた。 

 
（４）尿中ミトコンドリアタンパク質のプロ
テオーム解析 

4 群で合計 1,068 種のタンパク質が検出
され、ミトコンドリアに由来のタンパク質
は、19 種であった。その内 STZ 群の尿の
み に 検 出さ れ た のは 、 ATP synthase 
subunit s (ATP5S)、isoform 2 of adenylate 
kinase 2(AK2) 、 oxygen-dependent 
coproporphyrinogen Ⅲ oxidase (CPOX)、
elongation factor Tu (TUFM) の 4 種(分
子量 23-50 kDa)であった。 

 
（５）尿中へのミトコンドリアタンパク質排
泄量の解析  

尿中プロテオーム解析で検出されたミ
トコンドリアタンパク質のスペクトルカ
ウント値が低値であったことから、ラット
尿中にミトコンドリアタンパク質が実際
に排泄されているかどうかを明らかにす
るため、尿を濃縮しウエスタンブロット分

析を行った。 
ATP5S は、STZ 群のみに約 75 kDa のバ

ンドが見られ、Sham 群、Sham+TLM 群、
STZ+TLM 群では見られなかった。AK2 は、
STZ 群と STZ+TLM 群において 15-100 kDa 
の範囲に複数のバンドが見られ、Sham 群、
Sham+TLM 群では見られなかった。CPOX は、
STZ 群と STZ+TLM 群において35 kDa 付近、
および 10 kDa 付近に複数のバンドが見ら
れた。TUFM は、約 35 kDa のバンドが 
STZ+TLM 群のみに見られた。 
糖尿病ラットのみに同定された尿中ミ

トコンドリアタンパク質がウエスタンブ
ロット分析でも検出された。マイトファジ
ーにより分解されたミトコンドリアタン
パク質の構成アミノ酸(ペプチド)のみが
尿に排泄されるのではなく、分解不全なミ
トコンドリアタンパク質(断片)や複合体
も尿中に排泄されることが示された。 

 
マイトファジーにより分解されたミト

コンドリアタンパク質のアミノ酸(ペプチ
ド)が尿排泄されると予測したが、分解不
全ミトコンドリアタンパク質(断片)も検
出された。新な仮説として「腎症発症前の
糖尿病の腎臓では、マイトファジーが亢進
されるもののリソソーム不全により十分
に分解できず、分解不全なミトコンドリア
タンパク質が、近位尿細管からエキソサイ
トーシス(開口分泌)により尿中に排泄さ
れる」を立てることができた。 
尿中ミトコンドリアタンパク質測定は、

糖尿病性腎症の早期診断法の開発に繋が
る可能性が示された。 
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