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研究成果の概要（和文）：本課題では、従来の糸球体足細胞傷害研究を基盤として糖尿病に関連する様々な代謝
性ストレスが細胞骨格構造を変化させ、蛋白尿を惹起・増悪する機構を明らかにするべく研究を進めてきた。
in vitroの系でマウス温度感受性培養糸球体足細胞において酸化ストレス・高グルコースストレス・TGF-β1と
いった糖尿病関連ストレスに応じた細胞骨格の変化や足細胞関連分子発現の変化を検出した。また、この現象に
関連する機序として、細胞周期調節蛋白の発現の変化が観察された。それらに加えて、これらのストレスの消去
系として活性型ビタミンDがこれらの経路を介して効果を示すことも見出した。

研究成果の概要（英文）：We have carried out this project to determine the mechanisms of cytoskeletal
 derangement associated with metabolic stresses in podocytes leading to development and increase of 
proteinuria. In this project, we observed the changes in cytoskeletal architecture and migration of 
podocytes in response to several metabolic stress associated with diabetes. Interestingly, we found 
that altered expression of several cell cycle regulators were associated with those cellular 
changes. Moreover, our experimental data suggest that vitamin D might have a protective role against
 diabetic metabolic stresses through these pathways. We hope that novel therapeutic strategies 
against diabetic kidney disease will be developed by advance in this research project.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、慢性透析患者数は 30 万人に
迫る状況であったが現時点においてはさら
に約３万人増加し、依然として医学的にも医
療財政的にも深刻な問題である。1998 年以
降、透析導入原疾患として糖尿病性腎症が最
多であり(43.8 %)、研究終了時点でも同様で
ある。 
研究開始当初までも、糖尿病性腎症における
足細胞傷害の重要性については、これまでも
注目され多くのグループで精力的に研究が
行われてきたが、その分子機序は不明な点が
多かった。足細胞の糸球体基底膜からの脱落
や細胞死が糸球体硬化の進行に強く関わっ
ていることは足細胞傷害モデル動物を通じ
た実験やヒト腎生検組織における検討です
でに明らかにされていたため、足細胞の基底
膜との結合の変化やアポトーシスの機序を
理解することが腎不全進行の病態を理解す
るために重要と考え、本研究を立案した。 
なお、研究代表者は研究開始時までに TGF-
β1 の直接的細胞傷害効果に細胞周期調節蛋
白 p21 の関与（Wada T, et al. Kidney Int 
2005）、p53・Bcl2 関連蛋白する足細胞アポ
トーシスと、糖質コルチコイドによる阻害機
序（Wada T, et al. J Am Soc Nephrol 2005）、
この系における MAPK シグナル伝達経路の
関与（Wada T, et al. Nephron Exp Nephrol 
2008）赤血球造血刺激因子製剤による足細胞
保護作用を介した蛋白尿抑制効果（Eto N, et 
al. Kidney Int 2007）、cortactin の脱アセチ
ル化と足細胞骨格保持機構（Motonishi S, et 
al. J Am Soc Nephrol 2014）を報告しており、
これらの研究を発展させ、本研究課題に取り
組むこととした。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果をも
とに、本研究では糖尿病環境下で足細胞にか
かる代謝性ストレスが細胞骨格関連分子の
局在や機能を変化させる機序を明らかにし、
これを利用した新規の蛋白尿・糸球体硬化の
治療戦略の開発を行うことを目的とした。 
 
研究開始当初、本研究で明らかにすべき点と
して以下の項目を立案した。 
 糖尿病に関連して足細胞内で増強する

代謝性ストレス 
 糖尿病条件下で起こる細胞骨格関連分

子の翻訳後修飾状態の変化 
 糖尿病関連代謝性ストレス下における

ヒストン脱アセチル化酵素活性の変化 
 細胞骨格関連分子（例：α-actinin 4, 

cortactin）が翻訳後修飾とともに局在
の変化と細胞骨格の脆弱性を惹起する
機序 

 代謝性ストレス環境下における翻訳後
修飾の異常に対する治療的介入の可能
性：翻訳後修飾の変化により細胞骨格・
スリット膜の状態を変化させることが

できるか？ 
 
３．研究の方法 
本研究課題では糖尿病性腎症において腎臓
にかかる代謝性ストレスが足細胞骨格異常
をきたして蛋白尿・糸球体硬化に至る機序を、
特に翻訳後修飾の観点から詳細に解析し、そ
の機序を制御することによる新規治療法の
基盤を構築することを目指した。具体的には
以下について検討を行った。なお、研究途中
より、ビタミン Dの足細胞保護作用に着目し
た実験を開始した。 
(1) 培養細胞：研究代表者が米国・ワシント

ン大学留学中に Stuart J. Shankland
教授とともに確立したマウス温度感受
性培養糸球体足細胞を使用した。この温
度感受性培養糸球体足細胞は、特定の培
養条件下（分化条件）では増殖が停止し、
特徴的な突起形成・足細胞関連蛋白発現
が観察されるようになるという特徴を
有する。 

(2) 動物：動物モデルとして糖尿病モデルと
して確立している streptozotocin 投与
マウスを使用した。C57BL6 マウス（雄・
５週 齢）に対 して  250mg/kgBW で
streptozotocin を投与し、投与７日後
の血糖が 400mg/dL を超えるものを糖尿
病モデル動物として使用した。研究の途
中より、ビタミン Dが足細胞保護作用を
有する可能性についての検討を行うた
め、活性型ビタミン D2 アナログである
paricalcitol を３種類の用量（5, 50, 
500ng/個体）で STZ 糖尿病誘導７日目以
降週３回腹腔内投与を行った。 

(3) 病理組織学的評価：腎組織の変化を評価
する際には、PAS 染色及び標的分子に関
する免疫組織化学的染色を行った。前者
はホルマリン固定組織の切片を、後者は
ホ ル マ リ ン 固 定 も し く は methyl 
Carnoy’s 固定液による固定組織切片
および凍結切片を用いた。 

(4) 遺伝子発現に関する評価：培養糸球体足
細 胞 を 回 収 し 、 RNA 抽 出 キ ッ ト
（RNAqueous RNA purification kit）を
用いてtotal RNAを抽出し、SuperScript 
III First Strand Synthesis System を
用いて cDNA を合成した。それぞれの分
子に対して設計されたプライマーとプ
ロ ー ブ を 用 い て TaqMan Gene 
Expression Assays kit を用いて定量
PCR を行った。 

(5) 足細胞の形態学的評価: 生体内におけ
る蛋白尿発現機序として重要である可
能性のある足細胞の形態学的変化につ
いては、突起形成不全（主としてアクチ
ン線維の異常による）や、これに関連す
る足細胞関連蛋白局在異常について検
討を行い評価した。チャンバースライド
に培養し種々の介入を行った足細胞を
固 定 し た 後 、 ア ク チ ン 線 維 を



Phalloidin 染色で検討するとともに、
免疫蛍光染色により各種足細胞関連蛋
白の発現・局在を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) 糖尿病モデル動物における蛋白尿とそ
の抑制機構に関する検討 
 糖尿病モデル動物である streptozotocin

マウス（STZ マウス）を作成し、その腎障
害について検討を行った。血糖レベルは
500 - 880mg/dL 程度を維持し 12 週後まで
観察した。この結果、経時的なアルブミン
尿の増加が認められた。なお、活性型ビタ
ミン Dの投与により、このアルブミン尿増
加が抑制されるとの結果も得られ、また生
命予後改善に関する予備データも得られ
た。 

(2) 糸球体足細胞における代謝性ストレス
が及ぼす変化とその機序に関する検討 
 酸化ストレス：マウス温度感受性不死化糸

球体足細胞において、過酸化水素による酸
化ストレスによって、phalloidin 染色に
よるアクチン細胞骨格の変化、足細胞マー
カーである WT-1, podocin, CD2AP の発現
低下が観察された。また、高強度の酸化ス
トレスではアポトーシスによる細胞死も
惹起された。 

 糖尿病の代謝性ストレスに関連の強い
TGF-β1を用いて、足細胞の変化を観察し
たところ、phalloidin 染色によるアクチ
ン細胞骨格の変化とともに、紡錘形への形
態変化が観察された。 

 TGF-β1 刺激に対する足細胞の分子生物
学的変化を検討したところ、CD2AP mRNA
の低下が認められた。これと同様に、細胞
周期調節蛋白 cyclin B1 や cyclin D1 も
mRNA レベルの減少が観察された。一方で、
cyclin I や p21 に加えて Wnt1 の mRNA 発
現亢進が認められた。 

 活性型ビタミン Dによる刺激で、足細胞で
のビタミン D受容体 mRNA 発現は増強する
が、TGF-β1によってこの増強効果は抑制
された。 

 培養液のグルコース濃度を変化させ、高血
糖ストレスを観察した実験では、極度の高
グルコース環境下で細胞骨格の変化とと
もに足細胞形態変化が認められた。 

 低酸素環境下における足細胞の反応を観
察した実験においては、分化条件での培養
によっても、低酸素条件下で培養した足細
胞では細胞周期が停止した細胞が通常酸
素条件下で培養した細胞に比べて少なく、
低酸素条件が足細胞の細胞周期調節に何
らかの影響を及ぼしている可能性が示唆
された。 

 以上の結果より、糖尿病に関連する複数の
ストレスが、それぞれに異なる機序により、
最終的にアクチン骨格の変化を伴う形態
変化を誘導し、アルブミン尿・蛋白尿を誘

導し得ることが示された。この分子メカニ
ズムとしては、本研究においては、細胞周
期調節蛋白の関与が示唆され、過去の報告
を考慮すると、その因果関係が存在する可
能性が高いと考えられるが、阻害薬や
siRNA などを用いた実験で今後検証する
必要がある。 

 また、この研究から派生した事項として、
活性型ビタミン D 製剤による足細胞障害
抑制作用を検討しているが、ビタミン D
受容体 mRNA レベルを明らかに上昇させ、
ビタミン D 受容体シグナル伝達系路を活
性化する可能性が見出された。現在は、こ
のシグナル伝達経路と細胞周期調節因子
や Wnt-βカテニン系の関係について検討
を進めている段階である。 
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