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研究成果の概要（和文）：ポドサイト特異的遺伝子であるR3hdmlの糖尿病性腎症に対する役割を解明することを
本研究の目的とした。培養ポドサイトを用いた検討において、R3hdmlはMAPKのうちp38MAPKのリン酸化抑制を介
しポドサイトのアポトーシスを抑制していることが明らかとなった。またR3hdmlノックアウトマウスでは糖尿病
腎症に特徴的な糸球体基底膜・ポドサイト足突起の変化が観察され、糖尿病を惹起するとアルブミン尿が増加し
た。さらにR3hdml過剰発現マウスは糖尿病状態において、同条件の野生型に比べて尿中アルブミン排泄が減少し
た。以上より、R3hdmlは糖尿病腎症の進展に保護的働く因子である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the role of podocyte-specific 
gene R3hdml in diabetic nephropathy.
In studies using cultured podocytes, R3hdml was found to suppress apoptosis of podocytes through 
suppression of p38 MAPK phosphorylation among MAPKs. In addition, changes in glomerular basement 
membrane and podocyte foot processes characteristic of diabetic nephropathy were observed in R3hdml 
knockout mice. In addition, albuminuria increased when diabetes was induced in R3hdml knockout mice.
 Furthermore, it was revealed that in R3hdml overexpressing mice, albumin excretion in urine is 
reduced in diabetic state as compared to wild type under the same condition. Thus, R3hdml may be a 
protective factor in the development of diabetic nephropathy.

研究分野：糖尿病性腎症

キーワード： ポドサイト　糖尿病性腎症　TGF-β　p38MAPK

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、将来的なR3hdmlを用いたポドサイト特異的な糖尿病性腎症の治療法を確立に繋がる可能性があ
る。
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１． 研究開始当初の背景 
我が国では糖尿病患者は年々増加している。厚生労働省の平成 28年（2016年）「国民健康・

栄養調査」においても、糖尿病有病者(HbA1c≧6.5%)の割合は、男性で 16.3%、女性で 9.3%

であり、我が国の総人口のうち約 1,000万人は糖尿病を有していると推計されている。そして

糖尿病の合併症の一つである糖尿病性腎症は、我が国の新規透析導入原因疾患の第 1位であり、

病態の解明および克服は医学のみならず医療経済学的にも大変重要な問題である。糖尿病性腎

症の病態の主座は腎糸球体であり、特にポドサイトという細胞の障害が糖尿病性腎症の発症・

進展に深く関与することが近年報告されてきた（J Clin Invest.1997）。そこで我々は糖尿病

性腎症を含む慢性腎臓病の発症機序を探るべく、マウスの糸球体を用いて cDNAライブラリー

/cDNA microarray という手法を用いて、糸球体に特異的に発現している遺伝子の同定とその

機能解析を行った(Am J Pathol 2002, EMBO J2006)。そして約 6000種類の糸球体発現遺伝子

のうち、定常状態において主にポドサイトに発現し、かつ糖尿病状態で発現上昇している遺伝

子として、R3hdml を同定した。R3hdml は近年報告されたゲノムワイド関連解析にて、アジ

ア人における 2型糖尿病関連遺伝子の一つとして同定され、大きく注目されている（NatGenet. 

2011）。 

そこで我々は R3hdmlに注目して研究を開始した。その結果、R3hdmlは生理的な条件下では

眼球と腎糸球体のポドサイトのみに特異的に発現することと、R3hdml は糖尿病性腎症の発

症・進展に深く関わっている Transforming growth factor-β (TGF-β)により発現制御を受ける

ことが明らかとなった。 

しかしながら TGF-β により発現制御されている R3hdml がポドサイトにおいてどのような生

理学的な役割を果たしているのか、更に糖尿病状態で発現が上昇している R3hdmlの病的な状

態における役割については未だ明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
そこで我々は、R3hdmlの生物学的作用の解明を通して、R3hdmlの糖尿病性腎症に対する役

割、およびR3hdmlを用いたポドサイト特異的な糖尿病性腎症の治療法を確立することを本研究

の目的とした。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ. ポドサイトを用いた R3hdmlの機能解析 

① R3hdemlの細胞内シグナルに与える影響についての検討 

R3hdmlが TGF-βの細胞内シグナルにどのような影響を与えるかを、R3hdml過剰発現ポド

サイトおよび R3hdmlノックアウトポドサイトを用い検討した。実験手法として RT-PCR、ウ

ェスタンブロット法を使用した。 

Ⅱ. 各種マウスを用いた R3hdmlの機能解析 

② マウス腎糸球体における R3hdmlの発現様式の検討 

単離したマウス腎糸球体を用いて、定常状態および糖尿病を惹起した際の R3hdmlの発現に

ついて、RT-PCRおよびウェスタンブロット法にて検討を行った。 

③ R3hdml KOマウスの表現型の解析 

R3hdml KOを作成し、定常状態および糖尿病を惹起した際の表現型を、RT-PCRおよびウ

ェスタンブロット法、免疫染色法などを用いて検討した。 

④ R3hdml過剰発現マウスの作成 

アデノウイルスベクターを用いて、R3hdml過剰発現マウスを作成しその表現型を観察した。 
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４．研究成果 
 Ⅰ. ポドサイトを用いた R3hdmlの機能解析 

① R3hdemlの細胞内シグナルに与える影響についての検討 

続いて我々は TGF-β の細胞内シグナルに対する R3hdml の効果を検討した。その目的のた

めに、まず、レトロウイルスベクターを用いた R3hdml過剰発現ポドサイト、および単離糸球

体からR3hdmlノックアウトポドサイトを樹立した。TGF-βシグナルは、Smadや p38MAPK、

Jnk、Erk などの種々の細胞内シグナルを活性化することが知られているが、検討の結果、

R3hdml は Smadのリン酸化には影響を与えず、p38MAPKのリン酸化のみを特異的に抑制す

ることを明らかとした。さらに In vitro Kinase Assayにおいても、実際に p38MAPKのリン

酸化を抑制していることが明らかとなった。 

続いて糖尿病性腎症と p38MAPK に関して文献検索を行ったところ、TGF-β 刺激による

p38MAPKリン酸化の亢進はポドサイトのアポトーシスを誘導し、腎機能を悪化させる報告を

認めた（J Clin Invest. 2001）。そこでウェス

タンブロット法を用いて検討したところ、

R3hdml 過剰発現ポドサイトでは Caspase3

の活性が抑制され、一方 R3hdmlノックアウ

トポドサイトでは Caspase3の活性化が抑制

され、TUNEL染色においてポドサイトのア

ポトーシスが亢進していることが明らかと

なった。さらに p38MAPK 阻害剤にて

Caspase3 の活性化がキャンセルされたこと

から、R3hdmlは p38MAPK活性に伴う Caspase3活性化の抑制を介して、ポドサイトのアポ

トーシスを抑制していることが明らかとなった（図 1）。 

 

Ⅱ. 各種マウスを用いた R3hdmlの機能解析 

② マウス腎糸球体における R3hdmlの発現様式の検討 

続いて in vivoにおける R3hdmlの病的な状態における役割を検討する目的で、野生型マウ

スにストレプトゾトシン（STZ）を投与し糖尿病状態における R3hdmlの発現を観察した。そ

の結果、投与後 2週間において、腎糸球体ポドサイトにおいて R3hdmlの発現が上昇すること

が明らかとなった。 

③ R3hdml KOマウスの表現型の解析 

続いて in vivo における機能解析を更に進め

る目的で、R3hdml ノックアウトマウス

（R3hdml KO)を作成した。12週までにおいて、

野生型と比べて R3hdml KOは成長・発達に大

きな変化を認めず、腎糸球体の光学顕微鏡下に

おける観察でも特に大きな変化を認めなかった。

しかしながら電子顕微鏡下で観察したところ、

R3hdml KOでは糖尿病腎症に特徴的な糸球体

基底膜・ポドサイト足突起の変化が観察された

（図 2）。さらに定常状態においては野生型と比べて尿中アルブミン排泄に変化は認められなか
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ったものの、STZを用いて糖尿病を惹起した R3hdml KOは、同条件の野生型に比べて尿中ア

ルブミン増加と腎機能の悪化を認めた。さらに面積染色において、糸球体における p38MAPK

のリン酸化も亢進していた（図 2）。以上より R3hdml は糖尿病性腎症の進展に抑制的な因子

である可能性を見出した。 

④ R3hdml過剰発現マウスの作成 

最後に in vivoにおける R3hdml過剰発現モデルの作成を実施した。まずアデノウイルスベク

ターを作成、増殖し感染力があり、かつ安定して R3hdmlを発現していることを確認した。続

いて尾静脈からアデノウイルスを投与し、肝臓に発現していることを確認した。そして R3hdml

過剰発現マウスに STZを用いて糖尿病を惹起したところ、同条件の野生型に比べて尿中のアル

ブミン排泄が減少することが明らかとなった。以上より、R3hdmlは糖尿病腎症の進展に保護

的働く可能性が示唆された。 

以上よりR3hdmlは、ポドサイトにおいてはTGF-βシグナルの一つであるp38MAPKの活性化

を抑制することでポドサイトのアポトーシスの抑制に関与することが明らかとなった。またマウ

スを用いた検討により、R3hdmlの欠損は糖尿病状態におけるアルブミン尿の増加に寄与し、

R3hdmlを発現上昇させることでアルブミン尿は減少することから、R3hdmlは糖尿病性腎症の

進展に抑制的な因子である可能性が示された。今後更にその機能を解明することは、将来的に

R3hdmlを用いたポドサイト特異的な糖尿病性腎症の治療法の確立に寄与すると期待される。 
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