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研究成果の概要（和文）：最終糖化産物(AGE)は、AGE受容体を(RAGE)を介して線維化を促進し糖尿病性腎症進展
に大きく関与している。我々は糖尿病性腎症において腎保護作用が示されているRAGEノックアウトマウスのメサ
ンギウム細胞において高発現していたmiR-199aに注目した。マウスメサンギウム細胞でmiR-199aの過剰発現によ
りPAI-1の発現が減少し、発現抑制によりPAI-1の発現が上昇した。また、TGF-β刺激によりmiRNA-199aの発現量
は減少した事からmiR-199aはメサンギウム細胞では抗線維化作用が示唆された。データベースからPAI-1が
miRNA-199aのターゲット遺伝子であると推定された。

研究成果の概要（英文）：Advanced glycation end product (AGE) promotes fibrosis via AGE receptor 
(RAGE) and is greatly involved in the development of diabetic nephropathy. We focused on miR-199a, 
which was highly expressed in the mesangial cells extracted from RAGE knockout mouse that was shown 
to be protected against diabetic nephropathy. Overexpression of miR-199a in mouse mesangial cells 
decreased PAI-1 expression, and knocking down of miR-199a increased PAI-1 expression. In addition, 
TGF-β stimulation reduced the expression of miRNA-199a. As a result of comparing the expression 
levels of fibrotic markers, it was suggested that miR-199a has an antifibrotic effect in mesangial 
cells. It has been predicted that PAI-1 is the target gene for miRNA-199a from the database 
(TargetScan) and will be confirmed using the 3'UTR reporter assay in the future. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　miRNAは細胞シグナルを調整するメディエーターであり、腎障害が出現する以前にそのプロファイルに変化が
認められるため、そのプロファイルの解析により早期に腎障害を予測できる可能性がある。また糖尿病性腎症の
線維化に関連するmiRNAを解析することで、早期診断およびmiRNAを用いた新しい治療法を開発することは、末期
腎不全に対する腎代替療法の医療費削減にも有用であると考えられる。
　申請者らこれまで糖尿病性腎症に対して腎保護作用が示されているRAGE KOマウスにおいて過剰発現したmiRNA
を同定しており、着目したmiRNAの糖尿病性腎症における影響を検証することは非常に興味深いと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病において最終糖化産物(AGE)は、AGE 受容体(RAGE)を介して炎症や線維化を促
進し腎症進展に大きく関与している。一方で、microRNA (miRNA)は特定の生物学的経路
のシグナル伝達において様々なレベルの標的遺伝子の発現を調節し、細胞機能に変化を与
えることで疾患に影響を与えることが可能である。ここ数年で糖尿病性腎症に関与する
miRNAはいくつか報告されており、治療法としての可能性についても注目されている。こ
れまで、申請者らはmiRNA-214と腎線維化の関連についての研究を行い、その抗線維化作
用について報告してきた。一方で、miR-214と同じ clusterであるmiRNA-199aと糖尿病
性腎症に関連する論文は報告されていない。また、現時点で腎症に関連するmiRNAを使用
した治療法は確立されておらず、本研究で miRNA による腎線維化改善効果が証明できれ
ば、今後糖尿病性腎症の新たな治療戦略となり得る。 

 
２．研究の目的 

miRNAは細胞シグナルを調整するメディエーターであり、障害が出現する以前にそのプ
ロファイルに変化が認められるため、そのプロファイルの解析により早期に腎障害を予測
できる可能性がある。また糖尿病性腎症の線維化に関連するmiRNAを解析し、糖尿病性腎
症の早期診断および miRNA を用いた新しい治療法の開発は、今後の医療に有用と考えら
れる。これまで申請者らは、糖尿病性腎症の腎保護作用が示されている RAGE ノックアウ
ト（KO）マウスにおいて miRNA-214/miR-199a が過剰発現していることを見出した。本
研究では miRNA-214 および miR-199a を用いて糖尿病性腎症に対する改善効果を検証す
る事を目的とする。 
 
３．研究の方法 

in vivoにおいては、自然発症 2型糖尿病モ
デルマウス(KK、KK-Ay/TaJcl)を用いて 15 週
齢における miRNA の発現量を比較したとこ
ろ、右記のように最も糖尿病が重症化する KK-
Ay マウスで有意差をもって miR-214/199a の
発現量が増加していた(図 1)。そこで、KK-Ay
マウスを用いて更に早期に線維化を惹起させ
る UUO(片側尿管結紮術)を行い、疑似miRNA
の投与を行い生体内での効果を確認する。 
また、in vitroにおいては、標的miRNA-199a
の過剰発現や発現抑制を行い線維化マーカー
の比較を比較し、更にはデータベースを用いて
miRNA-199aのターゲット遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で in vitro で

miR-214 に抗線維化作用がある
ことを示した。KK、KK-Ay/TaJcl 
15週齢におけるmiRNAの発現量
を比較したところ、最も糖尿病が
重症化する KK-Ay マウスにおい
てmiRNA-214/199aが 約 2 倍程
度上昇していた。 
更に、UUOを施行したところ、
上記二つの miRNA がコントロール群
と比較して約 5 倍程度に上昇している
ことが示された(図 2)。そこで、in vivo
において疑似miRNA-214の投与を試み
たが、腎臓への導入に難渋したために in 
vitroにおけるmiRNA-199aと線維化の
関与についての研究を進めた。 
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マウスメサンギウム細胞で miR-199a の
過剰発現により線維化関連遺伝子の
SMA、PAI-1はコントロールと比較して有
意に減少し、発現抑制で PAI-1 は 1.2 倍の
発現上昇が認められた(図 3,4)。また、TGF-
 の刺激により、miRNA-199aの発現は低
下した(図 5)。以上の結果よりmiR-199aが
メサンギウム細胞では、抗線維化作用を有
する事が示唆された。データベース
（TargetScan）において、PAI-1がmiRNA-
199a のターゲット遺伝子であることが推
定されるため、現在 3'UTRレポーターアッ
セイを用いて確認している。更に今後miR-
214 と miR-199a による腎線維化をターゲ
ットとした糖尿病性腎症への有用性を検討す
る予定である。  
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