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研究成果の概要： 

高血糖による糸球体内皮細胞および尿細管細胞障害を、脂質および硬化関連因子の観点から検

討した。糖尿病を発症したマウス腎では、糸球体内皮細胞での PPARg の減弱とメサンギウム細

胞での TGF-b1 蛋白の増加がみられた。また尿細管細胞では脂質過酸化物の増加がみられた。

Methylglyoxal で培養した内皮細胞では PPARg は減弱し、TGF-b1 は有意に高値を示した。また

尿細管細胞では、活性酸素種の増加とアポトーシス細胞の増加を認めた。以上より、糖尿病性

腎症の発症機序に、脂質および硬化関連因子が強く関連していると示唆された。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
糖尿病性腎症は糖尿病患者の死因の原因に

なりうる重大な合併症である。その病理学的

特徴は、初期変化としての糸球体病変（基底

膜の肥厚化、内皮細胞腫大・変性など）と、

腎病変の進行に従って顕著になるメサンギ

ウム基質の増加といわれている。それらの成

因として、慢性高血糖による糖代謝異常や脂

質代謝異常（動脈硬化や血栓）、細胞内高グ

ルコースによる、蛋白質の非酵素的糖化など

複数の因子により惹起されることが一要因

と考えられていた。更に、最近では高血糖に

起因する尿細管障害が糸球体病変を増悪さ

せている可能性も示唆されている。メサンギ

ウム基質の増加は成長因子やサイトカイン

が関与していると考えられ、その中でも

transforming growth factor-b1（TGF- b1）
は VI 型膠原線維等を増加させることで糸球

体基底膜や基質を増加させる。一方で、糖尿

病性腎症のもうひとつの初期糸球体変化で

ある内皮細胞腫大・変性などの内皮細胞障害
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は、TGF- b1のサイトカイン・ネットワークが

活性化されることにより惹起されることが

一要因と考えられてはいるが、その機序は依

然不明である。ペルオキシソーム増殖因子活

性化受容体（PPAR）は糖・脂質代謝に関与す

る種々の標的遺伝子を調節している転写因

子で、糖尿病の糸球体硬化進展に関与してい

るのが知られている。PPAR はステロイドホル

モン受容体ファミリーに属し、その isoform

である PPARがやはり内皮細胞障害の一つ

である動脈硬化および炎症性病変の病態生

理学的変化に関与していることも報告され

て い る 。 ま た 、 ω 3 脂 肪 酸 で あ る

eicosapentanoic acid (EPA)は、そのコレ

ステロール低下作用により高脂血症等、主に

atherosclerosis 関連疾患に対して投与され

ている。しかし、糖尿病腎症の糸球体内皮細

胞障害や尿細管障害に対するEPA投与の影響

や、PPARの機序についての詳細な報告は少な

い。本研究を着想するに至った経由は、これ

らの検討を行うことで、糖尿病性腎症の初期

病変である、内皮細胞障害や尿細管傷害を解

明し、それにより糖尿病性腎症の進展を予防

することが可能になりうるのではないか、と

考えたからである。 

 

 
２． 研究の目的 
 
糖尿病性腎硬化症において、糸球体メサ
ンギウム細胞における脂質代謝や硬化
関連因子の関与は明らかにされつつあ
るが、糖尿病性腎症の初期病変である糸
球体内皮細胞障害の進展と修復におけ
るそれらの関与は依然不明である。腎臓
においては、PPARg はラットの正常糸球体内
皮細胞に発現しており、ラットの腎虚血モデ
ルでは PPARgの RNA レベルでの上昇がマイク
ロアレイにより確認されている。最近では、
PPARg のリガンドがメサンギウム細胞におい
て TGF- b1産生を抑制することも明らかにな
っている。このように PPARgと TGF- b1の糸球
体病変への関与は明らかにされつつあるも
のの、糸球体内皮細胞障害の進展と修復にお
いての報告はわずかに過ぎない。申請者は糖
尿病の腎病変の進展機序に関し、PPARg と
TGF- b1に注目し、糖尿病性腎症の初期症状で
ある糸球体内皮細胞障害においてこれらの
関与を明らかにしたい。また、糖尿病性腎
症でのアルブミン尿増加の一因として
その関与が示唆されている尿細管上皮
傷害において、その進展予防に脂質代謝
や脂質代謝改善薬（EPA）がどのように
影響するかはほとんど検討されていな
い。申請者は糖尿病の腎病変の進展機序

に関し、PPARg と TGF-b１、また低酸素
状 態 で 誘 発 さ れ る Hypoxia inducible 
factor（HIF）-1aに注目し、糖尿病性腎
症の初期症状である糸球体内皮細胞障
害や尿細管傷害においてこれらの関与
を明らかにしたいと考えた。またこれら
の解明が、この初期変化が進展した病変
としてのメサンギウム基質の増加や糸
球体硬化病変にもつながると考えた。今
回申請しているこの研究によって、糸球
体内皮細胞や尿細管傷害におけるこれ
らの因子が明らかになることで、糸球体
内皮細胞障害や尿細管間質傷害の進展
を抑制し、その後に進行する糸球体硬化
による腎機能低下を阻止できれば、糖尿
病性腎症の治療に長足の進歩がもたら
されると思われる。 
 
 
３． 研究の方法 
 
高血糖による糸球体内皮細胞および尿細管

細胞障害を in Vivo と in Vitro の両面より

検討した。 

（１）In vivo 実験：8 週齢雄性 CD1 マウス

に STZ (Sigma1:200mgSTZ/kgBW x2 回)を投与

する群 (DM 群：n=6)と、上記に加え投薬群

（EPA）を同時に投与する群 (EPA 投与群：

n=6)に割付けた。1 匹あたり 1 日量 EPA を食

餌中に薬剤を添加して（5％濃度）2週間観察

し、糸球体内皮細胞傷害と尿細管上皮細胞障

害を分子病理学的に検討した。また、糖尿病

性腎症では、低酸素状態になりやすいため、

Hypoxiprobeを屠殺2時間前に腹腔内注射し、

低酸素マーカーである Pimonidazole を検討

した。更に Hypoxia inducible factor（HIF）

や脂質過酸化物、TGF-b1、PPARg の蛋白レベ

ルでの変化を western blotting や免疫組織

学的手法を用いて検討した。 

（２）In vitro 実験：ラットの糸球体内皮細

胞および尿細管上皮細胞を高血糖（5mM, 30mM, 

50mM の糖濃度で、各 1日、3日、5日間培養）

あるいは glycation end product である

methylglyoxal（MG）（5mM で 3 時間）投与下

で培養した。糸球体内皮細胞において、

RT-PCR で PPARgと TGF-b1 の mRNA 発現を比較

した。また尿細管上皮細胞において、

reactive oxygen species (ROS)とアポトー

シスの発現を Flow cytometry 手技を用いて

検討した。 
 
 
４． 研究成果 
 
（１）in vivo 実験：STZ により高血糖を発



 

 

症させたマウスは、経過中の血糖値は
400mg/dl 台、尿糖は定性で 4+を呈し、対象
群に比べ 15％程度の体重減少を認めた。尿中
アルブミンも2週の時点で対象群に比べて高
値を示した。組織学的に、軽度の糸球体の腫
大と高度の尿細管上皮傷害が見られた。電子
顕微鏡的には、明らかな内皮細胞障害はみら
れなかったが、尿細管のミトコンドリアの腫
大や変性が認められた。免疫組織学的に、DM
群での糸球体内皮細胞におけるPPARgは対象
群（A）に比べて減弱螢光を認めた（B）。 
A          B 
 
 
 
 
 
一方、TGF-b1 染色は対象群に比べて軽度にメ
サンギウム領域での増加を認めたものの、内
皮細胞では著変を認めなかった。また、尿細
管上皮細胞では、脂質過酸化物が対象群に比
べ有意に上昇していた。EPA を投与したマウ
ス群では、経過中の血糖値、尿糖（定性）、
体重減少の程度は、DM群と比べて、有意な差
は認められなかった。尿中アルブミンが 2週
の時点で有意に減少していた。腎機能（Cr）
に関しては、対象群、DM群、投薬群の中で、
有意な差は認めなかった。組織学的には、DM
群と比べて糸球体には明らかな差は見られ
なかったものの、明らかな尿細管傷害の改善
が投薬群では見られた。免疫組織学的には、
糸球体内皮細胞における PPARg はDM群に比
べてわずかに増加していた。またメサンギウ
ム領域での TGF-b1 染色は軽度に減少を認め
た。さらに、尿細管上皮における脂質過酸化
物の有意な減少やアポトーシス細胞の減少
が、投薬群において認められた。また、高血
糖を発症させたマウスでは、腎皮質における
低酸素の状況が進行していた（Pimonidazole
染色）。しかし、DM群と投薬群において、そ
の程度に有意な差は認められなかった。一方
で、DM群に比べて、投薬群における HIF-1a
蛋白の有意な上昇が、Western blotting 法に
より確認された。 
 
(２)in vitro 実験：ラットの糸球体内皮細胞
と尿細管上皮細胞を高血糖下で培養し、糸球
体内皮細胞での PPARg と TGF-b1 の mRNA 発現
をRT-PCRで比較したところ、高血糖下では、
両者はほとんど変わらなかった。一方で糸球
体内皮細胞での PPARg  mRNA 発現は、MG投与
下（50mM で 3時間）（B）では、非投与下（A）
に比べて減弱した。 
     A   B 
 
 
 

また糸球体内皮細胞での TGF-b1 mRNA 発現は、
MG投与により有意に高値を示した。また、尿
細管上皮細胞では MG投与によりアポトーシ
スや ROS が亢進した。EPA 投与によりアポト
ーシスや ROS が有意に減弱し、Vivo で得られ
た結果と一致する結果がVitroでも得られた。
以上の結果を現在投稿準備中である。 
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