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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎臓病は我が国における透析導入原疾患の第一位であり、その成因の解明と
新たな治療法の開発が急務の課題となっている。我々は本研究において低分量GタンパクRhoのエフェクターであ
るROCK2が糖尿病環境下で糸球体内皮および上皮細胞機能を破綻させ糖尿病性腎臓病の発症・進展に重要な役割
を担っていることが明らかになった。今後、ROCK2を標的とした新たな治療戦略の構築が望まれる。

研究成果の概要（英文）：Diabetic kidney disease (DKD) is a leading cause of end stage renal disease.
 In the present study we demonstrated that ROCK2, an effector of small G protein Rho, induces 
glomerular endothelial and epithelial dysfunction, resulting in the development of DKD. ROCK2 could 
be an important therapeutic target of DKD.

研究分野： 糖尿病性腎臓病

キーワード： 糖尿病性腎臓病　糖尿病性腎症　Rho-kinase

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病患者の末期腎不全への進展抑制は患者の生命予後改善のみならず医療経済的にも重要な課題である。糖尿
病性腎臓病は現在のところ血糖、血圧、脂質といったリスクファクターの管理に大きく依存しており、成因の解
明とそれに応じた治療法の開発が求められている。本研究ではROCK2が腎糸球体において内皮細胞機能および上
皮細胞機能障害を誘導し、糖尿病性腎臓病の発症・進展を抑制することを明らかにした。ROCK2阻害薬は臨床応
用に向けて開発が進んでおり、新たな糖尿病性腎臓病治療薬としての可能性が期待できる。

※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 
糖尿病性腎臓病(DKD)は本邦における透析導入原疾患第一位であり、成因の究明と新たな 

治療戦略の構築が急務の課題となっている。糖尿病では血管内皮機能障害がみられ、DKD の 
重要な成因として注目されている。糸球体内皮における VEGF を介した血管新生亢進が糸球 
体過剰濾過につながり、血管内皮表面を覆う糖タンパクであるグリコカリックスの破壊およ 
び血管内皮における tight junction (TJ) protein の減少が血管透過性を亢進させる。さらに eNOS 
の発現減少が加わることで、アルブミン尿、糸球体硬化につながると考えられている。この 
ような背景から、血管内皮機能障害を制御する因子を同定することは、DKD における新たな 
治療標的の確立に結びつく可能性がある。低分子量 G タンパク Rho とそのエフェクターである
Rho-kinase はアクチン重合を介した細胞収縮のほか、増殖や遊走などを調節する細胞内シグナル
である。申請者らは糖尿病環境下の腎組織では Rho-kinase が活性化しており、メサンギウム細胞
において HIF-1 を介した低酸素応答による細胞外基質産生増加(Matoba, et al. Kidney Int 2013)、
NF-kB の活性化を介した腎組織へのマクロファージの浸潤(Matoba, et al. Am J Physiol Renal 
Physiol 2014)を促進することを報告してきた。Rho-kinase には ROCK1 と ROCK2 の 2 つのアイ
ソフォームがあり、機能分担が存在すると考えられている。我々は、ROCK2 が Notch シグナル
を介したポドサイトのアポトーシスを制御することを明らかにした(Matoba et al. Int J Mol Sci 
2017)。この結果は ROCK2 が DKD における重要な治療標的になることを示唆している。しかし
ながら、ROCK2 が糸球体血管内皮機能障害の成立にどのように関与するかは明らかになってお
らず、この点に主眼をおいた研究がなされていなかった。 
 
２．研究の目的 

DKD の治療は血糖や血圧といったリスクファクターの管理に大きく依存しており、特異的な
治療法が確立されていない。近年、インクレチン関連薬や SGLT2 阻害薬の腎保護効果が注目さ
れているが、薬剤が持つ多面的な効果の一つであることから、成因に応じた薬物療法の開発が求
められている。さらに DKD 患者は末期腎不全だけではなく心血管疾患のハイリスク群であるこ
とから、包括的視点に立った治療戦略の確立が必須である。 
このような背景から、申請者は糖尿病細小血管症および大血管症に共通する基盤病態である血
管内皮機能に着目をした。血管内皮機能を制御する因子の同定と、これを標的とした治療戦略の
構築が、DKD が抱える臨床的課題の解決につながるのではないかとの着想に至った。 
申請者は、これまでの検討から ROCK2 が血管内皮機能を制御すること、そしてポドサイト機能
を調節することを確認している。DKD の発症には血管内皮とポドサイトとの間にクロストーク
が存在すると考えられており、両者をつなぐ因子としての ROCK2 の役割も明らかにしていきた
い。糸球体内皮機能障害は血行動態を悪化させるだけではなく、血管透過性の亢進、ポドサイト
とのクロストークを介して DKD の発症・進展に重要な役割を果たすことが知られている。Rho-
kinase は糖尿病環境下の腎組織において活性化している細胞内シグナルである。我々は Rho-
kinase の活性化がメサンギウム細胞における細胞外基質やケモカインの産生増加に加え、ポドサ
イトのアポトーシス誘導にも関与することを報告してきた。Rho-kinase には ROCK1 と ROCK2
の 2 つのアイソフォームが存在する。申請者らは ROCK2 が血管内機能障害を惹起する主要アイ
ソフォームであることを確認し、血管内皮特異的 ROCK2 欠損マウスを樹立した。本研究では、
このマウスを用いて糖尿病モデルを作製し、糸球体内皮ROCK2がDKDに果たす機能を解析し、
その治療学的意義を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Cre-loxP システムを用いて血管内皮特異
的(VE-cadherin-Cre )およびポドサイト特
異的(Podocin-Cre)ROCK2 欠損マウスを
作成した（Figure 1）。それぞれのマウス
に糖尿病を発症させ、DKD の発症・進展
に与える影響について解析を行った。ま
た、培養細胞を用いた実験では siRNA を
用いた ROCK2 のノックダウンを行っ
た。ROCK2 欠損が糸球体硬化に与える
影響とそれに関連する因子については
RNA-seq による解析を行った。 
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Figure 1. ROCK2 floxマウスの作成
Cre-loxPを用いて臓器特異的ROCK2欠損
マウスを交配させた。



４．研究成果 
我々が独自に作製した ROCK2flox マウスと、血管内皮特異的に Cre recombinase を発現する

VE-cadherin Cre マウスを交配し、血管内皮特異的 ROCK2 欠損マウスを得た。60%高脂肪食投与
下を行ったところ野生型マウスと比較して血管内皮特異的 ROCK2 欠損マウスでは体重増加が
抑制されていた。また、内臓脂肪の蓄積、耐糖能の悪化が抑制された。さらに、血管内皮特異的
ROCK2 欠損マウスの白色脂肪組織重量は軽く、oil Red O 染色で検討したところ、脂肪細胞径も
小さいことを見出した（Figure 2）。白色脂肪組織内に褐色脂肪細胞が誘導される“褐色化”は、
個体の熱産生機能を活性化させ、肥満の抑制
や糖・脂質代謝の改善効果が期待され、M2 マ
クロファージがこの促進因子として機能す
ることが知られている。興味深いことに、血
管内皮特異的 ROCK2 欠損マウスの白色脂肪
組織では褐色化を誘導する転写因子 PPARα
の発現増加と、この制御下にある褐色脂肪細
胞特異的遺伝子の発現増加、M2 マクロファ
ージマーカーの増加を認めた。また、コント
ロールマウスでは高脂肪食負荷においてア
ルブミン尿の排泄亢進を認め、糖尿病性腎臓
病が発症したが、血管内皮特異的 ROCK2 欠
損マウスではアルブミン尿の排泄低下がみ
られ、糖尿病性腎臓病の抑制効果が認められ
る可能性が明らかになった。このことは、
ROCK2 が糖尿病性腎臓病の病態形成に極め
て重要な意義を持つことを示している。これ
らの現象は ROCK2 欠損によって血管内皮機
能が改善したことや、体重増加抑制、耐糖能
改善など複合的な要因でもたらされたと考
えられる。実際、ストレプトゾトシン糖尿病マウスや 2 型糖尿病モデルである db/db マウス、高
脂肪食負荷マウスでは糸球体の中でもポドサイト(nephrin 陽性)における ROCK2 の発現が増加
していた（Figure 3）。 
このことから、糸球体内皮だけではなく、ポドサイトにおいても ROCK2 は糖尿病性腎臓病の発
症・進展に重要な役割を担っていることが予想された。 

これを証明するため、
ROCK2 flox マウスと
podocin Cre マウスを交
配させることによりポ
ドサイト特異的 ROCK2
欠損マウスを作成して
検討を行った。その結
果、このマウスでは高脂
肪食によって誘導され
た糖尿病環境下におい
て尿中アルブミン排泄
量や糸球体硬化が抑制
された(Figure 4)。また、
ポドサイトの喪失や足
突起の融合といった糖
尿病性腎臓病に特徴的
な組織学的な変化が抑
制されていることが電
子顕微鏡を用いた検討
で示された。培養ポドサ
イトを用いたメカニズ
ムの検討では、ROCK2
を欠損したポドサイト
では PPARの発現が増
加しており、このことに
よって脂肪酸代謝障害
が低減されていることが示された。さらには、TUNEL 染色で評価を行ったところ、ROCK2 をノ
ックダウンしたポドサイトにおいては TGF-によって誘導されるアポトーシスが抑制されてい
ることが明らかになった。以上の結果から、ROCK2 は血管内皮とポドサイトにおいて細胞機能



を制御し、糖尿病性腎臓病の発症・進展に重要な役割を担うことが明らかになった。 
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