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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症等の腎臓疾患は、腎臓間質における血管内皮障害に起因する炎症・線維
化を主体とする病態である。一方、C型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）は主に血管内皮細胞から産生され、抗炎
症・線維化抑制作用が知られているが、腎障害における作用は不明であった。本研究では、血管内皮細胞特異的
CNP過剰発現マウス（E-CNP）や腎臓由来線維芽細胞を用いて解析し、CNPが線維芽細胞の細胞分裂を抑えること
により、線維化病態の進行を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Renal diseases such as diabetic nephropathy are pathological conditions 
mainly composed of inflammation and fibrosis caused by vascular endothelial damage. C-type 
natriuretic peptide (CNP) is mainly produced from vascular endothelial cells and is known to have 
anti-inflammatory and antifibrotic effects, but its effect on nephropathy was unknown. This study 
analyzed the effects of CNP on nephropathy by using mice transgenic for endothelial-cell-specific 
overexpression of CNP (E-CNP) and kidney-derived fibroblasts. As a result, it was clarified that CNP
 ameliorated the progression of renal fibrosis by suppressing the cell division of fibroblasts.

研究分野： 動物生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎障害の発症メカニズムの一つに、肥満・糖尿病に起因する血管内皮障害があると考えられているが、慢性
腎障害に対する血管内皮細胞の寄与については十分に解明されていない。本課題では、主に血管内皮細胞から産
生されるCNPが、腎障害に応答して産生亢進する事に加え、血管内皮細胞から産生されるCNPが腎臓の線維化を抑
制する事を見いだした。これらの結果は、腎障害の病態進行における血管内皮細胞の寄与を示しており、今後の
創薬研究においてCNPとそれを産生する血管内皮細胞が重要な標的となりうることを提示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

C 型ナトリウム利尿ペプチド(C-type natriuretic peptide; CNP)は、ブタ脳組織より、単離・

同定された生理活性ペプチドであり、現在広く臨床応用されている心房性ナトリウム利尿ペプ

チド(ANP)や脳性ナトリウム利尿ペプチド(BNP)らと共に、ナトリウム利尿ペプチドファミリー

を形成している(文献-1)。ANP, BNP が受容体(GC-A)を介し血中で作用する循環ホルモンに対し

(文献-2)、CNP は血管内皮細胞等から分泌される局所因子と考えられており、特異的受容体(GC-

B)を介すことで、血管内皮保護作用、抗炎症・抗線維化作用を示し動脈硬化や心肥大を改善する

ことが報告されている(文献-3)。 

最近では、申請者所属の研究室より、血管内皮細胞由来の CNP が肥満・糖尿病における脂肪組

織の血管内皮保護作用や抗炎症作用、脂質および糖代謝改善作用を示すことが報告され(文献-4、 

5)、さらに肥満・糖尿病に起因する非アルコール性脂肪肝炎(NASH)における肝臓に対する抗炎症、

抗線維化作用も見出している(文献-6)。 

 糖尿病の三大合併症の一つである糖尿病性腎症は新規透析導入患者に中で最も多い原因疾患

であることから、臨床上大きな問題となっており、有効な治療法、予防法、早期診断法の確立は

急務となっている。糖尿病性腎症をはじめとする慢性腎臓疾患は糸球体や間質における血管内

皮障害に起因する線維化・炎症を主体とする病態であり、上述した血管作動性ペプチド CNP によ

る血管内皮保護、線維化抑制、抗炎症作用が期待される。 

 

２．研究の目的 

肥満・糖尿病に起因する血管内皮障害は、慢性腎障害の発症メカニズムの一つと考えられてい

る。しかし、血管内皮細胞障害の糖尿病性腎症に対する寄与について十分に解明されていない。

そこで本課題では、腎臓疾患における血管内皮作動性ペプチド CNP の病態生理学的意義および

薬理学的作用を解明し、腎臓疾患の新規治療薬や診断薬開発の手がかりをつかむことを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

（1）様々な腎障害モデルの腎臓における CNP 発現の検討 

各種腎障害モデル（ストレプトゾシン（STZ）誘発性糖尿病性腎症モデル・NASH 誘発性腎障害

モデル・腎線維化モデル・腎虚血再灌流モデル）を作出し、腎臓における CNP mRNA 発現変動を

リアルタイム PCR 法にて解析した。さらに腎線維化モデルにおいては、片側の尿管を結紮する

UUO モデルを作出し、2 日後の腎臓より、磁気細胞分離法を用いて血管内皮細胞を分離し、CNP 

mRNA 発現をリアルタイム PCR 法にて解析した。 

（2）血管内皮細胞特異的 CNP 過剰発現マウス（tie2 promoter, E-CNP）を用いた腎臓線維化に

対する CNP の作用の検討 

 E-CNP を用いて血管内皮細胞から産生される CNP の糸球体病変および間質の繊維化に対する

作用を 2 つの腎障害モデル（NASH 誘発性腎障害モデル・腎線維化モデル）を用いて評価した。

NASH 誘発性腎障害モデルを用いた解析では、40 週間 high-fat, high-fructose, high-

cholesterol diet を給餌することでモデルを作出し、腎臓障害について血中マーカーの測定に

加え、組織学的評価を行った。なお組織学的評価については、腎臓を 4％PFA で固定した後、切

片を作製し、糸球体径の測定及び間質の繊維化病変をマッソントリクローム染色にて評価した。

腎線維化モデルを用いた解析では、モデル作出後 4 日および 7 日の腎臓について組織学的な評

価に加え、線維化マーカーのαSMA mRNA 発現を解析することで線維化を評価した。 



（3）CNP による線維化抑制作用の機序解明の向けた腎臓皮質領域の RNA-seq 解析 

野生型マウスと E-CNP のコントロール及び線維化モデルの腎臓皮質領域をレーザーマイクロ

ダイセクションにより顕微鏡下で分離し、腎臓皮質領域特異的な RNA-seq を行った。得られた結

果については、2種類のパスウェイ解析（Gene Set Enrichment Analysis, DAVID を用いたパス

ウェイ解析）を行い評価した。 

（4）培養線維芽細胞に対する CNP の作用の検討 

 ラット腎臓線維芽細胞 NRK49F とマウスの腎臓から調製した初代線維芽細胞を用いて CNP の作

用を解析した。具体的には、これら細胞における GC-B mRNA 発現を確認した後、CNP に対する

応答性については GC-B の細胞内セカンドメッセンジャーである cGMP の産生とさらに下流の

VASP のリン酸化を指標として評価した。また細胞分裂に対する作用については BrdU の取り込み

を指標として評価した。 

４．研究成果 

（1）腎障害モデルにおける CNP 発現変動 

各種腎障害モデル（STZ 誘発性糖尿病性腎症モデル・NASH 誘発性腎障害モデル・腎線維化モデ

ル・腎虚血再灌流モデル）を作出し、腎臓における CNP 発現変動を解析した。その結果、腎線維

化モデルでは、モデル作出後 2日をピークとし、その後緩やかに低下する CNP 発現変動が認めら

れた。そのほか、腎虚血再灌流モデルにおいては、モデル作製後かなり早期において一過性の発

現上昇が認められるなど、複数の腎障害モデルにおいて CNP 発現の上昇が認められた。 

CNP は血管内皮細胞から産生される局所因子であり、炎症性刺激等により発現が誘導されるこ

とが報告されている。そこで、炎症が惹起される腎障害下でも同様に血管内皮細胞の CNP 発現が

上昇していると予想し、腎線維化モデルにおける血管内皮細胞 CNP 発現を解析した。その結果、

血管内皮細胞における CNP 発現が有意に上昇していた。 

（2）E-CNP を用いた CNP の腎線維化に対する作用とそのメカニズム 

腎臓血管内皮細胞における CNP 発現が腎線維化モデルにおいて上昇したことより、血管内皮

細胞が産生する CNP に着目し、血管内皮細胞特異的 CNP 過剰発現マウス以下 E-CNP を用いて解

析した。E-CNP の腎臓血管内皮細胞において、CNP 発現が顕著に上昇していることを確認した後、

NASH 誘発性腎障害モデルを作出し、腎臓に対する作用を評価した。その結果、野生型マウスに

おいて、血中 BUN や CRE 値の上昇は認められなかったが、糸球体肥大に加え、尿細管萎縮、腎臓

間質の線維化を示す腎硬化症に類似した病変が認められた。さらに、E-CNP においては糸球体肥

大の抑制及び腎臓間質の繊維化が抑制されていた。 

そこで、腎臓間質の繊維化抑制作用に着目し、腎線維化モデルを用いて CNP の作用を解析し

た。組織学的解析の結果、腎線維化モデル作成後 4日、7日の両日において、線維化陽性エリア

の割合が野生型マウスに比べ E-CNP において有意に減少していた。加えて線維化マーカーであ

るαSMA mRNA 発現も E-CNP において有意に抑制されており、E-CNP では腎臓の繊維化が抑制さ

れることが明らかとなった。 

（3）CNP による線維化抑制作用の機序解明の向けた腎臓皮質領域の RNA-seq 解析 

腎臓における線維化の進行には炎症シグナルやコラーゲンをはじめとした細胞外基質産生、

低酸素応答など様々なメカニズムが関わっている事が知られている。そこで、CNP による線維化

抑制作用のメカニズム解明の向け、主な線維化領域である腎臓皮質領域における RNA-seq 解析

を行った。その結果、2種類のパスウェイ解析において共通して、当初予想していた炎症や細胞

外基質に関連する因子群ではなく、細胞周期に関わる遺伝子群（PLK1、Ccnb2、Espl1 等）の発現



が E-CNP において減少していることが示された。 

（4）培養線維芽細胞に対する CNP の作用 

先の RNA-seq 解析の結果より、CNP による線維化抑制作用は腎臓線維芽細胞の増殖抑制による

と推測し、2 種類の腎臓由来線維芽細胞（ラット腎臓線維芽細胞 NRK49F とマウスの腎臓から調

製した初代線維芽細胞）を用いて CNP の作用を解析した。その結果、両種の腎臓由来線維芽細胞

は共に GC-B 発現を認めた。さらに、それら細胞に対する CNP 刺激が GC-B の細胞内セカンドメ

ッセンジャーcGMP の容量依存的な産生亢進や、さらにその下流の VASP がリン酸化を亢進させた

ことより、腎臓線維芽細胞が CNP の標的細胞であると考えられた。そこでこれら細胞の細胞増殖

に対する CNP の作用について、BrdU 取り込みを指標として評価したところ、CNP はこれら線維芽

細胞の細胞増殖を有意に抑制した。加えて、先の RNA-seq 解析にて変動した細胞分裂関連因子

（PLK1、Ccnb2、Espl1）の mRNA 発現を解析したところ、増殖刺激によるこれら遺伝子の発現上

昇は、CNP 添加により有意に抑制された。 

（5）結語 

 腎臓血管内皮細胞の CNP 発現が腎障害下において上昇することを見出した。その病態生理学

的意義を探るため E-CNP を用いて病態を解析した結果、E-CNP は腎臓線維化抑制作用を呈した。

そのメカニズム解明に向け RNA-seq 解析と腎臓由来線維芽細胞を用いた検討を実施し、血管内

皮細胞から産生された CNP が線維芽細胞の分裂を抑制することにより腎線維化抑制作用を示す

ことを明らかにした。これらの結果は、腎障害の病態進行における血管内皮細胞の寄与を示して

おり、今後の創薬研究において CNP とそれを産生する血管内皮細胞が重要な標的となることを

提示した。 
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