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研究成果の概要（和文）：ストレプトゾトシンで高血糖を誘発した I 型糖尿病モデルにおいて

腎臓の活性酸素 (ROS) 産生酵素の新規分子種 NOX1 の発現が有意に上昇する。NOX1 由来

の ROS は腎臓の酸化的ストレスの亢進と p38MAPK の活性化に寄与していることが明らか

となり、高血糖に伴う腎臓の細胞老化やアポトーシスに関与している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Induction of hyperglycemia with streptozotocin up-regulated the 
expression of NOX1, a novel isoform of superoxide-generating NADPH oxidase in the 
kidney. NOX1 derived ROS were shown to increase oxidative stress and to activate p38 
MAPK, thereby stimulating renal redox-sensitive signaling under diabetic conditions. 
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１．研究開始当初の背景 
 生活習慣病の中で糖尿病・高脂血症・高血
圧は相互に関連する病態であり、高頻度に合
併する。本病態には酸化ストレスの亢進が関
与するとされるが、既存の抗酸化薬の有効性
は確立されていない。現在主にレニン・アン
ギオテンシン (RA) 系阻害薬と HMG-CoA 
還元酵素阻害薬（スタチン）がよく用いられ
るが、病変の進展を完全に阻止することが出
来ない現状である。RA 系阻害薬は本来降圧
薬であるが、糖尿病腎症の予防・治療にも効
果が認められている。このことは糖尿病腎症
の発症・進展に RA 系の亢進が関与している
ことを示している。 

 RA 系においてアンギオテンシン II 
(AngII) の受容体下流には活性酸素種 
(ROS) がシグナル分子として介在すること
が知られ、近年その産生源としてNADPH オ
キシダーゼが注目されている。本酵素の触媒
サブユニット NOX には複数のアイソフォ
ームが存在するが、この中で  NOX1 は 
AngII により誘導され、高血圧症の発症に関
与する。 
 一方、スタチンは NADPH オキシダーゼ
の構成サブユニット Rac1 のイソプレニル
化を阻害することにより糖尿病の血管病変
を改善することが報告されている。 
 すなわち、高血圧や高脂血症治療薬はいず



れも NADPH オキシダーゼ活性を抑制し、
糖尿病合併症の予防・治療に有効である。こ
のことは本酵素がこれら生活習慣病の病態
形成に関わっている可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
 NOX1 遺伝子欠損マウスに実験的糖尿病
を誘発し、血管および腎病変における 
NADPH オキシダーゼの役割を明らかにす
る。さらに本酵素由来の 活性酸素種 (ROS) 
がどのような分子機構でこれらの病態に関
わっているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 ストレプトゾトシン投与による I 型糖尿
病モデルを作製し腎臓における NADPH オ
キシダーゼの発現を検討する。I 型モデルの
実験には NOX1 遺伝子欠損マウス (KO) と
同腹野生型マウス (LM) を用いる。合わせて
II 型糖尿病のモデル db/db マウスにて同様
の解析を行う。 
 高血糖による腎機能障害の指標として、尿
中アルブミン、血清 BUN 、糸球体ろ過率
(GFR) 、尿中 Na+/K+/Cl- 排出を測定する。
尿の採取には代謝ケージを用いる。また尿細
管障害の指標として尿中 N-acetyl-beta-D- 
glucosaminidase (NAG) を、酸化ストレス亢
進の指標として尿中 8-OHDG および組織
中の TBARS を測定する。腎組織のアポト
ーシスについては cleaved caspase-3 とそ
の基質である poly-(ADP-ribose) 
polymerase (PARP) の検出およびTUNEL 
染色にて検討する。さらに腎組織のリモデリ
ング・線維化に関わる諸種の炎症関連分子、
サイトカインの発現動態を解析して NOX1 
由来の ROS の標的分子を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 II 型糖尿病モデル db/db マウスの腎臓に
おける NADPH オキシダーゼの発現を各 
NOX 分子種について検討したところ、 血糖
値上昇後３〜８週では NOX1 については特
に変動を認めなかった（図１）。他方、NOX2 
の発現は３〜８週で低下し、NOX4 の発現は
３週目の時点で有意に上昇していた。 
  

 次にストレプトゾトシンで高血糖を誘発
した I 型モデルにおける腎臓 NOX の発現
動態を検討したところ、NOX1 分子種のみ発
現が３〜８週目の時点において有意に上昇
することがわかった（図２）。また NOX1 遺
伝子の発現誘導は髄質尿細管で最も高いこ
とがわかった。 
 腎臓の ROS 生成について LM と KO 
で比較したところ、KO では LM でみられた

図２．I 型モデルにおける NOX1 の発現

図３．両遺伝子型マウス腎臓における ROS 

STZ-8 weeks 

 

図４．尿中アルブミン量 

図１．II 型モデルにおける NOX1 の発



高血糖に伴う ROS 生成の上昇が認められな
かった（図３）。 
 高血糖誘発により腎機能の指標である尿
中アルブミン量は増加したが、３〜８週目の
時点において両遺伝子型マウスで差を認め
なかった（図４）。 
 血清 BUN およびクレアチニン、糸球体ろ
過率(GFR)、尿中 Na+/K+/Cl- 排出についても
両遺伝子型マウスで差をみとめなかった。他
方、尿中 NAG はこの期間中有意の変化を示
さなかったことから、尿細管の機能は保持さ
れていると考えられた（図５）。 

 
 一方、酸化ストレスの指標として測定した
尿中 8-OHDG および組織中の TBARS に
ついては図６と図７に示すごとく、高血糖に
伴う両指標の上昇が WT に比し KO におい
て抑制されていた。すなわち、NOX1 由来の 
ROS は組織の酸化的ストレス亢進に寄与し
ていることが示された。  

  
 次に腎組織のアポトーシスについて検討
を行った。両遺伝子型マウスの高血糖誘発群
において TUNEL 染色では明らかな差を検
出できなかったが、８週目の時点において 
caspase-3 の活性化（cleaved caspase-3 の
上昇）が KO では有意に抑制されていた（図

８）。他方、PARP は両遺伝子型とも同程度
の減少を認めた。これらの結果から NOX1 
由来の ROS は腎臓組織における細胞アポ
トーシスに関与する可能性が示唆された。 

図７．腎組織 TBARS 

図５．高血糖８週目における尿中 NAG 

図８．Casapase-3 の活性化 (8W) 

図６．尿中 8-OHDG 
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 また、LM において認められる腎組織の
p38MAPK の活性化が KO では有意に抑制
されていることが示された。 
 続いて腎臓の線維化に関わる TGF-β お
よび CTGF の遺伝子発現を検討したところ、
３週および８週目の時点における発現上昇
について両遺伝子型に差を認めなかった（図



9）。組織リモデリングに関わる  TIMP-1 に
ついても同様であった（図１０）。 
 
 そのほか組織炎症に関わるケモカイン 
MCP-1 や オステオポンチン、PAI-1、
ICAM-1 などの遺伝子発現について検討を行
ったが、いずれも高血糖下に上昇しており、
両遺伝子型で差が見られなかった（図１１）。 
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 以上の解析から、高血糖下で NOX1 由来
の ROS は腎臓の酸化的ストレスの亢進に

図９．TGF-β1 と CTGFmRNA の発現 (8W) 

図１０．腎組織 TIMP-1 の発現 

図１１．組織炎症に関わる諸因子の発現



寄与していることが明らかとなった。今回の
解析では NOX1 による酸化的ストレスの亢
進と、腎臓組織の慢性炎症やリモデリング・
線維化との関係は認められなかった。しかし
高血糖に伴う腎組織の caspase-3 および
p38MAPK の活性化が KO では有意に抑制
されていたことから、NOX１由来の ROS は
腎臓の細胞老化やアポトーシスに関与して
いる可能性が示唆された。今後、より長期の
高血糖モデルや、腎メサンギウムおよび尿細
管の培養細胞を用いてさらなる解析を進め
る。 
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