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研究成果の概要（和文）： 

 申請者らはミトコンドリア由来活性酸素(mtROS)が糖尿病血管合併症発症の主要因子である
ことを報告している。今回の研究では mtROS の糖尿病性腎症発症への関与について、培養血管
内皮細胞および mtROS の特異的除去酵素である Manganese superoxide dismutase(MnSOD)の血
管内皮特異的発現トランスジェニックマウスを用い、in vitro、in vivo の両面から解析を行
った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We previously reported that mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) is 

one of the major factors in the pathogenesis of diabetic vascular complications. In this 

study, we examined the impact of mtROS in the pathogenesis of diabetic nephropathy using 

endothelial cells and transgenic mice, which specifically express manganese superoxide 

dismutase (MnSOD) in vascular endothelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病性腎症は新規透析導入の原因１位

の疾患であり、その発症阻止は患者の QOL
の維持のみならず医療経済上も重要である。

現在、糖尿病性腎症の発症阻止のため、糖

尿病専門医による厳格な血糖・血圧管理が行

われているが、いまだ腎症発症の増加には歯

止めがかかっておらず、血糖・血圧管理を補

完するための新たな治療法の開発が模索さ

れている。腎症の発症機構を明らかにするこ

とは腎症に対する新規治療法の開発に直結

すると思われるが、腎症の発症機構にはまだ

不明な点が多い。 
一方、申請者らはこれまでに、1)高血糖が

培養血管内皮細胞において mtROS の過剰

産生を引き起こし、さらにこの mtROS がこれ
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まで糖尿病合併症の成因と考えられていたポ

リオール経路の亢進、protein kinase C 活性

化、糖化蛋白蓄積亢進などの細胞内代謝異

常を引き起こすことを世界で初めて証明した

(Nature, 404: 787, 2000)。また、2)尿中

8-OHdG (mtROS のマーカー)が 2 型糖尿病

患者で増加し、尿中 8-OHdG の増加が糖尿

病合併症の重症度と相関すること(Diabetes 
Care, 26:1507, 2003)、3)世界で初めて血管

内皮細胞に特異的にMnSODを発現させたト

ランスジェニックマウス(eMnSODTg マウス)の
開発に成功し、in vivo で mtROS の制御によ

り、糖尿病網膜症の発症抑制が認められたこ

と(BBRC, 366:814, 2008)、4)糖尿病治療薬

メトホルミンが AMPK-PGC-1a-MnSOD 経路

の 亢 進 に よ り 、 mtROS を 抑 制 す る こ と

(Diabetes 55:120, 2006)など in vitro、in 
vivo の両面から mtROS が糖尿病合併症の

発症に重要であることを証明してきた。 
さらに以前より、高血糖状態は、低酸素誘

導 因 子  (hypoxia-inducible factor-1 ：

HIF-1) や VEGF （ vascular endothelial 
growth factor)の発現誘導など、低酸素状態

と類似した細胞内代謝異常を起こしていること

が報告されている。しかし、低酸素状態と類似

した細胞内代謝異常の発症メカニズムやその

腎症発症における意義についてはまだ十分

に検討されていない。 
 
２．研究の目的 

これまでの研究を踏まえ、今回の研究では、

糖尿病性腎症の発症機序としてミトコンドリア

由来活性酸素の関与について、さらには酸素

状態と類似した細胞内代謝異常発現の可能

性とその意義について in vitro、in vivo の両

面から検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) HIF-1a 蛋白発現の in vitro での検討 

培養血管内皮細胞を 5.5mM グルコース及

び 25mM グルコース濃度下で 3 時間または

24 時間培養した。 
その後、低酸素状態と類似した細胞内代謝

異常の存在を評価するため、細胞質内蛋白を

抽出し、HIF-1a 蛋白の発現量をウエスタンブ

ロット法により検討した。 
 
(2) mtROS 産生の in vitro での検討 

培養血管内皮細胞を 5.5mM グルコース及

び 25mM グルコース濃度下で 3 時間培養し

た。 
その後、mtROS 産生増加について、蛍光

プローブ MitoTracker Red CM-H2XROS を

使用した共焦点レーザースキャン顕微鏡によ

り検討した。 
 
(3) 糖尿病マウスの作成 

8～10週齢の雄の eMnSOD-Tgマウスお

よび野生型 (WT) マウスに対し、buffer お
よび 10 μM クエン酸ナトリウム buffer 
(pH 4.5) に溶解したストレプトゾトシン

(STZ)を 150 mg/kg・BW（Wako Co, 
Japan）腹腔内注射し、非糖尿病 WT マウ

ス、非糖尿病 eMnSOD-Tg マウス、糖尿病

WT マウス、および糖尿病 eMnSOD-Tg マ

ウスの 4 群を作製した。 
 
(4) 腎糸球体における HIF-1a 蛋白および

VEGF 蛋白発現の検討 
(3)で作成されたマウス群を 4 週間飼育

した。 
その後、これらマウスの腎糸球体での低

酸素状態と類似した細胞内代謝異常の発現

を評価するため、HIF-1α蛋白、VEGF蛋白、

細胞核マーカーである DAPI の発現につい

て免疫組織化学的染色を行った。 
 
(5) mtROS 産生の in vivo での検討 

3)で作成されたマウス群を 4 週間飼育し

た。 
その後、酸化ストレスの変化を評価する

ため、これらマウスの腎糸球体に対して、

8-OHdG抗体を使用した免疫組織化学的染

色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) HIF-1a 蛋白発現の in vitro での検討 

培養血管内皮細胞において、21%酸素濃

度環境下では 3 時間培養、24 時間培養のい

ずれにおいても、グルコース濃度の違いによ

る HIF-1a 蛋白の発現に差異を確認できなか

った（図 1A）。 
しかし、1%酸素濃度環境下では 3 時間お

よび 24 時間のいずれにおいても、5.5 mM グ

ルコース培養と比較して 25 mM グルコース培

養の HIF-1a の蛋白量が増加することが確認

された（図 1B）。 



 

 

(2) mtROS 産生の in vitro での検討 
 培養血管内皮細胞において、21%酸素濃

度環境下では、5.5 mM グルコース培養と

比較して 25 mM グルコース培養で蛍光強

度が強くなり、mtROS 産生の増加が確認

された。 
また、1%酸素濃度環境下では 21%酸素

濃度環境下と比較して、いずれのグルコー

ス濃度培養においても蛍光強度が強くなり、

mtROS 産生が増加することを確認した。 
さらに 21%酸素濃度環境下と同様に 1%

酸素濃度環境下においても、25 mM グルコ

ース培養下で 5.5 mM グルコース培養と比

較して mtROS 産生が増加することが確認

された（図 2）。 

(3) 糖尿病マウスの作成 
STZ または buffer をそれぞれ WT マウ

スおよび eMnSOD-Tg マウスに投与する

ことによって、糖尿病群と非糖尿病群を作

製し、随時血糖値、および体重についてそ

の推移を観察した。 
WT マウスおよび eMnSOD-Tg マウスに

おいて、糖尿病群では非糖尿病群と比較し

て実験開始時には随時血糖値および体重に

有意な差は認められなかった（図 3A）。 
しかし、薬剤投与後 1 週間経過以後は WT

マウスおよび eMnSOD-Tg マウスの糖尿

病群と非糖尿病群の随時血糖値に関して有

意な差が認められ、その差は薬剤投与 4 週

間後まで徐々に拡大した。 
一方で、WT マウスおよび eMnSOD-Tg
マウスの糖尿病群同士、または非糖尿病群

同士においては血糖値に有意な差はなかっ

た。 
体重については WT マウスにおいては、

薬剤投与後一週間経過以後は糖尿病群にお

いて非糖尿病群と比較して有意な増加抑制

が認められた。 
eMnSOD-Tg マウスにおいては薬剤投与

後 3 週間時点でのみ糖尿病群と非糖尿病群

関して有意な増加抑制が認められた(図
3B)。 

(4) 腎糸球体における HIF-1a 蛋白および

VEGF 蛋白発現の検討 
非糖尿病 eMnSOD-Tg マウスでは、非糖

尿病WTマウスと比較してHIF-1α蛋白お

よび VEGF 蛋白発現に変化は認められな

かった。 
一方、糖尿病 WT マウスでは、非糖尿病

WT マウスと比較して HIF-1α蛋白および

VEGF 蛋白発現の増加を認めた。 
しかし、糖尿病 eMnSOD-Tg マウスでは

糖尿病により増加する HIF-1α蛋白および

VEGF 蛋白発現増加は抑制されているこ

とが確認された（図 4）。 



 

 

(5) mtROS 産生の in vivo での検討 
非糖尿病 eMnSOD-Tg マウスと非糖尿

病 WT マウスとを比較した時、8-OHdG 発

現に変化は認められなかった。 
しかし、糖尿病 WT マウスでは、非糖尿

病WTマウスと比較して著明な8-OHdG発

現増加を認めた。 
さらに、糖尿病 eMnSOD-Tg マウスでは、

糖尿病WTマウスと比較して8-OHdG発現

が抑制されることが確認された（図 5）。 

以上の研究より、高血糖により低酸素状態

と類似した細胞内代謝異常が誘導されるこ

と、また in vivo の検討からは、その腎糸

球体での低酸素類似状態の発現と mtROS
の関与が示唆された。今後、そのメカニズ

ムの詳細をさらに検討していく予定である。

この研究を進めていくことで、糖尿病性腎

症の発症・進展を制御しうる新規治療法お

よび新規治療薬開発につながる可能性が示

されたものと思われる。 
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