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研究成果の概要（和文）： 
 加齢性腎障害の主要病理像の一つに糸球体硬化があり、糸球体中の IV 型コラーゲン増加

を特徴とする。本研究では、その機序解明のため、同様の病理像を来す糖尿病モデルマウ

スを用いた。まず、IV 型コラーゲンの制御因子 Smad1 の強発現により糸球体硬化が加速す

ること、それには Smad1 の上流因子 BMP4 が必要であることを証明した。現在、BMP4 と加

齢との関連を検討中である。次に、細胞老化関連因子 PIASy が転写因子 E2A の SUMO 化を促

進し、メサンギウム細胞の形質変化を介して糸球体硬化に関与することを証明した。 

研究成果の概要（英文）： 

Glomerulosclerosis is the most common cause of chronic renal failure in aging. It is pathologically 

characterized by the accumulation of extracellular matrix in mesangium, of which main component 

is type IV collagen (Col4). Recently, we identified Smad1 as a direct regulator of Col4 under 

diabetic condition in vitro. To elucidate the mechanism of glomerulosclerosis in aging, we 

addressed the role of Smad1 in glomerulosclerosis during diabetes. First, we showed 

overexpression of Smad1 exacerbates glomerulosclerosis in diabetic mice, and identified bone 

morphogenetic protein 4 (BMP4) as a potent stimulator of Smad1 during diabetes. Now we are 

checking the role of BMP4 for biological aging process. Id (Inhibitor of differentiation), one of the 

important transcriptional factors regulated by Smad1, is known to inhibit basic-helix loop helix 

protein such as E2A, and to regulate cellular senescence. We showed that PIASy, which was also 

identified as a regulator of cellular senescence, is also a novel E2A binding partner, and enhances 

its sumoylation as a specific SUMO-E3 ligase, leading to down-regulate phenotypic changes of 

mesangial cells.   
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１．研究開始当初の背景 

 高齢者の腎不全は、近年急速に増加して

いる。加齢が腎障害の加速因子であること

は疫学的に証明されているが、分子生物学

的な機序は不明であり、その解明が急務で

ある。加齢に伴う腎障害の代表的病理像は

糸球体硬化であり、糖尿病性腎症のそれと

酷似しているので、その病変形成には共通

の過程が存在すると考えられる。近年、糖

尿病性腎症の進展に重要な役割を果たす終

末糖化産物(AGE)が加齢に伴う腎障害にも

関与していることが示された。従って、加

齢性腎障害の分子機構を解明するためには、

AGE 蓄積による糸球体硬化の制御因子に注

目し、それらと老化関連因子との相互作用

の機構を解明することが重要である。 

 糸球体硬化ではメサンギウム細胞におけ

る IV 型コラーゲン(Col4)の産生増加およ

びメサンギウム細胞の形質変化が生じる。

近年、AGE 刺激下で Col4 を直接制御する分

子のcloningを試み、Smad1を見いだした。

その結果、AGE 刺激によりメサンギウム細

胞に Smad1 が誘導され、Col4 発現を直接制

御することを世界で初めて証明し(JBC 279, 

14201-6, 2004)、硬化の指標となりえるこ

と を 明 ら か に し た (Labo invest 86, 

347-68,2006, Diabetes 57, 1712-22, 2008)

が、生体における糸球体硬化と Smad1 の機

能的役割は未だ不明である。 

 また、Smad1 は老化関連因子 Id1(Nature 

409, 1067-70, 2000)の上流に位置すること

が知られている。実際、申請者が確立した

Smad1 過剰発現メサンギウム細胞は老化細

胞のごとく、細胞は巨大化、扁平化し、増

殖速度遅延を認めた。以上から、糸球体硬

化制御因子 Smad1 は、細胞老化調節因子と

関連している可能性が示唆され、Smad1 を

修飾する新たなシグナル伝達経路を解析

することで、細胞老化制御と臓器老化（＝

糸球体硬化）の新たな相互調節機構を解明

すると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 上記背景を受け、本研究では、１）糸球

体硬化における Smad1 の役割を生体で明ら

かにするとともに、２）硬化制御因子 Smad1

の修飾する老化関連因子を検索することに

より、加齢現象と糸球体硬化症とを有機的

に架橋する新たなシグナル伝達経路を解明

する。 

３．研究の方法 

1) Smad1 過剰発現マウスの作成 

糸球体硬化における Smad1 の役割を生体で

検討する明らかにするために、Smad1 強発

現マウスを作成し、これに糸球体硬化を来

す代表的疾患で、かつ、加齢による腎障害

と同様の病理変化を来すとされている糖尿

病を惹起して、起こりえる変化を検討した。 

2) Smad1 を修飾する関連分子の検索 

Smad1 の下流に位置する老化関連因子 Id1

は転写因子 basic Helix loop helix 蛋白

E2A の活性を制御する働きがあり、E2A も細

胞老化にともなう細胞の形質変化に深く関

わる因子であることが知られている。 

従って、E2A を Bait とした yeast-two 

hybrid 法を用いて E2A 関連因子を検索し、

その因子の腎障害における役割を検討した。 

 



４．研究成果 

1) 硬化制御因子 Smad1 は生体においても

糸球体硬化に重要な役割を果たす 

 まず、Chicken actin プロモーターを

用いて全身で Smad1 を強発現するトランス

ジェニックマウス（Smad1-Tg）を作成し、

その糸球体病変を解析した。しかしながら

Smad1-Tgでは糸球体リン酸化Smad1の増加

はなく、組織学的にも野生型と差を認めな

かった。そこで、次にストレプトゾトシン

を用いて糖尿病を惹起し、その腎病変を検

討した。その結果、糖尿病 Smad1-Tg は、野

生型に比して、16 週より尿アルブミン排泄

量が増加し、36 週には著明なリン酸化

Smad1 の増加と、メサンギウム基質の拡大

が認められ、糸球体中 Col4 の発現上昇のみ

ならずメサンギウム形質変化の指標である

平滑筋アクチン(SMA)の発現も亢進して

いた。以上から、「Smad1 の強発現マウスは

糖尿病に伴う Smad1 のリン酸化及び活性

化により腎症が加速する」ということが示

された。（学会発表 1-4） 

 さらに、糸球体硬化進展に際し、Smad1

のリン酸化を行う因子を検討した。Smad1

は TGF-ファミリーの刺激を伝える細胞内

シグナル伝達分子であり、主に骨形成因子

(BMP)のシグナルを受けて細胞内でリン酸

化を受ける。腎では、BMP2, 4, 7 の発現が

多いことが知られていることから、糖尿病

性腎症の糸球体におけるこれらの分子およ

びその受容体の発現を検討した。その結果、

糖尿病では糸球体のリン酸化 Smad1 ととも

に BMP4 およびその受容体 ALK3 の発現が増

加しており、免疫染色を用いた検討により、

増加した BMP4 はおもに足細胞に、ALK3 は

おもにメサンギウム領域に存在することが

わかった。（学会発表 1-4） 

 そこで、さらに、全身で BMP4 を強発現す

るマウス(BMP4-Tg)を作成し、その腎病変を

解析した結果、BMP4-Tg では糖尿病を惹起

せずとも糸球体 Smad1 の著明なリン酸化と

著しい糸球体硬化が認められた。（文献 2） 

 以上から、「糖尿病性糸球体硬化の進展に

は BMP4/Smad1 シグナルが関与する」ことが

示された。 

 糸球体硬化は糖尿病でも加齢でも共通し

て見られる病理像である。また、予備実験

では、加齢とともに糸球体の BMP4 の発現が

増加することや Smad1 のリン酸化が増加す

ることも確認している。今後は BMP4/Smad1

シグナルの加齢性糸球体硬化における役割

を検討する予定である。 

2) 細胞老化制御因子 PIASy は E2A の SUMO

化にによりメサンギウム細胞の形質変化

を制御して腎障害進展に関与する 

 加齢による糸球体硬化には糸球体を構成

するメサンギウム細胞の形質変化が重要で

あると考えられている。メサンギウム細胞

の形質変化に深く関わる分子、平滑筋 •ア

クチン(SMA)の発現制御の一つとして、プ

ロモーター内の E-box 配列に結合する E2A

蛋白を中心とした複合体の関与が知られて

いる。今回、我々は新たな E2A 結合蛋白同

定のため、E2A の一つ E12 を bait としてマ

ウスメサンギウム細胞の cDNA ライブラリ

ーを用いた Yeast two-hybrid を施行し、 

SUMO E3 Ligase の一つでテロメア非依存性

細胞老化制御因子でもある PIASy を同定し

た。まず、免疫沈降法を用いて PIASy と E12

の結合および、PIASy 強発現による E12 の

SUMO 化促進を確認した。E12 の強発現によ

りメサンギウム細胞におけるSMAの転写活

性は約 3 倍に上昇したが、PIASy を強発現

させるとその上昇は阻害され、逆に PIASy

を knockdown すると •SMA は上昇した。さ

らに、形質変化を引き起こす TGF-刺激に



よりSMA と共に PIASy も時間・容量依存的

に増加した。また、Thy1 腎炎では糸球体の

SMA 発現に相関して PIASyだけでなく E12、

TGF-• も経時的に変化した。以上から、

PIASy はメサンギウム細胞の形質変化と共

に誘導され、E12 と共役しその変化を抑制

性に制御することが示唆された。（学会発

表 8） 
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