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研究成果の概要（和文）：　高グルコースによる腎近位尿細管細胞障害においてアンジオテンシンII (AII)、Tumor Ne
crosis Factor (TNF)alphaおよびタイプ1アンジオテンシンII受容体(ATR1)の関与について検討した。
　高グルコースはヒト腎近位尿細管上皮細胞（HK2細胞）においてNADPHオキシダーゼを活性化し、近位尿細管細胞障害
を惹起した。高グルコースによるNADPHオキシダーゼを活性化の少なくとも一部にはAIIおよびTNFαが関与しており、
さらにAIIおよびTNFαによるNADPHオキシダーゼ活性化にはATR1が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：High glucose treatment (30 mM) significantly increased 
N-acetyl-beta-glucosaminidase (NAG) release, tumor necrosis factor (TNF)alpha/angiotensin II 
concentrations in cell media and p22phox protein levels compared with those in regular glucose medium 
(5.6 mM). Candesartan, an angiotensin II type 1 receptor (AT1R) blocker, showed a significant reduction 
on high glucose-induced NAG release, TNFalpha concentrations and p22phox protein levels in human renal 
proximal tubular epithelial cells (HK2 cells). In addition, significant decreases of NAG release, 
TNFalpha concentrations and p22phox protein levels in HK2 cells were observed in high glucose-treated 
group with thalidomide. AT1R knockdown with siRNA markedly reversed high glucose, angiotensin II or 
TNFalpha-induced p22phox protein levels in HK2 cells. TNFalpha may be involved in high glucose-induced 
renal tubular damage in HK2 cells possibly via AT1 receptor signaling.

研究分野： 内分泌代謝学
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１．研究開始当初の背景 
近位尿細管は尿の再吸収をはじめ多彩な

生理作用を有する。糖尿病性腎症において
は糸球体のみならず尿細管も障害部位とし
て重要である。 
糖尿病性腎症における近位尿細管障害の

成因にはグルコースそのものの他、活性酸
素種（ROS）などが複雑に関与している。我々
は以前、マウス腎近位尿細管上皮細胞を用
いた研究で、高グルコースにより培養液中
の N-acetyl-beta-D-glucosaminidase 
(NAG) お よ び 細 胞 内 の
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)、
p22phox 蛋白が増加し、アンジオテンシン
II 受容体拮抗薬（ARB）はこれらの増加を
抑制することを報告した。このことにより
高グルコースによって増加した酸化ストレ
スが尿細管障害に関与することが明らかに
なった。 
２．研究の目的 
高グルコースによる腎近位尿細管細胞障

害においてアンジオテンシン II (AII)、
Tumor Necrosis Factor (TNF)αおよびタイ
プ1アンジオテンシンII受容体(ATR1)の関
与について検討した。 
３．研究の方法 
ヒト腎近位尿細管上皮細胞（HK2 細胞）

を培養実験に使用した。ATR1 阻害薬として
カンデサルタン(CAN)を使用した。培養液中
にグルコース(低グルコース 5.6 mM および
高グルコース 30mM)単独または CAN あるい
は TNFα阻害薬である Thalidomide (Thal)
を同時添加し、培養液中の AII 、TNFα、
N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG)お
よび細胞内の p22phox 蛋白を市販の ELISA
キットおよびWestern Blot法を用いて測定
した。さらに ATR1 を siRNA でノックダウン
した後、高グルコース、AII および TNFα
を添加し p22phox 蛋白を測定した。 
４．研究成果 
HK2 細胞において高グルコース（30mM）

は培養液中の NAG を有意に増加させ、CAN
および Thal はこれらの増加を抑制した（図
1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 高グルコース（30mM）による NAG

増加に対する CAN、Thal の効果 
Glu: glucose, HG: high glucose 

treatment (30 mM), Cand: candesartan, 
Thal: thalidomide 
 
また HK2 細胞において高グルコースは

p22phox 蛋白を増加させ、CAN および Thal
はこれらの増加を抑制した（図 2）。 
さらに HK2 細胞において高グルコースは

TNFαを増加させ CAN および Thal はこれら
の増加を抑制した（図 3）。 
また HK2 細胞において高グルコースは

AIIを増加させCANおよびThalはこれらの
増加を抑制した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 高グルコース（30mM）による

p22phox 蛋白増加に対する CAN、Thal の効
果 
上段は Western Blot 法による p22phox

蛋白の典型的なバンドを示す。 
Glu: glucose, HG: high glucose 

treatment (30 mM), Cand: candesartan, 
Thal: thalidomide 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 高グルコース（30mM）による TNF

α増加に対する CAN、Thal の効果 
Glu: glucose, HG: high glucose 

treatment (30 mM), Cand: candesartan, 
Thal: thalidomide 
 
高グルコース、AII および TNFαはネガ

ティブコントロール細胞において p22phox
蛋白を有意に増加させた。一方、ATR1 を
siRNA でノックダウンした細胞においては
高グルコース、AII および TNFαによる
p22phox 蛋白の増加はみられなかった（図
5）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 高グルコース（30mM）による AII

増加に対する CAN、Thal の効果 
Glu: glucose 
 
高グルコースは HK2 細胞において NADPH

オキシダーゼを活性化し、近位尿細管細胞
障害を惹起した。高グルコースによる
NADPH オキシダーゼを活性化の少なくとも
一部にはAIIおよびTNFαが関与しており、
さらに AII および TNFαによる NADPH オキ
シダーゼ活性化には ATR1 が関与する可能
性が示唆された。このことは糖尿病性腎症
において高グルコースによる尿細管障害に
加えて、TNFαによる更なる障害に対して
ATR1 阻害は尿細管障害の防御に有用であ
る可能性を示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 高グルコース、AII および TNFαによ
る p22phox 蛋白増加に対する siRNA の効果 
(a) siRNA による AT1R 蛋白ノックダウンの 
典型例 
(b)ネガティブコントロールを用いた時の
高グルコース、AII および TNFαに対する
p22phox 蛋白の反応 
(c) siRNA を用いた時の高グルコース、AII 
および TNFαに対する p22phox 蛋白の反応 

Glu: glucose, Ang: angiotensin,TNF: 
Tumor Necrosis Factor 
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