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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症の病理像は糸球体の細胞外基質増加であり、その制御は腎症の新たな治療法と
なり得る。近年我々は、細胞外基質の主成分IV型コラーゲンの直接制御因子としてSmad1を同定し、そのリン酸化制御
因子として骨形成因子4(BMP4)を同定した。本研究では、糖尿病性腎症におけるSmad1/BMP4の役割を検討した。ます、S
mad1強発現マウスでは糖尿病性腎症が悪化することを示し、次に、糖尿病マウスにBMP4中和抗体を投与すると腎症が抑
制されることを示した。BMP4/Smad1は糸球体の発生に重要なシグナルとして注目されているが、本研究ではこのシグナ
ルが糖尿病性腎症の新たな治療標的になることを示した

研究成果の概要（英文）：Diabetic nephropathy is pathologically characterized by the accumulation of 
extracellular matrix in the mesangium, of which the main component is α1/α2 type IV collagen (Col4). 
Recently, we identified Smad1 as a direct regulator of Col4 under diabetic conditions in vitro. Here, we 
demonstrate that Smad1 plays a key role in diabetic nephropathy through bone morphogenetic protein 4 
(BMP4) in vivo. Smad1-overexpressing mice were established, and the induction of diabetes resulted in 
greater mesangial expansion. We also identified BMP4 as a regulatory factor of Smad1 in diabetic 
nephropathy and showed that diabetic mice treated with a BMP4-neutralizing antibody exhibited decreased 
Smad1 phosphorylation and less mesangial expansion than those with control IgG. Our data indicate that 
BMP4/Smad1 signaling is a critical cascade for the progression of mesangial expansion and that blocking 
this signal could be a novel therapeutic strategy for diabetic nephropathy.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 病理学　糖尿病性腎症
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１．研究開始当初の背景 

	 糖尿病腎症の主たる病理所見は糸球体硬

化である。糸球体硬化の特徴はメサンギウム

基質の増加であり、主要成分は糸球体内のメ

サンギウム細胞により産生されるIV型コラ

ーゲンα1/α2鎖(Col4)である。 

	 申請者らは、このCol4の直接制御因子こそ

が、糖尿病腎症の治療戦略の新たな鍵である

と考え、酵母を用いて網羅的に、Col4のプロ

モーター結合分子を検索し、Smad1を同定し

た(安部, 松原ら J Biol Chem. 2004)。そして、

Smad1が糖尿病条件下のメサンギウム細胞に

おいて誘導され、リン酸化を受け、Col4のプ

ロモーターに結合し、その転写が亢進するこ

とを示した。さらに、ストレプトゾトシン糖

尿病ラットでも糸球体硬化の程度に非常に

相関して、Smad1が増加していることを証明

した（松原、安部ら Labo invest. 2006）。しか

し、Smad1が生体において糖尿病腎症の進展

に及ぼす影響は未だ不明であった。 

	 一方、近年の研究から糖尿病腎症の端緒は

足細胞傷害であることがわかってきた。しか

し、足細胞傷害がいかにしてメサンギウムに

おけるCol4産生を亢進させ、臨床的に最も重

要な糸球体硬化を引き起こすのかというこ

とも不明なままであった。 

２．研究の目的 

	 上記の研究の背景をふまえ、本研究では、

Col4 の新たな直接制御因子 Smad1 およびそ

の調節因子が糖尿病腎症の進展に果たす役

割を検討する。即ち、研究の目的は以下の 2

点である。 

(1) メサンギウム細胞におけるCol4の新規制

御因子 Smad1が、糖尿病腎症進展に及ぼ

す影響を in vivoで検討する。 

(2) 糖尿病において、メサンギウム細胞の

Smad1 を活性化する因子を同定し、治療

標的になるかどうかを in vivoで検討する。 

３．研究の方法 

	 本研究は転写因子 Smad1 とそのシグナル

伝達経路の役割を in vivoで検討するものであ

る。従って、以下の通り、遺伝子改変動物実

験や、動物への薬剤投与実験が主体となる。 

(1) Smad1強発現マウス（Smad1Tg）を作成

し、糖尿病を惹起して腎症進展が促進さ

れるかどうかを検討した。 

(2) Smad1 ノックアウトマウス(Smad1KO)

に糖尿病を惹起して腎症が抑制される

かどうかを検討した。 

(3) 糖尿病マウス糸球体で、Smad1 活性化

（リン酸化）を制御する因子を探索した。 

(4) Smad1 のリン酸化制御因子の阻害抗体

を作成し、糖尿病腎症に投与して腎症進

展が抑制されるかどうかを検討した。 

４．研究成果 

(1) Smad1Tg マウスでは糖尿病腎症が加速

された 

 最初に、Smad1Tg マウスを作成し、その糸

球体を観察した。非糖尿病状態では、Smad1Tg

に大きな変化は見られなかったが、ストレプ

トゾトシンにて糖尿病を惹起した結果、

Smad1Tg は野生型に比して有意なリン酸化

Smad1の増加と、腎病変悪化を認めた。（図 1） 

(2) Smad1KO マウスでは糖尿病腎症が抑制

された。 

	 次に、Smad1KO を用いて同様の検討を行

った。同マウスは胎生致死のためヘテロ KO

マウスを用いた。1)と同様、非糖尿病状態で

は、糸球体に大きな変化は見られなかったが、

糖尿病 Smad1KO マウスでは、メサンギウム

基質増加が抑制された。 

図 1:Smad1強発現マウスの糸球体病変 
糖尿病 Smad1Tg マウス糸球体（右下）では著
しいメサンギウム基質拡大を認めた 

	 	 	  



(3) 糖尿病腎症では、Smad1のリン酸化を促

進する骨形成因子 4(BMP4)とその受容

体 Activin Like Kinase 3(ALK3)の発現が

亢進していた。 

	 (1)(2)の結果から、糖尿病腎症ではSmad1の

発現だけでなく、Smad1のリン酸化が重要で

あることが示唆されたため、上記マウスにお

いて、Smad1のリン酸化促進因子を探索した。 

	 Smad1は、主に骨形成因子(BMP)によりリ

ン酸化され、腎では、特にBMP2, 4, 7の発現

が多いこともわかっている (Jason, Eら , 

Differentiation, 2008)。そこで、各BMPの糸球

体発現を検討した結果、BMP4が糖尿病惹起

後に著増し、その局在は足細胞にあることが

わかった(図3上)。同様に、BMP4と親和性の

強い受容体ALK(Activin like kinase)の発現も

検討した結果、ALK3が糖尿病で増加し、そ

の局在はメサンギウム中心であることも確

認された(図3下)。 

 

(4) BMP4 中和抗体により糖尿病腎症の進

展が抑制された。 

	 (3)の結果をふまえ、BMP4中和抗体を作成

した。まず、作成した抗体が BMP4 による

Smad1のリン酸化を特異的に阻害することを、

メサンギウム細胞を用いて証明した。(図 4) 

 
	 次に、糖尿病マウスに対して、この抗体を、

2週毎に 10mg/kg、計 12週間で皮下注し、糸

球体病変を検討した結果、BMP4 中和抗体を

投与した糖尿病マウスの糸球体病変は有意

に抑制された。(図 5) 

	 以上より、Smad1は in vivoでも糖尿病腎症

の進展に重要な役割を果たすこと、Smad1の

制御因子としては BMP4 が重要であること、

また、BMP4/Smad1 の抑制は糖尿病腎症の新

たな治療戦略になることが示唆された。概念

図を図 6に示す。 

 

 

 

図4: BMP4中和抗体の作成 
作成した抗体は、BMP4によるSmad1のリン酸化
を完全に阻害するが、他の因子によるリン酸化は
阻害しない。(C:対照, αB: BMP4 中和抗体 ) 

 

図 3：Smad1上流シグナル BMP4/ALK3の発現	  
上図：糖尿病性糸球体における BMP4 の発現を示
す。局在は足細胞主体（矢頭）であることがわかる 
下図：BMP4の受容体 ALK3の発現（緑色）を示す。
局在（赤と緑の共染色部分）はメサンギウム細胞主
体であることがわかる。Desmin（赤）や PDGFRβ
（赤）はメサンギウム細胞のマーカーである。 

	  

 

図 5: BMP4中和抗体投与による糸球体の変化  
糖尿病を惹起したマウスに BMP4 中和抗体投与
すると、野生型でも（上段右）、Smad1 強発現マ
ウスでも（下段右）糸球体病変の改善が見られた 
   
	 	 	 	 	 	 	 非糖尿病	 	 	 	 	 	 	 糖尿病	 	 	 	 	 糖尿病	 
	 	 	 	 	 	 中和抗体投与	 
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