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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、糖尿病性腎症の発症・進展過程で起こる炎症の全体像を明らかにして、創
薬のシーズを得るとともに、炎症を標的とした腎症の新しい治療薬を開発することである。1型および2型糖尿病モデル
マウスの糸球体からRNAを抽出し、糖尿病マウスに共通して発現が増加する複数のmicroRNAを同定した。この中で発現
レベルの高いmicroRNAの発現の機能解析を行った結果、当該microRNAは糖尿病発症早期から持続的に発現が増加してお
り、糸球体内皮細胞とメサンギウム細胞において、eNOSとSIRT-1の発現の減少、TGF-βの発現亢進を惹起することが明
らかとなり、腎症の有望な治療標的であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Chronic low grade inflammation, “microinflammation”, is one of the major 
mechanisms in the pathogenesis of diabetic nephropathy. The aim of this study is to clarify the role of 
microinflammation in the pathogenesis of diabetic nephropathy and find the novel therapeutic target for 
diabetic nephropathy. We investigated the change of expression of micro RNA in the glomeruli of the two 
types of mouse model using streptozotocin-induced type 1 diabetes and db/db mice. We performed Micro RNA 
array using RNA from diabetic mice and found several micro RNAs which up-regulated in the glomeruli of 
both diabetic mouse models. Moreover, these microRNA upregulated in the glomeruli for long period from 
the early phase of diabetes. One of these microRNA induced up-regulation of TGF-beta and down-regulaton 
of eNOS and SIRT-1 after transfection in glomerular endothelial cells and mesangial cells. These results 
suggest that micro RNA might be one of the new therapeutic target for diabetic nephropathy.

研究分野：糖尿病学、腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症は、わが国における末期腎不

全の最大の原因疾患であり、糖尿病性腎症の

成因を解明して新しい治療手段を開発するこ

とは喫緊の課題である。我々は以下に述べる

一連の研究によって、糖尿病性腎症の成因に

炎症が関与していることを明らかにしてきた。

我々はさらに、炎症が動脈硬化および内臓肥

満に伴うインスリン抵抗性（メタボリック症

候群）に共通の進展メカニズムの一つである

ことを明らかにした。これらの疾患に共通し

て見られる「炎症」は、関節リウマチなどの

炎症性疾患に見られる炎症とは異なる「血管

を主座とする軽微な慢性炎症」であることか

ら、この病態をmicroinflammationと呼んでい

る。 

（1）研究経過  

1）糖尿病性腎症患者の腎生検組織において、

ICAM-1やセレクチンなどの接着分子の発現亢

進と著明なマクロファージの浸潤が見られる

（Hirata K. Diabetologia 41,1998）。 

2）糖尿病発症後きわめて早期に糸球体内に

ICAM-1の発現がおこり、マクロファージの浸

潤を誘導している（Sugimoto H.Diabetes 

46,1997）。5/6腎摘出モデルにおいても、糸

球体内にICAM-1の発現が亢進してマクロファ

ージの浸潤を誘導する（Miyatake M et 

al.Nephron 79, 1998）。ICAM-1 KOマウスで

は、糖尿病発症6ヶ月後のアルブミン尿、腎肥

大、糸球体肥大、メサンギウム基質の増加が

抑制され、さらに糸球体内のTGF-βとIV型コ

ラーゲンの発現が抑制される（Okada S. 

Diabetes 52, 2003）。 

3）DNAマイクロアレイを用いて、糖尿病発症

後のICAM-1 KOマウスとwild type マウスの腎

組織における遺伝子発現プロファイルを比較

することにより、マクロファージの細胞表面

に発現するMacrophage scavenger 

receptor-A(SR-A)や、osteopontin、

cholecystokinin, RANTES, IP-10, Platelet 

factor-4，selectinなどの分子が、腎症の成

因に関与していることが示唆され、SR-A KO

マウスに糖尿病を誘発すると、腎障害の進展

が抑制された。In vitroの実験結果より、SR-A

はマクロファージと細胞外基質への接着を誘

導する接着分子として機能していることが明

らかとなった（Usui HK.Diabetes 56,2007）。 

4）糖尿病ラットにHMG-CoA還元酵素阻害薬（ス

タチン）（Usui H. Nephrol. Dial. Transplant. 

2004）、Methotrexate (Yozai K.J.Am.Soc. 

Nephrol.2005)、Erythromycin(Tone A. 

diabetologia,2005)、チアゾリジン誘導体

（Ohga S .Am J Physiol.292,2007）、glucagon 

like peptide-1（GLP-1）受容体アゴニスト

（Kodera R.Diabetologia 54,2011）などの薬

剤を投与することにより、腎臓における炎症

と腎障害の進展が抑制される。 

5）糖尿病性腎症患者の血液・尿中にIL-18濃

度が増加し、IL-18濃度は頸動脈IMT,PWVおよ

びアルブミン尿と正相関を示す（Nakamura 

A.28,Diabetes Care,）。 

6) 肥満マウス（高脂肪食負荷、db/dbマウス）

の内臓脂肪にp-selectin glycoprotein 

ligand-1(PSGL-1)の発現が増加し、PSGL-1ノ

ックアウトマウスと野生型マウスに高脂肪食

負荷を行うと、PSGL-1KOマウスでは、内臓脂

肪の炎症とインスリン抵抗性および糖尿病発

症が抑制された(Sato C.Diabetes 60, 2011)。 

（2）本研究の位置づけ 

上記のように、我々はこれまで、糖尿病発

症後早期に腎組織にICAM-1が発現してマクロ

ファージの浸潤を誘導することを明らかにし

た。その後、糖尿病状態の腎組織において

MCP-1をはじめとするケモカインの発現が亢

進することなど、我々の結果を支持するいく

つかの報告がなされた。そこで、ICAM-1 KO

マウスと野生型マウスに糖尿病を発症させた

結果、ICAM-1 KOマウスでは糖尿病発症後の腎



組織の炎症と腎障害が抑制された。この結果

は、後にAtkinsらのグループにより、ICAM-1 

KOマウスとdb/dbマウスの交配実験により追

認された（J.Am Soc Nephrol. 2005）。次に

我々は、ICAM-1 KOマウスと野生型マウスに糖

尿病を誘発して、DNAマイクロアレイを用いて

腎臓における遺伝子発現プロファイルを比較

した結果、osteopontin、RANTES、IP-10、

selectinなどのケモカイン・サイトカイン・

接着分子やcholecystokinin(CCK)などの発現

が野生型マウスの腎臓で増加し、ICAM-1 KO

マウスでは増加しないことが明らかとなった。

osteopontinは、糖尿病性腎症の進展にかかわ

る分子であることが過去に報告されているが、

これらの炎症関連分子が腎症の治療ターゲッ

トとなることが期待される。また、我々は、

最近糖尿病治療に応用されているインクレチ

ンの一つである（GLP-1）が、抗炎症作用と腎

保護作用を示すことを示した。さらに、糖尿

病性腎症の病態に関与することが示唆される

micro RNAを同定した。国内外に同様の研究は

少ないが、それぞれの分子に関する最近の研

究状況を以下に述べる。 

Micro RNA: microRNAは、標的のmRNAに結合

してRNAの分解または蛋白質の翻訳抑制を誘

導する低分子RNAである。近年の研究から、

microRNAは疾病発症、ウイルス感染、細胞の

分化発生増殖など様々な生体機能の制御に関

係していることが明らかにされ、新たな治療

標的として注目されているが、糖尿病性腎症

の成因におけるmicroRNAの関与については殆

ど明らかにされていない。我々は糖尿病マウ

スの糸球体からmicro RNAを抽出してmicro 

RNAアレイによる予備的解析を行った結果、糖

尿病マウスの糸球体において特異的に発現が

変化するmicro RNAを同定した。これらの

microRNAは、腎症の病態に関与している可能

性が示唆されることから、新たな治療標的と

して期待される。 

Cholecystoknin(CCK): CCKは消化管ホルモ

ンや神経伝達物質としての機能がよく知られ

ているが、我々はCCKが腎臓でも産生されるこ

とを発見した。さらに、CCKの２種類のレセプ

ター(CCK-A receptor（CCK-AR）およびCCK-B 

receptor (CCK-BR))も腎臓に発現しているこ

とが確認された。腎臓に対する作用は未知で

あるが、興味深いことに、自然発症２型糖尿

病モデルであり、早期より腎障害が進行する

OLETFラットには、CCK-ARの遺伝子異常が存在

する。我々はこれまでに、5/6腎摘出モデルを

用いて、CCK-ARとBRのdouble knockout mouse

では腎障害が高度に進行すること、さらにCCK 

peptideがマクロファージに対して抗炎症作

用を示すことを見出している。 

PSGL-1: PSGL-1は細胞接着分子である

P-selectinのリガンドとして同定され、その

後全てのselectin分子に共通のリガンドであ

ることが確認された。我々は、腎組織へのマ

クロファージの浸潤にselectinが関与するこ

とを報告している。PSGL-1はマクロファージ

の細胞表面と血管内皮細胞の両者に発現し、

マクロファージの浸潤に関与することから、

PSGL-1を阻害することにより、組織へのマク

ロファージの浸潤を抑制できる可能性がある。

我々は、PSGL-1が内臓肥満によって起こる内

臓脂肪組織の炎症に関与する分子であること

を明らかにしており、この分子がメタボリッ

ク症候群と糖尿病性腎症の共通した治療標的

となる可能性がある。 

GLP-1: GLP-1は消化管のL細胞から分泌さ

れ膵β細胞からのインスリンの放出祖促進す

るホルモンであり、糖尿病治療薬として応用

されている。GLP-1受容体は全身の臓器に発現

しており、我々は単球/マクロファージと腎臓

にGLP-1受容体が発現することを明らかにす

るとともに、GLP-1受容体アゴニストが糖尿病



ラットに対して抗炎症作用を介した腎保護効

果を示すことを明らかにした。GLP-1の抗炎症

作用のメカニズムをさらに解析することによ

り、GLP-1受容体アゴニストを腎症治療に応用

できることが期待できる。 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、糖尿病性腎症の発症・進

展過程で起こる炎症(microinflammation)の

過程の全体像を明らかにして、創薬のシーズ

を得るとともに、これに基づいて

microinflammationを標的とした腎症の新し

い治療薬を開発することである。 

 
３．研究の方法 
（1）糖尿病性腎症の成因に関与するmicroRNA

の同定 

動物モデルとしてstreptozotocin誘発糖尿

病マウスとdb/dbマウスを用いる。 

1） BL6マウスにstreptozotocin（STZ）を静 

脈内投与後、4週，12週,24週後に腎臓から糸

球体を分離採取して、RNAを抽出する。対照に

は、クエン酸緩衝液を投与したBL6マウスを用

いる。 

2） db/dbマウスとdb/mマウスを飼育し、生後 

4週，12週，24週後に腎臓から糸球体を分離採

取してmicro RNAを抽出する。 

3） Micro RNAアレイ:Micro RNAアレイを用い 

て、糖尿病マウスの糸球体に特異的に増加ま

たは低下するmicroRNAを検索するとともに、

microRNAデータベースにアクセスして、糸球

体における様々な炎症関連遺伝子の発現変化

との関連を解析する。 

4）MicroRNAアレイで検出したmicroRNAについ

て、サンプル数を増やしてPCRにて結果の確認

を行う。 

5）糸球体内皮細胞とメサンギウム細胞に

microRNA mimicをtransfectionし、細胞の形

態変化、ケモカイン、サイトカインの発現、

eNOSやSIRT-1の遺伝子および蛋白発現の変化

を解析する。 

（2）糖尿病性腎症の成因に関与する炎症関連

分子の同定と治療効果の解析 

PSGL-1阻害（抗PSGL-1抗体およびフコイダ

ン）による糖尿病性腎症に対する効果を検討

する。 

1）動物モデルとしてdb/dbマウスを用いる 

2）抗PSGL-1抗体と、PSGL-1阻害活性を持つ硫

酸化多糖であるフコイダンを投与する。24週

間観察し、炎症関連分子の発現変化とアルブ

ミン尿、腎組織の変化を解析する。 

 
４．研究成果 

（1）糖尿病性腎症の成因に関与するmicroRNA

の同定と治療への応用 

STZ誘導糖尿病マウスおよびdb/dbマウスで

は、糖尿病発症3ヵ月後より正常マウスに比べ

有意にHbA1c、尿中アルブミン排泄量および腎

重量比が増加していた。両マウスの腎糸球体

におけるmicoRNAの発現をMicro RNAアレイで

網羅的に解析したところ、両マウスの糸球体

に共通して発現が増加する5種類のmicro RNA

を見出し、そのうちの一つがmiR-34aであった。

定量PCRによる解析から、miR-34aの発現量は、

糖尿病発症1ヶ月後のマウス糸球体では糖尿

病群と正常群との間で大きな変化が認められ

なかったが、糖尿病発症3ヵ月後から糖尿病群

で有意な発現増加が認められ、それは糖尿病

発症6ヵ月後も持続していた。 

miR-34a mimic を導入した糸球体内皮細胞

およびメサンギウム細胞は、細胞が大型化す

る細胞肥大が誘導され、またMCP-1の発現が増

強していた。糸球体内皮細胞ではさらにeNOS

の発現低下が認められ、メサンギウム細胞で

はコラーゲン産生の増強が観察された。 

以上の結果から、miR-34aは内皮細胞の機能

低下やメサンギウム細胞におけるコラーゲン

産生亢進に加え、細胞の肥大化およびケモカ



イン産生増加に伴う炎症を誘導することで糖

尿病性腎症の糸球体病変の形成に関与し、病

態の進展に深く関連していることが示唆され

た。糖尿病性腎症の発症メカニズムの一つで

ある炎症にmiR-34aが関わっていることは、過

去に報告のない新しい発見である。 

（2）糖尿病性腎症の成因に関与する炎症関連

分子の同定と治療効果の解析 

db/dbマウスに抗PSGL-1抗体を投与すると、

初期に耐糖能異常とインスリン抵抗性の改善

が見られたが、その後は、抗体投与群と対照

群の間にHbA1c値と尿所見の差は認めなかっ

た。 

db/dbマウスにフコイダンを投与すること

により、体重の減少と血糖値の低下が認めら

れた。体重の減少により、フコイダンの長期

投与が出来なかったが、腎障害の軽減が示唆

された。 
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