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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症進展にはNADPHオキシダーゼ活性化が関与しているが、その細胞膜Noxアイソフ
ォームの病態的意義は不明である。そこでNox1、Nox4遺伝子改変マウスの糖尿病モデルを用いて検討した。欠損(KO)/
野生型に糖尿病/対照群を作成、～20週で解析した。Nox1KO、Nox4KOともアルブミン尿増加は軽減されたが、糸球体硬
化はNox1KOで抑制傾向であった。Nox2、フィブロネクチン、α-SMAのmRNA発現上昇もNox1KOのみ抑制された。糸球体ニ
トロチロシン蓄積はNox1KOで完全に抑制されたが、Nox4KOでは抑制不十分であった。糖尿病性腎症進展にはNox1活性化
の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Activated NADPH oxidase is associated with progression of diabetic nephropathy, 
but the pathological significance of Nox isoforms, cell membrane components of NADPH oxidase, remains to 
be elucidated. Here, we investigated ameliorative effects of genetic manipulation of Nox1 and Nox4, on 
diabetic mice kidneys, to clarify the role of Nox isoforms in diabetic nephropathy. Diabetic/control 
knockout (KO)/wild-type mice were used for the examination at ～20 weeks after induction of diabetes. 
Diabetes-induced albuminuria was attenuated in both Nox1KO and Nox4KO mice, while the glomerular 
sclerosis was mitigated in only Nox1KO kidneys. Increased mRNA expressions of Nox2, fibronectin, and 
alpha-SMA in diabetic kidneys were suppressed in only Nox1KO mice. Accumulation of nitrotyrosine in 
glomeruli of diabetic kidneys was completely suppressed in Nox1KO mice, although it was reduced 
insufficiently in Nox4KO mice. Collectively, activated Nox1 may contribute to progression of diabetic 
nephropathy.

研究分野： 腎臓学
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１． 研究開始当初の背景 

糖尿病性腎症の発症・進展に酸化スト

レスが重要な役割を果たしており、活性

酸素種(ROS)産生源として NADPH オキシ

ダーゼが主要な役割を果たしている。 

NADPH オキシダーゼ活性化には細胞膜

上に存在するコンポーネントの活性化

が不可欠であるが、食細胞では p22phox, 

gp91phox(Nox2)の存在が確認されている。

腎組織では、Nox アイソフォームとして、

Nox2 以外に Nox1, Nox4 の発現が確認さ

れている。 

これらのアイソフォームは組織局在、

発現制御、病態形成への関与が異なって

おり、腎症発症・進展に関与する標的 Nox

アイソフォ－ムを特定する必要がある。 

Nox4 は腎組織で高発現しており、スト

レプトゾトシン(STZ)誘発糖尿病腎組織

において、p22phox, Nox2 とともに発現上

昇することが報告されている。  

さらに特定Noxの発現抑制が糖尿病性

腎症の進展阻止に有効である可能性が

示唆されている。アンチセンスオリゴヌ

クレオチド投与による Nox4 発現阻害が

STZ 糖尿病ラットにおける腎・糸球体肥

大を抑制したことが報告されている。ま

た、2型糖尿病マウスを用いてNox1/Nox4

阻害薬 GKT-136901 は腎障害の進展を抑

制し得ること、培養近位尿細管細胞にお

いて、同薬剤は、NADPH オキシダーゼ活

性化とROS産生を抑制することも報告さ

れている。 

以上のように Nox4 の活性・発現抑制

は腎症の進展阻止に有効である可能性

が示唆されているが、確実ではなく、ま

た腎症の病態形成における他のNoxアイ

ソフォームの役割についての検討も不

十分である。糖尿病における主要な ROS

産生源としてのNox各アイソフォームの

発現動態・制御機構を解明し、治療標的

を同定し、糖尿病性腎症の発症・進展阻

止戦略を立案に資したい。 

 

２． 研究の目的 

糖尿病性腎症の各病態（基質増加、ア

ルブミン尿出現等）における Nox 各アイ

ソフォームの役割を特定し、特異的阻害

薬開発等の新規治療法開発に資するこ

とを本研究の主目的とする。具体的には、

Nox1、Nox2、Nox4 各々の遺伝子改変動物

を用いて、糖尿病性腎症の発症・進展に

おける各々の役割を解明し、新規治療法

開発につなげたい。 

 

３． 研究の方法 

Nox1, Nox2, Nox4 欠損型(KO)および

野生型(WT)マウス各々にSTZを腹腔内投

与し 1 型糖尿病を誘発(偽投与を対照群

に設定)。糖尿病発症確認後、10 週目と

20 週目で、生理学・生化学検査、アルブ

ミン尿、腎組織障害度、RT-PCR 法による

各種病態関連遺伝子の mRNA 発現、免疫

染色による各種病態関連蛋白の発現を

検討する。共同研究施設(Baker IDI 

Heart and Diabetes Institute)よりデ

ータ、腎組織の提供を受け、解析を進め

ていく。 

また、Cre-loxP システムによる内皮特

異的(Tie2-Cre)Nox2 KO マウスを用いて、

KO/WT 各々に STZ 誘導糖尿病モデルを作

成、上記同様の項目にて比較検討する。

さらに、糖尿病性腎症におけるアルブミ

ン尿出現メカニズムを解明するため、

two-photon laser 顕微鏡を用いた in 

vivo live-imaging 法により、内皮特異

的 Nox2 KO/WT 各マウスの STZ 誘導糖尿

病モデルにおけるアルブミンの糸球体

濾過状態を非糖尿病モデルと対比させ

ることにより検討する。 

 



４． 研究成果 

Nox1KO, Nox4KO ともに 20 週糖尿病に

よるアルブミン尿増加は軽減されてい

たが、糸球体硬化については Nox1KO で

のみ抑制傾向がみられた。Nox2KO につい

ては、アルブミン尿、糸球体硬化ともに

改善はみられなかった。したがって、以

降の解析はNox1KOおよびNox4KOにおい

て実施された。 

10 週糖尿病による Nox2, フィブロネ

クチン, α-平滑筋アクチンのmRNA発現

上昇は、いずれも Nox1KO では抑制され

ていたが、Nox4KO では抑制されなかった。

また、次の遺伝子群についても mRNA 発

現を解析した：Nox1(Nox4KO のみ), 

Nox4(Nox1KO のみ), p47phox, TGF-β, 

CTGF, Ⅳ型コラーゲン, MCP-1。しかし、

いずれにおいても、10 週糖尿病による発

現上昇は、Nox1KO, Nox4KO ともに抑制さ

れなかった。 

20 週糖尿病による糸球体ニトロチロ

シン蓄積は、Nox1KO で完全に抑制されて

いたが、Nox4KO では十分に抑制されなか

った。糸球体Ⅳ型コラーゲン蛋白につい

ても検討を行ったが、20 週糖尿病による

発現上昇は、Nox1KO, Nox4KO ともに十分

に抑制されなかった。 

これらの結果をまとめると、糖尿病性

腎症進展にはNox4よりもNox1活性化の

関与が示唆された。しかし、Nox1 の発現

抑制のみでは、糖尿病性腎症の進展を抑

止するには不十分とも考えられる。既報

では、特異的 Nox1/Nox4 阻害薬が糖尿病

性腎症の進行を抑制したことが示され

ていることから、Nox1 のみならず Nox4

も同時に抑制することが、糖尿病性腎症

の進展阻止に有効なのかもしれない。さ

らに、NADPH オキシダーゼ以外の ROS 産

生源が糖尿病性腎症の進展に関わって

いる可能性も考慮すべきである。 

なお、内皮特異的 (Tie2-Cre)Nox2 

KO/WT マウスの作成については、平成 26

年度末までにモデル作成にまでは至っ

ておらず、現在も継続中である。モデル

作成後は STZ 糖尿病を誘発し、データお

よ び 腎 組 織 解 析 と 、 in vivo 

live-imaging 法による糸球体血行動態

およびアルブミン糸球体濾過を検討す

る予定である。 
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