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研究成果の概要（和文）：通常食(STD)と高脂肪食(HFD)のC57BL6Jマウスを作製した。STD群に比べHFD群で体重・血糖
値が有意に増加し、HFD群にPLZ(フロリジン)投与群では血糖値が投与前に比べ有意に低下した。SBF-SEMで近位尿細管
セグメント１の３次元超微形態解析を行った。STD群では尿細管細胞に巨大なMitと頂上部にLyが認められたが、HFD群
では小型のMitとオートファゴソーム(At)が認められた。HFD群にPLZを投与すると巨大Atは減少し分枝状Mitと小型～中
型のLyがみられた。ヒト尿細管培養細胞の高濃度D-glucose400mg/dlで分断化したMitにPLZを投与して再構成が確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The C57BL6J mice were divided two groups fed with standard (STD) and high fat 
diet (HFD). The mouse body weights and blood glucose levels of HFD group were significantly higher than 
STD group’s at 20 weeks of age. And after administration of phlorizine (adPLZ) of HFD group, the blood 
glucose levels were significantly decreased than before. The proximal tubule segment1 were 3 demential 
analyzed with serial block face-scanning electron microscope (SBF-SEM). In STD group, the numerous 
lysosome (Ly) apical on the huge size of mitochondria(Mit) were confirmed in the epithelium of the 
proximal tubule segment 1. The giant autophagosome (At) and, small fragmented Mit were in HFD group. 
After adPLZ of HFD group, the giant At were decreased, but small and medium size of Ly were increased, 
and secondly the branched Mit were found. On high glucose culture condition (D-glucose 400mg/dl) the 
fragmented Mit were re-branched after adPLZ of human primary culture of proximal tubular epithelial 
cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
 近位尿細管におけるミトコンドリアの機
能維持の破綻は、細胞内 Na+貯留を招き、腎
機能障害の増悪に関与すると考えられる。 
 
 腎機能障害を招く高血糖では、近位尿細管
のグルコースの再吸収は Na+-Glucose 共輸
送体(SGLT)を介して行われる。SGLTの選択
的阻害剤 (フロリジン )は、SGLT による
Na+-Glucose の近位尿細管での再吸収をお
さえ、尿中への排泄を促進する事により、血
糖値が低下する事は良く知られていた。 
 
 しかし、腎疾患における尿細管細胞のミト
コンドリアの形態、分布、および輸送の変化
はよくわかっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 Na+/glucose 共輸送体阻害剤などによる近
尿細管細胞内 Na+の上昇の抑制や、ミトコン
ドリアの形態や分布に対する積極的な改変
が、慢性腎機能障害や虚血・再還流にみられ
る近位尿細管障害において尿細管細胞機能
の改善に有用であることが予測されていた。 
 
 そこで、糖尿病性腎障害における近位尿細
管細胞の Na+貯留、そして同時に引き起こさ
れるミトコンドリアの形態や分布の変化と
その役割を明らかにするために、マウスによ
る動物とヒトの尿細管培養細胞の両者で実
験を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 動物実験 
 
 2 型糖尿病マウスモデルの腎組織を用い
て SBF-SEM による解析を行い、腎近位尿細
管上皮細胞内の複雑なオルガネラ動態と超
微形態学的変化を検討した。 
 
 4 週齢雄マウスに 20 週齢まで通常食も
しくは高脂肪食を与え、体重と血糖値を測
定した。一部のマウスでは、固定 1日前よ
り Na+・グルコース共輸送体(SGLT)阻害剤
の一種であるフロリジン、もしくは
DMSO(コントロール)を投与した。灌流固定
後、OTO 法とウラン・鉛のブロック染色を
行い、樹脂包埋した。 
 
 SBF-SEM により近位曲尿細管の連続断面
画像を取得し、形態学的特徴やオルガネラ
の体積を解析した。 
 
 また、これらの実験群の腎臓組織のパラ
フィンブロックを作製し、免疫染色で
SGLT2 の発現を確認した。 

 
(2)培養細胞実験 
 
 ヒト尿細管培養細胞に無血清培地(RELAR 
medium) を 用 い て 、 D-glucose 濃 度 
100mg/dl と 400mg/dl で４日間培養した。 
次に、培養３日目の段階でフロリジン（PLZ 
0.1〜0.5mM）とコントロール DMSO(0.5%培養
液)を加えて、SGLT を阻害した条件を設定
し、同様に合計４日間培養した。 
 
 3%パラフォルムアルデヒド(0.1M PB)で
固定し、ミトコンドリアのマーカー(Tom20
と VDAC)およびオートファジーマーカー
(LC3)で免疫染色後、蛍光顕微鏡で２次元も
しくは３次元的に観察した。 
 
 
４．研究成果  
 
(1) 動物実験 
 
 通常食(STD)と高脂肪食(HFD)の C57BL6Jマ
ウスを作製した。STD 群に比べ HFD 群で体重・
血糖値が有意に増加し、HFD 群に PLZ(フロリ
ジン)投与群では血糖値が投与前に比べ有意
に低下した。糖尿病性近位尿細管障害を示す、
尿中 L-FABP も STD 群に比べて HFD 群では有
意に増加していた。 
 
 SBF-SEM で近位尿細管セグメント１の３次
元超微形態解析を行った。STD 群では尿細管
細胞に巨大なミトコンドリアと頂上部にラ
イソゾームが認められたが、HFD 群では小型
のミトコンドライとオートファゴソームが
認められた。HFD 群に PLZ を投与すると巨大
オートファゴソームは減少し分枝状ミトコ
ンドリアと小型～中型のライソゾームがみ
られた。 

 



 
 各実験群の近位尿細管上皮細胞では、
Segemnt1 と２の前半部の頂上部刷子縁に
SGLT2 が発現している事を確認した。その際
に、近位尿細管の Segment1&2 のマーカー
Carbonic anhydrase IV と比較した。 
 
 
 
(2) 細胞培養実験 
 
 生理的 D-glucose100mg/dlの培養条件下で
は、ミトコンドリアの分枝立体構造が認めら
れた。一方、高濃度 D-glucose400mg/dl の培
養条件では、ミトコンドリアは分断化し、オ
ートファジーが多く認められた。 
 
 培養３日目の段階で D-glucose 濃度 
400mg/dl にフロリジンを加えた培養条件
では、DMSO をコントロールにした培養条件
に比べて、フロリジンの SGLT 阻害の影響に
より、ミトコンドリアが再度伸張して、分
枝立体構造を再形成していた。 
 
 
結論 
 
 近位尿細管上皮細胞において、高血糖状態
がミトコンドリア動態とオートファジーの
異常を惹起するととともに、SGLT 阻害剤であ
るフロリジンが尿細管上皮細胞内のミトコ
ンドリアに対して保護的に作用する事が示
された。 
 
 すなわち、糖尿病性尿細管障害に対して、
SGLT 阻害剤を投与する事により、尿細管のミ
トコンドリアの機能が改善されるフロリジ
ンの薬理作用の一端がしめされた。 
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