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研究成果の概要（和文）：今回の研究の結果は、糖尿病患者血中で形成されたコレステロール含有糖化凝集アル
ブミン(ACAA)が腎糸球体に沈着し、メサンギウム細胞に取り込まれ、Lysosomeで分解される。また、ミトコンド
リアが活性化して細胞内が酸性化し、種々のサイトカインの発現が上昇する。その結果、微小環境において炎症
が惹起されて糖尿病性腎症が発症・進展するという仮説を支持するものであった。また、ACAAや細胞外液のH+に
よるMCsの酸性化を防御する機構を明らかにした。さらに、ACAAによりMCsのミトコンドリアに障害が生じてアポ
トーシスが惹起される可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated the validity of our hypothesis regarding the 
development of diabetic nephropathy, which was as follows: AGE-cholesterol-aggregated albumin (ACAA)
 is formed in the blood flow of diabetic patients, and taken up in glomerular mesangial cells to 
achieve the breakdown of ACAA in lysosome. Simultaneously, mitochondria of mesangial cells are 
activated, and mesangial cells are acidified followed by an increase in pro-inflammatory cytokine 
expression. The cytokines induce inflammation in the glomeruli repeatedly, resulting in diabetic 
nephropathy.  We also clarified the mechanisms for protecting mesangial cells from acidification due
 to ACAA or an acidic environment.  Additionally, our results suggested that ACAA causes damage in 
mesangial mitochondria followed by apoptosis. 

研究分野： 腎薬理学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症は、血液透析導入原因疾患の

うち最も患者数が多い疾患である。糖尿病性
腎症が発症した場合、その治療法はなく多く
の患者で血液透析が導入される。透析療法に
至った糖尿病患者のQOLや生命予後は不良で
ある。透析患者数は 2012 年度で約 30 万人を
超え、毎年１万人ずつ増加して医療費増加の
一因となっている。それゆえ、糖尿病性腎症
の発症・進展機構を解明することは医療費の
点からも喫緊の課題である。糖尿病性腎症を
持つ患者において血中の LDL (低比重リポ蛋
白 ) は 、 AGEs (advanced glycation 
end-products 最終糖化産物) 化や酸化によ
り変性をうけて免疫原性を獲得し、変性 LDL 
に対する抗体が産生される。糖尿病患者の血
液から単離した免疫複合体中に糖化 LDL や
酸化 LDL が含まれることが示されている。
また、変性 LDL や免疫グロブリンは、糖尿
病性腎症の糸球体硬化症病変部位に局在し
ている。しかし、このような分子が、腎症の
発症・進展とどのように関係するか明確にさ
れていない。申請者は、糖尿病性腎症の発
症・進展について以下に示す実験結果から次
のような作業仮説を立てた。すなわち、糖尿
病患者では、糖化タンパク質や抗変性 LDL 抗
体あるいは感染症により形成された糖化凝
集タンパク質が高コレステロール血症によ
り分解されにくいものになり、糸球体に長期
沈着する。その結果、糸球体(メサンギウム
細胞)の酸性化や炎症が起きる。この過程が
反復されることで腎症が徐々に形成される。 
これまでに申請者は（１）ストレプトゾト

シン誘発(STZ)糖尿病マウスや 2 型糖尿病マ
ウス (KK-Ayおよび db/db マウス)に凝集ウシ
血清アルブミン（a-BSA）を静脈投与すると、
a-BSA が糸球体に沈着して糸球体病変の発
症・進展が促進した (Nagamatsu et al.2005, 
Hirasawa et al. 2008) 。（２）in vitro の
実験において a-BSA は BSA と比較して短時間
で advanced glycation end-products (AGEs)
を産生した。腎糸球体への a-BSA の沈着量は
血糖値に依存した (Hirasawa et al. 2008) 。
（３）2 型糖尿病マウスの実験結果から、糖
化a-BSAの性質がコレステロールにより変化
したと考えた。in vitro 実験において a-BSA 
をコレステロール存在下で糖化したところ
多くの AGEs が生成した。さらに、正常マウ
スにコレステロール存在下で糖化した a-BSA 
(AGE-cholesterol-a-BSA) を静脈投与する
と、AGE-cholesterol-a-BSA は腎糸球体に大
量に沈着した。培養マウスメサンギウム
細胞に取り込まれたAGE-cholesterol- a-BSA

は AGE-a-BSAより長時間メサンギウム細胞に
存在した (Hirasawa 2011) 。（４）コレステ
ロール存在下で生成した糖化凝集タンパク
質が、糖尿病性腎症の発症・進展に関与する
可能性を検討した。AGE-cholesterol-a-BSA
を静脈投与すると、アルブミン尿が出現し、
病理組織学的な腎糸球体障害が起きた。マウ
ス メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を
AGE-cholesterol-a-BSA で 処 置 す る と 、
AGE-a-BSA と比較して、メサンギウム細胞の
増加が促進し、成長因子および細胞外基質の
mRNA 発 現 が 増 加 し た 。
AGE-cholesterol-a-BSA により生じたメサン
ギウム細胞の増殖は、TGF-β receptor 1 
kinase inhibitor で阻害された。これらの結
果から、AGE-cholesterol-a-BSA はメサンギ
ウム細胞で AGE 受容体を介して、成長因子や
細胞外基質の mRNA 発現を増加し、細胞増殖
の促進を引き起こす可能性があることがわ
かった (Hirasawa et al. 2011) 。（5）培養
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 へ の
AGE-cholesterol-a-BSA の取り込みが、siRNA
や阻害剤を使った実験から、AGE 受容体‐
IGF-1-LOX-1 の経路により取り込まれること
を 見 出 し た 。 (6)Alexa ラ ベ ル AGE- 
cholesterol-a-BSA 用いて LysoTracker によ
り、AGE- lysosome に取り込まれることを明
らかにした。各種の lysosomal enzyme 阻害
剤 を 使 っ た 実 験 か ら 、
AGE-cholesterol-a-BSAが、Cystein protease 
(カテプシンL,カテプシンB)で分解されるこ
と を 見 出 し た 。 こ の 実 験 に お い て 、
AGE-cholesterol-a-BSA の分解過程において
メサンギウム細胞が酸性化する可能性が示
唆された。(7)糖尿病性腎症で重篤な感染症
に罹患した場合、血液透析導入までの期間が
短くなることを見出した。このことは、糖尿
病患者が感染症に罹患することで、免疫複合
体が形成され、その時に高コレステロール血
症となっていた場合に難分解性の凝集タン
パクを形成して、糖尿病性腎症の進展が促進
される可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究は、高コレステロール血症を伴う糖尿
病患者において形成された糖化凝集タンパ
ク質の腎糸球体への沈着とそれに続く糖尿
病性腎症の発症機序を解明することを目指
している。①糖とコレステロールの存在下で
調製した糖化凝集タンパク質を取りこむこ
とにより、メサンギウム細胞が酸性化を引き
起こし、炎症性サイトカインの産生増加や、
ネクローシスを生じて周囲の糸球体細胞に
障害を及ぼし、その後の修復の結果として線
維化するという仮説を実証する。②糖尿病患
者の血液や尿から糖化コレステロール凝集



タンパク質を単離して、その成分の探索や糸
球体メサンジャル細胞障害性を実証する。こ
の研究により、糖尿病性腎症治療薬のための
新規評価系や、糖尿病性腎症の発症・進展を
抑制する方法論を確立し、透析導入患者数を
減少ことが目的である。 
 
３．研究の方法 
①正常及び糖尿病マウスで AGE-cho-凝集マ
ウスアルブミン（ACM）の腎障害惹起性を調
べる。 
②メサンギウム細胞にACMを負荷した後の細
胞質の酸性化や活性酸素の経時的変化を調
べる。 
③メサンギウム細胞でACM負荷後に酸性化し
た細胞の割合を共焦点顕微鏡で調べる。 
④メサンギウム細胞で、ACM 負荷や酸性化に
より炎症性サイトカイン産生が増加するか
調べる。 
⑤正常及び糖尿病マウスから AGE-cho-凝集
タンパク質を抽出する。 
⑥腎症の患者血液・尿の酸性度を調べ、凝集
タンパク質を抽出する。 
⑦メサンギウム細胞で糖尿病性腎症患者か
ら得た凝集タンパク質に腎障害性があるか
を調べる。 
 
４．研究成果 
１．マウス血清からアルブミンを抽出して
AGE-cholesterol-aggregated mouse 
albumin (ACM)を調製し、正常マウスに週 1
回または 2 回 i.v.すると、3 週間後にアルブミ
ン 尿 が 出 現 し た 。 し か し 、
AGE-cholesterol-aggregated bovine 
albumin の正常マウスにへの頻回 i.v.投与で
認められたアナフィラキシー様反応は認め
られなかった。このことはコレステロール含
有 AGE 化凝集アルブミンに糸球体障害性が
あることを示唆している。 
２．培養メサンギウム細胞（MCs）に
AGE-cholesterol-aggregated human 
albumin (ACH)を取り込ませると、前炎症性
サイトカイン（IL-1, IL-6, MCP-1）mRNA
の発現が時間及び ACH 濃度に依存して増加
した。また、ACH を取り込んだ MCs の培養
上清中の IL-1タンパク質の濃度が増加した。
このことは、ACAA が沈着した糸球体メサン
ギウム領域で炎症が惹起されうることを示
唆している。 
３．メサンギウム細胞に ACH を取り込込ま
せると、細胞内 pH(pHi)は、3 時間後をボト
ムとして軽度ではあるが有意に低下し
（pHi7.45→pHi7.31）、48 時間後までにもと
のレベルまで回復した。酸性溶液(pH5.5)を
内包するリポソームを MCs に取り込ませる
と pHi は低下し(pHi7.4→pHi7.1)、IL-1 

mRNA の発現量は 3 倍増加した。K+イオノ
フォアであるニジリシンで処理した MCs を
pH5.5 酸性溶液に暴露すると、IL-1 mRNA
の発現量は 3 倍増加した。また、ニジリシン
で処理せずに MCs を pH5.5 酸性溶液に暴露
しても、IL-1 mRNA の発現量は 1.5 倍増加
した。pH5.5 酸性溶液中で MCs を培養（30
分間）すると、直ちに pHi は低下（pHi7.4
→pH6.8）した。MCs を pH5.5 酸性溶液に 2
分間暴露後 4 時間で IL-1, IL-6, TGF-, 
MCP-1mRNAの発現は2倍に増加した。MCs
において IL-6 mRNA の発現量は細胞外液の
pH の低下に依存して増加した。このことは
酸性溶液あるいは H+がチャネルをとして細
胞内に流入することを示唆している。MCs
を EIPA(Na+/H+ exchanger inhibiter)で処置
して、ACH を取り込ませると 1 時間後に pHi
は著明に低下(pHi7.2→pHi6.7)した。このこ
とは、ACH を取り込んだ MCs では Na+/H+ 
exchanger が活性化して細胞内酸性化を防ぐ
ように作用していることを示唆している。
pH5.5酸性溶液暴露で増加する IL-1mR
の発現は、NFκ-B 阻害薬（BAY11-7085）
の前処置により濃度依存的に抑制された。 
４．MCs にアクアポリン(AQP)1 と AQP3 
mRNA が発現していて、AQP1 のタンパクの
発現をタンパク質レベルで確認した。MCs
において AQP1、AQP3 mRNA をそれぞれの
siRNA で処置して pH5.5 酸性溶液に暴露す
ると、pH5.5 酸性溶液による pHi の低下及び
IL-1, IL-6, MCP-1, TGF-の mRNA の増加
が抑制された。このことは、MCs において
AQP1、AQP3 を介して外部の H（酸性溶液）
が細胞内に流入してサイトカイン mRNA の
発現が増加することを示唆している。一方、
Na+/H+ exchanger 阻害剤である EIPA で
MCsを処理するとACHによるpHiの低下は
増強された。しかし、H+/K+ATPase や
Vacuolar H+ATPase は ACH による MCs の
pHi の低下には関係していなかった。MCs
をEIPAで前処置してPH5.5酸性溶液に暴露
すると pHi は対照 MCs より高値であった。
また、MCs の OGR1 pH 感受性受容体
(Na+/H+ exchanger activating receptor)を
siRNA で阻害すると、IL-1mRNA の発現が
低下した。このことは、OGR1 が H+で活性
化すると Na+/H+ exchanger が活性化されて
細胞内の pHi の低下を抑制するという報告
と一致している。すなわち、ACH や細胞外
液の H+による MCs の pHi の低下を Na+/H+ 
exchanger が防御するように関与しているこ
とを示唆している。 
５．MCs を pH5.5 酸性緩衝液に 60 分間暴露
すると、暴露 15 分後でアクチンフィラメン
トの脱重合が生じ、60 分後は focal adhesion
を先端とした星状形態となった。MCs を



pH5.5 酸性緩衝液に 5 分間暴露した後に、
pH7.5 の中性緩衝液入れ換え培養すると、60
分後でアクチンフィラメントの軽度の脱重
合と細胞質の広がりが減少した。MCs のミト
コンドリアの電子伝達系の ATP 合成酵素を
オリゴマイシンで阻害した後に、ACH を取
り込ませると、ACH 単独群と比較して、pHi
の低下は増強された。このことは ACH によ
る pHi の低下にミトコンドリアが関係して
いることを示唆している。しかし、アクチン
フィラメントの脱重合や細胞質の縮小程度
は、処置 24 時間後において ACH 単独処置
MCs の方がオリゴマイシン前処置後に ACH
を取り込ませた MCs よりも強かった。この
ことはACHによるMCsの形態の変化は単に
pHi に依存するだけではないことを示唆して
いる。アポトーシス惹起物質であるスタウロ
スポリン(250 nM)で MCs を処置すると、1
時間後でアクチンフィラメントに異常が生
じ、4 時間後で MCs の pHi が低下した。ま
た、スタウロスポリンにより MCs において
TUNEL 陽性細胞率は、18 時間後から増加し、
カスパーゼ 3/7 陽性細胞率も 12 時間後から
増加した。一方、ACH により 18 時間後以降
TUNEL 陽性細胞率は上昇した。ACH によ
るカスパーゼ 3/7 陽性細胞率は 12 時間後か
ら上昇し、36 時間後で約 10%の MCs が陽性
であった。このことは、MCs が ACH 処置に
よる pHi の低下から回復する時期にアポト
ーシスが生じることを示唆している。 
６．正常及び糖尿病マウスからアルブミン分
画を抽出して質量分析計で検討した結果、糖
尿病マウスのアルブミン分画でリシン残基
が糖化されていた。糖尿病マウスのアルブミ
ン分画は、MCs にアポトーシスを引き起こす
こと、酸性化することを予備実験で確認した。
しかし、糖尿病患者サンプルを用いた検討に
着手することはできなかった。今後の課題で
ある。 
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