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研究成果の概要（和文）：培養ポドサイトにおいて低グルコース(LG)下におけるpAktはインスリンにより4.5±
0.7倍に増加し、高グルコース(HG)により抑制された。pIRS1はインスリンにより2倍程度増加するが、HGにより
抑制された。アデノウイルスベクターを用い。IRS1をポドサイトに過剰発現するとアポトーシスが57％減少し
た。IRS1をsiRNAによりノックダウンするとアポトーシスが2.4±0.4倍増加した。DPP-4i添加により、pAktの発
現が131±28%増大した。これらの結果からIRS1の賦活化あるいはDPP-4iによるインスリンシグナル増強がポドサ
イトアポトーシスを抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Immunoblot analyses showed insulin (10nM) increased the levels of 
phosphorylation of Akt (pAkt) which had anti-apoptotic effects by 4.5±0.7-fold. In contrast, high 
glucose (HG; 20mM) levels decreased the expression by 7.8%. Insulin increased tyrosine 
phosphorylation of insulin substrate (IRS)1 by 2-fold in low glucose (LG; 5.6mM), while HG decreased
 the expression by 10%. Infection with IRS1 using adenoviral vector (Ad-IRS1) decreased HG-induced 
podocyte apoptosis by 57%. To assess the role of IRS1 in mediating the podocyte apoptosis, IRS1 
expression was reduced with siIRS1. Knockdown of IRS1 in podocytes increased apoptosis by 2.4±0.
4-fold. Lastly, DPP-4 inhibitor increased the levels of pAkt by 131±28%. These results suggest that
 increases in insulin signaling activity in podocytes using Ad-IRS1 or DPP-4i could inhibit 
HG-induced podocyte apoptosis.

研究分野： 糖尿病性腎症

キーワード： インスリンシグナル　ポドサイトアポトーシス　IRS1
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病(CKD)患者が急速に増加してい

るが中でも糖尿病性腎症の患者数が著しく
増加している。糖尿病性腎症の確かな診断、
治療法開発が急務である。申請者は、糖尿病
状態が引き起こす腎糸球体内インスリンシ
グナル異常が糖尿病性腎症進展・増悪に重要
であることを示している。しかしながら、糖
尿病性腎症の病理学的特徴であるポドサイ
トアポトーシスとインスリンシグナルの関
係は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
糖尿病状態が引き起こす腎糸球体内イン

スリンシグナル異常が糖尿病性腎症進展・増
悪に重要であることを示している。しかしな
がら、糖尿病性腎症の病理学的特徴であるポ
ドサイトアポトーシスとインスリンシグナ
ルの関係は不明な点が多い。本研究では今ま
で明らかにされてこなかった糖尿病性腎症
におけるインスリン受容体基質(IRS)1 を中
心としたポドサイト内インスリンシグナル
とアポトーシスの関係を明らかにする。この
ことで責任分子の同定と病態形成における
シグナル伝達機構を解明し、新たな糖尿病性
腎症治療法を開発するものである。インスリ
ンシグナルとアポトーシスに注目した本研
究は腎症にとどまらず、網膜ペリサイトのア
ポトーシスに特徴づけられる糖尿病性網膜
症への応用も期待され、あまねく糖尿病合併
症に対する新規治療法が生み出される可能
性がある。 
 
３．研究の方法 
ポドサイト特異的 IRS1 ノックアウトマウス
の作成 

Cre-loxP システムを用い、ポドサイト特異
的 IRS1 ノックアウトマウス(podIRS1KO)を
作製する。得られたマウスの腎機能(アルブミ
ン尿、糸球体濾過量)、腎組織(PASM 染色、IV
型コラーゲン染色、電子顕微鏡による組織評
価)を検討する。さらに、ポドサイトアポトー
シスの程度を調べるため WT-1 染色陽性細胞
のカウントと cleaved caspase3 の染色、定量化
を行う。ビーズ還流、マグネット法によりマ
ウス糸球体を回収する方法を確立している
が、この方法により回収した糸球体を用いて
western blotting によるチロシンリン酸化 IRS1、
リン酸化 Akt、リン酸化ネフリンといったシ
グナルを確認する。さらに、cleaved caspase3
の発現も確認することでポドサイトアポト
ーシスの程度を検討する。さらに、ex vivo ア
ッセイは前述の方法で回収した糸球体をイ
ンスリンで刺激することで生じるシグナル
変化を western blotting により確認する。laser 
capture micro dissection を用い bolus インスリ
ン投与後 WT マウスポドサイトから RNA を
取出し、quantitative PCR を用いてインスリン
シグナルにより誘導される抗アポトーシス
分子を探索する。siRNA を用いて培養ポドサ
イトにおける IRS1 をノックダウンすること
によるポドサイトアポトーシスの変化を検
討する。さらに、すでに確立しているアデノ
ウイルスベクターを用いた IRS1 過剰発現系
(Ad-IRS1)を in vivo にも応用する。つまり、
podIRS1KO に Ad-IRS1 を投与することでポ

ドサイトアポトーシスの軽減、腎機能の回復
がもたらされるかどうかを検討する。この際、
アデノベクターを経静脈的に投与するとそ
の多くが肝臓に取り込まれるため、腎動静脈
選択的に投与、還流することで糸球体内への
取り込み効率を上昇させる予定である。 
プロテインチロシンフォスファターゼ阻害
剤による抗アポトーシス効果の確認 
高血糖状態で賦活化するプロテインチロ

シンフォスファターゼ、 Src homology-2 
domain-containing phosphatase-1 (SHP-1)によ
るポドサイトアポトーシス誘導メカニズム
をすでに明らかにしている。近年、SHP-1 特
異 的 阻 害 剤 で あ る tyrosine phosphatase 
inhibitor-1 (TPI-1)による抗腫瘍効果が示され
た(J Immunol 2010)。ストレプトゾトシン誘導
糖尿病マウスに TPI-1 を投与し、ポドサイト
におけるアポトーシスが減少するかどうか
を確認する。さらに糖尿病状態で阻害された
ポドサイト内チロシンリン酸化 IRS1 が回復
し、抗アポトーシス作用を示すことを示す。
TPI-1 による細肪毒性は低いことが知られて
おり、生体投与時の安全性が高い。プロテイ
ンチロシンフォスファターゼ阻害をターゲ
ットにした糖尿病性腎症の新規治療法確立
が期待される。 
ポドサイト特異的 IRS2 ノックアウトマウス
による IRS1 と IRS2 の比較検討 
 IRS1 と IRS2 は高い相動性を示す。申請者
は糖尿病性腎症における糸球体内 IRS1 発現
は IRS2 より著明に低下することを示してい
る。ポドサイト特異的 IRS2 ノックアウトマ
ウスを作製、腎機能と腎組織をポドサイト特
異的 IRS1 ノックアウトマウスのそれらと比
較検討することでポドサイトにおける IRS1
と IRS2 の働きの違いを解明する。 
 
４．研究成果 
培養ポドサイトにおけるインスリンシグ

ナルを検討した。抗アポトーシス効果を有す
るリン酸化 Akt の発現変化を western blotting
により確認した。低グルコース(5.6mM)にお
けるリン酸化 Akt の発現はインスリン(10nM)
により 4.5±0.7 倍に増加した。一方、高グル
コース(20mM)におけるリン酸化 Akt は低グ
ルコース時に比べ、7.8%減少した（図 1）。 
インスリン受容体基質(IRS)1 のチロシンリ

ン酸化はインスリンにより 2 倍程度増加する
が、高グルコースにおいては 10％程度抑制さ
れていた。一方、インスリンレセプターのチ
ロシンリン酸化はインスリンにより 19±6 倍
増加し、高グルコースにより 61%減少した
（図 2）。 
我々は既にプロテインフォスファターゼ

の一種であるSHP-1が高血糖状態において賦
活化されることで血管内皮細胞増殖因子
(VEGF)レセプターのリン酸化が抑制される
ことによるポドサイトアポトーシスのメカ
ニズムを示しているが、実際、本研究におい
ても SHP-1 は高グルコースにより 1.2±0.6 倍
増加していた（図 3）。 
次に、IRS1 を過剰発現することによりポド

サイト内インスリンシグナルを増強するこ
とを試みた。アデノウイルスベクターを用い、
IRS1 をポドサイトに過剰発現すると高血糖
により誘導されるポドサイトポトーシスが



57％減少した。一方、IRS1 を siRNA により
ノックダウンすると低グルコース状態では
通常認められない、ポドサイトアポトーシス
が 2.4±0.4 倍増加した(図 4)。 
経 口 糖 尿 病 治 療 薬 で あ る Dipeptidyl 

Peptide(DPP)-4 阻害剤によるポドサイトアポ
トーシスへの影響について検討を行った。低
グルコースにおけるリン酸化 Akt の発現は
DPP-4阻害剤(50nM)添加により 131±28%増大
した。 
今回の研究では IRS1 の賦活化、あるいは

DPP-4 阻害薬によるインスリンシグナル増強
により高血糖状態によるポドサイトアポト
ーシスが抑制されることが明らかになった。
これまでに糖尿病状態、インスリン抵抗性状
態がもたらす糸球体内皮細胞内インスリン
シグナル阻害による腎症悪化は糸球体内皮
細胞特異的に IRS1 を過剰発現することで回
復し、腎保護作用がもたらされることを明ら
かにしているが、ポドサイトにおいても IRS1
を中心としたインスリンシグナルが糖尿病
状態において阻害されることが腎症悪化メ
カニズムの一つであることが明らかになっ
た。IRS1 の過剰発現あるいは DPP-4 阻害剤
によるポドサイト内インスリンシグナル回
復が糖尿病性腎症の新規治療法になる可能
性がある。 
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