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研究成果の概要（和文）：申請者らは糖尿病合併症発症機序として「高血糖によるミトコンドリア由来活性酸素
過剰産生(mtROS)」説を提唱している。この仮説をさらに発展させた本研究において、1)高グルコース培養血管
内皮細胞、または糖尿病マウス腎糸球体において、細胞内低酸素が生じることを新規に確認した。2)細胞内低酸
素誘導の機序として、mtROSおよび水チャネルであるaquaporin-1 (AQP1)が関与していることを確認した。3)
AQP1の過剰発現により、高グルコース培養で認められた代謝異常が改善することを確認した。以上より、mtROS
と細胞内低酸素が相互に作用しながら糖尿病合併症発症が進行するものと考えた。

研究成果の概要（英文）：We previously proposed that hyperglycemia-induced mitochondrial ROS (mtROS) 
generation is a key event in the development of diabetic complications. Interestingly, some common 
aspects exist between hyperglycemia and hypoxia-induced phenomena. Thus, hyperglycemia may induce 
cellular hypoxia, and this phenomenon may also be involved in the pathogenesis of diabetic 
complications. In endothelial cells (ECs), cellular hypoxia increased after incubation with high 
glucose (HG). A similar phenomenon was observed in glomeruli of diabetic mice. HG-induced cellular 
hypoxia was suppressed by manganese superoxide dismutase (MnSOD) overexpression. Overexpression of 
MnSOD also increased the expression of aquaporin-1 (AQP1), a water and oxygen channel. AQP1 
overexpression suppressed hyperglycemia-induced cellular hypoxia, endothelin-1 and fibronectin 
overproduction, and apoptosis. Thus, hyperglycemia-induced cellular hypoxia and mtROS generation may
 promote hyperglycemic damage in a coordinated manner.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病治療の目的は、糖尿病患者が健常人

と変わらない良質な人生を送れるようサポ
ートすることであり、そのためには患者の予
後に大きな影響を与える糖尿病合併症の発
症および進展阻止が重要である。 
糖尿病合併症に対する治療戦略を構築す

るためには合併症発症機構の解明し、機序に
基づく治療法を開発することが必要である。 
申請者らはこれまでに糖尿病合併症の発

症機序として「高血糖によるミトコンドリア
由来活性酸素(mtROS)過剰産生」(Nature, 
404: 787, 2000)を世界に先駆けて提唱し、そ
の後も関連する多くの研究を行ってきた。 
一方で、高血糖はエンドセリン-1 発現増加、

ファイブロネクチン発現増加、アポトーシス
誘導なども引き起こし、合併症発症に関与す
ることが報告されている。ところで、これら
の異常現象は細胞内低酸素によっても誘導
される。しかし、糖尿病が細胞内低酸素を誘
導する可能性についてはまだ検討されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究を踏まえ、今回の研究では、
高血糖により細胞内低酸素状態が発現して
いないかをまず検討した。またその発現メカ
ニズムとして高血糖によるmtROS過剰産生の
関与について、検討を加えた。さらに細胞内
低酸素状態を改善させることが、糖尿病合併
症の抑制に役立つのか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞および試薬など 
 培養細胞はウシ大動脈血管内皮細胞を東洋
紡 (大阪)より購入し、2-6継代の細胞を実験
に使用した。培養液はDulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM, 和光, 大阪) に10% 
ウシ血清と antibiotic-antimycotic mixed 
stock solution (ナカライテスク, 京都)を加
えて用いた。 
Bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadia

zol-2-yl)ethyl sulfide (BPTES)、ロテノン、
アンチマイシンはシグマアルドリッチ (東
京)から購入した。 
 manganese superoxide dismutase (MnSOD)
アデノウイルスは M. Brownlee 教授(Albert 
Einstein College of Medicine, Bronx, NY)
から供与いただいた。human aquaporin-1 
(AQP1) アデノウイルスは Applied 
Biological Materials (Richmond, BC, 
Canada)から購入した。 
 
(2) 細胞内低酸素の検出 
 低酸素プローブPimonidazole 
hydrochloride (Hypoxyprobe, Inc., 
Burlington, MA, USA)を培養細胞に添加した。
その後、Fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-labeled mouse monoclonal 
hypoxyprobe-1 antibody (Hypoxyprobe, 

Inc.)とAlexa Fluor 488 conjugated 
goat-anti-mouse immunoglobulin antibody 
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA)を用い
た蛍光染色で検出した。 
また別の低酸素プローブLOX-1 (サイヴァ

クス株式会社, 神奈川)を用いたリン光染色
法でも検討した。 
 
(3) mtROSおよび酸化ストレスの測定 
 細胞培養実験においては、還元型
MitoTracker Red probe (CM-H2XRos) 
(Molecular Probes)を用いた蛍光顕微鏡観察
でmtROSの測定を行った。また動物実験におい
ては8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) 
mouse monoclonal antibody 15A3 clone 
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 
CA, USA)を用いた免疫組織染色で酸化ストレ
スを評価した。 
 
(4) aquaporin-1 (AQP1)発現量の検討 
 Anti-AQP1 rabbit polyclonal antibody 
H-55 clone (Santa Cruz Biotechnology Inc.)
を用いたウエスタンブロット法でAQP1発現量
の検討を行った。 
 
(5) エンドセリン-1測定 
 エンドセリン-1 mRNAに対する特異的プラ
イマーを作成し、定量的RT-PCRを用いて、エ
ンドセリン-1 mRNA発現量の検討を行った。ま
たエンドセリン-1 ELISA kit (Enzo Life 
Sciences, Farmingdale, NY, USA)を用いて、
エンドセリン-1蛋白発現量の検討も行った。 
  
(6) ファイブロネクチン測定 
 ファイブロネクチンmRNAに対する特異的プ
ライマーを作成し、定量的RT-PCRを用いて、
ファイブロネクチンmRNA発現量の検討を行っ
た。 
 
(7) アポトーシス検出 
 Apoptosis In Situ Detection Kit (和光)
を用いたterminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated deoxyuridine 
triphosphate nick-end labeling (TUNEL)法
で、アポトーシス検出を行った。 
 
(8) 糖尿病マウス作成 
 血管内非特異的 MnSOD 発現トランスジェ
ニックマウス (eMnSOD-Tg) および 野生マウ
ス(C57BL/6)にストレプトゾトシン(和光)を
腹腔内投与し、糖尿病マウスを作成した。 
 
４．研究成果 
(1) 高グルコース培養血管内皮細胞および
糖尿病マウス腎臓における細胞内低酸素の
観察 
5.5 mM グルコース培養＋1%酸素及び 25 mM

グルコース＋21%酸素培養において、5.5 mM
グルコース＋21%酸素培養培養に比し、低酸
素プローブ Pimonidazole HCl 蛍光染色で染



色増強が確認された。また低酸素プローブ
LOX-1 を用いたリン光染色法による検討も行
い、同様の結果を得た。さらに、糖尿病マウ
ス腎臓において、Pimonidazole HCl の免疫染
色を行ったところ、コントロール野生マウス
腎臓に比し、Pimonidazole HCl 免疫染色増強
が確認された。 
即ち、高グルコース培養および糖尿病によ

る細胞内低酸素状態発現誘導の可能性が示
唆された。 
 

(2) ミトコンドリア呼吸鎖阻害および mtROS
阻害による高グルコース誘導性細胞内低酸
素状態への影響の検討 
ミトコンドリア呼吸鎖阻害薬であるロテ

ノンまたはアンチマイシン Aの投与、または
mtROS除去酵素であるMnSOD過剰発現は25 mM
グルコース培養で認められた Pimonidazole 
HCl 蛍光染色での染色増強を減弱することが
確認された。次に、野生マウスおよび
eMnSOD-Tg マウスを用いた検討を行った。野
生マウスに糖尿病を導入すると、腎臓で酸化
ストレス増加を示唆する 8-OHdG の染色増強
を認めた。一方で、eMnSOD-Tg マウスでは糖
尿病を導入しても、腎臓で 8-OHdG の染色増
強は認めなかった。さらに細胞内低酸素も検
討すると、糖尿病野生マウス腎臓で、コント
ロール野生マウス腎臓に比し、Pimonidazole 
HCl 免疫染色増強を認めたが、糖尿病
eMnSOD-Tg マウス腎臓では Pimonidazole HCl
免疫染色増強を認めなかった。 
即ち、高グルコース培養または糖尿病によ

る細胞内低酸素状態発現誘導の機序として、
高グルコースによりミトコンドリア呼吸鎖
での酸素消費が亢進することによる2次的低
酸素誘導の可能性と高グルコースによる
mtROS 過剰産生が何らかの機序で細胞内低産
を誘導する可能性が示唆された。 
 
(3) AQP1 発現の検討 
25 mM グルコース培養において、5 mM グル

コース培養に比し、AQP1 発現増加を認め、
MnSOD 過剰発現した 25 mM グルコース培養に
おいては、さらなるAQP1発現増加を認めた。
過酸化水素の添加は AQP1 発現を抑制した。
次に、野生マウスおよび eMnSOD-Tg マウスを
用いた検討を行った。糖尿病野生マウス腎臓
において、コントロール野生マウス腎臓に比
し、AQP1 発現増加を認めた。MnSOD 過剰発現
した 25 mM グルコース培養においては、さら
なる AQP1 発現増加を認めた。そして糖尿病
eMnSOD-Tgマウス腎臓ではさらなるAQP1発現
増加を認めた。 
即ち、高グルコース培養は AQP1 発現を増

加させるが、高グルコース培養による mtROS
過剰産生は AQP1 発現を抑制し、そのために
低酸素が増強する可能性が示唆された。 
 
(4) AQP1 過剰発現の病態への影響の検討 
25 mM グルコース培養において認められた

Pimonidazole HCl 蛍光染色増強は AQP1 過剰
発現により、抑制された。 
25 mM グルコース培養において、5 mM グル

コース培養に比し、エンドセリン-1 発現増加、
ファイブロネクチン発現増加、アポトーシス
誘導を認めたが、これらの異常は AQP1 過剰
発現により抑制された。 
3 時間の 25 mM グルコース培養において認

められた mtROS 産生増加に対して、AQP1 過剰
発現は影響を与えなかった。一方で、24時間
または 96 時間の 25 mM グルコース培養にお
いて認められた mtROS 産生増加に対して、
AQP1 過剰発現は部分的抑制した。 
即ち、AQP1 発現誘導により、高グルコース

培養による細胞内低酸素は改善し、糖尿病で
認められる種々の代謝異常も改善する可能
性が示唆された。 
 
以上の研究より、mtROS と細胞内低酸素が

相互に作用しながら糖尿病合併症発症が進
行するものと考えた。高グルコース培養およ
び糖尿病による細胞内低酸素の制御により、
糖尿病性合併症に対する新規治療法および
新規治療薬開発につながる可能性があると
考えた。 
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