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研究成果の概要（和文）：糸球体上皮細胞におけるインスリンシグナル伝達系と糖尿病腎症との関連を検討する
ため、糸球体上皮細胞特異的ノックアウト(KO)マウスを作製し、腎機能への影響を解析した。KOマウスは生後3
週齢よりアルブミン尿を呈し、腎機能不全により10週齢までに死亡した。KOマウス腎臓では糸球体上皮細胞の腫
大、および足突起消失が認められ、週齢の経過とともに糸球体硬化病変やPAS陽性尿円柱を有する尿細管が観察
された。本研究において、糸球体上皮細胞におけるインスリンシグナル伝達系の障害は高度蛋白尿を誘発し、糸
球体上皮細胞の機能制御において重要な働きを担うことが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of insulin signaling pathway in 
podocytes on the development of diabetic nephropathy. The podocyte-specific knock-out mice were 
generated using the Cre-mediated recombination controlled by the podocin promoter. Knock-out mice 
was developed proteinuria around 3 week-old age, and died due to end stage renal failure by 10 weeks
 after birth. Histologically, features characteristic of focal segmental glomerular sclerosis, 
including podocyte foot process effacement, mesangial sclerosis, and casts, were observed in the 
kidney of knock-out mice. Podocytes isolated from knockout-mice also exhibited the lowered 
autophagic activity as indicated by an increased abundance of p62 and a decreased abundance of 
LC3B-II. These findings suggest that dysregulation of insulin signaling pathway in podocytes may be 
involved in the pathogenesis of podocyte injury, leading to proteinuric kidney disease.
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１．研究開始当初の背景 

日本人の糖尿病患者数は増加の一途をた
どっており、約 2050 万人にも上ると試算さ
れる糖尿病有病者の減少は急務の課題であ
ることはもちろん、医療経済学においても深
刻な問題となりつつある。申請者は平成 2 年
から東京大学附属病院の門脇孝助手（当時）
の指導の下でインスリン作用伝達機構につ
いての研究を行った。インスリン受容体の膜
直下領域に体系的に部位特異的変異を導入
した変異受容体発現細胞や遺伝子改変マウ
スの詳細な解析により、insulin receptor 
substrate (IRS)、および phosphoinositide 
3-kinase (PI3K)の協力関係がインスリンシ
グナル伝達に重要であることを明らかにし
た (Nat Genet 21:230-235,1999; J Clin 
Invest 105:1437-1445,2000; Diabetes 
50:1455-1463,2001; Diabetologia 
44:992-1004, 2001)。平成 13 年に国立国際
医療センター研究所に着任後は、培養細胞や
臨床検体を用いた糖尿病関連タンパク質の
プロテオーム解析に取り組んでいる。2 型糖
尿病モデルマウス血清を用いた標識ショッ
トガンプロテオーム解析では 2型糖尿病の発
症早期より関連するタンパク質の同定に成
功した (J Proteomics 84:40-51,2013)。ま
た、透析導入された患者の原疾患第一位とし
て対策が求められている糖尿病腎症につい
ては、早期腎症患者尿蛋白を用いた 2次元電
気泳動、ならびに非標識定量ショットガンプ
ロテオーム解析を行い早期腎症と関連する
複数のタンパク質マーカーの同定に成功し
た(特願 2013-173382(2013/08/23 出願)。 

なお、糖尿病腎症の発症・進展では一般に
尿中アルブミン量の増加が認められるが、こ
れは糸球体ろ過バリア機能を有する糸球体
上皮細胞の障害や消失が主な原因であると
考えられている。2010 年に Welsh らは、
podocyte におけるインスリン受容体の欠損
が高血糖を伴わずに急速なアルブミン尿、な
らびに腎糸球体硬化病変形成を引き起こす
ことを遺伝子改変マウスにより証明した
(Cell Metabolism 12:329-340,2010)。イン
スリン抵抗性は 2型糖尿病のみならず 1型糖
尿病患者の腎症進展においても重要な原因
の一つであると考えられており(Kidney Int 
62:963-970,2002)、インスリン抵抗性の改善
は腎症の効果的な治療戦略となる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 

糖尿病腎症の発症・進展におけるインスリ
ンシグナル伝達分子の関与を検討するため、
糸球体上皮細胞特異的なインスリンシグナ
ル伝達分子欠損マウスを作製し、代謝表現型
解析や糖尿病腎症の進展の程度を病理学的
に評価する。併せて糸球体上皮細胞障害や消
失を引き起こす分子基盤を in vivo, in vitro
にて解析する。 
 

３．研究の方法 
糸球体上皮細胞特異的ノックアウトマウ

ス(KO)の作製は、podocin-Cre トランスジェ
ニックマウスと flox マウスとの交配による
Cre-loxP システムを用いて作製した。KO の
代謝表現型や腎組織病理像は対照 Creマウス、
ならびに floxマウスと比較し解析した。 
 
４．研究成果 
KOマウスは生後 3週齢頃よりアルブミン尿

を呈し 10週齢までに全例死亡した(n=75、図
1)。KO マウスの血糖値は対照マウスと同程度
であったものの、7週齢では血清アルブミン、
総タンパク値の有意な低下、および尿素窒素、
クレアチニン、K 値の有意な上昇が認められ
たことから、KOマウスの死因は末期腎不全に
よるものと考えられた。KOの腎組織病理学的
解析では 4週齢から既に分節性の糸球体硬化
病変が観察され、週齢の経過とともに全糸球
体硬化病変や、PAS 陽性尿円柱を有する尿細
管が多数観察された(図 2)。電子顕微鏡によ
る観察でも 4 週齢 KO マウスにて糸球体上皮
細胞の腫大、ならびに足突起消失が認められ
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図２．KO、および対照マウスの腎組織像 
(A) 6 週齢対照 flox、(B) 6 週齢 KO、 
(C) 8 週齢対照 flox、(B) 8 週齢 KO 



た。なお、KO マウスの糸球体基底膜厚は対照
群と同程度だった。 
 さらに KO マウスからの単離培養糸球体上
皮細胞を用いて DNAマイクロアレイ解析を行
った。KOマウスにて発現上昇した遺伝子群を
対 象 と す る パ ス ウ ェ イ 解 析 に よ り
glutathione-mediated detoxification 、
oxidative stress などが抽出され、糸球体上
皮細胞における酸化ストレス亢進が推察さ
れた。さらに KO マウス糸球体上皮細胞では
オートファジー誘導に関連する FIP200、
Atg101 遺伝子の発現低下とともに LC3-Ⅱ量
の低下と細胞内 p62蓄積量の増加が認められ、
糸球体上皮細胞におけるオートファジー障
害が示唆された。 

以上から、糸球体上皮細胞におけるインス
リンシグナル伝達系の障害は高度蛋白尿を
誘発し、糸球体上皮細胞の機能制御において
重要な働きを担うことが示された。 
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