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研究成果の概要（和文）：本研究において、我々は終末糖化産物（AGEs）によるトランスグルタミナーゼ2（TG2）発現
増加メカニズムについて、検討を行った。我々は、ヒト尿細管細胞において、AGEsがNF-κbの活性化を介してTG2発現
を増加させることを明らかにした。この増加は、AGEs受容体阻害薬によって抑制された。以上の結果から、AGEsは、AG
Es受容体に結合し、NF-κbの活性化を介してTG2を増加させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the mechanism of increasing the expression 
of transglutaminase 2 (TG2) induced by advanced glycation endproducts (AGEs). In human renal tubular 
cells, we elucidated that AGEs increased the expression of TG2 via activation of NF-κb. This increasing 
was inhibited by inhibitor of receptor for AGEs (RAGE). These results suggested that AGEs binds to RAGE 
and increases the expression of TG2 via activation of NF-κb.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 終末糖化産物　トランスグルタミナーゼ2
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１．研究開始当初の背景 
トランスグルタミナーゼ 2（TG2）は、生体

内に広範に存在する酵素であり、蛋白質間の
グルタミン残基とリジン残基との間にイソ
ペプチド結合を形成させ、架橋化反応を触媒
する。この反応によって、コラーゲンを含む
基質タンパクが安定化する他、死細胞内容物
の架橋化流出阻害に貢献する。しかしながら、
疾患における機能面での寄与については、不
明な点が多かった。近年、腎領域において TG2
の機能的役割の解明が進んできている。特に、
糖尿病性腎症における TG2 の関与について、
複数報告されており、1 型糖尿病モデルラッ
ト 1およびヒト腎組織 2にて、TG2 発現増加に
伴い、糸球体もしくは尿細管での細胞外マト
リックスの発現増加が確認されている。また、
尿細管細胞では、高血糖下で TG2 発現が増加
し、細胞外マトリックス産生増加が認められ
る 3。糖尿病患者では、高血糖状態が長期継
続することで、グルコース代謝物や終末糖化
産物（AGEs）生成され、TGF-βや増殖因子の
産生を促し、糖尿病性腎症の発症・進展に関
与する。高濃度グルコース下で TG2 の発現が
増加するという報告はされているが 3、グル
コースの代謝物であり、より強力に酸化スト
レスを惹起する AGEs が TG2 発現に与える影
響は不明であった。AGEs の活性メカニズムへ
の関与も明らかにされていなかった。糖尿病
性腎症において、どのように TG2 の発現変化
および活性化が惹起されるのか、詳細なメカ
ニズムは不明であった。 
 

２．研究の目的 
 ヒトメサンギウム細胞および尿細管細胞
における TG2 発現に、AGEs および ACH が与え
る影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
 ヒトアルブミンを用い、AGEs および AGEs
にコレステロールを結合させたモデルタン
パク（ACH）を作成し、ヒトメサンギウム細
胞および尿細管細胞に対して、刺激実験を行
った。経時的、濃度依存的な反応性を確認す
るため、AGEs、ACH は、それぞれ 1.25, 2.5, 
3.75 mg/mL の濃度にて、24 時間刺激を行っ
た。その後、2.5 mg/mL の濃度にて、0, 6, 12, 
24 時間刺激を行い、リアルタイム RT-PCR 法
を用いて、TG2 の発現変化について解析を行
った。 
タンパクレベルでの発現変化を確認する

ため、免疫組織学的手法を用い、AGEs 刺激後
の TG2 を蛍光染色し、オールインワン顕微鏡
（キーエンス社）を用い、画像を取得した。
取得した画像は、Image express（モレキュ
ラーデバイス社）を用い、画像解析を行った。
すなわち、任意の 20 視野における細胞あた

りの TG2 発現面積および強度を算出し、
Control群とAGEs刺激群間にて比較を行った。   
AGEs による TG2 発現メカニズムに NF-κb

および AGEs 受容体（RAGE）が関与している
か否か検討するため、NF-κb阻害薬（10, 50
μM）および RAGE 阻害薬(10 μg/mL)処置下
にて、AGEs 刺激実験を行い、TG2 発現に与え
る影響を検討した。尚、NF-κb および RAGE
阻害薬の対照群には相当量のDMSOを加えた。 
 統計解析は、SPSS statistics ver. 22 を
用い実施した。独立 2 群間における比較は、
Student-t test を用いた。多群間での比較は
一元配置分散分析を実施した後、Scheffe 
test を行った。データは平均値±標準誤差で
明示し、危険率が 0.05%以下の場合を有意差
有りとした。 
 
４．研究成果 
当初の研究計画では、抗 TG2 薬を作製し、

in vivo における抗糖尿病薬としての有効性
を検討する予定であったが、共同研究者より
有望な薬剤が報告されたことにより、開発を
中断し、AGEs による TG2 発現増加メカニズム
の解明を行った。 
 ヒトメサンギウム細胞では、AGEs、ACH 刺
激によるTG2の発現変化は認められなかった
（データ示さず）。一方、ヒト尿細管細胞で
は、AGEs および ACH 刺激により、TG2 の発現
が増加した（図 1, 2）。上記理由として、TG2
の発現量としては、メサンギウム細胞に比し
て、尿細管細胞で多いこと、AGEs に対する反
応性の違いが挙げられる。糖尿病患者におい
て、尿中アルブミンに暴露される機会は、尿
細管細胞の方が多いため、以降の実験はヒト
尿細管細胞を用いて実施した。また、AGEs と
ACH に対する反応性は同程度であったことか
ら、コレステロールを結合させたことによる
影響は軽微であると考え、以降の実験につい
て、AGEs を用いて実施した。 
先行研究により、AGEs が RAGE へ結合する

ことで、NF-κb関連シグナルが増大し、各種
炎症性サイトカイン等の発現が促されるこ
とが示されている。また、腎臓領域以外では、
NF-κb関連シグナルがTG2発現に関与するこ
とが報告されている。そこで、申請者は、そ
れらのシグナル応答は、TG2 の発現にも関与
していると仮定し、検討を行った。 
尿細管細胞における TG2 発現増加は、NF-

κb 阻害薬存在下にて、抑制された（図 3）。
また、RAGE 阻害薬を用いた検討においても、
TG2 発現抑制傾向を示した（図 4）。 
以上の結果から、AGEs による TG2 発現増加

メカニズムは、AGEs-RAGE 結合反応、NF-κb
が関与していることが示唆された。本メカニ
ズムの解明により、糖尿病性腎症の発症およ
び進展における TG2 の関与が示唆された。 



 
図 1. AGEs および ACH 刺激によるヒト尿細管
細胞における TG2 発現変化 
AGEs（A）および ACH（B）による 24 時間刺激
後の濃度依存的な TG2 発現変化を示す。リア
ルタイム RT-PCR 法を用いて、TG2mRNA 発現に
ついて、解析を行った。AGEs による経時的な
TG2 発現変化（C）も示す。 
* p < 0.05, ** p < 0.01 vs Control（Scheffe 
test）. 

 
図 2. AGEs 刺激によるヒト尿細管細胞におけ
る TG2 発現変化 
AGEs による 24 時間刺激後を行い、タンパク
レベルでの TG2 発現変化を示す。図 A, B に
おいて、青色部分は細胞核、赤色部分は TG2
陽性部位を示す。画像解析により任意の 20
視野における細胞あたりの TG2 発現面積（図
C）および蛍光強度（図 D）を算出した。 
** p < 0.01 vs Control（Student-t test）. 

図 3. NF-κb阻害薬存在下におけるヒト尿細
管細胞における TG2 発現変化 
NF-κb阻害薬（10, 50μM）処置下にて、AGEs
刺激実験を行い、TG2 発現に与える影響を検
討した。尚、NF-κb阻害薬の対照群には相当
量の DMSO を加えた。リアルタイム RT-PCR 法
を用いて、TG2mRNA 発現について解析を行っ
た。** p < 0.01 vs Control（Student-t test） 
 

 
図 4. RAGE 阻害薬存在下におけるヒト尿細管
細胞における TG2 発現変化 
RAGE 阻害薬(10 μg/mL)処置下にて、AGEs 刺
激実験を行い、TG2 発現に与える影響を検討
した。尚、RAGE 阻害薬の対照群には相当量の
DMSO を加えた。リアルタイム RT-PCR 法を用
いて、TG2mRNA 発現について解析を行った。 
* p < 0.05 vs Control（Student-t test） 
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