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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症における近位尿細管エンドサイトーシス受容体メガリンの尿中排泄機序
について検討した。2型糖尿病患者のアルブミン尿の増加に伴って、尿中細胞外小胞の排泄およびそのエクソソ
ーム分画の全長型メガリン（C-メガリン）量が増加していた。培養近位尿細管細胞において、C-メガリンの排出
は糖化終末産物の取り込みによるリソソーム負荷に関連しエクソサイトーシスを介して増加した。メガリンを介
する腎症モデルである高脂肪食負荷マウスにおいても、尿中C-メガリン排泄は細胞外小胞を介して増加してい
た。以上より、尿中C-メガリン排泄はメガリンを介する糖尿病性腎症の発症・進行機序と関連していることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：I studied the mechanism underlying urinary excretion of megalin, a 
multiligand endocytic receptor in the proximal tubules, in diabetic kidney disease (DKD). Urinary 
extracellular vesicle (UEV) excretion and full-length megalin (C-megalin) content in UEVs or in 
their exosomal fraction increased along with the progression of the albuminuric stages in patients 
with type 2 diabetes mellitus (T2DM). C-megalin excretion from cultured immortalized rat proximal 
tubule cells via extracellular vesicles was increased via lysosomal dysfunction in association with 
megalin-mediated cellular uptake of advanced glycation endproducts, which is significantly blocked 
by an exosome-specific inhibitor, GW4869. In a high-fat diet-induced, megalin-mediated DKD model in 
mice, urinary C-megalin excretion also increased via UEVs. Collectively, exocytosis-mediated urinary
 C-megalin excretion is linked with the megalin-mediated mechanism underlying the development and 
progression of DKD in T2DM.

研究分野：医歯学系
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１．研究開始当初の背景 
（１）糖尿病性腎症は慢性腎不全(透析導入)
の原因疾患の第一位を占め、その早期診断や
重症度判定は重要な課題である。現時点では
血清クレアチニン値を基にした推算糸球体
濾過値(eGFR)および随時尿を用いたアルブ
ミン/クレアチニン比(ACR)の測定が最も簡
便な方法とされ、それらに基づいて病期分類
が行われている。しかし、それらが糖尿病性
腎症の病態を把握し、治療の効果を判定する
上で必要にして十分な検査であるとは言え
ず、その発症および進展機序に基づいた新し
いバイオマーカーの開発が求められている。 
（２）メガリンは LDL 受容体ファミリーに属
する巨大分子であり、ヒト腎臓では近位尿細
管細胞(PTEC)の管腔側に高発現するエンド
サイトーシス受容体として、多種の糸球体濾
過蛋白質の再吸収・代謝に関わるとともに、
細胞内シグナル伝達にも関与する。PTEC は糸
球体とともに糖尿病性腎症において早期よ
り障害され、そのことがアルブミン尿出現の
一因となる。新潟大学機能分子医学講座の斎
藤亮彦教授は、世界で初めてメガリンのクロ
ーニングをして以来、この分野の研究を精力
的に行ってきた。私は斎藤教授の指導のもと、
メガリンの発現とエンドサイトーシス機能
が、インスリン-IRS/PI3K シグナルによって
刺激されるとともに、アンジオテンシン
II-ERK1/2 シグナルによって拮抗的に抑制さ
れることを明らかにした。さらに、糖尿病に
おける“metabolic endotoxemia”に関連し
て、エンドトキシン (LPS) 刺激に伴う
TNF-ERK1/2 シグナルによってもメガリンが
抑制されることを報告した。以上より、糖尿
病性腎症において、腎臓内のアンジオテンシ
ン II、インスリン、炎症性サイトカインによ
るシグナルの優位性が、メガリンの発現や機
能を調節している可能性を明らかにした。さ
らに申請者は、メガリンが細胞内アダプター
分子 disabled-2 (Dab2)を介してモーター分
子 myosin heavy chain 9 (MYH9)およびアク
チンと連結することを明らかにした。ゲノム
ワイド関連解析によれば、Dab2 遺伝子(SNPs)
は慢性腎臓病(CKD)の発症と関連するとされ、
MYH9 遺伝子は糖尿病性腎症の進展との関連
が報告されている。さらに最近、同解析から
メガリン遺伝子自体が腎機能低下と関連す
ることが明らかになった。すなわち、PTEC に
おけるメガリンおよびその関連分子の発現
や機能が、糖尿病性腎症を含む CKD の発症・
進展に深く関与していると考えられる。 
そこで我々は、直接尿中メガリン排泄の動態
を計測することにより、PTEC 傷害のより早期
からの特異的な診断の実現化と病態機序の
解明を試みた。その結果、デンカ生研株式会
社との産学共同研究により、ヒト尿中メガリ
ン測定 ELISA 系を世界で初めて開発した(国
内外の特許取得)。現在、PTEC 傷害マーカー
として臨床的に使用されている分子のほと
んどは、メガリンを介して PTEC に再吸収さ

れる低分子量蛋白質であり、これらはメガリ
ンの機能低下によって間接的に尿中に増加
するものである。尿中メガリン測定はそれら
のマーカーが変動する以前からの PTEC の形
質変化をより鋭敏かつ直接的に反映するマ
ーカーとして期待される。 
(３) そして、このヒト尿中メガリン測定
ELISA 系の検討により、尿中メガリン逸脱様
式には細胞外ドメイン切断型と全長型の2つ
のパターンがあることがわかった。それぞれ
をアミノ末端側およびカルボキシル末端側
を認識するモノクローナル抗体による ELISA
で測定することから、A-メガリンおよびＣ−
メガリンと呼称した。さらに糖尿病性腎症に
おいて尿中全長型メガリンは病初期から感
度良く増加するとともに、病期の進行に伴っ
て増加することを明らかにした。また、尿中
全長型メガリンは、エクソサイトーシスに伴
って尿中に逸脱する構造体であるエクソソ
ームに関連して存在する可能性が示唆され
た。近年、尿中エクソソームの解析が腎疾患
の診断と治療に有効である可能性が示唆さ
れているが、糖尿病性腎症における検討やメ
ガリンとの関連についての詳細は不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
糖尿病性腎症の早期診断と予後予測におい
ては尿中アルブミンの測定が重要であるが、
様々な問題点も指摘されており、新しいバイ
オマーカーの開発が求められている。メガリ
ンは近位尿細管腔側に高発現し、多種の糸球
体濾過蛋白質の再吸収・代謝と細胞内シグナ
ル伝達に関わるエンドサイトーシス受容体
である。我々はメガリンの発現調節機構、他
分子との相互作用に関する基礎研究を行う
とともに、ヒト尿中メガリン ELISA 測定系を
開発した。その結果、メガリンの尿中排泄量
の測定が、糖尿病性腎症患者の重症度や病態
評価に有用であり、既存のバイオマーカーと
は異なる新しいマーカーになり得る可能性
を示した。そこで本研究では、未だその詳細
が不明であるメガリンの尿中逸脱機序につ
いて、糖尿病性腎症の発症および進展機序と
の関連性を含めて検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）同意が得られた健常者 19 名および外
来通院中の 2 型糖尿病患者 56 名の尿を採取
し、遠心後に得られた検体からナノ粒子解析
装置（ナノサイト）を用いて尿中細胞外小胞
の検討を行った。また、ウエスタンブロット
などによる解析から、尿中細胞外小胞および
エクソソームとメガリンの関連を検討した。
また、糖尿病腎症患者および健常者のメガリ
ン含有エクソソームに含まれるmiRNAに違い
があるか検討した。 
（２）ラット由来不死化培養近位尿細管細胞
（IRPTC）を用いて、ウエスタンブロットな
どによる解析からAGE化アルブミンの添加に



よる細胞外小胞およびエクソソームとメガ
リンの関連を検討した。 
（３）メガリンを介する糖尿病性腎症モデル
である高脂肪食負荷マウスにおいて、ナノサ
イトおよびウエスタンブロットなどによる
解析から、尿中細胞外小胞とメガリンの関連
を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ナノサイトを用いた解析を行ったとこ
ろ、2 型糖尿病患者の尿中細胞外小胞は健常
者の尿に比較してその総数が増加しており、
また尿中アルブミン排泄量と正の相関を、
eGFR とは負の相関を認めた。尿中細胞外小胞
には130nm以下の比較的小さいものと、130nm
以上の比較的大きいものが存在するためそ
れぞれで同じ解析を行ったが、上記と同様の
結果であった。以上より、2 型糖尿病患者で
は健常者と比較し、尿中細胞外小胞排泄が多
いことが示された。 
（２）ウエスタンブロットによる解析から、
C-メガリンは 17,000g で 15 分、 200,000g で
1 時間遠心後の尿中細胞外小胞が多数認める
分画に存在していた。そして、2 型糖尿病患
者の尿中細胞外小胞中に含まれる C-メガリ
ンは健常者の尿に比較して増加しており、ま
た尿中アルブミン排泄量と正の相関を、eGFR
とは負の相関を認めた。同様の検討を他の尿
細管セグメントマーカー蛋白である Cubilin、
NaPi2a、NKCC、NCC、AQP2 でも行ったが、糖
尿病性腎症の進展との関連は認められなか
った。以上より、尿中細胞外小胞を介した C-
メガリンの排泄は2型糖尿病における糖尿病
性腎症の発症および進展に伴い増加するこ
とが示された。 
（３）尿中細胞外小胞より抗 CD63 および抗
CD81 抗体を用いたビーズを使用しエクソソ
ーム分画を精製した。ウエスタンブロットに
よる解析で、C-メガリンはエクソソームに含
まれていた。健常者に比較して糖尿病性腎症
患者の尿中エクソソームはメガリン含有量
が多く、病期の進行とともに増加した。C-メ
ガリンは130nm以下の比較的小さい尿中細胞
外小胞に含まれていた。また、C-メガリンを
含有しているエクソソームにはmiRNA-192を
認めた。健常者に比較し正常アルブミン尿を
呈している2型糖尿病患者におけるエクソソ
ーム内のmiRNA-192量が少なかったことから、
近位尿細管細胞内でのmiRNA-192減少による
細胞保護効果が予想された。一方で、糖尿病
性腎症の病期の進行にともなってエクソソ
ームに含まれるmiRNA-192が増加したことか
ら、miRNA-192 産生増加によるものが考えら
れた。以上より、C-メガリンはエクソソーム
を介して尿中排泄され、糖尿病性腎症の発症
および進展に伴い増加することが示された。 
（４）糖尿病ではタンパク質の非酵素的糖化
反応による advanced glycation endproduct 
（AGE）が産生され、それが様々な細胞の傷
害に関係するが、ラット由来不死化培養近位

尿細管細胞（IRPTC）に対して AGE 化アルブ
ミンを添加すると、脱脂アルブミンの添加に
比較して、培養液中の細胞外小胞が増加した。
130nm 以下の比較的小さいものと、130nm 以
上の比較的大きい細胞外小胞に分けての解
析も行ったが同様の結果であった。以上より、
高タンパク質負荷およびAGE化アルブミンは
近位尿細管細胞において細胞外小胞の排泄
を増加させることが示された。 
（５）IRPTC において AGE 化アルブミンの添
加により、メガリン含有エクソソームの排泄
が増加していた（この時、細胞内のメガリン
発現に増加はなかった）。このメガリン含有
エクソソームの排泄増加はエクソソーム阻
害剤である GW4869 により明らかに減少した
（この時、細胞内のメガリン発現に減少はな
かった）。細胞障害時に増加する PDGF-B、
MCP-1 は、AGE 化アルブミンの添加により増
加したが、GW4869 による低減効果は認められ
なかった。以上より高タンパク質負荷および
AGE 化アルブミンは近位尿細管細胞において
エクソソームを介した C-メガリンの排泄を
増加させることが示された。 
（６）IRPTC において AGE 化アルブミン添加
により、LAMP-1 の増加と Lysotracker によっ
て示されるリソソームの巨大化（リソソーム
障害所見）を認めた。さらにエクソソームマ
ーカーである TSG101 および Alix の増加から
multivesicular body（MVB）が増加している
ことが分かった。以上より、AGE 化アルブミ
ンは近位尿細管細胞においてリソソーム障
害を来し、MVB 産生を増加させることが示さ
れた。 
（７）培養近位尿細管細胞において
bafilomycin A1 および chloroquine の添加に
より TSG101 および Alix が増加していた。さ
らにメガリン含有エクソソームの排泄が増
加していた（この時、細胞内のメガリン発現
に増加はなかった）。以上より、近位尿細管
細胞におけるリソソーム障害はMVB産生に影
響を及ぼし、エクソソームを介した C-メガリ
ンの排泄を増加させることが示された。 
（８）メガリンを介する糖尿病性腎症モデル
である高脂肪食負荷マウスにおいて、尿中細
胞外小胞の増加と尿中細胞外小胞のメガリ
ン含有量が増加していたことから、尿中 C-
メガリン排泄は細胞外小胞を介して増加し
ていることが示された。 
（９）以上より、尿中 C-メガリン排泄はメガ
リンを介する糖尿病性腎症の発症・進行機序
と関連していることを明らかにした。また尿
中 C-メガリンは残存機能ネフロンにおける
タンパク質代謝負荷状態を反映するマーカ
ーであることが示唆された。これは既存の尿
中バイオマーカーとは異なる新しいタイプ
のバイオマーカーであり、今後の更なる詳細
な検討を行いたいと考えている。 
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