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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎障害(DkD)において、早期の糖尿病性腎症はアルブミン尿の増加とGFRの低
下で古典的に定義されてきた。しかし、この定義に沿わない患者が存在し、様々な程度の腎硬化症がDNに併存し
ている。以前、Smad1がDKDにおいて血管合併症の進展に重要な役割を果たすことを示した。しかしながら、従来
より知られているTGFbetaシグナルとの関連性は不明であった。Smad3-KO-DKDマウスにおいて、Smad1のC末端リ
ン酸化が部分的に抑制されていることが明らかとなった。Smad3の活性化は、Smad1のC末端リン酸化を増強する
一方で、リンカードメインのリン酸化を減弱させた。

研究成果の概要（英文）：In diabetic kidney disease (DKD), incipient diabetic nephropathy is 
classically defined by increasing albuminuria, heralding a decline in glomerular filtration rate 
(GFR). However, a proportion of patients with type 2 diabetes does not follow this classical 
albuminuric pathway. Varying degrees of arteriosclerosis were seen in the subjects with 
normoalbuminuria. We previously found that Smad1 plays a critical role in the development of DKD 
both in vitro and in vivo. However, functional interaction between Smad1 and Smad3 signaling in DKD 
is unclear. Extracellular matrix (ECM) protein overexpression and Smad1 activation were observed in 
the glomeruli of db/db mice but were suppressed in the glomeruli of Smad3-KO-DKD mice. Smad3 
activation enhanced the phosphorylation of Smad1 C-terminal domain but decreased the phosphorylation
 of linker domain. Collectively, preferential activation of the Smad1 linker domain may provide a 
novel therapeutic approach for treating DKD.

研究分野：腎臓病修復学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病患者は世界規模で急速に増加して
いる。その増加に伴い、引き続いて生じる糖
尿病合併症としての糖尿病性腎症患者が世
界的に見ると、さらに増加することは必至で
ある。現在、新規透析導入の最大の原疾患で
あり、腎不全・慢性維持透析患者数の増加は、
医療経済的に重大な問題となっている。一方
で、高齢化社会を背景として、高血圧を有す
る患者人口が増加している。その結果として、
腎硬化症の割合は直線的に増加してきてい
る。そして、糖尿病の多くが中高年者に発症
することから、糖尿病性腎症患者の多くが腎
硬化症を併発する可能性が非常に高くなっ
てきており、糖尿病腎障害(DKD)。腎臓とい
う臓器の構造上、糸球体毛細血管だけでなく、
輸入細動脈や小葉間動脈などの細動脈硬化
もまた、腎機能低下の直接の原因となる。実
際、最近の糖尿病性腎症の病期分類の改定に
反映されているように、糖尿病性腎症の自然
経過にあわない、すなわち、アルブミン尿や
タンパク尿の程度が経度でありながら、腎機
能低下が有意に進行する患者が非常に増え
ていることが明らかになっている。また、本
症は現在のところ最も有効とされるレニ
ン・アンギオテンシン（RA）系阻害薬による
治療によっても、腎不全の進行をわずかに遅
らせるのみであり、早期から使用しても網膜
症進展には効果があるが、腎症には効果が認
められない（NEJM 361;40-51,2009）。糸球
体毛細血管だけでなく、輸入細動脈や小葉間
動脈などの細動脈硬化の硬化への進展の機
序を解明し、各血管構成細胞の本来の正常分
化された状態へ引き戻すことができれば、腎
症の進展を抑止し、末期腎不全や透析に至る
可能性を最大限に低下させることができる。
本邦では 2012年で 24.1％に達し、世界に類
を見ない超高齢社会となっている。さらに、
糖尿病患者も増加している。したがって、加
齢ないし高血圧と糖尿病が原因となる腎機
能悪化予防に対する具体的な対応策の策定
が急務である。 
 
２．研究の目的 
糖尿病性腎症は慢性腎臓病(CKD：chronic 

kidney disease)の主たる原因である。また、
糖尿病は多くが中高年者に発症し、高血圧を
合併する頻度が高く、糖尿病性腎症患者にお
いては、同時に、腎硬化症による血管障害が
腎機能の予後の悪さに関与している。ヒト腎
組織の解析において、糖尿病性腎症にさらに
腎硬化症を合併すると、腎血管発生に必須で
あるタンパク質群（BMP4, Smad1など）の
発現が増強することが明らかとなった。本研
究では、糖尿病かつ高血圧・加齢というリア
ルワールドのヒトでの腎血管障害克服にむ
けて、いまだ治癒に向けた治療法のないこの
分野において、血管構成細胞特異的分子標的
修復治療法の開発をめざす。すでに一連の研
究で、BMP4が Smad1の発現を誘導かつリ

ン酸化・活性化することを in vitro,in vivoに
おいて明らかにしてきた。ただ、BMP4, 
Smad1 はともに、腎における発生に必須の
因子でもあり、全身性のノックアウトやトラ
ンスジェニックマウスは解析に適さない。こ
れらの課題を解決しながら、DKD の修復治
療の keyとなる critical eventを探索する。 
 
３．研究の方法 
糖尿病性腎症および腎硬化症の血管合併
症の分子機序の解明および治療法開発のた
めに、(1) 糖尿病 or非糖尿病条件下の血管構
成細胞の BMP-Smad1 シグナル活性化の in 
vitro 解析、 (2) 高齢マウスにおける
BMP4-Smad1 活性化機構解明、 (3) 加齢
Smad3-KOマウスを使用し、糖尿病誘導およ
び加齢による糸球体硬化および細動脈硬化
の抑制効果を解析する、 (4) 高齢マウスに糖
尿病を誘導した際の、通常の若いマウスの場
合との BMP-Smad1 シグナル活性化活性化
機構解明、(5) AGE刺激により、早期老化を
誘導した血管構成細胞と若い細胞間での、
Smad1誘導・活性化調節分子の同定を行い、
現在、増加を続ける高血圧をあわせもつ糖尿
病性腎症患者の血管障害の分子病態、進行過
程を解明し、現在有効な抑止策がないまま増
加し続けている現況の改善のために、治癒を
め ざ す 治 療 法 の 開 拓 を 行 う 。 Drug 
repositioningとして、すでにヒト糖尿病性腎
症において、アルブミン尿減少などの効果が
確認されている probucol に関して、この
BMP4-Smad1 シグナルおよび関連分子のう
ち probucol のターゲットとなっている分子
に与える影響を解析し、実存薬の効果を発揮
する標的分子に関しても検討を加える。 
 
４．研究成果 
C57BLKS(BKS)/Vehicle(9 匹 ) 、
C57BLKS(BKS) /Probucol(9 匹 ) 、
BKS/Cg-m+/+Lepr db (db/db)/Vehicle(10 匹)、
BKS/Cg-m+/+ Lepr db (db/db)/Probucol(10
匹 ) の 4 群 に 対 し て 実 験 を 行 っ た
(BKS/Cg-m+/+Lepr db (db/db)/Vehicle 群で
経過中に 1 匹死亡)。各群のマウスは 6 週齢
より投薬を開始し、18 週間投与後（24 週齢）
に解剖を行った。 
C57BLKS群と比較してdbdb群では明らかな
体重増加を認めた。dbdb 群内では通常食群、
Probucol 群で体重に有意差を認めなかった
が、腎重量に関しては通常食で低値を呈し、
体重補正を加えても同様の結果であった。血
液検査では BUN は通常食群で高値を呈した。
脂質プロファイルに関しては T-Cho、HDL-C
の著明な低下を認め、従来の報告と矛盾しな
い結果であった。 
 dbdb 群において通常食群、Probucol 群
で最終体重に有意差を認めなかったが体重
推移に関しては、通常食群では早期から減少
したのに対して、Probucol 投与により体重減
少の開始は遅延した。また、通常食群では早



期からアルブミン尿が著明に増加したが、
Probucol によりアルブミン尿のピークの時
期は遅延した。これらの結果から Probucol
が糖尿病性腎症の進展を遅らせている可能
性が示唆された。腎重量に差異が生じたのは、
通常食群では早期から低Alb血症を呈し脱水
傾向であった可能性、また、腎組織還流量低
下がより長期間にわたったことによる腎障
害(腎萎縮)の可能性等が示唆された。PAS、
PAM 染色において正常マウスと比較して、
dbdb マウスではメサンギウム基質の増加に
よる糸球体血管腔の減少と内腔の狭小化が
顕著であったが、Probucol 投与によりはそれ
らは軽減された。間質に関しては有意な変化
を認めなかった。 

 
 次に糸球体硬化関連蛋白の発現を免疫染
色および qPCR で解析した。dbdb 群では Col4、
SMA、Col1、Col3 の発現が増加したが、それ
らは Probucol 投与により軽減された。qPCR
に関しては Col4 は Probucol 群で低下傾向で
あった。SMA は Probucol 群で有意に増加して
いた。さらに、こうした糸球体硬化関連分子
の上流にあるSmad1の発現およびそのリン酸
化を解析した。正常マウスと比較して、dbdb
マウスでは Smad1 の発現が増加していた。
Probucol 投与により発現量自体に差を認め
なかったが(qPCR では発現に有意差なし)、そ
の局在は通常食群では核内に、Probucol 群で
は核周囲の細胞質に有意であった。また、C
末のリン酸化は dbdb 群で核内有意に増加し
たのに対して Probucol 群では細胞質に有意
であった。さらにリンカー部のリン酸化は
dbdb 群で増加し、Probucol 群では細胞質中
心に増加がより顕著であった。Smad3 に関し
てはその発現に有意な変化を認めなかった。 

 

上記のような vivo で認められた Probucol の
効果の作用点を解析する方針とした。はじめ
に AGE 刺激による糖尿病条件下で Probucol
の影響を解析した。AGE 刺激により、糸球体
硬化関連蛋白である Col4、Col1、SMA の発現
増加を認めたが、それらは Probucol 投与に
より軽減された。また Smad1、C terminal の
リン酸化(pSmad1C)も AGE 刺激により増加し
たが Probucol 投与による変化は明らかでは
なかった。Linker 部のリン酸化(pSmad1L)は
Probucol 投与により亢進したが、それは非
AGE刺激下においても同様であった。次にAGE
刺激によるメイン passway である BMP4 刺激
下において Probucol の影響を解析した。AGE
刺激と同様に BMP4 刺激により Col4、Col1、
SMA、Smad1、pSmad1C の発現増加を認めたが、
それらは Probucol 投与により軽減し、AGE 刺
激下では明らかでなかった Probucol による
Smad1、pSmad1C の抑制効果をも捉えることが
できた。pSmad1L の発現は BMP4 刺激下におい
ても Probucol 投与で亢進した。 



  

 

 

 

このように Probucol による Smad1 の
Linker 部のリン酸化の著明な亢進が認めら
れたが、Smad1 の Linker 部のリン酸化に関し
て現在、下記のようなことが明らかになって
きている。 
過去に報告したように BMP4 により Smad1
の C terminal がリン酸化されることによっ
て Smad1 は核内へ移行し、硬化関連遺伝子の
発現を惹起するが、その一方で Linker 部の
リン酸化がSmad1の分解に関与していること
が明らかになってきている 

 

  

 

 従来の理解では BMP4 により Smad1 の C 
terminal がリン酸化されることによって
Smad1 は核内へ移行し、硬化関連遺伝子の発
現を惹起する。しかし、その経路だけではな
く、Linker 部のリン酸化が Smad1 の分解に関
与していることが明らかになってきている。
糖尿病状態における Smad1 の Linker 部のリ
ン酸化等は Smad1 の分解促進、そして
negative feedback 的に ECM 産生抑制につな
がり、糖尿病性腎症の抑止に寄与している可
能性がある。Probucol は、腎組織染色、AGE、
BMP刺激下におけるProbucol投与時の結果に
みられるように、pSmad1L の発現・活性化を
増強しており、糖尿病腎障害の進展における
critical event としての Smad1 の C末端リン
酸化を、間接的にではあるが抑制することで、
DKD の新たな治療の標的分子を提示している。 
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