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研究成果の概要（和文）：インクレチンGIPの糖尿病腎における腎保護効果について検討した。糖尿病性腎症の
発症に抵抗性を示すC57BL/6-Akita糖尿病マウスのGIP受容体を欠損させることで、アルブミン尿の増加や糖尿病
性糸球体硬化病変の進行および腎酸化ストレスの増加が観察された。一方で、進行性糖尿病性腎症を発症する
KK/Ta-Akita糖尿病マウスに対するGIP補充療法は腎病変の進展を抑制しなかった。マウスの腎臓におけるRT-PCR
を用いたGIP受容体発現解析の結果、腎臓内でのGIP受容体の発現量はかなり少なく、GIP単独療法では進行した
糖尿病性腎症に対して十分な腎保護効果を発揮できないものと考察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether increased GIP receptor signaling provides protective
 effects in diabetic kidneys. Through the analysis in diabetic nephropathy-resistant C57BL/6-Akita 
mice, we found that GIP receptor-deficient C57BL/6-Akita mice which have reduced GIP receptor 
signaling exhibit increased albuminuria, glomerulosclerosis and oxidative stress. Unexpectedly, GIP 
administration did not ameliorate diabetic renal injury in KK/Ta Akita mice which develop 
progressive diabetic nephropathy. The RT-PCR analysis revealed that GIP receptor is poorly expressed
 in mouse kidneys as compared with the receptor of another gut incretin hormone GLP-1. Taken 
together, these findings suggest that the administration of GIP alone does not highly exert renal 
protective effects in progressive diabetic nephropathy. However, considering that GIP and GLP-1 have
 an anti-oxidative effect, the administration of GIP in addition to GLP-1 may provide additive 
protective effects in diabetic kidneys.

研究分野： 腎臓病学、糖尿病学

キーワード： 糖尿病性腎症　インクレチン　GIP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病腎において、2つの主要なインクレチンGLP-1とGIPはともに抗酸化作用を介して腎保護的に働いてはいる
が、腎臓内ではGLP-1受容体シグナルの方が中心となって腎保護の役割を担っていることが明らかとなった。
GLP-1とGIPの併用療法による糖尿病腎における相加的腎保護効果の可能性が期待されることから、糖尿病性腎症
に対する新たな治療戦略としての確立を目指し、今後さらなる研究を遂行していく必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インクレチンは血糖値依存性にインスリン分泌を促進する消化管ホルモンの総称であり、上

部小腸の K 細胞から分泌される Glucose-dependent insulinotropic polypeptide（GIP）と下
部小腸の L細胞から分泌される Glucagon-like peptide-1（GLP-1）が 2種類の主要なインクレ
チンとして生体内で働いている。インクレチン受容体はその作用の中心部位である膵β細胞の
みならず、脳や心臓など様々な他の臓器においても発現しているようであり、これらの臓器に
おいてインクレチンはいわゆる膵外作用としての何らかの生理作用を発揮しているものと考え
られている。 
インクレチンのうち、GLP-1 についてはその腎臓における役割に関して、これまでに我々は

詳細な解析を行ってきた。最近、我々はマウスを用いた研究において、In situ hybridization
と定量 RT-PCRの手法による腎臓内 GLP-1 受容体（GLP-1R）の発現解析を行い、この受容体は腎
臓内では糸球体係蹄壁と血管壁に特異的に発現していることをつきとめた（Fujita et al. 
Kidney Int 85: 579-589, 2014）。さらに、我々の研究グループで確立した糖尿病性腎症（以下、
腎症）発症進展への感受性の異なる 2種類の非肥満型インスリン欠乏型 Ins2 Akita 糖尿病マウ
スモデル（Fujita et al. J Am Soc Nephrol 20: 1303-1313, 2009）を用いた研究から、腎症
発症に抵抗性を示す C57BL/6-Ins2 Akita（C57BL/6-Akita と略す）マウスの GLP-1R を欠損させ
るとアルブミン尿およびメサンギウム基質の増加など腎症の進行がみられ、進行性腎症を発症
する KK/Ta-Ins2 Akita（KK/Ta-Akitaと略す）マウスに GLP-1R作動薬 Liraglutide を投与する
と腎症の進行が抑制されること、これらの効果は Akita マウスの耐糖能に関係なく、GLP-1 の
独立した効果としてもたらされることを明らかにしてきた（Fujita et al. Kidney Int 85: 
579-589, 2014）。インスリン分泌における GLP-1Rシグナル伝達の重要なセカンドメッセンジャ
ーは cAMP であり、腎糸球体係蹄壁および血管壁においても同様な GLP-1Rシグナル伝達系が働
いているものと想定され、解析を進めた結果、GLP-1 の腎保護作用の土台となる分子メカニズ
ムについては、cAMP/PKAシグナルの増加を介した抗酸化作用が主たる役割を果たしていること
を解明した。 
GLP-1Rシグナル伝達系に関連したもう一つの重要な研究課題は、GLP-1を活性型から不活性

型に分解する酵素 Dipeptidyl peptidase-4（DPP-4）から派生する腎臓内シグナル伝達系と腎
症におけるその役割を解明することである。DPP-4 は GLP-1 以外の基質をもターゲットとする
ことが知られている。ごく最近我々は、マウスを用いた研究から、DPP-4 阻害が腎糸球体上皮
細胞および遠位ネフロンでの Stromal cell-derived factor-1（SDF-1; CXCL 12）の発現増加
を惹起し、SDF-1 による抗酸化・抗線維化作用および尿中ナトリウム排泄の増加を介した糸球
体高血圧および糸球体過剰濾過の是正から腎症における腎保護に貢献することを明らかにして
きた（Takashima et al. Kidney Int 90: 783-796, 2016）。 

このように現在インクレチン関連薬として 2 型糖尿病の治療に幅広く用いられている GLP-1
受容体作動薬、DPP-4 阻害薬の腎保護効果の可能性を我々は示してきたが、もう一つの主要な
インクレチンである GIPの腎臓内における生理作用と役割については全く知られていない。こ
のような学術的背景から、本研究では、腎臓における GIP受容体（GIPR）の発現と局在、GIPR
欠損による腎症進展ならびに GIP 補充療法による糖尿病腎保護効果の可能性について解析する。
本研究により、腎症の病態における GIP の腎生理作用が解明されれば、腎症の新しい治療法の
確立に貢献することが期待される。 
 
２．研究の目的 
消化管由来のホルモンであるインクレチン GIP の糖尿病腎における生理作用を解明し、この

GIP をターゲットとした治療が腎症の病態において腎保護効果をもたらすのか、さらには腎症
に対する新しい治療戦略となり得るのか明らかにすることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）腎臓における GIPRの発現と局在の解析 
本研究では、はじめに 8 週齢オス C57BL/6 マウスの腎臓において、RT-PCR と In situ 

hybridizationの手法を用いて GIPRの発現と局在について解析を行うことを計画した。 
 
（2）GIPR欠損（Gipr-/-）C57BL/6-Akita糖尿病マウスの作製とその腎病変についての解析 

腎症抵抗性 C57BL/6-Akita糖尿病マウス GIPR を欠損させ、腎症の進展がみられるのかアルブ
ミン尿や腎組織病変など経時的に観察するとともに、酸化ストレスマーカーの変化を中心とし
た機能解析を行う。GIPR シグナルの腎臓内セカンドメッセンジャーの中心と考えられる
cAMP/PKA のレベルの変化についても調査を行った。具体的には、オス C57BL/6-Akitaマウスと
メス Gipr-/- C57BL/6-WTマウスを交配することで、Gipr-/- C57BL/6-Akita糖尿病マウスを作製
した。オス Gipr-/- C57BL/6-Akita マウスが得られたのち、10 週齢ごとにアルブミン尿の変化
を Exocel社の測定キットで測定、糸球体濾過率（GFR）については我々が開発した FITC-inulin 
single bolus injection 法にて測定を行った。30 週齢時に麻酔下で腎臓を摘出し、パラフィン
切片を作製した。PAS 染色標本にて糸球体病変の程度を観察し、腎線維化については Masson 
trichrome 染色標本を用いて評価を行った。腎酸化ストレスの状態については、酸化ストレス
マーカーの Malondialdehyde（MDA）の免疫組織化学染色により評価を行った。 



 
（3）GIPR欠損（Gipr-/-）KK/Ta-Akita糖尿病マウスの作製とその腎病変についての解析 
進行性腎症を発症する KK/Ta-Akita糖尿病マウスの GIPR を欠損させることで、腎症のさらな

る進展がみられるのか解析を行った。具体的には、オス KK/Ta-Akita マウスとメス Gipr-/- 
KK/Ta-WT マウスを交配し、Gipr-/- KK/Ta-Akitaマウスを作製し、（2）と同様な方法で腎病変の
変化について解析を行った。 
 
（4）進行性腎症を発症する KK/Ta-Akita 糖尿病マウスに対する GIP補充療法の腎症進展抑制効
果についての検討 
 進行性腎症を発症するオス KK/Ta-Akita糖尿病マウスに対して 8 週齢より 4週間、皮下に埋
め込んだ浸透圧ポンプを介して human GIP（25 nmol/kg/day; AnaSpec, CA, USA）の投与を行
い、（2）と同様な方法で腎病変の変化について解析を行った。対照群には生理食塩水の投与を
行った。 
 
（5）統計学的解析 

データは means±SEMで表記し、データの統計学的解析は、One-way ANOVAと Bonferroni’s 
multiple comparison test、Friedman’s testと Dunn’s multiple comparison test、または
Mann–Whitney U testにて行った。P<0.05 を統計学的に有意と判定した。 
 
４．研究成果 
（1）腎臓における GIPRの発現と局在 
 GIPRの腎臓における発現量は GLP-1Rよりもかなり少ないことが RT-PCR解析の結果から判明
した。すなわち、RT-PCRにおいて、GIPRは 35 サイクルの PCR にてかろうじてバンドが確認で
き、45 サイクルの PCRにてバンドが確認できるような結果が得られた。GIPRの腎臓における局
在については、糸球体、尿細管、集合管、血管において発現が確認され、広範囲に局在して発
現していることを確認した（図 1）。また、GIPR の腎臓における発現量がかなり少なかったこと
から、In situ hybridizationによる解析は遂行できなかった。 

 
図 1．8週齢 C57BL/6-WTマウスの腎臓における GIPRの RT-PCR解析 

 

（2）GIPR欠損（Gipr-/-）C57BL/6-Akita糖尿病マウスの血液生化学パラメーターと腎病変 

 Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウス作製後、30 週齢まで経時的に観察を行った。30 週齢時

の C57BL/6-Akita糖尿病マウスにおいて、Gipr+/+と Gipr-/-の間で血糖、脂質、クレアチニンな

どの血液生化学パラメーターに差は認められなかった。Gipr-/- C57BL/6-Akita糖尿病マウスの

尿中アルブミンの変化を図 2 に示す。興味深いことに Gipr-/- C57BL/6-Akita糖尿病マウスの尿

中アルブミン値は、Gipr+/+ C57BL/6-Akita糖尿病マウスと比較して観察期間中、有意に高値を

示していた。 GFR については、30 週齢時に測定を行った。Gipr+/+と Gipr-/-の C57BL/6-Akita

糖尿病マウスはともに糸球体高血圧を反映して GFRの上昇を示していたが、両者の GFR は同等

であった（図 3）。 

 
図 2． Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの尿中アルブミンの経時的変化 

（Wild: Gipr+/+ C57BL/6-WT マウス、Akita: Gipr+/+ C57BL/6-Akitaマウス、GIPRKO nD: Gipr-/- 

C57BL/6-WTマウス、GIPRKO Ak: Gipr-/- C57BL/6-Akita マウス、* P<0.01 vs. Akita） 



 
図 3．30 週齢時 Gipr-/- C57BL/6-Akita糖尿病マウスの GFR 

（Wild: Gipr+/+ C57BL/6-WTマウス、Akita: Gipr+/+ C57BL/6-Akitaマウス、GIPRKO nDM: Gipr-/- 

C57BL/6-WTマウス、GIPRKO Aki: Gipr-/- C57BL/6-Akita マウス、* P<0.01 vs. Wild） 

 

 30週齢時における Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの腎組織像を図 4 に示す。PAS 染色で

の糸球体病変の解析から、Gipr+/+ C57BL/6-Akita 糖尿病マウスに比して、Gipr-/- C57BL/6-Akita

糖尿病マウスの糸球体ではメサンギウム基質の顕著な増加がみられ、糖尿病性糸球体硬化が進

行することが明らかとなった。さらに、Masson trichrome 染色による解析から、Gipr-/- 

C57BL/6-Akita糖尿病マウスの腎臓では間質の線維化が進行することも確認された。 

 
図 4．30 週齢 Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの腎組織像 

 

30 週齢時における Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの腎酸化ストレスの状態について、

MDA 染色にて評価を行った。MDA 染色像を図 5 に示す。Gipr+/+ C57BL/6-Akita 糖尿病マウスに

比して、Gipr-/- C57BL/6-Akita糖尿病マウスの腎臓では、糸球体上皮細胞と尿細管上皮細胞管

腔側を中心に MDAの強い染色シグナルを認め、酸化ストレスの増加が観察された。 

 
図 5．30 週齢 Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの腎 MDA染色像 



 

（3）Gipr-/- KK/Ta-Akita糖尿病マウスの腎病変 

30 週齢時における Gipr-/- C57BL/6-Akita 糖尿病マウスの腎病変の進行が確認されたことか

ら、進行性腎症を発症する KK/Ta-Akita 糖尿病マウスの GIPRを欠損させることで、腎症のさら

なる進展がみられるのか解析を行った。20週齢時における PAS染色での糸球体病変の解析から、

Gipr+/+ KK/Ta-Akita 糖尿病マウスはメサンギウム基質の顕著な増加およびメサンギウム領域の

拡大等、進行した糖尿病性糸球体硬化病変を示していたが、Gipr-/- KK/Ta-Akita糖尿病マウス

でも同等な糸球体病変を示しており、進行性腎症マウスモデルである KK/Ta-Akita 糖尿病マウ

スにおいては、GIPR欠損によるさらなる腎病変の進行は観察されなかった。腎酸化ストレスの

状態については、MDA染色にて評価を行った。Gipr+/+ KK/Ta-Akitaと Gipr-/- KK/Ta-Akita 糖尿

病マウスの両マウスは腎酸化ストレスの増加を反映して、糸球体上皮細胞と尿細管上皮細胞に

おいて強い MDA染色シグナルを示していたが、両マウス間での MDA 染色シグナルの程度に差は

みられなかった。また、Gipr+/+ KK/Ta-Akitaと Gipr-/- KK/Ta-Akita 糖尿病マウスは同程度の血

糖値を示しており、KK/Ta-Akita糖尿病マウスにおいても GIPR欠損による耐糖能への影響はみ

られなかった。 

 

（4）進行性腎症を発症する KK/Ta-Akita 糖尿病マウスに対する GIP補充療法の腎症進展抑制効
果 

 引き続き GIP補充療法が KK/Ta-Akita 糖尿病マウスの腎病変の進行を抑制し得るか検討を行

った。浸透圧ポンプを用いて Gipr+/+ KK/Ta-Akita 糖尿病マウスに対し、human GIPを 4週間投

与後に血中 Total GIP レベルの測定を行い、human GIP 投与群での血中 Total GIP レベルの上

昇を確認した。血糖、脂質、血漿クレアチニン値については、KK/Ta-Akita 糖尿病マウスの対

照群と human GIP 投与群の間で有意な差はみられなかった。尿中アルブミンについても、

KK/Ta-Akita 糖尿病マウスにおいて human GIP 投与前後で有意な変化はみられなかった。また、

PAS 染色像では KK/Ta-Akita 糖尿病マウスの対照群と human GIP 投与群は同程度の進行した糖

尿病性糸球体硬化所見を示しており、MDA 染色にて評価した腎酸化ストレスの状態についても

MDA染色シグナルは両群で同程度のレベルを示しており、KK/Ta-Akita糖尿病マウスに対しては

human GIP投与による腎症の進展抑制効果はみられなかった。 

 

（5）研究成果のまとめと今後の展望 

 はじめに、我々はこれまでに GLP-1R は腎臓内では糸球体係蹄壁と血管壁において豊富に発現

していることを明らかにしてきた（Fujita et al. Kidney Int 85: 579-589, 2014）。本研究の

結果から、腎臓内での GIPRの発現量は GLP-1R と比較してかなり少ないこと、また GIPRは腎臓

内では糸球体、尿細管、集合管、血管など、広範囲に局在して発現していることが判明した。

糖尿病腎での GIPR シグナルの役割を解明するため、腎症発症に抵抗性を示す C57BL/6-Akita

マウスの GIPRを欠損させることで腎臓内 GIPRシグナルを減少させたところ、アルブミン尿の

増加や糖尿病性糸球体硬化などの腎病変の進行とともに腎酸化ストレスの増加が確認された。

我々はこれまでに腎臓内 GLP-1Rシグナルが cAMP/PKAを介して抗酸化作用を発揮することを報

告してきたが（Fujita et al. Kidney Int 85: 579-589, 2014）、腎臓内 GIPRシグナルについ

ても抗酸化作用を介して腎保護的に働いている可能性が示唆された。しかしながら、進行性腎

症を発症する KK/Ta- Akita マウスに対する GIP補充療法においては、腎臓内 GIPR シグナル増

加による腎症進展抑制効果は確認できなかった。腎臓における GIPRの発現量が GLP-1R に比し

てかなり少なく、GIPRシグナルによる十分な抗酸化作用を発揮できないことがその理由として

挙げられる。したがって、2 つの主要なインクレチン GLP-1 と GIP はともに抗酸化作用を介し

て腎保護的に働いてはいるが、腎臓内では GLP-1Rシグナルの方が中心となって腎保護の役割を

担っていると結論付ける。糖尿病腎において程度は低いが GIPは抗酸化作用を介して腎保護的

に働いているようであり、GLP-1 と GIP の両者の併用療法による腎保護の相加的効果が期待さ

れることから、腎症に対する新たな治療戦略としての確立を目指し、今後さらなる研究を遂行

していく必要がある。 
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