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研究成果の概要（和文）：腎保護作用を持つBMP７のantagonistであるNBL１について、糖尿病性腎症における役
割について検討した。ヒト近位尿細管細胞についてrecombinant NBL１を添加培養すると、TGFβ１やEMTマーカ
ーの発現が上昇し、ノックダウンするとこれらの発現が抑制された。またストレプトゾトシン誘導糖尿病モデル
マウスにおいてNBL１KOマウスとWTマウスで比較検討したところ、非糖尿病マウスと比較して糖尿病マウスで有
意に血中NBL１の上昇を認め、腎組織においては糖尿病WTマウスと比較して、糖尿病KOマウスにおいて腎線維化
マーカーのmRNA、蛋白レベルでの発現の抑制を認めた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of NBL1, an antagonist of BMP7 with renal 
protective effects, in diabetic nephropathy. When recombinant NBL1 was added to human proximal 
tubular cells, the expression of TGFβ1 and EMT markers increased, and knockdown of NBL1 suppressed 
their expression. In a streptozotocin-induced diabetic mouse model, we compared NBL1 knockout (KO) 
mice with wild-type (WT) mice. Compared to non-diabetic mice, diabetic mice showed a significant 
increase in circulating NBL1 levels. In the renal tissue, compared to diabetic WT mice, diabetic KO 
mice showed suppressed mRNA and protein expression levels of renal fibrosis markers, including TGFβ
1 and fibronectin.

研究分野：腎臓学

キーワード： BMP-7 antagonist　糖尿病性腎症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症は透析導入原因疾患の第一位であり、多くの医療費が投じられているが、未だ有効な治療法は確立
していない。今回、NBL１をノックダウンした近位尿細管細胞において、EMTに関与する蛋白の発現抑制を認め、
マウスを用いた実験においても、NBL１KOマウスが、糖尿病により誘導される腎線維化に対して保護的であるこ
とを明らかにした。以上より、NBL１が糖尿病による腎線維化に対する治療標的になる可能性が示唆された。糖
尿病による臓器の線維化機構は各臓器で共通する経路があり、本結果を通して、臓器を超えた糖尿病合併症治療
に繋がる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

現在、日本の人工透析医療費は年間総額 1.5 兆円を超えており、その原疾患として糖尿病性腎

症がおよそ 45%を占め、従って糖尿病性腎症の病態解明、及び治療法の開発が喫緊の課題とな

っている。 糖尿病性腎症の腎機能の経過は個々の患者で異なり同等の血糖コントロールでも

数年で末期腎不全(ESRD)に至る患者もいれば、腎機能が数十年にわたって保たれる患者もい

る。腎症進展のリスク群を早期に発見して治療介入することは腎予後、生命予後を改善する上

で極めて重要であるが、患者によって腎症の進展度が異なる機序は未解明で、ESRD のリスク

群を腎症早期の段階で発見するためのバイオマーカーも確立していない。筆者は糖尿病性腎症

患者を対象にした血漿中蛋白の網羅的測定で、腎保護作用を持つ Bone morphogenetic 

protein (BMP)-7 の antagonist である neuroblastoma suppressor of tumorigenicity 1(NBL

１)が将来の末期腎不全(ESRD)を強力に予測するバイオマーカーであることを明らかにした

(Kobayashi H, et al. Science Translational Medicine, 2022)。さらに NBL１は慢性腎臓病

患者の近位尿細管細胞で高発現し、動物実験では NBL１ノックアウト(KO)マウスが一側尿管結

紮(UUO)により誘導した腎線維化に対して抵抗性であることを見いだした（未発表）。糖尿病

性腎症においても、このような効果を持つのであれば、線維化抑制の治療薬としての応用が期

待され、新規の透析導入となる患者を減らすことができると考える。 

 
２．研究の目的 

NBL１は血中の ESRD を予測するバイオマーカーとしてだけでなく、腎保護作用を持つ BMP-7 の

作用を抑制することで、腎症進行の一因となるのではないかと仮説を立てた。そこで培養細胞を

用いて NBL１の発現を刺激し、それによって線維化マーカーがどのように変化するかを検討する。

同様 NBL１をノックダウンした場合についても検討する。また NBL１KO マウスの糖尿病モデルを

作成して、糖尿病性腎症における NBL１の役割について検討する。 

 

３．研究の方法 

 (１) 培養細胞における NBL１の役割について検討 

ヒト近位尿細管細胞株(HK-２)用いて、高血糖(グルコース濃度３３mM、コントロール５.６mM)や

TGFβ１に対する NBL１の発現について検討した。また HK-２細胞をヒトリコンビナント NBL1 と

培養をした際の EMT への影響を検討した。さらに NBL１の siRNA を導入し、NBL１の発現抑制化

において、HK-２細胞をTGFβ１で刺激をし、EMTに関する遺伝子や蛋白の発現についてReal time 

PCR や Western blotting で検討した。 

 

 （２）NBL１ノックアウトマウスを用いたストレプトゾトシン(STZ)投与モデルマウスに対する

NBL１の役割についての検討 

８週齢の NBL１KO マウス(NBL１:-/-)と WT マウス(NBL１：+/+)は、イソフルラン麻酔下で、右腎

臓を摘出した。術後、飼料を普通餌から高脂肪餌に変更して、２週間の回復期間を与えた後に、

STZ を腹腔内投与(４０mg/kg、５日間連続)し、１４日後に血糖値が３００mg/dl となった個体を

糖尿病発症マウスとした。また STZ を投与せず普通餌で飼育する KO マウスと WT マウスはコン

トロール群とした。４群とも糖尿病発症後２４週まで飼育し、イソフルラン麻酔下で血液と組織



を採取した。 

 

４．研究成果 

 (１) 培養細胞における NBL１の役割についての検討 

① 培養細胞における NBL１の刺激因子について 

HK-２細胞をプレートに播種し、７０％コンフルエント後に、DMEM 無血清培地(グルコース:５.

６mM)で serum starvation を行った後、細胞を高グルコース(３３mM)で２４時間刺激したとこ

ろ、NBL１の mRNA は有意に上昇した。また HK-２細胞を同様に recombinant human TGFβ１(５

ng/ml)で刺激すると、コントロールと比べて NBL１の発現が上昇した。 

② recombinant NBL１及び TGFβ１による細胞内 EMT マーカーの変化について 

HK-２細胞を recombinant NBL１(２００ng/ml)あるいは TGFβ１（５ng/ml）で７日間培養を行っ

た。培地に NBL１を添加して培養を行うと、TGFβ１や fibronectin の発現が増加し、E-cadherin

の発現が減少した。TGFβ１での刺激においても、NBL１と同様に EMT マーカーの変化が認められ

た。 

③ NBL１ノックダウン下での細胞内 EMT マーカーの変化について 

HK-２細胞に NBL１の siRNA を導入した。細胞に１０nM の siRNA をリバーストランスフェクショ

ンした後に、serum starvation を行い、TGFβ１を添加して２４〜７２時間刺激を行った。siRNA

導入細胞において、NBL１mRNA は negative control siRNA の１/１０に発現が抑制されていた。 

この条件下において、αSMA と fibronectin mRNA が negative control siRNA より発現が有意に

低下していた。TGFβ１による刺激を行うと、negative control siRNA では、αSMA と fibronectin 

mRNA の増加が認められたが、NBL１をノックダウンした細胞では negative control よりもαSMA

や fibronectin の上昇が抑制された。 

 

（２）NBL１ノックアウトマウスを用いたストレプトゾトシン(STZ)投与モデルマウスに対する

NBL１の役割についての検討 

① 飼育期間中の体重、血糖値等について 

実験期間中におけるコントロール群、糖尿病群ともに WT マウスと KO マウスの間に体重、血糖

値の差は認められなかった。 

② 血中 NBL１及び尿中アルブミン・クレアチニン比について 

実験終了時における、WT マウスの血清 NBL１値を ELISA 法にて測定すると、コントロール群と

比べて糖尿病群で有意な上昇が認められた。実験終了時の尿中アルブミン・クレアチニン比につ

いては差が認められなかった。 

③ 腎臓組織での遺伝子及び蛋白の発現について 

-８０℃で凍結保存していた腎臓組織から Total RNA を精製して、逆転写後、real time PCR を

行ったところ、糖尿病群の WT マウスと比較して、KO マウスで TGFβ１、CTGF、fibronectin 等

の発現が低下していた。western blotting においても、TGFβ１及び fibronectin において、WT

マウスと比較して KO マウスで発現の低下が認められた。 

 

糖尿病性腎症の患者において、血漿中 NBL１値は、健常者と比較して上昇していたが、糖尿病モ

デルマウスにおいても同様にコントロールマウスと比べて、NBL１の上昇が認められた。今後は、

NBL１の具体的なメカニズムを解明することが重要であり、特に NBL１が BMP-７のシグナル伝達

にどのように干渉し、繊維化プロセスにどのように影響を与えるのかについての研究が必要で



ある。また、BMP-7 を介さない経路でプロセスに影響を与えている可能性もあり、さらに検討を

行う必要がある。 
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