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研究成果の概要（和文）：加齢指標蛋白30は加齢とともに発現が減少し、老化病態の形成に関与する。本研究では、SM
P30の糖尿病腎症発症における役割について、ストレプトゾシン誘発糖尿病SMP30ノックアウトマウスを用いて検討した
。非糖尿病ノックアウトマウスにおいて尿細管間質の線維化を伴う尿細管障害を認め、糖尿病はそれを増悪させた。一
方、糸球体病変に変化はなかった。SMP30の減少によるHIF-1α蛋白の増加、酸化ストレス上昇、尿細管の炎症反応が尿
細管障害に関与した。以上の結果より、加齢によるSMP30の減少が尿細管障害を通して糖尿病腎症を進展させる可能性
が示された。

研究成果の概要（英文）：Senescence marker protein-30 (SMP30) decreases with age and contributes to the sym
ptoms of aging. In this study, we investigated the effect of SMP30 deficiency on the pathogenesis of diabe
tic nephropathy using streptozocin induced diabetic SMP30 knockout (KO) mice. Tubular damages with tubuloi
nterstitial fibrosis were observed in non-diabetic KO mice, and diabetes exacerbated these changes. On the
 other hand, SMP30 deletion did not affect glomerular changes. The accumulation of HIF-1alpha, the increas
e of oxidative stress, and tubular inflammation were associated with tubular injuries. In conclusion, decr
eased SMP30 with age may contribute to the progression of diabetic nephropathy through tubular damages.
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１．研究開始当初の背景 
高齢者の 2 型糖尿病が増加しており、その

健康を守ることは医療における重要課題で
ある。心臓、腎臓の機能は加齢とともに低下
する。この加齢因子は糖尿病性心筋症、腎症
による臓器不全の進展因子となる。したがっ
て、高齢糖尿病患者における心不全、腎不全
進展機序を明らかにし、その予防・治療法を
探索することは重要である。 
 SMP30 は肝臓での発現量が加齢に伴い減
少することからプロテオーム解析により発
見された。SMP30 は、肝、腎、心臓、脳、
肺、副腎、胃、膵など多臓器に発現し、その
減少が酸化ストレスなどによる臓器傷害の
閾値を低下させ老化病態を引き起こすと考
えられている。 
２．研究の目的 
 糖尿病合併症の発症・進展における
SMP30 減少の関与を検討した。 
３．研究の方法 
（1）動物と実験計画 
・雄 SMP30 ノックアウトマウス（KO）を研究
分担者より供与。対照の野生型マウス（WT）
は雄 C57BL/6 マウス。ビタミン C欠乏を避け
るためSMP30ノックアウトマウスはビタミン
C 補充条件下（飲水ビタミン C1.5g/l）で飼
育。 
・7 週令マウスにストレプトゾシンを腹腔内
投与、7日後、随時血糖 300mg/dl となったも
のを糖尿病（DM）とした。対照（Cont）はバ
ッファーのみ投与。 
・4群を作成し、糖尿病誘発 12 週間後に実験
に供した：WT-Cont、KO-Cont、WT-DM、KO-DM
群。 
（2）腎組織学的検討、計測 
・PAS 染色：メサンギウム領域の面積、糸球
体面積、尿細管細胞傷害の定量（尿細管細胞
傷害スコア）、尿細管間質炎症の定量（尿細
管間質炎症スコア）。 
・Sirus Red 染色：尿細管間質線維化面積 
（3）免疫組織学的検討、定量 
・4-hydroxynonenal(4HNE) 
・Hypoxia-inducible factor(HIF)-1α 
（4）TUNEL 染色：全腎組織 
・HIF-1α、p67-phox、SMP30、 
connective tissue growth factor (CTGF)、
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)、 
peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma coactivator-1α (PGC-1α) 
・Thermal Cycler Dice Real Time System II 
(TaKaRa Bio Inc.)を使用。 
（6）生化学的測定項目（20 週令） 
・空腹時血糖、HbA1c、クレアチニン 
・尿アルブミン排泄量 
・尿細管傷害マーカー：尿中 neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin (NGAL)、
kidney injury molecule 1 (KIM-1) 、
N-acetyl-β-d-glucosaminidase (NAG) 
・肝臓ビタミン C含有量 
４．研究成果 

（1）血糖値、HbA1c は WT-DM と KO-DM 間で差
がなかった。肝蔵ビタミン C 含量は WT と KO
間で有意な差がなかった。SMP30 の欠乏は糖
尿病による腎重量増加に影響を及ぼさなか
った。近位尿細管傷害マーカーである NAG、
NGAL、KIM-1 は WT-Cont に比し KO-Cont で有
意に増加した。SMP30 の欠乏は糖尿病による
これら近位尿細管傷害マーカーの増加を増
強した。尿アルブニン排泄も同様のパターン
を示した。血清クレアチン値に変化はなかっ
た（Table1）。 
Table 1. Characteristics of the experimental groups 
of mice at 20 weeks age 

 WT-Cont KO-Cont WT-DM KO- DM 

n 10 8 10 8 

Body weight (g)  30.3±0.5 26.5±1.2 19.3±0.9†‡ 18.0±1.0†‡ 

Blood glucose (mmol/L) 6.4±0.2 7.7±0.5 33.2±1.3†‡ 30.2±1.6†‡ 

HbA1c (%)  5.0±0.1 4.4±0.2 11.6±0.3†‡ 9.9±0.1†‡ 

Creatinine (μmol/L) 15.0±1.8 13.3±0.9 11.5±0.9 10.6±0.9 

Kidney weight (μg/BWg) 6.0±0.1 6.7±0.2 9.9±0.4†‡ 10.8±0.8†‡ 

UAE (μg/day) 7.6±1.4 23.6±1.4† 94.6±21.3†‡ 168.7±24.6†‡§ 

NAG (mU/day) 
30.9±2.0 

53.5±15.7

† 
57.0±9.8† 116±30.8†‡§ 

NGAL (pg/day) 
21.9±2.2 

61.5±15.2

† 
302.8±25.0†‡ 1400.4±385.6†‡§ 

KIM-1 (ng/day) 0.9±0.07 2.6±0.2† 3.7±0.5†‡ 15.3±2.0†‡§ 

VC content (mg/g tissue) 140.2±2.6 111.8±0.5 132.6±3.1 115.0±3.1 

†P < 0.05 versus WT-Cont, ‡P < 0.05 versus KO-Cont, §P < 0.05 versus WT-DM  

 

（2）尿細管間質線維化面積は KO-Cont 群に
おいて WT-Cont に比して有意に増加した
（P<0.05）。さらに SMP30 欠乏は糖尿病によ
る線維化面積増加を増強させた（WT-DM vs. 
KO-DM, P < 0.05）（Figure 1）。SMP30 欠乏は
メサンギウム領域の拡大、糸球体肥大には影
響を及ぼさなかった。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
*P < 0.05 versus WT-Cont, $P < 0.05 versus KO-Cont, #P < 0.05 versus WT-DM 

（3）尿細管傷害スコアは KO-Cont 群におい
てWT-Contに比して有意に増加した（P<0.05）。
さらにSMP30欠乏は糖尿病による尿細管傷害
を増悪させた（WT-DM vs. KO-DM, P < 0.05）。
一方、尿細管間質炎症スコアは SMP30 の欠乏
だけでは上昇せず、糖尿病による炎症を増強
した（KO-DM vs WT-DM、P<0.05）。 
（4）TUNEL 染色によるアポトーシスの評価で

 
Figure 1 



は、糖尿病によりアポトーシス細胞の増加は
認めるもののSMP30欠乏の影響は検出されな
かった。 
（5）HIF-1α は尿細管細胞の低酸素反応およ
び尿細管間質線維化に重要な役割を持つこ
とが知られている。免疫組織学的検討におい
て、腎皮質尿細管領域における HIF-1α の染
色強度は KO-Cont 群において WT-Cont に比し
て有意に増加した（P<0.05）。SMP30 欠乏は糖
尿病による HIF-1α 蛋白発現増加をさらに増
強した（WT-DM vs. KO-DM, P < 0.05）（Figure 
2A）。これらの変化は尿細管間質線維化面積
の変化と同様であった。糸球体における
HIF-1α 蛋白発現は糖尿病における増加を示
すのみで SMP30 の影響はなかった（Figure 
2B）。 
 全腎組織における HIF-1α mRNA 発現は
KO-Cont 群において WT-Cont に比して有意に
増加した（P<0.05）。しかし、糖尿群での比
較では WTと DM 間で差がなかった。この結果
より KO-DM における HIF-1α 蛋白発現増加は
ポストトランスレーショナルな HIF-1α 蛋白
の安定化によると推察された（Figure 2C）。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 *P < 0.05 versus WT-Cont, $P < 0.05 versus KO-Cont, #P < 0.05 versus WT-DM 

 

（6）4HNE 免疫染色により酸化ストレスを評
価した。腎皮質尿細管領域における 4HNE の
染色強度は KO-Cont 群において WT-Cont に比
して有意に増加した（P<0.05）。糖尿病では
4HNE染色強度は増強したがSMP30欠乏による
変化はなかった。高血糖による誘発された酸
化ストレス増強がSMP30欠乏による影響を凌
駕した結果と推測された。糸球体における酸
化ストレスはSMP30欠乏の影響を受けなかっ
た。p67-phox mRNA 発現は 4HNE 染色の結果と
同様であった。 
（7）WT における腎臓での SMP30ｍRNA の発現
は糖尿病により影響を受けなかった(Figure 
3)。 
（8）HIF-1α の標的分子であり線維化にも関
与するCTGFｍRNAの腎臓での発現は尿細管間
質線維化、HIF-1α蛋白発現と同じパターンを
示した(Figure 3 ; WT-Cont vs. KO-Cont, 
WT-DM vs. KO-DM, P < 0.05)。 
（9）Pro-inflammatory である MCP-1ｍRNA の
発現は糖尿病群においてのみSMP30欠乏で増
加した（Figure 3 ; WT-DM vs. KO-DM, P < 
0.05）。 
（10）ミトコンドリア生成、機能に関わり細
胞の生存に寄与する転写コアクチベーター
であるPGC-1αの発現は糖尿病群においての
み SMP30 欠乏で増加した（Figure 3 ; WT-DM 
vs. KO-DM, P < 0.05）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
*P < 0.05 versus WT-Cont, $P < 0.05 versus KO-Cont, #P < 0.05 versus WT-DM 

 

Figure 2A 

Figure 2B 

Figure 2C 

Figure 3 



まとめと考察 
ストレプトゾシン誘発糖尿病モデルマウ

スにおいて、SMP30 欠乏は腎尿細管上皮傷害、
間質の炎症・線維化を増悪させた。この変化
は非糖尿病マウスにおいても観察された。機
序としてSMP30欠乏によるミトコンドリア機
能障害が細胞傷害、酸化ストレス亢進、
HIF-1α 経路活性化を引き起こすことが推察
された。 
 加齢による SMP30 減少が、腎尿細管傷害を
通して糖尿病腎症を含む慢性腎臓病の増悪
因子になる可能性が示唆された。SMP30 減少
による尿細管傷害の分子機構を明らかにす
ることは新規の治療方法の発見につながる
と考えられた。 
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