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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症では、糸球体基底膜、メサンギウム、糸球体上皮細胞、内皮細胞に形態変化が
生ずることがよく知られているが、これらの形態変化に伴う分子構築の変化については不明な点が多い。本研究では、
O-グリコシド結合N-アセチルグルコサミン(O-GlcNAc)とよばれる糖のタンパク質への修飾を指標にして糖尿病性腎症に
伴う糸球体の分子構築の変化を解明することを目的に、糸球体を単離し、プロテオミクス並びに免疫組織化学によりO-
GlcNAc修飾タンパク質の解析を行った。その結果、糸球体上皮細胞に特異的に発現するシナプトポディンなどにO-GlcN
Ac修飾の変化が起こり、それに伴い局在が変化することが判明した。

研究成果の概要（英文）：It is well known that the changes in morphology of the glomerular epithelium, 
endothelium, basement membrane and mesangium occur in the diabetic nephropathy. However, the change of 
these structures at the molecular level is not examined yet. In this study to elucidate the etiology of 
diabetic nephropathy the change of the molecular structure of glomerulus was examined by the proteomics 
of O-GlcNAc-modified proteins from isolated glomeruli and immunohistochemistry. It was revealed that in 
the diabetic glomerulus some proteins including synaptopodin which was expressed specifically in the 
glomerular epithelial cells increased in O-GlcNAc-modification, and the localization of the 
O-GlcNAc-modified proteins changed.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
〈糖尿病性腎症の病変〉糖尿病性腎症では糸
球体基底膜の肥厚とメサンギウム拡大が特
徴的病変として知られているが、近年、さら
に上皮細胞の変化が腎症の成因に関与する
として注目されている。糖尿病性腎症では上
皮細胞のアポトーシスおよび糸球体基底膜
からの剥離により、上皮細胞数の減少が起こ
り、その代償機構として足突起幅の増大が起
こると考えられている（Wolf G, et al., 
Diabetes 54:1626-1634, 2005）。 
 
〈糖尿病性腎症の病因〉従来、①非酵素的グ
リコシレーションの加速化、②ジアシルグリ
セロールの増加とＰＫＣβ活性の上昇、③ポ
リオール代謝亢進、④酸化ストレスの亢進が
考えられている。これに加え、近年、第 5の
病因としてヘキソサミン代謝亢進によるタ
ンパク質への O-グリコシド結合 N-アセチル
グルコサミン(O-GlcNAc)とよばれる糖の修
飾（O-GlcNAc 化）亢進が提唱されている
(Brownlee M, Nature 414: 813-820, 2001, 
Hart GW, et al., Nature 446:1017-1022, 
2007)。 
 
〈予備的データ〉これまで 2型糖尿病モデル
GK ラットの腎臓、眼球、神経を用いて糖尿
病合併症における基底膜をはじめとする形
態変化とO-GlcNAc化との関係を検討してき
た。その結果、糖尿病の組織において基底膜
および上皮細胞の形態変化（肥厚、上皮細胞
からの剥離）に伴い O-GlcNAc化レベルが上
昇することを明らかにした(Akimoto Y, et al., 
Acta Histochem. Cytochem. 36: 131-142, 
2005; Akimoto Y et al., Med. Mol. Morphol. 
38: 84-91, 2005)。さらに、O-GlcNAc化の顕
著に変化するタンパク質の同定をグライコ
プロテオミクスにより試みた。その結果α-
アクチニン 4をはじめとする細胞骨格系のタ
ンパク質が同定され、その局在の変化が明ら
かになった(Akimoto Y, et al., Clin. Proteom. 
8: 15, 2011)。以上のことから「糖尿病性腎症
に伴う糸球体基底膜や上皮細胞の形態変化
は、タンパク質の O-GlcNAc化の異常が一つ
の現因である」という作業仮説が見出された。 
 
２．研究の目的 
糖尿病性腎症では、糸球体基底膜、メサンギ
ウム、上皮細胞、内皮細胞に形態変化が生ず
ることがよく知られているが、これらの形態
変化に伴う分子構築の変化については不明
な点が多い。研究代表者は、予備的な実験で、
糖の修飾（O-GlcNAc 化）の変化を指標にし
て、糖尿病の腎糸球体におけるα-アクチニン
4 をはじめとする細胞骨格タンパク質の局在
の変化を明らかにしてきた。さらに本研究で
は糖尿病性腎症に伴う糸球体の分子構築の
変化をO-GlcNAc化を指標にしてプロテオミ
クス並びに免疫組織化学を用いて解明する
ことを目指す。 

３．研究の方法 
1) 糖尿病性腎症に伴い O-GlcNAc 化が変化
するタンパク質の同定： 
糖尿病モデル動物（GK ラット）腎臓を用い
て、総タンパク質あるいは 細胞質画分、核
画分を分離し、タンパク質を２次元電気泳動
した後、O-GlcNAc に対するモノクローナル
抗体 (RL2, CTD110.6) を用いて O-GlcNAc
の修飾が変化するタンパクを、二次元電気泳
動解析ソフトウェア（PD Quest）を用いて
調べる。このようにして単離された
O-GlcNAc 化が顕著に変化するタンパクを
PVDF膜にブロット後、トリプシン処理して
マススペクトロメトリーによりアミノ酸配
列を調べ、既知のデータベースによりタンパ
クを同定する。 
 
2) 上述の方法で同定されたタンパク質の
O-GlcNAc化量の検討： 
同定されたタンパク質のO-GlcNAc化の変動
が、タンパク質自身の発現量の変化によるか、
タンパク質の発現量は同じでO-GlcNAc化の
変化によるものか、あるいは両者によるもの
かについて、抗体を用いた免疫沈降法とイム
ノブロット法により明らかにする。これによ
り明らかにO-GlcNAc化自身が有意に変化す
るタンパク質であるかどうかを検討する。 
 
3) 糖尿病の腎糸球体上皮細胞、内皮細胞、
基底膜、メサンギウムにおける糸球体構成分
子の局在の免疫組織化学による検討： 
  組織をアルデヒド前固定後、凍結切片を
作製、同定された糸球体構成分子に対する市
販の抗体と反応させ、蛍光法または HRP 法
にて局在部位を光顕的に観察する。電顕観察
には、包埋前染色法（HRP標識法）、包埋後
染色法（LR White包埋等／コロイド金標識
法）、凍結超薄切片法（コロイド金標識法）
を用いる。一方、市販されている抗体がない
場合には、上記各組織よりタンパク質を抽出
し、精製、抗血清（家兎）やモノクローナル
抗体を作製する。並行して各組織の lysateを
作製、イムノブロット法により組織内に含ま
れるタンパク質量の増減や消長を確認する。 
 
4) 基底膜やメサンギウム基質など細胞外マ
トリックスの構成タンパク分子が O-GlcNAc
化されているかどうかについての検討： 
下記の細胞外マトリックス構成タンパク質
に対する抗体を用いて、これらを免疫沈降し、 
抗O-GlcNAc抗体を用いてイムノブロットす
ることにより、O-GlcNAc 化されているか、
さらに糖尿病でO-GlcNAc化が変化するかを
検討する。 
 
コラーゲン（Ⅰ, Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ, Ⅶ型）,  
ラミニン，フィブロネクチン， 
ヘパラン硫酸プロテオグリカン，ガレクチン，
ニドゲン，ミクロフィブリル，フィブリリン， 
エラスチン, テネイシン, etc. 



5) O-GlcNAc化された糸球体構成分子の局在
の検討： 
本研究者は既に in situ Proximity Ligation 
Assay (PLA)法により、腎糸球体における
O-GlcNAc 化タンパク質の局在を検出できる
ことを証明している(Akimoto Y, et al., Clin. 
Proteom. 8: 15, 2011)。この in situ PLA法
により、糸球体構成分子に対する抗体と抗
O-GlcNAc 抗体の二つの抗体を用いて、
O-GlcNAc 化されたタンパク質分子の局在な
らびに量を免疫組織化学的に調べ、
O-GlcNAc 化されていない分子の局在ならび
に量と比較検討する。 
 
6) O-GlcNAc化を促進あるいは抑制する薬剤
による腎糸球体上皮細胞の形態変化の検討： 
腎糸球体上皮細胞を高濃度のグルコースあ
るいは O-GlcNAcase の阻害剤 PUGNAc 
(100 µg/ml) 存在下で１〜８日間 in vitroで
培養して O-GlcNAc化を促進し、その形態変
化を光顕、電顕レベルで検討する。さらに、
これとは反対に、O-GlcNAc 転移酵素の発現
を RNAi法で抑制して、O-GlcNAc化を抑制
したときの形態変化を検討し、O-GlcNAc 化
の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病性腎症に伴う糸球体の分子構築の
変化をO-GlcNAc化タンパク質を指標にして
解明するために、糖尿病性腎症に伴い
O-GlcNAc 化が変化する糸球体タンパク質の
同定とα-アクチニン 4、アクチンの 2つのタ
ンパク質におけるO-GlcNAc化部位の同定を
実施した。 
糖尿病モデル動物（GK ラット）と正常

Wistarラット（雄、各 3匹）、の腎臓を用い
て、腎臓から糸球体を単離し(Katsuya et al., 
Kidney Int 69: 2101, 2006の方法）、さらに
抗O-GlcNAc抗体を結合させた磁気ビーズで、
O-GlcNAc 化タンパク質を免疫沈降してから、
糸球体構成タンパク質を LC MS/MS にて分
離、O-GlcNAc 化タンパク質の量を比較し、
糖尿病にて顕著に変化するO-GlcNAc化タン
パクの同定を行った。その結果、糖尿病で
O-GlcNAc 化が有意に変化するいくつかのタ
ンパク質が同定された。 
これまでの研究により糖尿病に伴いα-ア
クチニン 4、チューブリン、アクチン、ミオ
シンなど糸球体の形態維持に重要な細胞骨
格タンパク質がO-GlcNAc化の増加が認めら
れた(Akimoto Y, et al., Clin. Proteom. 8: 15, 
2011)。このうちα-アクチニン 4はアクチン
フィラメントを互いに架橋し、足突起の構造
の維持、形態変化に関与し、またスリット膜
の構造を維持の役割を担っていることが知
られている。このことから、さらにα-アクチ
ニン 4とアクチンに注目し、O-GlcNAc化部
位の同定を試みた。糖尿病 GKラットの腎臓
の総タンパク質を２次元電気泳動した後、α
-アクチニン 4、アクチンのスポットを切出し、

LC-MS/MS による O-GlcNAc 化部位の同定
を行った。しかし、レーザーによるイオン化
の過程で O-GlcNAcが消失してしまい、修飾
部位の同定をすることが出来なかった。 
 
(2)細胞骨格への糖の修飾がどのような影響
を及ぼすかを調べることを目的として、顕著
に変化の認められたα-アクチニン 4 に注目
し、糸球体における局在の変化を免疫組織化
学的に解析した。その結果、α-アクチニン 4
は糸球体上皮細胞に局在し、糖尿病では発現
が増加し、かつ局在が乱れることが明らかに
なった。さらに in situ PLA法にて検討した
ところ、糖尿病において O-GlcNAc 化α-ア
クチニン 4の増加が観察された。さらに、培
養した糸球体上皮細胞を用いて、高グルコー
ス存在下でのα-アクチニン 4 の局在の変化
および糖修飾阻害剤の影響を検討した。高グ
ルコース存在下で 1日から 3日培養した糸球
体上皮細胞ではα-アクチニン 4 の局在の変
化はほとんど観察されなかった。これに対し、
O-GlcNAcase 阻害剤存在下で糸球体上皮細
胞を培養し、O-GlcNAc 化を上昇させると、
ストレスファイバー並びに細胞突起の形成
が阻害され、α-アクチニン 4の局在が変化し
た。 
 
(3) さらに糸球体構成タンパク質への
O-GlcNAc 化の変化を調べるため、糸球体を
単離し、プロテオミクスにより O-GlcNAc化
タンパク質の解析を行った。その結果、上記
の細胞骨格やミトコンドリアタンパク質に
加えて糸球体上皮細胞に特異的に発現する
シナプトポディンにO-GlcNAc化が起こるこ
とが明らかになった。さらにその O-GlcNAc
化ならびにその局在の変化について検討し
た。またこれまでの研究より、糖尿病におい
てO-GlcNAc化α-アクチニン4とO-GlcNAc
化アクチンとの相互作用の増加が観察され、
培養糸球体上皮細胞において、O-GlcNAc 化
の増加は、ストレスファイバーならびに細胞
突起の形成を阻害することが明らかになっ
たことから、O-GlcNAc 化アクチンに対する
抗体を作製した。今後、この抗体を用いて
O-GlcNAc 化に伴うアクチンの局在の変化に
ついて検討する予定である。さらに、細胞外
マトリックスの構成タンパクへの O-GlcNAc
化を検討したところ、ガレクチンが
O-GlcNAc 化されていることが明らかになっ
た。研究代表者らは、既にガレクチンが糸球
体基底膜に局在し、病態に伴い変化すること
を免疫電顕で明らかにしている（Shimizu M, 
et al., Lab. Invest. 89:178-195, 2009）。これ
らのことから、ガレクチンの O-GlcNAc化の
変化と糖尿病性腎症における基底膜の形態
変化との関係が示唆された。 
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