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研究成果の概要（和文）：腎障害の終末像である糸球体硬化の特徴は細胞外基質増生である。我々は、これま
で、転写因子Smad1が糸球体の細胞外基質増生を制御し、その上流因子BMP4中和抗体の投与で細胞外基質増生が
抑制されることを示した。今回は、これらの現象をより詳細に解析した。まず、糖尿病マウスへのBMP4中和抗体
投与では、糸球体へのFibronectin沈着と蛋白尿の増加が認められた。また誘導型Smad1欠損マウスを確立して、
実験腎炎を惹起した結果、腎炎でも細胞外基質増生抑制を確認できた。さらに、誘導型Smad1欠損マウスは12週
では表現型を認めなかったが、36週経過後には、糸球体内皮障害を疑う所見を認めるようになった。

研究成果の概要（英文）：Glomerulosclerosis is common final pathological features, characterized by 
the accumulation of extracellular matrix, of which the main component is α1/α2 type IV collagen 
(Col4α1/α2). Recently, we identified Smad1 as a direct regulator of Col4α1/α2, and showed that 
diabetic mice treated with a neutralizing antibody against BMP4, upstream factor of Smad1, exhibit 
less mesangial expansion. However, They did not show any improvement of albuminuria. Therefore, we 
checked molecules involved in albuminuria and found that glomerular expression of fibronectin was 
increased with the treatment of this antibody. We also generated conditional deletion of Smad1 
(Smad1-CKO). Mesangial matrix expansion was ameliorated in Smad1-CKO mice after the induction of 
nephritis. Furthermore, after 36 weeks, some Smad1-CKO mice showed glomerular endotheliosis and 
mesangiolysis. Thus, Smad1 plays a key role for matrix expansion, and possible role for the 
homeostasis of glomerular endothelial cells.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 糸球体硬化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果により、BMP4-Smad1シグナルは糸球体硬化の治療標的となることが判明したが、我々のBMP4中和抗体
投与では、糸球体Fibronectin沈着と蛋白尿の増加という有害事象が発生した。In vitroで検証により、この機
序は本抗体の持つBMP7抑制作用と考えられた。しかし、BMP4の受容体であるALK3の阻害薬dorsomorphinを用いた
結果から、BMP4シグナルの創薬応用として、ALK3が新たな治療標的となる可能性も示唆された。さらに、誘導型
Smad1欠損マウスの検討から、Smad1が糸球体細胞外基質の制御のみならず、糸球体内皮細胞の恒常性にも関与し
ている可能性が示唆された。
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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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 慢性腎臓病（CKD）は 1/8 人が罹患する国民病でありその対策は急務である。CKD の原

疾患は糸球体疾患が約 7割を占める。即ち、CKDの対策には、糸球体疾患の進展機序を明

らかにすることが重要である。 

 糸球体疾患に共通した終末病理像は、糸球体硬化であり、分子生物学的には、IV 型コラ

ーゲン α1/α2鎖(Col4α1/α2)と中心とした糸球体細胞外基質の増加が特徴である。 

 研究代表者らは、わが国で主要な糸球体疾患の糖尿病性腎症に注目し、Col4α1/α2産生を

直接制御する因子として Smad1を同定した (安部, 松原ら JBC. 2004、松原ら Labo invest. 

2006)。さらに、糖尿病を惹起した Smad1強発現マウスで糸球体硬化が加速することを示し

た(第 15回分子腎臓研究会 優秀研究賞, 2009年)。 

 Smad1 は、主に骨形成因子(BMP)によりリン酸化される。そこで、BMP の糸球体発現を

検討した結果、BMP4 が糖尿病で著増していることを見出した。さらに、新規に作成した

BMP4 特異的中和抗体を糖尿病マウスに投与することで糸球体硬化が抑制されることを示

した(松原ら Diabetes 2015)。 

 ところが、この中和抗体では、糖尿病性腎症の特徴である蛋白尿は全く改善せず増加傾向

となった。このままでは創薬への応用は困難であり、中和抗体の蛋白尿増悪機序も不明なま

まである。 

 さらに、糖尿病性腎症における Smad1の役割を直接検討するため Smad1ヘテロ（ホモは

胎生致死のため）欠損マウスに糖尿病を惹起し糸球体病変が抑制されることも確認した(松

原ら Diabetes 2015)。しかし、本マウスでは Smad1は約 50%発現しており、詳細な検討を

行うためには Smad1ホモ欠損マウスによる確認が必須である。 
 
２．研究の目的 
 
上記の研究背景をふまえ、本研究では以下の 2点を明らかにする。 

(1) BMP4中和抗体を用いた研究 

BMP4中和抗体による蛋白尿増加の機序を明らかにし、創薬への応用を目指す 

(2) Smad1ホモ欠損マウスを用いた研究 

Smad1ホモ欠損マウスを確立の上、表現型を解析し、腎疾患進展が抑制されること

を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 

(1) BMP4中和抗体を用いた研究 

ストレプトゾトシンにて糖尿病を惹起したマウスに、我々の作成した BMP4中和抗

体を投与し、蛋白尿増加と関連する分子の発現変化を検討した。さらに、これらの

分子が変化する機序を in vitroで検討した。 

(2) Smad1ホモ欠損マウスを用いた研究 

Smad1欠損マウスは胎生致死のため、誘導型 Smad1欠損マウスを確立した。次に

これらのマウスに糸球体腎炎を惹起し、病変の変化を検討した。 

 

  



４．研究成果 
 

(1) BMP4中和抗体を用いた研究 

① BMP4 中和抗体で治療した糖尿病マウスでは糸球体硬化は抑制されたが、Fibronectin

発現が増加した。 

 
 

② メサンギウム細胞を BMP4 中和抗体で刺激すると Fibronectin 産生が増加した。しかし、

BMP4の受容体 ALK3の阻害薬 Dorsomorphinでは、Fibronectinの産生は抑制された。 

【研究(1)に対する考察】  

 現時点では、機序が不明であるが、本病態形成においては、Fibronectinの増加が蛋白尿

出現と関連している可能性が考えられた。近年、糸球体発生時の BMP7阻害により大量の

蛋白尿と糸球体への Fibronectin沈着が観察されたという報告(Miyazaki Y, et al BBRC, 2006)

がなされた。そこで、培養メサンギウム細胞を用いて検討を行った結果、本抗体には、BMP7

による Smad1のリン酸化の抑制作用を部分的に有することが判明した。以上から、今回、

BMP4 中和抗体で蛋白尿が改善しなかった機序として、BMP7 の抑制作用が関与している

可能性が示唆された。また、in vitro の結果から、BMP4 シグナルの創薬応用という点で、

BMP4の受容体 ALK3の阻害が治療標的になる可能性が示唆された。 
 

  

 まず、我々のこれまでの報告通り、BMP4

中和抗体の投与により糖尿病マウスで糸球

体硬化は抑制された。しかし、やはり尿蛋

白（アルブミン尿）は増加した。（図 1a） 

 そこで、足細胞障害の指標である

Nephrin、基底膜障害の指標である Col4α3、

糖尿病で上昇する代表的サイトカインの

VEGF1や TGFβの発現を確認したが、BMP

中和抗体投与による悪化を認めなかった。

ところが、Col4α1/α2とは異なる糸球体細胞

外基質 Fibronectinの発現を確認した結果、

有意に上昇しており、（図 1b）局在はメサン

ギウム領域であることを確認した（図 1c） 
 

 結果(1)を受けて、培養メサンギウム細

胞を用いて現象を in vitro で確認した。

BMP4中和抗体や BMP4受容体 ALK3の

阻害薬 Dorsomorphinでは、ともにメサン

ギウム細胞での Smad1 のリン酸化は抑

制された。しかし、BMP4 中和抗体投与

では Fibronectin産生が増加した。一方で、

Dorsomorphin投与では Fibronectin産生が

抑制された。（図 2）  



(2) Smad1ホモ欠損マウスを用いた研究 

① 誘導型 Smad1欠損マウスでは腎炎の病変形成が抑制された。 

 Smad1 欠損マウスは胎生致死であることが知られている。そこで、Rosa26 をプロモータ

ーとするタモキシフェン誘導型 Creリコンビナーゼを用いて、成体における Smad1欠損マ 

 

② 長期経過した誘導型 Smad1欠損マウスでは内皮腫大とメサンギウム融解が観察された。 

 
(図 4) 

 

【研究(2)に対する考察】 

 本研究により、Smad1が腎病変形成過程のメサンギウム基質産生増加において、In vivo

でも直接的役割を果たすことが示された。一方で、Smad1は内皮細胞の恒常性維持に重要

な役割を果たしている可能性も示唆された。しかしながら、本研究期間中の観察では、経

過中のマウスの死亡により解析に必要な匹数が得られず、結論を得ることはできなかった

ため、引き続き観察予定である。 

ウスを作成した。自然経過では、Smad1欠損マウスは生後 12週

まで病変を認めなかったが、実験腎炎を惹起したところ、対照

マウスと比較し、誘導型 Smad1 欠損マウスでは、糸球体

Col4α1/α2の発現低下および糸球体硬化の改善を認めた。これら

の結果より、Smad1 は腎炎においても糸球体硬化における重要

な役割を担っていると考えられた。（図 3）  

 上記の通り、誘導型Smad1欠損マウスはタモキシフェン投与

後12週までは表現型を認めなかったが、36週を経過すると、糸

球体内皮の腫大（図4右矢頭）や脱落、毛細血管瘤、メサンギ

ウム融解などが見られ、Thrombotic microangiopathyに類似し

た組織像が観察された（図4）。  
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