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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスで誘導されるメガリン発現はメガリン自身の制御的膜内切断（RIP)にて
負に制御されることが明らかになった。またメガリンRIPによって生じるメガリンの細胞内C末端ドメイン
（MCTF）が、過酸化水素処理により細胞上清中に排泄された。さらに、このMCTFは1型糖尿病モデルラット尿中
にも排泄された。腎皮質メガリン発現の上昇に伴いそのネガティブフィードバック機構としてRIP亢進が起こる
ことが示唆される。さらに、メガリン発現を抑制的に制御すると考えられるマイクロRNA（miRNA) -148bの関与
を検討したが、miRNA-148bは酸化ストレス誘導megalin発現上昇に影響を及ぼさなかった。

研究成果の概要（英文）：Present study clarified the increase in megalin expression induced by 
oxidative stress was negatively regulated by megalin regulated intramembrane proteolysis (RIP). 
Interestingly, intracellular megalin COOH-terminal fragment (MCTF) excretion in medium was increased
 by hydrogen peroxide treatment in a dose-dependent manner. Furthermore, megalin MCTF excretion in 
the urine of STZ-induced diabetes was significantly increased compared to sham rats. Next, we 
evaluated if micro RNA (miRNA) related to the megalin negative feedback system. Although miRNA-148b 
is known to be one of the regulator for megalin expression, hydrogen peroxide treatment did not 
affect the expression of miRNA-148b. Then we conducted a comprehensive miRNA array to find 
megalin-related and oxidative-induced miRNA. Two miRNA was picked up for candidates for megalin 
regulator. We would expect those miRNA could be useful as urine biomarker for diabetes nephropathy.

研究分野：臨床化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究で、糖尿病性腎症の初期に腎尿細管におけるメガリンの発現が上昇することを明らかにしてき
た。本研究では、このメガリンの上昇に対して抑制的に作用するメガリン制御的膜内切断（RIP)に関連する分子
MCTFが、尿中に早期に検出される可能性を見出した。糖尿病性腎症は透析患者の原因疾患で最も多いため、MCTF
を活用した糖尿病性腎症の早期診断は透析患者減少に寄与し、患者QOLの向上や透析に要する医療費の削減など
に寄与することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症は、重篤化すると血液透析を行わなくてはならない。血液透析は患者の肉体的・
経済的負担が甚大であり、また多額の国費（医療費）を要する。そのため、透析に至る前段階で
腎不全の進行を留めることは国策としてますます重要な課題であると考えられる。現在、糖尿病
性腎症のマーカーとして微量アルブミンが広く利用されている。しかしながら、透析患者数は増
加の一途をたどっており、尿中アルブミンが正常なステージにおける腎障害マーカーの探索は、
透析患者の減少のために最も重要な課題である。 
腎尿細管において、エンドサイトーシス受容体メガリンはタンパク質の再吸収に重要な役割
を担う。いくつかの研究グループによって、糖尿病性腎症などの慢性腎臓病の進行に伴いメガリ
ン発現が低下し、タンパク尿の原因となることが報告されている。一方で、申請者らは糖尿病性
腎症の初期（正常アルブミン尿ステージ）に、酸化ストレスの亢進がメガリン発現を上昇させる
ことを見出した（Am J Physiol Renal Physol, 314;F462-F470, 2018）。また、近年メガリンは
尿細管障害を進展させる腎傷害性物質の「入り口」分子として同定され、その発現上昇が病態に
関連する可能性も指摘されている。このように、メガリン発現の動態と腎症進展の関係を明らか
にすることは、新規治療標的やバイオマーカーの探索に重要と考えられるが、それらは未だ明確
にされていない。 
メガリン発現の制御は、メガリン切断機構である regulated intramembrane proteolysis 
(RIP)によって制御されている（図１）。メガリンにリガンドが結合すると、各種プロテアーゼ
（MMP,プレセニリン）により、メガリンの細胞内ドメインが切断される。この切断されたメガリ
ン細胞内ドメインは、核内に移行して転写因子として働き、メガリン自身の発現を負に制御する
と報告されている。そのため、RIP はメガリン発現を調整するネガティブフィードバック機構で
あると考えられる。申請者は、不死化した近位尿細管上皮細胞において、酸化ストレスによりメ
ガリン発現が上昇し、一方でこのメガリン発現の上昇は 24 時間で急速に低下することを明らか
にしている（Am J Physiol Renal Physol, 314;F462-F470, 2018）。腎症初期における酸化スト
レスの亢進が、メガリン発現の上昇とそのネガティブフィードバックである RIP を活性化させ
ることを示し、これらメカニズムに関連する分子の探索が、早期診断マーカーの探索に繋がるも
のと考える。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、糖尿病性腎症におけるメガリ
ン発現の動態を明確にし、糖尿病性腎症初期に
おける尿中の尿細管障害マーカーを探索する
ことである。各種疾患モデルにおいて、近位尿
細管障害によるメガリン発現の減少が微量ア
ルブミンの原因であることが報告されている。
一方で、申請者はこれまでの解析結果から、腎
症初期では軽度な酸化ストレスがメガリン発
現の一時的な上昇および RIP の亢進が起こり、
進行した腎症では重度な酸化ストレスがメガ
リン発現を減少させるという仮説を考えてい
る（図 1）。現在、腎症進展のマーカーとして尿
中全長型メガリンの有用性がいくつかの研究
グループにより検討されている。しかしなが
ら、前述したメガリン発現の動態を鑑みると、
メガリン RIP の亢進によるメガリン断片の尿中排泄は、全長型メガリンの尿中排泄よりも早期
に起こりうると考える。 
 
３．研究の方法 
1．RIP によるメガリン発現調節機構の解析 
① 酸化ストレスによるメガリン発現の変動と RIP の関連 
・使用細胞：ヒト近位尿細管上皮細胞 HK-2 細胞 
・RIP 阻害剤(プレセニリン阻害 Comp E, MMP 阻害剤, PKC 阻害 Go6983）の影響 
・プレセニリンの siRNA ノックダウンによる RIP 阻害 
② RIP に伴うメガリン断片の細胞外排出の解析  
・酸化ストレス負荷時における培養上清中メガリン断片の解析（WB） 
 
2. 糖尿病モデルラットにおける尿中メガリン断片の解析 
① １型糖尿病モデルラット作製 
・ストレプトゾトシン(STZ)にて誘導 (Clin Sci (Lond) 124; 543-52, 2013)。 



② 測定項目 
・尿；尿中全長型メガリンおよびメガリン断片、エクソソーム解析（WB） 
・腎皮質；メガリンと関連タンパク質(キュビリン、AMN、NHE3、等) (WB,qPCR) 
 
 3. 酸化ストレス誘導メガリン上昇に関連するマイクロ RNA（miRNA）の探索 
  ① miRNA-148b がメガリン発現に及ぼす影響 
   ・酸化ストレス負荷による miRNA-148b 発現の変化 
   ・miRNA 特異的阻害剤のトランスフェクションによる影響 
  ②miRNA アレイを用いたメガリン発現関連 miRNA の探索 
   ・過酸化水素負荷 HK-2 細胞内で変化するメガリン関連 miRNA の網羅的解析 
 
４．研究成果 
1．RIP によるメガリン発現調節機構の解析 
近位尿細管上皮細胞 HK-2 を酸化ストレス（過酸化水素）にて処理したとき、短期的にはメガ
リン発現が上昇し、一方で長期的にはメガリン発現がベ
ースラインよりも低下した。メガリン発現の制御は、メ
ガリン切断機構 RIP によって制御されているため（図
2）、RIP を阻害剤および活性化剤で変化させたときのメ
ガリン発現の変化を観察した。RIP においてメガリンを
切断する酵素γ-secretase を阻害した際に、長期的な
メガリン発現の減少が抑制された。一方で PKC 活性化に
より RIP を促進したとき、短期的なメガリン発現の上昇
が抑制された。同様の傾向が、メガリン mRNA レベルに
おいても見られた(図３)。また、γ-secretase の構成タ
ンパクである Presenilin-1 (PSEN-1)および PSEN-2 を
siRNA にてノックダウンすると、長期的なメガリン発現
減少を抑制する傾向にあった。これらのことより、メガ
リンRIPは酸化ストレスによるメガリン発現の上昇に対
するメガリン自身のネガティブフィードバック機構で
あることを示唆する。興味深いことに、メガリン RIP に
よって生じるメガリンの細胞内 C末端ドメイン（MCTF）
が、過酸化水素処理により細胞上清中に排泄されること
が明らかになった。培養上清中の MCTF 増加は、酸化ス
トレスが付加されていることを示すため、上清中 MCTF
は糖尿病における尿細管障害マーカーとなる可能性が
示唆された。 
 
2. 糖尿病モデルラットにおける尿中メガリン断片の解析 
続いて、MCTF が尿中に排泄される可能性を in vivo で検証するため、ストレプトゾトシン誘
導糖尿病ラットを用いて、腎皮質メガリン発現の解
析と尿中 MCTF 排泄を確認した。正常アルブミン尿
期において、糖尿病ラット腎皮質メガリンが上昇
し、同時期に尿 MCTF 排泄の亢進を認めた（図４）。
このことより、腎皮質メガリン発現の上昇に伴いそ
のネガティブフィードバック機構として RIP 亢進
が起こっていることが示唆される。これらの結果
は、2020 年ヨーロッパ腎臓学会にてポスター発表
した（ 57th ERA-EDTA 2020, Milan, Italy 
(Virtual-meeting)）。 
 
3. 酸化ストレス誘導メガリン上昇に関連するマイクロ RNA（miRNA）の探索 
メガリンネガティブフィードバック機構にマイクロ RNA が関連することを予測し、メガリン
発現を抑制的に制御すると考えられるマイクロ RNA（miRNA) -148b の関与を検討した。miRNA-
148b は酸化ストレス負荷により上昇傾向にはあったが有意な上昇は見られず、また miRNA-148b
ノックダウンはメガリン発現に有意な影響を示さなかった。そのため、酸化ストレス負荷した
HK-2 において変化する miRNA をマイクロアレイにて網羅的に探索したところ、数種類のメガリ
ン制御 miRNA が上昇することが確認された。この中で特に発現量の多い miRNA の 2 種類につい
て、定量法を確立しようと試みたが、年度内には検出方法が確立できなかった。今後、これら
miRNA の定量法を確立し、尿中バイオマーカーとしての臨床応用に発展させていくつもりである。 



 
４． まとめ 
本研究では、酸化ストレスによるメガリン発現の上昇
は、RIP によるネガティブフィードバック機構によって負
に制御されること、およびそれに伴い MCTF が尿中に排泄
されること、を見出し、尿中 MCTF が糖尿病性腎症の早期
診断マーカーあるいは腎の酸化ストレスマーカーとなる
可能性を示した（図５）。さらに、メガリンのネガティブ
フィードバック機構に関連すると思われる miRNA が探索
されたため、今後さらなる解析を行っていきたい。 
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