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研究成果の概要（和文）：糖尿病患者では、健常人に比べて、尿中LRG1排泄量の増加を認めた。さらに、糖尿病
患者の尿中LRG1は、アルブミン尿と正の相関、腎機能（eGFR）と負の相関を認めた。糖尿病モデルdb/dbマウス
では対照マウスに比べて、糖尿病性腎症の進行とともに糸球体内皮でのLRG1発現の増加を認めた。さらに、高齢
マウスや片側尿管結紮マウスでは、若齢マウスや対照マウスに比べて、腎線維化の亢進とともに、腎LRG1発現の
増加を認めた。また、LRG1ノックアウトマウスの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Patients with type 2 diabetes mellitus showed increased urinary LRG1 
excretion compared to healthy subjects. Furthermore, urinary LRG was positively correlated with 
albuminuria and negatively correlated with kidney function (eGFR)in patients with type 2 diabetes 
mellitus. Diabetic model of db/db mice showed increased LRG1 expression in glomerular endothelium 
compared with control mice, concomitant with the development of diabetic nephropathy. In addition, 
kidney LRG1 expression was significantly increased in aged mice compared with young mice along with 
the progression of kidney fibrosis. Similarly, unilateral ureteral obstruction significantly 
provoked kidney fibrosis and increase in kidney LRG1 expression. Furthermore, we succeeded to 
generate LRG1 knockout mice. 

研究分野：糖尿病性腎臓病、慢性腎臓病

キーワード： 糖尿病性腎臓病　慢性腎臓病　血管新生因子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症モデルマウスの腎におけるmRNA発現トランスクリプトーム解析で明らかになった新規血管新生・増
殖系因子、ロイシンリッチα2 糖蛋白質1（LRG1）について、糖尿病性腎臓病や腎線維化の進展とともにその発
現が変化することが明らかにされ、腎臓病の病態形成に関与する可能性が示唆された。今後、LRG1ノックアウト
マウスを用い、腎臓病の発症・進展におけるLRG1の機能的意義の解明が期待される。 また、尿中LRG1は糖尿病
性腎臓病患者の診断・予後予測のバイオマーカーとなる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
透析導入に至る原疾患として未だ糖尿病性腎症が最多であり、その進展制御法の確立は急務で
ある。本研究の研究協力者の Case Western Reserve University、内科学 Michael S. Simonson
博士らは、糖尿病モデルマウス（db/db マウス）の腎臓で発現している分泌型蛋白のトランスク
リプトーム解析をマイクロアレイで行い、糖尿病性腎症の発症・進展との関連性が示唆される因
子のスクリーニングを行った （Simonson MS, et al. Am J Physiol Renal Physiol, 302: F820-
F829, 2012，図 1）。LRG1（leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1）は、その結果得られた蛋白
のひとつである。LRG1 は、LRR（Leucin-
rich repeat）ファミリーの一つで、
312 個のアミノ酸から成る約 45kDa の
糖蛋白質であり、血管内皮細胞で TGF-
βシグナル系への調節作用を介して
血管新生・増殖を促進する作用をもつ
新規血管新生・増殖系因子であること
が報告されている（Wang X, et al. 
Nature, 499: 306-311, 2013）。また、
LRG1 は肝、肺、前立腺、精巣、卵巣、
皮膚、骨髄（血球系）、腎臓、甲状腺な
ど諸組織に発現することが報告され
ている。しかしながら、諸臓器におけ
る機能については未解明の部分が大
きく、研究開始当初、腎における LRG1
の発現調節や機能解析はほとんど解
明されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では腎臓での LRG1 の発現と機能を明らかにすることを目的とし、以下の 3点を課題とし
た。①LRG1 の発現あるいは活性化は、糖尿病性腎臓病を含む慢性腎臓病（CKD）の発症・進展に
関与するか、②LRG1 の発現制御により糖尿病腎臓病・CKD を制御できるか。③LRG1 は糖尿病性
腎臓病・CKD の診断・予後予測マーカーとなり得るか 
 
３．研究の方法 
 
糖尿病モデル動物、CKD モデル動物での腎組織の LRG1 発現調節の検討 
db/db マウス(BKS.Cg-m+/+Leprdb/db)と週齢を一致させた雄の db/m マウスを日本クレアより購
入し、糖尿病性腎症の進展にともなう腎組織 LRG1 発現を検討した。若齢（16週齢）および高齢
（80週齢）の雄 C57BL/6 マウスをサクリファイスし、加齢性腎障害の進展に伴う腎組織 LRG1 発
現を検討した。12－20 週齢の雄 C57BL/6 マウスに 5/6 腎臓摘出術を施行し、4週間後、腎機能の
低下に伴う残存腎での LRG1 発現を検討した。具体的な実験方法については以下のとおり行った。 
 
＜実験動物と飼育法＞ 
 実験は、横浜市立大学における動物実験の実施に関する規定に基づく実験計画書の承認を得
て、ガイドラインを遵守して行った。db/db マウス(BKS.Cg-m+/+Leprdb/db)と週齢を一致させた
雄の db/m マウスは日本クレアより購入し、C57BL/6 マウスはチャールズリバーより購入した。
マウスの飼育環境として、12 時間の照明・消灯サイクルと 25℃の室温を保ち、食餌・飲水制限
を設けず自由に摂取可能とした、マウスは標準食（0.3％NaCl, 3.6kcal/g, 13.3％脂質エネルギ
ー;オリエンタル酵母株式会社）にて飼育した。 
＜代謝ケージ解析＞ 
マウスの採尿には、単独飼育用代謝ケージを用いた。採尿にあたって 3日間馴化させた。代謝ケ
ージで飼育中、マウスは自由行動下で食餌・飲水可能とした。 
＜組織学的解析＞ 
マウスより採取した腎臓を 10％パラホルムアルデヒドに一晩浸して固定処理した後、パラフィ
ンに包埋した。組織切片は 4μmの厚さに切断し、多糖類染色法（PAS:periodic acid Schiff 染
色）、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色、マッソントリクローム染色、免疫染色法を施行し
た。免疫組織染色法はパラフィン包埋組織切片を脱パラフィン、脱水処理をし、クエン酸緩衝液
に浸してマイクロウェーブで加熱して抗原賦活化を行った。次に Vector Laboratories 社のア



ビジン/ビオチン ブロッキングキットを用いて、10％ヤギ正常血清のリン酸緩衝生理食塩水に
60 分間浸し、内在性のビオチン活性のブロッキングを行った。一次抗体として、抗 LRG1 抗体に
ついては，100 倍希釈にて 4℃で一晩反応させた。その後 0.3％過酸化水素水加メタノールに 20
分、ストレプタビジン、ペルオキシダーゼビオチン標識 2次抗体で 30分間処理後、ヘマトキシ
リン染色し脱水封入した。全ての組織イメージは BZ-9000 顕微鏡（キーエンス社）を用いて撮影
した。 
＜生化学分析＞ 
マウスの血糖値は尾静脈より血液を採取し測定した。その他のマウス血液サンプルは非絶食状
態で麻酔下に心臓穿刺により採取した。全血液サンプルは 4℃において 600g で 15 分間遠心分離
を行い、血漿を分離した。得られた血漿は解析に使用するまで-80℃で保存した。血漿グルコー
スは酵素分析法により測定した（和光純薬工業株式会社）．血清クレアチニンと尿中クレアチニ
ンは autoanalyzer を用いて測定した（日立）。尿中アルブミンは ELISA キット（富士フィルム和
光シバヤギ）を用いて測定し、尿中クレアチニンで補正した。 
＜リアルタイム PCR 法による解析＞ 
腎臓から RNA 抽出を行い（ISOGEN，ニッポンジーン株式会社）、cDNA を合成した（スーパースク
リプトⅢファーストストランドシステム、Invitrogen 社）。リアルタイム定量 RT-PCR は、逆転
写産物を TaqMan PCR Master Mix および Taqman プローブ（Applied Biosystems)とともにイン
キュベートし、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System を用いて行った。内在性コントロ
ールとして glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）、または 18S リボソーム RNA
を用いた。 
＜レーザーマイクロダイセクション法と RT-qPCR 法による解析＞ 
Leica 社の Laser capture microdissection: LMD システム（LMD 6000）を用いてレーザーマイ
クロダイセクションを行った（Wakui et al.2013）。ホルマリン固定の後、パラフィン包埋した
腎臓組織を 10μmの厚さに薄切し、ポリエチレンテレフサレートメンブレンスライドに載せ、HE
染色を行った。LMD 6000 レーザーマイクロダイセクション顕微鏡を用いて腎臓組織より糸球体
を切り出した。1 検体あたり 350 個の糸球体を切り出した。それらの糸球体組織より、RNeasy 
FFPE Kit（キアゲン）を用いて RNA を抽出し、スーパースクリプトⅢ ファーストストランドシ
ステム（Invitrogen）を用いて cDNA を合成した。 
 
LRG1 ノックアウトマウスの作製 
Guide RNA を Cas9 タンパク質と共に C57BL/6 マウスの受精卵へインジェクションした。インジ
ェクションした受精卵を仮親マウスに移植して F0 マウスを作製した。生まれた F0 マウスにジ
ェノタイピングを実施した。ジェノタイピング陽性の F0 マウスを野生型マウスと交配させ、ジ
ャームラインを確認した。生まれた F1 マウスにジェノタイピングを実施した。ジェノタイピン
グ陽性を確認した F1マウスを当教室で継続飼育、繁殖を行った。 
 
糖尿病患者の尿中 LRG1 の測定と臨床指標との関連性の検討 
 
56 人の 2 型糖尿病患者と 12 人の健常人を対象として、尿中 LRG1 を測定し、臨床パラメータと
の関連性を検討した。血圧は診察室で坐位にて自動血圧計を用いて 3 回測定し平均値を採用し
た。血圧≧140/90mmHg、あるいは降圧薬内服中の患者は高血圧を有すると定義した。また、尿中
LRG1 の具体的な測定方法は以下のとおりである。 
＜尿中 LRG1 の測定＞ 
尿検体は簡便法（Multistix 8 SG，Bayer，Tarrytown，NY）にて検査後 1500g で 10 分間遠心分
離し、上清を 10000g で 4℃にて 15 分遠心分離し微粒子を除去し、解析に使用するまで-80℃で
保存した。タンパク質の凝集を防ぐため、溶解後 LRG1 の測定を行う前に 1M の Tris buffer を
用いて pH 8.0 に調整した。尿中 LRG1 は測定キット（IBL International）を用いて ELISA 法に
て測定し、尿中クレアチニンで補正した。 
 
４． 研究成果 
 
糖尿病モデル動物、CKD モデル動物での腎組織の LRG1 発現調節の検討 
 
免疫組織学的検討の結果、正常対照マウスにおいて、腎血管の糸球体内皮細胞や血管内皮細胞、
尿細管上皮細胞において LRG1 の発現を認めた。糖尿病モデルマウスにおいては LRG1 発現強度
の亢進を認めた（図 2）。また、80週齢の高齢マウスでは、16週齢の若年マウスに比べて、尿細
管間質での線維化の亢進とともに、LRG1 発現量の増加を認めた（図 3）。さらに、5/6 腎摘を施
行したマウスでは対照 Sham 手術マウスに比べて、腎機能の低下とともに、腎 LRG1 発現量の増加
を認めた（図 3）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
LRG1 ノックアウトマウスの作製 

CRISPR/Cas 技術により LRG1 ノックアウトマウスの作製に成功した。今後，LRG1 ノックアウトマ

ウスを用いて糖尿病性腎臓病を含む腎疾患における LRG1 の機能的意義を検討する予定である。

なお，本研究計画当初は報告されていなかったが，現在までにいくつかの研究グループより，

LRG1 遺伝子改変マウスを用いた複数の腎障害モデルでの検討が行われている。Quan H らは，LRG1

ノックアウトマウスでは野生型マウスと比較して、片側腎摘出とストレプトゾトシン投与によ

る糖尿病性腎障害において、足細胞突起消失の減少や糸球体内皮細胞の血管新生の抑制が認め

られ、糖尿病性腎症が軽減されることを報告した（Quan H, et al. J Am Soc Nephrol, 30: 546-

562, 2019）。また、LRG1 ノックアウトマウスでは野生型と比べて片側尿管閉塞（UUO）誘発性腎

線維化やアリストキア酸誘発性腎線維化が抑制されることが報告された（Hong Q, et al. Kidney 

Int, 101: 299-314, 2021）。しかしながら、UUO モデルに関しては、LRG1 が線維化促進性サイト

カインの分泌を阻害し、血管新生を促進することにより腎線維化を予防する可能性も示され（Liu 

TT, et al. Am J Nephrol. 52:228-238, 2021）、LRG1 の機能的意義に関してさらなる研究が求



められている。 

 

 
糖尿病患者の尿中 LRG1 の測定と臨床指標との関連性の検討 
 
2 型糖尿患者と健常人の患者背景は以下の通りであった。 
 

表：2型糖尿病患者と健常者の臨床的背景 

因子 健常者 (n=12) 2 型糖尿病 (n=56) P 

eGFR (ml/min/1.73 m2) 120.2 ± 9.1 80.3 ± 29.6 < 0.001 

年齢 (才) 48 ± 7 55 ± 10 0.037 

性別（女性，％） 33 55 0.182 

尿中アルブミン (μg/mgCr) 12.3 ± 6.4 171.5 ± 385.0 0.009 

糖尿病罹患期間 (年) 0 7 ± 6  

HbA1C （％） 4.9 ± 0.4 7.6 ± 1.6 <0.001 

高血圧 (%) 8 84 < 0.001 

Body Mass Index (kg/m2)  21.6 ± 2.2 29.0 ± 3.2 <0.001 

平均値 ± 標準誤差． 2型糖尿病 vs 健常者における t検定.  

 
56 人の 2 型糖尿病患者と 12 人の健常者の尿中に LRG1 蛋白が排泄されるかどうかについて検証
した結果、LRG1 は健常者においても尿中への排泄を認めたが、2型糖尿病患者において有意に増
加することが検証された（3.3 ± 1.0 vs 13.3 ± 1.7 ng/mgCr, P＜0.01）。次にわれわれは、
56 名の 2 型糖尿病患者において尿中 LRG1 と eGFR との関係について調べた。2 型糖尿病患者の
eGFR と尿中 LRG1 は有意な負の相関を認めた（ピアソン相関係数 r = -0.546，P＜0.0001）。ま
た、2型糖尿病患者の尿中LRG1は尿中アルブミンと有意な相関を認めた（r = 0.283, P = 0.034）。 
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