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研究成果の概要（和文）：尿細管間質障害は腎機能低下の大きなリスクである。尿細管細胞は多機能細胞のため
エネルギー需要が高く、ミトコンドリアが体内でも豊富な細胞であり、ミトコンドリア機能を維持することが重
要である。本研究では脂肪細胞から分泌されるバスピンが、血流を介して腎臓に到達し、HSPA1Lを介してミトコ
ンドリアの機能を保ち、糖尿病腎症における尿細管間質障害を軽減することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tubular interstitial injury is a major risk for renal dysfunction. Tubular 
cells have high energy demands due to their multifunctional cellularity, and mitochondria are among 
the most abundant cells, so it is important to maintain mitochondrial function. In this study, we 
show that Vaspin, secreted by adipocytes, reaches the kidney via the blood and maintains 
mitochondrial function via HSPA1L, reducing tubulointerstitial damage in diabetic nephropathy.

研究分野：糖尿病・代謝学、腎臓病学

キーワード： アディポカイン　Vaspin　ミトコンドリア　糖尿病腎症　尿細管間質障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バスピンのミトコンドリア恒常性維持における意義を解明することは、今後、腎臓以外にも、心臓や褐色脂肪な
ど、ミトコンドリアが豊富な臓器や細胞に関する病態の解明や、疾患治療への応用が可能と考えられる。
また、これまで十分機能が解明されていないHSPA1Lの機能を明らかにすることは、学術的な今後の研究の広がり
につながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年、糖尿病や加齢・動脈硬化を背景とした慢性腎臓病が増加しているが、SGLT2 阻害薬や

GLP-1 受容体作動薬により腎予後の改善が以前よりも期待できるようになったものの、解決し

ていないリスクや課題も残存している。尿細管間質障害は非常に強い腎予後決定因子であるこ

とから、尿細管間質障害の病態解明が重要と考え、近位尿細管細胞に注目して研究を開始した。

近位尿細管細胞は、物質の再吸収・分解や輸送・再分泌、また電解質・水分調節、さらに糖新生

も担う多機能性のため、基底状態でエネルギー必要量が高い。さらに糖尿病や肥満では、細胞内

小器官（オルガネラ）の負荷・ストレスが増加し、適応応答としてオルガネラ機能が亢進する（代

償期）。しかし、ストレスが遷延しかつ過度の場合は応答不全・オルガネラ機能不全を来たし、

細胞死に繋がる（非代償期）、線維化の進行を来し腎機能低下に至る。 

我々はアディポカインであるバスピンを同定し(PNAS, 2005)、これまでにバスピンが肥満や

インスリン抵抗性、脂肪肝や動脈硬化を抑制することを示し、その分子機構を解明して報告した

（Diabetes, 2012）(Circ Res, 2013)。次に、バスピンが肥満・糖尿病における近位尿細管細胞の

小胞体ストレスを軽減し、オートファジー不全を改善することを見出し機序を解明した

(Commun Biol, 2021)。しかしミトコンドリアに対するバスピンの作用は未解明であり、本研究

課題を立案した。 

 

 

２．研究の目的 

バスピン欠損マウス（vaspin-/-）をストレプトゾトシン(STZ)で誘発し糖尿病モデルにすると、

尿細管に多重リング状のミトコンドリアが観察された。野生型における出現頻度に比べて、

vaspin-/-では 5 匹中 2 匹で観察され、バスピンのミトコンドリア恒常性維持における重要性が

示唆された。多重リング状のミトコンドリアが出現する病態・機序、意義とは？、さらにバスピ

ンがどのようにミトコンドリアの形態や機能を制御しているのか？という課題が生じた。さら

に、バスピンが近位尿細管細胞において HSPA1L と結合して作用することを見出したが、

HSPA1L はこれまで機能や病態意義が十分解明されていない分子である。これらのことから、

『ミトコンドリアダイナミクスにおける HSPA1L の役割とバスピンのかかわり』、また『近位尿

細管細胞に特徴的な HSPA1L の機能』の解明を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１） 多重リング状のミトコンドリアについて、「Advanced Bioimaging Support 先端バイオ

イメージング支援プラットフォーム」の支援を頂き、ミトコンドリアの 3 次元構造につ

いて電子顕微鏡を用いた検討を行った。 

 

（２） STZ で糖尿病を誘発した vaspin-/-マウス、野生型、バスピントランスジェニック(Tg)

マウスの腎皮質から蛋白を抽出し、mitofusin(Mfn)1,2、Optic atrophy 1 (Opa1)、

dynamin-related protein 1（Drp1）などミトコンドリア fission, fusion に関わる分子の発

現を検討した。また p62, parkin などマイトファジーに関係する分子についても検討し



た。 

 

（３） 多重リング状ミトコンドリアは高脂肪食マウスでは認められず、STZ 誘発糖尿病マウス

で観察されることから、高度の高血糖や酸化ストレス、高度蛋白尿が誘因であると考え

た。培養近位尿細管細胞（HK2 細胞）を用いて、高糖濃度培養、H2O2 添加、アルブミ

ン(BSA)添加、HSPA1L 過剰発現など行い、ミトコンドリア蛍光プローブ mitotracker 

Red によりミトコンドリア形態を評価した。また、ウエスタンブロットにより p62 など

オートファジー関連分子や、前述のミトコンドリア分裂・融合に関わる分子の発現を検

討し、さらにバスピン添加による変化を検討した。 

 

（４） 脱共役剤 CCCP を HK2 細胞に添加してマイトファジーを誘導し、ミトコンドリア分裂・

融合やマイトファジーに関連する分子の発現、またバスピン添加による変化を検討した。

また、CCCP によるミトコンドリアへの Ca2+取り込み低下をバスピンが回復させるか、

JC-1 mitochondrial membrane potential assay kit を用いて検討した。 

 

（５） 尿細管細胞における HSPA1L の役割について、複合体形成分子を同定し検討した。 

a. HSPA1L とクラスリン重鎖（CHC）の複合体については、バスピンの取り込みに寄与

すると想定し、HSPA1L や CHC を過剰発現させた細胞にバスピンを添加し、細胞内

へのバスピン取り込みを検討した。 

b. HSPA1L と lamnp2 の複合体形成に関しては、シャペロン介在オートファジーに寄与

すると想定し、バスピンの作用も併せて検討した。 

c. ミトコンドリア機能に関して既報では Parkin と HSPA1L の結合が報告されている。

Vaspin が HSPA1L-Parkin を介してマイトファジーを促進するか、免疫沈降・ウエス

タンブロットで検討した。  

 

（６） 間質線維化における HSPA1L の意義について、バスピンの役割とともに検討した。 

a. STZ で糖尿病を誘発した vaspin-/-マウス、野生型、バスピントランスジェニック(Tg)

マウスの腎組組織染色を行い線維化やアポトーシスの評価を行った。 

b. 「HSPA1L は HIF1αと結合して安定化させる」という既報（Oncogene 36:6555-6567, 

2017）を基に、両者とバスピンの関係、また線維化における意義を HK2 細胞で検討し

た。 

 

 

４．研究成果 

(1) STZ 誘発糖尿病 Vaspin-/-マウスの尿細管で散見された多重リング状のミトコンドリアに

ついて電顕３D 立体構築を行うと、小球状ミトコンドリアを中心に円盤状ミトコンドリア

が何層にも包み混むような構造を取り、その切断面が多重リング状に見えていることが判

明した。一方でこの特徴的なミトコンドリアの周辺や背景のミトコンドリアの多くは分断

化されていた。このことから、STZ 誘発糖尿病マウスの腎臓では高血糖や酸化ストレスや

小胞体ストレスの増強、蛋白尿増加によるリソソーム障害などとともに、ミトコンドリア

の多くは分断化されるが、本来マイトファジーにより除去されるべき障害ミトコンドリア

が、マイトファジー不全により除去されず残存し、特徴的な構造をとると推察された。 



 

(2) 非糖尿病コントロールマウスに比べて STZ 誘発糖尿病マウスではミトコンドリア分裂に関

わる Drp1 やマイトファジーに関わる parkin 発現が亢進したが、STZ 誘発糖尿病 Vaspin-

/-マウスではさらに Drp1 発現が亢進する一方で、OPA1 は減少し、p62 蓄積からマイトフ

ァジー不全が示唆された。すなわちこの結果は（１）で示した分断化されたミトコンドリア

を反映し、多重リング状ミトコンドリアはマイトファジー不全により処理されなかった機

能不全ミトコンドアであると考えられた。 

 

(3) HK2 細胞に脱共益剤 CCCP を添加し、バスピン添加の有無によるマイトファジー関連分子

の発現をウエスタンブロットで検討すると、Drp1、p62 発現が亢進し、ミトコンドリア融

合に関わる OPA1 と Mfn2 発現が低下した。バスピンを添加すると、Drp1, p62 発現の上

昇が抑制され、OPA1, Mfn2 発現低下が回復した。Mitochondrial Membrane Potential Assay 

Kit を用いた検討では、ミトコンドリアの Ca2+取り込みに対してバスピンは影響を示さな

かった。 

 

(4) HK2 細胞に HSPA1L を過剰発現させ、バスピン蛋白を添加すると、HSPA1L 発現量の濃

度依存性に細胞におけるバスピン蛋白量が増加した。すなわちバスピンは HSPA1L・CHC

複合体に結合し、クラスリン依存性に細胞内に取り込まれることが示唆された。BSA を HK2

細胞に添加すると、細胞内 HSP1L 蛋白量が減少し、p62 蓄積すなわちオートファジー不全

が増強したが、バスピン添加または HSP1L 過剰発現細胞では、p62 蓄積が軽減した。また、

免疫沈降で HSPA1L と lamp2 が複合体形成を確認した。すなわち、バスピンは HSP1L と

結合し細胞内で HSPA1L・lamp2 複合体形成を介してリソソームに作用し、リソソーム膜

透過性亢進を抑制する（別研究で示した）機序が考えられた。 

 

(5) 既報のとおり HSPA1L と parkin の複合体形成を確認した。さらに今回新たに、HSPA1L と

Mfn2 の複合体形成を見出した。HSPA1L は E3 ユビキチンリガーゼ autocrine motility factor 

receptor；AMFR(Gp78)と結合してその作用を阻害することが報告されている（Oncogene. 

36; 6555,2017）。同既報では、HSPA1L が HIF1α蛋白を安定化することが示されている。

このことから HSPA1L は Mfn2 を安定化すると想定され、HK2 細胞に HSPA1L を過剰発

現させると Mfn2 蛋白量の増加を認めた。Mfn2 はミトコンドリアと小胞体の接着面（MAM）

に存在することから、HSPA1L は MAM を介したオルガネラ連関にも寄与することが示唆

された。さらに検討を進め、またバスピンによる MAM を介したオルガネラ連関への作用

について検討が必要である。 

 

(6) STZ 誘発糖尿病 Vaspin-/-マウスの腎組織を用いた fibronectin 染色を行うと、非糖尿病コ

ントロール Vaspin+/+マウスにくらべて STZ-Vaspin＋/+および STZ-Vaspin-/-マウスで

は fibronectin 陽性面積(%)が増加し、また PAS 染色において尿細管細胞の菲薄化や尿細管

腔の拡大が認められた。一方、STZ 誘発糖尿病 Vaspin トランスジェニック(Tg)マウスでは

その面積(%)が抑制され、PAS 染色における尿細管細胞の菲薄化や尿細管腔の拡大が抑制

された。HK2 細胞を用いて scratch assay を行うと、高糖培養による細胞の migration が

Vaspin 添加により抑制され、さらに、尿細管細胞の上皮間葉転換に対する Vaspin の抑制機

序について検討を進めている。 
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