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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病患者では臓器の線維化が促進されることが知られており、線維化にインス
リン受容体基質(IRS)の関連が指摘されている。本研究では2型糖尿病における線維化の機序を、マウス膝関節包
の線維化に着目してIRSの関連も含めて検討した。
2型糖尿病モデルマウスであるdb/dbマウスでは野生型マウスと比較してIRS2およびコラーゲンを含めた線維化関
連遺伝子の発現が亢進していた。2型糖尿病ではIGF-1Rの発現が亢進していることが知られており、IRSはIGF-1
シグナルの重要な下流メディエーターであるため、db/dbマウスの関節包線維化にIRSを介したシグナルが関与し
ている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Fibrosis of organs is accelerated in patients with type 2 diabetes mellitus,
 and an association of insulin receptor substrate (IRS) with fibrosis has been demonstrated. In this
 study, we evaluated the mechanism of fibrosis in type 2 diabetes mellitus, focusing on fibrosis of 
the knee joint in mice, including the association with IRS. 
The expression of fibrosis-related genes including collagen and IRS2 expression was upregulated in 
db/db mice, a mouse model of type 2 diabetes, compared to wild mice. Since IGF-1R expression is 
known to be upregulated in type 2 diabetes and IRS is an important downstream mediator of IGF-1 
signaling, IRS-mediated signaling may be involved in arthrofibrosis in db/db mice.

研究分野：整形外科

キーワード： 線維化　2型糖尿病　インスリン受容体基質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織の線維化は臓器不全に共通の病態である。特に2型糖尿病患者では心臓、肝臓、腎臓など重要臓器の線維化
が促進されることが知られており重篤な症状を呈する。従って、2型糖尿病患者の線維化の機序を解明すること
は、臓器不全の進展予防や治療法の開発に繋がる。一方、線維化とインスリン受容体基質 (IRS)の関連が肺線維
症や腎線維症など線維化が主な病態である疾患において指摘されている。本研究では、2型糖尿病モデルマウス
の膝関節包線維化にIRSを介したシグナルが関与している可能性があることを明らかにした。今後、IRSに着目す
ることで2型糖尿病患者の組織線維化を抑制する治療法の開発に繋がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
組織の線維化は臓器不全に共通の病態である。特に 2型糖尿病患者では心臓、肝臓、腎臓など重
要臓器の線維化が促進されることが知られており重篤な症状を呈する。従って、2型糖尿病患者
の線維化の機序を解明することは、臓器不全の進展予防や治療法の開発に繋がる。 
一方、整形外科領域では関節包の線維化が主な病態である関節拘縮が問題となる。本研究では 2
型糖尿病における線維化の機序を関節拘縮に着目して解明を試みた。また近年、線維化とインス
リン受容体基質(IRS)の関連が肺線維症や腎線維症など線維化が主な病態である疾患において指
摘されている。申請者らが非糖尿病マウスの膝関節拘縮モデルで行った検討でも、線維化した膝
関節包内線維芽細胞において IRSの発現上昇を認めた。一方、IRSは 2型糖尿病発症にも関与が
指摘されていることから、2型糖尿病患者における組織線維化に IRSが重要な役割を果たしてい
る可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、2型糖尿病モデルマウス(db/dbマウス)を用いて膝関節包の線維化の機序を IRS
に着目して明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
12週齢の C57BL/6 J雄マウス(22-27g；Clea, Tokyo, Japan)及び db/db雄マウス(41-45g：Clea, Tokyo, 
Japan)を使用した。 
 
形態学的評価 
左後肢を 4%パラホルムアルデヒド(pH 7.4)で 36時間固定後、K-CXで脱灰し 5%硫酸ナトリウム
溶液で中和した。その後、パラフィン包埋し、ミクロトームで 5μm の矢状切片を作成した。ヘ
マトキシリン・エオジン(HE)で染色後にオールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X710と BZ-X アナライ
ザーを用いて後方関節包の厚さを半月板後方で測定した。 
また、Picro sirius red染色を行い、後方関節包全体と Picro siriusで染色された面積の比率をコラ
ーゲン線維の密度として評価した。画像測定は ImageJ 1.46rを使用して定量化した。 
 
関節包の線維化関連遺伝子の発現解析 
右後肢の膝関節包組織を 1.5 mL チューブに入れ TRIzolに溶解した。ホモジェナイズ後、溶解液
を遠心分離した。上清から Total RNAを酸性チオシアン酸グアニジニウム-フェノール-クロロホ
ルム法で抽出した。iScript cDNA Synthesis Kitを使用して Total RNAを逆転写した。quantitative 
real-time PCRは CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)を使用して、デルタデルタ CT法で行っ
た。線維化関連遺伝子(I型コラーゲン α1(Col1α1)、I型コラーゲン α2(Col1α2)、III型コラーゲン
α1(Col3α1)、α-平滑筋アクチン(αSMA)、結合組織増殖因子(CCn2)、およびトランスフォーミング
増殖因子-β1(TGF-β1))の発現を評価した。また、IRS1および IRS 2の発現の評価も行った。House 
keeping geneは β2マイクログロブリンとした。 
 
免疫組織化学染色 
切片を脱パラフィン後、内因性ペルオキシダーゼを不活性化しプロテインブロックを行った。一
次抗体はウサギ抗マウス TGF-β1ポリクローナル抗体、ウサギ抗マウス ACTA2ポリクローナル
抗体、ウサギ抗マウス CCN2ポリクローナル抗体を使用し、DAB IHC Substrateで発色させた。
ヘマトキシリンで対比染色した。オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X710 を使用して、各スライド
の後方関節包を 400 倍の倍率で撮影した。各画像では、ImageJ 1.46rを使用して、後関節包内の
全細胞数および TGF-β1 陽性、ACTA2 陽性、CCN2 陽性細胞数を測定した。全細胞数に対する
TGF-β1陽性、ACTA2陽性、CCN2陽性細胞の割合を算出した。 
 
４．研究成果 
形態学的評価 
HE染色では db/dbマウスで wildマウスと比較して有意に後方関節包の肥厚を認めた（Figure1）。



また、Picro sirius red染色によるコラーゲン
線維の密度の比較でも、db/dbマウスで wild
マウスと比較して有意に後方関節包内のコ
ラーゲン密度の上昇を認めた（Figure2）。 
 
線維化関連遺伝子発現の評価 
wild マウスと db/db マウスの膝関節包から
線維芽細胞を抽出して、細胞内の線維化関
連遺伝子の発現を評価した。Col1α1、
Col1α2、Col3α1、TGF-β1、Acta2、および Ccn2
の発現は、wildマウスと比較して db/dbマウスで有意に亢進していた。IRS1および IRS2の発現
の比較では、wild マウスでdb/dbマウスと比較して IRS2の発現が有意に亢進していた(Figure3)。 
 
線維化関連タンパク発現の評価 
免疫組織化学染色で TGF-β1、ACTA2、CCN2
のタンパク発現の半定量評価を行ったとこ
ろ、ACTA2、CCN2の発現が db/dbマウスに
おいて wildマウスと比較して有意に亢進し
ていた。 
 
2型糖尿病モデルマウスである db/dbマウス
では野生型マウスと比較して IRS2およびコ
ラーゲンを含めた線維化関連遺伝子の発現
が亢進していた。2型糖尿病では IGF-1Rの発現が亢進していることが知られており、IRSは IGF-
1 シグナルの重要な下流メディエーターであるため、db/dbマウスの関節包線維化に IRS を介し
たシグナルが関与している可能性がある。 
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