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研究成果の概要（和文）： AGE 刺激ではメサンギウム細胞（MC）において軟骨形質マーカーの

発現が誘導され、BMP4-Smad1 シグナルを介していた。低酸素下では HIF-1が発現し、軟骨形質

マーカーが誘導された。SOX9 強発現では、MC において軟骨形質が誘導された。iNOS Tgおよび

BMP4Tgにおいても糸球体に軟骨形質の発現を認め、SOX9 と HIF-1は発現が一致した。糖尿病で

MC は SOX9 によって軟骨の形質を獲得し、病的低酸素・虚血ストレスへ適応を試みるが、結果

的には腎不全を不可逆的に進行させる。 

 
研究成果の概要（英文）：  Advanced glycation end products induced the expression of 
chondrocyte marker proteins downstream from the BMP4-Smad1 signaling pathway in MCs. In 
addition, hypoxia also induced the expression of HIF-1, and chondrocyte markers. 
Overexpression of SOX9 caused ectopic expression of chondrocyte markers. Glomerular 
expressions of HIF-1, BMP4, and chondrocyte markers were observed in diabetic nephropathy 
mice. SOX9 was colocalized with HIF-1 in diabetic glomeruli. BMP4 knock-in transgenic 
mice showed not only similar pathological lesions to DN, but also the induction of 
chondrocyte markers in the sclerotic lesions. HIF-1 and BMP4 induce SOX9 expression and 
subsequent chondrogenic phenotype change in DN. The results suggested that the 
transdifferentiation of MCs into chondrocyte-like cells in chronic hypoxic stress may 
result in irreversible structural change in DN. 
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１．研究開始当初の背景 

 日本の透析患者数は、2010 年末には約 30

万人に到達している。原因となる腎疾患は糖
尿病性腎症、慢性糸球体腎炎、腎硬化症で約

８割を占める。これらは、腎機能低下進行の
過程で、糸球体硬化という不可逆的な共通の
変化をきたすが、その分子レベルの理解はな
されていなかった。 
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 慢性腎臓病（ＣＫＤ： chronic kidney 

disease）は有効な抑止策のないまま増加し続
けている。これらの末期像である慢性腎不全
から、透析に至る患者数も年々増加の一途に
あり、必要とされる医療費の増加は医療上、
社会上、そして経済的側面からも、その対策
が 21 世紀のわが国における喫緊の課題とな
っている。なかでも、糖尿病性腎症による透
析患者数は増加の一途をたどっており、アン
ギオテンシン系抑制薬をはじめとする現行
の治療法では、腎不全への進展をわずかに遅
延させるのみである。したがって、旧来の治
療よりも、より腎症に特異性の高く、有効な
治療法の開発は急務である。そのためには、
腎症発症・進行の分子レベルでの病態を明ら
かにし、分子治療のターゲットとなるべき標
的分子の同定が不可欠であった。本研究代表
者らは、糖尿病性腎症および糸球体腎炎の両
腎疾患における発症・進行に中心的な役割を
果たす転写因子 Smad1 のクローニングに成
功し、糸球体硬化症の特徴である細胞外基質
増加に関わる遺伝子群（IV 型コラーゲン、I

型 コ ラ ー ゲ ン 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン 、
SMA(smooth muscle α actin)）を直接制御
していることを初めて見いだした（J Biol 

Chem 279,14201-14206,2004, J Biol Chem 

279,19816-19823,2004）。さらには、腎症の
バイオマーカーとしての尿中 Smad1 の検出
系を確立し、その検出レベルが実際の糸球体
硬化の程度を正確に反映するだけでなく、硬
化病変発症の予測マーカーとなりうること
も示した（Lab Invest 86, 357-68, 2006, 

Diabetes 57,1712-22,2008）。また、ヒト糖尿
病性腎症において、糖尿病の経過中に合併す
る高血圧が腎症の進行に深く寄与すること
が知られているが、Smad1 はアンジオテン
シン II の下流で Src により活性化され、糸球
体硬化を促進させることも明らかとした
（Lab Invest 86, 927-39, 2006, J Biol Chem 

280, 7100-6, 2005）。この糸球体硬化責任分
子 Smad1は、TGFβ-ALK1-Smad1と BMPs 

(bone morphogenetic 

proteins)-ALK3/6-Smad1 と い う dual 

pathway によりリン酸化を受け、活性化され
る。Smad1 は正常の糸球体では発現が見ら
れず、糸球体硬化病変の形成とともに糸球体
内に発現が誘導される。この際、やはり正常
ではみられない I 型コラーゲン、オステオポ
ンチン、Cbfa1/Runx2、Ⅱ型コラーゲン、Scx 

(Scleraxis)、Sox9 などの骨・軟骨に特徴的な
細胞外マトリックスや制御因子の発現が
Smad1 により促進され、硬化病変が不可逆
的に進行することを組織学的解析とバイオ
マ ー カ ー の 測 定 に よ り 明 ら か と し た
(Diabetes 57,1712-22,2008)。腎メサンギウ
ム細胞は、このような骨・軟骨に特徴的な硬
化関連遺伝子を発現するように形質が骨

芽・軟骨細胞様変化をきたす。間葉系細胞は、
マスター遺伝子ともいうべき各々の細胞特
異的な転写因子によって分化誘導を受ける
ことで、脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞など
の固有の細胞へ最終分化すると考えられて
きたが、これら細胞の分化は決定的なもので
な く 、 外 的 ス ト レ ス に 応 じ て 、
transdifferentiation という形質変化をきた
すことが，多くの間葉系細胞由来の細胞にも
広く認められることが報告されるようにな
ってきた（Mol Cell 4:597-609,1999）。この
事実は、間葉系細胞由来のメサンギウム細胞
にもみられ、骨芽・軟骨細胞様に形質が変化
する（osteo-/chondro-cyte like cells）ことが
考えられる。糖尿病や炎症に腎組織が長期的
なストレスにさらされ、それに対する応答と
しての骨芽・軟骨細胞様変化が腎組織のリモ
デリング、すなわち不可逆的な腎不全病変形
成の背景にあることを示唆している。したが
って、間葉系細胞由来の糸球体構成細胞が最
終的に骨芽・軟骨細胞様形質変化をきたし、
不可逆的に腎不全に至る過程の詳細を、分子
レベルで解明することこそが、不可逆的な腎
不全に至る患者数の増加抑止のために先ず
取り組まなければならない、解決すべき、最
も重要な課題と考える。 

 

２．研究の目的 

 以前より、TGFβが糖尿病性腎症や糸球体
腎炎において、SMA の発現を誘導し、病変
形成に関わっていることは知られていたが、
正常腎では発現がみられない、I 型コラーゲ
ン、オステオポンチン、Cbfa1/Runx2、Ⅱ型
コラーゲン、Scx (Scleraxis)、Sox9 などの
骨・軟骨に特徴的な細胞外基質や制御因子の
発現調節機構は不明であった。本申請者らは、
これら分子を転写制御する Smad1 を同定す
ることにより、TGFβ -ALK1-Smad1 と
BMP4-ALK3/6-Smad1という dual pathway

が病態の中心にあることを明らかとしてき
た。本研究では、なかでも、他のコラーゲン
などの発現を制御し、間葉系幹細胞から軟骨
細胞への分化のマスター遺伝子である Sox9

に着目し、 (1) 糸球体硬化の進行過程におけ
る Sox9 制御機構の解析、(2) 糖尿病性腎症な
いし腎炎動物モデルでの検討、(3) BMP4 お
よび Smad1 のコンディショナル トランス
ジェニックマウスの解析、(4) Sox9 遺伝子改
変マウスを用いた糖尿病および腎炎におけ
る Sox9 活性化の意義の検討、を行い、不可
逆的な糸球体硬化病変の形成過程の詳細を
解明し、有効な抑止策がないまま増加し続け
ている慢性腎臓病の進展の分子病態を明ら
かとする。間葉系細胞由来のメサンギウム細
胞が糖尿病や慢性炎症という外的ストレス
を受けることで、骨芽・軟骨細胞様に形質が
変化（osteo-/chondro-cyte like cells）し、



 

 

多くの腎疾患の最終的な共通プロセスであ
る糸球体硬化病変を形成する過程の詳細を
分子レベルで明らかにし、不可逆的な変化と
される糸球体硬化病変の進行抑制に向けた
治療のターゲットとなりうるキー分子 Sox9
の発現調節機構を解明する。 

 

３．研究の方法 

  
(1) 糸球体硬化における Sox9 の制御機構 
 Sox9は間葉系細胞において、BMP4 により
強力に発現が誘導されることが知られてい
る。Sox9は正常の腎糸球体内には発現がみら
れず、糖尿病や持続炎症下においてのみ発現
がみられるので、この誘導機構を、培養メサ
ンギウム細胞を用いて、糖尿病において活性
化が確認されている TGFβ-ALK1-Smad1およ
び BMP4-ALK3/6-Smad1 の両経路による Sox9
発現誘導の機構を解析し、
osteo-/chonro-cyte like cells への形質転
換を分子レベルで明らかにする。 
(2) 糖尿病性腎症モデルでの検討および治
療法の評価 
 ストレプトゾトシン誘導糖尿病マウスを
作製し、糸球体病変を惹起させる。本モデル
は潜在性腎症に類似した糸球体硬化症を来
す。また、より進行した硬化病変を有する
iNOS トランスジェニックマウスも用いる。
各々のモデルにおいて、腎糸球体内における
Sox9および BMP/Smad1 などの Sox9制御分子
の存在・発現を病期の早期から各段階で、単
離糸球体での mRNA 発現、免疫組織学的解析
によるタンパク質発現を詳細に調べ、糸球体
硬化病変形成との関係を、尿中アルブミンや、
すでに樹立している硬化のバイオマーカー
である尿中 Smad1 の測定により明白にする。
Sox9誘導に関与する BMP4 の抑制分子を用い
た Sox9をターゲットとした新規治療法とし
ての可能性を検討する。 
(3)BMP4コンディショナル トランスジェニ
ックマウスの解析 
 BMP4、Smad1ともに、全身での過剰発現マ
ウスは発生期において異常をきたすため、タ
モキシフェン誘導型調節発現マウスの作成
を行った。腎糸球体内での強力な発現を惹起
する strain を選定・樹立し、ヒト腎症に類
似した糸球体硬化のモデルを作製する。
Smad1 および BMP4により発現誘導される
Sox9の腎での局在を免疫組織学的染色によ
り確認する。同時に、BMP4、Smad1、Sox9の
下流にある骨・軟骨関連分子群の発現の増強
と病理学的な糸球体硬化病変の程度が一致
することを明らかにする。 
(4) Sox9遺伝子改変マウスを用いた硬化促進
モデルの作成 
 Sox9-EGFP ノックインマウスを用いて、糖

尿病を惹起し、経時的腎生検を行い、Sox9が
発現する過程を、腎の病理組織学的評価およ
び尿蛋白や尿中 Smad1の経時的測定結果とあ
わせて、糸球体硬化病変形成過程への寄与を
明らかにする。 
  
４．研究成果 
(1)我々は、糖尿病条件下ではメサンギウム
細胞（MC）に Smad1 が発現し,IV 型コラーゲ
ンをはじめとする細胞外基質遺伝子群の転
写を直接制御することを示してきた。その上

流分子 Bone morphogenetic protein 4（BMP4）
によって、メサンギウム細胞の新たな分化異
常の可能性として、間葉系幹細胞から軟骨細
胞への分化におけるマスター転写因子とし
て知られる SOX9 の発現の誘導がなされるか
どうかをミクロマス培養で検討したところ、
Sox9 ならびに軟骨細胞の形質である Col2 な
どが BMP4 によって誘導されることが明らか

になった。 
 
(2)さらに、糖尿病
条件下としての
AGE刺激、ならびに
低酸素によるスト
レス刺激によって、
BMP4、Sox9、Col2
などの発現がいず
れも誘導された。 
 
(3) SOX9 の一過性
強発現では、MC に
おいて軟骨形質の
誘導が確認された。
Sox9-EGFP ノック
インマウスを用い、
STZ 投与によ
って糖尿病を惹起
すると糸球体に
Sox9 が新たに発現
を呈することを明
らかにした。 



 

 

(4) 誘導型 nitric oxide 合成酵素を膵β細
胞特異的に過剰発現することでヒト１型糖
尿病に類似した病態を形成し、進行したヒト
糖尿病性
腎症に類
似した腎
病変を形
成するト
ランスジ
ェニック
マ ウ ス
iNOS Tg
において
も糸球体
に軟骨形
質マーカ
ーおよび
低酸素ス
トレスを
示す転写
因 子
HIF-1 の発現を認めた。 
 
(5) 最近、低酸素ストレスは転写因子 HIF-1
などを介して、尿細管だけでなく、糸球体に
おいても病変形成に作用しているとの報告
がなされており、iNOS Tg においてその連関
を解析したところ、糸球体で SOX9 と HIF-1

は発現が一致していた。 

(6) BMP4コンディショナル トランスジェニ
ックマウス (BMP4Tg)は糖尿病性腎症に特徴
的なメサンギウム基質増生と糸球体基底膜
の肥厚を示した。BMP4Tgにおいても糸球体に
軟骨形質マーカーの発現を認め、SOX9 と
HIF-1 は発現が一致しており、糖尿病性腎症
が末期腎不全に至る過程で MC が異所性に誘
導される SOX9 によって軟骨の形質を獲得す
ることが明らかとなった。これは病的低酸

素・
虚血
スト
レス
への
適応
と考
えら
れる
が、
結果
的に
は軟
骨特
異的
細胞
外マ
トリ
ック
ス産
生が
腎不

全を不可逆的に進行させるという新たな機
序が示唆された。 
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