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研究成果の概要（和文）：STZ 投与により糖尿病を発症させ,GSK-3β阻害薬である 2 Z, 3 

E-6-bromoindirubin-3 -oxime (BIO)の腹腔内投与を行なった。BIO 投与群では蛋白尿の有意な

低下を認めた。糸球体における TGF-β1mRNA 発現量を測定したところ、BIO 投与群での有意な

低下を認めた。これにより BIO 投与による TGF-β1 発現量の低下が糖尿病性腎症の抑制に働い

ている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Diabetes mellitus was induced by STZ administration to the SD rat.  
The 2 Z, 3 E-6-bromoindirubin-3 -oxime (BIO), a GSK-3 ß inhibitor, was administrated 
peritoneally.  In diabetic rat the urinary protein excretion was reduced by BIO 
administration.  The TGF- ß1 mRNA expression of glomeruli was suppressed by BIO treatment.  
It was suggested that the suppression of TGF- ß1 by BIO could be involved the amelioration 
of diabetic nephropathy. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)糖尿病性腎症は現在透析導入原因疾患の
第一位である。今後の増加も確実と考えられ、
現在最も注目すべき疾患の一つである。現在
の薬物治療の中心は、レニン・アンジオテン
シン・アルドステロン系の抑制を中心とする
降圧療法が中心であるが、未だその効果は十
分とは言えない。 
 
(2)glycogen synthase kinase-3(GSK-3)は、

glycogen synthase をリン酸化し、その作用
を抑制することでグリコーゲン産生を低下
させる因子として発見されたが(Embi N., et 
al. Eur J Biochem. 1980)、近年 GSK-3 がさ
まざまな蛋白質の転写制御や蛋白合成の調
節、また細胞内骨格の remodeling など、数
多くの細胞機能に重要な役割を演じている
ことが明らかとなっている(Richard J., et 
al. Neurochem Res. 2007)。 
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(3)GSK-3 が関与するとされる病態として、ア
ルツハイマー病、発癌、また炎症への関与も
注目されている。私たちは糖尿病性腎症と
GSK-3 の関連に注目し、新たな角度から糖尿
病性腎症の進行抑制、もしくは発症予防につ
ながる治療法の開発が出来るものと期待し
ている。 
 
 
２．研究の目的 
(1)GSK-3 が活性化すると glycogen synthase
のリン酸化が抑制され、その作用は活性化す
る。すなわちグリコーゲンの産生が促進され
るため、血糖値は低下方向に進む。このこと
から、近年糖尿病患者における血糖コントロ
ールの治療法としても注目を浴びている
(Wagman AS., et al. Curr Pharm Des. 2004)。 
 
(2)GSK-3 の糖尿病治療への応用に対する検
討が進む一方で、糖尿病性腎症に対する
GSK-3 抑制に関する研究はほとんど検討され
ていない。私たちは、GSK-3 の炎症をはじめ
とした多岐に渡る作用、及び糖代謝への良好
な影響から、GSK-3 を阻害することが糖尿病
性腎症の発症及び進展抑制に繋がると考え
ている。 
 
(3)現時点では GSK-3 の糖尿病性腎症への直
接効果は分かっていない。本研究では、GSK-3
の糖尿病性腎症を中心に、各種腎臓疾患の発
症•進展に演じる役割を明らかにし、新たな
治療法を確立することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
(1)まず糖尿病性腎症モデルを作成し、GSK-3
阻害の尿蛋白減少効果を検討する。ストレプ
トゾトシン（STZ）投与にて糖尿病ラットモ
デルを作成し、尿検査及び血液の採取を行い
腎症の発症を確認する。その後腎臓を単離し、
GSK-3 の発現を検討する。また TGFβ1 をはじ
めとした糖尿病性腎症の進展に重要な役割
を果たすことが証明されているサイトカイ
ンを、糸球体内での局在とともに検討する。
次に STZ 糖尿病モデルに GSK-3 阻害薬である
2 Z, 3 E-6-bromoindirubin-3 -oxime (BIO)
を投与し、腎障害の進行抑制効果の検討を行
う。さらに腎糸球体を単離し、各種メディエ
ーターの発現を mRNAや蛋白レベルで検討し、
BIO の作用機序について検討を行う。 
 
(2)さらにメサンギウム細胞や、NRK などの腎
臓由来細胞を用いて、GSK3 阻害のシグナル伝
達の詳細な検討を行う。GSK-3 の阻害がどの
ような機序により腎保護作用を発揮するの
かを証明し、新たな治療戦略の手がかりとす
る。またこれらの培養細胞を用いて、その阻

害物質となりうるペプチドを GSK-3の活性化
（脱リン酸化）をターゲットとしてスクリー
ニングを行う。 
 
(3)DM マウス (KK-Ay/TaJcl：Ⅱ型糖尿病モデ
ル；Suzuki S., et al. Exp Anim. 1999)を
用いて、早期腎症の発症、進展に対する GSK-3
阻害効果を検討する。KK-Ay/TaJcl を４週齢
より飼育し、GSK-3 阻害作用が認められてい
るバルプロ酸を投与開始する。その後血糖、
血圧、尿検査を継続し、腎機能保護作用につ
いて検討を行う。通常 KK-Ay/TaJcl マウスと
BALB マウスでは血圧に差は認められないが、
KK-Ay/TaJcl マウスでは 8～12 週より尿中ア
ルブミン排泄増加が認められるとされてお
り、その変化を詳細に検討する。またバルプ
ロ酸の血糖値への影響も検討する。 
さらに飼育後 20 週で腎臓を摘出し、NFκB、
MCP-1、TGFβ１、PA-I１、VEGF、typeIV 
collagen の発現を比較検討する。また腎臓を
還流固定し、組織変化も比較する。 
 
(4)GSK-3 のメサンギウム細胞での発現や，糸
球体腎炎モデルを使った GSK-3のメサンギウ
ム細胞肥大や糸球体硬化におよぼす影響に
ついてはまだ検討されていない。また、GSK-3
によるリン酸化が NFκBの活性化に与える影
響については相反する報告が見られる。本研
究においてメサンギウム細胞における作用
を明らかにすることによって、GSK-3 と NFκ
B の普遍的な相互作用にせまれる可能性があ
る。 
 
 
４．研究成果 
(1)SD ラットを用いて、STZ を経静脈的に投
与することにより糖尿病を発症させた。血糖
値の推移から糖尿病の発症を確認した後に
メタボリックケージを用いて蛋白尿の測定
を開始した。DM 発症ラットとコントロールラ
ットに各々GSK-3 阻害薬である BIO を腹腔内
投与することにより糖尿病性腎症の発症へ
の影響を検討した。 
 
①DMラットにおいて1日尿量は有意に増加し
た。BIO 投与群とコントロール群で、血圧及
び血糖値に差はみられなかった。 
 
②BIO 投与群では蛋白尿が有意に低下してお
り、BIO による糖尿病性腎症の発症抑制効果
が確認された。 
 
③腎糸球体を採取し、糸球体での GSK-3mRNA
発現量を real-time RT-PCR で測定した。コ
ントロール群と BIO 投与群では GSK-3αと
GSK-3βmRNA 発現量に差は認められなかった。
同様に糸球体における TGF-β1mRNA発現量を



測定したところ、DM ラット糸球体で増強して
いた TGF-β1 蛋白は BIO 投与で有意に抑制さ
れた。これらにより BIO 投与による TGF-β1
発現量の低下が糖尿病性腎症の抑制に働い
ている可能性が示唆された。 
 
(2)次に NRK-52E cell line を用いて、高血
糖による影響を in vivo にて検討した。 
 
①高血糖により細胞内 GSK-3α及び GSK-3β
mRNA 発現量が上昇したが、いずれも BIO 投与
により低下した。 
 
②また高濃度のブドウ糖に暴露した細胞で
は TGF-β1mRNA の発現が有意に増強した。高
血糖と同時に BIO を投与することにより、
TGF-β1mRNA は著明に低下した。これらの結
果により、BIO による腎障害抑制効果には高
血糖により惹起された TGF-β1の上昇抑制が
関与することが示唆された。 
 
(3) 実 験 動 物 に 2 型 糖 尿 病 モ デ ル の
KK-Ay/TaJcl マウスを用いて検討を行った。 
 
①低容量のバルプロ酸投与では血糖値や蛋
白尿に有意な変化は認められなかった。 
 
②BIO と異なり、バルプロ酸においては大き
な効果は得られず、薬剤特異的な効果が示唆
された。現在高容量のバルプロ酸での効果を
検討中である。 
 
これらの研究結果より、GSK-3 阻害による

腎糸球体での TGF-β1の抑制が糖尿病性腎症
の進展抑制に働く可能性が示唆された。今後
は臨床の場で使用されているバルプロ酸を
用いた効果についての検討が重要と考えら
れる。 
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