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研究成果の概要（和文）：腎近位尿細管におけるグルカゴンの役割とSGLT2阻害薬の効果を研究した。ラットの
単離近位尿細管を用いたex vivo実験では、グルカゴンによる直接的な作用が観察され、糖新生酵素mRNA（PEPCK
とG6Pase）の発現増加を認めた。SGLT2阻害薬投与による反応性グルカゴン上昇と腎保護作用に注目し、アルド
ステロンがミネラルコルチコイド受容体を介して近位尿細管Na輸送に影響し、SGLT2阻害薬で抑制されることと
見出した。また、糖尿病性腎症モデルラットでは、SGLT2阻害薬が高カリウム血症を抑制し、これにもTWIK1や
TASK2が関与していることを示した。

研究成果の概要（英文）：The role of glucagon in the renal proximal tubules and the effects of SGLT2 
inhibitors were studied. In ex vivo experiments using isolated rat proximal tubules, direct effects 
of glucagon were observed, with increased expression of glycogenic enzyme mRNAs (PEPCK and G6Pase), 
focusing on the reactive glucagon elevation and renoprotective effects of SGLT2 inhibitor treatment,
 and the possibility that aldosterone may mineralocorticoid receptors, and that this effect is 
suppressed by SGLT2 inhibitors. In addition, in a rat model of diabetic nephropathy, SGLT2 
inhibitors suppressed hyperkalemia, which also involved TWIK1 and TASK2.

研究分野：腎生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎近位尿細管の糖新生のホルモン調節は、受容体の存在から病態生理学的意義に至るまで不明な点が多い。近位
尿細管におけるin vivoのグルカゴン作用には肝臓で産生されるcAMPが関与するという説が有力であるが、ex 
vivoでの検証では直接的な作用が確認された。また、SGLT2阻害薬は慢性腎不全にも適応が拡大された革命的な
治療薬であり、投与時のインスリン感受性や血糖値の変動とグルカゴンの関与も示唆されており、本研究はその
作用機序を明らかにし、治療効果を向上させる手がかりを提供することが期待される。

※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、生体エネルギー代謝制御の観点から糖尿病の病態生理や治療が見直されており、肝臓
に次ぐ糖産生臓器である腎近位尿細管（PT）が注目され、その制御経路の解明は糖尿病治
療の新たなターゲットとなる可能性を秘めている。本研究では、インクレチン関連薬と
SGLT2 阻害薬が肝糖新生に対して相反する作用を示す臓器保護作用の背景に、PT 糖新生
が関与しているという仮説に基づき、両薬剤に共通する因子であるグルカゴンによる PT糖
新生調節機構、および SGLT2阻害薬と酸塩基平衡が PT糖新生に及ぼす影響について検討
した。申請者の専門分野である腎尿細管生理機能解析を用いて、両薬剤共通の因子であるグ
ルカゴンによる PT 糖新生調節機構と、SGLT2 阻害薬および酸塩基平衡が PT 糖新生に及
ぼす影響を解明する。 
 
２．研究の目的 
インスリン分泌調節にとどまらない新たな作用機序を有する糖尿病治療薬の登場により、
血糖のみならず生体エネルギー代謝の調節という広い視点から糖尿病の病態生理と治療が
再考されている。本研究の目的は、インクレチン関連薬（糖新生を抑制する）と SG LT2阻
害薬（糖新生を亢進する）に共通する臓器保護作用の背後には、肝糖新生に対して相反する
作用を示す PT糖新生が関与しているという仮説に基づき、両薬に共通する因子であるグル
カゴンによる PT 糖新生調節機構と、SGLT2 阻害薬および酸塩基平衡が PT 糖新生に及ぼ
す影響を検討することである。両薬剤に共通する因子であるグルカゴンによる PT糖新生調
節機構と、SGLT2 阻害薬および酸塩基平衡が PT糖新生に及ぼす影響を、申請者の専門で
ある腎尿細管生理機能解析を用いて解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常近位尿細管（PT）における糖新生に及ぼすグルカゴンの影響：正常近位尿細管の糖
新生に及ぼすグルカゴンの影響を、単離近位尿細管を用いた ex vivo 系で解析する。ここで
は、Wistar ラットの単離 PT を用いてグルカゴン作用の濃度依存性を検討し、qPCR による
糖新生酵素 mRNA の定量、キットを用いた糖新生酵素活性および糖産生能の測定を行い、正
常 PTの糖新生に対するグルカゴンの影響を解析する。 
 
(2）グルカゴンによる PT糖新生の制御経路： PKA および IP3R-1 阻害剤の存在下、および
siRNA を用いて単離 PTにおける特定遺伝子の発現を抑制し、Wistar ラットおよびヒトの単
離 PTにおける糖新生機能を IP3R-1、PKA 下流の CREB、および FOXO1 遺伝子ノックダウン存
在下で解析し、グルカゴンによる PT 糖新生亢進のシグナル伝達経路を明らかにする。 
 
(3）SGLT2i とアルドステロンに着目し、PTにおけるナトリウムおよびカリウム輸送に対す
る影響を解析するため、新鮮な単離 PTを用い、BCECF-AM を用いて管腔 NHE 活性および基底
側 NBCe1 活性を解析した DKD モデルラットは、片側腎摘出、高塩分食、浸透圧ポンプによ
る治療を行い、DKD ラットは SDT ラットにアルドステロン（Ald）を持続投与して得た。DKD
ラットは組織学的解析のため、A) 無治療群 B) エサキシレノン(Esx)群 C) Esx+ダパグリ
フロジン(DAPA)(Esx-DAPA)群に無作為に割り付け、カリウムトランスポーター発現につい
ては SD ラットを対照群とした。 
 
(4）PT におけるナトリウム輸送機能の調節因子であるインスリン、ペルオキシソーム増殖
因子活性化受容体γ（PPARγ）アゴニスト、アンジオテンシン（Ang）II 経路に共通する因
子を解析するため、3）と同様の方法で、新鮮単離したヒトおよびラットの尿細管における
ケモファクターの mRNA 発現およびリン酸化を解析した。SGLTi 投与中のナトリウム輸送機
能、化学因子の mRNA 発現およびリン酸化を 3)と同様の方法で解析した。 
 
４．研究成果 
単離されたラット近位尿細管を用いた ex vivo 実験系において、グルカゴン（1～100nM）が
糖新生酵素 mRNA に及ぼす影響を測定した。その結果、PEPCK（ホスホエノールピルビン酸カ
ルボキシキナーゼ）と G6Pase（グルコース 6-ホスファターゼ）の mRNA 発現が対照系に比べ
てそれぞれ 2〜3 倍増加した。近位尿細管におけるグルカゴンの生体内作用には肝臓で産生
される cAMP が関与しているという説とは対照的に、単離された尿細管を用いた生体外系で
は直接的な作用が観察された。 
 
次に、病態生理学的観点から、SGLT2 阻害薬投与による反応性グルカゴン上昇と腎保護作用
に注目した。SGLT2 阻害薬の効果を検討する過程で、グルカゴンと生理作用を共有するアル
ドステロンとミネラルコルチコイド受容体（MR）と近位尿細管ナトリウム輸送を解析したと



ころ、アルドステロンはは NBCe1 と NHE3 の活性を有意に上昇させたが、これらの刺激作用
は高アルドステロン薬であるエサキセロノンによって完全に抑制された。in vivo 実験で
は、糖尿病モデルラット（DKD ラット；片側腎摘出、高塩分食、浸透圧ポンプを用いたアル
ドステロン持続投与により作成）は高アルブミン尿と高血圧を伴う腎機能障害を発症した
が、エサキセロノンまたはエサキセロノン-ダパグリフロジン投与群ではこれらの病態の発
症が有意に抑制された。組織学的評価では、DKD ラットは糸球体肥大と糸球体硬化を示した
が、エサキセロノン投与群またはエサキセロノン-ダパグリフロジン投与群で有意に改善し
た。血清カリウム値はエサキセロノン投与群で対照群より高かったが、エサキセロノン-ダ
パグリフロジン投与群では有意差はなかった。タンパク質発現評価では、DKD ラットはそれ
ぞれカリウムチャネルである TWIK1 および TASK2 の発現がコントロール群に比べて上昇し
たが、エサキセロノン投与群では TWIK1 の発現が低下し、TASK2 の発現が上昇し、エサキセ
ロノン-ダパグリフロジン投与群では TWIK1 の発現が上昇し、TASK2 の発現が低下した。DKD
ラットでは、TWIK1 および TASK2 の発現がコントロール群に比べてともに増加したが、エサ
キセロノン投与群では TWIK1 の発現が減少し TASK2 の発現が増加し、エサキセロノン-ダパ
グリフロジン投与群では TWIK1 の発現が増加し TASK2 の発現が減少した。以上を国際学会
にて報告した（ISN 2024）。また、SGLT2 阻害薬が、AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）
を介して OXSR1（酸化ストレス応答性キナーゼ 1）のリン酸化を阻害することにより、近位
尿細管 Na輸送調節の中心的役割を阻害する可能性についても解析し、現在論文を作成中で
ある。 
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