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研究成果の概要（和文）：以前我々は腎線維症を自然発症する腎特異的TGFβ1過剰発現マウスに対するトロンボ
モジュリン(TM)の腎保護作用を報告した。今回、糖尿病性腎臓病(DKD)に対するTMの影響を評価し、関連する機
序を同定するための実験を行った。TMの投与はストレプトゾトシン(STZ)誘発性糖尿病マウスの膵β細胞アポト
ーシス、膵島炎を抑制し、耐糖能異常を改善した。次に、前述の腎線維症マウスにSTZで糖尿病を誘導すると、
STZを投与された野生型マウスと比較して腎線維化および腎機能低下の進行を認め、DKDモデルとして有用と考え
た。さらに、細菌由来因子が血管内皮細胞のTM活性低下と組織因子活性化を誘導することを発見した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that thrombomodulin (TM) has protective effects on 
kidney-specific human TGFβ1 overexpressing mice (TGFβ1-TG mice) that developed renal fibrosis. The
 aim of this study was to evaluate the effects of TM on diabetic kidney disease (DKD) and to 
identify the relevant mechanisms. Administration of human recombinant TM against streptozotocin 
(STZ)-induced diabetes suppressed glucose intolerance through inhibition of pancreatic β cell 
apoptosis and pancreatic inflammation. Next, STZ administration to TGFβ1-TG mice induced more 
severe renal fibrosis and decreased renal function compared to wild-type counterparts. Furthermore, 
treatment of vascular endothelial cell lines with bacteria derived peptide corisin induced increased
 apoptosis, decreased TM activity, and tissue factor activation. 
We will continue to investigate the effects and mechanisms of TM on the pathogenesis of DKD, 
focusing on the relationship between TM and bacteria derived factors.

研究分野： 慢性腎臓病

キーワード： 腎線維症　細菌叢　糖尿病性腎臓病　トロンボモジュリン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はDKDの病態進行と臓器保護作用を有するトロンボモジュリンの関連を明らかにするためのものである。
本研究で作成したDKDモデルマウスは片腎結紮モデル等と異なり低侵襲であり、ヒトのDKDの病態により近く、今
後の新規薬剤開発や病態評価にとって有用であると考えられた。また、細菌由来ペプチドcorisinによるトロン
ボモジュリン活性低下の誘導は新たな知見であり、DKDにおいて説明の難しい進行速度の差にこうした細菌由来
因子が関与している可能性がある。DKDの病態を考え、新規治療薬を開発する上で、TMと細菌由来因子の関連は
重要と思われた。

※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 
(1)慢性腎臓病とトロンボモジュリンの抗線維化作用 
慢性腎臓病(CKD)は先進国成人の 10％以上が有する疾患である。糖尿病性腎臓病、慢性腎炎な

ど基礎疾患として進展し、維持透析および腎移植といった腎代替療法のほかに治療法のない末
期腎不全と至る。我々は CKD 進展の共通の経路である腎線維症に着目し、腎ポドサイト特異
的にヒト TGFβ1 を過剰発現するトランスジェニックマウス（Pod-hTGFβ1 TG マウス）を腎線維
症モデルマウスとして確立した。一方、トロンボモジュリンは、血管内でトロンビンと結合しプ
ロテイン C を活性化プロテイン C(APC)に変換することで抗凝固作用を有するが、近年、抗アポ
トーシス作用や抗炎症作用が注目されている。以前我々は Pod-hTGFβ1 TG マウスに対するヒト
組換えトロンボモジュリンの投与が腎線維化および腎機能低下を抑制することを報告した
[Kidney International (2020) 98, 1179–1192]。この結果から、トロンボモジュリンは CKD の進
展抑制に寄与する可能性が示唆された。 
 
(2)糖尿病性腎臓病の病態と臓器線維症を誘導する細菌由来因子の関連 
糖尿病性腎臓病(DKD)は糖尿病の慢性合併症のひとつであり、本邦における透析原因の第一位

である。血糖値、脂質、血圧などの管理が同等であっても、腎機能の低下速度は症例によって大
きく異なる場合があり、予後を左右する要素は未だに不明確である。一方、近年は腸内細菌叢の
異常が慢性炎症を惹起し、肺や腎臓を含む臓器線維症に関連することが注目されている。我々は
臓器線維症を誘導する因子の探索において、肺線維症マウスよりアポトーシス、炎症を惹起する
細菌由来ペプチドを同定し、corisin と命名した[Nature Communications(2020) 11:1539]。腎線維症
モデルマウス作成の予備実験において、尿中への同ペプチドの排泄が野生型マウスと比較して
増加していることがわかった。同ペプチドはトロンボモジュリン活性や凝固亢進などの腎障害
関連因子に影響し、腎線維化および DKD の病態に関連している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Pod-hTGFβ1 TG マウス（以下、腎線維症マウス）を用い、DKD に対するトロン

ボモジュリン投与の影響を評価し、関連する機序を明らかにするため、以下の項目の評価を目的
とした。 
(1) 糖尿病マウスに対するトロンボモジュリン投与の影響 
(2) 新規 DKD モデルマウスの確立 
(3) トロンボモジュリン活性に対する細菌由来因子の影響 
 
３．研究の方法 
(1) 糖尿病マウスに対するトロンボモジュリンの影響 

8-10 週齢の C57BL/6 マウス（以下、野生型マウス）に対し β 細胞に選択的な毒性を有するス
トレプトゾトシン(STZ) 200mg/kg・体重を 5 日間に分けて腹腔内投与し、糖尿病を誘導した。対
照群には同量の生理食塩水(SAL)を腹腔内投与した。トロンボモジュリン治療群については
3mg/kg・体重の ヒト組換えトロンボモジュリン(rhTM)を週 3 回、8 週間にわたり腹腔内に投与
した。初回投与は STZ 投与の約 3 時間前に行われた。週毎の随時血糖測定、第 10 週に腹腔内糖
負荷試験(ブドウ糖 1g/kg・体重)、第 11 週にインスリン分泌試験(ブドウ糖 3g/kg・体重)を行い、
第 12 週に膵摘出を行った。膵島面積は HE 染色にて評価した。膵島インスリングルカゴン比は
蛍光免疫染色により評価した。膵島のアポトーシス細胞は TUNEL 染色により評価した。膵島へ
のマクロファージの集簇は免疫染色(F4/80)により評価した。 
 
(2) 新規 DKD モデルマウスの確立 

8 週齢の腎線維症マウスおよび野生型マウスに STZ200mg/kg・体重を 5 日間に分けて腹腔内注
射し、糖尿病を誘導した。対照群には生理食塩水を腹腔内注射した。2 週後、6 週後、10 週後に
採尿、尾静脈採血を行い、10 週後に腎摘出を行った。腎機能は血清クレアチニン、尿素窒素を
ELISA にて評価した。糸球体硬化は腎病理組織の PAS 染色所見をスコア化し評価した。腎線維
化は、腎病理組織のマッソントリクローム染色における陽性面積を評価し、腎組織における各種
線維化マーカーの発現を定量 PCR 法で評価した。 
 
(3) トロンボモジュリン活性に対する細菌由来因子の影響 
本検討ではトロンボモジュリン活性に対する細菌由来因子の影響を評価するため、細胞膜上

にトロンボモジュリンを発現する血管内皮細胞株（HUVEC）を用いた。同細胞株を corisin また
はスクランブルペプチド(SCR)で処置し、48 時間後に以下の検討を行った。 
①トロンビンは血管内皮細胞に発現するトロンボモジュリンと結合してトロンビン-トロンボモ
ジュリン複合体を形成し、プロテイン C を活性化プロテイン C（APC）に活性化することにより
凝固を抑制する。48 時間後にトロンビン、プロテイン C を添加して APC を測定することによ



り、トロンボモジュリン活性を評価した。 
②第Ⅶa 因子は血管内皮細胞に発現する組織因子を補酵素として第Ⅹ因子と複合体を形成し、Ca
イオン依存性に第Ⅹa 因子に活性化することにより外因系凝固機序を開始する。48 時間後に第
Ⅶa 因子、第Ⅹ因子、Ca イオンを添加し、第Ⅹa 因子を測定することにより組織因子活性を評価
した。 
③アネキシン V で染色し、フローサイトメトリーでアポトーシスの評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病マウスに対するトロンボモジュリンの影響 

STZ 投与群では随時血糖値の経時的な上昇を認めた。腹腔内ブドウ糖負荷試験においては、
STZ 投与群では高血糖のピークの上昇および遷延を認めたが、rhTM 投与群は非投与群と比較し
て 60 分後血糖値が有意に低下した。血糖曲線下面積（AUC）も rhTM 投与群での改善を示した。
インスリン分泌刺激試験では、rhTM 投与群では STZ 単体投与群と比較してブドウ糖刺激前およ
び 30 分後の血中インスリン濃度が有意に高値であった。 
次に、β 細胞減少におけるアポトーシスの影響を評価した。TUNEL 染色による膵組織の評価

では、STZ 投与により膵島での TUNEL 陽性細胞数の増加を認めたが、rhTM 投与は非投与群と
比較して有意に抑制された。HE 染色は STZ 投与群での膵島面積の著しい縮小を示したが、rhTM
投与は膵島面積減少を有意に抑制した(図 1)。また、蛍光免疫染色においては STZ 投与により β
細胞の著名な減少と β/α 細胞比の減少が観察されたが、rhTM 投与は β/α 細胞比を改善した。 
さらに、免疫染色において STZ 投与群でみられたマクロファージの集簇は rhTM 投与によって
抑制された。これは膵島炎の改善が示唆される。 

以上より、rhTM 治療は膵 β 細胞のアポトーシス阻害、膵島炎抑制を介した抗糖尿病作用を示
しており、DKD 治療に対しても有利に働く可能性が示唆された。 

 
 
(2) 新規 DKD モデルマウスの確立 

DKD モデルマウスとしての確立のために、STZ で糖尿病を誘導された腎線維症マウスが STZ
を投与された野生型マウスおよび STZ を投与しない腎線維症マウスと比較し、腎障害や腎線維
化の進行がより顕著となるか確認した。 
まず、血中の腎障害マーカーの評価を行った。腎線維症マウスの STZ 投与群および STZ 非投

与群のそれぞれにおいて、野生型マウスと比較し 2 週、6 週、10 週後のすべてで血中クレアチニ
ン、血中 BUN が有意に高値であった。また、腎線維症マウスの STZ 投与群は非投与群と比較し
10 週後の血中クレアチニン、血中 BUN が有意に高値であった(図 2)。 
次に、病理組織の評価を行った。PAS 染色では野生型マウスと比較して腎線維症マウスで顕著

な糸球体硬化を認めた。腎線維症マウスの糸球体硬化は STZ の投与により有意な変化を認めな
かった。また、マッソントリクローム染色では野生型マウスと比較して腎線維症マウスでコラー
ゲン陽性面積の有意な増加を認めた。また、STZ の投与により腎線維症マウスのコラーゲン陽性
面積は有意に増加した(図 2)。 
腎組織中の αSMA の mRNA 発現については、STZ を投与された腎線維症マウスで野生型マウ

スおよび腎線維症マウスの STZ 非投与群と比較して、それぞれ有意に増加していた。 
以上より、STZ 投与にて糖尿病を誘導した腎特異的 TGFβ 過剰発現マウスは、腎機能低下およ

び腎線維化が進行し、DKD モデルとして有用であると考えた。 



 

 
(3) トロンボモジュリン活性に対する細菌由来因子の影響 
トロンボモジュリン活性の低下、凝固活性化および細胞死はいずれも腎障害に関連する。血

管内皮細胞株 HUVECs に対する細菌由来因子 corisin 処置は、SCR 処置と比較して組織因子活
性の有意な上昇および、トロンボモジュリン活性の有意な低下を誘導した。また、corisin 処置
は HUVECs のアポトーシス細胞の有意な増加を誘導した(図 3)。Corisin は血管内皮細胞に直接
作用し、トロンボモジュリン活性の低下、凝固活性化および細胞死を誘導し、DKD の進行の程
度に関連している可能性が示唆された。 

 
(4) 結果のまとめと今後の展望 
本研究はDKD の病態進行と臓器保護作用を有するトロンボモジュリンの関連を明らかにする

ためのものである。予備実験の STZ 誘発糖尿病マウスに対するヒト組換えトロンボモジュリン
の投与は、β 細胞減少を伴う糖尿病の進行を抑制するものであり、β 細胞のアポトーシスが進展
に関わる糖尿病の進行に抑制的と思われた。また、本研究で作成した DKD モデルマウスは片腎
結紮モデル等と異なり低侵襲であり、ヒトの DKD の病態により近く、今後の新規薬剤開発や病
態評価にとって有用であると考えられた。また、トロンボモジュリン活性低下を誘導する細菌由
来ペプチドの作用は新たな知見であり、DKD において説明の難しい進行速度の差にこうした細
菌由来因子が関与している可能性がある。また、ヒト組換えトロンボモジュリンの投与はそれら
の作用に拮抗する可能性があり、DKD の新規治療を考える上で、トロンボモジュリンと細菌由
来因子の関連の検討を進めることは重要であると思われた。 
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