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研究成果の概要（和文）： 
Rho/ROCK シグナルは、アクチンストレスファイバーの形成や諸種の遺伝子発現など、重要な
細胞機能の制御に関わることが判明している。本研究では、２型糖尿病モデル db/db マウスの
腎皮質では Rho/ROCK 活性が過剰に亢進しており、このことが糸球体硬化に関与すること、
また、培養メサンギウム細胞にて本シグナルが炎症性サイトカインの発現を増強させることを
見出し、Rho/ROCK シグナルが糖尿病腎症の発症進展に関与することを証明した。 
研究成果の概要（英文）： 
Rho/ROCK pathway regulates various cellular functions. In this study, we found that 
Rho/ROCK pathway is activated in renal cortex of db/db mouse and involved in 
upregulation of pro-inflammatory cytokines in cultured mesangial cells, suggesting 
critical role of Rho/ROCK pathway played in the pathogenesis of diabetic nephropathy. 
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病腎症は、数の増加と不良な予後から
治療法の確立が喫緊の課題となっている。糖
尿病性腎症の成因は、従来、糸球体障害を中
心に検討がなされており、高血糖状態におけ
る様々な細胞内シグナルの異常が報告され
ているが、近年、腎障害が心血管疾患のリス
クのなることが判明し、慢性腎臓病(CKD)の
概念が提唱され、両者を結ぶ心腎連関のメカ
ニズムが注目されている。糖尿病は CKD の
最大の原因であり、多くの血管病変を伴うこ

とは古くから知られている。すなわち、糖尿
病における心腎連関の解明は、糖尿病のみな
らず、CKD に基本病態の理解ならびにその
包括的血管治療に関して、多大の寄与をもた
らすと考えられるのである。 
 低分子量 G 蛋白 Rho は、Rho キナーゼ
(ROCK)をエフェクターとして、細胞形態や
諸種の遺伝子発現を制御することが判明し
ている。Rho は GTP と結合することによっ
て活性型となり、ROCK と結合してこれを活
性化することから、Rho/ROCK シグナルと呼

機関番号：32651 

研究種目：基盤 C 

研究期間： 2010～2012  

課題番号：22590900 

研究課題名（和文） 糖尿病性腎症発症機転における Rho/ROCK 系シグナル制御機構の検討 

                     

研究課題名（英文）Role of Rh/Rho-kinase pathway in the pathogenesis of diabetic 

nephropathy  

研究代表者  

   宇都宮一典（Utsunomiya Kazunori） 

東京慈恵会医科大学・医学部・教授 

 研究者番号：50185047 



称されている。Rho/ROCK シグナルは、既に
動脈硬化病変の形成に関与することが報告
されており、我々は糖尿病状態では腎臓にお
ける本シグナルが亢進することを見出して
いる。これらの知見は、Rho/ROCK シグナル
は、糖尿病における血管病態の共通基盤を担
う可能性を示唆している。Rho/ROCK シグ
ナルが制御する細胞機能は、アクチンストレ
スファイバーを中心とする細胞骨格の形成
から細胞形態の維持あるいは分化誘導など
多岐にわたっており、近年、各分野から精力
的な研究が進んでいるが、腎病変に対する本
シグナルの関与について、検討例は稀である。
糖尿病性腎症の発症機転における本シグナ
ルの意義を解明することができれば、本シグ
ナルを治療標的とし、包括的な血管治療を目
指した新たな創薬へと道を拓くものと期待
できる。また、本シグナルは、高脂血症治療
薬スタチンの多面的作用にも関わることが
知られており、実臨床の面でも、現行治療薬
の効果に付加的な価値をもたらすものと予
想される。 
 
２．研究の目的 

このような背景から、本研究では糖尿病性
腎症発症機転における Rho/ROCK シグナル
の意義を、in vitro ならびに in vivo の実験系
を用いて検討することを目的とした。特に、
本研究は、Rho/ROCK シグナルが血管病態の
共通基盤を担う可能性に注目し、炎症ならび
に繊維化に関わる機構、転写因子への関与を
明らかにすることとした。また、血管内皮細
胞を用いて同様の検討を行い、本シグナルの
血管系細胞における役割の普遍性について、
あわせて検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 In vitro の実験系としては、培養メサンギ
ウム細胞ならびに血管内皮細胞を用い、糖尿
病あるいはメタボリックシンドロームの状
況を再現し、Rho/ROCK シグナルの動態を検
討する。培養メサンギウム細胞に、インスリ
ン抵抗性分子としてその意義が確立されて
いる TNF-αを添加し、Rho/ROCK シグナル
の動態と炎症性サイトカイン MCP-1 ならび
に TGF-βを中心とする繊維化惹起性サイト
カイン発現との関係を明らかにする。また、
腎症の発症機転との関係が注目されている
転写因子、低酸素誘導因子 HIF-1 の動態およ
び Rho/ROCK シグナルとの関係を明らかに
する。 
In vivo の実験系としては、2 型糖尿病のモデ
ル db/db マウスを用い、糖尿病を発症した後
の腎皮質における Rho/ROCK シグナルの動
態を検討する。同時に尿中アルブミン、血圧
の変化、摘出腎における糸球体の病理形態学
的変化を観察する。また、繊維化惹起性サイ

トカインの変化、転写因子 HIF-1αの変化を
検討する。糖尿病マウスに ROCK 阻害薬を
投与し、同様の検討を行い、Rho/ROCK シグ
ナルの役割を検証し、糖尿病性腎症発症機転
における Rho/ROCK シグナルの意義を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
(1)TNF-α刺激によるRho/ROCKシグナルの
活性化と MCP-1 の転写制御の関係（メサン
ギム細胞における検討） 
 TNF-αは、内臓脂肪型肥満では脂肪組織か
ら生成・分泌され、インスリンの全身作用を
抑制すると考えられており、インスリン抵抗
性状態ならびにインスリン抵抗性を背景と
する血管病変の成因に重要な役割を演じる。
特に、動脈硬化病変の成立過程において、マ
クロファージの浸潤を中心とする炎症機転
を促すものと考えられている。そこで、TNF-
α刺激下における Rho/ROCK シグナルの動
態を検討し、その下流に位置する分子機構の
解明を試みた。特に、マクロファージの浸潤
を促進するとされる MCP-1 の発現機構に注
目し、継代化された培養メサンギウム細胞を
用い、培養液中に TNF-αを添加して、以下の
検討を行った。尚、Rho 活性は、GTP 結合型
Rho を immunoblot して分離・同定し、ROCK
活性は、リン酸型 MYPT-1 を immunoblot によ
って検出して、活性化の指標とした。 
① TNF-α刺激による Rho/ROCK の活性化 
培養メサンギウム細胞に TNF-αを添加した
ところ、時間依存的、用量依存的に Rho なら
びに ROCK の活性化をもたらすことを確認し
た。ROCK 特異的阻害薬 Y-27632 を用いて前処
置したところ、TNF-αによる ROCK 活性の亢
進は、完全に抑制されることを確認した。 
② TNF-α刺激による MCP-1 の発現増強 
培養メサンギウム細胞に TNF-αを添加し、
MCP-1 の発現を検討した。TNF-αは、時間依
存的ならびに用量依存的に MCP-1 の mRNA の
発現を増強することを見出した。同時に、培
養液中の MCP-1 濃度を測定したところ、mRNA
の増強とともに培養液中の MCP-1濃度が上昇
しており、MCP-1 の生合成が促進しているこ
とを確認した。 
③ MCP-1 によるマクロファージ遊走能亢進 
 培養液中の MCP-1 が、マクロファージの遊
走亢進に関与することを確認するために、ボ
イデンチャンバーを用い、上層にマクロファ
ージ由来 THP-1 細胞を培養し、下層に TNF-
α処理したメサンギウム細胞の培養液を置
き、チャンバーを遊走する細胞数をカウント
し、遊走能を評価した。その結果、TNF-α処
理後の培養液は、遊走した THP-1 細胞数を増
加させることを観察し、本実験系において、
MCP-1 のマクロファージ遊走能に与える影響
を観察できることを確認した。 



④ MCP-1の発現増強におけるRho/ROCKシグ 
ナルの関与 
 MCP-1の産生調節におけるRho/ROCKシグナ
ルの関与を明らかにする目的で、TNF-α添加
前に細胞を ROCK 特異的阻害薬 Y-27632 で処
理し、MCP-1 の産生ならびに THP-1 細胞の遊
走能に及ぼす変化を検討した。Y-27632 を前
処置することによって、TNF-αによって誘導
される MCP-1mRNA発現増強ならびに培養液中
の MCP-1 濃度の増加は、完全に抑制された。
また、ボイデンチャンバーによる THP-1 細胞
の遊走能亢進は、Y-27632 前処置によって有
意に抑制されることを確認した。 
⑤ Rho/ROCKシグナルの下流にP38MAPKが介 
在する。 
 ROCK の下流に存在する分子機構を解明す
るために、MAP キナーゼファミリーの阻害薬
の影響を検討した。TNF-α刺激下に発現亢進
する MCP-1 は、P38MAPK の阻害薬によっての
み著明に抑制された。そこで、TNF-α刺激下
で P38MAPK の活性化が生じており、この活性
化は ROCK 阻害薬 Y-27632 によって抑制され
ることを確認した。このことから、ROCK の下
流に P38MAPKが介在することが明らかになっ
た。 
 以上の実験結果から、培養メサンギム細胞
において、Rho/ROCK シグナルは TNF-αによ
る MCP-1 の産生調節を行い、その作用は
P38MAPK が介在することが証明された。 
 
(2)血管内皮細胞におけるRho/ROCKシグナ
ルの活性化と MCP-1 の転写制御の関係 
 血管系細胞における Rho/ROCK シグナルの
MCP-1 発現制御への関与の普遍性を検証する
目的で、血管内皮細胞を用いで同様の検討を
行った。 
 ヒト臍帯由来血管内皮細胞(HUVEC)を培養
し、培地に TNF-αを添加すると、Rho ならび
に ROCK が有意に活性化され、ROCK 特異的阻
害薬 Y-27632 は ROCK の活性化を完全に抑制
した。MCP-1 の mRNA の発現ならびに培地の
MCP-1 濃度は、TNF-αによって上昇していた。
また、MCP-1 のマクロファージ遊走活性をボ
イデンチャンバーにて評価し、培地の MMCP-1
が THP-1細胞の遊走を促進することを確認し
た。Y-27632 は、MCP-1 の発現増強ならびに
細胞遊走能亢進を抑制した。また、TNF-αに
よる MCP-1の発現増強ならびに細胞遊走能亢
進は、P38MAPK 阻害薬によって抑制された。
実際に、TNF-αは血管内皮細胞における
P38MAPK の活性化をもたらし、この活性化は
ROCK 特異的阻害薬によって抑制されること
を確認した。 
 以上の結果から、血管内皮細胞においても、
メサンギウム細胞と同様に、Rho/ROCK シグナ
ルが、炎症性サイトカイン MCP-1 の発現制御
に関与し、マクロファージ浸潤を主体とする

炎症機転を惹起する可能性が示された。 
 
(3)Rho/ROCK シグナルの HIF-1 を介する腎線
維化促進機構 
 糖尿病性腎症の主病態である腎線維化機
構への関与とその分子機序を明らかにする
目的で、以下の検討を行った。 
① ２型糖尿病モデル db/db マウスにおける 
Rho/ROCK シグナルの動態 
２型糖尿病のモデルとして一般的に使わ

れている db/db マウスを対象として、糖尿病
発症後のマウス、発症前から ROCK 特異的阻
害薬 Fasudil を投与したマウス、糖尿病を発
症しない db/m マウスの３群に分け、腎皮質
を摘出後し、RhoならびにROCK活性を検討し、
糖尿病マウスでは Rho および ROCK が、対照
群に比べて有意に上昇していることを確認
した。Fasudilの投与によって、腎皮質の ROCK
活性は抑制されていた。 
② Fasudil の投与によって糖尿病性腎症の 
進展が抑制される。 
 この際、糖尿病群では 400mg/dl と著明な
高血糖状態にあり、血圧も軽度に上昇してい
たが、fasudil 投与によって血糖、血圧の変
化はなかった。尿中アルブミンは、非糖尿病
対照群に較べ、糖尿病群では血糖の上昇とと
もに増加し、糖尿病性腎症の発症を示してい
た。一方、Fasudil 投与によって糖尿病マウ
スの尿中アルブミンは有意に抑制されてい
た。 
 32 週間の観察後、腎を摘出して病理組織学
的検討を行った。対照群に比較して、糖尿病
群では、糸球体の肥大、メサンギウム領域の
拡大、マクロファージの浸潤を認め、糖尿病
における糸球体病変に一致した変化を認め
た。一方、これらの形態学的変化は、Fasudil
投与群では有意に改善していた。 
 以上の結果から、糖尿病では腎皮質におけ
る Rho/ROCK シグナルの活性亢進を生じてお
り、糖尿病性腎症の発症・進展に関与するこ
と、ROCK の阻害によって腎症の発症が抑制さ
れることが証明された。 
③ Rho/ROCK シグナルは、繊維化惹起性サイ 
トカイン発現増強に関わる。 
Rho/ROCK シグナルが糖尿病性腎症の発

症・進展に関与する分子機構を明らかにする
ために、腎線維化を促進するサイトカインの
発現を検討した。摘出腎における TGF-β、
CTGF、PAI-1 の mRNA は、対照群に比較して糖
尿病群で有意に増加していた。また、1型、4
型コラーゲン、ファイブロネクチンの mRNA
も糖尿病群で増加していたが、これらの変化
は Fasudilの投与によってほぼ完全に抑制さ
れた。この結果から、Rho/ROCK シグナルは腎
線維化を促進することが示された。 
④ Rho/ROCK シグナルは HIF-1αを増加させ

る。 



 近年、各種腎障害モデルにおいて低酸素誘
導因子 HIF-1 の関与が注目されている。そこ
で、HIF-1αの蛋白発現と Rho/ROCK シグナル
との関係を検討した。摘出腎を用いて HIF-1
αの蛋白量を immunoblotで評価したところ、
対照群に比較して、糖尿病群では細胞質なら
びに核分画において HIF-1αが増加している
ことを見出した。また、HIF-1 によって誘導
される VEGF などの遺伝子群の発現も増強し
ており、HIF-1αの増加は直接病態に関与す
るものと考えられた。大変興味深いことに、
HIF-1αならびにその下流の遺伝子発現は、
Fasudil の投与によって有意に抑制されてい
た。 
⑤ Rho/ROCK シグナルは HIF-1αのユビキチ 
ン化を阻害し、分解を抑制する。 
 HIF-1α蛋白の調節は、合成と分解のバラ
ンスによってなされている。特に、ビキチン
化とその後のプロテアソームにおける分解
が、蛋白調節において大きな役割を果たして
いる。そこで、Rho/ROCK シグナルが HIF-1α
増強に関わるメカニズムを明らかにするた
めに、Rho/ROCK シグナルと HIF-1αのユビキ
チン化との関係を、培養メサンギウム細胞を
用いて検討した。 
 細胞を低酸素状態に置くと、Rho ならびに
ROCK の活性化が起きること、そして HIF-1α
の蛋白発現量が増加することを確認した。
ROCK 特異的阻害薬および ROCKsiRNA は、低酸
素で誘導される HIF-1蛋白の増加を抑制した。
この際、mRNA には変化のなかったことから、
HIF-1α蛋白変化は、合成・分解にバランス
に起因すると考えられた。HIF-1αを抗ユビ
キチン抗体で免疫沈降し、電気泳動にかける
と広い分子領域にバンドを認め、HIF-1αの
ユビキチン化を確認することができたが、
ROCK阻害薬は HIF-1αのユビキチン化を増強
することを見出した。 
 ユビキチン化の律速段階は、標的蛋白の水
酸化によっており、これは水酸化酵素 PDH2
の活性が担うとされている。メサンギウム細
胞に ROCK 阻害薬を添加すると、PDH2 の活性
上昇を認めた。すなわち、Rho/ROCK シグナル
は、HIF-1αのユビキチン化を阻害し、プロ
テアソームにおける分解を抑制することに
よって、HIF-1αの転写活性を高めることが
示された。 
 以上の研究結果から、Rho/ROCK シグナルは
糖尿病性腎症の発症機転において、炎症なら
びに繊維化を促進する重要な意義を有し、そ
の作用は腎臓のみならず、血管系細胞にあま
ねく作動する可能性が示された。本研究とは
別の実験研究において、申請者は糖尿病性神
経障害にも関与することを見出している。す
なわち、本シグナルは糖尿病における包括的
な血管治療を目指す新たな分子標的となる
可能性を示唆しており、かかる知見は国際的

にみても、本研究を嚆矢とするものである。 
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