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研究成果の概要（和文）： 

ホモeNOS-/-糖尿病マウスを用いて eNOS欠損が糖尿病性腎症(diabetic nephropathy, DN)を悪化

する原因となっていること、ヘテロeNOS+/-糖尿病マウスを用いてNOS3 276TT遺伝子型による程

度のNOの減少がDN悪化に十分であることを示した。興味深いことにeNOS-/-糖尿病マウスのDNは

糸球体へのフィブリンの沈着、腎臓での凝固第3因子の発現および活性、そして炎症のマーカー

と強い相関を示していた。本研究からeNOS発現の減少したあるいはNO産生の減少した糖尿病患者

では凝固第3因子がDN治療の新たなターゲットとなりうる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Diabetic nephropathy (DN) is the leading cause of end stage renal disease, and the number 

of patients with DN has been increasing rapidly. Human variants of the endothelial nitric 

oxide synthase gene (eNOS, NOS3) that produce reduced amounts of nitric oxide (NO) are 
positively associated with DN, although proof of causation is lacking.  Here we have 

demonstrated that eNOS-/- mice with diabetes develop severe nephropathy.  However, 

complete absence of eNOS has not been reported in humans, although reduced levels are not 

infrequent.  Accordingly, heterozygous eNOS+/- mice have been made diabetic, and they 

demonstrated that the decrease in eNOS/NO comparable to that of NOS3 polymorphisms is 
sufficient to cause exacerbation of DN.  Increased expression of tissue factor, initiator 

of coagulation, likely plays a significant role in the DN of the eNOS-/- diabetic mice.  

Strategies to ameliorate hypercoagulability could be useful for treatment of DN. 
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糖尿病性腎症は腎不全の最も重要な原因のひ

とつであり、その発症を予防するまたは進展

を阻止する有効な治療法が求められている。

糖尿病性腎症の遺伝的要因解明が遅い理由と

してヒトの糖尿病性腎症を再現する動物モデ

ル が 存 在 し な い こ と が あ げ ら れ る 。

eNOS(NOS3) 遺伝子多型 276TT による

eNOS の減少は糖尿病性腎症の悪化と相関す

るが、eNOS の減少が腎症の原因になってい

るか明らかではなかった。また、血液凝固の

亢進が糖尿病ではおこっているが、このこと

が腎症を悪化させる原因となっているか明ら

かでなかった。 

 
２．研究の目的 
eNOS の減少が腎症の原因になっているか、
また、血液凝固の亢進、特に凝固第 3 因子の
腎症における役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法(下図参照) 
eNOS+/+;Akita/+, ヘテロ eNOS+/-;Akita/+, 

ホモ eNOS-/-;Akita/+糖尿病マウスの血圧、1

日尿中アルブミン排泄量(UAE)、クレアチニ
ンクリアランス(Ccr)を3か月齢および6か月
齢にて測定・計算する。6 か月齢の測定後、
マウスの血液、腎臓を回収し、それらの酸化
ストレス（GSH, CML, MDA）を測定し、血
液凝固時間、腎のフィブリン沈着を免疫染色
で、TF の発現・活性、炎症・線維化に関与
する遺伝子の発現（TNF, IL-6, MCP-1, 

ICAM-1, VCAM-1, TGF, CTGF, collagen 

IV）を real time qRT-PCR にて定量する。
腎臓の光顕像から、メサンジウム増殖、糸球
体硬化、間質線維化、電顕像から糸球体基底
膜の肥厚, podocyte effacement を定量する。
蛍光免疫染色にて糸球体の TF 発現を検討す
る。また、TF 発現・活性と糖尿病性腎症の
パラメターの相関を調べる。

４．研究成果 

eNOS欠損が糖尿病性腎症を悪化する原因とな

っていること、ヘテロeNOS+/-糖尿病マウスを

用いてNOS3 276TT遺伝子型による程度のNO

の減少が糖尿病性腎症悪化に十分であること

を示した。 

即ち、ヘテロeNOS+/-マウスは野生型eNOSマウ

スの約30％のeNOSタンパク発現量をもち（上

図Ｂ，Ｃ）、これはヒトのポリモルフィズム

に相当するNO産生量の差である。従って、ヘ

テロeNOS+/-マウスは、ヒトのeNOSポリモルフ

ィズムに相当するNO産生量の減少が糖尿病性

腎症の原因となっているかテストするのに適

したモデルである。 

これらのマウスをAkitaマウスと組み合わせ

て糖尿病にした場合、1日尿中アルブミン排泄

量はヘテロeNOS+/- Akitaマウスでは野生型

eNOS+/+ Akitaマウスと比べ有意に増加して

おり、ホモeNOS-/- Akitaマウスと匹敵してい

た（上図Ａ）。クレアチニンクリアランス（

GFR）もヒトで糖尿病性腎症早期には増加する

という事実と一致して増加していた（上図Ｂ

）。ただしホモeNOS-/- Akitaマウスでは7か

月になるとGFRは減少してきており、糖尿病性

腎症が進行していることを示唆する。おそら

く観察期間を延長すればヘテロeNOS+/- 

AkitaマウスでもGFRは減少すると予想される



 

 

。 

このような腎臓の機能的な変化のみならず、

形態学的にもeNOSの減少はメサンギウム領域

の増加、糸球体基底膜（GBM）の肥厚、糸球体

硬化を助長していた（下図参照）。 

 

 

糖尿病では血液凝固が亢進しており、DNでは

糸球体にフィブリンの沈着を伴うが、血液凝

固亢進がDNを悪化させるか明らかでない。興

味深いことにeNOS-/-糖尿病マウスのDNは酸

化ストレスとは相関せず、糸球体へのフィブ

リンの沈着（下図右パネル）、腎臓での凝固

第三因子(tissue factor, TF)TFの発現および

活性、そして炎症のマーカーと強い相関を示

していた。 

さらに興味深いことに腎臓でのTFはMOMA-2陽

性の糸球体に浸潤したマクロファージに発現

していた（下図参照）。 

 

さらに、下図に示されるように、TF中和抗体

で炎症性マーカーの腎臓での発現が抑制され

たことからTFが糖尿病性腎症の悪化に重要で

あることが示唆された。 

 

我々は、eNOSの減少がTF増加・凝固能亢進を

伴いDNを悪化すること、高脂肪食がeNOS減少

によるTF増加・凝固能亢進・DNの悪化を促進

することを明らかにした。 

 

しかしながら、野生型eNOSの糖尿病マウスで

は高脂肪食はTF増加・凝固能亢進をもたらす

もののDNを悪化させなかった。従ってTF増加

・凝固能亢進のみではDNを悪化させず、NO減

少等の他の因子の変化がDNの悪化に必要であ

ることが明らかとなった。本研究からeNOS発

現の減少したあるいはNO産生の減少した糖尿

病患者ではTFがDN治療の新たなターゲットと

なりうる可能性が示唆される。 
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