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研究成果の概要（和文）：近年、生活習慣病の分子基盤として内因性リガンドと病原体センサー

間で誘導される自然炎症が注目されている。本研究により、自然炎症の一端を担う MRP8/TLR4
シグナル経路の活性化が糖尿病性腎症の進展に重要であることが明らかとなった。さらに

MRP8 発現はヒト糖尿病性腎症の腎組織においても病態を反映できる可能性が確認され、新し

い治療標的として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Homeostatic inflammation which is induced by endogenous ligands 
and pathogenic receptors has been emerged as a molecular basis of life style-related 
diseases. In this study, it has been clarified that MRP8/TLR4 signaling, involved in 
homeostatic inflammation, might play an important role in the progression of diabetic 
nephropathy. Furthermore, renal MRP8 expression in human biopsy samples could predict 
the renal prognosis of diabetic nephropathy. Blockade of MRP8/TLR4 signaling could 
become a novel strategy for diabetic nephropathy. 
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１．研究開始当初の背景 

脂質代謝異常が糖尿病性腎症悪化の独立し

た危険因子であることは多くの疫学的研究

から報告されており（Perkins BA et al. New 

Engl J Med 2003; Ravid M et al. Arch 

Intern Med 1998; Appel GB et al. Diabetes 

Care 2003） 、申請者は高脂肪食負荷が糖尿

病モデルマウスの腎病変を悪化させること

を確認している。さらに糖尿病性腎症の病態

に関与する新規分子を同定する目的で行っ

た網羅的スクリーニングにより、自然免疫を

司る主要な分子である Toll-like receptor 4 

(TLR4) 及 び そ の 内 因 性 リ ガ ン ド

Myeloid-related protein 8 (MRP8)が全く異

なる 2 種の糖尿病モデルマウス糸球体で共

通して増加する分子であることを見出した。

MRP8 は元来細胞質内に存在するカルシウ

ム結合蛋白として好中球・単球などから分離、
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同定された分子（Odink K et al. Nature 

1987）であるが、最近になって種々のストレ

スにより細胞外に放出され、TLR4 の強力な

内因性リガンドとして敗血症性ショック

（Vogl T et al. Nat Med 2007）、SLE（Loser 

K et al. Nat Med 2010）、腫瘍細胞の転移

（Hiratsuka S et al. Nat Cell Biol 2008）な

ど様々な病態で重要な役割を果たすことが

報告されている。さらに我々はストレプトゾ

トシン（STZ）誘発糖尿病マウスに高脂肪食

を追加すると腎症が悪化すると同時に糸球

体における MRP8/TLR4 発現がさらに増加

することを見出した。また糸球体で増加する

MRP8 の局在はマクロファージであり、マク

ロファージに MRP8 刺激を行うと強力な

TLR4 リガンドである lipopolysaccharide 

(LPS)刺激と同等の炎症を惹起することを確

認している。しかしながら、MRP8/TLR4 シ

グナルの糖尿病性腎症における意義は不明

であった。 

 

２．研究の目的 

(1)糖尿病・高脂血症合併モデルマウスにおけ

る TLR4 シグナル経路の解明および高血

糖・脂質刺激が MRP8/TLR4 発現に与える

機序の検討 

 本モデルマウス腎臓で活性化される TLR4

シグナル下流の細胞内シグナルを詳細に解

析することで、脂質による糖尿病性腎症悪化

機序の解明を目指す。 

(2)TLR4 欠損 マウスおよび欠損マクロファ

ージを用いた、高脂血症が糖尿病性腎症進展

に及ぼす MRP8/TLR4 シグナル経路の病態

生理学的意義の解明 

 TLR4 シグナル遮断が糖尿病性腎症の新た

な治療手段になり得るかどうかの検討を主

な目的とする。 

(3) 肥満・糖尿病患者の腎組織における

MRP8/TLR4 シグナル発現と糖脂質代謝・腎

障害パラメーターとの関連の検討 

 ヒト肥満・糖尿病患者の腎組織における本

シグナル経路を検討した報告はなく、ヒトに

おける意義を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 糖尿病・高脂血症合併モデルとしてスト

レプトゾトシン (STZ) と高脂肪食 (HFD: 

45%脂質含有)の併用により、STZ＋HFD マ

ウスを作成。本モデルの腎組織における

TLR4 下流の細胞内シグナルについてウエス

タンブロット、および PCR Array を用いて

検討する。腎内の MRP8 主要産生細胞である

マクロファージに対して高糖濃度、脂肪酸刺

激を加えて、MRP8/TLR4 発現に及ぼす影響

を検討する。 

 

(2) TLR4 欠損 マウスに対して STZ+HFD 

併用モデルを作成し、TLR4 シグナル遮断が

腎症進展に果たす役割を検討する。さらに

TLR4欠損が内因性リガンドMRP8の発現に

及ぼす影響を免疫染色および定量的 PCR 法

により蛋白・mRNA レベルで検討する。また

野生型およびTLR4欠損マウス骨髄から分化

誘導したマクロファージを用いて(1)で検討

する、糖と脂質刺激による MRP8 発現に

TLR4 が果たす役割を検討する。 

 

(3) 肥満あるいは 2 型糖尿病を有し、かつ蛋

白尿を呈する患者の腎生検標本を用いて、

MRP8 発現を mRNA, 蛋白レベルで評価す

る。mRNA レベルの検討は共同研究で行い、

レーザーマイクロダイセクション法で糸球

体、非糸球体に分けて定量的 RT-PCR で評価。

蛋白発現については当施設で行った腎生検

標本を用いて免疫染色で評価する。 

 



 

 

４．研究成果 

(1) TLR4 下 流 の シ グ ナ ル は 主 に

MyD88-dependent, TRIF-dependent 経路の

2 つから成る。今回の検討で、STZ+HFD マ

ウ ス 腎 組 織 に お け る 炎 症 の 増 悪 は

TRIF-dependent 経路が関与している可能性

が初めて示された。TRIF-dependent 経路に

よる TLR4 活性化は endosome 内のリガンド

刺 激 に よ る こ と が 報 告 さ れ て お り 、

endosome 内に異常蓄積した脂質が病態悪化

に役割を果たす可能性も考えられる。さらに

遊離脂肪酸刺激によるマクロファージにお

ける MRP8 発現誘導増強は高糖濃度条件下

においてのみ認められることが明らかとな

り、マクロファージの MRP8/TLR4 シグナル

活性化が糖尿病性腎症における糖脂肪毒性

に寄与する可能性が示唆された。 

 

(2) STZ に HFD を併用すると糖脂質代謝・腎

脂肪蓄積は野生型・TLR4 欠損マウスの両者

で同程度の悪化を呈するにも関わらず、野生

型マウスではアルブミン尿、メサンギウム基

質拡大、マクロファージ浸潤および腎組織の

炎症・線維化関連遺伝子発現亢進、糸球体ポ

ドシン発現の低下といった腎病変の形態的

機能的な悪化を認めたが、TLR4 欠損マウス

ではこれらの効果は有意に抑制されていた。

さらに特記すべきことにTLR4の欠損により

腎症の悪化が軽減すると同時に糸球体

MRP8 陽性浸潤細胞および MRP8 mRNA 発

現増加が著明に抑制されることが明らかと

なった。また TLR4 欠損骨髄由来マクロファ

ージを用いた in vitro の検討により、(1)で検

討したマクロファージにおける糖と脂質に

よる相乗的な MRP8 発現誘導が TLR4 依存

性であることが確認された。 

 

(3) 肥満あるいは 2 型糖尿病を有する患者の

腎 組 織 に お い て MRP8, TLR4 mRNA, 

MRP8 蛋白が有意に増加していることが確

認された。そして、腎組織 MRP8 発現は従来

の危険因子として知られている血圧、尿蛋白、

腎機能などと関連していた。さらに腎予後予

測に関する検討では、従来の危険因子で補正

後もなお、腎組織 MRP8 発現が独立した予知

因子となり得る可能性が確認された。 

 

これまで糖尿病性腎症におけるTLR4の役割

は不明であったが、申請者の論文を含め海外

の研究室からもほぼ同時にTLR4遮断の有効

性を示す報告がなされたことから、その重要

性が確認されたものと考えられる。しかしな

がら、実臨床の観点から糖尿病患者において

TLR4 そのものを遮断することは感染のリス

クを考慮すると困難な可能性がある。内因性

リガンド（MRP8）の糖尿病性腎症における

意義は本研究が初めての報告であり、選択的

治療標的として今後の臨床への応用が期待

される。 
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