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研究成果の概要（和文）：本研究では、高グルコースが腎メサンギウム細胞においてグルコース応答性転写因子ChREBP
を介して作動させるエフェクター分子群を同定し、それらを標的とした糖尿病性腎症の新たな治療法開発の基盤を構築
することを目指した。ChREBPは、HIF-1α, PDGF-C, MBTPS1などのエフェクター分子を誘導し、糸球体メサンギウム細
胞外基質の増大、メサンギウム細胞小胞体ストレス応答制御などに寄与した。エフェクター分子の抑制により糖尿病性
腎症の病態が改善する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：High glucose evokes pathogenic gene expressions in mesangial cells to develop 
diabetic nephropathy. A glucose responsive transcription factor, carbohydrate response element binding 
protein (ChREBP), plays a pivotal role in such derangement of gene regulation. To establish a strategy 
for targeting the effector molecules downstream of ChREBP in diabetic circumstances, we performed 
chromatin immunoprecipitation with anti-ChREBP antibodies followed by DNA microarray analysis and 
identified hypoxia-inducible factor-1α, platelet derived growth factor-C, and membrane-bound 
transcription factor peptidase site1 as novel target genes of ChREBP in mesangial cells exposed to high 
glucose. Those genes seemed to contribute to the extra cellular matrix expansion in the glomeruli, the 
regulation of ER-stress of mesangial cells. Targeting the molecules ameliorated gene profiles and 
pathology of the glomeruli of diabetic mice, indicating a possible therapeutic intervention of diabetic 
nephropathy.

研究分野： 糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病性腎症は、末期腎不全を来す疾患と
して透析療法導入の原疾患第一位に位置し、
その病態の解明と克服は社会的にも大きな
課題となっている。糖尿病性腎症の成因とし
て高血糖が重要である事は、複数の大規模臨
床研究の結果より明らかにされた。従って、
腎組織において、高血糖により惹起される細
胞代謝・機能異常のメカニズムを解明する事
は糖尿病性腎障害の克服の突破口となる可
能性を秘める。 
 病理学的には、糸球体病変、動脈硬化性病
変、尿細管間質病変など、腎組織に広く多彩
な障害が及ぶ。糸球体病変の最も特徴的な病
理像は、細胞外基質産生の増加によるメサン
ギウム領域の拡大である。高血糖によってメ
サンギウム細胞において生ずるポリオール
経路、ヘキソサミン経路の亢進、活性酸素種
産生の増加、終末糖化産物の蓄積、レニンー
アンジオテンシン系の活性化などが単独あ
るいは相互に作用し、メサンギウム細胞機能
の異常をもたらすことが明らかにされてい
る。申請者らは、細胞内 protein kinase C 
(PKC)の活性化が、糸球体病変の成立に関与
することを見いだし、その機構の解明に取り
組んできた。過剰のブドウ糖は、糖輸送蛋白
GLUT1 を介してメサンギウム細胞内に流入
し、de novo の diacylglycerol (DAG)産生を
促す。DAG は、PKC を活性化し、MAP キ
ナーゼ経路や TGF-β 経路の活性化、p47phox
あるいは p67phox の修飾などを介してメサ
ンギウム細胞の基質産生・酸化ストレスを増
強させる。一方、platelet derived growth 
factor-B(PDGF-B)の発現亢進が基質産生亢
進に関わるらしい。しかしながら、これら高
血糖に始まるシグナル異常がいかなる核内
転写装置を介して糸球体における遺伝子発
現調節の破綻をもたらすかについては未だ
に不明な点を多く残している。 
 低酸素誘導性転写因子 HIF-1α は、低酸素
によって活性化され、解糖系酵素、グルコー
ス輸送蛋白質、血管内皮増殖因子(VEGF)、
などの遺伝子の発現を転写レベルで制御す
る。最近、HIF-1α が、生体内の代謝異常、
炎症にはじまるシグナルにより、正常酸素環
境下においても活性化されることが明らか
にされ、HIF-1α が、低酸素環境への適応の
みならず広く細胞機能制御において重要な
役割を果たすことが示されている。特に、サ
イトカイン、アンジオテンシン II、活性型
PKC など、糖尿病性腎症の病態に密接に関わ
る因子が HIF-1α の酸素分圧非依存性活性化
に寄与することは興味深い。また、急性糸球
体腎炎における尿細管障害、間質性腎炎、急
速進行性糸球体腎炎における podocyte の機
能異常などに、細胞周囲酸素分圧の低下、或
いは HIF-1α 発現の異常が関連することが示
されており、HIF-1α が、腎疾患の種々の病
態に関与する可能性が強く示唆されている。 
 申請者らは、高濃度グルコースがヒトメサ

ンギウム細胞において、酸素分圧によらず
HIF-1α を活性化し、 connective tissue 
growth factor(CTGF) や
plasminogen-activator inhibitor-1(PAI-1)な
どの HIF-1α 標的遺伝子の発現を惹起して糸
球体内細胞外基質の蓄積に寄与することを
見いだした。さらに、糖尿病モデルマウスの
糸球体においても HIF-1α および HIF-1 標的
遺伝子の発現亢進を示唆する知見を得た。こ
の HIF-1α システムの作動には、グルコース
応答性転写因子 carbohydrate response 
element binding protein (ChREBP)による
HIF-1α 遺伝子プロモーターの活性化が介在
する。ChREBP はグルコースや炭水化物摂取
により活性化される転写因子であり、糖過剰
摂取時の糖代謝、脂肪合成などエネルギー貯
蔵に関わる遺伝子群の発現を制御する。従来、
ChREBP およびその標的遺伝子は肝臓に豊
富に発現している事が知られていたが、腎臓
における発現とその意義についてはほとん
ど解析されていない。ごく最近、申請者らは、
ChIP-on-chip 解析により高グルコース下の
メサンギウム細胞において platelet derived 
growth factor-C (PDGF-C)が ChREBP の標
的遺伝子として誘導されることを示唆する
証左を得た。PDGF-C は種々の臓器の線維化
に関与することが示されつつあるが、糖尿病
性腎症の発症•進展における役割については
知られていない。一方、高グルコース下の尿
細管上皮細胞においては、メサンギウム細胞
とは異なった HIF-1α 発現制御機構が存在す
ることを見いだしている。すなわち、
ChREBP などのグルコース応答性転写因子
が、腎臓においては HIF-1α や PDGF-C など
従来知られていないエフェクター分子の誘
導を介して、メサンギウム細胞外基質の増加、
尿細管間質の線維化など糖尿病性腎症の発
症•進展に重要な役割を担っている可能性が
高いと考えられる。申請者はグルコース応答
性転写因子による遺伝子発現制御系が糖尿
病性腎症治療の有用な標的となる可能性に
着目し、本研究提案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、糖尿病性腎症の発症および病態
の成立における高グルコース誘導性遺伝情
報発現制御の役割を明らかにし、グルコー
ス作動性遺伝子群を標的とした新たな治療
法開発の分子基盤を構築することを目指す
ものである。具体的には、腎組織において、
❶グルコース応答性転写因子がいかなるエ
フェクター分子を作動させるか、❷エフェ
クターがいかなる遺伝子発現調節に寄与し、
いかなる病態生理に関与するか、を解明し、
糖尿病性腎症の発症および病態の成立・進
展におけるグルコース応答性転写因子の役
割を究明する事を目的とする。❸特に、エ
フェクターのプロトタイプである HIF-1α
については、すでに樹立している HIF-1α
および関連遺伝子改変動物等を用いた糖尿



病モデル作成とその腎組織の解析を行い、
グルコース応答性転写因子-HIF-1α カスケ
ードを標的とした新たな糖尿病性腎症治療
法開発の分子基盤を築くことをめざす。 
 
３．研究の方法 
本研究の具体的な遂行計画は、①腎由来培養
細胞、糖尿病モデル動物由来腎組織における
グルコース応答性転写因子の発現・活性の解
析とその標的遺伝子（エフェクター）の網羅
的解析、②エフェクター分子が制御する遺伝
子の同定とその役割の解明、③プロトタイプ
として HIF-1α 機能改変細胞、HIF-1α ノック
アウトマウス、HIF-1α 拮抗分子 IPAS 発現マ
ウスを用いた、グルコースシグナルのエフェ
クターを標的とした糖尿病性腎症分子療法
開発の基盤構築、の３つの柱より構成される。 
 
１）糖尿病性腎症におけるグルコース応答性
転写因子の標的遺伝子の同定 
 1)-① ChREBP, SREBP-1 蛋白質、mRNA
の発現解析 
 1)-②糖尿病モデルマウスにおけるChREBP, 
SREBP-1 蛋白質、mRNA の発現解析 
 1)-③ HIF-1α 遺伝子、PDGF-C 遺伝子プロ
モーターの解析 
 
２）糖尿病性腎症におけるグルコースシグナ
ルエフェクター分子の役割の究明 
 2)-① 腎臓細胞におけるエフェクター分子
発現変化が細胞機能に与える影響の解析 
 2)-② 腎臓細胞におけるエフェクター分子
の標的遺伝子の解明 
 2)-③ エフェクター分子標的遺伝子が腎臓
細胞の機能に与える影響の解析 
 
３）グルコースシグナルのエフェクターを標
的とする新たな糖尿病性腎症治療法の開発 
 3)-① アデノウイルスによるHIF-1α発現制
御法の確立 
 3)-② メサンギウム細胞、尿細管細胞、糸球
体上皮細胞に集積性の高い HIF-1α 発現制御
系の確立 
 3)-③ HIF-1α 発現を誘導するプレコンディ
ショニング系の確立 
 3)- HIF-1αノックアウトマウス、抗HIF-1
分子 IPAS 発現マウスにおける糖尿病モデル、
糖尿病性腎症モデルの作成ならびにその解
析 
 3)-⑤ HIF-1α 発現の人為的制御マウスにお
ける糖尿病モデル、糖尿病性腎症モデルの作
成ならびにその解析 
 
４．研究成果 
1) 腎由来培養細胞、糖尿病モデル動物由来腎
組織におけるグルコース応答性転写因子の
発現・活性の解析とその標的遺伝子（エフェ
クター）の網羅的解析 
 
 ヒトメサンギウム細胞を高濃度グルコー

ス（25mM glucose）あるいは正常濃度グル
コース（5.6 mM glucose）を含有する培地で
48 時間培養後、ホルムアルデヒドを用いて細
胞を固定し、クロマチンを断片化した。抗
ChREBP 抗体を用いて ChREBP が結合した
クロマチンを免疫沈降した。得られたクロマ
チン断片をプローブとして、Affymetrix 社ゲ
ノムタイリングアレイを用いたハイブリダ
イゼーション解析を行い、ChREBP 結合遺伝
子を検出した。高グルコース下でより強く結
合する 139 遺伝子を同定したが、そのうち２
２遺伝子において、ChREBP が遺伝子構造の
５kb 上流あるいは下流に結合していた。特に、
PDGF-C、membrane bound transcription 
factor peptidase site 1 (MBTPS1)遺伝子に
おいて強いChREBP結合活性が検出された。
高グルコース培養下のメサンギウム細胞で
実際に PDGF-C、MBTPS１mRNA 発現が上
昇することを定量的 PCR で確認した。
PDGF-C 遺伝子の下流 3kb に ChREBP 結合
配列 (ChRE) が存在した。クロマチン免疫沈
降 (ChIP) 解析により、高グルコース培養下
ヒトメサンギウム細胞において ChREBP が
同配列に直接結合することが示された。
MBTPS１遺伝子では、下流 2.5kb に ChRE
が複数存在した。 RNA 干渉法により
ChREBP をノックダウンしたメサンギウム
細胞においては、高グルコースによる
PDGF-C、MBTP１の発現誘導は消失した。
以上より、高グルコース下のメサンギウム細
胞において ChREBP が PDGF-C、MBTPS1
遺伝子の発現を直接に誘導する事が示され
た。 
 
２）グルコースシグナルのエフェクター分子
が制御する遺伝子の同定とその役割の解明 
 
 上述のごとくメサンギウム細胞における
高グルコース/ChREBP シグナルのエフェク
ター分子として PDFG-C が同定された。
PDGF-C は、線維芽細胞の増殖、基質産生な
どに関与し、肺、肝、心臓など種々の臓器に
おける線維化のほか、慢性腎疾患における腎
間質の線維化、細胞外基質の増加に関わるこ
とが示唆されているが、糖尿病性腎症の病態
との関わりについては知られていない。まず、
STZ 誘導糖尿病モデルマウスを用いて、腎組
織における PDGF-C 発現を免疫組織学的に
解析した。糖尿病モデルマウスの腎糸球体で
は、PDGF-C の発現が対照群に比べて有意に
増加していた。PDGF-C 陽性細胞の一部は、
α-smooth muscle actinin (α-SMA) 陽性細胞
と共局在したことから、メサンギウムである
ことが示唆された。培養メサンギウム細胞で
は、高グルコース刺激により細胞外基質蛋白
Col4a-1、Col6a-1 の mRNA 発現が誘導され
るが、PDGF Receptor 阻害剤はこの誘導を
是正した。また、RNA 干渉法により PDGF−C
発現を抑制したメサンギウム細胞では、高グ
ルコースによる Col4a-1、Col6a-1 発現誘導



は減弱していた。さらに、メサンギウム細胞
の PDGF-C 刺激により Col4a-1、Col6a-1 発
現が正常濃度グルコース下培養でも誘導さ
れた。以上の結果は、糖尿病あるいは高血糖
により誘導された PDGF-C が、メサンギウム
細胞外基質産生に重要な役割を果たしてい
る可能性を示す。 
 興味深いことに、STZ 誘導糖尿病モデルマ
ウス、db／db２型糖尿病モデルマウスのいず
れにおいても尿中 PDGF-C 濃度が上昇して
いた。尿中 PDGF-C の出現は、従来糖尿病性
腎症の診断に有用とされる尿中アルブミン
出現にやや先行する傾向があった。尿中
PDGF-C が糖尿病性腎症診断の新たなマー
カーとなる可能性が期待されるが、尿中
PDGF-C が腎以外の組織に由来する可能性
の検討、糖尿病患者尿で検出可能か否かの検
討は必須であり、現在進行中である。 
 一方、高グルコース／ChREBP シグナルの
エフェクターとしてMBTPS1が同定された。
MBTPS1 はゴルジ体膜に存在し、近接する膜
結合型転写因子を切断する site-1プロテアー
ゼである。MBTPS1 が切断する基質転写因子
としては unfolded protein reaction (UPR)制
御に関わる activating transcription factor 6 
(ATF6)、脂質合成遺伝子発現制御に関わる
sterol regulatory element-binding 
protein-1 (SREBP-1)などが知られている。
STZ 誘導糖尿病モデルマウスの腎組織では、
MBTPS1mRNA の発現が正常マウスに比し
て有意に上昇していた。メサンギウム細胞の
高グルコース培養により、MBTPS1 の基質転
写因子ATF6の切断および活性化が検出され
た。ATF6 は、X-box binding protein 1 
(XBP1) 、 glucose-regulated protein78  
(Grp78)の転写を介したシャペロン誘導、
C/EBP homologous protein (CHOP)の転写
を介したアポトーシス誘導、などのメカニズ
ムにより細胞の小胞体ストレス応答の制御
の中心的役割を果たす。メサンギウム細胞に
おいて高グルコースによる MBTPS１誘導を
介して切断活性化された ATF6 は、CHOP 遺
伝子、次いで XBP1 遺伝子の順で転写を活性
化した。Grp78 遺伝子転写はほとんど活性化
せず、メサンギウム細胞における高グルコー
スによる ATF6 活性化は、ある種の特異性を
もった下流遺伝子誘導に帰結することが示
唆された。最も強く誘導された CHOP 遺伝
子の下流では Caspase12 が活性化され、高グ
ルコースシグナルがメサンギウム細胞のア
ポトーシス制御に関わることが示唆された。
以上より、メサンギウム細胞において、
ChREBP はエフェクター分子として ATF6
を誘導し、高グルコースによる小胞体ストレ
ス応答、アポトーシスの制御に新たなメカニ
ズムで寄与する可能性が示された。SREBP-1
を介した脂質合成経路について、現在解明を
進めている。 
 
3)グルコースシグナルのエフェクターを標的

とした糖尿病性腎症分子療法開発の基盤構
築 
 
 メサンギウム細胞における高グルコース
シグナルのエフェクター分子として HIF-1α
に着目し、HIF-1α 機能改変動物のプロトタ
イプとして HIF-1α 拮抗分子 IPAS 発現マウ
スを用いた。IPAS 発現マウスは全身性に
IPAS を発現するマウスであり、腎臓を含め
た各種臓器の形質は野生型マウスと相違が
ない。しかしながら、マウスを低酸素環境に
暴露した際（6％O2、6 時間）、野生型マウス
に見られる低酸素応答性の HIF-1α 標的遺伝
子発現が IPAS 発現マウスの各臓器では減弱
することから、HIF-1α 機能抑制マウスとし
て位置づけられる（未発表）。IPAS 発現マウ
スに低用量 STZ 連続投与による糖尿病モデ
ルを作成し、糖尿病発症後 18 週における腎
組織を PAS 染色法で評価した。IPAS 発現マ
ウスにおいて、糸球体内のメサンギウム細胞
外基質の蓄積は野生型と比べて減弱してお
り、HIF-1α 機能抑制が糖尿病性腎症の病理
学的変化を軽減する可能性が示唆された。 
 エフェクター分子 PDGF-C については、ま
ず PDGF-C 発現マウスを作成によって、in 
vivo におけるグルコース／PDGF-C シグナ
ルの病態生理学的検証することを試みたが、
マウスにおける PDGF-C 過剰発現は複数の
発現強度の異なるプロモーターを用いても
いずれも胎生致死となり実験系は成立しな
かった。腎臓特異的発現が必要と考えられ、
今後の課題として残された。一方、ウイルス
系発現システムを用いた RNA 干渉法による
PDGF-C 発現抑制、MBTPS-１発現抑制につ
いては、たとえばメサンギウム細胞特異的発
現を可能にする遺伝子プロモーターの探索
等の予備的検討が開始された。研究立案当初、
エフェクター分子として HIF-1α 中心とする
in vivo抑制実験を検討していたが、PDGF-C, 
MBTPS1 がエフェクターとして同定された
ため、実験計画を一部変更した。 
 
4) 結論 
メサンギウム細胞において、グルコース応答
性転写因子 ChREBP が、HIF-1α、PDGF-C、
MBTPS1 など従来未知のエフェクター分
子を作動させ、メサンギウム細胞外基質蓄
積に関わる遺伝子発現、メサンギウム細胞
の小胞体ストレス応答、アポトーシス制御
に関わる遺伝子発現を制御することが示さ
れた。ChREBP ならびに各エフェクターの
抑制により、メサンギウム細胞における遺
伝子発現異常、マウス糖尿病モデルにおけ
る腎病理学的変化などが抑制される可能性
が示され、これらの分子が糖尿病性腎症の
新たな治療標的の候補として期待できるも
のと思われた。 
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