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研究成果の概要（和文）：糖尿病が腎尿細管キュビリンを介したアポリポ蛋白(Apo) A-I再吸収機構に及ぼす影響につ
いて検討した。キュビリンペプチドを固相化したELISA法にてApo A-Iは糖化修飾によりキュビリンとの結合能が低下す
ることを明らかにした。ヒト近位尿細管上皮細胞HK-2を用いた検討においても糖化Apo A-Iは細胞への結合および細胞
内取り込みが減少した。以上より、Apo A-Iは糖化によってキュビリンとの結合能が低下し腎における再吸収量が低下
することが示唆された。高脂肪食負荷ラットを用いた検討においては、尿アルブミンの検出されないステージで実験し
たが、尿中にApo A-Iが検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：Effects of　nonenzymatic glycation on apo A-I reabsorption via cubilin in 
proximal tubule were evaluated. It was clarified by using cubilin peptide-coated ELISA that glycation 
impaired the binding properties of apo A-I to cubilin. Additionally the binding capacity and the uptake 
of glycated apo A-I to human proximal tubular cell diminished. Our results suggested that nonenzymatic 
glycation diminished the binding capacity of apo A-I to cubilin, may result in the decrease of apo A-I 
reabsorption by proximal tubule. In the type 2 diabetes model rat with normoalbuminuria (by feeding high 
fat-diet wihtin 4 weeks), apo A-I were not detected in urine.

研究分野：糖尿病性腎症
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１． 研究開始当初の背景 
 
糖尿病性腎症は、糸球体の毛細血管が動脈
硬化を起こすことで腎不全を起こし、尿中に
蛋白質を漏出させる。糖尿病性腎症のマーカ
ーとして、微量アルブミンが広く利用されて
いる。しかしながら、糸球体ろ過能が低下す
るステージでは腎機能低下は不可逆的であ
り、対応は薬物等にて進行を遅延させるに限
られるため、糸球体ろ過能が正常な状態で近
位尿細管異常を発見することは、透析患者を
減少させるために最も重要である。 
 アポリポ蛋白 A-I(Apo A-I)は、血管壁のコ
レステール回収のみならず、抗酸化作用、抗
血小板凝集作用、抗アポトーシス作用などの
抗動脈硬化作用を有していることが明らか
とされている。糖尿病における高血糖、高酸
化ストレス状態において、Apo A-Iはカルボ
ニル化合物による修飾を受けて Apo A-I機能
が低下することが知られている。それらによ
ると、カルボニル化合物による Apo A-Iの糖
化は LCAT 活性化能低下、抗酸化能低下、
異化亢進による血中半減期の短縮、などの影
響をおよぼす。糖尿病における Apo A-Iの糖
化修飾亢進や血中濃度低下は動脈硬化症の
合併に大きく寄与している。 
このように Apo A-Iの血中での代謝および
糖尿病など疾患と機能との関係は十分に検
討されてきたが、一方で腎における Apo A-I
の再吸収機構についてはあまり検討されて
いない。糖尿病においては、以下の 2つのメ
カニズムで尿中 Apo A-Iが上昇する可能性が
想定される。１）糖尿病における Apo A-Iの
糖化修飾によるキュビリンとの結合障害に
より Apo A-I再吸収が低下する、２）糖尿病
におけるキュビリン発現量の低下によりApo 
A-I 再吸収が低下する。糖尿病がキュビリン
による Apo A-I再吸収に及ぼす影響を明確に
することで、Apo A-Iが近位尿細管機能もし
くは生体内の糖化ストレスを反映するマー
カーとして活用できる可能性を検討する。 

 
２． 研究の目的 
 
糖尿病がキュビリンを介した Apo A-I再吸
収機構に及ぼす影響を明確にする。Apo A-I 
を糖化修飾したときキュビリンとの結合能
および細胞への取り込みが低下するか、また
そのとき尿中 Apo A-I 濃度が上昇するか、を
検討する。それにより尿中 Apo A-Iの糖尿病
性腎症の早期発見マーカーとしての可能性
を見出す。 
 
３． 研究の方法 
 
(1)  糖化 Apo A-I（Methylglyoxal修飾 Apo 

A-I）の作製 
糖化 Apo A-I は、カルボニル化合物の一つ
であるメチルグリオキサールを Apo A-Iに添
加して作製した（Diabetologia, 50, 643-53, 

2007）。0.3mmol/L および 3.0 mol/l MG を
Apo A-I を添加して、37℃で 24 時間反応後、
MG 修飾 Apo A-I (それぞれ MG-A-I(0.3)、
MG-A-I(3.0))を作製した。MG-A-I は限外ろ
過カラムにてバッファー交換し、以降の実験
に用いた。 
 
(2)  ELISA法によるApo A-IおよびMG-A-I
とキュビリンの結合能解析 

ELISA 用プレートにヒトキュビリンペプ
チド（abcam）を一晩 4℃で固相し、ブロッ
キング後にヒト Apo A-I および MG-A-I を
4℃で 45 分反応させ、4％パラホルムアルデ
ヒドで固定した。抗ヒト Apo A-I 抗体および
Horse radish peroxidase (HRP)標識抗体で
キュビリンに結合した Apo A-I 量を検出し
た。 
 

(3)  近位尿細管上皮細胞におけるキュビリ
ンと糖化 Apo A-Iの結合能解析 
 ヒト近位尿細管上皮細胞（HK-2）に 0-30 
µg/mL Apo A-IおよびMG-A-I (3.0)を添加し
て 4℃, 1 h 反応させた。0.5 µg/mL Alexa
標識 Apo A-Iを添加して 4℃, 1 h反応させ、
最初に反応させた Apo A-I および MG-A-I 
(3.0)と競合させた。4%パラホルムアルデヒド
に て 固 定 後 、 PBS に て 洗 浄 し た 。
Hoechst33342 にて核染色を行い、蛍光顕微
鏡で検出した。また、Apo A-I添加後のイン
キュベーションを 37℃で行うことで、細胞内
取り込みを観察した。 
 
(4)  高脂肪食負荷糖尿病ラットの作製 
糖尿病ラットは高脂肪食負荷（脂質含有量

32％）により作製した。オス 8 週齢の
Sprague-Dawley (SD)ラットを 4群に分けた。
1 群に市販固形飼料（ND群）、2 群にHigh 
fat diet 32（日本クレア）を与え（HFD群）、
3 群として市販固形試料＋10 mg/kg/day テ
ルミサルタン（腎保護薬 TLM）（ND+TLM
群）、4 群としてHigh fat diet 32（日本クレ
ア）＋10 mg/kg/day テルミサルタンを用意
し（HFD+TLM群）、それぞれ 4週間飼育し、
検体採取、解剖を行った。 
 
(5)  経口グルコース負荷試験（OGTT） 
血糖測定は、血糖簡易測定器グルテストエ
ース（三和化学）を用いて尾静脈より行った。
血糖値を測定した後（0分値）、2 g/kg body 
weight のグルコースを経口ゾンデで負荷し、
血糖値 30分値、60分値、90分値、120分値、
180分値を測定した。グラフに血糖値をプロ
ットし、AUC（area under the curve）を算
出した。 
 
(6)  各種生化学測定 
 血糖測定は、血糖簡易測定器グルテストエ
ース（三和化学）を用いて尾静脈より行った。
解剖時、ヘパリン採血して得られた血清にて、
総コレステロール、HDL-コレステロール、



中性脂肪を各種酵素試薬にて測定した（和光
純薬）。各種、ELISAキットを用いて、空腹
時血中インスリン濃度、血清高分子アディポ
ネクチン濃度（シバヤギ社）、尿中アルブミ
ン濃度（exocell社）、尿中 Apo A-I濃度（My 
Biosource社）を測定した。 
 
４． 研究成果 
 
(1)  in vitro における糖化 Apo A-I とキ
ュビリンの結合能解析 

 
 キュビリン合成ペプチドを固相化した
ELISA 系を構築し、キュビリンと Apo A-I
および糖化 Apo A-I との結合能を解析した。
Apo A-IをMGによって糖化したとき、MG
濃度に依存してキュビリンとの結合能が低
下することが明らかになった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ELISA 法による糖化 Apo A-I と
Cubilinの結合能解析 
 
 
(2) ヒト近位尿細管上皮細胞 HK-2 による
蛍光標識 Apo A-Iと糖化 Apo A-Iの競合
実験によるキュビリンと糖化 Apo A-Iの
結合能解析 

 
 キュビリンを発現するHK-2細胞を用いて
蛍光標識 Apo A-Iと糖化 Apo A-Iを競合させ
ることで、キュビリンと糖化 Apo A-Iの結合
能を解析した。Apo A-I添加後の反応温度を
4℃とすることで、細胞との結合能のみを評
価した。3 μg/mL Apo A-Iを添加した際は、
蛍光標識 Apo A-Iと競合してHK-2細胞に蛍
光標識 Apo A-I は結合しなかった。一方で、
3 μg/mL 糖化 Apo A-Iを添加した際には、蛍
光標識 Apo A-IがHK-2細胞に結合すること
が確認された（図２）。このことは、Apo A-I
の糖化修飾によりキュビリンとの結合能が
低下したことを意味する。Apo A-Iとの反応
温度を 37℃で行うことで細胞内取り込みを

確認したところ、同様に糖化 Apo A-Iの取り
込みが低下する可能性が示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ヒト近位尿細管上皮細胞HK-2による
キュビリンと糖化 Apo A-Iの結合能解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ヒト近位尿細管上皮細胞HK-2による
糖化 Apo A-Iの細胞内取り込み 
 
 
 
(3)  高脂肪食負荷糖尿病モデルラットにお
ける尿中 Apo A-I 濃度と腎キュビリン
発現量の解析 

 
 高脂肪食を負荷することで、2 型糖尿病ラ
ットを作製し、尿中に Apo A-Iが検出される
か確認した。ここで Apo A-Iの早期診断マー
カーとしての可能性を評価するため、尿中ア



ルブミンが検出される前のステージで検証
した（高脂肪食負荷後 4 週間）。高脂肪食負
荷 4 週間により、HFD 群では総コレステロ
ール、HDL コレステロール、中性脂肪の上
昇が確認された（それぞれ P＜0.05）。一方で
空腹時血糖値に変化はなかった。OGTTを施
行したところ、HFD群は AUCが有意に上昇
し、また空腹時インスリン濃度も高値を示す
傾向にあったことより、HFD 群はインスリ
ン抵抗性を示した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 高脂肪食負荷ラットにおけるインスリ
ン抵抗性の指標 A:OGTT B:AUC (area 
under the curve) C:空腹時インスリン濃度 
 
 
 
 
高脂肪食負荷ラットの精巣上体脂肪にお
いて脂肪細胞の肥大化がHE染色で確認され
（data not shown）、加えて血中高分子アデ
ィポネクチン濃度の低下が確認された（図５
-A）。このことより、本実験に用いた高脂肪
食負荷糖尿病ラットはインスリン抵抗性と
アディポサイトカイン異常が起こっている
が、尿中アルブミン排泄の亢進していないス
テージであることが明らかになった。そこで、
尿中 Apo A-I排泄を ELISAキットにて測定
したところ、4 群間で有意な差は見られなか
った（図５-B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 高脂肪食負荷ラットにおける血中高
分子アディポネクチン濃度（A）および尿中
Apo A-I排泄濃度（B） 
 
 
 
以上より、Apo A-Iが糖化修飾を受けてキュ
ビリンとの結合能が低下する可能性が示唆
された。このことより、生体内で糖化反応が
促進した状態で、Apo A-Iは糖化修飾を受け
て尿中排泄が亢進する可能性が考えられた。
一方で、高脂肪食負荷による初期糖尿病ラッ
トでは尿中 Apo A-I排泄の亢進が見られなか
った。 
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