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研究成果の概要（和文）：糖尿病腎症（以下腎症）の病態形成に重要なミトコンドリア(Mt)酸化ストレスは活性
酸素種産生/抗酸化バランスとMt機能低下・恒常性維持の破綻により生じるが、NAD+依存性脱アセチル化酵素
(Sirt3)は、Mt酸化還元の制御とMt恒常性維持に重要な役割を果たしている。糖尿病Zucker diabetic fatty ラ
ット腎近位尿細管細胞ではNAD+分解酵素(CD38)の発現増加に起因するNAD+消費の亢進とSirt3機能低下がMt酸化
ストレスの増強に寄与していること、さらにオートファジー機能の低下による異常Mtの蓄積の結果、Mt恒常性の
破綻が生じ、腎症の発症・進展に関与している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial (Mt) oxidative stress, which is important for the pathogenesis
 of diabetic nephropathy, is caused by the breakdown of active oxygen species production / 
antioxidant balance and Mt function decline / homeostatic maintenance. The NAD + dependent 
deacetylase (Sirt 3) plays an important role in controlling Mt redox and Mt homeostasis. In renal 
proximal tubular cells of Zucker Diabetic fatty rats, the increase in NAD + consumption posibly due 
to the increased expression of CD38, which is known as NAD+ degrading enzyme, and the decrease in 
Sirt 3 function contributed to the enhancement of Mt oxidative stress。And than, the autophagy 
function is impaired in the kidney of diabetic rats, resulting in the accumulation of abnormal Mt 
and the breakdown of Mt homeostasis, which is involved in the initiation and progression of diabetic
 nephropathy.

研究分野： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病腎症(以下腎症)は、網膜症・末梢神経

障害を含む糖尿病最小血管合併症の１つで

あるが、末期腎不全へ進展する慢性腎臓病で

あり、わが国における新規透析療法導入の原

疾患の第一位となっている。さらに、腎症を

有する患者は心血管疾患の発症リスクが高

く、患者の生活の質(QOL)の低下および健康

寿命の短縮に寄与しているため、その管理は

重要である。現在のところ、腎症に対する治

療は、末期腎不全への進展の抑制および、心

血管疾患の発症抑制を目指して、血糖・血

圧・脂質を含む代謝異常の是正を中心とした

包括的治療が推奨されている。しかしながら、

その効果は未だ十分ではないため、腎症の発

症・進展機序の更なる解明と新規治療標的の

探索が必要である。 

腎は加齢に伴い機能障害・低下を呈する臓

器であり、加齢は腎症進展の危険因子の一つ

と認識されている。老化腎の特徴の一つであ

る尿細管細胞萎縮は、ミトコンドリア酸化ス

トレスに起因する尿細管細胞死が関与してい

ると考えられている。ミトコンドリア酸化ス

トレスは、活性酸素種(ROS)の産生亢進と抗酸

化システムの低下およびMt機能低下・恒常性

維持機構の破綻により生じる。NAD+依存性脱

アセチル化酵素であるサーチュインは、

Sirt1-7のサブタイプが存在することが知ら

れているが、その中でSirt3は、主にミトコン

ドリアに存在し、ミトコンドリアにおける酸

化還元の制御、ミトコンドリア機能、さらに

ミトコンドリアの恒常性の維持に重要な役割

を果たしていると考えられている。しかし、

糖尿病腎尿細管細胞のミトコンドリア酸化ス

トレス増強機構の詳細、特にSirt3の機能低下

と、そのミトコンドリアにおける酸化還元お

よびミトコンドリアの恒常性維持に及ぼす影

響は未だ明らかではない。 

 

２．研究の目的 

糖尿病腎尿細管細胞におけるミトコンドリ

ア酸化ストレス増強機構の詳細を、Sirt3 の

機能低下と、Sirt3 機能低下に起因するミト

コンドリア酸化還元および恒常性維持の破

綻の観点から明らかにすることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

糖尿病腎尿細管細胞のミトコンドリア酸化

ストレス増強機構の詳細、特に Sirt3 の機能

低下のミトコンドリア酸化還元およびミト

コンドリア恒常性維持に及ぼす影響を明ら

かにするため、糖尿病動物モデルとして 2型

糖尿病(Zucker diabetic fatty (fa/fa)ラッ

トを、培養細胞はヒト近位尿細管細胞株(HK2

細胞)を用い、以下の実験的検証を行った。 

1)動物実験：2 型糖尿病(Zucker diabetic 

fatty (fa/fa)：ZDF)ラット(糖尿病群)と非

糖尿病対照（Zucker Lean：ZL）ラット(コン

トロール群)（27 週齢雄）について、HbA1c

値、腎重量、尿中アルブミン排泄量(UALB)・

L-FABP 排泄量(LFAB)（尿中 Cr 補正）、血漿

シスタチン C値(CysC)、腎線維化：マッソン

トリクローム染色、3型コラーゲン mRNA 発現

（腎皮質）(RT-PCR)、尿細管細胞障害：

Kim1(Kidney injury molecule 1)免疫組織化

学(IHC)および mRNA発現（腎皮質）(RT-PCR)、

炎症性変異：CD68 IHC および mRNA 発現（腎

皮 質 ） (RT-PCR) 、 IL6(interleukin 6) ・

TNFα(tumor necrosis factorα) mRNA 発現

(（腎皮質）RT-PCR)、ミトコンドリア酸化ス

ト レ ス お よ び Sirt3 関 連 ：

8-OHdG(8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)（尿

中排泄量、ミトコンドリア DNA 中含有量)、

アセチル化 Mn-SOD(manganese superoxide 

dismutase) 、 IDH2(Isocitrate 

dehydrogenase2)発現（腎皮質サンプルから

の抽出ミトコンドリア）（ウエスタンブロッ

ト）、Sirt3・CD38(NAD+分解酵素)・PARP1(Poly 

( ADP-ribose) polymerase 1)発現（腎皮質）



（ウエスタンブロット）、オートファジーお

よびミトコンドリア恒常性関連：p62、

DRP1(dynamin-related protein 1)発現（腎

皮質）（ウエスタンブロット）、電子顕微鏡

下、近位尿細管細胞(PTEC)におけるミトコン

ドリアの形態的観察による評価を行った。 

2)培養細胞実験：高ブドウ糖（30mM）培養下

ヒト尿細管細胞(HK2)におけるアセチル化

Mn-SOD および IDH2、Sirt3、PRAP1、CD38、

DRP1、p62 発現（ウエスタンブロット）の評

価を行った。 

 

４．研究成果 

HbA1c 値、腎重量、尿中アルブミン/Cr 比、

尿中 L-FABP/Cr 比、尿中 8-OHdG 排泄量、血

漿シスタチン C値、腎線維化（マッソントリ

クローム染色、3 型コラーゲン mRNA 発現）、

尿細管障害（Kim-1 免疫組織染色強度および

mRNA 発現）、炎症性変化（CD68 免疫組織染色

強度、CD68/IL-6/TNF-αmRNA 発現）は、コン

トロール群と比べて、糖尿病群において有意

な上昇・増強を示した（HbA1c: 2.95±0.34% 

(コントロール群), 8.8±0.9% (糖尿病群), 

コントロール群 vs. 糖尿病群, p＜0.001）

(腎重量 : 3.24±0.34g (コントロール群), 

2.53±0.14g (DM), コントロール群 vs. 糖

尿病群, p＜0.001)(血漿シスタチン C 値: 

0.74±0.12ng/ml ( コ ン ト ロ ー ル

群),  0.97±0.039ng/ml  (糖尿病群), Cont 

vs. DM , p＜0.01）(尿中アルブミン/Cr : 

0.035±0.023mg/gCr (コントロール群), 

0.66±0.34mg/gCr (糖尿病群), Cont vs. 糖

尿 病 群  , p ＜ 0.001)( 尿 中

L-FABP/Cr  2.17±0.99μg/gCr (コントロー

ル群), 29.7±21.8μg/gCr (糖尿病群), コ

ントロール群 vs. DM , p＜0.001)。また DM

群ではコントロール群と比べ、酸化ストレス

の増強（ミトコンドリア DNA 中 8-OHdG 含有

量、 (尿中 8-OHdG/Cr 15.6±5.3ng/mgCr (コ

ントロール群), 35.0±15.7μg/mgCr (糖尿

病群), コントロール群 vs. 糖尿病群, p＜

0.05)( ミトコンドリア  DNA 中  8-OHdG 

7.61±1.27ng/mgDNA (コントロール群), 

11.4±0.48ng/mgDNA (糖尿病群), コントロ

ール群 vs. 糖尿病群, p＜0.01)(糖尿病群に

おけるアセチル化 Mn-SOD および IDH2 発現の

増加）、オートファジーの低下（糖尿病群に

おける p62 発現の増加）とミトコンドリア分

裂・融合バランスの不均衡（糖尿病群におけ

る DRP1 発現の増加、ミトコンドリア膨化・

断片化（電顕下近位尿細管細胞）の増加）を

認めた。さらに、糖尿病群では CD38 および

PARP1 発現増加がみられ、NAD+消費の亢進か

ら Sirt3 活性低下をきたし、Sirt3 の標的蛋

白質である抗酸化酵素 Mn-SOD および IDH2 の

アセチル化の亢進に関連し、ミトコンドリア

酸化ストレスの増強の結果を招いている可

能性が示唆された。 

また高ブドウ糖培養下HK2細胞においても、

糖尿病ラット腎と同様にアセチル化 Mn-SOD

およびIDH2発現の増加、さらにCD38、PARP1、

p62、DRP1 発現の増加が認められた。 

 以上より、糖尿病腎近位尿細管細胞では

NAD+消費の亢進（CD38 および PARP1 の増加）

に起因するSirt3機能の低下がミトコンドリ

ア酸化ストレスの増強に寄与していること、

さらに障害を受けたミトコンドリアの分裂

増加とオートファジー機能の低下の結果、ミ

トコンドリア恒常性の破綻が生じているこ

と、それらが腎症の発症・進展に関与してい

る可能性が考えられた。今後、NAD+消費系で

ある CD38 および PARP1 の抑制による Sirt3

の活性化が腎症に対する新たな治療標的に

なり得ると考えられる。 
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