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ナトリウムなどの再吸収量の増加は、尿細管細胞にお

ける酸素消費量の増加と細胞内低酸素状態を惹起す

る１）。ROS除去に働くAntioxidantsは糖尿病治療薬と

して期待されているが、現在までの多くの臨床成績は

否定的である。我々は、実臨床上、治療対象となる２

型糖尿病患者は、相当期間の肥満・耐糖能障害という

前糖尿病状態を経ての発症のため、既にROSへの成体

防御機構として発導された抗酸化システムは過剰状態

を来たしており、このmaladaptationこそが糖尿病治療

標的であると考える。Metallothionein（MT）は、金属

結合蛋白の特性とシステイン残基を３０％程度有する

ことから、抗酸化物質としての役割が報告されてい

る。MTisoformには全身臓器に広範囲に発現する

MT１と２以外に、脳特異的に発現し、ヒトアルツハイ

マー病での発現低下が報告されているMT３２）と、皮膚

に限局してのクローニングの報告があるMT４があ

る。脳特異的MT３は、そのDNA配列、またアミノ酸

配列がMT１との相同性が高く、また、ヒト糖尿病での

発症率が高いアルツハイマー病における病態学的役割

を有する２）ことから、今回、我々はMT３の糖尿病腎

症における病態学的関与について明らかとすることを

目的に、尿細管培養細胞とともに、MT３トランスジェ

ニック（transgenic：TG）マウスを用い、検討した。

【方 法】

１．MT３の発現制御機構について、ヒト近位尿細管

上皮培養細胞（HRPTEC；Lonza社）とマウス近位

尿細管上皮培養細胞mProxを用い、real-timeRTPCR

法にて検討した。

２．HIF-１α、MT３の 特 異 的siRNA、Nucleofection

system（Amaxa,Koln,Germany）を用い、ノックダウ

ンした。

３．MT３をノックダウンしたHRPTECを用い、Gene

Chip解析（AffymetrixGeneChip、HumanGene１.０ST

Array）を施行した。

４．顕性蛋白尿を呈する２型糖尿病患者腎生検組織

と、対照群として微小変化群腎腎生検組織を用い、

MT３の発現様式について免疫組織化学的染色法に

て検討した。

５．ヒト MT３を近位尿細管細胞に過剰発現したトラ

ンスジェニック（TG）マウス（TGMT３）とヒト MT３

ゲノムを含むbacterialartificialchromosome（BAC）

２０）Metallothionein３の糖尿病・糖尿病性腎症の発症・

進展における役割の検討

TheRoleofMetallothionein3inDiabetesand

DiabeticNephropathy

研究代表者 滝山 由美

【目 的】

糖尿病腎では、高血糖はグルコース代謝過程におけ

る活性酸素種（ReactiveOxygenSpecies）の過剰産生を

引き起こす。更に、過剰濾過とともに、グルコース、
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９．BACTGMT３腎組織では、糖尿病性腎症様糸球体

結節、メサンギウム融解（図１）とcapsulardropを

認めた。

１０．血管内皮細胞マーカーCD３１免疫組織化学的染色

に お い て、TGMT３マ ウ ス の 糸 球 体 周 囲 の

peritubularcapillaryの拡張と増生を認めた。

１１．電顕上、BACTGMT３マウスでは、メサンギウム

基質にデポジットの無い結節性病変、MT３TGマウ

スでは上皮細胞の腫大と絨毛状変化、尿細管上皮細

胞内小器官増加、また、両マウスに共通し、足突起

の融合、基底膜肥厚、内皮細胞の腫大と内腔狭小化

を認めた。

【考 察】

抗酸化物質MT３は、新規HIF-１標的分子であり、

HIF-１を介した低酸素誘導腎障害病態への関与が示唆

された。更に、TGマウス尿細管細胞におけるMT３の

発現増強が、糖尿病腎症様糸球体病変、傍尿細管毛細

血管の狭窄とその上流の血管増生を引き起こしたこと

から、尿細管細胞低酸素状態により誘導されるHIF-

１-MT３のシグナル系による、新規糖尿病腎症病態機

序が明らかとなった。MT３の糖尿病腎症の新規治療

標的としての可能性と、糸球体結節形成前に先行する

尿細管病変検出が可能となることから、臨床現場にお

ける糖尿病腎症早期診断バイオマーカーとして可能性

が期待される。

cloneをtransgeneしたTGマウス（BACTGMT３）を

作成し、それぞれ腎の組織学的検討を行った。

【結 果】

１．低酸素暴露は、MTisoformsのうち、MT３を約

３００倍まで増強し、MT２を約５倍程度増強したが、

MT１発現は増強しなかった。

２．低酸素暴露によるMT３ mRNA発現増強作用は、

HIF-１αをノックダウンすることにより消失した。

３．低酸素暴露は、マウス近位尿細管細胞mProxにお

けるMT３mRNAは誘導しなかった。

４．ヒト MT３遺伝子のプロモーター領域において、

hypoxiaresponseelements（HRE）が存在し、MT３が

HIF-１標的遺伝子であることを確認したが、マウス

MT３遺伝子プロモーター領域にはHREは存在しな

かった。

５．２８,８６９遺伝子の解析の結果、MT３ノックダウン

により、ceruloplasminとcytochromebreductase１が

２倍以上に低下していた。

６．顕性蛋白尿を呈する２型糖尿病患者腎生検組織に

おいて、MT３蛋白は尿細管細胞に発現し、対照群と

比較して発現は増強していた。

７．両TGマウスとも、血糖は正常を呈した。

８．TGMT３マウスでは、糸球体茎部のPAS陽性細胞

外基質の増加（図１）、小血管増生、糸球体虚脱、髄

質領域の尿細管障害を認めた。

図１ Metallothionein３ トランスジェニックマウス腎病変

TGMT３マウスでは、糸球体茎部のPAS陽性細胞外基質の増加、BACTGMT３マウスでは、糖

尿病腎症様糸球体結節、メサンギウム融解など、糖尿病腎症様糸球体病変を認めた。

（Periodicacid-Schiffstain,originalmagnificationx８００）。



―71―

旭川医科大学研究フォーラム１７ ：３７～７３，２０１６

【文献】

１）TakiyamaY,HanedaM.Hypoxiaindiabetickidneys.

BiomedResInt.２０１４；２０１４：８３７４２１.doi：１０.１１５５/

２０１４/８３７４２１.

２）TsujiS,KobayashiH,UchidaY,IharaY,MiyatakeT.

Molecularcloningofhumangrowthinhibitoryfactor

cDNAanditsdown-regulationinAlzheimer'sdisease.

EMBOJ１１,４８４３-４８５０（１９９２）．


	69.pdf
	forum17_Part70-2.pdf
	forum17_Part71.pdf
	forum17_Part72-1.pdf



