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研 究 目 的 

 

糖尿病性腎症は糖尿病 3大合併症の 1つである。糖尿病腎症を原疾患とする慢性腎不

全により透析療法に導入される症例は、急増の一途をたどり、1998 年からは慢性糸球体

腎炎を抜いて透析導入原疾患の第 1位となっている。また、その予後も極めて不良であ

ることから、治療法及びメカニズムの解明が急務とされている。現在、糖代謝亢進によ

る特定の代謝経路の亢進、transforming growth factorβ(TGF-β)などのサイトカイン

の関与、アンギオテンシンⅡ(AⅡ)の関与、接着因子の関与など多方面から研究が進め

られている。 

インターロイキン 18(IL-18)は、肝臓の Kupffer Cell よりインターフェロンγを誘導

する因子として同定されたサイトカインである。IL-18 は、インターロイキン 1βと類

似性を有しており、24kDa の不活性型の前駆蛋白(Pro IL-18)として合成され、インター

ロイキン 1β convertin enzyme(ICE)によって切断され、18kDa の活性型の IL-18 とし

て作用することが知られている。IL-18 産生細胞は主に免疫担当細胞、特にマクロファ

ージとされているが、骨芽細胞、副腎皮質細胞、滑膜細胞、血管内皮細胞、脂肪細胞な

ど免疫系以外の細胞でも産生されることが報告されている。 



近年の臨床研究により、急性高血糖状態による血清 IL-18 濃度の上昇、健常人との比

較における２型糖尿病患者の血清・尿中 IL-18 値の上昇、また血清 IL-18 濃度と糖尿病

性腎症病期との関連性について報告があり、糖尿病腎症発症・進展因子としての L-18

の関与が示唆されている。 

今回、糖尿病性腎症患者の血清、尿中 IL-18 値上昇の原因・産生臓器としての腎臓の

可能性について、ヒト腎生検組織標本及び、ヒト近位尿細管細胞(Human proximal 

tubular epithelial cell; HRPTEC)・ヒトメサンギウム培養細胞(Human mesangical cell; 

HMC)を用い、腎臓における IL-18 の発現とその制御について検討した。 

 

材 料 ・ 方 法 

 

免疫組織学的検討には、顕性蛋白尿を呈する糖尿病性腎症患者 13 名、微小変化群患

者 8名のパラフィン包埋の腎生検組織標本を対象とした。抗ヒト IL-18 モノクローナル

抗体及び抗 IL-18 レセプター(IL-18R)モノクローナル抗体を用い、それぞれの腎組織標

本における IL-18、IL-18R 蛋白発現について評価した。 

次に、HRPTEC 及び HMC における IL-18、IL-18R 及び IL-18 の活性化因子である IL-1

β converting enzyme (ICE)の遺伝子発現を RT-PCR 法を用いて検討した。HRPTEC、HMC

は、それぞれの専用培地 (REGM、MsGM) にて培養した。Total RNA 抽出は QIAGEN 社の

RNeasy mini kit を用い、cDNA の合成には Invitrogen 社の Super ScriptTM Ⅲ

First-strand Syntheesis for RT-PCR を使用した。PCR 法は、Takara 社の Takara TaqTM

Hot Start Version を用い、エシジウムブロマイド含有 2%アガロースゲルにて電気泳動

後可視化した。 

続いて、HRPTEC における IL-18mRNA 発現制御について、糖尿病性腎症の発症進展に関

与することが知られている TGF-β(2.5ng/ml)、AⅡ(10-7M)の影響について real-time RCR

法を用いて検討を加えた。検討は RT-PCR 法と同様の過程にて cDNA 作成後、Applied 

Biosystems 社の TaqMan Universal PCR Master Mix を用い、同社の 7300 Real-Time PCR 

System を用いて検出した。HRPTEC を 0.2%ウシ血清アルブミン(BSA)添加の無血清 DMEM

培地にて 24 時間培養後、それぞれの試薬を添加し、4時間培養した。 

TGF-βによる、IL-18mRNA 発現亢進の制御経路を探るため、特異的 kinase 阻害剤を用

いて実験を加えた。Extracellular signal-regulated kinase(Erk)1/2 阻害剤として

PD98059、p38 mitogen-activated protein kinase(p38 MAPK)阻害剤として SB203580 を

用いた。両阻害剤とも TGF-β刺激 1時間前に前処置した。 

HRPTEC における IL-18 蛋白発現について、Western blot 法により検討した。細胞を

PBS で 2 回洗浄後、lysis buffer で可溶化し 13,000g 30 分間遠心した上清を用いた。

検体は等量化後、免疫沈降処理を行い 12% SDS-PAGE を用い、還元状態下で電気泳動を

行った。PVDF membraneにブロッド後、5% skim milkによりブロッキング処理を経て IL-18 

モノクローナル抗体を１次抗体として反応させ、2次抗体として Amersham 社の



anti-mouse IgG 抗体を用い、同社の ECL 法にて蛍光抗体法で検出した。 

 

成     績 

 

ヒト腎生検標本による免疫組織学的検討の結果、IL-18 蛋白は糖尿病性腎症群 13 検体

中 10 検体、及び対照群とした微小変化群においては 8 検体中 1 検体の尿細管細胞質に

発現を認めた。一方、IL-18R は糖尿病性腎症群・微小変化群全例の糸球体・尿細管細胞

において発現が認められた。 

RT-PCR による検討では、HRPTEC において IL-18mRNA の恒常的な発現を認めたが、HMC

においてはその発現を認めなかった。IL-18RmRNA 及び ICE mRNA の発現は、HRPTEC、HMC

両者において恒常的に認めた。 

Real-time RT-PCR を用いた検討では、2.5 ng/ml の TGF-β 4 時間刺激により、約 2

倍の IL-18mRNA の発現増強が認められた(p<0.05)。 

TGF-βによる IL-18mRNA の発現亢進は、PD98059 及び SB203580 前処理により抑制され

た。これにより、TGF-βの IL-18mRNA 発現増強作用における MAPK pathway の関与が明

らかとなった。 

Western blot 法により HRPTEC における IL-18 蛋白発現について検討した。24 kDa の

不活性型の Pro IL-18 の発現と、18 kDa の活性型 IL-18 の微量な発現を認めた。 

 

考     案 

 

ループス腎炎・急性尿細管壊死・ANCA 関連腎炎において、各腎組織における IL-18 発

現増強が報告されている。IL-18 は、それらの発症・進行に重要な役割を担っている事

が示唆されている。糖尿病性腎症においても臨床的な研究により、２型糖尿病患者の血

中・尿中 IL-18 濃度の上昇、糖尿病性腎症病期との関連が指摘されており、血中 IL-18

濃度と尿中・β2- microgloblin 値との相関を認めている事から、血中 IL-18 濃度の上

昇が腎尿細管障害の関連も示唆されている。今回我々は、顕性蛋白尿を呈する糖尿病性

腎尿細管における IL-18、IL-18R 蛋白の発現と HRPTEC における IL-18・IL-18R・ICE mRNA

の発現を報告した。さらに、Western blot 法により尿細管細胞における IL-18 蛋白の存

在を明らかとした。これらの結果は腎尿管細胞が血中・尿中 IL-18 上昇の原因の 1つで

ある可能性を示唆するものである。 

近年の研究において、尿細管が抗原提示、サイトカイン・ケモカインなどの産生を通

して免疫反応の制御に重要な役割を担う可能性が指摘されている。ヒト尿細管細胞も in 

vitro の研究を通し、接着因子や TGF-β、IL-6、IL-1α、TNF-αなど多種のサイトカイ

ンを分泌することが知られている。これら上昇したサイトカイン・ケモカインは腎細

胞・免疫担当細胞双方に影響し、糸球体・尿細管の炎症を惹起し、腎不全の進行につな

がる。実際、今回の実験でも、ヒト近位尿細管細胞において TGF-βが、ERK 系・p38-MAPK



系を介し、IL-18mRNA 発現を亢進させる可能性が考えられた。一方、IL-18 は糖尿病性

腎症の発症機序につながると考えられている TNF-αや MCP-1・MIP-1α・IL-8 などのケ

モカインの産生を亢進することが知られている。今回の実験は、糖尿病性腎において、

尿細管で産生された IL-18 がこれらサイトカイン・ケモカインの産生異常を引き起こし

ている可能性を示唆する。 

 

 

結     論 

 

 IL-18 は糖尿病性腎症患者の腎尿細管組織において発現が亢進していた。IL-18 は

autocrine・paracrine に作用し、糖尿病腎症の病態に関与している可能性が示唆された。
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