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研究成果

本研究は糖尿病の腎糸球体および、ブドウ糖過剰状態で培養したメサンギウム細胞に

おけるTGF-s発現増強機構を特に糖尿病に特有の代謝異常を中心に、分子レベルで解明

する事を目的とした。

ます守刀めに、糖尿病状態でTGF-sの発現が増加している事を糖尿病モデル動物か

ら単離した腎糸球体を用いて確認した。このTGF-s発現の増加はmRNAレベルでも増加

がみとめられ、さらに同時に検討した4型コラーゲンやフィブロネクチンも同様に増加が

みられたり。 TGF-sはコラーゲンやフィブロネクチンの発現、及び産生を増加させる事

が知られており2)、したがって、糖尿病状態ではTGF-s発現の増加が糖尿病性腎症の発

症進展に大きく関わっているものと考えられる。一方高ブドヴ糖条件下で培養したメサン

ギウム細胞においてもTGF-sの発現増加がみとめられ、この事はまず、高ブドウ糖条件

そのものがなんらかの機序でTGF-s発現を増強させる事を示唆している。ー

我々は、過去に高ブドウ糖条件下で培養したメサンギウム細胞において、 protein

h 部 eC (PKC)やMitogen砿註vatedprote也記B笛 e (MAPK)"が活性化される事を報告して

いる3)4)。そこで、まずPKCの活性化が糖尿病性腎症の発症進展に関わるか否かを検討し

た。過去にビタミンEがPKC活性を抑性する事が知られており5)、研究分担者の古家らも

糖尿病モデル動物においてビタミンE投与によりPKC活性化が阻止される事を報告してい

るの。最近開発されたインスリン抵抗性改善薬の位oglitazoneはビタミンE環をその構造内

に有している事からビタミンE同様にPKC活性を抑制しうる可能性がある。そこで、糖尿

病状態でみとめられるPKC活性上昇に対するなogli包zoneの効果を検討した。 Streptozotocin

誘発糖尿病ラットでは腎糸球体で、のdiacylglycerol(DAG)量の増加及び、 PKC活性、 ERK活

性の上昇がみとめられ、それらは、位。glitazone投与により正常化したG さらに、

佐ogli包初出は糖尿病ラットでみとめられた糸球体過剰漉過やアルブミン排離の増加あるい

はT8Fβ，4::型コラーゲン、フィブロネクチン発現の増加に関してもすべて正常化させた

η。これらの結果から糖尿病性腎症の発症進展にPKC-E阪経路の活性化が関与している

事が考えられると共に、糖尿病糸球体におけるTGF-s発現増加にもPKC-ERK経路活性化

が重要と考えられた。

現在までにPKCには 12のisoformが存在する事が知られている。糖尿病状態では

そのうち α、S、にの活性が増加しているとの報告がある3)8)。そこで特にPKCs isoform 

に特異的な阻害薬であるLY3335 3 1の糖尿病性腎症の発症進展に及ぼす効果を検討

した。 2型糖尿病のモデルであるdB/dBマウスでは25週齢には腎糸球体メサンギウム領

域の拡大がみとめられた。またTGF-sや4型コラーゲン、フィブロネクチンの発現増加

がみとめられ、これらの変化は 16週間のLY33 353 1の治療により改善した。さら

にdB/dBマウスでは尿中アルブミン排濯の増加がみとめられたがLY333 5"3 1の投与に

よりアルブミン排濯にも改善がみとめられたり。したがって、糖尿病状態でみとめられる



TGF-s発現増加にはPKC活性化が関与し、糖尿病性腎症の発症進展に結びつくものと考

えられた。 糖尿病モデル動物では以上のようにPKC-ERK経路を介してTGF-s発現が増

加し、 4型コラーゲンやフィブロネクチンなどの細胞外基質産生冗進がもたらされ腎症の

発症進展につながるものと考えられた。次に泊v1柱。でこのTGF-s発現の増加がどのよう

なメカニズムで引き起こされるかを培養メサンギウム細胞を用いて検討した。

糖尿病状態では高血糖と共に腎内血行動態の変化により糸球体高血圧が引き起こさ

れる事が知られているの。.そこで、培養メサンギウム細胞において高ブドウ糖条件および、

糸球体高血圧のモデルと考えられている周期的伸展刺激のPKC-ERK経路あるいはTGF-s

や細胞外基質産生に対する効果を検討した。

高ブドウ糖条件下、および、周期的伸展刺激は共にERK活性を上昇させた。高ブドウ

糖条件下で上昇したERK活性はPKC阻害剤のGF1 0 920 3やロlphostinCで抑性された。

一方、周期的伸展刺激で上昇したERK活性ほこれらPKC阻害剤では抑性されず、 t戸08包

括Bぉe阻害剤のhe由imycinAで抑性された。周期的進展刺激により、 TGF-sやフィブロネ

クチンの発現は増加しそれらはME瓦阻害剤のPD98059で抑制された10)。また、高ブドウ

糖条件下で周期的伸展刺激を加えるた細胞では、各々単独の刺激を加えた細胞に比しERK

活性および、フィブロネクチン産生は有意に上昇が認められた。以上の事から、糖尿病状態

の腎糸球体では高ブドウ糖条件のみならず糸球体高血圧によってもたらされる周期的伸展

刺激が相加的に作用してTGF-β 、および細胞外基質産生増加を介して糸球体硬化の進展

に関与するものと考えられた。

以上の事から、糖尿病腎糸球体でみとめられるTGF-β の発現増加のメカニズムと

しては、高ブドウ糖条件下でのPKC活性増加に基づくERK活性上昇に、周期的伸展刺激に

よりもたらされるけros:ink:inase依存性のERK活性上昇が相加的に作用してTGF-発現増加を

もたらすものと考えられた。

最後にこFのTGF-β の増加が糖代謝に与える影響に関して検討した。メサンギワム

細胞をTGF-.sで刺激した細胞では、無刺激の細胞に比しGLUT1の発現、並びに糖取込み

増加が認められた。さらに高ブドウ糖条件下で培養した細胞では糖取込みの上昇がみとめ

られ、その増加はTGF-β の中和抗体で細胞を処理する事により阻止された11)。じたがっ

て、糖尿病状態で増加したTGF-β はさらに細胞内への糖取込みを促進し、高ブドウ糖条

件によりもたらされる細胞内代謝異常をさらに助長する可能性が示唆された。
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