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(平成14年12月27日受付)

唱骨

院::a

糖尿病性腎症に特徴的な組織像は，糸球体における

細胞外基質 (ECM)の蓄積である O 糸球体メサンギウ

ム細胞を高濃度グルコースドで培養すると，日CM

生が充進するが，その機序には不明な点が多い。

よびポリオール代謝を

ジカルボニル化合物である払デオ介して，

は，

キシグルコソン (3-DG)の生成が冗進し，いわゆるカ

ルボニルストレスの一因として合併症進展に関与して

いる可能性が有る。生体内には， この 3-DGを非活性

物質に代謝する防御機構が存在し，中でもアルデヒド

還元酵素 (ALR)の重要性が指摘されている O 今回，

高濃度グルコース条件下の培養マウスメサンギウム細

胞 (MMC)におけるフィブロネクチン (FN)

する目的で， ラット小DGの

ALR cDNA組換えアデノウィルスベクターを用いて

ALRを過剰発現させた MMC告と作製し， その FN

生能の変化を検討した Q 高濃度グルコース下 (25

mM)で培養した MMCは，正常濃度グルコース下

(5.5mM)の場合に比較して FN産生が克進したが，

ALR過剰発現によって31%抑制され，ほぼ正常濃度

グルコース下レベルの FN最となった。こ

みられる糸球体内 ECM蓄積に3心G

によるカルボニルストレス

唆しており，今後の

知見と思われた。

している可能性を示

ていく上で有用な

緒

糖尿病性腎症は本邦において， 1998年以降透析新規

導入の原因疾患第一位となっており，糖尿病患者の予

後及び QOLに最も大きく関与する合併症のひとつで

ある。大規模臨床研究によって，厳格な血糖管理が轄

し得ることが示されており 3)

れるが，

その詳細な機序には不明な点が多い。

高血糖による腎症の発症進展の機序として，グリケー

ションやポリオール代謝の充進の関与が注目されてい

る4-8)。グリケーションは， クホルコースなどの還元糖

が生体内の蛋白質と非酵素的に皮応し与ヂオキシグル

コソン (3-DG)やメチルグリオキサールのよう

応性の中間体の形成を経で，構々の糖化反応終末産物

(AGEs) る反応の総称である O 』ボ

オ…ル代謝は，ク、、ルコ…スからソルビトール，そして

フルクト…スの形成に至る三段階の反応で，糖尿病で

はこの代謝が冗進している。最終産物のフルク卜ース

はクボルコースよりも蛋白質を糖化する力価が高いこと

が知られておりへこの経路を介しでも3-DGが形成

することが指摘されているω。従って， 3心Gは，グ

ルコースからグリケ…ションとポリオール代謝の両者

を介して形成され得ることとなり，

よる とし、

える O 実際に，糖尿病ラットにおいて印策中の与DG

濃度が増加し，それとともに与DG由来 AGEである

pyrralineの血紫濃度も上昇していることが証明され

キーワード:糖尿病性腎症，与デオキシグルコソン，フィブロネクチン，アルデヒド還元酵素，メサンギウム細胞，

グリケーション
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ているω。ヒトにおいても糖尿病患者において血清3-

DG濃度が上昇していることやω， 3-DG由来の

AGEs (pyrralineωおよびイミダゾロン化合物14)) が

糖尿病患者の腎病変部に蓄積していることが示され，

3-DGの糖尿病腎症の発症進展への関与が示唆される。

近年， 3-DGやメチルグリオキサーノレのような反応性

の高いジカルボニノレ化合物は， AGEsの前駆体として

だけでなく，それ自体が細胞機能に影響を与える可能

性が指摘され，糖尿病で惹起されるいわゆるカルボニ

ルストレスの一因とされるようになってきた。これに

関連して. Suzukiらは. PC12細胞株に対して3-DG

がアボトーシスを誘導することを報告しているω。最

近，腎糸球体構成細胞であるメサンギウム細胞におい

ても，メチルグリオキサールによってアポトーシスが

誘導されることが確認され，腎症進展にもカルボニル

ストレスが関与している可能性が示唆される。生体内

には， このカルボニルストレスに対する防御機構が存

在し. 3-DGを活性の低い3-デオキシフルクトースに

代謝する酵素であるアルデヒド還元酵素 (ALR)もそ

の一つである 16)。

一方，糖尿病性腎症に特異的な組織像は，びまん性

および結節性 (Kimmelstiel-Wilson結節)の糸球体

硬化症である 17.へこれは，高血糖に曝された腎糸球

体のメサンギウム領域に次第に細胞外基質(フィブ、ロ

ネクチン，町型コラーゲン等)の蓄積が進行して糸球

体構造の異常改築をきたし，このため糸球体機能の遂

行が妨げられて次第に機能廃絶に向かう病態である 19)。

培養メサンギウム細胞を使用した invitro実験系で

も高濃度グルコースによりフィブロネクチンの産生が

増加することが報告されているが20.2[) そのメカニズ

ムの詳細は不明である。本研究では，この培養メサン

ギウム細胞のフィブロネクチン産生瓦進の成因に，

3-DGのようなクールコース由来の高反応性ジカルボニ

ル化合物が関与していないかを解明する目的で，

3-DGを非活性化する ALRを過剰発現させたマウス

由来メサンギウム細胞を作製して，そのフィブロネク

チン産生に及ぼす影響を検討した。

方 法

1.使用細胞

C57BL/6マウス (CLEAJapan， Inc.， Osaka， Japan) 

より，既報告の Sieve法22.23)にて単離した腎糸球体か

らメサンギウム細胞を初代培養し，グルコース濃度 l

g/lの Dulbecco'sModified Eagle Medium (DMEM， 

GIBCO BRL， Rockville， MD) に 17% Fetal calf 

serum (FCS， JRH Biosciences CSL Company， 

Lenexa， KS)を加えて継代し，第 6から第 8継代目

で以下の実験に使用した。すべての培養液にペントシ

リン (100μ/ml)とストレプトマイシン (100μg/ml)

を添加した。

2.マウスメサンギウム細胞培養条件

6cm dishで confluentに達した培養マウスメサン

ギウム細胞に5.5mM および~25mM グルコース濃度の

DMEM (1 % FCS含)1.5ml加えて培養した。培養

開始後48時間まで，定期的に培養液を採取し，そのフィ

ブロネクチン含量をイムノプロット法で解析した口

3. ALR蛋白の過剰発現

ラット ALRの cDNAを，既知の塩基配列を参考

にしてラット腎 cDNAライブラリーを鋳型に PCR法

にて作製し，その上流に CAGプロモーター(サイト

メガロウイルスエンハンサー チキンベータアクチン

プロモーター)を付した組換えアデノウィルスベクター

(Adex ALR) を Adenovirus Expression Kit 

(TaKaRa Biomedicals， Shiga， Japan)を使用して

作製した。ウィルスカ価を測定した精製ウィルスを細

胞培養液中に添加して感染させ. ALRが過剰発現す

る24時間後から，上記と同様に 5.5mMおよび 25mM

グルコース濃度の各培養液で刺激を開始し6"""48時間

後の培養上清中フィブロネクチン含量をイムノブロッ

ト法で解析した。その際，ウィルス自身による細胞毒

性を除外するために，ウィルス感染以後の細胞形態お

よび細胞数を観察して細胞毒性の生じないウィルス量

を決定した。また，実際に， ALR蛋白が過剰発現し

ているかどうかを抗ラット ALRウサギポリクロ一ナ

ノレ抗体(大阪大学，谷口直之先生より供与)を用いて

イムノブロット法で確認した。さらに対照実験として，

βーガラクトシダーゼ蛋白をコードした以外は同構造

のアデノウィルス (Adexβ-gal)を等力価のウィル

ス量で使用した。

4.培養上清中フィブロネクチン蛋白質量の解析(イ

ムノプロット法)

上記の各実験で採取した6μlの培養上清に， SDS 

サンプルバッファー (62.5mMTris-HCI (pH6.8)， 2 

%M  SDS， 10% glycerol， 50mM DTT， 0.1% 

bromophenol blue， 1mM PMSF， 1μg/ml 

aprotinin， 1μg/ml leupeptin) 4μl加え， 6%ポリ

アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行った。ニト

ロセルロースメンブレン (ADVANTEC， Toyo Roshi 

kaisha， Ltd.)にトランスファーした後，抗ラットフィ

ブロネクチンヤギポリクローナル抗体 CCalbiochem-

(64 ) 



Novabiochem Corporation， San Diego， CA)( X 2，500) 

を一次抗体として，抗ヤギ IgGHRP抗体 (Santa

Cruz Biotechology， Inc.， Santa Cruz， CA)( X 2，000) 

を二次抗体としてイムノプロットを行った。ブィブロ

ネクチンのバンドは， ECL Western blotting 

detection reagents (Amersham Pharmacia Bioteck， 

Arlington Heights， 1L)を使用して可視化し，その

強度を N1Hlmage Version 1.56を使用して定量化

しfこO

結 果

1.培養メサンギウム細胞由来フィブロネクチ

議に及ぼすグルコース濃度の影響

培養メサンギウム細胞によるフィブロネクチン蛋白

の分泌は正常濃度グルコース (5.5mM)及び高濃度グ

ルコース (25mM)の両条件下とも30分後には認めら

れ，その蛍白含量は48時間後まで時間依存性に増加し

た。培養開始後 6時間以陣では高濃度グルコ…ス条件

下で培養したメサンギウム細胞の培養上清中フィブロ

ネクチン含量は正常濃度グルコ…ス下培養の場合に比

較して増加しており， 48時間後には24%増加となった

(Figure 1)。

2. ALR蛋白の過剰発現

予備実験で， Adex ALRを培養メサンギウム細胞

に感染させて，形態学的に細胞毒性の生じないウィル

ス盤を決定し実験に用いた。この際， Adex ALR添

加後24日寺問のメサンギウム細胞における ALR蛋自の

発現は，ウィルスを添加しなかったメサンギウム細胞

に比較して約24倍に増加していることが確認された

(Figure 2)。また，アデノウィルス感染後の培養上清

中のフィブロネクチン蛋白最の時間経過在解析した結

果，いずれのグルコース濃度においても時間依存性に

フィブロネクチン蛋白量は増加していた (Figure3)。

これは，実験期間中は，ウィルス感染によっても，メ

サンギウム細胞の細胞外基質蛋白の合成分泌機能が陣

されずに維持されていることを示している。

3.メサンギウム細胞由来ブィブロネクチン

及ぼす ALR蚕白過剰発現の影轡

Adex ALR感染培養メサンギウム細胞では，正常

グlレコース及び高濃度グルコ…スのいずれの条件

下でインキュベーションした場合でも， 48時間後の培

フィブロネクチン蛋白量は，アデノウィルス

非感染のメサンギウム細胞に比較して減少していた

(Figure 4A)。特に，高濃度グルコ…ス条件下でのフィ

(65 ) 
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円gure 1.高濃度グルコース条件による培養マウス

メサンギウム細胞上清中FN蛋白量の増加

山) 培盤マウスメサンギウム細胞を正常濃度グノレ

コース (5.5mM)及び高濃度グルコース (25mM)
の条件下で培養し， 48時間後まで定期的に培養

液を採取し， フィブロネクチン (FN)
をイムノブロット法で解析した。両条件下とも，

30分後より時間依存性に FN議白の分泌が認め

られた。また，培養開始後 6時間以陣では，正

クールコース条件下に比較して，高濃度グ

ルコース条件下で FN蛋白質の増加がみられた。

出.) N1H Image Version 1.56を使用して FNのパ

ンドを定量化したところ，高濃度グルコース

FN合量は正常濃度グルコー

ス条件下に比較して， 6時間後で約22%，48時間

後では約24%の増加であった。

ALRAdex _ + 

18:ωRat ALR 
Figure 2. Adex ALR による ALR蛍自の過剰発現

培養マウスメサンギウム細胞に，細胞毒性を生じ

ないウィルス最の AdexALRを添加した際の ALR
蛋白発現監を抗ラット ALR抗体を用いてイムノブ

ロット法で解析した。ウィルス非添加の培聾マウス

メサンギウム細胞と比較して， ウィルス非添加の培

養マウスメサンギウム細胞と比較して，約24倍の

ALR蛋白の過剰発現が確認された。
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Figure 3. メサンギウム細胞の FN産生機能に及ぼ

す AdexALR感染の影響

Adex ALRを添加した培養マウスメサンギウム

細胞において培養上清中の FN蛋白量の時間的変化

をイムノブロット法で解析した。正常濃度グルコー

スおよび高濃度グルコースのいずれの条件でも，

FN蛋白量は時間依存性に増加しており，インキュ

ベーション期間中のメサンギウム細胞の細胞外基質

蛋白合成分泌機能は障害されず保持されていたと考

えられる O 定量化には NIHImage Version 1.56 

を使用した。

ブロネクチン蛋白量増加は， Adex ALR感染による

ALR蛋白の過剰発現によって著明に抑制され， ウィル

ス非感染の場合に比較して31%減少していた CFigure

4B)。一方，対照用の Adexβ-galを感染させた場合

には， この抑制効果は認められなかった。

考 察

今回，マウスのメサンギウム細胞において，高濃度

グルコース条件下で培養すると，刺激開始後 6時間以

後の培養上清中のフィブロネクチン蛋白量は，正常濃

度グルコース条件下の場合と比較して増加しているこ

とが確認された。これまで， ラットのメサンギウム細

胞を使用した類似実験の報告が有るが，高濃度グルコー

スの影響がみられるのは刺激後24時間20)から 2週間2])

であることが多く，本研究の結果に比較して緩徐であ

る傾向がみられる。これが種差によるものなのか，検

出方法の相違によるものかはさらに検討を要する。後

者については，多くの既報告が ELISA法を用いてい

るに対して，本研究ではイムノブロット法を用いてお

り，さらに，検体処理過程を簡素化することによって

処理中の蛋白分解の可能性を回避したことが奏効した

(66 ) 
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Figure 4. 培養メサンギウム細胞由来 FN蛋白量に

及ぼす ALR蛋白過剰発現の影響

ω ァデノウィルス添加なし， Adex ALR添加，

Adexβ-gal添加の各培養マウスメサンギウム細

胞において，正常グルコース条件下および高グル

コース条件下で48時間インキュベーションし，培

養上清中の FN蛋白量をイムノブロット法で解析

した。 AdexALR添加細胞ではアデノウィルス

非感染細胞に比較して，培養上清中 FN蛋白量は

抑制された。特に，アデノウィルス非感染の細胞

でみられた高濃度グルコース条件下での FN蛋白

量の増加は ALR蛋白の過剰発現によって抑制さ

れた。

(日 48時間刺激時の FN由来バンドを NIHImage 

Version 1.56を使用して定量化したところ，アデ

ノウィルス非感染細胞の高グルコース条件下の場

合の FN蛋白量に比較して， Adex ALR感染細

胞では，同条件下での FN蛋白量は31%減少して

いた。一方，対照として用いた Adexs -galを

感染させた細胞では，この抑制効果はみられなかっ

fこO

のかもしれなし」さらに，この高濃度グルコース条件

によるメサンギウム細胞の培養上清中フィブロネクチ

ン蛋白量の増加がアデノウィルスを用いた ALR蛋白

の過剰発現によって，抑制されることが示されたこと

から，その機序に ALRの基質である3-DGが関与し

ていることが示唆されるO

糖尿病性腎症の病態の進展において，糸球体におけ

るフィブロネクチンなどの細胞外基質 (ECM)蛋白の

蓄積は重要な役割をしている。その機序としては，高

血糖や糸球体内血行動態異常(糸球体内高血圧)に伴

い，メサンギウム細胞において PKCs活性化24，お)や

酸化ストレス 26)を介した TGF-βl活性化による ECM

蛋白の産生克進などが提唱されている O 糖化反応との

関連では以下のような機序が考えられる o 1.高血糖



下で形成冗進した AG日sによるメサンギウム細胞に

おけるTGF-s 1の遺伝子発現の誘導2ヘ2.ECM 

そのものが AG日sによって修飾されて議自分子聞

の架橋を形成し， matrix metalloproteinase (MMP) 

superfamilyのようなプロテアーゼによる分解に祇抗

告示すこと約。 3.プロテアーゼ自身が AG日修飾され

ることにより，その議白質分解活性が低下する可能性。

これらのいずれの機序においても払DGは， AGEsの

前駆体として重要な役割をすることが考えられる O 実

際に，糖尿病性腎症の病変部にみDG由:来の AG日sで

ある pyrralineωやイミダゾロン化合物ωの蓄積が証

明されていることから，局所において3-DGによる反

応が糖尿病で克進していることが示唆される O また，

ALR自身も生体内で糖化修飾を受け，その活性が低

下することが報告されている汽つまり，糖尿病状態

では， グノレコースあるいは，それから生成した払DG

によって ALRが糖化修飾され，その払DGに対する

処理能力が低下することによって，さらに生体内の3-

DG量が増加するという悪循環を形成する。また，最

近，与DGのようなジカルボニル化合物が AGEs形成

を介さないで，直接，細胞機能に影響を与える可能性

が指摘され，糖尿病で恋起されるカルボニルストレス

の一因とされている D 例えば Akhandら30)は， 3-DG 

と問機にジカルボニル基を有するメチルグリオキサー

ルが内皮細胞に対して MAPキナーゼファミリーを活

性化することを報告している。 MAPキナーゼファミ

リーが TGF-s 1活性制御に関与していることが示唆

されていることを考臆すると，糖尿病では，与DG

を含めたジカルボニル化合物によっ されるカノレ

ボニルストレスが， MAPキナーゼファミリーの細胞

内シグナル伝達:f介して TGF岨 s1を活性化する可能

性も考えられる O 今後， このような3-DGによる

日CM産生機序の詳細を解明していくこと

と思、われる。

今回，糖尿病で生成光進しているジカルボニル化合

物である払DGの代謝酵素 ALRを過剰発現したメサ

ンギウム細胞において，高濃度グルコースによるフィ

ブロネクチン産生の抑制が認められたことは，糖尿病

性腎肢の特徴的組織変化である糸球体内日CM

携にカルボニルストレスが関与していることをホ聴し

ている。また，この知見は，今後の腎症治搬のターゲッ

トを考えていく上で重要な情報となることが期待され

るο
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Effeet of Overexpression of Aldehyde Reductase on High Glucose-

induced Overproduction of Fibronectin in Mouse Mesangial Cells. 

Shigemitsu Ueyama 

Division of Diabetes， Digestive and Kidney Diseases. Department of Clinical Molecular Medicine， 

Kobe University Graduate School of Medicine， Kobe， JAPAN 

Abstract 

One of the characteristic patho1ogical changes in diabetic nephropathy is the 

accumulation of extracellular matrix (日CM)in the glomerular mesangium. Although日CM

production has been indicated to be accelerated in the glomerular mesangial cells cultured 

under high glucose conditions， the precise mechanism still remains unknown. On the other 

hand， formation of 3-deoxyglucosone (3冊 DG)，a highly reactive dicarbonyl compound， is 

accelerated through both the glycation reaction and the polyol pathway under diabetic 

conditions，inducing soωcalled carbonyl stress that probably contributes to the development of 

diabetic complications. Aldehyde reductase (ALR) has been postulated to play an important 

ro1e in the defense systems against carbonyl stress in vivo by metabolizing 3-DG to a 

relatively inert species. In the present study， we evaluated fibronectin (FN) production in 

mouse mesangial cells (MMC) with ALR overexpression， in order to clarify the involvement 

of 3-DG in the fibronectin overproduction in MMC cultured under high glucose conditions. 

MMC secreted more FN in 25mM glucose milieu compared with 5.5mM glucose milieu， that 

was suppressed almost to the latter level even under high glucose conditions when the cells 

were overexpressed ALR with the use of an adenovirus vector. These results suggest that the 

involvement of carbonyl stress raised by 3-DG in the development of diabetic 

glomerulosclerosis due to the accumulation of ECM in the glomerular mesangium， providing 

useful information about a novel approach to the treatment for diabetic nephropathy. 
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