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慶距医学 ・82(1):T29～T38,2005

学 位 論 文

2型 糖尿病の腎症進展 ・増悪に関する遺伝学的研究

一NADPI{オ キ シダ ー ゼ遺 伝 子 お よびRAGE遺 伝 子 多 型 の 関 与 一

慶晒義塾大学医学部内科学教室

　　(指導=猿 田享男教授)

　 　 いり　　　え　　　せい　　　こ

　　 入　江　聖　子

(平 成16年8月271=1受 付)

Key　 Words:type　 2　diabetes　 mellitus,　 diabetic　 nephropathy,　 oxidative　 stress,　 gene　 polymorphism

　 糖 尿 病性 腎 症 は 糖 代 謝 異 常 に よ り発 症 ・進 展 し,慢

性 の経 過 を た ど る腎 合 併 症 で あ る.臨 床 的 に は ア ル ブ ミ

ン尿 で 発症 し,徐 々 に顕 性 蛋 白 尿 に 進 展 し,腎 不 全 に い

た る経 過 を 示 す こ とが 多 い'L.糖 尿 病 牲 腎 症 は 末 期 腎 不

全 の 主 た る原 因 と され て お り,現 在 わ が 国 の 新 規 透 析 導

入患 者 の原 因 疾 患 の 第 一 位 を 占 め,な お 増 加 傾 向 を 示 し

て い る.糖 尿 窮 性 腎 症 の 発症 ・進 展 に は 網 膜 疲,神 経 隙

一ｻと同nn長 期 的 な血 糖 コ ン トロー ルの 不 良 が 主 要 な 原 因

とな って い る こと は議 論 の な い と ころ で あ り11,加 え て

高1血1圧,高 脂 血 症,蛋 白過 剰摂 取 な ど の 関 連 も指 摘 され

て い る3」.ま た.家 族 内 集 績 が 認 め られ る こ と]i,人 種

に よ り罹 患 率 に差 が あ る こ と4',1一//IEの発 症 が 一 部 の 患

者 に限 られ て い る こ と5レな どか ら心 伝 因 子 も その 一 因 で

あ る と推 測 され て い る.現 在 の と ころ,糖 尿 病性 腎 症 に

影 響 を与 え る遺 伝 子 群 に っ い て 明 らか な もの は な い が,

候 補 遺 伝 子 と して 糖 代 謝,脂 質 代 謝,III圧 調節,糸 球 体

fh9成成 分 に 関 与 す る 遺u:子6Pな ど に 加 え,　 superoxide

dismutase　 2".　 paraoxonase2"'な どの 酸 化 ス ト レス に

関 与 して い る遺 伝 子 と糖尿 病 性 腎症 の関 迷 も報 告 さ れ て

い る.

　 酸 化 ス トレ ス とは,生 体 の酸 化 反 応 と抗 酸 化反 応 の バ

ラ ンスが 崩 れ 前 者 に 傾 い た状 態 と定 義 さ れ,近 年,酸 化

ス トレスの 充 進 が 糖 尿病 患 者 の 細 小 血 管 障 害 や 大 血管 障

一nの発 症 。進 展 に強 く関 わ
って い る こ と が明 らか に な っ

て きて い る9i.高 血 糖 状 態 に お い て は,ポ1,オ ー ル代 謝

の 活 性 化10,,終 末 糖 化 産 物(advanced　 glycation　 end-

product:以 下AGEと 略 す)の 形 成 お よ びAGE受 容

体(receptor　 for　AGE:以 下RAGEと 略 ず)の 関 与"',

ミトコ ン ドリア伝 達系 の 関 与 ゆ.そ して プ ロテ イ ンキ ナ ー

ゼCの 活 性 化 と そ れ に 伴 うnicotinamide　 adenine

dinucleo[ide　 phospate(以 下NADPHと 略 す)オ キ シ

ダー ゼの 活 性 化 に よ る活 性 酸 素 産 生1]iが酸 化 ス ト レスn

進 の 原 因 と して注 日 され て い る.

　 NADPHオ キ シ ダ ー ゼ は 好 中 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ な

どのa食 細 胞,血 管 平 滑 筋 細 胞,腎 メ サ ンギ ウ ム細 胞 な

どに お いて スーパ ー オ キ シ ドを藍 生 して い る 膜 型 酵 素 で

あ る1司1.NADPFIオ キ シ ダー ゼ は 貧 食細 胞 型 をIl.1心に研

究 が 進 ん で お り,免 疫 機 構 に重 要 な役 割 を 果 た す 酵 素 と

考 え られ て い るが,酵 素 活 性 を 担 う細 胞 膜 貰通 型 蛋 白 チ

ト ク ロ ー ムb558を 檎 成 す るgp9且phox,　 p22phox,

お よ び 細 胞 質 分 画 に 存:在す るp47phox,　 p67phox,

p40phoxお よ びsma1l　 G　protein　 racか ら構 成 され,

そ の う ちp22phoxの 遺 伝 的 欠 損 は慢 性 肉 芽腫 症 のls　i因

で あ る こ とが 知 られ て い るis.ま た このp22phoxは 食

食 細胞 系,irn管 細 胞 系 に共 通 した コ ンポ ー ネ ン トで あ る

こと も明 らか に さ れて い る161.近 年,NADPHオ キ シ ダー

ゼp22phox　 C2A2T　 ik9伝子 多 型 が 冠 動 脈 疾 患 の 頻 度0

と そ の患 者 に お け る「飢管 壁 に お け る ス ーパ ー オ キ シ ドの

崖 生1昂'に関 連 して い る と報 告 さ れ,m多 型 の1〔ll菅障 害 に

お け る 垂 要1生が 注 目 され る よ うに な う た,さ ら に糖 尿 病

幟 腎症 に 関 してEtohら に よ り,糖 尿 病 ラ ッ トに お い て

腎 メサ ンギ ウ ム細 胞 にp22phoxの 発 現 が 強 く認 め られ

る こ とが 報 告 され た191.

　 一 方,AGEは 糖 尿 病 性 網 膜 症,腎 症 の 進 展 ・憎 悪 に

お け る一 因 と な る こ とが 推 測 され て い る,AGEの 組 織

陳 害 機 序 と して は,非 酵 素 的 な グ9ケ ー シsン や 蛋 白 の

架 橋 形 成 に よ る 直接 の細 胞 外 マ トリ ッ ク ス構造 変 化 に伴

う組 織 　;;メ カ ニ ズ ム に 加 え,AGEを 特 異 的 リガ ン ド

一T29一



喧ぎ胴匹医 学 　　82巻 聖;;　(斗三h覧L7碍二3月)

と す るAGE特 異 的細 胞 表 面受 容 体 に よ って 仲 介 さ れ る

細 胞 応 答 の 機 序 が 考 え られ て い るroi.　AGE特 異的 細 胞

表 面 受 容 体 に は,RAGEを は じめ60kDa　 白01igo・

saccharyltransferase〔OST・4812D,　 90kDa蛋 白80K・

H",32kDa蛋 白 ガ レ クチ ン3鋤,ス カベ ン ジ ャー受 容

体 フ ァ ミ リー ク ラスA23,,ク ラ スB2`}な ど が 知 られ て い

る.RAGEはnu管 内 皮 細 胞,平 滑 筋 細 胞,腎 メ サ ンギ

ウム細 胞 な どに 発 現 が 認 め られua,生 理 的 条 件 下 で は そ

の 発現 は 低 い が,AGE蓄 積 部 位 で はRAGEの 発 現 増 強

が 認 め られ 糖 尿 病状 態 で発 現 が 増 強 さ れ る こ とが 知 られ

て お りzs:,そ のAGE・RAGE系 シ グ ナ ルが 糖 尿 病 性 細 小

血 管 障 害 に 関 与 して い る と考 え られ て い るzri.　RAGE

遺 伝 子 に関 して 多 くの 遺 伝 子 多 型 の 報 告3脚aが あ るが,

イ ン トロ ンに 位 置 す るG1704T遺 伝 子 多 型 は糖 尿 病 患

者 の 細 小 血 管aE皮 膚 炎,抗 酸化 状 態 と関 述 して い る こ と

が 報 告 され て い る,.,.さ らに近 年.AGE刺 激 に よ る

RAGEの 活 性 酸 素産 生 はNADPHオ キ シ ダー ゼ を 介 し

て い る こ とが 示 唆 され て い るn;.

　 そ こ で本 研 究 脚で は,日 本 人2型 糖 尿 屑 患 者 を対 象 と

し,糖 尿 病 性 腎 症 に お け るNADPHオ キ シ ダ ー ゼ

p22phox　 i8fi:子C242T多 型 とRAGE遺 伝 子G1709T

多 型 の臨 床 的 意 義 にっ いて 検 討 した.

対象と方法

　 issa年 よ り埼 玉 社 会 保 険 病 院 に て 走 期 的 に外 来 で 経

過 観 察 さ れ て お り,世 界 保 健機 構(WHO)の 基 準 託トに

よ り診 断 され た2型 糖 尿 病 患 者691名 を対 象 と した.

この うち 以 下 に 示 す 基 準 を 満 た す181名 を 対 象 患 者 と

して 登録 し,糖 尿 病性 腎 症 の ない 正 常 群108名(グ ル ー

プN)と,糖 尿 病性 腎 症 の 発症 進 展 を認 め た 進 行 群73

名(グ ル ー プD)の2辟 に 分 類 した.グ ル ー プNは 以

下 の定 義,す な わ ち,1)2型 糖 尿 病 と 診 断 され て10

年 以 上 経 過 して お り,2)経 過 観 察 期間 を通 して正 常 ア

ル ブ ミン尿 で あ る患 者,を 満 た す もの と した.一 方,グ

ル ー プDは 以 ドの 定 義,す な わ ち,1)経 過 観 察 の は

じめ の段 階 で 正常 ア ル ブ ミン尿(ス テ ー ジ0)あ る い は

微 量 ア ル ブ ミン尿(ス テ ー ジ1)の 患 者,2)経 過 観 察

中 に,正's"〉ア ル ブ ミン尿(ス テ ー ジ0)か ら微 量 ア ル ブ

ミン尿(ス テー ジ1)あ る いは顕 性 蛋 白尿(ス テー ジ2),

あ る い は微 獄 ア ルブ ミン尿(ス テ ー ジ1)か ら顕性 蛋 白

尿(ス テ ー ジ2)に 進 行 した患 者.を 満 た す もの と した,

腎 症 の ス テ ー ジは尿 中微 量 ア ル ブ ミン値 を 基 に,iF　 ア

ル ブ ミ ン尿 く20mg〆gCrを ス テ ー ジo.微 量 アル ブ ミン

尿30-300mg/gCrを ス テ ー ジ1,顕 性 蛋 白 尿 》300

mg/gCrを ス テ ー ジ2と 分 類 した,微 皿 ア ル ブ ミン20-

30mg/gCrの 糖 尿 病 患 者 は境 界線 領 域 と 考 え 本 研 究 か

ら は除 外 した。 糖尿 病 以 外 の腎 障害 の患 者 を 除 外 す るた

め に,顕 微鏡 的lhlbk,臨 床 的膿 尿,尿 培 養 に よ る細 菌感

染 を認 め た患 者 は本 研 究 か ら除 外 した.糖 尿 病 煙 網 膜 症

は,少 な くと も1年 に 葦回 は眼 科 医 によ って 診断 した.

糖 尿 病 性網 膜 症 の ス テ ー ジは単 純 性,前 増 殖 性,増 殖 姓

に分 類 した.HbAlc醸,脂 質,血 圧,微nア ル ブ ミ ン

値 は少 な くと も1Tに1回 は測 定 した.糖 尿 病 発症 年 齢,

糖 尿 病 診 断 時 のBody　 mass　 index(以 ドBMIと 略 す),

糖 尿 病 診 断 後 の罹 病 期 間,HbAlc値,血 圧,脂 質,糖

尿 病 治 療 歴 な ど の臨u:デ ー タ は医 事 記録 よ り得 た.イ ン

フ ォー ム ドコ ンセ ン トは 本研究 の 目的,w:ri,す べ て の

手順 で の危 険 性 を説 明 した上 で 本 研究 へ の 同意 を得 た患

者 よ り得 た.本 研究 の プ ロ トコ ー ル は埼 玉 社 会保 険 病 院

の 倫理 委 員会 に よ り承詔 され た.

検体収集とp22phox多 型とRAGE多 型の解析

　 DNAは181名 の 患 者 の 末 梢 血 白 血 球 よ り 抽 出 ・精 製

しJ`]6'.NADPHオ キ シ ダ ー ゼp22phox遺 伝 子C242T

遺 俵 子 変 異 は エ ク ソ ン4に 存 在 し て お り,

　 Taqman　 polymerase　 chain　 reaction(以 ドPCRと

略 す)法371に よ り 同 定 し た.Forwardブ ラ イ マ ー は5'・

TTC　 CTC　 CCT　 CCC　 CCA　 GG-3',　 reverseプ ラ イ マ ー

は5'一CCT　 GGT　 AAA　 GGG　 CCC　 GAA・3'を 使 用 し,ま

たT・ ア レ ル 特 異 的 プ ロ ー ブ は,5'・Vic・ACA　 GAAGエA

CAT　 GAC　 CG・3';C・ ア レ ル 特 異 的 ブ ロ ー ブ は 。　 5'一

Fam-AGA　 AGC　 ACA　 TGA　 CCG3'を 使 用 し た.　 RAGE

週 伝 子G1704Ti13{t;子 変 異 は イ ン トロ ン7に 俘 在 し て

お り,同 じ くTagmanPCR法 に よ り 同 定 し た.

forwardプ ラ イ マ ー は5'・AGG　 ATG　 TGA　 GTG　 ACC

TGG　 AGA　 GA-3'。 　reverseプ ラ イ マ ー は5'・TCA　 GCT

CCT　 AGC　 CTG　 CCT　 TTC・3● を 使 用 し,ま たT・ ア レ ル

特 異 的 プo一 ブ は5'・Vic・CCA　 TAA　 CTAエCA　 ACA

GGG・3:G・ ア レ ル 特 異的 ブ ロ ー ブ は5'一Fam・CAT　 AAC

TAG　 CAA　 CAG　 GG・3'を 使 用 し た.反 応 組 成 は

Universal　 Masler　 Mix(Applied　 Bio　 System:USA)

i2,5ｵ1,プ ラ イ マ ー 各22.5pmol,プ ロ ー ブ 各5ｵmol

と し,蒸 留 水 を 加 え て 全 鍛 で25μ と し て 反 応 さ せ た.

PCRはABI　 Prism　 7700を 用 いて50℃2分1サ イ ク ル,

95℃15分1サ イ ク ル の 後,95℃15秒,58℃1分

(p22phox)/60℃1分(RAGE)を40サ イ ク ル で 行 っ

た,
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統計学的解析

　 本 研 究 の サ ンプ ル サ イ ズ はパ イ ロ ッ ト研究 を も と に確

立 した.p22phoxに 関 して は,パ イ ロ ッ ト研 究 で は

CT十TTの 患 者 の頻 度 は グ ル ー プDで0 .10で あ るの に

対 し,グ ル ー プNはo.zsで あ った.こ の 値 よ り2群 間

の 比 較 に お い て80%の 検 出 力 で有 意 な結 果 を得 る た め

に 必 要 な サ ンプ ル サ イ ズ は59で あ っ た .ま たRAGE

に 関 して は.パ イ ロ ッ ト研 究 で はGT+TTの 患 者 の頻

度 は グル ー プDで0.30で あ るの に 対 し,グ ル ー プNは

0.13で あ った.こ の値 よ り2群 間 の比 較 に お い て80%

の 検 出 力 で 有 意 な結 果 を 得 るた め に必 要 な サ ンプ ル サ イ

ズは72で あ った.

　 す べ て の デ ー タ は平 均 値 ± 標 準 偏 差 と して 示 した.平

均 値 の 統 計 学 的 有 意 差 はStudent　 t検 定 あ る い は

Mann-Whitney　 U検 定 を 使 用 した.各 群 に お け る ア レ

ル ま た は遺 伝 子 多 型 の 頻 度 の 比 較 に はx'検 定 を 使 用 し

た.ロ ジ ス テ ィ ッ ク多 重 回 帰 分 折 は オ ッズ比 の計 算 お よ

び遺 伝子 多 型 を そ の 他 の危 険 因 子 の 関 連 健 の評 価 に 用 い

た.す べ て の統 計 学 的 解 析 に はStatviewソ フ トウ ェ ア

(Ver5.0),　 SASイ ン ス テ ィチ ュ ー ト社,米 国 カ リ フ ォ

ル ニ ア州)を 使 用 した.

第 且表　各群の臨床的特徴

Group　 N

{n三108}

Group　 D

(n冨73)

P

Sex(M/FI(N

Onset　 aSe(years)

Disease　 duration(years)

BMl　 at　onset(Kg〆m2)

HbAlc(%)

Total　 cholesterol〔mmoレD

Triglyceride　 Immol/1)

LDレcholesterol(mmolノ リ

Systolic　 blood　 pressure　 ImmHg)

Diastolic　 blood　 pressure伽mHg)

Retinopathy(%)

Medication(diet/OHA/insulin)(n)

　 52/5fi

44.3ｱ7.2

18.4ｱ5.4

23.4ｱ3.7

7.3±1.且

5.11ｱ0.73

1.25ｱ0.73

3.08±0.7量

134.0ｱ15.2

si.zｱa.e

　 　 A3

43/36/29

　 39/34

45.21-8.2

18.5ｱ5.5

24.0ｱ3.2

8.0ｱ1.2

5.15ｱ0.78

1.53ｱ0.97

3.06ｱ0.74

且49.6±18.0

86.2ｱ9.5

　 　 67

9/29/34

　 NS

　 NS'

　 NS曜

　 NS

O.0002

　 NS

O.0亘37.

　 NS

く0.0001

0.oooa

o.ooia

a.oooz

表 の数 値 は平 均 値 ±標 準 倫 差 を 示 す.'Mann・Whitney　 U　testで 検 封 した.　OHA:経 ロ血 塘 降 下 薬

(Matsunaga・lrie　 et　al:Diabetes　 Care　 27;303-307 .2004　 Table　 1を 許 可 を 得 て転 載)

第2表 　 p22phox　 C2427とRAGE　 G1704T遺 伝 子 多 型 の 頻 度

Group　 N Group　 D x' P

p22phox242

RAGE1704

CC

CT+TT

GG

GT+TT

85(79%7

23(21%1

94(87%)

]4(1396)

66(90ｰ.fi)

7(10%1

54174Yo)

19(26%7

4.3置8

4.98了

α0427

0.0313

(Matsunaga・lrie　 el　al:Diabetes　 Care　 271303-307
,2004　 Table　 2を 許 可 を 得 て 転 載)
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第3表 　糖尿病憾腎症危険因子の ロジステ ィック多重回帰 分析

Variables OR(95%CIJ P

HbAlc(%1

Triglyceride(mmol/1)

Systolic　 blood　 pressure(mmHsJ

Retinopathy

p22phox　 CC

HbAlc(%)

Triglyceride(mmol/U

Systolic　 blood　 pressure(mmHg)

Re[inopathy

RAGE　 GT+TT

1.50(1.10-2.03J

i.oia.oo-i.ou

1.06(1.04-1.09)

1.87(0.89-3.91)

2.46(0.85-7.12)

1.5A(1.13-2.10)

且.Ol(1.00-1.ou

1.06(LOA-1.09)

1.86(0.88-3.91)

2.47(0.99-6.17)

o.ooss

　 O.041

くo.oooi

O,0976

0.ossi

o.ooss

O.0639

くo.oooi

O.1049

0.0522

独 立 変 数:発 症 琿 齢,麗 病 期 間,診 断 時BMl,　 HbAlc,総 コ レ ステ ロー ル　 中 性 脂

肪,収 縮 期 血 圧,網 膜 症 の 有 無,p22phoxお よ びRAGE遣 伝 子 多型,網 膜 症;無=

0,有 昌1,p22phox遺 伝 子 多 型;CT+TT=0,　 CC=1　 RAGE遺 伝 子 多 型GG=O,

GT+TT置1

第4表 　各群 にお けるp22phox　 C242TとRAGE　 G　17〔》4T遺 伝子多型の組み合わせの頻度

p22phox　 and　 RAGE Group　 N Group　 D z` P

CT+TT　 and　 CC

CT+TT　 and　 GT+TT/CC　 and　 GG

CC　 and　GT+TT

18(17%J

81(75%J

918%1

54(546)

53(73%1

且6〔22%} 且0.338 0.0057

(Matsunagadrie　 et　al　 Diabetes　 Care　 27:303.・307,2004　 Table　 3を 許 可 を 得 て 転 載)

第5表 　糖尿病牲腎症危険困子 のロ ジステ ィック多亜回帰分析

Variables OR(95ｰ.6　 Cq P

HbA且c(%}

Triglyceride(mmol/p

Systolic　 blood　 pressure(mmHB)

Relinopalhy

p22phox　 CC　 and　 RAGE　 GT+TT

1.54/1.13-2.10)

1.01(L.00-1.01)

LO6/1.03-1.091

1.7810.83-3.801

2.93/1.34-6.411

0.003A

O.0388

くo.oooi

　 O.067

0.0073

独 立 変 数:発 症 犀 齢.椎 病 期 間,診 断 時BM1,　 HbAlc,総 コ レ ステ ロー ル,

巾 性 脂肪 　 網 膜rの 有 無,p22phox　 and　 RAGE　 i.@ft7多 型,収 縮 期 血 圧　 R2

(決 定 係 数)30.267,p<0.000]　 網 膜 症 の 有無:無=o.。 有_,　 p22phoxと

RAGE坦 伝 子 多 型;CT+TT　 and　 cc=n,　 CT+TT　 and　 GT+TT/CC　 anA

GG=1,CC　 and　GT十'fT=2.

(Matsunaga-lrie　 el　al;Diabetes　 Care　 27:303-307,2009　 Table　 4を 許 可

を 得 て 転 載)
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入沌:糖 尿病性 腎症 と遺伝子多型 との関連

結　　果

　 第1表 に 登 録 し た 患 者 の 臨 床 的 蒋 徴 を 示 し た.

HbA里c値,脂 質,血 圧,糖 尿 病 治 療 歴,網 膜 症 の 有 無

を 含む 臨 床 デ ー タは2001年 に測 定 した もの を使 用 した.

糖尿 病 発症 年 齢.糖 尿病 診 断 後 の 罹 病 期間,糖 尿 病 診 断

時 のBM-,総 コ レ ステ ロー ル お よ びLDLコ レス テ ロ ー

ルに関 して は2群 間 で有 意 な差 は恐 め なか0た が,itn,圧,

HbAlc値,中 性 脂 肪 値,糊 膜 症 をt;す る 患 者 の 割 合,

糖 尿 病 治 療 群 の 割 合 は グ ル ー プDに お い て グ ル ー プN

よ り も有意 に高 値 を 示 した,

　 各 群 に お け る ζれ らの遺 伝 子 多 型 の 分 布 を 第2表 に示

した.多 型 の頻 度 は両 群 に お いてHardy-Weinbergの

法 則 に 合 致 して い た,p22phoxのCC,　 CT,　 TTの ゲ

ノ クイ ブの割 合 は,グ ル ー プNに お い て79%,20%,

且%で あ り,グ ル ー プDに お い て90%,8%,2%で

あ った.Cア レル,　Tア レル の 頻 度 は グ ル ー プDで95

%と5%で あ る の に対 し,グ ル ー プNで は89%とn

%で あ った.TTゲ ノ タイ プ の 頻 度 は少 な か った ため,

登録 患 者 をCC群 とCT+TT群 の2群 に 分 け る こ と と

した.CT+TTの 頻 度 は グ ル ー プNに お い て グ ル ー プ

Dよ り有 意 に 高 値 を 示 し た(第z　 ;x'=4.318,p=

o.oaz7,2×2).加 え て,糖 尿 病 発疲 年 齢,糖 尿 病 診 断

後 の罹 病 期 間.糖 尿病 診 断 時 のBMI,　 HbAlc値,総 コ

レス テ ロ ー ル値,中 性 脂 肪 値,Burl,網 膜 症 の 有 無.

p22phox遺 伝 子 多 型 を 独 立 変 数 と して ロ ジ ス テ ィ ッ ク

多重Illl帰分 析 を 行 うた と こ ろ,　HbAlcf直 。 収 縮 期 血 圧

ran,巾 性 脂 肪 値 は糖 尿病 性 腎症 の 発疲,進 展 に 関 す る独

疏 した 危険 因 子 で あ る ことが 示 され たが,p22phox　 CC

は 独.{Zし た危 険 因 子 とは認 め られ なか った(第3表).

RAGEのGG,　 GT,　 TTの ゲ ノ タ イ プ の 割 合 は グ ル ー

プNに お い て87%,且2%,1%で あ り,グ ル ー プD

に お い て79%,23%,3%で あ っ た.Gア レ ル,　Tア

レ ル の頻 度 は グ ル ー プDで87%と13%で あ る の に対

し,グ ル ー プNで は93%と7%で あ った.TTゲ ノ タ

イ ブ の 頻 度 は少 な か っ た た め,登 録 患 者 をGG群 と

GT÷TT群 の2群 に分 け る こ と と した.　GT+TTの 頻

i2は グル ープDに お い て グル ー プNよ り 有意 に 高 値 を

示 した(第2表;x'=4.987,P=4.03:3,2x2).加 え

て,前 述 の 項 目 お よ びRAGE遺 伝 子多 型 を 独 立 変 数 と

して ロ ジ ス テ ィ ッ ク 多 重 回 帰 分trrを 行 っ た と こ ろ,

HbA　 lclib,収 縮 期 血[rI値 が 糖 尿 病 性 腎 症 の 発fir:,進 展

に 関 す る独 立 し た危 険 因 子 で あ る こ とが 示 さ れ たが.

RAGE　 GT+TTは 独 立 した危険 因 子 とは認 め られ なか っ

た(第3表).

　 次 に これ らの遺 伝 子 多型 の組 み 合 わ せ と糖 尿 病 性 腎 症

との 関 連 悔 に つ い て 解 析 を 行 った.第z　 の 結 果 に基 づ

き これ らの ゲ ノ タイ プの 組 み 合 わ せ を 糖 尿病 牲 腎 症 の 進

展 を.』f測す る 危 険 因 子 と して,高 リ ス ク群(p22phox

CCとRAGE　 GT+TT),巾 リス ク群(nz2pnox　 CCと

RAGE　 GG.　 p22phox　 CT+TTとRAGE　 GT+TT),

低 リス ク群(p22phox　 CT+TTとRAGE　 GG)の3群

に 分 類 し た.グ ル ー プDに お け るp22phox　 CCと

R:1GE　 GT+TT(高1,ス ク群)の 割 合 は グ ル ー プnに

比 して 有 意 に高 値 を 示 した(x==10.338,p=0.0057,

2x3)(第4表).加 え て ロ ジ ス テ ィ ッ ク多 重1"1帰 分 祈

を 行 った と こ ろHbAlc値,中 性 脂 肪 値,収as期ml圧 値

に 加 え,p22phox　 CCとRAGE　 GT+TTの 組 み 合 わ せ

も 独 立 し た 危 険 因 子 で あ る こ と が 昭 め ら れ た

(p=0.0073)(第5表).こ れ らの 解 析 に よ り この 遣 伝

子 多 型 の組 み 合 わ せ は糖 尿 病 性 腎症 の3t1,i;LPに お け る

　 　 td　lis険因 子 で あ る こ とが 示 され た.

考　　案

　 糖尿病性腎症は糖尿病患者の死因の]0　 15%を 占め,

糖尿屑慢性合併症の中で も予後を規aす る重要な疾患の

一っである,そ の成因 には遺{;;素因の関与が想定され,

さまざまな候補遺伝子が検討されている由.糖 尿病性腎

症の発症 ・進展には血糖コンFロ ール,IIIIII:コントロー

ルとは独立 して個人差があることをふまえ,菩 者もその

一因として遺伝的素因があると予測 し遺伝子多型を検討

することとした.

　 糖尿病性腎症は臨床的にアルブミン尿で発症 し,徐 々

に進行して腎不全にいたる経過を示すことが多い.2型

糖尿病においては,ア ルブ ミン尿 を発症 した患 者の

20～40%が5～10年 の経過で顕性蛋白尿に進iす るも

のの.そ の後20年 の間に末期腎不全にいたる患者は20

%程 度であると報告 されている21.蛋 白尿が塘尿病性腎

症に由来するものか,他 の腎疾患の偶発合併かを鑑別す

る必要があり,確 定診断を.ドすためには腎生検が望まし

いとされているが,す べての症例に行 うことは困難であ

る,そ こで診断は,罹 病期間,血 糖を含めたdu液 化学検

査。尿所見(rtn尿,膿 尿の有無),眼 底所見などを参考

にして臨床的判断が下されることが多い.糖 尿病性網膜

症は通常穂尿病性腎症に先行 して生 じるとされ,糖 尿病

性腎症の診断の ヒで重要であるとされているが,網 膜症

を欠 く2型 糖尿病患 者に腎生検を施行 し70%に 糖尿病

性変化を忽めたとの報告もあり嶋'完 全とはいえない.

そこで4*fi/f究では網膜症の有無を必須条件とはせず.臨
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床 経 過 か ら糖 尿病 性 腎症 と 考え られ る症 例 を 選択 す る た

め,is年 間 以.ヒの ア ル ブ ミン尿 の 経 過 を追 った.そ の

巾 で 微 黛 ア ル ブ ミン尿 の漸 増 が 認 め られ,糖 尿病 性 腎 症

の経 過 と考 え られ た患 者 を進 行 群(グ ル ー プD)と した,

そ して 正常 群(グ ル ー プN)と 進 行 群 を 臨 床 的 に比 較 し

た と ころ,糖 尿 病 性 賢症 の原 因 と考 え られ て い る血 圧,

1.11性脂 肪 値,HbAlc値 が 進 行 群 で 有 意 に高 く,こ の こ

とは この2群 の 分 類 の 正 当性 を裏 付 け る もの と考 え られ

た.

　 そ こで,こ の2群 に お い て遺 伝 子 多 型 の 検 討 を す る こ

と と し,そ の 巾 で も近 年糖 尿 病 性 腎 症 との 関 与 が注 目 さ

れ て い る酸 化 ス ト レ スに 関 連 したNADPHオ キ シ ダ ー

ゼ お よ びRAGEに つ いて 検 討 した.

　 NADPH才 キ シ ダ ー ゼ は近 年,　 ll匹管 壁 に お け る酸 化

ス トレス充 進 に重 要 な 役割 を果 た して い る と考 え られ て

い る膜 型 酵 素 で あ り,Guzikら は 糖 尿 病 患 者 に お け る

ヒ ト血 管 壁 で の ス ーパ ー オ キ シ ドの産 生 はPKCを 介 し

たNADPHオ キ シ ダ ー ゼ 活1生に よ る と 　Oし た1Y.o..

そ のp22phoxのC242T多 型 は ヘ ム結 合 部 位 に 位 置 し

て お り,72番 目の ヒス チ ジ ン残 基 を タ イ ロ シ ンに 変 化

させ る ア ミノ酸 変 異 で あ る`,'.ヒ スチ ジ ン残 基 は チ トク

ロ ー ムbの ヘ ム補 欠 分 子 群 の リガ ン ドの 候 補 と考 え ら

れ て お りau,こ の 遺 伝 子 多 型 はiii接 的 にp22phoxの 機

能,NADPHオ キ シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 憾 と関 連 して い る

と推 測 され て い る槻.Inoueら は 日 本人 に お け る心 血管

疾 患 の リス ク は242Tア レル を有 して い る方 が 低 い と報

告 して い る恥が,他 の 研究 者 た ち は心 血管 疾 患,脳 血管

疾 患 に お い て さ まざ ま な 見解 を 示 して い る榔 鍬.ま た,

Guzikら は 動 脈 硬 化 の 患 者 の 大 伏 在 静 脈 を 用 い てTア

レ ル を有 す る患 者 がNADPH誘 導 性 の 血 管 ス ー パ ー オ

キ シ ド産 生 が 有意 に低 ドして い る こ とを報 告 して い る1馬',

こ の こと は,本 多型 がlhl管 壁 にお い て 機能 的 な役 割 を 果

た して い る こ とを 証 明 す る もの で あ り,292Tア レル を

有 す る患 者 は242Cア レルを 有 す る患 者 に比 しス ーパ ー

オ キ シ ド産 生 が 低.ド して い る轄 果 と して血 管 障 害 が 軽 減

して い るの で は な いか と考 え られ て い る.ま たNakano

ら は 穂 尿 病 患 者 に お い てCT+TTを 有 す る 群 がCCを

有 す る群 に 比 し有 意 に 酸 化HDLの 産 生 が 低 い こ とを報

告 して い るX91,本 研究 で は242Tをrし て い る患 者 が糖

尿 病 性 腎 症 の 進 贋 の リス クが 低 い こ と を示 したが,こ の

結 果 はNADPHオ キ シ ダ ーゼ の 機 能`こ関 す る現 在 ま で

の報 告 や1型 糖 尿 病 患 者 に お け る腎 症 と 本 多型 との関 連

性 と の報 告 と も一 致 して い るCAI'..更に,今 回 我 々 は 本 多

型 の生 体 にお け る酸 化 ス トレス に対 す る影 響 を検 討 す る

た め,対 象 者 の う ち129名(iE常 群79名,進 行 群50

名)の 早 朝 随 時 尿 の 尿 中8-Hydroxydeoxy・Guanosine

の 測定 を 行 っ たが,2群 間 で有 意 なJY.が認 め られ なか っ

t.:.こ の 原 因 と して は,24時 間 尿 で は な く随 時 尿 で の

検 討 で あ っ た こ と,既 に一 部 の慰 者 は抗 酸 化 作用 を有 し

て い る と考 え られ て い る薬 剤 を服 用 して い た こ とな どが

影 響 して い た と考 え られ るが,今 後 本 多 型 の 機能,酵 素

rfit'ltなど につ いて 更 な る検 討 を 要 す る と考 え られ た.な

お,本 研 究 で の コ ン トロ ー ル 群 のTア レ ル の 頻 度 は

0,Hで あ う た が,こ のmは 日本 人 の 以 前 の 報 告 と近 似

して い た1「・4「'Ytli.

　 AGEは,持 続 的 な高 血糖 に よ り生 体 内 で 形 成 され る

物 質 で あ り,糖 尿 病 血 管 障 害 の 発 生 に関 わ る可能 性 が 示

唆 され て い る.AGEが 糖尿 病 性 賢 症 の 病 態 生理 に 役 割

を 果 た して い る こ とが 明 ら か に な って きて お り.AGE

形 成 阻 害 薬 の ア ミノ グ ア ニ ジ ンやOPB・9195と い った

薬 剤 が糖 尿 病 性 腎症 の 予防 に効 果 的 で あ る こ とが 報告 さ

れ て い る51.副.AGEが 糖 尿 病 合 併 症 の 発症 進 展 に 関 わ

る メ カニ ズム の一 っ と してRAGEを は じめ と したAGE

を 特 異 的 リガ ン ドとす るい くつか の細 胞 表 面受 容 体 に結

合 す る こ とに よ り細 胞 応 答 を 引 き起 こす こ とが 考 え られ

て い る10..Yamamotoら に よ り,血 管 内 皮 細 胞 に

RAGEを 過 剰 発 現 させ た トラ ンス ジZ　 ック マ ウ ス と

イ ンス リ ン依 存性 糖 尿 郷 発症 トラ ンス ジs一 ッ クマ ウ ス

を交 配 させ た ダ ブル トラ ンス ジェ ニ ッ クマ ウスで は 同 程

度 の 血 糖 コ ン トロ ール に も関 わ らず 糖 尿 病 性 腎 症 の 有 意

な 進 行 を 認 め た こ と が 報 告 さ れ たai.こ の こ と は,

AGE・RAGE系 が 糖 尿 病 性 腎 症 の 発症 進 展 に 機 能 的 に関

与 して い る こ とを 示 して い る.メ サ ンギ ウ ム細 胞 や 壁 細

胞 に お け るAGE・RAGE系 の 相 互 関 係 は 酸 化 ラ ジ カ ル

の 生 成 に影 響 し,続 くNF-KBの 活 姓 化 や 催 炎 症 性 サ

イ トカ イ ン,接 着 分 子 の 放 出 を 促 し,メ サ ンギ ウ ム細 胞

の コ ラー ゲ ン遺 伝 子 の 発 現 へ と 導 く と され て い る5の.

RAGEに は い く っ か の 多 型 が 報 告 さ れ て い る が,

q704T遺 伝 子 多 型 は糖 尿 病 患 者 の 細 小 血【管 性 皮 膚 炎,

抗 酸 化 状 態 と関 連 して い る こ とが 報 告 され て い るm'遡.

RAGE　 1704Tア レ ル をsし て い る.患者 は1704Gア レ

ル を有 して い る患 者 に比 しい くっ か の 抗 酸 化 物 質(ト ー

タ ル カロ チ ン,ル テ イ ン,リ コ ビ ン,　トコフ ェo一 ル)

の 血溺 レベ ルが 有 意 に低 く,こ の こ とは,本 遺 伝 子 多 型

が酸 化 ス トレス制 御 と関 与 して い る こ とを 示 して お り,

1704Tア レ ル を 育 して い る患 者 が 糖 尿 病 性 腎 症 の 発 疲

進 展 のハ イ りス ク群 で あ る と い う本 研 究 の 納 果 を 支 持 す

る もの で あ る.イ ン トロ ンWSfi/の 機 能 的 な 役割 は 明 らか

で はな いが,オ ル タナ テ ィブ スプ ライ シ ン グやmessen・

ger　RNA安 定 性 の 変 化,近 接 の コ ー デ ィ ン グsingle
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nucleotide　 polymorphism(SNP)と の リ ンケ ー ジ な

ど の メ カニ ズム に 影響 す る 可能 性 が 考 え られ る.

　 本 研 究 で は,生 体 で の両 者 の役 割 を考 え,穂 尿 病 性 腎

症 の感 受 性 とp22phox　 C242T,　 RAGE　 G　1709T遺 伝

子 多 型 の 組 み 合 わ せ の 関連 性 も検 討 した.p22phox　 CC

とRAGE　 GT+TTゲ ノ タイ プの 組 み 合 わ せ を有 す る患

者 はp22phox　 CT+TTとRAGE　 GGゲ ノ タ イ プ の 組

み 合 わ せ を有 す る患 者 よ り も有 意 に 糖 尿 病 性 腎症 の危 険

性 が 高 い こ とを 示 した.本 研 究 で はp22phox遺 伝 子 多

型 単 独 で は 糖 尿 病 性 腎 症 の 感 受 性 と の 関 連 性 は 弱 い

(p=0.99Dがp22phoxとRAGEの 遺 伝 子 多 型 を 組 み

合 わ せ る こ と によ って よ り有意 な 糖 尿病 性 腎 症 との 関 迎

性 が 示 され た.NADPHオ キ シ ダー ゼ とRAGEは と も

に メサ ンギ ウム細 胞 に発現 して い る ことが 知 られ て お り,

近 年AGEがRAGEに 結 合 した後,　NADPHオ キ シダ ー

ゼを活 性 化 し活 性 酸素 を産 生 し,p21"ｰ,　 erkl/2MAPK,

NF・KBな ど の シ グナ ル を活 性 化 す る と い う機 序 が 報 告

され て い る331.本 研 究 は,こ う したNADPHオ キ シ ダ ー

ゼ とRAGEの 関 連 性 の 報 告 を 支 持 す る もの と考 え られ

る.

　 結 論 と して,NADPHオ キ シダ ー ゼp22phox　 C242T

とRAGE　 G　1704T遺 伝 子 多 型 の組 み 合 わ せ は糖 尿 病 性

腎 症 の 発 症 ・進 展 と関係 して い る こ と を提 唱 した,微 量

ア ル ブ ミ ンが 糖 尿 病性 腎症 の最 もよ い予 知 因 子 で あ る こ

と は明 らか で あ る551.し か しな が ら本 研 究 の よ うな 遺 伝

子 多 型 に基 づ く りス クア セ ス メ ン トも重 要 で あ る と提 唱

す る.糖 尿 病性 腎 症 の候 楠 遺 伝 子 と して数 多 くの 報 告 が

な され て い るが い ず れ も決 定 的 な も の で は な く,複 数 の

遺 伝 子 によ る複 合 的 な関 与 が 考 え られ る.こ う した 遺 伝

子 多 型 か ら糖尿 病 性 腎 症 の 発 症 進 展 の 危 険 性 を 予 知 し,

腎 症 予 防 に よ り有 効 な治 療 を必 要 とす る患 者 を 同定 す る

ため,今 後 本研 究 を もとに 更 な る研 究 を行 う必 要 が あ る

と考 え られ た,

総　　括

　 酸 化 ス ト レ ス と 糖 尿 病 性 腎 症 の 関 運 性 に 注 目 し,

NADPHオ キ シ ダーtp22phox遺 伝 子,　 RAGE遺 伝子

G1704T多 型 と糖 尿 病 性 腎 症 の 発 症 ・進 展 の 関 連 性 に

関 して 日 本 人2型 糖 尿 病 患 者181名 を 対 象 と して 検 討

し,以 下 の結 論 を 得 た.

LNADPHオ キ シ ダー ゼp22phox遣 伝 子C242T多 型

に お い てCア レル をrし て い る患 者 が 糖 尿 病 性 腎 症 の

発症 ・進 展 の リス クが 有意 に高 い こ とが 示 され た,

2.RAGE遺 伝 子G亘704T遺 伝 子 多 型 に お い てTア レ

ルを有している患者が糖尿病性腎症の発症 ・進展の リス

クが有意に高いことが示された.

3.両 遺伝子多型 の組 み合わせで検討 したと ころ,

p22phox　 CCとRAGE　 GT+TTゲ ノタイプの組み合わ

せを有する患者はp22phox　 CT+TTとRAGE　 GGゲ

ノタイプの組み合わせを有する患者よりも有意に糖尿病

性腎症の危険性が高いことが示された.ま たロジスティッ

ク多重回帰分析を行 ったところHbAlc値,中 性脂肪値,

収縮期血圧値と並びこの遺伝子多型の組み合わせも独立

した危険因子であることが認められた.

　 本 稿 を 終 え る に あ た り,ご 指 導,ご 高 閲 を 賜 り ま した

慶 慮 義 塾 大 学 医 学 部 内 科 学 教 室 猿 田 享 男 教 授 に 深 甚 な る

謝 意 を 表 し ま す.ま た,本 研 究 に 関 して ご 指 導,ご 高 閲

を 頂 き ま した 埼 玉 祉 会 保 険 病 院 内 科 丸 山 太 郎 先 生 に 深 謝

い た し ま す,ご 協 力 い た だ き ま し た 研 究 室 の 諸 先 生 方 に

感 謝 い た し ま す.

　 本 論 文 は,Matsunaga一Irie　 S,　Maruyama　 T,　Yama・

moto　 Y,　Motohashi　 Y,　Hirose　 H,　Shimada　 A,　Murata

M,Saruta　 T=Relation　 between　 development　 of

nephropathy　 and　 the　 p22phox　 C242T　 and　 receptor

for　 advanced　 glycation　 end　 product　 G1704T　 gene

polymorphisms　 in　type　 2　diabetic　 patients　 Diabetes

Care　 27:303-307,2004の 一 部 を 含 む.
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