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ERK　 and　 p38mediate　 high-glucose-induced　 hypertrophy　 and　 TGF一(3　 expression　 in

renal　 tubular　 cells

(高糖環境下尿細管細胞肥大、TGF一(3発現 におけるERKお よびp38の 役割)

内容の要旨

藤　田

　糖尿病性 腎症は初期 に腎麟 大が認 め られ る。一方 、糖尿病性 腎症

ではTGF・β発現が充進 してい る。　TGF・pは 糸球体肥大 、尿細管肥大 を

騰導す る と共に糸球 体硬 化、尿細 管聞質線 維化 を媒 介す る。糖尿 病

ラ ッ ト腎糸 球 体、高糖 環 境 下 培養 メサ ン ギ ウ ム細 胞 に お い て、

ewc,　 p38の 発現 ・活性 が冗進 し、　TGF一・p発現 を媒 介す るこ とが報告

され てい る。本 研究 では尿細 管に碧 目 し、高糖 環壇 下尿細管細胞 肥

大、TGF一β発現にお けるERKお よびp38の 役割 を検討 した。

　Sprague・Dawieyラ ッ トにス トレブ トゾ トシンを投 与、糠尿 病 を惹

起 した。一 都の糖尿病 ラッ トにイ ンス リン投与 を行 った。3週 後 に

腎を摘出 、免疫組織 染色 を行 った。近位尿 細管細 胞LLC。PKIを 高穂

濃度(グ ル コー ス25mM)、 正常糖 湊度(S.SmMI)下 で培養後 、蛋 白

発 現を ウヱス タンブ ロッ トで解析 した。 細胞肥大 を、細胞 あた りの

蚤白量、['H]・ ロイ シン取 り込 み、DNAあ た りの蛋 白量に よ り評価

した。

　 糖尿病 ラ ッ トの 血塘値、腎重量体皿比 は対照 ラ ッ トに比 し高値 を

示 したが、イ ンス リン投 与に よ り抑 制 され た。ERKは 遠位尿 細管、

集 合管 で発 現 し、対 照腎 と穂 尿病腎 で 差 を認 めな か っ た。活性 型

ERK(P-ERKI)は 遠位 尿 細管 に も陽 め られ たが 主 に集 合 管 に局 在

し、糖尿病 腎で発現が増加 した。p38、 活性型p38(P-p38Jは 対照 腎

には駕め られ なかったが、糖 尿痢 腎の全 ての尿細管 に発現が認 め ら

れ た。nnc、 活性型,Mc(PdNK)は 対照腎 と糖尿病腎 で差がな く、

JNKは 遠位尿 細管、無合管、一部近位尿細 管、　P-JNKは 遠位尿 細管 、

集 合管で発現 した。TGF・βは対 照腎 には認 め られ なか ったが、糖尿

蒲 腎の全 ての尿 細管 に発現 が認 め られ た。イ ンス リン投与 に よりP・

ERK、　p38,　P-p38、　TGF・P発 現は対照腎 と同 レベル に抑制 され た。

　 高糖環 境下 でLLC。PK巳細胞 を培養 した ところ、　P・ERK,　P・p38の発

現 が培X24か ら72時 間 にか けて増加 した。 高糖 と等浸透圧 のマ ンニ

トール下培養 では これ らの変 化は詔 め られず、P・ERK、　P・p38の発現

増加 が、高 浸透圧 ではな く高糖環境 に特 異的 な もので ある ことが示

され た。 商塘潔境 下培養 では、細胞 あ た りの蟹 自母、[,H】 ・ロイ シ

ン取 り込み が増加 したが、p38阻 害剤SB203560(SB),　 ERK活 性化酵

禦MEK阻 害剤PD98059(PD)に より対照 と同 レベル に抑制 され た。

DNAあ た りの蜀 自量 も高糖魔境 下培養 で増加 し、　SB,　 PDに よ り部

分 的 に抑制 され、両者 併用 に よ り更 に対 照 と同 レベ ル に抑制 され

た。高糖壌境 下培養 によ りTGF。p発 現は増加 し、　SB、　PD、 また は両

者併用 により対照 と同 レベル に抑制 され た。

　糖尿 病性 腎症 では尿細 管 にお い てERK、　p38の 活性 化が起 こ り、

TGF・a発 現が瞬 導 され、腎尿細 管細胞肥 大が生 じる可能性が示 され

た。

尚　代

瞼文審査の要旨

　糖尿屑性 腎症 の初期 には腎腫 大が認 め られ る。 一方 、糖 尿病性腎

症ではτGF。β発現 が冗進 して いる。　TGF・βは糸球 体肥大、尿細 管肥大

を誘 導す る と共 に糸球 体硬化 、尿 細管問質 線維 化 を媒 介す る。本研

究 では、尿 細管 に着 目 し、高糖 環境 下 での尿細 管細 胞肥 大、TGF一β

発現 におけ るERKお よびp38の 役割 につい て検討 した。 ラ ッ トでは、

eRxは 遠位 尿細 管、菓 合管 で発現 し、対照腎 と糖尿 病腎 で差 を認 め

な かった。活性 型ae,c(P-ERK)は 遠 位尿 細管 に も認 め られ たが、

主 に集 合管 に局在 し、糖 尿病賢 で発 現が増加 した。p38,、活性 型p38

(P。p38))、　TGF一βは対 照腎 では認 め られず 、糖 尿病 腎 で全 ての 尿細

管 に発 現 が 認 め られ た。U.C-PKB細 胞 で は、高 糖 環境 下培 養 でP・

ERK、　P-p38の 発現 が増加 した。 高糖 環境に よる細胞 肥大(DNAあ た

りの蛋 白量)は 、ERK阻 害 、　p38阻 害に よ り相加 的に抑制 された。高

糖廉境 に よるTGF。P発 現瞬 導は、　ERK阻 害 、　p38阻 害に よ り対 照 と同

レベル まで抑 制 された。塘尿 病性 腎症尿細管 においてERK、 　p38の 活

性化 が起 こ り、TGF・β発現 が誘 導 され 、腎尿細 管細胞 肥 大が生 じる

可能性 が示 され た。

　審 査では まず 、糖尿病 惹起後 わず か3週 で評価 を行 った根拠 にっ

い て質問 され 、組織 学的 には近位 尿細管肥 大 を確 紹 してい ないが、

糖尿病 惹起後10口 で近位 尿細管細 胞 に肥 大が生 じる との報告 に基づ

い た と回答 され た.糖 尿痛 性腎 症にお ける尿綿 管肥大 の臨床 的意義

について質 問 され 、過去 に報告 はな く、本 研究 で も回答 は得 られ な

かうた、 と回答 され た。今 後検肘 すべ きffi#な 躁題 で あ ると助言 さ

れ た。 糖尿 病腎 近位尿 細管細胞 ではP・ERKが 発現 して いな かった に

もかかわ らず、in　vitro実験 で近位 尿細 管細胞(LLC・PKI)を 用い た

根拠 につ いて質問 され 、近位尿細 管 は腎 客積 の うち大 きな罰 合 を占

め冊肥大 にお け る関 与が大 きい こと、簡糖環壌 下培養 では遠 位尿細

管 の細胞肥大 は隠 め られな い との報 告が ある こ と、免 疫組織 染色 で

検 出 され ない程度 のP-ERK発 現 の可能性 が ある こ と、な どが根拠 で

ある と回 答 され た。高雛 環境 にお けるERK/p387$'性 化 の 機序 につ い

て質 問 され、 メサ ンギ ウム細 胞 に 関す る実 験デ ー タ か ら推測 す る

と、protein　Wnsse　Cや 活性酸棄 の関 与が考 えられ る と回答 された。 そ

れ らの可 能性 に つい て、 さ らに解析 を進 め る よ うに助 曾 が な され

た。 ま た、培 養 液 中 のTGF一{i濃 度 を測 定 し、同等 濃 度 のTGF-aを

LLC。PKi細 胞 に曝 露 させた場合 の影 響、抗TGF。P抗 体の効果 な どにつ

いて今後 も検 酎 を進 めるよ うに との助言がな され た。

　 以上、本研 究は さ らな る検 肘が必 要 な点 もあ るが、糖尿 病 ラ ッ ト

を用いたin　vivo実験 とLLC-PKi細 胞 を用 いたin　vitro実験 によ%,高 糖

環境 に よるERK、　p38の 活性 化 を示 した こと、近位尿 細管細胞肥 大の

機 序 の一 部 を明 らか に した 点 で、有意 義 な研 究で あ る と解 価 され

た。
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