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糖尿病では, まず近位尿細管Sirt1が低下し, その結果Sirt1由来のニコチン酸代謝産物のNMNの分泌
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Epigenetic制御で本来足細胞に発現していないtight junctionの構成分子のClaudin1の発現が上昇し,
足細胞の癒合を引き起こし, 蛋白尿が出現する事を報告した(長谷川一宏, Nature Medicine
2013)。これらはTgマウスで増悪し, CKOマウスで増悪を認めた。
The protective role of Sirt1 in renal damage was investigated. Sirt1 in proximal tubules (PT) was
downregulated before albuminuria occurred in streptozotocin-induced or obese-type (db/db)
diabetes mellitus (DM) mice. PT-specific Sirt1 transgenic (TG) and knockout (KO) mice showed
prevention and aggravation of glomerular changes in DM, respectively, and non-diabetic KO mice
already exhibited albuminuria, suggesting that Sirt1 in PT affects glomerular function.
Downregulation of Sirt1 and upregulation of the tight junction protein claudin-1 by Sirt1-mediated
epigenetic regulation in podocytes contributed to albuminuria. We also demonstrated retrograde
interplay from PT to glomeruli through NMN from conditioned medium, measurement of the auto-
fluorescence of photoactivatable NMN, and injection of fluorescently labeled NMN. Sirt1 in PT
protects against albuminuria in DM through maintaining NMN levels around glomeruli and
controlling podocyte function.
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研究成果の概要（和文）：NAD依存性脱アセチル化酵素Sirt1は、通常は近位尿細管と足細胞(ポドサイト)の双方に発現
するが、糖尿病では、まず近位尿細管Sirt1が低下し、その結果Sirt1由来のニコチン酸代謝産物のNMNの分泌が減少し
た。NMNの減少で足細胞Sirt1も低下し、Epigenetic制御で本来足細胞に発現していないtight junctionの構成分子のCl
audin1の発現が上昇し、足細胞の癒合を引き起こし、蛋白尿が出現する事を報告した(長谷川一宏、 Nature Medicine
　2013)。これらはTgマウスで増悪し、CKOマウスで増悪を認めた。

研究成果の概要（英文）：The protective role of Sirt1 in renal damage was investigated. Sirt1 in proximal 
tubules (PT) was downregulated before albuminuria occurred in streptozotocin-induced or obese-type 
(db/db) diabetes mellitus (DM) mice. PT-specific Sirt1 transgenic (TG) and knockout (KO) mice showed 
prevention and aggravation of glomerular changes in DM, respectively, and non-diabetic KO mice already 
exhibited albuminuria, suggesting that Sirt1 in PT affects glomerular function. Downregulation of Sirt1 
and upregulation of the tight junction protein claudin-1 by Sirt1-mediated epigenetic regulation in 
podocytes contributed to albuminuria. We also demonstrated retrograde interplay from PT to glomeruli 
through NMN from conditioned medium, measurement of the auto-fluorescence of photoactivatable NMN, and 
injection of fluorescently labeled NMN. Sirt1 in PT protects against albuminuria in DM through 
maintaining NMN levels around glomeruli and controlling podocyte function.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： 糖尿病性腎症
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１． 研究開始当初の背景 
NAD依存性脱アセチル化酵素遺伝子Sir2の

哺乳類ホモログであるSIRTは7種のisoform
が存在する。Sir2 と最も相同性が高い SIRT1
は、カロリー制限で発現が誘導され（今井眞
一郎 Nature 2000）,寿命やストレスに対する
タンパクの発現を調節することが明らかと
なった。SIRT1 による脱アセチル化は、ヒス
トンや転写因子へ直接結合して脱アセチル
化し、その下流の遺伝子発現調節を行なう。
我々は、腎臓では、特に近位尿細管 SIRT1 が
重要であり、培養近位尿細管細胞の In vitro
における細胞保護作用を報告した（長谷川一
宏、BBRC 2008）。続いて生体における意義
を解明するため、近位尿細管特異的 SIRT1 過
剰発現マウス（Transgenic:Tg）（長谷川一宏、
JBC  2010 ）、 欠 損 マ ウ ス (Condtional 
Knockout; CKO)を作製した。これらの解析は、
SIRT1 遺伝子改変マウスの既報に示した通り、
これまでに既報がなく、極めて新規性が高い。 
 
２． 研究の目的 
以上の研究背景を基に、最近、我々は腎臓

内 Sirt の糖尿病性腎症における意義を明ら
かにした(長谷川一宏、Nat Med ２０１３)。
すなわち Sirt1 は近位尿細管、足細胞に発現
しているが、糖尿病では、高血糖によりまず
近位尿細管のSirt1発現が低下し、その結果、
Sirt1 由 来 の ニ コ チ ン 酸 代 謝 産 物
(nicotinamaide mononucleitide;NMN)の分泌
が減少する。NMNの減少により足細胞のSirt1
発現が低下し、epigenetic 制御により tight 
junction 蛋白 Claudin1 の発現が上昇し、β
-catenin 経 路 活 性 化 に よ り Podocin, 
Synaptopodin などスリット膜やβアクチン
細胞骨格の構成蛋白発現低下を来し、足細胞
の effacement を引き起こして糸球体バリア
機能が障害されアルブミン尿が出現するこ
とを世界に先駆け発表した。 
この研究では、尿細管から糸球体への尿の

流れとは逆行する情報伝達経路を発見した。
すなわちこれまで細胞連関のメデイエータ
ーとしては、炎症関連分子が注目されてきた
が、細胞内ニコチン酸代謝の変化に基づく細
胞代謝産物をはじめて同定した。更に
Epigenome 制御による糸球体スリット蛋白発
現変化を示すことで、腎細胞へのストレス刺
激暴露の反復によりエピジェネテイックス
の変化が生じることで障害が固着するとい
う、病変の不可逆性を分子レベルで解明した
点も独創的である。 
しかしながら、Claudin-1 の病的意義、診

断マーカーとしての有用性については不明
な点が多く、今回新たに検討を行なった。 
 
３． 研究の方法  
我々は、ヒト尿中 NMN 低下を超早期糖尿病

腎症バイオマーカーとして確立し、NMN 補充
療法を展開したいと考える。上述の通り、DN
においては近位尿細管 SIRT1 発現が低下し、

糸球体足細胞に波及し、Claudin-1 発現・ア
ルブミン尿が生じる。この知見をヒトの尿検
体で証明し、患者の尿中claudin-1およびNMN
値の測定を DN 重症度の診断マーカーとして
臨床応用させたい。既に倫理委員会の承認・
患者への口頭・文書による同意を得て、8 検
体の DN（対照：正常）の予備検討を開始して
いる。Sirt1、Claudin-1 抗体を用いたヒト検
体における免疫染色のプロトコールを確立
し、施行した。染色陽性部位を定量し、臨床
学的パラメータ（eGFR,S-Cr,HbA1c,蛋白尿
等）との相関を統計学的に解析した。その結
果、尿細管Sirt1低下とポドサイトClaudin-1
上昇、ポドサイト Claudin-1 上昇と一日蛋白
尿量が相関したため、ヒトでも重要性が示唆
される結果を得た。さらに、以下の方法で腎
臓内と尿中 NMN の測定を進め、NMN の診断マ
ーカーとしての意義を検討した。 
内因性NMN濃度の測定ヒト腎生検検体にお

ける腎臓内 NMN濃度の検討内因性 NMNの励起
現象を利用し、マウスにおける腎内 NMN 濃度
を比較した。糖尿病性腎症を惹起する為、WT、
Tgに STZ (Streptozotocin, 50mg/kg/日 ip. 5
日)および生食（Saline:Sal）投与した。
WT+Sal, WT+STZ, Tg+Sal, Tg+STZ, の４群で
6カ月後の所見を比較した。DN による NMN 低
下（WT+STZ）を近位尿細管 Sirt1TG マウスが
抑制した（Tg＋STZ）。以上から、近位尿細管
から放出され、糸球体（podocyte）に至る NMN
の重要性が示唆された（長谷川一宏、 
Nature Medicine ２０１３）。今後は、ヒト
腎生検検体において、糖尿病性腎症の進行度
と腎内NMN濃度の低下の相関について更に検
討し、NMN の病勢マーカーとしての意義を確
立したい。 
ヒト尿中 NMN 濃度の検討も検討する。すな

わち、上記の臓器内、組織内濃度に加え、NMN
濃度の測定については、既に細胞レベルでも、
Medium や Cytoplasm 共に HPLC による測定系
を確立している。この系を利用し、ヒト尿検
体における尿中NMN濃度の低下と糖尿病進行
度（腎生検、特に電子顕微鏡による尿細管基
底膜や糸球体基底膜肥厚等）との相関につい
ての解析を行う。 
外因性 NMN の近位尿細管から podocyte へ

移行の検討も行なう。ヌクレオチドの一種
NMN は蛋白質ではなく、GFP 等の蛍光標識蛋
白は使用できず、これまで NMN の蛍光標識方
法は報告されていない。我々は ATP・GTP 等
のヌクレオチドの体内動態観察に使用され
る蛍光物質 Mant 基（Methylanthraniloyl 基）
に注目し、初めてMant-NMN合成に成功した。
Mant-NMN を腎動脈から投与したところ、1時
間後に近位尿細管で検出し、2 時間後にポド
サイトに到達し、4 時間後に消退する結果を
得ており、近位尿細管からポドサイトへの移
行が示唆された。今後近位尿細管からの放出
機序やポドサイトへの取り込み機序を明ら
かにし、ヒトへの NMN 補充を行う際の効果的
な投与方法の決定につなげていきたい。 



ヒト腎生検のマイクロダイセクションに
よる検討については、レーザーマイクロダイ
セ ク シ ョ ン (LSM) 検 体 を 用 い 、
methylation-specific PCR(MSP)法を行い、
in vivo での epigenetic な遺伝子調節につい
てマウスで結果を得ている。ヒトでも糖尿病
性腎症において、Sirt1 低下が Dnmt1（DNA メ
チル化酵素１）の活性低下と Claudin-1 遺伝
子の CpG island の脱メチル化を生じ、
Claudin-1 蛋白発現上昇が認められるかを今
後証明し、ヒトにおける新規治療標的として
の意義を、研究遂行する事で、確立する。 
腎生検は、大学病院の腎臓内科として、自

ら検体を十分数で確保できる有利な点を生
かす計画である。又、我々は、独自の LSM を
確立した。既存の LSM は、Cresyl Violet 染
色のみ検体採取が可能であった。しかし、糸
球体や尿細管の細部構造が保たれず、糸球体
と糸球体外の分画が限界であった。一方、PAS
染色に LSM を施行すると、プレパラートから
腎組織が剥離する弱点があったが、本研究の
予備検討を進める過程で、我々は新たに
poly-L-lysine を標本に coating し、剥離を
防ぐ方法の確立に成功した。この方法により、
近位尿細管やボーマン嚢上皮という個別の
細胞毎に採取が可能となった。当 LSM の利点
を生かした研究計画であり、遂行意義は極め
て高いと考える。更に、NMN の補充療法の
施行を目指す。NMN のマウスへの腹腔注射
が肥満による糖代謝異常出現を抑制する事
を、当教室出身者であるワシントン大学吉野
博士が明らかにした（Cell Metab, 2011）。
NMN のヒトへの投与を実施する上で、吉野
博士と討議を行なうスカイプ通信もすでに
研究室に常備・活用しており、連携を密に取
る事で、時間的・経済的ロスを省く研究体制
が既に、十分構築できており、安全性と実用
性を両立し、今後も進めていく。 
 

４． 研究成果  
NAD 依存性脱アセチル化酵素 Sirt1（サー

チュイン）は、カロリー制限で発現が上昇し、
長寿や臓器保護に重要な役割を果たす。我々
は、腎臓では近位尿細管Sirt1が重要であり、
In Vitro の系で細胞保護作用を報告し（長谷
川ら、BBRC 2008）、続いて生体意義を解明す
る 為 、 近 位 尿 細 管 特 異 的 Sirt1 過 剰
（Transgenic:Tg）発現マウス・（長谷川ら、
JBC 2010 ）・ 欠 損 マ ウ ス (Condtional 
Knockout; CKO)を作製した。 
 
更に、我々は、高血圧・腎炎・糖尿病等の

病態の異なる腎障害をマウスに惹起し、
Sirt1 発現変化が最も顕著であった糖尿病性
腎症に着目した。Sirt1 は、通常は近位尿細
管と足細胞(ポドサイト、糸球体の構成細胞)
の双方に発現するが、糖尿病では、まず近位
尿細管 Sirt1 が低下し、その結果 Sirt1 由来
のニコチン酸代謝産物のNicotinamaide Mono 
Nucleitide（NMN)の分泌が減少した。NMN の

減少で足細胞 Sirt1 も低下し、Epigenetic 制
御で本来足細胞に発現していない tight 
junction の構成分子の Claudin1 の発現が上
昇し、足細胞の癒合を引き起こし、蛋白尿が
出現する事を報告した(長谷川一宏、 Nature 
Medicine 2013)。これらは Tg マウスで増悪
し、CKO マウスで増悪を認めた。 
この研究で、尿細管から糸球体への尿流と

逆行する情報伝達経路（尿細管・糸球体連関
と名付けた）を発見した。更に“細胞間連関
のメディエーター”として「炎症関連分子」
がこれまで注目されてきたが、細胞内ニコチ
ン酸代謝の変化に基づく「細胞代謝産物」（当
研究では NMN）をメディエーターとして初め
て同定した。更に、Epigenetic 制御による糸
球体バリア機能の変化を示し、腎細胞へのス
トレス刺激の反復（当研究では高糖負荷）に
より、エピジェネテイックスの変化で障害が
固着する「病変の不可逆性」を腎障害で初め
て解明した。 
上記の成果を下記に論文報告した。その後、

Nat Rev Nephrology の Review Article・新
聞掲載・医療ニュースサイトで取り上げられ
た。更に、アジア太平洋腎臓会議 2014 年に
て YIA を受賞した。 
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