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論文内容の要旨

近年,糖尿病性腎症はその雁患人口の急激な増加とともに,日本においても新規透析導入患者数において慢性

糸球体腎炎を抜き第一位を占めるなど医学的,医療経済的に今後の重要課題の一つとなってきている｡

一般的に糖尿病性腎症も含めて糸球体疾患は最終的に糸球体細胞数の低下とともに細胞外基質の増加,線維化

が認められ,いわゆる糸球体硬化の様相を呈す｡しかしそのメカニズムはまだ解明されていない｡最近,IgA腎

症などの糸球体腎炎疾患において増加した細胞を削除する役割としてアポトーシスが関与していることが報告さ

れている｡糖尿病性腎症では尿細管におけるアポトーシスに関しては報告を認めるが糸球体に関して血まとんど

報告されていない｡

最近,2型糖尿病を自然発症する動物モデル(OLETFラット)が開発された｡この動物モデルは約20適齢で高

血糖を呈し,緩徐に糖尿病を発症する｡そして特筆すべきは腎臓の病理学的所見が人簡の糖尿病性腎症の進展過

程に類似していることである｡本研究の目的はこのモデルを用い糖尿病性腎硬化症の進展にともなう細胞数減少

におけるアポトーシスの関与を検討することである｡

対象と方法

糖尿病自然発症ラット(OLETFラット)とコントロールラット(LETOラット)を生後過齢6週より当院飼育

室にて飼育(室温23±2℃,湿度55±5%,昼夜12時間交代)｡食餌は一般的なラット用の餌を与え過齢10過,30

i乱 50過,70週にてそれぞれ各8匹sacrifice施行し腎臓を摘出し腎重量を測定した後分割,ホルマリン,グルター

ルアルデヒド,凍結にて固定しその後病理学的検討をした｡繭痙学的痍討ではPAS染色により細胞数と糸球体

面積を測定し,Insitunickend-1abeling(TUNEL)法とTaqpolymerase-b?Sedinsituligation法と電子顕微

鏡にてアポトーシス細胞の有無と糸球体基底腱ゐ検討を,免疫染色では細胞分裂,増殖の指標であるPCNA法,

アポトーシス抑制の指榛であるBcl-2,アポトーシ女促進の指標である由Ax,をそれぞれに施行した｡各切片に

て50個の糸球体を検討した｡

結果

10過齢においては体重,血糖値はOLETFラッごトとL如0ラットに差は認めないが,30適齢以降はOLETFラッ

トのはうが,体重,血糖値ともに有意に増加していた｡糸球体の病理学的所見に関してはLETOラットが適齢を

通じてほとんど変化しないのに対してOLETFラットは30適齢以降には細胞外基質,細胞数の増加とともに糸球

体面積の有意な増加いわゆる糸球体肥大を認め,70週齢には細胞数の減少とともに硬化病変が出現した｡糸球体

基底膜に関しても30週齢以降,OLETFラットに有意な肥厚を認めた｡この病理学的変化は人の糖尿病性腎症の

変化と類似していた｡PCNA陽性細胞数はLETOラットよりOLETFラットの方が10週齢より50適齢まで有意に



多いが,10週齢が最高値で次第に低下,70適齢でははぼ同数となっている｡週齢を経て行くはどに細胞の増殖能

が低下していくことを示していると思われる｡アポトーシス細胞,TUNEL陽性細胞,insituligation陽性細

胞はLETOラットにおいてははとんど,どの過齢においても認められなかった｡OLETFラットでは初期の適齢

(10過齢～30週齢)では同様に認められないが,TUNEL陽性細胞数は,50適齢では全体の細胞数における0.38±

0.14%,70過齢では0.55±0.25%認め,in situligation陽性細胞は50過齢では全体の細胞数における0.13±0.22%,

70適齢では0.27±0.33%認めた｡TUNEL陽性,in situligation陽性を示した細胞をタイプ別に検討してみると,

どちらも多い順にメサンギウム細胞,内皮細胞∴上皮細胞であちた(64vs34vs.4%,68vs.30v占.2%)｡ま

た電子顕微鏡においてもOLETFラットにおいてナホトーシス細胞をそれぞれのcelltypeにおいて観察,認めた｡

アポトーシス抑制の指標であるBcト2免疫染色陽性細胞数は初期の10過齢｢30適齢においてOLETFラットの方が

増加していたが後期(50-70過齢)においてはLETOラットとほぼ同数セあった｡アポトーシス促進の指標であ

るBAX免疫染色陽性細胞数は後期(50-70過齢)にOLETFラットが有意に増加していた｡その為BAX/Bcl-2の

割合はOLETFラットにおいて後期になる程増加していた｡

考察

今回の動物モデル,OLETFラットの糸球体細胞数は初期には増加を認めるが中期から後期に減少していく｡

この動物モデルは後期まで腎機能の低下は認めなかった｡その為このモデルは人における比較的早期から中期の

糖尿病性腎症をモデルしていると思われる｡人の糖尿病性腎症では初期の糸球体細胞数増加に関しては論議の分

かれるところである｡人における糖尿病発症早期における腎生検が少数であることに起因していると思われる｡

PCNA陽性細胞数の初期の増加と中期から後期のアポトーシス促進因子であるBAXと抑制因子であるBcl-2の割

合(BAX/Bcl-2)の増加,アポトーシス細胞(TUNEL陽性細胞･Taq陽性細胞数)の増加,電子顕微鏡による

アポトーシス細胞の確認は糸球体細胞の減少にアポトーシスが関与していることを示唆している｡またこの細胞

数減少の持続が人の糖尿病性腎症後期の腎硬化につながると思わ~れる｡今後このアポトーシス促進因子であるB

AX蛋白発現の抑制などアポトーシス発現の阻害が糖尿病性腎硬化症の治療につながると思われる｡

結盲吾

糖尿病自然発症ラットにおいて糸球体細胞数の減少にアポトーシスが関与しており,アポトーシス促進因子で

あるBAX蛋白の発現がその重要な役割を果たしていることが判明した｡これは現在有効な治療法が確立されて

いない糖尿病性腎症の新たな治療戦略を構築する上で有用な所見であると考えられる｡

論文書査の結果の要旨

申請者 村田一知朗は,糖尿病性腎症動物モデルを用いて糖尿病性腎硬化症進行にアポトーシスが関与してい

ることを示した｡これは今後糖尿病性腎症治療の進歩に少なからず寄与するものと認める｡
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