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ビリルビンおよびビリベルジンは NAD(P)H オキシダーゼを制御することにより 
齧歯類における糖尿病性腎症に対して保護効果を示す 
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要約 

我々は先天的に高ビリルビン血症を示すジルベール症候群を併発した糖尿病患者におい

て、腎疾患を含む糖尿病血管合併症の頻度が著しく低いことを見出し、これは糖尿病性腎

症においてビリルビンが有益な効果を示すことを示唆しているものと考えられた。このこ

とを直接的に検証するために、我々は遺伝的に高ビリルビン血症を示す Gunn j/j ラットと

ビリルビンの前駆体であるビリベルジンを投与した糖尿病 db/db マウスが腎症の進展に対

し抵抗性があるか否かを検討した。相方の齧歯類モデル動物は TGF-β1 とフィブロネクチ

ンの発現正常化と共にメサンギウム領域の拡大に対して完全な保護効果が認められ、アル

ブミン尿の減少が確認された。同時に尿中と腎組織における酸化ストレスマーカーの正常

化、および NAD(P)H オキシダーゼ構成蛋白の発現正常化が認められた。培養血管内皮細

胞とヒトメサンギウム細胞においてビリルビンとビリベルジンは著明に NAD(P)H 依存性

のスーパーオキサイド産生を阻害し、そして高血糖およびアンギオテンシン 2 誘導の活性

酸素種産生を阻害していた。総合的に我々の発見はビリルビンとビリベルジンが糖尿病性

腎症に対する保護効果を示し、新たな抗酸化治療へ導かれるであろうことを示唆するもの

である。 

 

諸言 

世界的規模で糖尿病性腎症は末期腎不全の主要因となっている。最近の疫学的調査は糖尿

病性腎症が心血管系イベントリスクの上昇とも関連があることを明らかにしている。要因

となるメカニズムをターゲットにした治療方法を確立することは早急に必要とされている。

近年、酸化ストレスが糖尿病性腎症を含めた糖尿病血管合併症の進展に重要な病原因子で

あるとみなされてきている(1-4)。これまでに累積したエビデンスにより、多くの酸化スト

レスマーカーとなる、蛋白・脂質・DNA が糖尿病動物および患者の腎臓や血管組織におい

て上昇していることが示されてきた(3-5)。しかしながら、様々な既知の抗酸化薬を用いた

ヒトでのトライアルでは、糖尿病性腎症に対する保護作用が示されることはなかった。 

ビリルビンは長年内因性抗酸化物質であると認識されてきた(6)。その構成はヘム異化を含
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む律速酵素であり普遍的に発現したヘムオキシゲナーゼによって介在される。ヘムオキシ

ゲナーゼはヘムの分解に関与し、ビリベルジン、第一鉄、一酸化炭素を産生する。その後

ビリベルジンは速やかにビリベルジン還元酵素によってビリルビンへ変換される。最近、

増加してきたエビデンスでは、ヘムオキシゲナーゼとその反応生成物であるビリルビンは、

酸化ストレス障害に対する細胞保護作用を伴う内因性物質の役割を果たすであろうことを

示唆している(7-9)。ビリルビンの抗酸化作用は非常に効率のよいラジカルスカンベンジ作

用によるものである(6)。一方、最近の報告では疎水性テトラパイロール構造が NAD(P)H

オキシダーゼの活性を阻害している可能性があることを示している(10,11)。特に、我々と

他の研究者は NAD(P)H オキシダーゼの活性化が、糖尿病腎・血管組織における酸化スト

レス上昇の主要因であろうことを示してきた(12-15)。このように我々は、ビリルビンには

糖尿病性腎症において有効な薬効があるであろうと仮説をたてた。これに関連して我々は

最近先天的に高ビリルビン血症を呈するジルベール症候群を伴った糖尿病患者において、

腎症と他の血管合併症の罹患が有意に低値を示し、同様に酸化ストレスマーカーと炎症マ

ーカーも低下していたことを報告した(16)。しかし、この関連研究は必ずしもビリルビン

が、認められた糖尿病性腎症の低い罹患率の原因要素であるとは言いきれていない。そこ

で、この仮説を検証し基本的な分子メカニズムを調査するために我々は、＜1＞遺伝的に高

ビリルビン血症を呈する Gunn ラットが糖尿病発症後の腎症進展に対して抵抗性があるか

否か、＜2＞ビリルビンの前駆体であるビリベルジン投与が、げっ歯類の 2 型糖尿病モデル

マウスである db/db マウスにおける糖尿病性腎症に対して保護的であるか否か、について

の検討を行った。基本的分子メカニズムについてはこれらの実験動物モデルと in vitro で

も検討を行った。 

 

結果 

高ビリルビン血症 Gunn ラット 

糖尿病発症後0, 8, 24週齢の実験的ラットの特質はTable1に記している。4週齢以降の

Gunn j/j ラットおよびGunn j/+ラットの総ビリルビンレベルは一定の状態となる。糖尿病
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発症8週目の総ビリルビン値は糖尿病および非糖尿病のGunn j/+ラットではそれぞれ

0.15±0.02 mg/dlと0.18±0.04 mg/dlであった。一方、糖尿病および非糖尿病のGunn j/j ラ

ットはそれぞれ7.01±0.43 と 9.47±0.04 mg/dlであった(Table 1)。このようなGunn j/jラッ

トにおける著しい血清ビリルビン値の上昇は、間接ビリルビンの上昇を反映したものであ

る。 

糖尿病発症後8(P<0.01)および、24(P<0.001)週間後の糖尿病Gunn j/+ラットは非糖尿病

Gunn j/+ラットに比較すると尿中アルブミン排泄量は著しく増加していた。一方8(P<0.05), 

24(P<0.001)週目の糖尿病Gunn j/jラットは糖尿病Gunn j /+ラットに比較すると、著明に低

い尿中アルブミン排泄量であった(Figure 1)。 

これら高ビリルビン血症の有効な薬効の基本的なメカニズムを調査するために、我々は

全身的酸化ストレスマーカーである8-hydroxy-20-deoxyguanosine(8-OHdG)および

8-epi-prostaglandin F2α(8-epiPG F2α)の尿中排泄量を測定した。尿中8-OHdGおよび尿中

8-epiPG F2aは8週目において非糖尿病Gunn j/+ラットよりも糖尿病Gunn j/+にて有意な

上昇が認められた(Figure 2 a and b)。8週目における糖尿病により誘導された双方の酸化

ストレスマーカーは糖尿病・高ビリルビン血症Gunn j/jラットにおいて完全に抑制されて

おり、そのレベルは非糖尿病Gunn j/+ラットに相当するものであった。 

24週目の腎糸球体および尿細管における8OHdG免疫染色では糖尿病Gunnj/+ラットの

染色強度が非糖尿病Gunn j/+ラットよりも有意に強かった(Figure 2 c-f)。これらの糸球体

と尿細管における8OHdG染色強度の増加は糖尿病Gunn j/jラットにおいて完全に抑制さ

れており、そのレベルは非糖尿病Gunn j/+ラットに相当するものであった。 

さらに我々は腎組織におけるNAD(P)Hオキシダーゼコンポーネント発現の検討を行っ

た。NOX4の発現と限局性を調べるために免疫染色を行った。腎糸球体および尿細管にお

けるNOX4蛋白の染色強度は、非糖尿病Gunn j/+ラットに比較して糖尿病Gunn j/+ラット

ではその強度はより強いものであった(Figure 3 a and b)。NOX4蛋白発現は、ウェスタン

ブロットにおいて非糖尿病Gunn j/+ラットに比較して糖尿病Gunn j/+ラットの腎組織では

有意に発現上昇していた(P<0.001 ; Figure 3 c)。これらの全ての変化は糖尿病Gunn j/j ラ
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ットにおいて非糖尿病Gunn j/+ラットレベルと同等に、完全に抑制されていた。 

Real-time PCRではNOX4および他のコンポーネントであるp22phox, p47phoxの

mRNAレベルでの発現は非糖尿病Gunn j/+ラットに比較して糖尿病Gunn j/+ラットの腎

組織では有意に上昇していた(Figure 3 d-f)。これらの全ての変化は糖尿病Gunn j/j ラット

において非糖尿病Gunn j/+ラットレベルと同等に、完全に抑制されていた。 

我々は糖尿病発症24週後におけるメサンギウム領域の拡大に対する高ビリルビン血症の

影響を検討した。糖尿病Gunn j/+ラットの糸球体構造は非糖尿病Gunn j/+ラットと比較し

てメサンギウム領域の拡大が促進されていた(Figure 4 a)。PAS(periodic acid-Schiff)染色

陽性・非核メサンギウム領域は著明に糖尿病Gunn j/+ラット糸球体にて増加していた

(p<0.001 ; Figure 4 b)。糖尿病Gunn j/j ラットでは完全にメサンギウム領域の拡大が抑制

されていた。 

我々はTGF-β1とフィブロネクチン発現レベルに対する高ビリルビン血症の影響も調べ

た。TGF-β1とフィブロネクチンmRNAおよび蛋白発現レベルは、非糖尿病Gunn j/+ラッ

トに比較して糖尿病Gunn j/+ラットの腎組織では有意に上昇していた(Figure 4 c-f)。糖尿

病Gunn j/j ラットでは上昇するTGF-β1とフィブロネクチンは有意に抑制されていた。 

 

db/dbマウスへのビリベルジン投与の検討 

次に、我々はdb/dbマウスにおける、尿中アルブミン排泄、酸化ストレス、腎メサンギウ

ム領域拡大に対するマウスへのビリベルジン投与が及ぼす影響について検討した。 

 2および12週間のビリベルジン経口投与(5mg/Kg)は体重・血糖値に有意な影響を及ぼさ

なかった(Table 2)。この経口でのビリベルジン投与量では有意に血清ビリルビン値を上昇

させることはなかった。しかしながら同量での腹腔内投与を行った場合、血清ビリルビン

値は投与30分後で若干の上昇を示し、6時間後には元のレベルへと速やかに戻った(data 

not shown)。 

 尿中アルブミン排泄量はビリベルジン投与開始2および12週間後のコントロールdb/+マ

ウスに比較して、未治療db/dbマウスでは有意な上昇を認めた(Figure 5)。ビリベルジン投
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与によってdb/dbマウスにおいて上昇していた尿中アルブミン排泄量は有意に低下してい

た。 

 双方の酸化ストレスマーカーは ( 8OHdG, 8-epiPG F2αの尿中排泄量および免疫染色に

おける8OHdG 腎組織含量）コントロールdb/+マウスに比較して、未治療db/dbマウスでは

有意な上昇を認めた。ビリベルジンを投与することによりこれらの酸化ストレスマーカー

はコントロールレベルにまで完全に正常化した(Figure 6 a-f)。我々はビリベルジンによる

腎組織の細胞内スーパーオキサイド産生に対する影響を、ジヒドロエチジウム(DHE)染色

によって確認した。酸化されたDHEのシグナルは12週齢のコントロールマウスに比較して、

db/dbマウスでは有意に高値を認めた(Figure 6 g-j)。ビリベルジン投与によって酸化DHE

のシグナルはコントロールレベルへ完全に正常化した。そして我々は以前の記述のように

(17)、ルシゲニン化学発光を用いることでNADPHオキシダーゼ活性を評価した。ビリベル

ジン投与により糖尿病で誘導された腎皮質NADPHオキシダーゼの活性化はコントロール

レベルにまで著明に抑制された(Figure 6 k)。 

さらに、NOX4蛋白発現レベルを調べるために免疫染色およびウェスタンブロットを行っ

た。db/dbマウスの腎組織では著明にNOX4蛋白発現レベルは上昇していた。ビリベルジン

投与によりdb/dbマウスにおける全てのこれらの変化は完全にコントロールレベルへと正

常化した(Figure 7 a-c)。 

 NOX4と他のコンポーネントであるp22phox / p47phoxのmRNA発現レベルはコントロ

ールdb/+マウスに比較して、db/dbマウスでは有意な上昇を認めた(P<0.05; P<0.05; 

P<0.05; Figure 7 d–f)。同様に、腎糸球体におけるNADPHオキシダーゼコンポーネントの

mRNA発現はコントロールマウスに比較して、db/dbマウスでは有意な上昇を認めた 

(P<0.01; P<0.01; P<0.01; Figure 7 g–i)。これらの異常所見はビリベルジン投与によって完

全に正常化した。我々はこれらの全てのグループ間でヘムオキシゲナーゼ-1のmRNAレベ

ルを評価したが、著明な変化は見られなかった。 

 24週齢のdb/dbマウス腎組織において、TGF-β1(Figure 8 c and e)とフィブロネクチン

(Figure 8d and f)のmRNA/蛋白 レベル双方の発現上昇を伴って、メサンギウム領域の拡
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大が認められた (P<0.001; Figure 8 a and b)。また、糸球体におけるmRNA発現について

も同様な結果であった(Figure 8 g and h)。これらの異常所見はビリベルジン投与によって

完全に抑制された。 

 

 

in vitro におけるNAD(P)Hオキシダーゼ活性へのビリベルジンおよびビリルビンの影響 

培養ヒトメサンギウム細胞におけるNAD(P)Hオキシダーゼ活性へのビリルビンおよび

ビリベルジンの影響はルシゲニン法によって評価された。48時間のビリベルジンおよびビ

リルビンの前処置によって、容量依存的にNAD(P)H活性は低下した(Figure 9 a and b)。

さらに細胞内の酸化ストレスに関して、以前の記述通り2’,7’-dichlorofluorescein 

diacetate(DCF-DA)染色法を用いて評価した(18)。DCFDAはアンギオテンシン2(100nM)4

時間、および高血糖(450mg/dl) 24時間負荷されたメサンギウム細胞において、コントロー

ルレベルよりも細胞内酸化ストレスが上昇していた(Figure 9 c and d)。これらの細胞内酸

化ストレスの上昇はビリルビンを1時間添加することによって、完全にコントロールレベル

へと正常化した。 

 最後に培養ヒトメサンギウム細胞におけるNOX4 / TGF-β1 / フィブロネクチン 発現へ

のビリベルジンおよびビリルビンの影響について検討した。アンギオテンシン2は時間依存

性にNOX4 mRNA発現を上昇させた(Figuer 10 a)。ビリルビンおよびビリベルジンは完全

にNOX4 mRNA発現上昇を抑制したが、Nアセチルシステインとαリポ酸は最高濃度であ

っても発現抑制を示さなかった。NOX4蛋白発現についても同様にビリルビンおよびビリ

ベルジンによって抑制されていた(Figure 10 b)。アンギオテンシン2により誘導された

TGF-β1およびフィブロネクチン mRNA発現の上昇はNアセチルシステインとαリポ酸添

加での抑制は認められなかったが、ビリルビンおよびビリベルジン添加では完全にmRNA

発現が抑制されていた(Figure 10 c and d)。 
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考察 

この研究では糖尿病性腎症におけるビリルビンの保護効果を明らかにするために、我々は

最初にストレプトゾトシンによる糖尿病誘発ホモ接合体Gunnラットを用いた。このGunn

ラットはウリジン ジホスフェート グルクロノシル トランスフェラーゼ – 1 ( uridine 

diphosphate glucuronosyl transferase-1 ) の遺伝的欠損により間接ビリルビンの上昇を

示す。この研究では高ビリルビン血症を呈する糖尿病Gunn j / jラットは正常ビリルビン糖

尿病Gunn j / +ラットに比較して、有意に尿中アルブミン排泄量が低下していた。さらに糖

尿病Gunn j / j ラットは糖尿病発症後6カ月の時点で最も特徴的な糖尿病性腎症の形態的

変化であるメサンギウム領域の拡大が認められなかったが、糖尿病Gunn j / +ラットでは典

型的なメサンギウム領域拡大が認められていた。TGF-βは糖尿病における細胞外基質の集

積と糸球体の拡大に関与する重要なサイトカインである(19)。我々は糖尿病Gunn j / + ラ

ットにおいて、TGF-βと主要な基質蛋白であるフィブロネクチン発現が上昇するが、その

変化は糖尿病Gunn j / j ラットにて抑制されていたことも確認した。これらの所見は、

Gunn j / j ラットが糖尿病を発症した後に、糖尿病性腎症の機能的および形態的特徴へ進

展するのに対して抵抗性をもちあわせていることを示唆している。次に我々はビリルビン

の前駆体であるビリベルジンの投与による影響を齧歯類の2型糖尿病モデルであるdb/dbマ

ウスを用いて評価した。ビリベルジンはビリルビンよりも比較的に水溶性を示すため、我々

はビリルビンの代わりに経口的に5mg/Kgで投与した。この投与量での経口投与による血清

ビリルビン値に有意な上昇は認められなかった。それでも、この研究では5mg/Kgのビリベ

ルジン経口投与により、db/dbマウスにおけるアルブミン尿およびメサンギウム領域拡大に

対しての保護作用を示した。血清中のビリベルジンは速やかに細胞内へ入り、ビリベルジ

ン還元酵素によって、ビリルビンへ変換される(20)。ビリベルジン投与によるその有益な

効果は、外因性に投与されたビリベルジンから産生されるビリルビンにより、血清でのビ

リルビンおよびビリベルジン濃度が上昇するよりも、細胞内にてそれぞれのレベルが上昇

するからであると考えられる。 

 この研究ではさらに全身的な酸化ストレスマーカー(尿中8OHdG排泄および尿中
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8-epi-PGF2α排泄)・8OHdG免疫染色・（比較的腎組織での活性酸素に対して鋭敏な）DHE

の酸化レベル等で評価することによって、注目すべきこれらの高ビリルビン血症およびビ

リベルジン投与による有益な効果のメカニズムは、酸化ストレスの抑制によるものであろ

うことが示唆された。ビリルビンはラジカル捕捉活性を有していることが認められており

(6)、酸化ストレスの抑制は少なくとも部分的にラジカル捕捉活性によるものである可能性

がある。特に糖尿病Gunn j / j ラットにおいては若干であるが、有意差をもって血清ビリ

ルビン値が非糖尿病Gunn j / j ラットよりも低値となっている。このような糖尿病から誘

導された血清ビリルビン値の低下は、ラジカル捕捉活性によってビリルビンが消費された

ことに反映したものかもしれないが、この仮説を今後さらに明らかにしていかなければな

らない。 

 しかしながらさらに重要なことに、我々はビリベルジン投与が糖尿病腎組織、糸球体そ

してヒトメサンギウム細胞において、NAD(P)Hオキシダーゼ構成蛋白(NOX4 / p22phox / 

p47phox)発現を低下させたことを初めて明らかにした。糖尿病において活性酸素種(ROS)

の産生過多の源泉は正確には定義されていないが、我々と他の研究者らは非貪食細胞系の

NAD(P)Hオキシダーゼが糖尿病動物および糖尿病患者の血管組織においてROS産生亢進

の源泉であろうこと示してきた(12, 13, 15)。非貪食細胞系のNAD(P)Hオキシダーゼは、

NOXファミリー蛋白(gp91phox, NOX1, NOX4)・p22phox・細胞質構成蛋白であるp47phox, 

p67phox, Rac or Rac2(21)により構成されている膜関連性シトクロームb558から成り立っ

ている。NOX4アイソフォームは高発現しているのが発見された腎組織からクローニング

された(22, 23)。腎においてNOX4は主要なROS産生の源泉として、病理的状態の下で役割

を果たしていることが示唆されてきた。我々は以前、STZ糖尿病誘発ラット腎でのROS産

生の亢進は、NOX4発現の亢進がその重要な役割を果たしていることを報告した(24-26)。

Gorinらは糖尿病腎におけるNOX4発現の上昇を明らかにし、さらにアンチセンス オリゴ

ヌクレオチドによるNOX4ダウンレギュレーションにて完全にSTZ糖尿病誘発ラットの腎

臓における酸化ストレスが減衰したことを明らかにした。総合的にこの論文における結果

は、高ビリルビン血症およびビリベルジン投与によりNAD(P)Hオキシダーゼ構成蛋白（特
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にNOX4）発現を抑制することが、糖尿病齧歯類の腎臓における酸化ストレスを抑制する

のに重要な役割を果たしているであろうことを示唆している。また、我々は高ビリルビン

血症およびビリベルジンのNAD(P)Hオキシダーゼ活性抑制効果をルシゲニン化学発光を

用いて確認した。 

血管組織における非貪食系細胞NAD(P)Hオキシダーゼの迅速な活性シグナル機構は十

分に確立されている。生理的制御因子で最も重要なもののひとつがアンギオテンシン2であ

る(28)。アンギオテンシン2は迅速にホスホライペースCを活性化し細胞内カルシウム濃度

およびジアシルグリセロール濃度を上昇させることでプロテインカイネースCの活性化を

引き起こしている。活性化したプロテインカイネースCはp47phoxをリン酸化し、NOX構

成蛋白からの活性酸素のリリースを誘導する。我々と他の研究者らは、高血糖においても

プロテインカイネースC依存性のNAD(P)Hオキシダーゼ活性化による血管内皮細胞およ

び血管平滑筋細胞からの活性酸素産生を刺激することを報告してきた(12-15)。糖尿病状態

において、高血糖および局所レニン-アンギオテンシン系の活性は、糖尿病患者および動物

の腎・血管組織における迅速なNAD(P)Hオキシダーゼ活性を誘導するであろう(29,30)。こ

れまでの報告ではビリルビンの疎水性のテトラパイロール構造がcell free systemにおいて

直接的にNAD(P)Hオキシダーゼ活性を抑制できることを証明している(10)。おそらく制御

成分とNOXファミリーとの相互作用を抑制することによるものと考えられる。この研究で

我々は、培養ヒトメサンギウム細胞におけるNAD(P)Hオキシダーゼ活性と、高血糖および

アンギオテンシン2誘導の活性酸素産生をビリルビン・ビリベルジンが抑制することを示し

た。ビリルビン・ビリベルジンのNAD(P)Hオキシダーゼ構成蛋白発現の抑制効果も同様に

証明した。これら全ての知見はビリルビンとビリベルジンによるNAD(P)Hオキシダーゼ活

性化と発現亢進の双方の阻害作用から、糖尿病腎での酸化ストレスを阻害しているであろ

うことを示唆している。さらにこの研究では、培養メサンギウム細胞において、最大濃度

のNアセチルシステインとαリポ酸等他の抗酸化剤に比較して、よりビリルビンとビリベ

ルジンはアンギオテンシン2誘導のNAD(P)Hオキシダーゼ・TGF-β1・フィブロネクチン発

現亢進予防に効果があったことを明らかにした。詳細なビリルビンとビリベルジンの有益
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な効果の分子メカニズムは今後の研究で解明されるであろう。 

高ビリルビン値を示す群は心血管系疾患および脳卒中の罹患率が低いというエビデンス

が証明されている(31-33)。最近我々はジルベール症候群を併発した糖尿病患者における腎

症および心血管系疾患の罹患率が著明に低値であったことを証明した(16)。ある報告では2

型糖尿病患者における血清ビリルビン値と微量アルブミン尿との関連性を証明している

(34)。これらの疫学的な知見である血清ビリルビンレベルと糖尿病性腎症の有病率の関係

は、この我々の研究知見である高ビリルビン血症とビリベルジン投与が糖尿病性腎症に対

して保護的であるという関係と一致するものである。 

結論として、我々は高ビリルビン血症とビリベルジン投与は糖尿病動物モデルにおいて、

酸化ストレス抑制（少なくとも腎NAD(P)Hオキシダーゼをダウンレギュレートすること

で）により糖尿病性腎症に対して保護作用があることを初めて証明した。この発見は早期

糖尿病性腎症への新たな抗酸化治療へと導かれるであろう。 

 

方法 

動物 

雄のホモ接合体Gunn j / jラットと週齢数の一致したヘテロ接合体Gunn j / +ラットはClea 

Japan, Tokyo, Japanから購入した。8週齢においてGunn j / j ラットの半数(n=10)とGunn 

j / +ラットの半数(n=10)にそれぞれストレプトゾトシン(Sigma, St Louis, MO, USA)を

80mg/Kg腹腔内投与した。投与1または2日後に高血糖が認められ糖尿病への進展が証明さ

れた(血清グルコースレベル>16.7 mmol)。雄のC57BL/KsJ db/dbマウスと週齢の一致した

lean littermates db / +マウスはClea Japan, Tokyo, Japanから購入した。全てのマウス

は九州大学動物センターSPFにて育てられた。飲水と通常の餌(Clea Japan)へのアクセス

は自由であった。12週齢でdb/dbの半数(n=8)とdb/+の半数(n=8)を無作為に選び、ビリベル

ジン(5mg/Kg ; Frontier Scientific, Logan, UT, USA)混餌群とした。もう半数は非混餌群と

して、2および12週間それぞれの餌を摂取させた。粉末にした餌は4℃および遮光の状態で

保存した。全てのプロトコールは九州大学動物実験委員会により審査・承認を得た。 
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ヒトメサンギウム細胞培養 

正常ヒトメサンギウム細胞はLonza(Walkersville, MD, USA)から購入し、5%ウシ胎仔血清 

/  50mg/mlゲンタマイシン / 50μg/ml アンホテリシンBを含んでいるBulletKitを用いて、

加湿 / 5%CO2 / 37℃の条件で培養した。全ての検討はパッセージ4で行った。さらなる詳

細はオンラインサプリメントに記す。 

 

血液および尿の解析 

総ビリルビンと直接ビリルビンの血清濃度が測定され、尿中微量アルブミンおよび尿中酸

化ストレスマーカーを解析するために、代謝ケージを用いて24時間蓄尿の検体が採取され

た。よく撹拌した尿検体は7500g 5分間遠心を行い、解析時まで-80℃にて保管された。これらの解

析に関連する詳細はオンラインサプリメントに記す。 

免疫染色化学 

腎組織における8OHdGとNOX4の免疫染色は以前の記述の通りに行われた。方法はオンラ

イン追加項に記す。 

 

腎組織におけるDHE染色 

腎組織における活性酸素種(ROS)を描出するためにDHE染色が以前の記述の通りに若干の

手順の修飾を加えて行われた。詳細はオンライン追加項に要約す。 

 

糸球体の単離 

マウス糸球体の単離はDynabeads M-450 tosylactivated と Magnetic Particle 

Concentratorを用いて以前の記述通りに行われた。我々は若干手順を修飾した。詳細な方

法はオンライン追加項に記す。 

 

RNAの抽出と定量的rt-PCR 

方法はオンライン追加項に記す。 
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形態学的検討 

PAS陽性および非細胞領域をメサンギウム基質と決定した。詳細な方法はオンライン追加

項に記す。 

 

ウェスタンブロット解析 

方法はオンライン追加項に記す。 

 

NAD(P)H オキシダーゼ活性の測定 

腎皮質組織とメサンギウム細胞ホモジネートにおけるNAD(P)Hオキシダーゼ活性はルシ

ゲニン化学発光法によって評価された。細胞内酸化ストレスはDCFDA法によって測定さ

れた。相方の詳細な方法はオンライン追加項に記す。 

統計学的解析 

全てのデータは平均±SE.で示している。グループ間の解析はスチューデント t 検定を用い

た。群間の多重比較は一元配置分散分析(フィッシャーの PLSD 法)を用いた。P<0.05 を統

計的有意性とみなした。 

 

開示 

 著者らは、いかなる利害対立も存在しないことを宣言する。 
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Table.1 Body weights, blood glucose and serum total / direct bilirubin levels in Gunn j/+ 

 
 and j/j rats at baseline, 8 weeks and 24 weeks after STZ-injection. 

 

       
      j / + j / + j / j j / j 

      Contr (n=10) DM (n=10) Contr (n=10) DM (n=10) 

Weight (g) 
     

 
0w 

 
264.0±3.6 262.5±7.4 248.0±3.5 230.0±9.8 

 
8w 

 
439.0±3.6 278.8±11.1 # 400.0±5.9 219.3±16.6 ## 

 
24w 

 
548.5±11.0 287.0±9.7 # 444.4±6.8 225.0±19.4 ## 

       
Blood glucose level (mg/dl) 

    

 
0w 

 
123.6±2.1 123.9±6.9 123.1±3.7 117.8±9.6 

 
8w 

 
107.9±3.3 550.9±28.4 # 113.0±1.0 518.3±15.8 ## 

 
24w 

 
188.9±12.2 556.3±11.1 # 178.9±9.5 524.4±20.8 ## 

       
Serum total bilirubin level (mg/dl) 

    

 
8w 

 
0.18±0.04 0.15±0.02 9.47±0.04 7.01±0.43 ## 

       
Serum direct bilirubin level (mg/dl) 

    
  8w 

 
0.06±0.01 0.07±0.03 0.64±0.03 0.51±0.03 

       

 
Data are means±SE.  # <0.001 vs j / + Contr;  ## < 0.001 vs. j / j Contr 

 



 

Table.2 Body weights, blood glucose and serum total / direct bilirubin 
 

 
levels in db/+ and db/db mice at baseline, at 2 weeks and 12 weeks after treatment. 

       
      db/+ db/db db/+ db/db 

      (n=8) (n=8) + BVD (n=8) + BVD (n=8) 

Weight (g) 
     

 
0w 

 
28.4±0.4 50.2±0.5 # 29.9±0.7 51.4±0.6 ## 

 
2w 

 
29.7±0.4 51.5±0.5 # 29.8±0.5 51.6±0.4 ## 

 
12w 

 
32.1±0.7 53.9±1.1 # 33.0±0.7 52.9±0.6 ## 

       Blood glucose level (mg/dl) 
    

 
0w 

 
124.6±4.8 474.6±20.5 # 131.3±6.1 483.0±11.2 ## 

 
2w 

 
145.8±3.5  545.9±16.6 # 121.3±8.4 530.1±22.7 ## 

 
12w 

 
154.2±4.4 574.6±13.2 # 145.8±3.5 522.4±43.5 ## 

       Serum total bilirubin level (mg/dl) 
    

 
0w 

 
0.74±0.08 0.70±0.05 0.74±0.07 0.76±0.06 

 
2w 

 
0.98±0.03 0.99±0.04 0.95±0.03 0.98±0.03 

       Serum direct bilirubin level (mg/dl) 
    

 
0w 

 
0.26±0.05 0.24±0.03 0.25±0.02 0.26±0.02 

  2w 
 

0.22±0.02 0.20±0.02 0.21±0.03 0.21±0.02 

       

 
Data are means±SE. # < 0.01 vs. non-treated db /+, ## < 0.01 vs. treated db /+  
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図表の説明 

Fig.1 

糖尿病発症後 8, 24 週齢のホモ接合体(n=10)およびヘテロ接合体(n=10)の Gunn ラットに

おける尿中微量アルブミン/クレアチニン比。24 時間蓄尿検体は代謝ケージにて採取され

た。よく撹拌した尿検体は 7500g 5 分間遠心を行い、解析時まで-80℃にて保管された。尿

中微量アルブミン/クレアチニン比(mg/g creatinine)は方法で記述している通りに測定した。

結果は平均値±SE で示す。*P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001. Contr, 非糖尿病群。DM, ス

トレプトゾトシン誘導による糖尿病群。Ur Alb/Cr, 尿中アルブミン/クレアチニン比。 

 

Fig.2 

糖尿病発症後 8, 24 週齢のホモ接合体(n=10)およびヘテロ接合体(n=10)の Gunn ラットに

おける尿中酸化ストレスマーカー。(a) 尿中 8-hydroxy-20-deoxyguanosine (8-OHdG)排泄

(μg/g creatinine)、(b) 尿中 8-epi-prostaglandin F2α(8-epi-PGF2α)排泄 (μg/g creatinine)、

は方法で記述している通りに測定した。結果は平均値±SE で示す。*P<0.05; **P<0.01; ***  

腎 8OHdG 免疫染色解析。腎 8OHdG 含量は免疫染色によって解析された。非糖尿病ヘテ

ロ接合体群(Gunn j/+)、糖尿病ヘテロ接合体群(Gunn j/+)、非糖尿病ホモ接合体群(Gunn j/j)、

糖尿病ホモ接合体群(Gunn j/j)の(c)糸球体 (d)尿細管の代表的な画像を示している。(e)腎糸

球体と(f)尿細管における 8OHdG の免疫染色強度は Scion imaging software(Scion, 

Frederick, MD)を用いて半定量的解析を行った。結果は非糖尿病ヘテロ接合体 Gunn j/+ラ

ットレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。*** P<0.001. Contr, 非糖尿病群。

DM, ストレプトゾトシン誘導による糖尿病群。 

 

Fig.3 

腎組織における NOX4 蛋白の免疫染色解析。写真は(a)糸球体と(b)尿細管の代表的画像を

示しており、それぞれのグループ(n=10)において同様の結果が得られている。NOX4 蛋白

レベルはウェスタンブロットにより解析した。(c)写真は腎組織におけるウェスタンブロッ
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トの代表的画像である。NOX4 蛋白レベルは β アクチンで補正し、結果はコントロールの

非糖尿病ヘテロ接合体 Gunn j/+ラットレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。

*** P<0.001. 

腎組織における NOX4、p22phox、p47phox mRNA レベルを示す。トータル RNA は糖

尿病発症後 24 週齢のそれぞれのグループ(n=10)のラット腎から抽出した。(d,e,f)NOX4、

p22phox、p47phox mRNA レベルは real-time RT-PCR にて測定された。mRNA レベル

は β アクチンで補正し、結果はコントロールの非糖尿病ヘテロ接合体 Gunn j/+ラットレベ

ルに対しての平均パーセンテージ±SEで示す。*P<0.05; **P<0.01 Contr, 非糖尿病群。DM, 

ストレプトゾトシン誘導による糖尿病群。 

 

Fig.4 

(a,b)ホモ接合体およびヘテロ接合体の Gunn ラットにおけるメサンギウム領域拡大。糖尿

病発症 24 週後に腎組織切片に PAS 染色を行った。写真は非糖尿病ヘテロ接合体群(Gunn 

j/+)(n=10)、糖尿病ヘテロ接合体群 (Gunn j/+)(n=10)、非糖尿病ホモ接合体群 (Gunn 

j/j)(n=10)、糖尿病ホモ接合体群(Gunn j/j)(n=10)からの検体で代表的な画像を示している。

Scion imaging software(Scion, Frederick, MD)を用いて半定量的解析を行った。結果は非

糖尿病ヘテロ接合体 Gunnj/+ラットレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。 

*** P<0.001. (c,d,e,f) TGF-β1 とフィブロネクチン mRNA および蛋白レベル。トータル

RNA と蛋白は糖尿病発症後 24 週齢のそれぞれのグループ(n=10)のラット腎から抽出した。 

(c,d) TGF-β1 とフィブロネクチン mRNA レベルは real-time RT-PCR にて測定された。

mRNA レベルは β アクチンで補正し、結果はコントロールの非糖尿病ヘテロ接合体

Gunnj/+ラットレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。(e,f) TGF-β1 とフィブ

ロネクチンの蛋白レベルはウェスタンブロットにて解析した。写真は腎組織における

TGF-β1 とフィブロネクチンのウェスタンブロットの代表的画像である。蛋白レベルは β

アクチンで補正し、結果はコントロールの非糖尿病ヘテロ接合体 Gunnj/+ラットレベルに

対しての平均パーセンテージ±SE で示す。*P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001. Contr, 非糖
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尿病群。DM, ストレプトゾトシン誘導による糖尿病群。 

 

Fig.5 

db/+(n=8), db/db(n=8) マウスにおけるビリベルジン治療による尿中微量アルブミン/クレ

アチニン比への影響。ビリベルジンは 5mg/Kg の投与量で db/db, db/+マウスの 12 週齢か

ら 2 週間および 12 週間投与した。 24 時間蓄尿検体は代謝ケージにて採取された。よく撹

拌した尿検体は 7500g 5 分間遠心を行い、解析時まで-80℃にて保管された。尿中微量アル

ブミン/クレアチニン比は方法で記述している通りに測定した。*P<0.05; **P<0.01;  

*** P<0.001. BVD, ビリベルジン治療群。 Ur Alb/Cr, 尿中アルブミン/クレアチニン比。 

 

Fig.6 

ビリベルジン治療による尿中 8OHdG 排泄、8-epi-PGF2α 排泄への影響。(a)尿中 8OHdG 

(μg/g creatinine)、(b) 尿中 8-epi-PGF2α(μg/g creatinine)排泄は 2 および 12 週間の治療の

後に方法に記述した通りに測定した。結果は平均値±SE で示す。 

(全てのグループは n=8) *P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001. 

腎 8OHdG 免疫染色解析。腎 8OHdG 含量は免疫染色によって解析された。写真は未治療

db/+マウス群(n=8)、未治療 db/db マウス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/+マウス群(n=8)、

ビリベルジン治療 db/db(n=8)群の(c)糸球体 (d)尿細管の代表的な画像を示している。(e)腎

糸球体と(f)尿細管における 8OHdG の免疫染色強度は Scion imaging software(Scion, 

Frederick, MD)を用いて半定量的解析を行った。結果は未治療 db/+マウスレベルに対して

の平均パーセンテージ±SE で示す。*P<0.05; *** P<0.001. 

腎組織における ROS 産生に対するビリベルジン治療の影響を DHE 染色により描出した。

写真は未治療 db/+マウス群(n=8)、未治療 db/db マウス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/+マ

ウス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/db マウス群(n=8) の(g)糸球体 (h)尿細管の代表的な画

像を示している。(i,j)腎糸球体および尿細管における DHE 酸化の発光強度は Scion 

imaging software(Scion, Frederick, MD)を用いて半定量的解析を行った。結果は未治療
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db/+マウスレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。 *** P<0.001. 

(k)未治療 db/+マウス群(n=8)、未治療 db/db マウス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/+マウ

ス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/db 群(n=8)の腎皮質における NADPH オキシダーゼ活性

分析。5 分間バックグランドの割合を規定した後に NADPH が加えられ、Flex Station3

によりルシゲニン化学発光の上昇をモニターした。結果は平均値±SE で示す。*P<0.05; 

**P<0.01. vs. 未治療 db/db マウス群 

 

Fig.7 

腎組織におけるビリベルジン治療による NOX4 蛋白発現レベルへの影響。腎組織における

NOX4 蛋白発現レベルの免疫染色による解析。写真は(a)糸球体と(b)尿細管の代表的画像を

示しており、それぞれのグループ(n=8)において同様の結果が得られている。 

(c)NOX4 蛋白レベルをウェスタンブロットにより解析した。NOX4 蛋白レベルは β アクチ

ンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。

*** P<0.001. 

腎組織における NOX4、p22phox、p47phox mRNA レベルを示す。トータル RNA は 12

週間のビリベルジン治療後のそれぞれのグループ(n=8)のマウス腎から抽出した。 (d,e,f) 

mRNA レベルは real-time RT-PCR にて測定された。NOX4、p22phox、p47phox mRNA

レベルは β アクチンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対しての平均パーセンテ

ージ±SE で示す。(全てのグループは n=8) *P<0.05; *** P<0.001. 腎糸球体における NOX4、

p22phox、p47phox mRNA レベルを示す。トータル RNA は 12 週間のビリベルジン治療

後の腎糸球体から抽出した。(g,h,i)それぞれの腎糸球体から抽出された NOX4、p22phox、

p47phox mRNA レベルは real-time RT-PCR にて測定された。mRNA レベルは β アクチ

ンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。

(全てのグループは n=8) **P<0.01.  

Fig.8 

(a,b)ビリベルジン治療によるメサンギウム領域拡大への影響。12 週間の治療の後に腎切片
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へ PAS 染色を行った。写真は未治療 db/+マウス群(n=8)、未治療 db/db マウス群(n=8)、ビ

リベルジン治療 db/+マウス群(n=8)、ビリベルジン治療 db/db マウス群(n=8) の代表的な

画像を示している。メサンギウム領域の半定量的解析。結果は未治療 db/+マウスレベルに

対しての平均パーセンテージ±SE で示す。*** P<0.001. (c,d,e,f) TGF-β1 とフィブロネクチ

ン mRNA および蛋白レベル。トータル RNA と蛋白は 12 週間のビリベルジン治療後のそ

れぞれのグループ(n=10)のマウス腎から抽出した。(すべてのグループは n=8) (c,d) TGF-β1

とフィブロネクチン mRNA レベルは real-time RT-PCR にて測定された。mRNA レベル

は β アクチンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対しての平均パーセンテージ

±SE で示す。(e,f) TGF-β1 とフィブロネクチンの蛋白レベルはウェスタンブロットにて解

析した。写真は腎組織における TGF-β1 とフィブロネクチンのウェスタンブロットの代表

的画像である。蛋白レベルは β アクチンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対し

ての平均パーセンテージ±SE で示す。*P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001.  

腎糸球体における TGF-β1 とフィブロネクチン mRNA 発現レベル。 (g,h) 腎糸球体から

抽出された TGF-β1 とフィブロネクチン mRNA は real-time RT-PCR にて測定された。

mRNA レベルは β アクチンで補正し、結果は未治療 db/+マウスレベルに対しての平均パ

ーセンテージ±SE で示す。*P<0.05; **P<0.01. 

 

Fig.9 

(a)ビリルビンと(b)ビリベルジンの培養ヒトメサンギウム細胞における NAD(P)H オキシ

ダーゼ活性への影響。ビリルビンまたはビリベルジンは 48 時間それぞれの濃度でインキュ

ベートした。5 分間バックグランドの割合を規定した後に NADPH が加えられ、Flex 

Station3 によりルシゲニン化学発光の上昇をモニターした。結果は平均値±SE で示す。

*P<0.05; **P<0.01. vs. NADPH  培養ヒト大動脈内皮細胞における(c)アンギオテンシン2

お よ び (d) 高 血 糖 刺 激 に よ る ROS 産 生 上 昇 に 対 す る ビ リ ル ビ ン の 影 響 は

2’,7’-dichlorofluorescein diacetate(DCF-DA)染色によって評価された。得られた蛍光画像

はフォトショップソフトを用いてグレースケールへ変換し、蛍光強度は NIH イメージソフ
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トを用いることで定量化した。結果はコントロール群に対しての平均パーセンテージ±SE

で示す。*P<0.05; **P<0.01. 

 

Fig.10 

ビリルビンとビリベルジンの培養ヒトメサンギウム細胞におけるアンギオテンシン 2 (100 

nmol/l)刺激による(a) NOX4 / (c) TGF / (d) フィブロネクチン mRNA 発現への影響。抽出

された mRNA は real-time RT-PCR にて測定された。mRNA レベルは β アクチンで補正

し、結果は未治療コントロールに対しての平均パーセンテージ±SE で示す。*P<0.05; 

**P<0.01; *** P<0.001. (b)NOX4 蛋白レベルはウェスタンブロットにて解析した。蛋白レ

ベルは β アクチンで補正し、結果はコントロールレベルに対しての平均パーセンテージ

±SE で示す。*P<0.05 vs Ang II 
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研究デザインおよび方法 

ヒトメサンギウム細胞・培養 

ほぼコンフルエントの状態となったヒトメサンギウム細胞(NHMC)の細胞増殖を停止およ

び同期させるために24時間 BulletKitでインキュベートした。この後に5%FBSとアンギオ

テンシン2(AngII)100nMを加えた新しいBulletKitへメディウム交換した。NHMCへAngII

と同様に1μMビリルビン(Sigma, St Louis, MO)、1μMビリベルジン、5mM Nアセチル

システイン(Sigma,St Louis, MO)、 100μM α-リポ酸 (Sigma, St Louis, MO)をそれぞ

れ添加し、6, 12, 18 24 時間インキュベートした。 

 

血液・尿検査 

血清総ビリルビン・直接ビリルビン濃度は市販の測定キットを用いて測定した(Wako, 

Osaka, Japan)。尿中アルブミン濃度はラット・マウス アルブミンELISAキットにて測定

(AKRAL-120 or 121; Shibayagi, Gunma, Japan)。酸化ストレスによるDNA損傷から生じ

る主要な産物である尿中8-OHdGは、DNAグアニン塩基の8ヒドロキシレーション(水酸化)

後に酵素的切断で生じるものである。以前報告したのと同様に、競合的ELISAキット

(8OHdG Check; Japan Institute for the Control of Aging, Fukuroi, Japan)を用いて測定

した(4)。尿中8-epi- PG F2α 濃度は尿中イソプラスタンELISAキット(MED.DIA s.r.l., 

Italy)を用いて測定した。これらの尿の検討結果は尿中クレアチニン値による補正を行って

いる。 

 

免疫組織染色 

腎組織の8-OHdGとNOX4の免疫染色は以前の報告同様に行った(24)。腎組織の8-OHdGの

陽性領域はフォトショップのソフトを用いてグレースケールに変換し、8-OHdG陽性領域

の明度はScion imaging software(Scion, Frederick, MD)を用いて定量的解析を行った。

8-OHdG陽性領域の半定量的解析を行うために切片をコード化し、実験プロトコールと無

関係な観察者によりとり行うようにした。マウス・ラットはそれぞれ4つの実験群に分けら
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れ、30箇所の糸球体と尿細管領域を観察し、形態計測解析のために平均化していった。 

腎組織におけるジヒドロエチジウム(DHE)染色 

腎糸球体と尿細管でのROSを描出するためにDHE (Invitrogen, Carlsbad, CA)染色を行っ

た。(dimethyl sulfoxideで100 mg/mlとして4℃保存。使用直前にPBSを用いて 2.5μg /

μl へ希釈。) ワーキング溶液をホイルで遮光した1mlシリンジへ移し、イソフルラン麻酔

下マウスへ300μlを頸静脈より静脈投与した。DHE投与90分後に麻酔下マウスの左心室よ

り4%ホルムアルデヒド40mlを灌流させた。固定の後、腎臓を15μmの厚さでスライスし

スライドグラスに載せた。これらの切片は蛍光顕微鏡にて観察した(BZ-9000, Keyence, 

Osaka, Japan)。エチジウムブロマイドの検出のために、励起510-550nmと発光>580nm

を蛍光顕微鏡にて評価した。DHE酸化領域の画像はフォトショップのソフトを用いてグレ

ースケールに変換し、強度はScion imaging software(Scion, Frederick, MD)を用いて定量

的解析を行った。DHE酸化領域の発光強度の半定量的解析を行うために切片をコード化し、

実験プロトコールと無関係な観察者によりとり行うようにした。マウス・ラットはそれぞ

れ4つの実験群に分けられ、30箇所の糸球体と尿細管領域を観察し、形態計測解析のため

に平均化していった。 

 

糸球体単離 

マウスの糸球体単離は以前に報告された通りにとりおこなった(36)。マウスを麻酔し、8 x 

107 Dynabeads M-450 tosylactivated (Dynal A.S., Oslo,Norway)を40mlのPBSで希釈し、

左心室より還流した。腎臓を摘出し、1mm3四方のミンチにし3mgのCollagenase Aと 

300ug Deoxyribonuclease I(RocheDiagnostics GmbH, Mannheim, Germany) を 3ml 

HBSS(Invitrogen, Grant Island, NY)へ混合し、37℃30分間で軽くかき混ぜてインキュベ

ートした。コラゲナーゼによって消化された組織は扁平なすりこぎを用いて丁寧に100μm

のcell strainer(BD Bioscience, Stockholom, Sweden)へ圧迫して通した。通過した細胞は

もう一度新たなcell strainerを圧迫せずに通過させ、そのcell strainerを10mlのハンクス液

で洗浄した。細胞懸濁液は200g 5分で遠心分離した。上清を除去し細胞のペレットを2ml
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のハンクス液でサスペンドした。最後にダイナビーズを含んでいる糸球体はMagnetic 

Particle Concentrator (Dynal A.S., Oslo, Norway)によって集められた。液体の吸引の後

に、チューブの壁を300μlのハンクス液で洗浄し糸球体を回収した。吸引された液体は再

利用し、上記の手順を少なくとも5回は繰り返して行った。 

 

RT-PCR 

Total RNAはIsogen(Nippon Gene, Tokyo,Japan),を用いて凍結腎検体から抽出した。また、

ヒトメサンギウム細胞とマウス糸球体においてはRNeasy Mini Kit (QIAGEN, 

Chatsworth,CA)を用いて抽出した。抽出した4μgのRNAはSuperscript Ⅲ reverse 

transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて一本鎖cDNAへ変換した。mRNA発現レ

ベルはBio-Rad Chromo 4/Opticon system の機器により、iTaq SYBR Green mix 

(Bio-Rad, Hercules, CA)を用いてquantitative RT-PCRを行い定量した。プライマーは以

下の通りである。 

ラット:  

NOX4, 5′- GGGCCTAGGATTGTGTTTGA-3′ (sense) and  

5′-CTGAGAAGTTCAGGGCGTTC-3′ (antisense);  

p22phox, 5′-TGTTGCAGGAGTGCTCATCTGTCT-3′ (sense) and 

5′-AGGACAGCCCGGACGTAGTAATTT-3′ (antisense); 

p47phox, 5′-AGCTCCCAGGTGGTATGATG-3′ (sense) and 

 5′-ATCTTTGGCCGTCAGGTATG-3′ (antisense);  

TGF-β1, 5′-ATACGCCTGAGTGGCTGTCT -3′(sense) and  

5′-TGGGACTGATCCCATTGATT -3′ (antisense);  

fibronectin, 5′-GAAAGGCAACCAGCAGAGTC -3′(sense) and 

 5′-CTGGAGTCAAGCCAGACACA -3′ (antisense);  

β-actin, 5′-AGCCATGTACGTAGCCATCC -3′(sense) and 

 5′-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3′ (antisense). 
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マウス: 

NOX4, 5′-ATTTGGATAGGCTCCAGGCAAAC-3′ (sense) and 

5′-CACATGGGTATAAGCTTTGTGAGCA-3′ (antisense); 

p22phox, 5′-TGGCTACTGCTGGACGTTTCAC-3′ (sense) and 

5′-CTCCAGCAGACAGATGAGCACAC-3′ (antisense);  

p47phox, 5′- ATACTTCAACGGCCTCATGG-3′ (sense)  

and 5′-CTGTTCCCGAACTCTTCTCG -3′ (antisense);  

TGF-β1, 5′-GCAGTGGCTGAACCAAGGA -3′(sense) and  

5′-GCAGTGAGCGCTGAATCGA -3′ (antisense);  

fibronectin, 5′-ACATGGCTTTAGGCGGACAA -3′(sense)  

and 5′-ACATTCGGCAGGTATGGTCTTG -3′ (antisense); 

β-actin, 5′-TGACAGGATGCAGAAGGAGA -3′(sense)  

and 5′-GCTGGAAGGTGGACAGTGAG-3′ (antisense). 

ヒト: 

NOX4, 5′- CTTCCGTTGGTTTGCAGATT-3′ (sense) and  

5′- TGGGTCCACAACAGAAAACA-3′ (antisense); 

TGF-β1, 5′- TCTCCGACCTGCCACAGAT-3′(sense) and  

5′- GTATCCCACGGAAATAACCTAGATG-3′ (antisense);  

fibronectin, 5′- ACCAACCTACGGATGACTCG-3′(sense) and  

5′- GCTCATCATCTGGCCATTTT-3′ (antisense); 

β-actin, 5′- GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3′(sense) and  

5′- AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3′ (antisense). 

 

それぞれのmRNA発現レベルはハウスキーピング遺伝子のβアクチンによって補正してい

る。 
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形態学的検討 

それぞれの切片は糖尿病発症後24週目Gunnラットのホモ接合体とヘテロ接合体から取り

出してきたものおよび、24週齢のdb/db, db/+マウス(12週間の治療後の検体)から取り出し

てきたものである。糸球体の形態解析のために切片へPAS染色が行われた。メサンギウム

基質はメサンギウム領域におけるPAS陽性で核のない領域とした。PAS陽性・無核領域の

画像はフォトショップのソフトを用いてグレースケールに変換し、強度はScion imaging 

software(Scion, Frederick, MD)を用いて定量的解析を行った。メサンギウム領域拡大の半

定量的解析を行うために切片をコード化し、実験プロトコールと無関係な観察者によりと

り行うようにした。マウス・ラットはそれぞれ4つの実験群に分けられ30箇所の糸球体を

観察し、形態計測解析のために平均化していった。 

 

ウェスタンブロット 

NOX4, TGF-β1, fibronectinのウェスタンブロットを行うため、腎組織を溶解バッファー

(0.25 M sucrose, 1 mM EDTA)に入れホモジナイズして、5分間16000rpm遠心した。蛋白

濃度はBCATM Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, IL, USA)を用いて測定した。

SDSポリアクリルアミドゲル(7.5% for NOX4 and TGF-β1 : 5% for fibronectin) の各レー

ンへ50-100μgの蛋白をアプライした。そして、PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories 

Inc., Hercules, California, USA)へ転写した。非特異的結合域のブロッキングの後、rabbit 

polyclonal anti-NOX4 (1:1500 ; ab60940; Abcam), rabbit polyclonal anti-TGF-β1 

(1:1000 ; ab53169; Abcam,Cambridge, UK), mouse monoclonal anti-fibronectin 

(1:2500 ; #610077; BD Bioscience, San Jose, CA)のそれぞれの抗体を4℃オーバーナイト

にてインキュベートした。二次抗体として、HRP結合したsheep anti-mouse IgG antibody 

(1:5000; Amersham Pharmacia Biosciences, Buckinghamshire, UK) または donkey 

anti-rabbit IgG antibody (1:5000; Amersham Pharmacia Biosciences, Buckinghamshire, 

UK)を使用した。描出にはECL Plus system (Amersham Pharmacia Biosciences, 

Buckinghamshire, UK)を使用した。 
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フリーラジカルの測定 

正常ヒトメサンギウム細胞(NHMC)はLonza (Walkersville, MD)から購入した。NHMCは

5%FCS加BulletKit(Lonza)で培養した。実験にはPassage2-4の細胞を使用した。細胞で産

生されたスーパーオキサイドアニオンルシゲニン化学発光によって検討した。各濃度のビ

リルビン・ビリベルジンをNHMCへ添加し48時間培養した。それらをトリプシンにて剥が

し、モディファイドしたHEPESバッファーにてホモジナイズした。以下を含む ＜

(mmol/L) NaCl 140, KCl 5, MgCl2 0.8, CaCl2 1.8, Na2HPO4 1, HEPES 25, and 1% 

glucose (pH 7.2)＞ 。マウスからの腎皮質組織は上記のバッファーを用いてホモジナイズ

し、16,000rpmで15分遠心した。記録の直前にNADPH (100 μM) と 暗順応したルシゲニ

ン (10 μM)を細胞および組織のホモジネートへ加えた。発光は10分間10秒おきに測定され、

relative light unitsで表された。実験はそれぞれトリプリケートで行われた。それぞれの

実験でポジティブコントロールとしてNADPHを添加し、化学発光の記録を行う前に

DPI(10 μM)が加えられた。スーパーオキサイド産物は蛋白1gあたりのrelative light units

で表している。蛋白濃度はBCATM Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, IL, USA)を

用いている。 

細胞内のROS産生はDCF-DA (Molecular Probes, Eugene, OR) 染色法にて評価した。細胞

がほぼコンフルエントになった時点で、1%FBS / 100mg/dl グルコース加のDulbecco’s 

modified Eagle’s mediumへメディウムを交換し、24時間培養した。その後予め設定した

間隔でテストメディウムへ交換し、phenol-red free Hanks液で洗浄した。その後（フリー

に細胞を通過して細胞内のオキシダントと相互作用し、蛍光化合物DCFを形成する）非蛍

光化合物のDCF-DA(2 μM)を添加した。20分後DCF蛍光のデジタル画像は蛍光顕微鏡

(Olympus, Tokyo, Japan)で撮影。488nm励起光(アルゴンレーザー)、515nm発光フィルタ

ーを用いた。得られた蛍光画像はフォトショップソフトを用いてグレースケールへ変換し、

蛍光強度はNIHイメージソフトを用いることで定量化した。 
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