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【緒言】 
1. 背景 
糖尿病性腎症と透析療法 

2019年に行われた日本透析医学会での統計調査において、透析療法を受けている患
者の原疾患で糖尿病性腎症が 39.1%と最多である 1。透析療法に年間 1兆 6000億円の
医療費がかかっていると推計されており、原疾患最多である糖尿病性腎症の治療法の確
立は、学術的意義はもとより医療経済的意義としても重要である。 
糖尿病性腎症の成り立ち 
糖尿病性腎症の発症には多岐にわたる因子が関与しているが、高血糖に伴う代謝性因

子と腎内血行動態異常を引き起こす内分泌性・血管作動性因子が大きい。高血糖に伴う
代謝異常としては、ポリオール代謝異常や糖化最終産物(Advanced glycation end 
products: AGEs)の蓄積などが腎組織を形成している血管内皮細胞やメサンギウム細
胞、糸球体上皮細胞、尿細管上皮細胞に影響し、炎症性サイトカインの産生亢進、酸化
ストレスの増大を引き起こし、線維化や硬化が進む。また、糖尿病性腎症における糸球
体では内分泌性・血管作動性因子としてのレニン・アンギオテンシン・アルドステロン
系(Renin-angiotensin-aldosterone system: RAS)やカテコラミン、プロスタグランディ
ンなどの作用で、輸入細動脈の拡張と輸出細動脈の収縮が起こり、糸球体高血圧となり
過剰濾過(hyperfiltration)が起こる。そのため、血管内皮細胞障害が惹起され、マクロ
ファージなどの細胞が浸潤し、IGF-1(Insulin-like growth factor-1) などの増殖因子が
放出され、糸球体の支持組織であるメサンギウム細胞増殖やメサンギウム基質増加が引
き起こされ、糸球体肥大ののち、硬化に至る 2。形態学的な変化はこの糸球体における
過剰濾過を反映した糸球体肥大から始まる。過剰濾過のため、クレアチニンの尿中への
排泄が増加するため、血清クレアチニン値が一時的に低下する。また、尿中蛋白排泄量
は増加する 3。 
糖尿病性腎症の腎組織像 
糖尿病性腎症における糸球体病変では、硬化性病変と滲出性病変の所見を認め、硬化

性病変はびまん性変化と結節性病変に分けられる 4が、いずれもメサンギウム基質の蓄
積によって起こる。また、糸球体内圧の上昇を反映した糸球体肥大(糸球体毛細血管腔
の増加や糸球体径の拡大)を認める。結節性病変は、Kimmelstiel-Wilson 結節とも呼ば
れ、糖尿病性腎症に最も特徴的で診断的価値が高い 5。 
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HnF1α遺伝子改変糖尿病モデルブタ 
若年発症成人型糖尿病 3型(Maturity-onset diabetes of the young3: MODY3)の原因

遺伝子である変異型ヒト HnF1αP291fsinsC遺伝子を導入した遺伝子組換え糖尿病モ
デルブタ(DMブタ)が作成されている。このブタは恒常的な高血糖(>200 mg/dl)を維持
し、経口糖負荷試験でも 2時間値で血糖値 400mg/dl程度まで上昇しており、糖尿病の
特徴を示している 6。 
プロレニン 
プロレニンはレニンの前駆体で、(pro)renin recepter[(P)RR]に結合し作用する。

(P)RRは腎臓においては、特に緻密斑細胞 7、メサンギウム細胞 8、糸球体上皮細胞 9、
などに存在する。(P)RRは、RASの調節や上皮細胞におけるオートファジーの調節に
関与し、腎保護的に働いているとされる 10。しかしながら、糖尿病ラットの腎臓 11や
高血糖に暴露された腎メサンギウム細胞 12においては、(P)RRの発現が増加すること
が報告されており、本来腎保護を目的としたオートファジーの強化のための発現増加で
あるが、一方で RASの亢進を起こし、この過剰な反応が糸球体過剰濾過や炎症、繊維
化を誘発し、腎症の進行に関与していることが示唆されている。 
プロレニンワクチン 
科学研究費助成事業データベースでの報告 13によると、プロレニンワクチンは、プ

ロレニンからレニンになる際に切断される領域(prosegument 配列)に抗原性を示すワク
チンで、プロレニンの作用を低下させる。2型糖尿病モデルマウス(db/dbマウス)に皮
下投与したこところ、糖尿病網膜症で早期に観察される神経機能低下が抑制されたとし
ており、糖尿病網膜症での新しい治療薬として期待されるものであるが、糖尿病性腎症
に関しては十分な検討がなされていない。 
 
2. 研究の目的 
本研究においては、DMブタの腎組織の評価、血液検査や尿検査から糖尿病性腎症の

モデルとして適切かを検討した。また、DMブタを用いて、糖尿病性腎症に対してプロ
レニンワクチンが有効かを検討した。 
 
【対象と方法】 
研究 1：糖尿病モデルブタの腎組織学的検討 
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実験動物 
動物実験は、全て日本大学医学部動物実験委員会の指針に従って行った(日本大学動

物実験計画承認番号：AP19MED003-6)。 遺伝子組み換え実験計画書の承認を得てい
る(2018 医 29)。 
糖尿病モデルとして DMブタを使用し、DMブタの評価を行う正常コントロールと

して正常ブタ(LWD: Landrace種(L)、Large yorkshire種(W)、Duroc種(D)の三元交雑
種)を用いた。 
腎生検 

DMブタ(計 7頭)を約 1ヶ月毎に腎生検、正常ブタ (計 6頭)にも腎生検を施行した。 
腎生検は超音波ガイド下針生検で施行し、腎下極から採取した。得られた検体は光学

顕微鏡(HE染色、PAS染色、PAM染色、Masson Trichrome染色)、電子顕微鏡を用
いて観察した。 
 
研究 2：糖尿病モデルブタに対するプロレニンワクチンの効果と安全性の検討 
実験動物 
研究 1同様に DMブタを使用した。 

プロレニンワクチン 
DMブタは、コントロール群 (4頭)、プロレニンワクチン群 (4頭)の 2群に分けて観

察を行った。プロレニンワクチン群の DMブタに対して、プロレニンワクチンを 3回
(初回、2週後、10週後)にわたって皮下注射で各 100μg投与した。 
腎生検 
コントロール群(4頭)、プロレニンワクチン群 (4頭)に対して腎生検を約 1か月毎に

施行した。 
糸球体径の計測 
それぞれの群の糸球体径を比較した。糸球体径は最も径の長い部分で測定した。 

 
研究 1・2で共通する方法 
腎組織の評価 

HE染色、PAS染色、PAM染色、Masson Trichrome染色を行い、糖尿病性変化の
有無を評価した。評価の際には、「糖尿病性腎症と高血圧性腎硬化症の病理診断への手
引き」14を基準にし、びまん性変化、滲出性病変、結節性病変、門部小血管増生、メサ
ンギウム融解の項目でスコア化した。異常所見が全くなければ最小で 0点、最大 10点
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となる。また、Sabbatiniらの報告 15を基に、尿細管間質傷害の定量化のために 20 領
域をランダムに選び、線維化の度合いを下記の通りスコア化(尿細管間質障害指数 
Tubulointerstitial injury score: TIS)した。TISは、[（0×n0 ）+( 1× n1 )+ (2×n2) + 
(3×n3) + (4×n4) ]÷20 で計算した。 
0: normal appearance、1: involvement of less than 10% of the area、2: involvement 
of 10 to 30% of the area、3: involvement of 30 to 50% of the area、4: involvement of 
more than 50% of the area 
 
統計解析 
結果は平均値±標準誤差( Standard error: SE )として表記し、群内比較は Paired-t  
test、2群間の比較は Mann-Whitney's U testを行い、P<0.05を有意とした。デー

タ解析には EZR16を用いた。 
 
【結果】 
研究 1：糖尿病モデルブタの腎組織学的検討 
正常ブタの腎組織は、糸球体において特記すべき異常所見は認められなかったが、

DMブタにおいては、結節性病変、びまん性変化を認め、DMブタ、正常ブタの腎組織
を「糖尿病性腎症と高血圧性腎硬化症の病理診断への手引き」を基準とした腎組織スコ
アを用いて評価(図 1)したところ、正常ブタが 0±0点であるのに対し、DMブタが 4.4
±0.2点と DMブタでのスコアが有意に高値であった(P<0.0001)。 
電子顕微鏡では、基底膜(緻密層)の肥厚、メサンギウム細胞増殖、メサンギウム基質

拡大、結節性病変を認め、糖尿病性腎症に矛盾しない所見を得た。 
血清クレアチニン値の比較においては、正常ブタに比して DMブタで有意に低値で

あった(1.2±0.1 mg/dL vs. 0.52±0.07 mg/dL, P=0.0002)。尿蛋白排泄量では正常ブタ
と比して有意に DMブタが高値であった(0.07±0.01 g/gCr vs. 0.96±0.36 g/gCr, P= 
0.049)。 
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 0点 1点 2点 3点 
びまん性病変 殆どない メサンギウム拡

大<毛細血管腔 
=毛細血管腔 >毛細血管腔 

基底膜二重化、 
内膜下腔拡大 

10%未満 10-25% 25-50% 50%以上 

滲出性病変 なし あり   

結節性病変 なし あり   

門部小血管増生 なし あり   

メサンギウム融解 なし あり   

図 1：糖尿病性腎症と高血圧性腎硬化症の病理診断への手引きでの糖尿病性腎症の評価
項目から引用した上記表を用いてスコア化した。 
 
 
研究 2：糖尿病モデルブタに対するプロレニンワクチンの効果の検討 
1. プロレニンに対する抗体価 
プロレニンワクチン投与で免疫し、血中のプロレニンに対する抗体価を測定したとこ

ろ、投与後速やかに抗体は産生された。 
2. 腎組織スコア 
プロレニンワクチン群において腎組織スコアは 4~5点で推移しており、コントロー

ル群と同様に、腎組織スコアは経時的な変化は認められなかった。 
3. 糸球体径 
コントロール群では、有意差なく経過したのに対し、プロレニンワクチン群は、1ヶ

月(プロレニンワクチン投与直前)で平均 116±4.1 μm、2ヶ月で平均 101.2±4 μm、3
ヶ月で平均 107.1±2.7 μm、4ヶ月で平均 93.5±5.4 μm、5ヶ月で平均 95.6±5 μm
と推移し、2ヶ月（P=0.04）、4ヶ月(P=0.02)、5ヶ月(P=0.02)においてプロレニンワ
クチン投与直前のベースラインの 1ヵ月と比較して糸球体径の有意な減少を認めた。 
4. 尿検査・血液検査 
観察期間 5ヶ月目で得られた尿蛋白排泄量の比較を行った。コントロール群では 1.0

±0.4 g/gCr、プロレニンワクチン群では 0.76±0.21 g/gCrで有意差はなかった(P＝
0.6)。 
血清クレアチニン値は、1ヶ月と 5ヶ月時の血清クレアチニン値の平均の比較では、

プロレニンワクチン群では有意差は認めなかった(P=0.3)が、コントロール群では 1ヶ
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月の平均クレアチニン値が 0.65±0.04 mg/dlで 5ヶ月の平均クレアチニン値が 0.37±
0.07 mg/dlであり、有意に低下していた(P=0.017)。 
5. 電子顕微鏡での比較 
基底膜の観察において、5ヶ月のコントロール群で新規に内皮下浮腫を認め、基底膜

肥厚も増悪した所見を得た。プロレニンワクチン群においては、特に 1ヶ月と 5ヶ月
で基底膜肥厚、足突起の癒合は認めるが、増悪はなかった。 
6.TIS 

TISの平均値はコントロール群が 0.14±0.01でプロレニンワクチン群が 0.1±0.03
であり有意差を認めなかった(P=0.34)。 
 
【考察】 
研究 1：糖尿病モデルブタの腎組織学的検討 
正常ブタと比較して血清クレアチニン値は低値であり、尿蛋白排泄量は高値であっ

た。血清クレアチニンが正常ブタと比して低値を示したのは、糸球体内圧が上昇し、過
剰な糸球体濾過がかかっているためと考えられた。次に腎組織の評価だが、光学顕微鏡
による観察では DMブタの全ての個体でびまん性変化(メサンギウム領域の拡大)を認め
た。結節性病変は全ての個体ではないが確認され、腎組織スコアも正常ブタの腎組織ス
コアと比較し高値を示し、糖尿病性腎症として矛盾しない所見であった。 
電子顕微鏡の観察では、基底膜の肥厚が観察され、足突起の癒合も散見された。蛋白

尿を認めている状況と矛盾しないと思われる。以上より、糖尿病性腎症モデルとしてこ
の DMブタを使用することは可能と思われた。 
 
研究 2：糖尿病モデルブタに対するプロレニンワクチンの効果の検討 
糸球体径の比較で、コントロール群では緩徐に糸球体肥大進行による糸球体径の拡大

傾向を認めた(有意差はなし)が、プロレニンワクチン群では糸球体径は有意に(P= 0.02)
減少した。プロレニンワクチン投与により、プロレニン作用が低減し糸球体内圧が低下
することで糸球体肥大が改善されたと思われる。 
血清クレアチニン値の比較では、プロレニンワクチン群では有意な変化は認めなかっ

たが、コントロール群では有意に低下した。これは、コントロール群においては、糸球
体過剰濾過が解除されない状態を示唆する所見である。 
電子顕微鏡の比較においても、コントロール群では新規に内皮下浮腫を認め、基底膜

肥厚が増悪していたが、プロレニンワクチン群においては所見の増悪なく経過してお
り、これも糸球体過剰濾過の改善によるものと思われる。 
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プロレニンワクチン群が今回の観察中に死亡の転機をたどることはなく、体重減少な
どの異常を呈することで人道的エンドポイントとして安楽死を要する状況にもならなか
った。また、尿蛋白の増悪は認めず、TISの評価においても増悪はなく、有害事象は認
めなかった。今回観察された範囲でプロレニンワクチンによる有害事象は確認されなか
ったが、実臨床応用に向けてさらなる安全性の確認は必要である。 
今後、プロレニンワクチンの有効性が証明され、実際の臨床で使用されるようになれ

ば、ワクチンを半年から 1年に一度皮下投与することで腎保護効果を維持することが
可能になるかもしれない。これは、服薬アドヒアランスやポリファーマシーの観点から
も有用と思われる。 

 
【結語】 
本研究において、DMブタは、糖尿病性腎症に矛盾しない腎病理所見が得られること

がわかった。 
大型動物であるブタは小型動物とは違い、針生検にて同個体で経時的な変化が観察で

きる。これは、介入研究を行う上で大きな意義があると思われる。 
また、新しく開発されたプロレニンワクチンの有効性を検討したが、腎組織の比較に

おいて糸球体肥大の改善を認め、過剰濾過軽減による腎保護効果が期待できる可能性が
示唆された。今後、さらに研究が進み、臨床に応用されることが望まれる。 
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