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研究成果の概要（和文）：全長のPEDFを分割する位置を検討した。各フラグメントについて、腎メサンギウム細
胞を終末糖化産物（AGEs）で刺激した際の酸化ストレスレベルとMCP-1、VCAM-1、PAI-1遺伝子の発現抑制効果に
ついて解析をおこなった。その結果、全長PEDFと同様の酸化ストレス抑制作用を有するフラグメントが得られた
ため、該当フラグメントを6分割したペプチドを作成した。各ペプチドについて、in vitro解析をおこなった
が、抑制果は確認できなかった。そこで、ペプチドの分割位置を再検討し、4分割したペプチド(P1~P4)を作製し
た。その結果、全長PEDFと同様に酸化ストレス抑制効果を示すペプチドが得られた。

研究成果の概要（英文）：We examined a recombinant fragment of  PEDF could inhibit reactive oxigen 
species generation and gene expression of MCP-1, ICAM-1, PAI-1 in AGEs-exposed renal mesangial 
cells. A PEDF-derived sythetic peptide exert anti-oxidative stress and inflammatory actions.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病腎症は新規透析導入の原因疾患第一位であり、毎年1万6千人が透析導入に至っており、社会問題となって
いる。
今回得られたペプチドは、PEDFと同様に抗酸化ストレス、抗炎症作用を発揮した。このペプチドはAGE-RAGE系を
抑えることで糖尿病腎症、動脈硬化症や糖尿病網膜症に対しても保護的に作用する可能性が見出された。PEDFは
不安定なタンパク質であり、大量精製には費用も高額になるが、同等の機能を発揮するペプチドを用いること
で、新規の糖尿病腎症治療法の開発に繋がることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
	
 我が国の糖尿病患者は, 平成 24年において約 2,050万人と推定され, 糖尿病腎症を原因
として新規透析導入に至る患者数は 15,837 人／年（平成 25 年, 日本透析医学会）と, 多
くの糖尿病患者の QOL 低下を招いている. したがって糖尿病腎症の進展機構を明らかに
し, 治療のために新しい原理を見出すことは, 緊急に取り組まねばならない重要課題のひ
とつと言える. 

	
 近年, 糖尿病の高血糖状態で促進的に形成される終末糖化産物（Advanced glycation 
end-products;以下 AGE）が糖尿病腎症を始めとする糖尿病血管合併症の発症・増悪に関
わっていることが明らかになっている.これまでに我々は, AGE と腎症の関わりについて, 
AGEが腎構成細胞に存在する受容体 RAGEによって認識され、細胞内酸化ストレスを惹
起させる結果 , 腎糸球体上皮細胞(ポドサイト)や尿細管のアポトーシスを引き起こし
VEGF や MCP-1 の発現亢進を介して、糸球体過剰濾過や微量アルブミン尿の出現に関与
すること,メサンギウム細胞の肥大化と虚血性, 線維性変化を引き起こすこと等を in vitro, 
in vivoで明らかにしてきた(Yamamoto et al. J Clin Invest. 2001;108:261-8, Yamagishi 
et al. J Biol Chem. 2002;277:20309-15, Yamagishi et al. Kidney Int. 2003;63:464-73, 
Fukami et al. Kidney Int. 2004;66:2137-47.). 

一方, 色素上皮由来因子（Pigment epithelium-derived factor;以下 PEDF）は 1989年に	
 
ヒト網膜色素上皮細胞から単離された分子量約 50kDaの分泌性蛋白質で, その後, 酸化ス
トレスによる神経細胞傷害を抑制することや, 脂肪組織から分泌されるアディポサイトカ
インの一つであり, 各主要臓器をはじめとして血中等様々な組織に存在することが報告さ
れた（Tombran-Tink et al. Exp Eye Res. 1991;53:411-4, Steele et al. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 1993;90:1526-30, Goliath et al. Mol Vis. 1996;2:5）. 我々はこれまでに, PEDFの
各種疾患に対する効果について, PEDFが NADPHオキシダーゼの活性化を阻害し, 酸化
ストレスを抑制することで, 肥満やインスリン抵抗性, 心血管代謝病, 癌の病態を改善す
ることを様々な動物モデルで明らかにしてきたまた, AGEによる糖尿病腎症との関連につ
いても in vitroにおいて 1)PEDFが AGEによる NADPH oxidaseの活性化を抑え, 細胞
内酸化ストレスの産生亢進を抑制し, 2)腎糸球体基底膜を覆うポドサイト細胞のアポトー
シスによる脱落を防ぐこと, 3)腎メサンギウム細胞において, MCP-1, VCAM-1, PAI-1遺
伝子発現の増悪を改善すること示してきている（松井ら J Biol Chem. 2006;281:20213-20, 
Microvasc Res. 2006;72:86-90, Diabetologia. 2003;46:284-7, Brain Res. 
2007;1167:92-100, Atherosclerosis. 2008;197:25-33, Am J Pathol. 2011;178:591-8, Am J 
Pathol. 2014;184:1094-103, Diabetes Metab Res Rev. 2009;25:52-6, J Mol Cell Cardiol. 
2004;37:497-506, Microvasc Res. 2010;80:227-32, Microvasc Res. 2013;85:54-8.）. 以上
の知見に基づき, 「PEDF は AGE シグナルをブロックすることで、糖尿病腎症の発症・
進展を阻止できるのではないか」と期待するものである. 

	
 しかしながら, PEDF はアミノ酸 418 残基からなる高分子タンパク質であり, 精製に掛
かる費用が高額になること, タンパク質として不安定であり失活し易いことから, drug 
deliveryの確立は現実出来ではない. そこで今回我々は, AGEシグナルをブロックしうる
PEDF の機能性ドメインを突き止め, 低分子で安定なペプチドを作成することで, 糖尿病
腎症の新たな治療手段を検討することとした. 

 
２．研究の目的 
	
 糖尿病腎症の発症・増悪には, 高血糖状態により生体内で形成・蓄積が亢進する終末糖化産
物(Advanced glycation end-products;以下 AGE)とそれに由来する酸化ストレスが関与してい
ることが報告されている. アディポサイトカインの一つである色素上皮由来因子(Pigment 
epithelium-derived factor;以下 PEDF)は, 腎臓の構成細胞を用いた in vitroの結果より, AGE
の作用をブロックし, 糖尿病腎症に抑制的に働くことが期待されている. しかしながら, PEDF
タンパクをそのまま治療に用いるにはいくつかの問題がある. そこで, 本研究では, AGE シグ
ナルをブロックする PEDF の機能部位を突き止め, 低分子で安価な機能性ペプチドを作製し, 
糖尿病モデル動物に投与し効果を検討することで, 糖尿病腎症の新たな治療手段の開発を目的
とする. 



３．研究の方法 
(1)PEDF の機能部位の絞り込み：PEDF を段階的に分割し,	
 AGE シグナル抑制部位を突き止め,	
 修

飾を施しプロテーゼ耐性を高めた修飾 PEDF ペプチドを作製する.	
 

(2)PEDF ペプチドのシグナル伝達の解析：修飾 PEDF ペプチドの AGE シグナルの抑制効果につい

て,	
 抗酸化ストレス活性,	
 炎症性遺伝子発現および細胞接着性遺伝子発現の抑制効果により解

析をおこなう.	
 

(3)体内動態の解析,	
 糖尿病腎症抑制効果の検討：修飾 PEDF ペプチドの体内動態を 125I ラベル

により明らかにする.	
 また、修飾 PEDF ペプチドの AGE シグナル抑制効果が腎症の初期及び後期

病変を改善するのか,	
 ストレプトゾトシンによる糖尿病モデルラットを用いて検討する.	
 

	
 
４．研究成果	
 

	
 全長の PEDF を当初に予定していた位置で 3分割した結果、得られたフラグメントをさらに分

割したペプチドには、in	
 vitro(腎メサンギウム細胞)における、終末糖化産物(AGEs)により惹

起した酸化ストレスレベル及び、MCP-1、VCAM-1、PAI-1 遺伝子の発現を抑制する効果が得られ

なかった。そこで、新たに PEDF を分割	
 する位置を変更した。また新たなフラグメントの発現

プラスミド作製に際して、His タグに加えて GST 融合型に変更した。各フラグメントについて、

in	
 vitro に	
 おける機能解析をおこなった。その結果、全長 PEDF と同様の酸化ストレス抑制作

用を有するフラグメントが得られたため(図１)、該当フラグメントを 6 分割したペプチドを作

成した。各ペプチドについて、in	
 vitro における酸化ストレスアッセイと qPCRによる各種遺伝

子の発現を定量したところ、これらを有意に抑制しうる効果はみられなかった。そこで、ペプ

チドの分割位置を再検討し、4 分割したペプチド(P1~P4)を作製した。その結果、全長 PEDF と

同様に酸化ストレス抑制効果を示すペプチドが得られた(図 2)。該当ペプチドについて、プロ

テアーゼ耐性を付与するため、N 末端にメチル化を施し、in	
 vitro アッセイを検討した結果、

酸化ストレス抑制効果が確認できなかった。そこで、N末端のアルキル化、アセチル化、D体化

した修飾ペプチドをそれぞれ作製した。修飾にともない、溶解度の低下がみられたため、溶解

buffer の変更により対応した。いずれの修飾ペプチドについても、酸化ストレス抑制効果はみ

とめられなかった。当該ペプチドの活性発現には N 末端アミノ酸残基が重要であると予想され

た。ひきつづき、ペプチドの修飾方法を検討することにより、PEDF と同様の活性を維持し、か

つ生体投与可能な機能性ペプチドの作製を目指している。	
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