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研究成果の概要（和文）：ペプチドをN 末端側より2 アミノ酸ずつ加水分解する酵素ジペプチジルペプチダーゼ
III（DPPIII）が糖尿病における役割を解析した。DPPIII投与は腎機能障害の指標である尿中アルブミン量を、
血糖値に変動なく有意に抑制できた。DPPIII で分解される血中ペプチドを網羅的なペプチドーム解析で探索し
たところ、C3b補体に由来するペプチドを同定できた。このペプチドは糖尿病時におけるdb/db マウスにおいて
増加し、DPPIIIによって分解されることを同定した。この候補ペプチドがアナフィラトキシン作用を有しており
血管内皮細胞に対してRhoAを活性化し透過性を上昇させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Dipeptidyl peptidase III (DPPIII) treatment in diabetic db/db mice 
suppressed the DM-induced cardiac diastolic dysfunctions and renal injury without alteration of the 
blood glucose level. The treatment inhibited inflammatory cell infiltration and fibrosis in the 
heart, and blocked the increase in albuminuria by attenuating the disruption of the glomerular 
microvasculature and inhibiting the effacement of podocyte foot processes in the kidney. The 
beneficial role of DPPIII was mediated by the cleavage of a cytotoxic peptide, which was increased 
in db/db mice compared with normal mice. The peptide had an anaphylatoxin-like effect. The effect 
was dependent on its interaction with the C3a receptor and protein kinase C-mediated RhoA activation
 downstream of the receptor in endothelial cells. In conclusion, DPPIII plays a protective role in 
the heart and kidney in the DM animal model through cleavage of the peptide that is a part of C3.

研究分野： 生化学　循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、DPPIIIが2型糖尿病モデルマウスであるdb/dbマウスにおいて、糖尿病性腎症の増悪は、DPP III投与
によって、血糖値、血圧、心機能に変動なく有意に抑制されることを見出した。つまり、DPP IIIは血糖や血圧
の調節とは独立して糸球体保護作用を発揮し、糖尿病性腎症を抑制する全く新しい効果を有していることが判明
した。糖尿病の治療は発達しているものの、糖尿病性腎症は増加傾向にある。このことは、糖尿病性腎症の克服
には単純に血糖値を正常化するだけでは不十分であり、新たな治療法の開発、創薬が必要であることを意味して
いる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 糖尿病性腎臓病は進行性の腎障害であり、日本における透析導入原因の第一位である。日本
では推定約 1,000 万人もの糖尿病患者がおり、その約 40％で糖尿病性腎臓病を発症している。
内服治療薬やインスリン投与などによる既存の治療薬を組み合わせた集約的糖尿病治療により、
多くの場合、糖尿病性腎臓病の改善は認められるものの完全な正常化は難しく、一方で、集約
的治療でも改善がほとんど見られない症例も存在する（1）。したがって、糖尿病性腎臓病に対
する新たな治癒法の開発、創薬は喫緊の重要課題である。 
	 申請者は、ペプチドを N末端側より 2アミノ酸ずつ加水分解する酵素ジペプチジルペプチダ
ーゼ III（DPPIII）の生活習慣病に対する作用に着目して研究を行ってきた。DPPIIIは、アミ
ノ酸残基数 3−10 程度の比較的小さな特定のペプチドを分解する（2）。まず、糖尿病と並んで
重要な生活習慣病である高血圧について、DPPIII が 8 アミノ酸で構成される強力な昇圧ホル
モンのアンジオテンシン II（AngII）を分解して降圧作用を発揮し、高血圧による心臓、腎臓
への臓器障害を抑制することを明らかにした（3）。しかし AngII以外に DPPIIIがペプチド分
解し腎保護効果をもたらす役割が期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は糖尿病で増加し DPPIIIの基質となる血中ペプチドを同定し、そのペプチドの
分子作用機構を明らかにすると共に、このペプチドをターゲットとした糖尿病性腎臓病を阻止
するための新たな治療法開発に向けた基盤を構築することである。 
 
３．研究の方法 
（1）レプチン受容体遺伝子点変異により 2 型糖尿病を発症する db/db マウスに、精製リコン
ビナント DPPIII を投与した場合、コントロールの生理食塩水投与と比較して、腎機能障害の
指標である尿中アルブミン量を、血糖値に変動なく有意に抑制できた。血糖低下作用のない
DPPIII が、血糖非依存的に腎保護作用を発揮する機序を検討するため、糖尿病で増加し、
DPPIIIで分解される血中ペプチドを網羅的なペプチドーム解析で探索した。 
 
（2）候補ペプチドを正常マウスあるいは db/db マウスに投与し、腎障害の増悪化がどのよう
に生じるか検討した。尿中アルブミン量および、腎糸球体の障害（ポドサイトの電子顕微鏡観
察による超微細構造解析および抗デスミン交代による免疫染色）を通して行った。同時に血糖
や血清脂質なども計測し、候補ペプチドの投与による糖質・脂質代謝系への影響を調べた。 
	
（3）同定した候補ペプチドのアナフィラトキシン様生理活性を in vitro、in vivo の両面より
解析を行った。具体的にはアナフィラトキシン様作用による血管透過性の亢進は、マウス尾静
脈より Evans Blue溶液を投与した後、候補ペプチドを皮下注射し、Evans Blueが血管外へ漏
出する量を測定する方法（マイルズアッセイ）で解析した。血管透過性の亢進には、血管内皮
細胞内で低分子Gタンパク質RhoAの活性化による細胞収縮と細胞間間隙の増大が関わってい
ると想定されるため、RhoAの活性化においては、培養血管内皮細胞を用いて定量した。 
	
４．研究成果	
（1）マウスから採取した血液を血漿化し、C18 逆相液体クロマトグフィーによる分離後、質
量分析器によって血漿中に含まれるペプチドの同定を行なった結果、C57BL6 または db/m マ
ウスと比較して db/db マウスで増加しており、DPPIII によって分解されるペプチドを同定し
た。この候補ペプチドは、9 アミノ酸によって構成されており、そのアミノ酸配列解析から補
体 C3 の分解産物で、腎臓内の血管にアナフィラトキシン様作用を惹起して、腎障害を引き起
こすことが想定された。	
	
（2）同定した候補ペプチドを db/db マウス尾静脈より投与し、腎障害の病態悪化を、コント
ロールペプチド（アルブミン由来、
DPPIII によって切断されない）投与
群と比較したところ in vivoで腎障害
増悪化させることを明らかにした。尿
中アルブミン量の顕著な上昇が確認
され、糸球体において腎障害マーカー
であるデスミンの発現量も有意に上
昇していた。また電子顕微鏡観察によ
る超微細構造解析において糸球体内
のポドサイトの足突起消失が促進さ
れていることが確認された。候補ペプ



チドによる血糖値の上昇および血中中性脂肪、コレステロールに変動は見られなかった。これ
らの結果より、候補ペプチドが血中糖および脂質の制御とは独立して、腎障害を増悪化させる
ことを明らかにした（図 1）。 
	
（3）マイルズアッセイにより候補ペプチドの血管透過性作用の検証を行ったところ、db/dbマ
ウス尾静脈より投与した候補
ペプチドは、有意に血管より皮
下組織へのEvans Blueの滲出
を増加させた。C3 の分解産物
である同定した候補ペプチド
が、血管内皮細胞の発現する
C3a 受容体に結合することを
明らかにした。培養血管内皮細
胞に候補ペプチドを添加した
後、RhoAの活性化を査定した
ところ、有意に上昇することが
判明した。また、血管内皮細胞
の形態は RhoA の活性化に伴
い収縮し、細胞間接着が阻害さ
れた。C3a 受容体は G タンパ
ク質共役型の受容体であり、
PKC を活性化し RhoA を活性
化させることが判明した。血管
透過性が亢進することによる炎症細胞の血管外への走化性誘導機構、候補ペプチドが細胞外か
らその受容体などを介して血管内皮細胞に作用し RhoAを活性化する細胞内シグナル伝達機構、
を明らかにした（図 3）。これらの解析を通して候補ペプチドが持つ生理活性とその腎障害増悪
化分子機構の全容を解明した。 
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