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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病/肥満ﾗｯﾄの進行した腎病変, ならびに, 培養ﾋﾄ近位尿細管細胞を用いた実
験において, ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄは, 糖尿病状態の腎近位尿細管細胞において認められる栄養応答ｼｸﾞﾅﾙ変異
（AMPK活性の低下とmTORC1活性の増加）, ならびにそれと関連するｵｰﾄﾌｧｼﾞｰの低下を回復することで, 炎症を改
善し, 腎保護効果を発揮する可能性が示唆された. 

研究成果の概要（英文）：In the advanced renal lesions in type 2 diabetic/obese rats and in the 
experiments using cultured human proximal tubule cells, it was suggested that pranlukast may improve
 inflammation and exert a renal protective effects by restoring alteration of nutrients sensing 
signaling pathway including decreased AMPK activity and increased mTORC1 activity, and its related 
decrease in autophagy, which is observed in diabetic renal proximal tubule cells.

研究分野：糖尿病

キーワード： 糖尿病関連腎臓病　システイニル ロイコトリエン受容体1　プランルカスト　炎症　尿細管間質障害　
オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病関連腎臓病(DKD)における尿細管間質の慢性炎症は, 腎機能低下の進展に対する病態形成に重要である. 
したがって, 慢性炎症の制御が, DKDからの末期腎不全への進展抑制に対するアンメット・ニーズを満たす治療
に繋がる可能性がある. 本研究では, 現在, 気管支喘息に対する治療薬をして用いられているﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄが進行し
たDKDにおける炎症を改善する可能性を見出したため, 同薬剤のDKD治療薬としての, ﾄﾞﾗｯｸﾞ ﾘﾎﾟｼﾞｼｮﾆﾝｸﾞとして
の可能性を示すものである.

※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 (Diabetic Kidney Disease: DKD) において腎機能低下が速く進行性に経過す

る患者 (Raid GFR decliner) は, 末期腎不全への進展ﾘｽｸが高いため, その病態解明と新規治

療法の開発は急務である. 申請者らは, これまでに 2 型糖尿病/肥満 (Wistar fatty (fa/fa)) 

ﾗｯﾄの腎では高度な炎症性変化と尿細管間質障害を認めることを報告してきた. また DNA ｱﾚｲ解

析の結果, 非糖尿病ﾗｯﾄと比較して, 糖尿病ﾗｯﾄ腎では,  ｼｽﾃｲﾆﾙﾛｲｺﾄﾘｴﾝ受容体 1 (CysLTR1), ｲ

ﾝﾀｰﾛｲｷﾝ (IL)-1β, ﾘﾎﾟｶﾘﾝ-2 を含む炎症関連遺伝子の高度な発現増加を認めるため, これらに

よる炎症が進行性の腎障害に密接に関与していると考えた.  

 
２．研究の目的 

本研究では, CysLTR1に着目し, 糖尿病腎の炎症の病態形成と腎病変の進展におけるCysLTR1の

果たす役割を CysLTR1 拮抗薬ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄを用いて解明することを目的とする. 

 
３．研究の方法 

実験 1: Wistar fatty ﾗｯﾄに対するﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄの DKD 抑制効果の検証 

Wistar lean ﾗｯﾄ：ｺﾝﾄﾛｰﾙ (Cont), Wistar fatty (fa/fa) ﾗｯﾄ：糖尿病 (DM) の各ﾗｯﾄ (雄, 

36 週齢, 各 n=7) を以下の群に分別し 8週間治療介入. 

群: 1) Cont+対照液, 2) Cont+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ 3mg/kg/日, 3) DM+対照液, 5) DM+3mg/kg/日. ※ﾌﾟﾗﾝ

ﾙｶｽﾄ:ｿﾞﾝﾃﾞにて投与.  

評価項目: 

・治療介入後の体重, 血糖値, 腎重量, 尿中ｱﾙﾌﾞﾐﾝ/ L 型脂肪酸結合蛋白(L-FABP)/ｸﾚｱﾁﾆﾝ(Cr)

比, HbA1c 値.  

・腎組織:ﾏｯｿﾝ・ﾄﾘｸﾛｰﾑ染色 (線維化), CD68免疫染色 (ﾏｸﾛﾌｧｰｼﾞ浸潤),・p-S6RP免疫染色（mTORC1

の活性化）・p62 免疫染色（ｵｰﾄﾌｧｼﾞｰ）, ・CysLTR1 発現（腎皮質）,・炎症性ｻｲﾄｶｲﾝ・ｹﾓｶｲﾝ発

現 (腎皮質)(RT-PCR): IL-1β, TNF-α, CCL2, ﾘﾎﾟｶﾘﾝ-2(Lcn2), 線維化ﾏｰｶｰ発現 (腎皮

質)(RT-PCR): ｺﾗｰｹﾞﾝ III, 尿細管障害ﾏｰｶｰ発現 (腎皮質)(RT-PCR): Kidney injury 

molecule (Kim)-1. 

実験 2: 培養ﾋﾄ近位尿細管細胞(HK-2 細胞)の高ﾌﾞﾄﾞｳ糖によるｵｰﾄﾌｧｼﾞｰおよび炎症の変異に対

するﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄの効果の検証 

・HK-2 細胞をｹﾗﾁﾉｻｲﾄ SFM 培地で培養・継代し実験に用いた。 

・高ﾌﾞﾄﾞｳ糖刺激は、30mM ﾌﾞﾄﾞｳ糖含有培地(High Glucose(HG))にて 24 時間培養した。なお、5mM

ﾌﾞﾄﾞｳ糖含有培地に 25mM ﾏﾝﾆﾄｰﾙを加えた培地をｺﾝﾄﾛｰﾙ(Cont)とした。 

・ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄは、最終濃度 1-50μM にて MTT ｱｯｾｲおよび LDH release ｱｯｾｲにて細胞毒性の評価を

行った. 

・HG およびﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ附置 24 時間後に, ﾘﾝ酸化-AMPK(p-AMPK), AMPK, ﾘﾝ酸化-S6 ribosomal 

protein(p-S6RP), S6RP, LC3, CysLTR1, ﾘﾝ酸化-NF-κB(p-NFκB), NF-κB, nucleotide 

binding and oligomerization domain-like receptor family pyrin domain containing 3 

(NLRP3), IL-1β, TNF-α, β-actin 発現を WB 法にて評価した。 

・実験結果は、3回の独立した重複実験の平均±標準偏差（SD）値を表し、一元配置分散分析と

それに続く Tukey の多重比較を使用して、3群間以上の差異の有意性を評価した。 p<0.05 値

を統計的に有意であるとした。 



４．研究成果 

実験 1 

・治療介入後(44 週)の時点で, DM

群では, Cont 群と比較して, 有

意に体重, 腎重量, 随時血糖値, 

HbA1c 値の上昇を認めたが, DM

群と DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群の間に差を

認めなかった(Fig 1A-D). 

・尿中ｱﾙﾌﾞﾐﾝおよび L-FABP/Cr 比

は, Cont 群と比較してDM群で有

意に増加した(Fig 1E,F). 尿中ｱ

ﾙﾌﾞﾐﾝ/Cr 比は,DM 群と DM+ﾌﾟﾗﾝﾙ

ｶｽﾄ群の間に差を認めなかったが

(Fig 1E), 尿中 L-FABP/Cr 比は, 

DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群で, DM群と比較し

て有意に減少した(Fig 1F). 

 

・MT 染色, 3 型ｺﾗｰｹﾞﾝ発現, Kim-1

発現で評価した腎尿細管間質の

線維化, 尿細管細胞障害は, 

Cont群に比較してDM群で有意に

増加し, DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群で有意な

低下を認めた(Fig 2A-D). 

 

・CD68 免疫染色, CD68, CysLTR1, 

Tnf-α, TLR2, CCL2, Il-1β, 

Lcn2 発現で評価した炎症は, 

Cont群に比較してDM群で有意に

増加し, DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群で有意な

低下を認めた(Fig 3A-D). 

 

・p-S6RP, p62 発現は, Cont 群に   

比較して DM 群で有意に増加し, 

DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群で低下を認めた. 

電子顕微鏡にて評価した近位尿

細管細胞におけるﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ形態

変化は, DM 群で断片化, ｸﾘｽﾃの

消失を認めたが, DM+ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ群

で改善した. 

 

 

 



実験 2 

・Cont と比較して, HG(0)にて

有意な p-AMPK 発現の低下, 

p-S6RP 発現の増加を認めた. 

ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄは、1～50μM の附置

にて, 1～10μMでは用量依存

的に (Fig 5A), 10～50μMで

は, ほぼ同等に(Fig 5B), p-

AMPK の増加および p-S6RP 発

現の低下, LC3-II 発現の増加

を認めた. 

 

・ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄの細胞毒性に関し

て, MTT ｱｯｾｲ(Fig 6A)および

LDH release ｱｯｾｲ(Fig 6B)に

て評価したところ, 50μM で

のみ細胞毒性を示した. 

 

 

 

・HGにより誘導されるCysLTR1, 

p-S6RP 発現の増加, p-AMPK

発現の低下は, ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄ 10

μM の附置にて, CysLT1R, p-

S6RP 発現は低下, ならびに

p-AMPK 発現は増加を認めた

(Fig 7A-D). LC3II 発現は, 

ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄにより有意な増加を

示した(Fig 7A, E) 

 

 

・HG により誘導される炎症に関  

しては, p-NF-κB, NLRP3,    

IL-1β, TNF-α発現は, ﾌﾟﾗﾝ 

ﾙｶｽﾄ 10μM の附置にて有意に  

低下を認めた(Fig 8A-E). 

 

 

 

 

 

 



 

 

考察・結語 

2 型糖尿病/肥満ﾗｯﾄの進行した腎病変, ならびに, 培養ﾋﾄ近位尿細管細胞を用いた実験におい 

て, ﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄは, 糖尿病状態の腎近位尿細管細胞において認められる栄養応答ｼｸﾞﾅﾙ変異 

（AMPK 活性の低下と mTORC1 活性の増加）, ならびにそれと関連するｵｰﾄﾌｧｼﾞｰの低下を回復す 

ることで, 炎症を改善し, 腎保護効果を発揮する可能性が示唆された. 今後, 今回示されたﾌﾟﾗ 

ﾝﾙｶｽﾄの腎保護効果が, CysLT1R を介した効果であるかどうか, in vivo 実験における CysLTR1 ﾉ 

ｯｸｱｳﾄﾏｳｽ, ならびに in vitro 実験における CysLTR1 ﾉｯｸﾀﾞｳﾝ・ｼｽﾃﾑを用いた検討により明らか 

にする予定である. 

DKD における尿細管間質の慢性炎症は, 腎機能低下の進展に対する病態形成に重要である.  

したがって, 慢性炎症の制御が, DKD からの末期腎不全への進展抑制に対するアンメット・ニ 

ーズを満たす治療に繋がる可能性がある. 本研究では, 現在, 気管支喘息に対する治療薬をし 

て用いられているﾌﾟﾗﾝﾙｶｽﾄが進行した DKD における炎症を改善する可能性を見出したため, 同 

薬剤の DKD 治療薬としての, ﾄﾞﾗｯｸﾞ ﾘﾎﾟｼﾞｼｮﾆﾝｸﾞとしての可能性を示すものである. 
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