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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、糖尿病性腎症の成因におけるインフラマソームの役割を明らかにして
創薬のシーズを得るとともに、これに基づいてインフラマソームを標的とした腎症の新しい治療薬の開発を目的
としている。
糖尿病モデルマウス(KK-Ayマウス)では非糖尿病マウスに比較してインフラマソーム関連遺伝子の発現が顕著に
増加することを確認し、KK-AyマウスにP2X受容体阻害薬を投与し、腎組織障害が有意に抑制されることを確認し
た。更に詳細な解析を行い、P2X受容体の一部のサブタイプの発現がKK-Ayマウスの腎組織で増加し、P2X受容体
阻害薬によって抑制されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the role of inflammasome in the 
pathogenesis of diabetic nephropathy and develop a new therapeutic strategy of diabetic nephropathy 
by inhibition of inflammasome activation. We demonstrated that inflammasome-related molecules are 
over expressed in the glomeruli and interstitium of diabetic mice. Suramin inhibited the activation 
of inflammasome in the kidney of diabetic mice (KK-Ay mice) and renal injuries.From these results. 
It is suggested that inflammasome in involved in the pathogenesis of diabetic nephropathy and that 
inhibition of inflammasome activation is beneficial for the therapy of diabetic nephropathy. 

研究分野：糖尿病学　腎臓病学

キーワード： 糖尿病性腎症

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症は、わが国における末期腎不全の最大の原因疾患であり、糖尿病性腎症の成因を解明して新しい治
療手段を開発することは喫緊の課題である。我々は、糖尿病性腎症の成因に炎症が関与していることを明らかに
し、さらに炎症が動脈硬化および内臓肥満に伴うインスリン抵抗性（メタボリックシンドローム）に共通の進展
メカニズムの一つ
であることを明らかにした（microinflammation）。本研究により、このmicroinflammationがインフラマソーム
の活性化によって惹起されることが明らかとなり、インフラマソームを制御することにより、糖尿病性腎症の新
しい治療薬を開発できることが明らかとなった。

※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 
糖尿病性腎症は、わが国における末期腎不全の最大の原因疾患であり、糖尿病性腎症の成因を
解明して新しい治療手段を開発することは喫緊の課題である。糖尿病性腎症の成因における炎
症のメカニズムに関して、以下の研究を行った。 
1）糖尿病性腎症患者の腎生検組織において、ICAM-1 やセレクチンなどの接着分子の発現亢進
と著明なマクロファージの浸潤が見られる（Shikata K. J Diabetes Investig,2013. Review）。 
2）糖尿病発症後きわめて早期に糸球体内に ICAM-1 の発現が起こり、マクロファージの浸潤を
誘導している（Sugimoto H. Diabetes 46,1997）。5/6 腎摘出モデルにおいても、糸球体内に
ICAM-1の発現が亢進してマクロファージの浸潤を誘導する（Miyatake M et al. Nephron 79, 
1998）。ICAM-1KO マウスでは、糖尿病発症 6 ヶ月後のアルブミン尿、腎肥大、糸球体肥大、
メサンギウム基質の増加が抑制され、さらに糸球体内の TGF-βと IV 型コラーゲンの発現が抑
制される（Okada S. Diabetes 52, 2003）。 
3）DNA マイクロアレイを用いて、糖尿病発症後の ICAM-1 KO マウスと wild type マウスの
腎組織における遺伝子発現プロファイルを比較することにより、マクロファージの細胞表面に
発現するMacrophage scavenger receptor-A(SR-A)や、osteopontin、cholecystokinin, RANTES, 
IP-10, Platelet factor-4，selectin などの分子が、腎症の成因に関与していることが示唆され、
SR-A KO マウスに糖尿病を誘発すると、腎障害の進展が抑制された。In vitro の実験結果より、
SR-A はマクロファージと細胞外基質への接着を誘導する接着分子として機能していることが
明らかとなった（Usui HK. Diabetes 56,2007）。 
4）糖尿病ラットに HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）（Usui H. Nephrol. Dial. Transplant. 
2004）、Methotrexate (Yozai K. J.Am.Soc.Nephrol. 2005)、Erythromycin(Tone A. diabetologia, 
2005)、チアゾリジン誘導体（Ohga S. Am J Physiol. 292, 2007）、GLP-1 受容体ア 
ゴニスト（Kodera R. Diabetologia 54, 2011）、DPP-4 阻害薬（Kodera R. BBRC 2014）などの
薬剤を投与することにより、腎臓における炎症と腎障害の進展が抑制される。 
6）糖尿病性腎症患者の血液・尿中に IL-18 濃度が増加し、IL-18 濃度は頸動脈 IMT, PWV お
よびアルブミン尿と正相関を示す（Nakamura A. 28,Diabetes Care,）。IL-18 はインフラマソ
ームによって活性化される主要な炎症性サイトカインである。 
7) 肥満マウス（高脂肪食負荷、db/db マウス）の内臓脂肪に P-selectin glycoprotein 
ligand-1(PSGL-1)の発現が増加し、PSGL-1ノックアウトマウスと野生型マウスに高脂肪食負荷
を行うと、PSGL-1KO マウスでは、内臓脂肪の炎症とインスリン抵抗性および糖尿病発症が抑
制された(Sato C. Diabetes 60, 2011)。 
8）糖尿病マウスの糸球体から RNA を抽出してmicroRNA アレイにより解析を行った結果、糖
尿病マウスの糸球体において特異的に発現が変化するmicro RNA を同定した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、糖尿病性腎症の発症・進展過程で起こる炎症の過程におけるインフラマソー 
ムの役割を明らかにして創薬のシーズを得るとともに、これに基づいてmicroinflammation を
標的とした腎症の新しい治療薬を開発する世界的にも独創性の高い研究である。本研究により、
糖尿病性腎症の成因を解明するとともに、糖尿病血管合併症に対する新しい治療薬を開発する
ことが出来れば、糖尿病患者の予後を飛躍的に改善できることが期待され、意義の高いものと考
えられる。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ. 糖尿病マウスの腎組織におけるインフラマソーム関連分子の発現の解析 
１．動物 
 ３種類の糖尿病モデルマウス（db/db マウス、KK-Ay マウスおよび Akita マウス）と非糖尿病
の対照マウスとして C57BL/6 マウスを用いる。 
２．インフラマソーム関連分子の発現解析 
 糖尿病モデルマウス（db/db マウス、KK-Ay マウスおよび Akita マウス）と非糖尿病 C57BL/6
マウスを 8週齢、12週齢および 16週齢時に代謝データを評価の上、腎組織を採取し、インフラ
マソーム関連遺伝子の発現を realtime PCR を用いて評価する。 



Ⅱ.インフラマソームをターゲットとした糖尿病性腎症に対する新しい治療薬の開発  
1.動物：KKAy マウスを用いる 
2.薬剤の投与：4週齢の KKAy マウスに suramin を 2週間に 1回腹腔内投与する。 
3. 代謝データ： 
 Suramin 投与開始後 4週毎に、血糖、血圧、HbA1c、尿中アルブミン排泄量を測定し、投与 8週
後に腎組織を採取する。 
4. 組織学的検討： 採取した腎組織から PAS および PAM 染色標本を作成して、画像解析ソフト
により糸球体サイズ、メサンギウム基質の面積を定量的に評価する。Masson 染色により間質の
線維化を評価する。 
5. 免疫組織学的検討：蛍光抗体法と酵素抗体法を用いて、マクロファージの浸潤、P2X4、P2X7 
の局在、細胞外基質（IV 型コラーゲン）の発現を検討する。 
6. Real time RT-PCR：インフラマソームおよび炎症関連分子の発現を Real time RT-PCR で比
較解析する(NLRP3、P2X4、P2X7、IL-18、TGF-β、Caspase-1 等)。 
7. Western blot：Caspase-1、IL-18 の活性化状態を特異的抗体を用いて解析する。 
 
4.研究成果 
I. 糖尿病マウスの腎組織におけるインフラマソーム関連分子の発現の解析 
 8 週齢、12 週齢および 16 週齢のいずれの時点においても、糖尿病モデルマウス(KK-Ay マウ
ス、db/db マウス、Akita マウス)では Wild type マウスと比較して、HbA1c は有意に高値であっ
た。一方で、インフラマソーム関連遺伝子(NLRP3, Caspase-1)の発現は、糖尿病モデルマウスで
は KK-Ay マウスにおいて増加が顕著であった。このため、検討を行った糖尿病モデルにおいて、
KK-Ay マウスではインフラマソームの活性化が最も顕著と考えられ、インフラマソームを標的と
した薬剤の治療効果の検討において最も有用なモデルマウスであると考え検討を行った。 
Ⅱ.インフラマソームをターゲットとした糖尿病性腎症に対する新しい治療薬の開発 
 KK-Ay マウスでは C57BL/6 マウスと比較し HbA1c の上昇および体重増加を認めたが、生理食塩
水投与 KK-Ay マウスと suramin 投与 KK-Ay マウス間には有意差を認めなかった。尿中アルブミ
ンは C57BL/6 マウスと比較し生理食塩水投与 KK-Ay マウスで有意に増加したが、suramin 投与に
より有意に減少した。生理食塩水投与 KK-Ay マウスでは C57BL/6 マウスと比較し糸球体面積お
よびメサンギウム基質が有意に増加したが、suramin 投与によりその増加は有意に抑制された．
腎皮質を用いた realtime-PCR では、生理食塩水投与 KK-Ay マウスでは C57BL/6 と比較し
inflammasome 関連遺伝子の有意な増加を認めたが、suramin 投与 KK-Ay マウスでは生理食塩水
投与 KK-Ay マウスと比較して、IL-18、P2X4 および P2X7 の mRNA 発現が有意に抑制された。ま
た、NLRP3 の蛋白発現は、生理食塩水投与 KK-Ay マウスでは C57BL/6 と比較し有意な増加を認め
たが、suramin投与KK-Ayマウスではその増加は有意に抑制された。免疫染色による検討により、
腎糸球体領域では、P2X4 および P2X7 はいずれも主にメサンギウム細胞に局在を認めた。各マウ
スの糸球体を単離し、単離糸球体の mRNA 発現を検討したところ、suramin 投与によって生理食
塩水投与 KK-Ay マウスと比較して P2X4 および P2X7 の発現は腎皮質のみならず糸球体において
も有意に抑制されることが明らかになった。 
 P2X4 と P2X7 がいずれもメサンギウム細胞に局在を認め、suramin 投与による発現の抑制を認
めたことから、マウスメサンギウム細胞を用いた検討を行った。マウスメサンギウム細胞に
ATP(5mM)を添加したところ、P2X4 および P2X7 の mRNA 発現は増加傾向であったが、suramin 添加
による変化は認められなかった。一方で、IL-18 の蛋白発現は ATP 刺激により有意に増加し、
suramin の添加によって有意に抑制された。 
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