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研究成果の概要（和文）：糖尿病腎症の発症・進展阻止は、我が国の重要な課題である。糖尿病腎症の発症には
プロテインキナーゼCとその下流に位置する細胞内在型phospholipase A2 (cPLA2)の関与が示唆されているが、
このcPLA2抑制の治療的効果や有用性は確立していない。我々は糖尿病化したcPLA2欠損マウスにおいて腎症進展
阻止効果を見出した。この結果は、腎症に対するcPLA2阻害の有用性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：It is a important theme that the prevention of diabetic nephropathy in 
Japan. Protein kinase C and subsequent cPLA2 is involved in the progression of diabetic nephropathy.
 However, it is unclear that the effect of cPLA2 inhibition on the progression of diabetic 
nephropathy. We revealed that the lack of cPLA2 suppressed the progression of diabetic nephropathy 
using cPLA2-deficient diabetic mice. The result suggests that the inhibition of cPLA2 is useful for 
the management of diabetic nephropathy.

研究分野： 糖尿病　脂質代謝

キーワード： 糖尿病性腎症　炎症　マクロファージ　cPLA2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性腎症は、慢性的な髙血糖により引き起こされる糖尿病特有の合併症であり、透析導入の原因として、我
が国では1位を占める疾患である。しかし、現時点では血糖コントロール以外での腎症治療として有効な薬物は
ほとんどなく、早急な対策が必要な疾患である。我々はcPLA2欠損マウスを用いた検討で糖尿病性腎症の進展阻
止を引き起こせる新たなターゲット分子としてcPLA2の可能性を見出した。本研究の成果から、毒性の少ない
cPLA2阻害薬開発を行うことで、慢性腎不全に悩む多くの糖尿病患者の福音となる可能性が提示された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在わが国では、生活環境の欧米化などの影響による糖尿病の顕著な増加が深刻な社会問題を
引き起こしている。糖尿病では、様々な慢性合併症の発症による患者QOLの低下が問題であり、
この慢性合併症の発症・進展を阻止すること、そのための新しい治療法の開発は、医療財政の改
善や患者 QOL の向上に必須な社会的命題である。 
糖尿病腎症は、我が国における透析療法導入の最大の原因疾患であり、医療財政の改善や患者
QOL の双方の面で重要な糖尿病慢性合併症の一つと捉えられている。糖尿病性腎症の進展阻止
には、血糖降下薬による厳格な血糖管理が有効であることが大規模臨床試験でも証明されてい
るが、一方で高齢者や 1 型糖尿病など、厳格な血糖管理の難しい治療困難症例の存在から、血糖
降下作用に依存しない腎症進展阻止効果を有する新たな治療法の開発が望まれている。 
 糖尿病性腎症の発症機序としては、高血糖を起点とした酸化ストレスをはじめとする様々な
因子により糸球体メサンギウム細胞や間質の細胞からの細胞外基質の産生増加により糸球体硬
化・間質の線維化が起こると考えられている。一方、糖尿病腎症患者の腎組織には糸球体と間質
にマクロファージの浸潤が認められることから、腎症の成因にマクロファージを中心とした炎
症メカニズムの関与も示唆されている。しかしこれらの腎症発症・進展機序については、未だ不
明な点も多い。 
 cytosolic phospholipase A2 (cPLA2)はグリセロリン脂質の 2 位の脂肪酸を加水分解する細胞
内在型の酵素であり、この cPLA2 の活性化の結果、炎症活性を有するリゾリン脂質及びその代
謝物の産生増加や、同様に炎症活性を有するプロスタグランジン群、ロイコトリエン群の産生増 
加により、さまざまな炎症応答を引き起していると考えられている。 
 申請者はこれまでに、cPLA2 阻害薬を用いた検討及び cPLA2 欠損マウスを用いた検討で、
cPLA2の特異的阻害がアポE欠損マウスの動脈硬化進展を有意に抑制すること、さらには cPLA2

の阻害がマクロファージにおいて単球の走化因子である monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1)や tumor necrosis factor-α (TNF-α)などの炎症性のケモカイン、サイトカイン産生を抑
制すること、を見出した（投稿準備中）。このことから、cPLA2の負の制御はマクロファージの
炎症活性の低下を介した抗動脈硬化作用を発揮する可能性が考えられる。申請者が見出したこ
れら cPLA2 特異的阻害による抗炎症効果、抗動脈硬化作用は、これまでに報告例のない全く新
しい知見であり、cPLA2 の負の制御が糖尿病における炎症惹起応答を基盤とする様々な合併症
発症・進展に対し保護的効果を発揮する可能性を示している。 
 腎症の発症機序において、高血糖による protein kinase C (PKC)の活性化の関与が数多く報
告されている(Diabetes. 43:1-8, 1994. (Review))が、Haneda らは、この PKC 活性化以降の細胞
内シグナルとして Mitogen-activatedprotein kinase (MAPK)-cPLA2カスケードの関与を、腎メ
サンギウム細胞を用いた検討で報告している(Diabetes. 46(5):847-853, 1997.)。しかし、糖尿病
腎症発症における cPLA2 の関与の詳細や、cPLA2 を標的とした糖尿病腎症発症・進展に対する
阻害実験などの検討に関しては、これまでに報告例がない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、cPLA2 阻害による糖尿病腎症発症・進展抑制効果の有無とその機序を、cPLA2
阻害薬や cPLA2 欠損マウスを用いて検討することで、糖尿病腎症発症・進展における cPLA2 活
性化の意義を解明するとともに、その結果を応用した糖尿病腎症の新規治療法の開発に繋ぐこ
とを主目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、STZにより糖尿病を誘発したC57BL/6マウスおよびcPLA2α欠損マウスを用いて、
cPLA2 の特異的阻害薬の経口投与もしくは cPLA2 遺伝子欠損による糖尿病腎症の進展抑制効果
が認められるのかを検討する。さらに、cPLA2 阻害による腎症進展抑制効果が糸球体内皮細胞や
メサンギウム細胞、糸球体上皮細胞あるいは浸潤マクロファージなど、腎糸球体構成細胞のうち
どの細胞が標的となりえるのか確認する。 
＜I：cPLA2 阻害薬(AACOCF3)経口投与マウス及び cPLA2α 欠損マウスによる糖尿病性腎症進展抑
制効果の解析＞ 

① 8 週齢の C57BL/6 マウス及び東京大学医学部生化学教室から供与いただいた cPLA2α 欠
損マウスに STZ の腹腔内投与を行い、その 2 週間後(10 週齢)の血糖測定で糖尿病化し
たことを確認する。(以下、図 4を参照) 

② 糖尿病化した C57BL/6 マウスには AACOCF3(5 mg/kg/日或いは placebo)を投与開始し、
体重測定と食餌摂取量及び週 1回の空腹時血糖測定を行い、観察期間中の代謝変化を観
察する。 

③ STZ 投与後 4週、12週、24週時と段階的に腎臓を回収する。 
④ STZ 投与前 0週、STZ 投与後 4週、12週、24 週時に尿を回収する。 
⑤ ③で回収した同組織を固定の後、凍結薄切切片及びパラフィン薄切切片を作成する。 
⑥ ⑤で作成した切片に対し、PAS 染色、PAM 染色、Azan 染色を施行することで糸球体サイ

ズ、メサンギウム領域の変化、及び線維化進展度を観察する。 
⑦ ⑤で得られた組織切片に対し、抗 TGF-β抗体、抗 IV型コラーゲン抗体を用いて免疫染

色を行うことで、TGF-β、IV 型コラーゲンの発現量を評価する。 



⑧ ⑤で得られた組織切片に対し、抗マクロファージ抗体である抗 Iba-1 抗体等を用いて、
糸球体内及び腎間質へのマクロファージ浸潤度を観察する。 

⑨ ③で得られた腎組織の一部から mRNA を回収し、炎症性サイトカインである TNF-α、IL-
1β、IL-6、MCP-1、TGF-βの mRNA 発現量を検討する。 

⑩ ③で得られた腎組織の一部からタンパクを回収し、IV 型コラーゲンやフィブロネクチ
ンの産生量を ELISA キットにて測定する。 

⑪ ④で得られた尿検体を用いて、尿中アルブミン排泄量の測定を行う。 
 
＜II：cPLA2阻害及び cPLA2α 欠損による糸球体内皮細胞、腎メサンギウム細胞、糸球体上皮細
胞、マクロファージでの腎症進展抑制効果の解析＞ 

① 購入したヒト腎糸球体内皮細胞、ヒト腎メサンギウム細胞、マウス若しくはラット腎糸
球体上皮細胞(podocyte)およびマウス腹腔から回収したマクロファージの培養を開始、
培養 48 時間後に AACOCF3(0.5～50μM)で前処置(図 5A)もしくは培養 24 時間後に cPLA2
αの shRNA を遺伝子導入しその 24時間後(図 5B)に、正常グルコース濃度(5.5 mM)もし
くは高グルコース濃度(30mM)でさらに 72時間培養後、培養液と各種細胞を回収する。 

② で得られた腎糸球体内皮細胞培養液を用いて TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β産
生量をコマーシャルベースの ELISA 法で測定する。また、同細胞から mRNA を抽出し、
TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β、ICAM-1、VCAM-1 mRNA 発現量を Real-time PCR
法で検討する。さらに、同細胞から蛋白を回収し caspase-3 発現量を Western blot 法
で確認する。また同細胞に対し Annexin V を用いたフローサイトメトリー法でアポトー
シス細胞の検出を行う 

③ ①で得られたメサンギウム細胞培養液試料を用いて TGF-β、IV 型コラーゲン、フィブロ
ネクチン、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β 産生量をコマーシャルベースの ELISA
法で測定する。さらに、同細胞から mRNA を抽出し、TGF-β、IV 型コラーゲン、フィブ
ロネクチン、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β の mRNA 発現量を Real-time PCR 法
で検討する。さらに cell counting assay kit を用いた細胞増殖能の評価を行う。 

④ で得られた腎糸球体上皮細胞(podocyte)から蛋白を回収し caspase-3 の発現量を Western 
blot 法で確認する。また、同細胞に対し Annexin V を用いたフローサイトメトリー法で
アポトーシス細胞の検出を行う。 

⑤ で得られたマクロファージの細胞培養液試料を用いて TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-
β 産生量をコマーシャルベースの ELISA 法で測定する。さらに同細胞から mRNA を抽
出し、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β の mRNA 発現量を Real-time PCR 法で検討
する。さらに cell counting assay kit を用いた細胞増殖能の評価を行う。 

 
４．研究成果 
＜平成 29年度＞ 

① 8 週齢の C57BL/6 マウスに STZ の腹腔内投与を行い、その 2週間後(10 週齢)の血糖測定
で糖尿病化したことを確認した。 

② 糖尿病化した C57BL/6 マウスに AACOCF3(5 mg/kg/日或いは placebo)を経口投与開始し
たところ、体重や食餌摂取量、空腹時血糖値、血清脂質値には有意な差を認めなかった。
STZ 投与後 4週、12 週、24週時に回収した腎の組織切片において、AACOCF3 投与群では
placebo 投与群に比し、メサンギウム領域の減少を認めた。 

③ Iba-1 抗体を用いた免疫組織学的検討の結果、糸球体内及び腎間質へのマクロファージ
浸潤度の低下を認めた。 

④ 同組織における TNF-α、IL-1β、MCP-1 の mRNA 発現は AACOCF3 投与群で有意に減少し
ていた。 

⑤ AACOCF3 投与群では、尿中アルブミン排泄量の有意な低下を認めた。 
 
以上の結果より、STZ 誘導糖尿病モデルマウスにおける腎症発症進展に対する cPLA2 阻害薬の有
効性が確認された。 
 
＜平成 30年度＞ 

① 8 週齢の cPLA2α欠損マウスに STZ の腹腔内投与を行い糖尿病化した。 
② 糖尿病（DM-）cPLA2α欠損マウスでは、STZ 投与後 4週、12 週、24週時に回収した腎の

組織切片において、メサンギウム領域の減少を認めた。 
③ また免疫組織学検討では、DM-cPLA2αの糸球体内及び腎間質へのマクロファージ浸潤度

の低下を認めた。 
④ 糸球体内皮細胞、腎メサンギウム細胞、糸球体上皮細胞、マクロファージ共培養時のメ

ディウム中のて TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β 産生量は、AACOCF3 前処置によ
り有意に減少していた。 



 
以上の結果より、STZ 誘導糖尿病モデルマウスにおける腎症発症進展及び腎構成細胞に
おける炎症惹起応答に対する cPLA2 阻害の有効性が確認された。 
 

＜令和元年度＞ 
① ヒト腎糸球体内皮細胞に対し AACOCF3 存在下、非存在下で 30mM グルコース刺激を行っ

たところ、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-β、ICAM-1、VCAM-1mRNA 産生は AACOCF3
で有意に抑制された。さらに caspase-3 発現量の誘導も AACOCF3 で有意に抑制された。 

② ヒト腎メサンギウム細胞に対しても同様の刺激による TGF-β、IV型コラーゲン、フィブ
ロネクチン、TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、TGF-βの mRNA 発現量が AACOCF3 で有意に
抑制された。 

③ マウス腹腔マクロファージに対しても同様の刺激による TNF-α、IL-1β、IL-6、MCP-1、
TGF-βの mRNA 発現は、AACOCF3 で有意に抑制された。 
 
以上の結果より、STZ 誘導糖尿病モデルマウスにおける腎症発症進展抑制効果において、
腎糸球体内皮細胞、腎メサンギウム細胞、マクロファージへの抗炎症効果が関与する可
能性が示唆された。 
 

＜総括＞ 
 本研究において、cPLA2 阻害薬投与マウス、cPLA2 欠損マウスにおいて高血糖による腎症進展
抑制効果が確認された。また、腎糸球体内皮細胞、腎メサンギウム細胞及び腹腔マクロファージ
において、cPLA2 阻害薬は高血糖刺激下での炎症応答の抑制を誘導した。これらの結果から、
cPLA2 が糖尿病性腎症の進展阻止を引き起こす新たなターゲット分子となり得る可能性が示唆
された。 
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