
岡山大学・大学病院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2020

インフラマソームを制御することによる糖尿病性腎症の新規治療法の開発

Development of the new therapeutic strategy for diabetic nephropathy by 
modulation of inflammasome.

００２４３４５２研究者番号：

四方　賢一（Kenichi, Shikata）

研究期間：

２０Ｋ０８６３５

年 月 日現在  ６   ６   ２

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症の発症・進展には、炎症が深く関わっている。インフラマソームはATP
等の刺激により活性化されるが、ATPの受容体であるP2受容体はsuraminによって阻害される。本研究では、肥満
糖尿病モデルのKK-Ayマウスを用いて、suraminによる腎症の進展抑制効果を検討した。その結果、suraminは
KK-Ayマウスの腎障害の発症と進展を抑制した。さらに、メサンギウム細胞に対するATPの作用機序をDNAマイク
ロアレイによって解析し、ATPによって誘導される遺伝子群を明らかにした。以上の結果から、腎症の発症にイ
ンフラマソームが関与していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：NLRP3 inflammasomes produce IL-18 upon being activated by various stimuli 
via the P2 receptors. The aim of this study is to clarify the role of inflammasome in the 
pathogenesis of diabetic kidney disease (DKD).Treatment with suramin, a nonselective antagonist of 
the P2 receptors, significantly suppressed the renal injuries in KK-Ay mice. Suramin also suppressed
 the upregulation of NLRP3 inflammasome-related genes and proteins in the renal cortex of KK-Ay 
mice. P2X4 and P2X7 receptors were significantly upregulated in the isolated glomeruli of KK-Ay mice
 and mainly distributed in the glomerular mesangial cells of KK-Ay mice. Suramin inhibited 
ATP-induced NLRP3 complex formation and the downstream expression of caspase-1 and IL-18 in MMCs. 
Furthermore, we analyzed the effects of ATP on mesangial cell using DNA microarray and found the 
gene cluster which changed by ATP stimulation. Conclusions: These results indicate that the NLRP3 
inflammasome is involved in the pathogenesis of DKD.

研究分野：糖尿病学

キーワード： 糖尿病性腎症　インフラマソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、これまで糖尿病性腎症の成因に炎症が関与することを報告してきた。腎症の成因における炎症の関与に
ついては、最近になって多くの報告が見られるようになった。本研究は、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するとともに、インフラマソームを制御することによって腎症の進展を抑制できるこ
とを示した。さらに、ATPによってメサンギウム細胞には縷言が誘導される遺伝子群を明らかにした。本研究
は、世界的に先駆的な研究であり、今後の腎症の治療薬の開発につながるものである。

※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については、我々の研究を初めとして多くの報

告があるが、糖尿病状態の腎組織において炎症が惹起されるメカニズムは不明

であり、このメカニズムを解明することが大きな課題となっている。 

我々はこれまでに、下記の一連の報告を行ってきた。 

① 糖尿病発症後早期に腎組織にICAM-1が発現してマクロファージの浸潤を誘
導する。 

② ICAM-1 KOマウスでは、糖尿病発症後の腎組織の炎症と腎障害が抑制され
る。 

③ 動物実験において、スタチン、Methotrexate、Erythromycin、
Pioglitazone、GLP-1 受容体作動薬、DPP-4 阻害薬が抗炎症作用を介して

糖尿病性腎症の発症進展を抑制する。 

④ 分担研究者の宮本は、質量分析イメージングにより、糖尿病モデルマウス
(Akitaマウス)の腎糸球体領域では非糖尿病マウスに比しATPが増加してい

ることを明らかにした (Miyamoto S EBioMedicine 7:121-34,2016)。 

近年、インフラマソームの概念が明らかとなり、様々な疾患における炎症に関

わることが報告されている。そこで我々は、糖尿病性腎症の炎症のメカニズムに

インフラマソームが関与するとする仮説を検証する研究を開始し、次のような

知見を得た。 

・自然発症肥満糖尿病モデルである KK-Ay マウスの腎組織では、ATP の受容体で

ある P2X4 受容体と P2X7 受容体の発現が亢進し、インフラマソーム関連遺伝

子(NLRP3, IL-18)の発現が増加する。 

・P2X 受容体の非選択的阻害薬である suramin を、KKAy マウスへ投与すると、

尿中アルブミン、メサンギウム基質、type IV collagen の増加およびマクロフ

ァージの浸潤が有意に抑制され、腎皮質における NLRP3 の蛋白発現が抑制され

た。 

・ATP 刺激を行ったマウスメサンギウムにおける IL-18 の蛋白発現は suramin 投

与によって有意に抑制された。 

 ATP はインフラマソームの活性化を惹起する内因性リガンド(DAMPs)の一つで

あることから、糖尿病状態の腎臓において ATP が増加して、P2X 受容体を介して

インフラマソームを活性化することによって炎症が引き起こされると言う仮説

に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、これまでの我々の研究を継続して、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解明し、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こ

とが出来れば、糖尿病患者の予後を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 
本研究では、これまでに引き続き、ATP、suraminとKKAｙマウス、培養メサンギ

ウム細胞を用いて、糖尿病性腎症の成因におけるATPを介したインフラマソーム

の活性化のメカニズムを解析した。 

Ⅰ. メサンギウム細胞においてATPに結合するP2受容体のサブタイプの同定 

1. 培養メサンギウム細胞を用いて、RT-PCRによってP2X受容体とP2Y受容体の
サブタイプの発現を解析する。 

2. P2受容体に対するsiRNAを作成し、培養マウスメサンギウム細胞に導入す
る。 

3. 上記培養メサンギウム細胞にATPを添加して、経時的にRNAとタンパクを抽
出し、Western blotによって、ATP刺激後のcaspase 1の発現変化を解析す

る。 

Ⅱ.メサンギウム細胞におけるATP刺激後のシグナル伝達の解析と新たな治療標

的の探索。 

1. 培養メサンギウム細胞にATPまたはTNF-αおよびsuraminを添加して、経時
的にRNAとタンパクを採取。 

2. DNAマイクロアレイシステムを用いて、遺伝子発現プロファイルを網羅的に
比較する。 

3. DNAマイクロアレイにおいて２倍以上の発現変化を認めた遺伝子について、
RT-PCRによって発現変化を解析する。 

Ⅲ. インフラマソーム阻害薬のスクリーニング        

1. 培養メサンギウム細胞の培養上清にoxidized ATPを添加し、ATPおよび
BzATPを添加して、経時的にRNAとタンパクを抽出する。 

2. Western blotおよびPCRにて、各種P2X受容体の発現を定量的に評価する。 
3. 上記培養メサンギウム細胞にATPを添加して、経時的にRNAとタンパクを抽
出する。 

4. Western blotにより、caspase-1とIL-18のcleavageを定量評価して、対照
と比較する。 
5. 定量PCRにより、caspase-1,IL-18、IL-1βの発現を定量して対照と比較す
る。  
Ⅳ.P2X受容体を標的とした糖尿病性腎症に対する新しい治療薬の開発 
これまでに報告したKKAyマウスに対するsuraminの効果に関して、さらに詳
細に解析を行った。 

４．研究成果 
Ⅰ. メサンギウム細胞において ATP に結合する P2 受容体のサブタイプの同定 

マウスメサンギウム細胞より RNA を抽出し、RT-PCR によって、P2X1～7、P2Y1

～14 受容体の発現を解析したところ、P2X4 受容体と P2X7 受容体の発現が有意

であった。そこで、P2X4 受容体と P2X7 受容体の siRNA を作成して、メサンギウ

ム細胞に導入した。ATP 刺激および suramin 添加を行ったメサンギウム細胞で

は、P2X4 と P2X7 いずれのノックダウンにおいても、suramin と同等の caspase-

1 蛋白発現の抑制を認めた。この結果から、ATP は P2X4 と P2X7 を介してインフ



ラマソームを活性化し、suramin は両者を同程度阻害している可能性があると考

えられる。 

Ⅱ.メサンギウム細胞におけるATP刺激後のシグナル伝達の解析と新たな治療標

的の探索。 

 培養マウスメサンギウム細胞に ATP または TNF-αおよび suramin を添加して

RNA を採取して、DNA マイクロアレイを実施した。その結果、発現量が ATP 群で

(control 比)2 倍以上、ATP+Suramin 群で(ATP 比)0.5 倍以下に変動していた遺伝

子として ankyrin repeat domain 37 が同定された。逆に、ATP によって発現が

0.5 倍以下に抑制され、suramin によって２倍以上に増加する遺伝子として、

complement component 1, r subcomponent A が同定された。これらの発現変化

は、RT-PCR によって確認された。 

Ⅲ.インフラマソーム阻害薬のスクリーニング        

培養メサンギウム細胞の培養上清にoxidized ATPを添加し、ATPを添加し

て、経時的にRNAとタンパクを抽出した。 

Oxidized ATPの添加によって、ATPまたはBzATP刺激後のP2X4, P2X7, TLR2, 

TLR4,ccl2,cxcl10の発現が抑制されたが、いずれも高用量を必要とし、低用量

では安定した結果を得られなかった。このため、in vivoでの検討は行わなか

った。  

Ⅳ.P2X 受容体を標的とした糖尿病性腎症に対する新しい治療薬の開発 

これまでに報告した KKAy マウスに対する suramin の効果に関して、さらに詳細

に解析を行った。 

・suramin の抗炎症作用について検討するために、腎皮質における炎症関連遺伝

子の発現について検討した結果、CCL2、CXCL10 の mRNA 発現は KK-Ay マウスの腎

皮質で増加し、suramin の投与によって有意に抑制されたが、TLR2、TLR4、ICAM-

1 は、suramin 投与による有意な発現の変化は認めなかった。 

・suramin が糸球体濾過バリアに与える影響についても検討した。Podocin の蛍

光染色では、KK-Ay マウスの糸球体で podocin タンパクの減少を認め、suramin

投与によってその減少は有意に抑制された。 

・nephrin の蛍光染色においても同様に、KK-Ay マウスの糸球体では nephrin タ

ンパク発現が減少し、suramin 投与によって有意に抑制された。 

・活性化した NLRP3 の complex を検出するために、Blue Native-PAGE と 2D-PAGE

を行った。その結果、Blue Native-PAGE で認めた complex の band には NLRP3 が

含まれており、suramin 投与によって消失していることが確認された。 

 

5.考察 

これまでの研究により、インフラマソームの活性化が慢性炎症の増悪を介した

腎組織障害に関与しており、suramin はインフラマソームの活性化を阻害するこ

とで、糖尿病性腎症の進展に対し抑制的に作用すると考えられる。本研究により、

ATP の刺激によって発現誘導される新た遺伝子が同定され、今後の治療応用が期

待される。 
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