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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）により末期腎不全に至り透析療法を必要とする患

者は増加の一途をたどっている。ONO-1301 は長時間作用型のプロスタサイクリン(PGI2)アゴニ

ストとトロンボキサン A2 阻害作用を有する。本研究では腎疾患動物モデルにて、ONO-1301 に

よる抗線維化、抗炎症効果、肝細胞増殖因子（HGF）誘導を介する尿細管間質線維化制御作用、

2型糖尿病性腎症進展抑制作用を観察し得た。ONO-1301 の CKD 進展抑制における有用性が示唆

された。 

 
研究成果の概要（英文）：The number of patients with chronic kidney disease (CKD) requiring 

dialysis therapy is increasing.  ONO-1301 is a long-acting prostacyclin (PGI2) agonist 

and possesses thromboxane A2 synthase inhibitory effects.  In the present study, 

therapeutic effects of ONO-1301 on tubulointerstitial injuries and diabetic nephropathy 

mediated via anti-fibrotic, anti-inflammatory and via inducing HGF, were observed, 

suggesting the potential of ONO-1301 in suppressing the progression of CKD.  
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１．研究開始当初の背景 

慢性腎臓病（CKD）は 2002 年に米国にて

提唱されたが、末期腎不全への進展のみなら

ず、心血管イベント発生の危険因子となる。

本邦において CKD の進展によって末期腎不

全から血液透析・腹膜透析に至る患者数は増

加の一途をたどっている。さらに、透析導入

の原疾患では糖尿病性腎症が第１位となっ
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ている。従って、CKD の進展抑制のための有

効な治療法の開発が急務である。 

慢性糸球体腎炎, 糖尿病性腎症など、

様々な原疾患から末期腎不全に進展するが、

共通した腎組織学的変化は糸球体硬化と尿

細管間質線維化である。また、肝細胞増殖因

子 HGF は線維化促進因子である TGF-βに拮

抗的に作用して線維化を抑制するが、片側尿

管結紮逆行性腎障害モデル、糖尿病性腎症モ

デル等における治療効果が報告されている。

そして、腎間質線維化進展への上皮間葉系移

移 行 (epithelial-to-mesenchymal trans- 

differentiation: EMT）の関与が報告されて

いる。 

ONO-1301は構造的に安定な非プロスタノ

イド骨格の化合物で、長時間作用型のプロス

タサイクリン（PGI2）アゴニストとトロンボ

キサン A2（TXA2）合成酵素阻害作用による強

力な抗血小板作用を有する。さらに、後年開

発された徐放性製剤 SR-ONO は皮下もしくは

筋肉内投与にて安定した血中濃度を示す。こ

れまでに肺線維症モデルにおける線維化抑

制効果、心筋梗塞モデルにおける左室拡張能

改善効果、生存率の改善が報告されている。 

ONO-1301 による治療効果の発現機序とし

て、血管平滑筋細胞における ERK リン酸化抑

制、間葉系細胞（線維芽細胞など）からの HGF

発現誘導等が検討されている。これまでに、

PGI2 による糸球体硬化・間質線維化制御作用

が腎疾患動物モデルにて報告されているが、

SR-ONO による腎障害進展抑制効果については

不明である。 

 

２．研究の目的 

腎障害が進展する共通のメカニズムであ

る尿細管間質線維化と、糖尿病性腎症による

糸球体病変に対してONO-1301が抗線維化/HGF

誘導作用等を介し進展抑制効果を示す、との

仮説のもとに、本研究にて以下の検討を行う。   

(1)マウス片側尿管結紮（UUO）モデルを用

い、ONO-1301 投与による尿細管間質線維化抑

制効果の作用機序について検討する。 

 (2)ONO-1301 の尿細管間質線維化抑制作用

機序として線維化促進因子（TGF-β、CTGF）、

EMT（α-SMA、Snail）、組織修復因子（HGF, 

BMP-7）等の関与を検討し、HGF 誘導作用の重

要性を抗 HGF 抗体同時投与により検証する。 

 (3)2 型糖尿病モデルマウス（db/db マウス）

を用い、ONO-1301 投与による腎症治療効果を

検討する。 

 (4)ONO-1301 の糸球体病変改善効果の機序

として、培養メサンギウム細胞を用い、炎症・

線維化関連因子やHGF等への影響を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1)マウスUUOモデルにおけるONO-1301による 

治療効果／作用機序の検討 

雄性C57BL/6マウスの左側尿管を結紮して

UUO モデルを作成する。直後より SR-ONO を 3

～10 mg/kg ずつ皮下投与する。結紮後、第 3、

7病日の時点で屠殺して左腎臓を摘出する。採

取した左腎からは光顕用切片と凍結切片を作

成し、また蛋白と RNA の抽出用にも供する。

さらに、一部の実験群では、SR-ONO 投与に加

えて中和型抗 HGF 抗体（金沢大学松本教授よ

り御供与、250μg/mouse）を腹腔内投与する。 

① ONO-1301 血中濃度、腎重量、血圧測定 

② 腎組織学的検討：尿細管間質線維化の半定

量的解析（Masson染色；画像解析software） 

③ 腎免疫組織化学（IHC）：間質型コラーゲン

（I, III 型）, 線維化進展因子（TGF-β, 

CTGF）、単球/マクロファージ浸潤（F4/80

免疫染色）, ケモカイン(MCP-1, TNF-α), 

EMT（α-smooth muscle actin (SMA)：

myofibroblast に発現、FSP-1） 

④ 組織修復因子・線維化抑制因子の発現変化

の検討（Western blot, real-time PCR, 



 

 

IHC）： HGF 

(2)マウス尿細管上皮細胞を用いたONO-1301

の作用機序の検討 

マウス尿細管上皮細胞（mProx24）を基礎

条件下にて培養し、ONO-1310（1nM～1mM）投

与24～48時間後における各種因子／マーカー

の発現変化を Western blot, 免疫染色, ELISA, 

real-time PCR にて検討する。 

① 線維化関連因子： TGF-β, α-SMA, I, III, 

IV 型コラーゲン, Fibronectin, FSP-1 

②  EMT 関連因子： 上皮系マーカー：

E-cadherin, ZO-1, 間葉系マーカー：α

-SMA, vimentin 

(3)2型糖尿病性腎症モデルにおけるONO-1301

による治療効果の検討 

2 型糖尿病モデルである db/db マウスは視

床下部のレプチン受容体を欠損し、7～8 週齢

に著明な高血糖、高インスリン血症を呈する。

8週齢の同マウスにvehicle, SR-ONO(3または

10mg/kg)を 3 週毎に皮下投与する。db/m マウ

スを正常血糖対照とする。投与開始後から 2

週間毎に血圧、血糖値と尿蛋白を測定し、8

週後に採血後屠殺し腎臓を摘出して、以下の

検討を行う。 

①腎機能（24時間クレアチニンクリアランス）、

尿中アルブミン・クレアチニン比、血糖値、

血中インスリン,ONO-1301 血中濃度 

②腎組織学的検討：糸球体容積、メサンギウ

ム基質の定量的評価（PAS 染色／Image 

analysis） 

③免疫組織化学（腎組織）：・糸球体内皮細胞

領域（CD31：蛍光抗体法）、糸球体内マク

ロファージ浸潤（F4/80：酵素抗体法）、

nitrotyrosine (酸化ストレス) 

④組織修復・線維化関連因子・ケモカイン等

の 腎 で の 発 現 変 化 ： Western blot, 

real-time PCR：HGF, TGF-β, MCP-1, TNF-

α, nitrotyrosine, MDA  

(4)マウスメサンギウム細胞を用いONO-1301

の作用機序の検討 

マウスメサンギウム細胞を高糖濃度条件

下にて培養し、ONO-1301 投与 24～48 時間後に

おける各種因子の発現変化を real-time PCR, 

Western blot 等にて検討する。対照には正常

糖濃度とマンニトール(高浸透圧)を用いる。

TGF-β, MCP-1, α-SMA, IV 型 collagen の発

現変化について検討する。 

 
４．研究成果 

（1）マウスUUOモデルにおけるONO-1301によ

る治療効果／作用機序の検討: 

 C57BL/6マウスの左側尿管を結紮し、直後に

SR-ONO（3-10mg/kg）を１回皮下投与した。結

紮後 7日の時点で、対照群では間質線維化、

炎症細胞浸潤を認めたが、SR-ONO投与により

有意に抑制された。さらに、間質FSP1陽性細

胞数増加が抑制され、TGF-β1発現増加、

Smad2/3リン酸化がSR-ONO投与により有意に

抑制された。抗HGF抗体投与により SR-ONO

による治療効果は減少し、HGF産生を介する

可能性が考えられた。培養尿細管上皮細胞

（mProx24）にて、 TGF-β1刺激下での

E-cadherin低下がONO-1301投与にて抑制さ

れ、EMT抑制効果が示唆された。 

(2)2型糖尿病性腎症モデルにおけるONO-1301

による治療効果の検討: 

 自然発症２型糖尿病モデルであるdb/dbマ

ウスに８週齢よりSR-ONO 3 mg/kg体重を３週

間毎に皮下投与した。16週齢にてアルブミン

尿、糸球体肥大、メサンギウム基質増加、IV

型コラーゲン蓄積、TGF-β及びα-SMA発現増

加、F4/80陽性単球浸潤、TNF-α・MCP-1発現

増加、nitrotyrosine/MDAの増加が、対照db/db

群に比して、SR-ONO投与db/db群にて有意に抑

制された。培養メサンギウム細胞において、

高糖濃度下におけるIV型コラーゲン、TGF-β, 

α -SMA, fibronectin, MCP-1 発 現 増 加 が



 

 

ONO-1301 により抑制された。これらの

ONO-1301による効果はIPアンタゴニスト

CAY10449にて一部消失し、IP受容体を介する

機序が示唆された。 

 上記結果について日本腎臓学会、米国腎臓

学会にて発表を行い、活発な質疑が行われた。

今後、さらに詳細な作用機序の解明を行い臨

床応用に向けての基礎的知見の集積に務める。 
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