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【研究の背景】 

 慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease : CKD）の概念は 2002年に米国で提唱され

た 1。CKDの原疾患となりうる糖尿病性腎症や高血圧性腎硬化症、慢性糸球体腎炎の

いずれにおいても、共通となる病態は腎内虚血と腎線維化、腎性貧血である 2–4。CKD

における腎線維化のメカニズムとして腎尿細管の上皮間葉化現象（Epithelial 

Mesenchymal Transition : EMT）が主体であることが確立されており、transforming 

growth factor - beta1（TGF-β1）が EMTの責任分子の一つとして知られている 5。 

ピロール・イミダゾール（Pyrrole-Imidazole : PI）ポリアミドは、1996年にカリ

フォルニア工科大学のPeter B. Darvan教授が抗生物質から発見したDNAの塩基配

列に特異的に結合する中分子化合物である6。2本鎖DNAの表面にある浅い溝のminor 

grooveにDNAの各塩基との間で水素結合を介して可逆的に結合し、Pyrrole（Py）/ 

Imidazole （Im)ペアがCytosine（C）–Guanine（G）を、Py / PyペアがAdenin（A）

–Thymine（T）またはT – Aを、Im / PyペアがG – Cの塩基配列を認識し、任意のDNA

に特異的に強力に結合するため、ターゲットとなる遺伝子のプロモーターに結合する

ように設計すると、転写因子の結合を阻害して遺伝子の転写を制御することができる。

PIポリアミドは既存の核酸医薬と異なり、核酸分解酵素で分解されず細胞や生体内で

安定であること、ベクターやデリバリー試薬なしに細胞の核に取り込まれること、

様々な遺伝子をターゲットとして自由に分子設計ができることなどの特徴がある。 

TGF-β1 は細胞の分化や増殖、運動の制御などの機能をもち、細胞外基質の増生、

線維芽細胞の遊走などの創傷治癒に関与していることが知られており、その作用は多

彩である 7。一方で、肝硬変症、肺線維症、CKD、肥厚性瘢痕などの線維性疾患にお

いて TGF-β1はその病態の責任分子であることが知られており 5,8,9、これらの疾患で

は TGF-β1 の発現制御は新たな治療のターゲットとして期待されているが、現状で

は TGF-β1 に対する効果的な治療法は確立されていない。線維化の主体とされる

EMT は E-cadherin の脱落とα-SMA の上昇で定義される 10。TGF-β1 により誘導

される EMTでは、TGF-β1の発現の亢進とその下流の Smadカスケードの亢進によ
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り、Snailの発現が誘導され、Snailは E-cadherinの転写を抑制するため、E-cadherin 

の上皮細胞からの脱落が生じる。また、TGF-β1により誘導されたα-SMAも発現が

亢進し EMT が進行していく。日本大学ではこれまで TGF-β1 プロモーターに対す

る PI ポリアミドがラットの腎症 11,12、血管再狭窄 13、腹膜硬化症 14、角膜損傷 15、

皮膚瘢痕 16を著明に抑制する事を報告した。またヒト TGF-β1に対する PIポリアミ

ド、ヒト TGF-β1ポリアミドがヒト血管平滑筋細胞の TGF-β1発現を抑制する事も

確認した 17。しかし、現状ではヒトに PI ポリアミドのようなペプチド化合物を投与

することは不可能で、よりヒトに近い疾患動物モデルを使用してその効果の検証をす

る必要がある。そこで、ヒトの遺伝子と約 86％の相同性を持つ霊長類コモンマーモ

セットを用いた検証を、公益財団法人・実験動物中央研究所（Central Institute for 

Experimental Animals : CIEA）との共同研究として行うこととなった。まず、ヒト

TGF-β1 PIポリアミドの局所投与による効果の確認として皮膚肥厚性瘢痕に対する

前臨床試験が施行され、ヒト TGF-β1 PIポリアミドはヒトにゲノム構造が近い霊長

類のコモンマーモセットでも局所投与で有効であることが確認された 18。そこで、本

研究ではコモンマーモセットの腎線維化モデルを作製し、ヒト TGF-β1 PIポリアミ

ドの全身投与による進行性腎障害に対する効果を検討した。 

コモンマーモセット（学名 : Callithrix jacchus）は南米に生息する新世界ザルの一

種で、小型で扱いやすく、繁殖も安定している。また、新世界ザルで唯一全ゲノム解

析が完了しており、マウスよりもゲノム構造がヒトに近いことが判明している。本研

究では、コモンマーモセットの動物実験を行っている CIEAと日本大学の間で共同研

究を行う契約を結び、シクロスポリン腎症または片側尿管結紮術（Unilateral 

ureteral obstruction : UUO）水腎症によるコモンマーモセットの腎線維化モデルの

確立を目指し、作製したコモンマーモセットの腎線維化モデルを用いて、ヒト TGF-

β1 PIポリアミドの腎線維化に対する効果を共同で検討することとなった。 

シクロスポリンは免疫抑制作用を示す薬剤だが、重大な副作用に腎障害がある。シ

クロスポリン投与により TGF-β1 の産生が亢進されることは報告されており 19,20、
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抗 TGF-β1 抗体投与によりシクロスポリン腎症の抑制が起こるとする報告もある

20,21。シクロスポリン投与下で腎線維化モデルを惹起するには低塩（0.05％）、低Mg

（0.05%）食とする必要があるとの報告がある 22。そこで、低塩・低 Mg 食下でシク

ロスポリン投与により腎線維化モデルの作製を行うこととした。一方マウスに UUO

を施行すると、片側の尿管閉塞により TGF-β1 の分泌が刺激され、尿細管上皮細胞

の EMTが生じて線維化が起こることが報告されている 23。そこで、コモンマーモセ

ットに UUOを施行し、新たな腎線維化モデルとして用いた。 

【研究の目的】 

本研究は、ヒトに近いゲノム構造をもつ霊長類コモンマーモセットの腎線維化モデ

ルを作製すること、そしてコモンマーモセットの腎線維化モデルを用いた、創薬開発

における前臨床試験としてのヒト TGF-β1 PIポリアミドの有効性の検討が目的であ

る。 

【研究の材料と方法】 

 本研究を施行するにあたり、CIEAと日本大学との間で共同研究を行う契約を結び、

動物実験については実験施設である CIEA の動物実験委員会にて承認を受け（CIEA

承認番号：14016A、15025A、16034A）マーモセットを用いた実験に習熟した実験

実施者によって実施された。コモンマーモセットは可能な限り同程度の年齢の個体を

使用し、実験開始前に①体重減少を伴う慢性下痢症の無いこと、②血液検査で血中尿

素窒素値 34.0 mg/dl以下、血清クレアチニン値  0.4 mg/dl以下、血清アルブミン値 

3.5 g/dl以上、尿中タンパク/クレアチン比 0.5以下、血清ヘマトクリット値 40％以

上、③腹部エコーで検出できる腎臓の形態異常がない、④体重 300 g以上を選定基準

とした。尚、体重の 20%以上の減少や血液・尿検査により異常を認めた場合は実験を

中止することとし、20%以下の体重減少であっても、飼料の摂取量や体調などに応じ

てシクロスポリンの投与量の減量や休薬を速やかに検討することとした。 

シクロスポリン腎症モデルでは、まず腎症作製のためのシクロスポリンの投与量を

検討した。実験開始 1週間前より低塩、低Mg食を与え、シクロスポリンを低用量で
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4週間連日皮下投与し、投与中の経過や実験終了後の腎組織学的変化を確認しながら

1 頭ずつ用量を調整して行うこととした。経過中に、1 週間に 1 回、体重測定と、血

液検査（血算、生化学）、尿検査（尿蛋白定性、尿蛋白定量、尿糖定性）を行い、コ

モンマーモセットの飼料摂取量などは毎日観察した。UUO 水腎症モデルは、右の尿

管 2ヶ所を結紮して、結紮部位の間で尿管を切断しモデルを作製した。結紮術施行か

らまず 3週間後に両側腎の組織切片標本を作製し、線維化の発生を確認することとし

た。経過中の飼料摂取量などは毎日観察し、コモンマーモセットの状態に変化がなけ

れば、血液検査や尿検査などは検査開始前に施行するのみとした。 

腎線維化モデル作製の経過から、UUO水腎症モデルが PIポリアミドの評価に適し

ていると判断し、UUO 水腎症モデルにおいてヒト TGF-β1 PI ポリアミドの効果を

検討することとした。線維化の程度におけるヒト TGF-β1 PIポリアミドの効果も検

討するため、3週間モデル（PIポリアミド投与個体 1頭、コントロール個体 1頭）と

5週間モデル（PIポリアミド投与個体 3頭、コントロール個体 2頭）を作製し、それ

ぞれでヒト TGF-β1 PIポリアミドの効果を検討することとした。ヒト TGF-β1 PI

ポリアミドは Igarashi ら 18が使用したものと同じものを使用した。ヒト TGF-β1 PI

ポリアミドは、注射用水で 1 mg/kgの濃度に調節し尾静脈よりコモンマーモセットに

静脈内投与した。コントロールとして注射用水投与個体を用い、1 mg/kgを尾静脈よ

り静脈内投与した。 

その後、摘出した腎臓を用いて、Hematoxylin Eosin染色、Masson Trichrome染

色から得られた糸球体障害スコア（Glomerular injury score : GIS）や間質障害スコ

ア（Tubulointestitial injury score : TIS）、TGF-β1、E-cadherin、α-smooth muscle 

actin（α-SMA）の免疫染色による組織学的検証を行った。また、リアルタイムReverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction（RT-PCR）で TGF-β1 の mRNA

（transforming growth factor beta1, TGFB1 mRNA）の発現や EMTや線維化に関

与する SnailのmRNA（snail family transcriptional repressor 1, SNAI1 mRNA） の

発現、α-SMAのmRNA（actin, alpha 2, smooth muscle, aorta, ACTA2 mRNA）の
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発現も評価した。 

 リアルタイム RT-PCRの結果は平均±標準偏差で検討した。GIS、TISの値は、個々

の値を実測値で示し、UUO 5週間モデルでは各群で得られた値を UUO側値/非結紮

（Contralateral unobstructed kidney : CUK）側値として求め、平均±標準偏差で検

討した。各群の平均の差の検定は対応の無い t検定を用いて、P値が 0.05未満を統計

学的に有意とした。 

【研究の結果】 

シクロスポリン腎症モデルは低用量とした場合では、腎臓に組織学的な変化は認め

られず、用量を増量した場合では横紋筋融解症や高血糖などシクロスポリン投与によ

ると思われる副作用が出現し実験を中断せざるを得ず、腎症モデル作製に適した用量

を見出すことはできなかった。シクロスポリン投与による副作用の出現には個体差が

あったが、腎臓の組織学的変化は副作用の出現の有無には関与していないことがわか

り、その原因としてコモンマーモセット特有の腎障害の自然発症（Wasting marmoset 

syndrome）が考えられ、個体間での比較となるシクロスポリン腎症モデルによるヒ

ト TGF-β1 PI ポリアミドの薬効の評価は困難と判断した。UUO 水腎症モデルは、

結紮術施行から 3 週間経過すると腎臓の線維化が生じた。自然発症の Wasting 

marmoset syndromeを考慮すると、同一個体で非結紮側と結紮側を比較できるため

薬効の多角的な評価が可能で、ヒト TGF-β1 PIポリアミドの効果を評価する腎線維

化モデルとして適切だと判断した。 

そこで、UUO 水腎症モデルを用いてヒト TGF-β1 PI ポリアミドの基礎的検討を

行った。UUO3週間モデルでは、注射用水投与個体、ヒト TGF-β1 PIポリアミド投

与個体共に UUO 側の方が CUK 側よりも線維化を認め、GIS、TIS も高い傾向にあ

った。UUO 5週間モデルでは、UUO側で比較すると、注射用水投与個体の方がヒト

TGF-β1 PIポリアミド投与個体に比べ広範囲の線維化を認めた。また、CUK側で比

較すると、線維化の程度や GIS、TISには個体による差があることが分かった。UUO 

5 週間モデルの GIS、TIS の結果をまとめると、GIS、TIS 共にヒト TGF-β1 PI ポ
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リアミドを投与した個体の方が低値で、TISは統計学的に有意（P値＜0.05）に低値

であった。 

免疫組織学的染色の結果、UUO 3 週間モデル、UUO 5 週間モデル共に TGF-β1

は遠位尿細管を中心に、α-SMAは腎間質領域を中心に染色されたが、ヒト TGF-β1 

PIポリアミド投与個体の UUO側では同部位は染色されなかった。また、E-cadherin

は UUO 3 週間モデル、UUO 5 週間モデル共に遠位尿細管を中心に染色されたが、

UUO 3週間モデルの注射用水投与個体のUUO側では同部位が染色されたのに対し、

UUO 5週間モデルのUUO側では同部位は染色されなかった。 

TGFB1、ACTA2、SNAI1のmRNAの発現の結果、UUO 3週間モデルの UUO側

では、ヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体の TGFB1 mRNAが注射用水投与個体と

同程度で、ACTA2 mRNAはヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体の方が発現は低い

傾向にあった。UUO 5週間モデルでは、TGFB1 mRNA、ACTA2 mRNAの発現は、

ヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体群の方で低い傾向にあった。SNAI1 mRNAの

発現は UUO 3週間モデル、UUO 5週間モデル共に、ヒト TGF-β1 PIポリアミド投

与個体側で低い傾向にあり、特に UUO 3週間モデルでは低い傾向にあった。 

【考察】 

シクロスポリン腎症モデルでは、低用量では腎臓の組織学的変化は認めず、高用量

ではシクロスポリン投与によると思われる腎機能障害と高血糖が強く見られ、モデル

作製のために要する用量の決定が困難であった。また、コモンマーモセットには特有

のWasting marmoset syndromeの報告 24–26があり、その発症時期や性別の違いなど

は不明で個体選定時に除外することは非常に困難であることが分かった。シクロスポ

リンの全身投与によりモデルを作製することから別個体同士での比較とならざるを

得ず、Wasting marmoset syndrome の存在を考慮するとヒト TGF-β1 PIポリアミ

ドの薬物効果を正確に評価することは困難であることが分かり、本研究の腎線維化モ

デルとして適さないと判断した。UUO 水腎症モデルではモデル作製に使用する薬剤

や手技による副作用の出現はなく、コモンマーモセットの体調が良好のまま腎線維化
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モデルが作製できた。コモンマーモセットの UUO 側では、UUO 実施より 3 週間で

は強い線維化は起きず、5週間で広範囲な線維化が見られた。モデル作製に使用した

個体のうち、ベースにWasting marmoset syndromeが存在していたことが示唆され

た個体もあったが、UUO 水腎症モデルはコントロールとなる別個体と比較ができる

ことに加え、CUK 側が同一個体のコントロールとしての役割を果たすことになるた

め、Wasting marmoset syndrome のような潜在的な腎障害の影響を可能な限り排除

でき、ヒト TGF-β1 PIポリアミドの薬効を評価するには適していると判断した。 

UUO 5週間モデルにおいて、ヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体群で TISの有

意な低下を確認し、GISもヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体群の UUO側で低い

傾向にあった。TGFB1 mRNAと EMTマーカーの一つである ACTA2 mRNAの発現

もヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体群の UUO側で低い傾向にあった。TGF-β1

から誘導されるEMTでは、SNAI1の発現亢進はE-cadherinの脱落につながるため、

SNAI1の発現抑制は EMTを阻止していることを意味するが、SNAl1 mRNAの発現

もヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体群のUUO側で低い傾向にあった。またUUO 

3週間モデルにおいては、ヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体の ACTA2 mRNA、

SNAl1 mRNA発現は、UUO 5 週間モデルよりさらに低い傾向にあった。TGF-β1、

α-SMA の免疫組織学的染色でも UUO 3 週間モデル、UUO 5 週間モデル共にヒト

TGF-β1 PI ポリアミド投与個体の UUO 側は、注射用水投与個体の UUO 側と同部

位は染色されず、TGF-β1、α-SMA の発現が抑制されている可能性が示唆された。

E-cadherinの免疫組織学的染色では UUO 3 週間モデルと UUO 5 週間モデル共に、

ヒト TGF-β1 PIポリアミド投与個体の UUO側でも CUK側と同部位が染色されて

いたことから、ヒト TGF-β1 PI ポリアミド投与個体では E-cadherin が保たれてい

る可能性が示唆された。以上より、ヒトの TGF-β1 遺伝子プロモーターに設計した

ヒト TGF-β1 PIポリアミドは、ヒトにゲノム構造に高い相同性のある霊長類コモン

マーモセットの UUO水腎症に伴う腎尿細管の EMT や腎間質の線維化を抑制する可

能性があることが分かった。また、実験経過中にヒト TGF-β1 PIポリアミドの投与
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によると考えられる有害事象は起こらず、最大 4週間では安全に投与可能であること

も分かった。動物愛護的観点から科学的に必要な最少の動物数を使用したが、本研究

では 2種類の腎線維化モデルを作製し検討する必要があったため、ヒト TGF-β1 PI

ポリアミドの効果を検討するために使用できた個体数が限られてしまった。加えて、

Wasting marmoset syndrome のような潜在的な腎障害の存在による個体差もあった。

統計学的な有意差が認められなかった原因としては、このように実験に使用した個体

数が少ないことや個体差も影響の一つとして考えられる。 

本研究で作製した UUO 水腎症モデルでは、UUO 施行により水腎症が生じて線維

化する 23が、実医療での進行性腎障害の原因として水腎症はまれである。現段階では、

腎機能障害の進展をモニター出来る利点に加えて、腎性貧血や二次性副甲状腺機能亢

進症が出現するような CKD の疾患モデルとしては 5/6 腎摘モデルが報告されており

27 、今回 UUO水腎症モデルにおいてヒト TGF-β1 PIポリアミドが腎線維化を抑制

する可能性があったことから、今後は実験に使用する個体数を可能な限り増やし、5/6

腎摘モデルでの有効性も確認する必要があると思われた。 

今後の検討課題として、PI ポリアミドは殆どが尿排泄で一部が胆汁排泄であると

いうことが挙げられる 12,28–30。CKD 患者に対して投与する際は、排泄遅延が生じる

可能性もある。PI ポリアミドは長期に核に結合するため、安全性についての検討も

考慮する必要がある。また、本研究においてヒト TGF-β1 PIポリアミドは線維化の

進行抑制の可能性は認められたが、線維化を強力に抑制するまでには至らなかった。

PIポリアミドの投与の理想的なタイミングについて、Washioら 16はラットの皮膚瘢

痕による検討の結果から、TGFB1 mRNAが急激に増加し、発現がピークに至る以前

が最適としている。本研究ではコモンマーモセットの腎組織における TGFB1 mRNA

の発現のピークは分からなかった。また血液検査に加え、形態学的検査として超音波

検査を施行しても、既にWasting marmoset syndromeを発症しているケースがあっ

た。皮膚組織においては、熱傷、切創などの瘢痕化する原因の発症時期が明確である

ため、受傷から早期に PI ポリアミドを投与することが可能である。しかし、腎組織
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においては腎線維化の原因となる CKD の発症時期が明確でなく、また TGFB1 

mRNA の発現のピークを含め、CKD のどの段階が PI ポリアミド投与開始の理想的

なタイミングであるかは現段階では明確にできていない。特に CKDステージ G3b～

5が末期腎不全（End-stage renal disease : ESRD）の危険因子であると報告されて

いる 31,32事ことから、それ以前の CKDステージ G3aまでが腎線維化の可逆性のある

時期で、PI ポリアミドの投与が適している時期である可能性もある。実際に本研究

では、UUO 3週間モデルにおいて、SNAl1 mRNA、ACTA2 mRNAはヒト TGF-β1 

PI ポリアミド投与個体で著明に低下しており、線維化が完成する前にヒト TGF-β1 

PI ポリアミドが投与可能であれば、より強力な線維化の抑制作用が確認できる可能

性がある。今後は、PI ポリアミドの投与のタイミングについても検討する必要があ

ると思われる。また、ヒト TGF-β1 PIポリアミド以外の他の TGF-β1に対する PI

ポリアミド 18 での創薬開発の検討や、TGF-β1 以外の線維化に関与する分子を標的

とした新たな PIポリアミドの設計、開発も考慮する必要がある。 

【結論】 

コモンマーモセットの腎線維化モデルとして、シクロスポリン腎症モデルと片側尿

管結紮術水腎症モデルを作製した。コモンマーモセットに特有であるWasting 

marmoset syndrome の影響を考慮すると片側尿管結紮術水腎症モデルの方が、PIポ

リアミドの薬効評価に適していると考えられた。 

ヒトに対し分子設計・合成したヒト TGF-β1 PIポリアミドは、コモンマーモセッ

トの片側尿管結紮術水腎症モデルにおいて安全に投与可能であることが確認でき、腎

線維化の進行を抑制する可能性があると考えられた。 
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