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【概要】 

 

 糖尿病性腎症の病態には Transforming growth factor-β1（TGF-β1）が深く関与し

腎臓の線維化を促進することが知られている。本研究では、TGF-β1 遺伝子のプ

ロモーターである Upstream stimulatory factor 1（USF1）結合領域に結合し TGF-

β1 遺伝子の発現を抑制する USF1 Pyrrole Imidazole（PI）ポリアミドを用いて、

糖尿病性腎症の抑制効果を検討した。 

in vitro の培養メサンギウム細胞の実験では、25mM の高糖刺激により TGF-

β1 のプロモーター活性の増加と mRNA 発現亢進を認めた。まず、4 種類の

USF1 PI ポリアミド（PI ポリアミド 1～4）を設計・合成し抑制効果を検討し

た。10-10M PI ポリアミド 3 においてのみプロモーター活性及び mRNA の抑制

効果を認め、TGF-β1 遺伝子の転写を抑制する事が確認された。この結果から

USF1 PI ポリアミド 3 を以降の実験で使用することとした。 

高糖刺激による TGF-β1 蛋白発現の増加と PI ポリアミドの効果を Western blot

法にて検討した。高糖刺激により TGF-β1 蛋白発現は有意に上昇し、10-10M PI

ポリアミド 3 投与で TGF-β1 蛋白発現を有意に抑制した。また高糖刺激におけ

る培養メサンギウム細胞の増殖能は有意に増加を認め、PI ポリアミド 3 は高糖

刺激による増殖能の増加を有意に抑制した。高糖刺激による細胞形質転換マー

カーの発現と PI ポリアミドの効果を検討した結果、間葉系細胞の合成型形質マ

ーカーである Osteopontin は高糖刺激により有意に増加し、PI ポリアミド 3 の

投与で有意に抑制した。一方、収縮型形質マーカーである h-caldesmon は有意

に減少し、PI ポリアミド 3 の投与で有意に上昇した。この結果から、高糖刺激

による培養メサンギウム細胞の合成型形質転換に USF1 が関わっていることが

確認された。 
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次に、高糖刺激による培養メサンギウム細胞における USF1 の反応性を検討

した。培養メサンギウム細胞において、高糖刺激により USF1 mRNA に有意な

変化はみられなかった。しかし高糖刺激による USF1 蛋白の細胞内局在性につ

いて検討した結果、高糖刺激 24 時間後では核内における USF1 の蛍光免疫染色

が増強し、USF1 が核へ移行した事が示された。また USF1 蛋白量について

Western blot 法にて検討した結果、高糖刺激において細胞内より核内で USF1 蛋

白量が多くみられた。この結果より、高糖刺激で USF1 が細胞質から核内へ移

行し、転写を促進させていることが示唆された。 

in vivo の実験では、ストレプトゾトシン（Streptozotocin: STZ）投与により作

成された糖尿病モデルラットの病態に対する USF1 PI ポリアミドの薬剤効果を

検討した。糖尿病ラットにおいて尿中アルブミン（Albumin: Alb）排泄量は、

糖尿病発症 12 週目より増加傾向となり、16 週経過時には明らかな増加を認め

た。腎重量も増加しており腎臓の肥大化がみられた。腎臓組織学的変化を

Hematoxylin Eosin 染色・Masson Trichrome 染色で検討した。メサンギウム細胞

増殖によるびまん性病変が目立ち、間質線維化や尿細管萎縮もみられ、腎臓組

織傷害が進行していることが分かった。糸球体障害指数（Glomerular injury 

scores: GIS）・尿細管間質障害指数（Tubular injury scores: TIS）についても有意

な障害が認められた。また Western blot 法と免疫染色法で、糖尿病ラット腎組

織内の TGF-β1 発現が亢進していることが確認され、これらの組織学的変化は

TGF-β1 が強く関与していると考えられた。 

次に、糖尿病モデルラットに対しては糖尿病発症直後から 1mg/kgBW/週 2 回

の USF1 PI ポリアミドの腹腔内投与を行った。その結果、16 週後の尿中アルブ

ミン排泄量は糖尿病ラットと比較して低下していた。びまん性病変や間質線維

化においても、糖尿病ラットと同様の所見は認められるものの程度は軽度であ
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った。GIS、TIS による障害の程度も有意に低下していた。また免疫染色におい

て TGF-β1 は糸球体や近位尿細管に局在していたが、糖尿病ラットと比較して

程度は軽度であり発現亢進は抑制されていた。Western blot 法で腎組織内の

TGF-β1 発現の有意な低下が認められた。 

以上の結果より、高糖刺激による培養メサンギウム細胞での TGF-β1 発現増

加、TGF-β1 プロモーター活性の増加、メサンギウム細胞増殖促進に対して、

USF1 PI ポリアミド 3 の投与は抑制効果を示した。また、糖尿病モデルラット

においても、糸球体病変及び間質病変を USF1 PI ポリアミド 3 は抑制した。

USF1 PI ポリアミド 3 は将来、糖尿病性腎症の治療薬となりうる事が示唆され

た。 
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【緒言】 

 

現在の高度医療においても進行性腎障害に対する有効治療薬は無く、毎年 3 万

7 千人が末期腎不全により透析導入になっている。現在、透析医療患者数は 33

万人を数え、透析医療費は 1 兆円を超えている。透析患者の内訳は糖尿病性腎

症が約 40%を占めており、本邦において糖尿病性腎症の根治的治療法の開発は

喫緊の課題となっている(1)。  

 

1．糖尿病性腎症の発症、進展 

糖尿病性腎症は、網膜症及び神経障害とともに糖尿病の三大細小血管障害の

一つである。腎疾患のなかでは、代表的な二次性糸球体疾患に位置づけられてい

る。糖尿病性腎症の発症初期には糸球体肥大と糸球体過剰濾過がみられ、糸球体

過剰濾過の程度は、後に顕性腎症に進展するリスクと相関する。こうした患者に

最も早期にみられる所見は、感度の高いラジオイムノアッセイによって検出さ

れる尿中アルブミンの増加である。30～299 mg/日の範囲にあるアルブミン尿を

微量アルブミン尿 microalbuminuria といい、1 型及び 2 型の糖尿病患者はともに

糖尿病発症から 5～10 年で微量アルブミン尿が出現する。尿中アルブミン排泄

量は微量アルブミン尿から徐々に増加していき、微量アルブミン尿発症後 5～10

年経過すると、尿試験紙法で陽性所見を示す顕性蛋白尿がみられるようになる

のが典型的である。微量アルブミン尿は 2 型糖尿病患者の心血管イベン卜発生

と強く相関する(2)。微量アルブミン尿を呈する 2 型糖尿病患者では、顕性蛋白尿

や腎不全に至る前に心血管イベン卜を発症する場合が多い。他の糸球体疾患で

は通常、経過中に腎臓は萎縮することが多いが、糖尿病性腎症では腎症が進展し

ても腎臓のサイズは正常範囲のことが多いのも特徴である。500 mg/日以上の尿
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蛋白が出現してからの腎機能は進行性に低下し、約 50 %の患者が 5～10 年で腎

不全に至る。すなわち、微量アルブミン尿期の最も早期から末期腎不全に至るま

では 10～20 年であるとされる。 

 

2．糖尿病性腎症の組織学的変化 

組織病変の形成には多くの因子の関与が示唆されている。糸球体内圧の上昇

（糸球体高血圧）が腎機能低下や形態変化に重要な役割を担うことが、多くの臨

床試験で示唆されている。持続する糸球体高血圧は細胞外マトリックスの増加

をきたし、糸球体基底膜の構造変化を引き起こし、濾過機能に障害を与え、 最

終的に糸球体硬化を生じる。 また細胞外マトリックスの産生を変化させる多く

の因子も同定されており、蓄積した終末糖化産物に加え、成長ホルモン、IGF-

1(Insulin-like growth factor-1)、アンジオテンシン(Angiotensin) II、結合組織増殖因

子(Connective tissue growth factor: CTGF)、TGF-β1 (Transforming growth factor-β1)

などの循環因子や、脂質異常症といった因子の関与が示唆されている(3)。 

腎生検による糖尿病性腎症の組織像では、びまん性病変が最も多くメサンギ

ウム基質の増生・拡大と糸球体毛細血管壁の肥厚が認められる。結節性病変は本

症に特異性の高い病変である。典型的な結節は、大きさは様々だが円形で糸球体

毛細血管係蹄の中心部に形成され、同部位の細胞は結節の周辺に局在する。進行

例では，結節は大型となり糸球体毛細血管を閉塞する。浸出性病変では、糸球体

内、ボウマン嚢上皮下ならびに輸入・輸出細動脈壁の硝子様沈着が認められる。

糸球体毛細血管あるいは間質の小血管内に血漿蛋白、脂質およびムコ蛋白から

なる成分の浸出がみられる。これはエオジン好性、PAS 染色陽性、鍍銀染色陰性

で、マロリー染色で赤染する。浸出性病変は、比較的少ないが糖尿病性腎症の早

い時期から認められる(4)。 
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糖尿病性腎症早期に糸球体過剰濾過と糸球体の肥大を認めるが、このとき糸

球体係蹄にて新たな毛細血管の形成および血管新生が観察される。代表的血管

新生因子である血管内皮増殖因子（Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF）は

血管内皮細胞の増殖・遊走を促進するが、一方で血管透過性を亢進させる。糸球

体にて VEGF は主に足細胞にて発現するが、高血糖、TGF-β1、AngII により促進

される(5)。また、VEGF は糸球体基底膜（Glomerular basement membrane: GBM）

の構成要素であるⅣ型コラーゲン α3 鎖の足細胞における発現を TGF-β1 の下流

にて促進する(6)。糖尿病性腎症において観察される GBM の肥厚ならびに糸球体

濾過障壁障害に VEGF が関与する可能性が示唆される(7)。 

 

3. 糖尿病性腎症への TGF-β1 の関与  

糖尿病性腎症において、TGF-β1 は高グルコースにより誘導されて、腎臓の線

維化を促進するマスター制御因子である。TGF-β1 は IV 型コラーゲン、フィブ

ロネクチン(fibronectin)、ラミニン(laminin) といった細胞外マトリックスを構成

し、糖尿病性腎症の腎臓に蓄積するタンパクの合成を促進することが知られて

いる(8)。高グルコースにより糸球体内に TGF-β1 が過剰発現すると、マトリック

スタンパクの沈着が増加し、糸球体硬化につながる。また、このような過剰発現

が起こると、足細胞のアポトーシスが起こり、フィルターとしての腎臓の機能が

低下してしまう(9)。 

 

4. 糖尿病性腎症における、糸球体内皮細胞と足細胞のクロストークの破綻 

最近、糸球体内皮細胞と足細胞がお互いクロストークしているとの報告(10)が

ある。足細胞は元来多くのサイトカインを含めた分子を産生し、VEGF、CXC 

chemokine receptor 4 (CXCR4)、Tie-2 などに作用し糸球体内皮細胞機能を維持し、



7 
 

糸球体内皮細胞は Activated protein C を産生して糸球体内皮機能を維持している。

つまり糸球体内皮細胞の内皮間葉移行（Endothelial Mesenchymal Transition: EndMT）

が起こると足細胞傷害がおこり、糸球体障害から蛋白尿が生じる。 

 

5. 糖尿病性腎症における転写因子 USF1 の役割(11) 

高血糖により細胞内において PKC・ポリオール経路が活性化され、活性酸素

や終末糖化産物が蓄積される。それにより Upstream stimulatory factor 1（USF1）、

activator protein 1（AP1）、cAMP response element binding protein（CREB）等の転

写因子が活性化されることで、細胞外マトリックスの蓄積、炎症、糸球体硬化を

調節する遺伝子の発現が増える。これが糖尿病性腎症の進展におけるシグナル

伝達経路である。 

Sharma らの総説(12)によると、過剰なグルコースと脂肪酸の暴露は AMP/ATP

比の低下および 50-AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）活性の低下を招く

可能性がある。AMPK の減少は nuclear factor-kB（NF-kB）の活性増加および USF1

の核内移行に関連している。グルコースと脂肪酸を取り込むことで AMPK 活性

が抑制され、それにより USF1 核移行が進み TGF-β1 転写が促進されることで、

炎症や線維化が進行する。また NF-kB は NAPDH オキシダーゼ系を刺激するの

に対し、USF1 は高糖条件下で TGF-β1 遺伝子転写を刺激する。 

メサンギウム細胞などの間葉系細胞は、収縮型または合成型の形質を示し、主

に合成型マーカーとしては Osteopontin が、収縮型マーカーとしては αSMA、

SM22α、h-caldesmon などが挙げられる。メサンギウム細胞は収縮型形質ではほ

とんど増殖しないが、培養系や疾病などに伴う合成型形質では細胞内小器官か

らのタンパク分解酵素が増加し、高い増殖を示す。Osteopontin は生物学的スト

レスに応答して産生される骨基質タンパク質及び炎症性サイトカインであり、
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発現の増加は糖尿病性腎症のアルブミン尿及び糸球体硬化症と強く相関する。

USF1 は CCTCATGAC モチーフに結合する転写因子であるが、TGF-β1 プロモー

ターCCTCATGAC に結合すると腎髄質の線維化を起こし、Osteopontin プロモー

ターCCTCATGAC に結合すると、糸球体メサンギウム細胞の合成型形質と増殖

を起こすので、糸球体径は増加し、メサンギウム増殖を起こすと考えられる。一

方 h-caldesmon は平滑筋において収縮制御の中心的役割を担うタンパクである。

そこで合成型マーカーである Osteopontin と、収縮型マーカーである h-caldesmon

の増減をみることにより、メサンギウム細胞における細胞形質転換の評価をす

ることができる。 

このように糖尿病では転写因子 USF1 発現が亢進し、TGF-β1 プロモーターに

結合、TGF-β1 発現が促進される。この TGF-β1 発現の亢進は、糸球体細胞外マ

トリックスの増生、メサンギウム細胞増殖による糸球体の肥大、足細胞傷害によ

るアルブミン尿、糸球体内皮細胞の EndMT による足細胞・糸球体内皮細胞クロ

ストークの破綻、腎尿細管上皮の上皮間葉転換（Epithelial Mesenchymal Transition: 

EMT）、腎髄質の線維化を引き起こす。また同時に USF1 が Osteopontin 発現を亢

進し、メサンギウム増殖を起こす。これらの機序が糖尿病性腎症を形成している

と考えられる。 

 

6. ピロール・イミダゾール(Pyrrole Imidazole: PI)ポリアミドについて 

 PI ポリアミドは、1996 年にカルフォルニア工科大学の Peter B. Dervan らによ

り DNA 認識抗生物質より見いだされた DNA 配列に特異的に結合する中分子ペ

プチド化合物である（図 1・A）。合成された DNA 結合 PI ポリアミドは、Py/Im

ペアが CG、Py/Py ペアは AT または TA、Im/Py ペアは GC を認識し、これによ

り任意の DNA に塩基特異的に結合し、ターゲット遺伝子プロモーターに結合す



9 
 

るよう設計すると、転写因子の結合を阻害し遺伝子発現を抑制する事が出来る

（図 1・B）。  

PIポリアミドの特徴として、i) 転写因子より強力に2本鎖DNAのminor groove

に結合し、遺伝子発現を抑制する遺伝子転写抑制化合物である。ii）有機化合物

であるため核酸医薬と違い核酸分解酵素に分解されず細胞や生体内で安定であ

る。iii）Drug delivery system(DDS)なしに細胞の核に取り込まれる。iv）様々な遺

伝子をターゲットとして自由に分子設計できる。このように PI ポリアミドは、

これまで治療薬の無かった疾患の責任因子に対しても自由に設計でき、疾病で

活性化した転写活性を抑制するため、病変のみを抑制し、副作用の少ない転写活

性抑制遺伝子制御薬として期待できる(14-16)。 

 日本大学ではこれまで TGF-β1 に対する PI ポリアミドを分子設計し、ラット

の腎症(17,18)、血管再狭窄(19)、腹膜硬化症(20)、角膜損傷(21)、皮膚瘢痕(22)を著明に

抑制する事を報告した。さらに最近ヒト TGF-β1 への PI ポリアミドは前臨床試

験として霊長類マーモセットのシクロスポリン A 腎症と一束尿管結紮水腎症モ

デルでの腎障害と腎線維化を抑制する事を報告した(23)。 

糖尿病性腎症に関しては、TGF-β1 のプロモーター領域に結合する転写因子

AP1 に対する PI ポリアミドを設計・作製し効果を検討した先行実験がある。し

かし腎組織傷害や尿蛋白において明らかな効果は認めなかった。これは、AP1 が

高血糖以外の高血圧や虚血など他の病態によっても増加する可能性があり、高

血糖にのみ特異的に反応する転写因子ではなかったことが影響していると考え

られる。今回注目した転写因子 USF1 は糖尿病の高血糖で刺激されるため、これ

まで開発してきた TGF-β1 の PI ポリアミドよりも、糖尿病性腎症に特異的に反

応することが期待される。 
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【研究目的】 

 

本研究では、糖尿病性腎症の進展における転写因子 USF1 の発現亢進を確認

し、TGF-β1 プロモーターへの USF1 の結合を抑制する遺伝子制御薬 PI ポリアミ

ドの分子設計と合成を行い、USF1 に対する PI ポリアミドを糖尿病性腎症の治

療薬として開発することを目的とした。 
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【対象と方法】 

 

1．ラット USF1 に対する PI ポリアミドの分子設計と合成 

 本研究に使用した USF1 PI ポリアミドはラット TGF-β1 のプロモーター領域

にある USF1 結合 E-box 配列（図 2）に跨るように 4 種類設計しており（図

3）、それぞれの PI ポリアミドについて検討した(17)。これらの PI ポリアミドは

ペプチド合成機 PSSM-8（Shimadzu, Kyoto, Japan）にて Fmoc 固相合成法で合成

し、C18 カラム装着 High performance liquid chromatography(HPLC)にて精製し

た。 

 

2．PI ポリアミドのゲルシフトアッセイ 

PI ポリアミド 1、2 の結合領域として、sense; FITC-TGACTACTATGTGGAGT 

GGAT、antisense; FITC-ATCCACTCCACATAGTAGTCA を、同様に PI ポリアミ

ド 3、4 に対して、sense; FITC-CACTGCCACCAGTCACCATCA、antisense; FITC 

-TGATGGTGACTGGTGGCAGTG の配列のオリゴを合成した。2 本のオリゴ

DNA を 10-5M に調整し、95℃で 5 分加熱し変性させた後、徐々に温度を下げて

アニーリングした。2 本鎖オリゴと dimetylsulfoxide(DMSO,07-4875-6, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA)で溶解した等量の PI ポリアミドは、binding buffer(20% 

glycerol, 5mM MgCl2, 2.5mM EDTA, 250mM NaCl, 50mM Tris-HCl (pH 7.5) )中で 2

時間インキュベートした。20%ポリアクリルアミドゲルは予め 4℃、300V で 15

分間泳動を行った後にサンプルをアプライして、0.5×TBE バッファーで電気泳

動を行い(300V、3 時間、4℃)、LAS3000(Fuji Film, Tokyo, Japan)を使用してゲル

を撮影した。 
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3．メサンギウム細胞の培養 

ラット腎臓メサンギウム細胞は ATCC CRL-2573 株(Sprague-Dawley rat 由来)

を使用した。培養は 10%ウシ胎児血清(FBS) を含む正常糖濃度 Dullbecco’ s 

Modified Eagle’s Medium ( DMEM, D6046, glucose 5.6mM, Sigma-Aldrich )にペニ

シリン 100 単位/ml、ストレプトマイシン 100 µg/ml（Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA）を添加し培養を行った。数日で細胞がフラスコ内でサブコンフルエント

になっていることを確認し、培養液を除きリン酸緩衝液(Phosphate-buffered 

saline, PBS, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)で 2 回洗浄した後、Tryple Express

（12605010,GIBCO,USA）で細胞を剥離・回収し、滅菌フラスコに約 1.0×10⁴ 

/cm²の密度で播種し継代培養した。培地の交換は週 2～3 回の頻度で行い、サブ

コンフルエントになる毎に継代培養を繰り返し、各実験に使用した。 

 

4．高糖条件下でのラット TGF-β1 プロモーター活性の測定 

ラット TGF-β1 プロモータープラスミドは PGL3 basic (E1751,Promega, 

Madison , USA)の multiple cloning site にラット TGF-β1 の翻訳開始点から上流の

−4784 塩基までを挿入して作成した。また内部コントロールレポーターには

phRG-TK ベクター(E6241,promega)を使用した。HEK293 細胞を 96well plate に

1×104 個を撒き、10%FBS 含有、正常糖濃度 DMEM でサブコンフルエントまで

培養した。その後、Opti-MEM 培地(31985062, Invitrogen, USA)と Lipofectamin 

3000 (L3000015, Invitrogen)を用いてラット TGF-β1 プロモーターをクローニング

した PGL3 basic と phRG-TK を 50:1(100ng : 2ng)の割合で HEK293 細胞に導入し

た。トランスフェクション後、0.5%FBS 含正常糖濃度 DMEM で 24 時間 serum 

starvation を行い、serum starvation 終了 3 時間前に終濃度が 10−10M になるよう

にポリアミド 1～4 を培地に添加した。その後、コントロールとなる細胞は引
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き続き正常糖濃度の DMEM で培養し、それ以外の細胞は 10−10M のポリアミド

を含む高糖濃度 DMEM(D6429, glucose 25mM, Sigma-Aldrich)で 24 時間培養し

た。TGF-β1 プロモーター活性は Dual-Glo luciferase kit (E2920,Promega)を使用

し、 Infinte M Plex マイクロプレートリーダー( TECAN, Männedorf, Switzerland )

にて発光シグナルを測定した。さらに、プロモーター活性が抑制されたポリア

ミドにおいては、10-11M〜10-8M において、同様に TGF-β1 プロモーター活性を

測定した（日本大学遺伝子組換実験計画承認番号 2017 医 16）。 

 

5．高糖条件下での培養メサンギウム細胞における TGF-β1 の発現に対する PI

ポリアミドの効果の検討 

 ATCC CRL-2573 株は、10%FBS を添加した正常糖濃度の DMEM で、6well 

plate に播種し 80%コンフレントになるまで培養した。次に 0.5%FBS 含 DMEM

に交換して、serum starvation を 24 時間行った。serum starvation が終了する 3 時

間前に、終濃度が 10-10 M、10-9 M、10-8 M になるようにポリアミドを培地に添

加した。Serum starvation 終了後、コントロールとなる細胞は引き続き正常糖濃

度の DMEM で培養し、それ以外の細胞は高糖濃度 DMEM（各濃度のポリアミ

ドを含む）で 24 時間培養した。以上を USF1 PI ポリアミド 1～4 の 4 種類で行

い、各群は n=6 とした。24 時間後にプレートの細胞を回収しリアルタイム RT-

PCR 法で TGF-β1 mRNA 発現を測定し PI ポリアミドの効果判定を行い、その中

で最も効果のある USF1 PI ポリアミドをリード化合物とした。また効果の認め

られたポリアミドについては、上記と同様に細胞を培養し、Western blot 法で

TGF-β1 蛋白の発現を検討した。さらに細胞形質転換を PI ポリアミドが抑制す

るかどうかの評価を、合成型マーカーである Osteopontin と収縮型マーカーであ

る h-caldesmon で行った。 
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6．リアルタイム RT-PCR 法による mRNA の発現測定 

実験を行った細胞の培養液を破棄し、PBS で洗浄後、TRIzol Reagent 

(1559608 , Ambion, Waltham, USA)1ml を加えピペッティングしエッペンチュー

ブに移した。クロロホルム 200 µl を加え転倒混和し室温で 2～3 分置いた後 4℃

で 15000 回転 15 分間遠心分離をし、新しいエッペンチューブに上清 400 µl を

移した。上清に 2-プロパノール 500 µl を加えて転倒混和し、5～10 分置いた後

に 4℃で 15000 回転 10 分間遠心分離を行った。上清を捨て、沈殿物に 70%エタ

ノールを加え、混和し 4℃で 10000 回転 5 分間遠心し total RNA の抽出を行っ

た。抽出した total RNA より、混在する DNA を除去するために 1 µg 相当の

total RNA を DNase I (18068-015, Invitrogen, Carlsbad, USA) で処理を行ってから

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA)を用いて cDNA を精製した。 

TGF-β1、Osteopontin、h-caldesmon、USF1 のリアルタイム RT-PCR は、

Premix Ex Taq (Probe qPCR) (RR390A, Takara,tokyo,Japan) を用いたプローブ法で

定量した。上記の方法によって得た cDNA を使用し、StepOne Plus real-time 

PCR system(Applied Biosystems) を用いて、95℃/20 秒で加温後、95℃/1 秒と

60℃/20 秒のサイクルを 40 サイクル行った。各遺伝子の発現はスタンダードを

用いた相対定量で求め、Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)を内

部標準として発現量を補正した。リアルタイム Real-time PCR には以下のプロ

ーブを使用した。 

 

TaqMan プローブ法のプライマーリスト(Thermo Fisher Scientific) 

GAPDH 4351317 

Osteopintin Rn00681031_m1 
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SYBRGreen 法のプライマーリスト(Invitrogen, USA) 

USF1 Probe [6FAM]AGTAGCCACTGCACCTTCCTGAATCTG[

TAM] 

  Sense 5’-CAGCCGAAACCGAAGAGGG-3’ 

  antisense 5’-GGCGATAGCTACACTAGTTGGG-3’ 

TGF-β1 Probe [6FAM]ACAGGGCTTTCGCTTCAGTGCTCACT[T

AM] 

  Sense 5’-GGCTGAACCAAGGAGACGG-3’ 

  antisense 5’-ACGTGGAGTACATTATCTTTGCTG-3’ 

h-caldesmon Probe [6FAM]CCTTTGCTTCCTGCCTCTCACTCCTTTG

C[TAM] 

  Sense 5’-GGAGGAGGCGAAGGCTAGG-3’ 

  antisense 5’-CTCTCTCCGCTCCCTTCTCC-3’ 

 

7．Western blot 法による蛋白発現定量 

実験を行った細胞の培養液を破棄し、PBS で 2 回細胞を洗浄したのち、PIPA 

buffer 1ml で細胞を回収後、超音波破砕機 Bioruptor UCD-250(Cosmo Bio, Tokyo, 

Japan)を使用して可溶化した(200 W,  10 秒 ON/ 20 秒 OFF/ 25 cycle)。この抽出液

は、Pierce BCA protein assay kit(#23225, Thermo Fisher Scientific)にて蛋白定量した。

2-メルカプトエタノールを含むサンプルバッファーでタンパク質抽出液を 95℃、

5 分間、熱変性処理を行った後に、20～40mA で、12.5%ポリアクリルアミドゲ

ル SDS 電気泳動を行った。泳動したゲルは iBlot (IB1001, Thermo Fisher Scientific)

を使用して PVDF 膜に転写し、Blocking One (03959-95, nacalai tesque, Kyoto, Japan)



16 
 

にて 30 分間室温でブロッキングを行った。1 次抗体は 200 倍希釈の Rabbit Anti-

TGF beta 1 antibody  ( ab92486、abcam )を使用し 4℃、オーバーナイトでインキ

ュベーションを行った。TBST で 5 分 4 回洗浄し、2 次抗体は 10000 倍希釈の 

Horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti rabbit IgG (111-036-003, Jackson 

Immuno Reseach, west Grove, PA, USA)を使用して、室温で 1 時間インキュベーシ

ョンした後、TBST で 5 分 4 回洗浄した。タンパクの検出は Chemi-Lumi One 

Super (02230-30 nacalai tesque)を使用し、Fusion Solo System ( VILBER LOURMAT, 

Collégien, France)で撮影した。尚、ローディングコントロールとして、2000 倍希

釈の Rabbit Anti-GAPDH antibody (ab9486, abcam)を使用した。得られた画像は、

Bio-1D softwear (VILBER LOURMAT)にて数値化を行った。 

 

8．USF1 蛋白の細胞内局在性の検討 

1) 蛍光免疫染色法 

ATCC CRL-2573 株を 35mm glass base dish (IWAKI 3910-035, Tokyo,Japan)に播種

し、10%FBS 含有正常糖濃度の DMEM で培養し、その後 0.5%FBS 含有、正常糖

濃度の DMEM で 24 時間 serum starvation を行った。Serum stavation 後、コント

ロールとなる細胞は正常糖濃度 DMEM で培養し、もう一方の細胞は、高糖濃度

DMEM で 20 時間刺激した。刺激後、dish 内の培地を破棄して、PBS で 2 回洗浄

後、4%パラホルムアルデヒドで 10 分間固定した。次に dish を PBS で 2 回洗浄

し、0.25% Triton-X を含む PBS で 15 分間 permeabilization を行った。10%アルブ

ミンを含む PBS で 20 分間ブロッキングを行った後に、1 次抗体として 100 倍希

釈の Rabbit anti USF1 antibody (ab180717, Abcam, UK)を使用し、室温で 1 時間イ

ンキュベーションを行った。PBS で細胞を 5 分間、3 回洗浄した後、2 次抗体と

して 500 倍希釈の Alexa-594 Goat anti Rabbit IgG (A11072, invitrogen)を使用し、室
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温で 30 分間インキュベーションを行った。終了後、PBS で 5 分 3 回洗浄し、

1000 倍希釈の Hoechst 33342 (H1399, Invitrogen)で核染色を行い、FLOVIEW FV 

10i (Olympus, Tokyo, Japan)で細胞を蛍光観察した。 

 

2) Western blot 法 

10cm dish に ATCC CRL-2573 株を播種し、免疫染色法による USF1 タンパク

の細胞内局在性の検討と同様に細胞を刺激した。 

細胞全体での USF1 タンパクの発現は、dish の培地を破棄後に、PBS で 2 回

細胞を洗浄したのち、PIPA buffer 1ml で細胞を回収後、超音波破砕機 Bioruptor 

UCD-250 を使用して可溶化した(200 W,  10 秒 ON/ 20 秒 OFF/ 25 cycle)。細胞核

内の USF1 タンパクは、dish の培地を破棄後に、PBS で 2 回細胞を洗浄したの

ち、スクレーパーで細胞を回収し、低張液(10mM HEPES (pH7.9, 10mM KCl, 

0.1mM EGTA, 0.1mMEDTA, 1mMDTT 0.5mM PMSF ) 300µl に分散させ、氷上で

15 分インキュベーションした後、4℃、3000 回転で 1 分間遠心分離を行い、上

清を破棄した。核画分である沈殿を PIPA buffer 200µl で分散し、Bioruptor 

UCD-250 を使用して細胞核を破砕した(250 W, 30 秒 ON/ 30 秒 OFF/ 20 cycle )。

その後、15000 回転で 15 分間遠心分離を行い、上清の核画分を得た。 

これらの抽出液は、Pierce BCA protein assay kit にて蛋白定量し、95℃、5 分

間、熱変性処理を行った後に、10%ポリアクリルアミドゲル SDS 電気泳動を行

った。泳動したゲルは PVDF 膜に転写し、ブロッキングを行なった。1 次抗体

は 200 倍希釈の Rabbit Anti-USF1 antibody を使用し 4℃、オーバーナイトでイ

ンキュベーションを行った。2 次抗体は 10000 倍希釈の Horseradish peroxidase 

(HRP) conjugated goat anti rabbit IgG を使用して、室温で 1 時間インキュベーシ

ョンした。尚、ローディングコントロールとして、全細胞画分については
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GAPDH を、核抽出画分については 1000 倍希釈の Rabbit Anti TATA box binding 

protein (22006-1-AP, Proteintech, Rosemont, USA ) を使用した。   

 

9．培養メサンギウム細胞の増殖能の評価 

 96 well plate に 1.0×10⁴個/well の密度で ATCC CRL-2573 株を播種し、70%コ

ンフレントになるまで培養した。その後 0.5%FBS 含有正常糖濃度の DMEM で

24 時間 serum starvation を行った。serum starvation が終了する 3 時間前にポリア

ミドを濃度が 10-11 M～10-8 M になるように培地に添加した。Serum starvation 終

了後、コントロールとなる細胞は引き続き正常糖濃度の DMEM で培養し、そ

れ以外の細胞は高糖濃度 DMEM（各濃度のポリアミド含む）で 24 時間培養し

た。細胞の増殖能は Premix WST-1 アッセイ試薬（MK400,Takara,Japan）を培地

に添加して 1 時間培養し、マイクロプレートリーダーを用いて 420 nm（測定波

長）と 650 nm（対照波長）の吸光度を測定して細胞の増殖能を評価した。 

 

10．実験動物 

動物実験は、全て日本大学医学部動物実験委員会の指針に従って行った（日本

大学動物実験計画承認番号：AP18MED056-1）。Sprague-Dawley(SD)ラットは日本

チャールスリバー株式会社（Yokohama, Japan）から購入して実験に使用した。 

 

11．STZ による 1 型糖尿病モデルラットの作成及び、各種ラットの飼育・薬物

投与 

 Makino らの実験(25)を参考とし、予め 12 時間絶食させておいた体重 200～250 

g の SD ラットに対し、生理食塩水 0.3 ml に溶解したストレプトゾトシン

（Streptozotocin: STZ）（195-15154,Wako,Osaka,Japan）60 mg/kg を尾静脈内に単



19 
 

回投与して 1 型糖尿病性ラットを作製した。STZ を投与したラットにおいて、

24 時間後の血糖値を GLUCOCARD G Black (Panasonic, Tokyo, Japan)にて測定

し、血糖値が 300 mg/dl 以上を示したラットを DM 群（n=7）とした。DM 群に

USF1 PI ポリアミド投与したものをポリアミド群（n=6）、7 週齢の SD ラットを

コントロール群（n=6）とし、3 群とも普通餌にて飼育した。DM 群には 0.1％

酢酸を 1ml 腹腔内投与し、ポリアミド群には 0.1％酢酸 1ml に USF1 PI ポリア

ミドを溶解し腹腔内投与した。PI ポリアミドの投与量は 1 回 1mg/kg 体重と

し、週 2 回投与した。また週に 1 度、体重測定、代謝ケージを使用して 24 時

間蓄尿を行った。4 ヶ月間の飼育終了後、ラットはイソフルラン吸入麻酔（2-

5% in 100%酸素）下で体表を消毒後に腹部を正中切開し、下大静脈から採血を

して失血死とした後に、腎臓を摘出した。 

 

12．SD ラットの体重、尿中アルブミン量、血糖値、腎機能の測定 

体重測定は小動物専用体重計（SHINKO DENSHI, Tokyo, Japan）を用いた。尿

中アルブミンは試薬としてオートワコーマイクロアルブミン (Wako, Osaka, 

Japan)を使用し、自動分析装置 (JCA-BM8000 シリーズ)にて週 1 回の測定を行っ

た。 

 ラットの血糖値、血清尿素窒素（serum urea nitrogen: sUN）、血清クレアチニン

（Cr）、HbA1c の測定は飼育終了後の解剖時に下大静脈より採血した血液を使用

した。血清および血漿は、全血を 3000 回転で 10 分間遠心分離を行って得た。血

糖値の測定は血漿に試薬としてクイックオートネオ GLU-HK (SHINO-TEST, 

Tokyo, Japan)を使用し自動分析装置 (7180, HITACHI)にて測定した。HbA1c は全

血を用い、試薬としてラピディアオート HbA1c-1(Fujirebio, Tokyo, Japan)を使用

し自動分析装置(JCA-BM8000 シリーズ: JEOL, Tokyo, Japan)にて測定した。sUN
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は自動分析用試薬「生研」UN-S (DENKA SEIKEN, Tokyo, Japan)、血清クレアチ

ニンは L タイプワコーCRE・M (Wako, Osaka, Japan)を使用し自動分析装置 (7180, 

HITACHI)を使用して測定を行った。 

 

13．腎組織の組織染色 

 腎臓の組織変化を確認するためにラットより摘出した腎臓をホルマリン固定

しパラフィン化の処理を行った。パラフィンブロックにした腎臓組織を 4～5µm

の薄さに切り出しを行った。切り出した切片に対し New Hematoxylin Solution 

Type M (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan)、  1% Eosin Y Solution を使用し

Hematoxylin Eosin (HE)染色を行った。ワイゲルト鉄ヘマトキシリン 1(4034-2, 

Muto Pure Chemicals)とワイゲルト鉄ヘマトキシリン 2 (4035-2, Muto Pure 

Chemicals)の混合液、第 2 媒染剤 (8141-1, Muto Pure Chemicals)、 0.75%オレンジ

G 液  (4023-2, Muto Pure Chemicals)、マッソン染色液 B (4035-2, Muto Pure 

Chemicals)、2.5％リンタングステン酸液 (4018-1, Muto Pure Chemicals)、アニリン

青液 (4020-2, Muto Pure Chemicals)を使用し Masson Trichrome 染色を行った。染

色後に光学顕微鏡にて組織変化を確認した。 

 

14．糸球体障害指数 (Glomerular Injury Scores: GIS)と尿細管間質障害指数

(Tubular Injury Scores: TIS)の評価   

Sabbatini らの研究(26)を参考に腎障害のスコア化を行った。スコアリングにあ

たって bias を排除するため、ブラインド下で腎臓組織の有識者によるスコアリ

ングが行われた。ラット腎臓を Hematoxylin Eosin 染色及び Masson Trichrome 染

色を行い、糸球体障害の定量化のために 30 個の糸球体をランダムに選出し、そ

れぞれの糸球体の間質占拠率を評価し下記の通りにスコア化した。糸球体障害
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指数 (Glomerular Injury Scores: GIS) は、 [(0×n0)+(1×n1)+ (2×n2) + (3×n3) + 

(4×n4)]÷30 で計算した。 尿細管間質傷害の定量化のために 20 領域をランダム

に選出し、線維化の度合いを下記の通りスコア化した。尿細管間質障害指数

(Tubular Injury Scores: TIS) は、[(0×n0)+(1×n1)+ (2×n2) + (3×n3) + (4×n4) ]÷20 で

計算した。 

1) GIS（a minimum of 30 glomeruli） 

0: normal appearance 

1: involvement of up to 25% of the glomerulus 

2: involvement of 25 to 50% of the glomerulus 

3: involvement of 50 to 75% of the glomerulus 

4: involvement of 75 to 100% of the glomerulus 

2) TIS（20 randomly selected cortical areas） 

0: normal appearance 

1: involvement of less than 10% of the area 

2: involvement of 10 to 30% of the area 

3: involvement of 30 to 50% of the area 

4: involvement of more than 50% of the area 

 

15．ラット腎臓組織における TGF-β1 の免疫染色（ImmPRESS Uninversal 

Polymer 法） 

 腎臓の組織変化を確認するためにラットより摘出した腎臓をホルマリン固定

しパラフィン化の処理を行った。パラフィンブロックにした腎臓を厚さ 5µm に

切り出しし、MAS コートスライドグラス(MATUNAMI MAS-01)にのせて伸展器

上で乾かしながら切片をスライドグラスに貼り付け、40℃で一晩置いた。その後
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切片はキシレン、エタノール等の溶媒を用いて脱パラフィンを行い、親水させた。

次に切片を Sodium citrate buffer pH 6.0 中に入れ、pressure cooker を用いて 20 分

反応させ、抗原の賦活化を行った。PBST で 5 分 2 回洗浄し、次に 0.3%H2O2(過

酸化水素水)/PBST 中に入れ、室温で 20 分反応させ、内因性 peroxidasese 活性の

除去を行った。PBST で 5 分 2 回洗浄し、Normal Horse Serum 2.5%を切片と室温

で 20 分反応させ、一次抗体の非特異的反応の除去を行った。PBST で 5 分 2 回

洗浄し、一次抗体の anti TGF-β1 serum と 4℃ で一晩反応させた。PBST で 5 分

2 回洗浄し、二次抗体の ImmPRESS Universal Polymer Reagent と室温で 60 分反

応させた。PBST で 5 分 2 回洗浄し、発色剤の ImmPACT DAB と室温で 2～10 分

反応させた（発色；茶色）。顕微鏡下で反応が十分であることを確認し PBST に

入れて反応を停止した。水道水で 5 分洗浄後、Hematoxylin TypeM と室温で 10 分

反応させ、核染色を行った。核と細胞質の染色の状態を明確にするため、水道水

で 20 分洗浄後、エタノールを用いて切片を脱水し、キシレンと置換後、Malinol

封入剤を用いてカバーグラスをかけ封入した。 

 

16．糖尿病ラットの腎臓組織における USF1 PI ポリアミドの評価 

腎臓での TGF-β1 蛋白の発現を Western blot 法にて検討した。腎臓組織を RIPA 

buffer（08714-04, nacalai tesque, Tokyo, Japan）を用いてタンパク抽出し、Pierce BCA 

protein assay kit（#23225, Thermo Fisher Scientific）にて蛋白定量した。β-メルカプ

トエタノールを含むサンプルバッファーでタンパク質抽出液を 95℃、5 分間、

熱変性処理を行った。 12.5%ポリアクリルアミドゲルにサンプルを 1 レーンあ

たり蛋白量として 100µg アプライし、20～40mA の定電流で電気泳動を行った。

その後、泳動したゲルは、iblot にて PVDF 膜に転写し、ブロッキングした。1 次

抗体は 1000 倍希釈の TGF-β1 抗体(sc-146, Santa Cruz Biotechnology , Santa, Cruz, 
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CA, USA)を使用し、4℃オーバーナイトでインキュベーションした。Tris Buffered 

Saline With Tween (TBST)で 2 分 2 回、15 分 1 回、5 分 3 回洗浄し、2 次抗体は

10000 希釈の Horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti rabbit IgG（111-036-

003, Jackson Immune Reseach, West Grove, PA, USA）を用いて室温で 1 時間インキ

ュベートした後、TBST で 2 分 2 回、15 分 1 回、5 分 3 回洗浄した。蛋白質の検

出は Chemi-Lumi One Super（02230-30, nacalai tesque）を使用し、Fusion Solo System

で撮影した。また内部標準は GAPDH を用い、rabbit anti GAPDH（#G9545, Sigma-

Aldrich）を使用した。 

 

17．統計解析 

 結果は平均値±標準誤差 (standard error: SE) として表記し、有意差検定は統計

解析ソフトウェア SPSS version 26 (SPSS Inc, Chicago, USA) を用い統計学的解析

を行った。USF1 蛋白の細胞内局在性を検討する実験において、細胞内と核内の

比較では Student’s t-test を用い、その他の多群間比較では Turkey 法と Games-

Howell 法で解析を行った。p<0.05 を統計学的有意差ありと判定した。 
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【研究結果】 

 

1．PI ポリアミドのゲルシフトアッセイ 

 ラット TGF-β1 プロモーター配列の転写因子 USF1 結合配列に跨るように設計

された 4 種類の USF1 PI ポリアミド 1～4 について、各々がターゲット 2 本鎖

DNAに結合するかをゲルシフトアッセイにて検討した。USF1 PIポリアミドを、

FITC 標識を有するターゲット配列のセンス鎖にアンチセンス鎖をアニーリング

した 2 本鎖 DNA に添加することにより、DNA のバンドがシフトした（図 4 ②、

⑥、⑩、⑭）。過剰の FITC 非標識 2 本鎖 DNA を加えることで、FITC 標識 2 本

鎖 DNA のバンドと FITC 標識 2 本鎖 DNA＋PI ポリアミドのバンドが認められ、

ターゲット 2 本鎖 DNA への結合が確認された（図 4 ③、⑦、⑪、⑮）。 

 

2．高糖刺激による TGF-β1 プロモーター活性増加に対する PI ポリアミドの効

果 

 TGF-β1 プロモータープラスミドを HEK293 細胞に導入し、高糖条件で TGF-

β1 プロモーター活性増加をルシフェラーゼにて測定し、PI ポリアミド 1～4 の

効果を検討した。高糖刺激において TGF-β1 プロモーター活性は有意（P<0.05）

に上昇した。PI ポリアミド 3 の投与はプロモーター活性を抑制した（図 5）。PI

ポリアミド 1、2、4 は抑制しなかった。さらに、TGF-β1 プロモーター活性が抑

制された PI ポリアミド 3 において濃度別に抑制効果を検討したところ、高糖刺

激で TGF-β1 プロモーター活性が有意（P<0.01）に上昇したのに対し、PI ポリア

ミド 3 の 10-10M 投与下において有意（P<0.05）にプロモーター活性を抑制した

（図 6）。この結果から、USF1 PI ポリアミド 3 は高糖刺激で上昇した TGF-β1 遺

伝子の転写を抑制する事が確認された。 
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3．高糖刺激による TGF-β1 mRNA 発現に対する PI ポリアミドの効果 

 培養メサンギウム細胞での高糖条件下において、TGF-β1 mRNA 発現に対する

PI ポリアミド 1～4 の効果を検討した。高糖刺激において、TGF-β1 mRNA の上

昇が確認されたが、PI ポリアミド 1、2、4 投与下では TGF-β1 mRNA の上昇を

抑制しなかった（図 7）。一方、 高糖刺激で TGF-β1 mRNA が有意（P<0.01）に

上昇したのに対し、PIポリアミド 3投与はTGF-β1 mRNAの上昇を有意（P<0.01）

に抑制した（図8）。したがって、TGF-β1プロモーター活性の抑制とTGF-β1 mRNA

の抑制の結果より、USF1 PI ポリアミド 3 を以降の実験で使用することとした。 

 

4．高糖刺激による TGF-β1 蛋白発現に対する PI ポリアミド 3 の効果 

培養メサンギウム細胞での高糖条件下において、TGF-β1 蛋白発現に対する PI

ポリアミド 3 の抑制効果を Western blot 法にて検討した。高糖刺激では TGF-β1

蛋白発現が有意（P<0.01）に上昇したのに対し、10-10M PI ポリアミド 3 は、TGF-

β1 蛋白発現を有意（P<0.05）に抑制した（図 9）。 

 

5．高糖刺激による細胞形質転換マーカーの発現と PI ポリアミドの効果 

 培養メサンギウム細胞で合成型形質転換マーカーである Osteopontin mRNA は、

高糖刺激により有意（P<0.01）に上昇したのに対し、PI ポリアミド 3（10-10M）

投与下において有意（P<0.01）に抑制された（図 10）。また、収縮型形質転換マ

ーカーである h-caldesmon mRNA は、高糖刺激により有意（P<0.01）に低下し、

PI ポリアミド 3 の投与下においては有意（P<0.01）に上昇していた（図 11）。こ

の結果から、高糖刺激による腎メサンギウム細胞の合成型形質転換に USF1 が関

わっていることが確認された。 
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6．高糖刺激による USF1 mRNA 発現と PI ポリアミドの効果 

USF1 mRNA は、高糖刺激でも PI ポリアミド 3 の投与下でも有意な変化はみ

られなかった（図 12）。 

 

7．高糖刺激による USF1 蛋白の細胞内局在性の検討 

USF1 蛋白の細胞内局在性について、蛍光免疫染色法と Western blot 法により

検討した。蛍光免疫染色において、高糖刺激前はメサンギウム細胞の細胞質と核

ともに USF1 が染色されているのに対し、高糖刺激 24 時間後では核内における

USF1 の蛍光免疫染色が増強し、USF1 が核へ移行した事が示された（図 13）。 

次に高糖刺激による USF1 蛋白量の変化を、Western blot 法により細胞内と核

内で比較した。高糖刺激において細胞内 USF1 蛋白発現は増減を認めなかった。

一方、核内のみの USF1 蛋白量を抽出したところ、高糖刺激において USF1 蛋白

発現が多くみられた（図 14）。この結果から、高糖刺激で USF1 が細胞質から核

内に移行し、転写を促進していることが示唆された。 

 

8．高糖刺激による培養メサンギウム細胞の細胞増殖能の増加と PI ポリアミド

3 の効果 

培養メサンギウム細胞の細胞増殖能を測定した結果、高糖刺激により有意

（P<0.05）に細胞増殖能は増加した。また、高糖刺激にて増加した増殖能に対し、

PI ポリアミド 3（10-11M）投与では抑制傾向を示した（図 15）。 

 

9．STZ 糖尿病ラットにおける腎障害への PI ポリアミド 3 の効果 

コントロール群（n=6）、DM 群（n=7）、ポリアミド群（n=6）を飼育、週 1 回

の体重測定・尿量測定・尿中アルブミン量測定を行い、16 週間後に血液検査・
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腎臓重量測定・腎組織変化について検討した。途中でポリアミド群（n=2）は腹

膜炎を発症し死亡したため、最終的にはポリアミド群（n=4）となっている。 

体重推移に関しては、コントロール群と比較して DM 群とポリアミド群では

有意（P<0.01）に体重は減少していたが、DM 群とポリアミド群では有意な差は

得られなかった（図 16）。 

尿量推移に関しては、コントロール群と比較して DM 群とポリアミド群では

有意（P<0.01）に尿量は著明に増加していたが、DM 群とポリアミド群では有意

な差は得られなかった（図 17）。 

尿中アルブミン排泄量に関しては、コントロール群と比較してDM群では STZ

投与 12 週後より上昇し、16 週後では有意（P<0.01）に尿中アルブミン排泄量は

高値であった。ポリアミド群では尿中アルブミン排泄量は DM 群より低値傾向

を示したが、統計学的有意差は得られなかった（図 18）。 

STZ 投与 16 週間後、ラットから摘出した腎臓重量に関しては、コントロール

群と比較して DM 群とポリアミド群では有意（P<0.01）に増加していたが、DM

群とポリアミド群では統計学的有意差は得られなかった（図 19）。 

血液生化学データに関しては、sUN と HbA1c ではコントロール群と比較して

DM 群とポリアミド群は有意（P<0.01）に上昇し、DM 群と比較してポリアミド

群は低値ではあるが統計学的有意差は得られなかった（図 20）。血糖値は、コン

トロール群と比較して DM 群とポリアミド群では有意（P<0.01）に上昇していた

が、DM 群とポリアミド群では統計学的有意差は得られなかった（図 20）。Cr は、

コントロール群と比較して DM 群、ポリアミド群ともに上昇傾向ではあるが統

計学的有意差は得られなかった（図 20）。 

腎組織障害の評価として HE 染色、Masson Trichrome 染色を行い組織学的変化

について比較した（図 21）。DM 群においては、全体的に糸球体径が大きく糸球
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体が肥大しており、メサンギウム領域の拡大を認めるびまん性病変も多く、尿細

管間質の線維化や尿細管萎縮もみられることから、糖尿病性腎症の病変が認め

られた。一方、ポリアミド群においては、同様の病変が認められたが DM 群と

比較して糸球体膨化や間質線維化の程度が軽度であった。 

また腎組織において GIS と TIS の評価をした。GIS では、コントロール群と

比較して DM 群では障害指数が有意（P<0.01）に上昇し、ポリアミド群では有意

（P<0.05）に低下していた（図 22）。同様に TIS でも、コントロール群と比較し

て DM 群では障害指数が有意（P<0.01）に上昇し、ポリアミド群では有意（P<0.01）

に低下していた（図 22）。 

腎組織における TGF-β1 の局在を免疫染色にて検討した（図 23）。コントロー

ル群と比較して DM 群においては、TGF-β1 は糸球体領域と近位尿細管に局在し

ており発現亢進が認められた。一方、ポリアミド群では DM 群と比較して、糸

球体領域と近位尿細管における TGF-β1 の局在はみられるものの、その程度は著

明に低下していた。また腎組織内の TGF-β1 蛋白発現の比較を Western blot 法に

て評価した。コントロール群と比較して DM 群では TGF-β1 蛋白発現が有意

（P<0.01）に増加し、ポリアミド群では DM 群と比較して有意（P<0.01）に抑制

されていた（図 24）。 

  

 

 

 

 

 

 



29 
 

【考察】 

 

 糖尿病性腎症の腎組織学的変化の特徴として、細胞外マトリックスの蓄積に

よる糸球体メサンギウム基質の増生・拡大と糸球体毛細血管壁の肥厚が挙げら

れる。この変化に対し中心的な役割を担うのが TGF-β1 であり、糖尿病性腎症に

おいてその発現が増強し、腎臓の線維化を促進することが知られている(27)。最

近、USF1 は高糖刺激による TGF-β1 の発現をメサンギウム細胞にて調整するこ

とがわかってきている(11)。糖尿病性腎症においては、高血糖により PKC/ポリオ

ール経路等が活性化されることで、USF1 の転写因子が活性化される。Sharma ら

は、過剰な血糖を細胞内に取り込むことで AMPK 活性が抑制され、USF1 の核

移行が進み TGF-β1 転写が促進され、腎線維化が進行する事を報告した(13)。その

ため糖尿病において、高糖刺激により USF1 が活性化されることで、細胞外マト

リックスの蓄積、炎症、糸球体硬化を調節する TGF-β1 遺伝子の発現が亢進する

ことが考えられる。このように糖尿病性腎症の腎障害の進展に転写因子 USF1 に

よる TGF-β1 の発現亢進が深く関与していると考えられる。そこで本研究におい

て、ラット TGF-β1 プロモーターにある USF1 結合部位に特異的に結合し、TGF-

β1 発現を抑制するよう設計された PI ポリアミドを用いて、糖尿病性腎症の進展

を抑制できるかを検証し、USF1 に対する PI ポリアミドを糖尿病性腎症の新規

治療薬として創薬開発する為の基礎検討を行った。 

in vitro の培養メサンギウム細胞の実験において、高糖刺激により TGF-β1 の

プロモーター活性の増加と mRNA 発現亢進を認めた。また細胞増殖の実験にお

いて、高糖刺激により細胞増殖能 WST-1 の増加を認めたことから、高糖刺激は

TGF-β1 の発現亢進を介してメサンギウム細胞の増殖に関与することが分かった。

この高糖刺激による TGF-β1 mRNA の発現亢進に対し、4 種類の USF1 PI ポリア
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ミドを設計・合成した。4 種類の PI ポリアミドを設計した時点ではどれが 2 本

鎖 DNA の minor groove に結合するものかは検証されていないため、プロモータ

ー活性、TGF-β1 発現、細胞増殖における抑制効果を検討し、最も効果的な PI ポ

リアミド 3 を本研究でのリード化合物とした。 

一方、今回の実験で、高糖刺激により間葉系細胞の合成型形質マーカーである

Osteopontin は増加し、収縮型形質マーカーである h-caldesmon は減少した。この

メカニズムとして TGF-β1 の細胞増殖に対する作用は、ほとんどの細胞には増殖

抑制に働くが、形質が合成型になった間葉細胞においては増殖促進に働くこと

が知られている。このように、メサンギウム細胞への高糖刺激は USF1 による

TGF-β1 プロモーター活性化により、メサンギウム細胞を合成型に形質変換し、

Osteopontin の発現を増加させ、h-caldesmon の発現を抑制し、細胞増殖を促進さ

せていると考えられた。また USF1 PI ポリアミド 3 の投与は、TGF-β1 遺伝子の

転写を抑制し、メサンギウム細胞の形質を収縮型に戻し、細胞増殖を抑制してい

ると考えられる。よって USF1 PI ポリアミド 3 は糖尿病性腎症で USF1 による

TGF-β1 の発現亢進を抑制し、メサンギウム細胞の形質を収縮型にすることで増

殖を抑制し、糸球体障害に効果があると示唆された。また、Osteopontin 発現の

増加は糖尿病性腎症のアルブミン尿及び糸球体硬化症やメサンギウム増殖と強

く相関する。USF1 は TGF-β1 プロモーター領域の E-box モチーフに結合する転

写因子だが、同様のモチーフが Osteopontin のプロモーター領域にも存在する。

そのため Osteopontin プロモーター領域にも結合し、糸球体メサンギウム細胞の

増殖を引き起こす。今回使用した USF1 PI ポリアミド 3 は Osteopontin プロモー

ター領域にも同様に作用したため、その発現を抑制したと考えられる。一方で、

高糖刺激に対して USF1 の発現の絶対量は変化を示さなかったが、細胞内と核内

で USF1 蛋白量は核内発現が多いことが分かった。これは高糖刺激により転写因
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子 USF1 が細胞質から核内移行し、TGF-β1 遺伝子のプロモーターに結合し転写

を促進していることが示唆された（図 25）。 

また、高糖刺激による TGF-β1 プロモーター活性に対する PI ポリアミドの効

果を検討した結果、10-10M PI ポリアミドが最も抑制効果を示したが、高濃度で

は抑制効果が消失し、PI ポリアミドに濃度依存性抑制効果が観られなかった。

高糖刺激による Osteopontin mRNA 発現に対する PI ポリアミドの効果を検討し

た際も同様の結果となっている。これは、PI ポリアミドは濃度依存性ではなく

効果がある濃度は非常に狭い領域であり、それ以上濃度が上昇すると、PI ポリ

アミド自体が USF1 結合部位に結合した際、TGF-β1 プロモーターの転写活性を

あげている可能性が考えられる。この高濃度 PI ポリアミドの転写活性刺激につ

いては、当研究室で検証している。しかし、in vivo で生体に投与する際の血中濃

度は in vitro より極めて低容量にて、転写活性刺激作用は観られないことも確認

している。 

次に in vivo の実験では、STZ 投与により作成された糖尿病モデルラットの病

態に対する USF1 PI ポリアミドの薬剤効果の検討を行った。糖尿病ラットでは

糖尿病発症直後から、高血糖による飲水量・尿量の増加を認め、体重増加は著し

く減少した。糖尿病発症 9 週目より白内障も出現した。尿中アルブミン排泄量

は、糖尿病発症 12 週目より増加傾向となり、16 週経過時には明らかな増加を認

めた。腎重量も増加しており明らかな糸球体の肥大化が認められた。血液データ

ではコントロール群と比較して sUN、Cr ともそれほど差はなかったが、体重補

正をすると上昇しており、腎機能低下を示唆する所見であった。これは糖尿病に

よる代謝異常が生じ、体格に差が出たことが影響していると考えられた。HE 染

色や Masson Trichrome 染色の結果では、メサンギウム細胞増殖による糸球体肥

大化、間質線維化、尿細管萎縮がみられ、腎臓組織障害が進行していることが分
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かった。間質線維化や尿細管萎縮の出現部位としては、動脈硬化血管周囲や障害

糸球体周囲に多くみられた。GIS、TIS についても糸球体障害、尿細管間質障害

ともに障害の程度は増悪していた。また、糖尿病ラット腎組織内の TGF-β1 発現

については亢進していることが Western blot 法と免疫染色法で確認され、これら

の組織学的変化は TGF-β1 が強く関与しているものと考えられる。 

さらに糖尿病性腎症では TGF-β1 発現亢進により糸球体内皮細胞が EndMT に

より間葉化することが知られている(28)。糖尿病性腎症ではこの EndMT により足

細胞・糸球体内皮細胞クロストークの破綻(29)が生じ足細胞の傷害が起こり、前

述したように尿中アルブミン排泄量が増加したと考えられる。以上より、糖尿病

発症 16 週において腎機能低下や組織学的変化がみられる糖尿病性腎症が発症し

ている可能性が示唆された。 

次に、糖尿病ラットに USF1 PI ポリアミド 3 を投与し、腎機能障害や組織学

的変化への効果について検討した。以前我々の研究班では、PI ポリアミドの尾

静脈投与を試みたが、糖尿病による著明な脱水や血管系の変性により血管虚脱

が著しく困難を極めた。また PI ポリアミドの核内移行は 3 日後にピークを迎え

7 日後に排出されることから、本研究では週 2 回腹腔内投与とした。 

ポリアミド群は DM 群と比較して、体重や体格に差は認めなかった。しかし

DM 群では全例白内障を発症していたが、ポリアミド群では白内障の発症を認め

ない個体も存在した。また血液データでは明らかな腎機能障害の改善はみられ

なかったが、16 週後の尿中アルブミン排泄量は DM 群と比較して有意に低下し

ていた。免疫染色にて TGF-β1 は糸球体や近位尿細管に局在していたが、糖尿病

ラットと比較して程度は軽度であり発現亢進は抑制されていた。Western blot 法

にて TGF-β1 蛋白発現を確認したところ、DM 群と比較して有意に発現量の低下

を認めた。組織学的変化においても、メサンギウム細胞増殖や糸球体の肥大、間
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質線維化や尿細管萎縮はみられたものの、DM 群よりも程度は軽度であった。

GIS、TIS による障害の程度も DM 群と比較して軽度であることが分かった。以

上のことから、糖尿病ラットに対する USF1 PI ポリアミド 3 の投与は、TGF-β1

の抑制効果を示し、腎機能障害や組織学的変化に対しても糖尿性腎症の進行抑

制に寄与していると考えられる。 

糖尿病性腎症の成因として様々な転写因子が深く関与しているが、本研究に

おいて USF1 がメサンギウム細胞にて TGF-β1 の発現を調整することがわかり、

また USF1 に対する PI ポリアミドを使用することで糖尿病性腎症の腎機能障害

に抑制効果があるということが示唆された。今回は 16 週間の実験であったが、

組織学的変化は尿中アルブミン排泄量ほど著明なものではなく、最大限効果を

検討するのであれば糖尿病罹患期間をさらに長期にするべきであると考える。

今回は TGF-β1、USF1 に注目したが、糖尿病性腎症においては様々な代謝経路

や遺伝子、それに関わる数多くの転写因子が複雑に絡み相互作用している。病勢

に対して明確な効果を示し、より特異的で副作用の少ない薬を開発するには、

様々な物質に注目し実験を重ね検討していく必要がある。 

PI ポリアミドのターゲット遺伝子に対する特異性について、福田らは過去に、

TGF-β1 のプロモーター領域に結合する AP1 に対する PI ポリアミドにおける、

腎障害ラットへの全身投与による効果を検討し、DNA アレイにて PI ポリアミド

のターゲット分子への特異性を証明している(24)。このように PI ポリアミドは静

止状態の遺伝子に結合してもその発現には影響せず、疾病状態で増加した遺伝

子転写活性のみを抑制することを示している。 

今回の USF1 PI ポリアミドについても、TGF-β1 プロモーターの 8 塩基に結合

するよう設計しているが、多くの遺伝子の同じ配列に結合するため、ほかの遺伝

子発現を抑制する off targetting 効果が問題になる。しかし、PI ポリアミドは静止
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状態の遺伝子に結合してもその発現には影響せず、疾病状態で増加した遺伝子

転写活性を抑制するため off targetting 効果は少ないとされている(30)。また転写因

子 USF1 は糖尿病の高血糖で刺激されるため、これまで開発してきた TGF-β1 の

PI ポリアミドよりより糖尿病性腎症への特異性は発揮されると期待される。し

かし今回の実験において、USF1 に特異的に設計した PI ポリアミドだったが、

同様のモチーフを有する Osteopontin にも効果がみられた。結果的には、

Osteopontin によるメサンギウム細胞増殖に対して抑制効果が認められたが、逆

に USF1 への特異性という観点では唯一無二というわけにはいかなかったのが

現状である。このように同様のモチーフをもつ遺伝子は他にも存在する可能性

が十分に考えられ、また今回のようにメリットではなくデメリットとして多臓

器にも作用してしまう可能性も否定はできず、8 塩基での特異性の限界が考えら

れる。 

今後は、ヒト USF1 PI ポリアミドを分子設計しヒトメサンギウム細胞への作

用を検討すると共に、ヒトゲノムと相同性の高い霊長類マーモセットを用いて

前臨床試験を行い、PI ポリアミドの効果を検証する計画である。その後、非臨

床 GLP 試験を経てヒトの糖尿病性腎症の治療薬として PI ポリアミドの開発を

目指していく。その際、最終的にヒト USF1 PI ポリアミドのリード化合物が決定

された時点にて、霊長類マーモセットに投与後の DNA アレイによる PI ポリア

ミドの特異性・off tergeting の検証が必要である。難治性疾患に対する有効な薬

剤の開発において、先駆的な研究を臨床応用という実践的研究に結び付けるこ

とができれば極めて意義深い。臨床的に貢献できるよう広い視野を持って、さら

なる可能性が秘められた PI ポリアミド開発に取り組んでいきたい。 
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【結論】 

 

本研究において、高糖刺激による培養メサンギウム細胞からの TGF-β1 発現

増加、TGF-β1 プロモーター活性の増加、メサンギウム細胞増殖促進に対し

て、USF1 PI ポリアミド 3 の投与は抑制効果を示した。また、糖尿病モデルラ

ットにおいても、糸球体病変及び間質病変を USF1 PI ポリアミド 3 は抑制し

た。USF1 PI ポリアミド 3 は将来、糖尿病性腎症の治療薬となる可能性が考え

られた。 
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【図】 
 
 

【A】 

 

 

【B】 

 

 

図 1．PI ポリアミドによる遺伝子発現抑制の原理 

【A】PI ポリアミドの構造：ヘアピン型構造を有しており、二重らせんの minor 

groove に結合する。 

【B】PI ポリアミドによる転写因子阻害の原理：PI ポリアミドは、USF1 より強

力に TGF-β1 プロモーターに水素結合することで、USF1 の結合を阻害し TGF-β1

の遺伝子発現を抑制する。 
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図 2．ラット TGF-β1 プロモーター配列と USF1 結合領域 
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図 3．ラット TGF-β1 プロモーターを標的とする PI ポリアミドの設計 

PI ポリアミドは TGF-β1 プロモーターである USF1 結合部位に結合するように

設計された。また USF1 結合部位と少しずらしラット TGF-β1 プロモーター領域

に跨るように設計することで、TGF-β1 への特異性を上げている。 
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図 4．ゲルシフトアッセイ 

FITC 標識 2 本鎖 DNA（①、⑤、⑨、⑬）に USF1 PI ポリアミドを添加するこ

とで、バンドが上方にシフトした（②、⑥、⑩、⑭）。そこに過剰の FITC 非標識

2 本鎖 DNA を加えることでバンドが二重になった（③、⑦、⑪、⑮）。 
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図 5．高糖刺激による TGF-β1 プロモーター活性に対する PI ポリアミドの比

較 

高糖刺激による TGF-β1 プロモーター活性に対する効果を PI ポリアミド 1～4

（10-10M）において比較した。高糖刺激により TGF-β1 プロモーター活性は有意

に上昇し、PI ポリアミド 3 投与下において低下傾向を認めた。グラフは平均値±

標準誤差（n=6）で示している。（*p<0.05） 

 

 

 



42 
 

 
 

図 6．高糖刺激による TGF-β1 プロモーター活性に対する PI ポリアミド 3 に

おいての濃度比較 

TGF-β1 プロモーター活性を抑制傾向にあった PI ポリアミド 3 において、各

濃度差（10-12M～10-8M）で効果を比較した。高糖刺激により TGF-β1 プロモー

ター活性は有意に上昇し、PI ポリアミド 3（10-10M）投与下において有意に低下

を認めた。グラフは平均値±標準誤差（n=6）で示している。（*p<0.05, **p<0.01） 
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図 7．高糖刺激による TGF-β1 mRNA 発現に対する PI ポリアミド 1、2、4 の効

果 

高糖刺激により上昇した TGF-β1 mRNA に対して、PI ポリアミド 1、2、4 投

与下ではどの濃度においても有意な低下は見られなかった。グラフは平均値±標

準誤差（n=6）で示している。 
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図 8．高糖刺激による TGF-β1 mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効果 

高糖刺激により TGF-β1 mRNA は有意に上昇し、PI ポリアミド 3（10-10M～10-

8M）投与下において有意に低下を認めた。グラフは平均値±標準誤差（n=6）で

示している。（**p<0.01） 
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図 9．高糖刺激による TGF-β1 蛋白発現に対する PI ポリアミド 3 の作用 

 高糖刺激による TGF-β1 蛋白発現に対する PI ポリアミド 3 の効果を Western 

blot 法にて確認した。高糖刺激により TGF-β1 蛋白発現は有意に増加しており、

PI ポリアミド 3（10-10M）投与下で TGF-β1 蛋白発現が有意に低下していた。グ

ラフは平均値±標準誤差（n=6）で示している。（*p<0.05, **p<0.01） 
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図 10．高糖刺激による Osteopontin mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効果 

高糖刺激による Osteopontin mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効果をリ

アルタイム RT-PCR 法で確認した。高糖刺激により合成型マーカーである

Osteopontin mRNA は有意に上昇し、PI ポリアミド 3（10-10M）投与下において有

意に低下を認めた。グラフは平均値±標準誤差（n=6）で示している。（**p<0.01） 
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図 11．高糖刺激による h-caldesmon mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効

果 

高糖刺激による h-caldesmon mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効果をリ

アルタイム RT-PCR 法で確認した。高糖刺激により収縮型マーカーである h-

caldesmon mRNA は有意に低下し、PI ポリアミド 3 投与下においてどの濃度にお

いても有意に上昇を認めた。グラフは平均値±標準誤差（n=6）で示している。

（**p<0.01） 
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図 12．高糖刺激による USF1 mRNA 発現に対する PI ポリアミド 3 の効果 

高糖刺激により USF1 mRNA は有意な上昇は認めなかった。グラフは平均値±

標準誤差（n=6）で示している。 
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図 13．USF1 蛋白細胞内局在性の蛍光免疫染色による評価 

 蛍光免疫染色法により USF1 蛋白の細胞内局在性を検討した。高糖刺激 24 時

間後では、核内における USF1 の蛍光免疫染色が増強していた。 
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図 14．USF1 蛋白細胞内局在性の Western blot 法による評価 

高糖刺激による USF1 蛋白量の変化を、Western blot 法を用いて細胞内と核内

で比較した。細胞内 USF1 蛋白量は高糖刺激により変化は認めなかったが、一方

で、核内 USF1 蛋白量は high glucose の方が増加していた。グラフは平均値±標

準誤差（n=3）で示している。 
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図 15．高糖刺激による培養メサンギウム細胞の細胞増殖能と PI ポリアミドに

よる細胞増殖抑制の効果 

高糖刺激によるメサンギウム細胞の増殖能の評価については Premix WST-1 

Cell Proliferation Assay System を使用し検討した。高糖刺激により有意に細胞増

殖は上昇し、PI ポリアミド 3（10-11M）投与で抑制傾向がみられた。グラフは平

均値±標準誤差（n=6）で示している。（*p<0.05） 
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図 16．ラットの体重推移の比較 

16 週間における各群ラットの体重推移を比較した。DM 群（n=7）、Polyamide

群（n=4）共に control 群（n=6）と比較して有意に体重は減少していた。DM 群

と Polyamide 群では、Polyamide 群でやや体重減少が抑えられてはいるが有意な

差は認めなかった。グラフは平均値±標準誤差で示している。（**p<0.01） 
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図 17．ラットの尿量推移の比較 

16 週間における各群ラットの尿量推移を比較した。DM 群（n=7）、Polyamide

群（n=4）共に control 群（n=6）と比較して有意に尿量は増加していた。DM 群

と Polyamide 群に差は認めなかった。グラフは平均値±標準誤差で示している。

（**p<0.01） 
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図 18．ラットの尿中アルブミン排泄量の比較 

16 週間における各群ラットの尿中 Alb 量を比較した。DM 群（n=7）において

12 週目以降から尿中 Alb は上昇傾向を認め、16 週目において control 群（n=6）

と比較して有意に尿中 Alb 量は増加していた。一方で Polyamide 群（n=4）は DM

群と比較して低下傾向ではあるが有意差は認めなかった。グラフは平均値±標準

誤差で示している。（**p<0.01） 
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図 19．ラット腎臓重量の比較 

16 週解剖時の各群ラットの腎臓重量を比較した。DM 群（n=7）、Polyamide 群

（n=4）共に control 群（n=6）と比較して有意に腎重量は上昇していたが、DM 群

と Polyamide 群に差は認めなかった。グラフは平均値±標準誤差で示している。

（**p<0.01） 
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図 20．ラット血液検査データの比較 

16 週解剖時の血液検査データを比較した。sUN と HbA1c では、DM 群（n=7）、

Polyamide 群（n=4）共に control 群（n=6）と比較して有意に上昇していたが、

DM 群と比較して Polyamide 群は低下傾向ではあるが有意差は認めなかった。血

糖値では、DM 群、Polyamide 群共に control 群と比較して有意に血糖値は上昇し

ていたが、DM 群と比較して Polyamide 群は有意な低下はみられなかった。Cr で

は、DM 群、Polyamide 群共に control 群と比較して上昇傾向だったが有意差は認

めなかった。グラフは平均値±標準誤差で示している。（**p<0.01） 
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図 21．HE 染色・Masson Trichrome 染色による腎臓組織傷害の比較 

 上段は 400 倍の HE 染色画像で糸球体を、下段は 200 倍の Masson Trichrome 染

色画像で尿細管間質を比較している。上段では、コントロール群と比較して DM

群においては、糸球体径が大きく糸球体が肥大しており、メサンギウム領域の拡

大を認めるびまん性病変が多くみられた。ポリアミド群でも同様の所見は見ら

れたが比較的軽度であった。下段では、コントロール群と比較して DM 群とポ

リアミド群では、尿細管間質の線維化や尿細管萎縮もみられた。ポリアミド群に

おいては、DM 群と比較して糸球体膨化や間質線維化の程度が軽度であった。 

 

 



58 
 

 
 

図 22．GIS（糸球体障害指数）と TIS（尿細管間質障害指数）の比較 

16 週解剖時の腎組織において GIS・TIS を評価し比較した。コントロール群

（n=6）と比較して GIS、TIS 共に DM 群（n=7）では障害指数が有意に上昇して

いた。また Polyamide 群（n=4）では GIS、TIS 共に障害指数を有意に抑制してい

た。グラフは平均値±標準誤差で示している。（*p<0.05, **p<0.01） 

GIS, Glomerular injury score; TIS, tubulointerstitial injury score. 
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図 23．免疫染色による腎臓組織における TGF-β1 の局在 

 上段は 200 倍、下段は 400 倍の TGF-β1 免疫染色画像である。コントロール群

と比較して DM 群においては、TGF-β1 は糸球体領域と近位尿細管に局在してお

り発現亢進が認められた。一方、ポリアミド群では DM 群と比較して、糸球体

領域と近位尿細管における TGF-β1 の局在はみられるものの、その程度は著明に

低下していた。 
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図 24．Western blot 法によるラット腎組織内 TGF-β1 蛋白発現の比較 

 16 週解剖時のラット腎組織において、Western blot 法により TGF-β1 蛋白発

現の比較を行った。DM 群において TGF-β1 蛋白発現は有意に増加し、Polyamide

群では有意に抑制効果がみられた。グラフは平均値±標準誤差（n=3）で示してい

る。（**p<0.01） 
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図 25．糖尿病性腎症における USF1 と TGF-β1 の関係 
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