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【緒言】 

糖尿病性腎症 

日本透析医学会の全国調査では 2020 年時点で約 35 万人の患者が慢性透析療

法を受けており、毎年約 4 万人が末期腎不全に対して新規に透析療法導入とな

っている。透析患者の原疾患は糖尿病性腎症が約 40%と最多 1 であり、糖尿病性

腎症への根治的治療法の開発は喫緊の課題である。 

糖尿病性腎症への進展にサイトカインである TGF-β1 が中心的役割を担って

いる。TGF-β1 は高グルコースにより誘導され、細胞外マトリックスを増生し糸

球体硬化を起こし 2,3、また上皮間葉化現象 epithelial-to-mesenchymal transition

（EMT）により腎線維化を引き起こす 4。そして転写因子 Upstream Transcription 

Factor1（USF1）が TGF-β1 の発現制御調節を行っている事が分かっており、USF1 

は TGF-β1 のプロモーター領域の E-box (CACGTG)または E-box モチーフ 

(CANNTG)  に結合し、TGF-β1 発現を亢進させる 5。さらに USF1 は TGF-β1 プ

ロモーターと同時に osteopontin プロモーターに結合し発現を刺激することで、

メサンギウム細胞を収縮型から合成型に形質変換し、メサンギウム細胞の増殖

を伴う糸球体肥大を引き起こす 6,7。 

 

 

中分子ペプチド化合物ピロール・イミダゾール(PI)ポリアミド 

PIポリアミドは、ペプチド化合物でDNA配列に特異的に結合するminor groove 

binder である。PI ポリアミドをターゲット遺伝子プロモーターに結合するよう

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ことができる新規

遺伝子制御薬である。PI ポリアミドの特徴として、特別な Drug delivery system

を必要としないこと、核酸分解酵素やタンパク質分解酵素の影響を受けず生体

内で安定して存在することが挙げられる 8。多様な遺伝子に対して自由に設計す

ることができるため、様々な疾患の新規の治療薬として期待される分子である。 

糖尿病性腎症に対しては、転写因子 USF1 が高糖条件で TGF-β1 を上昇させ、

ストレプトゾトシン誘発糖尿病性腎症ラットにおける、TGF-β1 遺伝子発現亢進

転写因子 USF1 を阻害する PI ポリアミドの全身投与により、TGF-β1 発現の抑

制、尿中アルブミン排泄量の低下、腎組織障害の抑制効果が報告されている 9。 



2 
 

【研究目的】 

ヒトの糖尿病性腎症の新規治療薬として、転写因子 USF1 がヒトの TGF-β1 遺

伝子へ結合することを阻害する PI ポリアミドを創薬開発することを目的とした。 

 

【対象と方法】 

1. ヒトUSF1阻害PIポリアミドの分子設計、合成 

ヒトTGF-β1プロモーター構造においてUSF1結合E-box配列をDNA配列解

析ソフトPROMOにより解析し、PIポリアミドがE-box配列とヒトTGF-β1プ

ロモーターに覆うように分子設計、合成する。 

2. PIポリアミドのゲルシフトアッセイ 

設計したPIポリアミドとターゲット2本鎖DNAとの結合をゲルシフトア

ッセイにて確認する。 

3. ヒトメサギウム細胞（HRMC）でのPIポリアミドの効果の検討 

HRMCを培養し、25 mM glucoseで高糖刺激を行い、リアルタイムPCRで

TGF-β1 mRNA発現を評価する。PIポリアミド1、2、3、4を投与しTGF-β1 

mRNA発現、またWestern blot法でTGF-β1蛋白発現量を評価し、USF1結合阻

害PIポリアミドによるTGF-β1発現抑制効果の強さからリード化合物を選定

する。 

4. PIポリアミドリード化合物について、高糖条件でのosteopontin発現への抑

制効果を評価する。 

5. リコンビナントヒトUSF1蛋白とPIポリアミドのDNA結合アッセイ 

選定した PI ポリアミドについて、オリゴ DNA とリコンビナントヒト

USF1 蛋白による DNA 結合アッセイを行う。 

6. ヒト腎臓近位尿細管細胞(RPTEC)でのEMTに対するPIポリアミドの効果の

検討 

RPTECを培養し、高糖刺激時間、高糖条件濃度の違いによるTGF-β1 

mRNA発現を評価し、高糖刺激の条件を決定する。上記で決定した条件で

RPTECを高糖刺激し、3.で選定したPIポリアミドを添加した際のTGF-β1、

EMT現象のマーカー（αSMA、vimentin、E-cadherin）の抑制効果について

リアルタイムPCR、Western blot法、免疫蛍光染色で評価する。またEMTに
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特徴的な細胞形質転換を評価しPIポリアミドによるEMT抑制効果を検討す

る。 

 

6．統計解析 

EZR (Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, 

Japan1 0)を用い統計学的解析を行った。Low Glucose 群と High Glucose 群の二群

間比較は Student’s t-test、その他の多群間比較では Turkey 法、Dunnett 法で行い、

p<0.05 を統計学的有意差ありと判定した。 

 

 

【結果】 

ゲルシフトアッセイにてポリアミド 1、2、3、4 いずれもターゲット 2 本鎖

DNA への結合が確認された。HRMC を高糖刺激（25 mM）することで、有意に

TGF-β1 mRNA 発現が上昇し、PIポリアミド 1、2 添加により有意にTGF-β1 mRNA

発現は抑制された。以上より、PI ポリアミド 1、2 をリード化合物として選定し

た。Osteopontin mRNA については PI ポリアミド 1 で有意に発現抑制効果を認

め、また高糖刺激で上昇した TGF-β1 蛋白発現についても PI ポリアミド 1 添加

により有意に抑制された。 

RPTEC での高糖刺激は糖濃度 33 mM、刺激時間 36 時間で行うこととし、EMT

現象について検証した。RPTEC は高糖刺激により TGF-β1 の発現が上昇し、そ

れに伴い EMT のマーカーである αSMA 発現が有意に上昇し、E-cadherin 発現低

下が認められた。また免疫蛍光染色で高糖刺激した RPTEC において、非刺激群

と比較し細胞形態が敷石状から紡錘状へと変化、vimentin 染色性の増強が確認さ

れた。PI ポリアミド 1 添加により TGF-β1、αSMA 発現が有意に抑制され、また

E-cadherin の蛋白発現低下が有意に抑制された。PI ポリアミド 2 の添加で、TGF-

β1、αSMA の発現が有意に抑制され、有意差はなかったが E-cadherin 蛋白発現低

下の抑制傾向が認められた。細胞骨格については PI ポリアミド 1、2 添加により

EMT 現象に特徴的な敷石状から紡錘状への細胞形態変化が抑制された。

Vimentin の免疫蛍光染色では PI ポリアミド 1、2 添加により、vimentin の染色性

の低下が認められた。 
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【考察】 

PI ポリアミド 1、2 で HRMC における TGF-β1 発現の抑制効果、さらに PI ポ

リアミド 1 では osteopontin 抑制効果も認められた。E-box モチーフが osteopontin

にも存在するため、USF1 は osteopontin プロモーター領域にも結合したと考えら

れ、PI ポリアミド 1 は、USF1 の TGF-β1、osteopontin との結合を阻害し、TGF-

β1 の発現抑制、かつメサンギウム細胞における合成型への形質転換の抑制効果

があることが示唆された。 

次に腎線維化に関与しているとされ、TGF-β1 等のサイトカインによって誘導

される EMT 現象に対する PI ポリアミドの効果について RPTEC を使用し検証し

た。PI ポリアミド 1、2 により αSMA、vimentin 発現は抑制され、E-cadherin 発現

低下の抑制傾向、高糖刺激による細胞骨格変化の抑制効果が認められ、PI ポリ

アミド 1、2 は RPTEC における EMT 現象抑制効果があることが示唆された。よ

って糖尿病性腎症において発現亢進した TGF-β1 を介した、尿細管上皮の間葉化

による腎間質の線維化を抑制することができると考えられた。以上より PI ポリ

アミド 1、2 は将来、糖尿病性腎症治療薬となる可能性があるが、他の臓器への

影響や副作用等を判定するには今回の実験の限界である。また今後、さらなるリ

ード化合物の選定、有効血中濃度の検証、TGF-β1 プロモーター領域に結合する

ように精製された PI ポリアミドであるが、同様のモチーフを有した遺伝子の存

在の有無についても検索していく必要がある。そしてヒトのゲノムに相同性の

高い、霊長類マーモセット等での糖尿病腎症に対する USF1 の結合阻害 PI ポリ

アミドの効果を前臨床試験とし創薬開発に繋げていきたい。 

 

【まとめ】 

本研究において、高糖刺激によるヒトメサンギウム細胞からの TGF-β1 の発現

増加、ヒト近位尿細管細胞での EMT 現象に対し、PI ポリアミド 1、2 の投与は

抑制効果を示した。USF1 の結合を阻害する中分子ペプチド化合物 PI ポリアミ

ドは将来、糖尿病性腎症治療薬となる可能性が考えられた。 
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