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略語表 

 

α- SMA   α- smooth muscle actin（α-平滑筋アクチン） 

CMC   carboxymethylcellulose（カルボキシメチルセルロース） 

ConA   concanavalin A（コンカナバリン A） 

ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

GBM   glomerular basement membrane（糸球体基底膜） 

HIGA    hyperserum IgA（高 IgA 血症） 

IgA   immunoglobulin A（免疫グロブリン A） 

IL-1β   interleukin-1β（インターロイキン 1β） 

PAS    periodic acid Schiff（過ヨウ素酸シッフ） 

PCNA    proliferating cell nuclear antigen（核内増殖抗原） 

PCR    polymerase chain reaction （ポリメラーゼ連鎖反応） 

TNF-α   tumor necrosis factor-α（腫瘍壊死因子） 

TGF-β    transforming growth factor-β（トランスフォーミング増殖因子 β） 

TGF-βRII    II 型 transforming growth factor-β 受容体（II 型 TGF-β 受容体）
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序章 

2002 年に米国にて慢性腎臓病の概念が提唱されてから 10 年以上が経過し、医療現場に

おいては腎不全移行を阻止するための早期発見、早期治療の試みがなされている。しかし、

未だに腎不全患者数は増加し続けており、2011 年 12 月末時点における日本の慢性透析患者

数は 30 万人を超えた 1。透析医療は患者の QOL を著しく低下させる上、医療経済を圧迫す

る原因の一つとして考えられており、患者救済は無論こと、医療経済学的圧迫を改善する

ためにも、腎機能低下にブレーキをかける腎臓疾患をターゲットとした薬剤の開発が切に

望まれている。 

慢性糸球体腎炎は、糸球体の炎症により、タンパク尿や血尿などの異常な尿所見や全

身血圧の上昇を 1 年以上併発する病態であり、放置することで糸球体が硬化し、腎機能の

低下が進行する 2。病理像から分類される腎炎は多種にわたっており、メサンギウム増殖性

糸球体腎炎（IgA 腎症、非 IgA 腎症）、膜性腎症、膜性増殖性腎炎、急速進行性糸球体腎炎

など、複雑に分類されていることが治療を困難にしている要因の一つとなっている。その

中でもわが国では、IgA 腎症が最も頻度が高いことが知られている 3,4。 

糸球体腎炎では、腎病変の発症と進展において免疫機序が深く関係していると考えら

れている。一つは、IgA 腎症のように腎糸球体成分とは直接関係のない抗原と、それに対す

る抗体との免疫複合体が形成されて糸球体などに沈着し炎症が起こす疾患群である。もう

一つは、グッドパスチャー症候群、急速進行性糸球体腎炎などのように腎基底膜（glomerular 
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basement membrane：GBM）に対する自己抗体が腎に結合して病変を起こす疾患群である 2。

この免疫反応の後に生じる炎症過程が、腎炎発症の引き金を引くと考えられている。 

腎メサンギウム細胞は、糸球体血管周辺に存在する線維芽細胞様の細胞であり、炎症

等の刺激により増殖し、コラーゲンやファイブロネクチン等のメサンギウムマトリックス

を産生する。メサンギウム細胞によるメサンギウムマトリックスの産生・蓄積、およびそ

の結果生じるメサンギウム領域の拡大は、腎疾患における糸球体病理像の典型的な所見で

あり、増殖性腎炎において多く認められる 5。Transforming growth factor-beta1（TGF-β1）は

組織の線維化において重要な役割を担っており、細胞外マトリックスの産生・蓄積を促進

する代表的因子である。糸球体腎炎においては、糸球体や尿細管・間質の不可逆的な線維

化・硬化によって腎機能低下が進展するが、メサンギウム細胞自身や糸球体に浸潤した炎

症細胞から産生される TGF-β1 によるメサンギウムマトリックスの産生・蓄積が病態の進展

過程に重要な役割を果たしている 6,7。 

アクテオサイドは、チョロギ、フジテンニンソウならびに生薬の地黄に含有される化

合物で、カフェ酸とフェネチルアルコールが 2 つの糖を介して結合した構造である 8。これ

までに、アクテオサイドの経口投与によりラットを用いた各種腎炎モデルにおける尿中タ

ンパク排泄量の増加や糸球体組織病変を顕著に改善することが証明されている 8-10。ツムラ

研究所の定金らは、アクテオサイドを糸球体腎炎治療薬のシード化合物として合成展開を

行い、尿中タンパク排泄量を指標にした in vivo スクリーニングと単離糸球体による TGF-β1
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の産生量を指標とした in vitro スクリーニングを組み合わせて実施し、ピリジルアクリルア

ミド骨格を有する新規活性化合物 TJN-331（MW 326.4）を見出した 11。 

本研究は、アクテオサイド誘導体 TJN-331 の抗腎炎効果を明らかにすることを目的と

した。第 1 章では日本人の羅患率が最も高い IgA 腎症に対する実験モデルを用いて、TJN-331

の効果を検証し、TJN-331 の臨床応用の可能性について考察した。続いて第 2 章では、メサ

ンギウム増殖性腎炎の病理像の特徴であるメサンギウム細胞の増殖とマトリックス蓄積を

短期間で発症させることができる抗 Thy-1 腎炎モデルラットを用いて、TJN-331 のメサンギ

ウム領域拡大に対する直接的な作用を検証した。最後に第 3 章では、短期間で腎不全に移

行する急速進行性糸球体腎炎のモデルである抗GBM腎炎モデルラットに対するTJN-331の

効果を検証し、本被験物質が腎炎から腎不全移行を阻止できるか否かを明確にした。 
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第 1 章 TJN-331 の IgA 腎症モデルに対する効果の解析 

1-1 緒言 

IgA腎症とは、糸球体腎炎のうちメサンギウム領域へのimmunoglobulin A（IgA）沈着を特

徴とする疾患であり、メサンギウム細胞とメサンギウムマトリックスの増殖性変化がびま

ん性に認められる12。 

従来、IgA腎症の実験的動物モデルとしては、高IgA 血症（hyperserum IgA：HIGA）マウ

ス6やddYマウス7が用いられてきた。しかしながら、これら自然発症型IgA腎症モデルの病変

の進行は遅く、発症機序の解明が進みにくいことが、IgA腎症に対する画期的な治療薬が開

発されない原因の一つとなっている。 

Satoらは13、ddY系マウスに食物抗原による経口免疫感作、細網内皮系の阻害により、速

やかにIgA腎症を惹起する動物モデルを作成した。またKusanoらは、片側腎切除高IgA 血症

（HIGA）マウスで糸球体硬化が加速することを報告している14。ツムラ研究所の定金らは、

これらのモデルを参考にして、ddY系マウスを用い、片腎摘出、細網内皮系阻害、そして経

口免疫感作の3手法を組み合わせた加速型IgA腎炎モデルを報告している15。この加速型IgA

腎症モデルは、これまでの自然発症型のモデルと比較して、速やかにIgA沈着ならびに糸球

体の病理学的変化を引き起こすことから、IgA腎症に対する薬物の有効性評価を簡便にした。 

近年の研究から、ヒトのIgA腎症の進展に、TGF-β1が重要な役割を演じていることが示さ

れてきている16,17。たとえば、ヒトIgA腎症の腎生検において、TGF-β1の遺伝子発現レベル
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が病理学的損傷と有意に相関していること16、腎組織におけるTGF-β1を介した細胞外マトリ

ックス産生がIgA腎症の進展に寄与すること16,17が知られている。また、培養ヒトメサンギ

ウム細胞への、IgA腎症患者由来のIgA complexの添加により、TGF-β1 mRNA発現の増加お

よび細胞外マトリックスの産生が誘導されることも報告されている18。これらの知見から、

メサンギウム領域におけるTGF-β1の増加が、IgA腎症の発症・増悪に重要な役割を果たして

いると考えられ、TGF-β1がIgA腎症の治療ターゲットとなりうる可能性を示している。 

TJN-331 はマウスの抗 GBM 腎炎の尿中タンパク排泄抑制効果と単離糸球体を用いた

TGF-β1 の産生抑制を指標に見出された合成化合物である。本章では、加速型 IgA 腎症モデ

ル（以下、IgA 腎症モデル）に対する TJN-331 の治療効果について検討し、あわせて同腎症

モデル由来の糸球体における TGF-β1 産生亢進に対する効果を確認した。 
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1-2 材料・実験方法  

(1) 試薬 

ピリジルアクリル酸誘導体の一種である (E)-N-[(3,4-dimethoxyphenethyl)]-N-methyl 

-3-(3-pyridyl)-2-propenamide （TJN-331, MW 326.4）は、株式会社ツムラ（Tokyo, Japan）に

おいて合成された 11（図 1）。本化合物をリード化合物として合成された類縁体には、既に

TGF-β1 産生阻害作用が報告されている 15。本研究では、ツムラ研究所で実施した予備検討

の結果から、臨床効果を判断する指標として captopril（Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA）

を用いた。薬物の投与には、0.5% カルボキシメチルセルロース（CMC）-Na 懸濁液を用い

た。 

N

N

O

CH3

OCH3

OCH3

 

 

図 1 TJN-331 の構造式 

 

(2) IgA 腎症モデルマウスの作製および試験薬投与 

IgA 腎症モデルの作製には、7 週齢の雄性 ddY マウス（Japan SLC, Shizuoka, Japan）を用

い、1 週間馴化後に試験に供した。全体の実験スケジュールは図 2 に示した。マウスをエー

テル麻酔下にて右背部を切開し、手術用糸で右腎動脈を結紮し、縫合した。1 週間後、カー
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ボン（Pilot Corp., Tokyo, Japan,）を 1％ゼラチンに懸濁して 4 mg/100 g body weight の用量で

計 3 回（1 回/週）、同量のカーボンを静脈内投与した。同時に、ウシ γ グロブリン（Seikagaku 

Corp., Tokyo, Japan）を 1 g/L の濃度で飲水に添加し、実験終了まで自由に摂取させた。また

3 回目のコロイドカーボン投与から 10 週後に眼底採血を行い、血中 IgA 濃度が各群でほぼ

均一になるように群分けを行なった（溶媒投与 IgA 腎症群、TJN-331（0.2 mg/kg/day）投与

IgA 腎症群、TJN-331（0.5 mg/kg/day）投与 IgA 腎症群、TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与 IgA

腎症群、captopril（10 mg/kg/day）投与 IgA 腎症群、captopril（50 mg/kg/day）投与 IgA 腎症

群、n=8）。 

上記の処置を行わなかった群を非処置群（n=3）、さらに、被験物質投与前の病態を明確

にする目的で、腎炎惹起 10 週目に採血ならびに解剖した Pre 群 (n=3）をそれぞれ設けた（図

2）。TJN-331（0.1,  0.5 または 2.0 mg/kg/day）あるいは captopril（10 または 50 mg/kg/day）

は、IgA 腎症惹起後、10 週目から 15 週目まで 1 日 1 回経口投与した。非処置群あるいは溶

媒投与 IgA 腎症モデル群には、被験物質の代わりに 0.5% CMC-Na のみを投与した（図 2）。 

10 週目（Pre 群）および 15 週目（薬物投与群および非処置群）に採血ならびに左腎摘

出を行い、血清クレアチニン値測定および光顕観察に供した。すべての実験プロトコール

は株式会社ツムラの動物実験審査会の動物実験指針に準拠して行った。 
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右
腎
摘
出

ウシガンマグロブリン（1g/L, 飲水投与） 薬物投与（p.o.）
0.5% CMC-Na
TJN-331 (0.1, 0.5, 2.0mg/kg/day) 
Captopril (10, 50mg/kg/day)

非処置群（UT）

コロイドカーボン
（4mg/100g BW, i.v., 

1time/week）

0.5% CMC-Na

-3 -2 -1 0

採血、腎摘出
（IgA腎症群）

10 15w

ddY系雄性マウス

採血、腎摘出
（非処置群：UT）

採血、腎摘出
（Pre群)

 

   図 2 IgA 腎症モデルマウスを用いた実験スケジュール 

 

(3) 尿中タンパク排泄量および血清クレアチニンの測定 

マウス用採尿ケージを用いて 24 時間尿を採取し、遠心分離後、上清の尿タンパク量を

タンパク質検出試薬トネイン TP-II（Otsuka Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）により測定し

た。血液は 1 時間放置後、遠心分離し、上清を血清クレアチニンおよび IgA レベル測定の

サンプルとした。血清クレアチニンレベルは TBA 20FR 自動分析装置（Toshiba, Tokyo, Japan）

を用いて測定した。 

 

(4)血清 IgA の測定 

血清IgAレベルはMouse IgA ELISA Quantitation Set（Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, 

USA）を用いて測定した。ウシγグロブリンに対する特異的IgAは、0.5%ウシγグロブリンを
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コートしたプレートに試料を添加し、上記kitを用いて測定した。スタンダードと1000倍希

釈したサンプルを96穴プレートに添加し、4℃で一晩コートした。ペルオキシダーゼ標識抗

マウスIgA抗体（Cappel Co.,MA,USA）を各ウェルに加え、FL312e Bio-Kinetics multiplate reader 

（Bio-tek Instruments, Highland Park, Winooski,VT,USA）を用いて490nmの吸光度を測定した。 

 

(5)IgA 腎症モデルに対する TGF-β1 中和抗体の効果 

3回目のコロイドカーボン投与後、各群の体重がほぼ同等の平均値となるように、2群に

群分けした（n=5）。一方の群には、マウス免疫グロブリン（BioGenesis Co.,WA, USA）を生

理食塩水に溶解して7日間投与した。もう一方の群は、TGF-β1中和抗体（50μg/mouse/day）

（Genzyme, Cambridge, MA, USA）を7日間静脈内投与した。腎臓は、病理学的評価のため、

7日目の薬物最終投与1時間後に摘出した。 

 

(6)病理学的評価 

 マウスから摘出した腎は、皮質部に切れ目を入れ、カルノア固定液（MeOH：クロロホル

ム：酢酸＝6:3:1）にて5時間固定後パラフィンで包埋した後、ミクロトームにて3 μmの切片

とし過ヨウ素酸シッフ（PAS）染色を施した。病理組織評価の際は、本研究に関わっていな

い観察者1名により、プレパラート標本のIDを伏せたブラインドで行なった。無作為に50個

の血管極を含む糸球体を観察し、糸球体断面あたりの核数、メサンギウム領域の拡大を評
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価した。メサンギウム領域拡大指数は、Rajiらの報告19に従い、PAS染色を施した切片を観

察し、メサンギウム領域拡大の程度を0-4段階に分けて点数化し総加算した。 

 

(7)免疫組織学的解析 

糸球体における TGF-β1およびIgAの陽性領域は、既報15と同様に、TGF-β1および IgAに

対する抗体を用いた方法を用いた。キシレンで脱パラフィンした組織切片を3%の過酸化水

素メタノール溶液で5分間インキュベートし、phosphate buffered saline（PBS）で洗浄した。

ヤギ血清を蒸留水に添加し、組織切片にアプライした。一次抗体（抗TGF-β1抗体；Genzyme, 

Cambridge, MA, USA、抗マウスIgA抗体；Cappel Laboratories, MA, USA）を100倍希釈して添

加し、４℃で一晩インキュベートした。洗浄後、ビオチン化抗マウスIgG抗体（Jackson 

Immunoresearch）を添加し、Vectastain ABC Elite Kit（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）

で発色させ、ヘマトキシリン染色により核染色を行った。免疫染色スコアは、Kagamiらの

報告20を改変して糸球体染色の拡大を指標により行った。本評価も、本研究に携わらない1

名の観察者によるブラインド評価を行った。免疫染色スコアの判定基準は以下のとおりで

ある。 

 

糸球体染色陰性；0 

糸球体染色弱陽性；1 
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糸球体の部分的染色；2 

糸球体の全般的染色（50%以下）；3 

糸球体の全般的染色（50%以上）；4 

Score=[∑（各スコア×糸球体数）] /50 

 

(8)In vitro 試験 

マウスより脾臓細胞を単離し 0.5%ウシ胎児血清含有 Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI)-1640 培地 1mL中に 6 x 10
6個で撒種した。脾臓細胞は、concanavalin A （ConA,1μg/mL,  

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）存在下、TJN-331（10, 30 または 100 μmol/L）と共に 48

時間培養した。コントロールとして、溶媒は 0.7% dimethyl sulfoxide（DMSO）を用いた。

また、上清中の total および成熟型 TGF-β1 濃度を Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

（ELISA）法（Amersham Pharmacia Biotech, MA, USA）で測定した。 

 

(9)統計解析 

データはmean ± standard error として表記した。統計学的有意差は、one-way ANOVA後、

Dunnett検定を行って算出し、p値5 %未満を有意とした。 
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1-3 実験結果 

加速型 IgA 腎症モデルマウスに対する TJN-331 の効果について検討した。右腎動脈結

紮、ならびにコロイドカーボンおよびウシ γ グロブリン投与により IgA 腎症を誘発したマ

ウスに、溶媒もしくは TJN-331（0.1, 0.5 または 2.0 mg/kg/day）および captopril（10, 50 

mg/kg/day）を投与し、解析した。 

溶媒投与 IgA 腎症群の体重は、非処置群に比べて減尐傾向であった（データ未掲載）。

また、溶媒投与 IgA 腎症群の尿量は、非処置群と同程度で、かつ薬物投与による影響はな

かった（データ未掲載）。溶媒投与 IgA 腎症群の尿中タンパク排泄量は、非処置群と比較し

て増加傾向であり、TJN-331 の経口投与はその増加を抑制した[非処置群: 86.2 ± 5.6 mg/dL, 

溶媒投与 IgA 腎症群: 162.2 ± 5.5 mg/dL, TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与 IgA 腎症群: 73.4 ± 9.7 

mg/dL]。図 3 に示すように、溶媒投与 IgA 腎症の血清クレアチニン濃度は、非処置群のマ

ウスや Pre 群のマウスと比較して増加傾向を示し、TJN-331 投与（2.0 mg/kg/day）はこの血

清クレアチニン濃度の上昇を有意に抑制した。Captopril は 10 mg/kg/day の投与のみで有意

な低下が確認された（図 3）。 
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図 3  IgA 腎症モデルマウスの血清クレアチニン値に対する TJN-331 の効果 

∗； P<0.05 vs. IgA （Dunnett test）  Mean±S.E.M.（n=3-8） 

UT；非処置群、Pre；Pre 群、IgA；溶媒投与 IgA 腎症群 

TJN-331；TJN-331（0.1, 0.5 または 2.0 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

Captopril；captopril（10 または 50 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

 

 

次に、メサンギウム領域拡大と糸球体細胞数に対する TJN-331 の効果について解析し

た（図 4,5）。溶媒投与 IgA 腎症群は、非処置群に比べてメサンギウム領域拡大を示した（図

4AB, 5A）。一方、TJN-331（2.0 mg/kg/day）の投与は、このメサンギウム領域の拡大を有意

に抑制した（図 4C, 5A）が、captopril 投与は効果が見られなかった。また、Pre 群ならびに

溶媒投与 IgA腎症群のマウスにおいては、糸球体細胞数が有意に増加した（それぞれP<0.001, 

t-test, 図 5B には未掲載）。TJN-331（2.0 mg/day）の投与はその増加を有意に抑制したが、

captopril の投与は効果が見られなかった（図 5B）。 

-Na 
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図 4 IgA 腎症モデルマウスにおける腎組織の PAS 染色像 

(A)非処置群  (B) 溶媒投与 IgA 腎症群 (C) TJN-331(2.0mg/kg/day)投与 IgA 腎症群

(x200)  (B)では PAS 陽性のメサンギウム領域の拡大が認められる。 

A B 

C 
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図 5 IgA 腎症モデルマウスにおけるメサンギウム領域の拡大ならびに糸球体細胞

数に対する TJN-331 の効果 

*, **；P＜0.05, 0.01 vs. IgA（Dunnett test）Mean±S.E.M.（n=3-8） 

UT；非処置群、Pre；Pre 群、IgA；溶媒投与 IgA 腎症群 

TJN-331；TJN-331（0.1, 0.5 または 2.0 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

Captopril；captopril（10 または 50 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

 

A 

B 

-Na 
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次に血中 IgA レベルならびに糸球体における IgA 沈着について解析した。Pre 群のマウ

スは、非処置群のマウスに比べて血中 IgA レベルが高かった（Pre 群; 0.581 ± 0.06, 非処置群； 

0.237 ± 0.01 OD, P<0.01）。TJN-331 および captopril の投与はこの血中 IgA レベルには影響し

なかった（データ未掲載）。また、溶媒投与 IgA 腎症群では IgA 沈着が認められたが、TJN-331

および captopril の投与はその IgA 沈着には効果がなかった（表 1）。 

表 1  IgA 腎症モデルマウスにおける IgA 沈着に対する TJN-331 の効果 

Group IgA staining index

Untreated ddY mice 0.100 ± 0.04

Pre treatment ddYmice 0.210 ± 0.03

Mice with IgA nephropathy 0.492 ± 0.03

+ TJN-331(0.1mg/kg/day) 0.560 ± 0.02

+ TJN-331(0.5mg/kg/day) 0.508 ± 0.03

+ TJN-331(2.0mg/kg/day) 0.464 ± 0.02

+ Captopril (10 mg/kg/day) 0.480 ± 0.02

+ Captopril (50 mg/kg/day) 0.484 ± 0.03

 

Untreated ddY mice；非処置群、 

Pretreatment ddY mice；Pre 群 

Mice with IgA nephropathy；溶媒投与 IgA 腎症群 

TJN-331；TJN-331（0.1, 0.5 または 2.0 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

Captopril；captopril（10 または 50 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

 

次に、糸球体における TGF-β1 発現を免疫染色法により解析した。溶媒投与 IgA 腎症群

と TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与群の典型像を図 6 に示す。その結果、糸球体 TGF-β1 染色

スコアは、溶媒投与 IgA 腎症群で顕著な増加を示し、TJN-331（2.0 mg/kg/day）の投与は有

意にその増加を抑制したが、captopril は抑制傾向を示すのみであった（図 7）。 
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 図 6 TGF-β1 の免疫染色像 

（A）溶媒投与 IgA 腎症群（x300）（B）TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与 IgA 腎症群

（x300）  矢印；TGF-β１陽性部位を示す。 
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図 7 糸球体 TGF-β1 染色スコアの増加に対する TJN-331 の効果 

∗；P＜0.05 vs. IgA（Dunnett test） Mean±S.E.M. (n=3-8) 

UT；非処置群、Pre ；Pre 群、IgA ；溶媒投与 IgA 腎症群 

TJN-331；TJN-331（0.1、0.5 または 2.0 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

Captopril；captopril（10 または 50 mg/kg）投与 IgA 腎症群 

 

A 

 

B 
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 次に、TGF-β1 産生に対するTJN-331の効果をin vitroで検証した。TJN-331は、ConA刺激

した脾臓細胞からのTGF-β1の産生を、添加濃度依存的に抑制した［溶媒処置: 90 ± 5 pg/mL; 

TJN-331（10 μmol/L）; 91.0 ±21 pg/mL, TJN-331（30 μmol/L）; 76.5 ± 2 pg/mL, TJN-331（100 

μmol/L）; 51.3 ± 8 pg/mL］。 

 最後に、メサンギウム領域拡大に対するTGF-β1中和抗体の効果について検証した。TGF-β1

中和抗体（50 μg/mouse/day）を投与したIgA腎症群は、コントロールIgGを投与したIgA腎症

群と比較してメサンギウム領域拡大を有意に抑制した（図8）。 
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図 8 メサンギウム領域拡大に対する TGF-β1 中和抗体の効果 

**；P＜0.01 vs. IgA 腎症群 + Control IgG   Mean±S.E.M.（n=5） 
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1-4 考察 

本研究において、TJN-331 は、IgA 腎症モデルマウスにおける糸球体メサンギウム領域

拡大や糸球体細胞数の増加などの病理学的変化を抑制し、TGF-β1 染色スコアならびに腎組

織中 TGF-β1 タンパク濃度を低下することを示した。TJN-331 の投与は、組織病変の変化は

抑制したが、IgA の沈着を抑制しなかったことから、TJN-331 の作用は免疫抑制作用ではな

いことが考えられる。 

本研究で用いた IgA モデルマウスは片腎を摘出しているため、糸球体高血圧が糸球体

の組織病変の形成に寄与すると考え、本研究では、糸球体腎炎治療に広く使われている

angiotensin-converting enzyme 阻害薬 captopril を対照薬物として用いた。その結果、captopril

（10 mg/kg/day）は、クレアチニンレベルを低下させたが、メサンギウム領域拡大や糸球体

細胞増殖は抑制しなかった。HIGA マウスを用いた検討においても、captopril は組織障害を

改善しない 15 ことから、IgA 腎症の組織の障害は、糸球体高血圧のみに由来しているのでは

ないと考えられる。 

TGF-β1 は、種々の組織において、細胞外マトリックスの蓄積を促進すること知られて

いる。本研究では、TGF-β1 中和抗体の投与は、IgA 腎症モデルマウスのメサンギウム領域

拡大を抑制した。この結果は、糸球体における TGF-β1 の過剰な産生が、加速型 IgA 腎症モ

デルマウスの組織変化に寄与している可能性を示している。Oyama らは、IgA 腎症モデルマ

ウスの脾臓 T 細胞や腎臓の TGF-β1 mRNA 発現上昇を報告している 21。また、過去の報告で
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は、片腎摘出は、TGF-β1 タンパク産生を介してメサンギウムマトリックスの蓄積を起こす

ことが示されている 22。本研究では、TJN-331 は、ConA 刺激脾臓細胞由来の TGF-β1 産生

を抑制し、IgA 腎症マウスの糸球体 TGF-β1 発現亢進を抑制したものの、TJN-331 の TGF-β1

産生阻害効果と、本モデルにおけるメサンギウム領域拡大を含めた組織病変に対する改善

作用の直接的な根拠を提供できなかった。しかしながら、TJN-331 の治療的投与は、IgA 腎

症モデルに有効であり、臨床効果が期待できるとともに、本化合物による TGF-β1 産生抑制

効果は、抗腎炎作用メカニズムの一端を担う可能性が示唆された。 
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第 2 章 TJN-331 の抗 Thy-1 腎炎モデルに対する効果の解析 

2-1 緒言 

第 1 章の結果から TJN-331 は、TGF-β1 の産生を抑制する事により、IgA 腎症の組織病

変を抑制する可能性が示唆された。本章では、TJN-331 の腎炎治療効果の作用機序をより明

確にするために、よりTGF-β1に依存してメサンギウム領域拡大が発症する抗Thy-1腎炎 23,24

を用い、TJN-331 のメサンギウム領域拡大に対する直接的な作用を検証した。 

ラット抗 Thy-1 腎炎モデルは、短期間でメサンギウム細胞の増殖とメサンギウム領域拡

大を評価できうるため、薬理学的な評価に最も広く用いられている腎炎モデルである 25。抗

Thy-1 抗体の投与により、1－2 日後に生じるメサンギウム細胞の融解に続いて、新たな細胞

増殖と細胞外マトリックスの蓄積が観察され、メサンギウム増殖性腎炎様の形態を示す。

このプロセスは、炎症細胞から放出されるサイトカインを始めとする様々な炎症性メディ

エーターによって仲介される。その中でも特に、メサンギウム細胞または浸潤細胞から分

泌される TGF-β1 が、メサンギウムにおける細胞外マトリックスの蓄積に重要な役割を担っ

ていることが知られている 23,24。Yu らは、これまでに、TGF-β1 の中和抗体が、フィブリノ

ーゲンあるいは I 型コラーゲンなどの細胞外マトリックスの沈着を抑制することを報告し

ている 23。それゆえ、抗線維化作用を有する薬剤は、糸球体腎炎の治療における新しいアプ

ローチとなると期待され、多くの候補化合物が本モデルで評価されてきたが、今のところ

臨床応用に至る化合物は見出されていない。 
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本章では、抗 Thy-1 腎炎モデルラットを用いて、メサンギウム細胞増殖や領域拡大に対

する TJN-331 の直接作用を検証した。 
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2-2 材料・実験方法  

(1) 試薬 

TJN-331(MW 326.40) は、株式会社ツムラにおいて合成された11（図1）。

n-(3,4-dimethoxycinnamoyl) anthranilic acid（Tranilast, WAKO, Tokyo, Japan）はTGF-β1の産生

を抑制することが報告されている26ことから対照薬として用いた。薬物の投与には、0.5% 

CMC-Na懸濁液を用いた。 

 

(2) 抗 Thy-1 腎炎モデルラットの作製および試験薬投与 

 雄性Wistarラット（Charles River Laboratories Japan, Yokohama, Japan）を用いた。実験スケ

ジュールは図9に示した。ラットに抗Thy-1血清を0.3 ml/ratで尾静脈内投与することにより抗

Thy-1腎炎を惹起した。抗Thy-1血清は、既報10に従い調製した。非処置群には生理食塩水を

尾静脈内投与した。 

抗 Thy-1 血清を静脈内投与した翌日（day1）に、尿中タンパク排泄量の平均値が各群で

一定になるように、群分けした［溶媒投与抗 GBM 腎炎群、TJN-331（0.5 mg/kg/day）投与

抗 GBM 腎炎群、TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与抗 GBM 腎炎群、tranilast（300 mg/kg/day）

投与抗 GBM 腎炎群、それぞれ day1,2,4,8 の計 4 点で解剖、n=7］。 

Day1 から試験終了日（day8）まで、TJN-331（0.5, 2.0 mg/kg）ならびに tranilast（300 mg/kg）
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を 1 日 1 回経口投与した。非処置群あるいは抗 Thy-1 腎炎モデル群には被験物質の代わりに

溶媒として 0.5% CMC-Na のみを経口投与した。被験物質投与後、尿中タンパク排泄量を経

時的（day 2, 4, 8）に測定した。Day1、2、4、8 に腎を摘出し、病理学的評価、免疫組織学

的スコアの算出ならびに単離糸球体からの TGF-β1 濃度の測定を行った。メサンギウム領域

の拡大に対する TJN-331 の直接的な作用を検証するため、糸球体のマトリックススコアな

らびに proliferating cell nuclear antigen（PCNA）陽性細胞の数を算出した。すべての実験プロ

トコールは株式会社ツムラの動物実験審査会の動物実験指針に準拠して行った。 

 

8 day4 0 1 2

薬物投与(p.o)
0.5%CMC-Na,  TJN-331(0.5, 2.0 mg/kg/day)

Tranilast(300mg/kg/day)

採尿、腎摘出

抗Thy-1血清（0.3mL, i.v.） or saline

Wistar系雄性ラット

 

    図 9 抗 Thy-1 腎炎モデルラットを用いた実験スケジュール 

 

(3) 尿中タンパク排泄量の測定 

ラットを採尿ケージに入れ、8 mL の蒸留水を負荷後、24 時間絶食絶水下の尿検体を採

取した。尿中タンパク質濃度は、タンパク質検出試薬トネイン TP II（Otsuka Pharmaceutical 
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Co., Tokyo, Japan）を用い、595 nm の吸光度を測定することにより算出した。 

 

(4) 病理学的評価 

摘出腎は、前章1-2-(6)の方法に従って固定・包埋してパラフィン切片を作製し、PAS染色

を行った。PAS染色における糸球体断面あたりのマトリックススコアは、既報21に従い、血

管極を持つ50個の糸球体を無作為に選択し、ブラインドで半定量的に0から4点までスコア

化することにより解析した。 

 

(5) 免疫組織学的評価 

TGF-β1、PCNA、TGF-β typeⅡ受容体（TGF-βRⅡ）の免疫組織学的評価を行った。前章

1-2-(7)に準じて一次抗体（抗TGF-β1抗体；Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA,  PCNA；

Medic, Wedel, Germany, 抗TGF-β RII 抗体; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）を

用いて発色させた。免疫染色スコアは、1-2-(7)同様、Kagamiらの報告20を改変して行った。 

 

(6) TGF-β1 産生に対する ex vivo 試験 

抗Thy-1腎炎モデルラットにおける単離糸球体のTGF-β1産生に対する効果については、既

報に準じて評価した15。抗Thy-1腎炎惹起後1, 2, 4, 8日後にペントバルビタール麻酔下にて両

腎を摘出し、糸球体を単離した。糸球体の単離は、ラット各個体から摘出した腎をRPMI-1640
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培地（4℃）で洗浄後、手術用ハサミで細断し、目開き212、150および75 μmメッシュの篩

を順に通し、75 μm篩の上に残った糸球体をスポイトで採取することにより行った。Total お

よび成熟TGF-β1タンパク濃度の定量はRat TGF-β1 ELISA kit（Amersham Biosciences KK, 

Tokyo, Japan）を用いて行った。 

 

(7) 統計解析 

データは mean ± standard error として表記した。統計学的有意差は、one-way ANOVA 後

Dunnett 検定を行って算出し、p 値 5 %未満を有意とした。 
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2-3 実験結果 

 腎炎惹起 8 日後（day8）、非処置群に比べて抗 Thy-1 腎炎群の体重は顕著に減尐した（デ

ータ未掲載）。尿量は抗 Thy-1 腎炎群で減尐傾向であり、薬物投与による効果は認められな

かった（データ未掲載）。尿中タンパク排泄量は腎炎惹起 2 日後（day2）までに明確に増加

し、day8 にはピークを迎えた。TJN-331（2.0 mg/kg/day）の投与は、day8 における尿中タン

パク排泄量を減尐させたが、tranilast の投与は実験期間を通じて効果が認められなかった（図

10）。 
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図 10  抗 Thy-1 腎炎モデルラットの尿中タンパク排泄量に対する TJN-331 の効果 

**；P＜0.01 vs. anti –Thy1 nephritis （Dunnett test）   Mean±S.E.M. (n=7) 

Saline+0.5%CMC-Na；非処置群 

Anti-Thy1 nephritis + 0.5%CMC-Na ； 溶媒投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + TJN-331；TJN-331 投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + tranilast；tranilast 投与抗 Thy-1 腎炎群 
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次に、メサンギウム領域拡大と糸球体細胞数に対する TJN-331 の効果について解析した。

抗 Thy-1 腎炎群の糸球体では非処置群と比較してメサンギウム領域の拡大と糸球体細胞が

増加した（図 11）。一方、TJN-331（2.0 mg/kg/day）の投与により、このメサンギウム領域

の拡大は抑制されたが、tranilast 投与では効果が認められなかった。図 12A に示すように、

抗 Thy-1 腎炎群の糸球体細胞数は、day2 において一旦減尐したが、その後 day4 から day8

まで高い値を示した。TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与は、抗 Thy-1 腎炎群で観察された day2

の糸球体細胞数減尐および day8 の細胞数増加の両者をともに抑制した。また、図 12B に示

すように、抗 Thy-1 腎炎群における糸球体 PCNA 陽性細胞数は、非処置群に比べて day4 あ

るいは day8 において有意に増加した（P < 0.001, 図 12B には表示なし）。TJN-331（2.0 

mg/kg/day）の投与は、day4 ならびに day8 における PCNA 陽性細胞数の増加を抑制した（図

12B, 13）。一方、tranilast は、day4 においてのみ、糸球体細胞数および PCNA 陽性細胞数の

増加を抑制した。 
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図 11  抗Thy-1腎炎モデルラットのメサンギウム領域拡大に対するTJN-331の効果 

*, **；P＜0.05,  0.01 vs. anti –Thy1 nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Saline + 0.5%CMC-Na；非処置群 

Anti-Thy1 nephritis + 0.5%CMC-Na ；溶媒投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + TJN-331；TJN-331 投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + tranilast；tranilast 投与抗 Thy-1 腎炎群 
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図 12 抗 Thy-1 腎炎モデルラットの糸球体細胞数および PCNA 陽性細胞数に対

する TJN-331 の効果  

 （A）糸球体細胞数 および（B）PCNA 陽性細胞数  

*,  **；P＜0.05, 0.01 vs. anti –Thy1 nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Anti-Thy1 nephritis + 0.5%CMC-Na ；溶媒投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + TJN-331；TJN-331 投与抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + tranilast；tranilast 投与抗 Thy-1 腎炎群 
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図 13 抗 Thy-1 腎炎モデルラットの PCNA 陽性細胞に対する TJN-331 の効果 

（A）溶媒投与抗 Thy-1 腎炎群 （B） TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与抗 Thy-1 腎炎群

の PCNA 陽性細胞像（Day8, x400） 矢印；PCNA 陽性細胞を示す。 

 

 

次に、TGF-β1 陽性細胞数ならびに TGF-β1、TGF-βRⅡの免疫染色スコアに対する効果を

算出した。 

 Day4、ならびにday8における抗Thy-1腎炎ラットでは、糸球体におけるTGF-β1の陽性域が

増加した（図14A）。TJN-331（0.5または2.0 mg/kg/day）の投与により、day8 におけるTGF-β1

陽性域は、顕著に減尐した。腎炎惹起後、溶媒投与抗Thy-1腎炎群では糸球体におけるTGF-β1

陽性細胞数はday8まで増加し続けたが、TJN-331およびtranilastは、day4ならびにday8におい

てTGF-β1陽性細胞数の増加を抑制した（図14B）。さらに、非処置群においてはTGF-βRⅡ陽

性領域は認められなかったが、day8の溶媒投与抗Thy-1腎炎群においては増加した（データ

未掲載）。また、TJN-331ならびにtranilast投与では、TGF-βRⅡ陽性域の増加には効果がなか

った（データ未掲載）。 

A B 
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図 14 抗 Thy-1腎炎モデルラットの TGF-β1陽性域および TGF-β1陽性細胞数に対す

る TJN-331 の効果  

（A）TGF-β1 陽性域 および（B）TGF-β1 陽性細胞数 

*,  **；P＜0.05,  0.01 vs. anti -Thy1 nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Saline+0.5%CMC-Na :非処置ラット 

Anti-Thy1 nephritis + 0.5%CMC-Na ；溶媒投与 抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + TJN-331；TJN-331 投与 抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + tranilast；tranilast 投与 抗 Thy-1 腎炎群 
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最後に、ラット腎臓より単離した糸球体における TGF-β1 産生に関する検討を行った。 

非処置群の糸球体においては、total TGF-β1 濃度は約 500 pg/mg protein であったのに対し、

抗 Thy-1 腎炎群の糸球体においては、day2 から 8 まで、約 3000 pg/mg protein と高値であっ

た（図 15A）。TJN-331（2.0 mg/kg/day）の投与は、試験期間を通して TGF-β1 濃度の上昇を

顕著に抑制した。Tranilast は、day4 においてのみ TGF-β1 濃度を低下させた（図 15A）。 

 また、非処置群の糸球体における成熟 TGF-β1 濃度は、約 70 pg/mg protein であったのに

対し、溶媒投与 抗 Thy-1 腎炎群由来の糸球体においては、day2 から day8 まで高値を示し、

day8 には約 1000 pg/mg protein に達した（図 15B）。TJN-331 および tranilast は、この成熟

TGF-β1 濃度の上昇を抑制した（図 15B）。 
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図 15 抗 Thy-1 腎炎モデルラットの糸球体由来 TGF-β1 タンパク産生に対する

TJN-331 の効果  

（A） Total TGF-β1 濃度 および（B）成熟 TGF-β1 濃度 

*,  **；P＜0.05, 0.01 vs. anti –Thy1 nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Saline+0.5%CMC-Na ；非処置群 

Anti-Thy1 nephritis + 0.5%CMC-Na；溶媒投与 抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + TJN-331；TJN-331 投与 抗 Thy-1 腎炎群 

Anti-Thy1 nephritis + tranilast；tranilast 投与 抗 Thy-1 腎炎群 
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2-4 考察 

本研究において、TJN-331 は、抗 Thy-1 腎炎モデルラットにおける糸球体細胞数および

メサンギウム領域拡大を抑制することが示された。また、TGF-β1 陽性領域、陽性細胞数な

らびに腎組織中の TGF-β1 タンパク濃度の増加を低下させた。さらに、TJN-331 は ex vivo に

おける検討で、単離糸球体からの total および成熟型 TGF-β1 の産生増加を有意に抑制させ

た。 

本研究で用いた抗 Thy-1 腎炎モデルラットは、抗 Thy-1 血清の投与により、メサンギウ

ム細胞の融解と、その後の増殖およびメサンギウムマトリックスの蓄積が生じることから、

腎機能低下に至るカスケードの初期段階を再現できるモデルである。特にメサンギウムマ

トリックスの蓄積においては、TGF-β1 の産生亢進が主要な機序であることが報告されてい

る 23,24。Tranilast は、抗 Thy-1 腎炎モデルラットにおいて、TGF-β1 合成を阻害し、メサンギ

ウム領域の細胞増殖および白血球の蓄積を抑制することが報告されている 26,27。そのため、

今回の実験では tranilast を対照薬として用いた。Tranilast は、抗 Thy-1 腎炎モデルラットに

おいて増加した PCNA ならびに TGF-β1 陽性細胞数を抑制したが、尿中タンパク排泄量や

メサンギウム領域の拡大には効果がなかった。しかし、より高用量の tranilast（400 

mg/kg/day）を投与した報告 27 では、尿中タンパク排泄量や病理組織の改善が認められてい

たことから、本研究での投与量が治療域に達していなかった可能性は否定できない。 

一方、TJN-331 は、抗 Thy-1 腎炎極初期に起こる糸球体細胞減尐に加え、メサンギウム
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領域拡大、糸球体細胞数増加のほか、メサンギウム細胞増殖の指標である PCNA 陽性細胞

の増加も抑制した。これらの結果は、TJN-331 の投与が、メサンギウム領域の拡大ばかりで

はなく、糸球体細胞増殖や、炎症性細胞の浸潤を抑制する可能性が示唆され、炎症過程に

作用を有する可能性は捨てきれなかった。しかし今回の検討では、すでに炎症反応が終息

した抗 Thy-1 腎炎惹起 4 日後から TJN-331 を投与した場合でも、今回の結果と同様にメサ

ンギウム領域拡大抑制作用が認められた（データ未掲載）。このことから、TJN-331 は、メ

サンギウムマトリックスの増加を直接阻害することは十分に考えられた。 

今回、抗 Thy-1 腎炎モデルラットの糸球体において、TGF-β1 陽性領域および TGF-βR

Ⅱの染色スコアならびに TGF-β1 陽性細胞数の増加が認められた。これらの結果から、本モ

デルにおいては TGF-β1 のシグナル亢進が起こっていることが推察される。Tranilast は、ケ

ミカルメディエーター遊離抑制作用を有しており、白血球蓄積を阻害する 26。両薬物は、

TGF-β1 陽性細胞の糸球体への浸潤を抑制し、あるいは浸潤細胞あるいはメサンギウム細胞

の TGF-β1 合成を直接阻害するかもしれない。 

TJN-331のTGF-β1に対する直接作用は、単離糸球体を用いたex vivo試験にて評価した。

腎炎惹起後、経時的にtotal および成熟TGF-β1濃度が増加したが、これらは単球などの炎症

細胞およびメサンギウム細胞に由来すると考えられる。腎炎惹起後4日以降、メサンギウム

細胞増殖とTGF-β1陽性細胞増加がほぼ同時に起こっていることから、TGF-β1の産生源は、

炎症細胞からメサンギウム細胞由来へとシフトすると推察できるかもしれない。なお、抗
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Thy-1腎炎モデルに対するTJN-331の投与は、トータルおよび成熟TGF-β1濃度を抑制し、

tranilastでも同様の結果が得られた。このことから、TJN-331は腎炎糸球体で産生される過剰

なTGF-β1産生を確実に抑制する作用があることは間違いないであろう。本モデルのメサン

ギウム領域の拡大がTGF-β1依存的に生じることから、TJN-331の抗腎炎作用にはTGF-β1産

生阻害が重要な役割を演じているかもしれない。 

Tranilastは、TGF-β1 mRNAの発現を阻害することにより、TGF-β1タンパク産生を抑制

することが報告されている26。TJN-331の抗Thy-1腎炎群の腎TGF-β1mRNA発現に対する作

用についてin situ hybridization法を用いて予備的に検証したところ、TJN-331は、抗Thy-1腎

炎群のTGF-β1 mRNA発現増加を抑制しなかった（データ未掲載）。そのことから、TJN-331

とtranilastの作用点は異なる可能性があると考えている。 
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第 3 章 TJN-331 の抗 GBM 腎炎モデルに対する効果の解析 

3-1 緒言 

抗GBM腎炎モデル28は、ヒトの急速進行性糸球体腎炎ならびにグッドパスチャー症候群

に類似した進行性の重篤な腎炎のモデルである。このモデルは、GBMに対する抗体を投与

することによりGBMの破壊が惹起され、多量の尿中タンパクの発現とともに糸球体におけ

る半月体形成や係締壁とボウマン嚢との癒着等の管外性増殖変化により、腎機能が破綻す

ることが特徴である。メサンギウム細胞または炎症性細胞から分泌されたTGF-β1は、炎症

反応や細胞外マトリックスの蓄積に重要であること29,30、TGF-β1の過剰発現により、腎線維

化が亢進することが報告されている31。また、抗GBM腎炎モデルにおいて、TGF-β1の中和

抗体の投与により腎のマトリックス蓄積が抑制されることが知られている32。これらの知見

は、糸球体腎炎から腎不全へ移行期に生じる糸球体の管外性病変にTGF-β1が重要な役割を

演じている可能性を示唆している。 

本研究では、糸球体で産生されるTGF-β1が抗GBM腎炎モデルにおける尿中タンパク排

泄量の増加や糸球体の管外性増殖性病態変化を引き起こすのではないかとの仮説に基づき、

TJN-331が尿中タンパク排泄の増加や糸球体の特徴的な増殖像に対し、有効性を示しうるか

否かを検討した。 
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3-2 材料・実験方法  

(1) 試薬 

本モデルの評価を実施する際に用いた対照薬物として、ツムラ研究所において本モデル

に対する多くの使用実績があり、抗腎炎効果が報告されている 33 
dipyridamole 

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を用いた。In vivo 試験においては、溶媒として 0.5% 

CMC-Na に懸濁して投与し、in vitro 試験においては 0.7% DMSO を用いた。 

 

(2) 抗 GBM 腎炎モデルラットの作製および試験薬投与 

抗GBM腎炎モデルラットは既報 34に従い作成した。実験スケジュールは図 16に示した。

すなわち、Sprague-Dawley 系雄性ラット（Charls River Laboratories Japan, Yokohama, Japan）

に、0.75 mL のヤギ抗ラット GBM 血清を静脈内投与した後、6.5 mg のヤギ γ グロブリン

/0.25mL のフロイント完全アジュバンドをラットの footpad に投与した。非処置群は、生理

食塩水を静脈内投与した。抗 GBM 腎炎を惹起した 20 日経過後に、各群で尿中タンパク排

泄量がほぼ一定になるように 6 群［溶媒投与抗 GBM 腎炎群、TJN-331（0.2 mg/kg/day）投

与抗 GBM 腎炎群、TJN-331（0.5 mg/kg/day）投与抗 GBM 腎炎群、TJN-331（2.0 mg/kg/day）

投与抗 GBM 腎炎群、dipyridamole（50mg/kg/day）投与抗 GBM 腎炎群、dipyridamole 

（300mg/kg/day）投与抗 GBM 腎炎群、n=7］に群わけした。Day21 から試験最終日（day41）

まで TJN-331（0.2, 0.5 または 2.0 mg/kg）ならびに dipyridamole（50 または 300 mg/kg）を
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経口投与した。非処置群あるいは溶媒投与抗 GBM 腎炎群には、被験物質の代わりに 0.5% 

CMC-Na のみを投与した。試験最終日（day41）に腎を摘出し、光顕観察に供した。すべて

の実験プロトコールは株式会社ツムラの動物実験審査会の動物実験指針に準拠して行った。 

 

SD系雄性ラット

41 day

ヤギ抗ラット
GBM血清

（0.75mL, i.v.）
or saline

ヤギγグロブリン
(6.5mg, food pad)

or saline

210-1 24 30 35

採尿

薬物投与（p.o.）
0.5%CMC-Na, TJN-331(0.1, 0.5, 2.0mg/kg/day)
dypiridamole (50, 300mg/kg/day)

腎摘出

20

 

図 16 抗 GBM 腎炎モデルラットを用いた実験スケジュール（in vivo 試験） 

 

(3) 尿中タンパク排泄量および血清クレアチニンの測定 

尿タンパク量は前章 2-2-(3)、血清クレアチニン値は 1-2-(3)に従って測定した。すなわち、

day20, 24, 30, 35 および 41 において、24 時間絶食下の尿および day41 の血液サンプルを採

取した。尿は、遠心分離後、上清のタンパク質濃度をタンパク質検出試薬トネイン TP-II

（Otsuka Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）を用い、595nm の吸光度を測定することにより算

出した（Beckman DU640 spectrophotometer）。血液は遠心分離し、上清を血清クレアチニン

および IgA レベル測定のサンプルとした。血清クレアチニンレベルは、TBA 20FR 自動分析
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装置（Toshiba, Tokyo, Japan）を用いて測定した。 

 

(4) 病理学的評価 

ラットから摘出した腎は、前章 1-2-(6)に従って切片を作成し、PAS 染色を施した。無

作為に 50 個の糸球体を観察して半月体形成と糸球体係蹄壁とボウマン嚢との癒着（癒着）

の程度については、既報 34 に従い評価した。すなわち、典型的な 3 段階の病変の程度に従

ってブラインドでその数を計測しスコア化した。スコアの判定基準は以下のとおりである。 

 

1(mild) ：糸球体の 25%までが病変で覆われているもの 

2(moderate) ：糸球体の 25-50%までが病変で覆われているもの 

 3(severe) ：糸球体の 50%以上が病変で覆われているもの 

Score=[∑（各スコア×糸球体数）] /50 

 

(5) 免疫組織学的評価 

免疫染色は、前章 1-2-(7)の方法に準じて実施した。一次抗体（抗 TGF-β1 抗体；Austral 

Biologicals Co,CA, USA , 抗 α-SMA 抗体；Medic , Humburg, Germany）を 100 倍希釈して添加

し、４℃で一晩インキュベートした。洗浄後、ビオチン化抗マウス IgG 抗体（Jackson 

Immunoresearch, West Grove, PA, USA）を添加し、Vectastain ABC Elite Kit（Vector Laboratories, 
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Burlingame, CA, USA）で発色した。TGF-β1 陽性領域および α-平滑筋アクチン（SMA）陽性

域の評価は Yoshimura らの方法 35 に従いブラインドで１名の観察者がスコア化した。スコア

の判定基準は以下のとおりである。 

 

糸球体係蹄の染色陰性；0  

糸球体係蹄の染色弱陽性(1-25%)；1 

糸球体係蹄の部分的(25-50%)染色；2 

糸球体係蹄の部分的(50-75%)染色；3 

糸球体係蹄の全般的(75%以上)染色；4 

Score=[∑（各スコア×糸球体数）] /50 

 

(6) TGF-β1 産生に対する ex vivo 試験 

実験スケジュールを図 17 に示した。抗 GBM 腎炎を誘発したラットに、腎炎惹起後 day1

から 41 まで TJN-331(0.1, 0.5 または 2.0 mg/kg）あるいは dipyridamole（50 または 300 mg/kg）

を経口投与した。非処置群は溶媒として 0.5%CMC-Na のみを経口投与した。実験最終日、

薬物投与１時間後に腎を摘出し、前章 2-2-(6)に従い糸球体を単離した。トータルおよび成

熟 TGF-β1 タンパク濃度の定量は Rat TGF-β1 ELISA kit（Amersham Biosciences KK,Tokyo, 

Japan）を用いて行った。 
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41 day

ヤギ抗ラット
GBM血清

（0.75mL, i.v.）
or saline 

ヤギγグロブリン
(6.5mg, food pad)

or saline 

0-1

薬物投与（p.o.）
0.5% CMC-Na, TJN-331(0.1, 0.5, 2.0mg/kg/day)

dypiridamole (50, 300mg/kg/day)

腎摘出、
糸球体単離

(3-2-(6))

SD系雄性ラット

1

腎摘出、
糸球体単離

(3-2-(7))
 

図 17  抗 GBM 腎炎モデルラットを用いた実験スケジュール（ex vivo, in vitro 試験） 

 

(7) In vitro 試験 

TGF-β1 タンパク産生ならびに TGF-β1 シグナル伝達関連遺伝子（TGF-β1, Smad2, 3）の

発現に対する TJN-331 の直接作用を検証するため、単離した糸球体の培養上清に各濃度の

TJN-331 を添加した。実験スケジュールを図 17 に示した。すなわち、抗 GBM 腎炎を惹起

した 1 日後に腎を摘出し、前章 2-2-(6) の方法に従って糸球体を単離した。糸球体は

RPMI-1640 培地で洗浄後、2000 cells/ml の密度で、被験物質（TJN-331；1, 5, 10, 50 μmol/L, 終

濃度）と共に 37℃、5%炭酸ガス含有大気下で 48 時間培養した。コントロールには、溶媒

（RPMI-1640, 0.7% DMSO）を添加した。培養後の糸球体は、-80℃で 1 時間凍結後融解し、

TGF-β1 測定に供した。TGF-β1 の定量は、Rat TGF-β1 ELISA kit（Amersham Biosciences 
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KK,Tokyo, Japan）を用いて行った。 

 

(8)TGF-β1 および TGF-β1 シグナル伝達関連遺伝子発現に関する検討 

単離糸球体から RNeasy Universal Tissue kit （Qiagen,Valencia, CA, USA）を用いて、total 

RNA を抽出した。Total RNA の濃度は、ND-1000（NanoDrop Ltd., Wilmington, DE, USA）を

用いて吸光度を測定することにより算出した。それぞれのサンプルは、100 ng/μL に希釈し

た後、70℃5 分インキュベートし、その後氷冷した。Total RNA（1000 ng）は、TaqMan Reverse 

Transcription reagents（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて、逆転写した。

Quantitative polymerase chain reaction（PCR）は、TaqMan Universal PCR Master Mix（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）および Prism 7900HT Sequence Detection System（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて行った。mRNA 発現量は、ハウスキーピング遺

伝子である ribosomal protein S29（Rps29）を内部標準とし、dCt 値で表した。 

dCt=2
(-|A-B|)

 

ただし、A は、Rps29 の PCR 増幅産物量が閾値に達したときのサイクル数、B は、ター

ゲット遺伝子のサイクル数である。TaqMan real-time PCR 用の全てのオリゴヌクレオチドプ

ライマー、および発蛍光性プローブセットについては、Applied Biosystems（Foster City, CA, 

USA）から購入した（TGF-b1:Rn00572010_m1,Smad2:Rn00569900_m1,Smad3:Rn00565331_m1）。 
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(9) 統計解析 

データは mean ± standard error として表記した。統計学的有意差は、one-way ANOVA 後、

Dunnett 検定または Steel 検定を行って算出し、p 値 5 %未満を有意とした。
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3-3 実験結果  

試験期間を通して、抗 GBM 腎炎群の体重および尿量は、非処置群に比べて低下したのに

対し、薬物投与群との間には明らかな差は認められなかった（データ未掲載）。また、試験

期間を通して、抗 GBM 腎炎群の尿中タンパク排泄量は、300-350mg/day であった（図 18）。

TJN-331（2.0mg/kg/day）の経口投与は、day30 から day41 にかけて尿中タンパク排泄量の増

加を抑制した。また、TJN-331（0.5mg/kg/day）投与群は day35 のみに一過性の抑制が認め

られた。Dipyridamole 投与群では、試験期間を通じて、尿中タンパク排泄量に影響が認めら

れなかった（図 18）。抗 GBM 腎炎惹起後 41 日後、溶媒投与抗 GBM 腎炎群の血清クレアチ

ニンレベルは非処置群に比べて増加したが、TJN-331 および dipyridamole のすべての群は、

血清クレアチニン値に対して統計学的に有意な抑制を示さなかった（データ未掲載）。 
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 図 18 抗 GMB 腎炎ラットにおける尿中タンパク排泄量に対する TJN-331 の作用 

*,  **；P＜0.05,  0.01 vs. anti - GBM nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Saline-treated rats; 非処置群 

Anti-GBM nephritis + CMC-Na;  溶媒投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + TJN-331;  TJN-331 投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + dipyridamole;  dypyridamole 投与抗 GBM 腎炎群 

 

次に、day 41 の糸球体組織の PAS 染色像を観察したところ、溶媒投与抗 GBM 腎炎群では

半月体形成ならび癒着が認められた（図 19A, 20）。一方、TJN-331 の 2.0 mg/kg/day 投与は、

半月体形成ならびに癒着指数の増加を有意に抑制した（図 19B, 20）。TJN-331 の 0.1、0.5 
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mg/kg/day および dipyridamole 投与群では、同様の効果は認められなかった（図 20）。 

 

 

 

   

 

図 19  抗 GBM 腎炎モデルラットの糸球体 PAS 染色像 

（A）溶媒投与抗 GBM 腎炎群 （B）TJN-331（2.0 mg/kg/day）投与抗 GBM 腎炎群（x200）  

矢印；半月体形成、矢頭；癒着 を示す。 

A B 
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図 20   抗 GBM 腎炎モデルラットにおける半月体形成と癒着に対する TJN-331 の効果 

**；P＜0.01 vs.anti - GBM nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

Crescent formation; 半月体形成,  Adhesion; 癒着 

Anti-GBM nephritis + CMC-Na; 溶媒投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + TJN-331; TJN-331 投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + dipyridamole; dypyridamole 投与抗 GBM 腎炎群 

 

次に、活性化したメサンギウム細胞のマーカーである α- SMA の発現および TGF-β1

陽性領域に対する TJN-331 の作用について検討した（図 21A, B）。非処置群においては

α-SMA の発現はほとんど観察されなかった。溶媒投与抗 GBM 腎炎群においては α-SMA

陽性領域が顕著に増加したが、TJN-331（2.0 mg/kg/day）および dipyridamole（300 

mg/kg/day）は、α-SMA 陽性領域の増加を有意に抑制した（図 21A）。また、溶媒投与抗



 

54 

GBM 腎炎群では高い TGF-β1 陽性領域スコアを示し、TJN-331（0.5, 2.0 mg/kg/day）の

投与により顕著に低下したが、dipyridamol 投与群にはその効果は認められなかった（図

21B）。 
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図 21  抗 GMB 腎炎ラットの α-平滑筋アクチンおよび TGF-β1 陽性領域に対する

TJN-331 の効果 

(A)α-平滑筋アクチン（SMA）染色スコア (B)糸球体 TGF-β1 染色スコア 

*, **；P＜0.05, 0.01 vs. anti - GBM nephritis (Dunnet test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

UT; 非処置群 , Anti-GBM nephritis + CMC; 溶媒投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + TJN-331; TJN-331 投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + Dip; dypyridamole 投与抗 GBM 腎炎群 

B 

A 
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次に、糸球体の TGF-β1 産生に対する TJN-331 の効果について検証するため、ex vivo 試験

を行った。非処置群の糸球体におけるトータル TGF-β1 産生は約 1200 pg/mL であったのに

対し、溶媒投与抗 GBM 腎炎群の糸球体では約 3000 pg/mL と高値であり、TJN-331 のすべ

ての投与群の糸球体で減尐傾向を示した（図 22A）。一方、非処置群の糸球体における成熟

TGF-β1 産生は約 500 pg/mL であったのに対し、溶媒投与抗 GBM 腎炎群の糸球体では、成

熟 TGF-β1 産生が増加し約 1000 pg/mL を示した。TJN-331 2.0 mg/kg/day 投与群では、糸球体

の成熟 TGF-β1 産生増加に対する抑制が観察されたが、dipyridamol の投与は、成熟 TGF-β1

産生増加を抑制しなかった（図 22B）。また、抗 GBM 腎炎群の糸球体細胞を用いた in vitro

試験においては、培養上清中への TJN-331（終濃度; 10, 50 μmol/L）の添加は、トータルお

よび成熟 TGF-β1 産生を濃度依存的に抑制した（図 23）。 
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図 22 抗 GBM 腎炎モデルラットの糸球体における TGF-β1 タンパク産生に対する

TJN-331 の効果  

（A） Total TGF-β1 濃度 および（B）成熟 TGF-β1 濃度 

**；P＜0.01 vs. anti –GBM nephritis (Dunnett test) , Mean±S.E.M. (n=7) 

UT :非処置群 

Anti-GBM nephritis + CMC-Na; 溶媒投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + TJN-331; TJN-331 投与抗 GBM 腎炎群 

Anti-GBM nephritis + Dip; dypyridamole 投与抗 GBM 腎炎群 
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図 23 抗 GBM 腎炎モデルラット単離糸球体細胞における TGF-β1 タンパク産生に

対する TJN-331 の効果 

*P<0.05 by Dunnett test.  Mean±S.E.M. (n=7) 

 

最後に、TJN-331 の TGF-β1 産生抑制作用に関するより詳細な検討を実施する目的で、

TGF-β1 および TGF-β1 シグナル伝達関連遺伝子発現に関する検討を行った。抗 GBM 腎炎群

由来単離糸球体細胞の TGF-β1 mRNA 発現は、非処置群に比べて顕著に増加していた（図

24A）。TJN-331 の添加（50 μmol/L）は、その mRNA 発現増加を抑制できなかった。加えて

抗 GBM 腎炎群の糸球体における Smad2 または Smad3 の mRNA 発現は、非処置群に比べて

減尐したが、TJN-331 の添加（50 μmol/L）はその低下を有意に抑制した（図 24B）。 
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図 24   抗 GBM 腎炎モデルラットの TGF-β1 ,Smad 2/3 mRNA 発現に対する

TJN-331 の効果 

(A) TGF-β1 mRNA,  (B)Smad2/3 mRNA 発現 * P<0.05 by Steel test. Mean±S.E.M. (n=7) 

UT（非処置群）または Anti-GBM nephritis （抗 GBM 腎炎群）から得られた糸球体細

胞に、 vehicle または TJN-331（50 μmol/ L）を培養上清中に添加した。 
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3-4 考察 

本研究において、TJN-331 は、抗 GBM 腎炎モデルラットにおける尿中タンパク排泄と典

型的な糸球体の管外性病理学的変化の発現を抑制し、TGF-β1 タンパクの産生または活性化

を抑制した。 

TJN-331 はこのモデルの典型的な組織病変である半月体形成や癒着の発症を有意に抑制

した。抗 GBM 腎炎における糸球体の管外性変化は、増殖病変に細胞外マトリックスの蓄積

が生じ、不可逆的に固定される。さらにマトリックスの蓄積が線維化、硬化へと進展する

ことで、腎機能は破綻を来す。糸球体への細胞外マトリックスの蓄積には TGF-β1 が重要な

役割を演じている 32ことから、TJN-331 の病理変化改善効果は TGF-β1 の産生阻害に起因す

る可能性は十分に考えられる。また、本研究では TJN-331 は血清クレアチニン値に影響し

なかった。TJN-331 による病理学的改善の程度が、血清クレアチニン値に対して有意性を持

って低下させるまでには至らなかったと考えられ、さらなる投与期間や高用量での評価が

必要であったかもしれない。 

In vitro 試験において、TJN-331 は、抗 GBM 腎炎モデルラット由来の培養糸球体中の

TGF-β1 タンパク産生の増加を抑制したが、TGF-β1 mRNA 発現上昇は抑制しなかった。こ

の結果はTJN-331がTGF-β1の転写レベルでの合成過程には影響しないことを示唆するもの

である。TGF-β1 は、生体内においてはほぼ潜在型として存在し、プロセシングにより活性

を持った成熟型に変換される 36。不活性型 TGF-β1 を過剰発現させたマウスでは、抗 GBM
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腎炎で認められる尿中タンパク排泄量の増加や半月体形成などの病態変化が抑制されると

報告されている 37。今回の実験では TGF-β1 のノックアウトマウスや不活性型 TGF-β1 過剰

発現マウスを用いて腎炎を惹起し TJN-331 の効果の有無を検証していないため、TJN-331 の

作用メカニズムが TGF-β1 の阻害作用に起因するかどうかを検証できなかった。しかしなが

ら、興味あることに、ex vivo 試験において抗 GBM 腎炎モデルラットへの TJN-331 の 20 日

間の投与は、糸球体の成熟型 TGF-β1 産生に対して効果を示した。TJN-331 の in vivo 投与で

は糸球体における TGF-β1 の産生だけではなく、成熟化の過程を抑制した可能性が考えられ

る。今回の実験では TGF-β1 の活性化を引き起こすタンパク分解酵素に対する TJN-331 の作

用は未検証であり、十分に追求できなかったため、明らかにすべき研究課題として残され

た。 

Smad2 ならびに Smad3 は TGF-β 受容体の下流に位置し、受容体によりリン酸化されて

活性化され、核内に移行して転写因子として機能することにより TGF-β シグナルを伝達す

る 38。Poncelet らは、培養ヒトメサンギウム細胞中に TGF-β1 を作用させることにより、24-48

時間後の Smad2 ならびに Smad3 の mRNA 発現が低下することを報告している 39。本研究に

おいても、抗 GBM 腎炎群において Smad2, 3 の mRNA 発現は低下しており、彼らの結果と

一致する。Poncelet らの知見と合わせて考察すると、腎炎由来の糸球体における Smad2, 3 

mRNA 遺伝子発現の減尐は、おそらく TGF-β1 のシグナル活性化を介したネガティブフィー

ドバックによるものではないかと考えられた。TJN-331 は、Smad2, 3 mRNA の発現低下を抑
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制したことから、TJN-331 は TGF-β1 シグナル伝達に対して、抑制的に働いていることが推

察できた。 

本研究では、TJN-331 投与開始 10 日後にすでに尿中タンパク排泄量の増加を抑制した。

腎炎による尿中タンパク排泄に関する腎のTGF-β1の役割は未だ十分に解明されていないが、

尿中タンパク排泄量の増加は、尿細管上皮細胞における TGF-β1 遺伝子発現と密接な関係が

あることが報告されている 17。本研究における TJN-331 の尿中タンパク排泄への顕著な効果

は、TGF-β1 の活性化や産生の阻害を介して尿細管細胞の機能が保持された結果である可能

性があるが、現時点ではTGF-β1阻害とは異なるメカニズムが介在することも否定できない。 

Dipyridamole は抗血小板作用を有する薬剤で、わが国では糸球体腎炎治療において広く使

われてきた。Dipyridamole は先行研究 34 や株式会社ツムラで実施してきた同モデルに対する

予防的な投与においては抗腎炎効果が認められているが、本研究では効果がみられなかっ

た。本実験のプロトコールでは、抗 GBM 腎炎を惹起させた 21 日目から被験物質の投与を

開始しており、すでにこのステージでは糸球体への血小板凝集によって引き起こされる組

織障害が終息している可能性が高い。尐なくとも、本モデルに対する TJN-331 の抗腎炎効

果は dipyridamole よりも強力である可能性が示唆された。 
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総括 

本研究より TJN-331 は、IgA 腎症モデル、抗 Thy-1 腎炎モデル、ならびに抗 GBM 腎炎モ

デルにおいて、その病態の改善に有効性を示し、糸球体での TGF-β1 産生、あるいは活性化

を抑制した。これらの結果から、TJN-331 は TGF-β1 阻害作用を有した抗腎炎化合物である

可能性が示唆され、臨床応用が期待される。 
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