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研究成果の概要（和文）：ヒト活動性糸球体腎炎では、ポドサイトがFSP1を強発現するようになる。そこで、腎
障害における分泌型FSP1の生物活性を培養細胞とマウスモデルで検討した。分泌型FSP1はNrf2活性化を介し、尿
細管上皮細胞(TEC)でのHO-1, SOD, チオレドキシンの産生を誘導し、TECに対し抗酸化作用および抗アポトーシ
ス作用を有することが明らかとなった。リコンビナントFSP1はシスプラチン腎症における尿細管障害を改善し
た。また、ポドサイト特異的にFSP1を過剰発現させた遺伝子改変マウスでも、シスプラチン腎症における尿細管
障害を改善したことから、ポドサイトー尿細管上皮細胞連関の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In human active glomerulonephritis, fibroblast specific protein 1 (FSP1) was
 highly expressed in podocytes. In this study, we investigated biological effects of FSP1 which can 
be excreted from podocytes in vitro and in vivo. Recombinant FSP1 (rFSP1) induced HO-1, SOD, and 
thioredoxin expression in tubular epithelial cells (TEC) via Nrf2 activation and rFSP1 exerted 
antioxidant effects and anti-apoptotic effects on TEC. rFSP1 could ameliorate acute tubular injury 
in cisplatin nephrotoxicity. In transgenic mice in which FSP1 was specifically expressed in 
podocytes, tubular injury in cisplatin nephrotoxicity was also ameliorated, which suggests 
podocyte-TEC interaction. 

研究分野： 腎臓内科

キーワード： FSP1　ポドサイト　尿細管上皮細胞　Nrf2　抗酸化作用　急性腎障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AKIは生命予後を著明に低下させる重要な病態である。しかし現在のところAKIに対する有効な予防薬および治療
薬が存在しないため、世界中で精力的に研究が行われている。分泌型FSP1は、抗炎症作用、抗アポトーシス作用
および抗酸化作用を併せ持つことから、AKI新規治療薬として有望である。増加の一途を辿る透析患者数に歯止
めをかけるために、腎臓病領域における新薬開発は喫緊の課題である。本研究は、創薬に直結する意義深いもの
である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Fibroblast specific protein 1 (FSP1)は多様な生物活性を有することが示されている。わ

れわれは種々の糸球体疾患において、糸球体障害の進展とともにポドサイトでの FSP1 の発現亢

進が認められ、分泌型 FSP1 が尿中に検出されることを報告している。ポドサイトからの生理活

性物質の多くは尿細管腔に分泌されることは容易に推測可能であるにも関わらず、ポドサイト

と尿細管上皮細胞間における細胞間コミュニケーションに関する研究は皆無である。 

FSP1 は種々の癌細胞からも分泌されるが、エクソソーム内に移行して分泌されることが報告

されている。われわれは線維芽細胞においても、分泌型 FSP1 は主にエクソソーム分画にあるこ

とを確認した。エクソソームは新たなバイオマーカーとなり得ると同時に、新たな細胞間コミ

ュニケーションツールとしても注目されている。 

 
２．研究の目的 
 急性腎障害(AKI)は、生命予後、疾患重症化や医療費高額化に直結する重要な病態だが、有効

な治療法が存在しない。分泌型 FSP1 は、強力な免疫抑制作用、抗アポトーシス作用および抗

酸化作用を併せ持つことから、AKI 新規治療薬として有望である。本研究では分泌型 FSP1 の AKI

治療薬としての可能性、FSP1 含有エクソソームの臨床的意義および生体内における FSP1 を介

したポドサイト－尿細管上皮細胞連関の存在を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) リコンビナント FSP1 (rFSP1)の尿細管上皮細胞株に対する生物活性の検討 

尿細管上皮細胞株である mProx にシスプラチン添加後、rFSP1 の抗アポトーシス効果を、

Cleaved-Caspase 3 発現量と Bax/Bcl2 比のウェスタンブロットによる検討、および AnnexinV

アッセイキットを用いた FACS 解析で検討した。次に、rFSP1 の抗酸化作用を ROS アッセイキッ

トで検討した。さらに、rFSP1 の抗酸化作用に Nrf2 活性化が関与するかを検討した。Nrf2 活性

化は rFSP1 添加による Nrf2 の核内移動で確認した。Nrf2 活性化により誘導される heme 

oxygenase 1 (Homx1, HO-1), superoxide dismutase 3 (SOD3), thioredoxin 1 (Txn1) mRNA

発現を real-time PCR で検討した。 

(2) rFSP1 による急性腎障害抑制効果 

 シスプラチン腎症モデルを用いて、rFSP1 が急性腎障害抑制効果を有するか検討した。rFSP1

投与群と対照群における腎機能、腎病理における尿細管障害スコア、および TUNEL 陽性細胞数

を比較した。 

(3) ポドサイト特異的に FSP1 を過剰発現する遺伝子改変マウス(FSP1.TG)における検討 

  FSP1.TG マウスとコントロールマウス(Wild)にシスプラチン腎症を作製し、腎機能、腎病理

における尿細管障害スコア、および TUNEL 陽性細胞数を比較した。 

(4) 患者尿における FSP1 含有エクソソームに関する検討 

 当院で腎生検を実施した腎炎患者37例の尿検体を採取し、抽出キットでエクソソームを精製し

た。２重免疫電顕で、ポドサイトマーカーであるポドカリキシンとFSP1がエクソソーム内に共存

するかを検討した。さらに、ELISA法でエクソソーム中FSP1含有量を測定し、半月体形成率など

の病理パラメーターとの関連を検討した。 

 
４．研究成果 

(1) rFSP1 の抗アポトーシス効果 

mProx に vehicle (DMSO)、シスプラチン(25μM)、シスプラチン(25μM)と rFSP-1 (10

μM)の処置を 24 時間行った（各群、n=3）。その後、細胞を回収し、細胞破砕液を調整し



た後、イムノブロット法にて各群の cleaved caspase 3/β-actin を測定した。シスプラチ

ン添加で cleaved caspase 3 の発現が上昇するが、FSP-1 の添加は cleaved caspase 3 の

発現上昇を有意に抑制することが明らかとなった（図 1A）。mProx に vehicle (DMSO)、シ

スプラチン(25M)、シスプラチン(25M)と rFSP-1 (10M)の処置を 24 時間行った（各群、

n=3）。その後、細胞を回収し、細胞破砕液を調整した後、イムノブロット法にて Bax2/Bcl

比を検討した。シスプラチン添加により上昇した Bax/Bcl 比は、rFSP-1 の添加により有意

に低下した（図 1B）。mProx に vehicle (DMSO)、シスプラチン(25M)、シスプラチン(25M)

と rFSP-1 (10M)の処置を 24 時間行った（各群、n=3）。その後、AnnexinV アッセイを用い

た FACS 解析でアポトーシス細胞数を検討した。シスプラチン添加により有意に増加したアポト

ーシスを呈する細胞数は、rFSP1 の添加により有意に減少した（図 1C）。 

 

図 1A．ｒFSP1 による Cleaved-Caspase3 の発現抑制 B.ｒFSP1 による Bax/Bcl 比の低下 

C. ｒFSP1 によるアポトーシスの抑制 

 

(2)ｒFSP1 による抗酸化作用 

OxiSelect Intracellular ROS Assay Kit (Green Fluorescence) （CELL BIOLABS, INC）を

用いて、ｒFSP1 による抗酸化作用を検討した。mProx を 96 穴プレートに播種し、37℃下で 12

時間培養した。PBS で wash 後、DCFH-DA 溶液（CELL BIOLABS, INC）を添加し 1時間培養した。

PBS で wash 後、細胞培養液のみ(control)、シスプラチン 50μM添加培養液、FSP1 10μM 添加

培養液、シスプラチン 50μM＋FSP1 10μM添加培養液、の 4条件で１時間培養後、プレートリ

ーダー(480/530nm)で蛍光強度を測定した。シスプラチン添加により ROS 産生増加を認めるが、

rFSP1 の添加により増加した ROS は有意に減少した（図 2A）。rFSP1 の Nrf2 活性化作用を検討

する目的で、mProxに rFSP1 10μM添加後12時間で核蛋白を抽出後、ウェスタンブロットでNrf2

発現を検討した。FSP1 添加により核内 Nrf2 発現が増強したことから、ｒFSP1 による Nrf2 活性

化作用が示された。また、rFSP1 10μM 添加により、Nrf2 活性化により発現誘導される heme 

oxygenase 1 (Homx1, HO-1), superoxide dismutase 3 (SOD3), thioredoxin 1 (Txn1)の RNA

発現が有意に亢進していた(図 2B)。 



 
        図 2A．rFSP1 の抗酸化作用  B.ｒFSP1 による Nrf2 活性化作用 

(3) rFSP1 投与によるシスプラチン腎症改善効果 

シスプラチン 20mg/kg 腹腔内投与の 30 分前に、rFSP1 1mg/マウスあるいは PBS を腹腔内

投与し、rFSP1 の急性腎障害発症予防効果を検討した。シスプラチン投与後 72時間後に、

腎組織および血清を採取した。腎組織は PAS 染色を実施し、尿細管障害スコアを検討した。

血清クレアチニンと BUN を測定した。さらに、TUNEL 染色により、アポトーシス細胞数を計

量した。PBS 投与群と比較し、ｒFSP1 投与群 では、cisplatin による腎障害が減弱し、ア

ポトーシスも抑制されることが判明した（図 3）。 

 
    図 3．rFSP1 投与によるシスプラチン腎症改善効果 

(4) ポドサイト特異的 FSP1 発現誘導によるシスプラチン腎症改善効果 

ポドサイト特異的に FSP1 を過剰発現させた遺伝子改変マウス(FSP1 TG)とコントロー 

ルマウス(Wild)にシスプラチン 20mg/kg を腹腔内投与し、シスプラチン腎症モデルを作製した。

シスプラチン投与後 72時間後に、腎組織および血清を採取した。腎組織は PAS 染色を実施し、

尿細管障害スコアを検討した。血清クレアチニンと BUN を測定した。さらに、TUNEL 染色によ

り、アポトーシス細胞数を計量した。ポドサイト特異的 FSP1 発現誘導により、cisplatin によ

る腎障害が減弱し、アポトーシスも抑制されることが判明した（図 4）。 

 

図 4．ポドサイト特異的 FSP1 発現誘導によるシスプラチン腎症改善効果 



(5) 患者尿における FSP1 含有エクソソームに関する検討 

 当院で腎生検を実施した腎炎患者37例（ANCA関連腎症6例、IgA腎症11例、微小変化型ネフロー

ゼ症候群6例、膜性腎症 11例、ループス腎炎3例）の尿検体を採取し、抽出キットでエクソソー

ムを精製した。60-nm と12-nmのcolloidal goldを用いた２重免疫電顕で、ポドサイトマーカー

であるポドカリキシンとFSP1がエクソソーム内に共存することが確認された。さらに、エクソソ

ーム中FSP1含有量を測定し、半月体形成率などの病理パラメーターとの相関が認められた（図5）。 

 

図 5．患者尿中 FSP1 含有エクソソーム 
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