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研究成果の概要（和文）：我が国では、慢性腎臓病 (CKD) の進展阻止による医療費の抑制が医療課題となって
いる。本研究では、腎障害進展の一因として注目されている酸化ストレス亢進へのセリンプロテアーゼの関与に
ついて検討した。その結果、動物実験では、セリンプロテアーゼの関与は明らかにならなかったものの、培養細
胞および in vitro 実験からセリンプロテアーゼを介し酸化ストレスが制御されている可能性が示され、その一
つにFXa-PAR2 経路が関与していることが示唆された。本研究で得られた成果は、腎障害進展におけるセリンプ
ロテアーゼの機能解明とCKD 治療における新規治療戦略の構築に向けた基盤情報になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In Japan, curbing medical costs by preventing the progression of chronic 
kidney disease (CKD) has become a medical issue. In this study, we investigated the involvement of 
serine proteases in the enhancement of oxidative stress, which has been attracting attention as one 
of the factors that contribute to the progression of renal disorders. As a result, animal studies 
did not reveal the involvement of serine proteases. However, cultured cell experiments and in vitro 
experiments showed that oxidative stress might be regulated by serine proteases, suggesting that the
 FXa-PAR2 pathway is involved in one of them. Those results may serve as the basic information for 
elucidating the function of serine proteases in the progression of renal disorders and establishing 
new CKD therapeutic strategies.

研究分野： 医療薬学

キーワード： セリンプロテアーゼ　酸化ストレス　腎障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、セリンプロテアーゼを介し酸化ストレスが制御されている可能性を示した研究である。酸化ストレス
は、腎障害進展機序の一因として以前から注目されており、抗酸化薬の腎疾患治療への応用が期待されている。
本研究により、腎疾患における病態形成の共通基盤となる酸化ストレスに対するセリンプロテアーゼの関与が明
らかとなり、CKD を含めた種々の腎疾患の病態解明や既存のセリンプロテアーゼ阻害薬を治療薬として応用する
ための基盤情報になると考えられる。新規治療薬が強く切望されているCKD に対し新たな治療戦略を提示するこ
とで、CKD の進展阻止による医療費の抑制に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国では、慢性腎臓病 (CKD) の進展による透析患者が年々増加し、2014 年末には 32 万人
を超えている。また、透析療法には 1 人あたり年間約 500 万円を要し、透析患者の増加による医
療費の高騰が国の財政を圧迫しているため、CKD の進展を阻止することが極めて重要な医療課
題となっている。これまで、CKD 治療薬として ACE 阻害薬や ARB などのレニン・アンジオテ
ンシン系 (RAS) 阻害薬が成果を挙げているが、CKD の進展を完全には阻止できておらず、常に
高カリウム血症の副作用が問題となっている。そのため、臨床現場では RAS 阻害薬に勝る新規
治療薬の開発が強く切望されている。 
 一方、経口投与可能な合成セリンプロテアーゼ阻害薬の 1 つであるカモスタット(CM) は、
日本国内において既に臨床使用されている薬剤で、広範囲のセリンプロテアーゼを阻害するこ
とが知られている。これまでに申請者は、この CM を 5/6 腎臓摘出慢性腎不全モデルラットに
投与することで、CM が抗酸化作用を発揮し、CKD の腎障害進展を抑制することを見出してい
る。加えて、電子スピン共鳴法 (ESR) を用いた検討で CM による抗酸化作用には化学構造に基
づくラジカルスカベンジャー様の直接的な機序が関与していることを報告した。更に、興味深
いことに培養細胞を用いた検討で、CM はラジカルスカベンジ作用を示すよりも低濃度で酸化
ストレスを抑制したことから、ラジカルスカベンジャー様の直接的な機序とは異なる抗酸化メ
カニズムが関与する可能性が想起された。 
 セリンプロテアーゼは食物消化、凝固線溶系、免疫補体反応などの重要な生理的役割を果し
ているのに加え、酸化ストレス亢進と深く関わっていることが明らかとなっている。これまで
に、トリプシン、キモトリプシンといったセリンプロテアーゼによってスーパーオキシドおよ
び過酸化水素が産生されることやキサンチンデヒドロゲナーゼが、トリプシンなどによってキ
サンチンオキシダーゼに変換され活性酸素 (ROS) を産生すること、更には、セリンプロテアー
ゼ阻害薬であるトシルフェニルアラニンクロロメチルケトンが ROS 産生を抑制することが報
告されている。そのため、CM による抗酸化作用には化学構造に基づくラジカルスカベンジャ
ー様の直接的な機序とともに、セリンプロテアーゼ阻害作用による間接的な機序が関与してお
り、“CM のセリンプロテアーゼを介した酸化ストレス制御が CKD の腎障害進展を抑制したの
では”という考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、“CM のセリンプロテアーゼを介した酸化ストレス制御が CKD の腎障害進展を
抑制する”という仮説を立て、セリンプロテアーゼによる酸化ストレス亢進メカニズムを明ら
かにし、腎障害進展におけるセリンプロテアーゼの機能解明と CKD 治療における新規治療戦
略を構築することを目的に検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) CM の投与により腎組織中の発現量変化が生じるセリンプロテアーゼ群の同定 
 3 週間の高アデニン(0.75%)・低タンパク食(2.5%)の摂餌によりアデニン誘発慢性腎不全モデ
ルラットを作製し、①Control 群、②CKD 群、③CKD＋CM (200mg/kg) 群の 3 群に分け、5 週
間の薬物投与を行った後、血液採取および腎臓の摘出を行った。摘出した腎臓を超音波破砕機に
よって破砕し、タンパク質を可溶化した後にトリプシン消化を行い、生成されたペプチド混合物
を HPLC にかけて各ペプチドに分離し、MS/MS 解析によってセリンプロテアーゼ群の同定を
試みた。 
 
(2) 培養細胞実験および in vitro 実験による酸化ストレス制御へのセリンプロテアーゼの関与に
ついての解析 
 ヒト近位尿細管細胞 (HK-2) 細胞を用いて、インドキシル硫酸 (IS) およびアンジオテンシン
II (AII) によって誘導された酸化ストレスに対する CM およびアプロチニン (AP) の細胞内抗
酸化活性を評価した。細胞内抗酸化活性の評価には、ジクロロフルオレセインジアセテート 
(DCFDA) を用いた。DCFDA は非蛍光性であるが、細胞内に取り込まれ ROS によって酸化され
ると、蛍光性の DCF に変化するため、この蛍光をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。
また、ROS であるヒドロキシルラジカルに対する直接的な消去能を ESR 法、ペルオキシナイ
トライトに対する直接的な消去能を蛍光法、スーパーオキシドラジカルに対する直接的な消去
能を化学発光法で評価した。加えて、上記の方法にて、ガベキサートメシル酸、ナファモスタッ
トメシル酸の細胞内抗酸化活性および直接的な消去能を評価した。 
 
(3) 培養細胞実験による酸化ストレス制御へのセリンプロテアーゼ・FXa の関与についての解析 
 HK-2 細胞を用いて、セリンプロテアーゼの一つである FXa によって誘導された酸化ストレ
スに対する FXa 阻害剤・エドキサバン (EDO) および FXa が活性化する PAR2 の阻害剤である
FSLLRY-NH2 の細胞内抗酸化活性を評価した。また、IS および AII によって誘導された酸化ス
トレスに対する EDO の細胞内抗酸化活性を評価した。 
 



４．研究成果 
(1) CM の投与により腎組織中の発現量変化が生じるセリンプロテアーゼ群の同定 
①Control 群、②CKD 群、③CKD＋CM (200mg/kg) 群の 3 群に分け、5 週間の薬物投与を行っ
た後、摘出した腎組織中で発現量変化が生じているセリンプロテアーゼの同定を試みた。しかし
ながら、CM による腎障害の進展抑制効果（図 1 A）および抗酸化作用は確認されたものの（図
1 B, C）、腎組織中で発現量変化が生じているセリンプロテアーゼの同定には至らなかった。 
 

 
(2) 培養細胞実験および in vitro 実験による酸化ストレス制御へのセリンプロテアーゼの関与に
ついての解析 
 動物実験にて酸化ストレス制御に関与するセリンプロテアーゼの同定に至らなかったため、
細胞実験にて検討を行った。HK-2 細胞を用いて、CM およびセリンプロテアーゼの典型的な阻
害剤であるアプロチニンの細胞内抗酸化活性を評価した。なお、ポジティブコントロールとして
N-アセチルシステイン (NAC) を用いた。結果、腎障害時に酸化ストレスとの関連が示されてい
る IS および AII によって誘導された酸化ストレスに対し、CM は 0.1～10M の濃度で細胞内 
ROS 産生の有意な減少が確認された。同様に、AP では IS および AII によって誘導された酸化
ストレスに対し、1～100KIU/mL の濃度で細胞内 ROS 産生の有意な減少が確認された。 
 続いて、CM とアプロチニンの直接的なラジカル消去による抗酸化作用の違いを比較し、酸化
ストレス制御へのセリンプロテアーゼの関与について解析を行った。なお、ポジティブコントロ
ールとしてビタミン C (VC) を用いた。まず、ヒドロキシルラジカルに対する直接的な消去能を
ESR 法にて評価した結果、CM は 10～1000 M の濃度で直接的なラジカル消去による抗酸化作
用が確認されたものの、AP では 100～10000 KIU/mL のどの濃度でも確認されなかった。次に、
ペルオキシナイトライトに対する直接的な消去能を蛍光法にて評価した結果、CM は 100～1000 
M の濃度で直接的なラジカル消去による抗酸化作用が確認されたものの、AP では 100～10000 
KIU/mL のどの濃度でも確認されなかった。最後に、スーパーオキシドラジカルに対する直接的
な消去能を化学発光法で評価した結果、CM は 10～1000 M の濃度で直接的なラジカル消去に
よる抗酸化作用が確認されたものの、AP では 100～10000 KIU/mL のどの濃度でも確認されなか
った。CM は細胞内 ROS に対する抗酸化作用および直接的なラジカル消去による抗酸化
作用を示し、アプロチニンは直接的なラジカル消去による抗酸化作用を示さないものの、細
胞内 ROS に対する抗酸化作用を示すことから、セリンプロテアーゼを介し酸化ストレスが
制御されている可能性が考えられた。 
 同様に、ガベキサートメシル酸、ナファモスタットメシル酸の細胞内抗酸化活性および直接的
な消去能を評価した。その結果、ガベキサートメシル酸は直接的なラジカル消去による抗酸化作
用を示さないものの、細胞内 ROS に対する抗酸化作用が確認された。このことからも、セリン
プロテアーゼを介し酸化ストレスが制御されている可能性が考えられた。 
 
(3) 培養細胞実験による酸化ストレス制御へのセリンプロテアーゼ・FXa の関与についての解析 
 酸化ストレスとの関連が報告されているセリンプロテアーゼ・FXa に関して、FXa 阻害薬・
EDO および FXa が活性化する PAR2 の阻害剤である FSLLRY-NH2 を用いて、FXa によって誘
導された酸化ストレスに対する細胞内抗酸化活性を評価した。結果、FXa によって誘導された酸
化ストレスに対し、EDO は 0.1～100M の濃度で細胞内 ROS 産生の有意な減少が確認された
（図 2 A）。同様に、FXa によって誘導された酸化ストレスに対し、FSLLRY-NH2 で細胞内 ROS 
産生の有意な減少が確認された。また、IS および AII によって誘導された酸化ストレスに対す
る EDO の細胞内抗酸化活性を評価した。結果、IS によって誘導された酸化ストレスに対し、
EDO は 0.1～100M の濃度で細胞内 ROS 産生の有意な減少が確認された（図 2 B）。また、AII
によって誘導された酸化ストレスに対し、EDO は 100M の濃度で細胞内 ROS 産生の有意な減

図 1．血清クレアチニン値の変動 

図 1．血清クレアチニン (A) および酸化ストレスマーカー (B, C) の変動 



少が確認された（図 2 C）。エドキサバンおよび FSLLRY-NH2 の両薬剤で、FXa によって誘導さ
れた細胞内 ROS 産生が有意に減少したことから、FXa-PAR2 経路が酸化ストレス産生に関与し
ていることが示唆された。 
 

 以上、本研究で得られた成果は、腎障害進展におけるセリンプロテアーゼの機能解明と CKD
治療における新規治療戦略の構築に向けた基盤情報になると考えられる。 
 

図 2．FXa (A) および IS (B)・AII (C)によって誘導された酸化ストレスに対する EDO の細胞内抗酸化活性評価 

     * p < 0.05、 ** p < 0.01 vs. FXa or IS or AII alone. 
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