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研究成果の概要（和文）：MRP8に関して既報ではTLR4を介した炎症による報告であったが、今回の研究でIRF3を
介した炎症が影響している可能性を見出した。しかし、機序がはっきりしなかったため、エクソソームに注目
し、メサンギウム細胞のエクソソームでマクロファージが活性化されていることを見出した。さらにエクソソー
ムを介した炎症を抑える薬物の同定を開始した。3300化合物の中から1次スクリーニングで、抑制率 40%以上が
得られた421化合物を2次スクリーニングへ進めている。

研究成果の概要（英文）：In the previous report, MRP8 inflammation was reported by TLR4 mediated 
inflammation, but in this study we found that IRF3 mediated inflammation may be affected. However, 
the mechanism was unclear.  We focused on exosomes and found that macrophages were activated in 
exosomes of mesangial cells. Furthermore, identification of drugs that suppress exosome-mediated 
inflammation was started. Out of 3300 compounds, 421 compounds that have achieved 40% or more 
suppression of inflammation in the primary screening are advanced to the second screening.

研究分野：腎臓内科

キーワード： MRP8　糖尿病性腎症　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病において進行を予防する手段は限られており、新規薬剤の開発が望まれている。糸球体内におけるエ
クソソームを介したマクロファージの炎症・ERストレスによる腎障害の進行の可能性を認めた。機序ははっきり
していないが、腎障害の進行を抑制する薬剤の同定を開始した。3300化合物の中から1次スクリーニングで、抑
制率 40%以上が得られた421化合物を同定し、更なるスクリーニングを進めている。すでに臨床使用されている
薬剤も含まれており、早期に慢性腎臓病に使用可能な薬剤となる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

① 研究の学術的背景 

慢性腎臓病(CKD)は増加しており、末期腎不全である透析患者は 31万人を超えており、今後更

なる増加が予想される。CKDの病態が十分に解明されていないことから根本的な治療法はない

が、高血圧、高血糖、脂質異常などのメタボリックシンドロームの要素は CKD の進展に大き

なリスクと報告されている。これま

でレニン－アンジオテンシン－ア

ルドステロン系への阻害薬の有効

性が、数多くの臨床試験において実

証されているが、このような薬物治

療を駆使しても CKD における腎障

害の進行を予防しきれていないの

が現状であり、新規治療薬の開発が

望まれる。 

これまでの報告で肥満、糖尿病に

おいて小胞体(ER)ストレス・慢性炎

症は重要であることが示されてい

る。我々は肥満による ERストレス

はプロスタシンの発現を低下させ、

切断を免れたTLR4を増加させるこ

とを見出した。発現増加した TLR4

が飽和脂肪酸や腸内細菌のエンド

トキシンによる慢性炎症を引き起

こし、耐糖能異常を呈していること

を示した。また、プロスタシンの発

現の増強は耐糖能異常を回復させ

ることを示した(図 1.Mizumoto T et al. Nature Communications 2014)。 

腎障害においても糖尿病性腎症(DN)、肥満腎症(ORG)や糸球体腎炎(GN)による腎障害の進展

に ER ストレス、慢性炎症の関与が示唆されている。慢性炎症において一端を担うのが MRP8

である。MRP8は Ca結合蛋白として同定されたが、ERストレス下で細胞外に damage-associated 

molecular patterns(DAMPs)として分泌され、種々の病態へ関わっていることが注目されている分

子である。 

MRP8 は糖尿病性腎症における糸球体で優位に増加し、1 年後の尿蛋白量を独立して予測し

たという報告がある(Kuwabara T et al. PloS One 2014)。MRP8に関しては TLR4のリガンドとし

ての作用が報告されているがMRP8/TLR4シグナルについてはっきりと解明されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は MRP8 の自然炎症を介した CKD 進展の機序を明らかにし、そして新規治療法

開発への応用性を探る事である。 

 

３．研究の方法 

MRP8/IRFのシグナルに関する糸球体上皮細胞における検討 

TLR4 

a 

b 

図 1. a.HFD、HFD-PBA投与による GTT、PTT、b.HFD、HFD-PBA

投与マウスにインスリン投与後の肝臓 TLR4、pAKT、PRSS8、

pPEARK、pelF2αの発現 

a.HFDにより悪化した血糖がPBA投与によるERストレス阻害で改

善していた。b.HFDでは ERストレス(pPERK、pelF2α)が増加し、

PRSS8が低下、TLR4が増加し、インスリンシグナル(pAKT)を低下

させたが、ERストレス阻害薬はそれを改善し、インスリン抵抗性を

改善した。 



我々の予備検討ではMRP8単独では NFκBを活性化させず、IRFを活性化させ炎症シグナルを

増強している可能性を見出した。マウスマクロファージ細胞である Raw264.7 に MRP8、LPS

を投与し、すでに入手済みの TLR4阻害薬を投与し、MRP8の IRFの活性化に TLR4-TRIF活性

化のみを活性化しているかを検討した。 

エクソソームによるマクロファージ活性化の検討 

 培養メサンギウム細胞の細胞上清を THP1-dual reporterに投与し、NFκB、IRFの活性化につ

いて検討した。その後、上清中のエクソソームを抽出し、THP-1細胞に投与した。脂溶性カル

ボシアニンで染色したメサンギウム細胞由来エクソソーム(Dio-exo)を RAW264.7に投与し、細

胞への取り込みを検討した。また、Dio-exo を RAW264.7 細胞に投与し、フローサイトメトリ

ーで取り込みの割合を検討した。エンドサイトーシス阻害薬であるサイトカラシン Dにより細

胞内取り込みを抑制したものと比較した。 

マクロファージに対する化合物の探索 

エクソソームを介した慢性炎症を阻害する薬物を同定するため、創薬等先端技術支援基盤プラ

ットフォーム(BINDS)に応募、研究計画が承認され、東京大学創薬機構より提供を受けた既存

薬ライブラリの化合物スクリーニングを開始した。既存薬を含む約 3300化合物について、前述

のレポーターアッセイにより HG MC-exoによる NFκB-SEAP誘導の抑制効果のスクリーニン

グを行った。 

 

４．研究成果 

MRP8は TLR4のリガンドとして

の報告があるが我々の検討では

MRP8 単独では直接 NFκB を活性

化させず、IRFを活性化させ炎症シ

グナルを増強していた。(図 2)そこ

で同様の系にTLR4阻害薬を用いた

検討でMRP8は TLR4を介して IRF

を活性化させ炎症シグナルを増強

している可能性を見出した。これら

の結果を踏まえて MRP8 阻害効果

のある中和抗体の検討を追加した

が、目的の抗体を得ることが難しく、

MRP8発現誘導を効果的に抑制する

治療を念頭とする検討を行うこと

とした。 

図 2. HEK293細胞に LPS、MRP8を投与した際の a.TNFα, b.IL-1

β, c.IL-6.  d.THP-1細胞に LPS, MRP8を投与した際のNFκBプ

ロモーターのルシフェラーゼ活性, e.THP-1 細胞に MRP8 単独で投

与した際の IRFプロモーターのルシフェラーゼ活性 

a,b,c で MRP8 単独投与では炎症性サイトカインは上昇していない

が、LPSとの同時投与で炎症性サイトカインはMRP8との濃度依存

性に上昇した。 

d.MRP8単独投与ではNFκBを活性化していないが、LPSとの同時

投与で濃度依存的に活性が増加した。e.MRP8 は単独で IRF の発現

を増加させた。 



 糸球体病変の形成において、細胞間ク

ロストークが重要な役割をはたしてお

り、糖尿病性腎症の初期ではメサンギウ

ム細胞、炎症細胞間が重要と考えられる。

糖尿病性腎症の初期段階を仮定した高

血糖下のメサンギウムの影響を検討す

ると、HG MC-exoによる刺激は低糖濃度

条件下で採取した LG MC-exo と比較し

て、有意に炎症反応を増強した (図 3)。

高糖濃度(HG)条件下メサンギウム細胞

培養上清(HG MC-sup)刺激がマクロファ

ージの炎症を強く活性化させた。すなわ

ち、高糖濃度に晒されたメサンギウム細

胞由来液性因子の関与が示唆される。

MRP8との関連をはっきりさせることはで

きなかったが病像やこれまでの検討結果

を踏まえると、液性因子として全身性より

は局所で作用する可能性を考慮し、培養上

清からエクソソーム(HG 

MC-exo)を抽出して検討

を行った。IRF と NFκB

のレポーターを有する

THP-1 dual reporter細胞、

HG MC-exoを投与すると、

NFκB-SEAP, IRF-LUC

を濃度依存性に活性化

することが確認できた

（図 4）。エクソソーム

図 3. 高血糖 (HG)、低血糖 (LG)下の

MC-exo投与による THP-1の NFκBの

発現量 

LGと比較してHGでよりNFκBの発現

が増加した。 

図 4. メサンギウム細胞培養上清(MC-sup)でマクロファージ

(RAW264.7)を 24時間刺激、炎症シグナルのmRNAを検討。 

A: RAW264.7 にメサンギウム細胞培養上清を投与すると

IL-1β、TNF-αが上昇していることが示された。B: exoを投

与しても濃度依存的にNFκB、IRFの発現の増加を認めた。 

図 5. 脂溶性カルボシアニンでエクソソームを染色した

MC-exo(Dio-exo) を 投 与 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞

(RAW264.7) 

RAW264.7 に Dio-exo を投与すると核周囲の細胞質に

Dio-exoが取り込まれていた。(青：DAPI) 

図 6. Dio-exoを投与した RAW264.7の蛍光細胞の割合 

通常のMC-exo(Normal-exo)ではほとんど検出されないがDiO-exoでは 81%の細

胞に蛍光標識されたエクソソームが取り込まれた。エクソソーム取り込み阻害薬

の CytochalasinDを投与すると蛍光標識された細胞が減少した。 



はパラクリンに作用する液性因子として主に腫瘍での解析が先行しているが、近年腎疾患にお

ける役割についても着目されている。Lin-Li LVらの報告では、尿細管上皮細胞より放出された

エクソソームがマクロファージに作用し、アルブミン誘導性尿細管間質の炎症を起こすことを

報告している(Lin-Li Lv et al. J Am Soc Nephrol.  

2018)。我々は、脂溶性カルボシアニンで染色

したメサンギウム細胞由来エクソソーム

(Dio-exo)を用いた検討を行い、標的であるマ

クロファージに取り込まれた(図 5)。 

エクソソームの効果については、慎重に判断

する必要があるため、取り込みに関して追加

の確認を行った。標識 Dio-exo の取り込み像

を図 5に示したが、フローサイトメトリーに

より、Dio-exo で処理したマクロファージの

約 8割に取り込まれ、さらにエンドサイトー

シス阻害薬であるサイトカラシン D により、

取り込みが抑制された。末梢血の検討ではあ

るが、糖尿病マウスに静注投与した Dio-exo

が末梢血中の単球分画に取り込まれてい

た。(図 6) 

エクソソームを介した慢性炎症を阻害す

る薬物を同定するため、創薬等先端技術支

援基盤プラットフォーム(BINDS)より承認、

東京大学創薬機構より提供を受けた既存

薬ライブラリの既存薬を含む約 3300 化合

物のスクリーニングを開始した。事前検討

で設定した、MC-exo 刺激を効率よく検

出・定量するための THP1-dual reporterアッ

セイ条件は、東京大学創薬機構の定めた

CV値、S/B比、Z値をクリアしており、優

れたスクリーニング法を確立できている

と考えられた（図 7）。3300化合物の中から 1次スクリーニングで、抑制率 40%以上が得られ

た 421化合物（図 8）を 2次スクリーニングへ進めている。さらに、2次スクリーニング行い得

られる化合物のうち、HG MC-exoによる刺激に特異性の高い化合物を得ることを目的として 3

次スクリーニングを行う。具体的には、HG MC-exo刺激と lipopolysaccharide (LPS)刺激による

炎症誘導抑制効果を比較する。その後、同定された化合物を用いて in vivoにおける効果判定や

作用機序の検討を行う予定である。 
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