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研究成果の概要（和文）：既存薬ライブラリからスクリーニングしたHSP-90阻害剤である化合物Xに着目し、糖
尿病性腎症モデルであるストレプトゾシン（STZ）ラットに投与し、腎症の進行抑制の効果を検討した。その結
果、STZラットにおける腎症の進行を優位に抑制することが分かりました。しかし、HSP-90阻害剤によるエクソ
ソーム取り込みの抑制については十分な検証ができなかったため、scRNA-seqデータベースを用いて腎糸球体細
胞におけるHSP-90の発現を調べたところ、メサンギウム細胞を含む糸球体構成細胞に強く発現していた。このこ
とから、HSP90阻害剤は腎糸球体にも直接作用する可能性が考えられました。

研究成果の概要（英文）：We focused on Compound X, an HSP-90 inhibitor screened from the drug 
library, and administered it to streptozocin (STZ) rats, a model of diabetic nephropathy, to examine
 its efficacy in inhibiting the progression of nephropathy. The results showed that Compound X 
predominantly inhibited the progression of nephropathy in STZ rats. However, the inhibition of 
exosome uptake by HSP90 inhibitors could not be fully verified. Therefore, we investigated HSP-90 in
 renal glomerular cells using the cRNA-seq database and found that HSP-90 is strongly expressed in 
glomerular component cells such as mesangial cells. This suggested that HSP90 inhibitors may also 
act directly on renal glomeruli.

研究分野：腎臓内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病性腎症による腎症進展は治療薬がレニン・アンジオテンシン系阻害薬、最近有効性が明らかになった
SGLT2阻害薬などに限定されている。本研究のエクソソーム阻害による新たな機序は病態的意義を検討した報告
は腎領域でも散見されるが、本機序をターゲットとした治療については報告が認められていない。既存薬ライブ
ラリーから選出した化合物Xは糖尿病性腎症ラットの腎症進展を抑制していたため、新しい機序の糖尿病性腎症
の治療薬へ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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

慢性腎臓病（CKD）の患者数は成人の約８人に一人が罹患し、末期腎不全から透析導入

に至る患者数は年間約 4万人である。透析導入原疾患としては糖尿病性腎症、腎硬化症など

の生活習慣病を介した腎疾患、それに続くのが慢性腎炎である。治療については進行抑制効

果のあるレニン・アンジオテンシン系阻害薬、最近有効性が明らかになった SGLT2 阻害薬が

あるが、今後も更なる治療法開発の促進が求められる。 

肥満、糖尿

病において慢

性炎症が重要

であることが示

唆されている。

我々は肥満に

よるERストレス

がプロスタシン

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。そ

して、TLR4 の

発現増加が

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

呈することを示した(Mizumoto T et al. Nature Commun. 2014)(図 1)。申請者らは糖尿病

性腎症(DN)、肥満腎症(ORG)や糸球体腎炎(GN)においても慢性炎症、ER ストレスの関与

について報告してきた(Diabetologia 2012, CEN 2014, PLoS ONE 2014, FASEB J 2020)。

申請者はメタボリックシンドローム(Mets)モデルラットに高塩食(HS)を与え、セリンプロテアー

ゼ阻害薬、カモスタット(CM)を投与すると同程度にヒドララジン(Hyd)で降圧した群と比較して

尿蛋白を改善させることを報告した。この研究において糸球体におけるマクロファージの浸潤

を抗 ED-1 染色で確認すると HS でマクロファージの浸潤が悪化し、CM で改善しており、

Mets や高血圧による糸球体障害にもマクロファージ浸潤が関与していることが示唆された。

(Mizumoto T et al. J Pharmacol Sci. 2021) 炎症細胞の浸潤、メサンギウム細胞・基質の

増生が認められ、病変の進展とともに蛋白尿の増加、糸球体濾過量の低下が認められる。そ

こで認められるメサンギウム細胞増生、炎症細胞浸潤の機序と役割について着目した。 
２．研究の目的 

図1. 高脂肪食(HFD)マウスに 4-phenyl butyric acid (PBA)投与 

a. HFD、HFD-PBA 投与マウスの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、pPERK、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、pelF2)が増加し、PRSS8(プロスタシン)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。 

TLR4 

a 
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我々の予備検討では、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

与が示唆されている。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

性よりは腎糸球体局所で作用する可能性

を考慮し、paracrine に作用する因子とし

てエクソソームに着目、高糖濃度条件下メ

サンギウム細胞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。

BINDS提供の既存薬スクリーニングを行う

目的で、IRFとNFBのレポーターを有す

る THP-1 dual reporter plate を作成、

HG MC-exo による NFB-SEAP, IRF-

LUC 誘導活性を効率的かつ高感度で検

出できるハイスループットスクリーニング系

を確立した (図 3)。exo の paracrine 作

用による液性因子としての重要性について

は主に腫瘍での解析が先行しているが、

近年種々の腎疾患における役割について

も報告が認められる (Erdbrügger U. J 

Am Soc Nephrol. 2016)。 

図3に示した高糖濃度条件下メサンギウ

ム細胞培養上清より抽出したエクソソーム

(HG MC-exo)刺激によるマクロファージの

炎症誘導を抑制する化合物を探索するた

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のスクリーニングを行っ

た。HG MC-exoによるNFB-SEAP誘導の

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と進めた。2 次スクリーニン

グでは濃度依存性および WST による生存率

により細胞毒性を確認し、160 化合物まで絞り

こんだ。次に 3次スクリーニングとしてステロイド

など既知の抗炎症作用を有する化合物を除

図 3. IRF と NFB のレポーターを有する THP-1 dual 

reporter 細胞に HG MC-exo を投与 

a.HG MC-exo の濃度依存的に NFB の増加を認め
た。ｂ.HG MC-exoの濃度依存的に IRFの増加を認め
た。 
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図２.Mets モデルラットに高塩食を与え、CM を投与 

a.HS で上昇した血圧をＣＭと Hyd が同程度に降圧した. b.
尿蛋白はＨＳで増加し、Hyd より優位に CMが改善した。c.
抗 ED-1 染色では HS で増加し、CMは Hyd よりマクロファ
ージ浸潤を抑制した。 



去、53の化合物を残した。4次スクリーニングでは exo取り込み阻害率を評価し、最終的に30

化合物を選択した。30の化合物のうち、NFkB誘導抑制効果、exo取り込み抑制効果の両者

に優れる化合物を最終候補とした。4 次スクリーニングで残った 30 化合物には 4 つの

HSP(Heat shock protein)-90が含まれており、HSP90阻害薬に共通した効果であることが

推測された。HSP90阻害薬のうち、exo取り込み阻害効果が最も強かった化合物 Xに注目し

て、糖尿病性腎症に対する効果を検討した。exo による病態的意義を検討した報告は腎領域

でも散見されるが、本機序をターゲットとした治療については報告が認められていない。本研

究の目的は、HG MC-exo により誘導される炎症をターゲットとした新しい DKD 治療薬へ繋

げること、さらにメサンギウム増殖性腎炎への応用や尿中 exo の診断マーカーとしての可能性

を探ることである。 
 
３．研究の方法 

1) 化合物 Xの糖尿病性腎症に対する投与効果および作用機序の検討 

糖尿病性腎症抑制効果が期待される化合物Xにつ

いて、STZ誘発糖尿病ラットへの投与効果の検討を行

い、さらにその作用機序を検証したSTZ誘発糖尿病ラ

ットの腎臓におけるエクソソームの関連マーカーである

CD9、CD63、CD81などを蛋白質やmRNAレベルを検

討した。また、血液や尿に含まれるエクソソームの検出

を試みた。 

 
2)腎組織のおける HSP90 の発現の確認 
HSP90阻害薬のエクソソームの取り込み阻害に関する

検討は十分な検証できなかったため、様々な細胞に発

現しているHSP90の腎組織における発現を検討した。

当科で行っているscRNA-seqデータベースで確認した。 
 
 
４．研究成果 

1) 化合物 X の糖尿病性腎症に対する投与効果および

作用機序の検討 

16時間の絶食の後、STZ 50mg/kgの尾静脈から単回投

与によりSTZ誘発糖尿病ラットを作成した。STZ投与3週

後に血糖値 500mg/dl以上の上昇を確認した後、 週2

回、計6週間のHSP90阻害剤の投与を行い、腎症に対

する効果を検討した。その結果、STZラットで認められる

腎症進展の指標であるアルブミン尿の有意な抑制を認

め、更に腎組織におけるメサンギウム領域の拡大を抑制

する傾向を認めた(図4)。以上の結果より、HSP90阻害薬

は糖尿病腎症の進行を抑制できる可能性が示唆された。 

HSP90はexoを構成する膜蛋白の一つであり、化合物Xの

効果発現機序として、①元細胞（今回はメサンギウム細胞）からのexo分泌、②ターゲット（今回

はマクロファージ）でのexo捕捉、取り込み、③その後の蛋白・RNAなどを介した形質発現、①

～③への影響が想定される。 

図4.STZ 糖尿病性腎症ラットに化合物 X を投与 

a.STZ 糖尿病性腎症ラットに化合物 X を６週
間投与し、尿中アルブミン(ACR). STZで ACR
は悪化し、化合物 Xで優位に改善した. 
b.STZ 糖尿病性腎症ラットに化合物 X を６週
間投与し、メサンギウム細胞面積.STZ で悪化
し、化合物 Xで改善傾向を示した. 
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腎臓におけるエクソソームの関連マーカーであるCD9、CD63、CD81などを蛋白質やmRNA

レベルで検出しようとしたが優位な結果は得られなかった。また、血液や尿に含まれるエクソソ

ームを直接検出しようとしたがこちらも優位な結果は得られていない。様々な既報に照らし合

わせながら、in vivoでエクソソーム取り込みに関して直接確認することを試みているが十分な

検出感度には至っていない。 

 

2)腎組織のおけるHSP90の発現の確

認 

前年度の研究でHSP90阻害薬のエク

ソソームの取り込み阻害に関する検

討は十分な検証でできなかったた

め、様々な細胞に発現している

HSP90の腎組織における発現を検討

した。当科で行っているscRNA-seqデ

ータベースで確認したところ、メサンギ

ウム細胞を含む腎糸球体構成細胞に

おいて強い発現を確認できた(図5)。

糖尿病におけるこのことからHSP90阻

害薬は腎糸球体にも直接作用してい

ることが期待できる。 
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図 5. scRNA-seq データベーでの腎糸球体構成細胞における HSP-90

の発現 

非糖尿病、糖尿病のどちらの腎糸球体構成細胞においてもHSP-90

は強く発現を認めた。 
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