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研究成果の概要（和文）：慢性腎不全には有効な治療法が少なく、増加し続ける透析患者数を減少させるためには新し
い治療薬の開発が急務である。私たちはセリンプロテアーゼ阻害薬が糸球体硬化を軽減し、尿細管間質の線維化を抑制
することによって慢性腎不全の進展を有意に遅延させることを示し、この病態進展にセリンプロテアーゼが強く関与し
ていることを明らかにした。さらに、私たちはその障害に関与するセリンプロテアーゼ群の1つがプラスミンであるこ
とを同定した。

研究成果の概要（英文）：Few therapeutic strategies have been established for the treatment of chronic 
kidney diseases (CKD). Therefore, to develop a new class of the drugs is absolutely required for the 
patients with CKD to avoid the renal replacement therapy. Here, we demonstrated that a serine protease 
inhibitor significantly reduced the progression of CKD by ameliorating the glomerulosclerosis and by 
inhibiting the interstitial fibrosis, which suggests that serine proteases are involved in the 
development of the progression of CKD. In addition, we isolated plasmin as a candidate serine protease 
involved in the aldosterone induced renal injury.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 

慢性腎臓病（CKD）は日本の成人人口の 8

人に 1 人が罹患していると推測され、末期腎

不全（透析）のリスクであると同時に脳卒中、

心筋梗塞、心不全などの心血管病の重要なリ

スクファクターであることが示されている。

CKD の 2 大進展因子として高血圧、タンパク

尿の存在が知られ、これらをいかにコントロ

ールするかによって GFR の低下速度が決ま

る。すなわち降圧治療およびタンパク尿減少

治療が透析遅延もしくは透析回避のための

重要な戦略となる。私たちは、食塩感受性高

血圧症モデルラットにおいて ENaC が奇異的

に活性化されていることを示し、セリンプロ

テアーゼ阻害薬がこのラットに対して Na 利

尿による降圧効果と腎保護効果を発揮する

ことを証明した（ J. Hypertens., 2009-1、

2009-2）。特筆すべきことに、このラットにお

いてセリンプロテアーゼ阻害薬は、降圧効果

のみならず著明なタンパク尿減少効果も呈

し、このタンパク尿減少効果は降圧非依存的

であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、CKD の進展にかかわるセ

リンプロテアーゼ群を microarray やプロテオ

ミクスの手法を用いて網羅的に同定し、それ

らの分子に対する阻害薬によって腎障害の

進行を抑制しうるか否かについて検討する

ことにある。さらに動物実験での効果が検証

された場合には CKD 患者の治療への応用性

を探ることにある。 

 

３．研究の方法 

(1)  動物実験プロトコール１ 

5/6 腎摘ラット： 体重 200-250g 雄性 SD ラ

ットの左腎 2/3 を切除して、2 週間後に右腎

を摘除し 5/6 腎摘とした。 

薬剤： 持続効果を得るために、メシル酸カ

モスタット徐放ペレットを作製して皮下投

与を行った。 

グループ分け： 5/6 腎摘から 1 週間後、無

作為に以下の 3 群（各群 n＝6）に分け、Nx

群と Nx+CM 群にペレット投与を行った。シ

ャム群 (Sham)、5/6 腎摘+ビークル投与群

(Nx)、5/6 腎摘+CM 投与群 (Nx+CM) 

評価項目： 毎週、収縮期血圧の測定と代謝

ケージによる24時間蓄尿を行った。4週間後、

下大静脈より採血後、右腎を摘出して以後の

解析に供した。血清のクレアチニン・ナトリ

ウム・カリウム・総蛋白、1 日尿蛋白排泄量

を測定した。 

(2) 組織学的評価 

腎スライスを Dubosq-Brazil 液中で固定後、包

埋した。2μm 切片に PAS 染色、Azan-Mallory

染色を行い、組織学的評価を行った。 

(3) 腎障害マーカーの発現評価 

腎組織から RNA を抽出後に real time RT-PCR

を行い Collagen 1、Collagen 3、TGF-beta、B7-1、

MCP-1、TNF-alpha の発現を評価した。 

 (4)  Double layer fluorescent zymography

（DLFZ 法） 

腎蛋白を非還元 SDS-PAGE で分離後、SDS を

洗浄した。その後、ゲルと合成基質を染み込

ませたセルロースアセテート膜とを張り合

わせ、37℃でインキュベートした。紫外線

(365nm)を照射し、MCA の発光をデジタルカ

メラで撮影した。 

(5) セリンプロテアーゼの同定 

5/6 腎摘モデルラットの腎臓で活性の亢進し

たセリンプロテアーゼが観察されたため、こ

のプロテアーゼの同定を目的として、プロテ

オーム解析を行った。 

Nx 群の腎蛋白を、2 つの非還元 SDS-PAGE

で分離した。ゲルの一方で zymography を行

い、目的とするプロテアーゼの部位を同定し、

もう一方のゲルは PAGE 後そのまま Deep 

purple 染色を行って、活性部位を切り出し、

LC-MS/MS を行った。 

 



４．研究成果 

 

(1) セリンプロテアーゼ阻害薬の腎障害進

展抑制効果 

 

慢性腎不全モデルである 5/6 腎摘ラットにメ

シル酸カモスタットを投与したところ、図１

に示すように血清 Cr 値の上昇および尿蛋白

量の増加が有意に抑制されていた。 

図１ 

 
 

組織学的検討においても、メシル酸カモスタ

ットは糸球体の硬化性病変を有意に改善し

た（図２）。図には示さないが、糸球体上皮

細胞におけるネフリンおよびポドシンの発

現を免疫染色において検討したところ、Nx

群ではそれらの発現が著明に低下していた

が、メシル酸カモスタットはそれを有意に改

善していた。このことからメシル酸カモスタ

ットによる蛋白尿減少効果はポドサイト保

護によるものであることが推測された。 

図２ 

 

 

また、尿細管間質の線維化も有意に改善し、

ていた（図３）。 

図３ 

 

 

腎臓組織中の線維化マーカーおよび炎症性

サイトカインの mRNA 発現を PCR で検討し

たところ、Nx 群において TGFβ、TNFα、F4/80

などの炎症性サイトカインの発現とⅠ、Ⅲ、

Ⅳ型コラーゲンなどの線維化マーカーの発

現が著明に誘導されていた。メシル酸カモス

タットは、それら誘導をすべて有意に抑制し

ていた。これらは、組織学的に認められたメ

シル酸カモスタットによる尿細管間質の線

維化抑制効果を裏付けるものであると考え

られた（図４）。 

図４ 

 

 

(2) 腎障害の進展に関与するセリンプロテ

アーゼの同定 

 

Nx 群の腎臓から抽出した蛋白質を用いて



DLFZ 法による解析を行ったところ、セリン

プロテアーゼに対する非特異的合成基質を

用いた DLFZ 法において約 85kDa 付近に活性

を示すバンドが得られた（図５A）。また、合

成基質として KHYR-MCA を用いた検討にお

いても同様に約85kDa付近に活性のある蛋白

質が認められた（図５B）。 

図５ 

 

 

Nx 群のラット腎臓から抽出した蛋白質をイ

オン交換カラムにかけて分画を採取し、それ

ぞれの分画における DLFZ 法によるセリンプ

ロテアーゼ活性の検出を行ったところ、図６

A に示すように Fraction 19、20 に酵素活性と

同時に銀染色による蛋白質のバンドを認め

た。そのバンドを切り出して、 shotgun 

LC-MS/MS 解析を施行したところ、蛋白質が

プラスミンであることが同定された（図７B）。 

図６ 

 

 

現在、神戸学院大学の津田教授が開発したプ

ラスミン阻害薬およびプラスミノーゲン KO

マウスを使用して、慢性腎不全の進展におけ

るプラスミンの役割を解明するための実験

を行っている。 
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