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研究成果の概要（和文）：本研究は，セリンプロテアーゼの制御によるマルチターゲット作用を活用した新規 
AKI 治療法を確立することを目的に，リポポリサッカライド (LPS) 誘発 AKI モデルおよび虚血再灌流 (IR) 誘
発 AKI モデルを用いて，セリンプロテアーゼ阻害薬の有効性評価およびその作用メカニズムを検討した。結
果、セリンプロテアーゼ阻害薬であるカモスタット(CM) が， AKI モデルマウスの病態進展を一部抑制し，用量
依存的に酸化ストレスおよび炎症を抑制していることが示された。以上より、セリンプロテアーゼの制御による
マルチターゲット作用の活用が新規 AKI 治療法となり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, many patients have been introduced to dialysis due to acute
 kidney injury (AKI), and it is essential to take measures against AKI. But, there is no established
 treatment. This study aimed to establish a novel AKI treatment utilizing a multi-target action by 
regulating serine proteases. We evaluated the efficacy of serine protease inhibitors and 
investigated their mechanisms of action using lipopolysaccharide (LPS) and ischemia-reperfusion (IR)
-induced AKI models. The results showed that camostat mesilate (CM), a serine protease inhibitor, 
partially inhibited the pathological progression of AKI model mice and suppressed oxidative stress 
and inflammatory markers dose-dependently. These results suggested that using multi-target action by
 regulating serine proteases may be a novel AKI treatment.

研究分野： 医療薬学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国の透析患者数は 33 万人を超え，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。また，
近年，透析導入の主な要因が急性腎障害 (AKI) であることが明らかとなっている。本研究は，セリンプロテア
ーゼの制御によるマルチターゲット作用を活用した新規 AKI 治療法を確立することを目的とした。異なる 2 つ
の AKI モデルにセリンプロテアーゼ阻害薬を投与すると，病態進展を一部抑制し，用量依存的に酸化ストレス
及び炎症を抑制した。セリンプロテアーゼの制御によるマルチターゲット作用の活用が新規 AKI 治療法となり
得ることが示唆され，医学・薬学・医療経済への貢献が期待される。

※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 

我が国の透析患者数は 33 万人を超え，透析患者の増加による医療費の高騰が国の財政を圧

迫しており，新規透析導入患者の抑制が極めて重要な医療課題となっている。従来，透析導入の

主な原因は慢性腎臓病 (CKD) と考えられていたが，近年では，急性腎障害 (AKI) が原因で透

析導入に至る症例が CKD 症例よりも圧倒的に多いことが明らかとなっている。そのため，新規

透析導入患者の抑制には，AKI に対する対策が必要不可欠である。一方で，AKI の治療は，こ

こ数十年変化はない。速やかな輸液や緊急の血液透析などの対症療法が中心となっており，確立

された治療法は存在しない。故に，臨床現場では対症療法ではなく，根底にある AKI に対する

新規治療法の確立が強く切望されている。 

 AKI の病変の主座は尿細管で，原因は虚血や薬剤など様々であるが，多くの場合「酸化スト

レス」の亢進による「炎症」が生じ，それに続く「アポトーシス」が尿細管障害を引き起こす。

これまでに上記の因子を標的とした治療法の開発が多数試みられているが，それぞれの因子に

対する単独作用では臨床上有効な治療薬の開発は困難を極めている。一方，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，がん

や動脈硬化疾患，線維症など多彩な疾患に関与していることが知られている。さらに，近年では，

セリンプロテアーゼが酸化ストレスや炎症，アポトーシスに深く関連することが明らかになり

つつある。申請者は，セリンプロテアーゼ制御の腎疾患治療への応用に取り組む中で，既に臨床

利用されているセリンプロテアーゼ阻害薬が，「抗酸化作用」および「抗炎症作用」，「抗アポト

ーシス作用」といったマルチターゲット作用を有することを明らかにしている [Nephron. 2015， 

J Pharmacol Sci. 2016， Int J Mol Sci. 2019]。また，AKI 発症時にセリンプロテアーゼが活性化さ

れていることを明らかにしている [Am J Physiol Renal Physiol. 2018]。これらの知見は，“セリン

プロテアーゼの制御によるマルチターゲット作用を活用した治療法が新規 AKI 治療法に成り

得る”可能性を示唆している。 

 

２．研究の目的 

 本研究は，セリンプロテアーゼの制御によるマルチターゲット作用を活用した新規 AKI 治療

法を確立することを目的に，リポポリサッカライド (LPS) 誘発 AKI モデルおよび虚血再灌流 

(IR) 誘発 AKI モデルを用いて，セリンプロテアーゼ阻害薬の有効性評価およびその作用メカニ

ズムを検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) LPS 誘発 AKI モデルを用いた検討 

 8 週齢の C57BL/6 雄性マウス (CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan) を 5 群に割り付け(Control 群, 

LPS + Vehicle 群, LPS + CM 50mg/kg 群, LPS + CM 125mg/kg 群, LPS + CM 250mg/kg 群), LPS 投

与 3 日前より注射用水, CM 50, 125 および 250 mg/kg/day を 1 日 2 回に分けて経口投与した。

LPS 群，LPS+CM 群に LPS (12.5 mg/kg, i.p.) を投与し 24 時間後に血液および腎臓を採取し，

腎機能 (serum creatinine ; Scr，blood urea nitrogen ; BUN，Neutrophil Gelatinase - Associated Lipocalin ; 

NGAL)，腎臓組織学的評価 (Periodic acid-schiff ; PAS 染色)，酸化ストレス (dihydroethidium ; 

DHE 染色，malondialdehyde ; MDA 含量，superoxide dismutase ; SOD 活性) および炎症パ

ラメータ (tumor necrosis factor- ; TNF-，interleukin-6 ; IL-6，F4/80 染色) の評価を行った。

Scr および BUN は，富士ドライケム 7000Z 装置と測定用スライド (富士ドライケムスライド 

CRE-PⅢ，BUN-PⅢ) を用いて測定した。NGAL，TNF-，IL-6 は，StepOnePlus™ (Applied 

Biosystems, Inc. Foster City, California, United States) を用い，SYBR®Green PCR assay のプロトコ

ルに従い PCR 産物の検出を行った。定量方法は PCR の反応効率が一定であることを確認し，

comparative CT 法 (ΔΔCT 法) を用いた。DHE 染色は，DHE 溶液 (5 µM, PBS) で 37 ℃，30 

分間反応させた後 PBS で 1 回洗浄し (1 分間)，染色後は 90% グリセロール in PBS で封入し，

蛍光顕微鏡 (BZ-8000) を用いて画像を取得した。画像の蛍光面積の定量には ImageJ Fiji ソフト

ウェアを使用した。腎組織中 MDA 含量は TBARS Assay Kit (Funakoshi Co., Ltd., Kumamoto, 

Japan)，腎組織中 SOD 活性は SOD Assay Kit - WST (Dojindo Co., Ltd., Kumamoto, Japan) を用い，

それぞれ添付のプロトコルに従って測定した。F4/80 染色は，F4/80 (BM8) 抗体 (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-52664) を用いて染色し，光学顕微鏡 (BZ-X700, Keyence 社) を用いて画像を取

得した。 

 

 



 

 

 

 

(2) IR 誘発 AKI モデルを用いた検討 

8 週齢の C57BL/6 雄性マウス (CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan) を 3 群に割り付け(Control 群, 

IR + Vehicle 群, IR + CM 250mg/kg 群), IR の 3 日前より注射用水, CM 250 mg/kg/day を 1 日 2 

回に分けて経口投与した。IR の 24 時間後に血液を採取し，腎機能の評価を行った。Scr およ

び BUN は富士ドライケム 7000Z 装置と測定用スライド (富士ドライケムスライド CRE-PⅢ，

BUN-PⅢ) を用いて測定した。 

 

４．研究成果 

(1) LPS 誘発 AKI モデルに対するセリンプロテアーゼ阻害薬の有効性評価および作用メカニズ
ムの検討 

LPS 誘発 AKI モデルに対する非特異

的セリンプロテアーゼ阻害薬カモスタッ

ト (CM) の有効性を評価した。LPS 投与 

24 時間後における腎機能を評価したと

ころ，Scr は，Control 群と比較して，LPS 

+ Vehicle 群で顕著に上昇し，LPS + CM 

250 mg/kg 群で有意に抑制された  (Fig. 

1A)。また，BUN および NGAL mRNA 発

現は，LPS + Vehicle 群で顕著に上昇し，

LPS + CM 125 mg/kg および 250 mg/kg 

群で有意に抑制された (Fig. 1B, C)。加え

て，腎臓の組織学的評価を PAS 染色に
て行った。PAS 染色では，LPS + 

Vehicle 群で糸球体の萎縮が認めら
れ，LPS + CM 125 mg/kg および 250 

mg/kg 群ではそれらが改善してい
た。 

 

CM の AKI モデルに対する腎障害抑

制効果が認められたことから，AKI 進展

に関わる酸化ストレスについて評価した。

O2・⁻ に反応し赤色発色する DHE 染色で

は，LPS + Vehicle 群で O2・⁻ が顕著に上

昇し，LPS + CM 125 mg/kg および 250 

mg/kg 群で有意な改善が示された  (Fig. 

2)。また，腎組織中 MDA 含量は，LPS 

+ Vehicle 群で顕著に上昇し，LPS + 

CM 250 mg/kg 群で有意に抑制され
た。加えて，生体内抗酸化能の指標で
ある SOD 活性は，Control 群と比較
し，LPS + Vehicle 群で低下していたも
のの，LPS + CM 群で改善傾向が認め
られた。 

 

 次に，CM の AKI モデルに対する腎
障害抑制効果および酸化ストレス抑制
効果が認められたことから，AKI の進
展および酸化ストレスの両方に関与
する炎症マーカーについて評価した。
TNF- および IL-6 mRNA 発現は，
LPS + Vehicle 群で顕著に上昇し，LPS 
+ CM 250mg/kg 群で抑制された。
F4/80 染色では，LPS + Vehicle 群でマ
クロファージ浸潤が認められ，CM 125 
および  250 mg/kg 群で抑制された 
(Fig.3)。 

Fig. 1. Effect of CM on renal function in LPS induced AKI mice. 

The levels of A) serum creatinine (Scr) and B) blood urea nitrogen 

(BUN). C) NGAL mRNA expression were measured by real time 

PCR. Values are expressed as the means ± SE (LPS, LPS+CM 250 

mg/kg; n=7, others; n=6).  

 

Fig. 2. Effects of CM on renal oxidative stress response in LPS 

induced AKI mice by DHE-staining. 

A) Representative photomicrographs of DHE-stained kidney 

sections and B) image analysis of the fluorescence intensity of DHE-

staining was performed. Original magnification: ×400. Scale bars 

represent 100 µm. Values are expressed as mean ± SE (LPS, 



 

 

 

(2) IR 誘発 AKI モデルに対するセリンプロテアーゼ阻害薬の有効性評価 

AKI は様々な病態を背景として発症す
る疾患である。そこで，LPS 以外の IR 誘
発 AKI モデル動物においてもセリンプ
ロテアーゼ阻害薬の有効性を評価した。IR 

24 時間後における腎機能を評価したとこ
ろ，Scr および BUN は，Control 群と比
較して，LPS + Vehicle 群で顕著に上昇し，
LPS + CM 250 mg/kg 群で有意に抑制され
た (Fig. 4A, B)。 

 

以上の結果より，セリンプロテアーゼ
阻害薬  CM は  LPS および  IR 誘発
性 AKI モデルマウスの病態進展を一
部抑制することが明らかとなった。特
に，LPS 誘発性 AKI モデルマウスに
おいては，用量依存的に酸化ストレス
および炎症を抑制し，AKI 進展抑制
に関与することが示された。以上よ
り，セリンプロテアーゼの制御によるマ
ルチターゲット作用の活用が新規  AKI 

治療法となり得る可能性が示唆された。 

Fig. 3. Effect of CM on renal inflammation markers in LPS 

induced AKI mice. 

Representative photomicrographs of F4/80-stained kidney sections 

were shown at 24 h after the administration of LPS. Original 

magnification: ×400. 

Fig. 4. Effect of CM on renal function in IR induced AKI mice. 

The levels of A) serum creatinine (Scr) and B) blood urea nitrogen 

(BUN). Values are expressed as the means ± SE (n=3). 
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