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研究成果の概要（和文）：本研究では、BRAFに対する分子標的薬が腎保護作用から腎毒性作用まで多様な作用を
示すことから、その作用に直接寄与する分子を特定することを目的としました。腎保護作用を示すBRAF阻害薬
GDC-0879については適した実験評価系が構築できませんでした。その一方で、腎毒性を示すBRAF阻害剤ベムラフ
ェニブについては、尿細管上皮細胞で細胞毒性を確認できました。また、ベムラフェニブ誘導体を合成し、腎毒
性を維持したリンカー付加化合物を取得することができました。この化合物からベムラフェニブ固定化ナノ磁気
ビーズを作成し、標的分子の特定を試みました。その結果、いくつかの標的候補分子を得ることができました。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the various effects of BRAF inhibitors, ranging
 from renoprotective to nephrotoxic effect. Therefore, the aim is to identify the molecules that 
directly contribute to these effects. The suitable experimental evaluation system for renoprotective
 BRAF inhibitor GDC-0879, was not constructed eventually. On the other hand, we evaluated the 
nephrotoxic effect of vemurafenib. Additionally, we obtained the linker-added vemurafenib derivative
 that maintained nephrotoxicity. we prepared vemurafenib-binding beads by using this compound, and 
conducted the chemical pull-down assay. As the results, we obtained some candidates of 
vemurafenib-binding molecules. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては、BRAF阻害剤ベムラフェニブがヒト腎由来尿細管上皮細胞に対して細胞毒性を示すことを明ら
かにすることができました。また、ベムラフェニブにリンカーを付加した化合物を取得し、それが腎毒性を維持
していることも確認できました。この化合物からベムラフェニブ固定化ナノ磁気ビーズを作成し、ベムラフェニ
ブの腎毒性に関わる標的分子の候補をいくつか取得することができました。今後、これらの標的分子の候補に着
目した研究を進めることで、安全ながん分子標的薬の開発に貢献する情報が得られる可能性があります。

※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 
 
 ポドサイトは、糸球体ろ過バリア機能を構成する重要な役割を担うが、最終分化細胞であるた

めに再生しない腎細胞といわれており、ポドサイト障害が進むと不可逆的な糸球体硬化が生じ

る。従来薬に糸球体硬化を改善する効果を有するものはなく、慢性腎臓病の患者の増加を抑える

ため、ポドサイトを標的とする薬の保護・毒性作用に関わる因子の特定およびその分子機構の解

明が望まれる。海外の研究チームからは、選択的 BRAF阻害剤 GDC-0879は Thapsigarginの小胞

体ストレスによるポドサイト障害から保護する作用を有することが報告された（Sieber J, et al. 

Cell Chemical Biology 2018; 25 (2): 175-184）。しかしながら、同じ選択的 BRAF阻害剤であるベム

ラフェニブでは臨床において腎障害を引き起こすことが知られており、このポドサイト保護作

用には BRAF以外の標的分子が関わる可能性があるのではないかと仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
 
先行研究で報じられたポドサイトにおける選択的 BRAF 阻害剤 GDC-0879 の保護作用につな

がる真の標的分子をインビトロ実験系から同定することが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 

 
ヒト腎由来ポドサイト初代培養細胞 GEpC は Cell Applications 社からを購入した。アドリア

マイシン（ADR）によるポドサイト細胞の傷害を引き起こし、GDC-0879が先行研究と同様の細

胞保護作用を示すか検討をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
 
 
①BRAF阻害剤 GDC-0879の腎保護作用の検討 
 
 選択的 BRAF 阻害剤ベムラフェニブとダブラフェニブと GDC-0879 を GEpC に作用させると

ベムラフェニブと GDC-0879は細胞生存率を低下させた。その一方で、ダブラフェニブは細胞生

存率を低下させなかった。また、ADRによる GEpCの細胞生存率低下を GDC-0879は改善する

ことはできなかった。これらの結果は、先行研究と全く異なる結果を示している。その理由とし

て、先行研究ではマウスの温度感受性不死化ポドサイト細胞株を使用しており、本研究で使用し

ているポドサイトの培養細胞とは異なる細胞を使用していることが影響していると考えられた。 

 

以上、先行研究と同じ不死化ポドサイト細胞を培養するための設備を整えることができない

ため、GDC-0879のポドサイト保護作用（および毒性作用）につながる標的を同定する当初の計

画を継続できなくなってしまった。そのため、もう一方で進めていた BRAF 阻害剤の腎毒性に

ついての計画を進めることになった。 

 

  



 
②BRAF阻害剤ベムラフェニブの腎毒性作用の検討 
 

本計画と並行して申請者は、選択的 BRAF 阻害剤のベムラフェニブの種々のヒト腎由来培養

細胞 RPTECへの細胞毒性作用を検討していた際に、ベムラフェニブは強い尿細管細胞毒性を有

することを見出していた。他の BRAF 阻害剤であるダブラフェニブについても腎毒性評価をお

こなったところ、ダブラフェニブには各種腎細胞に毒性を示さないことも明らかになった。そこ

で、この報告を Anti-Cancer Drugs誌に報告したところ受理された（Sanagawa A, et al. Anti-Caner 

Drugs 2020; 31 (2): 183-189）。この論文を発表した同時期に、海外の研究チームからベムラフェ

ニブの尿細管毒性には BRAF の阻害作用は関わらず、フェロキラターゼの阻害作用が関わるこ

とが報告された（Bai Y, et al. Kidney Int. 2020; 100 (6): 1214-1226）。しかしながら、この尿細管毒

性作用はフェロキラーゼ

阻害作用のみでは説明が

付かないため、尿細管毒

性に直接関与する未知標

的分子の存在が疑われた

（図１）。そのため、BRAF

阻害剤ベムラフェニブの

尿細管毒性に関わる未知

標的分子を特定する計画

を進めることにした。 

 

ベムラフェニブの誘導体を合成し、それらを尿細管上皮細胞に曝露させ、細胞生存率と細胞傷

害性を指標として細胞毒性評価をおこなった。その結果、ベムラフェニブのクロロフェニル側に

リンカーを付加した化合物 V-2 では、ベムラフェニブと同等の尿細管毒性が維持されることが

明らかになった。そこで、V-2から保護

基を外した V-3と NHS修飾ナノ磁気ビ

ーズを反応させ、ベムラフェニブ固定

化ナノ磁気ビーズ（VEMビーズ）を取

得した。VEMビーズをもちいて尿細管

上皮細胞の抽出液から化学的免疫沈降

をおこない、電気泳動・銀染色で確認す

ると、膜/オルガネラ画分において 3つ

のバンドが確認された。質量分析法に

よるプロテオーム解析からこれらのバ

ンドのうち 2 つはミトコンドリア局在

蛋白で、1つは調節因子であることが明

らかになった（図２）。現在、ミトコン

ドリアの傷害や機能変化に着目しなが

ら、VEMの尿細管毒性の発現機序につ

いてさらなる検討を進めている。 

  

図１. BRAF阻害剤ベムラフェニブの尿細管毒性の発現機序 

に関する仮説 

図２. ベムラフェニブの尿細管毒性に関わる 

標的候補分子 



 

ベムラフェニブの腎毒性に関与する標的分子の特定とは別に、ベムラフェニブの腎毒性の性

質を評価するための検討についても進めている。RPTECにベムラフェニブを曝露し 24時間後に

アポトーシス・ネクローシス・生細胞アッセイ（7-ADD・Apopxin・Cytocalceinによる染色）を

おこなった。この結果に関しては、一部の細胞ではアポトーシス・ネクローシス様の染色がみら

れるが、多くの細胞は Cytocalceinで染まるため 24時間の時点では生存していることが明らかに

なった。光学顕微鏡を用いた 24時間のタイムラプス観察においては、多くの細胞の運動や増殖

が抑制されている様子が観察された。細胞死については、奇妙な細胞形態の細胞があらわれるた

め、この細胞の詳細についても解析を進めていく予定である。 
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