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Abstract 

Renal inflammation is a final common pathway of chronic kidney disease (CKD) including diabetic 

nephropathy (DN), which is the leading cause of end-stage renal disease and is associated with high 

cardiovascular risk and significant morbidity and mortality. Interleukin-1 (IL-1) receptor-associated 

kinase 4 (IRAK-4) is a pivotal molecule for IL-1 receptor- and Toll-like receptor-induced activation 

of proinflammatory mediators. In this study, it has been hypothesized that if inflammation plays a 

key role in renal failure, then the anti-inflammatory effect of IRAK-4 inhibitor should be effective 

in improving CKD. The renoprotective properties of IRAK-4 inhibitor AS2444697 in 5/6 

nephrectomized (Nx) rats as a model of CKD and in KK/Ay type 2 diabetic mice were investigated. 

The results showed that repeated administration of AS2444697 significantly reduced urinary 

protein excretion and prevented the development of glomerulosclerosis and interstitial fibrosis and 

showed beneficial effects on renal function in 5/6Nx rats. In addition, AS2444697 improved renal 

injury, tubular injury markers, and glomerular podocyte injury markers in KK/Ay mice. Furthermore, 

AS2444697 attenuated plasma levels of proinflammatory cytokines in both 5/6Nx rats and KK/Ay 

mice. These results suggest that AS2444697 attenuates the progression of CKD and DN mainly via 

anti-inflammatory mechanisms through inhibition of IRAK-4 activity and may therefore represent 

a promising therapeutic option for patients in CKD including DN. 
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略語 

ACE   Angiotensin converting enzyme 

ACEi   Angiotensin converting enzyme inhibitor 

ACR  Albumin creatinine ratio 

AER  Albumin excretion rate 

ALT  Alanine transaminase 

ARB   Angiotensin type II receptor blocker 

AST  Aspartate aminotransferase 

AUC   Area under the curve 

BUN   Blood urea nitrogen 

CAM  Cell adhesion molecules 

CCr   Creatinine clearance 

CKD  Chronic kidney disease 

CRP  C-reactive protein 

DN  Diabetic nephropathy 

eGFR   Estimated GFR 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

ESKD   End stage kidney disease 

GalN  D-Galactosamine 

GFR   Glomerular filtration rate 

HE   Hematoxylin-eosin 

HPLC  High performance liquid chromatography 

HPRT  Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 

IκB  Inhibitor of kappa B 

IL   Interleukin 

IRAK-4  Interleukin−1 receptor associated kinase-4 



iv 

 

JNK  c-Jun N-terminal kinase 

LPS   Lipopolysaccharide 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase 

MC   Methylcellulose 

MCP-1   Monocyte chemoattractant protein-1 

NAG  N-acetyl-β-D-glucosaminidase 

NEFA  Non-esterified fatty acids 

NF-κB  Nuclear factor-kappa B 

Nx   Nephrectomy 

PAS   Periodic acid-schiff 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cells 

PK   Pharmacokinetics 

RAAS   Renin-angiotensin-aldosterone system 

RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 

SBP   Systolic blood pressure 

SD   Standard deviation 

SEM   Standard error of the mean 

SGLT2  Sodium glucose cotransporter 2 

STZ   Streptozotocin 

T2D  Type 2 diabetes 

TBARS  Thiobarbituric acid reactive substances 

TLR  Toll-like receptor 

TNF  Tumor necrosis factor 

UAE  Urinary albumin excretion 

UP  Urinary protein 

ZDF  Zucker diabetic fatty  
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 腎臓は糸球体とそれに続く尿細管から成るネフロンの集合体で構成されており、ヒトのネフロ

ンは左右の腎にそれぞれ約 100 万個存在する。糸球体において、血液を濾過することにより原尿

が生成され、それに続く尿細管において、水や電解質、グルコース、アミノ酸などの生体に必要

な成分が原尿から再吸収され、不要な成分を原尿中に分泌することが腎臓の重要な機能の 1 つと

して知られている。また、腎臓は老廃物の排泄、水・電解質のバランス維持だけではなく、骨代

謝の調節、赤血球数の調節、血圧・体液量の調節なども担っており、生体の恒常性維持において

重要な役割を果たしている（奥田, 2000; 飯野, 2007）。 

 腎臓の重要な機能である糸球体濾過機能すなわち糸球体濾過率（GFR）が、主に高血圧、糖尿

病や糸球体腎炎などの背景疾患に起因して持続的に低下する状態は、慢性腎臓病（CKD）として

知られている。糸球体機能の低下に先立ってまず、糸球体バリアー機能としての基底膜陰性荷電

や糸球体上皮細胞、内皮細胞が障害されると、尿中にアルブミンが漏出するため尿中アルブミン

排泄量の増加として検出される。また、糸球体バリアー機能の障害がさらに進行すると分子量の

大きい成分が原尿中へ漏出するため、尿中タンパク排泄量の増加としても検出される。そして、

GFR が低下すると血液中のクレアチニン濃度が上昇、または血液中クレアチニン濃度から概算さ

れる estimated GFR（eGFR）値が低下する。現在、生化学検査の項目には、主に血液中クレアチ

ニン濃度および尿中タンパク排泄量が腎臓における糸球体機能の指標として用いられている。日

本における CKD の定義（Table 1-1）と重症度分類（Table 1-2）は、血液クレアチニン濃度から

算出される eGFR 値と尿中タンパク、アルブミン排泄量で規定されている（日本腎臓学会, 2018）。 

 先進国では、成人人口の 10％以上は CKD であると推定されており（Lopez-Novoa et al., 2010）、

新たな国民病とも言われている。そのうち、CKD ステージ５（G5）は末期腎不全（ESKD）と呼
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ばれ、人工透析などの腎代替療法が必要となる状態である。人工透析は医療費圧迫の要因の 1 つ

となっており、人工透析の１人あたり月額医療費は約 40 万円、年間総額は約 1.57 兆円と推計さ

れている（厚生労働省, 2019）。また、日本透析学会からの報告によれば（日本透析学会, 2021）、

2020 年末で慢性透析治療を受けている患者数は 347,671 人とされている。また、人口 100 万人

あたりの透析患者数（有病率）は年々増加傾向であり、2020 年は人口 100 万人あたり 2,754.3 人

で、国民 363.1 人に 1 人が透析患者であることになると報告されている（Figure 1-1）。よって、

CKD ステージ５である ESKD への移行の抑制すなわち CKD の進行抑制は、透析移行の抑制に

直結することになり、健康寿命の延伸とともに医療費適正化の観点においても社会的なニーズが

高いとされている。 

 CKD 発症や進展のリスクとなる背景疾患として、高血糖、高血圧、糸球体腎炎などが挙げられ

るが、これらの疾患のなかで特に糖尿病に関しては有病率が急速に上昇しており、現在の予測で

は、2030 年までに糖尿病患者の数は世界で 4 億 3,900 万人に増加すると予測されている（Shaw 

et al., 2010）。糖尿病は、脳卒中や心血管疾患などの大血管合併症や、腎症、網膜症、神経障害な

どの微小管合併症を引き起こしやすいことも大きな問題となっている。そのうち糖尿病性腎症

（DN）、すなわち高血糖に起因した CKD は、糖尿病における最も一般的な合併症の 1 つであり、

糖尿病患者の約 3 分の 1 が DN に罹患していると言われている（Akmal, 2001）。また、日本透析

学会からの慢性透析患者の原疾患割合の推移についての報告によれば（日本透析学会, 2021）、

2011 年以降、透析へ移行する原因疾患の第 1 位が糖尿病となっている（Figure 1-2）。今後、CKD 

患者数は主に糖尿病の罹患率の上昇により、さらに増加すると予想されていることから（van 

Dieren et al., 2010）、DN の進行抑制すなわち、DN を含む CKD の進行抑制は、特に医療ニーズ
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が高いとされている。 

 前述したとおり、CKD において ESKD に至る最終共通経路の入り口として、主に高血圧、糖尿

病、糸球体腎炎が考えられる。高血圧、糖尿病において、それぞれ降圧薬、抗糖尿病薬による治

療によって、CKD の進行を遅らせることはできるが、根治療法ではないためその効果は充分では

ない。一方で、糸球体腎炎において、ステロイドや免疫抑制薬による治療は、その多様かつ非選

択的な機序に由来する副作用によって充分な効果を得ることができていないと考えられる

（Figure 1-3）。しかしながら、ステロイドのような特異性のない抗炎症薬や非特異的な免疫抑制

薬ではなく、疾患に特異的な炎症のみを抑制する薬剤であれば、副作用の懸念が少ない治療とな

り、充分な効果が得ることができる可能性があると考えられた。 

 CKD において、炎症性サイトカインや炎症性マーカーは増加しており（Silverstein, 2009; Ortega 

and Fornoni, 2010）、慢性的な低レベルの炎症状態を特徴としていることが知られている。一方で、

CKD を適応症として開発が進められている薬剤のうち、炎症抑制を機序とするものは少なく、単

一の炎症性サイトカインなどを標的とする薬剤が散見される程度であり、CKD を適応として承認

に至った薬剤はない状況が続いている。CKD や DN においては、様々な要因によって炎症が惹起

されると考えられているため、感染症や一部の自己免疫疾患のように炎症の原因を特定すること

は困難であると考えられる。つまり、特定の炎症性サイトカインやその受容体を標的とした薬剤

によって、そのシグナルを抑制してもその効果は充分でないと考えられた。そこで本研究では、

炎症性サイトカイン産生および炎症応答におけるシグナル伝達経路の主要な分子として重要な役

割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 受 容 体 関 連 キ ナ ー ゼ 4 （ IRAK-4: 

Interleukin−1 Receptor Associated Kinase-4）に着目した（Li et al., 2002）。IRAK-4 は、主に免
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疫細胞において LPS や遊離脂肪酸（FFA）、IL-1β/IL-18 などのリガンドの受容体である TLRs

と IL-1/IL-18 受容体の下流のシグナル伝達経路に必須のキナーゼであり（Figure 1-4）、LPS や

FFA、IL-1β/IL-18 などのリガンドやその受容体は、CKD や DN における炎症への関与が示唆

されているため、CKD や DN の病態における複数の炎症シグナルを IRAK-4 阻害により同時に抑

制することによって高い有効性が期待できると考え、IRAK-4 阻害剤である AS2444697（N-[3-

carbamoyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1H-pyrazol-4-yl]-2-(2-methylpyridin-4-yl)-1,3-oxazole-

4-carboxamide hydrochloride (1:1))の創製に至った（Figure 1-5）。 

 TLRs と IL-1/IL-18 受容体が活性化されると、アダプター分子である MyD88 との結合により

IRAK-4 が誘導され、IRAK-1 のリン酸化や抑制性タンパクである IκB の分解を介して NF-κB

を活性化させることから、IRAK-4 の調節は関節リウマチ、炎症性腸疾患等の炎症性疾患の治療に

有用である可能性が示されている。一方で、糸球体腎炎などを除いて一般的には炎症性疾患に該

当しない CKD や DN などの腎疾患における IRAK-4 阻害剤の有用性はこれまでにほとんど検証

されていなかったため、本研究では、CKD モデルである 5/6 腎臓摘出（Nx）ラットおよび DN

モデルである 2 型糖尿病（T2D: Type 2 Diabetes）マウスにおいて IRAK-4 阻害剤である

AS2444697 の腎保護作用を検証することによって、IRAK-4 阻害剤が抗炎症作用を介して、DN を

含む CKD の進行を抑制する可能性について検討し、IRAK-4 阻害剤が CKD や DN 治療のための

有望な治療選択肢となる可能性を明確にすることを目的とした（Figure 1-6）。 
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Table 1-1. Current CKD diagnostic criteria in Japan. 

以下①、②のいずれかが 3 か月を超えて存在  

①腎障害の指標 アルブミン尿（AER≧30 mg/24 時間；ACR≧30 mg/gCr） 

尿沈渣の異常 

尿細管障害による電解質異常やそのほかの異常 

病理組織検査による異常、画像診断による形態異常 

腎移植 

②GFR 低下 GFR<60 mL/分/1.73 m2 

エビデンスに基づく CKD 診療ガイドライン（日本腎臓学会, 2018）を基に作成. 

AER：尿中アルブミン排泄率 

ACR：尿中アルブミン/Cr 比 

Cr：クレアチニン 

GFR：糸球体濾過率 
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Table 1-2. CKD classification based on cause, GFR category, and proteinuria and 

albuminuria category in Japan. 

原疾患 蛋白尿区分 A1 A2 A3 

糖尿病 

尿アルブミン定量 

（mg/日） 

尿アルブミン/Cr 比 

（mg/gCr） 

正常 
微量アルブミ

ン尿 

顕性アルブミ

ン尿 

30 未満 30～299 300 以上 

高血圧 

腎炎多発性嚢胞腎 

移植腎 

不明、その他 

尿蛋白定量 

（g/日） 

尿蛋白/Cr 比 

（g/gCr） 

正常 軽度蛋白尿 高度蛋白尿 

0.15 未満 0.15～0.49 0.50 以上 

GFR 区分 

（mL/分

/1.73 m2） 

G1 正常または高値 
≧90    

G2 正常または軽度低下 
60~89    

G3a 軽度～中程度低下 
45~59    

G3b 中程度～高度低下 
30~44    

G4 高度低下 
15~29    

G5 末期腎不全

（ESKD） 
<15    

・重症度は原疾患・GFR 区分・蛋白尿区分を合わせたステージにより評価する 

・CKD の重症度は死亡、末期腎不全、心血管死発症のリスクを緑のステージを基準に、黄、オレ

ンジ、赤の順にステージが上昇するほどリスクは上昇する 

エビデンスに基づく CKD 診療ガイドライン（日本腎臓学会, 2018）を基に作成. 

Cr：クレアチニン 

GFR：糸球体濾過率 
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Figure 1-1. Changes in the number of chronic dialysis patients (1968-2020) and prevalence (compared to 1 million population, 1983-2020) in Japan (出

典*：日本透析学会, 2021). 

*日本透析医学会統計資料利用規程の順守の上で引用 
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Figure 1-2. Changes in the primary disease ratio of chronic dialysis patients in Japan (出典*：日本透析学会, 2021). 

*日本透析医学会統計資料利用規程の順守の上で引用
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Figure 1-3. The development and progression of chronic kidney disease and positioning of current 

therapeutic agent. 
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Figure 1-4. IRAK-4 signaling pathways. 
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Figure 1-5. The hypothesis of superiority on renoprotective effect of ASP2444675 in the progression 

of CKD. 
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Figure 1-6. Positioning of the model in each section. 
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第二章：慢性腎臓病モデルにおける IRAK-4 阻害剤 AS2444697 の薬効

評価と奏功機序の検討 
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第一節：背景 

 慢性腎臓病（CKD）は、腎障害または糸球体濾過量の低下による腎機能の低下と定義されてお

り、先進国では、成人人口の 10％以上は CKD であると推定されている（Lopez-Novoa et al., 2010）。

また、腎機能の低下すなわち CKD の進行は心血管疾患および全死亡率の独立した危険因子と考

えられている。CKD の治療にはアンジオテンシン変換酵素阻害薬（ACEi）やアンジオテンシン

受容体拮抗薬（ARB）などの薬剤が使用され、CKD の進行をある程度遅らせることはできるもの

のその効果は充分ではなく、CKD 患者の心血管疾患の罹患率と死亡率のリスクは、依然として高

い状態が続いている（Lambers and de Zeeuw, 2013）。ゆえに、CKD 患者の腎機能低下の進行を

効果的に抑制するための新規薬剤が必要とされている。 

 CKD と末期腎不全（ESKD）は、腎不全の原因に関わらず、インターロイキン（IL）-1β、IL-

6、腫瘍壊死因子α（TNF-α）、C 反応性タンパク質（CRP）などの炎症性サイトカインや炎症性

マーカーが増加していることからもわかるように、慢性的かつ低レベルの炎症状態を特徴として

いることが明らかになっている（Silverstein, 2009; Ortega and Fornoni, 2010）。さらに、CKD に

おける持続的な炎症状態は、CKD の進行の危険因子であり、罹患率や死亡率に大きく影響するた

め、CKD は炎症による悪循環に陥っている可能性もある（Suliman and Stenvinkel, 2008）。しか

しながら、様々な炎症性サイトカインや複数の炎症性シグナル伝達経路が複雑に絡み合っている

可能性はあるもあるため、CKD における炎症の原因は明らかにはなっていない。 

 インターロイキン 1 受容体関連キナーゼ-4（IRAK-4）は、IL-1、IL-18、および Toll 様受容体

（TLR）を介したシグナル伝達経路の重要な分子であり、炎症性サイトカインの産生や炎症反応

に関与する c-Jun N-terminal キナーゼ（JNK）、核内因子（NF）-κB、および p38 mitogen-activated 
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protein kinase（MAPK）の活性化に不可欠である（Li et al., 2002）。炎症反応において IRAK-4 が

重要な役割を担っていることから、IRAK-4 キナーゼ活性を調節する薬剤は、関節リウマチ、変形

性関節症、炎症性腸疾患、全身性エリテマトーデスなど、炎症が関与している様々な疾患に対す

る効果的な治療法となる可能性がある（Wang et al., 2009; Lin and Tang, 2014）。しかし、IRAK-

4 阻害剤はいくつか報告されているものの、CKD における IRAK-4 の役割は解明されていない。

もし炎症反応が CKD に重要な役割を果たしているのであれば、IRAK-4 阻害剤による抗炎症作用

が CKD の進行を抑制できる可能性が考えられた。これまでに、経口投与可能な新規 IRAK-4 阻害

剤 と し て AS2444697 （ N-[3-carbamoyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1H-pyrazol-4-yl]-2-(2-

methylpyridin-4-yl)-1,3-oxazole-4-carboxamide hydrochloride (1:1))、（Figure 2-1）を同定した。

AS2444697 は、ヒトおよびラットの IRAK-4 活性を強力に阻害し、ヒト肺胞上皮細胞、滑膜細胞、

末梢血単核細胞において、各種刺激により誘導されるサイトカイン産生を阻害した（Imanishi et 

al., 2011）。本章の一連の研究では、AS2444697 の CKD に対する保護作用について、5/6 腎摘出

（Nx）ラットにおける進行性の腎機能障害に対する効果を評価し、保護作用のメカニズムと併せ

て検討した。 
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第二節：材料と方法 

1. 試薬 

 AS2444697, N-[3-carbamoyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1H-pyrazol-4-yl]-2-(2-

methylpyridin-4-yl)-1,3-oxazole-4-carboxamide hydrochloride (1:1)はアステラス製薬株式会社

（Ibaraki, Japan）にて合成された。薬物動態試験および in vivo 試験における薬効評価において、

ASP244697 は経口投与用に 0.5% MC 溶液に懸濁した。AS2444697 の投与量は、フリー体換算で

表記した。LPS（Escherichia coli 055:B5）および GalN は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）

から購入した。 

 

2. 動物 

 雄性 Wistar ラットおよび雄性 Balb/c マウスは 6 週齢でジャパン SLC（Shizuoka, Japan）から

購入した。すべての動物は、温度（23±2℃）、湿度（55±10%）、明度（12 時間の明暗サイクル）

が制御された条件かつ、標準的な市販の食餌と水を自由に摂取できる条件下で飼育した。すべて

の 動 物 実験 は the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 

(AAALAC) International から認定を受けているアステラス製薬筑波研究センターの動物管理使

用委員会から承認を受け実施した。 

 

3. 5/6 腎摘出ラット（5/6Nx ラット）の作製 

 5/6 腎摘出（Nx）ラットは、既報（Kim et al., 2010）と同様の手法にて作製した。具体的には、

イソフルラン麻酔下で、ラットの左腎臓の 3 分の 2 を切除し止血、その 1 週間後に右腎の全摘出
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を行った。5/6 腎摘出の 2 週間後、動物を代謝ケージに入れ 24 時間の排泄尿を採取した。尿量を

測定した後、尿中の蛋白質濃度と N-アセチル-β-d-グリコサミニダーゼ（NAG）活性を、それぞ

れ蛋白質アッセイ試薬（Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA）と NAG テスト Shionogi

（Shionogi Pharmaceutical Co., Osaka, Japan）を用いて測定した。また、尾静脈から血液を採取

し、Detaminar L-CRE（Kyowa Medex, Tokyo, Japan）を用いて血漿クレアチニン値を測定した。

腎症の発症を確認できた 5/6Nx ラットは、尿中タンパク質排泄量、NAG 活性および血漿クレア

チニン濃度がグループ間で均一になるようにグループ分けしてから実験に用いた。 

 

4. 薬物動態 

 AS2444697（3 mg/kg）を飽食下で 5/6 Nx ラットに経口投与した後、腹部大静脈から採血し、

イソフルラン麻酔下で組織（肝臓、腎臓）を分離し、リン酸緩衝生理食塩水でホモジナイズした。

血漿中および組織中の薬物濃度は高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて測定した。血漿

または組織のホモジネート（100 µL）にアセトニトリル（100 µL）およびメチル tert-ブチルエー

テル（100 µL）を加えて混合し、遠心分離（15,000 rpm、10 分）した。上清をチューブに移し、

真空遠心濃縮機で蒸発させ、残渣を移動相に溶かしてアッセイ用の試料とした。アッセイ試料中

の AS2444697 の濃度は、UV 検出器（254 nm）と 4.6×250 mm 逆相 ODS-80Ts カラム（Tosoh, 

Tokyo, Japan）を備えた HPLC を用いて分析した。カラムの温度は 60℃に維持し、移動相は 20 

mM 酢酸アンモニウム/アセトニトリル（40/60［v/v］）、流速は 1 mL/min とした。薬物動態パラ

メーターには、Cmax（最高血中濃度）、Tmax（最高血中濃度に到達するまでの時間）、AUC0-24h（24

時間の薬物濃度-時間曲線下面積）を用いた。Cmax および Tmax は、実測値の平均値から求めた。ま
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た、AUC0-24 h は平均値から台形法を用いて算出した。 

 

5. マウスにおける LPS/GalN 誘発炎症反応に対する AS2444697 の効果の検討 

 Balb/c マウスを以下のグループ（各グループ n=4）に分けた。(1) Normal, (2) Vehicle, (3) 

AS2444697 (0.3 mg/kg), (4) AS2444697 (1 mg/kg), および(5) AS2444697 (3 mg/kg)とした。(1)

のグループでは、Vehicle（0.5% MC 溶液）を経口投与し、生理食塩水を腹腔内に注入した。(2)~(5)

のグループでは、Vehicle または AS2444697（0.3-3 mg/kg）を経口投与し、薬剤投与の 0.5 時間

後に LPS（100 µg/kg）/GalN（500 mg/kg）を腹腔内に注射した。2 時間後に血液を採取し、TNF-

α, IL-6, MCP-1 の濃度を測定し、8 時間後に IL-1β, ALT, AST の濃度を測定した。IL-1β, IL-6, 

TNF-α, MCP-1 の濃度は、市販の酵素結合免疫吸着法（ELISA）キット（R&D Systems Inc. 

Minneapolis, MN, USA）を、ALT および AST は、Transaminase CII テスト試薬（Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）を用いて測定した。 

 

6. 5/6 腎摘出（Nx）ラットにおける AS2444697 の腎保護効果の検討 

 ラットを以下のグループ（各グループ n=8、Sham のみ n=6）に分けた。(1) Sham, (2) Vehicle, 

(3) AS2444697 (0.3 mg/kg), (4) AS2444697 (1 mg/kg), および(5) AS2444697 (3 mg/kg)とした。

右腎摘出の 2 週間後に実施されたグループ分けの 4 日後から、AS2444697 を 5/6Nx ラットに 1

日 2 回、6 週間投与した。体重および摂餌量は 1 週間ごとに測定した。3 週目と 6 週目に尾静脈

から血液を採取し、血漿クレアチニン値を測定し、24 時間尿中タンパク質排泄量と NAG 活性も

測定した。6 週目には、クレアチニンクリアランスを算出するために、尿中クレアチニン濃度を測
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定した。5 週目には、収縮期血圧（SBP）はテールカフ法（BP-98A-L; Softron, Tokyo, Japan）を

用いて測定した。6 週目に薬物を最終投与した後、イソフルラン麻酔下で腹部大静脈から血液を

採取し、左腎臓を分離して重量を測定した。腎組織は病理組織学的評価のために 10％中性緩衝ホ

ルマリン溶液中で固定し、残りの組織は液体窒素で凍結し、RT-PCR による解析まで-80℃で保存

した。血液サンプルは遠心分離（15,000 rpm, 10 分）し、上清を各種パラメーターの測定に使用

した。血中尿素窒素（BUN）および CRP の濃度は、尿素窒素 B テスト WAKO （Wako Pure 

Chemical Industries）および市販の ELISA キット（R&D Systems Inc.）を用いて測定した。 

 

7. 定量的リアルタイム RT-PCR 

 腎臓の RNA は、RNeasy Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いてメーカーの手順書に

従って抽出した。相補的 DNA は、TaqMan Reverse Transcription Reagents（Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA）を用いて合成した。MCP-1, TNF-αおよび IL-6 の遺伝子発現はリアルタ

イム RT-PCR により測定した。反応は、ABI PRISM 7700 Sequence Detection System（Applied 

Biosystems）を用いて行った。データは、内因性のヒポキサンチン・グアニン・ホスホリボシルト

ランスフェラーゼ（HPRT）mRNA コントロールで標準化した。 

 

8. 免疫組織染色 

 標本の作製と組織病理学的検査は、アステラス製薬株式会社の安全性研究所（Ibaraki, Japan）

で実施した。10％中性緩衝ホルマリンで固定された腎組織のスライスをパラフィンに包埋し、2 

µm の厚さの切片を作製した。これらの切片をヘマトキシリン・エオジン（HE）および過ヨウ素
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酸シッフ（PAS）で染色した。すべての組織サンプルは、観察したサンプルのラットがどのグルー

プに属しているかを知らされていない独立した研究者によって評価を実施した。各標本のすべて

の糸球体および顕微領域全体を観察し、半定量的なスコアリングシステムを用いて、変化の認め

られた腎組織の割合に応じて、以下のように組織病理学的変化を評価した。0：病変なし、1：ご

く軽度（10％未満）、2：軽度（10%≦×＜25％）、3：中等度（25%≦×＜50％）、4：著明（≧50％）

（Uehara et al., 1992）。 

 

9. 統計解析 

 実験結果は、平均値、平均値±平均値の標準誤差（SEM）、または平均値±標準偏差（SD）で

表記した。2 群間の差の解析には Student's t test を、複数群間の比較には Dunnett's multiple 

comparison test を、相関性の検定には Pearson's correlation coefficient analysis を用いた。有意差

検定は p < 0.05 の値を有意とした。統計・データ解析には GraphPad Prism 5（GraphPad Software, 

La Jolla, CA, USA）を用いた。 
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第三節：結果 

1. 薬物動態 

 AS2444697（3 mg/kg）を 5/6 Nx ラットに経口投与したところ、血漿および組織（肝臓、腎臓）

中の未変化体薬物濃度は 1 時間後にピークに達した後、徐々に減少し、半減期は 2.7-2.9 時間で

あった。また、肝臓および腎臓の 24 時間後の AUC は、血漿中の AUC の約 6 倍および 3 倍であっ

た（Figure 2-2）。 

 

2. マウスにおける LPS/GalN 誘発炎症反応に対する AS2444697 の効果の検討 

 LPS/GalN を投与したマウスにおいて、IL-1β, IL-6, TNF-α, MCP-1, ALT および AST の血漿

中濃度が有意に上昇した。AS2444697 の単回投与（0.3～3 mg/kg）は、これらすべてのパラメー

ターの血漿中濃度を低下させ、これらの効果は 1 mg/kg 以上の用量で統計学的に有意であった

（Figure 2-3）。 

 

3. 5/6 腎摘出（Nx）ラットにおける AS2444697 の腎保護効果の検討 

 正常ラットと比較して、5/6 Nx ラットでは尿中タンパク質排泄量、NAG 活性、および血漿ク

レアチニン値の上昇が進行していた。AS2444697 の反復投与により、尿中タンパク質排泄量、NAG

活性および血漿クレアチニン値の上昇が抑制され、これらの効果は、尿中タンパク質排泄量およ

び血漿クレアチニン値では 1 mg/kg 以上、尿中 NAG 活性では 3 mg/kg で有意であった（Figure 

2-4）。5/6 Nx ラットでは、クレアチニンクリアランスと体重が有意に減少し、腎臓重量、BUN、

SBP が上昇した。AS2444697 は、体重や収縮期血圧に影響を与えることなく、クレアチニンクリ
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アランスの低下、腎臓重量および BUN の増加を有意に改善させた（Table 2-1）。なお、薬剤投与

期間中、何れの群においても死亡例は認められなかった。5/6 Nx ラットでは、糸球体の硬化が観

察され（Figure 2-5, right）、糸球体周辺の腎尿細管は高度に変性し、尿細管内腔は拡張していた

（Figure 2-5, left）。また、間質には顕著な炎症細胞の浸潤が見られ、比較的に重度の線維化が認

められた（arrows in Figure 2-5）。AS2444697 は、これらの病理学的変化を軽減させ、糸球体硬化

や間質の線維化などの腎障害のスコアを有意に減少させた（Table 2-2）。5/6 Nx ラットでは、IL-

6, TNF-α, MCP-1 の腎 mRNA の発現（Figure 2-6）、および IL-1β, IL-6, TNF-α, MCP-1, CRP

の血漿中濃度（Figure 2-7）が有意に上昇した。AS2444697 は、これらの炎症性パラメーターの

腎 mRNA 発現および血漿レベルに対して、有意な低下作用、もしくは低下傾向を示した。すべて

の実験群において、血漿中の炎症性パラメーターと尿中のタンパク質排泄量（Figure 2-8, left）ま

たは糸球体硬化スコア（Figure 2-8, right）との間に統計的に有意な相関関係が認められた。さら

に、血漿中の炎症性パラメーターと他の薬理学的パラメーター（クレアチニンクリアランス、血

漿中クレアチニンおよび BUN、尿中 NAG 活性、間質の線維化）との間にも有意な相関関係が認

められた（data not shown）。 
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第四節：考察 

 近年、多くの実験的・臨床的証拠から、CKD では慢性的な低レベルの炎症状態が存在し、末期

腎不全（ESKD）ではこの状態がさらに高まり、罹患率や死亡率に大きく影響するという見解が支

持されている（Oberg et al., 2004; Carrero and Stenvinkel, 2009）。一方で、CKD の発症には、複

数の炎症性因子が関与していると考えられているものの、炎症カスケードを引き起こす因子は充

分には解明されていない。CKD 患者では、IL-1β、IL-6、TNF-αなどの炎症性サイトカインの

血中濃度が上昇していることが知られており（Pereira et al., 1994）、これらの炎症性サイトカイ

ンは、炎症カスケードにおけるシグナル伝達経路に関与し、その結果、腎障害を引き起こすと考

えられる。IRAK-4 は、IL-1βをはじめとする炎症性サイトカインのシグナル伝達や細胞応答に必

須の役割を果たしていることが、ノックアウトマウスを用いた複数の研究によって明らかにされ

ている（Suzuki et al., 2002）。本章の一連の研究では、IRAK-4 阻害剤である AS2444697 につい

て、5/6Nx モデルにおける進行性の腎機能障害に対する保護作用を評価し、その保護効果の奏功

機序についても検討することを目的とした。 

 まず、AS2444697 の薬物動態について検証した。5/6 Nx ラットに単回で経口投与した際の薬物

動態試験の結果から、AS2444697 は良好な経口吸収活性を有していることを確認した。また、肝

臓および腎臓での薬物濃度は血漿濃度の約 6 倍および 3 倍であり、IRAK-4 阻害剤の標的臓器で

ある肝臓および腎臓への高い移行性が示唆された。 

 続いて、LPS/GalN 投与マウスにおける急性炎症に対する AS2444697 の単回投与の薬理作用を

検討した。LPS/GalN 投与後、サイトカイン（IL-1β、IL-6、TNF-α、MCP-1）および肝酵素（ALT、

AST）の血漿レベルは顕著に増加し、AS2444697 は、1 mg/kg 以上の用量で、これらのパラメー
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ターをすべて有意に減少させた。IRAK-4 ノックアウトマウスでは、IL-1βによる IL-6 および

TNF-αの血漿レベルの増加が抑制されると報告されている（Suzuki et al., 2002）。また、IRAK-4

ノックアウトマウスでは、LPS による IL-1β、IL-6、TNF-αの血漿レベルの上昇および敗血症性

ショックが完全に消失することも報告されている（Kim et al., 2007）。これらの結果は、炎症性サ

イトカインや炎症反応において IRAK-4 が必須の役割を果たしていることを示しており、

AS2444697 は IRAK-4 活性を阻害し、生体内の炎症反応を抑制できることが示唆された。 

 次いで、5/6 腎摘出（Nx）ラットに AS2444697 を反復投与した際の効果を検討した。5/6 Nx

ラットでは、血漿中のクレアチニンおよび BUN、尿中タンパク質排泄量、NAG 活性が徐々に上

昇し、それに伴ってクレアチニンクリアランスが著しく低下した。また、糸球体メサンギウム細

胞の増殖やメサンギウムマトリックスの蓄積、分節性糸球体硬化、糸球体係蹄の癒着、尿細管上

皮細胞の変性、萎縮、間質の線維化などの典型的な病理学的変化を伴っており、これらの異常は

CKD 患者で観察されるものと同様であった（Kliem et al., 1996）。 AS2444697 を反復投与するこ

とにより、収縮期血圧に影響を与えることなく、タンパク尿、腎機能障害、糸球体硬化や間質性

線維化などが軽減された。さらに、5/6 Nx ラットでは、腎臓および血漿中の炎症性サイトカイン

や CRP の増加が認められ、炎症の存在が裏付けられた。AS2444697 はこれらすべての炎症パラ

メーターの増加を減少させた。腎臓の炎症はマクロファージを含む単核細胞が腎臓の間質に浸潤

することによっても惹起されるが、AS2444697 は腎臓の間質への単核細胞の浸潤を有意に抑制し

た。5/6 Nx ラットにおける AS2444697 の腎保護作用および抗炎症作用は、1～3 mg/kg の用量で

顕著であり、これは LPS/GalN 投与マウスにおける急性炎症において得られた結果と一致した。

これらの結果から、AS2444697 は、全身的な炎症反応だけでなく、腎臓局所の炎症反応の抑制を
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介して CKD の進行を抑制することが示唆された。 

 コルチコステロイド（Pozzi et al., 2013）、クルクミン（Ghosh et al., 2012）、ペントキシフィ

リン（Lin et al., 2005）などの抗炎症薬は、炎症を抑えることにより腎症の進行を遅らせること

が報告されている。抗線維化薬であるピルフェニドンの腎保護作用は、炎症性メディエーターの

レベルを低下させることによる抗炎症作用が部分的に寄与している可能性がある（Cho and 

Kopp, 2010）。一部の ACE 阻害剤は、マクロファージの流入を減少させ、マクロファージによる

サイトカインおよび炎症性物質の刺激を抑制し、その結果、腎線維症を抑制することが報告され

ている（Ishidoya et al., 1995）。本章の研究では、炎症パラメーターは、尿中蛋白排泄量だけで

なく、腎機能や腎傷害とも正の有意な相関が認められた。炎症は線維化促進因子の産生や糸球体

濾過量の低下と密接に関連していることが報告されている（Lebleu et al., 2008; Fried et al., 

2004）。末期腎不全は、蛋白尿、糸球体硬化、尿細管間質障害などによって至るネフロン数の減

少の結果として生じるものであり、炎症はこれらに影響を与える主要な要因の 1 つと考えられ

た。これらのことから、AS2444697 による腎保護作用は、蛋白尿、糸球体硬化、尿細管間質障

害における炎症の抑制によるものであることが強く示唆された。5/6Nx モデルにおける進行性の

腎機能障害に対する IRAK-4 阻害剤の腎保護効果を検討したのは本章の試験が初めてであり、

IRAK-4 阻害剤である AS2444697 は CKD の進行を抑制する薬剤となる可能性が初めて示され

た。   
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Table 2-1. Effects of repeated administration of AS2444697 on general parameters in 5/6 Nx rats. 

Parameter 

Normal 5/6 Nx 

Vehicle Vehicle 0.3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 

Body weight (g) 342 ± 6 287 ± 6* 284 ± 7 289 ± 8 291 ± 5 

Food intake (g/day) 20.6 17.2 17.3 17.3 17.1 

Kidney weight (g) 1.19 ± 0.02 2.00 ± 0.06* 1.85 ± 0.06 1.77 ± 0.07 1.54 ± 0.12** 

Creatinine clearance 

(mL/day/100 g body weight) 

366 ± 18 146 ± 9* 180 ± 19 230 ± 20** 256 ± 16** 

Blood urea nitrogen (mg/dL) 20.8 ± 0.7 54.2 ± 1.8* 49.6 ± 2.5 44.7 ± 1.2** 36.4 ± 1.5** 

Systolic blood pressure (mmHg) 135 ± 4 151 ± 6* 157 ± 6 151 ± 5 151 ± 1 

AS2444697 was orally administered to 5/6 Nx rats twice daily for 6 weeks. Values are mean or mean ± SEM for 6-8 animals per group. *p < 0.05 vs. 

normal group, **p < 0.05 vs. 5/6 Nx vehicle group. （発表論文１の元データを基に再作成、二章の Table, Figure は以降、同様の対応） 
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Table 2-2. Effects of repeated administration of AS2444697 on glomerular and tubulointerstitial morphology in 5/6 Nx rats. 

Index 

Normal 5/6 Nx 

Vehicle Vehicle 0.3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 

Glomerulosclerosis 0.00 ± 0.00 3.25 ± 0.25* 2.00 ± 0.19 1.50 ± 0.27** 1.25 ± 0.16** 

Interstitial fibrosis 0.00 ± 0.00 2.00 ± 0.33* 1.13 ± 0.13 0.75 ± 0.16** 0.75 ± 0.16** 

Interstitial cell infiltration 0.00 ± 0.00 2.00 ± 0.00* 1.75 ± 0.16 1.25 ± 0.16** 1.13 ± 0.13** 

Tubular basophilic change 0.33 ± 0.21 3.13 ± 0.30* 2.25 ± 0.41 1.63 ± 0.26 1.13 ± 0.13** 

Tubular dilatation 0.00 ± 0.00 3.25 ± 0.25* 2.50 ± 0.19 1.38 ± 0.18** 1.13 ± 0.13** 

AS2444697 was orally administered to 5/6 Nx rats twice daily for 6 weeks. Values are mean ± SEM for 6-8 animals per group. 

*p < 0.05 vs. normal group, **p < 0.05 vs. 5/6 Nx vehicle group.
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Figure 2-1. Chemical structure of AS2444697, N-[3-carbamoyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1H-

pyrazol-4-yl]-2-(2-methylpyridin-4-yl)-1,3-oxazole-4-carboxamide hydrochloride (1:1). 
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Figure 2-2. Pharmacokinetics of AS2444697 in 5/6 Nx rats. (A) Time course of changes in plasma, 

liver, and kidney concentrations of the unchanged drug; (B) Cmax and AUC for 24 h after oral 

administration of AS2444697 (3 mg/kg). Data are expressed as the mean or mean ± SD for 3 

animals per sampling point. 
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Figure 2-3. Effects of AS2444697 on LPS/GalN-induced increases in plasma (A) IL-1β, (B) IL-6, 

(C) TNF-α, (D) MCP-1, (E) ALT, and (F) AST. AS2444697 (0.3-3 mg/kg) was orally 

administered to mice, after which LPS/GalN was intraperitoneally injected 0.5 h post-dose. Blood 

samples were collected at 2 h for measuring plasma IL-6, TNF-α, and MCP-1 levels and at 8 h for 

measuring plasma IL-1β, ALT, and AST levels. Values are mean ± SEM for 4 animals per group. 

*p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 2-4. Effects of repeated administration of AS2444697 on (A) urinary protein excretion, (B) 

plasma creatinine level, and (C) urinary NAG activity in 5/6 Nx rats. AS2444697 was orally 

administered to 5/6 Nx rats twice daily for 6 weeks. Values are mean ± SEM for 6-8 animals per 

group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 2-5. Representative light micrographs of PAS-stained sections of renal tissues obtained from 

(A) normal, (B) 5/6 Nx vehicle-treated, and (C) 5/6 Nx AS2444697 (3 mg/kg)-treated rats. 

Magnification: left, 25×; right, 100×. Arrows indicate inflammatory cells which infiltrated into the 

cortical interstitium. 
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Figure 2-6. Effects of repeated administration of AS2444697 on renal (A) MCP-1, (B) TNF-α, and 

(C) IL-6 mRNA expression in 5/6 Nx rats. AS2444697 was orally administered to 5/6 Nx rats twice 

daily for 6 weeks. Values are mean ± SEM for 6–8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, 

#p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 2-7. Effects of repeated administration of AS2444697 on plasma (A) IL-1β, (B) IL-6, (C), 

TNF-α, (D) MCP-1, and (E) CRP levels in 5/6 Nx rats. AS2444697 was orally administered to 5/6 

Nx rats twice daily for 6 weeks. Values are mean ± SEM for 6-8 animals per group. *p < 0.05 vs. 

normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 2-8. Correlations between inflammatory parameters, (A) IL-1β, (B) IL-6, (C) TNF-α, (D) 

MCP-1, and (E) CRP and urinary protein excretion (left) or glomerulosclerosis (right) in repeated 

administration study.  
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第三章：糖尿病性腎症モデルにおける IRAK-4 阻害剤 AS2444697 の薬

効評価と奏功機序の検討 
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第一節：背景 

 世界的に糖尿病の罹患率は急速に上昇しており、現在の予測では、2030 年までに糖尿病患者数

は 4 億 3900 万人に増加すると言われている（Shaw et al., 2010）。糖尿病は、脳卒中や心血管疾患

などの大血管合併症や、腎症、網膜症、神経障害などの微小血管合併症を引き起こしやすいこと

が大きな問題となっている。糖尿病性腎症（DN）は、糖尿病における最も一般的な合併症の 1 つ

であり、末期腎不全（ESKD）の主要な原因となっている。また、心血管リスクが高く、世界的に

見ても重大な罹患率と死亡率を伴う疾患としても知られている。糖尿病患者の約 3 分の 1 が DN

に罹患していると言われており（Akmal, 2001）、DN の発症には、高血糖、高血圧、脂質異常症、

肥満など多くの要因が関与すると報告されている（Tavafi, 2013）。これらの発症要因を考慮して、

DN の予防や進行を遅らせるための現在の標準的な治療法は、血糖値と血圧の管理に基づいてい

る。具体的には、血糖値をコントロールする糖尿病治療薬や、レニン・アンジオテンシン・アル

ドステロン系（RAAS）阻害薬、アンジオテンシン変換酵素（ACE）阻害薬、アンジオテンシン II

受容体拮抗薬（ARB）などの血圧をコントロールする治療薬が使用されているが、これらの薬剤

は DN の進行を遅らせることはできるもののその効果は充分ではない（Fioretto et al., 2010）。そ

のため、DN の進行を充分に抑制するための代替療法の開発が強く求められている。 

 DN の発症・進展には、糸球体の過濾過、酸化ストレス、プロテインキナーゼ C の活性化、ポ

リオール経路の促進、炎症などの複数のメカニズムが関与すると報告されている（Shikata and 

Makino, 2013）。また、DN は慢性的な低レベルの炎症状態を特徴とすることが、IL-1β、IL-6、

IL-18、TNF-α、および CRP などの炎症性サイトカインやマーカーの増加によって証明されてい

る（Kajitani et al., 2010）。このような DN における低レベルの炎症は、プロテインキナーゼ C の
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活性化を含む様々なメカニズムを介して、高血糖による酸化ストレスによって誘発される。さら

に、持続的な炎症状態は、DN を進行させる危険因子であり、罹患率や死亡率に大きく影響し、炎

症による悪循環に陥っている可能性も指摘されている（Elmarakby and Sullivan, 2012）。しかしな

がら、様々な炎症性サイトカインや複数の炎症性シグナル伝達経路が複雑に絡み合っていると考

えられるており、DN における炎症の原因はまだ明らかにされていない。 

 第二章の結果のとおり、AS2444697 の反復投与は、5/6Nx ラットにおいて、抗炎症メカニズ

ムを介して CKD の進行を抑制した。CKD 研究に用いられる代表的なモデルである 5/6Nx ラッ

トにおける炎症は、少なくとも部分的には、RAAS が活性化した残存腎臓の適応変化によって誘

導されると報告されている（Taal et al., 2000）。非糖尿病性 CKD だけでなく、糖尿病性 CKD の

進行に共通するメカニズムとして低レベルの炎症が重要であることが知られていることや、これ

らの疾患を発症する様々な原因を考えると（Amdur et al., 2016）、IRAK-4 が DN を含む CKD

の発症・進行に重要な役割を果たしている可能性が考えられた。そこで、本章の一連の研究で

は、IRAK-4 阻害剤である AS2444697 が、DN の進行抑制にも有益であるという仮説に基づい

て、2 型糖尿病マウスを用いて AS2444697 の腎保護作用を評価し、その保護効果の奏功機序に

ついても併せて検討した。 
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第二節：材料と方法 

1. 試薬 

 AS2444697, N-[3-carbamoyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1H-pyrazol-4-yl]-2-(2-

methylpyridin-4-yl)-1,3-oxazole-4-carboxamide hydrochloride (1:1)はアステラス製薬株式会社

（Ibaraki, Japan）にて合成された。薬物動態試験および in vivo 試験における薬効評価において、

ASP244697 は経口投与用に 0.5％ MC 溶液に懸濁して経口投与した。AS2444697 の投与量は、

フリー体換算で表記した。LPS（Escherichia coli 055:B5）および GalN は、Sigma-Aldrich（St. 

Louis, MO, USA）から購入した。 

 

2. 動物 

 雄性 C57BL/6（正常対照マウス）および KK/Ay（2 型糖尿病マウス）は、6 週齢でクレアジャ

パン（Kanagawa, Japan）から購入した。購入したすべての 2 型糖尿病マウスを各実験に使用し、

7 週齢時に各グループが同様の血中グルコース濃度となるようにグループ分けした。すべての動

物は、温度（23±2℃）、湿度（55±10%）、明度（12 時間の明暗サイクル）が制御された条件か

つ、標準的な市販の食餌と水を自由に摂取できる条件下で飼育した。すべての動物実験は the 

Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) International 

から認定を受けているアステラス製薬筑波研究センターの動物管理使用委員会から承認を受け実

施した。 

 

3. 薬物動態 
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 AS2444697（3mg/kg）を絶食下で 2 型糖尿病マウスに経口投与し、0.5、1、2、4、8、および

12 時間後（各サンプリングポイントで n=3）に、イソフルラン麻酔下で腹部大静脈から採血した。

また、組織（肝臓および腎臓）は単離した後、リン酸緩衝生理食塩水でホモジナイズした。血漿

および組織中の薬物濃度は，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて測定した。血漿また

は組織のホモジネート（100 µL）にアセトニトリル（100 µL）およびメチル tert-ブチルエーテル

（100 µL）を加えて混合し，遠心分離（15,000 rpm，10 分）した。上清をチューブに移し、真空

遠心濃縮機で蒸発させ、残渣を移動相に溶かしてアッセイ用の試料とした。アッセイ試料中の

AS2444697 の濃度は、UV 検出器（254 nm）と 4.6×250 mm 逆相 ODS-80Ts カラム（Tosoh, 

Tokyo, Japan）を備えた HPLC を用いて分析した。カラムの温度は 60℃に維持し、移動相は 20 

mM 酢酸アンモニウム／アセトニトリル（40／60［v／v］）、流速は 1 mL/min とした。薬物動態

パラメーターには、Cmax（最高血中濃度）、Tmax（最高血中濃度に達するまでの時間）、AUC0-12h（12

時間の薬物濃度-時間曲線下面積）を用いた。Cmax および Tmax は、実測値の平均値から求めた。ま

た、AUC0-12h は平均値から台形法を用いて算出した。 

 

4. 2 型糖尿病マウスにおける LPS/GalN 誘発炎症反応に対する AS2444697 の効果の検討 

 マウスを以下のグループ（各グループ n=4）に分けた。(1) Normal, (2) Vehicle, (3) AS2444697 

(0.3 mg/kg), (4) AS2444697 (1 mg/kg), および(5) AS2444697 (3 mg/kg)とした。(1)のグループ

では、正常なマウスに Vehicle（0.5% MC 溶液）を経口投与し、生理食塩水を腹腔内に注入した。

(2)~(5)のグループでは、2 型糖尿病マウスに Vehicle または AS2444697 を経口投与し、その 0.5

時間後に LPS (100 µg/kg) および GalN (500 mg/kg) を腹腔内に注射した。TNF-α, IL-6, IL-18, 
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および MCP-1 を測定するために、LPS/GalN の注射 2 時間後にイソフルラン麻酔下で腹部大静

脈から血液を採取した。また、同じ実験方法で行った別の実験では、8 時間後に血液を採取し、

IL-1β, ALT, AST の濃度を測定した。IL-1β, IL-18, IL-6, TNF-α, MCP-1 の濃度は、市販の酵

素結合免疫吸着法（ELISA）キット（R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, USA）、ALT および AST

は、Transaminase CII テスト試薬（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）を用いて

測定した。 

 

5. 2 型糖尿病マウスにおける AS2444697 の腎保護効果の検討 

 マウスを以下のグループ（各グループ n=8）に分けた。(1) Normal, (2) Vehicle, (3) AS2444697 

(0.3 mg/kg), (4) AS2444697 (1 mg/kg), (5) AS2444697 (3 mg/kg)とした。Vehicle または

AS2444697 を 1 日 2 回、4 週間にわたってマウスに経口投与し、毎週体重を測定した。1 日の摂

餌量は、食餌残量と食餌供給量の週差に基づいて算出した。4 週目に、マウスを代謝ケージに移し

て 1 日適応させ、24 時間の自然排泄尿を採取した。最終薬物投与後（28 日目）にイソフルラン麻

酔下で腹部大静脈から血液を採取し、腎臓も分離した。 

 

6. 生化学パラメーター 

 血糖値は Glucose CII テスト試薬（Wako Pure Chemical Industries, Ltd.）を用いて測定した。

ヘモグロビン A1c（HbA1c）濃度は、DCA2000 システム（Bayer Medical, Tokyo, Japan）を用い

て測定した。血漿インスリン濃度は、超高感度マウスインスリン酵素結合免疫吸着法（ELISA）

キット（Morinaga Institute of Biological Science, Inc., Kanagawa, Japan）を用いて測定した。血漿
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中の脂質（トリグリセリド、非エステル化脂肪酸、コレステロール）は、それぞれ Triglyceride E-

test Wako, NEFA C-test Wako, Cholesterol E-test Wako キット（Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd.）を用いて測定した。血漿中の ALT および AST 濃度は、Transaminase CII test reagent（Wako 

Pure Chemical Industries, Ltd.）を用いて測定した。血漿中のサイトカイン（IL-1β, IL-6, IL-18, 

MCP-1, TNF-α, および CRP）および細胞接着分子（intercellular adhesion molecule-1 [ICAM-

1], vascular cell adhesion molecule-1 [VCAM-1], E-selectin, および P-selectin）の濃度は、市販の

ELISA キット（R&D Systems Inc.）を、酸化ストレスバイオマーカー（チオバルビツール酸反応

性物質[TBARS]およびプロテインカルボニル）の血漿中濃度および腎中濃度は、市販の測定キッ

ト（Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA）を用いて、既報の方法（Atkinson and 

Eisenbarth, 2001; Nakhaee et al., 2009）に従って測定した。尿中のアルブミン排泄量は、マウス

アルブミン ELISA を用いて測定した。血漿および尿中のクレアチニン濃度は Determiner L CRE

（Kyowa Medex, Tokyo, Japan）を用いて測定し、クレアチニンクリアランス（µL/min）は、尿中

および血漿のクレアチニン濃度と尿量から算出した。尿中のネフリンおよびポドカリキシン濃度

は、ELISA キット（Exocell Inc. PA, USA）を用いて測定した。尿中の kidney injury molecule-1

（KIM-1）濃度は、ELISA キット（R&D Systems Inc.）を、 尿中の N-acetyl-β-D-glucosaminidase

（NAG）活性は、NAG テスト Shionogi（Shionogi Co. Ltd., Osaka, Japan）を用いて測定した。 

 

7. 免疫組織染色 

 標本の作製および病理組織学的検査は，シミックバイオリサーチセンター株式会社（Yamanashi, 

Japan）で行った。10％中性緩衝ホルマリンで固定した腎組織のスライスをパラフィンに包埋し、
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形態学的検討のために 2 µm の厚さの切片を作製した。これらの切片はヘマトキシリン・エオジ

ン（HE）および過ヨウ素酸シッフ（PAS）で染色した。すべての組織サンプルは、グループ情報

を知らされていない独立した研究者によって評価を実施した。各標本のすべての糸球体と顕微鏡

領域全体を観察し、半定量的なスコアリングシステムを用いて、病理組織学的変化（糸球体硬化、

尿細管拡張、細胞浸潤、好塩基性変化、尿道キャスト）を、変化の認められた腎組織の割合に応

じて以下のように評価した。0：病変なし、1：ごく軽度（10％未満）、2：軽度（10％≦×25％未

満）、3：中等度（25％≦×50％未満）、4：著明（50％以上）。 

 

8. 統計解析 

 実験結果は、平均値±平均値の標準誤差（SEM）、または平均値±標準偏差（SD）で表した。2

群間の差は、Student's t test を用いて評価し、複数群間の差は、Dunnett's multiple comparisons 

test を用いて評価した。2 群間の病理組織学的スコアの違いは、Mann-Whitney U 検定を用いて分

析し、複数群間では Dunn’s multiple comparisons test を用いて分析した。有意差検定は p < 0.05

を有意とした。統計およびデータ解析は GraphPad Prism 8（GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA）を用いて行った。 
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第三節：結果 

1. 薬物動態 

 AS2444697（3 mg / kg）を 2 型糖尿病マウスに経口投与した後、未変化体の薬物の血漿および

組織（肝臓および腎臓）濃度は 0.5 時間でピークに達し、その後徐々に減少し、半減期は 2～4 時

間であった。さらに、肝臓と腎臓の AUC は、血漿中の AUC の約 7 倍および 3 倍であった（Figure 

3-1）。 

 

2. 2 型糖尿病マウスにおける LPS/GalN 誘発炎症反応に対する AS2444697 の効果の検討 

 LPS/GalN を投与したマウスでは、IL-1β, IL-6, IL-18, TNF-α, MCP-1, ALT, および AST の

血漿レベルが有意に上昇した。AS2444697 の単回投与（0.3～3mg/kg）は、これらすべてのパラ

メーターの血漿レベルを低下させ、これらの効果は 1mg/kg 以上の用量で統計学的に有意な作用

であった（Figure 3-2）。 

 

3. 2 型糖尿病マウスにおける AS2444697 の腎保護効果の検討 

 糖尿病マウスは、高血糖、高インスリン血症、高脂血症、過食、中程度の肥満を示した。AS2444697

を反復投与することで、高血糖、高インスリン血症、および高脂血症はわずかに抑制されたが、

これらの効果は統計的に有意ではなかった（Table 3-1）。また、AS244697 は摂餌量や体重に影響

を与えず、実験期間中に状態の悪化や死亡した例はなかった。糖尿病マウスでは、正常マウスに

比べて尿中アルブミン排泄量が著しく増加し、腎肥大とクレアチニンクリアランスの増加が認め

られ、糸球体濾過亢進を特徴とする糖尿病性腎症の存在が示唆された（Figure 3-3 A-D）。また、
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尿細管傷害マーカー（尿中の NAG 活性と KIM-1 の排泄量）と糸球体ポドサイト傷害マーカー（尿

中のネフリンとポドカリキシンの排泄量）の増加が認められた（Figure 3-3 E-H）。AS2444697 を

反復投与することで、尿中アルブミン排泄量とクレアチニンクリアランスの増加が有意に減少し、

腎肥大が緩和され、腎尿細管および糸球体ポドサイト傷害マーカーも減少した（Figure 3-3）。糖

尿病マウスでは、腎組織病変、糸球体硬化、尿細管拡張、細胞浸潤、好塩基性変化が見られ、

AS2444697 を反復投与すると、これら腎障害の指標が有意に改善された（Figure 3-4）。さらに、

糖尿病マウスでは、血漿中の炎症性サイトカイン（IL-1β, IL-6, IL-18, TNF-α, および MCP-1）

や炎症マーカーである CRP の上昇など、炎症の兆候が認められたが、AS2444697 はこれらの血

漿中の炎症性サイトカインおよび炎症マーカーの上昇を有意に減少させた（Figure 3-5）。また、

糖尿病マウスでは、血漿中の内皮機能障害パラメーター（ICAM-1、VCAM-1、E-セレクチン、お

よび P-セレクチン）が上昇し（Figure 3-6）、血漿中および腎臓中の酸化ストレスバイオマーカー

（TBARS、プロテインカルボニル）が上昇した（Figure 3-7）。AS2444697 は、これらの内皮機能

障害パラメーターと酸化ストレスバイオマーカーの上昇を有意に減少させた。 
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第四節：考察 

 近年、DN の発症には、慢性的な低レベルの炎症と自然免疫系の活性化が深く関わっているこ

とが示唆されている。さらに、多くの研究により、炎症すなわち IL-1β、IL-6、IL-18、および TNF-

αなどの炎症性サイトカインが、DN の発症における重要な因子であることが示されている

（Donate-Correa et al., 2015）。また、炎症性サイトカインによるシグナル伝達やその細胞応答に

おいて IRAK-4 が必須の役割を果たしていることが明らかになっており（Wang et al., 2009）、

IRAK-4 が DN の治療のための新たな標的となる可能性が示唆されている。本章の一連の研究で

は、IRAK-4 阻害剤である AS2444697 の 2 型糖尿病マウスにおける腎保護効果を評価し、その保

護効果の奏功機序についても検討することを目的とした。 

 まず、2 型糖尿病マウスを用いて、AS2444697 の薬物動態について検証した。2 型糖尿病マウ

スに AS2444697 を単回で経口投与したところ、良好な経口吸収活性が確認された。また、肝臓お

よび腎臓での薬物濃度は血漿濃度の約 7 倍および 3 倍であり、標的臓器である肝臓および腎臓へ

の高い移行性が示唆された。 

 次に、LPS/GalN 投与糖尿病マウスの急性炎症に対する AS2444697 の単回投与の薬理作用を検

討した。LPS/GalN 投与後、血漿中のサイトカイン（IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α、および MCP-

1）および肝酵素（ALT、AST）のレベルは顕著に上昇し、AS2444697 は、1 mg/kg 以上の用量

で、これらのパラメーターを有意に減少させた。第二章で述べたように、IRAK-4 ノックアウトマ

ウスでは、IL-1βによる IL-6 および TNF-αの血漿レベルの増加が抑制されると報告されており

（Suzuki et al., 2002）、さらに IRAK-4 ノックアウトマウスでは、LPS による IL-1β、IL-6、およ

び TNF-αの血漿レベルの上昇および敗血症性ショックが完全に消失することも報告されている
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（Kim et al., 2007）。 これらの結果は、炎症性サイトカインの産生や炎症反応に IRAK-4 が必須

の役割を果たしていることを示しており、AS2444697 は IRAK-4 活性を阻害し、2 型糖尿病マウ

スにおける炎症反応も抑制できることが明らかになった。 

 続いて、2 型糖尿病マウスに AS2444697 を反復投与した際の効果を検討した。2 型糖尿病マウ

スは、高血糖、高インスリン血症、脂質異常症（血漿中のトリグリセリド、NEFAs、およびコレ

ステロール濃度の上昇）、過食による肥満を示した。AS2444697 を反復投与することによって、こ

れらの糖尿病症状はわずかに軽減されたが、有意ではなく、その効果はこれまでに報告されてい

るナトリウム-グルコース共輸送体 2（SGLT2）阻害剤を含む幾つかの抗糖尿病薬の効果よりもは

るかに弱かった（Tahara et al., 2013）。AS2444697 が糖脂質代謝を僅かに減衰させたメカニズム

は明らかではないが、本剤の抗炎症作用に付随する可能性が考えられた（Donath and Shoelson, 

2011）。 

 慢性的な高血糖は、微小血管合併症の高い発生率と関連しており、DN は、2 型糖尿病の主要な

微小血管合併症であり、最終的には透析療法を必要とする末期腎不全（ESKD）に進行する（Palsson 

and Patel, 2014）。DN は、メサンギウム基質における細胞外マトリックスタンパク質の蓄積や、

糸球体基底膜の電荷バリアーの消失など、腎臓の形態学的および構造上の変化を特徴とする。正

常尿から微量アルブミン尿への進行は、DN 発症の初期段階と考えられており、腎機能の低下が

続くと、さらに顕性アルブミン尿、タンパク尿へと進行する （Wolf and Ziyadeh, 2007）。本試験

において、2 型糖尿病マウスは、初期腎症のパラメーターとして確立されている微量アルブミン

尿、クレアチニンクリアランスを指標とした糸球体過濾過や、尿細管傷害のマーカーである尿中

NAG 活性および KIM-1 の排泄量の増加、糸球体ポドサイト傷害のマーカーであるネフリンおよ
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びポドカリキシンの尿中排泄量の増加を示した。また、糸球体硬化、尿細管拡張、細胞浸潤、好

塩基性変化など、糖尿病性腎症の初期段階に特徴的な病理組織像が認められた。AS2444697 を反

復投与することにより、微量アルブミン尿、糸球体過濾過、尿細管および糸球体障害が有意に軽

減された。AS2444697 の 2 型糖尿病マウスにおけるこれらの腎保護作用は、ARB であるロサルタ

ン（Tahara and Takasu, 2018）など標準治療に用いられている薬剤と同様の効果であった。一方、

本章の試験において、AS2444697 は血糖値に有意な影響を与えず、腎レニン活性にも影響を与え

なかった（data not shown）。これらの結果から、抗糖尿病薬や抗高血圧薬とは異なり、AS2444697

の腎保護作用は、抗高血糖作用、血圧降下作用、RAAS 阻害作用に由来する作用ではないことが

示唆された。さらに、AS2444697 は尿細管およびポドサイト傷害マーカーの増加を有意に減少さ

せたことから、DN における尿細管および糸球体バリアー機能に対しても保護的な効果を有する

ことが新たに示唆された。第二章において 5/6 腎摘出（Nx）ラットへの AS2444697 の反復投与

により、尿中タンパク質排泄量の増加が有意に減少し、糸球体硬化や間質の線維化などの腎障害

の進展が抑制されており、本章の試験において観察された AS2444697 の同様の腎保護作用は、非

糖尿病だけでなく糖尿病性 CKD の進行にも IRAK-4 を介した低レベルの炎症が重要な役割を果

たしているという仮説を支持するものと考えられた。 

 多くの研究で、炎症性サイトカインや炎症マーカーが、DN の発症リスクと強く関連している

ことが報告されている（Navarro-Gonzalez and Mora-Fernandez, 2008）。高血糖や脂質異常症など

の糖尿病状態は、様々な末梢組織において酸化ストレスや小胞体ストレスを誘発し、それによっ

て様々な炎症性メディエーターの産生を誘導し、さらなる炎症を引き起こす。これによってイン

スリン抵抗性や膵臓β細胞の機能障害などの糖尿病症状の進行や悪化に寄与することが知られて
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おり（Tahara et al., 2017）、炎症は 2 型糖尿病の主要な危険因子と考えられている。本章の試験に

おいて、2 型糖尿病マウスは、炎症性サイトカインおよび CRP の血漿レベルの上昇を示すことか

ら、慢性的な炎症症状の存在が示唆され、AS2444697 の反復投与によってこれらの炎症マーカー

の増加は有意に軽減された。これらの結果から、AS2444697 は低レベルの炎症環境を改善し、そ

れによって DN の悪化を抑制することが示唆された。 

 DN を含む腎疾患の実験動物モデルにおいて、高血糖が細胞接着分子（CAM）の発現を増加さ

せることや（Booth et al., 2002）、腎 CAM の発現と進行性腎障害には直接的な関連性があること

が報告されている（Matsui et al., 1996）。CAM の活性化は、内皮機能障害の重要なマーカーであ

り、DN の発症に極めて重要な役割を果たしている。本章の試験では、2 型糖尿病マウスにおい

て、内皮機能障害を示唆する CAM（ICAM-1、VCAM-1、E-セレクチン、および P-セレクチン）

の血漿レベルが上昇しており、AS2444697 はこれらの内皮機能障害マーカーの増加を有意に低下

させた。これは、2 型糖尿病モデルにおける内皮機能障害に対する IRAK-4 阻害剤の効果を検証し

た初めての研究である。 

 高血糖はフリーラジカルの産生を増加させ、その結果、酸化ストレスが発生するという役割は

よく知られている（Giacco and Brownlee, 2010）。酸化ストレスは、DN の主要な初期段階であり、

酸化ストレスは、ほぼすべての腎細胞（内皮細胞、メサンギウム細胞、上皮細胞、尿細管細胞、お

よびポドサイト）において、様々な経路を活性化させることから、酸化ストレスの増加が DN の

発症および進行に関与することが示されている（Elmarakby and Sullivan, 2012）。酸化ストレスの

増加は、炎症性サイトカインの産生を誘発する一方で、炎症性サイトカインの増加も、フリーラ

ジカルの産生を誘発することが報告されている（Elmarakby and Sullivan, 2012）。したがって、酸
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化ストレスによる炎症性サイトカインの産生は、酸化ストレスをさらに増加させることによって、

酸化ストレスと炎症の悪循環を作り出している可能性が高いと考えられる。ACE 阻害剤や ARB

は、様々な糖尿病モデルにおいて酸化ストレスの増加を抑制させることが示されている

（Fiordaliso et al., 2006; Kurata et al., 2006）。本章の試験でも、AS2444697 は血漿および腎臓の

酸化ストレスマーカーの増加を有意に低下させており、これらのデータから、糖尿病状態におけ

る酸化ストレスの上昇は、DN の潜在的な増悪因子であり、IRAK-4 阻害剤である AS2444697 の

作用機序の 1 つは、この悪循環を抑制することであると考えられた。 

 以上の結果から、AS2444697 は炎症、酸化ストレス、内皮機能障害を軽減することにより、DN

の進行を抑制することが明らかになった。これらの結果は、AS2444697 の腎保護作用が炎症の抑

制に起因することを強く示唆している。2 型糖尿病マウスの早期 DN 対する IRAK-4 阻害剤の腎

保護効果を検討したのは本章の試験が初めてであり、今回の結果は IRAK-4 阻害剤である

AS2444697 は DN の進行を抑制する有望な薬剤であることが初めて示された。 
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Table 3-1. Effects of repeated administration of AS2444697 on general parameters in type 2 diabetic mice. 

Parameter Normal Diabetic    

 Vehicle Vehicle 0.3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 

Body weight (g) 26.3 ± 0.4 44.2 ± 0.6* 44.0 ± 0.6 44.5 ± 0.5 44.3 ± 0.5 

Food intake (g/day) 3.69 ± 0.22 6.38 ± 0.27* 6.42 ± 0.16 6.49 ± 0.25 6.54 ± 0.24 

HbA1c (%) 3.64 ± 0.10 7.41 ± 0.23* 7.33 ± 0.24 7.19 ± 0.29 6.91 ± 0.31 

Blood glucose (mg/dL) 144 ± 7 458 ± 28* 450 ± 29 426 ± 28 403 ± 25 

Plasma insulin (ng/mL) 1.43 ± 0.15 68.8 ± 4.1* 68.9 ± 3.4 63.7 ± 3.7 55.7 ± 4.7 

Plasma triglycerides (mg/dL) 162 ± 10 389 ± 31* 365 ± 25 357 ± 31 322 ± 24 

Plasma NEFAs (mEq/L) 0.56 ± 0.04 1.15 ± 0.10* 1.02 ± 0.11 0.96 ± 0.08 0.91 ± 0.09 

Plasma cholesterol (mg/dL) 73 ± 6 176 ± 9* 171 ± 11 167 ± 15 152 ± 10 

AS2444697 was orally administered to type 2 diabetic mice twice daily for 4 weeks. Values are mean ± SEM for 8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal 

group. （発表論文２の元データを基に再作成、三章の Table, Figure は以降、同様の対応） 



54 

 

 

Figure 3-1.  Pharmacokinetics of AS2444697 in type 2 diabetic mice. (A) Time course of changes 

in plasma, liver, and kidney concentrations of the unchanged drug; (B) Cmax and AUC for 12 h after 

oral administration of AS2444697 (3 mg/kg). Data are expressed as the mean ± SD for 3 animals 

per sampling point. 
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Figure 3-2.  Effects of AS2444697 on LPS/GalN-induced increases in plasma levels of (A) IL-1β, 

(B) IL-6, (C) IL-18, (D) TNF-α, (E) MCP-1, (F) ALT, and (G) AST. AS2444697 (0.3–3 mg/kg) 

was orally administered to type 2 diabetic mice, and LPS/GalN was intraperitoneally injected 0.5 h 

later. Blood samples were collected at 2 h for the measurement of plasma IL-6, IL-18, TNF-α, and 

MCP-1 levels and at 8 h for the measurement of plasma IL-1β, ALT, and AST levels. Values are 

mean ± SEM for 4 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group.
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Figure 3-3.  Effects of repeated administration of AS2444697 on renal parameters, (A) urinary 

albumin excretion, (B) plasma creatinine, (C) creatinine clearance, (D) kidney weight, (E) urinary  

NAG activity, and urinary excretion of (F) KIM-1, (G) nephrin, and (H) podocalyxin, in type 2 

diabetic mice. AS2444697 was orally administered to diabetic mice twice daily for 4 weeks. Values 

are mean ± SEM for 8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 3-4.  Improvement in renal injury by repeated administration of AS2444697 in type 2 diabetic mice. Effects of AS2444697 on histopathological 

scores for (A) glomerulosclerosis, (B) tubular dilatation, (C) cell infiltration, (D) basophilic change, and (E) urinary cast. Values are mean ± SD for 8 

animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. Representative light micrographs of PAS-stained sections of renal tissue 

obtained from (F) normal, (G) diabetic vehicle-treated, and (H) AS2444697 (3 mg/kg)-treated mice. Magnification: x25. 
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Figure 3-5.  Effects of repeated administration of AS2444697 on plasma levels of proinflammatory 

cytokines, (A) IL-1β, (B) IL-6, (C) IL-18, (D) TNF-α, (E) MCP-1, and (F) CRP, in type 2 

diabetic mice. AS2444697 was orally administered to diabetic mice twice daily for 4 weeks. Values 

are mean ± SEM for 8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 3-6.  Effects of repeated administration of AS2444697 on endothelial dysfunction 

parameters, plasma (A) ICAM-1, (B) VCAM-1, (C) E-selectin, and (D) P-selectin levels, in type 2 

diabetic mice. AS2444697 was orally administered to diabetic mice twice daily for 4 weeks. Values 

are mean ± SEM for 8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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Figure 3-7.  Effects of repeated administration of AS2444697 on oxidative stress biomarkers, 

plasma (left) and renal (right) levels of (A) TBARS and (B) protein carbonyl, in type 2 diabetic 

mice. AS2444697 was orally administered to diabetic mice twice daily for 4 weeks. Values are mean 

± SEM for 8 animals per group. *p < 0.05 vs. normal group, #p < 0.05 vs. vehicle group. 
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第四章：総括 
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 本研究は、慢性腎臓病（CKD）に対する新規治療薬を創製し、CKD 患者に新しい治療選択肢を

提供することを目指すものである。CKD に至る背景疾患として、主に高血圧（血行動態異常）、

糖尿病（高血糖誘発血管障）、糸球体腎炎（免疫炎症反応）が考えられる。高血圧、糖尿病に対す

る降圧薬、抗糖尿病薬による治療によって、CKD の進行を遅らせることはできるが、その効果は

充分ではない。糸球体腎炎に対するステロイドや免疫抑制薬による治療はその副作用によって充

分な効果を得ることができていないと考えられる。しかしながら、既存の非特異的な抗炎症薬や

免疫抑制薬ではなく、疾患特異的な炎症のみを抑制することができれば、副作用の懸念が少ない

治療となり、充分な効果が得る可能性があるのではないかと考えた。ところが、CKD を適応症と

して開発が進められている薬剤のうち、炎症抑制を機序とするものは少なく、単一の炎症性サイ

トカインなどを標的とする薬剤が散見される程度であり、承認に至った薬剤はない状況が続いて

いる。DN を含む CKD においては、特定の感染症や一部の自己免疫疾患のように炎症の原因を決

定できないため、創薬標的として 1 つの炎症性サイトカインや受容体を同定するのは困難であり、

また、仮に単一の炎症性サイトカインや受容体によるシグナルを抑制しても、その効果は充分で

ないと考えられた。そこで、CKD や DN における炎症性サイトカイン産生の引き金として考えら

れている LPS や遊離脂肪酸（FFA）、IL-1β/IL-18 などの複数のリガンド（Creely et al., 2007; Cha 

et al., 2013; Nakamura et al., 2005; Hasegawa et al., 1991）やその受容体である TLRs と IL-1β

/IL-18 受容体の下流のシグナル伝達経路は IRAK-4 を介していることに着目し、IRAK-4 を阻害

することによって、この複数のリガンドによる炎症反応を効果的に抑制できるのではないかと考

えた。以上のことから、DN を含む CKD 進行抑制の機序として IRAK-4 阻害剤が CKD 進展抑

制薬と成り得るとの仮説（Figure 1-5）を実証するための研究を開始した。 
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 アステラス製薬株式会社（東京、日本）の化合物ライブラリーのハイスループットスクリーニ

ングを実施し、IRAK-4 阻害活性を持つ化合物母核に対して基礎薬理学的検討と修飾合成、最適化

合成を組み合わせた検討により、新規 IARK-4 阻害剤として AS2444697 の創製に至った。

AS2444697 の in vitro の薬理学的作用として、ヒトとラットの IRAK-4 を 21 nM の IC50 値で阻

害することが報告されている。また、IL-1βおよび TNFαで刺激された A549 からの IL-6 産生

を、それぞれ 250 nM および 3900 nM の IC50 値で阻害することも示されている。さらに AS2444697

は、LPS によって誘発される末梢血単核細胞（PBMC）からの TNFαおよび IL-6 産生を阻害し、

IC50 値はそれぞれ 47 nM および 59 nM と報告されている（Imanishi et al., 2011）。なお、DN お

よび CKD における検証に際し、糖尿病マウスからの PBMC においても LPS 誘発による TNFα

産生の阻害について同程度の IC50 値が得られることを確認している（data not shown）。 

 AS2444697 は、5/6Nx ラットおよび糖尿病マウスへの反復投与試験においては、1 日 2 回の反

復投与を行っている。しかしながら、正常マウスおよび糖尿病マウスへの単回投与試験において、

有意な抗炎症作用効果は投与後最大 8 時間までしか確認しておらず、薬物動態学の評価において

も、5/6Nx ラットおよび糖尿病マウスにおいて約 0.5～1 時間をピークに、半減期は約２～４時間

であるため、反復投与期間中、24 時間持続的に抗炎症作用が維持されていることは確認できてい

ない。また、1 日３回以上の反復投与での AS2444697 の薬理効果を検討していないことから、本

研究で示された AS2444697 の 1 日 2 回投与による腎保護効果は、AS2444697 の最大効果を充

分に評価できていない可能性があり、5/6Nx ラットおよび糖尿病マウスへの単回投与時よりも、

連投時において抗炎症作用がやや減弱している原因の 1 つである可能性も考えらえた。予備実験

として別の in vivo 試験では 10 mg/kg までの抗炎症作用が確認できていることから(data not 
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shown)、臨床において AS2444697 の薬理効果を最大に発揮し得る投与用量や投与用法を達成す

るために、今後、10 mg/kg 以上の高用量での詳細な薬理評価や、薬効および薬物動態の向上を目

指した追加研究が必要と考えられる。 

 CKD のなかでも特に医療ニーズの高い DN に対する有効性を検証することは重要である。高

血圧を伴った DN に対する治療薬として既に ACE 阻害薬、ARB は適応を承認されており、その

承認の根拠となった第 3 相臨床試験における対象は CKD ステージが G3-G4 に相当する 患者で

あった（Brenner et al., 2001）。動物モデルのヒト臨床予測性の限界はあるものの、DN 治療薬と

しての臨床上の有効性を予見する観点では、CKD ステージ G3-G4 に相当する動物モデルでの有

効性を評価することは有用であると考えられた。しかし、本研究で使用した 5/6Nx ラットモデル

はタンパク尿の増加と高度な GFR の低下が観察され、CKD ステージ G3 に相当すると考えられ

るが、糖尿病を発症していないため DN モデルには該当せず、CKD のなかでも DN を対象と考

えた際には臨床における薬効の予見性が充分ではない可能性がある。一方、本研究で用いた DN

モデルである 2 型糖尿病の KK/Ay マウスはアルブミン尿の上昇が観察されることから糸球体バ

リアー機能障害が起きているものの GFR の低下は観察されず、CKD ステージとしては早期 DN

の G1 に相当するため、CDK ステージ３に相当する DN に対する臨床における薬効の予見性とし

ては不十分である可能性が考えられた（Figure 4-1）。現状では、GFR の高度低下を伴う標準的な

DN モデルの報告は少ない状況であるが、CKD ステージ G3 以降の高度に GFR が低下した腎臓

においては、CKD 発症、進展の要因となった原疾患に関係なく、糸球体の持続的な障害による糸

球体硬化の増悪、または尿細管間質線維化による尿細管周囲の毛細血管動態の障害に起因した糸

球体周辺の血行動態障害により、糸球体濾過機能のさらなる低下が引き起こされ、腎機能廃絶へ
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至ると考えられている。本概念は final common pathway としても知られており（Nangaku, 2006）、

本研究で用いた 5/6Nx ラットにおいて、final common pathway において認められる糸球体硬化

や尿細管間質線維化が観察されたことから、本モデルは原疾患とは関係なく、CKD ステージ G3 

以降の病態を反映、すなわち DN の CKD ステージ G３以降の病態も含めて反映できると考えら

れた。ゆえに、本研究では、高度に GFR が低下した CKD における final common pathway を反

映した病態と考えられる 5/6Nx ラットにおける腎保護作用、および早期 DN の病態を反映して

いると考えられる KK/Ay マウスにおける高血糖に起因した糸球体障害によるアルブミン漏出に

対する抑制作用を評価し、これらのモデルにおける有効性の結果から、臨床における G3-4 相当

の DN を含む CKD 患者における AS2444697 の有効性を検証した。 

 CKD ステージ G３以降のモデルである 5/6Nx ラットにおいて、AS2444697 の反復投与は、全

身血圧に顕著な影響を与えることなく、尿中タンパク排泄を有意に減少させ、炎症性細胞浸潤を

含む尿細管障害、尿細管間質の線維化および糸球体硬化の CKD 進展における final common 

pathway と考えられる組織病変を有意に軽減した。さらに、血漿クレアチニンおよび血中尿素窒

素濃度の減少傾向と CCr 値低下の改善によって示されるように、AS2444697 は糸球体濾過機能

低下に対して保護的な効果をもたらす可能性が示唆された。高血圧は CKD 病態進展の重要な独

立した危険因子であり、RAAS 阻害薬を含む降圧薬を使用した血圧の制御は、CKD の治療に有

効であることが報告されている（Ravera et al., 2006）。一方で、AS2444697 は全身血圧を有意に

低下させることなく腎保護効果を示したことから、既存の降圧薬が処方されている患者において

も相加的に腎保護作用を発揮する可能性を示唆している。また、早期 DN モデルである KK/Ay 

マウスにおいて、AS2444697 は血糖値に影響を与えることなく、アルブミン尿を有意に減少させ
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た。また、予備実験的ではあるが、KK/Ay と同様の早期 DN モデル db/db マウスにおいても

AS2444697 は血糖値に影響を与えることなく、アルブミン尿を有意に減少させることを確認して

いる（data not shown）。 これは、AS2444697 が持続的な高血糖により引き起こされる糸球体バ

リアー機能障害に対し、その病因である血糖値には直接影響することなく、組織障害を直接的に

抑制する、つまり、既存の血糖降下薬が処方されている患者においても相加的に腎保護作用を発

揮する可能性を示唆している。これら CKD ステージ G３以降のモデルである 5/6Nx ラットお

よび早期 DN モデルである KK/Ay マウスにおける評価結果から、AS2444697 は CKD ステージ

G3 以降の DN を含む CKD 患者において既存薬と相加的に腎保護作用を示す可能性が示唆され

た。ゆえに、AS2444697 は現行治療では充分な効果が得られていない CKD 患者にとって新たな

治療選択肢となると考えられた。 

 今回、CKD ステージ G1 に相当する KK/Ay マウスと CKD ステージ G3 以降に相当する 5/6Nx

ラットによる有効性を確認したが、２つのモデルにおける腎保護作用に顕著な違いは認められな

かった。また、腎症の重症度は異なるものの、炎症性サイトカインやケモカイン量の増加の程度

についても、２つのモデルにおいて明確な差異は認められなかったことから、CKD ステージ G1

および G3 において、IRAK-4 に由来する炎症反応の病態への寄与は同程度である可能性が考えら

れた。今後、CKD ステージ G2 に相当するモデル、例えば 3/4 腎摘出ストレプトゾトシン

（3/4NxSTZ）ラットによる有効性や炎症反応の程度を評価することにより、各 CKD ステージの

病態における IRAK-4 の寄与を明らかにするとともに、CKD ステージ G2 の CKD 患者にとって

の新たな治療選択肢となる可能性についても検証する必要があると考えられる。また、KK/Ay マ

ウスの結果より、本剤は CKD ステージ G1 の CKD 患者においても腎保護作用を示すと考えられ
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るが、自覚症状の 1 つである蛋白尿の増加が認められないステージであるため、本剤による治療

の対象となる患者の層別化マーカー（血漿中の炎症性サイトカイン、ケモカイン量）等、適切な

患者選択の手法の開発も必要であると考えられる。 

 臨床の予見性をさらに高めるためには、動物モデルにおける IRAK-4 阻害剤と標準治療に使用

される ACE 阻害薬や ARB などの既存薬剤との併用効果について検討する必要がある。具体的に

は、本研究で用いた 5/6Nx ラットや KK/Ay マウスにおいて、ACE 阻害薬や ARB の有効性につ

いて確認済みであるため、その条件下で AS2444697 を併用することでさらなる有効性が得られる

ことを確かめる必要がある。また、高血圧や糖尿病に依存しない腎不全の動物モデル（例えば、

糸球体腎炎モデルや薬剤誘発性腎障害モデル）は ACE 阻害薬や ARB が効きにくいため、これら

のモデルにおける有効性を確認することは臨床において既存薬が効きにくい患者に対する有効性

を示唆できる可能性がある。最近では 2019 年 10 月に SGLT2 阻害剤 canagliflozin が DN を適応

症として、2021 年 5 月に SGLT2 阻害薬 dapagliflozin、2021 年 7 月に鉱質コルチコイド受容体遮

断薬 finerenone が CKD を適応症として承認されており、これらの新しく承認された薬剤に対す

る追加的有用性（上乗せ効果）についても検討していく必要がある。さらに、これらの 3 剤の費

用対効果について、日本では評価対象にはなっていないが、イギリスの国立保健医療研究所

（NICE: The National Institute for Health and Care Excellence）において現在（2021 年 12 月時

点）評価中とされており、2022 年以降、評価結果が順次公開される予定とされている。近年の医

療費抑制の観点と患者さんの医療アクセスの観点からも、今後の新薬開発においては追加的有用

性だけではなく、affordability も重要な検討項目になると考えられる。 

 CKD は急性腎障害などとは異なり基本的には不可逆的な腎機能低下であるため、CKD や DN
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を適応症とした既存薬や開発段階にあるほとんどの薬剤は基本的には進行抑制薬であり、腎機能

低下を抑制することはできても腎機能を回復させることはできない。今回の 5/6Nx ラット評価に

おいても、AS2444697 によって腎機能低下は抑制されているものの腎機能の回復は認められてい

ない。将来的には、再生医療の発展により腎機能を回復させるような治療（Osafune, 2021）が開

発される可能性は高いが、もし、そのような薬剤が開発されても腎疾患の原因となる炎症状態を

抑制できていなければ、その腎機能回復効果は充分に発揮されないと考えられる。したがって、

IRAK-4 阻害剤は、近い将来に開発される腎機能を改善するような治療に対しても相加的な有効

性を示す可能性があると考えられた。 

 IRAK-4 は、細菌または非細菌性の傷害によって惹起される正常な炎症反応において極めて重

要な酵素である（Medvedev et al., 2003）。しかしながら、IRAK-4 欠損症の小児は、ある種の化膿

性感染症にかかりやすいが、重篤なウイルスや寄生虫感染症は報告されていない（Picard et al., 

2003）。また、IRAK-4 が IL-1β、IL-18、TLR を介したシグナル伝達に重要な役割を果たしてい

るにもかかわらず、成人の IRAK-4 欠損患者は慢性的な感染症にかかりにくいことも報告されて

いる（Ku et al., 2007）。これらのことから、IRAK-4 の活性を阻害することで、炎症反応を抑制し

ながらも、細菌や非細菌の感染症から身を守るための十分な防御免疫を損なうことなく、CKD に

対する治療効果を発揮することが期待できると考えられた。しかしながら、生体の防御免疫の観

点で、AS2444697 の有効性と安全性のバランスを正しく見極め、臨床開発に進めていくためには

詳細な追加試験が必要である。 

 IRAK-4 阻害剤の開発動向を調査したところ、多くの開発品は関節リウマチと癌を適応症に臨

床試験を実施しており、前臨床においても関節炎モデル（Umar et al., 2021）や癌細胞（Giménez 
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et al., 2020）に対する IRAK-4 阻害剤の有用性が報告されている。関節炎モデルについては

AS2444697 においても同様の有効性を予備実験的に確認しているため（data not shown）、今後、

関節リウマチの治療薬としての可能性についても詳細に検討すべき項目の 1 つである。しかしな

がら、抗リウマチ薬としては抗 TNF 抗体や抗 IL-6 抗体などの抗サイトカイン抗体がすでに上市

されて有効な治療方法として確立しているため、動物モデルにおけるこれらの抗体との薬効の比

較や上乗せ効果の確認や、これらの抗体に対して応答しない患者セグメントを同定してそのセグ

メントに対する有効性を確認する等、これら抗体による治療に対して IRAK-4 阻害剤の追加的有

用性を明確に示す必要があると考えられる。 

 近年、ユビキチンプロテアソーム系による分解を利用した標的タンパク質分解誘導化合物が注

目を集めており（Mullard, 2020）、この技術を応用すると IRAK-4 タンパク質そのものを特異的に

分解できるため、IRAK-4 分解誘導剤の方が IRAK-4 阻害剤よりも薬効が強い可能性が示唆されて

いる。標的タンパク質分解誘導化合物においては IRAK-4 タンパクに結合する必要はあるものの

酵素活性を阻害する必要がないことは利点となる一方で、E3 ユビキチリガーゼとのリガンドのデ

ザインおよび標的タンパクとのリガンドとのリンカーの調節など、IRAK-4 阻害剤の創製とは異

なる難しさも考慮しなければならないが、AS2444697 にも活用することができればさらなる有効

性が期待できると考えられた。 

 以上より、IRAK-4 阻害剤 は CKD 以外の治療薬や新しいタイプの薬剤としての発展性も秘め

ており、今後も IRAK-4 研究の進展を継続して調査していく必要がある。 
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Figure 4-1. Positioning of various renal disease models in accordance with the clinical CKD grade 

(槙野, 1999. 糖尿病性腎症-発症・進展機序と治療 診断と治療社を基に作成). 

STZ: Streptozotocin, ZDF: Zucker diabetic fatty rat, Nx: Nephrectomy, UP: Urinary protein, UAE: 

Urinary albumin excretion 
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