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研究成果の概要（和文）：虚血性心疾患の診断・治療においては心臓カテーテル検査が必要となる場合がある
が、一部の患者において合併疾患としての腎機能低下により、検査後の造影剤腎症を発症することがある。遠隔
虚血プレコンディショニングにその予防効果があることが臨床的に示されているが、本研究ではそのメカニズム
を検討した。血液中に循環するエクソソームという粒子の中身が遠隔プレコンディショニングにより変化するこ
とが明らかとなり、とくにマイクロRNAの変化が重要であることが明らかとなった。この結果は、造影剤腎症の
新たな治療戦略の基盤となる情報を提供すると考えている。

研究成果の概要（英文）：Remote ischemic preconditioning (RIPC) is the phenomenon whereby brief 
episodes of ischemia-reperfusion applied in distant tissues or organs render the myocardial 
reperfusion injury. Recent clinical data showed RIPC is effective to contract induced nephropathy. 
This study evaluated the underlying mechanism on RIPC and found that circulating exosome was 
important for a mediator of RIPC. The microRNAs in exosomes were changed after RIPC. These finding 
suggest that further analysis of exosomes may provide novel therapy for contrast induced 
nephropathy.

研究分野：虚血性心疾患における再灌流障害の予防・治療
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１．研究開始当初の背景 

近年、さまざまな臨床の領域において遠隔

虚血プレコンディショニング(RIPC)が注目さ

れている。例えば虚血性心疾患を対象とした

冠動脈バイパス術や経皮的冠動脈形成術前

に上腕部 200mmHg駆血(虚血)-解放(解除)を 3

回くりかえすと、術後の心筋障害マーカーで

あるトロポニンTの増加が抑制されるという

報告がなされている。さらに、心筋保護のみ

ならず、脳、肺、肝臓や腎臓での再灌流障害

に対しても保護効果があることも報告され

ている。一方、心臓カテーテルによる診断や

治療の増加とともに、造影剤によって造影剤

腎症が増加している。造影剤腎症を発症した

患者では入院中に透析が必要になるだけで

なく、退院後の長期予後も不良であることが

報告されている。しかしながら、造影剤腎症

の予防法はいまだ確立されていない。我々は

最近、急性心筋梗塞患者にて緊急カテーテル

検査を行う患者に対して、カテーテル前に

RIPC を行うと、造影剤腎症の発症を予防で

きることを報告した（Yamanaka T, Ito H et al. 

Int J Cardiol 2014.）。しかし、RIPCの基礎的

機序は未だ十分明らかでない。最近、RIPC

後の血清からエクソソーム顆粒を取り除く

とその効果が消失するという興味深い実験

報告があった。エクソソーム内には

microRNA が多く含まれており、遠隔臓器の

細胞に入ることで、遺伝子発現レベルの調節

を行うことができる。以上の背景から、RIPC

の臓器保護効果にエクソソーム-microRNAネ

ットワークを介した分子機序を着想するに

至った。 

 

２．研究の目的 

具体的には以下の 3つの目標を設定する。 

１）ラット造影剤腎症モデルにおける RIPC

後のエクソソームの質的・量的変化と腎での

分子動態を明らかにする。：ラット造影剤腎

症モデルにて、RIPC 手技後の血液中のエク

ソソームの量的・質的（マイクロ RNA）変化

を解析し、腎臓での RIPC関連マイクロ RNA、

遺伝子発現との比較を行い RIPC の主要な経

路を明らかにする。 

２）慢性腎臓病合併冠動脈疾患患者での RIP

Ｃ後の血液中のエクソソームの質的・量的変

化を明らかにする。：PCIを行う前に慢性腎臓

病合併冠動脈疾患患者に RIPC を行い、ヒト

のエクソソーム量的・質的変化を解析し、ラ

ットでの基礎実験データとの比較検討から、

ヒトに応用できるRIPC関連マイクロRNAネ

ットワークを明らかにする。 

３）RIPC関連 microRNAの造影剤腎症に対す

る実験的効果を明らかにする。：ラット造影

剤腎症モデルを用いて、RIPC関連 microRNA

を封入できるナノ粒子を応用した薬物送達

システムを開発し、その効果を検証する。 

 

３．研究の方法 

１）ラット造影剤腎症モデルにおける RIPC

後のエクソソームの変化と腎での分子動態

の解明 

①ラットに RIPC を行い、血液中のエクソソ

ームを RIPC の前後で回収し、エクソソーム

内の microRNAのプロファイルを Array解析

する。RIPC は血圧計のカフを改良し、覚醒

下で後脚に対して（5 分加圧+5 分解放）×3

回の手技を行う。下肢血流の完全な遮断はレ

ーザードップラーで確認する。 

②ラット造影剤腎症モデルにて RIPC の効果

を確認する。さらに造影剤投与後の腎臓での

microRNA ならびに遺伝子発現プロファイル

を RIPC の有無で Array 解析する。ラット腎

障害モデル作成は、研究連携者（熊本大学 

丸山徹教授）の協力を得て行う。SD ラット

に indomethacin (10mg/kg) と L-NMAE 

(10mg/kg) の 投 与 後 に 造 影 剤 （ 8.3 ml 

ioversol/kg）を投与し、24 時間で血清クレア

チニンが上昇するモデルを用いる。RIPC に

よって造影剤腎症の効果が十分得られない



場合は、別の造影剤腎症モデルとして

furosemide (10mg/kg) と indomethacin 

(10mg/kg)の投与後に造影剤を注入する方法

も検討する。RIPC にて造影剤腎症を抑制で

きるモデルが確立した後、腎臓でのプロファ

イルならびに microRNA発現プロファイルを

GeneChip(R)Array (Affymetrix社）を用いて調

べ RIPCの有無で比較検討する。 

③RIPC と造影剤腎症で変化する microRNA

を統合的に解析することで、RIPC による造

影剤腎症予防のターゲットとなる microRNA

を絞り込む。microRNA の定量的評価は、リ

アルタイム PCR にて確認する。また、

microRNA が tuning するターゲットの遺伝子

についても microRNAのデータベースである

mirBase などを用いて解析を進める。まず、

炎症、アポトーシス、酸化ストレスなどを中

心に検討し、RIPC関連 microRNAの標的遺伝

子の絞り込みを行う。 

２）ヒトでの RIPＣ後の血液中のエクソソー

ムの質的・量的変化の解明（伊藤、中村、三

好）：慢性腎臓病合併冠動脈疾患患者に対し

て同意取得後 RIPC を行う。すでに岡山大学

倫理員会の承認を得ており、すぐにでも開始

できる状況である。血清のエクソソームから

microRNA を精製後量的・質的変化を解析す

る。網羅的解析ではなく、ラットでの解析で

絞り込んだ候補 microRNAを中心に解析を行

い、ラットでのデータとの比較検討から、

RIPC 関連 microRNA ネットワークを明らか

にする。ヒト血清からのエクソソームの分離

は既に行っており、western blottingにて確認

している。RIPC によって量的な変化がある

可能性も考えられるため、エクソソームを検

出ための CD9 表面抗原を利用した定量的

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assayも行う。 

３）RIPC関連マイクロ RNAの造影剤腎症に

対する実験的効果の検証： RIPC 関連

microRNA の効果を、造影剤腎症ラットモデ

ルにて検証する。申請者らはナノ粒子を用い

た薬物送達システムとして、ポリ乳酸・グリ

コール酸（PGLA)を用いた実験での経験があ

るため、まずは PGLA に合成 RNA（siRNA

と同様）を濃縮して封入し全身投与する方法

を用いる。RIPC のもつ腎保護効果の分子動

態についても、組織学的ならびにタンパクレ

ベルで確認する。 

 

４．研究成果 

第一にラットに対して RIPC 前後のエクソ

ソームの血清からの分離を行った。さらに、

エクソソームから microRNAを抽出し、マイ

クロアレイ解析を行った。また、ラット造影

剤腎症モデルにおける腎臓でのメッセンジ

ャーRNA の発現を正常腎臓と比較解析する

ことで、腎障害に関連する可能性のあるエク

ソソーム由来の microRNAを 5つに絞り込ん

だ。細胞実験でその効果をまず確認した。過

酸化水素によるアポトーシスを抑制する効

果のある microRNAを同定した。In vivoでの

実験を継続して行っており、その生態での効

果を検証する予定である。 
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