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研究成果の概要（和文）：ヘム代謝の律速酵素であるヘムオキシゲナーゼ1（HO-1）は横紋筋融解症性急性腎傷
害に対して保護効果を示すと報告されている。BTB and CNC homology 1 (Bach1)はヘム依存性の転写因子で、
HO-1の発現を制御している。今回我々は、横紋筋融解症ラットモデルの急性傷害腎においてHO-1 mRNAとHO-1タ
ンパクが有意に増加し、ヘム合成の律速酵素であるALAS1のmRNAの発現が抑制されることを確認し、さらに横紋
筋融解症性急性傷害腎において、細胞内遊離ヘムの増加に伴い核内Bach1タンパクが核外へ移行し、本研究は腎
臓のBach1発現の動態をin vivoで初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We demonstrate that nuclear Bach1 protein was rapidly and significantly 
decreased in the kidneys of rats with glycerol-associated RM-AKI, followed by an increase in Bach1 
protein in the cytosol, which was preceded by the induction of Bach1 mRNA. We detected a significant
 increase in HO-1 expression and the robust inhibition of ALAS1 expression in the kidneys of 
glycerol-treated animals, suggesting a significant increase in the free
heme concentration in the kidney of glycerol-treated animals.  Bach1 is a heme responsive 
transcription repressor of the HO-1 gene, and our findings suggest that changes in the subcellular 
distribution of Bach1 may be involved in the induction of HO-1 accompanying heme metabolism in the 
kidney of the rat RM-AKI model. To the best of our knowledge, this is the first study to show 
dynamic changes in renal Bach1 expression in vivo, which were associated with heme metabolism.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
(1)横紋筋融解症の腎傷害重症化機序の解明
はより積極的な治療法の選択につながる  
横紋筋融解
症は、外傷
性、非外傷
性（薬剤性、
感染性、代
謝性など）
と 病 因 は
様々である
が、地震災
害時におい
て、建物の
崩壊による
圧挫性筋壊
死により横
紋筋融解症による腎不全を発症することが
多く、災害・救急医療現場では致死的状態に
陥る疾患として注目されている。横紋筋融解
症の治療法は、早期大量輸液、強制利尿、血
液浄化法などがなされているが、災害現場で
は血液浄化等の医療が困難な場面も想定さ
れるなか、横紋筋融解症による腎傷害に対す
る積極的な細胞保護療法はまだないのが現
状である。 
  横紋筋融解症では崩壊した筋細胞から遊
離したミオグロビンは、鉄-プロトポルフィ
リン体であり、脂溶性の鉄として活性酸素生
成を促進し、腎でのミトコンドリアの機能異
常や乳酸アシドーシスを併発し腎傷害をさ
らに助長する一因と考えられている(図 1)。 
 横紋筋融解症性腎不全の発症のメカニズ
ムがさらに詳細に解明されれば、災害時の医
療資源が乏しい状態でも対応可能な、より災
害に強い治療法の選択が可能となる。 
 
(2) 酸化ストレスに対するヘムオキシゲナ
ーゼ HO-1 の保護効果 
 申請者はこれまでの研究で、ラットの急性
虚血再還流後腎不全モデル、薬剤性（ハロタ
ン吸入麻酔薬・四塩化炭素）、肝傷害モデル、
出血性ショックモデル、ヒト生体肝移植
(Morimatsu, H 2012)において、細胞障害に
は酸化ストレスが関与し、細胞保護作用を持
つストレス蛋白 HO-1 が、傷害臓器に誘導さ
れることを示してきた。また、HO-1 誘導を制
御する転写調節因子 Bach1、Nrf2 は酸化スト
レスマーカーに成りうる可能性も示唆して
きた(図 2)。 
  横紋筋融解症でも、腎に細胞保護作用を持
つ HO-1 が誘導されることはすでに報告され

ているが(Nath KA,1992)、HO-1 発現の機序と
意義については未だ報告がない。そこで、横
紋筋融解症性腎傷害における腎での HO-1 の
発現機序や HO-1 の腎保護効果が明確に証明
されれば、より積極的治療法の開発に貢献で
きると考える。 
 
(3) 選択的オートファジーの役割  
 オートファジー（自食作用）とは細胞質に
おけるタンパク質分解経路の一つで、プロテ
アソーム系と並ぶ重要なタンパク質分解機
構として注目されている。オートファジーは
飢餓時に誘導され、“タンパク質分解により
アミノ酸を生成し、新たなタンパク質の合成
に再利用される”(Nakatogawa H. 2009)。オ
ートファジーは、発生、分化細胞内の恒常性
維持などの生理的機能や、発ガン抑制、免疫
系・糖尿病抑制などの疾患予防にも関与して
いることが明らかになってきている
(Mizushima N, 2009)。 

 また、 HO-1 発現の調節因子の一つ
Keap1-Nrf2 系は、p62 タンパクを介して選択
的オートファジーにも連動している(図



3)(Komatsu M. 2010, Kageyama S. 2014)。
通常 Nrf2 は Keap1 と結合しユビキチン系タ
ンパク分解機構により不活化されている。
Keap1-Nrf2系ではKeap1が酸化ストレスを認
識すると、Nrf2 が活性化され抗酸化遺伝子の
発現を誘導する。選択的オートファジー系で
は、p62 がタンパク質凝集体などに集積しリ
ン酸化 (P-p62)されると、Keap1-Nrf2 の結合
を競合的に阻害する。Keap1 からはなれ活性
化された Nrf2 は核内に移行し、HO-1 などの
抗酸化物質の発現を誘導する。その後、P-p62、
Keap1 はタンパク質凝集体などと共にオート
ファジーにより排除、分解され、新たな抗酸
化タンパク質の発現に再利用され細胞の恒
常性維持に役立っていると考えられる。 
 横紋筋融解症でも腎のミトコンドリア機
能障害とオートファジーの亢進することが
報告されたが(Funk JA, 2012)、本モデルに
おけるオートファジーの意義はいまだ不明
である。オートファジー不全動物の横紋筋融
解症性腎傷害モデルでは、腎の不良ミトコン
ドリア蓄積による細胞傷害により腎機能が
さらに憎悪すること予測される。この仮説が
証明されれば、横紋筋融解症性腎傷害におい
て、オートファジーを生理的範囲内で亢進さ
せる状態を作れば、腎傷害の軽減につながり、
災害、緊急時での治療法の選択肢が増える可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、 
(1) 横紋筋融解症後の腎傷害重症化機序のさ
らなる解明と、 
(2) 酸化ストレスに対抗するための HO-1、
keap1-Nrf2 システム、オートファジーの
役割を検討し、本症の新しい治療戦力を
構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)50%グリセロール筋注によるラット横紋
筋 融 解 症 に よ る 腎 傷 害
(rhabdomyolysis-induced acute kidney 
injury, RM-AKI) モデルにおける HO-1 の発
現機序、発現意義について検討する 
雄性 Sprague-Dawley ラットを用い、 
A) 24 時間絶飲後 50%グリセロール筋注によ
る横紋筋融解症性腎傷害モデル(Gly モデル)、 
B) 腎特異的に HO-1 を強発現する塩化スズ
(SnCl2)を投与した横紋筋融解症性腎傷害モ
デル(SnCl2+Gly モデル)、C) HO 活性阻害剤ス
ズメゾポルフィリン(SnMP)投与した横紋筋
融解症性腎傷害モデル(SnMP+Gly モデル), 

さらにSnCl2でHO-1誘導後HO活性をSnMPで
阻害した横紋筋融解症性腎傷害モデル
(SnCl2+SnMP+Gly モデル)を作成。それぞれの
モデルにおいて 
(1-1) 横紋筋融解症の証明として血中ミオ
グロビン、クレアチニンキナーゼ(CK)、アス
パラギン酸トランスアミナーゼ(AST)を測定。
（担当：森松・研究協力者 山岡正和・大森
恵美子） 
(1-2) 腎傷害の程度は、血液生化学検査(血
中尿素窒素(BUN), 血中クレアチニン(Cr))、
組織学的検討により評価し、HO-1 の発現機序、
発現部位と組織傷害の関係を明らかにする。
(担当：森松・山岡・大森) 
(1-3) 腎における HO-1 mRNA の発現と、HO-1
の発現を制御しているヘム合成の律速酵素
でヘムの上昇により発現が抑制される ALAS1、
HO-1 の転写調節因子 Bach1(正常状態では
HO-1 遺伝子の上流域に結合し HO-1 の発現を
抑制)、Nrf2(正常状態では細胞質に Keap1 と
結合し存在し、ヘムの増加や酸化ストレスに
より活性化され、核内に移行して HO-1 遺伝
子上流域に結合しHO-1の発現を活性化する)、
各遺伝子発現を経時的に検討し、HO-1 の発現
機序を詳細に検討する。（担当：清水・井上） 
(1-4) HO-1、Bach1、Nrf2 タンパク質の発現
を Western blot 法で検討。（担当：清水・高
橋・大森）     
以上より横紋筋融解症性腎傷害モデルにお
ける腎の HO-1 発現機序と腎保護効果を明ら
かにする。 
 
(2)横紋筋融解症性腎傷害(RM-AKI)における
オートファジーの意義を検討する 
  一般的に HO-1 の発現は転写調節因子であ
る Nrf2-keap1 系により制御され、Nrf2 は p62
タンパクを介してオートファジーにも連動
している。 
 ラット横紋筋融解症モデルにおいて近位
尿細管でオートファジーが活性化されるこ
とは既に報告されているが、その活性化の詳
細な意義については明らかではない。そこで、
雄性 Sprague-Dawley ラットを用い 
D) 横紋筋融解症における腎でのオートファ
ジーの活性化を、横紋筋融解症性腎傷害モデ
ル(Gly モデル)で確認する。 
E) 免疫抑制剤ラパマイシンによりオートフ
ァジーを活性化した横紋筋融解症性腎傷害
ラットモデル(ラパマイシン+Gly モデル)。 
F）クロロキン投与によりオートファジーを
阻害した横紋筋融解症性腎傷害ラットモデ
ル(クロロキン+Gly モデル)を作成。各モデル



における以下の項目を検討する。 
(2-1) 横紋筋融解症の証明として血中ミオ
グロビン、CK、AST を測定。（担当：森松・山
岡） 
(2-2) 腎傷害の程度を、血液生化学検査(BUN, 
Cr)、組織学的検討により評価する。(担当：
森松・山岡・大森) 
(2-3) Western blot 法によりオートファジー
のモニタリング抗体 LC3, p62 を定量的に検
討する。（担当：清水・高橋・大森） 
 
４．研究成果 
[結果] 
(1-1)グリセロール投与ラットは横紋筋融解
症と急性腎傷害を発症する 
 グリセロール投与により、CK は投与 1時間
後より急激に上昇し、3 時間後に最高値に達
した。CK と同様に AST もグリセロール投与 1
時間後より上昇し、6 時間後に最高値に達し
た。生理食塩水投与群では CK と AST には変
化がなかった。これらの結果はグリセロール
投与ラットにおいて、横紋筋融解症が惹起さ
れたことを示した。 
次に、BUN と Cr と腎組織学検査にて急性腎傷
害を評価した。BUN と Cr はグリセロール投与
後 12 時間までは生食群と比較して有意な変
化を認めなかった。しかし、グリセロール投
与 24時間後に BUN と Crは生食群と比較して
有意に上昇した。組織学検査でもグリセロー
ル投与 24 時間後の腎組織では尿細管傷害が
確認され、傷害尿細管スコアリングにてグリ
セロール投与による急性尿細管傷害は有意
であった。これらの結果はグリセロール投与
ラットにおいて、RM-AKI が惹起されたことを
示した。 
(1-2) RM-AKI ラット腎では、HO-1 が強誘導
され、ALAS１が抑制される 
 次に、ラット腎における HO-1 の遺伝子と
タンパク発現を解析した。HO-1 mRNA 発現は
グリセロール投与 1 時間後から増加し、6 時
間で最高値に達した。HO-1 mRNA の変化と同
様に、HO-1 タンパク発現も劇的な増加を認め
た。HO-1 mRNA と HO-1 タンパクは生食群では
ほとんど発現していなかった。一方、グリセ
ロール投与により、ALAS1 mRNA発現は低下し、
投与3時間で最低値に達し、その後回復した。 
(1-3) RM-AKI ラット腎では、核内 Bach1 タン
パクが減少し、細胞質 Bach1 タンパクは増加
する 
 次に、ラット腎における HO-1 発現を制御
するヘム反応性転写抑制因子あるBach1タン
パクの動態について解析した。グリセロール

投与後、ラット腎細胞の核内 Bach1 タンパク
発現は急激に減少し、投与後 3時間で最低値
となり、その後緩やか回復した。グリセロー
ル群と生食群において、投与 3時間後の 3例
ずつの比較で、グリセロール群では核内
Bach1 タンパク発現が有意に減少し、生食群
と比較して10 %未満となることが確認された 
(P < 0.0001)。一方、核内 Bach1 タンパクと
は逆に、細胞質 Bach1 タンパク発現はグリセ
ロール投与後に増加した。細胞質 Bach1 タン
パクはグリセロール投与後6時間で最高値に
達し、その後高値を維持した後に投与後 24
時間に基準値まで低下した。 

(1-4) RM-AKI ラット腎では、Bach1mRNA は増
加する 
 次に、ラット腎における Bach1 遺伝子発現
について解析を行った。Bach1 mRNA は生食群
ではほとんど発現していなかったが、グリセ
ロール群では投与3時間後から有意に増加し、
6時間後に最高値に達し、投与後 24 時間で基
準値まで低下した。 
(1-5) 腎特異的 HO-1 誘導剤塩化スズ(SnCl2)
の投与はRM-AKIラットの腎傷害を改善する、
HO 活性阻害剤スズメゾポルフィリン(SnMP)
投与により腎傷害が増悪する 
 SnCl2前投与した横紋筋融解症性腎傷害モデ
ル(SnCl2+Gly モデル)では生食を前投与した
Gly モデルと比較して BUN, Cr が改善し、
SnMP(HO 活性阻害剤)を前投与した SnMP+Gly
モデルはGlyモデルと比較して腎機能は増悪
傾向にあった。SnCl2 投与後 SnMP 投与した
SnCl2+SnMP+Glyモデルではグリセロール投与
によるGlyモデルと同レベルまで腎傷害が増
悪した。 
 
(2-1) RM-AKI ラット腎では、オートファジー



が活性化される 
 グリセロール投与による RM-AKI ラット腎
では LC3 II の上昇が見られ、オートファジ
ーの活性化が推測された。 
(2-2) RM-AKIラットにオートファジー阻害剤
クロロキン投与により腎傷害が悪化する 
 クロロキン前投与した RM-AKI ラットでは
生食前投与した RM-AKI ラットより BUN、Cr
が上昇し腎傷害が増悪する傾向が見られた。 
 
[考察] 
 我々は、グリセロール投与により誘導され
た RM-AKI ラット腎における核内 Bach1 タン
パクの有意な低下とそれに続く Bach1 mRNA
と細胞質 Bach1 タンパクの増加を証明した。
更に、RM-AKI ラット腎における HO-1 発現の
増加と ALAS1 mRNA の低下も確認した。これ
らの結果は RM-AKI ラット腎において遊離ヘ
ムが増加していることを強く示唆している。
今回の研究は in vivo で腎臓における Bach1
の動態を明らかにした初めての報告である。 
 “遊離ヘム”とは新規合成されたヘムのう
ちタンパクと複合体を形成していないもの、
あるいはヘムタンパクから遊離したヘムの
うち HO により処理されていなものである。
ヘムはヘムタンパクの基質として必要不可
欠の物質であるが、過剰発現した遊離ヘムは
細胞膜リン脂質へ作用し、フリーラジカルを
発生させ、細胞傷害を引き起こすと考えられ
ている。横紋筋融解症では、遊離したミオグ
ロビンは糸球体でろ過された後に尿細管で
再吸収されることが報告されており、RM-AKI
ラット腎において増加したと考えられる遊
離ヘムはミオグロビン由来であることが予
想される。 
 いくつかの in vitro の研究で、Bach1 は
HO-1 誘導を抑制していることが示されてい
る。更に、紫外線暴露に関する培養細胞実験
にて、細胞内ヘム増加に起因する HO-1 誘導
は Bach1過剰発現により抑制されることが報
告されている。つまり、細胞内 Bach1 の変化
はヘム誘導性の HO-1 発現に必須であると考
えられる。 
 今回のモデルにおいて、核内 Bach1 タンパ
クはグリセロール投与後3時間で最低値を呈
し、それに引き続いて HO-1 mRNA と HO-1 タ
ンパクが強誘導された。核内 Bach1 タンパク
の減少は、核内 Bach1 タンパクが MARE 配列
から離脱し、核外へ移行したことを示唆して
いるが、細胞質 Bach1 タンパク上昇の最高値
はグリセロール投与 6 時間後であり、3 時間
の時間差があった。これは細胞質 Bach1 タン

パクの増加が核外へ移行したBach1タンパク
を反映していることとは矛盾するものであ
った。一方、グリセロール投与後 3hr から増
加した Bach1 mRNA の変化は核内 Bach1 タン
パク減少のタイミングと一致し、細胞質
Bach1 の増加に先行するものと考えて矛盾し
ないものであった。つまり、細胞質 Bach1 タ
ンパクの増加は核内Bach1タンパク減少の代
償として新規合成されたBach1を反映してい
ると考えられた。我々は核外に移行した
Bach1 タンパクを細胞質 Bach1 タンパクの直
接的な増加として捉えることができなかっ
たが、細胞実験にて核外へ移行した Bach1 タ
ンパクはプロテアソームにてすぐに分解す
ると報告されている。酸化傷害急性期には
HO-1 は保護効果を示すが、HO-1 の遷延性の
過剰発現は有害作用をもたらすかもしれな
い。HO-1 はヘムタンパクを分解し、フリーラ
ジカルの合成を触媒する不安定鉄を産出す
る。また、いくつかのヘムタンパクはミトコ
ンドリア内でエネルギー産出に関与してお
り、細胞機能維持に必要であると考えられる。
核内 Bach1 タンパク減少後の細胞内 Bach1 の
補充は細胞内ヘム代謝関連の恒常性の維持
に必須であると考えられる。 
 
[結論] 
 今回我々はRM-AKIラットモデルにおいて、
初めて Bach1 の動態の変化を証明した。我々
の研究結果は RM-AKI の発症機序に細胞内ヘ
ムの増加が関与していることを強く示唆し
ている。今後は、RM-AKI 発症機序をふまえ、
当モデルにおけるオートファジーの役割を
さらに検討し、新たな治療薬の開発に貢献す
るためにさらなる研究が必要と考える。 
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