
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１３０５

若手研究(B)

2016～2015

熱中症による横紋筋融解症発症モデルを用いた脂質過酸化に伴う腎機能障害

Acute kidney injury with lipid peroxidation using the rodent models in 
rhabdomyolysis caused by heatstroke

５０７２２５７６研究者番号：

奈良　明奈（NARA, Akina）

東北医科薬科大学・医学部・助教

研究期間：

１５Ｋ１９２７０

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：横紋筋融解症の発症にミオグロビンによる脂質過酸化反応に伴う腎障害が寄与してい
ることが知られている。本研究はラットにグリセロールを筋肉内投与した1，3時間後の腎機能及び腎組織内変化
について検討を行った。その結果、腎機能は投与1時間後で有意に低下し、腎組織においてもミオグロビンによ
る尿細管閉塞が確認された。また、投与1時間後より炎症性サイトカインの発現上昇を認めたが、脂質酸化損傷
マーカーは3時間後より発現上昇を認めた。以上の結果より、ミオグロビンによる脂質過酸化反応は、それが要
因となって腎障害を引き起こすというよりは、既に発生している腎障害の悪化を促している可能性が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the short-term effects of both lipid peroxidation 
and inflammatory responses on rhabdomyolysis-induced acute kidney injury (AKI). Rhabdomyolysis was 
induced by glycerol in saline into the rats. Time-dependent increases in serum biochemical 
parameters were observed 1 hour after glycerol injection. In kidneys, glycerol injection resulted in
 histopathological changes. We found an increases in lipid peroxidation-mediated oxidative and 
nitrosative stress within a few hours after glycerol injection and a release of pro-inflammatory 
cytokines. 
Our findings suggest that pro-inflammatory cytokine-mediated inflammatory response might lead to 
rhabdomyolysis-induced AKI during the very first few hours after glycerol injection, and lipid 
peroxidation-mediated oxidant injury could promote the development of associated pathophysiological 
processes.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 
 
法医学領域において、熱中症により横紋筋
融解症に伴う多臓器不全を来して死亡した
剖検例では、肉眼所見として直腸内温度上昇
や諸臓器の脱水傾向、死体血中のミオグロビ
ン値上昇、組織学的所見として筋組織壊死像
等が認められることがあるが、急死の解剖所
見以外の特徴的所見に乏しいことも多く、死
因確定には組織学的・生化学的検査結果に頼
らざるを得ない。このため、剖検試料を基に、
より確実な死因特定の補助となり得る分子
の発見や簡便な法医学的診断基準の確立が
求められている。 
一方、横紋筋融解症の発症に脂質過酸化に
よる細胞障害が寄与していることが知られ
ているが、細胞内での脂質過酸化の可視化や
脂質過酸化に寄与する脂肪酸の検出を行っ
た研究報告は少なく、脂質過酸化がどの程度
進行した段階で細胞障害に至るのか、或は細
胞内小器官のどこに存在する脂質が特異的
に過酸化反応を起こし、それが細胞障害を来
して最終的に腎不全に至るかに関して明確
な検証がなされていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、横紋筋融解症発症ラットモデ
ルを用い、細胞内脂質過酸化を可視化し脂肪
酸の検出を行うことで、脂質過酸化に伴う腎
機能障害について詳細に解明し、熱中症発症
による横紋筋融解症発症と脂質過酸化によ
る腎機能障害との関連性についても検討す
ることで、熱中症により死亡した剖検例での
法医学的診断の補助手段になり得る可能性
を探索した。 
 
具体的には、 
(1) 横紋筋融解症病態ラットモデルを作製
し、実際に横紋筋融解症に伴う脂質過酸化が
腎機能障害を来しているか否かについて、分
子生物学的手法を用いて検討する。 
(2) 細胞膜を構成するリン脂質中の脂肪酸
の組成について、GC/MS 及び LC-MS/MS 分析に
より検出及び定量し、細胞障害に寄与する脂
肪酸及び脂質の特定を行う。 
(3) 熱中症病態ラットモデルを作製し、横紋
筋融解症発症の有無、脂質過酸化の程度や腎
機能障害について評価する。 
 
(1)-(3)の検討を基に、熱中症による横紋
筋融解症発症に伴う脂質過酸化に関連した
腎機能障害機構の一端を解明することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
・実験動物として、雄の 7 週齢の SD ラッ
トを供した。 
 
(1) 横紋筋融解症発症モデルの作製：生理食

塩水に溶かした 50%グリセロール
10mg/kg を後肢筋肉内に単回投与し、対
照群は同量の生理食塩水を投与し、投与
1 及び 3 時間後の血液、尿、腎臓をそれ
ぞれ採取した。 
 
(2) 腎機能障害の評価：各々の群における腎
臓及び尿の色調を観察した。また、血清
中 の Blood urea nitrogen(BUN), 
Creatinine(CRE), Creatine 
phosphokinase(CPK),Lactate 
dehydrogenase(LDH)値を測定した。 
 
(3) 腎実質内の病理組織学的評価：各々の群
において、腎組織切片をHematoxylin and 
eosin(HE)染色並びに抗ミオグロビン抗
体によるミオグロビン染色を行った。 
 
(4) ウエスタンブロッティング：各々の群の
腎実質をホモジネートし、サンプルを
Laemmli サンプルバッファーに溶解し、
SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動後
PVDF 膜に転写し、以下に示した抗体を用
いて目的タンパク質を検出した。 
 
① 脂質過酸化反応：脂質過酸化損傷マ
ーカーの Nε-(Hexanoyl) Lysine(HEL)、
4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) 及 び
Nitrotyrosine (NT)を用いた。 
 
②炎症反応：Inducible nitric oxide 
synthase  (iNOS)、炎症性サイトカイン
の Interleukin-6(IL-6) 及 び Tumor 
necrosis factor-α(TNF-α)を用いた。 
 
(5) Nitric oxide (NO)産生の評価：各々の 
群について、腎ホモジネートを遠心後に 
得られた上清を、市販の NO2

-/NO3
-アッセ 

イキットを用いて、マイクロプレートリ 
ーダーにて吸光度(波長 540nm)測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) グリセロールを投与すると、投与 1時間
後より腎臓及び尿の色調に著明な変化が認
められ、腎機能(BUN、CRE、CPK、LDH)は有意
に低下し、3 時間後では 1 時間後よりも更に
有意な低下が確認された(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
    
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
図 1 グリセロール投与群と対照群における
腎臓(A)及び尿(B)の色調変化と腎機
能障害の評価(C：BUN、D:CRE、E:CPK、
F:LDH) 

 
【考察 1】 
一般に、動物を用いた横紋筋融解症発症モ
デルの多くが、グリセロール投与 24 時間以
上経過後の腎機能低下を示しており、投与短
時間内での腎機能低下に関する報告は少な
い。本研究では、グリセロール投与 1時間後
より腎臓及び尿の色調に著しい変化が認め
られ、腎機能についても投与 1時間後に有意
な低下が認められた。そのため、グリセロー
ル投与短時間後の腎実質内での病理組織学
的変化について検討を行うこととした。 
 
(2) 腎実質内における病理組織学的変化の
観察を行った結果、グリセロール投与後 1時
間より尿細管細胞壊死やヒアリン円柱の形
成が認められ、またミオグロビン円柱も確認
された。これらは投与 3時間後で 1時間後よ
りも更に広範囲にわたって観察された(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
     
      
 
 
 
 
     
     
 
図 2 腎組織による HE 染色(A)及びミオグロ 
ビン染色(B)(白矢印：ヒアリン円柱、 
黒矢印:尿細管細胞壊死) 

 
(3) 腎実質内での脂質過酸化反応について、
HEL、4-HNE、NT はグリセロール投与 1時間後

では対照群と比較し有意な変化は認められ
ず、3 時間後においてその発現が有意に上昇
した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 腎組織における脂質過酸化反応の評価
(A：HEL、B:4-HNE、C:NT) 
 
【考察 2】 
当初の研究目的であった脂肪酸の組成に
ついてその検出を試みる予定としていたが、
脂質過酸化がグリセロール投与1時間後では
著しい変化が認められないにも関わらず、腎
機能低下並びに尿の色調変化、更には腎実質
内の顕著な病理組織学的変化が認められた
ことから、その原因について詳細な検討を行
うこととした。 
 過去の研究では、炎症性サイトカイン放出
に伴う炎症反応がグリセロール投与後の腎
機能障害に寄与していることが報告されて
いる。そこで、本研究において炎症性サイト
カインの放出とそれに伴う炎症反応につい
て検討を行った。 
 
(4)腎実質内の NO 産生、iNOS、IL-6 及び TNF-
αは、グリセロール投与 1時間後より認めら
れたが、3 時間後については 1 時間後と比し
て有意な変化は認められなかった。 
 
 
 



 
    
 
   
   
   
 
    
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
図4 腎組織におけるNO産生及び炎症反応の
評価（A:NO 産生、B:iNOS、C:IL-6、D:TNF-
α） 
 
【考察 3】 
グリセロール投与後比較的短時間内で腎
機能が低下する要因は、主に炎症性サイトカ
インの放出に伴う炎症反応が直接的に寄与
している可能性が考えられた。 
 
【まとめ】 
本研究では、グリセロール短時間投与によ
る横紋筋融解症発症ラットモデルにおいて、
脂質過酸化反応は、横紋筋融解症に伴う腎機
能障害の直接的起因というよりはむしろ既
に炎症反応により生じた病態の悪化を促す
因子である可能性が示唆された。 
本研究結果は、当初の研究目的とは異なる
ものとなったが、横紋筋融解症発症動物モデ
ルにおける脂質過酸化に伴う腎機能障害に
関する新しい見解が得られたとして、国際学
術雑誌へ報告するに至った(５．〔雑誌論文〕
①)。 
今後の展望としては、熱中症発症ラットモ
デルを作製し、熱中症発生と横紋筋融解症発
症に伴う腎機能障害との因果関係について
更なる検討を行う必要があると考える。 
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