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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌O-157によって引き起こされる疾患としては，HUS(溶血性尿毒素症
症候群)が有名である．このHUSは，溶血性貧血，血小板減少，急性腎不全を伴う症候群で，小児や高齢者では致
死的となりうる．その治療法は，対症療法のみで未だに有効な治療法がない．今回我々はこのHUSに対して様々
な治療法を検討するために，ラットモデルを作成し，その妥当性を検討した．このHUSの病態には，ベロ毒素
（STx2）が大きな役割を果たしていることがわかっており，このSTx2の腹腔内投与モデルを作成することができ
た．しかしこのモデルでは，急性腎不全は再現できたが，溶血性貧血や血小板減少の再現性が問題となった．

研究成果の概要（英文）：HUS (hemolytic uremic toxin syndrome) is a well-known disease caused by 
enterohemorrhagic Escherichia coli O-157. This HUS is a syndrome with hemolytic anemia, 
thrombocytopenia, and acute renal failure that can be fatal in children and the elderly. The only 
treatment for this disease is supportive care and there is still no effective treatment. In the 
present study, we developed a rat disease model to investigate various treatment options for HUS, 
and examined its validity. Verotoxin (STx2) has been found to play a major role in the pathogenesis 
of this HUS, and we were able to model the intraperitoneal administration of this STx2. In this 
model, however, acute renal failure was reproducible, but the reproducibility of hemolytic anemia 
and thrombocytopenia was problematic.

研究分野：麻酔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管出血性大腸菌O-157によって引き起こされるHUS(溶血性尿毒素症候群)は，小児や高齢者において致死的とな
ることがあり，その治療法の開発が待ち望まれている．ラットHUSモデルを作成することで，様々な抗炎症作用
薬剤の効果の検討や血液浄化療法まで含めた治療法の検討が可能になるものと思われる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

HUS（溶血性尿毒症症候群）は，EHEC（腸管出血性大腸菌）感染によって産生された
Vero toxinによる微小血管障害が病態と考えられている．Vero toxinによる微小血管障害
は，微小血管障害そのものによる臓器障害だけでなく，血管内皮障害によって生じる高サ
イトカイン血症が病態をさらに悪化させている可能性がある．さらにそれを裏付けるデー
タとして，好中球によるVero toxinの認識がLPS（Lipopolysaccharide，エンドトキシ
ン）と共通のTLR4（Toll like receptor4）によるものであり，同パターンのサイトカイン
プロファイルであるとの報告がある（J Immunol. 2013 Sep 25. Epub）．現在のHUSに
対する治療法は，対症療法がメインであるが，Vero toxinによる好中球活性化の結果生じ
る高サイトカイン血症を是正することで，病態をより速く，より確実に治療することが出
来る可能性がある．応募者は，これまで種々のショックにおけるβ遮断薬の影響やスタチ
ンの影響について，サイトカインなどの炎症性メディエーターの観点から研究してきた．
また，敗血性ショック時における急性血液浄化法の有用性についても研究の一役を担って
きた．β遮断薬の研究では，各種ショックにおけるβ遮断薬の有用性をサイトカインの観
点から報告してきた（Anesth Analg. 2010; 111: 1207-10, Shock. 2009; 3: 272-275.）．ま
た，エンドトキシンショックにおけるサイトカイン吸着カラムとエンドトキシン吸着カラ
ムの比較についても研究してきた（Transfus Apher Sci.2009; 40: 55-59）． 
これらの研究手法をもとに，Vero toxin によって生じる HUS の治療法の一つとして，抗炎
症作用のある薬剤（β遮断薬，スタチン系脂質降下薬），サイトカイン吸着カラム，エンド
トキシン吸着カラムについて検討することを目的に研究を開始した。 
 

２．研究の目的 
これまで行ってきた研究手法（サイトカイン測定，エンドトキシン吸着カラムなど）をもと
に，Vero toxin によって生じる HUS の治療法の一つとして，抗炎症作用のある薬剤（β遮
断薬，スタチン系脂質降下薬），サイトカイン吸着カラム，エンドトキシン吸着カラムにつ
いて検討することを目的に研究を開始した。 

 
３．研究の方法 

まず、治療法の検討のために、HUSモデルの作成に取りかかった。 
STX2 ip（腹腔内投与）モデル 

これについて、HUSモデルとしての妥当性を検討した後に抗炎症作用薬剤の影響を検討し
ていくこととした。 

 
４．研究成果 

「ラットHUSモデルにおける内服カルベジロールの影響」…① 
l 背景 
非選択性β遮断薬であるカルベジロールは，近年高血圧治療や慢性心不全治療に広く使用さ
れており，循環器分野では無くてはならない薬剤である．最近の研究によって，β遮断薬が
エンドトキシン誘発性の高サイトカイン血症や心筋障害を軽減するといった抗炎症作用も示
されている． 
 HUS（溶血性尿毒素症症候群）は，腸管出血性大腸菌によって産生されるベロ毒素が病態
形成に主要な役割を果たし，多様な炎症反応を引き起こす．今回我々は，HUSモデルラット
を作成し，HUS発症前のβ遮断薬内服がHUSラットの生存率におよぼす影響を検討した． 
l ⽅法 
生存率 
  40匹の雄性SDラットを2群（control群，carvedilol群）に無作為に割り付け，control群で
は通常の粉末給餌，carvedilol群では10 mg/kg/dayのカルベジロールを混合した粉末給餌でそ
れぞれ5日間飼育した．その後すべてのラットに1μg/kgのベロ毒素2 (from E. coli O-157, 
NAKARAI TESQUE, INC, Japan)を腹腔内投与し，5日間観察しKaplan-Meier法で生存率を
算出した． 
 死亡後，ラットより腎臓を採取し，ホルマリンを用いて固定した．組織片をhematoxylin-
eosin染色し，光学顕微鏡で観察した． 
血算・血液生化学・血中サイトカイン 
 20匹の雄性SDラットを2群（control群，carvedilol群）に無作為に割り付け，control群で
は通常の粉末給餌，carvedilol群では10 mg/kg/dayのカルベジロールを混合した粉末給餌でそ
れぞれ5日間飼育した．その後すべてのラットに1μg/kgのベロ毒素2 (from E. coli O-157, 
NAKARAI TESQUE, INC, Japan)を腹腔内投与した．ベロ毒素2投与48時間後に 40 mg/kgの
ペントバルビタールを腹腔内投与し麻酔を得た後に大腿動脈より血液サンプルを採取した．
以下の項目を評価項目として検討した: leukocyte counts (WBC), Hb concentrations, platelet 
counts, BUN, creatinine, LDH, total bilirubin, indirect bilirubin, TNF-α, IL-1β, IL-6.  
統計解析 
 すべての連続変数はmean±SDで表し，unpaired t検定を用いて比較した．5日後の生存率
はKaplan-Meier法にて算出し，log-rank検定にて比較した．P<0.05を有意差ありと判定し
た． 
l 結果 
死亡率 



  ベロ毒素の腹腔内投与後120時間の生存率は，control群で20%，carvedilol群で40%であっ
た．(Fig. 1)．生存率は，carvedilol群で20%改善したが，統計学的有意差は認めなかった
(P=0.21).  
腎組織の光学顕微鏡所見 

腎の微小血管は，血栓によって閉塞していたが，炎症細胞浸潤や壊死，アポトーシスは認めなか
った(Fig. 2). 
 

 
血算・生化学 
 血液サンプル採取時の麻酔によって1匹死亡したため，carvedilol群では9匹，control群10匹
で解析した．血算においては，両群ともにWBCは減少し，Hb，血小板数は増加が見られた． 
BUN，Cr値，LDHは両群とも基準値に比べ上昇しているが，両群間で有意差はみられなかっ
た．その他のパラメーターにおいても両群間で有意差は認められなかった (Table 1).  

 
ベロ毒素2の腹腔内投与後48時間の血中乳酸値はcontrol群で8.0±3.4 mmol/L，carvedilol群で
6.4±2.5 mmol/Lと著明な循環障害を呈していたが，両群間で有意差は認められなかった(Fig. 
3).  
 
血中サイトカイン 
  本モデルにおいて，ベロ毒素2の腹腔内投与48時間の時点では，両群とも高サイトカイン血
症を認めなかった(Table 1). 
l 考察 
  今回我々は，ラットHUSモデルにおいてカルベジロールの効果を見出すことができなかっ
た．この理由としては，2つの可能性が考えられる. 1つ目としては，サンプルサイズと観察期
間が不足していた可能性がある．5日目の生存率はcarvedilol群で20%生存率が良い結果ではあ
ったが，統計学的な有意差はみられなかった．もう一つの可能性として，今回われわれが作成
したHUSモデルが，ヒトHUSとモデル的に異なっているのかもしれない．今回のモデルで，
腎微小血管の血栓性閉塞，腎機能障害，LDHの著増は認められたが，ヒトHUSで認められる
貧血，血小板減少はみられなかった．また，高サイトカイン血症を認めないモデルであったこ
ともカルベジロールが効果を示さなかった原因かもしれない． 
l 結語 
我々は，ラットHUSモデルにおいて内服カルベジロールの生存率に与える影響を見いだせな
かった．よりヒトHUSに近いモデルの作成も含めてさらなる検討が必要である. 
 
「ラットを用いた溶血性尿毒症症候群モデル作成の試み」…② 
l 背景と⽬的 



溶血性尿毒症症候群(HUS)は腸管出血性大腸菌によって産生されたShiga toxin 2(Stx2)によ
って生じる，急性腎不全・血小板減少・溶血性貧血を三徴とする病態である． 
治療法は対症療法1)であり，特異的な治療法は存在せず，救命率も高くないため早急な治療
法の確立が望まれている． 
HUSの動物モデルを作成すれば，様々な治療法の検討が可能となる。今回オスのSDラット
を用いてHUSモデルの作成を試みた． 
l ⽅法 

① 雄性SDラットに0.1，0.2，0.3，0.5μg/kgのStx2を3⽇ごとに計3回腹腔内投与し，各
群の⽣存率とKaplan-Meier法を⽤いた⽣存曲線を求め，logrank trend検定で群間の有
意差を⽐較した． 

② 雄性SDラットを⽤いて①と同様に実験を⾏った．Stx2開始直前(0⽇⽬)と2回⽬のStx2
投与24時間後(4⽇⽬)に採⾎を⾏い，Stx2投与前後でHUSに特有の⾎液⽣化学的変化
の有無を検討した．ただし0.5μg/kg投与群は初回投与のみとした．2回⽬採⾎後には
安楽死させ解剖し，組織を得た． 

統計方法としてpaired t検定を用い，P <0.05を有意差ありとした． 
l 結果 
生存率比較(Fig. 1) 
STx2の3回の腹腔内投与によって，用量依存性に死亡率が増加することが示された． 

 

 
⾎液⽣化学的変化の検討(Fig.2) 

急性腎不全については，用量依存性に急性腎不全を示
すBUN,クレアチニン値の上昇が見られた．しかし，
溶血性貧血や血小板減少を認めることができず，微小
血管内皮障害を反映していないのかもしれない． 
 

Fig. 1 生存曲線 

Fig.2 ⾎液⽣化学的変化の検討 



l 考察  
ラットにStx2を3⽇ごと計3回投与することで死亡
する個体が出現することが確認できた．また，⽣存
率は⽤量依存性に低下した． 
HUSの三徴のうち急性腎不全については，⽤量依存
性に急性腎不全を⽰すBUN,クレアチニン値の上昇
が⾒られた．しかし，溶⾎性貧⾎や⾎⼩板減少を認
めることができず，微⼩⾎管内⽪障害を反映してい
ないのかもしれない． 
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