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研究成果の概要（和文）：災害、事故により惹起される横紋筋融解症は重篤化すると急性腎障害(AKI)を起点と
して多臓器不全に至る致死性病態であり、予後を改善する薬剤の開発が切望されている。横紋筋融解症AKI時に
は、腎ヘムオキシゲナーセ-1が活性化し、それより派生する“一酸化炭素(CO)”がストレス応答防御機構として
重要な役割を果たす。本研究では、災害時の多様な状況でも使用可能な横紋筋融解症AKIの新規治療薬を開発す
べく、ヘモグロビンを担体とするCO放出ナノ製剤を作製し、さらに腎指向性ペプチドを搭載することで、“腎臓
へのCOデリバリーシステム”を創製し、その予防・治療効果及び安全性を横紋筋融解症モデル動物を用いて実証
した。

研究成果の概要（英文）：Severe rhabdomyolysis, which occurs in disasters and accidents, often 
complicates with acute kidney injury (AKI), leading to a fatal case of multiple organ failure. Thus,
 the development of drugs that improve the prognosis is eagerly desired. “Carbon monoxide (CO)” 
from renal heme oxygenase (HO)-1, which is activated by rhabdomyolysis-induced AKI, plays an 
important role as a stress response defense mechanism in kidney. In the present study, to develop a 
new therapeutic agent for rhabdomyolysis-induced AKI,  we created  a CO-releasing nano-formulation, 
that can be used in various situations such as disasters, using hemoglobin as a CO-carrier. We 
further loaded a renal-oriented peptide to the formulation and developed a "renal CO delivery 
system". Finally, we demonstrated its preventive and therapeutic effect using rhabdomyolysis model 
animals.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 一酸化炭素　バイオミメティック 　赤血球　細胞療法　急性腎障害
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
“クラッシュ症候群”は外傷性横紋筋融解症の一つである。阪神大震災や福知山列車事故など、本邦のように災
害や事故が多発する状況下では、横紋筋融解症AKIに対する治療法の開発は重要かつ急務であるが、医療機関だ
けでなく、災害現場でも使用可能で予後を改善する有効な治療法は存在せず、現行では輸液や頻回な血液透析等
の対処療法に留まっている。申請者は、熊本地震に被災した際に、この点を強く実感した。本邦のような災害・
事故多発国において、横紋筋融解症の予後改善を企図とした薬剤を開発する意義は高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

“致死性の横紋筋融解症”は、事故や負傷などの外傷的要因や、重度の脱水、薬剤投与による非

外傷的要因により、骨格筋の急激かつ広範囲な破壊によるミオグロビンの漏出と虚血再灌流に

伴う大量の活性酸素種や炎症により惹起される急性腎不全(AKI)を起点とした多臓器不全疾患

である。また、地震や事故などの災害時に圧迫外傷を受け、救出後に発症する“クラッシュ症候

群”は外傷性横紋筋融解症の一つである。阪神大震災や福知山列車事故など、本邦のように災害

や事故が多発する状況下では、横紋筋融解症 AKI に対する治療法の開発は重要かつ急務である

が、医療機関だけでなく、災害現場でも使用可能で予後を改善する有効な治療法は存在せず、現

行では輸液や頻回な血液透析等の対処療法に留まっている。申請者は、熊本地震を被災した際に、

この点を強く実感した。 

横紋筋融解症 AKI 時には、腎臓の HO-1 が活性化し、それより派生する“生理活性ガスの一酸化

炭素(CO)”がストレス応答防御機構として重要な役割を果たす。CO は、化学的安定性に優れた

生理活性ガスであり、近傍並びに遠隔臓器へ伝播、拡散し、脂質二重膜を通過して標的分子に作

用する特異なシグナル分子である。古くから、CO は“細胞内窒息を起こす有毒なガス”として広

く認知されてきたが、近年では、生体内でヘムを基質としてヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)から産

生され、生体内ストレスへ過敏に反応し、抗酸化、抗炎症、抗アポトーシス、ヘム不活性化、血

管弛緩、イオンチャネル阻害作用などの多面的な機能を有し、優れた臓器保護効果を有すること

から創薬シーズとして注目を集めている。このような CO の生物活性は、横紋筋融解症の病態形

成機序を考慮すると、本疾患に対する治療薬としての可能性を大いに期待させる。ただし、致死

性の有毒ガスである CO の活性を制御し、横紋筋融解症の予後を改善するためには、酸素結合型

ヘモグロビン(Hb)濃度を低下させずに、腎臓へ効率良く CO を送達する必要がある。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終目的は、医療機関や災害時等の多様な状況下でも使用可能な致死性の横紋筋融解

症 AKI に対する新規治療薬の開発である。近年、CO の多様な生物活性と優れた臓器保護作用が

創薬シーズとして注目されるようになり、医療への応用が積極的に試みられるようになってき

たが、CO に関する DDS 研究は限られており、特に、特定の臓器を標的化する能動的デリバリ

ー戦略は見当たらない。申請者は、ここ十年来、Hb を担体とした CO 放出ナノ製剤を開発し、

本製剤が呼吸抑制などの有害性を示さずに、特発性肺線維症や致死性の炎症性腸炎モデル動物

に対して優れた治療効果を発揮することを明らかにしてきた（Biomaterials (2014), J Control 

Release (2016), Int J Nanomedicine (2016)）。その過程で、CO 放出ナノ製剤の治療効果は標的臓器

への CO 送達能に依存することを見出した。残念ながら、これまで用いてきた CO 放出ナノ製剤

の場合、腎臓への CO 送達効率が低く、横紋筋融解症 AKI の治療薬としては適していないため、

本製剤に腎臓標的化能を付与する必要があると考えた。 

申請者は、in vivo ファージディスプレイ法により、腎臓の尿細管へ選択的に分布するペプチド

を見出し、それをヒト血清アルブミン(HSA)に搭載することで、HSA の腎臓移行性を顕著に増加

させ、腎標的化DDS担体として機能することを実証している(腎指向型HSA) (特開2013-224283)。

本研究では、腎指向型 HSA と CO 化 Hb をハイブリッド化することにより、腎指向型 CO デリ

バリーシステムの構築を試みる。その際、CO 化 Hb の４量体を４ヶ所ビオチン化し、それを取

り囲むように４つの HSA-ニュートロアビジン融合体がアビジン･ビオチン結合を介して自己会



合した"コア-シェル型の CO-Hb-HSA ハイブリッド体“を作製する。このハイブリッド体は、CO

と酸素の両者を結合することができ、それらを環境に応じて放出する dual ガス担体として機能

するため、CO ガス中毒時に観察される酸素運搬能の低下を惹起しない。また、ハイブリッド体

の HSA 部分に腎指向性ペプチドを複数搭載した腎指向型 CO デリバリーシステムは、様々なタ

イプの横紋筋融解症 AKI に対する救命効果が期待できるうえ、室温保存による備蓄が可能なた

め、医療現場だけでなく、災害･事故現場でも活用できる利点がある。加えて、CO-Hb-HSA ハイ

ブリッド体の場合、HSA 部分に認識素子を組み込むことで、臓器や細胞を標的化することが可

能になる。その結果、標的化臓器や細胞で、CO の多様な生理活性を発揮できるようになるため、

酸化ストレス、炎症を基盤とする難治性疾患、遊離ヘム介在性疾患や臓器線維性疾患など様々な

病態への展開が期待される。 

 

３．研究の方法 

１) 腎指向型 CO デリバリーシステムの構築 

アルブミン融合技術を駆使して HSA-ニュートロアビジン融合体の cDNA を設計し、それを

CHO 細胞発現系で産生した後、上清中に分泌された融合体を HSA 抗体化アフィニティクロマト

グラフィー及び疎水性クロマトグラフィーで精製した。次いで、ビオチン化キットにより CO 化

Hb(ウシ由来)をビオチン化する。融合体と Hb 誘導体を混合することにより、アビジン・ビオチ

ン結合を介して Hb-HSA ハイブリッド体を作製した。さらに、Hb-HSA ハイブリッド体とパルミ

トイル化腎指向性ペプチドを混合することにより、HSA にパルミトイル化腎指向性ペプチドが

複数結合した複合体(CO-Hb-HSA/腎ペプチド)を簡便かつ効率良く作製した。 

 

２) 横紋筋融解症誘発 AKI ラットに対する有効性・安全性評価 

SD 系雄性ラットを予め 24 時間絶水し、その後に 50%グリセリン溶液を両下肢に投与すること

でグリセリン誘発横紋筋融解症 AKI モデルを作製した。次に、本病態モデルを HO-1 誘導剤（ヘ

ミン）及び HO-1 阻害剤（SnPP）で前処理した群と比較し、病態に及ぼす HO-1/CO 経路の保護

的役割を確認した。①：腎機能･腎障害、②：血液と尿の所見及び生化学パラメータ、③：免疫

学的および病理学的所見、④：生存率の４項目を病態の評価項目とした。本モデルの場合、グリ

セリン投与後１時間目で筋障害の指標となる血清 CPK 濃度がプラトーに達するため、病態の発

症に影響しないグリセリン投与３時間後に CO-Hb-HSA/腎ペプチド･複合体を静脈内投与(単回)

し、上述した４項目に基づき予防及び治療効果を評価した。 

 

３) 出血性ショック併発横紋筋融解症ラットに対する有効性･安定性評価 

出血性ショック併発横紋筋融解症 AKI に対する治療効果を検討した。３)と同様にグリセリン

を両下肢へ投与し、１時間後から 40%の血液を脱血した。脱血後に CO-Hb-HSA/腎ペプチド・複

合体を投与し、上述した４項目に基づき治療効果を評価した。 

 

４) クラッシュ症候群モデルラットに対する有効性・安全性評価 

既報により、荷重付加(２kg)により作製したゴムバンドをラットの両下肢に装着し、血流を 5 時

間遮断した後、圧迫を解除することで虚血再灌流障害を生じさせ病態モデルを作製した。本モデ

ルの場合、圧迫解除後の１時間目で血清 CPK 濃度がプラトーに達するため、その時点から CO-

HSA-Hb/腎ペプチド・複合体を後投与 (単回: 静脈内投与)し、上述した４項目に基づき治療効果

を評価した。 



 

５)  TRIlyzer を用いた CO ガスの測定 

TRIlyzer mBA-3000 (TAIYO 社) は、奈良県立医科大学医学部化学教室から貸与頂いたものを使

用した。カラム流速は 30.0 sccm に、カラム温度を 50.0 ℃に設定した。SD 系雄性ラットに腎指

向型 CO デリバリーシステムを単回尾静脈内投与し、投与直後、10、30、60、90、120、240 分後

に血液を回収した。10 mL ガラスバイアルに PBS 480 μL と回収した全血 20 μL を添加し、さら

にヘモグロビンから CO を解離させるためにサポニン硫酸溶液（16.7 mg/ mL in 1 N H2SO4）10 

μL を添加し、直ちに密閉した。2 時間室温でインキュベートした後にヘッドスペースガス 1 mL

を採取し、TRIlyser にて CO 濃度を測定した。上記マウスと同様に腎指向型 CO デリバリーシス

テムの投与後 90 分経過時点で各組織を回収し、ガラスバイアルに入れた後、あらかじめ印をつ

けておいた 5 mL ラインまでサポニン硫酸溶液（16.7 mg/ mL in 1N H2SO4）を充填した。バイア

ルを栓で密封し、4 時間室温でインキュベートした後にヘッドスペースガス 1 mL を採取し、

TRIlyser にて CO 濃度を測定した。 

 

６) ヒト近位尿細管細胞(HK-2)細胞を用いた腎保護メカニズムの解明 

細胞溶解液は RIPA buffer により、核フラクションは NE-PERTM Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific)により回収した。回収した細胞溶解液を BCA 法によ

りタンパク定量し、サンプルを調製した。10 %ポリアクリルアミドゲル、20 mA/枚 (定電流) SDS-

PAGE (75 min) を行い、泳動後のゲルは、親水処理した PVDF 膜に 100 V（定電圧）で転写した 

(2 hr）。1% スキムミルクでブロッキング（RT, 1 hr）を行った後、AMPK 及び Nrf-2 抗体と反応 

(4 ℃, ON）、3 回洗浄、2 抗体と反応（RT, 1 hr）させた後に 3 回洗浄し、発光試薬と反応させ、

FUSION (M&S 機器）により画像を取得した。 

 

４．研究成果 

SD 系雄性ラットを予め 24 時間絶水し、その後に 50%グリセリン溶液を両下肢に投与すること

でグリセリン誘発横紋筋融解症 AKI モデルを作製した。本病態モデルを HO-1 誘導剤であるヘ

ミン及び HO-1 阻害剤である SnPP で前処理したところ、予想通り HO-1 誘導剤で病態が改善し、

阻害剤で悪化した。そこで、同じ病態モデル動物に対して、本研究で開発した腎指向型 CO デリ

バリーシステムを投与し、病態改善効果を評価したところ、腎障害の抑制や腎機能の維持とそれ

に基づく生存率の回復が認められた。 

外傷性横紋筋融解症モデルとして、40%脱血により誘発した出血性ショックモデルラットを用

いて検討した。50%グリセロールをラットの両下肢に筋肉内投与し、その 1 時間後から、40%脱

血を行った。この出血性ショック併発の横紋筋融解症 AKI 系に対して、腎指向型 CO デリバリ

ーシステムを静脈内投与し、病態改善効果を検証した。その結果、saline 投与群では全てのラッ

トが 9 時間以内に死亡したのに対して、腎指向型 CO デリバリーシステム投与群では 24 時間後

でも 100%の生存が確認された。出血性ショックの標準治療である赤血球輸血を行ったが、24 時

間後における生存率は 10%であった。また、腎機能及び腎障害を評価したところ、saline 投与群

で観察された重度な腎障害が腎指向型 CO デリバリーシステム投与群では顕著に改善されてい

た。これらの結果から、腎指向型 CO デリバリーシステムによる生存率の改善は、本生理ガスデ

リバリーによる CO と酸素の供給によるためではないかと推察された。特に、腎保護効果には、

腎臓への CO 供給が大きく寄与していることが示唆された。 

クラッシュ症候群誘発 AKI モデルに対する腎指向型 CO デリバリーシステムの治療効果(生存



率、腎機能、腎障害、血液及び生化学パラメータ、尿所見)を検証した。ここでは、コントロール

群として saline 群と腎指向性ペプチドを付与していない CO デリバリーシステムを用いた。その

結果、saline 投与群では全てのラットが 5 時間以内に死亡したのに対して、腎指向性ペプチドを

付与していない CO デリバリーシステムでは 48 時間後で 40%の生存を認め、腎指向型 CO デリ

バリーシステム投与群では 48 時間後でも 100%の生存が確認された。そこで、腎指向性ペプチ

ドを付与していないCOデリバリーシステムが全例生存した 24時間後における腎機能、腎障害、

血液及び生化学パラメータ、尿所見を評価したところ、生存率の結果を反映し、いずれにおいて

も腎指向型 CO デリバリーシステム投与による改善効果を認めた。また、本モデルに対する CO

供給能を、血中 CO 濃度推移ならびに腎臓と他の臓器内濃度により評価した。その結果、血中 CO

濃度は静脈内投与後すみやかに減少し、90 分後でベースライン付近の値を示したことから、投

与後 90 分以降では臓器への移行が完了したと判断した。投与後 90 分における腎臓中 CO 量は、

肝臓と比較すると低値を示したものの、臓器重量で補正すると肝臓と同程度であり、肺や心臓と

比較して高値であったことから、CO デリバリーシステムの腎指向性を確認した。最後に、CO に

よる腎保護効果のメカニズムを、ヒト近位尿細管細胞を用いて検討した。低分子 CO 供与体であ

る CORM の処理により、ATP 合成を促進することで組織修復を司る AMPK、生体内の抗酸化防

御システムを担う Nrf-2 の活性化を認めたことから、腎指向型 CO デリバリーシステムによる腎

障害の抑制メカニズムには、上記分子の関与が示唆された。以上から、当初の学術的目標をほぼ

達成できた。 
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