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研究成果の概要（和文）：大動脈手術手技中に生じる腎虚血再灌流を模倣する為の両側腎動脈遮断によるブタ腎虚血再
灌流モデルを確立した。Control群についで術前にプロテアソーム阻害薬であるBortezomib 1.3mg/m2を経静脈的に投与
した群において各種サンプルを採取した。腎障害度評価は全身血でNGALをELISA法により測定し各尿細管毎に病理学的
スコアリングを行い比較評価した。PPAR-γ及びその標的遺伝子であるLXR-αの発現は免疫染色によって定性real-time
 RT-PCR法により定量評価を行った。下流の転写調節因子であるNFκ-B, AP-1, NFAT, STAT-3に対しても定性・定量評
価を行った。

研究成果の概要（英文）：We have established the porcine renal ischemia-reperfusion injury model clamping 
bilateral renal arteries. The pigs were allocated in the two groups; control and Bortezomib (proteasome 
inhibitor) administration group. We assessed the degrees of kidney damage and expression of PPAR-γ and 
LXR-α (PPAR-γ’s target gene) in the kidney comparing the Bortezomib administration group with control 
group. Serum Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) was used as an indicator of acute kidney 
injury. Histopathological changings were evaluated by the pathological scoring. Qualification and 
quantification of the expression of PPAR-γ, LXR-α, and downstream regulatory factors(NFκB, AP-1, NFAT 
and STAT-3) were evaluated by immunohistochemical staining and real-time RT-PCR method.

研究分野： 外科系臨床医学、心臓血管外科学
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１．研究開始当初の背景 

 

心臓大血管手術における周術期腎障害は、術

後の合併症や死亡率上昇に強く関連している

ことが知られており、いまなおその克服・予

防戦略の確立が重要な課題となっている。 

心臓大血管周術期腎障害の要因としては大き

く 2 つにまとめられ、1 つは人工心肺を使用

した体外循環を確立することによる全身性炎

症の惹起であり、1 つは大動脈の遮断や一時

的循環停止を行うことによる腎虚血再灌流障

害である。特に、手術侵襲が最も大きい胸部

大動脈瘤、胸腹部大動脈瘤等に対する手術に

おいては、術中の腎虚血再灌流障害の影響が

最も重大な危険因子とされ、その機序解明と

腎保護ストラテジーの確立は治療成績向上と

予後改善の為に重要となる。 

腎保護効果が期待される新たな物質として、

現在糖尿病性腎症治療薬や降圧薬として臨床

応 用 さ れ て い る nuclear peroxisome 

proliferators-activated receptorγ (PPAR

γ)agonistsが挙げられ、近年小動物実験系を

中心に種々の報告を認める(Ahila Sivarajah 

et al.Am J Nephrology 2003,Doi et 

al.Transplantation,2007)。 

そこで著者らの研究室では、周術期腎保護の

根幹に PPAR-γを据え、この物質が腎虚血再灌

流障害過程でピボット的な役割を果たしてい

るとの仮説の下に研究を進めてきた。よりヒ

トに解剖学的、生理学的に近似したブタを用

いた大動物腎虚血再灌流実験系を確立し、再

灌流後の時間経過に伴う腎組織での PPAR-γ

及びその標的遺伝子(LXR-α)の発現を免疫染

色等の方法で解析すると、再灌流直後からそ

の発現は上昇しその後時間経過に伴いさらに

上昇することが分かってきた。しかし従来の

研究では、通常の PPAR-γの転写活性化やその

先の標的遺伝子の発現には一定の時間を要し、

この素早い PPAR-γおよび LXR-αの発現を説

明する事が難しく、何らかの発現システムが

特異的に関与している可能性が考えられた。

その過程で、より短い経過で作用する系であ

り、かつ腎組織においても確実に存在するも

のとしてユビキチン・プロテアソーム系が挙

げられた。 

腎虚血再灌流障害の機序としては、NF-κBを

はじめとする各種転写因子、及びサイトカイ

ン、ケモカイン、接着分子の関与が考えられ

ており、PPAR-γはそれらを抑制する最上流の

物質と想定されている。しかしこれらの詳細

な機序に関してはいまだ不明である。ユビキ

チン・プロテアソーム系の関与を明らかにす

ることで、腎虚血再灌流障害及び PPAR-γの腎

保護作用の新たな機序を解明することができ、

新たな腎保護治療戦略につなげたいと考えて

いる。 

 
２．研究の目的 

 

本研究は腎組織での虚血再灌流障害過程にお

けるユビキチン・プロテアソーム系の関連と

その機能を解析し、さらに新たな腎保護物質

と考えられている PPAR-γの作用機序との関

連までを明らかとすることで、心臓大血管周

術期腎障害の治療応用へ展開することを目的

とする。計画している具体的な研究項目とし

ては、①既に確立しているブタを用いた大動

物腎虚血再灌流モデルにおいて、プロテアソ

ームインヒビターを投与することによる、

PPAR-γを含む各種転写因子発現への影響解

析及び腎障害度評価、②PPAR-γノックアウト

マウスを用いた小動物実験系でのユビキチ

ン・プロテアソーム系の影響解析、③プロテ

アソームインヒビターの臨床応用の可能性の

検証、の 3つである。 

 
３．研究の方法 
 

（１）既に確立している大動物(ブタ)を用い

た両側腎動脈遮断による腎虚血再灌流モデル

を使用し、プロテアソーム阻害剤である

Bortezomib を投与し、腎・虚血再灌流障害の

時間的推移に沿って腎組織を採取し PPAR-γ、



その標的遺伝子である LXR-α、下流の転写調

節因子である NFκ-B,AP-1,NFAT,STAT-3 など

の発現を免疫染色及び Real-time RT-PCR な

どの手法で定量化し、コントロール群と比較

しどのような変動があるかを解析し、ユビキ

チン・プロテアソーム系の関連の有無と、作

用機序を明らかにする。また同時に病理学的

検索により腎障害度を評価し、腎保護作用に

つき検討する。 

（２）PPAR-γノックアウトマウスを作製する。

続いて小動物を用いた両側腎動脈遮断による

腎虚血再灌流モデルを確立し、Bortezomib を

投与し、上記と同様に下流の転写調節因子で

ある NFκ-B,AP-1,NFAT,STAT-3 などの発現を

免疫染色及び Real-time RT-PCR,Western 

blotなどの手法で定量化する。また同時に病

理学的検索により腎障害度を評価し、ユビキ

チン・プロテアソーム系の作用が PPAR-γ特異

的なものかを評価する。 

（３）１と同様のモデルで、臨床的に用いて

いる晶質腎保護液を、腎虚血操作中に一定間

隔で間歇投与するプロトコールとし、PPAR-γ

agonist やプロテアソームインヒビターであ

る Bortezomib を保護液に混和して投与し、そ

の効果を判定する。また、投与間隔や注入圧

などを変動させ、腎障害の指標をフィードバ

ックさせ、臨床応用可能な新たな腎保護スト

ラテジーを創造する。 

 
４．研究成果 
 

大動物(ブタ)腎虚血再灌流モデルにおける評

価 

体重約30kgの大動物(ブタ：WL大ヨークシャー

×ランドレース)を用いて、大動脈手術手技中

に生じる腎虚血再灌流を模倣するための両側

腎動脈遮断による腎虚血再灌流モデルを確立

した。Control群、PPAR-γ低用量投与群(LPIO)

、PPAR-γ高用量投与群(HPIO)についで、術前

にプロテアソームインヒビターである

Bortezomibを投与した群において各種サンプ

ルを採取している。Bortezomibの投与量・投与

経路については、未治療の多発性骨髄腫に対

するヒトへの用量を参考に、1.3mg/m2を経静

脈的に投与するプロトコールとした。腎障害

度評価は全身血でNGAL(急性腎障害の早期バ

イオマーカー)をELISA法により測定し、加え

て各尿細管毎に病理学的スコアリングを行い

比較評価している。スコアリングは形態変化

が軽度のものから0～3に点数付けし、腎皮質

浅層及び深層からそれぞれ15尿細管ずつをラ

ンダムに選択し、スコア2～3の障害尿細管の

割合を出し比較評価する方法とした。HPIO群

ではControl群に比して血清NGALが定値とな

る傾向があり(図1)、病理学的スコアリングに

よる評価では時間経過に従ってControl群で

は高スコア(障害度が高い)の割合が上昇する

のに対して、PPAR-γ投与群では上昇が抑制さ

れることが分かった(図2, 3)。 

 
 

 
 

 

図 1 

図 2 



 
 

 

またPPAR-γ及びその標的遺伝子であるLXR-

αの発現は免疫染色によって定性、real-time 

RT-PCR法により定量評価を行っている(図4)。 

 

 
 

 

また、下流の転写調節因子であるNFκ-B, AP-

1, NFAT, STAT-3に対するブタに交差する抗

体を選定し、局在検討を終え、PPAR-γ及び

LXR-αと同様に定性・定量評価を進めている

。これらのBortezomib投与群との比較解析を

同時に進めているところである。 

 

小動物腎虚血再灌流モデルにおける評価 

PPAR-γノックアウトマウス作成のために

PPAR-γのエキソン領域をLoxp配列で挟んだ

マウスと全身性Creトランスジェニックマウ

スを交配・繁殖を試みているが成功至ってい

ない状況である。引き続き小動物実験系の確

立を目指すとともに、大動物実験系での比較

検討から結論を導き出すことが今後の研究展

開に関して重要となる。 
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