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研究成果の概要（和文）：本研究はヒト尿細管培養細胞を用いて下痢関連溶血性尿毒症症候群(D+HUS)の尿細管障害機
序を解明するものである。はじめにヒト尿細管培養細胞に志賀毒素(ST,1,2)を添加しアポトーシスが生じる適切な濃度
と時間を検討したところ、10*-7μg/ml、24時間で適量のアポトーシスが起こることを確認した。次にarrayPCRを用い
てmRNAレベルでアポトーシス関連蛋白を解析した。一部因子の増加を認めたが、特定のアポトーシスの経路関連因子で
はなかった。またサイトカイン測定も行ったものの測定範囲内で増加は見られなかった。以上より本研究系ではD+HUS
の尿細管障害機序解明は限界があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to reveal the mechanism of tubular injury with 
diarrhea associated hemolytic uremic syndrome (D+HUS). At first, we gave Shiga toxin (ST) 1, and 2 to 
human tubular cultured cell to examine the maximal concentration and duration of toxin. As the result, 
10*-7 in 24 hours of ST was most suitable condition with maximal apoptosis. Second, messenger RNA of 
apoptosis related protein was analyzed with array PCR method. However, few significant factors of 
apoptosis was not identified with the definite pathway of apoptosis. Same results was found in serum of 
patients with D+HUS. Third, we examine cytokines which developed during tubular injury. In our assay, 
there were no significant cytokines. Thus, our strategy or our assay were difficult to reveal tubular 
injury.

研究分野： 小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
下痢関連溶血性尿毒症症候群（D+HUS）

は溶血性貧血・血小板減少・腎機能障害を三
徴とした非常に重篤な疾患で、小児では頻度
が高い。主として急性腎障害(AKI)が問題と
なり透析療法が行われるが、近年の疫学研究
で慢性腎臓病（CKD）や末期腎不全（ESKD）
の重要な危険因子でもあることが示された
（Kidney Int 2010）。AKI への進展抑制は
CKD,ESKD 進展抑制にもつながると考えら
れるが、D+HUS 腎病変の病態・進行機序に
関しては慢性期のみならず急性期ですら解
明されていない。D+HUS は小児の急性期お
よび慢性腎障害の主要因であり QOL や医療
経済的な点からも病態解明は急務である。 

D+HUS の急性期病態の中心は腸管出血
性大腸菌産生ベロ毒素(stx)による血管内皮
障害とされてきた。血管内皮細胞において
stx がその受容体である Gb3 に結合し、ア
ポトーシス機構による細胞死から AKI に至 
るというものである。一方で Gb3 受容体が 
尿細管細胞にも存在するという生理学的事
実や、D+HUS では糸球体や血管より尿細管
の障害が顕著であるという病理学的事実（J 
Infect Dis 1993）、更に多数の症例で早期か
ら尿細管障害マーカーであるβ2MG が上昇
するという臨床的事実は、D+HUS の腎障害
に尿細管障害が関与していることを示唆す
る重要な知見である。にも関わらず D+HUS
では尿細管など血管内皮以外の腎実質構成
細胞が腎障害の進展増悪にどのように影響
を与えているかについては一切検討がなさ
れていない。 
以上のことからD+HUSの尿細管障害に注

目しそのメカニズムを解明すべく研究を行
うこととした。 
 
２．研究の目的 

D+HUS の病態は「腎血流低下による腎虚
血と低酸素」、「LPS（リポポリサッカライド）
による敗血症」、「血管内溶血」という側面が
あるが、D+HUS 腎障害の全容を解明するた
めにこれらすべての側面からのアプローチ
が必要と考えた。これまでに虚血低酸素・敗 
血症・溶血といった病態に関する検討は他の
腎疾患モデルで行われており、近年これらの
病態においてアポトーシス、サイトカイン、
活性酸素、低酸素誘導因子が尿細管障害に関
与することが明らかとなった。これらいずれ
の因子もD+HUSの尿細管障害の原因となり
うることからこれらの因子を網羅的かつ包
括的に解析することで、D+HUS 腎障害進展
機序の全容を解明することを目的とした。さ
らにその結果をもとに未だ治療法の存在し
ないD+HUSの新規治療法の開発を目指すも
のである。 
 
３．研究の方法 
１）尿細管障害はこれまでにアポトーシス、
サイトカイン、活性酸素、低酸素誘導因子の

各種因子により惹起されることが他の病態
モデルで示されている。D+HUS の病態から考
えてもこれらの因子の関与は十分可能性が
高くなくこれらの因子を解析対象とした。 
２）我々のこれまでの経験や実績からヒト尿
細管培養細胞（HK-2：ATCC）および臨床検体
を用いて、D+HUS 尿細管における各種因子の
網羅的解析を実施することとした。 
①尿細管培養細胞を用いたアポトーシス関
連分子の解析 
②アポトーシス促進因子の解明と阻害薬物
による尿細管アポトーシス抑制研究 
③尿細管培養細胞を用いたサイトカイン関
連分子の解析とその抑制研究 
④尿細管培養細胞を用いた活性酸素関連因
子の解析とその抑制研究 
⑤尿細管培養細胞を用いたHIFの解析とその
抑制研究 
⑥臨床情報および検体を用いた検討 
 
４．研究成果 
（１）ヒト尿細管培養細胞(HK-2)に志賀毒素
(ST-1,2)を投与し、濃度・時間による Cell 
Viability の測定をトリパンブルー染色にて
行った。その結果 ST-1,2 ともにおおむね
10*-7μg/ml 周辺の濃度で 24 時間 incubate
することで適量の細胞死が起こることを確
認した(図 1-1,1-2 参照) 

<図 1-1、ST1の濃度‣時間と細胞活性割合> 
縦軸：細胞活性（％） 横軸：ST 濃度(μg/ml) 

<図 1-2、ST2 の濃度‣時間と細胞活性割合> 
縦軸：細胞活性（％） 横軸：ST 濃度(μg/ml) 
 
この濃度はこれまでに報告されているヒト
培養細胞（血管内皮細胞）において ST 投与
にて起こる細胞死の濃度と同等であり
(Kidney Int 1998)妥当であると考えられた。 



（２）次にヒト尿細管培養細胞における志賀
毒素投与にて生じる細胞死に対するアポト
ーシス関与の有無を調べるためにTUNEL染色
を行った。同濃度において多くの細胞で
TUNEL 陽性となり、定性的にアポトーシスの
関与が考えられた（図 2-1,2-2） 

＜図 2-1 ST1 TUNEL 陽性細胞＞ 
緑：TUNEL 陽性細胞 

＜図 2-2 ST2 TUNEL 陽性細胞＞ 
 
さらに AnnexinⅤ染色を定量的に行う事の

出来る機器(Tali assay)を使用しアポトーシ
スの関与を定量的に行った。ST1 で細胞死全
体の 24-37％が、ST-2 で 21-33％が Annexin
Ⅴ陽性でありアポトーシスに関与していた。
過去の他の細胞の報告（Kidney Int 1998）
よりも低め（本報告では Apo2.7 陽性細胞は
VST-1 で 79.9±0.5％、ST-2 で 42.9±2.9％
である）だが定量的に明らかな関与が示唆さ
れる結果となった。 
 
（３）次に本研究の肝であるアポトーシス関
連蛋白における mRNA での Realtime qPCR を
array で行う arrayPCR を行った。関連蛋白
mRNA の一部（Bcl2, Casp5, TNFSF8）に増加
を認めたものの、特定のアポトーシスの経路
に関連した因子が増加していたわけではな
く、アポトーシスと尿細管障害との関連を見
出すことができなかった。 
 
（４）in vitro での実験を進める間に重症
D+HUS 患者の血清を入手可能であった。1 例
ではあったものの大量の血清であったため
同様に実験を進めた。In vitro 同様に同時に

尿細管培養細胞に患者血清を添加した。本患
者は ST-1,2 ともに陽性であった 10*-2 が最
も細胞死およびアポトーシスが起こってい
た（Cell viability は 49%、アポトーシスが
細胞死全体の 24%）。同様に arrayPCR による
RT-qPCR を行ったが上記因子以外の有意な上
昇は見られなかった。 
 
（５）（１）～（３）の結果を受けてアポト
ーシスの関与を本assay系で追及するのには
限界があると考え、計画書に従いサイトカイ
ン測定を行うこととした。ヒト尿細管培養細
胞と志賀毒素の濃度は（１）で使用したもの
を用いた。array PCR は高額であるため
preliminary にデータをだすために、まずは
ELISA キットを使用した。まずは IL-10 およ
び TNFαの測定を行ったが有意な上昇はなか
った。  
 
活性酸素やHIFの検討は時間や費用の関係か
ら行うことができなかった。 
 
（６）考察 
（A）アポトーシスと尿細管細胞死 
尿細管培養細胞である HK-2 細胞における

ST-1,ST-2 投与とアポトーシスの関連に関し
てはこれまで報告はなく最大量のアポトー
シスを起こしうる濃度と時間を発見できた
ことは新しかった。しかしこの実験に多くの
費用と時間を費やしたことで後の実験が遅
れた。また最大量のアポトーシスを起こした
といっても過去の他の細胞（血管内皮細胞）
でのアポトーシス割合に比して明らかに低
い割合であった。FACT に比して Tali の感度
は落ちるといわれているが別の要因もある
と考えられた。他の in vivo の系では ST-1,2
のみならず TNFαや LPS など毒素以外のサイ
トカインや毒物を同時に投与して細胞死の
実験系を行っている。不死化している HK-2
細胞ではアポトーシスが起こりにくくなっ
ている可能性があるためであるかと考えた。
しかし（１）の実験結果より細胞死の割合は
10*-7 より明らかに増加しており、他の物質
の同時投与でアポトーシスでなくネクロー
シスが惹起される可能性もある。in vitro で
の解析系に限界があるとも考えられた。 
 また今回少数であるが実際の患者検体で
も行ったがやはり Cell viability は減少し
ているのにも関わらずアポトーシスの関与
がわずかであった。検体の保存は-70 度で行
っていたがサイトカインをはじめとして各
因子が変性してしまう可能性もあり検体の
保存方法等実験の進め方に検討すべき事項
もあると考えられた。 
 
（B）array PCR とアポトーシスの解析 
 本研究では mRNA による arrayPCR にて各ア
ポトーシス関連因子の解析を網羅的に行っ
た。array PCR は非常に簡便に解析可能であ
るがあくまでもmRNAレベルでの解析である。



アポトーシスの割合も少ないためか有意な
因子の増加をみることができなかった。今後
は ELISA や Western Blot によって蛋白レベ
ルでの検討も必要であるかもしれない。また
（A）であったようにアポトーシスそのもの
の割合を増加させることで感度が上がる可
能性もあるため、他の物質の添加も検討すべ
きと考えられる。また（A）同様 in vitro 系
での限界も考えられる。 
 
（C）サイトカインと尿細管細胞死 
今回検討しえたサイトカインはごく少ない
が Th1,Th2 サイトカインを代表する 2つのサ
イトカインであるIL-10とTHFαを測定した。
しかしながら全く上昇を認めなかった。この
原因として（A）、（B）で述べたようにサイト
カインが放出されにくい実験系であったの
かもしれない。1つ目として ST 添加後のサイ
トカイン測定時間による問題点が考えられ
る。ST-1,2 によるサイトカイン放出は添加後
すぐに起こると考えられるが、今回は細胞死
に合わせて添加後 24 時間での測定を行って
いる。また細胞死の程度からやはりより多く
のサイトカインが出る条件は一度に大量の
毒素を添加直後に発生する可能性もある。し
たがって細胞死の研究とは一部切り離して
実験系を組み立てる必要があったかもしれ
ない。しかしながら本研究の目的は尿細管細
胞死に伴う各因子の解析と細胞死抑制によ
る治療法の開発にある。サイトカイン測定そ
のものを目的としておらず、「細胞死に関連
したサイトカインの測定」には実験系におい
て課題が残る結果となった。 
 
以上より今後研究を進めるにあたって 
① アポトーシスが起こりやすい条件設定の

開発 
② In vivo での実験系での再検討 
③ 検体保存方法の再考 
などの改良が必要と考えられた 
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