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研究成果の概要（和文）： 

 重症度の異なる 4群の出血性ショックモデルを作製し，ショック時に障害が生じやすい（い
わゆるショック臓器）の一つである腎臓において検討した。出血量に応じて p38 mitogen 
activated protein kinase(MAPK)の活性化と tumor necrosis factor(TNF)-αや interleukin 
(IL)-1βなどの炎症性サイトカインの発現が上昇し，機能的・器質的腎障害も増悪した。腎障
害の重症度と好中球の出現頻度とは正の相関関係を示し，好中球の出現頻度が出血性ショック
時の重症度判定・死因診断に有用である可能性が明らかとなった。また，その病態メカニズム
として出血量の増加に応じて上昇する p38MAPK活性化に基づく一連の炎症性臓器障害の増悪が
関与することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The role of neutrophils was studied by quantitatively grading four groups of 
hemorrhaging rats, focused on the kidney, so-called shock organ. As the amount of bleeding 
increased, the initial activation of p38 mitogen activated protein kinase(MAPK) and the 
expression of proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor(TNF)-α and 
interleukin(IL)-1β, were progressively enhanced. The severity of renal dysfunction, 
manifested by serum creatinine concentration, was well correlated with the degree of 
neutrophils accumulation in the kidney. The present results confirmed that the frequency 
of activated neutrophils recruited into the kidney might be a useful for morphological 
diagnosis on the severity of renal dysfunction and that the increase of initial p38 MAPK 
activation following hemorrhagic shock quantitatively enhanced the ensuing inflammatory 
renal dysfunction in response to the degree and the progression of hemorrhagic shock. 
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１．研究開始当初の背景 
 法医学領域においては，出血性ショックに
陥って死亡する事例を度々経験するが，出血
による生命機能の障害程度と死亡との因果
関係が問題となることがしばしば生じる。こ
れまでの研究によって，出血性ショック後の
臓器障害発生メカニズムに関して一定の仮
説を立てることができたが，臓器障害の程度
をより明確にできなければ実際の法医診断
への応用には至らないと考え，本研究を企画
した。 
 
２．研究の目的 
 これまで私共は，ラットの出血性ショック
モデルを用いて ショック時に障害をうけや
すい（いわゆるショック臓器）である腎臓，
心臓および肺における臓器障害の病態メカ
ニズムの検討を行ってきた。その結果，(1)
出血性ショック後の腎臓において p38MAPKの
活性化，炎症性サイトカインである TNF-αお
よび IL-1βの発現および好中球の増加，(2)
好中球の生理活性作用による臓器の機能的
障害・器質的変化の発生，(3)臓器中の好中
球の増加が出血性ショックの診断根拠とな
りうる，ことを明らかにした。しかし，出血
性ショックと死亡との因果関係を明確にす
るためは，臓器障害の程度を明らかにするこ
とが重要である。そこで，重症度すなわち出
血量の異なる 4群のショックモデルを作製し，
出血性ショック後の臓器障害の程度と臓器
中の好中球出現頻度との関連を，機能的およ
び器質的障害が評価しやすい「腎臓」におい
て検討し，法医診断における出血性ショック
の重症度判定への応用を試みた。 
 
３．研究の方法 
 おもに，次の項目について検討した。 
 (1)出血量の異なる出血性ショックモデル

の作製 
 (2)血圧・腎血流量の変化 
 (3)腎臓における p38MAPK活性化 
 (4)腎臓における炎症性サイトカイン発現 
 (5)血清学的腎臓障害 
 (6)組織学的腎臓障害 
 (7)好中球発現の免疫組織学的検討 
 
 これらの方法論を，検討項目別に順次記載
する。 
 (1)出血量の異なる出血性ショックモデル

の作製 
 出血性ショックモデルには雄 Wistar ラッ
ト(体重 250～400g)を使用した。ウレタン
(470mg/体重 kg)とクロラロース(23mg/体重
kg)の腹腔内投与により麻酔し，適温(37±
1℃)に維持された実験台の上に仰向けにし，
自発呼吸が可能な状態で固定した。麻酔導入

後に左大腿動脈に 3フレンチのポリエチレン
カテーテルを挿入した。また，左側腹切開に
より左腎動脈を露出し，血流量測定用プロー
べを留置した。一連の操作の終了 40 分後か
ら 20分間かけて出血させた。 
 
 実験モデルは 
 ・出血させない Sham 群 
 ・全血液量の 16.7％（1.1375ml/体重 100g）

を出血させる群（以下，「16.7％群」とい
う） 

 ・全血液量の 25％（1.625ml/体重 100g）を
出血させる群（以下，「25％群」という） 

 ・全血液量の 33％（2.145ml/体重 100g）を
出血させる群（以下，「33％群」という） 

 の計 4群において各群 5匹ずつ実験を行っ
た。 
 出血 1，3 および 5 時間後に腎静脈血を約
2ml採取し，瀉血によってラットを殺した後，
腎臓を採取した。腎静脈血は 3,000 回転/分
にて 10 分間遠心分離して血清のみを試料と
し，血清と腎臓は－80℃に保存した。また，
器質的変化および免疫組織学的検討を行う
ために腎臓の一部はホリマリンにて固定し
た。 
 
 (2)血圧・腎血流量の変化 
 左大腿動脈に挿入されたカテーテルの一
端を圧センサーに接続し，持続的に動脈圧を
測定した。これらの結果は 30 秒ごとにポリ
グラフ装置に記録され，20分ごとに数値化し
た。 
 また，左腎動脈上に留置した血流量測定用
プローべによって 20 分ごとに，腎血流量を
測定した。 
 
 (3)腎臓における p38MAPK 活性化 
 p38MAPK はリン酸化することによって活性
化することから Western blotting 法を用い
てリン酸化されていない p38MAPKとリン酸化
された p-p38MAPKのバンドを検出した。そし
て両者の比を Scion Image Beta 4.02によっ
て解析して数値化し統計学的処理を行い，
p38MAPKの活性化を検討した。 
 
 (4)腎臓における炎症性サイトカイン発現 
 炎症性サイトカインのうち最も早期に発
現し，好中球の活性化や集蔟など様々な炎症
反応を引き起こす TNF-αと IL-1βの腎臓に
おける mRNA レベルでの発現の経時的変化を
RT-PCR法を用いて検討した。検出されたバン
ドと GAPDHのバンドの比を Scion Image Beta 
4.02によって解析して数値化した。また，採
取した腎静脈血中における TNF-αと IL-1β
の濃度を ELISA法によって測定した。 
 



 (5)血清学的腎臓障害 
 血清学的腎臓障害は，腎機能障害の時に上
昇する血清クレアチニンの腎静脈血中濃度
をセルロース・アセテート膜電気泳動法を用
いて測定することにより評価した。 
 
 (6)組織学的腎臓障害 
 腎臓の組織切片を作製し，ヘマトキシリ
ン・エオジン染色を行った後，腎臓の組織障
害スコアー（①間質浮腫，②尿細管腔の拡張，
③尿円柱の出現，④尿細管上皮の変性の 4項
目を各項目ごとに 0から 4点：0=0％, 1= 0- 
25％, 2=25-50％, 3=50-75％，4=75-100％）
を用いて点数化することにより評価した。 
 
 (7)好中球発現の免疫組織学的検討 
 好中球に特異的に存在する Myeloper- 
oxidase(MPO)を免疫組織学的に染色して可
視化し，糸球体 1個あたりの好中球の平均出
現数をカウントしグラフ化した。 
 
４．研究成果 
 研究成果を前記の検討項目別に順次記載
する。 
 (1)出血量の異なる出血性ショックモデル

の作製 
 前記ラット出血性ショックモデルにおい
て，問題なく実験を行うことができた。 
 
 (2)血圧・腎血流量の変化 
 平均血圧の経時的変化を示す（図 1）。なお，
*：p<0.01，**：p<0.001 を示している（以
下同じ）。Sham 群は実験を通じて血圧の変化
をほとんど認めなかった。出血群では，出血
直後に出血量の増加に応じて強く低下し
（16.7％群：100±3mmHgから 45±3mmHg，25％
群：105±6mmHgから 36±3mmHg，33％群：105
±5mmHg から 31±3mmHg），約 60 分後には一
旦回復したが，約 180分後以降に再び出血量
の増加に応じて強く低下した。 
 腎動脈血流量（図 2）も平均血圧と同様に 
Sham 群は実験を通じて血圧の変化をほとん
ど認めなかった。出血群では，出血直後に出
血量の増加に応じて強く低下し（16.7％：
1.00±0.03 から 0.48±0.04，25％群：1.03
±0.02から 0.37±0.03，33％群：1.04±0.03
から 0.31±0.02），約 60分後には一旦回復し
たが，約 200分後以降に再び出血量の増加に
応じて強く低下した。 
 
 (3)腎臓における p38MAPK活性化 
 腎臓実質における p38MAPK活性化の経時的
変化を示す（図 3）。Sham 群は実験を通じて
活性化の変化をほとんど認めなかった。出血
群では出血 1時間後で最も強く活性化し，そ
の程度は出血量の増加に応じて高度であっ
た（16.7％群：1.54±0.22，25％群：2.05±

0.19，33％群：2.84±0.22）。3 時間以降は，
統計学的に有意な上昇はなかったが，出血量
の増加に応じて高度に活性化していた。 
 
 (4)腎臓における炎症性サイトカイン発現 
 TNF-α の mRNAレベルでの腎臓実質におけ
る発現と腎静脈血中濃度の経時的変化を示
す（図 4）。Sham 群は実験を通じて発現の変
化をほとんど認めなかった。出血群における
TNF-α mRNA の発現は出血 1 時間後で最も強
く上昇し，その程度は出血量の増加に応じて
高度で（16.7％群：1.84±0.21，25％群：3.44
±0.40，33％群：4.67±0.40），その後は徐々
に低下したが，出血 5 時間後まで出血量の増
加に応じて高度であった。 
 腎静脈血中 TNF-α濃度も同様に，出血群は
出血 1時間後で出血量の増加に応じて強く上
昇し（16.7％群：74.5±22.4pg/ml，25％群：
154.9 ± 26.2pg/ml ， 33 ％ 群 ： 207.6 ±
17.2pg/ml），その後は徐々に低下したが，出
血量の増加に応じて強く上昇していた。 
 IL-1βの mRNA レベルでの腎臓実質におけ
る発現と腎静脈血中濃度の経時的変化を示
す（図 5）。Sham 群は実験を通じて発現の変
化をほとんど認めなかった。出血群における
IL-1βmRNAの発現は出血 1時間後から有意に
上昇し 3時間後で最も強く上昇し，その程度
は出血量の増加に応じて高度で（16.7％群：
4.90±0.86，25％群：5.90±0.84，33％群：
7.28±0.50），5時間後には，統計学的に有意
ではなかったが，出血量の増加に応じて高度
に発現していた。 
 腎静脈血中 IL-1β濃度も同様に，出血 3時
間後で出血量の増加に応じて強く上昇し
（16.7％群：127.6±60.4pg/ml，25％群：
234.6 ± 42.0pg/ml ， 33 ％ 群 ： 306.1 ±
33.1pg/ml），5 時間後には低下したが，出血
量の増加に応じて強く上昇していた。 
 
 (5)血清学的腎臓障害 
 腎静脈血中の血清クレアチニン濃度の経
時的変化を示す（図 6）。Sham 群は実験を通
じて変化をほとんど認めなかった。出血群で
は出血 5時間後で有意に上昇し，出血量の増
加に応じて強く上昇した（16.7％群：0.81±
0.11mg/dl，25％群：1.08±0.14mg/dl，33％
群：1.59±0.15mg/dl）。 
 
 (6)組織学的腎臓障害 
 出血 5時間後の腎臓の組織像（ヘマトキシ
リン・エオジン染色）を示す（図 7）。Sham
群には組織学的な変化を認めない。出血群で
は間質は浮腫状で，尿細管腔は拡張状である。
好酸性尿円柱がボーマン嚢内や尿細管腔内
に出現し，尿細管上皮には好酸性変性を認め
る。これらは，血管内皮障害，糸球体内皮障
害および尿細管上皮障害に基づく変化であ



る。 
 腎臓の組織障害スコアーの経時的変化を
示す（図 8）。Sham 群は実験を通じて変化を
ほとんど認めなかった。出血群では出血後
徐々に増加し，その程度は出血量の増加に応
じて高度であった（出血 5時間後 Sham 群：
3.0±0.6，16.7％群：5.9±1.3，25％群：7.5
±1.2，33％群：9.8±1.2）。 
 
 (7)好中球発現の免疫組織学的検討 
 出血 5 時間後の腎臓の組織像（MPO 染色）
を示す（図 9）。好中球は茶色に染色されてい
る。Sham群には血管腔や間質に好中球の出現
がわずかに認められた。一方，出血群では血
管腔や間質の好中球は有意に増加していた。 
 糸球体 1個あたりの好中球の出現数の経時
的変化を示す（図 10）。Sham群は実験を通じ
て増加をほとんど認めなかった。出血群では
出血後徐々に増加し，その程度は出血量の増
加に応じて高度であった（出血 5 時間後 
Sham群：1.36±0.21個/糸球体，16.7％群：
2.62±1.16 個/糸球体，25％群：4.52±1.04
個/糸球体，33％群：6.91±1.20個/糸球体）。 
 出血 5時間後の血清クレアチニン濃度と好
中球の出現数との相関関係を示す（図 11）。
両者の間には正の相関関係が認められた
（r=0.80）。 
 
まとめ 
 出血性ショック後の腎機能障害の重症度
と免疫組織学的な好中球の出現頻度との関
連性を明確にすることができ，出血性ショッ
ク時の重症度判定・死因診断に有用である可
能性が明らかとなった。 
 さらに，その病態メカニズムとして出血量
の増加に応じて上昇する p38MAPK活性化に基
づく一連の炎症性臓器障害の増悪が関与す
ることが明らかとなった。 
 
図 1 平均血圧の経時的変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 腎動脈血流量の経時的変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 腎臓における p38MAPK活性化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 腎臓における TNF-α の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 5 腎臓における IL-1β の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 血清クレアチニン濃度の経時的変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 出血 5時間後の腎臓の組織像（ヘマト
キシリン・エオジン染色） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 腎臓の組織障害スコアー 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 出血 5時間後の腎臓の組織像（MPO染

色） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 糸球体 1個あたりの好中球の出現数 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11 血清クレアチニン濃度と好中球の出現

数との相関関係 
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