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研究成果の概要（和文）：多臓器不全の中でも，急性腎障害と肝障害が合併した場合（腎肝クロストーク）の予
後は非常に悪く，その対策は医学・獣医学両領域における焦眉の課題である．本研究では，アレイやオミクステ
クノロジーにpathway抽出などを組み合わせることによってモデル動物を解析し，腎肝クロストークの特異的な
治療ターゲットを提案することを目的として実施した．その結果，CSF2とadrenomedullin (AM）の２つの治療タ
ーゲット候補分子を見出すことに成功した．今後この成果などに基づいて，腎肝クロストークの発症メカニズム
の理解が進み，その対策が向上して行くことが期待される．

研究成果の概要（英文）：Multi-organ failure is a progressive condition, involving the combined 
failure of the kidney, liver, and lung, and an effect of acute kidney injury on liver dysfunction 
(renohepatic crosstalk) has received considerable attention due to the increased risk of poor 
outcome. In order to propose a specific therapeutic target, in this study we employed experimental 
models of renohepatic crosstalk and analyzed liver genes and proteins with array and omics 
technologies, combined with pathway analysis. As a result, we succeeded in finding two novel 
therapeutic target candidates, CSF2 and adrenomedullin (AM). We anticipate that our present findings
 will lead to the progress of the understanding of the mechanisms underlying the renohepatic 
crosstalk, and the development of a pharmacological intervention against this disease condition.

研究分野：獣医腎薬理学，獣医腎臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性腎不全と肝不全とが合併した場合（腎肝クロストーク）の致死率は高く，その対策は，医学・獣医学両領域
において大きな問題となっている．本研究では，モデル動物を用いて検討した結果，この腎肝クロストークの特
異的な治療ターゲット候補分子を見出すことに成功した．今後今回の成果などに基づいて，腎肝クロストーク病
態の理解が進み，その治療法などが向上して行くことが期待される．



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

複数の臓器が短時間のうちに障害される疾患を多臓器不全という．急性腎不全は多臓器不全

の一部として発症することが多く，単独発症での死亡率は 12％，他の臓器不全が一つ合併する

と 38％，２つ以上の臓器不全が合併すると実に 70％以上に上ることが報告されている．そして

この死因に関するオッズ比は，肝不全で 6.3と著しく高かった（文献①）．獣医領域に目を転じ

ると，多臓器不全を発症した場合の死亡率が 70％，そしてこの死亡に関する肝不全のオッズ比

も 1.9と高い値が報告されている（文献②）．したがって，多臓器不全，中でも急性腎不全と肝

不全とが合併した場合の予後は非常に悪く，その対策は，医学・獣医学両領域における焦眉の

課題と言える．最近では，急性腎不全後に肝不全が併発する多臓器不全を腎肝クロストークと

呼ぶことが提唱されている（文献③）． 

 これまでに実験モデルにおいて，インターロイキン６（IL-6）や IL-17Aなどいくつかのサイ

トカインが腎肝クロストークにおける肝病態形成に関与する可能性が報告されている（文献④）．

しかし過去のものはいずれも個別の分子に着目した研究に留まっており，発症経路を浮き彫り

にできていない．そのために，バイオマーカーや特異的な治療薬の開発は進んでいない． 

 近年，アレイやオミクステクノロジーのデータに pathway解析の手法などを組み合わせるこ

と（システムバイオロジー）によって，様々な疾患の病態発症機序の理解が飛躍的に進むこと

が期待されている（文献⑤）．そこでこの研究技術を応用すれば，医学・獣医学両領域で問題と

なっている腎肝クロストークに対して，その発症経路を捉えて，特異的な治療ターゲットを提

案できるのではないかと考えて，本研究を着想した． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，我々が確立してきたアレイやオミクステクノロジーに，pathway 解析の手

法などを組み合わせてモデル動物を解析することにより，腎肝クロストークにおける肝障害形

成経路を明確にして，それに基づく特異的治療薬ターゲットを提案することである． 

 

３．研究の方法 

腎肝クロストークのモデルマウスを作製（腎虚血再灌流（IR）あるいは腎摘出（BNx）によ

る肝障害動物）して時間経過とともに肝を採材した．採材した肝から遺伝子もしくはタンパク

質を抽出し，抽出した遺伝子についてはアレイ解析を，タンパク質についてはプロテオーム解

析を実施した．その後，得られた情報に基づいて pathway解析を行い，発症経路候補を抽出し

た．抽出後，２つのモデル（IR および BNx による肝障害動物）における重複性などに配慮し

つつ，さらに個別分子の過去の報告などを参照しながら，経路を構成している分子の中から，

治療ターゲット候補の選別を行った．選別後には，薬理学的，または分子生物学的手法を用い

て，in vivoおよび in vitroの実験により，治療薬シーズの妥当性を判定した． 

 

４．研究成果 

すべての検討において，あらかじめ血漿中のクレアチニン濃度，尿素窒素濃度，γ-GTP，AST，

ALTなどの値を測定して，腎肝クロストークが生じていることを確認してから，以下の実験を

行った． 

（１）免疫系のアレイ解析 

腎障害および肝障害において，免疫細胞が障害の増悪あるいは軽減に関与することが報告さ

れている（文献④）．そこで，免疫系に着目して検討を行った． IR および BNx による肝障害

動物から，それぞれの処置 24時間後に肝を採材し，RNAを抽出した．その後，抽出した RNA



を用いて PCR アレイを行った．PCR 解析の結果から，偽手術群と比較して発現量が変化して

いた遺伝子を選別して経路分析を行った．その結果，変化している可能性が高い上位５位の

canonical経路などに基づいて，図１に示される分子経路を抽出した．遺伝子がアップレギュレ

ートしていたものを赤，ダウンレギュレートしていたものを緑でそれぞれ示している．また，

変化が大きいものほど濃い色になっている．IR および BNx 両モデルの共通経路として

は，”Communication between Innate and Adaptive Immune Cells”，”Crosstalk between Dendritic Cells 

and Natural  Killer Cells”，”T Helper Cell Differentiation”，”Role of Cytokine in Mediating 

Communication between Immune Cells”が選択された．また両モデルにおいて，コロニー刺激因子

２（CSF2）および IL-6が共通して増加していた． 

 以上のことから，腎肝クロストークを防ぐためには CSF2 や IL-6，T 細胞をターゲットにし

た治療が有効である可能性が考えられた． 

 

 

（２）プロテオーム解析 

肝組織を遠心分離によって sup分画と pellet分画に分け, それぞれの分画で発現量が変化して

いるタンパク質を 2D-DIGE + MALDI-TOF-MS法を用いて同定した. BNx６時間の sup分画では

15種類, pellet分画では５種類のタンパク質をそれぞれ同定した. BNx 24時間においては, sup分

画と pellet分画でそれぞれ 11種類のタンパク質を同定した. I/R６時間では, sup分画で 10種類, 

pellet分画で 12種類のタンパク質をそれぞれ同定した. I/R 24時間では sup分画で 10種類, pellet

分画で 17 種類のタンパク質を同定した.しかしながら，重複して有意に変化するタンパク質に

ついては，明確な結果を得ることができなかった． 

 

（３）酸素ホメオスターシスに関与する因子の検討 

腎障害および肝障害において，低酸素や酸化ストレスなどの酸素ホメオスターシスの障害が

関与することが多数報告されている（文献⑥⑦）．そこで，酸素ホメオスターシス障害に着目し

て検討を行った．IRおよび BNx処置６および 24時間後に肝を採材し，RNAを抽出した．その

後，抽出した RNAを用いて PCRアレイおよびリアルタイム PCR解析を行った．その結果，そ

れぞれの偽手術群と比較して処置６および 24 時間後において両モデルに共通して増加した遺

伝子として，アドレノメジュリン（AM）およびインスリン様増殖因子結合タンパク質 1（Igfbp1）

I/R 24h liverBNx 24h liver

図１．モデルにおいて免疫系に着目して抽出した経路．



遺伝子が同定された．また，それぞれにおいて変化した遺伝子を用いて経路分析を行ったとこ

ろ，共通経路として，”quantity of reactive oxygen species”および，”generation of reactive oxygen 

species”の２つの経路が抽出された．そして，その経路上に AMがマップされた． 

 次に，共通経路上にマップされた AMに着目して，治療薬シーズとしての妥当性について調

べた．AM はそのホモノックアウトマウスが胎生致死であることが知られている．そこで，ヘ

テロノックアウトマウスに腎肝クロストークモデルを作製して検討した．その結果，ノックア

ウトの，障害への明らかな影響は見られなかった．そこで，AM を腎肝クロストークモデルに

投与する実験に切り替えて実施したところ、IRあるいは BNxによる肝障害を AM は有意に抑

制した．また，両モデルから肝を採材して遺伝子を抽出後，経路について調べたところ，先に

述べた経路が抑えられる結果が得られた．さらに培養肝細胞を用いて，尿毒症物質による細胞

障害を AMが抑制できるかどうかについて検討した．その結果，in vitroの系でも抑制効果を確

認した． 

以上のことから，腎肝クロストークを防ぐ上で，AMが有効である可能性が考えられた． 

 

今回，腎肝クロストークの治療薬ターゲットとして新規性の観点から２種類，すなわち CSF2

と AMを見出すことに成功した．抽出した治療薬ターゲットについて，過去の報告，抽出した

経路上のマッピングなどから AMを選択して，薬理効果を調べる実験を行ったところ，in vivo

および in vitroの両方の実験系で，腎肝クロストーク障害を抑制する可能性を見出した．以上か

ら，AMが治療薬シーズとして妥当であることなどが考えられた（図２）． 
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