
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ５月 ９日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：１７１０２ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：２００９～２０１０ 

課題番号：２１７９０２４２ 

研究課題名（和文）化学療法剤による腎障害の発現機序解明および予防策の確立に関する研究

  

研究課題名（英文）The elucidation of the mechanisms underlying chemotherapeutic 

agents-induced nephrotoxicity and its precautions. 

研究代表者 

矢野 貴久（YANO TAKAHISA） 

 九州大学・大学病院・技術職員 

研究者番号：９０５３２８４６ 

研究成果の概要（和文）： 
抗真菌薬であるアムホテリシン B(AmB)や抗 MRSA 薬であるバンコマイシン(VCM)はいずれも、

培養腎細胞 LLC-PK1 に濃度および時間依存的な細胞障害を引き起こし、その発現にはミトコン
ドリア機能異常が関与することが明らかとなった。一方、AmB による腎細胞障害はネクローシ
スであったが、VCM による腎細胞障害はアポトーシスであり、その発現には活性酸素種が関与
することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Both the antifungal agent amphotericin B (AmB) and anti-MRSA drug vancomycin（VCM） 
caused the mitochondrial dysfunction leading to a concentration- and time-dependent 
cell injury in cultured renal LLC-PK1 cells. Moreover, ROS generation may play a key 
role in VCM-induced renal tubular cell apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 ２．研究の目的 
抗菌薬や抗腫瘍薬といった化学療法剤は、

副作用として腎障害を引き起こすことが広
く知られており、その頻度は他の薬剤と比べ
ても顕著に高い。しかしながら、多くの薬剤
では腎障害発現機序の詳細が依然として不
明であり、臨床現場では治療薬物モニタリン
グ(TDM)による血中濃度管理や排泄促進を目
指した輸液療法等が実施されているものの、
腎障害への対策は十分とは言えないのが現
状である。 

本研究は、化学療法剤によって引き起こさ
れる腎障害について、発現機序の解明や対策
法の確立を目的としており、培養腎細胞を用
いて腎障害評価モデルの作製を行い、検討を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 24ウェルプレートに播種した培養腎尿細
管細胞(LLC-PK1 細胞)に、抗真菌薬アムホテ
リシン Bや抗 MRSA (Methicillin-resistant 



Staphylococcus aureus)薬のバンコマイシン
を曝露した際の、用量および時間依存的な細
胞生存率の変化を、WST-8 法ならびに乳酸デ
ヒドロゲナーゼ(Lactate Dehydrogenase: 
LDH)の漏出率により評価した。吸光度の測定
には 96 ウェルマイクロプレートリーダーを
使用した。 
 

(2)ミトコンドリア機能変化は、ミトコンド
リア膜電位感受性色素 JC-1 を使用して、蛍
光顕微鏡およびフローサイトメトリーにて
評価を行った。LLC-PK1 細胞を 8 チャンバー
スライドに 2.0×104 cells/well にて播種
し、24 時間後に各薬物を処置した。 
 
(3)ミトコンドリアからのシトクロム C遊離
の評価には cytochrome c release assay kit 
を使用した。LLC-PK1 細胞を 8 チャンバース
ライドに 2.0×104 cells/well にて播種し、
24 時間後に各薬物処置を行った。ミトコン
ドリア内のシトクロム Cを、特異的な抗体を
用いて蛍光染色した後に細胞膜透過処理を
行い、蛍光顕微鏡およびフローサイトメトリ
ーにて評価した。 
 
(4) 活性酸素（reactive oxygen species：ROS）
の検出には、ROS 感受性蛍光プローブ
carboxy-H2DCF-DA を使用して、蛍光顕微鏡お
よびフローサイトメトリーにて評価を行った。 
 
(5)アポトーシスの判定には、TUNEL 
(terminal deoxynucleotidyl transferase 
(TdT)-mediated dUTP nick end labeling) 法
を使用し、蛍光顕微鏡およびフローサイトメ
トリーにて評価を行った。 
 
(6)【統計解析】データは、平均値±標準誤
差で示した。2 群間の比較には Student’s  
t-test を、多重の比較には一元配置分散分析
（one-way ANOVA）による解析後、
Tukey–Kramer test により有意差検定を行な
い、有意水準は 5%とした。 
 
４．研究成果 
(1) LLC-PK1 細胞にアムホテリシン B または
バンコマイシンを処置すると、いずれも濃度
ならびに時間依存的に細胞生存率の低下を
引き起こした (図 1、図２)。 
一方、アムホテリシン Bまたはバンコマイ

シンを LLC-PK1 細胞に処置した際の LDH の漏
出率の変化を測定した結果、アムホテリシン
Bを24時間処置した群においては濃度依存的
な LDH 漏出率の上昇が認められたが、バンコ
マイシンの 24 時間処置群では、LDH 漏出率に
顕著な変化は認められなかった (図 3)。 
 
(2)バンコマイシンを LLC-PK1 細胞に処置し

た際のミトコンドリア膜電位の変化を、ミト
コンドリア膜感受性試薬 JC-1 を用いて評価
した結果、バンコマイシンの処置によってミ
トコンドリアにおける JC-1 の赤色蛍光が減
少する一方で、細胞質での緑色蛍光が顕著に
増加し、ミトコンドリア膜電位が低下したこ
とが示された (図 4 A, B)。 

加えて、シトクロム C の免疫染色の結果、
バンコマイシン処置により、ミトコンドリア
におけるシトクロム Cの緑色蛍光が顕著に減
少しており、シトクロム Cがミトコンドリア
から遊離されたことが示された(図 4 C, D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 アムホテリシンB(AmB)およびバンコマイシ
ン(VCM)処置による濃度依存的な腎細胞障害
各カラムは平均値 ± SEM (N=4-8) を示す。
*P<0.05, **P <0.01 vs control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 アムホテリシンB(AmB)およびバンコマイシ
ン(VCM)処置による時間依存的な腎細胞障害
各プロットは平均値 ± SEM (N=4-8) を示す。
*P<0.05, **P <0.01 vs control 



(3) バンコマイシンを処置した際の細胞内
の ROS 産生量の変化を、ROS 感受性プローブ
carboxy-H2DCF-DA により、測定した結果、バ
ンコマイシンの処置後 12時間および 24時間
において、細胞内の ROS 活性が顕著に増加し
た (図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) バンコマイシンを処置した際の TUNEL 
陽性細胞の変化をフローサイトメトリーに
て解析した結果、バンコマイシン処置により
TUNEL 陽性細胞が顕著に増加し、アポトーシ
スが生じていることが明らかとなった。加え
て、バンコマイシンによるアポトーシスは、
カスパーゼ-3 阻害剤 z-DEVD-FMK ならびにカ
スパーゼ-9 阻害剤 z-LEHD-FMK の併用により
有意に抑制されることが示された (図 6)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 アムホテリシン B(AmB)およびバンコマイ
シン(VCM)を処置した際の LDH 漏出率の変化
各カラムは平均値 ± SEM (N=4-8) を示す。 
**P <0.01 vs control 
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図5 バンコマイシン(VCM)処置による細胞内ROS
産生の増加 
各カラムは平均値 ± SEM (N=3-4) を示す。 
**P <0.01 vs control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 バンコマイシン(VCM)処置によるミトコ
ンドリア膜電位の低下（A, B）と、シトク
ロム C遊離（C, D） 

 
 
 
 

図 6 バンコマイシン(VCM)処置による TUNEL 陽性
細胞の増加とカスパーゼ阻害剤の保護効果 
各カラムは平均値 ± SEM (N=4) を示す。  
**P <0.01 vs control, ††P<0.01 vs VCM alone.
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