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研究成果の概要（和文）：抗MRSA薬バンコマイシン(VCM)は、ブタ由来培養尿細管上皮細胞（LLC-PK1）に濃度および時
間依存的なアポトーシスを引き起こし、その障害発現には、ミトコンドリア由来の活性酸素種（ROS）産生が関与する
ことが明らかとなった。一方、VCMによってLLC-PK1細胞に引き起こされたミトコンドリア機能異常やアポトーシスは、
脂溶性抗酸化薬ビタミンEならびにミトコンドリア標的抗酸化薬mitoTEMPOの処置によって有意に抑制された。加えて、
VCMはJNKのリン酸化を亢進させ、VCMによる細胞障害に対してJNK阻害薬SP600125が有意な保護効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Anti-MRSA drug vancomycin (VCM) caused the mitochondrial-mediated reactive oxygen 
species (ROS) generation leading to a concentration- and time-dependent cell apoptosis in cultured renal t
ubular LLC-PK1 cells. A lipophilic antioxidant vitamin E and a mitochondria-targeted antioxidant mitoTEMPO
 significantly prevented the VCM-induced mitochondrial dysfunction and apoptosis. VCM also caused phosphor
ylation of JNK, while a JNK inhibitor SP600125 showed a significant suppression against the VCM-induced ce
ll injury.
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１．研究開始当初の背景 
医薬品の使用により引き起こされる急性
腎不全は薬剤性腎障害と呼ばれ、中でも抗が
ん薬や抗菌薬、非ステロイド性抗炎症薬やヨ
ード造影剤等による腎障害は発現頻度が特
に高い。各薬剤の使用時には、腎障害発現に
より治療の変更や中止を余儀なくされるほ
か、患者の長期予後が極めて不良となること
も少なくないため、薬剤性腎障害への対策は
実臨床における重要な課題の一つである。し
かしながら多くの薬剤では、腎細胞や腎組織
への直接的な薬理作用は想定外であり、腎障
害の発現機序はほとんど明らかにされてい
ない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、薬剤性腎障害の発現機序の解明
や対策法の確立を目的として、培養尿細管上
皮細胞を用いた腎障害評価モデルを作製し、
検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 培養プレートに播種したブタ由来培養
尿細管上皮細胞(LLC-PK1 細胞)に、抗 MRSA 
(Methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus)薬のバンコマイシンを曝露した際の、
用量依存的な細胞生存率の変化を、TUNEL 
(terminal deoxynucleotidyl transferase 
(TdT)-mediated dUTP nick end labeling) 法
を使用したフローサイトメトリー解析にて
評価した。 
 
(2) 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 およびミトコンドリアス
ーパーオキシド指示薬 Mito SOX を使用して、
フローサイトメトリーにて解析した。 
 
(3)ミトコンドリアからのシトクロム c遊離
の評価は、ミトコンドリアと細胞質を分画し
た上で、シトクロム cの特異的な抗体を用い
た Western blot 法により評価した。 
 
(4)MAPK の評価は、特異的な抗体を用いた
Western blot 法により評価した。 
 
(5)【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 細胞にバンコマイシンを処置す
ると、濃度依存的に TUNEL 陽性細胞が増加し
た (図 1)。一方、4mM のバンコマイシンを
LLC-PK1 細胞に処置すると、時間依存的に細
胞内ROSならびにミトコンドリアスーパーオ
キシドが上昇し、それらの上昇はビタミン E
の併用処置によって有意に抑制された（図 2、
図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 バンコマイシン(VCM)処置による濃度依存
的な TUNEL 陽性細胞の増加 
各カラムは平均値 ± SEM (N=4) を示す。
*P<0.05, **P <0.01 vs Non-treated 

図 2 バンコマイシン(VCM)処置による時間依存
的な細胞内 ROS 上昇  
各プロットは平均値 ± SEM (N=4) を示す。 
**P <0.01 vs Non-treated 
†P<0.05, ††P<0.01 vs VCM 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)バンコマイシンを LLC-PK1 細胞に処置す
ると、細胞質画分におけるチトクロム c蛋白
量が顕著に増加し、その増加はビタミン Eお
よびMitoTEMPOの併用処置によって抑制され
た（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)細胞内のリン酸化および総 JNK 蛋白量の
変化を Western blot 法により評価した結果、
バンコマイシンの処置によって、時間依存的
にリン酸化 JNK 量が増加した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（4）バンコマイシンを LLC-PK1 細胞に処置
した際の TUNEL 陽性細胞の増加に対して、ビ
タミン E や MitoTEMPO、および JNK 阻害薬
SP600125 は有意な保護効果を示した（図 6、
図 7）。 
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図 3 バンコマイシン(VCM)処置による時間依存
的なミトコンドリアスーパーオキシドの上昇  
各プロットは平均値 ± SEM (N=4) を示す。 
**P <0.01 vs Non-treated 
†P<0.05, ††P<0.01 vs VCM 

図4 VCM処置による細胞質画分のチトクロムc
蛋白量の増加と、ビタミン E（Vit. E）およ
び MitoTEMPO（MT）の効果 
 

図 5 VCM処置によるリン酸化および総 JNK蛋
白量の時間依存的変化 
 

図7 VCM処置によるTUNEL陽性細胞の増加に対
する JNK 阻害薬 SP600125 の効果 
各プロットは平均値 ± SEM (N=5) を示す。  
**P <0.01 vs Control,  
†P<0.05, ††P<0.01 vs VCM 
 

図6 VCM処置によるTUNEL陽性細胞の増加に対
するビタミン Eおよび MitoTEMPO の効果 
各プロットは平均値 ± SEM (N=4) を示す。 
**P <0.01 vs Control, †P<0.05 vs VCM 
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