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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヘモグロビンを基盤とした一酸化炭素 (CO) 供与体 (CO結合型ヘモグロ
ビン小胞体及びCO結合型赤血球) が震災時に多発するクラッシュ・シンドロームとそれに続発する急性腎傷害に
対する治療効果と作用機序を検討した。その結果、CO供与体はクラッシュ・シンドロームに対して高い治療効果
 (生存期間の延長、腎傷害の抑制) を示した。また、CO供与体はヘムタンパク質 (ミオグロビンやチトクローム
P450) を介した腎臓の酸化傷害を抑制することで、急性腎傷害に対して保護効果を発揮したと考えられた。以上
より、CO供与体はクラッシュ・シンドロームの治療薬として高いポテンシャルを有すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined the therapeutic performance of hemoglobin-based 
carbon monoxide (CO) donor, CO-bound hemoglobin-vesicles and CO-bound red blood cells, against 
disaster-related disorders with focus on acute kidney injury (AKI) induced by crush syndrome. A 
single administration of CO donors was found to effectively suppress the pathogenesis of AKI with 
the mortality in crush syndrome model rats being improved. In addition, CO donors were found to have
 renoprotective effects via the suppression of subsequent heme protein (myoglobin and cytochrome 
P450)-associated renal oxidative injury. These findings suggest that these CO donors have the 
potential for use as a novel therapy against crush syndrome-induced AKI. 

研究分野： 医療薬学

キーワード： ヘモグロビン　リポソーム　急性腎傷害　赤血球　クラッシュ・シンドローム　一酸化炭素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大規模災害時には、家屋の倒壊に伴う身体の長時間圧迫により致死率の高いクラッシュ・シンドローム罹患者が
多発する。現在、透析や大量の輸液が本疾患の治療法として推奨されているが、医療機関の倒壊などにより極限
状態にある医療現場において、これらの治療を施行することは現実的に困難を極めている。COがクラッシュ・シ
ンドロームの創薬シーズとして高いポテンシャルを有することを学術的に明らかにした本研究は、災害医療にお
いて火急の課題であるクラッシュ・シンドローム治療薬の創薬を加速させることが期待でき、社会的意義は非常
に高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
身体の一部の長時間圧迫と圧迫解除によって引き起こされる「クラッシュ・シンドローム」は、

近年の度重なる大地震時において頻発し、致死性の高い震災特有疾患として広く認識されてい
る。現在のところ、本症に対する治療ガイドラインは存在しないものの、中等症までは乳酸リン
ゲル液などによる大量輸液やアシドーシスの補正、重症時には血液透析などの血液浄化療法が
推奨されている。一方で、これらの治療法は大量の医薬品や水といった莫大な医療資源を要求す
ること、また、血液透析に至っては専門技師や特殊機器の確保も必要であり、「医療従事者の被
災による人手不足」、「道路の閉鎖による医薬品の不足」、「ライフラインの停止」、さらには「医
療機関の倒壊」などの医療極限状態にある被災地における施工は現実的には困難である。そのた
め、災害現場で施行可能なクラッシュ・シンドローム治療法の開発は災害急性期医療の火急の課
題の一つと言える。 
一酸化炭素 (CO) は強力かつ多彩な生理活性を有する医療ガスとして着目されており、様々

な疾患の創薬シーズとしての可能性が見出されている 1)。我々は、CO が横紋筋融解症に対して
高い治療効果を発揮することを見出しており、別名「外傷性横紋筋融解症」とも呼ばれるクラッ
シュ・シンドロームに対しても COの治療効果が期待できる。このような背景の基、本研究では、
CO のクラッシュ・シンドローム治療薬としての可能性を追求するために、ヘモグロビンを基盤
とした CO 供与体 (CO 結合型ヘモグロビン小胞体及び CO 結合型赤血球) を用いて検討を行っ
た。 
 
２．研究の目的 
CO のクラッシュ・シンドロームに対する治療効果とその作用機序を検討し、CO を基盤とした

実用性の高いクラッシュ・シンドローム治療薬の開発に向けた基盤情報を構築することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) クラッシュ・シンドロームモデルラットの作製 2) 
クラッシュ・シンドロームモデルは、2.0 kg 荷重下でステンレスパイプに巻き付けたラバー

バンドをラット両後肢に適用し、5時間圧迫後、ラバーバンドを解除してモデルとした。圧迫解
除 1時間後に生理食塩水または CO供与体を静脈内投与した。 
 
(2) 腎機能、筋傷害パラメーター、遊離ヘム鉄の測定 
血漿中腎機能マーカー (尿素窒素、クレアチニン)、筋傷害マーカー (クレアチニンキナーゼ、

ミオグロビン) 及び腎臓中遊離ヘム濃度は各々の測定キット (尿素窒素・クレアチニン：和光
純薬工業製、ミオグロビン：Life Diagnostics 社製、クレアチニンキナーゼ・遊離ヘム：Cayman 
Chemical 社製) を用いて添付のプロトコールに準じて測定した。 
 
(3) 組織学的評価 
左腎を摘出し、4%パラホルムアルデヒドにより固定化後、パラフィン切片を作製した。定法に

従い、PAS 染色、TUNEL 染色、免疫染色 (4-hydroxynonenal: 4-HNE) を行った。組織画像は、顕
微鏡 (BZ-8000、Keyence 社) にて取得した。 
 
(4) トレッドミル歩行試験 
 生理食塩水または CO供与体投与 2時間後 (圧迫解除 3時間後) に、トレッドミル歩行試験器 
(Model MK-680; Muromachi kikai Co., Ltd, Tokyo, Japan) を用い、歩行距離・歩行時間を測
定した。 
 
(5) 横紋筋融解症モデルラットの作製 3) 
 ラットを 24時間絶水処置を施した後、8 mL/kg の用量で 50%グリセロール／生理食塩水を両
側の下腿部筋肉内に投与した。グリセロール投与 3時間後に生理食塩水または CO 供与体を静脈
内投与した。 
 
(6) 腎組織中ミオグロビン酸化体の検出 
Moore らの方法に基づき 4)、10 μmに切り出したラット腎組織片に 10 μM DTPA を含むリン酸

緩衝液 (pH7.4) を添加し、ホモジナイザー (Power Gen 125、Fisher Scientific 社) を用いて
ホモジナイズを行い、遠心分離 (6,000 rpm、10 min、4°C) して得られた上清について、350-
700 nm の吸光度を測定した。 
 
(7) 肝及び腎ミクロソーム中総チトクローム P450 (CYP) 量の測定 
 ミクロソーム中の総 CYP 量は Omura らの報告に基づき 5)、吸収差スペクトル法を用いて算出し
た。遠心分画法により回収したミクロソーム画分を 10%グリセロール含有 0.1 M リン酸カリウム
緩衝液 (pH 7.4) に溶解し、これに還元剤としてハイドロスルファイトナトリウム約 1 mg を加
え、得られた溶液に CO を 1 分間バブリングした。分光光度計にて 450 nm 付近の吸光度と 490 
nm の吸光度の差から総 CYP 量 (nmol/mg protein) を算出した。 



４．研究成果 
(1) 生存率の評価 (図 1) 
圧迫解除1時間後に生理食塩水またはCO供与体を投

与し、生存率を比較した。その結果、生理食塩水処置群
では圧迫開放 6 時間後より急激に死亡例が増加し、解
放後 9時間までに全例が死亡した。一方、CO供与体処
置群では圧迫解放 24 時間まで全例が生存し、CO がク
ラッシュ・シンドロームの創薬シーズとして有望であ
ることが明らかとなった。 
 
(2) CO のクラッシュ・シンドロームに伴う急性腎傷害
に与える影響 (図 2) 
圧迫開放 6時間後に腎機能マーカー (尿素窒素、

血清クレアチニン) を測定した結果 、生理食塩水
処置群では尿素窒素・血清クレアチニンが上昇し、
明らかな急性腎傷害が確認された。しかしながら、
CO 供与体処置群ではこれらの上昇は抑制され、腎
保護効果が確認された。加えて、各処置群の腎組織
を PAS 染色 (組織形態評価)、TUNEL 染色 (アポト
ーシス評価) 及び 4-HNE の免疫染色 (酸化傷害の
評価) し、組織学的評価を行った。その結果、CO 供
与体処置群で組織形態の変化、アポトーシスの誘
発、酸化産物の蓄積が抑制されていた (data not 
shown)。これらの結果より、CO の腎保護効果が確
認された。 
 
(3) CO の筋傷害に対する影響 (図 3) 
血清中のクレアチニンキナーゼとミオグロビン

濃度を測定することで筋傷害を評価した。その結
果、生理食塩水処置群と比較して CO 供与体処置時
において血清中クレアチニンキナーゼとミオグロ
ビン濃度は低値を示した。加えて、トレッドミルに
より歩行力 (運動性) について評価したところ、生
理食塩水処置群では運動性が低下していたものの、
CO 供与体処置群は歩行力を維持していた。以上の
結果より、CO 供与体処置時には腎傷害だけでなく
筋傷害の増悪も抑制する可能性が示唆された。 
 
(4) CO の腎保護メカニズムの検討 
クラッシュ・シンドロームモデルラットの生存時間は 6 時間以内と短く、CO の腎保護メカニ

ズムの検討に不向きであるため、クラッシュ・シンドロームと同様の発症機序で急性腎傷害を併
発する横紋筋融解症モデルラットを用いて検討を行った。 
 まず、横紋筋融解症モデルラットに CO供与体を投与し、腎保護効果について確認したところ、
クラッシュ・シンドロームモデルラットと同様に CO供与体投与により腎機能マーカー (尿素窒
素、血清クレアチニン) の上昇は抑制された (data not shown)。また、免疫染色による検討か
ら、生理食塩水投与群で観察された酸化産物 (4-HNE) の蓄積は CO 供与体処置群で抑制されて
いた (data not shown)。そこで、COの抗酸化作用が腎
保護メカニズムに関与していると考え、横紋筋融解症に
伴う急性腎傷害の発症機序の一部として知られている 
① ミオグロビン内部ヘム鉄の酸化に起因する組織傷害、
② 腎チトクローム P450 (CYP) 分解に由来する遊離ヘ
ム介在性の酸化傷害、に着目して検討を行った。 
 
①  ミオグロビン内部ヘム鉄の酸化の評価 (図 4) 
 ミオグロビン酸化体はより強力な酸化物質として酸化
傷害を惹起する。ミオグロビン酸化体は、410 nm 付近に
吸収極大を有しているため、横紋筋融解症モデルラット
の腎臓中の酸化ミオグロビンの産生を吸収スペクトルに
より定性的に評価した。その結果、生理食塩水処置群で
は、410 nm 付近の吸光度が上昇し、ミオグロビン酸化体
の蓄積が認められた。一方、CO供与体処置群ではその上
昇が抑制された。 
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② 腎組織中 CYP 及び遊離ヘム含量 (図 5) 
ヘムタンパク質の分解により生じる遊離ヘム

は酸化傷害を誘発する。そこで、主要ヘムタンパ
ク質である腎組織中の CYP 含量を評価したとこ
ろ、生理食塩水処置群群では CYP 総量が減少して
いたが、CO供与体処置群では、その低下が抑制さ
れていた。腎臓とは対照的に、肝臓の総 CYP 量は
いずれの群でも変化していなかった (data not 
shown)。また、腎組織中の遊離ヘム濃度を測定し
たところ、CYP 含量の変化と対応して、生理食塩
水処置群では腎組織中の遊離ヘム濃度が増加し、
CO 供与体処置群では、この上昇が抑制されてい
た。これらの結果から、生理食塩水処置群で観察
された腎組織中の遊離ヘム濃度の上昇には、腎 CYP の分解が大きく寄与しており、CO 供与体処
置はそれを阻害することで、腎臓中の遊離ヘム濃度の上昇を抑制していることが推察された。 
 
これらの結果より、CO 供与体はミオグロビンの酸化や CYP 分解を抑制することで遊離ヘムによ
り産生される活性酸素や酸化ヘムタンパク質を介した腎酸化傷害を抑制することで、クラッシ
ュ・シンドロームによる致死性の急性腎傷害に対して保護効果を示し、結果的に延命効果を発揮
したと考えられた。 
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