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マウス横紋筋融解症誘発性急性腎障害モデルに 
おけるNrf2活性化の意義の検討

内田 篤志，長洲 一，城所 研吾，十川 裕史，板野 精之， 

春名 克祐，佐藤 稔，佐々木 環，柏原 直樹

川崎医科大学腎臓・高血圧内科学

抄録　生体は親電子性物質，活性酸素種によって生成される酸化ストレスから生体を保護する応答
システムを有している．Keap1（Kelch-like ECH-associated protein 1） -Nrf2（NF-E2 related factor 
2）システムがこの応答機構において重要な役割を果たす．核内移行した Nrf2は転写因子として，
NQO1，HO-1などの抗酸化遺伝子群の発現を制御する．
　横紋筋融解症による急性腎障害（AKI: Acute Kidney Injury）の機序として，酸化ストレスが尿
細管障害に大きく関与する．それ故，横紋筋融解症誘発性 AKI においても Nrf2活性化による腎保
護効果が期待される．横紋筋融解症誘発性 AKI における Nrf2活性化の意義と治療標的としての可
能性を検討した．ヒト近位尿細管上皮細胞（hPTECs）を用い hemin 刺激に対する Nrf2活性化の
意義を検討した．hemin 刺激により hPTECs における Nrf2関連抗酸化遺伝子群の上昇，細胞障害
を認めた．Nrf2-siRNA による Nrf2ノックダウン（KD）を行うことで hemin 刺激に対する抗酸化
遺伝子群の発現上昇は抑制され，細胞障害が有意に増悪した．野生型マウス （WT），Nrf2欠損マウ
ス（Nrf2KO）を用い，グリセロール筋注による横紋筋融解症モデルを作成した．（１）WT/Cont，（２）
WT/ 横紋筋融解症（RM），（３）Nrf2KO/Cont，（４）Nrf2KO/RM の４群で比較検討した．結果は，
WT/Cont に比べ WT/RM 群で腎機能障害，尿細管障害，マクロファージ浸潤を認め，Nrf2KO/
RM 群で有意に増悪した．抗酸化遺伝子群の発現は Nrf2KO/RM 群で低下していた．
　横紋筋融解症誘発性 AKI において，Nrf2活性化が腎保護効果を有する事が示された．横紋筋融
解症による AKI に対して，Nrf2活性化が新たな治療標的となり得ることが明らかとなった．
 doi：10.11482/KMJ-J43(2)81　（平成29年８月30日受理）

キーワード：�活性酸素種，尿細管障害，hemin

別刷請求先
内田 篤志
〒701-0192　倉敷市松島577
川崎医科大学腎臓・高血圧内科学

電話：086（462）1111
ファックス：086（464）1039
Ｅメール：utidatusi@gmail.com

〈原著論文〉

緒　言
　従来は，急性発症し短時日で腎不全状態に至
る病態を急性腎不全と呼称していた．近年，よ
り軽微な腎機能低下が，必ずしも可逆的では
なく，生体に重大な影響を与えることが判明
し，急性腎障害（Acute Kidney Injury; AKI）と

いう新しい概念が誕生した．複数の AKIの概
念定義が存在したが，Kidney Disease Improving 

Global Outcomes（KDIGO）によって統合され，
現在では，48時間以内の血清 Creatinine（CRN）
の0.3 mg/dl以上の上昇，または基礎値の1.5倍
以上の増加，または尿量が６時間以上にわたり



82 川　崎　医　学　会　誌

0.5 ml/kg以下，のいずれかを満たす病態と定
義される１）．
　AKIは入院患者の13-18%が罹患するとされ
ており，腎予後のみならず生命予後に関与する
ことが判明し，その予防，早期発見および治療
法の開発が望まれている２）．しかし，AKIに対
する有効な予防，治療法は存在しない．
　横紋筋融解症（Rhabdomyolysis: RM）は AKI

発症の最も一般的な誘因の一つであり，外傷や
薬剤などで引き起こされる３，４）．本邦において
は近年，震災時の多発外傷による腎障害が報告
されている．RMによる腎障害の機序として，
腎血管攣縮，円柱による尿細管閉塞，ミオグロ
ビンによる直接的な尿細管細胞壊死などが報
告されている５－７）．崩壊された筋組織から放出
されるミオグロビンは Nitric Oxideの Scavenger

であり，結果として腎血流を低下させる．同時
にミオグロビン変性物から放出される活性酸素
種により直接的に尿細管障害をきたす．このた
め酸化ストレスが尿細管細胞障害に重要である
と想定されているが，有効な予防・治療法の開
発はなされていない３，４）．
　生体は食物，外来性異物等に含まれる親電
子性物質，活性酸素種によって生成される酸
化ストレスからタンパク，脂質，核酸・DNA

を保護する応答システムを有している．Keap1
（Kelch-like ECH-associated protein 1） -Nrf2（NF-

E2 related factor 2）システムがこの応答機構に
おいて重要な役割を果たしている８，９）．Nrf2は
通常は Keap1によりユビキチン化されプロテ
アソームによる分解制御を受ける10）．活性酸
素種・親電子性物質に暴露されると Keap1か
ら解除され，核内移行し転写因子として作用 

し遺伝子上流のシス配列に抗酸化応答配列
ARE（antioxidant response element）を有する遺
伝子群の発現が亢進する11）．Nrf2関連遺伝子
群として heme oxygenase-1（HO-1），Glutamate 

Cysteine Ligase Modifier（GCLM），NAD（P）H: 

quinone oxidoreductase-1（NQO1）などの抗酸化
遺伝子群が知られている12）．
　Bardoxolone methyl（CDDD-methyl ester）は

Nrf2活性化作用を示すことが知られ，当初抗癌
剤として開発が進められていた．臨床治験の過
程で糸球体濾過量を増大することが発見され，
腎機能保持効果を有することが期待された．２
型糖尿性腎症を対象として第Ⅱ相，第Ⅲ相臨床
試験が実施され，腎機能の改善作用が報告され
ている13，14）．動物実験では高血圧腎障害モデル
においても腎保護効果が報告されている15）．
　AKIにおいても虚血再灌流モデルやシスプラ
チン腎症モデルで Nrf2活性化の腎保護作用が
報告されている16，17）．AKIでは尿細管細胞内で
ミトコンドリア障害が進行し，ミトコンドリア
由来の活性酸素種が著明に増加し，この活性酸
素種の蓄積が apoptosisを誘導し尿細管細胞死
を起こす18）．
　RM誘発性 AKIの病態形成における Nrf2活
性化の意義，治療標的の可能性を検討した報
告はない．Nrf2欠損マウスを用いて RM誘発性
AKI発症機序における Nrf2の意義について検
討を行った．

材料と方法
動物実験
　10週齢雄性 C57BL/6Jマウス（野生型: WT），
および Nrf2 knock out（KO）マウス（Nrf2 KO/

C57BL/6J）を使用した．マウスは，実験期間
を通して室温22±２℃，湿度20～60%，照明時
間７～21時のクリーンエリア飼育室で飼育し，
固形飼料（MF，オリエンタル酵母工業，東京）
と水道水を自由摂取させた．本研究は，川崎医
科大学動物実験委員会の承認を受け（No. 16-
045），川崎医科大学動物実験指針に基づき行っ
た．Nrf2KOマウスは東北大学医学系研究科山
本雅之先生のご厚意により，理研より搬入し
た（組換え DNA実験承認番号：川換16-32）．
RMは既報に則り作成した19）．50%グリセロー
ル５ ml/kgを左大腿に筋注して作成，対照群に
は同量の生理食塩水を筋注した．グリセロール
および生理食塩水筋注の前後24時間ずつは絶水
とした．上記手技により以下の４群（n=8）に
分け（（１）WT/Cont群，（２）WT/RM群，（３）
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Nrf2KO/Cont群，（４）Nrf2KO/RM群），筋注３
日後に屠殺し血清および腎組織を評価した．

組織学的評価
　屠殺したマウスの腎臓を摘出し，ホルマリン
固定・パラフィン包埋した後，４μmの薄切ス
ライド標本を作製した20）．尿細管間質障害の評
価を行うため，Hematoxylin-Eosin（HE）染色
を行った．100倍の視野で１個体につきランダ
ムに５-10か所撮影した．尿細管障害度スコア
は尿細管拡張，尿細管上皮異形成，尿細管円
柱，間質への炎症細胞浸潤を確認し，撮影した
それぞれの箇所で，０点：異常なし，１点：１
-25％の範囲に異常所見あり，２点：26-50％の
範囲に異常所見あり，３点：51-75％の範囲に
異常所見あり，４点：76-100％の範囲に異常所
見あり，とスコア化した21）．スコアリングに関
しては第３者が盲検的に評価した．

免疫学的解析
　屠殺したマウスの腎臓を摘出し，ホルマリン
固定・パラフィン包埋した後，４μmの薄切ス
ライド標本を作製した．免疫染色は以下の方法
で酵素抗体法を用いて行った22）．パラフィン切
片をエタノールにて脱パラフィンし，マイクロ
ウェーブ法による抗原賦活化を行った．内因性
ペルオキシダーゼ活性をブロックするため，
３%過酸化水素加メタノールに15分間浸した．
10 mM PBS（pH7.0）で洗浄後，１次抗体を４℃
で一晩反応させた．PBSにて洗浄後，２次抗体
としてシンプルステインMAX-PO（NICHIREI 

BIOSCIENCES INC., Tokyo, JAPAN）を添加し，
25℃にて１時間反応させた．PBSで洗浄後，
DAB溶液（NICHIREI BIOSCIENCES INC.）を
添加し25℃にて５分間反応させ発色させた．一
次抗体として F4/80抗体（AbD Serotec，CA，
USA），Kidney injury molecule-1（Kim-1）抗体
（R&Dsystems, MN, USA）をそれぞれ使用した．
評価は，F4/80については400倍，Kim-1につい
ては100倍の視野で１切片につきランダムに５
-10か所撮影し，BZ-Ⅱ画像解析アプリケーショ

ンでセルカウントを行い陽性面積で評価した．

培養細胞実験
　ヒト近位尿細管上皮細胞（hPTECs）を継
代数６-10にて使用した（Lonza, USA）．細
胞は12-well プレートにて培養し，REGMTM 

BulletKitTM（Lonza） に ５ ％ の 非 働 化 し た
FBS，100 IU/mLペニシリン，及び100 μg/mL

ストレプトマイシンを加えた培地で，37℃，５％
CO2条件下で増殖させた．また hemin（Sigma-

Aldrich, MO, USA）100 mM による薬剤処理
を行い，６時間反応させ抗酸化遺伝子群の発
現を評価した．RMによる腎障害を in vitroで
mimicするため，hemin刺激を行った23，24）．ま
た，hemin刺激に対する Nrf2の役割を検討する
ため，Nrf2-siRNAにて Nrf2を KDし，Control-

siRNAと比較検討した．

ウエスタンブロット法
　hPTECsの培地を除去し，Lysis Buffer（Tissue 

Protein Extraction Reagent（Thermo Rockford, IL, 

USA） に PhosSTOP EASYpack（Roche, Basel, 

Swiss），サンプルバッファー，β-メルカプトエ
タノールを配合）で細胞を可溶化し，超音波破
砕によりホモジナイズして，可溶性細胞成分を
抽出した．Blottingは既報の通り行った25）．タ
ンパク量10-30 μg相当の抽出液を200 V，60分
で電気泳動し，その後ニトロセルロースメンブ
レンに転写した．その後，５％ non-fat milkに
て１時間ブロッキングし，各種一次抗体で４℃，
一晩反応させ，翌日対応した二次抗体液に反
応させた．ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagent（GE Healthcare Bio-sciences Co., Bucks, 

UK）で反応させ，Chemiluminescenese にて撮
影した．一次抗体は抗 Nrf2抗体（Cell Signaling, 

Boston, MA, USA）， 抗 GAPDH 抗 体（Merck 

Millipore, MA, USA）を使用し，二次抗体は
Anti-Mouse IgG，HRP-Linked Whole Ab Sheep

（GE Healthcare Bio-sciences Co.），Anti-Rabbit 

IgG, HRP-Linked F（ab’）2 Fragment Donkey（GE 

Healthcare Bio-sciences Co.）を用いた．
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リアルタイム RT-PCR 解析
　細胞および組織からの RNA抽出は以下の
通り行った26）．細胞の Total RNA は TRIzol 

Reagent（Life Technologies．Corp．，Carlsbad，
CA）を用いて抽出し，１μg 量の mRNA を
ReverTraAce® qPCR RT Master Mix（Toyobo Life 

Science, Osaka, Japan）にて逆転写反応させ，
cDNAを作成した．引き続き，Real-time PCR

（qPCR）は Tacman法を用いて行った．プライ
マーおよびプローブは GenBankの nucleotides

からダウンロードした mRNA sequenceに基
づき Primer 3のオンラインソフトウェアで設
計し，blastを用いてプライマーおよびプロー
ブの相同性について確認した．Mixutureは
THUNDERBIRD® Probe qPCR Mix を使用し， 

Ar iaMx Real -Time PCR Sys tem（Agi len t 

Technologies, Inc. Tokyo, Japan）で50サイクルの
qPCRを行った．PCR条件は50℃ ２分，95℃ 

10分，95℃ 15秒，60℃ 35秒とした．遺伝子発
現量の定量化のため，内部コントロールとして
18srRNAを用い，コントロール群との比率で
評価した．

LDH活性の測定
　LDH 活 性 の 測 定 に は LDH Cytotoxicity 

Detection Kit（TaKaRa BIO Inc., Shiga, Japan）
を使用した27）．hPTECsを1.0×105 cells/wellで
12-wellプレートに播種し，24時間後に ALA，
hemin処理を行い，6時間反応させた．その後，
上清を回収し，200× g，５分遠心し，96-well

プレートに100 μLずつ分注し，LDH反応液を
各ウェルに100 μLずつ添加し，遮光して室温
で30分間反応させた．その後，490 nmの波長
に対する吸光度を測定した．コントロールとし
て未処理群を用い，ポジティブコントロールと
して Triton-X100で処理した細胞を用いた．

siRNAトランスフェクション  

　hPTECsは70％～80％ confluentになるように
6-wellプレートに播種し，Control-siRNA（Santa 

Cruz Biotechnology, TX, USA）および Nrf2-siRNA

（Santa Cruz Biotechnology） を12.5 nM/well に
て Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent

（Life Technology, NY, USA）により siRNAの
導入を行った．トランスフェクション後，24
時間後に培地を新鮮な REBM培地に交換し，
各種刺激を行った．Nrf2の発現の Knock down

（KD）の程度はウエスタンブロッティングに
より評価した．

統計学的解析
　全てのデータは平均値 ± 標準誤差（mean 

± SEM）で記した．多群間の比較は Turkey-

Kramerの一元配置分散分析法を用い，p＜0.05
を有意差ありとした．統計検定には統計解析
Statcel Ver. 3を使用した．

結　果
尿細管細胞における hemin刺激に対する Nrf2
の役割
　hPTECsでは，hemin刺激により Nrf2蛋白発
現が上昇し，その下流の抗酸化遺伝子群である
NQO1，HO-1，GCLMの遺伝子発現量が増加し
た．Nrf2KDした hPTECsでは，hemin刺激によっ
ても Nrf2の発現は上昇せず，NQO1，HO-1，
GCLMの発現上昇の程度も軽度であった（図
１a-e）．また，細胞上清を用いた LDH assayで
細胞死を評価した．結果は hemin刺激により細
胞死は増加し Nrf2KD細胞に対する hemin刺激
でさらに増加した（図１f）．
　以上のことより，hPTECsにおいて Nrf2は
NQO1，HO-1，GCLMといった抗酸化遺伝子
群の発現を調節し，hemin刺激に対して細胞保
護的役割を持つことが示された．

In vivoにおける RM誘発性 AKIに対する Nrf2
の役割
　RM誘発性 AKIに対する Nrf2の役割，お
よびその機序の検討を行うため，WTおよび
Nrf2KOマウスを用い，グリセロールの筋注に
よる RM誘発性 AKIモデルを作成した．WT/

Cont，WT/RM，Nrf2KO/Cont，Nrf2KO/RM の
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図 1. ヒト尿細管上皮細胞におけるhemin刺激に対するNrf2の細胞保護作用の評価

b

c d e

f

図１　ヒト近位尿細管上皮細胞における hemin刺激に対する Nrf2の細胞保護作用の評価
a．Nrf2のWestern blotの画像．b．Nrf2の蛋白発現量．c．NQO1の mRNA発現量．d．HO-1の mRNA発現量．e．
GCLMの mRNA発現量．f．LDH assayでの細胞障害度評価 Control群（white），Control+hemin群（black），Nrf2-
siRNA群（light grey），Nrf2-siRNA+hemin群（dark grey）　＊ : P < 0.05 vs control group　†: P < 0.05 vs hemin group　‡: 
P< 0.05 vs Nrf2-siRNA group

４群間による比較検討を行った．結果は，WT/

Contに比較し WT/RMでは血清 CRNおよび
BUNの上昇を認め，RMにより腎機能障害が
起こることが示された．その程度は，WT/RM

に比較し Nrf2KO/RMで有意に増悪していた
（図２a, b）．組織障害を検討するため HE染色
で尿細管の構築変化および壊死を評価した．
WT/RMでは主に皮髄境界から髄質外層部にか
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けて，ほぼ全ての尿細管で castの形成および
尿細管の拡張を認め（◁），一部で尿細管上皮
の脱落（◀），間質への細胞の浸潤も認めた．
この尿細管細胞の障害の程度は Nrf2KO/RMで
より顕著であった（図３a-c）．また尿細管障害
マーカーとして，障害近位尿細管細胞に発現
する Kim-1染色での確認を行った．HE染色の
結果と同様，WT/RMで皮髄境界中心に染色性
を認め，尿細管障害があることが示された．
Nrf2KO/RMでは WT/RMに比べ Kim-1陽性面
積は有意に増加していた（図３d, e）．これらの
結果から RM誘発性 AKIにおいて，Nrf2欠損
状態では尿細管細胞障害の増悪をきたすことが
示された．

マクロファージの浸潤，および炎症性サイトカ
イン
　腎組織へのマクロファージ浸潤の程度を
F4/80染色で評価した．WT/RMでは WT/Cont

に比べ，間質へのマクロファージ浸潤が有意に
増加していた．Nrf2KO/RMではWT/RMに比
較しF4/80陽性細胞数の有意な増加を認めた（図
４a，b）．また腎組織における TNFα，MCP-

1，IL-1βなどの炎症性サイトカインの mRNA

レベルを qPCRで評価した．TNFα，MCP-1に
関してはWT/Contに比較しWT/RMで遺伝子
発現は上昇しており，Nrf2KO/RMではさらに
有意に上昇していた（図４c，d）．IL-1βにお
いては，WT/RMでは有意な上昇を認めなかっ
たが，Nrf2KO/RMでは Nrf2KO/Contに比較し
有意な発現上昇を認めた（図４e）．以上のこと
から Nrf2活性化が RM誘発性 AKIにおける炎
症性サイトカインに対して抑制的に制御してい
る可能性が示唆された．

抗酸化遺伝子群の発現および酸化ストレス 

　Nrf2依存的抗酸化遺伝子である NQO1，HO-1
の mRNAレベルは，Nrf2KO/RMではその発現
上昇は認めずWT/RMに比較し低値であった
（図５a，b）．酸化ストレスの評価のため尿中
8-OHdGを測定した．WT/RMではWT/Contに
比べ増加しており，RM誘発性 AKIにおいて
活性酸素種の増大が重要であることが示され
た．また Nrf2KO/RMではWT/RMに比較しさ
らに著明に増加していた（図５c）．これらの結
果から Nrf2活性の上昇は抗酸化遺伝群の発現
上昇を介して酸化ストレスを抑制し RMにお
ける腎障害の軽減をきたすことが示唆された．
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図２　Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による腎機能障害の評価
a．血清 UN．b．血清 CRN WT/Cont群（white），WT/RM群（black），Nrf2KO/Cont群（light grey），Nrf2KO/RM群（dark 
grey）　＊ : P < 0.05 vs WT/Cont group　†: P < 0.05 vs WT/RM group　‡: P< 0.05 vs Nrf2KO/Cont group
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図 3. Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による尿細管障害の評価
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図３　Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による尿細管障害の評価
a．尿細管の HE染色．Bar=100μm．◁ :円柱および尿細管の拡張．b．aで示したWT/RM群，Nrf2KO/RM群の枠部
の拡大画像．◀ :尿細管上皮の脱落．c．尿細管障害度スコア．d．尿細管の Kim-1染色．Bar=100μm．e．Kim-1陽性
エリア WT/Cont群（white），WT/RM群（black），Nrf2KO/Cont群（light grey），Nrf2KO/RM群（dark grey）　＊ : P < 0.05 
vs WT/Cont group　† : P < 0.05 vs WT/RM group　‡: P< 0.05 vs Nrf2KO/Cont group
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図 4. Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による炎症の評価
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図４　Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による炎症の評価
a．尿細管の F4/80染色．Bar=20μm．b．F4/80陽性エリア．c．腎組織の TNFαの mRNA発現量．d．腎組織の
MCP-1の mRNA発現量．e．腎組織の IL-1βの mRNA発現量．WT/Cont群（white），WT/RM群（black），Nrf2KO/
Cont群（light grey），Nrf2KO/RM群（dark grey）　＊ : P < 0.05 vs WT/Cont group　†: P < 0.05 vs WT/RM group　‡: P< 0.05  
vs Nrf2KO/Cont group
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考　察
　RM誘発性 AKIモデルを作成し病態形成にお
ける Nrf2活性化の意義について検討を行った．
In vitroで hemin刺激によって近位尿細管細胞
障害の制御に Nrf2関連抗酸化遺伝子群の働き
が重要であることが示された．また，siRNAに
より Nrf2を KDすることで抗酸化遺伝子群の発
現が低下し，結果として尿細管細胞の細胞死が
増加することを確認した．In vivoではWTマ
ウスに比較し Nrf2KOマウスに RMを発症させ
ることで腎内における炎症細胞（マクロファー
ジ）浸潤の著明な増加と尿細管障害を認め，結
果として腎機能障害の増悪をきたした．その機

序として抗酸化遺伝子群の発現低下の関与が示
唆された．特に NQO1の変化が顕著であり，従
来言われている HO-1の関与は部分的であるこ
とが示された．
　AKI発症および進展における活性酸素種の
意義に関しては多く報告がある．ミトコンド
リア由来の活性酸素種の増加が apoptosisを誘
導し尿細管細胞障害をきたすことが報告され
ている28）．また HO-1活性化薬より活性酸素が
消去され AKI発症進展を抑制することが複数
の AKIモデルで報告されている29，30）．これらの
事実から酸化ストレス制御が AKI発症進展抑
制に重要であることが理解されているが，未だ
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図 5. Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による抗酸化遺伝子群、酸化ストレスの評価
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図５　Nrf2KOマウスを用いた横紋筋融解症による抗酸化遺伝子群，酸化ストレスの評価
a．腎組織のNQO1のmRNA発現量 .　 b．腎組織のHO-1のmRNA発現量 .　c．尿中8-OHdG排泄量．WT/Cont群（white），
WT/RM群（black），Nrf2KO/Cont群（light grey），Nrf2KO/RM群（dark grey）　＊ : P < 0.05 vs WT/Cont group　†: P < 
0.05 vs WT/RM group　‡ : P< 0.05 vs Nrf2KO/Cont group
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有効な治療薬は開発されていない．この理由と
して少量の活性酸素種が，酸化ストレスとして
のみならず細胞内シグナル伝達物質としても機
能しており，一律に抑制することが治療効果に
結びつかないのではないかと推測される．Nrf2
の活性化は多くの抗酸化遺伝子群発現に関与し
ており抗酸化能の増強による治療効果が想定さ 

れる．
　糖尿病性腎症に対して Nrf2活性化薬による
腎保護効果が報告されている31）．逆に Nrf2欠損
マウスに糖尿病モデルを作成することで腎症の
発症，進展が有意に促進することが報告されて
いる32）．その機序に Nrf2依存的抗酸化遺伝子群
の発現上昇が関与することが示されている33）．
一方で臨床研究においても Nrf2活性化薬が近
年注目され，Nrf2活性化薬である Bardoxolone

による GFR増加作用が報告されている14）．
GFR低下により原尿の産生が低下すると尿細
管管腔の流速が低下し，結果として円柱形成が
促進され cast nephropathyをきたす．現在 RM

誘発性 AKIでは補液による GFR維持が唯一の
治療法となっている３，４）．
　本研究では抗酸化遺伝子群の発現上昇が尿細
管障害を抑制することが示された．In vitroで
は Nrf2を KDすることで NQO1が特に強く抑制
されており，NQO1の発現調節は Nrf2に依存す
ることが判明した．一方で HO-1の発現抑制は
部分的であり Nrf2非依存的経路が存在するこ
とが示された．実際，既報では HO-1は転写因
子 Bach1による制御も受けることが知られてお
り，近位尿細管細胞においてもこの経路を介し
発現が維持された可能性がある34，35）．
　AKIの病態形成に炎症が関与することも判
明している．横紋筋融解症モデル腎では，炎
症細胞浸潤，特にマクロファージ浸潤が増加
していた．マクロファージ欠損モデルでは虚
血再灌流モデルにおける腎障害が改善するこ
とが報告されている36）．また，これらの炎症細
胞浸潤にはサイトカイン，ケモカインの発現
が重要であり37），Nrf2KO/RMではWT/RMに
比較し，これらの炎症関連遺伝子群の発現も上

昇していた．Nrf2は NF-kβによる炎症性サイ
トカインの発現に対して抑制的に制御するこ
とが近年報告されている．Nrf2は転写因子とし
て anti-redox element（ARE）に結合し抗酸化遺
伝子群の発現を制御する38）．しかし Nrf2によ
る NF-kβ関連炎症抑制作用は AREを介さず，
また NF-kβ binding siteにも直接的に競合しな
い39）．Nrf2による炎症抑制作用機序は未だ十分
には解明されていない．

結　語
　Nrf2欠損マウスにおいては RM誘発性 AKI

が増悪した．その機序として抗酸化遺伝子群発
現低下による酸化ストレス増強による尿細管細
胞障害の増大が関与するものと考えられた．一
方で炎症細胞浸潤への関与も示され，複合的
な機序を介して Nrf2活性化が AKI進展抑制に
重要であることが示された．Nrf2活性化は AKI

治療の標的となり得ることが明らかとなった．
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The role of Nrf2 activation in mouse rhabdomyolysis-induced  
acute kidney injury model

Atsushi UCHIDA,  Hajime NAGASU,  Kengo KIDOKORO,   

Yuji SOGAWA,  Seiji ITANO,  Yoshisuke HARUNA,  Minoru SATOH,   

Tamaki SASAKI,  Naoki KASHIHARA

Department of Nephrology and Hypertension, Kawasaki Medical School

ABSTRACT   Cells are equipped with cytoprotective systems against oxidative stress caused 
by reactive oxygen species and electrophilic stress. The Keap1-Nrf2 pathway plays a central 
role in such mechanisms against oxidative and xenobiotic damage. Nrf2, as a transcription 
factor, activates a series of genes including NQO1 and HO-1.
   As the mechanism of acute kidney injury (AKI) due to rhabdomyolysis, renal tubule injury 
due to oxidative stress is the major component of the pathology. Therefore, in rhabdomyolysis-
induced AKI, reno-protective effect of Nrf2 activation is expected. In the present study, the role 
of Nrf2 activation in rhabdomyolysis-induced AKI was investigated. In vitro, human proximal 
tubular epithelial cells (hPTECs) were used to determine the significance of Nrf2 for hemin 
stimulation. Hemin stimulation revealed elevation of Nrf2-related antioxidant gene group and 
cytotoxicity. Nrf2 knockdown (KD) with Nrf2-siRNA suppressed the rise of the expression of the 
antioxidant genes against hemin stimulation, and the cell damage was significantly exacerbated. 
A model of rhabdomyolysis by glycerol intramuscular injection was also prepared in vivo using 
wild type mice (WT) and Nrf2-deficient mice (Nrf2 KO). These mice were of the C57BL/6J 
background. We divided them into four groups: (1) WT/Cont, (2) WT/rhabdomyolysis (RM), (3) 
Nrf2 KO/Cont, and (4) Nrf2 KO/RM. Renal dysfunction and macrophage infiltration occurred 
more often in the WT/RM than in the WT/Cont, and it significantly worsened in the Nrf2 KO/RM 
group compared to the WT/RM. The expression of the antioxidant gene group was suppressed 
more in the Nrf2 KO/RM group compared with the WT/RM. 
   These results indicate that Nrf2 activation exerts reno-protective effect in rhabdomyolysis-
induced AKI. Nrf2 activation may be a new therapeutic target for rhabdomyolysis-induced AKI.
 (Accepted on August 30, 2017)
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