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緒 言 

 2017 年の厚生労働省の調査では，悪性新生物受症患者の総数は，1,782 万人

と推計され胃（11.0%），気管，気管支および肺（9.5%）が上位を占めている［1］．

シスプラチン（CDDP，cis-diammine dichloroplatinum）は，これらのがんに対

する化学療法に広く用いられている白金製剤であり，がん細胞内 DNA のグアニ

ン，アデニンなどのプリン塩基と結合し，架橋を形成することで DNA の複製と

転写を抑制して，抗腫瘍効果を示す． 

 1970年代初頭，米国国立癌研究所（NCI，National Cancer Institute）で CDDP

の臨床試験が開始されたが，腎毒性，骨髄抑制，消化管毒性，神経毒性などの多

くの有害事象が出現したため，開発の中断が余儀なくされた．中でも腎毒性は極

めて高頻度に出現する重篤な有害事象であった［2］．事実，Latcha ら［3］は，

CDDPを投与された患者 777人のうち，245人（31.5%）が急性腎障害（AKI，acute 

kidney injury）を発症したと報告している．以後，腎毒性を軽減するために様々

な投与レジメンが考案された．Cvitkovic ら［4］は，CDDPの投与前後に大量の

補液と強制利尿を行うことで AKI が回避できることを見出した．この発見によ

り，臨床試験の再開が可能となり，安全性および有効性に関する知見が集積さ

れ，1978 年にカナダ，米国およびイタリアで，1983年には我が国でも薬事承認

された． 

 腎障害の一般的な予防方法として，我が国のインタビューフォーム［5］には， 

2.5 L以上の輸液を 10時間以上かけて投与し，CDDP投与中には必要に応じて利

尿薬を追加するように記載されている．しかし，Jonghら［6］は，高用量 CDDP 

（70〜85 mg/m2）による治療を受けた患者 400 人のうち 41%は補液を行っても，

血清クレアチニン値が上昇したと報告している．大量補液の他に，1.6 Lの輸液

を約 4 時間かけて補液するショートハイドレーション法の有効性も報告されて

いる［7］．Horinouchi ら［8］は，肺がん患者に対して行われたショートハイド

レーションは有効であると結論しているが，全身状態を表す performance 

statusが 0または 1であることや，クレアチニンクリアランスが 60 mL/min 以

上であることが条件であり，すべての患者に当てはまるか否かは，明らかではな

い．また，CDDP 誘発性の AKI から不可逆的な慢性尿細管症や腎線維化が起き，

慢性腎障害（CKD，chronic kidney disease）に進展することも報告されている

［9-10］．このように，CDDPによる腎障害の予防方法は十分には確立できていな

いのが現状であり，腎毒性は現在も CDDP の用量規定因子となっている． 

 CDDPが腎障害を誘発する原因としては，尿細管上皮細胞に集積した CDDPが近

位尿細管上皮細胞からシトクロム C の遊離を促進し，カスパーゼ 9 を活性化さ

せること［11］，内皮機能障害と血管収縮による直接的な尿細管上皮細胞毒性，

これらにより生じる腎血流量の減少［12，13］などが報告されているが，詳細な
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機序は未解明である． 

一方，降圧薬の服用や血圧の低下が AKI の発症リスクを増大させるという報

告がある．Arora ら［14］はレニン-アンジオテンシン系（RAS，renin angiotensin 

system）阻害薬を使用している心臓手術後の患者では， AKI 発症リスクが 27.6%

増加したことを報告している．また，RAS 阻害薬を使用している敗血症患者では，

AKI の発症リスクが約 2 倍になることも報告されている［15-16］．その一方，

Molinasら［17］は，ロサルタンの前投与が虚血性 AKIに対して腎保護作用を示

すこと，Brarら［18］は，AKI患者に対する RAS阻害薬の使用は総死亡率を減少

させることを報告しており，CDDP と RAS 阻害薬の併用が AKI に与える影響につ

いても一定の見解は得られていない．さらに，使用する RAS 阻害薬によっても

AKIに与える影響が異なる可能性もある．厚生労働省の令和元年国民健康・栄養

調査および平成 29 年度患者調査で，収縮期血圧が 140 mmHg 以上の割合は，男

性 36.2%，女性 24.9%であり，高血圧症の患者数は 994 万人と推定されている．

また，高血圧症の受療率は人口 10万人対比で 515であり，同じ生活習慣病であ

る脂質異常症の 117 や糖尿病の 177 を大きく上回っている．我が国の高血圧治

療ガイドラインでは，薬物治療としてカルシウムチャネル拮抗薬，アンジオテン

シンⅡ受容体拮抗薬，アンジオテンシン変換酵素阻害薬，利尿薬が推奨されてお

り［19］，CDDPがこのような降圧薬と併用されることは多い．その場合，CDDP誘

発性の腎障害がさらに増悪することは容易に想像できる．CDDP の効果は濃度依

存的であり，腎障害のために用量を下げることが余儀なくされると，必然的に治

療強度が低下する．従って，腎障害の発症機序の解明や発症予防を目的とした投

与レジメンの開発には，強い臨床的要請がある． 

本研究では，CDDP 誘発性の腎障害によって CDDP の治療強度を低下させるこ

とがない化学療法レジメンの検討に資することを目的として，１）臨床研究とし

て降圧薬と CDDP 併用患者の腎機能障害の実態を調査した．また，その結果に基

づき，リバーストランスレーショナルに，２）降圧薬と CDDP との併用が CDDP誘

発性の AKI に与える影響，および３）降圧薬と CDDP との併用が CDDP 誘発性の

CKDに与える影響についてマウスを用いた動物実験で調べた．以下，本研究で得

られた結果を 3章に渡って論述する． 
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略 号 

 

AKI  acute kidney injury 

AML  amlodipine 

AT1R  angiotensin Ⅱ type 1 receptor 

AT2R  angiotensin Ⅱ type 2 receptor 

-SMA  -smooth muscle actin 

BUN  blood urea nitrogen 

CCB  calcium channel blocker 

CDDP  cis-diammine dichloroplatinum 

CKD  chronic kidney disease 

CRE  creatinine 

eGFR  estimated glomerular filtration rate 

EMT  epithelial-mesenchymal transition 

ENA  enalapril 

LOS  losartan 

RAS   renin angiotensin system 

OATP1B1 organic anion transporting polypeptides 1B1 

OCT2  organic cation transporter type2 

PBS  phosphate-buffered saline 

PPAR  peroxisome proliferator-activating receptor gamma 

sBP  systolic blood pressure 

TEL  telmisartan 

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end 

labeling 
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第 1章 降圧薬と CDDP併用患者の腎機能障害の実態 

 

1.1．背景・目的 

 緒言に記述したように，降圧薬の併用や血圧の低下が CDDP による AKIの発症

リスクを増大させることが報告されている．降圧薬の中でもレニン-アンジオテ

ンシン系（RAS）阻害薬の使用が関連していることが報告されている．例えば，

小牧ら［20］は，血圧の低下と RAS 阻害薬の併用が，CDDP を含む化学療法レジ

メンで治療された患者の CDDP誘発腎毒性を増悪させる可能性があることを報告

している．一方，RAS阻害薬の一つであるロサルタン（LOS，losartan）は CDDP

による腎機能障害を抑制するという報告もある［21］．このように，RAS 阻害薬

を含め，降圧薬が CDDPの腎機能障害に与える影響について，統一的な見解は得

られていない．また，腎障害を増悪させる降圧薬も特定されていない． 

 本章では，ヒトを対象とした臨床研究，即ち，CDDP による化学療法レジメン

で治療を受けた患者の診療情報を用いた後ろ向き観察研究により，以下のこと

を確認した． 

１）CDDPと降圧薬の併用で CDDPによる腎機能障害が増悪するか否か． 

２）増悪するとすれば，腎障害を生じさせやすい降圧薬を特定できるか． 

 

1.2．方 法 

1.2.1．対象患者 

 2013 年 4 月 1 日から 2018 年 3 月 31 日の間，独立行政法人国立病院機構大阪

南医療センターで CDDP が投与された 20 歳以上の患者を対象とした．被験者登

録にあたり，次の除外基準を設けた． 

１）CDDPの 1回標準投与量が 50 mg/㎡未満のレジメンで治療された患者 

２）過去に CDDP の投与歴のある患者 

３）CDDPの投与間隔が 2週間未満である患者 

 

1.2.2．研究デザイン 

 後ろ向き観察研究（既存資料のみを用いた観察研究）とし，電子カルテを用い

て対象患者を抽出，登録し，次の項目についての情報を収集，解析した． 

１）患者背景（年齢，性別，身長，体重，基礎疾患，治療歴など） 

２）治療開始日，治療終了日および治療終了理由 

３）副作用（悪心嘔吐，下痢，骨髄抑制など） 

４）降圧薬の併用の有無と併用された降圧薬の種類 

５）その他使用中薬剤など 

６） 血清クレアチニン（CRE，creatinine），血液尿素窒素（BUN，blood urea 

nitrogen）および推定糸球体濾過量（ eGFR， estimated glomerular 

filtration rate） 
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1.2.3．解析方法 

 対象患者（n=57）のうち除外基準に抵触しなかった患者（n=38）を CDDPに降

圧薬を併用していた群（降圧薬併用群，n=13）と併用していなかった群（降圧薬

非併用群，n=25）に分け，それぞれの腎機能マーカーを比較した．2群間の平均

値の比較には，Mann-Whitney U検定を用いた．頻度の比較にはカイ二乗検定を

用い，期待度数が 5 以下である場合はフィッシャーの直接確率検定を用いた．

なお，主要評価項目は CDDP 投与後の腎機能障害の有無とし，CRE および／また

は BUNが基準値の 1.5倍を上回った場合を「腎機能障害あり」と定義した［20，

22］． 

 

1.2.4．倫理的配慮 

 本研究は，人を対象とする医学系研究に関する倫理指針（文部科学省・厚生労

働省）［23］に基づいて実施した．研究に先立ち，独立行政法人国立病院機構大

阪南医療センター倫理審査委員会の承認を受けた（受付番号：30-67）． 

 なお，本研究は既存資料を用いた患者対応表を有しない匿名化による後ろ向

き調査であり，インフォームド・コンセントを受ける代わりに，当該研究の実施

について，人を対象とする医学系研究に関する倫理指針第 12 の 4 ①〜⑥に定め

られた事項を研究対象者等に公開し，研究対象者等が拒否できる機会（オプトア

ウト）を保証した． 

 

1.3．結 果 

1.3.1．患者背景 

 降圧薬併用群と非併用群の患者背景を比較した（表 1）．eGFR はそれぞれ，71.5

±14.3および 84.4±20.4 mL/min/1.73 m2で差はあるものの，男女比（男性／

女性）は併用群で 7／6，非併用群で 18／7，年齢はそれぞれ 69.8±10.0歳およ

び 64.4±8.8 歳，CDDP の平均投与量はそれぞれ 99.6 mg/body および 98.2 

mg/body，治療開始前（baseline）の CREは併用群，非併用群とも 0.7±0.2 mg/dL，

BUNはそれぞれ 15.9±6.0および 14.2±3.7 mg/dLであり，両群間で同等であっ

た．併用されていた他の化学療法薬についても，ペメトレキセドが非併用群で用

いられていたことを除いて両群間で同等であった．なお，全ての症例で生理食塩

液の補液による腎障害の予防対策が CDDP投与前後に講じられていた．なお，CDDP

に併用されていた降圧薬を表 2に示した． 
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表 1 対象患者の治療開始前の腎機能マーカーおよび併用された化学療法薬 

 
 

表 2 降圧薬併用群で併用された降圧薬 
 

 
  

Antihypertensive drug n=13

Telmisartan 2

Azilsartan 1

Enalapril 1

Telmisartan + Amlodipine  1

Olmesartan + Amlodipine 1

Valsartan + Azelnidipine 1

Amlodipine 3

Diltiazem + Azosemide 1

Bisoprolol 1

Spironolactone 1
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1.3.2．各コース終了後の腎機能マーカーの比較 

 治療前および治療第１〜4 コース終了時の腎機能マーカー（CRE，BUN および

eGFR）の平均値の変動を図 1 に示した．併用群，非併用群のいずれにおいても

CREと BUNは治療前（baseline）の 1.5 倍は超えず，腎機能障害は観察されなか

った．また，全ての項目で併用群と非併用群の間に有意な差は見られなかった．

両群に共通した変動として，CRE および BUN はコースを経るに従って上昇し，

eGFRは低下していた．  

 

 
図 1 降圧薬併用群および降圧薬非併用群の腎機能マーカーの推移 

対象患者（n=38）を降圧薬併用群（n=13）および降圧薬非併用群（n=25）に分

け，治療前（baseline）および各コース終了時の腎機能マーカーの平均値＋標準

偏差（SD）を算出した．（A）血清クレアチニン（CRE），（B）血液尿素窒素（BUN）

および（C）推定糸球体濾過量（eGFR）．なお，baseline と各コース間の統計学

的有意差は，Mann-Whitney U検定を用いて解析し，P<0.05を有意差あり（*）と

した． 
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1.3.3．腎障害発症率の比較 

 CDDP投与後の CREおよび BUNの変動から腎障害の発症件数を調べ，CDDPの総

投与回数に対する割合として併用群と非併用群の腎障害発症率を比較した．

CDDP の総投与回数は併用群で 41 回（3.3±1.7 回/例），非併用群で 83 回（3.2

±2.2回/例）であり，症例ごとの投与回数は同程度であった．腎障害発症率は，

併用群で 14.6%（6回/41回），非併用群で 13.3%（11回/83回）であった．この

ように，併用群の腎障害の発症率は非併用群よりもわずかに高いものの，両群間

で有意な差は見られなかった． 

本章 1.3.2．および 1.3.3．の結果から，一般論として降圧薬を併用すること

が，CDDPによる腎毒性を増悪させる可能性は否定された． 

 

1.3.4．RAS阻害薬と CDDPとの併用が腎機能マーカーに与える影響 

 前項で示した腎障害が見られた併用群の 6回（6例）の服用降圧薬は，アムロ

ジピン（AML，amlodipine）1例，テルミサルタン（TEL，telmisartan）3例，AML+

オルメサルタン 2 例であり，6 例の中 5 例（83.3%）で RAS 阻害薬が使用されて

いた．このことから，CDDP と降圧薬が併用される場合，特に RAS 阻害薬の併用

が CDDP による腎障害を悪化させる原因である可能性が示された．RAS 阻害薬の

併用と腎障害の関連性を確認するため，使用降圧薬の内訳を調査し（表 2），併

用群を RAS 阻害薬併用群と非 RAS 阻害薬併用群に分け，図 1 と同様に腎機能マ

ーカー（CRE，BUN および eGFR）の変動を調べた（図 2）．なお，RAS 阻害薬併用

群の内訳は，ARB 単独服用が 3例（TEL 2例，アジルサルタン 1例），ACE阻害薬

単独服用が 1例（エナラプリル（ENA，enalapril）），ARBとカルシウムチャネル

拮抗薬（CCB，calcium channel blocker）の併用が 3例（TEL+AML 1 例，オルメ

サルタン+AML 1 例，バルサルタン+アゼルニジピン 1例）であり，非 RAS阻害

薬併用群の内訳は，CCB（AML）単独が 3例，CCBと利尿薬の併用が 1例（ジルチ

アゼム+アゾセミド），β受容体遮断薬（ビソプロロール）単独服用が 1例，利尿

薬（スピロノラクトン）単独服用が 1例であった. 

 第 4コース終了時，RAS阻害薬併用群では投与前（baseline）と比較して，CRE

と BUNの上昇および eGFRの低下が認められた．一方，非 RAS阻害薬併用群では，

baseline と比較して，CRE および BUN の増加と eGFR の低下は見られなかった．

以上より，CDDP の腎毒性は，RAS 阻害薬の併用によって増悪する可能性が示さ

れた． 
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図 2 RAS阻害薬併用群と非 RAS阻害薬併用群の腎機能マーカーの推移 

降圧薬併用群（n=13）を RAS阻害薬併用群（n=7）および非 RAS阻害薬併用群

（n=6）に分け，治療前（baseline）および各コース終了時の腎機能マーカーの

平均値＋標準偏差（SD）を算出した．（A）血清クレアチニン（CRE），（B）血液尿

素窒素（BUN）および（C）推定糸球体濾過量（eGFR）． 
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1.3.5．RAS阻害薬併用患者における腎障害発症率の比較 

 前項の結果から，併用した降圧薬のうち RAS阻害薬が CDDP の腎毒性に影響を

与える可能性が示された．RAS阻害薬とその他の降圧薬で腎障害の発症率が異な

るか否かを本章 1.3.3.と同様の方法で比較した．CDDPの総投与回数は RAS阻害

薬併用群で 20 回，非 RAS 阻害薬併用群で 21 回であった．そのうち腎障害が認

められたのは，前者で 5回（25.0%），後者で 1回（4.8%）であった．このことか

ら RAS 阻害薬併用群は非 RAS 阻害薬併用群と比較して腎障害が発生する割合が

高くなることが示された（表 3）． 

 

表 3 RAS阻害薬併用群および非 RAS阻害薬併用群の腎障害の発症率 

 
 

1.3.6．RAS阻害薬の併用により腎機能低下が認められた 1例 

 以上の結果から，CDDP による治療中に RAS 阻害薬を併用すると，他の降圧薬

を併用した場合と比較して，腎機能障害を誘発するリスクが高くなることが示

された．RAS阻害薬の中でも腎障害を特に増悪させる降圧薬を探索する必要があ

るが，これにはさらに症例を集積する必要がある．本項では，腎障害を RAS阻害

薬併用群の中で,治療開始時から治療終了時まで継続して腎機能の低下が確認

された 1例を記述する． 

 60歳代の男性．胃癌のため CDDP，カペシタビンおよびトラスツズマブの併用

療法が行われていた．既往歴は高血圧症，骨粗鬆症，肝硬変などであった．治療

開始時の内服薬は TEL，ニセルゴリン，ゾピクロン，クエン酸第一鉄ナトリウム，

スクラルファート水和物およびボノプラザンフマル酸塩であり，治療中にニセ

ルゴリンがイブジラストへ切替となったことを除き，使用薬に変更はなかった．

治療開始時の CRE，BUN および eGFR は 0.59 mg/dL，10.9 mg/dL および 102.5 

mL/min/1.73 m2 と正常であった．1 コース目終了後に，正常範囲内ではあるが

CREおよび BUNは，それぞれ 0.73 mg/dL および 15.7 mg/dLと上昇し始め，eGFR

は，81.2 mL/min/1.73 m2と低下し始めた．その後，血球減少のため，CDDPの投

与量が第 2コース目に 75%に減薬され，5コース目に 60%に，6コース目に 50%と

なった．CDDP を減量下にも関わらず，CRE，BUN の増加および eGFR の低下が続

き，7 コース目終了後には，CRE 1.25 mg/dL，BUN 21.0 mg/dL，eGFR 44.9 

mL/min/1.73 m2となった.第 7コース目終了後の治療効果の評価で progressive 

disease と判断され，本人希望により，その後の治療は行わないこととなった． 

 緒言に記述したように，腎毒性は CDDP の用量規定因子である．本症例では

CDDPの減薬後も腎機能の低下は続き，第 7コース目終了後の腎機能では CDDPの

増量は，減薬基準に抵触するため不可能であった［2］．血球減少で減薬されてい

なかった場合，より早期に腎障害が増悪し，治療強度の低下が余儀なくされ，原

疾患の治療を妨害した可能性が高い． 

 

Total course Kidney injury

RAS inhibitor (+) 20 5(25 %)

RAS inhibitor (-) 21 1(4.8 %)
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1.4．考 察 

 

 CDDP と降圧薬を併用しても，腎機能マーカーの変動や腎機能障害の発生率に

影響しないことが示された．降圧薬併用群には異なる降圧機序をもつ薬剤が混

在しており，その中には，腎障害に対する保護効果が報告されているものがあ

る．例えば，Barrera ら［24］はラットに虚血性 AKIを発症させる前または後に

スピロノラクトンを投与することで，スピロノラクトン非投与のラットと比較

して，AKIのバイオマーカーである kidney injury molecule-1が有意に低いこ

とを報告している．また，Liuら［25］は急性心筋梗塞患者に対して，心臓カテ

ーテル検査または経皮的冠動脈形成術を行う前にビソプロロールを含むβ遮断

薬を投与すると，β遮断薬非投与患者と比較して，造影剤誘発性の AKI の発症

率が低下することを報告している．以上より，降圧薬併用の有無ではなく，降圧

機序毎に CDDPによる腎障害への影響を検討する必要があると考えられた．本研

究で，降圧薬併用群を RAS 阻害薬併用群と非 RAS 阻害薬併用群に分け比較した

結果，腎機能マーカーの変動や腎機能障害の発生率に差が生じる可能性が示さ

れた．これらの結果から，CDDPによる腎障害は，RAS阻害薬によって増悪すると

考えられた．今後，症例数を増やし，各 RAS阻害薬と CDDPを併用した場合の腎

機能マーカーの変動や腎障害の発症率をより大規模かつ詳細に調べる必要があ

る．また，RAS 阻害薬の併用により腎障害が増悪する機序の解明も必要である． 

 本論文では TEL と CDDP併用の一例の自験例を示した．この症例では，CDDPを

減薬しているにも関わらず，腎障害が進行していた．今後，症例をさらに集積す

る必要はあるが，RAS阻害薬との併用で腎障害が増悪し，原疾患の治療が妨害さ

れている症例は一定数存在すると思われる．実臨床では複数の既往症に対して，

それぞれの薬物治療が行われている場合が多い．Kang ら［26］は多剤併用によ

り，腎障害を起こすリスクが高くなることを報告している．また，Chaoら［27］

は降圧薬，抗不整脈薬，硝酸薬，脂質異常症治療薬などの薬剤が追加される毎に

AKIを起こすリスクが 30%高くなることを報告している．本研究の対象患者の中

には複数の降圧薬を併用している症例もみられた．Ameenら［28］は CKD患者に

おいて，アムロジピンとバルサルタンの併用がバルサルタン単独群と比較して

有意に尿中アルブミン値を低下させ，CKD に対して保護作用を示すことを報告し

ている．このように，異なる降圧薬の併用によっても，腎障害に及ぼす影響は変

化する可能性がある．そのため，臨床現場で個々の薬剤の腎障害に及ぼす影響や

腎障害を増悪させる機序を解明するには限界がある．この課題を解決し，臨床で

CDDP の治療強度を下げずに化学療法を行うためには，リバーストランスレーシ

ョナルな視点からの基礎データの集積が必要と考えられた． 
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第 2章 降圧薬が CDDP誘発性の AKIに与える影響：マウスを用いた検討 

 

2.1．背景・目的 

第 1章では，ヒトを対象とした臨床研究によって，１）CDDP と降圧薬を併用

しても，腎機能マーカーの変動や腎機能障害の発症率には影響しないこと，２）

降圧薬併用群を RAS 阻害薬併用群と非 RAS 阻害薬併用群に分けて比較すると，

腎機能マーカーの変動や腎機能障害の発症率に差があることを示した． 

 ラットを用いた先行研究で，RAS 阻害薬のうち LOS は，CDDP との併用で CDDP

誘発性の腎障害を軽減させたことが報告されている［21］．また，Zamaniら［29］

は雄性ラットで CDDP と ENA の併用により腎障害が増悪することを報告してい

る．逆に，Raniら［30］は，ENAが CDDP 誘発性の腎障害を軽減すると報告して

いる．このように，基礎研究においても RAS阻害薬が CDDP誘発性の腎障害に与

える影響について，統一した見解は得られていない．また，血圧低下と CDDP誘

発性の腎障害が相関するという報告［20］があるが，血圧低下により腎機能障害

が増悪する機構は解明されていない． 

本章では，第１章の結果を動物実験によってリバーストランスレーショナル

に検証することを目的とした．検証に用いた降圧薬は，厚生労働省の第 3 回レ

セプト情報・特定健診等情報データベース［31］で使用頻度が高いことが示され

ている TEL，ENA，AMLに TELとは代謝経路と受容体に対する特異性が異なる LOS

を加え，CDDP による AKI に対する降圧薬併用の影響および AKI の発症機序の解

明を試みた． 

 

2.2．方 法 

2.2.1．実験動物 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）は日本エスエルシー株式会社（静岡）から購入

した．マウスは，室温 23±1℃，相対湿度 47〜67%，明暗サイクル 12時間の環境

下で飼育し，餌（RCF-1（オリエンタルバイオ株式会社,京都））および水は自由

摂取とした．なお，本研究は摂南大学の動物実験に関する規定に従い実施した． 

許可番号：K17-15，K18-15 

 

2.2.2．実験プロトコル 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を以下の 10 群に分け，腎障害の程度を調べた

（図 3）. 

１）Control群（n=7，未処置） 

２）CDDP単独群（n=5，CDDP（FUJIFILM 和光純薬工業株式会社）15 mg/kg） 

３）CDDP+AML 併用群（n=5，CDDP および AML（ノルバスク®，ファイザー株式会
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社，東京）5 mg/kg） 

４）CDDP+ENA併用群（n=5，CDDPおよび ENA（レニベース®，MSD 株式会社,東京）

2.5 mg/kg） 

５）CDDP+TEL 併用群（n=4，CDDP および TEL（ミカルディス®，日本ベーリンガ

ーインゲルハイム株式会社，東京）10 mg/kg） 

６）CDDP+LOS併用群（n=4，CDDPおよび LOS（ニューロタン®，MSD株式会社）10 

mg/kg） 

７）AML単独群（n=6，AML 5 mg/kg） 

８）ENA単独群（n=5，ENA 2.5 mg/kg） 

９）TEL単独群（n=5，TEL10 mg/kg） 

10）LOS単独群（n=5，LOS10 mg/kg） 

 なお，CDDP は 1 回のみ腹腔内投与し，CDDP の投与日を day 0 とした．また，

実際の臨床状況を再現するため，各降圧薬はシスプラチン投与 3日前（day -3）

から屠殺前日（day 4）まで 1日 1回経口投与した．経口投与には，経口ゾンデ

針（φ0.9x70 mm，夏目製作所）を用いた． 

 

 

図 3 実験プロトコル（CDDP単回投与） 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=7，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：15 mg/kg，腹腔内投与），CDDP+各降圧薬併用群（AML併用群（n=5，5 mg/kg），

ENA併用群（n=5，2.5 mg/kg），TEL併用群（n=4，10 mg/kg），LOS併用群（n=4，

10 mg/kg），経口投与）および各降圧薬単独群（AML単独群（n=5，5 mg/kg），ENA

単独群（n=5，2.5 mg/kg），TEL単独群（n=5，10 mg/kg），LOS 単独群（n=5，10 

mg/kg），経口投与）に分けた．CDDPの投与日を 0日目（day 0）とし，各降圧薬

を CDDP投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 4）まで 1日 1回経口投与し

た．Day -3，day 0，day 3 および day 5 に収縮期血圧の測定と採血を行い，day 

5に屠殺後，腎臓を採取した． 

CDDP (15 mg/kg)

CDDP (15 mg/kg)+antihypertensive drug

Antihypertensive drug

6 weeks old male

BALB/c mice

day -3 day -2 day -1 day 0 day 1 day 2 day 3 day 4 day 5

CDDP administration ●

Antihypertensive drug 

adminisitration
● ● ● ● ● ● ● ●

Blood drawing

Body weight measurement
● ● ● ●

Blood pressure measurement ● ● ●

Kidney hervest ●
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2.2.3．収縮期血圧の測定 

 収縮期血圧（sBP，systolic blood pressure）は，マウス・ラット用無加温型

非観血式血圧計（MK-2000，室町紀海株式会社，東京）を用いて，day -3，day 0，

および day 5に測定した. 

 

2.2.4．採血および血清の分離 

 Day -3，day 0，day 3および day 5 に尾静脈から採血した．採血には，ヘマ

トクリット毛細管（microhematocrit capillary tube，MARIENFELD，Germany）

を用いた．採血後，室温で 1時間静置し，ヘマトクリット遠心機（F20178-A-000，

株式会社久保田製作所，東京）を用いて遠心分離（12000 rpm，5分間）し，血

清を得た．血清はサンプリングチューブ（DNA-02C，株式会社バイオメディカル

サイエンス）に入れ，-80℃に設定した冷凍庫に保存した． 

 

2.2.5．CREおよび BUN濃度の測定 

本章 2.2.4.で得た血清を用いて，BUN および CRE濃度を測定した.測定は乾式

臨床科学分析装置（スポットケム EZ SP-4430，アークレイ株式会社，京都）で

行い，試薬カードはスポットケム TMⅡ腎機能-2（アークレイ株式会社）を用いた. 

 

2.2.6．腎臓の採取 

マウスにメデトミジン（0.75 mg/kg），ミダゾラム（4.0 mg/kg）およびブト

ルファノール（5.0 mg/kg）を腹腔内投与し，正向反射がないことを確認した後，

滅菌鋏で腹部を切開した．心臓を露出し，左心室に翼状針を挿入し，右心耳を切

開後，ペリスタポンプ（SJ1211H，アトー株式会社，東京）で PBS（PBS，phosphate-

buffered saline）を灌流した．灌流後，腎臓を採取し，4%パラホルムアルデヒ

ド・リン酸緩衝液，pH7.0 （FUJIFILM 和光純薬工業株式会社,大阪）中，4℃に

設定した冷蔵庫で終夜静置した. 

 

2.2.7．腎臓組織切片の作製 

採取した組織（2.2.6.）を tissue cassette（greiner labortechnik，Germany）

に入れ，自動固定包埋装置（Cell & Tissue Processor CT-Pro20，ジェノスタッ

フ株式会社，東京）を用いて浸透した．なお,自動固定包埋装置の各層（全 12層）

には，80%エタノール，95%エタノール（2 層），100%エタノール（3 層），G-NOX

（ジェノスタッフ株式会社）（3 層），パラフィン（HISTOPLAST，Shandon 

Scientific Ltd., Pittsburgh，PA，USA）（3層）を予め準備した．浸透スケジ

ュールは，80%エタノール：2時間，95%エタノール：2時間，95%エタノール：1

時間，100%エタノール：1時間（3層），G-NOX：1 時間（2層），G-NOX：2時間，
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パラフィン：2時間（3層）とした．パラフィン伸展機（EC-4030，アズワン株式

会社，大阪）上でパラフィンを流し込んでおいたベースモールドに浸透処理が完

了した組織を移し，tissue cassetteを載せてパラフィンを流し込み包埋した．

パラフィンが固まるまで室温に放置し，その後，4℃に設定した冷蔵庫で一夜静

置した． 

次に，パラフィンブロックをベースモールドから取り出し，ミクロトーム

（ROM-380，大和光機工業株式会社，埼玉）を用いて，3 mに薄切した．薄切し

た組織を，40℃に設定した湯浴に移し，組織が元の大きさになるまで伸展させ

た．続いて，MAS コート付きスライドグラス（S9442，松浪硝子工業株式会社，

大阪）上に伸展させた組織を載せた．余分な水分を取り除いた後，45℃に設定し

たパラフィン伸展機上で 2時間静置し，乾燥した． 

 

2.2.8．腎線維化面積の評価 

腎線維化面積は，Masson trichrome 染色によって評価した．組織切片をキシ

レン層（2層）,100%エタノール層（2層）および 70%エタノール層に各 5分間出

没させ，パラフィンを除去した．4分間流水で洗浄した後，第一媒染液（武藤化

学株式会社，東京）を 20 分間反応させ，3 分間流水で洗浄した．続いて，マイ

ヤーヘマトキシリン溶液（FUJIFILM和光純薬工業株式会社）に 5分間浸した後，

5分間流水で洗浄した．続いて，第二媒染液（武藤化学株式会社）を滴下し 30秒

間反応させた後，1 分間流水で洗浄した．次に 1% 酢酸溶液に 5 回浸し，0.75% 

オレンジ G液（武藤化学株式会社）を 1分間反応させた後，1% 酢酸溶液に 5回

浸した．次に，マッソン染色液 B（武藤化学株式会社）を 5 分間反応させた後，

1% 酢酸溶液に 5 回浸した．続いて，2.5%リンタングステン酸溶液（武藤化学株

式会社）を 15分間反応させた後，1% 酢酸溶液に 5回浸した．アニリン青液（武

藤化学株式会社）を 30分間反応させた後，1% 酢酸溶液に 5 回浸した．70%エタ

ノール，80% エタノールおよび 90%エタノール層の順に，それぞれ 5秒間，10秒

間および 20秒間出没した後，100% エタノール層（3層）に 60 秒間出没し，脱

水した．キシレン層（4 層）に 60 秒間出没し，透徹した．最後に，カナダバル

サム（FUJIFILM和光純薬工業株式会社）で封入し，顕微鏡（OLYMPUS BX50,東京）

で検鏡し，腎皮質を撮影した．続いて，糸球体領域を各視野から除去し，アニリ

ンブルー染料で染色された腎線維化領域を ImageJ ver.1.41（ National 

Institutes of Health，USA）を用いて抽出し，線維化面積を測定した．測定し

た腎線維化面積を間質面積で除して，腎線維化面積比を算出した．なお，個体ご

とに 3視野の腎線維化面積比を算出し，その平均値を統計解析に使用した． 
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2.2.9．腎アポトーシス領域の評価 

 腎アポトーシス領域は TUNEL（TUNEL，terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick-end labeling）染色により評価した．本章 2.2.8.と同様の方法で組

織切片からパラフィンを除去した．パラフィンを除去した組織切片を 4 分間流

水で洗浄した後，PBSに浸し，5分間洗浄した．続いて，proteinase K （Boehringer 

Mannheim Gmbh，Germany）を PBSで 20 µg/mLに希釈し，組織切片に滴下し，室

温で 15 分間反応させた．PBS を用いて洗浄（2 分間，2 回）した後，ApopTag® 

equilibration buffer（Merck KGAA，Germany）を滴下し，室温で約 10秒間反応

させた．ApopTag® reaction buffer（Merck KGAA）で 3.3倍に希釈した ApopTag® 

terminal deoxynucleotidyl transferase（Merck KGAA）を滴下し，37℃で 60分

間反応させた．精製水で 34倍に希釈した stop/wash buffer（Merck KGAA）に浸

し，室温で 10 分間反応させた後，PBS で洗浄した（1 分間，3 回）．以下の作業

は遮光下で行った．Anti digoxigenin peroxidase（Merck KGAA）を滴下し，室

温で 30分間反応させ，PBSで洗浄した（2分間,4回）．対比染色として PBSで 1 

µg/mLとなるように希釈した Hoechst 33342（Lonza Walkersville，Inc., USA）

を滴下し，30分間核染色後，PBS で洗浄した（5分間，2回）．最後に，グリセロ

ール（FUJIFILM 和光純薬工業株式会社）で封入し，蛍光顕微鏡（株式会社キー

エンス BZ-X800,大阪）で検鏡し，腎皮質を撮影した．BZ-X800 アナライザー（株

式会社キーエンス）を用いて，TUNEL陽性細胞の面積を算出した． 

 

2.2.10．腎障害発症率の評価 

本章 2.2.2.で群分けしたマウスのうち，CDDP 単独群の CRE，BUN および腎線

維化面積比の平均値を算出した．この値の 1.5 倍を上回った個体を腎障害発症

個体と定義し，全個体数に対する腎障害発症個体数を発症率として各群で算出

した． 

 

2.2.11．統計解析 

全てのデータは平均値＋標準偏差（SD）で示した．各群間の CREおよび BUNの

統計学的有意差は，Steel-Dwass 検定で解析し，P<0.05 を有意差有りとした．

CREあるいは BUN と sBPとの相関の統計学的有意性は，スピアマンの順位相関係

数で表した．また，2群間の比較はフィッシャーの直接確率検定で解析した．全

ての統計解析は，R（The R Foundation for Statistics Computing，Australia）

のグラフィカルユーザーインターフェイスである EZR（埼玉医療センター，自治

医科大学，埼玉）を用いた． 
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2.3．結 果 

2.3.1．CDDP と降圧薬の併用が腎機能マーカー（CRE および BUN）に及ぼす影響

（CDDP単回投与） 

CDDP と降圧薬の併用が腎機能に及ぼす影響を確認するため，BALB/c マウス 

（6週齢,雄性）を１）control群，２）CDDP 単独群，３）CDDP+AML 併用群，４）

CDDP+ENA併用群，５）CDDP+TEL併用群，６）CDDP+LOS併用群，７）AML単独群，

８）ENA単独群，９）TEL 単独群および 10）LOS単独群に分けて，CREおよび BUN

の変動を比較した．降圧薬の投与量は，各降圧薬がマウスの血圧を未処置群と比

較して有意に低下させたという報告に基づいて決定した［32-36］．また，CDDPの

投与量（15 mg/kg）は，未治療群と比較して，投与 3 日目の CRE および BUN が

有意に増加したという Peiら［37］の報告および同用量の CDDP を投与してから

5 日以内にマウスは死亡しないという Sasaki ら［38］の報告に基づいて決定し

た． 

各採血日の CRE と BUN を図 4 に示した．治療期間中，CDDP と CCB である AML

併用群の CREおよび BUNは CDDP単独群と同程度であった．RAS阻害薬との併用，

即ち，CDDP+ENA併用群，CDDP+LOS併用群および CDDP+TEL併用群では CDDP単独

群と比較して day 3〜day 5で CREおよび BUN に上昇が見られた．特に，CDDP+TEL

併用群では強い上昇がみられた． 
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図 4 CDDP（単回投与），各降圧薬あるいは CDDPと各降圧薬の併用が腎機能に与

える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=7，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：15 mg/kg），CDDP+AML併用群（n=5，AML：5 mg/kg），CDDP+ENA 併用群（n=5，

ENA：2.5 mg/kg），CDDP+LOS 併用群（n=4，LOS：10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=4，

TEL：10 mg/kg），AML 単独群（n=6，AML：5 mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 

mg/kg），LOS 単独群（n=5，LOS：10 mg/kg）および TEL 単独群（n=5，TEL：10 

mg/kg）に分けた．CDDPの投与日を day 0 とし，各降圧薬を day -3から屠殺前

日（day 4）まで 1日 1回経口投与した．Day -3，day 0，day 3 および day 5の

血清を採取した．各個体の（A）血清クレアチニン（CRE）および（B）血液尿素

窒素（BUN）を測定し，平均値＋標準偏差（SD）を算出した． 

A

B
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2.3.2．sBPと生化学的パラメータ間の相関 

前項で記述したように，CDDPと RAS阻害薬を併用すると，腎障害マーカー（CRE

および BUN）の上昇がみられた．この腎障害マーカーの変動と血圧低下との相関

を確認するため，day 3と day 5の CRE および BUNの差を∆CRE，∆BUN，sBPの差

を∆sBPとし，∆CRE または∆BUNと∆sBPとの相関関係を調べた． 

降圧薬単独群では∆sBP と∆CRE，∆sBP と∆BUN に有意な相関はみられなかった

（図 5A，CRE: r=0.33，P=0.14，BUN: r=-0.19，P=0.40）．また，CDDPと各降圧

薬併用群も同様に有意な相関はみられなかった（図 5B，CRE：r=0.16，P=0.51，

BUN：r=-0.21，P=0.40）． 
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図 5 収縮期血圧と腎機能マーカーの相関関係 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を AML 単独群（n=6，AML：5 mg/kg），ENA単独

群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg），LOS単独群（n=5，

LOS：10 mg/kg），CDDP+AML 併用群（n=5，AML：5 mg/kg），CDDP+ENA 併用群（n=5，

ENA：2.5 mg/kg），CDDP+TEL併用群（n=4，TEL：10 mg/kg）および CDDP+LOS併

用群（n=4，LOS：10 mg/kg）に分けた．CDDPの投与日を day 0 とし，各降圧薬

を day -3から屠殺前日（day 4）まで 1日 1回経口投与した．Day 3および day 

5に収縮期血圧（sBP）の測定と採血を行い血清クレアチニン（CRE）および血液

尿素窒素（BUN）を測定した．各個体の day 3と day 5の sBP，CRE および BUNの

差を算出し，（A）降圧薬単独群（AML，ENA，TELおよび LOS単独群）と（B）CDDP+

各降圧薬併用群（CDDP+AML，CDDP+ENA，CDDP+TEL および CDDP+LOS 併用群）に分

け，∆sBP と∆CRE あるいは∆sBPと∆BUN の相関関係を調べた．なお，▲は RAS阻

害薬（ENA，TEL あるいは LOS）を投与した個体，◯は AML を投与した個体を示

す．  

A

B
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2.3.3．CDDPと降圧薬の併用が腎線維化領域に及ぼす影響（CDDP単回投与） 

降圧薬の併用による AKI の程度を組織学的に評価するため，各個体の腎臓の

パラフィン切片を作製し，Masson trichrome 染色によって腎間質面積に対する

腎線維化面積比を算出して，比較した（図 6A, 6B）．なお，腎線維化面積は，各

視野から糸球体領域を除去し，アニリンブルー染料で染色された腎線維化領域

を抽出することで算出した．その結果，CDDP 単独群は control 群および各降圧

薬単独群と比較して腎線維化面積比が増加する傾向がみられた．CDDP+ENA 併用

群および CDDP+TEL 併用群は control 群，各降圧薬単独群および CDDP 単独群と

比較して増加していた．特に CDDP+TEL 併用群は CDDP 単独群と比較して腎線維

化面積比が有意に増加していた． 
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図 6 CDDP（単回投与），各降圧薬あるいは CDDPと各降圧薬の併用が腎線維化に

与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=7，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：15 mg/kg），AML単独群（n=6，AML：5 mg/kg），CDDP+AML 併用群（n=5，

AML：5 mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA 併用群（n=5，

ENA：2.5 mg/kg），TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=4，

TEL：10 mg/kg），LOS 単独群（n=5，LOS：10 mg/kg）および CDDP+LOS 併用群（n=4，

LOS：10 mg/kg）に分けた．CDDP の投与日を day 0 とし，各降圧薬を day -3か

ら屠殺前日（day 4）まで 1日 1回経口投与した．Day 5に採取した腎臓からパ

ラフィン切片を作製し，（A）Masson trichrome染色を行った．染色像から腎線

維化領域を抽出し，（B）各群の腎間質面積に対する線維化面積の割合を算出し

た．なお，統計学的有意差は，Steel-Dwass 検定を用いて解析し，P<0.05を有意

差あり（*）とした． 
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*
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2.3.4．CDDPと降圧薬の併用が腎細胞死（アポトーシス）に及ぼす影響（CDDP単

回投与） 

前項で記述したように，CDDPと降圧薬，特に TELを併用すると，腎線維化面

積が増加した．次に，腎細胞死への影響を評価するため，本章 2.3.3.と同様に

各個体の腎臓のパラフィン切片を作製し，TUNEL染色を行い，TUNEL陽性細胞

領域を抽出して，腎間質面積に対する割合を算出した（図 7A, 7B）．その結

果，CDDP単独群は，control群と比較して，腎アポトーシス領域が増加する傾

向がみられた．また，全ての降圧薬併用群は CDDP単独群と比較して腎アポト

ーシス領域が増加していた．  



 24 

 

 

図 7 CDDP（単回投与），各降圧薬あるいは CDDPと各降圧薬の併用がアポトーシ

スに与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=7，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：15 mg/kg），AML単独群（n=6，AML：5 mg/kg），CDDP+AML 併用群（n=5，

AML：5 mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA 併用群（n=5，

ENA：2.5 mg/kg），TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=4，

TEL：10 mg/kg），LOS 単独群（n=5，LOS：10 mg/kg）および CDDP+LOS 併用群（n=4，

LOS：10 mg/kg）に分けた．CDDP の投与日を day 0 とし，各降圧薬を day -3か

ら屠殺前日（day 4）まで 1日 1回経口投与した．Day 5 に採取した腎臓からパ

ラフィン切片を作製し，（A）TUNEL染色を行った．染色像から TUNEL陽性細胞領

域を抽出し，（B）各群の腎間質面積に対するアポトーシス領域の割合を算出し

た． 
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2.3.5．CDDP と降圧薬の併用が腎機能障害の発症率に及ぼす影響（CDDP 単回投

与） 

CDDPと降圧薬の併用が腎障害の発症率に与える影響を検討した．CDDP単独群

の CRE，BUN および腎線維化面積比の平均値を算出し，これらの値の 1．5 倍を

上回った個体を「腎障害あり」と定義し，発症率を算出した．なお，CREの平均

値は 0.78 mg/dL，同じく BUNは 63.6 mg/dLおよび腎線維化面積比は 6.3%であ

った．その結果，CDDP+ENA併用群では CREで 5個体中 3個体（60%）が，BUNで

2個体（40%）が発症と判定された．CDDP+TEL 併用群では CRE で 4個体中 3個体

（75%）が，BUNでは全ての個体が，腎線維化面積比では 2個体（50%）が発症と

判断された．中でも CREおよび BUN は有意に発症と判定された．また，CDDP+LOS

および CDDP+AML 併用群の発症率は低かった（図 8）． 
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図 8  CDDP（単回投与）による腎障害の発症率と CDDPと各降圧薬併用による腎

障害の発症率の比較 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を CDDP 単独群（n=5，CDDP：15 mg/kg），CDDP+ENA

併用群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=4，TEL：10 mg/kg）， CDDP+LOS

併用群（n=4，LOS：10 mg/kg）および CDDP+AML 併用群（n=5，AML：5 mg/kg）に

分けた．CDDPの投与日を day 0とし，各降圧薬を day -3から屠殺前日（day 4）

まで 1日 1回経口投与した．Day 5 に採血を行い血清クレアチニン（CRE）およ

び血液尿素窒素（BUN）を測定した．また，day 5 に採取した腎臓からパラフィ

ン切片を作製し，Masson trichrome染色像から腎間質面積に対する線維化面積

の割合を算出した．CDDP単独群の CRE，BUNおよび腎線維化面積比の平均値を算

出し，その値の 1.5 倍を上回る個体を腎障害あり（■）と定義して腎障害発症率

を算出した．なお，CDDP 単独群との統計学的有意差は，フィッシャーの直接確

率検定を用いて解析し，P<0.05を有意差あり（*）とした． 
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2.4．考 察 

 

CDDP 誘発腎毒性の要因は不明であるが，本章の結果から，降圧薬，特に RAS

阻害薬が，マウスの CDDP 誘発性腎障害を増悪させることが示された．これは，

第 1章（ヒトでの知見）と一致している．CREおよび BUNから算出した AKIの発

症率は，CDDP と RAS 阻害薬との併用で増加しており，特に，ENA および TEL は

他の降圧薬と比較して，CDDP による AKI を増悪させる危険性が高いことが示さ

れた（図 8）．また，TEL と同じ降圧機序を持つ LOS も CDDP と併用することで，

CRE および BUN が増加傾向となることが示された（図 4）．この結果とは対照的

に，Salehら［21］は，LOSが抗酸化作用を介して CDDPによる腎障害に対して腎

保護作用を有することを報告している．この報告では，ラットに CDDP（7 mg/kg）

を単回投与，LOS を高用量（60 mg/kg）単回投与，または低用量（10 mg/kg）を

連日投与しており，本研究とはデザインが異なる．即ち，LOS または CDDP の投

与量と投与期間が LOSの腎保護作用に影響を与えている可能性が考えられた． 

本章では TEL が他の降圧薬と比較して，CDDP による AKI を強く増悪させる結

果が示された．Abuelo ら［39］は，RAS 阻害薬が輸出細動脈の拡張によって腎灌

流を減少させ，血圧が正常であっても虚血性の AKI を引き起こすことを報告し

ている．TELは本章で使用した RAS阻害薬の中で最も半減期が長い（20-24時間）．

さらに，同じアンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬である LOSと比較し,アンジオテ

ンシンⅡ1型受容体（AT1R，angiotensin Ⅱ type 1 receptor）に対して 27倍

高い選択性を示す［40］．以上より，CDDP+TEL併用群では腎灌流が減少していた

と考えられる．腎灌流の減少により，血中の TEL滞留時間が延長し，強力な RAS

阻害作用が発現したことで，他の降圧薬と比較して，CDDP による腎障害をより

増悪させたと考えられた．一方で TEL はアンジオテンシンⅡ2 型受容体（AT2R，

angiotensin Ⅱ type 2 receptor）への親和性が低く，AT1Rに選択性が高いこ

とが報告されている［41］．そのため，AT1Rの拮抗により血漿中のアンジオテン

シンⅡが増加し AT2Rを刺激する可能性がある．AT2Rの刺激によって臓器線維化

が抑制されることが報告されているが［42］，本研究では TEL の併用により腎線

維化面積比が有意に増加した．従って，AT2R 活性化による抗線維化作用を上回

る腎障害の増悪因子が存在する可能性がある．Husseinyら［43］は，CDDPが尿

細管を萎縮させることを報告しており，TEL の併用による腎灌流の減少が CDDP

誘発性の尿細管萎縮に何らかの影響を及ぼした可能性が考えられた．ENAも同様

の機序によって CDDP による腎障害を増悪させることが推測されたが，TEL のよ

うに強い腎機能障害増悪作用は見られなかった．TELと ENAの違いを評価するに

は，さらなる研究が必要である．一方，RAS 阻害薬併用群とは異なり，CDDP+AML
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群では腎毒性は認められなかった．Hayashi ら［44］は L型カルシウムチャネル

遮断薬が主に輸入細動脈を拡張すると報告している．この機序が腎機能低下の

程度の違いに影響を及ぼしていると考えられる． 

先行研究では，血圧の低下と CDDP誘発腎毒性との間に相関性があると報告さ

れている［20］．一方，本研究では sBP と CREあるいは BUNに相関関係はみられ

なかった（図 5）．この結果から，血圧以外の要因が CDDPによる腎障害を増悪さ

せていることが示唆された．なお，本研究では CDDP 単独群および CDDP+各降圧

薬併用群の sBPは各降圧薬単独群と比較して低い傾向がみられた． 

Isabelle ら［43］は，ラットに CDDP を投与すると CDDP を投与しない群と比

較して，有意に体重が減少すると報告している．本研究でも CDDPが投与された

全ての群（CDDP単独群および CDDP+降圧薬併用群）の day 3 および day 5 の体

重は CDDP の投与がない群（control 群および降圧薬単独群）と比較して有意に

減少していた（結果非提示）．さらに，肥満の 2型糖尿病患者や非肥満の高血圧

症患者において，体重減少により，血圧が有意に低下することが報告されている

［46-47］．以上より，CDDP の投与によって体重減少が生じたことで，血圧が低

下したと考えられる． 

CDDPによる腎障害発生の機序の 1つに腎細胞のアポトーシスの誘発が報告さ

れている［48］．Terada ら［49］は，アポトーシス促進遺伝子であるアポトーシ

スシグナル調節キナーゼ 1遺伝子を欠損する AKIモデルマウスは，wild-typeマ

ウスと比較して血清 CREおよび BUNが有意に低いことを報告している．さらに，

Kuwanaら［50］は，セリン-スレオニンキナーゼ Aktの活性化によってアポトー

シスを抑制するホスファチジルイノシトール 3-キナーゼγ遺伝子を欠損するマ

ウスは，CDDP誘発腎毒性モデルにおいて，wild-typeマウスと比較して，CREお

よび BUN が有意に高いことを報告している．本章の結果では，CDDP 単独群の腎

アポトーシス面積比は，control群と比較して増加する傾向がみられた．さらに

CDDP+各降圧薬併用群の腎アポトーシス領域は CDDP 単独群と比較して増加する

傾向を示した（図 7）．以上より，CDDPと RAS阻害薬などの降圧薬の併用により，

正常な腎細胞にアポトーシスが誘導されやすくなることが示唆された. 

以上の結果から，マウスを用いた検討でも，第 1章と同様に RAS阻害薬を CDDP

と併用すると，CDDP 誘発性の AKI が増悪することが示された．また，腎障害の

増悪機序には血圧以外の要因が存在する可能性を示した．さらに，ENAおよび TEL

の併用が他の降圧薬の併用と比較して CDDP誘発性の腎障害を強く増悪させるこ

とが明らかとなった． 
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第 3章 降圧薬が CDDP誘発性の CKDに与える影響 

 

3.1．背景・目的 

 第 2章では，降圧薬，特に RAS阻害薬と CDDPの併用により CDDP誘発性の AKI

が増悪することが示された．また，RAS 阻害薬の中でも，ENA および TELとの併

用で高頻度に AKI が増悪する可能性を示した．ただし，実臨床では化学療法レ

ジメン毎に定められた休薬期間をとり，抗がん剤を反復的に投与する．例えば，

非小細胞肺癌に対する CDDP とドセタキセルの併用療法では，治療初日に 80 

mg/m2の CDDPと 60 mg/m2のドセタキセルの点滴静注を行い，3週間休薬する．以

上を 1コースとして，繰り返し実施する［51］．また，CDDP誘発性の AKIは，CKD

に移行することも報告されている［3］．以上より，実臨床と同様にマウスに CDDP

を反復投与して，降圧薬が CDDP誘発性の CKDに与える影響を検討する必要があ

る．また，第 2章で CDDP と降圧薬の併用により，腎線維化面積比の増加傾向が

示された．腎機能が低下した症例では腎間質に線維化が認められると報告され

ており［52］，降圧薬が腎線維化を増悪させる機序の解明が必要である．腎線維

化の要因は，尿細管萎縮や糸球体血流量の減少が関与していると考えられてい

る［53］．腎線維化に関わる細胞群に腎臓に局在する線維芽細胞や骨髄由来細胞，

上皮間葉転換（EMT，epithelial-mesenchymal transition）由来細胞，内皮間葉

転換由来細胞があり，特に EMT 由来細胞と骨髄由来細胞の関与が大きいと考え

られている［54］．EMT による腎線維化では尿細管上皮細胞が形質転換成長因子

（TGF-）によって刺激され，間葉系細胞に変化することが知られている．間葉

系細胞は，-SMA（-smooth muscle actin）やフィブロネクチンなどを発現す

ることが報告されている［55］．また，EMT では，細胞接着分子である E-cadherin

の発現量の低下が，細胞の遊走能および浸潤能を亢進させ，上皮細胞から間葉系

細胞への変化に寄与することも報告されている［56］．以上より，-SMA と E-

cadherin は EMT の指標として用いられている．また，腎線維化に対する EMT の

影響を確認する目的でも用いられている．実際に，Jang ら［57］は，片側尿管

結紮により腎線維化を誘導したマウスの腎組織では，-SMA 発現領域が増加し，

E-cadherin発現領域が減少することを報告している．本章では，マウスに CDDP

を反復投与し第 2 章と同様の降圧薬を併用し，１）CDDP 誘発性の CKD に及ぼす

影響および２）腎線維化に対する EMTの関与を検討した． 
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3.2．方 法 

3.2.1．実験動物 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）は日本エスエルシー株式会社から購入した．飼

育は，第 2章 2.2.1.と同様の方法で行った． 

なお,本研究は摂南大学の動物実験に関する規定に従い実施した． 

許可番号：K19-16 

 

3.2.2．実験プロトコル 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を以下の 10 群に分け，腎障害の程度を調べた

（図 9）． 

１）Control群（n=5，未処置） 

２）CDDP単独群（n=5，CDDP（7 mg/kg，腹腔内投与）） 

３）CDDP+AML併用群（n=5，CDDPおよび AML（5 mg/kg）） 

４）CDDP+ENA併用群（n=10，CDDPおよび ENA（2.5 mg/kg）または n=5，CDDPお

よび ENA（1.25 mg/kg）） 

５）CDDP+TEL併用群（n=8，CDDPおよび TEL（10 mg/kg）または n=5，CDDPおよ

び TEL（5 mg/kg）） 

６）CDDP+LOS併用群（n=5，CDDPおよび LOS（10 mg/kg）） 

７）AML単独群（n=5，AML 5 mg/kg） 

８）ENA単独群（n=5，ENA 2.5 mg/kg） 

９）TEL単独群（n=5，TEL 10 mg/kg）  

10）LOS単独群（n=5，LOS 10 mg/kg） 

CDDPの初回投与日を 0日目（day 0）とし，7日間ごとに合計 4回腹腔内投与

した（day 0，day 7，day 14，day 21）．また，各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day 

-3）から屠殺前日（day 24）まで（週 6 回）経口投与した．経口投与には，経口

ゾンデ針（φ0.9x70 mm，夏目製作所）を用いた． 
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図 9 実験プロトコル（CDDP反復投与）  

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg，腹腔内投与），CDDP+各降圧薬併用群（AML併用群（n=5，5 mg/kg），

ENA併用群（n=10，2.5 mg/kg または n=5，1.25 mg/kg），TEL 併用群（n=8，10 

mg/kgまたは n=5，5 mg/kg），LOS併用群（n=5，10 mg/kg），経口投与）および

各降圧薬単独群（AML単独群（n=5，5 mg/kg），ENA単独群（n=5，2.5 mg/kg），

TEL単独群（n=5，10 mg/kg）および LOS 単独群（n=5，10 mg/kg），経口投与）

に分けた．CDDPの投与日を 0日目（day 0）とし，各降圧薬を CDDP投与 3日前

（day -3）から屠殺前日（day 24）まで週 6回経口投与した．Day -3，day 0，

day 7，day 14，day 21 および day 25 に収縮期血圧の測定と採血を行い，day 

25に屠殺後，腎臓を採取した． 

 

 

3.2.3．収縮期血圧の測定 

収縮期血圧（sBP，systolic blood pressure）は，マウス・ラット用無加温型

非観血式血圧計（MK-2000，室町紀海株式会社，東京）を用いて，day -3，day 0，

day 7，day 14，day 21および day 25 に測定した. 

 

3.2.4．採血および血清の分離 

Day -3，day 0，day 7，day 14，day 21 および day 25 に第 2章 2.2.4.と同

様の方法で採血および血清分離を行った． 

 

3.2.5．CRE，BUNおよびアルブミン濃度の測定 

 各個体 day -3，day 0，day 7，day 14，day 21 および day 25 に尾静脈から

採血し，CRE，BUN およびアルブミン濃度を第 2章 2.2.5.と同様の方法で測定し

Day -3 Day -2 Day -1 Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 25

CDDP 腹腔内投与 ● ● ● ●

降圧薬投与 ●

採⾎(CRE,BUN)
体重・⾎圧測定

● ● ● ● ● ●

腎臓採取 ●

Day -3 Day -2 Day -1 Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 25

CDDP administration ● ● ● ●

Antihypertensive drug 

adminisitration
● ● ● ●（six days a week）

Blood drawing

Body weight measurement

Blood pressure measurement

● ● ● ● ● ●

Kidney hervest ●

CDDP (7 mg/kg)

CDDP (7 mg/kg)+antihypertensive drug

Antihypertensive drug

6 weeks old male

BALB/c mice
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た． 

3.2.6．腎臓の採取 

マウスからの腎臓の採取は第 2章 2.2.6.と同様の方法で行った． 

 

3.2.7．腎臓組織切片の作製 

腎臓組織切片の作製は第 2章 2.2.7.と同様の方法で行った． 

 

3.2.8．腎線維化面積の評価 

第 2 章 2.2.8.と同様の方法で Masson trichrome 染色および腎線維化面積比

を算出した． 

 

3.2.9．-SMA免疫染色 

第 2 章 2.2.8.と同様の方法で組織切片からパラフィンを除去した．4 分間流

水で洗浄した後，0.05% Tween20を含む 10 mM クエン酸ナトリウム緩衝液，pH6.0

「クエン酸ナトリウム緩衝液 pH6.0（クエン酸三ナトリウム・二水和物，FUJIFILM

和光純薬工業株式会社,大阪）」に浸し，電子レンジを用いて抗原を賦活化した

（750 W，5分間，4回）．室温まで冷却し，wash buffer（PBS で 40倍に希釈し

た TritonX-100）で洗浄した（5分間，2回）．Blocking solution（3%ウシ血清

アルブミン（BSA，Albumin，Bovine，F-V，ナカライテスク株式会社，京都）を

含む PBS）に浸し，60分間室温で保温した．続いて，一次抗体として，blocking 

solutionで 1,000倍希釈した anti-alpha smooth muscle actin 抗体 ［EPR5368］

（ab124964）（abcam，UK）を滴下し，60 分間，37℃で保温後，4℃で一夜保温し

た．Wash buffer で洗浄（5分間，2回）後，以下の手順を遮光下で行った．二

次抗体として，blocking solutionで 500 倍希釈した goat anti-rabbit IgG H&L

（Alexa Fluor® 488）（A11008）（Thermo Fisher Scientific，USA ）を滴下し，

60分間，37℃で保温した．Wash buffer で洗浄（5分，2回）後，対比染色とし

て PBSで 1 µg/mL となるように希釈した Hoechst33342（LONZA Walkersville，

USA）を滴下し 1 分間反応させ，細胞核を染色した．Wash buffer で洗浄（5 分

間，2回）し，第 2章 2.2.8.と同様の方法で封入した．-SMA 陽性細胞を蛍光顕

微鏡（株式会社キーエンス BZ-X800，大阪）で検鏡し腎皮質を撮影した．BZ-X800

アナライザー（株式会社キーエンス）を用いて-SMA陽性細胞領域の面積を算出

した． 

 

3.2.10．E-cadherin 免疫染色 

本章 3.2.9.と同様の方法で賦活化および blocking solution での保温を行っ

た．続いて，一次抗体として，blocking solution で 200倍希釈した E-cadherin
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（24E10）rabbit mAb（Cell Signaling Technology，USA）を滴下し，60分間，

37℃で保温後，4℃で一夜保温した．Wash buffer（本章 3.2.9.参照）で洗浄（5

分間，2回）後，以下の手順を遮光下で行った．Blocking solution で 500倍希

釈した goat anti-rabbit IgG H&L（Alexa Fluor® 488）（A11008）を滴下し，60

分間，37℃で保温した．本章 3.2.9.と同様に洗浄，Hoechst33342 で対比染色を

行った．続いて，PBSで 16倍希釈した 0.4% trypan blue stain（Thermo Fisher 

Scientific，USA）を 1分間反応させた．Wash bufferで洗浄（5分間，2回）し，

第 2章 2.2.9.と同様の方法で封入した．E-cadherin陽性細胞を蛍光顕微鏡（株

式会社キーエンス BZ-X800）で検鏡し腎皮質を撮影した．BZ-X800アナライザー

（株式会社キーエンス）を用いて，E-cadherin 陽性細胞領域の面積を算出した． 

 

3.2.11．統計解析 

全てのデータは平均値＋標準偏差（SD）で示し，生存率に対する統計学的解

析は，log-rank検定で解析し，P<0.05 を有意差有りとした．腎線維化面積比と

CRE，BUN あるいは-SMA 領域との相関の統計学的有意性は，スピアマンの順位

相関係数で表した．その他の統計解析は第 2 章 2.2.11.と同様の方法で行った．  
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3.3．結 果 

3.3.1．CDDP と降圧薬の併用が腎機能マーカー（CRE および BUN）に及ぼす影響

（CDDP反復投与） 

 CDDPと降圧薬の併用が CKDに及ぼす影響を確認するため，雄性 BALB/cマウス

を１）control群，２）CDDP単独群，３）CDDP+AML併用群，４）CDDP+ENA併用

群（ENA：2.5 mg/kg），５）CDDP+TEL併用群（TEL：10 mg/kg），６）CDDP+LOS併

用群，７）AML 単独群，８）ENA 単独群，９）TEL 単独群および 10）LOS 単独群

に分け，day -3，day 0，day 7，day 14，day 21 および day 25 に CREおよび

BUNを測定した．CDDPの投与量は，実験期間の 25日間で死亡せず，かつ腎線維

化を誘導できる投与量を Cierraら［58］の報告をもとに設定した． 

 Day 25 までの CRE を図 10A に示した．CDDP+AML 併用群および CDDP+ENA 併用

群は全実験期間で control群および CDDP単独群と比較して有意な増加はみられ

なかった．CDDP+LOS 併用群は day 7 および day 14 において control 群および

CDDP 単独群と比較して CRE の有意な上昇がみられたが，day 21 および day 25

では差はみられなかった．CDDP+TEL併用群は day 14において control 群および

CDDP 単独群と比較して CRE の有意な増加がみられたが，day 21 および day 25

では差はみられなかった． 

 Day 25 までの BUNを図 10Bに示した．day 14 から day 25 まで，全ての降圧

薬併用群で control 群および CDDP単独群と比較して BUNの上昇がみられた．特

に CDDP+TEL併用群では day 21および day 25 において BUNの有意な上昇がみら

れた． 
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図 10 CDDP（反復投与），各降圧薬あるいは CDDP と各降圧薬の併用が腎機能に

与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg，腹腔内投与），AML単独群（n=5，AML：5 mg/kg），CDDP+AML併用

群（n=5，AML：5 mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA併用群

（n=10，ENA：2.5 mg/kg），LOS単独群（n=5，LOS：10 mg/kg），CDDP+LOS併用群

（n=5，LOS：10 mg/kg），TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg）および CDDP+TEL併

用群（n=8，TEL：10 mg/kg）に分けた．CDDPの初回投与日を 0日目（day 0）と

し，7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 0，day 7，day 14，day 21）．

各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 24）まで（週 6回）

経口投与した．Day -3，day 0，day 7，day 14，day 21，day 25の血清を採取

した．各個体の（A）血清クレアチニン（CRE）および（B）血液尿素窒素（BUN）

を測定し，平均値＋標準偏差（SD）を算出した．なお，統計学的有意差は，Steel-

Dwass検定を用いて解析し，P<0.05を有意差あり（*）とした． 
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3.3.2．生存曲線の比較 

CDDP+ENA 併用群の 10 個体のうち day 12 に 1 個体，day 13 に 3 個体，day 

18,day 20および day 21にそれぞれ 1 個体，day 24に 2個体，合計 9個体が死

亡した（図 11A）．CDDP+TEL併用群では，8個体のうち day 5，day 12，day 22

および day 23にそれぞれ 1個体,合計 4個体が死亡した（図 11B）．Control群，

CDDP 単独群，ENA 単独群および TEL 単独群では死亡個体は見られず，併用群と

他の群との間に生存率の有意な差が認められた（log-rank検定）． 

 死亡の原因が ENA および TEL の用量によるものかどうかを検討するため，投

与量を半量とした CDDP+Low ENA併用群（ENA：1.25 mg/kg）および CDDP+Low TEL

併用群（TEL：5 mg/kg）の生存率を調べた．CDDP+Low ENA 併用群の生存曲線を

図 11Aに示した．CDDP+Low ENA 群は 5 個体のうち day 18 に 1個体が死亡した．

Day 25 における生存率は 80%であり，CDDP+ENA併用群（ENA：2.5 mg/kg）の生

存率との間に有意な差が見られ，死亡率には明確な ENA の用量依存性が確認さ

れた．CDDP+Low TEL 併用群の生存曲線を図 11Bに示した．CDDP+Low TEL 併用群

は 5個体のうち day 6 に 2個体，day 22 に 1個体が死亡した．day 25における

生存率は 40%であり，CDDP+TEL併用群（TEL：10 mg/kg）の生存率との間に差は

みられなかった．  
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図 11 CDDP（反復投与）と ENA あるいは TEL の併用が生存率に与える影響（生

存率） 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg，腹腔内投与），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA併

用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+Low ENA 併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），

TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=8，TEL：10 mg/kg）お

よび CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの初回投与日

を 0日目（day 0）とし，7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 0，day 7，

day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 24）

まで（週 6回）経口投与した．（A）control 群，CDDP単独群，ENA 単独群，CDDP+ENA

併用群および CDDP+Low ENA 併用群の day 25 までの生存率を算出した．同様に，

（B）control 群，TEL 単独群，CDDP 単独群，CDDP+TEL 併用群および CDDP+Low 

TEL併用群の day 25 までの生存率を算出した．なお，統計学的有意差は，log-

rank検定を用いて解析し，P<0.05を有意差あり（*）とした．  
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3.3.3．死亡原因の調査 

 前項で記述したとように，ENAおよび TEL併用群で死亡個体がみられた．死亡

の原因として薬物代謝能の低下，その結果としての降圧薬の蓄積による致死的

な血圧低下および/または腎機能障害を想定し，死亡した各個体の，血清中のア

ルブミン濃度，sBP および BUNの推移を確認した（図 12）．血清アルブミン濃度

は全ての個体で基準値内であり，肝機能障害はなく，薬物代謝能は低下していな

いことが推測された．また，死亡直前に測定した sBP には致死的な低下はみら

れず，降圧薬の蓄積もないと示された．CDDP+ENA併用群で 4個体（44%），CDDP+Low 

ENA 併用群で 1 個体（100%），CDDP+TEL 併用群で 2 個体（50%）および CDDP+Low 

TEL 併用群で 1 個体（33%）に死亡直前に BUN の上昇がみられ，これらの個体は

腎機能障害のために死亡したと考えられた．  

生存個体について同様に確認した結果，血清アルブミン濃度および sBP に同

様の傾向がみられた（図 13）．Day 25において CDDP+ENA併用群で 1個体（100%），

CDDP+Low ENA併用群で 2個体（50%），CDDP+TEL併用群で 4個体（100%）および

CDDP+Low TEL 併用群で 1 個体（50%）に BUN の上昇がみられ，CDDP の投与をさ

らに継続すると，腎障害で致死する可能性が示された． 
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図 12 ENAおよび TEL併用群（死亡体）の BUN，sBPおよび血清アルブミン（ALB）

の推移 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を CDDP+ENA 併用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg），

CDDP+Low ENA併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），CDDP+TEL併用群（n=8，TEL：10 

mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの初

回投与日を 0 日目（day 0）とし，7 日間ごとに合計 4 回腹腔内投与した（day 

0，day 7，day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day -3）から屠殺前

日（day 24）まで（週 6回）経口投与した．各群の観察期間終了までに死亡した

個体の BUN，sBP および ALBの推移を示した． 
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図 13 ENA および TEL 併用群（生存個体）の BUN，sBP および血清アルブミン

（ALB）の推移 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を CDDP+ENA 併用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg）， 

CDDP+Low ENA併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），CDDP+TEL併用群（n=8，TEL：10 

mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの初

回投与日を 0 日目（day 0）とし，7 日間ごとに合計 4 回腹腔内投与した（day 

0，day 7，day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day -3）から屠殺前

日（day 24）まで（週 6回）経口投与した．各群の観察期間終了まで生存した個

体の BUN，sBPおよび ALBの推移を示した． 
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3.3.4．CDDP と低用量降圧薬の併用が腎機能マーカー（CRE および BUN）に及ぼ

す影響（CDDP反復投与） 

 以上の結果から，ENAおよび TELの併用によって死に至る最大の原因は，腎障

害であることが示された．次に，ENA および TEL の減薬により,腎障害に及ぼす

影響に差異が生じるか確かめるため，生存個体を用いて本章 3.3.1.と同様の方

法で CREおよび BUN を測定した． 

 Day 25 までの CREを図 14Aに示した． CDDP+Low ENA 併用群および CDDP+Low 

TEL併用群は，day 7 および day 14で CDDP単独群と比較して CREが増加する傾

向がみられた． 

 Day 25までの BUNを図 14Bに示した．CDDP+Low ENA 併用群は，day 14および

day 25で CDDP単独群と比較して BUNが増加する傾向がみられた．CDDP+Low TEL

併用群は day 7 から day 25 にかけて CDDP単独群と比較して BUNが増加する傾

向がみられた． 
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図 14 CDDP（反復投与），各降圧薬あるいは CDDP と各降圧薬（低用量）の併用

が腎機能に与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg，腹腔内投与），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA併

用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+Low ENA 併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），

TEL単独群（n=5，TEL：10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=8，TEL：10 mg/kg）お

よび CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの初回投与日

を 0日目（day 0）とし，7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 0，day 7，

day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 24）

まで（週 6回）経口投与した．Day -3，day 0，day 7，day 14，day 21 および

day 25 に採血を行い，（A）血清クレアチニン（CRE）および（B）血液尿素窒素

（BUN）を測定した． 
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3.3.5．CDDPと降圧薬の併用が線維化領域に及ぼす影響（反復投与） 

第 2章 2.3.3.と同様に，降圧薬の併用による CKDへの影響を組織学的に評価

するため，屠殺時の腎組織の Masson trichrome染色を行い（図 15A），腎間質

面積に対する腎線維化面積の割合を算出した（図 15B）．CDDP+TEL 併用群，

CDDP+ENA併用群，CDDP+Low TEL併用群および CDDP+Low ENA 併用群は，本章

3.3.2.に記述したように死亡個体がみられたため，day 25まで生存した個体の

みを解析対象とした．CDDP群は control 群および各降圧薬単独群と比較して腎

線維化面積比が有意に増加した．CDDP+ENA併用群（ENA：2.5 mg/kg）および

CDDP+TEL併用群（TEL：10 mg/kg）の腎線維化面積比は，CDDP 群と比較して増

加傾向がみられた.  
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図 15 CDDP（反復投与），各降圧薬あるいは CDDPと各降圧薬の併用が腎線維化

に与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg），AML単独群（n=5，AML：5 mg/kg），CDDP+AML 併用群（n=5，AML：

5 mg/kg），LOS単独群（n=5，LOS：10 mg/kg），CDDP+LOS併用群（n=5，LOS：10 

mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA併用群（n=10，ENA：2.5 

mg/kg），CDDP+Low ENA 併用群（n=5，ENA：1.25 mg/kg），TEL 単独群（n=5，TEL：

10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=8，TEL：10 mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用

群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDP の初回投与日を 0日目（day 0）とし，

7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 0，day 7，day 14，day 21）．各降

圧薬を CDDP投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 24）まで（週 6回）経口

投与した．Day 25 に採取した腎臓からパラフィン切片を作製し，（A）Masson 

trichrome染色を行った．染色像から腎線維化領域を抽出し，（B）各群の腎間質

面積に対する線維化面積の割合を算出した．  

なお，本結果は観察期間終了時（day 25）まで生存した個体を解析対象とし

た． 
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3.3.6．上皮間葉転換への影響 

 前項に記述したように，CDDP を反復投与した場合，ENA あるいは TEL との併

用により，腎線維化面積比が増加することが示された．次に，降圧薬の併用によ

って EMT が誘導されるか否かを検討するため，腎組織の-SMA（図 16A）および

上皮細胞の細胞接着分子である E-cadeherin の免疫染色を行い，上皮間葉転換

の程度について比較した．なお，前項と同様に死亡個体は解析対象から除外し

た．その結果，CDDP 単独群および CDDP+各降圧薬併用群では平滑筋細胞のマー

カーである-SMA の染色領域が増加する傾向がみられた．特に CDDP+ENA 併用群

（ENA：2.5 mg/kg）および CDDP+TEL併用群（TEL：10 mg/kg）ではより強い増加

傾向がみられた（図 16B）．一方，E-cadherin の染色領域にはそのような傾向は

観察されなかった（結果非提示）． 
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図 16 CDDP（反復投与），各降圧薬あるいは CDDP と各降圧薬の併用が上皮間葉

転換に与える影響 

BALB/cマウス（6週齢,雄性）を control 群（n=5，未処置），CDDP単独群（n=5，

CDDP：7 mg/kg），AML単独群（n=5，AML：5 mg/kg），CDDP+AML 併用群（n=5，AML：

5 mg/kg），LOS単独群（n=5，LOS：10 mg/kg），CDDP+LOS併用群（n=5，LOS：10 

mg/kg），ENA単独群（n=5，ENA：2.5 mg/kg），CDDP+ENA併用群（n=10，ENA：2.5 

mg/kg），CDDP+Low ENA 併用群（n=5，ENA：1.25 mg/kg），TEL 単独群（n=5，TEL：

10 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=8，TEL：10 mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用

群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDP の初回投与日を 0日目（day 0）とし，

7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 0，day 7，day 14，day 21）．各降

圧薬を CDDP投与 3日前（day -3）から屠殺前日（day 24）まで（週 6回）経口

投与した．Day 25 に採取した腎臓からパラフィン切片を作製し，（A）抗α-SMA

抗体による免疫染色を行った．染色像から-SMAの染色領域を抽出し，（B）各群

の腎間質面積に対する-SMAの染色領域の割合を算出した．  

なお，本結果は観察期間終了時（day 25）まで生存した個体を解析対象とし

た． 
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3.3.7．腎線維化面積比と CRE，BUNあるいは-SMAの染色領域の相関 

 以上の結果から，CDDP に ENA および TEL を併用すると死亡個体がみられ，そ

の死亡原因の最大の要因が腎障害であることが示された．また，本章 3.3.3．で

生存個体でも腎障害で死亡する可能性が高い個体が存在することが示された．

次に，ENAおよび TELの併用が腎障害を増悪する原因を調査するために，生存個

体（CDDP+ENA：n=1，CDDP+Low ENA：n=4，CDDP+TEL：n=4，CDDP+Low TEL：n=2）

で，腎線維化面積比と CRE あるいは BUN との相関関係を調べた．その結果，線

維化面積比と CRE には有意な相関（r=0.76，P<0.05）がみられ，BUN との間には

相関する傾向（r=0.46，P=0.15）がみられた（図 17）．次に，腎線維化に EMTが

関与しているか否かを確認するために，腎線維化面積比と-SMA の染色領域と

の相関関係を調べた．その結果，線維化面積比と-SMAの染色領域には有意な相

関が見られた（r=0.67,P<0.05）（図 18）．  
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図 17 腎線維化面積比と腎機能マーカーの相関関係 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を CDDP+ENA 併用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg）， 

CDDP+Low ENA併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），CDDP+TEL 併用群（n=8，TEL：

10 mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの

初回投与日を 0日目（day 0）とし，7日間ごとに合計 4回腹腔内投与した（day 

0，day 7，day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day -3）から屠殺前

日（day 24）まで（週 6回）経口投与した．Day 25 の腎線維化面積の割合を算

出し，血清クレアチニン（CRE）あるいは血液尿素窒素（BUN）との相関関係を調

べた．相関の統計学的有意性は，スピアマンの順位相関係数（r）で表し，P<0.05

を有意な相関とした． 

なお，本結果は，観察期間終了時まで生存した個体を解析対象とした．●は

CDDP+ENA併用群，○は CDDP+Low ENA 併用群，▲は CDDP+TEL 併用群および△は

CDDP+Low TEL併用群を示す.  
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図 18 腎線維化面積比と-SMAの染色領域の相関関係 

BALB/c マウス（6 週齢,雄性）を CDDP+ENA 併用群（n=10，ENA：2.5 mg/kg）， 

CDDP+Low ENA併用群（n=6，ENA：1.25 mg/kg），CDDP+TEL併用群（n=8，TEL：10 

mg/kg）および CDDP+Low TEL 併用群（n=5，TEL：5 mg/kg）に分けた．CDDPの初

回投与日を 0 日目（day 0）とし，7 日間ごとに合計 4 回腹腔内投与した（day 

0，day 7，day 14，day 21）．各降圧薬を CDDP 投与 3日前（day -3）から屠殺前

日（day 24）まで（週 6回）経口投与した．Day 25の腎線維化面積および-SMA

の染色領域の割合を算出し，互いの相関関係を調べた．相関の統計学的有意性

は，スピアマンの順位相関係数（r）で表し，P<0.05を有意な相関とした． 

なお，本結果は，観察期間終了時まで生存した個体を解析対象とした．●は

CDDP+ENA併用群，○は CDDP+Low ENA 併用群，▲は CDDP+TEL 併用群および△は

CDDP+Low TEL併用群を示す. 
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3.4．考 察 

 

 第 2章で CDDP と RAS阻害薬，特に ENA および TELの併用で CDDP誘発性の AKI

が増悪することが示された．本章では CDDPを反復投与し，より臨床に近い環境

で降圧薬を併用し CDDP誘発性の CKDへ与える影響を調べた．その結果，CDDPと

ENAまたは TELを併用した場合に腎障害が増悪することが示された．TELを併用

した場合は，併用しない場合と比較して BUN が有意に上昇しており，第 2 章の

結果と同様に，使用した降圧薬の中でも，特に TELの併用が，より腎障害を増悪

させることが示された．以上の結果より，TEL の併用は CDDP 誘発性の AKI だけ

でなく，CKDも増悪させることが明らかになった． 

CDDP を反復投与すると，CDDP+ENA 併用群および CDDP+TEL 併用群に死亡個体

がみられたため，死因に降圧薬の用量が関連しているか否かを確認するために，

併用する降圧薬を半量に減薬した．その結果，ENAでは低用量と高用量で生存率

に有意な用量依存性がみられた．また，TELでは生存率に差はなく，用量依存性

も認められなかった．死亡の原因として薬物代謝能の低下や致死レベルの血圧

低下が生じているかを調べた．しかし，血清アルブミンは基準値内であり，肝機

能は正常であった．死亡個体の死亡直前の sBP にも致死的な低下はみられなか

った．従って，降圧薬の蓄積による血圧低下が死因ではないと考えられた．死亡

した 17個体のうち，8 個体（47%）は死亡直前の BUNが上昇しており，死亡個体

の約半数は腎障害が原因で死亡したと考えられる． 

TEL および ENA はヒトで有機アニオン輸送体 1B1（OATP1B1，organic anion 

transporting polypeptides 1B1）または 1B3で肝臓に取り込まれることが報告

されている［59-63］．CDDP は腎基底膜に存在する有機カチオン輸送体 2（OCT2，

organic cation transporter type2）によって取り込まれ，腎毒性を発現する

ことが報告されている［39］．一方で，CDDPが血中の炭酸塩と反応し負の錯体を

形成することが示されており［64］，TEL および ENA と同様の輸送体で肝臓に取

り込まれることが報告されている［65］．以上より，TEL または ENA によって肝

臓で OATP1B1または 1B3の用量依存的な競合阻害が起こり，結果として CDDP腎

基底膜の OCT2による取り込みが促進され腎障害が増悪され死亡した可能性があ

る． 

ENA および TEL の併用が腎障害を増悪する機序として，腎線維化の促進を考

え，腎線維化面積と腎機能マーカーとの相関関係を調べた．特に CRE と相関が

みられたこと，BUN と相関する傾向がみられたことから，腎線維化が腎機能障害

の病態を反映することが示された．また，腎線維化面積比と-SMA の染色領域に

相関がみられたことから，EMTの誘導により腎線維化が促進された可能性が示さ

れた．本研究では CDDP+ENA（2.5 mg/kg または 1.25 mg/kg）併用群，CDDP+TEL
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併用群は，CDDP単独群と比較して−SMA領域の増加傾向がみられた．Keeら［64］

は生後 7 日目のラットに ENA を投与すると，投与しない群と比較して，腎組織

の-SMA 発現量が増加し，膠原線維領域が有意に増加することを報告している．

本研究の ENA 併用群は-SMA の染色領域と腎線維化領域がともに CDDP 単独群と

比較して増加傾向にあり，先行研究［66］と一致する．また，ENA 単独群は control

群と比較すると，-SMA の染色領域および腎線維化領域が増加傾向を示してい

る．以上より，ENA 併用により EMT が誘導され，CDDP による腎線維化がさらに

増悪した可能性が示された．一方，TEL には本研究の結果とは相反する報告があ

る．Anju ら［67］はヒト免疫不全ウイルスによる腎障害の進展に EMT が関与し

ており，モデルマウスの皮下に TEL が充填された浸透圧ポンプを埋め込み，持

続的に TEL を投与すると-SMA の発現量が TEL 非投与マウスと比較して有意に

減少したと報告している．このような TEL の EMT 抑制作用はペルオキシソーム

増殖剤活性化受容（PPAR，peroxisome proliferator-activating receptor 

gamma）の活性化によるものと考えられている［68］．ただし，これらの報告は前

述のように持続的に TEL が投与されているか，細胞に直接 TEL による刺激が加

えられている報告であり，臨床への反映は非現実的である．事実，Ilseら［69］

は TELの PPAR活性化作用は用量依存的であり，ヒトでは 80 mgまたは 160 mg

の TELを投与しても PPARの標的遺伝子である CD163の発現量がプラセボ群と有

意差がないことを報告している．さらに，Netanya ら［70］は AIDS 患者を対象

に，抗レトロウイルス治療に TEL を追加しても脂肪組織の線維化は抑制されな

いことを報告している．また，ヒトにおいて通常用量の TEL（40 mg）を経口投

与した時の生物学的利用率は 42.4%と報告されている［71］．本研究では TEL 単

独群では，10 mg/kg の TEL を経口投与したが，以上の理由から，EMT を抑制で

きるほどの用量ではなかったと考えられる．本研究では，これまでの報告とは異

なり，TELが EMT を誘導するような結果を示しているが，同様の報告はこれまで

にない．また，TEL 単独群でも-SMAの染色領域の増加傾向がみられたが，腎線

維化領域には増加傾向がみられず，結果に乖離がある．今後，TEL単独群で用量

を細分化し，EMTの誘導作用が変化するか否かを確認する必要がある．一方，CDDP

をラットに投与すると，投与しない場合と比較して-SMA 発現量が有意に増加

すること［72］，CDDP が腫瘍関連マクロファージを刺激することで腫瘍細胞の遊

走を促進し，EMT を引き起こすことが報告されている［73，74］．これより，ENA

または TELの併用が CDDPによる EMTの誘導を促進させ，腎線維化を増悪させる

可能性が示された． 

以上，CDDP誘発性の CKDにおいても，第 2章と同様に RAS 阻害薬と CDDPとの

併用で腎障害を増悪させる可能性が示された．また，RAS阻害薬の中でも ENAと

TELが腎障害をより強く増悪させる可能性を見出した．腎障害を増悪させる原因
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としてEMT誘導による，CDDPの腎線維化の増強が関与している可能性を示した． 
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総 括 

 本研究で得られた成果は以下の通りである． 

 

 CDDP は現在も多くのがん種に汎用されており，その治療強度を下げることは

原疾患の治療を妨害し，患者の予後に著しい低下をもたらす．CDDP と RAS 阻害

薬の併用により，CDDP誘発性の AKIおよび CKDが増悪する可能性を示し，RAS阻

害薬の中でも，ENA および TEL は特に腎障害を増悪させることを示した．さら

に，CDDP による腎障害と血圧低下に相関がないことを明らかにし，腎障害を増

悪させる要因として，ENAおよび TELが EMTを誘導し腎線維化促進する可能性を

示した．本研究では，RAS 阻害薬が CDDP 誘発性の腎障害に与える影響について

一定の方向性を示した． 

 以上，本研究により，大規模臨床研究の必要性を明確に示せる基礎的所見が集

積でき，CDDPの治療強度を下げないレジメン設計への一助とすることができた． 
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