
hon p.1 [100%]

1023

九州大学病院薬剤部（〒8128582 福岡市東区馬出 31
1）
e-mail: tyano＠pharm.med.kyushu-u.ac.jp
本総説は，平成 19 年度日本薬学会九州支部学術奨励賞

の受賞を記念して記述したものである．

1023YAKUGAKU ZASSHI 128(7) 1023―1029 (2008)  2008 The Pharmaceutical Society of Japan

―Reviews―

ヨード造影剤による腎障害発現機序の解明とベラプロストの保護作用
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Radiocontrast nephropathy (RCN) is a major complication after radiographical examination with iodinated con-
trast media (CM). Although little is known about the mechanism of RCN, a direct toxic action on renal cells and/or
decrease in renal blood ‰ow are considered to be implicated in the pathogenesis of the disease/the condition, A large
number of vasodilatory agents, including endothelin antagonists, adenosine antagonists, atrial natriuretic peptide, calci-
um channel blockers, dopamine, dopamine D1 receptor agonist fenoldopam, and prostaglandin E1 have been tried clini-
cally to prevent RCN, however, most of them have failed. Although prophylactic eŠects of antioxidant N-acetylcysteine
have recently been reported by several investigators, only hydration is a universally accepted protocol to prevent it. In
our recent in vitro and in vivo study, we have elucidated that CM induced apoptosis of renal tubular cells through the
reduction in Bcl-2 expression and the subsequent activation of caspase-9 and caspase-3. Moreover, we found that CM
caused an increase in ceramide content in renal tubular cells, which leads to apoptosis by inhibiting the phosphorylation
of Akt and cAMP responsive element binding protein (CREB) and the subsequent reduction in Bcl-2 expression. The in-
hibitor of ceramide synthase, fumonisin B1, reversed both the elevation of ceramide content and renal cell injury in-
duced by CM. On the other hand, a prostacyclin analog beraprost prevented RCN in mice by the increase of endogenous
cAMP and subsequent CREB phosphorylation resulted in enhancement of Bcl-2 expression. These ˆndings suggest that
ceramide synthesis inhibitor or beraprost is potentially useful for the prophylaxis of RCN.
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1. はじめに

1-1. 造影剤腎症について ヨード造影剤（以

下，造影剤）は X 線の吸収を高める優れた陽性造

影剤であり，X 線造影技術の発展とともに近年，

その使用は増加の一途を辿っている．1950 年代か

ら 60 年代にかけては，イオン性の造影剤が数多く

開発されたが，蕁麻疹や紅斑などの過敏症状が高頻

度で発現し，さらに，ときとして呼吸困難や肺浮

腫，血圧低下，意識消失，心停止といった重篤なシ

ョック症状を引き起こすことが大きな問題となっ

た．その後 1980 年代になり，非イオン性の造影剤

が次々と開発され，アナフィラキシー様の副作用発

現は大幅に減少した．

一方，これらの過敏反応に加えて造影剤投与患者

で特に注意しなければならないのは急性腎不全の発

症である．造影剤の投与によって起こる腎障害は造

影剤腎症と呼ばれ，特に，高齢者や腎機能が低下し

ている患者，又は抗腫瘍薬や抗菌薬，解熱鎮痛薬な

どを使用している患者においてはその発症頻度が非

常に高く，代表的な薬剤性腎障害の 1 つとされてい

る．米国 FDA（Food and Drug Administration）に

より報告された 19901994 年の副作用報告による

と，非イオン性造影剤による腎症の発症頻度は 2.3

％であった．1)一方，Porter (1994）によると，造

影剤腎症の発症率は全体では 27％程度であるが，

血清クレアチニン（SCr）値が 1.5 mg/dl 以上の患

者における発症率は，510 倍高いことが報告され
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ている．2)さらに，Mehran et al. (2004）は，造影剤

腎症発症のリスクファクターとして，1) 低血圧，

2) 大動脈内バルーンポンプによる循環補助，3) う

っ血性心不全，4) 高齢（75 歳以上），5) 貧血，6)

造影剤投与量，7) 腎機能低下の有無を挙げ，それ

らを用いたスコアにより，腎症のリスクが 7.557.3

％まで異なると報告している．3)造影剤腎症の定義

は一般的に「造影剤投与 3 日以内に血清クレアチニ

ン値が 0.5 mg/dl 以上若しくは 25％以上増加する

こと」と言われており，4)通常 1 週間程度で回復す

る可逆的な機能障害である．しかしながら，ときと

して不可逆的な腎不全に陥るケースもあり，Rihal

et al. (2002）の報告によると，冠動脈造影検査を施

行された 7586 人の患者中，254 人（3.3％）に腎症

が発症し，そのうち 20 人（7.9％）に透析が導入さ

れている．5)すなわち造影剤腎症の発症は，患者の

QOL (Quality of Life）を低下するだけでなく，入

院延長に伴う医療費増大という医療経済面において

も重大な問題である．

1-2. 造影剤腎症の予防策についてNアセチル

システインは有効か 造影剤腎症の発現機序に

は，造影剤投与による腎血管の収縮や腎血流量の低

下，糸球体濾過量の低下といった血管性の要因の関

与が示唆されてきた．68)しかしながら，ドパミン

やカルシウムチャネルブロッカー，心房性ナトリウ

ム利尿ペプチド（ANP），エンドセリンアンタゴニ

ストや，テオフィリンといった腎血流改善薬を用い

ての造影剤腎症予防の臨床研究はいずれも，有効性

を証明するには至っていない．9)

また最近，造影剤腎症に対する Nアセチルシス

テインの保護効果が報告され，10)多くの臨床試験や

メタ解析が行われてきたが，その効果は有意差が付

くボーダーライン近くにあり，明確な結論を引き出

すには至っていない．1114) 2000 年から 2006 年まで

の 29 の臨床試験結果をまとめた Stenstrom et al.

(2008）は，高用量の Nアセチルシステインは造

影剤腎症に有効であるかもしれないが，非常に高用

量を用いる必要があることから，投与経路やアナフ

ィラキシーへの対応といった，さらなる予備検討が

必要であり，第 3 相試験は時期尚早であるとの見解

を示している．15)したがって，造影剤腎症の予防法

として現在臨床で認められているのは，依然とし

て，排泄促進を目指した輸液療法のみである．

一方，造影剤は，腎尿細管細胞に対する直接的な

細胞毒性を示すことも報告されている．1619)そこで

本研究では，造影剤による腎尿細管細胞障害に着目

し，ブタ近位尿細管由来細胞（LLC-PK1 細胞）及

びマウスを用いた造影剤腎症モデルにより，造影剤

腎症の発現機序並びに保護薬物候補を明らかにした．

2. 造影剤による腎尿細管細胞のアポトーシスと

その発現機序

種々のイオン性（イオタラム酸，アミドトリゾ

酸，イオキサグル酸）並びに非イオン性造影剤（イ

オヘキソール，イオベルソール，イオメプロール，

イオパミドール，イオトロラン）を 30 分間 LLC-

PK1 細胞に曝露すると，24 時間後には細胞障害が

引き起こされた．20)一方で，造影剤の浸透圧と，細

胞生存率低下作用との間には，有意な相関は認めら

れず，非イオン性造影剤イオベルソールは，浸透圧

を一定にした条件下においても LLC-PK1 細胞に対

して濃度依存的な細胞生存率の減少を引き起こした

［Fig. 1(A)］．造影剤曝露により，アポトーシス初

期に細胞膜内部から外部に移行するホスファチジル

セリンを特異的に染める Annexin V 染色や，断片

化 DNA を特異的に染める TUNEL (terminal deox-

ynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-

labeling）染色に陽性を示す細胞が顕著に増加した

こと［Fig. 1(B)］，及び DNA の断片化が認められ

たことから，20)この LLC-PK1 細胞障害はアポトー

シスによるものであると考えられた．また，造影剤

による DNA 断片化は，非特異的なカスパーゼ阻害

剤，カスパーゼ 3 阻害剤及びカスパーゼ 9 阻害剤の

前処置によって消失したが，カスパーゼ 8 阻害剤で

は影響されなかった．20)実際にカスパーゼ活性を測

定すると造影剤曝露により，カスパーゼ 3 及びカス

パーゼ 9 の活性が顕著に上昇した［Fig. 1(C)］．さ

らに，造影剤曝露によりアポトーシス促進因子であ

る Bax 発現が増加し，一方でアポトーシス抑制因

子である Bcl-2 発現が減少した［Fig. 1(D)］．

一方，左腎の腎動脈，腎静脈，尿管を結紮したマ

ウスに造影剤を静脈内投与することで，in vivo 造

影剤腎症モデルを作製した．21)片腎結紮マウスにイ

オベルソール（4 g ヨード/kg）を投与すると，24

時間後に腎尿細管細胞障害の指標である尿中 NAG

（N-acetyl-b-D-glucosaminidase）活性の顕著な上昇

が認められた［Fig. 2(A)］．この時の腎切片を
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Fig. 1. Protective EŠect of Dibutyryl cAMP (DBcAMP) against Non-ionic Contrast Media Ioversol-induced Apoptotic Injury in a
Renal Tubular Cell Line LLC-PK1 Cells
p＜0.01 vs. control.
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TUNEL 染色すると，尿細管や間質細胞に多くの

TUNEL 陽性細胞が観察され［Fig. 2(B)］，さら

に，造影剤投与群の腎組織では，bcl-2 mRNA の低

下並びに bax mRNA の増加が認められたほか

［Fig. 2(D)］，カスパーゼ 3 活性も顕著に上昇して

おり［Fig. 2(C)］，in vitro モデルと同様の細胞死

シグナルの活性化により，マウスに造影剤腎症が引

き起こされたことが分かった．21)

3. 造影剤による腎障害に対するベラプロストの

保護効果

アポトーシス抑制因子である Bcl-2 遺伝子の転写

調節領域には cAMP-responsive element (CRE）と

呼ばれる部位が存在し，この部位に CRE 結合タン

パク（CREB）が結合すると Bcl-2 発現量が増加す

る．22) CREB は通常，細胞質に存在するが，リン酸

化されると核内に移行し CRE に結合する．この

CREB リン酸化に関与する細胞内シグナルの 1 つ

として cAMP／プロテインキナーゼ A 系が知られ

ている．23)そこで筆者らは，細胞内 cAMP を増加

させることにより，造影剤による腎細胞のアポトー

シスが抑制されるであろうと考え，イオベルソール

誘発細胞障害に対する非水解性 cAMP アナログの

ジブチリル cAMP（DBcAMP），ホスフォジエステ

ラーゼ阻害剤，及びプロスタサイクリンアナログの

ベラプロストの作用について調べた．その結果，い

ずれの薬物も造影剤による LLC-PK1 細胞障害を顕

著に抑制することが明らかとなった．20,24)ベラプロ

ストによる細胞保護作用と細胞内 cAMP 濃度の上

昇とは濃度的によく一致していたほか，DBcAMP

やベラプロストにより尿細管細胞において顕著な

CREB リン酸化が認められ，21,24)さらに，dominant-

negative CREB を導入した細胞においては DBcAMP

による保護作用が消失したことから［Fig. 1(D)］，

尿細管細胞における cAMP／プロテインキナーゼ

A/CREB 系の活性化が造影剤腎症の予防に有効で

あろうことが考えられた．実際，造影剤腎症モデル

マウスでの検討において，ベラプロスト（0.10.3

mg/kg）は，造影剤による腎障害を用量依存的に抑
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Fig. 2. Protective EŠect of Beraprost in the In vivo Model of Radiocontrast Nephropathy in Mice
p＜0.05, p＜0.01 vs. control.
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制し，21)特に 0.3 mg/kg の用量における保護効果

は，ほぼ完全であった（Fig. 2）．

ベラプロストは，G タンパク質共役型のプロス

タサイクリン受容体（IP 受容体）を刺激し，促進

性 G タンパク（Gs）を介して cAMP 産生を促進す

る．25)ヒトの腎臓には IP 受容体が多く存在し，特

に糸球体，血管内皮細胞，遠位尿細管，集合管に多

い．26)プロスタサイクリンの腎保護作用について

は，糖尿病モデルラット27)や，イヌにおける一過性

虚血に基づく腎障害モデル28)で既に証明されてい

る．さらに，ラット近位尿細管培養上皮細胞におい

て，低酸素／グルコース除去による細胞障害がプロ

スタサイクリンにより抑制されることも報告されて

いる．29)一方，プロスタサイクリンを静脈内に投与

すると腎血管の拡張，腎血流量の増加が引き起こさ

れることから，30)ベラプロストによるマウス造影剤

腎症モデルでの腎保護作用に腎血流量増加作用も寄

与しているのかもしれない．ベラプロストは慢性動

脈閉塞症に伴う潰瘍，疼痛及び冷感の改善，原発性

肺高血圧症に保険適用を有する医薬品であり，稀に

頭痛，顔面潮紅，ほてり等の副作用が出ることがあ

るが，重篤な副作用はほとんどない．すなわち，ベ

ラプロストが造影剤腎症に対する有効な予防薬にな

り得る可能性が考えられた．

4. 造影剤による腎障害発現におけるセラミドの

関与

一方，筆者らのごく最近の研究から，プロテイン

キナーゼ A から CREB リン酸化に至る経路に，ホ

スファチジルイノシトール 3キナーゼ／Akt の経

路が関与することが明らかとなった．31)さらに，造

影剤がスフィンゴ脂質であるセラミドの de novo

合成を活性化し，Akt のリン酸化を抑制すること

で，腎細胞にアポトーシスを引き起こす可能性が示

唆された．31)加えて，セラミド合成酵素阻害剤であ

るフモニシン B1 は，イオベルソールによる LLC-

PK1 細胞のセラミド合成を抑制し［Fig. 3(A)］，マ

ウスにおける造影剤腎症に対しても顕著に改善した

［Fig. 3(B)］．フモニシン B1 はカビ毒であることか

ら，造影剤腎症の予防薬としての臨床応用は不可能

であるが，これらの結果は，セラミドの増加が造影
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Fig. 3. Involvement of De novo Ceramide Synthesis in Contrast Media-induced Renal Cell Injury
EŠects of fumonisin B1 (FB1) on ioversol-induced cell injury in LLC-PK1 cells (A) and in mice (B). (C) Comparative eŠects of a variety of contrast media on

ceramide-like immunoreactivity and cell viability in LLC-PK1 cells. p＜0.05, p＜0.01 vs. control.
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剤腎症発現の起因である可能性を初めて見い出し

た，極めて重要な知見であることが考えられた．さ

らに，6 種類の非イオン性造影剤を用いて比較検討

を行った際，各造影剤の腎細胞傷害作用の程度とセ

ラミド産生量との間には有意な相関が認められ

［Fig. 3(C)］，その一方で，これまで腎細胞障害へ

の影響が示唆されてきた造影剤の浸透圧や粘稠度

は，障害作用の程度との間に相関を示さなかっ

た．31)本研究においてセラミド産生及び腎細胞への

障害作用が最も弱かったイオジキサノールは，臨床

試験においても他の造影剤に比べて腎障害の誘発率

が低いことが報告されている．32)すなわち，筆者ら

の作製した造影剤腎障害モデルや，本研究により得

られた知見を用いることで，新たな造影剤開発をは

じめ，後発品造影剤による腎臓への影響等について

も検討可能であることが考えられた．

5. おわりに

本研究により，造影剤腎障害の発現機序が明らか

になったほか，セラミドの増加が腎障害発現の起因

である可能性が示唆されるなど，重要な知見が得ら

れた．さらに，ベラプロストにより腎に多く分布す

る PGI2 レセプターを刺激し，細胞内 cAMP 産生

を高めることが，造影剤腎症に対する有効な予防策

になり得る可能性が示された．

現在，われわれは冠動脈造影検査を施行される腎

機能低下患者を対象として，造影剤腎症に対するベ

ラプロストの予防効果についての臨床試験を実施中

であるが，本知見を基に海外においても同様の試験

が実施され，その効果が報告されている．33)

造影剤を用いた検査は，腎機能低下といったリス

クファクターを有する患者においても実施せざるを

得ないことが多く，造影剤腎症の有効な予防法が早

期に確立されることが期待される．
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Fig. 4. Possible Mechanisms Underlying Contrast Media-induced Renal Tubular Cell Apoptosis and Protective Action by Beraprost
against It
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