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要　旨

横紋筋融解症による急性腎障害（rhabdomyolysis-in-

duced acute kidney injury;  RIAKI）では，二本鎖 DNA

が血液中に遊離して腎障害を起こす．本研究ではマウ
ス RIAKI モデルを用い，二本鎖 DNA を感知する ab-

sent in melanoma 2（AIM2）と炎症性細胞死であるパ
イロトーシスの，RIAKI への関与を検討した．細胞外
二本鎖 DNA は RIAKI の炎症・尿細管傷害に関与して
いることがわかった．しかし AIM2 欠損マウスを用い
た検証では，AIM2 は尿細管傷害には関与せず，回復
期の炎症と線維化に関与していた．野生型マウスでは，
マクロファージのパイロトーシスが示唆された．AIM2

欠損マウスでは，RIAKI 後のマクロファージ細胞死が
少なく，浸潤マクロファージの増加に関与すると考え
られた．二本鎖 DNA で誘導されるパイロトーシスは
マクロファージで広範に起きうるが，マクロファージ
の分化状態によっては，必ずしも炎症性サイトカイン
を放出しない．マクロファージ細胞死が RIAKI 回復期
の炎症沈静化に関わる可能性があり，AIM2 が RIAKI

の治療標的として期待される．

1　目　的

急性腎障害（acute kidney injury;  AKI）は，急激に
腎機能が低下し，窒素含有老廃物が全身に貯留して生
命に関わる症候群である．わずかな血清クレアチニン
の上昇が患者の予後悪化に関わり，重症 AKI や繰り返
す AKI が慢性腎臓病（chronic kidney disease;  CKD）

に移行し，末期腎不全に至りうることが明らかになっ
ている1）．横紋筋融解症は AKI の原因の一つであり，
横 紋 筋 融 解 症 に よ る AKI（rhabdomyolysis-induced 

AKI;  RIAKI）は市中 AKI の 5～15％ を占める．横紋
筋の死細胞内容物であるヘム蛋白が流出して腎に到達
することで，尿細管腔を閉塞して AKI が惹起される
と考えられてきたが，近年，血液中に遊離した二本鎖
DNA が，RIAKI の病態に関与することが報告された2）．
この二本鎖 DNA が，遠隔臓器である腎にどのように
傷害を起こすかは未だ明らかではない．

生体内の危険信号を感知する細胞質内パターン認識
受容体（PRR）は，CKD を含めた無菌性炎症の病態
に関与する3）．PRR のうち NLRP3 や AIM2 は，アダ
プター分子 ASC とカスパーゼ 1 と共にインフラマソ
ームと呼ばれる蛋白質複合体を形成する．これによる
カスパーゼ 1 活性化が，強力な炎症性サイトカイン
IL-1bを活性化・分泌して炎症を誘導する．同時に，
ガスダーミン D（gasdermin D;  GSDMD）を切断し
て N 末端断片が細胞膜に孔を形成することで細胞死

（パイロトーシス;  pyroptosis）が誘導される．
我々はこれまで，NLRP3 インフラマソームが AKI・

CKD に関与することを報告してきた4, 5）．さらに二本
鎖 DNA センサーである AIM2 についても，浸潤した
マクロファージが，壊死細胞 DNA を取り込んで
AIM2 インフラマソームを活性化し，CKD 進展に働
くことを見出した6）．そこで我々は，壊死横紋筋から
遊離した二本鎖 DNA が AIM2 インフラマソームを活
性化する危険信号として働いて RIAKI に関与すると
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いう仮説を立て，それを検証した．

2　方　法

2-1　動物実験

RIAKI における AIM2 の役割を明らかにするために，
8～10 週の雄性マウス（C57BL/6J）に対し，24 時間
絶飲後 50％ グリセロール 5 mL/kg を両側大腿筋に筋
注し，RIAKI の病態を解析した．野生型（WT），AIM2

ノックアウト（AIM2-/-）について両者を比較した．
また WT マウスにおいて，グリセロール投与 2 時間
前に DNase-I（Sigma）を 10 KU，グリセロール投与
後からは 12 時間ごとに 50 KU を腹腔内投与した．マ
ウスを屠殺後，血液と腎臓を採取し，解析した．

2-2　細胞実験

マウスから骨髄細胞を分離して 15％ L929 馴化培地
で 7 日間培養し，骨髄由来マクロファージ（bone 

marrow-derived macrophage;  BMDM）を得た．二本
鎖 DNA は，poly（dA:dT）（Invivogen）2 ng/mL を
Lipofectamine 2000（Thermo）で導入した．

3　結果と考察

①　グリセロール誘導性 RIAKI モデルにおいて，
投与 1・3 日後の腎機能（血清 BUN，クレアチニ
ン）および血清 LDH を測定した（図 1）．1 日目
で腎機能低下と LDH 上昇を認めたが，血中二本
鎖 DNA を分解する DNase-I を投与したところ，
LDH に差を認めず，腎機能低下が有意に抑制さ
れた．腎尿細管傷害マーカーである KIM-1 染色，
およびマクロファージマーカーの F4/80 染色にて，
DNase-1 は有意に尿細管傷害とマクロファージ浸
潤を抑制した．したがって，血中二本鎖 DNA は
腎尿細管傷害と炎症両方に関与することが示唆さ
れた．

②　細胞質内で二本鎖 DNA を感知する AIM2 に着
目し，その欠損マウス（AIM2-/-）と野生型マウ
スに RIAKI を誘導し，その表現型を比較した（図

2）．筋障害を示す LDH と血中二本鎖 DNA 濃度，
早期の腎機能低下に有意差を認めなかった．しか
し腎機能回復期である 3～7 日目の BUN 回復は，
AIM2-/- で有意に遅れることがわかった．腎

図 1　DNase-1 は RIAKI を改善する
　野生型マウス RIAKI モデルにおいて，DNase-1 をグリセロール（Gly）投与前，後から 12 時間毎に投与した．A）
血清 BUN（mg/dL），クレアチニン（mg/dL），LDH（U/L）を測定した（n＝3-6）．B）3 日目の腎組織を PAS 染色し，
腎傷害スコアを算出した（n＝5）．C）腎組織でマクロファージの免疫染色を行い（F4/80），その面積を算出した（n
＝5）．スケールは 20 nm．データは平均±SD で，one-way ANOVA もしくは t 検定で比較した．
＊　p＜0.05，＊＊　p＜0.01．
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図 2　AIM2 欠損で回復期の腎機能回復が遅延する
　RIAKI モデルにおいて，野生型（WT）と AIM2-/- を比較した．A）血清 BUN（mg/dL），クレアチニン（mg/dL），
LDH（U/L）を測定した（n＝3-8）．B）血漿中 DNA を測定した（n＝3）．C）リアルタイム RT-PCR にて，RIAKI 腎
の Havcr1（KIM-1）遺伝子発現を測定した（n＝3-5）．データは平均±SD で，one-way ANOVA もしくは t 検定で比較
した．＊　p＜0.05，＊＊　p＜0.01．
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図 3　AIM2 欠損で RIAKI 後の線維化が増悪する
　A）RIAKI モデルの腎組織を Picrosirius red 染色し，偏光顕微鏡で観察した．スケールは 50 nm．B）Picrosirius red
染色の線維化面積を算出した（n＝3-8）．C）筋線維芽細胞のマーカーである a-SMA の免疫染色を行い，その面積を算
出した（n＝3-5）．データは平均±SD で，one-way ANOVA もしくは t 検定で比較した．＊　p＜0.05，＊＊　p＜0.01．
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KIM1（遺伝子名：Hacvr1）に差は認められず，
AIM2 は尿細管傷害に関与せずに腎機能回復期に
関わることが示唆された．

③　尿細管間質の線維化を評価するため，Picrosiri-

us Red 染色と a-SMA（筋線維芽細胞マーカー）
染色を行ったところ，AIM2-/- では有意に線維
化が悪化することが判明した（図 3）．

④　RIAKI 回復期におけるマクロファージ浸潤変化
を評価するため，F4/80 染色を行った（図 4）．
3～7 日目のマクロファージ浸潤は AIM2-/- で著
明に増加しており，これが線維化に影響しうると
考えられた．炎症性マクロファージである M1 マ
ーカーの iNos，炎症後の組織修復に関わる M2

マーカーの Arg1 の遺伝子発現を解析したところ，
7 日目で M2 マクロファージが増加していること
がわかった．これはフローサイトメトリーでも確
認された．以上より，AIM2 が炎症細胞浸潤と
M2 マクロファージ分化に寄与することが示唆さ

れた．
⑤　炎症細胞は傷害臓器に浸潤するが，局所で増

殖・細胞死をすることでも制御される7, 8）．マク
ロファージ細胞死をフローサイトメトリーで評価
したところ，5 日目で有意に野生型で細胞死が増
えることが判明した（図 5）．腎では主としてマ
クロファージで発現する GSDMD のプロセシン
グをウェスタンブロッティングで確認したところ，
AIM2-/- よりも野生型で GSDMD が活性化され
ることがわかった．細胞死で非特異的に検出され
る TUNEL 染色を行ったところ，マクロファージ
の細胞死が野生型で多く認められた．以上より
RIAKI 回復期において，GSDMD 依存的なパイロ
トーシスが野生型のマクロファージで見られるも
のの，AIM2-/- では抑制されていることが示唆
された．

⑥　マクロファージを含めた骨髄性細胞において，
パイロトーシスは周囲に炎症を誘導すると考えら

図 4　AIM2 欠損で RIAKI 後の浸潤マクロファージが増加する
　A）RIAKI モデルの腎組織でマクロファージの免疫染色を行った（F4/80）．スケールは 20 nm．B）F4/80 陽性細胞
の面積を定量化した（n＝3-6）．C）D）腎の Inos および Arg-1 の遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR にて測定した

（n＝3-5）．データは平均±SD で，one-way ANOVA もしくは t 検定で比較した．＊　p＜0.05，＊＊　p＜0.01．

Day 0 Day 7

A
IM
2K
O

W
T

Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 Day 28
0

5

10

15

20

25
F4/80

%
A
re
a

WT
AIM2‒/‒

0

100

200

300

400

500
Arg1

Day 0 Day 1 Day 3 Day 7Day 0 Day 1 Day 3 Day 7
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Inos

R
el
at
iv
e 
ex
pr
es
si
on（
fo
ld
）

ns ns

ns

R
el
at
iv
e 
ex
pr
es
si
on（
fo
ld
）

AIM2‒/‒
WT

A B

C D

F4/80

＊＊

＊＊

＊



日本透析医会雑誌　Vol. 36　No. 2　2021316

れている9）．死細胞内容物が分解されずにそのま
ま流出するのみならず，活性化された IL-1bが放
出されることで，周囲に炎症を惹起する．マウス
BMDM を用いて二本鎖 DNA を導入し，細胞死
を誘導した（図 6）．二本鎖 DNA 導入に反応して
野生型 BMDM では細胞死が誘導されたが，
AIM2-/- では細胞死が抑制された．その細胞死
は未分化マクロファージ（M0）でも，M1・M2

マクロファージでも同様に誘導された．一方で，
IL-1b流出は M1 でのみ認められ，M0 および M2

マクロファージでは認められなかった．この細胞
死と IL-1b放出は AIM2 依存的であった．以上よ
り，二本鎖 DNA によるパイロトーシスはマクロ
ファージ全般に起きるものの，その炎症惹起性は
M1 マクロファージに限定している可能性が示唆
された．

4　結　論

我々はマウス RIAKI モデルを用いて，AIM2 インフ
ラマソームとパイロトーシスの寄与を検討した．本研
究により，細胞外二本鎖 DNA が RIAKI の炎症・尿細
管傷害に関与していることがわかった．しかし AIM2

は尿細管傷害には関与せず，回復期の炎症（M2 マク
ロファージ分化）と線維化に関与していた．RIAKI で
は AIM2 依存のマクロファージ細胞死が認められ，パ
イロトーシスが示唆された．二本鎖 DNA で誘導され
るパイロトーシスはマクロファージで広範に起きうる
が，マクロファージ細胞死が RIAKI 回復期の炎症沈
静化に関わる可能性がある．

本研究により，RIAKI 後の CKD 進展過程に AIM2

が寄与することがわかり，治療標的として期待される．

平成 30 年度日本透析医会公募研究助成によって得
られた成果は，原著論文として学術誌に投稿予定であ

図 5　AIM2 欠損で RIAKI 後のマクロファージでパイロトーシスが抑制される
　A）　RIAKI 腎で炎症細胞を抽出し，フローサイトメトリーで解析した．CD45+F4/80+CD11b+ のマクロファージのう
ち，死細胞（7-AAD+）の割合を算出した．データは平均±SD で，one-way ANOVA で比較した．B）RIAKI 腎組織の
アミノ末端ガスダーミン D（NT-GSDMD）をウェスタンブロッティング法で解析した．＊　p＜0.05，＊＊　p＜0.01．
##　p＜0.01 vs コントロール（Veh）．
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る．二重投稿となることを避け，本報告書ではその概
要を記載した．
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