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緒言 

 

 

腎臓は、その機能や構造の特徴から薬剤の影響を受けやすい臓器の一つであり、薬

剤誘発性腎障害を早期に検出や診断することは、重篤な副作用の回避や適切な薬剤治

療に重要である。現在、非臨床試験や臨床での腎障害の検出には血中尿素窒素

（BUN）や血清クレアチニン（SCr）がバイオマーカーとして汎用されているが、ど

ちらのバイオマーカーも腎障害に対する検出感度が低く、腎機能が 50%程度低下して

初めて変動が認められる。1-3) また、BUN や SCr は腎臓以外の障害や、食事、脱

水、栄養状態等の生理的な変動によっても影響を受けるため特異性も十分とはいえな

い。2,  4 -6 ) こうしたことから腎障害を早期かつ特異的に検出可能なバイオマーカーが

望まれている。腎障害の検出には尿検査も汎用され、尿蛋白、尿糖、潜血等が測定さ

れている。非侵襲的に尿を回収できることが尿検査の利点として挙げられる。 

そのような背景のもと、2006 年に Critical Path Institute により設立された安

全性予測試験コンソーシアム（PSTC）の腎毒性作業部会では 23 種のラットの尿中

腎障害バイオマーカーについて検討され、7 種（Kim-1、アルブミン、クラステリン、

TFF3、総蛋白、シスタチン C、2-マイクログロブリン）の尿中腎障害バイオマーカ

ーの有用性が示された。7-10 ) PSTC から推奨された 7 種のバイオマーカーに関して

は、2007 年に米国食品医薬品局（FDA）と欧州医薬品庁（EMA）、2010 年に医薬

品医療機器総合機構（PMDA）においてその適格性が確認され、既存の腎障害バイオ

マーカー（BUN、SCr）との併用使用を前提として、非臨床試験におけるラットの急

性腎障害（AKI）を検出する際の付加的な情報を与えるバイオマーカーとしての有用

性が認められた。主な尿中腎障害バイオマーカー（PSTC 推奨の 7 種を含む）のネフ

ロンにおける部位特異性を以下に記した。 
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PSTC の報告以降、尿中腎障害バイオーカーに関する研究が精力的に行われ、

PSTC 推奨の 7 種の尿中バイオマーカー以外にも、ラット AKI の検出において-

GST、NGAL、 vanin-1、オステオポンチン等の尿中バイオマーカーの有用性が報告

されている。11-17) また、尿中 Kim-1、クラステリン、シスタチン C、NGAL は、

ラットに腎障害物質を反復投与することにより惹起される亜急性腎障害の検出に対し

ても有用性を示唆する結果が示されている。13,  17-19 ) しかしながら、腎障害物質の

反復投与による亜急性から慢性の腎障害の発症や病変進展過程において、腎臓の病理

組織学的変化と尿中バイオマーカー変動との関連性を詳細に解析した報告は存在しな

い。PSTC から PMDA に提出された薬剤誘発性急性腎障害に係るバイオマーカー相

談においても、PMDA からは慢性的な腎障害の評価にあたって AKI のバイオマーカ

ーが有用であるか否かの検証や、腎臓における病変が出現するまで並びに病変が消失

又は回復するまでの尿中バイオマーカー変動を評価する必要性が求められている。20)  

そこで、本研究では、これまで報告されているラット AKI に対する代表的な尿中

バイオマーカーを用いて、薬剤の反復投与により惹起される亜急性から慢性腎障害の

早期検出や病変の進展をモニター可能なバイオマーカーを探索した。  

腎障害を惹起する薬剤には、ヒト、動物共に腎臓の近位尿細管に障害を起こすこと

が知られている抗悪性腫瘍薬のシスプラチン（CDDP）を用いた。シスプラチンは多

くの腫瘍に対して優れた抗腫瘍効果が示されている半面、様々な副作用を有し、特に

腎毒性はシスプラチンの用量制限因子となる。シスプラチン投与により近位尿細管の

直部（S3）の尿細管上皮細胞に障害が認められ、その腎毒性発現にはアポトーシスや

酸化ストレスの関与が示唆されている。21,  22 ) 通常、シスプラチンによる腎障害は

一過性であり、障害された尿細管上皮細胞は修復・再生されるが、23) ラットにシス

プラチンを反復投与することにより慢性的な腎障害が惹起されることが報告されてい

る。24,  25 )  

第一章では、ラットにシスプラチンを単回静脈内投与することにより AKI を惹起

し、従来の血中バイオマーカー（BUN、SCr）、ラット AKI の検出に有用性が報告

されている代表的な尿中バイオマーカー（アルブミン、グルコース、Kim-1、NGAL、

オステオポンチン）及び腎臓の病理組織学的変化を経時的に解析することで、シスプ

ラチン誘発ラット AKI に対する尿中バイオマーカーの有用性を確認した。第二章で

は、単回投与では腎障害が認められない用量のシスプラチンを異なる 2 通りの投与ス

ケジュールでラットに反復静脈内投与して亜急性から慢性腎障害を惹起した。そして、

AKI の評価に推奨されている尿中バイオマーカー（アルブミン、クラステリン、グル

コース、Kim-1、NGAL、オステオポンチン）を経時的に測定し、腎臓の病理組織学

的変化や従来の血中バイオマーカー（BUN、SCr）変動との関連性を追求することに

より、AKI に対して有用な尿中バイオマーカーはシスプラチンによる亜急性から慢性

腎障害の早期検出や病変の進展をモニター出来るか否かを検証した。さらに、尿中バ

イオマーカーが変動した時点でシスプラチンの投与を中止し、その後のバイオマーカ
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ー変動や病変をモニターすることにより、重篤な副作用の回避や適切な薬剤治療のバ

イオマーカーとしての尿中バイオマーカーの有用性を検証した。  
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第一章  シスプラチン単回投与誘発ラット急性腎障害の早期検出に有用な尿中バ

イオマーカーの探索  

 

第一節 序論 

 

本章においては、ラットにシスプラチンを単回静脈内投与することで AKI を惹起

し、AKI の検出に推奨されている尿中バイオマーカー、従来の血中バイオマーカー

（BUN、SCr）及び腎臓の病理組織学的変化を経時的に解析することにより、シスプ

ラチン単回投与誘発 AKI に対する尿中バイオマーカーの有用性を確認した。  

 

第二節 実験方法 

 

1. 試薬 

腎障害惹起物質にはシスプラチン製剤（ランダ注®、日本化薬、東京）、媒体には

生理食塩液（大塚製薬工場、徳島）を使用した。使用時、シスプラチン製剤（原液  

0.5 mg/mL）を生理食塩液で希釈し、目的とする濃度に調製した。  

 

2. 動物及び飼育条件 

5 週齢の雄性 Crl:CD（SD）ラットを日本チャールスリバー（厚木）より購入した。 

動物入荷後、検疫と馴化を兼ねて飼育し、6 週齢で使用した。動物はステンレス製

ラット用ハンガーケージ（260 W×360 D×187 H  mm、トキワ科学器械、東京）に収

容した。検疫･馴化期間中は 1 ケージあたり 5～6 匹収容し、群編成後は 1 ケージあ

たり 1 匹収容した。動物は温度 19～25°C（管理範囲）、相対湿度 30～70%（管理範

囲）、換気回数 15 回/時間以上（管理範囲）、照明時間 12 時間（7～19 時）のバリ

ヤーシステムの飼育室で飼育した。動物には放射線照射により滅菌処理した製造後 6

ヵ月以内のマウス･ラット用固型飼料 FR-2 10kGy（船橋農場、千葉）をステンレス

製給餌器（トキワ科学器械）に充填し、自由に摂取させた。また、水は、水道水を 5 

μm フィルターで濾過し、自動給水ノズルを用いて動物に自由に摂取させた。なお、

代謝ケージに収容した場合はプラスティック製給水瓶に水を充填し自由に摂取させた。

動物の群編成は検疫･馴化期間終了時の体重を基に層別無作為抽出法を用いて各群の

平均体重値がほぼ等しくなるように振り分けた。協和発酵キリン株式会社「動物実験

規定」を遵守して動物実験を行った。  

 

3. 腎障害の惹起 

ラットにシスプラチン又は生理食塩液を約 0.1 mL/秒の速度で、ディスポーザブル

注射筒（フチガミ器械店、京都）と翼付静注針（25G、テルモ、東京）を用いて単回

静脈内投与した。投与容量は動物の体重 100 g あたり 0.5 mL とし、投与前の体重測
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定値を基に算出した。シスプラチンの用量は、1、2.5 及び 5 mg/kg として、Day 2、

4、7、10 及び 14（Day 10 及び 14 は 5 mg/kg のみ）にラットを解剖した。対照群

には生理食塩液を単回静脈内投与して Day 7 又は Day 14 に解剖した。なお、シスプ

ラチン又は生理食塩液投与日を Day 1 とした。 

 

4. 血中バイオマーカーの測定  

約 16 時間の絶食条件下、イソフルラン（マイラン製薬、東京）を用いて動物を麻

酔し、後大静脈より 1.5 mL 以上採血した。採取した血液を遠心分離（1710×g、10

分間、4℃、KUBOTA5920、久保田商事、東京）して、血清を得、自動分析装置

（H7170S、日立製作所、東京）を用いて BUN （Urease-Leucine dehydrogenase 

method）及び SCr（CRN-SOX-POD method）を測定した。 

 

5. 尿中バイオマーカーの測定  

動物をラット用代謝ケージ（トキワ科学器械）に収容して解剖日の前日夕方から絶

食条件下において約 16 時間採尿した。採取した尿は遠心分離（400×g、5 分間、

KUBOTA5920、久保田商事）して上清を得た。自動分析装置（H7070、日立製作

所）を用いてクレアチニン（CRN-SOX-POD method）及びグルコース（Glck･

G6PDH method）を測定した。また、Multi-Array  ® assay system（Meso Scale 

Discovery、Rockville、MD）を用いてアルブミン、Kim-1、NGAL 及びオステオ

ポンチン（Kidney injury panel 1 (rat) assay kit）を測定した。 

なお、尿量を用いて尿中バイオマーカーの尿中総排泄量を算出した。  

 

6. 病理組織学的検査  

解剖日の採血終了後、イソフルラン麻酔下にて放血致死させた。腎臓を採取して、

10vol%中性緩衝ホルマリン液で固定した。固定終了後、常法に従ってパラフィン包

埋ブロックおよびヘマトキシリン・エオジン（H&E）染色標本を作製し、光学顕微

鏡下で観察した。  

 

7. 統計学的解析 

実施しなかった。  
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第三節 結果 

 

1. 血中バイオマーカーの測定  

血中バイオマーカーの結果を Table 1 に示した。 

シスプラチン 5 mg/kg の単回投与により Day 4 から BUN や SCr の高値が認めら

れ（Day ７の対照群比：2.1 及び 2.4 倍）、Day 14 においても高値を維持した

（Day 14 の対照群比：共に 1.9 倍）。シスプラチン 1 及び 2.5 mg/kg の単回投与で

は BUN や SCr の明らかな変動は認められなかった。  

 

 

 

Table 1. The changes in the levels of serum biomarkers in the rats treated with a single treatment of 

CDDP 

a 
The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined.  

The data of each biomarker examined present the mean ± SD. 

The day of administration is defined as Day 1. 

 

 

 

Treatment (mg/kg) Day 
BUN  

(mg/dL) 

SCr 

(mg/dL) 

Saline 
7 11.6 ± 2.6 (3)

a
 0.20 ± 0.03 (3) 

14 11.8 ± 1.1 (3) 0.19 ± 0.01 (3) 

CDDP (1) 

2 11.2 ± 0.9 (3) 0.19 ± 0.02 (3) 

4 9.4 ± 0.9 (3) 0.19 ± 0.02 (3) 

7 10.7 ± 1.2 (3) 0.20 ± 0.00 (3) 

CDDP (2.5) 

2 10.9 ± 0.9 (3) 0.19 ± 0.02 (3) 

4 13.9 ± 5.9 (3) 0.27 ± 0.09 (3) 

7 10.4 ± 0.7 (3) 0.19 ± 0.02 (3) 

CDDP (5) 

2 12.5 ± 0.4 (3) 0.21 ± 0.01 (3) 

4 24.8 ± 6.9 (3) 0.48 ± 0.05 (3) 

7 26.3 ± 6.4 (3) 0.47 ± 0.07 (3) 

10 21.3 ± 4.9 (3) 0.37 ± 0.04 (3) 

14 22.8 ± 9.8 (3) 0.36 ± 0.08 (3) 
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2. 尿中バイオマーカーの測定  

尿中バイオマーカーの結果を Table 2 及び Table 3 に示した。  

シスプラチン 5 mg/kg の単回投与では、Day 2 においてアルブミン及び Kim-1 排

泄量の増加が認められた（対照群比：5.9 及び 2.2 倍）。アルブミン排泄量は Day 4

に最大値となり（対照群比： 90.7 倍）、Day 7 においても高値であった（対照群

比：20.3 倍）。Kim-1 排泄量は Day 7（対照群比：33.2 倍）まで経時的に増加し、

その後排泄量は減少するものの Day 14 においても高値を維持した（対照群比：18.0

倍）。グルコース排泄量は Day 4 に一過性に著明に増加した。オステオポンチン排

泄量は Day 7 に増加し（対照群比：12.5 倍）、Day 14 においても高値を維持して

いた（対照群比：8.1 倍）。試験期間中、クレアチニン排泄量の低値傾向が認められ

た（Table 2）。 

シスプラチン 2.5 mg/kg の単回投与では、Day 2 において Kim-1 排泄量の明らか

な増加が認められた（対照群比：7.3 倍）。Kim-1 排泄量は Day 4 でさらに増加し

（対照群比：26.0 倍）、Day 7 でも高値を維持していた（対照群比：26.6 倍）。ま

た、Day 4 ではアルブミン排泄量が一過性に増加した（対照群比：69.0 倍）（Table 

3）。 

シスプラチン 1 mg/kg の単回投与では Kim-1 排泄量の軽度増加が認められたが、

その他の尿中バイオマーカーの明らかな変動は認められなかった（Table 3）。 
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Table 2. The changes in the levels of urinary biomarkers in the rats treated with a single treatment of CDDP (5 mg/kg) 

Biomarkers 

(Amount/16 h-urine) 
Treatment Day 2  Day 4 Day 7 Day 10 Day 14 

Albumin (mg) 
Saline NT NT NT NT 0.08 ± 0.02 (3) 

CDDP 0.47 ± 0.36 (3)
a
 6.95 ± 1.19 (3) 1.41 ± 0.85 (3) 0.23 ± 0.13 (3) 0.23 ± 0.09 (3) 

Creatinine (mg) 
Saline NT NT NT NT 4.14 ± 0.74 (3) 

CDDP 3.74 ± 0.79 (3) 3.08 ± 0.49 (3) 3.85 ± 0.26 (3) 2.85 ± 0.34 (3) 3.08 ± 0.07 (3) 

Glucose (g) 
Saline NT NT NT NT 0 (3) 

CDDP 0 (3) 37.2 ± 4.4 (3) 1.4 ± 1.2 (3) 0 (3) 0 (3) 

Kim-1 (ng) 
Saline NT NT NT NT 8.40 ± 2.08 (3) 

CDDP 17.71 ± 9.65 (3) 147.63 ± 32.56 (3) 230.12 ± 61.18 (3) 214.80 ± 125.10 (3) 91.62 ± 30.90 (3) 

NGAL (g) 
Saline NT NT NT NT 1.14 ± 0.57 (3) 

CDDP 1.16 ± 0.22 (3) 1.52 ± 0.45 (3) 4.44 ± 0.99 (3) 2.28 ± 0.18 (3) 2.36 ± 0.32 (3) 

Osteopontin (ng) 
Saline NT NT NT NT 7.92 ± 2.34 (3) 

CDDP 6.34 ± 1.14 (3) 16.70 ± 6.06 (3) 81.49 ± 37.11 (3) 42.22 ± 3.06 (3) 39.06 ± 13.26 (3) 

The 16 h-urine samples were prepared from individual rats and used for the assays of the indicated biomarkers. 
 

a
 The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined. The data of each biomarker examined present the mean ± SD. 

The day of administration is defined as Day 1.  NT: not tested 
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Table 3. The changes in the levels of urinary biomarkers in the rats treated with a single 

treatment of CDDP (1 and 2.5 mg/kg) 

Biomarkers 

(Amount/ 

16 h-urine) 

Treatment 

(mg/kg) 
Day 2  Day 4 Day 7 

Albumin  

(mg) 

Saline NT NT 0.10 ± 0.04 (3) 

CDDP (1) 0.09 ± 0.03 (3)
a
 0.27 ± 0.10 (3) 0.07 ± 0.05 (3) 

CDDP (2.5) 0.53 ± 0.30 (3) 6.90 ± 4.09 (3) 0.21 ± 0.15 (3) 

Creatinine  

(mg) 

Saline NT NT 4.50 ± 0.98 (3) 

CDDP (1) 3.71 ± 0.23 (3) 3.81 ± 0.86 (3) 3.54 ± 0.62 (3) 

CDDP (2.5) 3.93 ± 0.92 (3) 3.72 ± 1.31 (3) 3.73 ± 0.63 (3) 

Glucose  

(g) 

Saline NT NT 0.1 ± 0.2 (3) 

CDDP (1) 0.1 ± 0.6 (3) 0.1 ± 0.7 (3) 0.4 ± 0.3 (3) 

CDDP (2.5) 0.3 ± 0.2 (3) 18.5 ± 14.2 (3) 0.6 ± 0.8 (3) 

Kim-1  

(ng) 

Saline NT NT 6.33 ± 1.25 (3) 

CDDP (1) 19.12 ± 10.67 (3) 12.51 ± 1.66 (3) 5.08 ± 4.54 (3) 

CDDP (2.5) 45.91 ± 15.07 (3) 164.51 ± 78.48 (3) 168.63 ± 129.14 (3) 

NGAL  

(g) 

Saline NT NT 1.10 ± 0.37 (3) 

CDDP (1) 0.89 ± 0.30 (3) 1.24 ± 0.73 (3) 0.97 ± 0.62 (3) 

CDDP (2.5) 2.48 ± 1.55 (3) 1.77 ± 0.08 (3) 1.72 ± 0.12 (3) 

Osteopontin  

(ng) 

Saline NT NT 12.30 ± 2.15 (3) 

CDDP (1) 8.51 ± 5.28 (3) 9.60 ± 6.22 (3) 38.58 ± 25.83 (3) 

CDDP (2.5) 9.74 ± 1.61 (3) 5.24 ± 1.61 (3) 10.40 ± 5.92 (3) 

The 16 h-urine samples were prepared from individual rats and used for the assays of the indicated 

biomarkers. 
 

a
 The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined. The data of each 

biomarker examined present the mean ± SD. 

The day of administration is defined as Day 1.  NT: not tested 
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3. 病理組織学的検査 

腎臓の病理組織学的検査の結果を Fig. 1及び Table 4に示した。 

シスプラチン 5 mg/kgを単回投与したラットでは、Day 4に軽度から中等度の近位尿細管

上皮細胞の変性（空胞化、壊死、脱落）、ごく軽度の尿円柱形成及び間質の炎症細胞浸潤が

認められた。Day 7では病変は進展し、重度の近位尿細管上皮細胞の変性（空胞化、壊死、

脱落）、中等度の尿円柱形成及び間質への炎症細胞浸潤が認められ、加えて近位尿細管上皮

細胞の再生性変化（軽度）も出現した。Day 7で認められた所見は Day 14でも確認された

が、Day 7と比べると病変の程度は弱いことから、本モデルの病変のピークは Day 7から

Day 10と考えられた。 

シスプラチン 2.5 mg/kgを単回投与したラットでは、Day 4にごく軽度の近位尿細管上皮

細胞の変性（空胞化、壊死、脱落）、Day 7ではごく軽度から軽度の近位尿細管上皮細胞の

変性（空胞化、壊死、脱落）、ごく軽度の間質への炎症細胞浸潤及び近位尿細管上皮細胞の

再生性変化が認められた。 

シスプラチン 1 mg/kgの単回投与では腎臓の病理組織学的変化は認められなかった。 
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Fig. 1. Representative photomicrographs of renal tissues from the rats treated with CDDP at a 

dose of 5 mg/kg (B and C) or 2.5 mg/kg (D). The tissue sections were stained with hematoxylin-

eosin. No clear changes are observed in the saline-treated rats (A). At 5 mg/kg of CDDP, moderate 

degeneration (vacuolization, necrosis and desquamation) of the proximal tubular epithelial cells, very 

slight urinary cast formation and interstitial inflammatory cell infiltration were observed on Day 4 (B). 

On Day 7 (C) the kidneys showed progression of the lesions observed on Day 4, regeneration of 

proximal tubular was also observed. At 2.5 mg/kg of CDDP, very slight degeneration (vacuolization, 

necrosis and desquamation) was observed on Day 7 (D). Scale bar: 50 m. 

 

A B

C D
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Table 4. Histopathological changes of renal tissues from the rats treated with a single treatment of CDDP 

Findings Saline 

CDDP (1 mg/kg)  CDDP (2.5 mg/kg)  CDDP (5 mg/kg) 

Day 2 Day 4 Day 7  Day 2 Day 4 Day 7  Day 2 Day 4 Day 7 Day 10 Day 14 

Degeneration 

(vacuolization, 

necrosis, 

desquamation) of 

proximal tubular 

epithelium 

－ － － －  － ± (3/3)
a
 

± (2/3) 

+ (1/3) 
 － 

+ (1/3) 

2+ (2/3) 
3+ (3/3) 

+ (1/3) 

2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

+ (1/3) 

2+ (2/3) 

Regeneration of 

proximal tubular 

epithelium 

－ － － －  － － ± (2/3)  － － + (3/3) 
± (1/3) 

+ (2/3) 

± (1/3) 

+ (2/3) 

Urinary cast 

formation 
－ － － －  － － －  － ± (2/3) 2+ (3/3) 

± (1/3) 

+ (2/3) 
± (3/3) 

Interstitial 

inflammatory cell 

infiltration 

－ － － －  － － ± (2/3)  － ± (2/3) 2+ (3/3) 
+ (1/3) 

2+ (2/3) 

± (1/3) 

+ (2/3) 

Histopathological grade: -, no change; ±, very slight; +, slight; 2+, moderate; 3+, severe 
a
 The numbers shown in parentheses represent the number of animals with findings/number of animals examined.  

The day of administration is defined as Day 1. 
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第四節 考察 

 

近年、ラット AKIに対する尿中バイオマーカーの探索が精力的に行われており、従来の

血中バイオマーカー（BUN、SCr）と比較して尿中バイオマーカーの有用性が数多く報告

されている。3, 5, 26)  

本章では、ラットにシスプラチンを単回静脈内投与することにより AKIを惹起し、血中

バイオマーカー（BUN、SCr）、AKIに対して有用性が示されている尿中バイオマーカー

及び腎臓の病理組織学的変化を経時的に解析し、シスプラチンにより誘発されるラット

AKIの検出に有用な尿中バイオマーカーを探索した。 

シスプラチン 5 mg/kgを単回静脈内投与したラットの腎臓では、Day 4に近位尿細管上

皮細胞の変性、尿円柱形成及び間質の炎症細胞浸潤が認められた。Day 7や Day 10では病

変は進展し、Day 14 では病変の回復傾向が認められた。BUN や SCr は Day 4 から増加し、

その後 Day 14 まで高値を維持したが、対照群に対する変動率は最大でも約 2.5 倍であった。 

シスプラチン 5 mg/kg を単回静脈内投与時の各種尿中腎障害バイオマーカーの対照群

（Day 14）に対する変動率を Table 5に示した。 

 

 

Table 5. The fluctuation ratio of the levels of urinary biomarkers in the rats treated with 

a single dose of CDDP (5 mg/kg)   

Biomarkers Day 2 Day 4 Day 7 Day 10 Day 14 

Albumin  5.9 90.7 20.3 3.7 4.5 

Glucose 
a
  0 37.2 1.4 0 0 

Kim-1  2.2 19.4 33.2 34.5 18.0 

NGAL  1.0 1.3 3.9 2.0 2.1 

Osteopontin  0.9 2.3 12.5 7.3 8.1 

The values except glucose are presented as the mean fold increase in each biomarker level of the  

CDDP-treated rats, relative to the saline-treated rats. 
a 
The value of glucose is presented as the measured value (g/16 hr). 

The day of administration is defined as Day 1. 

 

 

シスプラチン 5 mg/kgの単回静脈内投与により、尿中 Kim-1及びアルブミン排泄量は、

腎臓の病理組織学的変化や血中バイオマーカーの変動に先立って Day 2から 2倍以上の増

加が認められた。Day 4にはどちらのマーカーの排泄量も著明に増加し、それらの増加率は

BUNや SCrの増加率と比して非常に高いことから、尿中 Kim-1及びアルブミン排泄量は

シスプラチンによる AKIを早期かつ高感度に検出できることを確認した。また、Kim-1排
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泄量の増加のピークは、最も腎病変が重篤であった Day 7から Day 10と一致することから、

尿中 Kim-1排泄量はシスプラチンにより惹起される AKIの病変を反映するバイオマーカー

になることが示された。 

シスプラチン 2.5 mg/kgを単回静脈内投与したラットの腎臓では、Day 4及び Day 7に

ごく軽度又は軽度の近位尿細管上皮細胞の変性や間質への炎症細胞浸潤が認められた。

BUN及び SCrは Day 7まで明らかな変動は見られなかったのに対し、アルブミン及び

Kim-1排泄量は Day 2から増加し、アルブミン排泄量は Day 4、Kim-1排泄量は Day 4及

び 7に著明に増加した。さらに、Kim-1排泄量は腎臓に病理組織学的変化が認められない

シスプラチン 1 mg/kg投与においても増加傾向が伺われた。 

Kim-1は腎尿細管の上皮細胞に発現しているフォスファチジルセリン受容体であり、ア

ポトーシスを起こした細胞の表面に表出される eat-meシグナルに対する受容体として作用

することで腎近位尿細管細胞による尿細管内腔に存在するアポトーシス細胞の除去に寄与し

ていると考えられている。27) 正常の腎臓では Kim-1の発現量は非常に少ないが、腎障害

時には近位尿細管細胞において著明に発現が亢進する。また、近位尿細管障害時にはマトリ

ックスメタロプロテアーゼにより Kim-1の細胞外ドメインが切断され、尿中に排出される

ことが知られており、10, 28) 多くの薬剤や環境物質により惹起されるラット AKIにおいて

尿中に早期に感度よく検出されることが報告されている。26, 29-32) 既存の報告と同様、本検

討においても尿中 Kim-1はシスプラチン誘発 AKIの検出に優れたバイオマーカーになるこ

とを確認した。 

アルブミンは主要な血清タンパクである。正常の腎臓では、アルブミンの一部は腎糸球体

から濾過されるが、近位尿細管上皮細胞で再吸収されるため尿中にはほとんど排泄されない。

しかし、腎障害時には、糸球体濾過量と尿細管での再吸収量のバランスが破綻することによ

り尿中のアルブミン排泄量が増加する。このように腎障害による尿中アルブミン排泄量の増

加の機序を考える際、アルブミンの糸球体濾過量の増加と尿細管上皮細胞での再吸収量の低

下の両面を考える必要がある。本研究では糸球体に明らかな病理組織学的変化は認められな

かった。従って、シスプラチン単回投与により認められた尿中アルブミン排泄量の増加は、

過剰量のシスプラチンの投与により直接的に尿細管上皮細胞が障害され、その結果、尿細管

におけるアルブミンの再吸収能が低下したことが原因と考えられ、尿中アルブミン排泄量は

シスプラチン誘発 AKIの有用なバイオマーカーになることを示した。 

Kim-1やアルブミン以外のマーカーでは、シスプラチンの 5 mg/kg投与により尿中グル

コース排泄量が一過性（Day 4）に著明に増加した。通常、グルコースは糸球体で濾過され、

ほとんど全量が尿細管上皮細胞で再吸収される。従って、アルブミンと同様、シスプラチン

による尿細管障害によってグルコースの再吸収能が低下した結果、尿中のグルコース排泄量

が増加したと考えられた。しかし、尿中グルコース排泄量の増加はアルブミンより遅れて出

現すること、また極めて一過性の変化であることから、シスプラチンによる AKIの検出に

はアルブミンより劣ると考えられた。その他、今回測定した尿中バイオマーカーに関しては、

NGAL は明らかな変動は認められず、オステオポンチンは Day 7 以降に増加することから、
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どちらのマーカーもシスプラチンによるラット AKIの検出の点では有用性が低いと判断し

た。 

以上、本章では、シスプラチンにより誘発されるラット AKIにおいて、尿中アルブミン

及び Kim-1排泄量は従来の血中バイオマーカーよりも早期に腎障害を検出できることを示

した。特に、尿中 Kim-1は、腎臓の病理組織学的変化が軽度又は認められない用量から変

動すること、病変の進展や回復をモニターできる可能性が示されたことから、今回測定した

バイオマーカーの中では、シスプラチンによるラット AKIの検出に対して最も優れたバイ

オマーカーになることを確認した。 
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第二章 シスプラチン反復投与誘発ラット腎障害の早期検出や病変進展をモニター可

能な尿中バイオマーカーの探索 

 

第一節 序論 

 

第一章では、従来の血中バイオマーカーと比較して尿中 Kim-1 及びアルブミン排泄量は、

シスプラチン単回投与によるラット AKIを早期に検出できることを示した。 

本章では、単回投与では腎障害が認められない用量のシスプラチンを異なる 2通りの投与

スケジュールでラットに反復静脈内投与して亜急性から慢性腎障害を惹起した。そして、

AKIの評価に推奨されている尿中バイオマーカーを経時的に測定し、腎臓の病理組織学的

変化や血中バイオマーカー（BUN、SCr）変動との関連性を追求することにより、AKIに

対して有用な尿中バイオマーカーはシスプラチンによる亜急性から慢性腎障害の早期検出や

病変の進展をモニター出来るか否かを検証した。さらに、尿中バイオマーカーが変動した時

点でシスプラチンの投与を中止し、その後のバイオマーカー変動や病変をモニターすること

により、重篤な副作用の回避や適切な薬剤治療のバイオマーカーとしての尿中バイオマーカ

ーの有用性を検証した。 

 

第二節 実験方法 

 

1. 試薬 

第一章と同じ試薬を使用した。 

 

2. 動物及び飼育条件 

第一章と同週齢のラットを購入し、同一の飼育条件でラットを飼育した。 

 

3. 腎障害の惹起 

3種の試験（実験モデル 1、2及び 3）を実施した。実験モデル 1ではシスプラチンの反

復投与による腎障害の病変進展をモニター可能な尿中バイオマーカーの探索、実験モデル 2

及び 3ではシスプラチンの反復投与による腎障害の早期検出や障害の進展を予測する上で有

用な尿中バイオマーカーの探索を目的として試験デザインを立案した。各試験のデザインを

Fig. 2に示した。初回投与日及び初回投与週をそれぞれ Day 1及び Week 1とし、実験モデ

ル 3では初回投与の前週を Week 0とした。 

シスプラチン又は生理食塩液を約 0.1 mL/秒の速度で、ディスポーザブル注射筒（フチガ

ミ器械店）と翼付静注針（25G、テルモ）を用いてラットに反復静脈内投与して腎障害を惹

起した。投与容量は動物の体重 100 gあたり 0.5 mLとし、投与前の体重測定値を基に算出

した。1回あたりのシスプラチンの用量は、単回投与では明らかな腎障害が認められず、反

復投与により腎障害が惹起されると予想される 1.5 mg/kgを設定した。 
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Fig. 2. The experimental models designated for development of CDDP-induced kidney injury.  

The closed triangle represents the administration of CDDP or saline. The first day and the first week 

of administration are defined as Day 1 and Week 1, respectively. The just one week before the first 

administration is defined as Week 0. The symbols, such as U, B, and N, in parentheses mean urine 

collection, blood collection, and necropsy, respectively.  

 

 

 

実験モデル 1 

シスプラチン 1.5 mg/kg/dayをラットに 1日 1回 4日間静脈内投与した。対照群には生理

食塩液を 4日間静脈内投与した。尿サンプルは、Day 2、3、4、5、19及び 33に非絶食条

件下で約 16時間採尿した。4日間投与翌日（Day 5）及び Day 33にラットを採血、解剖し

た。 

 

実験モデル 2 

シスプラチン 1.5 mg/kg/weekをラットに週 1回最長 10週間静脈内投与した。対照群に

は生理食塩液を週 1回 10週間静脈内投与した。尿サンプルは、シスプラチン又は生理食塩

液を 2、4、6、8及び 10回投与後 6日目夕方から 7日目朝まで絶食条件下で約 16時間採取

した。シスプラチン又は生理食塩液を 2、4、6及び 10回投与 7日後に採血、解剖した。 

 

実験モデル 3 
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シスプラチン 1.5 mg/kg/weekをラットに週 1回 4週間静脈内投与後、シスプラチンの投

与を中止し、7週間休薬した。対照群には生理食塩液を週 1回 4週間静脈内投与した。尿サ

ンプルは、初回投与の前週、シスプラチン又は生理食塩液 4回投与後 1、3、5及び 7週に

絶食条件下で約 16時間採尿した。シスプラチン又は生理食塩液 4回投与後、7週間休薬時

点にラットを解剖した。 

 

4. 血中バイオマーカーの測定 

非絶食条件下（実験モデル 1）又は約 16時間の絶食条件下（実験モデル 2）、イソフル

ラン（マイラン製薬）を用いて動物を麻酔し、後大静脈より 1.5 mL以上採血した。採取し

た血液を遠心分離（1710×g、10 分間、4℃、KUBOTA5920、久保田商事）して、血清を得、

自動分析装置（H7170S、日立製作所）を用いて BUN （Urease-Leucine dehydrogenase 

method）、SCr（CRN-SOX-POD method）及びシスタチン C（LIT method）を測定した。 

 

5. 尿中バイオマーカーの測定 

動物をラット用代謝ケージ（トキワ科学器械）に収容して測定日の前日夕方から約 16時

間採尿した（実験 1は非絶食、実験 2及び 3は絶食条件下）。採取した尿は遠心分離

（400×g、5 分間、KUBOTA5920、久保田商事）して上清を得た。自動分析装置（H7070、

日立製作所）を用いてクレアチニン（CRN-SOX-POD method）及びグルコース（Glck･

G6PDH method）を測定した。また、Multi-Array  ® assay system（Meso Scale 

Discovery）を用いてアルブミン、Kim-1、NGAL及びオステオポンチン（Kidney injury 

panel 1 (rat) assay kit）並びにクラステリン（Rat clusterin assay kit）を測定した。 

なお、尿量より尿中バイオマーカーの総排泄量を算出した。 

 

6. 病理組織学的検査 

解剖日の採血終了後、イソフルラン麻酔下にて放血致死させた。腎臓を採取して、

10vol%中性緩衝ホルマリン液で固定した。固定終了後、常法に従ってパラフィン包埋ブロ

ックおよびヘマトキシリン・エオジン（H&E）染色標本を作製し、光学顕微鏡下で観察し

た。 

 

7. 統計学的解析 

シスプラチン投与群と生理食塩液投与群間での統計学的有意差の有無を、Studentの t-検

定による 2群間検定により解析した。 
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第三節 結果 

 

実験モデル 1：  

試験期間中、シスプラチンを投与したラットにおいて一般状態（外観、姿勢及び行動）の

異常は認められなかった。シスプラチン投与群の試験期間中（Day 1～Day 33）の平均体重

増加量は、生理食塩液投与群と比較して低値であった（生理食塩液：261.5 g、シスプラチ

ン：169.8 g） 

血中バイオマーカーの測定結果を Table 6に示した。 

シスプラチン 1.5 mg/kgを 4日間反復静脈内投与した翌日（Day 5）において、BUNや

SCrの有意な増加が認められた（対照群比：1.9及び 2.2倍）。BUNや SCrの増加は Day 

33でも Day 5と同程度に認められた（対照群比：1.6及び 1.5倍）。 

 

 

 

Table 6. The CDDP-induced changes in the levels of serum biomarkers in the rats  

examined in “Experimental model 1” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The “Days 5 and 33” are the serum collection days shown in Fig. 2. 
a 
The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined.  

The data of each biomarker examined present the mean ± SD.  

*Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups: P < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Day of blood 

collection 
Treatment 

BUN  

(mg/dL) 

SCr 

(mg/dL) 

Day 5 

Saline 15.6 ± 1.5 (6)
a
 0.20 ± 0.01 (6) 

CDDP 29.7 ± 6.1* (6)  0.43 ± 0.08* (6)  

Day 33 

Saline 17.6 ± 0.8 (3) 0.26 ± 0.01 (3) 

CDDP 28.4 ± 5.5 (3) 0.40 ± 0.05* (3)  



 

 

20 

 

尿中バイオマーカーの測定結果を Table 7及び Fig.  3に示した。対照群と比較してシス

プラチン投与群の Day 5（4 回投与翌日）においてアルブミン、クラステリン、グルコース、

Kim-1及びオステオポンチン排泄量の有意な増加が認められた。特に、Kim-1排泄量は

Day 2（シスプラチン 1回投与）から有意に増加し（対照群と比較して 5.7倍）、投与回数

の増加に伴って増加した。さらに、2/3例のラットにおいては Day 19及び 33の Kim-1は

Day 5よりも高値を示した。上記した 2例のラットでは、クラステリン及びオステオポンチ

ンも Day 5と比較して Day 19及び 33に明らかに排泄量が増加した。 

対照群及びシスプラチン投与群の尿中クレアチニン排泄量は、Day 5と比較して Day 19

及び 33で増加した。血中クレアチニン量は筋肉量と相関することが知られている。2) 本

変化はラットの成長に伴った増加と考えられた。 
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Table 7. The CDDP-induced changes in the levels of urinary biomarkers in the rats examined in “Experimental model 1” 

Biomarkers 

(Amount/16 h-urine) 
Treatment Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 19 Day 33 

Albumin (mg) 
Saline 1.10 ± 0.82 (6)a 0.78 ± 0.33 (6) 0.83 ± 0.28 (6) 0.64 ± 0.35 (6) 5.94 ± 3.15 (3) 4.24 ± 2.88 (3) 

CDDP 0.83 ± 0.31 (6) 0.77 ± 0.20 (6) 8.71 ± 9.80 (6) 37.90 ± 17.94* (6)  10.17 ± 6.89 (3) 7.40 ± 3.05 (3) 

Clusterin (g) 
Saline 0.09 ± 0.04 (6) 0.11 ± 0.08 (6) 0.09 ± 0.04 (6) 0.12 ± 0.10 (6) 0.14 ± 0.04 (3) 0.22 ± 0.06 (3) 

CDDP 0.06 ± 0.02 (6) 0.07 ± 0.02 (6) 0.10 ± 0.06 (6) 0.57 ± 0.28* (6)  2.81 ± 2.32 (3) 3.07 ± 2.80 (3) 

Creatinine (mg) 
Saline 2.54 ± 0.53 (6) 2.44 ± 0.31 (6) 2.54 ± 0.47 (6) 2.86 ± 0.08 (6) 6.58 ± 1.58 (3) 10.27 ± 2.30 (3) 

CDDP 2.39 ± 0.71 (6) 1.76 ± 0.48* (6)  1.74 ± 0.72 (6) 2.03 ± 0.81 (6) 6.03 ± 0.53 (3) 8.53 ± 0.81 (3) 

Glucose (g) 
Saline 1.37 ± 0.69 (6) 1.52 ± 0.11 (6) 1.63 ± 0.23 (6) 1.36 ± 0.56 (6) 2.09 ± 0.63 (3) 3.93 ± 3.28 (3) 

CDDP 1.41 ± 0.47 (6) 1.13 ± 0.27* (6)  2.11 ± 0.85 (6) 31.19 ± 17.95* (6)  3.60 ± 2.21 (3) 1.71 ± 0.86 (3) 

Kim-1 (ng) 
Saline 3.44 ± 1.34 (6) 3.04 ± 0.25 (6) 3.05 ± 0.83 (6) 3.65 ± 0.06 (6) 2.61 ± 4.52 (3) 2.85 ± 4.94 (3) 

CDDP 19.64 ± 7.04*** (6)  25.42 ± 10.51** (6)  27.31 ± 13.94** (6)  59.61 ± 37.65** (6)  98.93 ± 66.80 (3) 61.40 ± 43.99 (3) 

NGAL (g) 
Saline 1.49 ± 0.75 (6) 1.23 ± 0.43 (6) 1.24 ± 0.60 (6) 1.04 ± 0.93 (6) 2.17 ± 3.75 (3) 2.13 ± 3.70 (3) 

CDDP 1.59 ± 0.77 (6) 1.26 ± 0.83 (6) 1.15 ± 0.70 (6) 2.01 ± 0.90 (6) 6.47 ± 4.23 (3) 6.58 ± 4.26 (3) 

Osteopontin (ng) 
Saline 11.46 ± 7.54 (6) 8.78 ± 1.47 (6) 9.72 ± 5.38 (6) 10.95 ± 3.57 (6) 10.26 ± 17.78 (3) 10.70 ± 18.54 (3) 

CDDP 9.08 ± 3.65 (6) 8.82 ± 4.19 (6) 8.57 ± 4.24 (6) 20.50 ± 6.90** (6)  97.27 ± 91.81 (3) 81.75 ± 83.44 (3) 

The 16 h-urine was collected from each rat at the indicated schedule (Fig. 2) and used for the assays of the indicated biomarkers. The “Days” described are 

identified with those in “Experimental model 1” (Fig. 2).  
a
 The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined. The value of each biomarker presents the mean ± SD. 

*,**,***Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. 
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Fig.  3. The CDDP-induced changes in the levels of urinary Kim-1 (A),  

clusterin (B) and osteopontin (C) in the rats examined in “Experimental model 1 “. 

 The 16 h-urine was collected from each rat at the indicated schedule (Fig. 2) and used for 

 the assays of the indicated biomarkers. Closed circles represent the individual rats (three or 

 six rats at each time point examined). The open bar represents the mean value of each 

experimental group.  

*
,
**

,
***Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups:  

*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. 

0 

50 

100 

150 

200 

Day 2 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 19 Day 33

(A)

*** ****

**

0 

50 

100 

150 

200 

Day 2 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 19 Day 33

(C)

**

0 

2 

4 

6 

8 

10 

Day 2 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 19 Day 33

(B)

*

Saline CDDP

U
ri

n
a
ry

 K
im

-1
 l

ev
el

(n
g

/1
6
 h

-u
ri

n
e)

Saline CDDP

Saline CDDP

U
ri

n
a
ry

 o
st

eo
p

o
n

ti
n

 l
ev

el

(n
g
/1

6
 h

-u
ri

n
e)

U
ri

n
a
ry

 c
lu

st
er

in
 l

ev
el

(
g

/1
6

 h
-u

ri
n

e)



 

 

23 

 

病理組織学的検査の結果を Fig. 4及び Table 8に示した。Day 5の腎臓において、近位尿

細管上皮細胞の変性（空胞化、壊死、脱落）、尿円柱形成、間質への炎症細胞浸潤が認めら

れた。Day 19及び 33に尿中 Kim-1、クラステリン及びオステオポンチン排泄量が増加し

た 2例のラットでは、Day 33の腎臓の病変は進展し、近位尿細管上皮細胞の再生、尿細管

の囊胞状拡張、間質の線維化も認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Representative photomicrographs of renal tissues from the rats treated with saline (A) or 

CDDP at a dose of 1.5 mg/kg/day (B and C) for four days at 24 h-intervals. The analyses were 

performed using the rats in “Experimental model 1”. The tissue sections were stained with 

hematoxylin-eosin. No clear changes are observed in the saline-treated rats on Day 5 (A). In the 

CDDP-treated rats, degeneration (vacuolization, necrosis, and desquamation) of the proximal tubular 

epithelial cells, urinary cast formation and interstitial inflammatory cell infiltration are observed on 

Day 5 (B). On the Day 33 (C), further progression of the lesions, including regeneration of proximal 

tubular epithelial cells, cystic dilation of the renal tubules, pronounced interstitial mononuclear cell 

infiltration and fibrosis of the interstitial tissues, is observed. Scale bar: 100 m. 
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Table 8. The CDDP-induced histopathological changes of renal tissues in the rats examined in 

“Experimental model 1” 

Findings 

Saline  CDDP  

Day 5 Day 33 
 

Day 5 Day 33 

Degeneration (vacuolization, 

necrosis, desquamation) of 

proximal tubular epithelium 

－ － 

 

2+ (3/3)
a
 

± (1/3) 

2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

Regeneration of proximal 

tubular epithelium 
－ － 

 

－ 

± (1/3) 

2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

Urinary cast formation － － 

 

± (2/3) 

+ (1/3) 

+ (1/3) 

2+ (1/3) 

Cystic tubular dilatation － － 

 

－ 
2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

Interstitial inflammatory cell 

infiltration 
－ － 

 ± (1/3) 

2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

+ (1/3) 

2+ (1/3) 

3+ (1/3) 

Histopathological grade: -, no change; ±, very slight; +, slight; 2+, moderate; 3+, severe 

The “Days 5 and 33” are the necropsy days shown in Fig. 2. 
a
 The numbers shown in parentheses represent the number of animals with findings/number of animals 

examined.  
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実験モデル 2  

 

試験期間中、シスプラチンを投与したラットにおいて一般状態（外観、姿勢及び行動）の

異常は認められなかった。また、対照群とシスプラチン投与群において体重推移に明らかな

差は認められなかった。 

血中バイオマーカーの測定結果を Table 9に示した。 

シスプラチン 1.5 mg/kgを週 1回 2、4及び 6週間投与後 7日目においては、BUN、 

SCr及び血清シスタチン C値の明らかな変動は認められなかった。シスプラチン週 1回 10

週間投与後 7日目において、対照群と比較して BUN及び SCrの有意な増加が認められた

（対照群比：3.6及び 2.7倍）。 

 

 

 

Table 9. The CDDP-induced changes in the levels of serum biomarkers in the rats examined in 

“Experimental model 2”   

Blood collections were performed at the indicated schedule shown in Fig. 2. 
a 
The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined. The value of each 

biomarker presents the mean ± SD. 
*,**

Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups: *P < 0.05; **P < 

0.001. 

 

Treatment 
Week of blood 

collection 

Number of 

dosing 

BUN 

(mg/dL) 

SCr 

(mg/dL) 

Cystatin C 

(mg/L) 

Saline 11 10 13.4 ± 0.8 (3)
a
 0.29 ± 0.05 (3) 0.12 ± 0.01 (3) 

CDDP 

3 2 14.4 ± 1.9 (3) 0.26 ± 0.05 (3) 0.15 ± 0.03 (3) 

5 4 10.7 ± 0.9 (3) 0.27 ± 0.04 (3) 0.13 ± 0.02 (3) 

7 6 16.5 ± 2.1 (3) 0.32 ± 0.08 (3) 0.14 ± 0.03 (3) 

11 10 48.4 ± 12.8* (3)  0.79 ± 0.14** (3)  0.20 ± 0.03 (3) 
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シスプラチン投与後 6日から 7日に採取した尿を用いて各種尿中バイオマーカーを測定

した結果を Fig. 5及び Table 10に示した。 

Kim-1排泄量はシスプラチン週 1回 4週間投与後の 7日目（Week 5）から既に有意に増

加し、その後、投与回数の増加に伴った排泄量の増加傾向が確認された。Week 5、7、9及

び 11の Kim-1排泄量は、対応する対照群と比較すると 2.8、3.5、9.7及び 15.2倍であった。

オステオポンチン排泄量は Week 9 に有意に増加し、Week 11 ではさらに増加した。また、

Week 7及び 9においてクラステリン排泄量、Week 9において NGAL排泄量が有意に増加

した。一方、試験期間を通じてアルブミン及びグルコース排泄量の明らかな変動は認められ

なかった。実験モデル 1と同様、対照群及びシスプラチン投与群共に、尿中クレアチニン排

泄量の経時的な増加が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  5. The CDDP -induced changes in the levels of urinary Kim-1 in the rats  

examined in “Experimental model 2 “. The 16 h-urine was collected from each rat at the  

indicated schedule (Fig. 2) and used for the assays of the Kim-1. Closed circles  

represent the individual rats (three rats at each time point examined). The open bar  

represents the mean value of each experimental group.  

*Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups:  

*P < 0.05. 
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Table 10. The CDDP-induced changes in the levels of urinary biomarkers in the rats examined in “Experimental model 2” 

Biomarkers 

(Amount/16 h-urine) 
Treatment Week 3 Week 5 Week 7 Week 9 Week 11 

Albumin (mg) 
Saline 1.13 ± 0.35 (3)

a
 1.40 ± 0.15 (3) 1.14 ± 0.44 (3) 0.91 ± 0.23 (3) 1.24 ± 0.14 (3) 

CDDP 1.15 ± 0.68 (3) 0.96 ± 0.52 (3) 0.99 ± 0.44 (3) 1.45 ± 0.71 (3) 2.94 ± 2.16 (3) 

Clusterin (g) 
Saline 0.10 ± 0.03 (3) 0.18 ± 0.03 (3) 0.11 ± 0.02 (3) 0.17 ± 0.06 (3) 0.13 ± 0.03 (3) 

CDDP 0.12 ± 0.04 (3) 0.18 ± 0.05 (3) 0.27 ± 0.06* (3)  0.25 ± 0.09 (3) 0.32 ± 0.10* (3)  

Creatinine (mg) 
Saline 3.72 ± 0.93 (3) 5.59 ± 0.69 (3) 6.30 ± 0.77 (3) 6.74 ± 1.82 (3) 7.67 ± 0.89 (3) 

CDDP 3.52 ± 0.66 (3) 4.46 ± 0.57* (3)  5.55 ± 1.12 (3) 6.55 ± 0.79 (3) 6.78 ± 0.64 (3) 

Glucose (g) 
Saline 0.61 ± 0.34 (3) 0.56 ± 0.43 (3) 0.69 ± 0.06 (3) 0.98 ± 0.11 (3) 2.47 ± 1.75 (3) 

CDDP 0.68 ± 0.32 (3) 0.41 ± 0.39 (3) 1.06 ± 0.29 (3) 1.05 ± 0.21 (3) 1.34 ± 0.70 (3) 

Kim-1 (ng) 
Saline 5.87 ± 0.81 (3) 6.39 ± 0.81 (3) 5.83 ± 2.08 (3) 4.38 ± 0.65 (3) 4.55 ± 2.02 (3) 

CDDP 7.96 ± 1.95 (3) 17.66 ± 4.41* (3)  20.58 ± 7.84* (3)  42.63 ± 11.57* (3)  69.25 ± 36.60* (3)  

NGAL (g) 
Saline 0.66 ± 0.22 (3) 0.47 ± 0.06 (3) 0.47 ± 0.21 (3) 0.54 ± 0.08 (3) 0.50 ± 0.11 (3) 

CDDP 0.99 ± 0.24 (3) 1.10 ± 0.37 (3) 1.01 ± 0.25 (3) 1.81 ± 0.23* (3)  3.11 ± 2.24 (3) 

Osteopontin (ng) 
Saline 10.41 ± 4.51 (3) 8.26 ± 2.75 (3) 9.03 ± 3.30 (3) 10.74 ± 3.21 (3) 9.30 ± 1.91 (3) 

CDDP 10.34 ± 1.04 (3) 9.06 ± 4.11 (3) 10.74 ± 3.24 (3) 20.43 ± 4.42* (3)  61.19 ± 31.26* (3)  

The 16 h-urine was collected from each rat at the indicated schedule (Fig. 2) and used for the assays of the indicated biomarkers. The “Days” described are 

identified with those in “Experimental model 2” (Fig. 2). 
a 
The numbers shown in parentheses represent the number of the animals examined. The data of each biomarker examined present the mean ± SD. 

*Statistically significant differences from the corresponding saline-treated groups: *P < 0.05. 
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腎臓の病理組織学的検査の結果を Fig. 6 及び Table 11 に示した。シスプラチン週

1 回 2 及び 4 週間投与後 7 日目の腎臓では病変は認められなかった。シスプラチン週

1 回 6 週間投与後 7 日目の腎臓において、ごく軽度から軽度の近位尿細管上皮細胞の

変性（空胞化、壊死、脱落、再生）、ごく軽度の尿円柱形成、ごく軽度から軽度の間

質への炎症細胞浸潤が認められた。週 1 回 10 週間投与後では病変は進展し、6 週間

投与により認められた病変に加えて、尿細管の囊胞状拡張も認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Representative photomicrographs of renal tissues from rats treated with saline (A) or CDDP 

at a dose of 1.5 mg/kg/week (B-D) for four, six, and 10 weeks at weekly intervals. The analyses were 

performed using the rats in “Experimental model 2”. The tissue sections were stained with hematoxylin-

eosin. One week after the four-week treatment with CDDP (B), no clear changes are observed in the rat 

renal tissues. In the renal tissues one week after the six-week treatment with CDDP (C), mild degeneration 

(vacuolization, necrosis and desquamation) of the proximal tubular epithelial cells and interstitial 

inflammatory cell infiltration are observed. Further progression of the lesions is observed in the rats one 

week after the 10-week treatment with CDDP (D). Scale bar: 100 m. 
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Table 11. The CDDP-induced histopathological changes of renal tissues from the rats examined in 

“Experimental model 2” 

Findings 

Saline  CDDP 

Week 11 
 

Week 3 Week 5 Week 7 Week 11 

Degeneration (vacuolization, 

necrosis, desquamation) of 

proximal tubular epithelium 

－  － － 
± (2/3)

a
 

+ (1/3) 
+ (3/3) 

Regeneration of proximal tubular 

epithelium 
－  － － 

± (2/3) 

+ (1/3) 
2+ (3/3) 

Urinary cast formation －  － － ± (1/3) 
+ (1/3) 

2+ (2/3) 

Cystic tubular dilatation －  － － － 
+ (1/3) 

2+ (2/3) 

Interstitial inflammatory cell 

infiltration 
－  － － 

± (2/3) 

+ (1/3) 
2+ (3/3) 

Histopathological grade: -, no change; ±, very slight; +, slight; 2+, moderate; 3+, severe 

The “Weeks 3, 5, 7 and 11” are the necropsy weeks shown in Fig. 2. 
a
 The numbers shown in parentheses represent the number of animals with  findings/number of animals 

examined.
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実験モデル 3  

 

試験期間中、シスプラチンを投与したラットにおいて一般状態（外観、姿勢及び行

動）の異常は認められなかった。また、対照群とシスプラチン投与群において体重推

移に明らかな差は認められなかった。  

腎臓に病理組織学的変化が認められないと考えられるシスプラチン 1.5 mg/kg の週

1 回 4 週間投与後の 7 日目において、尿中 Kim-1 排泄量は有意に増加し、実験モデ

ル 2 の結果の再現性が確認された。その後、シスプラチンの休薬により Kim-1 排泄

量は経時的に減少した（Fig. 7）。シスプラチン休薬 7 週間後の腎臓においては、明

らかな病理組織学的変化は認められなかった（データ示さず）。なお、試験期間を通

じて、他の尿中バイオマーカー（アルブミン、クラステリン、グルコース、NGAL 及

びオステオポンチン）の明らかな変動は認められなかった（データ示さず）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. The changes in the levels of urinary Kim-1 after CDDP cessation.  

The analyses were performed using the rats in “Experimental model 3”.  

The 16 h-urine was collected from each rat and used for determining amounts 

of Kim-1. Closed circles represent the individual rats treated with CDDP (five rats 

 at each time point examined). The bar represents the mean value of each  

experimental group. Open circles represented the individual rats treated with saline.  

“Week 0” means just one week before the first administration (Fig. 2). 

*
,
**Statistically significant differences from the corresponding saline-treated  

groups: *P < 0.05; **P < 0.01. 
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第四節 考察 

  

低用量のシスプラチンの反復投与により慢性的な腎障害が惹起されることが報告さ

れている。24,  25 ) そこで、本章では単回投与では腎障害が認められない用量（1.5 

mg/kg）のシスプラチンを異なる 2 通りの投与スケジュールでラットに反復静脈内投

与して亜急性から慢性腎障害を惹起した。各種尿中バイオマーカーを経時的に測定し、

腎臓の病理組織学的変化との関連性を追究すると共に、従来の血中バイオマーカー変

動との関連性を調べた。  

まずは、病変の進展をモニター可能なバイオマーカーを探索するために、シスプラ

チンを 1 日 1 回 4 日間反復静脈内投与して腎障害を惹起した（実験モデル 1）。最終

投与翌日（Day 5）の腎臓において近位尿細管の障害や間質への炎症細胞浸潤が認め

られた。その後シスプラチンの投与を中止しても病変は進展し、Day 33 では間質へ

の著明な単核細胞浸潤や間質の線維化病変といった慢性腎障害様の病変を呈した。血

中バイオマーカーの BUN や SCr は Day 5 に増加したが、それらの増加は病変の進

展とは関連せず、Day 33 の値は Day 5 と同程度であった。それに対し、尿中 Kim-1

排泄量は、Day 2（シスプラチン 1 回投与）から有意に増加し、投与回数の増加に伴

って増加した。さらに病変の進展が認められた 2/3 例のラットでは、Day 19 及び

Day 33 の Kim-1 排泄量は Day 5 よりも明らかに高値を示した。Kim-1 以外のバイ

オマーカーでは、Day 5 において尿中クラステリン及びオステオポンチン排泄量の増

加が認められ、Kim-1 と同様、病変が進展した 2 例のラットでは Day 19 及び 33 に

さらに排泄量が増加した。このように尿中 Kim-1、クラステリン及びオステオポンチ

ンは、シスプラチン反復投与による腎障害の進展を反映するバイオマーカーになると

考えられた。なお、シスプラチン誘発ラット AKI（第一章）で変動が認められた尿中

アルブミン及びグルコース排泄量は、実験モデル 1 においても Day 4 や 5 に増加が

認められたが、変化は一過性であることからシスプラチンの反復投与により惹起され

るラット腎障害の進展のモニターには不適当と判断した。  

次に、シスプラチン反復投与による腎障害を早期に検出できるバイオマーカーを探

索するために、シスプラチンをラットに週 1 回最長 10 週間反復投与して腎障害を惹

起した（実験モデル 2）。病理組織学的検査の結果、4 週投与まで腎病変は認められ

なかった。6 週投与後に軽度の腎病変が確認され、10 週投与後には病変は進展し、尿

細管の囊胞状拡張や間質への単核細胞浸潤も認められた。BUN、SCr 及び血清シス

タチン C は 10 週投与後に初めて増加したのに対し、尿中 Kim-1 排泄量は 4 週投与

後から増加し、その量はシスプラチンの投与回数の増加に伴ってさらに増加した。尿

中 Kim-1 はシスプラチンの反復投与による腎障害を従来の血中バイオマーカーより

も早期に検出可能であり、実験モデル 1 での検討と同様に、尿中 Kim-1 は病変の進

展と共に増加することを明らかにした。 

Kim-1 は、主に近位尿細管 S3 セグメントでの増殖・脱分化した上皮細胞やビメン

チン陽性の上皮細胞に発現することが知られている。28) また、Kim-1 及び-SMA
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は尿細管や間質の障害部位に共局在化することが知られている。33,  34) 加えて、臨

床においては、Kim-1 は線維化が認められる領域での拡張した尿細管上皮細胞の管腔

側に発現誘導されるという報告もある。35,  36 ) こうしたことから近位尿細管上皮細

胞における Kim-1 の発現誘導は尿細管再生や間質の線維化形成に深く関与している

と考えられる。 

ラット、イヌ及び霊長類の AKI において尿中クラステリン排泄量が増加すること

が多く報告されており、AKI に対するバイオマーカーとしての尿中クラステリンが期

待されている。8,  17 ) 加えてクラステリンは障害後の脱分化した尿細管上皮細胞に発

現するという報告も存在し 37) 、尿細管の再生にも関与していることが考えられる。

オステオポンチンは腎臓では単球やマクロファージの集簇に深く関与し、様々なラッ

トの腎疾患において高発現することが確認されている。38-40 )  

以上の知見から、実験モデル 1 で認められた病変の進展に伴った尿中 Kim-1、クラ

ステリン及びオステオポンチン排泄量の増加は、シスプラチンの投与により障害され

た尿細管の再生、間質への単核球浸潤や線維化病変を反映した変化であると考えられ、

これらの 3 つの尿中バイオマーカーは、シスプラチンの反復投与による腎障害の進展

のモニターに有用なバイオマーカーになる可能性が示された。中でも尿中 Kim-1 排

泄量は、実験モデル 1 及び 2 において腎臓の病理組織学的変化に先立って増加するこ

とが確認されており、腎障害を早期に検出できるという点からもバイオマーカーとし

ての有用性は非常に高いと考えられた。 

Kim-1 は構造や機能面での種相同性が高く、動物からヒトへのトランスレーション

が比較的容易にできることも利点として挙げられる。 28) 実際、尿中 Kim-1 は臨床

での AKI の診断マーカーとしての有用性が確認されている。 41,  42 ) こうしたことか

ら、尿中 Kim-1 はヒトでの薬剤誘発腎障害の早期診断や病変のモニターに価値のあ

るバイオマーカーとなる可能性が期待できる。  

Kim-1 の有用性をさらに検証するため、実験モデル 2 において尿中 Kim-1 排泄量

が増加した週 1 回 4 週間投与時点でシスプラチンの投与を中止し、その後の尿中

Kim-1 排泄量の変動や腎臓の病変を確認した（実験モデル 3）。結果、シスプラチン

の 4 週間投与によって著明に増加した尿中 Kim-1 排泄量は、シスプラチンの休薬に

より経時的に減少した。また、7 週間休薬後の腎臓においては明らかな病理組織学的

変化は確認されなかった。このことは尿中 Kim-1 量をモニターして、尿中 Kim-1 が

増加した時点でシスプラチンの投与を中止することによって、シスプラチンによる重

篤な副作用を回避できる可能性を示し、臨床でのシスプラチンの適切な治療にもつな

がることが期待できる。  

本章では腎障害惹起物質として近位尿細管障害を引き起こすシスプラチンを用いて

尿中バイオマーカーの有用性を明らかにした。しかし、薬剤誘発性腎障害には様々な

タイプが存在するため、単一のバイオマーカーで網羅的に様々な腎障害を予測するこ

とは困難と思われる。今後は障害のタイプの異なる腎障害物質を用いて、どのバイオ

マーカーがどのタイプの腎障害に利用できるのかを検討する必要がある。複数のバイ
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オマーカーを組み合わせて同時に測定するパネル化により、腎障害の予測性や診断精

度の向上も期待できる。  

現状、非臨床試験における尿中腎障害バイオマーカーは、腎毒性が懸念された場合

の付加的データや化合物選択ツールとしての使用が主であり、十分に活用されていな

い。43) その理由としてはバイオマーカーの特徴や腎障害の判定基準が明確になって

いないことが挙げられる。高感度のバイオマーカーは変化が生じやすいため、軽度の

変化をどのように判定するかについての検討が不十分である。今後は非臨床試験で見

出されたバイオマーカー変動と病理組織学的検査との関連性を徹底的に精査し、特徴

を明らかにする必要がある。また、臨床でもバイオマーカー研究は盛んに行われてお

り、尿中バイオマーカー候補として、前述した Kim-1 以外にも NGAL、IL-18、L-

FABP 等が報告されている。41,  42,  44 ) 特に L-FABP は慢性腎臓病の早期診断、病変

のモニタリングや予後予測にも有用であることが示されている。 45-47) 臨床からフィ

ードバックされたバイオマーカーを病理組織学的検査が可能な動物を用いて精査する

ことも有用な手段である。  

以上、本章では、尿中 Kim-1、クラステリン及びオステオポンチン排泄量はシスプ

ラチンの反復投与により誘発されるラット腎障害の病変をモニターできることを明ら

かにした。中でも尿中 Kim-1 は、従来の血中バイオマーカーよりも腎障害を早期に検

出できること、尿中 Kim-1 排泄量のモニタリングにより障害の進展や重症化を予測

できることが見出されたことから、今回測定したバイオマーカーの中では、シスプラ

チンの反復投与によるラット腎障害の検出に対して最も優れたバイオマーカーになる

ことを明らかにした。  
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総括 

 

理想の腎障害バイオマーカーの条件として、腎障害の早期に鋭敏に変動すること、

特異性があること、病変の程度を反映していることなどが挙げられる。検出感度や特

異性の優れたバイオマーカーの存在は、より早い段階での薬剤用量の調整や投薬中止

が可能となり、薬剤投与による有害事象の発生頻度の低下が期待できる。  

現在、非臨床試験や臨床での腎障害の検出には BUN や SCr がバイオマーカーとし

て汎用されているが、どちらのバイオマーカーも検出感度が低く、特異性も十分とは

いえない。こうしたことから腎障害を早期かつ特異的に検出可能な新規バイオマーカ

ーの探索が精力的に行われており、ラットの AKI に対する有用な尿中バイオマーカ

ーが多く報告されている。しかしながら、腎障害物質の反復投与により惹起される亜

急性から慢性腎障害の発症や病変進展過程において、腎臓の病理組織学的変化と尿中

バイオマーカー変動との関連性を詳細に解析した報告は存在しない。  

そこで、本研究では、シスプラチンをラットに反復投与して惹起される亜急性から

慢性腎障害の早期検出や病変の進展のモニターが可能なバイオマーカーを検索した。  

第一章では、ラットにシスプラチンを単回静脈内投与することにより AKI を惹起

し、代表的な AKI に対する尿中バイオマーカーの有用性を確認した。その結果、既

存の報告と同様、尿中アルブミン及び Kim-1 は従来の血中バイオマーカーよりも早

期に腎障害を検出できることを確認した。特に、尿中 Kim-1 は、腎臓の病理組織学

的変化が認められないシスプラチンの用量から排泄量が増加することから、シスプラ

チン誘発ラット AKI に対して優れたバイオマーカーになることを示した。 

第二章では、単回投与では腎障害が認められない用量のシスプラチンを異なる 2 通

りの投与スケジュールでラットに反復静脈内投与して亜急性から慢性腎障害を惹起し

た。そして、代表的な AKI に対する尿中バイオマーカーを経時的に測定し、腎臓の

病理組織学的変化や従来の血中バイオマーカー変動との関連性を調べた。その結果、

尿中 Kim-1 は、従来の血中バイオマーカーよりも早期に腎障害を検出できること、

腎障害の病変の進展をモニターできること、尿中 Kim-1 排泄量のモニタリングによ

り病変の進展や重症化を予測できることを明らかにした。 

以上、本研究により、ラットの AKI の検出に有用性が報告されている尿中 Kim-1

は、シスプラチンの反復投与により惹起されるラットの亜急性から慢性腎障害を検出

するバイオマーカーとして極めて有用性が高いことを明らかにした。加えて、尿中

Kim-1 は腎臓の病理組織学的変化が観察される以前に増加が認められることや腎障害

の程度を反映して増加することから、シスプラチン誘発腎障害の早期診断やシスプラ

チンの適切な使用に向けて有用なバイオマーカーになることを示した。これらの研究

成果は、医薬品開発時における腎毒性評価の向上・発展、また、臨床現場での重篤な

副作用の回避や適切な薬剤治療にもつながるものと考えられる。 
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