
126

昭和学士会誌　第75巻　第 2号〔 126-129頁，2015〕

特　　集　バイオマーカー探索を指向した先端的薬学研究 ―その 1―

シスプラチン腎症に伴う soluble epoxide hydrolase （sEH）の変動と 
バイオマーカーとしての可能性
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は じ め に

　アラキドン酸は，cyclooxygenase（COX），lipox-
ygenase（LOX）あるいは cytochrome P-450（CYP）
により種々のエイコサノイドへ代謝される．CYP
経路の代謝物である epoxyeicosatrienoic acids
（EETs）は，血管弛緩作用，抗炎症作用，アポトー
シス抑制等種々の生理活性を示すことが報告されて
いる1）．このEETsを dihydroxyeicosatrienoic acids
（DHETs）へ代謝する酵素が soluble epoxide hy-
drolase（sEH）であり，sEH の阻害薬が血圧下降
作用2），腎における虚血再灌流障害抑制3）を示すこ
とが報告されている（図 1）．これらの結果はEETs
の DHETs への代謝の阻害に起因すると推察され，
sEH の阻害薬の新たな治療薬としての可能性が期
待されている．
　一方，シスプラチンは抗腫瘍スペクトルが広く，
抗腫瘍効果も高いため，がん治療において使用頻度
の高い薬物の 1つである．しかし，吐気・嘔吐，骨
髄抑制などの副作用が強く，中でも腎症は患者に深
刻な影響を及ぼすため本剤の用量規制因子の 1つと
なっており，腎症の発症抑制は重要な課題となって
いる4）．腎組織中の sEHの発現は高く，主として近
位尿細管細胞に分布していることが報告されてお
り5），さらに，EETs アナログの投与6）あるいは
sEHをコードするEPHX2のノックアウト動物7）で
はシスプラチン腎症が抑制されることより，EETs，
sEH はシスプラチン腎症の病態に深く関与してい
るものと推察される．本稿では，シスプラチン腎症
モデル動物における sEHおよびEPHX2 の変動に
ついて論じる．

シスプラチン腎症モデルにおける 
sEHおよび EPHX2の変動

　ddY系雄性マウスにシスプラチン 20 mg/kg を持
続静脈内投与することにより，投与 3日後には血中
尿素窒素（BUN），血清クレアチニン（sCr）の有
意な上昇が認められ，腎症の発症が確認された．同
時に腎組織サンプルの調製を行い，Sep-pak C-18 カ
ラムを用いて部分精製の後，LC-MS-MS を用いアラ
キドン酸代謝物の分析を行なったところ，NF-κB経
路抑制が報告されている8）11（12）-EET およびその
代謝物である 11（12）-DHETの比（EET/DHET）の
上昇が認められた．さらに，酸化ストレスの指標で
ある腎組織中の Thiobarbituric acid reactive sub-
stances（TBARS）値の上昇も認められ，シスプラ
チン腎症発症時には sEH活性は低下，酸化ストレ
スは上昇しているものと推察された．さらに，蛍光
抗体を用い sEH の局在について検討したところ，
蛍光領域は近位尿細管部分に局在しており，糸球体
には認められなかった．この蛍光領域は，シスプラ
チン投与により消失した．またEPHX2 の発現は，
シスプラチン投与動物では有意に低下していた．
　前述の様に，EETs，sEHは新たな治療ターゲット
として注目されているが，病態下の変動については
相反する報告がなされている．Streptozotocin（STZ）
投与によるⅠ型糖尿病マウスにおいて，腎組織の sEH
発現は低下しており，その低下は活性酸素種（ROS）
依存的である9）と報告されている一方，sEHの発現
に明らかな変化は認められず，EET/DHETは低下
するとの報告もある10）．また，腎においては虚血再
灌流に伴い sEHの発現は低下することが報告がさ
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れているが3），脳組織の EETおよび sEH発現量は
虚血再灌流で変化しないとの報告もある11）．これら
の相違の詳細は不明であるが，刺激条件（STZ の
投与量，虚血時間）の相違が一要因と思われる．ま
た，本検討でのシスプラチン腎症時の EET/DHET
値の上昇はEPHX2の down-regulation に基く sEH
の発現低下に起因するものと考えられた．

sEHおよび EPHX2の変動と腎機能変化の相関性

　シスプラチン投与による腎組織中EET/DHET値，
EPHX2 の発現と BUN変動の相関性について検討
したところ，EET/DHET値とBUNの間には有意な
正の相関が（r ＝ 0.83，p ＜ 0.01），EPHX2 の発現
とBUNの間には有意な負の相関が認められた（r＝
0.87，p ＜ 0.01）．また，EPHX2 の発現と TBARS
値の間にも有意な負の相関が認められた（r＝ 0.75，
p ＜ 0.01）．以上の結果より，EPHX2の発現は酸化
ストレス依存的に低下すること，さらに，腎機能低
下に伴い，EPHX2 の down-regulation とそれに基
く sEH活性の低下が惹起されるものと推察された．
　シスプラチン腎症発症機序には不明な部分もある
が，ROS の産生とNF-κB 経路の活性化さらには，
TNF-α等のサイトカインの産生が関与するものと
考えられている．前述の様に，EPHX2のノックア
ウト動物ではシスプラチン投与によるBUNの上昇，
NF-κB 経路の活性化は抑制されることが報告され
ていること7），EETs が NF-κB 経路を抑制するこ
とを考え合わせると8），シスプラチン投与による
EPHX2 の down-regulation と sEH 活性の低下は，
腎機能低下に対する負のフィードバック制御である
可能性が示唆された（図 2）．

腎組織中 EPHX2変動の経時推移

　シスプラチン 20 mg/kg の投与による腎組織中の
EPHX2 および腎機能の指標としての BUNの経時
推移を検討したところ，BUNは投与 1および 2日
後では明らかな変化が認められなかったが，投与 3
日後には投与直後に比し有意な上昇が認められた．
一方，腎組織中の EPHX2 発現は，投与 1 日後よ
り有意な低下が認められ，2および 3日後とその低
下は持続していた．また，10 mg/kg 投与において
は，BUNの上昇は認められなかったが，腎組織中
のEPHX2発現は経時的に低下し，投与 2および 3
日後では投与前との間に有意差が認められた．酸化
ストレスの指標である腎組織中TBARS値はシスプ
ラチン（10 および 20 mg/kg），投与直後より有意
に上昇することが確認されている12）．前述の様に酸
化ストレスの上昇に伴ってEPHX2 の発現は低下
するため，BUNに変動の認められる前（シスプラ
チン投与直後）あるいは BUNの上昇が惹起されな
い用量においても，その発現の変動が認められるも
のと推察された．

シスプラチン腎症モデルにおける血中 sEHの変動

　シスプラチン腎症発症時に酸化ストレス依存的に
伴い腎組織中EPHX2 の発現は低下し，その結果，
sEHの発現・活性は低下する可能性が示唆された．

図 1　アラキドン酸カスケードとEETs，sEH

図 2　  シスプラチン腎症の発症機序とEETs による
フィードバック制御作用
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さらに，EPHX2 の発現低下は BUNの変動前ある
いはBUNの変動が惹起されない程度の投与量であっ
ても認められることが明らかとなった．従来より腎
障害のバイオマーカーとしてBUN，sCr が用いられ
ているが，これらが異常値を示すのは腎障害の進行
後であり，早期に腎毒性を検出することは困難であ
る．よって，血中 sEH活性の変動が腎組織と同様
に BUNの変動が惹起されない程度の傷害において
も認められれば，血中 sEH活性の測定はシスプラ
チン腎症のバイオマーカーと成り得るものと推察さ
れた．そこでシスプラチン 20 mg/kg を持続静脈内
投与し，血清中アラキドン酸代謝物の分析を行ない
EET/DHET値を算出した．しかし，明らかに腎症
が発症している投与 3日後においても EET/DHET
値の明らかな変動は認められなかった（図 3）．

ま と め

　シスプラチン腎症発症時には，EPHX2が酸化ス
トレスに伴い低下し，sEH の発現・活性低下を介
しEETの代謝を抑制している可能性が示唆された．
EETが腎保護作用を有すること，さらにEPHX2
の発現低下は BUNの変動前あるいは BUNの変動
が惹起されない程度の投与量であっても認められる
ことより，これらの変化は腎機能低下に対する負の
フィードバック制御である可能性が示唆された．一
方，血清中 sEH活性は腎症発症時にも明らかな変動

が認められなかったことより，シスプラチン腎症の
マーカーとしての可能性は低いものと推察された．
近年，シスプラチン腎症に伴い，L型脂肪酸結合タ
ンパク（L-FABP）および Lidney injury molecule-1
（Kim-1）の尿中排泄が増加することが報告されて
いる13，14），よって，sEH活性に関しても尿中での変
動の検討を行い，そのバイオマーカーとしての可能
性について評価して行く必要があると思われる．
　前述のように，腎障害のバイオマーカーとしての
BUN，sCr が異常値を示すのは腎障害の進行後であ
り，早期に腎毒性を検出することは困難である．こ
の観点から，近年，新規腎障害バイオマーカーの検
索が行なわれている．新たなバイオマーカーの確立
は腎疾患の早期発見および新規腎疾患治療薬の開発
に結びついて行くものと思われる．
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