
 
 
 
 
研究テーマ 
 

細胞内重金属キレート剤による炎症反応および酸化ストレス

抑制効果を利用した圧挫症候群の二次的合併症に対する新規

治療法の開発 

研究代表者 
 

施設名 ： 九州大学 整形外科 
 
氏 名 ： 春田 陽平 





2022年度 交通事故医療特定研究助成 研究報告書 

－ 1 － 

研究テーマ：細胞内重金属キレート剤による炎症反応および酸化ストレス抑制効果を

利用した圧挫症候群の二次的合併症に対する新規治療法の開発 

 

所属先：九州大学 整形外科 

 

氏名：春田 陽平 

 

＜はじめに＞ 

圧挫症候群は、患肢における長時間の虚血状態を契機に重篤な全身状態を来した状

態であり、自然災害時には瓦礫の下で埋もれた被災者に見られることが多い1)。筋肉

の虚血後に圧迫解除されて再灌流障害が生じる特徴がある。急性期には毒性のある細

胞内物質が全身の血流に流入することで急性腎障害、電解質異常、ショックなどの全

身合併症を生じる。筋肉局所では、虚血再灌流現象により活性酸素が生じて好中球が

活性化されると炎症反応が誘導されて筋損傷を悪化させる2)。 

圧挫症候群急性期の治療方法は進歩しており、生存率改善につながっている一方、

慢性期の合併症への対応が必要であることが認知されてきた。初期治療で助かったと

しても、多くの症例で損傷した筋組織に炎症が持続して線維性瘢痕を生じる3)。これ

らの病理学的変化は、筋力低下や関節拘縮などの長期的な後遺症を引き起こし、患者

のQOLに大きな影響を与える4)5)。 

圧挫症候群における損傷急性期から慢性線維症への進展に関するメカニズムは、ま

だ十分に解明されていない。慢性炎症は、様々な筋損傷において広く研究されており、

組織の線維化と密接に関連している6)7)8)。例えば、デュシェンヌ型筋ジストロフィー

では、罹患筋における好中球エラスターゼ発現の異常亢進が線維化の一因となってい

る。しかし、虚血再灌流後の炎症反応と圧挫症候群における線維化発症との間の特異

的な関連、特に内皮間葉転換（EndMT）などの機序による関連は、完全には解明され

ていない9)10)。 

EndMTは、様々な組織における線維化の重要なメカニズムとして言及されてきた9)。

内皮細胞が間葉系表現型に移行するこの過程は、線維芽細胞や筋線維芽細胞の集団を

増加させることにより、線維化障害の進行に寄与する11)。EndMTの役割は様々な病態

で研究されているが、圧挫症候群の筋線維化に対するEndMTの特異的な寄与は未解明

である。 

我々の以前の研究では、圧挫症候群の急性期に亜鉛キレート剤（N,N,N′,N′-

tetrakis-(2-pyridylmethyl)-ethylenediamine；TPEN）を投与すると、再灌流後の患肢の好

中球浸潤が抑制され、それによって急性炎症反応が軽減され、生存率が改善すること

を示した2)。しかし、この治療戦略が長期的な線維化と機能障害を軽減する可能性に

ついては検討されていない。 

本研究では、圧挫症候群の治療において、虚血再灌流に罹患した肢に関して亜鉛キ
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レート剤投与が筋線維化に及ぼす影響を明らかにした。具体的には、好中球エラスタ

ーゼとEndMTの役割に注目し、急性炎症から慢性線維症への進展の根底にあるメカニ

ズムを調べた。さらに、TPENによる早期介入によって、この病理学的過程を変化さ

せ、長期的な機能的転帰を改善できるかどうかを評価した。 

これらの疑問に取り組むことで、圧挫症候群における筋線維化の病態に関する新た

な知見を提供し、患肢の長期障害を予防するための新たな治療戦略を明らかにするこ

とを目指している。この研究は、特に自然災害後のクラッシュ症候群患者の長期予後

を改善するために重要な意味を持つ可能性がある1)12)。 

 

＜方法＞ 

動物 

8週齢のオス、C57BL/6J野生型マウス（18～21g）を室温（23±2℃）、12時間の明暗

サイクルで飼育し、餌と水を自由に摂取できるようにした。動物の苦痛を最小限にし、

使用する動物の数を減らすために努めた。 

 

圧挫症候群モデル 

マウスをペントバルビタール（75mg/kg）の腹腔内注射で麻酔し、仰臥位とした。

幅 3 mm、厚さ 1 mmのゴム製止血帯を直径 10 mmのステンレス製パイプの周囲に装

着し、止血帯の端部を以前に記載された方法に従って接着した。両側後肢を圧迫装置

に入れ、ステンレス製パイプを引き抜き、ゴム製止血帯を残すことで両後肢に圧挫状

態を作成した。ゴム製止血帯は、再現性のある虚血再灌流現象を誘発するため、圧迫

2時間後に細いはさみで切断した。 

 

亜鉛キレート剤の投与 

亜 鉛 キ レ ー ト 剤 と し て TPEN （ N,N,N',N'-tetrakis(2-pyridinylmethyl)-1,2-

ethanediamine）を用いた。TPEN（5mg/kg 体重）または対照薬（ジメチルスルホキシ

ド；DMSO）を、既述のように再灌流後 3分で 0.1 mlの容量で腹腔内投与した2)。 

 

組織学的検査 

所定の時点でマウスを過剰麻酔により安楽死させ、4％パラホルムアルデヒドを含

むリン酸緩衝生理食塩水（PBS）溶液で経心臓的に灌流固定した。腓腹筋（圧迫部位

の遠位側）を採取し、4％パラホルムアルデヒドに 4℃で一晩後固定した後、パラフ

ィン包埋、または 30％スクロースを用いた凍結保護して至適切断温度（OCT）で包

埋処理した。パラフィン包埋した組織を3μmの厚さで切開し、ヘマトキシリン・エオ

ジン（HE）染色、およびコラーゲン可視化目的にピクロシリウスレッド染色を行った。

免疫蛍光染色には凍結切片を用いた。 
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免疫蛍光染色 

凍結切片を 0.3％Triton X-100を含むPBS溶液で10分間透過処理し、5％正常ヤギ血

清で室温で1時間ブロックした後、一次抗体を 4℃で一晩インキュベートした。以下

の一次抗体を用いた：抗ラミニン抗体（1:200; Sigma-Aldrich, セントルイス、ミズー

リ州、米国）、抗好中球エラスターゼ抗体（1:200; Santa Cruz Biotechnology, ダラス、

テキサス州、米国）、抗PECAM-1抗体（1:200; Santa Cruz Biotechnology）、抗αSMA抗

体（1:200; Santa Cruz Biotechnology）、および抗Notch1抗体（1:200; Santa Cruz 

Biotechnology）。洗浄後、切片を適切な蛍光標識二次抗体と室温で1時間インキュベー

トした。 

 

エバンスブルー色素評価 

筋透過性を評価するため、エバンスブルー色素（EBD；80μg/g体重；Sigma-Aldrich）

をPBSに溶解し、受傷後1、2、4週目に腹腔内注射した。注射後 3時間時点で麻酔下に

PBSを用いて 5分間経心灌流し、4％パラホルムアルデヒドで固定した。腓腹筋を採取

し、重量を測定し、50％トリクロロ酢酸0.5mL中で均質化した。細胞断片を 100％エ

タノールで 1：1に希釈し、15,300×gで 10分間遠心した。上清を回収し、EnSightプレ

ートリーダー(PerkinElmer, シェルトン, コネティカット州, 米国)を用いて 620 nmの

吸光度を測定し、EBD含量を定量した。 

 

歩行解析 

受傷後4週目にフットプリント解析を行った。マウスの前足と後足にそれぞれ赤と

緑の染料を塗った。その後、狭い通路（長さ80cm×幅4cm）を歩くように訓練し、各

マウスについて少なくとも3回走行させて記録した。足跡は、歩幅、歩隔、足部の外

旋度、踵接地頻度について前述の方法31)で分析した。各走行の最初と最後の10cmは分

析から除外した。 

 

足関節ROMの測定 

角度計測器を用いて、受傷後4週間の足関節ROMを測定した。マウスを静かに拘束

し、最大足関節底屈・背屈角度を測定した。3回測定し、平均ROMを算出した。 

 

統計分析 

データは平均値±平均値の標準誤差（SEM）で示した。統計解析はGraphPad Prism

ソフトウェアプログラム（GraphPad Software: version 9, ボストン, マサチューセッツ

州, 米国）を使用して行った。2群間比較は、対応のないスチューデントのt検定を用

いて行った。統計学的有意差は p<0.05とした。 
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＜結果＞ 

慢性期における歩行機能の低下と筋線維化の進展 

両側後肢にゴム製の止血帯を2時間装着し、その後再灌流を行うことで、圧挫症候

群マウスモデルを作成した。再灌流後4週間のフットプリント解析から、クラッシュ

群では非損傷群と比較して有意な歩行障害が認められた。クラッシュ群のマウスは非

損傷群と比較して、歩幅が短く（49.75±2.06 mm vs 64±3.37 mm）、後肢外旋角が大き

く（36.75±6.99° vs 10±4.08°）、踵接地率が高かった（80％±16.33％ vs 0±0％）

（図1-A、1-B）。さらに、足関節可動域（ROM）は、非損傷群と比較して、クラッシ

ュ群で有意に減少した（100°±10.8° vs 166.25°±4.79°、図1-C、1-D）。再灌流後

4週目のピクロシリウスレッド染色では、クラッシュ群において非損傷群より有意に

広い線維化領域が認められた（46.25％±2.21％ vs 7.75％±2.21％、図1-E、1-F）。 

図1  
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持続的な筋膜障害 

筋ジストロフィーにおける筋線維症と関連する筋膜透過性13)14)は、エバンスブルー

色素（EBD）の漏出を用いて評価された。組織学的評価では、再灌流後1週目に筋線維

領域で著明なEBD漏出が認められ、2週目には減少し、4週目には消失した（図2-A）。

吸光光度計を用いた定量分析でも、EBD漏出は1週間でピークに達し（4.11±0.25 

ng/mg組織）、2週間で減少し（1.25±0.33 ng/mg組織）、4週間にはほぼ正常レベルに戻

った（0.3±0.07 ng/mg組織、図2-B）。 

図2  
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好中球エラスターゼによる基底膜破壊 

基底膜の重要な成分であるラミニン15)は、非損傷群では基底膜に沿って観察された

（図3-A、3-C）。しかし、ラミニンの発現は、受傷後1週間のクラッシュ群の筋組織で

は顕著に消失していた（図3-D、3-F）。好中球エラスターゼが炎症時のラミニン分解

因子として同定されている16)ことから、破砕症候群後の筋組織におけるその発現を調

べた。非損傷群では検出可能な好中球エラスターゼは認められなかったが（図3-A、

3-B）、クラッシュ群の1週間後の筋組織からは有意な好中球エラスターゼ発現が認め

られた（図3-D、3-E）。これらの所見は、好中球エラスターゼ活性と圧挫症候群後の

ラミニン分解との直接的な関係を示唆しており、観察された筋膜透過性亢進を説明で

きる可能性がある。 

図3  

罹患筋組織におけるEndMT 

近年、EndMTは線維化につながる膜透過性亢進の基礎となるメカニズムとして示唆

されている9)。EndMTの間、内皮細胞は筋線維芽細胞の形質を獲得する一方で、内皮

特異的な遺伝子発現を失う11)。EndMTは、内皮細胞が存在する筋肉組織を含むあらゆ

る臓器で起こる10)。非損傷群では、PECAM-1陽性血管内皮細胞はNotch1やα-SMAを

発現していなかった。対照的に、クラッシュ群では血管内皮細胞にPECAM-1、Notch1、

α-SMAの共発現がみられた（図4）。この所見は、内皮細胞マーカーと間葉細胞マー

カーが共発現し、筋線維芽細胞様の機能を示すという以前の観察と一致していた10)17)。 

図4  
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TPEN投与の効果 

TPEN投与により、再灌流後1週間の間質スペースにおける好中球エラスターゼレベ

ルは、対照薬投与群に比べ有意に低下した（1.78％±0.53％ vs 15.25％±4.35％、図5-

A、5-B）。さらに、TPENを投与すると、ラミニンの発現が増加し（10.5％±1.3％ vs 

1.33％±0.28％、図5-A、5-C）、筋線維へのEBDの漏出が減少した（1.25％±2.5％ vs 

48.75％±17.08％、図5-D、5-E）。 

再灌流後 2 週間では、TPEN 群は対照薬投与群と比較して EndMT 細胞の有意な

減少を示した（5.5 ± 2.08 細胞/mm2 vs 30.25 ± 3.86 細胞/mm2、図 6-A, 6-B）。4週

間後、TPEN群ではピクロシリウスレッド陽性面積が減少し（15.25％±1.71％ vs 45％

±1.83％、図 6-C、 6-D）、筋再生を示す中心核を有する筋線維が増加した

（177.5±22.17/mm2 vs 0±0/mm2 、図6-E～6-G）。 

図5  
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図6  

 

TPEN投与による歩行機能の改善 

TPEN群は、対照薬投与群と比較して歩行機能の改善を示した（図7-A）。この改善

の特徴は、歩幅の増加（ 55.5±4.2mm vs 49.75±2.06mm）、後肢外旋の減少

（12.5°±6.45° vs 36.75°±6.99°）、踵接地頻度の減少（10％±11.55％ vs 80％

±16.33％、図7-B）であった。TPEN群では、足関節のROMも有意に回復した

（148.75°±8.54° vs 100°±10.8°、図7-C）。 
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図7  

 

＜考察＞ 

本研究は、圧挫症候群における筋組織線維化の病態を解明し、慢性期の筋線維化を

緩和する急性期の亜鉛キレート剤投与の有効性を示した。その結果、圧挫症候群にお

ける筋線維化は、血管内皮細胞のEndMTを介した筋線維芽細胞の増殖が主な原因であ

ることが明らかになった。さらに、急性期に亜鉛キレート剤TPENを投与すると好中

球エラスターゼの発現が抑制され、その後のEndMTの進行が抑制され、慢性期の筋組

織の線維化が抑制されることを示した。 

圧挫症候群は、地震などの自然災害の結果として発症することが多く、死亡率は

48％に達する1)。これまでの研究では、主に急性期における救命方法の開発に焦点が

当てられており、災害現場において効率的で利便性の高い治療法の選択肢となる可能

性がある12)。一方で、圧挫症候群の慢性期における合併症や患肢の運動能力の低下を

最小限に抑える治療法の必要性が高まっている。慢性期の圧挫症候群モデルを解析し

た結果、筋線維症により再灌流部位の関節ROMが減少し、歩行機能が障害されること

が示された（図1）。 

線維化は組織治癒の際の適応反応であるが、細胞外マトリックスが過剰に蓄積する

と、正常な組織構造の破壊や臓器不全につながる。慢性炎症、感染、虚血、低酸素は、
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細胞微小環境における線維化の重要な因子である3)18)。線維芽細胞は線維化病変に集

積し、細胞外マトリックスを産生するが、現在も線維芽細胞の誘導因子やシグナル伝

達経路の解明が進められている19)。 

我々の研究では、圧挫症候群における筋線維化の根底にある重要なメカニズムとし

てEndMTを同定した。EndMTは胚発生において重要な役割を果たしており、悪性疾患、

血管疾患、炎症性疾患、線維性疾患など、遺伝的に決定されたさまざまなヒトの後天

的疾患の病因に関与している9)。EndMTは心臓や腎臓の組織で観察されてきたが20)21)、

圧挫症候群モデルでその関与を証明したのは我々の研究が初めてである（図4）。

EndMTの最初の段階は、血管内皮細胞や筋線維に隣接する基底膜の破壊である22)23)。

これまでの研究で、基底膜の破壊はその構成成分の一つであるラミニンの溶解から始

まることが示されている24)25)26)。しかしながら、基底膜破壊の原因となる因子は完全に

は解明されていない22)。我々の研究では、ラミニンを溶解することが知られている好

中球エラスターゼに注目し、筋肉組織におけるラミニンとの関連におけるその分布を

調べた。その結果、好中球エラスターゼレベルは再灌流後1週間で上昇し、ラミニン

の溶解と一致していた（図3）。これらの所見は、好中球エラスターゼがEndMT中のラ

ミニン溶解に重要な役割を果たしていることを示唆した。 

EndMTは通常炎症反応の後に起こり25)26)、炎症で誘発されるEndMTのメディエータ

ーや転写因子が同定されている27)。しかし、虚血再灌流障害後の炎症反応の持続時間

と、EndMTを介した筋線維化の時期との関係については、これまで十分に検討されて

こなかった10)。EBDの漏出から明らかなように28)、本研究は、再灌流後1、2、4週間に

おいて、筋膜透過性亢進を伴う炎症の長期化を報告した初めての研究である。我々は、

EBDの筋線維への漏出が再灌流後2週間も持続していることを観察し、筋膜透過性が

持続的に亢進していることを示した（図2）。さらに、再灌流後2週目にNotch1シグナ

ルを介してEndMTが起こっていることが示された（図4）。この時期は炎症反応が落ち

着き始める時期である（図2）。 

好中球の遊走を制御するために亜鉛キレート剤（TPEN）投与を用いた治療戦略を

確立した我々の以前の研究2)を発展させ、本研究では、急性期のTPEN投与が圧挫症候

群の慢性期における筋線維症の進行を予防できることを実証した。圧挫症候群の自然

経過では、筋膜崩壊の改善（再灌流から4週間後）と同期して、筋線維再生の証拠（核

の集中化）が観察された（図2-A）。このことは、筋膜不安定性が持続すると、再生所

見を伴わない筋線維化が誘導され29)、筋膜状態の改善が筋線維再生を促進することを

示すこれまでの報告30)と一致している。 

驚くべきことに、TPENの投与は、筋膜の破壊がすでに改善した再灌流後2週間とい

う早い時期に筋線維の再生を促進した（図6-E～6-G）。その結果、TPENの投与により

関節ROMと歩行機能の改善において有意な治療効果を示した（図7）。関節ROMの増加

につながる線維化の軽減が観察されたことは、この治療戦略の有効性をさらに裏付け

ている。 
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我々の知見は、圧挫症候群の自然経過において1週間以上にわたる好中球エラスタ

ーゼの発現亢進が、筋肉の基底膜成分の溶解を引き起こし、その結果、EndMTと筋線

維化の促進をもたらすことを示唆している。急性期にTPENを投与すると好中球エラ

スターゼの発現が抑制されるため、EndMTの進行が抑制され、慢性期の筋線維化が緩

和される。 

 

＜結論＞ 

本研究では、圧挫症候群における筋線維化の病態について新たな理解を提供し、亜

鉛キレート剤投与を用いた有望な治療アプローチを提示する。これらの研究課題に取

り組むことで、圧挫症候群の治療法を改善するだけでなく、様々な線維化性筋疾患に

対する新しい治療法の開発に貢献できるかもしれない。 
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