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緒言  

 

ウマは、古代から現代にわたり人間社会に多大な貢献をしている、大型

動物としては稀有な存在である。かつての交通手段としての役目は終えた

ものの、競馬施行を通して国家財政に寄与するなど、ウマは今なお人間社

会と密接な繋がりをもって生存している。一例を挙げると、日本中央競馬

会（Japan Racing Association, JRA）が主催する中央競馬では 2016 年の一年

間に約 2,973 億円もの国庫納付金を納めており、ウマによる社会貢献は計

り知れない。このような背景にあって、人間社会の発展に多大なる貢献を

しているウマの福祉と健康を向上させる事は、ウマに携わる獣医師の責務

と言える。  

 ウマの難治性疾患の一つにエンドトキセミアがある。エンドトキセミア

とは血液循環中にバクテリア由来のエンドトキシンが存在することを指す

が、臨床現場では、その存在が疑われる臨床状態を含めて、広義的にエン

ドトキセミアと診断されており、いわゆるヒトの敗血症や全身炎症反応症

候群 Systemic inflammatory response syndrome（SIRS）に類似する疾患であ

る [1, 2]。ウマのエンドトキセミアは、未だに罹患率および致死率が高く、

馬産業に対する経済的損失の主要な原因の一つである [1, 3]。JRA では、

2003 年から 2013 年までの 10 年間で 142 症例がエンドトキセミアに起因す

る大腸炎と診断され、その死亡率は 28.2％（40/142）であった（図 1）。ウ

マにおけるエンドトキセミアは、重度の疝痛などの消化管機能障害の後に

惹起されることが多く、発熱、沈鬱状態、頻脈、頻呼吸、低血圧、出血性
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または水瀉性下痢、脱水、粘膜色稠の変化、循環不全による肢端部の表面

温度低下、凝固系機能異常などの複雑な臨床兆候パターンを呈す [1, 3]。エ

ンドトキセミアに対する主要な治療法は、非ステロイド系抗炎症薬フルニ

キシンメグルミンと輸液療法である [4]。しかし、フルニキシンメグルミン

は、腸粘膜透過性を亢進し、エンドトキシンの流入を容易にさせることに

よって、小腸に対する副作用を有しており、既発のエンドトキセミアを悪

化させる可能性が示唆されていることから [5, 6]、より安全で奏功性の高い

治療薬の開発が望まれている。これまで、多くの研究者が様々なアプロー

チを試みてきたものの、有効な治療法として証明されたものは未だ極僅か

であり、エンドトキセミアに対する根治療法の確立が急務となっている [4]。

QOL の顕著な低下に加え経済的損失の規模からも、ウマのエンドトキセミ

ア治療への取り組みは、獣医学的な枠組みを超えた重要課題であり、解決

に向けて努力する意義は非常に大きい。本研究は、分子標的アプローチと

いう新しい観点から、効果的かつ副作用の少ないエンドトキセミアの治療

法の確立を目指すものである。  

エンドトキセミアの主要なトリガーは、グラム陰性菌の細胞壁構成成分

リポポリサッカライド（ lipopolysaccharide, LPS）であり、主たる供給源は

大腸菌である。生体は、単球、マクロファージ、樹状細胞、好中球などの

自然免疫系細胞の膜表面に発現している Toll-like receptor 4（TLR4）によっ

て体内に侵入した LPS を認識し、自然免疫反応を発動させる [7, 8]。LPS の

結合により TLR4 下流の複雑なシグナル伝達経路を介して最終的に転写因

子 Nuclear factor-kappa B（NF-κB）が活性化され、 tumor necrosis factor（TNF）
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-α、interleukin（ IL）-1β および IL-6 などを中心とした炎症性サイトカイン

応答を誘導し、迅速に炎症反応を惹起することで、エンドトキシンや感染

に対する初期防御機構が確立される [8]。通常、これら一連の炎症反応は、

IL-10 や transforming growth factor-β（TGF-β）などの抗炎症性サイトカイン

が作用する負のフィードバックによって制御され、正常状態に沈静化され

る恒常性が維持されている。しかし、LPS の侵襲が過大であったり継続的

であったりする場合には、炎症反応の恒常性が破綻し、炎症が局所に留ま

らず全身に波及する。このような状態では、炎症性サイトカインは生体防

御因子としてではなく、むしろ攻撃因子として作用してしまい、全身性生

体侵襲である SIRS へと移行する。SIRS は、心血管系の機能低下、動脈血

低酸素血症、組織内灌流の低下 、播種性血管内凝固（ disseminated 

intravascular coagulation, DIC）による末梢循環不全を引き起こし、最悪の場

合、末梢低酸素による多臓器機能障害症候群に陥り死に至る [1, 2]。  

特にウマは、エンドトキセミアの病態が重篤化し容易に SIRS に進行し

やすいことが経験的に知られている。ウマの単球は LPS 高感受性であり、

LPS のシグナル伝達経路において炎症性サイトカイン産生に関与する

myeloid differentiation factor 88（MyD88）依存的経路が強く誘導される一方

で、抗炎症性サイトカイン応答に係る TIR domain-containing adaptor 

inducing IFN-β（TRIF）依存的経路の反応性が低いという報告 [9]が、それを

裏付けている。ウマに実験的に 30 ng/kg body weight（bwt）の LPS を投与

することによって、容易に軽度のショック症状を誘導できるが [10–14]、ヒ

トも LPS に対する感受性が高く、1～4 ng/kg bwt 程度の LPS によって SIRS
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特有の臨床症状を発現することが報告されている [15–17]。一方、マウスは

500 ng/kg bwt の LPS 投与に対しても生理反応を呈さず、LPS 耐性動物とさ

れている [16]。ヒトのエンドトキセミア治療の研究では、主としてマウス

等の齧歯類での研究が外挿されているが、それら実験動物モデルで有効性

が確認された治療候補薬が、患者の臨床治験の段階では奏功性が確認でき

ないケースが散見されており、エンドトキセミア関連遺伝子の変化を比較

した研究においてヒトとマウス間の種差に起因するミスマッチが問題視さ

れている[18]。こうした背景にあって、ヒトおよびウマにおける LPS 感受

性や病態発現の類似性を鑑みると、エンドトキセミアモデルとして齧歯類

よりもウマを用いることの妥当性が示唆される。従って、ウマのエンドト

キセミアに関する研究の成果は、ヒトのエンドトキセミア研究にとっても

有益な情報を提供し、ヒト医療への貢献に寄与することが期待できる。  

エンドトキセミアから SIRS に至る過程で様々な炎症性サイトカインや

メディエーターが複雑に相互作用して病態発現に関与しているが、とりわ

け TNF-α が主要な役割を果たしており、ウマのエンドトキセミアの臨床症

状と最も相関関係があると報告されている [10]。興味深いことに、TNF-α も

そのシグナルカスケードにおいて、LPS 同様に NF-κB を活性化する。これ

らの事実から、LPS 結合による病態発現開始から増悪化に至る一連の炎症

カスケードにおいて、NF-κB が共通の転写因子として作用し、NF-κB の過

剰な活性化がエンドトキセミアの病態形成において主要な役割を担ってい

る可能性が示唆される。すなわち、ウマのエンドトキセミアの治療戦略に

おいて NF-κB が重要な治療標的となり得ることが予期される。  



5 

本研究では、この NF-κB 過剰活性に着目し、ウマのエンドトキセミアモ

デルを用いて NF-κB をターゲットとした分子標的薬の効果解析を行った。

NF-κB 阻害剤として、 IMD-0354 およびボルテゾミブの二つの分子標的薬

を選択した。 IMD-0354 は Inhibitor of NF-κB kinase（ IκB kinase, IKK）β 特

異的インヒビターであり、齧歯類やイヌへの in vivo 投与実験により乳癌や

アトピー性皮膚炎に対する治療効果が証明されている [19, 20]。ボルテゾミ

ブは多発性骨髄腫の治療薬として開発された“first-in-class”であり [21, 22]、

市販製剤（ベルケイド®; Janssen Pharmaceutical K. K.）が唯一存在する NF-

κB 阻害剤である。ボルテゾミブはプロテアソームインヒビターとして作用

し、NF-κB の抑制因子 IκB のプロテアソーム分解を阻害して NF-κB の活性

化（核内移行）を抑制することによって、多発性骨髄腫細胞のアポトーシ

スを誘導する[23–25]。  

本研究のⅠ章では、ウマ単球を用いて、 in vitro での IMD-0354 およびボ

ルテゾミブの LPS 誘導性 TNF-α 産生に対する抑制効果を確認した。Ⅱ章で

は、生体局所における LPS 誘導性炎症反応に対して、NF-κB をターゲット

とする妥当性・有効性を検証した。この実験では、齧歯類やイヌでの安全

性が立証済みである IMD-0354 をウマの肢端に局所投与し、NF-κB 標的治

療の有効性を確認した。Ⅲ章では、LPS 全身投与により誘導したウマのエ

ンドトキセミアモデルに対する NF-κB 阻害剤の効果解析を行った。将来的

な臨床現場での応用を想定し、市販製剤が存在するボルテゾミブを治験薬

として用いて、エンドトキセミアモデルにおける臨床パラメータに対する

in vivo 効果を評価し、ボルテゾミブの全身投与が LPS 曝露により誘導され
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た疼痛反応および指灌流低下を改善することを立証した。  

これらの成果は、ウマのエンドトキセミアにおいて NF-κB をターゲット

とした分子標的治療法という従来と異なる全く新しい治療戦略の有効性を

提唱するものである。  

 

 

 

図 1 エンドトキセミアに起因する大腸炎症例（JRA 黒田泰輔博士提供）  

A: 水瀉性下痢  

B: ガスや腸内容物の停滞による腹囲膨満  

C: 下痢の貯留によって膨張した大結腸  

D: 盲結腸における広範囲な粘膜壊死  

D

BA

C
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Ⅰ章  in vitro における LPS 誘導性反応に対する NF-κB 阻害剤の抑制効果  

 

[1] 序論  

 

エンドトキセミアのトリガーである LPS を含め、微生物構成分子である

蛋白、脂質、多糖等の異物が侵入すると生体は直ちに防御反応を発動させ

る [7, 8]。この反応を自然免疫と呼び、種々の微生物特有の分子パターンで

ある病原体関連分子パターン（pathogen-associated molecular patterns,  PAMPs）

を生体が特異的に認識することで開始される。LPS は、マクロファージや

樹状細胞などの自然免疫系細胞の表面上に発現している特異的受容体

TLR4 によって認識される [7, 8]。  

LPS を認識した TLR4 のシグナル伝達の始動には、4 種類のアダプター

分子である MyD88、Toll/IL-1 receptor（TIR）domain-containing adaptor protein

（TIRAP）、TRIF および TRIF-related adaptor molecule（TRAM）が関与し

ている。最初に活性化されるアダプター分子の違いにより、二種類の異な

るシグナル伝達経路が誘導されることが特徴である [8]。その一つは MyD88

と TIRAP が反応する MyD88 依存的経路であり、もう一つが TRIF と TRAM

が反応する TRIF 依存的経路である。この内、速やかに NF-κB を活性化し

早期の炎症性サイトカイン応答を誘導する経路が、MyD88 依存的経路であ

る。MyD88 依存的経路を介した NF-κB 活性化メカニズムは次の通りであ

る（図 2）。まず、MyD88 は TIRAP の仲介によって TLR4 と会合する [7, 8, 

26]。続いて、IL-1 receptor-associated kinase （ IRAK）ファミリーと結合し、
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デスドメイン複合体 Myddosome を形成する。活性化された Myddosome が

E3 ユビキチンリガーゼである TNF receptor-associated factor 6（TRAF6）と

会合すると、TRAF6 は自分自身に複数のユビキチンを結合させ、このユビ

キチン鎖を足場として、下流のシグナル分子 TGF-β-activated kinase 1（TAK1）

-binding protein 2（TAB2）および TAK1 の複合体や IKK 複合体が TRAF6 と

繫がる。その結果、TAK1 が IKKβ をリン酸化し、活性化された IKKβ は NF-

κB 阻害因子である IκBα をリン酸化する。リン酸化された IκBα は k48 結

合型ポリユビキチン修飾を受けて、プロテアソームによって分解される。

IκBα から解放された NF-κB は核内移動が可能となり、TNF-α などの炎症

性サイトカインの遺伝子転写を開始する。  

TLR4 の活性化は、本来、生体防御機構としての役目を担っていることを

考慮すると、シグナル伝達を標的とした治療開発においては、生体防御機

能までをも消失させることがないように部分的・限定的にシグナルパスウ

ェイを阻害するというコンセプトで候補薬を選択する必要がある。 IMD-

0354 は IKKβ を特異的に阻害することにより、ボルテゾミブは IκB のプロ

テアソーム分解を阻害することにより、それぞれ NF-κB の活性化を抑制す

る。本章では、これらの NF-κB 阻害剤の効果を in vitro 下で解析するため、

マクロファージの前駆細胞である単球を用いて、LPS 誘導性反応に対する

抑制作用を検証した。2 節で、LPS によって刺激した単球の生存率および

TNF-α 産生能に対する IMD-0354 またはボルテゾミブの効果を検証した。3

節では、LPS により誘導された NF-κB 活性化経路における標的分子への作

用について検証した。  
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[2] ウマ単球における LPS 誘導性 TNF-α 産生能に対する NF-κB 阻害剤の効果 

 

1. 材料と方法  

 

1) ウマ  

サラブレット種 2 頭（ 馬）および温血種 2 頭（ 馬）を用いた。4 頭

の平均年齢は 16.8 ± 5.4 歳（10–22 歳）であった。全ての馬に対して実験前

に獣医師による馬体検査および歩様検査を実施し、健康であることを確認

した上で実験に供した。  

この実験は、国立大学法人東京農工大学研究倫理委員会および動物実験

小委員会による承認（承認番号 26-55, 56）を受け、ガイドラインに従って

実施した。  

 

2) 試薬  

 ボルテゾミブ（ StressMarq Biosciences Inc., Victoria, British Columbia, 

Canada）および IMD-0354（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA）は、ジメチ

ルスルホキシド（dimethyl sulfoxide, DMSO; Wako, Tokyo, Japan）で 10 mM

になるように溶解した。LPS（Escherichia coli  O55:B5 LPS; Sigma-Aldrich）

は、phosphate buffered saline（PBS）で 1 mg/ml になるように溶解した。全

ての試薬は−30 °C で保存し、実験毎に用時調整した。  
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3) ウマ末梢血単球の分離および処理  

あらかじめヘパリンナトリウム（Nipro, Osaka, Japan）を吸引した 50 ml

シリンジ（Terumo Corporation, Tokyo, Japan）を用いて、ウマの左側頸静脈

より採血した。採取した血液を 50 ml ポリプロピレン製コニカル遠心チュ

ーブ（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）に移し、赤血球を沈降

させるために 400 × g、20°C で 10 分間遠心分離した。バフィーコートを吸

引回収して得られた多白血球血漿（ leukocyte-rich plasma）を Histopaque-

1077（Sigma-Aldrich）に重層し、密度勾配遠心法（400 × g, 20°C, 30 分間）

により末梢単核球を分離した。末梢単核球のバンドを吸引回収し、

Dulbecco’s PBS で 5 回洗浄した後、4 × 106 cells/ml の細胞濃度になるよう

に RPMI-1640 培地（Gibco, Grand Island, NY, USA）に浮遊させ、ポリスチ

レン製 24 well 細胞培養プレートの各 well に 2 × 106 cells（0.5 ml/well）ず

つ播種した。単球を付着させるために、37°C 、5% CO2 下で 2 時間培養し

た後、37°C に温めた RPMI-1640 培地でプレートを 5 回洗浄し、非付着細

胞を除去した。この時点で、非特異的エステラーゼ染色により付着細胞に

おける単球の純度を測定し、トリパンブルー排除試験により生存率を測定

した。  

得られた単球に、10% ウマ血清（HyClone Donor Equine Serum; Thermo 

Fisher Scientific）、100 units/ml ペニシリンおよび 100 μg/ml ストレプトマイ

シン（Sigma-Aldrich）を添加した RPMI-1640 培地を重層し、1 ng/ml LPS の

存在下で、各種濃度（1, 10, 100, 1,000 nM）のボルテゾミブまたは IMD-0354

を添加して 6 時間培養した。LPS の vehicle である PBS および NF-κB 阻害
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剤の vehicle である DMSO を添加した培地単独群を negative control とし、

1 ng/ml LPS と DMSO を添加した LPS 単独添加群を positive control とした。

6 時間の培養後にプレートを遠心分離し（180 × g, 4°C, 10 分間）、培養上清

を回収して TNF-α 測定アッセイまで−30°C で保存した。細胞は、 trypsin-

EDTA 溶液により剥離して回収し、トリパンブルー排除試験による生存率

を測定した。  

 

4) TNF-α の測定  

TNF-α は、市販の測定キット（equine TNF-α ELISA reagent kit; Thermo 

Fisher Scientific）を用いて enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）に

より測定した。手技には、洗浄の回数およびタイミングにおいて軽微な変

更を加えたものの、それ以外はメーカーの指示書に従って実施した。サン

プルの一部は必要に応じて試薬希釈液（StartingBlock [PBS] Blocking Buffer; 

Thermo Fisher Scientific）で 2 倍に希釈して測定した。サンプルは 2 well ず

つの duplicate とし、マイクロプレートリーダー（ ImmunoMini NJ-2300, 

Biotec, Tokyo, Japan）により波長 450 nm における吸光度を 2 回定量し、平

均値を算出した。  

 

5) 統計学的解析  

一元配置分散分析を行った後、Dunnett 検定による多重比較検定を実施

し、LPS 単独添加した positive control を対照群として比較した。有意水準

は 5%とした。   
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2. 結果  

 

末梢単核球の 2 時間培養により得られた付着細胞における単球の純度は、

81%以上（mean 88.1%, range 81.2–95.6%）であり、その生存率は 98%以上

であった。  

 TNF-α 濃度は、各実験の negative control（414–767 pg/ml）を 1.0 とした

相対値で示した（図 3）。1 ng/ml の LPS 刺激（positive control）により、ウ

マ末梢血単球からの TNF-α 産生は negative control の約 7 倍に増加した

（2,597–7,423 pg/ml）。この LPS 誘導性 TNF-α 産生は、ボルテゾミブの添

加により濃度依存的に抑制され、1,000 nM では positive control の約 1/4 ま

で減少した（700–1,727 pg/ml）。100 および 1,000 nM のボルテゾミブにお

いて有意差が認められた。また、1,000 nM の IMD-0354 添加においても、

LPS 誘導性 TNF-α 産生が有意差に抑制されたが、ボルテゾミブと比較して

その効果は低かった。なお、生存率には有意差は認めなかった（表 1）。  
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図 2 TLR4 の MyD88 依存的シグナルパスウェイ  

TLR4 に会合した MyD88 は、 IRAK ファミリーや TRAF6 と結合する。

TRAF6 は、ユビキチン鎖を介して TAB2 および TAK1 と繋がり、TAK1 が

IKKβ をリン酸化する。次いで、活性化した IKKβ が NF-κB 阻害因子 IκBα

をリン酸化する。リン酸化 IκBα がプロテアソームにより分解されること

で、NF-κB が解放され、核内に移行し転写を開始する。  

IMD-0354 は IKKβ を特異的に阻害することにより、ボルテゾミブは IκB

のプロテアソーム分解を阻害することにより、それぞれ NF-κB の活性化を

抑制する。  
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図 3 ウマ単球における LPS 誘導性 TNF-α 産生に対する NF-κB 阻害剤の

効果  

 ウマ単球を各種濃度の NF-κB 阻害剤および 1 ng/ml LPS の存在下で 6 時

間培養した。ボルテゾミブは、濃度依存的に LPS 誘導性 TNF-α 産生を抑制

した。 IMD-0354 は、高濃度で LPS 誘導性 TNF-α 産生を抑制する傾向がみ

られた。  

実験は 4 回行い、TNF-α 濃度は negative control（左側白色カラム）を 1.0

とした相対値として算出し、その平均と標準誤差をグラフに示した。  

* P < 0.05 vs LPS alone 
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表 1  LPS および  NF-κB 阻害剤存在下でのウマ単球の生存率  

 

 ウマ単球を各種濃度の NF-κB 阻害剤および 1 ng/ml LPS の存在下で 6 時

間培養した。実験は 4 回実施し、トリパンブルー排除試験により測定した。

各群に有意差は認めなかった。  

  

LPS

(1 ng/ml)
Inhibitor

dose

(nM)

− − − 97.6  0.6

＋ − − 99.0  0.7

＋ IMD-0354 1 94.8  2.1

＋ IMD-0354 10 98.5  0.9

＋ IMD-0354 100 97.4  0.7

＋ IMD-0354 1,000 96.6  1.4

＋ Bortezomib 1 95.8  1.4

＋ Bortezomib 10 94.6  2.5

＋ Bortezomib 100 97.4  0.7

＋ Bortezomib 1,000 97.8  0.4

Viability

(mean.  SE)
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3. 考察  

 

これまで、ウマのエンドトキセミア治療の候補薬として、合成リピド A

アナログ E5564（エリトラン）[27]やアデノシン A2A 受容体アゴニスト [28]

について、ウマ単球による LPS 誘導性 TNF-α 産生に対する抑制作用を指標

とした in vitro での効果解析がなされている。今回、これらの報告とほぼ同

条件下でボルテゾミブおよび IMD-0354 の効果を検討し、ボルテゾミブが

LPS 刺激を受けたウマ単球における TNF-α 産生を濃度依存的に抑制するこ

とが確認された。この効果は、細胞の生存率の減少に起因するものではな

かった。また、 IMD-0354 も高濃度において抑制作用を示した。  

LPS 誘導性反応に対するボルテゾミブの効果を免疫担当細胞で検討した

研究では、ヒトおよびマウスの樹状細胞からの TNF-α 産生を抑制すること

が報告されており [29, 30]、今回、ウマの単球においても同様の結果が確認

された。本実験では TNF-α 以外の炎症性サイトカインの測定は行わなかっ

たが、ボルテゾミブは樹状細胞からの IL-12 産生に対しても抑制効果を有

している。また、αCD3/CD28 刺激による活性化 T 細胞を用いた別の研究で

は、TNF-α に加え IL-1β、IL-6、IL-10 等の NF-κB 誘導性サイトカインの放

出をボルテゾミブが強力に抑制することが報告されている [31]。これらの

ボルテゾミブに関する in vitro 研究の結果から、ウマの単球においても、ボ

ルテゾミブが TNF-α のみならず他の NF-κB 誘導性サイトカインの産生を

抑制する可能性は高いと考えられる。  
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ヒトにおける体内薬物動態では、ボルテゾミブ 1.3 mg/m2 投与時の初期

血中濃度が 185.84 ± 57.65 ng/ml（約 483 nM）に達する事が報告されており

[32]、 in vitro で効果を認めた濃度の範囲内にある。仮にウマでの薬物動態

がヒトと類似するならば、 in vitro で確認された効果が in vivo においても

発揮される可能性が有り、ボルテゾミブが LPS に起因する炎症性疾患の治

療薬としてのポテンシャルを有していることを示唆している。  
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[3] LPS 誘導性 NF-κB 活性化に対するボルテゾミブの効果  

 

1. 材料と方法  

 

1) 細胞培養  

IκB の検出のために、健康なサラブレット種 3 頭（牡馬 1 頭 , 馬 2 頭 , 

9.0 ± 3.8 歳）から採血した。既述した方法で末梢単核球を分離し、2 × 106 

cells/ml の細胞濃度になるように RPMI-1640 に浮遊させ、ポリスチレン製

6 well 細胞培養プレートの各 well に 1 × 107 cells（5 ml/well）ずつ播種し、

37°C、5% CO2 の条件下で 2 時間培養した。培養後、温めた RPMI-1640 で

5 回洗浄し、非付着細胞を除去した。プレートに付着した単球に、10% ウ

マ血清、100 units/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシンを含む

RPMI-1640 を重層した。各種濃度のボルテゾミブまたは vehicle（0.01% 

DMSO）で、単球を 1 時間前処置した。前処置後、培地を除去して RPMI-

1640 で 2 回洗浄し、1 ng/ml LPS または vehicle（0.0001% PBS）で 5 分間刺

激した。  

NF-κB の検出のために、健康なサラブレット種 3 頭（ 馬 , 14.7 ± 0.7 歳）

から採血し、既述した方法で末梢単核球を分離した。付着刺激による基礎

的な NF-κB 活性化を考慮し、単球の分離処理は行わず末梢単核球をそのま

ま実験に用いた。5 × 106 cells/ml の濃度で RPMI-1640 に浮遊させた細胞液

を 1 ml ずつポリプロピレン製平底マイクロチューブ（ Ina-Optica, Osaka, 

Japan）に分注し、1,000 nM ボルテゾミブまたは vehicle（0.01% DMSO）の
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存在下で、37°C、5% CO2 で 1 時間前処置した。続いて、1 または 10 ng/ml 

LPS により 6 時間刺激した。なお、単球の付着を極力防ぐために、小型旋

回ミキサー（Revolution Mixer RVM-100; AGC Techno Glass, Shizuoka, Japan）

によりチューブを常時旋回させながら培養した。  

 

2) ウェスタンブロット法  

IκB 検出用の単球は、培養終了後に氷温の PBS で速やかに洗浄した後、

氷温の protease inhibitor cocktail（Sigma-Aldrich）含有 CelLytic-M（Sigma-

Aldrich）で溶解し、セルスクレイパーにより懸濁液を回収した。15 分間の

氷 冷 静 置 後 に 等 量 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 20% glycerol, 10% 2-

mercaptoethanol, 4% sodium dodecyl sulfate [SDS], 100 mM Tris-HCl, pH 6.8）

を添加し、98°C で 3 分間加熱した。  

NF-κB 検出用の末梢単核球は、培養終了後に直ちに遠心分離（2,300 × g, 

20°C , 3 分間）して回収した。NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

Reagents kit（Thermo Fisher Scientific）を用いてメーカー指示書に従った操

作により、核分画および細胞質分画を末梢単核球から抽出した。得られた

サンプルは、等量のサンプルバッファーと混合し、98°C で 3 分間加熱した。  

サンプルは、10% ゲル（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用い

て SDS-PAGE により蛋白質を分離し、PVDF メンブレン（ Immobilon-P 

membrane; Merck Millipore, Bedford, MA, USA）に転写した。メンブレンを

5% スキムミルク（Wako）および 0.05% Tween-20（Wako）を含むトリスバ

ッファー（50 mM Tris, 150 mM NaCl）でブロッキング処理した後、各種 1
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次抗体および HRP 標識 2 次抗体で反応させ、 Immobilon Western 

chemiluminescent HRP Substrate（Merck Millipore）を用いた化学発光法によ

りシグナルを検出した。検出には luminescent image analyzer（LAS-4000 IR 

multi color; FujiFilm, Tokyo, Japan）を使用した。  
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2. 結果  

 

 ボルテゾミブは、ウマ単球において LPS 刺激により誘導されたリン酸化

IκBα のプロテアソーム分解を濃度依存的に抑制し、リン酸化 IκBα を蓄積

させた（図 4）。一方、 IκBα の総量には顕著な変化は認めなかった。  

また、LPS 刺激を受けたウマ末梢単核球において、核内の NF-κB p65 サ

ブユニットが増加した（図 5）。ボルテゾミブの添加により、その核内 NF-

κB p65 の存在は減少した。  
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図 4 リン酸化 IκBα 分解に対するボルテゾミブの抑制効果  

 単球は、各種濃度（10, 100, 1,000 nM）のボルテゾミブで 1 時間前処置し

た後、1 ng/ml LPS で 5 分間刺激した。培養後に調整したサンプルを用い

て、 IκBα およびリン酸化 IκBα をウェスタンブロット法により検出した。

内在性コントロールとして β-actin を検出した。ボルテゾミブは濃度依存的

にリン酸化 IκBα のプロテアソーム分解を抑制し、蓄積させた。3 頭で実験

し、代表的な結果を示した。  
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図 5 NF-κB p65 の核内移行に対するボルテゾミブの抑制効果  

末梢単核球は、1,000 nM ボルテゾミブで 1 時間前処置した後、1 または

10 ng/ml LPS により 6 時間刺激した。培養後に細胞から核分画を抽出し、

NF-κB p65 サブユニットをウェスタンブロット法により検出した。内在性

コントロールとして Lamin B1 を検出した。ボルテゾミブは LPS 刺激によ

る NF-κB p65 の核内移行を抑制した。3 頭で実験し、代表的な結果を示し

た。  
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3. 考察  

 

ウマ単球における LPS のシグナルパスウェイに対して、ボルテゾミブは

リン酸化 IκBα のプロテアソーム分解を阻害し、リン酸化 IκBα を蓄積させ

た。この作用により、ボルテゾミブが NF-κB p65 サブユニットの核内移行

を抑制することも確認された。これらの所見は、TNF-α によって刺激され

たヒト多発性骨髄腫細胞を用いた報告 [23–25]と同様であり、ウマの単球に

おいてもボルテゾミブがプロテアソームの作用を阻害し、IκBα および NF-

κB の活性化を直接的に抑制することを分子レベルで初めて明らかにした。

すなわち、LPS 誘導性炎症反応に対するボルテゾミブの効果は、免疫担当

細胞の NF-κB を標的として機能することが予測される。  

ボルテゾミブは、NF-κB の別のサブユニット RelB の活性化も抑制する

ことがヒトの樹状細胞において明らかにされている [29]。興味深いことに、

LPS シグナルパスウェイの重要なアダプター因子である MyD88 の発現を

軽減することも報告されており [29]、ボルテゾミブがプロテアソーム阻害

以外の作用機序によっても NF-κB 活性化を抑制する可能性が示唆される。 

本節の実験において、NF-κB 核内移行に対するボルテゾミブの抑制効果

は、10 ng/ml の LPS 刺激に対してさえも発揮されたことから、ボルテゾミ

ブが過剰な LPS シグナルカスケードの活性化を十分に抑制できることを示

している。  
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[4] 小括  

 

本章では、ボルテゾミブが、LPS 刺激を受けたウマ単球において、その

生存率には影響を与えることなく、TNF-α 産生を濃度依存的に抑制するこ

とが明らかとなった。ボルテゾミブの効果よりは顕著ではないものの、

IMD-0354 も高濃度において TNF-α 産生を抑制した。  

また、ボルテゾミブの TNF-α 産生抑制メカニズムは、リン酸化 IκBα の

プロテアソーム分解を阻害し、NF-κB p65 サブユニットの核内移行を抑制

することによって機能することが確認された。  

これらの結果により、ボルテゾミブおよび IMD-0354 が TNF-α をはじめ

とした NF-κB 誘導性サイトカインの過剰産生を抑制し、LPS に起因する炎

症を軽減する可能性が示唆された。  
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Ⅱ章 LPS 局所投与モデルに対する IMD-0354 の in vivo 効果解析  

 

[1] 序論  

 

Ⅰ章で in vitro の結果から、NF-κB をターゲットとした分子標的薬が

LPS 誘導性炎症の治療候補薬となり得る可能性が伺えた。しかし、生体内

は多様な免疫担当細胞が種々のサイトカインやメディエーターを介して複

雑に相互作用することから、in vitro で確認された効果が生体においても同

様に発揮されるとは限らないため、生体を用いて NF-κB をターゲットとす

る妥当性を検証することが必要となる。大型動物であるウマに対して NF-

κB を阻害する分子標的薬を生体内投与した報告はこれまで皆無であるこ

とから、生体内投与実験にあたっては慎重を期す必要がある。そこで、本

章では、次の二点に留意して研究計画を立案した。一点目は全身投与に先

立ち、侵襲性の低い局所投与による効果を確認することである。二点目は、

より安全性の高い NF-κB 阻害剤を選択することである。  

ウマにおける実験的 LPS 投与モデルは、全身投与によるモデルは報告さ

れているが、局所投与モデルの報告はない。全身投与モデルは、体温上昇、

疼痛スコア増加、指灌流低下などの臨床症状および白血球活性化、炎症性

サイトカイン産生増加などの炎症性反応を発現させるのが特徴である [10–

14, 33]。このモデルで発現する臨床所見の内、指灌流低下は蹄壁表面温度

の低下として観察される肢末端の局所反応である。そこで、指灌流の低下
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に着目し、蹄内末梢循環への LPS 局所投与モデルを作成して、蹄壁表面温

度低下を指標とした低侵襲性の局所炎症モデルの確立を試みた。  

Ⅰ章で使用した NF-κB 阻害剤の内、 IMD-0354 は東京農工大学獣医分子

病態治療学研究室において豊富な研究実績があり、乳癌や悪性中皮腫に対

する治療効果[19, 34]に加え、炎症疾患であるアトピー性皮膚炎 [20]に対し

ても治療効果を有していることを報告している。さらに、齧歯類のみなら

ず、中型動物であるイヌにおいても IMD-0354 の生体内投与における安全

性が既に確認されている。ウマ単球を用いた in vitro の実験結果では、高濃

度の IMD-0354 において LPS 誘導性 TNF-α 産生の抑制効果が認められ、齧

歯類やイヌ同様にウマにおいても IMD-0354 が有効性を発揮できる可能性

が伺える。  

本研究の最終目標は、市販製剤が存在するボルテゾミブの有効性を検証

することにあるが、上述した理由から、本章の局所投与による in vivo 効果

解析では IMD-0354 を選択した。2 節で確立した指灌流低下モデルを用い

て、3 節で IMD-0354 の局所投与による効果解析を行った。  
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[2] LPS 局所投与による低侵襲性局所炎症モデルの確立  

 

1. 材料と方法  

 

1) ウマ  

東京農工大学で繋養しているサラブレット種 6 頭（ 馬 , 3–20 歳 , 体重

450–500 kg）を無作為に二つのグループに割り付け、一方のグループを本

節の実験に用いた。もう片方のグループは 3 節の実験に用いた。全ての馬

に対して実験前に獣医師による馬体検査（視診・触診）、歩様検査および

血液検査（総血球計算・血液生化学検査）を実施し、健康であることを確

認した上で実験に供した。この実験は、国立大学法人東京農工大学研究倫

理委員会および動物実験小委員会による承認を受け、ガイドラインに従っ

て実施した。ショック発症等の不測の事態に備え、緊急救命用の装置およ

び薬剤を常備した環境で実験し、実験後は健康状態を最低 1 ヶ月間観察し

た。  

 

2) LPS 局所投与による指灌流低下モデルの確立  

実験は東京農工大学動物医療センター内の実験馬房で実施した。馬房は

コンクリートで覆われた閉鎖空間であり、空調装置により室温を 20～23°C

に維持した状態で実験開始 1 時間前からウマを繋留し、環境に順化させて

から実験を行った。給餌や日内変動による蹄壁表面温度への影響を極力排

除するため、実験の開始は概ね午前 10 時に統一した。  
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LPS 投与実験に先立ち、コントロール実験として鎮静処置による影響を

検証した。実験開始時（0 分時点）にキシラジン 5 mg/kg bwt（2% Ceractal; 

Bayer, Tokyo, Japan）または同量の生理的食塩水を左頸静脈から静脈内投与

した後、両前肢の球節部（第 1 指関節）を駆血帯により 30 分間駆血した。

蹄壁表面温度は、実験開始（0 分時点 , キシラジン投与直前）から 90 分後

まで 10 分毎に測定した。  

次いで、最低 2 週間の wash out 期間後に LPS 局所投与実験を行った。鎮

静処置のために 0 分時点でキシラジン 5 mg/kg bwt を静脈内投与した後、

両前肢の球節部を駆血帯により駆血し、怒張した外掌側指静脈に蝶翼状針

を留置した。逆流を防ぎ薬液注入を確実にするために血液 10 ml を抜去し

た後、20 分時点において LPS 10 µg（Escherichia coli O55:B5 LPS; Sigma-

Aldrich; 生理的食塩水 10 ml に溶解）を右前肢の外掌側指静脈から注入し

た。左前肢の外掌側指静脈には生理的食塩水 10 ml を注入し、同一個体内

において LPS 投与と対照の比較を行った。30 分時点で両前肢の駆血帯お

よびカテーテルを除去した。この投与方法は、指静脈のみならず指動脈ま

で逆行的に注入液が到達することが報告されている [35]。実験開始（0 分時

点 , キシラジン投与直前）から 90 分後まで 10 分毎に蹄壁表面温度の測定

および馬体検査を実施した。  
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3) 蹄壁表面温度の測定  

蹄壁表面温度は、既報 [12]を参考にして、サーモメーター（FLIR i7; FLIR 

Systems Inc., Tokyo, Japan）を用いて前肢の蹄冠帯から蹄尖までを結んだラ

インの上 1/3 の部位に焦点を合わせて測定した。  

 

4) 統計学的解析  

この実験の全データは、Bartlett 検定により等分散であることを確認した

上で、反復測定二元配置分散分析を実施し、その後に Tukey 法による多重

比較検定を行った。有意水準は 5%とした。  
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2. 結果  

 

キシラジンにより中程度の鎮静状態が 50～60 分時点まで継続された。

キシラジン投与による蹄壁表面温度への影響は認められず、対照群と比較

して有意差はなかった（図 6）。  

次いで、LPS 局所投与による指灌流低下モデルの作成を試みた。蹄壁表

面温度は、駆血による血行遮断中は軽度に低下した。生理的食塩水を投与

した対照群（左前肢）では、駆血帯除去後に蹄壁表面温度はベースライン

まで速やかに回復し、90 分時点まで変化を認めなかった（図 7）。一方、

LPS 投与群（右前肢）では、駆血帯除去後も蹄壁表面温度は徐々に低下し、

70～90 分時点において有意な差が認められた。実験期間中、全馬において

沈鬱、疝痛、跛行等の異常は一切認めなかった。  
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図 6 蹄壁表面温度に対するキシラジン鎮静処置の影響  

 0 分時点においてキシラジン（0.5 mg/kg bwt）または生理的食塩水を静

脈内投与した後、両前球節部に駆血帯を装着して駆血した状態を 30 分間

維持した。蹄壁表面温度は、0 分時点の測定値と各時点の測定値の差とし

て算出し、3 頭の実験結果の平均値  ± 標準誤差として示した。蹄壁表面温

度に対するキシラジンの影響は認めなかった。  
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図 7 LPS 局所投与による蹄壁表面温度の低下  

 0 分時点においてキシラジンを静脈内投与し鎮静処置後、両前球節部に

駆血帯を装着して駆血した。20 分時点で、LPS（10 µg）を右前肢に注入し、

対照として生理的食塩水を左前肢に注入した。蹄壁表面温度は、0 分時点

の測定値と各時点の測定値の差として算出し、3 頭の実験結果の平均値  ± 

標準誤差として示した。LPS の局所投与により蹄壁表面温度は有意に低下

した。  

* P < 0.05 vs 0 time point, †P < 0.05 vs Saline 
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3. 考察  

 

今回の実験により、侵襲性の低い LPS 誘導性の局所炎症モデルを作成で

きた。測定項目とした蹄壁表面温度は、ドップラー超音波検査により測定

した肢端の血流と相関性が有り、指灌流の指標となり得ることが明らかに

されている [12]。その報告によれば、ドップラー超音波による測定は検出

感度に限界があり、蹄壁表面温度の測定の方に優位性があることが示唆さ

れている。  

LPS 局所投与実験では、対照群および LPS 投与群の両群において駆血時

に軽度の蹄壁表面温度の低下を認めたが、これは 20 分時点の LPS または

生理食塩水の投与直前に、血液逆流の防止および薬液注入の確実性のため

に血液 10 ml を抜去した影響が考えられる。  

ウマのエンドトキセミアの重篤な合併症の一つに蹄葉炎があり、回顧的

研究においてエンドトキセミアが急性蹄葉炎発症の重要なリスクファクタ

ーであることが証明されている [36]。葉状層の微小血栓形成および組織低

酸素がエンドトキシン関連性蹄葉炎の病態発現に関係している疑いがあり、

LPS が病態形成の中心的な役割を担っているものと信じられているが、こ

れまでのところ LPS 単独投与による実験的蹄葉炎モデル確立の試みは成功

していない[10, 37, 38]。しかし、植物由来の炭水化物の一種であるオリゴ

フルクトースと一緒に LPS を投与することによって実験的に蹄葉炎を誘導

できることが報告されている [38]。また、LPS 単独投与による蹄の指灌流

低下が観察されている [12]。指血流の変化に関する研究結果については見
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解が分かれているものの、蹄灌流は蹄葉炎の前駆期に著しく低下する可能

性が高い[39, 40]。これらの背景から、LPS はそれ自体では蹄葉炎を誘導し

ないものの、蹄葉炎の開始に強く関与することが示唆されている [41]。従

って、今回作成したモデルは、蹄葉炎の前駆段階を再現している可能性が

高く、エンドトキセミアに関連する蹄葉炎初期病態モデルとなり得ること

が示唆された。  

このモデルの問題点としては、駆血帯除去後の再灌流障害のリスクが挙

げられる。特に、高齢馬では、蹄や球節の血行障害に起因する別の疾病を

誘発するリスクが高まる可能性が有る。蹄内血液循環に投与薬物を停滞さ

せ、確実に局所組織に作用させるためには一定時間の駆血が必須だが、再

灌流障害リスクの軽減のためには最適な駆血時間の検討が必要かもしれな

い。なお、今回の実験では、実験後 1 ヶ月間の経過観察においても、蹄の

疾患を含めていかなる異常も発現をすることは無かった。LPS の投与量は、

Ⅰ章の in vitro 実験で効果が確認された濃度（1 ng/ml）を参考にし、蹄内

血液循環においてその濃度を十分に上回ることを考慮して決定したが、適

切な投与量についてはさらなる研究が必要である。  

改善すべき要素はあるものの、LPS 誘導性の局所炎症モデルが確立でき

たことから、このモデルを用いて NF-κB阻害剤の効果判定が可能となった。 
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[3] 低侵襲性局所炎症モデルを用いた NF-κB 阻害剤の効果解析  

 

1. 材料と方法  

 

1) ウマ  

前節で無作為に割り付けた 3 頭のウマを使用し、獣医師による検査で健

康であることを確認した上で実験に供した。実験計画は、国立大学法人東

京農工大学研究倫理委員会および動物実験小委員会による承認を受け、ガ

イドラインに従って実施した。ショック発症等の不測の事態に備え、緊急

救命用の装置および薬剤を常備した環境で実験し、実験後は健康状態を最

低 1 ヶ月間観察した。  

 

2) LPS 誘導性局所炎症モデルに対する IMD-0354 の効果  

前節と同様の施設および環境で実施し、実験開始 1 時間前からウマを繋

留して順化させた。  

最初に、対照として LPS 非投与群のデータを採取した。鎮静処置のため

に 0 分時点でキシラジン 5 mg/kg bwt を静脈内投与した後、左前肢の球節

部を駆血帯により駆血し、外掌側指静脈に蝶翼状針を留置した。血液 20 ml

を抜去した後、20 分時点において留置したカテーテルを介して生理的食塩

水 10 ml を注入した。30 分時点で駆血帯およびカテーテルを除去した。実

験開始（0 分時点 , キシラジン投与直前）から 90 分後まで 10 分毎に蹄壁

表面温度の測定および馬体検査を実施した。  
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次いで、最低 2 週間の wash out 期間後に LPS 誘導性局所炎症モデルを用

いた IMD-0354 の投与試験を行った。鎮静処置のために 0 分時点でキシラ

ジン 5 mg/kg bwt を静脈内投与した後、両前肢の球節部を駆血帯により駆

血し、怒張した外掌側指静脈に蝶翼状針を留置した。血液 20 ml を抜去し

た後、10 分時点において留置したカテーテルを介して右前肢に IMD-0354

（ Institute of Medicinal Molecular Design, Tokyo, Japan）を 1 mg（生理的食

塩水 10 ml に溶解）注入し、左前肢には生理的食塩水 10 ml を注入した。

IMD-0354 の濃度はマウスでの投与実験を参考にして決定した [19]。  

20 分時点で LPS 10 µg（生理的食塩水 10 ml に溶解）を両前肢に投与し

た。30 分時点で駆血帯およびカテーテルを除去した。実験開始（0 分時点 , 

キシラジン投与直前）から 90 分後まで 10 分毎に蹄壁表面温度の測定およ

び馬体検査を実施した。  

 

3) 蹄壁表面温度の測定  

蹄壁表面温度は、既述の方法により測定した。  

 

4) 統計学的解析  

データは、Bartlett 検定により等分散であることを確認した上で、反復測

定二元配置分散分析を実施し、その後に Tukey 法による多重比較検定を行

った。有意水準は 5%とした。  
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2. 結果  

 

LPS を投与しなかった対照群では、駆血時に蹄壁表面温度が一時的に低

下したが、駆血解除後はベースライン近くまで回復した（図 8）。LPS を局

所投与すると蹄壁表面温度は時間依存的に顕著に低下した。一方、 IMD-

0354 前処置群では、蹄壁表面温度は駆血解除後に上昇し、駆血前と同程度

まで回復した。その後も蹄壁表面温度は低下することなく、LPS 誘導性の

蹄壁表面温度低下を有意に抑制した。  

実験期間中、全馬において沈鬱、疝痛、跛行等の異常は一切認めなかっ

た。また、実験後 1 ヶ月間の経過観察においても、副作用は発現しなかっ

た。  
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図 8 LPS 誘導性蹄壁表面温度低下に対する IMD-0354 の抑制効果  

 0 分時点においてキシラジンを静脈内投与し鎮静処置後、両前球節部に

駆血帯を装着して駆血した。10 分時点で右前肢に IMD-0354（1 mg/ml）を

注入し、左前肢には生理的食塩水を注入して、両者を比較した。20 分時点

で LPS（10 µg）を両前肢に注入した。蹄壁表面温度は、0 分時点の測定値

と各時点の測定値の差として算出し、3 頭の実験結果の平均値  ± 標準誤差

として示した。IMD-0354 による前処置は、LPS の局所投与による蹄壁表面

温度の低下を有意に抑制した。  

* P < 0.05 vs 0 time point, †P < 0.05 vs Control (without LPS) 

 

  

-3

-2

-1

0

1

2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Saline + LPS

IMD-0354 + LPS

Time (min)

D
T
e
m

p
e
ra

tu
re

 (
°C

)

IMD-0354 / Saline

Avascularization

LPS

*† *†† † † †

Control (without LPS)



40 

3. 考察  

 

3 群において共通に観察された 20～30 分時点での軽度の蹄壁表面温度

の低下は、駆血および薬剤投与前の血液抜去による影響と推測された。駆

血解除後も LPS 単独投与群では時間依存的に蹄壁表面温度が低下した。一

方、NF-κB 阻害である IMD-0354 の前処置によって、その蹄壁表面温度の

低下が抑制されたことから、LPS 誘導性の指灌流障害において転写因子

NF-κB が病態形成に関与している可能性が示唆された。  

LPS による指灌流の低下には、エンドセリン -1 が関与していると考えら

れる。強力な血管収縮作用を有すエンドセリン -1 は、LPS 誘導性炎症疾患

における重要な血管作用メディエーターである。エンドセリンシグナルの

活性化は、心機能不全、内臓低灌流（血液循環低下）や DIC などの敗血症

の症状と関連しており [1]、エンドトキセミア罹患馬において、エンドセリ

ン -1 の血中濃度が増加していることが報告されている [42, 43]。LPS 刺激に

よりマクロファージはエンドセリン -1 を産生し、エンドセリン -1 自身も

NF-κB 活性化能を有していることから [44, 45]、 IMD-0354 やボルテゾミブ

は NF-κB 阻害を介してエンドセリン -1 の産生と作用を抑制し、その結果、

指灌流低下を抑制する可能性が示唆される。  

NF-κB の活性化を阻害することによって、ウマの生体内でも LPS 誘導性

炎症反応を抑制できるということは、エンドトキセミア等の LPS 関連性炎

症疾患に対する治療において、NF-κB をターゲットとする妥当性を示して

いる。このことは、マウスの LPS 誘導性敗血症ショックモデルにおいて、
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NF-κB の阻害が全身性低血圧や血管収縮・拡張因子の機能不全を軽減する

という報告[46]によっても支持される。さらには、今回利用した LPS 局所

投与モデルは、LPS に関連する蹄葉炎初期病態モデルとなり得ることから、

NF-κB 特異的阻害剤のエンドトキセミア続発性蹄葉炎の予防または治療薬

としてのポテンシャルも期待できる。  
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[4] 小括  

 

本章では、ウマの指灌流への LPS 局所投与により低侵襲性局所炎症モデ

ルを作成した。このモデルは、エンドトキセミア続発性蹄葉炎の初期病態

モデルとなり得る。このモデルを用いて、NF-κB 阻害剤の in vivo 効果を局

所的に解析した結果、 IMD-0354 が LPS 誘導性指灌流低下を抑制できるこ

とが明らかとなった。  

これらの結果により、エンドトキセミアやエンドトキセミア続発性蹄葉

炎などのウマの LPS 関連性炎症疾患において、NF-κB 標的治療の妥当性・

有効性が示唆され、全身投与による in vivo 解析にステップアップする根拠

が得られた。  
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Ⅲ章 エンドトキセミアモデルに対するボルテゾミブの in vivo 効果解析  

 

[1] 序論  

 

Ⅱ章において、ウマの生体局所における in vivo 効果解析の結果から、生

体においても LPS 関連性炎症疾患に対する治療戦略として NF-κB をター

ゲットとする妥当性および有効性が確認できたため、Ⅲ章ではエンドトキ

セミアモデルを用いた NF-κB 阻害剤の全身投与試験を実施した。  

ヒトの敗血症から SIRS に至る過程では、様々な炎症性メディエーター

が複雑に相互作用して病態発現に関与しているが、とりわけ TNF-α が主要

な役割を果たしていることから、これまで、ヒトの敗血症やエンドトキセ

ミアにおいて TNF-α を標的とした様々な治療が試みられてきたものの、そ

のほとんどが失敗に終わっている [47]。例えば、抗 TNF-α 抗体製剤である

Afelimomab や AZ9773（Cytofab）は、臨床試験による明瞭な効果が確認で

きなかったため、開発途中で研究が打ち切られており、現時点では TNF-α

以外のサイトカインも含めて、敗血症治療におけるサイトカイン標的治療

薬の大規模臨床試験は一切実施されていないようである [48, 49]。ウマにお

いても抗 TNF-α 抗体を用いた研究が行われたものの、有効性は確認されて

おらず、臨床応用には至っていない [50]。  

これらの TNF-α に直接的な治療アプローチの失敗は、種々の炎症性メデ

ィエーターが関与している敗血症の複雑な病態ゆえ、単一のサイトカイン

だけを標的とした治療では限界であることを提示しており、網羅的な治療
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アプローチの必要性を示唆している。すなわち、共通の転写因子 NF-κB を

標的とした治療戦略が望まれており、敗血症やエンドトキセミアに対する

NF-κB 阻害剤への期待は大きいものと言える。  

NF-κB 阻害剤であるボルテゾミブはプロテアソームインヒビターとして

作用し、NF-κB の抑制因子 IκB のプロテアソーム分解を阻害して NF-κB の

活性化を抑制する分子標的薬である [23–25]。多発性骨髄腫の治療薬として

開発されたボルテゾミブではあるが [21, 22]、NF-κB 抑制作用を有すること

から、腫瘍のみならず NF-κB が関連する炎症性疾患への応用も試みられて

いる[51, 52]。しかしながら、ウマのエンドトキセミアに対して、これまで

ボルテゾミブを含め NF-κB を直接的に標的とする分子標的薬の効果は検

証されていない。  

本章では、ウマのエンドトキセミア治療薬としてのボルテゾミブの有効

性を検証するため、LPS 全身投与により誘導したエンドトキセミアモデル

に対する効果解析を行った。1 節では、これまで報告されているウマのエ

ンドトキセミアモデルの再現を試みた。2 節では、エンドトキセミアモデ

ル用いて、ボルテゾミブ全身投与の in vivo 効果解析を行った。  
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[2] LPS 全身投与によるエンドトキセミアモデルの確立  

 

1. 材料と方法  

 

1) ウマ  

JRA 美浦トレーニングセンターで繋養しているサラブレット種 2 頭を実

験に用いた。全ての馬に対して実験前に獣医師による視診および触診によ

る馬体検査、歩様検査および血液検査（総血球計算・血液生化学検査）を

実施し、健康であることを確認した上で実験に供した。この実験は、 JRA

動物実験委員会により定められたガイドラインに従って実施した。ショッ

ク発症等の不測の事態に備え、緊急救命用の装置および薬剤を常備した環

境で実験し、実験後は健康状態を最低 1 ヶ月間観察した。  

 

2) LPS 低用量投与によるエンドトキセミアモデルの確立  

実験は JRA 美浦トレーニングセンター競走馬診療所の枠馬内で実施し

た。空調装置により室温を 20.3～23.5°C に維持した状態で実験開始 1 時間

前からウマを繋留し、環境に順化させてから実験を行った。実験期間中は

飲水および採食をさせなかった。  

エンドトキセミアは、既報を参考に低用量 LPS 曝露により誘導した [12–

14, 33]。両頚静脈に静脈カテーテル（14 gauge 13.3 cm Angiocath catheter; 

Becton Dickinson Infusion Therapy Systems Inc., Franklin lakes, NJ, USA）を

留置し、左頸静脈から LPS（Escherichia coli  O55:B5 LPS; Sigma-Aldrich; 9% 
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生理的食塩水 500ml 中に溶解）を 1 ng/kg/min の用量で 30 分かけて投与し

た（0～30 分時点 ; 総投与量 30 ng/kg）。右頸静脈に留置したカテーテルか

ら血液サンプルを採取した。実験は 120 分で終了とし、直ちに全馬に対し

てフルニキシンメグルミン  1.1 mg/kg bwt（Banamine injection 5%, Sumitomo 

Dainippon Pharma Co., Ltd., Osaka, Japan）を投与した。  

 

3) 臨床パラメータの測定  

測定のタイミングは、LPS 暴露開始時点を 0 時点（LPS 投与直前）とし、

10 分毎とした。臨床指標として、直腸温度、心拍数、呼吸数、不快感スコ

ア、蹄壁表面温度を測定した。不快感スコアは、沈鬱および疝痛症状の程

度を 0：正常、1：軽度（元気低下 , 頭振り , フレーメン等）、2：中程度（蠕

動亢進 , 間欠的な前掻き等）、3：顕著（頭頚下垂 , 継続的な前掻き , 下痢

等）の 4 段階に分けてスコアリングを行った [10]。蹄壁表面温度は、既述

の方法で測定した。また、同じ time point において、EDTA-2K 採血管（BD 

Vacutainer; Nippon Becton Dickinson Company, Ltd., Tokyo, Japan）により血

液サンプルも採材し、総血球計算を実施した。  

 

4) 統計学的解析  

サンプルサイズが小さいため、統計学的処理は実施しなかった。  
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2. 結果  

 

 30 ng/kg bwt の低用量 LPS の静脈内投与により、直腸温度は徐々に上

昇し、120 分時点で最高値（38.6°C）に達した（図 9）。心拍数は、徐々に

上昇した（図 10）。呼吸様式は、LPS 投与開始してから一時的に浅速呼吸

となったが、回数に顕著な変化は認めなかった（図 11）。不快感スコアは、

LPS 投与終了後の 30 分時点から蠕動亢進や頭振りなどの不穏感を呈し始

め、時間の経過とともに悪化した（図 12）。80～90 分時点をピークに前掻

き、震戦、沈鬱などの明瞭な臨床症状を呈した。蹄壁表面温度は、両前肢

とも同様の変化を呈した。50 分時点から経時的に低下し、120 分時点では

0 時点から約 5°C の低下が認められた（図 13）。白血球数は LPS 投与終了

直後より急激に減少し、50 分時点（2,900 cells/µl）でほぼ最低値に到達す

ると、その後も回復することなく低値で推移した（図 14）。  

実験期間中、危機的なショック症状は認めず、実験直後のフルニキシン

投与により不快感スコアは速やかに改善した。また、実験後 1 ヶ月間の経

過観察においても、馬体に異常は認めなかった。  
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図 9 LPS 全身投与による直腸温度の変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。体温は経時的に

上昇した。2 頭の実験結果の平均値として示した。  
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図 10 LPS 全身投与による心拍数の変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。心拍数は経時的

に増加した。2 頭の実験結果の平均値として示した。  
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図 11 LPS 全身投与による呼吸数の変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。呼吸数には顕著

な変化は認められなかった。2 頭の実験結果の平均値として示した。  
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図 12 LPS 全身投与による不快感スコアの変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。不快感スコアは

経時的に悪化し、80～90 分にかけてピークに達した。2 頭の実験結果の平

均値として示した。  
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図 13 LPS 全身投与による蹄壁表面温度の変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。蹄壁表面温度

は、0 分時点の測定値と各時点の測定値の差として算出し、2 頭の実験結果

の平均値として示した。50 分時点から低下し始め、120 時点で約−5°C とな

った。両前肢の変化に差はなかった。  
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図 14 LPS 全身投与による白血球数の変化  

 0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。白血球数は LPS

投与終了直後から経時的に減少し、50 分時点以降は低値のまま推移した。

2 頭の実験結果の平均値として示した。  
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3. 考察  

 

低用量 LPS 曝露によるウマのエンドトキセミアモデルは、既に報告され

ているが、その多くがサラブレッド以外の品種を用いた実験か、品種の記

載がない報告である [10, 11, 13, 14, 33]。一般的にサラブレッドは、ウマの

品種の中でも悍性が高い。特に競馬に供されているサラブレッドは、調教

や飼養方法など乗用馬とは異なった特殊な飼養環境に置かれており、常態

的にストレス負荷が掛かりやすい動物と言える。従って、品種や使役用途

の違いによって、LPS に対する感受性が異なる可能性も考えられることか

ら、既報のエンドトキセミアモデルの再現性を検証した。本節の実験にお

いて観察された所見の中で、体温、心拍数、不快感スコア、蹄壁表面温度

および白血球動態については概ね既報と類似した変化を示した。呼吸は、

一時的に浅速になるなど LPS に対する反応性は示したものの、個体内およ

び個体間でのバラつきが大きく指標としては不適切と考えられた。今回は

測定間隔を 10 分毎としたため、不快感スコアについては簡易的なスケー

ルを用いて迅速に判定した。しかし、LPS を全身投与されたウマは複数の

症状を異なるタイミングで発現することから、不穏感や疼痛感の評価に客

観性を担保するためには、より細分化されたスケールを用いて判定する必

要がある。サラブレッド種を用いた別の研究報告と同様に、蹄壁表面温度

は経時的低下を示したが、LPS に対する反応はより顕著であった [12]。こ

れは、飼養環境の違いに加え、投与された LPS のエンドトキシン力価の違

いによるものかもしれない。  
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今回は安全性を考慮し、120 分という比較的短時間の観察で実験を終了

した。過去の研究によると直腸温度のピークは LPS 投与開始から 180～210

分で、白血球数の最低値は 90～105 分で観察されていることから [11, 13, 14, 

33]、ボルテゾミブの効果判定の際にはより長い時間での効果解析が必須と

なる。今回の 120 分間の実験期間中、実験を途中で切り上げる必要がある

危機的な症状は全く認められなかったことから、実験時間を延長すること

は問題ないと考えられた。  
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[3]エンドトキセミアモデルを用いたボルテゾミブの効果解析  

 

1. 材料と方法  

 

1) ウマ  

この実験は、国立大学法人東京農工大学研究倫理委員会および動物実験

小委員会による承認（承認番号 27-57）を受け、ガイドラインに従って実施

した。全ての馬に対して、実験前に獣医師による馬体検査（視診・触診）、

歩様検査、総血球計算および血液生化学検査を行い、健康であることを確

認した上で実験に供した。実験には 3 頭のサラブレッド種（A 馬、B 馬お

よび C 馬）を用いた。3 頭の詳細な情報については表 2 に示す。ショック

発症等の不測の事態に備え、緊急救命用の装置および薬剤を常備した環境

で実験し、実験後は健康状態を最低 1 ヶ月間観察した。  

 

2) 薬剤  

ボルテゾミブ（StressMarq Biosciences Inc.）は DMSO で 50 mg/ml の濃度

になるように溶解し、−30 °C で保存しておいたものを用時調整して使用し

た。ボルテゾミブの投与量は、ヒト多発性骨髄腫における投与量に準じて、

1.3 mg/m2（体表面積）とした。ウマの体表面積（例：6.6m2/500kg bwt horse）

は、成書を参考に算出した [53]。ボルテゾミブ 1.3 mg/m2 を 20 ml の生理的

食塩水で希釈し、LPS 曝露の 30 分前（A および B 馬 ; −30 分時点）または
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60 分前（C 馬 ; −60 分時点）に静脈内投与した。また、プラセボ投与実験で

は、ボルテゾミブと同量の DMSO（Vehicle）を投与した。  

LPS（Escherichia coli O55:B5 LPS; Sigma-Aldrich）は、PBS で 1 mg/ml に

なるように溶解して−30 °C で保存し、実験毎に用時調整した。  

 

3) In vivo 実験デザイン  

各馬自身がコントロールとなるクロスオーバーデザインとして実施した。

最初の投薬試験において、A および B 馬にはボルテゾミブを投与し、一方、

C 馬にはプラセボとして vehicle（DMSO）を投与した。6 週間のウォッシ

ュアウト期間後に、二回目の投薬試験をクロスオーバーして実施した。こ

れにより、3 頭ともボルテゾミブ投与およびプラセボ投与の両方を受けた

ことになる。  

 

4) エンドトキセミアモデル  

実験は東京農工大学動物医療センター内の実験馬房で実施した。馬房は

コンクリートで覆われており、床にはウッドチップを敷き詰めた。空調設

備により室温を極力一定（実験内変動係数  < 2.4%）に保つように維持し、

実験開始 1 時間前からウマを繋留して環境に順化させてから実験を行った。 

エンドトキセミアは、2 節と同様に低用量 LPS 投与により作成した。2%

リドカイン（Xylocaine injection 2%; AstraZeneca K. K., Osaka, Japan）によ

る局所麻酔下で左頚静脈に静脈カテーテルを留置し、それを介して LPS

（9% 生理食塩溶液 500 ml 中に溶解）を 1 ng/kg/min の用量で 30 分かけて
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投与した（0～30 分時点 ; 総投与量 30 ng/kg bwt）。このカテーテルは、薬

液の注入と血液サンプル採取にも利用した。270 分時点までは採食・飲水

を制限し、それ以降は乾草と水を自由給餌とした。実験は 8 時間（420 分

時点）で終了とし、直後に全馬に対してフルニキシンメグルミン  1.1 mg/kg 

bwt を静脈内投与した。実験後は最低 1 ヶ月間にわたり健康状態をチェッ

クした。  

 

5) 臨床および炎症パラメータの測定  

 測定のタイミングは、LPS 暴露開始時点を 0 分時点とし、−60（C 馬 ; 前

処置直前）、−30（A および B 馬 ; 前処置直前）、0（LPS 投与前）、30、60、

90、120、150、180、210、240、270、300、330、360、390、420 分の 30 分

毎とした。臨床指標として、直腸温度、心拍数、疼痛スコアおよび蹄壁表

面温度を測定した。疼痛スコアは、ウマで既に有効性が確認されている

numerical rating scale（NRS）を用いた [54]。表 3 に示す通り、この NRS の

スコアは、最小スコアが 9（疼痛症状認めず）で最大スコアが 35（激痛ま

たは極度の沈鬱状態）である。蹄壁表面温度は、既述の方法を用いて左前

肢蹄を測定した。  

 また、同じ time point において、EDTA-2K 採血管（BD Vacutainer; Nippon 

Becton Dickinson Company, Ltd.）およびヘパリン採血管（Venoject; Terumo 

Corporation）により血液サンプルも採材した。EDTA-2K 採血管により採取

した血液サンプルの総血球計算は、Celltac α（MEK-6450; Nihon Kohden 

Corporation, Tokyo, Japan）を用いた。ヘパリン採血管から分離した各血漿
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サンプルは試薬希釈液で 2 倍希釈し、既述（Ⅰ章 2 節）した方法で血漿 TNF-

α 濃度を測定した。  

 

6) 統計学的解析  

対照となるプラセボ投与時のデータとボルテゾミブ投与時のデータを個

体内で比較するとともに、各パラメータの area under the curve（AUC）値を

線形台形法により算出し、ボルテゾミブ群とプラセボ群における平均値の

比較を行った。統計処理には Student’s t-test を用いて、有意水準は 5%とし

た。  
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2. 結果  

 

プラセボ前処置した対照群は、LPS 投与により、直腸温度上昇、心拍数

増加、疼痛スコア悪化等の典型的なエンドトキセミアの臨床症状を発現し

た [10, 11, 13, 14, 33]。  

対照群の直腸温度は徐々に上昇し、 210～ 300 分時点で最大値（ 39.2–

40.1°C）を呈した（図 15）。ボルテゾミブ前処置時の A 馬の直腸温度は、

120 分時点でピークとなり一旦は低下したものの、240 分時点で再び上昇

し、二峰性を呈した。最大値は同程度（+0.1°C）であった。B 馬は、ボルテ

ゾミブにより直腸温度の上昇が悪化する傾向が見られ、最大値は対照群よ

り高かった（+0.6°C）。逆に C 馬では、ボルテゾミブにより全体的に直腸

温度上昇が抑えられる傾向にあり、最大値は対照群より低かった（−0.6 °C）。

両群の AUC 値（対照群：298.0 ± 7.0 °C・h, ボルテゾミブ群：297.9 ± 6.5 °C・

h）に有意差は認めなかった。  

対照群の心拍数は、30 分～90 分の間で最大値（46–90 beats/min）を示し

た（図 16）。ボルテゾミブ前処置時の心拍数の変化に、特筆すべき差異は

観察されず、AUC 値（対照群：339.0 ± 26.7 beats/min・h, ボルテゾミブ群：

353.7 ± 26.2 beats/min・h）の比較による有意差は認めなかった。  

対照群のペインスコアは、90 分時点でピーク（A 馬  32 スコア , B 馬  29

スコア , C 馬  30 スコア）を呈し、徐々に低下した（図 17）。自由給餌を再

開した後（270 分時点の測定後）に一時的な軽度の上昇を認めた。ボルテ

ゾミブ前処置群は、対照群よりも全体的にペインスコアが低い値で推移し
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た。対照群が最大スコアを示した 90 分時点での比較では、4～8 スコア軽

減された。AUC 値（対照群：142.5 ± 3.9 score・h, ボルテゾミブ群：115.4 

± 4.6 score・h）の比較により有意差が認められた。  

蹄壁表面温度（図 18）は、対照群では LPS 投与後に急速に低下し、150

分～ 210 分時点の間で最も低下した（A 馬  −6.5°C, B 馬  −7.7°C, C 馬  

−8.0°C）。ボルテゾミブ前処置により 3 頭とも蹄壁表面温度の低下が抑制

され、最低値（A 馬  −3.6°C, B 馬  −4.6°C, C 馬  −4.1°C）は対照時よりも 2.9

～3.9°C 以上も高かった。AUC 値（対照群：42.2 ± 2.0 °C・h, ボルテゾミブ

群：59.9 ± 5.2 °C・h）の比較により有意差が認められた。  

 白血球数は、プラセボ前処置後の LPS 刺激により急激に低下し、60～90

分時点において最低値（A 馬  1,600 cells/µl, B 馬  1,600 cells/µl, C 馬  1,100 

cells/µl）に達した後、リバウンドとして増加に転じた（図 19 左）。白血球

全体に占める顆粒球の割合は、60 分時点で急激な一過性の低下をみせてお

り、白血球数低下は顆粒球の減少に起因することが示された（図 19 右）。

A 馬では、ボルテゾミブ前処置により白血球数が最低値に達した後の上昇

がプラセボ投与時に比べ緩やかであり、240 分時点においてもベースライ

ンには回復しなかった。一方、B 馬および C 馬では、ボルテゾミブは白血

球数全体に対する効果は認めなかったものの、顆粒球の減少に対しては抑

制する傾向がみられた。白血球動態の AUC 値（対照群：41,217 ± 6,612 

cells/µl・h, ボルテゾミブ群：36,400 ± 9,206 cells/µl・h）の比較では、有意

差は認めなかった。  
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 プラセボ前処置時の血漿中 TNF-α 濃度（図 20）は、LPS 投与後に一過性

に上昇し、60 分または 90 分時点においてピークに達した（A 馬  2,667 pg/ml, 

B 馬  3,264 pg/ml, C 馬  2,303 pg/ml）。ボルテゾミブ前処置による効果は、

3 頭で異なった。A 馬は、プラセボ投与時に比べて TNF-α 濃度のピークが

約 1.7 倍に増加した（90 分時点 , 4,500 pg/ml）。B 馬では差異が観察されな

かった。C 馬では、LPS 刺激による血漿中 TNF-α 濃度の上昇が著しく抑制

され、ピーク値（483 pg/ml）はプラセボ投与時の約 1/5 であった。AUC 値

（対照群：5,622 ± 987 pg/ml・h, ボルテゾミブ群：5,780 ± 2,319 pg/ml・h）

の比較による有意差は認めなかった。  

なお、実験期間中、緊急治療を要するような危機的なショック症状は発

現しなかった。また、プラセボ投与群およびボルテゾミブ投与群のいずれ

も、実験後 1 ヶ月間の経過観察において馬体に異常は認めなかった。  
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表 2 実験に供したウマのリスト  

 

 

  

Horse Breed Age Sex
Body weight

(kg)

Body surface area

(m
2
)

A thoroughbred 8 male 500 6.6

B thoroughbred 5 gelding 538 6.9

C thoroughbred 3 female 438 6.1
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表 3 疼痛スコア判定に利用した NRS 

 

 引用文献 No.54 より修正引用。  

 

 

 

 

 

 

  

Behavior category 1 2 3 4

Gross pain behaviors
a,b None Occasional  Continuous

Head position
b Above withers At withers Below withers

Ear position
b

Forward,

frequent movement

Slightly back,

little movement

Location in stall
b

At door watching

environment

Standing in middle,

facing stall door

Standing in middle,

facing sides of stall

Standing in middle,

facing back of stall

Spontaneous locomotion
b Moves freely Occasional steps No movement

Response to open door
c Moves to door Looks at door No response

Response to approach
c

Move to observer,

ears forward

Looks at observer,

ears forward

Moves away from

observer

Does not move,

ears back

Lifting feet
c Freely lift feet when asked

Lift feet after mild

encouragement

Extremely unwilling

to lift feet

Response to grain
c

Move to door and reaches

for grain
Looks at door No response

Numerical rating scale (NRS) of behavior used to visually score horses

a
 Gross pain behaviors include pawing, sweating, looking at the flank, flehmen, and lying down/standing up repeatedly.

b
 Scores combined to yield Posture score.

c
 Scores combined to yield Socialization score.
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図 15 ボルテゾミブの直腸温度

に対する効果  

 

0 時点から 30 分かけて LPS

（30 ng/kg bwt）を投与した。

矢印はボルテゾミブの投与タ

イミングを示している。各馬

のデータをそれぞれ個別に提

示した。  
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図 16 ボルテゾミブの心拍数に

対する効果  

 

0 時点から 30 分かけて LPS

（30 ng/kg bwt）を投与した。

矢印はボルテゾミブの投与タ

イミングを示している。各馬

のデータをそれぞれ個別に提

示した。  
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図 17 ボルテゾミブの疼痛スコ

アに対する効果  

 

0 時点から 30 分かけて LPS

（30 ng/kg bwt）を投与した。

矢印はボルテゾミブの投与タ

イミングを示している。各馬

のデータをそれぞれ個別に提

示した。ボルテゾミブは LPS 誘

導性の疼痛反応を全体的に軽

減した。  
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図 18 ボルテゾミブの蹄壁表面

温度に対する効果  

 

0 時点から 30 分かけて LPS

（30 ng/kg bwt）を投与した。

矢印はボルテゾミブの投与タ

イミングを示している。蹄壁

表面温度は、実験開始時の測

定値と各時点の測定値の差と

して算出した。各馬のデータ

をそれぞれ個別に提示した。

ボルテゾミブは全頭において

LPS 誘導性の蹄壁表面温度低

下を抑制した。  
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図 19 ボルテゾミブの白血球動態に対する効果  

0 時点から 30 分かけて LPS（30 ng/kg bwt）を投与した。矢印はボルテ

ゾミブの投与タイミングを示している。各馬のデータをそれぞれ個別に提

示した。ボルテゾミブは、A 馬においては LPS 誘導性の白血球減少を増

悪化した。一方、B 馬および C 馬では、顆粒球比率の低下を抑制する傾

向がみられた。  
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図 20 ボルテゾミブの血漿中

TNF-α濃度に対する効果  

 

0 時点から 30 分かけて LPS

（30 ng/kg bwt）を投与した。

矢印はボルテゾミブの投与タ

イミングを示している。各馬

のデータをそれぞれ個別に提

示した。A 馬では、ボルテゾミ

ブ投与により LPS 誘導性の

TNF-α 産生が増加した。一方、

C 馬では TNF-α 産生が著しく

抑制された。  
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3. 考察  

 

本実験の結果は、ボルテゾミブの全身投与がエンドトキセミアモデルの

疼痛反応や蹄壁表面温度低下に対して改善効果を有していることを明らか

にした。この結果は、ボルテゾミブがウマのエンドトキセミアの臨床症状

を緩和する潜在的可能性を秘めていることを示唆している。  

 ボルテゾミブの効果解析に利用した低用量 LPS 刺激によるエンドトキセ

ミアモデルは、体温上昇、疼痛スコア増加、指灌流低下などの臨床症状お

よび白血球活性化、炎症性サイトカイン産生増加などの炎症性反応を容易

に再現できる特徴を有し、それ故にエンドトキセミア治療薬の効果判定に

選択的に利用されている。今回の研究において観察された所見は、既報の

ものと類似していた。  

NF-κB を直接的に阻害する分子標的薬の内、現在市販されているのはボ

ルテゾミブ（ベルケイド®; Janssen Pharmaceutical K. K.）だけである。ボル

テゾミブは、プロテアソームを阻害することにより、NF-κB 抑制作用を有

す。ウマのエンドトキセミアに対する有効性が確立できた場合、容易に入

手可能な薬でなければ臨床の場で使用されないことから、すでに市販され

ており、なおかつ、NF-κB 関連炎症生疾患への効果が期待できるボルテゾ

ミブの効果を検証した。ヒト多発性骨髄腫治療における投与量 [32]と in 

vitro の結果を参考に、今回の in vivo 実験の投与量を決定した。ヒトの体内

薬物動態では、1.3 mg/m2 投与時の初期血中濃度が 185.84 ± 57.65 ng/ml（約

483 nM）に達する事が報告されている [32]。Ⅰ章で示した通り、その濃度
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は in vitro 下でのウマの単球に対する有効濃度の範囲内（100–1,000 nM）に

なる。ウマとヒトでは薬物代謝が必ずしも一致する訳ではないが、この用

量を採用した根拠とした。ボルテゾミブの血漿中濃度動態は、速やかな分

布相とそれに続く緩く長い消失相を特徴とする二相性変化を示す。最適な

ボルテゾミブの投与のタイミングが不明であったため、今回の実験では

LPS 刺激の 30 分または 60 分前の二種類を試行した。  

今回の in vivo 実験に供したウマは 3 頭のみであった。これまでウマにお

けるボルテゾミブの投与例が皆無であることから、慎重を期して投与実験

を行う必要があり、予期しないボルテゾミブの副作用のリスクを抑えるた

めに、少頭数によるパイロット実験として実施した。ボルテゾミブ投与実

験による重大な副作用は一切認めず、実験後 1 ヶ月間の経過観察において

もウマの状態に異常は認めなかった。  

 現在のエンドトキセミアに対する主要な治療アイテムは、フルニキシン

メグルミンと輸液療法である [4]。しかしながら、フルニキシンメグルミン

は、強い抗炎症作用および鎮痛作用を有すものの、血中白血球活性化や

TNF-α に対する抑制効果をあまり有していない [11, 55, 56]。さらに、フル

ニキシンメグルミンは、腸粘膜透過性を亢進し、LPS の流入を容易にさせ

ることによって、小腸に対する有害作用を有しており、既発のエンドトキ

セミアを悪化させる可能性が指摘されている [5, 6]。エンドトキセミア治療

において、白血球活性化を抑制する効果を有す別の治療薬をフルニキシン

メグルミンと併用する必要性が指摘されている。より効果的な治療法の確

立を目指して、これまでウマのエンドトキセミアに対し、ポリミキシン B、
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DMSO、チロキサポール、リン酸化乳化剤、血液濾過など様々な薬剤が試

されてきたものの、有効な治療法として確立されたものは未だに極僅かで

ある[4]。最近の研究では、 in vivo モデルにおける高免疫血漿 [33]、クレン

ブテロール[13]およびピルビン酸エチル [14]の効果が報告されているが、臨

床例において幅広く応用されるまでには至っていない。すなわち、ウマに

重篤な障害を与えるエンドトキセミアに対する効果的な根治療法の確立が

急務となっている。  

本実験においてボルテゾミブは疼痛スコアを改善した。エンドトキセミ

アにおける疼痛は、プロスタグランジンが関与している [57]。LPS や TNF-

α によって活性化された NF-κB が COX-2 の発現を誘導し、その結果、プロ

スタグランジンの産生を引き起こす。ボルテゾミブの疼痛軽減効果は、NF-

κB 阻害による COX-2 発現抑制によるものかもしれない。  

指灌流の指標の一つである蹄壁表面温度 [58]に対するボルテゾミブの効

果はさらに顕著であった。LPS によって誘導される炎症因子の一つに強力

な血管収縮作用を有すエンドセリン -1 がある。エンドトキセミア罹患馬に

おいてエンドセリン -1 の血中濃度が増加していることが報告されており、

内臓低灌流（血液循環低下）や DIC 等の症状との関連性が指摘されている

[1, 42, 43]。LPS を感知したマクロファージがエンドセリン -1 の産生源とな

るが、TNF-α により刺激された血管内皮細胞も NF-κB 活性化を介してエン

ドセリン -1 を産生する [59, 60]。従って、ボルテゾミブは NF-κB 阻害によ

って多角的にエンドセリン -1 の産生を抑制し、その結果、指灌流低下を抑

制すると考えられる。エンドトキセミアに続発する代表的疾患が蹄葉炎で
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ある[36]。蹄葉炎の前駆期において観察される指灌流低下には LPS が関与

していることが示唆されている [39–41] 。それ故、ボルテゾミブは、指灌流

低下を抑制することによってエンドトキセミア続発性蹄葉炎の病態形成を

阻止できるかもしれない。  

白血球動態に対するボルテゾミブの影響は、1 頭のウマ（A 馬）で LPS

の作用を増悪化させる結果となった。一方で、他の 2 頭ではマージナルプ

ールへの顆粒球の移行を抑制する可能性が伺えた。A 馬で観察された白血

球動態への悪影響は、エンドトキセミアの病態悪化に繋がる虞があること

から、副作用の可能性として考慮する必要がある。  

LPS 刺激 60 分前にボルテゾミブを投与したウマ（C 馬）において、ボル

テゾミブは LPS 刺激による血漿中 TNF-α 上昇を顕著に抑制した。LPS 刺激

30 分前にボルテゾミブを投与した 2 頭の内 1 頭において、逆に TNF-α 産

生が増悪化する現象を示した（A 馬）。この馬においては、TNF-α 濃度と

関連するように白血球のリバウンド回復が遅延していた。  

TNF-α 産生における相反する現象（個体間の差異）を説明するのは困難

だが、ヒトにおいてボルテゾミブに対する感受性および副作用発現におけ

る個体差が認知されており、ウマにおいてもいくつかの要因によってボル

テゾミブに対する反応の個体差が存在するのかもしれない。その要因とし

て、遺伝的要因、性差、ボルテゾミブの二面的作用などの関与が推測され

る。  

一般的な薬物代謝の個体差における遺伝的要因として、代謝酵素チトク

ローム P450（CYP）ファミリーの遺伝子多型がヒトでは多数報告されてお
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り、遺伝子多型に起因する代謝活性低下が薬物体内動態の個体差として表

現される。ヒトにおけるボルテゾミブの代謝には、CYP3A4、CYP2C19、

CYP1A2 等が関与している [61]。ウマにおけるボルテゾミブの代謝系につ

いては明らかにされていない。ウマ CYP ファミリーの遺伝子多型に関する

情報はヒトや実験動物と比較して不足しているが、CYP3A の複数のサブフ

ァミリー（CYP3A93, CYP3A89, CYP3A94, CYP3A95, CYP3A96）や CYP2B6

の遺伝子多型の存在が示されている [62, 63]。全ての遺伝子多型が代謝活性

の変化として表現される訳ではないが、実際に薬物代謝に影響を及ぼす事

例も報告されている [63]。従って、ウマ CYP ファミリーにおける未知の遺

伝子多型に起因するボルテゾミブ感受性の個体差が存在する可能性は否定

できない。ウマにおけるボルテゾミブの代謝に関与する CYP の同定と遺伝

子多型性の有無について解明することが、今後の課題の一つである。  

ヒトでは、性差による薬物代謝への影響も指摘されており、薬物トラン

スポーターの発現量や CYP ファミリーの代謝活性の違いが、薬物代謝にお

ける性差の要因として知られている。ウマの薬物代謝における性差につい

ては明らかにされていないが、ヒト同様に性別が影響し得ることも考えら

れる。  

薬物側の要因として、NF-κB シグナルカスケードに対するボルテゾミブ

のユニーク（二面的）な作用が関係している可能性が挙げられる。NF-κB 

活性化経路には、canonical 経路と non-canonical 経路の二つが存在する。ボ

ルテゾミブは、二つの経路をブロックすることで、TNF-α によって著しく

活性化された NF-κB を抑制する [23-25]。逆に、非刺激下では canonical 経
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路を活性化することで NF-κB 活性化を誘導することが報告されている [64]。

エンドトキセミアの  NF-κB 活性化において、canonical 経路と non-canonical

経路のどちらが優位になっているのかについては明らかにされていない。

優位に活性化されている経路のタイプとボルテゾミブ投与のタイミングの

違いが、今回の TNF-α 産生における相反する所見が観察された原因の一つ

かもしれない。エンドトキセミアにおける NF-κB 活性化メカニズムのさら

なる研究が必要と考えられる。  

 本節の実験結果は、エンドトキセミア治療薬としてのボルテゾミブの潜

在的能力を十分に期待させ、その有効性を評価する研究を継続する根拠と

なり得る。今後の課題として、TNF-α 以外の炎症性メディエーター（ IL-1β, 

IL-6, エンドセリン -1, 接着因子）への作用を検証することに加え、頭数を

増やしてウマにおける薬物動態を検証し、効果的な投与量と投与タイミン

グを決定する必要がある。また、ヒトにおいてはボルテゾミブの感受性や

副作用を予測するバイオマーカーの探索の解析が進行している。将来的に

は、ウマにおいても患馬毎にボルテゾミブの感受性や副作用の決定因子を

検査し、個体に合わせた適正投与量を決定するテーラーメイド的な投薬法

の確立が望まれる。  
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[4] 小括  

 

本章では、ボルテゾミブが、ウマのエンドトキセミアモデルにおける疼

痛反応および指灌流低下に対して改善効果を有すことを初めて明らかにし

た。これは、NF-κB をターゲットとする分子標的薬ボルテゾミブが、ウマ

のエンドトキセミアの有望な治療候補薬となることを示している。  
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総括  

 

ウマのエンドトキセミアは、確立された有効な治療法が少なく、未だに

致死率の高い難治性疾患である [1, 3]。競馬施行を通じて人間社会に多大な

貢献をしているウマの福祉と健康の向上に努力することは、ウマに携わる

獣医師にとって責務である。QOL の低下に加え経済的損失規模の大きさか

らも、ウマのエンドトキセミアの効果的な治療法の確立は、獣医学的な枠

組みを超えた早急に解決するべき重要課題の一つと言える。  

エンドトキセミアの病態発現には多数の因子が複雑に関与しているため、

これまで様々な因子を標的とした治療法の開発が試みられてきたが、その

ほとんどが失敗に終わっている [4]。失敗の原因の一つに、エンドトキシン

によって一度惹起された過剰な炎症状態を単元的なアプローチで沈静化す

ることは困難であるということが推察される。エンドトキシンの化学的本

体である LPS が体内に侵入すると生体は自然免疫反応を発動させ、単球・

マクロファージ・樹状細胞等の免疫担当細胞内において NF-κB を活性化さ

せ、TNF-α、IL-1β、IL-6、Granulocyte-colony stimulating factor、エンドセリ

ン -1 等の様々な炎症性サイトカインやメディエーターを産生する [7, 8]。こ

れらの因子のいくつかは、標的細胞における自身のシグナル伝達経路にお

いても NF-κB を活性化させることから、LPS によって誘導される一連の炎

症カスケードにおいて NF-κB が共通因子として作用し、その過剰活性化が

エンドトキセミアの病態形成の主役を担っていると考えられる。従って、

個別のサイトカインをターゲットとするのではなく、共通因子 NF-κB をタ
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ーゲットとした治療戦略こそが炎症状態の沈静化には有効であると期待さ

れる。本研究では、この NF-κB 過剰活性に着目し、NF-κB 阻害剤によるエ

ンドトキセミアの分子標的治療の確立を目指して研究を行った。  

ウマは LPS 高感受性の動物であり、エンドトキセミアから容易に SIRS

に進行する。ヒトもウマ同様に LPS 高感受性であり、ヒトにおける敗血症・

エンドトキセミアは未だに罹患率と死亡率の高い症候群として世界規模で

の対策が急務とされている [15–17, 65]。ヒトのエンドトキセミア治療に関

する研究が停滞している理由の一つに、実験動物である齧歯類とヒトとの

種差に起因するミスマッチが考えられる。マウスでの研究成果が頻繁にヒ

トに外挿されているが、そもそもマウスは LPS 耐性動物であり、エンドト

キセミア関連遺伝子の反応性の違いからも、エンドトキセミア研究におい

てマウスの結果をヒトに応用することは妥当ではないとの指摘もある [16, 

18]。LPS 感受性や病態発現の類似性から、ヒトのエンドトキセミアモデル

として、ウマ属の積極的活用がこの問題を解決する糸口になるかもしれな

い。すなわち、ウマのエンドトキセミア治療に関する研究は、ヒト医療に

対しても有益な情報を提供し、医学への貢献が期待できる。  

本研究において、筆者は in vitro で NF-κB 阻害剤ボルテゾミブが LPS 誘

導性の炎症反応を抑制することを証明し、 in vivo においてもエンドトキセ

ミアの臨床症状である疼痛反応や指灌流低下を改善し得ることを立証した。

本研究で得られた新知見は、ウマのエンドトキセミアおよび蹄葉炎に対す

る治療法確立の一助となるものであり、ウマの LPS 関連性炎症疾患に対し

NF-κB を標的とする新しい治療戦略の有効性を提唱するものである。   
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