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研究成果の概要（和文）：シスプラチン誘発急性腎障害（AKI）における硫酸抱合型尿毒素インドキシル硫酸
（IS）の毒性薬理学的役割を解明するために、IS の産生責任酵素である硫酸転移酵素 sulfotransferase 
(Sult) 1a1 を遺伝的に欠損したマウス並びにIS 及びシスプラチンで処理したヒト腎近位尿細管上皮細胞HK-2を
用いて分子生物学的解析を行った。結果、IS は抗酸化酵素の発現を抑制するとともに、芳香族炭化水素受容体
の活性化を介して活性酸素種の産生を亢進させることにより、シスプラチン誘発 AKIの病態形成・障害進展に関
与していることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Acute kidney injury (AKI) induced by cisplatin recognized as a severe side 
effect in clinical, because the occurrence of AKI lead to decrease in dosage and discontinuation of 
cisplatin treatment. It is known that various factors such as oxidative stress, apoptosis, and DNA 
damage are involved in the molecular mechanisms of cisplatin-induced AKI. However, the factor 
accelerate the progression and deterioration of cisplatin-induced AKI remain undetermined. We 
previously reported that in cisplatin-induced AKI rat, inhibition of indooxyl sulfate (IS), a 
typical sulfate-conjugated uremix toxin, presented nephroprotective effect. In order to reveal 
toxico-pathological role of IS more clearly, we used sult1a1 deficient mice in which IS production 
was inhibited, and HK-2 cells treated with IS and cisplatin. This study revealed that IS in 
cisplatin-induced AKI by increased reactive oxygen species production via aryl hydrocarbon receptor 
(AhR), and downregulated antioxidant enzymes.

研究分野： 腎臓生理学・毒性学

キーワード： 尿毒症物質　急性腎障害　硫酸転移酵素　シスプラチン腎症　活性酸素種　治療薬開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、インドキシル硫酸がシスプラチン誘発急性腎障害において活性酸素種の産生を亢進することに
より腎組織及び機能障害を惹起することが明らかとなり、インドキシル硫酸が腎臓の病態形成において重要な役
割を果たす毒性因子であることを突き止めた。臨床で使用されている吸着活性炭 AST-120 は服用量が多く服薬
アドヒアランスの低い薬剤であるため、IS の産生を抑制する新規機序の治療薬が必要とされている。硫酸転移
酵素Sult1a1の欠損マウスを用いた動物試験により、インドキシル硫酸の産生抑制とともに腎障害軽減効果が観
察されたことから、Sult1a1 が新規治療薬の標的となる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 急性腎障害（Acute Kidney Injury, AKI） は様々な要因により引き起こされる疾患であり、
そのうち約 20％は腎毒性物質に起因する。特に、抗がん剤であるシスプラチンにより誘発され
る AKI は臨床上大きな問題となっている。AKI の発症はシスプラチン治療における重篤な副
作用の一つとして知られており、治療を受けた患者の約 30％が AKI を発症すると言われてい
る。 AKI は用量制限因子であり、シスプラチンの減量や中止による治療の中断が余儀なくさ
れる場合も少なくない。シスプラチンは血清の約 5 倍の濃度で腎近位尿細管上皮細胞に蓄積
し、特異的に傷害を引き起こすことが示唆されている。シスプラチンによる AKI の発症に
は、DNA 傷害、アポトーシス、酸化ストレス等が関与することが報告されているが、AKI を
増悪する因子について詳細は不明である。これまで、シスプラチン誘発 AKI モデルラットを
用いた検討から、硫酸抱合型尿毒症物質インドキシル硫酸（IS）の蓄積を抑制することで腎障
害が軽減することが示唆された。IS はトリプトファンを前駆物質として代謝・産生される尿
毒症物質であり、肝に高発現するスルフォトランスフェラーゼ (Sult) 1a1 が IS 産生の責任
酵素であることが判明している。Sult1a1 の阻害剤を虚血性 AKI モデルラットに投与した検
討結果において、IS の産生抑制とともに腎障害の軽減効果が観察されたことから、Sult1a1 
が IS 産生抑制に基づくの新たな腎障害治療標的として有用である可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
シスプラチン誘発 AKI における IS の毒性薬理学的役割について分子・細胞生物学的機序

を究明することを企図し、Sult1a1 遺伝的欠損マウスを用いて独自に作成したシスプラチン誘
発 AKI モデルマウス並びに IS もしくはシスプラチン負荷処理を行ったヒト腎近位尿細管上
皮細胞 HK-2 細胞を用いて比較解析・評価を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験 

C57/BL 6J 雄性マウスを使用した。6 週齢マウスを購入し、水と飼料は自由摂取の下、温度
22 ± 2℃、湿度 50〜70 %、明期 12 時間、暗期 12 時間サイクル環境下で数日間順化させた
後、実験に供した。Sult1a1 欠損マウス胚を購入し、熊本大学生命資源研究・支援センターに
て融解、仮親へ移植、ヘテロマウスの復元を行った。その後、交配・繁殖を行いホモマウスを
作製した。シスプラチン誘発 AKI モデルマウスは、シスプラチン (25 mg/kg) を腹腔内に投
与し作成した。対照群には同量の生理食塩水を投与した。生理食塩水またはシスプラチン投与
72 時間後に麻酔下で解剖を行い、血液及び組織を採取し各種実験に供した。生理食塩水または
シスプラチン投与 72 時間後に採血を行い、遠心後、血清を分離した。得られた血清は測定ま
で-80℃ で冷凍保存した。血清中 IS 濃度は、質量分析装置を用いて測定した。生理食塩水ま
たはシスプラチン投与 72 時間後において摘出した腎臓を、10％リン酸緩衝ホルマリン液に 24 
時間浸し、その後パラフィン切片を作成した。2μm の厚みで薄切した切片を Hematoxylin-
Eosin (HE) 染色に用いた。腎組織のパラフィンブロックを 4 μm の厚みで薄切した切片を用
いた。TUNEL 染色は in situ Apoptosis Detection Kit (タカラバイオ) を使用した。腎組織か
らの mRNA の抽出は Trizol を用いたフェノール／クロロフォルム抽出法により行った。
cDNA を鋳型とした Real-Time PCR 反応は、SYBR® PremixDimerEraser® Perfect Real 
Time (Takara) を用い、95℃5 秒、55℃30 秒、72℃30 秒の反応を 50 サイクル行った。 
 
(2) 培養細胞実験 
ヒト近位尿細管上皮細胞由来 Human Kidney-2 (HK-2) 細胞は ATCC (American Type 

Culture Collection) より購入した。培地は 10% 非働化ウシ胎児血清 (FBS) を加えた 
DMEM/F-12 にて培養を行った。24 well プレート (7.5×104 cells/well) に HK-2 細胞を播種
し、血清不含 DMEM/F-12 培地で、CO2 インキュベータ (37℃, 5% CO2, 95% air) で 24 時
間培養した。その後、培地を血清不含 DMEM/F-12 とシスプラチンの終濃度が 0, 5.0 
µg/mL、IS の終濃度が 0, 500 μM となるように薬剤処理を行った。薬剤添加 24 時間後に
培地を除去し Cell counting kit-8 (DOJINDO)  25 μL 含む DMEM/F12 を 275 μL/well で
添加し、1 時間 CO2 インキュベータで培養後、マイクロプレートリーダーを用いて吸光度測
定を行った。96 well プレート (1.0×104cells/well) に HK-2 細胞を播種し、血清不含 
DMEM/F-12 培地で、CO2 インキュベータで 24 時間培養した。その後、Lipofectamine RNAi 
MAX を用いて、siRNA の終濃度が 50 nM になるように導入した。導入後 48時間 CO2 インキュ
ベータで培養し、活性酸素種（ROS）産生の評価に使用した。 
 

  



４．研究成果 

(1) シスプラチン AKI の病態形成における IS の分子毒性学的役割の解明 
 シスプラチン誘発 AKI モデルマウスを作成
し、Sult1a1 KO マウスと対照マウスを比較する
ことで、シスプラチン AKI 時の IS の毒性学的
役割について精査した。血清中 IS 濃度に及ぼす
影響について確認した結果、対照マウスではシス
プラチン投与により血清中 IS 濃度が有意に上昇
したが、Sult1a1 KO マウスではシスプラチン投
与による血清中 IS 濃度上昇は有意に抑制された
（Figure 1）。次に腎機能検査値並びに腎組織に
及ぼす影響について比較精査した。対照マウスで
はシスプラチン投与により、腎機能検査値である 
BUN, SCr いずれもに有意に上昇し (Figure 2a, 
b)、HE 染色の結果より、円柱形成や尿細管の拡
張といった著しい腎組織障害がみられた (Figure 
2c)。一方、Sult1a1 KO マウスでは、シスプラチ
ンによる腎機能値の上昇は有意に抑制され、腎組
織障害についても抑制されることが判明した。 
 過去の報告より、シスプラチン AKI の病態形
成・障害進展においてアポトーシスが関与するこ
とが示唆されたことを踏まえ、次に TUNEL 染色
によりアポトーシスを評価した。対照マウスで
は、シスプラチン投与により TUNEL 陽性細胞が
著しく増加しアポトーシスが亢
進していることが確認された
が、Sult1a1 KO マウスではそ
の増加が有意に抑制されてい
た。 
 シスプラチン AKI の病態形
成に関わる重要な要因として炎
症や酸化ストレスの関与も報告
されている。そこで、炎症や酸
化ストレスに関連する様々な因
子について、腎組織中の mRNA 
発現量の変動を確認した。IL-6 
については、シスプラチン投与
により対照マウスで発現上昇傾
向がみられ、Sult1a1 KO マウ
スでは抑制傾向がみられた。 
AhR や XO は、いずれのマウ

スにおいてもシスプラチン投与
で発現上昇傾向がみられた。ま
た、酸化ストレス応答性転写因
子である Nrf-2 の下流因子とし
て知られているヘムオキシゲナ
ーゼ (HO : heme oxygenase)-1 
とキノンオキシドレダクターゼ 
(NQO : NADPH quinone 
oxidoreductase)1 の発現もシ
スプラチン投与により上昇傾向
がみられた。一方、 NADPH オ
キシダーゼ (NOX : NADPH oxidase) 4 はいずれのマウスにおいてもシスプラチン処理により発
現低下がみられた。また、抗酸化酵素として知られているスーパーオキシドジスムターゼ 
(SOD : superoxide dismutase)1 や SOD2、グルタチオンペルオキシダーゼ (GPx : 
glutathione peroxidase) 1 や カタラーゼ (Cat : catalase) は、シスプラチン投与により
WT マウスで発現が低下していたが、特に SOD1 と GPx-1 については Sult1a1 KO マウスで発
現低下が有意に抑制されていた。 

  

Figure 2. Effect of cisplatin treatment on renal function and damage in 
WT and Sult1a1-/- (KO) mice. (a, b) Effect of cisplatin treatment on (a) 
BUN and (b) serum creatinine. Each column represents the mean ± 
S.D. of 4-8 mice. *p<0.05; **p<0.01; N.S.: not significant. (c) Effect of 
cisplatin treatment on renal tissue histology (HE staining). Scale bar, 
100 μm (up), 50μm (down). 

Figure 1. IS concentration in serum of WT and 
Sult1a1-/- (KO) mice 72h after treatment with 
saline or cisplatin.  Each column represents the 
mean ± S.D. of 4-8 mice. **p<0.01; N.S.: not 
significant. 



(2) IS 及びシスプラチン処理が HK-2 細胞に及ぼす影響 
 動物試験の結果より、シスプラチン投与によって AhR の発現は上昇傾向を示し、対照マウス
で見られたシスプラチン投与による抗酸化酵素の発現低下は、Sult1a1 KO マウスでは抑制され
ていた。これまで、抗酸化酵素の発現低下が ROS 蓄積の増加を引き起こすこと、IS は AhR を
介して ROS の産生を亢進することが報告されている。従って、シスプラチン AKI においても
この経路を介して腎障害を増悪している可能性が推量された。そこで、シスプラチン AKI 時の 
IS の分子毒性学的役割をさらに詳細に検討するために、HK-2 細胞を用いて、IS やシスプラチ
ン処理を行った際の影響を評価した。HK-2 細胞において IS やシスプラチン単独または共処理
が細胞生存に及ぼす影響について検討した結果、シスプラチン単独処理と比較して、IS とシ
スプラチンの共処理により、細胞生存率は有意に低下傾向を示した。シスプラチン投与により 
AhR の発現増加がみられたため、HK-2 細胞においてもその発現を確認した。IS 単独処理によ
り AhR の発現は低下し、シスプラチン単独処理により発現は上昇した。一方 IS とシスプラチ
ンの共処理では、IS 単独処理と比較すると発現低下が抑制された。IS は AhR を介して NOX4 
を活性化し、ROS 産生を増加させることで傷害を引き起こすことが示唆されている。また酸化
ストレス関連因子の一つである XO は AhR により転写活性化されることも報告されている。そ
こで HK-2 細胞において、AhR や XO, NOX4 をノックダウンした場合の ROS 産生に及ぼす影響
について検討した結果、IS
で誘導される ROS の産生は
AhR や XO, NOX4 のノックダ
ウンにより抑制された。 
 以上の結果から、IS は 
AhR を介した ROS 産生の亢
進をもたらすことで、シスプ
ラチン誘発 AKI の病態形成
において、毒性分子として寄
与していることが示唆された
（Figure 3）。Sult1a1 KO に
より IS の産生が抑制される
ことにより腎障害が軽減され
たことから、IS 産生抑制に
よる腎障害抑制の新たな治療
標的として Sult1a1 が有用
である可能性が示唆された。 
 

Figure 3. Proposed mechanisms involved in IS-mediated 
increase in renal ROS production associated with cisplatin-
indued AKI. 
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