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研究成果の概要（和文）：ヒト大動脈血管内皮細胞を用いて、インドキシル硫酸（indoxyl sulfate：IS）によ
る血管内皮細胞の障害に及ぼす各種ポリフェノールの効果を検討した。その結果、ケルセチンがISによる芳香族
炭化水素受容体(Aryl hydrocarbon receptor：AhR)の活性化を抑制し、MCP-1の分泌を減少させたことを確認し
た。そこで、IS投与5/6腎摘腎不全モデルマウスを用いて、ケルセチン投与の心血管系への効果を解析した。そ
の結果、ケルセチン混餌食は、ISによるAhRの活性化を介した大動脈の炎症、心筋線維化と心拡張能の低下を抑
制したことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, the effects of various polyphenols on indoxyl sulfate (IS)
-induced endothelial cell injury were investigated in human aortic endothelial cells. Quercetin 
suppressed the activation of the IS-Aryl hydrocarbon receptor (AhR) pathway and reduced the 
secretion of MCP-1. Based on these findings, IS-treated 5/6 nephrectomized mice with renal failure 
were created to investigate the effect of quercetin administration on the cardiovascular system in 
the IS-administered group. Our results demonstrated that quercetin protected against aortic injury 
mediated by IS-induced AhR activation, and inhibited the progression of myocardial fibrosis and 
cardiac diastolic dysfunction.

研究分野： 循環器内科

キーワード： 心腎連関　インドキシル硫酸　芳香族炭化水素受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ISの血中濃度は慢性腎臓病のステージ進行とともに上昇するが、血中ではISの90％以上がアルブミンと結合して
おり、現在でも血液透析での除去は困難である。また、慢性腎臓病に対する薬剤であるAST-120は、その副作用
等により服薬アドヒアランスが悪い。今回の研究から、食品由来のケルセチンがIS-AhR経路遮断による心腎連関
抑制に有効である可能性が示唆された。これらの結果は、ISの作用点をターゲットとした慢性腎臓病患者の心血
管病の発症進展を抑制する新しい治療手段に繋がるものと考えられる。

※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 

受容体型転写因子、芳香族炭化水素受容体(Aryl hydrocarbon receptor：AhR)は、TCDD など

のダイオキシン類をリガンドとしてその毒性を仲介し、チトクローム P4501A1(CYP1A1)などの薬

物代謝酵素のほか、サイトカインやシグナル伝達物質などの多くの遺伝子の発現を誘導する。ま

た、ApoE ノックアウトマウスを用いた研究により、AhR の活性化が血管の炎症を誘導し動脈硬化

を進展させることが報告されている。  

慢性腎臓病(CKD)は、心血管病(CVD)の独立した危険因子であり両者の関連は心腎連関として

捉えられている。したがって CKD 患者では、心血管事故を未然に防ぐ治療戦略が重要である。こ

れまでに電解質異常、貧血などが心腎連関形成に関与していることが明らかになっているが、そ

の全貌が解明されているわけではない。一方近年、腎機能障害の進行に伴って体内に貯留する尿

毒症物質が、「心血管毒性」を有することが明らかにされつつある。我々はこれまでの研究で、

尿毒症物質であるインドキシル硫酸 (indoxyl sulfate：IS) による AhR の活性化が活性酸素種

(ROS)の産生を介して血管内皮細胞の障害に関わることを報告した。一方、IS が心筋細胞の線維

化を惹起することが動物モデルで報告されているが、心筋線維化への IS-AhR 経路の影響につい

ては明らかではない。 

AhR はリガンドに対する特異性が低く、植物性食品からもリガンドとなる化合物が多く見いだ

されている。いくつかのポリフェノールはリガンドとして作用することで、AhR による転写調節

に影響を与えること、これらを経口摂取した場合の生理的濃度(10-9～10-6M)では基本的にアンタ

ゴニスト作用を示すことが報告されている。また、ケラチノサイトを用いた実験では、ケトコナ

ゾールによる AhR-Nrf2 経路の活性化が抗酸化作用を発揮することが明らかとなっている。これ

らのことから、AhR は生体内の障害を増強する方向にも抑制する方向にも働くことが示唆されて

いる。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究で、血管内皮細胞において IS は、CYP1A1 および 1B1 の発現を亢進し、AhR の

核内移行を惹起し、内皮細胞の炎症を誘導することを報告した。そこで本研究では、我々がこれ

までに得た研究結果をもとに、IS-AhR 経路遮断による心腎連関抑制の可能性を検討する。具体

的には AhR のリガンドとして知られている食品由来のポリフェノール類による作用が、IS-AhR

経路の活性化によって惹起される心血管系組織の障害を解除できる可能性を明らかにする。in 

vitro ではヒト血管内皮細胞を使用し、in vivo では IS 投与 5/6 腎摘腎不全モデルマウスを使

用する。 

 

３．研究の方法 

(1)in vitro の研究 

細胞は、ヒト大動脈血管内皮細胞(HAEC)を使用した。ポリフェノールは、ケルセチン(Qu)、ク

リシン(Chr)、フラバノン(Fla)、ナリンゲニン(Nar)を使用し、AhR のアンタゴニストとして CH-

233191 を使用した。各種ポリフェノールを添加 30 分後に IS (50μg/mL)で刺激した。IS 刺激 1

時間後に ISOGEN（ニッポンジーン）を使用して total RNA を抽出し、AhR 活性化の指標として

CYP1A1、1B1 の mRNA の発現をリアルタイム RT-PCR 法で確認した。また、IS 刺激 24 時間後に培



養上清を回収して、MCP-1 濃度を Quantikine Human MCP-1 ELISA kit (R＆D Systems, 

Minneapolis, MN. USA)を使用して確認した。 

 

(2)in vivo の研究 

IS の心血管系への影響を検討するために、57BL/6j マウスを用いて IS 投与 5/6 腎摘腎不全モ

デルマウス（Nx）を作成し使用した。ポリフェノール類は in vitro の実験で効果が認められた

ケルセチン(Qu)を使用した。①コントロール群(cont)、②コントロール+Qu 投与群(cont+Qu)、

③5/6 腎摘群(Nx)、④5/6 腎摘＋Qu 投与群(Nx+Qu)、⑤5/6 腎摘+IS 投与群(Nx+IS)、⑥5/6 腎摘

+IS+Qu 投与群（Nx+IS+Qu）の 6 群に分け実験を行った(図１)。ケルセチンは、0.1％混餌食とし

て投与し、IS は 150mg/Kg/day を飲水投与した。 

マウスは腎摘後、経時的に体重測定および食餌量の確認等を行い、実験終了時に心エコーによ

る心機能評価（LVEF, E/A）を実施した。その後採血ならびに心臓と大動脈の摘出を行った。採

取した血液から血清を遠心分離後-80℃で保存した。血中 MCP-1 濃度は、Quantikine Mouse MCP-

1 ELISA kit (R＆D Systems, Minneapolis, MN. USA)で測定し、血中 BUN はウレアーゼ・LDGH

法で、血中 IS 濃度は HPLC 法で測定した。大動脈と心臓から ISOGEN（ニッポンジーン）を使用

して total RNA を抽出し、AhR 活性化の指標として CYP1A1、1B1 の mRNA の発現をリアルタイム

RT-PCR法で確認した。また心臓からタンパクを抽出し心筋線維化の指標としてαSMAと collagen 

TypeⅢの発現をウエスタンブロット法で評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

(1) in vitro の研究 

各種ポリフェノールの影響 

HAEC に各種ポリフェノー

ルを添加 30 分後に IS を最

終濃度 50μg/mL で刺激し

た。いずれのポリフェノール

類も IS によって上昇した血

管内皮障害の指標となる培

養上清中の MCP-1 濃度と AhR の活性化で発現が増強する

CYP1A1 と 1B1 の mRNA の発現を抑制した。なかでもケルセチ

ンは AhRのアンタゴニストである CH-233191とほぼ同等の抑

制効果を示した（図 2，3）。 

 

(2) in vivo の研究 

①腎機能と動脈硬化関連因子へのケルセチンの影響 

HAEC を用いた実験結果から、ケルセチンを選択し、Nx マウスに IS(150mg/Kg/day)とケルセチ



ン(0.1%混餌食)を投与して、その影響を評価した。Nx 群と Nx+IS 群は、コントロール群と比べ

血中 BUN 濃度が有意に高値となり腎障害が認められた。また、血中 IS 濃度は、コントロール群

と比較して Nx で高値であり、さらに IS 投与群では Nx 群と比較して有意に高値であったが、Qu

の投与は血中 BUN 濃度、IS 濃度のいずれにも影響を与えておらず、腎機能障害への影響は認め

られなかった。動脈硬化関連因子として測定した血中 MCP-1 値は、Nx と Nx+IS 群でコントロー

ル群と比較して有意な上昇を示し、炎症反応が惹起されていることが示唆された。一方、Nx+IS+Qu

群では Nx+IS と比較して MCP-1 値は有意に減少しており、動脈硬化関連因子に対してケルセチ

ンが効果を発揮していることが推察された(図 4)。 

 

②大動脈におけるケルセチンの影響 

マウス大動脈のAhRの活性化を

確認するため mRNA 抽出し AhR 活

性化の指標である CYP1A1 と 1B1

の発現を確認した。Nx+IS 群は、

コントロール群 と比 較して

CYP1A1 と 1B1 の発現が有意に上

昇していたが、Nx+IS+Qu 群は

Nx+IS 群と比較して CYP1A1 と 1B1 の発現は有意に低下していた(図 5)。このことから、大動脈

では、血中 IS の上昇によって増強した AhR の活性化は、ケルセチンの投与により抑制されてお

り、血中 MCP-1 値の低下が認められたことからも、ケルセチンは IS による AhR 活性化を介した

大動脈の動脈硬化性病変を抑制する可能性が示唆された。 

 

③心臓組織におけるケルセチンの影響 

ケルセチンと IS は心臓組織における CYP1A1 と

1B1 の発現に影響を示さなかった(データは未掲

載)。一方、IS の投与により心筋線維化の指標であ

るα-SMAと TypeⅢ collagenのタンパク発現は増

強したが、ケルセチンの投与により有意に抑制さ

れた(図 6）。 

 

④ 心機能へのケルセチンの影響 

心収縮能の指標である LVEF は各群において有

意な差は認めなかった。一方、心拡張能の指標で

ある E/A は、Nx+IS 群はコントロール群と比較し



て有意に低下していたが、Nx+IS+Qu 群はコントロール群と有意差を認めなかった(図 7)。 

以上より、IS は心筋の線維化と拡張障害を助長する一方、ケルセチンにより心筋線維化の抑

制と拡張障害の進行を阻止できる可能性が示唆された。 

 

まとめ 

ケルセチンは細胞レベルにおいて、IS による AhR の活性化を抑制し、MCP-1 の分泌を減少させ

た。IS 血中濃度を高値に維持した腎不全モデルマウスにおいても、ケルセチンは、IS を介した

AhR の活性化を阻害し、大動脈や心筋における炎症や線維化を抑制しうることが示された。また、

IS は心拡張能を低下させたが、ケルセチン投与により拡張障害の発症を抑制した。これらのこ

とからケルセチンが、IS-AhR 経路の活性化によって惹起される心血管系組織の障害を解除でき

る可能性が示唆され、心腎連関の新たな治療戦略となることが期待される。 
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