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研究成果の概要（和文）：本研究はアニオン型尿毒症性物質の中でも、インドキシル硫酸のみならずp-cresyl sulphat
e、3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acidにもそれ以上に、培養平滑筋細胞増殖作用のあること、さら
にその機序の一つとして細胞内情報伝達系分子のリン酸化を介することを明らかにし、これらの体内蓄積が腎不全患者
の動脈硬化・血管イベントの発生に寄与する可能性を示した。またアニオン型尿毒症性物質を高率に分泌する培養尿細
管細胞を作成しこれをハイブリッド型人工腎臓に組み込むことで、これら毒素を除去できることも示した。

研究成果の概要（英文）：We found that anionic uremic toxins such as indoxyl sulfate, p-cresyl sulphate, 
and 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid stimulated proliferation of cultured smooth 
vascular cells via phosphorylation of proteins related to cell signaling (such as MAP kinase). We also 
established cultured renal tubular cells with high transport rate of these toxins. We further established 
the systems of artificial kidney with high capacity to remove these toxins.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
末期腎不全患者の予後は以前に比して

改善してきたが、未だ非腎不全患者に比
べ格段に不良である。これは、現行の透
析療法では除去できず、腎臓のみならず
心血管系など多くの臓器に悪影響を与え
る、蛋白結合型尿毒症性物質の存在によ
る。このため、生体に必要な蛋白を除去
することなく、かつこれらの蛋白結合型
尿毒症性物質をも選択的に排泄できる血
液浄化システムの開発が、今後の腎不全
治療にとって必要とされている。これら
の毒素の多くは有機アニオントランスポ
ーター（ＯＡＴ）を介して尿中へ排泄さ
れることも判明しつつある。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究は研究期間終了までに

（1）p-cresyl sulphate、3-carboxy-4- 
methyl-5-propyl-2-furan propionate

（以下ＣＭＰＦ）など各種のアニオン型
尿毒症性物質の中からインドキシル硫酸
（ＩＳ）以上に腎不全患者の動脈硬化・
血管イベントの発生に関与するものを明
らかにすること、（2）さらにそれらおよ
びＩＳをも除去できるハイブリッド型人
工腎臓の作成すること、（3）さらにこれ
により腎不全モデル動物体内から効率的
に除去できる新しい血液浄化システムを
開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（1）培養血管細胞の増殖作用を指標とし
た各種蛋白結合型尿毒症性物質のスクリ
ーニング： 
培養血管平滑筋初代細胞（ラット、ヒ

ト） に各種蛋白結合型尿毒症性物質
（p-cresyl sulphate、CMPF、インドール
酢酸、Guadinoacetic acid、ＩＳなど）
を添加し24時間時点で3H-チミジン取り
込み能および WST-1 アッセイを用いて細
胞増殖能を測定し、溶媒群と比較した。
さらに増殖に伴うＭＡＰキナーゼ、ＭＥ
Ｋ、Ａｋｔなど細胞内情報伝達系活性化
もウェスタンブロットで評価した。 
 

（2）アニオン輸送体を発現した培養尿細
管細胞を用いたハイブリッド型人工腎臓
の作成： 
アニオン輸送体の代表としてアニオン

交換輸送体を高発現させた培養尿細管細
胞を用いて、p-cresyl sulphate、CMPF
が輸送体基質か否かを明らかにした。基
質か否かの指標としては尿毒素添加時の
細胞内ｐＨ変化を用いた。 
 

（3）アニオン輸送体を発現した培養尿細

管細胞を用いたハイブリッド型人工腎臓
による尿毒素の除去： 
更にこの細胞を用いて申請者らが、こ

れまで開発してきたハイブリッド型人工
腎臓システム（図 1 参照）に上記細胞を
大量、単層培養し、ＩＳおよびＣＭＰＦ
輸送能を指標として有効性、好中球エラ
スターゼ遊離能と白血球数を指標として
安全性を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ ハイブリッド型人工腎臓システム 
 
 
４．研究成果 
 
（1）培養血管細胞の増殖作用を指標とし
た各種蛋白結合型尿毒症性物質のスクリ
ーニング： 
ＩＳのみならず p-cresyl sulphate、

ＣＭＰＦ、ＩＳなどで有意な細胞増殖効
果を認めた（図２参照）。特にＣＭＰＦと
p-cresyl sulphate では、ＩＳ以上に著
しい効果であった。さらに増殖に伴いＭ
ＡＰキナーゼ、ＭＥＫ、Ａｋｔなど細胞
内情報伝達系のリン酸化も有意に亢進し
ていた。 
 
（2）アニオン輸送体を発現した培養尿細
管細胞を用いたハイブリッド型人工腎臓
の作成： 
アニオン輸送体を発現した培養細胞で

は、各種尿毒素添加時の細胞内ｐＨの変
は対照群に比べて有意に大きく、またそ
の変化はアニオン輸送体阻害薬（フロセ
ミド、プロベネシドなど）を添加するこ
とにより、有意に抑制された。これらの
輸送能は対照細胞に比して有意に高いも
のであった（図 2参照）。尚同時に測定し
たイヌリンのクリアランスはほとんどゼ
ロであり、細胞間隙からのリークはない
と考えられた。 
 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２：ＩＳによる細胞増殖効果 
 
（3）アニオン輸送体を発現した培養尿細
管細胞を用いたハイブリッド型人工腎臓
による尿毒素の除去： 
またこの細胞をハイブリッド型人工腎

臓システム上に、単層に隙間なく培養す
ることが可能であった。更にモジュール
上に培養した際のＩＳクリアランスは対
照群に比して、有意に大であった（図３
参照）。また安全性の指標においても特に
重篤な変化は見られなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３：ＩＳクリアランス 
 
以上をまとめると、p-cresyl sulphate、

ＣＭＰＦなど各種のアニオン型尿毒症性
物質にはＩＳ以上の平滑筋細胞増殖刺激
能があること、今回我々が作成したシス
テムにはＩＳ以外の尿毒素も有意に除去
可能であることが判明した。 
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