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研究成果の概要（和文）：肝薬物代謝酵素発現に及ぼす各種尿毒症物質の影響について検討を行

った．その結果，インドキシル硫酸（IS），p-クレジル硫酸（PCS）及び CMPF 添加群では，添

加濃度依存的なCYP2E1及びSULT1A1発現量の上昇が観察された．一方，intact PTHはSULT1A1
の発現量を上昇させることを見出した．さらに，PCS による尿細管障害の分子機構について検

討したところ，PCS は有機アニオントランスポータ(OAT)を介して尿細管上皮細胞に取り込ま

れた後，NADPH oxidase の活性化を介して活性酸素種(ROS)の産生を亢進させた．この時，TGF-
の発現が亢進することで尿細管障害/腎線維化が惹起されることを見出した． 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of uremic toxins on protein expression of hepatic 
drug metabolizing enzymes. As a results, IS, PCS and CMPF increased the expression of CYP2E1 and 
SULT1A1, and intact PTH also increased SULT1A1 in dose-dependent manner. Next we examined the 
effect of PCS on renal tubular toxicity. Intracellular accumulation of PCS via OATs in renal tubular cells 
enhanced NADPH oxidase activity and increased ROS production. This, in turn, triggers the induction 
of inflammatory cytokines that are involved in renal toxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病（CKD）においては，腎クリア

ランスの低下に加え、腎外クリアランスも低

下することが，明らかとなってきた．事実，

アトルバスタチン，プロプラノロールやテル

ミサルタンなどの肝代謝型薬物においても，

添付文書では高齢者や腎機能低下患者での

慎重投与が謳われている薬物も多い．しかし

ながら，一般に、肝代謝型薬物の場合には、

CKD 患者での臨床試験を行わないため、腎外

クリアランスの変化に伴う動態特性の変化

は市販後において初めて確認される．そこで，

私達は、CKD における腎外クリアランス変動

の予測ツールの開発を急務の課題と考え，予

測分子マーカーとしての尿毒症物質（UT）に

着目した． 
 
２．研究の目的 
（1）肝薬物代謝酵素発現に及ぼす UT の影

響について検討する． 
（2）p-クレジル硫酸（PCS）による腎障害

進展作用及びその機序について精査する。 
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３．研究の方法 
（1）健常ラット及び CKD ラット（5/6 腎臓

摘出ラット）肝臓における薬物代謝酵素の発

現について Western blot 並びに Real-time 
PCR を用いて解析した．ラット初代肝由来培

養細胞を用いて薬物代謝酵素発現に及ぼす

UT の影響について精査した．健常ラット及

び CKD ラット肝臓 S9 画分を用いて IS の生

合成について評価した． 
（2）PCS による腎障害進展作用について，

ヒト尿細管上皮細胞(HK-2)細胞を用いて検

討した．In vivo における PCS の腎障害作用

については、CKD ラットに 50mg/kg の PCS
を連日静脈内投与し，強制負荷することで評

価した。 
 
４．研究成果 

（1）UT による肝代謝酵素誘導と IS 生合成

自己誘導効果 
はじめに，CKD ステージ 5 の透析患者にお

ける血清中 IS 濃度を測定した．血清クレアチ

ニン(Cr)濃度と血清中 IS 濃度との間には患者

間で大きな変動があったことから，IS の体内

蓄積には腎機能以外の要因が関与している

可能性が示唆された(data not shown)． 
そこで，次に CKD ラットを用いて検討し

た．まず，CKD ラットにおける IS 生合成能

について，CKD ラット肝臓 S9 画分を用いて

評価した．IS の代謝酵素である CYP2E1 およ

び SULT1A1 を含むラット肝臓 S9 画分に，IS
の原料であるインドールと，IS の代謝に必要

な補酵素である NADPH及び PAPSを添加し，

37? でインキュベーション後，生成した IS 量

を HPLC により定量した．その結果，時間依

存的に IS の生成が確認され，CKD ラットで

は健常群と比べ，IS 生成量の有意な増大が確

認された(図 1)． 
次に CKD ラットにおける IS 生合成の亢進

が，IS 生合成に関わる肝代謝酵素の発現上昇

によるものであるか否かを確認するために，

肝臓の CYP2E1 と SULT1A1 の mRNA 発現量

を定量的 RT-PCR により評価した．その結果，

CKD ラット肝臓では健常群に比べて，

CYP2E1 及び SULT1A1 の mRNA 発現の有意

な上昇が観察された(図 2)． 
さらに CYP2E1 と SULT1A1 の蛋白質発現

量を Western Blotting により評価したところ，

CKD ラ ッ ト 群 に お い て CYP2E1 及 び

SULT1A1 の発現量の有意な上昇が観察され

た． 
これまでの結果より，CKD ラットにおいて

IS の生合成が亢進していることを確認し，ま

た，その際に IS の生合成に関わる酵素

CYP2E1 及び SULT1A1 の発現上昇が確認で

きた．以前の報告で，IS が CYP1A2 の発現量

を上昇させるという報告や，PTH が CYP3A2
の発現量を減少させるといった報告もある

ことから，CKD 時に蓄積する各種 UT が

CYP2E1 と SULT1A1 の発現変動に寄与する

原因物質であると仮説を立て，ラット初代培

養肝細胞を用いて検証した． 
10%FBS を含む RPMI1640 で培養したラッ

ト初代培養肝細胞に対して，各種 UT を添加

し，12 時間インキュベートした後，CYP2E1 
及び SULT1A1 mRNA 発現の変化を定量的

RT-PCR により検討した．添加した UT の最終

濃度は，Vanholder らが報告した末期腎不全患

者における各種 UT の平均血清中濃度または

報告されている最大血清中濃度とした． 
 今回評価に用いた UT としては，IS，PCS，
CMPF 及び intact PTH を用いた．その結果，

IS 添加により濃度依存的に CYP2E1 と

SULT1A1 の mRNA 発現の有意な増大が観察

された．また，PCS 及び CMPF によっても，

CYP2E1 と SULT1A1 の発現が有意に増大す

ることが確認された．一方，intact PTH は

CYP2E1 の発現には影響を与えなかったが，

図 1 ラット肝臓 S9 画分を用いた IS 生成
反応の時間推移（左）と反応 30 分後の IS
生成量（右） 
 

図 2 ラット肝臓における CYP2E1 及び
SULT1A1 の発現量：Real time PCR（左）
と Western blot（右） 
 



SULT1A1 の発現を増大させた． 
以上，今回得られた知見より，CKD 時には

腎機能低下に伴い UT の一つである ISの蓄積

が生じるが，この蓄積した IS が CYP2E1 及び

SULT1A1 の発現をさらに上昇させることで，

IS 自身の生合成を亢進させることが示唆さ

れた．また，IS 以外の UT に関しても，PCS
と CMPFは CYP2E1と SULT1A1の 発現を上

昇させ，intact PTH は SULT1A1 の発現を上昇

させることで，IS 生合成の亢進に寄与するこ

とが示唆された．すなわち，各種 UT による

IS 生合成の亢進作用により，IS の体内蓄積が

助長されるというこれまでとは異なった観

点からの新たな UT 間相互作用を初めて見出

した．言い換えると，今回の結果は，CKD に

おいて蓄積する各種 UT が，肝代謝酵素を誘

導して IS の生合成を促進することで，さらに

IS が蓄積するという悪循環をもたらす可能

性を示唆するものであり，この作用により蓄

積した IS が腎機能をさらに悪化させること

も，IS が CKD において高濃度に蓄積する一

因である可能性が考えられる．また，肝代謝

酵素の誘導作用により，蓄積した IS は肝代謝

型薬物の体内動態変動を引き起こすことが

考えられ，従って，今後は IS をはじめとする

UT の生体内蓄積を阻止し，IS 蓄積の悪循環

を阻止するCKD治療法の開発が切望される． 
 
（2）PCS による NADPH oxidase 活性化を介

した尿細管障害作用 
ラット腎スライスにおける PCS の取り込

みを評価した結果、腎スライス内への能動的

な取り込みが観察された (Km=231.6 µM)．そ
の際、PCSの腎取り込みはprobenecid，PCG，

PAH及びESによって顕著に抑制されたこと

から，PCS の腎取り込み過程において有機ア

ニオントランスポーター（OAT）の寄与が示

唆された．同様の実験を OAT の基質となる

他の UT 存在下で行ったところ、PCS の取り

込みは IS や CMPF により著しく阻害された．

一方，IA と HA による阻害は軽度であった．

また HK-2 においても PCS の能動的な取り

込みが観察され，OAT 阻害剤により顕著に阻

害された．以上の結果から，PCS の腎近位尿

細管上皮細胞への移行機序として，OAT を介

した取り込み経路の存在が強く示唆された． 
次にPCSのCKD状態でのレドックス特性

を HK-2 により検討した結果，PCS は PKC
及び PI3K 経路を介した NADPH oxidase の

活性化により細胞内ROS産生を増大させた．

その際、NADPH oxidase のサブユニットで

ある NOX4 及び p22phoxのタンパク質発現が

増大していた．PCS は線維化に関連する

TGF-beta1，TIMP-1 及び Pro-a1 (I) collagen
の mRNA 及び active TGF-beta1 のタンパク

質発現を増大させた．これらの作用は、

probenecid 及び NOX4 と p22phoxの siRNA
により抑制されことから，PCS による ROS
産生並びに腎線維化には PCS の細胞内蓄積

とそれに伴う NADPH oxidase 活性化が大き

く寄与していることが判明した．PCS 負荷

CKD ラットでは、血清中 PCS 濃度の上昇に

伴い，腎尿細管変性と線維化の亢進が観察さ

れた。その際、腎臓における NOX4 と p22phox

発現上昇及び NADPH oxidase 活性化に加え，

TGF-beta1 の産生亢進が認められた．IS や

CMPF とは異なり，健常人で観察される低濃

度域の PCS はレドックス活性を示さなかっ

た．以上の結果から，CKD 状態で尿細管細

胞内に蓄積した PCS は NADPH oxidase の

活性化を介して ROS 産生を誘導し，active 
TGF-beta1 等の線維化関連因子の産生を亢

進する結果，尿細管変性や腎線維化を惹起す

ることが示唆された． 
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