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研究成果の概要（和文）：インドキシル硫酸により増加したLy6C陽性の炎症性単球はカフ障害による内膜肥厚部位に顕
著に集積していた。また、これらの細胞表面でのCCR2の発現が更新しており、MCP-1の関与が示唆された。また、イン
ドキシル硫酸投与後の骨髄ではLy6陽性細胞の増多はみられず、インドキシル硫酸は末梢への遊走に関与していること
が示唆された。インドキシル硫酸の受容体と考えられているAhRという分子の血管内皮細胞特異的ノックアウトマウス
を用いた実験では、AhRの欠損により、大腿動脈への白血球の接着が有意に抑制されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Indoxyl sulfate, a member of uremic toxins, significantly induces Ly6C-high 
monocytes recruitment to cuff-injured mouse femoral artery. These monocytes strongly express CCR2, 
suggesting a role forMCP-1 and CCR2 dependent signaling. Endothelial specific knock out mouse of AhR, a 
receptor of indoxyl sulfate, failed to exhibit indoxyl sulfate-induced monocyte recruitment.

研究分野：循環器病学、血管細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
心・腎連関という概念が提唱され、心血
管と腎臓が相互に影響しあうことが明らか
にされつつあるが、その病態機序は必ずし
も明らかにされていない。代表的な尿毒症
毒素のインドキシル硫酸は慢性腎臓病患者
血中において健常者の数十倍の濃度で存在
し、その血中濃度と心血管疾患の発症率・
致死率が相関することが判明している。  
申請者らはマウス大腿動脈における白血
球遊走を生体化で可視化する蛍光顕微鏡シ
ステム（IVM）を開発した（Osaka, Yoshida 
et al. Am. J. Physiol. 2007）。さらに、
IVM を用いることによりインドキシル硫酸
が直接白血球と血管壁の相互作用を亢進さ
せることを見出し、その原因として血管内
皮細胞の接着分子 E-selectin の発現上昇
を介していることを示した（Ito, Yoshida 
et al. J Biol Chem. 2010）。 
 本研究計画ではこれまでの知見を踏まえ、
インドキシル硫酸が血球系に与える影響を
明らかにし、インドキシル硫酸の心・腎連
関における役割を明らかにするための基礎
研究を行う。 
 
 
２． 研究の目的 
 
腎機能障害は心血管疾患の進展に寄与して
いる。申請者は最近、代表的な尿毒症毒素
であるインドキシル硫酸が白血球と血管内
皮細胞との接着を亢進させ、血管障害を悪
化させることを見出した。本研究はインド
キシル硫酸による血管炎症増悪のメカニズ
ム、特に炎症性単球の関与に的を絞って研
究を進め、慢性腎臓病において高率に合併
する心血管疾患発症の予防を目指した研究
基盤を確立することが目的である。 
 計画している具体的な研究項目は 
①インドキシル硫酸が炎症性単球に与える
影響の解明 
②インドキシル硫酸の特異的な受容体の同
定および単球機能に与える影響の解析、で
ある。 
 
 
 
３． 研究の方法 
 
①インドキシル硫酸による骨髄からの炎症
性単球の動員メカニズムの検討 インドキ
シル硫酸により増加した炎症性単球が実際

に血管壁への接着を増強させるかどうかを
検討する。インドキシル硫酸を投与したマ
ウスの大腿動脈にカフ傷害により血管炎症
を惹起させる。蛍光標識した抗 Ly6C 抗体に
より炎症性単球を、ローダミン 6G により白
血球全てを染色するためマウスに投与する。
生体内可視化システム IVM により血管壁へ
接着する炎症性単球数および白血球数を測
定し、インドキシル硫酸の影響を検討する。
同処置を施したマウスの大腿動脈の切片を
作製し、炎症性単球マーカーである Ly6C 抗
体を用いた染色により血管壁へ浸潤した炎
症性単球細胞数を検討する。 
CCR-2 は monocyte chemoattractant 
protein -1（MCP-1）の受容体である。イン
ドキシル硫酸の投与によって発現が亢進す
ることが確認できたため、CCR-2 欠損マウ
スないしは CCR-2 阻害剤を投与したマウス
にインドキシル硫酸を投与し、末梢血での
炎症性単球数をフローサイトメトリーによ
り解析する。同マウスにカフ傷害により血
管炎症を惹起させ、病理切片を作製し血管
内膜の肥厚度を定量化する。同様に免疫組
織化学染色により血管壁へ浸潤した炎症性
単球マーカーである Ly6C 発現細胞数を検
討する。 
インドキシル硫酸がどのようにして単球の
活性化を促進するのか、in vitro の系で検
討する。単球系細胞株である THP-1 をイン
ドキシル硫酸で処理し、フローサイトメト
リーおよびリアルタイム PCR 法により
CCR-2のタンパク質およびmRNA発現量を検
討する。次に CCR-2 の発現を制御している
と考えられる NFkB および JNK などの MAPK
などの活性化をルシフェラーゼアッセイな
いしはウエスタンブロッティングにより解
析する。活性化した分子に関しては阻害剤
および siRNA を用い、CCR-2 発現を抑制す
るかどうか検討する。 
 
②インドキシル硫酸の受容体としてのアリ
ルハイドロカーボン受容体（AhR）の機能解
析 インドドキシル硫酸の単球における受
容体を同定し、その機能を明らかにする。
インドキシル硫酸は肝細胞において、AhR
に作用することで薬物代謝酵素発現に影響
を与えることが報告されている（Schroeder 
JC et al. Biochemistry. 2010）。そこで
AhR 欠損マウスにインドキシル硫酸を投与
し、炎症性単球数および CCR-2 発現に与え
る影響を解析する。 
 インドキシル硫酸による単球活性化に
AhR がどのように関与するのか明らかにす
る。単球系細胞株である THP-1 に AhR の受
容体拮抗薬ないしは siRNA で処理した後、



インドキシル硫酸で刺激する。CCR-2 など
の活性化マーカーの発現をフローサイトメ
トリーないしはリアルタイム PCR により検
討を行う。また、インドキシル硫酸が AhR
の転写調節に及ぼす影響を検討するため、
CCR-2 プロモーターのリポーターコンスト
ラクトや AhR 結合配列を標的とした CHIP
アッセイと行い、その分子機構の詳細を解
明する。 
 
 
 
４．研究成果 
インドキシル硫酸により増加した Ly6C 陽
性の炎症性単球はカフ障害による内膜肥厚
部位に顕著に集積していた。また、これら
の細胞表面での CCR2 の発現が更新してお
り、MCP-1 の関与が示唆された。また、イ
ンドキシル硫酸投与後の骨髄では Ly6 陽性
細胞の増多はみられず、インドキシル硫酸
は末梢への遊走に関与していることが示唆
された。インドキシル硫酸の受容体と考え
られている AhR という分子の血管内皮細胞
特異的ノックアウトマウスを用いた実験で
は、AhR の欠損により、大腿動脈への白血
球の接着が有意に抑制されることが明らか
になった。 
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