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研究成果の概要（和文）：腎臓病で増悪する動脈硬化症のメカニズムを解明するためマクロファージとHDLコレステロ
ールの機能異常と尿毒素物質の一つであるインドキシル硫酸(IS)の関連について調査した。ISはマクロファージに作用
することにより、マクロファージの機能異常を示すことを明らかにした。腎臓病患者HDLはマクロファージの炎症反応
を促進し、cholesterol effluxを減少することを明らかにした。以上からISは動脈硬化病変内におけるマクロファージ
とHDLの機能異常に関与しており、腎臓病患者の動脈硬化増悪の原因の一つであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Purpose of the study is to elucidate the mechanism of dysfunction of macrophage 
and HDL cholesterol in kidney disease-accelerated atherosclerosis. HDL isolated from kidney disease 
patients induced macrophage inflammation and abnormal lipid metabolism. Indoxyl sulfate also induced 
macrophage inflammation and abnormal lipid metabolism. Those results indicate that indoxyl sulfate may 
induce dysfunctions of macrophage and HDL, and the intervention to them will be an attractive therapeutic 
strategy for kidney disease-accelerated atherosclerosis.

研究分野：腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
(1)慢性腎臓病 (CKD) と心血管系イベント 

CKD 患者では心血管系イベントを高頻度に

合併。末期腎不全患者では健常者と比較して

約 20倍も増加する（Go AS. N Engl J Med 2004）。

その原因に動脈硬化病変内マクロファージと

HDLの機能異常が考えられる。 

(2)末期腎不全患者の HDLの機能異常 

 申請者らは、維持血液透析患者から精製した

HDLを THP-1細胞と反応させたところ、HDLに

よる細胞内脂質の取り込み (cholesterol efflux)

が減少し、マクロファージの IL-1β (5.1±3.8 vs 

3.2±2.2 mg/dl, p=0.03)など炎症性サイトカイン

の発現が増加した。 

(3) 腎臓病モデルマウスのマクロファージの機

能異常 

 申請者らは、骨髄移植によるマクロファージア

ンギオテンシンII受容体のノックアウトは、腎障

害による動脈硬化の増悪を抑制した 

(Yamamoto S. Arterioscler Thromb Vasc Biol 

2011)。同研究でマクロファージアンギオテンシン

II受容体は、腎障害によって誘導されるマクロフ

ァージのM1フェノタイプへの移行、およびアポト

ーシスの促進に重要であることを明らかにした。

また申請者らは腎不全において尿毒素物質を

経腸的に吸着するAST-120が腎障害により増悪

した動脈硬化病変を軽快し、さらにマクロファー

ジ/泡沫細胞などからなる壊死病変、および炎症

性サイトカインの発現を改善することを示した 

(Yamamoto S. Nephrol Dial Tranplant 2011)。そ

の際、蛋白結合尿毒素物質である動脈硬化病

変のインドキシル硫酸 (IS)の沈着が減少するこ

とを確認した。 
 
２．研究の目的 

CKD患者のマクロファージおよびHDLの機能

異常を評価することを目的とした。 

(1) CKD患者HDLのマクロファージ機能に対す

る効果 

CKDステージ 4 (eGFR 15-30 ml/min)あるいは

5D (血液透析療法施行中 )由来の HDL

（CKD-HDLあるいは HD-HDL）の機能障害を調

べるため、CKD-HDL あるいは HD-HDL と正常

マクロファージを反応させ、cholesterol effluxある

いは炎症反応を明らかにする。   

(2) マクロファージの機能障害に対するインドキ

シル硫酸の影響 

 マクロファージに IS を反応させ cholesterol 

effluxおよび炎症反応を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) CKD患者 HDLの機能評価 

①リポ蛋白質の精製 

血漿からHDLを密度勾配遠心法にて精製す

る(Sulistiyani et al. Atherosclerosis 1991)。 

②CKD-HDLの酸化アルブミン 

 HDLの酸化アルブミンを測定した。 

③CKD-HDL と正常マクロファージの反応 

Cholesterol efflux 

THP-1 を分化させたマクロファージにアセチ

ル化 LDL を添加し泡沫細胞化させる。そこに

CKD-HDLを添加しHDLによる脂質引き抜き能

を定量する。 

炎症反応 

THP-1 マクロファージに CKD-HDL および

LPSを反応させる。反応後、リアルタイムPCRあ

るいはウェスタンブロッティングで IL-1、IL-6、

TNF-、MCP-1 を測定する。また反応時のマク

ロファージの ABC トランスポーターの変化を観

察する。 

 

(2) インドキシル硫酸によるマクロファージの機

能障害 

Cholesterol efflux  

IS と反応した THP-1 マクロファージにアセチ

ル化 LDLを添加し、泡沫細胞化させる。泡沫細

胞に非 CKD-HDL を添加し、細胞から脂質を取

り込む反応を観察する。上記に LXR agonist, 

T0901317,を加え効果を検討する。 

炎症反応 

マクロファージに IS を反応させる。反応後、リ

アルタイム PCR あるいはウェスタンブロッティン

グで IL-1、IL-6、TNF-、MCP-1の炎症性サイ

トカイン、および ABC トランスポーター 

(ABCA-1、ABCG-1)を測定する。上記反応に

T0901317を加え治療効果を検討する。 
 



４．研究成果 

(1) CKD患者 HDLの機能評価 

腎機能正常患者 HDL、

CKD 患者 HDL、血液透

析患者 HDL それぞれを

THP-1 マクロファージに反

応 さ せ た 。 CKD-HDL 、

HD-HDLは健常者 HDL と

比較してマクロファージ細

胞内脂質量の増加、す

なわち cholesterol efflux

の減少を示した（図 1）。

また CKD-HDL は健常

者 HDL と比較してマクロファージ IL-1の発現

を増強した（図 2）。これら CKD-HDL、HD-HDL

の機能異常の原因を評価するためHDL中の酸

化アルブミンの割合を評価した。CKD-HDL、

HD-HDL は健常者 HDL と比較してアルブミン

の酸化率が増加する傾向にあった（図 3）。上記

いずれの反応においてもCKD-HDLとHD-HDL

の明らかな違いは指摘されなかった。以上から

CKD-HDL、HD-HDLのマクロファージに対する

機能異常を明らかにした。今後は CKD-HDLに

影響を及ぼす治療効果について同様の実験シ

ステムを用いて検討する。 

 

(2) インドキシル硫酸によるマクロファージの機

能障害 

  IS は代表的な蛋白結合尿毒素物質である。

IS とマクロファージの反応を観察することにより

腎臓病環境でのマクロファージの機能を観察で

きると考えた。 

 MTSアッセイを用いた ISによるマクロファージ

の細胞障害を観察した。2.5mM 以上の高濃度

の ISは THP-1マクロファージのMTS吸光度を

減少させた（図 4）。IS による細胞障害は明らか

であり、以後 IS 1.0 mMを中心に反応を進める。 

ISは加えた濃度に依存して THP-1マクロファー

ジの IL-1産生を亢進し（図 5）、ROS の産生を

亢進し（図 6）、さらには cholesterol effluxを減少

させた（図 7）。ISの cholesterol efflux減少の原

因としてマクロファージ脂質排出のトランスポー

ターである ABCG1 の発現

が減少していた（図 8）。 以

上から IS はマクロファージ

の炎症反応を増強し、

cholesterol efflux を減

少することを明らかに

した。治療効果として

LXR アゴニス ト である 

T0901317 を上記反応に添

加し治療効果を確認した。

T0901317 は IS で誘導された

IL-1 の 産 生 と cholesterol 

efflux の低下をいずれも改善

した（図 9）。以上から、ISはマ

クロファージの炎症反応、脂

質代謝異常に関連することが

明らかなった。またその反応

は LXR アゴニス

トを用いることに

より改善した。今

後は IS がマクロ

ファージ機能異常を起こす細胞内シグナルとそ

れを改善する治療について検討する。 
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