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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）は透析導入とともに心血管疾患（CVD）発症のリスク因子である。従って
、腎予後の悪化やCVD発症に関わる分子機序の解明がCKD-CVDの病態制御に重要である。我々は病態の発症・進展に関わ
る液性因子として透析で抜けにくいアルブミン結合型尿毒素に着目した。中でもインドキシル硫酸（IS）とパラクレジ
ル硫酸（PCS）に着目し、ISとPCSが誘発する腎障害の進展と心血管疾患発症機序について新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease (CKD), marked by a progressive loss in renal function, is 
a leading cause of hemodialysis initiation and cardiovascular disease (CVD). Understanding the molecular 
mechanism responsible for the progression of CKD and cardiovascular damage regarding crosstalk between 
the kidney and cardiovascular system is an important issue in controlling the pathogenesis of CKD-CVD. 
However, the mechanisms involved in CKD-CVD are not well understood. We have been investigating the role 
of protein-bound uremic toxins, that are difficult to remove by hemodialysis, on the onset and 
progression of CKD and CVD. Here, we focus on two sulfate conjugated uremic toxins, namely, indoxyl 
sulfate (IS) and p-cresyl sulfate (PCS), and summarize recent studies that provide new insights on the 
molecular mechanisms responsible for uremic toxin-induced oxidative tissue damage via a 
cardiovascular-renal connection.

研究分野：医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病（ chronic kidney disease: 

CKD）は、腎障害や腎機能低下が慢性的に続
く状態であり、血液透析導入並びに心血管疾

患（cardiovascular disease: CVD）発症の重
大な危険因子である。現在、日本には約 1,330
万人の CKD 患者がいると言われており、こ
れは、成人の約 8人に 1人にあたる数である。
また、末期 CKDである透析患者も 30万人を
超え、その数は毎年 1万人ずつ増え続けると
予想されている。加えて、透析患者の年間医

療費の総額は 1兆 5千億円を超えていること
から、CKD の制御による透析導入や心血管
死の抑制は、保健衛生はもとよりのこと医療

経済的にも最重要課題の一つとされている。

特に、CKD患者の主たる死因が CVDである
ことから、腎機能低下と心血管障害あるいは

両臓器間のクロストークに関する分子機序

の解明は CKD-CVD（心腎連関）の病態制御
において重要なカギを握る。しかしながら、

CKD及び CKD-CVDに関する病態進展の分
子機構、特に最近新たな危険因子として注目

されるようになってきた酸化ストレスや炎

症の誘発機序については十分に明らかにさ

れておらず、これが新規治療法開発のボトル

ネックとなっている。 
	 CKD の中でも腎不全あるいは透析期まで
進行すると、全身的な代謝の変化及び尿中へ
の代謝産物の排泄障害に伴い、さまざまな尿
毒症物質が体内に蓄積する。これまでに約 90
種類の尿毒症物質が報告されており、それら
は 1）水溶性低分子（フェニル酢酸、ネオプ
テリン、グアニジノコハク酸及び尿酸等）、2）
中分子（ β2-ミクログロブリン、PTH、FGF23
及びシスタチン C等）並びに 3）血清タンパ
ク質結合性低分子（インドキシル硫酸
（ indoxyl sulfate: IS）、p-クレジル硫酸
（p-cresyl sulfate: PCS）、フランジカルボン
酸、馬尿酸及びキヌレニン酸等）の 3つのグ
ループに大別される。 

	 なかでも、血清タンパク質結合性低分子尿

毒症物質は、血清中に豊富に存在するアルブ

ミンと強固に結合することから、血液透析に

よる体外への除去は非常に難しく、透析後に

おいても依然として高い血清中濃度を示す。

最近、ヨーロッパとアジアの CKD 患者を対
象とした臨床試験より、血清中 IS 及び PCS
濃度の上昇が、1）CKDの進展（腎予後の低
下）、2）CVD 発症に伴う死亡率の増加並び
に 3）総死因死亡率の増加と有意に相関する
ことが次々と報告された。そのため、これら

IS や PCS といった尿毒症物質が腎予後に加
え、透析患者の CVD 発症リスクや長期予後
の新規予測因子として注目されるようにな

ってきた。このように、病態の予後予測因子

としてこれら尿毒症物質の位置付けは確立

されつつあるが、一方で病態進展因子として

の役割については不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では CKD-CVD に関わる尿毒症物
質として、PCSを取り上げ、それらの生体内
レドックス特性と酸化ストレスに関連した

臓器障害の分子機構について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
	 ヒト近位尿細管上皮細胞株(HK-2)、血管内
皮細胞株 (HUVEC)及びヒト平滑筋細胞株
(HASMC)を用いた。CKDラットは 5/6腎臓摘
出ラットを用いた。 
	
４．研究成果	

(1)PCS の腎近位尿細管への取り込みと
NADPH oxidaseを介した尿細管障害の分子機
構 
食物中のチロシンやフェニルアラニンに由

来し、腸内細菌によって産生される p-クレゾ
ールは、従来から積極的に研究が行われてき

た尿毒症物質の一つであった。一方、2005
年に p-クレゾールの大部分は消化管吸収さ
れる際に腸管粘膜に存在する硫酸転移酵素

により硫酸抱合を受け、循環血中においては、

硫酸抱合体の PCS として存在していること
が明らかとなった。しかしながら、ISとは異
なりその動態特性並びに尿毒素としての作

用については不明のままであった。 
PCS は IS と同じくその構造内に硫酸基を
有していることから、ISと類似した体内動態
特性や生理作用を示す可能性が推察された。

まず私達は、PCSのアルブミンに対する結合
特性ついて限外濾過法及び蛍光プローブ法

により検討した。その結果、ISと同様、PCS
は血清中で主にアルブミン分子上のサイト

Ⅱへ特異的に結合することが判明した。その

際、結合定数は PCS 及び IS ともに 105M-1

オーダーであり、同程度の結合親和性を有し

ていた。次に、私達は、PCSの腎排泄特性に
関して、尿細管上皮細胞への PCS の取り込
み機序を明らかにするために、ラット腎皮質

スライス法を用いて PCS の取り込み実験を
行った。その結果、PCSの取り込みが能動的
であること（Km=230µM）、またその取り込
みはOAT阻害剤と ISによって顕著に抑制さ
れた。このことから、PCS は、IS と同様に
OATの基質となることが強く示唆された。す
なわち、PCSの腎排泄には OATを介した尿
細管上皮細胞への取り込みが大きく寄与し



 

 

ていると考えられた。 
	 上述したように血清中 PCS 濃度は、腎予
後の予測因子となることが報告されたこと

から、私達は次に、PCSが腎障害の進展因子
として作用するという仮説を立て検証する

ことにした。まず、HK-2を用いて PCSのレ
ドックス特性について検討した結果、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。また、PCSは線維
化に関連する TGF-β1、TIMP-1及び Pro-α1 
(I) collagenのmRNA及び active TGF-β1の
タンパク質発現を増大させた。これらの作用

は、OAT の阻害剤である 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OATを介した細胞内蓄積とそ
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（Fig.1）。次に、

本細胞実験から得られた結果を in vivo で検
証するため、PCSを負荷した CKDラットで
の検討を行った。本ラットでは、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、HK-2 で観察さ
れた腎臓における Nox4 と p22phoxの発現上

昇及び NADPH oxidase 活性化に加え、
TGF-β1 の産生亢進と腎線維化が認められた。
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-β1 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し、腎

障害の進展因子となることが明らかとなっ

た。 

(2)PCS により誘発される血管障害の分子機
構 
	 心腎連関の観点からは、PCSが OATの基
質であることを考慮すると、ISと同様にOAT
を発現している血管系並びに骨芽細胞等に

おいても取り込まれ、毒素としての生理作用

を有する可能性が推察される。そこで血管内

皮細胞及び血管平滑筋細胞を用いて PCS に
よる血管障害作用について検討したところ、

腎尿細管と同様にNADPH oxidaseの活性化
を介した ROS 産生が血管障害のトリガーと
なっていることを見出し、本検討は PCS 負
荷 CKD モデルの大動脈弓を用いた検討にお
いて検証することができた（Fig.2）。 

(3)おわりに 
これまでの臨床及び基礎研究により、ISや

PCS といった血清タンパク結合性尿毒症物
質の血清中濃度の上昇は CKD の進展に加え、
その合併症である CVD発症やミネラル/骨代
謝異常に密接に関与することが明確になっ

てきた。これら 2つの尿毒症物質は腎臓、血
管、骨に発現する OAT を介して細胞内へと
取り込まれ、NADPH oxidaseの活性化を介
して細胞内 ROS 産生を亢進することで様々
な毒素としての生理作用をもたらす。従って、

今後、CKD 患者においてこれら尿毒症物質
の体内蓄積を抑制すること、加えて、NADPH 
oxidase を標的とした CKD 状態における過
剰な ROS 産生を制御する効果的な治療戦略
の開発が求められる。 
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Figure 1. Effect of p22phox/Nox4 RNAi or probenecid on the PCS-
induced active TGF-β1 protein secretion in HK-2 cells �
**P<0.01 versus w/o PCS; ##P<0.01 versus PCS (1000 µM). �
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Figure 2. Effect of PCS administration on vascular Nox4 expression, serum MCP-1 level, 
vascular OPN expression and vascular ALP activity in CKD rats: (A) Representative vascular 
Nox4 expression in the arch of aorta, (B) Image analysis of the extent and intensity of Nox4 
expression was performed, (C) Serum MCP-1 level, (D) vascular OPN expression and (E) 
ALP activity in the aortic arch samples were shown. Sham (n=6), CKD (n=10), and CKD
+PCS (n=10) rats were measured 4 weeks after PCS administration (50 mg/kg/day ip) (mean ± 
SD, *P < 0.05, **P < 0.01 versus sham, #P <0.05 versus CKD.�
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