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研究成果の概要（和文）：腎不全は、それ自身が心血管疾患の危険因子であるが、心血管疾患の危険因子である
高ホモシステイン血症を合併する。腎不全に伴う高ホモシステイン血症の成因機構を明らかにすること、腎不全
に合併する心血管疾患に高ホモシステイン血症がどのように関与するかを明らかにすることを目的に、5/6腎摘
除ラットを腎不全モデルとして用い、代謝フラックス解析及び薬理学的解析を行った。その結果、腎不全ではホ
モシステインからメチオニンへの再メチル化能が低下していることが高ホモシステイン血症の成因の一つである
ことが明らかになった。また、腎不全に高ホモシステイン血症が合併すると、血管平滑筋に及ぶ障害が惹起され
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease (CKD) and hyperhomocysteinemia are risk factors of 
cardiovascular disease individually. While the association of CKD and hyperhomocysteinemia is well 
established in clinical populations, little is known about the role of hyperhomocysteinemia in the 
development of vascular dysfunction of CKD. This study is conducted to clarify how plasma 
homocysteine (Hcy) is elevated in CKD and the effects of hyperhomocysteinemia on vascular function 
in CKD. We determined the turn over rates for Hcy production and disposal of 5/6 nephrectomized rats
 using a stable isotope technique and showed that decreased remethylation of Hcy to methionine (Met)
 was associated with hyperhomocysteinemia in CKD. Using 5/6 nephrectomized rats with 
hyperhomocysteinemia induced by Met-enriched diets, vasodilataions of thoracic aorta were 
determined. Combination of hyperhomocysteinemia and CKD resulted in impairments of both 
endothelium-dependent and endothelium-independent vasodilatations. 

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 腎不全は心血管疾患の合併頻度の高い病
態である。メチオニンの代謝物であるホモシ
ステインの血漿中濃度が基準値より高く維
持された状態（高ホモシステイン血症）は、
心血管疾患の危険因子の一つである。腎機能
低下に伴って、ホモシステインの血漿中濃度
も上昇する。したがって、腎不全に高ホモシ
ステイン血症が合併すると、相加的あるいは
相乗的に心血管疾患の発症・進展に関与して
いると考えられる。しかし、腎機能低下に伴
って、何故ホモシステインの血漿中濃度が上
昇するのか、腎不全に合併する心血管疾患に
高ホモシステイン血症がどのような機序で
関わっているのかは全く不明である。 
 
２．研究の目的 
 腎不全に伴う高ホモシステイン血症の成
因機構を明らかにすること、腎不全と高ホモ
システイン血症が合併したときに、血管系に
与える影響を明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、（１）代謝フラックス解析と（２）
血管作働薬に対する応答性の薬理学的解析
からなる。 
 
（１）代謝フラックス解析 
 本研究のストラテジーは以下の通りであ
る。 
 安定同位体標識体をトレーサーとして一
定の投与速度で持続静脈内投与したとき、ト
レーサーは内因性成分により希釈され、やが
て標識体と非標識体の総和に占める標識体
の割合、すなわちenrichmentは一定となる。
定常状態では、代謝プールにおける流入速度
と流出速度が等しく、この代謝回転速度は、
トレーサーの投与速度と enrichment 値から
算出できる。メチオニン−ホモシステイン−シ
スタチオニン代謝系は組織（細胞）内で起き
る反応であるのに対して、観測点は血漿中で
ある。そこで、血漿中の enrichment をもと
に組織中の enrichment を求める新しい方法
を考案した。 
 トレーサーとして投与する標識体には、メ
チオニンの 3、4 位及び S-メチル基に重水素
を導入した[3,3,4,4,S-メチル-2H7]メチオニ
ン（[2H7]メチオニン）及び[3,3,4,4-2H4]ホモ
システイン（[2H4]ホモシステイン）を用いる。
[2H7]メチオニンを投与すると、生体内で脱メ
チル化されて[2H4]ホモシステインが、さらに
これが再メチル化されると[3,3,4,4-2H4]メ
チオニン（[2H4]メチオニン）が生成する。[2H7]
メチオニン、[2H4]メチオニンと内因性メチオ
ニン、[2H4]ホモシステインと内因性ホモシス
テインは、質量数が異なるため、それぞれガ
スクロマトグラフー質量分析計-選択イオン
分析法（GC-MS-SIM）で区別して測定するこ
とができる。 

 [2H7]メチオニン、[2H4]メチオニン、メチオ
ニン、[2H4]ホモシステイン及びホモシステイ
ンの血漿中濃度より算出した[2H7]メチオニ
ン、[2H4]メチオニン及び[2H4]ホモシステイン
の Enrichment（それぞれ EM7、EM4、EH4）がそ
れぞれプラトーに達したときの値を用いて、
脱メチル化代謝回転速度（DM）、再メチル化
代謝回転速度経路（RM）及びイオウ転移代謝
回転速度（TS）を得る。さらに、DM を投与前
の内因性Metの血漿中濃度で除することで脱
メチル化クリアランス（CLDM）を、RM 及び TS
を投与前の内因性Hcyの血漿中濃度で除する
ことで、それぞれ再メチル化クリアランス
（CLRM）及びイオウ転移クリアランス（CLTS）
をそれぞれ算出する。 
 本研究は、慢性腎不全モデルである 5/6 腎
摘除（Nx）ラット及び偽手術（Sham）ラット
に対して、[2H7]メチオニン及び[2H4]ホモシス
テイン投与による代謝フラックス解析を施
行した。 
①Nx ラットの作出 
 6 週令ラットの左腎 2/3 を摘除した。1 週
後に右腎を全摘除した。術後 2 週あるいは 5
週飼育したラットを実験に供した。腎摘除量
は体重をもとに求め、およそ 70%腎摘除モデ
ルを作出した。 
②持続静脈内投与 
 Nx ラット及び Sham ラットに、[2H7]メチオ
ニン及び[2H4]ホモシステインをそれぞれ個
別に急速静脈内投与＋持続静脈内投与した。
このとき、投与する[2H7]メチオニンや[2H4]ホ
モシステインによって内因性メチオニン及
びホモシステインの代謝プールが変動する
ことを極力抑えるため、投与した[2H7]メチオ
ニンや[2H4]ホモシステインの血漿中濃度が
内因性メチオニン及びホモシステインの約
1/10 になるように投与量及び投与速度を設
定した。予備検討として、Nx ラット及び Sham
ラットに、[2H7]メチオニン及び[2H4]ホモシス
テインをそれぞれ個別に単回急速静脈内投
与を行い、その血漿中濃度推移から[2H7]メチ
オニン及び[2H4]ホモシステインの消失速度
を求め、投与速度設定に用いた。 
③試料調製及び GC-MS-SIM による測定 
 経時採血して得た血漿に、既知量の[13C]メ
チオニン及び[13C]ホモシスチンを内標準物
質として添加後、ジチオトレイトールによる
還元、トリクロロ酢酸による除タンパク、陽
イオン交換樹脂による精製、及び水−エタノ
ール−ピリジン溶液中クロロギ酸イソブチル
による誘導化を行い、得られた N(O,S)-イソ
ブチルオキシカルボニル エチルエステル
誘導体を GC-MS-SIM で測定した。[2H7]メチオ
ニン、[2H4]メチオニン、内因性メチオニン、
[2H4]ホモシステイン及び内因性ホモシステ
インの血漿中濃度から、EM7、EM4及び EH4を算
出した。採血時間に対して EM7、EM4及び EH4を
それぞれプロットしたグラフから、EM7、EM4

及び EH4が一定になった値を求め、DM、RM 及
び TS を算出した。さらに、CLDM、CLRM及び CLTS



を算出した。 
 
（２）血管作働薬に対する応答性の薬理学的
解析 
 Nx ラット及び Sham ラットをそれぞれ 2 群
にわけ、術後 1週目より 2% Met 強化食(Met)
あるいは基礎食(Ctl)で飼育した（計 4
群:Nx-Met; Nx-Ctl; Sham-Met; Sham-Ctl）。
経週的に、tail-cuff 法により血圧を測定し
た。特殊食での飼育開始後 5週目に、全血採
血後、胸部大動脈を摘出し、マグヌス法を用
いて、血管に作用する薬物に対する反応性を
観察した。 
  
４．研究成果 
（１）代謝フラックス解析 
 全腎の約 70％を摘除した Nx ラットの血漿
クレアチニン（2週、0.66 ± 0.13 mg/dL；5
週、0.82±0.23mg/dL）は、Sham ラット
（0.33±0.04 mg/dL）に比べて有意に高く、
また、術後の飼育期間が長くなるに従い高値
になった。一方、Nx ラットの血漿ホモシステ
インは、術後 2 週目（9.83±1.74 M）では
Sham ラット（5.60±0.43 M）に比べて有意
に高くなったものの、術後 5週（7.65±2.29 
M）では、Sham ラットに比べてわずかに高値
であった。術後の週令を重ねることにより、
血漿ホモシステインが上昇するものと期待
したが、目標とした 15 M 以上の高ホモシス
テイン血症を合併したモデルの作出はでき
なかった。 
 これらのラットにそれぞれ個別に[2H7]メ
チオニン及び[2H4]ホモシステインを急速+持
続静脈内投与した。 
 まず、Hcy の生成系、すなわち、Met の脱
メチル化反応が5/6腎摘除によってどのよう
に変動しているかを検討した。[2H4]Hcy 投与
の結果から求めた術後5週のNxラットのCLDM

（3.29±0.38 L/hr/kg）は、Sham ラット
（3.31±0.65 L/hr/kg）及び術後 2 週の Nx
ラット（3.14±0.76 L/hr/kg）とほぼ同じで
あった。S-アデノシルメチオニン（SAM）を
基質とするメチル化反応は生体のメチル化
反応のほとんどを担っている反応であるが、
SAM を合成する酵素(MAT)は肝臓で強く発現
していること、SAM を基質とするメチル基転
移酵素は様々な臓器に広く分布しているこ
と、S-アデノシルホモシステインヒドロラー
ゼは様々な臓器に局在するが、肝臓での活性
が強いことが知られている。このように、脱
メチル化経路に関わる酵素の発現や活性が
肝臓に高いことから、5/6 腎摘除による影響
を受けず、DMに差違が認められなかったと考
えられた。 
 Hcy の消失系、すなわち、Hcy の再メチル
化反応とイオウ転移反応が 5/6 腎摘除によ
ってどのように変動するかを検討した。術後
5週のNxラットのCLRM（3.48 ± 0.86 L/hr/kg）
は、Sham ラット（6.62 ± 2.01 L/hr/kg）の
およそ 1/2 で、術後 2 週の Nx ラット（4.20 

± 1.16 L/hr/kg）とほぼ同じであった。再
メチル化反応に関与する酵素であるメチオ
ニンシンターゼ(MS)とベタイン−ホモシステ
インメチルトランスフェラーゼ（BHMT）のう
ち、BHMT はヒトでは肝臓、腎臓に分布してい
るが、ラットでは肝臓に局在化している。一
方、MS はヒトおよびラットにおいて様々な臓
器に分布しているが、ラットでは腎臓に最も
高い活性がある。このことから、5/6 腎摘除
による MS の減少によって、Hcy の再メチル化
能が低下したことが示唆された。 
 術後 2 週の Nx ラットの CLTS（13.0 ± 3.5 
L/hr/kg）は Sham ラット（23.2 ± 8.7 
L/hr/kg）に比べて大きく低下したが、術後 5
週の Nx ラット（20.1 ± 4.7 L/hr/kg）では
Sham ラットに近い値までもどった。このこと
から、手術後の飼育期間を長くしたことで、
肝臓、腎臓、膵臓に分布するシスタチオニン 
-シンターゼ(CBS)及びシスタチオニン -
リアーゼ(CGL)の発現が変化し、腎実質の減
少に伴う CBS及びCGLの喪失分を補ったこと
が示唆された． 
 本研究により、腎実質の減少に伴って、再
メチル化経路が阻害されることが、ホモシス
テインの血漿中濃度上昇の一因であること
が明らかになった。しかし、5/6 腎摘除によ
って腎不全モデルを得ることはできたが、飼
育期間によらず高ホモシステイン血症を合
併したモデルとはならなかった。腎摘除量を
増やすなど、高ホモシステイン血症合併腎不
全モデルの作出法を確立することが今後の
課題である。 
 
（２）血管作働薬に対する応答性の薬理学的
解析 
 （１）の結果より、5/6 腎摘除するだけで
は高ホモシステイン血症を作出できないこ
とが明らかになった。高ホモシステイン血症
モデル作出法として、食餌に Met を混餌する
方法、ホモシスチンを混餌する方法がある。
Met 混餌の場合、高ホモシステイン血症とと
もに高メチオニン血症にもなる。ホモシスチ
ン混餌の場合、L-ホモシスチンを用いるのが
望ましいが、非常に高価であるため、一般に
は DL-ホモシスチンが用いられている。しか
し、D-ホモシスチンは非天然型アミノ酸であ
り、L-Hcy を代謝する酵素である MS、BHMT、
CBS の基質とはならない一方で、アルブミン
などの血漿タンパクとは L-Hcy 同様に、非酵
素的にジスルフィド結合する。そのため、
D-Hcy（D-ホモシスチン）は L-Hcy(L-ホモシ
スチン)とは異なった生体内挙動をとる可能
性があるが、D-Hcy（D-ホモシスチン）の生
体内挙動は全く不明である。そこで、本研究
では、Met を混餌することにした。 
 Nx ラット及び Sham ラットを 2% Met 強化食
で飼育した。経週的に血圧測定した結果、特
殊食摂取開始後 5週で、Nx-Met 群の収縮期血
圧（SBP）、拡張期血圧（DBP）ともに、Sham-Ctl
群より有意に高値を示した。また、その時点



での Hcy の血漿中濃度は、コントロール食を
摂取した 2群（Sham-Ctl 7.3±1.3 M、Nx-Ctl 
6.8±0.9 M）に比べて、Met 強化食の 2 群
（ Sham-Met 39.9±27.4 M 、 Nx-Ctl 
43.7±15.4 M）は有意に高値であった。ま
た、その値は、末期腎不全患者で認められる
高ホモシステイン血症の血漿 Hcy（約 30 M）
とほぼ同じであったことから、Met 強化食で
飼育することで、目標とした末期腎不全に近
い状態の高ホモシステイン血症モデルを作
出できたと判断した。 
 胸部大動脈を用いて、血管作働薬による血
管収縮、弛緩反応性を測定した。その結果、
Nx 群は Sham 群に比べてノルエピネフリンに
により強く収縮した。また、Nx 群は Sham 群
に比べてアセチルコリンによる弛緩性が低
下した。このことから、5/6 腎切除によって、
内皮依存的な血管弛緩性が低下しているこ
とが明らかになった。Nx-Met 群は Sham 群に
比べて有意に、また Nx-Ctl 群に比べてニト
ロプルシッドナトリウムによる血管弛緩性
が低下している結果を得た。このことから、
腎不全に高ホモシステイン血症が合併した
状態が持続すると、血管平滑筋に及ぶ血管障
害を起こすことが示唆された。 
 本研究では、Met 強化食摂取開始後 5 週に
て実験を行った。しかし、この時点で、SBP、
DBP ともに上昇し始めたことから、飼育期間
をより長くすると血管障害がより強く惹起
する可能性があった。また、Nx-Met 群では、
血管平滑筋の障害を示唆する知見が得られ
たことから、イソプレナリンなど直接、血管
平滑筋に作用する薬物を用いた検討も必要
と考えられた。これらのことから、Met 強化
食による飼育期間を延長し、再測定すること
が望ましいと判断した。 
 
 以上のように、腎機能低下に伴う高ホモシ
ステイン血症の成因を代謝フラックス法に
より、また、腎不全に高ホモシステイン血症
が合併したときに血管に与える影響をマグ
ヌス法により検討した。その結果、腎機能低
下に伴って、Hcy の再メチル化能が低下する
ことが高ホモシステイン血症の成因の一つ
であることを示唆する知見を得ることがで
きた。しかし、5/6 腎切除だけでは、末期腎
不全患者で認められるような高ホモシステ
イン血症モデルを作出できないことが明ら
かになった。これをふまえて行った薬理学的
検討では、Nxラットに Met 強化食で高ホモシ
ステイン血症を合併させると、5/6 腎切除だ
けに比べてより強く血管障害を惹起するこ
とを示唆する知見が得られた。今後、Nxラッ
トの作出法やMet強化食での飼育期間を再検
討し、腎不全に合併する血管障害に対して高
ホモシステイン血症がどのように関与する
かを明確にしていきたい。 
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