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緒 言 

 

生活習慣の悪化や加齢など、様々な要因により慢性腎臓病（chronic kidney disease：CKD）は

発症する。CKD の患者数は年々増加の一途を辿っており、日本人の CKD 患者数は約 1330 万

人と推計され、成人の約 8 人に 1 人は CKD であると言われている 1)。CKD の第一の治療目標

は、末期腎不全（end-stage renal disease：ESRD）への移行と腎代替療法の導入を回避することで

ある。さらにもう一つの重要な治療目標として、CKD の合併症の一つである心血管疾患

（cardiovascular disease：CVD）の発症を防ぐことが挙げられる。実際に、CKD 患者においては腎

機能の低下に伴って CVDの発症率は高くなることが明らかにされているため、CKD と CVDは密

接な関係を有していることが示唆される 2, 3)。また CKDなどの腎疾患に併発する CVDは、腎疾患

特有の病態を考慮する必要がある。例えば、体液貯留によるレニン-アンジオテンシン-アルドステ

ロン系の亢進や腎性貧血などが挙げられる 4, 5)。さらに、近年着目されているのは尿毒素（尿毒症

物質）である。CKD の進展に伴い、尿中への代謝産物の排泄障害により様々な尿毒素が体内に

蓄積する 6, 7)。尿毒素は、①水溶性低分子、②水溶性中分子および③血清タンパク質結合性分

子の 3つのグループに大別される 8)。なかでも③血清タンパク質結合性分子は、血清中に豊富に

存在するアルブミンと強固に結合するため、透析による排除が困難であり、血管機能など生体に

及ぼす影響が懸念されている 9)。しかしながら、尿毒素の血管機能への直接的な影響に関しては、

未だ不明点が多く残されている。 

CKDの発症原因の一つに、急性腎障害（acute kidney injury：AKI）が挙げられる 10, 11)。AKI と

は、正常腎の排泄機構を主体とする腎機能が急激に低下した状態をいい、人口 100 万人当たり

年間約 500 例程度の割合で発症している 12)。従来、AKI は「完治可能な病態」と考えられていた

が、近年は致死率が高いだけではなく、CKD および ESRD へと移行し、透析導入率が高いことも

報告されている 13, 14)。このように AKIが CKDに移行すること（AKI to CKD）は疫学的には明らか

にされており、その移行メカニズムについては国内外を問わず幾多の研究が行われているが、未

だ十分には解明されていない。現時点において、AKI to CKD のメカニズム探索に関しては、「腎

臓内に着目した研究」が幅広く行われている。例えば、AKI においてみられる近位尿細管単独の

障害は、近傍の線維芽細胞の形質転換を惹起することで線維化を促進し、さらには糸球体硬化
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や遠位尿細管障害など、広範なネフロン障害を誘発することが報告されている 15)。一方、AKI は

活性酸素種（reactive oxygen species：ROS）の過剰産生および炎症性サイトカインの産生を介して、

中枢神経系、肺、肝臓および心臓など様々な遠隔臓器において、機能障害を引き起こすことが知

られている 16-19)。特に着目すべきは心腎連関の概念、すなわち AKI 発症後は心不全や心筋梗

塞などの CVD の発症率が増大し、CVD 発症に伴う循環不全が腎機能のさらなる悪化や腎組織

障害を導く可能性が考えられる。また、CVD の発症と大血管の内皮機能低下は強い相関を示す

ことは明らかにされている 20)。しかしながら、AKI 発症後の胸部大動脈血管内皮機能の変動に関

する詳細な検討は現状皆無である。 

本研究では第一に、代表的な血清タンパク質結合型尿毒素であり、かつ CKD に伴う血管内皮

機能障害の主要な原因の一つと考えられているインドキシル硫酸（indoxyl sulfate：IS）の胸部大

動脈血管機能に及ぼす影響とその作用メカニズムに関して検討した。ISは、血管内皮および血管

平滑筋において ROSの一種であるスーパーオキシドアニオン（superoxide anion：O2
-）産生を顕著

に亢進させ、主要な血管弛緩物質である一酸化窒素（nitric oxide：NO）を不活化することで血管

反応性を低下させることが示された。次に、近年 CKD などの腎疾患において、血管内皮機能障

害マーカーと有意な相関を示すことが報告されている 21, 22)、血清タンパク質結合型尿毒素キヌレ

ニン（kynurenine：kyn）の血管機能に及ぼす影響についても検討し、kyn は IS と同様に血管内皮

および血管平滑筋においてO2
- 産生を促進させ、NOを捕捉・不活化することが示された。最後に、

虚血性 AKI 発症後において、胸部大動脈の血管内皮機能を経時的に評価した。腎虚血再灌流

処置により腎機能が顕著に低下した際の血管内皮機能は正常であった。しかしながら、その後の

経時的な腎機能の回復とは相反して、内皮機能障害は進行していることを確認した。さらに、再灌

流後一過性に増大する IS は、虚血性 AKIに伴う血管内皮機能の破綻には関与しないことも明ら

かにした。 

本論文では、IS および kyn の血管機能への直接的な影響と、その作用メカニズムに関する検

討、さらには虚血性 AKI と血管内皮機能との関連を 3編に分けて詳述する。 
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第 1編 尿毒素インドキシル硫酸のラット胸部大動脈に対する影響 

第 1章 ラット胸部大動脈に対するインドキシル硫酸急性曝露が一酸化窒素を介した血管弛緩 

反応およびスーパーオキシド産生に与える影響 

 

1. 緒言 

正常な血管内皮機能の維持は、心血管系の恒常性維持において非常に重要である。血管内

皮細胞に存在する一酸化窒素（nitric oxide：NO）合成酵素（NO synthase：NOS）により産生された

NO は、隣接する平滑筋細胞に拡散し、主に可溶性グアニル酸シクラーゼ（soluble guanylate 

cyclase：sGC）の活性化とその後の cGMP 産生を介して血管拡張作用や抗炎症作用などの生理

学的機能を発揮する 23, 24)。一方、生体中においてこの生理活性物質の生体利用能を低下させる

原因の一つに、スーパーオキシドアニオン（superoxide anion：O2
-）  に代表される活性酸素種

（reactive oxygen species：ROS）による NOの不活化が挙げられる 25)。事実、CKD（chronic kidney 

disease：CKD）患者および種々の CKD モデルラットにおいて、ROS の上昇に伴い NO の生体利

用能の低下だけではなく、血管内皮機能障害が惹起される可能性が示唆されている 26, 27)。例え

ば、CKD 患者においては、抗酸化物質の一つである ascorbic acid（i.v.）により血漿中 ROS 産生

量は抑制され、皮膚加熱に応答した血管拡張反応の低下は有意に改善されることが報告されて

いる 28)。 

これまでに実施された臨床試験において、CKD 患者では健常者と比較し、血管内皮機能の指

標の一つである血流依存性拡張反応の顕著な低下が確認されている 29)。加えて、血中インドキシ

ル硫酸（indoxyl sulfate：IS）濃度を低下させる経口球形吸着炭製剤 AST-120の 24週間に渡る服

用は、服用前と比較し、血管内皮機能を有意に改善することが明らかにされている 29)。培養細胞

を用いた検討においても、ヒト臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial cells：HUVEC）

に対する IS 曝露は、IS 濃度およびその処置時間に依存して ROS 産生を亢進させること、またこ

の ROS産生の増加に伴って NO産生量は減少することが報告されている 30, 31)。さらに ISの ROS

産生亢進のメカニズムとして、IS はダイオキシン類などの環境汚染物質が結合する受容体の一つ

アリール炭化水素受容体（aryl hydrocarbon receptor：AhR）に結合後、ROS 産生の主要な酵素の

一つである NADPH oxidaseを活性化することが明らかにされている 32)。 
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上述の通り、IS と血管内皮機能には、密接な関係があると推察できるが、IS の血管機能に対す

る直接的な影響は十分に明らかにされていない。そこで本章では、IS の血管機能に対する影響

を、IS による ROS 産生と血管機能維持において重要な役割を担う NO との関連性に着目し、検

討を行った。 

 

2. 実験方法 

2-1 実験動物 

実験動物として、8～10 週齢の Sprague-Dawley 系雄性ラットを用いた。ラットは一定の照明（明

期 12時間）、恒温（24±1℃）、恒湿（55±5%）の条件下で飼育した。 

 

2-2 大動脈リング標本の作製 

深麻酔下において、血液凝固を防ぐことを目的に heparin（1000 U/kg）を頸静脈へ投与し、その

後速やかに胸部大動脈を摘出した。摘出した大動脈から注意深く結合組織および脂肪組織を除

去し、3～5 mm のリング標本を作製した。また同時に、綿棒を用いて血管内側の表面を注意深く

擦過することにより内皮細胞除去標本も作製した。作製した大動脈リング標本は、37℃に保ったマ

グヌス管内に 1.5 gの静止張力で懸垂した。栄養液として 95% O2 -5% CO2 混合ガスを通気するこ

とにより pHを 7.3-7.6に調整した Krebs-Ringer bicarbonate緩衝液を用いた。いくつかの実験にお

いては、Krebs-Ringer bicarbonate緩衝液にヒト血清アルブミン（human serum albumin：HSA、4%）

を加え、ヒトの血中アルブミン濃度を模倣した。各種血管作動性物質による反応は、アイソメトリック

トランスデューサー（TB-612T、日本光電）を介して連続的にポリグラフ（RM 6000、日本光電）上に

記録した。 

 

2-3 大動脈リング標本における各種血管作動性物質の反応 

マグヌス管内にリング標本を懸垂後、60 分間安定化させ、その間 15 分ごとに緩衝液を交換し

た。IS 曝露の実験開始前に、phenylephrine（Phe、10-6 M）を添加して血管を収縮させた。次いで

acetylcholine（ACh、10-6 M）を添加し、Phe の収縮に対して 90%以上の弛緩反応を認めることで、

内皮細胞の存在を確認した。内皮除去標本においては、ACh（10-6 M）添加による弛緩反応を認



 5 

めず、また NO 供与体 sodium nitroprusside（SNP、10⁻6 M）が弛緩反応を示すことで血管内皮の

除去を確認した。その後、血管を洗浄し、30 分以上の安定放置を行なった。次いで、血管を IS

（250、500および 1000 μM）存在下のマグヌス管内で 1時間または 4時間処置し、その後、Pheに

より血管を前収縮させた。Phe による前収縮が安定した後、ACh（10-9 ～10-5 M）および SNP（10-9 

～10-5 M）を累積的に添加することで、血管機能を評価した。なお血管弛緩反応は各標本の Phe

による前収縮を 100%とし、前収縮に対するパーセント変化として表示した。また IS による血管機

能障害のメカニズムを調べる検討においては、IS 添加 30 分前に NADPH oxidase 阻害薬

apocynin（100 μM）、抗酸化剤 ascorbic acid（100 μM）および AhR阻害薬 CH223191（10 μM）を

それぞれ添加した。 

 

2-4 胸部大動脈における O2
-産生の測定 

大動脈における O2
- 産生は、O2

- と特異的に反応する lucigenin を用いた化学発光法により測

定した。大動脈リング標本は 2-2 項と同様の方法で準備した。大動脈リング標本を、95% O2 -5% 

CO2 混合ガスを通気した Krebs-HEPES 緩衝液（pH 7.4、37℃）が充填されたテストチューブに入

れ、IS（500 μM）および AhR刺激薬 benzo（a）pyrene（BaP、2 μM）を添加し、4時間反応させた。さ

らに阻害薬の影響を調べる実験では、2-3 項と同様に IS および BaP を添加する 30 分前に、

apocynin、ascorbic acid、CH223191 並びに非選択的 NOS 阻害薬 NG-Nitro-L-arginine methyl 

ester hydrochloride （ L-NAME、 100 μM ）を処置した。その後、ルミノメーター（Lumat 3, 

BELTHOLD TECHNOLOGIES）中にて lucigenin（5 μM）を添加し、lucigenin と O2
- の反応により

生じた光子を計測した。血管非存在下における発光をバックグラウンドとして血管存在下における

計測値から差し引いた。ルミノメーターの計測値は Relative Light Unit（RLU）として表示され、乾

燥血管重量 1 mgあたり、計測時間 1分あたりの RLUを血管からの O2
- 産生量とした。 

 

2-5 使用薬物 

ACh（Sigma-Aldrich）、ascorbic acid（富士フィルム和光純薬株式会社）、IS（Sigma-Aldrich）、L-

NAME（東京化成工業株式会社）、Phe（ナカライテスク株式会社）および SNP（Sigma-Aldrich）は

Krebs-Ringer bicarbonate 緩衝液にて溶解した。Apocynin（東京化成工業株式会社）、BaP
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（Sigma-Aldrich）および CH223191（Cayman Chemical社）は dimethyl sulfoxide（DMSO、ナカライ

テスク株式会社）を用いて溶解した。Lucigenin（ナカライテスク株式会社）は超純水にて溶解した。 

 

2-6 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2群比較の場合Studentの unpaired 

t 検定を用いた。また、3 群以上の有意差検定は多重比較検定を用いた。すなわち、一元配置分

散分析（one-way ANOVA test）を行い、有意差が認められた場合、Dunnett’s test を用いて検定を

行った。以上の検定において、P < 0.05のとき有意差ありとした。 

 

3. 実験結果 

3-1 ACh誘発血管弛緩反応に対する IS曝露の影響 

まず初めに、ラット胸部大動脈に対する ISの急性曝露が、ACh誘発内皮依存性血管弛緩反応

に影響するか否かを検討した。Figure 1a に示すように、1 時間の IS 曝露は vehicle と比較し、IS 

500 μM および 1000 μM において ACh 誘発血管弛緩反応を同程度かつ有意に減弱させた。な

お、IS 250 μMは何ら影響を及ぼさなかった。次に IS 4時間曝露を検討した結果、IS濃度依存的

かつ有意な血管弛緩反応の低下が認められた（Figure 1b）。なお、血液透析を実施している CKD

患者の血清 IS 濃度は、約 330 μM～550 μM であることが報告されている 33)。したがって、より長

時間および適切な濃度での IS曝露を行うために、IS曝露時間は 4時間、処置濃度は 500 μMを

実験条件として、これ以降の検討を行った。 

IS は血中におけるタンパク結合率が非常に高いため、マグヌス内においてより生体内を模倣す

べく、HSA存在下における ISの血管機能に及ぼす影響を検討した。その結果、Figure 1bで示し

た ISによる ACh誘発血管弛緩反応の低下は、HSA存在下では観察されなかった（Figure 2）。 
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Figure 1. Influences of IS exposure on the ACh-induced vasorelaxation response in the endothelium-intact vascular 

rings. (a) Addition of IS for 1 hour and (b) addition of IS for 4 hours. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. 

of 4-6 experiments. † P < 0.05 and ‡ P < 0.01, compared with vehicle. ACh, acetylcholine; IS, indoxyl sulfate. 

 

 

 

Figure 2. Influences of IS exposure on the ACh-induced vasorelaxation response in the presence of HSA. Each 

point and bar represent the mean ± S.E.M. of 5 experiments. † P < 0.05 and ‡ P < 0.01, compared with IS. ACh, 

acetylcholine; HSA, human serum albumin; IS, indoxyl sulfate. 

 

3-2 SNP誘発血管弛緩反応に対する IS曝露の影響 

次に、NO供与体 SNP誘発血管弛緩反応に対する IS曝露の影響について検討したところ、血

管内皮の有無に関わらず、IS曝露は SNPに対する血管反応性を有意に減弱させた（Figure 3）。 
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Figure 3. Influences of IS exposure on the SNP-induced vasorelaxation response in (a) the endothelium-intact 

vascular rings and (b) the endothelium-denuded vascular rings. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 

5-6 experiments. † P < 0.05 and ‡ P < 0.01, compared with vehicle. SNP, sodium nitroprusside; IS, indoxyl sulfate. 

 

3-3 ラット胸部大動脈に対する IS曝露が O2
- 産生に及ぼす影響 

血管内皮非除去血管を用いた検討において、IS 曝露は vehicle と比較し、顕著な O2
- 産生を

引き起こした。またその増加は、apocynin（NADPH oxidase 阻害薬）、ascorbic acid（抗酸化剤）お

よび CH223191（AhR 阻害薬）の前処置により有意に抑制された。一方、L-NAME（NOS 阻害薬）

前処置は IS誘発 O2
- 産生には何ら影響を及ぼさなかった（Figure 4a）。 

同様に、血管内皮除去血管に対する IS曝露は、血管内皮非除去血管と同程度かつ有意にO2
- 

産生を亢進させた。また IS 曝露に伴う O2
- の増加は、ascorbic acid 前処置により有意に抑制され

たが、apocynin および CH223191 前処置の影響はみられなかった。なお、AhR 刺激薬 BaP 処置

で観察された顕著な O2
- 産生の増加を、CH223191 前処置は有意ではないものの抑制傾向を示

した（Figure 4b）。 

 



 9 

 

 

Figure 4. Influences of IS exposure on the O2
- production in (a) the endothelium-intact vascular rings and (b) the 

endothelium-denuded vascular rings. Each column and bar represent the mean ± S.E.M. of 5-6 experiments. † P < 

0.05 and ‡ P < 0.01, compared with IS addition. RLU, relative light units; IS, indoxyl sulfate; O2
-, superoxide anion; 

BaP, benzo(a)pyrene; n.s., not significant. 

 

3-4 内皮非除去血管の IS曝露により生じるACh誘発血管弛緩反応低下に対する各種阻害薬の

影響 

3-1項（Figure 1b）の結果と同様に、4時間の IS（500 μM）曝露は ACh誘発血管弛緩反応を顕

著に減弱させたが、apocynin、ascorbic acid および CH223191 前処置によりその減弱は有意に抑

制された（Figure 5）。 
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Figure 5. Effects of apocynin, ascorbic acid and CH223191 on the reduction of ACh-induced vasorelaxation 

response in the endothelium-intact vascular rings by IS exposure. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. 

of 6 experiments. † P < 0.05 and ‡ P < 0.01, compared with IS. ACh, acetylcholine; IS, indoxyl sulfate. 

 

3-5 内皮除去血管の IS曝露により生じる SNP誘発血管弛緩反応低下に対する各種阻害薬の影

響 

3-2 項（Figure 3b）の結果と同様に、IS 曝露に伴い SNP に対する血管反応性は著明に低下し

たが、ascorbic acid 前処置はその低下を有意に抑制した。しかしながら、apocynin および

CH223191は何ら影響を及ぼさなかった（Figure 6）。 

 

 

 

Figure 6. Effects of apocynin, ascorbic acid and CH223191 on the reduction of SNP-induced vasorelaxation 

response in the endothelium-denuded vascular rings by IS exposure. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. 

of 6 experiments. ‡ P < 0.01, compared with IS. SNP, sodium nitroprusside; IS, indoxyl sulfate. 

 

4. 考察 

本研究にてラット胸部大動脈に対する IS 曝露は、IS の曝露時間および濃度に依存して ACh

誘発血管弛緩反応を減弱させることが明らかとなり、同様に SNP に対する反応性も IS 曝露により

低下することが示された。また、血管内皮の有無に関わらず、IS は O2
- 産生を顕著に亢進させる

ことも明らかとなった。このことから、IS により過剰に産生された O2
- が、ACh および SNP 由来の

NO を捕捉することにより、それぞれの血管弛緩薬に対する血管反応性を低下させている可能性
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が示唆された。 

HUVEC を用いた実験において、IS は細胞質に存在する AhR に結合し、AhR の核内移行を

促進することが報告されている 32)。さらに、AhR の核内移行に伴って NADPH oxidase 活性は亢

進し、これが ROS 産生増加の原因であることも明らかにされている 34)。本研究において、血管内

皮非除去血管の IS 曝露により生じる O2
- 産生の亢進は、apocynin、ascorbic acid、CH223191 前

処置によって有意に抑制された。また ACh に対する血管反応性の低下も、これら薬物の前処置

によって有意に改善された。これらのことから、IS は AhR に作用し、NADPH oxidase 活性を増強

し、O2
- 産生を亢進している可能性が考えられる。 

Matsumoto らは、ラット胸部大動脈に対する IS 曝露に伴う血管内皮機能障害には、NADPH 

oxidase 活性上昇は関与しないと報告している 35)。本研究結果との不一致の理由としては、IS の

曝露時間並びに濃度の違いが影響していると考えられる。すなわち、本研究は IS 500 μMを 4時

間処置しているのに対し、Matsumoto らは、IS 100 μMを 30分処置している。ISが結合する AhR

は核内に移行後、芳香族炭化水素受容体核内輸送体（Arnt）と二量体を形成する。AhR：ligand

（IS）：Arnt 三量体は、プロモーター配列である xenobic responsive element（XRE）に結合し、多く

の遺伝子の転写を促進する 36)。例えば、NADPH oxidaseのサブユニットの一つである p40phoxの

遺伝子もその一つであり、ISは p40phox遺伝子発現の増大と、それに伴った NADPH oxidase活

性の上昇を引き起こすことが報告されている 37)。実際に、HUVEC に IS を 20 時間処置すると、IS

の濃度依存的に AhRの核内移行が促進されること 38)、また別の報告では、IS添加による ROS産

生は ISの濃度依存的かつ経時的に増加し、この増加は apocyninにより抑制されることも確認され

ている 31)。したがって、内皮細胞における IS添加により生じる NADPH oxidase依存的な ROS産

生は、ISの処置濃度並びに曝露時間が重要であると推察される。 

IS は内皮細胞だけでなく血管平滑筋細胞においても、NADPH oxidase 活性化を介した ROS

産生を亢進させることが、培養細胞を用いた実験で明らかにされている 39)。また、血管平滑筋細

胞において IS は、AhR に作用することも示されている 40)。本研究では、血管内皮除去血管に対

する IS 曝露は、O2
- 産生を亢進し、SNP 誘発血管弛緩反応を有意に減弱させたが、apocynin お

よび CH223191はこれらの変化に何ら影響を与えなかった。一方、AhR刺激薬 BaPによる O2
- 産

生は、CH223191 により抑制された。したがって、IS は AhR-NADPH oxidase 経路とは異なるシグ
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ナル伝達を介して血管平滑筋における O2
- 産生を亢進させることが示唆される。なお、血管内皮

除去血管に対する IS の影響は ascorbic acid によって部分的に改善されることから、IS は血管平

滑筋においても O2
- 産生を増大し、この増大が NO を介した血管弛緩反応の低下に一部寄与し

ている可能性が示唆される。 

本研究結果から、IS による O2
- 産生増大は、血管内皮および血管平滑筋において異なるメカ

ニズムを介していることが明らかになったが、その要因の一つとして血管組織における AhR の発

現レベルの違いが今回の実験結果に影響している可能性も考えられる。AhR は血管内皮および

血管平滑筋いずれの細胞内にも発現しているが、血管内皮の方がその発現はより顕著であると報

告されている 41, 42)。このことから、本研究で用いた内皮除去血管の血管平滑筋における AhR の

発現レベルの低さが、既報の培養細胞の結果と一致しない理由の一つになるかもしれない。今後、

摘出血管の血管内皮および血管平滑筋それぞれにおける AhR 発現レベルについて、詳細な検

討が必要と考えられる。 

本研究では、HSA 存在下の実験において、IS 曝露による血管弛緩反応への影響を認めなか

った。一般に、健常状態の体内における IS は蛋白結合率が非常に高く、総 IS 濃度の約 10%の

みが遊離体として血中に存在することが明らかにされている 6)。一方、HUVEC 31)、ヒト肝癌由来細

胞株 43) および腎近位尿細管細胞株 44) に対する IS曝露の影響は、アルブミンの有無に関わらず

その影響が認められている。しかしながら本研究では、アルブミン存在下において、IS 曝露に伴う

ACh 誘発血管弛緩反応の低下は認められなかった。この原因として、異なる実験条件、すなわち

in vitro と ex vivo の違いが大きく影響している可能性が考えられた。また、CKD の進展に伴い血

中 IS レベルが上昇するだけではなく、糸球体障害による尿蛋白排泄量の増加に伴って、血中ア

ルブミン濃度は著明に低下する 45)。したがって、CVDが発症しやすい重度の CKD患者において

は、遊離体の ISがより増加し易い状態と考えられるため、アルブミン非存在下において IS曝露の

影響を検討した本実験の臨床的意義は大きいと考えられる。 

本章において、摘出血管に対する IS 曝露は血管内皮および血管平滑筋における O2
- 産生を

増大させ、この増大が NO依存性血管弛緩反応の減弱に大きく寄与することが示された。  
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第 1編 尿毒素インドキシル硫酸のラット胸部大動脈に対する影響 

第 2 章 ラット胸部大動脈に対するインドキシル硫酸急性曝露が可溶性グアニル酸シクラーゼお

よびアデニル酸シクラーゼを介した血管弛緩反応に与える影響 

 

1. 緒言 

前章で述べた通り、血管緊張調節において極めて重要な物質である NO は、ROS により捕捉・

不活化される 25)。また、NOの受容体として機能する sGCも ROSの影響を受けることが広く知られ

ている。sGCには、NOによって活性化される還元型 sGC、活性化されない酸化型 sGC並びにヘ

ム欠失型 sGC の 3 種類が存在する 46)。ROS が過剰に存在する状態では、タンパク質は酸化的

修飾を受けるが、当然のことながら sGC もその例外ではない。すなわち、ROS により sGC の酸化

還元状態は変化し、それに伴って sGC の NO に対する感受性も変動する。これらのことから、本

章においては NO 非依存的に sGC を直接刺激する sGC 刺激薬を用いて、IS の sGC 機能に対

する影響を検討した。また、NO/sGC経路以外の血管弛緩に対する ISの影響を検討するため、ア

デニル酸シクラーゼ（adenylate cyclase： AC）活性化薬 forskolinに対する血管反応性についても

検討を行った。 

 

2. 実験方法 

2-1 実験動物 

実験動物として、8～10 週齢の Sprague-Dawley 系雄性ラットを用いた。ラットは一定の照明（明

期 12時間）、恒温（24±1℃）、恒湿（55±5%）の条件下で飼育した。 

 

2-2 大動脈リング標本の作製 

8～10 週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットより第 1 編第 1 章 2-2 項と同様の方法にて大動脈

リング標本を作製し、実験を行った。実験条件は第 1編第 1章 2-2項と同様の条件にて行った。 

 

2-3 大動脈リング標本における各種血管作動性物質の反応 

マグヌス管内にリング標本を懸垂後、60 分間安定化させ、その間 15 分ごとに緩衝液を交換し
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た。実験開始前に、Phe（10-6 M）を添加して血管を収縮させた。次いで ACh（10-6 M）を添加し、

Pheの収縮に対して 90%以上の弛緩反応を認めることで、内皮細胞の存在を確認した。内皮除去

標本においては、ACh（10-6 M）添加による弛緩反応を認めず、また SNP（10⁻6 M）が弛緩反応を

示すことで血管内皮の除去を確認した。その後、血管を洗浄し、30 分以上の安定放置を行なった。

次いで血管を IS（500 μM）存在下のマグヌス管内において 4時間放置し、その後、Pheにより血管

を前収縮させた。Pheによる前収縮が安定したのち、sGC刺激薬 BAY 41-2272（10-10 ～10-5 M）お

よび AC 活性化薬 forskolin（10-9 ～10-5 M）を累積的に添加し、血管機能を評価した。なお血管

弛緩反応は各標本の Pheによる前収縮を 100%とし、前収縮に対するパーセント変化として表示し

た。 

 

2-5 使用薬物 

ACh（Sigma-Aldrich）、IS（Sigma-Aldrich）、Phe（ナカライテスク株式会社）および SNP（Sigma-

Aldrich）は Krebs-Ringer bicarbonate 緩衝液にて溶解した。BAY 41-2272（Sigma-Aldrich）および

forskolin（東京化成工業株式会社）は DMSO（ナカライテスク株式会社）を用いて溶解した。 

 

2-6 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、Student の unpaired t 検定を用い

た。検定において、P < 0.05のとき有意差ありとした。 

 

3. 実験結果 

3-1 BAY 41-2272誘発血管弛緩反応に対する IS曝露の影響 

IS曝露時の sGCに対する影響を、BAY 41-2272を用いて評価した。その結果、血管内皮非除

去血管および除去血管のいずれにおいても、IS 曝露は BAY41-2272 誘発血管弛緩反応に対し

て何ら影響を与えなかった（Figure 7）。 
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Figure 7. Influences of IS exposure on the BAY-41-2272-induced vasorelaxation response in (a) the endothelium-

intact vascular rings and (b) the endothelium-denuded vascular rings. Each point and bar represent the mean ± 

S.E.M. of 6 experiments. IS, indoxyl sulfate. 

 

3-2 forskolin誘発血管弛緩反応に対する IS曝露の影響 

AC 経路は NO/sGC 経路と同様に、血管弛緩反応を引き起こす重要なシグナル伝達経路であ

るため、IS 曝露が AC 活性化に伴う血管弛緩に及ぼす影響について検討した。内皮非除去血管

を用いた検討では、IS 曝露により forskolin に対する血管反応性は統計学的に有意ではないもの

の、わずかに低下傾向を示した（Figure 8a）。一方、内皮除去血管においては、IS 曝露の影響は

認められなかった（Figure 8b）。 

 

 

 

Figure 8. Influences of IS exposure on the forskolin-induced vasorelaxation response in (a) the endothelium-intact 

vascular rings and (b) the endothelium-denuded vascular rings. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 

6 experiments. IS, indoxyl sulfate. 
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4. 考察 

第一章において、摘出血管に対する IS 曝露は血管内皮および血管平滑筋における O2
- 産生

を増大させることを明らかにした。また、CKD 患者や CKD モデル動物の血管組織では、過剰に

ROS が産生されており、IS がこの産生亢進の要因の一つであることは多数報告されている 29, 47)。

しかしながらこれまでの研究において、IS による過剰な ROS 産生が、sGC の酸化還元状態にい

かなる影響を及ぼすかについて検討した報告は皆無である。そこで本研究では、胸部大動脈に

対する IS 曝露が sGC 機能（sGC の酸化還元状態）に与える影響を検討した。その結果、血管内

皮の有無に関わらず、IS は BAY 41-2272 誘発血管弛緩反応に何ら影響を及ぼさなかったことか

ら、sGC 機能を変化させないと考えられる。また第 1 章で使用した NO 供与体 SNP は、薬物から

放出された NO が還元型 sGC を刺激し cGMP を産生するが、本章で使用した BAY 41-2272 は

NO非依存的に還元型 sGC を直接刺激する。IS 曝露によって、前者の反応性は著明に低下した

が、後者の反応性に大きな影響がみられていないことから、IS は sGC より上流に対し影響を及ぼ

す可能性が高い。つまり本章で紹介した結果は、第 1 章で詳述した、「IS は ROS 産生を介して、

NO を捕捉し、血管弛緩反応の低下を引き起こす」という結論を強く支持する結果であると考えら

れる。 

次に NO/sGC 経路以外の血管弛緩メカニズムに対する IS 曝露の影響を検討するために、AC

を直接活性化する forskolin を用いて、AC 経路への影響を検討した 48)。その結果、内皮非除去

血管に対する IS曝露は、forskolin誘発血管弛緩反応をわずかに減弱させた。一方、内皮除去血

管においては IS の影響はみられなかった。forskolin の AC 活性化作用に伴う血管弛緩反応は、

主に 2 つのメカニズムにより引き起こされる。1 つは血管内皮における AC 活性化に次ぐ内皮型

NOS 活性亢進に伴う内皮依存的かつ NO 誘導性の血管弛緩であり、他方は血管平滑筋におけ

る AC活性化による cAMP レベルの上昇を介した血管弛緩反応である 49)。したがって、本実験で

みられた内皮非除去血管における弛緩反応の減弱は、IS 曝露により産生された O2
- が forskolin

刺激により生じる内皮由来の NO を捕捉・不活化したことに一部起因する可能性が考えられる。ま

た、内皮除去血管を用いた結果より、IS 曝露は血管平滑筋の AC 経路を介した血管弛緩反応に

は影響を及ぼさないことが示された。 

以上のことから、IS曝露は、平滑筋における sGC機能や AC経路には何ら関与しないことが明
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らかとなった。 
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小括 

 

1. ラット胸部大動脈に対する IS曝露は、血管内皮および血管平滑筋における O2
- 産生を増大

させ、この増大が AChおよび SNPによる NO依存性血管弛緩反応の減弱に大きく寄与する

ことが示された。 

 

2. IS曝露によるO2
- 産生増大のメカニズムの一つとして、血管内皮のAhR刺激に伴うNADPH 

oxidase活性亢進が密接に関与する可能性が示唆された。 

 

3. IS曝露は、平滑筋における sGC機能やAC経路に影響を及ぼさないことが明らかとなった。  
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第 2編 尿毒素キヌレニンのラット胸部大動脈に対する影響 

第 1章 ラット胸部大動脈に対するキヌレニン急性曝露が一酸化窒素を介した血管弛緩反応およ 

びスーパーオキシド産生に与える影響 

 

1. 緒言 

トリプトファン由来の代謝物は、典型的な尿毒素として作用する。トリプトファンは食事に含まれ

る必須アミノ酸の一つであり、主にセロトニン経路、インドール経路、キヌレニン（kynurenine：kyn）

経路により代謝され、特に kyn 経路にて代謝される割合は 95%を占めると言われている 50)。kyn

経路では、律速酵素であるインドールアミン酸素添加酵素（indoleamine 2,3-dioxygenase：IDO）が

トリプトファンと反応して N-formylkynurenine を生成し、さらに formidase と反応して kyn が生成さ

れる。IDO は体内に広く分布しており、感染や炎症により強く誘導され、トリプトファン代謝を顕著

に亢進させる 51-54)。またCKD患者においては、IDO活性の上昇が認められており 55, 56)、血中 kyn

濃度と CKD の病態進展の程度は正の相関があることも報告されている 57, 58)。一方、kyn は尿中

への排泄あるいは kynureninase によって分解されることで血中濃度の上昇が抑制されているが、

CKD患者においては kynureninaseの活性低下を伴うことが確認されている 57)。したがって、CKD

では kyn の尿中排泄低下と分解阻害の 2 つの要因により、kyn の体内蓄積が生じる可能性が十

分に考えられる。 

ESRD 患者の血漿中 kyn レベルと内皮機能障害マーカーである soluble intercellular adhesion 

molecule（sICAM-1）や von Willebrand factor（vWF）は正の相関を示すことから、kyn が血管系に

対し毒性を示すことが示唆されている 59, 60)。また kynは AhRに作用すること 61)、さらには ROS産

生を亢進することも報告されているが 62)、胸部大動脈における kyn の血管機能および ROS 産生

に及ぼす直接的な影響については不明な点が数多く残されている。さらに kyn の病態生理学的

役割に関しては、培養細胞を用いた検討により得られた知見が主体であることから、kyn の血管組

織に対する影響を検討することは、血管生理学の観点からも非常に重要であると考えられる。これ

らのことから本研究では、第 1編と同様に、大血管の主要な血管弛緩メカニズムであるNO/sGC経

路および AC経路に対する kynの影響について検討した。 
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2. 方法 

2-1 実験動物 

実験動物として、8～10 週齢の Sprague-Dawley 系雄性ラットを用いた。ラットは一定の照明（明

期 12時間）、恒温（24±1℃）、恒湿（55±5%）の条件下で飼育した。 

 

2-2 大動脈リング標本の作製 

8～10 週齢の Sprague-Dawley 系雄性ラットより第 1 編第 1 章 2-2 項に記述した方法に準じて

大動脈リング標本を作製し、実験は第 1編第 1章 2-2項と同様の条件にて行った。 

 

2-3 大動脈リング標本における各種血管作動性物質の反応 

マグヌス管内にリング標本を懸垂後、60 分間安定化させ、その間 15 分ごとに緩衝液を交換し

た。Kyn 曝露の実験開始前に、Phe（10-6 M）を添加して血管を収縮させた。次いで ACh（10-6 M）

を添加し、Phe の収縮に対して 80%以上の弛緩反応を認めることで、内皮細胞の存在を確認した。

内皮除去標本においては、ACh（10-6 M）添加による弛緩反応を認めず、また SNP（10⁻6 M）が弛

緩反応を示すことで血管内皮の除去を確認した。その後、血管を洗浄し、30 分以上の安定放置

を行なった。次いで、kyn（10、100 および 500 μM）をマグヌス管内に添加し、30 分または 2 時間

放置した。その後、Phe により血管を前収縮させた。Phe による前収縮が安定した後、ACh（10-9 ～

10-5 M）、SNP（10-9 ～10-5 M）、sGC 刺激薬 BAY 41-2272（10-10 ～10-5 M）および AC 活性化薬

forskolin（10-9 ～10-5 M）を累積的に添加し、血管機能を評価した。なお、血管弛緩反応は各標本

の Phe による前収縮を 100%とし、前収縮に対するパーセント変化として表示した。また、kyn によ

る血管機能障害のメカニズムを調べる検討においては、kyn添加 30分前に apocynin（100 μM）、

ascorbic acid（100 μM）および CH223191（10 μM）をそれぞれ添加した。 

 

2-4 胸部大動脈における O2
- 産生量の測定 

大動脈における O2
- 産生は O2

- と特異的に反応する lucigenin を用いた化学発光法により測定

した。なお実験手順は第 1編第 1章 2-4項と同様である。すなわち、大動脈リング標本を、95% O2 

-5% CO2混合ガスを通気した Krebs-HEPES緩衝液（pH 7.4、37℃）が充填されたテストチューブに
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入れ、kyn 100 μMを緩衝液中に添加し 2時間放置した。さらに阻害薬の影響を調べる実験では、

kyn を添加する 30 分前に、2-3 項と同様の阻害薬を処置した。その後、ルミノメーター（Lumat 3, 

BELTHOLD TECHNOLOGIES）中にて lucigenin（5 μM）を添加し、lucigenin と O2
- の反応により

生じた光子を計測した。血管非存在下における発光をバックグラウンドとして血管存在下における

計測値から差し引いた。ルミノメーターの計測値は RLU として表示され、乾燥血管重量 1 mgあた

り、計測時間 1分あたりの RLUを血管からの O2
- 産生量とした。 

 

2-5 使用薬物 

ACh（Sigma-Aldrich）、ascorbic acid（富士フィルム和光純薬株式会社）、kyn（東京化成工業株

式会社）、Phe（ナカライテスク株式会社）および SNP（Sigma-Aldrich）は Krebs-Ringer bicarbonate

緩衝液にて溶解した。Apocynin（東京化成工業株式会社）、BAY 41-2272（Sigma-Aldrich）、

CH223191（Cayman Chemical 社）および forskolin（東京化成工業株式会社）は DMSO（ナカライ

テスク株式会社）を用いて溶解した。Lucigenin（ナカライテスク株式会社）は超純水にて溶解した。 

 

2-6 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2群比較の場合Studentの unpaired 

t 検定を用いた。また、3 群以上の有意差検定は多重比較検定を用いた。すなわち、一元配置分

散分析（one-way ANOVA test）を行い、有意差が認められた場合、Dunnett’s test を用いて検定を

行った。以上の検定において、P < 0.05のとき有意差ありとした。 

 

3. 実験結果 

3-1 ACh誘発血管弛緩反応に対する kyn曝露の影響 

30 分間の kyn 曝露は、kyn の濃度依存的に ACh に対する血管反応性を減弱させた（Figure 

9a）。また、2 時間の kyn 曝露においても濃度依存的な ACh 誘発血管弛緩反応の低下が観察さ

れ、その作用は曝露時間 30 分と比較してより強いものであった（Figure 9b）。これらの結果に基づ

き、これ以降の検討においては、kyn 100 μM、2時間曝露を実験条件として設定した。 
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Figure 9. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-intact aorta on vasorelaxant response to ACh.  

Incubation with kyn for (a) 30 min and (b) 2 h. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 6-8 experiments. 

* P < 0.05 and ** P < 0.01, compared with vehicle. ACh, acetylcholine; kyn, kynurenine. 

 

3-2 内皮非除去血管に対する kyn曝露が O2
- 産生に及ぼす影響 

ラット胸部大動脈における O2
- 産生は、kyn 曝露により顕著に増加した。またその増加は、

ascorbic acidおよび CH223191の前処置によって有意に抑制されたが、apocyninは何ら影響を及

ぼさなかった。なお、kyn非曝露時における各薬物の単独処置は、大動脈の O2
- 産生に対して影

響を与えなかった（Figure 10）。 

 

 

 

Figure 10. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-intact aorta on O2
- production. Each column and 
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bar represent the mean ± S.E.M. of 5-6 experiments. ** P < 0.01, compared with vehicle and ‡ P < 0.01, compared 

with kyn. RLU, relative light units; O2
-, superoxide anion; kyn, kynurenine. 

 

3-3 内皮非除去血管の kyn 曝露により生じる ACh 誘発血管弛緩反応低下に対する各種阻害薬

の影響 

Figure 11に示すように、kyn曝露により生じる ACh誘発血管弛緩反応の減弱は、ascorbic acid

前処置により顕著に改善された。また、CH223191 前処置は、統計学的に有意ではないものの、

改善傾向を示したが、apocynin前処置は何ら影響を及ぼさなかった。 

 

 

 

Figure 11. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-intact aorta on vasorelaxant response to ACh in 

the presence of ascorbic acid, CH223191 and apocynin. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 5-8 

experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01, compared with kyn. ACh, acetylcholine; kyn, kynurenine. 

 

3-4 SNP誘発血管弛緩反応に対する kyn曝露の影響 

Kyn の血管平滑筋に対する影響を評価するために、内皮非依存性かつ NO 誘発血管弛緩に

対する影響を検討した。内皮除去血管に対する kyn 曝露は、SNP による血管弛緩反応を有意に

減弱させた（Figure 12）。 
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Figure 12. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-denuded aorta on vasorelaxant response to SNP. 

Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 6 experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01, compared with vehicle. 

SNP, sodium nitroprusside; kyn, kynurenine. 

 

3-5 内皮除去血管に対する kyn曝露が O2
- 産生に及ぼす影響 

内皮除去血管における O2
- 産生量は、kyn 曝露により有意に増加したが、この増加は ascorbic 

acid前処置によってのみ有意に抑制され、apocyninおよび CH223191は何ら影響を及ぼさなかっ

た（Figure 13）。 
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Figure 13. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-denuded aorta on O2
- production. Each column 

and bar represent the mean ± S.E.M. of 6 experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01, compared with kyn. RLU, relative 

light units; O2
-, superoxide anion; kyn, kynurenine. 

 

3-6 内皮除去血管の kyn 曝露により生じる SNP 誘発血管弛緩反応低下に対する各種阻害薬の

影響 

Kyn 曝露により生じる SNP 誘発血管弛緩反応の低下に対する各薬物の影響について検討し

たところ、ascorbic acid 前処置は kyn 曝露後の SNP に対する血管反応性の低下を有意に改善し

た。しかしながら、apocyninおよび CH223191の前処置には改善効果が認められなかった（Figure 

14）。 

 

 

 

Figure 14. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-denuded aorta on vasorelaxant response to SNP 

in the presence of ascorbic acid, CH223191 and apocynin. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 5-6 

experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01, compared with kyn. SNP, sodium nitroprusside; kyn, kynurenine. 

 

3-7 BAY 41-2272および forskolin誘発血管弛緩反応に対する kyn曝露の影響 

sGC 刺激薬 BAY 41-2272 および AC 活性化薬 forskolin を用いて、内皮除去血管における

sGC 経路あるいは AC 経路を介した血管弛緩反応に対する kyn 曝露の影響について検討した。



 26 

その結果、いずれの血管弛緩薬による反応においても、vehicle と比較して kyn 曝露による明らか

な影響は認められなかった（Figure 15、16）。 

 

 

Figure 15. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-denuded aorta on vasorelaxant response to BAY 

41-2272. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 8 experiments. kyn, kynurenine. 

 

 

 

Figure 16. Influences of acute exposure to kyn in the endothelium-denuded aorta on vasorelaxant response to 

forskolin. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. of 7-8 experiments. kyn, kynurenine. 
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4. 考察 

酸化ストレスマーカーの一種である Cu/Zn superoxide dismutase は、血漿 kyn レベルと正の相

関を示すことが報告されている 63)。そこで本研究では、内皮非除去血管に対して kyn 曝露を行い、

O2
- 産生量を測定した。その結果、胸部大動脈におけるO2

- 産生は kyn曝露により増大し、この増

大は ascorbic acid 前処置によって有意に抑制されるとともに、kyn 曝露による ACh に対する血管

反応性の低下も顕著に改善された。したがって、kyn 曝露により生じる ACh 誘発血管弛緩反応の

低下は、O2
- の過剰産生に起因していることが示された。 

natural killer（NK）細胞を用いた実験において、kyn は ROS 産生を著明に亢進させ、NK 細胞

のアポトーシスを誘導することが見出されている 62)。また同時に、apocynin 処置による ROS 産生

の低下に伴い、アポトーシスが抑制されたことも明らかにされている 62)。さらに、細胞質受容体であ

る AhRの活性化は NADPH oxidaseの活性化に密接に関与しており 37)、kynは AhRのリガンドで

あることも報告されている 61)。そこで次に、内皮非除去血管における O2
- 産生の増加が、AhR と

NADPH oxidase の活性化亢進に基づくか否かについて検討した。その結果、CH223191 の前処

置は、kyn誘発O2
- 産生の増加を有意に抑制し、AChに対する血管反応性も改善傾向を示した。

すなわち、内皮非除去血管においては kyn が AhR に結合し、O2
- 産生を促進している可能性が

示唆された。一方、apocynin の前処置は kyn曝露による O2
- 産生と AChに対する血管反応性低

下に対して明らかな影響を及ぼさなかったことから、kyn 曝露による O2
- 産生増大には NADPH 

oxidase 活性化を伴わないことが推察される。なお、本実験で用いた apocynin の処置濃度および

処置時間は、NADPH oxidaseを阻害するには十分であることが既報により明らかにされている 64)。

また血管内皮細胞を AhR 刺激薬で処置した実験結果から、AhR 活性化による ROS 産生のメカ

ニズムには、CYP1A1 の活性化が一部関与していることが報告されており 65)、肝組織内の kyn レ

ベルが上昇した急性肝障害モデルマウスにおいても、肝組織における CYP1A1 mRNA発現量の

顕著な増加が確認されている 66)。さらに、HepG2 細胞に対する kyn処置は、CYP1A1タンパク発

現を増加させ、CH223191 によりその増加が消失することも示されている 67)。これらのことから、本

研究でみられた kyn 曝露による O2
- 産生の増大にも AhR を介した CYP1A1 活性化が関与する

可能性は否定できず、詳細なメカニズムについては今後さらなる検討が必要と考えられる。 

次に kyn曝露の血管平滑筋に対する影響に関して内皮除去血管を用いて検討したところ、kyn
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は SNP による血管弛緩反応を有意に低下させた。また、kyn の O2
- 産生増大作用は内皮除去血

管においても観察された。このことから、kyn は血管平滑筋においても O2
- の過剰な産生を引き起

こし、NOを介した血管弛緩反応を減弱させることが明らかとなった。ヒト大動脈血管平滑筋初代細

胞を用いた in vitro 試験において、kyn は濃度依存的に AhR 活性を上昇させ、この上昇は

CH223191 前処置により抑制されることが明らかにされている 61)。そこで、本研究においても内皮

除去血管に対する CH223191の影響を評価したが、kyn曝露による O2
- 産生並びに SNPに対す

る血管反応性低下に明らかな変化は認められなかった。したがって、血管平滑筋に発現するAhR

は、kyn 曝露後の O2
- 産生には関与しないことが示唆される。また骨格筋を使用した実験におい

て、kyn は AhR の活性化とは無関係に ROS 産生を促進することが確認されており、血管平滑筋

においても同様の経路を介する可能性は考えられる 68)。 

Kyn 曝露は ACh や SNP の NO 誘導性血管弛緩反応を有意に低下させたため、次に sGC 機

能に対する kyn曝露の影響を検討した。その結果、kyn曝露は BAY 41-2272誘発血管弛緩反応

に対して何ら影響を及ぼさなかった。したがって、kyn 曝露によって生じた O2
- は、sGC の酸化還

元状態に影響を与えることなく、主に NO を捕捉することで血管弛緩反応の低下に寄与していると

考えられる。 

さらに NO/sGC経路以外の血管弛緩反応に対する kynの影響について検討したところ、kyn曝

露は内皮除去血管における forskolin 誘発血管弛緩反応に何ら影響を及ぼさなかった。このこと

から、kynは、AC経路を介した血管弛緩反応には影響を与えないことも明らかとなった。 
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第 3編 虚血性急性腎障害に伴う血管内皮機能障害に対するインドキシル硫酸の寄与 

第 1章 腎虚血再灌流後の腎機能および血管内皮機能の経時的変化に関する検討 

 

1. 緒言 

腎虚血再灌流は急性腎障害（acute kidney injury：AKI）の原因の一つであり、入院患者におい

ては高い罹患率と死亡率を示している 69)。加えて、CKD への移行率も高いことから、AKI から

CKDへの移行メカニズムに関する研究は幅広く行われている 70, 71)。しかしながらこれまでのところ、

その詳細なメカニズムは十分に解明されておらず、現段階において有効な予防手段は確立され

ていない。 

血管内皮機能の低下は、腎障害および心血管疾患（cardiovascular disease：CVD）の発症に繋

がることは周知の事実である 72)。またこれとは逆に、血管内皮機能障害は AKI によって引き起こ

されることも知られている 73, 74)。AKIは ROSの過剰産生を伴うことが報告されており 75)、この ROS

産生の増大に伴う NO や内皮由来過分極因子などの内皮由来弛緩因子の不活性化と減少が原

因となって、血管内皮機能障害を引き起こすと考えられている 76)。中でも注目すべきは、AKIに伴

う血管内皮機能障害は、原発巣（すなわち腎臓）だけではなく 73)、遠隔部位においても惹起され

74)、多臓器障害への連鎖を生じさせると考えられている。このことから、AKI 発症後の血管内皮機

能障害が、その後の CKD への進行に寄与している可能性は極めて高い。しかしながら、AKI 発

症後における血管内皮機能の経時的変化に関しては、未解明のままである。 

本章では、虚血性 AKI モデルラットを作製し、腎障害発症後の腎機能並びに血管内皮機能の

推移について検討した。 

 

2. 方法 

2-1 実験動物 

実験動物として、8週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットを用いた。ラットは一定の照明（明期 12

時間）、恒温（24±1℃）、恒湿（55±5%）の条件下で飼育した。 

 

2-2 虚血性急性腎障害モデルラットの作製 
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麻酔下のラットの右側腹部切開を施し、右腎を露出させて右腎動静脈並びに輸尿管を結紮し

た。次いで、右腎を摘出し、切開部を縫合した。2 週間後、麻酔下において左側腹部切開を施し

て左腎を露出し、腎動静脈周囲の脂肪を注意深く除去した。次いで、非外傷性クリップを用いて

左腎動静脈の血流を遮断し、腎臓を阻血状態にした。45 分後にクリップを除去し、血流を再開さ

せた。その後、腎臓を腹腔内に戻し切開部を縫合した。なお、腎虚血再灌流処置を除く同様の操

作を行ったものを sham ラットとして比較対照に用いた。 

全てのラットは再灌流 1、7 および 28 日後に代謝ケージに入れ、5 時間の採尿を行った。採尿

後、麻酔下において、heparin（1000 U/kg、i.v.）を頸静脈へ投与し、腹部大動脈から採血を行った。

採取した血液および尿を用いて、腎機能パラメーターの測定を行った。また、胸部大動脈を摘出

し大動脈リング標本を作製し、血管機能を評価するとともに、ROS 産生量を測定した。なお、再灌

流 7 および 28 日後に血管機能を測定したラットにおいては、再灌流後 1 日目に頸静脈から採血

を行い、腎機能の低下を確認することで、AKI の発症を確認した。また、sham 群においても同様

の操作を行った（Figure 17）。 

 

 

 

Figure 17. Schematic diagram depicting the experimental protocols. AKI, acute kidney injury. 

 

2-3 腎機能パラメーターの測定 

血漿クレアチニン（plasma creatinine：Pcr）、尿中クレアチニン（urine creatinine：Ucr）は Jaffe’s法
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により測定した。血漿および 11 倍希釈尿に、除タンパク試薬を加え沈澱させた後、上清を分離し

た。この上清に NaOH およびピクリン酸を加え、27.5℃の水浴中で 20 分間放置した。生じた橙赤

色縮合物の吸光度を 520 nmの波長で測定した。標準液から得られた検量線より、Pcrおよび Ucr

をそれぞれ求め、これらと尿量および体重よりクレアチニンクリアランス（creatinine clearance：Ccr）

を算出した。 

 

2-4 大動脈リング標本の作製および各種血管作動性物質の反応 

大動脈リング標本の作製は、第 1 編第 1 章 2-2 項に記述した方法に準じて行った。マグヌス管

内にリング標本を懸垂後、60 分間安定化させ、その間 15 分ごとに緩衝液を交換した。すべての

大動脈リング標本は Phe（10-6 M）による前収縮が安定した後、ACh（10-9 ～10-5 M）および SNP

（10-9 ～10-5 M）を累積的に添加することで、血管機能を評価した。なお、血管弛緩反応は各標本

の Pheによる前収縮を 100%とし、前収縮に対するパーセント変化として表示した。 

 

2-5 胸部大動脈における O2
- 産生量の測定 

再灌流 28 日後の胸部大動脈中 O2
- 産生量は、O2

- と特異的に反応する lucigenin を用いた化

学発光法により測定した。大動脈リング標本は第 1 編第 1 章 2-2 項と同様の方法で準備し、第 1

編第 1章 2-4項と同様の方法で O2
- 産生量を測定した。 

 

2-6 使用薬物 

ACh（Sigma-Aldrich）、Phe（ナカライテスク株式会社）および SNP（Sigma-Aldrich）は Krebs-

Ringer bicarbonate 緩衝液にて溶解した。Lucigenin（ナカライテスク株式会社）は超純水にて溶解

した。 

 

2-7 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2群比較の場合Studentの unpaired 

t 検定を用いた。また、3 群以上の有意差検定は多重比較検定を用いた。すなわち、一元配置分

散分析（one-way ANOVA test）を行い、有意差が認められた場合、Dunnett’s test を用いて検定を
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行った。以上の検定において、P < 0.05のとき有意差ありとした。 

 

3. 実験結果 

3-1 虚血再灌流後の腎機能推移 

虚血再灌流処置により、再灌流 1日後に Pcrの有意な増加（Figure 18a）と、Ccrの低下（Figure 

18b）がみられ、腎機能の悪化を認めた。その後、腎機能の低下は経時的に改善し、再灌流 28 日

後においては sham群と同程度まで回復した。 

 

 

 

Figure 18. Changes in renal function (a: plasma creatinine, b: creatinine clearance) after renal ischemia/reperfusion. 

Each point and bar represent the mean ± S.E.M. Sham-1 day, n=5; sham-7 day, n=5; sham-28 day, n=6; AKI-1 day, n=8; 

AKI-7 day, n=10; AKI-28 day, n=8. **P<0.01, compared with sham. AKI, acute kidney injury. 

 

3-2 再灌流 1、7および 28日後の胸部大動脈の AChに対する血管反応性 

Figure 19aに示すように、再灌流 1日後の胸部大動脈のAChに対する血管反応性は、sham群

と AKI 群の 2 群間において、大きな差はみられなかった。一方、再灌流 7 および 28 日後では、

AKI群の ACh に対する血管反応性は sham 群と比較し有意に低下した（Figure 19b、19c）。特に

再灌流 28日後においては、より顕著な血管反応性の減弱が観察された。 
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Figure 19. Vascular reactivity to ACh in the thoracic aorta (a) 1 day, (b) 7 days, and (c) 28 days after reperfusion. Each 

point and bar represent the mean ± S.E.M. Sham-1 day, n=5; sham-7 day, n=5; sham-28 day, n=6; AKI-1 day, n=8; AKI-

7 day, n=10; AKI-28 day, n=8. *P<0.05 and **P<0.01, compared with sham. AKI, acute kidney injury. 

 

3-3 再灌流 28日後の胸部大動脈の SNPに対する血管反応性 

再灌流 28 日後の内皮非依存性血管弛緩反応に関して SNP を用いて評価したところ、虚血再

灌流処置は SNPに対する血管反応性を有意に低下させた（Figure 20）。 
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Figure 20. Vascular reactivity to SNP in the thoracic aorta 28 days after reperfusion. Each point and bar represent the 

mean ± S.E.M. Sham, n=6; AKI, n=8. **P<0.01, compared with sham. AKI, acute kidney injury. 

 

3-4 再灌流 28日後の胸部大動脈における O2
- 産生量 

再灌流 28 日後の血管組織中 O2
- 産生量を測定したところ、sham 群と比較し AKI 群において

は、明らかな O2
- 産生の増加が認められた（Figure 21）。 
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Figure 21. O2
- production in the thoracic aorta 28 days after reperfusion. Each column and bar represent the mean ± 

S.E.M. Sham, n=6; AKI, n=8. **P<0.01, compared with sham. AKI, acute kidney injury; RLU, relative light units; O2
-, 

superoxide anion. 

 

4. 考察 

AKI は、一時的あるいは長期的な尿毒素の蓄積、電解質の不均衡、過剰な体液貯留などをも

たらし、その結果腎臓だけでなく脳、肺、心臓および肝臓などとの異常な臓器間コミュニケーション

による遠隔臓器障害を引き起こすことが広く知られている 16-19)。特に、腎臓と心臓のクロストークは、

心腎連関として注目されており、数多くの研究が行われている。心腎連関の一例として、AKI発症

後に心不全や心筋梗塞などの CVD の発症率が増大することは、疫学研究によって示されている

77)。さらに、腎障害に併発する血管内皮機能障害は、アルブミン尿や腎障害進展の危険因子であ

ると同時に、CVD の発症および進展に関与する 78)。そこで本研究では、AKI 発症後において、

大血管である胸部大動脈血管内皮機能を経時的に評価した。 

本章で得られた知見のうち最も重要なことは、虚血再灌流処置により腎機能が顕著に低下した

時点においては胸部大動脈の血管内皮機能が正常ではあるものの、その後の腎機能の回復とは

相反して内皮機能障害は進行していたことである。一般的に、虚血性 AKI モデルにおける腎機

能の変化は、再灌流直後に著明に悪化し、その後時間の経過とともに回復することが明らかにさ

れている 79)。本研究における虚血性 AKI モデルラットも、同様の腎機能推移を示した。また AKI

と血管機能障害の関係については、腎動脈および腎臓から遠位の血管において多数報告されて

いる。例えば、AKI 発症後の腎動脈は、レニン-アンジオテンシン-アルドステロン系の亢進による

ROS の過剰生成と、それに引き続く NO の不活化、加えてアデノシン、エンドセリン、プロスタグラ

ンジンによる過剰な血管収縮が引き起こされることが確認されている 80)。さらに、60 分間の両側腎

虚血を行ったラットの腎弓状動脈は、再灌流 1 時間後の時点において、ACh に対する血管反応

性が著しく低下することも明らかにされている 81)。今回評価した腎臓から遠位の血管である胸部大

動脈に関しては、腎虚血 60 分処置（本研究は 45 分）を行った虚血性 AKI モデルにおいて、再

灌流後 5日目に AChに対する反応性は有意に低下し、SNP誘発血管弛緩反応もわずかに減弱

することが報告されている 82)。これらのことから、AKI の原発部位である腎臓では、再灌流後早期

に血管内皮機能障害が発生し、一方遠隔の血管である胸部大動脈においては、原発部位より発
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症時期は遅れるが、同様に血管内皮機能障害が発生する可能性が極めて高いと考えられる。 

O2
- などの ROSは、疾患の発症や進行に密接に関与している 83)。腎虚血再灌流後の O2

- の過

剰産生は、腎臓だけではなく、遠隔の血管においても生じることが報告されている。その一例とし

て、AKI 発症 5 週間後の時点において、薄筋動脈では O2
- 産生の過剰な増大が確認され、その

増大は apocynin 投与により正常化される 84)。これは、AKI 発症後、腎機能が回復しているにもか

かわらず、腎臓から遠隔の血管において O2
- 産生が増加した本研究結果を強く支持するものであ

る。よって、AKI 後に生じる遠隔血管の血管内皮機能の破綻には、その血管組織における過剰な

O2
- 産生が関与していると考えられる。本研究においては、ACh に対する血管反応性の低下のみ

ならず、再灌流 28 日後において SNP 誘発血管弛緩反応の減弱が観察された。すなわち、胸部

大動脈において過剰に産生された O2
- が、AChおよび SNP由来の NOを捕捉することにより、そ

れぞれの血管弛緩薬に対する血管反応性を低下させている可能性が示唆された。 

本研究の第 1 編では、ラット胸部大動脈に対する IS の急性曝露は、NO を介する血管弛緩反

応を顕著に障害することを明らかにした。また、本実験で使用した虚血性 AKIモデルラットにおい

ては、腎機能の低下に伴って血中 IS 濃度が上昇することも既に報じられている 85)。このことから、

第 2章では、虚血性AKIに伴う血管内皮機能の低下における ISの関与について検討を加えた。  
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第 3編 虚血性急性腎障害に伴う血管内皮機能障害に対するインドキシル硫酸の寄与 

第 2章 腎虚血再灌流に伴う血管内皮機能障害に対する再灌流直後の球形吸着炭 AST-120投 

与の影響 

 

1. 緒言 

近年、心腎連関の主要な原因の一つとして、尿毒素の関与が多数報告されている 86, 87)。第 1

編では、尿毒素の一種である IS が胸部大動脈における O2
- 産生を亢進させ、この O2

- による NO

の捕捉が ACh および SNP 誘発血管弛緩反応の低下に関与することを示した。一方、IS の前駆

体を腸内にて吸着する AST-120 を CKDモデルラットに投与したところ、血中 IS 濃度の低下に伴

って、ACh 誘発血管弛緩反応の減弱は改善されることが明らかにされている 88)。またその改善メ

カニズムには、IS濃度の低下による NADPH oxidase活性の抑制と、ROS と NOの反応により生じ

るニトロチロシンの産生抑制が関与すると報告されている 88)。すなわち、CKD モデルラットにおい

ては ISによる NADPH oxidase活性の上昇が、ROS産生の亢進と ROSによる NOの捕捉を引き

起こしている可能性が極めて高い。したがって、腎障害に起因する血管内皮機能障害に IS が密

接に関与していることは明らかである。 

AKI においても、腎機能の低下に伴って血中 IS 濃度は上昇し、IS の蓄積に起因する腎障害

の進行が確認されている 85)。しかしながら、ISが AKI後に生じる血管内皮機能障害に、どの程度

関与しているかは解明されていない。そこで本章では、虚血性 AKI 後の血管内皮機能障害にお

ける ISの関与を、球形吸着炭 AST-120投与により検証した。 

 

2. 方法 

2-1 実験動物 

実験動物として、8週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットを用いた。ラットは一定の照明（明期 12

時間）、恒温（24±1℃）、恒湿（55±5%）の条件下で飼育した。 

 

2-2 虚血性急性腎障害モデルラットの作製 

第 3編第 1章 2-2項に記述した方法に準じて、虚血性AKIモデルラットを作製した。AKI+AST-
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120群には、AST-120（2.5 g/kg、p.o.）を再灌流 3、6および 24時間後に合計 3回投与し、sham群

および AKI 群には溶媒であるカルボキシメチルセルロースを投与した。全てのラットは再灌流 1、

7および 28日後に代謝ケージに入れ、5時間の採尿後、頸静脈より採血を行なった（Figure 22）。 

 

 

 

Figure 22. Schematic diagram depicting the experimental protocols. AKI, acute kidney injury. 

 

2-3 腎機能パラメーターの測定 

Pcr、Ucr並びに Ccrは第 3編第 1章 2-3項に記述した方法に準じて測定した。 

 

2-4 大動脈リング標本における各種血管作動性物質の反応 

ラット胸部大動脈リング標本の作製並びにマグヌス法を使用した血管機能の測定は、第 3 編第

1章 2-4項に記述した方法に準じて行った。 

 

2-5 胸部大動脈における O2
- 産生量の測定 

第 1編第 1章 2-4項に記述した方法に準じて、再灌流 28日後の胸部大動脈中の O2
- 産生量

を、O2
- と特異的に反応する lucigeninを用いた化学発光法により測定した。 

 

2-6 血漿および尿中 IS濃度の測定 

血漿および尿中の IS 濃度は、既報の通り、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）－蛍光光度法

を用いて測定した 89)。超純水で希釈した血漿および尿 125 μL を、内標準物質 p-ヒドロキシ安息

香酸メチルを含むアセトニトリルに加え、10000 rpm、4℃にて 15分間遠心分離を行った。その後、
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得られた上清をフィルター濾過し、分析に供した。HPLCシステムは、液体クロマトグラムポンプ（L-

2130; Hitachi）、蛍光検出器（L-2485; Hitachi）で構成され、固定相には A COSMOSIL PBr Packed 

Column 4.6 mml.D.*250 mm（ナカライテスク株式会社）を、移動相には 0.02 M 酢酸バッファー

（pH 4.5）/アセトニトリル（1 mL/min）を使用した。また、蛍光検出器の励起/蛍光波長は 280/375 nm

に設定し、分析した。なお、IS の標準液を用いて検量線を作成し、絶対検量線法を用いて各サン

プル中の IS濃度を測定した。 

 

2-7 病理組織学的評価 

再灌流 28日後における胸部大動脈の病理学的検討を行うため、各群より摘出した胸部大動脈

の周囲の脂肪組織を除去後、10%ホルマリンを含む中性リン酸緩衝液で固定した。固定した胸部

大動脈をパラフィン包埋し、3 μmの切片を作製した。各切片はヘマトキシリン・エオシンで染色し、

光学顕微鏡で観察を行った。 

 

2-8 使用薬物 

ACh（Sigma-Aldrich）、Phe（ナカライテスク株式会社）および SNP（Sigma-Aldrich）は Krebs-

Ringer bicarbonate緩衝液にて溶解した。Lucigenin（ナカライテスク株式会社）およびカルボキシメ

チルセルロース（富士フィルム和光純薬株式会社）は超純水にて溶解した。AST-120（クレメジン®︎、

株式会社クレハ）はカルボキシメチルセルロースにて懸濁した。 

 

2-9 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。有意差検定は多重比較検定を用いた。すなわち、

一元配置分散分析（one-way ANOVA test）を行い、有意差が認められた場合、Dunnett’s testを用

いて検定を行った。また、変数間の関係を評価するために最小二乗法による回帰分析を行った。

以上の検定において、P < 0.05のとき有意差ありとした。 

 

3. 実験結果 

3-1 虚血再灌流後の腎機能推移に対する AST-120投与の影響 
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第 3 編第 1 章 3-1 項と同様に、虚血再灌流処置は再灌流 1 日後に顕著な腎機能の低下を引

き起こし、その後腎機能は経時的に回復した（Figure 23）。また、再灌流後いずれの時点において

も、Pcrおよび Ccrに AST-120投与による影響は認められなかった。 

 

 

Figure 23. Effects of AST-120 on renal function (a: plasma creatinine, b: creatinine clearance) after renal 

ischemia/reperfusion. Each point and bar represent the mean ± S.E.M. Sham, n=5; AKI, n=7; AKI + AST-120, n=8. 

**P<0.01, compared with AKI each day. AKI, acute kidney injury. 

 

3-2 虚血再灌流後の血漿および尿中 IS濃度に及ぼす AST-120投与の影響 

再灌流 1 日後において、AKI 群の血漿中 IS 濃度は sham 群と比較し顕著に上昇し、尿中 IS

濃度は低下した。これは虚血再灌流処置に伴う腎機能の低下により、尿中への IS の排泄が抑制

されたためと考えられる。また再灌流 7および 28日後においては、腎機能の回復に伴って、血漿

中 IS 濃度は減少し、尿中 IS 濃度はわずかに上昇傾向を示した。一方、AST-120 投与は再灌流

1 および 7 日後の血漿および尿中 IS 濃度を有意に低下させたが、再灌流 28 日後の血漿および

尿中 IS濃度は AST-120投与の有無に関わらず同程度であった（Figure 24）。 
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Figure 24. Effects of AST-120 on IS concentration in (a) plasma and (b) urine after renal ischemia/reperfusion. 

Each point and bar represent the mean ± S.E.M. Sham, n=5; AKI, n=7; AKI + AST-120, n=8. *P<0.05 and **P<0.01, 

compared with AKI each day. AKI, acute kidney injury; IS, indoxyl sulfate. 

 

3-3 AKIに伴う血管反応性低下に対する AST-120投与の影響 

第 3編第 1章 3-2項と同様に、再灌流 28日後の胸部大動脈では、sham群と比較し AKI群に

おいて AChに対する血管弛緩反応の有意な低下を認めたが、AST-120はこの低下を改善しなか

った（Figure 25）。 

 

 

 

Figure 25. Effects of AST-120 on decreased vascular reactivity to ACh in the thoracic aorta associated with AKI. 

Each point and bar represent the mean ± S.E.M. Sham, n=5; AKI, n=7; AKI + AST-120, n=8. **P<0.01, compared 
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with AKI. AKI, acute kidney injury. 

 

3-4 AKIに伴う胸部大動脈の O2
- 産生量増大に対する AST-120投与の影響 

第 3編第 1章 3-4項と同様に、再灌流 28日後の胸部大動脈では、sham群と比較し AKI群に

おいて、顕著な O2
- 産生の増大が確認された。また AST-120 の投与は、虚血再灌流処置に伴う

O2
- の産生亢進に対して何ら影響を及ぼさなかった（Figure 26）。 

 

 

Figure 26. Effects of AST-120 on O2
- production in the thoracic aorta associated with AKI. Each column and bar 

represent the mean ± S.E.M. Sham, n=5; AKI, n=6; AKI + AST-120, n=5. **P<0.01, compared with AKI. AKI, acute 

kidney injury; RLU, relative light units; O2
-, superoxide anion. 

 

3-5 血漿中 IS濃度と胸部大動脈における AChに対する血管反応性および O2
- 産生との関連性 

再灌流 1日後の血漿中 IS濃度と再灌流 28日後の血管内皮機能および胸部大動脈の O2
- 産

生との関連性を検討した。虚血再灌流処置の有無を考慮した回帰分析の結果より、再灌流 1 日

後の血漿中 IS濃度は、AChの 50%効果濃度（effective concentration 50：EC50）に近い 10-7 Mに

おける血管弛緩率と有意な相関関係を示さないことが明らかとなった。同様に、IS濃度とO2
- 産生

にも相関関係を認めなかった（Table 1）。 
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 Reactivity to ACh O2
- production 

Variable t value P value t value P value 

(Intercept) 22.38 <0.001 3.738 0.002 

IS level -1.068 0.301 0.581 0.571 

ischemia/reperfusion (+/-) -2.959 0.009 3.929 0.002 

R2 0.578 0.744 

Adjusted R2 0.528 0.705 

 

Table 1. Summary of the least squares regression analysis for significant relationships in vascular dysfunction and 

O2
- overproduction. ACh, acetylcholine; IS, indoxyl sulfate; O2

-, superoxide anion. 

 

3-6 再灌流 28日後の胸部大動脈の組織学的変化 

再灌流 28日後の胸部大動脈は AChに対する血管反応性が著しく減弱していたことから、胸部

大動脈における組織学的変化の有無を検討したが、血管内皮や平滑筋の形態学的な変化はい

ずれの群にも観察されなかった（Figure 27）。 

 

Figure 27. Representative images of the thoracic aorta 28 days after reperfusion stained with hematoxylin-eosin. 

(a) sham, (b) AKI, (c) AKI+AST-120. AKI, acute kidney injury. 

 

4. 考察 

本章では、虚血性 AKI において上昇した IS が胸部大動脈の血管内皮機能低下の要因となる

か否かについて検討した。その結果、再灌流後早期における AST-120の投与は、虚血性 AKIに

伴う血漿 IS濃度の上昇を有意に抑制したが、血管内皮機能障害に対する有益な効果を示さなか

a） b） c）
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った。すなわち、再灌流後一過性に増大する IS は、虚血性 AKI後に生じる腎臓から遠位の血管

における血管内皮機能障害の主要な原因にはならない可能性が示唆された。 

本実験では第一に、虚血性 AKI モデルにおける IS の体内変動を評価した。再灌流 1 日後の

顕著な腎機能の低下に伴って血漿中 IS 濃度は有意に上昇したが、その後の腎機能の回復ととも

に減少傾向を示した。そのため、虚血再灌流後の一時的な IS の上昇が、虚血性 AKI に併発す

る内皮機能障害に関与していると考え、AST-120 の効果を検討した。IS が腎障害の進行に寄与

することは広く知られており、実際に虚血前の AST-120 投与は、再灌流後の血漿 IS 濃度の上昇

を有意に抑制し、腎障害の発症そのものを防ぐことが報告されている 85)。一方、本実験の目的は、

再灌流後の IS 増加が血管機能障害に寄与するか否かを検討することであり、腎機能の改善によ

る血管機能低下の抑制は避ける必要があった。そのため、AST-120 の虚血前投与は本目的には

不適となる。またその報告では、再灌流後 3、6および 24時間後の AST-120投与は、腎機能に影

響を与えることなく、血漿 IS 濃度を有意に低下させることが明らかにされている 85)。したがって本

研究も AST-120 を再灌流 3、6 および 24 時間後に投与し、その結果既報と同様に血漿中 IS 濃

度の有意な低下を認めた。しかしながら、再灌流 28日後の血管内皮機能並びに O2
- 産生におい

て AST-120投与による明らかな影響はみられなかった。さらに、再灌流 1日後の血漿中 IS濃度と

再灌流 28 日後の ACh に対する血管反応性や O2
- 産生との間にも相関関係を認めなかった。こ

れらのことから、再灌流直後の一時的な IS増加は、虚血性 AKIに伴う胸部大動脈の内皮機能低

下に関与しない可能性が示唆された。 

虚血性 AKI において、再灌流直後の AST-120 投与は、著明に上昇した血清 IS 濃度を sham

レベルまで抑制することなく、AKI による心機能障害を改善することが報告されている 90)。それゆ

え、実験当初は本研究で確認された虚血性 AKI に併発する血管内皮機能の減弱も、血漿 IS 濃

度の部分的な低下により改善されると考えていた。興味深いことに、CKD モデルラットに対する

AST-120投与は、血管内皮機能障害を顕著に改善させるが、血清 IS濃度は約 56%しか抑制され

ず、sham より高値であったことが報告されている 88)。本研究では、再灌流 1 日後の血漿 IS 濃度

は AST-120 投与により 62%抑制され、AST-120 の薬効は前述の既報と同程度であったにも関わ

らず、血管内皮機能の改善作用は認められなかった。以上のことから、虚血性 AKIにおいて再灌

流直後に一時的に上昇する IS と、CKDにおいて慢性的に上昇する ISでは、血管内皮機能障害
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に対する寄与度は大きく異なる可能性が示唆された。 

近年、AKI 後の遠隔臓器障害の原因の一つとして、全身の過剰な炎症反応の関与が報告され

ている 91)。例えば、AKI 後の炎症カスケードの異常な亢進は、血漿 IL-6 濃度を著しく増加させ、

肺障害を引き起こすことが明らかにされている 92)。注目すべきは、マクロファージによる炎症性サ

イトカインの放出を抑制する CNI-1493 の投与は、AKI発症後の腎機能には影響を与えることなく、

肺動脈の血管透過性亢進を改善したことである 93)。加えて、過剰な炎症反応に伴い好中球は

ROS 産生を亢進させるため、AKI 後に生じる全身の炎症反応が腎臓以外の臓器の ROS 産生に

寄与している可能性も考えられる 92)。したがって、今後 AKI 後の炎症反応と遠隔部位の ROS 産

生並びに血管内皮機能障害との関連性について詳細な検討が必要と考えられる。 

以上のことから、再灌流後早期における AST-120の投与は、血漿中 IS 濃度を有意に低下させ

るにも関わらず、血管内皮機能障害を改善するまでには至らないことが示された。すなわち、再灌

流後一過性に増大する IS は、虚血性 AKI に伴う腎臓から遠位の血管における血管内皮機能破

綻の主要な原因ではない可能性が示唆された。  
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小括 

 

1. 虚血性 AKI モデルラットにおいて、腎機能が顕著に低下した際の血管内皮機能は正常で

あった。しかしながら、その後の経時的な腎機能の回復とは相反して内皮機能は悪化するこ

とを明らかとした。 

 

2. 虚血再灌流後に生じる胸部大動脈における O2
- 産生の亢進が、血管内皮機能の低下に寄

与している可能性が示唆された。 

 

3. 再灌流後一過性に増大する IS は、虚血性 AKI に伴う血管内皮機能破綻の主要な原因で

はないことを明らかにした。 
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結 語 

 

CKD に併発する CVD の原因となる尿毒素 IS および kyn は、血管内皮および血管平滑筋に

おいて過剰な O2
- 産生を引き起こし、血管緊張調節において重要な役割を果たす NO を捕捉・ 

不活化することで、血管弛緩反応を減弱させることが示された。また、虚血性AKIモデルを用いた

検討により、AKI 発症後の腎機能の経時的な回復とは相反し、胸部大動脈の血管内皮機能は減

弱することを確認した。しかしながら、再灌流直後に上昇した IS は血管内皮機能低下の主な原因

分子ではないことも明らかにした。ただし、胸部大動脈血管内皮機能の低下が AKI to CKD の要

因の一つである可能性も考えられ、今後詳細な検討が必要である。  
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