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要　旨

本邦において市販されている重曹透析液は酢酸含有
（約 10 mEq/L）とクエン酸含有（約 2 mEq/L）の 2 種
類がある．今回は酢酸およびクエン酸の血管内皮細胞
に及ぼす影響を in vitro で検討した．培養ヒト臍帯静
脈内皮細胞（HUVEC）の細胞活性に対する酢酸，ク
エン酸の影響について AlmarBlue 法で測定した．ま
た酸化 LDL（Ox-LDL）存在下における HUVEC の細
胞活性に及ぼす影響についても同様の方法にて測定し
た．さらに receptor of advanced glycation endopoduct

（RAGE）の mRNA 発現に及ぼす影響について RT-

PCR 法を用いて測定した．酢酸 5～50 mEq/L，クエ
ン酸 1～10 mEq/L の刺激により HUVEC の細胞活性
は濃度依存的に低下した．各濃度の酢酸およびクエン
酸と同じ pH の HCl 溶液でも同様に濃度依存的に細胞
活性は低下した．クエン酸は同じ pH の HCl と同程度
の細胞活性抑制を示したが，酢酸 20 および 50 mEq/

L では同じ pH の HCl 溶液より強い細胞活性抑制を示
した．Ox-LDL 存在下での細胞活性はクエン酸 4 mEq/

L で軽度の低下がみられたが，酢酸 20 mEq/L では著
明な低下が認められた．酢酸，クエン酸ともに RAGE 

mRNA 発現は濃度依存的に抑制したが，クエン酸の
ほうが RAGE mRNA 発現抑制効果は強かった．これ
らの結果より，酢酸とクエン酸の血管内皮細胞への影
響は異なり，酢酸のほうが細胞障害性や動脈硬化促進

効果は高い可能性があると考えた．

1　緒　言

血液透析患者を含む CKD 患者では心血管疾患の合
併が多く，予後を左右することが知られている1）．我々
は慢性維持血液透析患者を性・年齢・血液透析歴・原
疾患をマッチさせた 2 群において，酢酸含有透析液と
酢酸非含有クエン酸含有透析液を 1 年間使用し，動脈
硬化に及ぼす影響を検討した2）．この結果クエン酸含
有透析液群は酢酸含有透析液群にくらべ有意に PWV，
ABI の減少，血中エンドセリン濃度の低下を認めた．
これらの結果より酢酸やクエン酸の血管への影響は異
なる可能性が考えられた．そこで今回は in vitro の系
において，血管内皮細胞における酢酸とクエン酸の影
響を検討した．

2　方　法

2-1　細胞活性に対する影響

培養 HUVEC（三光純薬）を 5％ fetal bovine serum

添加培養液（EBM-2®＋EGM-2®）を用いコンフルエン
トになるまで培養した．酢酸 5, 10, 20, 50 mEq/L，ク
エン酸 1, 2, 4, 10 mEq/L を添加し 48 時間刺激後，Ala-

marBlue 法（Diagnostic system Inc.）を用いて細胞活
性を測定した．細胞活性は ELIZA を用い，560 nm お
よび 600 nm の吸光度にて測定した．pH の影響をみ
るために，酢酸 5, 10, 20, 50 mEq/L，クエン酸 1, 2, 4, 
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10 mEq/L 溶液と同等の pH（6.7, 5.9, 5.0, 4.3, 7.0, 6.7, 

6.1, 4.3）の HCl 溶液を作成し，これらを添加し，培養
48 時間刺激後の細胞活性も測定した．さらに Ox-LDL

（コスモバイオ）50 ng/ml を加えた培養液にて 48 時
間培養後，酢酸 5, 10, 20 mEq/L，クエン酸 1, 2, 4 mEq/

L を添加し 48 時間刺激後の細胞活性も測定した．

2-2　RAGE mRNA 発現に及ぼす影響

上記と同様に HUVEC をコンフルエントになるまで
培養後，酢酸 5, 10 mEq/L，クエン酸 1, 2 mEq/L にて
48 時間刺激し，RAGE mRNA 発現を RT-PCR を用い
て測定した．RT-PCR 法は Rashid らの方法3）に準じて

行った．

3　結　果

3-1　細胞活性に対する効果

酢酸，クエン酸ともに容量依存性に細胞活性を抑制
した．HCl 刺激では pH 依存性に細胞活性は低下した．
クエン酸はいずれの濃度においても，同じ pH に調整
した HCl の細胞活性抑制効果と同等であった．これ
に対し，20 および 50 mEq/L の酢酸刺激では，同じ
pH に調整した HCl に比べ細胞活性抑制作用は強く認
められた（図 1）．

Ox-LDL 存在下における酢酸およびクエン酸の刺激

図 1　酢酸，クエン酸および pH の HUVEC 活性に及ぼす影響
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図 2　Ox-LDL 存在下における酢酸およびクエン酸の HUVEC 活性に及ぼす影響
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では，Ox-LDL 非存在下と同様に濃度依存性に活性抑
制がみられた（図 2）．

3-2　RAGE mRNA 発現に及ぼす影響

無 刺 激 培 養 HUVEC に お け る RAGE mRNA 発 現
（比 GAPDH mRNA）は 1.14 であった．これに対し，
酢酸 5, 10 mEq/L およびクエン酸 1, 2 mEq/L での刺
激による mRNA 発現は各々 1.49, 0.77, 0.39, 0.4 であり

（図 3），クエン酸は酢酸に比べ RAGE mRNA 発現を
抑制した．

4　考　察

我々は以前，性・年齢・血液透析歴・原疾患をマッ
チさせた患者 2 群において，酢酸含有透析液と酢酸非
含有クエン酸含有透析液を 1 年間使用し，動脈硬化に
及ぼす影響を検討した．この結果，クエン酸含有透析
液群は有意に PWV，ABI の減少，血中エンドセリン
濃度の低下を認めた．Noris ら4）は，5 mmol/L の酢酸
含有透析液と酢酸非含有透析液において透析前後の血
圧差を比較すると，酢酸含有透析液のほうが有意に大
きかったと述べている．また酢酸含有透析液で透析を
行った患者血清と酢酸フリー透析液で行った患者血清
を用いて HUVEC に添加刺激をすると，一酸化窒素の
産生量は前者のほうが大きかったと報告している．彼
らはこれらの結果より，酢酸は少量においても血管内
皮細胞に影響を与え，心血管の安定性を悪化させる可
能性があると考察している．Amore ら5）も，4 mmol/L

の酢酸含有透析液は血管内皮細胞からの一酸化窒素活
性の亢進，TNF の産生増加，内皮細胞増殖の抑制作
用を認めるとしている．

我々の今回の結果では，HUVEC に酢酸，クエン酸
にて刺激をすると，濃度依存的に細胞活性を抑制した．
同じ pH に調整した HCl による刺激でも同様に細胞活
性は低下し，酢酸・クエン酸の細胞活性抑制作用は
pH による可能性が考えられた．しかし，クエン酸は
同じ pH の HCl と同程度の抑制効果であったが，酢酸
は HCl より強い抑制作用を示し，酢酸のほうがクエ
ン酸より強い細胞活性抑制作用を持ち，その細胞活性
抑制作用は pH による作用以外にもある可能性が考え
られた．

我々の以前行った臨床検討で，酢酸含有透析液のほ
うが動脈硬化促進作用は強く認められたことから，動
脈硬化促進効果を持つ Ox-LDL 存在において酢酸，ク
エン酸の内皮細胞への影響についても検討した．この
結果では Ox-LDL 存在による変化は認められず，非存
在時と同様に酢酸，クエン酸は容量依存的に内皮細胞
活性抑制効果を示した．Kamiyama ら6）は，Ox-LDL 

50 ng/ml により HUVEC の apoptosis が惹起されると
報告しているが，今回の我々の結果では Ox-LDL の刺
激による細胞活性低下は見られなかった．この理由と
して，使用した Ox-LDL の過酸化の程度が異なる可能
性が考えられた．内皮細胞刺激作用がより強い状態で
の酢酸，クエン酸の影響について，さらに検討をする
必要があると考えた．

RAGE は Ox-LDL をはじめとする過酸化物のリセプ
ターであり，これに作用することにより動脈硬化は進
行していくと考えられている7）．今回の検討では，酢
酸，クエン酸ともに濃度依存的に RAGE mRNA 発現
を抑制した．今回検討した酢酸およびクエン酸の濃度
は臨床使用の透析液含有濃度の 2 倍まで検討したが，
クエン酸のほうが酢酸に比べその抑制作用は強く認め
られた．RAGE mRNA 発現抑制という観点からみると，
酢酸よりクエン酸のほうが望ましいと思われた．

クエン酸の血管または循環系への影響についての報
告はあまり多くない．Chang ら8）は，Ox-LDL による
血管内皮細胞障害に対しクエン酸は抑制的な効果を持
つことを報告している．Gritter ら9）は，血液透析中の
血小板第 4 因子，ミエロペルオキシダーゼや Ox-LDL

の増加をクエン酸は抑制すると報告している．今回の
我々の検討では，クエン酸は酢酸よりは作用は弱いも
のの血管内皮細胞活性抑制作用は濃度依存的に認めら
れ，透析液中の含有についてはさらに検討を要すると

図 3　酢酸およびクエン酸の HUVEC RAGE mRNA 発現に
　　 及ぼす影響
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思われた．

5　結　論

今回の結果では酢酸，クエン酸ともに臨床使用の濃
度では細胞活性抑制効果は有意ではなかったが，容量
依存的に血管内皮細胞の活性抑制作用を認めた．今回
の刺激は 48 時間のみであったが，臨床で行われてい
る血液透析はこの刺激が繰り返しおこっていることを
考えると，血管内皮細胞へなんらかの影響を与えてい
る可能性は否定できないと思われた．

本研究の内容は第 54 回日本透析医学会学術集会・
総会にて発表した．この研究は日本透析医会平成 21

年度公募助成事業による．
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