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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病(CKD)患者では、病期の進行に伴い「やせ」や骨格筋萎縮など異化亢進を認め、
心血管病発症・死亡リスクが上昇する。この背景には、インスリン作用減弱の関与があり、原因として腎不全で蓄積す
る「尿毒素」が想定される。尿毒素には多数の物質が知られ、おもに腸内細菌叢で産生される。尿毒素はさまざまな機
序でインスリン作用の減弱やCKDにおける異化亢進に関与していることが明らかになったため、効率的な除去法の開発
が望まれる。

研究成果の概要（英文）：Patients with chronic kidney disease (CKD) are characterized by wasting or 
catabolic state in parallel with the disease progression, which may be associated with an increased risk 
of cardiovascular events and mortality. “Uremic toxin” accumulated in advanced CKD may be responsible 
for the disturbance of insulin action in this pathophysiology. Number of substances are known as a uremic 
toxin, most of which are produced by the gut microbiota. We showed that uremic toxins are involved in the 
disturbance of insulin action and catabolic state of CKD, and thus the development of an efficient 
removal technology is required.

研究分野： 透析・腎臓、内分泌代謝
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１．研究開始当初の背景 
 
(１) 腎不全において生体に蓄積しかつ有害
作用を持つ物質を総称して尿毒素(Uremic 
Toxin)と呼称し、尿毒素物質の同定・分類が
進行している。しかし、その有害性について、
個々の物質がいかなる臓器・細胞への傷害性
を有するかに関する詳細は明らかでない。 
 
(２) 慢性腎臓病(chronic kidney disease, 
CKD) 患者は、病期の進行に伴い心血管病発
症および総死亡リスクが上昇し、同時に「や
せ」、protein energy wasting, PEW や骨格筋
萎縮など異化亢進が認められる。この病態の
背景には、CKD 進行とともに尿毒素が蓄積し
生体への有害性が増大することが挙げられ
る。 
 

２．研究の目的 
そこで、本研究では、特に脂肪組織および

骨格筋に焦点を当て、尿毒素物質の有害性と
そのメカニズムを細胞レベルで明らかにす
ることによって、将来の CKD 治療戦略の一端
を担う治療法の開発をめざした。 
 
３．研究の方法 
培養マウス脂肪前駆細胞3T3-L1を培養し、

尿毒素としてフェニル酢酸(PAA)・インドキ
シル硫酸(IS)・pクレゾール (PC)・pクレゾ
ール硫酸(PCS)などを濃度、作用時間を変え
て添加し、細胞反応を評価した。 
 

(１) 細胞の viability を確認後、増殖能、
アポトーシスを評価した。細胞の分化・成熟
については、Oil Red 染色による脂肪蓄積を
評価し、分化や細胞形質を示す遺伝子につい
て定量的 real time RT-PCR 法、Western blot
法で、mRNA レベル、蛋白レベルでの発現を検
討した。 
 
(２) インスリン感受性に対する各尿毒素
物質の影響を検討するため、細胞内へのグル
コースの取り込みについて RI（3H-Labeled 
2-deoxyglucose, 2-DOG)を用いたトレーサー
実験をインスリン存在下、非存在下で行った。 
 

４．研究成果 
(１) 細胞培養開始後、経時的に細胞数の測
定を行ったところ、3T3-L1 脂肪細胞の増殖は
100µM以上の高濃度のPCによって抑制された。
同様の結果はBrd-Uによっても確認しており、
細胞周期が障害されたことが分かった（図 1）。 
更に oil red-O 染色によって、PC が成熟脂肪
細胞への分化を抑制することを見出した。こ
のメカニズムとして PC の分化抑制作用なら
びにアポトーシス誘導作用が考えられる。
我々は実際に、100µM 以上の PC が 3T3-L1 細
胞をアポトーシスに導き、また分化のメイン
レギュレーターである PPARγ の発現を低下
させることを突き止めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 (図 1) 3T3-L1 細胞増殖に対する PC の影響 
 
(２)  100µM以上のPC添加条件下において、
インスリン存在下、非存在下で細胞内へのグ
ルコース取り込みは有意に低下した（図 2）。
このことは、PC 添加群における成熟脂肪細胞
数の減少によっても説明されるが、それだけ
でなく、インスリン感受性に関しても低下す
ることが明らかになった（図 2）。すなわち、
インスリン非存在下に対するインスリン存
在下でのグルコースの取り込みは、PC200µM
の添加により有意に低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (図2) インスリン感受性に対するPCの影響 
 
 (３)  その他の尿毒素である PCS、IS、PAA
では、少なくとも検討した濃度、作用時間に
おいて、細胞増殖、分化・成熟、などの機能
障害を認めなかった。このことは、脂肪細胞
に対する PC 特異的な傷害性を示している。 
 
(４) 細胞内へのグルコース取り込み実験
において、興味深い知見を得た。すなわち、
インスリン非存在下に対するインスリン存
在下でのグルコースの取り込みは、PCS200µM
の添加により有意に低下していた（未発表）。
PCS による成熟脂肪細胞数の減少は認めら
れなかったことから、高濃度の PCS は何らか
の機序によりインスリン作用の減弱を惹起
している可能性が示唆された。 
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