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研究成果の概要（和文）：急性腎障害および腎不全の病態形成・進展並びに付随する尿毒症に密接に関わる硫酸
抱合型尿毒症物質インドキシル硫酸（IS）に着眼し、肝臓におけるIS産生阻害薬物を探索することを目的とし
た。IS産生阻害薬物スクリーニング系を用いて調べた結果、ポリフェノール系薬物およびフェナム酸系薬物が硫
酸転移酵素を阻害することによりIS産生を抑制することを突き止めた。急性腎障害を惹起した動物にIS産生阻害
薬を投与した結果、血清及び腎組織中のIS蓄積が抑制されるとともに、腎機能障害の進展が軽減されることを見
い出し、腎保護並びに附随する尿毒症の治療戦略を企図した新規創薬ストラテジーとして有用である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：This research was aimed to explore specific inhibitors of hepatic production
 of indoxyl sulfate, a sulfate-conjugated uremic solute, taht are involved in renal dysfuntion and 
acute kidney injury associated with uremia. By using the screening system for indoxyl sulfate 
production, we found that polyphenolic compounds and fenmic acid agent had potent inhibitory effects
 on hepatic indoxyl sulfate production. Administration of these polyphenols to rats with acute 
kidney injury ameliorated the disturbed renal function, suggesting that these approaches could be a 
useful strategy to develop therapeutic drugs for kidney injuries and/or dieases with uremia.

研究分野：臨床薬物動態学分野
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
慢性腎臓病（CKD）は、「蛋白尿などの腎
障害の存在を示す所見」もしくは「腎機能低
下」が 3か月以上続く状態である。慢性腎臓
病は、腎線維化、腎不全へと進展するととも
に心血管系合併症と密接に関わっているこ
とも示唆されており（心腎連関とも呼ばれ
る）、その死亡率を合わせると悪性新生物と
ほぼ同程度の死因となっている。CKD に伴
い、心血管系以外にも肺や肝臓等の臓器にお
いてこれらの尿毒症物質が蓄積し酸化スト
レス発生を介して臓器障害を惹起し、多臓器
不全を併発することが示唆されている。メタ
ボリック症候群患者の急増に伴って今後も
CKD 罹患者数の増悪が懸念されており、予
防・治療施策を含め緊要性の高い疾患として
認識されている。一方、急性腎障害は、短期
間で腎機能に重度の障害が生じる病態であ
り、腎動脈狭窄症による腎血流量の低下（心
不全、出血、脱水）、尿細管障害（腎炎、虚
血、薬物）、尿流障害（尿路結石、前立腺肥
大）等を原因として発症する。急性腎障害時
においても硫酸抱合型尿毒症物質、酸化スト
レス、炎症性サイトカイン等の増悪因子が発
生し、慢性腎臓病や腎線維化へのリスクが高
まることも示唆されている。さらに、急性腎
障害を発症した場合、半数以上が死亡もしく
は腎機能不全状態へ進展するとともに多臓
器不全へ進展するリスクが高くなるため、早
期診断・治療と予後改善を図ることが必須と
されている。 
インドキシル硫酸
及び p-クレジル硫酸
（右図）は、CKD及
び急性腎障害に伴い
血液中に蓄積する典
型的な硫酸抱合型尿
毒症物質である。い
ずれの尿毒症物質も
腎臓に対して障害進
展因子として働くと
ともに、血管内皮細
胞に対しも酸化スト
レスを誘因すること
で強毒性を示すため
心血管系合併症のリスク因子として重視さ
れつつある（悪玉説）。急性腎障害は短期間
で急激に腎機能が低下する可逆性の病態で
あるが、病勢が進行し急性腎不全に進展した
場合、CKD へと移行する。腎不全が重篤化
した CKD には根本的な治療法がなく、腎臓
の代替療法として血液透析、腹膜透析もしく
は腎移植しか現在のところ対処法がない。こ
のため腎不全の進行を抑制することが可能
な新規治療薬の開発が喫緊課題となってい
る。現在、腎不全治療薬としては、腸管内で
毒素物質（もしくは尿毒症物質の前駆物質）
を吸着させることにより腎臓の負担を軽減
し、腎不全の発症又は進行を抑制する経口活
性炭吸着剤（クレメジン、AST-120）が用い

られている。Niwa 等は、インドキシル硫酸
が腎不全進行を加速させる物質であること
を突き止め、吸着剤を用いた治療法の主な作
用機序がインドキシル硫酸の腎臓内蓄積の
抑制に起因することを報告した。しかしなが
ら、この経口吸着剤は大量服用（1日 6g）す
る必要があり、特に嚥下機能が低下した高齢
患者においては服薬遵守が困難である他、吸
着特異性を有していないため、他併用薬も非
特異的に吸着してしまう等の臨床上の問題
点が顕在化している。国外において CKD に
おける尿毒症物質、特に硫酸抱合型物質（イ
ンドキシル硫酸と p-クレジル硫酸）の疾患生
理学的及び毒性学的リスク因子としての重
要性については示唆されているが、腎臓病・
腎障害治療及び尿毒症改善を企図した候補
ターゲットとしての可能性に着眼した知見
や研究報告・事例は現時点でみられない。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、これまで抗がん薬（シスプラチ
ン）等の腎障害惹起性薬物による急性腎障害
並びに虚血性腎障害モデル動物において、レ
スベラトロールやケルセチン等のポリフェ
ノール系化合物が腎保護作用を発揮するこ
と、その作用機序として肝臓におけるインド
キシル硫酸の代謝的産生の阻害に基づくこ
とを独自に見出し、日本腎臓学会誌に公表し
た（Clin Exp Nephrol, 15:820,2011）。イン
ドキシル硫酸は、腸管内でタンパク分解・産
生されたインドールを前駆物質とし、消化管
から吸収後、肝臓において酸化的代謝
（CYP）・硫酸基転移酵素（SULT）の媒介に
より生合成される。申請者は、インドキシル
硫酸の体内産生を阻害する薬物探索を目的
としたスクリーニング技術を独自に開発（特
開 2011-107130）し、ポリフェノール系化合
物の阻害プロファイル解析から主な阻害タ
ーゲットが硫酸基転移酵素（SULT）である
ことを突き止めている。インドキシル硫酸は、
組織・細胞内に蓄積した後、酸化ストレスを
誘起し毒性を発揮することが実証されてお
り、腎組織のみならず血管内皮や肺組織に対
しても強毒性を示すことが示唆されている。
申請者が比較精査したポリフェノール系化
合物の中で、特にレスベラトロールやケルセ
チンは、腎障害モデルラットにおいて組織並
びに血液中のインドキシル硫酸蓄積を著明
に低減させることで腎機能障害の進展を抑
止することを突き止め（Clin Exp Nepphrol, 
15:820, 2011）、尿毒症物質蓄積に伴ういわゆ
る“尿毒症状”の改善効果と付随する合併
症・多臓器不全に対して有効性を発揮する可
能性を提唱するに至った。インドキシル硫酸
蓄積による組織障害の主機序として酸化ス
トレス、特に“活性酸素分子種（ROS）”の
発生が関与する。事実、腎機能障害時にイン
ドキシル硫酸の腎組織内蓄積の上昇に伴い、
抗酸化ストレス因子 Nrf2（NF-E2-related 
factor 2;酸化ストレス防御機構の中心的役割
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を担う転写調節因子）の核内移行・活性化が
著明に誘起されること、インドキシル硫酸産
生阻害薬物の投与により腎組織酸化ストレ
スの低減とともに Nrf2 活性化が減少するこ
と等を急性腎障害モデル動物を用いた予備
試験により確認している。 
 これまでに得られた、インドキシル硫酸が
薬剤性並びに虚血性急性腎障害の進展リス
ク因子として関与するという研究成果を踏
まえ、硫酸抱合型尿毒症物質の体内合成を抑
制する候補薬物の探索研究を系統的に展開
する。ポリフェノール系化合物群を含む化合
物ライブラリーを探索し、阻害薬物について
慢性腎不全・急性腎障害に対する有効性及び
毒性に関する動物実験データを集積する。こ
れら情報を基盤として、本構想が新規腎障害
治療法として有用であることの検証、並びに
臨床展開を視野に入れたエビデンス創出を
目指す発展的プロジェクトとして取り組む。
さらに、本院血液浄化療法部と連携し、尿毒
症物質の血液中蓄積動態と心血管系合併症
との関連について各種バイオマーカー情報
を基に精査する。 
 
３．研究の方法 
 急性腎障害並びに慢性腎不全時に伴い血
液・組織中に蓄積する尿毒症物質インドキシ
ル硫酸（有機アニオン性化合物）に焦点をあ
て、腎障害・腎機能低下におけるインドキシ
ル硫酸の病態生理学的役割の究明、代謝・産
生・排泄にかかわる酵素・トランスポータ群
の同定、インドキシル硫酸産生阻害薬物のス
クリーニングと腎障害進展予防効果並びに
安全性について包括的研究を展開した。 
 
(1) 虚血性急性腎障害ラットにおける硫酸抱
合型尿毒症物質合成阻害薬の腎保護効果の
検証 
1) in vitroスクリーニングにより選別した尿
毒症物質合成阻害薬（複数種を候補薬物とし
て選別予定）について、既に当研究室で確立
した虚血再灌流急性腎障害モデルラットを
用いた投与実験を行い、腎機能保護効果につ
いて比較精査する。評価の測定対象として、
血清中インドキシル硫酸及び p-クレジル硫
酸濃度、肝・腎組織中尿毒症物質蓄積量、腎
機能マーカー（血清クレアチニン（sCr）、血
清尿素窒素(BUN)）、腎障害関連バイオマー
カー（Kim-1、Ngal、L-FABP）、血清電解質
濃度（Na、K、Cl）並びに腎組織中の過酸化
脂質量（MDA 比色定量、酸化ストレスのマ
ーカー）を主に調べる。特に、尿毒症物質合
成阻害薬の投与経路（経口、静注、腹腔内等）、
投与量、投与間隔等の投与設定条件と腎保護
効果との関連について詳細な検討を行う。 
 
2) 腎障害モデル動物（ラット）の腎及び肝組
織の病理検査（摘出組織の脱水、パラフィン
包埋・切片作成後、常法のヘマトキシリン-
エオジン染色にて比較を実施し、尿毒症物質

産生阻害薬投与による腎組織（糸球体、尿細
管、間質）障害度変化の判定・評価を実施す
るとともに、阻害薬の投与に付随する組織学
的変化について解析・精査する。 
 
3) 腎障害モデル動物の腎組織中Nrf2のタン
パク質発現に及ぼす尿毒症物質合成阻害薬
の影響について比較検討する。Nrf2タンパク
質発現については、ウエスタンブロット法並
びに免疫組織学的法により可視化検出・定量
化する。使用する抗 Nrf2 抗体については、
既に市販品を入手済みであり、腎組織中Nrf2
発現量について予備的検討を実施し、検出・
定量化が可能であることを確認している。 
 
4) 腎不全に伴う心血管系イベントの発生関
連因子として提示されている炎症性サイト
カイン（腎組織中 TGF-β、IL-8等）の遺伝
子発現変動等の解析を行い、急性腎障害に伴
う循環器系リスク因子の誘導・産生に及ぼす
阻害薬物の副次的効果について検証する。こ
れらのサイトカインは、各特異抗体を用いた
免疫学的手法（ELISAキット）により測定・
定量化する。 
 
(2) 低酸素条件下におけるインドキシル硫酸
の腎線維化亢進作用メカニズムの解明 
1) HK-2 細胞の低酸素処理には、酸素吸収・
炭酸ガス発生剤(アネロパック)を使用した。
通常酸素条件下で IS を添加したHK-2細胞
を対照とし、低酸素処理と同時に IS を添加
した細胞における腎線維化関連遺伝子 
( TGFβ、PAI-1 、COL1A1 )、低酸素関連遺
伝子 ( GLUT1、CA9 ) のmRNA 発現変化
を real-time PCR 法にて定量解析した。また、
低酸素処理と同時に IS を添加したHK-2細
胞 に 対 し て 、 TGF β 受 容 体 阻 害 剤 
( LY2157299 ) を添加し、ISの腎線維化亢進
作用に対する TGFβシグナルの関与を評価
した。 
 
(3) 腎疾患患者試料（血液、尿検体）におけ
る尿毒症物質の定量解析と合併症との相関
解析 
 熊本大学医学部附属病院・血液浄化療法部
との連携・協力により、透析患者、慢性腎臓
病患者並びに外科的手術に付随する虚血性
急性腎障害患者の試料（血液、尿）を用い、
インドキシル硫酸及び p-クレジル硫酸の定
量分析を実施する。透析患者のうち、研究趣
旨を理解し同意の得られた患者データ・血清
を使用する。LC-MS/MSを用いて、患者血清
中の硫酸抱合型尿毒症物質濃度の測定を行
い、各尿毒症物質濃度により二群（高濃度群、
低濃度群）に層別化し、既存の心機能マーカ
ー（CK-MB、NT-proBNP、hsTnT）との比
較解析、さらに虚血性心疾患、CABG、脳血
管障害の有病率との関連性を評価した。 
  
４．研究成果 



(1) 6 週齢 SD 系雄性ラットに対し腎虚血を
30 分行った後再灌流を行うことで、血清中
IS の著明な蓄積上昇を認めた。また、腎機能
指標(SCr、BUN)や腎障害バイオマーカー
(Kim-1)の尿中排泄量の有意な上昇、Nrf2 の
核内移行の促進、rOAT1 及び rOAT3 の蛋白質
発現の減少を観察した。虚血再灌流 AKI ラッ
トに対し AST-120 を経口投与した結果、血清
中インドキシル硫酸の蓄積が減少し、血清ク
レアチニン値（SCr）、血中尿素窒素（BUN）、
腎障害分子Kim-1の尿中排泄量の有意な改善、
Nrf2 の核内移行の抑制、並びに rOAT1 と
rOAT3 発現の回復が認められた。虚血再灌流
AKI ラットに対し resveratrol (5mg/kg)を経
口投与した結果、血清中ISの蓄積が減少し、
SCr、BUN 及び Kim-1 の尿中排泄量が有意に改
善されること、Nrf2 の核内移行が抑制される
こと、また rOAT1 と rOAT3 の発現が回復する
ことが確認された。Quercetin(50mg/kg)の経
口投与によっても同様の腎機能回復効果が
観察された。虚血再灌流 AKI ラットに対し
Nrf2 活性薬である sulforaphane(5mg/kg)を
経口投与した結果、Nrf2 の核内移行が促進さ
れ、血清中 ISの蓄積減少、SCr、BUN 及び Kim-1
の尿中排泄量の有意な改善、rOAT1 並びに
rOAT3 の発現回復が認められた。 
 虚血再灌流 AKIラットに対する AST-120 及
び SULT 阻害薬の効果から、インドキシル硫
酸が腎機能障害進展に寄与すること、IS蓄積
を抑えることが腎機能維持に効果的である
可能性が強く示唆された。また各薬物投与に
より尿中kim-1の排泄量が減少するとともに
有機アニオントランスポータの発現が回復
したことから、これら薬物の腎保護機序とし
てインドキシル硫酸蓄積低下に伴う近位尿
細管上皮障害の低減が一部関与する可能性
を見出した。一方、AST-120 または SULT 阻害
薬の投与により Nrf2 の核内移行が抑制され
たことから、インドキシル硫酸の蓄積抑制が
腎組織内の酸化ストレス低減化と腎機能保
護につながったと推察された。 
 
(2) ヒトの肝臓 S9 画分においてインドー
ル用量依存的に IS が産生されることを確
認した (見かけの Km 値 7.94 μM、Vmax 値 
19.9 pmol/min/mg protein)。また、ラット
の肝臓 S9 画分と同様に、Mecl の添加によ
りインドキシル硫酸産生が著明に阻害され
た。AKI ラットでは血中インドキシル硫酸濃
度が約 16 倍上昇したのに対し、Mecl 投与
により約 20% まで有意に低下した。さらに、
IR処理によりSCr および BUN が顕著に上昇
したが、Mecl 投与によってそれぞれ 39% お
よび 42% まで低減し、腎機能保護効果が一
部認められた。腎皮質中の PGE2 濃度が上昇
すると、腎臓近位尿細管側底膜側に局在する
有機アニオントランスポーター OAT1、OAT3 
の発現は低下することが報告されている。虚
血再灌流処理により、腎皮質中 PGE2 濃度は
上昇し、OAT1、OAT3 の発現は有意に減少し

た。しかし、Mecl の投与により、PGE2 濃度
の上昇は抑制され、OAT1、OAT3 の発現は回
復した。Mecl はラット及びヒト肝において
強いインドキシル硫酸産生阻害効果ならび
に 尿中インドキシル硫酸排泄の回復効果を
有することが示唆された。 
 
(3) 通常酸素条件下インドキシル硫酸を添
加した細胞と比較し、低酸素と IS を同時処
理した HK-2 細胞において、COL1A1 及び PAI-1 
mRNA の発現亢進が確認され、線維化反応の亢
進が確認された。また、低酸素誘導因子 
( HIF ) の下流因子 GLUT1 及び CA9 mRNA の
発現亢進が確認され、腎線維化亢進作用に IS 
による HIF 活性化増強作用が関与している
ことが推察された。さらに、腎線維化に重要
な役割を果たすことが知られている TGFβの
mRNA 発現亢進が見られ、TGFβ受容体阻害剤 
( LY2157299 )の処理により、PAI-1 mRNA 発
現亢進が抑制された。インドキシル硫酸は一
部 TGFβの発現亢進を介して、下流の PAI-1
等の腎線維化関連遺伝子の発現亢進を惹起
することにより、腎線維化を亢進している可
能性が示された。低酸素状態にインドキシル
硫酸が伴うことにより、低酸素応答が増強し、
TGF-βおよび PAI-1 発現亢進を含む腎線維
化反応が亢進する可能性が示された。 
 
(4) 血中インドキシル硫酸濃度が高い患者
群と低い患者群において、既存の心機能マー
カーとの有意な相関性はなかった。一方で、
タンパク結合していない p-クレジル硫酸濃
度の高い群においてのみ、低濃度群と比較し
て、有意に hsTnT 値が高いことが明らかとな
った。さらに、既存の心機能マーカーと虚血
性心疾患、CABG、脳血管障害の有病率との間
に有意な相関性は認められなかったが、p-ク
レジル硫酸濃度の高い群においてのみ、低濃
度群と比較して、脳血管障害の有病率が有意
に高かった。血清中のインドキシル硫酸濃度
と既存の心機能マーカーとの相関性は認め
られなかったが、p-クレジル硫酸濃度は
hsTnT 値および脳血管障害と関連を示した。
本知見より、CKD 患者における心血管障害の
予測因子としての血清 p-クレジル硫酸濃度
が有用である可能性が示唆された。 
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