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研究成果の概要（和文）：硫酸抱合型尿毒症物質の肝臓産生系をターゲットとし、iPS細胞由来肝細胞モデルによる尿
毒症物質産生阻害薬物のスクリーニング系の開発を目的とした。４種の培地を用いて分化誘導を行い、肝細胞への分化
度を評価した結果、培養１1日目には肝臓の前駆細胞のマーカーであるAFP陽性細胞が確認され、17日目には肝臓のマー
カーであるALB陽性細胞が確認できたことから、内胚葉フリーズストックから肝臓系譜への分化が可能なことが判明し
た。新たに構築したヒトiPS細胞由来肝臓細胞は、インドキシル硫酸代謝産生阻害薬のスクリーニング系として有用で
あることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish a screening system for exploring inhibitors of 
uremic toxin production using human hepatocyte model cells derived from induced pluripotent stem (iPS) 
cells, as a hepatic production system for sulfate-conjugated uremic toxins. By using four different 
culture medium for differentiation induction, AFP-positive cells, a marker cell of prodromal hepatocyte, 
were detected 11 days after the culture initiation, thereby indicating that it was possible to induce the 
differentiation of endodermal frozen stock cells into genealogical hepatocytes. Newly established human 
hepatocytes from iPS cells could be a useful tool for screening inhibitors for indoxyl sulfate production 
in the human liver.

研究分野： 薬物毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 慢性腎臓病は、「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。慢性腎臓病は心
血管系疾患や多臓器不全と密接に関わって
おり、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。腎不全の治
療剤として、腸管内で毒素前駆物質を吸着さ
せて腎臓の負担を軽減し、腎不全の進行を抑
制する経口吸着炭（クレメジン™）が用いら
れている。丹羽等は、インドキシル硫酸が腎
不全進行促進作用を有する尿毒症物質であ 
ることを提示し、経口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産生
抑制であることを明らかにしている。しかし
ながら、経口吸着剤は毎日大量（6g／日）服
用する必要がある他、併用薬物も非特異的に
吸着してしまう等の実用上の課題が指摘さ
れている。国内外において、慢性腎臓病にお
ける尿毒症物質の病態生理学的な重要性に
ついては国内外の腎不全研究者により検
証・提示されているが、肝臓インドキシル硫
酸産生反応系（代謝酵素・硫酸基転移酵素等） 
を治療ターゲットとして着眼した創薬研究
事例並びに知見は未だない。 
 
(2)  申請者は、ラット肝臓画分を用いた尿
毒症物質（インドキシル硫酸）産生反応系を
用いた簡便スクリーニング系を開発し（特開
2011-107130）、一部のポリフェノール系化合
物に強力な阻害効果が認められること、本ス
クリーニングで見出された化合物を腎障害
モデル動物に投与した結果、腎機能保護効果
が得られることを突き止めた。しかしながら、
薬物代謝系酵素や抱合基転移酵素のラット
とヒトにおける‘種差’の問題が懸念されて
いる。本研究課題では、ヒト肝臓における 
インドキシル硫酸産生に対して阻害活性を
示す薬物の探索を効率的かつ再現性良く展
開するために、iPS 肝細胞モデルを利用する
スクリーニング技術の構築と検証を目指す
ものである。 
 
(3)  これまで、ラット肝組織を利用した尿
毒症物質産生阻害薬物の探索を進めてきた
結果、インビトロ実験で阻害活性を示した薬
物は、腎障害モデル動物を用いたインビボ実
験においても尿毒症物質蓄積効果並びに腎
保護作用を発揮する知見を得ており、肝組織
を用いたインビトロスクリーニング系が候
補薬物の探索に有用であることを確認して
いる。従って、ヒト iPS 細胞による探索技術
を開発することにより、肝特有尿毒症産生系
における種差の解明のみならず、臨床応用も
視野に入れた次ステップ試験へ向けた有用
なスクリーニング技術となり得る。本申請課
題の構想は、これまで申請者が蓄積してきた
尿毒症物質の病態生理学的並びに薬物動 
態学的情報、技術並びに研究成果を学術基盤
として挑戦的展開を図るものである。予想さ

れる結果として、ヒト肝臓における硫酸抱合
型尿毒症物質の産生阻止活性を有し、かつ安
全性の高い候補薬物のシーズ探索と次応
用・開発ステップに向けたエビデンス創出を
企図した、当該分野（腎疾患治療領域）では
過去に研究事例・知見がない独自着想に基づ
く創薬ストラテジーが確立できると期待す
る。 
 
(4)  現時点において、硫酸抱合型尿毒症物
質のヒト肝臓産生反応系をターゲットとす
る治療薬探索の報告もしくは研究実施例は
なく、他研究者等による競争的な薬物探索は
進められていない現況にある。仮に競合研究
が出現した場合においても、開発する独自ス
クリーニング技術は、企業等が保有する多種
多様な化合物ライブラリから候補薬物を迅
速かつ簡便に選定する方法として位置付け
られるため、新規な先行技術・方法論として
の優位性は確保し得ると考える。ヒト iPS 細
胞由来肝細胞については、研究分担者の白木
等（熊本大学発生医学研究所・多能性幹細胞
分野）が既に分化誘導技術の確立に着手して
おり、インドキシル硫酸の産生を媒介する代
謝酵素（ CYP2E1 ）と硫酸基転移酵素
（SULT1A1）が発現していることをDNA マ
イクロアレイにより検証を進めつつある。さ
らに、申請者はラット肝臓反応系スクリーニ
ングによりシーズ候補となり得る薬物を既
に複数種見出しており、阻害活性を有する薬
物の化学構造・物質特性等について基礎情報
を集積しつつある。本研究課題の実施により
ヒト iPS 肝細胞スクリーニング技術を活用
した有力なシーズ阻害薬の発見・創出に成功
した場合、物質特許取得の出願、製薬企業等
への本技術の移転、規模を拡大した非臨床試
験並びに臨床試験に繋がる可能性が予想さ
れ、実用化に向けた次ステップ研究へ飛躍的
に発展するものと期待される。 
 
２．研究の目的 
(1)  腎機能障害患者では、通常尿中へ排泄
される低分子尿毒症物質が血液や臓器に蓄
積することで腎不全への増悪とともに心血
管系合併症や多臓器不全のリスクが上昇し、
尿毒症状が進行する。腎障害患者における尿
毒症物質の除去治療として、人工透析や経口
吸着炭投与が行われているが、尿毒症物質の
蓄積を根源的に抑える薬物は現在ない。本研
究課題では、肝臓における硫酸抱合型尿毒症
物質（インドキシル硫酸、p-クレジル硫酸）
の産生阻害薬物が急性腎障害に対して防御
効果を示すことに着目し、ヒト iPS 肝細胞モ
デルを利用した新規スクリーニング技術の
開発を目指す。尿毒症物質産生阻害を機軸と
する腎障害・尿毒症の治療ストラテジーは申
請者の独自構想であり、本スクリーニング技
術の開発に成功した場合、ヒト肝臓での尿毒
症物質産生を阻害する薬物を効率的かつ迅
速・簡便に探索し得る評価系としてシーズ薬



物の創出に威力を発揮する。 
本申請課題では、ヒト iPS 細胞由来の肝細

胞モデルを用いた尿毒症物質産生阻害薬物
のインビトロスクリーニング技術を独自開
発する。さらに、慢性・急性腎障害モデル動
物を用いて血液・組織中の尿毒症物質の蓄積
阻害効果、腎機能保護効果、毒性等について
投与試験を行い、シーズ薬物の探索における
iPS 肝細胞スクリーニング技術の妥当性並
びに有用性について明らかにすることを目
的とする。  

 
３．研究の方法 
 本研究計画では、硫酸抱合型尿毒症物質の
肝臓産生系をターゲットとし、ヒト人工多能
性（iPS）細胞由来肝細胞モデルによる尿毒
症物質産生阻害薬物のスクリーニング技術
を独自開発し、腎障害・尿毒症治療効果を有
するシーズ薬物を創出することを計画する。
スクリーニング化合物は既に共同研究を進
めている製薬企業の保有化合物ライブラリ
を活用する。候補薬物選定の次ステップとし
て、虚血性急性腎障害モデル動物を用いた in 
vivo 薬物投与実験を実施し、シーズ候補薬物
の腎障害進展予防効果並びに安全性・有害反
応に関する情報、並びに血液・組織中尿毒症
物質の蓄積抑制効果、腎組織内酸化ストレス
防御反応について系統的に基礎データを集
積する。得られる研究成果を統合的に解析・
評価し、尿毒症治療薬探索におけるヒト iPS 
肝細胞モデルの有用性について妥当性の検
証を行う。 
 
１．創薬スクリーニングに向けた肝臓分化誘
導方法の改変 
本課題の研究分担者・白木等（熊本大学発

生医学研究所・多能性幹細胞分野）は、ヒト
iPS 細胞から肝臓への分化誘導に関して、支
持細胞を用いる方法および擬似基底膜を用
いる方法を既に開発しており(Shiraki et 
al., Genes Cells, 2010; Shiraki et al., 
Plos One, 2011)、両方法とも知的財産を有
している(PCT/JP2008/060029; PCT/JP2010/ 
058284)。上記方法を用いることで、ヒト iPS 
細胞から肝臓細胞を分化誘導することが可
能であるが、成熟化した状態で細胞を維持培 
養することは技術的に難しい。一方、細胞を
用いたスクリーニングの際には使用するモ
デル細胞の均一性は非常に重要であるが、分
化誘導した細胞を成熟した状態で維持する
ことが困難な現状では、スクリーニングを実
施できる期間が限られ、スループット性が悪
い。そこで初年度は、これらの問題点に対し
て以下 2 つのアプローチで解決を図る。 
肝臓機能の評価に関しては、遺伝子発現・ア
ルブミン分泌・薬物代謝酵素活性によって評
価する。 
(1） 成熟化後の培養液組成・培養プレート
の変更 
1-1) 肝臓細胞の維持培養に関しては、マウ

ス・ラットおよびヒト初代培養肝臓細胞を用
いた研究で使用されている培地を iPS 細胞
由来肝臓細胞の培養に導入し、機能維持に最
適な培地組成を決定する。 
1-2) ヒト凍結肝細胞の機能維持に効果があ
ることが報告されている３次元培養プレー
ト Cell-able（トランスパレント）を使用す
る。その他、市販されている３次元培養プレ
ートを精査して iPS 細胞由来肝臓細胞の機
能維持に最適な培養プレートを決定する。 
2）成熟化前の細胞を凍結保存し、解凍後に
成熟化しスクリーニングを行う。１）の方法
でも機能維持が困難であることも予想され
るため、別の戦略として①前駆細胞を凍結保
存する、②スクリーニングの時期に合わせて
解凍、③成熟化後に使用する、という系を構
築する。 
2-1）iPS 細胞から分化誘導した肝臓前駆細胞
を凍結保存する技術を開発する。 
・細胞凍結液に関しては、市販されている
様々な溶液を比較検討して、当該細胞の凍結
保存に最適な凍結保存液を決定する。 
・凍結保存の操作については、急速冷凍法お
よび緩慢凍結法を比較検討する。 
・幹細胞の凍結保存時の生存率上昇に効果の
ある Rock inhibitor についても効果を検討
する。 
2-2）凍結保存細胞の解凍および成熟化技術
の開発。 
・ヒト凍結肝細胞で使用されている解凍専用
の培養液の効果を検討 
・幹細胞の解凍後の生存率上昇に効果のある
Rock inhibitor についても効果を検討 
・成熟化に関しては、1）と同時に検討を行
い最適な培養方法を決定する。 
 
２. ヒト iPS 細胞由来肝細胞を用いた尿毒
症物質産生阻害薬物の in vitro スクリーニ
ング 
iPS 肝細胞モデルを用い、共同研究提携企

業が保有する化合物ライブラリから定性
的・定量的にインドキシル硫酸産生阻害活性
を示す化合物を探索することでシーズとな
り得る候補薬物の選定を展開する。本スクリ
ーニング系は、成熟化し肝臓機能の発現（薬
物代謝酵素・転移酵素活性、アルブミン分泌
能）が確認されたヒト iPS 肝細胞を用い、前
駆物質であるインドールもしくは p-クレゾ
ールを添加後、細胞内で産生される尿毒症物
資の代謝産生活性を測定する反応系である。
β-NADPH（還元型ピリジンヌクレオチド）や
PAPS（ホスホアデノシンホスホ硫酸）の添 
加条件等の設定は確認済みである。インドキ
シル硫酸と同時に、CYP2E1／CYP2A6 により
産生されるインドキシル、インドキシルグル
クロン酸抱合体についても定量測定する。両
尿毒症物質の律速過程を確認するため、各代
謝ステップの Km 値（基質親和性）及び Vmax 
値（最大反応速度）を速度論的に算出する。
尿毒症物質は LC-MS/MS を用いて定量解析を



実施するが、検出・測定条件等については既
に確立している。 
 
３．腎機能障害ラットを用いた硫酸抱合型尿
毒症物質産生阻害薬の腎保護効果の検証 
1) 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、尿毒症物質産生阻害薬の投与
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機能保護効果
との関連について検討を行う。 
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（HE）染色にて比較；外部委託を
予定）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産生阻害
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。 
 
４．研究成果 
(1) 硫酸抱合型尿毒症物質の肝臓産生系を
ターゲットとし、ヒト人工多能性幹（iPS）
細胞由来肝細胞モデルによる尿毒症物質産
生阻害薬物のスクリーニング技術を独自開
発し、腎障害・尿毒症治療効果を有するシ
ーズ薬物を創出することを計画するもので
ある。ヒト iPS 細胞を３日間分化誘導して
作成した内胚葉凍結ストックを用いて分化
誘導を行った。４種類の異なる培地を用い
て分化誘導を行い、免疫染色および ELISA、
薬物代謝実験で肝細胞への分化度を評価し
た。培養１1 日目には肝臓の前駆細胞のマ
ーカーである AFP 陽性細胞が確認でき、
17 日目には肝臓のマーカーである ALB 陽
性細胞が確認できた。このことから内胚葉
フリーズストックから肝臓系譜への分化が
可能なことが判明した。アルブミン分泌量
について ELISA を用いて評価した結果、
培養 11 日目より有意なアルブミンの分泌
増加が観察された。免疫染色およびアルブ
ミン分泌の結果、検討した分化誘導プロト
コルは肝臓分化に適していることがわかっ
た。内胚葉凍結ストックと培地の組み合わ
せにより肝臓系譜の細胞が作成可能である

ことが判明したため、分化させた iPS 細胞
由来肝臓細胞を用いてインドキシル硫酸の
代謝実験を行った。結果、前駆物質インド
ール添加群の培地中より代謝産生物質であ
るインドキシル硫酸が検出され、さらに阻
害薬 Resveratrol 添加群では、インドキシ
ル硫酸が検出限界まで顕著に低下すること
が観察された。同時に iPS 細胞中のインド
キシル硫酸濃度を測定した結果、極めて低
値を示したことから、産生されたインドキ
シル硫酸は培地中に排出されていることが
示唆された。以上の結果から、新たに構築
したヒト iPS 細胞由来肝臓細胞は、インド
ールからインドキシル硫酸への代謝産生活
性を発現しており、インドキシル硫酸代謝
産生阻害薬のスクリーニングに有用である
ことが示唆された。 
 
(2) 虚血再灌流誘発急性腎障害（AKI） に
伴 う 尿 毒 症 物 質 の 蓄 積 動 態 並 び に 
AST-120 (クレメジン)、 iPS 細胞由来肝細
胞スクリーニング系において見出した硫酸
転移酵素（SULT） 阻害薬 (resveratrol,、
quercetin)、並びに抗酸化および解毒代謝
遺伝子の参加ストレス応答転写因子
（Nrf2）の活性薬 sulforaphane による尿
毒症物質の蓄積抑制効果と腎保護作用につ
いて比較精査した。 
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、抗酸化因子制御因子 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。 
2)  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 IS 
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。 
3)  虚血再灌流 AKI ラットに対し 
resveratrol (5 mg/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 (50 
mg/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。 
4) 虚血再灌流 AKIラットに対しNrf2活
性薬である sulforaphane (5 mg/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、 
IS 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 IS 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 IS 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。本知見
は急性腎障害の治療戦略を開発する上で有
用な基盤情報を提示するものと考える。 
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