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研究成果の概要（和文）：腸内細菌叢から産生される種々の尿毒症毒素が、腎不全の増悪や合併症発現に関わる
ことが示唆されている。本研究では、腎不全モデルマウスを用いて、腸内細菌叢をターゲットとした腎不全進行
の抑制効果を検証した。その結果、腎不全マウスにプロバイオティクスであるLactobacillus caseiとプレバイ
オティクスであるガラクトオリゴ糖を併用投与した場合、尿素窒素の濃度に影響しなかったが、尿毒症毒素であ
るインドキシル硫酸濃度を低下させる効果が示唆された。本検討により、プロバイオティクスおよびプレバイオ
ティクスの併用は、尿毒症毒素を減少させることにより、腎機能の悪化および合併症を予防できる可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：Indoxyl sulfate (IS) is a protein-bound uremic toxin generated by the gut 
microbiota. Recently, it has been reported that IS may be associated with the progression of kidney 
disease and also cardiovascular disease. The aim of this study was to examine the separate and 
combined effect of probiotics and prebiotics on renal failure using an adenine-induced renal failure
 mouse model. 
The monotherapy with the probiotic bacteria, Bifidobacterium longum and Lactobacillus casei (L.
casei), and the prebiotic galacto-oligosaccharides (GOS) did not significantly reduce BUN and serum 
levels of IS. The combination therapy with L.casei and GOS reduce serum levels of IS in renal 
failure mice compared with the control group, though the difference was not statistically 
significant (p = 0.07).  
This study suggested that the combination therapy of probiotics and oligosaccharides could 
ameliorate the accumulation of uremic toxins by improving the gut microbiota. 

研究分野：臨床薬学
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１． 研究開始当初の背景 
腎臓の機能が低下した状態では本来、尿と
して排泄されるべき種々の毒素が適切に排
泄されず、血中に蓄積する。この蓄積した毒
素は、尿毒症毒素と呼ばれている。尿毒症毒
素は、血液または組織濃度が腎不全患者で増
加し、腎不全患者でみられる濃度でその毒性
が実験動物や適当な in vitro の実験系で証
明されているものと定義される。尿毒症毒素
の代表的な物質であるインドキシル硫酸
（IS）は、フリーラジカルを産生して細胞を
傷害し、腎不全の進行を促進し、さらに心血
管疾患の進行など種々の合併症の発症にも
関与している(Barreto FC et al., Clin. J. 
Am. Soc. Nephrol., 2009)。タンパク結合型
である IS は、血中でアルブミンと約 90%結合
しており、透析で除去されにくい。そのため、
腎不全患者において腎機能の低下を抑制し
合併症を減らすためには、IS のようなタンパ
ク結合型の尿毒症毒素を減らすことが重要
である。 
 
IS の生成・代謝経路は、腸管内においてト
リプトファンが大腸菌等の腸内細菌が産生
するトリプトファナーゼによりインドール
へと変換され、そのインドールが消化管から
吸収され、肝臓において代謝され、IS が生成
される。腎不全患者では IS の腎クリアラン
スが低下していることから、血中 IS 濃度が
増加する。現在のところ、腎不全患者におけ
る尿毒症毒素の除去を目的とした治療は、本
邦では腸管内で尿毒症毒素を吸着させる球
形吸着炭しか承認されていない。球形吸着炭
は慢性腎不全患者や 5/6 腎臓摘出（5/6 腎摘）
マウスにおいて血中 IS 濃度を低下させるこ
とが報告されており (Iida et al., Clin. 
Exp. Nephrol., 2006, Yamamoto et al., 
Nephrol. Dial. Transplant., 2011)、国内
の臨床試験において、吸着炭投与群が従来治
療群と比較して、糸球体ろ過量の減少が抑制
され、経口吸着炭に腎保護作用があることが
証明された（Akizawa et al., Am. J. Kidney 
Dis., 2009）。しかしながら、この薬は一度
に大量の薬剤を服用する必要があるため服
薬遵守が困難であり、併用薬も吸着する等の
臨床上の問題も指摘されている。 
 
 そこで申請者は、腸内細菌に着目した。
Nosratola らの報告では、末期腎不全患者と
健常者を対象に採取された便サンプルに含
まれる微生物の DNA を分析したところ、末期
腎不全患者と健常者では、腸内細菌叢におい
て約190種類の細菌の数に違いが見られるこ
とを示している（Nosratola et al., Kidney 
International, 2013）。この報告では、通常
腎臓によって排出される尿毒症毒素が消化
管に存在することによって、腸管内の pH 変
化に関与し、細菌の成長や優位性に影響を与
えたためと推察している。加えて、腎不全患
者では大腸菌などのトリプトファナーゼ産

生菌が増加し、Bifidobacterium などの有用
菌が減少することが報告されている（Hida et 
al., Nephron, 1996）。腎不全により乱れた
腸内細菌叢を改善することができれば、トリ
プトファナーゼ活性が低下し、IS 等の尿毒症
毒素の産生が減少すると考える。 
 
腸内環境を整えるものとしてプロバイオ
ティクスおよびプレバイオティクスがあげ
られる。プロバイオティクスとは、「宿主に
有益に働く生きた細菌によって構成される
添加物」と定義されており、代表的なプロバ
イオティクスとしてはBifidobacterium属や
Lactobacillus 属などが挙げられる。プレバ
イオティクスとは、「大腸の有用菌の増殖を
選択的に促進し、宿主の健康を増進する難消
化性食品」と定義され、代表的なプレバイオ
ティクスとしてはガラクトオリゴ糖 (GOS) 
やアラビアゴムなどが挙げられる。培地にプ
レバイオティクスを混合することで、
Lactobacillus 属が有意に増殖することが報
告されている。プロバイオティクスおよびプ
レバイオティクスを摂取することで、
Bifidobacterium 属や Lactobacillus 属など
の有用菌が増殖し、トリプトファナーゼを生
産する大腸菌などの有害菌が減少すると考
えられている。加えて、ベルベリンは、胆汁
分泌作用を有し、この胆汁分泌作用は腸内細
菌叢を正常な状態に保持し、腸管内における
インドールの生成を抑制し、病原菌の増殖を
抑えるものと考えられている。 
 
Takayama らが、血液透析を行っている腎不
全患者において耐酸性カプセルに封入した
Bifidobacterium longum (B. longum) を投
与したところ、投与 5 週間後に IS の血清中
濃度が投与前と比較して有意に低下するこ
とを報告している (Takayama et al., Am. J. 
Kidney Dis., 2003.)。しかしながら、この
報告では、末期腎不全である透析患者の血清
IS 濃度推移しか評価されていない。そのため、
耐酸性カプセル封入 B. longum が、腎不全患
者の腎機能低下を抑制するか否か不明であ
った。 
  
２．研究の目的 
本研究では、腸内細菌叢を介した新規腎不
全進行抑制法の検討を行うため、(1) IS の蓄
積により腎不全が持続する慢性腎不全モデ
ルを確立する。(2) 慢性腎不全モデルマウス
を用いて、血漿中 IS 濃度の低下作用を有す
る腎不全進行抑制法を検討する。(3) プロバ
イオティクスおよびプレバイオティクス投
与後の腸内環境に及ぼす影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) アデニン誘発腎不全マウスおよび5/6腎
臓摘出マウスにおける BUN および血漿中 IS
の濃度推移 
12 時間明暗周期（明期：7:00 - 19:00）条



件下で 1週間以上飼育した 5週齢雄性 ICRマ
ウスを使用した。 
アデニン誘発腎不全マウスは、ICR マウス
にアデニンが 0.2% w/w となるよう混合した
粉末飼料を 6-8 週間自由摂食させた。アデニ
ン含有飼料を給餌終了から 0, 2 週目に尾採
血を行い、腎機能の指標として尿素窒素 
(BUN) を、尿毒症毒素として血漿中 IS 濃度
を測定した。 
5/6 腎摘マウスは、1 週間馴化後、左腎を
2/3 摘出し、さらに 1 週間後に右腎を全摘出
した。また、開腹し腎臓を手術野に露出した
だけで再び元の位置に戻したものを Sham 群
とした。腎摘出後 4週目以降に BUN および血
漿中 IS 濃度を測定した。 
 
(2) 腎不全モデルマウスにおけるプロバイ
オティクス投与による BUN および血漿中 IS
濃度への影響 
 アデニン誘発腎不全マウスに、有胞子性乳
酸 菌 で あ る Lactobacillus sporogenes 
(Spores) および耐酸性 B. longum を 1 日 1
回体重 1 kg あたり 1×109 cfu となるように
蒸留水で懸濁し経口投与し、Lactobacillus 
casei (L. casei) を 1日 1回体重 1 kg あた
り5×109 cfuとなるように蒸留水で懸濁し経
口投与した。なお、Spores は、0.2％ w/w と
なるように粉末飼料に混合し、自由摂食させ
る投与法も検討した。アデニン含有飼料を給
餌終了 0, 2 週目に尾採血を行い、プロバイ
オティクスの BUN および血漿中 IS 濃度に及
ぼす影響を評価した。 
 
(3) プロバイオティクス及びプレバイオテ
ィクス併用によるBUNおよび血漿中IS濃度
に及ぼす影響 
プロバイオティクスは上記 (2) と同様に
投与した。プレバイオティクスである GOS は
5% w/w となるよう粉末飼料に混合し、自由摂
食させた。ベルベリンは１日１回体重 1 kg
あたり 200 mg となるように蒸留水で懸濁し
経口投与した。BUN および血漿中 IS 濃度を評
価し、血漿中 IS 濃度を低下させる薬剤を探
索した。 
 
(4) プロバイオティクス及びプレバイオテ
ィクスのトリプトファナーゼ活性に及ぼす
影響 
 トリプトファナーゼ活性は、一定量の L-
トリプトファンを基質として一定量の糞便
中のトリプトファナーゼを作用させ、反応生
成物であるインドールを、吸光光度計を用い
て 550 nm の吸光度を測定した。（Lee et al. 
J. Microbiol. Biotechnol; 2009） 
なお、アデニン誘発腎不全マウスにおいて、
腸内細菌叢が変動しても、腸内 pH が大きく
変動しないことが示されたことから、評価項
目から除外した。（Mishima et al. J Am Soc 
Nephrol; 2015） 
 

 
４．研究成果 
(1) 慢性腎不全モデルの構築 
当初、アデニンの給餌期間を 8週間として
いたが、アデニン投与群の BUN および血漿中
IS 濃度がアデニン非投与群と比較して有意
に上昇したものの、アデニン給餌終了後 2週
以内に死亡個体が認められたため、腎不全進
行抑制効果を適切に評価できないと考えら
れた。そこでアデニン給餌終了後も死亡せず
に腎不全が持続するモデルを作製するため、
ICRマウスに 0.2%アデニン含有飼料を 6週間
または 7週間自由摂食させ、アデニンの適し
た給餌期間を評価した。アデニン給餌終了後
から 0, 2 週目に尾採血を行い、BUN および血
漿中 IS 濃度を測定した。アデニン 6 週間摂
取群では、アデニン給餌終了後 2週間経過し
ても BUN は低下せず、血漿中 IS 濃度も高値
を推移した。アデニン 7週間摂取群では、ア
デニン給餌終了後2週間以内に死亡個体が認
められたことから、アデニンの投与期間を 6
週間に設定した。 
アデニン誘発腎不全マウスと同様に5/6腎
摘出マウスにおいても BUN および血漿中 IS
濃度を評価した。その結果、BUN および血漿
中 IS濃度が Sham 群と比較して有意に上昇し
た。以上の結果から、進行性腎不全モデルで
あるアデニン誘発腎不全マウスと末期腎不
全モデルである 5/6 腎摘マウスにおいて、ヒ
トと同様に血漿中 IS 濃度が上昇することが
確認できた。以降の検討は、ヒトの慢性腎不
全の病態像と類似している、アデニン誘発腎
不全マウスを用いて検討した。 
 
(2) 腎不全モデルマウスにおけるプロバイ
オティクスの腎不全に及ぼす影響 
胃酸に強く生きたまま腸内に届く有胞子
乳酸菌 Spores をアデニン誘発腎不全マウス
に投与し、BUN および血漿中 IS 濃度に及ぼす
影響を評価した。Spores をアデニン給餌開始
と同時に食餌混合投与および連日経口投与
し、BUN および血漿中 IS 濃度を評価した。ア
デニン給餌終了 2週目において、Spores 食餌
混合投与群および Spores 経口投与群と非投
与群において、BUN および血漿中 IS 濃度に有
意な差は認められなかった。 
次に、胃を通過し、生きたまま腸に到達さ
せるために耐酸性マイクロカプセルに封入
されている B. longum と、胃酸に耐性がある
L. caseiをアデニン誘発腎不全モデルに連日
経口投与し、BUN および血漿 IS 濃度に及ぼす
影響を評価した。BUNおよび血漿中IS濃度は、
B. longum 投与群および L. casei 投与群と非
投与群との間に有意な差異はみられなかっ
た。これらの結果から、アデニン誘発腎不全
マウスにおいて、プロバイオティクス単独で
はISの生成に影響しなかったと考えられた。 
 
(3) プレバイオティクスおよびプレバイオ
ティクス併用の腎不全に及ぼす影響 



アデニン誘発腎不全マウスを用いて、B. 
longum および L. casei と、GOS の併用投与
を行い、BUN および血漿中 IS 濃度の変動を評
価した。BUN および血漿中 IS 濃度は、B. 
longum 単剤投与群、GOS 単剤投与群および B. 
longum、GOS 併用群と、非投与群との間に有
意な差異はみられなかった。一方、L. casei
と GOS併用群が非投与群と比較して有意な差
がないものの、血漿中 IS 濃度に減少傾向が
認められた（血漿中 IS 濃度の変化率（中央
値）、非投与群：-43%, L. casei + GOS 投与
群：-72%, p = 0.07）。統計学的有意差が認
められなかったのは、例数が各群 5例と少な
いことと評価機関が短かったためと考える。 
次にプレバイオティクスを L. casei に絞
り、ベルベリン併用投与の BUN および血漿中
IS 濃度に及ぼす影響を評価した。アデニン誘
発腎不全マウスに L. casei とベルベリンお
よびGOSを併用投与した結果、非投与群とBUN
および血漿中 IS 濃度に有意差は認められな
かった。 
 
(4) L. casei 及び GOS のトリプトファナーゼ
活性に及ぼす影響 
アデニン誘発腎不全マウスおいて、L. 
casei 及び GOS の投与終了直後に糞便を採取
し、トリプトファナーゼ活性を評価した。そ
の結果、非投与群と L. casei＋GOS 投与群に
有意な差は認められなかった。 
 
以上のことから、アデニン誘発腎不全マウ
スにおいて、様々なプロバイオティクスおよ
びプレバイオティクスを投与したが、血中
BUN 濃度に影響を及ぼさなかった。しかしな
がら、L.casei と GOS の併用投与は尿毒症毒
素を減少させる可能性がある。今後、L.casei
と GOS の併用投与を基として例数を増やし、
投与タイミングおよび投与期間を検討し、腎
不全に対する新たな治療法として開発を進
めていく。 
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