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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病患者（CKD）での尿毒症物質の産生には腸内細菌が寄与しており,便秘及び
腸内環境の破綻は腎機能悪化を助長することが推察される。そこで我々は, アデニン誘発CKDモデルラットを用
い, ラクツロースの腎機能に与える影響を尿毒症物質及び腸内細菌叢とともに評価した。その結果，ラクツロー
スは腸内環境の変動効果及び尿毒症物質であるインドキシル硫酸の減少を介して，腎機能障害を改善することが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied the effect of lactulose on renal function in adenine-induced CKD 
rats and monitored uremic toxins and gut microbiota. As a result, lactulose groups improved sCr and 
BUN levels, and suppressed tubulointerstitial fibrosis, suggesting preventing of CKD progression by 
lactulose. Lac groups also lowered level of serum IS and proportions of gut microbiota producing IS 
precursor.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 腸腎連関　尿毒症物質　慢性腎臓病　ラクツロース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌はヒトが分解できない物質を分解するが，その分解物の一部は吸収されて体内に入り血流を介して種々
の臓器へ作用し，病気の発症や進展に悪影響を及ぼすことが明らかとなってきている。今回得られた結果は，腸
内細菌の変化が尿毒症物質の体内への移行を減少させることで，腎臓病の悪化を抑制することが可能であること
を示唆するものであり，今後の腎疾患に対する新規治療法への足掛かりとなる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病（CKD）は QOL の低下や予後不良となる難治性疾患である上，末期腎不全になる
と透析が導入される結果，医療費が急増するため，CKD 対策は全世界のヘルスケアに共通した
緊急かつ深刻な問題として重要視されるようになってきた．さらに，腎細胞癌をはじめとする各
種がんの発症リスクも増大している．近年，これらに共通する発症・進展因子として酸化ストレ
スが注目されるようになってきた．実際に，抗酸化剤のバルドキソロンメチルは糖尿性腎症患者
に対して初めて腎機能を改善することが大規模な第二相臨床試験で実証され，本邦において開
発中である．他方，腎排泄が低下すると，種々の代謝物などが蓄積し尿毒症症状を惹起すること
は腎不全に特徴的であり，この尿毒症の原因である尿毒症物質は多数存在する．その中でも食事
中のトリプトファンなどのインドール骨格由来のインドキシル硫酸（IS）やチロシン由来のパラ
クレジル硫酸（PCS）は代表的であり，この２つの尿毒症物質の共通点として腸内細菌によりそ
れぞれ，インドール及びパラクレゾールに代謝を受け腸管より吸収されて肝臓にて硫酸抱合さ
れる．さらに，これらは血管内皮障害や尿細管障害を惹起するため，腎障害の発症及び進展に関
与することが明らかとなっている． 
 生体の内外の境界をなす皮膚や粘膜面には膨大な数の細菌群が常在しており，常在細菌叢と
言われ，特に腸内細菌叢は生体の整理及び病理機能に影響を及ぼし，多種多様な疾患の原因とな
ることがメタゲノム・メタボローム解析を中心とした研究により明らかにされつつある．そもそ
も腸内細菌はヒトが分解できない物質を分解するが，その分解物はヒトの病態に種々の影響を
及ぼすことが明らかとなってきている．これは，腸内細菌の代謝産物が腸内だけでなく，吸収さ
れて体内に入り血流を介して遠隔臓器へ作用するためである．これまでに，いくつかの病態にお
いてその関与が報告されており，例えば，グラム陰性桿菌の膜成分であるリポポリサッカライド
（LPS）は肝硬変や肝がんの発症に重要であることが示され，腸内細菌の代謝物であるデオキシ
コール酸は活性酸素の産生を促進することで細胞老化を惹起し肥満誘導性の肝がんの発症につ
ながることが分かってきた．また，Clostridium difficile 感染症（CDI）や潰瘍性大腸炎に対す
る便移植療法（FMT）などは腸内細菌叢を用いた新規治療戦略であり，その他，プレ・プロバイ
オティクスの臨床応用なども検討されている．このように，腸内細菌叢の代謝物や菌体成分が微
小環境を変化させることにより，代謝性・免疫関連疾患，悪性腫瘍などの発症に重要であること
が明らかとなっている．そのため，今後は健康維持戦略の１つとして腸内環境の適正化や，腸内
細菌叢を標的とした創薬研究が活性化することが予測される． 
 このような状況で，CKD などの腎不全に伴ってその血中濃度が上昇する物質として，トリメ
チルアミン-N-オキシド（TMAO）が注目されている．TMAO はトリメチルアミンの酸化生成物
であり，ヒトをはじめとした動物の一般的な代謝中間体である．従来，海水魚，サメ，エイ，軟
体動物および甲殻類において，オスモライト（浸透圧調節物質）として存在することがよく知ら
れており，ヒトにおいては，食品中（肉，卵，チーズなど）に含まれるコリンや L-カルニチンが
腸内細菌によりトリメチルアミン（TMA）に代謝され，さらに肝臓において FMO 酵素により
TMAO へと代謝される．この TMAO について，2011 年に Hazen らが心血管イベントの発症に
関連することを報告した．これは，TMAO が血管のプラークからのコレステロールの引き抜き
を減少させること，血小板凝集亢進による血栓形成を促進させることで動脈硬化を増悪させる
ことが推察されている．また，心不全との関連性も示唆されており，循環器系疾患の治療標的と
して注目されている． 
 以上を踏まえ，新規尿毒症候補物質の TMAO と腎臓もしくは CKD 患者のがん発症リスクの
上昇との間には何らかの関連性の存在が疑われるが，その詳細の解明はスタートしたばかりで
あり，最近の報告では，腎排泄に関わるトランスポーターの同定や TMAO による血管内皮の障
害にインフラマソーム及び酸化ストレスの関与が示唆されているものの，酸化ストレス・腎障害
やがんの発症・進展に関する報告は皆無
に近い． 
 
２．研究の目的 
TMAO を中心とした尿毒症物質，酸化ス
トレス，腎障害，がん及び薬物療法の５
つの因子を複合的に解析し，その関連性
を明らかにするとともに，その治療戦略
（薬物療法）を探索することを目的とす
る．（図１参照） 
 
３．研究の方法 
(1)TMAO を中心とした酸化ストレスと

の関連性についての in vitro における
検討：腎不全時に蓄積することは判明し 図１ TMAOの病態生理と本研究の戦略

肝臓

腎臓

小腸

コリン・L-カルニチン
（肉，卵，チーズなど ）

腸内細菌叢

トリメチルアミン

ト リ メ チルアミ ン
-N -オキシド
（ TMAO）

酵素による代謝

がん
（ 肝臓がんを除く ）

心血管疾患

コレステロールの引抜き抑制
血小板凝集？

プレ・プロバイオティクス
RAS阻害薬

吸収

尿毒症物質



ている TMAO であるが，直接的に腎毒性を惹起するかどうかは未解決であるため，腎臓の細胞（ヒ
ト近位尿細管上皮細胞 HK-2），血管内皮細胞（HUVEC）及び腎細胞癌細胞（Renca）に対して細胞
毒性（WST-8 法）及び酸化ストレス産生能（酸化ストレス検出蛍光試薬：CMH2DCFDA）を評価す
る．この際，既存の細胞障害性尿毒症物質である IS及び PCS の共添加による検討を追加するこ
とで，病態の再現性を高める．これまで，IS 及び PCS においては細胞内シグナル伝達の活性化
により NADPH oxidase 由来の活性酸素種産生が報告されているため，基本的な尿毒症物質の細
胞毒性・酸化ストレス応答性を判断する． 
(2) 尿毒症物質による臓器障害に対する医薬品の有効性についての検証：上記の in vitro の

検討により得られた結果をもとに，適切なモデルを選択して新な治療戦略を探索する．具体的な
候補薬物としては，プレバイオティクスとして合成二糖類であるラクツロースの投与による効
果を検証し，TMAO による病態進展に対する抑制効果を総合的に判断することで薬物治療戦略を
探索する． 
 
４．研究成果 
各種培養細胞における TMAO 及びその他の尿毒症物質の影響 
ヒト近位尿細管上皮細胞 HK-2，血管内皮細胞 HUVEC 及びマウス腎細胞癌細胞 Renca に対して，
TMAO を添加したものの，細胞毒性を示さず酸化ストレスの上昇も観察されなかった．また，IS
との共添加においても同様であった（data not shown）． 
 
アデニン誘発腎障害モデルラットに対するラクツロースの効果 
9 週齢の Wistar/ST 系雄性ラット用い，1週間馴化後，ラットを 2群に振り分け，通常飼料 CE-2
を与える群（Normal 群，n=12) と 0.75 % アデニン含有 CE-2 飼料を与える群 (n=36) とした．
アデニン含有飼料投与 3週間後, 血清クレアチニン，BUN，血清インドキシル硫酸及び体重を指
標として群間差のないように，Control 群 (n=12) , 3.0 % ラクツロース (3.0-Lac) 群 (n=12) , 
7.5 % ラクツロース (7.5-Lac) 群 (n=12) の 3群に割り付けた．Control 群には CE-2 固形飼料
を与え, 3.0-Lac 群と 7.5-Lac 群には CE-2 飼料にラクツロースがそれぞれ 3.0 %及び 7.5 %含有
した固形飼料を与え，4週間の経過観察を行った．なお，Normal 群には通常飼料 CE-2 を継続し
て与えた． 
 
体重，摂餌量及び血液学検査所見に対する影響 
試験期間を通して死亡例が 3例認められた．Control 群で通常飼料変更後 3及び 4週目にそれぞ
れ 1例，3.0-Lac 群で通常飼料変更後 4週目に 1例死亡が認められた．体重について，Control
群ではアデニン投与開始直後から速やかな減少がみられ，アデニン投与期間中は横ばいであっ
た．アデニン投与 3 週後から通常飼料に変更すると Control 群の体重は経日的に増加した．ま
た，ラクツロース投与群も Control 群と同様の推移を示した．摂餌量について，アデニン投与開
始後急激に減少し，1 週後から回復がみられた．Control 群では通常飼料に変更後，摂餌量は更
に増加したが，その後最終投与日まで緩やかに減少した．一方，ラクツロース投与群では通常飼
料に変更後，更に増加し，最終投与日まで緩やかに増加した．血液学検査において，Control 群
の赤血球数，ヘモグロビン濃度およびヘマトクリット値は Normal 群に比べて顕著に減少したが，
ラクツロース投与群では Control 群のこれらの減少に対する用量依存的な改善作用が認められ
た．また，白血球数はラクツロース投与により増加した． 
 
腎機能に及ぼす影響 
アデニン投与前（-3 週目），アデニン投与 3 週間後（0 週
目）及びラクツロース投与最終日（4週目）における血清ク
レアチニンおよび BUN の変化を Fig. 1 に示した．アデニン
含有飼料の 3 週間投与により血清クレアチニン及び BUN の
顕著な上昇が認められた．Control群ではアデニン投与3週
後から通常飼料に変更して 4 週間飼育したが，血清クレア
チニン及び BUN は依然として高値を維持した（それぞれ
2.15 mg/dL，128.5 mg/dL）．一方，アデニン投与 3週後か
らラクツロース含有飼料に切り替えた 3.0-Lac 群及び
7.5-Lac 群ではラクツロース投与開始前に比べて血清クレ
アチニンの改善がみられ（1.36 mg/dL），7.5-Lac 群では
Control 群に対して有意な低下が認められた（P < 0.05）．
また，BUN においても 7.5-Lac 群では Control 群に対して
有意な低下が確認された（81.1 mg/dL, P < 0.01）． 
 
尿毒症物質に対する効果（Fig. 2） 
アデニン投与前（-3週目），アデニン投与 3週間後（0週目）及びラクツロース投与最終日（4週
目）における血清中の IS の変化を Fig.2 に示した．0 週目の Control 群の血清中 IS は-3 週目
に比べて約 8.5 倍の増加が確認された．Control 群ではアデニン投与 3週後から通常飼料に変更
して 4週間飼育したが，血清中 IS は更に増加した．一方，アデニン投与 3週後から 3.0 %また
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は 7.5 %ラクツロース含有飼料を 4週間投与した 3.0-Lac 群及
び7.5-Lac群ではラクツロース投与開始前に比べて血清中ISの
減少がみられ，3.0-Lac 群，7.5-Lac 群とも Control 群に対し
て有意な低下が認められた（P < 0.01）．そこで，ラクツロース
投与最終日（4週目）における血清中 ISと血清クレアチニンま
たは BUN の単回帰分析を行った結果，いずれも寄与率 R2=0.9 以
上の高い相関性が得られた（data not shown）．また，ラクツロ
ース投与最終日（4 週目）における Control 群の血清中 PCS は
Normal 群に比べて顕著に増加したが，ラクツロース投与群では
Control 群の増加に対する抑制作用が認められた（Fig. 4B）．ま
た，ラクツロース投与最終日（4週目）にみられた Control 群の
血清中 TMAO 増加に対し，7.5-Lac 群で低下傾向が認められた． 
 
酸化ストレスに対する効果 
酸化ストレスマーカーである血清 AOPP に関しては, Normal 群
に比較し 7.5-Lac 群で有意な減少が認められた．一方，血清 MDA
に関しては 4群間に差は認められなかった．また, 抗酸化能の
評価として, 血清中 SH含量を定量したところ, Control 群で低
下した SH含量は 7.5 % ラクツロース投与により有意に改善し
た．さらに, GSH の評価を行ったところ, 7.5 % ラクツロース
により Normal 群に比較し GSH が有意に増加し, GSH/GSSG 比は
増加傾向が認められた． 
 
腎臓の重量および形態学的変化に対する効果（Fig. 3） 
ラクツロース投与最終日（4週目）における各群の代表的な腎組
織切片の MT 染色及び尿細管間質線維化の相対面積比の結果を
Fig.3 に示した．Control 群では腎相対重量の増加がみられたのに対し，ラクツロース投与群で
は有意な増加抑制が認められた．一方，ラクツロース投与最終日（4 週目）Control 群の相対面
積比は Normal 群に比較して 10 倍程度増加した．これに対してラクツロース投与群では用量依
存的な増加抑制が認められた． 
 
腸内環境に及ぼす影響 
ラクツロース投与最終日（4 週目）における腸内細菌
叢全体のピーク面積比および各菌種のピーク面積比に
おける群間比較の結果を Fig.4 に示した．IS の前駆物
質であるインドールを産生する細菌を多く含む
Bacteroides 及び Clostridium cluster Ⅺがラクツロ
ース投与により Control 群に対して減少傾向を示し
た．また，Bifidobacterium はラクツロース投与によ
り Control 群に対して増加傾向が見られた．なお，DAPI
染色を用いて腸内細菌数の定量を行ったところ, 4 群
間に差は認められなかった (data not shown) ． 
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考察 
アデニン誘発腎不全モデルラットは 1982 年に横澤らがアデニン摂取による慢性腎不全モデルと
して報告された．経口摂取されたアデニンは速やかに 2,8-ジヒドロアデニンに代謝され，近位
尿細管の微絨毛および上皮先端部に沈着して結晶化し，尿細管および間質を変性させ，腎不全に
進展させる．Control 群では，0.75 % アデニン含有飼料を 3週間与えた後通常飼料に戻して 4
週間飼育したが，血清クレアチニンおよび BUN はアデニン含有飼料投与前に比べて顕著な高値
を示した．さらに，尿細管間質の顕著な線維化と貧血所見が確認された．このことから，本モデ
ルが CKD の進行段階にあることが示唆された．また，アデニン投与により尿細管障害が惹起され
たため，尿毒症物質である IS，PCS および TMAO の腎臓からの排泄が抑制されて近位尿細管に蓄
積し，通常飼料に戻して 4週間飼育しても IS，PCS および TMAO が血清中でさらに増加したと考
えられる．血清中に増加した IS 及び PCS は尿細管障害を増悪させることが知られていることか
ら，本試験で認められた IS 及び PCS の増加も CKD 進行を促進させる可能性が考えられた．一方
3.0-Lac 群および 7.5-Lac 群ではラクツロース給与開始前に比べて血清中 ISの減少が見られ，
3.0-Lac 群，7.5-Lac 群とも Control 群に対して有意な低下が認められた．IS は，食事で摂取す
る蛋白中のトリプトファンが腸内細菌によりインドールに代謝され，門脈から吸収された後，肝
臓で抱合化を受けて体循環に入る．インドールを産生する細菌を多く含む腸内細菌群がラクツ
ロース給与により Control 群に対して減少傾向を示したことから，ラクツロースの血清中 IS の
減少は腸管内でのインドールへの代謝抑制が寄与したものと考えられる．さらに，血清中 IS と
血清クレアチニンまたは BUN の間に高い相関性が得られたことから，ラクツロースは血清中 IS
を減少させることにより，腎機能障害を改善することが示唆された．また，血清中 PCS について
も 3.0-Lac 群，7.5-Lac 群では Control 群に対して有意な低下が認められた．PCS も IS と同様
に，食事で摂取する蛋白中のチロシンが腸内細菌によりパラクレゾールに代謝され，門脈から吸
収された後，肝臓で抱合化を受けて体循環に入る．したがって，ラクツロースによる血清中 PCS
の減少も腎機能障害改善に寄与することが示唆された．経口吸着薬である球形吸着炭はインド
ールを腸内で吸着することにより，血清中 IS および PCS を減少させ，慢性腎不全に対する有効
性が示されている．したがって，ラクツロースについても球形吸着炭と同様に慢性腎不全患者へ
の効果が期待される．また, IS は尿細管における酸素代謝調節異常を惹起し, エリスロポエチ
ン産生を低下させる．本試験において, ラクツロース投与により RBC, HGB, HCT の用量依存的
な改善作用が認められたことから，エリスロポエチン産生低下抑制が寄与していることが考え
られる．さらに，IS, PCS は酸化ストレスおよび腎線維化にも関与している．ISは有機アニオン
トランスポーター (OAT) を介して細胞内へ取り込まれ, NADPH oxidase を介して活性酸素種 
(ROS) を産生する．ISにより誘導された ROS は, 腎線維化に関与する TGF-βをはじめとする各
種サイトカインの発現を上昇させるとともに, 尿細管細胞の上皮間葉形質転換 (EMT) を誘導し
て腎線維化を促進する．また, PCS も NADPH oxidase の活性化を介して ROS 産生を誘導し, TGF-
βなど線維化関連因子の産生を亢進させ, 尿細管変性や尿細管間質の線維化を惹起し, 腎障害
の進展因子となることが明らかとなっている．ラクツロース給与により血清中 IS および PCS が
減少するとともに用量依存的な線維化抑制作用が確認されたことから，血清中 IS および PCS の
減少は線維化の進行抑制に貢献していると考えられる．今回, ラクツロースの酸化ストレスに
与える影響に関して有意な変化は見られなかったことから，さらなる検討が必要と考える．また，
抗酸化能の指標となるチオール含量は 7.5-Lac 群で Control 群に対して有意に増加したが，メ
カニズムについては今後検討が必要と考える．さらに TMAO についてもラクツロース投与により
低下傾向が示された．しかしながら，細胞実験での TMAO による障害は観察されなかった．これ
まで心疾患との関連が報告されているが，腎臓への影響は極めて少ないことが示唆された． 
 
まとめ 
ラクツロースはプレバイオティクスとして腸内環境を改善することで, 尿毒症物質の産生を抑
制し，腎障害の進展および尿細管間質の線維化を抑制することが示唆された．本研究は, ラクツ
ロースを含むプレバイオティクスによる腸内環境の是正が CKD 進行抑制の新たな治療ターゲッ
トとなることを示した重要な知見である． 
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