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研究成果の概要（和文）：腎機能障害・腎不全の病態進展並びに付随する尿毒症に関わる硫酸抱

合型尿毒症物質インドキシル硫酸（IS）に焦点をあて、肝 IS 産生阻害物質を探索することを目

的とした。IS 産生阻害物質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が強

い IS 産生阻害を示した。IS 産生阻害薬の投与により、急性腎障害の発現・進展が抑制される

ことを見出し、腎障害治療法の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 study was aimed to explore inhibitors of hepatic production 
of indoxyl sulfate based on uremic toxins which are involved in renal dysfuntion and kidney  
injury with uremia. By using the screening system for indoxyl sulfate production 
inhibitors, we found that polyphenolic compounds 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. 
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における腎疾患患者は年々増加し
ており、国民の死因の第８位を占め、平成１
８年末には約２６万人が透析療法を受ける
など、国民の健康に重大な影響を及ぼしてい
る。特に、腎機能低下が長期にわたり進行す
る慢性腎臓病（CKD）は、発症・進展に生活
習慣が密接に関わっており、生活習慣の改善
や薬物療法等によって進行予防が可能な疾

患となってきている。CKD 対策の重要性は
徐々に普及しつつあり、医療現場に適切な予
防・治療法を普及させることにより、腎疾患
の発症・進展予防対策を強化することが喫緊
の課題とされている。腎機能障害の進行防止
のためには、血糖・血圧等の適正管理のほか、
アンジオテンシン変換酵素阻害薬・アンジオ
テンシン受容体阻害薬等による薬物療法や、
塩分・蛋白の摂取制限等の食事療法が行われ
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ている。これらの治療によっても腎機能障害
が重症化し末期腎不全に至る場合には、腹膜
透析、血液透析等の人工透析療法や腎移植が
行われている。従って、腎障害の重症化を防
止し、慢性腎不全による透析導入への進行を
阻止して透析導入患者を減少させること、さ
らに CKDに伴う心血管系疾患の発症を抑制す
ることが、国策のひとつとして目標にあげら
れている。腎機能低下が重症化した CKD には
根本的な治療方法がなく、腎代替療法として
は、血液透析、腹膜透析及び腎移植しか有効
な対処法がない。このため腎不全の進行を抑
制することが重要であり、有効かつ安全な腎
不全治療薬の開発が望まれている。これまで、
腎不全の治療薬としては、腸管内で毒素物質
を吸着させて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
（AST-120、商品名：クレメジン®）が用いら
れている。しかしながら、この種の経口治療
剤や低タンパク食は、大量服用する必要があ
る他、吸着特異性を有していない等の実用上
の問題が多々指摘されている。国外において、
CKD 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 Vanholder 等の CKD 専門研究
者により提示されているが治療薬ターゲッ
トとしての可能性に着眼した研究事例・報告
は未だみられない。 
 
２．研究の目的 
 非ステロイド系消炎鎮痛薬や抗癌薬等の
薬物投与に伴って頻発する急性腎障害は、薬
物治療上の副作用問題として顕在化してお
り、より有効かつ安全な未然防止・治療対策
が喫緊課題となっている。また、直近では腎
機能低下が長期にわたり進行する慢性腎臓
病（Chronic Kidney Disease（CKD））が、脳
血管疾患や心筋梗塞等の循環器系疾患の発
症リスク要因として注視されており（図 1）、
適切な予防・治療策の早急な確立が求められ
ている。急性・慢性を問わず腎不全に伴う尿
細管機能障害時には、腎臓固有の薬物・毒物
の尿中排泄機能（腎特異的薬物トランスポー
タ機能）が障害される結果、尿毒症物質が血
液や組織中に高濃度に蓄積し、循環器系等を
含む種々の生理機能に影響を及ぼすことが
示唆されている。すなわち、腎障害に伴い蓄
積される尿毒症物質は、正常な組織機能の破
綻を誘起する重要病態進展因子として認識
されつつある。本研究計画では、新たな創薬
領域として尿毒症物質の代謝・産生を抑制す
る化合物の探索に取り組み、腎機能障害の重
症化・進行の阻止並びに付随して発生する心
血管系イベントを予防・軽減し得る薬物のス
クリーニング系を構築するとともに、候補治
療薬となるシーズ創出を目的として企図・立
案するものである。 
 

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。イン
ドキシル硫酸の代謝・産生評価系を構築し、
前駆物質インドールを出発物質とした代謝
経路及び変換効率等を精査し、評価系の妥当
性について検証・評価する。得られた結果を
踏まえ、臨床使用可能な既存薬物もしくは候
補化合物群の中から、インドキシル硫酸の産
生経路を遮断・阻害する薬物もしくは化合物
を選別し、動物並びに培養細胞モデル系を用
いた系統的なスクーリングを並行実施しな
がら、腎障害進展阻止を企図した評価ストラ
テジーの基盤確立とそれに基づく候補薬物
の絞込みを行った。薬剤性または虚血再灌流
急性腎障害モデル動物並びに慢性腎臓病モ
デル動物を用い、スクリーニングで絞られた
インドキシル硫酸産生阻害薬物の in vivo に
おける腎障害進展の抑制効果、安全性・有害
反応等についてデータを収集した。 
 
（１）腎機能並びに薬物代謝酵素及びトラン
スポータ発現に及ぼすインドキシル硫酸の
影響 
 これまでの研究から、薬剤（抗がん薬シス
プラチン）誘発性の急性腎障害及び虚血再灌
流急性腎障害時において、血清クレアチニン
と相関して血清中並びに腎組織中のインド
キシル硫酸濃度が著明に上昇すること、腎障
害進展因子として寄与する可能性が示唆さ
れた。本検討では、インドキシル硫酸による
腎障害の誘発・進展作用の有無、並びに肝薬
物代謝酵素、腎薬物トランスポータの発現変
動についてラットを用いた精査を行った。 
 ①SD 系雄性ラット（200-300g）に前駆物質
であるインドールを経口投与もしくは腹腔
内投与（50-200 mg/kg）し、経時的に血清並
びに腎及び肝組織中のインドキシル硫酸蓄
積量を高速液体クロマトグラフィ（HPLC）に
て測定した。 
 ②インドール投与後、腎機能マーカー（血
清クレアチニン、血清尿素窒素（BUN））及び
血清電解質濃度（Na, K, Cl）を検査する。
同時に肝機能マーカー（AST、ALT）について
も測定を行った。 
 ③腎及び肝組織の病理検査（主にヘマトキ
シリン-エオシン(HE)染色）を行い、インド
ール投与及びインドキシル硫酸の蓄積に付
随する組織学的変化について精査した。 
 ④in vitro インドキシル硫酸産生・評価モ



 

 

デルの作成並びに阻害薬物の網羅的探索を
行った。ラット肝組織並びに培養細胞系を用
い、インドキシル硫酸の in vitro 代謝・産
生系を新たに構築し、インドキシル硫酸阻害
薬スクリーニング・評価系を開発した。ラッ
ト肝 S9 画分によるインドキシル硫酸産生系
を確立した。ラット肝臓より遠沈・分離によ
り S9 画分を精製し、インドール添加に伴う
インドキシル硫酸の代謝産生システムを確
立した。 
 
（２）急性腎不全ラットにおけるインドキシ
ル硫酸産生阻害薬の腎機能保護効果の検証 
 ①インドキシル硫酸産生阻害薬について、
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、
腎機能障害の進展阻止効果について精査し
た。評価の測定対象として、血清中インドキ
シル硫酸濃度、肝・腎組織中インドキシル硫
酸濃度、腎機能マーカー（血清クレアチニン、
血清尿素窒素）、血清電解質濃度（Na、K、Cl）、
尿細管障害分子 Kim-1、抗酸化ストレス因子
Nrf2 を測定した。特に、インドキシル硫酸産
生阻害薬の投与法（経口、静注、腹腔内等）
投与量、投与間隔等の投与設定と腎機能との
関連について綿密な検討を行った。同時に、
血清中インドキシル硫酸濃度について測定
し、当該阻害薬の効果について評価・判定し
た。統計処理は、血液生化学データ並びに
mRNA 発現量の変化については、One-way 
analysis of variance（ANOVA）を用いた後、
Scheffe's F test を行い有意差判定した。3
群間以上の比較検定は Scheffe's multiple 
comparison test を用いて行い、危険率 P < 
0.05 を有意差基準とした。パラメータ間の相
関関係は Peason’s correlation coefficient 
test を用いて行い、危険率 P < 0.05 を有意
差基準とした。 
 
４．研究成果 
 本研究では、腎障害進展因子である IS の
産生を阻害する新規物質を発見するために、
ラット肝 S9 画分を用いたスクリーニング評
価系を新たに確立し、Cisplatin 誘発急性腎
障害ラットに IS 肝産生阻害物質を経口投与
することでその効果を検証した。また、IS と
急性腎障害との関連性を調べるために
Indole食餌によるCisplatin誘発急性腎障害
への影響について加えて検討を行った。 
（１） ラット肝 S9 画分を用いた Indole 添
加 IS 産生 in vitro 系を新たに作製し、IS 産
生速度における見かけの Km 値及び Vmax 値は、
それぞれ 27.1 μM 及び 30.5 pmol/min/mg 
protein (Eadie-Hofstee plots)であった。 
（２） 10 種類の化合物を用いた新規 IS 産生
阻害物質のスクリーニング評価を行い、SULT
の阻害物質で強い IS 産生阻害を認め、

Quercetin、Curcumin、Resveratrol 及び DCNP
の拮抗阻害における見かけの Ki 値は、それ
ぞれ 1.0 μM、1.8 μM、1.5 μM 及び 0.08 μ
M であった。一方、CYP2A6 及び CYP2E1 の阻
害物質においては、IS 産生阻害がほとんど認
められなかった。 
（３） Cisplatin 誘発急性腎障害ラットに
IS肝産生阻害物質であるQuercetinを経口投
与した結果、血清及び腎臓中 IS 濃度が減少
し、SCr、BUN、腎尿細管組織学的検査及び腎
rKim-1 タンパク質発現量において、腎障害の
軽減を認めた。Resveratrol 経口投与におい
ては、血清及び腎臓中 IS 濃度が減少し、腎
障害軽減傾向を認めた。一方で、Curcumin 経
口投与においては、IS の減少並びに腎機能の
改善が認められなかった。また、DCNP 経口投
与においては血清及び腎臓中 IS 濃度減少を
認めたが、SCr 及び BUN において更なる腎障
害の増悪を認めた。 
（４） Quercetin、Curcumin、Resveratrol
及び DCNP の経口投与は、血清及び腎臓中
Cisplatin 濃度に影響を与えないことを確認
した。 
（５） Cisplatin 誘発急性腎障害において、
腎有機イオントランスポータ(rOat1、rOat3、
rOct2)のタンパク質発現量が減少し、
Quercetin を経口投与することで、その発現
量減少が回復することを認めた。 
（６） Indole 食餌によってラットの血漿中
IS 濃度を上昇させることはできたが、その際
の Cisplatin 誘発急性腎障害において、SCr、
BUN及び腎rKim-1タンパク質発現量への影響
は認められなかった。 
（７）Cisplatin 誘発急性腎障害ラットに
Quercetin を経口投与することで、腎障害が
軽減した。Quercetin は過去に抗酸化作用も
報告されていることから、抗酸化作用が一部
腎障害軽減に寄与したと推測される。すなわ
ち IS 肝産生阻害及び抗酸化作用により、腎
機能が改善し、IS の排泄が増加する。そのこ
とで腎障害が軽減し、更に腎機能が改善する。
このような腎機能改善サイクルにより、腎障
害が改善されたと推測される。 
（８） 虚血再灌流 AKI に伴た尿毒症物質の
蓄積変動並びに AST-120(クレメジン)並びに
SULT阻害薬(resveratrol, quercetin)投与に
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結果、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、血清中及び臓器中 IS の著
名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、
NGAL)の尿中排泄量の有意な上昇、組織内酸
化ストレスの指標である Nrf2 の核内移行が
促進されることを観察した。虚血再灌流 AKI
ラットに対し AST-120 を経口投与した結果、
血清中及び臓器中 ISの蓄積が減少すること、



 

 

SCr、BUN、Kim-1 並びに NGAL の尿中排泄量の
有意な改善とともに、酸化ストレス防御因子
の転写因子 Nrf2 (NF-E2-related factor 2) 
の核内移行が抑制されることが判明した。虚
血再灌流 AKI ラットに対し SULT 阻害薬であ
るresveratrol (5mg/kg)を経口投与した結果、
血清中及び臓器中 ISの蓄積が減少すること、
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
ことが示唆された。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 ラットに対する AST-120 や
SULT 阻害薬の効果から IS が腎機能障害進展
に内因性リスク因子として関与する可能性
が示され、この体内 IS 蓄積を抑えることが
腎機能の維持に重要であることが示唆され
た。また、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
ス低減につながったと推察される。従って、
IS 産生阻害作用並びに抗酸化ストレス作用
を併せ持つ多能性薬物が見出されれば、虚血
性 AKI の予防・改善に有効な薬物治療法が開
発される可能性が示唆された。 
 以上、今回の知見により判明したポリフェ
ノール系薬物をモデル化合物として、IS 肝産
生阻害作用、抗酸化作用並びに非毒性を併せ
持つ新規腎障害治療薬が開発されることに
より、急性腎障害の軽減、進展抑制並びに心
血管イベントの予防効果が期待される。本研
究結果は、尿毒症物質インドキシル硫酸の肝
産生阻害に基づく新規腎障害治療及び予防
薬開発戦略に重要な基礎情報を提供するも
のになると考える。 
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