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研究成果の概要（和文）：(1) 透析患者の血中代謝性物質濃度を網羅的に測定し、非透析患者とのプロファイル
の相違を明らかにした。(2) 新規インドール酢酸誘導体(MA-5)がミトコンドリアにおけるATP産生促進作用を持
ち、ミトコンドリア病の新規治療薬となる可能性を明らかにした。(3) 下剤の一種であるルビプロストンが、腎
不全モデルマウスに対する投与にて腸内細菌叢をいわゆる善玉菌優位に変化させ、腎機能低下および尿毒素の蓄
積を抑制することを明らかにした。(4) RNaseの一種であるAngiogeninのin vivoの作用を検討し、既報で示唆さ
れていたtRNAのCCA末端の切断作用は否定的であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) We comprehensively evaluated serum concentrations of 122 ionic compounds
 in hemodialysis (HD) patients. We identified 38 solutes and 23 solutes that were higher and lower, 
respectively, in HD patients than non-dialyzed chronic kidney disease (CKD) patients.  (2) We 
revealed that a newly synthesized indole derivative (MA-5) increased cellular ATP level and survival
 of fibroblasts from patients with mitochondrial diseases. These data suggest that MA-5 has the 
potential to become a novel therapeutic drug for treatment of mitochondrial diseases.  (3) We 
revealed that ClC-2 chloride channel activator lubiprostone improved the gut microbiota, resulting 
in amelioration of CKD progression.  (4) Using next-generation sequencing, we examined whether 
ribonuclease angiogenin (ANG) cleaves CCA-termini of tRNAs in vivo. The proportion of tRNA-derived 
fragments with CCA did not increase in ANG-treated cells, suggesting that ANG does not cleave 
CCA-termini in vivo.

研究分野：腎臓病学
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１．研究開始当初の背景	
 
これまで申請者らは、慢性腎臓病の血清およ
び慢性腎不全モデルラットの血漿をキャピ
ラリー電気泳動質量分析（CE-MS）にて網羅
的に解析し、腎機能低下に伴い体内に蓄積す
る代謝性物質を数多く同定している
(Hypertens	
 Res	
 2010,	
 Toxins	
 2012)。ま
た申請者らはヒト近位尿細管血管側に発現
する SLCO4C1 トランスポーターを単離し
(PNAS	
 2004)、SLCO4C1 が尿毒症物質の排泄
を担うこと、また脂質異常症治療薬であるス
タチンが SLCO4C1 の発現増強を介して尿毒症
物質の排泄を促進し高血圧や腎障害が改善
することを報告した(JASN	
 2009)。さらに尿
毒症物質のインドキシル硫酸が SLCO4C1 の発
現を負に制御しており、インドキシル硫酸を
除去することで SLCO4C1 の機能が回復するこ
とを見いだし（PLOS	
 ONE	
 2013）、SLCO4C1
が尿毒症物質排泄による新規 CKD 治療の標的
分子であることを報告してきた。	
 
	
 本研究では、CKD におけるトランスポータ
ーの発現制御機構のさらなる解明、加えて尿
毒症物質の毒性や産生源、トランスポーター
による尿毒症物質輸送の特性の解明を行う
ことで、尿毒症物質を効率良く除去する CKD
治療法の開発を目指すことを目的とし、以下
に示す問題を解決すべき課題と捉えた。なお、
(4)は 2015 年 10 月から留学中の米国ブリガ
ム＆ウィメンズ病院にて行った研究である。	
 
	
 
(1)	
 維持透析患者の 5 年生存率は依然 60%程
度と低く、貧血、骨ミネラル代謝異常、心血
管系疾患などの合併症の発症が予後を悪化
させる要因となっている。これらの病態に尿
毒素の関与が想定されてはいるが、透析患者
における各種尿毒素の血中濃度はほとんど
知られておらず、また透析患者の代謝動態が
保存期腎不全患者と比較しどのように変化
しているのかもほとんど明らかになってい
ない。	
 
	
 
(2)	
 腎不全物質の網羅的解析にて、われわれ
はインドール酢酸(Indole-3-acetic	
 acid:	
 
IAA)が慢性腎臓病(CKD)患者にて蓄積するこ
とを明らかにした。IAA は植物においては成
長ホルモンとして機能することが知られて
おり、マウスおよびヒトの線維芽細胞の増殖
を促進することが報告されているが 1)、哺乳
動物における機能は不明な点が多い。	
 
	
 
(3)	
 腎機能の低下に伴い体内に蓄積する尿
毒素のうち、インドキシル硫酸やパラクレシ
ル硫酸などは産生に腸内細菌叢が関与する
ことが知られている。しかしながら腸内細菌
叢と CKD の関連はこれまでほとんど明らかに
なっていない。	
 
	
 
(4)	
 ストレス環境下において、RNase の一種
であるAngiogenin(ANG)はtRNAのアンチコド
ンを切断し 2 種類の断片(tRNA-derived	
 

stress-induced	
 fragments:	
 tiRNAs)を生成
する。in	
 vitroの実験に基づいたデータから、
ANG は tRNA の CCA 末端も切断し、さらに CCA
付加酵素である TRNT1 によりストレス解除後
は速やかに CCA が修復されると報告されてい
る 2)。しかしながら in	
 vivoにおいて ANG が
tRNAのCCA末端の切断に関与するかは明らか
となっていない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)	
 透析患者の透析前後の代謝性物質の血
中濃度をキャピラリー電気泳動質量分析
(CE-MS)にて網羅的に測定し、これを非透析
CKD 患者の血中濃度と比較することで、透析
患者における代謝性物質のプロファイルを
明らかにし、透析患者に特異的に蓄積する尿
毒素および代謝性物質を同定する。加えて、
透析により除去され欠乏に陥りやすい物質
を明らかにすることで、生体に有益な代謝性
物質や栄養素の喪失が、透析患者の病態に関
与している可能性を検討する。	
 
	
 
(2)	
 IAA およびその誘導体のスクリーニング
を行い、これらの物質が細胞の増殖および生
存を促進するかを検討し、その分子学的機序
と生体への作用を明らかにする。	
 
	
 
(3)	
 CKD 患者において便秘が腸内細菌叢の悪
玉化をもたらす可能性が報告されているこ
とから、ルビプロストン(ClC-2 クロライドチ
ャネル活性化を機序とする下剤)の腎機能お
よび血中尿毒素濃度への影響を検討する。	
 
	
 
(4)	
 in	
 vivoにおいて ANG が tRNA の CCA 末端
を切断するか、また TRNT1 が CCA 修復に関与
するかを検討する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 標準的な血液透析(IV型PS膜ダイアライ
ザーにて週 3回、各 4 時間)を施行中の 11 名
の患者（女性 6名、男性 5 名。平均年齢	
 61.8	
 
±	
 6.3 歳、平均透析期間 8.1	
 ±	
 8.2 年）の
血液透析前後の血清を採取し、CE-MS にて 500
種以上の代謝性物質の血中濃度を網羅的に
測定し、結果を以前われわれが報告した非透
析 CKD 患者(stage	
 G3:	
 11 名,	
 stage	
 G4:	
 17
名,	
 stage	
 G5:	
 13 名)の血中濃度（Hypertens	
 
Res	
 2010）と比較した。特に CKD	
 stage	
 G5
の平均血中濃度と透析前の平均血中濃度を
比較することで、透析患者に特異的に蓄積、
または欠乏する物質を同定した。	
 
	
 
(2)	
 IAA 誘導体のライブラリーのスクリーニ
ングを行い、細胞の増殖および生存を促進す
る物質(Mitochonic	
 Acid	
 5:	
 MA-5)を同定し
た。さらに同定した物質をミトコンドリア病
患者から採取した線維芽細胞に投与し、酸化
ストレス環境下での細胞死抑制効果が得ら
れるかを検討した。また腎障害モデルマウス
(虚血再灌流およびシスプラチン腎症)やミ



トコンドリア病モデルマウス(Mitomice)に
投与し、腎障害およびミトコンドリア病に対
する治療薬としての可能性を検討した。	
 
	
 
(3)	
 ルビプロストンをアデニン投与腎不全
モデルマウスに投与し、腎機能および血中尿
毒素濃度への影響を検討した。	
 
	
 
(4)	
 1 時間の ANG 処理を行った U2OS 細胞から
得られた total	
 RNA を電気泳動し、tRNA 分画
と tiRNA 分画をゲル抽出し、それぞれの分画
毎に cDNA ライブラリーを作製した。次世代
シークエンサー(NGS)による解析を行い、
tRNA にマッピングされたリードのうち tRNA
遺伝子上の 3'末端を含むものを抽出し、さら
にこれらのリードのうち末端に CCA を有する
割合を算出した。同様に CCA 付加酵素である
TRNT1 のノックダウン細胞からも tiRNA 分画
をゲル抽出した上で cDNA ライブラリーを作
製し NGS 解析を行った。	
 
	
 また NGS の結果を生化学的に立証するため、
ANG 処理細胞の total	
 RNA をゲル抽出して得
た tiRNA および tRNA 分画を、RNA リガーゼの
一種である RtcB（ANG による切断で生じる
2',3'-環状リン酸基と 5'-水酸基を結合する
酵素）の存在下で 5'-水酸基をもつ RNA オリ
ゴとインキュベートし、ライゲーション産物
を生成するか（ANG による切断を受けていれ
ば 3'-末端に 2',3'-環状リン酸基をもつため
オリゴと結合する）を検討した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 測定しえた 122 項目のうち、38 物質で透
析前において CKD	
 stage	
 G5 の患者と比較し
有意な蓄積が認められた。このうち少なくと
も 、 malonate,	
 ADMA,	
 trans-aconitate,	
 
hippurate,	
 3-indoxyl	
 sulfate,	
 glutarate,	
 
trimethylamine	
 N-oxide,	
 creatinine,	
 
indol-3-aceateの8物質は生体に対する毒性
が示唆されており、透析患者における病態に
関与している可能性があると考えられた。逆
に、毒性が示唆されている物質の中で SDMA
は透析前後とも有意に低濃度であり、また
guanidinosuccinate は透析前においては CKD	
 
stage	
 G5と同程度であるが透析後は有意に低
値となっていた。透析患者はこれらの物質の
毒性は非透析 CKD 患者と比較し低減している
可能性が示唆された。	
 
	
 一方透析患者において透析前後ともに有
意に低濃度の物質を 23 物質同定した。これ
らの中で 4-hydoroxy-3-methoxybenzoate,	
 
5-methyltetrahydrofolate などは生体に有
益な作用が示唆されており、透析患者におい
ては尿毒症物質の蓄積だけではなく、有益な
物質の欠乏も病態に関与している可能性が
示唆された。加えて butanoate を代表とする
短鎖脂肪酸は透析患者で欠乏する傾向を認
めた。これらの短鎖脂肪酸は腸内細菌叢で産
生され体内に吸収されることが知られてお
り、透析患者における腸内細菌叢の変化を反

映している可能性が考えられた。	
 
	
 これまで同じ測定系で透析患者と保存期
CKD 患者における代謝性物質の血中濃度を網
羅的に比較した報告はほとんどなく、今回明
らかにした 122 物質のプロファイルは透析前
後の代謝動態の変化に加え、保存期 CKD 患者
との差異をも明らかにした点で有益な情報
になると考えられた（投稿中）。	
 
	
 
(2)	
 IAA 誘導体のライブラリーのスクリーニ
ングにて、細胞の増殖および生存を促進する
物質(Mitochonic	
 Acid	
 5:	
 MA-5)を同定した。
MA-5 は細胞内の ATP レベルを増加させ、酸化
ストレス条件下での細胞死を抑制した。いま
だ有効な治療薬のない難病であるミトコン
ドリア病は、ミトコンドリアにおける呼吸鎖
が障害され ATP 産生が低下することを特徴と
する。申請者らは MA-5 の ATP 産生促進作用
に着目しミトコンドリア病に対する新規治
療薬としての可能性を検討した。Leigh 症候
群、MELAS などのミトコンドリア病患者より
採取した線維芽細胞を用いた検討では、MA-5
は 容 量依存性に酸化ストレス条件下
（L-buthionine-(S,R)-sulfoximine 投与）に
おける細胞生存率を改善した。この結果は
MA-5 がミトコンドリア病の新規治療薬とな
いうる可能性を示唆していると考えられた
（Tohoku	
 J	
 Exp	
 Med	
 2015）。in	
 vivoでの
検討では、MA-5 はマウスへの投与にて虚血再
灌流およびシスプラチン投与による腎障害
を軽減することを明らかにした。さらにミト
コンドリア病モデルマウスである Mitomice
への MA-5 投与にて、心筋障害や腎障害の顕
著な改善傾向を認めた。これらの結果より、
新規 IAA 誘導体 MA-5 はミトコンドリア病や
酸化ストレスによる腎障害への新たな治療
戦略となる可能性が高いと考えられた。特に
ミトコンドリア病は現在においても有効な
治療法が確立されていないのが現状であり、
MA-5 はミトコンドリア病に対する画期的な
治療薬となる可能性を持っていると考えら
れた（JASN	
 2015）。	
 
	
 
(3)	
 アデニン腎症モデルマウスへの投与に
て、ルビプロストンは腎機能(BUN)を改善し、
また尿細管障害、腎線維化および腎内炎症を
抑制した。アデニン腎症による腎不全では、
腸 内 細 菌 叢 の い わ ゆ る 善 玉 菌
（Lactobacillaceae および Prevotella）が
減少していたが、ルビプロストン投与により
これらの回復が認められた。CE-MS による検
討では、ルビプロストンの投与にてインドキ
シル硫酸や馬尿酸などの尿毒素の血中濃度
の減少が認められた。これらからルビプロス
トンは腸内細菌叢および腸内の環境を改善
することで、CKD における腎機能障害の進行
および尿毒素の蓄積を抑制する可能性があ
ると考えられた(JASN	
 2015)。	
 
	
 
	
 



(4)	
 tRNA 分画では CCA 末端を有する割合
（%CCA）は Control	
 93.5%、ANG	
 92.9%と ANG
処理によりわずかに低下を認めた。しかしな
がら CCA を有しない tRNA のリード数は ANG
処理によっても増加せず、この低下は ANG に
よる tiRNA 産生に伴う全長 tRNA の減少によ
るものと考えられた。	
 
	
 tiRNA 分画（20-50	
 nt）では、ANG 処理に
より 3'-tiRNA は著明に（>5 倍）増加した。
しかしながらこれらのほとんどは CCA を有し
ており、また CCA を有しないフラグメントの
リード数は ANG 処理によっても増加を認めな
かった。結果として%CCA は ANG により有意に
増加した（Control	
 88.8%、ANG	
 98.5%）。さ
らに CCA 付加酵素である TRNT1 をノックダウ
ンした細胞において ANG 処理を行い、同様に
3'-tiRNA の%CCA を算出したところ TRNT1 ノ
ックダウンは%CCA に有意な変化をもたらさ
ないことが明らかとなった。	
 
	
 RtcB リガーゼによる tRNA および tiRNA 分
画と RNA オリゴとの結合実験では、5'-tiRNA
は 3'-末端が 2',3'-環状リン酸基であるため、
オリゴとのライゲーション産物を生成した。
しかしながら 3'-tiRNA と tRNA ではライゲー
ション産物は検出されず、CCA 末端はそのま
ま維持されていることが示唆された。しかし
ながら、total	
 RNA を in	
 vitroにおいて	
 ANG	
 
処理を行ったところ、5'-tiRNA だけでなく、
3'-tiRNA および tRNA 分画でもライゲーショ
ン産物を検出した。これらの結果から、in	
 
vitroでは ANGは tRNAの CCA末端を切断する
可能性があるものの、in	
 vivo では切断はし
ないことが強く示唆された（投稿準備中）。	
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