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緒緒  言言  

 
本邦における透析患者の最多原疾患は糖尿病性腎臓病（diabetic kidney disease：DKD）であり全体の約4割を占め

る。DKD による透析導入患者数の抑制のためには、糖尿病患者の中で DKD を発症し、末期腎不全に進展するリスク

が高い患者を早期に見極め、積極的に治療することが重要である［1］。これまでに報告者は①腸内細菌が産生に関わる

フェノールの代謝物であるフェニル硫酸がDKDの原因物質の1つであること、②糖尿病患者を対象にしたヒトの臨床

研究の結果からフェニル硫酸は DKD 増悪の予測因子であること、③ フェニル硫酸産生を抑えるとアルブミン尿と腎

機能が改善することから、フェニル硫酸を低下させることがDKDの新たな治療法開発のターゲットとなり得ることを

見いだした。さらに糖尿病患者の臨床コホートの解析から、血中のPS濃度が高い患者では尿中アルブミンが増悪し予

後が悪いことを示した。そしてフェニル硫酸が100％腸内細菌由来であることに着目して、腸内細菌叢をターゲットと

した介入によって血中フェニル硫酸濃度を下げると尿中アルブミンが減少し腎機能が改善するというこれまでにない

DKD の治療概念を明らかにした［2］。フェニル硫酸は食事のアミノ酸から腸内細菌が 100％作る代謝物である。その

産生酵素はヒトにはなく腸内細菌しか持っておらず、糖尿病モデル動物にフェニル硫酸の産生を抑える酵素阻害剤を投

与するとアルブミン尿は著明に減少する。さらに腎不全マウスにこの薬剤を投与するとフェニル硫酸の低下だけでなく

腎機能の保護効果も認められる。 
そこで本研究ではヒト糖尿病患者糞便中のフェノール産生菌の単離とフェノール産生酵素の精製行い、さらにフェノ

ール産生酵素発現系を用いてヒトにおけるフェニル硫酸産生メカニズム特異的活性阻害剤の開発を行う。また腸内細菌

叢の解析から糖尿、慢性腎臓病（chronic kidney disease：CKD）、加齢に関する菌叢の解明と尿毒素産生と菌叢の解析

を行う。糞便のショットガン解析から年齢、性別、糖尿病、慢性腎臓病に特異的な菌種同定を行う。さらにヒトの末梢

血の全ゲノム解析を同様に行い、ミトコンドリアゲノム及びミトコンドリア構成蛋白をコードする遺伝子の遺伝子変異

の組合わせを分類し、その分布を調べる方法を確立することで疾患との関連を明らかにすることを目的とした。 
 

方方  法法  
 
東北大学病院腎高血圧内分泌科の高血圧外来に通院する患者 101 名の血清中の腸内細菌由来尿毒症物質（indoxyl 

sulfate：IS、phenyl sulfate ：PS、p-Cresyl sulfate：PCS、trimethylamine N-oxide：TMAO）を、質量分析計を用

いて測定した。また便中腸内細菌叢を16SリボゾーマルRNA解析し、尿毒症物質と各菌種との相関係数を求めた。さ

らに 20％以上の患者が保持している比較的頻度の高い腸内細菌について尿毒症物質を目的変数に菌の構成割合と

eGFR を説明変数とする重回帰分析を行い有意差のある症例を抽出しこの重回帰分析から腎機能による交絡を除いて

尿毒素と腸内細菌の関係を解析し尿毒素の産生または抑制する可能性のある腸内細菌の同定を行った。またショットガ

ンメタゲノム解析から 100 万を超える遺伝子ファミリーと代謝系路について解析した。またヒトの口腔および腸内に

生息するフェノール産生酵素を有する細菌７種についてチロシン含有培地で培養した後、上清中のフェノールを   
LC-MSで定量した。またそれらフェノール産生菌からチロシンフェノールリアーゼ（tyrosine phenol lyase：TPL）及

びトリプトファンインドールリアーゼ（tryptophan indole lyase：TIL）遺伝子を単離して大腸菌に組込み蛋白質を  
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精製して酵素活性と基質認識性を検討した。また TPL 阻害剤および TIL 阻害活性の高い化合物を探索した。さらに 

糞便DNAからの宿主ミトコンドリアDNAを解析する手法の開発を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．ヒヒトトフフェェノノーールル産産生生菌菌ととそそのの責責任任遺遺伝伝子子のの単単離離・・解解析析  
ヒトで糞便メタゲノムデータベース（EBI metagenomics）を対象にしてTPLホモログを検索し、Citrobacter freundii、

Citrobacter koseri、Porphyromonas endodontalis、Fusobacterium nucleatum、Fusobacterium periodonticum、

Morganella morganii、Kluyvera intermedia、Treponema denticolaがTPL保有細菌であることが判明した。それら

細菌 7 種についてチロシン含有培地で培養した後、菌体を回収し上清中のフェノールを LC-MS で定量したところ、 

すべての菌でフェノールの遊離が観察された。 
次にそれら菌のゲノムより tpl 遺伝子を PCR で増幅し、発現ベクターに組込みトリプトファナーゼ欠損大腸菌に導

入した。続いて同様に培養液中のフェノール産生能を分析した。その結果、すべての組換え大腸菌でフェノールの遊離

が観察された。即ちこれら tpl遺伝子保有菌はチロシンからフェノールへの産生に関わっていることが明らかとなった。 
次に TPL 阻害に基づくフェノール低下による慢性腎臓病、糖尿病性腎症の治療・予防を目的として，食経験のある

植物特化代謝産物ライブラリーから TPL 酵素阻害剤を検索した。その結果、植物に含まれている数種類の化合物群に

強い非競合阻害的 TPL 酵素阻害活性を同定した（図 1）。またそれぞれの阻害定数を決定し特許申請を行った（特願

2021-033128出願日 2021/03/03）。また、一部の酵素についてはX線結晶構造解析を行い、1.3Åの分解能で構造決定

を行った。 
 

 
 

図1．化合物のTPL阻害効果の検証 
フェノール産生を指標に各種化合物をスクリーニングしたところ、 

化合物A、F、Hに強いフェノール産生抑制作用が認められた。 
  
22．．イインンドドーールル産産生生抑抑制制代代謝謝物物のの同同定定  
同様にトリプトファンからインドールを精製する TIL を有し、インドールを産生する菌種も同定し、食経験のある

植物特化代謝産物ライブライーを同様に用いてスクリーニングを行い、酵素活性を抑制する4つの化合物がインドール

の産生を抑制することが明らかとなった（特許申請準備中）（図2）。 
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図2．TILの阻害試験 
インドール産生を指標に各種化合物をスクリーニングしたところ、化合物A、G、

F、GAN69（化合物の名称）に強いインドール産生抑制作用が認められた。 
 

33．．腸腸管管ののSSGGLLTT11をを阻阻害害すするるととフフェェノノーールル産産生生がが抑抑制制さされれ腎腎機機能能がが改改善善すするる  
フェニル硫酸は食事のアミノ酸から腸内細菌が100％作る代謝物でその産生酵素は腸内細菌しか持っていない。近年、

DKD と診断された患者と健常者で糞便のメタゲノム解析による腸内細菌叢の比較を行ったところ、Prevotella 属など

に明確な差異があることが報告されており、腸内細菌叢の乱れがその病態に関与すると考えられるようになってきた 

［3，4］。また我々は SGLT2 阻害薬の一種カナグリフロジンは腸内細菌を変化させることを明らかにした［5］。そこ

で我々は大正製薬が開発したSGLT1阻害薬剤の一つであるSGL5213 を腎不全マウスに経口投与したところ、腎不全

時に上昇する腸内細菌由来の尿毒素であるフェニル硫酸と動脈硬化の原因物質であるトリメチルアミン-N -オキシドの

血中濃度が低下し、さらに腎機能（BUN、クレアチニン）が改善することを見いだした。また腸内細菌叢の解析からは

肥満などで増加するファーミキューテス菌とバクテロイデス菌の比率（F／B比）が腎不全で高くなり、SGL5213で低

下することを明らかにした。フェニル硫酸は食事中のチロシンが腸内細菌によってフェノールに変換されて産生される。

従って糖尿病患者は食事中の肉やチーズに含まれるチロシンを減らすことでフェニル硫酸の産生を抑制することが可

能と考えられるが、チロシンだけを料理や加工で食事から除くことはかなり難しく現実的ではない。従ってDKD患者

はチロシンを中心としたアミノ酸に着目した栄養指導とともにSGL5213 のような腸管でのSGLT1 阻害を行うことで

糖尿病性腎症から腎不全への進展が抑えられる可能性が示唆された［6］。 
44．．腸腸内内細細菌菌とと尿尿毒毒素素連連関関のの解解明明  
次に糖尿病性腎症患者のメタゲノム解析と糖尿病患者 362 人の血中の腸管由来尿毒素濃度の検討を行った。患者便

検体より 585 種類の属レベルの菌種を同定し、腸内細菌由来尿毒症物質 4 種類との 2,340 通りの組合わせについて相

関を解析した。その結果、重回帰分析では 21 通りの組合わせで尿毒症物質と腸内細菌の有意な相関を認め、そのうち

正の相関を示したものは14種、負の相関を示したものは7種が同定された。中でも血中フェニル硫酸濃度と相関する

菌種が1種類同定された。また同じく腸管由来の尿毒素であるPCS濃度と正の相関を示す菌種2種類、負の相関を示

す菌種2種類が同定された（特許申請準備中）。 
また患者糞便のショットガンメタゲノム解析からフェノール産生経路に属する遺伝子を検索したところ、糖尿病にな

ると腸内環境でX遺伝子の存在量が増大する傾向あり、今後検体数を増やして検討する。また性別、年齢層、慢性腎臓

病の罹患状況、糖尿病の罹患状況などで層別化して、群間で存在頻度に差が見られる遺伝子ファミリーを同定した   
（図3）。その結果、慢性腎臓病になるとA遺伝子の存在量が増大し・糖尿病になるとBドメインを持つタンパク質を

コードする遺伝子群の存在量が減少するなど、疾患との関連が示唆された（特許申請準備中）。 
さらにヒトゲノムマップ率を検討した。糞便中DNA は血液検体と比べて1／200 のリード数であったが、キャプチ

ャーされたDNAの6割弱はヒトDNA由来であり、検出が可能であることが確認できた。このデータをもとに宿主ミ

トコンドリア情報をシーケンスする解析手法を開発した（特許申請準備中）。 
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図3．糖尿病性腎症患者の糞便メタゲノム解析と疾患の関連 

101 名の菌叢解析から糖尿病（DM）、慢性腎臓病（CKD）、年齢（Age）、性別（gender）
に関与する菌叢を示す。 

 
55．．考考察察  

DKDは本邦で1,000万人を超える糖尿病患者の約20～30％が発症し、慢性透析患者でDKDを原疾患とする患者は

4割にのぼる。したがってどの糖尿病患者がDKDを発症・重症化するリスクが高いかを早期から見極め、積極的に介

入することは、ESKDを減らすためはもちろん医療の効率化の面からも非常に重要である［1］。アルブミン尿やeGFR
がDKDをフォローする上での標準的な指標であるが、DKDは、腎硬化症などの緩やかにeGFRが低下していく経過

と比較して、ある一定の時期までは腎機能が比較的保たれアルブミン尿もそれほど多く出ないが、ある時期を越えると

加速度的に eGFR が低下しアルブミン尿が増えるといった経過をとる例が多いとされる。また反対にアルブミン尿は

ほとんど出ないままで eGFR が下がっていくような非典型的な症例も少なくないことが近年わかってきた。それ故ア

ルブミン尿や eGFR といった既存の指標とは独立した新たな DKD のマーカーが求められている。現在国は糖尿病性

腎症重症化予防プログラムを立ち上げ、糖尿病性腎臓病患者の掘り起こしと病院への紹介や栄養指導を進めているが、

医療機関の側では患者を紹介されてもDKD に特異的な治療法があるわけではなく、厳密な血糖管理やRAS 系阻害剤

を中心とした血圧の管理といったいわば糖尿病患者一般を対象とした場合と同じ治療以外にはなかなか有効な策がな

い。 
本研究は尿毒症物質を産生または抑制する可能性のある腸内細菌を同定することができた。今後はそれらの菌に着目

して特異的にその機能を低下する方法（薬剤、エンドトキシンなど）の開発が DKD の治療法として考えられた［1］。
食経験のある植物由来物質がフェノールの産生を抑制することは糖尿病患者における新たな、かつより安全な食品、薬

剤の開発に繋がることが考えられた。また本研究は、糖尿病性腎症の発症機序が解明されその治療法を創出するツール

となり得る。腎臓病の新薬の開発と治験には多くの患者と長期間の治験期間が必要なため莫大な費用がかかり、大企業

である製薬会社ですらその参入を躊躇する分野である。しかし本研究からDKDの治験を行う際に糖尿病で微量アルブ

ミン尿があり、かつフェニル硫酸が高値の患者を選別して治験を行うことにより人数、期間、費用を大幅に削減するこ

とが出来ると考えられ、新たなマーカーとしてのみならず治験の効率を上昇させる指標となりうる。今後血中濃度が高

い患者、特に微量アルブミン尿を呈しているDKD患者はチロシンを中心としたアミノ酸に着目した栄養指導、プレバ

イオティクス・プロバイオティクス、下剤、腸内細菌酵素阻害薬等の介入を行うことでDKDへの進展が抑えられる可

能性があり、新たな医療の開発に結びつくと考えられる。また糞便を用いた遺伝子機能測定法も糖尿病性腎臓病の新た

な切り口になる可能性が示唆された。 
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