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研究要旨 

腎機能が低下した状態でのビタミン栄養状態を明らかにすることを目的として，アデニン硫

酸塩を投与することによって慢性腎不全ラットモデル（腎不全モデルラット）を作製し，その

血中ビタミン濃度，尿中ビタミン排泄量よりビタミンクリアランスを算出した．その結果，腎

不全モデルラットでは，ビタミンクリアランスが高値を示すビタミン（ビタミン B6 ビタミン

B12，ナイアシン）と低値を示すビタミン（ビタミン B1，ビタミン B2，葉酸，パントテン酸）

が存在した．特に，ナイアシンに関しては血中，肝臓中濃度が低いにも関わらず，腎不全モデ

ルラットにおいて尿中排泄量が高値であった．一方，パントテン酸に関しては血中濃度が高値

ではあるが，尿中排泄量およびクリアランスは低値であった．これらの結果より腎機能が低下

した状態では腎臓におけるビタミンの再吸収および濾過機能に異常が見られること，またそれ

はビタミンごとにより異なることが示唆された． 

 

 



A．目的 

平成 20 年度厚生労働科学研究費補助金「日

本人の食事摂取基準を改定するためのエビ

デンスの構築に関する研究」で行ったストレ

プトゾトシン（STZ）誘発糖尿病ラット実験

にて，STZ ラットでは血中ビタミン濃度と尿

中ビタミン排泄量より算出したビタミンク

リアランスが高値を示すビタミンが存在す

ることを明らかにした．つまり血中ビタミン

濃度が低値を示すのは尿中に多く排泄され

るためであることが示された．STZ 誘発糖尿

病ラットでは，腎機能低下も有することより，

このクリアランスの上昇は腎機能低下によ

る影響が考えられた． 

本研究では，アデニン硫酸塩負荷により腎

不全モデルラットを作成し，腎機能が低下し

た状態での体内ビタミン栄養状態について

検討した． 

 

B．実験方法 

1．動物飼育 

本実験は滋賀県立大学動物実験委員会の

承認を受けた．飼育室の温度は 22℃前後，湿

度は 50%前後，午前 6 時～午後 6 時を明，午

後 6 時～午前 6 時を暗とした．3 週齢雄性

Wistar ラットを 3 群に分け，Ctrl 群には 20%

カゼイン食，Adenine 群には Ctrl 食に 0.75%

アデニン硫酸塩を添加し，PF 群には Adenine

群の飼料制限食（Ctrl 食）を与え，30 日間飼

育した．飼料と水は自由摂取とし，1 日ない

し 2日おきの午前 9時～10時に新しいものと

交換した．また，その際に体重と飼料摂取量

を測定した．飼育最終日の 1 日尿および 1 日

糞 （午前 10 時～翌日午前 10 時：24 時間） を

集めた．飼育最終日の採尿後にラットを断頭

屠殺し，血液を採取した．肝臓，腎臓を摘出

し，各臓器重量を測定した．血液，肝臓，腎

臓，尿はビタミン B1，ビタミン B2，ビタミ

ン B6，ビタミン B12，ナイアシン，葉酸，パ

ントテン酸，ビオチンの測定に使用した． 

2．ビタミンの定量方法 

全血中総 VB1濃度，肝総 VB1 量は，チアミ

ン，TMP，TDP，TTP の合計量とし，HPLC

による分析に供した 1)．尿中 VB1量も HPLC

により測定した 1)． 

全血中総 VB2濃度，肝総 VB2 量はリボフラ

ビン，FMN，FAD の合計量とした 2)．リボフ

ラビン，FMN，FAD はルミフラビンに光分解

し，このルミフラビン量を測定した 2)．尿中

VB2 量の測定には，尿をそのまま試料とし，

HPLC による分析に供した 2)． 

血漿中ピリドキサールリン酸（PLP）濃度

を HPLC により測定した 3)．肝総 VB6 量は

Saccharamyces carlsbergensis strain 4228 ATCC 

9080を用いた微生物定量法により測定した 4)．

尿中 VB6量として，ピリドキシン異化代謝産

物である 4‐ピリドキシン酸（4-PIC）量を

HPLC により測定した 5)． 

血漿中 VB12濃度，肝 VB12量を測定するた

めに，V.B12 をシアノコバラミンに変換し，

Lactobacillus leichmanii ATCC 7830 を用いた

微生物学的定量法に供した 6)．尿中 VB12量の

定量も同様に，微生物学的定量法に供した 6)． 

全血中総 Nam 濃度，肝総 Nam 量を定量す

るために，オートクレーブによって補酵素型

ナイアシンを Nam に変換し，Nam を HPLC

によって測定した 7)．尿中 Nam 代謝産物量は

Nam，N1-メチルニコチンアミド（MNA），N1-

メチル-2-ピリドン-5-カルボキサミド （2-Py），

N1-メチル -4-ピリドン -3-カルボキサミド

（4-Py）の合計とした．尿を HPLC 法に供し，

尿中 Nam，2-Py，4-Py 各含量を測定した 7)．



尿中 MNA 含量を HPLC 法で測定した 8)． 

肝総 PaA 量を求めるために，摘出した肝臓

を 37℃で 7 時間置き，自己消化によって結合

型 PaA を遊離型にし，Lactobacillus plantarum, 

ATCC 8014 を用いた微生物学的定量法に肝

ホモジネートを供した 9)．尿中 PaA 量の測定

には尿を微生物学的定量法に供した 9)． 

血漿 FA 濃度の測定には，Lactobacillus 

rhamnosus  ATCC 27773 を用いた微生物学的

定量法に血漿を供した 10)．肝 FA 量を測定す

るために，ホモジネートをコンジュガーゼと

プロテアーゼで処理することによって FA を

プテロイルモノグルタミン酸に変換し，微生

物学的定量法に供した 10)．尿中 FA 量も同様

に，尿を微生物学的定量法に供した 10)． 

血漿総ビオチン濃度，肝総ビオチン量は，

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 を用いた

微生物学的定量法により測定した 11)．尿中ビ

オチン量を測定するために，尿を微生物学的

定量法に供した 11)． 

3．血中および尿中臨床パラメーターの測定 

血漿中グルコースおよび BUN，クレアチニ

ンの測定は，富士ドライケム（株）富士フィ

ルムを用いて測定した．  

4．ビタミンクリアランスの算出  

ビタミンクリアランス（mL/min）は，24

時間尿中ビタミン排泄量/ { 血中ビタミン濃

度 × 1440 (min) }から算出した． 

5．統計処理 

数値はすべて平均 ± 標準誤差（SEM）で

表した．値の比較には一元配置分散分析を用

い，有意差が認められた場合には Tukey の多

重比較検定を行った．p 値が 0.05 以下のとき

統計的有意差があるものとした．計算には

GraphPad Software 社 （San Diego, CA, USA） 

の GraphPad Prism 4 を使用した． 

 

C．結果 

1．腎不全モデルラットにおける体重増加

量・飼料摂取量および臓器重量の変化 

 実験期間中の飼料摂取量，体重増加量を図

1 に示した．体重増加量，飼料摂取量におい

て，Ctrl 群と Adenine 群，PF 群との間にそれ

ぞれ約1.0倍，1.8倍の差が認められた．一方，

Adeniene 群が摂取した飼料を与えた PF 群は

体重増加量，飼料摂取量ともに差は認められ

なかった． 

2．臓器重量，血液および尿中臨床パラメー

ター 

肝臓の重量は Ctrl 群に比べ，Adenine 群で

減少し，Adenine 群と PF 群間には差は認めら

れなかった．一方，腎臓の重量は，Ctrl 群と

PF 群間には差はなく，Adenine 群では PF 群

の約 3.0 倍であった．また，BUN，血漿クレ

アチニン，尿中クレアチニン値より Ctrl 群，

PF群に比べAdenine群において腎機能の低下

が認められた．（表 1） 

2．血液中ビタミン濃度 

 血液中のビタミン濃度を図 2 に示した．PF

群に比べ Adenine 群において低値を示したビ

タミンは，ビタミン B6，ナイアシン，葉酸で

あった．一方，高値を示したビタミンは，ビ

タミン B2，パントテン酸であり，パントテン

酸に関しては Adenine 群で PFの約 2.6 倍であ

った．ビタミン B1，ビタミン B12，ビオチン

に関しては 2 群間で差は認められなかった． 

3．肝臓中ビタミン濃度 

 肝臓中のビタミン濃度を図 3 に示した．PF

群に比べ Adenine 群において低値を示したビ

タミンは，ビタミン B1，ビタミン B2，ナイ

アシン，パントテン酸，ビオチンであった．

一方，高値を示したビタミンは，ビタミン



B6，葉酸であった． 

4．尿中ビタミン排泄量 

 尿中ビタミン排泄量を図 4 に示した．PF

群に比べ Adenine 群において低値を示したビ

タミンは，ビタミン B1，ビタミン B2，葉酸，

パントテン酸であった．一方，ナイアシンの

み高値を示した．ビタミン B6，ビタミン B12，

ビオチンに関して差は認められなかった． 

5．ビタミンクリアランス 

 ビタミンクリアランスを図 5 に示した．PF

群に比べ Adenine 群において低値を示したビ

タミンは，ビタミン B1，ビタミン B2，葉酸，

パントテン酸であった．一方，ビタミン B6

ビタミン B12，ナイアシンに関しては 2 群間

で Adenine 群にてそれぞれ約 1.8 倍，2.7 倍，

4.8 倍高値を示した．ビオチンに関しては，2

群間で差は認められなかった． 

 

D．考察 

ラットにアデニン硫酸塩を長期（約 30 日

間）投与することにより直線的に高窒素血症

が進行し，腎結石や尿路結石を形成する．こ

れがヒトの腎不全末期に似ていることより

慢性腎不全モデルとして汎用されている 12-14)． 

本研究にて腎不全モデルラットでは，クリ

アランスが低値を示すビタミンが存在した．

これは，STZ ラット実験から得られた結果に

反する．一方，ビタミン B6，ビタミン B12，

ナイアシンのクリアランスは腎不全モデル

ラットにて高値を示した．しかしながらビタ

ミン B12 の主要な排泄経路は尿ではないため

単純にクリアランスで判断することはでき

ないと考える．Yokozawa14)らは，アデニン硫

酸塩長期投与ラットにおいて，結晶成分が尿

細管腔主に近位尿細管を中心に沈着するが 

腎糸球体への沈着は認められないことを明

らかにしている．つまり，腎不全モデルラッ

トでは糸球体機能は比較的維持されている

が，腎尿細管機能，特に腎における再吸収機

能が低下していることが考えられる．本研究

より，ビタミン B6，ナイアシンに関してはそ

の影響を鋭敏に反映しており，再吸収に関わ

るトランスポーターの発現が関与している

可能性が考えられる．これまでの STZ ラット

におけるビタミンクリアランスの上昇は，腎

尿細管における再吸収能よりは，むしろ糸球

体における過剰濾過による影響を大きく受

けることが示唆された． 
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図 1．Adenine 投与における体重増加量（A）および飼料摂取量（B）の変化 

●：Ctrl 群，■：PF 群，▲：Adenine 群． 

値は平均値 ± 標準偏差で示した．
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表 1 臓器重量，血液および尿中臨床パラメーター 

項目 Ctrl 群 PF 群 Adenine 群 

肝臓重量（g） 9.86 ± 0.24a 4.24 ± 0.03 b 5.02 ± 0.23 b 

腎臓重量（g） 1.83 ± 0.02 a 1.15 ± 0.01 a 3.45 ± 0.13 b 

BUN（mM） 7.2 ± 0.4 a 3.9 ± 0.4 a 31.8 ± 2.9 b 

血漿クレアチニン（mM） 0.28 ± 0.01 a 0.33 ± 0.02 a 0.39 ± 0.02 b 

尿中クレアチニン（mg/day） 9.61 ± 0.45 a 5.67 ± 0.21 b 4.84 ± 0.25 C 

Ccr（mg/min） 0.21 v 0.01 a 0.11 ± 0.01 b 0.08 ± 0.01 b 

値は平均値 ± 標準誤差として示した．異なる添え字は有意差を示す． 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．血中ビタミン B1（A）,ビタミン B2（B），ビタミン B6（C），ビタミン B12（D），ナイア

シン（E），パントテン酸（F），葉酸（G），ビオチン（H）濃度． 

値は平均値 ± 標準誤差として示した．異なる添え字は有意差を示す． 
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図 3．肝臓中ビタミン B1（A）,ビタミン B2（B），ビタミン B6（C），ビタミン B12（D），ナイ

アシン（E），パントテン酸（F），葉酸（G），ビオチン（H）濃度． 

値は平均値 ± 標準誤差として示した．異なる添え字は有意差を示す． 
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図 4．尿中ビタミン B1（A）,ビタミン B2（B），ビタミン B6（C），ビタミン B12（D），ナイア

シン（E），パントテン酸（F），葉酸（G），ビオチン（H）排泄量． 

値は平均値 ± 標準誤差として示した．異なる添え字は有意差を示す． 
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図 5．ビタミン B1（A）,ビタミン B2（B），ビタミン B6（C），ビタミン B12（D），ナイアシン

（E），パントテン酸（F），葉酸（G），ビオチン（H）クリアランス． 

値は平均値 ± 標準誤差として示した．異なる添え字は有意差を示す． 
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