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研究成果の概要（和文）：糖尿病性血管合併症、特に腎症の早期発症と新たな治療戦略の探索のため、2型糖尿
病患者の新たなバイオマーカーとして尿中NAD代謝産物に着目し、その尿中排泄量と、NAD代謝に関連する遺伝子
の一塩基多型の頻度と腎症との関連を検証することを目的に研究を行った。HPLC-MS/MS法にて測定した尿中NAD
代謝産物のうち、尿中NAD+排泄量と尿中NMN排泄量が腎機能と強い正相関関係を示した。また、NAD代謝に関連す
るNNMT遺伝子の一塩基多型・ハプロタイプが腎症を合併する症例で非合併例に比べ高頻度に認められ腎症との関
連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of urinary NAD metabolites as a new 
biomarker for diabetic vascular complications, especially nephropathy. In addition, we investigated 
the association between SNPs of NAD-related genes and diabetic nephropathy in Japanese patients with
 type 2 diabetes mellitus. As a result, urinary excretion levels of NAD+ and NMN were statistically 
correlated with eGFR. In addition, the allele frequencies of SNP and haplotypes in NNMT gene were 
significantly different between patients with diabetic nephropathy and those without it in the 
cross-sectional study, suggesting a relationship with nephropathy of NNMT gene. 

研究分野： 内科

キーワード： 糖尿病性腎症
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

糖尿病患者の生命予後・生活の質を維持・

改善させるためには、糖尿病に関連する血管

合併症の発症・進展を阻止することが重要で

ある。特に腎症は、透析療法導入患者の主要

原疾患であり、腎症の発症・進行を抑制する

ことは、医療経済の観点からも重要な医療課

題である。現在、腎症は、微量アルブミン尿

の出現により早期腎症と診断される。その後、

顕性蛋白尿、腎機能低下、末期腎不全へ進行

する経過をとる。また、微量アルブミン尿の

出現は、将来の末期腎不全への進行予知因子

であるのみならず、心血管イベント発症の独

立した危険因子であることが多くの臨床疫学

研究により明らかにされている。このような

腎症の進行過程は、従来、不可逆かつ進行性

であると考えられていたが、リスク因子を包

括的管理する集約的治療により、正常アルブ

ミン尿期への寛解が高頻度で生じること

(Araki S et al. Diabetes 2005)、さらに、

微量アルブミン尿を寛解させることができれ

ば、将来の心血管イベントの発症率を有意に

減少させ、腎機能低下が抑制されることを

我々はこれまで報告してきた (Araki S et al. 

Diabetes 2007)。このような一連の臨床疫学

研究の結果、糖尿病における微量アルブミン

尿の改善は、糖尿病患者の生命予後の改善な

らびに血管合併症発症・進行阻止のための重

要な治療目標であると考えられるようになっ

た。しかしながら、アルブミン尿を有さずと

も合併症が進展する症例や、集約的治療を施

したにも関わらず、アルブミン尿の改善がも

たらされない症例が未だ存在することも事実

である。そこで、アルブミン尿で予測し得な

いリスクを判別できる新規臨床指標、アルブ

ミン尿よりも早期に、合併症リスクを判断し

うる新規臨床指標の開発が望まれている。 

これまでの基礎研究から、糖代謝異常に伴

う 細 胞 内 nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD+)の代謝異常、特に NAD+

濃度の低下が合併症の発症・進展に影響を及

ぼす可能性が示唆されている。研究代表者も、

その分子基盤として、NAD+により活性が制御

されている NAD+依存性脱アセチル化酵素

Sirtuin の活性化が腎症の病態に関与してい

ることを報告してきた (Kume S et al. J Clin 

Invest 2010, Kume S et al. Diabetes 2012)。

これらの成績より、NAD+は細胞内酵素の活性

制御を介し細胞内代謝を制御する生理活性

物質であるのみならず、糖尿病血管合併症、

特に腎症の発症・進展に深く関与している可

能性が考えられる。しかしながら、これまで

にNAD+代謝関連分子の尿中排泄濃度と糖尿病

性血管合併症に関する臨床的エビデンスは

報告されていない。 

 
２．研究の目的 

そこで本研究課題では、日本人２型糖尿病

患者における血管合併症リスクを予測しえ

る新規臨床指標としてNAD+代謝異常に着目し、

NAD+代謝関連分子の尿中排泄量と血管合併症

の発症・進展、特に腎症の発症との関連を検

討する。また、NAD+代謝に関連する遺伝子の

一塩基遺伝子多型(SNP)頻度と腎症との関連、

さらに、これら SNP と NAD+代謝関連分子の尿

中排泄量との関連性について検討を行うこ

とを目的とする。 

これら腎症病期とNAD+代謝関連分子の尿中

排泄濃度との関連を検証することより、血管

合併症発症のハイリスク糖尿病症例の早期

同定と、個々の症例背景に応じた適切な治療

法の選択を探索し、個別化医療による糖尿病

患者の血管合併症の発症阻止に向けた新た

な糖尿病治療戦略の構築を目指す。 

 
３．研究の方法 

①尿中ＮＡＤ代謝産物量の測定： 

滋賀医科大学倫理員会の承認のもと、滋賀

医科大学で実施している糖尿病長期前向き経

過観察研究に参加されている2型糖尿病患者

の長期保存尿検体（-80℃保存）を用いて、尿

中NAD代謝産物量をHPLC-MS/MS法により測定



する。測定産物としては、図１（黒ボックス

で測定対象産物を示す)に示すNAD代謝マップ

に存在するNAD+、NADH、Nicotinamide、NMN 

(nicotinamide-nucleotidephosphoribohydro

lase)、1-MNA (1-Methylnicotinamide)の5種

類の代謝産物を定量測定する。 

 

図１．NAD 代謝マップ 

 

HPLC-MS/MS法にて測定した尿中NAD代謝産

物濃度と尿中クレアチニン濃度との比を、尿

中 NAD 代謝産物排泄量(/g Cr)として解析に

用いる。 

 

解析方法： 

２群間比較（Student t 検定 あるいは

Mann-Whitney U 検定） 

各 種 臨床パ ラ メータ ー との相 関 分 析

（Pearson相関係数あるいはSpearman順位相

関係数） 

解析ソフト：IBM SPSS ver22 

 

②遺伝子関連研究： 

NAD+代謝に関連すると考えられる INMT, 

NNMT 遺伝子の SNPs 解析（解析対象 SNPs を図

２に示す）を、日本人 2型糖尿病患者を対象

に実施し、各 SNPs のアレル・遺伝子型頻度、

ならびにハプロタイプ構造とハプロタイプ

頻度を同定する。その後、腎症合併群（微量

アルブミン尿期以上の腎症病期かつ網膜症

あり）と非合併群（正常アルブミン尿期かつ

網膜症無し）の２群による症例対照関連解析

にて比較する。 

 
図２．解析に用いた SNPs 

 

４．研究成果 

①尿中ＮＡＤ代謝産物量の測定： 

現在までに測定した 5つの尿中 NAD代謝産

物排泄量において、NAD+（平均値±標準偏

差：39.4±14.3 nmol/g Cr）、NADH（81.3±

27.5 nmol/g Cr）、Nicotinamide（11.0±5.5 

μmol/g Cr）、NMN（136.6±73.9 nmol/g Cr）

の 4産物はすべての尿サンプルで測定感度内

にて測定可能であった。しかしながら、尿中

1-MNA 排泄量（中央値[４分位]：303.6 nmol/g 

Cr [92.2-8355.9]）は、47％の尿サンプルで

測定感度（検出下限値 1 nmol/L）以下であっ

た。 

腎症病期別（正常アルブミン尿期 vs 顕性

蛋白尿期）に各尿中 NAD 代謝産物排泄量を２

群間で比較したが、アルブミン尿の程度で定

義した腎症合併の有無では、5 つの尿中 NAD

代謝産物排泄量のいずれにおいても２群間

で有意な差を認めなかった。 

次に、5 つの尿中 NAD 代謝産物排泄量と各

臨床パラメーターとの相関関係を探索した

ところ、NAD+と NMN の尿中排泄量が eGFR と

強い正相関関係を示した。また、NAD+は BMI



と負の相関を示す傾向になった。一方、いず

れの尿中 NAD 代謝産物排泄量とも、年齢、

HbA1c、尿中アルブミン排泄量と相関関係を

認めなかった（図３）。 

 

図３. 尿中 NAD 代謝産物排泄量との相関 

 

以上の成績からは、尿中 NAD+排泄量が腎機

能低下に伴い低下することが示された。この

ことは、腎臓内、特に尿細管における NAD+

産生の低下が腎機能低下と関連している可

能性が考えられ、糖尿病患者で NAD+産生が低

下することで、NAD+を利用する代謝経路の障

害を介し腎機能障害、尿細管障害を惹起させ

る可能性が推測され興味深い。現在、さらに

測定サンプル数を増やし測定を継続してお

り、データの再現性を確認し、論文化を目指

していく。さらに、各対象症例で経年的に保

存されている経年尿検体を用いて尿中 NAD 

代謝産物量を定量測定し、その経年的変化の

推移を明らかとし、尿中 NAD+排泄量低下が腎

機能低下の結果であるのか、それとも腎機能

低下を予測できる指標となりえるのかをさ

らに検討していく予定である。また、経年的

尿中 NAD 代謝産物量の変化推移を、個々の症

例の臨床検査所見・薬物療法などの経年的推

移と照らし合わせることで、NAD 代謝産物量

に影響を及ぼす可能性のある病態や薬物療

法などを探索していく予定である。 

 

②遺伝子関連研究： 

NAD+代謝に関連すると考えられる INMT, 

NNMT 遺伝子において、INMT 遺伝子の 5 SNPs

と NNMT 遺伝子の 14 SNPs について遺伝子型

を同定した。結果、INMT 遺伝子多型のアレル

頻度、遺伝子型において腎症との関連は認め

られなかった。 

一方、14 個の NNMT 遺伝子多型のうち、1

つの SNP (rs12224177) G/T 遺伝子多型のＧ

アレル頻度が、腎症合併群で 1.0％に比して

非合併群で 2.3％と統計学的有意にアレル頻

度に差を認めた（オッズ比 0.41, 95%信頼区

間 0.25-0.66, P=0.0002）。しかしながら、

アレル頻度は非常に低頻度であった。 

また、ハプロタイプ解析においても同様に、

INMT 遺伝子内の 5 つの SNPs におけるハプロ

タイプ解析では、腎症との関連は認められな

かったが、NNMT 遺伝子内の 2つのブロック構

造において、腎症との関連が示唆された（図

４）。 

 

図４．ハプロタイプ解析の結果 
 

以上の結果、NMMT遺伝子多型が腎症の発症

と関連する可能性が示唆された。しかしなが

ら、腎症と関連を示したSNPならびにハプロタ

イプの頻度は非常に低頻度であり、臨床応用

を考えた場合、有力な疾患感受性遺伝子とし

て臨床応用することは難しいのではないかと

思われる。そこで今後、NAD+代謝関連分子の

尿中排泄量に及ぼすこれら遺伝子多型・ハプ



ロタイプの影響を検討し、これら遺伝子と腎

症発症との関連に介在する因子・機構が存在

している可能性を探るために、本研究課題の

研究期間終了後においても、今後も継続して

NAD+代謝関連分子の尿中排泄量の測定を実施

し、NAD+代謝関連分子の尿中排泄量に及ぼす

遺伝子多型の影響を検討していく予定である。 
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