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研究成果の概要（和文）：本研究では、各種腎疾患の尿サンプルをメタボローム解析し腎疾患毎

の基本的メタボロームプロファイルの取得に成功した。代謝物毎に AKI 群と非 AKI 群を比較

することで、AKI 群特異的な濃度変化を示す代謝物質群を新規 AKI 鑑別用バイオマーカー候

補代謝物質群として抽出できた。さらに、腹部大動脈瘤置換術時に術前から術後 ICU 退室時ま

で経時的に連続採取した AKI 発症群および非発症群の尿サンプルから AKI 発症群および非発

症群の各尿中メタボロームプロファイルの取得に成功した。各代謝物濃度の時系列変化パター

ンを比較することで術後に AKI を発症する可能性の高い患者を手術前・途中でスクリーニング

することを可能にする新規早期診断・予後推定用尿中バイオマーカー候補代謝物群を抽出でき

た。これら各種バイオマーカー候補代謝物群を発見できたことで、AKI 診断薬の開発が大幅に

推進しただけでなく、AKI の病態メカニズムを解明するうえでも非常に重要な情報が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： We conducted the metabolome analyses of the urine samples from 
various renal diseases, and succeeded in obtaining the fundamentally metabolome profile 
for every renal disease. By comparing each metabolite in AKI group with that in non-AKI 
group, we were able to acquire a group of biomarker candidates which showed specific 
concentrations in AKI patients.  Using series of urine samples taken from patients who 
underwent abdominal-aortic-aneurysm replacement surgery before, during and after the 
operation, until the time of leaving from postoperative ICU, I succeeded in getting urinary 
metabolome profile of AKI group and non-AKI group. Moreover, compared the time-series 
variation of each metabolite concentration, I was able to acquire the novel urinary 
biomarker candidate metabolites group which make it possible to detect AKI early and to 
extrapolate the prognosis of renal function before and/or during the operation. Information 
on these various biomarker candidate metabolites groups gives us not only the target 
substances for the AKI diagnostics but also a key to understanding the mechanisms of AKI.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年、急性腎障害(AKI)による急激な腎機
能の低下は尿細 管上皮細胞の先行した機能
的・構造的障害に起因していること が明ら
かとなり、より早期に腎障害を予測・診断し
て、早期治療介入することの重要性が強調さ
れるようになった。しかし、血清クレアチニ
ン値の上昇に基づく現在の AKI 診断基準で
は、診断時点ですでに治療介入のタイミング
を逸していることが多く、ICU 領域での
AKI による死亡率は 50%以上に達しており、
臨床現場では早期治療介入を可能にする迅
速診断薬の開発が急務となっている。 
 申請者らは、様々なトランスポーターやチ
ャンネルを有して盛んに物質輸送を行う尿
細管上皮細胞の研究には、研究アプローチ法
として全代謝物一斉解析(メタボローム解析)
が有利であると判断し、 本研究では従来の
研究手法に加えてメタボローム解析法の観
点から AKI の病態メカニズムの解明、ミッ
ドカインの機能解析、および AKI バイオマ
ーカーの探索に取り組む。 
 本研究は下記の 1)~4)の研究分野に位置付
けられ、申請者らは 1)~3)の研究分野におい
て下記の 業績により世界をリードしている。
各分野における申請者の研究経過は下記の
通り。 
1) AKI の病態メカニズム解析: AKI に
至る主原因として腎虚血障害、薬剤性腎障害
および敗血症などが引き起こす尿細管間質
障害が知られているが、申請者はこれまで 
AKI の病態メカニズムについて、遺伝子およ
びタンパク質レベルでのアプローチを行い、
ヘパリン結合型成長因子であるミッ ドカイ
ンが尿細管間質障害の Common Pathway 
で重要な役割を担っていること(Sato W. et 
al., NDT, 2002)、腎虚血障害では近位尿細管
にミッドカインが発現亢進すること(Sato W. 
et al., JI, 2001)、尿細管局所に発現するミッ
ドカインは AKI の治療標的分子の一つであ
ること(Sato W. et al., KI, 2005)を発見し、抗
ミッドカイン siRNA 療法を確立した(Takei 
Y. et al., MolCancerTher, 2008) 。 
2) AKI の診断・早期治療介入のためのバイ
オマーカー探索: 申請者は、尿中ミッドカイ
ンが AKI の鑑別診断および早期診断に有用
な バ イ オ マ ー カ ー で あ る こ と 発 見 し
(Hayashi H. et al., ERA/EDTA, 2008),特許
を申請した(P08014, 国際特許分類  G01N 
33-48)。AKI のバイオマーカ ーとしてこれ
までに NGAL、IL-18、KIM-1 などのペプ
チド(タンパク質)が報告されているが、代謝 
物の AKI バイオマーカーは見つかっていな
い。 
3) メタボローム解析: オミクス解析法のひ
とつであるメタボローム解析は、生体試料中

の全代謝物(メタボローム)の変化を一斉測定
する網羅的解析手法である。本研究分担者は、
世界で初めてキャピラリー電気泳動装置+質
量分析機(CE+MS)を用いて細胞内の全イオ 
ン性代謝物(~1k Da)を網羅的かつ高速に直
接定量する手法を開発し(Soga et al., 2003)、
薬剤 性急性肝炎の新規バイオマーカーの発
見(Soga et al., JBC, 2006)など良好な結果を
得ている。 
4) バイオマーカーを用いた臨床用診断ツー
ルの開発: 臨床用診断ツールの開発に共通す
る問題点として、検出系デバイスの技術革新
(抗体やアプタマー、微細加工や集積化)が進
んだ一方で、 診断ツールのコンテンツとな
るバイオマーカーの不足が開発のボトルネ
ックとなっている。 

 
 
２．研究の目的 
 
申請者らは様々なトランス ポーターやチャ
ンネルを有して盛んに物質輸送を行う尿細
管上皮細胞の機能的・構造的障害に由来 す
る AKI の研究には、メタボローム解析法が
最適のアプローチ法の一つであると考え、
AKI の発症を迅速に検出するためのバイオ
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図 1.AKI 鑑別診断用 

バイオマーカー候補 

物質の探索結果の一例． 



マーカーの開発を最終目的に据え、AKI 患者
および非 AKI 患者の尿中メタボローム解析
を行った。 
３．研究の方法 
本研究では、まず、尿検体を用いた CE-MS に
よるメタボローム解析を実施するために、尿
の前処理方法および測定方法の最適化を行
った。続いて、研究計画段階では尿細管上皮
細胞の培養細胞を用いた in vitro 系で急性
腎障害モデル細胞を再現して、このときの培
養細胞におけるメタボローム解析を行うこ
とを計画していたが、尿細管上皮細胞培養細
胞のみを用いた in vitro 実験系では実際の
急性腎障害をミミックできそうにないこと
が判り、in vitro 実験系から AKI バイオマー
カーを探索する部分を取りやめ、実際の患者
検体のみで AKIバイオマーカーを探索するこ
とに変更した。名古屋大学医学部附属病院手
術室および集中治療室において、腹部大動脈
置換術など AKIを起こす可能性が高い手術を
受けた患者について、術前から術後にかけて
経時的に尿をサンプリングし、AKI の発症の
有無を確認後に、各サンプルを AKI 発症群お
よび非 AKI発症群に分類した。各サンプルは、
サンプリング後-80℃で直ちに凍結保存し、
慶応大学先端生命科学研究所に輸送して
CE-MS によるメタボローム解析に供した。得
られた尿メタボロームプロファイルに基づ
いて考察を行い、実験①AKI を鑑別するため
のバイオマーカー候補物質の探索、および実
験②AKI の発症を予測するためのバイオマー
カー候補物質の探索に取り組み、将来的に
AKI 診断薬の開発に資する基盤情報の収集に
努めた。 
 
 
４．研究成果 
 実験①AKI 鑑別用バイオマーカー候補物質
の探索：申請者がこれまでの研究過程で採取
し凍結保存していた各種腎疾患｛AKI（虚血、
造影剤腎症、抗ガン剤、敗血症）、糖尿病性
腎症、慢性糸球体腎炎、IgA 腎症、膜性腎症、
SLE、等｝および健常人の尿サンプルコレク
ションから、各腎疾患につき 5～20 例を選択
してメタボローム解析を行ったところ、おお
よそ 4000〜5000 ピークのうち 200〜300 代謝
物を、腎疾患毎の基本的メタボロームプロフ
ァイルとして取得に成功した。得られたデー
タに基づいて個々の代謝物毎に AKI 群と非
AKI 群を比較して AKI 群に特異的な濃度変化
をあぶり出し、AKI 群特異的な濃度を示す代
謝物質群を新規 AKI鑑別用バイオマーカー候
補代謝物質群として抽出することができた。 
 実験②AKI 発症予測用バイオマーカー候補
物質の探索：申請者がこれまでの研究過程で
採取し凍結保存していた腹部大動脈瘤置換
術時に術前から術後 ICU退室時まで経時的に

連続採取した AKI発症群および非発症群の尿
サンプル（両群 5～10 人分）に加えて、新規
に採取した同様のサンプル（AKI＋非 AKI：50
症例以上）を用いて、AKI 発症群および非発
症群の各尿中メタボロームプロファイルの
取得に成功した。得られたメタボロームプロ
ファイルデータを術後に AKIを発症しなかっ
た群（AKI 非発症群）、術後に軽度 AKI を発症
した群（軽度 AKI 発症群）および術後に重度
AKI を発症した群（重度 AKI 発症群）に分け
て各代謝物濃度の時系列変化を比較して、術
後に AKIを発症する可能性の高い患者を手術
前・途中でスクリーニングすることを可能に
する新規早期診断・予後推定用尿中バイオマ
ーカー候補代謝物群を抽出することができ
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図 3．術後 AKI 発症予測バイオマーカー候補代謝

物の例．代謝物（m/z195.0769）は術後時に濃度

が高ければ AKI を発症する高い可能性を示唆し、

代謝物（m/z235.1812）は術前時の濃度が低けれ

ば術後に AKI を起こす高い可能性を示唆してい

る。 



た。本研究の結果から、AKI 診断用バイオマ
ーカーを従来のタンパク質レベルとは異な
り代謝物レベルで開発できることが強く示
唆された。本研究で標的にした約 1kDa 以下
の低分子代謝物はタンパク質に比べて保存
性もよく、尿中に含まれる種類もタンパク質
に比べて遙かに多いことから、より扱いやす
く、かつ、より分解能の高い診断用バイオマ
ーカーが開発できる可能性が高い。実験①お
よび②において抽出できた各種バイオマー
カー候補代謝物群は、AKI 診断薬の標的物質
となるだけでなく、AKI の病態メカニズムを
解明するうえでも非常に重要な情報であり、
今後の研究の発展や臨床での実用化を踏ま
えると、この時点で知財化を急ぐべきである
と判断し、本研究期間終了時においては、別
の検体を用いたバリデーションスタディを
追加してバイオマーカーとしての信頼性向
上を進めるとともに、各バイオマーカー候補
代謝物群の知財化に取り組んで、いち早い
AKI 診断方法の確立を目指して現在研究を継
続中である。 
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