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研究成果の概要（和文）：尿中アディポネクチン(AN)は、微量アルブミン尿の検出されない糖尿病患者尿中において、
肥満患者や健常者に比べ有意に高値を示した。さらに、尿中ANは、腎機能推定指標(eGFR)と有意に逆相関していた。eG
FRが低下傾向の対象者では、尿中微量アルブミンの有無に関わらず、尿中ANが高値を示し、その大半が低分子３量体の
ANであることが分かった。さらに、尿中AN値はステージG1とステージG2間で有意な上昇を示した。一方、尿中アルブミ
ン値は、ステージG2とステージG3間において、初めて有意な上昇を示した。この結果により、尿中ANは尿中アルブミン
に比べ、早期に腎障害を検知しうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：With the aim of using urinary adiponectin (AN) as an index for early diabetic 
nephropathy, we developed an ultra-sensitive assay for AN. Measurements of blood and urinary 
concentrations of AN in patients with diabetes, obese subjects without diabetes, and healthy subjects 
revealed that urinary concentrations of AN did not reflect AN levels in blood, unlike leptin, resistin, 
or insulin. On the other hand, urinary AN correlated strongly with urinary albumin. Notably, urinary AN 
levels were high in some subjects in whom microalbuminuria was not detectable. Furthermore, 
low-molecular-weight AN (trimers) accounted for most AN in the urine, whereas middle- or 
high-molecular-weight AN predominated in blood. In subjects with low estimated glomerular filtration rate 
(eGFR), the urinary/blood AN ratio was ten times higher than that of individuals with eGFR within normal 
range.
In conclusion, urinary AN may offer a useful new index of early diabetic nephropathy.

研究分野： 臨床化学
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1.研究開始当初の背景 
糖尿病性腎症は、我が国における透析導入の原疾患の第

1位であり、透析導入数の約 40％を占めている。また、糖
尿病患者の透析導入後の生命予後は不良であり、5 年生存
率は約 50％とされている。そのため、糖尿病性腎症の発症
を防ぎ、その予備群を増加させないことが急務である。 
一般に CKD(慢性腎臓病)の診断には、微量アルブミン尿

を含む蛋白尿が重要な診断基準となっている。しかし、糖
尿病性腎症では、微量アルブミン尿や蛋白尿を呈していな
くても、GFR（糸球体濾過量）の低値を示す患者が多数存
在していることが明らかとなってきた。また、正常アルブ
ミン尿で GFR の低値を示す症例は、典型的な CKD とは腎障
害の発症や進展機序が異なる可能性が示唆されて来た。そ
のため、糖尿病性腎症診断のための新しい評価法の開発が
求められている。 
糖尿病性腎症は、糖尿病発症の初期又はそれ以前からそ

のリスクが高まっているため、症状を呈しない予備群の時
期からモニターし、発症に至らせないことが重要である。
そのためには、糖尿病予備群を含め、早期に検出し、現状
を認識させ、適切な生活（運動・栄養）指導により、生活
を変容させ、発症を防ぐことが重要である。しかし、これ
らは長い未症期間を経て発症するため、身体的症状が出て
いない予備群を健診に参加させることは容易ではない。そ
の大きな理由に来院の不便さや採血に対する抵抗感があ
る。そこで、申請者らは、超高感度の非観血性検査法を開
発し、予備群の採血に対する心理的な抵抗感を排除し、積
極的な参加を促す糖尿病予防の新戦略を提唱し、生活指導
に実践してきた（引用文献 1）。 
この超高感度の非観血性検査法を、尿中レジスチンやイ

ンスリン、遊離インスリン受容体（sIR）、レプチンの測
定に応用した所、尿中のこれらは血中濃度を良く反映して
おり、尿中濃度測定により血中の動態を推察できることが
示された。さらに、尿中レプチンは、肥満患者では健常者
に比べ有意に高値を示すこと、尿中レジスチンやインスリ
ン、sIR は、糖尿病患者で肥満患者や健常者に比べ有意に
高値を示すことを始めて明らかにした（引用文献 2）。 
尿中アディポネクチンは血中濃度を反映していないが、

微量アルブミン尿が検出されない糖尿病患者尿中で肥満
患者や健常者に比べ有意に高値を示した。これらのことか
ら、微量アルブミン尿が現れる以前の初期腎機能障害推移
マーカーになりうる可能性を示してきた。 
 
2.研究の目的 
糖尿病腎症発症リスクやその推移状況を初期の段階で的

確に評価するバイオマーカーを基盤する非観血的評価法
を完成させること、そして、予備群対し生活介入指導を行
い、その効果を開発した評価法により評価し、発症リスク
の軽減・改善のための有効な生活指導法を開発することを
目的とする。 
本研究では、1）糖尿病性腎症やそれに関連するインスリ

ン抵抗性および血管障害性を評価できる尿中バイオマーカ
ーの測定を可能とし、それらの尿中バイオマーカーを組み
合わせることにより糖尿病性腎障害リスクやその推移状況
を初期の段階で的確に評価できる評価法を開発すること、
そして、2）その評価法を生活指導の評価に応用することを
最終目標としている。 
 
 
 

3.研究の方法 
(1)抗原 

高分子量アディポネクチン測定キット ( ELISA，富士レ
ビオ社，東京) に添付されている標準液を高分子量アディ
ポネクチン標準として用いた。 
 
(2)抗体 

モノクローナルマウス抗ヒト・アディポネクチン抗体 
(MAB1065 及び MAB10651) は、共に R&D Systems，Inc. 
(Minneapolis) より、ウサギ抗 2,4-ジニトロフェニル基 
(DNP) -牛血清アルブミン (BSA) 血清はシバヤギ社 (群馬)
より購入した。  
 
(3) ELISA Kit 

総アディポネクチン濃度及びカラムによる分子量別に
分取した分画は、ヒトアディポネクチン ELISA キット (大
塚製薬，徳島) により測定した。高分子量アディポネクチ
ン濃度は、ELISA 法を用いた高分子量アディポネクチン測
定キット (富士レビオ社) を購入し、測定した。 
 
(4)緩衝液 

0.4M NaCl，0.1% BSA，1mM MgCl2及び 0.1% NaN3を含む
0.01M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0) を緩衝液 A、0.1M 
NaCl を含む 0.01M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0) を緩
衝液 B、とした。 
 
(5)標識抗体の調製 

モノクローナル抗ヒト・アディポネクチン F (ab’) 2  

(MAB1065) を還元し得られたヒンジ部の SH 基とマレイミ
ド基を導入したβ-D-ガラクトシダーゼと反応させ、ヒ
ト・アディポネクチン検出用酵素標識抗体 (β-D-ガラク
トシダーゼ標識マウス抗ヒト・アディポネクチン Fab’) コ
ンジュゲートを調整した。 

モノクローナル抗ヒト・アディポネクチン IgG2b 
(MAB10651)は N-succinimidyl S-acetylthioastate (SATA) 
(Pierce Biotechnology Inc.，Rockford，Illinois) を用
い SH 基を導入し、マレイミド基を導入した DNP-リジンと
ビオチンを同時に反応させ、ヒト・アディポネクチン捕捉
用標識抗体 (ビオチン・DNP 標識マウス抗ヒト・アディポ
ネクチン IgG2b ) コンジュゲートを調整した。 
 
(6)抗 DNP-IgG 及びストレプトアビジン・ビオチン-BSA 不
溶化固相の調製 

抗 DNP-IgG は、直径 6.4mm のポリスチレンビーズ (イム
ノケミカル，岡山) と一夜室温で浸漬し調製した。ビオチ
ン化-BSA も同様に、直径 6.4mm のポリスチレンビーズ に
一夜室温で浸漬後、ストレプトアビジン溶液に一夜室温で
浸漬し調製した。 
 
(7)2 点結合免疫複合体転移酵素免疫測定法 ( Immune 
Complex Transfer Enzyme Immunoassay；ICT-EIA )    
 標準高分子ヒト・アディポネクチン標準液 100µLまたは
尿および血清を緩衝液 A で 40,000 倍希釈したもの 100µL
を用意し、これに酵素標識抗体及び捕捉用標識抗体混合液
100µLを加え、4℃ 16 時間インキュベーションし、酵素標
識抗体・アディポネクチン・捕捉用標識抗体の 3者からな
る免疫複合体を形成させた。次いで、この反応液に抗
DNP-IgG 不溶化ポリスチレンビーズ１個を加え、0.5 時間
反応させビーズ上に免疫複合体を捕捉した。このビーズを



2 回洗浄後、2mM DNP-Lys (150µL) と 0.5 時間反応させ、
ビーズから免疫複合体を溶出させた。抗 DNP-IgG 不溶化ポ
リスチレンビーズを除去した後、溶出液にストレプトアビ
ジン不溶化ポリスチレンビーズ 1個を加え、さらに 0.5 時
間反応させ、第 2 のビーズ上に免疫複合体を転移させた。
ビーズとの反応はすべて 25℃で 210 回/分の振盪下に行っ
た。再びビーズを 3回洗浄後、ビーズ上に転移された免疫
複合体上の酵素を 30℃インキュベーションし、測定した。 
 
(8)対象者及びインフォームドコンセント 

 本学在籍の健康な学生 77 名(20.1±0.2 歳，BMI 21.6
±3.0kg/m2，HbA1c 5.0±0.4％)、肥満傾向の一般対象者
35 名(48.4±7.0 歳，BMI 27.0±4.1kg/m2，HbA1c 5.4±
0.3％)、糖尿病患者 21 名(62.1±12.9 歳，BMI 25.3±
3.5kg/m2，HbA1c 7.9±1.7％) から血清及び尿を採取した。
なお、HbA1c は、国際標準値(NGSP 値)を用いた。本研究で
行なったすべての試験については、徳島文理大学倫理審査
委員会 (承認番号 第 24 号) 及び徳島大学倫理委員会 (承
認番号 第 259 号)の承認を得て行った。 

 対象者には、インフォームドコンセントを行い、同意
書を得た上で試験を実施した。 
 
(9)尿の採取及び処理 

尿は、すべて早朝第一尿とした。採取した尿は、尿量を
確認後、添加剤の入ったコニカルチューブに 10mL 程度分
取し、1～3時間以内に 4℃保存した。採取した尿は、尿試
験紙 ( プレテスト 7aⅡ，和光純薬工業 )による簡易尿検
査を行った後、緩衝液 Bに対し透析を行い、マイナス 30℃
で凍結保存した。 
 
(10) 血清の採取 
 ヒト血清サンプルは、12 時間絶食後の早朝空腹時に採血
し、室温 30 分静置後、遠心分離し、マイナス 30℃で凍結
保存した。 
 
(11)アディポネクチンの分子的存在様式の検定 

市販 ELISA Kit に添付されている標準ヒト・アディポネ
クチン、標準レプチン、尿及び血清は、AKTA explorer 10S 
( GE Healthcare ) を用いて、それぞれ 1.0mL を HiLoad 
16/60 Superdex 200 prep grade (1.6 × 60cm) ( GE 
Healthcare ) のカラムに添加し、それぞれの分子量別に
分取した。溶出液は 1.0mL フラクションに分画し、各分画
の A280nm の吸光度とアディポネクチン及びレプチンの濃
度を ICT-EIA 法により測定した。分子マーカーには、Gel 
Filtration Calibration Kit (GE Healthcare) ；
Thyroglobulin (669kDa)、Ferritin (440kDa)、Aldolase 
(158kDa)、Ovalbumin (43kDa)に IgG (150kDa)や Albumin 
(67kDa)、Leptin を加え用いた。 
 
4. 研究成果 
(1)血中アディポネクチンの分子的存在様式 
 Superdex200 を用いた分子ふるいカラムにより、希釈し
た血清を分子量別に分画し、得られた分画を総アディポネ
クチン ELISA キット(大塚製薬) を用いて測定した。その
結果、HMW アディポネクチンのピークはフラクション No.44，
MMW アディポネクチンのピークは、フラクション No.50，
LMW アディポネクチンのピークは、フラクション No.57 に
見られた。同じ分画を ICT-EIA 法により測定を行ったとこ
ろ、HMW アディポネクチンのピークが No.45，MMW アディポ

ネクチンのピークが低いがフラクション No.50 に見られ、
LMW アディポネクチンは、測定されていないことが分かっ
た。このことからも ICT-EIA 法は、主に高分子アディポネ
クチンを測定し、一部中分子アディポネクチンも測定して
いることが分かった。 
 
(2)非肥満非糖尿病対象者、肥満非糖尿病対象者及び糖尿
病患者における血中及び尿中のアディポネクチン濃度の
比較 

非肥満非糖尿病対象者 (NOND) 、肥満非糖尿病対象者 
(OND) 及び糖尿病患者(DM)の血中のアディポネクチン濃度
は、NOND に比べ、OND 及び DM は、有意に低値を示した (p
＜0.001)。一方、尿中アディポネクチン濃度では NOND、OND
に比べ、DM で有意に高値を示した (p＜0.05，0.001) (図
1)。 
 

 
   図 1.アディポネクチンの血中及び尿中濃度 
 
 
(3)血中及び尿中アディポネクチン濃度の相関 

血中及び尿中のアディポネクチン濃度をICT-EIA法によ
り測定し、比較検討したところ、非常に弱い相関が見られ
た (r=0.214，p＜0.05)。 
 
(4)尿中アディポネクチン濃度と尿中アルブミン濃度の相
関 

尿中アディポネクチン濃度は、尿中アルブミン濃度と
強い相関関係が認められ (r=0.80，p＜0.001) 、さらに微
量アルブミン尿を示さなかった糖尿病患者の中に尿中ア
ディポネクチン濃度で高値を示す例が認められた (図 2)。 
 

 
 図 2.尿中アディポネクチンと尿中アルブミンの相関 
 
(5)尿中アディポネクチンの分子的存在様式 

Superdex200 を用い、透析尿を分子量別に分画し、得ら
れた分画を ICT-EIA 法により測定を行った。4 つのピーク
が検出され、最初のピークはフラクション No.45 前後に、
2 番目のピークは、フラクション No.50 に見られ、さらに
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3 番目のピークは、フラクション No.55 前後に測定されて
いることが分かった。また、低分子域のフラクション No.76
前後にもピークが見られた。これらの結果から、尿中には
HMW アディポネクチンや MMW アディポネクチン，LMW アデ
ィポネクチン，さらにそれより小さな分子が、おそらく単
分子と思われるアディポネクチン免疫反応分子が存在す
ることが示された。 
 
(6)対象者別の腎機能指標としての検討  
 1)各対象者の特性 
腎機能指標としての尿中アディポネクチンを評価する

ために、異なる性、年齢、腎機能を有する対象者を選別し、
血中及び尿中アディポネクチンの検討を行った。若い健常
な腎機能を有する 20 代女性 A、健常な腎機能を有する 40
代女性 B、年齢と共に腎機能推定指標である eGFR 
(mL/min/1.73m2) が低下傾向を見せている50代男性C、eGFR
は、C と変わらないが、微量アルブミン尿傾向にあること
から、腎糸球体の濾過能の低下が示唆される 60 代肥満男
性 Dを対象者とした（表 1）。 
まず、一般生化学検査の結果、血中クレアチニン濃度及

び年齢と性から eGFR を算出した。その結果 A は、
97.4mL/min/1.73m2、B は、107.2mL/min/1.73m2、C は、
48.2mL/min/1.73m2、D は、50.0mL/min/1.73m2 であった
(表.1)。この eGFR 値から、C と Dの腎機能は、CKD ステー
ジ分類によるとステージ 3 (GFR 30～50mL/min/1.73m2)の
GFR 中程度低下に該当する。また、ICT-EIA 法による尿中
アルブミン濃度は、Aは、3.88µg/Cr、Bは、1.29µg/Cr、C
は、4.79µg/Cr、Dは、33.6µg/Crであった。単回では診断
できないが、Dの値は微量アルブミン尿の範囲に該当する。 
ICT-EIA 法による血中アディポネクチン濃度は、A にお

いて、21.3µg/mL と高く、B も A と同様に 20.7µg/mL と高
い。しかし C では、2.58µg/mLと 4µg/mLを下回っているこ
とから、低アディポネクチン血症を示した。Dは、14.8µg/mL
と性別や年齢、基礎疾患があり、運動習慣がないにも関わ
らず高値を示していた。 
血液と同様に測定した尿中アディポネクチン濃度は、A

において、0.56ng/mgCr であり、Bは、0.30ng/mgCr であっ
た。また、Cの尿中アディポネクチン濃度は、2.16ng/mgCr
と A や B よりも高く、D も同様に 5.93ng/mgCr と高値を示
した。次に血中のアディポネクチン濃度に対して尿中に濾
出されるアディポネクチン濃度の比を求めたところ、A と
Bは、0.3×10-4、Bで 0.1×10-4に対し、Cと Dは、8.4×10-4

と 4.0×10-4であり、数十倍高い値を示した（表 2）。 
 

表 1.対象者の特性 

 
 

表 2.尿中/血中アディポネクチン比 

 
 
2)各対象者の血液及び尿におけるアディポネクチン存

在様式の検討 
A、B、C 及び D の血清及び尿を Superdex200 に添加し、

それぞれの試料中アディポネクチンの分子形態について
検討した(図 3)。その結果、血清中の各対象者のアディポ
ネクチン存在様式は、これまでの血中様式と同様に HMW ア
ディポネクチンと MMW アディポネクチンがほとんどである
ことが分かった。 

尿中のアディポネクチンは、腎機能が正常な A、Bでは、
絶対量としてはかなり少ないが、これまでと同様に HMW、
MMW、LMW 及び単分子アディポネクチンが検出された。特に
A、Bにおいては、相対的に単分子アディポネクチンが多い
ことが分かった。一方、腎機能低下者である対象者 C、D
では共通して LMW アディポネクチンのピークが大半を占め
ていることが分かった。また、C においては、HMW アディ
ポネクチンは検出されなかった。 
 

 
図 3.血中及び尿中アディポネクチンの存在様式 

 
(7)腎機能指標として尿中アディポネクチンの検討  

eGFR と尿中アディポネクチン指標（尿中アディポネク
チンを尿中クレアチニン濃度で補正）の関係について検討
した。その結果、尿中アディポネクチン指標は eGFR とよ
く相関していた（r= -0.61、p<0.001）。一方、尿中アルブ
ミン指標（尿中アルブミンを尿中クレアチニン濃度で補正）
と eGFR 間には相関は見られなかった（図 4）。 

同様に CKD ステージ分類と尿中アディポネクチン指標
の関係について検討した。その結果、G2ステージにおいて、
尿中アディポネクチン指標は有意に増加した（p<0.001）。
一方、尿中アルブミン指標 G2 ステージでは変化は見られ
ず、G3 ステージにおいて初めて有意に増加した（図 5）。 



   
 

 
 図 4.eGFR と尿中アディポネクチン及び尿中アルブミン

との相関 
 
 

 
 図 5. CKD ステージにおける尿中アディポネクチン及び

尿中アルブミンの出現 
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