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研究成果の概要（和文）：本研究では、腎生検で確定診断されたネフローゼ症候群上位7疾患（微小変化型ネフローゼ
症候群、膜性腎症、糖尿病性腎症、巣状分節性糸球体硬化症、アミロイド腎症、ループス腎炎、lgA腎症）274例の尿検
体を用いてメタボローム解析を行い、診断を予測する代謝産物を得た。続いて、新規120例でvalidationを行い同様の
結果を得た。また、イヌリンクリアランスを測定した症例173例の血漿と尿検体の代謝産物の中で、GFRと相関する物質
を得た。

研究成果の概要（英文）：We performed matobolome analyses using the urine specimen of 274 nephrotic 
syndrome patients with top 7 biopsy proven pathological diagnoses (minimal change nephrotic syndrome, 
membranous nephropathy, diabetic nephropathy, focal segmental glomerulosclerosis, amyloid nephropathy, 
lupus nephritis, and lgA nephropathy). Metabolites which can predict a diagnosis were obtained. We then 
performed validation study using other 120 cases, and got similar results.
We also performed metabolome analyses using the plasma of 173 cases from patients who underwent the 
inulin clearance test, and I got the metabolites which are positively or negatively associated with 
decreased GFR.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： メタボローム　腎疾患　バイオマーカー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 オミックス解析法の一つであるメタボロ
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。本研究分担者の曽我は世界で初めて
キャピラリー電気泳動装置と質量分析機を
組み合わせた装置（CE-MS）を用いて細胞内
の全イオン性代謝物（〜1kDa）を網羅的か
つ高速に直接定量する手法を開発し（Sofa 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。腎疾患においてはメタ
ボローム解析手法を用いた研究の報告はま
だ殆どなく、本研究のような 1000 例という
大規模な臨床検体を用いた研究は世界でも
初めての試みと思われる。 

 現在、腎炎やネフローゼ症候群などの腎疾
患の診断には腎生検が必要であるが、腎生検
は出血のリスクが高い。そのため、全身状態
の悪い患者や高齢者、出血性素因のある患者、
片腎の患者などでは腎生検ができないこと
も多く、診断や病態の把握が困難となり、十
分な治療ができないことも多い。また、腎生
検の出血リスクの高さから、糖尿病性腎症や
腎硬化症において、通常腎生検は施行されず
に、臨床的な推測で診断することが多い。以
上のことから、腎生検を行わずに血液と尿か
ら腎疾患の診断ができる新たな診断方法の
開発は臨床的価値が非常に高いと思われる。 

 申請者らは、これまでに予備研究として約
200 例の臨床検体（尿検体）のメタボローム
解析を試みた結果、疾患により代謝物プロフ
ァイルが異なることを明らかにしている。疾
患特異的な代謝物を組み合わせることで、高
い精度で各疾患の鑑別診断ができる可能性
があることに着目し、検体数を大幅に増やす
ことにより更に精度の高い診断バイオマー
カーの開発を目指している。また、疾患毎の
代謝物プロファイルを詳細に検討すること
は病態解明にも繋がり、将来的には代謝物レ
ベルでの制御による新しい治療法の開発に
も寄与すると期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、研究分担者が開発した極めて
強力な生体分析技術である CE-MS によるメ
タボローム解析(全代謝物一斉解析)技術を用
いることにより、約 1,000 例のヒト臨床検体
(血液・尿)を解析し、様々な腎疾患(腎炎、ネ
フローゼ症候群、糖尿病性腎症、腎硬化症)

の疾患特異的な代謝物バイオマーカーの開
発を行うことを目的とする。  

 

３．研究の方法 

 本研究では、まず、各腎疾患を鑑別するた
めのバイオマーカーとなる候補代謝物の検
索を行い、続いて、候補代謝物のバイオマー
カーとしての診断性能を検証するために約
1,000 例の腎生検にて診断されたヒト腎疾患
検体(血液・尿)を用いて、メタボローム解析

を行った。各疾患毎に全代謝物を比較検討し、
診断マーカーや治療ターゲットとなる候補
代謝物の抽出を試みた。  
 本研究で利用した CE-MS（キャピラリー電
気泳動装置付き質量分析計）によるメタボロ
ーム解析の測定原理を図１に示した。簡単に
原理について概説すると、後述する前処理に
より水に可溶な成分を単離した測定検体を
CE-MS 装置にアプライすると、まず測定代謝
物はその電荷に応じて電気泳動によりキャ
ピラリー内を 移動した後、キャピラリーの
出口に接続した TOF 型質量分析計によりそれ
らの分子量が mDa オーダーで計測される。同
時に既知濃度の各代謝物の標品および内部
標準物質を計測することで、各代謝物の定性
と定量できる。陽イオン性代謝物ではキャピ
ラリーの出口を陰極に、陰イオン性代謝物で
はキャピラリーの出口を陽極にすることで、
同じ装置を用いて陽イオン性および陰イオ
ン性の代謝物を測定できる。おおよその測定
時間は、一検体あたり 30 分間程度である。
CE-MS によるメタボローム解析法は、水溶性
低分子代謝物を網羅的かつ高速に測定する
手技として有力な方法として認知されてお
り、本研究では腎疾患患者の鑑別用バイオマ
ーカーとなりうる血液および尿中の代謝物
を探索する主要な方法として本測定法を採
用した。 
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図１．CE-MS によるメタボローム解析 
 
 血液や尿に含まれる水溶性代謝物を CE-MS
法により測定する場合の試料前処理法につ
いて説明する。図２には、血液、すなわち、
血漿に含まれる水溶性代謝物を測定するた
めの前処理法の概略を示した。代謝物は、物
理的、化学的および細菌学的要因により変性
しやすいため、分析試料の採取では迅速な抽
出が求められる。本研究では、-80℃下で凍
結保存していた血漿および尿検体を、測定時
に解凍して、直ちにメタノールを添加して不
活化し、さらに、クロロフォルムを加えて遠
心処理し、分離した水相を分取して前処理済
み検体とした。尿検体については、メタノー
ル／クロロフォルムによる前処理を行わず、
適宜希釈処理のみを行って測定に供した。 



 
図２．血漿検体の前処理法 
 
 名古屋大学医学部附属病院および関連病
院で腎生検を行った患者のうち、病理像およ
び臨床像から確定診断された約 1000 症例を
解析対象にした。これらの症例には、ネフロ
ーゼ症候群上位 7疾患である膜性腎症、糖尿
病性腎症、微小変化型ネフローゼ症候群、ル
ープス腎炎、アミロイド腎症、巣状糸球体硬
化症、IgA 腎症が含まれている。各試料は、
腎生検を施行する直前に採取し、採取後直ち
に小分けにして、-80℃下で保存していた。
なお、血漿の調製では抗凝固剤として
2Na-EDTA を添加した後に混和してから遠心
分離機を用いて血漿を採取した。尿検体は、
保存の前処理として EDTA や Tris からなる保
護剤を加えてから遠心分離して細胞成分を
除去した。 
 これら約 1000 症例分の血液および尿検体
を先述の CE-MSによるメタボローム解析で分
析し、各検体のメタボロームプロファイルを
集積したデータベースを作成した。 
 ネフローゼ症候群上位 7疾患を鑑別するた
めのバイオマーカー候補代謝物を同定する
解析プロセスでは、探索的解析と検証的解析
を繰り返す戦略を採用した。すなわち、未知
の候補代謝物を発見するための Discovery 群
と発見した候補代謝物の診断性能を検証す
るための Validation 群に検体を二分してメ
タボローム解析を実施した。解析の一例では、
下表の通り、Discovery 群として、膜性腎症
（n=78）、糖尿病性腎症（n=29）、微小変化型
ネフローゼ症候群（n=74）、ループス腎炎
（n=27）、アミロイド腎症（n=19）、巣状糸球
体硬化症（n=29）、および IgA 腎症（n=18）
を用いて候補代謝物の同定作業を行い、
Validation 群として、膜性腎症（n=43）、糖
尿病性腎症（n=14）、微小変化型ネフローゼ
症候群（n=22）、ループス腎炎（n=13）、アミ
ロイド腎症（n=8）、巣状糸球体硬化症（n=10）、
および IgA 腎症（n=10）を用いて先の探索的
解析で同定した候補代謝物の鑑別性能の検
証作業を行った。 
 また、尿中および血中の代謝物濃度は GFR
によって変動することが予想される。これま
で eGFR と尿中代謝物濃度との関連の検討は
報告されているが、GFR 測定の gold standard
であるイヌリンクリアランス（実測 GFR）と

の関連の検討の報告は無く、これについても
検体を収集し解析を行った。 
 
表１．ネフローゼ症候群上位 7疾患の検体リ
スト 

 

 
４．研究成果 
 本研究では、約 1000 症例分の腎生検時の
血液および尿検体に含まれる全代謝物のメ
タボローム解析を実施し、世界でも前例を見
ない規模での腎生検時の腎疾患別メタボロ
ームプロファイルデータベースを構築した。 
 腎疾患別メタボロームプロファイルデー
タベースから抽出したネフローゼ症候群上
位 7疾患（膜性腎症、糖尿病性腎症、微小変
化型ネフローゼ症候群、ループス腎炎、アミ
ロイド腎症、巣状糸球体硬化症、IgA 腎症）
のデータセットに対して、各種クラスタリン
グ解析を行った結果、一つまたは複数の代謝
物の組み合わせによって、ネフローゼ症候群
の患者全体から先の 7疾患の患者を鑑別でき
るバイオマーカー候補分子を複数同定した。
その一例を図３に示す。Discovery 群および
Validation 群ともに、代謝物 Aではループス
腎炎で、代謝物 Bでは糖尿病性腎症で、各 
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図３．ネフローゼ症候群上位 7疾患を鑑別す
るバイオマーカー候補代謝物の診断性能 
 



物質の濃度が高いことが判った。さらに、各
代謝物濃度をパラメーターとしてロジステ
ィックモデルを作成して複数の代謝物を組
み合わせることで鑑別能は上昇し、4 代謝物
の組み合わせで AUC 値が 0.95 を示す優れた
バイオマーカー候補代謝物セットも得られ
た。 
 これらの結果から血液および尿に含まれ
る代謝物の濃度は、ネフローゼ症候群上位 7
疾患の鑑別に大変有用なことが明らかとな
った。続いて、より診断精度を高めるために
尿中代謝物濃度の正規化について検討した。
すなわち、メタボローム解析では測定された
各代謝物の濃度は M（モル濃度）で得られる
が、例えば、尿の濃い薄いによって各代謝物
濃度は変動する。他の尿中物質を測定する場
合でもクレアチニンで各値を正規化するこ
とが行われており、本研究でも、クレアチニ
ン濃度や浸透圧などの影響を評価した。その
結果、クレアチニン量と浸透圧は正相関して
おり（図４）、男女別に分けても差異は無か
った（図５）。また、年齢別で分けてもクレ
アチニン量と浸透圧との正相関関係に差異
は認められ無かった(図６）。続いて、各代謝 
 

 
図４．クレアチニン量と浸透圧の関係 
 

 
図５．クレアチニン量と浸透圧の関係（性別
比較） 

 

図６．クレアチニン量と浸透圧の関係（年齢
別比較） 
 
物濃度をクレアチニン量で正規化して、病態
鑑別性能が変化するか確認したところ、
Discovery群およびValidation群ともにクレ
アチニン量による正規化の影響は認められ
無かった。（図７） 
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図７．クレアチニン量と浸透圧で補正した各
代謝物濃度の一例 
 
 次に、腎機能を評価できる代謝物セットを
同定するために、イヌリンクリアランス（実
測 GFR）と相関する代謝物をスクリーニング
した。その結果、10 種類以上の代謝物が腎機
能と有意に相関する代謝物として同定され
た（図８）。これら腎機能と相関する代謝物
の発見は、時間のかかるイヌリンクリアラン
ス試験を実施することなく、一度の血液検査
のみで腎機能を評価できることを示してい
る。 
 以上、本研究の結果、血液または尿に含ま
れる低分子の代謝物は、腎疾患の鑑別や腎機
能評価の診断ツール（バイオマーカー）とし
て利用できる可能性が示めされた。今後、実
用化を目指したより詳細な検討の実施が望
まれる。 
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図８．腎機能（実測イヌリンクリアランス）
と有意に相関する代謝物群の一例 
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