
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１ 年 ５月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究 （C） 

研究期間：2007〜2008 

課題番号：19590930 

研究課題名（和文） 遠位尿細管による血圧調節機構に関する研究 

  

研究課題名（英文） Renal distal tubule and blood pressure regulation 

  

研究代表者 

竹内 和久（TAKEUCHI KAZUHISA） 

東北大学・大学院薬学研究科・教授 

研究者番号：40260426  

 
研究成果の概要： 
NMR を用いてギテルマン症候群や慢性腎疾患患者・透析患者の血液をメタボローム分析した。 
慢性腎疾患患者の各ステージについて NMR スペクトルを測定し、パターン認識法で解析の結

果ステージ 5 については明確な判別が出来た。本法でステージ 1-4 についても代謝物パターン

を抽出する可能性を示した。透析前後血漿の PCA 解析により代謝物変動を包括的に捉えた。 
予期せぬ変動としてラクテートを導いた。メタボロ-ムプロフィリングの有効性を示した。 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計  

 
 
研究分野:腎臓内科 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・腎臓内科学 
キーワード：メタボローム解析、ギテルマン症候群、CKD,  
 
１． 研究開始当初の背景 

腎遠位部尿細管サイアザイド感受性 NaCｌ
トランスポーター（NCCT）の先天的異常にて、
脱水性疾患であるギテルマン症候群が発症
する。低カリウム血症、低マグネシウム血症
があり、また脱水のためレニン・アンジオテ
ンシン系が亢進し血圧を維持している病態
である。このモデル動物は NCCT 遺伝子ノッ
クアウトマウスモデルとして作成されてお
り、ヒト・ギテルマン症候群と類似している
ことが知られている。また、NCCT の機能を調
節する因子は他に WNKキナーゼが最近知られ、
この分子の腎電解質代謝や生体への影響が
注目されている。しかし、これらの腎疾患患
者のメタボローム異常については包括的な
研究が実施されていない。その解析方法は十

分確立にはしていなかった。 
 

２．研究の目的 
本研究では NaCl トランスポーターや WNK

キナーゼが発現する遠位部尿細管機能に着
目し、この部位での機能異常による生体への
影響を解析したい。まず、NaCｌトランスポ
ーター異常であるギテルマン症候群に注目
し、血圧調節機構や電解質代謝のみならず、
生体全体へのメタボロームへの影響を解明
したい。これを踏まえ、遠位部尿細管におけ
る生活習慣病（血圧、代謝）への関与を解明
する。そのため NMR を用いた腎疾患患者のメ
タボローム解析を包括的に実施し、異常病態
の早期診断法を確立する。 
 



マーカーの濃度を定量することは病態
解析を性格に行うために極めて重要で
あり本法の基礎を形成するものである。 

３．研究の方法 
１）NMR（核磁気共鳴）メタボローム解析系
を確立し、動物やヒトの生体材料（尿、血液）
を用いて代謝産物の一斉分析を試みに実施
する。そのために、NMR 測定装置の整備、ソ
フトウェアの整備、周辺機器の整備をおこな
う。次に、実際の標準材料を用いて、測定系
の正確な解析条件を見出す。温度や NMR パル
スなど特に血液サンプルに最適な測定プロ
トコルを確立する。 

 
２ ) CKDの各ステージの血漿サンプル
マーカーの濃度を定量することは病態
解析を性格に行うために極めて重要で
あり本法の基礎を形成するものである。
を収集し１H NMR測定をした。左下図  
 
３）ギテルマン症候群患者を含むCKD
患者血漿をNMR測定し、パターン認識
法の１つであるSIMCA法（Soft Indepe
ndent Modelling of Class Analogy, 
部分空間法）を用いた解析を行った。  

 
２）生体試料において代謝産物を実際に一斉
分析し、その代表的代謝産物の解析パターン
を表示するソフトウェア（Alice2 for 
Metabolome）を用いて主成分分析(PCA)を行
い、いくつかのパターン分析を実施する。  

４）その結果CKD5は他と明確に判別さ
れた。CKD1-4は必ずしも分類されない
が、本方法で今後サンプル数を増やすと
ともに性年齢、あるいは原疾患などを揃
えた解析が可能性のあることを示せた。 

 
３）ギテルマン症候群患者の血液や尿を用い
て、メタボローム解析を実施し、主成分分析
にて代謝物のパターンを類型化する。 
 

 ４）NMR を用いた包括的メタボローム解析を、
腎疾患患者において実施する。  

  
 ５）透析患者血漿を用いて透析前後のメタボ

ロームプロファイリングを求める。透析液で
の代謝物動態の違いなどを検討する。 

 
 
  
 ４．研究成果 

１）NMRメタボロミクスのヒトサンプル
解析実験系の基礎技術を検討した。僑雑
物の多い尿・血漿の採取とNMR用サン
プリング条件を確立した。高分子成分除
去のための分子ふるいやCPMGパルス
の検討を行い、後者の有効性を確認した
。代謝物の定量について、標品添加実験
を行い内部標準物質の検討をした。高分
子成分の多い血液サンプルで低分子代
謝物の定量を行うことは従来困難であ
ったが、ギ酸などを内標とする方法は有
望であることがわかった。  
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上図はSIMCAのCooman’s plot 
 
５）CKDの進行した病態である血液透析
治療の前と後で患者血漿を、さらに透析
廃液も採取し、プロトンNMR測定を行
った。（下図）  
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透析患者のスペクトルを統計的パター
ン認識（PCA）で解析した。前後のスペ
クトルパターンは明確に識別され、同時
に代謝物の変動が包括的に把握するこ
とが出来た。クレアチニンの変動はもち
ろん、それ以外にトリメチルアミンNオ
キシド、グルコース、ラクテート、アセ
テートの変動が明らかになった（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの NMR スペクトル上での定量を
行った。クレアチニン、TMAO は透析前
に蓄積した値の 80％が除去されたこと
が示された。アセテートは体内にわずか
しかないが透析後には全員増加してお
り、グルコースは蓄積量に応じて負の相
関を示した。ラクテートは元々血中に存
在するが、透析後にほとんどの人が増加
したことがわかった（増加量の平均と
SD は 0.7 ±0.6 mM）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アセテートは透析液に含有することから透
析後の血漿中の増加は説明される。グルコー
スも糖尿病性患者は血中量が多いなど、透析
液と血漿との量のバランスで増減が決まる
と考えてよい。ラクテートについては透析で

除去され、減るはずの低分子である。使用し
た透析液にはラクテートは含有しないが、透
析廃液のスペクトルを測定するとラクテー
トの信号が大きく検出されたことから、体外
へ除去されることは確認している。低分子が
80％という同じ割合で除去されると考えれ
ば、約 4 時間という透析治療の結果、ラクテ
ートが血中に増加することは除去分を補っ
てなお増やすだけの供給が体内からあると
考えざるを得ない。予期せぬ変動として浮か
び上がったラクテートは病態変動を捉える
有益な指標となるのではないか。 
以上、代表的腎疾患患者として透析患者の血
液を用いて、透析前後のメタボローム変化を
検出した。論文として投稿し、受理された。 
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