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研究成果の概要（和文）：レーザーマイクロダイセクション法を用いた糸球体プロテオーム解析により2450個の
タンパク質が定量化された。IgAN患者において対照群と比較して主に有意な上位25のタンパク質は、補体系と細
胞外マトリックスタンパク質のグループであった。IgAN患者では、対照群と比較して、補体系の代替成分経路お
よび古典成分経路の成分、ならびにH因子およびH関連タンパク質などの制御因子の存在量が有意に高かった。保
存療法のIgAN患者と比較して、免疫抑制療法の患者は補体因子H関連蛋白1（CFHR1）の存在量が多かった。

研究成果の概要（英文）：Glomerular proteomic analysis with laser microdissection quantified 2450 
proteins. The top 25 proteins that are mainly significant in patients with IgAN compared to that of 
controls were the complement system and a group of extracellular matrix proteins. Compared to 
controls, patients with IgAN had significantly higher abundance of components of the alternative and
 classical component pathway and regulatory factors, such as factors H and H-related proteins of the
 complement system. Compared to patients with IgAN for conservative therapy, those for 
immunosuppressive therapy had abundance for complement factor H-related protein 1 (CFHR1).

研究分野： 分子組織学

キーワード： IgA腎症　糸球体プロテオミクス　レーザーマイクロダイセクション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
IgAN研究では、ゲノムワイド関連研究(GWAS)により、疾患感受性遺伝子が同定され注目されている 。アレル(A)
を伴うCFHR1とCFHR3遺伝子の欠損では、補体副経路の活性抑制を促進し，IgA腎症と加齢黄斑変性症発症を抑制
する。現在までに、IgAN患者の糸球体の網羅的なプロテオミクスを用いた報告した4つほどの論文がある。今回
の研究では、臨床的変数から予後を予測できない患者において、補体タンパク質の糸球体存在量がIｇANの活動
性と関連するかどうか患者検体を用いて検討した。その結果、補体蛋白の糸球体蓄積量のCFHR1の多さは、IgAN
の活動性を予測するバイオマーカー候補であることがわかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 

IgA 腎症 (IgAN: IgA nephropathy)は、世界でも最も一般的な糸球体腎炎であるため、疾

患の進行を予測する有効な方法が検討されている (Barbour SJ et.al. JAMA Intern Med.2019)。

２０年の経過で約４０％が末期腎不全に陥る。IgAN は単一遺伝子の異常を原因とせず、多因

子の感受性遺伝子に加え、上気道感染などの外来抗原の暴露を機に急性増悪することが知

られている。IgAN の腎糸球体の係蹄血管の微細構造の破壊される。それらの病態は微細構

造変化を電子顕微鏡レベルで正確に捉えられてきた。IgAN の病因仮説として、Multi-hit 

mechanism が提唱されている(Suzuki H. etal. JASN 2011, Novak J.etal. Kidney disease 2015 )。

IgAN の疾患特性として, “糖鎖異常 IgA1(Gd-IgA1)”とそれに反応する自己抗体の形成が報

告されている。ただし、Gd-IgA1 単独で腎炎は生じないため、IｇAN 患者の腎炎惹起には

Multi-hit が必要である。Multi-hit mechanism の Hit３から Hit４への段階で「糸球体沈着物性

の糖鎖異常 IgA１免疫複合体(Gd-IgA1-IC)は、糸球体メサンギウム細胞を活性化し、基底膜

を破壊する活動性の高い形態変化を引き起こす」と考えられている。最終段階の Hit４へと進

むと、糸球体の廃絶により、間質線維化・尿細管萎縮 (IFTA： interstitial fibrosis/tubular 

atrophy)へと進むため、慢性腎臓病(CKD: chronic kidney disease)へと悪化する。研究課題の

核心をなす学術的「問い」は、『糸球体沈着物性の糖鎖異常 IgA１免疫複合体(Gd-IgA1-IC)

は、糸球体メサンギウム細胞を活性化し、基底膜を破壊する活動性の高い形態変化を引き起

こす時に、変性する糸球体が腎臓組織全体に対しどのような影響を及ぼすのであろうか？』 

である。IｇAN の糸球体変性が間質線維化・尿細管萎縮と関連し、慢性腎臓病への悪化とどの

ように関連しているのか？電顕解析から得られた構造的な所見を“分子”の言葉で置き換える

ための新たな手法論の導入は不可欠であると考える。糸球体の電顕構造の多くの“分子”はそ

の多くが同定されており、かつ、足細胞・メサンギウム細胞・血管内皮細胞に選択的に発現す

る蛋白のプロファイルデータベースの構築も非常に進んでいる(Takemoto M et al. EMBO J 

2006,Liu P et al. J Am Soc Nephrol.2017, Krochmal M et al.Sci Rep.2017 )。研究代表らが用

いる、先端電子顕微鏡と最新の糖鎖プロテオーム解析に共通する特徴は「網羅性」と「定量性」

であり、その解析スピードとデータ量の大きさから、AI(人工知能)による解析結果が社会のニュ

ースで話題になることが多くなってきた。 

 

 
２．研究の目的 

 

本研究の目的は、前向き研究に適した「科学的エビデンスを集約させる IgA 腎症の組織

学的重症度分類(H-Grade)の解析プラットフォーム構築」である。IgAN の病因仮説の Multi-

hit mechanism に基づいて、病態進行と関連が深いと考えられる①Gd-IgA1＋Gd-IgA1-IC と 

糸球体電顕評価＋臨床パラメーター、②Gd-IgA1＋Gd-IgA1-IC と 間質線維化・尿細管萎

縮の電顕評価＋臨床パラメーターに対応する、「個別症例ごとの組織因子のプロファイル」を

作成する。(A)糸球体沈着性 Gd-IgA1-IC の定量解析、(B)糖鎖プロテオミクス解析、(C)3D 電

顕解析、(D)数理モデルシュミレーション e-GFR の推定、４つの異なる解析情報より構成され

る。研究の学術的な独自性と創造性は、「個別症例ごとの組織因子のプロファイル」を構成す

る４つの異なる解析結果とその評価方法にある。藤田医科大学で後向き研究が施行された扁



桃切除＋ステロイドパルス療法の効果判定(Yamamoto et al. Clin Exp Nephrol 2013 )の IgAN

症例を用いて、「個別症例ごとの組織因子のプロファイル」を作成する。そのため、解析のため

整理された臨床と組織学データと腎生検保存サンプルを活用することができる。解析プラット

フォームをもとに、統計学的な検定により病態関連因子の推定が可能である。Oxford 分類

(MEST の組織学的スコア)で区分されている糸球体の病理像とも照合できるため、臨床研究の

ためのデータと紐づけることも容易となっている。 

 
３．研究の方法 

 

レーザーマイクロダイセクション法をの用いた腎臓糸球体プロテオミクス解析  

目的：腎臓組織の網羅的プロテオミクス 

材料と方法： 正常腎組織(N=５)と IgAN 患者 (N=16; N=7 免疫抑制療法, N=9 対症療法)の

臨床ヒト検体での糸球体と尿細管での網羅的プロテオミクス解析をレーザーマイクロダイセクシ

ョン（LMD）-液体クロマトグラフィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）を用いて行い、「各疾患

ごとの網羅的プロテオミクスのプロファイル」の作製する。IgAN 特異的な病態変化を見るため

に、疾患コントロールを置く。前向き試験での各症例ごとの臨床経過と治療介入（対症療法：レ

ニン・アンギオテンシン系阻害薬、免疫抑制療法：扁桃摘出術＋ステロイドパルス療法）前後

の 成績をまと め て いく。Oxford 分類と の関係 は 、 免 疫抑制療法 で は endocapillary 

hypercellularity (E) and/or crescents (C) lesion が含まれている。「個別症例ごとの組織因子

のプロファイル」として、各症例ごとの臨床因子と発現タンパク質のリストを得る。IgA 腎症の診

断には電子顕微鏡の病理診断を全例おこなっている。血清中の Gd-IgA1 の測定と IgA1-IC

のプロテオミクストのデータとの比較をおこなった。 

 
４．研究成果 

 

腎臓組織の網羅的プロテオミクスとして、レーザーマイクロダイセクション（LMD）-液体クロ

マトグラフィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）を用いて、糸球体を含むホルマリン固定パラ

フィン包埋組織（FFPE）から IgAN 患者のタンパク質を特定する簡易な方法の開発を進めてい

る。網羅的プロテオミクスは、糸球体 80 個から約 1,300 個、尿細管（糸球体 80 個に相当する

面積）から約 1,800 個のタンパク質を同定できる。相間移動(PTS)バッファーでの加熱式抗原

賦活化法と超音波処理後の SP3 法を組み合わせ、液中操作のみでのペプチドショットガン解

析が可能になった(Hughes CS et al, Nat Protoc. 2019)。 
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網羅的プロテオミクスとして、レーザーマイクロダイセクション（LMD）-液体クロマトグラ

フィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）を用いて、IgAN 患者の糸球体 80 個からのホ

ルマリン固定パラフィン包埋組織（FFPE）からタンパク質の同定数。レーザーマイクロ 

 

ダイセクション法を用いた糸球体プロテオーム解析により総計 2450個のタンパク質が定量化さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgAN 患者と正常コントロールを比較した結果 Top25 を示す、補体系と細胞外マトリックスタン

パク質が主に重要であることが示された。補体系では、補体系の成分量が高く、補体制御因

子も多かった。IgAN 患者では、対照群と比較して、補体系の代替成分経路および古典成分

経路の成分、ならびに H 因子および H 関連タンパク質などの制御因子の存在量が有意に高

かった。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgA N 患者の補体系のタンパク質の比較した結果。免疫抑制療法の IgAN 患者では保存療法

IgAN 患者と比較して、Complement factor H-related protein 1 (CFHR1)の存在量が多かった。

免疫抑制療法を受けた活動性の高い IgAN 患者の糸球体において、CFHR1 の存在量が多い

ことが示された。このことは、CFHR1 が IgAN の活動性を判定する新しいバイオマーカーとなる

可能性があることを示唆している。今後は、CFHR1 が IgAN の進行とどのように関連するかを

調べる必要がある。 

 

今回の研究では、臨床的変数から予後を予測できない患者において、補体タンパク質の

糸球体存在量が IｇAN の活動性と関連するかどうか患者検体を用いて検討した。その
結果、補体蛋白の糸球体蓄積量の CFHR1の多さは、IgANの活動性を予測するバイオマ
ーカー候補であることがわかった。 

 

血清中の Gd-IgA1 の測定結果は血清 IgA1 の測定量に比例していた。また、IgA1-IC のプロ

テオミクストの結果も、免疫抑制療法の IgAN 患者では保存療法 IgAN 患者と比較して、

Complement factor H-related protein 1 (CFHR1)の存在量が多かった。 

 

臨床因子との解析はまだ途中ではあるため、結論が出ていない。糸球体プロテオミクスと尿細

管間質プロテオミクスの比較解析の結果は現在進行中で、結論が出ていない。 

 

電子顕微鏡解析は、数理モデルの解析に必要な画像の取得は３次元 SBF-SEM画像と TEM

画像は済んでいる。血管から基底膜に流れるフローを算出する数理モデル計算式を導き出す

ための模式図を作成した。実際に血管から基底膜に流れるフローの算出は複雑なため、うまく

データを得ることができなかった。 
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