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研究成果の概要（和文）：我々は妊娠高血圧腎症(preeclampsia:PE)発症を予知する尿中バイオマーカーを探索
するために，妊娠中期の尿中バイオマーカー候補物質を測定し，PE発症群と非発症群における濃度を比較した．
その結果，PE発症群ではPlGFが有意に低値であることが明らかになり，早発型PE発症予知において血中
sFlt-1/PlGF比と同等の有用性を持つことが示された．
また，尿中バイオマーカーとなりうる未知の物質を探索するために不死化ヒトpodocyte株細胞にPE発症妊婦血清
を添加培養した培養上清をiTRAQ法で解析した結果，産生が大幅に増加あるいは減少するタンパクが同定され
た．

研究成果の概要（英文）：To evaluate the potential for prediction of preeclampsia, several candidate 
biomarker concentrations of urine which obtained from 2nd trimester pregnant women, were measured. 
Urinary levels of PlGF were significantly lower among women who later developed preeclampsia than 
those among healthy pregnant women. Receiver operating characteristic (ROC) curves revealed that the
 predictive performance of urine PlGF for the prediction of early onset (<34 weeks) preeclampsia was
 around the same as serum sFlit/PlGF ratio (sensitiveity:100%, specificity:79.5%, AUC:0.925).
Also we tried to find unidentified new biomarkers in urine with proteomics technology. Immortal 
human podocytes were cultured with or without serum of pregnant women who later developed 
preeclampsia and conditioned medium were analysed by iTRAQ labeling coupled with 2-D LC-MS/MS. 1365 
nonredundant proteins were identified, 294 of which were expressed differentially between serum-free
 media and patient serum supplemented media. 

研究分野：産婦人科学

キーワード： 妊娠高血圧腎症　尿中バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PEは妊産婦死亡の主要な原因であり，一旦発症し重篤化すると「分娩」が唯一の治療法となるため，妊娠34週未
満発症の早発型は胎児の予後に重大な影響を及ぼす．現在PE発症の確実な予知法はまだ確立されていない．我々
は採取が容易である尿に着目し，PE発症前に変動する尿中バイオマーカーの探索を行った．本研究ではPlGFがPE
発症予知に対して有用であることが示された．また，iTRAQ法による解析でpodocyteが産生するバイオマーカー
となりうるタンパクが同定された．これらのバイオマーカーが実用化され，尿検査でPE発症の予知が可能になれ
ばPEの早期発症や重症化の予防につながるため臨床的な有用性は大きい．

※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。



 
１．研究開始当初の背景 

妊娠高血圧腎症(preeclampsia:PE)は，高血圧とタンパク尿を主たる病態とする疾患で，全妊娠
の約 5％に発症し妊産婦死亡の主要な原因となっている．PEは一旦発症し重篤化すると治療が
難しく，「分娩」が唯一の治療法となるため，妊娠 34 週未満発症の早発型は胎児の予後に重大
な影響を及ぼす．そのため，PEの発症を予知する様々なアプローチが試みられている． Levine
ら ( 文 献 1) は 血中 soluble fms-like tyrosine kinase(sFlit-1) と Placenta growth 
factor(PlGF)の比が PE発症前に高値となることを報告し，血中 sFlit-1/PlGF が PE 発症予知マ
ーカーとして期待されているが，まだその有用性は限局的である．sFlit-1，PlGF はともに血
管新生関連因子であり，PEの主病態である高血圧の発症に関連して変動していることが推測さ
れる．一方 PEのもう一つの病態であるタンパク尿にも，その発症に関連して尿中において変動
する物質があることが類推される．Podocyte は腎糸球体を覆う上皮細胞で，細胞から出る足突
起が slit 膜を形成して糸球体濾過の際に血中タンパクが尿に漏出するのを防いでいるが，PE
患者の尿中には podocyte が多数検出されることが報告されている(文献 2)．我々は slit 膜を
形成している podocyte 特異的タンパクである nephrin に着目し， nephrin が分解・断片化さ
れることによって PE患者の尿中脱落 podocyte が増加しているのではないかと考えた．そこで
PE 患者の尿中 nephrin 濃度を発症前から発症後にかけて経時的に測定してみると，PE 発症前か
ら nephrin 濃度が上昇する傾向が認められた(文献 3)．さらに，予備的なコホート研究として
妊婦尿中 nephrin 濃度を測定した結果，後に PE を発症した妊婦ではタンパク尿の出現以前から
nephrin値が高値(正常妊婦の尿中nephrin値の95パーセンタイル以上)を示す尿中検体が多数
認められた(文献 4)．このような PE 発症前に尿中に増加(あるいは減少)してくる物質は PE 発
症の予知マーカーとしての利用が期待できる．尿は採取が容易な検体であるため，尿検査で PE
発症の予知が可能になれば PE の早期発症や重症化の予防につながるため臨床的な有用性は大
きい． 
 
２．研究の目的 

我々は，PE 発症を予知する尿中バイオマーカーを探索し，そのマーカーを使った簡便な PE 発
症予知検査キットの開発を最終的な目標としているが，その準備段階である本研究では研究期
間内に成果が得られるように以下の項目を目的とした． 

(1) コホート研究により PE 発症を予知する尿中バイオマーカーを探索する． 
PE 発症で血中動態が変動することが報告されているバイオマーカー候補物質を選択し，PE発症，
非発症群における各バイオマーカーの尿中濃度を比較して PE 発症予知の有効性を検討すると
ともに先行研究が進んでいる血中 sFlt-1/PlGF 比の有効性と比較する． 

(2) PE 発症予知の可能性のある未知の podocyte 分泌タンパクの探索・同定を行う． 
PE 患者の血清中には podocyte を障害する因子が存在することが報告されている(文献 5).障害
をうけた podocyte から分泌されたタンパク群は尿中に排泄されるので，これらのタンパク群は
PE 発症予知の尿中バイオマーカーとなる可能性を秘めている．不死化ヒト podocyte 株細胞を
PE 発症妊婦血清添加培養液で培養し，培養上清中に遊離してきたタンパクをプロテオミクス解
析し，バイオマーカーとなりうる物質の探索・同定を行う 
 
３．研究の方法 

(1) コホート研究による PE 発症を予知する尿中バイオマーカーの探索 

①対象および検体の採取 
北海道大学病院産婦人科外来を受診した妊婦から，書面で同意を得た上で妊娠中期(24±3W)の
尿と血液を採取した．高血圧，腎機能に影響を及ぼす合併症を有する症例は除外した．なお，
本研究は北海道大学医学部倫理委員会の承認を得ている． 

②尿中バイオマーカー候補の選択と測定 
予備検討において PE 発症における尿中濃度の上昇が認められた nephrin 以外の候補として，
podocyte を障害する作用があるとされる renin-angiotensin 系因子の angiotensinogen(AGT)， 
angiotensin II (Ang II), angiotensin converting enzyme 2(ACE2)，angiogenic factor で
ある PlGF, ,soluble endoglin を選択した．測定は全て ELISA 法で行った． 

③ROC 解析による尿中バイオマーカーの有用性の検討 
PE発症群と非発症群で尿中濃度に差異が認められたバイオマーカーについてはROC解析を行い，
血清 sFlit-1/PlGF 比と発症予知の感度，特異度，AUC を比較した． 

(2) PE 発症予知の可能性のある未知の podocyte 分泌タンパクの探索・同定 
PE 発症妊婦血清の添加によって不死化ヒト podocyte 細胞からの分泌が変動するタンパク群を
探索・同定するために，A. PE 発症妊婦血清添加培養液，B. 無血清培養液で培養した不死化ヒ
ト podocyte 細胞の培養上清，C. PE 発症妊婦血清添加培養液で podocyte 細胞を培養した培養
上清の 3検体におけるタンパクを iTRAQ 試薬でラベルし LC-MS/MS で分析・同定した． 
分泌が変動したタンパクを調べるには検体B（細胞由来タンパクのみ）のiTRAQ試薬のintensity



と検体C（妊婦血清由来タンパク+細胞由来タンパク）のintensityとを比較することになるが，
検体 C は妊婦血清由来タンパクも含まれるため，検体 A（妊婦血清由来タンパクのみ）の
intensity を用いて妊婦血清由来タンパクの影響を除外した形のデータへ変換して検体 B と検
体 Cを比較した． 
 
４．研究成果 

(1) コホート研究による PE 発症を予知する尿中バイオマーカーの探索 

①PE発症群と非発症群における各バイオマーカー候補の尿中濃度 
妊娠転帰が判明し，PE発症例が15例に達したところで尿中バイオマーカー候補物質の中から，
有望な物質を絞り込む検討を行った．その結果 renin-angiotensin 系因子の AGT，Ang II, ACE2
は PE 発症例と PE 非発症例(N=63)で差異が認められなかった．また，angiogenic factor であ
る soluble endoglin は全ての検体で検出限界以下であった．一方，同じく angiogenic factor
である PlGF は PE 非発症例に比べ PE発症例では有意に低値を示し，Creatinine(Cr)で補正した
濃度も有意に低値であった．この結果から，以降の検討は nephrin と PlGF, について行うこ
ととした． 

②PE発症群と非発症群における尿中 nephrin, 
PlGF 濃度 
研究期間中に採取できた尿検体は PE 発症妊
婦 23 例,PE 非発症妊婦 214 例であった．双胎
妊娠は PE 発症のリスク因子となるため双胎
妊娠症例からも検体を採取したが，尿中
nephrin, PlGF 濃度において双胎であること
の影響があるか否か PE 非発症妊婦 205 例に
ついて検討を行った．205 例の内単胎(S)は
190 例，一羊膜二絨毛膜双胎(MD)は 15 例，二
羊膜二絨毛膜双胎(DD)は 9例であった．Cr補
正を行った尿中 nephrin 濃度(中央値)は
S:55.5, MD:56.9, DD:54.8 ng/mg Cr であり
双胎妊娠による影響は認められなかった．尿
中 PlGF 濃度(中央値)は S:234.6, MD:163.8, 
DD:552.6 pg/mg Cr であり，DDは S,MD より有意
に尿中 PlGF 濃度が高かった．一方 Sと MD との
間に差は認められなかった．以上の結果から，
PlGFは DD群とS+MD群とを分けて検討すること
とした． 
PE 非発症例である control と PE 発症例(S:17
例，MD:1 例，DD:5 例)における尿中 nephrin 濃
度を比較した(図 1)．control と PE の nephrin
濃度はそれぞれ 31.9, 66.5 ng/ml，Cr 補正濃度
は 55.5, 106.1 ng/mg Cr であり，PE 発症例の
nephrin 濃度は control より有意に高値を示し
た． 

尿中 PlGF 濃度では DD 群において Cr 補正後
の濃度では差異が認められなかったが，補正
無しの濃度は control(N=9)に比べて PE(N=5)
では有意に低値を示した(552.6 vs.227.7 
pg/ml) (図 2)．S+MD 群では，Cr 補正無し，
有りのいずれも control(N=205)に比べて
PE(N=18)では有意に低値を示した(Cr 補正無
し:178.1 vs.85.8 pg/ml, Cr 補正有り:226.9 
vs.160.0 pg/mg Cr) (図 3)． 

③早発型 PE 発症群と control 群における尿
中 nephrin, PlGF 濃度 
次に胎児の予後に重大な影響を及ぼす妊娠
34 週未満発症の早発型 PE(N=7)における 
尿中 nephrin, PlGF 濃度を検討した．Nephrin では Cr補正無し，有りのいずれでも control と
早発型 PE との間に差は認められなかった(図 4)．双胎症例には早発型 PE がいなかったので
PlGF では S+MD 群において比較を行った．尿中 PlGF 濃度は，Cr補正無し，有りのいずれにおい
てもcontrolに比較して早発型PEでは有意に低値を示した(Cr補正無し:178.1 vs.12.6 pg/ml, 



Cr 補正有り:226.9 vs.30.2 pg/mg Cr) (図 5)． 
以上の結果から，尿中 PlGF の方が早発型 PEの予知マーカーとして優れていることが明らかに
なったので，以降の ROC による解析は PlGF について行うこととした． 

 

④ROC 解析による尿中バイオマーカーの有
用性の検討 

ROC 解析を行って，先行研究が進んでいる
血清 sFlit-1，PlGF，sFlt-1/PlGF 比と尿
中 PlGFの早発型 PE発症予知における感度，
特異度，AUC を比較した(表 1)． 
尿中 PlGF, 尿中 PlGF/Cr の感度，特異度，
AUC はそれぞれ，100 %, 79.5 %, 0.925, 
87.5 %, 94.6 %, 0.948であり，血清sFlit-1，
PlGF，sFlt-1/PlGF 比よりも若干劣るもの
の早発型 PE の発症を予知するマーカーと
して十分に有用であると思われた．また，
Cr で補正無しの尿中 PlGF 濃度は，DD群で
control 群と差異を呈し（図 2），早発型 PE
発症予知に対して高い感度とAUCを持つこ
とから，外来診療における簡易尿検査で PE発症
を予知する診断キットに応用されることが期待
される． 
 
(2) PE発症予知の可能性のある未知のpodocyte
分泌タンパクの探索・同定 

PE 発症妊婦血清の添加によって不死化ヒト
podocyte 細胞からの分泌が変動するタンパク
群を iTRAQ 標識と LC-MS/MS で分析・同定した．
ヒト血清中には大量のタンパクが含まれるため，
血清タンパクの影響を極力減らし，細胞が産生
するタンパク量を最大限増やす培養条件を検討
した結果，添加血清量は 5%,培養時間は 72 時間
とした． 
データから妊婦血清由来タンパクの影響を除外
した後に解析を行った結果，培養上清中に 1365
の非重複タンパクが検出され，そのうち妊婦血
清添加，非添加の培養上清中で差異が認められ
たタンパクは 294 であった．産生に大きな変動
が認められた主なタンパクを表 2に示した．産
生の大幅な増加が認められた主なタンパクは
60S acidic ribosomal protein P2 ，
Apolipoprotein A-I ， Syndecan-4 ，
Apolipoprotein F，減少が認められた主なタンパクは Importin subunit beta-1，Exostosin-2
であった．これらのタンパクの中で測定法が確立されている物質については，本研究で採



取した PE 発症群と非発症群における尿中濃度を測定し，PE 発症予知の新規バイオマーカー
としての有用性を検討する予定である． 
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