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研究成果の概要（和文）：

尿細管上皮細胞の代謝能を間接的に予測する生理的に分泌されているアルブミンペプチドの組
成を明らかにした。また遠位尿細管上皮細胞に発現している Tamm-Horsfall protein が腎機能障
害に伴って分泌量が低下することを明らかにした。さらに尿路上皮細胞機能変化を直接的に反
映するエキソソームを解析する上で重要な健常人エキソソームタンパク質プロファイルを提供
した。以上のように尿細管上皮細胞で代謝を受ける、ないしは分泌される成分に注目し、尿細
管上皮細胞の機能評価を目的とした相互的な評価を行った。

研究成果の概要（英文）：The urinary albumin peptides metabolized in the renal tubular cells and 
excreted into urine, and which is considered as an in-direct tubular marker were identified by proteome 
analysis. The quantitative analysis of urinary Tamm-Horsfall protein showed that the significant 
decrease level in the patients with renal dysfunction. The proteome analysis of urinary exosomes 
enabled the identification of variety types of protein derived from renal epithelial cells. These results 
provide the basic information to predict the tubular dysfunction in renal disease condition. 
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１．研究開始当初の背景
（1）尿細管主導型アルブミン排泄メカニズ
ム
蛍光標識アルブミンをラットに注入し、腎

臓における代謝の様子を 2 光子顕微鏡で観察
する in vivo イメージング法により解析した
結果、①糸球体を通過するアルブミンの量が
コントロール群と糖尿病群で有意差を認め
ないこと、②尿細管でのアルブミン再吸収量
が、糖尿病群で有意に低下していたことから、
糖尿病における尿へのアルブミン漏出の要
因として糸球体濾過能の破綻よりも尿細管
での再吸収能の低下が優位である事が示さ
れた 1。この報告以降、従来の糸球体主導か

ら尿細管主導型のアルブミン排泄説へと注
目が集まっている 1,2。
（2）アルブミン尿が意味する現象

RI 標識アルブミンを生体循環させた後の
尿をゲル濾過 HPLC にて分離し、検出した
RI カウントからアルブミン分子サイズを比
較した研究において、健常人では 10 kD 以下
のアルブミンペプチドが大量に検出された。
それに対し、腎疾患では病態の重症化に伴い
アルブミンペプチド分泌が低下し、66 kD の
モノマーアルブミン量が増加した 2。この研
究から、腎障害において尿細管でのアルブミ
ンの再吸収および代謝能が低下し、ペプチド
分泌が抑制され、アルブミンは再吸収されな
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いままモノマーの状態で排泄されるように
なることが示された。つまり、アルブミンペ
プチド排泄量の律速が尿細管であることが
推測されている。

以上のようにアルブミン排泄メカニズム
の解釈を解釈する上で糸球体よりも尿細管
機能との関連を重要視する報告が近年増加
傾向にある。

２．研究の目的
前述の背景を基に、本研究では尿細管上皮

細胞機能を反映し得る 3 つの項目に注目して
解析を進めることにした。①尿中アルブミン
ペプチドの詳細を明らかにし、尿細管の再吸
収・代謝能を予測する、②尿細管より分泌さ
れている Tamm-Horsfall protein（THP）3 の動
態を明らかにし、尿細管の分泌能を予測する、
さらに③尿に排泄されているエキソソーム
構成タンパク質から細胞内ダイナミクスを
明らかにする。

３．研究の方法
（1）アルブミンペプチド解析法

書面にて同意の得られた対象者から提供
を受けた尿をプールし（20 ± 2 歳、男女各 3
名）、防腐剤およびプロテアーゼインヒビタ
ー（尿 50 mL あたり 100 mmol/l アジ化ナト
リウム 1.67 ml、プロテアーゼインヒビターと
して 125 mmol/l ベンジルスルホニル=フルオ
リド 200 µl、1 mmol/l ロイペプチン 50 µl）
を添加して測定までに－80℃に保存した 4。
調整したプール尿を 20 kD の限外濾過法
（Kurabo, Tokyo, Japan）により分離し、濾過
画分を抗ヒトアルブミンポリクローナル抗
体（Dako Japan Inc.）および ProteinG Mag 
Sepharose（GE healthcare）を用いて免疫沈降
し、低質量アルブミンペプチドを回収した。
このペプチドサンプルを高速液体クロマト
グラフィー(Advance-nano UHPLC, AMR)・質
量分析装置(amaZon ETD, BrukerDaltonics)に
て解析した。高速液体クロマトグラフィーで
は逆相カラム (L-column Micro, 0.1×50 mm, 
L2-C-18, 化学物質評価研究機構)を用いた。
移動相 A は 0.1%ギ酸、移動相 B は 100%アセ
トニトリルを用い、グラジエント条件は、%B
が 20 分間 5→45%、20～21 分間 45→95%、
21～24 分間 95%、24～25 分間 95→5%、25
～30 分間 5%で行った。検出されたペプチド
は、Mascot search (Matrix science)により、タ
ンパク質を同定した。

（2）THP 定量法
THP 定量のための ELISA 法を構築した。

炭酸緩衝液 (0.5 mol/l 塩化ナトリウム、46 
mmol/l 炭酸ナトリウム、50 mmol/l 炭酸水素
ナトリウム、pH9.6)を用いて 5.57 mg/ml 抗ヒ
ト THP モノクローナル抗体(自家製 )を 1 

µg/ml に希釈し、96 穴 Maxisorp プレート
(Numc)に 1 ウェルにつき 100 µl 加え、4℃で
一晩放置し固相させた。抗体固定プレートを
プレートウォッシャー (Auto Mini Washer 
AMW-8, バイオテック株式会社 )を用いて
0.05% Tween 20 を含む phasphate buffer saline 
(PBS)で 1ウェルにつき 350 µlで 3回洗浄後、
0.5% カゼインナトリウムを含む PBS を各
ウェルに 300 µl 加え、室温で 90 分間ブロッ
キングした。その後洗浄を 3 回行った。検体
は超純水および検体希釈液(5 mmol/l トリス
ヒドロキシメチルアミノメタン、29 mmol/l 
スクロース、220 mmol/l 塩化ナトリウム、49 
mmol/l ウシ血清アルブミン、pH8.0)で 4,000
倍に希釈した尿を用いた。また、検量線作成
用として、自家製 THP 標準品を超純水で希釈
し、80 ng/mlから 1.25 ng/mlまでを調整した。
それらを各ウェルに加え、室温で 90 分間反
応させた。その後、洗浄を 3 回行い、抗体希
釈液(1% ウシ血清アルブミン、0.1% カゼイ
ンナトリウムおよび 5%スクロースを含む 10 
mmol/l PBS)で希釈したウサギ抗ヒト THP ポ
リクローナル抗体(自家製)を各ウェルに 100 
µl 加え、室温で 90 分間反応させた。その後、
洗浄を 3 回行い、抗体希釈液で希釈したペル
オキシダーゼ標識ブタ抗ウサギ IgG ポリクロ
ーナル抗体(DAKO)を各ウェルに100 µl加え、
室温で 90 分間反応させた。洗浄を 3 回行い、
3,3’-5,5’ テトラメチルベンジジン (KPL)を
100 µl 加え、遮光して室温で 15 分間発色させ
た。0.3 mol/l 硫酸を各ウェルに 100 µl 加え、
反応を停止させた。ELISA リーダー (パーキ
ンエルマージャパン)を用いて波長 450nm で
測定し、THP 検量線から尿検体の THP 濃度
を算出した。

（3）尿中エキソソームタンパク質解析法
（1）と同様に調整した尿検体を 17,000 g、

37℃、10 分間、高速遠心機(himac CR 20G,日
立工機, R15A ローター)で遠心し、上清(上清
①)を分離した。尿中有形成分を含む沈渣を
isolation solution (250 mmol/l スクロース、10 
mmol/l トリエタノールアミン)で溶解後、200 
mg/ml ジチオスレイトール(DTT)を加え 37℃、
5 分間反応させた。さらに isolation solution を
加え再度 17,000 g、37℃、10 分間、高速遠心
した。上清(上清②)を分離し、上清①と②を
混和した。この上清を 200,000 g、37℃、1 時
間、超遠心機(himac CP 70MX,日立工機)で超
遠心した。ここまでは Fernández-Llama らの
方法に準じた 4。上清は捨て、エキソソーム
が含まれた沈渣を 25 mmol/l トリスヒドロキ
シメチルアミノメタン(pH 7.6)、150 mmol/l 
塩化ナトリウム、1% ノニデット P-40、1% デ
オ キ シ コ ー ル 酸 、 0.1% SDS を 含 む
Radio-ImmunoprecipitationAssay (RIPA) buffer 
(Thermo Scientific)に溶解した 5。



エキソソーム検体の前処理として脱塩およ
び濃縮を行うために 2-D Clean-Up Kit (GE 
Healthcare)を用いた。一次元目のゲルストリ
ップ (Invitrogen)1 本あたりのタンパク量が
15 µg となるように調製し、rehydration buffer 
(8 mol/l 尿素、32.5 mmol/l CHAPS、0.005% 
ampholytes (pI 3-10)、35.7 μmol/l bromophenol 
blue)で一晩膨潤した。その後、等電点電気泳
動を 200 V 20 分、450 V 15 分、750V 15 分、
2000 V 60 分の条件で行った。一次元目の泳動
が終了後、sample reducing agent (Invitrogen)で
還元、125 mmol/l ヨードアセトアミドでアル
キル化を行った。二次元目には 15%のポリア
クリルアミドゲルを使用した SDS ポリアク
リルアミドゲル電気泳動を行った。二次元電
気泳動法により分離したタンパク質はシル
バーステイン KANTO Ⅲ(関東化学)を使用し
て銀染色を行った。

泳動像からタンパク質スポットを切り取
り、シルバーステイン KANTO ゲル洗浄液質
量分析用(関東化学)により脱色後、25 ng/μl
トリプシン (Promega)で 37 ℃ 16 時間ゲル
内消化を行った。その後の質量分析装置によ
る解析は(1)と同様の方法で行った。

４．研究成果
（1）アルブミンペプチドの探索結果

健常人尿の低質量画分より免疫沈降法で
分離したアルブミンのアミノ酸配列を有す
るペプチドとして質量約 1,600 Da から 3,300 
Da の 6 種のペプチドが同定された。本研究で
確立した尿からのペプチド分離法を基に各
種腎疾患患者尿でも検討を行い、生理的に分
泌されているこれらの主たるペプチドが、腎
機能の低下により変動するか否か今後の検
討していきたい。

（2）各種腎症患者における THP の動態
年齢を合致させた健常人群における尿中

THP 濃度は 49.2 ± 5.48 mg/l であったのに対
し、IgA 腎症患者をはじめとする各種腎症患
者においては 10.4 ± 2.20 mg/lと健常人群と比
較して有意に低値を示した。興味深いことに、
腎生検像で顕著な尿細管障害を示す患者の
みならず、尿細管障害を認めない糸球体性腎
症の患者群においても THP の分泌低下が認
められた。尿細管の組織的な異常を呈する前
段階からすでに機能障害を生じていること
を示唆する結果である。尿細管機能を直接的
に反映する THP の定量法は臨床的意義の高
い検査法と成り得るであろう。

（3）尿中エキソソームタンパク質からバイ
オマーカー候補探索へ

プロテオーム解析により 2 次元電気泳動ゲ
ルの 98 のスポットから 76 種のタンパク質が
同定された。この 76 種のタンパク質のうち

15 種については遠心分離前の尿検体と共通
して認められたタンパク質であり、尿タンパ
ク質のコンタミネーションであると推測さ
れた。61 種のタンパク質についてはエキソソ
ーム分画のみに認められた。このうち charged 
multivesicular body protein 1b 、
chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3、
cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase を
はじめとする 17 種のタンパク質については
エキソソームタンパク質の主要なデータベ
ースに掲載されていなかったことから、今回
新規に同定されたエキソソームタンパク質
であると考えられた。エキソソーム分画から
同定されたタンパク質のうち 43％は細胞質
や細胞骨格を成すものであり、15％は細胞外
領域に発現が認められているタンパク質で
あった。また基底膜成分は 6％を占め、その
他 36％については発現部位が確認されなか
った。エキソソームは分泌される細胞の縮図
と考えられており、それを証明するように尿
路上皮系細胞の内外を構成するタンパク質
が同定された。尿中エキソソームから得られ
る情報が、尿路上皮系の細胞の生理的状態や
代謝様式の理解に寄与するであろう。さらに
本研究で得られた健常人尿中エキソソーム
タンパク質のプロファイルを基に腎機能障
害患者尿中のエキソソームと比較すること
で、疾患に起因するタンパク質組成の変化か
ら病態を予測するマーカーを見出せるかも
しれない。
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