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研究成果の概要（和文）：尿蛋白質のうち血漿に由来しないものを選定し、ネフロン障害部位診断のバイオマーカーと
することを目的に検討した。ヒト尿プロテオームデータベースに免疫染色（the Human Protein Atlas）と腎臓マイク
ロアレイの情報を組み合わせることにより、50個の近位尿細管由来蛋白質、14個の遠位尿細管由来蛋白質、10個以上の
既知および未知の糸球体由来蛋白質、間質由来蛋白質をリストアップできた。なかでも遠位尿細管特異的に発現するCa
結合蛋白質(CALB1)は、ラットにおいて腎内発現と尿中排泄が遠位尿細管傷害に伴い減少、ヒトでも同様の傾向が確認
できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study is to discover urinary biomarkers which identify the kidney 
injured sites as distal or proximal tubules, glomeruli, and interstitium. The 
proteome-transcriptome-combined database was completed with 3 databases; the Human Protein Atlas 
(immunohisotochemistry), the microarray database of human kidney, and the urinary proteome database. AS a 
result, 14 proteins were defined as distal originated urinary proteins, and 50 proteins were proximal. In 
rat UUO kidneys, mRNA expressions of 8 of 14 distal proteins such as ANXA3 were up-regulated while 3 of 
14 distal proteins such as CALB1 were down-regulated. Urinary CALB1 were shown reduced in anti-GBM GN 
rats with significant distal tubule cells injury, and in some IgA nephropathy patients with 
tubulointerstitial injury. Our proteome-transcriptome-combined database may be a good tool to discover 
new urinary biomarkers which identify the injured sites as distal or proximal tubules.

研究分野：小児腎臓病学
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１．研究開始当初の背景 
尿バイオマーカーとして近年注目されてい

る一つに尿中NGALがある。これが急性腎障

害の際に血清クレアチニン上昇に先立ち上昇

し、また治療後に尿中2MGやNAGより早く

低下するという報告もある。ただ尿中NGAL

は必ずしも障害された腎臓内の特定のネフロ

ン部位に由来するものでないし、腎臓局所で

生理的に重要な作用を有しているわけでもな

い。尿中NGALには血漿由来のものも含まれ

るし、またNGALは通常、腎臓では主に近位

尿細管細胞で産生されるが、障害時にはヘン

レ上行脚や遠位尿細管、集合管に発現が誘導

されることが動物実験で示されている(Nature 

Med, 2011)。 

尿中NGALは何らかの急性腎障害発生を検知

するバイオマーカーとしては有用だが、ネフ

ロン障害の部位や程度を特定する目的には別

のバイオマーカーも探索されるべきであると

考えた。我々は理想の尿バイオマーカーとし

て、その尿中排泄動態を見ることにより、腎

臓内の特定のネフロン部位の状態が分かるこ

と、および特定の機能障害が推察できること

として、そのようなバイオマーカー候補を複

数リストアップできることを目的にした。 
 
２．研究の目的 
新たな尿バイオマーカーを、血漿に由来し

ない、腎臓内での機能が既知の蛋白質であり、

かつ腎臓内の特定のネフロン部位の細胞と確

定できたものの中から複数選定することを目

的とした。 
 
３． 研究の方法 
(1) 腎臓に由来する尿蛋白質のヒト腎臓内

発現部位の決定（データベース利用）。

データベースはWEBで既に公開されて

いるものを組み合わせて利用した（The 

human protein atlas; 

http://www.proteinatlas.org/ ） (The 

urinary proteome database; 

http://www.proteinatlas.org/)  （ The 

microarray database; Fujinaka H et al. 

Nephrology (Carlton) 2010; 15: 

700-709 ） 

(2) 各蛋白質の免疫染色（または in situ 

hybridization）；病変のあるヒト腎組織

とない腎組織での比較。 

(3) ラット腎障害モデルでの確認（抗糸球体

基底膜腎炎 anti-GBM GN および一側尿

管尿管結紮 UUO）。 

(4) 選別された蛋白質について尿中排泄の

検討（Western blotting または ELISA, 

RT-PCR）。 

 

４．研究成果 

 ヒト尿プロテオームデータベースに免疫

染色（the Human Protein Atlas）と腎臓マ

イクロアレイの情報を組み合わせることに

より、50 個の近位尿細管由来蛋白質、14 個

の遠位尿細管由来蛋白質、10 個以上の既知お

よび未知の糸球体由来蛋白質、および間質由

来蛋白質をリストアップできた。尿細管由来

蛋白質について、腎臓内遺伝子発現を

Realtime PCR で検討した。ラットに UUO

を作成、近位～遠位までの尿細管全般の傷害

を起こし、反対側腎臓との遺伝子発現と比較

した。14個の遠位尿細管蛋白質のうち 3個で

遺伝子発現低下、CALB1でもっとも著明で、

SLC12A1 も低下していた。一方 GSTM3, 

CAPG, ANXA3など8個の遺伝子発現は増加

していた。また 50 個の近位尿細管蛋白質の

うち FBLN5 など 7 個の遺伝子発現が増加、

ALDOB など 12 個の遺伝子発現は低下して

いた。これらの遺伝子発現の変動はラット

anti-GBM GN腎臓（糸球体腎炎に続発する

尿細管障害）でもほぼ同様の傾向で確認され、

また蛋白質発現についても同様に、発現尿細

管部位において増加または低下することが、

これらいくつかの蛋白質について免疫染色

で確認された。これらのうち、遠位尿細管特

異的に発現し、その傷害でもっとも著明に遺



伝子・蛋白質発現が低下した Ca 結合蛋白質

CALB1につき検討した。anti-GBM GNラッ

トにおいて遠位尿細管傷害が進展するにつ

れて腎内発現低下が確認され、それと尿中排

泄量低下が並行することが腎臓と尿の

Western blottingで確認された。またこの時、

尿 Ca排泄増加も見られ、CALB1が Ca結合

蛋白質であり、その腎臓内発現低下が Ca 尿

中排泄増加を来す想定と矛盾しない結果が

得られた。また、ヒト IgA腎症患者において

も、傷害された遠位尿細管における発現低下

が免疫染色で確認され、さらに患者における

尿中排泄にも低下の傾向が見られた。 

遠位尿細管蛋白質 ANXA3については、ラ

ット尿中で腎障害早期に上昇が確認された

が、ヒトでは同じ傾向が確認されなかった。 

近位尿細管蛋白質FBLN5, ALDOBについ

ては、ヒト腎障害における腎臓内での発現変

化を尿で検知することができなかった。 

間質 COL6A1 については、間質繊維化の

ある腎臓内での発現増加が確認され、一部の

患者で尿中排泄増加が確認された。 

 これらを複数組み合わせることで、腎臓の

全体としての状態を、尿中排泄から推察でき

るようになることが期待された。 
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