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Ⅱ．総括研究報告 
 

厚生労働科学研究費補助金 難治性疾患等克服研究事業（腎疾患対策研究事業） 
総括研究報告書 

 
糖尿病性腎症の糖鎖プロファイリングによる新規バイオマーカーの同定 

研究代表者 和田 淳 
岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 腎・免疫・内分泌代謝内科学 准教授 

 

研究要旨 
ヒトゲノムの配列が決定され、ポストゲノム研究が注目を集めるなか、糖尿病および糖尿病合併症の発
症や進展に糖鎖異常が関与していることが報告されている。これらの糖鎖異常が明らかになれば、予後
を推測するバイオマーカーとして有用であるのみならず、その糖鎖異常をターゲットとした治療戦略へ
と研究が展開する可能性がある。そこで糖尿病性腎症患者尿の糖鎖プロファイルを網羅的に解析した。
健常人と糖尿病性腎症患者のセントリコンにより濃縮した尿サンプルをAgilentマルチプルアフィニティ
除去システムで6種の主要蛋白を除去した後、透析膜を用いてPBSにバッファー交換した。健常人(n=12)、
糖尿病性腎症正常アルブミン尿期(n=7)、微量アルブミン尿期(n=5)、顕性蛋白尿期(n=5)の尿サンプルを
用いて、糖尿病性腎症の病期別にレクチンアレイ解析を行った。蛋白質濃度を測定し、Cy3標識したサ
ンプルを濃度調製しGlycostationにより45種のレクチンへの結合性を測定した。腎症病期の進行にしたが
って、シグナルが上昇していたのはα2-6結合シアル酸関連レクチン(SNA,SSA,TJA-1)であった。さらに
SSAレクチンカラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより精製したサンプルをLC-MS/MS
によるショットガン解析を施行したところ28種類の糖蛋白質を同定した。これらの糖蛋白質のうち8種類
がELISA法で測定が可能であり、そのうち測定感度以下とならず安定して測定できたのは、
α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-Aであった。α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-Aは既報でシアル酸
蛋白質であることが報告されているため、これら3つの尿中マーカーについて糖尿病や腎症の臨床データ
とを横断的に比較検討を行った。α1-microglobulinは腎臓間質マーカーとして、またorosomuoidは糖尿病
性腎症の尿中マーカーとして報告されているが、尿中fetuin-A排泄量についてはELISAによる尿中濃度の
検討はまだ報告がないが、尿中fetuin-A排泄量は尿中アルブミン排泄量と正の相関を、eGFRと負の相関
を示し、新たな糖尿病性腎症の尿中バイオマーカーであると考えられた。平成24年度より開始した725
症例の前向きコホート研究において尿中fetuin-A排泄量を測定し糖尿病性腎症の新たなバイオマーカー
としての意義を検討予定である。 
 

研究分担者 
槇野博史（岡山大学大学院医歯薬学総合研究科・
腎・免疫・内分泌代謝内科学・教授）、江口潤（岡
山大学病院・腎臓・糖尿病・内分泌内科）、中司
敦子（岡山大学大学院医歯薬学総合研究科・糖
尿病性腎症治療学講座・助教）、勅使川原早苗（岡
山大学院医歯薬学総合研究科・地域医療人材育成
講座・助教）、肥田和之（独立行政法人国立病院
機構岡山医療センター・糖尿病・代謝内科・医長）、
宮下雄博（岡山赤十字病院・総合内科・健診部長）、
松岡孝（岡倉敷中央病院・糖尿病内科・主任部長）、
安藤晋一郎（岡山市立市民病院・糖尿病センタ
ー・副センター長） 
 
Ａ．研究目的 

生体内の蛋白質は酵素的に糖鎖修飾を受け、
その機能に多大なる影響を与えており、その

重要性は従来から認識されていた。しかしそ
れらの糖鎖修飾は、当該蛋白をコードする遺
伝子とは別の糖鎖修飾酵素群によって制御さ
れていること、またその糖鎖構造の解析は、
核酸やペプチドと比較して困難であったこと
より、その解析は未だ十分に行われていると
は言い難い。近年、糖尿病や糖尿病合併症の
進展においても、糖鎖異常が関連していると
いう報告が多くなされている。1991 年，高血
糖条件下においてヘキソサミン代謝経路が活
性化され UDP-N-acetylglucosamine の生産が増
加し、核内および細胞質内の糖蛋白質である
O-GlcNAc レベルを増加させると報告された
(JBC 266:4706-4712, 1991)。その後，動物にお
いてヘキソサミン経路の活性化により、イン
スリン抵抗性が出現することや (Diabetes 
53:921-930, 2004) 、糖尿病性腎症発症におけ
るマトリックス蛋白生合成に関与している
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TGF- の 転 写 活 性 が 亢 進 す る こ と (JCI 
101:160-169, 1998) 、またヘキソサミン経路に
より糖尿病性腎症でみられる細胞周期の停止
とメサンギウム細胞の肥大化が誘導されるこ
と も わ か っ た (Biochemical J  388:537-544, 
2005)。 

我々は-galacoside 構造を認識し結合するガ
レクチンファミリーのひとつである galectin-9
を発見し(JBC 28:6078-6086, 1997)、胸腺細胞
や活性化 T 細胞にアポトーシスを誘導するこ
と (JCI 99:2452-2461, 1997)、galectin-9 は糖尿
病性腎症に認められる G1 期細胞周期停止を
解除して腎症に対して治療効果を発揮するこ
とを見出した(J  Am Soc Nephrol 16:3222-3242, 
2005) 。 さ ら に 最 近 galectin-9 が T cell 
immunoglobulin mucin-3 (Tim-3)のリガンドとし
て作用して TH1 細胞にアポトーシスを誘導す
ることによって1型糖尿病マウス(NODマウス)
に治療効果を発揮することを見出した
(Endocrinology 153(2), 612-620, 2012)。これらの
発表は、糖尿病や糖尿病性腎症の成因の一つ
として、糖鎖の変化が関連していることを示
している。 

しかし、糖鎖の特徴として構造が複雑であ
り糖鎖構造を同定するためには大変な労力が
必要であるため，多くの症例を検討すること
は困難であった。GP バイオサイエンスの開発
したレクチンアレイにより、糖と結合する蛋白
であるレクチンを用いて被験糖鎖とそれぞれ
に特異性の異なる 45 種類のレクチンとの結合
性が同時に検出可能となった(Nature Methods 
2:851-856, 2005)。更にすべてのレクチンの詳細
な特異性の情報を格納したデータベースの確
立によりパターン認識による糖鎖構造推定が
可能となったため，多くの検体について糖鎖を
検討することが可能となった。 
本研究においては平成 24 年度に糖尿病性腎

症の尿のレクチンアレイ解析を種々の病期に
わたって施行することにより腎症の進行に特
異的な糖鎖プロファイルを同定した。平成 25
年度は特異的な糖鎖に対応するレクチンをも
ちいたアフィニティークロマトグラフィーと
質量解析(LC-MS/MS)を施行して、腎症の進行
を予測しうるマーカーの候補として fetuin-Aを
同定した。平成 26 年度の最終年度には 3 年間
ストックした尿検体を用いて、尿中 fetuin-A 排
泄量を ELISA によって測定し、腎症の進展を
予測するバイオマーカーとしての意義を検証
する予定である。 
 

Ｂ．研究方法 
健常人(n=12)、糖尿病性腎症正常アルブミン尿

期(n=7)、微量アルブミン尿期(n=5)、顕性蛋白尿
期(n=5)の糖鎖プロファイリングをレクチンアレ
イによって検討したところ、α2-6シアル酸関連レ
クチン（SNA, SSA, TJA-1）では、腎症の進展と
ともにシグナルが増加する傾向が認められた。そ
こでSSAカラムを用いたアフィニティークロマ
トグラフィーでα2-6シアル酸関連レクチンに結
合する糖蛋白質を精製した。さらに質量解析によ
ってこれらの糖蛋白質の同定を行った。 
糖尿病性腎症の新規バイオマーカー候補のう

ちELISA測定系が入手可能である8因子について
糖尿病性腎症患者の尿サンプルを用いて測定した。
尿サンプルは糖尿病性腎症正常アルブミン尿期
(n=36)、微量アルブミン尿期(n=25)、顕性蛋白尿
期(n=24)の患者から採取した。N-抗血清ハプトグ
ロビン、N-抗血清α2－マクログロブリン、N-抗血
清セルロプラスミン、N-抗血清α2－アシッドグリ
コプロテイン（シーメンスヘルスケア・ダイアグ
ノスティクス）、アポA-Iオート・N「第一」（積
水メディカル）、LZテスト栄研α1-M（栄研化学）、
Human Fetuin-A ELISA (BioVender)、Human Total 
Angiotensinogen Assay Kit-IBL (IBL)を用いて尿中
の濃度を測定し、クレアチニン補正を行うことに
よって検討した。 
糖尿病患者のコホート研究を行うことにより、

糖尿病性腎症の病期の進展や腎機能低下や末期
腎不全への移行を予測し、尿中微量アルブミンを
凌駕する新規尿中バイオマーカーの有用性を検
証することとした。岡山大学病院および岡山県内
の7病院で、糖尿病患者のゲノムDNAを平成24年
に、血清・尿を平成24-26年度にわたって1年間に
一度保存する。 
 
倫理面への配慮 
本研究に参加される患者には、検体の採取（採血）
に伴う肉体的苦痛とその対処法について説明し、
文書による承諾書を得た。個人情報については連
結可能匿名化を行った後、臨床データについては
各々の施設で管理し、尿レクチンアレイや尿バイ
オマーカー・遺伝子多型情報は岡山大学で管理す
る。従ってそれぞれの機関から同時に情報が漏洩
しない限り，個人と臨床データ・遺伝子多型を特
定できない。送付されてきた検体および診療情報
等は連結しにくくするためにさらに二重匿名化
を行なう。また，情報は非ネット下にて解析し複
数（最低3重）の施錠下で管理し、指紋認証およ
びパスワード入力が必要な専用のコンピュータ
ーを使用し、複写禁止ソフトをインストールして
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プリンター（紙媒体）やUSB などの媒体に情報
を移せないようにした上で関係者のみが情報解
析を行う。なお本研究は岡山大学ヒトゲノム・遺
伝子解析研究倫理審査委員会において承認され、
さらに7病院の倫理委員会においても承認されて
いる。 
 
Ｃ．研究結果 
尿サンプルの検討では、疾患により異なる糖鎖

プロファイルが検出できた。すなわちフコース関
連レクチン、ハイマンノース関連レクチンのシグ
ナルは病期の進行に伴い低下し、α2-3シアル酸
（MAL-1）およびα2-6シアル酸関連レクチン
（SNA, SSA, TJA-1）では、腎症の進展とともに
シグナルが増加する傾向が認められた。 
次にSSAカラムを用いたアフィニティークロ

マトグラフィーを用いて、糖蛋白質を精製して
SDS-PAGEで解析したところ複数の糖蛋白質が
病期の進展に従って増加していることが判明し
た。さらに質量解析の結果、28種類の糖蛋白質を
同定した。糖尿病性腎症の新規バイオマーカー候
補のうちELISA測定系が入手可能である8因子で
あるhaptoglobin, α2-macroglobulin, apolipoprotein 
A-I, protein AMBP (α1-microglobulin), 
ceruloplasmin, α1-acid glycoprotein (orosomucoid), 
α2-HS-glycoprotein (fetuin-A),  angiotensinogenの
うち測定感度以下とならず安定して測定できた
のは、 α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-A, 
angiotensinogen で あ っ た 。 α1-microglobulin, 
orosomucoid, fetuin-Aは既報でシアル酸蛋白質で
あることが報告されているため、これら3つの尿
中マーカーについて糖尿病や腎症の臨床データ
と の 横 断 的 に 比 較 検 討 を 行 っ た 。 な お
α1-microglobulinは腎臓の間質マーカーとして保
険収載されており、またorosomuoidは糖尿病性腎
症の尿中マーカーとして報告されているが、尿中
fetuin-AについてはELISAによる尿中濃度の検討
はまだ報告がない。 
アルブミン尿のステージ（A1, A2, A3）の進行

に従って、年齢、血清総蛋白、血清アルブミン、
血清クレアチニン、尿素窒素、尿酸、HDL-コレ
ステロール、eGFR、尿中アルブミン排泄量（ACR）
は有意差を持って変化した（Kruskal-Wallisテス
ト）。さらにα1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-A
の尿中濃度のいずれもが有意差をもってアルブ
ミン尿の病期の進行に従って上昇した。さらに
GFRステージ（G1, G2, G3, G4）の進行に従って、
血清総蛋白、血清アルブミン、血清クレアチニン、
尿素窒素、尿酸、eGFR、尿中アルブミン排泄量
（ ACR ） が 有 意 差 を 持 っ て 変 化 し た
（Kruskal-Wallisテスト）。またアルブミン尿病期

と 同 様 に 、 GFR の 病 期 の 進 行 に よ っ て
α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-Aの尿中濃度
のいずれもが有意差をもって上昇した。 
α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-Aの尿中濃

度は血清クレアチニン、尿素窒素、尿中アルブミ
ン排泄量（ACR）と正の相関を示し、また血清ア
ルブミン、HDL-コレステロール、eGFRと負の相
関を示した。eGFR、尿中アルブミン排泄量（ACR）、
HDL-コレステロールを独立変数として、尿中
α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-A排泄量をそ
れぞれ従属変数として重回帰分析を施行した。尿
中α1-microglobulin排泄量に関しては、eGFRと尿
中微量アルブミン（ACR）が、尿中fetuin-A排泄
量に関しては尿中アルブミン排泄量（ACR）が有
意差をもって独立した説明変数であることが示
された。さらに尿中orosomucoid排泄量に関して
は、尿中アルブミン排泄量（ACR）とHDL-コレ
ステロールが有意差をもって独立した説明変数
であることが明らかとなった。 
微量アルブミン尿陽性あるいは eGFR 60 

mL/min未満に対するリスク因子として尿中
α1-microglobulin, orosomucoid, fetuin-A排泄量を検
討した。ステップワイズ多項ロジスティック解析
では微量アルブミン尿陽性あるいはeGFR 60 
mL/min未満に対するリスク因子として尿中
fetuin-A排泄量のみが採択された。 
 
Ｄ．考察 
本研究においてシアル酸含有糖蛋白質である

fetuin-Aの尿中排泄量が安定して測定可能であり、
かつ糖尿病性腎症の新たな尿中バイオマーカー
であることが示された。Fetuin-Aは肝臓より産生
される64 kDaの糖蛋白質である。Fetuin-Aは肥満
状態で発現が亢進し、それは脂肪細胞におけるア
ディポネクチンmRNAの発現を抑制して血清ア
ディポネクチン濃度を低下させると報告されて
いる。それによってインスリン抵抗性、糖尿病と
腎症の進展が促進されると考えられている。さら
にfetuin-Aは遊離脂肪酸(FFA)の担体であり、それ
がToll-like receptor 4 (TLR4)に結合することも報
告されている。FFA-fetuin-A複合体はTLR4受容体
を刺激して脂質による炎症を惹起して糖尿病に
おける慢性炎症とそれによるインスリン抵抗性
を惹起していると最近報告されている。 
 糖尿病患者の血中fetuin-A濃度は大血管障害と
相関があるという報告がある一方、細小血管障害
とは相関がないとの報告や、微量アルブミン尿が
陽性の糖尿病患者や動脈硬化の認められる糖尿
病では血中fetuin-A濃度が低いとの報告もあり、
一定の見解が得られていない。また尿中fetuin-A
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排泄量は尿中アルブミン排泄量（ACR）と正の相
関を呈し、eGFRと負の相関を呈した。さらに横
断研究ではあるが、ステップワイズ多項ロジステ
ィック解析では微量アルブミン尿陽性あるいは
eGFR 60 mL/min未満に対するリスク因子として
尿中fetuin-A排泄量のみが採択された。従って本
研究によって糖尿病性腎症の進展を予測するバ
イオマーカーの候補であることが示された。尿中
fetuin-A排泄量の増加は肝臓での産生増加や糸球
体毛細血管における透過性、あるいは尿細管の再
吸収など複数の要因が関与していると考えられ
る。 
さらにコホート研究においては725例の症例組

み入れがあり、糖尿病性腎症の進展を予測する上
で尿中微量アルブミンを凌駕するような新規尿
中バイオマーカーの候補としてfetuin Aの意義を
確認するに十分な症例数を有するコホート研究
が開始できた。平成24-26年度にわたって新規尿
中バイオマーカーを測定しその有用性を検証す
る予定である。 
 
Ｅ．結論 
レクチンマイクロアレイによる糖鎖プロファ

イルとレクチンアフィニティークロマトグラフ
ィーによる糖蛋白質の同定は、尿中新規バイオマ
ーカーの同定に有用な方法であり、このたび
fetuin-Aを同定した。さらに糖尿病患者コホート
研究を用いて、糖尿病性腎腎症の進展や治療効
果を判定できる有用な新規尿中バイオマーカー
としての尿中fetuin-A排泄量の有用性を確認する
予定である。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし 
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ligand for cell-surfce GRP78/VDAC complex. J 
Wada, A Nakatsuka, S Teshigawara, K 
Murakami, T Terami, K Inoue, A Katayama, C 
Higuchi, M Watanabe, J Eguchi, H Makino. 第
56 回日本糖尿病学会年次学術集会 （熊本）
平成 25 年 5 月 17 日 
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