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研究成果の概要（和文）：本研究では、キャピラリー電気泳動－質量分析法(CE-MS)を用いて、ネフローゼ疾患
患者の尿中に含まれるイオン性代謝物の一斉分析を行い、病型特異的なバイオマーカーの探索を行った。
その結果、ループス腎炎を判別するための新規バイオマーカーを同定するとともに、2～5種類の代謝物を組み合
わせることにより7種のネフローゼ疾患から特定の疾患を判別するモデルを作成することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, a comprehensive analysis of urinary metabolites from 
nephrotic disease patients was conducted by capillary electrophoresis-mass spectrometry (CE-MS) in 
order to discover biomarkers specific to the type of disease. 
As a result, it is possible to identify a novel biomarker for discriminating lupus nephritis and to 
create a model for discriminating a specific disease from 7 types of nephrotic diseases by combining
 2 to 5 kinds of metabolites.

研究分野： メタボロミクス、分析化学

キーワード： ネフローゼ　メタボローム解析　尿　バイオマーカー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた新規バイオマーカーは、ループス腎炎の早期診断に使用できるのみならず、治療薬開発や治療
効果の判定に役立つ可能性がある。尿は非侵襲に採取できるため、メタボローム解析と組み合わせることによっ
て、より広範な疾患のスクリーニングに使える可能性を秘めている。

※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 
 現在、腎疾患の鑑別診断を行うためには腎生検が必要であるが、腎生検は出血のリスクを伴う
侵襲検査である。尿中に含まれる低分子化合物を網羅的に測定するメタボローム解析を適用す
ることによって、本当に腎生検が必要な患者をあらかじめ選別することが可能なスクリーニン
グ法が開発できれば、不要な検査を削減できる可能性があり、患者の侵襲的負担のみならずコス
トの面からも臨床的価値が非常に大きい。しかしながら、これまで行われてきたメタボローム解
析は、検体数が少なく十分なバリデーションも取られていないなどの問題点もあったため、臨床
応用するには不十分であった。さらに、解析途中で有望なマーカー候補物質が見つかっても、こ
れを同定する技術が未発達であるために、そのまま放置されるケースがほとんどであった。 
 
２．研究の目的 
 先行研究で得られた各種腎疾患を判別するマーカー候補について、物質同定を行うための要
素技術の開発、ならびに疾患判別マーカー・モデルのバリデーションを行う。最終的には、単一
の方法で複数のマーカーを測定する方法を開発し、臨床応用可能な疾患判別モデルを確立する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）研究に用いた尿サンプル 
研究分担者の所属する名古屋大学医学部付属病院にて腎生検を行い、診断の確定している腎

疾患患者の内、7種のネフローゼ症候群（IgA 腎症、膜性腎症、糖尿病性腎症、微小変化型ネフ
ローゼ症候群、ループス腎炎、巣状糸球体硬化症、アミロイド腎症）の 274 検体を用いた。 
また、バリデーション用検体として独立した 120 検体を用いた。 

 
（２）サンプル前処理 
 最初に、酵素法にて尿中クレアチニンの定量を行った後、各検体の最終のクレアチニン量が約
10 mg/dL となるように希釈を行った。ただし、1 検体毎に正確に調整するのは困難であったた
め、各クレアチニン群毎に希釈率を調整した（クレアチニン値 50～100 mg/dL→10 倍希釈、25
～50 mg/dL→5倍希釈、10～25 mg/dL→2倍希釈、10 mg/dL 以下→薄めない）。 
 希釈した各検体はその後、分画分子量 5,000 Da の限外ろ過フィルターに通してから、測定を
行うまで-80℃のフリーザーで保管を行った。 
 
（３）CE-TOFMS（キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計）による代謝物の一斉測定 

1）陽イオン性代謝物質測定条件 （参考文献 1,2 参照） 
①キャピラリー電気泳動（CE）の分析条件 
 キャピラリーには、フューズドシリカキャピラリー（内径 50 µm、外径 360 µm、全長 100 
cm）を用いた。緩衝液には、1 M ギ酸（pH約 1.8）を用いた。印加電圧は、+30 kV、キャピ
ラリー温度は 20℃で測定した。試料は、加圧法を用いて 50 mbar で 3 秒間注入した。 

②飛行時間型質量分析計（TOFMS）の分析条件 
 正イオンモードを用い、イオン化電圧は 4 kV、フラグメンター電圧は 75 V、スキマー電
圧は 50 V、OctRFV 電圧は 125 V に設定した。乾燥ｶﾞｽには窒素を使用し、温度 300℃、圧力
10 psig に設定した。シース液は 50％メタノール溶液を用い、質量較正用にヘキサキス（2,2-
ジフルオロトキシ）フォスファゼンを 0.1 µM となるよう混入し 10 µL/min で送液した。ヘ
キサキス（2,2-ジフルオロトキシ）フォスファゼン（m/z 622.0290）とメタノールの二量体
のアイソトープ（m/z 66.0632）の質量数を用いて得られた全てのデータを自動較正した。 

 
2）陰イオン性代謝物質測定条件 （参考文献 3参照） 
①キャピラリー電気泳動（CE）の分析条件 
 キャピラリーには、COSMO(+)キャピラリー（内径 50 µm、外径 360 µm、全長 100 cm）を
用いた。緩衝液には、50 mM 酢酸アンモニウム（pH 8.5）を用いた。印加電圧は、-30kV、
キャピラリー温度は 20℃で測定した。試料は、加圧法を用いて 50 mbar で 30 秒間注入し
た。 

② 飛行時間型質量分析計（TOFMS）の分析条件 
 負イオンモードを用い、イオン化電圧は 3.5 kV、フラグメンター電圧は 100 V、スキマ
ー電圧は 50 V、OctRFV 電圧は 200 V に設定した。乾燥ｶﾞｽには窒素を使用し、温度 300℃、
圧力 10 psig に設定した。シース液は 5 mM 酢酸アンモニウムを含む 50％メタノール溶液を
用い、質量較正用にヘキサキス（2,2-ジフルオロトキシ）フォスファゼンを 0.1 µM となる
よう混入し 10 µL/min で送液した。レゼルピンの酢酸付加イオン（m/z 680.0355）と酢酸
の二量体のアイソトープ（m/z 120.0384）の質量数を用いて得られた全てのデータを自動較
正した。 



 
４．研究成果 
（１）尿のメタボローム解析 
 CE-TOFMS を用いたメタボローム解析によって、腎疾患患者尿中より 220 種類の代謝物ピーク
を検出することができた。その内、標準化合物によってピーク同定ができたのは 127 物質であ
り、残りは未同定であった。 
 
（２）バイオマーカー候補の同定 
 得られた各ピークに対して、7種のネフローゼ症候群から 1つの疾患を判定するためのマーカ
ー候補の探索を統計学的に実施した。その結果、ループス腎炎特異的に増加する代謝物ピークを
抽出した（図 1）。 

 
 この代謝物ピークは、探索コホート、バリデーションコホートどちらにおいても高い判別能を
示すことが分かり、ループス腎炎の良いマーカー候補であると考えられた。しかしながら、この
ピークは該当する標準試薬が無かったために同定ができなかった。そこで、分取液体クロマトグ
ラフィーによる代謝物の回収、および核磁気共鳴による同定を試みた。 
 その結果、代謝物ピークの同定に成功し、試薬メーカーに当該化合物の合成を依頼した。合成
した試薬と分取した代謝物の同一分析条件における保持時間、ならびにタンデムマススペクト
ルを比較した結果、両者が一致したため、最終的に 3’, 4’-didehydro-3’-deoxycytidine と同定した
（図 2）。 
 

  

図 1 ネフローゼ症候群における尿中 CU040（未知ピーク）の蓄積量（左）とループス腎炎
の鑑別能（右） (A) 探索コホート 274 検体; (B) バリデーションコホート 120 検体 
MN, 膜性腎症; MCNS, 微小変化型ネフローゼ症候群; DN, 糖尿病性腎症; FSGS, 巣状糸
球体硬化症; LN, ループス腎炎; RA, アミロイド腎症; IgA, IgA 腎症 



 
（３）ロジスティック回帰モデルを用いた疾患判別モデルの作成 
 一部の疾患に対しては、単独の代謝物で精度良く他の疾患と判別できる可能性のある代謝物
も見つかったが、多くの疾患では単独の代謝物のみでは判別が困難であった。そこで、複数の代
謝物を組み合わせたモデル（ロジスティック回帰モデル）を作成することにより判別精度を上げ
ることを検討した。 
 図 3 に、今回作成したモデルの結果を示す。一部の疾患では例外であったが、2～5 種の代謝
物を組み合わせることによって精度良く特定の疾患判別が可能であった。 
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