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Abstract: The aim of this study was to evaluate the clinical usefulness of polya司

crylamide gel electrophoresis， followed by reaetion with peroxidase-coupled lectins using 

urinary glycoproteins in 20 patients with diabetic nephropathy. After SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis CSDS-P AGE) ， high performance lectin affinity chromatography 

CHPLAC) and immunoblotting of urinary glycoproteins with Q:'l -acid glycoprotein Cαl-AG) 

and Q:'l-microglobulin Cαl-MG) were performed. 

The lectins used were derived from Triticum vulgaris CWGA)， Phaseolus vulgaris CPHA 

E4)， Dolichos biflon必 CDBA)and Lens culinαris CLCA)， which had a high affinity for βl 

→4 N-acetyl-D-gulcosamine CGlcNAcβ1→4 GlcNAc)， N-acetyl-D-galactosamine CGal. 

NAc)，α-galactosamine Cα-Ga1NAc) and α-mannose Cα-Man) residues， respectively. 

Electrophoretic patterns of urinary glycoproteins c1ear1y showed the presence of lectin 

reactive glycoproteins with molecular weights lower than that of albumin. The molecular 

weights of the main bands that reacted with WGA， namely PHA-E4 and LCA， were 

respectively 50，000 and 38，000 daltons， and increased with the progression of diabetic 

nephropathy 

WGA reacted strongly with many glycoproteins having a wide range of molecular 

weights. LCA and PHA-E4 reacted preferentially with glycoproteins of molecular weight 

lower than 50，000 daltons， but with DBA no reaction was observed. 

These results suggest that low molecular-weight glycoproteins that are observed in the 

urine of patients with diabetic nephropathy have abundant carbohydrate residues such as 

GlcNAcβ1→4 GlcN Ac， GalN Ac and α-Man， and inc1ude αl-AG and Q:'l-MG. 

The excretion of low-molecular-weight glycoproteins with high affinities for some 

lectins suggests organic impairment in diabetic nephropathy. 

Index Terms 
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はじめに

糖尿病の糸球体病変は蛋白尿に先行して出現する 1)の

で，糖尿病性腎症の早期診断は腎生検に頼らざるを得な

いのが現状である.したがって，尿蛋白陰性時期での糸

球体病変の推定を可能にする臨床指標の確立は糖尿病性

腎症の早期診断に欠かせないことになる.そこで，アル

ブミン2)，NAG 活性的4)，ll!，-microglobulinC尚一MG)4)，

シアノレ酸5)，酸可溶性蛋白Cacid soluble proteins; 

ASP)6)7)などの尿中排法物質に関する検討がすすめられ

ているが，現時点では単一あるいは複数の尿中排i世物質

を測定しでも糖尿病性腎症を確実に診断できるとはいえ

ない.教室の西浦ら的は尿中糖蛋白の電気泳動分析が糖

尿病性腎症の病期判定に有用であると報告したが，尿中

糖蛋白の質的変化や糖鎖構造の変化は不明のままである.

そこで著者は糖尿病性腎症患者の尿中糖蛋白に対して

SDSポリアクリノレアミドゲル電気泳動法CSDS-PAGE)

およびウエスタンプロッティング法を実施し，糖尿病性

腎症患者における尿中糖蛋白結合糖鎖の特異性を標識レ

クチン染色法で検討した.つまり著者は，植物レクチン

がそれぞれ固有の糖鎖構造と特異的に結合する性質を利

用して糖蛋白の尿中排世動態を検討し，さらにレクチン

親和性高速液体クロマトグラフィーChighperformance 

lectin affinity chromatography ; HPLAC)で分離した

[Densitometry [ 

糖尿病性腎症患者の尿中糖蛋白を酵素抗体法で同定した.

対象と方法

1. 対象

対象は腎生検を施行し得たインスリン非依在性糖尿病

患者 20例であり，その性別が男性 12例，女性 8例U，年

齢が 35~64C平均 52)歳であった.なお，健常対照に 26~

35C平均 30)歳の男性 5例を選んだ.

2. 方法

(1) 検体

24時間尿の一部を冷凍庫内C-25'C)で凍結保存し，本

研究に供した.被検尿を 100Xg，5分間違心後，上清 15

mlを透析チューブ Sp巴ctrapor-6CSpectrum Medical 

lndustries社， USA)を用いて 5mMNH4HC03に対し

て4'c， 48時間透析し，分子量 1，000以下の低分子成分

および塩を除去した.透析後に試料を凍結乾燥し， 0.4ml

の5mMNH4HC03に溶解した(濃縮尿).

また，健常対照、の空腹時血清を比較試料とした〔対照血

清).

(2) 蛋白量測定

濃縮尿の蛋白量は BCACBicinchoninicacid)蛋白質

定量試薬CPierce社， USA)を用いる Smithet a1.9)の方

法に準じて測定した.本法による蛋白の検出限界は5μg

Imlであった.

Fig. 1. Analytical methods. 
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(3) SDS-P AGE 

10μlの濃縮尿あるいは対照血清を 1% 2-mer日

captoethanolと1% SDSを含有する 10μIの8M尿素

溶液と混和して， 65'Cで30分間，放置して蛋白質を変性

させ，泳動用試料とした.支持体に民、 4-14%濃度勾配

ポリアクリルアミドゲソレ(スラブ型，厚さ 1mm)を，泳動

用緩衝液には 0.1% SDS含有 O.lMリン酸緩衝液

(PBS) (pH 7.2)を用いた101 試料には蛋白量を 5μg/μl

に調整した尿を用い， 10μlの試料を濃度勾配ゲノレに添

加して室温で 60mV， 15時間泳動した(Fig.1). 

(4) ウエスタンプロッティング法

上記の電気泳動後， トランスプロッティング装置

(AE 3280型，アト一社〉を用いる Towbinet al."1の方法

に準じ，直ちにスラブゲノレを 0.45μmのニトロセノレロー

ス膜(NC膜，アドバンテッグ社〉に密着させて糖尿白質

を転写した.転写用緩衝液には 25mMトリス， 192mM 

グリシン， 20 %メタノーノレ(pH8.3)を用い， 4'C， 35 V 

で4時間通電した.転写後， NC膜の SDSを除去するた

め， 0.9 % NaCl， 0.05 % Tw巴en20含有 10mMトリス

塩酸緩衝液(pH7.4)で 10分間の緩徐な振重量洗浄を 3回

反復した.

(5) レグチン染色

糖鎖結合特異性の異なるベノレオキシダーゼ標識レクチ

ンとして，小麦Jff芽レグチン(WGA，豊年製油社)，アカ

インゲンマメレクチン(PHA-E4，豊年製油社)，ドリコス

マメレクチン(DBA，豊年製油社〉およびレンズマメレク

チン(LCA，豊年製油社〕を用いた(Tabl巴1).終濃度が 5

μg/mlになるようにレクチンを溶解した 1mM  CaCl" 

1mM MgCl" 0.9 % NaCl加 50mM  Tris-HCl緩衝液

(pH 7.4)でNC膜を覆い，室温で 30分間反応させた.つ

いで， 0.9 % NaCl， 0.05 % Tw巴巴n20含有 O.OlMリン

酸緩衝液(PBS)で 5分間の緩徐な振溢洗浄を 6回反復

した.ベルオキシダーゼ反応の基質に用いた 0.3% 4 

chloro -l-naphtholのメタノーノレ溶液と 0.018% H，O， 

含有 0.1M PBSの混合溶液(1: 5)でNC膜を覆い，室

温で 5分間染色した12).蒸留水で NC膜を洗浄し，反応を

停止させた.NC膜の泳動像を直ちに写真撮影し，二波長

クロマトスキャナー(Mod巴1CS-920，島津製作所〉で波

長 680nmの走査による濃度分布を測定した.なお分子

量マーカーには分子量 17，000，27，000， 39，000， 

50，000， 75，000および 130，000の6種類の Pre-stained

SDS-PAGE standards(Bio-Rad社， USA)を使用した.

(6) HPLAC 

凍結乾燥した尿 50μlをフツレーセルロブアイン(Phar.

macia Fine Chemicals社， Sw巴den)0.5ml ~こ吸着させ

てアノレブミンを除去し， WGAおよび LCA結合カラム

(4.6 mm.p x 150 mm，豊年製油社〉のゲノレにそれぞれ 10

μlの試料を添加し， HPLAC(流速 0.5ml/min，分析温

度 25'C)を実施した. WGAカラムではA液(50mMト

(rabbit) 
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Fig. 2. Immunoblotting procedure of urinary glyco】

proteins from diabetic patients. 

Table 1. Lectin used in this study 

Lectin Source Sugar specificity 

WGA Trithcum vul，以内S βl→ 4 N-acety1-D-G1ucosamine 
Sialic acid 

PHA-E4 Phaseolus vulga門 bisectingN-acety1-D-Ga1actosamine 
D BA Dolichos biflorus αN  -acety 1-D-Ga1actosamine 
LCA Lens culinaris αD-Mannose>αD-G1ucose 

Fucose 
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リス硫酸緩衝液， pH 7.2)に対する B液(200mM N-

acety! g!ucosamine ; G1cNAc)の濃度勾配(A→ B:20 

分間〉で溶出し， LCAカラムではB液(methy!-a-man日

noside; a一MM)の濃度勾配(A→ B: 20分間〉で溶出

した.検出波長は280nmの走査で測定した.

(7) 酵素抗体染色法

泳動用試料 10μ1を4-14%濃度勾配 SDS-PAGE後，

NC膜にウエスタンプロッティングした.その後，a) 

acid g!ycoprotein(a)-AG)の抗体〔抗ヒト a)-AGウサ

ギIgG;コスモバイオ社〉および尚一MGの抗体〔抗ヒト

a)-MGウサギ IgG;コスモパイオ社〉を第 1抗体として

アピジンピオチン複合体法により染色した13). まず，ブ

ロッキング用ヤギ血清 180μlを溶解した 10m!の0.9

% NaC!加 50mMトリス塩酸緩衝液(pH7.4)NC膜を

覆い， 20分間反応させた.つぎに終濃度が 20μg/m!とな

るように各抗体を溶解した緩衝液で NC膜を覆い，室温

で1時間反応させた.引き続いて， 0.05 % Tween 20含

有 0.01M PBSで5分間の緩徐な洗浄振渥を 2回反復

した.その後， ピオチン結合抗体〔ヤギ抗ウサギ IgG，

V巴ctor社， USA)でNC膜を覆い，室温で 30分間反応さ

せた.そして 5分間の緩徐な振還を反復して 2回洗浄
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した.この後， 90μlのABC試薬(Avidin-biotinperox. 

idase comp!ex ; V巴ctor社， USA)を溶解した 10m!の

0.05 % Tween 20含有 0.01M PBSでNC膜を覆い，室

温で 30分間反応させた.同様に 5分間の緩徐な振渥洗浄

を2回反復した.ベノレオキシダーゼ反応の基質に用いた

4-ch!oro-1-naphtho!溶液で NC膜を覆い，室温で 10分

間染色した.そして蒸留水で NC膜を洗浄し，反応を停

止させた(Fig.2). 

(8) 腎生検組織の分類

腎生検組織はびまん性病変の程度を G巴llmanet a1.の

基準凶『こ従って， PAS染色標本で，

0度・糸球体にほとんど変化がない，

I度，糸球体の一部に PAS陽性域の拡大を認め，こ

のような変化をもっ糸球体が散在する，

II度:糸球体全体に PAS陽性域の拡大を認める，

III度:PAS陽性域の拡大が強くなり，血管腔に狭小が

みられる，

IV度 :III度の変化がさらに高度となり，一部硝子化し

たようにみえる，

の5段階に分けた.

(9) 推計学的処理
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Fig. 4. Densitograms of western b!ot for urinary g!ycoprot巴insat 680 nm after staining with HRP-WGA. 

Each group is sam巴 asd巴scribedin Fig. 3 



(676) 中島靖夫

健常対照群と糖尿病群との群間比較は， Studentの t

検定で有意水準を検討した.なお，本文中に記載した数

値は，平均値土1標準偏差を示す.

成 績

L 尿蛋白量

尿蛋白量は，健常対照群が 81土16mg/日，糖尿病群の

O度が 122土26mg/日， I度が 165:t118mg/日， II度が

198土127mg/日であり，各群聞に差を示さなかった.

2. レクチン染色

(1)羽TGA染色

濃縮尿ではアルブミンを含む高分子域およびアノレブミ

ン以下の低分子域のいずれにも WGA染色陽性のノミン

ドが検出された.びまん性病変の進展とともに，分子量

50，000， 38，000および26，000に相当する 3つのピーク

は増高した.対照血清では， WGA染色陽性パンドは健常

対照群および糖尿病群の両群でも分子量 50，000以下の

低分子領域には検出されなかった.今回使用した 4種の

レクチンのなかではWGAが最も強い反応性を濃縮尿

と示した(Fig目 3).

Densitogramでは，びまん性病変の進展とともに分子

O-II 0-1 

ど
の
の

+ + 

量 66，000から 26，000の低分子域に，分子量 50，000

38，000および26，000の3つの増加するピ -17が検出さ

れた(Fig.4). 

(2) PHA-E，染色

PHA-E4染色陽性のバンドは，濃縮尿では，アノレブミ

ン以下の高分子域から低分子域まで広く存在し，今回検

討した糖鎖結合特異性の異なるベノレオキシダーゼ標識レ

クチンでWGAのつぎに濃染性を示した.対照血清の

PHA-E，染色陽性のバンドは，健常対照群および1糖尿病

群の両群で分子量 50，000以下のバンドは検出されなか

った(Fig.5). 

Densitogramでは，分子量 38，000に相当する低分子

糖蛋白のピーク高がびまん性病変の進展とともに増高す

る傾向を示した(Fig.6). 

(3) DBA染色

DBA染色陽性のバンドは，健常対照群および糖尿病

群の両群において濃縮尿および対照血清のいずれにも検

出されなかった.

(4) LCA染色

濃縮尿には66，000以下の低分子域にLCA染色陽性

パンドが存在しており，同バンドは糖尿病性腎症の進展
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Fig. 6. Densitograms of western blot for urinary glycoproteins at 680 nm after staining with HRP-PHA-E，・

Each group is same as described in Fig. 5 
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0-II 0-1 。-0 N Serum 

Fig. 3. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diab巴ticpatients. Each 
glycoprot巴inon SDS-polyacrylamide gels was electrophoretically transferred to a 
NC sheet and detected with HRP-WGA. D-II represents urine from grade II 
diabetic nephropthy; D-1 ， grade 1 ; D-O， grade 0; N， normal control. Serum 
repr巴sents20-fold diluted serum of normal control subjects. Molecular weight 
standards (MF 130，000， 75，000， 50，000， 39，000， 27，000 and 17，000， in this order 
from the top). 

Fig. 5. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diabetic patients. Each 
glycoprotein on SDS-polyacrylamide gels was巴lectrophoreticallytransferred to a 
NC sheet and det巴ctedwith HRP-PHA-E，. All conditions are same as Fig. 3. 

(677) 
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Fig. 7. Western blot analysis of urinary glycoproteins from diabetic patients. Each 
glycoprotein on SDS-polyacrylamide gels was electrophoretically transferred 
to a NC sh巴巴tand detect巴dwith HRP-LCA. All sampl巴sapplied are same as 
Fig.3 

Fig. 10. Immuno-detection of ll'j-acid glycoprotein in 
urinary glycoproteins from diabetic patients. 
lane 1; urinary sulfosalicylic acid soluble 
mucoprotein， lane 2; control serum， lane 3 ; 
urinary glycoprotein from gradeII diabetic 
nephropathy， lane 4; fraction巴lut巴dat 7.5 
min by WGA column， lane 5 ; fraction eluted 
at 6.5 mim by LCA column 

Fig. 11. Immuno-detection of ll'j-microglobulin in 
urinary glycoproteins from diabetic patients. 
All conditions are same as Fig. 10. lane 1 ; 
control serum， lane 2; urinary glycoprot巴in
from gradeIl diabetic n巴phropathy，lane 3 ; 
fraction巴lutedat 7.5 min by WGA column， 
lane 4; fraction巴lutedat6.5min by LCA 
column 
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とともに濃染した.対照血清中には分子量 50，000以下の

LCA染色陽性バンドは検出されなかったが，分子量
考 察

66，000以上で検出された(Fig.7). 従来から尿中蛋白のアノレブミン21，NAG 活性別4l， Q:'1-

Densitogramでは， 50，000と38，000の分子量に相当 MGペシアノレ酸51，ASP6171などが糖尿病性腎症の早期診

する糖蛋白のピーク高がびまん性病変の進展とともに増 断指標として用いられてきた.なかでも尿中アノレブミン

高した(Fig.8). の測定は，腎症進展を予知する指標として広く認識され

3. HPLACによる分離と同定 ており，最近では一般臨床検査として応用されている.

WGAに高親和性の糖蛋白は健常対照群の濃縮尿には しかし，教室の金内ら151の検討では，微量アルブミン尿を

検出きれなかったが，糖尿病性腎症患者の濃縮尿では 呈する症例はびまん性病変の軽微なものから Gellman

7.5分の溶出時間で分画された.また， LCAに高親和性 分類のII度ないしIII度程度に進行したものまで混在して

の糖蛋白は健常対照群の濃縮尿には検出されなかったが， いたという.

糖尿病性腎症息者の濃縮尿では6.5分の溶出時間で分画 糖尿病性腎症の進展とともに増加する尿中低分子糖蛋

された(Fig.9). 白の電気泳動分析が糖尿病性腎症の病期判定に有用であ

4. 酵素抗体法 ることを明らかにし，腎症の早期診断に応用した報告も

(1) 向 AG あるが51ーへ尿中糖蛋白の質的変化や糖鎖構造の変化は

尚一AG抗体で染色されるパンドは健常対照群および 不明のままである.本研究は，糖尿病性腎症患者に認め

糖尿病群の尿では80，000および50，000に相当する分子 られる尿中糖蛋白を分子量およひホ糖鎖の解析を目的に，

量域に存在した(Fig目 10). 糖蛋白糖鎖と特異的に結合する HRP標識レグチンを用

(2) 尚一MG いた検討と 2種類の酵素標識抗体を用いた分子量同定を

ll'j-MG抗体で抗体で染色されるバンドは健常対照群 実施した.

および糖尿病群の尿では38，000に相当する低分子量域 1. レクチン染色およびウエスタンプロッティング分

に存在した(Fig.11). 析
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Fig. 9. Chromatograms of HPLAC for urinary glyco-

proteins from diabetic patients at 280 nm. D 

-II represents urine from grade II diabetic 
nephropathy; N， normal control. HPLAC 

was performed using two lectin conjugated 

columns， LA-WGA and LA-LCA， and glyco-
proteins wer巴 elut巴dwith a linear gradient of 

200 mM  GluNAc or 200 m M  a一MM(B: da-

shed line) respectively， in 50 mM  Tris-H2SO， 
buffer (A). Arrows indicate the fraction 

eluted by LA -WGA at 7.5 min and by LA 

-LCA at 6.5 min， respectively. 

従来より電気泳動後の蛋白染色には Coomassie bril 

liant blue(CBB)染色や鍍銀染色，糖の定性分析には

Periodic acid-Shiff(PAS)染色， Alcian blue染色，

Mucicarmine染色などが用いられている16) また，血清

糖蛋白の分析や組織糖蛋白の検出にはレグチン染色法が

応用されている.血清糖蛋白の分析について福島ら川t土，

ヒママメレクチン(RCA)用いる赤血球凝集阻止反応で

肝細胞癌患者の血清中に Galactose(Ga])とN-Acetyl

galactosamin巴(GalNAc)の2核の糖鎖を有する糖蛋白

が増加していることを明らかにした.遠藤l町は，血清中の

a-f巴toproteinをコンカナパリン A(ConA)結合性分画

と非結合性分画とに分けており，肝細胞癌では結合性分

画が増加することから肝細胞癌の早期診断に応用してい

る.また，菰田ら19)はalkalinephosphatase isozym巴の

糖鎖解析に WGA染色法を応用しており，血清糖蛋白の

分析にはレクチン染色がきわめて有用と述べている.さ

Tabl巴 2.Low molecular proteins in human serum 
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らにレクチン染色法を用いた組織学的検索からピーナッ

ツレクチン(PNA)またはノ、リエシダレクチンー 1(UEA 

1)は大腸癌のマーカーと，して有用であることが報告さ

れている 20) しかし，尿中糖蛋白の染色にレクチン結合性

を応用した報告は見あたらない.

尿蛋白の電気泳動分析については，いくつかの報告が

みられる2ト叫.T巴rabayashi21)は，糖尿病患者では糸球

硬化の出現とともに低分子蛋白成分の尿中排継が増加す

ることを報告しており，その低分子蛋白排i世量が糸球体

硬化症の進展とともに増加するという.また， Virella et 

al.問は，低分子蛋白の尿中排i世増加が擢病期間 10年未

満の若年型糖尿病患者にも認められたことから，尿細管

障害が糸球体障害に先行する初期徴候であると述べてい

る.猪股ら叫Vi，電気泳動法で低分子蛋白バンドが高分子

量蛋白パンドに比して優位に濃染される場合を tubular

patternと称している.さらに，芝ら叫t土，尿中スノレホサ

リチノレ酸可溶性ムコ蛋白を SDS-PAGEで分画し，健常

対照群の尿には 3-10本のバンドが認められl，主要なバ

ンドは分子量 94，000のTamm-Horsfallムコ蛋白であ

ったという.一方，悪性腫湯患者尿ではバンド数が 13木

に増加しており，しかも主要なパンドは分子量 45，000の

al-AGであったという.

本研究は， SDS-PAGE後のトランスプロットメンブ

レンを結合糖鎖特異性の異なるレグチンを用いて尿中糖

蛋白の分子量分布を求め，腎生検所見と対比したことに

特徴がある.今回の検討ではびまん性病変の進展ととも

に尿中糖蛋白の種類と排世量の両者が増加していた.こ

のうち，主な低分子糖蛋白の分子量は 50，000と38，000

であった.現在までに報告されている血清中の低分子量

蛋白には Table2に示すように多種類のものが存在す

るが25l，糖含有量の多い低分子量糖鎖蛋白は分子量

49，000から 33，000の範囲にみられる.
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尿中低分子糖蛋白は血清に由来する成分と腎尿路系の

局所組織に由来する成分に大別される.まず，血清蛋白

のうち分子量 60，000以下の低分子蛋白は糸球体基底膜

を容易に通過し，尿細管で再吸収・異化される.しかし，

尿細管障害患者では蛋白質の再吸収は低下するが，すべ

ての低分子糖蛋白が同程度に再吸収障害を受けることは

ないという 26).例えば，カドミウム中毒，感染後慢性間質

性腎炎，アミノグリコシド投与による腎障害，上部尿路

感染症，熱傷後腎障害などでは，血清クレアチニンに有

意の上昇を示さない早期から非選択的尿細管性蛋白尿が

認められる.しかし，急性腎炎回復期や骨髄腫における

早期の腎障害ではβ'，-microglobulin(為一MG)や retinol

-binding protein(RBP)はほとんど排准されないが， Cl'1 

MGやCl'l-AGの尿細管性蛋白尿が認められるとされ

ている 27).β2一MGや RBPのように糖鎖をもたない低分

子蛋白とCl'l-MGや日l-AGなどの糖質を多量に含有す

る低分子蛋白では，尿中排f世動態の異なることが明らか

にされている. これらの血清低分子糖蛋白のなかでCl'1-

AG(分子量 44，000)とCl'l-MG(分子量 33，000)は尿細管

障害の早期に排世される選択的尿細管性蛋白尿と考えら

れている25). 今回検討した糖尿病性腎症患者の尿中にも

これらの血清糖蛋白が排世されている可能性が考えられ

る.

他方，腎尿路系由来の糖蛋白の分泌・排准についても

いくつかの報告がみられる 3)-5).

また，糖尿病性腎症の組織学的変化について糸球体病

変としては，びまん性変化，結節性病変，事量出性病変の

ほか，糸球体毛細管係蹄の嚢胞状拡張や基底膜の肥厚が

知らわしており， コラーゲン性蛋白質，非コラーゲン性糖

蛋白やシアノレ酸などの化学構造に量的あるいは質的な異

常がみられるという '8) 糸球体基底膜中の非コラーゲン

性糖蛋自には， フィブロネグチン，ラミニン，エンタグ

チン(ニドゲン〉などが知られているが29)，他の糖蛋白成

分はまだ同定されていない.今後の進歩が期待される.

2. HPLAC 

HPLACは各種生体成分の微量分析に用いられており，

近年では尿蛋白分析への応用も試みられている 30) レク

チン固相化カラムを用いた日PLACは，固相化されたレ

クチンに親和性を示す糖鎖を有する一群の糖蛋白質を同

時に分離することができる.そこで本研究は， WGAカラ

ムおよび LCAカラムを用いて，ウエスタンプロッテイ

ング分析で検出させれた尿中糖蛋白の分離を試みた.

WGAカラムで分離された尿中糖蛋白は， WGAに特異

性をもっ糖鎖，すなわち複数の GlcNAcがβ(1， 4)ーグリ

コシド結合したいわゆるキチンオリゴ糖の糖鎖構造をも

つことが示唆された.また， LCAカラムにより分離され

た尿中糖蛋白は LCAに特異性をもっ糖鎖，すなわち，Cl'

ーマンノース型の糖鎖を有することが示唆された31)• 

3. 酵素抗体法

著者は今回のレグチン染色性電気泳動分析で分子量

50，000および 38，000の糖蛋白の存在を確認したので，

選択的尿細管性蛋白尿と考えられている抗Cl'l-AG抗体

ならびに抗尚一MG抗体を用いて酵素抗体法を試みた.

日l-AGは181個のアミノ酸からなる 1本鎖ポリペプ

チドであり，アミノ酸配列のうち 21個が別のアミノ酸と

置換される可能性があるために分子量が 40，000から

44，000の聞にある 321.Cl'l-AGはヘキソースが 14.7%，ア

セチノレヘキソサミンが 13.9%， シアノレ酸が 12.1%， フ

コースが 0.7%の組成を示しており，成分の 41.4%が糖

質を含有するが，脂質を含まない.また，尚一AGは血中

に出現する ASPの70%を占めており 33) 叫，主たる合成

部位は肝とされている.庄工 AGは，プロゲステロンと結

合して不活化するとされるが33) 叫，詳細な作用はまだ明

らかにされていない.なお，尿中 ASPは糖尿病性腎症の

早期腎機能障害の指標のひとつとされている7).

今回の検討では，抗ヒト日l-AG抗体で染色された尿

中糖蛋白バンドは糖尿病群の尿では 80，000および

50，000 iこ相当する分子域に存在しており， 2量体あるい

は単量体で尿中に排i世されたものと推測される また，

WGAカラムおよび LCAカラムで分離された尿中糖蛋

白も同位置で染色されたことから，Cl'マンノース型の糖

鎖および複数の GlcNAcがβ0，4)ーグリコシド結合し

たキチンオリゴ糖の糖鎖構造を有することが示唆された.

Cl'l-MGは分子量が 33，000，糖含量が 19.5%の血清蛋

白である.その糖組成はグ、ノレコサミンが 5.6%，マンノ

ースが 4.3%，ガラクトースが 3.8%， シアノレ酸が 5.8

%，フコースが 0.7%である.アミノ酸配列は 167個の

アミノ酸残基から形成されており， N末端がグリシン，

C末端がイソロイシンで， 17番目と 86番目のアスパラ

ギンに糖鎖が結合している35).最近， Cl'l-MGは補体 C8

の γ鎖の一次構造と高い相同性が示され36)，また αーイ

ンターフエロンと相向性が一部に見出されており 37)，今

後の免疫関連物質として新たな研究の進展も期待されて

いる

今回の検討では，対照血清で分子量 115，000の領域に

Cl'l-MG染色陽性バンドが存在した.この染色バンドは

Cl'l-MGの一部が IgAとS-S結合によって複合体を形

成したものであると考えられている 35) また，糖尿病患者

の濃縮尿では 38，000に相当する低分子量域に町一MG

染色陽性バンドが検出されたことからCl'l-MGは単量体
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で排i世されている可能性が強い. WGAカラムおよび

LCAカラムで分画された濃縮尿も同位置で染色されて

おり， IX，-AGと同様に aマンノース型の糖鎖および複

数の GlcNAcがβ(1， 4)グリコシド結合したキチンオ

リゴ糖の糖鎖構造を有することが示唆された.

以上の成績は，レクチン染色電気泳動分析が尿中低分

子糖蛋白の検出法として適しており，糖尿病性腎症の進

行程度の評価に有効な指標となる可能性を示唆するもの

といえる.
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