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Summary: To evaluate the severity of diabetic renal involvement， we performed 

electrophoretic analysis of urinary glycoprotein for 16 patients with diabetic nephropathy 

using peroxidase-lectins. After being subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis， 

urinary glycoprotein was transferred to the nitrocellulose membrane， which then was 

stained with peroxidase labeled-lectin CTriticum vulgaris; WGA) ， and was analyzed 

densitometrically. Electrophoretic analysis of urinary glycoprotein revealed the presence of 

lectin-reactive glycoproteins with the molecular weights of 22 kD， 32 kD， 38 kD and 48 kD 

respectively. Among these， the amount of the 22 kD-mol. wt. glycoprotein increased 

significantly as the renal histopathological changes developed， whereas that of 32 kD 

decreased. These results suggest that semiquantitative analysis of low molecular weight 

urinary glycoprotein stained with lectin is useful for the non-invasive evaluation of the 

severity of diabetic nephropathy 
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はじめに

糖尿病性腎症の初期形態学的変化は，蛋白尿の出現に

先行するとされており，尿蛋白陰性期から糸球体基底膜

の肥厚やメサンギウム領域の拡大として観察される 1)2)

現在，糖尿病性腎症の早期診断法として尿中排世物質に

関する検討がすすめられているが，アノレブミンヘムコ蛋

白4)，トランスフヱリン5)，a'1ミクログロプリン(al

MG)6)， s2ミクログロプリン(β!2MG)7)， NAG 活性8)など

は糸球体病変の進行程度を正確に識別するまでに至って

いない.

著者ら9)10)は，糖尿病患者の腎生検所見と尿中、ンアノレ酸
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値を対比し，結合型シアノレ酸{直が糸球体びまん性病変の

進展とともに増加すること，また尿中結合型、ンアノレ酸の

主成分が分子量 60kD以下の低分子糖蛋白であること

を報告した.さらに，尿中低分子糖蛋白を SDSポリアク

リノレアミドゲ、ノレ電気泳動(SDS-PAGE)で展開後，植物レ

クチンで染色した場合，糖尿病性腎症の進展とともにレ

クチン染色バンドが濃染されることを明らかにした川.

今回は， レクチン染色電気泳動法で得られた低分子糖蛋

自分画比を組織学的重症度と対比し，糖尿病性腎症の早

期診断における本法の有用性について検討した.

対象と 方法

1 対象

対象は腎生検を施行した糖尿病患者 16例(男性 10例，

女性 6例〉であり，その年齢は 42-70(平均 55)歳である.

なお対照には 27-69(平均 52)歳の健常成人 5例(男性 3

例，女性 2例〉を選んだ.

2. 方法

(1) 採尿

NC膜上の泳動像を写真撮影し，この泳動写真を 2波

長グロマトスキャナー(島津製作所〉で走査して densito-

gramを描いた. WGA染色電気泳動分析の d巴nsito-

gramは，分子量 60kD以下の低分子領域で 4分画に展

開される.その各分画を裁断し，重量比を百分率で求め

Tこ.

(4) その他の測定項目

尿中のアノレブミンは RIA法，酸可溶性蛋白(acidsol-

uble protein; ASP) は色素結合法，日lMG と β~，MG は

EIA法で、測定した.

(5) 腎生検組織の分類

糸球体びまん性病変の程度は Gellmanの基準同tこし

たがって分類した.

3 推計学的処理

各群の測定値は平均土標準偏差で表した 平均値の群

間比較には Student'st検定を用い，危険率 5%以下の場

合を有意とした.

成 績

24時間常温蓄尿の一部を冷凍庫内(-200C)に保存し 1 レグチン染色電気泳動像

本研究に供した. 健常対照および糖尿病症例の尿中糖蛋白を WGA染

(2) レクチン染色電気泳動 色した電気泳動像を Fig.1に示す. WGA染色パンドは，

被検尿の一部を 1，000rpmで5分間遠心分離し，上清 健常対照では分子量 90kDの位置にのみ検出されたが，

30mlを透析チューブ Spectra/Por6 (SPECTRUM 糖尿病性腎症では分子量 130kD， 90 kD， 66 kD， 48 

MEDICAL INDUSTRIES社〉を用いて 5mMの重炭酸 kD， 38 kD， 32 kDおよび 22kDの位置に検出された.

アンモニウムに対して 40C，48時間透析し，分子量 1kD 染色パンドは糖尿病性腎症のびまん性病変が進展すると

以下の低分子成分および塩を除去した.ついで、試料を凍 ともに濃染された.

結乾燥してから 5mMの重炭酸ア γ モニウム1.2mlに 2. 尿中低分子糖蛋白分画比

溶解した. これを 1%2メノレカプトエタノーノレ， 1 % Densitogramでは，分子量 22kDのピ-!1高はびまん

SDS含有 8M尿素中で 600C，30分間還元して糖蛋白質 性病変の進展とともに増高する傾向を示したが，その他

を変性させ，泳動用試料とした.泳動用試料の支持体に のピーク高は腎組織病変の程度によって明らかな増減を

4-14 %濃度勾配ポリアクリノレアミドゲノレを用い，泳動 示さなかった(Fig.2).つぎに分子量 60kD以下の低分

用緩衝液に 0.1% SDS含有 O.lM燐酸緩衝液(pH7.2) 子領域にある 4分画〔分子量 48kD， 38 kD， 32 kDおよび

を用いた.泳動用試料 10μIをスラブゲノレに添加し，室温 22 kD)について分画比を求め，びまん性病変の程度と対

で 55mV，12時間泳動した.つぎに Towbinら12)の方法 比した.分子量 48kDおよび 38kDの分画比はびまん性

に準じて， 40Cで35V， 2時間通電してからスラプ、ゲノレ上 病変の各群聞で有意の差を示さなかったが，分子量 22

の糖蛋白質をニトロセルロース (NC)膜(Advantec社 kDの分画比はD。群に比して D1群と DII群で有意に高値

製〉に転写した.その後，ベノレオキシダーゼ標識小麦座芽 を示し，分子量 32kDの分間比はD。群に比して D1群と

レクチン(Triticumvulgaris ; WGA，豊年製油社製〕を DII群で有意に低値を示した(Table1). 

NC膜に添加し，室温で 30分間反応させた.ベノレオキシ 3 尿中微量蛋白排池量

ダーゼ反応の基質には 4-!1ロロ-1-ナフトーノレ含有メタ アノレプミン， ASP，配lMGおよびβ'，MGの尿中排世量

ノーノレを用L、，室温で 5分間染色した.なお，分子量マ はびまん性病変の各群聞に差を示さなかった(Table2). 

ーカーには Prestained SDS-PAGE Standard (Bio 

Rad社〉を用いた.

(3) 低分子糖蛋自分画の計量

考 察

1 レクチン染色電気泳動
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Fig. 1. SDS-polyacrylamid巴 gelelectrophoretic profiles of urinary glycoproteins on 
HRP-WGA staining. 
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Fig. 2. Densitograms of SDS-PAGE for urinary glycoproteins on HRP-WGA staining. 

+ 

の糖蛋白が尿中に増加することを見い出しているが，糖

鎖構造を特異的に認識できる植物レクチンに着目し，微

量の尿中糖蛋白を高感度に検出する手段としてレクチン

染色電気泳動分析法11)も確立している.既報11)では，

WGAのiま泊寸こアカインゲンマメレグチン(PHA-E4)，

ドリコスマメレクチン(DBA)およびレンズマメレグチ

ン(LCA)の4種を用いて検討した.糖尿病患者の尿中糖

SDS-PAGEは，蛋白質の分別に優れており，尿中排世

物質の分子量分布に対する検討に最適の電気泳動法と考

えられている 14) 現在まで， SDS-PAGE後の染色法に

は，被検試料が蛋白質の場合には Coomassie bri11iant 

blue(CBB)染色や銀染色が，糖蛋白に対しては P巴riodic

acid-Shiff (P AS)染色や Alcianblue染色が用いられて

きた15). 著者ら 10)はすでに糖尿病性腎症では低分子領域
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Table 1. Urinary glycoprotein fraction in groups of MG6>， β'，MG71や，尿中酵素の NAG活性吋£どが糖尿病

stage for glomerular diffuse lesions 性腎症の早期診断指標として用いられてきた.なかでも

Dll 128.0士7.0J 16.0士5.0J 13.5土2.5 46.0士1.4 付けられたわけではない.著者ら31の検討では，微量アノレ

〔n=4)| ブミン尿を呈する時期の腎生検所見は，びまん性病変の

軽微なものから Gellman 分類の D，， ~DlII程度に進行し

たものを含んでいた.著者らは加えて，びまん性病変の

重症度判別診断が尿中アノレブミンの単独測定では困難で

あり，これに ASP，β'，MG，NAG活性を加えた複合診断

でも 60%の判別率にとどまることを明らかにした.

アルギエン負荷試験 :D"以上の糸球体病変を有する

症例はしばしば尿細管障害を併発するので，尿中 β!，MG

や NAG活性の測定が有用となる場合が少なくない.そ

れに対して D。群と D1群の識別は，これまで不可能に近

い状況にあった.しかし最近，著者ら'01はアノレギニン負荷

後の尿中アルブミン排池量を求めることにより解決の糸

22kD 
Group 1 ~t%) 
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Table 2. Excretion of urinary microprot巴insin 

groups of stage for glomerular diffuse 

lesions 

albumin ASP αlMG 
(μβgz/MdG ay〉Group 1 (;;~ïd~;) (mg/day) (mg/day) 

〔nDニ06)110.3土8目。 120土45 3.2士2.4 50士29

(nD=l6〉|29.9土36.5 122土83 4.3士2.6 81土94

(nD=114〉|379土37.3 165土88 8.0士4.7 284土374

尿中アノレブミンの測定は，腎症進展を予知する指標とし

て広く認識されており，最近では一般臨床検査として応

用されている.

Mog巴nsen191の病期分類によると，微量アノレブミン尿

の検出される時期は臨床的初期腎症に相当するとされて

いるが，病理学的な初期病変に一致するかについては裏

蛋白は，WGAに最も強い染色性を示し，ついで PHA一 口を見いだした.その成績では，尿中アルブミン排准異

E4に濃く染色された.しかし， LCA に対する染色性は弱 常の陽性率は，アノレギニン負荷前ではD。群と D1群の聞

く，DBAで、はバンドが観察されなかった.WGA染色の に差を示さなかったが，アノレギニン負荷後で、は両群聞に

densitogramでは，分子量 48kD， 38 kDおよび 20kD近 有意差が認められた.ただし，本負荷試験はアノレギニン

傍を含めて数種のピークがびまん性病変の進展とともに 溶液を 1時聞かけて静脈内投与する必要があるので，臨

増高した.しかし前報111は，尿中低分子糖蛋白のレクチン 床検査法として繁雑な点に難点があるといえる.

染色電気泳動分析が糖尿病性腎症の進行程度の評価に有 尿蛋白電気泳動分析:一方，尿蛋白電気泳動分析は，

効な指標となる可能性を示したにとどまり，びまん性病 患者に対する負担が採尿に限られるので，臨床検査法と

変の重症度診断が可能か否かの具体的な臨床応用につい しての有益性が高いものと思われる.Virellaら2川主，催

ては今後の課題として残されていた.そこで今回の研究 病期間 10年未満の若年型糖尿病で低分子蛋白分画の排

では，レグチン染色電気泳動後の d巴nsitogramから分子 世増加を認めたことから，尿細管障害が糸球体障害に先

量 60kD以下の低分子領域にみられた 4ピーク面積を 行するのではないかと述べている.大滝ら叫』土， 1日尿蛋

計量し，これを尿中低分子糖蛋自分画比として評価する 白排池量が 0.3g以下の糖尿病患者を対象として尿中低

ことにした.なお， WGAはG1cNAcβ1糖鎖と特異的結合 分子蛋白を SDS-PAGE法で分析しており，分子量 42

性を有するが， この糖鎖構造はシアノレ酸の重要な構成要 kD， 32 kD， 21 kDおよび 15kDの4本のパンドが確認

素でもある161.WGA染色を選択した理由は，その染色性 されたという.しかもその泳動像は Fanconi症候群やカ

が既報でのレクチン 4種のなかでは最も高かったことに ドミウム中毒症などに類似していた.猪股ら剖も，尿蛋白

もよるが，糖尿病性腎症の早期診断指標として従来から 組成を SDS-PAGE法で検討しているが，擢病期間が l

著者らが検討を重ねてきた尿中シアノレ酸測定91および尿 年以内の症例ではアルブミン単独か低分子蛋白のパンド

中シアノレ酸含有糖蛋自分子量ノミターン10)17)に関する一連 のいずれかを呈したのに対し，躍病期聞が 5年以上のも

の研究実績と軌をーにするからでもある. のは高分子蛋白のパンドを呈したことから，糖尿病の尿

2. 糖尿病性腎症の早期診断指標としての意義 蛋白排世パターンが腎障害の進行とともに低分子蛋白優

糖尿病性腎症の早期診断指標従来から尿中微量蛋白 位から高分子蛋白優位に移行すると考えた.これらの成

であるアノレブミン18)， トランスフェリン51，ASPぺll'， 績は，糖尿病性腎症の早期から尿細管障害が出現してい
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ることを示唆している.一方， Terabayashi叫 t土糸球体硬

化症の進展に平行して低分子蛋自分画の排粧が増加する

ことを報告しており，石井ら25)も尿蛋白陰性の糖尿病患

者を対象として SDS-PAGE法で微量蛋白尿の分間を検

討しでいるが，低分子蛋白の排i世が擢病期間 20年以上の

蛋白尿陰性例で増加することを認めている.さらに

Suenaga同は，分子量 43kDと14kDの低分子蛋白排池ー

率が，健常群に比して擢病期間 10年以上の群で有意に低

かったと述べている.これらの成績は，尿細管障害が糖

尿病性腎症の進行期に出現するというものであり，前 3

者とは相反した見解を示したことになる.いずれにせよ，

従来の成績は，糖尿病性腎症の進展過程において低分子

蛋白排粧が増加する時期のあることを示唆したものとい

えよう.しかし，低分子蛋白の性状の詳細やその由来に

ついてはいまだ不明な点が多い.今回の成績では，分子

量 22kDのWGA染色性糖蛋白分画比が糸球体びまん

性病変の D。群に比して D，群と DII群で有意に増加する

ことが明らかになった.

尿中町，MG(分子量 31kD)・β'2MG(分子量 11kD)排i世

量:これらは，血清由来の低分子蛋白であるが，間質性

腎炎や重金属中毒で、は尿中排粧増加を示すことから尿細

管機能障害の指標になるとされている.今回の検討では，

a'lMGとβ'2MGの尿中排准量は， D。群， D，群および DII群

ともに正常範囲にあり，しかも 3群間に差を示さなかっ

た.その成績は，今回の対象症例が尿細管機能障害を合

併していないことを支持するものである.

尿中低分子糖蛋白排f世量 :D，群と DII群で 22kDの糖

蛋白が増加を示した機序は，尿細管機能障害に起因して

いないものと思われる.糖尿病性腎症の病理学的特徴の

lつに基底膜肥厚とメサンギウム拡大が挙げられる.こ

れらの病変では，コラーゲγ蛋白，非コラーゲン糖蛋白

やシアノレ酸などの化学組成に量的あるいは質的な異常が

みられるという 27). 糸球体に存在する非コラーゲン糖蛋

白t土フィブロネクチン，ラミニン，エンタクチン，ニド

ゲンなどが知られているが28)，他の糖蛋白成分は未同定

のまま残されている.またシアノレ酸は，係蹄上皮細胞や

基底膜に分布し，糖蛋白結合型シアル酸として存在して

いる29) 糸球体びまん性病変の初期変化を意味する D，群

ですでに，22 kD糖蛋白の排世増加が認められたことか

ら，その由来は糸球体自体と考えて矛盾がない.つまり，

22 kD糖蛋白は，糸球体びまん性病変の初期形態学的変

化を直接的に反映する尿中指標として臨床応用が可能な

ものと考えられた.

占志 とめ

微量アノレブミン尿を呈した糖尿病患者 14例の尿中低

分子糖蛋自分画比を小麦怪芽レグチン染色電気泳動法に

より定量し，腎生検所見(Gellman分類の Do-DII群〉と

対比して以下の結論を得た.

cl)分子量 22kDの糖蛋白分画比は， D。群に比して

D，群と DII群で高かった.

(2)分子量 32kDの糖蛋自分画比は， D。群に比して

D，群と DII群で、低かった.

(3)分子量 38kDと48kDの糖蛋自分画比は，いずれ

もDo-DIIの3群聞に差を示さなかった.

(4)既存の尿中微量蛋白排世量〔アノレブミン，酸可溶性

蛋白， a'，ミクログロプリンおよびβ2ミクログロプリン〉

は，いずれも Do-DIIの3群聞に差を示さなかった.

以上の成績は，尿中低分子糖蛋白分画比の測定が糖尿

病性腎症の初期病変の判別に有用であることを示唆して

いる.

本論文の要旨は第 28回日本糖尿病学会近畿地方会

(1991年 11月，和歌山〉において発表した.
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