
437437ぶんせき  

液体クロマトグラフィー質量分析法と多変量解析を用いた

腎疾患関連バイオマーカー探索

松 村 有 里 子

1 は じ め に

血液や尿などの体液や組織には，生物が生命活動を行

う上で代謝される多くの物質が含まれている。これらの

物質はメタボライト（metabolite）とも呼ばれ，運動や

飲食等の影響を受けて濃度や化学構造が変化するものが

存在する。特に，特定の病状や生命体の状態を知る指標

となる化合物を生物指標化合物（バイオマーカー）と呼

び，血液や尿に含まれる代謝物をターゲットとした研究

が活発に行われている。生命現象を包括的に解明するこ

とを目的とした学問領域であるオミクス（omics）研究

において，生体中に存在する分子全体を対象として網羅

的な解析からバイオマーカーの探索が行われることが多

い。対象とする分子が遺伝子の場合はゲノミクス

（genomics），タンパク質の場合はプロテオミクス（pro-

teomics），代謝物の場合はメタボロミクス（metabo-

lomics），転写物の場合はトランスクリプトミクス

（transcriptomics）と呼ばれる。また，相互作用を対象

としたインタラクトミクス（interactomics）や表現型を

網羅的に調べるフェノミクス（phonemics）もある。オ

ミクス研究における解析には核磁気共鳴分光法（NMR）

や各種質量分析から得られたデータが利用され，多変量

解析等の統計手法が用いられている。メタボロミクスで

は，主に血液中に存在するアミノ酸，糖，脂質などの低

分子量の代謝物や，核酸やタンパク質の分解物が対象と

されており，これらの網羅的な定量解析のために対象と

する代謝物に適した質量分析装置の構成が選択されてい

る。

メタボロミクスにおいて測定する試料は生体成分由来

であるため，分析対象となる代謝物を検体から効率的に

抽出して測定試料とする必要がある。生体からの検体採

取方法や測定までの試料の保存方法，前処理や誘導体化

等，統計解析を行う際には手技の煩雑さによるデータの

ばらつきが生じる可能性が高い。また，検体および試料

の保存や前処理において，凍結・融解の回数をできる限

り少なくするように取り扱うことが質の良い分析結果を

得るのに重要なポイントであり，検体の取り扱いには細

心の注意を払う必要がある。

質量分析結果を用いたバイオマーカー探索では，分析

元となるデータには，検出されるシグナルの溶出時間，

検出モード，質量数，イオン強度など実に多くの変数を

含んでいる。また，サンプルが生体由来であるため検出

されるシグナルの数も実に多い。この莫大なデータから

バイオマーカー候補を推定するには統計学的手法を駆使

する必要がある。その一つとして多変量解析（mul-

tivariate analysis）が用いられている。多変量解析は

データ集から主要因子となるデータを見つけ出すために

用いられる解析手法である。主成分分析（principle

component analysis : PCA）では，主成分スコアから

データがどのようなパターンを示しそのパターンから外

れる値の存在を確認することができ，判別分析（partial

least square）では，多くの変数に関するデータを分析

者の仮説に基づいて関連性を明確にすることができる。

多変量解析法を用いた定性・定量分析については分析化

学会誌1)をはじめ多くの論文や解説書があるので適宜参

照されたい。バイオマーカー探索では，正常と異常と

いった 2 群間の差が最大となるようにモデルを考える

判別分析として，部分最小二乗判別分析（PLSDA）

やその改良版の OPLSDA などが用いられる。本稿で

は，慢性腎臓病の早期発見のためのバイオマーカー探索

について紹介する。

2 腎疾患関連バイオマーカーの探索

腎臓は，水分や電解質バランスの調節，血液を pH

7.4 に保つ，造血刺激ホルモンの分泌，血圧の調整，不

要になったホルモンの分解・排泄等の生命の恒常性の維

持を担う臓器である。特に重要な働きとして，腎臓の中

の糸球体において血液中の老廃物や塩が濾過され，尿と

して対外に排出するということがある。しかし，腎機能

が多少低下しても自覚症状が出ないことから沈黙の臓器

とも呼ばれており，その機能が一度失われると再生する

ことがない。数か月から数年の経過で排泄能や調節機能

に障害が起こる病気を慢性腎臓病（chronic kidney dis-

ease : CKD）といい，糸球体a過値（glomerular filtra-

tion rate : GFR）の低下とともに体液の恒常性が失わ

れ，最終的には尿毒症と呼ばれる一連の症状を呈する病

気となる。微量アルブミン尿や
たん

蛋
ぱく

白尿で異常がみられた

後，徐々に腎機能が低下して末期腎不全（ESRD）に進

行し，透析治療が必要となる。さらに悪化すると腎移植

が必要となる。通常，年齢，性別，血中クレアチニン濃

度から推定される推定糸球体a過量（eGFR）から腎機

能は評価され，五つのカテゴリー（ステージ 1～5）に
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表 1 OPLSDA 分析より選択された未同化合物

用いだデータ群 MS 溶出時間/分 モード 変化

0 日後と 7 日後 308.9284 1.917 ネガティブ 増加

310.9262 1.913 ポジティブ 増加

0 日後と 28 日後 230.9962 6.083 ネガティブ 増加

254.9807 1.960 ネガティブ 増加

261.0065 6.225 ネガティブ 増加

291.1232 11.718 ネガティブ 増加
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分類される。ステージ 3 以上であるか，または 3 か月

以上腎機能へのダメージがある場合に CKD と診断され

る。しかし，クレアチニンは筋肉中で作られているた

め，その濃度は筋肉量と運動による影響を受けることが

あり，eGFR が 50 ％ 以下になるまでクレアチニンの濃

度上昇が認められないことから，CKD の初期段階にお

ける感受性が低いという問題点がある。腎機能の温存の

ためにも，無症状である CKD 初期段階で治療を開始す

るために，より早期に腎機能を評価できる新たなバイオ

マーカーが必要である。以下に，液体クロマトグラフ質

量分析装置（LCMS）を分析機器として用いた CKD

バイオマーカーの探索例として，モデル動物を用いたバ

イオマーカー探索とバイオマーカー候補を用いた疾患予

測モデルについて述べる。

2･1 モデル動物を用いたバイオマーカー探索

CKD のモデル動物には，腎臓を 6 分の 5 摘出して物

理的に腎機能を低下させた 5/6 腎摘出ラットや，アデ

ニンを添加した飼料を用いて CKD を誘発したアデニン

誘発 CKD モデルが用いられる2)。CKD の初期段階にお

けるバイオマーカー探索では，アデニンにより CKD が

誘発される過程を捉えることで CKD 発症に関連する代

謝物を見いだすことができる。アデニン誘発 CKD ラッ

トを用いたバイオマーカー探索方法を以下に示す3)。ア

デニン食摂取後のラットの血液を 7 日ごとに 28 日目ま

で経時的に採取して血漿を LSMSITTOF で分析し

た後，溶出時間と検出モード及び m/z を用いて対称群

とアデニン摂食群とで OPLSDA による解析を行っ

た。なお，質量分析を行うにあたり 15N 馬尿酸を内部標

準物質として用いた。アデニン食摂取後 0 日目と 7 日

目の分析結果を用いた解析でバイオマーカー候補として

選択されたシグナルは 301 ピークとなり，アデニン食

群のみで変動を認めたものは 123 ピークとなった。マ

ススペクトルや精密質量数，Mass Bank, HMDB, MET-

LIN 等のデータベース検索を行い，ピーク形状の確認

及び同位体ピークを除くと，未同定 2 種を含む 10 種の

ピークが選択された。次に，0 日目と CKD が誘発され

ている 28 日目の分析結果を用いた解析では，バイオ

マーカー候補として未同定 4 種を含む 12 種のピークが

選択された。未同定ピークを表 1 に示す。m/z 310.9262

と 308.9284 の未同定化合物は，溶出時間が同じであ

り，検出モードがそれぞれポジティブモードとネガティ

ブモードであることから同一化合物であると考えられ

る。同定できたピークは，トリプトファン，キヌレニ

ン，インドキシル硫酸，N 6スクシニルアデノシン，グ

リココール酸，リゾフォスファチジルエタノールアミン

20 : 4，硫酸フェニル，pクレジル硫酸，フェニルアセ

チルグリシン，クレアチニンであり，これまでに尿毒症

物質として明らかにされている物質も候補として選択さ

れている。候補となったピークの面積値の経時変化から，

0 日後から 7 日後にかけてピーク面積の増加が認められ

た化合物は，N 6スクシニルアデノシン，リゾフォス

フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 20 : 4 ， m / z

310.9262.308.9284 の未同定化合物であり，7 日後以降

はほぼ一定の値で推移した。m/z 261.0065，254.9807，

230.9962，291.1232 の未同定化合物は，アデニン食摂

取後にピーク面積が増加し始め，28 日後まで増加傾向

であった。アデニン食摂取後の初期段階においてピーク

面積に変動のあった化合物が CKD の初期段階における

バイオマーカーとして有用であることが示された。な

お，尿毒症物質であるインドキシル硫酸，硫酸フェニル，

pクレジル硫酸，フェニルアセチルグリシンは，腎機

能障害の進行とともに濃度が増加する結果となった。さ

らに，グリココール酸は 7 日後において瞬間的な増加

が認められた。グリココール酸は一次胆汁酸の一つであ

り，肝臓でコレステロールから生成される。アデニン摂

食群において血漿中の総胆汁酸濃度が増加しないことか

ら，CKD 状態下で胆汁酸の組成変化が起こることが示

唆された。

2･2 バイオマーカー候補を用いた疾患予測モデル

バイオマーカーは，病状や生命体の状態を知る指標で

あることから，未知検体におけるバイオマーカー検出の

有無で疾病を患っているかどうか判断することができ

る。しかし，その程度を知るためにはさらなる情報が必

要となる。そこで，疾患の程度を予測できるモデルの構

築が必要となる。ここでは，CKD 患者の血漿を用いた

検討で導き出されたバイオマーカー4)を用いて，メタボ

ロミクス手法による CKD ステージ予測モデル構築につ

いて概説する5)。

CKD のバイオマーカー候補として挙げられた m/z を

ターゲットとして LCMS で定量分析し，多変量解析

手法により新たな予測モデルの考案を行った。CKD 患

者の血液サンプルを用いたバイオマーカー候補の探索

は，前述のモデル動物を用いた方法と同様に探索されて

いる。CKD 予測モデルの構築に用いるバイオマーカー

候補を表 2 に示す。

予測モデルの構築には，血清シスタチン C 値から推
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表 2 CKD ステージ予測モデルの構築に使用した化合物

化 合 物 検出モード 精密質量

NaアセチルLアルギニン ポジティブ 216.1222

Lキヌレニン ポジティブ 208.0848

N4アセチルシチジン ポジティブ 285.0961

N2,N 2ジメチルグアノシン ポジティブ 311.1230

フェニルアセチルグルタミン ポジティブ 264.1110

馬尿酸 ネガティブ 179.0582

インドキシル硫酸 ネガティブ 213.0096

N 6カルバモイルトレオニルアデノシン ネガティブ 412.1433

未同定代謝物 ポジティブ 366.1433
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定された eGFRcys を用いる。eGFRcys はシスタチン C

(CysC）の値を用いて次式で算出さる。

男性：eGFRcys ＝ (104 × CysC－1.019 × 0.996年齢) － 8

女性：eGFRcys ＝ (104 × CysC－1.019 × 0.996年齢

× 0.929) － 8

血清シスタチン C 値は炎症や甲状腺機能不全等の影

響を受けることがあるが，筋肉量や食事，運動の影響を

受けにくいため，血清クレアチニン値より推定された

eGFR では評価が困難な場合に用いられている。

CKD 予測モデルの構築は，以下の手順で行う。ま

ず，検出対象となる各バイオマーカーの検量線を作成し，
けっ

血
しょう

漿 中の各化合物の濃度を求める。未同定化合物には

ピーク面積値を用いる。次に eGFRcys との単回帰解析

を行う。各ステージの検体をテストセット（TS）とワー

クセット（WS）に無作為に分類し，TS を用いて

eGFRcys に対して OPLS による予測式を作成し，WS を

含めた CKD ステージの判定が可能かどうか検討を行

う。最後に，TS と WS の組み合わせを変えて複数回検

討を行い，予測モデルを構築する。

予測モデル構築に用いた代謝物の血漿中の濃度と 1/

eGFR との関係は，NaアセチルLアルギニン，馬

尿酸，インドキシル硫酸の R 2 値がそれぞれ 0.221，

0.226，0.498 と弱い相関が認められ，Lキヌレニン，

N 4アセチルシチジン，N 6カルバモイルトレオニルア

デノシンおよび未同定化合物は 1/eGFR と高い相関を

示した。特に N 6カルバモイルトレオニルアデノシン

と未同定化合物は R 2 値が 0.870 と 0.903 と強い相関関

係が認められた。構築された予測モデルは次式で表され

た。

1/eGFRcys ＝ － 1.18 × 10－5(NaアセチルL

アルギニン）

＋ 1.90 × 10－5（Lキヌレニン）

＋ 4.51 × 10－5（N 4アセチルシチジン）

－ 9.88 × 10－5（N 2, N 2ジメチルグアノシン）

＋ 2.62 × 10－7（フェニルアセチルグルタミン）

＋ 5.83 × 10－7（馬尿酸）

－ 2.19 × 10－9（インドキシル硫酸）

＋ 1.06 × 10－4（N 6カルバモイルトレオニルア

デノシン）

＋ 5.27 × 10－8（未同定代謝物）

＋ 3.36 × 10－3（女性の場合×2）

－ 2.98 × 106（年齢）

＋ 6.75 × 10－3

本モデルから算出される 1/eGFR と従来法により推

定される 1/eGFR 値との相関係数は 0.966 となった。

このことは OPLS 回帰予測の利用により，ステージ 1～

2 の CKD に対しても LCMS を用いた標的化合物の定

量結果から eGFR のより正確な推定が可能であること

を意味しており，低ステージも含めた CKD の早期判定

に有用であることが示された。さらに，1/eGFR 値と血

漿中の代謝物濃度との間に高い相関が認められた代謝物

が見いだされ，いずれかの代謝物をターゲットとして

CKD ステージを予測することも可能であるが，複数の

代謝物を対象として構築した CKD 予測モデルでは，よ

り高い相関係数を示した。以上より単一の代謝物を対象

とするより，より正確な CKD ステージの予測が可能と

なることが示唆される。前述のように eGFR 値は，血

清クレアチニン値や血清シスタチン C 値から簡便に推

定することができるが，筋肉量や運動，栄養状態等多く

の要素を含み，腎機能は過大評価や過小評価される場合

がある。本法において eGFR として血清クレアチニン

値より推定される値を用いると，43 検体中ステージ 3

以上の検体では差異は認められなかったものの，低ス

テージにおいて生化学値により決定されるステージより

も高くなる 2 検体や低くなる 2 検体があった。これ

は，血清クレアチニン値からの推定において腎機能低下

を反映しにくいと言われるクレアチニンブラインド領域

が存在し，その影響によるものと推察された。以上のよ

うに，外的因子を可能な限り除外するためにも，予測モ

デルの構築において従来法における欠点を考慮した方法

を用いることが重要であり，バイオマーカーとして複数

の代謝物を対象とすることの優位性が示唆された。

3 お わ り に

本稿では，LCMS による分析結果を用いて，多変量

解析による腎疾患関連バイオマーカー探索について概説

した。既知の尿毒症物質に加えて，未同定ではあるが新

たなバイオマーカー候補が見いだされている。また，質

量分析法を用いた新たな CKD ステージ予測モデルは少

量の血液検体から簡便な前処理を行った後，比較的短時

間で測定結果が得られることに加え，その他の疾患のバ

イオマーカーが同一の前処理法と測定条件で見いだされ

れば，技術的には一度の測定で複数の疾患に対する知見
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を得ることが可能となる。さらに，ヒトの疾患の発症に

関連するバイオマーカー探索が実験動物の結果から応用

されることから，獣医療におけるバイオマーカーとして

も応用可能であるものと考えられる。以上のように，質

量分析法はまだまだ多くの可能性を秘めた技術であり，

さらなる研究の発展が期待される。
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学）。≪現在の研究テーマ≫薬剤耐性菌の

迅速検出法の開発・バイオマーカー探索。

≪趣味≫社交ダンス。

Email : ymatsumura＠thcu.ac.jp

レンタカー特別割引のご案内

ニッポンレンタカー販売株とレンタカーの本会会員特

別割引を実施しておりますので，ご利用ください。ご不

明な点は，ニッポンレンタカーワンデースキップ担当

（TEL：0368596177）まで直接お問い合わせくださ

い。

ご予約・詳細は下記アドレスにアクセスしてください。

https://www.nipponrentacar.co.jp/ods/

ID：7441 PASSWORD：38145

１ お客様情報登録

ワンディスキップ専用ページよりお客様情報登録

（初回のみ）を行います。

お客様登録時には運転免許証が必要です。

２ レンタカー予約・Web 決済

お客様専用ページにてレンタカーの予約とクレジッ

トカードのお支払いを済ませます。

期限までにお支払いがない場合，予約は自動取消

しとなります。

３ 出発当日営業所へ

運転免許証をお忘れなくお持ちください。

主なクラス（車種）と割引料金

SS （フィット，スイフト，デミオ） 6,480 円

SA （カローラ，インプレッサスポーツ）

7,344 円

SW （カローラフィールダー，ウィングロード）

8,316 円

SC （マーク X） 10,692 円

SD （クラウン） 16,200 円

WK （シエンタ） 9,720 円

WA （ステップワゴン，ノア） 13,608 円

なお，料金等は変更される場合があります。


