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【略語一覧】 

ACR：アルブミン・クレアチニン比 

CE：コレステリルエステル 

CKD：慢性腎臓病 

CL：カルジオリピン 

FA16:0：パルミチン酸 

FA18:1：オレイン酸 

FA18:2：リノール酸 

FA20:4：アラキドン酸 

FA20:5：エイコサペンタエン酸 

FA22:6：ドコサヘキサエン酸 

FC：遊離コレステロール 

LC-MS/MS：液体クロマトグラフィー/質量分析法 

SRM：選択的反応モニタリング 
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【要約】 

緒言 

慢性腎臓病（CKD）は腎機能の低下は不可逆的であり，CKD の進展を抑制するために

は早期発見・早期治療が重要である。しかし，既存の診断基準であるアルブミン・クレア

チニン比の診断能力には課題がある。CKD に有効な早期診断マーカーは未だ確立されて

おらず，新たなバイオマーカーが望まれている。本研究では，近位尿細管上皮細胞に形成

される脂肪滴の脂質分子の分析を目的とした。そのため，液体クロマトグラフィー質量分

析（LC-MS/MS）法を用いて，ヒト近位尿細管上皮細胞（HK-2）の脂肪酸添加による脂

肪滴形成時のコレステリルエステル（CE）やカルジオリピン（CL）の組成を分析した。

さらに糖尿病性腎症の尿検体に応用し，CE が早期診断のバイオマーカーとなり得るか検

討した。 

 

対象と方法 

 化学合成によって入手した標品と内部標準物質を用いて，LC-MS/MS 法による CE の 8

分子種同時定量法を確立した。 

 HK-2 の各種脂肪酸に対する細胞生存率を求めることで，脂肪滴形成に使用する脂肪酸

の濃度を決定した。形成した脂肪滴は Oil Red O 染色し，その染色量から細胞内の脂肪滴

量を確認した。次いで，細胞内の脂質を抽出し，LC-MS/MS による CE やカ CL の分子種

の解析を行った。CE と CL の関連性や，Oil Red O 染色量と CE 或いは CL との関連性を

検討した。 

 最後に糖尿病性患者の尿中 CE を測定し，CE が早期バイオマーカーとなり得るか検討

した。健常者（N = 58），糖尿病性腎症第 1 期（N = 57）および第 2 期（N = 32）の尿中

CE を分子種ごとに比較した。 
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結果 

Oil Red O 染色により，オレイン酸（FA18:1），リノール酸（FA18:2），アラキドン酸

（FA20:4），エイコサペンタエン酸（FA20:5），およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）添

加群において脂肪滴形成が確認された。しかし，パルミチン酸（FA16:0）添加群では脂肪

滴は確認されなかった。同様に不飽和脂肪酸添加群において CE の有意な増加が確認され

た。一方，CL 分子種はコントロールと比較して差が見られないものや減少傾向を示した

ものが存在した。CL の過酸化物である CL-OOH は FA18:1，FA18:2，20:4 添加群におい

て増加した。CE と CL の総和の間に負の相関傾向が見られた。また，Oil Red 染色量と

CE には正の相関，Oil Red O 染色量と CL には負の相関が見られた。 

 糖尿病性腎症 1 期では健常者と比較して，CE18:2，CE18:3，CE20:4，CE20:5 におい

て有意な増加が見られ，CE18:1 では有意な減少が見られた。総 CE はコントロールと 1

期で差は見られなかったが，2 期では有意に増加した。コントロール群と糖尿病性腎症第

1 期群の鑑別において，CE20:5 は ROC 解析で曲線下面積（AUC）が 0.74（P < 0.001）

であり，ACR の AUC 値である 0.68（P < 0.001）よりも良好であった 

 

考察 

HK-2 細胞に各種脂肪酸 100 M を 24 時間負荷することで脂肪滴が形成されたが，

FA16:0 を負荷した場合のみ脂肪滴は認められなかった。FA16:0 添加による脂肪滴形成は

濃度および時間依存的に増加することが報告されており，より高濃度，あるいはより長時

間の条件下で実験を行った場合に脂肪滴が形成される可能性があると考えられた。 

各種脂肪酸を HK-2 細胞に添加した際に総 CE は増加した。Acyl-coenzyme A: 

cholesterolacyltransferase （ACAT）は細胞内における CE の生成を担い，ACAT1，ACAT2

と 2 種のアイソザイムが存在する。このうち ACAT1 は全身の組織や細胞に発現しており

コレステロールの恒常性に関与することが報告されている。そのため，脂肪酸を HK-2 細

胞に添加することで ACAT1 の発現量が増加し，エステル化が亢進したことが予想され得
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る。また， CE と Oil Red O 染色量との間に正相関が認められたことは，脂肪滴として

CE が細胞内に蓄積したことを示唆する。 

 CE と CL 間に負の相関傾向が見られ，Oil Red O 染色量の増加と CL は負の相関傾向が

見られた。CL はミトコンドリア機能や構造を維持するうえで欠かせない脂質であるため，

CL の減少や酸化はミトコンドリア機能の低下につながると考えられる。 

尿中で CE が増加する機序として，近位尿細管上皮細胞に形成される脂肪滴が関与して

いる可能性が考えられる。近位尿細管上皮細胞に遊離脂肪酸が取り込まれると，細胞内に

CE を含む脂肪滴が形成される。脂肪滴の形成にミトコンドリア機能低下が重なることで

細胞が障害され，尿中に脱落し，CE の増加として反映されると推察する。 

コントロール群と糖尿病性腎症第 1 期の尿中 CE の比較から，尿中 Total CE には差が

ない一方で，CE18:2，20:4，20:5 が有意に増加し，CE18:1 が有意に減少することが明ら

かとなった。よって，極早期の糖尿病性腎症の診断のために，これらの CE 分子種を質量

分析により定量することが有用であると考えられる。 

腎疾患における近位尿細管上皮細胞障害と脂質に関するメカニズムは依然として解明

されていない。本研究では脂肪滴形成時の CE および CL の変動が明らかとなった。今後，

脂質代謝関連遺伝子，炎症関連遺伝子やアポトーシス関連遺伝子との関連性を検討し，尿

中に脂質が出現する機序を明らかにしていく。さらに臨床データとの関連性から，尿中 CE

が腎疾患の評価や早期診断に有用な測定法となることが期待される。 

 

結論 

脂肪酸の添加により HK-2 細胞に脂肪滴を形成させ，その脂質分子種の変動を解析する

ことができた。CE および CL の変動と HK-2 細胞への障害の関連性を明らかにすること

で尿細管障害における病態解明の足がかりとなる可能性がある。また，早期糖尿病性腎症

患者の尿において質量分析による CE 分子種の定量が効果的であることが示された。尿中

CE20:5 は早期糖尿病性腎症の鑑別に有用となる可能性がある。 
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第１章 質量分析によるコレステリルエステル定量法の改良 

 

【緒言】 

遊離コレステロール（FC）は細胞膜の構成要素の一つであり，スフィンゴ脂質と共に脂

質ラフトを形成し，タンパク質を集積することでシグナル伝達や細胞内輸送に関与すると

されている [1]。FCは血中でレシチンコレステロールアシルトランスフェラーゼ（LCAT）

の作用を受けてコレステリルエステル（CE）となる [2]。CE はコレステロールの貯蔵・

輸送型であり，血中のコレステロールの 70-80％はエステル型として存在している。臨床

的な意義として，血中 CE は LCAT 欠損症や重度の肝障害で低下することが知られている 

[2,3]。しかし，臨床検査において CE は総コレステロールと FC の値から算出されており，

直接測定されていない。また，CE は FC に脂肪酸が一つ結合したものであり，CE は日常

的な脂肪酸の摂取を安定的に反映すると報告されている [4]。しかし，CE の分子種情報を

得るためには酵素法による測定では限界があり，質量分析による定量が必要となる。CE

分子種ごとの性質の違いを示す例として，HDL 中の CE を VLDL や LDL に転送するコレ

ステリルエステル転送蛋白の転送率が CE 分子種間で異なるという報告がある [5]。した

がって，CE を分子種別に定量することは，脂質代謝や病態を理解するうえで重要である。 

我々は以前，液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）による分子種別 CE の

定量法の確立を報告した [6]。7 種類の CE 分子種を同時に定量可能となったが，天然に存

在する多くの分子種の一部にすぎないという課題も残った。n-3 系脂肪酸であるエイコサ

ペンタエン酸（FA20:5）は血中におよそ 1-2% 存在しており [7]，抗炎症作用や心血管保

護作用が知られている [8,9]。これまでに FA20:5 のエステル体である CE20:5 の分析例は

少ないものの，冠動脈疾患で減少するという報告もある [10]。そのため，CE20:5 の定量

分析は今後の脂質代謝や病態の解明に必要であると考えられる。 

そこで，本研究では CE20:5 を新たに定量系に加え，8 種類の CE 分子種を同時に定量

するために質量分析法の改良を行った。定量系の構築に必要な CE20:5 とその内部標準物

質（IS）である 2H3-20:5 は，以前の報告に従い化学合成により入手した [11]。 
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【対象と方法】 

1. 材料と分析機器 

コレステロール，脱水ジクロロメタン，酢酸アンモニウム，LC/MS 用ヘキサン，クロロ

ホルム，イソプロパノール，メタノール，超純水は富士フイルム和光純薬株式会社（Osaka, 

Japan）から購入した。他の試薬類は関東化学株式会社（Tokyo, Japan）より入手した。

薄層クロマトグラフィー（TLC）は Merck pre-coated plates（20 cm×20 cm; layer 

thickness:0.25 mm; Silica Gel 60F254）を使用した。カラムクロマトグラフィーには silica 

gel N60（spherical typeparticle size:40–50 μm; 関東化学）を使用した。1H NMR と 13C 

NMR のスペクトルは JNM-ECP400（JEOL, Japan; 1H: 400 MHz，13C: 100 MHz）より

取得した。 1H NMR と 13C NMR の解析には ACD/NMR processor software（Advanced 

Chemistry Development, Inc.）を用いた。合成した標準品の低分解能マススペクトルは

LXQ （Thermo Fisher Scientific）から取得した。 

 

2. LC-MS/MS による CE 定量法 

既法を元にして，LC-MS/MS 法によるコレステロールパルミチン酸エステル（CE16:0），

ステアリン酸エステル（CE18:0），オレイン酸エステル（CE18:1），リノール酸エステル

（CE18:2），リノレン酸エステル（CE18:3），アラキドン酸エステル（CE20:4），FA20:5

エステル（CE20:5），FA22:6 エステル（CE22:6）の 8 分子種同時定量法を確立した [6]。

LC-MS/MS による定量には TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, USA) と Thermo Finnigan Surveyor HPLC System (Thermo Fisher)を

使用した。 HPLC カラムには Accucore C18 (2.6 m, 50 × 2.1 mm i.d., Thermo Fisher) 

を使用し，カラムオーブンは 40°C に設定した。 HPLC は 5 mM 酢酸アンモニウム溶液

（メタノール/水 = 1/1）を 35%，イソプロパノールを 65%用い，0.2 mL/min でアイソク

ラティック溶出した。イオン化は大気圧化学イオン化法で行い，陽イオンモードにおいて

選択的反応モニタリング（SRM）法で検出した。ピーク面積の計算，検量線の作成及びサ

ンプルの濃度算出には，Xcalibur2.0.7（Thermo Fisher Scientific）を使用した。 
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3．分析法のバリデーション 

血清 20L に，エタノールに溶解された 12mol/L の IS 溶液を 200L，ヘキサンを

1200L，脱イオン水を 1000L 加え撹拌した。次いで，15,000 rpm で 5 分間遠心分離し

て上層を回収した。濃縮乾固後，イソプロパノール 300L に再溶解し，さらに 8 倍希釈

したものを添加回収試験用のサンプルとして分析した （added 0 mol/L）。同様に，血清

に最終濃度が 2.0mol/L， 6.0mol/L となるように CE20:5 溶液を添加して添加回収試

験を行った（N = 6）。 
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【結果】 

1. CE20:5 の合成 

コレステロール 29.8 mg（77 mol）を 50 mL ナス型フラスコに取り，5 mL の脱水ジ

クロロメタンに溶解した。次いで EDC-HCl 44.3 mg（154 mol）と DMAP 13.9 mg（115 

mol）を加え，フラスコ内を窒素置換した。FA20:5  46.6 mg（231 mol）をシリンジで

フラスコに入れ，室温で 5 時間反応させた。TLC（ヘキサン/酢酸エチル= 30）を用いて反

応を確認したところ，Rf 値 = 0.3 の位置にスポットが確認された（発色試薬：リンモリブ

デン酸）。溶媒を減圧留去後，酢酸エチルを加え，5% 炭酸水素ナトリウム水溶液，飽和食

塩水を用いて順次分液洗浄した。無水硫酸ナトリウムで脱水後，溶媒を除去した。シリカ

ゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン/酢酸エチル= 30）により精製した。収率は 100%

であった。 

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 5.31-5.43 (10 H), 4.60-4.64 (1 H), 2.81-2.86 (8 H), 

2.28-2.33 (4 H), 1.09-2.14 (37 H), 1.02 (3 H), 0.98 (3 H), 0.87-0.88 (6 H), 0.68 (3 H); 13C 

NMR (CDCl3, 400 MHz): 172.99, 139.65, 132.01, 128.55, 128.23, 128.10, 127.86, 

127.00, 122.60, 60.21, 56.67, 56.11, 50.00, 42.29, 39.50, 36.98, 36.57, 35.78, 33.70, 31.84, 

28.00, 26.55, 25.61, 25.52, 24.87, 22.81, 22.55, 20.54, 14.27, 11.83; APCI-MS: m/z 688.3 

[M+NH4]＋. 

 

2. CE20:5 の合成 

2H3-コレステロール 20.2 mg（52 mol）を 50 mL ナス型フラスコに取り，5 mL の脱

水ジクロロメタンに溶解した。次いで EDC-HCl 29.8 mg（155 mol）と DMAP 9.4 mg

（78 mol）を加え，フラスコ内を窒素置換した。FA20:5  31.3 mg（103 mol）をシリ

ンジでフラスコに入れ，室温で 4 時間 30 分反応させた。上記と同様の後処理を行い精製

した。収率は 95%であった。 

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 5.28-5.42 (10 H), 2.81-2.86 (8 H), 2.29-2.33 (4 H), 

1.10-2.14 (35 H), 1.01 (3 H), 0.98(3 H), 0.85-0.87 (6 H), 0.68 (3 H); 13C NMR (CDCl3, 400 
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MHz): 173.01, 139.57, 132.02, 128.55, 128.23, 128.10, 127.87, 127.00, 60.21, 56.67, 

56.11, 53.40, 50.00, 42.28, 39.71, 39.49, 36.52, 39.16, 35.78, 34.04, 31.75, 28.00, 26.55, 

25.60, 25.52, 24.87, 23.80, 22.80, 22.54, 20.54, 19.28, 18.69, 14.26, 11.83; APCI-MS: m/z 

691.4 [M+NH4]＋. 

 

3. 合成した標準品の確認 

合成した CE20:5 と 2H3-CE20:5 をメタノール（10% 酢酸アンモニウム水溶液を含む）

に溶解して質量分析装置で確認したところ，CE20:5 のアンモニウムイオン付加体が m/z 

688.3 に検出された（Fig. 1A）。同様に，2H3-CE20:5 のアンモニウムイオン付加体が m/z 

691.4 に検出された（Fig. 1B）。 

 
Fig. 1. 合成品の低分解能マススペクトル。 
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4. SRM クロマトグラム 

CE16:0，CE18:0，CE18:1，CE18:2，CE18:3，CE20:4，CE20:5 および CE22:6 の 8

分子種について，[M+NH4]＋をプリカーサーイオンに選択し，m/z 369.3 をプロダクトイ

オンに選択して SRM クロマトグラムを描出した（Fig. 2）。同様に CE 分子種の IS につい

て，プリカーサーイオンを[M+NH4]＋，プロダクトイオンを m/z 372.4 として SRM クロ

マトグラムを描出した。標品と IS がほぼ同じ溶出時間で検出され，単一のピークを示し

た。 

 

 

 

  

Fig. 2. 標品と ISの SRM クロマトグラム 。 
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5. CE20:5 のバリデーション 

 合成した標品 CE20:5 について検量線を描いたところ，R = 0.999 という良好な直線性

が確認できた（Fig. 3）。添加回収試験の結果は，CV 4.4% 以内と良好な再現性が得られ

た。また真度 97.3－101.2%，回収率 92.1－104.7%という良好な結果が得られた（Table 1）。 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 3.  CE20:5の検量線。0.05，0.2，0.5，5，5，10，20，50 pmolの計 8 点から成る。 
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【考察】 

SRM 法により選択性の高い定量分析を行う場合，質量の近い CE 分子種が HPLC で十

分に分離される必要がある。天然に 13C はおよそ 1% 存在するため，炭素数が多い化合物

ほど質量が 1 または 2 大きい同位体のピークが出現する [12]。例えば，CE18:1 と CE18:2

の質量の違いは約 2 であるため，CE18:2 の同位体ピークが CE18:1 と重なることが想定

される。実際に CE の分析で同位体ピークが検出されることが報告されている [13]。その

ため，CE18:0，CE18:1，CE18:2，CE18:3 の間や CE20:4 と CE20:5 の間でピークが分

離するように HPLC の移動相の条件を定めた（Fig. 2）。 

LC-MS/MS による生体試料の定量分析では，イオンサプレッションによる影響を抑制す

るため信頼性の高い IS が不可欠である [14]。分析対象と抽出，分離及びイオン化の過程

において同様にふるまう安定同位元素標識体が IS として最も適している [14,15]。そのた

め，CE 分子種それぞれに対し重水素標識体を化学合成することは，生体試料へ応用する

うえで優れた手法であると考えられる。その一方で，重水素標識体の性質が必ずしも分析

対象と一致しないという例も報告されている [14,15] 。本実験では，標品と IS の保持時

間がほぼ一致しており（Fig. 2），検量線や添加回収試験の結果も良好であった（Fig. 3，

Table 1）。したがって，我々が確立した定量法は多くの夾雑物を含む生体試料の定量に十

分な性能であると考えられた。 
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第２章 ヒト近位尿細管細胞に形成された脂防滴の分析 

 

【緒言】 

慢性腎臓病（CKD）は腎臓の障害や腎機能の低下が 3 ヶ月以上続く状態と定義されてお

り，糸球体濾過量（GFR）と蛋白尿或いはアルブミン尿によって分類される [16]。CKD

が進行すると，心血管疾患や末期腎不全など深刻な健康問題につながる [17–19]。近年，

CKD は世界的に増加しており，2030 年には腎代替療法（RRT）が必要な患者数が現在の

約 2 倍に達すると予測されるなど [20]，関心が高まっている。RRT は患者の QOL を損な

うばかりでなく，高額な治療費が国の医療費の圧迫や貧困層が治療を受けられないといっ

た問題を抱えている。一般的に腎機能の低下は不可逆的であり，CKD の進展を抑制する

ためには早期発見・早期治療が重要である。しかし，既存の診断基準であるアルブミン尿

が検出される前に腎の病的変化や腎機能の低下が報告されるなど，その診断能力には課題

がある [21]。CKD に有効な早期診断マーカーは未だ確立されておらず，新たなバイオマ

ーカーが望まれている。 

CKD のバイオマーカーは大きく分類すると，糸球体障害を反映するものと近位尿細管

上皮細胞の障害を反映するものが存在する [19,21,22]。近位尿細管上皮細胞は水，電解質，

アルブミンなどのタンパク質の再吸収を行い，恒常性の維持に対し重要な役割を果たして

いる。近位尿細管上皮細胞に過剰なストレスが与えられることにより，炎症，線維化や

reactive oxygen species（ROS）の発生が起こり，アポトーシスを引き起こすことが知ら

れている [23,24]。近年，糖尿病性腎症患者で近位尿細管上皮細胞への脂肪滴の蓄積や脂

質代謝関連遺伝子の異常が確認された[25]。脂肪滴の蓄積はその脂質毒性からアポトーシ

スを引き起こすとされ [26]，脂肪酸を細胞内へ取り込むことが要因の一つとなっている。

ヒトの近位尿細管上皮細胞モデルとして HK-2 細胞が多くの研究に用いられている。これ

までに脂肪酸を HK-2 細胞に添加することで，脂肪滴の生成や，炎症，線維化，ROS の発

生，アポトーシスなどに関与することが報告されている [27–32]。しかしその一方で，脂

肪滴中の脂質分子について分子種レベルでの詳細な解析は行われていない。脂肪滴の組成
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を理解することは，糖尿病，肥満，および脂質異常症などの病態を解明する上で重要であ

る。さらに，病態に特異的な脂質分子が発見できれば，治療の標的にもなり得る。 

我々はこれまでに，腎疾患の尿中脂質の分析において，トリグリセリド分布が腎疾患群

と非腎疾患群で重なる一方（未発表データ），コレステリルエステル（CE）は腎疾患患者

に特異的に検出されることを見出した [33]。このことは，尿中 CE の腎疾患における病態

生理学的な意義が大きい可能性を示している。また，近位尿細管上皮細胞は主に遊離脂肪

酸の酸化によってエネルギーを獲得しており[34]，ミトコンドリア機能が維持されること

は重要である。カルジオリピン（CL）はミトコンドリア固有に存在するリン脂質であり，

脂肪酸を 4 つ有するという独特の構造を取っている（Fig. 4）。CL の過酸化や減少が生じ

ることで，ミトコンドリア機能が低下することが知られている [35,36]。したがって，脂

肪滴形成時の CL 動態は病態を解明するうえで重要な手掛かりとなる可能性がある。 

本研究では，脂肪酸を取り込むことにより，近位尿細管上皮細胞に形成される脂肪滴の

詳細な脂質解析を行うことで，細胞脂質代謝の解明に寄与することを目的とした。そのた

めに， HK-2 細胞に種々の脂肪酸を負荷することで脂肪滴の形成を行い，液体クロマトグ

ラフィー質量分析（LC-MS/MS）法により CE および CL の分析を行った。 

 

 

 

 

  

Fig. 4. カルジオリピンの構造式 
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【対象と方法】 

1. 材料 

酢酸アンモニウム，LC/MS 用ヘキサン，クロロホルム，イソプロパノール，メタノール，

超純水は富士フイルム和光純薬株式会社 (Osaka, Japan)から購入した。 他の試薬類は関

東化学株式会社 (Tokyo, Japan)より入手した。 コレステリルエステル及びその重水素標

識体は我々の以前の報告に従い化学合成した [11]。 

 

2. 細胞培養 

ヒト腎近位尿細管上皮細胞（HK-2）は DMEM（10% FBS，0.225% 炭酸水素ナトリウ

ム，1% Penicillin–Streptomycin を含む）を用いて，37 °C の CO2インキュベーター（5% 

CO2）で継代培養された。 

 

3. 細胞毒性試験 

パルミチン酸（FA16:0），オレイン酸（FA18:1），リノール酸（FA18:2），アラキドン酸

（FA20:4），エイコサペンタエン酸（FA20:5），ドコサヘキサエン酸（FA22:6）の HK-2

細胞に対する毒性を確認した。HK-2 細胞を 96 穴プレートに 2.0 × 104 cells/well となる

ように播種し，24 時間培養した。エタノールに溶解された各種脂肪酸を終濃度が 0，100，

200，300，400 M となるように添加した。21 時間培養後に WST-1 試薬（株式会社同人

科学研究所）を 100 l/well ずつ添加し，さらに 3 時間培養後，マイクロプレートリーダ

ー（PerkinElmer ARVO MX 1420 MULTILABEL COUNTER）を用いて 450 nm の吸光

度を測定した。細胞生存率はコントロール（0 M）に対する吸光度の値から計算した。 

 

4. Oil Red O 染色 

Oil Red O 染色は中性脂質との親和性が高く，細胞内の脂肪滴の検出に適した染色法で

ある。脂肪酸添加により HK-2 細胞内に生成した脂質を検出するために，Oil Red O 染色

により既法を参考として中性脂質を染色した [33]。HK-2細胞を24穴プレートに5.0 × 104 
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cells/well となるように播種した。24 時間培養後に，FA16:0，FA18:1，LFA20:4A，FA20:5，

FA22:6 の各脂肪酸はエタノールに溶解し，終濃度が 100 M となるように添加した。24

時間培養後，培養液を除去し PBS で 2 回洗浄した。次いで 4% パラホルムアルデヒド・

リン酸緩衝液を 200 l/well ずつ添加し，室温で 30 分間インキュベーションし細胞を固定

した。PBS で 1 回洗浄後，60% イソプロパノールを 200 l/well ずつ添加し，5 分間静置

した。Oil Red O 溶液（0.5% Oil Red O イソプロパノール溶液/蒸留水= 3/2）を 200 l/well

ずつ用いて室温で 20 分間染色し，PBS で 3 回洗浄後，脂肪滴を位相差顕微鏡（Olympos 

IX71）で観察した。引き続き，染色している色素を抽出し，相対的な吸光度を測定するこ

とで定量的に検討した。100% イソプロパノールを 200 l/well ずつ添加し，5 分間静置し

た。呈色したイソプロパノールを 100 L ずつ 96 穴プレートに取り，イソプロパノールを

ブランクとして，マイクロプレートリーダーで吸光度（500 nm）を測定した。染色量は，

対照群の吸光度に対する脂肪酸添加群の吸光度を相対的に示した。 

 

5. BCA 法によるタンパク質定量 

 HK-2 細胞を 6 穴プレートに 2.0 × 105 cells/well となるように播種した。24 時間培養後

に，FA16:0，FA18:1，LFA20:4A，FA20:5，FA22:6 の各脂肪酸はエタノールに溶解し，

終濃度が 100 M となるように添加した培地と交換した。24 時間培養後，培養液を除去

し PBS で 2 回洗浄した。RIFA16:0 buffer を 150 L/well 添加し，セルスクレーパーを用

いて細胞を剥離・回収する操作を 2 回行った。氷上で 30 分インキュベート後，4°C，15,000 

rpm で 25 分間遠心分離した。上層 5 L を 96 穴プレートに入れ，タンパク質定量に用い

た。（Pierce™ BCA Protein Assay Kit，Thermo Fisher Scientific）標準液には 2 mg/mL 

bovine serum albumin（BSA）を用い，2-0.03125 mg/mL の希釈系列を調製した。Working 

Solution を各ウェルに 300 L ずつ添加して室温で 15 分間インキュベートした後，マイク

ロプレートリーダーで吸光度（560 nm）を測定した。BSA の濃度と吸光度から検量線を

作成し，サンプルのタンパク質濃度を算出した。タンパク質濃度を測定後，すみやかに脂

質の抽出を行った。 



- 18 - 

 

6. LC-MS/MS による CE の定量 

タンパク質定量後の細胞抽出液に内部標準液（0.5 mol/L 2H3-CE16:0，2H3-CE18:1，

2H3-CE18:2，2H3-CE20:4，2H3-CE20:5，2H3-CE22:6 を含むエタノール溶液）を 150 L

加えた。ヘキサン 300 L を加え，よく撹拌後，15,000 rpm で 5 分間遠心分離して上層を

回収した。上層を濃縮乾固した後，イソプロパノール 75L に再溶解させて LC-MS/MS

用のサンプルとした。そのうちの 10 L 注入し，LC-MS/MS を用いて定量測定を行った。 

 

7．LC-MS/MS による遊離コレステロールの定量 

タンパク質定量後の細胞抽出液に内部標準液（12 mmol/L 2H3-CE16:0，2H3-CE18:1，

2H3-CE18:2，2H3-CE20:4，2H3-CE20:5，2H3-CE22:6 を含むエタノール溶液）を 200 L

加えた。ヘキサン 300 L を加え，よく撹拌後，15,000 rpm で 5 分間遠心分離して上層を

回収した。上層を濃縮乾固した後，イソプロパノール 75L に再溶解させて LC-MS/MS

用のサンプルとした。 

 

8. Orbitrap LC/MS によるカルジオリピンの分析 

カルジオリピン（CL）およびその過酸化物（CL-OOH）の分析は以前に報告した方法に

従って行った [37]。高分解能質量分析装置である Orbitrap を用いて半定量的に CL およ

び CL-OOH を分析した。タンパク質定量後の細胞抽出液にクロロホルム/メタノール溶液

（1:2，v/v）を 400 L 加え撹拌した。さらにクロロホルム 200 L，脱イオン水を 60 L 加

え撹拌後，15,000 rpm で 5 分間遠心分離した。下層を回収して濃縮乾固した後，イソプ

ロパノール 75L に再溶解させて LC-MS/MS 用のサンプルとした。イオン化はエレクト

ロスプレーイオン化法で行い，陰イオンモードにおいて検出した。 

 

9. 統計解析 

データはすべて平均値±標準偏差で表し，統計ソフトには EZR（Saitama Medical 

Center, Jichi Medical University, Saitama, Japan）を用いた。P < 0.05 を統計学的有意
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水準とした。図中で，*は 5%，**は 1%，***は 0.1%の危険率を示した。平均値の比較に

は One-way ANOVA 検定の後，Dunnett 法による多重比較検定を行った。相関係数の算

出にはピアソンの相関係数を用いた。 
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Fig. 5. HK-2 細胞に対するパルミチン酸，オレイン酸，リノール酸，アラキドン酸，エイ

コサペンタエン酸，およびドコサヘキサエン酸の細胞毒性試験。各濃度の脂肪酸を添加し

てから 24 時間後の細胞生存率をコントロールに対する百分率で示した。 *P < 0.05 vs 

control，N = 5。 

【結果】 

1．細胞毒性試験 

FA16:0 添加群における細胞生存率は 87.8%-96.9%，FA18:1 添加群における細胞生存率

は 99.4%-105.3%と HK-2 細胞への毒性は確認されなかった（Fig. 5）。FA18:2 添加群では

300 M から統計的に有意に細胞生存数の減少を認めた。FA20:4 添加群，FA20:5 添加群，

および FA22:6 添加群では 100M で細胞生存率が有意に上昇し，200M 以上では濃度依

存的に細胞への毒性を示した。 
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2．Oil Red O 染色 

FA18:1，FA18:2，FA20:4，FA20:5，および FA22:6 添加群では脂肪滴の形成が確認さ

れた（Fig. 6A）。一方，エタノール添加群と FA16:0 添加群では脂肪滴の形成は見られな

かった。同様に Oil Red O 染色量は不飽和脂肪酸添加群において有意に増加した（Fig. 6B）。 

 

Fig. 6. （A）Oil red O 染色による HK-2 細胞に形成された脂肪滴の検出。細胞にエタ

ノール（EtOH），パルミチン酸（FA16:0），オレイン酸（FA18:1），リノール酸（FA18:2），

アラキドン酸（FA20:4），エイコサペンタエン酸（FA20:5），およびドコサヘキサエン

酸（FA22:6）をそれぞれ 100M の濃度で 24 時間負荷した。（B）Oil Red O 染色量の

相対比較。イソプロパノールで溶出した Oil Red O 色素をコントロールに対する相対吸

光度（500 nm）で表した。***P < 0.001 vs control，N = 6。 
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3．CE と FC の定量 

 各脂肪酸添加群における CE 分子種ごとの変化を Fig. 7 に示した。添加した脂肪酸を有

するCE分子種が有意に増加した一方で，それ以外のCE分子種に変化は見られなかった。

不飽和度の高い脂肪酸を添加した場合に，不飽和度の低い脂肪酸を添加したときよりも

CE が増加していた。次に，各 CE 分子種の総和を脂肪酸添加群ごとに比較したところ，

FA18:1，FA18:2，FA20:4，FA20:5，および FA22:6 添加群において有意に増加が見られ

た（Fig. 8A）。特に，FA22:6 添加群ではコントロール群に比べて 2.5 倍に増加していた。

しかし，エタノール添加群と FA16:0 添加群では総 CE 量の増加は見られなかった。FC 量

はどの脂肪酸添加群もコントロール群との間に有意差は認められなかった（Fig. 8B）。 
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Fig. 7. 脂肪酸添加群ごとの分子種別 CE 量。HK-2 細胞にエタノール（EtOH），パルミ

チン酸（FA16:0)，オレイン酸（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，アラキドン酸（FA20:4)，

エイコサペンタエン酸（FA20:5)，およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）をそれぞれ 100 M

の濃度で 24 時間負荷した。*P < 0.05 vs control，N = 6。 
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Fig. 8. （A）脂肪酸添加群ごとの分子種別 CE 量の総和。HK-2 細胞にエタノール

（EtOH），パルミチン酸（FA16:0)，オレイン酸（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，

アラキドン酸（FA20:4)，エイコサペンタエン酸（FA20:5)，およびドコサヘキサエン酸

（FA22:6）をそれぞれ 100 M の濃度で 24 時間負荷した。（B）脂肪酸添加群ごとの

HK-2 細胞から抽出した FC 量。*P < 0.05，*P < 0.05 vs control，N = 6。 
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4．CL の分布 

HK-2 細胞から CL を 33 分子種検出した。そのうち主要な 18 分子種を Fig. 9 に示した。

コントロール群では CL70:4 や CL72:5 といった分子種が多く検出された。各脂肪酸を負

荷したところ，CL72:4 のように添加した脂肪酸を有すると考えられる CL 分子種が増加し

たものも見られた。しかし，CL ではコントロールと比較して減少傾向にある分子種も多

く見られた。各 CL 分子種の総和を脂肪酸添加群ごとに比較したところ，コントロールと

比較して不飽和脂肪酸添加群において減少が見られた（Fig. 10）。 

 

  

Fig. 9. 脂肪酸添加群間における CL 分子種の相対強度の比較。HK-2 細胞にパルミチン酸

（FA16:0)，オレイン酸（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，アラキドン酸（FA20:4)，エイ

コサペンタエン酸（FA20:5)，およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）をそれぞれ 100M の

濃度で 24 時間負荷した。*P < 0.05 vs control，N = 3。 
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Fig. 10. 脂肪酸添加群間における CL 分子種の相対強度の和。各脂肪酸添加群の CL 量は

コントロール群に対する比で示した。HK-2 細胞にパルミチン酸（FA16:0)，オレイン酸

（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，アラキドン酸（FA20:4)，エイコサペンタエン酸（FA20:5)，

およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）をそれぞれ 100 M の濃度で 24 時間負荷した。N = 

3。 
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5．CL-OOH の分布 

CL の過酸化物である CL-OOH についてその分布を確認した。CL-OOH72:4，72:6，72:8

の 3 分子種が検出された。FA18:1，18:2，20:4 を添加した際に有意な増加が見られた（Fig. 

11）。 

 

 

 

 

  

Fig. 11.  脂肪酸添加群間における CL-OOH 分子種の相対強度の比較。HK-2 細胞に

パルミチン酸（FA16:0)，オレイン酸（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，アラキドン酸

（FA20:4)，エイコサペンタエン酸（FA20:5)，およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）

をそれぞれ 100M の濃度で 24 時間負荷した。*P < 0.05 vs control，N = 3。 
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6．CE と CL の関係性 

 各脂肪酸添加群における CE と CL 分子種の総和の関連について検討した（Fig. 12）。

総 CE と総 CL の間に負の相関が見られたが，有意ではなかった（R = -0.36，P = 0.08）。 

 

Fig. 12. HK-2 細胞における CE と CL 間の相関性。 
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7．Oil Red O 染色と CE および CL の関係性 

 各脂肪酸添加群における Oil Red O 染色の相対量と CE および CL の総和について，そ

れぞれの平均値に対して相関を取った（Fig. 13）。脂肪滴量と CE に有意な正相関が見ら

れた（R = 0.79，P < 0.05）。脂肪滴量と CL に負の相関が見られたが，有意ではなかった

（R = -0.73，P = 0.06）。 

 

  

Fig. 13.  Oil Red O 染色の相対量と CE および CL 間の相関。HK-2 細胞にパルミチン酸

（FA16:0)，オレイン酸（FA18:1)，リノール酸（FA18:2)，アラキドン酸（FA20:4)，エイ

コサペンタエン酸（FA20:5)，およびドコサヘキサエン酸（FA22:6）をそれぞれ 100 M の

濃度で 24 時間負荷した際に染色された Oil Red O 色素の平均値を x 軸とした。各種脂肪酸

を添加した際の CE および CL の平均値を y 軸とした。 
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【考察】 

本研究では低濃度から高濃度の種々の脂肪酸を添加し，細胞生存率を測定することで脂

肪酸添加による細胞毒性を確認した（Fig. 5）。FA16:0 或いは FA18:1 添加群ではいずれの

濃度においても細胞毒性が見られなかった。その一方，FA20:4，FA20:5，FA22:6 などの

多価不飽和脂肪酸（PUFA）を添加した際に，細胞生存率は 100 M で上昇し，200 M 以

上の高濃度域で低下した。同様の傾向が血管平滑筋細胞に FA22:6 を添加した際に報告さ

れている [38]。PUFA は 100 M 程度の低濃度域で細胞保護効果が報告されている一方 

[39,40]，FA16:0 や FA18:1 を添加した場合と比較して過酸化脂質の濃度依存的な増加が見

られる [41]。したがって，高濃度域では PUFA の持つ脂質毒性が細胞保護効果を上回っ

た結果，細胞生存率の低下が起きたと予測された。 

HK-2 細胞に不飽和脂肪酸 100 M を 24 時間負荷することで脂肪滴が形成された。一方

で，飽和脂肪酸である FA16:0 を負荷した場合のみ脂肪滴は認められなかった（Fig. 6）。

FA16:0 の添加による脂肪滴の形成について，HK-2 細胞や肝細胞で濃度依存的，時間依存

的に増加することが報告されている [26,29,30]。そのため 100 M より高濃度，或いは 24

時間よりも長時間という条件で脂肪酸を負荷した場合，脂肪滴が形成される可能性がある。

細胞内に形成される脂肪滴は，過剰に供給された脂質が蓄積したものであり，その組成の

大半は脂質エステルで占められている [42]。本研究では CE および CL に注目し，分子種

の変動を LC-MS/MS で測定した。 

各種脂肪酸を HK-2 細胞に添加した際に総 CE は増加したが，FC に変化は見られなか

った（Fig. 8）。細胞内 FC の大部分は細胞膜に存在し，小胞体や細胞小器官膜などにも少

量であるが分布している [43]。細胞内 FC の増加は，エンドサイトーシスによるリポタン

パク質の細胞内への取り込みや小胞体膜での生合成による [44]。また，細胞内 FC の減少

としてコレステロールエステル化酵素による脂肪酸との結合や細胞外への排出があげられ

る [44]。これらの機序によって生じた FC の増加量と減少量が拮抗したために，各種脂肪

酸を添加した際に FC 量が変化しなかった可能性が考えられる。Acyl-coenzyme A: 

cholesterolacyltransferase （ACAT）は細胞内における CE の生成を担い，ACAT1，ACAT2

と 2 種のアイソザイムが存在する。ACAT2 が腸や肝細胞に特異的に発現し，リポタンパ
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ク質の形成に関与する一方で，ACAT1 は全身の組織や細胞に発現しておりコレステロー

ルの恒常性に関与することが報告されている [45]。我々の知る限り，HK-2 細胞を用いて

ACAT-1 の発現を調べた研究はない。一方で，ヒトの正常な剖検組織の近位尿細管上皮細

胞において ACAT1 の発現が報告されている [46]。そのため，脂肪酸を HK-2 細胞に添加

することで ACAT1 の発現量が増加し，エステル化が亢進したことが予想され得る。また，

同じ濃度の脂肪酸を HK-2 細胞に添加したにもかかわらず，増加した CE 量は分子種ごと

に異なった（Fig. 7）。複数のステロール構造を持つ物質を用いたエステル化反応の結果，

ACAT には化学構造による特異性があることが報告されている [47]。これと同様に，脂肪

酸の種類によってコレステロールとの反応性に差が生じ，CE の生成量が分子種ごとに異

なったと推察される。CE と Oil Red O 染色量との間に正相関が認められたことは（Fig. 

13A），脂肪滴として CE が細胞内に蓄積したことを示唆する。各脂肪酸を HK-2 細胞に添

加した際に，CE の生成量と ACAT1 の発現量がどのように関連するのかは今後の研究課

題である。 

HK-2 細胞に脂肪酸を添加したところ，コントロールと比較して増加する CL 分子種は

少なく，その総和は減少した（Fig. 9, 10）。CL の主要な脂肪酸はリノール酸（FA18:2）

であり，ヒトのリンパ球や哺乳類の心臓ではリノール酸を 4 分子含む CL72:8 が多いとさ

れている[48–50]。一方，HK-2 では CL70:4，CL72:5 といったオレイン酸を含むと考えら

れる分子種が多く見られ，分子種組成が異なる（Fig. 9）。組成の違いによる CL の役割に

ついては不明であるが，組織の機能を担う上で必要である可能性がある。CE と CL 間に

負の相関傾向が見られ（Fig. 11），Oil Red O 染色量と CL の間には負の相関傾向が見ら

れた（Fig. 13B）。CL はミトコンドリアに存在する様々なタンパク質の機能や構造を維持

するうえで欠かせない脂質であり [51]，CL の減少や酸化はミトコンドリア障害につなが

る。脂肪滴の生成とミトコンドリア障害の機序についての推察を示す（Fig. 14）。近位尿

細管上皮細胞に不飽和脂肪酸が優先的に取り込まれ，脂肪滴を形成されることで CE が増

加する。脂肪滴の形成によって酸化ストレスが生じ，CL の減少および CL-OOH の増加が

起こり，ミトコンドリア障害を引き起こすと予想される。今後は脂肪酸の受容体遺伝子や
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炎症，酸化ストレスおよびアポトーシス関連遺伝子などの発現を確認することで，脂肪滴

形成に伴う細胞障害の機序を解明することが課題となる。また，CL の分析についての課

題として，確立された分子種別定量法でなかったことがあげられる。Orbitrap から得られ

た値は半定量値であり，絶対定量値と乖離が生じている可能性がある。我々は CE の測定

において両者を比較し，乖離を確認した（データは示さない）。CL でも同様の問題が生じ

ている可能性があり，CL について分子種別の正確な定量法の確立が求められる。 

腎疾患における近位尿細管上皮細胞障害と脂質に関するメカニズムは依然として解明

されていない。本研究では脂肪滴形成時の CE および CL の変動が明らかとなった。今後，

これらの脂質の変動と関連遺伝子の発現について検討することで，脂肪滴と腎障害の関係

性を明らかにしていく。 

 

 

 

  

Fig. 13.  脂肪滴の生成とミトコンドリア障害の機序についての推察。 
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第３章 糖尿病性腎症における尿中コレステリルエステルの分析 

 

【緒言】 

尿は非侵襲かつ大量に採取できるだけでなく，血漿に由来する多くの情報を含むため，

バイオマーカーを探索するうえで適した検体である [53]。腎障害における尿中バイオマー

カーとして，Cystatin C, NAG, NGAL や KIM-1 などが臨床で使用されている [22]。しか

し，これらのマーカーは疾患特異性が低く，複数のマーカーを測定することで 診断を行

うことも少なくない [54]。また，腎障害が進行すると不可逆的な腎機能低下に至り，治療

によって腎機能の悪化を遅らせる処置が取られている。そのため，腎障害の早期発見が可

能なバイオマーカーや疾患特異的なバイオマーカーが求められている。 

近年，質量分析法を用いて尿中のプロテオミクスやメタボロミクスを行い，様々なバイ

オマーカー候補が報告されている [55–57]。ところが，尿中脂質の分析例は少なく，その

分子種情報は明確でない。糖尿病性腎症やネフローゼ症候群では，尿沈渣中に卵円形脂肪

体や脂肪円柱などの脂質を含む構造物が見られることがある [58–60]。臨床検査では顕微

鏡でこれらの脂質成分の存在を確認するものの，一般的に生化学的な脂質の測定は行われ

ていない。我々はこれまでに，腎疾患の尿中脂質の分析において，トリグリセリド分布が

腎疾患群と非腎疾患群で重なる一方（未発表データ），コレステリルエステル（CE）は腎

疾患患者に特異的に検出されることを見出した [19]。このことは，尿中 CE の腎疾患にお

ける病態生理学的な意義が大きい可能性を示している。しかし，分析した腎疾患群には糖

尿病性腎症，IgA 腎症，ループス腎炎など多くの病態が含まれ，その多くが重症例である

という課題が存在した。そこで今回 CKD の原疾患として最も多いとされる糖尿病性腎症

に焦点を当て，尿中 CE を分析することとした。 

本研究では，糖尿病性腎症の病期ごとに尿中 CE を比較し，早期診断のバイオマーカー

となり得るか検討した。 
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【対象と方法】 

1. 尿検体 

 本研究は北大保健科学研究院倫理審査委員会の承認を得て実施した（承認番号：18-21）。

尿検体は愛媛大学医学部附属病院糖尿病内科で収集されたものを使用した。アルブミン・

クレアチニン比（ACR）30 mg/gCr 未満かつ eGFR 60mL/min/1.73m2 の健常人から採取

した尿をコントロールとした（N = 58）。糖尿病性腎症第 1 期（ACR < 30 mg/gCr，eGFR 

> 30）57 名と第 2 期（30 < ACR < 299 mg/gCr，eGFR > 30）32 名の全尿を使用した。 

 

2. 臨床データ 

 血清および尿中の臨床データは，愛媛大学医学部附属病院において測定されたものを匿

名化された状態で提供された。 

 

3. 尿中 CE の定量 

全尿 50 L に，内部標準液（0.5 mol/L 2H3-CE16:0，2H3-CE18:0，2H3-CE18:1，

2H3-CE18:2，2H3-CE18:3，2H3-CE20:4，2H3-CE20:5，2H3-CE22:6 を含むエタノール溶

液）100 L 加えた。ヘキサン 300 L，脱イオン水 400 L を加え，よく撹拌後，10,000 rpm

で 10 分間遠心分離して上層を回収した。上層を濃縮乾固した後，イソプロパノール 50 L

に再溶解し，LC-MS/MS 用のサンプルとした。そのうちの 10 L 注入し，LC-MS/MS を

用いて定量測定を行った。 

 

4. 統計解析 

データは平均値±標準偏差で表し，統計ソフトには EZR（Saitama Medical Center, Jichi 

Medical University, Saitama, Japan）を用いた。P < 0.05 を統計学的有意水準とした。

図中で，*は 5%，**は 1%，***は 0.1%の危険率を示した。平均値の比較には Kruskal-Wallis

検定の後，Steel-Dwass 法による多重比較検定を行った。相関係数の算出にはピアソンの

相関係数を用いた。診断能の評価には ROC の曲線下面積である AUC を用いた。 
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【結果】 

8．糖尿病性腎症病期別における患者背景の比較 

 コントロール群（N = 58），糖尿病性腎症第 1 期（N = 57）および糖尿病性腎症第 2 期

（N = 32）の臨床データを Table 1 に示す。年齢，BMI およびトリグリセリドはコント

ロールと比較して病期が進行するほど有意に上昇していた。一方，eGFR は病期が進行す

るほどに低下していた。血清アルブミンは各群で有意差は見られなかった。 

 

 

 

 

9．尿中 CE の定量 

 尿中では CE16:0，CE18:1 および CE18:2 が多く検出され，主要な分子種であった。コ

ントロールと糖尿病性腎症第 1 期に注目すると，CE18:2，CE18:3，CE20:4，CE20:5 で

有意な増加が見られ（Fig. 15D，E，F，G），CE18:1 では有意な減少が見られた（Fig. 15C）。

糖尿病性腎症 2 期ではすべての CE 分子種で有意な増加，或いは増加傾向が見られた。総

CE はコントロールと 1 期で差は見られなかったが，2 期では有意に増加した（Fig. 15I）。 
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Fig. 15. コントロール群，糖尿病性腎症 1 期および 2 期における尿中 CE の比較。コ

ントロール群は ACR 30 mg/gCr かつ eGFR 60 mL/min/1.73 m2 以上の健常人を対象

とした。コントロール（N = 58），糖尿病性腎症第 1 期（N = 57），2 期（N = 32）*P 

< 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001 vs control。 
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11．糖尿病性腎症第 1 期の診断効率 

 冒頭で述べたように，現在，コントロール群と糖尿病性腎症第 1 期群の鑑別において適

切なバイオマーカーは報告されていない。Fig.14 で示したように，尿中 CE はこれを鑑別

できる可能性がある。そこで，尿中 CE の有用性について ROC にて解析した結果，コン

トロール群と糖尿病性腎症第 1 期群の鑑別において，CE20:5 は ROC 解析で曲線下面積

（AUC）が 0.74（P < 0.001）であり，ACR の AUC 値である 0.68（P < 0.001）よりも良

好であった（Fig. 16）。 

 

 

 

  

Fig. 16. 糖尿病性腎症第 1 期に対する（A）アルブミン・クレアチニン比（B）CE20:5

の ROC 曲線。 
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【考察】 

糖尿病性腎症の尿中に各 CE 分子種が検出され，多くの分子種では病期が進行するにつ

れて増加していた（Fig. 15）。尿中の CE が増加する機序についての推察を示す（Fig. 17）。

遊離脂肪酸は血中でアルブミンに結合して存在し，糸球体障害の進行に伴い尿中にアルブ

ミンが漏出する。従って，遊離脂肪酸も漏出していると思われる。近位尿細管細胞は漏出

したアルブミンの再吸収と同時に脂肪酸を取り込み，CE を含む脂肪滴が形成されると考

えられる。脂肪滴が形成されることで酸化ストレスが発生し，ミトコンドリア障害が生じ

る。ミトコンドリア障害が進行することで細胞死へとつながり，細胞は尿中に脱落し，尿

中 CE の増加として反映されると推察する。近位尿細管上皮細胞に脂肪酸が取り込まれる

他の経路として，血中から直接取り込まれる経路が考えられる。しかし，尿中 CE と血清

アルブミンや血清脂質濃度と相関は認められなかったことから，尿中から取り込まれた可

能性が高い。過去の我々の報告では，重度腎疾患患者の尿中タンパク質と CE が強く相関

しており[19]，尿中に漏出した脂肪酸と CE は関連していると考えられる。この推察を裏

付けるために尿中の遊離脂肪酸濃度を測定し，腎機能，尿中アルブミンや CE との相関性

を調べることが今後の課題となる。CE が尿中に漏出するもう一つの機序として，リポタ

ンパク質の中で粒子径が小さい HDL が尿中に漏出し，その中に含まれる CE が反映され

た可能性がある。我々は腎疾患の血中と尿中で CE の比率が異なることを報告している 

[19]。したがって尿中 CE は糸球体から漏出された CE のみを反映したものでなく，近位

尿細管上皮細胞で蓄積された脂肪滴の CE 組成を反映している可能性がある。また，尿中

リン脂質組成が糸球体障害と尿細管障害で異なるという報告もあり [61]，尿細管障害で脂

質組成が変化する可能性を示唆している。 

コントロール群と糖尿病性腎症第 1 期の尿中 CE の比較から，尿中 Total CE には差がな

い一方で，CE18:2，20:4，20:5 が有意に増加し，CE18:1 が有意に減少することが明らか

となった（Fig. 15）。よって，極早期の糖尿病性腎症の診断のために，これらの CE 分子

種を質量分析により定量することが有用であると考えられる。ROC 曲線の AUC から，糖

尿病性腎症 1 期の診断効率は CE20:5 が現在の臨床のスタンダードである ACR よりも良
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好であった（Fig. 16）。さらに統計学手法を用いて，より有効な鑑別方法がないか検討を

重ねたい。また，尿細管障害のマーカーである NAG，KIM-1 や L-FABP [62,63]などとの

間で相関性を確認し，CE が特異的な尿細管障害のマーカーとなり得るか調べることが今

後の検討課題となる。他の腎疾患糖尿病性腎症以外の腎疾患（特にアルブミン尿・蛋白尿

が出現しない腎疾患 ex 腎硬化症，DKD）を測定することで，疾患特異性の点についても

検討する必要があると考える。 

本研究ではコントロールと糖尿病性腎症第 1 期の比較から，質量分析による CE 分子種測

定の有用性が明らかとなった。今後は臨床データとの関連性を検討し，尿中 CE が糖尿病

性腎症の評価や早期診断に利用できる測定法となることが期待される。 

 

 

 

  

Fig. 17. 尿中への CE 出現機序についての推察 
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【結論】 

 脂肪酸の添加により HK-2 細胞に脂肪滴を形成させ，その脂質分子種の変動を解析する

ことができた。CE および CL の変動と HK-2 細胞への障害の関連性を明らかにすること

で尿細管障害における病態解明の足がかりとなる可能性がある。また，早期糖尿病性腎症

患者の尿において質量分析による CE 分子種の定量が効果的であることが示された。尿中

CE20:5 は早期糖尿病性腎症の鑑別に有用となる可能性がある。 
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