
　糖尿病性腎臓病（diabetic kidney disease：DKD）における
腎予後を予測しうるさまざまなバイオマーカーが報告され
ているが，直接的に治療戦略にまで結びついてはおらず，
新たな治療ターゲットの探索が望まれている。一方，近年，
糖尿病および糖尿病合併症の発症や進展に糖鎖異常が関与
していることが報告されている。特に，腎臓におけるポド
サイトなどの組織内の糖鎖異常は，それらの構造変化や機
能異常を呈し腎機能の悪化やアルブミン尿増加に寄与して
いることが明らかにされており1），腎症進展における新た
な進展メカニズムとして “糖鎖修飾 ”の異常という観点が
注目されてきた。
　ところが，糖鎖構造の複雑性のため，糖鎖を同定するた
めには膨大なコストと時間を要し，ヒトにおける大規模な
糖鎖プロファイリングはなされてこなかった。DKDのバ
イオマーカーとしての糖鎖プロファイリングは，血清中の
N型糖鎖を検討した少数の報告 2, 3）にとどまっており，尿中
の糖鎖プロファイルと DKDの予後との関連を検討した研
究はなかった。
　われわれは，共同研究者であるグライコテクニカ社の開
発したレクチンアレイ4, 5）を用いることで，ハイスループッ
トに 45種類の異なる特異性を持ったレクチンに結合する
糖鎖を定量化した。また，ほぼ同じ尿蛋白量や腎機能を呈

し異なる腎疾患（DKD，高血圧性腎硬化症，膜性腎症）を有
する 3例の患者における血清および尿中の糖鎖プロファイ
ルを比較したところ，血清の糖鎖プロファイリングでは 3

例の間で大きな差は認めなかったものの，尿中の糖鎖プロ
ファイリングでは大きな違いが認められた。この結果か
ら，尿中の糖鎖排泄量の違いが腎疾患特異的な違いを反映
している可能性，各腎疾患における組織学的な進展を反映
する可能性があると考え，糖尿病患者における腎予後予測
因子を同定するため尿中糖鎖プロファイリングを行った。

　糖鎖は核酸，たんぱく質に続く第三の生命鎖ともいわ
れ，細胞表面や細胞内に存在し多彩な生体機能にかかわっ
ている。糖鎖には N型糖鎖と O型糖鎖が存在し，N型糖鎖
はアスパラギン（Asn）の側鎖中のアミド窒素原子に結合す
る糖鎖の総称で，O型糖鎖はセリン（Ser）あるいはスレオニ
ン（Thr）側鎖の酸素原子に Oグリコシド結合で付加される
糖鎖の総称である。また，糖鎖の最大の特徴である構造上
の “多様性・異質性 ”をもたらす糖鎖の付加反応は糖転移
酵素によってなされ，この反応は glycosylationと呼ばれる
が，酵素によらない化学反応を指す glycationとは異なって
いる5）。グルコースなど還元糖のカルボニル基がたんぱく
質やアミノ酸のアミノ基と反応すると，シッフ塩基を形成
し，アマドリ転位によって安定なアマドリ化合物となる。
このような反応は glycationであり，HbA1cやグライコアル
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ブミンが代表的なものである。glycationはアマドリ化合物
生成までの反応が初期段階（early stage）と呼ばれ，以降の
後期段階（advanced stage）反応と区別され，後期段階で最終
糖化産物（advanced glycation endproducts：AGEs）が生成さ
れる。近年，DKDの病態における AGEsの重要性に関する
報告が増えてきているため，glycationと glycosylationが混
同されがちであるが，高血糖状態における血糖の化学反応
の産物が glycationであり，どういった刺激が glycosylation

を変化させるかということは，今後の更なる研究が必要で
ある。

　糖鎖に特異的に結合するたんぱく質あるいは糖たんぱく
質としてレクチンファミリーが知られている。レクチン
は，細胞または複合糖質を凝集することができ，植物・動
物，微生物などに広く存在する物質の総称として用いられ
ている。植物由来のレクチンは古くから研究に用いられて
おり，例えばマメ科由来の植物レクチン PHA （phytohemag-

glutinin）や Con A （concanavlin A）はリンパ球幼弱化反応を
惹起するため，免疫における古典的な研究手法とされてい
る。また，糖鎖とレクチンの特異的な結合を利用して，糖
鎖の解析や新規バイオマーカーの探索が行われており，特
に癌の分野ではレクチンを腫瘍マーカーとして用いて臨床
の現場での有用性が示されている。

　糖鎖の解析には質量解析が多く用いられてきたが，技術
的な困難さやコストの高さから臨床応用は限定的であっ
た。産総研からの技術で現在グライコテクニカが実用化し
ているレクチンアレイ 4）は，簡単かつハイスループットに
糖鎖構造を解析することができる。LecChip上には 45種類
のレクチンが固相化されており，糖たんぱく質のたんぱく
質部分をCy3で蛍光ラベルしてサンプル内の糖鎖を定量す
る。しかし糖鎖とレクチンの結合定数は Kd =10–3～10–7 M

であり，抗原抗体 Kd =10–6～10–9 M，ビオチンアビジン相
互作用 Kd =10–12 Mと比較して相互作用が弱く，洗浄工程
により容易に糖鎖とレクチンは乖離してしまう。そこで洗
浄なしに特異的な蛍光シグナルを検出するために，スライ
ドグラスの側面から励起光を投射するという手法を用い
た。これにより，表面の 100 nmの部分のみにエバネッセン
ト波が形成され，結合している Cy3ラベル糖たんぱく質は

励起されるが，結合せず液相に浮遊している Cy3ラベル糖
たんぱく質は励起されないため，洗浄過程なしに特異的シ
グナルを検出できる（図 1）。また，アルブミンは糖鎖を有
していないたんぱく質であるが，Cy3でラベルされるため
エバネッセント波励起領域のシグナルに寄与してしまう。
われわれはバックグラウンドシグナル強度と尿中アルブミ
ンや尿中クレアチニンとの相関を確認した。さらに，24時
間蓄尿と早朝随時尿との比較検討を行うことで，最終的に
レクチンに結合した糖鎖シグナルからバックグラウンドの
シグナルを差し引いた値を解析に用いることが臨床的に有
用と判断した 6）。

　岡山県内 8施設における 2型糖尿病患者 688例のうち，
観察期間中に緩徐進行型1型糖尿病の診断に至った8例と
2012年度（観察開始時：ベースライン）の eGFRが 15 mL/

分 /1.73 m2未満であった 5例を除いた 675例を対象とした。
2012年度の研究開始時に採取後保管していた随時尿サン
プルを用いて尿中糖鎖プロファイリングを行った。アウト
カムはベースラインからの eGFR 30%低下，または末期腎
不全による透析導入時点と定義した。
　中央値 4.0年（四分位［IQR］: 3.9～4.0）の観察期間中に 63

例がアウトカムに至った。全患者におけるベースラインの
eGFRは 71.4 ± 17.1 mL /分 /1.73 m2，UACRの中央値は 17.3 

（mg/gCr, IQR : 7.8～71.1）で，正常アルブミン尿，微量アル
ブミン尿を呈していた患者はそれぞれ 429例（64%），165例
（24%）であった。
　単変量と，ベースラインのアルブミン尿や eGFRなどで
補正した多変量Cox回帰モデル双方においてアウトカムに
有意に関連していた糖鎖結合レクチンは，SNA （HR: 1.42 

［95% CI: 1.14～1.76］），RCA120 （1.28 ［1.01～1.64］），DBA 

（0.80 ［0.64～0.997］），ABA （1.29 ［1.02～1.64］），Jacalin 

（1.30 ［1.02～1.67］），ACA （1.32［1.04～1.67］）であった。
SNA，RCA120，DBAに結合する特異的糖鎖はそれぞれ Sia

α2-6Gal/GalNAc，Galβ1-4GlcNAc，GalNAcα1-3GalNAcで
あり，ABA，Jacalin，ACAに共通する特異的結合糖鎖は Gal

β1-3GalNAcであった。したがって，6種類のレクチンが認
識する 4種類の糖鎖が腎予後に強く関連することが示され
た（図 2）。また，近年のバイオマーカー解析で使用される，
NRI （net reclassification improvement）, IDI （integrated dis-

criminated improvement）, AIC （Akaike information criterion）
を算出することで，既存のバイオマーカーへの上乗せ効果

 糖鎖に特異的に結合するレクチン

 レクチンアレイの原理と尿レクチンアレイへの応用

 2型糖尿病患者における尿中糖鎖プロファイリング
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も検討した。その結果，これら 6種類のレクチンに結合す
る糖鎖シグナルをベースラインのアルブミン尿や eGFRな
どで構成されたモデルに加えることで，アウトカムの予測
能は有意に向上することが示された （NRI: 0.51 ［95% CI: 

0.22～ 0.80］, relative IDI: 0.18 ［0.01～0.35］, AIC 296→287）。

　本研究で同定された 6種類のレクチンに結合する糖鎖の
共通点は，いずれも O型糖鎖ということであった。O型糖
鎖によって構成される腎臓に特異性の高い構造物として
は，ポドサイトの構成成分であるポドカリキシンやポドプ
ラニンが知られており，glycosylationにより構造が維持さ
れる代表的な糖たんぱく質である。ポドカリキシンはシア
ル酸を多く含む O型糖鎖によって構成されるが，マウスに
おいてこのシアル酸を欠損させると，腎糸球体で足突起癒

合が起こり，尿蛋白量が増加することが報告されている。
また，O型糖鎖の伸長反応プロセスの根幹にある糖鎖であ
る Galβ1-3GalNAcの合成に必要な糖転移酵素（glycosyl-

transferase core 1 synthase and glycoprotein-N-acetylgalactos-

amine 3-β-galactosyltransferase 1 : C1galt1）のノックアウト
マウスにおける腎臓では，糸球体硬化，間質の線維化，足
突起癒合，糸球体基底膜の肥厚，アルブミン尿を呈するこ
とや，ポドカリキシンにおける糖鎖 Siaα2-6Gal/GalNAcが
低下していることが報告されている1）。
　本研究結果の機序をこれら基礎研究結果を基に考察する
と，尿中 Siaα2-6Gal/GalNAc，Galβ1-4GlcNAc，Galβ1- 

3GalNAc排泄量増加および尿中GalNAcα1-3GalNAc排泄量
低下は，糖尿病腎症における組織学的な糖鎖修飾の変化を
反映しており，この組織学的糖鎖修飾の異常が糖尿病腎症
における新たな進展機序である可能性が示唆された。予備
実験における血清と尿中の糖鎖プロファイリングの違いが

 糖鎖の基礎的研究に基づく臨床成果の考察
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図 1　レクチンアレイによる糖鎖シグナルの検出原理
糖鎖とレクチンとの結合は抗原抗体やビオチンアビジンに比して弱く，洗浄操作で容易に乖離してしま
う。レクチンを固相化したチップ上に励起したエバネッセント波領域のシグナルを検出することで，洗
浄操作なしで糖たんぱく質の糖鎖シグナルを検出できる。
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あったことも，この尿中への糖鎖排泄量が全身性というよ
りは腎局所における糖鎖修飾の違いを反映している可能性
を裏付ける結果であると考えられた。

　本研究では，実際にすべての患者において，腎生検に
よって腎病理組織学的な変化と尿中糖鎖排泄量との関連を
検討できているわけではなく，上述の推論を証明するには
至っていない。今後，糖尿病患者における研究的腎生検コ

ホート研究を通じて，ヒト腎組織中における糖鎖修飾の変
化が起こっているのか，実際の糖尿病腎症進展にかかわっ
ているのかといった検討を行うことが必要と考える。
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図 2　DKDの新規進展バイオマーカーとしての尿中 O型糖鎖
（文献 7より引用，一部改変）
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