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要　旨

本研究では，腎疾患およびその合併症の病態形成や
進展に重要な役割を果たしている酸化ストレスおよび
糖化ストレスを同時に評価すべく，質量分析装置

（ESI-TOFMS）によるヒト血清アルブミン（HSA）の
翻訳後修飾解析の有用性を，維持血液透析患者および
腎不全あるいは糖尿病腎症モデル動物で検証した．そ
の結果，酸化ストレスマーカーとしてシスティン 34

のシスティン付加体（Cys-HSA），糖化ストレスマー
カーとしてグルコース付加体（Gly-HSA），酸化およ
び糖化ストレスマーカーとして Cys-Gly-HSA が活用
できることを初めて見出した．この評価系により維持
血液透析患者の状態および各種治療法による改善効果
を解析したところ，透析患者のほうが健常人や糖尿病
患者よりも酸化ストレスが有意に高いこと，また，糖
尿病性腎症や巣状糸球体硬化症のほうが酸化ストレス
の亢進が顕著であった．透析関連治療における抗酸化
療法を探索した結果，online-HDF や活性炭サプリメン
トによる酸化ストレス軽減効果を見出した．また，経
口鉄製剤であるクエン酸第二鉄製剤の場合，静注鉄と
は異なり，酸化ストレスを誘導しない可能性を明らか
にした．加えて，Cys 化率は血管内皮障害マーカーと
しても活用できる可能性が示された．病態モデル動物
を用いた検討でも類似した結果を得ることができた．
以上，本解析法は維持血液透析患者の病態診断あるい
は治療効果判定に対する応用が期待される．

1　目　的

酸化ストレスや糖化ストレスは，腎疾患およびその
合併症の病態形成や進展に重要な役割を果たしている．
そのため，これら因子の寄与を定量的に解析すること
は，個々の患者における病態発症や進展機序の解明，
あるいは治療効果の判定において有用である．しかし
ながら，これらの因子を個別に評価できる測定法は存
在するものの，両者を同時に解析可能な測定法は存在
しない．

我々は，ヒト血清アルブミン（HSA）の翻訳後修飾
状態を ESI-TOF マススペクトル（MS）法により解析
した結果，①システィン（Cys）34 の Cys 付加体（Cys-

HSA）が酸化ストレスを，②グルコース付加体（Gly-

HSA）が糖化ストレスを，③両者の修飾体（Cys-Gly-

HSA）が酸化ストレスと糖化ストレスの両方を反映す
るマーカーとして活用できる可能性を，慢性肝疾患患
者に対する検討から見出してきた．このことは，ESI-

TOFMS による HSA の翻訳後修飾解析が酸化ストレ
スと糖化ストレスの両方を同時に評価できることを意
味している．

本研究では，本法を駆使し，維持血液透析患者また
は病態モデル動物における酸化ストレスと糖化ストレ
スの寄与を定量的に解析するとともに，各種治療介入
の影響について検討した．
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2　方　法

本研究では，維持血液透析患者 85 名（糖尿病性腎
症 52 名，慢性糸球体腎炎 19 名，腎硬化症 14 名）の血
漿から HSA 分画を固相抽出し，それらを ESI-TOFMS

で解析することにより，HSA の翻訳後修飾状態を解
析した．また，腎機能が正常な糖尿病患者 47 名（軽
度糖尿病（HbA1C 値＜7.0％，14 名），中程度糖尿病

（HbA1C 値≧7.0％，33 名））を対象として比較した．
慢性腎不全病態動物として，5/6 腎摘ラット・マウス，
db/db マウス，アドリアマイシン誘発腎不全マウスを
用いた．次に，透析法や透析条件，あるいは薬物療法
やサプリメントの摂取が上記三つのマーカーに及ぼす
影響について検討した．加えて，上記マーカーと血管
内皮障害マーカーとの関連性についても評価した．

本研究は熊本大学実験動物倫理委員会及びあけぼの
クリニック倫理委員会で承認された．

3　結果と考察

従来の報告と同様，透析患者におけるアルブミン，
特に Cys34 の酸化度は病態群で高く，また病態群でも
透析患者のほうが糖尿病患者よりも亢進していた（健
常人＜糖尿病患者＜透析患者）．ESI-TOFMS により，
Cys34 の酸化修飾体を解析したところ，病態群で上昇
した酸化修飾体の大部分はシスティン付加体であるこ
とが判明した．また少数ではあるが，その中にはブド
ウ糖が付加している Cys-Gly-HSA も含まれていた．興
味深いことに，透析患者の中でも，糖尿病性腎症や巣
状糸球体硬化症のほうが他の原疾患よりも Cys 付加率
は高値を示した．

このシスティン付加体の修飾様式に関する情報を得
るべく，サンプルを還元剤で処理し，ESI-TOFMS で
解析したところ，Cys 付加体に由来するピークが大き
く減少し，その代わりに Cys34 還元型のピークの増
加が観察された．このことは，Cys34 のチオール基に
システィンがジスルフィド結合で可逆的に付加してい
ることを意味していた．同様な結果が，Cys-Gly-HSA

体においても観察された．透析前後のサンプルを ESI-

TOFMS で解析したところ，透析後において Cys 付加
率の低下と還元型 Cys 体含有率の増加が観察された．
この変化は，丁度，サンプルを還元剤処理した場合の
結果と類似していた．このことから，透析後にはアル

ブミンが還元された状態に回復していることが明らか
となった．

従来，透析療法が酸化ストレスに及ぼす影響に関し
ては，透析自体や機器との接触により酸化ストレスが
亢進するという報告もあれば，逆に酸化ストレスを低
下させるという相反する意見が示されている．今回得
られた知見は，維持血液透析療法の場合，条件によっ
ては酸化ストレスを軽減するという後者の考えを支持
するものであった．最近，台湾のクループから，維持
血液透析患者の場合，透析前における Cys34 酸化型
HSA の割合が 52％ を超えると，心血管疾患による死
亡リスクが増加するという臨床研究結果が報告されて
いる1）．今回の我々の検討では，透析前の Cys 付加率
は 60％ を超えていたことから，心血管障害のリスク
を低減するためには，透析療法の変更や新たな血液浄
化法の適応が必要となる．

そこで，透析条件が酸化ストレスに及ぼす影響につ
いて検討した．今回は，ダイアライザーと透析液を 2

週間おきに変更しながら Cys 付加率を測定した．ダ
イアライザーとしては 3～5 型のものを 5 種類使用し
た．透析液としては，酢酸含有および非含有溶液の二
つを比較検討した．当初，5 型ダイアライザーのほう
が 3 型のものに比べてタンパク質の漏出能が高いため，
Cys 付加率の減少が大きいのではないかと予想してい
たが，実際には，いずれのダイアライザーに変更して
も Cys 付加率の変化は認められなかった．透析液に関
しても，酢酸含有の有無による違いは観察されなかっ
た．このように今回の検討では，透析膜および透析液
の選択による酸化ストレスの軽減効果を見出すことは
できなかった．この理由としては，検討期間が 2 週間
と短期間であったことが影響している可能性も考えら
れる．この点を明らかにするためには，より長期間に
わたる観察が必要であると思われた．

次に，血液浄化療法の違いを検討すべく，通常の維
持透析から online-HDF への変更が Cys 付加率に及ぼ
す影響について検討した．online-HDF への変更後の 3

カ月目および 6 カ月目に Cys 付加率を測定したところ，
3 カ月目には Cys 付加率の有意な低下が観察され，6

カ月後にはより大きな減少が認められた．このことか
ら，online-HDF への変更は酸化ストレスを軽減する可
能性が示された．そのさい，代表的なタンパク結合型
尿毒症物質であるインドキシル硫酸の血漿中濃度を測
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定したところ，血漿中インドキシル硫酸濃度は時間依
存的に低下した．インドキシル硫酸は酸化ストレス誘
発物質であることから，online-HDF による酸化ストレ
スの低減化には，一部インドキシル硫酸の除去向上が
関与していることが推察された．事実，インドキシル
硫酸の生体内蓄積を阻害する薬用吸着炭 AST-120 に関
しては，病態動物実験および CKD 患者を対象とした
臨床試験で間接的な抗酸化活性が実証されている．

上述したように，透析により Cys 付加率は顕著に低
下するものの，次回の透析時には元の値まで上昇する．
このことは，Cys 付加率を定常的に低下させるには，
透析間の抗酸化療法が必要であることを示している．
ここで，透析間の AST-120 服用は Cys 付加率の低下を
大いに期待させるが，本剤の場合は透析患者に対する
保険適応を有していない．そのため，AST-120 と同じ
く，活性炭を主成分とするサプリメントの摂取が Cys

付加化率に及ぼす影響について介入研究を行った．
今回の検討では，この活性炭サプリメントの 6 カプ

セル（1 日推奨摂取量）を維持血液透析患者へ連日経
口投与したところ，摂取 1 カ月後から Cys 付加化率の
有意な減少（10％ 以上）が観察され，その効果は摂取
期間中持続していた．この現象は，同じ活性炭製剤で
ある AST-120 と類似していた．以前，我々は AST-120

がインドキシル硫酸の生体内蓄積を抑制することで，
抗酸化効果を発揮することを明らかにしている．そこ
で，活性炭サプリメントにおいても同様な機序を想定
し，摂取期間中の血漿中インドキシル硫酸濃度をモニ
タリングしたところ，予想に反してインドキシル硫酸
濃度の血漿中濃度の低下は観察されなかった．そのた
め，他の尿毒症物質の関与の有無を確かめるべく，活
性酸素誘導能が報告されているパラクレジル硫酸を含
む 6 種類の尿毒症物質についても血漿中濃度を測定し
たが，有意な変動は認められなかった．

これらの結果から，活性炭サプリメントは尿毒症物
質以外の酸化ストレス誘発物質（およびその前駆体）
を吸着することで抗酸化効果を発揮している可能性が
推察された．加えて，活性炭の場合，腸内細菌の環境
に影響を及ぼす可能性が指摘されていることから，腸
内細菌の変動により酸化ストレスが軽減されたのかも
しれない．この点を明らかにするためには，今後，投
与された活性炭サプリメントを回収し，各種質量分析
法を駆使して結合物質を同定することや，次世代シー

クエンサーによる腸内細菌の解析を行う必要がある．
透析患者では，投与される薬剤によっても酸化スト

レスが誘導されることがある．例えば，腎性貧血治療
に汎用されている静注鉄は酸化型 HSA の割合を有意
に増加させる．これは投与された鉄分子のうち，血漿
タンパク質に結合していない遊離型鉄分子がフェント
ン反応を介して細胞障害性の強いヒドロキシラジカル
を産生するためと考えられている．近年，新規リン吸
着剤としてクエン酸第二鉄製剤が上市された．本剤は
リン吸着効果と鉄補充効果を併せ持つため，CKD-

MBD 治療だけでなく，鉄欠乏性の腎性貧血治療への
有効性が示されている反面，鉄の蓄積による酸化スト
レスの亢進が懸念されている．

この点を明らかにすべく，維持血液透析療法が施行
されている CKD-MBD 患者を対象に，クエン酸第二
鉄製剤が上述した二つの治療効果を発揮している条件
下で，Cys 付加率に及ぼす影響について 6 カ月間の観
察研究を行った．その結果，血清フェリチン値は投与
前に比べて約 2 倍上昇したことから鉄の蓄積が示唆さ
れた．一方，Cys 付加率に関しては，観察期間を通じ
て有意な変化は認められなかった．同様な結果が，他
の酸化ストレスマーカーや抗酸化マーカーにおいても
得られた．これらの結果から，鉄欠乏患者に対するク
エン酸第二鉄製剤の経口投与が酸化ストレスを誘導し
ないことを初めて明らかにすることができた．この原
因として，クエン酸第二鉄製剤の場合，経口剤である
ため，血中への移行性が緩徐であり，遊離鉄濃度が上
昇しないためではないかと推察された2）．

糖尿病患者を対象として，HbA1C 値と Gly-HSA お
よび Cys-Gly-HSA との関連性について検討した．その
結果，両者の間に有意な相関関係が得られた．そのさ
い，合併症予防のための目標値である HbA1C 値 7.0

％ を基準として再解析すると，高値群は低値群と比
較して Cys-Gly-HSA の値が有意に高かった．同様な結
果は糖尿病性腎症による透析患者でも認められた．こ
のことからも腎症合併や進展における酸化ストレスの
関与が示唆された．

維持血液透析患者における死因の第一位は心血管疾
患であり，その発症や進展には血管内皮障害が重要な
役割を果たしている．昨年，我々は心不全患者を対象
とした臨床研究で，血漿プテリジン類濃度が End-

PAT から算出した血管内皮機能と相関することから，
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バイオマーカーとして有用であることを報告した3）．
血管内皮障害の危険因子には酸化ストレスや糖化スト
レスも含まれることから，血漿プテリジン類濃度と
Cys 付加率，Gly-HSA 率 ，Cys-Gly-HSA 率との間にも
関係性があるのではと考え，維持血液透析患者を対象
として両者の相関性について検討した．その結果，
Cys-HSA 率は血漿中プテリジン類濃度と良好な相関性
を示した．このことから，透析患者の場合も血管内皮
障害に対して酸化ストレスが関与していること，さら
に Cys 化率が酸化ストレスマーカーとしてだけでな
く，血管内皮障害のマーカーとしても活用できる可能
性が示された．上述した検討と類似した結果が，病態
モデル動物においても認められた．

4　結　論

本研究では，HSA の翻訳後修飾状態を ESI-TOFMS

で解析することにより，維持血液透析患者における酸
化ストレスと糖化ストレスの両方を同時に評価できる
ことを初めて明らかにすることができた．本測定法に
より，透析患者では酸化ストレスや糖化ストレスが亢
進しており，これらが病態発症・進展において重要な
役割を果たしていることが確かめられた．また，透析
患者における酸化ストレスや糖化ストレスの差異は原
疾患にも起因することが示された．

維持血液透析患者を対象として，各種治療法が酸化
ストレスおよび糖化ストレスに及ぼす影響を検討した
結果，透析療法自身が抗酸化作用を発揮するが，on-

line-HDF や活性炭サプリメントの摂取により抗酸化
活性の上乗せ効果が得られたことから，これらの介入
は酸化ストレスを軽減する可能性が示された．他方，
経口リン吸着薬であるクエン酸第二鉄製剤の場合，静
注鉄製剤とは異なり，酸化ストレスを上昇させないこ
とを明らかにした．これらの結果から，ESI-TOFMS

による Cys34 付加率の測定は，維持血液透析患者の病
態や治療効果の酸化ストレス，あるいは抗酸化効果を
評価する酸化ストレスマーカーとして有用であること
が示された．また，今後さらなる検討が必要ではある
ものの，Cys 付加率が血管内皮障害マーカーとしても
活用できる可能性を見出した．加えて，Cys-Gly-HSA 

率が腎症をはじめとする糖尿病合併症の予測マーカー
となりうる可能性も示された．

ESI-TOFMS はサンプル処理からデータ解析までの
一連の過程を迅速，簡便かつハイスループットで遂行
できるため，多検体の測定に適している．したがって，
本法により算出される HSA の Cys 付加率や糖化率の
臨床検査への応用がおおいに期待される．

平成 26 年度日本透析医会公募研究助成により得ら
れ た 成 果 は，①Biological & Pharmaceutical Bulletin

（in press），②Journal of Pharmaceutical Sciences，③
Clinical Chmica Acta に投稿中または投稿を予定して
いるため，二重投稿となることを避け，本報告書では
その概要を総説的に記載した．
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