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研 究 概 要

1.尿 中蛋 白分解 の機序(日 本臨床検査 自動化学会雑誌.33(2),136・40,2008.)

尿 中 β2一 マイ クログ ロブ リン(β2-m)は 酸 性尿で分解 されやす く、この機序 の

一つ と して
、尿 中に混在す る酸性 プロテ アーゼ の作用 によ る。酸性化尿 に精製 β2-m

を添加 し室温で放置 し、SDS-PAGE電 気泳動法 によ り分離 、蛋 白陽性バ ン ドを切

り取 り、切断部位(cleavagesite)のN末 端 の構造 を検 索 した結果 少な くともcathepsin

Dで ある ことが確認 された。 問題はそ の分解初期 にお いて、 アミ ノ酸10残 基の分解産

物 が出現するが、これ を切断す る酵 素は同定 されな かった。ヒ ト酸性 プ ロテア ーゼで尿

のpHレ ンジで作用する、さ らには切断部位 な どか ら文献的 に絞 り込む と同時 に、これ

を裏 付ける実験 を行 った。

IgGの 尿 中分解 の検討 は この問題 に一定 の解決 を与えた。尿 中免疫電気泳 動法で は し

ば しば βか らfastγ 位 に抗 γ抗体 にのみ反応 し、抗L鎖 抗体 に反応 しな い沈 降線が観察

され る。これは γ鎖、あるいはFcγ で あ り、Westernblotsの 解 析で も確 認 されて いる。

Fcrは もともと血清に存在 し腎 か らろ過 され移行 した もの と、血清 由来のIgGが 尿 中

にお いて分解 されて 出現す る2つ の 由来が ある。後者 にお いては、Westernblotsの 結

果か ら少な くと もヒンジ領域 にお ける分解 が起 きてお り、これは まさにペプ シンによる



naturalexperimentの 関与が示唆 された。Proenzymeで あるpepsinogenIは 分子量

42,000で あ り胃主細胞で産生 され 、低分子蛋 白 として血清か ら尿 中に移行 する。 ここ

で、pH5.0の 条件でpepsinと な り、IgGに 作用 しFcγ が出現す る。

これ を裏付 けるよ うにペプ シンの β2-m一 次構造上 の切断部位 は、77番 目Gluと

78番 目Tyrの 間 に存在 し79番 目のAlaに よ り切断能 が促進 され る構造(77Glu-Tyr-Ala)

を有す る ことが新た に示 された。

GastricinもpepsinogenIと 同 様 胃 で 産 生 され 尿 中 に移 行 す る 。 切 断 部 位 は

cathepsinD、pepsinAの 切断部位 よ り一残基C末 端 を切断す る。 さ らにGastricinは

精 漿 中 に豊富 に存 在 して お り、尿 に混 在 作用 す る。 す なわ ち β2-mに つ いて は、

pepsinogenI、cathepsinDにGastricinも 加 わ りアミノ酸残基62-64番 目・63-6

番 目、67-69番 目が集 中的 に消化作用 を受 けることが示 され た。Gastricinは 精漿 中に

も存在 し、男性 にお いては精子が混在す る尿 にお いて は、分解作用 に加わ る可能性 があ

る。

尿 中に出現 す る蛋 白、ペ プチ ド成分 につ いてTOF-MASS分 析 を分子 量1,111

10,000の 範囲で実施 したが、サ ンプル前処理 の問題 もあ り多 くの ピー クが認 め られ 、

消化作用 に特異 的な ピークの同定は困難で あった。

今後 の課題 は、尿 中で測 定 されて いるCペ プチ ド、プロテイ ン1な どの成分 について

同様 の実験 を実施 し、切断部位の解析か ら作 用酵素の同定 を進 めて ゆきた い。特 に胃切

除後 の患者尿 を対象 として、胃由来の酸性 プ ロテアーゼの除外効果 の影 響が鍵 となる。

2.ヒ トα1一 マイクログロブ リン尿中不安定性、不均一性(論 文発表準備中)

α1一 マイクログロブリン(α1-m)は 分子量30,000、 糖含量20%の 糖タンパク

質である。β2-mと 比べ、尿中ではきわめて安定性が高いことから、尿細管障害マー

カーとして臨床応用されている。尿中α1-mの 測定は免疫学的測定法による。しかし

尿中測定値がしばしばバラツキを示すことが指摘されており、この原因の追究を進めた。

現在まで測定のための国際標準品はなく、世界で最初に測定法を開発した著者らの尿

中から高度に精製したα1-mを 日本の国内標準品 として定め(物 性、表示値 を定義)、

測定の標準化 を行って一定の成果を得ている。しかし新たな測定システムの開発におい

て測定値のバラツキが再び生じたことから、精製品、尿(ラ ンダム、無記名、プール化)

を、測定 システムを有し参加を希望する企業に配布して、ISOGuide35に 従 い比較検

討を行った。測定 システム自体の精度は良好であった。精製品を倍々希釈すると、直線

の傾きは異なるが、全て原点を通過したことから、バラツキの原因は系統誤差による。

従って直線の傾きの逆数から、補正係数を求め、それぞれの検量物質の表示値を補正し、

尿サンプルを測定したところ、測定値の一致を見た。検量物質の表示値の調整で、問題

解決した。

しかし、細かな点では検量物質が多量体、あるいは分解産物を有するなど極めて不均



一性が高いことも微妙に測定値のズ レを生じうることが新たに示された。Western

blotsで は2量 体が認められることか ら、これらの検量物質で測定されると、サンプル

測定値は低値となる。これは構造的にシステインが3個 であ り容易に2量 体を形成 しや

すいことによる。さらに本来の分子量30,000の メインバンドの下の27,000に も強いバ

ン ドが認められた。このバンドはしばしば尿からの精製課程で認められるもので、これ

らを取り除いていない状態では、軽度測定値は上昇する。精製過程で分解したα1-m

が混在 したものを検量物質として利用していた。このような不均一性の中で、1社 が単

一バン ドを示したが、精製品を凍結乾燥処理したものであった。以上より、検量物質も

精製α1-mを 用い、液状仕上げを避け、凍結乾燥品とすべきである。

この他、細菌尿に混在すると一部は変性が認められる。どのような機序によるものか不

明であるが、少なくとも乳酸菌の混在は尿の酸性化をもたらし、生命由来の、あるいは

細菌由来の酸性プロテアーゼの活性化を導き分解が進むことが疑われた。

尿中のα1-m自 体にも不均一性がある。また測定システムにも同様ないバラツク要因

が数多く存在するにもかかわらず、表示値の補正である程度標準化が実現していること

は、検量物質、尿中α1-mい ずれ も、分子量30,000の 成分が主体と成って抗体 に反

応しており、標準化の実現は予想外に容易であった。真の標準化には国際標準品の作製

が待たれる。

3.尿 シスタチ ンCの 容器 への非特異 的吸着(論 文投稿 中)

尿 シスタチ ンC測 定法の標 準化 に向 けての基本検 討 のと して、容器素材へ の非特 異吸

着 量について検討 した。方法 は高分子素材:素 材表 面の疎水性 の度合 が異なる3種 類 の

ポ リスチ レン製 マイク ロプ レー ト(96穴 、平底タイ プ)を 用 いた。素材表面 の疎水性

の程度 に応 じて 、高 吸着 タイ プのMaxiSorp(Nunc,Denmark)、 低 吸 着 タイ プの

PolySorp(Nunc,Denmark)、 超 親水 性 処理 表 面 に よ り蛋 白無 吸着 タイ プ と称 す る

ProteosaveSS(SumitomoBakehteCo.,Ltd,Japan)の3種 類 を用 いた。吸着蛋 白量

の測定 はAntigenCaptureELISAに よ り、キャ リブ レー タはELISAに よる微量蛋 白

検 出系 を用いた、新 しい測定 システム を考 案 した。

3種 類 の プ レー トへ の シス タ チ ンCの 吸着 量 を尿 検 体 との 反 応 時 間 別 に見 る と、

MaxiSorpで は10分 後:0.27±0.15μg!1(平 均値 ±標準偏差)、 一 日後:0.63±0.42、

3日 後:0.45±0.30、5日 後:0.57±0.44で あ り、PolySorpで はそれぞ れ順 に0.15±

0.05、0.31±0.13,0.24±0.10、0.27±0.13で あ り、ProteosaveSSで はそ れぞれ0.02

±0.02、0.07±0.04,0.05±0.03、0.03±0.03の 吸着が認 め られ、素材表 面の疎水性 の

度合 いに依存 して多か った。

尿p且 と各種高分子 素材へ の シス タチ ンC吸 着量 との関係性 で は、対 象の尿検 体 を尿

pHで3群 に分割(pH5・6:n=43、pH5・7.5:nニ34、pH8-9:n=15)し 、各 プ レー

トへの5日 目の シスタチ ンCの 吸着 量 を比較 した。 いず れの素材 にお いて も、pHが 高



値になるほ ど吸着 量が増加 した。

吸着量 と尿 中総蛋 白量 および尿 シス タチ ンC濃 度 との関係 性で はいずれ にお いて も相

関性 は認め られな かった。

さ らに各種高分 子素材へ の尿 シス タチ ンC吸 着 率 と尿 シスタチ ンC濃 度 との関連性

を検索 した。各 プ レー トにお ける、個 々検体 の シスタチ ンC吸 着量 と尿 中シス タチ ンC

濃度か ら算出 した吸着率 と尿 中シス タチ ンC濃 度 との関係 は、いずれの素材 にお いて も

尿 中シスタチ ンC濃 度が低 いほど吸着率 は大 で あった。一方 、各 素材 への吸着率 は最大

でMaxiSorpが6%、PolySorp3%、ProteosaveSS1%で あった。 また、尿 中シス

タチ ンCの 基準 値上限値(100μgll)で の吸着 率は、それぞれ1%、0.5%、0.5%以 下

であった。以上か ら、疾患時の尿 シスタチ ンC濃 度か らみて、一般的 に容器 に用 い られ

ている高分子 素材 への尿 シス タチ ンCの 吸着量 は無視で きる程 度 と考 え られ るが、よ り

確実な吸着防止策 と しては、成分 によ って は親 水性 表面処理 を施 した容器 の利用が推奨

で きると結論 した。

4.血 清シスタチンCの 基準値設定(ClinChemLabMed.45(9),1232-36,2007.)

血清シスタチンCはGFRの 血清マーカー として有用である。健常者に十分なN数 を

得て年齢、性などのパラメータを得て判断基準となる基準範囲を定めることは困難と成

ってきている。そこで、潜在基準法により統計学的に健常者を選別して設定した。この

結果年齢に依存性に増加があり、僅かであるが性差があることが初めて示された。尿に

おける基準値設定は、感染対策の(VRE、MDRPな ど)関 連から、24時 間蓄尿は縮小

傾向にあり。細菌増殖を抑えた条件で検査するためには、安定性を低温で維持しながら、

採取から短時間で尿検査測定を実施する必要がある。これからの尿成分測定は日内変動

の確かめながら、Crに よる補正測定の流れにあ り、今後潜在基準値法による設定が主

流を占めると思われる。

今後検査前検査の条件を定めながら、この新しい設定法に従って尿蛋白個別成分の基

準値を設定する必要がある。

5.尿 中シスタチンCの 不安定性

シスタチンCは 酸性尿中で不安定である。酸性化尿、室温条件ではpH5.0で 比較的

軽度 にまた、pH4.0(通 常の状態ではあ りえないが)以 下では、急速 に抗原性を失 う。

β2-mを 分解する酸性プロテアーゼ群の切断部位は一次構造上6箇 所確認されてい

る。また、ペプシン、cathepsinDで はP且 の低下にともないconformationalな 変化を

きたす ことが知られる。実験的に酸性化する際、濃塩酸などで調整すると、滴定の際の

局所のpH変 化の影響効果を指摘する考えもある。精製シスタチンCを 酸性溶液中に放

置すると、免疫反応性の低下が認められるのに対し、色素法による蛋白量は変化がない

ことが示されており、単に酸性状態での抗原性の低下かあるいは抗体結合性の低下か、



今後、フラグメントの出現の有無、抗体反応性などの視点から、評価検討を進めたい。

6.Immunounreactivealbuminの 検討(臨 床化学37(2),6・14,2008.)

ComperWDら は尿 中 には抗 アル ブ ミ ン抗 体 と反応 しな いImmunounreactive

albuminが 糖尿病 早期 腎症 で出現す る ことを 且PL,C法(AccuminDirectTotalAlbumin

AssayTM)で 見 出 し、新 しい視点か ら尿 中アル ブミン測定 の臨床 的有 用性 を説 いた。そ

こで著者 らは不特定 、匿名化、ランダム化 した 日常尿 につ いて 、この事実 の有 無の確認

か ら始 めた。抗 アル ブミン抗体結合affinitychromatography法 で結合 、非結 合分画 に

分離 し、それぞれ につ いて抗原抗体反応 に基づ く比濁法(TIA)と 、上記HPLC法 とを比

較検討 した。同時 に尿細管障害マーカー の α1一 マイ クログ ロブ リン(α1-m)を 測

定 した。

HPLC法 はWatersHPLCシ ステム による。サ ンプル量 は25μ1、UV検 出器 で

487nm、25℃ 、0-12分 間 は流速0.5mllmin.の 条件 下で行 った。著者 らが作製 した単

量体 精製 ヒ トアル ブミン(HSA)を コン トロール とす る と、再現性 良 く3.98分 に最大

ピー クを得 た。日常尿 サ ンプル もほぼ 同一 の時間に ピ0ク を得た ことか ら分画成分 は主

にアル ブミンか ら構成す ることが確認 した。単 量体精 製 ヒ トアル ブミンは尿 アル ブミン

の測定標準化 を 目的 に、国内標準 品 として作製 され た ものであ る。今後 はHPLC法 の

標準品 と して も利用が可能で ある ことが示 された。

糖尿病 に限 らず、非糖尿病疾患 にお いて も彼 らの唱 えるImmunounreactivealbumin

は出現す ることを見出 した。一般 的 に、高度 タ ンパ ク尿、高度アル ブミ ン尿 では認め ら

れず、T][A法 とHPLC法 とのアル ブ ミン濃度比(%;Alb(TIA)/Alb(HPLC)×100)が

低 い、す なわ ちImmunounreactivealbuminと 考 え られ る ものは、 α1‐m/Alb濃 度

比が35%以 上の尿細管 障害、急性 腎不全 、健常者な どに認め、糖尿病 腎症 に特異的な

所見 ではな い。言 いかえれば、Immunounreactivealbuminは 尿細管障害 のマーカー

としての意 味 も有 し、Comperが 報告す る ところの尿細管細胞 内 にいったん取 り込 まれ

放 出され た、あるいは、放 出された後 に尿 中に存在す る酵素群 によ り、抗原決定 基 を修

飾 され た可能性 が疑 われた。

抗 アル ブ ミン抗体 固定化ゲ ル を通 過 した分画 につ いてHPLC法 で測 定 した値 は、

HPLC法 の尿Albの 測定値 一Alb(TIA)の 値 にほぼ一致 してお り、immunounreactive

をと らえて いる ことが予想 され る。 この構成成分 はな にか 、今 後の検討 が必要 となる。

この場合体 固定化 ゲルを通過 した分 画か らの同定 と、アル ブ ミンに作用す る酵 素 を同定

した後の再現性実験 が課題 とな る。

7.尿 沈査中に存在する蛋白成分

尿中に存在する沈査成分、とりわけ腎実質の異常を反映して出現する円柱中にも蛋

白が豊富に存在することが疑われる。そこで、間接酵素免疫染色法により、円柱中に存



　

在する成分の局在の有無を検索した。この結果、アルブミン、THPは じめ尿中に存在

するほとんどの成分の局在を認めた。この中でアミロイ ドβ蛋白の抗原性が初めて検出

され、高い頻度で穎粒円柱に認められた。そこで、穎粒円柱が豊富に存在する沈査成分

を収集し凍結融解法で破砕して上清をWesternblotsを 実施 したが陰性であった。穎粒

円柱に存在する成分に抗原決定基が保持されているとして、はたして完全構造か否か不

明である(山 田実験)。 多種類の抗体 と反応確認 し、抗原決定基に関連した成分の同定

をMASSも 含めて検討 したい。

8.尿 中 プロテイ ン1測 定 の意 義(AnalClinBiochem2007;44:560・562)

プロテイ ン1(P1)は 、肺 ク ララ細胞(CC16,CC10)と も呼 ばれ、炎症抑制機能 を

有する分子 量16kDaの 低分子蛋 白であ る。主 に肺non-ciliatedcellか ら産生 され 、

腎で異化分解 され、尿 中には血清濃度の1110程 度 されない。塵肺 症 に見 られ る拘束性

肺 障害では、あ る程度肺機能 の低下 に相関 して尿 中排泄 量が減少す る。本研 究で は尿 中

P1測 定 によ り肺 機能低下 の評価 が可能で ある ことが示 された。 この場合 に尿 中にお け

る安 定性 が鍵 となる。これ まで の検討結果 では極めて安 定で、上記の酸性 プロテアー ゼ

の一次構造 上の切 断部位 は1箇 所 しかない こ とが これ を裏 付 けて いるよ うに思われ る

(未発表 データ)。


