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(57)【要約】
【課題】急性腎障害の診断を迅速に、しかも安定かつ正
確に行うことができる尿中の急性腎障害マーカーの測定
方法を提供することである。
【解決手段】尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを測
定する方法であって、尿検体を動物血清入り緩衝液で希
釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理
工程と、前処理した前記尿検体に含まれる急性腎障害マ
ーカーを、化学発光酵素免疫測定法（ＣＬＥＩＡ法）を
利用して測定する工程と、を含む。
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを測定する方法であって、
尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理工程と、
前処理した前記尿検体に含まれる前記急性腎障害マーカーを、免疫学的反応を利用して測
定する工程と、
を含むことを特徴とする、尿中の急性腎障害マーカーの測定方法。
【請求項２】
　前記急性腎障害マーカーの測定が、検出系に化学発光反応を用いる方法である、請求項
１に記載の測定方法。
【請求項３】
前記急性腎障害マーカーの測定が、化学発光酵素免疫測定法である、請求項１または２に
記載の測定方法。
【請求項４】
　尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを測定する方法であって、以下の（イ）および（
ロ）の工程を含むことを特徴とする、尿中の急性腎障害マーカーの測定方法。
（イ）尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理工程。
（ロ）以下の（Ａ）に記載された（ａ）から（ｅ）の工程、または、（Ｂ）に記載された
（ａ）から（ｄ）の工程を含む、前処理した前記尿検体に含まれる前記急性腎障害マーカ
ーを測定する工程。
（Ａ）
（ａ）前記(イ)工程で前処理された尿検体と、この尿検体に含まれる前記急性腎障害マー
カー（抗原）に特異的に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体を含む溶液とを接触
させて、前記抗原と第一の抗体との複合体を形成する工程。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）前記多孔性フィルタの表面に、前記抗原に特異的に結合する、酵素で標識された第
二の抗体の溶液を滴下して、第二の抗体を、リガンド補捉剤とリガンド部分とを介して多
孔性フィルタに結合している第一の抗体と抗原との複合体に結合させる工程。
（ｄ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｅ）多孔性フィルタに結合した前記酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
（Ｂ）
（ａ）前記(イ)工程で前処理された尿検体と、この尿検体に含まれる前記急性腎障害マー
カー（抗原）に特異的に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体と、前記ＴＲＸ抗原
に特異的に結合する第一の抗体とは別の抗体であって、第一の抗体と同じもしくは異なる
部分で抗原に結合する、酵素で標識された第二の抗体とを接触させて、第一の抗体と第二
の抗体と抗原との複合体を溶液中にて形成する工程。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｄ）多孔性フィルタに結合した酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
【請求項５】
　前記急性腎障害マーカーが、ＴＲＸ（チオレドキン）、ＮＧＡＬ（好中球ゼラチナーゼ
結合性リポカリン）またはＫＩＭ-１（Kidney injury molecule 1）である請求項１～４
のいずれかに記載の測定方法。
【請求項６】
　尿検体が酸性である場合に、この尿検体をｐＨ６～９の範囲内に調整し、緩衝液で希釈
する請求項１～５のいずれかに記載の測定方法。
【請求項７】
　前記緩衝液が、動物血清入り緩衝液である請求項１～６のいずれかに記載の測定方法。
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【請求項８】
　請求項１～７のいずれかに記載の、尿中の急性腎障害マーカーを測定する方法に用いる
ためのキットであって、少なくとも
（i）　前処理用の緩衝液、
（ii） 前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカー（抗原）に特異的に結合する第一の抗
体、
（iii）前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカー（抗原）に特異的に結合する第二の抗
体、
（iv） 未結合の検体・抗体を除去するための洗浄液、および
（v）　多孔性フィルタに結合した酵素の活性を測定するための発光基質
を含むことを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、急性腎障害の迅速な診断を行うことができる、尿中の急性腎障害マーカーの
ＣＬＥＩＡ法等による迅速測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　急性腎障害は、死亡率が５０％を上回る予後不良な疾患である。従来から、急性腎障害
の診断は、酵素法による血清クレアチニンの測定と尿量とによって行われている。しかし
、血清クレアチニンは、腎不全が完成して２～３日後に変化が現われる遅い指標であるた
め、急性腎障害の治療開始が手遅れとなることが予後改善の障壁となっている。
【０００３】
　血清クレアチニンに代わるマーカーとして、発症後２時間で上昇するＮＧＡＬ（好中球
ゼラチナーゼ結合性リポカリン）やＫＩＭ-１（Kidney injury molecule 1）が提唱され
ている。
　しかし、尿中ＮＧＡＬでは、化学発光免疫測定法　（ＣＬＩＡ法）（chemiluminescent
 immunoassay）により診断に３５分、尿中ＫＩＭ-１ではＥＬＩＳＡ法(Enzyme-Linked Im
muno Sorbent Assay法)により診断に６時間を要する。そのため、急性腎障害の予後改善
のために、より迅速な診断法の開発が求められている。
【０００４】
　本発明者は、先に、尿中のチオレドキン（ＴＲＸ）が急性腎障害で特異的に高値を示し
、急性腎障害の発症後約２時間という非常に早期に尿中で検出されることを発見した。尿
中のチオレドキンによる急性腎障害の診断能力は、特定のカットオフ値にてＡＵＣ０．９
４、感度０．８８、特異度０．８８であった。(非特許文献１)。さらに、本発明者は、化
学発光酵素免疫測定法（Chemiluminescent Enzyme Immunoassay法、以下、ＣＬＥＩＡ法
と略称することがある）を用いた診断システムを開発した（非特許文献２)。この方法で
は合成ＴＲＸや血液検体のようなｐＨや塩濃度が一定或いは振れ幅が狭い場合のみ測定が
可能であったが、急性腎障害を診断法するためには様々な疾患背景を持つ振れ幅の大きい
臨床尿検体に幅広く対応することが要望されている。
　また、尿に含まれるチオレドキン以外の他の急性腎障害マーカー、例えばＮＧＡＬ（好
中球ゼラチナーゼ結合性リポカリン）およびＫＩＭ-１（Kidney injury molecule 1）な
どについても、同様に迅速で正確な安定した測定法が要望されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Kasuno et al., Am J Physiol Renal Physiol. 307; F1342-1351, 2014
【非特許文献２】科学技術費助成事業研究成果報告書、研究代表者：糟野健司、基盤研究
(C)、「レドックス生体応答反応を利用した新規のベッドサイド迅速酸化ストレス診断法
の開発」、平成27年6月16日
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の課題は、急性腎障害の診断を迅速に、しかも安定かつ正確に行うことができる
尿中の急性腎障害マーカーの測定方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、本発明を完成するに至っ
た。すなわち、本発明は以下の構成からなる。
（１）尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを測定する方法であって、
尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理工程と、
前処理した前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを、免疫学的反応を利用して測定す
る工程と、
を含むことを特徴とする、尿中の急性腎障害マーカーの測定方法。
（２）前記急性腎障害マーカーの測定が、検出系に化学発光反応を用いる方法である、（
１）に記載の測定方法。
（３）前記急性腎障害マーカーの測定が、化学発光酵素免疫測定法である、（１）または
（２）に記載の測定方法。
（４）尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを測定する方法であって、以下の（イ）およ
び（ロ）の工程を含むことを特徴とする、尿中のチオレドキン測定方法。
（イ）尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理工程。
（ロ）以下の（Ａ）に記載された（ａ）から（ｅ）の工程、または、（Ｂ）に記載された
（ａ）から（ｄ）の工程を含む、前処理した前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを
測定する工程。
（Ａ）
（ａ）前記(イ)工程で前処理された尿検体と、この尿検体に含まれる急性腎障害マーカー
（抗原）に特異的に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体を含む溶液とを接触させ
て、前記抗原と第一の抗体との複合体を形成する工程。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）前記多孔性フィルタの表面に、前記抗原に特異的に結合する、酵素で標識された第
二の抗体の溶液を滴下して、第二の抗体を、リガンド補捉剤とリガンド部分とを介して多
孔性フィルタに結合している第一の抗体とＴＲＸ抗原との複合体に結合させる工程。
（ｄ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｅ）多孔性フィルタに結合した前記酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
（Ｂ）
（ａ）前記(イ)工程で前処理された尿検体と、この尿検体に含まれる急性腎障害マーカー
（抗原）に特異的に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体と、前記ＴＲＸ抗原に特
異的に結合する第一の抗体とは別の抗体であって、第一の抗体と同じもしくは異なる部分
で抗原に結合する、酵素で標識された第二の抗体とを接触させて、第一の抗体と第二の抗
体と抗原との複合体を溶液中にて形成する工程。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｄ）多孔性フィルタに結合した酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
（５）前記急性腎障害マーカーが、ＴＲＸ（チオレドキン）、ＮＧＡＬ（好中球ゼラチナ
ーゼ結合性リポカリン）またはＫＩＭ-１（Kidney injury molecule 1）である（１）～
（４）のいずれかに記載の測定方法。
（６）尿検体が酸性である場合に、この尿検体をｐＨ６～９の範囲内に調整し、緩衝液で
希釈する（１）～（５）のいずれかに記載の測定方法。
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（７）前記緩衝液が、動物血清入り緩衝液である（１）～（６）のいずれかに記載の測定
方法。
（８）上記（１）～（７）のいずれかに記載の、尿中の急性腎障害マーカーを測定する方
法に用いるためのキットであって、少なくとも
（i）　前処理用の緩衝液、
（ii） 前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカー（抗原）に特異的に結合する第一の抗
体、
（iii）前記尿検体に含まれる急性腎障害マーカー（抗原）に特異的に結合する第二の抗
体、
（iv） 未結合の検体・抗体を除去するための洗浄液、および
（v）　多孔性フィルタに結合した酵素の活性を測定するための発光基質
を含むことを特徴とするキット。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によれば、尿検体に含まれる急性腎障害マーカーを、免疫学的反応を利用して測
定するにあたり、尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体のｐＨを６～９の範囲内に維持する前
処理を行うので、尿検体を安定化することができ、ｐＨや塩濃度の変動に影響されること
なく正確で迅速な測定が可能になる。これにより、急性腎障害の早期診断が可能となり、
急性腎障害の予後改善を図ることができる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】前処理していない急性腎障害患者の尿検体を用いて、化学発光酵素免疫測定法（
ＣＬＥＩＡ法）を用いてチオレドキンの測定を行い、従来のＥＬＩＳＡ法と比較した試験
例１のグラフである。
【図２】尿検体の至適ｐＨ条件を検討した試験例２のグラフである。
【図３】前処理した尿検体のチオレドキンの測定値について、ＣＬＥＩＡ法とＥＬＩＳＡ
法との関連性を示す試験例３のグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　急性腎障害マーカーとしてチオレドキン（ＴＲＸ）を例に挙げて、本発明の急性腎障害
マーカーの測定方法を以下説明する。
　本発明に係る尿中のチオレドキン測定方法は、（I）尿検体を緩衝液で希釈し、尿検体
のｐＨを６～９の範囲内に維持する前処理工程と、（II）前処理した前記尿検体に含まれ
るチオレドキンを測定する工程と、を含む。チオレドキンの測定は、免疫学的反応を利用
して行い、特に検出系に化学発光反応を用いる方法、例えば化学発光酵素免疫測定法（Ｃ
ＬＥＩＡ法）が好適に利用される。
【００１１】
　尿検体は、患者から採取したものをそのまま前処理工程に供してもよく、あるいは水等
の溶媒で希釈した後、前処理工程に供してもよい。希釈液としては、後述する緩衝液を使
用するのが好ましい。
【００１２】
　前処理工程は、ｐＨ調整と、緩衝液の添加とを含む。尿検体はｐＨが６～９、好ましく
は６．５～８の範囲内にあるのが好ましい。尿は血液に比べて生理的にｐＨ変動が大きく
、ｐＨが６未満の酸性尿である場合には、測定値が有意に低下して、正確な測定ができな
いおそれがある。その場合には、アルカリ剤でｐＨを上記範囲に調整する必要がある。ｐ
Ｈを前記範囲まで戻すことで、正確な測定が可能になる。一方、ヒトでは尿がｐＨ９を超
えることは通常ない。
　使用可能なアルカリ剤としては、例えば水酸化ナトリウム水溶液、水酸化カリウム水溶
液、炭酸ナトリウム水溶液、炭酸水素ナトリウム水溶液、グリシン-ＮａＯＨ緩衝液、ト
リシン－ＮａＯＨ緩衝液、リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、トリス塩酸緩衝液などが使用可
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能である。
　なお、尿検体のｐＨが上記範囲内にある場合や、上記範囲内にあると推測される場合等
には、ｐＨ補正を行うことなく、緩衝液で希釈するだけでもよい。
【００１３】
　尿検体は、血液検体に比べて塩濃度にばらつきが大きく、そのため抗原抗体反応に至適
な塩濃度から外れることがある。そのため、所定の緩衝液を加えることにより、安定した
測定値が得られるようになる。緩衝液としては、例えば動物血清入りの緩衝液が挙げられ
る。動物血清入りとするのは、抗原抗体反応を安定化させ正確な抗原定量性を担保し、様
々な疾患背景を持つ臨床尿検体に幅広く対応するためである。
　動物血清入りの緩衝液としては、具体的には、例えば東洋紡（株）製のピオキューブFl
uAB検体前処理液などが挙げられる。
【００１４】
　緩衝液は、尿検体を希釈するのに充分な量であるのがよく、尿検体の５～１０倍量であ
るのが好ましい。これにより、安定した測定値が得られる。
　ｐＨ調整が必要な場合、ｐＨ調整と緩衝液の希釈との順序は特に限定されるものではな
いが、尿検体をｐＨ調整後、緩衝液で希釈するのが好ましい。ｐＨ調整を行わない場合に
は、東洋紡（株）製のピオキューブFluAB検体前処理液などの動物血清入りのリン酸緩衝
液、ホウ酸緩衝液、またはトリス塩酸緩衝液で希釈するだけでもよい。
【００１５】
　このようにして前処理した尿検体に含まれるチオレドキンを、免疫学的反応を利用して
測定する。免疫学的反応としては、特に検出系に化学発光反応を用いる化学発光酵素免疫
測定法（ＣＬＥＩＡ法）であるのが急性腎障害を迅速に診断するうえで好ましい。この測
定法は、特開２００１－２３５４７１号公報などで公知である。
【００１６】
　以下、前処理した前記尿検体に含まれるチオレドキンを測定する方法を説明する。この
方法は、以下の（Ａ）に記載された（ａ）から（ｅ）の工程、または、（Ｂ）に記載され
た（ａ）から（ｄ）の工程を含む。
（Ａ）
（ａ）前処理した尿検体と、この尿検体に含まれるチオレドキン（ＴＲＸ抗原）に特異的
に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体を含む溶液とを接触させて、前記ＴＲＸ抗
原と第一の抗体との複合体を形成する工程（第一免疫反応）。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）前記多孔性フィルタの表面に、前記ＴＲＸ抗原に特異的に結合する、酵素で標識さ
れた第二の抗体の溶液を滴下して、第二の抗体を、リガンド補捉剤とリガンド部分とを介
して多孔性フィルタに結合している第一の抗体とＴＲＸ抗原との複合体に結合させる工程
（第二免疫反応）。
（ｄ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｅ）多孔性フィルタに結合した前記酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
（Ｂ）
（ａ）前処理した尿検体と、この尿検体に含まれるチオレドキン（ＴＲＸ抗原）に特異的
に結合し且つリガンドが結合された第一の抗体と、前記ＴＲＸ抗原に特異的に結合する第
一の抗体とは別の抗体であって、第一の抗体と同じもしくは異なる部分でＴＲＸ抗原に結
合する、酵素で標識された第二の抗体とを接触させて、第一の抗体と第二の抗体とＴＲＸ
抗原との複合体を溶液中にて形成する工程。
（ｂ）前記複合体を含む溶液を、前記リガンドの補捉剤が結合された多孔性フィルタの表
面に滴下して、前記複合体のリガンド部分を前記リガンド補捉剤に結合させる工程。
（ｃ）多孔性フィルタを洗浄し、多孔性フィルタに結合していない試薬を除去する工程。
（ｄ）多孔性フィルタに結合した酵素の活性を、発光基質を用いて測定する工程。
【００１７】
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　第一の抗体としては、例えばビオチン標識抗体などが挙げられる。多孔性フィルタとし
ては、例えばガラス繊維フィルタなどが挙げられる。第二の抗体としては例えば酵素標識
抗体などが挙げられ、発光基質としては例えば酵素基質が挙げられる。
　ＣＬＥＩＡ法に使用可能な測定装置としては、例えば東洋紡（株）製の小型化学発光免
疫自動分析装置POCube(登録商標)等が挙げられる。
【００１８】
  本発明に係る尿検体中のチオレドキンの測定方法に用いるためのキットは、目的とする
チオレドキン成分を測定するために必要な試薬構成を含むものである。具体的には、本発
明のキットは、少なくとも、（i） 前処理用の緩衝液、（ii）前記尿検体に含まれるチオ
レドキン（ＴＲＸ抗原）に特異的に結合する第一の抗体、（iii）前記尿検体に含まれる
チオレドキン（ＴＲＸ抗原）に特異的に結合する第二の抗体、（iv）未結合の検体・抗体
を除去するための洗浄液、および（v）多孔性フィルタに結合した酵素の活性を測定する
ための発光基質を含む。
【００１９】
　なお、以上の説明では、急性腎障害の代表的なマーカーであるチオレドキンの測定方法
を説明したが、尿検体に含まれるＮＧＡＬ（好中球ゼラチナーゼ結合性リポカリン）やＫ
ＩＭ-１（Kidney injury molecule 1）といった他のマーカーについても、尿検体を上記
と同様に前処理し、ＣＬＥＩＡ法を用いて測定することができる。この場合も、急性腎障
害の迅速な診断が可能となる。
【実施例】
【００２０】
　以下、試験例を挙げて本発明の急性腎障害マーカーの測定方法を詳細に説明するが、本
発明は以下の試験例のみに限定されるものではない。
【００２１】
試験例１
　前処理工程なしで、急性腎障害患者６人の尿検体について、ＣＬＥＩＡ法を用いてチオ
レドキンの測定を行い、測定結果を従来のＥＬＩＳＡ法と比較した。
＜ＣＬＥＩＡ法＞
（実験１）第１抗体（ビオチン標識抗体）の調製
　　ＴＲＸ１１抗体（ＭＢＬ（医学生物学研究所）社）１ ｍｇと、ビオチンアミドカプ
ロン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを２５℃で４時間反応させ、Ａｍｉｃｏ
ｎ　Ｕｌｔｒａ－４（ミリポア社製）を用いて分画し、第１抗体液を調製した。
（実験２）第２抗体（ＡＬＰ標識抗体）の調製
　ＴＲＸ２１抗体（ＭＢＬ（医学生物学研究所）社）０．１ ｍｇをＡｌｋａｌｉｎｅ  
Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ　-　ＳＨ（同人化学社製）を用い
て、第２抗体液を調製した。
（実験３）チオレドキン抗原測定
　急性腎障害患者より採取した尿検体液７５μＬに第１抗体液２０μＬを添加し、混合後
、４０℃でインキュベーションした（第一免疫反応）。１０秒後に、検体・第１抗体液混
合液７０μＬをあらかじめ５０μＬの蒸留水を添加したＰＯＣｕｂｅ（東洋紡績（株）製
）専用反応容器（第１抗体に結合したリガンドを特異的に認識するリガンド捕捉剤が結合
された多孔性フィルタを含む容器）に添加し、さらに、第２抗体液を２０μＬ添加し、４
０℃でインキュベーションした。１５０秒後に、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含む蒸留
水を８０μＬずつ２回添加し、さらに発色基質としてＬｕｍｉｇｅｎ（登録商標）ＡＰＳ
－５（Ｌｕｍｉｇｅｎ社製）３０μＬを添加し、発光強度を測定した。そして、事前に作
成した発光強度とチオレドキン量との関係を示す検量線から、尿検体中のチオレドキン量
を測定した。なお、チオレドキン抗原測定に要した時間は約６分間であった。
＜ＥＬＩＳＡ法＞
　上記と同じ急性腎障害患者の尿検体について、従来のＥＬＩＳＡ法にてチオレドキン量
を測定した。
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＜ＥＬＩＳＡ法とＣＬＥＩＡ法との対比＞
　図１にＣＬＥＩＡ法とＥＬＩＳＡ法との各測定結果を示す。同図に示すように、ＥＬＩ
ＳＡ法では、尿中チオレドキンが２００ｎｇ/ｍＬ以上であった尿検体が、ＣＬＥＩＡ法
で測定すると、０．０２～５０．０ｎｇ/ｍＬであった。従って、そのままではＣＬＥＩ
Ａ法で尿中チオレドキンを正確に測定できないことがわかる。
【００２２】
試験例２
（至適ｐＨ条件の検討）
　以下の尿検体について、前記したＣＬＥＩＡ法にて尿中チオレドキン（ＴＲＸ）を測定
した。
・ｐＨ８の尿検体１
・ｐＨ８の尿検体１をｐＨ４に調整した尿検体２
・ｐＨ４の尿検体２をｐＨ８に戻した尿検体３
　ｐＨ調整には、酸としてＨＣｌ水溶液を使用し、アルカリとしてＮａＯＨ水溶液を使用
した。
　試験結果を図２に示す。同図に示すように、ｐＨ４の尿検体２では、前記したＣＬＥＩ
Ａ法で測定した尿中チオレドキンは、測定感度以下まで低下していた。これに対して、ｐ
Ｈを８まで戻すことにより（「ｐＨ４－８」として表示）、正確な測定が可能になること
がわかる。
【００２３】
試験例３
（ｐＨ補正＋緩衝液で希釈）
　急性腎障害患者から採取した尿検体のｐＨを６～９の範囲内に調整し、ついで、動物血
清入り緩衝液（東洋紡（株）製のピオキューブFluAB検体前処理液）にて２、４、８、１
６、３２倍に希釈した。このようにして前処理した尿検体中のチオレドキンを、試験例１
と同様にしてＣＬＥＩＡ法にて測定した。
　一方、上記の前処理をしていない同じ尿検体について、従来のＥＬＩＳＡ法にて、ＥＬ
ＩＳＡ法所定の専用希釈液で４０倍に希釈した後、チオレドキンを測定し、東洋紡（株）
製のピオキューブFluAB検体前処理液で８倍希釈した尿検体をＣＬＥＩＡ法で測定した結
果と比較した。その結果を図３に示す。同図において、グラフ内の黒点は、試験に供した
各急性腎障害患者の尿検体を示している。
　図３に示すように、ｐＨ補正し緩衝液で希釈した尿検体を使用して、ＣＬＥＩＡ法にて
測定した尿中チオレドキンの測定値は、ＥＬＩＳＡ法による測定値と良好な直線関係を有
していることがわかる。
　これにより、臨床尿検体の尿中チオレドキンを６分程度の短時間にしかも正確に且つ安
定的に測定できることから、急性腎障害の迅速な診断が可能になる。
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