
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

腎障害の 方法であって、 へのアクアポリ
ン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、 腎障害へ
の罹患を する工程を含む方法。
【請求項２】

溶血性尿毒症症候群の 方法であって、 へ
のアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、
溶血性尿毒症症候群への罹患を する工程を含む方法。

【請求項３】
腸管出血性大腸菌感染症の 方法であって、

へのアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または
排泄量を定量し、

腸管出血性大腸菌感染症への罹患を する工程を含む方法。
【請求項４】

腎障害の重症度の 方法であって、 へのア
クアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、
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ベロトキシン産生大腸菌に起因する 検査 尿試料中
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ポリン２および／またはその由来分子の ベロトキシン産生大腸菌に起因
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ベロトキシン産生大腸菌に起因する 検査 尿試料
中 尿試料中へのア
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ベロトキシン産生大腸菌に起因する 検査 尿試料中
尿試料中へのアクアポリ

ン２および／またはその由来分子の ベロトキシン産生大腸菌に起因する



腎障害の重症度を する工程を含む方法。
【請求項５】

溶血性尿毒症症候群の重症度の 方法であって、
へのアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、
溶血性尿毒症症候群の重症度を する工程を含む方法。

【請求項６】
腸管出血性大腸菌感染症の重症度の 方法であって

、 へのアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または
排泄量を定量し、

腸管出血性大腸菌感染症の重症度を する工程を含む方法。
【請求項７】
前記ベロトキシン産生大腸菌が、ベロドキシン１産生株である

に記載の 方法。
【請求項８】
前記ベロトキシン産生大腸菌が、ベロドキシン２産生株である

に記載の 方法。
【請求項９】
前記ベロトキシン産生大腸菌が、 O-157:H7である に記載の

方法。
【請求項１０】
前記アクアポリン２および／またはその由来分子の検出または定量が、免疫学的方法によ
り行われる 記載の 方法。
【請求項１１】
前記免疫学的方法が、ＥＬＩＳＡ法により行われる 記載の 方法。
【請求項１２】
抗アクアポリン２抗体を含む、 に記載の 方法において使用されるためのキ
ット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、アクアポリン２（以下、「 AQP2」と称する）および／またはその由来分子の尿

中への排泄を検出、または排泄量を定量することによる、
腎障害、溶血性尿毒症症候群または腸管出血性大腸菌感染症

方法、ならびにそれらの重症度 方法に関する。さらには、それら
方法に使用するキット製品に関する。

【０００２】
【従来の技術】
大部分の大腸菌は特に病気を起こさず、健康なヒトや動物の腸管内に存在している。しか
し、一部の大腸菌は病原性を有しており、腹痛・嘔吐・下痢等の消化器系の感染症、尿道
炎・膀胱炎・髄膜炎等の非消化器系の感染症を引き起こす。消化器系の感染症を引き起こ
す大腸菌は経口的に感染し、腸管で病原性を示すことから、下痢性大腸菌あるいは広義の
病原性大腸菌と言われている。病原性大腸菌は次の５つに分類することができる。
１．毒素原性大腸菌（ Enterotoxigenic Escherichia coli； ETEC）、
２．腸管侵入性大腸菌（ Enteroinvasive Escherichia coli； EIEC）、
３．腸管病原性大腸菌（ Enteropathogenic Escherichia coli； EPEC）、
４．腸管出血性大腸菌（ Enterohemorrhagic Escherichia coli； EHEC）もしくはベロトキ
シン産生性大腸菌（ Verotoxin-producing Escherichia coli； VTEC）
５．腸管付着性大腸菌（ Enteroadherent Escherichia coli； EAEC）
O-157： H７（以下、「 O-157」と称する）は腸管出血性大腸菌に属し、 O抗原は細胞表面に
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検査

ベロトキシン産生大腸菌に起因する 検査 尿
試料中 尿試料中へ
のアクアポリン２および／またはその由来分子の ベロトキシン産生大腸
菌に起因する 検査

ベロトキシン産生大腸菌に起因する 検査
尿試料中 尿試料

中へのアクアポリン２および／またはその由来分子の ベロトキシン産生
大腸菌に起因する 検査

請求項１乃至６のいずれか
１項 検査

請求項１乃至６のいずれか
１項 検査

請求項１乃至６のいずれか１項
検査

請求項１乃至９のいずれか１項に 検査

請求項１０に 検査

請求項１０ 検査

試料 ベロトキシン産生大腸菌に
起因する への罹患を検査する
工程を含む検査 の検査 検
査



存在するリポポリサッカライド（ LPS）の抗原構造の違いによって 1～ 173型に、 H抗原は鞭
毛の抗原構造の違いによって 1～ 57型に分けられている。 O-157は食中毒菌の中でも特に感
染力が強く、腸管出血性大腸菌の約 60～ 80％は O-157によるものである。多くの食中毒原
因菌は十万～百万個摂取しないと発症しないが、 O-157は数十～数百個程度でも食中毒発
症をもたらす。 O-157の潜伏期は 4～ 10日と、一般食中毒に比べてかなり長く、感染すると
下痢、吐き気、腹痛等、一般の食中毒と区別がつかない症例で始まることが多い。また、
悪寒、発熱、上気道感染症状を呈すなど、風邪のような症状を示す場合もある。
【０００３】
O-157が産生するベロトキシン（以下、「 VT」と称する；アフリカミドリザルの腎尿細管
細胞由来である Vero細胞に致死的な変化を起こす毒素）は志賀赤痢菌毒素に類似した毒素
である。 VTはサブユニット Aおよびサブユニット Bから成り、サブユニット Aは毒素活性を
示し、サブユニット Bは粘膜への結合活性を示す部分である。遺伝学的に、 VTには少なく
とも６種類の型があることが明らかにされているが、ヒトの感染症には主にベロトキシン
１（以下、「 VT1」と称する；志賀赤痢菌毒素とアミノ酸配列がほぼ同一の毒素、分子量
約 70,000）およびベロトキシン２（以下、「 VT2」と称する；志賀赤痢菌毒素との相同性
が約６０％の毒素、分子量約 46,000）が関与している。 O-157には VT1のみを産生するもの
、 VT2のみを産生するもの、および両方とも産生するものの３タイプがあり、両方とも産
生する株が比較的多いことが知られている。
【０００４】
O-157はヒトの消化管に侵入すると pH2～ 3の胃酸に耐え、大腸上皮細胞に初期定着する。
その後、 attaching and effacing B(eae B)の遺伝子産物を菌体外分泌し、 eae A遺伝子産
物である intiminを介して細胞表面に定着するという、 attaching and effacing(A/E:付着
と退縮 )lesionモデルが提唱されている（永山憲市　他、エマージング感染症、日本内科
学会議誌 86(11), 37, 1997）。 VTは Gb３（ガラクトースα１－４ガラクトースβ１－４グ
ルコース－セラミド構造を有するグロボトリアオシルセラミド（ globotriaosylceramide
）と呼ばれる中性糖脂質）受容体に結合し（ Newburg, D. S. et al. ; J. Infect Dis., 
168, 476, 1993）、被覆小胞を介して細胞内に取り込まれ、細胞内膜輸送系（ trans-Golg
i network）により小胞体（ endplasmic reticulum）に運ばれる（ Sandvig, K. et al. ; 
Nature, 358, 510, 1992）。その後、サブユニット Aが脂質二重膜を通り細胞質に移動し
て毒性を発揮する。 VTのサブユニット Aは、強力な植物毒素であるヒマ種子のリシンと同
じ RNA N-グリコシダーゼ活性を持ち、真核生物の６０ Sリボソームを構成する２８ Sリボソ
ームの５’末端から４３２４番目のアデノシンの N-グリコシド結合を加水分解する。その
結果、アミノアシル tRNAのリボソームへの結合を阻害し、蛋白合成を阻害することにより
細胞を死に至らしめる。また、主としてトランス－ゴルジネットワーク（ trans-Golgi ne
twork）までの輸送の過程で、サブユニット Aが加水分解を受けて A１および A２に分解され
、活性が増強されることも報告されている（ Garred, O. et al. ; Exp. Cell Res., 218,
 39, 1995）。
【０００５】
腸管出血性大腸炎の約１０％が溶血性尿毒症症候群（以下、「 HUS」と称する； Hemolytic
 Uremic Syndrome）、血栓性血小板減少性紫斑病および脳症等の重症合併症を引き起こす
。 HUSとは、血栓性微小血管障害の形で乳幼児期に好発する急性腎不全であり、原因とし
て腸管出血性大腸炎、肺炎球菌感染、遺伝、薬剤または膠原病等に伴うものがあるが、 O-
157感染による HUSが最も頻度が高い。特に、腎の細小動脈や糸球体毛細血管等の血管内皮
細胞が障害される。また、 HUSの中枢神経障害は今日 HUSの死因の第１位を占めている。動
物に VTを静脈内投与すると大脳、小脳の血管内皮障害とプルキンエ細胞の障害、脳幹・脊
髄での神経細胞の浮腫や出血が生じることが報告されている（ Mizuguchi, M. et al. ; A
cta Neuropathol., 91, 254, 1996、 Fujii, J. et al. ; Infect Immun., 62, 3447, 199
4、 Fujii, J. et al. ; Infect Immun., 64, 5043, 1996）。ゆえに、血管内皮細胞の浮
腫や血管内腔の狭小化、血小板血栓、フィブリン血栓さらには VTが血液脳関門を破壊する
ことにより、直接的あるいは間接的に神経細胞、グリア細胞等に影響を与えることが原因

10

20

30

40

50

(3) JP 3730919 B2 2006.1.5



と考えられる。
【０００６】
HUSにおける血管内皮障害の主な要因は菌体外毒素である VTであると考えられており、 VT2
がより重篤な HUS発症に関わっていることが知られている（ Ostroff, S. M. et al. ; J. 
Infect. Dis., 160, 994 - 998, 1989）。ところが、近年、 VTや菌体内毒素であるリポポ
リサッカライド（ LPS）により単球、マクロファージ、血管内皮細胞等から産生された、
腫瘍壊死因子（ TNF-α )、インターロイキン１β（ IL-1β）等のサイトカインが血管内皮
細胞障害の成立に重要な役割を担っていることが報告された（ Setten, P. A. et al. ; B
lood, 88, 174, 1996、 Tesh, V. L. et al. ; Infect Immun., 62, 5085, 1994）。実際
に、 HUS患者の急性期の血中 TNF-αや IL-1βの濃度は上昇し、さらに VTが便中に検出され
る患者では下痢発症早期に血中 TNF-αが高値であることも報告されている（ Lopez, E. L.
 et al. ; Pediatr. Infect Dis. J., 14, 594, 1995、 Kar, N. C. et al. ; Nephron, 7
1, 309, 1995、 Inward, C. D. et al. ; Arch. Dis. Child, 77, 145, 1997）。
【０００７】
TNF-αや IL-1β等のサイトカインは VTや LPSと共役して、多形核白血球を活性化して血管
内皮細胞への接着を促進し、活性酸素やエラスターゼを放出して血管内皮細胞に障害を与
える（ Kar, N. C. et al. ; Behring Inst. Mitt., 92, 202, 1993、 Morgi, M. et al. ;
 Blood, 86, 4553, 1995、 Fitzpatrick, M. M. et al. ; Pediatr. Nephrol., 6, 50, 19
92、 Forsyth, K. D. et al. ; Lancet, 2, 411, 1989）だけでなく、血管内皮細胞の Gb３
の発現を数百倍に増加させ、 VT感受性を増強させる（ Lopez, E. L. et al. ; Pediatr. I
nfect Dis. J., 14, 594, 1995、 Kaye, S. A. et al. ; Infect Immun., 61, 3886, 1993
、 Keusch, G. T. et al. ; J. Infect Dis., 173, 1164, 1996 、 Forsyth, K. D. et al.
 ; Lancet, 2, 411, 1989）。また、 VTは培養血管内皮細胞に対して白血球接着能（ Morig
i, M. et al. ; Blood, 86, 4553, 1995）やエンドセリンの産生を亢進させ（ Bitzan, M.
 M. et al. ; J. Clin. Invest., 101, 372, 1998）、末梢血白血球が VTを投与された糸
球体血管内皮細胞を障害することも報告されている（ Mahan, J. D. et al. ; 3rd Intern
ational Symposium and Workshop on Shiga Toxin-Producing E. coli infections, p83,
 Baltimore, 1997）。その他、 VTによりネクローシス（ Obrig, T. G. et al. ; Infect I
mmun., 56, 2373, 1988）、アポトーシス（ Laurence, J. et al. ; Semin. Hematol., 34
, 98, 1997）、 von Willbrand factorによる血小板凝集の亢進（ Moake, J. L. et al. ; 
Blood, 64, 592, 1984）、プロスタグランジン I2の産生能低下（ Karch, H, et al. ; Mic
rob. Pathog., 5, 215, 1988）、血管内皮細胞へのフィブリンの沈着（ Menzel, D. et al
. ; Ann. Hematol., 68, 43, 1994）、メサンギウム細胞の増殖および NO産生障害（ Dietr
ich, D. et al. ; J. Am. Soc. Nephrol., 1, 609, 1990）等を引き起こし、 HUSが惹起さ
れると考えられる。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
現在までに O-157感染患者の血中より VTが検出されたという報告はなく、血中に入った VT
は速やかに血管内皮細胞等に取り込まれて消失するために、血中の VTを検出することがで
きないものと考えられている。ゆえに、現在までに、腸管出血性大腸菌感染症の検査・診
断方法は多数開発されているが、それらは糞便を対象とするものであった。
【０００９】
例えば、病原性大腸菌 O-157の VTを PCRを利用した方法で検出する、 O-157ベロ毒素遺伝子
直接検査キット（宝酒造）、その他、 E.coli O-157 VIP 10minutes検出キット（グンゼ産
業）、ペトリフィルム（スリーエムヘルスケア）、 BAXシステム（クォリコン）、米国デ
ィフコ製キット（和光純薬工業）、４８時間で検出できるキット（メルクジャパン）、病
原大腸菌 O１５７検査キット TECRA（セティカンパニーリミテッド）、リヴェール O１５７
：Ｈ７検査キット（エア・ブラウン）、 Wellcolex E.coli O-157（ International Murex 
Technologies Corporation）、 GenePathシステム（日本バイオラド）、 O-１５７検査キッ
ト（ ATC Corporation）が販売されている。これら O-157の糞便を対象とした検査は、迅速
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診断、確定診断および遺伝子診断に大別することができ、以下にそれぞれの診断について
説明するが、いずれにしても欠点があった。
【００１０】
腸管出血性大腸菌感染症の迅速診断には、 O抗原の検出を目的とした EIA法、イムノクロマ
ト法およびラテックス法が知られている。しかし、これらいずれも検出感度に問題があり
、また、糞便中に存在する Citrobacter freundii、 Escherichia hermanniiおよび Hafnia 
alvei等の非特異的反応も認め、さらに、 VT非産生株である菌にも反応するため、診断を
確定する根拠とはならない。また、糞便中からの VTの直接検出を EIA法を用いて行うこと
も試みられているが、 VT1と VT2との区別ができなく、また、感染初期の糞便でしか検出で
きないという欠点がある。
【００１１】
腸管出血性大腸菌感染症の確定診断には、菌の分離とその分離菌の VT産生株を確認する２
段階が必要である。菌の分離に使用される培地として、ソルビトール・マッコンキー（ SM
AC）寒天培地、 SIB（ Sorbitol IPA Bile Salts）寒天培地および SMAC寒天培地にセフィキ
シムと亜テルル酸カリウムを添加した CT-SMAC寒天培地がある。さらに、レインボーアガ
ーやクロモアガーを用いる選択培地もある。この様にして選択された菌の VT産生性を確認
することが必須であり、該確認方法として免疫学的反応を利用したラテックス凝集反応法
および EIA法もしくは PCR反応を利用した方法が用いられている。しかしながら、この様な
培養方法では多くの時間が必要であり、診断結果がでるまでに病態が進行する恐れがある
。また、操作が煩雑で実用的でない。さらに、多くの病院検査室では O157を分離した経験
がなく、病原大腸菌免疫血清を常備している施設も少ない、というのが現状である。
【００１２】
また、腸管出血性大腸菌感染症の遺伝子診断には、 PCR法による便からの直接検出、菌培
養液からの検出および分離した大腸菌の VT産生株の確認が行われている。糞便中には多く
の PCR反応阻害物質が存在しており前処理が必要であるため、操作が煩雑になる。さらに
、 DNAプローブ法によりベロトキシン産生菌を迅速に検出する方法、蛍光を当てることで
細菌遺伝子の DNA配列の違いを検出するバイオセンサー技術を応用した蛍光偏光法の開発
が進められているが、良好な結果は得られていない。
【００１３】
ゆえに、臨床医からは腸管出血性大腸菌に感染したことを早期に診断でき、かつ簡便な方
法の確立が切に望まれていた。
【００１４】
一方、腸管出血性大腸菌による HUSは、下痢、血便の始まりから数日～２週間以内に発症
することが多く、また、出血性大腸炎の症状が強くなくても重症合併症が起こる例も報告
されているため、重症合併症の予測および早期発見は極めて困難である。また、 HUSの根
本的および特異的治療法のないために、無尿のため透析が必要な症例や脳症を合併する症
例があり、 HUSの早期診断が不可欠であった。
【００１５】
現在の我が国の HUS診断は、溶血性貧血（破砕状赤血球を伴う貧血で Hb 10g/dL以下）、血
小板減少（血小板数  100,000万 /μ L以下）および急性腎機能障害（乏尿、無尿あるいは年
齢相当血清クレアチニン基準値の 1.5倍以上の上昇）の３主徴をもって診断している。し
かしながら、３主徴を伴う HUSと伴わない HUSがあり、その他の随伴する臨床症状（例えば
、肝機能障害、膵炎、乏尿、浮腫、出血斑、頭痛、傾眠、不穏、血尿、蛋白尿、痙攣およ
び意識障害等があり、血液生化学検査においては、ハプトグロブリン値低下、 LDH上昇、
血清ビリルビン値上昇、赤血球数減少、ヘモグロビンヘマトクリット低下、血清 BUN（ 30m
g／ dl以上）、 GOTおよび GPTの上昇等）を勘案して診断しているのが現状である。
【００１６】
HUSにおける腎障害は糸球体の血管内皮障害が主体であり、 VTによる直接的な尿細管障害
（ Takeda, T et al. ; J. Infect., 27, 339, 1993）以外に、 VT、 LPSもしくは各種サイ
トカインが糸球体血管内皮細胞と尿細管細胞からオートクラインまたはパラクライン的に
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サイトカインの産生を促進させ、腎障害を惹起する可能性が考えられる（ Kohan, D. et a
l. ; 3rd International Symposium and Workshop on Shiga Toxin-Producing E. coli i
nfections, p81, Baltimore, 1997）。これらのことから、 VTおよび LPSは生体内において
マクロファージおよび白血球等のサイトカイン産生細胞に対し、各種サイトカインの産生
を促進させ、該サイトカインと相加的または相乗的に血管内皮細胞（特に腎において）を
障害すると予想でき、 O-157による HUSは様々な要因が重なり合って生じると考えられてい
る。
【００１７】
ゆえに、 VTのみを検出しても、腎に対する障害および HUSの診断には到底利用することが
できないことから、臨床医にとっては O-157感染患者が HUSに進行するか否かを早期に
できる方法、あるいは集中治療を行うべき患者であるか否かを選択する方法が切に望まれ
ていた。また、腸管出血性大腸菌感染による重篤な病状への移行を防ぐためには、毒素暴
露による腎機能低下の徴候を早期に見出す方法が望まれていた。
【００１８】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、 VTを血中より検出することが不可能であることから、尿に存在する物質が
腸管出血性大腸菌に感染したことを示すパラメータとして利用可能であるか精意研究した
ところ、尿中に排泄された AQP2をパラメータとして用いることにより、腸管出血性大腸菌
の感染を早期に できることを見出した。また、 VT2の暴露量と尿中に排泄される AQP2
量が相関することを見出し、尿中 AQP2量を測定することにより VT2の暴露量を間接的に知
ることができるとの知見に至った。そして、 VT2により腎障害が惹起されることが知ら
ていることから、尿中 AQP2量を測定することにより、腎障害の重症度の および／また
は腎機能低下の早期 をすることもできる。さらに、 VT2暴露量と全身症状が相関する
ことから、尿中 AQP2量を測定することにより、 HUSへの移行を早期に することもでき
る。
【００１９】
従って本発明は、 腎障害の 方法であって、
中への AQP2および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し 障害への罹患を する工程を含む方法を提供
する。本実施例に示す様に、腎障害の指標となる公知のパラメータ（β 2-ミクログロブリ
ン、 N-アセチル -β -D-グルコサミダーゼ、尿クレアチニン、血液尿素窒素、血清クレアチ
ニン等）に比較して、 AQP2の尿中排泄量を測定することにより、健常人との有意差が確実
に且つ早期に認められることから、 AQP2の尿中排泄を検出するかまたは排泄量を定量する
ことで腎障害への罹患を早期に することが可能となる。尿中 AQP2含量の定量は、尿を
サンプルとして直接実施しても、あるいは尿から AQP2を単離した後に実施してもよい。
【００２０】
さらに本発明は、 溶血性尿毒症症候群の 方法であ
って、 中へのアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、溶血性尿毒症
症候群への罹患を する工程を含む方法を提供する。この方法によって、従来困難であ
った溶血性尿毒症症候群の早期 が実現される。
【００２１】
本発明はまた、 腸管出血性大腸菌感染の 方法であ
って、 中へのアクアポリン２および／またはその由来分子の排泄を検出、または

排泄量を定量し、腸管出血性大
腸菌による感染を する工程を含む方法を提供する。この方法によって、腸管出血性大
腸菌感染、特に VT2産生株である大腸菌による感染を早期に することができるので、
菌の培養や VT2の検出結果を待つことなく、 VT産生株、特に VT2産生株や O-157:H7などの腸
管出血性大腸菌感染に適した治療を施すことが可能となる。また、 VT1を産生する大腸菌
による感染も早期に することができる。
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【００２２】
本発明のさらなる特徴として、前記３種の疾患の重症度を、尿中のアクアポリン２および
／またはその由来分子の排泄量によって する工程を含む方法が提供される。被検者の
尿中アクアポリン２排泄量が高いほど、これらの疾患が重症となっていることが示される
ので、かかる重症度を することができる。
【００２３】
以上の方法において、アクアポリン２および／またはその由来分子の尿中への排泄の検出
または排泄量の定量は、免疫学的方法、好ましくはＥＬＩＳＡ法によって実施される。
【００２４】
また、本発明により腎機能の検査方法であって、被検者の尿中へのアクアポリン２および
／またはその由来分子の排泄を検出、または排泄量を定量し、被検者の腎機能を判定する
工程を含む方法が提供される。この方法は、腎機能の低下に伴って尿中へのアクアポリン
２排泄量が増加することに基づくものであり、例えば抗アクアポリン２抗体を利用した上
記免疫学的方法、好ましくはＥＬＩＳＡ法によってアクアポリン２および／またはその由
来分子の検出、定量が実施される。
【００２５】
本発明はさらに、抗アクアポリン２抗体を含む、上記 方法において使用されるための

用キットを提供する。本キットによって、上記疾患の迅速且つ正確な が可能とな
る。
【００２６】
【発明の実施の形態】
1992年に Prestonらは、赤血球膜に多量に存在する CHIP28（ Channel like membrane intri
nsic protein of 28kDa、 28kDaのチャンネル様膜内因性蛋白質）の cDNAをクローニングし
、該蛋白質をアフリカツメガエルの卵に発現させ、 CHIP28が特異的に水分子を透過させる
水チャンネルであることを証明した（ Preston, G. M. et al. ; Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA., 88, 11110, 1991、 Preston, G. M. et al. ; Science, 256, 385, 1992）。その
後、類似蛋白質が次々と同定され、遺伝子ファミリーが存在していることが明らかとなっ
た。これらの水チャンネルは構造的、機能的に類似しているため、アクアポリン（以下、
「 AQP」と称する）ファミリーと呼ばれている（ Agre, P. et al. ; Am. J. Physiol., 26
5, 1993）。 AQPは MIP（ Major intrinsic protein、主要内在性蛋白質）ファミリーと呼ば
れる膜蛋白質の一群に属している。 MIP/AQPファミリーの蛋白質は約２７０個のアミノ酸
から成り、細胞膜を６回貫通する膜蛋白質である。さらに、アスパラギン（ N）、プロリ
ン（ P）、アラニン（ A）の３つのアミノ酸が連なった NPAボックス配列が２回保存されて
いる。また、アミノ酸配列中の前半部と後半部は高い相同性を有している。 AQPは大腸菌
、植物、両生類および哺乳類等で存在が確認されており、 AQPファミリーを形成している
（ Chrispeels, M. J. et al. ; TIBS, 19, 421, 1995、 Park, L. H. et al. ; J. Membr.
 Biol., 153, 171, 1996）。
【００２７】
哺乳類においては現在までに、少なくとも９種のアクアポリンがクローニングされている
。 AQPは全身の至る所に発現が認められ、 AQP0は眼の水晶体、 AQP1は近位尿細管・ヘンレ
下降脚・脳脈絡膜・胆・眼・毛細血管内皮、 AQP2は集合管管腔膜、 AQP3は集合管管腔膜・
大腸・小腸・脳脈絡膜・眼、 AQP4は集合管・脳・眼・肺、 AQP5は唾液腺・眼・気管支、 AQ
P6は腎、 AQP7は精巣・精子および AQP8は精巣・精子・肝に発現している。
【００２８】
特に、腎臓には４種類の AQPが存在し、水の再吸収を司っている。近位尿細管、ヘンレ下
降脚の尿細管上皮細胞管腔膜および側底膜の両方の膜上に AQP1が存在している。一方、集
合管の主細胞には AQP2および AQP3が存在し、特に AQP2は管腔膜ならびに管腔膜直下の細胞
内の小胞膜上、 AQP3は側底膜上に存在する。従って、水の再吸収は主細胞の管腔膜上の AQ
P2から管腔膜の AQP3を介して行われているものと考えられる。 AQP4は主に集合管の終末の
乳頭部集合管側底膜に存在することが報告されている。
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【００２９】
本発明者らは、尿中に排泄された AQP2および／またはその由来分子を測定することにより
、腸管出血性大腸菌の感染 、 HUSの早期 、腎機能低下および腎障害の重症度
方法を提供する。
【００３０】
本明細書で言う腸管出血性大腸菌とは、腸管出血性大腸菌（ Enterohemorrhagic Escheric
hia coli； EHEC）およびベロトキシン産生性大腸菌（ Verotoxin-producing Escherichia 
coli； VTEC）を総称したものをいう。
【００３１】
本明細書で言う AQP2とは、 AQP2の成熟体または完全体をいい、その由来分子とは、 AQP2の
前駆体すなわちシグナル配列を含む AQP2前駆体、断片すなわち AQP2の細胞外ドメインの一
部を含む断片； AQP2の膜貫通ドメインの一部を含む断片；および AQP2の細胞内ドメインの
一部を含む断片、ならびに変異体すなわち AQP2遺伝子の変異により AQP2蛋白質のアミノ酸
配列の１個または数個のアミノ酸が置換、付加、挿入および／または欠失された AQP2をい
う。尚、 AQP遺伝子変異によるアミノ酸配列の変異は、これまでに少なくとも１３カ所で
見出されている（最新医学、 52, 8, 1806-1811, 1997）。
【００３２】
腎障害、溶血性尿毒症症候群または腸管出血性大腸菌感染を する方法として、尿
中への AQP2および／またはその由来分子の排泄を検出する方法または

排泄量を定量する方法には、免疫学的結合性を利用した方法
（例えば、 AQP2、好ましくはヒト AQP2に対するペプチド抗体、ポリクローナル抗体または
モノクローナル抗体等）を用いることができる。この方法において、前記抗体を好ましく
はイムノブロッティング、アフィニティークロマトグラフィー、免疫沈降または ELISAに
おいて使用することができる。また、これらの 方法において同様の免疫学的結合性を
利用した方法に基づき、 AQP2および／またはその由来分子を単離する工程をさらに含んで
いてもよい。
【００３３】
このように抗体を用いて AQP2および／またはその由来分子を検出または定量する方法とし
ては、例えば、不溶性担体に結合させた抗体と標識化抗体とにより AQP2および／またはそ
の由来分子を反応させて生成したサンドイッチ錯体を検出するサンドイッチ法、また、標
識化 AQP2および／またはその由来分子と検体中の AQP2および／またはその由来分子を抗体
と競合的に反応させ、抗体と反応した標識抗原量から検体中の AQP2および／またはその由
来分子を測定する競合法を利用して検体中の AQP2および／またはその由来分子を測定する
方法が挙げられる
また、これら抗体を用いて AQP2および／またはその由来分子を単離する方法としては、例
えば、 AQP2および／またはその由来分子を単離するために、前記抗体を結合させた担体に
よるアフィニティークロマトグラフィーおよび／または免疫沈降が好適に用いられる。す
なわち、前記抗体を結合させた担体に被検試料を接触させて抗原－抗体間の特異的な相互
作用を許容し、次いで担体を洗浄した後、結合された新規コレクチンを溶出する工程を含
む、カラム法、バッチ法等によるアフィニティークロマトグラフィーおよび／または免疫
沈降が実施されるとよい。
【００３４】
サンドイッチ ELISA法による AQP2および／またはその由来分子の測定においては、まず、
固定化抗体と AQP2および／またはその由来分子とを反応させた後、未反応物を洗浄によっ
て完全に除去し、標識化抗体を添加する２ステップ法もしくは固定化抗体、標識化抗体お
よび AQP2および／またはその由来分子を同時に混合する１ステップ法などを用いることが
できる。
【００３５】
上記方法に使用される不溶性担体は、例えばポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレ
ン、ポリ塩化ビニル、ポリエステル、ポリアクリル酸エステル、ナイロン、ポリアセター
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ル、フッ素樹脂等の合成樹脂、セルロース、アガロース等の多糖類、ガラス、金属等が挙
げられる。不溶性担体の形状としては、例えばトレイ状、球状、繊維状、棒状、盤状、容
器状、セル、試験管等の種々の形状を用いることができる。抗体を吸着した担体は、適宜
アジ化ナトリウム等の防腐剤の存在下、冷所に保存する。
【００３６】
抗体の固層化には、公知の化学的結合法または物理的吸着法を用いることができる。化学
的結合法としては例えばグルタルアルデヒドを用いる方法、Ｎ－スクシニイミジル－４－
（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレートおよびＮ－スクシニイ
ミジル－２－マレイミドアセテートなどを用いるマレイミド法、１－エチル－３－（３－
ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸などを用いるカルボジイミド法が挙げられ
る。その他、マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシサクシニミドエステル法、Ｎ－サク
シミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸法、ビスジアゾ化ベンジジン法、ジ
パルミチルリジン法が挙げられる。あるいは、先に被検出物質とエピトープの異なる２種
類の抗体を反応させて形成させた複合体を、抗体に対する第３の抗体を上記の方法で固層
化させておいて捕捉することも可能である。
【００３７】
標識物質としては、酵素、蛍光物質、発光物質、放射性物質および金属キレート等を使用
するのが好ましい。酵素としては、例えばペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ
、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デ
ルタ－５－ステロイドイソメラーゼ、α－グリセロールホスフェートデヒドロゲナーゼ、
トリオースホスフェートイソメラーゼ、西洋わさびパーオキシダーゼ、アスパラギナーゼ
、グルコースオキシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－
６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、アセチルコリンエステラーゼ等
が挙げられ、蛍光物質としては、例えばフルオレセインイソチアネート、フィコビリプロ
テイン、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、オルト
フタルアルデヒド等が挙げられ、発光物質としてはイソルミノール、ルシゲニン、ルミノ
ール、芳香族アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩およびその修飾
エステル、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、エクオリン等が挙げられ、放射性物質として
は１ ２ ５ Ｉ、１ ２ ７ Ｉ、１ ３ １ Ｉ、１ ４ Ｃ、３ Ｈ、３ ２ Ｐ、３ ５ Ｓ等が挙げられるが、こ
れらのほか免疫学的測定法に使用することができるものであれば特に限定されない。さら
に、抗体にビオチン、ジニトロフェニル、ピリドキサールまたはフルオレサミンの様な低
分子ハプテンを結合させても良い。好ましくは西洋わさびペルオキシダーゼを標識化酵素
として用いる。本酵素は多くの基質と反応することができ、過ヨウ素酸法によって容易に
抗体に結合させることができる。
【００３８】
標識化剤が酵素である場合には、その活性を測定するために基質、必要により発色剤を用
いる。酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合には、基質溶液としてＨ２ Ｏ２ を用い、
発色剤として２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンズチアゾリンスルホン酸］アンモ
ニウム塩（ＡＢＴＳ）、５－アミノサリチル酸、オルトフェニレンジアミン、４－アミノ
アンチピリン、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン等を使用することができ、
酵素にアルカリフォスファターゼを用いる場合は基質としてオルトニトロフェニルフォス
フェート、パラニトロフェニルリン酸等を使用することができ、酵素にβ－Ｄ－ガラクト
シダーゼを用いる場合は基質としてフルオレセイン－ジ－（β－Ｄ－ガラクトピラノシド
）、４－メチルウンベリフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド等を使用することができ
る。
【００３９】
架橋剤としては、Ｎ，Ｎ’－オルトフェニレンジマレイミド、４－（Ｎ－マレイミドメチ
ル）シクロヘキサン酸・Ｎ－スクシンイミドエステル、６－マレイミドヘキサン酸・Ｎ－
スクシンイミドエステル、４，４’－ジチオピリジン、その他公知の架橋剤が利用可能で
ある。これらの架橋剤と酵素および抗体との反応は、それぞれの架橋剤の性質に応じて既
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知の方法に従って行えばよい。また、抗体としては、場合によっては、そのフラグメント
、例えばＦａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２を用いる。また、ポリクローナル抗体、モノ
クローナル抗体にかかわらず同様の処理により酵素標識体を得ることができる。上記架橋
剤を用いて得られる酵素標識体をアフィニティークロマトグラフィー等の公知の方法にて
精製すれば、更に感度の高い免疫測定系が可能となる。精製した酵素標識化抗体は、安定
剤としてチメロサールもしくはグリセリン等を加えて、あるいは凍結乾燥して冷暗所に保
存する。
【００４０】
また、本発明は尿中 AQP2の簡易検出／測定キットを提供する。具体的には、 AQP2に対する
一次抗体を適当な固相に結合させ、該固相に尿を接触させ、その後 AQP2と一次抗体との複
合体に対する酵素標識化二次抗体を含む液体を接触させる。その後、酵素に対する基質を
含む液体を接触させることにより発色し、当該色により尿中 AQP2濃度を測定することがで
きる。
【００４１】
【実施例】
以下、本発明を実施例を挙げて具体的に説明するが、本発明はこれらにより限定的に解釈
されるべきでなく、請求の範囲における限定事項のみが、本発明に付されるべきものであ
る。
【００４２】
本発明の下記実施例中に使用したベロ毒素（ VT）は、 VT2または VT1である。 VT1を実験動
物に静脈内投与すると、貧血、血小板減少、脳障害は起こるものの明らかな腎病変は認め
られないことが知られている。すなわち、 VT1のみを用いた実験系では HUSに典型的な糸球
体病変を実験動物に惹起することは困難であり、 HUSに伴う急性脳症の動物モデルとして
は適用できるが、腎障害を中心とする HUSの動物モデルとはなり得ない（ Strockbine, N. 
A. et al. ; Infect Immun., 53, 135, 1986、 Yutsudo, T. et al. ; Microb. Pathog., 
3, 21, 1987、 Zoja, C. et al. ; J. Lab. Clin. Med., 120, 229, 1992、 Richardson, S
. E. et al. ; Infect Immun., 60, 4154, 1992）。一方、 VT2産生 EHECを実験動物に経口
投与することにより、下痢・血便、貧血、血小板減少、糸球体障害、尿細管壊死、中枢神
経障害等の HUSに特有の病変を惹起させることが可能となる（ Wadolkowski, E. A. et al.
 ; Infect Immun., 58, 3959, 1990、 Zepada, H. M. et al. ; 3rd International Sympo
sium and Workshop on Shiga Toxin-Producing E. coli infections, p73, Baltimore, 1
997、 Valdivia-Anda, G. et al. ; 3rd International Symposium and Workshop on Shig
a Toxin-Producing E. coli infections, p70, Baltimore, 1997）。ゆえに、 HUSのモデ
ルとしては、 VT1よりも VT2を用いる方が適切であると考えられる。
【００４３】

まず、ヒト AQP2アミノ酸配列（ Sasaki, S. et al. ; Clin. Invest., 93, 1250-1256, 19
94）の C末端 15アミノ酸に相当するペプチドの N末端側にシステインを付加したペプチド（
アミノ酸配列： NH2 -Cys-Val-Glu-Leu-His-Ser-Pro-Gln-Ser-Leu-Pro-Arg-Gly-Thr-Lys-Al
a-COOH（配列番号：１））を、標準固相ペプチド合成法（ Carpino, L. A. et al. ; J. O
rg. Chem., 37, 3404-3409, 1972）により合成した。その後、当該合成ペプチドを HPLC法
にて精製し、得られたペプチドを N末端のシステインに結合するマレイミド活性化キーホ
ールリンペットヘモシニアン（ maleimide-activated keyhole limpet hemocyanin）に混
合させた。 0.1mgの合成ペプチドを Ribiアジュバント（ Ribi ImmunoChem Research, Inc.
）と混合し、当該混合物 1.0mLをニュージーランド白色種雌性ウサギの皮下および皮内に
注入した。 14日毎に前記混合物 1.0mLを追加免疫した。 4回目の追加免疫後、 ELISAにて 1：
16,000比以上の力価の抗ヒト AQP2抗血清を有するウサギが得られ、以後の実験には全て当
該ウサギの抗血清を用いた。抗血清をプロテイン Gアフィニティーカラム（ Amersham Phar
macia）にて精製した。
【００４４】
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実施例１： AQP2に対するポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の調製



ヒト AQP2に対するモノクローナル抗体は、配列番号：１に示す合成ペプチド 20μ gを Ribi
アジュバントと混合し、当該混合物 0.2mLを BALB/c雌性マウスの皮下に注入し、 14日毎に
前記混合物 0.2 mLを皮下に追加免疫した。４回目の追加免疫は、同様の合成ペプチド 20μ
gを含む混合物を生理食塩液にて静脈内投与することにより行った。脾臓細胞を P3x63Aq8.
653ミエローマ細胞と融合させ、ハイブリドーマを同じペプチドを抗原として用いた EIAア
ッセイにてスクリーニングした。
【００４５】
得られたモノクローナル抗体をプロテイン Gセファロースにて精製し、ラットおよびヒト
の AQP1, AQP2, AQP3, AQP4および AQP5の C末端に相当する合成ペプチドに対する交差反応
性を EIAアッセイにて調べた。その結果、ヒトおよびラット AQP2に相当する合成ペプチド
には 100%反応し、ヒトおよびラット AQP1, AQP3, AQP4および AQP5に対する反応性は 0.01%
以下であった。下記表１に、ヒトおよびラットの AQP1, AQP2, AQP3, AQP4および AQP5の C
末端に相当するペプチドのアミノ酸配列を示す。当該合成ペプチドの N末端にはシステイ
ンを有しており、標準固相ペプチド合成法にて合成し、 HPLC法にて精製した（ Halnann, S
. et al. ; Am. J. Physiol. 274 (CellPhysiol. 43), C1332 - C1345, 1998）。
【００４６】
【表１】
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【００４７】

尿中の AQP2排泄量を定量するため、 VT2処理群および未処理群ラットの尿をサンプルとし
て、実施例１に前記したウサギ抗ヒト AQP2ポリクローナル抗体を用いて AQP2濃度を測定し
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実施例２：イムノアッセイによる尿中 AQP2排泄量の定量



た。
【００４８】
４週齢のウィスター系雄性ラットに、 VT2および 0.1（重量 /容量％）ラット血清アルブミ
ン（ Sigma、 St Louis、ミズーリ州）を含む 100μ l生理食塩水に溶解したもの）を静脈注
射して VT2処理群とした。対照群は、 0.1%(W/V)ラット血清アルブミンを含む生理食塩液 10
0μ L静脈内投与したものとした。なお、 VT2は E.coli C6000を培養した上清から精製した
ものを用いた（ Yutsudo, T. et al. ; Microb. Pathogenesis, 3, 21-30, 1987）。
【００４９】
各群のラットから採取した尿サンプル 10μ Lを 96ウェルのマイクロプレートに被覆し、 EIA
法を実施した。標準 AQP2は、 Kishore, B.らの方法に準じて調製した（ Kishore, B. et al
. ; Am. J. Physiol., 27, 1(Renal Fluid Electrolyte Physiol. 40), F62 - F70, 1996
）。標準 AQP2を 0～ 4,000fmol/10μ Lとなるよう連続的に希釈し、該容量をそれぞれのウェ
ルに加えた。次に、 0.5%カゼインを含む PBS（リン酸塩緩衝性生理食塩水、 phosphate buf
fered saline）液にてインキュベーションすることによりブロッキングを行い、その後、
精製した前記ウサギ抗ヒト AQP2抗体を、 0.5%カゼインを含む PBSで 1： 1,000に希釈したも
のを各ウェルに 50μ Lずつ加え、 1時間室温にて反応させた。ウェルを洗浄することにより
一次抗体を除去し、その後、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG+IgM（ H+L
）「 F(ab’ )断片」（ 1,000倍希釈）を 1時間、室温にて反応させた。結合していない二次
抗体を洗浄除去後、免疫複合産物を 0.01% H2 O2、 2.2mM o-フェニレンジアミンジヒドロク
ロライド含有、 0.1Mクエン酸バッファー（ pH=4.2）にて室温下、 15分間反応させることに
より可視化した。酵素反応を 1N HClを添加することにより停止させ、 EIAマルチスペクト
ロメーターにて 490 nmの吸光度を測定した。尿中 AQP2量の測定は、標準 AQP2の標準曲線に
基づいて算出した。その結果、 VT2で処理したラットの尿において 0～ 400pmol/mLの濃度で
AQP2の尿中排泄量を測定できることが判った。
【００５０】

抗ヒト AQP2マウスモノクローナル抗体（実施例１参照）を PBSで 1,000倍希釈した溶液 50μ
Lを、 ELISA用プレートのウェルに結合させた。 0.5%カゼイン含有 PBSにてブロッキングを
行った後、 5倍希釈したヒト尿サンプル 50μ Lを加えて抗原－抗体結合反応を許容した。そ
の後、 1,000倍希釈した精製ウサギ抗ヒト AQP2抗体および西洋ワサビペルオキシダーゼ標
識ヤギ抗ウサギ IgG+IgM（ H+L）「 F(ab’ )断片」を加え、室温にて１時間反応させ、以下
実施例２と同様の手順で発色させて尿サンプル中の AQP2量を定量した。その結果、 VT2で
処理したヒトの尿において 0～ 20pmol/mLの濃度で AQP2の尿中排泄量を測定できることが判
った。
【００５１】

VT2処理（実施例２と同様）および非処理群のラット膜画分は Halnannらの方法に準じて調
製した（ Halnann, S. et al. ; Am. J. Physiol., 274 (Cell Physiol. 43), C1332 - C1
345, 1998）。腎を 10mLの解離液（ 0.3Mシュクロース、 25mMイミダゾール、 1mM EDTA、 pH=
7.2、 8.5mMロイペプチン、 1mMフェニルメチルスルフォニルフルオライド）にてホモジナ
イズした。ホモジネートを、核を除去させるために 20分間、 1,000× gにて遠心して上清を
採取し、 20分間、 100,000× gにて遠心した。得られたペレットを再度上記解離液 10mLにて
懸濁し、 Pierce BCA Protein Assay Reagent Kit（ Pierse社）を用いてタンパク濃度を測
定した。サンプル調製液（ 2% SDS、 65mM Tris-HCl、 10%グリセロール、 5% 2-メルカプト
エタノール）にて 10分間、 90℃で溶解させた膜画分を SDS-PAGEにて分離させ、 PVDF膜（ポ
リ（ビニリデンフルオリド）膜、 Milipore社製）に転写させた。この PVDF膜を、 2% 脱脂
粉乳を含む PBSにてブロッキングし、 1時間、室温にて、 1,000倍希釈した精製抗ヒト AQP2
ウサギ抗体で反応させた。その後、膜を PBSにて 3回洗浄し、 2,000倍希釈した西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG+IgM（ H+L）「 F(ab)2断片」にて 1時間反応させた
。二次抗体を洗浄除去後、得られた免疫複合体を 1.2mMジメチル -p-フェニレンジアミン／
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実施例３：サンドイッチ ELISA法によるヒト尿中 AQP2排泄量の定量

実施例４：ウェスタンブロット法による尿中 AQP2排泄量の定量



2.2mM 4-クロロ -1-ナフトール含有、 0.1Mクエン酸緩衝液（ pH=6.0）にて可視化した。そ
の結果、 AQP2に相当するバンド（ 7.5kDa、 14.4kDaおよび 45kDa）が確認された。
【００５２】

４週齢のウィスター系雄性ラットに、 10、 20および 30ng/kg・体重の VT2（ 0.1（重量 /容量
％）ラット血清アルブミン（ Sigma、 St Louis、ミズーリ州）を含む 100μ l生理食塩水に
溶解したもの）を静脈注射し、その後排泄される尿を代謝ケージを用いて採取して 12時間
ごとに尿量を測定し、それぞれの採尿時間までの蓄積尿量を記録した。ここで VT2は、実
施例２に記載したと同様、大腸菌 O157： H7、 C6000株（ 933w）の培養上清から、 Yutsudo, 
T. et. al., ; Microb. Pathogenesis, 3: 21-30 , 1987の方法に従って精製したものを
用いた。
【００５３】
その結果を に示すが、毒素投与後に四肢の麻痺も認められない致死量以下の VT2を 10n
g/kg投与したラットにおいては、毒素投与 24時間の総排泄尿量は対照ラットのそれと比較
して増加傾向が認められ、 48時間以降では有意な尿排泄量の増加が認められた、この 10ng
/kg投与ラットの一週問後の尿量は正常時と同じレベルにまで回復した。尚、致死量以上
（ 20mg/kg、 30ng/kg）の VT2を静脈内に投与したラットを経時的に観察すると 65～ 75時問
後に後肢の麻痺が起こり、その後投与量に比例してより重篤な症状が現れ死亡に至った。
また、尿排泄量は経時的に且つ VT2投与量に依存して有意な増加が認められた。 VT2 20ng/
kgおよび 30ng/kgを投与したラットの平均生存時間はそれぞれ 79.6土 2.2時間および 68.8土
0.9時間であった。
【００５４】
本実験結果より、 VT2投与量に依存して、尿量増加および全身症状の悪化が惹起されるこ
とが判明した。
【００５５】

実施例５の VT2処理を施したラットにおいて、尿浸透圧の変化を調べた。浸透圧は、蒸気
圧浸透圧計（ OM-6020、京都第一社製）を用いて測定した。
【００５６】
その結果、 10, 20および 30ng/kgの VT2を投与したラットの尿の浸透圧は排泄尿量の増加と
相反して顕著に低下し、またその浸透圧低下は VT2投与量に依存していることが明らかに
なった（ ）。致死作用を示さなかった VT2（ 10ng/kg）を投与したラットの尿浸透圧は
投与後 96時間後に最小値を示し、対照ラットの浸透圧の約 29％であった。
【００５７】
従って、 VT2投与により尿量が増加すると共に尿浸透圧が低下することより、腎障害が惹
起されていることが判明した。
【００５８】

VT2による処理が腎障害を受けているか否か検討する為に、実施例５に記載の VT2処理ラッ
トにおける尿中へのβ 2-ミクログロブリン排泄量を測定した（ ）。　β 2-ミクログロ
ブリン排泄量は、ウサギ抗ヒトβ 2-ミクログロブリン抗体（ Rockland、 Gilbertsville、
ペンシルバニア州）を用いた EIAによって定量した。
【００５９】
その結果、 VT2（ 20ng/kg）を投与したラットの投与２日目の 24時間蓄積尿（ 24～ 48時間）
中のβ 2-ミクログロブリン値は非投与対照に比して有意に増加し、投与３日目の 24時間蓄
積尿（ 48～ 72時間）中のβ 2-ミクログロブリン値は最大に達していた。
【００６０】

VT2による腎障害のさらなる確認の為に、実施例５の VT2処理ラットで、尿中への集合管細
胞に由来すると考えられるリソソーム酵素（ N-アセチル -β -D-グルコサミダーゼ、以下 NA

10

20

30

40

50

(14) JP 3730919 B2 2006.1.5

実施例５： VT2静脈内投与によるラット尿排泄量に対する影響

図１

実施例６： VT2静脈内投与によるラット尿浸透圧に対する影響

図２

実施例７： VT2静脈内投与によるラット腎に対する影響（１）

図３

実施例８： VT2静脈内投与によるラット腎に対する影響（２）



Gと称する）の排泄量を測定した。 NAG量は、 NAG Test Shionogi（塩野義製薬社製）のア
ッセイキットを用い N-アセチル -β -D-グルコサミニダーゼ活性を測定することによって定
量した（図４）。
【００６１】
VT2（ 20ng/kg）を投与したラットの投与 2日目の 24時間蓄積尿（ 24～ 48時間）中のβ 2-ミ
クログロブリン値は有為に増加し、投与 3日目の 24時間蓄積尿（ 48～ 72時間）中のβ 2-ミ
クログロブリン値は最大に達した。また、 10ng/kgの用量においても 24時間蓄積尿（ 48～ 7
2時間）中のβ 2-ミクログロブリン値は有意に増加していた。
【００６２】

さらに、実施例５の VT2処理ラットにおける腎糸球体への影響を確認するため、尿クレア
チニン（ ）、血清中の尿素窒素量（ BUN、 ）および血清クレアチニン（ ）を
定量した。クレアチニン量は、 Creatinine-Test-Wako（アルカリ・ピクリン酸塩法、和光
純薬社製）を用いて定量した。 BUNの定量は、 Urea Nitrogen B-Test Wako（ウレアーゼ－
インドフェノール法、和光純薬社製）を用いて行った。血清を得るため、血液をラット上
大静脈から採取し、 7.6％クエン酸ナトリウム液に 18： 1の比率となるよう添加して、その
後 2,000× gで 10分間遠心分離して上清を保存した。
【００６３】
これらの結果、死亡直前の 24時間に排泄された尿量やクレアチニン量（図５）は減少し、
血漿申の尿素窒素（図６）およびクレアチニンレベル（図７）の上昇が認められ、しかし
て VT2投与ラットで認められる障害の最終ステージでの糸球体機能の低下が認められた。
【００６４】

実施例５および６に示される浸透圧低下を伴った尿排泄量亢進は、水再吸収機構の機能不
全を示唆している（ および ）。 VT2による水バランス不全が尿中への AQP2排泄増
加と関係するか否か検討する為に、ラット水チャンネル（ AQP2）の C末端ペプチドを用い
て作製した抗 AQP2ポリクローナル抗体（実施例１参照）を利用した免疫化学的測定法（実
施例２参照）を実施した。
【００６５】
この測定法により、 AQP2は 0～ 4,000fmolの範囲で検出可能であった。 VT2非投与ラットの
尿中の AQP2蛋白質量は 13.0pmol/mLであった（ BCAタンパク分析試薬、 Pierce社製で測定し
た蛋白質量を標準とした）。 VT2投与ラットの 24時間蓄積尿中の AQP2濃度は有意に上昇し
、 2日目の 24時間蓄積尿中の AQP2濃度は、 VT2を 10, 20または 30 ng/kg投与したラットで、
対照ラットのそれと比べて有意に増加していた（ ）。
【００６６】
従って、 VT2により惹起された溶血性尿毒症症候群が、速やかな AQP2の尿中排泄量増大を
もたらすことが示唆された。また、実施例５～９に示される腎機能の低下と AQP2の尿中排
泄量とが相関性を有することも明らかになった。
【００６７】

実施例４の方法に準じて、 VT2投与ラットと非投与の対照ラットの腎臓細胞膜における AQP
2発現レベルをウェスタンブロット法によって調べた。 VT2投与ラットとしては、実施例２
に記載の方法で処理したものを使用した。
【００６８】
その結果、 に示すように VT2投与による尿中への AQP2排泄亢進（ （Ｂ））が、腎
臓細胞膜中の AQP2発現量の低下（ （Ａ））と関連していた。また、 AQP2の糖鎖が導入
された分子形を表す 45kDaに近い高分子の幅の広いバンドと、 29kDaの AQP2バンドが検出さ
れた。 AQP2蛋白質（ 45kDa）の免疫反応性は VT2を投与 5日後のラットで著しい減少が認め
られた。尿試料を 2,000× g遠心後の上清画分を SDS-PAGEで分離後、免疫染色すると、 VT2
非投与ラットでは反応性のあるバンドは全く認められなかったが、 VT2投与ラット 5日後の

10

20

30

40

50

(15) JP 3730919 B2 2006.1.5

実施例９： VT2静脈内投与によるラット腎糸球体に対する影響

図５ 図６ 図７

実施例１０： VT2静脈内投与によるラットのアクアポリン２尿中排泄量の亢進

図１ 図２

図８

実施例１１： VT2投与および非投与ラットの腎臓細胞膜中の AQP2発現の検討

図９ 図９
図９



尿中には 7.5kDa， 14.4kDa， 45kDaの 3つの抗体反応陽性のバンドが検出された。随時収集
された尿中とカテーテルにより膀胱より採取した尿中の 2,000× g上清中に大部分の AQP2抗
体陽性物質が検出されたことは、尿中に検出された AQP2が細胞に結合した AQP2では無く腎
細胞から AQP2あるいはその代謝産物が遊離したことを示す結果であった。
【００６９】

ヒト由来 AQP2の C末端ペプチドを用いて免疫付与・調製し、アフィニティカラムによって
精製することにより得られる抗ヒト AQP2ポリクローナル抗体と非特異的に交差反応する物
質がヒト尿中に存在することから、ヒト尿中の AQP2レベルを測定する為の、より高い特異
性を持ったヒト AQP2の高感度免疫化学的測定法を開発した。すなわち、実施例３に示すサ
ンドイッチ ELISA法を使用することにより、ヒト尿中 AQP2を以下の通り高感度で検出した
。
【００７０】
病原性大腸菌 O157:H7に消化器経路により感染し、菌集落形成を防ぐ為に抗生物質を下痢
症状が出る前に投与したにもかかわらず HUSを発症した患者（ 3才女児）について表２に示
す通り、上記ヒト AQP2の高感度測定方法を含む検査を行った。この患者は、発症後 3日目
に腹痛と血便、乏尿となった。この時点で患者からカテーテルを介して採取した尿をサン
プルとして定量した結果、β 2-ミクログロブリンと同様顕著な AQP2レベルの上昇が認めら
れた。この患者は、連続して腹膜透析による治療が施され、 12日後には HUS緩解に伴い、
尿中への全蛋白質排泄は減少し、血清中のクレアチニンおよび尿素窒素レベルも低下した
。さらにβ 2-ミクログロブリンや N-アセチル -β -D-グルコサミダーゼ（ NAG）の尿中排泄
レベルはまだ高かったが、尿中 AQP2レベルは低下していた。
【００７１】
尚、表２に示した尿浸透圧、尿中β 2-ミクログロブリン、尿中 NAG、血清クレアチニンお
よび血液 BUNは、実施例６～９に記載した方法に準じて測定し、尿蛋白は、 BCAタンパク分
析試薬（ Pierce）を用いて定量した。統計解析には ANOVAもしくは独立 t検定を用いた。
【００７２】
【表２】
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実施例１２：病原性大腸菌 O157:H7消化器感染により発症したヒト HUS患者尿中の AQP2含量
測定



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【００７３】
この結果、ヒトにおける HUS罹患の重症度と AQP2の尿中排泄量には相関関係があることが
示唆された。この HUS罹患の重症度はすなわち、腎障害および腸管出血性大腸菌感染の重
症度と相関するものと考えられ、尿中 AQP2排泄量の定量がこれら疾患への罹患の早期
および重症度 に適用しうることを示唆するものであった。
【００７４】
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実施例２にて前記したと同様の手法で、４週齢のウィスター系雄性ラットに、 10、 40およ
び 100ng/kg・体重の VT1（ 0.1（重量 /容量％）ラット血清アルブミン（ Sigma、 St Louis、
ミズーリ州）を含む 100μ l生理食塩水に溶解したもの）を静脈注射した。その後尿中への
ラット水チャンネル（ AQP2）の排泄量の経時変化を、実施例１におけると同様に AQP2の C
末端ペプチドを用いて作製した抗 AQP2ポリクローナル抗体（実施例１参照）を利用した免
疫化学的測定法（実施例２参照）によって測定した。ここで VT1は、大腸菌 O157： H7の培
養上清から、 Noda, M. et. al., ; Microb. Pathogenesis, 2: 339-349, 1987の方法に従
って精製したものを用いた。
【００７５】
その結果を に示すが、 VT1 10ng/kgおよび 40ng/kg投与では４８時間より、また VT1 
100ng/kg投与では２４時間後より、尿中 AQP2濃度が有意に上昇することが明らかになった
。このことから、 VT1暴露によっても尿中に AQP2が排泄されることが判明し、従って尿中 A
QP2濃度の測定を、 VT1を産生する腸管出血性大腸菌の感染症の早期 に利用できること
が示された。
【００７６】

実施例１３および２にそれぞれ記載したと同様に、ラットに VT1または VT2を投与し、その
後、尿中 AQP2濃度に加え、 NAG（実施例８参照）およびクレアチニン（実施例９参照）の
尿中排泄量を経時的に測定した。こうして得られた結果を、クレアチニン補正後の AQP2濃
度（ および ）ならびに NAG濃度（ および ）として示した。

に示した通り、 VT1投与により用量依存的に AQP2の尿中排泄量が増加し、 100ng/kgの用
量では投与２４時間後に対照との有意差が認められた。また、 に示した通り、 VT2
投与により用量依存的に AQP2の尿中排泄量が増加し、 10ng/kg以上の用量で投与２４時間
後に対照との有意差が認められた。一方、 および に示すように、 VT1および V
T2投与によって N-アセチル -β -D-グルコサミニダーゼの尿中排泄量も用量依存的に増加し
たが、いずれの場合にも対照との有意差が認められたのは４８時間経過以降であり、 AQP2
排泄量の方がより早期に増加することが示された。
【００７７】
以上の結果より、 VT1および VT2暴露による指標として、尿中 AQP2量が有用であることが判
明し、従って尿中 AQP2濃度の測定を、 VT1および／または VT2を産生する腸管出血性大腸菌
の感染症の早期 に利用できることが示唆された。
【００７８】
【発明の効果】
以上示した実施例によって、公知の腎障害の指標となるβ 2-ミクログロブリンおよび N-ア
セチル -β -D-グルコサミニダーゼよりも早期に AQP2の尿中への排泄増加が有意に認められ
、 AQP2を指標とすることにより、 各種腎障害、特に腸
管出血性大腸菌感染による腎障害を早期に発見することができることが明示された。また
、 AQP2を指標とすることにより、腸管出血性大腸菌感染を早期に することができる。
さらに、 VT2または VT1の暴露量、腎障害度、全身症状悪化および AQP2排泄量がそれぞれ正
の相関関係を示すことから、 AQP2を指標とすることにより、本発明の方法に従って、 HUS
への移行危険度、腎障害度等を間接的に することができる。
【００７９】
【配列表】
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実施例１３： VT1静脈内投与によるラットのアクアポリン２尿中排泄量の亢進

図１０

検査

実施例１４： VT1または VT2静脈内投与によるラットのアクアポリン２尿中排泄量の亢進

図１１ 図１３ 図１２ 図１４ 図１
１

図１３

図１２ 図１４

検査

ベロトキシン産生大腸菌に起因する

検査

検査
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【図面の簡単な説明】
【図１】ラットへの VT2投与による尿排泄量への影響を示すグラフである。
【図２】ラットへの VT2投与による尿浸透圧への影響を示すグラフである。
【図３】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、尿中β 2-ミクログロブリン
排泄量の経時変化を示すグラフである。
【図４】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、尿中 NAG排泄量の経時変化を
示すグラフである。
【図５】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、尿中クレアチニン排泄量の
経時変化を示すグラフである。
【図６】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、血漿に含まれる尿素窒素量
の経時変化を示すグラフである。
【図７】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、血漿中のクレアチニンレベ
ルの経時変化を示すグラフである。
【図８】ラットへの VT2投与に伴う尿中への AQP2排泄量の経時変化を示すグラフである。
【図９】ラットへの VT2投与に伴う腎臓細胞膜および尿中の AQP2の挙動を調べたウェスタ
ンブロッティングの結果を示す図である。
【図１０】ラットへの VT1投与に伴う尿中への AQP2排泄量の経時変化を示すグラフである
。
【図１１】ラットへの VT1投与に伴う尿中への AQP2排泄量の経時変化を示すグラフである
。
【図１２】ラットへの VT1投与による腎障害を確認するための、尿中 NAG排泄量の経時変化
を示すグラフである。
【図１３】ラットへの VT2投与に伴う尿中への AQP2排泄量の経時変化を示すグラフである
。
【図１４】ラットへの VT2投与による腎障害を確認するための、尿中 NAG排泄量の経時変化
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を示すグラフである。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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