
(57)【要約】

【課題】一度乃至数度程度の採尿による尿を検体とする

ことで迅速化された尿中THP排泄量を測定する。

【解決手段】

　尿中のTHPを単位時間尿を検体とし、高感度で特異性

の高い測定系を確立した。本法は非侵襲的な検体採取法

であり、患者の負担を軽減し、一般の健康診断にも応用

可能とした。

　即ち、所定時間で得られる尿の尿量と、ＴＨＰ濃度を

計測し、当該THP濃度と当該尿量の積を所定時間で除す

ることで、単位時間当たりの排泄されたＴＨＰ量が得ら

れることを知見した。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
所 定 の 時 間 の 尿 量 に お け る 尿 検 体 中 の Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 を 測 定 し た 後 、 当 該 Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 と 前 記 尿
量 か ら 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 THP濃 度 の 測 定 が 、 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 等 の 免 疫 学 的 手 法 を 用 い る 請 求 項 １ に 記 載 の THP量
測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 、 尿 検 体 が 、 1乃 至 数 回 の 採 取 に よ り 得 ら れ 請 求 項 １ に 記 載 の Ｔ Ｈ Ｐ 量 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 と 前 記 尿 量 か ら 単 位 時 間 Ｔ Ｈ Ｐ 排 泄 量 を 演 算 的 に 求 め る 手 法 が 、 膀 胱 を 空
に し て か ら 、 所 定 時 間 t後 の 尿 量 Ｎ r及 び Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 Ｔ Ｈ nを 測 定 す る と 、 Ｔ Ｈ Ｐ 排 泄 量 Ｔ
Ｈ Ｐ hは 、
　 　 　 　 　 Ｔ Ｈ Ｐ h=Ｎ r× Ｔ Ｈ n÷ t
で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の Ｔ Ｈ Ｐ 排 泄 量 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ に よ り 測 定 さ れ た 検 体 中 THP含 有 量 を 健 常 者 の 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 腎 臓 お
よ び 尿 路 の 機 能 的 状 態 を 推 測 す る 検 査 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 本 発 明 は 迅 速 か つ 簡 便 な 採 尿 方 法 に よ る 尿 中 の THP量 測 定 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Tamm-Horsfall protein (THP)は 1950年 に Igor Tammと Frank Horsfallに よ り ウ イ ル ス に
よ る 血 球 凝 集 を 強 力 に 阻 害 す る も の と し て 健 常 人 の 尿 か ら 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。
一 方 、 1985年 に Muchmoreと Deckerに よ り 妊 娠 女 性 の 尿 か ら 免 疫 抑 制 能 を も つ タ ン パ ク 質 と
し て uromodulinが 精 製 さ れ た が 、 1987年 、 uromodulinの cDNA塩 基 配 列 解 析 の 結 果 、 THPと
同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 616ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 お よ そ 30％
が 糖 鎖 で 占 め ら れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 THPは 遠 位 尿 細 管 の 上 皮 細 胞 で 産 生 さ れ 一 日 に 50～ 100mgが 尿 中 に 排 泄 さ れ る 、 健 常 人 の
尿 中 に 最 も 多 く 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 一 つ で あ る 。 そ の 生 理 学 的 な 役 割 は 未 だ 明 ら か に な
っ て い な い が 、 腎 臓 や 尿 路 に お け る 様 々 な 疾 患 と 大 き く 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 あ る 種 の 嚢 胞 性 腎 疾 患 や 糖 尿 病 に よ る 腎 臓 障 害 に よ っ て 、 尿 中 THPが 減 少 す
る 。 ま た 、 尿 路 結 石 症 で は 結 石 形 成 の 阻 害 物 質 と な る こ と が 報 告 さ れ 、 結 石 保 有 者 で は TH
P排 泄 量 が 低 下 す る と も 言 わ れ て い る 。
　 さ ら に 、 THPは 大 腸 菌 と の 親 和 性 が 強 く 、 腎 臓 へ の 定 着 を 阻 害 す る こ と で 尿 路 感 染 を 防
ぐ こ と が 明 ら か と な っ て き た 。 試 料 と し て の 尿 は 非 侵 襲 性 検 体 で あ り 、 簡 便 に 排 泄 量 を 測
定 す る こ と が で き れ ば 、 THPは 腎 臓 お よ び 泌 尿 器 の 状 態 を 示 す バ イ オ マ ー カ ー と な る 可 能
性 を 秘 め て い る 。
　 Romero MC, et al: Clin Biochem 30:63-67, 1997で は 、 尿 路 結 石 患 者 の 尿 中 Ｔ Ｈ Ｐ 排
泄 量 が 低 下 す る こ と が 記 載 さ れ 、 Bernard AM, et al: Clin Chem 33:1264, 1987で は 、 糖
尿 病 患 者 の 尿 中 Ｔ Ｈ Ｐ 量 が 同 じ く 低 下 す る こ と が 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 文 献 に よ り 、
THP排 出 量 の 計 測 が 各 種 疾 患 の 診 断 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 平 ４ － ５ ０ １ ０ ０ ６ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Tamm I, Horsfall FL: Proc Soc Exp Biol Med 74:108-114, 1950
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Muchmore AV, Decker JM: Science 229:479-481, 1985
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Pennica D, et al: Science 236:83-88, 1987
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【 非 特 許 文 献 ４ 】 Hession C, et al : Science 237:1479-1484, 1987
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Dawnay AB, et al: Biochem J 206:461-465, 1982
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Romero MC, et al: Clin Biochem 30:63-67, 1997
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Bernard AM, et al: Clin Chem 33:1264, 1987
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Mo L, et al: Am J Physiol Renal Physiol 286:F785-F802, 2004
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Serafini-Cessi F, et al: J Immunol Methods 120:185-189, 1989
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 尿 中 の THP量 を 測 定 す る に あ た り 現 在 は 簡 便 で 迅 速 な 検 体 の 取 り 扱 い 方 法 が 見 当 た ら な
い 。 24時 間 蓄 尿 法 は 外 来 患 者 で は 実 施 す る こ と は 困 難 で あ り 、 た と え 入 院 患 者 で あ っ て も
細 心 の 注 意 の も と 生 活 し な け れ ば な ら な い 。
　 24時 間 尿 、 い わ ゆ る 蓄 尿 を 行 う 場 合 、 尿 蛋 白 や ホ ル モ ン ， 電 解 質 な ど の 定 量 的 評 価 に 供
す る 場 合 に 用 ら れ る の で ， 正 確 な 尿 量 の 把 握 が 最 も 重 要 で あ る こ と か ら 、 例 え ば ， 午 前 8
時 に 完 全 な 排 尿 に よ り 膀 胱 を 空 に し ， 次 の 日 の 午 前 8時 の 時 点 で 膀 胱 に た ま っ て い る 分 ま
で 完 全 に 採 尿 す る 。 冷 暗 所 に 保 存 し ， 防 腐 剤 を 加 え て お く 。 24時 間 尿 を 調 べ る こ と に よ っ
て ， 日 内 変 動 に よ る 影 響 は ク リ ア さ れ て い る が ， 日 差 変 動 も 考 慮 し て 何 回 か 再 検 す る 等 、
被 験 者 の 負 担 は 非 常 に 大 き い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 に 鑑 み 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 採 尿 間 隔 と 、 尿 中 THP量 と の 間 に は 高 い 相
関 関 係 を 見 出 し 本 発 明 に 至 っ た も の で あ る 。
　 本 発 明 は 、 24時 間 に わ た り 採 取 さ れ た 随 時 尿 中 の THP量 を 測 定 し た と こ ろ 、 尿 中 THP量 と
前 採 尿 時 間 か ら の 経 過 時 間 と の 間 に 高 い 相 関 が 見 ら れ 、 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 は 安
定 し た 値 を 示 し た 。 ま た 、 24時 間 尿 と 単 一 の 採 尿 に よ る 尿 の 中 の THP量 を 測 定 し た と こ ろ
、 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 に 相 関 が 見 ら れ た こ と か ら 、 前 排 尿 時 間 が 明 ら か で あ る 場
合 、 一 度 の 採 尿 に よ る 尿 を 検 体 と し て 、 THP排 泄 量 を 求 め る こ と が 可 能 と な っ た 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 排 尿 に よ り 完 全 に 膀 胱 内 を 空 に し て か ら 、 所 定 時 間 間 隔 t（ sec)後 に
採 取 し た 尿 の 尿 量 Ｎ r（ ml） に お け る Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 Ｔ Ｈ n（ μ g/ml） が 得 ら れ 、 単 位 時 間 当 た
り の Ｔ Ｈ Ｐ 排 泄 量 Ｔ Ｈ Ｐ h（ mg/sec)は 、
Ｔ Ｈ Ｐ h=Ｎ r× Ｔ Ｈ n÷ t
で 表 す こ と が で き る 。
　 本 発 明 に お い て は 、 Ｔ Ｈ Ｐ 排 泄 量 の 短 時 間 で 検 出 す る こ と が で き る こ と か ら 、 一 般 の 健
康 診 断 、 人 間 ド ッ ク 程 度 の 診 療 に お い て 腎 疾 患 の 診 断 も 可 能 と な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 THP排 泄 量 測 定 に 関 し て 一 度 の 採 尿 に よ る 尿 が 利 用 可 能 と な っ た こ と で 、 24時 間 蓄 尿 を
行 う 必 要 が な く な り 、 患 者 の 精 神 的 負 担 、 時 間 の 制 限 を 軽 減 す る 効 果 が 得 ら れ た 。 特 に 外
来 患 者 の 検 査 が 格 段 に 容 易 に な る こ と で 一 般 的 な 健 康 診 断 へ の 応 用 が 可 能 と な っ た 。 ま た
、 2時 間 ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス 検 査 に 用 い ら れ る 採 尿 法 に も 適 応 で き 、 腎 疾 患 関 連 の
幅 広 い 尿 検 体 が 採 取 さ れ る こ と か ら 、 様 々 な 症 例 デ ー タ の 蓄 積 が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
一 度 の 採 尿 に よ る 尿 と は 、 昼 夜 を 問 わ ず 随 時 に 採 取 す る 随 時 尿 、 水 負 荷 を 伴 う 単 位 時 間 尿
な ど が あ る 。 採 尿 時 間 と 前 排 尿 時 間 と の 差 、 つ ま り 採 尿 間 隔 は 任 意 の 時 間 で よ い が 、 例 と
し て １ 時 間 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 尿 中 THP濃 度 を 測 定 す る 免 疫 学 的 手 法 と は 抗 THP抗 体 を 用 い る 特 異 的 な 測 定 方 法 で RIA、
免 疫 比 濁 法 、 免 疫 比 朧 法 、 粒 子 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 発 光 イ ム ノ ア ッ セ
イ 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 。 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ の 一 種 で あ る ELISA（ Enzyme Linked
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 Immuno-Sorbent Assay） 法 が 感 度 、 安 定 性 の 点 か ら 望 ま し い 。
　 尿 中 THP量 は 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り 得 ら れ た 尿 中 THP濃 度 を 尿 量 で 乗 じ る こ と で 得 ら れ る
。 ま た 、 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 は 、 尿 中 THP量 を 、 採 尿 時 間 と 前 排 尿 時 間 と の 差 、 つ
ま り 採 尿 間 隔 で 除 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 例 え ば 、 実 施 例 １ に お け る 5回 目 に 採 取 し た
尿 は 260 mlで あ り 、 4回 目 の 採 尿 か ら 92分 経 過 し て い た 。 こ の 尿 中 の THP濃 度 は 8.13μ g/ml
で あ っ た 。 し た が っ て 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 は
8.13× 260÷ 92＝ 23.0(μ g/分 )＝ 1.38 (mg/時 間 )
と 算 出 さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ０ 】

 
　 尿 検 体 の う ち 10μ lを 蒸 留 水 2 mlで 希 釈 し 、 PBS-0.05% Tween20を 2 ml加 え 測 定 に 用 い た
。 ま た 、 検 量 線 作 成 の た め の 標 準 物 質 と し て 、 健 常 人 の 尿 か ら 珪 藻 土 法 に よ り 精 製 さ れ た
THPを 用 い た 。 尿 中 THP濃 度 は サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ り 測 定 し た 。 ELISAプ レ ー ト （ MaxiSo
rp Nunc） に 炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH 9.6)に て 1μ g/mlに 希 釈 し た 抗 THPマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 100μ l加 え て 一 晩 4℃ で 固 相 化 し た 。 PBS-0.05% Tween20で 洗 浄 後 、 300μ lの 0.5％
カ ゼ イ ン -PBSを 用 い て 4℃ 、 90分 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 洗 浄 後 、 尿 試 料 100μ lを プ レ
ー ト に 加 え 、 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 5000倍 希 釈 し た HPR-抗 THPヤ ギ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で 90分 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 100μ lの OPD（ SIGMA） に て 発 色 反 応 を 30分 間
行 い 、 100μ lの 1N 硫 酸 で 反 応 を 停 止 し た 後 、 495 nmの 波 長 で 測 定 し た 。 標 準 物 質 に よ り
作 成 さ れ た 検 量 線 を も と に 尿 検 体 中 の THP濃 度 を 算 出 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 THP排 泄 量 の 日 内 変 動 を 確 か め る た め 、 健 常 の 男 性 、 女 性 そ れ ぞ れ 一 人 ず つ か ら 24時 間
に わ た っ て 随 時 尿 を 採 取 し た 。 初 め の 尿 は 捨 て 、 排 尿 時 間 を 正 確 に 記 載 し て お く 。 次 に 尿
意 を 催 し た と こ ろ で 全 尿 を 採 取 し 随 時 尿 検 体 番 号 １ と し た 。 尿 量 、 採 尿 時 間 を 記 録 し 、 尿
検 体 の 一 部 は Ｔ Ｈ Ｐ 濃 度 測 定 の た め ４ ℃ で 保 存 し た 。 同 様 に し て 尿 意 を 催 し た と こ ろ で 採
尿 を 繰 り 返 し 、 随 時 尿 検 体 番 号 ２ 、 ３ 、 ・ ・ ・ と し 、 翌 日 の 初 め の 排 尿 時 間 ま で 採 尿 を 続
け た 。 男 性 は ９ 回 、 女 性 は ６ 回 の 随 時 尿 検 体 が 得 ら れ た 。 各 尿 中 THP量 は 実 施 例 １ の 方 法
に よ っ て 得 ら れ た THP濃 度 と 尿 量 を 乗 ず る こ と に よ り 算 出 し た 。 尿 中 THP量 と 採 尿 間 隔 の 関
連 性 を 図 1に 示 し た 。 ま た 、 各 尿 の 尿 中 THP濃 度 を 図 ２ に 示 し 、 各 尿 の 尿 中 THP量 を 採 尿 間
隔 で 除 し た 結 果 を 図 ３ に 示 し た 。 　 図 2及 び 図 3の 横 軸 は 、 随 時 尿 と し て 、 何 回 目 に 採 取 し
た 尿 か を 示 す 随 時 尿 検 体 番 号 で あ る 。
こ れ ら の 結 果 よ り 、 図 1で 示 す よ う に 採 尿 間 隔 と 、 尿 中 THP量 と の 間 に は 高 い 相 関 関 係 が 見
ら れ 、 図 2で 示 す よ う に 随 時 尿 中 の THP濃 度 だ け で は 各 尿 で 安 定 し た 値 を 示 さ な い が 、 図 3
で 示 す よ う に ば ら つ き が 抑 え ら れ 、 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 を 算 出 す る こ と に よ っ て
一 定 の 値 が 得 ら れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 健 常 人 １ １ 名 の 単 位 時 間 尿 と 24時 間 尿 と を 採 尿 し 、 各 尿 中 の THP量 を 比 較 し た 。 単 位 時
間 尿 の 採 尿 は 午 前 中 に 以 下 の 方 法 で 実 施 さ れ た 。 排 尿 後 水 負 荷 を 行 い 、 一 時 間 後 に 排 尿 を
行 っ た 。 さ ら に 一 時 間 経 過 後 に 採 尿 し 、 こ の 尿 を 検 体 と し た 。 尿 は 全 量 を 採 取 し 、 尿 量 を
正 確 に 記 録 し た 。 尿 中 THP量 は 実 施 例 １ の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た THP濃 度 と 尿 量 を 乗 ず る こ
と に よ り 算 出 し た 。 各 人 の 単 位 時 間 尿 と 24時 間 尿 と の 関 連 性 を 図 ４ に 示 し た 。 こ の 結 果 そ
れ ぞ れ の 尿 に は 相 関 が 見 ら れ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 健 常 人 の 単 位 時 間 当 た り の THP排 泄 量 を 求 め 、 そ の ば ら つ き を 確 か め る た め 、 3２ 名 （ 男
性 16名 、 女 性 16名 ） の 単 位 時 間 尿 を 採 取 し 、 尿 量 を 正 確 に 記 録 し た 。 採 尿 方 法 は 実 施 例 ３
の 単 位 時 間 尿 の 採 尿 法 に 従 っ た 。 尿 中 THP量 は 実 施 例 １ の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た THP濃 度 と
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尿 量 を 乗 ず る こ と に よ り 算 出 し た 。 尿 中 THP量 の 度 数 分 布 を 図 5に 示 し た 。
　 図 5か ら 、 健 常 人 の 場 合 、 単 位 時 間 当 た り の THPの 排 泄 量 が 狭 い 範 囲 に あ る こ と が わ か る
こ と か ら 、 こ の 値 を 基 準 値 と し て 、 そ の ず れ か ら 、 各 種 腎 疾 患 の 測 定 が で き る 可 能 性 が あ
る 。
 
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 重 要 な 臓 器 の 一 つ で あ る 腎 臓 機 能 の 状 態 を 観 察 す る に 有 用 な Ｔ Ｈ Ｐ の 定 量 的
測 定 が 短 時 間 で お こ な う こ と が で き る た め 、 簡 易 的 な 検 査 キ ッ ト の 提 供 が 可 能 と な り 、 被
験 者 の 負 担 を 軽 く す る こ と が で き る な ど 、 腎 臓 機 能 モ ニ タ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る た め の 図 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る た め の 図 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る た め の 図 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る た め の 図 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 例 を 説 明 す る た め の 図 。
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