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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰ（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅ
ａｔｈ ６ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）タンパク質の量を測定する工程を
含む、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の増加を膜性腎症または微小変化型ネフローゼ症候
群の指標とする方法。
【請求項２】
　被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量を測定する工程と、
　被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量を、健常検体の尿試料中
のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量と対比する工程と、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記尿試料が、尿のエキソゾーム分画試料である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記被検体がヒトである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の測定を、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異
的に結合する抗体またはその断片を用いた免疫学的測定法により行う、請求項１～４のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
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　ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異的に結合する抗体またはその断片を含有する、請求項
５に記載の方法に使用するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の検査方法、およびこれに使用するため
の検査用キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　高度の蛋白尿により低蛋白血症を来す腎疾患群は、総称してネフローゼ症候群と呼ばれ
る。ネフローゼ症候群の原因としては、一次性糸球体疾患、糖尿病性腎症、ＩｇＡ腎症な
どが主要なもので、全体の７５％以上を占める。この中でも一次性糸球体疾患は、ネフロ
ーゼ症候群の原因の６１％を占める。そして、一次性糸球体疾患としては、微小変化型ネ
フローゼ症候群、膜性腎症、膜性増殖性糸球体腎炎、メサンギウム増殖性糸球体腎炎など
がある。このうち、微小変化型ネフローゼ症候群（３８．７％）および膜性腎症（３７．
８％）だけで一次性糸球体疾患全体の７６％を占めている。微小変化型ネフローゼ症候群
および膜性腎症は、いずれも、糸球体において血液をろ過する膜（糸球体濾過膜）の異常
に関連した疾患である。
【０００３】
　微小変化型ネフローゼ症候群は、小児領域のネフローゼ症候群の約８０％を占める疾患
で、通常の光学顕微鏡による観察ではほとんど病理学的変化が見られず、電子顕微鏡を用
いて観察すると、濾過膜の異常を確認することができる。
【０００４】
　一方、膜性腎症は、４０～７０歳の男性に好発する疾患で、ネフローゼ症候群の原疾患
の中で最も頻度が高い。光学顕微鏡による観察では糸球体基底膜の肥厚が見られ、電子顕
微鏡を用いて観察すると、糸球体基底膜上皮への沈着物の付着を確認することができる。
膜性腎症の患者の中で、ステロイド剤の投与に抵抗性の患者は予後が悪く、本邦において
は全患者の約１／３が終末期腎不全に陥るとされている。
【０００５】
　近年、エキソゾーム（ｅｘｏｓｏｍｅ）と称される小胞に含まれる物質が、細胞間のコ
ミュニケーションツールとして利用されていることが観察され、エキソゾームに含まれる
物質に注目が集まりつつある（例えば、非特許文献１を参照）。従来認識されていた細胞
間の情報の担い手は、ホルモンやサイトカイン、神経伝達物質などであった。ところがエ
キソゾームには膜タンパク質や非コードＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ；ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ Ｒ
ＮＡ）が選択的に豊富に含まれることが発見されたために、細胞間の情報伝達物質を運ぶ
小胞として捉えられてきたのである。なお、「エキソゾーム」という名前は、１９８３年
にヒツジの網状赤血球から小胞が分泌されることが観察され、この小胞がエキソゾームと
名づけられたことに由来する。その後、エキソゾームは様々な細胞から分泌されることが
明らかとなり、今では、血液、尿、乳汁、唾液などの中に存在する、直径が１００ｎｍ以
下で、比重が１．１０～１．１９ｇ／ｃｍ３で、かつ、ＲＮＡを含む小胞として認識され
ている。
【０００６】
　本発明者らは、従来、腎疾患との関連で尿中のエキソゾームタンパク質に注目し、その
うちの１つであるアクアポリン１（ａｑｕａｐｏｒｉｎ－１）が近位尿細管細胞に特異的
に発現しているタンパク質であること、そして急性腎不全では近位尿細管が選択的に障害
されることなどから、急性腎不全においては尿中エキソゾーム中へのアクアポリン１排泄
量が変化するのではないかという作業仮説を立て、実験を開始した。その結果、急性腎不
全の非常に早期から尿中エキソゾーム中へのアクアポリン１排泄量が減少することを観察
し、この現象に診断的価値を見出した（非特許文献２および特許文献１を参照）。また、
急性腎不全ではアクアポリン２も診断指標となることも見出している（特許文献２を参照
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）。
【０００７】
　ところで、ＰＤＣＤ６ＩＰ（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　６　ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ、別名：ＡＬＧ－２　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ、Ａｌｉｘ）タンパク質は、９５ｋＤａの細胞質タンパク質であり、エンド
サイトーシス、細胞死、細胞間接着などに重要な働きを持つ分子であると考えられている
（非特許文献３および非特許文献４を参照）。ＰＤＣＤ６ＩＰの機能がこのように多岐に
わたる理由としては、そのＣ末端にプロリン残基を多く含む領域があり、この領域に結合
すると考えられるタンパク質が多数存在する（例えばＴＳＧ１０１、ＣＩＮ８５、Ｓｒｃ
、ｅｎｄｏｐｈｉｌｉｎ Ａ１、ＡＬＧ－２など）ことが挙げられる。また、このＰＤＣ
Ｄ６ＩＰは、尿中エキソゾームに含まれるタンパク質としても知られている。しかしなが
ら、尿中エキソゾームに含まれるＰＤＣＤ６ＩＰが、腎疾患の診断・検査のためのバイオ
マーカーとして有用であるかどうかについては、これまでに何ら報告がなされていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００８－１７５６３０号公報
【特許文献２】国際公開第ＷＯ２０１０／１５０６１３号パンフレット
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Raimondo F, Morosi L, Chinello C, Magni F, Pitto M. (2011). Adva
nces in membranous vesicle and exosome proteomics improving biological understan
ding and biomarker discovery. Proteomics. 11, 709-720.
【非特許文献２】Sonoda H, Yokota-Ikeda N, Oshikawa S, Kanno Y, Yoshinaga K, Uchi
da K, Ueda Y, Kimiya K, Uezono S, Ueda A, Ito K, Ikeda M. (2009). Decreased abun
dance of urinary exosomal aquaporin-1 in renal ischemia-reperfusion injury. Am J
 Physiol Renal Physiol 297, F1006-F1016.
【非特許文献３】Trioulier Y, Torch S, Blot B, Cristina N, Chatellard-Causse C, V
erna JM, Sadoul R. (2004). Alix, a protein regulating endosomal trafficking, is 
involved in neuronal death. J Biol Chem 279, 2046-2052.
【非特許文献４】Okumura M, Ichioka F, Kobayashi R, Suzuki H, Yoshida H, Shibata 
H, Maki M. (2009). Penta-EF-hand protein ALG-2 functions as a Ca2+-dependent ada
ptor that bridges Alix and TSG101. Biochem Biophys Res Commun 386, 237-241.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　ネフローゼ症候群を含む慢性腎不全においては、腎疾患の種類によってその治療方針が
異なることから、その種類を判別するための診断方法の開発が必要とされている。しかし
現状で利用可能な診断方法としては、腎生検と称される侵襲的な手法によって顕微鏡的に
診断する方法しかなく、患者に負担を強いることが避けられない。また、腎生検を実施で
きる病院も限られるため、その診断を広く行うことができないことも大きな問題となって
いる。これらの問題を解決するためには、手軽に（つまり、非侵襲的に）かつ的確に、腎
疾患の種類を判別・診断できる技術を開発することが重要となる。
【００１１】
　特に、微小変化型ネフローゼ症候群および膜性腎症のような糸球体濾過膜の異常に関連
した疾患を特異的に診断・検査することができる非侵襲的な方法については、いまだ確立
されていない。
【００１２】
　そこで本発明は、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を手軽に（つまり、非侵襲的に）
かつ的確に診断・検査することができる手段を提供することを目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、腎疾患の新規なバイオマーカーを探索すべく、鋭意研究を行った。その
過程で、腎疾患患者の尿中ＰＤＣＤ６ＩＰ量の測定を試みた。その結果、驚くべきことに
、尿中のエキソゾーム分画に含まれて排泄されるＰＤＣＤ６ＩＰの量が、膜性腎症や微小
変化型ネフローゼ症候群などの糸球体濾過膜の異常に関連した疾患に罹患した患者におい
て増加することを見出した。そしてその結果を受けて、ラットにピューロマイシンアミノ
ヌクレオシド（ＰＡＮ）を投与することで微小変化型ネフローゼ症候群モデルラットを作
成し、その尿中のエキソゾーム分画に含まれるＰＤＣＤ６ＩＰ量を調べた。その結果、Ｐ
ＡＮ投与群において尿中エキソゾーム分画へのＰＤＣＤ６ＩＰ排泄量の有意な増加を観察
して上記知見を裏づけた。これらの知見に基づき、本発明者らは、本発明を完成させるに
至った。
【００１４】
　すなわち、本発明の一形態によれば、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の検査方法が
提供される。そして、当該検査方法は、被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰ（
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　６　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ）タンパク質の量を測定する工程を含む点に特徴を有する。
【００１５】
　また、本発明の他の形態によれば、上述した検査方法に使用するための検査用キットが
提供される。当該検査用キットは、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異的に結合する抗体を
含有する点に特徴を有する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を手軽に（つまり、非侵襲的に）
かつ的確に診断・検査することができる手段が提供されうる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１－１】７種の異なる種由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を比較した
表である。
【図１－２】７種の異なる種由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を比較した
表である。
【図１－３】７種の異なる種由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を比較した
表である。
【図２】健常者、腎疾患（ＩｇＡ腎症、非ＩｇＡ型メサンギウム増殖性腎炎、膜性腎症、
巣状糸球体硬化、糖尿病性腎症、微小変化型ネフローゼ症候群）の患者、または腎疾患以
外の疾患（腎移植ドナー、肺がん）の患者から調製した尿中エキソゾーム分画サンプルに
おけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量を、実施例の（ＩＩ－ｂ）に記載のウエスタンブロッ
ト法により測定した結果を比較したグラフである。
【図３】実施例の（Ｉ－ｂ）で作成したラット疾患モデルにおける測定結果を、コントロ
ール群と比較して示したグラフである。図３のＡは、尿中総タンパク質排泄量について比
較したグラフである。また、図３のＢは、尿中エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣ
Ｄ６ＩＰタンパク質量について比較したグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下、本発明を実施するための形態を詳細に説明するが、本発明の技術的範囲は下記の
形態のみに限定されることはない。
【００１９】
　本発明の一形態は、被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰ（ｐｒｏｇｒａｍｍ
ｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　６　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）タンパク
質の量を測定する工程を含む、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の検査方法である。
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【００２０】
　≪被検体≫
　本発明において、「被検体」とは、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を発症しうる動
物であればよく、特に限定されないが、ヒトが特に好ましい。ヒト以外の被検体としては
、例えば、サル、チンパンジー等の非ヒト霊長類や、イヌ、ウシ、マウス、ラット、モル
モット等の他の哺乳類が挙げられる。ヒト以外の動物（非ヒト動物）を被検体とした場合
に得られる情報（判定結果）は、当該非ヒト動物の糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の
検査にも利用されうる。ただし、むしろその判定結果をヒトにおける糸球体濾過膜の異常
に関連した疾患を診断・検査するための方法の確立に向けた研究開発に利用できる点での
有用も大きい。
【００２１】
　本発明の検査方法は、以下に詳述するように、被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ
６ＩＰタンパク質の量を測定する点に特徴を有する。ここで、図１－１～図１－３に示す
ように、測定対象であるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列は種を超えて保存性が
高い。また、ラットなどの疾患モデル動物でみられた尿中ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の
変化は、患者においてもみられるものである。よって、非ヒト動物での実験結果はヒトに
対しても外挿可能であると言える。
【００２２】
　≪試料≫
　本発明の検査方法では、被検体から採取した尿を試料として用いる。例えば、採取され
た尿に対して以下のような処理を施した試料を、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量を測定す
るために用いることができる。
【００２３】
　採取した尿をまず１，０００ｇで１０分間遠心し、続いてその上清を１７，０００ｇで
１５分間遠心する。そしてその上清を２００，０００ｇで６０分間遠心し、その沈渣をエ
キソゾーム分画として分離する。得られたエキソゾーム分画を４×サンプルバッファー（
0.5 M Tris-HCl、8% SDS、50%グリセロール、0.01%ブロモフェノールブルー、0.2 M DTT
）と混合し、３７℃にて３０分間インキュベートすることにより可溶化して、エキソゾー
ム分画サンプルとする。
【００２４】
　かような処理を施して得られる試料（尿のエキソゾーム分画試料）を本発明の検査方法
における試料として用いると、特に精度の高い診断・検査が行えるという利点がある。も
ちろん、正確かつ精確な測定が可能である限り、尿のエキソゾーム分画試料を調製するこ
となく、採取された尿を本発明の検査方法の試料として用いてもよい。かような試料の調
製方法としては、例えば、フィルター法、超遠心法、カラム分離法などがある。また、こ
れらの処理も施さずに測定に用いることも、力価の高い抗体を用いた免疫学的手法による
測定を行う場合などには、可能である。なお、試料中のタンパク質の分解による測定誤差
の発生を防止することを目的として、採取された尿に対して適宜タンパク質分解酵素阻害
剤を添加してもよい。全尿
　≪ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質≫
　本明細書において、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質とは、典型的にはＰＤＣＤ６ＩＰタンパ
ク質の成熟体または完全体を意味するが、糖鎖修飾されたＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質分子
も包含する概念である。この際、糖鎖の種類やその結合位置などは限定されない。なお、
ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列は、被検体の動物種により若干異なる。一例と
して、配列表には、配列番号１としてマウス（Mus musculus）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタン
パク質のアミノ酸配列を、配列番号２としてラット（Rattus norvegicus）由来のＰＤＣ
Ｄ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、配列番号３としてヒト（Homo sapiens）由来のＰ
ＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、配列番号４としてイヌ（Canis lupus famili
aris）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、配列番号５としてウシ（Bos 
taurus）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、配列番号６としてカエル（
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Xenopus laevis）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、配列番号７として
サカナ（Danio rerio）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を、それぞれ示
す。これらのアミノ酸配列はいずれも、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアイソフォーム１（
isoform 1）のものである。図１－１～図１－３は、これらの７種の異なる種由来のＰＤ
ＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列を比較した表である。図１－１～図１－３に示すよ
うに、ヒトのＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質（アイソフォーム１）は、イヌと最も相同性が高
く（９７％）、次いで、ウシ（９６％）、ラット（９４％）、マウス（９４％）、カエル
（７６％）、サカナ（７２％）の順と推測される。このことから明らかなように、ＰＤＣ
Ｄ６ＩＰタンパク質は種を越えて良く保存されていると言える。また、後述する実施例に
おいて用いた抗体は、ヒト、ラットおよびマウスの腎および尿中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパ
ク質を特異的に認識できることを確認している。
【００２５】
　≪ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の測定≫
　試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の測定は、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異的に
結合する抗体（抗ＰＤＣＤ６ＩＰ抗体）を用いた免疫学的測定法により行うことが好まし
い。このような抗体としては、測定しようとする動物種のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質また
はその部分配列を含むポリペプチドを抗原として用い、常法により作成された抗体が好適
に使用されうる。この抗体は、ポリクローナル抗体であってもよいし、モノクローナル抗
体であってもよい。また、抗体は、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異的に結合するもので
ある限り、断片として使用することもできる。抗体の断片としては、例えば、Ｆａｂ断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）等が挙げられる。
【００２６】
　モノクローナル抗体は、例えば次の手順で作成することができる。
【００２７】
　まず、上述した抗原（測定しようとする動物種のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質またはその
部分配列を含むポリペプチド）を、動物に対して、抗原の投与により抗体産生が可能な部
位にそれ自体あるいは担体、希釈剤とともに投与する。投与に際して抗体産生能を高める
ため、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。
用いられる動物としては、例えば、サル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、
ヒツジ、ヤギなどの哺乳動物が挙げられる。抗血清中の抗体価の測定は常法により行うこ
とができる。
【００２８】
　抗原を免疫された動物から抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日後に脾
臓またはリンパ節を採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させるこ
とにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる。融合操作は
既知の方法、例えば、Nature 256: 495 (1975)記載の方法に従い実施することができる。
融合促進剤としては、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などが挙げられる。骨
髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０などが挙げられる。
【００２９】
　モノクローナル抗体の選別は、公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうことがで
きるが、通常はＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物細
胞用培地などで行なうことができる。選別および育種用培地としては、ハイブリドーマが
生育できるものならばどのような培地を用いてもよい。ハイブリドーマ培養上清の抗体価
は、抗血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００３０】
　モノクローナル抗体の分離精製は、通常のポリクローナル抗体の分離精製と同様の、例
えば塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換体（例えば、Ｄ
ＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相またはプロテインＡもし
くはプロテインＧなどを用いた特異的精製法による免疫グロブリンの分離精製法に従って
行うことができる。
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【００３１】
　一方、ポリクローナル抗体は、例えば次の手順で作成することができる。
【００３２】
　ポリクローナル抗体は、例えば、抗原とキャリアーとの複合体をつくり、上記のモノク
ローナル抗体の製造法と同様に哺乳動物に免疫を行ない、該免疫動物から活性型ハプトグ
ロビンに対する抗体含有物を採取して、抗体の分離精製を行なうことにより製造されうる
。ポリクローナル抗体の作成に使用する抗原は、モノクローナル抗体の作成におけるのと
同様である。抗原とキャリアーとの複合体を形成する際に、キャリアーの種類および抗原
とキャリアーとの混合比は、キャリアーに架橋させた抗原に対して抗体が効率良く製造で
きれば、どの様なものをどの様な比率で架橋させてもよい。キャリアーとしては、例えば
、ウシ血清アルブミン、ウシサイログロブリン、キーホール・リンペット・ヘモシアニン
等が用いられる。また、抗原とキャリアーのカップリングには、種々の縮合剤を用いるこ
とができるが、グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオー
ル基、ジチオビリジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。
【００３３】
　抗原とキャリアーとの複合体は、免疫される動物に対して、抗体産生が可能な部位にそ
れ自体あるいは担体、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため
、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与
は、通常約２～６週毎に１回ずつ、計約３～１０回程度行なうことができる。用いられる
動物としては、モノクローナル抗体作成の場合と同様の哺乳動物が挙げられる。ポリクロ
ーナル抗体は、上記の方法で免疫された動物の血液、腹水など、好ましくは血液から採取
することができる。抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の血清中の抗体価の
測定と同様にして測定できる。ポリクローナル抗体の分離精製は、上記のモノクローナル
抗体の分離精製と同様の手順で行なうことができる。
【００３４】
　≪ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の評価≫
　本発明の検査方法は、被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量を
測定する工程を含むが、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の絶対的な量を測定する必要は必ずし
もなく、対照となる尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量との相対的な関係を明らか
にできれば評価としては十分である。
【００３５】
　ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の評価方法として、典型的には、上述した抗ＰＤＣＤ６
ＩＰ抗体を用いた免疫学的測定法が挙げられる。免疫学的測定法としては、特に制限はな
く、従来公知の方法、例えば酵素免疫測定法（ＥＩＡ法）、ラテックス凝集法、免疫クロ
マト法、ウエスタンブロット法、放射免疫測定法（ＲＩＡ法）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ
法）、ルミネッセンス免疫測定法、スピン免疫測定法、抗原抗体複合体形成に伴う濁度を
測定する比濁法、抗体固相膜電極を利用し抗原との結合による電位変化を検出する酵素セ
ンサー電極法、免疫電気泳動法などが用いられうる。これらの中でも、ＥＩＡ法またはウ
エスタンブロット法が好ましい。なお、ＥＩＡ法には、競合的酵素免疫測定法や、サンド
イッチ酵素結合免疫固相測定法（サンドイッチＥＬＩＳＡ法）等が包含される。
【００３６】
　ウエスタンブロット法を本発明を実施するための免疫学的測定法として採用する場合、
例えば次のようにして尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質を検出することができる。
【００３７】
　まず、ドデシル硫酸ナトリウム含有ポリアクリルアミドゲル（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）上に
、測定試料を添加し、一定の電圧をかけて電気泳動を行い、泳動によりゲル上で分離され
たタンパク質をＰＶＤＦ（ポリフッ化ビニリデン）膜のようなブロッティング用膜に電気
的に転写し、この膜をスキムミルク等でブロッキング処理した後に、上述した抗ＰＤＣＤ
６ＩＰ抗体（１次抗体）を膜と反応させ、次いで化学発光物質、蛍光物質、または酵素（
西洋ワサビペルオキシダーゼ等）で標識した２次抗体を結合させ、さらに標識物質に応じ



(8) JP 5777149 B2 2015.9.9

10

20

30

40

50

た検出操作を行う。これにより、膜上にＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質が存在する場合には、
当該タンパク質を検出・定量することができる。なお、ウエスタンブロット法による具体
的な検出方法は、後述する実施例に記載されている。
【００３８】
　≪検査方法≫
　本発明では、上述したような手法によって被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６Ｉ
Ｐタンパク質の量を測定し、その測定結果に基づいて、糸球体濾過膜の異常に関連した疾
患を検査する。より具体的には、測定される尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の
増加を指標として、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を検査する。
【００３９】
　本発明において、「検査」とは、典型的には、被検体が糸球体濾過膜の異常に関連した
疾患に罹患しているか否かの判定（狭義の検査）を意味するが、これには限定されない。
本発明における「検査」とは、例えば、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の重症度の検
査や、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患に対する治療効果の検査、治療後に糸球体濾過
膜の異常に関連した疾患に再罹患（再発）する危険性が存在するか否かの検査をも包含す
る概念（広義の検査）である。尿中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量は、糸球体濾過膜の
異常に関連した疾患の早期の段階においても顕著に増加することから、本発明の検査方法
は、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の早期の診断・検査に有用であるといえる（なお
、この場合には「診断」との語は狭義の意味で用いられる）。また、尿を試料として使用
することから、被検体にとって負荷がほとんどない、非常に好ましい方法であると言える
。
【００４０】
　被検体が糸球体濾過膜の異常に関連した疾患に罹患しているか否かを判定する際には、
健常検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量を基準とすることができ
る。また、治療効果を判定する際には、治療前の被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ
６ＩＰタンパク質の量を基準とすることができる。本発明では、対比対象となるこれらの
検体を「対照検体」とも称する。
【００４１】
　本発明の検査方法では、典型的には、被検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタ
ンパク質の量を測定し、その測定量と、対照検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰ
タンパク質の量とを対比し、前者が後者より多い（増加している）ときに、被検体が糸球
体濾過膜の異常に関連した疾患に罹患している、または対照検体と比較してより重度の前
記疾患に罹患していると判断する。
【００４２】
　なお、対照検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の測定は、被検
体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の測定と同様の手順で行うこと
ができる。また、対照検体から採取した尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量は、被
検体から尿を採取するたびに測定してもよいし、事前に測定しておいてもよい。
【００４３】
　≪検査用キット≫
　本発明の他の形態によれば、検査用キットもまた、提供される。この検査用キットは、
上述した検査方法で使用される試薬等を含むものである。具体的には、例えば、検査用キ
ットが上述した免疫学的測定法によって尿試料中のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の量の測定
を行うためのものである場合には、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質に特異的に結合する抗体を
含有する。この場合において、検査用キットは、上記抗体や採取された試料を希釈するた
めの緩衝液、洗浄液、２次抗体、蛍光色素、反応容器、陽性対照、陰性対照、検査プロト
コールを記載した指示書等の構成要素をさらに含んでもよい。また、これらの構成要素は
、必要に応じて予め混合または複合化しておくこともできる。この検査用キットを使用す
ることにより、本発明による糸球体濾過膜の異常に関連した疾患の検査が簡便となり、早
期の治療方針決定に非常に有用である。
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【実施例】
【００４４】
　以下、実施例および参考例により本発明をより具体的に説明するが、本発明の技術的範
囲はこれらに限定されない。
【００４５】
　≪Ｉ．被検体≫
　（Ｉ－ａ）ヒト患者検体
　倫理委員会の承認のもと、同意が得られたヒト患者から尿を採取し、尿サンプルとした
。
【００４６】
　（Ｉ－ｂ）糸球体濾過膜に異常を来すラット疾患モデル
　ラットにピューロマイシンアミノヌクレオシド（ＰＡＮ）（１５０ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｐ
．）を投与し、糸球体濾過膜に異常を来してタンパク尿を呈する、ラット疾患モデルを作
成した。一方、同容量の生理食塩水を投与したラット群を、コントロール群とした。
【００４７】
　≪ＩＩ．尿サンプルのエキソゾーム分画におけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の定量≫
　（ＩＩ－ａ）エキソゾーム分画サンプルの調製
　上記（Ｉ－ｂ）の方法により作成したラット疾患モデルから、任意の時点において、採
尿および採血を行った。代謝ケージを用いて尿を集め、尿量の測定を行った。その後、エ
キソゾームの分離を行った。なお、以下の手法による尿からのエキソゾーム分画の分離は
、一定のクレアチニン量を含む尿に対して行った。
【００４８】
　具体的には、採取した尿をまず１，０００ｇで１０分間遠心し、続いてその上清を１７
，０００ｇで１５分間遠心した。そしてその上清を２００，０００ｇで６０分間遠心し、
その沈渣をエキソゾーム分画として分離した。得られたエキソゾーム分画を４×サンプル
バッファー（0.5 M Tris-HCl、8% SDS、50%グリセロール、0.01%ブロモフェノールブルー
、0.2 M DTT）と混合し、３７℃にて３０分間インキュベートすることにより可溶化して
、エキソゾーム分画サンプルとした。
【００４９】
　また、ヒト患者検体からサンプルを調製する場合には、同意が得られた患者から早朝尿
を得た。この尿を用いて、動物モデルの尿の場合と同様の手技を用いて、エキソゾーム分
画サンプルを調製した。
【００５０】
　（ＩＩ－ｂ）エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質の定量
　以下の手法により、エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質をウ
エスタンブロット法により検出・定量した。
【００５１】
　まず、上記（ＩＩ－ａ）で調製したエキソゾーム分画サンプル中のタンパク質を、まず
定法に従いＳＤＳ－ＰＡＧＥ法で分子量に基づいて分離した。その後、ゲル内のタンパク
質をセミドライタイプ（KS-8460、マリソル、東京）のブロッティング装置を用いてポリ
フッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）膜に転写した。転写されたＰＶＤＦ膜を、Tris緩衝生理食
塩水（ＴＢＳ）中にてローテーターで振盪しながら洗浄（１５分間、２回）し、５％スキ
ムミルク、Ｔｗｅｅｎ－２０を含むＴＢＳ（５％ ＳＭ ＴＴＢＳ）でブロッキング（オー
バーナイト、４℃）した。ブロッキング後、１．６％ ＳＭ ＴＴＢＳで１：１００に希釈
した１次抗体（抗Ａｌｉｘ抗体、Santa Cruz Biotechnology、CA）を６０分間反応させた
（室温）。反応後、ＴＴＢＳで１次抗体を洗浄（５分間、２回）し、１．６％ ＳＭ ＴＴ
ＢＳで１：４０００に希釈した２次抗体（抗ヤギＩｇＧ抗体）を反応させた後、ＴＴＢＳ
で洗浄（５分間、４回）し、最後にＴＢＳで洗浄（１０分間、１回）した。バンドを可視
化する場合には、SuperSignal（登録商標） West Femto Maximam Sensitivity Subatrate
（PIERCE、IL）を用いてバンドを発光させ、ポラロイドカメラ（ECLTM-mini Camera、Ame



(10) JP 5777149 B2 2015.9.9

10

20

30

40

50

rsham International plc.、東京）で撮影した。
【００５２】
　なお、タンパク質量を定量化する場合には、コントロール群の値の平均値を１００％と
した場合の相対値として定量化した。
【００５３】
　（ＩＩ－ｃ）血漿中のクレアチニン濃度の測定
　被検体から全血を採取し、これをヘパリンと混濁した後、１２，０００ｒｐｍで１０分
間遠心することで、血漿を分離した。この血漿を用いて、富士ドライケムスライド（CRE-
PIII、富士写真フイルム株式会社、東京）により血漿中のクレアチニン濃度を測定した。
【００５４】
　（ＩＩ－ｄ）尿中タンパク質濃度の測定およびタンパク質排泄速度の算出
　尿中タンパク質濃度については、ブラッドフォード・プロテイン・アッセイキット（Bi
o Rad Laboratories、東京）により測定した。また、得られた測定値に尿量を乗じて、一
定時間当たりの総排泄量として、タンパク質排泄速度を算出した。
【００５５】
　≪ＩＩＩ．結果≫
　（ＩＩＩ－ａ）腎疾患またはそれ以外の疾患の患者における尿中エキソゾーム分画サン
プルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の比較
　図２は、健常者、腎疾患（ＩｇＡ腎症、非ＩｇＡ型メサンギウム増殖性腎炎、膜性腎症
、巣状糸球体硬化、糖尿病性腎症、微小変化型ネフローゼ症候群）の患者、または腎疾患
以外の疾患（腎移植ドナー、肺がん）の患者から調製した尿中エキソゾーム分画サンプル
におけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量を、上記（ＩＩ－ｂ）に記載のウエスタンブロット
法により測定した結果を比較したグラフである。ここで、図２に示すデータは、３人の健
常者の尿を混合して作製したコントロールサンプルを解析し、その量を１００％（グラフ
中の破線）とした場合の相対値である。また、グラフの縦軸は対数目盛で表されている。
【００５６】
　図２に示すように、本実験においてサンプルを採取した患者４０症例のうち、糸球体濾
過膜の異常に関連した疾患である、膜性腎症（５例）および微小変化型ネフローゼ症候群
（２例）の症例において、尿中エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパ
ク質量が著明に増加していることが認められた。
【００５７】
　このことから、尿中エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量が
、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を診断・検査するための有用なマーカーになりうる
ことが考えられた。なお、非ＩｇＡ型メサンギウム増殖性腎炎および巣状糸球体硬化の患
者の中にも、ＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の増加がみられた個体が認められた。この理由
としては、これらの患者において、糸球体濾過膜に異常が起こっていた可能性が考えられ
た。
【００５８】
　（ＩＩＩ－ｂ）ラット疾患モデルにおける検討
　図３は、上記（Ｉ－ｂ）で作成したラット疾患モデルにおける測定結果を、コントロー
ル群と比較して示したグラフである。具体的には、図３のＡは、尿中総タンパク質排泄量
について比較したグラフである。図３のＡに示すように、ラット疾患モデルにおいては、
ＰＡＮ投与後５日目以降に、タンパク質排泄量の有意な増加（タンパク尿）がみられた。
また、図３のＢは、尿中エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量
について比較したグラフである。図３のＢに示すように、ラット疾患モデルにおいては、
ＰＡＮ投与後４日目では３個体中２個体において、また、ＰＡＮ投与後５日目では３個体
すべてにおいて、尿中エキソゾーム分画サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量の
増加が見られた。このことから、上記（ＩＩＩ－ａ）で考察した、尿中エキソゾーム分画
サンプルにおけるＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質量が、糸球体濾過膜の異常に関連した疾患を
診断・検査するための有用なマーカーになりうるとの仮説が裏づけられた。
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【００５９】
　なお、ラット疾患モデルにおける血中クレアチニン濃度の値を、図３のＢにおける各ウ
エスタンブロットの撮影写真の上段の数値として示す。図３のＢに示すように、ＰＡＮを
投与した場合であっても、血中クレアチニン濃度の有意な変化は認められなかった。
【００６０】
　以上の結果から、本実験で作成されたラット疾患モデルは、腎不全には至っていないも
のの、糸球体の血液濾過膜には異常が生じてタンパク尿を呈しているモデルであると考え
られる。
【００６１】
　≪まとめ≫
　本発明により、尿中の特定のタンパク質（ＰＤＣＤ６ＩＰ）の量を調べるだけという極
めて簡便な手法によって、膜性腎症や微小変化型ネフローゼ症候群のような糸球体におけ
る血液濾過膜の異常に関連した疾患を診断することができる。そのため、腎生検や採血な
ど患者の痛みを伴う侵襲的な診断・検査方法を回避することができ（非侵襲的）、また、
広く普及できれば、上記疾患による死亡率や透析患者数を減少させ、人類の保健の向上に
大きく寄与できることが期待される。
【配列表フリーテキスト】
【００６２】
〔配列番号：１〕
　マウス（Mus musculus）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である。
〔配列番号：２〕
　ラット（Rattus norvegicus）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である
。
〔配列番号：３〕
　ヒト（Homo sapiens）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である。
〔配列番号：４〕
　イヌ（Canis lupus familiaris）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列であ
る。
〔配列番号：５〕
　ウシ（Bos taurus）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である。
〔配列番号：６〕
　カエル（Xenopus laevis）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である。
〔配列番号：７〕
　サカナ（Danio rerio）由来のＰＤＣＤ６ＩＰタンパク質のアミノ酸配列である。
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