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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ＮＧＡＬを早期尿バイオマーカーとして利用する、早発型の腎尿細管細胞障害を
検出するための方法およびキットを提供する。
【解決手段】ＮＧＡＬは、小さな分泌ポリペプチドであり、プロテアーゼ耐性があること
から、腎尿細管細胞障害後の尿中で容易に検出される。ＮＧＡＬタンパク質の発現は、主
に近位尿細管細胞中で、分泌タンパク質によく似た点状細胞質分布中に認められる。尿中
でのＮＧＡＬの出現は、腎虚血および腎毒症の投薬量および持続時間に関連しており、腎
尿細管細胞障害および腎不全の診断となる。ＮＧＡＬの検出は、薬物または他の治療薬の
腎毒性副作用をモニターするマーカーとしても有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類での虚血性腎障害および腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害を検出するための方
法であって、
　（１）哺乳類の被検体から尿試料を得るステップ；
　（２）前記尿試料とＮＧＡＬを含む腎尿細管細胞障害バイオマーカーに対する抗体とを
接触させて、前記抗体と前記バイオマーカーとの複合体を形成させるステップ；そして
　（３）前記抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップ
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　前記被検体から断続的に複数の尿試料を得る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記尿試料が連続的に得られる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップが、前記複合体と前記バイオマー
カーを検出するための第２の抗体とを接触させることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記哺乳類被験体がヒト患者である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　腎尿細管細胞障害に対する処置の効果を観察する方法であって、
　（１）腎尿細管細胞障害に罹った哺乳類被験体に対して処置をおこなうステップ；
　（２）前記被験体から少なくとも１つの処置後の尿試料を得るステップ；そして
　（３）前記処置後の尿試料での前記腎尿細管細胞障害のバイオマーカーの存在を検出す
るステップ
を含んでなる、方法。
【請求項７】
　前記バイオマーカーがＮＧＡＬを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　後続の処置後の尿試料を１個以上得るステップをさらに有し、前記後続の処置後の尿試
料に前記バイオマイーカーの存在が検出されなくなるまで、前記処置をおこなうステップ
が続けられる、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出するステップが、
　（ｉ）前記尿試料と前記バイオマーカーに対する捕捉抗体とを接触させて、前記抗体と
前記バイオマーカーとの複合体を形成させるステップ；そして
　（ｉｉ）前記抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップ
を含んでなる、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップが、
　（１）前記捕獲抗体－バイオマーカー複合体から、前記尿試料の任意の未結合物質を分
離するステップ；
　（２）前記捕獲抗体－バイオマーカー複合体と前記バイオマーカーを検出するための第
２の抗体とを接触させて、前記バイオマーカーと前記第２の抗体との間の複合体を形成さ
せるステップ；
　（３）前記バイオマーカー－第２の抗体複合体から、任意の未結合の第２の抗体を分離
するステップ；そして
　（４）前記バイオマーカー－第２の抗体複合体の前記第２の抗体を検出するステップ
を含んでなる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ステップ（ｉ）が尿試料と前記第１の抗体が加えられた培地とを接触させるステッ
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プを含んでなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　虚血性腎障害および腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害に対する即時型または早発型の
バイオマーカーの存在を被検体の尿液体中で検出するのに用いられるキットであって、
　（１）一定量の尿試料を取得する手段；
　（２）腎尿細管細胞障害に対するバイオマーカーと複合体を形成することが可能な捕捉
抗体が加えられ、該バイオマーカーがＮＧＡＬを含む培地；
　（３）前記バイオマーカーと前記捕獲抗体との複合体を検出するためのアッセイ
を含んでなる、キット。
【請求項１３】
　前記尿試料の量が１ｍｌ未満、より一般的には１０μｌ未満である、請求項１２に記載
のキット。
【請求項１４】
　前記取得手段が、表面を有する装置を含み、該表面が前記培地を含む、請求項１２に記
載のキット。
【請求項１５】
　前記取得手段が、前記尿試料を受け取るための容器を含み、前記容器の尿接触面が培地
を含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１６】
　前記アッセイがＥＬＩＳＡを含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１７】
　前記取得手段が、前記培地を含むカセットを有する装置を含んでなる、請求項１２に記
載のキット。
【請求項１８】
　ポイント・オブ・ケア・キットである、請求項１２に記載のキット。
【請求項１９】
　前記尿試料の量が１ｍｌ未満、より一般的には１０μｌ未満である、請求項１８に記載
のポイント・オブ・ケア・キット。
【請求項２０】
　前記取得手段が、ディップスティックを有する装置を含み、該ディップスティックの表
面が前記培地を含む、請求項１９に記載のポイント・オブ・ケア・キット。
【請求項２１】
　前記アッセイが、比色ディップスティック・アッセイを含んでなる、請求項１９に記載
のポイント・オブ・ケア・キット。
【請求項２２】
　哺乳類の被検体の虚血性腎障害および腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害の状態を測定
するための競合的酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）であって、前記被検体の尿試
料中でのＮＧＡＬの存在を検出するための、前記ＮＧＡＬに特異的な第１の抗体を含む、
キット。
【請求項２３】
　前記尿試料の液量を約１ｍｌ以下とすることができる、請求項２２に記載のＥＬＩＳＡ
キット。
【請求項２４】
　事象によって引き起こされる虚血性腎障害および腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害の
程度を特定するための方法であって、
　（１）哺乳類の被験体から少なくとも１個の尿試料を得るステップ；
　（２）前記尿試料中の腎尿細管細胞障害のバイオマーカーの存在を検出するステップ；
　（３）前記事象の時間に比例して、前記尿試料中の前記バイオマーカーの存在が発現さ
れる時間に基づいて、前記尿細管細胞傷害の程度を決定するステップ
を含んでなる、方法。
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【請求項２５】
　前記バイオマーカーがＮＧＡＬを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記事象が外科的処置である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記事象が、腎臓への血液供給減少、心機能障害、外科的処置、集中治療室の患者、お
よび前記被検体に対する医薬品、造影剤、または他の医薬物質の投与である、請求項２４
に記載の方法。
【請求項２８】
　哺乳類での虚血性腎障害および腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害を検出するための方
法であって、
　（１）哺乳類の被検体から１ｍｌ以下の第１の尿を含む尿試料を得るステップ；
　（２）前記尿試料と腎尿細管細胞障害のバイオマーカーに対する抗体とを接触させて、
前記抗体と前記バイオマーカーとの複合体を形成させるステップ；そして
　（３）前記抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップと、
を含んでなる、方法。
【請求項２９】
　前記バイオマーカーがＮＧＡＬを含む、請求項２８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　虚血障害または腎毒性障害を含む腎尿細管細胞障害に続発する急性腎不全（ＡＲＦ）は
、支持療法が飛躍的に進歩したにもかかわらず、死亡率および罹病率があいかわらず高い
ままであり、臨床医学および腎臓病学での一般的かつ潜在的に計り知れない大きな問題の
ままである。数十年にわたる先駆的研究によって、ＡＲＦの病因における持続性の血管収
縮、尿細管閉塞、細胞構造および代謝変化、ならびに炎症性応答の役割が明らかにされて
きている。これらの研究は、動物モデルにおいて可能な治療方法を提唱してきたが、ヒト
でのトランスレーショナル・リサーチの努力は、期待はずれの結果を生み出した。このこ
との理由として、虚血障害および腎毒素に対する腎臓の多面的な応答と、結果として生ず
る治療開始の遅れを伴うＡＲＦ用の早期バイオマーカーの不足とを挙げることができる。
【０００２】
　人が急性腎不全に罹ったと考えられるのは、その患者の血清クレアチニン値が、（１）
基線血清クレアチニン値が２．０ｍｇ／ｄｌ未満であったときに少なくとも０．５ｍｇ／
ｄｌ増加したとき；（２）基線血清クレアチニン値が２．０ｍｇ／ｄｌ以上であったとき
に少なくとも１．５ｍｇ／ｄｌ増加したとき；または（３）Ｘ線撮影造影剤への曝露の結
果として、基線血清クレアチニン値に関係なく少なくとも０．５ｍｇ／ｄｌ増加したとき
のいずれかである。
【０００３】
　疾病経過の初期に治療を導入することで、ＡＲＦに関連する死亡率が低下し、様々なタ
イプの腎尿細管障害、例えば限定されるものではないが虚血性および腎毒性の腎障害の処
置に要する時間が短縮されると、考えられる。腎尿細管細胞障害用の信頼性が高い早期バ
イオマーカーの同定は、早期治療介入を容易にする上で有用であり、また腎毒性の指標を
提供することで医薬開発を導くのを助ける上で有用である。
【０００４】
　腎疾患を発見するための従来の研究手法として、血清クレアチニン、血液尿素窒素、ク
レアチニンクリアランス、尿電解質、尿沈殿物鏡検、および放射線分析が含まれる。これ
らの指標は非感受性かつ非特異性であることのみならず、本疾患を早期に発見することを
可能とさせるものではない。実際、血清クレアチニンの上昇がＡＲＦ検出のための「ゴー
ルドスタンダード」として広く思われている一方で、血清クレアチニンの変化が生ずる頃
には、腎機能の５０％ほどが既に失われることが現在明らかである。
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【０００５】
　虚血性腎障害用のいくつかの尿バイオマーカーが以前に記載され、腎障害分子－１（Ｋ
ＩＭ－１）およびシステイン・リッチ・タンパク質６１（Ｃｙｒ６１）を含む。ＫＩＭ－
１は、腎臓再生に関与する推定上の接着分子である。虚血－再灌流障害のラット・モデル
で、ＫＩＭ－１が最初の傷害の２４－４８時間後に上方制御され、このことはＫＩＭ－１
の信頼性が高いことを示すが、尿細管細胞障害にとっては幾分遅発性のバイオマーカーで
あることがわかった。最近の研究は、ＫＩＭ－１が虚血性急性尿細管壊死を呈する患者の
腎生検および尿において検出され得ることを示した。しかし、この検出は、確立した虚血
性腎障害の患者で、疾患の後期であると実証された。これまでのところ、早期ＡＲＦまた
は無症状の腎障害を検出するための尿ＫＩＭ－１測定の有用性は、確認されていない。
【０００６】
　タンパク質Ｃｙｒ６１が、動物モデルで虚血性腎障害の３ないし６時間後に尿で検出可
能である、システインが豊富な分泌タンパク質であることがわかった。しかし、この検出
はヘパリン－セファロース・ビーズによる生体親和性精製および濃縮ステップとそれに続
くウエスタンブロット法プロトコルを必要とした。たとえ生体親和性精製後であっても、
非特異的交叉反応ペプチドが明瞭に見られた。このように、尿中のＣｙｒ６１を検出する
ことは、特異性ならびに手順の扱いにくい性質に関して問題である。
【０００７】
　したがって、早期虚血性および腎毒性腎障害に対する改善されたバイオマーカーの同定
が、依然として差し迫った必要としてある。
【発明の開示】
【０００８】
　本発明は、哺乳類での腎尿細管細胞障害を検出するための方法に関し、該方法は、（１
）哺乳類の被検体から尿試料を得るステップ；（２）尿試料とＮＧＡＬを含む腎尿細管細
胞障害バイオマーカーに対する抗体とを接触させて、抗体と腎尿細管細胞障害バイオマー
カーとの複合体を形成させるステップ；そして（３）抗体－バイオマーカー複合体を検出
するステップを含んでなる。
【０００９】
　本発明は、腎尿細管細胞障害に対する処置の効果を観察する方法に関し、該方法は、（
１）虚血性腎障害に罹った哺乳類被験体に対して処置をおこなうステップ；（２）被験体
から少なくとも１つの処置後の尿試料を得るステップ；そして（３）処置後の尿試料での
腎尿細管細胞障害のバイオマーカーの存在を検出するステップを含んでなる。
【００１０】
　本発明はさらに、腎尿細管細胞障害に対する即時型または早発型のバイオマーカーの存
在を被検体の尿液体中で検出するのに用いられるキットに関し、該キットは、（１）一定
量の尿試料を取得する手段；（２）腎尿細管細胞障害バイオマーカーと複合体を形成する
ことが可能な捕捉抗体が加えられ、該バイオマーカーがＮＧＡＬである、培地；そして（
３）腎尿細管細胞障害バイオマーカーと捕獲抗体との複合体を検出するためのアッセイを
含んでなる。
【００１１】
　本発明はまた、哺乳類の被検体の腎尿細管細胞障害の状態を決定するための競合的酵素
結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）に関し、該キットは、被検体の尿試料中での腎尿細
管細胞障害バイオマーカーの存在を検出するための、該マーカーに特異的な第１の抗体を
含んでなる。
【００１２】
　本発明はさらに、事象によって引き起こされる腎尿細管細胞障害の程度を特定するため
の方法に関し、該方法は、（１）哺乳類の被験体から少なくとも１個の尿試料を得るステ
ップ；（２）尿試料中の腎尿細管細胞障害のバイオマーカーの存在を検出するステップ；
そして（３）事象の時間に比例して、尿試料中のＩＲＩバイオマーカーの存在が発現され
る時間に基づいて、尿細管細胞傷害の程度を決定するステップを含んでなる。
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【００１３】
　本発明はさらに、哺乳類での腎尿細管細胞障害を検出するための方法に関し、該方法は
、（１）腎尿細管細胞障害の疑いのあった哺乳類の被検体から１ｍｌ以下の第１の尿を含
む尿試料を得るステップ；（２）尿試料と腎尿細管細胞障害バイオマーカーに対する抗体
とを接触させて、抗体とバイオマーカーとの複合体を形成させるステップ；そして（３）
抗体－バイオマーカー複合体を検出するステップを含んでなる。
【００１４】
　好ましい腎尿細管細胞障害バイオマーカーは、ＮＧＡＬである。
【００１５】
図面の簡単な説明
　図１は、虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの誘導を示す図である。最上段のパネ
ルは、対照（Ｃ）マウスの腎臓から抽出したＲＮＡを用いて、または図示したような種々
の再灌流期間（時間）後に抽出したＲＮＡを用いて、マウス・アクチンおよびＮＧＡＬに
対するプライマーによる代表的なＲＴ－ＰＣＲを示す。レーンＭは、分子量標準マーカー
を含有する。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ）から、種々の時点でのＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ
発現の倍増加を示す。マイクロアレイ（実線）対ＲＴ－ＰＣＲ（点線）によって得られた
値は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【００１６】
　図２Ａは、片側虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。最上段
のパネルは、対照（Ｃｏｎ）マウスからまたは図に示した再灌流期間（時間）後得た全腎
試料の、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体またはチューブリンに対するモノクローナ
ル抗体（タンパク質ローディングが等しいことを示すために）で探索した代表的なウエス
タン・ブロットを示す。分子量マーカーは、左側にある。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ
）からの種々の時点でのＮＧＡＬタンパク質発現の倍増加を示す。デンシトメトリーによ
って得られる値は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【００１７】
　図２Ｂは、両側虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。最上段
のパネルは、対照（Ｃｏｎ）マウスからまたは図に示した再灌流期間（時間）後得た全腎
試料の、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体またはチューブリンに対するモノクローナ
ル抗体（タンパク質ローディングが等しいことを示すために）で探索した代表的なウエス
タン・ブロットを示す。分子量マーカーは、左側にある。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ
）からの種々の時点でのＮＧＡＬタンパク質発現の倍増加を示す。デンシトメトリーによ
って得られる値は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【００１８】
　図３は、虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。代表的な免疫
組織化学は、対照マウスから得たまたは図示するように還流期間（時間）を変えた後のマ
ウス腎臓の凍結切片を、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体で探索して、得られる。「
Ｇ」は糸球体を意味する。「Ｇ」は糸球体を意味する。最も右側のパネルは拡大率１００
倍であり、他のパネルは拡大率２０倍である。
【００１９】
　図４Ａは、片側虚血ＡＲＦを有するマウスの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出
を示す図である。片側腎動脈クランピングに続いて、図に示すような再灌流期間（時間）
で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ／レーン、クレアチニ
ン含有量について正規化）。分子量マーカーは、右側に示す。ブロットを、ＮＧＡＬ（最
上段）またはβ２－マイクログロブリン（Ｂｅｔａ２－Ｍ）（中段）で探索した。図示し
たように種々の再灌流期間での、５匹の動物に対する５匹の動物から得た尿のＮ－アセチ
ル－β－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）測定。値は、平均値±ＳＤである。各時点で
の対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５、ＡＮＯＶＡ。
【００２０】
　図４Ｂは、両側虚血ＡＲＦを有するマウスの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出
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を示す図である。両側腎動脈クランピングに続いて、図に示すような再灌流期間（時間）
で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ／レーン、クレアチニ
ン含有量について正規化）。分子量マーカーは、右側に示す。ブロットを、ＮＧＡＬ（最
上段）またはβ２－マイクログロブリン（Ｂｅｔａ２－Ｍ）（中段）で探索した。図示し
たように種々の再灌流期間での、８匹の動物に対する５匹の動物から得た尿のＮ－アセチ
ル－β－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）測定。値は、平均値±ＳＤである。各時点で
の対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５、ＡＮＯＶＡ。
【００２１】
　図５は、無症状の腎虚血を有するマウスから得た尿におけるＮＧＡＬタンパク質の検出
を示す図である。両側腎動脈クランピングを５、１０、または２０分おこなった後に、図
に示すような再灌流期間（時間）で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（
１～２μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）。分子量マーカーを左側に示
す。これらの動物は、還流２４時間で正常な血清クレアチニンを示した。
【００２２】
　図６は、虚血性ＡＲＦを有するラットの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出を示
す図である。ラットに両側腎動脈クランピングを３０分間おこなった後に、図に示すよう
な再灌流期間（時間）で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ
／レーン、クレアチニン含有量について正規化）。分子量マーカーを左側に示す。これら
の動物は、還流２４時間で血清クレアチニンの顕著な増加を示した。
【００２３】
　図７は、インビトロでの虚血後のＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの誘導を示す。最上段のパネルは
、図示のように、様々な時期（時間）に部分的なＡＴＰ欠乏を生じさせた後に腎臓近位尿
細管上皮細胞（ＲＰＴＥＣ）から抽出されたＲＮＡを用いたヒトＮＧＡＬに対するプライ
マーによる代表的なＲＴ－ＰＣＲを示す。レーンＭは、１００ｂｐのＤＮＡラダーを含む
。中段のパネルは、対照（Ｏ）から得た種々の時間点でのＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ発現の倍増
加を示し、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）発現につい
て正規化してある。値は、各点について、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤで
ある。下段側パネルは、等量の細胞ペレット（Ｐｅｌ）または培地（Ｓｕｐ）から得た、
図示のように、様々な時期に部分的なＡＴＰ欠乏を生じさせた後のＲＰＴＥＣ試料による
、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体で探索した代表的なウエスタン・ブロット（３通
りの異なる実験のもの）を示す。分子量マーカーは左側にある。
【００２４】
　図８Ａは、シスプラチン誘導障害を有するマウスで、尿中のＮＧＡＬタンパク質の早期
検出が検出されたことを示す。シスプラチン投与後の図に示す日数で得た未処理の尿試料
（１～２μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）の、β－２－マイクログロ
ブリン（最上段のパネル）およびＮＧＡＬ（中段のパネル）に対する抗体で探索した代表
的なウエスタン・ブロット。分子量マーカーを左側に示す。
【００２５】
　図８Ｂは、図８Ａのシスプラチン投与後（ｎ＝４）に種々の日数での尿ＮＡＧ測定を示
す。値は、平均値±ＳＤである。０日目に対し＊Ｐ　＜　０．０５。
【００２６】
　図９は、シスプラチン投与が尿細管細胞の壊死およびアポトーシスをもたらすことを示
す図である。ヘマトキシリン‐エオジン染色によって、シスプラチン処置腎臓（最上段中
央のパネル）における尿細管膨張（ｔｕｂｕｌａｒ　ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ）、管腔破片
（ｌｕｍｉｎａｌ　ｄｅｂｒｉｓ）、および平坦化した上皮（ｆｌａｔｔｅｎｅｄ　ｅｐ
ｉｔｈｅｌｉｕｍ）が示された。高倍率では、星印で記された尿細管が、アポトーシスを
表す強く濃く染色された核（矢印）を示した（最上段右側パネル）。シスプラチン処置腎
臓のＴＵＮＥＬ陽性核を示すＴＵＮＥＬ染色（下段中央パネル）。高倍率では、星印で示
した尿細管は、アポトーシスの特徴である濃く、断片化した核（矢印）を示した（下段右
側パネル）。高倍率と標識されたパネルは、拡大率１００倍であり、他のパネルは２０倍
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である。対照マウスで得られた結果を最上段および下段の左側パネルに示す。
【００２７】
　図１０は、シスプラチン投与が腎臓ＮＧＡＬの急激な誘導をもたらすことを示す図であ
る。図示したような種々の時間点（時間）で得られた、腹腔内シスプラチン（２０μｇ／
ｋｇ）による処置を受けたマウス由来の腎臓溶解産物の、ＮＧＡＬに対するポリクローナ
ル抗体またはチューブリンに対するモノクローナル抗体で探索した代表的なウエスタン・
ブロット。分子量マーカーは左側にある。
【００２８】
　図１１は、シスプラチン投与が尿細管上皮細胞でＮＧＡＬの急激な誘導をもたらすこと
を示す図である。代表的な免疫組織化学は、腹腔内シスプラチン（２０μｇ／ｋｇ）で処
置し、図に示すような種々の時点（時間）で得たマウス由来の凍結腎臓切片を、ＮＧＡＬ
に対するポリクローナル抗体で探索して、得る。Ｇ、糸球体。ＨＰと標識されたパネルは
、拡大率が１００倍であり、他は２０倍である。
【００２９】
　図１２は、シスプラチン２０μｇ／ｋｇの投与が尿中でのＮＧＡＬの急激な発現をもた
らすことを示す図である。図に示すように、シスプラチン注射前または該注射後の種々の
時点で得た未処理の尿試料（３～５μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）
の代表的なウエスタン・ブロット（上段パネル）。同一尿試料をＮＡＧ分泌について分析
し（中央パネル）、そしてクレアチニン測定にかけた同一の動物から得た血清についても
分析をおこなった（下段パネル）。対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５。
【００３０】
　図１３は、シスプラチン５μｇ／ｋｇの投与が尿中でのＮＧＡＬの急激な発現をもたら
すことを示す図である。図に示すように、シスプラチン注射前または該注射後の種々の時
点で得た未処理の尿試料（３～５μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）の
代表的なウエスタン・ブロット（上段パネル）。同一尿試料をＮＡＧ分泌について分析し
（中央パネル）、またクレアチニン測定にかけた同一の動物から得た血清についても分析
をおこなった（下段パネル）。対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５。
【００３１】
　図１４は、シスプラチン後の尿ＮＧＡＬの定量化を示す図である。既知量の組換え体精
製ＮＧＡＬのクーマシー・ブルー（ＣＢ）染色（上段左側パネル）およびエンハンスド・
ケミルミネセンス（ＥＣＬ）分析（上段右側パネル）。ウエスタン・ブロットのデンシト
メトリー分析および同一条件下で実施された精製ＮＧＡＬの確定された基準のウエスタン
・プロットとの比較とによって測定された、シスプラチン２０μｇ／ｋｇまたは５μｇ／
ｋｇ後の種々の時点での尿ＮＧＡＬ排出の定量。
【００３２】
　図１５は、パネルＡで、死体腎臓移植をした患者（ＣＡＤ、ｎ＝４）と生存血縁ドナー
腎臓移植をした患者（ＬＲＤ、ｎ＝６）での尿ＮＧＡＬの測定とを示す（ｐ＜０．００５
）。パネルＢは、冷却虚血時間とＣＡＤの尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．００１、
ｒ＝０．９８、スピアマン分析）。パネルＣは、ピーク血清クレアチニンとＣＡＤの尿Ｎ
ＧＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．００１、ｒ＝０．９６、スピアマン分析）。
【００３３】
　図１６は、開心術後の患者での尿ＮＧＡＬの連続測定結果を、バイパス後の時（時間）
に対してプロット（ｎ＝１５）して、パネルＡに示す。パネルＢは、ＡＲＦを発症した患
者でのバイパス時間と２時間尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｎ＝５）（ｐ＜０．０１、ｒ＝
０．７６、スピアマン分析）。パネルＣは、血清クレアチニンの変化とＡＲＦを発症した
患者の２時間尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．０１、ｒ＝０．６６、スピアマン分析
）。
【発明の詳細な説明】
【００３４】
　本明細書全体を通して、種々の刊行物および未発表の原稿を括弧内で言及する。刊行物
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の開示は、この発明が関係する当技術分野の状況をより完全に説明するために、全体とし
て、参照により本明細書の一部とする。これらの参考文献についての完全な書誌引用は、
本明細書の終わりの部分に見いだすことができる。
【００３５】
　本発明は、早発型腎尿細管細胞障害での被検体の尿に存在する腎尿細管細胞障害バイオ
マーカーの存在をアッセイするための方法およびキットを提供する。上記障害の発症を早
期検出することで、そのような障害を措置するための時間を減らすことができ、そして臨
床的急性腎不全（ＡＲＦ）を発症する危険度を減らすことができる。腎尿細管障害として
、限定されるものではないが、虚血性腎障害（ＩＲＩ）または腎毒性腎障害（ＮＲＩ）と
が挙げられる。
【００３６】
　幅広く用いられている妊娠尿検査キットに類似した原理を用いる簡素なポイント・オブ
・ケア・キットは、ベッドサイドで尿ＮＧＡＬを迅速に検出するために、臨床医が素早く
ＡＲＦを診断し、証明され、かつ有効な治療および予防処置を素早く実施することを可能
にするだろう。このキットの使用は、ＡＲＦを発症する危険にさらされている全ての患者
に対する治療基準（ｓｔａｎｄａｒｄ　ｏｆ　ｃａｒｅ）を意味し得、そのような使用と
して、心臓外科、腎移植、脳卒中、外傷、敗血症、脱水、および腎毒素（抗生物質、抗炎
症剤、放射線造影剤、および化学療法剤）での使用が挙げられる。現在の医療では、ＡＲ
Ｆがこれらの素因となる異常の経過中に生ずる場合、診断がかなり遅れ、関連死亡率およ
び罹病率が、容認できないほどに高くなる。皮肉にも、さらに悲劇的にも、効果的な予防
的および治療的処置が広く利用できるが、ＡＲＦの初期バイオマーカーが欠如しているこ
とから、適時投与されることはほとんどない。初期腎障害を診断および定量化するための
みならず、早期処置に対する応答を追跡するためにも、また長期転帰を予測するためにも
、ＮＧＡＬの複数の一連の測定が不可欠になる。
【００３７】
　腎尿細管細胞障害のバイオマーカー（ＲＴＣＩバイオマーカーとも言う）を即時型のＲ
ＴＣＩバイオマーカー（例えば、ＮＧＡＬ）とすることができ、このバイオマーカーは腎
尿細管細胞障害発症の２時間以内に、尿に出現可能である。即時型のＲＴＣＩバイオマー
カーは、ＮＧＡＬの場合と同様に、腎尿細管細胞障害の発症後直ちに被検体から排尿され
た第１の尿に存在し得る。ＲＴＣＩバイオマーカーを早発型のＲＴＣＩバイオマーカーと
することもでき、このバイオマーカーは腎尿細管細胞障害発症の最初の２４時間以内に出
現可能である。それ自体として、ＮＧＡＬもまた、早発型のＲＴＣＩバイオマーカーの一
例である。
【００３８】
　効果的ＲＴＣＩバイオマーカーは、概して分泌タンパク質であることから、腎臓から尿
へ排泄されることがある。効果的ＲＴＣＩバイオマーカーもまた、一般的にプロテアーゼ
耐性タンパク質（例えば、ＮＧＡＬ）である。しかし、例えば、後述するように、ＮＧＡ
Ｌに対する抗体によって、タンパク質の安定フラグメントが尿中に検出できる限り、ＲＴ
ＣＩバイオマーカーをプロテアーゼ感受性タンパク質とすることもできる。
【００３９】
　ＲＴＣＩバイオマーカーを、虚血性腎障害バイオマーカー（ＩＲＩバイオマーカー）、
腎毒性腎障害バイオマーカー（ＮＲＩバイオマーカー）、またはそれらの混合物とするこ
とができる。ＮＧＡＬは、ＩＲＩバイオマーカーおよびＮＲＩバイオマーカーの両方の一
例である。
【００４０】
　本発明の方法を、腎尿細管細胞障害の発症を検出し、その処置を観察するために、あら
ゆる種類の腎臓への血液供給減少、心機能障害、外科的処置、集中治療室の患者、ならび
に被検体への医薬品、造影剤、または他の薬物の投与を含み得る多種多様な事象に対して
、用いることができる。腎尿細管細胞障害は、虚血性腎障害、腎毒性障害、または腎臓の
尿細管細胞に影響を及ぼす他の障害であり得る。上記事象として、多種多様な腎毒素の投
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与または摂取を含むことができ、該腎毒素として、限定されるものではないが、癌化学療
法剤（シスプラチン、シクロホスファミド、イフォスファミド(isosfamide)、メトトレキ
セート）、抗生物質（ゲンタマイシン、バンコマイシン、トブラマイシン）、抗真菌薬（
アンホテリシン）、抗炎症剤（ＮＳＡＩＤ）、免疫抑制薬（シクロスポリン、タクロリム
ス）、ならびに放射線造影剤が挙げられる。この方法を用いて、新規に開発された化合物
および周知の化合物の腎毒性を評価することができる。
【００４１】
　本発明は、腎尿細管細胞障害のまさしく開始から臨床ＡＲＦに及び得る障害の程度と、
被検体からの尿に存在するＮＧＡＬ量との間の比例関係に基づいて、腎障害の程度を評価
するための方法およびキットも提供する。本発明は、臨床医が、最初の評価の段階で腎障
害の程度を推定し、検出された尿中ＮＧＡＬ量に基づいて上記障害の状態の変化（悪化、
改善、またはそのまま）を観察するための手段を提供する。
【００４２】
　一般に、臨床医は、選択された間隔で、一定量の新鮮な尿試料を、患者から集めて分析
をおこなうプロトコルを確立するであろう。概して、定められた期間中に試料を断続的に
得る。被験体の状態によって、断続的な試料採取間の期間を指示することができ、この期
間は、２４時間毎に試料を採取することから、連続的に試料を採取、より一般的には４時
間ないし３０分毎に試料を採取することにまで及ぶ。
【００４３】
　本明細書に記載されている方法および技術を用いることで、尿中に存在するＲＴＣＩバ
イオマーカーの定性的レベルを分析および評価すること、ならびに尿中に存在するＲＴＣ
Ｉバイオマーカーの定量的レベルを分析および測定することの両方を、実施することがで
きる。臨床医は、定性的方法、定量的方法、または両方を、患者の状態に応じて選択する
。概して、採取される尿の量は、１ｍｌ、およびより一般的には１０μｌ未満である。典
型的な試料は、約１μｌから約１ｍｌにまで及ぶ。該して、より多量の尿試料（約１ｍｌ
）を用いて定量的アッセイがおこなわれる。一般に、小量の尿は容易にかつ直ぐに、ＡＲ
Ｆ発症傾向にあるか、もしくはＡＲＦを発症したかのいずれかの臨床被検体から得られる
。
【００４４】
　ひとたび腎尿細管細胞障害または急性腎不全の徴候が検出されると、疾患または状態に
対する介入または処置が開始され、臨床医は本発明の方法およびキットを用いて処置また
は介入の経過を観察することができる。概して、腎障害の処置が開始されて持続するにつ
れて、後続の処置後の尿試料を１つ以上取り、ＲＴＣＩバイオマーカーの存在について分
析をおこなう。処置は、後に続く処置後の尿試料中にＲＴＣＩバイオマーカーの存在が検
出されなくなるまで続く。上記処置および介入が状態を改善するにつれて、ＲＴＣＩバイ
オマーカーの発現とその尿中での存在とが同様にして減少する。改善の程度は、同様にし
て、試料中に検出されたＮＧＡＬ等のＲＴＣＩバイオマーカーのレベルが対応して減少す
ることによって表現される。腎障害がほぼ完全に治癒に近づくにつれて、前記方法は、処
置の過程が完了したことのシグナルであるＲＴＣＩバイオマーカーの完全な欠如を検出す
るために使用し得る。
【００４５】
　ＲＴＣＩバイオマーカーに結合するモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体はい
ずれも、本発明の方法およびキットで有用である。上記抗体は、当技術分野で知られてい
る方法によって製造することができる。好ましいＲＴＣＩバイオマーカーであるＮＧＡＬ
に対するモノクローナル抗体は、例えば、“Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｔｗｏ　ＥＬＩＳＡｓ　ｆｏｒ　ＮＧＡＬ，　ａ　ｎｅｗｌｙ　ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ　ｌ
ｉｐｏｃａｌｉｎ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ”　Ｌａｒｓ　Ｋｊｅｌ
ｄｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ.，　（１９９６）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，　Ｖｏｌ．　１９８，　１５５－１６に記載されており、こ
れを参照により本明細書の一部とする。ＮＧＡＬに対するモノクローナル抗体の例は、Ａ
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ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｈｏｐ、Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ、Ｄｅｎｍａｒｋから、ＨＹＢ－２１
１－０１、ＨＹＢ－２１１－０２、およびＮＹＢ－２１１－０５として得ることができる
。一般的には、共に還元または非還元の形態で、ＨＹＢ－２１１－０１およびＨＹＢ－２
１１－０２をＮＧＡＬとともに用いることができる。ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗
体の例は、“Ａｎ　Ｉｒｏｎ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　
ｂｙ　ａ　Ｌｉｐｏｃａｌｉｎ”　Ｊｕｎ　Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｅｌｌ，　（２００２），　Ｖｏｌ．　１０，　１０４５－１０５６に記載され
ており、これを参照により本明細書の一部とする。このポリクローナル抗体を製造するた
めに、ウサギを組換え体ゲル濾過ＮＧＡＬタンパク質で免疫した。血清をＧＳＴ－セファ
ロース４Ｂビーズとともにインキュベートして汚染物を除去し、出願人がＪｕｎ　Ｙａｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　（２００２）で記載したように、
血清中にポリクローナル抗体を生じた。
【００４６】
　典型的には、上記捕捉抗体とＲＴＣＩバイオマーカーとの複合体を検出するステップは
、上記複合体と上記バイオマーカーを検出するための第２の抗体とを接触させることを含
む。
【００４７】
　ＲＴＣＩバイオマーカーと一次抗体との複合体を検出する方法は、捕獲抗体－バイオマ
ーカー複合体から、尿試料の任意の未結合物質を分離するステップ；捕捉抗体－バイオマ
ーカー複合体とＲＴＣＩバイオマーカーを検出するための第２の抗体とを接触させて、Ｒ
ＴＣＩバイオマーカーと第２の抗体との間の複合体の形成を可能とするステップ；任意の
未結合の第２の抗体をＲＴＣＩバイオマーカー－第２の抗体複合体から分離するステップ
；そして、ＲＴＣＩバイオマーカー－第２の抗体複合体の第２の抗体を検出するステップ
を含んでなる。
【００４８】
　上記方法で使用されるキットは、一般的には、捕捉抗体が結合した培地を含み、尿試料
を培地と接触させて、その捕捉抗体を試料中に含まれるＮＧＡＬにさらす。このキットは
、培地を含む面を有する装置、例えばスパーテルまたは簡素な棒を含むことができる、取
得手段を含む。上記取得手段は、尿試料を受け入れるための容器を含むこともでき、該容
器は培地を含む尿接触面を有する。別の典型的な態様において、ＲＴＣＩバイオマーカー
と抗体との複合体を検出するためのアッセイはまた、ＥＬＩＳＡを含むことができ、そし
て尿試料中のＮＧＡＬ量を定量化に使用され得る。他の態様において、上記取得手段は、
上記培地を含むカセットを含む装置を含み得る。
【００４９】
　ＲＴＣＩバイオマーカーの早期検出は、短時間で尿試料中のタンパク質の存在の指標を
、提供することができる。通常、本発明の方法およびキットは、腎尿細管細胞障害の後、
４時間以内、より一般的には２時間以内、最も一般的には１時間以内で、尿の試料中のＲ
ＴＣＩバイオマーカーを検出することができる。好ましくは、ＲＴＣＩバイオマーカーを
腎尿管細管細胞障害の後、約３０分以内に検出することができる。
【００５０】
　ＲＴＣＩバイオマーカーを検出するための本発明の方法およびキットは、生物学的試料
における他のタンパク質およびリガンドの迅速検出について当技術分野で知られている方
法およびキットを適応させることにより、作られ得る。本発明に適応可能な方法およびキ
ットの例は、米国特許第５，６５６，５０３号（Ｍａｙら、１９９７年９月１２日公開）
、米国特許第６，５００，６２７号（Ｏ’Ｃｏｎｎｅｒら、２００２年１２月３１日公開
）、米国特許第４，８７０，００７号（Ｓｍｉｔｈ－Ｌｅｗｉｓ、１９８９年８月２６日
公開）、米国特許第５，２７３，７４３号（Ａｈｌｅｍら、１９９３年１２月２８日公開
）、および米国特許第４，６３２，９０１号（Ｖａｌｋｅｒｓら、１９８６年１２月３０
日公開）に記載されており、これら全ての参照文献を参照により本明細書の一部とする。
【００５１】
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　ＲＴＣＩバイオマーカーを検出する迅速なワン・ステップ法は、腎尿細管細胞障害を検
出するための時間を短縮することができる。典型的な方法は、ＲＴＣＩバイオマーカーを
含むことが疑われる尿試料を得るステップ；ＲＴＣＩバイオマーカーに特異的に結合する
検出抗体と試料の一部とを混合し、その試料中のＲＴＣＩバイオマーカーに対する検出抗
体の結合を開始させるステップ；試料と検出抗体との混合物を、検出抗体と交叉反応しな
い、ＲＴＣＩバイオマーカーと特異的に結合する固定された捕捉抗体と接触させることで
、検出抗体がＲＴＣＩバイオマーカーと結合し、ＲＴＣＩバイオマーカーが捕捉抗体と結
合して、検出可能な複合体を形成させるステップ；未結合の検出抗体および任意の未結合
試料を前記複合体から除去するステップ；そしてこの複合体の検出抗体を検出するステッ
プを、含んでなる。上記検出可能な抗体は、当技術分野で周知のとおり、検出可能なマー
カー（例えば放射性標識、酵素、生物学的染料、磁気ビーズ、またはビオチン）によって
標識され得る。
【００５２】
　腎尿細管細胞障害（例えば虚血性および腎毒性の腎障害）で最も初期の発症に付随し、
かつ標識する潜在的な遺伝子と該遺伝子のタンパク質を同定するために、ｃＤＮＡマイク
ロアレイ・アッセイを、多数の潜在的な遺伝子標的のうちどれが著しく上方制御されるか
を検出するために使用し得る。このスクリーニング技術を利用して、好中球ゼラチナーゼ
関連リポカリン（ＮＧＡＬ）を、マウス・モデルで虚血性腎障害の後最初の数時間のうち
に１０倍より多く発現が上方制御される遺伝子として同定した。
【００５３】
　ＮＧＡＬは、β－樽型（ｂａｒｒｅｌｅｄ）腎杯の中の種々のリガンドを輸送すると考
えられている２０を上回る構造的に関連した分泌タンパク質のリポカリン・スーパーファ
ミリーに属する。ヒトＮＧＡＬは、ヒト好中球からゲラチナーゼと共有結合する、２５ｋ
Ｄａのタンパク質としてもともとは同定され、好中球二次顆粒タンパク質のうちの１つを
表す。分子クローニング研究は、増殖するように誘導されたマウス腎臓の初代培養で最初
に同定されたマウス２４ｐ３遺伝子と類似しているヒトＮＧＡＬを明らかにした。ＮＧＡ
Ｌは、腎臓、気管、肺、胃、および大腸などの他のヒト組織では、非常に低いレベルの発
現がなされる。ＮＧＡＬ発現は、刺激された上皮で顕著に誘発される。例えば、それは炎
症または新形成の領域で、結腸上皮細胞で上方制御されるが、介入に関与していない領域
あるいは転移病巣内には存在しない。ＮＧＡＬ濃度は、急性細菌性感染を有する患者の血
清中、喘息または慢性閉塞性肺疾患を有する被験体の痰、ならびに気腫性の肺からの気管
支の体液の中で、上昇する。全てのこれらのケースにおいて、ＮＧＡＬ誘導は、好中球と
上皮との両方で明らかであるＮＧＡＬ発現の上方制御を有する、炎症細胞と上皮ライニン
グの間の相互作用の結果であると仮定される。
【００５４】
　検出されたＮＧＡＬ誘導が、虚血および腎毒性障害の両方を含む腎尿細管細胞障害に対
する腎臓近位尿細管細胞の新規固有の反応を表し、単に活性化好中球だけに由来しないと
考えられている。第１に、腎動脈閉塞の後にまさしく最初の尿排出による上記障害の２時
間以内に尿に出現するＮＧＡＬによって上記反応が迅速に起こり、その一方で虚血ＡＲＦ
のこのモデルにおける腎臓好中球の蓄積が通常、障害後４時間で最初に気づかれる。第２
に、ＮＧＡＬ誘導と好中球蓄積との一時的なパターンは多岐にわたる。ＮＧＡＬ　ｍＲＮ
Ａとタンパク質発現とが還流１２時間で最大限に気がつかれたのに対して、好中球蓄積は
、時間ＮＧＡＬ発現が著しく減少する２４時間でピークに達する。第３に、ＮＧＡＬ発現
好中球が存在しないことは、試験した腎臓試料での免疫蛍光検査法によって、検出可能で
あった（図３）。第４に、好中球が完全に欠乏している系で、ＡＴＰ欠乏の１時間以内に
培地に分泌されたＮＧＡＬによって、インビトロでの虚血後にＮＧＡＬ　ｍＲＮＡおよび
タンパク質誘導が培養ヒト近位尿細管細胞で生ずることが実証された。それにもかかわら
ず、観察されたＮＧＡＬ上方制御に対する浸透好中球からの何らかの貢献が起きているか
もしれない。腎尿細管細胞でのＮＧＡＬの上方制御が、虚血障害後、すぐに微小循環にト
ラップされた好中球からのサイトカインの局所的放出によって誘導可能である。
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【００５５】
　刺激された上皮によるＮＧＡＬの誘導についての十分な説明が不足しており、そしてＮ
ＧＡＬが障害に対して保護的もしくは近位であるか、または無害なバイスタンダー（ｉｎ
ｎｏｃｅｎｔ　ｂｙｓｔａｎｄｅｒ）であるかどうかが不明のままである。最近の証拠は
、少なくとも細胞型のサブセットにおいて、ＮＧＡＬがプロ・アポトーシスの分子を表す
ことができることを示唆する。マウスの前Ｂリンパ球細胞株では、サイトカイン退薬によ
って、アポトーシスの開始と同様に、ＮＧＡＬの顕著な導入が生じた。精製されたＮＧＡ
Ｌが、Ｂａｘの活性化を含むサイトカイン欠乏と同様のプロアポトーシス反応を生じ、Ｎ
ＧＡＬがプログラム細胞死と直近であることが示唆される。ＮＧＡＬは、生殖組織でのア
ポトーシスにも関係がある。退縮している乳腺および子宮の上皮細胞は、高レベルのＮＧ
ＡＬを発現し、アポトーシスが最大となる時期と一時的に一致する。ＮＧＡＬがアポトー
シスを誘発することによって細胞集団の一部が調節される可能性がある。刺激された上皮
は、好中球を浸透させるアポトーシスを誘発するために、ＮＧＡＬを上方制御することが
可能であり、それによって常在の細胞が炎症反応による破壊を逃れることができる。ある
いは、上皮細胞は自分自身の終焉を調整するために、この機構を利用することができる。
しかし、腎虚血－再潅流傷害後のＮＧＡＬ誘導が近位尿細管細胞に主に起こる点に言及す
ることは興味深く、同じ状況下のアポトーシスは主に遠位尿細管細胞現象である。
【００５６】
　他の最近の研究では、ＮＧＡＬが上皮表現型を増すことが明らかになった。ＮＧＡＬは
穿通性のラット尿管芽によって発現され、腎臓上皮への間葉細胞の転換を刺激することに
よって、腎発生を誘発する。別のリポカリンであるグリコデリンは、ヒト乳癌細胞で発現
したとき、上皮表現型を誘導することが示された。これらの発見はとりわけ成熟した腎臓
に関係し、虚血障害に対する十分に実証された応答の１つが、近位尿細管の内側を覆う脱
分化上皮細胞の顕著な出現である。虚血障害の後の腎臓再生と修復の重要な局面は、上皮
表現型の再獲得（正常な発現のいくつかの局面を反復するプロセス）を含む。このことは
、ＮＧＡＬが再上皮形成を誘導するために、損傷した尿細管によって発現され得ることを
示唆している。このような見解は、腎発生の過程でトランスフェリンと相補的である鉄輸
送タンパク質として、最近、ＮＧＡＬが同定されたことによって、支持されている。細胞
への鉄の送達は、細胞の成長および増殖に取ってきわめて重大であり、このことは、まさ
に個体発生の過程であることから、虚血後の腎臓再生におそらく重要と思われる。ＮＧＡ
Ｌが鉄と結合して輸送するように思われることから、ＮＧＡＬが損傷を受けた近位尿細管
上皮細胞から流れ落ちる鉄のシンクとして用いられる場合もある。ＮＧＡＬがエンドサイ
トーシスによって近位尿細管に取り込まれることが観察されているので、上記タンパク質
によって、潜在的に生細胞が鉄を再利用する可能性がある。このことは、増殖および成長
を刺激すると共に、鉄（反応性分子）が組織損傷部位から取り除かれ得、それにより鉄媒
介細胞毒性が制限される。
【００５７】
　ＮＧＡＬは、前述したバイオマーカーよりも感度が高い、シスプラチン誘導腎毒性腎障
害に対する新規の尿バイオマーカーである。その一例が、腎臓再生に関係している推定上
の接着分子である腎臓障害分子－１（すなわちＫＩＭ－１）である。シスプラチン腎毒性
のラット・モデルにおいて、ＫＩＭ－１は最初の傷害の２４～４８時間後に定性的に検出
可能であったことから、それは尿細管細胞障害の幾分後期マーカーと解釈される。対照的
に、ＮＧＡＬは、腎不全を生ずることが知られている用量でシスプラチンを投与後３時間
以内に、容易にかつ定量的に検出される。加えて、尿ＮＧＡＬ検出は、ＮＡＧ等、尿中の
他のマーカーの出現に先行する。尿中のＮＧＡＬの出現はまた、腎毒性腎不全を診断する
ために広く使われている血清クレアチニンの増加に先行する。
【００５８】
　血清クレアチニン・レベルが正常であるにもかかわらず、尿ＮＧＡＬは、穏やかな「臨
床用量より少ない（ｓｕｂ－ｃｌｉｎｉｃａｌ）」用量のシスプラチン投与後であっても
、顕著である。したがって、本発明は、シスプラチン治療を受けている患者の臨床管理に
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とって重要な意味を持っている。シスプラチンの有効性は用量依存的であるが、腎毒性が
発生することが、しばしばその抗新生物能を最大にする高用量の使用を妨げる。シスプラ
チン処置後の腎毒性は一般的であり、急性腎不全を伴い単回投与後に現れる場合がある。
動物でのシスプラチン誘導腎毒性に対する処置で、いくつかの治療的な手技が有効である
と判明したにもかかわらず、成功したヒトでの経験は、ほとんど逸話的なままである。こ
の理由の１つは、腎毒性急性腎不全のための初期のマーカーが欠如していること、したが
って治療開始が遅れてしまうことであり得る。現在の臨床現場において、急性腎障害は一
般的に血清クレアチニンの測定により診断される。しかし、クレアチニンが、腎機能の急
激な変化の過程で信頼性のない遅延性の指標であることは、有名である。第１に、約５０
％の腎機能がすでに失われるまで、血清クレアチニン濃度が変化し得ない。第２に、定常
状態に達するまで、血清クレアチニンは腎機能を正確に反映せず、それは数日を必要とし
得る。したがって、血清クレアチン測定を用いることは、腎障害の初期相の間の腎臓の障
害の検出および定量化の両方の能力を損なう。しかし、動物試験によれば、腎毒性急性腎
不全が予防および／または処置され得るが、このことを達成する狭い「好機の窓（ｗｉｎ
ｄｏｗ　ｏｆ　ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｙ）」が存在し、そして傷害を受け始めてからかな
り早い段階で処置が開始されなければならない。腎障害に対する早期バイオマーカーの欠
如は、タイムリーな方法で潜在的に有効な治療を開始するための臨床医の能力を損なう。
アッセイ系でのＮＧＡＬの使用は、既存または出現してくる治療上または予防上の介入を
試験するための、および他の医薬品の腎毒性の可能性を早期評価するための価値も有する
。ＮＧＡＬ検出は、シスプラチン誘導腎臓障害に対する新規かつ非侵襲的な早期尿バイオ
マーカーである。早期検出は、臨床医がタイムリーに治療介入を施して、明白な腎毒性腎
不全の進行を予防する手技を設けることを可能にする。
【００５９】
　マウスおよびラットの両方で腎虚血後の最初に排出される未処理の尿のわずか１μｌで
のウエスタン・ブロットで、比較的きれいな免疫応答性のペプチドとして、ＮＧＡＬが容
易かつ迅速に検出されたことがわかった。さらに、かなり軽度の「無症状性（ｓｕｂｃｌ
ｉｎｉｃａｌ）」腎虚血後であっても、血清クレアチン・レベルが正常であるにもかかわ
らず、尿ＮＧＡＬが顕著であった。尿ＮＧＡＬ検出も、β２－ミクログロブリンおよびＮ
ＡＧを含む従来からのマーカーが尿中で出現するよりもかなり先行した。
【００６０】
　ＮＧＡＬの上方制御および尿中排泄は、種々の傷害に対する腎臓尿細管細胞の迅速な反
応を象徴することができ、尿中のＮＧＡＬの検出は尿細管細胞障害の早期診断のための広
く適用できる非侵襲的診断ツールであることを意味し得る。
【００６１】
　ＮＧＡＬは、腎虚血と腎毒症とを含む腎尿細管細胞障害にとって感度が高く非侵襲性の
尿バイオマーカーである。本発明の迅速かつ単純な検出方法およびキットを用いて、腎尿
細管細胞障害の急性、軽度、かつ早期の形態を有する患者の尿のＮＧＡＬ発現を検査する
ことは、臨床医に対して注意を喚起し、急性腎不全を患っている患者でのタイムリーな介
入性の効果を起こすことを可能にし、かつ、僅かで無症状性腎尿細管細胞障害（例えば、
腎毒素、腎臓移植、血管手術、および心血管事象）を有する患者での明白なＡＲＦへの進
行を防ぐことを目的とした手技を設けるように注意を喚起できる。
【００６２】
　米国単独では、約１６，０００件の腎臓移植が毎年おこなわれている。この数は、毎年
、着実に増加している。これらのうち、約１０，０００件が死体腎臓移植であり、ＡＲＦ
の危険がある。これらの患者の各々は、ルーチン・ケアを表し得る連続的なＮＧＡＬ測定
から途方もなく利益を得る。
【００６３】
　虚血性腎障害は、開心術（この方法に固有の血流の短時間の中断のため）とも関連して
いる。毎年実行される開心術の数を推定することができる。適度に忙しいいずれの成人病
院でも、そのような手術が約５００件、毎年行われている。そのような適度に忙しい病院
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が米国のみで少なくとも４００あると考えると、控えめに推定したとしても毎年、２００
，０００件の開心術が実施されている。また、連続ＮＧＡＬ測定はこれらの患者で大変貴
重であり、治療基準に相当するだろう。
【００６４】
実験手順
１．腎虚血再灌流障害のマウス・モデル
　我々は、十分に確立されている腎虚血再灌流障害のマウス・モデルを利用した。腎虚血
の短期間に及ぶ構造的および機能的な結果については既に報告されている（３～７）。手
短に言うと、体重２５～３５ｇの雄スイス・ウェブスター・マウス（Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｆ
ａｒｍｓ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＮＹ）を１２：１２時間の光：暗周期で飼育し、飲食
が自由におこなえるようにした。該動物をペントバルビタールナトリウム（５０ｍｇ／ｋ
ｇ腹腔内）で麻酔し、加温テーブル上に置いて直腸温度を３７℃に保った。３通りの異な
るプロトコルを用いた。すなわち、（ａ）片側虚血、（ｂ）ＡＲＦを伴う両側虚血、およ
び（ｃ）両側軽度無症状虚血である。実験の第１セット（片側虚血）のために、左腎茎を
４５分間にわたって非外傷性血管鉗子で閉塞し、その間に腎臓を暖かく、湿潤に保った。
次いで、鉗子を取り外し、腎臓を血流の復帰について観察し、切開部を縫合した。暖めら
れたケージでマウスを回復させた。再灌流の０、３、１２、または２４時間後、動物を再
び麻酔して腹腔を開き、定量的比色アッセイ・キット（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ
、ＭＯ）による血清クレアチニンの測定のために下大静脈の穿刺を介して血液を採取した
。マウスを腹腔内ペントバルビタール投与で殺した。次いで、左心室を１０ｍｌの１ｘＰ
ＢＳで灌流し、次いで１０ｍｌのＰＢＳ中４％パラホルムアルデヒドで灌流することで、
腎臓のインサイチュでの固定をおこなった。両方の腎臓を収集した（各動物で、右側の腎
臓を対照として用いた）。少なくとも３匹の異なる動物で、各灌流期間で検討した。各々
の腎臓の２分の１を液体窒素で急速凍結し、さらに処理するまで－７０℃に保存した。す
なわち、試料をホルマリンで固定し、パラフィン包埋し、切断した（４μｍ）。パラフィ
ン切片をヘマトキシリン・エオシンで染色し、組織学的に調べた。クランプで止めた腎臓
は、他者（３～６）および我々（２）によって既に公表されたように、虚血再灌流障害か
ら生ずる特徴的な形態学的変化を示した。各腎臓の残りの半分をＯＣＴ化合物（Ｔｉｓｓ
ｕｅ－Ｔｅｋ）に包埋し、免疫組織化学用に得た切片（４μｍ）を凍結した。
【００６５】
　実験の第２のセット（両側虚血）のために、両方の腎臓を３０分間にわたって締め付け
、上で詳述したのと同様に種々の還流期間で検討した。８匹の動物からなるこのグループ
をＡＲＦを表すように設計し、上記障害後２４時間で血清クレアチニンの著しい上昇が見
られた。
【００６６】
　実験の第３のセット（両側軽度無症状虚血）のために、異なる動物の両方の腎臓を５、
１０、または２０分間だけクランプで止め、上記のように種々の再灌流期間で検討した。
この非常に軽度の障害は、無症状腎虚血をシミュレーションするように設計され、このグ
ループのマウスは上記障害後２４時間で測定した血清クレアチニンに上昇がいっさい見ら
れなかった。
【００６７】
２．腎虚血再灌流障害のラット・モデル
　我々は、腎虚血再潅流障害（２）の十分確立された齧歯目モデルを利用した。手短に言
うと、マウス・プロトコルで詳述されるように、体重２００～２５０ｇの雄スプラーグ・
ドーリー・ラット（Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｆａｒｍｓ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＮＹ）をケタ
ミン（１５０μｇ／ｇ）とキシラジン（３μｇ／ｇ）とによって麻酔し、微小血管用鉗子
を用いて両側心動脈閉塞を、３０分間にわたって行った。３、６、９、１２、および２４
時間の再灌流時に一定時間の尿を得、血液を殺害時（２４時間）に、クレアチニン測定用
に採血した。
【００６８】
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３．ＲＮＡ単離
　マウス全腎臓組織（または、培養されたヒト近位尿細管細胞、下記参照）を、Ｔｉｓｓ
ｕｅ　Ｔｅａｒｏｒ（Ｂｉｏｓｐｅｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｒａｃｉｎｅ、ＷＩ）で粉砕
した。対照および虚血腎臓の全ＲＮＡを、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ　（Ｑｉａｇ
ｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を用いて単離し、分光測光法で定量した。
【００６９】
４．マイクロアレイ手順
　マイクロアレイ・ハードウエアおよび手順についての詳細な説明は、既に公表されてい
る（３）。手短に言うと、各々の実験のために、精製された１００μｇの完全マウス腎臓
ＲＮＡに対して、対照の場合はＣｙ３－ｄＵＴＰ　（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ｐｉｓｃａｔａ
ｗａｙ、ＮＪ）存在下で、虚血試料の場合はＣｙ５－ｄＵＴＰ存在下で、Ｓｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ　ＩＩ　逆転写酵素（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌ
ｅ、ＭＤ）による逆転写をおこなった。ｃＤＮＡ試料をＭｉｃｒｏｃｏｎ　ＹＭ－５０フ
ィルタ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を用いて精製し、８，９７９ユニ
ーク配列確認マウス・プローブ（３）を含むマイクロアレイ・スライドにハイブリダイズ
させた。還流期間の各々について、３匹の異なる動物を試験し、またそれらの動物の各々
に対して単独のマイクロアレイ実験を少なくとも２回おこなった。マイクロアレイ・スキ
ャナ（ＧｅｎｅＰｉｘ　４０００Ｂ、Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｆｏｓｔｅｒ
　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて、上記アレイ・スライドを走査し、Ｃｙ３およびＣｙ５蛍光
について別々のＴＩＦＦ画像を得た。Ｃｙ３およびＣｙ５の信号の強さは、ＧｅｎｅＰｉ
ｘ　Ｐｒｏ　３．０データ抽出ソフトウエア（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用
いて、個々の遺伝子について測定した。品質管理およびデータ分析は、既に記述（３）さ
れたようにして完了した。
【００７０】
５．半定量的逆転写ポリメラーゼ鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）
　対照および実験マウス腎臓から得た全ＲＮＡの等量（１μｇ）を、製造元の指示に従っ
てランダム・ヘキサマーの存在下、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　逆転写酵素（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）による逆転写をおこなった。ＰＣＲは、キット（Ｒｏｃ
ｈｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）および以下のプライマーを用いておこなった。
すなわち、
マウスＮＧＡＬセンス５’－ＣＡＣＣＡＣＧＧＡＣＴＡＣＡＡＣＣＡＧＴＴＣＧＣ－３’
；
マウスＮＧＡＬアンチセンス５’－ＴＣＡＧＴＴＧＴＣＡＡＴＧＣＡＴＴＧＧＴＣＧＧＴ
Ｇ－３’；
ヒトＮＧＡＬセンス５’－ＴＣＡＧＣＣＧＴＣＧＡＴＡＣＡＣＴＧＧＴＣ－３’；および
ヒトＮＧＡＬアンチセンス５’－ＣＣＴＣＧＴＣＣＧＡＧＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣ－３’で
ある。
【００７１】
　マウスおよびヒトβ－アクチンと、グリセルアルデヒド－３－リン酸塩デヒドロゲナー
ゼ（ＧＡＰＤＨ）とのプライマー対をＣｌｏｎｔｅｃｈ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）から
得た。ｃＤＮＡを欠いた擬反応を、負の対照として用いた。ＰＣＲ産物をアガロースゲル
電気泳動によって分析した後、エチジウム・ブロマイドで染色し、さらにデンシトメトリ
ーによって定量化した。対照対虚血腎臓でＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ発現の変化の倍率を、β－
アクチンまたはＧＡＰＤＨ増幅について正規化した後に表した。
【００７２】
６．免疫組織化学
　凍結切片を、ＰＢＳ中０．２％トリトンＸ－１００で１０分間の透過化処理をおこない
、ヤギ血清で１時間ブロックし、ＮＧＡＬに対する一次抗体（１：５００希釈）で１時間
インキュベートした。次に、スライドを暗所で３０分間、Ｃｙ５（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ａ
ｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｈｅｉｇｈｔｓ、ＩＬ）とコンジュゲートした二次抗体にさらし、ロ
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ーダミン・フイルターを備えた蛍光顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｐｈｏｔ）で視覚化し
た。
【００７３】
　ＮＧＡＬをＲａｂ１１と共局在化させるために、連続切片を最初にＮＧＡＬ抗体または
Ｒａｂ１１に対するモノクローナル抗体（１：５００希釈、Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）とインキュベートし、続いてＣｙ５（ＮＧＡＬ用）またはＣ
ｙ３（Ｒａｂ１１用）のいずれかとコンジュゲートした二次抗体とインキュベートし、さ
らにローダミンまたはフルオレセイン・フィルターでそれぞれ視覚化した。ＮＧＡＬを増
幅細胞核抗原（ＰＣＮＡ）と共局在化させるために、切片をＮＧＡＬ抗体およびＰＣＮＡ
に対するモノクローナル抗体（１：５００希釈、上述）と共にインキュベートし、免疫ペ
ルオキシダーゼ染色（ＩｍｍｕｎｏＣｒｕｚ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｓａｎ
ｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）によって検出をおこなった。ＴＵＮＥＬ
アッセイのために、ＡｐｏＡｌｅｒｔ　ＤＮＡフラグメンテーション／アッセイキット（
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用いた。パラフィン切片をキシレンおよび濃度が順々に下がる一連
のエタノールに通して脱パラフィン化し、４％ホルムアルデヒド／ＰＢＳで４℃、３０分
間固定し、プロテアーゼＫで室温、１５分間および０．２％トリトンＸ－１００／ＰＢＳ
で４℃、１５分間透過処理をおこない、ヌクレオチドとＴｄＴ酵素との混合物と３７℃、
６０分間インキュベートした。反応を２ｘＳＳＣで停止させ、切片をＰＢＳで洗浄し、ク
リスタル／マウント（Ｂｉｏｍｅｄａ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）でマウントした
。ＴＵＮＥＬ陽性のアポトーシス核を、蛍光顕微鏡で視覚化することによって検出した。
【００７４】
７．尿採取
　マウスおよびラットを代謝ケージ（Ｎａｌｇｅｎｅ、Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＮＹ）に入
れて、両側腎動脈閉鎖前および該両側腎動脈閉鎖後の時間毎に尿を採取した。尿試料を５
，０００ｘｇで遠心して破片を除去し、上清をウエスタン・ブロットで分析した。尿クレ
アチニンを、定量的比色アッセイ・キット（Ｓｉｇｍａ）を用い、尿ＮＧＡＬ測定用に試
料を正規化して測定した。尿中のＮ－アセチル－β－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）
を測定するための比色アッセイ・キットは、ロッシュ（Ｒｏｃｈｅ）から入手した。
【００７５】
８．細胞培養
　ヒト腎臓近位尿細管上皮細胞（ＲＰＴＥＣ）をクロネティックス（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ
）（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）から入手した。製造元が推奨するように、細胞を、ＲＥ
ＧＭ複合体（０．５μｌ／ｍｌのヒドロコルチゾン、１０ｐｇ／ｍｌのｈＥＧＦ、０．５
μｇ／ｍｌのエピネフリン、６．５ｐｇ／ｍｌのトリヨードチロニン、１０μｇ／ｍｌの
トランスフェリン、５μｇ／ｍｌのインシュリン、１μｇ／ｍｌの硫酸ゲンタマイシン、
および２％のＦＢＳ）が添加された腎上皮細胞基本培地で増殖させた。
【００７６】
９．培養細胞の軽度のＡＴＰ欠乏
　我々は、既に記載したインビトロの虚血のプロトコルを、酸化的リン酸化反応の阻害剤
（８、９）によるＡＴＰ欠乏によって改変した。コンフルエンスに達してから２日目に、
ＲＰＴＥＣ細胞を１μｍのアンチマイシンＡ（Ｓｉｇｍａ）で、最大６時間まで時間を変
えてインキュベートした。我々は、このことが軽度の部分的可逆的ＡＴＰ欠乏をもたらす
こと、そして細胞の生存度に損失が生じないことを、培養腎上皮細胞の他の種類、例えば
ＭＤＣＫ細胞（８）および７８６－Ｏ細胞（９）で、既に示した。ＡＴＰレベルは、ルシ
フェラーゼをベースとしたアッセイ・キット（Ｓｉｇｍａ）を使用して観察し、対照値の
割合として表した。細胞をＡＴＰ欠乏の種々の時点で収集し、ＲＴ－ＰＣＲによってＮＧ
ＡＬ　ｍＲＮＡ発現およびウエスタン分析によってＮＧＡＬタンパク質発現について分析
した。培地へのＮＧＡＬの分泌をまた、観察した。
【００７７】
１０．シスプラチン腎臓毒性のマウス・モデル
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　我々は、シスプラチンによって誘導された腎臓毒性の構造的かつ機能的な帰結が既に報
告された（１２～１４、１８）、十分確立されたマウスのモデルを利用した。手短に言う
と、体重２５～３０ｇの雄スイス・ウェブスター・マウス（Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｆａｒｍｓ
、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＮＹ）を１２：１２時間の光：暗周期で飼育し、飲食が自由に
おこなえるようにした。マウスに、５μｇ／ｋｇまたは２０μｇ／ｋｇ体重の用量で、シ
スプラチンの単回腹腔内注射を与えた。高用量では、尿細管細胞壊死およびアポトーシス
が生じ、シスプラスチン注射後、３～４日以内に腎機能が損なわれた（１２～１４、１８
）。動物を代謝ケージ（Ｎａｌｇｅｎｅ、Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＮＹ）に入れ、シスプラ
チン前および後の種々の時点（３、１２、２４、４８、７２、および９６時間）で、尿を
採取した。同様の時点で、動物をペントバルビタールナトリウム（５０ｍｇ／ｋｇ腹腔内
）で麻酔し、腹腔を開き、定量的比色アッセイ・キット（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．　Ｌｏｕｉ
ｓ、ＭＯ）による血清クレアチニンの測定のために、下大静脈の穿刺を介して血液を採取
した。マウスを殺し、ＰＢＳ中４％パラホルムアルデヒドで腎臓をインサイチュで灌流固
定し、両方の腎臓を取得した。各々の腎臓の２分の１を液体窒素で急速凍結し、さらに処
理するまで－７０℃に保存した。すなわち、試料をホルマリンで固定し、パラフィン包埋
し、切断した（４ｍｍ）。パラフィン切片をヘマトキシリン－エオシンによって染色し、
ＴＵＮＥＬアッセイにかけた。残りはウエスタン・ブロットのために処理した。全腎臓を
氷冷溶解緩衝液（２０ｍＭ　トリス、ｐＨ７．４、２５０ｍＭ　スクロース、１５０ｍＭ
　ＮａＣｌ、１％　ＮＰ－４０、および１ｘコンプリート（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ）（登録商
標）プロテアーゼ阻害剤）中で、ポリトロン（Ｐｏｌｙｔｒｏｎ）ホモジナイザーを使用
して、ホモゲナイズした。ホモジネートを氷上で３０分間インキュベートし、１，０００
ｘｇで４℃、５分間遠心分離して核および細胞片を取り除き、タンパク質含有量について
ブラッドフォード・アッセイ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）で分析した。
各腎臓の残りの半分をＯＣＴ化合物（Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ）に包埋し、免疫組織化学用
に得た切片（４μｍ）を凍結した。
【００７８】
１１．組み換え型マウスＮＧＡＬの発現、精製、およびウエスタン・ブロット
　完全長マウスＮＧＡＬ　ｃＤＮＡをｐＧＥＸ発現ベクター（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｎｕ
ｔｌｅｙ、ＮＪ）にクローニングし、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）
との融合タンパク質として細菌で発現させ、グルタチオン－セファロース・カラム（Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ）で精製後、既に記載したようにトロンビン切断をおこなった（１６、１９
、２０）。タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥ、その後クーマシー・ブルー染色、またはＮＧ
ＡＬタンパク質に対するポリクローナル抗体によるウエスタン・ブロットにより、分析し
た。タンパク質濃度を、ブラッドフォード・アッセイ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅ
ｓ、ＣＡ）を用いて測定した。
【００７９】
１２．ウエスタン・ブロットによる尿ＮＧＡＬの定量
　尿中のＮＧＡＬ量を、組換え型精製ＮＧＡＬの所定の標準と比較することによって測定
した。既知濃度の組換え体ＮＧＡＬおよび既知量の尿を用いてウエスタン・ブロットによ
る濃度測定分析を、同一の移動および露出条件下で、実行した。
【００８０】
　全ての化学製品を、特に明記しない限りシグマ（Ｓｉｇｍａ）から購入した。ウエスタ
ン・ブロットのために、タンパク質濃度をブラッドフォード・アッセイ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ
、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）で測定し、等量の総タンパク質を各々のレーンにロードする
。等量のタンパク質ローディングを確認するために、特に明記しない限り、αーチューブ
リン（Ｓｉｇｍａ）に対するモノクローナル抗体を１：１０，０００希釈で用い、ＮＧＡ
Ｌに対するポリクローナル抗体を１：５００（１５）で用いた。移されたタンパク質の免
疫検出を、特に明記しない限り、強化された化学ルミネセンス（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を使
用して達成した。
【実施例】



(19) JP 2011-221033 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

【００８１】
実施例１
　ＮＧＡＬは、尿中で検出可能である小さなプロテアーゼ耐性の分泌ポリペプチドである
。ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルの顕著な上方制御が、早期虚血後マウス腎
臓で示された。分泌タンパク質を暗示する点状細胞質分布状態で、ＮＧＡＬタンパク質発
現が近位尿細管細胞で主に検出された。実際、ＡＲＦのマウスおよびラットの両モデルで
の虚血障害後に、ＮＧＡＬが尿中に（まさしく最初の尿排出物で）容易かつ迅速に検出さ
れ、この際、腎臓の白血球浸潤は観察されなかった。尿細管細胞からのＮＧＡＬの起源は
インビトロで虚血障害にさらされた培養ヒト近位尿細管細胞で、さらに確認され、ここで
はＮＧＡＬ　ｍＲＮＡは細胞で顕著に、かつ即座に誘導され、ＮＧＡＬタンパク質が軽度
のＡＴＰ欠乏の１時間以内に、培地で容易に検出可能であった。我々の結果は、ＮＧＡＬ
が虚血性腎障害のために新規の早期尿バイオマーカーを示し得ることを示す。
【００８２】
腎虚血－再灌流障害後、早期に上方制御された新規遺伝子の同定：
　マウス・モデルでの腎虚血－再灌流障害の後すぐに誘導された転写産物に対するゲノム
・ワイドな検索によって、７つの早期バイオマーカーが同定された。３匹の異なるマウス
を、再灌流期間（３、１２、および２４時間）の各々で検討し、少なくとも２つの別々の
マイクロアレイ実験を各検討した動物について実施した。対照および虚血腎臓のトランス
クリプトーム・プロフィールの比較は、一貫して１０倍より多く誘導された７つの遺伝子
の小さなサブセットを生じた。これらの転写産物のうちの１つ（システイン・リッチ・タ
ンパク質６１（Ｃｙｒ６１））は、腎虚血（１）によって誘導されることがごく最近にな
って確認された。驚くべきことに、その他の６つの異なって発現された遺伝子の挙動は、
ＡＲＦ文献に対して新規である。我々は、以前には認識されなかった遺伝子の１つ、すな
わち、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ＮＧＡＬ）を、さらに特徴づけるために、選
択した。
【００８３】
早期腎不全の動物モデルの特徴付け：
　短時間の腎虚血の構造および機能的帰結が報告されている（３～７）虚血－再灌流障害
マウス・モデルを用いた。虚血障害の固有の組織病理学的な特徴は、片側（４５分）およ
び両側（３０分）の両方の虚血の後に、２４時間再灌流試料で容易に明らかであった。こ
れらは、刷子縁膜、尿細管拡張、平坦化尿細管上皮、管腔破片、および間質性の浸透物（
図１）の損失を含んだ。アポトーシスの細胞の存在は、ＴＵＮＥＬアッセイを使用して報
告されている。アポトーシスは、付着細胞と同様に管腔内の脱離細胞にある遠位尿細管細
胞とヘンレ係蹄上行脚とに主に局所化した。偶発的な近位尿細管細胞もアポトーシスであ
ったが、糸球体はアポトーシスが基本的に欠けていた。ＴＵＮＥＬ陽性細胞は、対照腎臓
、または虚血性試料ではＴｄＴが除去されたとき虚血性試料で検出された（図示せず）。
上記の組織学的およびアポトーシス変化は、より軽度の虚血にさらされた腎臓には無かっ
た（両側虚血の５、１０、または２０分、図示せず）。血清クレアチニン・レベルは、観
察される組織病理学的な変化を反映した。このように、「片側腎虚血または軽度の無症状
性両側虚血を有するマウスは、対照動物と区別のつかない血清クレアチニン・レベルを示
した。その一方で、３０分間にわたる両側虚血を有するマウスは血清クレアチニンの著し
い増加を示した（図１）。
【００８４】
ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡは、早期の虚血後腎臓で著しく誘導された：
　マイクロアレイ分析によって、ＮＧＡＬは、同じ動物から得た対照腎臓と比較したとき
（各々の時点で３匹の動物で得た平均値±ＳＤ）、虚血性マウス腎臓での３、１２、およ
び２４時間の再灌流で、一貫して３．２±０．５倍、１１．１±１．２倍、および４．３
±０．６倍誘導されることがわかった。この発見は、β－アクチンおよびＧＡＰＤＨの両
方で正規化プロトコルを使用することで、半定量的なＲＴ－ＰＣＲによって確認された。
既に報告されているように（３）、試験したいずれの再灌流期間であっても、βーアクチ



(20) JP 2011-221033 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

ンまたはＧＡＰＤＨのいずれかのｍＲＮＡ発現において顕著な変化がないことが示された
。しかし、マウス特異的プライマーを用いることで、我々はＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ発現の著
しい上方制御を検出した（再灌流の３、１２、および２４時間で、それぞれ４．１±０．
５倍、９±０．６倍、および４．２±０．４倍、ここで値は３匹の異なる動物から得た平
均値±ＳＤを表す）。これらの結果を図１に示し、トランスクリプトーム分析よって検出
された変化に全体にわたって一致している。
【００８５】
ＮＧＡＬタンパク質は、初期の虚血性マウス腎臓の近位尿細管で、著しく過剰発現される
：
　腎臓のＮＧＡＬタンパク質の虚血後発現は、ｍＲＮＡのそれに対応する。ウエスタン分
析によれば、ＮＧＡＬはまさしく、対照マウス腎臓で２５ｋＤａの免疫反応性ペプチドと
して検出可能だった。ＮＧＡＬとしてのこの帯域の同一性は、異なる実験セットで確立さ
れた。ここで、組み換えマウス・リポカリンによる一次抗体のプレ・インキュベーション
がこの免疫応答性を完全にブロックした（図示せず）。片側の虚血性実験では、図２（パ
ネルＡ）で示すように、ＮＧＡＬ発現は、損傷の３時間以内で３匹の別々の動物に由来す
る虚血腎で、ＮＧＡＬ発現がデンシトメトリーによって３－４倍に誘導された。この反応
は、８匹の異なる動物に由来する両側の虚血で、著しく高められた。これらのマウスのＮ
ＧＡＬを、再灌流の３時間後に３倍に誘導し、２４時間で１２倍を上回る大きさでピーク
に達し、７２時間の回復期間で正常のレベルに落ちた（図２、パネルＢ）。
【００８６】
　免疫組織化学法を使用して、ＮＧＡＬタンパク質は対照マウス腎臓でかろうじて検出可
能であったが、図３で例示されるように、虚血の３時間以内で、近位尿細管内で主に上方
制御される。これらの切片での近位尿細管の同定は、刷子縁膜の存在、細胞寸法に対する
核の比率、および細胞形態学に基づいた。誘導されたＮＧＡＬは、近位尿細管細胞内で点
状細胞質分布中に現れ、分泌タンパク質であることを暗示した。この発現パターンは、虚
血－再灌流障害の片側および両側の両方のモデルで同一であり、研究した全ての動物にお
いて、一貫して明らかだった。糸球体はＮＧＡＬ発現が欠けており、ＮＧＡＬを発現して
いる好中球は、はっきりとは確認されなかった。ＮＧＡＬが培養ウィルムス腫瘍腎臓細胞
で、エンドソームと少なくとも部分的に共局在する（１１）ことから、ＮＧＡＬおよびＲ
ａｂ１１（後期再循環エンドソームのマーカー）の分布を、連続腎臓切片で検討した。組
み合わせた画像は、Ｒａｂ１１とのＮＧＡＬの重要な共局在性を表した（図示せず）。虚
血の後で強化されたＮＧＡＬ発現の機能的な有意性を測定するために、連続腎臓切片は、
ＮＧＡＬ発現、ＴＵＮＥＬ陽性の核またはＰＣＮＡ陽性の核について調べられた。ＮＧＡ
Ｌを過剰発現している尿細管細胞がＴＵＮＥＬ陽性ではなかった（図示せず）のに対して
、ＮＧＡＬとＰＣＮＡの顕著な共局在性は、４８時間の還流期間で増殖および再生する細
胞で明らかだった（図示せず）。
【００８７】
ＮＧＡＬタンパク質は、マウスでＡＲＦの誘導直後に尿に容易に検出される：
　この実験は、虚血性腎障害の早期非侵襲性バイオマーカーとして尿ＮＧＡＬを検出する
ことの有用性を示す。試料のローディングを等しくするために尿クレアチニン濃度を用い
ることで、ＮＧＡＬは、虚血前の尿には存在しなかった。著しい対照をなすものとして、
ＮＧＡＬは、図４Ａおよび図４Ｂに示すように、試験した全ての動物で上記障害（虚血後
のまさしく最初の尿排出物で）の２時間以内に２５ｋＤａ帯域として顕在化した。ＮＧＡ
Ｌとしてのこの帯域の同一性は、実験の別々のセットで確立され、組み換えマウス・リポ
カリンによる一次抗体のプレ・インキュベーションがこの免疫応答性を完全にブロックし
た（図示せず）。ＮＧＡＬは、ウエスタン分析によって、未処理の尿のわずか１μｌほど
で、容易に検出され、検討される全ての期間（２４時間の再灌流）の間持続した。次に、
我々は尿ＮＧＡＬ排出を、既に確立された障害マーカー（例えば、β２－ミクログロブリ
ンおよびＮＡＧ）のものと比較した。尿ＮＧＡＬが虚血の２時間以内に明白であったにも
かかわらず、β２－ミクログロブリンは、１２時間の片側虚血（図４、パネルＡ）および
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８時間の両側虚血（図４、パネルＢ）の後のみに、同一尿試料で検出可能であった。同様
に、尿ＮＡＧ排出は、非虚血性対照動物と比較して、片側虚血（図４の下段、パネルＡ）
の１２時間後および両側虚血（図４の下段、パネルＢ）の８時間後に著しく増加した。
【００８８】
ＮＧＡＬタンパク質は、マウスでの軽度の腎虚血後でさえ、尿中で容易に検出される：
　明白なＡＲＦが存在しない場合、尿ＮＧＡＬ検出の感度を決定するために、我々は、マ
ウスの異なるセットが５、１０、または２０分間の両側腎動脈閉塞のみにさらされるプロ
トコルを用いた。これらの研究を、軽度の無症状腎虚血後に尿ＮＧＡＬ排出を評価するよ
うに設計した。２４時間還流後に測定した血清クレアチニンは、全てのこれらのマウスで
正常範囲内であった。目立つことには、ＮＧＡＬはこれらの動物で未処理の尿のわずか１
μｌほどで、容易に検出され（図５）、その出現はＡＲＦを有する動物と比較して、いく
らか遅れていた。したがって、このように、３０分の両側虚血が２時間以内で尿ＮＧＡＬ
排出に帰着する（図４）一方で、２０または１０分の両側虚血を有するマウスは４時間後
に尿ＮＧＡＬを示し、そして５分の虚血を有するものは６時間後のみにＮＧＡＬを排出し
た（図５）。このように、尿のＮＧＡＬ出現は、腎虚血のドーズおよび持続時間に関連が
あるように見える。
【００８９】
実施例２
ＮＧＡＬタンパク質は、ラットでのＡＲＦ誘導直後に、尿で容易に検出される：
　腎動脈閉鎖に対する反応に種差があることについての議論（１０）が存在することから
、我々は次に、異なる動物モデル（すなわち、腎虚血－再潅流障害の十分確立されたラッ
ト・モデル）でのＮＧＡＬの挙動を調べた。試料のローディングを等しくするために尿ク
レアチニン濃度を用いることで、ＮＧＡＬは、虚血前の尿には存在しなかった。著しい対
比において、図６に示すように、ＮＧＡＬは上記障害の３時間以内（虚血後のまさしく最
初の尿排出物で）に、２５ｋＤａの免疫応答性ペプチドとして明らかであった。比較とし
て、虚血障害のこのモデルでの血清クレアチニンが、２４時間の再灌流のみで上昇した（
図示せず）。再び、ＮＧＡＬを１μｌの未処理尿で検出可能であり、試験した継続期間全
体（２４時間の再灌流）で持続した。
【００９０】
実施例３
ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡは、早期の軽度の虚血後の培養ヒト近位尿細管細胞で誘導される：
　虚血性近位尿細管細胞からＮＧＡＬの起源を確認するために、我々は、既に記載したイ
ンビトロでの虚血のプロトコルを、培養ヒト近位尿細管細胞（ＲＰＴＥＣ）でのＡＴＰ欠
乏によって改変した。１μｍアンチマイシンでのインキュベーションは、１時間以内の対
照の約８３±３％への軽度の部分的ＡＴＰ欠乏をもたらし、より漸進的なな減少が６時間
で対照の約７５±３％であった（４回の実験の平均値±ＳＤ）。この軽度のＡＴＰ欠乏が
もたらす形態学的な帰結は、識別可能でなかった。ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡは、休止細胞で検
出可能であっただけである。しかし、部分的なＡＴＰ欠乏の後に、図７に示すように、急
激かつ期間依存型のＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの誘導が、ＲＴ－ＰＣＲによって明らかになった
。
【００９１】
ＮＧＡＬタンパク質は、インビトロで早期虚血後の培地中で容易に検出される：
　我々は、軽度のＡＴＰ欠乏後に、ＲＰＴＥＣ細胞およびその培地中でのＮＧＡＬタンパ
ク質発現を検討した。ＮＧＡＬタンパク質は、対照ＲＰＴＥＣ細胞では検出可能であり、
図７で示すように、その発現は期間依存型のかたちで、ＡＴＰ欠乏後に増加した。対照細
胞からのＮＧＡＬ免疫応答性タンパク質は培地中で見つからなかったが、ＮＧＡＬは軽度
のＡＴＰ欠乏の１時間以内に容易に検出可能であった。さらに、ＮＧＡＬタンパク質存在
量のさらなる増加が、ＡＴＰ欠乏期間に関係していることに注目した。これらの結果は、
誘導されたＮＧＡＬタンパク質が培地中に急速に分泌され、インビボでの腎虚血後の尿中
でのＮＧＡＬの敏速な出現に類似していることを、示唆する。
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【００９２】
実施例４
ＮＧＡＬタンパク質は、マウスでの軽度の腎臓腎毒症の後の早期に尿中で容易に検出され
る：
　腎毒症が尿中でのＮＧＡＬタンパク質の発現をもたらすかどうかを決定し、それによっ
て腎毒性腎障害の早期非侵襲性バイオマーカーとしての有用性が示唆され、シスプラチン
によって誘発された腎毒症がマウスで誘導された。シスプラスチン腎毒性の確立されたマ
ウス・モデルでは、ＮＧＡＬはシスプラスチン投与の１日以内に尿中に容易に検出された
（図８Ａ、最下部トラック）。それとは対照的に、尿β２－ミクログロブリンは、２日後
にかろうじて検出可能であり、シスプラスチン後４ないし５日目まで容易に検出ことはで
きなかった（図８、パネルＡ、最上部トラック）。同様に、増加した尿ＮＡＧ排出は、シ
スプラスチン投与後４および５日目まで、明らかにならなかった（図８、パネルＢ）。
【００９３】
シスプラチン腎毒性は、腎尿細管細胞でのアポトーシスと壊死とによって特徴づけられる
：
　マウスに対して、シスプラチンを５ｍｇ／ｋｇまたは２０ｍｇ／ｋｇ体重のいずれかの
用量で、単回腹腔内注射をおこなった。対照マウスでの結果と、より高用量のシスプラチ
ンを与えられたものでの結果とを図９に示す。より高用量のものは、尿細管細胞壊死をも
たらし、このことはヘマトキシリン－エオシンにより染色した切片で、尿細管拡張、管腔
破片、および平坦化上皮が存在することで明らかである（上側中央パネル）。同様に証明
されたことは、尿細管細胞がプログラム化された細胞死を遂行したことであり、濃く強く
染色された核によって示した（上側右パネル）。このことは、アポトーシスの特徴である
濃縮化およびフラグメント化した核を示すＴＵＮＥＬアッセイによって確認された（下側
中央および右パネル）。対照腎臓では壊死またはアポトーシスは検出されなかった（上側
および下側左パネル）。より少ない用量のシスプラチンで処置したマウスから得た腎臓は
また、未処理の対照（図示せず）と同様に、正常に見えた。図９は、５つの別々の実験を
表す。
【００９４】
ＮＧＡＬタンパク質は、シスプラチンによって腎臓尿細管で迅速に誘導される：
　腎臓に対する虚血障害の後でＮＧＡＬが誘導される（１７）ので、シスプラチン誘導腎
毒性障害に対する反応が決定された。ウエスタン分析によって、図１０で例示されるよう
に、ＮＧＡＬは対照マウスから腎臓溶解産物でかろうじて検出可能であったが、３時間の
シスプラチン投与（２０ｍｇ／ｋｇ）中に急速に誘導された。期間依存型の増加が腎臓Ｎ
ＧＡＬ発現で見られ、４８時間でピークがあり、また最大で９６時間まで持続的な上方制
御を示した。これらの結果は、図１１に示すように、免疫蛍光染色によって確認された。
シスプラチン注射後、３時間（３ｈ）（最上段右側パネル）および１２時間（１２ｈ）（
下段左側パネル）で収集した腎臓は、ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示した。また、図１１
に示すものは、１２時間（ＨＰ）で収集した切片の高倍率拡大像である（下段右側パネル
）。左下パネルの矢印は、ＨＰ画像に示される領域を示す。ＮＧＡＬを、シスプラチン注
射の３時間以内に、主に近位尿細管細胞で誘導したが、対照マウス由来の細胞（Ｃｏｎ）
では存在していなかった（最上段左側パネル）。これらの切片での近位尿細管の同定は、
刷子縁膜の存在、細胞寸法に対する核の比率、および細胞形態学に基づいた。誘発された
ＮＧＡＬは、近位尿細管細胞内で点状細胞質分布の状態で現れ、分泌タンパク質であるこ
とを暗示した。誘発されたＮＧＡＬは、近位尿細管細胞内で点状細胞質分布の状態で現れ
、分泌タンパク質であることを暗示した。この発現パターンは、虚血－再灌流障害マウス
・モデルで観察されたもの（１７）と類似していた。糸球体はＮＧＡＬ発現が欠けており
、ＮＧＡＬ発現好中球は明白ではなかった。図１１は、核時点での５匹の動物を示す。
【００９５】
ＮＧＡＬタンパク質は、高用量シスプラチンの後、尿中で容易に検出される：
　ＮＧＡＬタンパク質を、高用量シスプラチン（２０ｍｇ／ｋｇ）の後に、尿中で検出し
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、それによって腎毒性腎障害の早期非侵襲性バイオマーカーとしてその有用性が示された
。試料のローディングを等しくするために尿クレアチニン濃度を用いることで、ＮＧＡＬ
は、虚血前の尿には基本的には存在しなかった。著しい対比において、尿ＮＧＡＬを、図
１２（最上段のパネル）に示すように、試験した動物の全てで、シスプラスチン障害（２
０μｇ／ｋｇ）の３時間以内に容易に検出した。ＮＧＡＬとしてのこの帯域の同一性は、
実験の別々のセットで確立され、組み換えマウス・リポカリンによる一次抗体のプレ・イ
ンキュベーションがこの免疫応答性を完全にブロックした（図示せず）。ＮＧＡＬは、ウ
エスタン分析によって、未処理の尿のわずか５μｌほどで、容易に検出可能であった。期
間依存型の増加が尿ＮＧＡＬ排出で見られ、４８時間でピークがあり、また最大で９６時
間まで持続的な上方制御を示した。次いで、我々は、尿ＮＧＡＬ排出を、既に確立された
障害マーカー（例えばＮＡＧ）のものと比較した。尿ＮＧＡＬがシスプラチンの３時間以
内に顕在化したのに対して、尿ＮＡＧ排出は障害の９６時間後にのみ、著しく増加した（
中央パネル）。さらに、血清クレアチニン測定による腎機能の評価は、シスプラチンの９
６時間後のみに顕著な変化を示した（下段側パネル）。図は、各々の時点での５つの独立
した実験を示す。
【００９６】
ＮＧＡＬタンパク質は、低用量シスプラチンの後でさえ尿中に検出される：
　異なるセットのマウスを、図１３で示す無症状腎毒性障害後に、尿ＮＧＡＬ測定の感度
を決定するために、５μｇ／ｋｇのシスプラチン注射のみにさらした。ＮＧＡＬは、これ
らの動物で、未処理の尿のわずか５μｌで検出可能であった（最上段のパネル）が、その
出現は２０μｇ／ｋｇシスプラチンによる動物と比較して量的により少ないように思われ
た（図１２、最上段のパネル）。したがって、尿中でのＮＧＡＬの出現は、腎毒素の用量
に相関する。尿ＮＧＡＬ排出がシスプラチン３時間以内で顕在化したのに対して、動物の
このグループにおける尿ＮＡＧ排出は、障害の９６時間後でも著しい増加はなかった（中
央パネル）。さらにまた、血清クレアチニン測定による腎機能の評価は、低用量シスプラ
チンの９６時間後であっても著しい変化はないことを示した（下段側パネル）。この例は
、ＮＧＡＬが、現在使用しているものよりも感度の高い腎臓腎毒性マーカーであることを
示している。
【００９７】
シスプラチン後の尿ＮＧＡＬ排出は、用量および期間依存型である：
　図１４に示すように、シスプラチン投与後の腎障害の重症度の指標としてのその有用性
を測定するために、尿ＮＧＡＬ排出を定量化した。このことは、標準として使用する既知
量のＮＧＡＬの発現および精製を必要とした。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる組み換えＮＧＡＬ
タンパク質の分析とそれに続くクーマシー・ブルー染色は、適当な大きさの単一のタンパ
ク質バンドを示した（最上段左側パネル）。既知濃度のアリコートのウエスタン・ブロッ
トは、３～１００ｎｇ／ｍｌの範囲で信号の強さの直線的増加を示した（上端右側パネル
）。次に、尿中のＮＧＡＬ量を、組換え体精製ＮＧＡＬの所定の標準と比較することで、
測定した。２０μｇ／ｋｇシスプラチンに続いて、尿ＮＧＡＬ排出に期間依存型の増加が
認められた（下段側パネル）。同様の、しかしいくらかは鈍くなった反応が、無症状腎毒
性障害をもたらすシスプレチン用量で処置された動物で顕在化した。
【００９８】
実施例５
　腎移植後２時間の患者から尿試料を得た。これは虚血性腎障害の予測可能なヒト・モデ
ルであり、図１５に示す。生体血縁ドナーから腎臓を受け取った患者（ｎ＝６）と比較し
て、移植に先だって一定時間にわたって氷上で保存した死体腎臓を受け取った患者（ｎ＝
４）は、ウエスタン・ブロットおよびＥＬＩＳＡによって容易に定量化される尿ＮＧＡＬ
の増加を示した（パネルＡ）。尿ＮＧＡＬと冷却虚血時間との間に有意な相関があり、Ｎ
ＧＡＬ排出が腎障害の度合いに比例していることを示した（パネルＢ）（ｒ＝０．９８、
スピアマン分析）。有意な相関は、尿ＮＧＡＬとピーク血清クレアチニンとの間にもあっ
た（パネルＣ）（ｒ＝０．９６、スピアマン分析）。移植後２時間以内に測定された尿Ｎ
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ＧＡＬが、血清クレアチニン・ピークによって反映されるように、数日後に起こるＡＲＦ
の前兆であることを強調することは重要である。正常ヒト対照または慢性腎不全の患者か
ら得た尿は、ほぼ検出不可能な量のＮＧＡＬを含むことから、尿ＮＧＡＬの上方制御が急
性腎障害に特異的であることが示される（図示せず）。また、尿路感染症および腎移植拒
絶（２種類の好中球関連疾患）を有する患者から得た尿は、最小限の量のＮＧＡＬ（図示
せず）を含むのみであるから、死体腎臓移植組織に含まれる著しく多量（＞１００ｎｇ／
ｍｌ）のものと容易に区別される。これらのデータは、ＮＧＡＬが腎移植後の急性腎障害
のための新規な早期尿バイオマーカーであることを示す。
【００９９】
実施例６
　図１６の結果に示すように、開心術の後の１５人の患者から予め、一連の尿試料を得た
。尿ＮＧＡＬをウエスタン・ブロットおよびＥＬＩＳＡによって定量したところ、それら
１５人の患者のうち５人で上昇することがわかった（パネルＡ）。各線は、１人の患者を
表す。基線からの血清クレアチニンの％変化をパネルＡの右側に示す。同じ５人の患者が
、血清クレアチニンが基線から５０％以上増加したとして定義される術後の急性腎不全を
発症したことで、約３３％の罹患率を生じた。急性腎不全を発症しなかった１０人の患者
では、尿ＮＧＡＬ排出について、術後１２時間以内にほとんど検出不可能なレベルへと急
激に正常化する、わずかな早期増加（６．０±２．０ｎｇ／ｍｇクレアチニンの２時間値
）が認められた（パネルＡ）。顕著な対比では、急性腎不全をその後発症した患者は、尿
ＮＧＡＬの２時間値が１０倍を上回る増加（７５±１０ｎｇ／ｍｇクレアチニン）と尿Ｎ
ＧＡＬの４時間値が２０倍を上回る増加（１２０±１２ｎｇ／ｍｇクレアチニン）を示し
た。尿ＮＧＡＬの量と心肺バイパス時間との間の相関が存在することから、ＮＧＡＬ排出
が腎障害の度合いに比例することが示される（パネルＢ）（ｒ＝０．７６、スピアマン分
析）。また、尿ＮＧＡＬとピーク血清クレアチニンとの間に有意な相関が認められた（パ
ネルＣ）（ｒ＝０．６６、スピアマン分析）。心臓手術の２時間以内に測定された尿ＮＧ
ＡＬが血清クレアチニン・ピークによって反映されるような、数時間または数日後でさえ
生じるＡＲＦの予兆であったことを、もう一度強調することは重要である。これらのデー
タは、ＮＧＡＬが開心術後の急性腎障害のための新規な早期尿バイオマーカーであること
を示し、その定量化は、この非常に感受性の高い集団での急性腎不全の予兆である。
【０１００】
　本発明が好ましい実施形態に関連して記載される一方で、前述した明細書を読解した後
で当業者は種々の変更、等価物の置換、および本明細書中に述べられる被検体物質に対す
る変更をもたらすことが可能である。それ故、本発明は、本明細書中に具体的に記載され
たもの以外の方法で実行することができる。したがって、本明細書中での保護が添付され
た特許請求の範囲とその等価物とによってのみ制限されることが、意図される。
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【図面の簡単な説明】
【０１０５】
【図１】虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの誘導を示す図である。最上段のパネル
は、対照（Ｃ）マウスの腎臓から抽出したＲＮＡを用いて、または図示したような種々の
再灌流期間（時間）後に抽出したＲＮＡを用いて、マウス・アクチンおよびＮＧＡＬに対
するプライマーによる代表的なＲＴ－ＰＣＲを示す。レーンＭは、分子量標準マーカーを
含有する。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ）から、種々の時点でのＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ発
現の倍増加を示す。マイクロアレイ（実線）対ＲＴ－ＰＣＲ（点線）によって得られた値
は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【図２Ａ】片側虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。最上段の
パネルは、対照（Ｃｏｎ）マウスからまたは図に示した再灌流期間（時間）後得た全腎試
料の、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体またはチューブリンに対するモノクローナル
抗体（タンパク質ローディングが等しいことを示すために）で探索した代表的なウエスタ
ン・ブロットを示す。分子量マーカーは、左側にある。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ）
からの種々の時点でのＮＧＡＬタンパク質発現の倍増加を示す。デンシトメトリーによっ
て得られる値は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【図２Ｂ】両側虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。最上段の
パネルは、対照（Ｃｏｎ）マウスからまたは図に示した再灌流期間（時間）後得た全腎試
料の、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体またはチューブリンに対するモノクローナル
抗体（タンパク質ローディングが等しいことを示すために）で探索した代表的なウエスタ
ン・ブロットを示す。分子量マーカーは、左側にある。下段のパネルは、対照（ＣＯＮ）
からの種々の時点でのＮＧＡＬタンパク質発現の倍増加を示す。デンシトメトリーによっ
て得られる値は、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤである。
【０１０６】
【図３】虚血後のマウス腎臓ＮＧＡＬタンパク質の誘導を示す図である。代表的な免疫組
織化学は、対照マウスから得たまたは図示するように還流期間（時間）を変えた後のマウ
ス腎臓の凍結切片を、ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体で探索して、得られる。「Ｇ
」は糸球体を意味する。「Ｇ」は糸球体を意味する。最も右側のパネルは拡大率１００倍
であり、他のパネルは拡大率２０倍である。
【図４Ａ】片側虚血ＡＲＦを有するマウスの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出を
示す図である。片側腎動脈クランピングに続いて、図に示すような再灌流期間（時間）で
得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ／レーン、クレアチニン
含有量について正規化）。分子量マーカーは、右側に示す。ブロットを、ＮＧＡＬ（最上
段）またはβ２－マイクログロブリン（Ｂｅｔａ２－Ｍ）（中段）で探索した。図示した
ように種々の再灌流期間での、５匹の動物に対する５匹の動物から得た尿のＮ－アセチル
－β－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）測定。値は、平均値±ＳＤである。各時点での
対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５、ＡＮＯＶＡ。
【図４Ｂ】両側虚血ＡＲＦを有するマウスの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出を
示す図である。両側腎動脈クランピングに続いて、図に示すような再灌流期間（時間）で
得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ／レーン、クレアチニン
含有量について正規化）。分子量マーカーは、右側に示す。ブロットを、ＮＧＡＬ（最上
段）またはβ２－マイクログロブリン（Ｂｅｔａ２－Ｍ）（中段）で探索した。図示した
ように種々の再灌流期間での、８匹の動物に対する５匹の動物から得た尿のＮ－アセチル
－β－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）測定。値は、平均値±ＳＤである。各時点での
対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５、ＡＮＯＶＡ。
【０１０７】
【図５】無症状の腎虚血を有するマウスから得た尿におけるＮＧＡＬタンパク質の検出を
示す図である。両側腎動脈クランピングを５、１０、または２０分おこなった後に、図に
示すような再灌流期間（時間）で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１
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～２μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）。分子量マーカーを左側に示す
。これらの動物は、還流２４時間で正常な血清クレアチニンを示した。
【図６】虚血性ＡＲＦを有するラットの尿におけるＮＧＡＬタンパク質の早期検出を示す
図である。ラットに両側腎動脈クランピングを３０分間おこなった後に、図に示すような
再灌流期間（時間）で得た未処理尿試料の代表的なウエスタン・ブロット（１～２μｌ／
レーン、クレアチニン含有量について正規化）。分子量マーカーを左側に示す。これらの
動物は、還流２４時間で血清クレアチニンの顕著な増加を示した。
【図７】インビトロでの虚血後のＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの誘導を示す。最上段のパネルは、
図示のように、様々な時期（時間）に部分的なＡＴＰ欠乏を生じさせた後に腎臓近位尿細
管上皮細胞（ＲＰＴＥＣ）から抽出されたＲＮＡを用いたヒトＮＧＡＬに対するプライマ
ーによる代表的なＲＴ－ＰＣＲを示す。レーンＭは、１００ｂｐのＤＮＡラダーを含む。
中段のパネルは、対照（Ｏ）から得た種々の時間点でのＮＧＡＬ　ｍＲＮＡ発現の倍増加
を示し、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）発現について
正規化してある。値は、各点について、少なくとも３回の実験から得た平均値±ＳＤであ
る。下段側パネルは、等量の細胞ペレット（Ｐｅｌ）または培地（Ｓｕｐ）から得た、図
示のように、様々な時期に部分的なＡＴＰ欠乏を生じさせた後のＲＰＴＥＣ試料による、
ＮＧＡＬに対するポリクローナル抗体で探索した代表的なウエスタン・ブロット（３通り
の異なる実験のもの）を示す。分子量マーカーは左側にある。
【０１０８】
【図８Ａ】シスプラチン誘導障害を有するマウスで、尿中のＮＧＡＬタンパク質の早期検
出が検出されたことを示す。シスプラチン投与後の図に示す日数で得た未処理の尿試料（
１～２μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）の、β－２－マイクログロブ
リン（最上段のパネル）およびＮＧＡＬ（中段のパネル）に対する抗体で探索した代表的
なウエスタン・ブロット。分子量マーカーを左側に示す。
【図８Ｂ】図８Ａのシスプラチン投与後（ｎ＝４）に種々の日数での尿ＮＡＧ測定を示す
。値は、平均値±ＳＤである。０日目に対し＊Ｐ　＜　０．０５。
【図９】シスプラチン投与が尿細管細胞の壊死およびアポトーシスをもたらすことを示す
図である。ヘマトキシリン‐エオジン染色によって、シスプラチン処置腎臓（最上段中央
のパネル）における尿細管膨張（ｔｕｂｕｌａｒ　ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ）、管腔破片（
ｌｕｍｉｎａｌ　ｄｅｂｒｉｓ）、および平坦化した上皮（ｆｌａｔｔｅｎｅｄ　ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉｕｍ）が示された。高倍率では、星印で記された尿細管が、アポトーシスを表
す強く濃く染色された核（矢印）を示した（最上段右側パネル）。シスプラチン処置腎臓
のＴＵＮＥＬ陽性核を示すＴＵＮＥＬ染色（下段中央パネル）。高倍率では、星印で示し
た尿細管は、アポトーシスの特徴である濃く、断片化した核（矢印）を示した（下段右側
パネル）。高倍率と標識されたパネルは、拡大率１００倍であり、他のパネルは２０倍で
ある。対照マウスで得られた結果を最上段および下段の左側パネルに示す。
【０１０９】
【図１０】シスプラチン投与が腎臓ＮＧＡＬの急激な誘導をもたらすことを示す図である
。図示したような種々の時間点（時間）で得られた、腹腔内シスプラチン（２０μｇ／ｋ
ｇ）による処置を受けたマウス由来の腎臓溶解産物の、ＮＧＡＬに対するポリクローナル
抗体またはチューブリンに対するモノクローナル抗体で探索した代表的なウエスタン・ブ
ロット。分子量マーカーは左側にある。
【図１１】シスプラチン投与が尿細管上皮細胞でＮＧＡＬの急激な誘導をもたらすことを
示す図である。代表的な免疫組織化学は、腹腔内シスプラチン（２０μｇ／ｋｇ）で処置
し、図に示すような種々の時点（時間）で得たマウス由来の凍結腎臓切片を、ＮＧＡＬに
対するポリクローナル抗体で探索して、得る。Ｇ、糸球体。ＨＰと標識されたパネルは、
拡大率が１００倍であり、他は２０倍である。
【図１２】シスプラチン２０μｇ／ｋｇの投与が尿中でのＮＧＡＬの急激な発現をもたら
すことを示す図である。図に示すように、シスプラチン注射前または該注射後の種々の時
点で得た未処理の尿試料（３～５μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）の
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代表的なウエスタン・ブロット（上段パネル）。同一尿試料をＮＡＧ分泌について分析し
（中央パネル）、そしてクレアチニン測定にかけた同一の動物から得た血清についても分
析をおこなった（下段パネル）。対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５。
【０１１０】
【図１３】シスプラチン５μｇ／ｋｇの投与が尿中でのＮＧＡＬの急激な発現をもたらす
ことを示す図である。図に示すように、シスプラチン注射前または該注射後の種々の時点
で得た未処理の尿試料（３～５μｌ／レーン、クレアチニン含有量について正規化）の代
表的なウエスタン・ブロット（上段パネル）。同一尿試料をＮＡＧ分泌について分析し（
中央パネル）、またクレアチニン測定にかけた同一の動物から得た血清についても分析を
おこなった（下段パネル）。対照に対して＊Ｐ　＜　０．０５。
【図１４】シスプラチン後の尿ＮＧＡＬの定量化を示す図である。既知量の組換え体精製
ＮＧＡＬのクーマシー・ブルー（ＣＢ）染色（上段左側パネル）およびエンハンスド・ケ
ミルミネセンス（ＥＣＬ）分析（上段右側パネル）。ウエスタン・ブロットのデンシトメ
トリー分析および同一条件下で実施された精製ＮＧＡＬの確定された基準のウエスタン・
プロットとの比較とによって測定された、シスプラチン２０μｇ／ｋｇまたは５μｇ／ｋ
ｇ後の種々の時点での尿ＮＧＡＬ排出の定量。
【図１５】パネルＡで、死体腎臓移植をした患者（ＣＡＤ、ｎ＝４）と生存血縁ドナー腎
臓移植をした患者（ＬＲＤ、ｎ＝６）での尿ＮＧＡＬの測定とを示す（ｐ＜０．００５）
。パネルＢは、冷却虚血時間とＣＡＤの尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．００１、ｒ
＝０．９８、スピアマン分析）。パネルＣは、ピーク血清クレアチニンとＣＡＤの尿ＮＧ
ＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．００１、ｒ＝０．９６、スピアマン分析）。
【０１１１】
【図１６】開心術後の患者での尿ＮＧＡＬの連続測定結果を、バイパス後の時（時間）に
対してプロット（ｎ＝１５）して、パネルＡに示す。パネルＢは、ＡＲＦを発症した患者
でのバイパス時間と２時間尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｎ＝５）（ｐ＜０．０１、ｒ＝０
．７６、スピアマン分析）。パネルＣは、血清クレアチニンの変化とＡＲＦを発症した患
者の２時間尿ＮＧＡＬとの相関を示す（ｐ＜０．０１、ｒ＝０．６６、スピアマン分析）
。
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