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(57)【要約】
本発明は、腎機能疾患の初期症状の早期診断マーカーとその評価方法を提供することを課
題とする。特に、糖尿病性腎症の初期症状の診断が的確にできる評価マーカーとその評価
方法を提供することを課題とする。
　本発明者は、上記の課題を解決するために、免疫複合体転移酵素免疫測定方法（ＩＣＴ
－ＥＩＡ法）を使用して、尿中と血中のアディポネクチン濃度の比を評価マーカーとする
ことにより、より的確に腎機能の評価が行なえることを見出した。その結果、腎臓の機能
障害の進行状況や介入療法の効果も的確に把握できるようになった。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫複合体転移測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）で測定された尿中のアディポネクチン濃
度の測定値を血中のアディポネクチン濃度で除した数値であることを特徴とする、腎機能
の評価マーカー。
【請求項２】
　上記アディポネクチン濃度が、高分子量（ＨＭＷ）アディポネクチン濃度である、請求
項１に記載の腎機能の評価マーカー。
【請求項３】
　請求項１または２の数値に１０４を乗じた数値であることを特徴とする、請求項１また
は２の腎機能の評価マーカー。
【請求項４】
　請求項１～３に記載の評価マーカーを使用することを特徴とする、腎機能疾患の進行度
評価方法。
【請求項５】
　腎機能疾患が糖尿病性腎症であることを特徴とする、請求項４に記載の腎機能疾患の進
行度評価方法。
【請求項６】
　請求項１～３の評価マーカーを用いて、腎機能疾患患者及び／又はその予備群に対して
、介入療法を行うことを特徴とする、腎機能疾患の予防または治療方法。
【請求項７】
　腎機能疾患が糖尿病性腎症であることを特徴とする、請求項６に記載の腎機能疾患の予
防または治療方法。
【請求項８】
　介入療法が、食事療法、運動療法または薬物療法である、請求項６または７に記載の糖
尿病性疾患の予防または治療方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖尿病に起因する腎機能疾患（特に糖尿病性腎症）の初期症状を的確に評価
するための評価マーカーとその測定方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　糖尿病は、持続した高血糖による血管合併症を招き、細小血管症（網膜症、腎症、神経
障害）と大血管症（脳心血管系疾患）を合併する。この中でも細小血管症に区分される糖
尿病性腎症は、１９９８年に慢性糸球体腎炎を抜いて日本の透析療法導入疾患の第１位と
なり、２００９年には、全透析療法導入者数のなかで４４．５％（１万６５４９人）を占
め、医学的・医療経済的に大きな問題となっている。さらに、透析療法導入後の５年生存
率は約５０％であり、今なお生命予後不良である。そのため、糖尿病性腎症の発症を早期
に発見し、早期に治療する必要があるが、糖尿病性腎症は末期になるまで臨床症状に乏し
く、積極的に検査を行わない場合見逃されやすい。したがって、糖尿病発症の早期から積
極的に検査を行い、発症の診断や病期の評価を続けることが不可欠である。
　糖尿病性腎症の診断には、腎生検による組織学的診断が必要である。しかし、すべての
糖尿病患者に腎生検を施行することは困難であり、一般的には、臨床経過や網膜症などの
合併症の有無に加え、尿検査・腎機能検査所見などを総合的に判断して診断することが多
い。そのため現在では、糖尿病性腎症の早期診断は、微量アルブミン尿の出現により行わ
れている。
　日本では２００５年の日本糖尿病学会と日本腎臓学会の糖尿病性腎症合同委員会におい
て、「糖尿病腎症の早期診断基準」が改訂された。この基準によると、尿中アルブミン測
定対象者は、通常の試験紙法で尿蛋白陰性か、１＋程度の陽性を示す糖尿病患者である。
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尿は、なるべく午前中の随時尿を測定し、免疫測定法で尿中アルブミン値を定量し（同時
に尿中クレアチニン値（Ｃｒ）も測定する）、３回測定中２回以上の尿中アルブミン値が
３０～２９９ｍｇ／ｇＣｒであれば、微量アルブミン尿とし、糖尿病性早期腎症と診断す
る。微量アルブミン尿だけでは糖尿病性腎症以外の諸病態も否定できないため、尿中ＩＶ
型コラーゲン値の上昇や、腎肥大などの糖尿病性腎病変の存在を示唆する所見が診断の参
考になる。
　一方、初期の慢性腎臓病（ＣＫＤ：ｃｈｒｏｎｉｃ　ｋｉｄｎｅｙ　ｄｉｓｅａｓｅ）
は、一般に自覚症状に乏しく、尿異常から始まり、徐々に腎機能が低下して末期腎不全へ
進行する。したがって、採尿による尿異常の発見は、ＣＫＤ早期検出の唯一の手がかりと
いえる。中でも蛋白尿（微量アルブミン尿を含む）は、ＣＫＤの進展と密接に関わってお
り、最も重要な所見と言える。
　最近、糖尿病患者において、“ＧＦＲ　ｄｅｃｌｉｎｅｒ”（糸球体濾過量：ＧＦＲ：
Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ　Ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　Ｒａｔｅ）　あるいは“ｅａｒｌｙ　ｒ
ｅｎａｌ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｄｅｃｌｉｎｅ”と呼ばれる進行性の早期腎機能低下が報
告されている。これについての明確な定義はないが、持続的蛋白尿を合併しない糖尿病患
者で、腎機能が正常範囲内（６０ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２以上）にもかかわらず進行
性に腎機能が低下し、アルブミン尿の増減に関係なく腎不全期へ至る症例が確認されるよ
うになった。アルブミン尿の増加を認めないＧＦＲ　ｄｅｃｌｉｎｅｒの症例では治療の
開始が遅れてしまい、腎不全期への進行を十分に阻止することができていない可能性が考
えられる。そのため、定期的な腎機能の評価により、早期にＧＦＲ　ｄｅｃｌｉｎｅｒを
同定することができれば、アルブミン尿の程度に関係なく、腎機能がまだ正常な時期にお
いて腎保護のための治療を開始することが可能となり、その後の腎機能の低下を抑制ある
いは改善させることができるのではないかと期待される。これらのことから、微量アルブ
ミン尿のみで糖尿病性腎症の早期診断を行うには限界があり、ＧＦＲ　ｄｅｃｌｉｎｅｒ
の予測因子としてより鋭敏な糖尿病性腎症の早期臨床的指標の開発が求められている。
　しかしながら、アルブミン尿の程度に関係なく、腎機能がまだ正常な時期において腎保
護のための治療を開始することが可能となるマーカーや測定方法については、まだ充分な
検討がなされていない状況である。なお、血中の特定のタンパク質に着目し、糖尿病性疾
患の進行度を検査することが行なわれている。例えば、血中のアディポネクチンを測定す
ることにより、早期に糖尿病の進展度を判定する方法が報告されている（非特許文献１）
。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】橋田誠一ら、「高感度アディポネクチン測定法の開発とその運動・栄養
指導への応用」徳島文理大学研究紀要第７８号７～２０頁（２００９年）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明の目的は、腎障害を早期に検出し、適切な生活指導を行い、腎障害を寛解・退縮
させるための、腎障害リスクのマーカーとその測定評価方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、非特許文献１の免疫複合体転移測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）による高
分子アディポネクチン測定方法を応用し、新たな腎変異の指標として尿中高分子アディポ
ネクチンの可能性について検討して来た（ＰＣＴ／ＪＰ２０１２／０５５７３６）。その
中で、本発明者らは更に検討を進め、具体的な患者のデータを評価検討した。その結果、
患者の糸球体濾過能に違いにより、血中と尿中のアディポネクチン濃度に相違が見られた
。即ち、糸球体濾過能が悪くなれば、尿中アディポネクチン濃度が高くなることから、血
中のアディポネクチン濃度に対して尿中に濾出されるアディポネクチン比を求めたところ
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、糸球体濾過能が悪い患者では、健常人と比較して数十倍も高い値を示すことが明らかと
なった。このことから、本発明者らは、尿中／血中アディポネクチン比が、アルブミン尿
の傾向とは異なった、新たな腎障害の早期指標になり得ることを見出した。
　更に、本発明者らは、健常者の尿中アディポネクチン値には、単分子アディポネクチン
の占める割合が高いことから、単分子アディポネクチンを測定しないアディポネクチン測
定方法により、尿中／血中アディポネクチン比の差が、より明白となることを見出した。
即ち、ＨＭＷアディポネクチンをより特異的に測定し、尿中／血中アディポネクチン比を
測定評価することにより、この尿中／血中アディポネクチン比をマーカーとして、腎障害
の早期指標として使用できることを見出した。本発明者は、以上の知見に基づき、本発明
を完成した。
　即ち、本発明の要旨は以下の通りである。
（１）免疫複合体転移測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）で測定された尿中のアディポネクチ
ン濃度の測定値を血中のアディポネクチン濃度で除した数値であることを特徴とする、腎
機能の評価マーカー。
（２）上記アディポネクチン濃度が、高分子量（ＨＭＷ）アディポネクチン濃度である、
上記（１）に記載の腎機能の評価マーカー。
（３）上記（１）または（２）の数値に１０４を乗じた数値であることを特徴とする、上
記（１）または（２）の腎機能の評価マーカー。
（４）上記（１）～（３）に記載の評価マーカーを使用することを特徴とする、腎機能疾
患の進行度評価方法。
（５）腎機能疾患が糖尿病性腎症であることを特徴とする、上記（４）に記載の腎機能疾
患の進行度評価方法。
（６）上記（１）～（３）の評価マーカーを用いて、腎機能疾患患者及び／又はその予備
群に対して、介入療法を行うことを特徴とする、腎機能疾患の予防または治療方法。
（７）腎機能疾患が糖尿病性腎症であることを特徴とする、上記（６）に記載の腎機能疾
患の予防または治療方法。
（８）介入療法が、食事療法、運動療法または薬物療法である、上記（６）または（７）
に記載の糖尿病性疾患の予防または治療方法。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明のＩＣＴ－ＥＩＡ法で得られた尿中と血中のアディポネクチン濃度の比を取り、
これを腎機能の評価マーカーとすることにより、アルブミン尿の程度に関係なく、腎機能
がまだ正常な時期において腎保護のための治療を開始することが可能となった。その結果
、本発明の腎機能の評価マーカーの評価方法を用いることにより、糖尿病性疾患の診断と
して、特に問題の多い糖尿病性腎症の早期発見や、糖尿病予備群の腎機能障害の判定や介
入療法後の効果判定にも有用である。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
　図１は、本発明で使用した免疫複合体転移酵素免疫測定法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）の概略
を表した図である。
　図２は、被験者Ａ～Ｄの腎機能に関して、ＣＫＤステージ分類を行なった図である。被
験者ＡとＢは健常人であり、被験者ＣとＤでは腎機能の低下が予想されている。
　図３は、被験者Ａ～Ｄの血清サンプルと尿サンプルを用いて、Ｓｕｐｅｒｄｅｘカラム
により分子量別に分画し、血中及び尿中アディポネクチン分子存在様式を検討した図であ
る。●：血中のアディポネクチン濃度（左軸）、◇：透析尿中のアディポネクチン濃度（
右軸）を表わしている。フラクションＮｏ．４６前後のピークは、ＨＭＷアディポネクチ
ンであり、フラクションＮｏ．５１前後のピークは、ＭＭＷアディポネクチンであり、フ
ラクションＮｏ．５８前後のピークは、ＬＭＷアディポネクチンである。また、低分子領
域のフラクションＮｏ．７８前後のピークは、単分子アディポネクチンに該当する。
　図４は、被験者５０名の尿中アディポネクチン濃度（ｎｇ／ｍｇＣｒ）と腎機能指標の
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ｅＧＦＲ（ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２）を測定して、その相関関係の有無を評価した図
である。尿中のアディポネクチン濃度は、ｅＧＦＲと負の相関関係を示すことが明らかと
なった。
　図５は、図４で得られた評価データを集約し、ｅＧＦＲの各ステージ（Ｇ１、Ｇ２、Ｇ
３ａ）に整理して、各ステージの中での尿中アディポネクチン濃度の平均とバラツキを表
わした図である。尿中アディポネクチン濃度は、ステージＧ２においてステージＧ１より
も有意に高くなった。
　図６は、図５と同様に図４で得られた評価データを集約し、ｅＧＦＲの各ステージ（Ｇ
１、Ｇ２、Ｇ３ａ）に整理して、各ステージの中での尿中アルブミン濃度の平均とバラツ
キを表わした図である。尿中アルブミン濃度は、ステージＧ３ａにおいてステージＧ２よ
りも有意に高くなった。
　図７は、上記のｅＧＦＲのステージＧ１における、尿中アディポネクチン濃度と尿中ア
ルブミン濃度の各平均を１として、ステージＧ２とＧ３ａの各被験者の尿中アディポネク
チン濃度と尿中アルブミン濃度の相対値を算定した。その数値をｅＧＦＲの各ステージ毎
に表わした図である。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
－本発明の第一の態様－
　本発明の第一の態様は、免疫複合体転移測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）で評価された血
中と尿中のアディポネクチン濃度の数値を用いて、その比（尿中のアディポネクチン濃度
／血中のアディポネクチン濃度）を取ることを特徴とする、腎機能の評価マーカーに関す
る発明である。
　本発明の「免疫複合体転移酵素免疫測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）」とは、非競合法（
サンドイッチ）エンザイムイムノアッセイ法（ＥＩＡ）の高感度化した改良方法に関する
ものである（非特許文献１参照）。図１に示すように、ＩＣＴ－ＥＩＡ法では、使用する
抗体の非特異吸着（バックグランド）を下げることができたので、多くの高分子生理活性
物質のａｍｏｌレベル以下（ｚｍｏｌ）の測定が可能となっている（Ｈａｓｈｉｄａ　Ｓ
，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｖｏｌ．
１，（１９９５）ｐｐ４０３－４５１，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｒｓ　Ｂ．Ｖ．，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ参照）。
　本発明の「アディポネクチン」とは、脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインの
１つで、２４４個のアミノ酸からなる蛋白質であり、血中には３量体（ＬＭＷ：Ｌｏｗ　
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ）を基本構造として、６量体（ＭＭＷ：Ｍｉｄｄｌｅ
　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ）、１８量体（ＨＭＷ：Ｈｉｇｈ　ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ｗｅｉｇｈｔ）など数種の多量体が存在することが報告されている。その血中濃度
は、５～１０μｇ／ｍＬという高濃度で存在しており、抗動脈硬化作用やインスリン抵抗
性改善作用などの生理活性を有することが報告されている。さらに近年、これらの生理作
用と多量体構造の役割が注目されており、高分子多量体レベルあるいは高分子多量体／総
量比が、内臓脂肪型肥満や糖尿病、耐糖能、インスリン抵抗性、冠状動脈疾患、メタボリ
ックシンドロームなどの様々な病態、さらに食事療法や手術による減量効果などにおいて
、アディポネクチン総量よりもより相関が強いことも示され、アディポネクチンの分子別
定量の重要性が示されている。さらに、肥満によるインスリン抵抗性においては、高分子
量のアディポネクチンが特に関与することも見い出されている。また、アディポネクチン
と腎障害について検討された報告によると、アディポネクチン欠損マウスでは、腎臓のポ
ドサイトの足突起の融合が見られ、アルブミン尿が認められた。そこにアディポネクチン
を補充すると、腎臓の病理組織の正常化及びアルブミン尿の改善が見られたという報告が
あることからも、アディポネクチンには腎障害に対して保護的な作用を有する可能性があ
ることが示唆されている（Ｓｈａｒｍａ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ：Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ　ｒ
ｅｇｕｌａｔｅｓ　ａｌｂｕｍｉｎｕｒｉａ　ａｎｄ　ｐｏｄｏｃｙｔｅ　ｆｕｎｃｔｉ
ｏｎ　ｉｎ　ｍｉｃｅ．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ１１８（５）：１６４５－１６５６
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，２００８．）。
　なお、ＩＣＴ－ＥＩＡ法では、主にＨＭＷアディポネクチンを測定し、一部ＭＭＷアデ
ィポネクチンと単分子を測定していることが分かった。しかし、大変弱い反応であるが、
ＬＭＷアディポネクチンも測定していることが分かった。
　本発明の「腎機能」とは、腎臓の糸球体の濾過および再吸収機能のことを言う。
本発明の「評価マーカー」とは、尿中のアディポネクチン濃度を血中のアディポネクチン
濃度で割った数値であり、例えば健常人の場合には、被験者ＡとＢに見られるように、０
．３×１０－４以下である。一方、早期の腎機能障害（微量アルブミン尿）が示唆される
被験者Ｄでは、４．０×１０－４となっている。このように、本発明の評価マーカーは、
１０倍以上の数値の相違となっており、区別し易い指標である。更に、この数値に、１０
４を乗じて、整数として、評価を行い易くすることもできる。
－本発明の第二の態様－
　本発明の第二の態様は、上記の評価マーカーを使用し、腎機能疾患の進行度評価方法を
行なう方法であり、更には、腎機能障害を有する患者に対して、介入療法を行うことを特
徴とする、腎機能疾患の予防または治療方法に関する発明である。
　本発明の「進行度評価方法」とは、尿中のアディポネクチン濃度／血中のアディポネク
チンの比の変動を測定することにより、被験者の腎機能疾患の進行状況を的確に評価する
方法である。この評価方法により、被験者の腎機能疾患の進行を抑制し改善するための治
療剤の投与や生活指導等の介入療法が的確に行なえるようになる。
　本発明の「介入療法」とは、プロトコールに基づく生活習慣（食事・身体活動中心）の
改善または公知の高脂血症治療剤、糖尿病疾患治療剤の服用を言う。即ち、食事療法や運
動療法を生活習慣の中に取り入れ、必要カロリーと消費カロリーのコントロールを行なう
ものであり、精神的なストレスを軽減するよう指導して、糖尿病性腎疾患の発症にかかわ
る要因を削除軽減することを行なう。更には、初期症状の腎機能疾患患者に対しては、本
発明の評価マーカーの数値を下げるための薬物療法を行なうことを介入療法として含むも
のである。上記の腎機能疾患の進行度評価方法を用いて、早期の介入療法を開始すること
により、例えば糖尿病性腎症などの重症度の腎機能障害への移行を抑制、回避し、症状を
改善し、健康な状態に戻すことを言う。
　なお、本発明の第二の態様で使用される用語で、第一の態様と共通する用語は同じ意味
を表わすものである。そのため、特に言及することをしていない。
【実施例】
【０００９】
　次に実施例を挙げて本発明を更に説明するが、本発明はこれらに限定されるものではな
い。
（実施例１）ＩＣＴ－ＥＩＡ法による血中と尿中のアディポネクチン濃度の測定
（１）試薬
ａ）抗原：
　標準リコンビナント・ヒト・アディポネクチンはＢｉｏＶｅｎｄｏｒ　Ｌａｂ　Ｍｅｄ
　Ｉｎｃ社（Ｐａｌａｃｋｅｃｈｏ，Ｃｚｅｃｈ　Ｒｅｐｕｂｌｉｃ）より購入した。
ｂ）抗体：
　モノクローナル抗ヒト・アディポネクチン抗体（ＢＡＦ１０６５及びＭＡＢ１０６５１
）はＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．（ＭＮ，ＵＳＡ）より購入した。
ｃ）緩衝液：
　緩衝液Ａ：０．１Ｍ　ＮａＣｌ，０．０１％　ＢＳＡ，１ｍＭ　ＭｇＣｌ２及び０．１
％　ＮａＮ３を含む０．０１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）、
　緩衝液Ｂ：５ｍＭ　ＥＤＴＡを含む０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）、
　緩衝液Ｃ：０．１Ｍ　ＮａＣｌ，０．１％　ＢＳＡ，１ｍＭ　ＭｇＣｌ２及び０．１％
　ＮａＮ３を含む０．０１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）、
　緩衝液Ｄ：０．４Ｍ　ＮａＣｌ，０．１％　ＢＳＡ，１ｍＭ　ＭｇＣｌ２及び０．１％
　ＮａＮ３を含む０．０５Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）、
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　緩衝液Ｅ：０．１Ｍ　ＮａＣｌを含む０．０１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０
）
ｄ）血液サンプル：
　被験者の血清サンプルを、１２時間絶食後の早朝空腹時に採血し（ＮＩＰＲＯ，２２Ｇ
ホルダー付，大阪）、室温３０分静置後、遠心分離機（日立微量高速遠心機ＣＦ１６ＲＸ
ＩＩ，日立工機，東京）で３０００ｒｐｍ、１０分遠心し、血清を得た。血清は、マイナ
ス３０℃で凍結保存した。
ｅ）尿サンプル：
　被験者の早朝第一尿（１０ｍＬ）に１／５０容量の５％ＢＳＡおよび５％ＮａＮ３を加
え、透析まで４℃で保存した。２４時間以内に採取した尿を透析した。
　透析は、透析用セルロースチューブ（透析膜ＵＣ８－３２－２５、三光純薬、東京）を
用い、緩衝液（０．１ＭＮａＣｌを含む０．０１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液ｐＨ７．０）
に対して１．５ｍｌの上記尿サンプルの透析を行なった。透析後、透析尿の重量を秤量し
、希釈倍率による補正を行なった。透析尿は直ちにマイクロチューブ（Ｓａｆｅ－Ｌｏｃ
ｋ　Ｔｕｂｅｓ１．５ｍｌ）に分注し、－２０℃で凍結保存を行なった。尚、尿中クレア
チニン濃度は市販キット（クレアチニン－テストワコー、和光純薬、大阪）により測定し
た。
（２）方法
　測定方法は、非特許文献１に記載のＩＣＴ－ＥＩＡ法を準用した。即ち、市販ＥＬＩＳ
Ａ　Ｋｉｔに添付されている標準高分子ヒト・アディポネクチン標準液を緩衝液Ｄで希釈
したものを１００μＬ、または尿および血清を緩衝液Ｄで４０，０００倍希釈したもの１
００μＬを用意し、これに酵素標識抗体及び捕捉用標識抗体を緩衝液Ｄに溶解した混合液
１００μＬを加え、４℃　１６時間インキュベーションし、酵素標識抗体・アディポネク
チン・捕捉用標識抗体の３者からなる免疫複合体を形成させた。次いで、この反応液に抗
ＤＮＰ－ＩｇＧ不溶化ポリスチレンビーズ１個を加え、０．５時間反応させビーズ上に免
疫複合体を捕捉した。このビーズを緩衝液Ａ（２ｍＬ）で２回洗浄後、緩衝液Ｃに溶解し
た２ｍＭ　ＤＮＰ－Ｌｙｓ（１５０μＬ）と０．５時間反応させ、ビーズから免疫複合体
を溶出させた。抗ＤＮＰ－ＩｇＧ不溶化ポリスチレンビーズを除去した後、溶出液にスト
レプトアビジン不溶化ポリスチレンビーズ１個を加え、さらに０．５時間反応させ、第２
のビーズ上に免疫複合体を転移させた。ビーズとの反応はすべて２５℃で２１０回／分の
振盪下に行った。再びビーズを緩衝液Ｃ（２ｍＬ）で３回洗浄後、ビーズ上に転移された
β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（蛍光基質；４ＭＵＧ）（４００μＬ）を
用いて３０℃インキュベーションし、０．１Ｍグリシンナトリウム緩衝液（ｐＨ　１０．
５）（２ｍＬ）を加え反応を停止後、蛍光分光光度計（Ｆ－２５００，日立）を用い測定
した。なお、励起波長３６０ｎｍ蛍光波長４５０ｎｍを用い、蛍光強度は１０－８Ｍ　４
ＭＵを１００として換算した（Ｈａｓｈｉｄａ　Ｓ　ａｎｄ　Ｉｓｈｉｋａｗａ　Ｅ　：
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｎｅ　ｍｉｌｌｉａｔｔｏｍｏｌｅ　ｏｆ　ｆｅｒｒｉｔ
ｉｎ　ｂｙ　ｎｏｖｅｌ　ａｎｄ　ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍ
ｍｕｎｏａｓｓａｙ．Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　１０８：９６０－９６４．１９９０．）。
（３）測定結果
ａ）被験者：
　腎機能指標としての尿中アディポネクチンを評価するために、異なる性、年齢、腎機能
を有する対象者を選別し、血中及び尿中アディポネクチンの検討を行った。若い健常な腎
機能を有する２０代女性Ａ、健常な腎機能を有する４０代女性Ｂ、年齢と共に腎機能推定
指標であるｅＧＦＲ（ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２）が低下傾向を見せている５０代男性
Ｃ、ｅＧＦＲは、Ｃと変わらないが、微量アルブミン尿傾向にあることから、腎糸球体の
濾過能の低下が示唆される６０代肥満男性Ｄを対象者とした。
ｂ）評価結果：
まず、一般生化学検査の結果、血中クレアチニン濃度及び年齢と性からｅＧＦＲを算出し
た。その結果を表１に示す。被験者Ａは、９７．４ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２、被験者
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Ｂは、１０７．２ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２、被験者Ｃは、４８．２ｍＬ／ｍｉｎ／１
．７３ｍ２、被験者Ｄは、５０．０ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２であった。
【表１】

上記表１のｅＧＦＲ値から、被験者ＣとＤの腎機能は、図２に示されるように、ＣＫＤス
テージ分類によるとステージ３（ＧＦＲ　３０～５０ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２）のＧ
ＦＲ中程度低下に該当する。また、ＩＣＴ－ＥＩＡ法による尿中アルブミン濃度では、被
験者Ａは、３．８８μｇ／Ｃｒ、被験者Ｂは、１．２９μｇ／Ｃｒ、被験者Ｃは、４．７
９μｇ／Ｃｒ、被験者Ｄは、３３．６μｇ／Ｃｒであった。単回では診断できないが、被
験者Ｄの値は微量アルブミン尿の範囲に該当する。
　ＩＣＴ－ＥＩＡ法による血中アディポネクチン濃度は、被験者Ａにおいて、２１．３μ
ｇ／ｍＬと高く、被験者ＢもＡと同様に２０．７μｇ／ｍＬと高い。しかし被験者Ｃでは
、２．５８μｇ／ｍＬと４μｇ／ｍＬを下回っていることから、低アディポネクチン血症
を示した。被験者Ｄは、１４．８μｇ／ｍＬと性別や年齢、基礎疾患があり、運動習慣が
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ないにも関わらず高値を示していた。
　血液と同様に測定した尿中アディポネクチン濃度は、被験者Ａにおいて、０．５６ｎｇ
／ｍｇＣｒであり、被験者Ｂは、０．３０ｎｇ／ｍｇＣｒであった。また、被験者Ｃの尿
中アディポネクチン濃度は、２．１６ｎｇ／ｍｇＣｒと被験者ＡやＢよりも高く、被験者
Ｄも同様に５．９３ｎｇ／ｍｇＣｒと高値を示した。
　次に血中のアディポネクチン濃度に対して尿中に濾出されるアディポネクチン濃度の比
を求めたところ、被験者Ａは、０．３×１０－４、Ｂで０．１×１０－４に対し、被験者
ＣとＤは、８．４×１０－４と４．０×１０－４であり、数十倍高い値を示した。このよ
うに、図２で示される被験者の腎機能のステージが、本発明の評価マーカー（尿中／血中
アディポネクチン比）で明確に区別でき、被験者Ｄのように微量アルブミン尿の範囲に該
当する対象者であっても、この評価マーカーを使用することで早期診断ができ、早期介入
療法が開始できることになった。
（実施例２）被験者Ａ～Ｄの血液及び尿におけるアディポネクチンの存在様式の検討
　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００を用いた分子ふるいカラムにより、希釈した被験者Ａ～Ｄの血
清及び尿を分子量別に分画し、その分画をＩＣＴ－ＥＩＡ法により測定を行った。その結
果、血清中の各対象者のアディポネクチン存在様式は、これまでの血中様式と同様にＨＭ
ＷアディポネクチンとＭＭＷアディポネクチンがほとんどであることが分かった。
ａ）尿中のアディポネクチンの存在様式：
尿中のアディポネクチンは、以下の表２に示すように、腎機能が正常な被験者Ａ、Ｂでは
、絶対量としてはかなり少ないが、これまでと同様にＨＭＷ、ＭＭＷ、ＬＭＷ及び単分子
アディポネクチンが検出された。

【表２】

　上記表２に示すように、特に被験者Ａ、Ｂにおいては、相対的に単分子アディポネクチ
ンが多いことが分かった。一方、腎機能低下者である被験者Ｃ、Ｄでは共通してＬＭＷア
ディポネクチンのピークが大半を占めていることが分かった。また、被験者Ｃにおいては
、ＨＭＷアディポネクチンは検出されなかった。
ｂ）血中のアディポネクチンの存在様式：
　被験者Ａ～Ｄの血清中のアディポネクチン存在様式は、図３（●）に示されるように、
ＨＭＷアディポネクチンとＭＭＷアディポネクチンがほとんどであることが分かった。尿
中のアディポネクチンの存在様式が顕著に異なることが示されている。従って、この尿中
と血中のＨＭＷアディポネクチンの濃度を測定し、比（尿中アディポネクチン濃度／血中
アディポネクチン濃度）を取れば、より顕著な指標として、腎機能障害の初期症状を評価
できることになる。
（実施例３）腎機能の指標ｅＧＦＲに対する尿中のアディポネクチン値とアルブミン値の
相関性の評価
ａ）ｅＧＦＲに対する相関性：
　健康診断において被験者７０名から採取した尿中のアディポネクチン濃度（ｎｇ／ｍｇ
Ｃｒ）とアルブミン濃度（μｇ／ｍｇＣｒｅ）を実施例１に準じて測定した。また、同時
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　その結果、尿中のアルブミン濃度とｅＧＦＲの間に有意な相関関係は認められなかった
が、尿中のアディポネクチン濃度とｅＧＦＲの間には、図４に示されるように、有意な負
の相関関係が認められた。なお、血中のアディポネクチン濃度（μｇ／ｍＬ）とｅＧＦＲ
の間には、有意な相関関係は見出せなかった。
ｂ）ｅＧＦＲの各ステージ（Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３ａ）に対する相関性：
　前項の被験者７０名のｅＧＦＲ値から、図２に示される各ステージに被験者を分類した
。
　ステージＧ１（９０以上）、ステージＧ２（６０～８９）、ステージＧ３ａ（４５～５
９）に分類される対象者の尿中アディポネクチン濃度（ｎｇ／ｍｇＣｒ）と尿中アルブミ
ン濃度（μｇ／ｍｇＣｒｅ）をまとめた。
　その結果を図５と６に示した。上記各ステージ間における尿中アディポネクチン濃度お
よび尿中アルブミン濃度を比較すると、尿中アディポネクチン濃度はＧ２期においてＧ１
期より有意に高値を示した。一方、尿中アルブミン濃度はＧ３ａ期においてＧ２期より有
意に高値を示した。
　以上の結果は、尿中アディポネクチン濃度は尿中アルブミン濃度より腎障害予知マーカ
ーとしての有用であることを示している。
ｃ）ｅＧＦＲの各ステージにおける尿中アディポネクチン濃度と尿中アルブミン濃度の相
対値：
　ｅＧＦＲのステージＧ１の被験者の尿中アディポネクチン濃度と尿中アルブミン濃度の
中央値をそれぞれ１とする。次に、ステージＧ２とステージＧ３ａの被験者の尿中アディ
ポネクチン濃度と尿中アルブミン濃度がそれぞれ何倍になっているかを算定した。
　その結果を図７に示した。即ち、ステージＧ２において、尿中アディポネクチン相対値
が尿中アルブミン相対値に比べ、有意に高値を示した。
　以上の結果は、腎障害予知マーカーとして、尿中アディポネクチン相対値の有用性を示
している。
【産業上の利用可能性】
【００１０】
　本発明の腎機能障害の評価マーカーとその評価方法は、採取された尿中に存在するアデ
ィポネクチン濃度および同時に採取された血液の中に存在するアディポネクチン濃度との
比を評価マーカーの数値とするものであり、得られた評価マーカーの数値から、腎臓の初
期機能障害の状況を早期に把握することが可能になった。また、本発明の評価方法を用い
て、健康診断への応用と介入療法と組み合わせての医療システムの構築が可能となる。
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【図７】

【手続補正書】
【提出日】平成28年3月9日(2016.3.9)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫複合体転移測定方法（ＩＣＴ－ＥＩＡ法）で測定された尿中のアディポネクチン濃
度の測定値を血中のアディポネクチン濃度で除した数値であることを特徴とする、腎機能
の評価マーカー。
【請求項２】
　上記アディポネクチン濃度が、高分子量（ＨＭＷ）アディポネクチン濃度である、請求
項１に記載の腎機能の評価マーカー。
【請求項３】
　請求項１または２の数値に１０4を乗じた数値であることを特徴とする、請求項１また
は２の腎機能の評価マーカー。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の評価マーカーを使用することを特徴とする、腎機
能疾患の進行度の評価の補助方法。
【請求項５】
　腎機能疾患が糖尿病性腎症であることを特徴とする、請求項４に記載の腎機能疾患の進
行度の評価の補助方法。
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