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(57)【要約】
個別の期間で、および一定の期間にわたって、尿、血清
または血漿サンプル中の好中球ゼラチナーゼ関連リポカ
リン（ＮＧＡＬ）の量を検出することにより、慢性腎不
全（ＣＲＦ）をはじめとする慢性腎障害または疾患に苦
しんでいるまたは発現するリスクを有する哺乳動物の進
行中の腎臓の状態を評定する方法。長期間にわたるＣＲ
Ｆ患者におけるＮＧＡＬレベルの漸増的増加は、悪化し
つつある腎臓疾患と診断される。ＮＧＡＬのこの増加は
、悪化しつつある慢性腎疾患またはＣＲＦの他のインジ
ケータ、例えば血清クレアチニン増加、尿蛋白分泌増加
および糸球体濾過率（ＧＦＲ）低下より前に起こり、こ
れらと相関する。患者における治療前および治療後ＮＧ
ＡＬレベルにより確認される、悪化しつつある（または
、治療が開始された場合には、改善しつつある）腎状態
の適正な経時的検出は、臨床医が、ＣＲＦの進行を遅速
または停止させるために適正な治療計画を設計および／
または維持する際に役立つ。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）急性腎障害を経験していない哺乳動物から尿サンプルを得る段階；
　（ｂ）ＮＧＡＬの抗体を使用して前記サンプル中のＮＧＡＬのレベルを決定する段階；
および
　（ｃ）前記尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルに基づき、前記哺乳動物の慢性腎障害状態
を評価する段階
を含む、哺乳動物における慢性腎障害の早期検出方法。
【請求項２】
　哺乳動物がヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルが、基底カットオフレベル未満であるとき、評価され
た慢性腎障害状態が、正常な腎臓機能を示す、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　基底カットオフレベルが、約２０ｎｇ　ＮＧＡＬ／（サンプルのｍＬ）である、請求項
３に記載の方法。
【請求項５】
　尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルが、中間カットオフレベル以上であり、および上のカ
ットオフレベル以下であるとき、評価された慢性腎障害状態が、軽度慢性腎障害を示す、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　中間カットオフレベルが、約４５ｎｇ　ＮＧＡＬ／（サンプルのｍＬ）であり、上のカ
ットオフレベルが、約１５０ｎｇ　ＮＧＡＬ／（サンプルのｍＬ）である、請求項５に記
載の方法。
【請求項７】
　尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルが、上のカットオフレベル以上であるとき、評価され
た慢性腎障害状態が、進行した慢性腎障害を示す、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　上のカットオフレベルが、約１５０ｎｇ　ＮＧＡＬ／（サンプルのｍＬ）である、請求
項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記哺乳動物の慢性腎障害状態の評価が、（ａ）前記哺乳動物の急性細菌もしくはウイ
ルス感染症または急性炎症の存在の評定、および（ｂ）前記哺乳動物における別の器官へ
の障害の存在の評定も含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記尿サンプルを得るとき、前記哺乳動物が、急性細菌またはウイルス感染症、急性炎
症、別の器官への障害、および癌からなる群より選択される別の状態を経験していない、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　（ａ）急性腎障害を経験していない哺乳動物から第一尿サンプルを得る段階；
　（ｂ）ＮＧＡＬに対する抗体を使用して、前記第一のサンプルのＮＧＡＬのレベルを決
定する段階；
　（ｃ）前記第一尿サンプルを得た後、一定期間が経過した後に、少なくとも一つの後続
尿サンプルを得る段階；
　ｉｖ）ＮＧＡＬに対する抗体を使用して、前記少なくとも一つの後続尿サンプル中のＮ
ＧＡＬのレベルを決定する段階；および
　ｖ）前記少なくとも一つの後続尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルと前記第一尿サンプル
中のＮＧＡＬのレベルとの比較に基づいて、前記哺乳動物の慢性腎障害状態を評価する段
階
を含む、哺乳動物の慢性腎障害状態に関する任意の変化を検出するための方法。
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【請求項１２】
　前記後続尿サンプルにおける前記第一尿サンプルと比較して高いＮＧＡＬレベルが、前
記哺乳動物における慢性腎障害の悪化の指標である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記後続尿サンプルにおける前記第一尿サンプルと比較して低いＮＧＡＬレベルが、前
記哺乳動物における慢性腎障害の改善の指標である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第一尿サンプルおよび前記少なくとも一つの後続尿サンプルを得るとき、前記哺乳
動物が、急性細菌またはウイルス感染症、急性炎症、別の器官への障害、および癌からな
る群より選択される別の状態を経験していない、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記少なくとも一つの後続尿サンプルが、前記哺乳動物から断続的に得た多数の後続尿
サンプルを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１７】
　（ａ）慢性腎障害を経験している哺乳動物からベースライン尿サンプルを得る段階；
　（ｂ）ＮＧＡＬの抗体を使用して、前記ベースラインサンプル中のＮＧＡＬのレベルを
決定する段階；
　（ｃ）前記哺乳動物に慢性腎障害のための少なくとも一つの治療を施す段階；
　（ｄ）前記哺乳動物から少なくとも一つの治療後尿サンプルを得る段階；
　（ｅ）ＮＧＡＬの抗体を使用して、前記治療後尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルを決定
する段階；および
　（ｆ）前記少なくとも一つの治療後尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルと前記ベースライ
ン尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルとの比較に基づいて、治療の有効性を評価する段階
を含む、哺乳動物における慢性腎障害の治療の有効性のモニター方法。
【請求項１８】
　前記ベースライン尿サンプルおよび前記少なくとも一つの治療後尿サンプルを得るとき
、前記哺乳動物が、急性腎障害を経験していない、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記少なくとも一つの治療後尿サンプルが、前記哺乳動物から断続的に得た多数の治療
後尿サンプルを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記治療後尿サンプルにおける前記ベースライン尿サンプルと比較して高いＮＧＡＬレ
ベルが、前記哺乳動物における慢性腎障害の悪化の指標である、請求項１７に記載の方法
。
【請求項２２】
　前記治療後尿サンプルにおける前記ベースライン尿サンプルと比較して低いＮＧＡＬレ
ベルが、前記哺乳動物における慢性腎障害の改善の指標である、請求項１１に記載の方法
。
【請求項２３】
　少なくとも一つの治療後尿サンプルが、治療時間に続いて一定期間が経過した後に得ら
れる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　（ｇ）一つ以上の追加の治療後尿サンプルを用意する段階；
　（ｈ）ＮＧＡＬに対する抗体を使用して、前記一つ以上の追加の治療後尿サンプル中の
ＮＧＡＬのレベルを決定する段階；および
　ｉｘ）前記一つ以上の追加の治療後尿サンプル中のＮＧＡＬレベルと、前記ベースライ
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ン尿サンプル中または先行の治療後の尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルとの比較に基づい
て、治療の有効性を評価する段階
をさらに含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　治療を施す段階が、一つ以上の追加の治療後尿サンプル中のＮＧＡＬレベルがもはや増
加しないまたは減少するまで継続される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　慢性腎障害が、慢性感染症、慢性炎症、糸球体腎炎、血管疾患、間質性腎炎、薬物、毒
物、外傷、腎石、長年にわたる高血圧、糖尿病、うっ血性心不全、鎌状赤血球性貧血およ
び他の血液疾患からの腎症、肝炎、ＨＩＶ、パルボウイルスおよびＢＫウイルスに関連し
た腎症、嚢胞性腎臓疾患、先天性奇形、閉塞、悪性病変、原因不確定の腎臓疾患、ループ
ス腎炎、膜性糸球体腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、巣状糸球体硬化症、微小変化群、クリ
オグロブリン血症、ＡＮＣＡ陽性脈管炎、ＡＮＣＡ陰性脈管炎、アミロイド症、多発性骨
髄腫、軽鎖沈着症、腎臓移植の合併症、腎臓移植の慢性拒絶反応、慢性同種移植片腎症、
ならびに免疫抑制薬の慢性作用からなる群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２７】
　（ａ）急性腎障害を経験していない哺乳動物から第一の時点で少なくとも一つの第一尿
サンプルを得る段階；
　（ｂ）ＮＧＡＬに対する抗体を使用して、前記第一尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルを
決定する段階；
　（ｃ）前記第一の時点後である時点で前記哺乳動物から少なくとも一つの後続尿サンプ
ルを得る段階；
　（ｄ）ＮＧＡＬに対する抗体を使用して、前記少なくとも一つの後続尿サンプル中のＮ
ＧＡＬのレベルを決定する段階；および
　（ｅ）前記少なくとも一つの後続尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルと前記第一尿サンプ
ル中のＮＧＡＬのレベルとの比較に基づいて、前記哺乳動物における慢性腎障害の程度を
経時的に決定する段階
を含む、哺乳動物における慢性腎障害の程度を経時的に同定する方法。
【請求項２８】
　前記少なくとも一つの後続尿サンプルが、前記第一尿サンプルを得てから一定期間が経
過した後に得られる、請求項２７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、ＮＧＡＬについてのアッセイの分野に関する。詳細には、本発明は
、ＮＧＡＬを使用して慢性腎疾患を監視および評定するアッセイ（方法を含む）、アッセ
イのためのキット、およびキット成分に関する。
【背景技術】
【０００２】
　過去二十年間にわたって、腎臓疾患の早期の同定および治療により腎臓疾患の進行を防
止できることが知られている。従って、早期損傷の存在を示す、および進行性疾患のリス
クが増加した状態にある患者を同定するために使用することができる、腎臓損傷のバイオ
マーカーは、腎臓疾患の診断および治療に好適な影響を及ぼす。血清クレアチニン、腎臓
機能の現行のマーカーは、筋肉量、性別、人種および投薬による影響を受ける。加えて、
進行性腎不全を診断するには、クレアチニンを繰り返し測定する必要がある。これらの制
限により、有意な損傷が既に発生した後にしか腎臓疾患の診断がなされない結果となるこ
とが多い。診断時点での損傷度が高いほど、腎臓機能温存療法の有効性は制限され、疾病
進行速度は速くなる。腎臓疾患に対する本発明者らの医療装備は、早期介入に依存するも
のであり、レニン・アンギオテンシン系の阻害ならびに積極的な血圧、糖尿病および脂質
の管理を含む。
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【０００３】
　腎臓損傷の早期マーカーは、より早期の介入を促進して、末期腎臓疾患（ＥＳＲＤ）、
腎臓が永久に働かなくなる状態への進行を阻止する。一般臨床医に有用であるためには、
このバイオマーカーが、腎臓機能の現行のインジケータより前および早期に腎損傷を指摘
し、非観血的に利用することができ、および複雑な補正を用いずに容易に解釈することが
でき、ならびに１回の測定しか必要としないことが望ましい。
【０００４】
　腎臓疾患の早期マーカーの実際の影響は、腎臓疾患の人口統計変遷を再考することによ
って最も良く説明される。慢性腎疾患（ＣＲＤ）の世界的流行は、来る十年間にわたって
末期腎疾患の発病率を倍増させ、医療支出に直接的な影響を及ぼす。しかし、これは、氷
山の一角に過ぎない。より早期の慢性腎損傷を有する患者数は、末期腎疾患に至っている
患者の５０倍を越えて上回ると推定されるからである。慢性腎疾患の早期同定および進行
の時宜を得た検出は、特に、進行を減速させる多数の有望な一次および二次介入を利用で
きる故、腎臓病学会が直面している真に世界的な課題である。費用を制御するために、医
師は、末期腎疾患への慢性腎疾患の進行速度を低下させる必要がある。進行速度のわずか
な低下であっても、患者の腎置換療法（ＲＲＴ）の必要を防ぐのであれば、大きな経済的
利益をもたらすことができる。
【０００５】
　腎臓疾患および腎臓疾患進行の現行のマーカーは、血清クレアチニンおよび尿蛋白濃度
（ミクロアルブミン尿を含む）である。糸球体濾過率（ＧＦＲ）の減少勾配によってＥＳ
ＲＤのタイミングが予測されることは実証されており、多数の研究において、尿蛋白のレ
ベルは、腎臓疾患進行速度と相関することが証明されている。これらは、多数の研究の綿
密な調査に耐えた、腎臓疾患およびこの進行の有用なバイオマーカーである。しかし、早
期腎臓疾患を認識するこれらの能力は限られている。血清クレアチニン濃度は、被検者の
年齢、性別、人種、筋肉量、体重、身体運動度および様々な投薬物に依存するため、腎臓
機能の信頼できない尺度として認知されている。血清クレアチニンに基づく腎臓機能の正
しい解釈は、現役の医療プロバイダーが日常的に利用していない複雑な定式を必要とする
。加えて、この疾患が進行性であるかどうかを理解するには、経時的なクレアチニン測定
が必要である。尿蛋白は、進行性腎疾患に対して非常に敏感であるが、この出現は、有意
な腎損傷が既に発生した後に発生する。最大限有用であるためには、早期および／または
進行性腎臓損傷のバイオマーカーは、腎臓損傷が発生し始めた最も早い時点で陽性になら
なければならない。
【０００６】
　従って、腎臓疾患の早期同定が早期治療に通ずること、または腎臓疾患進行速度を低下
させることができる治療可能な実体をバイオマーカーが特定することを期待して、患者の
進行性慢性腎疾患のリスクを予測することができる腎臓バイオマーカーが、意欲的に捜さ
れている。有望な腎臓バイオマーカーの一部の例としては、非対称性ジメチルアルギニン
（ＡＤＭＡ）、肝臓型脂肪酸結合蛋白質（Ｌ－ＦＡＢＰ）、シスタチンＣ，Ｃ－反応性蛋
白質（ＣＲＰ）、および可溶性腫瘍壊死因子受容体ＩＩ（ｓＴＮＦｒｉｉ）が挙げられる
。これらのバイオマーカーが、慢性腎疾患治療にどのように影響するか、これらが、腎臓
損傷の程度の検出にどれほど有効であるか、およびこれらが、臨床的普及にも適している
かどうかは、まだ明らかでない。これらのマーカーの出現があった場合、マーカー血清ク
レアチニンおよび蛋白尿とどのように相関するのかも、明らかでない。実際、これらのバ
イオマーカーのうち腎臓損傷の直接的な尺度となることが知られているものはない。
【０００７】
　シスタチンＣおよびＬ－ＦＡＢＰは、腎臓外部の細胞によって生産され、糸球体を横断
する濾過に依存する。ＡＤＭＡは、内因性酸化窒素シンターゼ（ＮＯＳ）阻害剤である。
上昇しているレベルによって腎臓疾患進行速度が予測されることが証明されている。ＣＲ
ＰおよびｓＴＮＦｒｉｉは、炎症活性の尺度である。これらのレベルは、炎症状態での腎
臓疾患進行と相関することが証明されている。ＣＲＰは、内皮障害と相関するようであり
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、一方、ｓＴＮＦｒｉｉは、糸球体障害と関連付けられている。これらのバイオマーカー
のうち、ＡＤＭＡ、ＣＲＰおよびｓＴＮＦｒｉｉだけが、治療の指針になり得る。しかし
、症状発現前の腎臓疾患を検出するこれらの能力に関する頒布文献はない。
【０００８】
　他の可能性のあるバイオマーカーとしては、腎臓細胞外基質プローブが挙げられる。腎
生検での尿細管間質性（ＴＩ）変化度が、腎機能および予後と大いに相関することは、以
前の研究によって実証されている。これらの変化は、腎障害に反応しての細胞外基質（Ｅ
ＣＭ）分子の沈着に起因する。腎予後を評定するためのＥＣＭプローブおよびＥＣＭ関連
（ＥＣＭＲ）プローブの使用が、最近再考されている。ＥＣＭおよびＥＣＭＲプローブは
、ミクロアルブミン尿の発現および腎疾患の進行を予測することができる点で有望である
ように思われるが、このような検査には腎臓生検が必要であるため、容易には利用されな
い。
【０００９】
　腎臓疾患の有害な予後は、腎臓機能のレベル、および将来、機能を喪失するリスクに基
づく。慢性腎臓疾患は、時が経つにつれて悪化する傾向がある。従って、有害な予後のリ
スクは、時が経つにつれて疾病重症度とともに増加する。高血圧、心血管疾患、糖尿病お
よび移植の関連専門分野を含む、多くの医学分野は、重症度に基づく分類体系を臨床介入
、研究、ならびに職業および学校教育の指導に採用している。このようなモデルは、この
疾患へのいずれの公衆衛生アプローチにも不可欠である。
【００１０】
　慢性腎疾患の進行を遅くさせおよび阻止する能力は、腎臓病学におけるパラダイムシフ
トであった。多数の研究が、厳重な血圧および血糖管理、ならびにレニン・アンギオテン
シン系を遮断する薬剤の使用により、腎臓機能の低下速度を低減できることを実証した。
糖尿病、高血圧および蛋白尿のより早期でより積極的な治療は、慢性腎臓疾患の発現およ
び進行を予防する最も有効な方法であった。これらのリスク因子の認識および修飾には、
測り知れない価値があったが、多数の臨床研究が、慢性腎疾患の発生および進行は、危険
なまでに増加し続けており、腎臓疾患のリスクを有する集団の中でも実質的に異なり得る
と述べている。従って、予防および治療のさらなる改善の推奨により、疾患進行のより高
いリスクを有する患者のより早期の同定を促進しなければならない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　国立腎財団（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｋｉｄｎｅｙ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ）（ＮＫＦ）お
よび国立糖尿病・消化器・腎疾病研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ
　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　ａｎｄ　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ）（ＮＩＤＤＫ）
の新しいガイドラインは、腎臓損傷の新規マーカーの同定を要求している。リスク層別の
新規マーカーの同定は、生化学的アッセイと人類遺伝学、両方の結果としてなすことがで
きる。このように、慢性腎疾患の早期検出のためのさらなる方法およびバイオマーカーは
、依然として明確に必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　発明の要旨
　特に、本発明は、体液サンプル中の好中球ゼラチナーゼを伴うリポカリン（Ｎｅｕｔｒ
ｏｐｈｉｌ　Ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｌｉｐｏｃａｌｉｎ）（Ｎ
ＧＡＬ）の量を検出する（例えば、レベルを決定する）ことによって、慢性腎疾患（ＣＲ
Ｄ）および／または慢性腎不全（ＣＲＦ）に苦しんでいるもしくは発現するリスクを有す
る、ならびに悪化しつつあるＣＲＤおよびＣＲＦに苦しんでいる哺乳動物における現在の
および進行中の腎臓状態を評定する方法に関する。本発明は、治療前および特に治療後の
体液中のＮＧＡＬのレベルを決定することにより、慢性腎障害の治療の有効性を監視する
方法も提供する。バイオマーカーとしてのＮＧＡＬの性質および特性が、慢性腎障害およ
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び慢性腎障害状態の変化の早期検出のためのこのような方式のこの使用を可能にする。
【００１３】
　本発明の一つの態様は、哺乳動物における慢性腎障害の早期検出方法を提供し、この方
法は、ｉ）急性腎障害を経験していない哺乳動物からの体液のサンプルを得るまたは用意
する段階（前記体液は、尿、血漿および血清からなる群より選択される。）；ｉｉ）前記
サンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、ＮＧＡＬに対する抗体を使用して）検出する
（例えば、決定する）段階；およびｉｉｉ）前記サンプル中のＮＧＡＬのレベルに基づい
て、前記被検者の慢性腎障害状態を評価する段階を含む。前記慢性腎障害状態の評価を利
用して、この慢性腎障害が、潜在性であるのか、安定しているのか、または進行中（進行
性腎疾患）であるのか決定することができる。この方法は、たった１回のサンプリングお
よびアッセイだけでの進行性または悪化しつつある腎障害といった腎状態の評価も提供す
る。
【００１４】
　本発明のもう一つの態様は、哺乳動物の慢性腎障害状態の任意の変化の検出方法を提供
し、この方法は、ｉ）急性腎障害を経験していない哺乳動物から体液の第一のサンプルを
得る段階（前記体液は、尿、血漿および血清からなる群より選択される。）；ｉｉ）前記
第一のサンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、ＮＧＡＬに対する抗体を使用して）検
出する（例えば、決定する）段階；ｉｉｉ）前記第一のサンプルを得た後、一定期間が経
過した後に前記哺乳動物から体液の少なくとも一つの後続サンプルを得る段階；ｉｖ）前
記少なくとも一つの後続サンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、ＮＧＡＬに対する抗
体を使用して）検出する（例えば、決定する）段階；およびｖ）前記少なくとも一つの後
続サンプル中のＮＧＡＬのレベルと前記第一尿サンプル中のＮＧＡＬのレベルとの比較に
基づいて、前記哺乳動物の慢性腎障害状態を評価する段階を含む。一般に、前記後続サン
プル中のより高いＮＧＡＬレベルは、この被検者の減退または悪化しつつある慢性腎障害
状態（例えば、および潜在的に悪化しつつある慢性腎障害）の指標であり、前記後続サン
プル中の低減されたＮＧＡＬレベルは、この被検者の改善しつつある慢性腎障害状態（例
えば、および潜在的に改善しつつある慢性腎障害）の指標である。
【００１５】
　本発明のもう一つの態様は、哺乳動物における慢性腎障害の治療の有効性をモニターす
る方法を提供し、この方法は、ｉ）慢性腎障害を経験している哺乳動物からの体液のベー
スラインサンプルを用意するまたは得る段階（前記体液は、尿、血漿および血清からなる
群より選択される。）；ｉｉ）前記ベースラインサンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例え
ば、ＮＧＡＬに対する抗体を使用して）検出する（例えば、決定する）段階；ｉｉｉ）前
記哺乳動物に慢性腎障害のための少なくとも一つの治療を施す段階；ｉｖ）前記哺乳動物
からの体液の少なくとも一つの治療後サンプルを用意するまたは得る段階；ｖ）前記治療
後サンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、ＮＧＡＬに対する抗体を使用して）検出す
る（例えば、決定する）段階；およびｖｉ）前記治療後サンプル中のＮＧＡＬのレベルと
前記ベースラインサンプル中のＮＧＡＬのレベルとの比較に基づいて、治療の有効性を評
価する段階を含む。
【００１６】
　本発明のさらなる態様は、哺乳動物における慢性腎障害の程度を経時的に同定する方法
を提供し、この方法は、ｉ）急性腎障害を経験していない哺乳動物から第一の時点で体液
の少なくとも一つの第一のサンプルを得る段階（前記体液は、尿、血漿および血清からな
る群より選択される。）；ｉｉ）前記第一のサンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、
ＮＧＡＬに対する抗体を使用して）検出する（例えば、決定する）段階；ｉｉｉ）前記第
一の時点後のある時点で前記哺乳動物から体液の少なくとも一つの後続のサンプルを得る
段階；ｉｖ）前記少なくとも一つの後続サンプル中のＮＧＡＬのレベルを（例えば、ＮＧ
ＡＬに対する抗体を使用して）検出する（例えば、決定する）段階；およびｖ）前記少な
くとも一つの後続サンプル中のＮＧＡＬのレベルと前記第一のサンプル中のＮＧＡＬのレ
ベルとの比較に基づいて、前記哺乳動物における慢性腎障害の程度を経時的に測定する段
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階を含む。
【００１７】
　概して、前記哺乳動物被検者はヒトである。一つより多くの後続サンプルを得る場合、
概してこれらは一日以上から一週間以上、一ヶ月以上、一年以上にわたって、被検者から
、予め決められたときに、断続的に得られ、提供される。他のサンプリング計画を利用す
ることもできる。
【００１８】
　概して、前記哺乳動物被検者を、前記被検者が、サンプル中のＮＧＡＬのレベルに寄与
し得る別の状態を経験しているかどうかを決定するために評価もし、このような状態とし
ては、急性細菌またはウイルス感染症、急性炎症、別の器官への急性または慢性障害、お
よび癌が挙げられるが、これらに限定されない。このような別の状態は、概して、腎臓に
障害をもたらさず、または引き起こさない。しかし、このような状態は、独自に、一定の
ＮＧＡＬ量を血流におよび場合により尿にもたらすことがあり、これが、このようなＮＧ
ＡＬと慢性腎障害の直接的な結果として発現されるＮＧＡＬとの区別を難しくする。他の
状態の幾つかのタイプは、慢性腎障害に起因するＮＧＡＬの濃度を圧倒し得る高いＮＧＡ
Ｌレベルをもたらすことがある。
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　定義
　別様に定義されていない限り、本明細書で用いるすべての専門および学術用語は、本発
明が属する当分野における当業者が一般に理解しているものと同じ意味を有する。
【００２０】
　本明細書で用いる「慢性腎尿細管細胞障害」、「進行性腎疾患」、「慢性腎不全」（す
なわちＣＲＦ）、「慢性腎疾患」（すなわちＣＲＤ）、「慢性腎臓疾患」（すなわちＣＫ
Ｄ）、「慢性腎臓障害」という語句ならびに他の同義の語句は、すべて「慢性腎障害」で
ある。慢性腎障害は、（ａ）長期間もしくは漸進期間（例えば、最小限数週、数ヶ月、数
年、もしくは数十年）にわたって発生し、この間、前記障害の変化率が変動し得る、（ｂ
）腎尿細管細胞機能もしくは糸球体濾過率（ＧＦＲ）の持続的もしくは漸進的低下として
顕在化し、この間、前記機能もしくは前記率の変化率が変動し得る、および／または（ｃ
）腎尿細管細胞障害の持続的または漸進的悪化として顕在化し、この間、前記障害の変化
率が変動し得る、あらゆる腎臓の状態、機能不全または障害を含む。慢性腎障害は、（例
えば、瞬間的に、または数秒、数分、数時間もしくは数日の間、発生する）突然または急
に終わる事象によって引き起こされるいずれの腎臓の状態、機能不全または障害とも異な
る。詳細には、慢性腎障害は、（１）急性腎不全（「ＡＲＦ」）を含むが、これに限定さ
れない、および（２）例えば、ＵＳ　２００４／０２１９６０３、ＵＳ　２００５／０２
７２１０１、ＰＣＴ　ＷＯ　２００５／１２１７８８およびＰＣＴ　ＷＯ　２００４／８
８２７６（これらの全体が本明細書に参照により組み込まれる。）において扱われている
もの、ならびにこれらにおいて論じられているＮＧＡＬに基づくアッセイ、方法およびキ
ットによって検出されるものなどの、いずれの急性の腎臓の状態、機能不全または障害と
も異なる。
【００２１】
　本明細書で用いる慢性腎障害は、（例としてであり、限定ではないが）慢性感染症、慢
性炎症、糸球体腎炎、血管疾患、間質性腎炎、薬物（例えば、抗癌剤または他の医薬）、
毒物、外傷、腎石、長年にわたる高血圧、糖尿病、うっ血性心不全、鎌状赤血球性貧血お
よび他の血液疾患からの腎症、肝炎、ＨＩＶ、パルボウイルスおよびＢＫウイルス（ヒト
ポリオーマウイルス）に関連した腎症、嚢胞性腎臓疾患、先天性奇形、閉塞、悪性病変、
原因不確定の腎臓疾患、ループス腎炎、膜性糸球体腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、巣状糸
球体硬化症、微小変化群、クリオグロブリン血症、抗好中球細胞質抗体（ＡＮＣＡ）陽性
脈管炎、ＡＮＣＡ陰性脈管炎、アミロイド症、多発性骨髄腫、軽鎖沈着症、腎臓移植の合
併症、腎臓移植の慢性拒絶反応、慢性同種移植片腎症、ならびに免疫抑制薬の慢性作用を
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含む、またはこれらに起因する。
【００２２】
　本明細書で用いる「慢性腎障害状態」という語句は、哺乳動物における慢性腎障害の存
在および／または程度の評定または診断を意味する。これは、例えば、慢性腎障害または
この不在についての任意の臨床診断、Ｋ／ＤＯＱＩガイドラインに基づく任意の診断、な
らびに哺乳動物を「正常な腎臓機能」、「軽度の慢性腎障害」または「進行した慢性腎障
害」として特性付けするための、本発明を用いるおよび生体サンプル中のＮＧＡＬのレベ
ルに基づく任意の評定を含むが、これらに限定されない。
【００２３】
　本明細書で用いる「進行性腎疾患」、「悪化しつつある腎疾患」、「進行した慢性腎臓
障害」、「進行した慢性腎臓疾患」、「進行性腎障害」、「悪化しつつある腎臓障害」な
らびに他の同義の語句は、この障害が急速に腎不全へと進行または悪化し得る、ならびに
概して、腎臓機能を改善または回復させるためにこの腎臓障害に対する即時入院および／
または治療が必要である、腎障害状態に関する。
【００２４】
　本明細書で用いる「早期」または「潜在性」腎または腎臓障害または損傷という表現は
、血清クレアチニンが増す前にまたは尿蛋白尿症の発現前でさえ起こる腎障害または損傷
を意味する。
【００２５】
　本明細書で用いる用語「約」は、述べられている値からほぼ＋／－１０％以下の変動を
指す。単数を表す不定冠詞は、「一つまたはそれ以上」を指す。
【００２６】
　用語「器官」は、生体において一定の機能を行う、細胞および組織からなる分化した生
体構造を意味する。
【００２７】
　本明細書で用いる「哺乳動物」または「哺乳動物被検者」は、例えば尿サンプルを得る
、温血動物を意味する。実例となる哺乳動物としては、ヒト、非ヒト霊長類、ブタ、ネコ
、イヌ、齧歯動物、ウサギ、ウマ、ヒツジ、畜牛、ヤギおよび乳牛が挙げられるが、これ
らに限定されない。本発明の方法、アッセイおよびキットは、特にヒトに適する。
【００２８】
　本発明の方法の文脈において本明細書で用いる「改善」は、ＮＧＡＬ量（例えば、ＮＧ
ＡＬレベル）のいずれもの測定可能な減少、または（例えば、ＧＦＲ、血清クレアチニン
レベル、尿蛋白分泌レベルなどに基づく）慢性腎損傷の症状もしくは他の生理的証拠の減
少もしくは逆転を指す。
【００２９】
　本発明の方法の文脈において本明細書で用いる「悪化」は、ＮＧＡＬ量（例えば、ＮＧ
ＡＬレベル）のいずれもの測定可能な増加、または（例えば、ＧＦＲ、血清クレアチニン
レベル、尿蛋白分泌レベルなどに基づく）慢性腎損傷の症状もしくは他の生理的証拠の増
加を指す。
【００３０】
　１．バイオマーカーとしての腎臓ＮＧＡＬおよび循環性ＮＧＡＬ
　腎臓ＮＧＡＬは、尿細管上皮損傷に反応してネフロンにより生産されるものであり、尿
細管間質性（ＴＩ）障害のマーカーである。虚血または腎毒性からの急性腎不全（ＡＲＦ
）において、正常な血清クレアチニンレベルにもかかわらず、軽度の「潜在性」腎虚血後
でさえ、被検者の尿中のＮＧＡＬレベルが上昇することは、十分に確立されている。本明
細書で説明する腎臓ＮＧＡＬは、様々な病因の慢性腎疾患の腎臓によって発現され、尿中
の高い腎臓ＮＧＡＬレベルにより、進行性腎不全が大いに予測される。従って、ＮＧＡＬ
を、本明細書においてさらに説明するように長期的なやり方で慢性腎疾患を有する患者に
おける腎臓機能低下の非観血的、早期発現バイオマーカーとして評定し、証明済みの腎臓
疾患進行バイオマーカーと比較した。加えて、一連の病理試験も行って、損傷した腎臓に
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おける腎臓ＮＧＡＬ発現の特徴を評価した。
【００３１】
　虚血または腎毒性障害後、非常に早期に、腎臓ＮＧＡＬの発現が腎尿細管によって著し
く増加されることは、動物モデルとヒトモデルの両方において以前に実証されている。腎
臓ＮＧＡＬは、急速に尿へと分泌され、そこでこれを容易に検出および測定することがで
き、これは、虚血性障害のいずれの他の公知尿または血清マーカーの出現より先に起こる
。ＮＧＡＬは、プロテアーゼに対して耐性であり、これをＮＧＡＬの尿細管発現の信頼に
足るバイオマーカーとして尿において回収できることを示唆している。さらに、腎臓外部
に由来する、例えば血液から濾過される、いずれのＮＧＡＬ（本明細書では、以後、ＮＧ
ＡＬの「腎外プール」または「循環性」ＮＧＡＬと示す。）も、健常な腎臓の尿には出現
せず、むしろ、近位尿細管により定量的に吸収される。これらの特徴のため、本発明者ら
は、以前、腎臓ＮＧＡＬを急性腎不全を予測する尿バイオマーカーとして提案した（例え
ば、米国特許出願２００４／０２１９６０３およびＰＣＴ国際出願ＷＯ　２００４／８８
２７６参照）。本発明者らは、以前、腎臓ＮＧＡＬが、小児患者における心臓手術後のＡ
ＲＦの発現に対して１００％特異的であり、９９％感受性であることを証明した。心臓修
正手術を受けている成人患者の試験においても同様のデータが得られた。
【００３２】
　動物モデルとヒトモデルの両方において、ＮＧＡＬが、虚血または腎毒性障害後に循環
血系に発現されることも、以前に実証されている。この「循環性ＮＧＡＬ」は、腎尿細管
細胞への障害に対する間接的反応であると考えられ、および腎尿細管細胞障害に反応して
肝臓または他の器官において発現されると考えられる。腎尿細管細胞障害の動物モデルに
おいて、腎静脈が全くまたは無視できるレベルしかＮＧＡＬを含有しないことは証明され
ているので、尿と血清が異なるＮＧＡＬプールを有し、これらのいずれかにより腎尿細管
細胞障害、特に、虚血性および腎毒性障害、ならびに慢性腎障害を予測できると思われる
。
【００３３】
　腎臓ＮＧＡＬまたは循環性ＮＧＡＬのいずれかによって急性腎不全を予測できるが、今
般、本明細書に記載するとおり、早期または潜在性腎障害、および慢性腎疾患集団におけ
る悪化しつつある腎臓機能も予測されることを発見し、実証した。世界中の慢性腎疾患発
生率および罹患率ならびに末期腎疾患看護が象徴する費用の予想される倍増を仮定して、
どの患者が腎疾患進行の高いリスクを有するか予測するために使用することができ、この
結果、早期治療的介入を開始することができるおよび時宜を得たやり方で医療計画を分析
することができるバイオマーカーとして、腎臓ＮＧＡＬおよび循環性ＮＧＡＬのいずれか
または両方を同定することは、有利なことである。本発明は、特に、慢性腎疾患患者にお
ける腎臓および循環性ＮＧＡＬの生物学的および臨床的意味づけのより良い解釈をもたら
す。
【００３４】
　潜在性腎臓損傷の同定がもたらすことができる主たる利点は、早期に介入（例えば、治
療および／または医療処置）を開始して、腎臓機能温存および／または修復を促進するこ
とができることである。尿または血清のいずれかにおけるＮＧＡＬの存在およびレベルは
、マウスおよびヒトの両方の急性腎不全モデルにおいて血清クレアチニンより前に発生し
、上昇し、ならびに治療量以下のシスプラチンの後のような、尿細管損傷が血清クレアチ
ニンの変化によってはっきりと分からないときでさえ、高くなり得ることは、以前に証明
されている。
【００３５】
　ＮＧＡＬは、プロテアーゼ耐性であり、従って、慢性腎尿細管細胞障害の結果として、
概してこの障害の程度および重症度に正比例して、尿および血清において容易に検出され
る、小さな分泌ポリペプチドである。長期間にわたる慢性腎不全患者における腎臓または
循環性ＮＧＡＬレベルの漸増的増加は、悪化しつつある腎臓疾患と診断される。ＮＧＡＬ
のこの増加は、悪化しつつある慢性腎不全の他の尿および循環性インジケータ、例えば血
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清クレアチニン増加、尿蛋白分泌増加および糸球体濾過率（ＧＦＲ）低下より前に起こり
、これらと相関する。患者における治療前および治療後ＮＧＡＬレベルにより確認される
、悪化しつつある経時的な（または、治療が開始された場合には、改善しつつある）腎状
態の適正な検出は、臨床医が、慢性腎不全の進行を遅速または停止させるために適正な治
療計画を設計および／または維持する際に役立ち得る。例えば、腎臓ＮＧＡＬが主として
研究されている、急性尿細管壊死（ＡＴＮ）は、この増加が、血清クレアチニンの増加よ
り２４から４８時間先行する。本発明において、腎臓ＮＧＡＬは、慢性腎疾患においても
血清クレアチニンより前に上昇するとも測定された。さらに、腎臓ＮＧＡＬは、腎尿細管
細胞障害に反応して発現され、尿に分泌される。同時に、循環性ＮＧＡＬは、腎外で血流
へと発現される。概して、ＮＧＡＬは、個々の事象について血液中より尿中のほうが高い
濃度で分泌される。
【００３６】
　尿ＮＧＡＬサンプリングは、非観血的なので有利である。尿中の腎臓ＮＧＡＬ濃度は、
血清クレアチニンと正の相関関係があり、ＮＧＡＬレベルと尿細管損傷率との間の関連を
示している。本発明において、厳格な臨床および病理試験により、腎臓ＮＧＡＬの存在が
、早期腎臓損傷のシグナルでもあり得、ならびに進行性疾患に起因する慢性腎損傷の進行
の検出にも役立ち得ると判定された。
【００３７】
　採血は、日常的臨床手順であり、個体の血液サンプルは、容易に保管および保存され続
けるので、循環性ＮＧＡＬサンプリングは有利であり、一定の患者における慢性腎障害の
進行を予測するために使用することができる過去のサンプルの価値のあるデータベースと
なる。
【００３８】
　ＮＧＡＬレベルは、血圧、血糖、腎性高血圧を管理する治療計画および蛋白質摂取量を
制限する食事（すべて、慢性腎疾患の進行速度を低下させることが知られている療法）を
受けている患者において測定することができる。ＮＧＡＬレベルは、腎尿細管区画と腎間
質区画の両方の慢性疾患である活動性の糸球体腎炎または糸球体症の治療の過程で測定す
ることができる。ＮＧＡＬレベルは、ループス腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、膜性糸球体
腎炎、巣状糸球体硬化症、微小変化群、クリオグロブリン血症、ならびに肝炎、ＨＩＶ、
パルボウイルスおよびＢＫウイルスに関連した腎症の治療中に概して低下する。ＮＧＡＬ
レベルは、鉛カドミウム、尿酸塩、化学療法関連腎毒性の治療中に測定され、概して低下
する。さらに、ＮＧＡＬレベルは、多嚢胞および髄質性嚢胞腎臓疾患、ならびに糖尿病お
よび高血圧の治療中に測定され、概して低下する。
【００３９】
　ａ．正常な腎臓におけるＮＧＡＬ発現
　本発明者らは、正常な腎機能を有するヒト、マウスおよびラットにおいて、ならびに急
性腎疾患において、ＮＧＡＬを広範に研究した。本発明者らは、ＮＧＡＬが、肝臓および
脾臓によって血行へと正常に分泌され、これが、糸球体によって濾過され、次いで近位尿
細管によって回収されることを発見した。ここで、ＮＧＡＬは、リソソーム内で（２３Ｋ
Ｄａから１４ＫＤａに）分解され、ＮＧＡＬ腎杯内に位置するリガンドが放出される。殆
どないが、何らかのＮＧＡＬが、正常なヒトおよびマウスの尿中で見出される場合、近位
尿細管による循環性非腎臓ＮＧＡＬの捕捉は、非常に効果的である［ヒトの場合、濾過さ
れる負荷量＝（２１ｎｇ／ｍＬ　循環性ＮＧＡＬ）ｘ（ＧＦＲ）、これに対して、尿ＮＧ
ＡＬ＝２２ｎｇ／ｍＬ。マウスの場合、濾過される負荷量＝（１００ｎｇ／ｍＬ　循環性
ＮＧＡＬ）ｘ（ＧＦＲ）、これに対して、尿ＮＧＡＬ＝４０ｎｇ／ｍＬ］。ＮＧＡＬの全
身注射によるＮＧＡＬ蛋白質の大量過負荷（１ｍｇ）後でさえ、蛋白質は、尿では殆ど回
収されない。近位尿細管への吸収は、メガリンの作用を反映する可能性が高い。これは、
尿中に注射されたＮＧＡＬの著しい増加量を含有するメガリンノックアウトマウスにおい
て確かめた。尿では少量の分解ＮＧＡＬ（１４ｋＤａ）しか見出されず、腎臓内でのプロ
セッシングを反映している。本発明者らは、腎クリアランスの結果である可能性が高い、
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血漿ｔ１／２から１０分を算出した。これらのデータは、腎臓発現ＮＧＡＬのバイオマー
カーとしての尿ＮＧＡＬ（尿から回収されるＮＧＡＬ）の特異性を強調する。
【００４０】
　ｂ．急性腎不全のモデルにおけるＮＧＡＬ発現
　急性疾患、例えば敗血症および腎臓の虚血を含む外科的処置の際、循環性ＮＧＡＬレベ
ルは、１０３から１０４倍増加する。本発明者らは以前に、急性腎不全を有するヒト腎臓
の生検材料が、広範なＮＧＡＬ免疫陽性小胞を示すことを発見した。おそらく細胞内小胞
が存在し、これらは、リソソームのマーカーと共局在している。従って、標準的な場合、
例えば、急性腎不全の場合、ＮＧＡＬの腎外プールが、これを捕捉する近位尿細管に蛋白
質を送達するように思われる。
【００４１】
　意外なことに、循環性ＮＧＡＬは、重症モデルの虚血後でさえ、腎機能を保護する。濾
過されたＮＧＡＬは、近位尿細管においてヘムオキシゲナーゼ１（種々のタイプのストレ
スをものともせずにこの尿細管の生存力を維持する重要な酵素）を誘導し、保護メカニズ
ムを示唆する。
【００４２】
　（ＮＧＡＬの近位尿細管捕捉に反映される）ＮＧＡＬの「腎外プール」に加えて、腎臓
上皮もＮＧＡＬ蛋白質を発現する。通常の健常な腎臓では、遠位尿細管においてわずかな
発現がある。しかし、マウス、ラット、ブタの腎動脈もしくは尿管、または急性腎不全に
罹患している患者の腎臓を、２から６時間、クロスクランピングしている間に、腎尿細管
これ自体がＮＧＡＬを発現する。実時間ＰＣＲにより、本発明者らは、ＮＧＡＬ　ｍＲＮ
Ａが、１０３倍上昇することを発見した。マウス腎臓におけるインサイチューハイブリダ
イゼーションにより、本発明者らは、虚血が、ヘンレ係蹄の太い上行脚におけるＮＧＡＬ
　ＲＮＡの大量発現を誘導することを発見した。
【００４３】
　同様に、尿路閉塞は、集合管におけるＮＧＡＬ　ｍＲＮＡの大量発現を誘導する。マウ
ス、ブタおよびヒトの尿において、本発明者らは、ＮＧＡＬ蛋白質の１０３から１０４倍
の増加を検出した。ヒトＡＴＮにおけるＮＧＡＬの分別分泌の算出値は、多くの場合、１
より大きく（ＦＥＮＧＡＬ＞１）、これにより、尿ＮＧＡＬは、血液からの濾過ではなく
局所合成を反映していることが確認された。これは、腎置換療法を開始していた長期腎不
全を有する患者においてもそうであった。これらの患者における尿ＮＧＡＬの量は非常に
莫大であり、腎機能の変化に対するこの反応は非常に迅速であるので、本発明者らは、尿
ＮＧＡＬを、心臓処置を受けている子供および成人における急性腎不全の高感度予測マー
カーとして使用した。
【００４４】
　データは、近位尿細管により浄化されるＮＧＡＬの「腎外プール」に加えて、腎上皮が
、尿に分泌される大量のＮＧＡＬ（「腎内プール」）を発現することを示している。尿Ｎ
ＧＡＬは、急性上皮損傷の特異的で高感度のマーカーであり、実際これは可逆的マーカー
である。ＮＧＡＬでの虚血マウス腎臓の治療は、クレアチニンの上昇を実際に打ち消すだ
けでなく、腎内（腎臓）ＮＧＡＬメッセージの発現を７０％減少させもした。
【００４５】
　ｃ．慢性腎疾患モデルにおけるＮＧＡＬ発現
　慢性腎不全を有する患者からの尿が、（尿クレアチニンレベルについて補正したときで
さえ）血清中に存在するよりはるかに多くのＮＧＡＬを含有したことは、注目に値する。
これは、ＮＧＡＬが、尿細管間質区画における急性変化だけでなく、慢性疾患も反映する
ことを示唆している。加えて、ＮＧＡＬは、二つの異なる動物系列の慢性腎疾患の４／５
腎摘出モデルにおいて最も発現される蛋白質の一つであることが判明した。これらの予備
データは、病的レベルでのＮＧＡＬが、ＣＲＤの効力あるマーカーであることを示してい
る。
【００４６】
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　ｄ．循環性ＮＧＡＬと区別できる腎臓ＮＧＡＬ
　ＡＲＦおよびＣＲＤを有する患者の尿から単離した腎臓ＮＧＡＬの等電点（ｐＩ）の分
析を行い、好中球から単離したＮＧＡＬ（すなわち、循環性ＮＧＡＬ）の等電点と比較し
た。循環性ＮＧＡＬは、８．５から９．２のｐＩを有し、一方、ＡＲＦとＣＲＤの両方か
らの腎臓ＮＧＡＬは、６．９、８．２および８．８から９．２のより複雑なｐＩを有した
。これは、腎臓ＮＧＡＬおよび循環性ＮＧＡＬが、異なってグリコシル化されており、従
って、異なる源に由来することを示唆している。これは、障害に反応して腎尿細管により
腎臓ＮＧＡＬが産生され、一方、同じ障害に反応して別の器官により循環性ＮＧＡＬが産
生されるという仮説を支持する。
【００４７】
　体液における循環ＮＧＡＬと腎臓ＮＧＡＬの区別は、いずれの腎臓障害およびこの程度
の診断に有用であり得る。尿中で見出されるＮＧＡＬは、主として腎臓ＮＧＡＬであるが
、多少の比率およびレベルの循環性ＮＧＡＬを含む場合があり、健常な腎臓では通常は濾
過され完全に再吸収されるが、障害を有する腎臓では尿中に漏れ出す場合がある。従って
、概して、任意の尿ＮＧＡＬによって腎臓障害が予測される。
【００４８】
　２．本発明のＮＧＡＬ法およびアッセイ
　本発明のＮＧＡＬのアッセイは、任意の哺乳動物からの体液サンプルを用いて行うこと
ができる。本発明のために、急性腎障害を経験している哺乳動物被検者は、潜在性腎障害
または安定した慢性腎障害の結果として体液中に存在する一切のＮＧＡＬの存在を圧倒し
得る有意なＮＧＡＬ蛋白質量またはレベルの存在を、尿中および血流中の両方に有する。
従って、本発明の実施は、概して、急性腎障害を経験していない哺乳動物被検者の選択ま
たは特定を含む。概して、臨床医または医師は、当分野において周知の手段により、例え
ば、外科手術、虚血、脱水症、敗血症および腎毒使用などの最近の事象を除外することに
より、被検者が急性腎障害を経験しているのか、経験していないのかを臨床的に判定する
ことができる。
【００４９】
　測定されたＮＧＡＬは、損傷した腎尿細管細胞起源のものだけでなく、活性化された循
環性好中球起源のものである場合もある。例えば、血清ＮＧＡＬレベルは、炎症性臨床設
定、例えば、重症細菌またはウイルス感染症、急性重症腹膜炎および嚢胞性線維症の急性
肺憎悪の際に増加されることが証明されている。特に血流における、好中球ＮＧＡＬ発現
の可能性を想定して、一般に、被検者を臨床評価して、この被検者が、サンプル中のＮＧ
ＡＬのレベルに有意に寄与し得る別の状態を経験しているかどうかも判定する。このよう
な状態としては、急性細菌またはウイルス感染症、炎症性上皮を含む急性炎症、別の臓器
への急性または慢性障害および癌を挙げることができるが、これらに限定されない。一般
に、これらの各状態は、被検者において標準的な臨床評定により同定することができ、概
して、腎臓障害とは関係がない。
【００５０】
　活性化循環性好中球に起因するまたは腎臓障害とは関係がない何らかの他の状態に起因
する何らかのＮＧＡＬレベルを有する被検者から採取した血清または血漿のサンプルを評
価するための別アプローチもある。一つのアプローチは、このような源に起因するＮＧＡ
Ｌの予測量を全ＮＧＡＬレベルから引くという試みである。もう一つのアプローチは、腎
臓障害をもたらさず、または引き起こさないような状態のサンプルを除外することを期待
して、最小レベルまたは他の所定のレベルを設定することである。
【００５１】
　さらに、急性細菌もしくはウイルス感染症または急性身体炎症を経験している哺乳動物
被検者は、潜在性の、安定した、または進行した慢性腎障害の結果として血清または血漿
中に存在する一切のＮＧＡＬの存在を隠蔽または圧倒し得る増加したＮＧＡＬ蛋白質量ま
たはレベルの存在を、この血流中に概して有する。従って、本発明の実施は、血液中の循
環性ＮＧＡＬのレベルを上昇させ得る急性細菌もしくはウイルス感染症または急性炎症を
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経験していない哺乳動物被検者の選択または同定を概して含む。または、被検者が、ある
程度の急性細菌またはウイルス感染症を経験しているという認識をもって、臨床医または
医師は、腎障害状態を評定する際、アッセイした全ＮＧＡＬレベルに循環性ＮＧＡＬの寄
与を盛り込むことができる。概して、臨床医または医師は、当分野において周知の手段（
例えば、白血球計数、細菌培養など）により、被検者が、急性細菌もしくはウイルス感染
症または炎症を経験しているかどうかを臨床的に判定することができる。
【００５２】
　さらに、腎臓以外の別の器官への急性または慢性障害を経験している被検者は、潜在性
、安定または進行した慢性腎障害の結果として血清または血漿中に存在する一切のＮＧＡ
Ｌの存在を隠蔽または圧倒し得る増加したＮＧＡＬ蛋白質量またはレベルを概して血流へ
と発現し、この存在をこの血流中に有する。従って、本発明の実施は、血液中の循環ＮＧ
ＡＬのレベルを上昇させ得る腎臓以外の別の器官への急性または慢性障害を経験していな
い被検者の選択または同定を概して含む。または、被検者が、別の器官へのある程度の急
性または慢性障害を経験しているという認識をもって、臨床医または医師は、腎障害状態
の評定の際、アッセイした全ＮＧＡＬレベルに循環性ＮＧＡＬの寄与を盛り込むことがで
きる。概して、臨床医または医師は、当分野において周知の手段により、被検者が、腎臓
以外の別の器官への急性または慢性障害を経験しているかどうかを臨床的に判定すること
ができる。
【００５３】
　さらに、健常な腎臓は、血流から循環性ＮＧＡＬを有効におよび定量的に排除できるこ
とが証明されている一方で、この役割が、慢性的な障害を有する腎臓および結果として生
じる任意の（漸進的または急速な）循環性血清ＮＧＡＬ蓄積により如何なる影響を受ける
かは、不明である。
【００５４】
　ａ．体液のサンプリング
　本発明を実施する際、尿、血液、血清および血漿ならびに他の体液の収集、取り扱いお
よび処理には、当分野において周知の方法を使用することができる。必須ではないが、一
般に、二つ以上の引き続いてのまたは後続の体液サンプルを、同様の手段、例えば、時刻
、採取または収集するサンプルの量、ならびにサンプルを取り扱うおよび処理するための
手段によって、採取することができる。
【００５５】
　サンプル中のＮＧＡＬのレベルおよび患者の臨床状態をはじめとする状況に依存して、
被検者の体液は、一日一回、または週に一回もしくは数週間ごとに、または月に一回もし
くは数ヶ月ごとに、または半年ごとに、または一年ごとに、および任意の間隔でサンプリ
ングすることができる。治療後、一定の時点で繰り返しサンプリングを行って、慢性腎障
害状態の任意の変化を検出すること、および慢性腎障害の程度を経時的に同定することが
できる。サンプリングは、継続的である必要はなく、断続的（例えば、散発的）であり得
る。断続的サンプリング間隔間の期間は、この被検者の状態によって決まり、連続的に採
取されるサンプルから十年ごとに採取されるサンプルにまで及び得る。
【００５６】
　ｂ．腎尿細管細胞障害状態、すなわち腎障害状態
　被検者の腎臓の健常な状態は、体液サンプルにおいてアッセイしたＮＧＡＬのレベルを
評価または比較することによって診断することができる。一つの実施形態において、被検
者の腎尿細管細胞障害状態は、体液中のＮＧＡＬの単なる存在に基づいて評価される、例
えば、アッセイまたは他の検出手段によって判定される。もう一つの実施形態において、
被検者の腎尿細管細胞障害状態は、体液中のＮＧＡＬのレベルに基づいて評価され、例え
ば、アッセイまたは他の検出手段によって検出または判定される。
【００５７】
　もう一つの実施形態において、被検者の腎尿細管細胞障害状態は、ＮＧＡＬレベルだけ
でなく、臨床評価によって決定されるような急性腎障害、または急性細菌もしくはウイル
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ス感染症、急性炎症、または別の器官への急性もしくは慢性障害の不在にも基づいて評価
される。このような状態は、最初のおよび任意の後続のサンプルリングの時点で臨床的に
評価される。同様に、他の共存症、投薬、およびＮＧＡＬサンプリング間に発生する一次
または二次事象が評価され、この影響がこのサンプリングの結果に盛り込まれる。
【００５８】
　尿サンプルおよび血清サンプルにおいて決定されるＮＧＡＬのレベルは、この被検者の
サンプルにおいて見出される、慢性腎疾患または障害についての他の周知および公認バイ
オマーカー（血清クレアチニン、シスタチンＣおよびｅＧＦＲを含む）のアッセイレベル
と、一般に一致することが判明した。この決定されるＮＧＡＬのレベルは、被検者の以前
のサンプルからのＮＧＡＬレベル、連続するサンプリング間のまたはある事象とサンプリ
ング時の間の期間、ならびに急性腎障害、急性細菌またはウイルス感染症、急性炎症およ
び他の器官の障害についての任意の臨床評定などの他の因子と共に、患者の腎障害状態と
して表すことができる。
【００５９】
　血清および尿サンプルにおける下で説明する特定のＮＧＡＬレベルは、実施例１ａ（血
清）および１ｂ（尿）においてそれぞれ説明するＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡ法を使用して決定
する。このようなＥＬＩＳＡ法を使用する血清サンプル中のＮＧＡＬレベルの決定と尿サ
ンプル中のＮＧＡＬレベルの決定は、同様の結果をもたらす。ウエスタンブロットによる
サンプルの分析は、本発明者らのＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡに匹敵するＮＧＡＬレベルをもた
らした。異なるアッセイまたはアッセイ方法論を使用する血清および尿サンプル中のＮＧ
ＡＬレベルの決定が、このサンプル中のＮＧＡＬの異なる絶対レベルをもたらす場合があ
ることは、理解されるはずである。従って、本発明は、腎障害の評価を目的として、実施
例１ａ（血清）および１ｂ（尿）において説明するＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡ法を使用する本
明細書に記載するＮＧＡＬのレベルと等価である、異なるアッセイによって決定されたＮ
ＧＡＬのレベルを含む。
【００６０】
　本明細書において説明するような、ＮＧＡＬ尿レベルを上昇させる別の疾病、疾患また
は状態（例えば、急性腎障害または腎臓感染症）を経験していない哺乳動物被検者からの
尿サンプルにおけるＮＧＡＬの基底カットオフレベル以下のレベル、典型的には０から約
４０ｎｇ／ｍＬ、さらに典型的には約２０ｎｇ／ｍＬは、この被検者の健常な腎臓機能を
示す。さらに、中間カットオフレベル以上の、典型的には、約３５ｎｇ／ｍＬから約６０
ｎｇ／尿ｍＬの間、さらに典型的には約４５ｎｇ／ｍＬで、上のカットオフレベルまで、
典型的には約１２０ｎｇ／ｍＬから約１５０ｎｇ／ｍＬの、ＮＧＡＬレベルは、潜在性の
または安定した慢性腎障害状態を示す。さらに、上のカットオフレベル以上の（例えば、
次の値より高い：約１２０ｎｇ／ｍＬ、約１３５ｎｇ／ｍＬ、約１４０ｎｇ／ｍＬ、約１
５５ｎｇ／ｍＬ、約１６０ｎｇ／ｍＬ、約１７０ｎｇ／ｍＬ、約１８０ｎｇ／ｍＬ、約１
９０ｎｇ／ｍＬ、または約２００ｎｇ／ｍＬ）ＮＧＡＬレベルは、進行したもしくは悪化
しつつある慢性腎障害状態を示す、および／または慢性腎不全に進行するリスクがより高
いことを示す傾向がある。
【００６１】
　同様に、本明細書において説明するような、ＮＧＡＬ血清レベルを上昇させる別の疾病
、疾患または状態（例えば、急性腎障害、急性細菌もしくはウイルス感染症、急性炎症、
何らかの他の器官への急性もしくは慢性障害、または癌）を経験していない哺乳動物被検
者からの血清（または血漿）サンプルにおけるＮＧＡＬの基底カットオフレベル以下のレ
ベル、典型的には０から約４０ｎｇ／ｍＬ、さらに典型的には約２０ｎｇ／ｍＬは、この
被検者の健常な腎臓機能を示す。さらに、中間カットオフレベル以上の、典型的には、約
３５ｎｇ／ｍＬから約６０ｎｇ／血清ｍＬの間（または血漿中の等価のレベル）、さらに
典型的には約４５ｎｇ／ｍＬで、上のカットオフレベルまで、典型的には約１５０ｎｇ／
ｍＬから約２５０ｎｇ／ｍＬのＮＧＡＬレベルは、潜在性または安定した慢性腎障害状態
を示す。さらに、上のカットオフレベル以上の（例えば、次の値より高い：約１５０ｎｇ



(16) JP 2009-511913 A 2009.3.19

10

20

30

40

50

／ｍＬ、約１６０ｎｇ／ｍＬ、約１７０ｎｇ／ｍＬ、約１８０ｎｇ／ｍＬ、約１９０ｎｇ
／ｍＬ、約２００ｎｇ／ｍＬ、約２１０ｎｇ／ｍＬ、約２２０ｎｇ／ｍＬ、もしくは約２
３０ｎｇ／ｍＬ、またはより高い）ＮＧＡＬレベルは、進行したもしくは悪化しつつある
慢性腎障害状態を示す、および／または慢性腎不全に進行するリスクがより高いことを示
す傾向がある。
【００６２】
　腎状態のさらなるアッセイ方法では、健常な腎臓機能を有するまたは前に説明したよう
なある程度の腎障害を有する被検者からの尿、血清または血漿サンプル中のＮＧＡＬのア
ッセイレベルをＧＦＲと相関させて、慢性腎臓疾患の病期を評定することができる。糸球
体濾過率（ＧＦＲ）のレベルは、健常な状態および疾病状態の腎臓機能の最良の総合尺度
として広く受け入れられている。プロバイダーおよび患者は、「腎臓はフィルターのよう
なものである」という概念をよく知っている。ＧＦＲは、血液を濾過する腎臓の能力、お
よび従って、機能の最良の尺度である。従って、尿、血清および血漿中のＮＧＡＬのレベ
ルとＧＦＲとの間の相関関係が、ＮＧＡＬを、被検者のＧＦＲの結果を予測することがで
きる、および従って、被検者の腎障害状態の予測および診断の助けとなり、介入および治
療選択肢のガイドに役立つ卓越したバイオマーカーとして、証明する。
【００６３】
　表１は、ＧＦＲとＣＲＤの病期との間の相関関係を示すものである。血清中のＮＧＡＬ
のレベルは、特に、進行したＣＲＤを有する患者（すなわち、より高いＣＲＤ期、または
より低い（＜３０）ＧＦＲ値を有するもの）において、ＧＦＲと非常によく相関すること
が明らかになった。
【００６４】
【表１】

【００６５】
　ＮＧＡＬは、本明細書において提示するように、シスタチンＣレベルと相関することも
明らかになった。ＧＦＲの正確な測定は、腎障害状態の同定のための、およびＣＲＤの病
期決定および治療のための主たる必要条件であるので、ＮＧＡＬは、腎臓障害およびこの
進行の評定のための優れたバイオマーカーとして浮上し、ならびに改善された、より時宜
を得た治療および介入を可能にする。
【００６６】
　早期ＣＲＤを有するヒト被験者集団が拡大し続けているので、ヒト集団のライフサイク
ルを通して早期ＣＲＤバイオマーカーレベルのより良好な追跡調査および記録が、依然と
して必要とされている。本発明は、腎臓の健康に悪影響を及ぼす事象およびライフスタイ
ル因子を同定する、すなわち腎臓の健康を改善するために、患者および医師の役に立つこ
とができる、血清、血漿および尿中のＮＧＡＬレベルの履歴プロフィールを得るための手
段を提供する。例えば、ライフスタイル因子または障害の原因となる事象に起因して、リ
スクが増加した状態にはあるが、いずれの慢性腎障害も有さないことがある個体を、これ
らの体液中のＮＧＡＬレベルに基づいて、日常的な健康状態外来診察の一部として評定す
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ることができる。
【００６７】
　被検者の腎臓が健常から潜在性ＣＲＤに悪化するにつれて、より頻繁にアッセイされた
サンプルおよびこれらからのアッセイされたＮＧＡＬレベルに基づく、より頻繁な評価を
行わなければならない。また、これらのより頻繁な評価は、慢性腎障害の根本原因の評価
を、ならびに腎臓の健康を改善するようにまたは慢性腎障害の悪化に起因する腎臓の健康
の悪化を遅速させるように設計された早期治療的介入を、促進することができる。
【００６８】
　本発明は、例えば、特に、ＣＲＤの治療のための治療プログラムの評価および評定にも
有用である。担当医は、治療的処置の際または後に、およびさらに典型的には定期的に治
療的処置後にサンプリングする定期的アッセイを命じて、この治療の結果として腎臓の状
態の変化を評価することができる。
【００６９】
　３．他の腎臓ＮＧＡＬアッセイ考慮事項
　本発明は、方法、アッセイおよびキットにおける、ならびにこれらにおいて利用する成
分中の、ＮＧＡＬバイオマーカーの検出を利用する。
【００７０】
　一般に、本発明のＮＧＡＬの検出は、ＮＧＡＬとＮＧＡＬに対する抗体（いわゆる、捕
捉抗体）との複合体の形成、およびその後、場合により、このバイオマーカーまたはこの
捕捉抗体を検出するための第二の抗体とこの複合体を接触させることによるＮＧＡＬの検
出に依存する。この検出可能な抗体は、当分野において周知であるような検出可能なマー
カーまたは検出のための手段、例えば、放射標識、酵素、生体色素、磁性ビースまたビオ
チンで、標識することができる。
【００７１】
　概して、本発明によると、体液サンプル中のＮＧＡＬの存在または量（レベルもしくは
濃度）を検出する（例えば、決定する）段階は、ＮＧＡＬに対する抗体と体液サンプルを
接触させて抗体－ＮＧＡＬ複合体を形成させること、ならびにこの抗体－ＮＧＡＬ複合体
の存在および／または量を測定することを含む。抗体－ＮＧＡＬ複合体の量は、各サンプ
ル中のＮＧＡＬの量の関数である。ＮＧＡＬに対する抗体と体液サンプルを接触させて抗
体－ＮＧＡＬ複合体を形成する段階は、概して、この抗体が取り付けられている媒体（例
えば、固体支持体または固相）とこのサンプルを接触させる段階を含む。
【００７２】
　概して、体液サンプル中の抗体－ＮＧＡＬ複合体の存在または量を測定する段階は、Ｎ
ＧＡＬを検出するために第二の抗体とこの複合体を接触させることを含む。さらに、この
段階は、この抗体－ＮＧＡＬ複合体からこのサンプルの一切の未結合材料を分離する段階
、ＮＧＡＬに対する第二の抗体とこの抗体－ＮＧＡＬ複合体を接触させてＮＧＡＬ－第二
抗体複合体を形成させる段階、このＮＧＡＬ－第二抗体複合体から一切の未結合第二抗体
を分離する段階、およびこのサンプル中のこのＮＧＡＬ－第二抗体複合体の量を決定する
段階（この場合、サンプル中のＮＧＡＬ－第二抗体複合体の量は、このサンプル中の抗体
－ＮＧＡＬ複合体の量の関数である。）を場合により含むことがある。
【００７３】
　尚、さらに、サンプル中のＮＧＡＬ－第二抗体複合体の量を決定する段階は、ホースラ
ディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲート型ストレプタビジンをサンプルに
添加して、このＮＧＡＬ－第二抗体複合体との複合体を形成する段階、発色性過酸化物基
質をサンプルに添加してＨＲＰコンジュゲート型ストレプタビジンと反応させて、着色生
成物を生じさせる段階、およびその後、酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）リーダーにお
いてこの着色生成物の色彩強度を読み取る段階（この場合、色彩強度は、このサンプル中
のＮＧＡＬ－第二抗体複合体の量の関数である）を含む、当分野において周知の方法を含
むことがある。
【００７４】
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　実施例において説明するようなＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡアッセイに加えて、申し分のない
特異性、感度および精度をもたらす他の分析方法を使用することができ、これらとしては
、ラテラルフロー装置およびディップスティックを挙げることができる。例えば、ディッ
プスティック表面をＮＧＡＬに対する捕捉抗体で被覆し、これに対する酵素標識検出抗体
を使用して、この捕捉抗体と結合しているＮＧＡＬを検出する。一般に、本明細書に記載
のおよび当分野において公知の原理を使用する任意の結合アッセイを、本発明に従って考
案し、使用して、ＮＧＡＬを検出およびモニターすることができる。詳細には、ＮＧＡＬ
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、当分野において公知の方
法およびキットを、生体サンプル中の他の蛋白質およびリガンドの迅速な検出に適応させ
ることによって、構成することができる。本発明に適応させることができる方法およびキ
ットの例としては、１９９７年８月１２日にＭａｙらに発行された米国特許第５，６５６
，５０３号、２００２年１２月３１日にＯ’Ｃｏｎｎｅｒらに発行された米国特許第６，
５００，６２７号、１９８９年９月２６日にＳｍｉｔｈ－Ｌｅｗｉｓに発行された米国特
許第４，８７０，００７号、１９９３年１２月２８日にＡｈｌｅｍらに発行された米国特
許第５，２７３，７４３号、および１９８６年１２月３０日にＶａｌｋｅｒｓらに発行さ
れた米国特許第４，６３２，９０１号に記載されているものが挙げられ、前述のすべての
参考文献は、これら全体が、これらに関する教示について、参照により本明細書に組み込
まれる。
【００７５】
　ＮＧＡＬに結合するモノクローナル抗体とポリクローナル抗体の両方が、本発明のアッ
セイ、方法およびキットにおいて有用である。これらの抗体は、市販されており、または
当分野において公知の方法によって作成することができる。ＮＧＡＬについてのモノクロ
ーナル抗体は、例えば、「Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ＥＬＩＳ
Ａｓ　ｆｏｒ　ＮＧＡＬ，ａ　ｎｅｗｌｙ　ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ　ｌｉｐｏｃａｌｉｎ　
ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ」，Ｌａｒｓ　Ｋｊｅｌｄｓｅｎら．，　（
１９９６）　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｖ
ｏｌ．１９８，１５５－１６（この全体が参照により本明細書に組み込まれる。）に記載
されている。ＮＧＡＬについての市販のモノクローナル抗体の例としては、デンマーク、
コペンハーゲンのＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｈｏｐから入手できるもの、例えば、ＨＹＢ－２
１１－０１、ＨＹＢ－２１１－０２およびＮＹＢ－２１１－０５が挙げられる。概して、
ＨＹＢ－２１１－０１およびＨＹＢ－２１１－０２は、この還元形および非還元形の両方
でＮＧＡＬと共に使用することができる。ＮＧＡＬのポリクローナル抗体の例は、「Ａｎ
　Ｉｒｏｎ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ａ　Ｌｉｐ
ｏｃａｌｉｎ」，Ｊｕｎ　Ｙａｎｇら，，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ，（２００２）
，Ｖｏｌ．１０，１０４５－１０５６（この全体が参照により本明細書に組み込まれる。
）に記載されている。このポリクローナル抗体を作成するために、ゲル濾過された組換え
ＮＧＡＬ蛋白質でウサギを免疫する。Ｊｕｎ　Ｙａｎｇら．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅ
ｌｌ（２００２）に出願人らが記載しているように、血清をＧＳＴ－セファロース４Ｂビ
ーズと共に温置して不純物を除去し、これによって血清中のポリクローナル抗体を得る。
【００７６】
　同様に、標準物質および校正物質として使用するための様々な形態の精製ＮＧＡＬ（例
えば、組換えヒトＮＧＡＬ）は、当分野において公知であるように（例えば、Ｋｊｅｌｄ
ｓｅｎら．（１９９６）に記載されているように）調製することができ、または市販され
ている。
【００７７】
　本発明の方法およびアッセイにおいて使用する媒体（例えば、固体支持体または固相）
は、例えば、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルまたはポリエチレン表面または粒子を含むが
、これらに限定されない、免疫化学的分析において使用される任意の適する支持体であり
得る。場合により、前記媒体（例えば、固体支持体または固相）は、電気化学的相互作用
に基づく検出に備えて一つ以上の電極を含む（例えば、米国特許第６，８８７，７１４号
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）。
【００７８】
　本発明の方法において使用するためのキットは、捕捉抗体がここに取り付けられている
媒体（例えば、固体支持体または固相）を概して含み、これによって体液サンプル（例え
ば、尿、血清または血漿サンプル）をこの媒体と接触させて、このサンプル中に含有され
るＮＧＡＬにこの捕捉抗体を暴露する。前記キットは、この媒体を含む表面を有する器具
、例えばスパチュラまたは単純な棒を含む場合がある捕捉手段を含む。前記捕捉手段は、
体液サンプルを受け入れるための容器も含む場合があり、この容器は、この媒体を含む液
体サンプル接触表面を有する。もう一つの代表的な実施形態において、ＮＧＡＬと抗体の
複合体を検出するためのアッセイは、ＥＬＩＳＡを含む場合があり、体液サンプル中のＮ
ＧＡＬの量を定量するために使用することができる。別の実施形態において、前記捕捉手
段は、媒体を収容するカセットを含む器具を含む場合がある。しかし、すべての場合、キ
ットは、この使用、ならびにこのキット成分に関する任意の追加情報（例えば、保管、安
全性または他の情報）についての説示を概して含む。
【００７９】
　または、本発明の方法、キットおよびアッセイは、米国特許第５，０８９，４２４号お
よび同第５，００６，３０９号に記載されているような、ならびに例えば、Ａｂｂｏｔｔ
のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＡｘＳＹＭ、ＩＭＸ、ＰＲＩＳＭ、Ｑｕａｎｔｕｍ
　ＩＩ、および他のプラットホームを含むがこれらに限定されない、Ａｂｂｏｔ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ（イリノイ州のアボット・パーク）により市販されているような、自
動および半自動システム（固相が微粒子を含むものを含む）での使用に適応させることが
できる。
【００８０】
　従って、他のものに加えて、本発明は、被検者の体液サンプル（例えば、尿または血清
）の評定に基づく、哺乳動物における慢性腎障害の早期検出に使用されるキットを提供し
、このキットは、次のうちの一つ以上を含む。１）体液サンプルの一定量を捕捉する手段
（例えば、サンプル回収容器またはバイアル）；２）ＮＧＡＬとの複合体を形成すること
ができる捕捉抗体がここに取り付けられている媒体（例えば、ディップスティックまたは
マイクロタイタープレート）；３）ＮＧＡＬと捕捉抗体の複合体を検出するためのアッセ
イ成分（例えば、検出抗体、洗浄溶液、温置溶液、検出溶液、較正物質、対照など）；３
）キット説示；および４）キット成分を説明する他の印刷物。さらに、本発明によると、
体液サンプル捕捉手段は、場合により、（ａ）この体液接触表面上に媒体を含み、および
／または（ｂ）媒体を収容するカセットを含む器具を含む。
【００８１】
　本発明の一つの実施形態において、前記キットは、場合により、ポイントオブケア（ｐ
ｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ）キットである。本発明のこのようなポイントオブケアキット
における捕捉手段は、ディップスティックを含む器具を場合により含み、前記ディップス
ティック表面は、媒体を含む。加えて、ポイントオブケアキットでのアッセイは、比色デ
ィップスティックアッセイを場合により含む。
【００８２】
　さらに、本発明は、被検者の体液サンプル中のＮＧＡＬの存在を検出するためにＮＧＡ
Ｌに特異的な第一抗体を場合により含む、哺乳動物被検者の慢性腎障害状態を判定するた
めの競合酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）キットを提供する。このようなキットは好ま
しくは、体液サンプル（例えば、尿、血清または血漿サンプル）が約１ミリリットル以下
の液量を含む場合に利用することができる。
【００８３】
　本発明は、この使用および効力を例示する実施例により、さらに良好に理解される。例
として、限定としてではなく、本発明の実施例を提供する。
【００８４】
　実施例
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【実施例１】
【００８５】
　アッセイおよび方法
　ａ．ＭＧＡＬ　ＥＬＩＳＡ－血清
　特に別の指定がない限り、血清中のＮＧＡＬのレベルは、次のようなＥＬＩＳＡでアッ
セイする。ヒトＮＧＡＬに対して産生させたマウスモノクローナル抗体（＃ＨＹＢ２１１
－０５、デンマーク、ＧｅｎｔｏｆｔｅのＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｈｏｐ）を用いて、４℃
で一晩、マイクロタイタープレートを被覆する。すべての後続段階は、室温で行った。１
％ＢＳＡを含有するバッファでプレートをブロックし、血清または標準物質（１から１０
００ｎｇ／ｍＬの範囲のＮＧＡＬ濃度）１００μＬで被覆し、ヒトＮＧＡＬに対するビオ
チン化モノクローナル抗体（＃ＨＹＢ２１１－０１Ｂ、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｈｏｐ）と
共に温置し、この後、アビジンコンジュゲート型ＨＲＰ（米国、カリフォルニア州、カー
ペンテリアのＤａｋｏ）と共に温置する。ＴＭＢ基質（カリフォルニア州、サンホゼのＢ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を発色のために添加し、３０分後、マイクロプレートリー
ダー（Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｐｌｕｓ、米国、カリフォルニア州、ハーキュリーズのＢｉ
ｏＲａｄ）を用いて４５０ｎｍでこの発色を読み取る。アッセイ間およびアッセイ内の係
数変動は、５から１０％である。すべての測定は、三重反復で、および盲検式で行う。血
清ＮＧＡＬは、ｎｇ／ｍＬとして測定し、ならびに対数変換値として表示する場合もある
。
【００８６】
　ｂ．ＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡ－尿
　特に別の指定がない限り、尿中のＮＧＡＬのレベルは、次のようなＥＬＩＳＡでアッセ
イする。ヒトＮＧＡＬに対して産生させたマウスモノクローナル抗体（＃ＨＹＢ２１１－
０５、デンマーク、ＧｅｎｔｏｆｔｅのＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｈｏｐ）を用いて、４℃で
一晩、マイクロタイタープレートを被覆する。すべての後続段階は、室温で行った。１％
ＢＳＡを含有するバッファでプレートをブロックし、尿（遠心分離したもの）または標準
物質（１から１０００ｎｇ／ｍＬの範囲のＮＧＡＬ濃度）１００μＬで被覆し、ヒトＮＧ
ＡＬに対するビオチン化モノクローナル抗体（＃ＨＹＢ２１１－０１Ｂ、Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｓｈｏｐ）と共に温置し、この後、アビジンコンジュゲート型ＨＲＰ（米国、カリフ
ォルニア州、カーペンテリアのＤａｋｏ）と共に温置する。ＴＭＢ基質（カリフォルニア
州、サンホゼのＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を発色のために添加し、３０分後、マイ
クロプレートリーダー（Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｐｌｕｓ、米国、カリフォルニア州、ハー
キュリーズのＢｉｏＲａｄ）を用いて４５０ｎｍでこの発色を読み取る。アッセイ間およ
びアッセイ内の係数変動は、５から１０％である。すべての測定は、三重反復で、および
盲検式で行う。尿（腎臓）ＮＧＡＬは、ｎｇ／ｍＬとして測定し、ならびに対数変換値と
して表示する場合もある。
【００８７】
　ｃ．結果の統計分析
　２サンプルｔ検定またはマン・ホイットニー順位和検定を用いて、連続変数を比較する
。カテゴリー変数は、カイ二乗検定またはフィッシャー正確確立検定を用いて比較する。
ピアソン相関分析により、変数間の関連を評定する。相関間の比較は、相関係数からＺス
コアを作ることによるスタイガーのＺ量統計を用いて行う。残渣分析を行って、種々の予
測因子（血清クレアチニン、ｅＧＦＲ、ＮＧＡＬおよびシスタチンＣ）と測定ＧＦＲとの
間の一致を評価する。様々なＧＦＲカットオフでの血清ＮＧＡＬおよびシスタチンＣにつ
いての感度および特異性をを測定するために、ＳＡＳ　ＭＡＣＲＯプログラムを使用して
受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線を作成し、ＳＡＳ　９．１統計パッケージをこの分析に使
用する。曲線下面積（ＡＵＣ）を算出して、バイオマーカーとしてのＮＧＡＬおよびシス
タチンＣの質を確かめる。０．５のＡＵＣは、偶然による期待値同然であり、これに対し
て１．０の値は、完璧なバイオマーカーを意味する。特に別の指定がない限り、値は、平
均±ＳＤとして提示する。Ｐ≦０．０５は、統計学的に有意とみなす。
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【実施例２】
【００８８】
　（ａ）ＣＫＤ患者集団における尿ＮＧＡＬ発現
　外部腎臓病学者から治療相談を委託されたコロンビア大学メディカルセンター（ＣＵＭ
Ｃ）の一般腎臓病クリニックからの９１人の外来患者において、尿ＮＧＡＬレベルを評定
した。これらは、一定範囲の病因に起因する腎臓疾患を有する患者であった。下の表２は
、彼らのベースライン特性を示すものである。平均年齢は、４９．２歳であり、この集団
の約半分は女性であった。ＮＧＡＬと他の連続パラメータとの間の相関係数は、血清クレ
アチニン、尿アルブミン対クレアチニン比（ＵＡＣＲ）および全尿蛋白と共に、対数変換
ＮＧＡＬによって測定した。Ｌｏｇ　ＮＧＡＬは、ベースライン訪問時のｌｏｇ血清クレ
アチニン（ｒ＝０．５４、ｐ＜０．０００１）、ベースライン訪問と追跡調査訪問の間の
血清クレアチニンの変化（ｒ＝０．４９、ｐ＝０．００２）、ＧＦＲ（ｒ＝－０．２２、
ｐ＝０．０４）、ｌｏｇ　ＵＡＣＲ（ｒ＝０．５５、ｐ＜０．０００１）、および全尿蛋
白のｌｏｇ（ｒ＝０．６１、ｐ＝＜０．０００１）と相関することが判明した。尿ＮＧＡ
Ｌと年齢（ＳＤ　１７．０）、収縮期血圧（ＳＤ　１５．８）、拡張期血圧（ＳＤ　１１
．６）、体重（ＳＤ　２４．１）、および血清アルブミン（ＳＤ　４．３）との間に相関
はなかった。
【００８９】
【表２】

【００９０】
　表３は、この集団におけるＣＲＤの病因を表にしたものである。９１人の患者のうち、
８１人だけが、診断を受けていた。ＣＲＤの病因は、３８％糸球体腎炎、４４％ネフロー
ゼ症候群、および１７％他のケースから成った。全患者の平均尿ＮＧＡＬレベルは、９４
．６ｎｇ／（尿　ｍＬ）であった。ＣＲＤの病因別の平均尿ＮＧＡＬレベルは、糸球体腎
炎を有するグループについては７１．２ｎｇ／ｍＬ、ネフローゼ症候群を有するグループ
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については１０１．７ｎｇ／ｍＬ、および腎臓疾患の他の病因を有するグループについて
は７８．２ｎｇ／ｍＬであった（図１参照）。これらのレベルは、ＡＮＯＶＡ（Ｆ検定＝
０．６８９０）によると互いに統計学的に差はなかった。
【００９１】
【表３】

【００９２】
　ｂ．尿ＮＧＡＬ発現および腎臓疾患進行とのこの関係
　表４は、次の追跡調査訪問までの血清クレアチニンの２５％以上増加またはＥＳＲＤの
発現という一次エンドポイントへの進行に基づいて階層分類した患者のベースライン特性
を示すものである。追跡調査情報は、最初の９１人のうち８２人の患者に基づいて得た。
この集団の１８人の患者（２２．０％）は、一次エンドポイントに到達した。前記エンド
ポイントに到達した患者の平均尿（または「腎臓」）ＮＧＡＬは、２９４．６ｎｇ／ｍＬ
であり、一方、前記エンドポイントに到達しなかった者は、４６．６ｎｇ／ｍＬ（ｐ＜０
．０００１）のＮＧＡＬレベルを有した。エンドポイントに進行した患者のグループは、
有意に高い平均蛋白尿および有意に低い平均ＧＦＲも有した。
【００９３】
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【表４】

【００９４】
　次に、線形回帰モデルを作成して、尿ＮＧＡＬと腎機能と蛋白尿の間の関係を評定し、
その結果に基づいて階層分類した。これらのモデルにおいて、ＮＧＡＬ、血清クレアチニ
ンおよびＡＵＣＲをｌｏｇ変換して、データの分布特性を正規化した。回帰係数を表５に
列挙する。前記エンドポイントに進行した患者についてのみ、ｌｏｇ　ＮＧＡＬとｌｏｇ
血清クレアチニンの間に有意な線形関係があった。
【００９５】
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【表５】

【００９６】
　図２で分かるように、進行した患者には、ＮＧＡＬレベルとクレアチニンレベルの間に
正方向の有意な線形の関連性がある（Ｒ２＝０．３３８２）。図３で分かるように、デー
タポイントのばらつきにより、非進行者にはＮＧＡＬレベルと血清クレアチニンの有意な
関連性がないことが確認される（Ｒ２＝０．０３６４）。別の言い方をすれば、進行者の
場合、ＮＧＡＬレベルを有することは、血清クレアチニンに予想情報を加えるため、非常
によいことである。
【００９７】
　全蛋白尿についての回帰モデルは、エンドポイントに到達した患者において、全蛋白尿
とｌｏｇ　ＮＧＡＬの間に有意な逆関数関係を明示した（図４［Ｒ２＝０．６３００］お
よび図５［Ｒ２＝０．０６３４］）。エンドポイントに進行しなかった患者においてのみ
、ｌｏｇ　ＮＧＡＬとｌｏｇ　ＵＡＣＲの間に線形関係があった。
【００９８】
　ｃ．ＮＧＡＬにより腎臓機能の将来の低下が予想される
　前記エンドポイントに到達した患者の間での尿ＮＧＡＬの評価により、ＮＧＡＬが、腎
機能低下の独立予測子であり得るという仮説に至った。進行性腎不全の重要な予測子であ
る尿ＮＧＡＬと尿蛋白の両方について、感度分析を行った。一次エンドポイントは、追跡
調査時までの血清クレアチニンの２５％増加またはＥＳＲＤの発現として選択した。ＮＧ
ＡＬの曲線下面積（ＡＵＣ）は、０．９０８であり、蛋白尿についてのＮＧＡＬの曲線下
面積（ＡＵＣ）は、０．８３３であった。次いで、全ＮＧＡＬ蛋白尿に対する最高感度お
よび特異性を与える、ＮＧＡＬレベルの高端または上のカットオフ値を、定義した。追跡
調査訪問時のより劣った腎機能の発現の予測としては、ＮＧＡＬ濃度１２０ｎｇ／ｍＬで
、感度は８３．３％であり、特異性は、８５．９％であった。全尿蛋白については、１日
に１グラムのカットオフにより、８５．７％の感度および８１．４％の特異性が実証され
た。このカットオフを用いて、ＮＧＡＬと蛋白尿の両方についてカプラン・マイヤー曲線
を作成した（図６および７）。図６に示すように、一次エンドポイントの発現についての
メディアン生存期間は、尿ＮＧＡＬ≧１２０ｎｇ／ｍＬ（ｐ＜０．０００１）を有するグ
ループでは１２５日であった。１日に１グラムのカットオフによって定義される蛋白尿を
有するグループと有さないグループについての生存曲線には差がなかった（図７、ｐ＝０
．３）。
【００９９】
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【表６】

【０１００】
　比例ハザード回帰モデル作成によるさらなる探求により、多変量モデル（ＨＲ８．４、
ｐ＜０．０１）において、１２０ｎｇ／ｍＬの上のカットオフ値での尿ＮＧＡＬが、追跡
調査時点で、悪化しつつある腎臓機能に依然として有意に関連している唯一の独立予測子
であることが判明した（表６参照）。
【０１０１】
　ｄ．ＮＧＡＬについてのもう一つの一次エンドポイントおよびカットオフ値
　次に、同じ被検者を用いて、追跡調査時（１２２．１日＋４５．７日）までに血清クレ
アチニンの５０％増加または末期腎疾患の発現の一次エンドポイントを選択した。血清ク
レアチニンについてのＲＯＣ下面積は、０．７８３であり、蛋白尿についての曲線下面積
は、０．７７５であった。これに基づき、妥当な感度（０．７５）、特異性（０．８８）
、正の予測値（０．６３）および負の予測値（０．９３）をもたらす、１５０ｎｇ　ＮＧ
ＡＬ／（尿のｍＬ）の任意の上のカットオフ値を設定して、慢性腎不全に進行した被検者
の最大数を同定した。ｎｇ／（クレアチニンのｍｇ）で測定したＮＧＡＬの感度および特
異性は、それぞれ、０．７５および０．８４であった。
【０１０２】
　ｅ．ＮＧＡＬおよび腎臓生検に基づく線維症とのこの関係
　尿ＮＧＡＬレベルと腎臓生検に基づく線維症の程度との間の関係を評価するために、９
１人の患者の集団からの１６の腎臓生検材料を用いて線維症スコアの結果を調査した。こ
れらの１６は、ＣＵＭＣの腎臓病理部が研究していたため、選択した。これらの生検材料
は、この尿ＮＧＡＬレベルより前、２年以内に得たものであった。回帰分析は、腎生検後
２年以内に得た尿ＮＧＡＬレベルが、生検に基づく線維症のパーセントと非常に相関する
ことを示した（図８、ｒ２＝０．５３、ｐ＜０．００１）。これは、ＮＧＡＬレベルが腎
臓損傷の慢性を反映することを示唆していると考えられる。これが真実であるならば、こ
れは、腎臓予後不良を予測する点でのこの有用性の病理学的確証となる。一括して、これ
らのデータは、慢性腎疾患の進行の予測バイオマーカーとしてのＮＧＡＬの発見および特
性付けにおける革新的で非常に衝撃的な発展を示している。
【実施例３】
【０１０３】
　患者研究結果（血清）
　ａ．ＣＲＤ患者集団における循環性ＮＧＡＬ発現
２から４期ＣＲＤ（測定ＧＦＲ＝１５から８９ｍＬ／分／１．７３ｍ２）を有する４５人
の連続した子供および青年（年齢６から２１歳）を、将来を見越して、２００２年と２０
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０４年の間に補充した。ＣＲＤの病期は、Ｋ／ＤＯＱＩガイドラインに従って定義した。
この研究中に腎臓移植を受けた被検者はおらず、移植後でもなかった。ＣＲＤの人口統計
、原因および継続期間ならびに投薬についての医療記録を見直した。
【０１０４】
　運動反射率分光光度アッセイ（米国、ニュージャージー州、ラリタンのＯｒｔｈｏ　Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓからのＶｉｔｒｏｓ（登録商標）９５０　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ）を用いて、血清クレアニチンレベルを日常ケアの一部と
して測定した。シュヴァルツ式を用いて推定ＧＦＲ（ｅＧＦＲ）を算出した。イオベルソ
ール注射７４％（Ｏｐｔｉｒａｙ　３５０（登録商標）、米国、ミズーリ州、セントルイ
スのＭａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ　Ｉｎｃ．，）の単回静脈内注射を用いてＧＦＲを測定す
ることにより、この研究の登録時の腎臓機能も判定した。時限血液サンプル中のヨウ素を
Ｘ線蛍光分析（Ｒｅｎａｌｙｚｅｒ　ＰＲＸ９０、スウェーデンのＤａｔｒｏｎ　ＡＢ　
Ｉｎｃ，）によって測定し、このヨウ素消失曲線の傾きからＧＦＲを算出した。標準化さ
れており広く承認されている免疫比濁法（Ｄａｄｅ－Ｂｅｈｒｉｎｇ　ＢＮ　ＰｒｏＳｐ
ｅｃ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１．１、ドイツ、マールブルク）により、登録時
に血清シスタチンＣを測定した。様々な慢性腎臓状態を有する６２人の患者における高感
度核トレーサー技術によるＧＦＲ測定と血清シスタチンＣとの比較で、これらの技術と５
から１０％のアッセイ間および内係数変動との間の卓越した相関関係が実証されている（
データは示さない）。すべての測定は三重反復および盲検式で行った。
【０１０５】
　サンプリング時間は、ｅＧＦＲに基づいて測定した。ｅＧＦＲ＞６０ｍＬ／分／１．７
３ｍ２を有する被検者についての血液サンプルは、イオベルソール注射後、１５０、１９
５および２４０分の時点で、３０から６０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のｅＧＦＲを有する者
については、１５０、２４０および３００分の時点で、ならびに＜３０ｍＬ／分／１．７
３ｍ２のｅＧＦＲを有する者については、１８０、２７０および３６０分の時点で採取し
た。
【０１０６】
　方法およびアッセイのセクションにおいて説明したＮＧＡＬ　ＥＬＩＳＡを使用して、
登録時に血清ＮＧＡＬを測定し、統計分析した。
【０１０７】
　ＣＲＤの主原因は、腎形成異常／閉塞性尿路疾患（６７％）、ならびに糸球体および嚢
胞疾患（３３％）であった。患者のほぼ半分（４６％）は、抗高血圧薬の投薬を受けてい
た。投薬を受けている者のすべてが、アンギオテンシン変換酵素阻害薬（ＡＣＥＩ）を受
けていた。１４人の患者がＡＣＥＩまたはアンギオテンシン受容体遮断薬を抗蛋白尿薬と
して摂取していた。ＣＲＤの平均継続時間は、８．８±５．６年であった。ＣＲＤを１年
未満しか有していない患者はなかった。１３人（２８％）の患者が２期ＣＲＤ、１９人（
４２％）の患者が３期ＣＲＤ、および１３人（２８％）が４期ＣＲＤを有した。
【０１０８】
　ＮＧＡＬ血清中濃度も、シスタチンＣ血清中濃度も、年齢、体重、身長、性別、人種お
よびＢＭＩとの有意な相関関係を有さなかった（すべて、Ｐ＞０．１）。しかし、血清Ｎ
ＧＡＬレベルと血清シスタチンＣレベルは、大いに相関していた（図９）。加えて、ＮＧ
ＡＬも、シスタチンＣも、血清クレアチニン、ｅＧＦＲ（図１０）および測定ＧＦＲ（図
１１）と大いに相関していた。測定ＧＦＲとｅＧＦＲも大いに相関していた（図１１）。
ＧＦＲとＮＧＡＬの相関関係の、ＧＦＲとシスタチンＣの相関関係に対する比較は、統計
学的に有意でなかった（スタイガー検定、Ｐ＝ＮＳ）。残渣分析を行って、種々の予測因
子と測定ＧＦＲとの一致を評価した。平均パーセントと予測値との差は、血清クレアチニ
ンについては３１±４％、シスタチンＣについては３０±２．６％、ｅＧＦＲについては
１８±１．９％、およびＮＧＡＬについては１５±１．０であった。測定ＧＦＲの予測値
の３０％で、次の推定値のパーセンテージも検出された。ＮＧＡＬについては被検者の８
９％、ｅＧＦＲについては８０％、血清クレアチニンについては６６％、およびシスタチ
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ンＣについては５８％。
【０１０９】
　受信者動作特性（ＲＯＣ）分析を図１２および１３に提示する。ＧＦＲ＝６０ｍＬ／分
／１．７３ｍ２のカットオフポイントについて、血清ＮＧＡＬ、シスタチンＣおよびｅＧ
ＦＲはいずれも、すべて卓越したバイオマーカーであり、それぞれ、０．８５、０．８６
および０．９２のＡＵＣを有した。ＧＦＲ＝３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のカットオフポ
イントについて、シスタチンＣ（ＡＵＣ＝０．８９）の正診度は、ｅＧＦＲ（ＡＵＣ＝０
．８９）のものと同様であり、ＮＧＡＬ（ＡＵＣ＝０．７３）よりわずかに良好であった
。種々のＧＦＲレベルでの最高診断効率のＮＧＡＬおよびシスタチンＣについてのカット
オフポイントを表７に示す。
【０１１０】
【表７】

【０１１１】
　研究したバイオマーカーと測定ＧＦＲとの間の関係をさらに調査するために、種々のＣ
ＲＤ期で相関分析を行った。測定ＧＦＲ≧３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２（ｎ＝３０）を有
する患者については、シスタチンＣ（ｒ＝０．４５）、ＮＧＡＬ（ｒ＝０．５２）、血清
クレアチニン（ｒ＝０．７０）およびｅＧＦＲ（ｒ＝０．７２）を含む、検定したすべて
のバイオマーカーに有意な相関関係があった（すべて、Ｐ＜０．０００１）。しかし、測
定ＧＦＲ＜３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２（ｎ＝１５）を有する被検者について、ＮＧＡＬ
は、測定ＧＦＲ（ｒ＝０．６２、Ｐ＜０．０００１）と最もよく相関し、この次にシスタ
チンＣ（ｒ＝０．４１、ｐ＜０．０００１）と相関した。ＣＲＤのこの進行期では、測定
ＧＦＲと血清クレアチニンとの間（ｒ＝０．１２、Ｐ＝０．６６）にも、ｅＧＦＲとの間
（ｒ＝０．２０、ｐ＝０．４７）にも、有意な相関関係がなかった。
【０１１２】
　ｂ．循環ＮＧＡＬはＣＲＤの他の公知バイオマーカーと相関する
　ＣＲＤを有する子供についてのこの研究は、（ａ）高い血清ＮＧＡＬレベルが、特徴と
して存在すること、（ｂ）血清ＮＧＡＬが、血清シスタチンＣ、測定ＣＦＲ、およびｅＧ
ＦＲと密接に相関すること、（ｃ）血清ＮＧＡＬとシスタチンＣの両方が、ＣＲＤの定量
に有用であることがわかること、および（ｄ）ＮＧＡＬが、より低い測定ＧＦＲレベルで
、シスタチンＣおよびｅＧＦＲより性能が優れていることを明示した。
【０１１３】
　ＣＲＤの同定および病期決定のための主たる必要条件は、ＧＦＲの正確な測定である。
この研究では、総合相関分析およびＲＯＣ分析において、シスタチンＣおよびＮＧＡＬだ
けでなく、シュヴァルツの式を用いて算出したｅＧＦＲも機能した。しかし、ＲＯＣは、
特定のカットオフ値での感度および特異性を測定するために有用な方法であるが、研究す
るパラメータの個々のばらつきは測定しない。これは、測定血清クレアチニンとｅＧＦＲ
の両方があまりよく機能しない、より低い測定ＧＦＲ範囲（より高い腎臓障害レベル）の
マーカーとしてのｅＧＦＲについて、特に明らかである。進行した腎不全を有する被検者
ではシュヴァルツ式により腎臓機能が過大評価される場合があることは周知であるので、
これらの結果が予想される。
【０１１４】
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　（ｃ）循環性ＮＧＡＬは、ＣＲＤの最良の総合バイオマーカーである
　本発明者らの被検者において、測定ＧＦＲとの最高の総合的一致は、血清ＮＧＡＬにつ
いて見られた。測定ＧＦＲとの卓越した一致は、より軽いＣＲＤ度を有する患者において
検定したすべてのバイオマーカーについて明らかであったが、ＮＧＡＬは、＜３０ｍＬ／
分／１．７３ｍ２のＧＦＲレベル（進行したＣＲＤ度）ではシスタチンＣおよびｅＧＦＲ
より明らかに機能が優れていた。本発明者らの結果は、血清ＮＧＡＬの決定により、ＣＲ
Ｄにおける、特に、進行したＣＲＤを有する被検者における、腎臓機能不全についての追
加の正確な尺度を得ることができることを示している。
【０１１５】
　好ましい実施形態に関連して本発明を説明してきたが、当業者は、上記明細書を読んだ
後、本明細書に記載の主題に対して様々な変更、等価の置換および改変を行うことができ
る。従って、本発明は、本明細書において具体的に説明するもの以外の方法で実施するこ
とができる。従って、本明細書での保護は、添付の特許請求の範囲およびこれらの等価物
によってのみ制限されると解釈する。
【０１１６】
　本明細書に引用したすべての特許および出版物は、本発明が属する当分野における当業
者のレベルを示すものである。すべての特許および出版物は、個々の出版物各々が参照に
より組み込まれていると具体的におよび個々に示されているのと同程度に、参照により本
明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１１７】
【図１】ＣＲＤ患者の病因別に平均尿ＮＧＡＬレベルを示す図である。
【図２】エンドポイントまで進行した患者におけるＮＧＡＬの対数（ｌｏｇ）および血清
クレアチニンを示す図である。
【図３】エンドポイントまで進行しなかった患者におけるＮＧＡＬのｌｏｇおよび血清ク
レアチニンを示す図である。
【図４】エンドポイントまで進行した患者におけるＮＧＡＬのｌｏｇおよび尿蛋白質対ク
レアチニン比を示す図である。
【図５】エンドポイントまで進行しなかった患者におけるＮＧＡＬのｌｏｇおよび尿蛋白
質対クレアチニン比を示す図である。
【図６】尿ＮＧＡＬについてのカプラン・マイヤー曲線を示す図である。
【図７】尿蛋白についてのカプラン・マイヤー曲線を示す図である。
【図８】尿ＮＧＡＬと腎臓生検材料における間質性線維症パーセントとの間の関連を示す
図である。
【図９】ＣＲＤ患者集団における血清ＮＧＡＬレベルとシスタチンＣレベルの相関関係を
示す図である。
【図１０Ａ】ＣＲＤ患者集団におけるシスタチンＣと血清クレアチニンの相関関係を示す
図である。
【図１０Ｂ】ＣＲＤ患者集団におけるシスタチンＣとｅＧＦＲの相関関係を示す図である
。
【図１０Ｃ】ＣＲＤ患者集団における自然対数（ｌｎ）ＮＧＡＬと血清クレアチニンの相
関関係を示す図である。
【図１０Ｄ】ＣＲＤ患者集団におけるｌｎ　ＮＧＡＬとｅＧＦＲの相関関係を示す図であ
る。
【図１１Ａ】ＣＲＤ患者集団におけるシスタチンＣと測定ＧＦＲの相関関係を示す図であ
る。
【図１１Ｂ】ＣＲＤ患者集団におけるｌｎ　ＮＧＡＬと測定ＧＦＲの相関関係を示す図で
ある。
【図１１Ｃ】ＣＲＤ患者集団におけるｅＧＦＲと測定ＧＦＲの相関関係を示す図である。
【図１２Ａ】６０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについての血清シ
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【図１２Ｂ】６０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについての血清Ｎ
ＧＡＬに関するＲＯＣ分析を示す図である。
【図１２Ｃ】６０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについてのｅＧＦ
Ｒに関するＲＯＣ分析を示す図である。
【図１３Ａ】３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについての血清シ
スタチンＣに関する受信者動作特性（ＲＯＣ）分析を示す図である。
【図１３Ｂ】３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについての血清Ｎ
ＧＡＬに関するＲＯＣ分析を示す図である。
【図１３Ｃ】３０ｍＬ／分／１．７３ｍ２のＧＦＲカットオフポイントについてのｅＧＦ
Ｒに関するＲＯＣ分析を示す図である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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