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研究成果

科学研 究補助 金基盤研究(C)(2)研 究番号第11672302【 ヒ トプロテ

イン1/肺 クララ細胞10kDa蛋 白の病態検査上 の意義 の解明】 は平成1

1-13年 度 に渡 り研究が行われた。

フロテイ ン1(P1)は 、肺 クラ ラ細胞10kDa蛋 白(CC10)
、

uteroglobinと も呼ばれる分子量14 、000ダ ル トンのhomodimer構

造をとる非糖蛋 白質である。肺 クラ ラ細胞、前立腺な どの上皮細胞 にか ら

分泌され、局所の炎症制御 に作用 していると考え られている。

著者はこれまでP1の 生体 内分布、坑炎症作用などの機能、組 織局在な ど
を明 らか にしたが 、分子生物化学的手法を駆使 してP1の 生体機能

、さ ら
には病態検査上の意義を明 らかにす ることを 目的に研 究を進め以下の成果

を得た。 この研究過程で、尿中a2マ イク ログロブ リンの不安定性に関
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与する酵素を同定 した。

1)P1に 対す るモノクローナル抗体 を8ク ローン作 製 し、エ ピトープ解

析か ら病態解析、酵素免疫測定法に至適なクローンを選択 し、P1の 基礎、

臨床研究への新たな道を開いた。すなわちTY-1、2,3,6さ らには

以前作製 した6D7はC末 端 の親水性、TY-5,7,8は 疎水性の高い

領域 を認識 し、TY-5は 結合性、親和性が 高 く単量体P1の 認識でき、

特に組織染色に有 用である。TY-1、2、3を 組み合わせて信頼性の高

い酵 素免疫測定法を新たに樹立した(研 究論文番号1、6、8)。

2)肺 クララ細胞 蛋白(CC10,P1)の 気管支喘息での血清、肺胞洗

浄液 中で はCC10濃 度は低下す る。 これは産生細胞数の減少、産生の低

下による ことを明 らかにした(2、3)。

3)肺 サ ルコイ ドーシスで は、回復 期に肺胞洗浄液 中でCC10濃 度が増

加す る。そ こで、肺胞洗浄液中か ら単核球細 胞が分離 しCC10を 添加す

ると、γインター フェロン産生濃度 が低下 しCC10の 増加が局所の炎症

沈静に作用する可能性が示唆 された(5、6)。

4)酸 性尿中では β2一 ミクログロブリン(β2-m)は 、不安定である。

これに対 してP1は 極めて 安定であ る。そ こで β2-mの 不安定性か らP

1の 安定 性の機序を検索 した。 β2-mで は、尿中に混在するCathepsin

Dが 少な くとも分解 に関与する。P1の 分子上 にはCathepsinDの 切断部

位がないことが、安定性が維持されていると思われる(4、9、10)。

5)Uteroglobinの 遺伝多型(SNPs)の 解析か らG38Aで 日本人健

常者 のgenotypeの 頻度 を定め、、さらにIgA腎 症においては健常者の比べ

38AAが24%と2倍 高 い頻度である ことを見いだ した。最近の研究では

転写量が38AAで 低い ことが示 され、Uteroglobinの 産生低下が相対的な

炎症の増加を導き、IgA腎 症 の有意な疾患感受性に結びつ くと推定される。

現在、健常者で新 しいSNPsを 発 見、肺疾患 との関灘 につ いて も・検

索 を進め新 しい知見 を得ている(7)。

6)未 発表 であるが 、血小板 抑制機能が あ り・生体 内へのCa++流 入を抑

制す る作用 の可能性 が疑われ る。現在 、そ の メカニ ズムを検 索中で ある

(学会発表10)。
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Summary

Currenttopicsarepresentedonfoururinaryproteinsunderinvestigationswith

specialemphasisonimportanceofpreanalyticalsamplingandassay

standardization.Theseoompriseofalbumin,protein1(P1),β2-microglobul血

(β2-m),andTypeIVcollagen.

Microalbuminuriaisanessentialmarkerforearlydiabeticnephropathy.The

authoristryingtoreducethediscrepancyofurinaryalbuminvaluewithvalue

assignmentfromCRM470,BCRinternationalreferencematerial,tocalibratorin

eachassaysystem.Atthesametimenonspecificbindingoftheproteinollur血e

containerswerefound,whichcancausethediscrepancy.Furthermorestructure

ofalbuminbothincalibratorandurineisimportant.

Proteinlisalowmolecularweightnonglycoproteinof14kDaisolatedfrom

pathologicurine.Markedsex-relateddifferencewasnotedinurine,beinghigher

inmalethanfemale.Thisisduetothecontaminationfromprostate.Its

loca囮ionwas制lydemomtrat団withi㎜ 舳st㏄he㎡(瓢s舳g㎝da

RT-PCRmethod.Withthesamemethodstheproteinisdemonstratedtobe

synthesizedinfemaleprostate.

β2-miseasilydegradedinacidurine.Employingvariousimm皿 ㏄he血 副

methodsandanalysesofitsaminoacidsequences,wesuccessfullyidentified

cathepsinDasoneofacidproteasesresponsibleforthedegradation.

UrinarymeasurementoftypeIVcollagenisnowclinicallyunderuseforan

independentmarkerforearlydiabeticnephropathy.Nonspecificelevationwas

observedinurinewithUTI,inwhichmechanismisunderinvestigation.

は じめに

尿は生理、病的状態で、血漿由来のタンパク質、さらには腎尿路泌尿組織

由来で局所で産生される成分などが豊富に存在し、ここから新 しい成分が

数多く分離同定され、医学医療の広い領域で研究、診療に広 く利用されて

いる。しかし、臨床導入前 に精度保証システムに沿った評価検討が必ず し

も十分行われてお らず、ひ とたび検査として導入されると、再評価と改善

の機会が失なわれ幾世代に渡り病態 と検査値 との間に大きなズ レが生じて

いるにも関わらず、放置されている深刻な事態が少なからず存在 している。

地道であるが広範 な標準化活動によ り、これ らの問題 を拾い上 げ解決を与
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えて成果 を挙げてきている。

本稿では、著者が 取 り組んでいる代表的な尿 タンパ ク成分につ いて、特 に

検査前検査、測定標準化 に視点 を置 いて、論 文未発表 のものも含めて研 究

成果 をご紹介 し、尿タンパ ク測定 におけるサ ンプル採 取、保存安定性、測

定標準化 など病態解析 を行 うために、いかに これ らの評価検討が重要か再

認識 していただければ幸いである。

CRM470に よ る尿 アル ブ ミン測 定標準化

尿 中微量 アルブミン測定は糖尿病性 腎症の早期発見、予防、治療に最 も重

要な尿マーカーで ある。腎臓病学会 、糖尿病 学会の合 同委員会 で行った調

査結果で は、測定値が大き くばらつ くことが 明 らかにされた。そ こで、 こ

の原 因を追及 し、 可及的解 決 を与え るため新 たなプロジェク トを臨床化 学

会の専門委員会 に立ち上げ、予備実験を経て17測 定 システム を対象に検

索 を進 めた。種々 の機序 によ り測定 値の乖離 が起きて お り、そ の解決は予

想以上に困難な状 況にある。 これ までの研究 調査結果 で明 らか になった こ

とは、一 般的に放射免疫測 定法は精 度、正確 性に課題 がある、現在臨床 的

に導入されている ものには単点検量測定 システムのものがあ り正確測定 が

なされて いな い、尿サ ンプルの希釈直線性 を欠きperfQrmanceが 不良な

システムが認め られた。さ らには各 キャリブ レーター の表示値 が異なるた

めの測定結果のバ ラツキも疑われ、そこで、血漿蛋白標準化 プロジェク ト、

IFCCワ ー一キンググループ の活動経験を基礎 に、CRM470(IFCC作 製

血漿蛋白測定国際標準品)か ら各システムのキャリブ レーター に値付け し

て、4種 類の患者尿について測定 し、収束の程度を評価検討 した(1、2)。

この結果 、新 しく値付 けされたギャ リブ レー ター使用 は 測定 システム 間

の乖離の縮小に有 用である ことが示 された。細かな問題 として は、システ

ムによっては正確 に値付けがなされ ていない ものがあ る、原因 は不明で あ

るが測定値が高め となるシステムが2シ ステ ム存在 して、いずれ も免疫 学

的挙動に問題がな いことか ら、なん らかの系統誤差を生 じてい る可能性 が

示唆 された。さらに、CRM470自 体を共 通キャリブレー一ターとして使

用す るとさらに乖離が縮小され(統 計学的有意差はない)、 改めて共通キャ

リブ レー ター 、 コ ン トロール利用 による標 準 化 の有用 性 が確認 され た

(Fig.1)o

そ こで、 ヒ ト血 清アルブミン(HSA)を 共通 キャリブ レー ター として患者

尿を測 定 し確認 を試み た。希釈試験で はHSAを 一部 システムで・臨床上
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criticalな濃度範囲で直線性が失われ、やや凸上 となるもの、これ とは反 対

に下垂するものが あり(Fig.2)、 この機序 としてバ ッファーのマ トリッ

クス効果 と容器へ の非特異 的吸着の可能性が疑われ、測定シス テムの本来

の感 度限界都 の鑑別 が難 しく、今後 さ らに詳細 に検 討 予定で ある。 また

HSAを 検討す る過程で、各社キャリブ レーター について も一部SDSで 分

子サイズ を検討 したところ、重合あ るいはフ ラグメン ト化 して、不均一 で

あることが明 らか とな り、検体中の不均一性 も相まって、測定 値のバ ラツ

キを生 じている可能性 も新 たに示されている。 このよ うな問題 があるにせ

よ、HSAを 共通キャリブレーター として利用す ると測定システム間のバ ラ

ッキはさ らに縮小す ることが示されている。

免疫学的測定法の原点に立 ち戻 り、 まず物性 が明 らか に定義づ けされた二

次標準品、あるいはキャリブレーターの作製 が、 これ らの問題 を解決す る

鍵を握 ってお り、新たなプロジェク トを立ち上 げ準備 中である。

尿 プロテイ ン1(P1)一 男性 、女性前 立腺 か らの産 生

著者 らは尿 中か ら不明の成 分を精製 し、一次 構造か らは肺 クラ ラ細胞 と同
一物質で、分子 量14kDaの 非糖蛋 白であ る(3)。 モ ノクロー ナル抗体

の作製か ら酵素免疫測定法 を確立 し、基準範 囲を求めた ところ尿中濃度 は

男性が女性 に比べ圧倒的に高値 となる。そ こでThompson"四 分配尿"法

で採取 したところ、尿中P1の 測定で初尿が高値で漸 減性の変 化を示す こ

とを見 いだした(Fig.3)。 す なわち、生殖 器か ら産生 され 尿道へ分泌局

在 し排尿 によ りwashoutさ れ漸減性を示 したと推定 した。そ こで精漿P1

を測 定 した結果 、 平均1.3㎎/1の 高 濃度 に存 在 す る こ とを見 い だ し

(Table1)、 最終的 に免疫学的組 織染色、RT-PCR法 によ り前立腺か ら

の産生、局在を証明した(4)。

女性については、 四分配尿 で極 めて低値で変 化を示 さなかったが、一例 だ

けわずかに漸増するケースに気づいた。 男性尿中NAG-Bis()zymeの 四分

配尿測定 での経験 か ら、排 尿停止 し採尿す る際の尿道 内圧の上昇が、作用

することがある。局所か らの分泌の可能性 を疑い,直 接、免疫 組織化学的

検索を行 い女性尿道上皮、女性前立腺における局在 を証明し、 この問題 に

解決を与えることができた(Fig.4)(5)。

P1に 限らず精液中にはかなりの濃度の血清蛋白が存在 してお り(Table1)、

また女性 において も生殖器 由来の数多 くの成 分の混在 が問題 とな りうる。

随時尿で尿蛋白に より腎機能 を評価 する場合 にも、局所 を清拭 して初尿 は
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採取せず 、充分な 尿量で洗 い流 した後 に中間尿を採る ことの重 要性を、本

研究か らも警鐘が鳴 らされている。

尿 中 β2一 マ イ クログ ロブ リンの不安定 性

酸性尿 中 β2一 マイクログ ロブリン(β2-m)の 変性の機序 はこれまで

不明であったが、pH,温 度依存性 に作用す ることか ら、混在す る酵素の作

用が これ まで推定 されていた(6)。 アンチ プロテアーゼキ ッ トを用いて

分解変性 を阻止 しできたのがペプス タチンのみであ り、この結 果か ら、尿

中分解酵 素を3種 に絞 り込 み、さらに精製 β2-mを 酸性化尿 に添加 して

Immunoblott3ngで 分解 産物を翻 これ を回収 して、N末 端の一 次構造 を

決定 して切断部位 を確認 した。 この結果、切 断部位か ら精製カテプシンD

である ことが明 らか とな った(Fig.5)。 最 終的 には、精製 カテプシンD

と精製 β2-mの 混合再構 成実験で酸性条件 で行い証 明 した。 カテプシ ン

Dは 分子 量約2-5万(重 合 もある)の 低分子蛋白で ある。従 って異化 は

腎臓 で行われ 、尿 中、血 中動態は β2-mと 殆 ど同一 であ り、常 に β2
-mは 、カテプシ ンDに 曝 され分解 を受け、 尿中β2-mの 変性は、いか

なる条件で も不可避 となる。

今後の課 題 として残されてい るのは、Immunoblottingで 分鰯 性バン ド

が尿中添 加で分子 量1万 、6000,3000が 出現 したのに対 して、精

製 β2-mと カテ プシンDの 直接反応実験で は、後者 で1万 の陽性バ ン ド

が認めて いない。 恐 らくは、精製カテプシンD以 外 の酸性プロテアーゼ が

尿中には存在 し、 同時に分解作用 していると推定され 、現在新 しい分解 酵

素の同定を試みている。

本邦では尿中変性 による蛋 白のunderestimationが 腎臓内科、泌尿器医師

に殆 どに知 られてお らず、 β2-m測 定 も尿 細管機能評価 に用 い られ続 け

てきた。 ようや く、昨年度 日本腎臓 病学会腎機能/尿 蛋白測定検討小委 員

会か ら、尿中安定 性の高い α1一 マイクログロブリンの測定が推奨され る

ようになった(7)。 今後、Cペ プチ ド、HCGな ど臨床的に現在利用 され て

いる成分 について も、検査 前検査の立場か ら、適性を再検討す る必要が あ

る。

尿 中1V型 コ ラーゲ ン

腎糸球体 はメサ ンギウム細胞 な どの細胞成分 とIV型 コラーゲ ン(IV・C)な

どか ら成 る細胞外基質によ って構成 されてい る。糖尿病性腎症 において は

糸球体基 底膜肥厚 、メサ ンギウム領域拡大、尿細管 間質肥厚 という特徴 の
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ある病理学的病変が認め られてお り、これ らは高血糖 によるIV・Cの 産 生

増加が関わっているとされる。

最近、尿中N・C(uW・C)測 定の酵素免疫測定 法にが開発された。uIV・

Cは 分子量が約500kDaと 高分子で あることか ら、疾患 に関連 して過剰産

生され、尿中に排泄 される と考え られ、本症 早期 にお ける腎障害の有無 の

判定が可能になると推論で きる。事実、臨床デ ータ として、uIV・Cは 本

症第一期(尿 中アルブミンがまだ陰性の時期)か ら病 期の進行 とともに有

意 に増大する可能性 も示されている。

uIV・C測 定 は保険収載されて 日常検査 として の利用 が行わ れている。現

在測定システムも含 め再検 討 中であるが、尿 中には複 数のuIV・Cを 分解

する酵素が存在 し、測定システムとの相互作用 により、感染症 な どで測定

値が一 部overestimationし 病態解 析に影響 を与えて いる可能性が明 らか

となっている(未 発表データー)。

おわ りに

検査前検査、あるいは検査に基づく影響因子を詳細に解析して、病態解析、

診断、治療モニターリングなどにお いて臨床検査値が真に価値が発揮され

るよう、尿蛋白測定を一例 に、標準化活動の重要性を示した。臨床的意義

があまりに強調されすぎて、その影 に隠れて、解決すべき問題点が数多 く

陰在していることを、本稿でも再認識していただければ幸いである。
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図 表

Fig.1UrinaryalbuminvalueonCRM470,newlyassignedcalibratorand

conventionalcalibrator

Useofnewcalibratorcontributestothereductionofthediscrepancyinthevalue

betweenassaysystenE・

Fig.2Dilutiontestofhumanserumalb血n(HSA)andthree面ne

Proportionalityislostinthevaluebelow30mg/1,whichisclincallycritical

range.

Fig.3Proteinlvalueinsequentialcollectionfromnormalmales(a)andfemales

(b)(4).

Fig.4L(燃i戯ionofprotein1血femaleprostatebyimmunohistoche㎡ 副

staining(5)

Fig.5Degradedβ2-microglo『bulininacidi血edurine

Degradedproductwithamolecularweightof6,000and3,000aretheproductby

cathepsinD.Theproductwith10,000isbydigestionofanunidenti血edprotease.

TablelSerumproteininseminalplasma

HighconcentrationofserumproteininSelrilnalf【uidmaycausenonspecific

elevationofagivenproteinwhenfirst-streamvoidedurineistakenasasample.
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Fig.4
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