
背 景

( )は主に細胞内のミトコン

ドリアにおいて解糖系と 回路から産生され 生体に

おけるエネルギー供給物質として重要である。特に電解質

やその他の物質の生体内濃度調節について重要な役割を果

たす尿細管細胞では 物質の能動輸送に関与している。

の測定法としては様々なものがあるが 近年は

酸素 マグネシウムの存在下において 蛍の尾部

に存在するルシフェリンがルシフェラーゼという酵素に

よって発光する反応を利用する発光分析法が広く用いられ

るようになってきた。

これまで ルシフェリン-ルシフェラーゼ法を用いた尿

中 濃度測定は尿路感染症の診断法として ～

年代に多数報告されている 。また 腎臓内に存在する

量については各種基質と単離ネフロン各分節内

含量との関連や細胞内 含量と薬剤性腎障害の関連な

どについて検討されており 薬剤性腎障害の結果腎臓内

濃度は著明に減少し それにより腎障害を評価する

ことが可能であると考えられている。しかし 患者の腎臓

内 濃度そのものを測定するのは現実には困難である

ため 尿中遊離 測定の有用性が腎疾患患者の尿を用

いて検討され始めた。現在までに抗腫瘍剤による腎障害

や仮死新生児の尿細管障害の指標としての有用性 が報告
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されている。

しかし 尿中遊離 の測定においては 尿中阻害物

質の影響で偽高値・偽低値が生じやすいこと や 間質性

膀胱炎患者において膀胱上皮から 遊離の増加が認め

られる など 沈 成分の影響を示唆する報告もあり 尿

中遊離 濃度は検体の状態により左右されると考えら

れる。

そこで 今回われわれは 尿中遊離 測定を腎障害

の指標として用いる際の基準値の設定を行い さらに測定

上・保存上の問題点について検討を行った。

対象および方法

基準値の設定

Ａ 対象

日本大学医学部附属板橋病院の外来を受診し 血液生化

学検査において尿素窒素 クレアチニン値が基準範囲内を

示し また随時尿一般検査(定性および沈 )に異常を認め

ない 同意の得られた患者 名(男性 名 女性 名

年齢 ± 歳)を対象とした。なお 尿沈 の分析は

日本臨床検査標準協議会の指針 に従って行った。

Ｂ 測定法

測定試薬は 発光試薬としてルシフェール (キッ

コーマン(株) 千葉)を 検量線作成にはルシフェール

標準試薬(キッコーマン(株) 千葉)を用いた。標準

試薬および尿検体の希釈には の - (日本

凍結乾燥研究所(株) 東京)を用いた。

検体の随時尿は採取後室温で保存し 時間以内に遊離

を測定した。測定は まず - で 倍に希

釈した検体尿 μとルシフェール μとを専用試験

管ルミチューブ(キッコーマン(株) 千葉)内で混和し

秒以内に発光測定器ルミテスター - (キッコーマン

(株) 千葉)に投入して発光量の測定を行った。発光量は

標準試薬を用いて作成した検量線を用いて 濃

度に換算し 希釈倍率を乗じて希釈前の尿中 濃度を

求めた。検量線作成は標準試薬の使用説明書に従って行っ

た。

Ｃ 基準値の設定

測定した尿中 濃度を用い パラメトリック法によ

り基準値の設定を行った。

測定上の問題点の検討

Ａ 対象

日本大学医学部附属板橋病院の外来を受診し 随時尿一

般検査(定性および沈 )の依頼があり 同意の得られた患

者 名(男性 名 女性 名 年齢 ± 歳)を対

象とした。

Ｂ 測定法

測定は - と同様に行った。

Ｃ 同時再現性の検討

対象のうち 尿中 濃度低値例・高値例各 名につ

いて それぞれ 回連続測定を行って同時再現性を調べ

た。

Ｄ 年間変動の検討

対象のうち 血液生化学検査において尿素窒素 クレア

チニン値が基準範囲内であり 随時尿定性および沈 に異

常を示さず かつ尿中 濃度が基準範囲内にあった患

者 名において 年後に尿中 濃度を再測定して年

間変動を調べた。検定には -検定を用いた。

Ｅ 沈 の影響の検討

対象の尿中 濃度を測定後 さらに検体を で

分間遠心した上清を用いて再測定を行い 遠心前の結果

と比較した。また これらの検体を孔径 μ のフィル

ター( - ；

)にて濾過し 再測定を行い遠心前の結果と

比較した。処理前後の比較には -検定を用い ま

た 尿沈 量との関連については 尿沈 量を層別化し

- の 検定を用いて検討した。

Ｆ 保存の影響の検討

対象のうち 名分の検体を °で冷蔵保存し 約

時間後に再度 濃度を測定して冷蔵前後の相関をみ

た。また 名分の検体を－ °で凍結保存し カ月

後に室温で融解して再度 濃度を測定し 凍結前後の

相関をみた。

結 果

基準値の設定

尿中 濃度は自然対数をとることで正規分布化が可

能であった。男女間に有意差は認められなかった。尿中

濃度の基準値は対数表示の ± をとり

× ～ × となった( )。

測定上の問題点の検討

Ａ 同時再現性および年間変動

低・高値検体の変動係数は それぞれ と良

好であった( )。また 腎機能の安定している患者で

は 年間で有意な変動は認められなかった( )。
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Ｂ 沈 の影響

遠心後 上清検体の尿中 値は未処理検体に比較し

有意に低値を示した(＜ )。また フィルター

濾過後検体の尿中 値も 未処理検体に比較し有意に

低値を示した(＜ )。いずれの処理においても
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Urinary ATP(M)

Sample1 Sample2

1 5.22×10 3.07×10

2 4.27×10 2.52×10

3 4.50×10 3.21×10

4 4.90×10 3.45×10

5 4.03×10 3.44×10

6 4.43×10 2.78×10

7 4.50×10 2.81×10

8 4.33×10 2.67×10

9 4.06×10 3.11×10

10 4.24×10 2.65×10

Mean 4.44×10 2.94×10

SD 0.37×10 0.33×10

CV(％) 8.28 11.4

Within-run reproducibility of ATP was

8.28％ in a low-concentration sample,and
 

was 11.4％ in a high-concentration sam-

ple. SD is standard deviation, and CV is
 

coefficient of variation.

-

No significant changes were observed.

ATP concentration was significantly decreased
 

after centrifugation(p＜0.05). Closed circles
 

indicate the samples whose log(ATP concentra
 

tion)decreased over0.4,and the bar on each
 

line is the mean ATP concentration.

-

Reference value should be 1.77×10 ～7.70×10 M

(mean±2SD).



(尿中 値)が 以上低下した群では それ以外の

群と比較して沈 の白血球数および赤血球数が有意に多

かった(＜ )。細菌数やほかの沈 成分につ

いては有意な差は認められなかった。

Ｃ 保存の影響

未処理検体 遠心後上清検体 フィルター濾過後検体の

冷蔵前後における測定値の回帰式および相関係数は それ

ぞれ ＝ － ： ＝ ( ＜ ) ＝ ＋ ：

＝ (＜ ) ＝ ＋ ： ＝ ( ＜ )であ

り いずれも有意な正の一次相関を示した( )。しか

し 未処理検体では測定値の変化がより顕著であった。ま

た 未処理検体 遠心後上清検体 フィルター濾過後検体

の凍結前後における測定値の相関係数は それぞれ

( ) ( ) ( )であり( ) いずれ

の処理においても有意な相関は認められなかった。

考 察

これまでルシフェリン-ルシフェラーゼ法による尿中

濃度測定は 尿路感染症の診断法として 年代よ

り多数報告されている 。また食品衛生の分野でも ル

シフェリン-ルシフェラーゼ法による 測定が細菌の

有無の検索に利用されている 。尿路感染症の診断は 尿

中に存在する体細胞由来 と遊離 を消去したう

えで 細菌内の を抽出して 量の測定を行うも

ATP concentration was significantly de
 

creased after filtration(p＜0.01). Closed
 

circles indicate the samples whose log

(ATP)decreased over0.4,and the bar on
 

each line indicates the mean ATP concen
 

tration.

-

-

( ) .

The amounts of RBC and WBC in urine samples whose ATP concentration decreased were significantly
 

more than those in the samples whose concentration did not decrease(p＜0.05).
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( ) .

The amounts of RBC and WBC in urine samples whose ATP concentration decreased were significantly
 

higher than those in the samples whose concentration did not decrease(p＜0.05).

There were significant positive correlations between the samples before and after refrigeration,but the coefficient of
 

correlation of ATP concentration in samples without preparation were less than in samples with preparations.

There were no correlations of ATP concentration between samples before and after freezing.
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ので この 量は細菌量を反映するため 細菌同定は

できないものの 培養の結果を待たずに尿路感染症の診断

が可能であるとされた。しかし 年代当時は蛍の尾

部から直接ルシフェラーゼを抽出していたため試薬が高価

であり 検査法として普及しなかった。しかし 尿路感染

症の診断では消去されていた遊離 濃度が逆に腎障害

の指標として着目されるようになった。ルシフェリン-ル

シフェラーゼ法を用いた場合 検査手技は検体と と

試薬を混合して測定するだけであり 簡便で同時再現性が

良いこと また 発光量測定に要する時間が正味 秒と

短いことなどが利点である。近年ではルシフェラーゼの遺

伝子がクローニングされて安価なルシフェラーゼが販売さ

れるようになり 実用性も高まったと言える。

らによるネフロン構成細胞内の 局在と産生に

ついての報告では 特に尿細管から集合管にかけての細胞

で 産生が盛んであることや 塩化水銀の投与でこれ

らの細胞の 含量が低下することが明らかになってい

る 。尿中遊離 濃度に関しては 中島らが 前立腺

癌に対してシスプラチンの投与を行った患者の尿におい

て 尿の 分解活性が上昇し 濃度は低下してい

ること および尿中 や尿中β といっ

た従来の尿細管障害の項目と逆相関して変動することを報

告している 。また 仮死新生児においては 尿中

に変動を認めなくても尿中 濃度と 分解活性の

上昇が認められるという報告もある 。よって 尿中遊離

は簡便な尿細管障害の新たな指標として期待される

ようになった。われわれも 糖尿病性腎症の腎症前期から

早期腎症へと移行する時期に尿中 濃度の上昇を認め

ることを報告してきた 。一方 尿では阻害物質の影響が

加わる場合には偽高値・偽低値が生じやすく 日常検査と

しては利用できないという報告 や 間質性膀胱炎患者

では膀胱上皮からの 遊離が増加した結果尿中

濃度が増加するという 尿沈 成分が測定値に影響を与

える可能性を示唆する報告もある。測定の至適温度や

阻害物質の影響については によって検討され

ており 今回のごとく尿を の で希釈し室温

で測定を行えば大きな問題はないと考えられる。しかし尿

沈 の影響に関しては 遠心分離やフィルター濾過によっ

て 濃度が低下する検体が存在することから 無視で

きないと考えられる。遠心分離やフィルター濾過によって

濃度が低下する検体では尿沈 中の白血球と赤血球

が有意に多かったが 他の沈 成分には有意な差は認めら

れなかった。このような検体では測定過程で白血球や赤血

球に含まれる が遊離している可能性があるため 尿

沈 中に白血球や赤血球が多く含まれる検体では尿中

濃度の結果の解釈に注意が必要であると考えられた。

臨床検査室では 検体の冷蔵・冷凍保存が可能か否かは

重要な問題である。冷蔵保存については 遠心分離やフィ

ルター濾過後の検体では冷蔵前後で良好な相関を示したこ

とから やはり沈 が測定に影響を及ぼすと考えられ 尿

沈 が多く含まれる検体の冷蔵保存は避けるべきであると

思われた。また 凍結保存についてはすでに中島らが

－ °で凍結保存した検体を用いて基準値の設定を行っ

ている が 今回われわれが検討した新鮮尿における基準

値はより低値となった。また 沈 の除去後に凍結保存し

ても凍結前との相関が不良であったため 検査として実用

するには冷凍は避けるべきであると考えられた。

尿中遊離 濃度はいまだ臨床的意義が確立していな

いが 今後各種の腎疾患において検討を行い その有用性

について検証する必要がある。

結 論

生物発光を用いた尿中 濃度測定は短時間で施行で

き再現性も良いという点で 新しい腎障害のマーカーとし

て簡便な検査となりうる。しかし 尿沈 特に白血球・

赤血球の存在によって偽高値を示す可能性があり これら

の沈 を多く含む検体では結果の解釈に注意が必要と考え

られた。また 未処理検体の冷蔵保存や冷凍保存は避け

検体採取後なるべく早期に沈 を除去して測定すべきであ

ると考えられた。
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