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IgA腎症の早期発見を目的とした尿蛋白電気泳動による解析
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Summary　Early stage of kidney disease and mild kidney injury may go undetected in urinary 

protein test papers with a negative or (∓) result. We analyzed urinary proteins in tests with negative 

or (∓) results on urinary protein test paper using cellulose acetate electrophoresis (CAE) and 

urinary protein analysis software. The result of this assay enabled classification of urinary protein 

patterns into glomerular, tubular, and mixed.

　Next, we aimed to detect specific urinary proteins in the case of negative or (∓) results on 

urinary protein test papers for the early detection of IgA nephropathy (IgAN) using sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western blotting (WB). There 

was a significant difference between the percentage of high molecular weight (>66 kDa) albumin 

fractions in patients with IgAN and individuals with healthy kidneys.

　Analysis of urinary proteins using CAE may be useful for early detection of damage to kidneys. 

Moreover, analysis of the high molecular weight albumin fraction (%) using SDS-PAGE and WB 

may be useful for early detection of IgAN.
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Ⅰ．緒言

　慢性腎臓病（chronic kidney disease: CKD）は
2002年に米国腎臓財団から発表された疾患の概
念1）であり、腎臓の機能が徐々に低下していく
様々な腎臓病の総称である。慢性的に腎障害を
きたす代表的な疾患には、糖尿病性腎症、IgA

腎症、腎硬化症などがあり、これらは末期腎不
全にまで進行する疾患である。初期の段階の
CKDでは、自覚症状を伴わない場合が多いた
め、早期発見や早期治療により効果的に進行の
防止を図ることができるといわれている。また、
CKDの重症度は、腎機能、尿蛋白（アルブミ
ン尿）による分類で評価されており、早期の段
階で的確に腎疾患を発見するには尿蛋白（アル
ブミン）の検査が重要である2）。
　腎疾患の検査法には、スクリーニング検査で
は尿蛋白試験紙法が行われ、確定診断には、血
液検査、尿蛋白定量検査、画像診断、腎生検な
どが行われることが一般的である3）。検査法の
中には患者の負担が大きいものもあり、とくに
腎生検は出血などの合併症が起こりやすく、入
院や長時間の床上安静を必要とするなど、患者
にとって侵襲の大きい検査法である。スクリー
ニング検査の試験紙法は、簡単で迅速に多くの
検体から異常をふるいわけられることが可能で
あるため、早期に腎疾患を発見することに有用
である。しかし、試験紙法は多種類存在する尿
蛋白の中でもアルブミンを特異的に検出するた
め、アルブミン以外の蛋白を排出している腎障
害を見逃している可能性が考えられる4，5）。また、
早期の腎疾患では蛋白の排出が微量であるた
め、尿蛋白試験紙法では陰性（－）あるいは疑
陽性（±）という結果となり、検出には限界が
ある6）。
　CKDの代表的な疾患であるIgA腎症は、何ら
かの原因により腎臓の糸球体にIgAが沈着する
ことにより腎障害を生じる疾患である。IgA腎
症は最も高頻度な糸球体腎炎で、わが国に高率
に認められ、末期腎不全から透析療法に導入さ
れる代表的な原因疾患としてあげられている。
　IgA腎症の発見の動機は、学校検診や職場検
診における検尿で尿潜血・尿蛋白陽性と偶然に
発見され、無症候性血尿・蛋白尿と臨床診断さ
れるものが大多数を占める。この検尿異常の発

見を契機に腎生検がなされることから、IgA腎
症診断のためには検尿は必須である。現在の一
般的な尿検査において、IgA腎症に特異的な所
見はなく、確立したIgA腎症の尿バイオマーカ
ーもないといわれている。IgA腎症は腎生検に
よってのみ診断されるが、一般に蛋白尿の増加
が腎予後と関連するため、近年では、尿蛋白定
性検査で（2+）程度の持続、1日尿蛋白量が0.3

～ 0.5g以上の場合に腎生検を施行することが望
ましいとされている。しかし、検診の検尿での
尿異常出現から腎生検までの期間が長くなる
と、罹病期間に応じて尿蛋白量や血圧が上昇し、
さらに糸球体・間質病変が悪化することが報告
されている。また、軽度のIgA腎症では自然寛
解することがあり蛋白尿が陰性となることがあ
るといわれている7）。よって、尿蛋白の定性・
定量検査では、疾患の発見また診断の確定が遅
れる可能性がある。
　本研究では、尿蛋白試験紙法から得られた結
果が（－）あるいは（±）であった検体につい
て、セルロースアセテート膜電気泳動後に銀染
色法を行い、得られた尿蛋白分画パターンの差
異から腎障害との関連性について解析する。ま
たCKDのうち、最も高頻度な糸球体腎炎とさ
れるIgA腎症の患者の尿蛋白の中で、尿中に最
も多く排出される蛋白質であるアルブミンにつ
いてSDS-PAGE法を用いて解析することで、
IgA腎症患者の簡便かつ早期発見ができるマー
カーをみつけることを目的とする。

Ⅱ．対象

　日本医科大学付属病院小児科腎臓外来を受診
して尿検査を受けた患者のうち、患者および（ま
たは）保護者（代諾者）による文書同意を得ら
れた患者のうち尿蛋白試験紙法で陰性（－）ま
たは疑陽性（±）であった40名（男性17名、女
性22名、不明1名、平均年齢13.1歳）の随時尿
を用いた。患者の性別は不問で治療内容や基礎
疾患は問わないが、医師が試験参加に不適切と
判断した患者は除外した。検体は対象者が受診
時に持参した早朝尿あるいは来院時尿の余剰検
体で、これらの検体は測定まで－80℃で保存し
た。本研究は日本医科大学付属病院倫理委員会
の承認を得たのち、埼玉県立大学倫理委員会（受
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付番号27509号）の承認を得て実施した。

Ⅲ．方法

1）尿蛋白スクリーニング検査
　対象者から尿蛋白試験紙法で（－）または（±）
である患者を抽出するために、尿試験紙ウロペ
ーパーⅢ ʻ栄研ʼ（栄研化学（株））を用いて尿
蛋白の定性検査を行った。

2）  セルロースアセテート膜（セア膜）電気泳
動法

　スクリーニング検査で（－）あるいは（±）
である尿蛋白についてセア膜電気泳動法を行っ
た。セア膜（ADVANTEC SELECA-VSP,（株）
常光）に、アプリケータ10（（株）常光）を用
いて尿を塗布した。泳動バッファーにはベロナ
ール緩衝液（pH 8.6，イオン強度0.06）（（株）
常光）を用いた。泳動条件は、膜幅1 cmあたり
0.6 mAの定電流で40分間泳動した。蛋白分画マ
ーカーには標準血清（分画トロール,（株）常光）
を生理食塩水で400倍希釈したものを用いた。
泳動後、高感度銀染色液キット（（株）常光）
を用いて銀染色で検出した。

3）腎障害部位の分類
　セア膜電気泳動法で分離した尿蛋白分画パタ
ーンの差異から腎障害と尿蛋白の種類との関連
を解析するため、尿蛋白質病態解析ソフト8，9）

（（株）常光）を用いて、尿蛋白分画パターンを
糸球体障害型、尿細管障害型、混合型、その他
の4つの障害型に分類した。

4）  SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法
（SDS-PAGE）
　Laemmli法10）に基づき、ゲルは濃度12.5％均
一ゲルで自製したものを用いた。試料は、濃度
調整した尿検体と、0.25 Mトリス塩酸 （pH 6.8）
‐5.2％ SDS-50％グリセロール‐0.2％ BPB溶液
を5：2の割合で混和したものを用いた。なお尿
検体の蛋白濃度調整は尿中総蛋白量（TP）が
10 mg/dlとなるように生理食塩水で希釈または
検体量を調整した。TPの測定は、マイクロTP

テストワコー（和光純薬工業（株））を用いて
用手法11，12）で行った。

　泳動条件は、ゲル1枚につき20 mAの定電流で
通電し蛋白を分離した。泳動終了後の蛋白染色
は、銀染色Ⅱキットワコー（和光純薬工業（株））
を用いて銀染色を行った。分子量マーカーには
Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit 

for SDS Electrophoresis （GE Healthcare） を用い
た。

5）  ウェスタンブロッティング法によるアルブ
ミンの検出

　SDS-PAGEで分子量の違いにより分離したゲル
中の蛋白からアルブミンを検出するため、1cm2あ
たり2.0 mAの定電流で60分間通電しポリビニリ
デンジフルオライド（PVDF）膜（クリアブロッ
ト･Pプラス膜, アトー（株））に転写した。転写後
の膜上のアルブミンの検出には、EzBlock Chemi 

（アトー（株））でブロッキングした後、1次抗体
としてPolyclonal Rabbit Anti-Human Albumin 

（Dako）を4000倍希釈したものを用いて60分間反
応させ、洗浄後、2次抗体としてPolyclonal Swine 

Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP （Dako）を2000

倍希釈したものを用いて60分間反応させた。抗
体の希釈には0.05％ Tween20-リン酸緩衝液
（pH 7.4）を用いた。発色は0.02％ 3，3ʼ -ジアミ
ノベンチジン-4塩酸塩（DAB）、0.02％ H2O2を含
んだ0.05％ Tween20-リン酸緩衝液を用いてアル
ブミンバンドを検出した。ウェスタンブロッティ
ング用の分子量マーカーには、Precision Plus 

Protein Standards Kaleidoscope （BIO-RAD）を用
いた。

6）  デンシトメトリーによるアルブミンの分子
多様性

　自然乾燥させたウェスタンブロッティング後
のPVDF膜をイメージスキャナー（GT-S640, 

EPSON）で取り込み、ImageJ （NIH）を用いて
デンシトメトリーを行った。バンドの濃淡から
割合を測定できるデンシトメトリーを行うこと
により、ウェスタンブロッティング法で検出し
たバンドから各分子量のアルブミンの割合（分
画（％））を求めた。

Ⅳ．結果

1）尿蛋白試験紙法



－ 156 －

生　物　試　料　分　析

　対象患者40例のうち、尿蛋白試験紙法による
スクリーニング検査で（－）を示した検体は12

例、（±）を示した検体は28例であった。 

2）セア膜電気泳動法による泳動パターンの検出
　対象の尿検体40例について、セア膜電気泳動
法を行い蛋白分離後に銀染色で蛋白染色を行っ
たところ、アルブミン分画だけでなく、標準血清
と同様のパターンであるα1-グロブリン（α1-G）
分画、α2-グロブリン（α2-G）分画、㌼-グロブ
リン（㌼-G）分画、γ-グロブリン（γ-G）分画
が検出された。また、標準血清とは異なった
slow α2-G分画、slow ㌼-G分画などのグロブリ
ン分画にも濃度の淡いバンドがみられ、様々な
泳動パターンが検出された（Fig. 1）。

3）  尿蛋白質病態解析ソフトを用いた腎障害部
位の分類

　セア膜電気泳動法から得られた40例の多様な

泳動パターンについて、尿蛋白質病態解析ソフ
トで腎障害部位の分類を行ったところ、糸球体
障害型が9例（22.5％）、尿細管障害型が8例
（20.0％）、混合型が1例（2.5％）、その他が22例
（55.0％）であった（Table 1）。糸球体障害型に
はIgA腎症、ネフローゼ症候群などの臨床診断
がなされていた。また尿細管障害型には尿細管
間質性腎炎やぶどう膜炎など、混合型にはネフ
ローゼ症候群、その他には腎障害がみられない
患者や紫斑病性腎炎、ネフローゼ症候群などの
臨床診断がなされていた。またその他には尿蛋
白試験紙結果が（－）、（±）ということもあり、
診断がまだ確定していない検体もあった。

4）SDS-PAGEによる尿蛋白分画
　IgA腎症に特異的に排出される尿蛋白を解析
するため、尿蛋白質病態解析ソフトにより糸球
体障害型と分類された9例のうちIgA腎症と診
断されている患者6例と、対照群として医師に

Fig. 1 Urinary protein fraction of patients with negative or (±) result of urinary protein test 

paper using cellulose acetate membrane electrophoresis

 M: standard serum (Protein fraction marker)

 No. 1-4: Negative result of urinary protein test paper 

 No. 5-8: (±) result of urinary protein test paper 

Table 1 The type of kidney injury in patients with a negative or (∓) result on urinary 
protein test paper
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より腎障害がないと判断され、その他に分類さ
れた患者5例の計11例について、TP濃度を均一
にしてSDS-PAGEを行った。その結果、IgA腎
症患者と腎障害がない患者に共通して66 kDaの
バンドが濃染され、ほかに分子量の違いによる
多数のバンドが検出された。IgA腎症患者と腎
障害がない患者の尿蛋白分画を比較したとこ

ろ、IgA腎症患者の尿では66kDaの分画が濃く、
さらに66kDaより高分子分画ではバンドが濃染
された（Fig. 2）。

5）  ウェスタンブロッティング法によるアルブ
ミンの分子多様性

　ウェスタンブロッティング法からIgA腎症患

Fig. 2 Urinary protein fraction using SDS-PAGE in result of urinary protein test paper 

 MW：Molecular weight marker 

Fig. 3 Detection of urinary albumin using western blotting method 

 MW：Molecular weight marker
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者および腎障害がない患者のアルブミンを検出
した結果、主たるバンドである66 kDaのバンド
が検出された。また、66 kDaより高分子分画お
よび低分子分画にバンドが検出される検体があ
った（Fig. 3）。そこで、ウェスタンブロッティ
ング法で得られたアルブミンの3つの分画につ
いて、ImageJ （NIH）を用いてデンシトメトリ
ーを行った。IgA腎症患者と腎障害がない患者
のデンシトメトリー像を比較した代表例をFig. 

4に示す。さらに、デンシトメトリーから得ら
れたアルブミンの分画（％）をまとめた結果、
IgA腎症患者と腎障害がない患者を比較する
と、IgA腎症患者では主バンド66 kDaのアルブ

ミンは80.4±10.0％、高分子分画のアルブミン
が14.2±3.9％、低分子分画のアルブミンが5.5

±9.4％であった。一方、腎障害がない患者では、
66 kDaのアルブミンが88.3±12.9％、高分子分
画のアルブミンが4.4±3.5％、低分子分画のア
ルブミンが7.3±13.5％であった。この結果につ
い てIBM SPSS Statistics 21 （IBM） を 用 い て
Mann-WhitneyのU検定を行ったところ、IgA腎
症患者は、腎障害がない患者に比べて高分子分
画のアルブミンの出現が有意に高値であった
（P＜0.01）。66 kDaの主バンドと低分子分画の
アルブミンでは、有意な差はみられなかった
（Table 2）。

Fig. 4 Analysis of the molecular diversity of albumin 

 ① : Higher molecular weight albumin than 66 kDa 

 ② : Albumin of 66 kDa 

 ③ : Lower molecular weight albumin than 66 kDa

Table 2   Comparison of urinary albumin fraction (%)



－ 159 －

生物試料分析　Vol. 41, No 3 (2018)

Ⅴ．考察

　健康診断や学校検尿で尿蛋白試験紙法の結果
が（－）の場合、さらなる検査は行われない13）。
しかし、尿蛋白試験紙は検出の特性としてアル
ブミンに特異的に反応し、グロブリンの種類の
蛋白には反応しないため、尿中アルブミン濃度
が低くグロブリンの蛋白であるベンスジョーン
ズ蛋白（BJP）が排出されている場合や尿細管
障害により㌼2-ミクログロブリン、α1-ミクログ
ロブリンなどが排出されている場合は、尿蛋白
試験紙の結果は（－）になる可能性が高いと言
われている4，5）。そこで、本研究では尿蛋白試験
紙結果が（－）や（±）の患者において、アル
ブミン以外にどのような尿蛋白が存在している
かを確認するため、蛋白の種類を1回の検査で
分離できる電気泳動法を用いた。なかでもセア
膜電気泳動法は臨床検査の分野で行われている
蛋白の種類の検出方法であるが、主には、血清
蛋白分画を行うための検査方法である。そのた
め検出感度が低く、血清よりもかなり蛋白濃度
が低い尿の蛋白分画はそのままでは検出が難し
いと報告されている14）。また、尿を濃縮し、尿
蛋白濃度を増大させセア膜電気泳動を行ってい
る報告15）もあるが、濃縮作業の時間や手間がか
かり、また蛋白が変性するという問題点があっ
た。先行の論文では、尿のような蛋白濃度の低
い試料でもセア膜電気泳動法により、高感度な
染色液である銀染色液を用いることで健常者尿
や様々な疾患尿に応用してきた16-20）。本研究で
は、尿蛋白試験紙結果が（－）や（±）の患者
においてもこの銀染色液を用いることで、セア
膜電気泳動法により様々な尿蛋白分画を検出す
ることができた。
　しかし、セア膜電気泳動法の泳動像のみでは
腎疾患や腎障害を予測するのは非常に困難であ
った。そこで、我々が以前開発した尿蛋白質病
態解析ソフトを用いることで、セア膜電気泳動
法の泳動像から糸球体障害型、尿細管障害型、
混合型、その他の4つの障害型に分類すること
を可能とした。その結果、本研究では、尿蛋白
質病態解析ソフトの解析から、尿蛋白試験紙結
果が（－）や（±）であるにもかかわらず、40

例の検体を糸球体障害型9例、尿細管障害型8例、
混合型1例、その他22例に分類できた。糸球体

障害型に分類された検体は、臨床診断がされて
いるIgA腎症やネフローゼ症候群の患者であっ
たため、障害型と一致していたと考える。尿細
管障害型に分類された検体中には、尿細管間質
性腎炎やぶどう膜炎、尿中㌼2-ミクログロブリ
ンが上昇している患者の検体があり、この結果
もグロブリン分画の増加が判明した症例と一致
していた。3つの障害型に分類できなかった検
体は、腎障害がない例や尿蛋白分画のピークが
検出されなかった例であり、腎臓にほとんど障
害部位がみられないと考えられる。
　我々は、尿蛋白質病態解析ソフトを用いて、
予後が良好とされている起立性蛋白尿の解析を
した結果、糸球体障害型や尿細管障害型と判定
されたと以前報告した21，22）。つまり障害型の分
類だけでは詳細な腎疾患は判断できないと考え
られる。そこで、糸球体障害型と判定された検
体の中で、IgA腎症患者の尿中の蛋白について
SDS-PAGEを用いて解析を試みた。IgA腎症患
者の尿では、分子量の違いによる様々な蛋白バ
ンドが検出され、IgA腎症患者の尿中には多く
の蛋白が存在していることが分かった。本研究
では尿中に最も多く排出される蛋白であるアル
ブミンに着目した。健常者の尿に排出されてい
るアルブミンはSDS-PAGE から66 kDaであると
報告23）されているが、今回IgA腎症の検体およ
び、腎障害がない検体においても66 kDaのアル
ブミンが尿中に排出されていることが共通して
確認できた。さらに、IgA腎症患者のアルブミ
ン分画について検討したところ、腎障害がない
患者にはほとんどみられない66 kDaより高分子
分画のアルブミンが検出された。これは、IgA

腎症による腎障害が起こったことによりアルブ
ミンが重合した結果、高分子分画に検出される
のではないかと考えられる。このことについて
は、IgA腎症患者と心血管疾患患者の尿中アル
ブミンの分子多様性について報告されている研
究の中で、IgA腎症ではアルブミンの分子がい
くつか重合したタイプのダイマー、トリマー、
テトラマーといった高分子になることが報告24）

されていることからも推定できる。しかし、そ
の報告で用いられている対象の検体は、高齢者
も含む40～ 70歳代の尿であることから、IgA

腎症以外にも高血圧や糖尿病などの疾患を併発
していたり、内服治療中の患者も含まれている
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ため、IgA腎症による腎障害のみの影響でアル
ブミンが高分子化されているかどうかは不明な
点がある。本研究では、加齢や生活習慣病、内
服など、結果への影響を否定しえない因子を除
外できる小児科受診患者を対象としたことによ
り、IgA腎症患者において尿中アルブミンが高
分子化することを見出すことができた。このこ
とは新たな知見であると考える。

Ⅵ．結論

　尿蛋白試験紙結果が（－）や（±）の患者、
尿蛋白濃度が低く診断が未確定な患者において
もセア膜電気泳動法と尿蛋白質病態解析ソフト
を用いることにより腎障害型を分類できること
は、腎疾患の早期発見、早期治療を可能とし、
現在増加の一途をたどる透析患者数を減らすこ
とに寄与できるのではないかと考える。
　また、尿蛋白試験紙結果が（－）や（±）の
IgA腎症患者の尿中に高分子分画のアルブミン
が検出されたことから、尿中の高分子分画のア
ルブミンを検出することがIgA腎症の早期発
見・早期治療につながるのではないかと考える。
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