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96穴プレートを用いた簡便な 
尿中Tamm-Horsfall Protein (THP) の測定法の検討
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Summary　Tamm-Horsfall protein (THP) is primarily synthesized in the thick ascending limb of 

the loop of Henle and is the most abundant protein in human urine. THP is excreted at an average 

rate of 50–100 mg/day. Deviations from this level of urinary excretion is an indicator of various 

clinical conditions and diseases. THP is generally measured by an ELISA-based method, which 

suffers from limitations including inaccuracy due to protein aggregation and high reagent costs. 

Herein, a simple method to measure THP using cost-effective reagents and a 96-well micro-plate 

was developed. The average within-run CVs were 4.5–9.6 % (n = 10). The correlation between the 

values obtained using the newly developed method (y) and conventional HPLC methods (x) was: y 

= 1.057x -5.702 (r = 0.978, n = 35). Thus, this novel method will be useful for further studies to 

clarify the clinical significance of THP.
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Ⅰ．緒言

　日本における慢性腎臓病（CKD）の患者数は、
1,300万人にものぼると推定1）され、現在の患者
数も微増傾向であると予想されている。CKD

は早期発見により進行予防および治療が可能で
あり、そのためにも早期腎症発見のためのスク
リーニング検査が非常に重要である。スクリー
ニング検査における尿蛋白検査は、主に尿中ア
ルブミンを対象としており、尿細管障害由来の
蛋白の検出は難しい。CKDの病態ステージの
分類基準の1つに、糸球体濾過量（GFR）が用
いられている1）。このGFRの測定にはイヌリン
クリアランスを用いた方法が国際的な標準とさ
れているが、実測そのものが高価・煩雑である
ため住民検診レベルでは測定が困難である。そ
のため、我が国では年齢、性別および血中クレ
アチニン値から算出される推定糸球体濾過量
（eGFR）が主に用いられる。しかし、個々の体
格差や筋肉量の影響を受けるため正確に算出す
ることが困難な場合やクレアチニンの一部が尿
細管から再吸収されることからGFRを過大評価
しているとする報告2）もある。的確にCKDの病
態を把握するためにも、年齢や個体差により影
響を受けない新たな腎機能評価マーカーの検索
が早期に求められている。
　このような現状の中、eGFRが低下した患者
において、数ヶ月以内に尿中に多数の異常円柱
が出現するという報告3）がある。異常円柱の出
現は、尿細管腔内において尿の長時間の停滞・
再流を意味し、その種類および出現数を観察す
ることで腎機能低下の程度を把握できる。よっ
て出現する尿中円柱を観察することで早期に腎
機能障害を見出す事が可能であるが、全ての尿
検体を鏡検し観察することは現実的に困難であ
る。しかしながら、尿円柱の出現を簡便かつ迅
速にとらえる事が可能となれば、早期腎症が疑
われる患者をより早い段階でスクリーニング
し、さらなる検査・病態把握・治療へと導くこ
とが可能ではないかと考えた。そこで我々は、
円柱の主な基質成分であるTamm-Horsfall 

protein（THP）に注目した。
　現在、尿中THPは、主にEnzyme-Linked 

Immunosorbent Assay（ELISA）などの免疫学的
測定法で測定されているが、この方法は操作が

煩雑であり、測定に長時間を要する。加えて抗
体などを用いるために測定試薬が非常に高価で
ある等の問題を有している。さらに免疫学的測
定法では、THPの重合・凝集の性質により抗原
抗体反応が阻害され、THP濃度を正確に測定す
ることは難しい。そこで当研究室の秋本は、高
速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた
測定法を開発・報告4）した。この方法は、THP

凝集の影響を受けにくく、安価な測定法である
が、前処理の操作に加え1検体あたりの測定時
間が一時間弱かかることから多検体を短時間に
処理することが難しい。そこで今回、安価な試
薬である硫酸アンモニウム、塩化ナトリウムを
用いて尿サンプルを前処理し、THPのみを分離
後、96穴プレートを用いて定量するという安価
で簡便なTHP測定法の確立を試みたので報告す
る。

Ⅱ．材料と方法

1．試薬・材料
1）塩析分離－プレート測定法
　硫酸アンモニウム、Ethylenediamine-N,N,N’, 

N’-tetraacetic acid, disodium salt, dihydrate 

(EDTA・2Na)、2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-

propanediol (Tris)、ドデシル硫酸ナトリウム
（SDS）は富士フイルム和光純薬（株）より、
塩化ナトリウムはナカライテスク（株）より
購入した。
2）HPLC法
　アセトニトリル（>98 %，高速液体クロマ
トグラフィー用）は関東化学（株）より、ギ
酸（99 %、高速液体クロマトグラフィー用）
は富士フイルム和光純薬（株）より購入した。
3）標準物質
　THP標準物質は健常人のプール尿から
Francaら5）による珪藻土を用いた精製法を改
良し、あらかじめ蓄尿時に0.58 mol/Lの塩化
ナトリウムを添加した方法により精製した。
精製したTHP溶液は、精製水に対して1晩透
析を行い、脱塩した後にエバポレーターにて
乾燥を行い、-80℃で保存した。珪藻土はナ
カライテスク（株）より購入した。
　精製したTHPの純度の確認のため電気泳動
（Sodium Dodecyl Sulfate-Poly-Acrylamide Gel 
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Electrophoresis；SDS-PAGE）を行った。泳動
する検体とサンプルバッファー（0.125 mol/L 

Tris-HCl（pH 6.8）、4% SDS、20% グリセロ
ール、0.01% ブロモフェノールブルー、10 % 

β-メルカプトエタノール）を等量混合し、
100℃で5分間還元処理した後、還元処理され
た検体量に対して10 %（v/v）となるように1 

mol/Lのヨードアセトアミドを加えた。市販
の12.5 %ポリアクリルアミドゲル（アトー
（株））を用いて各レーンに検体を10μL、分
子量マーカーを5μLアプライし、Laemmli 6）

の方法に準じ、15 mAで30分、その後30 mA

で90分間電気泳動を行った。電気泳動後のゲ
ルは、銀染色キットIIワコー（富士フイルム
和光純薬（株））を用いて添付文書に従い染
色を行い、THPの単一バンドを確認した。
4）各種蛋白の影響試験
　THP以外の蛋白の影響を確認するために使
用したアルブミンはAlbumin from human 

serum、γグロブリンはγ-Globulins from 

human blood、α,β-グロブリンはGlobulins 

Cohn fraction Ⅳであり、いずれもシグマアル
ドリッチより入手した。
5）分析検体
　相関試験に用いた尿検体は、九州大学病院
検査部にて保管された外来・入院患者尿（14

検体）および健常者ボランティア尿（21検体）
を用いた。本研究は九州大学倫理審査委員会
の承認を得て行った（許可番号：28-479）。

2．測定機器
1）塩析分離-プレート測定法
　EnSightマルチモードプレートリーダー（パ
ーキンエルマー（株））を用いた。96穴プレ
ートは、蛍光測定用黒色プレートH（住友ベ
ークライト（株））を用いた。 

2）HPLC法
　日立高速液体クロマトグラムLachrom Elite

（日立ハイテクノロジーズ（株））システムの
L-2130形ポンプ、L-2200形オートサンプラ、
L-2300形カラムオーブン、L-2480形蛍光検出
器を用いた。分離カラムにはCOSMOSIL 

5C18-MS-IIカラム（4.6 I.D.× 250 mm、ナカ
ライテスク（株））を使用した。
3）標準物質の精製
・THPの精製
　高速遠心機は、高機能高速冷却遠心機 

Avanti HP-26 XP（BECKMAN COULTER（株））
を用いた。エバポレーターは、Centrifugal 

Evaporator CVE-2000型（東京理化器械（株））
を用いた。
・電気泳動
　泳動用ゲルは、e-PAGELミニゲルサイズ既
製ゲル12.5%（アトー（株））を用いた。

3．分析条件
1）塩析分離－プレート測定法
　サンプルに対し、前処理試薬（終濃度15%

（v/v）飽和硫酸アンモニウム、72.5 mmol/L塩
化ナトリウム）をサンプルと等量加えた後、

Fig. 1   Principles of the separation and the measurement method for THP
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室温で10分間振盪した。20,000 gで10分遠心
した。上清を捨て、沈殿物にサンプル量と等
量の精製水を加えた。沈殿となったTHPを完
全に溶解させた後、再び前処理試薬を加え、
同様の操作を繰り返した。最後に沈殿となっ
たTHPをTSE緩 衝 液（10 mmol/L Tris、1 

mmol/L EDTA、1%（w/v）SDS、pH 8.8） に
て溶解させ、96穴プレートを用いて、Ex/Em 

= 280/325 nmにて検出した（Fig. 1）。標準液
には10、20、40 mg/L 精製THP溶液を用いた。
これら3濃度のTHP溶液をサンプルと同様の
前処理を行った後、蛍光強度を測定し、3点
の回帰直線を求め、これを検量線とした。 

2）HPLC法
　サンプルの前処理および分析までの作業工
程は秋本4）の方法に従った。手順を要約する
と、サンプル800μLに対し0.58 mol/L塩化ナ
トリウム溶液を200μLを加え撹拌後20,000 g

で10分間遠心した。上清950μLを捨て、沈
殿物に750μLの精製水を加え完全に溶解さ
せ測定試料とした。溶離液には、溶離液A：
精製水 + 0.12 %（v/v）ギ酸、溶離液B：アセ
トニトリル + 0.12 %（v/v）ギ酸を用いた。
溶離液のグラジエント条件はTable 1に示すと
おりである。検出波長はEx/Em = 280/325 

nm、流速は1.0 mL/min、カラム温度は25℃、
サ ン プ ル 注 入 量 は10μL、 カ ラ ム は
COSMOSIL 5C18-MS-IIを用いた。標準液と
して90 mg/L 精製THP溶液を段階希釈し、サ
ンプルと同様の前処理を行った後、各濃度に
おける蛍光強度ピーク面積をもとに検量線を
作成し、サンプルの濃度算出に用いた。

4．基本性能試験の検討方法
1）同時再現性、日差再現性
　同時再現性は、低濃度、中濃度である2種
類の尿検体を10重測定し評価した。日差再現
性は、低濃度、中濃度、高濃度の3種類の尿
検体を3重測定し、これを5日間測定し評価し
た。
2）直線性
　200 mg/L THP溶液を10段階希釈し、それぞ
れ3重測定を行い評価した。
3）添加回収試験
　健常人プール尿9容に200、400 mg/L THP溶
液および精製水1容を添加した。これら3種類
の尿検体のTHP濃度を2重測定し、プール尿
への添加量に対する回収率を評価した。
4）検出限界
　10 mg/L THP溶液を10段階希釈し、それぞ
れ5重測定を行った。検出限界は、± 2SD法
により評価した。
5）THP以外の蛋白の影響
　100 mg/L THP溶液と精製水、100 mg/L γ-

グロブリン、100 mg/L α,β-グロブリン、
100 mg/L アルブミン溶液をそれぞれ1：1で
混合させ、50 mg/L THP + 精製水、50 mg/L 

THP + 50 mg/L γ-グロブリン溶液、50 mg/L 

THP + 50 mg/L α,β-グロブリン溶液、50 mg/

L THP + 50 mg/L アルブミン溶液の4種類のタ
ンパク混合溶液を作成した。これら4種類の
蛋白混合溶液のTHP濃度を測定し、THP以外
の蛋白の測定への影響を確認した。
6）HPLC法との相関試験
　塩析分離-プレート測定法とHPLC法との相
関を確認した。検体には健常人尿（n = 21）、
異常円柱を含む患者尿（n = 14）を用い、両
測定法のTHP濃度よりピアソンの相関係数を
算出した。

Ⅲ．結果

　基礎的性能評価
1）再現性
　同時再現性と日差再現性の結果をTable 2に示
した。同時再現性試験では低濃度域の尿検体に
おいて、変動係数が11.5%とばらつきが大きか
ったが、中濃度域では、良好な再現性を示した。

Table 1   Optimal stepwise HPLC elution protocol.
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また、日差再現性は、低濃度域の尿検体では、
変動係数が9.6 %とばらつきが大きかったが、
中濃度域、高濃度域では、良好な再現性を示し
た。
2）直線性
　Fig. 2に示したように0-200 mg/Lの良好な直
線性が得られた。
3）添加回収試験
　添加回収試験の結果をTable 3に示した。回収
率は、99.7-101.7 %と良好な回収率を示した。

5）検出限界
　± 2SD法による検出限界は3 mg/Lであった。
6）THP以外の蛋白の影響
　アルブミン、αβグロブリンの誤差率（影響率）
は、それぞれ-1.5%、1.6%であったが、γグロブ
リンでは10.4%の正誤差を示した（Table 4）。
7）HPLC法との相関
　塩析分離-プレート測定法とHPLC法による相
関をFig. 3に示した。相関係数は0.978と非常に
強い正の相関が確認された。

Table 2   Within- and between-run reproducibility of present method.

Table 3   Recovery test

Table 4   Interference of Albumin, α,β-Globulin and γ-Globulin

Fig. 2   Linearity of the detection for THP Fig. 3    Correlation between the present method (y) and 

HPLC method (x) in urine samples.
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Ⅳ．考察

　現在、スクリーニング検査として用いられる
尿定性試験紙法における蛋白検査では、主に尿
中のアルブミンを検出する目的で使用されてお
り、THPをはじめとする様々な疾患により出現
するその他の蛋白（リゾチーム、β2ミクログ
ロブリン（β2-MG）、α1ミクログロブリン（α1- 

MG）など）をとらえることは難しい。つまり、
尿定性試験紙で行うスクリーニング検査は、尿
中への過剰なアルブミン排泄を伴う病態、すな
わち糸球体性腎症をターゲットとしており、尿
細管障害由来の疾患は検査から漏れ、見逃され
る可能性があるともいえる。また腎・尿細管の
病態および障害の程度によって尿中に異常円柱
が出現することが知られている7）。しかし、こ
れら円柱出現の有無やその他尿細胞成分の精査
をおこなう尿沈渣の鏡検は、尿定性試験紙法で
陰性である検体に対しては、一般的に実施され
ないことが多い。アルブミン以外の蛋白の排泄
は、尿蛋白試験紙法では検出されないため、仮
に尿中に異常円柱が出現していても鏡検されず
に見逃されている検体が存在する可能性も考え
られる。そこで我々は円柱の出現を推測するマ
ーカーとして、円柱の基質成分であるTHPに着
目した。
　THPとは1950年にウイルスの血球凝集反応を
抑制する尿中蛋白として初めて報告8）された尿
中成分であり、遠位尿細管のヘンレループ上行
脚の上皮細胞で産生される9）。尿中蛋白成分の
約50 %を占めており、性状に関しては、単分
子量が85～100 kDaであり、そのうち約30 %が
糖質で構成される糖蛋白である10）。また尿中の
THP濃度の上昇、塩濃度の上昇、尿の酸性化な
どの因子により容易に重合・凝集する性質があ
り、尿中で巨大分子を形成する場合もあるとさ
れている。免疫学的測定法（EIA）を用いた
THP一日排泄量としての報告は、Reinhartら11）

は16.6-98.5 mg、Bachmanら12）は30-60 mg、西牧
ら13）は12-36 mgと報告者により違いが見られ
る。先に述べたTHPの性質が、この様な報告の
差異を生じているとも考えられる。
　今回我々は、塩析の原理を利用し、尿サンプ
ルからTHPを抽出分離後、96穴プレートを用い
て定量するという安価で簡便な新たなTHP測定

法の確立を目指し検討をした。
　今回の前処理に用いた塩析とは、蛋白溶液に
高濃度の塩を加えると、蛋白の溶解度が低下し、
析出する現象である。THPは非常に疎水性の強
い蛋白であり、塩濃度の増加により凝集し、沈
殿する14）。秋本ら4）のHPLC法における前処理
条件では、0.58 mol/Lの塩化ナトリウムのみを
用いて、THPの塩析を行っていた。しかし、こ
の方法では，低濃度のTHPを十分に回収できな
いという問題があった。塩析の強さは塩の種類
により変化することから、低濃度のTHPを十分
に回収するために、用いる塩の種類を従来の塩
化ナトリウムに加えて硫酸アンモニウム（硫安）
を用いて前処理を行った。硫安は、蛋白が変性
しにくい、また試薬が安価であるなどの理由か
ら塩析の際に用いられる一般的な塩の一つであ
る。塩析の強さを示すホフマイスター系列15）に
示されるように硫安は、従来法の塩化ナトリウ
ムよりも塩析効果の高い塩である。塩析の効果
を高めるためには、塩濃度を増加させる必要が
あるが、硫安により蛋白を分画する際には、適
切な硫安濃度の選択が重要である。THPは、そ
の疎水性の強さから高塩濃度により、容易に凝
集・重合する性質を持つ。今回の前処理では、
15 %飽和硫安を加えた前処理液にて洗浄操作
を2回繰り返すことによりTHPを他の尿蛋白よ
り分離している。今回の前処理液においては、
グロブリンやアルブミンが沈殿してこない硫安
濃度でもTHPは容易に沈殿し分離されたと考え
られる。高濃度の塩により蛋白の溶解度が低下
する一方、一定濃度の塩が存在すると蛋白の溶
解度が増加する。この現象は塩溶として知られ
ている。この塩溶には、生理的イオン強度であ
る0.1-0.2 mol/Lのナトリウム塩もしくはカリウ
ム塩溶液が用いられる事が多い16）。よって従来
用いていた塩化ナトリウムの濃度を変更し、塩
溶のために72.5 mmol/Lの塩化ナトリウムを加
えることとした。ホフマイスター系列15）に示す
ように塩化ナトリウムは硫安に比べ、塩溶効果
が期待できる塩である。このようなことからも
低濃度の塩化ナトリウムを添加することは、
THP以外の蛋白成分の凝集を防ぎ、その他蛋白
の溶解度を上げるために重要であったと考えら
れる。
　今回の前処理法では、硫安に加えて72.5 
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mmol/Lの塩化ナトリウムを添加することによ
り、THP以外の蛋白の沈殿率を減少させること
ができた（データは示していない）。しかし、
THP以外の尿中蛋白の影響試験において、アル
ブミンおよびα,β-グロブリンの本法への影響
はほぼ見られなかったが、γ-グロブリンで10 

%程度の正誤差となった。本法において、抽出
操作は２回の洗浄操作を繰り返すが、１回目の
洗浄後の抽出液をもちいて電気泳動にてTHPの
単離状況を確認した際には、THPよりも高分子
側にバンドを検出していた。そのため本法では
2回の洗浄操作を行うことでTHPを単離させて
いる。単離後の抽出液における泳動では先の高
分子のバンドは消失し、100 kDa近傍でブロー
ド状のTHPのバンドを確認している（データは
示していない）。町井ら17）は、銀染色を用いた
セルロースアセテート膜による健常者尿中蛋白
分画解析おいて、THPが、塩の存在する条件下
でγ-グロブリン（特にIgG L鎖：分子量25 

kDa）と結合しやすく、また脱塩処理によりそ
の結合が解けやすくなる性質について言及して
いる。本法の前処理液には高濃度の塩が含まれ
ていることから、町井らの報告と今回の結果を
踏まえると、抽出の際にTHPと共にγ-グロブ
リンの一部が巻き込まれて沈殿していた可能性
が考えられた。そのため、糸球体基底膜のサイ
ズバリアが傷害され高分子蛋白（IgGなどのγ-

グロブリン）が尿中に排泄されるような病態に
おいては正誤差となる可能性がある。
　一方、HPLC法との相関試験では相関係数ｒ
＝0.978と強い相関を示したが、THPの抽出操
作時に、抽出液中にγ-グロブリンが混入した
と仮定した場合、HPLC法との相関試験におい
て、正誤差として観察されるはずである。今回
の結果では、線形関係式の上側のみならず下側
へも外れる検体が散見されたことから、共沈し
たγ-グロブリンだけの問題ではなく、他の要
因も含まれていると考えられた。今回、相関試
験に用いた尿検体は、性別、年齢、定性試験の
結果やTHP以外の各種蛋白含有状況などの情報
がなく、限られた検体であったため、今回の測
定値の違いが個々の検体性状に由来するのか、
前処理法を含めた分析法の違いによるものか、
現時点では原因の特定には至らなかった。尿中
に出現する蛋白は、病態のみならず個々人の生

理的条件においても多彩な様相を呈する18）。今
後このことを踏まえながら、抽出条件のさらな
る改良と、様々な臨床検体を用いた詳細な検証
が必要であると考える。
　THPの分離条件を決定した後に、本法の尿中
THP測定における基礎的性能評価を行った。同
時再現性、日差再現性については低濃度域にお
いて、変動係数が10 %以上とばらつきが大き
い結果であった。また、本法の直線性は0-200 

mg/Lであった。報告者により健常者基準範囲
が様々であるが、これらの報告を総合的に考慮
しても本法の定量直線性は、十分であると考え
られる。また、検出限界はELISAなどの免疫学
的測定法では、約1μg/L程度、秋本らが開発し
たHPLC法4）では、0.35 mg/Lである。免疫学的
測定法では、通常1000倍程度の尿の希釈が必要
であるため尿検体測定における検出限界は1 

mg/L程度であると推測される。本法の検出限
界値3 mg/Lは、他法と比較すると多少劣るが、
最終溶解液の量の調節により、濃縮することが
可能であるため他法と大きな差はないと考えら
れる。

Ⅴ . 結語

　CKDの早期発見や種々の腎障害の状態を反
映する尿中円柱の出現を見逃さないためにTHP

を測定することは重要であると考える。本研究
では、スクリーニング検査に適する安価で簡便
なTHP測定法について検討をした。塩析分離
-96穴プレート測定法は、①HPLC法と強い正の
相関を示していること、②再現性、直線性など
基礎的な定量特性を有していること、③従来の
方法と比べ、尿中THPを簡便に測定が可能であ
ることから、早期腎症が疑われる患者をより早
い段階で簡便にスクリーニングする方法として
有用であると言える。今後は、γ-グロブリン
など多彩な蛋白を含有する尿検体を用いて、本
法の正確性についての検証を引き続き行うと共
に、尿細管障害の指標となるN-acetyl-β
-D-Glucosaminidase（NAG）、β2-MG、α1-MG

や早期腎障害マーカーであるシスタチンC、お
よび近年その臨床的有用性が報告されている
Liver type fatty acid binding protein（L-FABP）な
どとの関連性を検討し、各種腎障害における
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THPの臨床的意義についても検討を行いたい。
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