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は じ め に

糖尿病性腎症の出現は,臨床的をこぼアルブミンを含め

た尿中の蛋白の出現をもってなされてきた,糖尿病性腎

症の病的左状態では.glomL,rulこlrhloo(i-urinebこIrritlr

の障害をこより予蛋白透過性の克進が起 こるとされている

が.蛋 白i闘 士_巨り撤序 と Lては,1~)inTrこIgl()merular

seまectivityの障害8)9),あるいはそれらの複合などが考

えられている, イソスりソ依存型糖尿病 (Ⅱ)DM)に関

する多くの報告ではL.-7.,1㌦21に関する障害が,pore

si諾eSe隻ectivityの障害に発行するとの結果が示 されて

いるが,インスリン非依存型糖尿病 (NE)DM)に関 し

ての蛋白漏出の機序と,糖尿病性腎症進展に伴 うこれら

の変化をこついては,まだ不明の点が多い.

るために,様々な分子慶と等電点 (p‡)をもった血祭蛋

白の尿中排滑が検討されている.分子量が同じであるが

pItT)取立る血祭蛋白ハ尿中緋押(]1測定により ehこlrgP

selectiv廟 の障害を予測 し,p王が同t;であるが,分子

量の異なる血祭蛋白の尿中排澱を調べることをこより,pewe

sizeseleetivityの障害を推測することが試みられてい

る.

七,しロ■.7Lニラ-;<ミバエacutephこlS(,PrOtL,inreactこint

の-つであ り桝 ,その分子量,p王,半減期は,それぞ

,h 124-13･･-1kdalton.Ii.;1,5-7t卜It>.:I;)ら.七′LH

プラス ミソは, アルブミソの pⅠ(禎A-5.5)と比べる

とより陰性に荷電 しており,GBM の ehaLFr酢 Selectivity

の障害が顕在化 している段階では GBM をこ存在する生

理的な pore(56鋸 を通過 しで ljl,尿中への漏出が増

加 して くると考えられ,尿中セルロプラスミソの測定は,

GBM の chaTgeSelectiv廟 の障害を示す指標になる

のではないかと考えた.

こうした考えに基づき手樽やな程度の尿中アルブミン

排胆率を示す NIDr)M 患 苦を対象上 して,尿中1二!L･し1

ブう1ミン排雅量(/')i則定を行い,chargLI S(,kctj＼,ity〔')

障害の時期を検討した.

対 象 と 方 法

吊 対象 :i989年10月-1990年3月までの期間,当科

外来通院車であったインスリン非依存型糖尿病 くⅧ DM)

患者 (男性21名 :女性26名主 健常者 (男性26名)を対

象とした. これらの患者及び健常者をこ対 して,夜間尿を

採取 した.採取 した尿検体は･･1℃,150OxG で10分間

遠沈 しき血清とともにその上酒を-亜℃にて保存 した.

当日外来受診時の採血と血圧測定及び亨採血後ほぼ 1ケ

月の HbAICを測定 した.測定期間中の降圧薬,血糖縁

〉F薬. (ンてl)目 上継杭とした.Radioimmunoassay

欄IA)によ り,尿中アルプ ミソを測定 し,aibumin

exClでtionratL,HlERlL'~)しベJLiこより.NIf)1)M 患

者を normoall〕uminuriLILAER<10/唱 mirい.micI･ 0 -
dbu_tllinuriaLAER1(卜2LlllLgminl.maer()L･11hLlmilluria

(AER≧200pg/min)の3群に分け,健常者と比較検討

を行った.また shortdu㌻atiom の症例を除 くため,外

来患者 ユ76名の車から眼底検査により網膜症を有 してい

る症例47名のみを選択 した.心不全,急性及び慢性炎症,

悪性腫轟を有する症例は,可能な限 り除外 した,(Simple

t)1XナこS,prビーPr()1ifer.,iti＼･etyl滑:PI-).prolif(Tatiヽでい･lX-

;㍗)

2)セルロプラスミンの精製と標識 :健常者LT)尿中緋

鯉も定盈するためをこ,高い測窓感度を有する測定法が必

要上さ畑T.こたLt㌧ immullOradiom(,triL,as.idyHRh.･1̂ 法)

を確立 L測定を実施 した.セルロプラスミ招まHuman

LlerulopILISmilli.LlosmoBioCo.1_ーtL1.㌦ 抗 ヒ ト

rerl_1loplasnlill抗休は g(lat抗 ヒトcL.ruloplこISmin抗

休 (Cosm(11ミi()Ct).Lt(i.1及び mhhit托しニトcerulo-

pILはITlin抗体 (I);ik(1Co.Ltd.11をf削 守二.ヒトceru10-

piasminに対する特異的抗体の精製のため眩,1gの

plこISmin結合物をつくり.その後抗 ヒトcprulor)I(,lSmin

ウサギ抗体を反応 させ,抗体を affinity精製 した,精

製後の抗体の蛋白の濃度は Lowry法によって定量 し

た.これによって得 られた抗 虹卜ceruloplasmin抗体

は Chlot･こlmin-T 法 号_;rLtヒ トccLruloplasmin1)OILg.

chlomrllil了1､1()IEg.NこlL-lらlョoo.rJCH にて 】コLl'Ⅰ標識を

行--,上棟,().1h.1phosphこltebuffL,rLpH7.4,0.0500

の Tween-20と0.3%の BSA を含む)を溶出 buffer

として sephadexGIOカラムによって漂識抗体を分離

し.便附した.

3)セルロプラスミンの測定 :1.(柵1倍に希釈 した goat
抗ヒトcenlloplこISmin抗体を NunctuLI,iこO.3mlず

つ加えて,室温で24時間 coa血gした.その後 washing

hufferLpt17.;I,0.1M phospllatebuffer:0.050.し')
Tween-20と0.3%の BSA を含む)0.4mlで3回洗

O.;15%CTITweL,n1--2()と0.90もの BSA を含む､)0.1ml
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を加I･::__た後.0.2mlの CL,ruloplこl州1instこindard及び.

0.2mlの尿サンプル (1:1-日 魂0に希釈)あるいは血

清サソプル (10,000倍に希釈)を加えて,室温で16時

間 imcubateした.その後,0.4mlの washingbuffer

で3回洗浄し,0.3mlの標識抗体 (washingbufferに

て務釈 し,100,000cpm となるように調整)を加え,

さ吊二室温で16時間 incLltkltPした嵐 O.山1｣ハ ＼＼pTこrjhing

bufferで tubeを3回洗浄 し, ㌢カウンタ-にて測定

した.

Ⅰ沢MA 法による尿中セルロプラスミソ測定が,せル

ロプラスミン白棒を測定 していることの確認として,良

下の測定を行った.① 交叉性の検討 :鶴の鹿渡蛋白

(illhumin.trilnSfPrrin.oz-osomuLTOid.Igf,.lgA.Ig九･･1.

α2maCrOglobulin)との交叉性をみた.② 尿,血清の

希釈 :希釈後の検体とセルロプラスミンの測定値との間

に直線性関係が認められるか,③ 尿の回収率 :尿サン

プルに,セルロプラスミソを各 tubヨあたり,各々 1mg,

10mgを加えた後に測定 し 回収率をみた,

4)その絶壁槻旺 :尿中 β2血crog且obulinは RIA法によ

り,HbAICは HPLC法にて測定 した (HbAICの正常

上限は5.4%).血圧は尿検体採取当日の外来にて,郎

臥位にて測定 した.拡張期血圧の測定は Korotok｡ff's

soumdの消失 (phaseV)にて行った｡

5)統計 :各群の有意差の検定は,等分散のF検定後,

Student'SHestある摘 まWelch'SHestにて行った.

危険率5%以下を有意差ありと判定 した.

841

結 果

沢MA 法によるセルロプラスミソの標準曲線を Fi欝.

1に示した.albu､min.tmnsferrill.OrOS(1muCOid.IgG.

短A,igM,er2maerOglobulinとの交叉性は認めなかっ
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F短.1 セルロプラスミソの標準曲線

他の plasmaproteinとの交叉性は認
められなかった (-で示す上

Tablel 対象の臨床像と測定結果

Normoalbuminuriil ㌔,tiCrOalbuminuria ･ヽ.ta(ごrOalbunlinLIr･ia

N(男性/女性)

年齢(歳)解

釈琵菓症(S/PP/㍗)

BMI(kg/m2)港

HbAIc(鰭)頼

平均血圧(mmHg)辛

AER(pg/min)榊

S-クレアチエソ(mg/d且)令

CER(ng/min)帝♯

CcPrLllo.(10-3nllnlinl♯♯

sICLlruloplこISm inミ/′gm=…

26(26/0)

47望:5

20.6±1.6

5.1±0.1

86±9*

2.1ul.8-6.31

0.39(O.ll--0.841
1.9(0.7-3.9)×10~3

2.5(108.2-183.6)

17(5月2)

57±9車

8L)7

1)2.3±コ.(1*

6.7±1.0*

90±6*

3.7(1.7-7.6)

0.6±0.2*

1.1と=).13-19.851

8.7し2.2-76.31xI0-3

200.3(105.6-284.4)

17(8/9)

59±10*

9/0/8

22.8±13.3*

8.2±1).O**

91±5*

30.8し10.5-142.ll

(1.7±0.2*

12.79(1.35-･22Jl./15~)

･1.6(0.79-76.6〕＼10-2

200.1し1.-10.1-280.71

港:H11uln±SDl. 抑 :5OI)t,rCPntile(5-95Percentile).*:NS, **:pく(I.01

13は/5)

56±1(1*

23.7士2.3*

7.4±1.3

102±7**

l:≡.I(219.0-17･14.91

1.6±1.̀1**

557.02(33.79-2719髄)

こ1.I(0.2-10.酎

190.6(130.8-248.0)
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Tab)e2 尿及び血清LT)希釈検討

1:40,000 I:20,000 1:10,000

血清濃度 Ln拝十m 1) うamPlcl 4.17 9.65 18.12

sampl(ー2 1.97 9.47 20,65

sample3 3, 6 5 8.5 16.O8

samplcL4 7.64 14.33 27.6?

sdmPIL,5 6.01 ll.78 22.94

尿,血清ともをこ希釈後の検体とセルロプラスミンの測定値には直線
性がみられた.

0

(
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!LU
J
S
u
)tJj
U

爪‥U

1 10 100 1000

AER(〟g/min)

O 健常者群

●DM 群

Fig.2 AER と CERn柳沼

CFJRは AIミRC')増加と相関 L.相関係数は0.86(pく0.051
てLf)--､た.

た.本 assay糸における intrこ1-aSSal,('Ic(甘fficientof

variation(C＼･7)は109,61,inte･r-こlSSa),の CV は13%.

iこほ直線性が認めと､っれた (Table21.尿検体によるセ

ルロプラスミンの回収率は,1m哲,10m藍を加えた場合,

それぞれ88%,85%であった.

尿中七′LTl-トシーミミン排浬率 (ceruloplasminexcretion

rate:CllIRILT)50percentileは.経常 払 nomlOalbu-

minuria.nlicroalbuminuria,macr()albuminuria各

群でそれぞれ 0.29l-1gmin,1.18ngmin,12.79ngmin,
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95DerCenhIp

50 DerCenllle

5perCentHe

健常者 Normo MICrO Macro

Fig.3 健常者群および各 NIDDM 患者群の CF_R

セルロプラスミソ緋鯉率は,健常者群<
normL)albuminuriこl群くmicro.llbuminuria
群<macTOalbuminuriこl群,Ll)順に増加した.

557.02mg如 inであり,各群とも有意な差を認め (Fig.

31.,笹､者群においては.尿中I,'JLブミン排世率 (albumin

excl-etionrate:Al二lくlと高い正L')相関を示した (r-0.86

;pく(),O51げig.'2).1._,LrlプニラーくミンウりTj'二ランス

LC….uL｡.)でも同様左性向を認め (Fig.4㌦ 501父rCentile

はそれぞれ O.(湖19.O.0雌7.0.046,4.1し10I3ml･min)

であり,同様に各群とも有意差を認めた.CE勘 cc即｡l｡.

上もに.rl()rnl()albumilluria群ではすでに健常者に比

較 して高値を示す群が,CFJR で6596,Cce,UIL..では70

oiパこ.ちt､-一打 micrn･-,macroalbuminuria両群では.

全例IIOrmOdbuminuria群CT)上限を越えていた.

平均血圧は,normr)-.-.micl･Oalbuminuriこ1両群とも

に健常者と有意差はなかつたが,macr(1albuminuria群

では,102.5±7.9mmHg(mean±SI)1日也群に比較

して.明 とL)かに高値 を示 した (TablL11㌦ また.

843

95DerCentLle

50percentlle

5DerCentlle

健常者 Normo MICrO Macro

Fig.4 健常者群および各 NIDDM 患者群の Ccr-
uloplasminClearance

セルロプラスミンクリアラソスは,健常

者群くnormoalbuminuria群<microalbu-
nlinLIria許くnlilCrr)albunlillLlria群,の順

に高値を示した.

normoalbuminuria群においては.健常者の CER の

上限を越えた群と越えない群とでは,平均血圧に差は認

められなかった.

HbAIC は,microこilbuminuria群で norTnCT-.maCrOal-

buminuria両群よりも有意に高か--,た (Table1㌦ Norm什

albuminul-ia群で,CER が健常者の上限を上回った群

とそうでなかった群とでは HbAICをこぼ差を認めなかっ

た.

彪酒セルロプラスミソ濃度は,健常者をこ比べて患者群

では有意に高かったが,患者群間では差を認めなかった

(Fig･.51.

尿中 i32micI･Oglobulinは.macroalbuminuria群

で高値を示した例があつたが.nom(}-,microalbuminuri(･l

両群ではすべて正常範囲内であり,セルロプラスミン濃

度の上昇とは関係がみられなかった.
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Fig.5 健常者群および NTlつ†)ヽ･1患苦群C)血清 Ii･･′L
ロプラスミン

健常者群に比して,NIDDM 患者群では
有意に高値を示したが,患者群では,差が
なかった.

考 案

尿中セルロプラスミンの測窪をこおいては,その測定感

度が問題となる.奉 assay系での測窓感度は 甜pg/mi

であり.健常苦におい て も測定可能でJト､じ また,尿 ,

血清の希釈及び,尿 回 収 試 験において屯満足する結果が

得られリ 他の血祭来由との交叉性も認めなかったため,

十分をこ測定をこ耐える assay系であると考えられる. し

かし,尿中セルロプラスミンが,糸球体由来であるのか,

尿細管由来であるのかについては明らかにできなかった.

セルロプラスミンの代謝に関しては,不明な点が多く,

これまでに健常者を含めた尿中セルロプラスミンを測定

した報告はみられていない.しかし,糸球体由来と考え

られる AER と CER には,ど-0.86という高い相関

があり,その尿中排涯が腎尿細管障害の指標ときれてい

る i32mic上-Oglobulinは,macroalbuminuria群J) -

部以外は正常範囲にあり,セルロプラスミン排醒率との

間には相関がなかった.こうしたことから尿中セルロブ

ラスミソは,糸球体由来と考えて妥当であろうと考えた.

健常者よりも有意に高かった,このことは,アルブミン

よりも分子量の大きいセルロプラスミンが,糖尿病性腎

症の初期より既に尿中に出現 Lていることを意味する.

なぜ,分子農 132kdaltomのセルロプラスミンが,分

子盈 67kdaitonのアルブミンよりも多く,尿中に出

現するのであろうか.腎尿細管での蛋白の再吸収は,陰

性荷電のより高いものの方がテそれよりも陰性荷電の低

い蛋白や neuもralの尊)のよをプも抑えられていることが

報告されている12)13㌧ セルUプラスミン tp1-4.4)は

-.′pJl1--/Liン 叩1-･1.･卜 5.i-)仁 王:りも強 く陰性に荷電 し.て

おり,アルブミンよりも尿細管から再吸収されをこくいこ

とがこの現象をもたらしたと考えられる.

さLt)に CtミR.C.wt.1日.ともに nor1110.-,111iL110･,

macroalbum摘ur孟a群と糖尿病性腎症が進展するに し

たがって上昇Lている.これまでに,糖尿病性腎症の蛋

白漏出機序については,transglomerularhydrat揃c

pTeSSureの上昇,GBM の chargeseiectivityの障害,

GBM の poresizeseiectivityの障害などが報告され

ている.これらのうちのどれが初期糖尿病性腎症で発行

するのかをこついては諸家での轍掛こぼ遮いがあるが,Ⅲ租M

てした.Tmnsglomellll∬ hydrとIulicpressurL, 亡7)卜町 It

LここChこ1rgeSelecti＼rit)rLT)障害5-7.が先行し.porLISiTJt,

seまee軌ityの障害8)9)は糖尿病性腎症末期に至狩出現

するという点では--柵致 している. しかし,前著のうちに

いずれの変化がより発行するのかについては一致 した見

解が得られていない.

セルロプラスミンはアルブミンよりも強く陰性に荷電

してお･rl,[10rlllOillbumilluriこl群Lr)650｡∴王健常苦土･L)

高い CER を示 していた.このことは AER が 0-10

/LLTminハ Nlt)I)M 患君ハ normot,llbumilluriこ1群(Ill

.一部;･二､GIミM ハ (-hこIr即 S(～ll,(:ti＼ritl･･i:')陣'書が存在守

る二とを示唆十ろ.さ吊 二normoこIlhunlilluriLl群LT)令

例に網膜症を認めており,何らかの網膜症を有する NⅡ}

DM 患者では,GBM の 油argeselectivityの障害が

存在することも伺われる.

GBM の chargeseleetivityの障害を調べる方法と

して,最近では Selectivityindex(SI-clearanceof

ⅠgGiciearaneeoHgG4)が導入されているB4)-16).こ

れは,分子径が等 しく (Stokesradius:55射 ,p王が

異なる蛋白 (IgG-7A IgG4-5.4)を調べることによっ

管,陰性荷電の蛋白が尿中に早期から出現 し得ることを

みるものである.5才は有周な指標となり得ると考えジ)
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れるが,健常者の IgG4 を測定するためをこぼその測定

感度は十分でないことから,一般的な測定となるには問

題がある,IgG4の測定感度については,Deekerもらは

2m宮/mli7㌦ parvingらは 3mg/ml玉8)と報告 している

が,全ての健常者の尿中 IgG魂を検出するには不十分

である.本 assay系でのセルロプラスミンの測定感度

は,60pg/mlであり,健常者全員の尿中セルロプラス

ミソを測定することが可能であった,したがって,本 assay

系におけるセルロプラスミンの測定は GBM の char拷e

selectivほyの障害の程度をみるのに有用な方法である

と考えられる.

Deekerもら王7)は,SIの減少が24時間尿中アルブミン

緋鯉が 罰-100mg珊瑚塔から認められることより,charge

selectiv廟 の障害が発行することを報告 しているが,

今回のセルロプラスミンの測定もこれを裏付けている.

しかし GaH らの報告18)では,NⅡ)DM 患者では,釈

膜症の有無に関わらず SIの低下はみられなかったと報

告 している.今回の測定の結果と Gallらの成績の相違

は何に起因しているのかは明らかではないが,Gallら

の測定では,網膜症の有無に関わらず,患者群では健常

者に比べていずれも有意に血圧の上昇を認めたのに対 し

本測定では normO-,microalbuminuria両群ではいず

れも健常者と血圧の差がなかったことが原因かむ知れな

し､.

分子量 123-134kdaltonの蛋白は,既に生理的に

存在する GBM の poreを通過 し得るため,transglome-

mlarhydraulicpressureの上昇が CER の増加に影

響を及ぼしている可能性がある, しかしながら,健常着,

差がなく,また健常者より屯高い CER を示した nomo-

aibuminuy呈a群と,CER において健常者と差がなかっ

た nomTIOalbumimuTia群とでの平均血圧にも差がなかっ

たことから,CERの増加は,trans琵lomenユIarhydraulic

pressureの上界ではなく,chargeselectivityの障害

であると考えられる,

normoaはuminuria群においては,健常者よりも高

い CER を示 Lた群とそうでなかった群とでの HbAまC

には差がなかったことにより,normoalbuminuria群

での CER の増加は,直接的には高血糖や g呈ycated

eeruioplasminによるものではないと考えられる.

健常者の CER を上回るCER を示した normc)aibLm豆m-

ur主a群と,健常者と差がない CER を示Lた momTROalbu-

mimuria群とではどのような逮いがあるのか,その臨

床的な意義は不明であるが,これがこの両群の予後に開

8L15

旅する可能性もあり,今後検討 していきたいと考える.

血清セルロプラスミソは,NⅠDDM のすべての群をこ

おいて健常者よりも有意に高かったが,各野間の差は認

められなかった.血中セルロプラスミンの波底の上昇は,

妊娠旦那,感染症20),慢性関節 リウマチ2日22),悪性腰痛慧3)

などで報告されているが,今回の対象からはこれらの状

態が考えられる患者は除外 した.糖尿病患者で血中セル

ロプラスミンが上昇 していることは,Dona紗 O)の報告

ど-敦するが,その臨床的意義の詳細は不明であり,今

後の検討が待たれる .

本稿を終えるにあたり,御指風 解校閲を賜 りま

した柴田 昭教授,終始ご指導を賜 りました伊藤正

毅助教授に,深 く感謝いたします,
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