
Ⅰ. はじめに

尿は排泄物というイメージから、尿検査を軽
視していた傾向があったが、時代は大きく変わ
ってきた。尿蛋白を網羅的に解析し有用な情報
を得る試みが、組織された世界的なプロジェク
トによってすでにスタートした。尿には約１500
種以上の蛋白が同定されており、その中からバ
イオマーカーの発見が期待されている。日常の

臨床検査で用いられている電気泳動法によって
解析された結果が疾病に役立つということを実
証した長年の努力が、尿プロテオーム解析へと
つながったと思われる。尿蛋白の解析はホット
な話題である。本稿では日常検査で主に使われ
る電気泳動法による尿蛋白質解析について記述
し、次いで尿プロテオーム解析についても記述
する。
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電気泳動法による診断に有用な尿蛋白解析と
尿プロテオーム解析
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Disease diagnosis with electrophoretic analysis of urinary 
protein and comprehensive urinary proteome research
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Summary The importance of urine has tended to be underestimated given its image of an unnec-

essary waste of biological fluid.  Recently, large-scale projects have been established to analyze urinary

proteins, more than 1500 of which have been identified as candidate biomarkers.  Urinary proteins are

routinely analyzed using electrophoresis.  Even one-dimensional electrophoresis is considered a

useful tool for the diagnosis of diseased conditions.  This section describes a successful diagnostic appli-

cation using urinary protein profiles analyzed by cellulose acetate membrane electrophoresis and

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis.  In the context of the standardization for

a urinary proteome, the sampling and storage of urine are also shown.  Finally, we discuss current

examples of urinary biomarker research in renal diseases.
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〈特集：尿蛋白・アルブミンの解析とその進歩〉



1. セルロースアセテート膜電気泳動法による尿
蛋白の解析

1) セルロースアセテート膜に適した尿蛋白染色
法の開発

日常の臨床検査法として使う支持体は圧倒的
にセルロースアセテート膜である。尿蛋白に応
用した場合、従来血清蛋白に使われているポン
ソー3Rでは50倍近く尿を濃縮しないと検出でき
ない。高感度蛋白染色法である銀染色はすでに
市販されており、ポリアクリルアミドゲルやア
ガロースを支持体としたときには使用可能であ

るが、セルロースアセテート膜上の蛋白を染色
することは出来ない。そこで芝らはコロイド銀
を用いるセルロースアセテート膜に適した銀染
色法の開発を行った1)。セルロースアセテート膜
電気泳動法でも銀染色を組み合わせることによ
り、多彩な尿蛋白分画を見出すことが出来、
種々疾患の解析が出来るようになった（図１）。

2) 健常人の尿中蛋白分画
異常な蛋白分画を見出すにはまず健常人の尿

蛋白分画を明確にすることである。Machiiらは
銀染色法を用いることにより全く濃縮しなくて
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グロブリン（％）

　 α1-G 　  α2-G 　    β-G 　     γ-G

男性   30    27.09±9.45 4.95±4.19 15.00±6.06   19.37±5.20    33.69±7.72　　 0.39±0.19

女性   30    29.67±7.39 3.66±4.15 13.82±6.27   19.52±8.70    33.33±8.86 　　0.44±0.15

合計   60    28.37±8.51 4.30±4.19 14.41±6.14   19.45±7.10    33.46±8.24 　　0.41±0.17

  P 　　ns 　　ns 　　ns 　　ns 　　ns 　ns

（文献2)より引用） 

性別    n アルブミン（％） A/G比 

図１ セルロースアセテート膜電気泳動法による健常人と種々腎疾患患者の尿蛋白分画

健常人尿

種々腎疾患患者尿

表１ 健常人の尿蛋白分画



も、健常人の尿蛋白を明確に分画出来、かつ、
各蛋白分画パーセントを報告している（表１）。
γ‐グロブリン分画が高いのは、Tamm Horsfall
Protein（THP）がその部位に存在するためであ
ることも明らかとした2)。

3) 種々疾患患者の尿蛋白分画
金森らは外来に受診した患者尿のうち、尿蛋

白試験紙法で、（－）、（±）とほぼ正常を示し
た症例について尿蛋白分析を行ったところ、健
常人に比して多種多彩な尿蛋白分画を示す事を
明らかとした（図２）。この結果から尿蛋白試
験紙で（－）、（±）と判定した尿でも、糸球体
性、尿細管性のパターンを示すこともわかり、
かなり初期の段階で腎障害のスクリーニングに
有用な手段になることを示唆している3)。本法が
今日注目されている慢性腎臓病患者を早期に発
見する有力な手段となることが期待される。

Hiratsukaらは糖尿病患者の腎症の早期発見の

手段としてこの本法を用いた結果、糸球体性あ
るいは尿細管性の障害かを判別する手段ともな
りえる可能性を示唆した4)。また、Machiiらは
IgA腎症未治療患者に特異的に見出された幅広
いアルブミンバンドについて検索した結果、ア
ルブミン分画の幅伸張は尿中アルブミン濃度に
依存せず、その原因はアルブミンにTHPが結合
していることを明らかとした5)。

Kubotaらは尿細管間質性腎炎患者尿を分析し、
免疫固定法により特異蛋白を同定したところ、
14個の蛋白（プレアルブミン、アルブミン、α1-
ミクログロブリン、α1-アンチトリプシン、α1-
酸性糖タンパク、α2-マクログロブリン、ハプト
グロビン、レチノール結合蛋白、トランスフェ
リン、β2-ミクログロブリン、IgA IgG、シスタ
チンC、リゾチーム）が同定され、今まで捉える
ことが出来なかった、シスタチンＣ、リゾチー
ムも捉えることが出来たと報告している6)。

腎疾患病態分類への利用をSakatsumeらが行っ
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（尿蛋白試験紙で（－）と判定した外来患者尿）

（尿蛋白試験紙で（±）と判定した外来患者尿）

図２ セルロースアセテート膜電気泳動法による外来患者の尿蛋白分画（文献3)より引用）



ている7)。その報告によると、腎生検で診断され
た糸球体障害、尿細管障害、その２つの混合型
障害の３群について、尿蛋白分画との比較を行
った。糸球体障害、尿細管障害では、それぞれ
感度、特異度が100％、85.7％そして、100％、
94.9％と良好な結果が得られたが、糸球体性と
尿細管性との混合型障害では57.9％、100％と、
感度がやや悪かった。その原因は、糸球体性に
尿細管障害が51％以上加わるとあると尿細管障
害パターンとなることがわかった。混合型をの
ぞき、尿蛋白分画を実施することにより、腎生
検を行わなくとも腎障害を知る有用な手段とな
り得るとしている。

2. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法
（Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacryl Amide Gel
Electrophoresis SDS-PAGE）

SDS-PAGEでは蛋白の分子サイズが推定でき、
またブロッティング後の抗原抗体反応により特
異的な蛋白を検出できる。Machiiらはセルロー
スアセテート膜電気泳動法で、坑好中球細胞質
抗体（ANCA）関連腎炎患者尿にα1-グロブリン
分画の欠失や減少が高頻度に見られたことから、
SDS-PAGEにより、α1-アンチトリプシンの分子
サイズを調べた。その結果α1-グロブリン分画
の欠失や減少例では、健常人で見られる57 kDa、
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図３ 抗好中球細胞質抗体（ANCA）関連腎炎患者尿の蛋白解析（文献8)より引用）

蛋白染色 血清　　尿 イムノブロット像
(α1-アンチトリプシン）

（SDS-PAGE電気泳動による尿蛋白分画）

A Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　　　　 健 常 人　　　 A B C D

蛋白染色
イムノブロット像

(α1-アンチトリプシン）

１　　 ２　　３　　 ４　　 ５　　６

1 IgA腎症
2 ANCA関連腎炎
3 膜性増殖性糸球体腎炎

1、2、3、の検体についてのイムノブロット像は、
4、5、6、に相当する。

2のANCA関連腎炎ではα1-アンチトリプシン位にあ
るα1-アンチトリプシンが欠損している。

（セルロースアセテート膜電気泳動による尿蛋白分画）

← 57 kDa

← 49 kDa

← 40 kDa

← 36 kDa

← 22 kDa

（ANCAで出現した４つのタイプ）



49 kDaのほか、40 kDa、36 kDa、22 kDaと分
るサイズが小さいものが出現する症例が多いこ
とを報告している（図３）。α1-アンチトリプ
シンの異常は炎症性細胞浸潤が強い疾患で高率
に見出されるところから、α1-グロブリン分画
異常が腎局所の炎症を反映する可能性を示唆し
ていると推測している8)。２型糖尿病患者尿を分
析した金森らは、網膜症を合併している患者に
は150 kDaのほか50 kDaにRBP4のバンドが出現
するとしている9)。分子サイズが小さい50 kDaの
RBP4が網膜症を早期に発見するマーカーとなる
ことが期待される。

デント病は1964年英国のDentらが、初めて軽
度のクル病、高カルシウム血症、低分子蛋白尿、
尿細管障害、低身長を認める症例を報告したこ
とから、発見者の名前をとって名付けられた10)。
デント病は小児期から近位尿細管機能障害を呈
し、加齢とともに遠位尿細管障害が加わり、次
いで腎機能低下をきたす疾患でX染色体性の遺
伝疾患である。日本ではsuzukiら11)によって特発
性尿細管性蛋白尿として日本固有の疾患とした
が、のちに、五十嵐ら12)によってデント病と同
じクロライドチャネル５蛋白異常であることが
明らかにされた。その暫定的診断基準の主要項
目の一つに尿中β2-ミクログロブリンやα1-ミク
ログロブリンなどの低分子蛋白が異常に高値で
あることがあげられている13)。尿中低分子蛋白
の確認はセルロースアセテート膜電気泳動ある
いはSDS-PAGEを行うこととし、セルロースア
セテート膜電気泳動法ではα1＋α2-グロブリン値
が25％以上、そして、SDS-PAGEよる分子量４万
以下の尿蛋白が40％以上という項目が含まれてい
る14)。

腎結石症は最も一般的な泌尿器障害である。
生涯に尿結石にかかる人は10％以内であるが、
10年間の再発率は74％と高率である。横溝らは
尿路結石患者と健常人尿蛋白をSDS-PADEで分
析した結果、健常人に比べ、THPが尿結石患者
では少ないが、アルブミンバンドは濃染されて
いることを報告している15)。アルブミンに関し
てはAtmani FとKhan S.Rは腎結石形成にアルブミ
ンが重要な役割を演じていると報告している16)。
Wai-Hoeraらは腎結石症のスクリーニングのため
にSDS-PAGEをベースとしてTHP定量法を報告
している17)。

3. ２次元電気泳動法
２段階の電気泳動により蛋白質を２次元に分

離する方法である。一次元目は等電点電気泳動
により蛋白の等電点で分け、２次元目はSDS-
PAGEにより蛋白の分子サイズで分ける。一次
元、２次元ともに分離能が非常に高いので、数
千個のスポットに分離することができる。プロ
テオーム解析において、２次元電気泳動手法は
中心的な役割を担っている。

２次元電気泳動後のゲルは銀染色や蛍光染色
でスポットを検出するか、またはブロッティン
グ後の抗原抗体反応により特異的蛋白を検出す
る。プロテオーム解析のための２次元電気泳動
標準操作法は戸田によって詳細に記載されてい
るので、そちらを参照してほしい18)。

4. 尿蛋白プロテオミクス19)

プロテオーム（proteome）という言葉は蛋白
質（protein）と全体（-ome）を意味する言葉か
ら作られた造語である。また、プロテオミクス
とはプロテオームを解析するための網羅的な蛋
白質同定技術を指していたが、現在では大規模
蛋白質解析による総合的な蛋白質科学全体を指
すようになってきた。

1) プロテオミクスの原理
蛋白の分離→分離した蛋白をトリプシンなど

でペプチドに分解→質量分析装置による解析→
検索エンジンによる深索→パスウェイ解析
① 蛋白の分離法

主な技術は２次元ゲル電気泳動法と液体クロ
マトグラフィーである。
② 質量分析装置（Mass Spectrometer, MS）

ペプチドの分子量やアミノ酸配列を決定する
ことが出来る。
③ 検索エンジン

ヒトに約23,000個の遺伝子が存在しており、
その遺伝子がコードする蛋白質のアミノ酸配列
を推定することが可能である。推定するアミノ
酸配列情報と合致する蛋白質を検索エンジンを
用いて深索し、蛋白質を同定する。
④ パスウェイ解析

蛋白が網羅的に同定され、その構造、特性、
機能、存在部位を確認したら、次に必要となる
のは蛋白質同士の相互関係である。蛋白質同士
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の相互関係を結び合ったデータベースがパスウ
ェイ解析としてすでに構築されている。パスウ
ェイ解析で主に使われるのは京都大学が提供し
ているKEGGである。

2) 尿プロテオミクスガイドライン20, 21)

国際ヒトプロテオーム機構の公認プロジェク
トのひとつにHKUPP（Human Kidney and Urine
Proteome Project）があり、そこで尿プロテオー
ム解析の標準化を試み、ガイドラインの策定が
試みられている。尿を材料とした場合、採尿時
期、採尿方法、保存法、尿蛋白質調製法など、
プロテオーム解析に影響する因子が多く、尿プ
ロテオーム解析のデータを共有する観点からも
標準化は必要である。尿採集方法と保存法の標
準法のプロトコールを（表２）に示す。日本で
も2008年に日本腎臓病学会に尿中バイオマーカ
ーパネル小委員会が設けられ、2009年から全国
多施設で同じ規格で尿を採取、保存し、さらに
研究者に提供する尿バンクがスタートした。日
本からの腎臓病患者の早期診断や予後の予測に
有用なバイオマーカーの提唱が期待される22)。

3) 糖尿病腎症のバイオマーカー
Raoらは糖尿病腎症の尿中バイオマーカーと

して、７種の蛋白質（α1B-グリコプロテイン、

亜鉛‐α2-グリコプロテイン、α2-HS -グリコプ
ロテイン、ビタミンD-結合蛋白、カルグラヌリ
ンB、α1-アンチトリプシン、ヘモペキシン）を
見出している23)。プロテオミクスの原理を用い
て、Jiang Hらは糖尿病腎症のバイオマーカーと
して、尿中のE-カドフェリンを報告している。
腎症が進行するほど高値となり、微量アルブミ
ン尿の糖尿病患者で5.2倍もコントロールに比べ
高値になる。また、E-カドフェリンの80 kDaの
sE‐カドフェリンは糖尿病で感度78.8％、特異
度80％であるところから、糖尿病の可能性のあ
る臨床診断値になると報告している25)。

2010年にはAmeurらが糖尿病腎症のバイオマ
ーカーを見つけるためのプロテオミックスのア
プローチについての総説を出しているが、検査
材料として、尿がかなり取り上げられている24)。
尿結石のバイオマーカーについても行われてい
る。

2010年に、Wai -HoeらはSDS-PAGEと
LC/MS/MSにより健常人と腎患者から32種類の
蛋白を同定している。ウロモジュリン（THPの
こと）は初発患者のみにおいて、非常に低値な
ので、信頼できるバイオマーカーとしている

（図４）。また、いくつかの免疫グロブリンが腎
結石の可能性を示唆するバイオマーカーにある
としている26)。
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 実際的な推奨法

1* 採取時間 随時尿または早朝第２尿の中間尿を集める。

2* 保存法 室温保存、採尿後４時間以内に凍結する場合は保存剤は

不必要、

採尿後 ４時間以上経て凍結する場合は10 mM NaN2（0.2 Mホウ

酸）を加える。

3* プロテアーゼインヒビター 正常尿には不必要（蛋白尿には必要）

4* 前処理・保存法 細胞と残渣を除くために1000gで10分遠心、10 ml（50 ml

あるいは1.5 ml）に分注して－20℃あるいは－80℃で保存

5* 凍結・融解 凍結・融解はしない。融解するときは37℃の温浴で行う。

正常尿（大人）
尿試験紙で蛋白質が陰性（<15 mg/dl）、蛋白質/クレアチニン比（<0.2 g/g）、 
24時間尿蛋白質（<0.2 mg/day） 

《注釈》
1*　早朝第２尿と滅菌尿カップでの採取が望ましい。
2*　４℃保存が望ましいが、必須ではない。
3*　プロテアーゼインヒビターは蛋白尿には必要かもしれないが、正常尿サンプルでは
　　エキソソーム分析以外には不必要。
4*　遠心分離は不溶性物質（細胞、円柱）から離される蛋白質を最小限にするために必要。
5*　 融解したのちの凝集の安定化をはかるために、１Mトリス緩衝液（pH 8.0）でpH を8.0に 
 　　調整する。凍結・融解の回数は記録する。凍結・融解の回数が同じサンプルがプロテオ 
　　ミクスの比較のために使用されなければならない。 

表２ 尿プロテオーム解析のための尿採取と保存のための標準的プロトコール
（可溶性の尿蛋白分析）（文献21)より引用）



ネフローゼ症候群を伴う糸球体性疾患患者尿
においてアルブミンとα1-アンチトリプシンの
フラグメントが出現していることをCandianoら
は報告している27)。これらのフラグメント化は
蛋白尿の思いもよらない構造的および機能的な
様相を表しており、病態における重要な役割を
演じているかもしれないとしている。

Ⅱ. 終わりに

非侵襲で多量に採取できる尿がプロテオーム
解析の最適な検査材料として注目されてきた。
また、そのデーターが世界で共有できるという
ことで、世界的なプロジェクトが立ち上がった
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図４ 健常人の腎結石患者のSDS-PAGEによる尿蛋白プロフィール（文献26)より引用）

両発腎結石患者尿では
97 kDaのバンドは、健
常人にくらべて薄い。
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ことはうれしい限りである。プロテオーム解析
を今すぐ日常検査の業務に取り入れるのは難し
いけれども、尿プロテオーム解析に使われる尿
の処理法などの基本的なところを十分念頭に入
れておけば、日常業務でしばしば発見される珍
しい症例について、２次元電気泳動を行えば特
異蛋白の検索が出来、バイオマーカーの発見へ
とつながりやすい。日々の検査データーは常に
目を光らせていることが大きな成果を挙げる一
助になることは間違いない。
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