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  The radioimmunoassay for urinary albumin with double antibody method was developed in order to

detect minute amount of albumin associated with early change of kidneys． The sensitivity of the assay

was O．04 mg八iter and ranged up to 20mg八iter． The intra－and inter－assay coefficients of variation were

3．2to 5．6〔殆and 9．8 to 22．7〔％， respectively． The crossreactivity with human r－globulin was O．4（殆．

  Daily excretion of urinary albumin was 5．7±2．6nlg（M±S．D． n＝22）in normal sublects． Albumin

index divided by urinary creatinine was 4．8±2．6mg／g． creat．（M±S．D）in normal sublects． No diurnal

rhythm was shown among spot urines obtained every 3 hour． Albumin index in 2 groups of the patients

with non－insulin－dependent diabetes mellitus， one without proteinuria and the other with sporadic

proteinuria by paper Urolabstiks III， significantly increased compared with 員ormal subjects and

significantly higher in the Iatter group． It is suggested that albumin index using spot urines are useful for

the early detection of nephropathy in diabetics．

          緒  言

 尿蛋白の測定法は定性的には試験紙法，定量的

には比濁法や比色法が日常繁用されており，その

測定感度はいずれも10mg／d1前後である1）．しか

し蛋白尿が検出される頃には，すでに明らかな腎

変化を来している例も多い．このため腎疾患の早

期発見の試みとして尿中微量蛋白であるアルブミ

ン（以下Alb）2）3）や角一マイクログロブリン（以下

焼MG）4），α、一マイクログロブリン（以下α、MG）5），

さらに尿細管由来酵素のN－acetyl一β一D－

glucosaminidase（NAG）6）などの測定が行なわれ

ている．

 今回われわれはラジオイムノアッセイ（RIA）に

よるAlb微量測定法（以下HUA－RIA）を確立し

たので，その基礎的検討と若干の臨床応用につい

て報告する．

          方  法

 1．基礎的検討

 標準液はMILES社のCrystallized Human
Albumin（Fraction V， Lot No．37，以下HSA）

を0．05％BSA添加0．05M Tris－Hcl緩衝液（pH

7．5）に溶解し濃度を0．04～20mg／脅と調整し用い

た．第一抗体はMILES社のRabbit anti Human

Albumin（Lot No． R806）を用いた． HSAのヨー

ド化はクロラミンT法によった．BoundとFree

の分離は栄研化学社の正常家兎血清および第二抗
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体（抗ウサギ山羊血清Lot No．46001）による二

抗体法にて行なった．

 これらを用いて抗体力価，反応時間，標準曲線，

再現性，回収率，希釈試験および交差率について

検討した．また測定検体は原尿を5M NaOHおよ

び2N HCIにてpH 6．8～7，5に調整したものを一

20℃に保存し，測定時に溶解して用いた．

 2．臨床応用

 過去に腎，肝疾患および高血圧症などの病歴が

なく，試験紙法（⑧ウロラブスティックスIII）にて

蛋白および潜血反応陰性の健常者22例（男性19例，

女性3例，平均年齢29歳）り尿について，本法を

用いAlbを， FolinWu法で尿中クレアチニン（以

下Cr）を同時に測定した． AlbをCrで除しAlb

Indexを求め日内変動を観察した．採尿は飲酒，過

度の運動を禁止した日常生活下にて，起床時（6

～9時），10時，13時，16時，19時，22時，就寝時

（23～3時）の7時点で採尿を行なったほか24時間

尿を蓄尿した．

 また本院外来通院中のII型糖尿病患者のうち，

採尿時試験紙法尿蛋白陰性で明らかな腎，肝，高

血圧疾患が無い111例について，過去6ヵ月間（5

～6回）の尿蛋白が常に試験紙法陰性であった症

例83例（男性38例，女性45例，平均年齢54歳）を

P（一）群とし，1回以上の検査で疑陽性以上を示

した間欠性蛋白尿28例（男性16例，女性12例，平

均年齢57歳）をP（±）群として随時尿中のAlb

Indexを求め，健常者群と比較した．

         結  果

 1．基礎的検討

 1．抗体力価

 MILES社の抗体をTris－Hcl緩衝液にて希釈

した結果を図1に示した．測定に用いた抗体希釈

倍数は原尿を直接測定可能な4×103倍とした．
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検体または標準液
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図3 HUA－RIA操作法
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 2．反応時間

 室温にて第一反応を検討した結果，標準液では

1時間，尿検体では3時間後にそれぞれプラトー

に達した．この結果より第一反応時間を室温3時

間とした（図2）．また第二回忌は栄研化学社の使

用説明書に従い，正常家兎血清および第二抗体を

添加後，4℃にて一夜反応させた．

 これらの結果より図3に示す方法をHuman

Urinary Albumin RIA（HUA－RIA）とし，以後

の検討を行なった．

 3．標準曲線

 0．04～20mg／1まで調整した標準液を10回測定

した平均変動率は7．3％であった（図4）．

 4．再現性および回収試験

 尿検体A，Bを用いたアッセイ内変動係数はそ

れぞれ3．2，5．6％で，アッセイ間変動係数は22．7，

9．8％であった．また平均回収率は106．0±5．5％で

あった（表1）．

 5．希釈試験

 Tris・Hcl緩衝液を用い尿検体を希釈した結果，

良好な直線性を示した．また血漿を104倍に希釈し

た検体を用いて同様に希釈を行なった結果も良好

な直線性を認めた（図5）．なお104倍希釈時の血漿

のAlb濃：度は本法で4．3mg〃であり，電気泳動法

による値（5．1g／dl）に比し若干低目であった．

×32
Dilution

 図5 希釈試験
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 6．交差率

 卵白アルブミン（OVA），牛血清アルブミン

（BSA）との交差は認めなかったが，ヒトγ一グロブ

リンとは0．4％の交差率であった（図6）．

 II．臨床応用

 1．健常者（図7）

 図の上段に示した各時間の平均Alb濃度は起

床時，7．3±5．9，10時：6．8±4．9，13時：5．4±2．9，

16時：6．9±4．2，19時：6．6±4．5，22時：6．6±

4．0，就寝時：9．2±7．6（mg〃）で13時に比べ就寝

時で有意（p＜0．05）に高かった．また随時尿の平
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表1 再現性および回収率

Reproducibility Recovery test

Intra assay Inter assay Added Measured Expected Recovery

A（mg〃） B（mg〃） A（mg〃） B（mg〃） （mg〃） （mg〃） （mg〃） （％）

1 0．38 10．8 0．58 9．8 0 0．96 一 一
2 0．38 9．7 0．68 10．4 0．31 1．42 1．27 111．8

3 0．38 9．5 0．38 9．8 0．63 1．68 1．59 105．7

4 0．41 9．6 0．46 8．2 1．25 2．49 2．21 112．7

5 0．41 9．8 0．68 8．1 2．5 3．40 3．46 98．3

6 0．39 9．3 0．62 10．9 5 6．13 5．96 102．9

7 0．39 10．3 0．66 8．5 10 11．43 10．96 104．3

8 0．41 10．3 0．56 9．5 Mean recovery（M±SD．） 106，0±5．5

9 0．40 10．3 0．39 9．7

10 0．40 9．0 0．40 9．7

M （mg〃） 0．40 9．9 0．54 9．5

S．D。（mg〃） 0．01 0．6 0．12 0．9

C．V． （％） 3．2 5．6 22．7 9．8
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均Alb濃度は6．9±5．1mg〃であった，一方，図の

下段に示した平均Alb Indexは起床時：4．1±

2．1，10時：5．0±2．8，13時：4．6±2．2，16時：

5．0±2．4，19時：5．0±2．7，22時：5．0±2．7，就寝

時：5．6±3．9（mg／g・cr）と即時点間に有意差を

認めず，平均値は4．8±2．6mg／g・crであった．さ

らに図の右に示すように同一健常者の蓄尿中の

Alb量は5，7±2．6mg／dayであった．また蓄尿の

Alb Indexは4．6±2．4mg／g・cr／dayであり各時

点のAlb Indexと差を認めなかった．

 2．II型糖尿病

 健常者群（C）と尿蛋白陰性群：P（一），およ

び間欠性蛋白尿群：P （±）をAlb濃：度および

Alb Indexで比較した結果， P（一）， P（±）群の

Alb濃度はそれぞれ8．5±7．8，14．7±9．9 （mg／

1）でC群に比べP（一）群では差を認めず，P（±）

群では有意（p＜0．001）な高値を示した．またAlb

Indexで示すとP（一）， P（±）群でそれぞれ

10．8±9．5，18．0±18。9mg／g・crであり， C群より

ともに高値（p〈0．001）であった．
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図8 健常者およびII型糖尿病における随時尿中アル

 ブミン

        考  察

現在広く行なわれている尿中蛋白測定の感度は

10mg／dl前後であり，また標準物質による違いや

検体のA／G比の差も測定値に影響を与える1）．今

回われわれが確立したHUA・RIAは測定感度

0．04mg／1で再現性はアッセイ内平均4．4％，アッ

セイ間平均16。3％とほぼ良好であった．また回収

率は106％で希釈試験は尿サンプルおよび血漿と

もに良好な結果であった．さらに交差試験では

OVA， BSAとは交差を認めず，ヒトγ一グロブリ

ンのみと0．4％の交差を示した．

 健常者の尿Alb量はMilesら2）によると
8．6～12．6mg／dayに分布し，梶沼ら3）は随時尿で

3，2±2．7mg／Z，1日量は3．5±3．5mg／dayと報告

している．今回のHUA－RIAでは起床時から就寝

時までの随時尿Alb濃度は平均6．9±5．1mg／1で

1日量は5．7±2．6mg／dayであった．しかし随時

尿Alb濃度は健常者で多少の日内変動を認め，ま

た糸球体濾過率の影響も考慮する必要がある．一

方，随時尿Alb濃度をCrで除したAlb Indexで

表わすと日内変動および蓄尿との差も認められ

ず，その平均値は4．8±2．6mg／g・crであった．日

常の診療においては完全蓄尿は困難な場合が多

く，随時尿による測定が簡便である．その意味で

腎変化が初期のうちならCrで除しIndexで算出

する方法6）やGFRを求めて1分間当りのAlb排

泄量で表わす方法7）も臨床的に有用と思われる．
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 今回検討したII型糖尿病の随時尿中Alb濃：度

は健常者群とP（一）群との間に差を認めなかっ

た．しかしAlb Indexで比較すると健常者群より

II型糖尿病のP（一）群， P（±）群ともに高値（p＜

0．001）を示した．糖尿病では従来の測定法で尿蛋

白が出現する頃には腎生検でII～III度（Gellman

基準8））のびまん性病変を示す例が多く認められ

る9）．したがってHUA－RIAを用いた尿中Alb測

定は糖尿病性腎症の早期発見の有効な指標となる

可能性が示唆された．今後，糖尿病のコントロー

ル状態との関係や他のα1MG，β～MG， NAGなど

との関連を含めて検討することによりその臨床的

有用性が更に明らかになるものと思われる．

         結  論

 今回われわれが確立した微量Alb測定のため

のHUA－RIAは，測定感度0．04mg／1で再現性，回

収率，希釈試験は良好な結果であり，ヒトγ・グロ

ブリンとは0．4％の交差率であった．

 健常者の尿中Alb Indexは平均4．8±2．6mg／

g・crで日内変動を認めず，随時尿による検索の有

用性が示嵯された．また1日Alb排泄量は5．7±

2．6mgであった．

 II型糖尿病のP（一），P（±）群ではともに健常

者に比べAlb Indexが有意に上昇しており，さら

にP（一）群よりもP（±）群で有意な高値を示し

た．このことより尿中Albの測定は糖尿病性腎症

の早期発見の指標として有用な可能性が示唆され

た．
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