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糸球体腎炎患者における尿中 IL-6活性測定法の確立

奈良県立医科大学第1内科学教室

平 田 英二，岩野正 之，平 山俊英

堀井康弘，小川 修二，岸本 匡 司

北村嘉ニ，土肥和紘，石川 兵衛

MEASUREMENT OF URIN ARY IL-6 IN 

HUMAN CHRONIC GLOMERULONEPHRITIS 

EIJI HIRATA， MASAYUKIIWANO， TOSHIHIDE HIRAYAMA， YASUHIRO HORII， 

SHUJIOGAWA， TADASHI KISHIMOTO， YOSHIZO KITAMURA， 

KAZUHIRO DOHI and HYOE ISHIKA W A 
The First Depart問 ent01 Internal Medicine， Nara Medical University 

Received November 27， 1992 

Summary: IL-6 is closely associated with the pathogenesis of human mesangial 

proliferative glomerulonephritis(mesPGN). We have previously shown that the measure-

ment of urinary IL-6 is a helpful tool for monitoring the progression of IgA nephropathy. 

In this study， IL-6 activity of both 24-hour urine and spot urine from the same patients was 

measured to determine which urine sample functions beUer as a sample for the measure-

ment of urinary IL-6. 

Urine samples were collected from 131 patients with primary and secondary glomerular 

diseases followed at Nara Medical University Hospital. Spot urine samples were collected 

and stored immediately at -20'C unti1 use. Twenty-four-hour urine samples were collected 

at room temperature and also stored at -20'C unti1 use. Urinary IL-6 was measured by 

using IL-6 dependent hybridoma clone， MH60. BSF2， as well as enzyme-linked immunosor-

bent assay(ELISA). 

When the spot urine was used for the measurement of IL-6， IL-6 activity became 

undetectable in 15 out of 20 patients， whi1e 24-hour urine samples from all 20 patients 

showed significant IL-6 activity. In addition， urinary IL-6 activity was not diminished by 

24-hour storage of urine samples at room temperature. These data indicate that IL-6 was 

not excreted continuously. Thus， the 24-hour urine sample was a beUer sample for the 

measurement of urinary IL-6. The levels of urinary IL-6 measured by using MH60. BSF2 

were positively correlated with those measured by ELISA system. However， urinary IL-

6 in about 53% of patients whose urinary IL-6 activity could be determined by using MH60. 

BSF2 became undetectable when using ELISA system. 

As a sample for the measurement of urinary IL-6， we should use the 24-hour urine 

sample. Urinary IL-6 could be measured easi1y by using ELISA system. 
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インターロイキン 6(IL-6)は，生体の免疫応答，細胞の

増殖分化および急性期蛋白の誘導に関与する多機能の生

物活性化因子である 1-8). また， IL-6は，1)ラットおよび

マウス培養メサンギウム細胞の autocrin巴 growthfac-

tor (自己分泌増殖因子〉であること 9-11)，2)メサンギウム

増殖性糸球体腎炎(mesPGN)患者の尿中にIL-6活性が

認められること， 3)尿中IL-6活性がメサンギウム増生

と正相関を示すこと 9-16¥ 4)mesPGN患者の糸球体メサ

ンギウム域にIL-6の局在が認められていることから，

mesPGNの発症・進展に関与していることが示唆されて

いる 9，12-15). さらに著者ら1叫土，尿中IL-6活性の経時的

測定がIgA腎症の活動性の指標として有用であること

を報告してきた.

成人発症糸球体腎炎の過半数を占める IgA腎症は約

20 %の症例が腎不全に至るとされており，活動性を正確

に把握することが治療方針決定に重要である しかし

IgA腎症の予後判定は腎生検所見に頼らざるを得ない

のが現状といえる.また腎生検所見と臨床経過が一致し

ない症例も少なからず存在することも知られている.し

たがって，非侵襲的で、簡便かっ正確な予後判定指標の開

発が期待されるわけであり，著者らは前述の成績引

から尿中 IL-6活性の測定が有望と考えている

そこで今回，著者らは一般臨床での尿中IL-6測定法

の確立を目的として，尿検体採取法ならびにIL-6測定

法について検討を加えた.

対象と方法

1. 対象

対象は，奈良県立医科大学第 l内科およびその関連病

院において腎生検を施行し，グレアチニンクリアランス

が70ml/分以上の mesPGN患者98例，その他の原発性

糸球体腎炎患者 13例，全身性エリテマトーデス(SLE)患

者 20例の計 131例である.健常対照には健常成人 18例

を選んだ.その他の原発性糸球体腎炎患者 13例の内訳

は，微小変化型ネフローゼ症候群(MCNS)患者2例，巣

状糸球体硬化症(FGS)患者6例，膜性腎症(MN)患者5

例である.対象および対照の性別と年齢はTable1に示

すとおりである.なおmesPGNはメサンギウム増生の

程度により，腎生検で得られた糸球体の約半数以上が係

蹄腔の狭細化を示さない I群と，糸球体の約半数以上が

係蹄腔の狭細化を示すII群に分類した16).

2. 方法

(1) 測定用尿検体の準備

Table 1. Subjects 

Renal histology M/F 

rn巴sPGN 50/48 
rnild 20/18 
rnod巴rate 30/30 
other GN 3/10 
MCNS" 0/2 
FGSb 2/4 
MN' 1/4 
LNd 1/19 

WHOII 。/7
WHOIII 。/1
WHOIV 1/8 
WHOV 。/3
control 9/9 

a : rninirnal change nephrotic syndrorne， 

b : focal glornerular sc1erosis， 
c : rnernbranous nephropathy， 
d : lupus nephritis 

Age(rnean) 

13-62(37) 
13-62(36) 
13-59 (37) 

16-65(37) 

16-1706.5) 
19-62(35) 

26←63(47) 
15-65(36) 

18-62(36) 

28 
15-65(38) 

24-36(31) 

24-38(29) 

24時間尿と随時尿:今回の検討では，治療開始前の任

意の 1日に室温で24時間蓄尿したものを 24時間尿，別

の日の任意時刻に採取したものを随時尿とした.検体は，

採取後， 0.01M リン酸緩衝液(PBS;日水製薬社製〉で2

時間づっ2回透析し，さらにRPMI1640(日水製薬社製〉

で1時間透析した.これを 0.45μmのフィノレターで猪過

し， -20'Cに測定直前まで保存した.

凍結保存24時間尿と室温保存24時間尿:入院中の

m巴sPGN患者 18例を対象に， 24時間尿について，排尿

ごとに尿量を測定した後に， 1/10量を凍結保存し〔凍結

保存分画尿)， 9/10量を室温で保存した〔室温保存分画

尿).

1日尿中IL-6排i世動態と 24時間尿中IL-6排世量:

凍結保存尿と室温保存尿の各分画についてそれぞれの

IL-6活性を測定し，各分画尿量を積算することによって

1日間の尿中IL-6排i世動態と 24時間尿中IL-6排世量

を求めた.24時間尿中IL-6排i世量については，さらに，

凍結保存尿と室温保存尿の 24時間尿中IL-6排i世量を

比較し， 24時間尿における IL-6活性の安定性を検討し

た.

尿中IL-6活性の再測定:mesPGNの4例について，

IL-6活性測定ずみの尿検体を3TCで24時間放置した

後，再度IL-6活性を測定して尿中IL-6活性の安定性を

検討した.

(2) 測定法

1) IL-6依存性細胞株による生物活性測定法

IL-6依存性細胞株のMH60.BSF2細胞〔大阪大学医

学部，平野俊夫教授より供与〉を RPMI1640培養液で2
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回洗浄後，同細胞数が5X10'個/mlの細胞数になるよう 100 

に調整して培養液に浮遊させた.使用した培養液は，

RPMI1640に10%ウシ胎児血清(FCS; GIBCO社製)，

5X10-5 Mの2ーメノレカプトエタノーノレ(ナカライテスF

社製)， 100単位/mlのベニシリンG(明治製薬社製)， 100 80 

μg/mlのストレプトマイシン(明治製薬社製〕を加えた

ものである.200 pg/mlの濃度から倍々希釈したリコン

ピナント IL-6(rIL-6)(大阪大学医学部，平野俊夫教授よ

り供与〉あるいは検体をMH60.BSF2細胞とともに96

穴平底プレート (200μ1/ウエノレ〕に添加後， 5 % CO2， 

3TCの条件下で48時間培養した.培養終了 4時間前に

MTT[3一(4，5-Dimethyl-2-thiazolyI)-2， 5-diphenyl-2 

H tetrazolium bromid巴J(向仁化学社製〉を 10μ1/ウエ
ノレ加えた.培養終了後，各ウエノレに0.04N塩酸イソプ

ロパノーノレ液を添加し十分に撹枠後，イムノリーダ(ラボ

サイエンス社製〉を用いて各ウエノレの OD570 nmにおけ

る吸光度を測定した.検体の IL-6活性は既知濃度のrIL

-6を用いて作成した標準曲線から算出した1川 8). 本法に

よる IL-6活性の検出感度は5pg/ml以上であった.

三EL 60 
J tD 

E と 40 
コ‘ー

20 

2) ELISA法 O

IL-6測定用ELISAキット〔富士レピオ社製〕を用い Spot urine 24・hrurine 
て測定した19，20). 検体の IL-6活性は，既知濃度のrIL-6

を用いて作成した標準曲線から算出した.本法による IL

6の検出感度は生物活性測定法と同等の 5pg/ml以上

であった.

(3) 推計学的処理

推計学的処理は， Wilcoxonの順位和検定および

Sp巴armanの順位相関係数に拠った.本文中の測定値は

中央値(第l四分位数，第3四分位数〉で表した.

成 績

Fig. 1. IL-6 activity of 24-hr urin巴 andspot urine目
IL-6 activity in spot urine becam巴undetect
abl巴in15 out of 20 patients， while， 24-hour 
urin巴 samplesfrom all 20 patients showed 
significant IL-6. 

I群〉および尿中排、世のみられない症例の3型に分かれ

た. IL-6が持続性排粧を示した症例は7例CI群 4例，

II群 3例)，間欠的排准を示した症例は7例CI群 :3

例， II群 :4例)，排i世されなかった症例は4例CI群・ 2

例， II群 :2例〉であった.つまり，尿中IL-6の排世動態

1目 尿中IL-6活性測定用の検体に関する検討 は，メサンギウム増生と一定の関係を示さなかったこと

(1) 24時間尿と随時尿の比較 になる

24時間尿と随時尿の尿中IL-6活性について生物活性 (3) 尿の保存方法と IL-6活性の安定性

法を用いて比較した.24時間尿について測定した尿中 1) 24時間尿中IL-6活性の安定性

IL-6活性は， mesPGN患者98例中48例に検出された 24時間尿中IL-6活性の安定性を生物活性法によって

この 48例の中から任意に20例を抽出し，随時尿の IL-6 検討した.Fig.3に示すように，室温保存24時間尿につ

活性を測定したが， IL-6活性は， 20例中 15例(75%)に いて積算した24時間尿中IL-6排i世量は，凍結保存分画

おいて測定感度以下であった(Fig.1). 尿の IL-6活性値と尿量から積算して求めた24時間尿

(2) 尿中IL-6排i世動態 中IL-6排f世量と強い正相関を示した(rニ0.89，p< 

入院中のmesPGN患者18例を対象に， 1日聞におけ 0.001). 

るIL-6の尿中排f世動態を生物活性法で検討した.IL-6 2) 3TC24時開放置後の尿中IL-6活性の安定性

の尿中排i世パターンは， Fig.2に図示したように， IL-6 mesPGN患者4例から得た尿検体をIL-6活性測定後，

の尿中排i世が持続性の症例(Fig.2，Upper; 43歳，女 凍結保存したものと，3TCで24時間放置しておいて再度

性， II群)，間欠的の症例(Fig.2，Low巴r; 35歳，男性 IL-6活性を測定したものとで比較すると，後者の IL-6
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Fig. 2. Pattern of urinary IL-6 excr巴tion.Upp巴r;IL
6 was巴xcretedcontinuously. Lower; IL-6 
was excr巴teduncontinuously 
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によって測定した.健常対照群の尿中IL-6活性は，全例

において測定感度以下であった.mesPGNについては，

IL-6活性は， 1群では38例中15例(39%)， II群では60

例中33例(55%)で検出された.IL-6活性の中央値(第1

四分位数，第3四分位数〉は群が5ng以下/日(<5

ng/日， 9.1 ng/日)， II群が10.9ng/日(<5ng/日， 26.6 

ng/日〉であり， 2群聞に有意差(p<0.05)が認められた.

その他の原発性糸球体腎炎では，尿中IL-6活性が13

例中6例(46%)に検出されており， IL-6活性の中央値

は5ng/日以下(<5ng/日， 24.8 ng/日〉であった.なお

MCNS2例中2例000%)， FGS 6 iJU中2例(33%)， 

MN5例中2例(40%)において尿中IL-6活性が検出さ

れた.

SLEについては， WHOIV型と WHOII・III'V型に

分けて尿中IL-6活性を検討した.WHOIV型の尿中IL-

6活性の中央値は，87.0ng/日(40.0ng/日， 119.6ng/日〉

であり， WHO II・III'V型の 7.8ng/日(6.1ng/日， 13.3 

ng/日〉に比して有意に高値を示した(p<0.01)(Fig.4).

3. 生物活性法と ELISA法の比較

今回対象とした 131例の 24時間尿検体の中から 112

検体(mesPGN患者86検体，その他の原発性糸球体腎炎

患者6検体， SLE患者20検体〉を任意に抽出し， ELISA 

法を用いて尿中IL-6を測定した.生物活性法で得られ

たIL-6活性値と ELISA法で得られた値の聞には低い

が有意の正相関が認められた(r=0.54，p<O. 01) (Fig. 

5).また 112検体中， 34検体(mesPGM患者23検体，そ

の他の原発性糸球体腎炎患者1検体， SLE患者10検体〉

のIL-6活性は生物活性法と ELISA法の両法で検出さ

れたが， 38検体(mesPGN患者25検体，その他の原発性

糸球体腎炎患者4検体， SLE患者9検体〕は生物活性法

で検出されたにすぎず， 40検体(mesPGN患者38検体，

その他の原発性糸球体腎炎患者1検体， SLE患者1検

体〉は両法とも測定感度以下であった.なおIL-6活性が

ELISA法で検出されるが，生物活性法で検出されないと

いう検体は存在しなかった(Fig.6).

6 

考 要Z
Zミ

Fig.3目 IL-6activity in 24-hr urine samples and total 1 随時尿と 24時間尿における尿中IL-6活性の比
of spot frozen samples. IL-6 activity in 24-hr 
urin巴sampleswas positively corr巴lat巴dwith 収

that in total of spot frozen samples. 本研究の成績からみると， 24時間尿で尿中IL-6活性

が検出される症例で、も，随時尿については，採尿時刻に

活性値は凍結保存尿の IL-6活性債を 100%として 90 よって測定感度以下になる可能性が明らかになった.尿

%以上(91%， 94 %， 95 %， 97 %)であった. 中IL-6の排粧が， Fig.2に示したように，間欠的に行わ

2. 糸球体腎炎患者における尿中IL-6活性 れる症例が多数含まれるからである.24時間蓄尿の一部

糸球体腎炎患者における尿中IL-6活性を生物活性法 を用いて求めた 24時間IL-6排世量は，排尿ごとにその
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Fig. 5. Correlation betw巴enurinary IL-6 measured 
by MH60. BSF2 and ELISA目

一部を凍結保存して求めた24時間IL-6排世量と強い

正相関を示すこと，また尿中IL-6活性は尿検体を室温

に24時開放置しても，3TCで24時間放置した場合で、も，

失活せずに安定していたことから， 24時間尿中IL-6活

性は安定性が高いと考えられる.以上のことから，糸球

体腎炎患者の尿中IL-6活性は， 24時間蓄尿した検体を

用いて測定するのが実用的といえる.

2. 糸球体腎炎患者における尿中IL-6活性

すでに著者らは， mesPGN患者の随時尿中にIL-6活

性が認められること，尿中IL-6活性がメサンギウム増

• 
生の程度と正相関を示すことを明らかにしてい

る9，11，13-16).今回は，糸球体腎炎患者における尿中IL-6活

性を24時間尿で検討した.今回の検討でも，mesPGN患

者ではメサンギウム増生の進展とともに尿中IL-6活性

は有意の上昇を示した.加えて SLE患者では高度のメサ

ンギウム増生を呈する WHOIV型がWHOII・III・V型

に比して有意に高値の尿中IL-6活性を示したことから，

尿中IL-6活性はメサンギウム増生の指標になると考え

られる.

著者ら 12)は， MCNS 19例中19例000%)およびMN

27例中25例(93%)で尿中IL-6活性は認められなかっ

たことを報告した.しかし，今回の成績では，対象例数

が少ないが， MCNS2例中2例(100%)， MN 5例中2例

(40 %)で尿中IL-6活性が検出された.この相違は，前回

の成績が随時尿を用いたことによると考えられる.また

MCNS， FGSおよびMNなどのメサンギウム増生を示

さない糸球体腎炎患者にも尿中IL-6活性が検出された

ことから，尿中IL-6活性は，メサンギウム細胞で、の産生

以外に，尿細管上皮での産生や糸球体基底膜における蛋

白透過性の充進などによっても規定されるものと推測さ

れる.

著者らは，尿中IL-6活性の経時的測定がmesPGN患

者の経過観察に有用な指標となること，ルーフ.ス腎炎
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測定の臨床応用について検討を重ねる必要があると思わ

れる

最古 言命

1. IL-6の尿中排世動態からみて，尿中IL-6活性測定

用の検体には24時間尿が優れており，尿検体は室温保存

でIL-6の失活をみない

2. mesPGNでは，メサンギウム増生の程度と尿中IL

6活性の上昇が相関した.SLEについては， WHO II 

型， IH型およびV型に比し， WHOIV型で尿中IL-6活性

の上昇が著しい.

3 尿中IL-6活性値はELISA法と生物活性法の聞で

正相関を示した.尿中IL-6活性の測定にはELISA法の

臨床応用が可能と思われる.

本論文の要旨は第20回白木腎臓学会西部部会(1990

年4月，岡山)，第34回日本腎臓学会総会(1991年11

月，岡山)，第9回アジア腎臓コロキウム(1992年5月，

ソウノレ〕において発表した.
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