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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　被験者から採取した尿を検体として用いる糖尿病マーカーの測定方法であって、

　前記検体は、精製処理を経ていない尿又は尿由来物であり、

　励起波長３４０～４００ｎｍにおいて前記検体に含まれる蛍光物質が発する、前記励起

波長よりも５０～１６０ｎｍ大きい蛍光波長における蛍光の強度をもって前記糖尿病マー

カーを測定することを特徴とする糖尿病マーカーの測定方法。

【請求項２】

　前記励起波長が３７０～４００ｎｍであることを特徴とする請求項１に記載の糖尿病マ

ーカーの測定方法。

【請求項３】

　前記検体は、尿そのもの又は尿の希釈物であることを特徴とする請求項１又は２に記載

の糖尿病マーカーの測定方法。

【請求項４】

　前記蛍光の強度を測定し、得られた測定値を基準値と比較する工程を包含することを特

徴とする請求項１～３のいずれかに記載の糖尿病マーカーの測定方法。

【発明の詳細な説明】

【技術分野】

【０００１】

　本発明は糖尿病マーカーの測定方法に関する。本発明の糖尿病マーカーの測定方法は、
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糖 尿 病 の 有 無 を 高 感 度 、 高 特 異 性 、 か つ 簡 便 に 検 出 で き る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 食 生 活 の 欧 米 化 が 進 み 、 そ れ に 起 因 す る と 考 え ら れ る 肥 満 ， 糖 尿 病 ， 動 脈 硬 化 等

の 生 活 習 慣 病 が 増 加 し て い る 。 こ の う ち 糖 尿 病 は 、 知 覚 麻 痺 、 失 明 、 動 脈 硬 化 等 と の 合 併

症 を 引 き 起 こ す こ と も 多 く 、 日 常 生 活 に 多 大 な 障 害 を も た ら す 病 気 と し て 特 に 問 題 視 さ れ

て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 糖 尿 病 は イ ン ス リ ン の 作 用 不 足 に よ る 高 血 糖 が 引 き 起 こ す 複 合 疾 患 で あ る 。 糖 尿 病 は １

型 と ２ 型 に 分 類 さ れ る 。 １ 型 糖 尿 病 は 、 膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 が 炎 症 を 起 こ し た 結 果 、

イ ン ス リ ン 分 泌 能 が 低 下 又 は 枯 渇 し て し ま い 、 高 血 糖 に 至 る も の で あ る 。 一 方 、 ２ 型 糖 尿

病 は そ れ 以 外 の 原 因 に よ っ て イ ン ス リ ン の 作 用 不 足 が 起 こ り 、 高 血 糖 に 至 る も の で あ る 。

こ の ２ 型 糖 尿 病 は 日 本 人 の 糖 尿 病 の 大 部 分 を 占 め る も の で あ り 、 特 に 問 題 視 さ れ て い る 。

　

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ２ 型 糖 尿 病 の 発 病 メ カ ニ ズ ム は ま だ 不 明 の 点 が あ る が 、 主 に 環 境 因 子 が 引 き 金 に な っ て

発 病 す る と さ れ 、 過 食 や 肥 満 が 大 き な 原 因 の 一 つ で あ る 。 例 え ば 、 肥 満 の た め に 膵 臓 の イ

ン ス リ ン 分 泌 量 が 激 増 し た 結 果 、 膵 臓 が 疲 労 し て 逆 に イ ン ス リ ン 分 泌 量 が 減 少 し 、 結 局 イ

ン ス リ ン の 作 用 不 足 と な り 高 血 糖 と な る 。 あ る い は 、 脂 肪 の 増 加 に よ っ て イ ン ス リ ン 受 容

体 が 減 少 し 、 そ の 結 果 、 イ ン ス リ ン の 作 用 不 足 と な り 高 血 糖 と な る 。 一 方 、 逆 に 、 イ ン ス

リ ン の 作 用 不 足 か ら 生 ま れ る 余 剰 の グ ル コ ー ス が 脂 肪 と な っ て 蓄 え ら れ て 肥 満 が 進 む こ と

も あ り 、 糖 尿 病 は そ の 発 症 メ カ ニ ズ ム に お い て 肥 満 と 密 接 に 関 係 し て い る 。 ま た 、 ２ 型 糖

尿 病 は 発 症 初 期 に 自 覚 症 状 が な い こ と が 多 く 、 発 見 時 に は か な り 進 行 し て い て 治 療 が 困 難

と な る こ と も あ る 。 す な わ ち 、 ２ 型 糖 尿 病 の 予 備 軍 は 相 当 に 多 い と 予 想 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 現 在 、 糖 尿 病 の 検 出 に 用 い ら れ て い る 臨 床 検 査 項 目 と し て は 、 尿 糖 、 空 腹 時 血 糖 、 ヘ モ

グ ロ ビ ン Ａ １ ｃ （ Ｈ ｂ Ａ １ ｃ ） 、 血 中 イ ン ス リ ン 値 、 血 中 ・ 尿 中 Ｃ － ペ プ チ ド 値 （ Ｃ Ｐ Ｒ

） な ど が あ る 。 そ の 他 、 グ ル コ ー ス を 経 口 摂 取 し た 後 の 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 を モ ニ タ ー し

、 そ の ク リ ア ラ ン ス 能 力 を み る 経 口 グ ル コ ー ス 負 荷 試 験 （ Ｏ Ｇ Ｔ Ｔ ） も 行 わ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 近 年 、 医 学 領 域 に お い て 、 糖 化 最 終 産 物 （ Advanced glycation end products； 以

下 、 「 Ａ Ｇ Ｅ ｓ 」 と 称 す る ） と 呼 ば れ る 物 質 が 注 目 さ れ て お り 、 様 々 な 病 気 、 疾 患 、 老 化

等 と の 関 連 性 に つ い て 研 究 さ れ て い る 。 そ し て 、 慢 性 的 な 高 血 糖 状 態 で は 循 環 血 液 中 や 組

織 で Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 生 成 が 促 進 さ れ 、 蓄 積 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ａ Ｇ Ｅ ｓ と い う 名 称 は

総 称 で あ り 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ に は 種 々 の 化 合 物 が 含 ま れ る 。 代 表 的 な Ａ Ｇ Ｅ ｓ と し て 、 カ ル ボ キ

シ メ チ ル リ ジ ン （ Nε -(carboxymethyl) lysine） 、 ペ ン ト シ ジ ン （ Pentosidine） 、 ピ ラ

リ ン （ Pyrraline） 、 ク ロ ス リ ン （ Crossline） な ど が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 測 定 技 術 と し て は 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ が 発 す る 蛍 光 （ 主 に 、 励 起 波 長 ３ ７ ０ ｎ ｍ 、 発

光 波 長 ４ ４ ０ ｎ ｍ ） を 指 標 と す る 蛍 光 分 析 法 、 褐 色 変 化 を 利 用 し た 吸 光 度 測 定 法 、 化 学 発

光 法 等 が 、 簡 易 的 な 方 法 と し て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ～ ３ ） 。 そ の 他 、 Ｈ Ｐ

Ｌ Ｃ や Ｇ Ｃ ／ Ｍ Ｓ に よ る 精 密 な 測 定 法 も 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献

４ ） 。 さ ら に 、 特 定 の Ａ Ｇ Ｅ ｓ に 着 目 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 測 定 法 も 開 発 さ れ て い る （ 例

え ば 、 特 許 文 献 ５ ～ ７ 、 非 特 許 文 献 ２ ， ３ ） 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 こ の う ち 蛍 光 測 定 法 は 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 多 く が 蛍 光 を 発 す る こ と を 利 用 し た も の で あ る 。 た

だ し 、 蛍 光 を 発 し な い Ａ Ｇ Ｅ ｓ も 存 在 す る の で （ 例 え ば 、 ピ ラ リ ン ） 、 蛍 光 分 析 法 は 全 て

の Ａ Ｇ Ｅ ｓ を 網 羅 し た も の で は な い 。 逆 に 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ 以 外 の 蛍 光 物 質 も 含 め て 測 定 し て い

る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 選 択 す る 励 起 波 長 と 発 光 波 長 に よ っ て 、 検 出 で き る 蛍 光 物 質 が 異

な る と 考 え ら れ る 。 蛍 光 分 析 法 は 高 感 度 か つ 簡 便 で あ り 、 多 数 の 試 料 を 測 定 す る 場 合 に 有
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用 で あ る 。 例 え ば 、 健 康 診 断 等 に お い て 複 数 の 尿 や 血 清 を 測 定 試 料 と す る 場 合 に 有 用 で あ

る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 糖 尿 病 の 検 出 を 目 的 と し た 尿 中 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 蛍 光 分 析 に 関 す る 報 告 が あ る （ 例 え ば 、 非 特

許 文 献 ４ ， ５ ） 。 こ こ で 、 尿 検 体 を 蛍 光 分 析 に 供 す る 場 合 に は 、 除 タ ン パ ク 等 の 前 処 理 を

行 う の が 普 通 で あ る 。

　 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ４ に 記 載 の 技 術 で は 、 前 処 理 と し て 尿 検 体 を 限 外 ろ 過 に 供 し 、 分 子

量 １ 万 以 上 の 物 質 を 除 去 し て か ら 蛍 光 分 析 を 行 っ て い る 。 ま た 非 特 許 文 献 ５ に 記 載 の 技 術

で は 、 前 処 理 と し て 尿 検 体 を ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｃ Ａ ） に よ る 除 タ ン パ ク 処 理 に 供 し て い

る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ０ ９ ９ ８ ３ ８ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ０ ２ １ ５ ４ ９ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ０ ５ ９ ８ ４ ３ 号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 ７ － ０ ９ ８ ３ １ ７ 号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ３ ２ ３ ５ １ ５ 号 公 報

【 特 許 文 献 ６ 】 特 開 ２ ０ ０ ６ － ３ １ ２ ６ ２ １ 号 公 報

【 特 許 文 献 ７ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ０ ２ １ ５ ５ ９ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 MP DE LA M AZA et al. , "Fluorescent serum and urinary advanced gl

ycoxidation end-products in non-diabetic subjects", Biol Res. 2007;40(2):203-12.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 N. Turk et al. , "Urinary extraction of advanced glycation endopr

oducts in patients with type 2 diabetes and various stages of proteinuria", Diab

etes Metab. 2004 Apr;30(2):187-92.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Takeuchi, M., et al. , "Im munological evidence that non-carboxyme

thyllysine advanced glycation end-products are produced from short chain sugars

and dicarbonyl compounds in vivo ", Mol Med. 2000 Feb;6(2):114-25.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Yanagisawa et al. , "Specific Fluorescence Assay for Advanced Gly

cation End Products in Blood and Urine of Diabetic Patients", Metabolism. 1998 N

ov;47(11):1348-53.

【 非 特 許 文 献 ５ 】 M. P. de la Maza et al. , "Fluorescent advanced glycation end-pro

ducts (ages) detected by spectro-photofluorimetry, as a screening tool to detect

 diabetic microvascular complications", Journal of Diabetes Mellitus. 2012 2(2):

221-226.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 上 記 し た よ う に 、 ２ 型 糖 尿 病 は 発 症 初 期 に 自 覚 症 状 が な い こ と が 多 く 、 発 見 時 に は か な

り 進 行 し て い て 治 療 が 困 難 と な る こ と も 多 い 。 そ の た め 、 糖 尿 病 の 検 出 を 目 的 と し た 臨 床

検 査 に お い て は 、 糖 尿 病 の 罹 患 の 有 無 の み な ら ず 、 通 常 は 検 出 で き な い よ う な 初 期 段 階 の

糖 尿 病 の 有 無 、 糖 尿 病 の 将 来 の 発 症 リ ス ク の 有 無 、 い わ ゆ る 糖 尿 病 予 備 軍 で あ る か 否 か 、

等 も 検 出 し た い と い う 要 望 が あ る 。 一 方 、 非 糖 尿 病 が 偽 陽 性 と し て 検 出 さ れ な い よ う 、 糖

尿 病 に 対 す る 高 い 特 異 性 が 維 持 さ れ て い る こ と も 求 め ら れ る 。 さ ら に 、 集 団 検 診 に 容 易 に

対 応 で き る よ う に 、 で き る だ け 簡 便 な 操 作 で 糖 尿 病 の 検 出 を 行 い た い と い う 要 望 も あ る 。

そ こ で 本 発 明 は 、 初 期 段 階 等 の 糖 尿 病 も 高 感 度 で 検 出 で き 、 糖 尿 病 に 対 す る 特 異 性 が 高 く

、 か つ 操 作 も 簡 便 な 糖 尿 病 の 検 出 技 術 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ３ 】

　 上 記 し た 課 題 を 解 決 す べ く 、 本 発 明 者 ら は 、 尿 を 検 体 と し て 用 い る 糖 尿 病 の 高 感 度 、 高

特 異 性 、 か つ 簡 便 な 検 出 技 術 に つ い て 研 究 を 進 め た 。 そ の 結 果 、 尿 を 前 処 理 せ ず に そ の ま

ま 蛍 光 分 析 に 供 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の 課 題 を 解 決 で き る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 、

尿 又 は 尿 の 希 釈 物 を そ の ま ま 蛍 光 分 析 に 供 す る こ と に よ っ て も 糖 尿 病 の 検 出 が 可 能 で あ る

こ と 、 さ ら に 、 尿 の 前 処 理 を 行 わ な い こ と に よ り 、 従 来 の 方 法 で は 見 逃 さ れ て い た 糖 尿 病

も 検 出 で き る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 前 処 理 を 行 わ な い 場 合 で も 糖 尿 病 に 対 す る 高 い 特

異 性 は 維 持 さ れ て お り 、 糖 尿 病 と 非 糖 尿 病 の 判 別 を 高 精 度 で 行 え る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 上 記 し た 知 見 に 基 づ い て 提 供 さ れ る １ つ の 発 明 は 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 尿 を 検 体 と し て

用 い る 糖 尿 病 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 検 体 は 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来 物 で

あ り 、 励 起 波 長 ２ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 前 記 検 体 に 含 ま れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 蛍 光 の

強 度 を 指 標 と し て 、 前 記 被 験 者 に お け る 糖 尿 病 の 有 無 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 糖 尿 病

の 検 出 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 こ の 発 明 の 糖 尿 病 の 検 出 方 法 は 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来 物 を 検 体 と し て 用

い 、 検 体 が 発 す る 特 定 の 蛍 光 強 度 を 指 標 と す る も の で あ る 。 こ の 発 明 に よ れ ば 、 糖 尿 病 に

対 す る 高 い 特 異 性 を 維 持 し つ つ 、 高 感 度 か つ 簡 便 に 糖 尿 病 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え

ば 、 従 来 の よ う な 、 前 処 理 を 経 た 尿 検 体 を 用 い た 蛍 光 分 析 で は 検 出 で き な い 糖 尿 病 も 検 出

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 こ こ で 「 精 製 処 理 」 と は 、 採 取 し た 尿 が 有 し て い る 含 有 物 の 組 成 を 変 化 さ せ る よ う な 処

理 を 指 す 。 例 え ば 、 一 部 の 含 有 物 を 除 去 す る 処 理 や 、 一 部 の 含 有 物 を 濃 縮 す る 処 理 は 、 当

該 精 製 処 理 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 一 定 以 上 の 分 子 量 を 有 す る 物 質 の 除 去 （ 例 え ば 、 限 外 ろ

過 に よ る 濃 縮 ・ 分 画 処 理 ） 、 タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド の 除 去 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｃ Ａ に よ る 除 タ ン

パ ク 処 理 ） 、 一 部 の 荷 電 分 子 の 除 去 （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 体 と の 接 触 ） 、 各 種 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に よ る 分 画 処 理 は 、 い ず れ も 当 該 精 製 処 理 に 含 ま れ る 。

　 一 方 、 希 釈 操 作 は 、 尿 全 体 を 均 一 に 薄 め る の み で あ り 、 含 有 物 の 組 成 を 変 化 さ せ る も の

で は な い の で 、 当 該 精 製 処 理 に は 含 ま れ な い 。 同 様 に 、 尿 全 体 を 均 一 に 濃 縮 す る 操 作 も 、

当 該 精 製 処 理 に は 含 ま れ な い 。 尿 全 体 に 安 定 化 剤 等 を 添 加 す る 処 理 も 、 含 有 物 の 組 成 を 変

化 さ せ な い 限 り 当 該 精 製 処 理 に 含 ま れ な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 精 製 処 理 を 経 て い な い 「 尿 由 来 物 」 と は 、 尿 そ の も の で は な い が 、 尿 に 由 来 し 、 か つ 前

記 し た 精 製 処 理 を 経 て い な い 物 を 指 す 。 当 該 尿 由 来 物 の 代 表 例 は 、 前 記 し た 尿 の 希 釈 物 で

あ る 。 そ の 他 、 尿 の 均 一 濃 縮 物 も 当 該 尿 由 来 物 に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ こ で 「 糖 尿 病 の 有 無 」 と は 、 糖 尿 病 の 罹 患 の 有 無 だ け で な く 、 通 常 は 検 出 困 難 な 初 期

の 糖 尿 病 の 有 無 、 糖 尿 病 の 将 来 の 発 症 リ ス ク の 有 無 、 い わ ゆ る 糖 尿 病 予 備 軍 で あ る か 否 か

、 等 も 含 む 概 念 で あ る 。 糖 尿 病 の 将 来 の 発 症 リ ス ク の 有 無 と は 、 糖 尿 病 を 発 症 し て い な い

時 点 に お い て 、 将 来 、 糖 尿 病 に 罹 患 す る 可 能 性 （ 危 険 性 ） の 有 無 を 指 す 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 な お 、 こ の 発 明 で 指 標 と す る 蛍 光 は 、 励 起 波 長 ２ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 検 体 に 含 ま

れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 蛍 光 で あ る 。 こ の 励 起 波 長 の 範 囲 は 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 蛍 光 測 定 で 従 来 か

ら 採 用 さ れ て い る 波 長 と 重 複 し て い る 。 た だ し 、 こ の 発 明 で 指 標 と す る 当 該 蛍 光 は Ａ Ｇ Ｅ

ｓ の み を 反 映 し た も の で は な く 、 他 の 蛍 光 物 質 、 例 え ば 、 従 来 技 術 で は 前 処 理 で 除 去 さ れ

て い た 蛍 光 物 質 も 含 め た 広 い 範 囲 を カ バ ー し て い る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 蛍 光 の 強 度 は 、 励 起 波 長 よ り も １ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 に お け る

蛍 光 の 強 度 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】
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　 好 ま し く は 、 前 記 検 体 は 、 尿 そ の も の 又 は 尿 の 希 釈 物 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 好 ま し く は 、 前 記 蛍 光 の 強 度 を 測 定 し 、 得 ら れ た 測 定 値 を 基 準 値 と 比 較 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の 発 明 は 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 尿 を 検 体 と し て 用 い る 糖 尿 病 マ ー カ ー の

測 定 方 法 で あ っ て 、 前 記 検 体 は 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来 物 で あ り 、 励 起 波 長

３ ４ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 前 記 検 体 に 含 ま れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 、 前 記 励 起 波 長 よ り も

５ ０ ～ １ ６ ０ ｎ ｍ 大 き い 蛍 光 波 長 に お け る 蛍 光 の 強 度 を も っ て 前 記 糖 尿 病 マ ー カ ー を 測 定

す る こ と を 特 徴 と す る 糖 尿 病 マ ー カ ー の 測 定 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 請 求 項 ２ に 記 載 の 発 明 は 、 前 記 励 起 波 長 が ３ ７ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ で あ る こ と を 特 徴 と す る

請 求 項 １ に 記 載 の 糖 尿 病 マ ー カ ー の 測 定 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 請 求 項 ３ に 記 載 の 発 明 は 、 前 記 検 体 は 、 尿 そ の も の 又 は 尿 の 希 釈 物 で あ る こ と を 特 徴 と

す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 糖 尿 病 マ ー カ ー の 測 定 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 請 求 項 ４ に 記 載 の 発 明 は 、 前 記 蛍 光 の 強 度 を 測 定 し 、 得 ら れ た 測 定 値 を 基 準 値 と 比 較 す

る 工 程 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 糖 尿 病 マ ー カ ー の 測

定 方 法 で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 糖 尿 病 に 対 す る 高 い 特 異 性 を 維 持 し つ つ 、 高 感 度 か つ 簡 便 に 糖 尿 病 を

検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 従 来 の よ う な 、 前 処 理 を 経 た 尿 検 体 を 用 い た 蛍 光 分 析 で

は 検 出 で き な い 糖 尿 病 も 検 出 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

【 図 １ 】 （ ａ ） は 糖 尿 病 型 と 非 糖 尿 病 型 を 含 む 尿 検 体 に つ い て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 結 果 を

表 す グ ラ フ 、 （ ｂ ） は ド ッ ト プ ロ ッ ト 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 尿 中 ア ル ブ ミ ン と 蛍 光 強 度 と の 関 係 を 表 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 説 明 す る 。

　 本 発 明 の 糖 尿 病 の 検 出 方 法 は 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 尿 を 検 体 と し て 用 い る 糖 尿 病 の 検 出

方 法 で あ っ て 、 前 記 検 体 は 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来 物 で あ り 、 励 起 波 長 ２ ５

０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 前 記 検 体 に 含 ま れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 蛍 光 の 強 度 を 指 標 と し て 、

前 記 被 験 者 に お け る 糖 尿 病 の 有 無 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 例 え ば 、 前 記

検 体 が 発 す る 前 記 蛍 光 強 度 を 蛍 光 分 析 装 置 等 で 測 定 し 、 該 測 定 値 を 基 準 値 と 比 較 し 、 そ の

比 較 結 果 に 基 づ い て 糖 尿 病 の 有 無 を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 で は 、 検 体 と し て 「 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来 物 」 を 用 い る 。 上 述 し た

よ う に 、 精 製 処 理 と は 、 採 取 し た 尿 が 有 し て い る 含 有 物 の 組 成 を 変 化 さ せ る よ う な 処 理 を

指 す 。 す な わ ち 本 発 明 で は 、 限 外 ろ 過 や 除 タ ン パ ク 等 の 前 処 理 を 経 て い な い 尿 又 は 尿 由 来

物 を 用 い る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 上 述 し た よ う に 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 「 尿 由 来 物 」 と は 、 尿 そ の も の で は な い が 、 尿

に 由 来 し 、 か つ 前 記 し た 精 製 処 理 を 経 て い な い 物 を 指 す 。 当 該 尿 由 来 物 の 代 表 例 は 、 尿 の

希 釈 物 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 検 体 と し て 、 尿 そ の も の 又 は 尿 の 希 釈 物 を 用 い る 。 尿 そ の も の

と 尿 の 希 釈 物 の 使 い 分 け は 、 例 え ば 、 検 体 が 発 す る 蛍 光 強 度 に 応 じ て 行 う こ と が で き る 。
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す な わ ち 、 尿 の 蛍 光 強 度 が 高 す ぎ る 場 合 に は 、 消 光 現 象 を 回 避 す る た め に 尿 を 希 釈 す る こ

と が 好 ま し い 。

　 尿 の 希 釈 に 用 い る 希 釈 液 と し て は 、 蛍 光 測 定 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い も の で あ れ ば 特 に 限

定 は な く 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 各 種 の 緩 衝 液 、 等 を 適 宜

用 い る こ と が で き る 。 希 釈 液 の ｐ Ｈ と し て は 、 蛍 光 物 質 が 安 定 に 存 在 で き る も の で あ れ ば

よ く 、 例 え ば 、 ６ ． ０ ～ ８ ． ０ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 希 釈 液 に お け る イ オ ン

種 や イ オ ン 強 度 に つ い て も 、 蛍 光 物 質 が 安 定 に 存 在 で き る も の で あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 タ

ン パ ク 質 が 変 性 し な い 程 度 の イ オ ン 種 や イ オ ン 強 度 を 選 択 す れ ば よ い 。

　 ま た 希 釈 液 は 、 蛍 光 物 質 を 含 ま な い も の で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 で は 、 励 起 波 長 ２ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 検 体 に 含 ま れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 蛍

光 の 強 度 を 指 標 と す る 。 上 述 し た よ う に 、 こ の 励 起 波 長 の 範 囲 は 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 蛍 光 測 定 で

従 来 か ら 採 用 さ れ て い る 波 長 と 重 複 し て い る 。 前 記 励 起 波 長 の 範 囲 は 、 好 ま し く は ２ ５ ０

～ ４ ５ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ２ ８ ０ ～ ４ ２ ０ ｎ ｍ 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ８ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ

ｍ 、 特 に 好 ま し く は ３ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ で あ る 。

　 蛍 光 強 度 測 定 時 の 蛍 光 波 長 （ 発 光 波 長 ） と し て は 、 蛍 光 を 検 出 で き る 波 長 で あ れ ば 特 に

限 定 は な い が 、 励 起 波 長 よ り も １ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ 大 き い 波 長 を 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。

　 具 体 例 を 挙 げ る と 、 励 起 波 長 が ２ ６ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ２ ７ ０ ～ ５ １ ０ ｎ ｍ

、 好 ま し く は ３ ０ ０ ～ ３ ８ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ３ ２ ０ ～ ３ ７ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す

る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ３ ０ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ３ １ ０ ～ ５ ５ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ３ ５ ０

～ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ３ ６ ０ ～ ４ ８ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ３ ４ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ３ ５ ０ ～ ５ ９ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ３ ８ ０

～ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ３ ９ ０ ～ ５ ２ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ３ ７ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ３ ８ ０ ～ ６ ２ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ４ ０ ０

～ ５ ５ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ４ ２ ０ ～ ５ ３ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ４ ０ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ４ １ ０ ～ ６ ５ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ４ ５ ０

～ ６ ０ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ４ ６ ０ ～ ５ ８ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ４ ５ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ４ ６ ０ ～ ７ ０ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ５ ０ ０

～ ６ ５ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ５ １ ０ ～ ６ ３ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

　 励 起 波 長 が ５ ０ ０ ｎ ｍ の 場 合 に は 、 蛍 光 波 長 は ５ １ ０ ～ ７ ５ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ５ ５ ０

～ ７ ０ ０ ｎ ｍ 、 よ り 好 ま し く は ５ ６ ０ ～ ６ ８ ０ ｎ ｍ の 範 囲 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら に 、 Ａ Ｇ Ｅ ｓ の 蛍 光 測 定 で 従 来 か ら 採 用 さ れ て い る 「 励 起 波 長 ３ ７ ０ ｎ ｍ 、 蛍 光 波

長 ４ ４ ０ ｎ ｍ 」 の 組 み 合 わ せ を 採 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 で は 、 励 起 波 長 ２ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ に お い て 検 体 に 含 ま れ る 蛍 光 物 質 が 発 す る 蛍

光 の 強 度 を 指 標 と す る が 、 そ の 具 体 的 操 作 の 代 表 例 は 、 得 ら れ た 蛍 光 強 度 値 を 基 準 値 と 比

較 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 標 準 物 質 の 蛍 光 強 度 を 同 時 に 測 定 し 、 当 該 測 定 値 を 基 準 値 と

す る こ と が で き る 。

　 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 安 定 な 一 定 濃 度 の 標 準 溶 液 を 作 製 し 、 こ の 標 準 溶 液 の 蛍 光 強

度 を １ ０ ０ と し た 場 合 の 相 対 値 で 検 体 の 蛍 光 強 度 を 表 す こ と が で き る 。

　 前 記 標 準 物 質 と し て は 、 公 知 の 蛍 光 物 質 を 用 い る こ と が で き る 。 当 該 蛍 光 物 質 は 、 上 記

の 励 起 波 長 と 発 光 波 長 で 蛍 光 測 定 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 Ａ Ｇ Ｅ ｓ で あ る

必 要 も な い 。 複 数 の 標 準 物 質 を 用 い て も よ い 。

　 標 準 物 質 と な り 得 る 蛍 光 物 質 の 具 体 例 と し て は 、 硫 酸 キ ニ ー ネ 、 フ ル オ レ セ イ ン ナ ト リ

ウ ム 、 ロ ー ダ ミ ン Ｂ な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 硫 酸 キ ニ ー ネ の ０ ． １ ～ １ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 硫

酸 溶 液 は 安 定 で あ り 、 標 準 溶 液 と し て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 そ の 他 、 基 準 値 が カ ッ ト オ フ 値 と な る よ う な 標 準 物 質 を 選 択 し 、 蛍 光 強 度 値 が 基 準 値 以

10

20

30

40

50



(7) JP  6212303  B2  2017.10.11

下 の 場 合 を 非 糖 尿 病 、 基 準 値 を 超 え る 場 合 を 糖 尿 病 と 判 定 す る こ と も で き る 。

　 ま た 、 段 階 希 釈 し た 標 準 物 質 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 尿 を 検 体 と す る 他 の 臨 床 マ ー カ ー と 同 様 に 、 ク レ ア チ ニ ン 補 正 等 の

濃 度 補 正 を す る こ と が 好 ま し い 。

　 尿 中 ク レ ア チ ニ ン の 測 定 方 法 と し て は 、 公 知 の 方 法 を そ の ま ま 用 い る こ と が で き る 。 例

え ば 、 有 機 化 学 的 測 定 法 、 紫 外 部 吸 収 法 、 酵 素 的 測 定 法 、 質 量 分 析 、 な ど を 用 い る こ と が

で き る 。 こ の う ち 、 紫 外 部 吸 収 法 は 、 尿 又 は 尿 の 希 釈 物 を そ の ま ま 測 定 試 料 と す る こ と が

で き 、 簡 便 で あ る 。

　 ク レ ア チ ニ ン に よ る 補 正 以 外 で は 、 尿 の 比 重 に よ っ て 補 正 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 検 体 の 蛍 光 強 度 の 測 定 は 、 公 知 の 蛍 光 分 析 装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 分

光 蛍 光 光 度 計 を 用 い る こ と に よ り 、 検 体 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 蛍 光

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 穴 に 入 れ た 複 数 の

検 体 の 蛍 光 強 度 を 同 時 に 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 さ ら に 、 マ イ ク ロ デ バ イ ス （ マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス 、 μ Ｔ Ａ Ｓ ） を 用 い た 微 量 分 析 技 術

を 応 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 試 料 導 入 部 と 、 試 料 導 入 部 に 連 通 す る マ イ ク ロ 流 路 と

、 マ イ ク ロ 流 路 に 連 通 す る と と も に 光 学 セ ル と し て 機 能 す る 検 体 収 容 部 と を 備 え た マ イ ク

ロ デ バ イ ス を 用 意 す る 。 そ し て 、 試 料 導 入 部 か ら 検 体 （ 例 え ば 、 精 製 処 理 を 経 て い な い 尿

希 釈 物 ） を 導 入 し 、 マ イ ク ロ 流 路 を 経 由 し て 検 体 収 容 部 に 収 容 す る 。 そ し て 、 検 体 収 容 部

（ 光 学 セ ル ） に 収 容 さ れ た 検 体 が 発 す る 蛍 光 強 度 を 、 蛍 光 分 析 装 置 で 測 定 す る 。

　 こ の と き 、 マ イ ク ロ デ バ イ ス と し て 検 体 収 容 部 （ 光 学 セ ル ） を ２ つ 設 け た も の を 採 用 し

、 一 方 の 検 体 収 容 部 を 蛍 光 強 度 測 定 用 、 他 方 の 検 体 収 容 部 を ク レ ア チ ニ ン 濃 度 測 定 用 と し

て 用 い て も よ い 。 こ の 際 の ク レ ア チ ニ ン 測 定 法 と し て は 、 例 え ば 、 前 記 し た 紫 外 部 測 定 法

（ ２ ２ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ ） を 用 い る こ と が で き る 。

　 本 発 明 に マ イ ク ロ デ バ イ ス を 適 用 す る こ と に よ り 、 微 量 の 検 体 （ 測 定 試 料 ） で 蛍 光 測 定

を 行 う こ と が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 光 学 セ ル の 光 路 長 （ セ ル の 厚 み 、 液 厚 ） を 小 さ く す る

こ と に よ り 、 濃 い 尿 で あ っ て も 希 釈 を 行 わ ず に 、 尿 そ の も の を 測 定 試 料 と す る こ と が 可 能

と な る 。 こ の 際 の セ ル の 厚 み と し て は 、 例 え ば １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｍ 程 度 と す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 を も っ て 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例

に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ １ 】

（ １ ） 血 糖 値 及 び 血 中 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 値 と の 相 関 関 係

　 血 糖 値 と 血 中 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 値 が 分 か っ て い る 成 人 男 性 １ １ ４ 名 の 尿 に つ い て 、 本 発 明 に よ

る 尿 中 の 蛍 光 物 質 測 定 を 行 い 、 相 関 関 係 を 調 べ た 。 な お 、 該 １ １ ４ 名 の 血 糖 値 （ ｍ ｇ ／ ｄ

Ｌ ） の 分 布 は 、 最 小 値 ８ ３ 、 最 大 値 ２ ７ １ 、 平 均 値 １ １ ７ ． ２ ５ 、 標 準 偏 差 ２ ７ ． ０ １ ６

で あ っ た 。 ま た 、 血 中 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 値 （ ％ ） の 分 布 は 、 最 小 値 ４ ． ４ 、 最 大 値 ９ ． ９ 、 平 均

値 ５ ． ７ ０ ６ 、 標 準 偏 差 １ ． ０ ５ ６ ２ で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 尿 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ～ ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 蛍 光 測 定 用 の 検 体 （ 測 定 試 料 ） を 調 製 し た 。 各

測 定 試 料 ２ ０ ０ μ Ｌ を 前 処 理 す る こ と な く そ の ま ま 蛍 光 測 定 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Greine

r bio-one、 762077） の 各 穴 に 入 れ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Spectra Max Gemini E M

; Molecular Devices, Sunnyvale, CA） に て 蛍 光 強 度 （ 励 起 波 長 ３ ７ ０ ｎ ｍ 、 蛍 光 波 長 ４

４ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し た 。 別 途 、 各 尿 検 体 に つ い て 、 Ｌ タ イ プ ワ コ ー 　 Ｃ Ｒ Ｅ ・ Ｍ （ 和 光 純

薬 工 業 社 ） を 用 い て ク レ ア チ ニ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 蛍 光 強 度 値 を ク レ ア チ ニ ン 濃

度 値 で 除 し 、 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度 値 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン ） を 得 た 。
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　 そ の 結 果 、 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度 値 の 分 布 は 、 最 小 値 ４ ６ 、 最 大 値 １ ２ ７ ６ 、 平 均 値 １ ９

６ ． ３ ３ 、 標 準 偏 差 １ ５ ８ ． ０ ６ ７ で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ ソ フ ト ウ ェ ア （ Ｉ Ｂ Ｍ 社 ） に よ り 統 計 処 理 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 補 正 さ れ た 蛍

光 強 度 値 と 血 糖 値 と の Pearsonの 相 関 係 数 は ０ ． ２ ６ ０ 、 有 意 確 率 （ 両 側 ） は ０ ． ０ ５ で

あ っ た 。 ま た 、 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度 値 と 血 中 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 値 と の Pearsonの 相 関 係 数 は ０ ．

２ ８ １ 、 有 意 確 率 （ 両 側 ） は ０ ． ０ ２ で あ っ た 。

　 以 上 よ り 、 尿 の 蛍 光 強 度 （ 励 起 波 長 ３ ７ ０ ｎ ｍ 、 蛍 光 波 長 ４ ４ ０ ｎ ｍ ） は 、 血 糖 値 及 び

血 中 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ 値 と 相 関 を 有 し て い た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

（ ２ ） 蛍 光 強 度 に よ る 糖 尿 病 と 非 糖 尿 病 の 判 別

　 成 人 男 性 ３ ９ ３ 名 （ 糖 尿 病 型 ２ ２ 名 、 非 糖 尿 病 型 （ 健 常 人 ） ３ ７ １ 名 ） の 尿 を 検 体 と し

て 用 い 、 以 下 の 測 定 を 行 っ た 。 な お 、 糖 尿 病 型 ２ ２ 名 の 内 訳 は 、

（ ａ ） 糖 尿 病 治 療 薬 を 使 用 し て い る 人 ： １ ５ 名

（ ｂ ） 糖 尿 病 治 療 薬 を 使 用 し て い な い が 空 腹 時 血 糖 が １ ２ ６ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ で Ｈ ｂ Ａ １ ｃ が ６

． １ ％ 以 上 の 糖 尿 病 診 断 基 準 を 満 た し て い る 人 ： ７ 名

で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 尿 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ～ ２ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 蛍 光 測 定 用 の 検 体 （ 測 定 試 料 ） を 調 製 し た 。 各

測 定 試 料 ２ ０ ０ μ Ｌ を 前 処 理 す る こ と な く そ の ま ま 蛍 光 測 定 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Greine

r bio-one、 762077） の 各 穴 に 入 れ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Spectra Max Gemini E M

; Molecular Devices, Sunnyvale, CA） に て 蛍 光 強 度 （ 励 起 波 長 ３ ７ ０ ｎ ｍ 、 蛍 光 波 長 ４

４ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し た 。

　 別 途 、 各 尿 検 体 に つ い て 、 Ｌ タ イ プ ワ コ ー 　 Ｃ Ｒ Ｅ ・ Ｍ （ 和 光 純 薬 工 業 社 ） を 用 い て ク

レ ア チ ニ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 蛍 光 強 度 値 を ク レ ア チ ニ ン 濃 度 値 で 除 し 、 補 正 さ れ

た 蛍 光 強 度 値 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン ） を 得 た 。 結 果 を 図 １ （ ａ ） ， （ ｂ ） に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度 値 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン ） の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 は 、 非 糖 尿 病 型 （

３ ７ １ 名 ） で は １ ７ １ ± １ ３ ２ で あ っ た 。 一 方 、 上 記 （ ａ ） の 糖 尿 病 型 （ １ ５ 名 ） で は ２

６ ０ ± １ ８ １ 、 上 記 （ ｂ ） の 糖 尿 病 型 （ ７ 名 ） で は ３ ４ ４ ± ４ １ ３ 、 上 記 （ ａ ） （ ｂ ） を

合 わ せ て （ ２ ２ 名 ） ２ ８ ７ ± ２ ６ ９ で あ っ た 。

　 そ し て 、 非 糖 尿 病 型 と 糖 尿 病 型 （ ａ ） と の 間 、 非 糖 尿 病 型 と 糖 尿 病 型 （ ｂ ） と の 間 、 非

糖 尿 病 型 と 糖 尿 病 型 （ ａ ） 及 び （ ｂ ） と の 間 、 の い ず れ に お い て も 、 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度

値 に 有 意 差 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

（ ３ ） 励 起 波 長 と 蛍 光 波 長 の 検 討

　 上 記 （ ２ ） の 各 検 体 に つ い て 、 励 起 波 長 を ２ ６ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 、 蛍 光 波 長 を ３ ０

０ ～ ７ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で 振 っ て 、 蛍 光 強 度 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン ） を 測 定 し 、 糖 尿 病 群

（ ２ ２ 例 ） と 非 糖 尿 病 群 （ ３ ７ １ 例 ） で の 有 意 差 検 定 を 行 っ た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。

　 す な わ ち 、 少 な く と も 励 起 波 長 ２ ６ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で 、 蛍 光 強 度 に 有 意 差 が 認 め

ら れ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、 太 字 部 分 ） 。 ま た 蛍 光 波 長 に つ い て は 、 少 な く と も 励 起 波 長 プ ラ

ス ２ ０ ｎ ｍ 程 度 の 波 長 で あ れ ば 、 十 分 採 用 可 能 で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ９ 】

（ ４ ） 尿 中 ア ル ブ ミ ン と 蛍 光 強 度 の 関 係

　 上 記 （ ２ ） の 各 検 体 に つ い て 尿 中 ア ル ブ ミ ン を 測 定 し 、 （ Ｎ ） ２ ０ ｍ ｇ ／ ｇ ク レ ア チ ニ

ン 以 下 （ ３ ５ ３ 例 ） 、 （ Ｍ ｉ ） ２ １ ～ ２ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン （ ３ ６ 例 、 ミ ク ロ ア ル

ブ ミ ン 尿 ） 、 （ Ｍ ａ ） ２ ０ １ ｍ ｇ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン 以 上 （ ４ 例 、 マ ク ロ ア ル ブ ミ ン 尿 ） 、

の ３ つ の 群 に 分 け た 。 各 群 に つ い て 、 上 記 （ ２ ） で 測 定 し た 蛍 光 強 度 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ

ニ ン ） を 比 較 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 蛍 光 強 度 （ Ａ Ｕ ／ ｇ ク レ ア チ ニ ン ） の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 は 、 （ Ｎ ） で は １ ７ ０ ± １ ４ ４

、 （ Ｍ ｉ ） で は ２ ２ ９ ± １ ２ ０ 、 （ Ｍ ａ ） で は ３ ６ １ ± ２ ２ ３ で あ っ た 。 そ し て 、 （ Ｎ ）

と （ Ｍ ｉ ） と の 間 、 並 び に 、 （ Ｎ ） と （ Ｍ ａ ） と の 間 に 有 意 差 が 認 め ら れ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０
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５ ） 。

　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 尿 中 ア ル ブ ミ ン が 高 い ほ ど 、 す な わ ち 糖 尿 病 の 重 症 度

が 高 い ほ ど 蛍 光 強 度 が 高 か っ た 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 重 症 度 に 応 じ た 糖 尿 病 の 検 出 が

可 能 で あ っ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 な お 、 非 特 許 文 献 ４ に 記 載 の 方 法 で は 、 前 処 理 と し て 尿 を 限 外 ろ 過 に 供 し て お り 、 ア ル

ブ ミ ン は 予 め 除 去 さ れ て い る 。 そ し て 、 Ｎ 群 、 Ｍ ｉ 群 、 及 び Ｍ ａ 群 の ３ 群 の 間 に は 有 意 差

が 認 め ら れ な い （ 例 え ば 、 Fig. 2B、 Fig. 3） 。 こ の 方 法 で は 、 尿 中 ア ル ブ ミ ン が 検 出 さ

れ る よ う な 重 症 の 糖 尿 病 患 者 を 見 逃 し て い る 可 能 性 が あ り 、 重 症 度 に 応 じ た 糖 尿 病 の 検 出

が 困 難 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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