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慢性 腎不全患者 お よび一 側腎摘 出患者 のEnzyme-

linkedImmunosorbentAssay法 に よる血 清

Insulin-likeGrowthFactor-1値 の 測 定
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FACTOR-I BY ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT 
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   Using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), we determined the serum insulin-like 

growth factor-I (IGF-I) levels in the patients on hemodialysis and patients who had undergone uni-
lateral nephrectomy. This ELISA system was able to detect IGF-I over the range of 1.6 to 50 
ng/ml. The serum IGF-I levels in 45 male and 34 female dialytic patients  (12.7±7.4 ng/ml and 29.0 

 ±  15.9 ng/ml) were significantly low (P<0.01) compared with 50 normal adult men and 53 normal 
adult women  (34.9±11.4 ng/ml and 44.5±20.5 ng/ml). The serum IGF-I level tended to decrease 
with aging. Furthermore, we determined the IGF-I levels in 5 donors for living-related kidney 
transplantation and 7 patients with upper urinary tract tumor before and after unilateral nephrec-
tomy in order to examine the endocrine effect of IGF-I. The IGF-I level in the donors decreased 
significantly (P<0.05) on the fifth postoperative day and returned to the preoperative level on the 
14th postoperative day. The IGF-I level in the tumor patients decreased significantly on the fifth 

postoperative day  (P<0.01) and remained at a  low level up to the 14th postoperative day. How-
ever, the changes in the postoperative IGF-I level in the patients who had undergone surgical 
operations other than unilateral nephrectomy showed patterns similar to those in the kidney trans-

plantation donors. These findings suggest that the postoperative fall in the serum IGF-I is affect-
ed by either fasting after surgery or consumption due to healing of the operative wound. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 39: 499-505, 1993) 

Key words: Insulin-like growth factor-I (IGF-I), Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
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緒 言

イ ンス リソ様 成 長 因 子(insulin-likegrowthfac-

tor:IGF)は,成 長 ホ ル モ ソ(growthhormon=G

H)のmediatorと して 知 られ,IGF-1お よびIIの

2種 が 存 在 し,そ れ ぞれ70個,67個(45個 は 共通)の

ア ミノ酸 か らな る分子 量7,649,7,471の 単 鎖 ペ プチ ド

で,プ ロイ ソス リンに きわ め て 類 似 して い る.し か し

そ の イ ンス リン作用 は1/50～1/100程 度 と弱 く,逆 に細

胞 増殖 作 用 は100～1,000倍 強 力 で あ るDと され て い る.

IGF-IIはGH依 存 性 は 少 な く,IGF-1が ヒ トに お

け るGH依 存 性 軟 骨成 長 因 子 の主 要 な も の と考 え ら

れ て い る2).IGF-1の 主 な 産 生臓 器 が 肝臓 で あ る こ

とはmRNAレ ベ ルで も証 明 され て い る3)が,最 近

IGF-1が 肝 以外 の臓 器 で も産 生 さ れ る こ とが報 告 さ

れ4),IGF-1が 肝 臓 よ り血 流 に 入 って 遠 隔 細 胞 に

endocrinefactorと して 作用 す る ば か りで な く,

autocrineあ るい はparacrinefactorと して 作 用 す

る5)こ とを 示 唆 して い る。

慢性 腎不 全 の 小 児 患者 に は 成 長 障 害 が 見 ら れ る6)

た め,慢 性 腎 不 全患 者 の 血 中IGF-1濃 度 に 関 し て

は 以前 よ り種 々 の 報 告 が 行 わ れ て い る が,最 近 の
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radioimmunoassay(RIA)法 で は低 値7)あ るい は 正

常値8)と され てい る.今 回わ れ わ れ はradioisotopeを

使 用 せ ず に 測 定 で き る方 法 と して 酵素 免 疫学 的 測 定 法

(eRzyme-liRke《 圭 圭mmUResorbenta§ §a¥:】E乙ISA)

に よ り血 清IGF。1値 を 測定 し,慢 性 腎不 全(血 液 透

析)患 者 と正 常 入 の搬 溶 三GF一玉値 の比 較 を 行 った の

で 報 蕾す る.ま た 動物 モ デル に お い て一 側 腎 摘 出後 の

代 僕 性 腎成 長 に 残 存 腎 で のIGF-1が 闘 与 し て い る

との報 告 が あ る9)た め,IGF-1のendocrinefactor

と して の 奨与 を検 討 す る §約 で一 翻 腎養 娼衛 患 老 の 搬

清IGF-1値 を 測定 した の で合 わせ て 報 告す る.

対象および方法

玉.対 象

慢性 腎 不 金 で血 液 透 析 を受 け てい る患 者79名(男 性

45名,女 性34名)お よび コ ン トロー ル として 正 常成 人

103名(男 性50名,女 性53名)の 血 中IGF-1濃 度 を

漫珪定 した.透 夢量患者 を年 齢 男輿こ分 け る と男髪生2◎～30歳

代10名,40～50歳 代18名,60～70歳 代17名,女 性2Q～

30歳 代12名,40～50歳 代14名,'60～70歳 代8名 で あ

る.琵 常威 人 を 年 齢 溺 に分 け る と 男 性 齢 ～3¢歳 代16

名,40～50歳 代15名,60～70歳 代19名,女 性20～30歳

代i6名,40～50歳 代19名,60～70歳 代18名 で あ る,

別 に 一 側 腎摘 除 術 を 行 った 患老 に つ い て も 経 時 的

(徳 蕊,衛 後3・5・7-KE)に 灘 清IGF-1縫 の

測 定 を行 った.そ の 内訳 は 生体 腎移 植 ドナ ー(A群)

5名(47歳 ～64歳)で 全 例 腰 部 斜切 囲 に よ る腹 腔 外 ア

プ ロー チ に よ り手術 が 行 わ れ,腎 摘 除 術 を必 要 と した

騒 瘍患 者(B群 〉 は7名(3フ ～74歳)(腎 腫 瘍3名,

尿 管腫 瘍2名,腎 孟 腫 瘍1名,血 管筋 脂 肪腫1名)で

経 腹 的 ア ブpa一 チ に よる腎 摘 絵衛 が4名 に 行 われ た 。

さ らに 腎摘 除 術 は 行 われ なか った が 億ぽ 同 程 度 の 侵襲

の手 術操 作 を 受 け た 患 老(C群)3名(2フ ～46歳)

で,原 発 性 ア ル ドス テ ロ ソ症 に 対 して は患 側 副 腎摘 除

衛 が,一 翻尿 管 致 窄,一 翻 水 腎 症 に 対』して ほ 尿 路形 戚

手 術 が 行 われ た,

2.方 法

① 抗IGF-1ウ サ ギ抗 体 の 作製

遺 伝 子 継 換 え ヒyIGF-1(rec◎mblnaRthuman

IGF・ ・1:rhlGF-1)は 藤 沢 薬 品工 業 よ り提供 を受 け た.

抗1(}F-1抗 体 の 作製 法 はFurlanettoら の方 法10)に

準 じて 行 った.す な わ ち,ovaibuminとcoupling

したrh!GF-1をNewZealandウ サ ギ 皮 下 に免 疫 し,

目的 の 抗体 が で き て い る こ とをOuchterlony}kで 確

認 後 全採 血 した.硫 安 分 画 法 で 血 濡 よ り γ一globulin

を分 け,Pr◎telnA・SepharoseCL-4B(Pharmacia

社)を 用 い たa備nitychromatographyで ウサ ギlgG

と して 回収 した.こ れ をovaibuminをcouplingさ

せ たa伍nityChromatagraphy(CNBr-activated

Sepharo§e4B>で 銃 ◎va茎bumlxx抗 体 を吸 叡 した 援 ・

CNBr-activatedSepharose4BにIGF-1をcoup-

lingさ せ たaffiRityChrematograpkyを 行 い ・

抗IGF-1ウ サ ギIgGを 回 収 した.こ の抗 体 の一 部

をpeρs撫 魑理 してF(ab')2fragmentとL,さ らに

2-mercaptoethylamineで 還 元 してFab'fragment

を えた.ま たFab'fragmeBtに 封 し 繧オ チ ンイヒを 行

った,

② サ ソ プル血 清 の酸 エ タ ノ ール抽 出

IGF・1は 血 中 で はIGF結 合 タ ソ!rク(IGFbind一

三鍍9proteln:IGF-BP)と 結 余 して 存 在 してお う・

遊 離 の形 で存 在 す る もの は1%以 下 で あ るD.ヒ ト血

清IGF-1の 測 定 を 行 う に 先 立 って は,IGF・BPの

影 響 を 除 くた め に,血 清 の 酸 講 タ ノ ー ル処 理 を 行 っ

た11)、 す な わ ち,垂 三濤 ◎.2mlに エ タ ノー ル8乳5%ノ

2N一 ギ 酸12.5%液0.8mlを 加 え,室 温 に て30分 放 置

後,6,700gで5分 間遠 心 し,上 清 を と り凍 結乾 燥 し

た 後 一350Cで 保 存 した.

③ELISA法 に よ るIGF-1の 測 定方 法

まず,抗IGF-1ウ サ ギIgG・F(ab')zを12μg/

mlに な る よ うに0.IMcarbonatebu仔er-0.15M

NaC韮,pR三 〇1こ 溶 力sし,96we盤EIA用p蓋ate

(Nunc社)の 各wellに100Pt1ず つ 加 え,4。C,IO

特 間 固 稲 し た.つ い で 固 相用 抗体 溶 液 を 捨 て た 後

PBSで3回 各wel1を 洗 浄後,PBSで4倍 希釈 した

BieckAce液(大5本 製 薬)20§ 擁 を 注入 し,室 温

で60分 間blockingを 行 った.BlockAce液 を 除 去

後,P3S洗 浄 し,酸xタ ノ ー ル拙 出 後 の 壷 清 をPBS

で10倍 に 希釈 したBlockAce液(samplebuffer)に

e.2mlEq/m!と な る よ う溶 解 し,そ の100選 をwell

に注 入 して37℃ で60分 間反 応 させ た.サ ン プル を 除

表後,やBSで 総 §倍 に希 綴 した 鋭 ◎ckAce液 に 鼠 綴

%Tween20を 混ぜ た もの(washin$buffer)で4

回洗 浄 した,samplebufferで1μg/mlと な る よ う

に 希 釈 した ビオチ ン化IGF-1。IgGFab'100μ1を 各

w磁 に 加 え,37℃ で60憂 閣反 感 させ た 後,wa戯 轟9

buff'erで5回 洗 浄 した,最 後tZcO-phenylenediamine

にて 室 温 で15分 間反 応 させ 発 偽 させ た 後,2N・H2SO4

100μ1を 加 え て反 応 停 止 し,492nmで の 吸光 度 を 測

定 した.

④Balb/c3T3細 胞 のDNA合 成 測 定

Balb/c3T3線 維 芽 細 胞 は,徳 島大 学 酵 素科 学 研 究

セ ン タ～市 原 萌教 授 よ り分 与 して い た だ い た.Balb/
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c3T3細 胞 はDulbecco'smodifiedEagle'smedium

に10%と な る よ う にnewborncalfserumを 加 えた

培地 中 で 培養 した.

DNA合 成 の測 定 は,Nishimuraら の方 法12)に 準

じて 行 った.抗 体 の中 和 活性 をみ るた め に は,IGF-1

あ るい は イ ンス リンを あ らか じめ 抗IGF-1・IgGと

混ぜ,37℃,60分 反 応 後,Balb/c3T3細 胞 に加 え,

DNA合 成 を 測定 した,

501

結 果

まず,わ れわれの教室でえられたIGF-1に 対する

Tablel.Effectofanti-IGF4antibodyonthe
DNAsynthesisofBalb/c3T3cells.

DNAsynthesis(cpm)

抗体 の特性を検討するためBalb/c3T3細 胞 のDNA

合成を示標にIGF-1に 対する抗体の中和活性を調べ

てみた.Table1に その結果を示す.本 抗体はIGF-

1に よ るBalb/c3T3細 胞のDNA合 成 促進活性を

中和したが,イ ソス リンに対してはその活性を中和 し

なかった.

1,5

Addition

none

insulinIO"7M/ml

IGF-110ng/m藍

anti-IGF-Il2μg/m且

insu畳in10-7M/mi十anti-IGF-112μg/m置

IGF・110ng/ml十anti-IGF-112μg/m且

10%FCS

359

8438

29631

646

18555

2058

21459

DNAsynthesisofBalb/c3T3ce11swasstimulated

byIGF-1,andrabbitanti-IGF-Ispecifically

inhibitedthestimulatoryactivityofIGF-Iand

ithasbeenrevealedthatlittlecross-reactivityto

三nsulinofthisantibodywaspresent.
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materialsandmethods.
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*;P<0 .05,**;P<0.01
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つ ぎに,わ れ わ れ の 作成 したELISA法 でIGF-1

のstandardcurveを 作成 した.Fig.1に 示 す よ う

に,IGF-1濃 度 は1.6～50ng/mlの 範 囲 で直 線 性 を

示 し,IGF-1の 測 定 は この範 囲 で 可 能 と考 え られ た.

また イ ンス リ ンはIGF-1の1,000倍 以 上 の モ ル濃 度

を 加 え て も 吸光 度 は増 加 せ ず,本ELISA系 の イ ン

ス リソに対 す るcross-reactivityは0.1%以 下 と考 え

られ た.こ のELISA系 を 用 い て,ま ず 透 析患 者 と

健 常 人 の 血 清IGF-1を 測定 した.そ の結 果 をFig.2

に 示 す.す なわ ち正 常 成 人 男 性20～30歳 代31.6±11.9

ng/ml,40～50歳 代42.0±10.5ng/m1,60～70歳 代

32.1±9.6ng/ml,透 析 患 者 男性20～30歳 代17.5±8,7

ng/ml,40～50歳 代12・7±7・4ng/m1,60～70歳 代9.8

±5.1ng/m1,正 常 成 人 女性20～30歳 代70.4±12.6ng/

ml,40～50歳 代32.8±8.ong/ml,60～70歳 代33.9±

13.4ng/ml,透 析患 者 女 性20～30歳 代44.0±7.8ng/m亘

40～50歳 代20.3±ILgng/m1,60～70歳 代21.9±15.3

ng/mlと い う結 果 で あ った.透 析 患 者 と正 常 人 のlflL

清IGF-1濃 度 を比 較 す る と,60～70歳 代 女 性 を除 い

ては 男 女 と も透 析 患 者 の方 が正 常 人 よ り有 意(P<O.Ol

あ る いはP<0.05)に 低値 を示 した.透 析 患 者 と正 常

人 の男 女 を それ ぞれ 各 年代 間 で 比 較 した 時 は,正 常 人

男 性 を 除 い て いず れ も60～70歳 代 は20～30歳 代 よ り低

値 とな り,IGF-1が 加 齢 と と もに 低 下 す る傾 向を示 し

た.正 常 人 お よび透 析 患者 のIGF-1濃 度 の性 差 に つ

い ては,正 常 人 男性 と女性 の全 体 の 平 均値 は そ れ ぞ れ

34.9±ll.4ng/m1と44.5±20・5ng/mlで 女 性 の方 が

やや 高 い 傾 向 に あ った が 有意 差は な か った.… ・方,透

析 患 者 男 性 と女性 の全 体 の 平 均値 は そ れ ぞれ12.7±

7.4ng/m1と29.0±15・9ng/m1で 女 性 の 方 が 有 意

(P<O.Ol)に 高値 を 示 した.ま た,透 析患 者 間で 血 中

IGF・1値 は 透 析 雁 や骨 病 変 の 程 度 に 対 し て 有 意 な 相

関 を示 さなか った.

さらに腎摘除術後血中IGF-1値 の 経時的変化につ

いて調べたところ(Fig.3),生 体腎移植donor(A

群)で は術後5日 目に有意(P<0.Ol)にIGF-1は 低

下しているが,14日 目には元のIGF-1レ ベルにもど

っているのに比べ,腫 瘍 のため 腎摘除術 を行った群

(B群)で は術後5,7,14日 のいずれも術前に比 し

有意(P<0.Ol)に 低下 してお り,は っきりした回復

傾向が見られなかった.一 方,腎 摘除術を行わなかっ

た群(G群)で は術後7日 目に最低値となるが,14日

にはほぼ前値に復してお り,A群 とほぼ同様の結果で

あった.各 手術群間の比較では,術 前術後いずれの時

点でも各群間に有意差は認められなかった.

考 察

血 清IGF-1の 測 定 は 一 般 にRIA法 で 行 われ て お

り,radioisotopeを 用 い な いELISA法 につ いて は

唯 一Tamuraら13)の 報 告 が あ る。 彼 らはIGF-1の

10～12番 の ア ミノ酸 部 分 を認 識す る モ ノ ク ロナ ー ル抗

体 を 固 相 に,ポ リ クロナ ー ル抗 体 をperOxidase標 識

に 使 用 したsandwitch法 に よ るELISA法 を行 っ て

い るが,今 回彼 ら と同 じ方 法 で ウサ ギを 免 疫 して作 ら

れ た ポ リク ロナ ー ル抗 体 をIGF-Iaffinitychromato-

graphyを 用 い てIGF-1抗 体 の み を純 化 し,さ らに

IgG・F(ab')2を 固 相 し,IgG・Fab'をperoxidase

標 識 してsandwitchELISA法 を 行 い 高 感 度 な 測 定

系 を えた.ま た,通 常 血 清IGF-1の 測 定 に あ た って

はIGF・BPの 影 響 を 除 く目的 で酸 エ タ ノ ール に よる

抽 出法 が 行 わ れ て お り,血 中IGF-1を ほ ぼ 完 全 に 遊

離 した 型 で測 定 し うる と考 え られ て い る14).わ れ わ れ

も同 じ 目的 か ら血 清IGF-1の 酸 エ タ ノ ー ルに よ る抽

出 を 行 った 後ELISA法 に よ る測定 を行 った.

健 常 人 の 血 清IGF-1値 は 加 齢 に 伴 って 変 動 し,乳

幼 児期 は 低 値 で あ るが 年 齢 と とも に 上 昇 し思春 期で 最
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高とな り以後しだいに正常成人 レベルへ下降し,60歳

代までは大きな変化はないが,60歳 以後は加齢に伴っ

て低下すると報告されている8).わ れわれも加齢に伴

う血中IGF-1濃 度の変動を調べる目的で年代別に大

きく20～30歳 代,40～50歳 代,60～70歳 代の3つ に分

けてそのIGF-1濃 度を調べてみたところ,や は り加

齢に伴い血清IGF-1値 の下降傾向が見 られたが,正

常男性の20～30歳 代のみは40～50歳 代 よりも低値にな

るとい う結果 となった.こ の意義については現在のと

ころ不明である.ま た,い ずれの年代でも透析患者の

血中IGF-1濃 度は正常人よりも低値とな り,こ の結

果はRIA法 で測定された今までの結果7)と 一致す る

ものであった.血 液透析患老のIGF-1が 低値となる

原因としては,慢 性腎不全そのものに内在するものの

他に栄養摂取不良15)や肝疾患16)を有する患者が多いこ

とも考えられる.Clcmmonsら17)は ヘパ リソにより

IGF-1がIGF-BPよ り遊離されることを示している

が,遊i離 のIGF-1は 血中半減期が短 く18),」fa液透析

の抗凝固剤として用いられるヘパ リンによって透析後

血中IGF-1が 低下する可能性が考えられる.し かし

今回の検討では透析前後のIGF-1濃 度を測定してみ

たが,少 なくとも透析直後に関しては前値と差はなか

った.し か しヘパ リンはその後も体内に残っており,

透析患老におけるIGF-1低 値に関与しているかもし

れない.ま た,IGF-1値 に関しては性差がないとす

る報告がほとんどであり,今 回のわれわれの結果でも

正常人に関 しては有意差を認めなかった.一 方透析患

老では女性が男性より有意に高値 となったが,こ の点

に関しても現在のところ意義は不明である.

IGF-1は 腎に おいて はお もに集合管で作られてお

り19),尿細 管細胞の増殖を促進する20).さ らにIGF-

1を 生体に投与するとGFRが 増加する ことが報告

されており2D,動 物 モデルにおいてIGF-1が 一側腎

摘除術後の代償性腎成長9)や,急 性腎不全からの尿細

管細胞の再生22)に関与しているとの報告もある.そ こ

で,ヒ トに一側腎摘出を行った場合,血 清IGF-1値

が どのように変動するかを調べる目的で一側腎摘出術

後の血清IGF・1の 測定を行った.生 体腎移植donor

においてはIGF-1は 術後5日 目に有意に低下してい

たが,2週 間後には前値に復した.一 方上部尿路腫瘍

患者においてはIGF-1は 術後5日 目より有意に低下

し14日 目まで低値のままであった。 また,代 償性腎

成長の起こらない手術群では7日 目に最低値となった

後14日 目にはほぼ前値に復し,生 体腎移植donorと

同 じ傾向を示 した.こ れらの結果は少な くとも一側腎

摘出後にendocrinefactorと してIGF-1の 産生が
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促進されることを示 しておらず,血 清IGF-1の 低下

は代償性腎成長のために腎で消費されて減少したとい

うよりも,術 創治癒のために消費された可能性があ

る.さ らにこれ らの血清IGF-1の 経持的変化はIsely

ら23)が示 した ように,ヒ トを5目 問絶食 させ た後

摂食を開始した時の血中IGF。1濃 度のパターソに非

常に類似している.Flyvbjergら9)は,一 側腎摘出後

のラ■vトにおいて,残 った腎でのIGF-1含 量が増加

したことを報告した.こ のことは,代 償性腎成長にお

いて,腎 局所でのIGF-1量 が増加しparacrineま た

はautocrinefactorと して作用 している可能性があ

る,ま たKandaら24)は,一 側腎摘出後のマウスに

おいて,血 中epidermalgrowthfactor(EGF)値

の変化なく,残 存腎で のEGF量 の増加を認めた.

このことは,マ ウスにおいてはEGFは 顎下腺に最

も多量に存在す る とい う事実 か ら,顎 下腺由来の

EGFが 血液を介してsupplyさ れ なくて も腎局所で

EGF量 が増えて代償性腎成長のおもな部位である尿

細管細胞の過形成に関与 している可能性が考えられ

る.血 中IGF-1値 は肝由来のものが大部分を占め る

と思われ,こ の肝由来IGF-1の 産 生はGHの 影 響

下でcontrolさ れていることから,一 側腎摘除患者に

おける血中GHレ ベルを合わせて調べる必要がある

と思われる.ま た血中IGF-1を 測定した期間が術後

14日 と短か く,一 側腎摘除後の代償性腎成長において

術後早期,一 過性にみられる過形成への影響は見れて

も,持 続的に起こる肥大への影響が十分検討できてお

らず,今 後の課題であろう.さ らに,B群 の術前の血

中IGF-1値 はA群 に比べてやや高い傾向にあるが,

これらの腫瘍の中にIGF-1を 産生していたものがあ

り,手 術によってIGF-1値 の低下した症例も含まれ

ているのかもしれない。今後更に症例を増やし,血 清

IGF・1の 悪性腫瘍との関連や腎機能 との関連につい

て検討していきたいQ

結 語

合成IGF-1を ウサギに免疫してえられたポ リクロ

ナール抗体を用いてELISA系 を確立 し,血 清IGF-

1濃 度を測定して以下の結果をえた.

1.正 常人および透析患者の血中IGF-1値 は年齢と

ともに低下傾向を示した.正 常人には有意な性差は認

められなかったが透析患者では女性が男性より有意に

高値を示した.

2.血 液透析患者のIGF-1値 は正常人に比し各年齢

層で有意に低値を示 した.

3.一 側腎摘出後のIGF-1値 は術後早期に一過性に
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低下するが,そ の原因として術後の絶食および創傷治

癒による消費の影響が関与 している もの と考えられ

た.

本研究をすす めるあた り,recombinanthumanIGF・1を

提 供 して いた だいた 藤沢薬品工業株式会社 に深謝いた しま

す.

稿を終えるに当り,御 指導ならびに御校閲を賜りました斉

藤泰教授に厚く感謝の意を表します.ま た研究にあたり直接

の御指導を頂きました今村 厚先生,神 田 滋先生および下

釜多久美氏に深謝いたします.

なお本論文の要旨の一部は第32回日本腎臓病学会総会にて

発衷した。
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