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I．緒　　言
　 neutrophil gelatinase-associated lipocalin

（以下 NGAL と略）は活性化された好中球か
ら分泌される分子量 25 kDa の蛋白で , この
遺伝子はヒトの気管，肺， 唾液腺，胃，大腸，腎，
前立腺，子宮などに広く発現している 1）．この
中で , 尿中 NGAL（以下 uNGAL と略）は急
性腎障害（acute kidney injury, 以下 AKI と
略）時に尿細管で高発現して尿中に現れる
物質で , 腎保護に働くと推測されており 2）, 
AKI の予測バイオマーカーとして注目され
ている 3）．uNGAL は当初 , 心肺短絡術が必
要な先天性心疾患児に臨床応用され , 術後
AKI の早期予測に有用なことが示された 4）．

その後 , uNGAL は腎移植後や造影剤誘発性 , 
および重篤な疾患に伴う AKI の予測に有用
なことが確認されている 3）．このため小児や
成人について uNGAL の基準値が作成され , 
最近は極低出生体重児（＜ 1,500 g）の基準
値も報告された 5, 6）．
　一方 , 新生児の uNGAL は採尿バッグに集
めて測定することが多い 5, 6）．しかし , 極低
出生体重児は皮膚が脆弱なため採尿バッグ
の貼付によって外陰部に炎症を引き起こし , 
女児の場合は採尿バッグから尿が漏れやす
い 7）．このため , オムツの中に綿球（cotton 
wool ball）を入れ , それにしみ込んだ尿の成
分を分析する方法も検討されている 8-10）が , 
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要旨        
　 urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin

（uNGAL）は急性腎障害時に尿細管で高発現して尿中
に現れる物質で , 腎保護に働くと推測されている．こ
のため , uNGAL は急性腎障害の予測バイオマーカー
として注目されているが , この測定値への影響因子
や採尿法を検討した報告はない．本研究では新生児
の採尿時に問題となる便や白血球の混入と , 綿球採
尿が uNGAL 測定に与える影響を検討した．新生児
の尿（n=9）と便（n=8）, 小児の膿尿（n=7）を採取

し , 便混入尿と白血球混入尿を作成した．この半量
は綿球を使わず , 半量は綿球にしみ込ませて , 遠心分
離した上清の uNGAL を自動生化学分析装置で測定
した．この結果 , uNGAL は便混入尿 , 白血球混入尿
とも綿球非使用時に比べて綿球使用時に有意に低値
であったが , 白血球混入尿では綿球の有無にかかわ
らず白血球反応の強さに比例して上昇した．新生児
の uNGAL 測定はバッグで採尿し , 便混入を避けて , 
白血球反応が陰性であることを確認する必要がある．
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女児では便 8）や外陰部炎症に起因する白血
球 11）の混入が問題となる．しかし , uNGAL
測定値への影響因子や採尿法について検討し
た報告はない．
　本研究では便と白血球の混入 , および綿球
による採尿が uNGAL 測定に与える影響につ
いて検討した．

II．研究材料および方法
　本研究は本学倫理委員会の承認（番号 H23 －
56）ののち , 尿と便は家族からインフォーム
ドコンセントを得て採取した．
　 1．コントロール尿の採取
　コントロール尿は当院新生児集中治療室に
入院した在胎 26 ～ 31 週の早産の男児 9 人か
ら , 状態が安定した生後 21 ～ 84 日（中央値
49 日）に採尿バッグで集めた．これらは尿試
験紙（N- マルティスティックス ®, Siemens 
Japan, 東京）で蛋白 , ブドウ糖 , ケトン体 , 
潜血 , 白血球 , 亜硝酸塩がすべて陰性である
ことを確認した．その判定は尿化学分析装
置（クリニテック・ステータス ®, バイエルメ
ディカル , 東京）で行った．それぞれの尿を
採取直後に次の実験に使用し , また , 一部で
細胞成分を遠心分離（400 × g で 10 分間 , 以
下同じ）して uNGAL を測定した．
　 2．便混入尿の作成
　当院新生児集中治療室に入院した在胎 30
～ 35 週の早産児 8 人から , グリセリン浣腸
液を含まない便を生後 10 ～ 64 日（中央値 31
日）に採取した．この便 10 g を生理食塩液
10 ml に懸濁し , コントロール尿と便懸濁液

（それぞれ 1 人から採取）を 1：0, 1：1 , 1：9 , 
1：99 の比率で混合して便混入尿を作成した．
この 4 種類の濃度の検体をコントロール尿と
便を採取するたびに作成して , 遠心分離した
上清の uNGAL を同日に測定した．
　 3．白血球混入尿の作成
　当院小児科に入院した上部尿路感染症の
小児 7 人（1 歳 7 か月～ 11 歳 4 か月 , 中央値

4 歳 8 か月）から治療前の尿をカテーテルで
採取した．この診断は , 発熱と血液検査で白
血球上昇 , CRP 陽性 , および白血球尿（≧ 10
個 /hpf）と細菌尿（≧ 1 × 104 CFU/ml）を
すべて満たした場合とした．尿を遠心分離し , 
沈渣を白血球混入尿の作成まで－ 80℃に保
存した．白血球混入尿の作成にはコントロー
ル尿と沈渣（それぞれ 1 人から採取）を混合
し , 尿試験紙法による尿化学分析装置の判定
結果から白血球反応がそれぞれ 1 ＋ , 2 ＋ , 3
＋となるようにコントロール尿で調製した．
これら 3 種類の反応の検体をコントロール尿
の採取ごとに作成して , 遠心分離した上清の
uNGAL を同日に測定した．
　 4．綿球の影響
　便混入尿と白血球混入尿の半量を 10 ml の
試験管に移し , 残りの半量は 10 ml の試験管上
部に綿球を詰めて , これにしみ込ませた．これ
らを遠心分離して , 便混入尿と白血球混入尿を
作成した同日に上清の uNGAL を測定した．
　 5．uNGAL の測定
　 uNGAL は免疫グロブリンや血清補体価
と同様に免疫比濁法で測定した．これには
NGAL 測定用試薬 （The NGAL test, BioPorto
社 , Gentofte, Denmark）を 使 用 し , 当 院 の
自動生化学分析装置（Biomajesty JCA BM-
2250 , 日本電子 , 東京）で測定した．尿は 50
μl を用い , 測定時間は約 10 分であった．こ
の 方 法 と ELISA 法 で 測 定 し た uNGAL の
間には良好な相関関係が報告されており

（n=42, r=0.9973）12）, 当院における検討で
もこれを確認している（n=75, r= 0 .99）13）．
　 6．統計学的解析
　計量データの 3 群以上の比較は one-way 
repeated measures analysis of variance on 
ranks で , 2 群 間 の 比 較 は Wilcoxon rank 
sum test で行った．統計解析には SigmaPlot

（Systat Software Inc., Chicago, IL, USA）を
使用し , 有意水準を p<0 .05 とした．測定値
は中央値（四分位範囲）で示した．
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III．結　　果
　 1．コントロール尿の uNGAL 測定
　コントロール尿の uNGAL は , 18 . 2 ng/
ml（12 .7 ～ 18 .6 , n=9）であった．この値
は採尿バッグで集めた在胎 26 ～ 33 週児の
uNGAL 基準値の 95 パーセンタイル値であ
る 50 ng/ml 3）よりもすべてで低かった．
　 2．便混入尿の uNGAL 測定
　便懸濁液上清の uNGAL は , 6 . 3 ng/ml（0
～ 20 .1 , n=8）であった．コントロール尿と
便懸濁液上清を 1：1, 1：9 , 1：99 の比率で

混合したときの uNGAL は , それぞれ 17 .4 
ng/ml（2 . 8 ～ 26 . 0）, 7 . 4 ng/ml（3 . 4 ～
11 .9）, 2 . 6 ng/ml（0 ～ 21 .8）（各 n=8）であり , 
コントロール尿を含めた 4 群間で有意差を認
めなかった（p=0 .33）（図 1）．
　 3．白血球混入尿の uNGAL 測定
　白血球反応 1 ＋ , 2 ＋ , 3 ＋の uNGAL は , 
そ れ ぞ れ 33 .3 ng/ml（23 .5 ～ 57 .9）, 91 . 6 
ng/ml（55 .1 ～ 105 .3）, 552 .2 ng/ml（221 .9
～ 783 .5）（各 n=7）であり , uNGAL は白血
球反応の強さに比例して有意に上昇した（p
＜ 0.01）（図 2）．
　 4．綿球使用の有無による uNGAL 測定
　便混入尿において , 綿球非使用時と綿球使
用時の uNGAL は , それぞれコントロール尿
と便懸濁液上清の比率が 1：1 のときに 17 .4 
ng/ml（2 .8 ～ 26 .0）vs 0 ng/ml（0 ～ 2.7）

（p=0 .02）, 1：9 の と き に 7.4 ng/ml（3 .4
～ 11 .9）vs 0 . 2 ng/ml（0 ～ 2.8）（p=0 .06）, 
1：99 のときに 2.6 ng/ml（0 ～ 21 .8）vs 0 . 5 
ng/ml（0 ～ 7.8）（p=0 .43）であり , 綿球使
用時に 1：1 希釈で有意に低く , 1：9 希釈で
低い傾向が認められた（図 3）．
　白血球混入尿では綿球非使用時と綿球使
用時の uNGAL は , それぞれ白血球反応 1 ＋
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図 1．コントロール尿と便混入尿の uNGAL 測定値
      uNGAL, neutrophil gelatinase-associated 

lipocalin．横軸の比率はコントロール尿と便
上清との混合比を示す．
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図 2．コントロール尿と白血球混入尿の uNGAL 測
定値

      uNGAL, neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin．白血球反応は試験紙による尿化学
分析装置の判定結果を示す．＊＊ p<0.01
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図 3．綿球の非使用時と使用時における便混入尿
の uNGAL 測定値

      uNGAL, neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin．白抜きは綿球非使用時 , 斜線は綿
球使用時．綿球非使用時は図 1 の再掲．

       ＊ p<0.05



で 33 .3 ng/ml（23 . 5 ～ 57 . 9）vs 27 . 5 ng/
ml（18 .8 ～ 41 .6）（p=0 .03）, 2 ＋で 91 .6 ng/
ml（55 .1 ～ 105 .3）vs 33 .7 ng/ml（25 .4 ～
100 .0）（p=0 .03）, 3 ＋で 552 .2 ng/ml（221 .9
～ 783 .5）vs 311 .5 ng/ml（107 .0 ～ 501 .5）

（p=0 .22）であり , 綿球使用時に 1 ＋と 2 ＋
で有意に低かった（図 4）．一方 , 綿球使用時
の群内比較において , uNGAL は白血球反応
の強さに比例して有意に上昇した．

IV．考　　察
　本研究では新生児の uNGAL 測定に際し
て採尿時に起こり得る便混入や白血球混入
による影響と , 採尿に綿球を使用した場合の
影響について検討した．この結果 , 便混入は
uNGAL に有意な影響を与えなかったが , 便
懸濁液上清の uNGAL は 0 ～ 20 .1 ng/ml と
一様でなく , 消化管に炎症がある場合はさら
に高値を示す可能性がある．また , 白血球混
入により uNGAL は白血球反応の強さに比例
して上昇した．採尿に綿球を使用した場合
は , 便混入 , 白血球混入とも uNGAL は綿球
非使用時よりも有意に低値を示すか , 低下傾
向が認められた．これは uNGAL が綿球に付
着して低下した可能性が考えられた．しか

し , 綿球使用時でも uNGAL は白血球反応の
強さに比例して上昇した．以上から , 新生児
の uNGAL 測定に際しては便混入を避け , 尿
の白血球反応が陰性であることを確認する必
要がある．
　 AKI の定義と重症度の指標には , 血清ク
レアチニン（serum creatinine, 以下 sCr と
略）が用いられている 14-16）．しかし , sCr は
腎機能の 50％以上が失われて始めて上昇す
るため 17）, AKI の早期予測の指標にはなり
にくい．また , 新生児では sCr の基準値が在
胎期間や生後日数によって異なる 18）．この
ため , AKI を予測できるバイオマーカーとし
て NGAL が測定されるようになってきた 3, 

19）が , この測定に影響する因子について検討
した報告はない．
　血清中の NGAL は AKI で上昇するほか , 
慢性腎疾患 , 慢性高血圧 , 全身性の感染や
炎症でも影響を受けて上昇する 20）．一方 , 
uNGAL は腎虚血や敗血症 , 腎毒性物質によ
る障害で高値を示す 2）．NGAL の生理的役割
は十分に解明されていないが , 損傷を受けた
上皮細胞の再生やアポトーシスの軽減に働く
のではないかと推測されている 2）．このため
消化管や腎 , 皮膚に炎症があれば NGAL が
高発現し , その混入により uNGAL が影響を
受けるのは当然のことと考えられた．
　新生児の尿検査には非侵襲的にバッグ 5, 6）で
採尿した検体を用いることが多い．極低出生
体重児の uNGAL をバッグで採尿して測定し
た報告 6）によると , uNGAL は男児（n=30）
よりも女児（n=20）の平均値が高く , 95％信
頼区間の幅も広かったという．その理由は不
明としているが , 女児の尿の western blot で
非特異的な染色が広範囲の分子量帯に渡っ
てみられ , また , 明らかに混濁し , uNGAL が
異常に高い女児数例の尿では , 白血球由来の
myeloperoxidase も高かったことから , 便や
腟分泌液の混入を示唆している．対照的に , 
男児では尿の混濁や myeloperoxidase 反応
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図 4．綿球の非使用時と使用時における白血球混
入尿の uNGAL 測定値

      uNGAL, neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin．白抜きは綿球非使用時 , 斜線は
綿球使用時．綿球非使用時は図 2 の再掲．
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はみられなかったという．本研究ではこれら
の混入がない男児の尿をコントロール尿とし
たが , 本研究で用いた尿試験紙の感度は白血
球 5 ～ 15 個 /hpf とされており , 今後 , 白血
球混入を判定する上で myeloperoxidase の感
度との比較が必要と考えられた．また , 当科
の浮津ら 21）は好中球で産生される炎症マー
カーの calprotectin が早産児の出生早期の胎
便や腟分泌液で高値であることを報告してお
り , 今後 , これらを混入した検体の uNGAL
も測定する必要がある．
　新生児ではまた , 綿球による採尿も行われ
ている．これにより尿中のナトリウム , カリ
ウム , 窒素 , クレアチニン , 尿素 , アミノ酸 , 

酸化重水素の測定値に影響はないが , リンと
カルシウムは高くなるという報告がある 8）．
リンとカルシウムはオムツから尿によってし
み出たものと考えられている．綿球採尿に
よる uNGAL については在胎期間と出生体重
に反比例して低下するという報告 22,23）はあ
るが , その他の影響因子について言及したも
のはない．本研究では , 綿球使用時のコント
ロール尿の測定を行っていないが , 女児の綿
球採尿は便や腟分泌液の混入機会が多く , 特
に白色の腟分泌液は綿球を見ただけでは分か
らないため , uNGAL の測定にはバッグ採尿
が望ましいと考えられた．
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Abstract
　In  acu te  k i dney  i n j u ry（AKI），ur ina ry 
neutrophil gelatinase-associated lipocalin（uNGAL）
that appears in the urine is expressed in high 
concentrations in renal tubules，and might play 
a role in protecting kidney injury. The usefulness 
of uNGAL has been shown in predicting AKI，
but there have been no reports evaluating the 
effects on uNGAL of urine contamination and 
urine collection. The present study investigated 
the effects on uNGAL measurement of urine 
samples contaminated by stool or leukocytes, 
which represent a common problem in neonates, 
and urine samples obtained using a cotton ball. 
We collected urine（n=9） and stool（n=8） samples 
from neonates, and pyuria samples（n=7） from 
children, and created urine samples contaminated 
by stool or leukocytes. Half of the samples were 

soaked in cotton balls, while cotton balls were 
not used for the other half. Levels of uNGAL 
in supernatant obtained by centrifugation were 
measured using an automated biochemical analyzer. 
A significantly lower level was observed for 
samples in which cotton balls were used compared 
to those in which cotton balls were not used for 
urine samples contaminated by stool or leukocytes. 
In urine samples contaminated by leukocytes, 
levels increased in proportion to the magnitude of 
the leukocyte response, regardless of the use of 
cotton balls. These findings suggest that uNGAL 
measurement in neonates requires collection with 
a urine bag, avoidance of contamination by stool, 
and confirmation that leukocyte response in urine is 
negative.
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