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(57)【要約】
　被験者の血清中のＣＦＣ１のレベルを測定することを
含む、膵ベータ細胞質量に関する生物マーカーを記載す
る。該生物マーカーは、膵島細胞移植を含むＩ型または
ＩＩ型糖尿病のような代謝障害の治療の効力をモニター
するのに特に有用な膵ベータ細胞質量を測定するための
非侵襲的手段を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＦＣ１タンパク質に結合する抗体を使用して被験者における膵ベータ細胞質量を測定
するためのイムノアッセイ方法であって、該方法が、
　（ａ）被験者から生物学的サンプルを得、
　（ｂ）該生物学的サンプルを、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な抗体と、該抗体への該Ｃ
ＦＣ１タンパク質の結合を可能にする条件下で接触させ、
　（ｃ）該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の存在を検出する工程
を含み、ここで、該サンプル中で検出された該ＣＦＣ１タンパク質の量が該被験者におけ
る膵ベータ細胞質量の測定をもたらす、イムノアッセイ方法。
【請求項２】
　生物学的サンプルが全血、血清または血漿である、請求項１の方法。
【請求項３】
　抗体が固相支持体に結合している、請求項１の方法。
【請求項４】
　（ｄ）サンプル中のＣＦＣ１の量をＣＦＣ１タンパク質の対照値と比較する工程を更に
含む、請求項１の方法。
【請求項５】
　生物学的サンプルを或る期間にわたって被験者から得、各サンプルを抗体と接触させて
ＣＦＣ１タンパク質を検出する、請求項１の方法。
【請求項６】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１の方法。
【請求項７】
　被験者における代謝疾患の治療計画の効力をモニターするための方法であって、該方法
が、
　（ａ）該治療計画の前に被験者から第１生物学的サンプルを得、ついで該治療計画の開
始後、被験者から経時的に１以上の後続生物学的サンプルを得、
　（ｂ）該生物学的サンプルのそれぞれを、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な抗体と接触さ
せ、
　（ｃ）該生物学的サンプル中の該ＣＦＣ１タンパク質のその存在または欠如を検出する
ことを含み、ここで、経時的な該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の量の増加お
よび／または検出が、該治療計画が有効であることを示す、方法。
【請求項８】
　治療計画が、ＤＰＰ４インヒビター、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト、インスリン増感物
質、肝グルコース産生インヒビター、グルカゴン受容体アゴニストまたはアンタゴニスト
、およびそれらの組合せよりなる群から選ばれる剤を被験者に投与することを含む、請求
項７の方法。
【請求項９】
　治療計画が被験者への膵島細胞の移植を含み、経時的な検出可能なレベルのＣＦＣ１タ
ンパク質の増加または維持が、該移植が有効であることを示す、請求項７の治療計画。
【請求項１０】
　該抗体がモノクローナル抗体である、請求項７の方法。
【請求項１１】
　被験者においてベータ細胞質量を測定するための方法であって、
　（ａ）検出可能な物質に結合（コンジュゲート）した、ＣＦＣ１タンパク質を検出する
ための特異的な抗体を被験者に投与し、
　（ｂ）該抗体コンジュゲートが膵臓のベータ細胞に結合したかどうかを検出するための
検出手段で被験者をモニターすること
を含む、方法。
【請求項１２】
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　検出可能な物質が短寿命放射性同位体である、請求項１１の方法。
【請求項１３】
　検出手段が陽電子放射断層撮影法（ＰＥＴ）または磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）である、
請求項１１の方法。
【請求項１４】
　抗体がヒト化モノクローナル抗体である、請求項１１の方法。
【請求項１５】
　ヒト化モノクローナル抗体が、軽減または欠如した炎症活性およびエフェクター機能を
有する、請求項１１の方法。
【請求項１６】
　被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定するための方法であって、
　（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効量を被験者に投与し、
　（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを
得、および
　（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓におけるベータ細胞
質量を決定すること
を含む、方法。
【請求項１７】
　検出可能な物質が短寿命放射性同位体である、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　検出手段が陽電子放射断層撮影法（ＰＥＴ）または磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）である、
請求項１６の方法。
【請求項１９】
　抗体がヒト化モノクローナル抗体である、請求項１６の方法。
【請求項２０】
　ヒト化モノクローナル抗体が、軽減または欠如した炎症活性およびエフェクター機能を
有する、請求項１６の方法。
【請求項２１】
　膵ベータ細胞質量を測定するための、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な抗体の使用。
【請求項２２】
　膵ベータ細胞質量を測定するための試薬の製造における、ＣＦＣ１タンパク質の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の背景）
（１）発明の分野
　本発明は、被験者の血清中のＣＦＣ１のレベルを測定することを含む、膵ベータ細胞質
量に関する生物マーカーに関する。該生物マーカーおよび方法は、Ｉ型またはＩＩ型糖尿
病のような代謝障害の治療の効力をモニターするのに特に有用な膵ベータ細胞質量を測定
するための非侵襲的手段を提供する。
【背景技術】
【０００２】
（２）関連技術の記述
　膵ベータ細胞質量（ＢＣＭ）の減少は、Ｉ型およびＩＩ型の両方の糖尿病の病理発生に
おいて決定的に重要な役割を果たしている。ＩＩ型糖尿病患者は、しばしば、非糖尿病個
体と比較してＢＣＭにおける５０％以上の減少を示すことを、剖検データは示している（
Ｂｕｔｌｅｒら，Ｂｅｔａ－ｃｅｌｌ　ｄｅｆｉｃｉｔ　ａｎｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　
ｂｅｔａ－ｃｅｌｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎｓ　ｗｉｔｈ　ｔｙｐｅ　
ＩＩ　ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｄｉａｂｅｔｅｓ，５２（１）：１０２－１１０（２００３）
）。ＢＣＭの連続的な進行的減少は血糖制御の悪化をもたらし、幾つかのクラスの経口血
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糖低下剤の最終的な無効をもたらすと仮定される。したがって、ベータ細胞質量を測定す
るための非侵襲的方法が必要であると当技術分野で認識されている。
【０００３】
　Ｓｏｕｚａら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１１６：１５０６－１５１３（２００６
）は、糖尿病ラットにおける膵放射能標識ＶＭＡＴ２受容体の陽電子放射断層撮影（ＰＥ
Ｔ）に基づく定量が、ベータ細胞質量を測定するための非侵襲的方法であることを示す陽
電子放射断層撮影（ＰＥＴ）を開示した。ＨａｒｒｉｓらのＷＯ２００７００５２８３は
、小胞モノアミン輸送体２型（ＶＭＡＴ２）特異的放射能リガンドの有効量を被験者に投
与し、被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを得
、該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓内のベータ細胞質量を決定
することによる、被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を測定するための非侵襲的方法を
開示した。しかし、ベータ細胞質量変化を測定するための信頼しうる方法が依然として欠
如している。インスリンもしくはＣ－ペプチドの測定または他の血液生化学試験は、信頼
しうる様態でＢＣＭ変化を測定しない。膵ベータ細胞質量を測定するための非侵襲的手段
が依然として必要とされている。ＢＣＭのそのような非侵襲的評価は、糖尿病の自然史を
より良く理解するための重要な手段となるであろう。さらに、それは糖尿病の早期診断お
よび効力のモニターおよび新規治療的介入（膵島細胞移植を含む）の持続を促進するであ
ろう。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２００７００５２８３号
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｂｕｔｌｅｒら，Ｄｉａｂｅｔｅｓ，５２（１）：１０２－１１０（２
００３）
【非特許文献２】Ｓｏｕｚａら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１１６：１５０６－１５
１３（２００６）
【発明の概要】
【０００６】
　（発明の概括）
　ＣＦＣ１が霊長類膵島細胞において高度かつ選択的に発現されること、およびＣＦＣ１
のタンパク質発現が膵臓内のインスリン産生ベータ細胞と共に共局在化していることが最
近観察された。また、ＣＦＣ１タンパク質は培養ヒト島からグルコース非依存的に放出さ
れうることが見出された。したがって、ＣＦＣ１タンパク質は膵島ベータ細胞質量の測定
のための新規生物マーカーである。
【０００７】
　したがって、本発明は、被験者、特に、ＩＩ型糖尿病またはＩ型糖尿病（島移植後のも
の）を有する被験者の血漿、血清または全血中のＣＦＣ１タンパク質の量を検出し測定す
ることを含む、膵島ベータ細胞質量をモニターするための生物マーカーを提供する。本発
明は、哺乳類被験者から得た血漿、血清または全血中のＣＦＣ１タンパク質の循環レベル
を測定する工程を含む、膵島ベータ細胞質量を測定するための非侵襲的方法を提供する。
したがって、ＣＦＣ１タンパク質と、ＣＦＣ１タンパク質に特異的である抗体とを含む、
糖尿病被験者における使用のための診断手段を提供する。ＣＦＣ１タンパク質のそのよう
なモニターは、例えば２型糖尿病における及び島移植後の１型糖尿病における、ＢＣＭ測
定のための診断手段としての可能性を有する。
【０００８】
　さらに、物質を投与し、血漿または血清中のＣＦＣ１タンパク質の循環レベルを測定す
る工程を含む、ベータ細胞質量に対する物質の効果をモニターするための方法を提供する
。そのような物質は、ＤＰＰ４インヒビター、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト、インスリン
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増感物質、肝グルコース産生インヒビター、およびグルカゴン受容体アゴニストまたはア
ンタゴニストよりなる群から選ばれうる。これは、糖尿病の治療計画の効力または島移植
法に関する予後をモニターするのに特に有用である。
【０００９】
　被験者の膵島ベータ細胞におけるＣＦＣ１タンパク質レベルのモニターは、血漿、血清
または全血中のＣＦＣ１の循環レベルを測定することに加えて、イメージング手段、例え
ば陽電子放射断層撮影（ＰＥＴ）または磁気共鳴撮像（ＭＲＩ）によっても達成されうる
。これらのイメージング法は、ＣＦＣ１タンパク質に特異的に結合し検出手段（限定的な
ものではないがナノ粒子を含む）に結合されている小分子または高アフィニティ特異的抗
体を使用して行われうる。該抗体は、好ましくは、被験者の種に適した抗体である。例え
ば、ヒト被験者における使用では、該抗体は、好ましくは、ヒト化抗体である。また、該
抗体は、Ｆｃγ受容体結合が軽減または阻止されるよう、および炎症活性が軽減または阻
止されるよう修飾されることが好ましい。該抗体は膵島ベータ細胞へ遊走し、該ベータ細
胞の表面上のＣＦＣ１タンパク質に結合する。該イメージング手段は、該ベータ細胞質量
が増加している又は減少していることに関して、被験者のベータ細胞の健康状態の画像を
提供する。ベータ細胞質量の増加または減少をモニターしうることは、膵島細胞移植の成
功をモニターするのに、および被験者のベータ細胞質量の健康状態に対する種々の抗糖尿
病剤の効果をモニターするのに特に有用である。したがって、移植療法を含む抗糖尿病治
療計画が効力に関してモニターされうる。
【００１０】
　したがって、本発明は、ＣＦＣ１タンパク質に結合する抗体を使用して被験者における
膵ベータ細胞質量を測定するためのイムノアッセイ方法を提供し、該方法は、（ａ）被験
者から生物学的サンプルを得、（ｂ）該生物学的サンプルを、ＣＦＣ１タンパク質に特異
的な抗体と、該抗体への該ＣＦＣ１タンパク質の結合を可能にする条件下で接触させ、（
ｂ）該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の存在を検出する工程を含み、ここで、
該サンプル中で検出された該ＣＦＣ１タンパク質の量は該被験者における膵ベータ細胞質
量の測定をもたらす。
【００１１】
　一般に、該生物学的サンプルは全血、血清または血漿であり、該抗体はモノクローナル
またはポリクローナル抗体であることが可能であり、溶解状態にあるか又は固相支持体に
結合していることが可能である。他の態様においては、該方法は更に、（ｃ）該サンプル
中のＣＦＣ１の量を該ＣＦＣ１タンパク質の対照値と比較する工程を含む。
【００１２】
　更に他の態様においては、該生物学的サンプルを或る期間にわたって被験者から得、各
サンプルを該抗体と接触させて該ＣＦＣ１タンパク質を検出する。
【００１３】
　さらに、被験者における代謝疾患の治療計画の効力をモニターするための方法を提供し
、該方法は、（ａ）該治療計画の前に該被験者から第１生物学的サンプルを得、ついで該
治療計画の開始後、該被験者から経時的に１以上の後続生物学的サンプルを得、（ｂ）該
生物学的サンプルのそれぞれを、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な抗体と接触させ、（ｃ）
該生物学的サンプル中の該ＣＦＣ１タンパク質のその存在または欠如を検出することを含
み、ここで、経時的な該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の量の増加および／ま
たは検出は、該治療計画が有効であることを示す。該抗体はモノクローナル抗体またはポ
リクローナル抗体でありうる。
【００１４】
　特定の態様においては、該治療計画は、ＤＰＰ４インヒビター、ＧＬＰ－１受容体アゴ
ニスト、インスリン増感物質、肝グルコース産生インヒビター、グルカゴン受容体アゴニ
ストまたはアンタゴニスト、およびそれらの組合せよりなる群から選ばれる剤を被験者に
投与することを含む。
【００１５】
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　他の態様においては、該治療計画は被験者への膵島細胞の移植を含み、経時的な検出可
能なレベルのＣＦＣ１タンパク質の増加または維持は、該移植が有効であることを示す。
【００１６】
　さらに、被験者においてベータ細胞質量を測定するための方法を提供し、該方法は、（
ａ）検出可能な物質に結合（コンジュゲート）した、ＣＦＣ１タンパク質を検出するため
の特異的な抗体を被験者に投与し、（ｂ）該抗体コンジュゲートが膵臓のベータ細胞に結
合したかどうかを検出するための検出手段で被験者をモニターすることを含む。
【００１７】
　特定の態様においては、該検出手段は陽電子放射断層撮影（ＰＥＴ）または磁気共鳴撮
像（ＭＲＩ）である。他の態様においては、そのような検出可能な物質は短寿命放射性同
位体である。
【００１８】
　さらに、被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定するための方法を提供し、該方法
は、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効量を被験者に投与し、（
ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを得、
（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓におけるベータ細胞質
量を決定することを含む。
【００１９】
　そして更に、被験者における代謝障害を診断するための方法を提供し、該方法は、（ａ
）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効量を被験者に投与し、（ｂ）被験
者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを得、（ｃ）該
コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定
し、（ｄ）該ベータ細胞質量をベータ細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み
、ここで、該ベースライン尺度に対するベータ細胞質量の減少またはベータ細胞質量の増
加は代謝障害の存在に関連づけられる。
【００２０】
　そして更に、糖尿病を発症するリスクを有する被験者の予後を評価するための方法を提
供し、該方法は、定期的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効
量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピ
ュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵
臓におけるベータ細胞質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量をベー
タ細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度に対
するベータ細胞質量の減少は症状発現前糖尿病から糖尿病への進行に関連づけられる。
【００２１】
　そして更に、代謝障害を治療または予防するための療法の有効性を決定するための方法
を提供し、該方法は、定期的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の
有効量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコ
ンピュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者
の膵臓におけるベータ細胞質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量を
ベータ細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度
と概ね同等なベータ細胞質量は該代謝障害の治療または予防のための療法の成功を示す。
【００２２】
　そして更に、糖尿病の治療または予防を管理するための方法を提供し、該方法は、定期
的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効量を被験者に投与し、
（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを得
、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓におけるベータ細胞
質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量をベータ細胞質量のベースラ
イン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度に対するベータ細胞質量の
減少は更なる療法の必要性に関連づけられる。
【００２３】
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　前記イメージング方法の特定の態様においては、そのような検出可能な物質は放射性リ
ガンドであり、他の態様においては、該コンピュータ化イメージは、陽電子放射断層撮影
（ＰＥＴ）を用いて得られる。
【００２４】
　さらに他の態様においては、該抗体はヒト化モノクローナル抗体であり、さらに他の態
様においては、該ヒト化モノクローナル抗体は、軽減した又は欠如した炎症活性およびエ
フェクター機能を有する。
【００２５】
　また、膵ベータ細胞質量を測定するための、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な抗体の使用
、および膵ベータ細胞質量を測定するための試薬の製造における、ＣＦＣ１タンパク質の
使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１はヒト島細胞におけるＣＦＣ１の発現を示す。ＣＦＣ１は、Ｍｅｒｃｋ　Ｂ
ｏｄｙ　Ａｔｌａｓにより示されるとおり、ヒト島において特異的に富むことが判明して
おり、該データは島強度／参照プール強度の比として表される。ＣＦＣ１に対する２つの
プローブ（高度に島特異的および高度に発現されるもの）を使用した。
【図２】図２はヒト島におけるＣＦＣ１　ｍＲＮＡ発現のＴＡＱＭＡＮリアルタイムＰＣ
Ｒ証明を示す。ＩＮＳ（インスリン）を参照体として含めた。ＳＬＣ８０Ａ８；亜鉛輸送
体ＺｎＴ－８。ＳＬＣ１８Ａ２：小胞モノアミン輸送体２型（ＶＭＡＴ２）。同じアッセ
イにおいて測定した、島に豊富に存在する他の生物マーカーを以下に示す。ＳＬＣ７Ａ１
：陽イオン性アミノ酸輸送体、ｙ＋系、メンバー１（ＣＡＴ－１）。ＡＢＣＣ８：ＡＴＰ
結合性カセット、サブファミリーＣ、メンバー８；スルホノル尿素受容体。ＨＴＲ３Ａ：
５－ヒドロキシトリプタミン（セロトニン）受容体３Ａ。
【図３】図３は、正常被験者からの膵臓切片における免疫蛍光染色により示された、イン
スリン産生細胞とＣＦＣ１タンパク質の共局在化を示す。
【図４Ａ】図４は、組織培養におけるＣＦＣ１タンパク質放出がインスリンおよびグルコ
ースレベルにより影響されないことを示す。ヒト島を、ホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の添
加を伴う又は伴わないＲＰＭＩ　１６４０培地内で培養した。培地内のＣＦＣ１タンパク
質の蓄積をサンドイッチＥＬＩＳＡにより測定した。
【図４Ｂ】図４は、組織培養におけるＣＦＣ１タンパク質放出がインスリンおよびグルコ
ースレベルにより影響されないことを示す。ヒト島を、ホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の添
加を伴う又は伴わないＲＰＭＩ　１６４０培地内で培養した。培地内のＣＦＣ１タンパク
質の蓄積をサンドイッチＥＬＩＳＡにより測定した。
【図４Ｃ】図４は、組織培養におけるＣＦＣ１タンパク質放出がインスリンおよびグルコ
ースレベルにより影響されないことを示す。ヒト島を、ホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の添
加を伴う又は伴わないＲＰＭＩ　１６４０培地内で培養した。培地内のＣＦＣ１タンパク
質の蓄積をサンドイッチＥＬＩＳＡにより測定した。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　（発明の詳細な説明）
　本発明者らは、ＣＦＣ１が霊長類膵島細胞において高選択的に発現されることを見出し
た。さらに、ＣＦＣ１のタンパク質発現は膵臓内のインスリン産生ベータ細胞と特異的に
共局在することが観察された。また、ＣＦＣ１タンパク質は培養ヒト島からグルコース非
依存的に放出されうる。これらの観察は、被験者におけるＣＦＣ１の循環レベルの測定が
被験者の膵ベータ細胞の健康状態の評価をもたらすことを示唆した。
【００２８】
　ＣＦＣ１は表皮増殖因子（ＥＧＦ）－Ｃｒｉｐｔｏ、Ｆｒｌ－１およびＣｒｙｐｔｉｃ
（クリプティック）（ＣＦＣ）ファミリーのメンバーをコードしている（Ｂａｍｆｏｒｄ
ら，Ｌｏｓｓ－ｏｆ－ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＥＧＦ－
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ＣＦＣ　ｇｅｎｅ　ＣＦＣ１　ａｒｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｈｕｍａｎ　
ｌｅｆｔ－ｒｉｇｈｔ　ｌａｔｅｒａｌｉｔｙ　ｄｅｆｅｃｔｓ，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．
２６：３６５－３６９（２０００）を参照されたい）。ＥＧＦ－ＣＦＣファミリーメンバ
ータンパク質は変異体ＥＧＦ様モチーフ、システインに富む保存されたドメインおよびＣ
末端疎水性領域を共有する。これらのタンパク質は脊椎動物胚発生中の細胞間シグナリン
グ経路において中心的な役割を果たす。ＣＦＣ１における突然変異は常染色体内臓逆位を
引き起こしうる。このタンパク質は器官発生中の左－右非対称形態形成に関与する。ＣＦ
Ｃ１はＦＲＬ－１、ｃｒｉｐｔｏ、ｃｒｙｐｔｉｃファミリー１、ＨＴＸ２；ＣＲＹＰＴ
ＩＣ；ＦＬＪ７７８９７；およびＭＧＣ１３３２１３としても公知である（Ｓｈｅｎ　＆
　Ｓｃｈｉｅｒ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１６（７）：３０３－　３０９（２０００
）も参照されたい）。ＣＦＣ１は、切断可能なグリコシルホスファチジルイノシトール（
ＧＰＩ）アンカーに結合した細胞膜糖タンパク質である。ヒトＣＦＣ１タンパク質は配列
番号１によりコードされ、配列番号２に示すアミノ酸配列を有する（ＧｅｎＢａｎｋアク
セッション番号ＮＰ　１１５９３４も参照されたい）。ＣＦＣ１ホモログには、ラットＣ
ＦＣ１（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＰ　００１１０２７７４）およびマウスｃ
ｒｉｐｔｏ（Ｇｅｎｅｂａｎｋアクセッション番号ＢＣ１００７０６．１）が含まれる。
マウスＣＦＣ１タンパク質は配列番号３によりコードされ、配列番号４に示すアミノ酸配
列を有する。ラットＣＦＣ１タンパク質は配列番号５によりコードされ、配列番号６に示
すアミノ酸配列を有する。
【００２９】
　ＣＦＣ１は左－右側方非対称性の進化的に保存された確立に関与する。マウスにおける
Ｃｆｃ１の不活性化は側性欠損および複雑な心臓奇形を引き起こす。同様に、ヒトＣＦＣ
１遺伝子における突然変異が、内臓逆位症候群を有する患者において特定されている。ヒ
トにおける心臓欠損は、ＣＦＣ１を欠くマウスにおけるものに類似している。Ｄｕｃｋｅ
ｒの米国公開出願第２００３／０２０７２９３号は、配列番号２からの１つのアミノ酸相
違を有するｃｒｙｐｔｉｃ様タンパク質を開示している。Ｍｅｉｓｓｎｅｒの米国特許第
５，９８１，２１５号は、配列番号２に部分的に類似したアミノ酸配列を有するヒトｃｒ
ｉｐｔｉｎ増殖因子を開示している。Ｃｒｉｐｔｏ－１（ｃｒｉｐｔｏまたはＣＲ－１と
も称される）はＣＦＣ１ではないが、ペプチドの表皮増殖因子（ＥＧＦ）－ＣＦＣファミ
リーのメンバーである。Ｃｒｉｐｔｏ－１は乳癌および結腸癌における血清学的マーカー
として（Ｂｉａｎｃｏら，Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｒｉｐｔｏ－１　ａ
ｓ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｅｒｏｌｏｇｉｃ　ｍａｒｋｅｒ　ｆｏｒ　ｂｒｅａｓｔ　ａｎ
ｄ　ｃｏｌｏｎ　ｃａｎｃｅｒ，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１２（１７）：５
１５８－６４（２００６）；Ｂｉａｎｃｏら，米国特許第７，０７８，１７６号）、なら
びに上皮癌におけるアップレギュレーションにおける血清学的マーカーとして（Ｈｕ　＆
　Ｐｉｎｇ，Ｃｒｉｐｔｏ　ａｓ　ａ　ｔａｒｇｅｔ　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｉｍｍｕ
ｎｏｔｈｅｒａｐｙ，Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．Ｔｈｅｒ．Ｔａｒｇｅｔｓ，９（２）：
３８３－９４（２００５））使用されている。ＣＦＣ１タンパク質は、膵島ベータ細胞に
特異的に富むとは未だ報告されておらず、また、そこにおけるインスリン産生細胞上に局
在するとは未だ報告されておらず、したがって、この最近の予想外の知見は、ＣＦＣ１タ
ンパク質が、膵島ベータ細胞質量を測定するための非侵襲的手段のための生物マーカーと
して働きうることを示唆している。そのようなマーカーは、Ｉ型およびＩＩ型糖尿病、な
らびに島移植を受けたＩ型糖尿病のような代謝障害を有する被験者におけるベータ細胞質
量をモニターするための診断手段として使用されうる。
【００３０】
　被験者におけるＣＦＣ１タンパク質レベルの測定は、膵ベータ細胞の破壊または喪失を
引き起こしている代謝障害（例えば、Ｉ型およびＩＩ型糖尿病）を有する患者に対するベ
ータ細胞または幹細胞移植療法を含む治療計画の効力をモニターするのに重要でありうる
。したがって、治療計画の時間経過にわたって被験者から得た血清中のＣＦＣ１タンパク
質のレベルの測定は、被験者の膵ベータ細胞集団の全体的状態、ひいては治療計画の有効
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性または移植療法の成否を決定するための非侵襲的手段をもたらしうる。ＣＦＣ１タンパ
ク質レベルの測定はＩ型およびＩＩ型糖尿病の治療および管理における特に有用な診断手
段である。また、ベータ細胞質量の、ＣＦＣ１タンパク質に基づく非侵襲的測定は、ＤＰ
Ｐ４インヒビター、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト、インスリン増感物質、肝グルコース産
生インヒビターおよびグルカゴン受容体アゴニストまたはアンタゴニスト（これらに限定
されるものではない）を含む種々の物質の効果を直接的にモニターするために用いられう
る。
【００３１】
　したがって、１つの態様においては、ＣＦＣ１タンパク質に結合する抗体を使用して被
験者における膵ベータ細胞質量を測定するためのイムノアッセイ方法を提供し、該方法は
、（ａ）被験者から生物学的サンプルを得、（ｂ）該生物学的サンプルを、ＣＦＣ１タン
パク質に特異的な抗体と、該抗体への該ＣＦＣ１タンパク質の結合を可能にする条件下で
接触させ、（ｂ）該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の存在を検出する工程を含
み、ここで、該サンプル中の該ＣＦＣ１タンパク質の量は該被験者における膵ベータ細胞
質量の測定をもたらす。一般に、該生物学的サンプルは全血、血清または血漿である。他
の態様においては、該方法は更に、（ｃ）該生物学的サンプル中のＣＦＣ１の量を該被験
者におけるＣＦＣ１タンパク質の対照値と比較する工程を含む。ここで用いる「対照値」
なる語は、治療計画または移植療法の開始の前に得られた、被験者において存在するＣＦ
Ｃ１の基底値を意味する。本発明は、ＣＦＣ１タンパク質の対照値を決定するための方法
および組成物を提供する。酸化的ストレスが経時的に蓄積しうるため、そのような対照値
は、個体の年齢を考慮して扱わねばならない場合があり、したがって、ある年齢範囲に向
けられうる。そのような対照値は更に、性別および人種、ならびに環境的曝露、例えば喫
煙、食事などを考慮して扱わねばならない場合がある。
【００３２】
　もう１つの態様においては更に、被験者における代謝疾患の治療計画の効力をモニター
するための方法を提供し、該方法は、（ａ）該治療計画の前に該被験者から第１生物学的
サンプルを得、ついで該治療計画の開始後、該被験者から経時的に１以上の後続生物学的
サンプルを得、（ｂ）該生物学的サンプルのそれぞれを、ＣＦＣ１タンパク質に特異的な
抗体と接触させ、（ｃ）該生物学的サンプル中の該ＣＦＣ１タンパク質のその存在または
欠如を検出することを含み、ここで、経時的な該生物学的サンプル中のＣＦＣ１タンパク
質の量の増加および／または検出は、該治療計画が有効であることを示す。該抗体はモノ
クローナル抗体またはポリクローナル抗体でありうる。
【００３３】
　本明細書中で用いる「検出」なる語は、ＣＦＣ１タンパク質が存在するという決定を意
味する。本発明の方法および組成物は、サンプル中のＣＦＣ１タンパク質の量または濃度
を決定するためにも用いられうる。ＣＦＣ１タンパク質の定量および検出は当業者に公知
のいずれかの手段により行われうる。検出および定量の手段には、ＣＦＣ１タンパク質に
結合する抗体によるＣＦＣ１タンパク質の沈降、ＣＦＣ１タンパク質（混合物の一部とし
てのもの、または免疫沈降複合体中に含有されているもの）をゲル電気泳動により分離し
適当な支持体（例えば、ニトロセルロース）へトランスファーし抗体との反応により可視
化するウエスタン免疫ブロット法、該タンパク質が抗体への結合に関して放射能標識標準
物と競合する度合を該タンパク質の検出および定量の尺度として用いるラジオイムノアッ
セイ、ならびに酵素結合イムノソルバントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）が含まれるが、これら
に限定されるものではない。
【００３４】
　ＥＬＩＳＡは、一般に、関心のあるタンパク質に対する抗体を不活性固体、例えばポリ
スチレンに固定化する、該タンパク質を定量するための公知技術である。関心のあるタン
パク質に関してアッセイすべきサンプルを、固定化抗体を含有する表面に適用する。タン
パク質は該抗体に結合して複合体を形成する。ついでこの複合体を、容易にアッセイされ
る酵素に共有結合しており同一タンパク質に結合する二次抗体と接触させる。未結合の二
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次抗体の全てを洗い落とした後、固定化複合体中の酵素をアッセイして、該サンプル中の
タンパク質の量の測定値を得る。ＥＬＩＳＡ法は逆転可能である。すなわち、該抗原を不
活性支持体（例えば、９６ウェルマイクロプレート）上に固定化し、該固定化抗原に対す
る抗体の存在に関してサンプルをプローブする。また、免疫組織化学法を用いて、細胞お
よび組織において、ＣＦＣ１タンパク質を検出し、その局在化を決定することも可能であ
る。本発明では、ＥＬＩＳＡ、タンパク質混合物の電気泳動分離の後のウエスタンブロッ
ト法、および免疫組織化学法が、サンプル中のＣＦＣ１を検出し定量する有用な方法であ
る。
【００３５】
　ＣＦＣ１タンパク質は、血漿および血清（これらに限定されるものではない）を含むサ
ンプルにおいて検出され、定量されうる。これらのサンプルはヒト由来であることが可能
であり、あるいはそれらはヒト以外の動物、例えばラット、マウス、サル、イヌ、ウサギ
などから採取されることが可能である。
【００３６】
　本発明は、ＣＦＣ１タンパク質に対する抗体を使用するイムノアッセイを含む。本明細
書中で用いる「イムノアッセイ」なる語は、抗体を試薬として使用することにより、抗原
、この場合にはＣＦＣ１タンパク質を検出または測定する方法を意味する。該抗体はポリ
クローナル、または好ましくはモノクローナルでありうる。「ポリクローナル抗体」およ
び「モノクローナル抗体」なる語は、当業者に理解されている標準的な意味を有し、ポリ
クローナル抗体の場合には種々の抗体の混合物、あるいはモノクローナル抗体の場合には
単一の抗体である抗体を意味し、それらは共に、一般には、動物を抗原で免疫化すること
により製造される。モノクローナル抗体の場合、抗体産生細胞を該動物から選択し、骨髄
腫細胞と融合させる。ついでこれらの細胞を培養する。本発明の抗体はＣＦＣ１タンパク
質を所望のレベルで検出する。
【００３７】
　抗体結合を検出するための技術は当技術分野でよく知られている。ＣＦＣ１への抗体結
合は、抗体結合のレベルに対応する、したがって、ＣＦＣ１タンパク質発現のレベルに対
応する検出可能なシグナルを生成する化学的試薬の使用により検出されうる。本発明の免
疫細胞化学法の１つにおいては、標識重合体に結合した二次抗体の使用により抗体結合を
検出する。標識重合体の具体例には、重合体－酵素コンジュゲートが含まれるが、これに
限定されるものではない。これらの複合体における酵素は、典型的には、抗原－抗体結合
部位における色素原の析出を触媒して、関心のある生物マーカーの発現レベルに対応する
細胞染色をもたらすために使用される。特に関心のある酵素には、ホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）およびアルカリホスファターゼ（ＡＰ）が含まれる。市販の抗
体検出系、例えばＤａｋｏ　Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　＋系およびＢｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃ
ａｌ’ｓ　Ｍａｃｈ　３系が、本発明を実施するために使用されうる。
【００３８】
　本発明の１つの特定の免疫細胞化学法においては、二次抗体に結合したＨＲＰ標識重合
体を使用することによりＣＦＣ１への抗体結合を検出する。抗体結合は、マウスモノクロ
ーナル抗体に結合するマウスプローブ試薬、および該マウスプローブ試薬に結合する、Ｈ
ＲＰに結合した重合体を使用することによっても検出されうる。スライドを、色素原３，
３－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を使用して抗体結合に関して染色し、ついでヘマトキ
シリンおよび場合によっては青味剤、例えば水酸化アンモニウムまたはＴＢＳ／Ｔｗｅｅ
ｎ－２０で対比染色する。本発明の幾つかの態様においては、細胞染色（すなわち、ＣＦ
Ｃ１過剰発現）を評価するために及びベータ細胞質量を決定するために、スライドは細胞
検査技師および／または病理学者により顕微鏡的に精査される。あるいは、サンプルは、
自動顕微鏡検査により、または陽性染色細胞の特定を促進するコンピュータソフトウェア
の助けにより人間により精査されうる。
【００３９】
　「抗体」なる語は、天然に存在する形態の抗体および組換え抗体、例えば一本鎖抗体、
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キメラおよびヒト化抗体、および多重特異性抗体、ならびに前記のもの全てのフラグメン
トおよび誘導体（該フラグメントおよび誘導体は少なくとも抗原結合部位を有する）を広
く包含する。抗体誘導体は、該抗体に結合したタンパク質または化学的部分を含みうる。
【００４０】
　「抗体」および「免疫グロブリン」（Ｉｇ）は、同じ構造的特徴を有する糖タンパク質
である。抗体は抗原に対する結合特異性を示すが、免疫グロブリンは抗体および抗原特異
性を欠く他の抗体様分子の両方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例えば、リンパ系
により低レベルで、そして骨髄腫により高レベルで産生される。
【００４１】
　「抗体」なる語は広義に用いられ、完全に構築された抗体、抗原に結合しうる抗体フラ
グメント（例えば、Ｆａｂ’、Ｆ’（ａｂ）．ｓｕｂ２、Ｆｖ、一本鎖抗体、ジアボディ
）、および前記のものを含む組換えペプチドを包含する。
【００４２】
　本明細書中で用いる「モノクローナル抗体」なる語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られた抗体を意味する。すなわち、該集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しうる
天然で生じる可能な突然変異の場合を除き、同一である。
【００４３】
　「抗体フラグメント」は、無傷抗体の一部分、好ましくは、無傷抗体の抗原結合または
可変領域を含む。抗体フラグメントの具体例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）２およ
びＦｖフラグメント；ジアボディ；直鎖状抗体（Ｚａｐａｔａら　（１９９５）Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７　１０６２）；一本鎖抗体分子；ならびに抗体フ
ラグメントから形成された多重特異性抗体が含まれる。抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ
」フラグメントと称される２つの同一の抗原結合性フラグメント（それぞれは単一の抗原
結合部位を有する）、および残りの「Ｆｃ」フラグメント（その名称は、それが容易に結
晶化しうることを表している）を産生する。ペプシン処理は、２つの抗原結合部位を有し
尚も抗原を架橋しうるＦ（ａｂ’）２フラグメントを与える。
【００４４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識および結合部位を含有する最小抗体フラグメントである。
二本鎖Ｆｖ種においては、この領域は、強固に非共有結合された１つの重鎖可変ドメイン
と１つの軽鎖可変ドメインとの二量体よりなる。一本鎖Ｆｖ種においては、１つの重鎖可
変ドメインと１つの軽鎖可変ドメインとが柔軟なペプチドリンカーにより共有結合されて
、二本鎖Ｆｖ種の場合に類似した「二量体」構造で該軽鎖および該重鎖が会合しうる。各
可変ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ　ＶＬ二量体の表面上に抗原結合部位を
定めるのは、この立体配置においてである。全体として、それらの６つのＣＤＲが抗原結
合特異性を該抗体に付与する。しかし、単一の可変性ドメイン（または抗原に特異的な僅
か３つのＣＤＲを含むＦｖの半分）でさえも、完全な結合部位より低いアフィニティでは
あるものの、抗原を認識し抗原に結合する能力を有する。
【００４５】
　Ｆａｂフラグメントは軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ１）を
も含有する。Ｆａｂフラグメントは、抗体ヒンジ領域からの１以上のシステインを含む重
鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端における数個の残基が付加されている点で、Ｆａｂ’
フラグメントとは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオ
ール基を含有する、Ｆａｂ’に関する本明細書における記号である。Ｆ（ａｂ’）２抗体
フラグメントは最初は、ヒンジシステインを間に有するＦａｂ’フラグメントのペアとし
て得られた。
【００４６】
　ポリクローナル抗体は、適当な対象（例えば、ウサギ、ヤギ、マウスまたは他の哺乳動
物）を生物マーカータンパク質免疫原で免疫化することにより製造されうる。該免疫化対
象における抗体価は、固定化生物マーカータンパク質を使用する酵素結合イムノソルベン
トアッセイ（ＥＬＩＳＡ）のような標準的な技術により経時的にモニターされうる。免疫
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化後の適当な時点、例えば、抗体価が最高となった時点で、抗体産生細胞を該対象から得
、それを使用して、標準的な技術、例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９
７５）Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５　４９７に最初に記載されたハイブリドーマ技術、
ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒら　（１９８３）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄ
ａｙ　４：７２）、ＢＢＶ－ハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら　（１９８５）　ｉｎ　Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，
ＲｅｉｓｆｅｌｄおよびＳｅｌｌ編（Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，Ｎ．Ｙ．），ｐｐ．７７　９６）またはトリオーマ技術により、モノクローナル抗
体を製造することが可能である。ハイブリドーマを製造するための技術はよく知られてい
る（全般的には、Ｃｏｌｉｇａｎら編，（１９９４）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．）；Ｇａｌｆｒｅら（１９７７）Ｎａｔｕｒｅ　２６６：５５
０　５２；Ｋｅｎｎｅｔｈ（１９８０）ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ：Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　Ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅ
ｓ（Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．，ＮＹ）；およびＬｅｍｅｒ（１
９８１）Ｙａｌｅ　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．，５４：３８７４０２を参照されたい）。
【００４７】
　モノクローナル抗体分泌性ハイブリドーマを製造する代わりに、組換えコンビナトリア
ル（組合せ）免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体ファージディスプレイライブラ
リー）をＣＦＣ１でスクリーニングして、該生物マーカータンパク質に結合する免疫グロ
ブリンライブラリーメンバーを単離することにより、モノクローナル抗体を特定し単離す
ることが可能である。ファージディスプレイライブラリーを作製しスクリーニングするた
めのキットは商業的に入手可能である（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎ
ａｎｔ　Ｐｈａｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｃａｔａｌｏｇ　Ｎｏ．２７－
９４００－０１；およびＳｔｒａｔａｇｅｎｅ　ＳＵＲＦＺＡＰ　Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐ
ｌａｙ　Ｋｉｔ，Ｃａｔａｌｏｇ　Ｎｏ．２４０６１２）。また、抗体ディスプレイライ
ブラリーの作製およびスクリーニングにおける使用に特に適した方法および試薬の具体例
は、例えば、米国特許第５，２２３，４０９号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ　９２／１８６１９
；ＷＯ　９１／１７２７１；ＷＯ　９２／２０７９１；ＷＯ　９２／１５６７９；９３／
０１２８８；ＷＯ　９２／０１０４７；９２／０９６９０；および９０／０２８０９；Ｆ
ｕｃｈｓら（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０　１３７２；Ｈａ
ｙら（１９９２）Ｈｕｍ．Ａｎｔｉｂｏｄ．Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３：８１　８５；Ｈ
ｕｓｅら（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５　１２８１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈ
ｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５　７３４において見出されうる。
【００４８】
　抗体結合の検出は、検出可能な物質に該抗体を結合させることにより促進されうる。検
出可能な物質の具体例には、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物
質および放射性物質が含まれる。適当な酵素の具体例には、ホースラディッシュペルオキ
シダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステ
ラーゼが含まれ、適当な補欠分子族複合体の具体例には、ストレプトアビジン／ビオチン
およびアビジン／ビオチンが含まれ、適当な蛍光物質の具体例には、ウンベリフェロン、
フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、ジクロロトリアジニ
ルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが含まれ、発光物質
の具体例には、ルミノールが含まれ、生物発光物質の具体例には、ルシフェラーゼ、ルシ
フェリンおよびエクオリンが含まれ、適当な放射性物質の具体例には、１２５Ｉ、１３１

Ｉ、３５Ｓまたは３Ｈが含まれる。
【００４９】
　また、本発明の免疫細胞化学法における抗体染色の検出に関しては、当技術分野におい
ては、生物学的サンプル中の複数の分子種（例えば、ＣＦＣ１タンパク質）の量の定量的
決定のためのビデオ－顕微鏡検査およびソフトウェア法が存在し、ここで、存在する各分
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子種は、特異的な色を有する代表的色素マーカーにより示される。そのような方法はまた
、比色分析法として当技術分野で公知である。これらの方法においては、ＣＦＣ１タンパ
ク質の存在を視覚的に示すために、生物学的サンプルを染色した後、該生物学的サンプル
のイメージを得るために、ビデオ－顕微鏡検査を用いる。これらの方法の幾つか［例えば
、Ｍａｒｃｅｌｐｏｉｌらの米国特許出願第０９／９５７，４４６号およびＭａｒｃｅｌ
ｐｏｉｌらの米国特許出願第１０／０５７，７２９号（これらを参照により本明細書に組
み入れることとする）に開示されているもの］は、イメージング系および付属ソフトウェ
アにより決定される対応色素マーカーの光学濃度または透過率の値により示される代表的
色素マーカーの存在に基づいて、存在する各分子種の相対量を決定するための、イメージ
ング系および付属ソフトウェアの使用を開示している。これらの技術は、対応する成分色
部分に「分解」される単一のビデオイメージを用いて、染色された生物学的サンプルにお
ける各分子種の相対量の定量的決定をもたらす。
【００５０】
　本発明を実施するために使用される抗体は、ＣＦＣ１タンパク質に対する高い特異性を
有するよう選択される。抗体を製造し適当な抗体を選択するための方法は当技術分野で公
知である。例えば、Ｃｅｌｉｓ編，（印刷中）Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　＆　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を
参照されたい。いくつかの実施形態においては、本発明を実施するために、ＣＦＣ１タン
パク質に対する市販の抗体が使用されうる。本発明の抗体は、組織学的サンプルではなく
細胞学的サンプルの所望の染色に基づいて選択されうる。すなわち、特定の実施形態にお
いては、該抗体は、最終サンプル型（すなわち、細胞診断用調製物）を考慮して及び結合
特異性に関して選択される。
【００５１】
　血漿、血清または全血中のＣＦＣ１の循環レベルを測定することに加えて、イメージン
グまたは検出手段、例えば陽電子放射断層撮影（ＰＥＴ）または磁気共鳴撮像（ＭＲＩ）
を用いて、被験者の膵島ベータ細胞においてＣＦＣ１タンパク質を測定することが可能で
ある。これらのイメージングまたは検出法は、ＣＦＣ１タンパク質に特異的に結合する高
アフィニティ特異的抗体または小分子を使用して行われうる。一般に、ＣＦＣ１タンパク
質に特異的な抗体を、短寿命放射性同位体およびナノ粒子（これらに限定されるものでは
ない）を含む検出可能な物質に結合させ、ついでそれを被験者に静脈内投与する。短寿命
放射性リガンドの具体例には、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、１２４Ｉ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ
および１８Ｆが含まれるが、これらに限定されるものではない。ＰＥＴ用に抗体に結合さ
れうる放射性リガンドの考察には、Ｖｏｓｓら，Ｐｏｓｉｔｒｏｎ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ（ＰＥＴ）　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ
　ａｎｄ　ｍｅｌａｎｏｍａ　ｗｉｔｈ　６４Ｃｕ－ＳａｒＡｒ　ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０４：１７４８９－
１７４９３（２００７）を参照されたい。該抗体は、好ましくは、被験者の種に適した抗
体である。例えば、ヒト被験者における使用では、該抗体は、好ましくは、ヒト化抗体で
ある。また、該抗体は、Ｆｃγ受容体結合が軽減または阻止される（エフェクター機能を
欠く）よう、および炎症活性が軽減または阻止される（炎症活性を欠く）よう修飾される
ことが好ましい。例えば、シアル酸化Ｎ－グリカンを有する抗体は、軽減した炎症活性を
有する（Ｋａｎｅｋｏら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１３（５７８７）：６７０－３（２００６
）；Ｎｉｍｍｅｒｊａｈｎ　＆　Ｒａｖｅｔｃｈ，Ｊ．Ｅｘｐｅｒ．Ｍｅｄ．，２０４：
１１－１５（２００７）；Ｎｉｍｍｅｒｊａｈｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２０（５８７４
）：３７３－６（２００８）を参照されたい）。該抗体は膵島ベータ細胞へ遊走し、該ベ
ータ細胞の表面上のＣＦＣ１タンパク質に結合する。該イメージング手段は、該ベータ細
胞質量が増加している又は減少していることに関して、被験者のベータ細胞の健康状態の
画像を提供する。ベータ細胞質量の増加または減少をモニターしうることは、膵島細胞移
植の成功をモニターするのに、および被験者のベータ細胞質量の健康状態に対する種々の
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抗糖尿病剤の効果をモニターするのに特に有用である。したがって、移植療法を含む抗糖
尿病治療計画が効力に関してモニターされうる。
【００５２】
　したがって、前記を考慮して、さらに、被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定す
るための方法を提供し、該方法は、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体
の有効量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つの
コンピュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験
者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定することを含む。さらに、被験者における代謝障
害を診断するための方法を提供し、該方法は、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１
特異的抗体の有効量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なく
とも１つのコンピュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分
析して被験者の膵臓におけるベータ細胞質量を決定し、（ｄ）該ベータ細胞質量をベータ
細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度に対す
るベータ細胞質量の減少またはベータ細胞質量の増加は代謝障害の存在に関連づけられる
。
【００５３】
　そして更に、糖尿病を発症するリスクを有する被験者の予後を評価するための方法を提
供し、該方法は、定期的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効
量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピ
ュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵
臓におけるベータ細胞質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量をベー
タ細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度に対
するベータ細胞質量の減少は症状発現前糖尿病から糖尿病への進行に関連づけられる。
【００５４】
　そして更に、代謝障害を治療または予防するための療法の有効性を決定するための方法
を提供し、該方法は、定期的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の
有効量を被験者に投与し、（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコ
ンピュータ化イメージを得、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者
の膵臓におけるベータ細胞質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量を
ベータ細胞質量のベースライン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度
と概ね同等なベータ細胞質量は該代謝障害の治療または予防のための療法の成功を示す。
【００５５】
　そして更に、糖尿病の治療または予防を管理するための方法を提供し、該方法は、定期
的に、（ａ）検出可能な物質に結合したＣＦＣ１特異的抗体の有効量を被験者に投与し、
（ｂ）被験者の膵臓の少なくとも一部分の少なくとも１つのコンピュータ化イメージを得
、（ｃ）該コンピュータ化イメージを定量的に分析して被験者の膵臓におけるベータ細胞
質量を決定し、（ｄ）定期的に決定された該ベータ細胞質量をベータ細胞質量のベースラ
イン尺度と比較することを含み、ここで、該ベースライン尺度に対するベータ細胞質量の
減少は更なる療法の必要性に関連づけられる。
【００５６】
　前記イメージング方法の特定の態様においては、そのような検出可能な物質は放射性リ
ガンドであり、他の態様においては、該コンピュータ化イメージは、陽電子放射断層撮影
（ＰＥＴ）を用いて得られる。
【００５７】
　さらに、ＣＦＣ１タンパク質を検出するための抗体と、場合によっては、検出可能な物
質に結合した二次抗体とを含有するバイアルを含む、膵ベータ細胞質量を測定するための
キットを提供する。該キットは更に、その使用のための説明を含む。
【００５８】
　本発明の種々の特徴を更に例示し本発明の実施のための有用な実施形態を例示する実施
例を以下に示す。これらの実施形態は、本発明の範囲を何ら限定するものではなく本発明
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の典型例であるとみなされるべきである。
【実施例１】
【００５９】
　本実施例は、ＣＦＣ１がヒト島において特異的に富むことを示す。
【００６０】
　Ｍｅｒｃｋ　Ｍｏｎｋｅｙ　Ｂｏｄｙ　Ａｔｌａｓに使用される特製インクジェットマ
イクロアレイはＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ
）製であり、ヒトＵｎｉｇｅｎｅクラスターから抽出されＲｅｆＳｅｑ配列およびＲＩＫ
ＥＮ完全長ｃＤＮＡクローン（完全なサル全ゲノム配列が入手できないため）と組合され
た４７２７２個のオリゴヌクレオチドよりなるものであった。膵島（アカゲザルおよびヒ
ト島）を含む６６個の異なる霊長類組織がＭｅｒｃｋ　Ｍｏｎｋｅｙ　Ｂｏｄｙ　Ａｔｌ
ａｓに含まれていた。全ＲＮＡを、トリゾール試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ）を使
用して全組織から抽出し、逆転転写し、Ｃｙ３またはＣｙ５蛍光色素で標識した。
【００６１】
　与えられたサンプルに関して、標識された相補的ＲＮＡ（ｃＲＮＡ）を、参照体として
の１０個の組織ｃＲＮＡのプールに対してハイブリダイズさせた。遺伝子発現の尺度は、
（１）遺伝子発現量を表すハイブリダイゼーション強度値、および（２）組織発現特異性
と相関する、島の強度値の、該参照プールのものに対する比として報告される。両方の尺
度による遺伝子のランク付けは、高度に島に特異的であり豊富に存在する遺伝子の特定に
つながった。この後、タンパク質産物が細胞外または細胞表面に局在化している遺伝子を
選択するためにバイオインフォマティクス分析を行った。意外にも、２つの独立したプロ
ーブ（Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ＩＤ　１００２３８３４９３１および１００２３８１７０８１
）により表される分泌タンパク質ＣＦＣ１が、ヒトおよびサル島における高度に存在し特
異的なタンパク質として特定された。
【実施例２】
【００６２】
　ヒト膵島からのＲＮＡのＴＡＱＭＡＮリアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、ＣＦＣ１がヒト島
細胞により発現されることを証明している。
【００６３】
　ＡＢＩ（Ｃａｔ＃　Ｈｓ００４１４４２５　ｍｌ）からのヒトＣＦＣ１遺伝子に関して
設計された特異的プライマーおよびプローブセットを使用して、ＴＡＱＭＡＮアッセイを
行った。相対ｍＲＮＡレベルをベータ－アクチンに対して正規化し、４名のドナーからの
ヒト島の平均に基づいてデータを計算した。全膵臓に対する、島におけるｍＲＮＡの比を
計算し、最高から最低へとランク付けした。結果を図２に示す。
【実施例３】
【００６４】
　本実施例において、ベータ細胞の免疫蛍光染色は、ＣＦＣ１が、インスリンを産生する
細胞と共に局在化していることを示した。
【００６５】
　正常ヒト膵臓のパラフィン切片を脱ロウ（ｄｅ－ｗａｘ）し、再水和させ、ついでＰＢ
Ｓで３回洗浄した。５％　ロバ血清と共に温置することにより非特異的抗原を除去するた
めの１時間のブロッキング工程の後、抗ヒトＣＦＣ１ヒツジ血清（ＣＦＣ１抗体、Ｒ＆Ｄ
　ｓｙｓｔｅｍｓ）および抗モルモットインスリン血清（インスリン抗体、Ｓｉｇｍａ）
と共に膵臓切片を４℃で一晩温置した。ＰＢＳでの十分な洗浄の後、膵臓切片をフルオレ
セイン結合ロバ抗ヒツジ二次抗体およびローダミン結合ロバ抗モルモット二次抗体（Ｊａ
ｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂ）と共に室温で３０分間培養した。
染色切片を、ＤＡＰＩを含有するＶｅｃｔａｓｈｉｅｌｄマウンティング培地内でマウン
トし、蛍光顕微鏡で分析した。ｈＣＦＣ１は膵島において高度に発現されインスリン産生
ベータ細胞と共に共局在化していることが判明した。
【実施例４】
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【００６６】
　本実施例は、ＣＦＣ１放出がインスリンおよびグルコースレベルにより影響されないこ
とを示している。
【００６７】
　正常被験者からの同数のヒト島を、６ウェルプレート中、１０％　血清、１％　アンピ
シリン－ストレプトマイシンで補足された２ｍＬのＲＰＭＩ－１６４０培地内で培養した
。島を０．５μｇ／ｍＬ　ホスファチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼＣ（ＰＩ－
ＰＬＣ）の非存在下または存在下、示されている或る回数にわたって培養した。インキュ
ベーション後、培地を集め、蓄積ＣＦＣ１およびインスリン含量を、社内で開発されたＣ
ＦＣ１　ＥＬＩＳＡサンドイッチアッセイおよびインスリンＥＬＩＳＡキット（ＡＬＰＣ
Ｏ，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）により測定した。ヒト島からのＣＦＣ１放出はＰＩ－ＰＬ
Ｃ処理により増加したが、ＣＦＣ１の放出はインスリンレベルと相関しなかった。ＣＦＣ
１放出に対するグルコースの効果を試験するために、ＰＩ－ＰＬＣの非存在下または存在
下で処理されたヒト島を低濃度グルコース（２ｍＭ）または高濃度グルコース（１６．７
ｍＭ）と共に９０分間培養した。高濃度グルコースで処理されたヒト島からの放出ＣＦＣ
１レベルは、低濃度グルコースで処理されたヒト島からのものに類似していた。
【００６８】
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【００６９】
　他の実施形態も以下の特許請求の範囲の範囲内である。本明細書に開示され特許請求さ
れている組成物および方法の全ては、本開示を考慮すれば、過度な実験を伴うことなく製
造され実施されうる。本発明の組成物および方法は、好ましい実施形態に関して記載され
ているが、本発明の概念、精神および範囲から逸脱することなく、該組成物および方法に
対して並びに本明細書に記載されている方法の工程または工程順において変更が施されう
ることが当業者に明らかであろう。当業者に明らかな全てのそのような変更は、添付の特
許請求の範囲により定められる本発明の精神、範囲および概念の範囲内であるとみなされ
る。
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摘要(译)

描述了胰腺β-细胞团的生物标志物，包括测量受试者血清中CFC1的水
平。生物标志物提供了用于测量胰腺β细胞量的非侵入性手段，其特别可
用于监测代谢紊乱（例如I型或II型糖尿病，包括胰岛细胞移植）的治疗
功效。
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