
(19)日本国特許庁（JP） (12) 公表特許公報（Ａ） (11)特許出願公表番号

特表2002－539430
(P2002－539430A)

(43)公表日 平成14年11月19日(2002.11.19)

(51)Int.Cl7 識別記号 FI ﾃｰﾏｺｰﾄﾞ(参考)

   �G�0�1�N 33/573   

   � � � �  33/15    

   � � � �  33/50    

   � � � �  33/53    

   �G�0�1�N 33/573   A

   � � � �  33/15    Z

   � � � �  33/50    Z

   � � � �  33/53    K

審査請求 未請求 予備審査請求（全 34数）

(21)出願番号 特願2000－604226(P2000－604226)

(86)(22)出願日 平成12年3月8日(2000.3.8)

(85)翻訳文提出日 平成13年7月24日(2001.7.24)

(86)国際出願番号 PCT/GB00/00845

(87)国際公開番号 WO00/54052

(87)国際公開日 平成12年9月14日(2000.9.14)

(31)優先権主張番号 9905417.3

(32)優先日 平成11年3月9日(1999.3.9)

(33)優先権主張国 イギリス(GB)

(31)優先権主張番号 9919952.3

(32)優先日 平成11年8月23日(1999.8.23)

(33)優先権主張国 イギリス(GB)

(71)出願人 ラックスデイル リミテッド

イギリス  スターリン  エフケイ7  9ジェ

イキュー  ローレルヒル  ビジネス  パー

ク  キングス  パーク  ハウス  (番地なし

)

(72)発明者 グレン アラスター キャンベル アグニ

ュー

イギリス  グラスゴー  ジー41  5エルピー

  ニッスデイル  ロード  276  エイ

(72)発明者 マクドナルド ドナルド ジョン

イギリス  グラスゴー  ジー73  6エイチエ

イ  カンバーノールド  ロード  186

(74)代理人 弁理士 中村 稔 (外9名)

最終頁に続く

(54)【発明の名称】 診断テスト

(57)【要約】
タイプIV サイトゾルホスホリパーゼA

2
（cPLA

2

）又はタイプIV cPLA
2
と免疫学的に同相の蛋白質

を検出するアッセイであって、該アッセイは、特に高度
不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す
る病気の診断において使用するために、赤血球の使用を
含む。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  タイプIVのサイトゾルのホスホリパーゼA2（cPLA2）又はタ

イプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質を検出するためのアッセイであって、赤

血球の使用を含む前記アッセイ。

    【請求項２】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気の診断における使用のための請求の範囲第１項記載のアッセイ。

    【請求項３】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気にかかっている患者に投与された投薬の有効性のモニタリングにおける使

用のための請求の範囲第１項記載のアッセイ。

    【請求項４】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気の薬剤開発における使用のための請求の範囲第１項記載のアッセイ。

    【請求項５】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気の診断方法であって、赤血球内の又は赤血球上のタイプIVのサイトゾルの

ホスホリパーゼA2（cPLA2）蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白

質の検出を含む前記方法。

    【請求項６】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気にかかっている患者に投与された投薬の有効性のモニタリング方法であっ

て、赤血球内の又は赤血球上のタイプIVのサイトゾルのホスホリパーゼA2（cPLA

2）蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質の検出を含む前記方法

。

    【請求項７】  高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能障害が関係す

る病気の薬剤開発方法であって、赤血球内の又は赤血球上のタイプIVのサイトゾ

ルのホスホリパーゼA2（cPLA2）蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の

蛋白質の検出を含む前記方法。

    【請求項８】  赤血球がヒトの体から単離される請求の範囲第１項から第７

項のいずれか1項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項９】  前記アッセイ又は方法が前記赤血球の事前の単離なしに血液

サンプル全体の使用を含む請求の範囲第１項から第７項のいずれか1項記載のア

ッセイ又は方法。
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    【請求項１０】  前記病気がタイプIV cPLA2活性又は濃度が通常のレベルと

異なっている病気又は病気のプロセスである請求の範囲第２項から第９項のいず

れか1項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項１１】  前記病気がタイプIV cPLA2活性又は濃度が増加する病気又

は病気のプロセスである請求の範囲第２項から第９項のいずれか1項記載のアッ

セイ又は方法。

    【請求項１２】  前記病気が精神分裂病、失読症、双極性鬱病又は躁鬱病、

悪液質又は脳障害である請求の範囲第２項から第１１項のいずれか1項記載のア

ッセイ又は方法。

    【請求項１３】  前記脳障害が脳卒中又は機械的脳障害である請求の範囲第

１２項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項１４】  タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同

相の蛋白質が80から110 kDaの範囲又は70から80 kDaの範囲又は50から60 kDaの

範囲の分子量を有する請求の範囲第１項から第１３項のいずれか1項記載のアッ

セイ又は方法。

    【請求項１５】  タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同

相の蛋白質が90から105 kDaの範囲又は70から80 kDaの範囲又は50から60 kDaの

範囲の分子量を有する請求の範囲第１項から第１３項のいずれか1項記載のアッ

セイ又は方法。

    【請求項１６】  被験者から血液のサンプルを収集し、ex vivoで蛋白質を

検出する工程を含む請求の範囲第１項から第１５項のいずれか1項記載のアッセ

イ又は方法。

    【請求項１７】  その他の血液成分から赤血球を分離し、赤血球を分裂させ

、直接又は蛋白質分離方法に続いて蛋白質を検出するさらに1つ以上の工程を含

む請求の範囲第１６項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項１８】  赤血球を超音波処理、凍結、窒素キャビテーション又は溶

解により分裂させる請求の範囲第１７項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項１９】  前記蛋白質が免疫測定法により検出される請求の範囲第１

項から第１８項のいずれか1項記載のアッセイ又は方法。
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    【請求項２０】  前記蛋白質がヒト単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2

蛋白質のアミノ酸82から749までの1つ以上のエピトープを認識する1つ以上の抗

体を用いて検出される請求の範囲第１項から第１９項のいずれか1項記載のアッ

セイ又は方法。

    【請求項２１】  前記蛋白質がヒト単球（U937細胞）由来のタイプIV cPLA2

蛋白質のアミノ酸82から749までの1つ以上のエピトープに対して産生される又は

ヒト単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質のアミノ酸82から749までと

適合する合成ペプチドの1つ以上のエピトープに対して産生される1つ以上の抗体

を用いて検出される請求の範囲第１項から第２０項のいずれか1項記載のアッセ

イ又は方法。

    【請求項２２】  1つ以上の前記エピトープが、ヒト単球（U937）細胞由来

のタイプIV cPLA2蛋白質の触媒作用中心を含む1つ以上のペプチド配列由来であ

る請求の範囲第２０項又は第２１項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項２３】  1つ以上の前記エピトープが、ヒト単球（U937）細胞由来

のタイプIV cPLA2蛋白質のアミノ酸241から260までのペプチド配列由来である請

求の範囲第２０項又は第２１項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項２４】  前記蛋白質がヒト単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2

蛋白質のアミノ酸1から216までの1つ以上のエピトープに対して産生される1つ以

上の抗体を用いて検出される請求の範囲第１９項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項２５】  2つ以上の抗体が組み合わせて又は連続して使用され、要

求される特異性で前記蛋白質を検出する請求の範囲第２０項、第２１項、第２２

項、第２３項又は第２４項のいずれか1項記載のアッセイ又は方法。

    【請求項２６】  前記蛋白質が基質アッセイによって検出される、タイプIV

 cPLA2を検出するための請求の範囲第１項から第１８項のいずれか1項記載のア

ッセイ又は方法。

    【請求項２７】  赤血球から単離によって得られる蛋白質であって、タイプ

IV cPLA2と免疫学的に同相であり、80から110 kDaの範囲の分子量又は70から80 

kDaの範囲の分子量又は50から60 kDaの範囲の分子量を有する前記蛋白質。

    【請求項２８】  前記蛋白質がタイプIV cPLA2と免疫学的に同相であり、90
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から105 kDaの範囲の分子量又は70から80 kDaの範囲の分子量又は50から60 kDa

の範囲の分子量を有する請求の範囲第２７項記載の蛋白質。

    【請求項２９】  赤血球を分裂させる方法を含み、さらに赤血球から単離に

より得られる蛋白質に対する1つ以上の抗体を含み、前記蛋白質がタイプIV cPLA

2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である診断キット。

    【請求項３０】  1つ以上の前記抗体が、ヒト単球（U937）細胞由来のタイ

プIV cPLA2蛋白質のアミノ酸82から749までの1つ以上のエピトープに対して産生

される請求の範囲第２９項記載の診断キット。

    【請求項３１】  1つ以上の前記抗体が、ヒト単球（U937）細胞由来のタイ

プIV cPLA2蛋白質の触媒活性中心を含む1つ以上のペプチド配列由来の1つ以上の

エピトープに対して産生される請求の範囲第２８項記載の診断キット。

    【請求項３２】  赤血球を分裂するための前記方法が赤血球を溶解するため

の方法である請求の範囲第２８項、第２９項又は第３０項のいずれか1項記載の

診断キット。

    【請求項３３】  患者の近くでの試験に好適である請求の範囲第２８項、第

２９項又は第３０項のいずれか1項記載の診断キット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、サイトゾルのホスホリパーゼA2酵素の蛋白質の同定及びその利用、

特に診断、治療のモニタリング及び薬剤開発に関する。

  ホスホリパーゼA2（PLA2）酵素は、一般にグリセロリン酸のSn2アシルエステ

ル結合の加水分解を触媒して、遊離脂肪酸を放出する能力によって特徴付けられ

る（Mayer R.J. and Marshall L., FASEB J, 7, 339-348; Dennis E.A., Ed., P

hospholipase A2 Methods in Enzymology, 1991, 197, 359-433）。科学文献は

、異なるタイプのPLA2酵素を認める（Dennis E.A., Trends Biochem. Sci., 22,

 1-2）。タイプI、II及びIIIは、分泌性ホスホリパーゼA2（sPLA2）酵素と呼ば

れる。分泌性ホスホリパーゼA2酵素は、約14 kDaの分子量を有し、細胞外で見出

され、血漿中で認識されている。

  タイプIV PLA2酵素は、サイトゾルのホスホリパーゼA2（cPLA2）と呼ばれる。

それはカルシウム結合領域の特色をなし、C2領域と呼ばれ、そのホスホリパーゼ

活性は、高度不飽和脂肪酸、特にアラキドン酸について高い選択性であり、Sn2

アシルエステルグリセロリン酸結合に存在する。細胞膜リン脂質からアラキドン

酸を放出するのその能力は、アラキドネートの供給制御のために、それをキーポ

ジションに固定し、その後細胞メッセンジャープロセスで作用する。

      【０００２】

  また、PLA2酵素の別のタイプは、サイトゾルのPLA2酵素であるが、リン脂質ア

シルエステル加水分解のために、グリセロリン酸のSn2ポジションのアラキドン

酸のための高い選択性を有しないタイプVI酵素である（Tang J.ら, J. Biol. Ch

em., 272, 1997, 8567-8575）。その触媒活性のためにカルシウムレベルとは無

関係であることを認識して、iPLA2と呼ばれる。

  タイプIVアラキドネート選択性cPLA2酵素は、ヒトの単球（Clark J.D.ら, Cel

l,65, 1991, 1043-1051; Kramer R.M.ら, J. Biol. Chem., 266, 1991, 5268-52

72）及びヒトの血小板（Takayama K.ら, FEBS, 282, 1991, 326-330）を含む組

織の数で同定されている。

      【０００３】
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  タイプIV cPLA2のアミノ酸配列は、ヒトの単球（U937）細胞から精製された酵

素について決定されている（Clark J.D.ら, Cell, 65, 1991, 1043-1051）。U93

7細胞で見出されたタイプIV cPLA2は、749アミノ酸長であるアミノ酸配列を有す

る。この配列は、プロテインキナーゼＣ（PKC）、GTPase活性化蛋白質（GAP）、

ホスホリパーゼＣ及びシナプス小胞蛋白質p65を含む限定された数のその他の蛋

白質との類似性の範囲を示す。類似点は、アミノ酸36から81の配列（NH2末端か

ら数えて）で、又は付近であるいわゆるカルシウム結合蛋白質における蛋白質の

N-末端で生じる（Nalefskiら, J. Biol. Chem., 269, 18239-18249）。その他の

哺乳類の蛋白質とタイプIV cPLA2アミノ酸82から749（肺胞界面活性物質蛋白質

Ｃを共有したアミノ酸129から135由来の配列を除いて）の間の配列の類似性の既

知の領域は存在せず（Clarkら, J. Lipid Mediators Cell Signalling, 12, 83-

117）、最近報告された2つのサイトゾルのホスホリパーゼA2酵素は、cPLA2β及

びcPLA2γと名付けられた（R.T. Pickardら, J. Biol. Chem., 1999, 274, 8823

-8831）。これらは、ヒトのU937単球から単離されたcPLA2酵素と異なる蛋白質で

ある（ここでは、cPLA2αと名付ける）。CPLA2α、β及びγの配列の類似性は、

cPLA2αにおいてセリン228からトリプトファン232のポジションで見出された5つ

のアミノ酸に限定される。

      【０００４】

  タイプIV cPLA2の触媒活性中心は、アミノ酸228を含むペプチド配列に位置し

ているとして報告され（Clark J.D.ら, J. Lipid Mediators Cell Signalling, 

12, 83-117）、最近、セリン288及びアスパラギン酸549の分子の折りたたみ3次

構造と結びつけた2つのアミノ酸の近くのその機能に依存するとして記載された

（Dessen A.ら, Cell, 1999, 97, 349-360）。

  循環におけるPLA2酵素の以前の観察は、基質アッセイ法による血清又は血漿の

測定で行われ、含まれた酵素のタイプを特徴付けていない（Thuren T.ら, Clin.

 Chem., 31, 1985, 714-717; Gattaz W.F.ら, Biol. Psychiatry, 22, 1987, 42

1-426; Gattaz W.F.ら, Biol. Psychiatry, 28, 1990, 495-501）。血清及び血

漿PLA2酵素は、ヒトの精神分裂病における正常なコントロール被験者に関する増

加した活性を示すが、やはり、原因である酵素のPLA2タイプは特徴付けられてい
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ない。現在まで、生理学的又は病理学的に、赤血球内の又は赤血球に付着した、

サイトゾルのホスホリパーゼA2タイプIV蛋白質は同定されていない。

      【０００５】

  ここで、タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質

が循環する赤血球内又は赤血球上で検出され得ることを見出した。これらのcPLA

2蛋白質の検出及びアッセイは、病気の診断、治療に対する患者の応答のモニタ

リング及びcPLA2の活性又は濃度に影響する薬剤の開発における適用を有する。

これらのcPLA2蛋白質が赤血球内又は赤血球上で検出されてもよいことの認識は

、cPLA2レベルについて単純で、簡便な評価方法を提供する。

  本発明の第一の局面によれば、タイプIV cPLA2又はタイプIV cPLA2と免疫学的

に同相の蛋白質を検出するためのアッセイが提供され、該アッセイは赤血球の使

用を含む。本発明の第二の局面において、赤血球のサンプルにおけるタイプIV c

PLA2又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質のレベルを定量化するための

アッセイが提供される。該アッセイは、血液全体のサンプル又は血液全体からそ

れらの分離後、赤血球のサンプルで行ってもよい。

      【０００６】

  本明細書で使用される用語“タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質”は、

ヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質の任意の部分由来の1つ以

上のエピトープ、好ましくはヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白

質のアミノ酸82から749由来の1つ以上のエピトープを認識する1つ以上抗体と特

異的に結合する蛋白質を意味する。本発明の好ましい実施態様において、用語“

タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質”は、ヒトの単球（U937）細胞由来の

タイプIV cPLA2蛋白質の触媒活性中心を含む1つ以上のペプチド配列由来の1つ以

上のエピトープを認識する1つ以上の抗体と特異的に結合する蛋白質を意味する

。さらに好ましい実施態様において、用語“タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の

蛋白質”は、ヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質のアミノ酸24

1から260のペプチド配列由来の1つ以上のエピトープを認識する1つ以上の抗体と

特異的に結合する蛋白質を意味する。

      【０００７】
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  別の実施態様において、用語“タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質”は

、ヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質の任意の部分又はヒトの

単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質の配列と整合する合成ペプチド由

来の1つ以上のエピトープに対して産生される1つ以上の抗体と特異的に結合する

蛋白質を意味する。好ましい別の実施態様において、用語“タイプIV cPLA2と免

疫学的に同相の蛋白質”は、ヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白

質のアミノ酸82から749由来の1つ以上のエピトープ、好ましくは触媒活性中心を

含む1つ以上のペプチド配列又はヒトの単球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2

蛋白質のアミノ酸82から749の配列、好ましくは触媒活性中心を含む1つ以上の配

列と整合する合成ペプチド由来の1つ以上のエピトープに対して産生される1つ以

上の抗体と特異的に結合する蛋白質を意味する。さらに別の実施態様において、

用語“タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質”は、ヒトの単球（U937）細胞

由来のタイプIV cPLA2蛋白質のアミノ酸241から260のペプチド配列又はヒトの単

球（U937）細胞由来のタイプIV cPLA2蛋白質のアミノ酸241から260のペプチド配

列由来のアミノ酸配列と整合する合成ペプチド由来の1つ以上のエピトープに対

して産生される1つ以上の抗体と特異的に結合する蛋白質を意味する。

      【０００８】

  本発明の第三の局面によれば、高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能

障害が結びつけられる病気の診断方法が提供され、該方法は、赤血球内又は赤血

球上のタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質の検

出を含む。該方法は、さらに赤血球内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋白質又は

タイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質のレベルを決定する工程を含んでもよ

く、もっとも好ましくはこのレベルをコントロールレベルと比較する工程を含む

。

  本明細書で使用する用語“高度不飽和脂肪酸”は、タイプIV cPLA2酵素の作用

によって放出されるすべての脂肪酸を含む。本発明の実施態様において、用語“

高度不飽和脂肪酸”は、3つ以上の炭素-炭素二重結合を有する脂肪酸を含む。特

に、この用語は、必須の脂肪酸、特にジホモガンマリノレン（dihomogammalinol

enic）酸（DGLA; 8,11,14-エイコサトリエン酸）、アラキドン酸（AA; 5,8,11,1
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4-エイコサテトラエン酸）、アドレン（adrenic）酸（7,10,13,16-ドコサテトラ

エン酸）、4,7,10,13,16-ドコサペンタエン酸、ステアリドン（stearidonic）酸

（SA; 6,9,12,15-オクタデカテトラエン酸）、8,11,14,17-エイコサテトラエン

酸、エイコサペンタエン酸（EPA; 5,8,11,14,17-エイコサペンタエン酸）、ドコ

サペンタエン酸（DPA; 7,10,13,16,19-ドコサペンタエン酸）及びドコサヘキサ

エン酸（DHA; 4,7,10,13,16,19-ドコサヘキサエン酸）を含む群の脂肪酸を含む

。

      【０００９】

  本発明の第四の局面によれば、高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能

障害が結びつけられる病気にかかる患者に投与した投薬の有効性をモニタリング

する方法が提供され、該方法は、赤血球内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋白質

又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質の検出を含む。例えば、該方法は

、試験される化合物を患者に投与し、赤血球内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋

白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の蛋白質のレベルを決定する工程を含

んでもよく、もっとも好ましくはこのレベルとコントロールレベル又は薬物療法

の早い段階で、又は薬物療法が開始される前に決定される1つ以上のレベルと比

較する工程を含む。

      【００１０】

  本発明の第五の局面によれば、高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達系の機能

障害が結びつけられる病気のための薬の開発方法が提供され、該方法は、赤血球

内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相の

蛋白質の検出を含む。例えば、該方法は、高度不飽和脂肪酸を含む細胞情報伝達

系の機能障害が結びつけられる病気の治療において使用する化合物のスクリーニ

ングで使用してもよく、該方法は、試験される化合物を患者又は試験動物に投与

し、赤血球内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学

的に同相の蛋白質のレベルを決定する工程を含んでもよく、もっとも好ましくは

このレベルとコントロールレベルを比較する工程を含む。

  本発明は、特にアラキドン酸、ジホモガンマリノレン酸、エイコサペンタエン

酸、ドコサペンタエン酸及び／又はドコサヘキサエン酸を含む細胞情報伝達系の
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機能障害が結びつけられる病気に関する。特に、本発明は、アラキドン酸を含む

細胞情報伝達系の機能障害が結びつけられる病気に関する。

      【００１１】

  赤血球内又は赤血球上のタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的

に同相の蛋白質の同定が有用であろう病状としては、以下のものが挙げられる。

1）  増加したcPLA2の発現及び活性化が、病気の発生におけるメカニズム案であ

る精神分裂病。

2）  cPLA2異常性が存在するであろう双極性鬱病又は躁鬱病。

3）  腫瘍壊死因子がcPLA2活性を促進する悪液質。

4）  cPLA2が損傷した膜から、又はアポトーシスのプロセスの部分として放出さ

れるであろう脳卒中及び機械的傷害を含む脳傷害。

5）  異常なcPLA2活性が存在するであろう失読症。

6）  タイプIV cPLA2活性又は濃度が正常なレベルから増加し、又は減少した任

意のその他の病気又は病気のプロセス、特に、タイプIV cPLA2活性又は濃度が増

加した病気又は病気のプロセス。

  本発明のアッセイ及び方法は、被験者から血液のサンプルを収集し、ex vivo

で蛋白質を検出する工程を含んでもよい。好ましくは、アッセイ及び方法は、そ

の他の血液成分から赤血球を分離し、超音波処理、窒素キャビテーション、凍結

又は溶解等の方法により赤血球を破壊し、直接又は蛋白質分離方法の後、蛋白質

を検出する1つ以上の工程をさらに含む。本発明のアッセイ及び方法について、

他の利用としては、赤血球の分離前の要求の有り無しで、血液全体についてのそ

の使用が挙げられ、例えばそのような利用としては、診断ストリップ、カートリ

ッジ、デバイスを患者の近くで（near-patient）試験することを含む。

      【００１２】

  好ましい実施態様において、本発明のアッセイ及び方法は、3つの特別なグル

ープの蛋白質の1つ以上から1つ以上の蛋白質の赤血球内又は上の検出を含む。蛋

白質は、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS PAGE）

を用いてウエスタンブロット法で測定される見かけ上の分子量で分類され、以下

のように指定される。
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グループA

80から110 kDaの範囲、特に90から105 kDaの範囲の見かけ上の分子量の1つ以上

の蛋白質を含む。

グループB

70から80 kDaの範囲の見かけ上の分子量の1つ以上の蛋白質を含む。

グループC

50から60 kDaの範囲の見かけ上の分子量の1つ以上の蛋白質を含む。

  示されたグループの蛋白質は、おそらくリン酸化度の結果である示されたグル

ープの蛋白質間で見かけ上の分子量において構造的に相関し、差異が小さくても

よいとみなされる。しかし、本発明の範囲がこの理論によって限定されることを

意図しない。示されたグループの蛋白質間の見かけ上の分子量の差異は、簡単に

は、蛋白質又は蛋白質のフラグメントのアミノ酸配列の長さの差異の結果であろ

う。

      【００１３】

  これらの蛋白質は、cPLA2に対する抗体と免疫学的に反応する。蛋白質は、そ

の他の蛋白質との配列類似性を共有しないタイプIV cPLA2蛋白質の領域（例えば

、蛋白質のカルシウム結合部分以外の領域）に存在する1つ以上のエピトープと

反応する1つ以上の抗体によって同定され得る。また、蛋白質は、その他の蛋白

質との類似性を有する配列に存在する1つ以上のエピトープ（例えば、タイプIV 

cPLA2蛋白質のカルシウム結合部分）と反応する第一抗体（“捕獲抗体”）及び

その他の蛋白質との類似性を有さない蛋白質の領域の1つ以上のエピトープと反

応する第二抗体（“検出抗体”）を用いて、必要な特異性を提供するために同定

され得る。蛋白質の検出及び同定は、以下でより詳細に論じられる。

      【００１４】

  赤血球内又は上から単離された蛋白質又は蛋白質フラグメントは、ヒトの単球

（U937）細胞で見出されるタイプIV cPLA2蛋白質又はそのフラグメントと同様で

あってもよいとみなされる。このため、80から110 kDa（特に90から105 kDa）の

範囲、70から80 kDaの範囲及び50から60 kDaの範囲の見かけ上の分子量を有する

蛋白質は、無傷のタイプIV cPLA2又はタイプIV cPLA2の主成分であってもよいと
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みなされる。しかし、本発明の範囲がこの理論により限定されることを意図しな

い。

  本発明の別の局面によれば、赤血球から単離により得られる蛋白質が提供され

、該蛋白質は、タイプIV cPLA2と免疫学的に同相である。該蛋白質は、80から11

0 kDaの範囲（特に90から105 kDaの範囲）の分子量を有する蛋白質の形態で、又

は70から80 kDaの範囲の分子量を有する蛋白質の形態で、又は50から60 kDaの範

囲の分子量を有する蛋白質の形態で体に存在してもよい、

      【００１５】

蛋白質分離

  タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2蛋白質と免疫学的に同相である蛋白

質は、典型的には赤血球のその他の蛋白質からSDS PAGEによって分離されるが、

種々のその他の蛋白質分離方法を使用してもよく、未変性ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動及び種々のカラム分離法（例えば、高速蛋白質液体クロマトグラフィ

ー及び種々のセファロース又はその他の商業的に入手可能なカラム）が挙げられ

る。また、二次元電気泳動法を使用してもよい。上述のように、事前の蛋白質分

離が必ずしも必要であるとは限らず、タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2

と免疫学的に同相である蛋白質を、事前の蛋白質分離の必要性のない免疫学的方

法により赤血球内で検出してもよい。

      【００１６】

蛋白質検出

  タイプIV cPLA2蛋白質及び／又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白

質の検出は、以下に挙げる広範囲の蛋白質検出方法によって達成される。

1）酵素結合免疫測定法、放射性免疫測定法、発光免疫測定法、蛍光免疫測定法

、又はバイオセンサー法（エバネッセント波動光学バイオセンサー）を含む任意

のその他の種々の競合又は標識抗体免疫測定法。

2）スメア、液滴、膜、固定された組織学的セクション又は組織サンプルの赤血

球上の免疫蛍光又はその他の免疫測定法。

3）蛋白質が特異的なポリクローナル又はモノクローナル抗体によって認識され

る及び特異的抗体がそれ自体クームスタイプ（Coombs-type）試験で認識されるi
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n vitro試験。

4）その他のホスホリパーゼ酵素の特異的阻害剤と一緒に天然の又は人工のリン

脂質基質を利用するタイプIV cPLA2蛋白質の酵素的な基質アッセイ。

      【００１７】

  本発明の一の実施態様において、蛋白質検出は、上記方法のいずれか又は当業

界で知られている任意のその他の方法を用いて蛋白質を検出する患者の近くでの

試験に適した診断ストリップ、カートリッジ又はデバイスを用いて達成される。

  好ましい実施態様において、蛋白質は、ポリクローナル又はモノクローナル抗

体又はそれらの組み合わせを用いて検出される。表１は、タイプIV cPLA2蛋白質

及び／又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質の検出のために、本発

明のアッセイでの使用に適した抗体の例を提供する。

  また、本発明の使用に適した抗体又は抗体の組み合わせとしては、例えばU937

細胞由来のタイプIV cPLA2のアミノ酸730から749又は分子のC末端由来の拡張さ

れた又は異なるアミノ酸配列を含むペプチド鎖のエピトープに対して産生される

1つ以上のポリクローナル抗体、U937細胞由来のタイプIV cPLA2の触媒活性サイ

トを含む1つ以上の中間分子（mid-molecule）ペプチド配列に対して産生される1

つ以上の抗体、配列のN末端部（アミノ酸1から216）由来のエピトープに対して

産生される1つ以上の抗体、及びアミノ酸82と749との間のU937細胞由来のタイプ

IV cPLA2蛋白質のアミノ酸配列由来の他の1つ以上のエピトープに対して産生さ

れる1つ以上の抗体が挙げられる。

      【００１８】

【表１】

表１
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a: この抗体は、抗原として卵白アルブミンと結合したタイプIV cPLA2（ヒトの

単球、U937細胞で見出される）のアミノ酸241から260を含む合成ペプチドを用い

て調製される。抗原は、標準承認（standard approved）プロトコルの筋肉内及

び皮下経路と結合するフロインドアジュバント（Freunds adjuvant）とともにヒ

ツジに注入される。得られた抗血清はプロテインAを用いて最初に精製され、さ

らに卵白アルブミンと結合しないペプチド241から260を有する親和性マトリック

スを用いて精製されて、精製された親和性IgG抗体を提供する。

      【００１９】

  血液の入手できる成分でのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学

的に同相である蛋白質の認識は、以下のようなその利用を道を開く。

a）それらのレベルの直接の免疫評価法による診断の利用。

b）クームスタイプ試験の部分として間接的な診断感覚の使用。

c）スライド又はスメア上の赤血球上又は内の免疫蛍光又は組織調製による認識

。

d）患者の近くでの試験の全血液サンプルのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV 

cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質を認識するための免疫沈降又はその他の反
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応の使用。

e）PLA2活性又は濃度の抑制に向けられる治療のモニタリングでの使用。

f）薬の発見のためにPLA2活性又は濃度を抑制する薬剤のための研究での使用。

  ここで、本発明は、以下の実施例に関して詳細に記載される。本発明は実施例

により記載され、詳細の修正は、本発明の範囲から離れることなしに行なっても

よいことは、理解されるであろう。

      【００２０】

実施例

I.  サンプルの収集

  蛋白質の分離及び検出のためのサンプルの収集を以下のようにして行った。

1）静脈血のサンプル（4から6 ml）を、EDTAを用いて静脈穿刺によって坑凝血の

ための標準濃度で収集した（ヴァキュテーナー（Vacutainer、登録商標）又はSt

arstedt Monovette（登録商標））。また、当業者に知られているその他の適し

た坑凝血剤を使用してもよい。

2）サンプルを取り除いてから3分以内に、プロテアーゼ阻害剤を添加した。血液

の体積4から6 mlに対して、以下のように、新たに調製したプロテアーゼ阻害剤

カクテル0.5 mlを添加した。

  単位ml当たりアプロチニン（Trasylol、登録商標）濃縮10,000のカリクレイン

失活剤3 mlに対して、2 mgのフェニルメチルスルホニルフッ化物（PMSF）及び0.

5 mgのロイペプチンを添加した。当業者に知られているその他の適した阻害剤の

調製法を使用してもよい。

3）次いで、血液サンプル全体を3000 rpm（1,000 g）で、10分間遠心分離した。

血漿を除去し、白血球及び血小板の層（バフィーコート）をプラスチックピペッ

トにより除去して、チューブ内に赤血球を残した。

4）体積において、赤血球と等しい、氷冷リン酸緩衝食塩水PBS pH 7.4又はその

他の適した緩衝剤の量を添加し、赤血球及び緩衝剤を転化により混合した。

5）次いで、緩衝剤中の細胞を1,000 gで遠心分離し、工程3及び4を3回繰り返し

、洗浄した赤血球を用意した。

6）洗浄した赤血球を0.5 ml凍結し、アリコットを0.5 mlの緩衝剤に懸濁し、以



(17) 特表２００２－５３９４３０

下のように調製した。1リットルの水中に0.37 gのKCl、0.74 gの二ナトリウムED

TA、3.0 gのトリス、9 gのNaClを含み、HClでpH 7.4に調整した（Kramerら, J. 

Biol. Chem. 266, 5268-5272）。あるいは、洗浄した赤血球を濃縮赤血球として

直接凍結してもよい。

  単純化された手順において、血液をEDTAヴァキュテーナー内に収集し、3000 r

pm（1000 g）で10分間遠心分離し、血漿及びバフィーコートを吸引により除去し

、濃縮赤血球を凍結保存した。

7）これらのサンプルを-80℃で凍結保存し、又はSDSポリアクリルアミドゲル電

気泳動又は較正されたアッセイにおける免疫測定法のための溶解を準備するため

に簡単に凍結した後直接使用した。濃縮赤血球を使用前に凍結保存し、それらを

上述の工程（6）に記載された緩衝剤中で解凍する。

  単純化された手順を使用する場合、プロテアーゼ阻害剤は、200 mlの緩衝剤当

たり1つの錠剤のCOMPLETE（登録商標）プロテアーゼ阻害剤（Boehringer Mannhe

in）の形態での解凍方法のために、赤血球に添加された緩衝剤中に含まれる。

      【００２１】

II.  SDS PAGEを用いた蛋白質の分離及び検出

  以下に記載するようにSDS PAGEを用いて蛋白質の分離及び検出を達成した。

  SDS PAGEにおいて、サンプルを、100 ml当たり6％のSDS、0.5％のジチオスレ

イトール及び20 mlのグリセロールを含むトリス緩衝剤pH 6.8を含むサンプル緩

衝剤の量で処理した（あるいは当業者に知られている緩衝剤を使用してもよい）

。ライセートを添加して、サンプル緩衝剤中にライセートの４倍以上の希釈液を

用意した。サンプルを電気泳動のための、標準SDS 7.5％ポリアクリルアミドゲ

ルに移した。電気泳動の後、電気ブロット法により、蛋白質をゲルから膜に移し

た。

  試験膜を、ウサギにおいて産生される中間分子タイプIV cPLA2に対するポリク

ローナル抗体と反応させ、次いでワサビのペルオキシダーゼと共役しているブタ

において産生される抗ウサギIgG抗体と反応させて、cPLA2抗原の存在を示した。

ブランク膜をワサビのペルオキシダーゼと共役しているブタにおいて産生される

抗ウサギIgG抗体と反応させた。ブランク膜で観測される任意のバンドは、cPLA2
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抗原以外の抗原の存在による。

      【００２２】

  図１a及び１ｂは、以下のサンプルの2つのウエスタンブロット解析を示す（図

１ａは試験膜であり、図１ｂはブランク膜である）。

レーン１：分子量マーカー。

レーン２：タイプIV  cPLA2を発現するバキュロウイルスに感染した昆虫細胞由

来の細胞サイトゾル。

レーン３－１２：患者のサンプル。サンプルはクロザピン上の精神分裂病の患者

から（レーン４、７、９及び１０）、神経遮断薬上の精神分裂病の患者から（レ

ーン８及び１２）、及びコントロール患者から（レーン３、５、６及び１１）得

られる。

  試験膜上の患者のサンプルは上述のように分子量によって分類される3つのバ

ンドタイプを示す。

グループＡ：1つのバンドは、97 kDa分子量マーカーより上に観測され、約100か

ら105 kDaの分子量を有し、別のバンドは、97 kDaの分子量マーカーより下に観

測され、約90から95 kDaの分子量を有する。

グループＢ：単一のバンドが約70 kDaの分子量で観測された。

グループＣ：3つのバンドが約60 kDaの分子量で観測された。この分子量分類の2

つのバンドは、タイプIV cPLA2蛋白質であると思われる。また、ブランク膜に現

れるこれらのうち最も識別可能なものは、小さい特異的な免疫学的応答を有し、

タイプIV cPLA2蛋白質ではないであろう。

      【００２３】

  要約すると、赤血球ライセートは、5種の蛋白質、約90から約105 kDaの領域の

2種、約70から約80 kDaの範囲の1種及び約50から約60 kDaの範囲の2種を含み、S

DS PAGEウエスタンブロット解析において、タイプIV cPLA2の中間分子配列に対

して調製されたポリクローナル抗体と特異的に反応した。

  上述のように、グループＡ、Ｂ及びＣで分類されたバンドは、それぞれリン酸

化の異なる段階の無傷のタイプIV cPLA2分子及び蛋白質分解によりアミノ酸を失

ったタイプIV cPLA2蛋白質のペプチド配列の2つのグループを表すかもしれない
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。しかし、上述のように、本発明の範囲を、この理論によって限定することを意

図しない。また、グループＡ、Ｂ及びＣで分類されたバンドは、無傷のタイプIV

 cPLA2及びアミノ酸配列の長さが異なるタイプIV cPLA2のフラグメントを表すか

もしれない。

      【００２４】

III．  酵素結合免疫測定法（ELISA）を用いた蛋白質の検出

  また、免疫測定法、特に酵素結合免疫測定法を使用して、赤血球のタイプIV c

PLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質を検出した。この

方法は、蛋白質検出の蛍光終点を使用する。

  サンプルを収集して、上述のように調製した。解析のために赤血球のサンプル

を-80℃で保存した。

  以下の試薬はELISAで要求される。

1）コーティング緩衝剤、pH 9.6

  1リットルの脱イオン水中に1.59グラムの炭酸ナトリウム、2.93グラムの炭酸

水素ナトリウムを含む。

2）洗浄緩衝剤、pH 7.4

  800 mlの脱イオン水中に6.07グラムのトリス、0.2グラムの塩化カリウム、29.

2グラムの塩化ナトリウムを含み、塩酸でpH 7.4に調整し、1リットルにした。

3）標準／サンプル希釈剤のための緩衝剤、pH 7.4

  800 mlの脱イオン水中に0.37グラムの塩化カリウム、0.74グラムのエチレンジ

アミン四酢酸二ナトリウム、3グラムのトリス、8.58グラムの塩化ナトリウムを

含み、pH 7.4に調整し、1リットルにした。

4）標準／サンプル希釈剤

  0.2グラムのヒトアルブミン及び1錠のComplete（登録商標）プロテアーゼ阻害

剤（Boehringer Mannheim）を添加した200 mlの緩衝剤（3）。

5）クエン酸溶液、pH 7.4

  800 mlの脱イオン水に溶解した2.94のクエン酸ナトリウムを塩酸でpH 7.4に調

整し、1リットルにした。

6）抗体共役試薬
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  5 mlの試薬（2）、6 mlのRoti-Block（登録商標、Rotech Scientific, Milton

 Keynes, UK）、0.2 mlの試薬（5）、0.012グラムのヒト血清アルブミン及び1 m

lの院内抗cPLA2 IgG（本明細書に記載された）-アルカリホスファターゼ接合体

。

7）Lumi-Phos（登録商標）530（ジオキセタンLumigen（登録商標）PPDを含む緩

衝溶液、蛍光剤及び界面活性剤）を含む発光試薬（Bechman Coulter, UKから得

られる）。

      【００２５】

  アッセイは、以下の方法に従って96ウェルマイクロタイタープレートを用いて

行った。

1）捕獲抗体（The Binding Site, Birmingham, UKから得られる）を生理食塩水

で1:10に希釈し、500μlのアリコットに-20℃で保存した。この抗体の1つのアリ

コットを11.5 mlのコーティング緩衝剤に添加し、混合して、100 μlの希釈した

捕獲抗体を白いマイクロタイタープレートの各ウェルにピッペットで移し、捕獲

抗体でプレートのウェルをコートした。プレートをシールし、4℃で一晩保存し

た。次いで、使用前に、プレートを洗浄緩衝剤pH7.4（上述の試薬（2））で4回

洗浄した。

2）試薬（2）で1:2に希釈した300μlのRoti-Block（登録商標）を各ウェルにピ

ペットで移すことにより、プレートを遮断した。遮断は90分25℃で行った。遮断

試薬を試薬（2）で4回洗浄して除去した。

3）次いで、サンプル又は標準の複製アリコット（100μl）を各マイクロタイタ

ープレートウェルにピペットで移し、プレートを90分間25℃でインキュベートし

た。インキュベーションは、試薬（2）で4回プレートを洗浄することによって停

止した。

4）次いで、第二抗体（共役した抗体、試薬（6））を添加した。抗体を標準方法

によってアルカリホスファターゼと共役した（Duncanら, Analytical Biochemis

try 132, 68-73）。100μlの抗体接合体、試薬（6）を各ウェルに添加して、プ

レートを90分間25℃でインキュベートした。

5）このインキュベーションの終わりで、プレートを試薬（2）で8回洗浄した。
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6）各ウェルに100μlの発光試薬（7）を添加することによりプレートのウェルで

、発光を発生させて、20分間インキュベートして照度計（Luminoscan Labsystem

s, Helsinki）でシェイキングした。

7）示されたサンプルの相対的光量単位で発光を測定し、標準タイプIV cPLA2標

品のものと比較した。標準タイプIV cPLA2標品の使用は、cPLA2のためのアッセ

イで較正曲線を導くために使用される。図２は、平均標識の標準エラーで10個の

分離アッセイから導かれる較正曲線を示す。

8）サンプル調製

  解析前に、凍結した赤血球を解凍し、10,000 gで5分間遠心分離し、サンプル

希釈剤（試薬（4））で1:40に希釈した。

9）標準調製

  U 937細胞サイトゾルを標準として使用した。これをU937ヒトの単球培養から

調製し（Clarkら, Proc. Nat. Scad. Sci. USA, 87, 7708-7712）、細胞を培養

から回収し、標準／サンプル希釈液で再懸濁し、アルブミン含量を取り除き、11

.6 g/100 mlのスクロースを添加した。細胞をParr ボンベの窒素キャビテーショ

ンによって分裂し、得られた調製品を150,000 gで1時間4℃で遠心分離した。U93

7細胞サイトゾルの上澄みを等分し、標準化のために-80℃で保存した。この材料

の希釈のウエスタンブロット解析は、タイプIV cPLA2がウエスタンブロット法に

よって検出される点からタイプIV cPLA2含量のための値の配分を許容する。標準

は-80℃で安定である。すべてのアッセイは、等分された赤血球ヘモライセート

（haemolysate）の内部品質コントロールサンプルを含む。

10）赤血球ヘモライセートのタイプIV cPLA2の評価のための単位は、ヘモグロビ

ンの単位グラム当たりμgのcPLA2である。

  サンプルを0.04％のアンモニアに希釈し、540mmで光学密度を読み取ることに

より、ヘモグロビンの量を評価し、既知の濃度のヘモグロビンに対して標準化し

た。

  バッチ内で、変動の百分率係数（CV％）は、相対的な変動の測定であり、即ち

算術的な手段の百分率として表される標準偏差であり、典型的には8.6％で測定

され、バッチ間CV％は、典型的には、10.8％で測定される。これらは、それぞれ
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ヘモグロビンの単位グラム当たり9.0 ngのcPLA2（ng/gHb）及び9.7 ng/gHbで測

定される。

      【００２６】

IV.  種々の患者グループの赤血球のタイプIV cPLA2レベルの測定

  タイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質の赤

血球における測定の臨床適用の実例として、種々の血液サンプルを定義された精

神医学の病気を有する各患者のグループ及びコントロールグループから収集した

。本研究における各患者グループからのサンプルを上述のELISA法を用いて解析

した。各グループ内の患者は、以下に記載するように、その臨床的診断のために

提示されている基準を満足する。上述の工程1から7までを用いてサンプルを収集

した。また、試料を収集し、洗浄工程4から5を省いて調製した。工程1から3及び

6から7のみを使用するこの別の短縮した細胞調製法を、cPLA2の測定されたレベ

ルでのその影響について調べた。比較は、完全な洗浄手順のサンプル及び短縮化

された手順を用いたサンプルから行った。2つの赤血球調製手順を比較した場合

に、明らかな違いは、グループ内又はすべてのグループでの結果の組み合わせで

見出されなかった。患者のグループは以下の通りであった。

      【００２７】

グループ１：精神分裂病

  精神分裂病の診断でDSM IV基準を満足する49人の患者（Diagnostic and Stati

stical Manual of Mental Disorders 4th Edition, American Psychiatric Asso

ciation 1994）。

男性36人、女性13人、年齢17歳から66歳、平均年齢37.3 +/- 11.9歳。

グループ２：失読症

  失読症の同定のための認められた基準を有する27人のボランティア、即ち改定

ウェクスラー成人知能検査（Wechsler Adult Intelligence Scale Revised）（W

AIS-R）配分等価（pro-rated equivalent）IQ（著作権 The Psychological Corp

oration Limited 1986）及びワイドレンジアチーブメントテストスコアー（Wide

 Range Achievement Test score）（WRAT）（Wilkinson（著作権）Wide Range I

nc, 1993）の間の15ポイント以上の相違又は7以上に達するバンガー失読症試験



(23) 特表２００２－５３９４３０

スコアー（Bangor Dyslexia Test score）（T.R. Miles in Dyslexia, The Patt

ern of Difficulties. Grenada, 1983）。

男性17人、女性10人、年齢16歳から67歳、平均年齢35.4 +/- 13.2歳。

グループ３：コントロール

  コントロールグループを含む51人のボランティア。

男性25人、女性26人、年齢16歳から57歳、平均年齢35.4 +/- 12.4歳。

      【００２８】

  本研究の結果を、上述のELISA法によって評価した赤血球タイプIV cPLA2又は

蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質の頻度ヒストグラムを

ヘモグロビン（Hb）の単位グラム当たりμgのcPLA2で示す図３Ａ、３Ｂ及び３Ｃ

に示す。図３Ａ、３Ｂ及び３Ｃは、それぞれコントロールグループ、精神分裂病

グループ及び失読症グループを示す。

  ヘモグロビン（Hb）の単位グラム当たりμgとして測定された赤血球タイプIV 

cPLA2又は蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質のためのア

ッセイの結果の分布は、ポジティブに非対称であり（positively skewed）（図

３）、ノンパラメトリック検定法（non-parametric tests）を解析で適用した。

精神分裂病患者グループ及びコントロールのマンホイットニーＵ検定（Mann Whi

tney U test）は、コントロールグループと比較して精神分裂病グループにおけ

る赤血球cPLA2の明らかな上昇を示した（P<0.0001）。コントロールと比較して

失読症の被験者においては、赤血球cPLA2は小さく上昇した（P<0.001）。赤血球

cPLA2についてコントロールグループの95％を含む参照領域を決定することによ

り、Hbの単位グラム当たり2.8μgの赤血球cPLA2について参照領域上限カットオ

フのポイントを決定した。これは絶対値ではないが、上述のようにこれらの研究

で使用された標準化手順から導出される。

      【００２９】

  赤血球ヘモライセートのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的

に同相である蛋白質のELISA解析の確認は、SDS PAGE及び前述の方法を用いたウ

エスタンブロット解析を用いて得てもよい。コントロールグループの患者及び精

神分裂病の患者のグループ（グループI）の患者からのサンプルは、SDS PAGE及
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びウエスタンブロットを用いた別の解析がなされる。グループIサンプルを、赤

血球ヘモライセートのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的に同

相である蛋白質の高いレベルを有するためにELISAによって明らかになった患者

から得た。

  図４は、赤血球ヘモライセートのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と

免疫学的に同相である蛋白質及びSDS PAGE/ウエスタンブロットによって観測さ

れるコントロール患者由来の赤血球ヘモライセートで観測される蛋白質を示す。

ヒトの単球U937細胞由来のcPLA2蛋白質の分子量の蛋白質は、精神分裂病患者由

来のヘモライセートで観測され、コントロール被験者由来のヘモライセートにお

いてこの分子量を有し、検出される蛋白質は存在しなかった。図４に示されたウ

エスタンブロット解析における種々のサンプルは、以下の通りである。

レーン１：分子量マーカー

レーン２：タイプIV cPLA2を発現するバキュロウイルスに感染した昆虫細胞由来

のサイトゾル

レーン３：cPLA2蛋白質を含むヒトの単球U937細胞由来のサイトゾル

レーン４：コントロール被験者由来の赤血球ヘモライセート

レーン５：精神分裂病被験者由来の赤血球ヘモライセート

【図面の簡単な説明】

    【図１ａ】

  試験膜のウエスタンブロット解析を示す。

    【図１ｂ】

  ブランク膜のウエスタンブロット解析を示す。

    【図２】

  分離アッセイから導かれる較正曲線を示す。

    【図３ａ】

  コントロールグループについて赤血球タイプIV cPLA2又は蛋白質又はタイプIV

 cPLA2と免疫学的に同相である蛋白質の頻度ヒストグラムを示す。

    【図３ｂ】

  精神分裂病グループについて赤血球タイプIV cPLA2又は蛋白質又はタイプIV c
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PLA2と免疫学的に同相である蛋白質の頻度ヒストグラムを示す。

    【図３ｃ】

  失読症グループについて赤血球タイプIV cPLA2又は蛋白質又はタイプIV cPLA2

と免疫学的に同相である蛋白質の頻度ヒストグラムを示す。

    【図４】

  赤血球ヘモライセートのタイプIV cPLA2蛋白質又はタイプIV cPLA2と免疫学的

に同相である蛋白質及びSDS PAGE/ウエスタンブロットによって観測されるコン

トロール患者由来の赤血球ヘモライセートで観測される蛋白質を示す。

【図１ａ】
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【図１ｂ】
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【図２】
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図３Ｃ】
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【図４】
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