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(57)【要約】
生体試料に含まれるタンパク質を免疫学的方法を用いて測定する場合の、生体試
料の前処理方法を提供する。
生体試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する場合の生
体試料の前処理方法であって、下記工程を有することを特徴とする方法：
（1）生体試料を-80℃より高い温度条件、特に-70℃以上の温度条件で凍結処理する、
（2）凍結した生体試料を解凍する、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料に含まれるタンパク質を免疫学的方法を用いて測定する場合の生体試料の前処
理方法であって、下記工程を有することを特徴とする方法：
（1）生体試料を-80℃より高い温度条件で凍結処理する、
（2）凍結した生体試料を解凍する、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する。
【請求項２】
　生体試料に含まれるタンパク質を免疫学的方法を用いて測定する場合の生体試料の前処
理方法であって、下記工程を有することを特徴とする方法：
（2’）-80℃より高い温度条件で凍結処理された生体試料を解凍する、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する。
【請求項３】
　生体試料が、ヒトを含む動物の体液である請求項１または２に記載する前処理方法。
【請求項４】
　上記体液が尿である請求項３に記載する前処理方法。
【請求項５】
　（3）の可溶化工程で使用する界面活性剤が非イオン性界面活性剤である請求項１～４
のいずれか１項に記載する前処理方法。
【請求項６】
　上記非イオン性界面活性剤が、ポリオキシエチレン（10）オクチルフェニルエーテルで
ある請求項５に記載する前処理方法。
【請求項７】
　免疫学的方法がＥＬＩＳＡ法である、請求項１～６のいずれか１項に記載する前処理方
法。
【請求項８】
　タンパク質が膜タンパク質である、請求項１～７のいずれか１項に記載する前処理方法
。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項の方法で前処理された生体試料を用いて、当該生体試料に
含まれるタンパク質を免疫学的方法を用いて測定する方法。
【請求項１０】
　上記免疫学的方法がＥＬＩＳＡ法である、請求項９に記載する測定方法。
【請求項１１】
　上記生体試料が、尿である請求項９または１０に記載する測定方法。
【請求項１２】
　上記タンパク質が膜タンパク質である、請求項９～１１のいずれか１項に記載する測定
方法。
【請求項１３】
　上記タンパク質がアクアポリンである請求項１２に記載する測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体試料に含まれるタンパク質を免疫学的方法を用いて測定する場合の、生
体試料の前処理方法に関する。また本発明は、当該方法によって前処理された生体試料に
含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、各種疾患の診断のために有益な情報を得るための方法のひとつとして、バイオマ
ーカーを測定する方法が用いられている。「バイオマーカー」とは、通常の生物学的過程
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、病理学的過程、もしくは治療的介入に対する薬理学的応答の指標として、客観的に測定
され且つ評価される特性（"a characteristic that is objectively measured and evalu
ated as an indicator of normal biologic processes, pathogenic processes, or phar
macologic responses to a therapeutic intervention."）を意味する（BIOMARKERS DEFI
NITIONS WORKING GROUP: BIOMARKERS AND SURROGATE ENDPOINTS: PREFERRED DEFINITIONS
 AND CONCEPTUAL FRAMEWORK. CLIN PHARMACOL THER 2001;69:89-95.）。より具体的には
、血清や尿などの体液および組織などの生体試料に含まれる生体由来の物質で、生体内の
生物学的変化を定量的に把握するための指標となるものである。バイオマーカーの測定に
は、ELISA（酵素免疫測定法）、RIA（ラジオイムノアッセイ）、及び免疫クロマトグラフ
ィー法等の免疫学的方法が用いられており、当該免疫学的方法は測定キットを使用するこ
とで簡便に実施することができる。
【０００３】
　一方、バイオマーカーを測定する際には、擬陽性または擬陰性が問題になることがある
。特に、膜タンパク質をバイオマーカーとして測定する場合、検出用の抗体が認識する部
位が膜に包まれており、抗体と十分に反応しない場合がある。このため、上記測定キット
等を用いた簡便方法では、精度よくバイオマーカーを検出することができず、これを解消
する方法が求められていた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明の目的は、生体試料に含まれるタンパク質、特に上記問題のある膜タンパク質を
免疫学的方法を用いて測定する場合の、生体試料の前処理方法を提供することである。よ
り好ましくは、本発明の目的は、生体試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用い
て測定する場合に生じ得る擬陽性または擬陰性等の問題を解消し、測定精度または／及び
測定感度を向上させるための生体試料の前処理方法を提供することである。
【０００５】
　また、本発明の目的は、上記方法によって前処理された生体試料に含まれるタンパク質
、特に膜タンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　タンパク質の中でも不溶性蛋白質、特に膜タンパク質を含む生体試料を、例えばバイオ
マーカーとして免疫学的測定方法に供するためには、多くの場合、その前に、対象とする
タンパク質を、界面活性剤を用いて可溶化することが行われる。本発明者らは、当該生体
試料の免疫学的測定方法における上記課題を解決すべく鋭意検討を重ねていたところ、タ
ンパク質、特に膜タンパク質等の不溶性タンパク質を含む生体試料を、一旦、－80℃より
も高い温度条件、特に－70℃以上の温度条件で凍結し、その後、解凍処理することにより
、免疫学的方法を用いてタンパク質を測定する場合に生じる上記問題が解消し、測定精度
または／及び測定感度が向上することを見出した。
【０００７】
　本発明はかかる知見に基づいて、さらに検討を重ねて完成したものであり、下記の実施
態様を包含するものである。
【０００８】
　（Ｉ）タンパク質を含む生体試料の前処理方法
（I-1）生体試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する場合の生体試
料の前処理方法であって、下記工程を有することを特徴とする方法：
（1）生体試料を－80℃よりも高い温度条件、特に-70℃以上の温度条件で凍結処理する、
（2）凍結した生体試料を解凍する、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する。
【０００９】
　（I-2）生体試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する場合の生体
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試料の前処理方法であって、下記工程を有することを特徴とする方法：
（2’） －80℃よりも高い温度条件、特に-70℃以上の温度条件で凍結処理された生体試
料を解凍する、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する。
【００１０】
　（I-3）生体試料が、ヒトを含む動物の体液である（I-1）または（I-2）に記載する前
処理方法。
（I-4）上記体液が尿である（I-3）に記載する前処理方法。
（I-5）（3）の可溶化工程で使用する界面活性剤が非イオン性界面活性剤である（I-1）
～（I-4）のいずれかに記載する前処理方法。
【００１１】
　（I-6）上記非イオン性界面活性剤が、ポリオキシエチレン（10）オクチルフェニルエ
ーテルである（I-5）に記載する前処理方法。
（I-7）免疫学的方法がＥＬＩＳＡ法である、（I-1）～（I-6）のいずれかに記載する前
処理方法。
（I-8）タンパク質が膜タンパク質である、（I-1）～（I-7）のいずれかに記載する前処
理方法。
（I-9）膜タンパク質がアクアポリンである、（I-8）に記載する前処理方法。
【００１２】
　（II）生体試料に含まれるタンパク質の免疫学的方法
（II-1）（I-1）～（I-9）のいずれかの方法で前処理された生体試料を用いて、当該生体
試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する方法。
（II-2）上記タンパク質が膜タンパク質である（II-1）に記載する方法。
（II-3）上記タンパク質がアクアポリンである（II-1）または（II-2）に記載する方法。
（II-4）上記免疫学的方法がＥＬＩＳＡ法である（II-1）～（II-3）のいずれかに記載す
る方法。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、生体試料に含まれるタンパク質、特に膜タンパク質を免疫学的方法に
より測定する際に、十分な免疫反応が起こるように、生体試料を前処理する方法を提供す
ることができる。このため、本発明の方法によれば、従来の方法では免疫学的方法によっ
て十分な測定精度または／及び測定感度が得られなかった生体試料に含まれる膜タンパク
質を、精度よくまたは感度よく測定することが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ヒトAQP2遺伝子（hAQP2）、及びそれをPCRするために使用したhAQP2/前半部分の
プライマー（hAQP2N-F、hAQP2N-R）とhAQP2/後半部分のプライマー（hAQP2C-F、hAQP2C-R
）の関係を示す図である（参考製造例１（２））。
【図２】参考製造例１（２）においてクローンされたhAQP2N(86-749)プラスミドNos．1,2
,3,5,6及びhAQP2C(562－901)プラスミドNos.1,2,3,4,6の配列と、ワイルドタイプ（Wild 
type）のヒトAQP2遺伝子について、遺伝子の長さと領域を対比した図である。
【図３】参考製造例１（４）において、２種類の大腸菌（No.2及びNo.8）について、IPTG
前（誘発前）とIPTG後（誘発後）、そして誘発後の大腸菌を可溶化して不溶性画分と可溶
性画分に分け、ヒトAQP2合成ペプチド抗体（抗ヒトAQP2ウサギ血清、PherMingen）を用い
て、SDS-PAGE/CBB染色（上段図）とウェスタン分析に供した結果を示す。
【図４】参考製造例２において行った昆虫細胞Sf-9に発現したHis tag付きヒトAQP2 (hAQ
P2/His/Sf-9)製造の概略（１）と、その結果（２）を示す。
【図５】参考製造例３において、３回免疫後の血清（OPP21401－21404）及び対照血清（N
RS:Normal Rabbit Serum）について、（Ａ）免疫抗原（hAQP2/Trx）に対する抗体価、及
び（Ｂ）Sf-9細胞発現hAQP2（hAQP2/Trx/Sf-9）に対する抗体価を示す。
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【図６】参考製造例３において、７回免疫後の血清（OPP21401－OPP 21404）及び対照血
清（NRS:Normal Rabbit Serum）について、（Ａ）免疫抗原（hAQP2/Trx）に対する抗体価
、及び（Ｂ）Sf-9細胞発現hAQP2（hAQP2/Trx/Sf-9）に対する抗体価を示す。
【図７】参考製造例３において、得られたポリクローナル抗体（OPP21401－OPP 21404）
と対照血清（NRS:Normal Rabbit Serum）について、ウエスタンブロッティング法により
各種抗原（hAQP2/Trx、hAQP2/Trx/Sf-9、Trx/His control）との反応性を調べた結果を示
す。
【図８】参考製造例４において、得られたモノクローナル抗体（OPM21401、OPM 21402）
と対照血清（NMS:Normal Mouse Serum）について、ウエスタンブロッティング法により各
種抗原（hAQP2/Trx、hAQP2/Trx/Sf-9、Trx/His control）との反応性を調べた結果を示す
。
【図９】実験例１（１）（1-1）において、種々の可溶化剤（Urea、Triton X-100、NP-40
、Tween-20、塩酸グアニジン（GuCl）、SDS)を用いて、AQP2を膜から可溶化し、かつ測定
系に影響のない条件を検討した結果を示す。
【図１０】実験例１（１）（1-2）において、1st 緩衝液（0.2% BSA / 10 mM EDTA / 0.2
M Tris-HCl (pH 8.0)）に添加する安定剤（Urea、Triton X-100、NP-40、Tween-20、塩酸
グアニジン（GuCl）、SDS）の検討を行った結果を示す。
【図１１】参考製造例１に記載する方法で製造した「Trx融合AQP2蛋白（AQP2/Trx）」、
及び参考製造例２に記載する方法で製造した「AQP2/Sf9」を、標準タンパク質として使用
して、モノクローナル抗体（OPM21401）を用いてELISA測定を行い、標準曲線を作成した
結果を示す（実験例１（１）（1-4））。なお、横軸上段に記載する希釈倍率は、AQP2/Sf
9をPBSに懸濁し、等量の可溶化剤で可溶化した溶液（AQP2/Sf9 lysate）を原液とし、こ
の原液を2～1458K（2～1458 x 1000倍）希釈したことを意味する。
【図１２】被験試料として、健常人ボランティアの尿試料４検体（No.4,5,6,及び9）を段
階的に希釈したものを使用し、ELISA測定を行った結果を、標準タンパク質（Trx融合AQP2
蛋白）による標準曲線とともに示した図である（実験例１（１）（1-5））。
【図１３】（Ａ）健常人ボランティア10名の尿について、ヒトAQP2に対するモノクローナ
ル抗体（OPM21401）（参考製造例３）を用いて、ウエスタンブロッティングにより尿中の
ヒトAQP2量を測定した結果を示す。（Ｂ）同じ健常人ボランティア10名の尿について、上
記ELISA測定系で測定した尿中のヒトAQP2量を示す（実験例１（１）（1-6））。
【図１４】参考製造例２に記載する方法で製造した「AQP2/Sf9」を標準タンパク質として
ELISA測定を行った標準検量線を示す。
【図１５】実験例２における1st試験、2nd試験、3rd試験、4th試験及び5th試験 の結果を
示す。
【図１６】-20±5℃の温度条件で、0～56日間にわたって凍結保存したヒト尿について、
尿中のAQP2量を実験例１で確立したヒトAQP2 ELISA法を用いて測定し、凍結保存期間とヒ
ト尿中のAQP2量との関係を調べた結果を示す（実験例３）。
【図１７】２週間（14日間）、各温度（-80℃、-30℃、-28℃、-26℃、-20℃、4℃）で暗
所保存した、健常人２名から採取した尿（Nos.1 及び 2）について、尿中のAQP2量を実験
例１で確立したヒトAQP2 ELISA法を用いて測定し、凍結温度とヒト尿中のAQP2量との関係
を調べた結果を示す（実験例３）。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
（Ｉ）タンパク質を含む生体試料の前処理方法
　本発明の方法は、生体試料に含まれるタンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する場
合の生体試料の前処理方法である。
【００１６】
 ここで免疫学的方法とは、抗原と抗体の反応を利用して、被験試料における標的物質（
本発明ではタンパク質）の存在やその程度を測定する生化学的試験法であり、例えば酵素
標識免疫学的検定法 (Enzyme Immunoassay, EIA) 、放射免疫測定 (Radioimmunoassay, R
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IA) 、酵素結合免疫吸着法（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA）、凝集法、比
濁法、混濁度測定法、ウエスタンブロット法等を制限なく挙げることができる。好ましく
はELISAである。
【００１７】
　本発明が対象とする生体試料は、タンパク質を含み、免疫学的測定方法に供されるもの
であればよく、その限りにおいて由来や種類は特に制限されない。例えば、動物または植
物から得られる生体試料を挙げることができる。
【００１８】
　ここで動物としては、制限はされないが、好ましくはヒトを含む哺乳動物を挙げること
ができる。また、ヒト以外の哺乳動物としては、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、
サル、イヌ、ウシ、ウマ等を例示することができる。動物として、好ましくはヒトである
。これらの動物から得られる生体試料としては、具体的には、タンパク質、好ましくは膜
タンパク質を含む尿、血液、唾液、汗、粘液、リンパ液、羊水、及び髄液等の体液；細胞
；及び組織を挙げることができる。
【００１９】
　また植物としては、制限はされないが、種子植物及びシダ植物等の高等植物、並びに菌
類、地衣類及び藻類の下等植物を挙げることができる。これらの植物から得られる生体試
料としては、具体的には、タンパク質、好ましくは膜タンパク質を含む葉、茎、根、花、
種子、果実、及び果皮等の各種の植物部位（抽出物などの植物部位の加工処理物を含む）
；樹液等の分泌物；細胞；及び組織を挙げることができる。
【００２０】
　生体試料として、好ましくは哺乳動物、特にヒトの生体試料である。より好ましくは採
取の簡便性から、哺乳動物、特にヒトの尿、唾液、及び血液であり、特に好ましくは尿で
ある。
【００２１】
　なお、これらの生体試料は、測定する対象のタンパク質が失活するなど、品質が低下若
しくは劣化しないものであるかぎり、採取から間もないものであっても、また採取から一
定時間経過したもの、つまり採取して一定期間保存したものであってもよい。
【００２２】
　また生体試料の採取方法は、生体試料に含まれる目的とするタンパク質、好ましくは膜
タンパク質に影響を与えない方法であればよく、特に制限されない。
【００２３】
　また採取した生体試料は、そのままの状態で本発明の方法に供することもできるし、ま
た採取した生体試料から目的とするタンパク質を含む部分を抽出または分画して、当該抽
出物または分画物を生体試料として本発明の方法に供することもできる。
【００２４】
　本発明が対象とするタンパク質は、上記の動物または植物に含まれているタンパク質で
あればよく、特に制限されないが、好ましくは膜タンパク質である。膜タンパク質は、細
胞膜または小胞膜の上に存在するタンパク質であり、膜輸送タンパク質、Na+-K+ポンプ、
イオンチャンネルなどがあるが、その限りにおいて特に制限されない。好ましくはアクア
ポリン（Aquaporin:AQP）、特にヒトが持つ13種類のAQPの一つであるAQP2を例示すること
ができる（「細胞膜水チャネル，アクアポリン」日医大医会誌2009; 5（2）参照）。
【００２５】
　AQPは、MIP（Major Intrinsic Proteins）ファミリーに属する主要膜タンパク質の一種
である（Agre P (2006).“The aquaporin water channels”. Proc Am Thorac Soc 3 (1)
: 5-13.；Agre P, et al., (1993).“Aquaporin CHIP: the archetypal molecular water
 channel”Am. J. Physiol. 265 (4 Pt 2): F463-76.）。集合管管腔膜に分布し、細胞膜
表面と細胞内小胞膜との間を往来する水の通過孔（水チャネル）であり、水のみを選択的
に通過させることができるため、細胞への水の取り込みに関係している（Gonen T, Walz 
T (2006). "The structure of aquaporins". Q. Rev. Biophys. 39 (4): 361-96）。その
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アミノ酸配列は既に公知であり、例えばヒトAQP2のアミノ酸配列はGen Bank accession N
o:AAB319999.1（GI:685001）に登録されており（配列番号１）、それをコードする塩基配
列もGen Bank accession No:AH007818.3（GI:14190630）に登録されている。
【００２６】
　本発明の方法は、下記の工程を有することを特徴とする：
（1）生体試料を-80℃よりも高い温度条件、特に-70℃以上の温度条件で凍結処理する（
凍結工程）、
（2）凍結した生体試料を解凍する（解凍工程）、及び
（3）生体試料を界面活性剤を用いて可溶化する（可溶化工程）。
【００２７】
　以下、各工程について説明する。
（1）凍結工程
　当該工程は、生体試料を-80℃よりも高い温度条件で凍結処理する工程である。
【００２８】
　凍結方法は、生体試料中に含まれるタンパク質に悪影響がなく、対象の生体試料を-80
℃よりも高い温度で凍結させる方法であれば、特に制限されない。通常、該当温度で凍結
させることができる冷凍庫（庫内温度：-80℃よりも高い温度）を用いて、生体試料を凍
結することができる。
【００２９】
　凍結処理の温度は、上記するように-80℃よりも高ければよく、特に制限はされないが
、好ましくは－70℃以上である。より好ましくは－50℃以上、具体的には－50℃～－10℃
：さらに好ましくは－40℃以上、具体的には－40℃～－10℃である。さらにより好ましく
は－40℃よりも高い温度条件、具体的には－40℃より高く-10℃より低い温度条件であり
、とりわけ－35℃～－15℃、なかでも－30℃～－20℃の温度条件が好ましい。
【００３０】
　一旦、凍結した生体試料は、ただちに次の(2)解凍工程に供することもできるが、一定
期間、凍結状態に曝しておいてもよい。この一定期間は、制限されないが、好ましくは１
時間～１週間、より好ましくは１２時間～２４時間程度を挙げることができる。
　後述する実験例の結果によれば、生体試料を、一定時間（期間）以上凍結させておくこ
とで、当該生体試料から求められるタンパク質の免疫学的測定値が安定する。このため、
生体試料中に含まれるタンパク質をより高い精度で定量するためには、生体試料を一定時
間（期間）以上、好ましくは２週間程度以上、凍結状態に曝しておくことが好ましい。生
体試料を２週間程度以上、凍結状態にしておく場合の凍結温度条件としては、－30℃～－
20℃の範囲を好適に例示することができる。
【００３１】
　（2）解凍工程
　この工程は、前記の工程で凍結した生体試料を解凍する工程である。
【００３２】
　当該解凍方法は、生体試料中に含まれるタンパク質に悪影響なく、凍結した生体試料を
解凍させる方法であれば、特に制限されない。具体的には、凍結した生体試料を、容器に
入れた状態で、室温条件に放置する方法、流水を掛ける方法、水に浸漬する方法、氷上に
置きながら徐々に解凍する方法などを、制限なく例示することができる。
【００３３】
　上記(1)と(2)における凍結と解凍の処理は、１回行っても、また２回以上の複数回を繰
り返し行ってもよい。通常は処理効率の面から凍結と解凍とを１回ずつ行えばよいが、後
述する実験例で示すように、凍結と解凍（溶解）を繰り返しても、免疫学的測定結果に有
意な低下はみられず、測定するタンパク質に悪影響はないと認められるから、凍結と解凍
を複数回繰り返し行うことに制限はない。このため、例えば、免疫学的測定に供する生体
試料について、－80℃よりも高い温度条件、特に－70℃以上での凍結の有無が確認できな
い等、凍結処理の有無が不明なときは、改めて凍結と解凍を実施することができる。
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【００３４】
　なお、予め(1)の工程が施された生体試料が入手できる場合（例えば、第三者が(1)の工
程を行い、それを入手する場合等）、本発明は、(1)と(2)の工程に代えて、下記（2’）
の工程を行うことによって、本発明を実施することもができる：
（2’） －80℃よりも高い温度条件、特に-70℃以上の温度条件で凍結処理された生体試
料を解凍する。
【００３５】
　このため、別の側面から、本発明は、かかる態様、つまり上記（2’）の解凍工程と(3)
の可溶化工程を有する、タンパク質を含む生体試料の前処理方法を提供するものでもある
。なお、上記（2’）における凍結温度や凍結時間の条件としては、前述する［００２９
］及び［００３０］に記載する条件を同様に挙げることができる。
【００３６】
　（3）可溶化工程
　当該工程は、免疫学的測定方法に供するタンパク質を含む生体試料を、界面活性剤を用
いて可溶化する工程である。
【００３７】
　当該工程における可溶化は、生体試料に含まれているタンパク質、特に膜タンパク質が
可溶化される状態におかれればよく、その限りにおいて界面活性剤の添加時期は特に制限
されない。例えば、生体試料を解凍する時点、または解凍後に添加することができる。ま
た界面活性剤による可溶化作用が凍結解凍によって影響されず、また凍結解凍による処理
効果が界面活性剤によって影響されなければ、界面活性剤を凍結前に予め生体試料に添加
しておいてもよい。
【００３８】
　本発明において使用される界面活性剤は、一般にタンパク質、特に膜タンパク質の可溶
化処理に使用されるものであり、好ましくは、タンパク質の可溶化作用に優れ、しかも免
疫学測定結果に影響しない非イオン性界面活性剤を挙げることができる。非イオン性界面
活性剤として、好ましくは、ポリオキシエチレンオクチルフェニルエーテル（Polyoxyeth
ylene Octylphenyl Ether）、及びポリオキシエチレンソルビタンモノ脂肪酸エステル（P
olyoxyethylene Sorbitan Monolaurateを挙げることができる。ポリオキシエチレンオク
チルフェニルエーテルとして、好ましくはPolyoxyethylene(8) Octylphenyl Ether（Trit
on X-114）、Polyoxyethylene(9) Octylphenyl Ether（NP-40）、及びPolyoxyethylene(1
0) Octylphenyl Ether（Triton X-100）であり、より好ましくはPolyoxyethylene(10) Oc
tylphenyl Ether（Triton X-100）である。
【００３９】
　またポリオキシエチレンソルビタンモノ脂肪酸エステルとして、好ましくはポリオキシ
エチレンソルビタンモノラウリン酸エステル（特に、Polyoxyethylene(20) Sorbitan Mon
olaurate [Tween 20]）、ポリオキシエチレンソルビタンモノパルミチン酸エステル（特
に、Polyoxyethylene(20) Sorbitan Monopalmotate [Tween 40]）、ポリオキシエチレン
ソルビタンモノステアリン酸エステル（特に、Polyoxyethylene(20) Sorbitan Monostear
ate [Tween 60]）、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレイン酸エステル（特に、Poly
oxyethylene(20) Sorbitan Monooleate [Tween 80]）を挙げることができ、より好ましく
は、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウリン酸エステル、特に、Polyoxyethylene(20
) Sorbitan Monolaurate （Tween 20）である。
【００４０】
　これらの界面活性剤はいずれも商業的に入手できるものであり、例えば和光純薬工業や
ナカライテスク(株)などから購入することができる。
【００４１】
　可溶化工程において、タンパク質を含有する生体試料に配合する界面活性剤の割合とし
ては、使用する界面活性剤の種類によっても異なるが、処理する生体試料100重量％中の
界面活性剤濃度が、通常0.0001～30重量％の範囲になるような割合を例示することができ
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る。好ましくは0.01～10重量％、より好ましくは0.1～2重量％である。また、これを生体
試料中に含まれるタンパク質の総量１００重量部に対する割合に換算すると、タンパク質
の総量１００重量部に対して界面活性剤0.01～30000重量部、好ましくは10～10000重量部
、より好ましくは100～2000重量部である。
【００４２】
　また可溶化工程における条件としては、目的のタンパク質、特に膜タンパク質が、測定
対象とする免疫学的活性を損なわずに可溶化する条件であればよい。その限りにおいて特
に制限されないが、通常、ｐＨ4～10の範囲、好ましくはｐＨ6.5～8.5の範囲；温度0～50
℃、好ましくは4～37℃の条件を挙げることができる。
【００４３】
　以上、(1)～(3)の工程、または（2’）及び(3)の工程を行って調製された生体試料は、
そのまま、または必要に応じて固液分離や任意の分画処理を施した後に、後述する免疫学
的測定方法に供することができる。
【００４４】
　（II）生体試料に含まれるタンパク質の免疫学的測定方法
　本発明は、上記（Ｉ）の前処理を施された生体試料を用いて、当該生体試料に含まれる
タンパク質、特に膜タンパク質を、免疫学的方法を用いて測定する方法に関する。ここで
測定とは、生体試料に含まれるタンパク質を定性的に検出する方法、及び生体試料に含ま
れるタンパク質の量を定量的に測定する方法のいずれもが包含される。
【００４５】
　ここで使用される免疫学的方法としては、慣用の酵素標識免疫学的検定法 (Enzyme Imm
unoassay, EIA) 、放射免疫測定 (Radioimmunoassay, RIA) 、酵素結合免疫吸着法（Enzy
me-Linked Immuno Sorbent Assay, ELISA）、凝集法、比濁法、混濁度測定法、ウエスタ
ンブロット法等を制限なく挙げることができ、目的に応じて適宜選択することができる。
好ましくはELISAである。
【００４６】
　これらの免疫学的測定方法は、いずれも公知の慣用方法であり、例えば石川栄治著「エ
ンザイムイムノアッセイはこう開発する」 (生物化学実験法)、出版社: 学会出版センタ
ー (2003/07)などの教科書的な書籍や文献に従って（または準じて）、容易に実施するこ
とができる。また、免疫学的測定方法に使用する抗体（ポリクロナ－ル抗体、モノクロナ
ール抗体）は、簡便には商業的に入手できるものを使用してもよいし、商業的に入手でき
ない場合であっても、当業者であれば、抗体の作製に関する、例えば「タンパク質実験ハ
ンドブック―分離・精製，質量分析，抗体作製，分子間相互作用解析などの基本原理と最
新プロトコール 総集編！」出版社: 羊土社 (2003/08)などの教科書的な書籍や文献に従
って（または準じて）、調製することができる。
【００４７】
　本発明において、好ましくは、前述する本発明の前処理を施したヒト由来の生体試料、
特に尿を対象として、当該生体試料中に含まれるタンパク質、例えば、実験例に示すよう
にアクアポリン（AQP）、好ましくはヒトAQP2等の膜タンパク質の量を免疫学的方法で測
定する方法である。
【００４８】
　免疫学的測定方法として好ましくはELISA法である。例えばELISA法に使用するAQPに対
する抗体は、定法に従って製造することができるし、また後述する参考製造例２及び３を
参照して製造することもできる。また、尿を被験試料とするELISA法は、後述する実験例
１に記載するプロトコールに従って実施することができる。実験例２に記載するように、
本発明の前処理を施すことによって、尿中に含まれるAQP等の膜タンパク質の量を、高い
精度でかつ効率的に検出することが可能になる。
【実施例】
【００４９】
　以下、本発明の構成とその効果を参考製造例及び実験例に基づいて説明する。但し、本
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発明はかかる実験例等により何ら制限されるものではない。
【００５０】
　参考製造例１　　大腸菌発現Trx/His融合ヒトAQP2の製造
　ヒトaquaporin 2 (AQP2)遺伝子をクローニングし、大腸菌に発現させた。ヒトAQP2蛋白
は5回膜貫通型蛋白で271アミノ酸からなる、タンパク質領域の分子量が約30kDのタンパク
質である（Sasaki S, et al., Cloning, characterization, and chromosomal mapping o
f human aquaporin of collecting duct. Clin. Invest.. 1994;93(3):1250-1256.）。な
お、ここではヒトAQP2蛋白を、N末端にTrxタグを付加した状態で大腸菌に発現させた。
【００５１】
　その方法を要約すると以下の通りである。
【００５２】
　まずヒトAQP2 (271アミノ酸）に相当する遺伝子を2分割して、前半プライマー対と後半
プライマー対を用いてPCRクローニングした。それぞれのPCR産物をプラスミドに組み込み
、大腸菌にトランスフォーメーションし、その核酸配列を決めた。その中で、ワイルドタ
イプの配列と同じクローン1（前半部分）とクローン4（後半部分）を選び、重複する共通
の制限酵素サイト（BamHI)で切断し、リガーゼでつなぎ合わせ遺伝子配列を得た。次にHi
sタグ融合蛋白発現ベクターにAQP2遺伝子配列を挿入して、目的のHisタグ融合AQP2発現ベ
クター(クローン8）を得たが、十分量のAQP2蛋白を発現しなかったので、N端部分を欠い
たNcoI-BamHI核酸断片を切出し、Thioredoxin（Trx)融合ベクターに組み込んだ。このTrx
融合AQP2発現ベクター(クローン2と8)を大腸菌に入れ、培養し、IPTG誘導したところ、Tr
x融合AQP2蛋白が大量に発現させることが判った。
【００５３】
　このヒトAQP蛋白は市販のヒトC端合成ペプチドで作成された抗体で確認した。
【００５４】
　（１）ヒトAQP2遺伝子のPCR増幅とクローン化について
　ヒトcDNAライブラリー（QUICK-Clone cDNA Human cDNA、CLONTECH）から、ヒトAQP2遺
伝子を前半部分(AQP2N:86-749)と後半部分(AQP2C:562－901）に分割して、各領域に特異
的なプライマーを用いて増幅した。
【００５５】
　具体的には、ヒトAQP2遺伝子のPCRは、図１に示すように、ヒトAQP2蛋白（271アミノ酸
）をコードする領域（86-901）をBamHIサイト（position 609）でN端とC端に２分割してP
CRを行った。ヒトAQP2遺伝子N端部分（hAQP2/前半部分、以下「hAQP2N」という）のPCRプ
ライマーは、開始コドンから22塩基（86-107）をForwardプライマーに（hAQP2N-F：配列
番号２）、728-749の22塩基をReverseプライマーに用いた（hAQP2N-R：配列番号３）。ま
た、ヒトAQP2遺伝子C端部分（hAQP2/後半部分、以下「hAQP2C」という）は562-583の22塩
基をForwardプライマーに（hAQP2C-F：配列番号４）、ストップコドンまでの21塩基（881
-901）をReverseプライマーに用いた（hAQP2C-R：配列番号５）。hAQP2N-F およびhAQP2C
-R の5’末端には、発現ベクターに挿入する際の制限酵素サイトをそれぞれ付加した（hA
QP2N-F；SphI，hAQP2C-R；HindIII）。AQP2遺伝子と前半部分と後半部分に分けたプライ
マーの設定を図１に示した。PCRの結果、推定される884bp（hAQP2N部分）と340bp（hAQP2
C部分）のPCR産物が得られた。
【００５６】
　AQP2N(86-749)のPCR産物をpT7クローニングベクターに組み込み、大腸菌にトランスフ
ォームして、大腸菌のコロニーNos.1，2，3，5，6を得た。この大腸菌コロニーからプラ
スミドDNAを抽出して、特異的な前半プライマー(NF/NR)を用いてPCRを行い、大腸菌のコ
ロニーNos.1，3，5に目的のAQP2N(86-749)の配列が挿入されていることを確認した。更に
、5種類のプラスミドに2種類の制限酵素を作用させて切出し、核酸断片がAQP2遺伝子由来
の大きさであることを確認した。
【００５７】
　同様にAQP2C(562－901)も特異的な後半プライマー用いて増幅し、大腸菌コロニーNos.1
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～6を調べ、すべてのコロニーに遺伝子が挿入されていることが判った。そのうち、No5を
除く, Nos.1,　2，3, 4, 6のプラスミドを抽出し、2種類の制限酵素も用いて、挿入遺伝
子の大きさを調べた。5種類のプラスミドから、制限酵素で切出された核酸断片の大きさ
が推定される2200bpであったので、AQP22C(562-901)を含む遺伝子がプラスミドに組み込
まれていると判断した。
【００５８】
　Beckman-Coulter社のCEQ2000を用いて、AQP2N(86-749)プラスミドNos.1,2,3,5,6とAQP2
C(562－901)プラスミドNos.1,2,3,4,6計10種類の核酸配列を決め、各プラスミドの核酸配
列とそれに対応するワイルドタイプを比較した（図２）。図２から判るように、ワイルド
タイプと同じ配列を持つAQP2N(86-749)プラスミドNo.1とAQP2C(562－901)プラスミドNo.4
を選び、両プラスミドをつなぎ合わせて発現用のベクターを作成することにした。
【００５９】
　（２）Hisタグ融合ヒトAQP2発現ベクターの構築について
　AQP2N(86-749)プラスミドNo.1からSphI-BamHIフラグメント、AQP2C(562－901) プラス
ミドNo.4からBamHI-HindIIIフラグメントを切出し、リガーゼを用いてSphIとHindIII部位
で開環したHisタグ融合発現ベクター(pGL80L)に組み込んだ。F2/Rプライマー対を用いて
コロニーPCRして、大腸菌コロニーNos.2，8に挿入されていることを確認した。
【００６０】
　大腸菌コロニーNo.2とNo.8からプラスミドを抽出して、AQP2遺伝子に特異的な2種類の
制限酵素を用いて、所定の大きさの核酸断片(SphI-HindIII:664bp, SphI-BamHI: 514bp, 
BamHI-HindIII:340bp)があるかどうかを検定した。その結果、No.8に同一の核酸断片があ
り、AQP2遺伝子が挿入されていることを確認した。再度、No.8をBeckman-Coulter社のCEQ
2000を用いて核酸配列を調べ、配列の置換や欠落のないことを確認した。
【００６１】
　（３）Trx融合N端欠損AQP2発現ベクターの構築について
　上記（２）で目的のHisタグ融合AQP2発現ベクター(クローン8）を得たが、十分量のAQP
2蛋白を発現しなかった。そこで、Hisタグ融合AQP2発現プラスミドNo.8から、ヒトAQP2蛋
白のN端部分を欠いたNcoI-BamHIフラグメントを切出し、リガーゼを用いてNcoIとHindIII
部位で開環したTrx融合発現ベクター(pET32b)に組み込んだ。F2/Rプライマー対を用いて
コロニーPCRして、大腸菌コロニーNos.2，8に挿入されていることを確認した。
【００６２】
　大腸菌コロニーNo.2とNo.8からプラスミドを抽出して、AQP2遺伝子に特異的な2種類の
制限酵素を用いて、所定の大きさの核酸断片(NcoI-HindIII:686bp)があるかどうかを検定
した。No.2とNo.8に686bp核酸断片があり、N端部分を欠いたAQP2遺伝子が挿入されている
ことを確認した。
【００６３】
　（４）大腸菌でTrx融合N端欠損AQP2蛋白の発現について
　Trx融合N端欠損AQP2発現ベクターNo.2とNo.8の配列に間違いがなかったので、各大腸菌
を前培養し、100mLのLB培地の中に入れ、IPTG（Isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside:b
－ガラクトシダーゼの誘導物質でLacプロモーターやtacプロモーターを持つ発現ベクター
の発現誘導剤として用いる。）で室温一夜誘導して、Trx融合N端欠損AQP2蛋白を大腸菌体
内で産生させた。
【００６４】
　大腸菌は2種類（No.2とNo.8）培養し、IPTG前（誘発前）、IPTG後（誘発後）そして誘
発後の大腸菌を可溶化して不溶性画分と可溶性画分に分け、SDS-PAGE/CBB染色とウェスタ
ン用に調整し、検出は市販のヒトAQP2合成ペプチド抗体（抗ヒトAQP2ウサギ血清、PherMi
ngen）を用いた。図３から判るようにIPTG誘発前2)、7)には発現が確認できなかったが、
IPTG誘発後3)、8)には、大量のTrx融合N端欠損AQP2蛋白が確認できた。この融合蛋白は大
腸菌の可溶性画分5)、10)より不溶性画分4)、9)に存在していることからインクルジョン
ボディとして存在することが判った。
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【００６５】
　以上、ヒトAQP2遺伝子をヒトcDNAからPCR法によりクローニングし、得られたヒトAQP2
遺伝子はワイルドタイプと完全に一致することを確認した。さらに、当該ヒトAQP2遺伝子
を用いて、ヒトAQP2蛋白のN端の約30アミノ酸を欠損するTrx融合ヒトAQP2蛋白を効率的に
発現させることが出来た。
【００６６】
　以下、このタンパク質を「大腸菌発現Trx/His融合ヒトAQP2蛋白」または「Trx融合ヒト
AQP2蛋白」という。
【００６７】
　参考製造例２　昆虫細胞Sf-9に発現したHis tag付きヒトAQP2 (hAQP2/His/Sf-9)の製造
（図４（１）参照） 
　AQP2の5’末端にHisタグ配列を付加したcDNAをDonor Plasmid pFastBac1のマルチクロ
ーニングサイトにインサートした（pFastBac1-AQP2）。大腸菌DH10Bac competent cells
をpFastBac1-AQP2でトランスフォーメーションした。Bluo-galおよびIPTG添加agar plate
上で白色を示すクローンについて、PCRにてAQP2のBacmidへのインサートを確認した(Reco
mbinabt AQP2 Bacmid)。Recombinabt AQP2 Bacmidを抽出・精製し、CELLFECTIN (インビ
トロジェン)を用いてSf-9細胞へTransfectionした。Transfection後、72時間の培養上清
液を回収し、Recombinant Baculovirus (rBaculovirus-AQP2)とした。培養上清液中に十
分なrBaculovirus-AQP2のTiterが得られるまで、rBaculovirus-AQP2のSf-9細胞への感染
・増幅・回収・再感染を繰り返した。Sf-9細胞にrBaculovirus-AQP2を感染させ、2－4日
間培養した後、細胞を回収した。細胞をSDS-PAGEし、AQP2抗体を用いたウエスタンブロッ
ティングにより発現を確認した。その結果を、図４（２）に示す。
【００６８】
　参考製造例３　　ヒトAQP2に対するウサギポリクローナル抗体
　参考製造例１で製造したTrx融合ヒトAQP2蛋白を精製して、ウサギ（種/系統：Rabbit/N
ew Zealand White、性別：雌、体重：3-3.5kg、入手先：北山ラベス）に免疫し、ポリク
ローナル抗体を作製した。
【００６９】
　（１）免疫抗原の調製
　免疫抗原として、参考製造例１において、ヒトAQP2発現が確認された大腸菌から、Ni-N
TA agarose gelで精製したTrx 融合ヒトAQP2蛋白 (hAQP2/Trx)を使用した。免疫に際して
、当該免疫抗原（hAQP2/Trx）をPBS(-)で200 μg/mLになるように調製した。この免疫抗
原2.5 mLを、三方活栓で連結した2本のガラスシリンジを用いて等量のComplete Freund a
djuvant (DIFCO，Cat No. 263810) と混合し，エマルジョンを作製した。
【００７０】
　（２）ポリクローナル抗体の調製
（2-1）免疫
　上記で調製した免疫抗原（hAQP2/Trx）を、2週間おきにウサギの背部皮内に1 mL/body
で多点免疫した。3回目の免疫の1週間後に耳朶より部分採血を行い、下記（2-2）に記載
するELISA法で抗体価をチェックした。さらに追加免疫を行い、7回目の免疫の1週間後に
頚動脈より全採血を行った。採取した血液を3,000 rpm，10分間室温で遠心分離し、血清
を回収した。この抗血清の抗体価を下記（2-2）に記載するELISA法でチェックし、ウエス
タンブロッティングでの反応性を検討した。
【００７１】
　（2-2）ELISAによる抗体価の測定
　PBS(-)で1 μg/mLに調製した免疫抗原（hAQP2/Trx）を96ウエルプレートに100 μL/wel
lまき、室温で2時間以上静置する。一方、hAQP2/His発現Sf-9細胞 (hAQP2/His/Sf-9) （
参考製造例２）については、8M Urea/50 mM Tris-HCl (pH8.0) に溶解したhAQP2/His発現
Sf-9細胞 (hAQP2/His/Sf-9)を10 μL/well、96ウエルプレートにまき、100 μL/wellのPB
S(-)を加えて室温で2時間以上静置する。
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【００７２】
　プレートから免疫抗原溶液を除去し、0.1% BSA/PBS(-)を400 μL/wellまいて室温で1時
間以上ブロッキングする（免疫抗原コーティングプレート、hAQP2/His/Sf-9コーティング
プレート）。
【００７３】
　部分採血あるいは全採血した抗血清を0.1% BSA/PBS(-)で1,000倍に希釈し、公比3にて8
段階希釈する（希釈系列：1,000倍～2,187,000倍）。対照血清としてNormal Rabbit Seru
m (NRS) を同様に希釈・調製した（希釈系列：1,000倍～2,187,000倍）。
【００７４】
　96ウエルプレートからブロッキング溶液を除去し、上記抗血清またはNRSの希釈系列を1
00 μL/well添加し、室温で一晩反応させる。
【００７５】
　翌日、96ウエルプレートを洗浄液 (0.05% Tween-20/0.9% NaCl) で3回洗浄した後、0.0
5% Tween-20/0.1% BSA/PBS(-)で10,000倍に希釈したHorseradish peroxidase (HRP) -goa
t anti rabbit IgG (Biosource，Cat. No. ALI3404) を100 μL/well添加し、室温で2時
間反応させる。次に、プレートを洗浄液で5回洗浄し、基質希釈用溶液 (クエン酸一水和
物 7 g/L、Na2HPO4・12H2O 23.89 g/L，0.015% H2O2) に1 mg/mLとなるようOPDタブレッ
ト (Sigma，Cat. No. P8287) を溶解した発色液を100 μL/well添加して、室温で5－10分
間発色させる。100 μL/wellの2 N H2SO4を添加して反応を停止し、iEMS Reader MF (Lab
 systems) で492 nmの吸光度を測定する。
【００７６】
　（2-3）ウエスタンブロッティングでの反応性の検討
　免疫抗原（hAQP2/Trx）およびTrx/His control（AQP2部分をPKD2蛋白のC端部743-968に
入れ替えたもの、つまりPKD2にTrx/His タグが付加されたもの）を、2-mercaptoethanol
添加電気泳動用lysis bufferで10 μg/mLに希釈し、100℃、5分間加熱処理した。この抗
原溶液および分子量マーカー (Bio-Rad，Cat. No. 161-0373) を15%アクリルアミドゲル
に10 μL/wellアプライし、25 mA/gelで電気泳動した。
【００７７】
　電気泳動終了後、1ゲルはCBB G-250ステイン(Bio-Rad，Cat. No. 161-0786) で染色し
、残りのゲルはセミドライブロッターを用いて0.45 μmニトロセルロースメンブレン(Bio
-Rad，Cat. No. 162-0115) に200 mA、1時間で転写した。転写後、メンブレンを5% skim 
milk/50 mM Tris-HCl (pH 8.0) に浸して室温で1時間以上ブロッキングした。各抗血清お
よびNRSを0.1% BSA/PBS(-)で1,000倍に希釈し、それぞれメンブレンと室温で一晩反応さ
せた。
【００７８】
　翌日、メンブレンを洗浄液で洗浄し、0.05% Tween-20/0.1% BSA/PBS(-)で3,000倍に希
釈したHRP-goat anti rabbit IgG (Biosource，Cat. No. ALI3404) と室温で2時間反応さ
せた。メンブレンを洗浄液で洗浄し、発色液に浸して発色させた。発色液は、トリス (ヒ
ドロキシメチル) アミノメタン4.84 g、塩化ナトリウム5.84 g、濃塩酸3.36 mLをH2Oに溶
解して全量を1 Lとし、用時、この発色液100 mLに0.3% 4-chloro-1-naphtohl/methanol 2
0 mL、30% H2O260 μLを加えて混合した。
【００７９】
　（2-4）ポリクローナル抗体調製の結果
　図５に、3回免疫後に部分採血を行い、血清の希釈系列 (1,000倍－2,187,000倍) をhAQ
P2/TrxあるいはSf-9細胞発現hAQP2（hAQP2/Trx/Sf-9）を固相化した96ウエルプレートを
用いてELISAを行った結果を示す。（Ａ）は、免疫抗原（hAQP2/Trx）に対する抗体価を示
し、（Ｂ）はSf-9細胞発現hAQP2（hAQP2/Trx/Sf-9）に対する抗体価を示す。この結果か
らわかるように、ウサギへの3回の免疫で、免疫抗原に対する抗体価が十分上昇すること
が確認された。
【００８０】
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　また、図６に、7回目の免疫後全採血した後に、同様にしてELISA測定を行った結果を示
す。（Ａ）は、免疫抗原（hAQP2/Trx）に対する抗体価を示し、（Ｂ）はSf-9細胞発現hAQ
P2（hAQP2/Trx/Sf-9）に対する抗体価を示す。このとき得られたポリクローナル抗体を、
それぞれOPP21401，OPP21402，OPP21403およびOPP21404と命名した。抗血清量はそれぞれ
50 mL，52 mL，50 mL，および68 mLだった。また，最終的な抗体価をELISAで確認したと
ころ、OPP21403が最も高い抗体価を示した。
【００８１】
　また、各ポリクローナル抗体について、ウエスタンブロッティング法により各種抗原（
hAQP2/Trx、hAQP2/Trx/Sf-9、Trx/His control）との反応性を検討した。具体的には、ニ
トロセルロースメンブレンにトランスファーした各抗原（hAQP2/Trx、hAQP2/Trx/Sf-9、T
rx/His control）と1,000倍希釈した抗血清とを反応させ、4-chloro-1-naphtohl法にて発
色させた。結果を図７に示す。これに示すように、何れの抗体（OPP21401，OPP21402，OP
P21403およびOPP21404）も、hAQP2/TrxだけでなくhAQP2/His/Sf-9とも反応していた。hAQ
P2/His/Sf-9との反応は，OPP21403が最も強かった。
【００８２】
　このことから、上記で得られた4種類のポリクローナル抗体のうち、Sf-9細胞に発現さ
せたhAQP2との反応が最も強かったOPP21403が、生体由来検体からのAQP2検出に適してい
ると思われる。
【００８３】
【表１】

　参考製造例４　　ヒトAQP2に対するマウスモノクローナル抗体
参考製造例１で製造したTrx融合ヒトAQP2蛋白（hAQP2/Trx）を精製して、マウス（種／系
統：Mouse/Balb/c、性別：雌及び雄、入手先：SLC）の腹腔内に免疫し、マウス骨髄腫細
胞（細胞株名：P3U1、入手先：ATCC）と細胞融合してモノクローナル抗体を作製した。
【００８４】
　（１）モノクローナル抗体の調製
（1-1）免疫
　参考製造例３（１）で調製した免疫抗原（hAQP2/Trx）1 mLを、2週間おきに3回、マウ
ス（種／系統：Mouse/Balb/c、性別：雌及び雄、入手先：SLC）10匹の腹腔内に免疫した
。細胞融合の3日前に、最終免疫としてアジュバントを使わずに約20 μg / bodyのhAQP2
を投与した。
【００８５】
　（1-2）細胞融合
　細胞融合の1週間以上前にマウス骨髄腫細胞（細胞株名：P3U1、入手先：ATCC）を起こ
し、10% FCS/RPMI1640で培養した。細胞融合の当日、十分なviabilityであることを顕微
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鏡下に確認した。
【００８６】
　上記（1-1）で免疫したマウス（雌性）1匹をエーテル麻酔し、70%エタノールで消毒し
た後，spleenを無菌的に取り出した。これをはさみで細かくきざみ、約10 mLのRPMI1640
中でスチールメッシュを通し、裏漉しした。この懸濁液を15 mLの遠沈管にとり、遠心し
た後、上清を捨て、沈渣を指でタッピングしてよくほぐした。沈渣に0.747% NH4Clを4 mL
加え、軽くピペッティングして不要な赤血球を溶血させた後、RPMI1640を6－7 mL加えて
遠心した。さらにもう一度細胞をRPMI1640で洗浄し、約10 mLのRPMI1640に再浮遊させた
。
【００８７】
　一方、50－100 mLのP3U1培養液を50 mLの遠沈管に採り、遠心して細胞を集め、RPMI164
0で一度洗浄した後、RPMI1640に再浮遊させた。spleen cellの浮遊液とP3U1の浮遊液を併
せて液量を約30 mLにして遠心した。上清を捨て、沈渣を指でタッピングしてよくほぐし
た。沈渣に50% PEG Solution (Sigma，Cat. No. P7181) 2 mLをよく撹拌しながら30秒か
けて加え、さらに30秒間ピペッティングした。そのうえに2分かけて5 mLのRPMI1640を加
え、さらに5 mLのRPMI1640を加えて3分間、37℃で静置した後、遠心した。
【００８８】
　上清を捨て、細胞を約100 mLのHAT (ICN，Cat. No. 1680849) 添加10% FCS/RPMI1640に
再浮遊させ、24ウエル培養用プレート4枚に全量をまいて37℃，5% CO2 (CO2インキュベー
ター；SANYO，MCO-17AIC) で培養した。なお、遠心条件は全て室温，1200 rpm，5分間で
行った。
【００８９】
　（1-3）抗体のスクリーニング
　細胞融合の1週間から10日後、形成されたコロニーがプレートの底部から目で確認でき
るようになった時点で、各ウエルから培養上清の一部を採って抗体のスクリーニングを行
った。1stスクリーニングでは培養上清の原液を使用し、2ndスクリーニング以降は培養上
清を0.1% BSA/PBS(-)で2.5倍に希釈して使用した。
【００９０】
　参考製造例３（２）（2-2）に記載する方法と同様にして作製した免疫抗原コーティン
グプレートおよびhAQP2/His/Sf-9コーティングプレートからブロッキング溶液を除去し、
培養上清を100 μL/well添加して室温で一晩反応させた。
【００９１】
　翌日、プレートを洗浄液で3回洗浄した後、0.05% Tween-20/0.1% BSA/PBS(-)で5,000倍
に希釈したHRP-goat anti mouse IgG (Bio-Rad，Cat. No. 170-6516) を100 μL/well添
加し、室温で2時間反応させた。次に、プレートを洗浄液で5回洗浄し、参考製造例３（２
）（2-2）に記載する方法と同様の方法で調製したOPDタブレット溶解発色液を100 μL/we
ll添加して、室温で10－30分間発色させた。100 μL/wellの2 N H2SO4を添加して反応を
停止し、iEMS Reader MF (Lab systems) で492 nmの吸光度を測定した。
【００９２】
　免疫抗原コーティングプレート、hAQP2/His/Sf-9コーティングプレートともpositiveで
あるウエルを選び、クローニングを行った。
【００９３】
　（1-4）ハイブリドーマのクローニング
　ハイブリドーマのクローニングは限界希釈法で行った。
【００９４】
　エーテル麻酔した免疫マウス（雄性）を70%エタノールで消毒した後、spleenを無菌的
に取り出した。上記（1-2）に記載するspleen cell調製方法と同様に操作して、フィーダ
ー細胞を調製した。マウス1匹分のspleen cellを約40 mLの10% FCS/RPMI1640に再浮遊さ
せ、96ウエル培養プレート4枚に100μL/wellまいた。上記(1-3)でpositiveであったウエ
ルの細胞を細胞数に応じて段階希釈し、フィーダー細胞をまいた96ウエル培養用プレート
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に100μL/well播種して37℃，5% CO2で培養した。
【００９５】
　クローニングとスクリーニングを数回繰り返し、スクリーニングがpositiveであり顕微
鏡での観察でsingle cloneであるウエルを選択した。このcloneをもう一度限界希釈でク
ローニングし、次のスクリーニングで、細胞が存在する全てのウエルがpositive、細胞が
存在しないウエルがnegativeであることを確認した。このプレートからsingle cloneを選
択し，モノクローナル抗体産生ハイブリドーマとした。
【００９６】
　確立されたハイブリドーマを10% FBS/RPMI1640で段階的に拡大培養し、約50 mLの細胞
培養液（ハイブリドーマ培養液）とした。このうち約40 mLを50 mL遠沈管に採り、室温，
1200 rpm，5分間で遠心して細胞（ハイブリドーマ）を回収した。この細胞をセルバンカ
ー (十慈フィールド，Cat. No. BLC-1) 3 mLに懸濁し、クライオチューブ3本に1 mLずつ
分注して液体窒素中に保存した。遠心後の上清は一部を4℃で保存し、抗体のタイピング
とウエスタンブロッティングに供した。
【００９７】
　（1-5）腹水採取
　ELISA測定系を作製するために使用する精製抗体を得るため、上記で取得したハイブリ
ドーマをマウスに投与して、抗体を大量に含む腹水を採取した。
【００９８】
　具体的には、(3-4)で調製した細胞培養液（ハイブリドーマ培養液）約10 mLを室温，12
00 rpm，5分間で遠心して細胞（ハイブリドーマ）を回収した。PBS(-)で一度洗浄した細
胞を1.5 mLのPBS(-)に再浮遊させ、雄性マウス3匹の腹腔内に0.5 mLずつ投与した。マウ
スは予め、細胞投与の3日以上前に0.5 mL / bodyのプリスタン (2, 6, 10, 14-テトラメ
チルペンタデカン；Sigma，Cat. No. T7640) を腹腔内投与しておいた。
【００９９】
　細胞を投与したマウスの腹部が最も大きくなった頃に腹水を採取した。1匹分は無菌的
に採り、室温で1200rpm，5分間遠心して上清を回収した後、フィーダー細胞調製時と同様
に、0.747% NH4Clで沈渣の赤血球を溶血させた。細胞をRPMI1640で洗浄後、セルバンカー
3 mLに懸濁し、クライオチューブ3本に1 mLずつ分注して液体窒素中に保存した。他の2匹
分の腹水は室温で3000 rpm，10分間遠心して上清を回収し、3匹分を併せて4℃で保存した
。
【０１００】
　（1-6）抗体のタイピング
　得られた抗体を、抗マウスIg (IgG1，G2a，G2b，G3，M，k鎖，l鎖) (BIONETICS) 抗血
清を用いてサブクラスおよびL鎖をタイピングした。
【０１０１】
　参考製造例３（２）(2-2)と同様に作製した免疫抗原コーティングプレートからブロッ
キング溶液を除去し、(1-4)で取得した培養上清を100 μL/well添加して室温で一晩反応
させた。翌日、プレートを洗浄液で3回洗浄した後、0.1% BSA/PBS(-)でそれぞれ1,000倍
に希釈した抗マウスIg (IgG1，G2a，G2b，G3，M，k鎖，l鎖) 抗血清を100 μLずつウエル
に加えた。室温で2時間反応後、プレートを洗浄液で3回洗浄し、0.05% Tween-20/0.1% BS
A/PBS(-)で10,000倍に希釈したHRP-goat anti rabbit IgGを100 μL/well添加して室温で
2時間反応させた。次に，プレートを洗浄液で5回洗浄し、参考製造例３（２）(2-2)と同
様に調製したOPDタブレット溶解発色液を100 μL/well添加して、室温で10分間発色させ
た。100 μL/wellの2 N H2SO4を添加して反応を停止し、iEMS Reader MF (Lab systems) 
で492 nmの吸光度を測定した。
【０１０２】
　最も強く反応したものをこの抗体のサブクラスおよびL鎖とした。
【０１０３】
　（1-7）ウエスタンブロッティングによる抗体の特異性の検討
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　参考製造例３（２）(2-3)と同様にウエスタンブロッティングを行い、ブロッキングし
たメンブレンを(1-4)で取得した培養上清と室温で一晩反応させた。翌日、メンブレンを
洗浄液で洗浄し、0.05% Tween-20/0.1% BSA/PBS(-)で3,000倍に希釈したHRP-goat anti m
ouse IgGと室温で2時間反応させた。メンブレンを洗浄液で洗浄し、参考製造例３（２）(
2-2)に記載されている方法と同様に発色させた。
【０１０４】
　（２）モノクローナル抗体調製の結果
　以上の操作からhAQP2/Trx免疫マウス10匹から、モノクローナル抗体産生ハイブリドー
マ2クローンを確立した。このハイブリドーマをOPH21401およびOPH21402、当該ハイブリ
ドーマから産生される抗体をOPM21401およびOPM21402と命名した。OPM21401、OPM21402と
もサブクラスはIgG1，L鎖はκchainであった。
【０１０５】
　これらの抗体の特異性をウエスタンブロッティングで検討したところ 、図８に示すよ
うに、どちらもhAQP2/TrxとhAQP2/His/Sf-9の両方に反応し，Trx/His controlとは反応し
なかった。このことから上記で得られた2種類のモノクローナル抗体はヒトAQP2に特異的
な抗体であると考えられる。
【０１０６】
【表２】

　（３）モノクローナル抗体の精製
　上記（１）（1-5）で採取したマウス腹水2 mLに対してBinding Buffer (3.3 M NaCl/1.
5 M glycine, NaOH 8.5 g/L)  4 mLを加え、室温で2時間放置した後、3,000 rpm，30分，
4℃の条件で遠心し、上清を回収した。この上清を0.45 μmのフィルターで濾過し、予め
上記のBinding Buffer で平衡化しておいたProtein-A Sepharoseカラムにアプライした。
Binding Bufferでカラムを洗浄後、Elution Buffer (Bio-Rad，Cat. No. 153-6162) で溶
出し、直ちに2 M Trisで中和した。溶出液を0.1 M NaHCO3に対して透析した後、波長280 
nmにおける吸光度を測定して、下記の計算式でIgG濃度を求めた。
【０１０７】
　IgG濃度 (mg/mL) = IgG溶液のOD280値 ×0.714　。
【０１０８】
　実験例１　アクアポリン２（AQP2） ELISAの確立
　Polycystic kidney disease (PKD) 病態を迅速にモニターするために、そのバイオマー
カーの候補蛋白の一つとしてaquaporin 2 (AQP2)を用い、それに対する抗体を用いた測定
系（ELISA）を確立し、実際にPKD病態のモニターが可能であるかを検証した。
【０１０９】
　なお、ELISAには、ヒトAQP2遺伝子をクローニングし、N末端にTrxタグを付加して大腸
菌に発現・産生させた「Trx融合AQP2蛋白」（参考製造例１参照）をウサギとマウスにそ
れぞれ免疫して作製したポリクローナル抗体（抗体名：OPP21403）（参考製造例３参照）
及びモノクローナル抗体（抗体名：OPM21401）（参考製造例４参照）を用いた。
【０１１０】
　またELISAの標準タンパク質として、大腸菌で発現させた「GST融合hAQP2蛋白」を使用
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し、コントロールとして、昆虫細胞Sf-9で発現させたHisタグ付きヒトAQP2蛋白「hAQP2-H
is/Sf-9」（参考製造例２参照）を使用した。
【０１１１】
　（１）ELISA確立のための試験
（1-1）被験試料の処理条件の検討
　AQP2は膜に埋もれている膜タンパク質であることから種々の可溶化剤（Urea、Triton X
-100、NP-40、Tween-20、塩酸グアニジン、SDS)を用いて、AQP2を膜から可溶化し、かつ
測定系に影響のない条件を検討した。
【０１１２】
　具体的には、ヒトAQP2タンパク質が昆虫細胞の膜に埋もれている「hAQP2 -His/Sf-9」
をPBSに懸濁した液（hAQP2-His /Sf-9懸濁液）を各種の可溶化剤（Urea、Triton X-100、
NP-40、Tween-20、塩酸グアニジン、SDS）と等量混合し、さらに、これを10% FBS/0.1% B
SA/PBSで10倍希釈してELISAを行い、その発色を波長492 nmにおける吸光度で測定した。
【０１１３】
　結果を図９に示す。
【０１１４】
　この結果からわかるように、可溶化剤として、Ureaや塩酸グアニジンを使用するよりも
、界面活性剤であるTriton X-100、NP-40、Tween-20（以上、非イオン性界面活性剤）、
またはドデシル硫酸ナトリウム（SDS、陰イオン性界面活性剤）を使用するほうが、膜か
らAQP2を効率的かつ収率高く可溶化することができることが確認できた。
【０１１５】
　（1-2）ELISA測定系における安定化剤の検討
　可溶化した被験タンパク質（AQP2）をELISAにて安定して測定できるように、一次抗体
との反応時に使用する1st 緩衝液の検討を行った。
【０１１６】
　具体的には、1st 緩衝液（0.2% BSA / 10 mM EDTA / 0.2M Tris-HCl (pH 8.0)）に添加
する安定剤が、ELISA測定系の発色に悪影響を及ぼさないかどうかを、上記1st 緩衝液に
各種安定化剤（Urea、Triton X-100、NP-40、Tween-20、塩酸グアニジン、SDS）を各種の
濃度（１%濃度に対する希釈率1倍、1/2倍、1/4倍、1/8倍、1/16倍、1/32倍、1/64倍、1/1
28倍）で添加し、被験タンパク質（AQP2）の波長492 nmにおける吸光度を測定した。
【０１１７】
　なお、被験タンパク質としては、ヒトAQP2タンパク質が昆虫細胞の膜に埋もれているhA
QP2/Sf-9の懸濁液を、前述する可溶化剤SDSで完全に可溶化し、これを0.1% BSA/PBSでSDS
の影響のない2,000倍まで希釈したものを使用した。
【０１１８】
　結果を図１０に示す。図１０に示すように、1st 緩衝液に添加する安定化剤として、Tr
iton X-100、NP-40、及びTween-20等の非イオン性界面活性剤は0.063% (希釈率 1/16) 以
上の濃度で測定感度を上昇させたが、Urea、塩酸グアニジン、及びSDSは発色を低下させ
た。以上のことより、1st 緩衝液に添加する安定化剤として1% Triton X-100が好ましい
こと、つまり、ELISA測定に使用する1st 緩衝液として、0.2% BSA / 10 mM EDTA / 2% Tr
iton X-100 / 0.2M Tris-HCl (pH 8.0)が好ましいと判断された。
【０１１９】
　（1-3）サンドイッチELISAによるヒトAQP2測定系
　後述の（1-4）～（1-6）において、ELISAの標準タンパク質の検討、被験試料の検討、
ウエスタンブロット法との比較検討をするにあたり、下記のELISA測定系を使用した。
【０１２０】
　＜ヒトAQP2のELISA測定系＞
　0.1 M NaHCO3で5 μg/mL濃度になるように調製したモノクローナル抗体 (第一抗体；OP
M21403) を、96ウエルマイクロプレート (NUNC) の各ウエルに100 μL加え、蓋をして室
温で2時間放置する。第一抗体溶液をプレートから除去し、ブロッキング溶液（0.1% BSA/
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PBS(-)）を400 μL/well撒いて室温で1時間以上ブロッキングする。次いで、ブロッキン
グ溶液を、第一抗体を固相化したプレートから除去し、各ウエルに100 μLの1st 緩衝液
（0.2% BSA/2% Triton（登録商標）X-100/10 mM EDTA/200 mM Tris-HCl (pH8.0) ）を加
えた後、0.1% BSA/PBS(-)で各濃度に調製した標準タンパク質または被験試料を50 μL加
え、シールで密封して室温で一晩振盪する。
【０１２１】
　翌日、プレートを洗浄液 (0.05% Tween-20/0.9% NaCl) で3回洗浄した後、10% porcine
 serum/0.05% Tween-20/0.1 M Tris-HCl (pH8.0) で5000倍に希釈したポリクローナル抗
体 (第二抗体；OPP21403) を各ウエルに100 μL加え、蓋をして室温で振盪する。2時間反
応後、洗浄液でプレートを3回洗浄した後、0.05% Tween-20/0.1% BSA/PBS(-)で10,000倍
に希釈したHorseradish peroxidase (HRP) -goat anti rabbit IgG (Biosource，Cat. No
. ALI3404) をプレートの各ウエルに100 μL加え、蓋をして室温で振盪する。2時間後、
洗浄液でプレートを5回洗浄した後、TMB発色液 (ScyTek，Cat. No. TM4999) を各ウエル
に100 μL加え、室温で発色させる。10分後、プレートの各ウエルにTMB Stop Buffer (Sc
yTek，Cat. No. TSB999) を100 μL加え、反応を停止させる。プレートの底面の汚れや水
分を柔らかなペーパータオルできれいにふき取った後、各ウエルの波長450 nmにおける吸
光度をマイクロプレート用吸光光度計 (iEMS Reader MF，LABSYSTEMS) で測定する。
【０１２２】
　標準タンパク質の吸光度の値から，標準曲線を作成し、また当該標準曲線から被験試料
中に含まれるAQP2の濃度を求める。
【０１２３】
　（1-4）標準タンパク質の検討
　標準タンパク質として、大腸菌由来のAQP2と昆虫細胞由来のAQP2のどちらがELISA測定
の標準タンパク質として適切かどうかを、上記（1-3）のELISA測定系を用いて評価した。
なお、大腸菌由来のAQP2として、参考製造例１に記載する方法で製造した「Trx融合AQP2
蛋白」を使用し、また昆虫細胞由来のAQP2として参考製造例２に記載する方法で製造した
「AQP2-His/Sf9」を可溶化剤で可溶化した可溶化物を使用した。
【０１２４】
　標準タンパク質として上記の各タンパク質を使用して上記（1-3）に記載するELISA測定
を行い、標準曲線を作成した結果を図１１に示す。図１１に示すように、標準タンパク質
として、「Trx融合AQP2蛋白」を使用した場合も、また「AQP2/Sf9」の可溶化物を使用し
た場合も、いずれも濃度（量）依存的に測定吸光度と相関関係が認められ、両曲線は並行
になることから、いずれのタンパク質も、ヒトAQP2のELISA測定の標準タンパク質として
使用できることが判明した。
【０１２５】
　（1-5）被験試料の検討
　被験試料として、健常人ボランティアの尿試料４検体（No.4,5,6,及び9）を段階的に希
釈したものを使用し、上記（1-3）に記載するELISA測定を行った。その結果を、標準タン
パク質として「Trx融合AQP2蛋白」を使用して作成した標準曲線と一緒にプロットした結
果を、図１２に示す。
【０１２６】
　図１２に示すように、被験試料として使用した尿は、４検体とも希釈倍率と測定吸光度
との間に標準曲線と同様の相関関係が認められた。このことから、尿を被験試料とするこ
とで当該尿中に含まれるAQP2が上記ELISA測定系により検出並びに定量可能であることが
確認できた。また、健常人ボランティア10名の尿について、同様にヒトAQP2の測定を行っ
たところ、尿中のヒトAQP2濃度は0.93-8.84ng/mLの範囲であった。また、上記ELISA測定
系における検出限界は0.01ng/mLであることが確認された。
【０１２７】
　なお、図１３の（Ａ）に、健常人ボランティア10名の尿について、ヒトAQP2に対するモ
ノクローナル抗体（OPM21401）（参考製造例３）を用いて、ウエスタンブロッティングに
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より尿中のヒトAQP2量を測定した結果を示す。また、図１３の（Ｂ）に、同じ健常人ボラ
ンティア10名の尿について、上記ELISA測定系で測定した尿中のヒトAQP2量を示す。これ
らの結果から、本発明のELISA測定系で測定された尿中のヒトAQP2量は、ウエスタンブロ
ッティング結果とほぼ相関していることが確認された。なお、ウエスタンブロッティング
の結果から、ヒト由来のAQP2には、糖鎖が付加されたAQP2と糖鎖が付加されていないAQP2
が存在していることが判明した。
【０１２８】
　（２）AQP2 ELISAのプロトコール
　以上の検討から、各のプロトコールを有するAQP2 ELISA法を確立した。
1. 抗AQP2抗体（モノクローナル抗体：OPM21401）を5μg/mLになるように0.1M NaHCO3で
希釈し、各ウエルに100μLずつ分注して、室温で2時間以上放置する。
2. ウエルから抗AQP2抗体溶液を除き、350μLのBlocking溶液（0.1% BSA/PBS(-)）を加え
、使用時まで4℃で保管する。
3. 抗体固相化プレートのBlocking溶液を除き、1stBuffer(0.2% BSA / 10 mM EDTA / 2% 
Triton X-100 / 0.2M Tris-HCl (pH 8.0))を各ウエルに100μL加える。4. 8段階(0、0.01
、0.04、0.12、0.37、1.1、3.3、10ng/ml)のヒトAQP2標準品と、測定する被験試料（好ま
しくは尿）を所定のウエルにそれぞれ50μl加え、室温で2時間以上、室温でプレートを振
とうさせる。
5. プレートを洗浄し、各ウエルに抗AQP2抗体（ポリクローナル抗体：OPP21403）溶液（5
000倍希釈）を100μl加え、室温で2時間振とうさせる。
6. プレートを洗浄し、各ウエルにHRP標識抗ウサギIgGを1万倍に希釈した溶液を100μl加
え、室温で2時間反応させる。
7. プレートを洗浄し、各ウエルにTMB溶液を100μl加え、10分間反応させた後、2N硫酸を
加えて停止させる。
8. 吸光度計でOD450の値を求め、ヒトAQP2標準品により作成した標準検量線（図１４参照
）から、被験試料中のAQP2濃度を求める。
【０１２９】
　実験例２　被験試料の前処理条件の検討（１）
　実験例１で確立したヒトAQP2蛋白の免疫学的測定法（ELISA法）に供する被験試料の前
処理条件を検討するために、被験試料として尿を使用して下記の実験を行った。なお、尿
は、健常人ボランティア１名から採取した新鮮尿を使用した。
【０１３０】
　（１）１st試験とその結果
　新鮮尿を、10mL容量のチューブ５本に、5mlずつ分注し、それぞれ37℃、23℃、４℃、
－30℃、及び－80℃の条件下（暗所）で、24時間、保存した。保存後、各試料を室温条件
下に放置して室温に戻した。
【０１３１】
　これを被験試料として、実験例１で確立したAQP2 ELISA法を行い、尿中のヒトAQP2の量
を測定した。またコントロールとして、上記新鮮尿の一部を用いて、保存することなく採
取後速やかに、上記AQP2 ELISA法を行い、尿中のヒトAQP2の量を測定した。
【０１３２】
　上記対照試料について得られたヒトAQP2の量を100として、各保存試料について得られ
たヒトAQP2の量の相対比を求めた。
【０１３３】
　その結果、図１５に示すように、37℃、23℃、４℃、及び－80℃の条件下（暗所）で保
存した尿中のヒトAQP2量は、対照試料中のヒトAQP2量と比べて著しく低下していたのに対
して、－30℃で保存していた尿中のヒトAQP2量は、対照試料中のヒトAQP2量と同一であり
、量の低下は全く認められなかった。
【０１３４】
　（２）２nd試験とその結果
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　１st試験で、37℃、23℃、４℃、－30℃及び－80℃の条件下（暗所）で保存し、室温に
戻した各尿試料を、それぞれ３本のチューブに分け、これをそれぞれ４℃、－30℃、及び
－80℃の条件下（暗所）で、24時間、保存した。保存後、各試料を室温条件下に放置して
室温に戻した。
【０１３５】
　これを被験試料として、上記と同様にして尿中のヒトAQP2の量を測定し、１st試験で－
30℃で保存した被験試料から得られたヒトAQP2の量を100として、保存試料について得ら
れたヒトAQP2の量の相対比を求めた。
【０１３６】
　その結果、図１５に示すように、１st試験で－30℃で保存した被験試料は、２nd試験で
－30℃で保存しても、また－30℃以外の温度条件（４℃、－80℃）で保存しても、尿中の
ヒトAQP2量の変化は殆ど見られず一定であった。また、１st試験で－30℃以外の温度条件
（37℃、23℃、４℃、－80℃）で保存した被験試料であっても、２nd試験で－30℃で保存
すると、尿中のヒトAQP2量のほぼ100とになり、一度、－30℃で保存することがAQP2測定
に重要なことがわかった。
【０１３７】
　（３）３rd試験、４th試験及び５th試験とそれらの結果
　2nd試験で、４℃の条件下（暗所）で保存し、室温に戻した各尿試料を、それぞれ３本
のチューブに分け、これを再び４℃の条件下（暗所）で、24時間、保存した。保存後、各
試料を室温条件下に放置して室温に戻した。次いで、各試料から一部を取り出した（３nd
試験）。また、同様にして、４th試験、及び５th試験を行った。
【０１３８】
　これらの試験後（3nd試験、4th試験、5th試験）の尿試料を被験試料として、上記と同
様にして尿中のヒトAQP2の量を測定し、１st試験で－30℃で保存した被験試料から得られ
たヒトAQP2の量を100として、上記被験試料について得られたヒトAQP2の量の相対比を求
めた。
【０１３９】
　その結果、図１５に示すように、保存条件が37℃、23℃、4℃、-80℃であればAQP2値は
相対比5以下で、AQP2が検出できず、-30℃の条件を1回でも処置するとAQP2は検出できる
ようになる。１st試験で－30℃で保存した被験試料は、２nd試験～５th試験の期間中、－
30℃で保存しても、また－30℃以外の温度条件（４℃、－80℃）で保存しても、尿中のヒ
トAQP2量の低下は殆ど見られず、安定していた。また、１st試験や2nd試験で－30℃以外
の温度条件（37℃、23℃、４℃、－80℃）で保存した被験試料であっても、２nd試験以後
または３th試験以後に、－30℃で保存すると、尿中のヒトAQP2量の低下が顕著に抑制でき
ることが確認された。
【０１４０】
　これらの結果は、被験試料、特に尿をヒトAQP2蛋白の免疫学的測定法（ELISA法）に供
する場合、少なくとも１回は当該被験試料を－80℃よりも高い温度条件、具体的には－70
℃～0℃の温度条件、特に－30℃またはその付近（-35℃～-15℃）の温度に凍結する処置
を施すことで、ヒトAQP2を高い収率で精度高く測定することができることを示している。
【０１４１】
　実験例３　被験試料の前処理条件の検討（その２）
　実験例１で確立したヒトAQP2蛋白の免疫学的測定法（ELISA法）に供する被験試料の前
処理条件を検討するために、被験試料として尿を使用して下記の実験を行った。なお、尿
は、健常人ボランティアから採取した新鮮尿を使用した。
【０１４２】
　健常人ボランティアから採取した新鮮尿を、７本のエッペンドルフチューブに0.5mLず
つ分注し、-20±5℃の温度条件下（暗所）で、それぞれ1日、3日、7日、15日、21日、28
日、56日間、凍結保存した。保存後、各試料を室温条件下に放置して室温に戻し、これを
被験試料として、実験例１で確立したAQP2 ELISA法を行い、尿中のヒトAQP2蛋白の量を測
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【０１４３】
　結果を図１６に示す。図１６に示すように、-20±5℃の温度条件下で3日、7日、15日、
21日、28日、56日間、凍結保存していた尿中のヒトAQP2量は、いずれもELISA法で測定す
ることができた。またその測定値は、尿（生体試料）を2週間程度の一定期間以上凍結状
態に置くことで、一定の値となり安定することが確認された。これらの結果は、被験試料
、特に尿をヒトAQP2蛋白の免疫学的測定（ELISA法）に供する場合、当該生体試料を２週
間程度以上凍結状態に曝しておくことで、生体試料中のヒトAQP2蛋白を精度高く定量的に
測定することができることを示している。
【０１４４】
　上記の結果をもとに、凍結期間を２週間に設定し、凍結温度（-80℃、-30℃、-28℃、-
26℃、-20℃、4℃）の影響を調べた。
　具体的には、健常人ボランティア２名から採取した新鮮尿（Nos.1 及び 2）を、それぞ
れ６本のエッペンドルフチューブに0.5mLずつ分注し、それぞれ-80℃、-30℃、-28℃、-2
6℃、-20℃、4℃の条件下（暗所）で、２週間保存した。保存後、各試料を室温条件下に
放置して室温に戻した。これを被験試料として、実験例１で確立したAQP2 ELISA法を行い
、尿中のヒトAQP2蛋白の量を測定した。
【０１４５】
　結果を図１７に示す。図１７に示すように、-80℃及び4℃の条件下（暗所）で２週間保
存した尿中のAQP2量は、測定限界以下であったのに対して、-30℃、-28℃、-26℃、及び-
20℃の条件下（暗所）で２週間保存した尿中のAQP2量は、いずれもELISA法で測定するこ
とができた。
【０１４６】
　これらの結果から、尿をヒトAQP2蛋白の免疫学的測定（ELISA法）に供する場合の尿の
凍結処理条件として、凍結期間を２週間程度以上に設定し、且つ凍結温度を-30～-20℃程
度に設定することで、尿中のヒトAQP2蛋白の量を高い収率で精度良く測定することができ
ることが確認された。
【配列表フリーテキスト】
【０１４７】
配列番号２及び３は、ヒトAQP2遺伝子N端部分（hAQP2/前半部分、hAQP2N）をPCRで増幅す
るために使用したForwardプライマー（hAQP2N-F）及びReverseプライマー（hAQP2N-R）の
塩基配列である。配列番号４及び５は、ヒトAQP2遺伝子C端部分（hAQP2/後半部分、hAQP2
C）をPCRで増幅するために使用したForwardプライマー（hAQP2C-F）及びReverseプライマ
ー（hAQP2C-R）の塩基配列である。
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