
(57)【要約】
【課題】アルカリ性ホスファターゼ６の測定方法を提供することを目的とする。
【解決手段】検体中のアルカリ性ホスファターゼ６を測定するに際して、膜結合型アルカ
リ性ホスファターゼを分解するがアルカリ性ホスファターゼ６を分解しない物質により、
検体中に存在する膜結合型アルカリ性ホスファターゼを分解して、膜結合型アルカリ性ホ
スファターゼの影響を無くしてもしくは低下させて、検体中のアルカリ性ホスファターゼ
６を測定することにより、膜結合型アルカリ性ホスファターゼの影響を受けることなく、
正確に検体中のアルカリ性ホスファターゼ６を測定することができる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 に お い て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結
合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 が 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 １ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、 一 般 式 （ I）
　 　 　 　 　 Ａ － Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ａ は 、 ヒ ド ロ キ シ を １ つ 除 い た 糖 残 基 、 Ｂ は 疎 水 性 置 換 基 を 表 す ）
で 表 さ れ る 請 求 項 ２ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、 n－ オ ク チ ル － β － D－ マ ル ト シ ド 、 n－ デ シ ル － β － D－
マ ル ト シ ド 、 n－ ヘ プ チ ル － β － D－ チ オ グ ル コ シ ド 、 n－ オ ク チ ル － β － D－ チ オ グ ル コ シ
ド 、 n－ オ ク チ ル － β － D－ グ ル コ シ ド 、 n－ ド デ シ ル － β － D－ マ ル ト シ ド 、 n－ オ ク タ ノ
イ ル － N－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 n－ ノ ナ ノ イ ル － N－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 n－ デ カ ノ イ ル － N
－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 ス ク ロ ー ス モ ノ カ プ レ ー ト （ CAS 番 号  31835-06-0） ま た は ス ク ロ
ー ス モ ノ ラ ウ レ ー ト （ CAS 番 号  25339-99-5） で あ る 請 求 項 ３ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、 一 般 式 （ II）
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　

（ 式 中 、 ２ つ の Ａ は そ れ ぞ れ 同 じ で も 異 な っ て い て も よ い ヒ ド ロ キ シ を １ つ 除 い た 糖 残 基
、 Ｂ は 疎 水 性 置 換 基 、 ｍ 、 ｎ は そ れ ぞ れ 独 立 に ２ ～ ５ の 自 然 数 を 表 す ）
で 表 さ れ る 請 求 項 ２ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、 N， N－ ビ ス （ 3－ D－ グ ル コ ン ア ミ ド プ ロ ピ ル ） コ ー ル 酸
ア ミ ド （ CAS 番 号  86303-22-2） ま た は  N， N－ ビ ス （ 3－ Ｄ － グ ル コ ン ア ミ ド プ ロ ピ ル ）
デ オ キ シ コ ー ル 酸 ア ミ ド （ CAS 番 号 86303-23-3） で あ る 請 求 項 ５ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 電 気 泳 動 法 ま た は  ELISA 法 に よ り 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る 請 求 項 １
か ら ６ の い ず れ か の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結
合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ
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ァ タ ー ゼ 部 位 を 認 識 す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と
を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ ６ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６
を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 が 、 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ と 結 合 可 能 な 物 質 で あ る 請 求 項 ８ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 結 合 可 能 な 物 質 が 、 抗 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 で あ る 請 求 項 ８ か ら
１ ０ の い ず れ か の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 が 、 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
請 求 項 １ １ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 検 体
中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、
検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 反
応 す る 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 得 ら れ る 抗 原 抗 体 反 応 物 と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物
質 と を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 反 応 す る 抗 体 と
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 で あ る 請 求 項 １ ３ の
測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 が 、 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
請 求 項 １ ４ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 ｉ ） 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分
解 し な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、
膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ヒ ト
臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に
反 応 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 抗 原 抗 体 反 応 し た ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 酵 素 基 質 と 反 応 さ せ 、 反 応 し た 酵 素 活
性 の レ ベ ル か ら 、 検 体 中 の ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 求 め 、
　 ii） 上 記  i） と は 独 立 に 、 請 求 項 ８ か ら １ ５ の い ず れ か の 方 法 に よ り 検 体 中 の ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の レ ベ ル を 求 め 、
　 iii） 上 記  i） で 得 ら れ る ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 値 と 上 記  ii
） で 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の レ ベ ル 値 と の 乗 法 値 を 求 め 、 そ の 乗 法 値 か ら
検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 量 を 求 め る 、
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こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 が 、 請 求 項 ２ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項
１ か ら １ ６ の い ず れ か の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 虚 血 性 腸 疾 患 を 診 断 す る た め の 請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 i） 固 相 支 持 体 、
　 ii） ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 を 認
識 す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 、
　 iii） ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 、
標 識 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 、
　 iv） 標 識 を 検 出 す る た め の 成 分 、 お よ び
　 ｖ )　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を
分 解 し な い 物 質
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 が 、 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ と 結 合 可 能 な 物 質 で あ る 請 求 項 １ ９ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 結 合 可 能 な 物 質 が 、 抗 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 で あ る 請 求 項 １ ９ か
ら ２ １ の い ず れ か の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 可 能 な 物 質 が 、 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
請 求 項 ２ ２ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 が 、 請 求 項 ２ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項
１ ９ か ら ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 虚 血 性 腸 疾 患 診 断 用 で あ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ４ の い ず れ か の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ （ 以 下 、 ALP6 と 記 載 す る こ と も あ る ） の 測 定
方 法 お よ び そ れ に 用 い る キ ッ ト に 関 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を
正 確 に 測 定 す る 妨 げ と な る 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て そ の 影 響 を 無
く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る
方 法 お よ び そ れ に 用 い る キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の 測 定 方 法 お よ び キ ッ ト は 、 潰 瘍 性 大 腸 炎
な ど の 腸 疾 患 の 臨 床 検 査 医 学 の 分 野 に お い て 極 め て 有 効 と な る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Alkaline Phosphatase:ALP） （ EC.3.1.3.1） は リ ン 酸 モ ノ
エ ス テ ル を 加 水 分 解 す る 酵 素 の う ち で ア ル カ リ 側 に 至 適  pH を も ち 、 活 性 中 心 に 亜 鉛 イ オ
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ン を 有 す る 酵 素 の 総 称 で あ る 。 ま た 生 体 中 で の 機 能 は 物 質 や エ ネ ル ギ ー 輸 送 、 無 機 リ ン 酸
の 供 給 、 骨 の 石 灰 化 に 関 与 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 血 清 中 に お い て は 主 に 肝 型 、 骨 型
、 小 腸 型 、 胎 盤 型 や 腫 瘍 型 （ Nagao 型 、 Reagan 型 、 Kasahara 型 、 胎 児 小 腸 型 な ど ） な ど
臓 器 特 異 性 を 示 す ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 し 、 こ れ ま で も 肝 胆 道 系 疾 患 、 骨 疾 患 、 腫 瘍 な ど の
診 断 に 広 く 用 い ら れ て き た 。
　 し か し 、 血 清 中 総  ALP 活 性 が 広 く 用 い ら れ て 有 効 で あ る 一 方 で 、 測 定 結 果 単 独 で は 疾
患 の 特 定 に 結 び つ き づ ら い 。 そ れ に は 上 記 の 血 清 中 ア イ ソ ザ イ ム の 問 題 が あ る 。 ALP の 電
気 泳 動 を お こ な う と  6、 7 本 の バ ン ド が 分 離 さ れ る が 、 抗 血 清 を 用 い て 蛋 白 質 と し て の 抗
原 性 か ら  ALP を 考 察 す る と 、 臓 器 特 異 型 （ Tissue Specific ALP:TSALP） と 臓 器 非 特 異 型
（ Tissue-Non Specific ALP:TNSALP） の ２ 種 類 に 大 き く 分 類 さ れ る 。 臓 器 特 異 型 （ Tissue
 Specific ALP:TSALP） と 呼 ば れ て い る 胎 盤 型 （ ALP4） 、 小 腸 型 （ ALP5） 、 生 殖 細 胞 型 の  
3 種 に つ い て は 、 2q34-37 に 存 在 す る 遺 伝 子 に よ っ て 産 生 さ れ て い る こ と が わ か っ て い る
。 次 に 臓 器 非 特 異 型 （ Tissue-Non Specific ALP:TNSALP） は 肝 、 骨 、 腎 、 白 血 球 に 見 ら れ
る タ イ プ で 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 遺 伝 子  1p34-36.1 か ら 発 現 す る こ と が 知 ら れ て
い る 。 そ の 中 で も 肝 型 と 骨 型 で は 同 一 遺 伝 子 か ら 転 写 調 節 の 違 い で 二 種 類 の  mRNA が 作 ら
れ る が 、 酵 素 の 成 熟 に し た が っ て ま た 全 く 同 一 の 配 列 を 持 つ よ う に な る こ と が 知 ら れ て い
る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 酵 素 に 結 合 す る 糖 鎖 の 違 い か ら  N型 糖 鎖 を  3 本 持 つ 肝 型
（ ALP2） と  N 型 糖 鎖  2 本 と  O 型 糖 鎖  1 本 を も つ 骨 型 （ ALP3） が 電 気 泳 動 上 で 分 け ら れ
る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 膜 成 分 、 GPI ア ン カ ー と の 結 合 か ら  ALP1、 そ し て 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 結 合 か ら  ALP6 が 近 接 的 に 観 察 さ れ る 。 そ し て こ の 全 て の ア イ ソ ザ イ ム 活 性 の 総 和 が
血 清 中  ALP 値 と し て 反 映 さ れ る た め 、 ALP 高 値 が 疾 患 と 一 対 一 対 応 し に く い 現 状 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら ア イ ソ ザ イ ム の 総 和 と し て の  ALP 測 定 で は 、 使 用 さ れ る 試 薬 の 基 質 や 緩 衝 液 の
種 類 、 pH な ど に お い て 活 性 が 異 な る た め 、 近 年 標 準 化 が 盛 ん に 行 わ れ る よ う に な り 、 現
在 で は 国 際 臨 床 化 学 連 合 （ IFCC） や 日 本 臨 床 化 学 会 （ JSCC） か ら 勧 告 法 が 提 示 さ れ て 総  A
LP 測 定 値 の 標 準 化 が 進 ん で い る 。 し か し な が ら 依 然 と し て ア イ ソ ザ イ ム 自 体 の 標 準 検 出
法 は 未 だ に 無 い 状 況 に あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
　 ア イ ソ ザ イ ム の 測 定 法 と し て は 、 こ れ ま で に  L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 肝 型 、 骨 型 （ A
LP2、 3） の 測 定 、 L－ ホ モ ア ル ギ ニ ン に よ る 胎 盤 型 、 小 腸 型 （ ALP4、 5） の 測 定 な ど 阻 害 ア
ミ ノ 酸 を 利 用 し て ア イ ソ ザ イ ム を 測 定 す る 方 法 や （ 非 特 許 文 献 ３ ） 、 加 熱 に よ っ て 胎 盤 型
（ ALP4） 活 性 だ け を 残 し 、 ALP4 を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 ５
） 、 先 に 述 べ た 肝 型 、 骨 型  ALP 糖 鎖 の 差 を 利 用 し て レ ク チ ン を 利 用 し 、 肝 型 （ ALP2） や
骨 型 （ ALP3） を 測 定 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ６ 、 非 特 許 文 献 ７ 、 非 特 許 文 献 ８ 、 非 特 許 文 献
９ ） 、 骨 型  ALP（ ALP3） に 対 す る 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献
１ ０ ） な ど が 開 発 さ れ て 、 い く つ か の ア イ ソ ザ イ ム は 測 定 が 可 能 と な っ て い る 。 し か し 、
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 結 合 型 で あ る  ALP6 は 臨 床 的 に も 意 義 が 唱 え ら れ な が ら 依 然 と し て そ の
絶 対 値 を 知 る 方 法 が な い た め に 電 気 泳 動 法 か ら 存 在 の 有 無 を 知 る こ と で 臨 床 診 断 に 使 用 さ
れ て い る 状 況 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 は じ め 、 ALP6 は  ALP 結 合 型 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ 非 特 許 文 献 １ １ ） と し て  Nagamine ら
に よ っ て 、 厚 生 労 働 省 指 定 難 治 性 疾 患 で あ る 潰 瘍 性 大 腸 炎 に お い て 発 見 さ れ た （ 非 特 許 文
献 １ ２ ） 。 そ の 後 、 加 野 ら が こ の  ALP6 が 病 態 を 反 映 し て 増 減 す る こ と を 報 告 し （ 非 特 許
文 献 １ ３ ） 、 さ ら に  1981 年 に 菅 野 ら が 全 国 ア ン ケ ー ト を 行 っ て 病 態 解 析 を ま と め た （ 非
特 許 文 献 １ ４ ） 。 そ の 結 果 、 多 く の 症 例 が 自 己 抗 体 で あ る こ と が わ か っ た 。 イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 結 合 す る ア イ ソ ザ イ ム 種 に つ い て は  Crofton ら が  ALP6 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 結 合  
ALP は そ の ほ と ん ど が  TNSALP で あ る と 報 告 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ５ ） 。 イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン に つ い て も 最 近  Owen ら が マ ク ロ  ALP に  IgG の κ 鎖 が 結 合 し て い る と い う 報 告 を し
て い る （ 非 特 許 文 献 １ ６ ） 。 今 日 で は 一 般 に 健 常 人 で は 上 記 高 分 子 複 合 体 で あ る  ALP6 発
現 は 低 頻 度 で あ る が 、 他 方 総  ALP 活 性 が  1,000 単 位 以 上 に も な る よ う な 高 活 性 の  ALP 

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-320255 A 2006.11.30



を 含 む 血 清 に は 高 頻 度 に  ALP6 が 検 出 さ れ る よ う に な る こ と 、 ま た 慢 性 関 節 リ ウ マ チ や 腫
瘍 な ど で も  ALP6 が 高 値 と な る こ と が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 状 況 に お い て
臨 床 的 意 義 を よ り 確 立 す る た め に  ALP6 を よ り 正 確 に 測 定 す る こ と が 強 く 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Biochem Biophys Res Com 168,993-1000:1990
【 非 特 許 文 献 ２ 】 臨 床 検 査  37(9), 1041-1044:1993
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Histochem J. 13,941-951:1981
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Prenat Diagn. 16,1051-1054:1996
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Enzyme Protein. 49,313-203:1996
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J Clin Pathol. 1992　 45,68-71:1992
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Clin Chem. 40,1749-1756:1994
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Clin Chem. 42,1970-1974:1996
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Calcif Tissue Int. 71:508-518:2002
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Clin Chem 44,2139-2147:1998
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Clin Chim Acta 65,39-46:1975
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 日 消 誌  73,162-168:1976
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 生 物 物 理 化 学 20,325:1977
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 酵 素 結 合 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 我 が 国 で の 発 症 頻 度 な ら び に 分 布 に 関 す
る 研 究 報 告 :1981
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Clin Chim Acta 112,33-42:1981
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Ann Clin Biochem 39,523-5:2002
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 臨 床 的 意 義 を よ り 確 立 す る た め に  ALP6 の 精 密 測 定 が 行 わ れ る こ と が 強 く 望 ま れ た 状 況
の な か 、 本 発 明 者 ら は 、 検 体 と し て 健 常 者 血 清 と 高  ALP 血 清 を 用 い 、 か つ 、 抗 体 と し て
抗 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 ヒ ト  IgG モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 ALP6 の 量 を 精 密 測 定 し 、 そ の 結 果 が 電 気 泳 動 法 に よ る  ALP6 の
判 定 結 果 と よ く 一 致 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ に 関 し て は 、 特 開 平  16－ 33385 号 公 報 と
し て 既 に 出 願 公 開 さ れ て い る 。 し か し 、 本 発 明 者 ら の 検 討 に よ る と 、 こ の 方 法 で は 、 血 清
中 に 膜 結 合 型 　 ALP（ 以 下  ALP1； 膜 成 分 、 GPI ア ン カ ー と 結 合 し て い る ） が 存 在 す る 場 合
、 ALP6 精 密 測 定 の 妨 げ と な る こ と が わ か っ た 。
　 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ れ ば 、 電 気 泳 動 で  ALP6 及 び  ALP1 が 陽 性 と な っ た 検 体 中 に 、 糖
系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し 、 電 気 泳 動 を 行 っ た と こ ろ  ALP1 の 分 解 が 確 認 さ れ て そ
の バ ン ド が 消 失 し 、 か つ 、 ALP6 の バ ン ド が 残 存 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
　 ま た 、 検 体 と し て 虚 血 性 腸 疾 患 患 者 血 清 を 用 い 、 そ の 検 体 中 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性
剤 を 添 加 し 、 抗 体 と し て 、 抗 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と 抗 ヒ ト  IgG モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 組 合 せ を 使 用 し て ALP6 の 量 を 精 密 測 定 し た と
こ ろ 感 度 良 く 測 定 で き 、 虚 血 性 腸 疾 患 診 断 上 、 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 検 体
中 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し た 後 に 、 抗 体 と し て 、 抗 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ
リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 と の 組 合 せ を 使 用 し
て  ALP6 の 量 を 測 定 す る こ と で 反 応 系 中 の 他 の  ALP1 の 影 響 を 防 ぎ 精 密 測 定 す る こ と が 可
能 と な っ た 。 さ ら に 、 こ の よ う な 方 法 で  ALP6 を 精 密 測 定 す る こ と が 、 虚 血 性 腸 疾 患 診 断
に よ り 有 効 で あ る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 か か る 知 見 に よ り 完 成 さ れ た も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 に お い て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結
合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ
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性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結
合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 部 位 を 認 識 す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と
を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ ６ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６
を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結
合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 反 応 す る 抗 体 と を 抗
原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 得 ら れ る 抗 原 抗 体 反 応 物 と 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構
成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と を 反 応 さ せ 、
得 ら れ る ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 反 応 す る 抗 体 と ア ル カ リ 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ ６ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ ６ を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 ｉ ） 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分
解 し な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、
膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ て 、 検 体 中 の ヒ ト
臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に
反 応 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 抗 原 抗 体 反 応 し た ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 酵 素 基 質 と 反 応 さ せ 、 反 応 し た 酵 素 活
性 の レ ベ ル か ら 、 検 体 中 の ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 求 め 、
　 ii） 上 記  i） と は 独 立 に 、 上 記 の い ず れ か の 方 法 に よ り 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ ６ の レ ベ ル を 求 め 、
　 iii） 上 記  i） で 得 ら れ る ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 値 と 上 記  ii
） で 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の レ ベ ル 値 と の 乗 法 値 を 求 め 、 そ の 乗 法 値 か ら
検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 量 を 求 め る 、
こ と を 特 徴 と す る 、
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、
　 i） 固 相 支 持 体 、
　 ii） ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 を 認
識 す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 、
　 iii） ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 、
標 識 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 、
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　 iv） 標 識 を 検 出 す る た め の 成 分 、 お よ び
　 ｖ )　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を
分 解 し な い 物 質
を 含 む キ ッ ト で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 測 定 方 法 に よ り 、 こ れ ま で 使 用 さ れ て き た 方 法 よ り も 更 に 精 密 に  ALP6 を 測 定
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 検 体 に 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア
ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し な い 物 質 で あ る 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し 、
ヒ ト 血 清 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型  ALP の 影 響 を 除 い た 後 に 、 ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性
ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ TNSALP） 以 外 の ア イ ソ ザ イ ム と 殆 ど 反 応 し な い 第 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 と し て 、 抗  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 第 二 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 AL
P6 の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 と 反 応 す る 標 識 抗 ヒ ト  IgG モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 利 用 す る こ と に よ り 、 ま た は こ れ ら  2 種 の 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 利 用 す る こ と で 、 膜 結
合 型 等 の  ALP の 影 響 を 殆 ど 受 け ず 、 ALP6 を 特 異 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に よ る  ALP6 の 測 定 は 虚 血 性 腸 疾 患 の よ う な 臨 床 診 断 薬 と し て も 利 用 可 能 で あ り
、 ま た 自 己 抗 体 の メ カ ニ ズ ム な ど 基 礎 医 学 の 発 展 に も 貢 献 し 利 用 で き る も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 測 定 方 法 は 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低 下 さ せ
て 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ り 、 こ の
よ う な 特 徴 を 有 す る 本 発 明 の 測 定 方 法 に よ り 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 正 確
に 測 定 で き る 。
　 本 発 明 に お い て 、 検 体 と は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 含 む 可 能 性 の あ る 液 体 ま た
は 混 合 物 で あ れ ば 特 に 限 定 し な い が 、 通 常 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 等 の 生 体 内 試 料 が 好 適
で あ る 。
　 本 発 明 に お い て 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電
気 泳 動 法 （ 例 え ば 、 常 光 の ア ル フ ォ ー を 用 い る 電 気 泳 動 法 （ 医 学 の あ ゆ み 、 741-42、 Vol.
155、 No.11・ 12、 1990(12-22)； Medical Technology （ 別 冊 電 気 泳 動 法 の す べ て ） 、 101-
109(1991)） で  ALP1 の バ ン ド に 由 来 す る  ALP を い う 。 な お 、 ALP1 は 、 そ の ほ と ん ど が
細 胞 膜 断 片 を 持 っ て い る と い わ れ て い る 。
　 本 発 明 に お い て 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 性 ア ル カ リ 性
ホ ス フ ァ タ ー ゼ の こ と で あ り 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ 例 え ば 、 常 光 の ア ル
フ ォ ー を 用 い る 電 気 泳 動 法 ） で  ALP6 の バ ン ド に 由 来 す る  ALP を い う 。 本 明 細 書 で は  AL
P6 と そ の ま ま 記 載 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ ６ を 分 解 し な い 物 質 と は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ 例 え ば 、 常 光 の ア
ル フ ォ ー を 用 い る 電 気 泳 動 法 ） で  ALP1 バ ン ド と  ALP6 バ ン ド を 有 す る 検 体 に そ の 物 質 を
添 加 付 し て 該 電 気 泳 動 に 付 し た と き に 、 ALP1 の バ ン ド は 消 失 す る が 、 ALP6 の バ ン ド は 残
存 す る よ う に な る 物 質 で あ れ ば 、 特 に 限 定 し な い 。
　 そ の よ う な 物 質 と し て 、 例 え ば 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 例 示 で き る 。 本 発 明 に お
い て 使 用 で き る 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 は 、 糖 部 分 を 有 す る 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ
れ ば 特 に 限 定 し な い が 、 親 水 性 部 分 と し て 糖 残 基 、 疎 水 性 部 分 と し て 疎 水 性 置 換 基 を 有 す
る も の が 好 ま し い 。 そ の よ う な 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て 、 例 え ば 、 一 般 式 （ Ｉ ）
　 Ａ － Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ａ は 、 ヒ ド ロ キ シ を １ つ 除 い た 糖 残 基 、 Ｂ は 疎 水 性 置 換 基 ）
で 表 さ れ る 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 内 の 糖 部 分 の 糖 と は 、 例 え ば 、 狭 義 の 糖 、 単 糖 や 少 糖 が 酸 化
あ る い は 還 元 さ れ た 糖 、 例 え ば 、 糖 ア ル コ ー ル や 糖 カ ル ボ ン 酸 （ 狭 義 の 糖 の Ｃ Ｈ ＝ Ｏ あ る
い は Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ が Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ に 変 換 さ れ た も の ） お よ び そ の 類 似 物 を 含 む も の で あ り 、 炭 素
数  5～ 18 の 単 糖 類 、 二 糖 類 や 三 糖 類 、 そ れ ら の 糖 類 が 酸 化 あ る い は 還 元 さ れ た 化 合 物 を
例 示 で き る 。 糖 残 基 Ａ と し て は 、 具 体 的 に は 、 マ ル ト シ ド 、 グ ル コ シ ド 、 β － D－ フ ル ク
ト ピ ラ ノ シ ル － α － D－ グ ル コ ピ ラ ノ シ ド （ ス ク ロ ー ス 骨 格 ） 、 2， 3， 4， 5， 6－ ペ ン タ ヒ
ド ロ キ シ ヘ キ シ ル 基 、 2， 3， 4， 5， 6－ ペ ン タ ヒ ド ロ キ シ ヘ キ サ ノ イ ル 基 等 を 例 示 で き る
。
　 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 内 の 疎 水 性 置 換 基 Ｂ に 関 し て は 、 例 え ば 、 炭 素 数  5～ 18の ア ル キ
ル 、 ア ル キ ル オ キ シ 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア ル キ ル チ オ 、 ア シ ル お よ び ア シ ロ キ シ ； 炭 素 数
 5～ 18 の （ N－ ア シ ル ） ア ル キ ル ア ミ ノ ； 炭 素 数  17～ 25 の ス テ ロ イ ド 骨 格 を 有 す る 置 換
基 を 例 示 で き 、 炭 素 数 ６ ～ １ ４ の ア ル キ ル 、 ア ル キ ル オ キ シ 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア ル キ ル
チ オ 、 ア シ ル お よ び ア シ ロ キ シ 、 （ N－ 炭 素 数  5～ 14 の ア シ ル ） -(炭 素 数  1～ 3 の ア ル キ
ル ） ア ミ ノ が さ ら に 好 ま し い 。
　 こ れ ら の 具 体 的 な 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 例 示 す れ ば 、 n－ オ ク チ ル － β － D－ マ ル ト シ ド
、 n－ デ シ ル － β － D－ マ ル ト シ ド 、 ｎ － ヘ プ チ ル － β － D－ チ オ グ ル コ シ ド 、 n－ オ ク チ ル
－ β － D－ チ オ グ ル コ シ ド 、 n－ オ ク チ ル － β － D－ グ ル コ シ ド 、 n－ ド デ シ ル － β － D－ マ
ル ト シ ド 、 n－ オ ク タ ノ イ ル － N－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 n－ ノ ナ ノ イ ル － N－ メ チ ル グ ル カ ミ
ド 、 n－ デ カ ノ イ ル － N－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 ス ク ロ ー ス モ ノ カ プ レ ー ト （ CAS 番 号  31835
-06-0） 、 ス ク ロ ー ス モ ノ ラ ウ レ ー ト （ CAS 番 号  25339-99-5） を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 更 に ま た 、 本 発 明 に 用 い る 糖 系 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 と し て は 、 複 数 、 好 ま し く は  2～ 3 
の 上 記 親 水 性 部 分 Ａ と 上 記 疎 水 性 部 分 Ｂ と の 間 に ポ リ ア ミ ン の よ う な ス ペ ー サ ー を 間 に 挟
む 構 造 を 持 つ 化 合 物 、 例 え ば 、 下 記 式 （ Ｉ Ｉ ）
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　

（ 式 中 、 ２ つ の Ａ は そ れ ぞ れ 同 じ で も 異 な っ て い て も よ い ヒ ド ロ キ シ を １ つ 除 い た 糖 残 基
、 Ｂ は 疎 水 性 置 換 基 、 ｍ 、 ｎ は そ れ ぞ れ 独 立 に ２ ～ ５ の 自 然 数 を 表 す ）
で 表 さ れ る 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 好 ま し い 。 こ こ で 、 Ａ ， Ｂ に 関 し て は 、 上 記 に 説
明 し た と お り で あ る 。 そ の よ う な 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て 、 N， N－ ビ ス （ 3－ D－
グ ル コ ン ア ミ ド プ ロ ピ ル ） コ ー ル 酸 ア ミ ド （ CAS 番 号  86303-22-2） 、 N， N－ ビ ス （ 3－ D
－ グ ル コ ン ア ミ ド プ ロ ピ ル ） デ オ キ シ コ ー ル 酸 ア ミ ド （ CAS 番 号  86303-23-3） を 例 示 で
き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 測 定 方 法 に お い て 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し な い 物 質 に よ り 、 検 体 中 に 存 在 す る 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ を 分 解 し て 、 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 影 響 を 無 く し て も し く は 低
下 さ せ て 、 検 体 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 測 定 す る に は 、 検 体 に 糖 系 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 を 添 加 し て 、 測 定 時 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 存 在 さ せ て お く で だ け で よ
い 。 ま た 、 検 体 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し て 、 加 温 、 放 置 な ど の 処 理 に 付 し た
後 に 、 そ の ま ま 測 定 を 行 っ て も よ い 。
　 検 体 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る に 際 し て は 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を
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、 Tris 緩 衝 液 、 グ ッ ド バ ッ フ ァ ー な ど の 緩 衝 液 に 、 通 常  0.1 か ら  10 % の 濃 度 に 溶 解 し
て 、 そ の 溶 解 液 を 検 体 に 添 加 す る 。 検 体 に 添 加 す る 溶 解 液 の 量 に は 、 特 に 制 限 は な い が 、
通 常 、 検 体 に 対 し て  10 か ら  20 容 量 ％ を 加 え る 。
　 検 体 に 添 加 後 に 、 そ の ま ま 、 通 常 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 に 付 し て も よ く
、 ま た 、 添 加 後 に 、 室 温 で 、 1 時 間 か ら  24 時 間 の 間 、 放 置 し た 後 に 、 通 常 の ア ル カ リ 性
ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 に 付 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 と し て は 、 通 常 の 方 法 を そ の ま ま 採 用 す る こ と
が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ 例 え ば 、 常 光 の ア
ル フ ォ ー を 用 い る 電 気 泳 動 法 （ 医 学 の あ ゆ み 、 741-42、 Vol.155、 No.11・ 12、 1990(12-22
)； Medical Technology （ 別 冊 電 気 泳 動 法 の す べ て ） 、 101-109(1991)） 、 ELISA 法 （ 特
開  2004-33385 号 公 報 ） に よ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 を 例 示 で き る 。
　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 と し て は 、 例 え ば 、 常 光 の ア ル フ ォ ー を 用 い る ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル デ ィ ス ク 電 気 泳 動 法 （ 医 学 の あ ゆ み 、 741-42、 Vol.155、 No.11・ 12、
1990(12-22)； Medical Technology （ 別 冊 電 気 泳 動 法 の す べ て ） 、 101-109(1991)） が 挙
げ ら れ る 。 こ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 は 、 7 % 程 度 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル を 用 い た 電 気 泳 動 法 で あ り 、 測 定 す る に 際 し て 、 血 清 な ど の 検 体 に 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界
面 活 性 剤 等 の 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６
を 分 解 し な い 物 質 を 添 加 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の 目 的 と す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
６ を 、 よ り 特 異 的 に 正 確 に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ELISA 法 に よ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ の 測 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ALP6 の 構
成 成 分 で あ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 を 認 識 す る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認
識 物 質 と 、 ALP6 の 構 成 成 分 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 を 認 識 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認
識 物 質 と を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と  ALP6 と 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら  ALP6 を 測 定 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 こ こ で ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と は 、 ALP6 中 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 部 位 と 結 合 可 能 な 物 質 を い う 。 具 体 的 に は 、 肝 臓 由 来  ALP 、 骨 由 来  ALP 等 の ヒ ト 臓
器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ TNSALP） に 結 合 可 能 な 物 質 を 例 示 で き る 。 ヒ ト 臓
器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ TNSALP） は 、 通 常 、 遺 伝 子  1P34-36.1 か ら 発 現
す る 蛋 白 質 を 指 す が 、 一 般 的 に は 、 肝 型  ALP（ ALP2） 、 骨 型  ALP（ ALP3） 、 腎 臓 型  ALP、
白 血 球 型  ALP を 例 示 で き る 。 TNSALP に 結 合 可 能 な 物 質 と し て は 、 TNSALP に 対 す る 抗 体
が 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。 抗 体 と し て は 、 抗 血 清 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の い ず れ で も よ い 。 ALP6 を 正 確 に 測 定 す る た め に は 、 TNSALP に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 後 述 す る 参 考 例 １ に 示 す よ う に 、 同 じ 酵 素 活
性 量 の 小 腸 型 、 胎 盤 型 、 肝 臓 型 お よ び 骨 型  ALP と 反 応 さ せ た 時 に 、 小 腸 型  ALP と 反 応 す
る  ALP 酵 素 活 性 値 と 胎 盤 型  ALP と 反 応 す る  ALP 酵 素 活 性 値 と の 和 が 、 肝 臓 型  ALP と 反
応 す る  ALP 酵 素 活 性 値 と 骨 型  ALP と 反 応 す る  ALP 酵 素 活 性 値 と の 和 の  1/10 以 下 で あ
る 抗 ヒ ト  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。 特 に 、 骨 型  ALP と 反 応 す る  ALP 酵 素
活 性 値 が 、 肝 臓 型  ALP と 反 応 す る  ALP 酵 素 活 性 値 の  0.7 以 下 で あ る 抗 ヒ ト  TNSALP モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 更 に 好 ま し い 。 本 発 明 に 使 用 可 能 な 抗 ヒ ト  TNSALP 抗 体 と し て は 、 本
発 明 者 が 確 立 し 製 造 法 を 後 述 す る 製 造 例 １ で 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3-29-3R や  2C5-32
 お よ び  1A5-7 を 例 示 で き （ 特 開  2004-33385 号 公 報 ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3-29-3R 
お よ び  2C5-32 が 好 ま し い 。 ま た 、 HLMS－ 1、 HLMS－ 2、 HLMS－ 3、 HLMS－ 4（ 以 上 、 特 開 平
 2-35098 号 公 報  ） 等 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 好 ま し く 、 そ れ ら と 類 似 し て い る 既 知 の 抗
 TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と は 、 ALP６ 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 と
結 合 可 能 な 物 質 を い う 。 好 ま し く は  IgG1 に 結 合 可 能 な 物 質 、 具 体 的 に は 、  IgG1 に 対 す
る 抗 体 で あ る 。 抗 体 と し て は 、 抗 血 清 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-320255 A 2006.11.30



れ で も よ い が 、 特 に 抗 ヒ ト  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。 ま た 、 IgG1 に 結 合 可
能 な 物 質 と し て 、 プ ロ テ イ ン  G、 プ ロ テ イ ン  A も 例 示 で き る 。 こ の 場 合 、 上 記 し た ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と し て 抗 体 を 用 い る と き 、 あ ら か じ め 、 そ の 抗 体 中 の
 CH2CH3 部 位 を ブ ロ ッ ク し て お き 、 プ ロ テ イ ン  G 等 が そ の 抗 体 に は 結 合 し な い よ う に し
て お く こ と は も ち ろ ん 必 要 で あ る 。
　 以 上 に 記 載 し た 、 例 え ば  TNSALP あ る い は  IgG1 に 対 す る 抗 血 清 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ 自 体 周 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 IgG1 に 対
す る 抗 血 清 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 市 販 品 を 利 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 上 に 説 明 し た よ う な 抗  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部
位 認 識 物 質 と 、 抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と を 、 検 体
中 の  ALP6 と 反 応 さ せ 、 得 ら れ る ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 と  ALP6 と 免 疫
グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と の 結 合 物 の レ ベ ル を 求 め る こ と に よ り 、 検 体 中 の  ALP6 を 測 定
す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば  ELISA 法 に よ り 、 検 体 中 の  ALP6 と 抗 ヒ ト  
TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 得 ら れ る 抗 原 抗 体 反 応 物 と
抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る 抗 ヒ ト  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と  ALP6 と 抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 物 の レ ベ ル か ら 検 体 中 の  ALP6 を 測 定 す
る こ と が で き る 。
　 ELISA 法 に よ り 、 抗 原 抗 体 反 応 し た 結 合 物 の レ ベ ル を 求 め る た め に は 、 抗  IgG1 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 と し て は 、 標 識 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部
位 認 識 物 質 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 標 識 法 と し て は 、 通 常 、 免 疫 測 定 法 で 標 識 に 使 用 で
き る も の で あ れ ば 、 と く に 限 定 し な い が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 、 放 射 線 同 位 元 素 、
蛍 光 物 質 、 磁 性 物 質 、 コ ロ イ ド な ど で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ  ELISA 法 に よ り 実 施 す る 具 体 例 は 、 以 下 の 通 り で あ る
。 ま ず 一 次 抗 体 と し て 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 で あ る 抗  TNSALP モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 固 相 支 持 体 、 例 え ば 、 プ レ ー ト に 吸 着 さ せ 、 血 清 な ど の 検 体 中 の  ALP6 
の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 と 反 応 さ せ 、 固 相 支 持 体 を 洗 浄 す る 。 次 い で 、 吸 着 し た
 ALP6 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 と 、 二 次 抗 体 と し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 で あ る 、
例 え ば ビ オ チ ン 化 し た 抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 反 応 さ せ た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 、 次 い で 、 発 色 反 応 を 行
う こ と に よ り 、 ALP6 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 二 次 抗 体 と し て 、 直 接 、 HRP 等 の
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ り 酵 素 標 識 し た 抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、
ALPと 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ た 後 、 標 識 酵 素 に 対 す る 基 質 、 例 え ば 、 OPD（ ｏ -フ エ ニ レ ン ジ
ア ミ ン ） 、 DAB（ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ） 、 TMB（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 等 と 更 に 反 応 さ
せ て 発 色 さ せ る こ と に よ り 、 ALP6 を 検 出 す る こ と も で き る 。 ま た 、 二 次 標 識 抗 体 に 結 合
さ せ る 標 識 物 質 は 測 定 方 法 に よ っ て 酵 素 に 限 ら れ る も の で は な く 、 放 射 線 同 位 元 素 、 蛍 光
物 質 、 磁 性 物 質 、 コ ロ イ ド な ど で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 以 外 の 測 定 方 法 と し て は 、 上 記 し た 測 定 方 法 に よ り 検 体 中 の  ALP6 の レ ベ ル を 求 め
、 他 方 そ れ と は 独 立 に 、 検 体 中 の ヒ ト 臓 器 非 特 異 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ TNSALP）
活 性 を 求 め 、 検 体 中 の  ALP6 の レ ベ ル 値 と 検 体 中 の ヒ ト  TNSALP 活 性 値 と の 乗 法 値 を 求 め
、 そ の 乗 法 値 か ら 検 体 中 の  ALP6 の 量 を 求 め る こ と も で き る 。 こ の 乗 法 値 を 利 用 す る 方 法
の 場 合 に は 、 上 記 し た 測 定 方 法 に よ り 検 体 中 の  ALP6 の レ ベ ル を 求 め る 際 に 実 施 す る 、 検
体 中 の  ALP6 と 一 次 抗 体 で あ る ヒ ト  TNSALP に 対 す る 抗 体 と の 抗 原 抗 体 反 応 に お い て 、 検
体 中 に 存 在 す る  ALP6 以 外 の 他 の  ALP と の 競 争 反 応 の 影 響 を 考 慮 す る こ と が で き 、 従 っ
て 上 記 の 乗 法 値 は 、 検 体 中 の  ALP6 の 実 際 の 存 在 量 を よ り 反 映 し た 値 と な る 。
　 こ の 乗 法 値 を 利 用 す る 測 定 方 法 に お い て 、 検 体 中 の ヒ ト  TNSALP 活 性 を 求 め る に は 、 検
体 中 の ヒ ト  TNSALP を ヒ ト  TNSALP に 反 応 す る 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 次 い で 、 抗 原 抗
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体 反 応 し た ヒ ト  TNSALP を 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 酵 素 基 質 と 反 応 さ せ 、 反 応 し た
酵 素 活 性 の レ ベ ル か ら 、 検 体 中 の ヒ ト  TNSALP 活 性 を 求 め る こ と に よ り 実 施 で き る 。 ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 酵 素 基 質 と し て は 、 通 常 用 い ら れ る 基 質 を 用 い る こ と が で き る 。
例 え ば 、 フ ェ ニ ル リ ン 酸 な ど の 発 色 基 質 を 、 抗 原 抗 体 反 応 し た ヒ ト  TNSALP と 酵 素 反 応 さ
せ て 発 色 さ せ 、 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の ヒ ト  TNSALP を 求 め る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 上 記 し た よ う に 、 例 え ば  ELISA 法 に よ り 検 体 中 の  ALP6 の 測 定 を 行
う と き は 、 ELISA 用 の キ ッ ト を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 ELISA 法 で 本 発 明 の 測 定 方
法 を 実 施 す る と き は 、 例 え ば 、 ALP6 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 i) 固 相 支 持 体 、
ii) TNSALP に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 部 位 認 識 物 質 、 i
ii) 抗  IgG1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 標 識 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 位 認 識 物 質 、 iv)標 識
を 検 出 す る た め の 成 分 、 お よ び  v)　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア
ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し な い 物 質 を 含 む キ ッ ト を 用 い る こ と に よ っ て 、 正 確 に
効 率 良 く  ALP6 を 測 定 す る こ と が で き る 。
　 膜 結 合 型 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 分 解 す る が ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ６ を 分 解 し
な い 物 質 と し て は 、 前 記 し た 各 種 の 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 界 面 活 性 剤 は 、 通 常 用 い ら れ る 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ た 形 態 で 、 キ ッ ト に 含 ま せ る こ と
が で き る 。
　 標 識 を 検 出 す る た め の 成 分 と は 、 抗 体 が 標 識 さ れ た も の を 測 定 す る た め の 成 分 で 、 標 識
が ビ オ チ ン の 場 合 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン
の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 基 質 、 及 び 過 酸 化 水 素 水 を 含 む 試 薬 で あ り 、 標 識 が ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ の 場 合 、 OPD （ ｏ － フ エ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 、 DAB（ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ） 、 TMB（ テ ト
ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） 等 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 を 含 む 試 薬 で あ る 。 こ の キ ッ ト に は 、 必
要 に 応 じ 、 洗 浄 剤 液 含 ん で も よ い 。 本 発 明 に お い て 、 こ の キ ッ ト を 使 用 す る と き は 、 検 体
中 の  ALP6 を 一 次 抗 体 に 結 合 さ せ た 後 、 固 相 支 持 体 に 吸 着 し な か っ た 成 分 を 除 去 す る た め
に 、 洗 浄 液 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 洗 浄 液 と し て は 、 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 を 含 む ト リ ス 緩
衝 液 を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 必 要 に 応 じ 、 検 体 希 釈 液 を
加 え て 含 む こ と も で き る 。 検 体 希 釈 液 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ ス 等 緩 衝 液 を 使 用 で き る 。
そ の 緩 衝 液 に は 、 必 要 に 応 じ て 、 EDTA・ 2Na 等 の キ レ ー ト 剤 、 食 塩 等 の 無 機 塩 を 加 え て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 製 造 例 、 参 考 例 、 実 施 例 、 比 較 例 に よ り 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明
は こ れ ら の 例 に 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。
実 施 例 １ ～ ６ お よ び 比 較 例 １ ～ ４
　
　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル デ ィ ス ク 電 気 泳 動 法 で 、 ALP1 お よ び  ALP6 が 陽 性 だ っ た ヒ ト
血 清 を 用 い 血 清 中 に 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し 、 そ れ を デ ィ ス ク 電 気 泳 動 で 泳 動
し 膜 結 合 型  ALP（ ALP1） の 分 解 を 確 認 し た 。 ま た 、 ELISA 法 に よ り  OD 値 の 変 化 も 確 認 し
た 。 以 下 に 詳 述 す る 。
　 各 種 の 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 用 い 、 そ れ ぞ れ を  10mM Tris 緩 衝 液 （ pH 7.5） で  
10 % の 濃 度 に な る よ う に 溶 解 し た 。 そ れ ぞ れ の  10 % 界 面 活 性 剤 溶 液 及 び  10 mM Tris 
緩 衝 液 （ pH 7.5） 50 μ L に ヒ ト 血 清  200 μ L を 加 え よ く 攪 拌 し 、 そ れ を 検 体 と し デ ィ ス
ク 電 気 泳 動 を 行 な っ た 。 デ ィ ス ク 電 気 泳 動 は  ALP ア イ ソ ザ イ ム 検 出 キ ッ ト 「 ア ル フ ォ ー
」 （ 常 光 ） を 用 い た 。 電 気 泳 動 の 結 果 を 表 １ と 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 表 １ に 示 す よ う に 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し た 実 施 例 １ ～ ６ で は 、 ALP1 の
バ ン ド を 消 失 さ せ る が 、 ALP6 の バ ン ド を そ の ま ま 残 す こ と が 判 明 し た 。 す な わ ち 、 電 気
泳 動 法 で  ALP6 を 測 定 す る と き 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 用 い る と 正 確 に 判 別 で き る
こ と が わ か っ た 。 一 方 、 比 較 例 ２ ～ ４ に 示 す よ う に 、 そ の 他 の 界 面 活 性 剤 で は 、 そ の よ う
な 効 果 を 有 す る も の は な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
製 造 例 １
　
　 ALP6 測 定 に 用 い る  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3-29-3R は 、 特 開 ２ ０ ０ ４ － ３ ３ ３ ３
８ ５ 号 公 報 に 記 載 す る 方 法 に よ り 製 造 し た 。
（ １ ）
　 本 発 明 者 ら は 抗 ヒ ト  TNSALP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 成 の た め の 抗 原 と し て 、 TNSALP を
発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る ヒ ト 骨 芽 細 胞 株  Saos-2 由 来 の  ALP を 精 製 し た 。 以 下
に 精 製 法 を 述 べ る 。
　 Saos-2（ HTB-85） は  ATCC（ American Type Culture Collection） よ り 入 手 し 、 10 % 牛
胎 児 血 清 （ FCS） を 含 む α -MEM（ 大 日 本 製 薬 ） に て 培 養 し た 。 80 % 程 度 細 胞 が コ ン フ ル ー
エ ン ト に な っ た ら 、 50 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） に て  3 回 デ イ ッ シ ュ を 洗 浄 し 、 0.5 %
 ア デ カ ト ー ル  SO-135 を 含 む  50 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） を 加 え た 。 ラ バ ー ポ リ ス マ
ン を 使 用 し て 上 記 細 胞 を 回 収 し 、 氷 上 に て 超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー に て １ 分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ
し た 。 そ の 細 胞 破 砕 液 を 遠 心 分 離 （ 22,000 rpm 30 min RT） 操 作 し て そ の 上 清 を  40 % 硫
安 分 画 し た 。 遠 心 分 離 （ 10,000 rpm 30 min RT） を 行 っ て 、 そ の 上 清 に 硫 安 を 追 加 溶 解 し
て  60 % 硫 安 と な る よ う に 調 整 し 再 分 画 を 行 っ た 。 こ の  40-60 % 硫 安 分 画 沈 殿 を  50 mM 
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ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） に 再 溶 解 し て  50 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） に 対 し て 透 析 し た
。 透 析 済 み サ ン プ ル を  DEAE カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） に ア プ ラ イ し 、 吸
着 し た タ ン パ ク 質 は  NaCl を 含 む 上 記 ト リ ス 緩 衝 液 の 直 線 濃 度 勾 配 （ 0-0.5 M NaCl） で 溶
出 し た 。
　 ピ ー ク の  ALP 活 性 は 日 立  7150 自 動 分 析 装 置 を 使 用 し て 、 N－ ア ッ セ イ  ALP － LS 試 薬
（ 日 東 紡 ） を 用 い て 測 定 し た 。 活 性 の あ っ た フ ラ ク シ ョ ン は 限 外 ろ 過 法 に よ っ て 濃 縮 し 、
S-300 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス ） に よ っ て 精 製 し た 。 こ の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン
を 先 の  DEAE と 同 様 に 濃 縮 し て  SDS-PAGE に よ り 確 認 す る と ほ ぼ  TNSALP が メ ジ ャ ー に な
っ て お り 、 こ れ を 免 疫 用 抗 原 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ ２ ）
　 精 製  TNSALP を  1 mg /mL と な る よ う に  50 mM ト リ ス 酸 緩 衝 液 （ pH 7.5） で 希 釈 し 、 5
0μ g（ 50μ L） を と っ て フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ド （ WAKO） 50μ L と 乳 化 す る ま で よ く
混 和 し た 。 調 製 し た 懸 濁 液 を  Balb/c 6 週 齢 雌 マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア ー ） に ジ エ チ ル エ ー テ
ル 麻 酔 下 に て 腹 腔 内 投 与 し た 。 2 週 間 後 に は 同 量 の  TNSALP （ 50μ g/mL） を フ ロ イ ン ド 不
完 全 ア ジ ュ バ ン ド （ 和 光 純 薬 ） と 混 和 し て フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ド の 時 と 全 く 同 様 の
操 作 に よ り 乳 化 懸 濁 液 と し 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス に 感 作 し た 。 以 降  2 週 間 後 に 同 様 の 操 作 を
行 い 、 4 回 目 に は 最 終 免 疫 と し て  TNSALP 50μ g/mL を  50 mM ト リ ス 酸 緩 衝 液 （ pH 7.5）
で 調 製 し マ ウ ス 尾 静 脈 注 射 に よ り 投 与 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ ３ ）
　 最 終 免 疫 よ り  3 日 後 に  TNSALP に よ り 感 作 済 み の マ ウ ス よ り ジ エ チ ル エ ー テ ル 麻 酔 下
に 外 科 的 摘 出 さ れ た 脾 臓 を 無 菌 的 に 分 散 し 脾 臓 細 胞 を 調 製 し た 。 融 合 は ケ ー ラ ー と ミ ル ス
タ イ ン の 方 法 （ Nature． 256， 495． 1975） に 従 っ て 行 わ れ 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PE
G4000） （ メ ル ク 社 ） を 用 い て 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞  P3-X63-Ag8-U1（ P3U1） を 融 合 し た 。
そ の 融 合 比 率 は 脾 臓 細 胞 数  10× 10７ 個 に 対 し て 骨 髄 腫 細 胞  P3-X63-Ag8-U1（ P3U1） 2× 10
７ 個 で 、 5： 1 で あ っ た 。 融 合 細 胞 は 10 % FCS（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） α － MEM（ ア ー バ イ ン
） HAT（ コ ス モ バ イ オ ） 培 地 に 分 散 し  96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー カ ル チ ャ ー プ レ ー ト （ 住 友
ベ ー ク ラ イ ト ） に 分 注 し て  37 ℃ 、 5 % CO２ 条 件 に て 培 養 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ４ ）
　 約  2 週 間 後 に コ ロ ニ ー の 生 育 を 確 認 し て ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ
の 実 施 法 を 以 下 に 述 べ る 。
　 ス ク リ ー ニ ン グ 用 プ レ ー ト を 作 製 す る た め に 上 記 （ １ ） に て 精 製 し た  TNSALPを  50 mM 
ト リ ス 酸 緩 衝 液 中 に 溶 解 し 、 0.5μ g/100μ L/well と な る よ う に  96 穴 ウ エ ル （ ヌ ン ク 社
） に 分 注 し た 。 プ レ ー ト を  4 ℃ で  2 晩 静 置 し た 後 に  0.05 % Tween 20 を 含 む ト リ ス 緩
衝 液 で  3 回 洗 浄 し 、 非 特 異 的 反 応 を 抑 え る た め に 1.5 % BSA 溶 液 を  200μ L 分 注 し て 、
更 に 4 ℃ で  １ 晩 静 置 し た 。 完 成 し た プ レ ー ト を  0.05 % Tween20 を 含 む ト リ ス 緩 衝 液 で  
3 回 洗 浄 し た 後 に 培 養 上 清  100μ L を 反 応 さ せ 、 更 に 洗 浄 を 行 っ た 後 に 二 次 抗 体 で あ る  H
RP 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ ザ イ メ ッ ド 社 ） を 加 え て 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 に  
HRP の 発 色 基 質 で あ る  3 mg/mL　 ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD） （ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 ）
ク エ ン 酸 発 色 溶 液 を  100μ L 加 え て 一 定 時 間 の 発 色 後 、 1 N 硫 酸 を 停 止 液 と し て 更 に  100
μ L 添 加 し 、 測 定 波 長  492 nm に て 吸 光 度 を 測 定 し た 。 上 記 の よ う に し て 陽 性 に な っ た ク
ロ ー ン は 限 界 希 釈 法 に よ っ て 再 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 上 清 を 再 度 チ ェ ッ ク し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ５ ）
　 ELISA に よ っ て 精 製  TNSALP と の 反 応 性 を 確 認 し 、 ク ロ ー ン  3-29-3R が  TNSALP を 認
識 し た も の と し て 選 択 し た 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス は  IgG1 で あ り 、 軽 鎖
は κ で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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（ ６ ）
　 上 記 （ ５ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ  3-29-3R 細 胞  1× 10７  細 胞 個 を プ リ ス タ ン （ ア
ル ド リ ッ チ 社 ） 0.5 mL 投 与 後  2 週 間 の  Balb/c マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア ー 社 ） 、 10 週 齢 、
雌 性 に 腹 腔 内 投 与 し 、 約  2 週 間 後 に マ ウ ス 腹 腔 内 に 貯 留 し た 腹 水 を ジ エ チ ル エ ー テ ル 麻
酔 下 に て 外 科 的 に 採 取 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ で 行 っ た  ELISA 法 に よ り 、 腹 水 を サ ン プ ル
と し て 段 階 希 釈 し て 確 認 す る と 高 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ て い た 。 こ の 腹 水 を
硫 安  40 % で 処 理 し 、 PBS に 透 析 し た 後 、 プ ロ テ イ ン  G カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ
エ ン ス 社 ） に よ り 精 製 し て  SDS-PAGE に よ り 確 認 し た 。 そ の 結 果  3-29-3R は 非 還 元 で は
分 子 量 約  150,000 に 単 一 の 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 還 元 で は 分 子 量 約  50,000 の バ ン ド
と  25,000 の 2 本 の バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3-29-3R は マ
ウ ス  1 匹 あ た り そ れ ぞ れ 約  10 mg 以 上 で あ っ て 工 業 的 利 用 を 行 う に は 十 分 量 で あ っ た 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ  3-29-3R は 、 平 成  15 年  4 月  16 日 に 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研
究 所 に 、 受 託 番 号  FERM BP-8360 と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
参 考 例 １ 　
　
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3-29-3R の 特 異 性 を 調 べ る た め に さ ま ざ ま な ア イ ソ ザ イ ム （ Saos-
2 由 来  TNSALP、 肝 型  ALP（ 常 光 ） 、 骨 型  ALP（ 常 光 ） 、 小 腸 型  ALP （ 常 光 ） 、 胎 盤 型  A
LP （ シ グ マ 社 ） を 用 い て 下 記 の 実 験 を 行 っ た 。 測 定 方 法 は 以 下 の と お り で あ る 。
　 固 層 プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 ） 上 に 精 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を  2μ g/100 μ L PBS/well
 に な る よ う に 分 注 し 、 4 ℃ で  2 日 間 静 置 し た 。 0.05 % Tween 20 を 含 む 20 mM ト リ ス 緩
衝 液 （ pH 7.0） 洗 浄 液 に て  3 回 洗 浄 し た 後 、 1.5 % BSA ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.0） を 200μ
L 加 え て  4 ℃ で 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 こ の よ う に し て 作 製 し た プ レ ー ト を 先 の 洗 浄 液
で  1 回 洗 浄 し て 、 各 種 ア イ ソ ザ イ ム を 反 応 さ せ た 。 ア イ ソ ザ イ ム の 酵 素 活 性 は  Kind-Kin
g 変 法 （ ホ ル マ ザ ン 法 ， 日 東 紡  N－ テ ス ト  ALP K－ K キ ッ ト 使 用 ） 試 薬 を 用 い て 測 定 し 、
全 て  25 IU/L に あ わ せ て そ の  100μ L を 抗 体 結 合 プ レ ー ト 上 に 加 え た 。 室 温 で  2 時 間 反
応 さ せ 、 反 応 終 了 後 、 前 出 の 洗 浄 液 に て  3 回 洗 浄 し て  Kind-King 変 法 （ ホ ル マ ザ ン 法 ）
に 従 い 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 す な わ ち 、 抗 体 プ レ ー ト に 結 合 し た  ALP に 、 100μ L の 基 質
溶 液 （ フ ェ ニ ル リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム と 4－ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 溶 液 と を 含 む 溶 液 ） を 加 え
て 、 37 ℃ 、 1 時 間 反 応 さ せ て 、 抗 体 が 捕 ら え た  ALP 酵 素 と 合 成 基 質 と で 酵 素 反 応 さ せ 、
つ い で 、 得 ら れ る 混 合 物 に 発 色 試 薬 （ メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 溶 液 ） を 加 え て 発
色 さ せ 、 492 nm で 吸 光 度 を 測 定 し た 。 な お 、 こ の と き 、 ALP を 入 れ な い で 同 様 に 操 作 し
て 得 ら れ る ブ ラ ン ク 値 を 求 め 、 各 測 定 値 か ら ブ ラ ン ク 値 を 差 し 引 い た 値 が 抗 体 に 対 す る 各
 ALP の 活 性 値 と な る 。
　 そ の 結 果 、 抗 体  3-29-3R の 各 種  ALP に 対 す る 活 性 値 は 、 Saos-2 TNSALP で は 0.033、
肝 臓 型 で は  0.371 、 骨 型 で は  0.184 、 小 腸 型 で は  0.011、 胎 盤 型 で は  ０ で あ っ た 。
　 抗 体  3-29-3R は 、 Saos-2 由 来  TNSALP、 肝 型 、 骨 型 と し か 反 応 せ ず 、 他 ア イ ソ ザ イ ム
と の 交 差 反 応 性 を 殆 ど 示 さ な い こ と か ら ヒ ト  TNSALP に 特 異 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る こ と が わ か っ た 。 す な わ ち 、 抗 体  3-29-3R は 、 TNSALP に 特 異 的 、 例 え ば 、 小 腸 型
 ALP 活 性 値 と 胎 盤 型  ALP 活 性 値 と の 和 が 、 肝 臓 型  ALP活 性 値 と 骨 型  ALP 活 性 値 と の 和
の  1/10 以 下 で あ る こ と が 判 明 し た 。
　 な お 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3-29-3R の  25 IU/L に お け る 肝 型 、 骨 型 反 応 比 率 （ 肝 ： 骨
反 応 比 率 ） は 、 1： 0.50 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 ７
　
（ １ ）
　 検 体 と し て は 、 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 行 っ た 健 常 人 ボ ラ ン テ ィ ア 検 体 32 検 体
及 び 虚 血 性 腸 疾 患 患 者 検 体  44 検 体 を 用 い 、 2 % 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 し た も
の 及 び 無 添 加 の も の を 用 い た 。 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と し て は 、 ス ク ロ ー ス モ ノ ラ ウ
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レ ー ト を 使 用 し た 。
（ ２ ）
　 TNSALP 値 は 、 以 下 の よ う に し て 求 め た 。 上 記 方 法 に よ っ て 作 製 、 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体  3-29-3R を 製 造 例 １ と 全 く 同 様 の 方 法 で  Nunc 社 製 プ レ ー ト に  2μ g/100μ L 
PBS で 分 注 、 ブ ロ ッ キ ン グ し て 抗 体 結 合 プ レ ー ト を 作 製 し た 。 使 用 前 に そ の プ レ ー ト を 、
0.05 % Tween 20 を 含 む  100 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） 200μ L で  1 回 洗 浄 し 、 界 面 活
性 剤 添 加 ま た は 無 添 加 の ヒ ト 血 清 検 体  10 μ L と  100 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） 90 μ L
 を 加 え て 室 温 、 1 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 そ の プ レ ー ト を  0.05 % Tween 20 を 含
む  100 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） 200μ L で  3 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト に  1
00 μ L の  N テ ス ト  ALP Kind-King 試 薬 （ 日 東 紡 ） の 基 質 溶 液 、 す な わ ち 、 フ ェ ニ ル リ
ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム と  4－ ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン を 含 む 溶 液 ） を 加 え て 更 に  37 ℃ 、 pH 10 で
 1 時 間 、 酵 素 反 応 さ せ た 。 さ ら に 、 そ の 反 応 液 に 、 発 色 試 薬 （ メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ
ム を 含 む 溶 液 ） 100μ L を 添 加 し て そ の 発 色 値 を  492 nm に て 比 色 す る こ と に よ り  TNSALP
 値 を 求 め た 。 測 定 範 囲 を 超 え る 高 値 検 体 に つ い て は 希 釈 し て 再 測 定 を し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ ３ ）
　 ELISA 法 は 、 一 次 抗 体 と し て  3-29-3R プ レ ー ト を 用 い 、 免 疫 グ ロ ブ リ 結 合 物 質 で あ る
二 次 抗 体 と し て 、 1/1600 希 釈  HRP 標 識 抗 ヒ ト  IgG モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ザ イ メ ッ ド 社
） を 用 い た 。 ま ず 、 抗 体  3-29-3R プ レ ー ト を 、 0.05 % Tween 20 を 含 む 洗 浄 液 （ 100 mM 
ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） ） 200μ L で  1 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 こ の プ レ ー ト に 、 上 記 で 調
製 し た 界 面 活 性 剤 添 加 ま た は 無 添 加 の ヒ ト 血 清 、 各  50μ L と  100 mM Tris 緩 衝 液 （ pH 7
.5） 50μ L を 加 え て 室 温 、 1 時 間 反 応 さ せ た 。 一 次 反 応 終 了 後 、 そ の プ レ ー ト を 、 0.05 %
 Tween 20 を 含 む  100 mM ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5） 200μ L で  3 回 洗 浄 し 、 100 μ L の 二
次 標 識 抗 体  HRP 標 識 抗 ヒ ト  IgG モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ザ イ メ ッ ド 社 ） を 加 え て 更 に 室 温
、 1 時 間 反 応 さ せ た 。 1 時 間 後 に 洗 浄 液 で  3 回 洗 浄 を 行 い 、 標 識  HRP に 対 す る 基 質 溶 液
（ OPD 溶 液 ） を 反 応 さ せ 、 一 定 時 間 後 に 発 色 停 止 試 薬  1N 硫 酸  100μ L を 添 加 し て 反 応 を
停 止 さ せ た 。 そ の 発 色 値 を  492 nm に て 比 色 し  ELISA 法 に よ る  ALP6 値 を 求 め た 。 そ の
結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 表 ２ の 結 果 に 示 さ れ る よ う に 、 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る と 、 患 者 陽 性 率 が
上 昇 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ ４ ） 　
　 乗 法 値 法 に よ る  ALP6 値 を 測 定 は 、 「 ELISA 法 に よ る  ALP6 値 」 と 「 TNSALP 値 」 と の
乗 法 値 を 計 算 し て 求 め た 。
　 糖 系 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 添 加 の 測 定 系 の  ALP6 乗 法 値 の 健 常 者 検 体 に よ る 参 考 基 準 値
（ C． R． R 法 に よ り 算 出 ） と 、 そ れ を 基 準 に 求 め た 虚 血 性 腸 疾 患 患 者 の 陽 性 率 の 結 果 を 表
３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 表 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 乗 法 値 法 に よ る  ALP6 の 参 考 基 準 値 は  1.33 AU 以 下 と な っ た
。 そ の 結 果 、 乗 法 値 法 に よ る  ALP6 の 虚 血 性 腸 疾 患 患 者 検 体 の 陽 性 率 は 45.5 % と な っ た
。 従 来 、 虚 血 性 腸 疾 患 患 者 検 体 の 陽 性 率 が  20 % 程 度 で あ る こ と を 考 え る と 、 本 発 明 の 測
定 系 は 虚 血 性 腸 疾 患 診 断 の 指 標 と な り う る こ と が 判 明 し た 。 な お 、 界 面 活 性 剤 を 添 加 し な
い  ALP6 の 乗 法 値 を 測 定 し て 虚 血 性 腸 疾 患 の 陽 性 率 を 求 め る と  34.1 % で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 界 面 活 性 剤 添 加 し た 検 体 を 用 い た 電 気 泳 動 の 結 果 で あ る 。 ラ イ ン １ は 界
面 活 性 剤 が な い 場 合 （ 比 較 例 １ ） 、 ラ イ ン ２ は ス ク ロ ー ス モ ノ ラ ウ レ ー ト を 用 い た 場 合 （
実 施 例 １ ） 、 ラ イ ン ３ は コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い た 場 合 （ 比 較 例 ２ ） 、 ラ イ ン ４ は  n－
ド デ シ ル － β － D－ マ ル ト シ ド を 用 い た 場 合 （ 実 施 例 ２ ） 、 ラ イ ン ５ は  3－ ［ （ 3－ コ ー ル
ア ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ］ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 を 用 い た 場 合 （ 比 較 例 ３ ） 、
ラ イ ン ６ は  n－ オ ク チ ル － β ― D－ グ ル コ シ ド を 用 い た 場 合 （ 実 施 例 ３ ） 、 ラ イ ン ７ は  Tr
iton X-100 を 用 い た 場 合 （ 比 較 例 ４ ） で あ る 。
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【 図 １ 】
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