
(57)【要約】
本発明は、葉酸受容体に対する自己抗体を同定する。ヒト葉酸受容体に対するこれらの自
己抗体を同定する方法もまた提供する。本発明はまた、神経管欠損症を伴う妊娠に観察さ
れるような葉酸感受性異常または障害のリスクにある被験者を同定するための臨床条件に
おいて使用される診断方法および試験キットも企図する。さらに、不妊症、自然流産、男
性不妊症、体外受精の失敗、神経障害および葉酸の吸収障害もまた、葉酸受容体に対する
これらの自己抗体に関連し得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 体 の 生 体 サ ン プ ル 中 の 抗 葉 酸 受 容 体 （ FR） 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
、 以 下 ：
　 a． 前 記 生 体 サ ン プ ル を pH約 3.0～ pH約 5.0に 酸 性 化 し 、 抗 FR自 己 抗 体 と 前 記 FRに 結 合 し
た 内 在 性 葉 酸 と を 解 離 さ せ る こ と に よ っ て 、 前 記 生 体 サ ン プ ル に お い て ア ポ FRを 作 製 す る
こ と 、
　 b． 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 す る こ と 、
　 c． 前 記 生 体 サ ン プ ル を 標 識 化 葉 酸 （ FA） と 共 に pH約 8.0～ pH約 8.9で イ ン キ ュ ベ ー ト す
る こ と 、
　 d． ス テ ッ プ cの 前 記 生 体 サ ン プ ル を 標 識 化 精 製 FRと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ
び
　 e． 前 記 生 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 前 記 抗 FR自 己 抗 体 と 前 記 標 識 化 精 製 FRま た は 標 識 済
み ア ポ FRと の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と で あ っ て 、 こ こ で 前 記 免 疫
複 合 体 の 存 在 は 、 前 記 被 験 体 が 抗 FR自 己 抗 体 を 有 す る こ と を 示 唆 す る
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRへ の 葉 酸 の 結 合 を 遮 断 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る
方 法 で あ っ て 、 以 下 ：
　 a． FR結 合 マ ト リ ッ ク ス を 得 る こ と 、
　 b． 前 記 マ ト リ ッ ク ス を pH約 3.0～ pH約 5.0に 酸 性 化 す る こ と に よ っ て 、 前 記 マ ト リ ッ ク
ス 上 で FRに 結 合 す る 葉 酸 を 解 離 す る こ と お よ び 前 記 マ ト リ ッ ク ス 上 で ア ポ FRを 作 製 す る こ
と 、
　 c． ス テ ッ プ bの 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 す る た め に 、 酸 性 バ ッ フ ァ ー 中 で 前 記 マ ト リ ッ ク ス
を 洗 浄 す る こ と 、
　 d． pH約 7.0～ pH約 8.6の バ ッ フ ァ ー 中 に 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 再 懸 濁 す る こ と 、 お よ び 標
識 化 葉 酸 の 結 合 に よ っ て 単 位 体 積 当 た り の 葉 酸 結 合 能 を 測 定 す る こ と 、
　 e． 前 記 生 体 サ ン プ ル か ら 遊 離 の 葉 酸 を 除 去 す る こ と 、
　 f． 対 照 サ ン プ ル を 得 る こ と 、 お よ び 前 記 対 照 サ ン プ ル か ら 遊 離 の 葉 酸 を 除 去 す る こ と
、
　 g． ス テ ッ プ dの 懸 濁 化 マ ト リ ッ ク ス を ス テ ッ プ eの 前 記 生 体 サ ン プ ル と 共 に 、 pH約 7.0～
pH約 8.6の バ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、
　 h． ス テ ッ プ dの 懸 濁 化 マ ト リ ッ ク ス を ス テ ッ プ fの 前 記 対 照 サ ン プ ル と 共 に 、 pH約 7.0～
pH約 8.6の バ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、
　 i． ス テ ッ プ gお よ び ス テ ッ プ hの 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 す る こ と 、
　 j． ス テ ッ プ iの 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 標 識 化 葉 酸 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、
　 k． ス テ ッ プ gの 前 記 マ ト リ ッ ク ス お よ び ス テ ッ プ hの 前 記 マ ト リ ッ ク ス に 対 す る 標 識 化
葉 酸 結 合 能 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と で あ っ て 、 こ こ で 、 ス テ ッ プ gに お け る 前 記 マ ト リ
ッ ク ス に 結 合 す る 前 記 標 識 化 葉 酸 が 、 ス テ ッ プ hの 前 記 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 す る 前 記 標 識
化 葉 酸 と 比 較 し て 減 少 す る こ と は 、 前 記 被 験 体 に お い て FRへ の 葉 酸 の 結 合 を 遮 断 す る 自 己
抗 体 の 存 在 を 示 唆 す る
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 被 験 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ お よ び ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 生 体 サ ン プ ル が 血 清 で あ る 、 請 求 項 １ お よ び ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 FRが 検 出 可 能 に 標 識 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ お よ び ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 免 疫 複 合 体 が 、 請 求 項 １ の 前 記 免 疫 複 合 体 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 試 薬 と の 間 の 第 2
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の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 試 薬 が プ ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 試 薬 が 検 出 可 能 に 標 識 化 さ れ た 第 2の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 免 疫 複 合 体 が 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ア ル コ ー ル ま た は ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル を 用 い て 前 記 免 疫 複 合 体 を 沈 降 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 マ ト リ ッ ク ス が 、 ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の FRを 含 む 胎 盤 膜 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ
て 、 ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の 精 製 さ れ た FR、 前 記 生 体 サ ン プ ル を 処 理 す る た め の 試 薬 、 標
識 化 葉 酸 、 お よ び 前 記 精 製 FRと 前 記 自 己 抗 体 と の 複 合 体 を 検 出 す る 少 な く と も 1つ の 指 標
物 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに よ っ て 葉 酸 の 結 合 を 遮 断 す る FRに 対 す る 自 己 抗 体 を
検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の ア ポ FR、 前 記 生 体 サ ン プ ル
を 処 理 す る た め の 試 薬 、 標 識 化 葉 酸 、 お よ び 反 応 物 中 に 残 留 す る 前 記 ア ポ FRを 検 出 す る 少
な く と も 1つ の 指 標 物 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 キ ッ ト が 前 記 遮 断 自 己 抗 体 の 力 価 を も 測 定 で き る 、 請 求 項 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の
試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 キ ッ ト が 、 前 記 FRに 対 す る 前 記 遮 断 自 己 抗 体 の 見 か け の 結 合 定 数 （ K a ） を も 測 定 す
る こ と が で き る 、 請 求 項 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 FRが マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 マ ト リ ッ ク ス が 疎 水 性 マ ト リ ッ ク ス で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 マ ト リ ッ ク ス が ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の FRを 含 む 胎 盤 膜 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載
の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 指 標 物 質 が 、 酵 素 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 マ ー カ ー ま た は ビ オ チ ン か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ １ お よ び １ ２ に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 の リ ス ク に あ る 被 験 体 に お け る 前 記 異 常 ま た は 障 害 を 診 断 す
る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 生 体 サ ン プ ル 中 に お け る FRに 対
す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 神 経 管 欠 損 症 を 合 併 し た 妊 娠 を す る リ ス ク に あ る 女 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ
て 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 前 記 女 性 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す
る 母 体 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 被 験 体 に お け る 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 ：
　 a． 請 求 項 １ お よ び ２ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す
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る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と 、 お よ び
　 b． 被 験 体 に 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 投 与 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 が 、 神 経 管 欠 損 症 （ NTD） 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不
妊 症 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障 害 お よ び 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自 己 抗 体 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、
哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ に 関 す る 。 本
発 明 は ま た 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 の 結 果 と し て 葉 酸 の 細 胞 取 り 込 み 障 害 に 関 連 し た
疾 患 、 障 害 ま た は 症 状 の 予 防 に 関 す る も の で あ り 、 前 記 自 己 抗 体 は 、 出 生 異 常 （ 例 え ば 神
経 管 欠 損 症 、 す な わ ち NTD） 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障
害 お よ び 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 等 の 葉 酸 感 受 性 異 常 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 は そ の よ う な 葉 酸
感 受 性 異 常 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 女 性 に お け る FRに 対 す る 自 己 抗
体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ に 関 し 、 そ し て NTD等 の 胎 児 の 合 併 症 を 伴 う 妊 娠 の リ ス ク に
あ る 女 性 に 対 す る 診 断 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 葉 酸 は 、 正 常 な 胚 発 生 に 不 可 欠 で あ り 、 そ れ は こ れ が 高 増 殖 性 胚 細 胞 に 必 要 と さ れ る 核
酸 お よ び ア ミ ノ 酸 の 合 成 の た め の 1炭 素 代 謝 に 関 与 す る た め で あ る （ Lucock, Mol. Genet.
 Metab. 71:121(2000） )。 母 性 栄 養 、 特 に 神 経 管 欠 損 症 （ NTD） の 予 防 の た め の 葉 酸 摂 取
に 関 し て は 、 過 去 40年 間 に 渡 っ て 非 常 に 注 目 が 置 か れ て き た 。 NTDの 予 防 の た め の 葉 酸 摂
取 に 関 す る 初 期 の 研 究 （ Hibbardお よ び Smithells, Obstet. Gynaecol. Br. Commonwealth
 71:529(1964)； Hibbardお よ び Smithells, Lancet 1, 1254(1965)； Smithallら , Arch. D
is. Child 51:944(1976)） は 、 近 年 の 無 作 為 的 な 比 較 試 験 に よ っ て 立 証 さ れ て き た 。 こ れ
ら の 研 究 は 、 受 胎 前 後 の 葉 酸 補 給 を 受 け た 女 性 に お け る NTDの 発 生 お よ び 再 発 が 約 70％ 減
少 し た こ と を 示 す （ Laurenceら , Br. Med. J.(Clin. Res. Ed.)282:1509(1981)； MRC Vit
amin Study Research Group, Lancet 338:131(1991)； Czeizelお よ び Dudas, N. Engl. J.
 Med. 327:1832(1992)） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 、 NTDお よ び /ま た は 他 の 出 生 異 常 を 有 す る 乳 児 を 出 産 す る 多 く の 母 親 は 、 臨 床 的
な 葉 酸 欠 乏 の 徴 候 を 示 さ な い 。 従 っ て 、 細 胞 性 代 謝 ま た は 葉 酸 の 取 り 込 み を 害 す る 遺 伝 的
欠 陥 を 同 定 す る た め に 、 広 範 囲 に 及 ぶ 研 究 が 進 め ら れ て き た 。 こ れ ら の 遺 伝 的 欠 陥 の 作 用
は 、 葉 酸 の 薬 理 学 的 摂 取 に よ っ て 修 正 す る こ と が で き る （ Kirkeら , Lancet 348:1037(199
6)） 。 葉 酸 の 薬 理 学 的 摂 取 は 、 血 漿 の ビ タ ミ ン 濃 度 を 上 昇 さ せ 、 そ し て 母 体 か ら 胎 児 へ の
十 分 な 葉 酸 の 輸 送 を 提 供 す る こ と に よ り 葉 酸 取 り 込 み お よ び /ま た は 細 胞 内 代 謝 の 障 害 を
回 避 さ せ 、 そ れ に よ っ て 葉 酸 感 受 性 先 天 異 常 の 発 生 を 減 少 さ せ る 。 こ れ ま で に 、 葉 酸 代 謝
経 路 に 関 わ る い く つ か の 酵 素 を コ ー ド す る 多 く の 候 補 遺 伝 子 が NTDと 関 連 し て 同 定 さ れ て
き た 。 し か し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 少 数 の 出 生 異 常 の 原 因 と な る だ け で あ る （ van der Put
ら , Exp. Biol. Med.(Maywood), 226:243(2001)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 母 体 お よ び /ま た は 胎 児 の 胎 盤 細 胞 、 な ら び に 正 常 ま た は 低 レ ベ ル の 血 中 葉 酸 の 存 在 下
に お け る 胚 細 胞 に よ る 葉 酸 取 り 込 み の 減 少 は 、 葉 酸 の 取 り 込 み に 必 要 と さ れ る 膜 タ ン パ ク
質 の 量 的 ま た は 機 能 的 欠 陥 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。 こ れ ら の 膜 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 変
化 さ せ る 遺 伝 的 異 常 で 、 明 確 に 同 定 さ れ て い る も の は な い （ De Marcoら , Am. J. Med. Ge
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net. 95:216(2000)； Barberら , Am. J. Med. Genet. 76:310(1998)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 葉 酸 の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み は 、 2つ の 異 な る 経 路 に よ っ て 媒 介 さ れ る ： 多 く の 細 胞 に 存
在 す る 完 全 膜 貫 通 性 タ ン パ ク 質 で あ る 還 元 葉 酸 輸 送 体 （ RFC） （ Henderson, Annu. Rev. N
utr. 10:319(1990)） 、 お よ び グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ GPI） 付 加 体 に よ
っ て 原 形 質 膜 に 固 定 さ れ て お り 、 葉 酸 受 容 体 複 合 体 の 飲 食 作 用 に よ っ て 葉 酸 を 吸 収 す る 葉
酸 受 容 体 （ FR） （ Antony, Annu. Rev. Nutr. 16:501(1996)） 。 FRの イ ソ 型 は 3種 で あ り （
α 、 β 、 γ ） 、 こ れ ら は 組 織 に お い て 異 な る レ ベ ル で 発 現 し 、 そ し て 葉 酸 に 対 し て 異 な る
親 和 性 を 有 す る 。 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み は 、 各 々 の 受 容 体 イ ソ 型 の 発 現 レ ベ ル に 依 存 す る
（ Rossら , Cancer 73:2432(1994)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 胚 形 成 の 間 に お け る 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み へ の FRお よ び RFCの 寄 与 は 、 Piedrahitaら が
、 マ ウ ス に お け る ヒ ト FRα の 相 同 分 子 種 （ Folbp1） が 胚 の 器 官 形 成 に 不 可 欠 で あ る 一 方 、
ヒ ト FRβ の 相 同 分 子 種 で あ る マ ウ ス Folbp2は 胚 形 成 に お い て い か な る 機 能 も 持 た な い よ う
で あ る こ と を 示 す ま で 、 評 価 さ れ な か っ た （ Piedrahitaら , Nat. Genet. 23:228(1999)）
。 ヌ ル 欠 損 型 （ nullizygous） Folbp1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 胚 （ Folbp1-/-） は 、 深 刻 な 先 天
性 異 常 を 有 し 、 そ し て 妊 娠 日 数 10日 以 上 は 生 存 し な い 一 方 で 、 ヌ ル 欠 損 型 Folbp2-/-、 ヘ
テ ロ 接 合 体 Folbp1+/-ま た は Folbp2+/-胚 は 、 野 生 型 胚 と 比 較 し て 発 達 お よ び 生 存 度 に お け
る 違 い を 示 さ な か っ た （ Piedrahitaら ） 。 RFC遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト は ま た 、 胚 に 致 命 的
で あ る こ と が 分 か っ た （ Zhaoら , J. Biol. Chem. 276:10224(2001)） 。 葉 酸 を 与 え ら れ た
ヘ テ ロ 接 合 体 RFCの 母 畜 は 、 正 常 な 期 間 で ヌ ル 欠 損 型 RFC（ -/-） の 子 供 を 出 産 し た 。 こ れ
ら の 研 究 は 、 葉 酸 取 り 込 み の た め の RFCお よ び FR経 路 の 双 方 が 胎 児 の 発 達 に 不 可 欠 で あ る
こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 FRα は ヒ ト 胎 盤 合 胞 体 栄 養 細 胞 層 に お い て 発 現 す る 。 高 濃 度 の FRα お よ び FRβ 双 方 の イ
ソ 型 が 母 体 の 胎 盤 組 織 に お い て 見 ら れ る （ Prasadら , Biochem. Biophys. Acta. 1223:71(
1994)） 。 ヒ ト 胚 発 生 に お け る FRの 不 可 欠 な 機 能 は 、 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 確 実 に 行 う
こ と で あ る 。 母 体 か ら 胎 児 へ の 葉 酸 の 輸 送 が FRα に よ っ て 媒 介 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い
る （ Clarkら , Hum. Reprod. Update 7:501(2001)） 。 こ の こ と は 、 葉 酸 感 受 性 出 生 異 常 （
神 経 管 欠 損 症 等 ） の 原 因 と な る 候 補 遺 伝 子 と し て の FRα 遺 伝 子 に つ い て の 研 究 を 促 し た 。
し か し な が ら 、 FR遺 伝 子 の 発 現 ま た は FRタ ン パ ク 質 の 機 能 に 影 響 す る ヌ ク レ オ チ ド 多 型 ま
た は 突 然 変 異 で 、 NTDの 発 生 率 の 原 因 と 一 致 し た も の は 同 定 さ れ て い な い （ Barberら ； De 
Marcoら ） 。 代 わ り に 、 NTDを 合 併 し た 妊 娠 を し た ほ ん の 少 数 の 女 性 は 、 メ チ レ ン テ ト ラ ヒ
ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ MTHFR） 等 の 葉 酸 依 存 性 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 多 型 を 有 す る こ と
が 分 か っ た （ Christensenら , Am. J. Med. Genet. 84(2):151-57(1999)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 関 連 遺 伝 子 （ 酵 素 ま た は FRを コ ー ド す る ） の 突 然 変 異 が 先 天 性 の 形 態 形 成 異 常 の 重 要 な
原 因 で あ る こ と の 証 拠 は 遺 伝 学 研 究 に よ っ て は 提 供 さ れ て お ら ず 、 従 っ て 、 NTDお よ び 他
の 葉 酸 感 受 性 異 常 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 可 能 性 が あ る 。 い く つ か の タ ン パ ク 質 に 対 す る 自
己 抗 体 は 、 不 妊 症 、 流 産 お よ び 胎 児 異 常 と 関 連 付 け ら れ て き た （ Coulam, Early Pregnanc
y 4:19(2000)； Clarkら , Hum. Reprod. Update 7:501(2001)） 。 い く つ か の 以 前 の 研 究 は
、 妊 娠 し た ラ ッ ト に 投 与 し た 場 合 、 ウ サ ギ に お い て 産 生 さ れ た 、 腎 臓 、 心 筋 、 精 巣 、 胎 盤
お よ び 他 の ラ ッ ト 組 織 に 対 す る 自 己 抗 体 が 、 用 量 依 存 的 な 先 天 性 疾 患 お よ び 胎 児 の 再 吸 収
を 引 き 起 こ す こ と を 示 し た （ Brentら , Proc. Soc. Exp. Bid. Med. 106:523(1961)； Barr
owお よ び Taylor, J. Exp. Zool. 176:41(1971)； Brent, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 12
5:1024(1967)） 。 こ れ ら の 異 常 を 引 き 起 こ す メ カ ニ ズ ム は 明 確 で は な か っ た 。 し か し 、 投
与 さ れ た 抗 体 は 卵 黄 嚢 に 濃 縮 さ れ 、 こ れ は 、 抗 体 が 胚 へ の 栄 養 の 送 達 を 阻 害 す る こ と を 示
唆 し た （ Slotnickお よ び Brent, J. Immunol. 96:606(1966)） 。 従 っ て 、 FRの 葉 酸 結 合 部
位 （ da Costaお よ び Rothenberg, Biochim. Biophys. Acta. 1292:23(1996)） を ブ ロ ッ ク
す る 抗 体 が 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 阻 害 し 得 る と 考 え ら れ た 。 そ の よ う な 阻 害 は 次 に 、 正
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常 な 胚 発 生 お よ び 胎 児 の 発 育 に 不 可 欠 な 細 胞 内 の 葉 酸 恒 常 性 を 害 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 自 然 流 産 ま た は 誘 発 流 産 も し く は 後 期 流 産 を し た こ と の あ る 女 性 は 、 後 の 妊 娠 に お い て
先 天 性 NTD合 併 症 の リ ス ク が 上 昇 す る と い う 証 拠 が あ る （ Evans, Brit. Med. J. 1:975,(1
979)； Carmiら , Am. J. Med. Genet. 51:93,(1994)； Cuckle, Prenat. Diagn. 3:287,(19
83)） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 NTDの 原 因 は 多 様 で あ り 、 そ し て 化 学 療 法 薬 （ 特 に 抗 葉 酸 剤 （ Hernandez-Diazら , N Eng
l J Med. 343:1608-14,(2000)） 、 抗 て ん か ん 薬 （ Danskyら , Neurology 42:32-42(1992)
） ） 、 染 色 体 異 常 （ Seller, Clin Dysmorphol. 4:202-07(1995)） 、 環 境 的 要 因 （ Finnell
ら , Ann NY Acad Sci. 919:261-77(2000)） お よ び 遺 伝 的 要 因 （ De Marcoお よ び Moroni, A
m J Med Genet. 95:216-23(2000)） を 含 む 。 妊 娠 初 期 か ら の 葉 酸 補 給 に よ っ て 、 NTDの 発
生 が 約 70％ 減 少 す る こ と を 示 し た 研 究 （ MRC Vitamin Study Research Group, 前 記 ） は 、
損 傷 を 受 け た 細 胞 内 葉 酸 依 存 性 酵 素 経 路 ま た は 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み 阻 害 剤 の ど ち ら か を
葉 酸 が 回 避 す る 証 拠 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 葉 酸 補 給 に よ っ て NTDの 発 生 が 約 70％ 減
少 す る こ と を 説 明 し 得 る 酵 素 経 路 の 機 能 低 下 に つ い て の 証 拠 は な い 。 葉 酸 感 受 性 障 害 が FR
に 対 す る 自 己 抗 体 に よ る 葉 酸 取 り 込 み の 阻 害 に よ る か 否 か も ま た 分 か っ て い な い 。 従 っ て
、 妊 娠 を 開 始 し た 女 性 に は 、 穀 物 ま た は 薬 理 的 な 葉 酸 補 給 が 神 経 管 欠 損 症 等 の 先 天 性 疾 患
を 予 防 す る の に 役 立 つ か 否 か が 分 か ら な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 体 外 受 精 の 失 敗 も し く は 出 生 異 常 等 の 葉 酸 感 受 性 障 害 ま
た は 状 態 が 、 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 に よ っ て 葉 酸 の 取 り 込 み が 阻 害 さ れ る こ と に よ
る も の で あ る こ と の 開 示 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に お け る 葉 酸 受 容 体 に
対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の 確 実 な ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 葉 酸 感 受 性 異 常 が 被 験 体 の 体 液 （ 血 清 等 ） 中 の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自
己 抗 体 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と の 開 示 に 関 す る 。 そ の よ う な 葉 酸 感 受 性 異 常 は
、 神 経 管 欠 損 症 （ NTD） 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 子 宮 内 着 床 後 の 体 外 受 精 の 失
敗 、 神 経 障 害 （ 例 え ば 認 知 症 ） ま た は 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 は 細 胞 表 面 に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 同 定 に 関 し 、 こ の 自 己 抗
体 は 葉 酸 取 り 込 み を 遮 断 し 、 そ し て 結 果 と し て 細 胞 内 葉 酸 欠 乏 を 生 じ 、 そ れ ゆ え に 細 胞 内
代 謝 に 影 響 を 与 え る 。 従 っ て 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗
体 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 が 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 遮 断 自 己 抗 体
の 存 在 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出
す る 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 態 様 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 を 検
出 す る 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 の
存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 異 常 ま た は 障 害 の リ ス ク が あ る 被 験 体 に お い て 葉 酸 感 受 性
異 常 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 女 性 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 母 体 の 自 己 抗 体
の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 神 経 管 欠 損 症 を 合 併 し た 妊 娠 を す る リ ス ク が あ る 女 性 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 の 予 防 の た め の 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 は 、 神 経 管 欠 損 症 （ NTD） 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障 害 （ 例
え ば 認 知 症 ） ま た は 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 等 の 葉 酸 感 受 性 異 常 が 、 被 験 体 の 体 液 （ 血 清 等 ）
中 の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と の 開 示 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 試 験 群 」 ま た は 「 指 標 群 」 は 、 各 々 の 女 性 が 中 枢 神 経 系 の 異 常 な 胎 児 発 達 を 伴 う 妊 娠
を 以 前 に し た か も し く は 現 在 し て い る 女 性 、 ま た は 以 前 に 先 天 性 異 常 を 有 す る 乳 児 を 出 産
し た 女 性 の 群 を 意 味 す る 。 「 対 照 群 」 は 、 以 前 に 正 常 な 妊 娠 を し た 女 性 、 NTDで あ る 乳 児
を 出 産 し た こ と の な い 女 性 、 妊 娠 し た こ と の な い （ 未 妊 娠 ） 女 性 ま た は 出 産 し た こ と の な
い （ 未 経 産 ） 女 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 診 断 」 （ "diagnosing", "diagnosis"） 、 「 検 出 」 ま た は 「 ス ク リ ー ニ ン グ 」 は 、 患
者 の 病 歴 の 評 価 、 血 清 ま た は 被 験 体 の 他 の 体 液 に お け る 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 の 存
在 を 検 査 お よ び 同 定 す る こ と を 通 し て 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 の 存 在 、 特 徴 お よ び 原
因 を 同 定 ま た は 決 定 す る 行 為 ま た は プ ロ セ ス を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 被 験 体 （ 者 ） 」 は 、 人 等 の あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 被 験 体 を 意 味 す る 。 好 ま し い 被 験 体 は 、
NTDで あ る 乳 児 を 以 前 に 出 産 し た 女 性 、 NTDで あ る 受 胎 産 物 を 伴 う 妊 娠 を し た 女 性 、 自 然 も
し く は 誘 発 流 産 ま た は 後 期 流 産 を し た 女 性 で あ る 。 別 の 好 ま し い 被 験 体 は 、 体 外 受 精 処 置
に お け る 卵 子 提 供 者 （ つ ま り 女 性 ） ま た は 精 子 提 供 者 （ つ ま り 男 性 ） で あ る 。 「 指 標 被 験
体 」 は 、 指 標 群 ま た は 試 験 群 内 の 被 験 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 対 照 被 験 体 」 は 、 対 照 群 内 の 被 験 体 を 意 味 す る 。 あ ら ゆ る 特 定 の 理 論 に 束 縛 さ れ る こ
と を 意 図 す る こ と な く 、 誘 発 流 産 ま た は 流 産 を し た 女 性 は 、 い か な る 葉 酸 感 受 性 発 達 異 常
も な い が 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 発 現 し た 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 そ の
よ う な 女 性 も ま た 本 発 明 に お い て 対 照 被 験 体 と し て 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 リ ス ク 」 は 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 子 宮 内 着 床 後 の 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障 害 （ 例 え ば
認 知 症 ） ま た は 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 等 の 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 患 う 、 そ れ ら が 進 行
す る 、 ま た は そ れ ら を 有 す る 頻 度 ま た は 可 能 性 を 意 味 す る 。 本 発 明 に よ る 「 リ ス ク 」 は ま
た 、 NTD等 の 先 天 性 出 生 異 常 を 有 す る 乳 児 の 出 産 、 ま た は 先 天 性 出 生 異 常 を 有 す る 受 胎 産
物 を 伴 う 妊 娠 の 継 続 を 暗 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 予 防 」 （ "prevention"ま た は "prevent"） は 、 障 害 も し く は 異 常 の 発 生 を 防 ぐ た め に
、 ま た は 異 常 も し く は 障 害 を 有 す る リ ス ク を 有 意 に 低 減 さ せ る た め に 、 十 分 時 間 を か け て
異 常 や 障 害 を 有 す る リ ス ク が 予 測 ま た は 判 断 さ れ 得 る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 生 体 サ ン プ ル 」 は 、 哺 乳 動 物 の あ ら ゆ る 組 織 か ら 採 取 さ れ た 試 験 の た め の 臨 床 的 サ ン
プ ル を 意 味 し 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 由 来 の 体 液 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト 由 来 の 血 清 で あ る 。
「 対 照 サ ン プ ル 」 は 、 自 己 抗 体 に つ い て の ア ッ セ イ を さ れ る 被 験 体 と 同 種 ま た は 相 同 種 で
あ り 、 そ し て 正 常 な 生 体 状 態 （ 例 え ば 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ な い ） を 有
す る こ と が 分 か っ て い る 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 生 体 サ ン プ ル を 意 味 す る 。 対 照 サ ン プ ル は
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、 対 照 被 験 体 か ら 採 取 し た サ ン プ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 抗 体 」 は 、 あ ら ゆ る ク ラ ス ま た は サ ブ ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 そ の 一 部 ま た は そ の
活 性 断 片 を 指 し 、 こ こ で 、 抗 体 の 活 性 断 片 は そ の 特 異 的 結 合 能 を 保 持 す る 。 本 明 細 書 で 用
い る 「 自 己 抗 体 」 は 、 被 験 体 内 の 被 験 体 自 身 の 体 の 成 分 に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば IgG抗 体 ）
を 指 す 。 「 自 己 免 疫 疾 患 」 は 、 被 験 体 の 免 疫 系 が 誤 っ て 攻 撃 し 、 そ し て 被 験 体 自 身 の 体 細
胞 お よ び /も し く は 組 織 の 破 壊 を 導 く 障 害 ま た は 症 状 を 指 す 。 「 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す
る 自 己 抗 体 」 は 、 FRの 任 意 の イ ソ 型 （ FRの α お よ び β イ ソ 型 を 含 む ） ま た は ペ プ チ ド 配 列
に 対 す る あ ら ゆ る 自 己 抗 体 を 指 す 。 本 発 明 に お い て は 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 も ま た 抗 FR自
己 抗 体 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 細 胞 膜 葉 酸 受 容 体 （ FR） 」 ま た は 「 細 胞 表 面 葉 酸 受 容 体 （ FR） 」 は 、 細 胞 の 表 面 /膜
に お け る あ ら ゆ る 葉 酸 受 容 体 （ FR） を 指 し 、 「 循 環 葉 酸 受 容 体 （ FR） 」 は 、 被 験 体 の 体 液
中 で 循 環 す る 葉 酸 受 容 体 の あ ら ゆ る イ ソ 型 ま た は そ の 抗 原 成 分 を 指 す 。 「 ア ポ FR」 は 、 結
合 す る リ ガ ン ド （ つ ま り 葉 酸 ） の な い あ ら ゆ る 葉 酸 受 容 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 葉 酸 結 合 能 」 は 、 膜 ま た は マ ト リ ッ ク ス の 単 位 体 積 当 た り （ 例 え ば
ml当 た り ） の 、 膜 ま た は マ ト リ ッ ク ス に お い て FRに 結 合 し た 葉 酸 の 定 量 的 な 量 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 細 胞 」 は 、 葉 酸 と 結 合 し そ し て 葉 酸 を 吸 収 す る 組 織 培 養 細 胞 系 の あ
ら ゆ る 細 胞 ま た は 特 定 の 組 織 /臓 器 中 の あ ら ゆ る 細 胞 で あ っ て よ く 、 そ れ ら は 例 え ば 哺 乳
動 物 の 卵 胞 に お い て 卵 子 を 囲 む 顆 粒 膜 細 胞 、 哺 乳 動 物 の 卵 管 （ つ ま り ヒ ト の フ ァ ロ ー ピ ウ
ス 管 ） を 裏 打 ち す る 上 皮 細 胞 、 哺 乳 動 物 子 宮 の 子 宮 内 膜 の 細 胞 、 哺 乳 動 物 の 胎 盤 の 細 胞 、
哺 乳 動 物 脳 の 脈 絡 叢 の 細 胞 、 哺 乳 動 物 の 腸 粘 膜 ま た は あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 の 培 養 細 胞 系 （ 例
え ば KB細 胞 ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 遮 断 自 己 抗 体 」 は 、 抗 原 の 抗 原 成 分 に 結 合 し て 抗 原 の 機 能 を 遮 断 す る 自 己 抗 体 を 指 し
、 こ の 場 合 、 葉 酸 の 細 胞 膜 FRへ の 結 合 お よ び そ れ に 続 く 葉 酸 の 細 胞 に よ る 取 り 込 み を 遮 断
す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 葉 酸 補 給 剤 」 は 、 特 に 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 に よ る 葉 酸 取 り 込 み 機 構 の 遮 断 に
よ る 細 胞 内 葉 酸 欠 乏 を 克 服 す る た め に 、 被 験 体 へ 投 与 さ れ る 葉 酸 ま た は フ ォ リ ン 酸 を 意 味
す る 。 「 薬 理 量 」 は 、 欠 乏 ま た は 障 害 を 克 服 す る た め の 通 常 よ り 非 常 に 多 い 量 を 意 味 し 、
例 え ば 本 発 明 に お け る 葉 酸 補 給 剤 の 薬 理 量 は 成 人 女 性 に 対 し 、 少 な く と も 毎 日 0.8mgの 葉
酸 で あ り 、 毎 日 4mg以 下 で あ る こ と を 指 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 標 識 」 、 「 標 識 化 」 ま た は 「 検 出 可 能 な 標 識 化 」 は 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 結 合 を 指
し 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 化 合 物 、 ま た は 標 識 化 ア ビ ジ ン 等 の 2次 成 分 の 結 合 に よ り 検 出 す
る こ と が で き る ビ オ チ ン 等 の 、 化 合 物 も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 付 着 し た 成 分 を 結 合 さ せ る
こ と に よ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 炭 水 化 物 お よ び 他 の 生 体 ま た は 有 機 分 子 を 標 識 す る 様
々 な 方 法 が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 標 識 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る か
ま た は 最 近 開 発 さ れ た 、 放 射 能 、 蛍 光 、 色 素 、 化 学 発 光 ま た は 他 の 読 み 取 り （ readout）
等 の 様 々 な 読 み 取 り を 有 し 得 る 。 読 み 取 り は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ 、
ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の 酵
素 活 性 、 3 H、 1 4 C、 3 5 S、 1 2 5 Iも し く は 1 3 1 I等 の 放 射 性 同 位 体 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP
） 等 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 ま た は FITC、 ロ ー ダ ミ ン お よ び ラ ン タ ノ イ ド 等 の 他 の 蛍 光 標 識 に
基 づ く も の で あ り 得 る 。 必 要 に 応 じ て 、 こ れ ら の 標 識 は 、 そ の 用 語 が 当 技 術 分 野 に お い て
理 解 さ れ て い る よ う に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 本 明 細 書 で 用 い る 「 治 療 （ "treating"ま た は "treatment"） 」 は 、 症 状 の 開 始 （ つ ま り
臨 床 徴 候 ） 後 に 、 臨 床 症 状 を 改 善 、 抑 制 、 軽 減 ま た は 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 効 果 的 ま
た は 有 効 な 治 療 は 、 臨 床 的 に 目 に 見 え る 改 善 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 特 異 的 結 合 メ ン バ ー 」 は 、 沈 降 等 に よ っ て 、 互 い に 非 特 異 的 に 結 合 す る よ う に な る と
い う よ り む し ろ 、 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 2つ 以 上 の 成 分 の 群 の メ ン バ ー を
指 す 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 例 示 は 、 抗 原 -抗 体 、 受 容 体 -リ ガ ン ド お よ び 核 酸 -核 酸 の 組
合 わ せ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 第 1の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー の 、 少 な く と も 1つ の 他 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー と の 結 合 に つ い
て の 文 章 中 に お け る 「 特 異 的 」 、 「 特 異 的 に 」 、 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的 結
合 反 応 」 は 、 優 先 的 か つ 非 特 異 的 で は な い 結 合 を 指 す 。 好 ま し く は 、 特 異 的 結 合 反 応 は 特
異 的 結 合 メ ン バ ー に 特 有 で あ る が 、 そ う で な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 検 出 可 能 な 結 合 」 は 、 1つ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー と 少 な く と も 1つ の 他 の 特 異 的 結 合 メ
ン バ ー と の 検 出 可 能 な 特 異 的 結 合 を 指 す 。 例 え ば 、 1つ の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー は 、 検 出 で
き る よ う に 標 識 す る こ と に よ り 、 検 出 可 能 な 標 識 の 存 在 が 特 異 的 結 合 事 象 を 表 示 す る よ う
に す る 。 そ の よ う な 検 出 可 能 な 結 合 の 検 出 限 界 は 、 使 用 す る 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 用 い る
検 出 法 ま た は 装 置 に 関 連 し て い る 。 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 検 出 可 能 な 標 識 の 結 合 を 指 す
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 組 織 」 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う に 、 細 胞 の 集 合 体 を 指 す 。 細 胞 の 「
培 養 物 」 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 細 胞 の 集 合 体 で あ り 、 細 胞 の ク ロ ー ン 集
団 ま た は 混 合 さ れ た 細 胞 の 集 団 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 サ ン プ ル 」 は 、 例 え ば 細 胞 ま た は 細 胞 由 来 の 細 胞 抽 出 物 、 組 織 、 生 体 サ ン プ ル 、 組 織
抽 出 物 を 含 む あ ら ゆ る 身 体 サ ン プ ル を 包 含 す る 。 サ ン プ ル は 、 被 験 体 ま た は 動 物 ま た は そ
の 一 部 分 等 の 生 物 資 源 由 来 、 あ る い は 細 胞 培 養 物 由 来 で あ り 得 る 。 生 物 資 源 由 来 の サ ン プ
ル は 、 正 常 も し く は 異 常 な 生 物 （ NTD等 の 状 態 ま た は 病 状 を 患 う 生 物 等 ） ま た は そ れ ら の
一 部 由 来 で あ り 得 、 そ し て 健 康 も し く は 異 常 な （ 例 え ば 罹 患 し た ） 体 液 、 組 織 ま た は 臓 器
を 含 む あ ら ゆ る 液 体 、 組 織 あ る い は 臓 器 由 来 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル （ 例 え ば 女 性 の 血 清 ） 中 の 、 細 胞 表 面 の 葉 酸 受 容
体 （ FR） ま た は そ の あ ら ゆ る FRイ ソ 型 に 対 す る 自 己 抗 体 の 同 定 に 関 す る 。 特 定 の メ カ ニ ズ
ム に 束 縛 さ れ る こ と を 意 図 す る こ と な く 、 自 己 抗 体 は 葉 酸 取 り 込 み を 遮 断 し 、 そ し て 結 果
と し て 細 胞 内 葉 酸 欠 乏 を 生 じ 、 そ れ ゆ え に 細 胞 内 代 謝 に 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 は 、 被 験 体 の 生 体 サ ン プ ル に お い て 、 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す
る 自 己 抗 体 ま た は 抗 FR自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 に 関 し 、 以 下 を 含 む ：
　 a． 生 体 サ ン プ ル を 酸 性 化 し て 、 pHを 約 3.0～ 約 5.0、 好 ま し く は pH約 3.5に す る こ と に よ
り 、 抗 FR自 己 抗 体 お よ び 内 在 性 葉 酸 を 、 in vivoに お い て 細 胞 膜 か ら 放 出 さ れ た 後 に 循 環
し て い る 内 在 性 FRか ら 酸 性 条 件 下 で 解 離 さ せ る こ と に よ り 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ア ポ FRを 生
成 し 、
　 b． 解 離 し た 内 在 性 葉 酸 を 、 好 ま し く は 解 離 し た 葉 酸 を デ キ ス ト ラ ン ま た は ヘ モ グ ロ ビ
ン で コ ー ト し た 活 性 炭 へ 吸 着 さ せ る こ と に よ っ て 除 去 し 、
　 c． 次 に 生 体 サ ン プ ル を 標 識 化 葉 酸 （ FA） と 共 に pH約 8.0～ pH約 8.9、 好 ま し く は pH約 8.6
で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 塩 基 性 pH条 件 下 で 標 識 化 FAを 生 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ア ポ FRに
結 合 さ せ る こ と に よ っ て 標 識 化 FRの 作 製 を 可 能 に し 、
　 d． ス テ ッ プ cの 生 体 サ ン プ ル を 標 識 化 精 製 FRと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 内 在 性 FR濃 度 が
低 い 可 能 性 が あ り 、 従 っ て す べ て の 自 己 抗 体 を 検 出 す る の に 十 分 で な い た め に 、 こ れ ら の
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追 加 の FRを 生 体 サ ン プ ル に 添 加 し 、 お よ び 塩 基 性 pHに お い て 、 ス テ ッ プ aで 内 在 性 FRか ら
解 離 し た 自 己 抗 体 が 、 低 濃 度 の 標 識 化 内 在 性 FR（ つ ま り ス テ ッ プ cの 標 識 化 FR） ま た は さ
ら な る 標 識 化 精 製 FRの ど ち ら か へ 結 合 し 、
　 e． 生 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 抗 FR自 己 抗 体 と 標 識 化 FR（ 精 製 化 ま た は 内 在 性 FRの ど ち
ら か ） と の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 検 出 お よ び 定 量 し 、 そ れ に よ っ て 、 免 疫 複 合 体 を 検 出
お よ び 定 量 す る た め に 、 担 体 IgGの 添 加 と 共 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ア ル
コ ー ル も し く は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ る 免 疫 複 合 体 の 沈 降 に よ っ て 、 ま た は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 結 合 剤 （ 例 え ば 、 同 様 に 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 IgGお よ び /ま た は 抗 IgM抗 体 ）
を 添 加 し 、 そ れ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 沈 降 さ せ る こ と に よ っ て 、 好 ま し く は 、 反 応 物
に プ ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 （ 例 え ば 、 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） プ ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 ）
を 添 加 し 、 す べ て の IgG（ 自 己 抗 体 を 自 己 抗 体 -FR免 疫 複 合 体 の 形 で 含 む ） が プ ロ テ イ ン A
膜 に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 に 渡 っ て 低 温 で （ 例 え ば 4℃ で 10分 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ っ て 、 免 疫 複 合 体 を 分 離 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 、 免 疫 複 合 体 の 存 在 が 、 被
験 体 が 抗 FR自 己 抗 体 を 有 す る こ と の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 前 記 方 法 の 例 示 は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む ：
　 a． 被 験 体 の 生 体 サ ン プ ル を 酸 性 pH、 好 ま し く は 約 pH3.5に 酸 性 化 し 、
　 b． 例 え ば デ キ ス ト ラ ン で コ ー ト し た 活 性 炭 を 添 加 し て 酸 性 化 サ ン プ ル 中 の 解 離 し た 葉
酸 を 吸 着 さ せ る こ と に よ っ て 、 酸 性 化 サ ン プ ル か ら 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 し 、
　 c． 可 溶 化 FR、 好 ま し く は 非 凝 集 化 FRま た は 単 量 体 FRを 被 験 体 と 同 じ 種 で あ る 哺 乳 動 物
の 細 胞 膜 か ら 精 製 し ； そ し て サ ン プ ル の 酸 処 理 に よ り 可 溶 化 FRタ ン パ ク 質 に 結 合 し た 内 在
性 葉 酸 を 解 離 さ せ 、 そ の 後 、 活 性 炭 処 理 し 、 pHを 7.4ま で 上 昇 さ せ た 後 、 得 ら れ た ア ポ FR
を 葉 酸 ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る 。 得 ら れ た 精 製 FRを 、 酸 性 pH、 好 ま し く は
pH3.5で ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 さ せ 、 pH約 7.4に 中 和 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 d． ス テ ッ プ cの 精 製 FRを 葉 酸 （ FA） （ ア ッ セ イ に よ っ て 視 覚 化 ま た は 検 出 で き る い く つ
か の 方 法 で 標 識 化 （ 例 え ば 放 射 性 [ 3 H]で の 標 識 化 ） さ れ た も の ） と 共 に 中 性 pH、 好 ま し く
は pH7.4に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 標 識 化 FA-FR抗 原 複 合 体 （ 例 え ば [ 3 H]FA-FR） を 作
製 す る 。 十 分 な 標 識 化 FR（ 例 え ば FRの 濃 度 を 10～ 20％ 超 過 す る 標 識 化 FA） を 添 加 す る こ と
に よ り 溶 液 中 の す べ て の 精 製 FRを 少 な く と も 1つ の 標 識 化 FAと 結 合 さ せ 、 溶 液 中 に は 遊 離
の ま た は 結 合 し て い な い 過 剰 量 の 標 識 化 FAが あ る よ う に し 、
　 e． ス テ ッ プ dの 溶 液 を 、 塩 基 性 pH、 好 ま し く は pH8.9に 、 よ り 好 ま し く は pH8.9の 0.2Mベ
ロ ナ ー ル 溶 液 で 調 整 し 、
　 f． ス テ ッ プ eの 溶 液 を 第 1試 験 管 お よ び 第 2試 験 管 に 等 分 し 、 10～ 20倍 高 濃 度 の 非 標 識 化
FA-FRを 第 2試 験 管 に 添 加 し 、
　 g． 等 容 量 の ス テ ッ プ bの サ ン プ ル を ス テ ッ プ fの 第 1お よ び 第 2試 験 管 に 添 加 し 、 そ し て
こ の 混 合 物 を 十 分 な 時 間 に 渡 り 低 温 で （ 例 え ば 24時 間 4℃ で ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ り 、 生 体 サ ン プ ル 由 来 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 、 生 体 サ ン プ ル 中 の よ り 低 濃 度 の 可 溶 化
FRに 対 し て よ り も 、 よ り 高 濃 度 の 標 識 化 FA-FRに 選 択 的 に 結 合 す る よ う に す る 。 標 識 化 FA-
FRの 自 己 抗 体 へ の 結 合 が 特 異 的 な 場 合 、 こ の 結 合 は 第 2試 験 管 に 含 ま れ る 過 剰 量 の 非 標 識
化 FA-FRに よ っ て 競 合 阻 害 さ れ 、
　 h． ス テ ッ プ gに お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 得 ら れ た 標 識 化 FA-FRを 標 識 化 FA-FR
-自 己 抗 体 複 合 体 か ら 分 離 し 、 そ れ は 例 え ば 、 反 応 物 に プ ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 、 好 ま し く は
ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 を 添 加 し 、 そ し て す べ て の IgGが プ ロ テ イ ン A膜 に 結 合 す
る の に 十 分 な 時 間 に 渡 り 低 温 で （ 例 え ば 4℃ で 10分 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 あ る い
は さ も な く ば 、 抗 IgGま た は 抗 IgM抗 体 （ 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50％
エ タ ノ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 中 の ヒ ト IgG（ も し く は IgM） に 対 す る 、 ウ サ ギ も し
く は ヤ ギ に お い て 生 成 し た 抗 体 ） を 添 加 す る こ と に よ る も の で あ り 、
　 i． ス テ ッ プ hで 得 ら れ た 産 物 を 、 ス テ ッ プ hの 標 識 化 FA-FR-自 己 抗 体 複 合 体 （ 例 え ば 、
プ ロ テ イ ン Aま た は 抗 IgG（ も し く は 抗 IgM） 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ た 複 合 体 ） を 沈 殿 さ せ
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る の に 十 分 な 速 度 お よ び 時 間 に 渡 り （ 例 え ば 6000RPMで 3分 間 ） 遠 心 分 離 し 、
　 j． 上 清 画 分 を 除 去 し 、 そ し て ペ レ ッ ト を 洗 浄 液 （ 例 え ば 、 0.05％ Triton X-100を 含 む 0
.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH7.4） で 3回 洗 浄 し 、
　 k.洗 浄 し た ペ レ ッ ト を シ ン チ レ ー シ ョ ン 溶 液 中 に 懸 濁 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
を 用 い て 存 在 す る 放 射 能 を 測 定 し 、
　 l.第 1試 験 管 お よ び 第 2試 験 管 由 来 の ペ レ ッ ト 中 に 存 在 す る 標 識 の 量 を 比 較 す る 。 第 1試
験 管 由 来 の ペ レ ッ ト の 標 識 （ 例 え ば 放 射 能 ） が 、 第 2試 験 管 由 来 の ペ レ ッ ト の 標 識 よ り 有
意 に 大 き い 場 合 、 試 験 さ れ る 生 体 サ ン プ ル が FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 含 む こ と を 示 唆 す る 。
自 己 抗 体 力 価 の 定 量 的 推 定 値 は 、 標 識 化 さ れ た 結 合 受 容 体 の 量 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 こ れ
は 、 実 施 例 2に 記 載 す る 方 法 に よ っ て FRに 結 合 し た 標 識 化 FAの モ ル 当 量 と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 に お い て 葉 酸 の FRへ の 結 合 を 遮
断 す る 自 己 抗 体 （ つ ま り 遮 断 自 己 抗 体 ） の 存 在 を 検 出 す る 方 法 に 関 し 、 以 下 を 含 む ：
　 a． FR結 合 マ ト リ ッ ク ス を 得 る こ と （ 例 え ば 、 3倍 容 量 の バ ッ フ ァ ー 中 で ヒ ト 胎 盤 を ホ モ
ジ ナ イ ズ し 、 遠 心 分 離 に よ っ て 膜 を ペ レ ッ ト 化 し 、 次 に 同 じ バ ッ フ ァ ー 中 で 3回 洗 浄 す る
こ と に よ り 、 胎 盤 膜 を 調 製 す る ） 、
　 b． マ ト リ ッ ク ス に お け る FRに 結 合 し た 葉 酸 を 、 前 記 マ ト リ ッ ク ス を pH約 3.0～ pH約 5.0
、 好 ま し く は pH約 3.5で 酸 性 化 す る こ と に よ り 解 離 し て 、 マ ト リ ッ ク ス に お い て ア ポ FRを
作 製 し 、
　 c． ス テ ッ プ bの 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 し （ 例 え ば 、 酸 性 バ ッ フ ァ ー 中 で マ ト リ ッ ク ス を 洗
浄 す る こ と に よ る ） 、
　 d． pH約 7.0～ pH約 8.6、 好 ま し く は pH約 8.6で マ ト リ ッ ク ス を 再 懸 濁 し 、
　 e． 単 位 体 積 当 た り の 葉 酸 結 合 能 を 測 定 し （ 例 え ば 、 マ ト リ ッ ク ス の 一 部 に 一 定 量 の 標
識 化 葉 酸 を 添 加 し 、 洗 浄 し て 遊 離 の 標 識 化 酸 を 除 去 し 、 そ し て 単 位 体 積 当 た り の マ ト リ ッ
ク ス （ 例 え ば マ ト リ ッ ク ス の 1ml当 た り ） に お い て FRに 結 合 し た 葉 酸 の 量 を 定 量 す る こ と
に よ る ） 、
　 f． 生 体 サ ン プ ル か ら 遊 離 の 葉 酸 を 除 去 し （ 例 え ば 、 生 体 サ ン プ ル を 酸 性 化 し 、 そ し て
酸 性 化 生 体 サ ン プ ル を デ キ ス ト ラ ン ま た は ヘ モ グ ロ ビ ン で コ ー ト し た 活 性 炭 で 処 理 す る こ
と に よ る ） 、
　 g． 対 照 サ ン プ ル を 得 、 そ れ に よ っ て 対 照 サ ン プ ル 中 の 遊 離 の 葉 酸 が 、 対 照 サ ン プ ル の
酸 性 化 お よ び デ キ ス ト ラ ン ま た は ヘ モ グ ロ ビ ン で コ ー ト さ れ た 活 性 炭 で 対 照 サ ン プ ル を 処
理 す る こ と に よ っ て 除 去 さ れ 、
　 h． ス テ ッ プ dの 懸 濁 化 マ ト リ ッ ク ス を 、 ス テ ッ プ fの 前 記 生 体 サ ン プ ル と 共 に pH約 8.6の
バ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 i． ス テ ッ プ dの 懸 濁 マ ト リ ッ ク ス を 、 ス テ ッ プ gの 前 記 対 照 サ ン プ ル と 共 に pH約 8.6の バ
ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 j． ス テ ッ プ hお よ び ス テ ッ プ iの 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 （ 例 え ば 冷 バ ッ フ ァ ー で ） し
、 そ し て 両 方 の 生 体 サ ン プ ル に つ い て 膜 懸 濁 液 の 葉 酸 結 合 能 を 測 定 し 、
　 k． ス テ ッ プ jの 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 標 識 化 葉 酸 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 l． ス テ ッ プ hの マ ト リ ッ ク ス の 、 お よ び ス テ ッ プ iの マ ト リ ッ ク ス へ の 標 識 化 葉 酸 結 合
能 を 測 定 お よ び 定 量 し 、 そ れ に よ っ て 、 ス テ ッ プ iの 前 記 マ ト リ ッ ク ス へ の 標 識 化 葉 酸 結
合 と 比 較 し た 場 合 の 、 ス テ ッ プ hの マ ト リ ッ ク ス へ の 標 識 化 葉 酸 結 合 の 減 少 は 、 被 験 体 に
お い て FRへ の 葉 酸 の 結 合 を 遮 断 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の FRは 、 前 記 の よ う に 、 検 出 可 能 に 標 識 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る 方 法 は 、 精 製 し た FR、 好 ま し く は 非 凝
集 化 FRま た は 単 量 体 FRを 使 用 し 、 そ れ は 例 え ば ヒ ト の 胎 盤 等 の 哺 乳 動 物 の 胎 盤 よ り 単 離 さ
れ る 膜 タ ン パ ク 質 か ら 調 製 さ れ る 。 例 え ば 実 施 例 2を 参 照 せ よ 。 可 溶 化 胎 盤 FRは 、 内 在 性
葉 酸 を 解 離 し 、 そ し て Sepharose 6B等 の マ ト リ ッ ク ス に 内 在 性 葉 酸 を 結 合 さ せ る こ と に よ
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り FRを 精 製 し た 後 、 試 薬 抗 原 と な る （ Sadasivanら , Biochim. Bioph. Acta. 925:36-47(1
987)） 。 FRは 、 酸 性 pH、 好 ま し く は pH3.5で マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 さ れ 、 そ し て pH約 7.4に
中 和 さ れ る 。 調 製 さ れ た FRは 、 放 射 性 ア ッ セ イ ま た は ELISA等 の 非 放 射 性 ア ッ セ イ の ど ち
ら か に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 ELISAア ッ セ イ に よ っ て 被 験 体 の 体 液 （ 例 え ば 女
性 の 血 清 ） 中 の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 企 図 さ れ る
方 法 は 、 ELISAプ レ ー ト の ウ ェ ル を 前 記 の ス テ ッ プ cの 精 製 さ れ た 葉 酸 受 容 体 タ ン パ ク 質 で
コ ー テ ィ ン グ す る こ と ； 前 記 の ス テ ッ プ a～ bに 記 載 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た 処 理 済 み サ ン
プ ル を ウ ェ ル 中 に 含 ま れ る 中 和 バ ッ フ ァ ー に 添 加 す る こ と ； イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に ウ ェ
ル を 中 性 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 次 に 2次 ビ オ チ ニ ル 化 抗 ヒ ト IgG抗 体 を ウ ェ ル に 添 加 す る こ
と ； イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に ウ ェ ル を 再 び 同 じ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 次 に ア ビ ジ ン -
ビ オ チ ン -ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ま た は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 複 合 体 を 添 加 す る こ と ；
お よ び さ ら な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 色 素 基 質 （ p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ） を
添 加 す る こ と ； 発 色 強 度 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー に お い て 405～ 420nmで の
吸 光 度 を 読 む こ と に よ り 定 量 す る こ と を 含 む 。 こ の 技 術 は ま た 、 2次 ビ オ チ ニ ル 化 抗 ヒ ト I
gM抗 体 を 使 用 し た 葉 酸 受 容 体 に 対 す る IgM自 己 抗 体 の ア ッ セ イ に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 放 射 性 標 識 化 FRの 結 合 に よ っ て 女 性 の 血 清 中
の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 自 己 抗
体 に つ い て 試 験 を さ れ る 被 験 者 由 来 の 血 清 は 、 酸 ま た は 酸 性 試 薬 に よ っ て 酸 性 化 さ れ 、 血
清 の pHを 約 3.5に 調 整 す る 。 そ の よ う な 酸 ま た は 酸 性 試 薬 の 例 示 は 、 グ リ シ ン -HClま た は
他 の 酸 性 バ ッ フ ァ ー を 含 む 。 酸 性 pHに お い て 、 血 清 中 の 可 溶 性 FRは 循 環 自 己 抗 体 か ら 解 離
さ れ る 。 酸 性 pHは ま た 、 あ ら ゆ る 血 清 受 容 体 か ら 内 在 性 葉 酸 を 解 離 す る 。 次 に 、 解 離 し た
葉 酸 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 技 術 （ 解 離 し た 葉 酸 を 結 合 す る た め の 、 デ キ ス ト ラ ン で コ ー
ト さ れ た 活 性 炭 の 添 加 等 ） に よ っ て 血 清 か ら 除 去 さ れ る 。 酸 性 化 さ れ た 血 清 は 、 精 製 さ れ
た FRか ら な る [ 3 H]FA-FRと 混 合 し 、 前 記 の よ う に 、 過 剰 量 の 、 好 ま し く は 約 10～ 20％ 、 よ
り 好 ま し く は 約 20％ の 放 射 性 標 識 化 葉 酸 （ [ 3 H]FA） を 用 い て 調 製 す る 。 [ 3 H]FA-FRは 、 血
清 と 混 合 す る 前 に 酸 性 pHの 溶 液 中 、 好 ま し く は pH約 8.9の 溶 液 中 に 存 在 す る 。 よ り 好 ま し
く は 、 [ 3 H]FA-FRは pH約 8.9の 0.2Mベ ロ ナ ー ル 溶 液 中 に 存 在 す る 。 調 製 さ れ た FRお よ び 酸 性
化 血 清 を 混 合 す る 場 合 、 得 ら れ る pHは 8.6で あ り 、 そ し て 被 験 者 の 血 清 中 の FRに 対 す る 自
己 抗 体 は 、 血 清 中 の よ り 低 濃 度 の 可 溶 性 FRよ り も 、 よ り 高 濃 度 の 放 射 性 標 識 化 FRに 選 択 的
に 結 合 す る 。 自 己 抗 体 -FR免 疫 複 合 体 は 、 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン A膜 に 吸 着 す る 。 こ の 膜 を
3回 洗 浄 し 、 そ し て 次 に シ ン チ レ ー シ ョ ン 溶 液 中 に 懸 濁 す る 。 放 射 能 を シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー に て 検 出 す る 。 ア ッ セ イ し た サ ン プ ル 中 の 放 射 能 を 対 照 （ 前 記 の 第 2試 験 管 ）
（ [ 3 H]FA-FR複 合 体 を 過 剰 量 の 非 標 識 化 FA-FR複 合 体 と 共 に 含 む ） に お け る 放 射 能 と 比 較 す
る 。 対 照 サ ン プ ル 中 の 非 標 識 化 FA-FR複 合 体 は 、 好 ま し く は 少 な く と も [ 3 H]FA-FR複 合 体 の
濃 度 の 10倍 以 上 の 濃 度 で あ る 。 血 清 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 存 在 し な い 場 合 、 第 1お よ
び 第 2試 験 管 双 方 に お け る プ ロ テ イ ン Aは 、 血 清 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 で は な い 他 の IgG
ま た は 抗 体 に 結 合 す る だ け で あ ろ う 。 FRに 対 す る も の で は な い 自 己 抗 体 、 IgGま た は 抗 体
は 、 [ 3 H]FA-FRで 特 異 的 に 標 識 化 さ れ な い で あ ろ う し 、 そ れ ゆ え に [ 3 H]FA-FRは 洗 い 流 さ れ
る で あ ろ う 。 従 っ て 、 放 射 能 は 第 1ま た は 第 2試 験 管 の ど ち ら に お い て も 検 出 さ れ 得 な い 。
血 清 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 存 在 す る 場 合 、 第 1試 験 管 内 の プ ロ テ イ ン Aは こ れ ら の 自 己
抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う し 、 そ し て そ の よ う な 自 己 抗 体 は 洗 浄 後 で も な お プ ロ テ
イ ン Aに 結 合 し て い る で あ ろ う 一 方 で 、 第 2試 験 管 内 の 自 己 抗 体 -[ 3 H]FA-FR複 合 体 の 形 成 に
お け る [ 3 H]FA-FRは 、 過 剰 量 の 非 標 識 化 FA-FRに よ っ て 競 合 阻 害 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、
第 2試 験 管 内 の ペ レ ッ ト は 自 己 抗 体 -FA-FRと 結 合 し た プ ロ テ イ ン Aで あ ろ う し 、 そ れ ゆ え に
非 常 に 低 水 準 の 放 射 能 が 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 試 験 サ ン プ ル （ 第 1試 験 管 ） 由 来 の プ ロ テ
イ ン A膜 の 放 射 能 が 対 照 サ ン プ ル （ 第 2試 験 管 ） の プ ロ テ イ ン A膜 の 放 射 能 よ り 大 き い 、 好
ま し く は 5倍 ま た は そ れ 以 上 大 き い 場 合 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 被 験 者 に 存 在 す る と 結 論
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付 け ら れ る 。 FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 は 、 被 験 者 が 胎 児 の 合 併 症 を 伴 う 妊 娠 の リ ス ク ま
た は 葉 酸 感 受 性 異 常 の リ ス ク （ 例 え ば NTD等 の 先 天 性 出 生 異 常 を 有 す る 乳 児 の 出 産 ） に あ
る こ と を 示 唆 す る 。 放 射 性 標 識 化 FRを 使 用 し た ア ッ セ イ 方 法 の 例 示 は 、 以 下 の 実 施 例 3で
説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 は 、 ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の 精 製 さ れ た FR、 好 ま し く は 非
凝 集 化 FR、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル を 処 理 （ 例 え ば 酸 性 化 ） す る た め の 試 薬 、 標 識 化 葉
酸 、 お よ び 精 製 さ れ た FRと 抗 FR自 己 抗 体 と の 複 合 体 を 検 出 す る 少 な く と も 1つ の 指 標 物 質
を 含 む 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト
に 関 す る 。 陽 性 の 結 果 は 、 被 験 者 に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 示 唆 し 、 そ れ ゆ え
に 被 験 体 が 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 体 外 受 精 処 置 の 失 敗 、 神 経 障 害 も し く は 葉 酸
の 吸 収 障 害 、 ま た は NTD等 の 胎 児 の 合 併 症 を 伴 う 妊 娠 を す る こ と へ の リ ス ク が 高 い こ と を
立 証 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 試 験 キ ッ ト 」 は 市 販 の パ ッ ケ ー ジ で あ り 、 ア ッ セ イ に 必 要 な 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 実 施 形 態 は 、 ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の ア ポ -FR、 被 験 者 由 来 の 生 体 サ
ン プ ル を 処 理 す る た め の 試 薬 、 標 識 化 葉 酸 、 お よ び 反 応 物 中 に 残 留 す る ア ポ -FRを 検 出 す
る 少 な く と も 1つ の 指 標 物 質 を 含 む 、 被 験 者 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに よ っ て 葉 酸 の 結
合 を 遮 断 す る FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。 こ の 試 験 キ ッ ト
の 企 図 さ れ る 成 分 お よ び 方 法 の 原 理 は 、 図 9で 説 明 す る 。 ア ポ -FRは 、 マ ト リ ッ ク ス （ ヒ ト
の 胎 盤 膜 等 の 膜 、 ま た は 炭 化 水 素 鎖 も し く は 他 の 疎 水 性 マ ト リ ッ ク ス を 介 し て ） に 結 合 し
た 精 製 さ れ た グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ GPI） -FR、 あ る い は マ ト リ ッ ク ス
に 共 有 結 合 的 に 結 合 し た FRで あ り 得 る 。 標 識 化 葉 酸 （ FA） は 、 担 体 、 例 え ば 酵 素 ま た は 放
射 性 標 識 ま た は 蛍 光 マ ー カ ー ま た は ビ オ チ ン に 結 合 し た FAを 指 す 。 得 ら れ た 結 合 化 FA（ 担
体 に 結 合 し て い る ） が 、 試 験 す る 生 体 サ ン プ ル の 不 存 在 下 ま た は 対 照 サ ン プ ル の 存 在 下 で
実 施 さ れ る 対 照 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と 比 較 し て 減 少 し て い る こ と は 、 FRに 対 す る 遮 断 自 己
抗 体 の 存 在 を 示 唆 し 、 FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 の 力 価 を 提 供 す る 。 図 9Aお よ び 図 9Bを 参 照
せ よ 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 本 発 明 の 試 験 キ ッ ト は ま た 、 遮 断 自 己 抗 体 の 力 価 を 測 定
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 試 験 キ ッ ト は ま た 、 前 記 FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 の 見 か け の
結 合 定 数 （ K a ） を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 生 物 学 的 作 用 は
、 2つ の パ ラ メ ー タ ー の 関 数 で あ る ： 体 液 中 の 自 己 抗 体 の 力 価 お よ び 細 胞 膜 に お い て FRに
結 合 す る 自 己 抗 体 の 結 合 性 （ つ ま り 結 合 定 数 、 K a ） 。 自 己 抗 体 が 高 い 結 合 定 数 （ K a が 10
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～ 10 1 0 L/mol） を 有 し 、 そ し て 自 己 抗 体 の 力 価 が 高 い （ つ ま り 、 す べ て の FRに 結 合 す る の
に 十 分 で あ る ） 場 合 、 こ れ は 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 遮 断 し て 、 細 胞 内 の 葉 酸 欠 乏 を も た
ら す で あ ろ う 。 こ の 抗 体 の 作 用 の シ ナ リ オ を 回 避 す る た め に 、 非 常 に 大 量 の 薬 理 量 の 葉 酸
を 投 与 し な け れ ば な ら な い 。 FRへ の 自 己 抗 体 の 結 合 に つ い て の 見 か け の K a が よ り 低 い 場 合
（ 例 え ば 10 6 ～ 10 7 L/mol） 、 こ の 力 価 が 細 胞 膜 に お け る す べ て の FRに 結 合 す る の に 十 分 で
あ る 場 合 で あ っ て も 、 は る か に 低 濃 度 の 葉 酸 が FRへ の 結 合 に つ い て 自 己 抗 体 と 競 合 す る の
に 十 分 と な り 得 、 そ れ ゆ え に 細 胞 内 の 葉 酸 欠 乏 を 予 防 す る 。 従 っ て 、 FRへ の 結 合 に つ い て
の 自 己 抗 体 の 自 己 抗 体 力 価 お よ び 見 か け の K a の 異 な る 組 み 合 わ せ が 、 細 胞 内 葉 酸 代 謝 に お
け る 自 己 抗 体 の 生 物 学 的 作 用 の 予 測 と な り 得 る 。 第 3の 要 素 も ま た 発 生 し 得 る ： 自 己 抗 体
の 力 価 が 非 常 に 高 い 場 合 、 葉 酸 の 欠 乏 を 伴 わ ず に 組 織 損 傷 を 引 き 起 こ し 得 る 急 性 の 免 疫 反
応 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 試 験 キ ッ ト に お け る FRは マ ト リ ッ ク ス 、 好 ま し く は
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疎 水 性 マ ト リ ッ ク ス 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト ま た は 相 同 種 由 来 の FRを 含 む 胎 盤 膜 に 結 合 し て
い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 試 験 キ ッ ト に お け る 指 標 物 質 は 、 酵 素 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 マ ー カ ー ま
た は ア ビ ジ ン と 複 合 体 化 し た ビ オ チ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 異 常 ま た は 障 害 の リ ス ク に あ る 被 験 者 に お け る 葉 酸
感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 に 関 し 、 前 記 の 方 法 に 従 っ て 、 生 体 サ ン プ ル 中 の FR
に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 神 経 管 欠 損 症 を 伴 う 妊 娠 を す る リ ス ク が あ る 女 性 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 し 、 前 記 の 方 法 に 従 っ て 、 女 性 由 来 の 生 体 サ ン プ ル 中 の FRに 対
す る 母 体 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 本 方 法 は 、 前 記 の 方 法 （ 例 え ば 、 放 射 性
ア ッ セ イ に よ っ て ま た は ELISAア ッ セ イ に よ っ て の ど ち ら か ） を 用 い て 、 女 性 の 血 清 中 の F
Rに 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 検 出 ま た は 同 定 は 、 胎
児 の 合 併 症 を 伴 う 妊 娠 を す る リ ス ク ま た は NTD等 の 先 天 性 異 常 を 有 す る 乳 児 を 出 産 す る リ
ス ク を 回 避 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 NTD等 の 葉 酸 感 受 性 の 先 天 性 中 枢 神 経 系 疾 患 の 原 因 が 同 定 さ れ て き た
。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 FRに 対 す る 母 体 自 己 抗 体 が 、 NTD等 の 中 枢 神 経 系 疾 患 を 有 す る 乳
児 を 出 産 す る 可 能 性 を 上 昇 さ せ る こ と を 見 出 し て き た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 に よ れ ば 、 以 前 に 中 枢 神 経 系 疾 患 を 有 す る 乳 児 を 出 産 し た か も し く は NT
Dを 有 す る 胎 児 を 伴 う 妊 娠 を し た か 、 あ る い は 自 然 流 産 も し く は 誘 発 流 産 ま た は 後 期 流 産
を し た か の い ず れ か の 女 性 由 来 の 血 清 は 、 前 記 の ア ッ セ イ を 用 い て FRに 対 す る 自 己 抗 体 を
解 析 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 同 定 は 、 妊 娠 時 に ビ タ ミ
ン の 取 り 込 み が 起 こ る こ と を 確 実 に す る た め に 、 女 性 が 次 回 の 妊 娠 を 開 始 す る 前 に 葉 酸 ま
た は フ ォ リ ン 酸 に つ い て の 処 方 を 受 け る べ き で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 発 明 者 ら は 、 ラ ッ ト に お け る FRに 対 す る 抗 血 清 が 胚 お よ び 胎 児 の 異 常
を 誘 導 し 得 る こ と を 発 見 し て き た 。 本 発 明 に 従 っ て 、 胚 に お け る NTD等 の 葉 酸 感 受 性 の 先
天 性 中 枢 神 経 系 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 か ら 生 じ る こ と を 発 見 し て き た 。 特 定 の メ カ ニ ズ ム
に よ っ て 束 縛 さ れ る こ と を 企 図 す る こ と な く 、 葉 酸 感 受 性 の 先 天 性 異 常 は 生 殖 組 織 お よ び
胚 に お け る 母 体 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 こ れ は 細 胞 内 葉 酸 取
り 込 み を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え に 正 常 な 胚 発 生 に 不 可 欠 な 母 体 か ら 胎 児 へ の 葉 酸 の 輸 送 に 影 響
を 及 ぼ す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る 、 被 験 者 の 血 清 中 の 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体
を 同 定 ま た は 検 出 す る た め の ア ッ セ イ ま た は 方 法 は 、 女 性 が 催 奇 形 性 異 常 （ 例 え ば NTD）
を 有 す る 乳 児 を 出 産 す る リ ス ク の 強 力 な 徴 候 を 提 供 す る 。 被 験 体 は あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 被 験
体 、 特 定 的 に は ヒ ト 、 さ ら に 特 定 的 に は 以 前 に NTDを 有 す る 乳 児 を 出 産 し た か 、 も し く は N
TDを 有 す る 胎 児 を 伴 う 妊 娠 を し た か の ど ち ら か の 女 性 、 あ る い は 自 然 流 産 も し く は 誘 発 流
産 ま た は 後 期 流 産 を し た 女 性 で あ り 得 る 。 ア ッ セ イ す る 生 体 サ ン プ ル は 、 血 清 ま た は 血 漿
で あ る 。 特 定 の メ カ ニ ズ ム に 束 縛 さ れ る こ と を 望 む こ と な く 、 本 発 明 に お い て 検 出 さ れ る
自 己 抗 体 は 、 葉 酸 の そ の 受 容 体 へ の 結 合 を 阻 害 ま た は 遮 断 し 、 そ れ ゆ え に 初 期 胚 に よ る 葉
酸 の 取 り 込 み を 阻 害 す る と 考 え ら れ て い る 。 結 果 と し て 、 こ の 阻 害 が NTDま た は 他 の 葉 酸
感 受 性 の 先 天 性 出 生 異 常 を 導 く 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 、 前 記 の ア ッ セ イ ま た は 方 法 を 用 い て 、 中 枢 神 経 系 の 異 常 な 発 達 を 伴 う 妊 娠 を 以
前 に し た か も し く は 現 在 し て い る か の ど ち ら か の 女 性 、 ま た は NTD等 の 先 天 性 異 常 を 有 す
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る 乳 児 を 出 産 し た 女 性 に お い て 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 に つ い て 血 清 を 調 べ る こ と に よ り 、
本 発 明 者 ら は 、 脊 髄 異 常 を 有 す る 乳 児 を 出 産 し た 女 性 に お い て FRに 対 す る そ の よ う な 自 己
抗 体 を 同 定 し て き た 。 例 え ば 、 1つ の ア ッ セ イ に お い て 、 試 験 群 の 12名 の う ち 9名 （ 75％ ）
の 女 性 （ 図 1の 被 験 者 ＃ 1～ 9） か ら の 血 清 は 、 そ れ ら の 血 清 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 有
し た 。 12名 の 女 性 か ら な る 群 は 、 各 自 が 中 枢 神 経 系 の 異 常 な 発 達 を 伴 う 妊 娠 を 以 前 に し た
か ま た は 妊 娠 中 で あ っ た か の ど ち ら か で あ っ た 。 反 対 に 、 対 照 群 に お け る 女 性 2名 （ 図 1の
被 験 者 ＃ 16お よ び 24） だ け が そ の 血 清 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 有 し て い た が 、 NTDを 伴
う 妊 娠 は し て い な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 哺 乳 動
物 被 験 体 、 好 ま し く は ヒ ト 被 験 者 に お け る 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障 害
（ 例 え ば 認 知 症 ） ま た は 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 、 特 に 葉 酸 の 異 常 代 謝 も し く は 取 り 込 み に 起
因 す る こ と の 診 断 に お い て 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 不 妊 症 、 自 然 流 産 ま た は 男 性 不 妊 症 の リ ス ク を 有 す
る 被 験 者 を 、 被 験 者 の 血 清 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す る 方 法
に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRは ラ ッ ト ま た は ヒ ト 等 の 哺 乳 動 物 の 卵 胞 に お い て 卵 子 を 囲 む 顆 粒 膜
細 胞 で 発 現 す る （ 図 2） 。 顆 粒 膜 細 胞 に お け る FRへ の 自 己 抗 体 の 結 合 は 、 成 熟 し た 卵 子 が
卵 管 （ つ ま り フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 ） 内 に 放 出 さ れ る の を 阻 害 し 、 そ し て 受 精 を 阻 害 す る 。 FR
に 対 す る 自 己 抗 体 は ま た 、 精 子 が フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 の 管 足 瓶 嚢 に 到 達 す る こ と に よ る 卵 子
の 受 精 を 阻 止 し 得 、 そ れ ゆ え に 不 妊 症 を も た ら す 。 本 発 明 に よ れ ば 、 フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 を
裏 打 ち す る 上 皮 細 胞 も ま た 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 結 合 し 得 る FRを 発 現 し （ 図 3） 、 従 っ
て 、 子 宮 に 進 入 す る 受 精 卵 （ 胚 盤 胞 の 段 階 ま で 進 ん だ も の ） の 進 行 を 阻 害 す る 。 FRに 対 す
る 自 己 抗 体 は ま た 、 上 皮 細 胞 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る こ と が で き 、 従 っ て フ ァ ロ
ー ピ ウ ス 管 の 機 能 を 阻 害 す る こ と で 不 妊 症 の 原 因 と な る 。 ヒ ト の フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 に お け
る FRの 局 在 性 は 、 Weitmanら , Cancer Res 52:6708(1992)に よ っ て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 葉 酸 受 容 体 は ま た 、 ラ ッ ト の 子 宮 の 上 皮 層 に お い て も 発 現 す る （ 図 4
） 。 FRの 類 似 の 発 現 は 、 ヒ ト の 子 宮 内 膜 組 織 に お い て も 示 さ れ た （ Weitmanら ） 。 FRに 対
す る 自 己 抗 体 は こ れ ら の 葉 酸 受 容 体 に 結 合 す る こ と が で き 、 従 っ て こ れ ら の 細 胞 に よ る 葉
酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る 。 生 じ た 葉 酸 欠 乏 は 、 胚 盤 胞 の 着 床 を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え に 不 妊 症
ま た は 自 然 流 産 を も た ら す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 葉 酸 受 容 体 は ま た 、 ラ ッ ト の 副 睾 丸 の 上 皮 細 胞 （ 図 5） お よ び ラ ッ ト
の 精 子 細 胞 （ 示 さ な い ） に お い て も 発 現 す る 。 Weitmanら は 、 ヒ ト の 副 睾 丸 の 上 皮 細 胞 に
お け る FRの 類 似 の 発 現 を 示 し た 。 FRへ の 自 己 抗 体 の 結 合 は 、 精 子 細 胞 の 成 熟 を 阻 害 す る こ
と が で き 、 男 性 不 妊 症 を も た ら す 。 FRに 対 す る 自 己 抗 体 は こ れ ら の FRに 結 合 す る こ と が で
き 、 従 っ て か か る 細 胞 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る 。 生 じ た 細 胞 内 の 葉 酸 欠 乏 は 、 副
睾 丸 の 機 能 を 阻 害 し 、 そ れ ゆ え に 不 妊 症 の 原 因 と な る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 体 外 受 精 処 置 に 失 敗 す る リ ス ク に あ る 被 験 者
を 、 被 験 者 に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRは 子 宮 内 膜 の 上 皮 層 に お い て 発 現 す る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 FRに 対 す
る 血 清 自 己 抗 体 は 、 葉 酸 の 取 り 込 み を 阻 止 す る こ と に よ り 、 初 期 胚 の 生 存 能 力 を 阻 害 し 得
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 体 外 受 精 処 置 に お い て 、 卵 子 は 腹 腔 鏡 ま た は 経 膣 手 術 に よ っ て 卵 胞 か ら 採 取 さ れ る 。 い
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く つ か の 卵 子 を 選 択 し 、 そ し て ペ ト リ 皿 に 移 し て 精 子 と 受 精 す る 。 培 養 し て 約 2～ 3日 後 、
形 成 さ れ た 胚 盤 胞 を 子 宮 内 膜 に 着 床 さ せ る 。 従 っ て 、 体 外 受 精 を 計 画 す る 場 合 、 卵 子 お よ
び 精 子 双 方 の 提 供 者 が 、 本 発 明 に 記 載 す る よ う に 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 ま た は 診 断
す る た め の ア ッ セ イ ま た は 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 彼 ら の 体 液 、 好 ま し く は 血 清 中 の FR
に 対 す る 自 己 抗 体 に つ い て の 試 験 を 受 け る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 障 害 （ 例 え ば 認 知 症 ） へ の リ ス ク
に あ る 被 験 者 を 、 被 験 者 の 体 液 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す る
方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRを 遮 断 す る 自 己 抗 体 は 、 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 阻 害 し 得 る 。 FRが
脈 絡 叢 に お い て 存 在 す る た め （ 図 10を 参 照 ） 、 FRを 遮 断 す る 自 己 抗 体 は 、 男 性 お よ び 女 性
に お い て 認 知 症 等 の 葉 酸 感 受 性 神 経 障 害 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 な お 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 記 載 す る よ う に 、 FRに 対 す る 自
己 抗 体 を 同 定 ま た は 診 断 す る た め の ア ッ セ イ ま た は 方 法 を 用 い て 、 被 験 者 の 体 液 中 の FRに
対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 葉 酸 の 吸 収 の 阻 害 へ の リ ス ク に あ る 被 験 者 を 診
断 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 腸 粘 膜 に お け る FRの 存 在 （ 図 11を 参 照 ） は 、 FRを 遮 断 す る 自 己 抗 体 が 葉 酸 の 吸
収 を 阻 害 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 （ 神
経 管 欠 損 症 （ NTD） 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障 害 お よ び
葉 酸 吸 収 の 阻 害 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 予 防 す る 方 法 に 関 し 、 以 下 を 含 む ：
　 a.前 記 の 方 法 に 従 っ て 、 被 験 体 由 来 の 生 体 サ ン プ ル に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在
を 検 出 す る こ と 、 お よ び
　 b.被 験 体 に 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 投 与 す る こ と 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 に よ っ て 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 有 す る リ
ス ク を 予 防 ま た は 有 意 に 減 少 さ せ 得 る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRに 対 す る 抗 血 清 に よ っ て 誘 導 さ れ る ラ ッ ト の 胚 の 再 吸 収 は 、 葉 酸 の
投 与 に よ っ て 予 防 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 ラ ッ ト の FRに 対 す る 抗 血 清
（ ラ ッ ト の FRに 対 し て ウ サ ギ に お い て 作 製 し 、 そ し て 妊 娠 し た ラ ッ ト に 注 入 し た 抗 血 清 な
ど ） の 投 与 が 、 初 期 胚 の 再 吸 収 を 誘 導 し 、 そ し て 脳 お よ び 他 の 臓 器 に 影 響 を 与 え る 異 常 を
誘 導 し 得 、 結 果 と し て 胚 発 生 お よ び 胎 児 の 成 熟 の 間 の 発 達 障 害 を も た ら す こ と を 見 出 し た
（ da Costa ら , Birth Defects Research, Part A, 67(10)837, (2003)） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ラ ッ ト 等 の 被 験 体 に お け る 胚 の 再 吸 収 お よ び 形 成 異 常 を 引 き 起 こ す の は
抗 FR抗 体 で あ る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 精 製 さ れ た FR（ 例 え ば 哺 乳 動 物 の 胎 盤
（ 例 え ば ラ ッ ト の 胎 盤 ） 由 来 の FRα お よ び FRβ ） は 、 葉 酸 結 合 マ ト リ ッ ク ス と 結 合 し た 場
合 、 抗 血 清 由 来 の 特 異 的 な 抗 FR抗 体 を 吸 着 す る 。 FRに 対 す る 特 異 抗 体 を 、 FRを 結 合 さ せ た
葉 酸 結 合 マ ト リ ッ ク ス に よ っ て 除 去 す る （ da Costaお よ び Rothenberg） 。 こ の 吸 着 し た 大
量 の 抗 血 清 を ラ ッ ト 等 の 妊 娠 し た 哺 乳 動 物 に 投 与 し た 場 合 、 後 日 調 べ る 胚 に お い て 、 再 吸
収 ま た は 構 造 上 の 異 常 は 起 こ ら な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 従 っ て 、 FRに 対 す る 抗 体 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み の 遮 断 は 、 胚 の 再 吸 収 お よ び 形 成 異 常 を
も た ら す 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ の よ う な 胚 の 再 吸 収 お よ び 形 成 異 常 は 、 フ ォ リ ン 酸 等 の 薬
理 量 の 葉 酸 で 被 験 体 を 前 処 理 す る こ と に よ っ て 予 防 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 妊 娠 し た

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-521532 A 2006.9.21



ラ ッ ト を 、 あ る 量 （ 例 え ば 約 12mg/kgを 3回 に 分 け て ） の フ ォ リ ン 酸 を 皮 下 注 射 す る こ と に
よ り 前 処 理 し た 。 フ ォ リ ン 酸 に よ る 前 処 理 は 、 大 量 （ 例 え ば 約 0.3ml） の 抗 血 清 を 投 与 す
る 1時 間 前 に 開 始 し 、 そ の 翌 日 に フ ォ リ ン 酸 を 再 度 投 与 し た 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 大 量 」
の 抗 血 清 は 、 常 に 48時 間 以 内 に 胚 の 再 吸 収 を 100％ も た ら す 用 量 を 指 す 。 妊 娠 し た ラ ッ ト
に 前 記 の 通 り フ ォ リ ン 酸 を 投 与 す る 場 合 、 胚 は 2日 後 に 調 べ た 場 合 に は 正 常 に 見 え る 。 し
か し な が ら 、 大 量 の 抗 血 清 （ 例 え ば 約 0.5ml） を 投 与 す る 場 合 、 フ ォ リ ン 酸 は 胚 の 損 傷 を
予 防 せ ず 、 胚 は 短 時 間 （ 例 え ば 抗 血 清 の 投 与 後 48時 間 ） の 内 に す べ て 再 吸 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 FRを 遮 断 す る 自 己 抗 体 は 、 葉 酸 の 細 胞 内 取 り 込 み を 阻 害 し 得 る 。 例 え
ば 、 図 6は 、 2つ の ヒ ト の 細 胞 系 お よ び ヒ ト の 胎 盤 膜 に お い て 、 葉 酸 受 容 体 へ の 葉 酸 の 結 合
を 遮 断 す る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 能 力 を 明 示 す る 。 さ ら に 、 図 7は 、 37℃ で 培 養 液 中 の KB
細 胞 （ ヒ ト の 細 胞 系 ） に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る 、 試 験 被 験 体 の 血 清 か ら 単 離 さ れ
た FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 能 力 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 従 っ て 、 有 効 量 の 薬 理 的 葉 酸 を FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 有 す る 女 性 に 投 与 す る こ と に よ っ
て 、 こ れ ら の 女 性 に お け る NTD等 の 胎 児 の 合 併 症 を 伴 う 妊 娠 へ の リ ス ク が 有 意 に 低 減 す る
。 葉 酸 を 含 有 す る 穀 物 産 物 の 補 給 が NTDの 発 生 を 約 19％ し か 低 減 さ せ な い 一 方 で 、 妊 娠 時
に 毎 日 0.8～ 4mgの 葉 酸 を 摂 取 す る こ と に よ る 補 給 は 、 NTDの 発 生 率 を 約 72％ 低 減 さ せ る こ
と が で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 特 定 の 理 論 に よ っ て 束 縛 さ れ る こ と を
企 図 す る こ と な く 、 こ れ ら の 2つ の ア プ ロ ー チ の 異 な る 結 果 は 、 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 と 比
較 し て 、 穀 物 に 存 在 す る 葉 酸 が よ り 少 量 で あ る こ と に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 葉
酸 強 化 穀 物 は 十 分 な 量 の 葉 酸 を 含 ま ず 、 一 方 で 、 薬 理 的 葉 酸 は 胚 発 生 の 初 期 段 階 で NTDを
予 防 す る の に 十 分 な 量 を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 NTD妊 娠 の リ ス ク を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 を
提 供 す る こ と に よ り 、 十 分 な 量 の 薬 理 的 葉 酸 を 、 こ れ を 必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 す る こ と
に よ っ て 、 こ の 疾 患 を 予 防 す る こ と が で き 、 ま た は そ の リ ス ク を 有 意 に 低 減 さ せ る こ と が
で き る よ う に す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 特 定 の 理 論 に よ っ て 束 縛 さ れ る こ と を 企 図 す る こ と な く 、 NTD合 併 症 を 伴 う 12名 の 女 性
の う ち 9名 由 来 の 血 清 が FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 含 む こ と の 発 見 は 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 が
葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る こ と に よ っ て 胚 発 生 を 阻 害 す る こ と へ の 実 質 的 な 証 拠 を 提 供 す
る と 考 え ら れ る 。 試 験 群 に お い て 自 己 抗 体 を 有 す る 女 性 の 割 合 （ 9/12す な わ ち 75％ ） は 、
妊 娠 時 に 毎 日 の 葉 酸 補 給 を 開 始 す る こ と に よ り NTD妊 娠 の 発 生 に お い て 約 70％ の 低 減 を 示
し た 以 前 の 研 究 と 一 致 す る と 考 え ら れ る 。 葉 酸 を 含 有 す る 穀 物 産 物 の 補 給 は 、 NTDの 発 生
を 約 19％ し か 低 減 さ せ な い （ Honeinら , JAMA, 285(23):2981(2001)） 一 方 で 、 妊 娠 時 に 0.
8～ 4mgの 葉 酸 を 補 給 す る こ と で 、 NTDの 発 生 率 を 約 72％ 低 減 さ せ る こ と が で き る こ と が 報
告 さ れ た 。 こ れ ら の 2つ の ア プ ロ ー チ の 異 な る 結 果 は 、 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 と 比 較 し て 、 穀
物 に 存 在 す る 葉 酸 が よ り 少 量 で あ る こ と に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。 NTD発 生 の 約 70％ が FR
に 対 す る 自 己 抗 体 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み の 阻 害 に よ る 一 方 、 NTD発 生 の 約 30％ が 葉 酸 応 答
性 で は な く 、 化 学 療 法 薬 、 特 に 抗 葉 酸 剤 、 抗 て ん か ん 薬 、 染 色 体 異 常 お よ び 環 境 的 要 因 も
し く は 遺 伝 的 要 因 等 の 他 の 十 分 に 認 識 さ れ た 原 因 の 結 果 で あ り 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 体 液 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 女 性 は 、 NTD
胎 児 を 伴 う 妊 娠 を す る 、 ま た は NTD等 の 葉 酸 感 受 性 の 出 生 異 常 を 有 す る 乳 児 を 出 産 す る リ
ス ク が 上 昇 す る 。 従 っ て 、 女 性 は 異 常 形 態 発 生 を 予 防 す る た め に 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 妊
娠 開 始 時 に 摂 取 す る べ き で あ る 。 体 液 が FRに 対 す る 検 出 可 能 な 自 己 抗 体 を 有 さ な い 被 験 者
は 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 に 無 関 係 の 要 因 に よ る い く ら か の リ ス ク を ま だ 有 し 得 る 。 葉 酸 の
大 量 経 口 投 与 が NTD等 の 出 生 異 常 の 発 生 の 著 し い 低 減 化 を 達 成 し 得 る の に 対 し 、 葉 酸 強 化
穀 物 は NTDの 発 生 を 低 い レ ベ ル で 低 減 化 す る に 過 ぎ な い 。 し か し な が ら 、 妊 娠 を 開 始 す る
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女 性 は し ば し ば 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 摂 取 せ ず 、 そ れ ゆ え に 必 然 的 に 異 常 形 態 発 生 の リ ス
ク が 上 昇 し 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま ず 、 彼 女 ら の 血 清 中 に FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 検 出 さ
れ る 場 合 に は 、 異 常 形 態 発 生 の リ ス ク が 高 く 、 そ れ ゆ え に 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 摂 取 す る
べ き 女 性 を 同 定 で き る よ う に す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 葉 酸 補 給 を 必 要
と す る 女 性 を 同 定 す る 正 確 な 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 、 妊 娠 を 計 画 し て い る 者 に 対 し
て 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 有 す る リ ス ク を 予 防 す る た め に 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 摂
取 す べ き か 否 か の 明 確 な 指 針 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 提 示 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 葉 酸 補 給
を 必 要 と す る 女 性 を 同 定 す る 正 確 な 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 本 発 明 に 記 載 す る ア ッ セ
イ ま た は 方 法 を 用 い て 、 女 性 に お け る FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 ま た は 検 出 す る こ と 、 お
よ び そ の よ う な 自 己 抗 体 を 有 す る 女 性 に 対 し て 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 回 避 す る た
め に 葉 酸 補 給 剤 を 摂 取 す べ き で あ る こ と を 告 知 ま た は 警 告 す る こ と を 包 含 す る 。 そ れ ゆ え
に 、 本 法 の 利 点 は 、 妊 娠 を 開 始 す る 者 に 対 し て 、 葉 酸 感 受 性 異 常 ま た は 障 害 を 有 す る リ ス
ク を 予 防 す る た め に 、 薬 理 量 の 葉 酸 補 給 剤 を 摂 取 す べ き か 否 か の 明 確 な 指 針 を 提 供 す る 。
前 記 の 方 法 を 用 い て 、 妊 娠 を 開 始 す る 女 性 の 血 清 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る た め
の ア ッ セ イ も ま た 、 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 体 外 受 精 の 失 敗 、 神 経 障
害 ま た は 葉 酸 の 吸 収 障 害 等 の 葉 酸 感 受 性 異 常 を 、 そ の よ う な 異 常 に 対 す る リ ス ク を 有 す る
被 験 者 の 食 事 を 増 量 し た 葉 酸 ま た は フ ォ リ ン 酸 （ 好 ま し く は 毎 日 約 0.8mg～ 約 4mgの ） で 補
給 す る こ と に よ っ て 予 防 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 体 外 受 精 処 置 の 失 敗 の リ ス ク の い く つ か は 予 防 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 が 提 供 者 と な る 予 定 の 女 性 に お い て 見 つ か る 場 合 、 着 床 す る 受
精 卵 に 十 分 な 葉 酸 を 確 保 す る た め に 、 女 性 は 、 こ の 処 置 を 開 始 す る 時 に 葉 酸 補 給 剤 の 摂 取
を 開 始 す る べ き で あ る 。 提 供 者 と な る 予 定 の 女 性 お よ び 男 性 の 双 方 に お い て 自 己 抗 体 が 見
つ か る 場 合 、 着 床 す る 受 精 卵 に 十 分 な 葉 酸 を 確 保 す る た め に 、 両 当 事 者 は 、 こ の 処 置 を 開
始 す る 時 に 葉 酸 補 給 剤 を 摂 取 し 始 め る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 は 、 循 環 自 己 抗 体 の 力 価 お よ び 自 己 抗 体 に よ る FRの 結 合 に
つ い て の 結 合 定 数 （ K a ） の 決 定 に 関 す る （ 図 8を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 い か な る 特 定 の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と を 企 図 す る こ と な く 、 NTD等 の
葉 酸 感 受 性 の 先 天 性 異 常 は 、 動 物 ま た は ヒ ト 等 の 妊 娠 し た 哺 乳 動 物 の 体 内 の FRに 対 す る 自
己 抗 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ の 効 果 は 自 己 抗 体 力 価 依 存 性 で
あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 結 合 定 数 」 ま た は 「 K a 」 は 、 抗 原 、 好 ま し く は FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 親 和 性 を 意 味 す
る 。 K a は 定 量 的 に 表 さ れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 高 い 値 の K a （ 例 え ば 10 1 0 L/mol） は 、 FRに
対 す る 自 己 抗 体 の 高 い 親 和 性 を 示 す 。 そ の よ う な 場 合 、 測 定 さ れ た 高 い 値 の K a を 有 す る 者
、 例 え ば 妊 娠 中 の 女 性 に 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 に よ る 膜 FRに お け る 葉 酸 結 合 部 位 の 遮 断 を
回 避 さ せ る た め に 、 大 量 の 葉 酸 （ ま た は フ ォ リ ン 酸 ） の 補 給 を 提 供 す る こ と が 不 可 欠 と な
る で あ ろ う 。 例 え ば 、 本 発 明 に よ れ ば 、 毎 日 4mgの 葉 酸 摂 取 は 、 FRに 結 合 し た 自 己 抗 体 を
拡 散 ま た は 解 離 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 葉 酸 を 提 供 す る の に 十 分 な ま で に 血 漿 葉 酸 濃 度
を 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。 逆 に 、 FRへ の 自 己 抗 体 の 結 合 に つ い て の 低 い K a 値 （ 例 え ば 10
6 L/mol） は 、 葉 酸 が 膜 葉 酸 受 容 体 に 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る た め に 、 疾 患 ま た は 障
害 を 引 き 起 す こ と は な い で あ ろ う 。 毎 日 少 量 の 葉 酸 （ 例 え ば 1mg/日 ） で 血 漿 葉 酸 濃 度 を 上
昇 さ せ る こ と は 、 葉 酸 受 容 体 か ら FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 解 離 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 結 合 タ ン パ ク 質 （ 抗 体 等 ） と リ ガ ン ド （ 抗 原 等 、 例 え ば 葉 酸 受 容 体 ）
と の 相 互 作 用 に つ い て の K a を 測 定 す る 方 法 は 、 実 施 例 6に 記 載 す る 。 NTDを 伴 う 妊 娠 を し た
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指 標 被 験 者 の う ち 3人 お よ び 対 照 被 験 者 の う ち 2人 の 血 清 中 に 存 在 す る 遮 断 自 己 抗 体 に つ い
て の K a の 測 定 は 、 図 8に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 従 っ て 、 高 い （ 例 え ば 10 1 0 L/molま た は そ れ よ り 高 い ） K a を 有 す る 高 力 価 の 自 己 抗 体 は
、 受 胎 産 物 を 害 し て フ ォ リ ン 酸 ま た は 葉 酸 の 補 給 に よ っ て 予 防 す る こ と が で き な い 重 度 の
免 疫 反 応 を 誘 導 し 得 る 。 反 対 に 、 低 い （ 例 え ば 10 6 L/molま た は そ れ よ り 低 い ） K a を 有 す る
低 力 価 の 自 己 抗 体 は 葉 酸 応 答 性 と な る で あ ろ う し 、 そ し て 前 記 の よ う に 、 フ ォ リ ン 酸 ま た
は 葉 酸 の 補 給 が NTDお よ び /ま た は 他 の 異 常 の 予 防 に 有 効 と な り 得 る 。 実 施 例 1も ま た 参 照
せ よ 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 従 っ て 、 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 葉 酸 感 受 性 異 常 の 予 防 に 関 し 、 そ れ は 例 え
ば 、 NTD等 の 異 常 を 伴 う 妊 娠 の リ ス ク を 有 す る 女 性 の 食 事 に 葉 酸 を 補 給 す る こ と に よ っ て
、 ま た は 超 音 波 検 査 で 胎 児 を 厳 密 に モ ニ タ ー す る 女 性 お よ び そ の 産 科 医 に 報 告 す る こ と に
よ る も の で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ の よ う な 改 良 し た 手 段 は 、 検 出 さ れ た FRに 対 す る 遮
断 自 己 抗 体 の K a が 10

9 L/molま た は そ れ よ り 大 き い 場 合 に 採 用 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 の 体 液 （ 例 え ば 血 清 ） 中 の FRに 対 す る 自
己 抗 体 を 検 出 す る た め の 試 験 キ ッ ト を 提 供 す る 。 「 試 験 キ ッ ト 」 は 、 市 販 の パ ッ ケ ー ジ で
あ り 、 ア ッ セ イ に 必 要 な 材 料 を 含 む も の を 意 味 す る 。 本 発 明 の 試 験 キ ッ ト は 、 前 記 の 精 製
さ れ た FR、 好 ま し く は 非 凝 集 化 FR、 被 験 体 由 来 の 血 清 サ ン プ ル を 処 理 す る （ 例 え ば 酸 性 化
） た め の 試 薬 、 お よ び 被 験 体 の 血 清 由 来 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 と 精 製 さ れ た FRと の 複 合 体
を 検 出 す る 少 な く と も 1つ の 指 標 物 質 を 含 む 。 陽 性 の 結 果 は 、 被 験 体 に お け る FRに 対 す る
自 己 抗 体 の 存 在 を 示 唆 し 、 そ れ ゆ え に 被 験 体 が 不 妊 症 、 自 然 流 産 、 男 性 不 妊 症 、 体 外 受 精
処 置 の 失 敗 、 神 経 障 害 も し く は 葉 酸 の 腸 内 吸 収 障 害 を 有 す る 、 ま た は NTD等 の 胎 児 の 合 併
症 を 伴 う 妊 娠 を す る リ ス ク の 増 加 を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 FRに 対 す る 血 清 中 の 遮 断 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め 、 お よ び こ れ ら の 自 己 抗 体 の K a
を 測 定 す る た め に 必 要 な 材 料 を 含 む 別 の 試 験 キ ッ ト も ま た 、 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ る 。
こ の 試 験 キ ッ ト の 企 図 さ れ る 成 分 お よ び 方 法 の 原 理 は 、 図 9に 説 明 す る 。 こ の 試 験 キ ッ ト
は 、 マ ト リ ッ ク ス （ 膜 、 ま た は 炭 化 水 素 鎖 も し く は 他 の 疎 水 性 マ ト リ ッ ク ス を 介 し て ） に
結 合 し た 精 製 さ れ た グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ GPI） -FR、 あ る い は マ ト リ
ッ ク ス に 共 有 結 合 的 に 結 合 し た FR、 担 体 （ 例 え ば 、 酵 素 も し く は 放 射 性 標 識 ま た は 蛍 光 マ
ー カ ー あ る い は ビ オ チ ン ） に 結 合 し た 葉 酸 （ FA） 、 お よ び 被 験 体 の 血 清 中 の 遮 断 自 己 抗 体
の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 少 な く と も 1つ の 指 標 物 質 を 含 む 。 担 体 に 結 合 し て い
る 得 ら れ た 結 合 化 FAが 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 含 む 血 清 の 不 存 在 下 で 実 施 さ れ る 対 照 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン と 比 較 し て 減 少 し て い る こ と は 、 FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 の 存 在 を 示 唆 し
、 そ し て そ の 力 価 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 開 示 に お い て 言 及 さ れ る す べ て の 出 版 物 は 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
。 本 開 示 で 用 い た 用 語 お よ び 表 現 は 、 限 定 で は な く 記 載 上 の 用 語 と し て 使 用 さ れ 、 そ し て
示 さ れ る 特 徴 お よ び 記 載 さ れ る 特 徴 の あ ら ゆ る 等 価 物 ま た は そ の 一 部 分 を 除 外 す る よ う な
用 語 お よ び 表 現 を 使 用 す る こ と を 意 図 す る も の で は な く 、 様 々 な 改 変 が 本 発 明 の 範 囲 内 で
あ り 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 以 下 の 特 定 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 さ れ 、 こ れ ら は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す
る こ と を 意 図 す る も の で は 決 し て な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
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実 施 例 1
妊 娠 し た ラ ッ ト へ の FRに 対 す る 抗 血 清 の 投 与 の 効 果



　 本 研 究 に お い て 、 （ da Costaら , Birth Defects Research, Part A, 67(10)837, (2003
)） 、 ラ ッ ト FRに 対 し て ウ サ ギ に お い て 生 成 し た 、 力 価 が 決 定 さ れ た （ titrated） 容 量 の
抗 血 清 を 、 妊 娠 8日 の ラ ッ ト の 腹 膜 腔 内 に 注 入 し 、 そ し て 胚 を 異 な る 時 期 に お い て 調 べ た
。 妊 娠 8日 の ラ ッ ト を 選 択 し た の は 、 こ れ が 顕 著 な 成 長 お よ び 分 化 （ つ ま り 器 官 形 成 ） の
時 期 で あ る た め で あ る 。 妊 娠 8日 は ま た 、 神 経 襞 が 形 成 さ れ る が 融 合 し 始 め て い な い 神 経
胚 形 成 の 時 期 で あ る 。 FRの 結 合 に つ い て 高 力 価 を 有 す る 抗 血 清 （ 1mlの 抗 血 清 が 12μ gの FR
を 免 疫 沈 降 さ せ る ） を 0.1～ 1mlの 用 量 で 投 与 し た 。 0.3～ 1mlの 抗 血 清 の 投 与 は 、 妊 娠 10日
ま で に す べ て の 移 植 胚 の 完 全 な 再 吸 収 を も た ら し 、 ； 0.27mlお よ び 0.25mlの こ の 抗 血 清 は
約 50％ の 胚 の 再 吸 収 を 誘 導 し た 。 妊 娠 15日 に 調 べ た 生 存 胚 は 、 成 長 お よ び 発 達 異 常 を 示 し
た 。 い く つ か の 胚 は 内 水 頭 症 を も た ら す 中 枢 神 経 系 の 異 常 が 生 じ 、 ； 異 常 な 心 臓 お よ び 口
蓋 発 達 も ま た 観 察 さ れ た 。 よ り 少 量 の 同 じ 抗 血 清 （ 例 え ば 0.1～ 0.2ml） を 妊 娠 8日 ラ ッ ト
に 投 与 し た 場 合 、 妊 娠 17日 に 調 べ た 胎 仔 に 特 定 可 能 な 異 常 は 観 察 さ れ な か っ た 。 1mlの 正
常 な ウ サ ギ 血 清 （ NRS） を 与 え た 対 照 ラ ッ ト に お い て 、 胚 の 再 吸 収 ま た は 発 達 異 常 は な か
っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 胚 の 再 吸 収 お よ び 形 成 異 常 が FRに 対 す る 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に も た ら さ れ る こ と を 証 明
す る た め に 、 ラ ッ ト の 胎 盤 由 来 の 精 製 さ れ た FRα お よ び FRβ イ ソ 型 を 、 抗 血 清 由 来 の 特 定
の 抗 FR抗 体 を 吸 着 す る た め の 葉 酸 結 合 マ ト リ ッ ク ス と 結 合 し た 。 約 0.4mlお よ び 約 0.3mlの
吸 着 化 抗 血 清 を 妊 娠 8日 ラ ッ ト に 投 与 し た 場 合 、 妊 娠 20日 に 調 べ た い か な る 胚 に お い て も
再 吸 収 あ る い は 構 造 的 異 常 は 生 じ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 胚 の 再 吸 収 お よ び 形 成 異 常 の 原 因 が 、 FRに 対 す る 抗 体 に よ る 葉 酸 取 り 込 み の 遮 断 に よ っ
て も た ら さ れ た の か 否 か を 解 明 す る た め に 、 妊 娠 8日 の ラ ッ ト に 、 フ ォ リ ン 酸 （ 12mg/kg）
を 3回 に 分 け て 皮 下 注 射 す る こ と に よ る 前 処 理 を 、 0.3mlの 抗 血 清 （ 常 に 48時 間 以 内 に 胚 の
再 吸 収 を 100％ も た ら す 用 量 ） を 投 与 す る 1時 間 前 か ら 開 始 し 、 そ し て 翌 日 再 び 行 っ た 。 2
日 後 に 調 べ た 胚 は 、 フ ォ リ ン 酸 の 投 与 後 に は 正 常 に 見 え た 。 し か し な が ら 、 0.5mlの 抗 血
清 を 投 与 し た 場 合 、 フ ォ リ ン 酸 の 投 与 は 胚 へ の 損 傷 を 予 防 せ ず 、 10日 ま で に す べ て が 再 吸
収 さ れ た 。 胚 組 織 の 顕 微 鏡 検 査 は 、 極 度 の 不 可 逆 的 な 免 疫 反 応 が 胚 を 害 し た こ と を 示 唆 す
る 炎 症 の 証 拠 を 示 し た 。 し か し な が ら 、 抗 血 清 を 投 与 す る 前 に 抗 炎 症 特 性 を 有 す る ス テ ロ
イ ド で あ る デ キ サ メ タ ゾ ン を 投 与 し た 場 合 、 胚 へ の 損 傷 は 予 防 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 27.6 Ci/mmolの 比 活 性 を 有 す る [ 3 H]葉 酸 （ FA） は 、 Moravek Biochemicals（ Brea, CA）
よ り 購 入 し た 。 ZnSO 4 沈 殿 に よ っ て そ の 純 度 が ＞ 95％ で あ る こ と を 測 定 し た 後 、 こ れ を -80
℃ で 保 存 し た 。 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ロ リ ド （ PMSF） 、 ト ラ ジ ロ ー ル （ Trasylol
） お よ び ノ リ ッ ト A（ Norit A） 活 性 炭 は 、 Sigma（ St. Louis, MO） か ら 購 入 し た 。 エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） は 、 Fischer Scientificよ り 入 手 し た 。 Triton X-100お よ び 完
全 （ complete） シ ン チ レ ー シ ョ ン 溶 液 、 Cytoscintは 、 ICN Biochemicalsよ り 購 入 し た 。 D
cタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） お よ び ア ク リ ル ア ミ ド は 、
Bio-Rad（ Richmond, VA） よ り 購 入 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 葉 酸 化 合 物 の 濃 度 は 、 そ れ ら の 公 開 さ れ た 吸 光 係 数 か ら 決 定 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、
改 良 さ れ た ビ ウ レ ッ ト 法 を 用 い る Dc Bio-Rad タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て 決 定 し
た 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 ヒ ト の 胎 盤 は 、 分 娩 後 、 病 院 の 産 科 よ り 入 手 し た 。 100gの ヒ ト の 胎 盤 を 1.0mM PMSFお よ
び 10mM EDTAを 含 む 300mlの 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） 中 で 、 ポ リ ト ロ ン
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実 施 例 2
ヒ ト の 胎 盤 由 来 の 葉 酸 受 容 体 の 精 製
１ ． 材 料 お よ び 方 法

２ ． ヒ ト の 胎 盤 由 来 の FRの 精 製



ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 得 ら れ た 懸 濁 液 を 40,000× gで 1時 間 、 4℃ で
遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を 前 記 バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し た 後 に 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、
3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 膜 ペ レ ッ ト を 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ 1.0mM PMSF、 10mM EDTAお よ び 1
％ Triton X-100を 含 む 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） ） 中 に 懸 濁 し 、 そ し て
タ ン パ ク 質 を 37℃ で 2時 間 に 渡 り 可 溶 化 し た 。 可 溶 化 し た 後 、 懸 濁 液 を 40,000× gで 1時 間
、 4℃ で 遠 心 分 離 し た 。 上 清 の pHを 1N HClで 3.5に 低 下 さ せ 、 そ し て 次 に 4％ デ キ ス ト ラ ン
コ ー ト 化 活 性 炭 を 添 加 し て 、 遊 離 し た 内 在 性 葉 酸 を 吸 着 さ せ た 。 遠 心 分 離 に よ っ て 活 性 炭
を 除 去 し 、 そ し て ア ポ FRを 含 む 上 清 の pHを 1 N NaOHを 添 加 す る こ と に よ り 7.4に 上 昇 さ せ
た 。 こ の 調 製 物 を 次 に 25℃ で 1時 間 、 Sadasivanら , Biochim. Bioph. Acta. 925:36-47(19
87)に よ る 論 文 に お い て 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 エ ポ キ シ 活 性 化 Sepharose 6Bに FA
を 結 合 さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 1mlの 葉 酸 結 合 マ ト リ ッ ク ス と 混 合 し た 。 前 記 結 合 マ
ト リ ッ ク ス を 次 に 3000 rpm、 5分 間 で ペ レ ッ ト 化 し 、 そ し て 以 下 の バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た
： １ ） 1mM PMSF、 10mM EDTAお よ び 0.1％ Triton X-100を 含 む 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ pH7.4）  50ml× 3回 、 ２ ） 1mM PMSF、 10mM EDTAお よ び 0.1％ Triton X-100を 含 む 0
.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4）  50ml× 3回 、 ３ ） 1mM PMSF、 10mM EDTA、 0.1％
Triton X-100お よ び 1M NaClを 含 む 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4）  50ml× 3
回 、 な ら び に ４ ） 1mM PMSF、 10mM EDTAお よ び 0.1％ Triton X-100を 含 む 0.01Mリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4）  50ml× 3回 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 1mM PMSF、 10mM EDTAお よ び 0.1％ Triton X-100を 含 む 1mlの 0.1Mグ リ シ ン バ ッ フ ァ ー （ p
H3.0） 中 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 FRを 結 合 マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 さ せ た
。 前 記 マ ト リ ッ ク ス を 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 画 分 を 1mlの 0.2Mベ ロ ナ ー ル
溶 液 で 中 和 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 結 合 マ ト リ ッ ク ス か ら の FRの 酸 溶 出 の プ ロ セ ス を 3回 繰 り 返 し 、 そ し て 各 溶 出 液 の 葉 酸
結 合 能 を [ 3 H]FAを 用 い て 前 述 の 通 り 測 定 し た （ Luhrsら , Arch. Biochem. Biophys. 250:9
4-105(1986)） 。 こ の 調 製 物 中 の FRの 純 度 を 、 SDS（ 10％ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 （ PAGE） に よ り 測 定 し 、 そ し て こ の ゲ ル を ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で タ ン パ ク 質
染 色 を し た 。 FR調 製 物 の 純 度 は ま た 、 精 製 さ れ た FRで 免 疫 し た ウ サ ギ に お い て 生 成 さ れ た
抗 血 清 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て も 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 非 凝 集 化 FRは 、 グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ GPI） 付 加 体 を タ ン パ ク 質 か
ら 除 去 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 酵 素 （ グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 特 異 的
ホ ス ホ リ パ ー ゼ C） は 、 GPI付 加 体 を 加 水 分 解 し て 細 胞 膜 か ら FRタ ン パ ク 質 を 遊 離 す る （ ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ D等 の 他 の 酵 素 も ま た 、 こ の 目 的 に 使 用 さ れ
得 る ） 。 次 に 、 FRを マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 葉 酸 へ 結 合 さ せ る こ と に よ り 単 離 し た 。 マ ト
リ ッ ク ス を 完 全 に 洗 浄 し た 後 、 FRタ ン パ ク 質 を 酸 性 化 に よ り 遊 離 さ せ た 。 マ ト リ ッ ク ス を
遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し 、 そ し て 上 清 画 分 の pHを 7.4ま で 上 昇 さ せ た 。 こ の FRの 調 製 物 は
凝 集 せ ず 、 そ し て FRに 対 す る 自 己 抗 体 に つ い て 血 清 を ア ッ セ イ す る た め の ELISAプ レ ー ト
の ウ ェ ル を コ ー ト す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 こ の 手 順 に お け る 原 理 お よ び ス テ ッ プ は 以 下 に 要 約 さ れ る ：
１ ． FRに 対 す る 自 己 抗 体 に つ い て 試 験 さ れ る 血 清 は 、 室 温 に お い て 0.1Mグ リ シ ン -HClで pH
3.5に 酸 性 化 し て 、 血 清 中 の 可 溶 化 FR由 来 の 内 在 性 葉 酸 を 解 離 さ せ た 。 こ の 酸 性 化 は ま た
、 血 清 中 の 自 己 抗 体 由 来 の 免 疫 反 応 性 可 溶 化 FRも 解 離 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
２ ． 解 離 し た 葉 酸 は 、 デ キ ス ト ラ ン （ 分 子 量 60,000～ 90,000） で コ ー ト し た 活 性 炭 に 吸 着

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-521532 A 2006.9.21

３ ． 非 凝 集 化 FRの 作 製

実 施 例 3
血 清 中 の 葉 酸 受 容 体 （ FR） に 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る た め の 手 順



さ せ る こ と に よ り 溶 液 か ら 除 去 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
３ ． ヒ ト の 胎 盤 よ り 単 離 し た 細 胞 膜 か ら 精 製 さ れ た FR（ 実 施 例 ２ に 記 載 の 通 り ） を 、 [ 3 H]
FAと 共 に 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り
、 [ 3 H]FA-FR放 射 性 標 識 化 抗 原 を 作 製 し た 。 十 分 な [ 3 H]FAを 添 加 し て 、 FR濃 度 よ り 10～ 20
％ 過 剰 に 供 給 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
４ ． 血 清 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 酸 性 化 し た 血 清 （ ス テ ッ プ １ よ り ）
を 、 1本 目 の 試 験 管 内 の [ 3 H]FA-FRを 含 む 0.2Mベ ロ ナ ー ル 溶 液 （ pH8.9） に 添 加 し ； そ し て
、 2本 目 の 試 験 管 に は 、 10～ 20倍 高 濃 度 の 非 標 識 化 FA-FRを [ 3 H]FA-FRと 共 に 添 加 し た 。 反
応 の pHは 約 8.6で あ り 、 そ し て こ の サ ン プ ル を 24時 間 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の pHに
お い て 、 過 剰 量 の 遊 離 の [ 3 H]FAは 血 清 中 の あ ら ゆ る 可 溶 化 ア ポ FRに 急 速 に 結 合 し 、 次 に 自
己 抗 体 に 結 合 す る 。 自 己 抗 体 と 放 射 性 標 識 化 FRと の 複 合 体 化 が 特 異 的 で あ る 場 合 、 こ の 結
合 は 第 ２ の 試 験 管 中 に 含 ま れ る 過 剰 量 の 非 標 識 化 FA-FRに よ っ て 競 合 阻 害 さ れ る で あ ろ う
。
【 ０ １ １ １ 】
５ ． 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 す べ て の IgGを 結 合 す る た め に 十 分 な ブ ド ウ 球 菌 プ
ロ テ イ ン A膜 懸 濁 液 を こ の 反 応 に 添 加 し 、 そ し て 4℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
６ ． サ ン プ ル を 6000RPMで 3分 間 遠 心 分 離 し て 、 IgGを 結 合 し た プ ロ テ イ ン Aを ペ レ ッ ト 化 し
た 。
【 ０ １ １ ３ 】
７ ． 上 清 画 分 を 除 去 し 、 そ し て ペ レ ッ ト 化 し た 膜 を 、 0.05％ Triton X-100を 含 む 0.01Mリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
８ ． 洗 浄 し た ペ レ ッ ト を シ ン チ レ ー シ ョ ン 溶 液 ま た は 混 合 物 中 に 懸 濁 し て 、 放 射 能 を シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
９ ． [ 3 H]FA-FRサ ン プ ル 中 の 放 射 能 が 、 FRに 結 合 し た 非 標 識 化 葉 酸 を 含 む ア ッ セ イ よ り も
有 意 に よ り 高 か っ た こ と は 、 試 験 し た 血 清 が 自 己 抗 体 を 含 む こ と を 示 唆 し た 。 自 己 抗 体 の
力 価 の 定 量 的 推 定 値 は 、 受 容 体 に 結 合 し た 放 射 性 標 識 化 葉 酸 の モ ル 量 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 FRに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 試 験 群 に お け る 12名 の 女 性 の う ち 9名 （ 被 験 者 ＃ 1～ ＃ 9） で 検
出 さ れ た 。 自 己 抗 体 は 、 対 照 群 （ そ の う ち 1名 が 妊 娠 し て い た ） に お け る 2名 の 女 性 （ 被 験
者 ＃ 16お よ び ＃ 24） の 血 清 中 で 同 定 さ れ た 。 対 照 群 に お け る 残 り の 22名 の 女 性 由 来 の 血 清
中 で 自 己 抗 体 は 同 定 さ れ ず 、 18名 は 合 計 20の 正 常 な 妊 娠 を し 、 そ し て 4名 が 妊 娠 し な か っ
た 。 図 1を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 遊 離 の [ 3 H]FA-FR抗 原 を 自 己 抗 体 結 合 抗 原 か ら 分 離 す る た め の プ ロ テ イ ン A膜 へ の 代 替 法
は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50％ エ タ ノ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お
よ び ウ サ ギ ま た は ヤ ギ に お い て 生 成 し た ヒ ト IgG（ も し く は IgM） に 対 す る 抗 体 に よ る 、 免
疫 複 合 体 の 選 択 的 な 沈 降 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 本 発 明 の 抗 原 （ FR） を 用 い た 自 己 抗 体 の 検 出 の た め の 生 体 サ ン プ ル の 簡 便 な 解 析 を 容 易
に す る 試 験 キ ッ ト 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 組 換 え ま た は 合 成 ペ プ チ ド 、 な ら び に 自 己 抗 体
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結 果

実 施 例 4
自 己 抗 体 -FR複 合 体 の 検 出 の た め の 代 替 法

実 施 例 5
ELISAア ッ セ イ プ ロ ト コ ル



を 検 出 す る た め の 既 に 確 立 さ れ た ELISAお よ び RIA技 術 の 関 連 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 例 え ば 、 ELISAア ッ セ イ の た め に 、 キ ッ ト は 以 下 の 成 分 を 含 み 得 る ：
１ ． 1以 上 の 本 発 明 の FR抗 原 ；
２ ． 酵 素 （ 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） ；
３ ． コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 動 物 ： ヤ ギ 、 ウ サ ギ 等 ） ；
４ ． 陽 性 対 照 お よ び 陰 性 対 照 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 前 記 キ ッ ト は 、 96穴 プ レ ー ト 、 比 色 試 薬 、 ELISAリ ー ダ ー 、 遮 断 試 薬 お よ び 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー 等 の バ リ エ ー シ ョ ン を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 前 記 の キ ッ ト は 、 あ ら ゆ る 適 切 な 実 験 必 需 品 を 含 む よ う に 改 変 さ れ 得 る 。 免 疫 沈 降 技 術
を 用 い る こ と に 加 え 、 本 発 明 は 、 FR自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と の で き る 他 の あ ら ゆ る 手 順 を
使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 順 の 原 理 お よ び 実 験 的 方 法 は 、 当 業 者 に よ く
知 ら れ て い る 。 ア ッ セ イ は 自 己 抗 体 に 結 合 す る 天 然 型 FRま た は 組 換 え FRを 使 用 す る こ と が
で き る 。 全 細 胞 お よ び 細 胞 溶 解 物 の 双 方 は ま た 、 FR自 己 抗 体 を 検 出 す る た め に も 使 用 さ れ
得 る 。 FRの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 自 己 抗 体 と 反 応 す る で あ ろ う 免 疫 学 的 に 反 応 性 の あ る エ ピ ト
ー プ を 解 明 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 配 列 は 次 に 、 組 換 え ペ プ チ ド を 用 い て 作 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 の 溶 解 物 も ま た 、 ア ッ セ イ に 使
用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 実 施 例 お よ び 実 施 形 態 は 、 説 明 を 目 的 と す る
の み で あ り 、 そ し て 様 々 な 改 良 ま た は 改 変 が 当 業 者 に 提 案 さ れ 、 本 明 細 書 の 精 神 お よ び 範
囲 内 な ら び に 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 範 囲 内 に 含 ま れ る べ き で あ る こ と が 理 解 さ れ
る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 FRへ の 葉 酸 の 結 合 に お け る 自 己 抗 体 の 作 用 は 、 胎 盤 膜 な ら び に 2つ の 培 養 細 胞 系 （ 妊 娠
第 1期 の ヒ ト 胎 盤 由 来 の ED27細 胞 お よ び ヒ ト 類 表 皮 癌 由 来 の KB細 胞 ） を 使 用 し て 測 定 し た
。 胎 盤 膜 は 、 ヒ ト の 胎 盤 を 3倍 容 量 の 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ
し 、 こ の 膜 を 3000× gで 遠 心 分 離 す る こ と で ペ レ ッ ト 化 し た 後 に 同 じ バ ッ フ ァ ー 中 で 3回 洗
浄 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 次 に こ の 膜 を 0.1M酢 酸 中 で 5分 間 懸 濁 し て FRに 結 合 し た 葉 酸
を 解 離 さ せ 、 3回 洗 浄 し て 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 し 、 そ し て 次 に 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ pH7.4） 中 に 再 懸 濁 し て 、 単 位 体 積 当 た り の 葉 酸 結 合 能 を [ 3 H]FAの 結 合 に よ り 測
定 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 胎 盤 膜 を 使 用 し て 、 200μ lの 1％ 膜 懸 濁 液 を 活 性 炭 処 理 済 み 試 験 血 清 と 共 に 一 晩 4℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 FRへ の [ 3 H]FAの 結 合 に お け る 自 己 抗 体 の 作 用 を 測 定 し た
。 翌 日 、 膜 を 氷 冷 PBSで 洗 浄 し 、 そ し て 1mlの PBS中 の [ 3 H]FA（ 125pg） を 添 加 し 、 こ の 懸 濁
液 を 30分 間 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に こ の 膜 を 冷 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 1N NaOHで 可
溶 化 し て 放 射 能 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ED27細 胞 お よ び KB細 胞 を 各 々 3連 で （ in triplicate） 、 葉 酸 欠 乏 Dulbecco's Minimum E
ssential Mediumを 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 お よ び 試 験 血 清 （ 双 方 と も 活 性 炭 で 処 理 す る こ と に
よ り 遊 離 の 内 在 性 葉 酸 を 除 去 し た ） と 共 に 含 む ウ ェ ル 1.83cm 2 中 に 20,000個 の 細 胞 と な る
密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ し 、 一 晩 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 ウ ェ ル の 温 度 を 4℃ に
低 下 さ せ 、 そ し て 細 胞 を 氷 冷 ハ ン ク ス 平 衡 塩 溶 液 （ Hanks Balanced Salt Solution） （ HB
SS） で 3回 洗 浄 し た 。 次 に 4℃ の 1mlの HBSS中 の [ 3 H]FA（ 125pg） を ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 30分 間 継 続 し た 後 、 1mlの 冷 HBSSで 3回 洗 浄 し た 。 次 に 細 胞 を 500μ l
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実 施 例 6
血 清 中 の FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 の 存 在 の 測 定



の 1N NaOHで 溶 解 し 、 放 射 能 を 測 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ の 結 果 を 図 6に 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 KB細 胞 を 用 い た 葉 酸 結 合 お よ び 細 胞 内 取 り 込 み 実 験 の た め に 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 結
合 す る た め の 結 合 マ ト リ ッ ク ス と し て 機 能 す る 胎 盤 膜 を 用 い て 、 試 験 被 験 者 の 血 清 か ら 自
己 抗 体 を 単 離 し た 。 FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 欠 く 対 照 被 験 者 由 来 の 血 清 も 同 様 に 処 理 し た 。
10mlの 各 血 清 サ ン プ ル を 胎 盤 膜 と 共 に （ 1ml充 填 量 ） 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 冷
HBSSで 何 度 も 洗 浄 し て 血 清 中 の 非 結 合 成 分 を 除 去 し た 。 膜 上 で FRに 結 合 し た 自 己 抗 体 を 、
0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 0.1M酢 酸 中 で 調 製 物 を 5分 間 懸 濁 す る こ と に よ っ て 溶 出 さ
せ 、 こ れ を さ ら に 2回 繰 り 返 し た 。 画 分 を プ ー ル し て 、 HBSSに 対 し て 一 晩 4℃ で 透 析 し た 。
最 終 調 製 物 を 、 一 晩 4℃ で の 減 圧 透 析 に よ っ て 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 KB細 胞 （ 20,000） を 3.5cm 2 培 養 皿 中 に 2連 で プ レ ー テ ィ ン グ し 、 単 離 し た 自 己 抗 体 と 共
に 一 晩 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 血 清 も 同 様 に 処 理 し 、 KB細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 追 加 の 対 照 と し て 、 KB細 胞 を 単 離 し た 血 清 の 画 分 を 欠 く 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 翌 朝 、 細 胞 を HBSSで 洗 浄 し 、 [ 3 H]FA（ 125pg） を 含 む 新 鮮 な 培 地 を ウ ェ ル に 添 加 し
て 、 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 2連 の セ ッ ト と 一 緒 に 、 15、 30お よ び 60分 間 37℃ で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 継 続 し た 。 次 に 細 胞 を 4℃ の HBSSで 洗 浄 し 、 500μ lの 1N NaOHで 溶 解 し 、 放 射
能 を 測 定 し た 。 4℃ お よ び 37℃ で の 細 胞 の 放 射 能 に お け る 差 は 、 [ 3 H]FAの 細 胞 内 取 り 込 み
を 示 す 。 結 果 を 図 7に 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 結 合 タ ン パ ク 質 （ 抗 体 等 ） と リ ガ ン ド （ 抗 原 等 ） と の 相 互 作 用 に つ い て の K a を 測 定 す る
た め の い く つ か の 方 法 が あ る 。 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド ・ プ ロ ッ ト （ Scatchard, Ann. N.Y.Acad
. Sci. 51:660,(1949)） は 、 タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 に つ い て の K a 値 を 測 定 す
る た め の 多 く の 計 算 方 法 の 1つ で あ る 。 Bersonお よ び Yalowは こ の 方 法 を 用 い て 、 イ ン ス リ
ン に 対 し て 生 成 し た 抗 体 に よ る こ の ホ ル モ ン の 結 合 に つ い て の K a を 測 定 し た （ Bersonお よ
び Yalow, J. Clin. Invest. 38:1996, (1959)） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ア ポ FRを 有 す る 胎 盤 膜 は 、 ヒ ト の 胎 盤 を 3倍 容 量 の 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 中
で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 こ の 膜 を 3000× gで 遠 心 分 離 す る こ と に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 後 に 同 じ
バ ッ フ ァ ー 中 で 3回 洗 浄 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 次 に こ の 膜 を 0.1M酢 酸 中 で 5分 間 懸 濁 し
て FRに 結 合 し た 葉 酸 を 解 離 さ せ 、 3回 洗 浄 し て 解 離 し た 葉 酸 を 除 去 し 、 そ し て 次 に 0.01Mリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH7.4） 中 に 再 懸 濁 し て 、 単 位 体 積 当 た り の 葉 酸 結 合 能 を [ 3 H
]FAの 結 合 に よ り 測 定 し た 。 こ の 膜 調 製 物 を 、 被 験 者 の 血 清 由 来 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 と
共 に 、 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に [ 3 H]FAを 添 加 し て 、 FRに 結 合 し た 画 分 を FRの
全 葉 酸 結 合 能 か ら 差 し 引 い て 、 自 己 抗 体 に よ っ て 遮 断 さ れ た 1リ ッ ト ル 当 た り の FRの pmol
を 得 た 。 自 己 抗 体 が 遮 断 し た 受 容 体 の 遊 離 の ア ポ 受 容 体 に 対 す る 割 合 は 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー
ド 解 析 に 用 い 、 こ れ は 図 8の 挿 入 図 に 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ０ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 指 標 被 験 者 お よ び 対 照 被 験 者 由 来 の 血 清 中 の 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗
体 ： 以 前 に NTD妊 娠 を し た か ま た は 現 在 NTD妊 娠 を し て い る 女 性 お よ び NTDの 病 歴 の な い 女
性 由 来 の 血 清 中 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る 結 合 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 青 色 棒 線 ：
指 標 被 験 者 お よ び 対 照 被 験 者 由 来 の 血 清 を 、 [ 3 H]葉 酸 -葉 酸 受 容 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た
も の 。 オ レ ン ジ 色 棒 線 ： 自 己 抗 体 へ の [ 3 H]葉 酸 -葉 酸 受 容 体 の 結 合 を 競 合 阻 害 す る 10倍 過
剰 量 の 非 標 識 化 葉 酸 -葉 酸 受 容 体 と 共 に 前 記 の よ う に イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の 。 挿 入 図 は
、 指 標 被 験 者 お よ び 対 照 被 験 者 に つ い て 得 ら れ た 平 均 値 ± 標 準 誤 差 の 値 を 表 す 。 対 照 被 験
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実 施 例 7
培 養 物 中 の 細 胞 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 の 測 定

実 施 例 8
FRに 対 す る 遮 断 抗 体 に よ る [ 3 H]葉 酸 -FR複 合 体 の 結 合 に つ い て の 結 合 定 数 （ K a ） の 測 定



者 1～ 4は 未 妊 婦 で あ り 、 妊 娠 が 確 認 で き な か っ た た め に 統 計 分 析 か ら 除 外 さ れ た 。 P値 は S
tudentの t検 定 を 用 い て 決 定 し た 。 図 1A： *は こ の 測 定 に 使 用 す る に は 不 十 分 な 血 清 を 示 す
。 † 被 験 者 は 血 液 採 取 の 時 点 で 妊 娠 し て い た 。 ‡ 被 験 者 10、 11お よ び 12は NTDを 合 併 し た
妊 娠 で あ り 、 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 を 欠 如 し て い た 。 図 1B： 被 験 者 1～ 4は 未 妊 娠 で
あ り 、 5～ 16は 以 前 の 妊 娠 が NTDを 合 併 し た も の で な か っ た 者 、 17～ 24は 血 液 採 取 の 時 点 で
妊 娠 し て い た 者 。 § 対 照 被 験 者 16お よ び 24由 来 の 血 清 は 、 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 を
含 ん で い た 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 卵 母 細 胞 お よ び 顆 粒 膜 細 胞 に お い て FRの 発 現 が 見 ら れ る ラ ッ ト 由 来 の 卵
胞 ： ラ ッ ト の 卵 胞 に お い て 卵 子 を 囲 む 顆 粒 膜 細 胞 で FRが 発 現 し て い る こ と を 示 す 。 ラ ッ ト
FR（ ラ ッ ト 胎 盤 か ら 精 製 し た ） に 対 す る 抗 体 を ウ サ ギ に お い て 作 製 し 、 ラ ッ ト の 卵 巣 に 存
在 す る FRを 特 定 す る の に 使 用 し た 。 茶 色 /オ レ ン ジ 色 は FRを 示 す 。 aは 卵 母 細 胞 、 bは 顆 粒
膜 細 胞 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 上 皮 層 お よ び 2つ の 胚 に お い て FRの 発 現 を 示 す ラ ッ ト の 卵 管 （ ヒ ト に お け
る フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 ） ： ラ ッ ト の 卵 管 （ ヒ ト に お け る フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 ） を 裏 打 ち す る 上
皮 細 胞 が 、 自 己 抗 体 が 結 合 し 得 る FRを 発 現 し 、 従 っ て 、 子 宮 へ の 受 精 卵 （ 胚 盤 胞 の 段 階 ま
で 進 ん だ も の ） の 進 行 を 阻 害 す る 。 自 己 抗 体 は 上 皮 細 胞 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る
こ と が で き 、 そ し て こ れ は 、 葉 酸 を 必 要 と す る 細 胞 内 代 謝 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 不 妊 症
の 原 因 と な る 。 FRに 対 す る 抗 体 は ラ ッ ト の 生 殖 組 織 に 存 在 す る 。 茶 色 /オ レ ン ジ 色 は FRを
示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 子 宮 内 膜 層 に お い て FRの 発 現 を 示 す ラ ッ ト の 子 宮 ： 葉 酸 受 容 体 が ラ ッ ト
子 宮 の 子 宮 内 膜 層 に お い て 高 度 に 発 現 す る こ と を 示 す 。 ラ ッ ト FR（ ラ ッ ト 胎 盤 か ら 精 製 し
た ） に 対 す る 抗 体 を ウ サ ギ に お い て 作 製 し 、 ラ ッ ト の 子 宮 の 子 宮 内 膜 に 存 在 す る FRを 特 定
す る の に 使 用 し た 。 茶 色 /オ レ ン ジ 色 は FRを 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 ラ ッ ト の 副 睾 丸 に お け る FR発 現 ： 葉 酸 受 容 体 が ラ ッ ト の 副 睾 丸 の 上 皮 細
胞 で 高 度 に 発 現 す る こ と を 示 す 。 ラ ッ ト 胎 盤 か ら 精 製 し た ラ ッ ト FRに 対 す る 抗 体 を ウ サ ギ
に お い て 作 製 し 、 ラ ッ ト の 副 睾 丸 に 存 在 す る FRを 特 定 す る の に 使 用 し た 。 茶 色 /オ レ ン ジ
色 は FRを 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 を 含 む 血 清 に よ る 、 胎 盤 膜 、 KB細 胞 お よ び ED27
細 胞 に お け る FRに 結 合 す る [ 3 H]FAの 遮 断 ： ヒ ト 胎 盤 膜 お よ び 2つ の ヒ ト 培 養 細 胞 系 （ ED27
細 胞 お よ び KB細 胞 ） へ の 葉 酸 の 結 合 を 遮 断 す る た め の 、 FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 能 力 を 示 す
。 各 々 の 棒 線 に お け る 数 字 は 、 4℃ に お い て 細 胞 膜 で ア ポ FRに 結 合 す る [ 3 H]FAの 自 己 抗 体
に よ る 遮 断 率 を 示 す 。 そ の 手 順 は 実 施 例 6に 記 載 す る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 KB細 胞 に よ る [ 3 H]FAの 細 胞 内 取 り 込 み に お け る 、 単 離 し た FRに 対 す る 自
己 抗 体 の 効 果 ： 培 養 し た KB細 胞 に よ る 葉 酸 の 取 り 込 み を 遮 断 す る た め の 、 FRに 対 す る 自 己
抗 体 の 能 力 を 示 す 。 FRに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 実 施 例 7に 記 載 す る よ う に 、 2人 の 被 験 者 の 血
清 か ら 単 離 し た 。 KB細 胞 は 、 指 標 被 験 者 （ FR自 己 抗 体 を 含 む ） （ ○ ） ま た は 対 照 被 験 者 （
FR自 己 抗 体 を 欠 如 す る ） （ △ ） の い ず れ か よ り 単 離 し た 血 清 画 分 と 共 に 、 一 晩 37℃ で プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 KB細 胞 に よ る [ 3 H]FAの 取 り 込 み を 測
定 し た 。 単 離 し た 血 清 画 分 を 含 ま な い 対 照 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は （ ◇ ） で 示 す 。 I棒 線 は
標 準 誤 差 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 葉 酸 受 容 体 に つ い て の 自 己 抗 体 の 結 合 親 和 性 の 測 定 ： 5人 の 被 験 者 の 血 清
由 来 の FRに 対 す る 自 己 抗 体 の 結 合 親 和 性 定 数 （ K a ） の 図 式 的 測 定 を 示 す 。 ア ポ 葉 酸 受 容 体
を 有 す る 胎 盤 膜 を 方 法 に 記 載 す る よ う に 調 製 し 、 自 己 抗 体 を 含 む 血 清 と 共 に 一 晩 4℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に [ 3 H]葉 酸 を 添 加 し 、 葉 酸 受 容 体 に 結 合 し た 画 分 を 葉 酸 受 容 体 の 全
葉 酸 結 合 能 か ら 差 し 引 い て 、 自 己 抗 体 に よ っ て 遮 断 さ れ た （ B） 1リ ッ ト ル 当 た り の 受 容 体
の pmolを 得 た 。 自 己 抗 体 に 遮 断 さ れ た 受 容 体 の 遊 離 の ア ポ 受 容 体 に 対 す る 割 合 （ B/F） は
、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 に 用 い て 、 見 か け の 結 合 定 数 （ K a ） を 算 出 し 、 こ れ を 挿 入 図 に 示
す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 血 清 中 の FRに 対 す る 遮 断 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 原 理 お よ び 手 順 を 示
す 。
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【 図 １ ０ 】 図 10は 、 脳 の 脳 室 面 お よ び 脈 絡 叢 に お け る FRの 発 現 ： ラ ッ ト 脳 の 脈 絡 叢 で 発 現
す る FRを 示 す 。 FRに 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い た 脳 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 。
正 常 な ウ サ ギ 血 清 （ NRS） を 陰 性 対 照 と し た 。 茶 色 は FRに 関 す る ウ サ ギ 抗 体 の 局 在 性 を 表
す 。 vsは 脳 室 面 上 皮 、 cpは 脈 絡 叢 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 小 腸 に お け る FRの 発 現 ： ラ ッ ト の 腸 粘 膜 に お い て 発 現 す る FRを 示 す 。
ラ ッ ト FRに 対 す る 抗 体 を 含 む ウ サ ギ 血 清 に よ る 十 二 指 腸 （ A） 、 空 腸 （ B） お よ び 回 腸 （ C
） の 免 疫 染 色 。 免 疫 染 色 の 強 度 が 、 十 二 指 腸 お よ び 空 腸 に お け る 細 胞 の 表 面 で 最 も 顕 著 で
あ り （ 矢 印 で 示 す ） 、 そ し て 回 腸 の 表 面 で 実 質 的 に 減 少 し て お り 、 こ れ は 、 小 腸 の こ の 領
域 に お け る FRの 発 現 が 低 減 し て い る こ と を 示 し て い る の に 注 目 せ よ 。 葉 酸 は 主 に 近 位 小 腸
（ 十 二 指 腸 お よ び 空 腸 ） に お い て 吸 収 さ れ る 。 10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(30) JP 2006-521532 A 2006.9.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(31) JP 2006-521532 A 2006.9.21



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/543   ５０１Ｂ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(
AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,
GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,
DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,M
K,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN
,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100083806
            弁理士　三好　秀和
(74)代理人  100095500
            弁理士　伊藤　正和
(72)発明者  ローゼンバーグ、　シェルドン　ピー．
            アメリカ合衆国　１００２８　ニューヨーク州　ニュー　ヨーク　イースト　エイティシックスス
            　ストリート　５３５
(72)発明者  ダ　コスタ　マリア
            アメリカ合衆国　１００２８　ニューヨーク州　ニュー　ヨーク　イースト　エイティシックスス
            　ストリート　５３５
(72)発明者  セケイラ、　ジェフリー
            アメリカ合衆国　１１２０４　ニューヨーク州　ブルックリン　シックスティセカンド　ストリー
            ト　２３６０
Ｆターム(参考) 4C086 AA01  AA02  CB09  MA01  MA04  NA14  ZA01  ZA66  ZA81 

(32) JP 2006-521532 A 2006.9.21



专利名称(译) 抗叶酸受体自身抗体的测定

公开(公告)号 JP2006521532A 公开(公告)日 2006-09-21

申请号 JP2004551956 申请日 2003-11-07

[标]申请(专利权)人(译) 罗森伯格谢尔顿副本
达科斯塔玛丽亚
背景Raje免费

申请(专利权)人(译) 罗森伯格，谢尔顿副本.
达科斯塔玛丽亚
Sekeira，杰弗里

[标]发明人 ローゼンバーグシェルドンピー
ダコスタマリア
セケイラジェフリー

发明人 ローゼンバーグ、 シェルドン ピー.
ダ コスタ マリア
セケイラ、 ジェフリー

IPC分类号 G01N33/564 A61K31/525 A61P15/00 A61P25/00 A61P1/00 G01N33/543 A61B A61K39/395 C07K14
/705 C07K16/28 G01N33/536 G01N33/567 G01N33/82

CPC分类号 A61P1/00 A61P15/00 A61P25/00 G01N33/564 G01N33/82 G01N2500/00 G01N2800/24

FI分类号 G01N33/564 A61K31/525 A61P15/00 A61P25/00 A61P1/00 G01N33/543.501.B

F-TERM分类号 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/CB09 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA01 4C086
/ZA66 4C086/ZA81

代理人(译) 三好秀
伊藤雅一

优先权 60/424965 2002-11-08 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明鉴定了针对叶酸受体的自身抗体。 还提供了鉴定这些针对人类叶
酸受体的自身抗体的方法。 本发明还考虑了在临床环境中使用的诊断方
法和测试试剂盒，以鉴定在神经管缺陷复杂妊娠中观察到的叶酸敏感异
常或疾病风险的对象。 此外，这些针对叶酸受体的自身抗体也可能与不
育，自然流产，男性不育，体外受精失败，神经系统疾病和叶酸吸收受
损有关。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/05808dfa-f47b-4f71-bc19-9bf97e498f2c
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/032312905/publication/JP2006521532A?q=JP2006521532A

