
(57)【要約】
【課題】　子宮内膜症に密接に関連するマーカーを利用した分子生物学的な診断・治療方
法を提供する。
【解決手段】　被験者の生体試料におけるヒスタミン放出因子（ HRF）タンパク質の存在
量を測定し、 HRFタンパク質量を正常生体試料のそれと比較し、正常生体試料と比較して
有意に高い HRFタンパク質量を、子宮内膜症関連疾患またはそのリスクの程度の指標とす
る。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 の 生 体 試 料 に お け る ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 （ HRFタ ン パ ク 質 ） の 存 在 量 を 測 定 し 、 H
RFタ ン パ ク 質 量 を 正 常 生 体 試 料 の そ れ と 比 較 し 、 正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRF
タ ン パ ク 質 量 を 示 す 被 験 者 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 患 者 ま た は そ の ハ イ リ ス ク 者 と 判 定
す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 90～ 130位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 請 求 項 ２ ま た は ３ の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ～ 95位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 請 求 項 ２ ま た は ３ の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 115～ 172位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 請 求 項 ２ ま た は ３ の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 以 下 の 工 程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 請 求 項 ２ の 抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 と 接 触 す る 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 生 体 試 料 と 接 触 さ せ た 担 体 を 洗 浄 す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 洗 浄 し た 担 体 に 標 識 化 し た 請 求 項 ３ の 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
(d)担 体 上 の 結 合 標 識 あ る い は 遊 離 標 識 を 測 定 す る 工 程 ；
(e)工 程 (d)で 測 定 さ れ た 標 識 量 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結 果 と 比
較 す る 工 程 ； お よ び
(f)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た は そ
の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 以 下 の 工 程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 組 織 固 定 化 処 理 に 付 す 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 調 製 さ れ た 組 織 固 定 化 標 本 を 切 片 と す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 得 ら れ た 切 片 化 組 織 を 請 求 項 ２ の 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 染 色 に 付 す 工 程 ；
(d)工 程 (c)に よ る 免 疫 組 織 染 色 の 程 度 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結
果 と 比 較 す る 工 程 ； お よ び
(e)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 存 在 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た
は そ の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 標 識 化 し た 請 求 項 ２ の 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 診 断
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 以 下 の 要 素 ：
(a)請 求 項 ２ の 抗 体 ； お よ び
(b)標 識 化 し た 請 求 項 ３ の 抗 体
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 以 下 の 要 素 ：
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(a)請 求 項 ２ の 抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 ； お よ び
(b)標 識 化 し た 請 求 項 ３ の 抗 体
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 か つ HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 12の 抗 体 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ２ の 抗 体 ま た は 請 求 項 13の 治 療 薬 を 体 内 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜
症 関 連 疾 患 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF25。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF26。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF28。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 hybridoma HRF25か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 hybridoma HRF26か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 hybridoma HRF28か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 分 子 生 物 学 的 な 診 断 方 法 に 関 す る も の で あ る
。 ま た こ の 出 願 の 発 明 は 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 利 用 し た 当 該 疾 患 の 治
療 薬 お よ び 治 療 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 子 宮 内 膜 症 は 一 般 的 な 産 婦 人 科 疾 患 で あ り 、 生 殖 可 能 年 齢 に あ る 全 女 性 の 10％ に 影 響 し
て い る （ 非 特 許 文 献 1） 。 子 宮 内 膜 症 の 組 織 は 正 所 性 子 宮 内 膜 の よ う に 周 期 的 な 増 殖 と 崩
壊 を 経 て 、 周 期 的 月 経 困 難 症 、 性 交 疼 痛 症 、 骨 盤 痛 、 お よ び 月 経 時 血 尿 の 原 因 に な る 。 さ
ら に 不 妊 症 患 者 の 30～ 40％ が こ の 疾 患 を 有 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 2
） 。 一 部 の 患 者 で 子 宮 内 膜 細 胞 が 転 移 し 、 異 所 的 に 増 殖 す る 際 の メ カ ニ ズ ム は 未 だ に 不 明
で あ る が 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 脱 調 節 化 が 子 宮 内 膜 症 の 進 行 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ
る （ 非 特 許 文 献 3、 4） 。 事 実 、 単 球 の 活 性 化 と 腹 腔 内 へ の 移 動 が 、 子 宮 内 膜 症 に お い て 最
も 一 貫 し て 報 告 さ れ て い る 免 疫 学 的 異 常 性 の 一 つ と な っ て い る （ 非 特 許 文 献 5～ 8） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ダ イ オ キ シ ン は 内 分 泌 攪 乱 物 質 の 一 種 で あ り 、 環 境 中 に 遍 在 し て い る 。 3,3,7,8-tetrac
hlorodibenzo-p-dioxisin（ TCDD； ダ イ オ キ シ ン ） は ダ イ オ キ シ ン 群 の 中 で も 最 も 毒 性 が
高 い 物 質 で あ り 、 各 種 の 毒 性 効 果 （ 例 え ば 、 免 疫 毒 性 、 血 液 毒 性 、 催 奇 形 性 、 お よ び 発 ガ
ン 性 な ど ） を 有 し て い る （ 非 特 許 文 献 9、 10） 。 TCDDお よ び 関 連 化 合 物 が 誘 導 す る 遺 伝 子
発 現 の 変 化 は 、 毒 素 が ア リ ル 炭 化 水 素 受 容 体 （ AhR） に 結 合 し た 時 点 で 開 始 さ れ 、 次 に ア
リ ル 炭 化 水 素 受 容 体 核 ト ラ ン ス ロ ケ ー タ ー （ ARNT） と 二 量 体 を 形 成 し て 、 XRE（ 異 物 応 答
配 列 ） モ チ ー フ を 含 む 遺 伝 子 調 節 要 素 と 相 互 作 用 す る 複 合 体 を 形 成 す る （ 非 特 許 文 献 11、
12） 。 サ ル を TCDDに 慢 性 曝 露 さ せ る と 、 用 量 依 存 的 に 軽 度 か ら 重 度 の 子 宮 内 膜 症 が 発 現 し
た こ と か ら （ 非 特 許 文 献 13） 、 ダ イ オ キ シ ン と 子 宮 内 膜 症 の 関 連 性 に つ い て 幾 つ か の 研 究
が 行 わ れ た （ 非 特 許 文 献 14～ １ 8） 。 し か し な が ら TCDD曝 露 は 子 宮 内 膜 症 に 相 関 し な い と
言 う 結 果 が 最 近 報 告 さ れ （ 非 特 許 文 献 19、 20） 、 ダ イ オ キ シ ン 曝 露 と 子 宮 内 膜 症 の 関 連 性
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は 不 明 の ま ま と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 な お こ の 出 願 の 発 明 者 ら は 、 IgE依 存 性 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 （ Histamine Releasing Foc
tor:HRF） を 含 む TCDD標 的 遺 伝 子 を 同 定 し て い る （ 非 特 許 文 献 21～ 23） 。 し か し な が ら 、
こ の よ う な TCDD標 的 遺 伝 子 産 物 と し て の HRFと 子 宮 内 膜 症 と の 関 係 は 一 切 知 ら れ て い な い
。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Wheeler J.M. J. Reprod Med. 1989, 34(1):41-6
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Candiani G.B. et al. Obstct Gynecol. Surv. 1991, 46(6):374-82
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Garcia-Velasco J.A. and Arici A. Fertil Steril. 1999, 71(6):　 98
3-93
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Barcz et al. Med. Sci. Monit. 2000, 6(5):1042-6
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Jolicoeur C. et al. Am. J. Pathol. 1998, 152(1):125-33
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Lebovic D.I. et al. Fertil Steril 2001, 75(1):1-10
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Hornung D. et al. Am. J. Pathol. 2001, 158(6):1949-54
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Blumenthal R.D. et al. Am. J. Pathol. 2000, 156(5):1581-8
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Chapman D.E. and Schiller C.M. Toxicol Appl. Pharmacol. 1985, 78
(1):147-57
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 McGregor D.B. et al. Environ Health Perspect. 1998, 106 Suppl 
2:755-60
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Sagawa K. and Fujii-Kuriyama T. J. Biochem. (Tokyo) 1997, 122(
6):1075-9
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Nebert D.W. Crit. Rev. Toxicol. 1989, 20(3):153-74
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Rier S.E. et al. Fundam. Appl. Toxicol. 1993, 21(4):433-41
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Gibbsons A. Science 1993, 262(5183):1373
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Obsteen K.G. and Sierra-Rivera E. Endocrinol. 1997, 15(3):301-
8
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Bruner-Tran K.L. et al. Gynecol. Obstet. Invest. 1999, 48 Supp
l. 1:45-56
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Johson K.L. et al. Environ Health Perspect 1997, 105(7):750-5
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Yang J.Z. and Foster W.G. Toxicol. Ind. Health 1997, 13(1):15-
25
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Igarashi T. et al. Endocr. J. 1999, 46(6):765-72
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Pauwels A. et al. Hum. Reprod. 2001, 16(10):2050-5
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Oikawa K. et al. Cancer Res. 2001, 61(15):5707-9
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Oikawa K. et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2002, 290(3):9
84-7
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Ohbayashi et al. FEBS Lett. 2001, 508(3):341-4
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 子 宮 内 膜 症 の 診 断 は 、 従 来 は 、 腹 腔 内 視 鏡 に よ る 観 血 的 な 方 法 以 外 に は 有 効 な 方 法 は 存
在 し な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 各 種 の ヒ ト 疾 患 に 対 し て 、 そ の 疾 患 に 特 異 的 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 や そ の 遺 伝 子
発 現 を 指 標 と す る 分 子 生 物 学 的 診 断 が 普 及 し つ つ あ る 。 こ の 方 法 は 、 大 が か り な 設 備 を 必
要 と せ ず 、 被 験 者 へ の 負 担 も 少 な い た め 、 自 覚 症 状 の な い 多 く の 被 験 者 に 対 し て も 広 範 囲
に 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 子 宮 内 膜 症 に つ い て は 、 こ の よ う な 分 子 生
物 学 的 な 診 断 方 法 を 行 う た め の 有 効 な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 や そ の 遺 伝 子 は 知 ら れ て い な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 こ の 出 願 の 発 明 は 、 以 上 の と お り の 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ っ て 、 子 宮 内 膜 症 に
密 接 に 関 連 す る マ ー カ ー を 利 用 し た 分 子 生 物 学 的 な 診 断 ・ 治 療 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題
と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た こ の 出 願 の 発 明 は 、 こ の 診 断 ・ 治 療 方 法 に 使 用 す る 各 種 材 料 を 提 供 す る こ と を 課 題
と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 出 願 は 、 前 記 の 課 題 を 解 決 す る も の と し て 、 以 下 の (1)～ (14)の 発 明 を 提 供 す る 。
(1)被 験 者 の 生 体 試 料 に お け る ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 （ HRFタ ン パ ク 質 ） の 存 在 量 を 測 定 し 、
HRFタ ン パ ク 質 量 を 正 常 生 体 試 料 の そ れ と 比 較 し 、 正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRF
タ ン パ ク 質 量 を 示 す 被 験 者 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 患 者 ま た は そ の ハ イ リ ス ク 者 と 判 定
す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
(2)HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 。
(3)前 記 発 明 (2)の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 。
(4)配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 90～ 130位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 前 記 発 明 (2)ま た は (3)の 抗 体 。
(5)配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ～ 95位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 前 記 発 明 (2)ま た は (3)の 抗 体 。
(6)配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 115～ 172位 か ら 選 択 さ れ た 連 続 し た 5～ 20個 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 抗 原 と し て 得 ら れ た 前 記 発 明 (2)ま た は (3)の 抗 体 。
(7)少 な く と も 以 下 の 工 程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 前 記 発 明 (2)の 抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 と 接 触 す る 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 生 体 試 料 と 接 触 さ せ た 担 体 を 洗 浄 す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 洗 浄 し た 担 体 に 標 識 化 し た 前 記 発 明 (3)の 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 ； 　
(d)担 体 上 の 結 合 標 識 あ る い は 遊 離 標 識 を 測 定 す る 工 程 ；
(e)工 程 (d)で 測 定 さ れ た 標 識 量 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結 果 と 比
較 す る 工 程 ； お よ び
(f)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た は そ
の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
(8)少 な く と も 以 下 の 工 程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 組 織 固 定 化 処 理 に 付 す 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 調 製 さ れ た 組 織 固 定 化 標 本 を 切 片 と す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 得 ら れ た 切 片 化 組 織 を 前 記 発 明 (2)の 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 染 色 に 付 す 工 程 ；
(d)工 程 (c)に よ る 免 疫 組 織 染 色 の 程 度 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結
果 と 比 較 す る 工 程 ； お よ び
(e)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 存 在 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た
は そ の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 。
(9)少 な く と も 標 識 化 し た 前 記 発 明 (2)の 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患
診 断 キ ッ ト 。
(10)少 な く と も 以 下 の 要 素 ：
(a)前 記 発 明 (2)の 抗 体 ； お よ び
(b)標 識 化 し た 前 記 発 明 (3)の 抗 体
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 診 断 キ ッ ト 。
(11)少 な く と も 以 下 の 要 素 ：
(a)前 記 発 明 (2)の 抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 ； お よ び
(b)標 識 化 し た 前 記 発 明 (3)の 抗 体
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 診 断 キ ッ ト 。
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(12)HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 か つ HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る 抗 体 。
(13)前 記 発 明 (12)の 抗 体 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 薬 。
(14)前 記 発 明 (12)の 抗 体 ま た は 前 記 発 明 (13)の 治 療 薬 を 体 内 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る
子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 方 法 。
(15)HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF25。
(16)HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF26。
(17)HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る hybridoma HRF28。
(18)hybridoma HRF25か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
(19)hybridoma HRF26か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
(20)hybridoma HRF28か ら 産 生 さ れ 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 こ の 出 願 の 発 明 者 ら は 、 子 宮 内 膜 組 織 と 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る TCDD標 的
遺 伝 子 （ HRF、 CYP1A1） の 発 現 を 調 べ た 結 果 、 子 宮 内 膜 症 の 進 行 と HRF発 現 レ ベ ル に 高 い 相
関 関 係 を 見 出 し て こ の 出 願 の 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 な お こ の 発 明 に お い て 、 「 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 」 と は 、 子 宮 内 膜 症 、 お よ び 子 宮 内 膜 症
を 原 因 と す る 月 経 困 難 症 、 不 妊 症 お よ び 子 宮 腺 筋 症 等 を 意 味 す る 。 「 診 断 」 と は 、 被 験 者
が 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 に 羅 患 し て い る か 否 か の 判 定 、 将 来 的 に 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 に 羅 患
す る 危 険 性 が 存 在 す る か 否 か の 判 定 、 お よ び 治 療 後 に 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 を 再 発 す る 危 険
性 が 存 在 す る か 否 か の 判 定 を 意 味 す る 。 ま た 、 診 断 に は 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 羅 患 や そ
の 危 険 性 が ど の 程 度 で あ る か 測 定 す る こ と も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 な お こ の 発 明 に お い て 、 「 HRFポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は HRFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ［ プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン が 糖 に β -N-グ リ コ シ ド 結 合 し た ヌ ク レ オ シ ド の
リ ン 酸 エ ス テ ル （ ATP、 GTP、 CTP、 UTP； ま た は dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP） が 結 合 し た 分 子
を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 HRFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA、 ゲ ノ ム DNAか ら 転 写 さ
れ る mRNA、 mRNAか ら 合 成 さ れ る cDNAで あ る 。 ま た 、 2本 鎖 で あ っ て も 1本 鎖 で あ っ て も よ い
。 さ ら に 、 こ れ ら の ゲ ノ ム DNAや mRNA、 cDNAの セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 も 含 ま れ る
。 ま た 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド が 100個 以 上 結 合 し た 分 子 を 言 い
、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 2-99個 連 結 し た 分 子 を 言 う 。 さ ら に 「 タ ン パ ク 質 」 お よ び
「 ペ プ チ ド 」 と は 、 ア ミ ド 結 合 （ ペ プ チ ド 結 合 ） に よ っ て 互 い に 結 合 し た 複 数 個 の ア ミ ノ
酸 残 基 か ら 構 成 さ れ た 分 子 を 意 味 す る 。 特 に ア ミ ノ 酸 残 基 2-33個 の も の を 「 オ リ ゴ ペ プ チ
ド 」 、 34個 以 上 の も の を 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 配 列 表 に 示 し た 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 １ 以 上 の 塩 基 の 付 加 、
欠 失 、 他 の 塩 基 へ の 置 換 、 あ る い は こ れ ら の 塩 基 変 異 に 基 づ く １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 付
加 、 欠 失 お よ び 他 の ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 発 明 に お け る そ の 他 の 用 語 や 概 念 は 、 発 明 の 実 施 形 態 の 説 明 や 実 施 例 に お い て 詳 し
く 規 定 す る 。 な お 、 用 語 は 基 本 的 に は IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclatu
reに よ る も の で あ り 、 あ る い は 当 該 分 野 に お い て 慣 用 的 に 使 用 さ れ る 用 語 の 意 味 に 基 づ く
も の で あ る 。 ま た こ の 発 明 を 実 施 す る た め に 使 用 す る 様 々 な 技 術 は 、 特 に そ の 出 典 を 明 示
し た 技 術 を 除 い て は 、 公 知 の 文 献 等 に 基 づ い て 当 業 者 で あ れ ば 容 易 か つ 確 実 に 実 施 可 能 で
あ る 。 例 え ば 、 薬 剤 の 調 製 は Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, ed.
 A. Gennaro, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990に 、 遺 伝 子 工 学 お よ び 分 子 生 物 学
的 技 術 は J. Sambrook, E. F. Fritsch & T. Maniatis, "Molecular Cloning: A Laborato
ry Manual (2nd edition)", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbo
r, New York (1989); D. M. Glover et al. ed., "DNA Cloning", 2nd ed., Vol. 1 to 4
, (The Practical Approach Series), IRL Press, Oxford University Press (1995); Au
subel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 
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New York, N.Y, 1995； 日 本 生 化 学 会 編 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 １ 、 遺 伝 子 研 究 法 II」 、 東
京 化 学 同 人  (1986);日 本 生 化 学 会 編 、 「 新 生 化 学 実 験 講 座 ２ 、 核 酸  III（ 組 換 え DNA 技 術
） 」 、 東 京 化 学 同 人  (1992); R. Wu ed., "Methods in Enzymology", Vol. 68 (Recombin
ant DNA), Academic Press, New York (1980); R. Wu et al. ed., "Methods in Enzymol
ogy", Vol. 100 (Recombinant DNA, Part B) & 101 (Recombinant DNA, Part C), Academ
ic Press, New York (1983); R. Wu et al. ed., "Methods in Enzymology", Vol. 153 (
Recombinant DNA, Part D), 154 (Recombinant DNA, Part E) & 155 (Recombinant DNA, 
Part F), Academic Press, New York (1987); J. H. Miller ed., "Methods in Enzymolo
gy", Vol. 204, Academic Press, New York (1991); R. Wu et al. ed., "Methods in En
zymology", Vol. 218, Academic Press, New York (1993); S. Weissman (ed.), "Method
s in Enzymology", Vol. 303, Academic Press, New York (1999); J. C. Glorioso et a
l. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 306, Academic Press, New York (1999)な ど
に 記 載 の 方 法 あ る い は そ こ で 引 用 さ れ た 文 献 記 載 の 方 法 あ る い は そ れ ら と 実 質 的 に 同 様 な
方 法 や 改 変 法 に よ り 行 う こ と が で き る （ そ れ ら の 中 に あ る 記 載 は そ れ を 参 照 す る こ と に よ
り 本 明 細 書 の 開 示 に 含 め ら れ る ） 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 (1)の 診 断 方 法 は 、 被 験 者 の 生 体 試 料 に お け る ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 （ HRF
タ ン パ ク 質 ） の 存 在 量 を 測 定 し 、 こ の HRFタ ン パ ク 質 量 を 指 標 と し て 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患
を 診 断 す る 方 法 で あ る 。 す な わ ち 、 HRFタ ン パ ク 質 量 が 正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 多
い 被 験 者 を 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 患 者 ま た は そ の ハ イ リ ス ク 者 と 判 定 す る 。 す な わ ち 、 HR
Fタ ン パ ク 質 の 存 在 量 が 有 意 に 多 い 被 験 者 を 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 患 者 ま た は そ の ハ イ リ
ス ク 者 と 判 定 す る 。 HRF遺 伝 子 か ら 発 現 す る HRFタ ン パ ク 質 の 存 在 量 は 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患
と 密 接 に 関 連 す る こ と か ら 、 被 験 者 の 生 体 試 料 （ 例 え ば 子 宮 内 膜 組 織 等 ） に お け る こ の HR
Fタ ン パ ク 質 量 を 指 標 と し て 子 宮 内 膜 症 の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 ま た HRタ ン パ ク 質 量
が 「 有 意 に 多 い 」 と は 、 被 験 者 の HRFタ ン パ ク 質 量 が 正 常 生 体 試 料 （ す な わ ち 健 常 者 の 生
体 試 料 ） に お い て 測 定 さ れ た HRFタ ン パ ク 質 量 と 比 較 し て 、 10％ 以 上 、 好 ま し く は 30%以 上
、 さ ら に 好 ま し く は 70%以 上 、 最 も 好 ま し く は 100％ 以 上 で あ る 場 合 を 意 味 す る 。 ま た さ ら
に 、 こ の 「 有 意 に 多 い 」 と は 、 例 え ば 同 一 被 験 者 の 複 数 試 料 に つ い て の HRFポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 発 現 量 の 平 均 値 と 、 複 数 の 正 常 試 料 に お け る 同 様 の 平 均 値 と を 統 計 的 に 検 定 し た 場 合
、 前 者 が 後 者 よ り も 有 意 に 多 い 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 上 の と お り の HRFタ ン パ ク 質 量 を 指 標 と す る 発 明 (1)の 診 断 方 法 は 、 公 知 の 遺 伝 子 工 学
お よ び 分 子 生 物 学 的 技 術 に 従 い 、 当 該 分 野 で 特 定 の タ ン パ ク 質 量 を 検 知 測 定 す る た め に 知
ら れ た 手 法 、 例 え ば in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 各 種
の 免 疫 組 織 学 的 方 法 な ど に よ っ て HRFタ ン パ ク 質 量 を 検 知 ・ 測 定 し て 実 施 す る こ と が で き
る 。 こ う し た 技 術 を 利 用 し た HRFタ ン パ ク 質 量 測 定 系 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 検 出 系 、 子
宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の リ ス ク 検 出 系 、 そ れ に 利 用 す る 試 薬 、 方 法 、 プ ロ セ ス 、 解 析 プ ロ グ ラ
ム な ど は 、 す べ て こ の 発 明 の 技 術 お よ び そ れ に 利 用 す る シ ス テ ム に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 出 願 は 、 前 記 の 発 明 (1)の 診 断 方 法 に 使 用 す る 材 料 と し て 、 特 に 以 下 の 発 明 (2)お よ
び (3)の 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 発 明 (2)の 抗 体 は 、 HRFタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 （ 抗 HRF抗 体 ） で あ る 。 な お
こ こ で 言 う 「 抗 体 」 と は 、 広 義 の 意 味 で 使 用 さ れ る も の で あ っ て よ く 、 所 望 の HRFポ リ ペ
プ チ ド お よ び 関 連 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 一 の も の や 各 種 エ ピ ト ー
プ に 対 す る 特 異 性 を 持 つ 抗 体 組 成 物 で あ っ て よ く 、 ま た １ 価 抗 体 ま た は 多 価 抗 体 並 び に ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む も の で あ り 、 さ ら に 天 然 型 (intact)分
子 並 び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体 も 表 す も の で あ り 、 F(ab') 2 、 Fab'お よ び Fab
と い っ た フ ラ グ メ ン ト を 包 含 し 、 さ ら に 少 な く と も 二 つ の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ （ epitope
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） 結 合 部 位 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 若 し く は 雑 種 抗 体 、 ま た は 、 例 え ば 、 ク ワ ド ロ ー ム （ quad
rome） 、 ト リ オ ー ム （ triome） な ど の 二 重 特 異 性 組 換 え 抗 体 、 種 間 雑 種 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ
タ イ プ 抗 体 、 さ ら に は 化 学 的 に 修 飾 あ る い は 加 工 な ど さ れ て こ れ ら の 誘 導 体 と 考 え ら れ る
も の 、 公 知 の 細 胞 融 合 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 や 抗 体 工 学 を 適 用 し た り 、 合 成 あ る い は
半 合 成 技 術 を 使 用 し て 得 ら れ た 抗 体 、 抗 体 生 成 の 観 点 か ら 公 知 で あ る 従 来 技 術 を 適 用 し た
り 、 DNA組 換 え 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ る 抗 体 、 本 明 細 書 で 記 載 し 且 つ 定 義 す る 標 的 抗 原 物
質 あ る い は 標 的 エ ピ ト ー プ に 関 し て 中 和 特 性 を 有 し た り す る 抗 体 ま た は 結 合 特 性 を 有 す る
抗 体 を 包 含 し て い て よ い 。 特 に 好 ま し い 抗 体 は 、 天 然 型 の HRFタ ン パ ク 質 量 （ ポ リ ペ プ チ
ド ） を 特 異 的 に 識 別 で き る も の で あ り 、 例 え ば 、 前 記 発 明 (4)～ (6)の 抗 体 等 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 す な わ ち 、 発 明 (4)～ (6)の 抗 体 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る HRFタ ン
パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 調 製 さ れ た 抗 体 で あ り 、 そ れ ぞ れ HRFタ ン パ ク 質 の 異
な る 部 位 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 作 成 の た め の HRFペ プ チ ド は 、 例 え ば ペ
プ チ ド 合 成 機 を 使 用 し て 、 例 え ば Fmoc-bop法 で 合 成 す る 。 HRFペ プ チ ド の N末 端 に は シ ス テ
イ ン を 導 入 し て も よ い 。 合 成 し た ペ プ チ ド は μ Bondasphere、 C18カ ラ ム （ Waters） な ど を
用 い た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど に よ り 精 製 し て 免 疫 抗 原 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 発 明 (3)の 抗 体 は 、 前 記 発 明 (2)の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー ブ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 こ
の よ う な 抗 体 は 、 前 記 発 明 (2)の 抗 体 作 製 の た め の オ リ ゴ ペ プ チ ド と は 異 な る 断 片 を 免 疫
原 と す る こ と に よ っ て 、 前 記 と 同 様 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し
て 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 前 記 発 明 (4)～ (6)の 抗 体 は 、 い ず れ か 一 が 発 明 (2)の 抗 体 と な り
、 他 が 発 明 (3)の 抗 体 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 HRFタ ン パ ク 質 や そ の 一 部
断 片 （ オ リ ゴ ペ プ チ ド ） を 免 疫 原 と し て 動 物 を 免 役 し た 後 、 血 清 か ら 得 る こ と が で き る 。
あ る い は 、 HRFタ ン パ ク 質 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 組 換 え ベ ク タ ー を 注 射 や 遺 伝 子 銃 に よ っ て
、 動 物 の 筋 肉 や 皮 膚 に 導 入 し た 後 、 血 清 を 採 取 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
動 物 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ
、 イ ヌ 、 ネ コ 、 サ ル 、 ニ ワ ト リ な ど が 用 い ら れ る 。 さ ら に は 、 細 胞 融 合 に 使 用 す る 親 細 胞
と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る の が 好 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 感 作 抗 原 を 動 物 に 免 疫 す る に は 、 公 知 の 方 法 に し た が っ て 行 わ れ 、 例 え ば 村 松 繁 、 他 編
、 実 験 生 物 学 講 座  14 、 免 疫 生 物 学 、 丸 善 株 式 会 社 、 昭 和 60年 、 日 本 生 化 学 会 編 、 続 生 化
学 実 験 講 座 ５ 、 免 疫 生 化 学 研 究 法 、 東 京 化 学 同 人 、 1986年 、 日 本 生 化 学 会 編 、 新 生 化 学 実
験 講 座  12 、 分 子 免 疫 学  III、 抗 原 ・ 抗 体 ・ 補 体 、 東 京 化 学 同 人 、 1992年 な ど に 記 載 の 方
法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 般 的 方 法 と し て 、 感 作 抗 原 を 哺 乳 動 物 な ど の 腹
腔 内 ま た は 皮 下 に 注 射 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 感 作 抗 原 免 疫 時 に 適 当 な 担 体 を 使
用 す る こ と も で き る 。 免 疫 化 剤 を （ 必 要 に 応 じ ア ジ バ ン ト と 共 に ） 一 回 又 は そ れ 以 上 の 回
数 哺 乳 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 化 さ れ る 。 代 表 的 に は 、 該 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ
バ ン ト を 哺 乳 動 物 に 複 数 回 皮 下 注 射 あ る い は 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り な さ れ る 。 免 疫 化
剤 は 、 上 記 抗 原 ペ プ チ ド あ る い は そ の 関 連 ペ プ チ ド 断 片 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 化
剤 は 、 免 疫 処 理 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と の 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 （
例 え ば 上 記 担 体 タ ン パ ク 質 類 な ど ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 せ し め て 使 用 し て も よ い 。 ア
ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 リ ビ (Ribi)ア ジ ュ バ ン ト 、 百
日 咳 ワ ク チ ン 、 BCG 、 リ ピ ッ ド Ａ 、 リ ポ ソ ー ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 シ リ カ な ど が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 血 清 は 、 免 疫 さ れ た 動 物 を 所 定 の 期 間 飼 育 し た 後 、 当 該 動
物 か ら 採 血 し た 血 液 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 抗 血 清 は 、 HRFを 認 識 す る も の
で あ る こ と を 確 認 し た 後 、 本 発 明 所 定 の 活 性 成 分 と し て 供 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 発 明 に お い て 、 抗 HRF抗 体 と し て は 、 哺 乳 動 物 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 得
ら れ た も の を 使 用 す る こ と も で き る 。 抗 原 物 質 に 対 し て 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 培 養 中 の 一 連 の セ ル ラ イ ン に よ り 抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る こ と の で き る 任 意 の 方 法 を
用 い て 産 生 さ れ る 。 修 飾 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と は 、 実 質 上 均 質 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ
て い る と い う そ の 抗 体 の 性 格 を 示 す も の で あ っ て 、 何 ら か の 特 定 の 方 法 に よ り そ の 抗 体 が
産 生 さ れ る 必 要 が あ る と み な し て は な ら な い 。 個 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 自 然 に 生 ず
る か も し れ な い 変 異 体 が 僅 か な 量 だ け 存 在 し て い る か も し れ な い と い う 以 外 は 、 同 一 で あ
る よ う な 抗 体 の 集 団 を 含 ん で い る も の で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 高 い 特 異 性 を 持 ち
、 そ れ は 単 一 の 抗 原 性 を も つ サ イ ト に 対 し て 向 け ら れ て い る も の で あ る 。 異 な っ た 抗 原 決
定 基 （ エ ピ ト ー プ )に 対 し て 向 け ら れ た 種 々 の 抗 体 を 典 型 的 に は 含 ん で い る 通 常 の （ ポ リ
ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 調 製 物 と 対 比 す る と 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 当 該 抗 原 上 の 単
一 の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 向 け ら れ て い る も の で あ る 。 そ の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ り 合 成 さ れ 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 類 の 夾 雑 が な い あ る
い は 少 な い 点 で も 優 れ て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 及 び リ コ ン ビ ナ
ン ト 抗 体 を 含 む も の で あ る 。 そ れ ら は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り 、 そ の 由 来 や 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ク ラ ス や サ ブ ク ラ ス の 種 別 に 関 わ り な く 、 可 変 領 域 ド メ イ ン を 定 常 領 域 ド メ イ ン で
置 き 換 え た り 、 あ る い は 軽 鎖 を 重 鎖 で 置 き 換 え た り 、 あ る 種 の 鎖 を 別 の 種 の 鎖 で も っ て 置
き 換 え た り 、 あ る い は ヘ テ ロ ジ ー ニ ア ス な タ ン パ ク 質 と 融 合 せ し め た り し て 得 る こ と が で
き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4816567 号 ; Monoclonal Antibody Production Techniques an
d Applications, pp.79-97, Marcel Dekker, Inc., New York, 1987 な ど ）  。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 公 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 法 （ 「 単 ク ロ ー ン 抗 体 」
、 長 宗 香 明 、 寺 田 弘 共 著 、 廣 川 書 店 、 1990年 ；  "Monoclonal Antibody" James W. Goding
, third edition, Academic Press, 1996） に 従 い 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 出 願 は 、 H
RFを 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 Hybridoma HRF25、 Hybridoma HRF26お
よ び Hybridoma HRF28が そ れ ぞ れ 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 発 明 (18)～ (20)） と 、 前
記 の 各 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 （ 発 明 (15)～ (17)） を 提 供 す る 。 な お 、 前 記 の 各 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 は 、 2004年 7月 1日 付 で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
、 ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 特 許 生 物 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の よ う な 抗 体 作 製 の た め の HRFタ ン パ ク 質 ま た は HRFペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 HRFポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 保 有 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 用 い た 公 知 の イ ン ビ ト ロ 転 写 ・ 翻 訳 法 や 、 適
当 な 宿 主 （ 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 の 原 核 細 胞 や 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 植 物 細 胞 等 （ 例 え ば カ イ
コ な ど の 昆 虫 も 含 む ） ） － ベ ク タ ー 系 （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 系 も 含 む ） を 用
い た 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 表 配 列 番 号 １ の HRF
遺 伝 子 ／ ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、 HRFあ る い は そ の 一 部 の ド メ イ ン 、 HRFの 一 部 の タ ン パ ク
質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 HRFの ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る 一 部 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 持 つ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー 系 に 挿 入 し て 適 当 な 宿 主
細 胞 を 形 質 転 換 さ せ た 後 、 そ の 宿 主 細 胞 中 ま た は 培 養 上 清 中 か ら 目 的 の HRFタ ン パ ク 質 あ
る い は そ の 一 部 の ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 HRFの 一 部 の タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド フ
ラ グ メ ン ト 、 HRFの ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド を 公 知 の
方 法 で 精 製 す る 。 ま た 特 に オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 固 相 法 等 の 公 知 の 方 法 に よ り 化 学 的 に 合 成
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 な お 、 HRFポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 各 種 の 変 異 体 （ 例 え ば 、 GenBank/XM_294045、 XM_038391
、 XM_293291、 XM_209741、 XM_210566、 XM_066706、 XM_066675、 XM_071321等 ） が 知 ら れ て
い る が 、 SEQ ID:1（ 塩 基 配 列 ） に 示 し た HRF cDNA（ ま た は TPT-1： GenBank/NM_003295） を
好 ま し い も の と し て 例 示 す る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 公 知 の 方 法 に よ
っ て 容 易 に 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 cDNAの 場 合 に は 、 公 知 の 方 法 （ Mol. Cell Bi
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ol. 2, 161-170, 1982；  J. Gene 25, 263-269, 1983；  Gene, 150, 243-250, 1994） を
用 い て cDNAを 合 成 し 、 そ い れ ぞ れ 公 知 の 塩 基 塩 基 配 列 に 基 づ い て 作 製 し た プ ロ ー ブ DNAを
用 い て 、 そ れ ぞ れ の cDNAを 単 離 す る 方 法 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た cDNAは
、 例 え ば 、 PCR（ Polymerase Chain Reaction） 法 、 NASBN（ Nucleic acid sequence based
 amplification） 法 、 TMA（ Transcription-mediated amplification） 法 お よ び SDA（ Stra
nd Displacement Amplification） 法 な ど の 通 常 行 わ れ る 遺 伝 子 増 幅 法 に よ り 増 幅 す る こ
と が で き る 。 ま た 、 こ の 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 ヒ ト 細 胞 か ら
単 離 し た mRNAを 鋳 型 と す る RT-PCR法 に よ っ て も 必 要 量 の 各 cDNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 特 定 の HRFペ プ チ ド を コ ー ド す る HRFオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 前 記 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド (cDNA)を 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 あ る い は
、 Carruthers（ 1982） Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:411-418; Adams（ 198
3） J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov（ 1997） Nucleic Acid Res. 25:3440-3444; Fr
enkel（ 1995） Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers（ 1994） Biochemistry 33:
7886-7896; Narang（ 1979） Meth. Enzymol. 68:90; Brown（ 1979） Meth. Enzymol. 68:10
9; Beaucage（ 1981） Tetra. Lett. 22:1859; 米 国 特 許 第 4,458,066号 に 記 載 さ れ て い る よ
う な 周 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ り 、 in vitroに お い て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 発 明 (2)お よ び (3)の 抗 体 は 必 要 に 応 じ て そ れ を よ り 精 製 さ れ た 形 態 の も の と し て 使 用 さ
れ る 。 抗 体 を 精 製 ・ 単 離 す る 手 法 と し て は 、 従 来 公 知 の 方 法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈
殿 法 な ど の 塩 析 、 セ フ ァ デ ッ ク ス な ど に よ る ゲ ル ろ 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
法 、 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 限 外 ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 高 速 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど に よ り 精 製 し て 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 抗 血 清 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 腹 水 な ど は 、 硫 安 分 画 し た 後 、 DEAE－ セ フ ァ ロ ー ス の 如 き 、 陰
イ オ ン 交 換 ゲ ル 及 び プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム の 如 き ア フ ィ ニ テ ィ ・ カ ラ ム な ど で 処 理 し 精 製 分
離 処 理 で き る 。 特 に 好 ま し く は 抗 原 又 は 抗 原 断 片 （ 例 え ば 合 成 ペ プ チ ド 、 組 換 え 抗 原 タ ン
パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド 、 抗 体 が 特 異 的 に 認 識 す る 部 位 な ど ） を 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ
・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ を 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら 抗 体 を ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン な ど の 酵 素 に よ り 処 理 し て 、 場 合 に よ り
還 元 し て 得 ら れ る Fab、 Fab'、 F(ab') 2 と い っ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に し て 使 用 し て も よ い 。
抗 体 は 、 既 知 の 任 意 の 検 定 法 、 例 え ば 競 合 的 結 合 検 定 、 直 接 及 び 間 接 サ ン ド イ ッ チ 検 定 、
及 び 免 疫 沈 降 検 定 に 使 用 す る こ と が で き る （ Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
 Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987) 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 体 を 検 出 可 能 な 原 子 団 に そ れ ぞ れ コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る に は 、 当 分 野 で 知 ら れ る 任 意 の
方 法 を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 David et al., Biochemistry, 13巻 , 1014-1021 頁
（ 1974); Pain et al, J. Immunol. Meth., 40: pp.219-231 (1981);及 び  "Methods in E
nzymology", Vol. 184, pp.138-163 (1990) に よ り 記 載 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 標 識 物 を 付
与 す る 抗 体 と し て は 、 IgG 画 分 、 更 に は ペ プ シ ン 消 化 後 還 元 し て 得 ら れ る 特 異 的 結 合 部 Fa
b'を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 原 あ る い は 抗 体 を 固 相 化 で き る 多 く の 担 体 が 知 ら れ て お り 、 こ の 発 明 で は そ れ ら か ら
適 宜 選 ん で 用 い る こ と が で き る 。 担 体 と し て は 、 抗 原 抗 体 反 応 な ど に 使 用 さ れ る も の が 種
々 知 ら れ て お り 、 こ の 発 明 に お い て も 勿 論 こ れ ら の 公 知 の も の の 中 か ら 選 ん で 使 用 で き る
。 特 に 好 適 に 使 用 さ れ る も の と し て は 、 例 え ば ガ ラ ス 、 例 え ば ア ミ ノ ア ル キ ル シ リ ル ガ ラ
ス な ど の 活 性 化 ガ ラ ス 、 多 孔 質 ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ ル 、 シ リ カ － ア ル ミ ナ 、 ア ル ミ ナ 、 磁 化
鉄 、 磁 化 合 金 な ど の 無 機 材 料 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ フ
ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ポ リ ビ ニ ル 、 ポ リ 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト
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、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン － ブ タ ジ エ ン 共 重 合 体 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 架 橋 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ス チ レ ン － メ タ ク リ レ ー ト 共 重 合 体 、 ポ リ グ リ シ ジ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク ロ
レ イ ン － エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト 共 重 合 体 な ど 、 架 橋 化 ア ル ブ ミ ン 、 コ ラ ー
ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 架 橋 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 微 結 晶 セ ル
ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト な ど の 天 然 ま た は 変 成 セ ル
ロ ー ス 、 架 橋 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン な ど の ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ エ ポ キ シ 樹
脂 な ど の 有 機 高 分 子 物 質 、 さ ら に そ れ ら を 乳 化 重 合 し て 得 ら れ た も の 、 シ リ コ ン ガ ム な ど
、 細 胞 、 赤 血 球 な ど で 、 必 要 に 応 じ 、 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 な ど で 官 能 性 基 を 導 入 し て あ
る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 担 体 と し て は 、 粒 子 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル 、 メ ン ブ レ ン 、 ろ 紙 、 ビ ー ズ 、 チ
ュ ー ブ 、 キ ュ ベ ッ ト 、 試 験 容 器 の 内 壁 、 例 え ば 試 験 管 、 タ イ タ ー プ レ ー ト 、 タ イ タ ー ウ ェ
ル 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 ガ ラ ス セ ル 、 合 成 樹 脂 製 セ ル な ど の 合 成 材 料 か ら な る セ ル 、 ガ ラ
ス 棒 、 合 成 材 料 か ら な る 棒 、 末 端 を 太 く し た り あ る い は 細 く し た り し た 棒 、 末 端 に 丸 い 突
起 を つ け た り あ る い は 偏 平 な 突 起 を つ け た 棒 、 薄 板 状 に し た 棒 な ど の 固 体 物 質 （ 物 体 ） の
表 面 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ れ ら 担 体 へ 抗 HRF抗 体 と の 結 合 は 、 吸 着 な ど の 物 理 的 な 手 法 、 あ る い は 縮 合 剤 な ど を
用 い た り 、 活 性 化 さ れ た も の な ど を 用 い た り す る 化 学 的 な 方 法 、 さ ら に は 相 互 の 化 学 的 な
結 合 反 応 を 利 用 し た 手 法 な ど に よ り 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 発 明 (2)お よ び (3)の 抗 体 に は 、 そ れ ぞ れ 標 識 物 質 に よ っ て 標 識 化 さ れ た 抗 体 も 含 ま れ る
。 標 識 と し て は 、 酵 素 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 物 質 、 補 欠 分 子 類 、 補 酵 素 、 酵 素 前 駆 体 、 ア
ポ 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 色 素 物 質 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 化 合 物 、 発 光 物 質 、 発 色 物 質 、 磁 気 物
質 、 金 属 粒 子 、 例 え ば 金 コ ロ イ ド な ど 、 非 金 属 元 素 粒 子 、 例 え ば セ レ ン コ ロ イ ド な ど 、 放
射 性 物 質 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 好 ま し い 標 識 物 質 は 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 体 ま た は 蛍
光 色 素 を ふ く む 化 学 物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 酵 素 は 、 turnover numberが 大 で あ る
こ と 、 抗 体 と 結 合 さ せ て も 安 定 で あ る こ と 、 基 質 を 特 異 的 に 着 色 さ せ る 等 の 条 件 を 満 た す
も の で あ れ ば 特 段 の 制 限 は な く 、 通 常 の EIAに 用 い ら れ る 酵 素 を 使 用 で き る 。 酵 素 と し て
は 、 脱 水 素 酵 素 、 還 元 酵 素 、 酸 化 酵 素 な ど の 酸 化 還 元 酵 素 、 例 え ば ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ
ル 基 、 メ チ ル 基 、 ア シ ル 基 、 リ ン 酸 基 な ど を 転 移 す る の を 触 媒 す る 転 移 酵 素 、 例 え ば エ ス
テ ル 結 合 、 グ リ コ シ ド 結 合 、 エ ー テ ル 結 合 、 ペ プ チ ド 結 合 な ど を 加 水 分 解 す る 加 水 分 解 酵
素 、 リ ア ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵 素 は 複 数 の 酵 素 を
複 合 的 に 用 い て 検 知 に 利 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 酵 素 的 サ イ ク リ ン グ を 利 用 す る こ と
も で き る 。 酵 素 標 識 な ど は 、 ビ オ チ ン 標 識 体 と 酵 素 標 識 ア ビ ジ ン （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ）
に 置 き 換 え る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う に 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 系 を 使 用 し た り 、 抗 HR
F抗 体 に 対 す る 抗 体 な ど の 二 次 的 な 抗 体 を 使 用 す る な ど 、 当 該 分 野 で 公 知 の 感 度 増 強 法 を
適 宜 採 用 す る こ と が で き る 。 標 識 は 、 複 数 の 異 な っ た 種 類 の 標 識 を 使 用 す る こ と も で き る
。 こ う し た 場 合 、 複 数 の 測 定 を 連 続 的 に 、 あ る い は 非 連 続 的 に 、 そ し て 同 時 に あ る い は 別
々 に 行 う こ と を 可 能 に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 代 表 的 な 酵 素 標 識 と し て は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 大
腸 菌 β -D- ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 、 グ ル コ ー ス
-6-リ ン 酸 化 脱 水 素 酵 素 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン
エ ス テ ラ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ウ シ 小 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 大 腸 菌 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ な ど の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら 酵 素 と 抗 体 と の 結 合 は 、 マ レ イ ミ ド 化 合 物 等 の 架 橋 剤 を 用 い る 公 知 の 方 法 に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。 基 質 と し て は 、 使 用 す る 酵 素 の 種 類 に 応 じ て 公 知 の 物 質 を 使 用 す る
こ と が で き 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ ォ ス フ ェ ー ト な ど の ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 誘 導 体 、
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ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト な ど の リ ン 酸 化 フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 な ど が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 酵
素 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 す る 場 合 に は 、 3,3',5,5'－ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ シ ン を
、 ま た 酵 素 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 パ ラ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 等
を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て は 、 信 号 の 形 成 に 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 o-
フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (OPD)、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB)、 5-ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 、 3,3-
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド (DAB)、 3-ア ミ ノ -9- エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (AE
C)、 チ ラ ミ ン 、 ル ミ ノ ー ル 、 ル シ ゲ ニ ン ル シ フ ェ リ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 Pholad luciferin
な ど と 西 洋 ワ サ ビ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル ミ ジ ェ ン PPD、 (4-メ チ
ル )ウ ン ベ リ フ ェ リ ル - リ ン 酸 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル -リ ン 酸 、 フ ェ ノ ー ル -リ ン 酸 、 ブ ロ
モ ク ロ ロ イ ン ド リ ル リ ン 酸 (BCIP)、 AMPAK T M (DAKO)、 AmpliQ T M (DAKO)な ど と ア ル カ リ フ ォ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -β -D-ガ ラ ク ト シ ド と い っ た ウ ン ベ リ フ ェ リ ル
ガ ラ ク ト シ ド 、 o-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル -β -D-ガ ラ ク ト シ ド と い っ た ニ ト ロ フ ェ ニ ル ガ ラ ク ト
シ ド な ど と β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ABTSな ど
と グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 試 薬 の 組 合 わ せ も 利 用 で き 、 ヒ ド ロ キ ノ ン 、 ヒ ド ロ
キ シ ベ ン ゾ キ ノ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ キ ノ ン な ど の キ ノ ー ル 化 合 物 、 リ ポ 酸 、 グ ル タ チ
オ ン な ど の チ オ ー ル 化 合 物 、 フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 、 フ ェ ロ セ ン 誘 導 体 な ど を 酵 素 な ど の 働 き
で 形 成 し う る も の が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 放 射 性 同 位 体 と し て は 、 3 2 P、 1 2 5 I、 1 4 C、  3 5 S、 3 H等 の 通 常 の RIAで 用 い ら れ て い る も
の を 使 用 す る こ と が で き る 。 蛍 光 物 質 あ る い は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 化 合 物 と し て は 、 フ ル
オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 例 え ば ロ ー ダ ミ ン Bイ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (RITC)、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト ア イ ソ マ ー R(TRITC)な ど の ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 、 7-ア ミ ノ -4-ク マ リ ン -3-酢 酸 、 ダ ン シ ル
ク ロ リ ド 、 ダ ン シ ル フ ル オ リ ド 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 フ ィ コ ビ リ プ ロ テ イ ン 、 ア ク リ ジ ニ
ウ ム 塩 、 ル ミ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 エ ク ォ リ ン な ど の ル ミ ノ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、
シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル 、 希 土 類 キ レ ー ト 化 合 物 、 ク マ リ ン 誘 導 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 蛍 光 色 素
と し て は 、 通 常 の 蛍 光 抗 体 法 に 用 い ら れ る も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 発 色 、 螢 光 な ど
を 含 め た 生 成 す る 信 号 な ど を 検 知 す る に は 、 視 覚 に よ る こ と も で き る が 、 公 知 の 装 置 を 使
用 す る こ と も で き 、 例 え ば 螢 光 光 度 計 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー な ど も 使 用 で き る 。 ま た 、 放 射
性 同 位 体 （ ア イ ソ ト ー プ ） な ど の 出 す 信 号 を 検 知 す る に は 、 公 知 の 装 置 を 使 用 す る こ と も
で き 、 例 え ば ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン な ど も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 体 を 標 識 す る に は 、 チ オ ー ル 基 と マ レ イ ミ ド 基 の 反 応 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 基 と チ
オ ー ル 基 の 反 応 、 ア ミ ノ 基 と ア ル デ ヒ ド 基 の 反 応 な ど を 利 用 し て 行 う こ と が で き 、 公 知 の
方 法 あ る い は 当 該 分 野 の 当 業 者 が 容 易 に な し う る 方 法 、 さ ら に は そ れ ら を 修 飾 し た 方 法 の
中 か ら 適 宜 選 択 し て 適 用 で き る 。 免 疫 原 性 複 合 体 作 製 に 使 用 さ れ る こ と の で き る 縮 合 剤 、
担 体 と の 結 合 に 使 用 さ れ る こ と の で き る 縮 合 剤 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 縮 合 剤 と し て
は 、 例 え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、
ヘ キ サ メ チ レ ン ジ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 N,N'-ポ リ メ チ レ ン ビ ス ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 N,N
'-エ チ レ ン ビ ス マ レ イ ミ ド 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ス ス ク シ ニ ミ ジ ル ス ク シ ネ ー ト 、 ビ ス
ジ ア ゾ ベ ン ジ ジ ン 、 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ス ク シ ン
イ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト (SPDP)、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ
ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1- カ ル ボ キ シ レ ー ト (SMCC)、 N-ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(
N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル (4-ヨ ー
ド ア セ チ ル )ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(1-マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル )ブ チ レ
ー ト 、 N-(ε -マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル オ キ シ )コ ハ ク 酸 イ ミ ド (EMCS)、 イ ミ ノ チ オ ラ ン 、 S-
ア セ チ ル メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 無 水 物 、 メ チ ル -3-(4'-ジ チ オ ピ リ ジ ル ） プ ロ ピ オ ン イ ミ デ
ー ト 、 メ チ ル -4-メ ル カ プ ト ブ チ リ ル イ ミ デ ー ト 、 メ チ ル -3-メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン イ ミ デ
ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル メ ル カ プ ト ア セ テ ー ト な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 こ の よ う な 抗 体 を 用 い た 診 断 方 法 に お け る 一 つ の 態 様 は 、 抗 体 と HRFタ ン パ ク 質 と の 結
合 を 液 相 系 に お い て 検 出 す る 方 法 で あ る 。 例 え ば 、 発 明 (2)の 抗 体 を 標 識 化 し た 標 識 化 抗
体 と 生 体 試 料 と を 接 触 さ せ て 標 識 化 抗 体 と HRFタ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ 、 こ の 結 合 体 を 分 離
す る 。 分 離 は 、 HRFタ ン パ ク 質 ＋ 標 識 化 抗 体 の 結 合 体 を 公 知 の 分 離 手 段 （ ク ロ マ ト 法 、 固
相 法 等 ） に よ っ て 分 離 す る 方 法 等 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 公 知 の ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 に 準 じ た 方 法 を 採 用 す る こ と も で き る 。 標 識 シ グ ナ ル の 測 定 は 、 標 識 と し て 酵 素 を
用 い る 場 合 に は 、 酵 素 作 用 に よ っ て 分 解 し て 発 色 す る 基 質 を 加 え 、 基 質 の 分 解 量 を 光 学 的
に 測 定 す る こ と に よ っ て 酵 素 活 性 を 求 め 、 こ れ を 結 合 抗 体 量 に 換 算 し 、 標 準 値 と の 比 較 か
ら 抗 体 量 が 算 出 さ れ る 。 放 射 生 同 位 体 を 用 い る 場 合 に は 、 放 射 性 同 位 体 の 発 す る 放 射 線 量
を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 等 に よ り 測 定 す る 。 ま た 、 蛍 光 色 素 を 用 い る 場 合 に は 、 蛍
光 顕 微 鏡 を 組 み 合 わ せ た 測 定 装 置 に よ っ て 蛍 光 量 を 測 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 液 相 系 で の 診 断 の 別 の 方 法 は 、 発 明 (2)の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） と 生 体 試 料 と を 接 触 さ せ て
一 次 抗 体 と HRFタ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ 、 こ の 結 合 体 に 標 識 化 し た 発 明 (2)の 抗 体 （ 二 次 抗 体
） を 結 合 さ せ 、 こ の 三 者 の 結 合 体 に お け る 標 識 シ グ ナ ル を 検 出 す る 。 あ る い は 、 さ ら に シ
グ ナ ル を 増 強 さ せ る た め に は 、 非 標 識 の 二 次 抗 体 を 先 ず 抗 体 ＋ 抗 原 ペ プ チ ド 結 合 体 に 結 合
さ せ 、 こ の 二 次 抗 体 に 標 識 物 質 を 結 合 さ せ る よ う に し て も よ い 。 こ の よ う な 二 次 抗 体 へ の
標 識 物 質 の 結 合 は 、 例 え ば 二 次 抗 体 を ビ オ チ ン 化 し 、 標 識 物 質 を ア ビ ジ ン 化 し て お く こ と
に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 二 次 抗 体 の 一 部 領 域 （ 例 え ば 、 Fc領 域 ） を 認 識 す
る 抗 体 （ 三 次 抗 体 ） を 標 識 し 、 こ の 三 次 抗 体 を 二 次 抗 体 に 結 合 さ せ る よ う に し て も よ い 。
な お 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 は 、 両 方 と も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と も で き 、 あ る い
は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 の い ず れ か 一 方 を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ と も で き る 。 液 相
か ら の 結 合 体 の 分 離 や シ グ ナ ル の 検 出 は 前 記 と 同 様 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う
な 診 断 方 法 の 簡 便 か つ 広 範 囲 な 実 施 を 可 能 と す る も の と し て 、 発 明 (10)の 診 断 キ ッ ト が 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 抗 体 を 用 い た 別 の 診 断 法 は 、 抗 体 と HRFタ ン パ ク 質 と の 結 合 を 固 相 系 に お い て 試 験 す る
方 法 で あ る 。 こ の 固 相 系 に お け る 方 法 は 、 極 微 量 の HRFタ ン パ ク 質 の 検 出 と 操 作 の 簡 便 化
の た め 好 ま し い 方 法 で あ る 。 す な わ ち こ の 固 相 系 の 方 法 は 、 発 明 (2)の 抗 体 を 樹 脂 プ レ ー
ト ま た は メ ン ブ レ ン 等 に 固 定 化 し 、 こ の 固 定 化 抗 体 に HRFタ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ 、 非 結 合
タ ン パ ク 質 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 プ レ ー ト 上 に 残 っ た 抗 体 ＋ HRFタ ン パ ク 質 結 合 体 に 発 明 (3)
の 抗 体 を 標 識 化 し た 標 識 化 抗 体 を 結 合 さ せ て 、 こ の 標 識 化 抗 体 の シ グ ナ ル を 検 出 す る 方 法
で あ る 。 こ の 方 法 は 、 い わ ゆ る 「 サ ン ド イ ッ チ 法 」 と 呼 ば れ る 方 法 で あ り 、 マ ー カ ー と し
て 酵 素 を 用 い る 場 合 に は 、 「 ELISA（ enzyme linked immunosorbent assay） 」 と し て 広 く
用 い ら れ て い る 方 法 で あ る 。 2週 類 の 抗 体 は 、 両 方 と も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と
も で き 、 あ る い は 、 い ず れ か 一 方 を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 発 明 で の 診 断 は ま た 、 免 疫 染 色 、 例 え ば 組 織 あ る い は 細 胞 染 色 、 免 疫 電 子 顕 微 鏡 、
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 非 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ で 行 う こ と
が で き 、 放 射 免 疫 測 定 法 (RIA)、 蛍 光 免 疫 測 定 法 (FIA)、 ル ミ ネ ッ セ ン ト 免 疫 測 定 法 (LIA)
、 酵 素 免 疫 測 定 法 (EIA)、 ELISAな ど を 用 い る こ と が で き 、 B-F分 離 を 行 っ て も よ い し 、 あ
る い は 行 わ な い で そ の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は RIA、 EIA、 FIA、 LIAで あ り 、
さ ら に サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ に は 、 同 時 サ ン ド
イ ッ チ 型 ア ッ セ イ 、 フ ォ ワ ー ド （ forward)サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ あ る い は 逆 サ ン ド イ ッ
チ 型 ア ッ セ イ な ど が 包 含 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 に お け る HRFタ ン パ ク 質 量 の 測 定 系 と し て は 、 例 え ば 組 織 に 対 し て は 免
疫 染 色 、 免 疫 電 子 顕 微 鏡 な ど の 蛋 白 測 定 系 、 組 織 抽 出 物 、 血 液 、 体 液 等 に 対 し て は EIA、 R
IA、 FIA、 LIA、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど の 蛋 白 測 定 系 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 EIAの 測 定 系 に お い て 、 例 え ば 競 合 法 で は 、 抗 HRF抗 体 を 固 相 化 抗 体 と し て 使 用 し 、 標 識
抗 原 及 び 非 標 識 抗 原 （ 抗 原 と し て は 、 HRFタ ン パ ク 質 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト ペ プ チ ド
な ど が 挙 げ ら れ る ） を 使 用 し 、 ま た 非 競 合 法 で 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ 法 で は 、 固 相 化 抗 HR
F抗 体 や 標 識 抗 HRF抗 体 を 利 用 で き る 他 、 抗 HRF抗 体 を 直 接 標 識 し た り 、 固 相 化 せ ず に 、 抗 H
RF抗 体 に 対 す る 抗 体 を 標 識 し た り 、 固 相 化 し て 行 う こ と も で き る 。 感 度 増 幅 法 と し て は 、
例 え ば 、 非 酵 素 標 識 一 次 抗 体 と の 組 み 合 わ せ で は 、 高 分 子 ポ リ マ ー と 酵 素 と 一 次 抗 体 を 利
用 す る も の （ Envision試 薬 を 応 用 し た も の ; Enhanced polymer one-step staining (EPOS
))が 挙 げ ら れ 、 非 酵 素 標 識 二 次 抗 体 と の 組 合 せ で は 、 例 え ば PAP(peroxidase-antiperoxid
ase)法 な ど の 酵 素 と 抗 酵 素 抗 体 複 合 体 の 組 合 せ 、 SABC(avidin-biotinylated peroxidase 
complex)法 な ど の ビ オ チ ン 標 識 二 次 抗 体 と ビ オ チ ン 標 識 酵 素 － ア ビ ジ ン 複 合 体 の 組 合 せ 、
ABC(streptavidin-biotin complex)法 、 LSAB(labeled streptavidin-biotin)法 な ど の ビ
オ チ ン 標 識 二 次 抗 体 と ビ オ チ ン 標 識 酵 素 － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 の 組 合 せ 、 CSA(cata
lyzed signal amplification)法 な ど の SABCと ビ オ チ ン 標 識 タ イ ラ マ イ ド と 酵 素 標 識 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン の 組 合 せ 、 高 分 子 ポ リ マ ー で 二 次 抗 体 と 酵 素 を 標 識 し て あ る も の な ど が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 一 般 的 な 技 術 手 段 の 詳 細 に つ い て は 、 総 説 、 成 書 な ど を 参 照 す る こ と が で き る
〔 例 え ば 、 入 江 　 寛 編 ， 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 ， 講 談 社 ， 昭 和 49年 発 行 ； 入 江 　 寛 編
， 「 続 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 ， 講 談 社 ， 昭 和 54年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定
法 」 ， 医 学 書 院 ， 昭 和 53年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ２ 版 ） ， 医 学 書
院 ， 昭 和 57年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ３ 版 ） ， 医 学 書 院 ， 昭 和 62年
発 行 ； H. V. Vunakis et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 70 (Immunochemic
al Techniques, Part A), Academic Press, New York (1980); J. J. Langone et al. (e
d.), "Methods in Enzymology", Vol. 73 (Immunochemical Techniques, Part B), Acade
mic Press, New York (1981); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology",
 Vol. 74 (Immunochemical Techniques, Part C), Academic Press, New York (1981); J
. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 84 (Immunochemical Tech
niques, Part D: Selected Immunoassays), Academic Press, New York (1982); J. J. L
angone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 92 (Immunochemical Techniques
, Part E: Monoclonal Antibodies and General Immunoassay Methods), Academic Press
, New York (1983); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 121
 (Immunochemical Techniques, Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibod
ies), Academic Press, New York (1986); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in E
nzymology", Vol. 178 (Antibodies, Antigens, and Molecular Mimicry), Academic Pre
ss, New York (1989); M. Wilchek et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 184 
(Avidin-Biotin Technology), Academic Press, New York (1990); J. J. Langone et al
. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 203 (Molecular Design and Modeling: Conce
pts and Applications, Part B: Anibodies and Antigens, Nucleic Acids, Polysacchar
ides, and Drugs), Academic Press, New York (1991)等 の 記 載 、 あ る い は そ こ で 引 用 さ
れ た 文 献 中 に あ る 記 載 〕 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 出 願 は 、 こ の よ う な 固 相 系 に お い て 細 胞 抽 出 物 や 血 液 中 の タ ン パ ク 質 量 を 測 定 す る
診 断 方 法 と し て 発 明 (7)と し て 提 供 す る 。 す な わ ち 、 こ の 発 明 (7)は 、 少 な く と も 以 下 の 工
程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 前 記 発 明 (2)の 抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 と 接 触 す る 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 生 体 試 料 と 接 触 さ せ た 担 体 を 洗 浄 す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 洗 浄 し た 担 体 に 標 識 化 し た 前 記 発 明 (3)の 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 ； 　
(d)担 体 上 の 結 合 標 識 あ る い は 遊 離 標 識 を 測 定 す る 工 程 ；
(e)工 程 (d)で 測 定 さ れ た 標 識 量 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結 果 と 比
較 す る 工 程 ； お よ び
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(f)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た は そ
の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 こ の よ う な 診 断 方 法 の 簡 便 か つ 広 範 囲 な 実 施 を 可 能 と す る も の と し て 、 発 明 (11)
の 診 断 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に こ の 出 願 は 、 固 相 系 に お い て 組 織 ま た は 細 胞 の HRFタ ン パ ク 質 量 を 測 定 す る 方 法
と し て 、 発 明 (8)の 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 す な わ ち こ の 方 法 は 、 少 な く と も 以 下 の 工 程 ：
(a)被 験 者 の 生 体 試 料 を 組 織 固 定 化 処 理 に 付 す 工 程 ；
(b)工 程 (a)で 調 製 さ れ た 組 織 固 定 化 標 本 を 切 片 と す る 工 程 ；
(c)工 程 (b)で 得 ら れ た 切 片 化 組 織 を 前 記 発 明 (2)の 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 染 色 に 付 す 工 程 ；
(d)工 程 (c)に よ る 免 疫 組 織 染 色 の 程 度 を HRFタ ン パ ク 質 量 の 指 標 と し 、 正 常 生 体 試 料 の 結
果 と 比 較 す る 工 程 ； お よ び
(e)正 常 生 体 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 高 い HRFタ ン パ ク 質 存 在 量 を 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 ま た
は そ の リ ス ク の 程 度 を 示 す 指 標 と し て 使 用 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 診 断 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 発 明 (8)の 方 法 に お い て は 、 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 染 色 を 1種 類 の 抗 体 で お こ な っ て も
よ く 、 あ る い は 2種 類 の 抗 体 （ 例 え ば 発 明 (2)の 抗 体 と 、 標 識 化 抗 Ig抗 体 等 ） で 行 っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の よ う な 発 明 (8)等 の 診 断 を 効 率 的 に 行 う た め の 手 段 と し て 発 明 (9)の 診 断 キ ッ ト が 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 発 明 (9)～ (11)の 診 断 キ ッ ト は 、 前 記 の 各 診 断 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト で あ る 。 こ
の よ う な キ ッ ト は 、 被 検 成 分 の 種 類 に 応 じ て 各 種 の も の が 市 販 さ れ て お り 、 こ の 発 明 の 診
断 キ ッ ト も 、 こ の 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 抗 体 お よ び ／ ま た は 標 識 化 抗 体 を 用 い る こ と を
除 き 、 公 知 公 用 の キ ッ ト に 用 い ら れ て い る 各 要 素 に よ っ て 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 な お 、 こ の 出 願 に よ っ て 提 供 さ れ る 診 断 方 法 は 、 前 記 の 各 種 方 法 の ２ 以 上 を 組 み 合 わ せ
て 行 う こ と が で き 、 あ る い は 例 え ば HRFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 量 を 公 知 の
手 段 （ 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 RT-PCR法 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 法 等 ） で 測 定 す
る 方 法 と 併 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 発 明 (12)は 、 HRFタ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 か つ HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る 抗 体 で あ り
、 発 明 (13)は こ の 抗 体 を 含 有 す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 薬 で あ る 。 ま た 発 明 (14)は 、
前 記 の 抗 体 ま た は 治 療 薬 を 体 内 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 発 明 (12)の 抗 体 は 、 HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る （ す な わ ち HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を
阻 害 ま た は 抑 制 す る ） 抗 体 で あ り 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 効 で あ る 。 後 記 実 施 例
に も 示 し た よ う に 、 HRFタ ン パ ク 質 を 過 剰 に 産 生 す る 細 胞 は in vivoに お い て 活 発 に 増 殖 す
る こ と か ら 、 細 胞 内 に お け る HRFタ ン パ ク の 過 剰 活 性 が 子 宮 内 膜 組 織 の 移 植 や 増 殖 の 原 因
と な っ て い る と 考 え ら れ る 。 そ こ で こ の HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る こ と に よ っ て 、
子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 治 療 、 ま た は 少 な く と も そ の 進 行 、 悪 化 を 停 止 も し く は 抑 制 す る こ
と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 HRFを 強 制 発 現 さ せ た 細 胞 を マ ウ ス な ど の 動 物 の 体 内 、 例 え ば 腹 腔 内 に 注 入 し た 結 果 、
子 宮 内 膜 症 様 病 変 が 腹 腔 内 に 惹 起 さ れ る こ と か ら 、 上 記 HRFを 中 和 で き る 抗 体 を 利 用 す る
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こ と で HRFの 影 響 を 抑 制 す る な ど し て 治 療 に 利 用 で き る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 発 明 (12)の 抗 体 は 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は ヒ ト 化 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 齧 歯 動 物
由 来 の 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 で 置 換 す る こ と に よ っ て
作 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Jones et al., Nature, 1986, 321:522-525； Riechmann
 et al., Nature, 1988, 332:323-327； Verhoeyen et al., Science, 1988, 239:1534-15
36） 。 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン と 、 １ ま た は 複 数 個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
816,567号 ） で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に は 幾 つ か の CDR残 基 お よ び 場 合 に
よ っ て は 幾 つ か の FR残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 対 応 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 抗 体
で あ る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 こ れ 以 外 に も 、 幾 つ か の 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Hoogenboom
 and Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381； Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 22
2:581；  Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Lis
s. p.77；  Boerner et al., 1991, J. Immunol., 147(1)： 86-95） に 従 っ て 作 成 す る こ と
が で き る 。 あ る は ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
、 例 え ば 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が 部 分 的 ま た は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た マ ウ ス に 導 入
す る こ と に よ り 産 生 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 同 第 5,545,806
号 ； 同 第 5,569,825号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,661,016号 、 Marks et
 al., 1992, Bio/Technology 10, 779-783; Lonberg et al., 1994, Nature, 368:856-85
9; Morrison, 1994, Nature, 368： 812-13; Fishwild et al., 1996, Nature Biotechnol
ogy, 14： 845-51; Neuberger, 1996, NatureBiotechnology, 14： 826; Lonberg and Husz
ar, 1995, Intern. Rev. Immunol.,13： 65-93） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 発 明 (13)の 薬 剤 は 、 前 記 抗 体 を 含 む も の と し て 製 剤 化 さ れ る 。 す な わ ち 、 所 望 さ れ る 程
度 の 純 度 を 持 つ 抗 体 を 、 親 油 性 製 剤 ま た は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担
体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 化 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 保 存 さ れ る （ Remington's Phar
maceutical Science 18th edition 1990） 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 安 定 化 剤 は
、 用 い ら れ る 用 量 お よ び 濃 度 に お い て 患 者 に 非 毒 性 で あ る こ と を 条 件 と し て 、 剤 形 や 投 与
経 路 に 応 じ て 適 宜 に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 お よ び 他 の 有 機
酸 な ど の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸 お よ び メ チ オ ニ ン を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 防 腐 剤 （ オ ク
タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン
ズ ア ル コ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； フ ェ ノ ー ル ； ブ チ ル ま た は ベ
ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ；
レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン タ ノ ー ル ； お よ び ｍ -ク レ ゾ ー ル な ど ） ；
低 分 子 量 （ 約 10残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン
、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ま た は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ
ン ノ ー ス 、 ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 お よ び 他 の 炭 水 化 物 EDTA等 の キ レ
ー ト 剤 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ； ナ ト リ
ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Zn-タ ン パ ク 質 錯 体 ） ま た は ト ゥ イ ー ン (
TWEEN)（ 商 品 名 ） 、 プ ル ロ ニ ク ス (PLURONICS)（ 商 品 名 ） 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル （ PEG） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 等 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 発 明 の 薬 剤 は ま た 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 阻 害 剤 等 の 活 性 成 分 を 含
有 す る も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 、 ま
た は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ た マ イ ク ロ カ プ セ ル ［ 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス ま た は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ ル お よ び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ
セ ル ］ 中 、 ま た は コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 &lt;BR（ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、
マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 お よ び ナ ノ カ プ セ ル ） 中 に 包 含 さ れ て も よ い （ Remingto
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n's Pharmaceutical Science 18th edition, 1990を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 体 内 に 投 与 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 好 適 な 例 は
、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス （ 例 え ば 、 フ ィ ル ム 、 ま た は マ
イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 ） で あ る 。 除 放 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ ド ロ ゲ ル （ 例
え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )ま た は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )） 、 ポ
リ ア ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 お よ び γ -エ チ ル -Ｌ -グ ル タ メ
ー ト 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ
マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ
ー 、 ポ リ -(Ｄ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 等 で あ る 。 ま た 、 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳
酸 － グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を 100日 に 渡 っ て 放 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 発 明 (14)の 治 療 方 法 は 、 前 記 の 抗 体 ま た は 薬 剤 を 生 体 内 に 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 薬 剤 を 子 宮 内 膜 に 局 所 投 与 す る か 、 あ る い は 静 脈 を 介 し て 全 身
投 与 す る 方 法 等 で あ る 。 抗 体 の 投 与 量 は 、 患 者 の 体 重 、 症 状 等 に 応 じ て 、 1日 当 た り 約 100
μ g／ Kg体 重 ～ 10mg／ Kg体 重 程 度 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て こ の 出 願 の 発 明 に つ い て さ ら に 詳 細 か つ 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ
の 出 願 の 発 明 は 以 下 の 例 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
1． 材 料 と 方 法
1-1． 組 織 試 料
　 RNA調 製 の た め に 、 18例 の 患 者 か ら 以 下 の 試 料 を 得 た 。 1)子 宮 内 膜 症 移 植 片 （ n＝ 21） 、
2)子 宮 内 膜 症 患 者 に 由 来 す る 正 所 性 子 宮 内 膜 組 織 （ 掻 爬 に よ る ； n=4） 、 3） 子 宮 内 膜 症 を
持 た な い 患 者 に 由 来 す る 正 常 子 宮 内 膜 組 織 （ n=6） 。 い く つ か の 試 料 は 一 個 人 の 異 な る 部
位 か ら 得 た 。 試 料 は 液 体 窒 素 中 で 凍 結 し 、 -80℃ で 貯 蔵 し て RNA調 製 に 備 え た 。 子 宮 内 膜 症
移 植 片 は 卵 巣 か ら 得 た 。 RNA調 製 用 の 正 常 子 宮 内 膜 組 織 と 、 正 常 に 増 殖 お よ び 分 泌 を 行 う
子 宮 内 膜 組 織 を ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 試 料 は 、 平 滑 筋 腫 ま た は 子 宮 脱 の 患
者 か ら 取 得 し た 。 病 理 標 本 は 組 織 学 的 試 験 に よ り 段 階 づ け を 行 っ た 結 果 、 そ れ ら は 子 宮 内
膜 症 の 第 IIIか ら IV段 階 に わ た っ て い た （ t-ASRM： revised American Society for Reprod
uctive Medicine classification of endometriosis［ 改 訂 版 米 国 生 殖 医 学 学 会 子 宮 内 膜
症 分 類 ］ 、 1996） 。 ま た 、 こ の 研 究 の 女 性 被 験 者 は 子 宮 内 膜 の 過 形 成 や 腫 瘍 形 成 を 示 さ ず
、 手 術 前 に 抗 炎 症 剤 や ホ ル モ ン 剤 の 投 与 を 受 け て い な か っ た 。 手 術 前 に 書 面 の 同 意 を 得 た
が 、 こ れ は 東 京 医 科 大 学 病 院 の 人 体 調 査 に 関 す る 施 設 内 監 査 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た プ ロ
ト コ ル に 従 っ た 。
1-2． ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は 文 献 （ Oikawa K. et al. Cancer Res. 2001, 61(15):5707-9） の 記
載 に よ り 実 施 し た 。 HRFプ ロ ー ブ は 文 献 （ Oikawa K. et al. Biochem. Biophys. Res. Com
mun. 2002, 290(3):984-7） の 記 載 に 従 っ て 調 製 し た 。 ヒ ト β ア ク チ ン cDNA対 照 プ ロ ー ブ
（ CLONTECH Laboratories, Inc.） を ス タ ン ダ ー ド と た 。
1-3． サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い た RT-PCR
　 文 献 （ Kubota M. et al. Am. J. Pathol. 1997, 151(3):735-44） の 記 載 に 従 い 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド dTプ ラ イ マ ー を 用 い て ト ー タ ル RNAか ら 第 1鎖 cDNAを 合 成 し た 。 次 に 、 得 ら
れ た 第 1鎖 cDNA溶 液 2μ l（ 1x） お よ び 10μ l（ 5x） を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い 、 PCRを 行 っ
た 。 以 下 の 4種 類 の プ ラ イ マ ー を 添 加 し た 後 、 初 期 変 性 を 95℃ で 2分 間 、 （ 95℃ で 0.5分 、 6
5℃ で 0.5分 、 72℃ で 1分 ） × 22サ イ ク ル の 条 件 で CYP1A1と β ア ク チ ン の cDNA断 片 の PCR増 幅
し た 。
CYP1A1増 幅 用 プ ラ イ マ ー ： 5'-ccacaaccaccaagaactgcttag-3'（ SEQ ID: 3）
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       5'-gaaggggacgaaggaagagtg-3'（ SEQ ID: 4）
β ア ク チ ン 増 幅 用 プ ラ イ マ ー ： 5'-gggaaatcgtgcgtgacgttaag-3'（ SEQ ID: 5）
       5'-tgtgttggcgtacaggtctttg-3'（ SEQ ID: 6）
　 増 幅 産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 に よ り 分 画 し た 後 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ と ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 CYP1A1 cDNAプ ロ ー ブ は 、 上 述 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た 逆 転 写 P
CRに よ り 得 た 。 ヒ ト β ア ク チ ン cDNAプ ロ ー ブ （ CLONTECH） を 対 照 と し て 用 い た 。 Rediprim
e II random trime labeling system（ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 、 こ れ ら
の cDNAプ ロ ー ブ を 3 2 Pに よ り 標 識 し た 。
1-4． 抗 体 調 製 と 免 疫 組 織 化 学 法
　 ヒ ト HRFに 由 来 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド （ GKLEEQRPERVKPFMT： SEQ ID: 2の 101-116） に 対 す
る ペ プ チ ド 抗 体 を 、 ウ サ ギ を 用 い た 標 準 法 に よ り 行 っ た 作 製 し 、 HRF-GKLと 命 名 し た 。 免
疫 組 織 化 学 的 分 析 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し た 切 片 を 抗 HRF抗 体 、 HRF-TPY（ Oikawa K. et al.
 Biochem. Biophys. Res. Commun. 2002, 290(3):984-7） お よ び HRF-GKL（ 1:100に 稀 釈 ）
ま た は 抗 ヒ ト CD68抗 体 （ 1:100に 稀 釈 ； Dako社 ） の 混 合 液 の 存 在 下 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 抗 HRF染 色 用 に は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し た 切 片 を 圧 力 滅 菌 器 を 用 い て 熱 誘 導 性 の 抗 原
回 復 に 供 し た 。 LSABC（ Dako） を 用 い て 検 出 を 行 っ た が 、 こ こ で は 3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ
ン を 色 素 体 と し て 使 用 し た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い て 逆 染 色 を 行 っ た 。
1-5.ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 文 献 （ Oikawa K. et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 
2002, 290(3):984-7） の 記 載 に 従 っ て 行 っ た 。 膜 の プ ロ ー ブ 処 理 は 抗 HRF（ HRF-GKLま た は
HRF-TPY） 抗 体 を 用 い 、 1:2000の 稀 釈 比 で 行 っ た 。 シ グ ナ ル 検 出 は ECL plus Western blot
ting detection system（ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 行 っ た 。
1-6． 細 胞 培 養 と レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染
　 NIH3T3細 胞 は American Type Culture Collection（ ATCC） よ り 取 得 し た 。 細 胞 は 、 37℃
条 件 で 10% FBSを 添 加 し た DMEM（ GIBCO BRL, Life Technologies, Inc.） 中 、 5％ CO 2 環 境
下 に 維 持 し た 。 全 長 ORFを 含 む マ ウ ス HRF cDNAを 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 　 5'-ttggatccatgatcatctaccgggacctg-3'（ SEQ ID: 7）
　 　 5'-ttgaattcttaacatttctccatctctaa-3'（ SEQ ID: 8）
　 得 ら れ た cDNA断 片 を BamHIお よ び EcoRIで 消 化 し 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー MSCV-pur
o（ CLONTECH） の BglII-EcoRI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 組 み 替 え レ ト ロ ウ イ ル ス の 調 製 と
感 染 の プ ロ ト コ ル は 文 献 （ Kuroda > et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96(9):5
025-30） の 記 載 に 従 っ た 。 感 染 の 24時 間 後 、 1μ g／ mlピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ CLONTECH） を 用
い て 2週 間 に わ た り 感 染 細 胞 を 選 別 し た 。
1-7． 動 物 と 処 置
　 5× 10 5 個 の 細 胞 の 部 分 標 本 を 、 6週 齢 の メ ス BALB/Cヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 射 し て 移
植 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 2週 間 後 に 動 物 を 屠 殺 し 、 移 植 片 コ ロ ニ ー 数 を 測 定 し た 。
2． 結 果
2-1． 子 宮 内 膜 症 に お け る TCDD誘 導 性 遺 伝 子 HRFの 発 現 パ タ ー ン
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 子 宮 内 膜 症 時 の HRF発 現 パ タ ー ン を 決 定 し た 。 そ の 結 果
、 5例 中 3例 の 患 者 か ら 得 た 子 宮 内 膜 症 移 植 片 組 織 中 に 高 レ ベ ル の HRF発 現 が 認 め ら れ た （
図 １ Aお よ び １ B） 。 ヒ ト の チ ト ク ロ ー ム p450遺 伝 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 一 部 （ 例 え ば CY
P1A1、 CYP1A2お よ び CYP1B1） は ジ オ キ シ ン に よ り 誘 導 さ れ る た め 、 CYP1A1の 誘 導 は ジ オ キ
シ ン 依 存 性 の 遺 伝 子 発 現 調 節 に 対 す る 基 本 的 な 標 的 に な る 。 こ の た め ジ オ キ シ ン 曝 露 と HR
F発 現 の 関 連 を 調 べ る た め に 、 こ こ で は サ ザ ン 分 析 に よ る RT-PCRを 用 い て CYP1A1発 現 を 調
査 し た （ Trifa Y. et al. J. Biol. Chem. 1998, 273(7):3980-5; Oikawa K. et al. Gen
e 2000, 261(2):221-8） 。 そ の 結 果 、 CYP1A1は 必 ず し も 高 HRF発 現 を 示 す 全 例 に お い て 誘
導 さ れ て い る 訳 で は な か っ た （ 図 １ Aお よ び １ B） 。 こ の た め 、 い く つ か の ケ ー ス で は HRF
発 現 が TCDDに よ り 誘 導 さ れ て い る 可 能 性 は あ る に も 関 わ ら ず 、 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る
HRFは TCDD曝 露 と は 無 関 係 に 誘 導 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-49343 A 2005.2.24



2-2． 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る HRF過 剰 発 現
　 子 宮 内 膜 症 を 追 加 発 症 し た 患 者 の 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お い て 、 HRFが 過 剰 発 現 し て い る
こ と が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 、 7例 の 子 宮 内 膜 症 患 者 に つ い て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を
行 っ た （ 図 2A） 。 正 常 な 子 宮 内 膜 組 織 お よ び 子 宮 内 膜 症 患 者 の 正 所 性 の 子 宮 内 膜 と 比 較 す
る と 、 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お い て は 高 度 な HRF発 現 が 観 察 さ れ た （ 図 2B） 。
2-3． 正 常 子 宮 内 膜 と 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る HRFの 免 疫 組 織 化 学
　 HRFを 発 現 す る 子 宮 内 膜 細 胞 の タ イ プ を 、 抗 HRFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化
学 に よ り 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 HRFが 子 宮 内 膜 腺 と 正 常 組 織 の 間 質 細 胞 に 共 に 存 在 す る こ
と が 同 定 さ れ た が 、 宮 内 膜 腺 は 間 質 細 胞 よ り 強 い 発 現 を 示 し た （ 図 3Aお よ び 3B） 。 分 泌 と
増 殖 フ ェ ー ズ の 間 に お け る 発 現 パ タ ー ン の 顕 著 な 変 化 は な か っ た 。 さ ら に 、 子 宮 内 膜 症 移
植 片 に お け る HRF発 現 も 調 査 し た 。 そ の 結 果 、 卵 巣 の 子 宮 内 膜 症 移 植 片 の 間 質 お よ び 上 皮
成 分 の 両 方 に HRFが 存 在 し て い た （ 図 3Cと 3E） 。 正 常 な 子 宮 内 膜 の 間 質 細 胞 で の HRF発 現 は
弱 い の に 対 し て 、 卵 巣 の 子 宮 内 膜 症 移 植 片 で は 子 宮 内 膜 腺 と 間 質 細 胞 は い ず れ も 同 様 な 高
レ ベ ル の HRF発 現 を 示 し た 。 こ れ ら の HRFに 対 す る 特 異 的 な シ グ ナ ル は 、 免 疫 前 血 清 を 対 照
と し て 用 い た 場 合 に は 観 察 さ れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 し か し な が ら 、 子 宮 内 膜 症 移
植 片 に お け る HRF誘 導 の メ カ ニ ズ ム は 依 然 と し て 不 明 で あ る 。 M-CSFに よ る 活 性 化 段 階 に お
い て マ ク ロ フ ァ ー ジ が HRFを 誘 導 す る こ と を 示 す 報 告 （ Teshima S. et al. J. Immunol. 1
998, 161(11):6353-66） と 一 致 す る よ う に 、 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お い て は CD68陽 性 の マ ク
ロ フ ァ ー ジ の 関 与 が 観 察 さ れ て い る （ Hornung D. et al. Am. J. Pathol. 2001, 158(6):
1949-54） 。 従 っ て 、 移 植 片 の 連 続 切 片 に 対 す る CD68染 色 を 利 用 し て 、 HRF過 剰 発 現 領 域 内
部 に お け る CD68陽 性 の マ ク ロ フ ァ ー ジ を 同 定 し た （ 図 3F） 。 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ ジ ン を
用 い て 染 色 し た 対 照 切 片 は 、 子 宮 内 膜 症 移 植 片 の 全 体 的 な 形 態 を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結
果 か ら 、 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る HRF産 生 に は マ ク ロ フ ァ ー ジ が 寄 与 し て い る で あ ろ う
と 考 え ら れ る 。
2-4． NIH3T3細 胞 の 腹 腔 内 移 植 に 対 す る HRFの 効 果
　 HRF発 現 増 加 に よ る 生 理 学 的 な 影 響 に つ い て 調 査 し た 。 子 宮 内 膜 症 の 原 因 は 未 だ に 不 明
で あ る （ Klninckx R.P. et al. Gynecol Obstet Invest. 1999, 47 Suppl 1:3-9, discus
sion 9-10; van der Linden P.J.Q. Front Biosci. 1997, 2:c48-52） 。 主 要 な 仮 説 に 従
う な ら ば 、 子 宮 内 膜 症 の 発 症 は 、 卵 管 逆 流 に よ り 腹 腔 に 達 し た （ 逆 行 性 月 経 ） 子 宮 内 膜 組
織 の 移 植 お よ び 増 殖 に よ る 。 こ こ で は こ の 移 植 に 対 し て HRFが 及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た 。 最
初 に 、 HRFを 過 剰 発 現 す る NIH3T3細 胞 の 安 定 形 質 移 入 体 を 作 製 し た 。 HRF発 現 用 の レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー （ pMSCV-HRF） を 感 染 後 に 、 高 度 な HRF発 現 が 確 認 さ れ た （ 図 4A） 。 次 に こ
れ ら の 細 胞 （ pMSCV-HRF-3T3細 胞 ） を ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 pMSCV-HRF-3T3細
胞 は 、 対 照 ベ ク タ ー （ pMSC-3T3） を 感 染 さ せ た 細 胞 と 比 較 し て 高 い 移 植 能 を 有 し て い た （
図 4B） 。 こ れ ら の デ ー タ か ら 、 HRFは 免 疫 学 的 機 能 不 全 に お い て の み な ら ず 、 子 宮 内 膜 症
移 植 片 の 初 期 発 達 に も 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 抗 HRF抗 体 を 含 有 す る 抗 血 清 の 調 製 し 、 こ の 血 清 か ら 抗 HRF抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 感 作 抗 原 と し て ヒ ト HRFタ ン パ ク 質 (配 列 番 号 ２ )の う ち の 101-116位 の ペ プ チ ド を 選 択 し
て 合 成 し た 。 合 成 し た ペ プ チ ド は HLAを キ ャ リ ア ー と し て そ れ に 結 合 さ さ 、 次 に KLHと 混 合
し た （ ペ プ チ ド 50μ gに 対 し て 50μ gの KLH)。 こ う し て 得 ら れ た 抗 原 液 を フ ロ イ ン ト 完 全 ア
ジ ュ バ ン ト に 混 合 し 、 感 作 抗 原 を 有 す る 溶 液 を 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を 、 体 重 ３ ～ ４ kgの ウ
サ ギ （ SPF Japanese White Rabbit） に 対 し て 2週 間 毎 に １ mlの 量 で 皮 下 注 射 （ 5回 ） し た
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 次 に 、 5回 目 の 皮 下 注 射 の 後 、 1週 間 後 に 兎 よ り 採 血 し 、 血 清 を 調 製 し た 。 得 ら れ た 血 清
に 含 ま れ る 抗 体 が HRFタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と を 確 認 し 、 こ れ を 抗 HRF抗 体 を 含
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む 抗 血 清 と し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ELISA法 に よ り 抗 血 清 が 抗 HRF抗 体 （ HRF-GKL） で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま ず 、 20mM炭 酸 緩 衝 液 (pH9.6)で 希 釈 し た 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド で ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 プ レ
ー ト を コ ー ト し (100ng/ウ エ ル )、 次 に 0.05％  Tween20含 有 PBSを 用 い て 洗 浄 し て 未 吸 着 の
ペ プ チ ド を 除 去 し た 。 各 ウ エ ル に 免 疫 兎 よ り 採 血 し て 得 ら れ た 血 清 を 添 加 し 、 室 温 で 約 1
時 間 静 置 す る 。 洗 浄 後 、 2次 抗 体 と し て 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 抗 ウ サ ギ
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 加 え 、 さ ら に 室 温 で 約 1時 間 静 置 す る 。 洗 浄 後 、 基 質 で あ る 過 酸 化 水 素
と 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)を 加 え 発 色 さ せ る 。 各 ウ エ ル に 2N硫 酸 を 加 え
発 色 反 応 を 停 止 し 、 発 色 の 程 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 吸 光 度 測 定 機 を 用 い て 450nmの 吸 光
度 で 測 定 す る 。 比 較 と し て 、 免 疫 前 に 採 血 し て お い た 血 清 と 比 較 し て 、 確 か に 血 清 に 含 ま
れ る 抗 体 が HRFタ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と を 確 認 。 上 記 操 作 は 、 組 換 え タ ン パ ク
質 抗 原 を 使 用 し て 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 得 ら れ た 抗 HRF抗 体 を 含 む 抗 血 清 は 、 NIH3T3の total cell lysate 10μ gを 14%の SDS-PAG
Eに か け 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に て 2000倍 に 希 釈 し た 抗 血 清 で 検 定 し て シ ン グ ル バ ン ド を
与 え る こ と で そ の 純 度 を 確 認 し て い る 。 こ の 抗 体 は 、 マ ウ ス と ヒ ト 細 胞 で 同 じ サ イ ズ の 蛋
白 質 を 検 出 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 精 製 抗 HRF抗 体 の 調 製 は 、 上 記 HRFタ ン パ ク 質 の 101-116位 の ペ プ チ ド を ア フ ィ ゲ ル （ バ
イ オ ラ ッ ド 社 製 ） に 固 定 化 し た カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ
て 実 施 で き る 。 精 製 HRFペ プ チ ド を を ア フ ィ ゲ ル -10（ バ イ オ ラ ッ ド 社 製 ） と 混 合 し 、 4℃
で 1晩 反 応 さ せ た 後 、 ア フ ィ ゲ ル を 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液 -生 理 食 塩 水 (PBS)で 十 分 に 洗 浄 し 、
ア フ ィ ゲ ル の 未 反 応 官 能 基 は 100 mMの モ ノ エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 含 む PBS中 で 、 1晩 ブ ロ ッ キ
ン グ を 行 い 、 最 終 的 に PBSで 再 度 洗 浄 し て 、 ペ プ チ ド 固 定 化 カ ラ ム を 調 製 す る 。 こ の 固 定
化 カ ラ ム に 抗 HRF抗 体 を 含 む ウ サ ギ 血 清 を 添 加 し 、 PBSで 十 分 に 洗 浄 し た 後 、 吸 着 し た 抗 HR
F抗 体 を 20 mMグ リ シ ン -塩 酸 緩 衝 液 (pH 4.0)で 溶 出 す る 。 溶 出 し た 抗 HRF抗 体 溶 液 は 直 ち に
200 mMト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 で 中 和 し 、 PBSで 1晩 透 析 し た 後 、 -80℃ で 凍 結 保 存 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 サ ン ド イ ッ チ EIA
　 下 記 の 方 法 に 従 え ば 、 実 施 例 ２ で 調 製 し た 抗 HRF抗 体 及 び 公 知 の 抗 HRF抗 体 か ら 少 な く と
も １ 種 を 選 択 し 、 抗 HRF抗 体 の 2種 の 適 当 な 組 み 合 わ せ に よ っ て ヒ ト HRFタ ン パ ク 質 を 特 異
的 に 検 出 ・ 測 定 す る サ ン ド イ ッ チ EIA系 が 構 成 で き る 。 EIA系 は 1ス テ ッ プ 法 、 2ス テ ッ プ 法
の い ず れ も 可 能 で あ り 、 標 識 抗 体 は Fab'-HRPに 限 定 さ れ な い 。 各 反 応 緩 衝 液 の 組 成 や 反 応
条 件 は 測 定 の 目 的 に 応 じ て 、 短 縮 、 延 長 な ど 調 整 で き る 。 ま た 、 標 準 品 と な る ヒ ト HRFは
、 組 織 培 養 上 清 、 細 胞 培 養 上 清 ま た は 実 施 例 １ 記 載 あ る い は そ れ 以 外 の 方 法 で 発 現 し た 組
換 え 体 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 に は イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ろ 過 、 抗 ヒ ト HRF抗 体 を 用
い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た そ れ 以 外 の 各 種 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー の 組 み 合 わ せ に よ っ て 達 成 さ れ る 。
(a)標 識 抗 体 の 調 製
　 抗 HRF抗 体 （ HRF-GKL)を 0.1M NaClを 含 む 0.1M酢 酸 緩 衝 液 、 pH4.2に 抗 体 量 の 2%(W/W)の ペ
プ シ ン を 加 え 、 37℃ 、 24時 間 消 化 す る 。 消 化 物 に 3M Tris-HCl、 pH7.5を 添 加 し 、 反 応 を 停
止 す る 。 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH7.0で 平 衡 化 し た ウ ル ト ロ ゲ ル AcA54カ ラ ム に よ る ゲ ル ろ 過
で F(ab') 2 画 分 を 分 取 す る 。 こ の F(ab') 2 画 分 に 最 終 濃 度 0.01Mと な る よ う に シ ス テ ア ミ ン
塩 酸 塩 を 添 加 し 、 37℃ 、 1.5時 間 還 元 し 、 5mM EDTA含 有 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH6.0で 平 衡 化
し た ウ ル ト ロ ゲ ル AcA54カ ラ ム に よ る ゲ ル ろ 過 で Fab'画 分 を 分 取 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 記 の 操 作 と は 別 に HRPを 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH7.0に 溶 解 、 HRPの 25倍 モ ル 量 の EMCSを D
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MF溶 液 と し て 加 え 、 30℃ 、 30分 間 反 応 さ せ る 。 こ れ を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH6.0で 平 衡 化
し た NICK-5カ ラ ム （ Pharmacia)で ゲ ル ろ 過 し マ レ イ ミ ド 標 識 HRP画 分 を 分 取 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Fab'画 分 と マ レ イ ミ ド 標 識 HRPを 等 モ ル と な る よ う に 両 画 分 を 混 合 し 、 4℃ 、 20時 間 反 応
さ せ た 後 、 Fab'の 10倍 モ ル 量 の N-エ チ ル マ レ イ ミ ド で 未 反 応 の チ オ ー ル 基 を ブ ロ ッ ク す る
。 こ れ を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH6.5で 平 衡 化 し た ウ ル ト ロ ゲ ル AcA54カ ラ ム で ゲ ル ろ 過 し 、
Fab'-HRP標 識 抗 体 を 分 取 す る 。 こ れ に 0.1% BSAお よ び 0.001%ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン を 添 加 し て
4℃ で 保 存 す る 。 他 の 抗 ヒ ト HRF抗 体 を 用 い て も 同 様 に 処 理 で き る 。
(b)抗 体 結 合 担 体 の 調 製
　 抗 HRF抗 体 (HRF-TPY)を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH7.5に 溶 解 し 、 50μ g/mLの 濃 度 に 調 製 す る
。 こ の 抗 体 溶 液 を 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に ウ エ ル あ た り 100 μ Lず つ 加 え 、 4℃ 、 18時 間 静
置 す る 。 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 生 理 食 塩 液 で 1回 、 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含
有 Tris-HCl緩 衝 液 、 pH8.0で ３ 回 洗 浄 後 、 1% BSA、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含 有 Tris-HCl緩
衝 液 、 pH8.0を 加 え ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 他 の 抗 ヒ ト HRF抗 体 を 用 い て も 同 様 に 処 理 で き 、 固
相 抗 体 を 調 製 で き る 。
(c)ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ EIA法
　 精 製 し た ヒ ト HRF画 分 を 標 準 抗 原 と し て ヒ ト HRF定 量 用 標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 1% BSA、 0.
05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含 有 Tris-HCl緩 衝 液 、 pH8.0で 段 階 希 釈 し た 標 準 ヒ ト
HRFを 分 注 、 そ れ ぞ れ に 1% BSA、 0.05% Tween 20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含 有 Tris-HCl緩
衝 液 、 pH8.0で 調 製 し た 標 識 抗 体 Fab'-HRPを 添 加 し 十 分 混 和 す る 。 調 製 し た 抗 体 結 合 マ イ
ク ロ プ レ ー ト を 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含 有 Tris-HCl緩 衝 液 、 pH8.0で ３ 回
洗 浄 し 、 標 準 抗 原 と 標 識 抗 体 混 合 液 を 添 加 す る 。 室 温 で 1時 間 反 応 し た 後 0.05% Tween20、
0.1M NaCl、 5mM CaCl 2 含 有 Tris-HCl緩 衝 液 、 pH8.0で ３ 回 洗 浄 す る 。 次 に 、 6%ジ メ チ ル ホ
ル ム ア ミ ド 、 0.005%過 酸 化 水 素 含 有 0.1 M酢 酸 緩 衝 液 （ pH5.5)に 溶 解 し た 0.01% 3,3',5,5'
-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン を ウ エ ル に 添 加 し 、 室 温 で 20分 間 反 応 後 、 2N硫 酸 を 添 加 し 反 応
を 停 止 す る 。 こ の 反 応 混 液 の 450 nmを マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 測 定 し 、 標 準 曲
線 を 求 め る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 測 定 検 体 は 、 ヒ ト に 由 来 す る 体 液 成 分 、 各 種 ヒ ト 組 織 の 抽 出 液 、 ヒ ト 由 来 あ る い は 組 換
え 体 な ど 各 種 培 養 細 胞 の 細 胞 抽 出 液 、 培 養 上 清 な ど か ら 調 製 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 測 定 検 体
は 、 標 準 ヒ ト HRFに 代 え て 上 記 の 1ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ EIAに 供 し 、 標 準 ヒ ト HRFと 同 時 に
反 応 を 進 行 さ せ る 。 測 定 検 体 か ら 得 ら れ た 吸 光 度 を 標 準 曲 線 に あ て は め 、 測 定 検 体 に 含 ま
れ る ヒ ト HRFの 量 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 上 記 の 他 、 市 販 の 抗 ヒ ト HRF抗 体 を 使 用 し 、 瓜 谷 郁 三 他 編 、 「 生 物 化 学 実 験 法 27、 石 川
栄 治 著 、 酵 素 標 識 法 」 、 株 式 会 社 学 会 出 版 セ ン タ ー (1991年 ６ 月 20日 発 行 )及 び 日 本 生 化 学
会 編 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 ５ 、 免 疫 生 化 学 研 究 法 」 、 p107-112、 東 京 化 学 同 人 、 1986年 ３
月 14日 発 行 に 記 載 の 方 法 （ こ れ ら 文 献 に お い て 引 用 さ れ て い る 文 献 に 記 載 の 方 法 も 含 む )
に 従 っ て 、 酵 素 標 識 抗 体 を 調 製 で き 、 さ ら に そ れ を 測 定 に 使 用 で き る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 ヒ ト HRFを 発 現 す る 細 胞 又 は 組 織 の 培 養 上 清 及 び 精 製 組 換 え ヒ ト HRFを 還 元 条 件 下 、 10-1
5% SDS-PAGEで 分 離 後 、 polyvinylidene difluoride(PVDF)膜 （ MILLIPORE)に 転 写 し た 。 続
い て 5% BSA又 は 5%ス キ ム ミ ル ク お よ び 0.05%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 TBS（ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ
フ ァ ー ） を 用 い て 室 温 で 0.5-1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 HRF-GKLで 処 理 し 、 25℃ で 6時 間
以 下 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ れ ぞ れ の 膜 を 0.1% Tween 20含 有 TBS(0.05%ア ジ 化 ナ ト
リ ウ ム 含 有 )で 4回 洗 浄 し 、 結 合 し た 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 1:1,000に 希 釈 し た H
RP結 合 抗 ウ サ ギ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 25℃ 、 1時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 膜 を 0.1% Twee
n 20含 有 TBS(0.05%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 )で 4回 洗 浄 し 、 結 合 し た 抗 体 を Enhanced chemil
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uminescence(ECL, Amersham Pharmacia)に よ り 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 記 の 他 、 HRF-TPYを 使 用 し 、 口 野 嘉 幸 他 編 、 「 遺 伝 子 ・ タ ン パ ク 質 、 実 験 操 作 　 ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 法 」 、 p212-241、 株 式 会 社 ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 昭 和 62年 11月 10日 発 行 に 記 載
の 方 法 （ こ れ ら 文 献 に お い て 引 用 さ れ て い る 文 献 に 記 載 の 方 法 も 含 む ） に 従 っ て 、 ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 実 施 で き る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 作 製
　 患 者 か ら 採 取 さ れ た ヒ ト 子 宮 内 膜 症 病 変 部 組 織 中 の 細 胞 か ら 調 製 し た ト ー タ ル RNAを 用
い た TR-PCR法 に よ り 、 ヒ ト 全 長 HRF cDNAを 単 離 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 ヒ ト HRF cDNA全
長 配 列 （ SEQ ID:1） に 基 づ き 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 5' primer (Bgl II)gcgcagatctATGATTATCTACCGGGAC（ SEQ ID:9）
　 3' primer (Eco RI)ggccgaattcAGATCCAAAATAATTGCC（ SEQ ID:10）
　 そ の 後 、 得 ら れ た PCR産 物 を ヒ ト バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pYNG HisAに ク ロ ー ニ ン グ し
、 カ イ コ に 感 染 さ せ そ の 後 、 カ イ コ 体 液 よ り ヒ ト HRFタ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 そ の 後 さ ら
に ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い ヒ ス チ ジ ン Tagに よ っ て タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。 そ の 後 精 製 タ ン
パ ク 質 100μ gを 6週 齢 の Balb/Cマ ウ ス 雌 に 3回 に わ た り 免 疫 し た 後 、 鼡 径 リ ン パ 節 を 切 離 し
、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3U1と 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。 HRF抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 2回 の 限 界 希 釈 を 行 い 、 最 終 的 に ハ イ ブ リ ド ー マ HRF25、 HRF26、 HRF
28を 得 た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は ELISA法 で 行 な っ た 。 具 体 的 に は 、 １ μ g/m
lの 抗 原 （ バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス に よ っ て 作 成 し た HRFタ ン パ ク 質 ） を ERISAプ レ ー ト 3912（ フ
ァ ル コ ン ） に 吸 着 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 第 二 次 抗 体 と し て Goat-a
ntiMouselgG（ Zymed 81-6522） を 反 応 さ せ た 。 基 質 と し て ALPロ ー ゼ （ シ ノ テ ス ト ） を 加
え 、 A660nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ー ン No. 4、 18、 25、 26、 28、 46、 51、 5
4、 55、 56を 得 た 。 吸 光 度 測 定 の 結 果 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 さ ら に こ れ ら の 培 養 上 清 を 用 い ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 な っ た 。 具 体 的 に は 、 HRFの 発
現 が 確 認 さ れ て い る BJABか ら totalタ ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 Laemmiliの 方 法 に 従 っ て SDS-PAG
Eを 行 な い 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 な っ た 。 そ の 後 、 一 次 抗
体 と し て 5倍 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 反 応 さ せ 、 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ー ン No.
25（ HRF25） 、 26（ HRF26） 、 28（ HRF28） が HRFタ ン パ ク 質 を 単 一 の バ ン ド と し て 検 出 す る
こ と が 確 認 さ れ た 。 な お 、 こ の 3つ の 抗 体 は IgG抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 以 上 の 結 果 は 、 抗 HRF抗 体 が 非 常 に 特 異 的 に ヒ ト HRFを 認 識 す る こ と を 示 す も の で あ
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る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 施 例 １ の 2-4に お け る HRF強 制 発 現 細 胞 で あ る NIH3T3細 胞 を 使 用 し 、 上 記 で 得 た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 活 性 を in vivoな ら び に in vitroで ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 活
性 を 確 認 さ れ た 抗 体 は 、 子 宮 内 膜 症 診 断 薬 ・ 治 療 薬 と し て 有 望 と 判 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 な お 、 ク ロ ー ン No.25（ HRF25） 、 26（ HRF26） 、 28（ HRF28） は 、 そ れ ぞ れ Hybridoma HR
F25、 Hybridoma HRF26お よ び Hybridoma HRF28と し て 2004年 7月 1日 付 で 独 立 行 政 法 人 産 業
技 術 総 合 研 究 所 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 、 ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 特 許 生 物 寄 託 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 上 詳 し く 説 明 し た と お り 、 こ の 出 願 の 発 明 に よ っ て 、 子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 お よ び そ の
リ ス ク を 簡 便 か つ 確 実 に 診 断 す る 方 法 と 、 そ の た め の 材 料 が 提 供 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、
子 宮 内 膜 症 関 連 疾 患 の 早 期 の 発 見 、 よ り 適 切 な 治 療 法 の 選 択 、 再 発 の 防 止 等 が 可 能 と な る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 正 常 子 宮 内 膜 組 織 、 子 宮 内 膜 症 患 者 に 由 来 す る 正 所 性 子 宮 内 膜 組 織 、 お よ び 子 宮
内 膜 症 移 植 片 に お け る HRFと CYP1A1の 発 現 を 調 べ た 結 果 で あ る 。 (A)HRF mRNAレ ベ ル は ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 調 べ た 。 ブ ロ ッ ト の 再 プ ロ ー ブ を ヒ ト β ア ク チ ン プ ロ ー ブ を 用 い
て 行 い 、 ト ー タ ル RNAレ ベ ル を 決 定 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 調 べ た 試 料 中 の CYP1A1 
mRNBAレ ベ ル は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い た 定 量 的 RT-PCRに よ り 決 定 し た 。 定 量 の 精 度 を
確 認 す る た め 、 5倍 の 異 な る 濃 度 の cDNA試 料 （ 1xお よ び 5x） を PCRテ ン プ レ ー ト と し て 用 い
、 同 様 な 配 置 で 調 べ た 。 β ア ク チ ン を mRNA量 に 対 す る 内 部 対 照 と し て 用 い た 。 (B)HRFお よ
び CYP1A1の mRNAレ ベ ル に 対 す る 画 像 表 示 を 同 様 に 示 す 。 mRNAレ ベ ル は densintometry（ MOL
ECULAR IMAGER， Nippon Bio-Rad） を 用 い て β ア ク チ ン シ グ ナ ル に 対 し て 正 規 化 し た 。 試
料 11－ 2Aは HRFの mRNAレ ベ ル 、 10-2Aは CYP1A1の mRNAレ ベ ル を 示 し 、 任 意 に 10に 設 定 し た 。
複 数 の 試 料 が 一 個 人 由 来 で あ る 場 合 に は 、 平 均 値 を 計 算 し て 表 示 し た 。 エ ラ ー バ ー は 複 数
試 料 の 最 大 値 を 表 す 。 12-1、 7-1、 8-1お よ び 6Bは 正 常 な 子 宮 内 膜 組 織 で あ り 、 ア ス テ リ ス
ク が 印 字 さ れ た 1Cは 子 宮 内 膜 症 患 者 の 正 所 性 子 宮 内 膜 で あ る 。
【 図 ２ 】 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る HRF発 現 を 調 べ た 結 果 で あ る 。 (A)正 常 な 子 宮 内 膜 組 織
、 子 宮 内 膜 症 患 者 の 正 所 性 子 宮 内 膜 組 織 、 お よ び 子 宮 内 膜 症 移 植 片 に お け る HRF発 現 の ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 で あ る 。 ブ ロ ッ ト は ヒ ト β ア ク チ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 再 プ ロ ー
ブ を 行 い 、 ト ー タ ル RNAレ ベ ル を 決 定 し た 。 カ ラ ム 上 の N、 Euお よ び Enは そ れ ぞ れ 正 常 な 子
宮 内 膜 組 織 、 子 宮 内 膜 症 患 者 の 正 所 性 子 宮 内 膜 組 織 、 お よ び 子 宮 内 膜 症 移 植 片 を 示 す 。 (B
)図 1Aお よ び 図 2Aに お い て 調 査 し た 試 料 に つ い て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 測 定 し た H
RF mRNAレ ベ ル の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 HRF mRNAレ ベ ル は densintometry（ MOLECULAR IMAGER
， Nippon Bio-Rad） を 用 い て β ア ク チ ン シ グ ナ ル に 対 し て 正 規 化 し た 。 試 料 6Bの mRNAレ ベ
ル を 任 意 に １ に 設 定 し た 。 複 数 の 試 料 が 一 個 人 由 来 で あ る 場 合 に は 、 平 均 値 を 計 算 し て 表
示 し た 。 エ ラ ー バ ー は 複 数 試 料 の 最 大 値 を 表 す 。
【 図 ３ 】 HRFお よ び CD68発 現 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 の 結 果 で あ る 。 茶 色 の 染 色 で 陽 性 部 分
が 可 視 化 さ れ て い る 。 逆 染 色 に は ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い た 。 (A)お よ び (B)正 常 な 子 宮 内 膜
組 織 に お け る HRFタ ン パ ク 質 の 検 出 （ A:増 殖 フ ェ ー ズ 、 B:分 泌 フ ェ ー ズ 、 原 図 倍 率 ｘ 200）
。 (C)卵 巣 の 子 宮 内 膜 症 移 植 片 内 部 に お け る HRFタ ン パ ク 質 の 検 出 （ 原 図 倍 率 ｘ 200） 。 (D)
子 宮 内 膜 症 移 植 片 の 形 態 を 示 す 連 続 切 片 の H&E染 色 （ 原 図 倍 率 ｘ 200） 。 (E)さ ら に 高 倍 率
で (C)と 同 じ 視 野 の HRFタ ン パ ク 質 を 検 出 し た も の （ 原 図 倍 率 ｘ 400） 。 (F)子 宮 内 膜 症 移 植
片 の 連 続 切 片 に お け る CD68陽 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 免 疫 組 織 化 学 的 局 在 （ 原 図 倍 率 ｘ 400）
。
【 図 ４ 】 移 植 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 。 (A)NIH3T3細 胞 内 の HRFタ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 の 結 果 。 wt： 親 の NIH3T3細 胞 、 HRF:HRFを 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 感

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-49343 A 2005.2.24



染 後 に 安 定 し て HRFを 発 現 す る 細 胞 株 （ pMSCV-HRF-3T3） 、 vector:空 の ベ ク タ ー を 感 染 さ
せ た 対 照 細 胞 （ pMSCV-3T3） 。 (B)ヌ ー ド マ ウ ス に お け る HRF過 剰 発 現 細 胞 の 示 す 高 い 移 植
効 率 を 示 す 。 縦 軸 上 の マ ー ク は 次 の 状 態 を 示 す 。 +++： 無 数 の 移 植 コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ た
状 態 、 ++： 数 十 個 の 移 植 コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ た 状 態 、 +:数 個 の 移 植 コ ロ ニ ー が 観 察 さ れ た
状 態 、 － :移 植 コ ロ ニ ー は 観 察 さ れ な か っ た 状 態 。 対 照 細 胞 ま た は HRF過 剰 発 現 細 胞 を 注 射
し た 個 々 の マ ウ ス は 、 そ れ ぞ れ 白 丸 ま た は 黒 丸 に よ り 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供利用与子宫内膜异位症密切相关的标记物的分子生
物学诊断/治疗方法。 解决方案：测量受试者生物样品中存在的组胺释放
因子（HRF）蛋白质的量，将HRF蛋白质的量与正常生物样品的量进行
比较，并且将HRF蛋白质的量显着高于正常生物样品的量，它被用作子
宫内膜异位症相关疾病程度或其风险的指标。 【选择图】无
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