
(57)【要約】

本発明は、βig-h3蛋白質の定量方法及びそれを利用し

た診断キットに関するものである。詳細には、βig-h3

蛋白質またはβig-h3蛋白質のfas-1ドメインに対する組

換え蛋白質（その断片や誘導体を含む）とそのリガンド

の特異的な結合反応を使用し、被検試料体液中に含まれ

たβig-h3蛋白質の量を測定する方法及びβig-h3蛋白質

またはβig-h3蛋白質のfas-1ドメインに対する組換え蛋

白質（その断片や誘導体を含む）とそのリガンドを含む

腎臓疾患、肝疾患、リュウマチ疾患または心臓血管疾患

の診断キットに関するものである。本発明の定量方法及

びキットは、腎臓疾患、肝臓疾患、慢性関節リュウマチ

または心臓血管疾患による損傷程度や経過を早期に鋭敏

に診断する方法として効果的に使用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
1) β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た
は 誘 導 体 を 製 造 す る 工 程 ;
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 特 異 リ ガ ン ド を 製 造 す る 工 程 ; 及
び
3) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 と 工 程 2の リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 反 応 を
利 用 し た 定 量 方 法 を 使 用 し て 被 検 試 料 中 に 含 ま れ た β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 を
含 む β ig-h3の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 工 程 2の リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 RNA、 DNA、 脂 質 、 蛋 白 質 、 有 機 化 合 物 及 び 無 機 化 合 物
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 工 程 3の リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 反 応 が 、 抗 原 抗 体 反 応 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 原 抗 体 反 応 が 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 澱 法 、 ELISA方 法 、 RIA、 蛋 白 質 チ ッ プ 、 ラ
ピ ッ ド ・ ア ッ セ イ 及 び マ イ ク ロ ア レ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 3に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 工 程 3の 抗 原 抗 体 反 応 が 、
1) β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た
は 誘 導 体 を 基 質 (matrix)に コ ー テ ィ ン グ す る 工 程 ;
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 を 被 検 試 料 と 反 応 さ せ る 工 程
;
3) 工 程 1の 吸 着 さ れ た 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 工 程 2の 反 応 物 を 添 加 し て 反 応 さ
せ た 後 、 洗 浄 す る 工 程 ; 及 び
4) 工 程 3の 反 応 物 に 2次 抗 体 を 添 加 し て 反 応 さ せ 吸 光 度 を 測 定 す る 工 程 (工 程 4)を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 β ig-h3蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト β ig-h3蛋
白 質 、 ま た は 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1乃 至 請 求 項 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 β ig-h3蛋 白 質 の 4番 目 fas-1 ド メ イ ン を 1個 ま た は 2
個 乃 至 10個 を 反 復 し て 連 結 し た こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1乃 至 請 求 項 5の い ず れ か 1項 に
記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 9及 び 配 列 番
号 ： 10か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 7に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 被 検 試 料 が 、 尿 、 血 液 ま た は 滑 膜 液 を 含 む 人 体 の す べ て の 体 液 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は
誘 導 体 及 び β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す
る 特 異 リ ガ ン ド を 含 む 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 に 対 す る 診 断
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導
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体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 RNA、 DNA、 脂 質 、 蛋 白 質 、 有 機 化 合 物 及 び 無 機 化 合 物 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 、 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 11に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 緩 衝 溶 液 、 2次 抗 体 、 洗 浄 液 、 反 応 停 止 液 ま た は 発 色 基 質 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 12に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 β ig-h3蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト β ig-h3蛋
白 質 ま た は 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 β ig-h3蛋 白 質 の 4番 目 fas-1 ド メ イ ン を 1個 ま た は 2
個 乃 至 10個 を 反 復 し て 連 結 し た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 9及 び 配 列 番
号 ： 10か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 15に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 及 び こ れ を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト に 関 す る も の で あ
る 。 詳 細 に は 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 (そ の
断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む )及 び そ の リ ガ ン ド の 特 異 的 結 合 反 応 を 使 用 し て 被 検 試 料 体 液 中
に 含 ま れ た β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 方 法 及 び β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド
メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 (そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む )及 び そ の 特 異 リ ガ ン ド を 含 む
腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 等 の 診 断 キ ッ ト に 関 す る も の で あ る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 β ig-h3は 、 ヒ ト の 黒 色 腫 細 胞 (human melanoma cells)、 哺 乳 動 物 の 上 皮 細 胞 (mammary 
ephithelial cells)、 角 質 形 成 細 胞 (keratinocytes)及 び 肺 繊 維 芽 細 胞 (lung fibroblasts
)等 を 含 む 様 々 な 種 類 の 細 胞 か ら 、 TGF-β に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 外 基 質 蛋 白 質 (extracellu
lar matrix protein)で あ る 。 前 記 TGF-β (transforming growth factor-β )は 、 様 々 な 種
類 の 細 胞 の 成 長 と 分 化 に 関 与 す る 物 質 で 、 哺 乳 類 で は TGF-β 1、 TGF-β 2及 び TGF-β 3の 3種
類 が 存 在 し 、 成 長 調 節 、 免 疫 反 応 の 調 節 、 骨 生 成 の 刺 激 、 軟 骨 特 異 的 分 子 (cartilage spe
cific macromolecule)の 誘 導 、 創 傷 治 癒 促 進 等 の 色 々 な 複 雑 な 機 能 を す る こ と が 知 ら れ て
い る (Bennett, N.T.等 , Am. J. Surg. 1993年 , 第 165巻 , P.728)。 こ の よ う な TGF-β は 、
創 傷 治 癒 時 期 の 上 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る 。 こ れ は 、 再 上 皮 化 の 間 、 角 質 形 成 細 胞 (keratinoc
yte)内 の イ ン テ グ リ ン (integrin)分 子 の 発 現 を 刺 激 す る た め の も の で あ る と 見 ら れ る 。 TG
F-β 発 現 に 関 す る 最 近 の 研 究 で は 、 TGF-β 3 mRNAが 正 常 皮 膚 の 上 皮 や 急 性 及 び 慢 性 創 傷 で
再 生 さ れ る 上 皮 層 で 発 現 さ れ 、 TGF-β 1 mRNAは 、 正 常 皮 膚 と 慢 性 創 傷 で は 発 現 さ れ な い が
、 急 性 創 傷 で 再 生 さ れ る 上 皮 層 で 発 現 さ れ 、 TGF-β 2 mRNAは 発 現 さ れ な い こ と が 明 ら か に
さ れ た (Schmid, P. 等 , J. Pathol., 1993年 、 第 171巻 、 P.191)。 現 在 、 前 記 機 序 に 対 す
る 定 説 が 確 立 さ れ た も の で は な い け れ ど TGF-β が 再 上 皮 化 に 大 き な 役 割 を す る も の と 予 測
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 前 記 し た TGF-β の 関 連 遺 伝 子 と し て 知 ら れ る β ig-h3は 、 ス ト ニ ア （ Stonier） 等 に よ り
始 め て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で 、 TGF-β 1を 処 理 し た ヒ ト の 肺 腺 癌 (lung adenocarcinoma)細 胞
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株 の A549細 胞 株 か ら cDNAラ イ ブ ラ リ 差 等 ス ク リ ー ニ ン グ (differential screening)資 料 の
選 別 中 に 同 定 さ れ た 。 TGF-β 1で 処 理 し た 後 2日 で 20倍 以 上 の 増 加 を 示 す と 報 告 さ れ た (Sto
nier, J. 等 , DNA cell Biol., 1992年 、 第 11巻 、 P.511)。 DNA配 列 分 析 に よ っ て β ig-h3
蛋 白 質 は 、 ア ミ ノ 末 端 分 泌 配 列 (amino-terminal secretory sequence)と 幾 つ か の イ ン テ
グ リ ン に 対 す る リ ガ ン ド  識 別 (ligand recognition)が 可 能 な カ ル ボ キ シ 末 端 (carboxy-te
rminal) Arg-Gly-Asp(RGD)配 列 を 持 っ た 配 列 番 号 ： 1で 表 わ さ れ る 683個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成
さ れ て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 β ig-h3は 、 RGDモ チ ー フ と 共 に 相 同 性 を 持 っ た 4個 の 内 部 反 復 ド メ イ ン (internal repea
ted domain)を 含 ん で い る 。 こ れ ら は 、 哺 乳 類 、 昆 虫 、 ウ ニ (sea urchin)、 植 物 、 酵 母 及
び 細 菌 を 含 む 色 々 な 種 の 分 泌 蛋 白 質 ま た は 膜 蛋 白 質 か ら 非 常 に 保 存 的 な 配 列 と し て 発 見 さ
れ る 。 前 記 保 存 的 配 列 を 含 む 蛋 白 質 に は 、 ペ リ オ ス チ ン (periostin)、 フ ァ シ ク リ ン I(fas
ciclin I)、 ウ ニ HLC-2、 ア ル ガ ル -CAM(algal-CAM)及 び ミ コ バ ク テ リ ウ ム MPB70(mycobacte
rium MPB70)等 が  含 ま れ る (Kawamoto, T. 等 , Biochem. Biophys. Acta., 1998年 、 第 139
5巻 、 P.288)。 こ の よ う な 蛋 白 質 で 保 存 的 に 発 見 さ れ る 相 同 性 ド メ イ ン (以 下 「 fas-1ド メ
イ ン 」 と 略 称 す る )は 、 110乃 至 140個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ 、 約 10個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ
れ た 非 常 に 保 存 的 な 二 個 の 側 鎖 (H1及 び H2)を 含 ん で い る 。  前 記 蛋 白 質 中 で β ig-h3、 ペ リ
オ ス チ ン 及 び フ ァ シ ク リ ン Iは 、 4個 の fas-1ド メ イ ン を 持 ち 、 HLC-2は 2個 、 MPB70は た だ 1
個 の fas-1ド メ イ ン を 持 っ て い る 。 前 記 蛋 白 質 の 生 物 学 的 機 能 が 正 確 に 明 さ れ た も の で は
な い け れ ど 、 こ れ ら の 中 の 幾 つ か が 細 胞 付 着 分 子 (cell adhesion molecule)と し て 細 胞 付
着 (attachment)と 脱 着 (detachment)を 媒 介 す る も の と 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 β ig-h3、
ペ リ オ ス チ ン 及 び フ ァ シ ク リ ン Iは 、 各 々 繊 維 芽 細 胞 、 骨 芽 細 胞 及 び 神 経 細 胞 の 付 着 を 媒
介 す る も の と し て 報 告 さ れ た 。 ア ル ガ ル -CAMは 、 鳥 類 ボ ボ ル ク ス (Vovolx)の 胚 (embryos)
に 存 在 す る 細 胞 付 着 分 子 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た (LeBaron, R. G. 等 , J. Invest. D
ermatol., 1995年 、 第 104巻 、 P.844 ; Horiuchi, K. 等 , J. Bone Miner. Res., 1999年
、 第 14巻 、 P.1239 ; Huber, O. 等 , EMBO J., 1994年 、 第 13巻 、 P.4212)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 精 製 さ れ た β ig-h3蛋 白 質 は 、 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 の 付 着 と 拡 散 を 促 進 さ せ る 一 方 、 無 血 清
培 地 で A549、 HeLa及 び WI-38細 胞 の 付 着 を 阻 害 す る 。 特 に 、 β ig-h3は 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 、
コ ロ ニ ー 形 成 及 び 出 現 を 阻 害 す る も の と し て 知 ら れ て い て 、 実 例 と し て チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ
ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (Chinase hamster ovary cells)に β ig-h3発 現 ベ ク タ ー を 転 移 (transfe
ction)さ せ た ヌ ー ド マ ウ ス で 前 記 細 胞 の 腫 瘍 形 成 能 が 顕 著 に 減 少 す る こ と が 、 米 国 特 許 第
5,599,788号 及 び 第 5,714,588号 に 開 示 さ れ て い た 。 ま た 、 早 く て 効 果 的 な 傷 の 治 癒 の た め
に 有 効 な 量 の β ig-h3を 傷 と 接 触 さ せ る こ と よ り 細 胞 、 特 に 繊 維 芽 細 胞 が 傷 部 位 に 拡 が り
粘 着 す る こ と を 促 進 さ せ ら れ る 方 法 が 、 前 記 特 許 に 開 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 β ig-h
3は 種 々 の 細 胞 で TGF-β に よ り 高 度 に 誘 導 さ れ る 細 胞 付 着 分 子 と し て 細 胞 成 長 (cell growt
h)、 細 胞 分 化 (cell differention)、 創 傷 治 癒 (wound healing)、 形 態 形 成 (morphogenesis
)及 び 細 胞 付 着 (cell adhesion)に お い て 非 常 に 重 要 な 役 割 を 担 当 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 記 の よ う に 、 β ig-h3は 医 学 的 に 様 々 な 有 用 性 が 期 待 さ れ る 物 質 で あ り な が ら 、 生 体
内 で 極 少 量 し か 採 取 で き な い の で 安 定 的 な 供 給 が 困 難 な 問 題 点 が あ る 。 こ の よ う な 問 題 点
を 解 決 す る た め に 遺 伝 子 組 換 え に よ り 真 核 生 物 細 胞 系 で 発 現 さ せ 、 製 造 す る 方 法 が 開 発 さ
れ た け れ ど 、 真 核 生 物 細 胞 系 で 発 現 さ せ る 場 合 、 β ig-h3を 作 り 出 す 細 胞 は β ig-h3を 作 ら
な い 細 胞 よ り 細 胞 の 成 長 が ず っ と 遅 い た め 、 充 分 な 量 の 細 胞 数 を 確 保 す る こ と が 難 し い 。
し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 大 腸 菌 を 宿 主 に し て β ig-h3蛋 白 質 の 全 体 及 び そ の 一 部 ド メ
イ ン を 含 む 組 換 え 蛋 白 質 を 大 量 発 現 さ せ る 精 製 方 法 を 確 立 し 、 組 換 え 蛋 白 質 が 細 胞 付 着 及
び 拡 散 を 支 持 す る こ と を 確 認 し て 出 願 し た こ と が あ る (大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2000-25664号 )
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 細 胞 付 着 分 子 と し て β ig-h3の 細 胞 付 着 活 性 は 、 ヒ ト の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 (dermal f
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ibroblasts)で 最 初 に 報 告 さ れ た 後 、 軟 骨 芽 細 胞 (chondrocytes)、 腹 膜 繊 維 芽 細 胞 (perito
neal fibroblasts)及 び ヒ ト の MRC5繊 維 芽 細 胞 等 で も 報 告 さ れ た 。 こ の よ う な β ig-h3の 細
胞 付 着 活 性 は 、 初 期 に は β ig-h3の カ ル ボ キ シ ル -末 端 に 存 在 す る RGDモ チ ー フ に よ り 媒 介
さ れ る も の と 考 え ら れ た が 、 RGDモ チ ー フ が 軟 骨 芽 細 胞 の 分 散 を 促 進 す る の に 必 要 で は な
く 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 プ ロ セ ッ シ ン グ (carboxyl-terminus processing)に よ り RGDモ チ ー
フ が 欠 失 し た 成 熟 し た 形 態 の β ig-h3が 細 胞 付 着 を 抑 制 で き る こ と が 報 告 さ れ て 、 RGDモ チ
ー フ が β ig-h3の 細 胞 付 着 活 性 を 媒 介 す る の に 必 須 不 可 欠 な 要 素 で は な い こ と が 確 認 さ れ
た 。 ま た 、 最 近 の 研 究 結 果 か ら 、 β ig-h3は イ ン テ グ リ ン α 1β 1を 通 じ て 繊 維 芽 細 胞 の 分
散 を 増 加 さ せ る 反 面 、 β ig-h3の RGDモ チ ー フ は β ig-h3-媒 介 性 細 胞 分 散 に 要 求 さ れ ず 、 β
ig-h3が 独 自 的 に イ ン テ グ リ ン α 1β 1と 作 用 し て 細 胞 の 癒 着 と 拡 張 を 促 進 さ せ る こ と が 明
ら か に さ れ た (Ohno, S., 等 , Biochim. Biophys. Acta, 1999年 、 第 1451巻 、 P.196)。 ま
た 、 β ig-h3内 保 存 的 H1及 び H2ペ プ チ ド も ま た β ig-h3-媒 介 性 細 胞 付 着 に 効 果 的 な 影 響 を
及 ぼ し 得 な い こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の よ う な 結 果 は 、 β ig-h3の 細 胞 付 着 活 性 の た め に 必
須 的 な ア ミ ノ 酸 が H1及 び H2地 域 で は な い 他 の 場 所 に 存 在 す る こ と を 意 味 し 、 β ig-h3の 反
復 fas-1ド メ イ ン だ け で は な く 他 の 蛋 白 質 の fas-1ド メ イ ン と の 相 同 性 を 比 較 し た コ ン ピ ュ
ー タ 分 析 の 結 果 、 や は り H1及 び H2以 外 に も 幾 つ か の 非 常 に 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 が 存 在 し 、 こ
れ ら が 細 胞 付 着 活 性 に 関 与 で き る こ と を 提 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 付 着 及 び 脱 着 活 性 に 関 与 す る 保 存 的 モ チ ー フ を 明 ら か
に し 、 こ れ を 含 む ペ プ チ ド を 製 造 し よ う と 研 究 し た 結 果 、 細 胞 付 着 分 子 と し て 知 ら れ た β
ig-h3の 第 2及 び 第 4ド メ イ ン を 利 用 し て 機 能 的 細 胞 受 容 体 と し て α 3β 1イ ン テ グ リ ン と 結
合 し て 細 胞 付 着 及 び 脱 着 活 性 を 媒 介 す る ペ プ チ ド  NKDIL及 び EPDIM及 び そ の 誘 導 体 を 製 造
し 、 β ig-h3の 第 2及 び 第 4ド メ イ ン 内 H2 地 域 近 く に 位 置 す る 2個 の 非 常 に 保 存 的 な ア ミ ノ
酸 で あ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 (aspartic acid, Asp)及 び イ ソ ロ イ シ ン (isoleucine, Ile)が 細
胞 付 着 及 び 脱 着 活 性 の た め の 必 須 的 な ア ミ ノ 酸 と し て 作 用 す る こ と を 明 ら か に し て 特 許 出
願 し た こ と が あ る (大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2000-25665号 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 方 、 今 ま で β ig-h3は 、 ヒ ト に お い て 種 々 の 腫 瘍 と の 関 連 性 の 他 に は 、 β ig-h3が 直 接
的 に 他 の 疾 患 と 関 連 あ る と い う 報 告 は な さ れ て い な い の が 実 情 で 、 特 に β ig-h3 蛋 白 質 の
発 現 と 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 の 発 病 と の 直 接 的 な 関 係 に 対
し て は ま っ た く 報 告 さ れ て お ら ず 、 体 液 で β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 し て 疾 患 と 連 結 で き
る 可 能 性 に 対 し て は ま っ た く 報 告 さ れ た こ と が な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ れ で 、 本 発 明 者 革 ら は 、 β ig-h3ま た は β ig-h3の 4番 目 fas-1ド メ イ ン を 幾 つ か 連 結 し
て 組 換 え し た 蛋 白 質 を β ig-h3測 定 時 の 標 準 蛋 白 質 と し て 使 用 す る  β ig-h3の 定 量 方 法 及
び こ れ を 利 用 し て β ig-h3を 定 量 す る 診 断 キ ッ ト を 開 発 し た 。 前 記 方 法 を 利 用 し て 腎 臓 疾
患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 を 始 め と す る 様 々 な 疾 患 を 早 期 に 鋭 敏 に 診
断 し て 治 療 に 対 す る 反 応 程 度 、 予 後 の 判 定 を で き る こ と を 明 ら か に し て 本 発 明 を 完 成 し た
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 の 目 的 は 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質
を 使 用 し た β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 及 び 前 記 定 量 方 法 を 利 用 し た 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 本 発 明 は 、 β ig-h3蛋 白 質 を 定 量 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 を 利 用 し た 腎 臓 疾 患 、 肝 疾 患 、 リ ュ ウ

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-527813 A 2005.9.15



マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 の β ig-h3の 定 量 方 法 は 、
1) β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は
誘 導 体 を 製 造 す る 工 程 、
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 特 異 リ ガ ン ド を 製 造 す る 工 程 、 及
び
3) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 と 工 程 2の リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 反 応 を
利 用 し た 定 量 方 法 を 使 用 し て 被 検 試 料 中 に 含 ま れ た β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 で
構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 前 記 工 程 1に お い て 、 β ig-h3蛋 白 質 は 配 列 番 号 ： 3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ た
ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 ま た は 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ た マ ウ ス β ig-h3
蛋 白 質 で あ る 。 ヒ ト と マ ウ ス の β ig-h3蛋 白 質 構 成 要 素 は 、 図 1に 示 し た 。 図 1の 斜 線 及 び
格 子 の 部 分 は 、 反 復 す る fas-1ド メ イ ン の I、 II、 III、 IVの 非 常 に 保 存 さ れ た 配 列 を 示 し
、 白 抜 き の 部 分 は RGDモ チ ー フ を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 β ig-h3蛋 白 質 は 、 4個 の fas-1ド メ イ ン を 持 っ て い る が 、 前 記 工 程 1の β ig-h3の fas-1ド
メ イ ン は 、 β ig-h3蛋 白 質 の 1番 目 乃 至 4番 目 fas-1ド メ イ ン の 中 か ら 選 ば れ た 一 つ ま た は 二
つ 以 上 の ド メ イ ン を 使 用 で き 、 4番 目 fas-1ド メ イ ン を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 前
記 4番 目 fas-1ド メ イ ン は 、 単 独 で 、 ま た は 多 く 反 復 連 結 し た 組 換 え 蛋 白 質 で 使 用 で き 、 1
～ 10個 連 結 し た も の が 好 ま し い 。  1～ 4個 連 結 し た 組 換 え 蛋 白 質 を 使 用 す る こ と が さ ら に
好 ま し い 。 本 発 明 で は 、 好 ま し い 実 施 様 態 と し て β ig-h3の 4番 目 ド メ イ ン を 1個 、 2個 、 3
個 ま た は 4個 連 結 し て 組 換 え た 蛋 白 質 を 使 用 し た 場 合 を 例 示 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で は 、 β ig-h3の ア ミ ノ 酸 配 列 中 502か ら 632ま で の 第 4fas-1ド メ イ ン を 各 々 1個 乃
至 4個 含 む 各 々 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 9及 び 配 列 番 号 ： 10で 表 わ さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ た 蛋 白 質 を 製 造 し た 。 こ れ を 各 々 「 β ig-h3D-IV(1x)」 、 「 β ig-h3D-IV
(2x)」 、 「 β ig-h3D-IV(3x)」 及 び 「 β ig-h3D-IV(4x)」 と 命 名 し た (図 4参 照 )。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 前 記 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 の 断
片 に は 、 下 記 の リ ガ ン ド と 特 異 的 結 合 反 応 を 起 こ す こ と が で き る 前 記 蛋 白 質 の エ ピ ト ー プ
(epitope)部 位 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 加 水 分 解 さ れ た ペ プ チ ド を 含 む す べ て の 前 記 蛋
白 質 の 一 部 分 が 可 能 で あ る 。 ま た 本 発 明 で β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン
に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 の 誘 導 体 は 、 前 記 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 (phosphorylation)ま た は グ リ
コ シ ル 化 (glycosylation)等 を 含 む 共 有 結 合 反 応 及 び イ オ ン 結 合 、 配 位 結 合 、 水 素 結 合 、
疎 水 性 結 合 ま た は フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結 合 を 含 む 非 共 有 結 合 反 応 に よ る 前 記 蛋 白 質 の 誘 導
体 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 合 わ せ て 、 前 記 蛋 白 質 誘 導 体 の 断 片 も 下 記 の リ ガ ン ド と 特 異
的 結 合 反 応 が 起 き る な ら 、 本 発 明 の 蛋 白 質 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 標 準 蛋 白 質 を 製 造 す る に あ た り 発 現 ベ ク タ ー と 形 質 転 換 は 、 通 常 の 方 法 で 行 な
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 工 程 2に お い て 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘
導 体 に 対 す る 特 異 リ ガ ン ド は 、 工 程 1の 蛋 白 質 ま た は 組 換 え 蛋 白 質 (そ の 断 片 ま た は 誘 導 体
を 含 む )と の 結 合 反 応 に よ り 確 認 さ れ 、 リ ガ ン ド の 種 類 と し て は 、 抗 体 、 RNA、 DNAの よ う
な 核 酸 、 脂 質 、 蛋 白 質 ま た は 有 機 塩 を 含 ん だ 有 機 化 合 物 ま た は 金 属 イ オ ン ま た は 無 機 塩 を
含 む 無 機 化 合 物 が 可 能 で あ る が 、 好 ま し く は 、 工 程 2の β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas
-1ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 と し て 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 ま た は 組 換 え 蛋 白 質 (そ の 断 片 ま た は 誘
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導 体 を 含 む )を 抗 原 に 使 用 し た 場 合 の 一 次 抗 体 で あ る 。 前 記 一 次 抗 体 の 製 造 は 、 通 常 的 な
方 法 で 行 な う こ と が で き 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 工 程 3に お い て 、 被 検 試 料 中 に 含 ま れ た β ig-h3蛋 白 質 量 の 測 定 は 、 前 記 蛋 白 質 、 そ
の 断 片 ま た は 誘 導 体 と リ ガ ン ド 間 の 特 異 的 結 合 で 測 定 し 、 前 記 結 合 が 起 き る 部 分 は 蛋 白 質
自 体 だ け で は な く 、 そ の 分 解 さ れ た 一 部 分 、 蛋 白 質 の 誘 導 体 ま た は そ の 一 部 分 を 含 む 。 好
ま し く は 、 前 記 蛋 白 質 と リ ガ ン ド の 特 異 的 結 合 は β ig-h3蛋 白 質 を 抗 原 に し て そ の 抗 体 と
の 反 応 を 利 用 し た 抗 原 抗 体 結 合 を 原 理 と す る 定 量 分 析 方 法 が 使 用 で き 、 免 疫 ブ ロ ッ ト (Cur
rent Protocols in Molecular Biology, 第 2巻 、 10.8章 ; David 等 , Cells(a Laboratory
 manual), 第 1巻 、 73章 )、 免 疫 沈 殿 法 (Current Protocols in Molecular Biology, 第 2巻
、 10.16章 ; Cells(a Laboratory manual), 第 1巻 、 72章 )、 ELISA方 法 (Current Protocols
 in Molecular Biology, 第 2巻 、 11.2章 ; ELISA Theory and Practice, John R. Crowthe
r; The ELISA Guidebook, John R. Crowther)、 RIA(Radioimmuno assay)(Nuklearmedizin
 1986年  8月 ;25(4)： 125-127, Tumor markers as target substances in the radioimmun
ologic detection of malignancies. von Kleist S; Mariani G. Ann Oncol 1999年  ;10 
Suppl 4： 37-40)、 蛋 白 質 チ ッ プ (Daniel Figeys 等 , Electrophoresis 2001年 、 第 22巻 、
P.208-216; Albala JS. Expert Rev Mol Diagn 2001年  7月 ;1 (2)： 145-152)、 ラ ピ ッ ド
・ ア ッ セ イ (rapid assay)(Kasahara Y and Ashihara Y, Clinica Chimica Acta、  1997年
、 第 267巻  、 P.87-102; 大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2000-46639号 )ま た は マ イ ク ロ ア レ イ (microa
rray)(Vivian G. cheung 等 , Nature genetics 1999年 、 第 21巻 、 P.15-19; Robert J. Li
pshutz 等 , Nature genetics 1999年 、 第 21巻 、 P.20-24; Christine Debouck and　 Peter
 N. Goodfellow, Nature genetics 1999年 、 第 21巻 、 P.48-50; DNA Microarrays, M. Sch
ena)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 使 用 す る こ と が さ ら に 好 ま し く 、 こ の 中 で ELISA方
法 を 使 用 す る こ と が 最 も 好 ま し い 。 ま た 、 ELISA方 法 と 合 わ せ て 公 知 の 生 物 学 的 マ イ ク ロ
チ ッ プ (biological microchip)及 び 自 動 化 さ れ た 微 細 配 列 シ ス テ ム (microarray system)
を 利 用 し て 大 量 に 試 料 を 分 析 す る こ と が で き 、 尿 で は 、 簡 便 な 形 態 の 自 己 診 断 法 と し て 開
発 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 例 に よ る と 、 前 記 に 列 挙 し た 多 く の 方 法 中 で ELISAを 利 用 し て 競 争 法 (comp
etition assay)で 前 記 β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る こ と が 好 ま し く 、
1) β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は
誘 導 体 を 基 質 (matrix)に コ ー テ ィ ン グ さ せ る 工 程 、
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 を 被 検 試 料 と 反 応 さ せ る 工 程
、
3) 工 程 1の コ ー テ ィ ン グ さ れ た 蛋 白 質 に 工 程 2の 反 応 物 を 添 加 し て 反 応 さ せ た 後 、 洗 浄 す
る 工 程 、 及 び
4) 工 程 3の 反 応 物 に 2次 抗 体 を 添 加 し て 反 応 さ せ 吸 光 度 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 工 程 1の 基 質 は 、 通 常 的 に 使 用 さ れ る す べ て の 基 質 を 使 用 で き 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
膜 、 ポ リ ビ ニ ー ル 樹 脂 で 合 成 さ れ た プ レ ー ト (例 ： 96ウ ェ ル プ レ ー ト )、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂
で 合 成 さ れ た ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ガ ラ ス 製 の ス ラ イ ド ガ ラ ス 等 が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 前 記 工 程 4の 2次 抗 体 に は 、 発 色 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 放 射 線 物 質 ま た は 金
属 キ レ ー ト を 標 識 し て 使 用 す る 。 標 識 物 質 は 、 通 常 的 に 使 用 さ れ る す べ て の も の を 使 用 で
き 、 発 色 酵 素 は 過 酸 化 酵 素 (peroxidase)、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Alkaline Phosphat
ase)、 β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ レ ー ト 脱 水 素 酵 素 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ヌ ク レ ア ー ゼ
、 西 洋 カ ラ シ 過 酸 化 酵 素 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 等 を 使 用 す る こ と が
好 ま し く 、 蛍 光 物 質 は 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (fluorescein isothiochanate)、 フ ィ コ ビ リ
ン (phycobilin)蛋 白 質 、 ロ ー ダ ミ ン (rhodamine)、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (phycoerythrin)、 フ
ィ コ シ ア ニ ン (phycocyanin)、 オ ル ト フ タ ル 酸 ア ル デ ヒ ド (orthophthalic aldehyde)等 を
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使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 発 色 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 の 他 に 2次 抗 体 を 標 識 す る 物 質 と し て 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル (
isolumino)、 ル シ ゲ ニ ン (lucigenin)、 ル ミ ノ ー ル (luminol)、 芳 香 族  ア ク リ ジ ニ ウ ム エ
ス テ ル (acridiniumester)、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 、 ル シ フ ェ リ ン (luciferin)
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ (luciferase)、 ア ク オ リ ン (aequorin)等 の 発 光 物 質 ま た は 1 2 5 I、 1 2 7 I、
1 3 1 I、 1 4 C、 3 H、 3 2 P、 3 5 S等 の 放 射 線 物 質 だ け で は な く 、 免 疫 学 的 測 定 法 に 使 用 で き る も
の な ら 特 に 限 定 さ れ な い 。 ま た 抗 体 に ビ オ チ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ピ リ ド ク シ ル ま た は
プ ロ オ レ ザ ミ ン の よ う な 低 分 子 ヘ プ テ ン を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 工 程 4で 発 色 酵 素 を 使 用 す る 場 合 、 そ の 活 性 を 測 定 す る た め に 発 色 基 質 を 使 用 し
、 発 色 基 質 は 、 2次 抗 体 に 結 合 さ れ た 発 色 酵 素 に 対 し て 発 色 可 能 な す べ て の 物 質 を 使 用 で
き 、 4CN(4-chloro-1-naphtol)、 DAB(Diaminobenzidine)、 AEC(Aminoethyl carbazole)、 A
BTS[2, 2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)]、 OPD(o-Phenylenedi
amine)及 び TMB(Tetramethyl Benzidine)等 を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 工 程 2の 被 検 試 料 は 、 β ig-h3と 関 連 し た 疾 患 を 病 む 患 者 の す べ て の 種 類 の 体 液 が 被
検 試 料 に な り 得 る が 、 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 患 者 の 尿 、 血
液 ま た は 滑 膜 液 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 前 記 β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 が 正 確 に β ig-h3蛋 白 質 を 定 量 す る か ど う か
を 確 認 す る た め に 、 マ ウ ス β ig-h3ま た は β ig-h3の 4番 目 fas-1ド メ イ ン を 一 つ 以 上 含 む 組
換 え 蛋 白 質 を 標 準 蛋 白 質 に 使 用 し て 測 定 し 、 こ れ を ヒ ト β ig-h3を 標 準 蛋 白 質 に 使 用 し た
場 合 と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の β ig-h3の 定 量 方 法 に お い て 、 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の 最 適 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 及 び
抗 体 の 定 量 的 比 率 を 決 定 し た 結 果 、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 の 定 量 的 比 率 は 、 1： 1600と 1
： 2000の 時 、 グ ラ フ が 直 線 を な す の で 前 記 比 率 が 最 も 適 当 で あ る こ と を 確 認 し た (図 7参 照
)。 二 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 は 、 1： 2000の 比 率 の 時 、 グ ラ フ が 直 線 を な す の で 前 記 比 率 が 最
も 適 当 な 比 率 で あ る こ と を 確 認 し た (図 8参 照 )。 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 は 、 1.0μ g/mlと 0.5μ
g/mlの 二 つ の 場 合 す べ て グ ラ フ が 直 線 を 示 し 定 量 的 範 囲 と し て 適 当 で あ っ た が 、 1.0μ g/m
lよ り 0.5μ g/mlが ピ ア ソ ン の 積 率 相 関 係 数 (R 2 )値 が 1に 近 い 形 態 で 現 れ 、 コ ー テ ィ ン グ 濃
度 は 0.5μ g/mlの 時 が 最 も 適 当 で あ る こ と を 確 認 し た (図 9参 照 )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 結 果 か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト β ig-h3標 準 蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 0.5μ g/ml
と し て 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗 体 の 稀 釈 比 率 は 、 各 々 1： 2000に す る こ と が 最 適
の 条 件 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト β ig-h3の 場 合 と 同 様 な 方 法 で 、 マ ウ ス β ig-h3、 組 換 え β ig-h3D-I
V(1x)、 ig-h3D-IV(2x)、 ig-h3D-IV(3x)及 び β ig-h3D-IV(4x)を 使 用 し て 蛋 白 質 の 濃 度 、 一
次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 決 定 し た 。 詳 細 に は 、 各 蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を
0.5μ g/mlに し 、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗 体 は 1： 2000に し て 定 量 的 実 験 を し た
。 ま た 一 次 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗 体 は 1： 2000に し て 定 量 的 実 験 を し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ の 結 果 、 す べ て の 場 合 に お い て 、 グ ラ フ が 直 線 を 形 成 し 、 測 定 範 囲 も ま た 11ng/mlか
ら 900ng/mlと お 互 い に 類 似 し て い る こ と を 確 認 し た (図 11及 び 図 12 参 照 )。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 の 結 果 か ら 、 標 準 蛋 白 質 は ヒ ト β ig-h3、 マ ウ ス β ig-h3、 組 換 え β ig-h3D-IV(1x)
、 ig-h3D-IV(2x)、 ig-h3D-IV(3x)及 び β ig-h3D-IV(4x)の ど れ を 使 用 し て も 問 題 な く 、 一
次 抗 体 の 場 合 も 交 差 作 用 が あ る の で 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 や 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体 の い ず れ を
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使 用 し て も 問 題 な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 標 準 蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 は 、 0.1乃 至 2.0μ g/mlの 範 囲 で あ る こ
と が 好 ま し く 、 0.5乃 至 1.0μ g/mlで あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 ま た 、 一 次 抗 体 及 び 二 次
抗 体 の 比 率 は 、 1： 400乃 至 1： 3200で あ る こ と が 好 ま し く 、 1： 2000で あ る こ と が さ ら に 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 を 病 ん で い る 検 体 の 体
液 で β ig-h3蛋 白 質 量 の 測 定 を 通 じ た 種 々 の 疾 患 の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト に は 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン に 対 す る 組 換
え 蛋 白 質 (そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む )と β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン (
そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む )に 対 す る 特 異 リ ガ ン ド を 含 む 。 こ こ で 、 特 異 リ ガ ン ド と し
て は 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1ド メ イ ン (そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む )に 対
す る 抗 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 　 ま た 、 前 記 に 追 加 的 に 緩 衝 溶 液 、 2次 抗 体 、 洗 浄
液 、 反 応 停 止 液 ま た は 発 色 基 質 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 を は じ め
と す る す べ て の 体 液 で β ig-h3蛋 白 質 の 測 定 を 通 じ て 種 々 の 疾 患 を 診 断 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 腎 臓 疾 患 の 病 理 機 序 に 重 要 な 役 割 を す る TGF-β に よ り β ig-h3の 発 現 が 強 力 に 誘 導 さ れ
る 点 に 着 眼 し て 、 腎 臓 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係 を 原 理 と し て β ig-h3を 定 量 し て 腎
臓 疾 患 を 診 断 す る 。 こ れ を 確 認 す る た め に 腎 臓 疾 患 を 起 こ す 代 表 的 な 疾 患 で あ る 糖 尿 病 患
者 を 対 象 に 尿 で の β ig-h3を 測 定 し て み る と 、 マ イ ク ロ ア ル ブ ミ ヌ リ ア (microalbuminuria
)を 含 む 糖 尿 病 性 腎 臓 疾 患 者 の 尿 β ig-h3の 濃 度 は 、 正 常 人 に 比 べ て 5倍 以 上 の 高 い 数 値 を
示 し 、 臨 床 的 に 糖 尿 病 性 腎 臓 疾 患 を 示 さ な い 患 者 で も β ig-h3の 濃 度 が 増 加 し た 。 糖 尿 病
性 腎 臓 疾 患 を 持 っ た 患 者 の 尿 β ig-h3は 大 部 分 の 患 者 で 正 常 よ り 高 い 数 値 を 示 し 、 臨 床 的
に 腎 臓 疾 患 が な い 患 者 の 一 部 分 も 高 い 数 値 を 示 し た 。 前 記 の 結 果 か ら 、 尿 β ig-h3は 腎 臓
の 損 傷 程 度 を 良 く 反 映 す る と 言 え 、 特 に 臨 床 的 に 腎 臓 疾 患 を 示 さ な い 糖 尿 病 患 者 の 一 部 で
も 高 い 数 値 を 示 す こ と は 、 こ れ 等 の 患 者 が 臨 床 的 に 現 れ る 明 瞭 な 腎 臓 機 能 障 害 は な い け れ
ど 、 あ る 程 度 腎 臓 の 損 傷 を 受 け て い る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 尿 の β ig-h3測 定 は
、 腎 臓 の 損 傷 を 早 期 に 反 映 す る 感 度 が 高 い 診 断 的 意 義 を 持 ち 、 既 存 の 腎 臓 機 能 を 反 映 す る
い か な る 検 査 よ り 早 期 に 腎 臓 の 損 傷 を 反 映 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 尿 で の β ig-h3濃 度 が 糖 尿 病 患 者 の 腎 臓 損 傷 を 早 期 に 反 映 す る か ど う か を 確 認 す
る た め に 、 糖 尿 病 誘 発 動 物 モ デ ル で β ig-h3濃 度 を 測 定 し て み る と 、 糖 尿 病 誘 発 前 か ら 5日
が 経 過 後 に β ig-h3濃 度 が 約 4倍 程 度 増 加 し た (図 13参 照 )。 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ た 後 、 各 個 体
で の β ig-h3濃 度 変 化 を 詳 し く 見 て み る と 、 す べ て の 個 体 が 糖 尿 病 誘 発 後 に 尿 β ig-h3濃 度
が 顕 著 に 増 加 す る こ と が 分 か っ た (図 14参 照 )。 糖 尿 病 誘 発 5日 に は 血 中 要 素 (urea)と ク レ
ア チ ン 数 値 は 正 常 で 腎 臓 の 組 織 所 見 も 明 瞭 な 異 常 を 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 5日 目 尿
で β ig-h3数 値 が 顕 著 に 増 加 す る と い う こ と は 、 既 存 の 検 査 法 で は 見 つ け 出 せ な い 腎 臓 の
微 細 な 損 傷 を 早 期 に 反 映 で き る と い う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 腎 臓 移 植 手 術 前 と 手 術 後 の 患 者 の 尿 か ら β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し て 腎
臓 損 傷 と β ig-h3濃 度 と の 相 関 関 係 を 確 認 し て み る と 、 腎 臓 移 植 手 術 前 、 高 い 数 値 の β ig-
h3濃 度 が 手 術 が 成 功 的 に 終 わ っ た 患 者 の 場 合 に お い て 、 徐 々 に 下 が る こ と を 示 し 、 手 術 後
に 腎 臓 機 能 が 回 復 し な い 5番 患 者 の 場 合 に は 継 続 し て 高 い 数 値 を 維 持 し た (表 2参 照 )。 前 記
結 果 か ら 本 発 明 の β ig-h3の 濃 度 が 腎 臓 の 損 傷 を 鋭 敏 に 反 映 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 腎 不 全 症 患 者 の 尿 を 採 取 し て β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し た 結 果 、 す べ て
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の 患 者 で 正 常 よ り 顕 著 に 高 い β ig-h3濃 度 数 値 を 示 す こ と を 確 認 し た こ と か ら 、 尿 で の β i
g-h3濃 度 は 腎 臓 の 損 傷 を 早 期 に 鋭 敏 に 反 映 し て 腎 臓 の 損 傷 を 与 え る 様 々 な 場 合 に お い て 、
診 断 的 に 非 常 に 重 要 な 意 味 を 持 つ こ と を 確 認 し た (表 3参 照 )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 慢 性 肝 炎 患 者 が 肝 硬 化 に 進 行 し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と は 、 臨 床 的 に と て も 重 要
で あ る け れ ど 、 現 在 ま で そ の よ う な 診 断 法 が な い の が 実 情 で あ る 。  肝 硬 化 の 進 行 に 最 も
重 要 な 因 子 は 、 TGF-β で あ り TGF-β に よ っ て 発 現 が 誘 導 さ れ る β ig-h3が 肝 硬 化 が 進 行 す
る に つ れ て 血 中 で そ の 濃 度 が 増 加 す る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 肝 硬 化 の 進 行 程 度 を 反 映 で き
る 。 実 際 に 肝 炎 患 者 の 肝 組 織 の 免 疫 組 織 検 査 で β ig-h3が 肝 硬 化 の 程 度 が ひ ど い ほ ど 多 く
発 現 す る こ と を 確 認 し た 。 そ れ で 、 本 発 明 で は 慢 性 肝 炎 患 者 を 組 織 検 査 結 果 を 基 準 に 等 級
(grade)と 工 程 (stage)に 分 け て 血 中 β ig-h3濃 度 と の 相 関 関 係 を 確 認 し て み る と 、 慢 性 肝
炎 患 者 は 正 常 よ り 血 中 β ig-h3濃 度 が 高 い こ と を 確 認 し た 。 低 い 等 級 と 工 程 で の β ig-h3濃
度 が 、 高 い 等 級 と 工 程 で の β ig-h3濃 度 よ り 高 い こ と を 確 認 し た (表 5参 照 )。 等 級 3と 工 程 3
は 、 肝 硬 化 に 相 当 に 進 行 し た 状 態 で 、 す で に 肝 硬 化 の 活 動 性 が 頂 点 を 過 ぎ た 状 態 で あ る と
見 る こ と が で き 、 反 面 、 工 程 1と 2及 び 等 級 1と 2は 現 在 炎 症 反 応 が 活 発 に 進 行 し て い る 活 動
性 状 態 で あ る と い え る 。 し た が っ て 、 血 中 β ig-h3の 濃 度 は 肝 硬 化 の 活 動 性 状 態 を 反 映 し
、 同 一 な 患 者 で 定 期 的 に 血 中 β ig-h3濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 患 者 の 肝 硬 化 へ の 進 行 状
況 を 観 察 で き る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 退 行 性 関 節 炎 (osteoarthritis)と リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 (rheumatoid arthritis)患
者 の 滑 膜 液 で β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し て み る と 、 リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 の 滑 膜 液 で 約 2倍
程 度 の 高 い β ig-h3濃 度 を 示 し た 。 前 記 結 果 か ら 滑 膜 液 で の β ig-h3濃 度 が 退 行 性 関 節 炎 と
リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 の 診 断 に 有 用 に 使 用 で き る こ と を 確 認 し た (表 6参 照 )。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 合 わ せ て 、 血 管 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係 を 確 認 す る た め に 、 血 管 に 損 傷 を 起 こ
す 代 表 的 な 疾 患 の 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ た マ ウ ス を 対 象 に 、 正 常 血 管 と 損 傷 し た 血 管 で の β ig
-h3の 発 現 様 相 を 免 疫 組 織 化 学 方 法 で 確 認 し た 結 果 、 正 常 組 織 よ り 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ 損 傷
し た マ ウ ス の 血 管 で β ig-h3蛋 白 質 が ず っ と 強 烈 に 発 現 し て い る こ と を 確 認 し た (図 18参 照
)。 ま た 、 血 管 疾 患 の 病 理 機 序 に 重 要 な 役 割 を す る TGF-β に よ り β ig-h3の 発 現 が 強 力 に 誘
導 さ れ る 点 に 着 眼 し て 血 管 を 構 成 す る  細 胞 で あ る 血 管 平 滑 筋 細 胞 で TGF-β 1に よ り 誘 導 さ
れ る β ig-h3の 発 現 様 相 を 調 査 し た 結 果 、 TGF-β 1の 量 が 増 加 す る ほ ど β ig-h3の 発 現 が 増
加 す る こ と を 確 認 し た (図 19参 照 )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 結 果 か ら 、 血 液 及 び 組 織 で の β ig-h3の 発 現 程 度 は 血 管 疾 患 の 損 傷 を 鋭 敏 に 反 映 す
る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 が 血 管 疾 患 の 診 断 に 有 用 に 使 用 で き
る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の β ig-h3蛋 白 質 を 定 量 す る 診 断 キ ッ ト は 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ
ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 を 早 期 に 鋭 敏 に 診 断 で き 、 前 記 疾 患 の 診 断 、 損 傷 程 度 及 び 進
行 程 度 を 反 映 す る の で 効 果 的 な 検 査 方 法 と し て 有 用 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
実 施 例
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
　 但 し 、 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 を 例 示 す る だ け の も の で あ り 、 本 発 明 の 内 容 が 下 記 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 １ ： 標 準 蛋 白 質 及 び 1次 抗 体 の 製 造
<1-1> ヒ ト β ig-h3及 び マ ウ ス β ig-h3の 分 離
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト と マ ウ ス の β ig-h3蛋 白 質 を 製 造 し た 。 各 蛋 白 質 構 成 要 素 の 概 略 図
を 図 1に 示 し た 。 図 1の 斜 線 の 部 分 及 び 格 子 の 部 分 は 、 反 復 す る ド メ イ ン で あ る I、 II、 III
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、 IVの 非 常 に 保 存 さ れ た 配 列 を 示 し 、 RGDモ チ ー フ は 、 白 抜 き 部 分 で 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 pBluescript SK(-)ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 配 列 番 号 ： 2で 表 わ さ
れ る 塩 基 配 列 を 持 つ β ig-h3cDNA(pBS β ig-h3)(ヒ ト 皮 膚 の 乳 頭 腫 細 胞 cDNAか ら ク ロ ー ニ
ン グ し て 得 る )を Nde　 Iと Bgl　 II制 限 酵 素 で 切 断 し て ブ ラ ン ト 末 端 (blunt end)を 持 つ DNA
断 片 を 製 造 し た 。 前 記 断 片 を pET-29β ベ ク タ ー (Novagen社 か ら 購 入 )の EcoR Vと EcoR I部
位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 β ig-h3の 69ア ミ ノ 酸 か ら 653ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 配 列 番 号 ：
3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 蛋 白 質 を 分 離 し て 、 こ れ を ヒ ト β ig-h3と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 次 に 本 発 明 者 ら は 、 β ig-h3cDNAに BamH Iと Xho I部 位 を 作 り 前 記 と 同 様 な 方 法 で PCR(po
lymerase chain reaction)を 遂 行 し て 、 23ア ミ ノ 酸 か ら 641ア ミ ノ 酸 に 該 当 す る 塩 基 配 列
を 持 っ た 配 列 番 号 ： 4で 表 わ さ れ る DNA断 片 を 製 造 し た 。 前 記 断 片 を pET-29β ベ ク タ ー の Ba
mH Iと Xho I部 位 に 挿 入 し て 発 現 さ せ た 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 っ た 蛋
白 質 を 分 離 し て 、 こ れ を マ ウ ス β ig-h3と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 及 び マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め に 、
E.coli BL21(DE3)を 宿 主 に 使 用 し て 形 質 転 換 さ せ た 。 形 質 転 換 菌 株 を 595nmで の 光 学 濃 度 (
OD)が 0.5乃 至 0.6に な る ま で 37℃ 、 50μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン (kanamicine)を 含 む LB培 地 で
培 養 し た 。 培 養 過 程 で 1mM IPTG(isopropyl-β -D-(-)thiogalactopyranoside)で 37℃ で 3時
間 の 間 β ig-h3蛋 白 質 を 誘 導 し て 発 現 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 β ig-h3を 発 現 さ せ た 後 、 大 腸 菌 沈 殿 物 (pellet)を 50mMト リ ス 塩 酸 (Tris-HCl, pH 8.0)
、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1mM EDTA、 1％ ト リ ト ン (Triton)X-100、 1mMフ ェ ニ ル メ タ ン  ス
ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド (phenylmethane sulfonyl fluoride、 以 下 “ PMSF” と す る )及 び 0.5
mM DTTで 構 成 さ れ た 細 胞 溶 解 緩 衝 溶 液 (cell lysis buffer)に 再 び 懸 濁 さ せ た 後 、 超 音 波
処 理 を し て 細 胞 を 破 砕 し た 。 こ の 過 程 を 5回 反 復 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 前 記 の 溶 液 を 遠 心 分 離 し て β ig-h3が 含 ま れ た 不 溶 性 含 有 体 (inclusion bodies)を 0.5M
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル 及 び 8M要 素 (urea)を 含 む 20 mMト リ ス 塩 酸 (Tris-HCl)緩
衝 溶 液 に 溶 解 さ せ た 後 、 Ni-NTAレ ジ ン (Qiagen)を 使 用 し て 蛋 白 質 を 精 製 し た 。 50mM塩 化 ナ
ト リ ウ ム を 含 む 20mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 溶 液 で 高 濃 度 か ら 低 濃 度 ま で の 要 素 (urea)で 蛋 白 質 を
順 に 透 析 し て 精 製 し 、 SDS-PAGEで 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ の 結 果 、 本 発 明 の ヒ ト β ig-h3及 び マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 が 分 離 さ れ る こ と を 確 認 し た
(図 2)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
<1-2>　 β ig-h3 D-IV(1x)及 び β ig-h3 D-IV(4x)の 製 造 及 び 分 離
　 本 発 明 者 ら は 、 配 列 番 号 ： 1で 表 わ さ れ る ヒ ト β ig-h3の 498か ら 637ま で の 第  4ド メ イ ン
を コ ー テ ィ ン グ す る 配 列 番 号 ： 6で 表 わ さ れ る DNA断 片 を PCRを 遂 行 し て 増 幅 し た 後 、 pET-2
9β ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 第 4ド メ イ ン の 発 現 ベ ク タ ー を 製 造 し 、 こ れ を 「 β ig-h3 
D-IV」 と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 次 に 、 第 4ド メ イ ン に 該 当 す る 塩 基 配 列 を PCRで 合 成 し て ク レ ナ ウ (Klenow)断 片 で 3'末 端
部 分 を 平 滑 化 さ せ た 後 、 前 記 で 製 造 し た 4番 目 ド メ イ ン を 含 む 発 現 ベ ク タ ー  pβ ig-h3 D-I
Vの EcoR V部 位 に 挿 入 し 、 こ れ を pβ ig-h3 D-IV(2x)と 命 名 し た 。 pβ ig-h3 D-IV(2x)の 挿
入 断 片 を EcoR Vと Xho Iで 切 り 出 し た 後 、 前 記 と 同 様 に ク レ ナ ウ 断 片 で 3'末 端 部 分 を 平 滑
化 さ せ た 後 、 pβ ig-h3 D-IV及 び pβ ig-h3 D-IV(2x)の EcoR V部 位 で 各 々 挿 入 し 、 こ れ を p
β ig-h3 D-IV(3x)及 び pβ ig-h3 D-IV(4x)と 命 名 し た (図 3)。 Ni-NTAレ ジ ン (Qiagen)を 使 用
し て 発 現 さ れ る 蛋 白 質 を 精 製 す る た め に 前 記 DNA断 片 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 6 個 の ヒ ス チ
ジ ン (histidine)残 基 を 連 結 さ せ His-標 識 (His-tag)を 作 っ た 。

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-527813 A 2005.9.15



【 ０ ０ ５ ７ 】
　 前 記 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 BS21(DE3)に 形 質 転 換 さ せ た 後 、 大 腸 菌 形 質 転 換 体 を 50μ g/m
l濃 度 の カ ナ マ イ シ ン (kanamycin)が 添 加 さ れ た 培 地 で 培 養 し た 。 前 記 大 腸 菌 形 質 転 換 体 を
1mM Tris-HCL(pH 8.0)、 100 mM EDTA、 1％  Triton X-100、 1 mM PMSF及 び 0.5 mM DTTを 含
む 細 胞 溶 解 緩 衝 溶 液 に 懸 濁 さ せ た 後 、 超 音 波 処 理 を し て 細 胞 を 破 砕 し た 。 前 記 過 程 を 5回
反 復 し た 後 、 遠 心 分 離 で 上 澄 液 を 分 離 し 、 そ の 上 澄 液 を Ni-NTAレ ジ ン が 充 填 さ れ た カ ラ ム
を 使 用 し て 精 製 し た 後 、 SDS-PAGEを 使 用 し て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ の 結 果 、 本 発 明 の 第 4ド メ イ ン を 含 む 各 々 配 列 番 号 ： 7乃 至 配 列 番 号 ： 10で 表 わ さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ β ig-h3 D-IV(1x)、 β ig-h3 D-IV(2x)、 β ig-h3 D-IV(3x)及 び β ig-h
3 D-IV(4x) 蛋 白 質 が 発 現 さ れ た こ と を 確 認 し た (図 4)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
<1-3> 一 次 抗 体 の 製 造 及 び 分 離
　  前 記 実 施 例 <1-1>で 分 離 し た ヒ ト β ig-h3及 び マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 を 抗 原 に 使 用 し て ウ
サ ギ の 背 中 に 皮 下 注 射 し て 抗 体 を 製 造 し た 。 始 め 、 注 射 は 200μ gの 蛋 白 質 を 完 全 フ レ ウ ン
ド 免 疫 増 強 剤 (complete　 Freund's adjuvant)と 混 合 し て 注 射 し 、 そ の 次 の 4回 に わ た る 注
射 は 100μ gの 蛋 白 質 を 不 完 全 フ レ ウ ン ド 免 疫 増 強 剤 (incomplete Freund's adjuvant)と 混
合 し て 3週 間 隔 で 注 射 し た 。 血 清 は 採 血 後 、 室 温 で 2時 間 程 度 放 置 し た 後 、 10,000× gで 10
分 間 遠 心 分 離 し て 一 次 抗 体 を 含 む 上 澄 液 を 採 取 し て 、 -20℃ 冷 凍 庫 に 保 管 し て 使 用 し た (図
5)。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 ２ ： ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 及 び 抗 体 の 定 量 的 比 率 決 定
<2-1> 1次 抗 体 の 定 量 的 比 率 決 定
　 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 に 対 す る 一 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 求 め る た め に 、 ヒ ト β ig-h3を 0.5
μ g/mlの コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 溶 液 (20mM carbonate-bicarbonate 溶 液 、 pH9.6、 0.02％  sodi
um azide)に 稀 釈 し た 後 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 200μ lず つ 入 れ 、 4℃ で 一 晩 中 コ ー テ ィ ン グ
し た 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト に 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 の 濃 度 を 1： 200、 1： 400、 1
： 800、 1： 1600、 1： 2000及 び 1： 3200に 稀 釈 緩 衝 溶 液 (サ リ ン (saline)-リ ン 酸 緩 衝 溶 液 /
ツ イ ー ン 80)に 稀 釈 し た 後 、 1： 5000に 固 定 さ せ た 二 次 抗 体 を 添 加 し て 常 温 で 1時 間 の 間 反
応 さ せ た 。 反 応 後 、 基 質 溶 液 (o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を メ タ ノ ー ル に 10mg/mlで 溶 解 し 蒸 溜
水 に 1： 100で 稀 釈 し て 30％ 過 酸 化 水 素  10μ lを 添 加 し て 混 合 )を 添 加 し て 、 常 温 で 1時 間 の
間 反 応 さ せ た 。 50μ lの 8N硫 酸 溶 液 で 反 応 を 中 止 さ せ て す ぐ に ELISA分 析 (O.D 492 nm)を 実
施 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 そ の 結 果 、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 の 定 量 的 比 率 は 、 1： 1600と 1： 2000の 時 に グ ラ フ が
直 線 を な す た め 、 前 記 比 率 が 最 も 適 当 で あ る こ と を 確 認 し た (図 7)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
<2-2> 2次 抗 体 の 定 量 的 比 率 決 定
　 二 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 求 め る た め に 、 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 を 0.5μ g/ml濃 度 で コ ー テ ィ
ン グ し 、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 を 1： 1600と 1： 2000に 稀 釈 し て 固 定 さ せ た 後 、 二 次 抗 体
の 濃 度 を 各 々 1： 1000、 1： 2000及 び 1： 3000に 稀 釈 し て ELISA分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 そ の 結 果 、 1： 2000の 比 率 の 時 に グ ラ フ が 直 線 を な す た め 、 前 記 比 率 が 最 も 適 当 な 比 率
で あ る こ と を 確 認 し た (図 8)。
【 ０ ０ ６ ４ 】
<2-3> ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 決 定
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 決 定 す る た め に 一 次 抗 ヒ ト β i
g-h3抗 体 を 1： 2000、 二 次 抗 体 を 1： 2000に 稀 釈 し 、 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃
度 を 0.5μ g/ml及 び 1.0μ g/mlに し て ELISA分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 そ の 結 果 、 1.0μ g/mlと 0.5μ g/ml二 つ の 場 合 す べ て グ ラ フ が 直 線 を 示 し 、 定 量 的 範 囲 に
適 当 だ っ た け れ ど 1.0μ g/mlよ り 0.5μ g/mlが ピ ア ソ ン の 積 率 相 関 係 数 (R 2 )値 が 1に 近 い 形
態 で 現 れ 、 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 は 0.5μ g/mlの 時 が 最 も 適 当 で あ る こ と を 確 認 し た (図 9)。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 前 記 結 果 か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト β ig-h3標 準 蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 0.5μ g/ml
に し て 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗 体 の 稀 釈 比 率 は 、 各 々  1： 2000に し て 定 量 的 実
験 を 遂 行 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 前 記 結 果 を 基 に 下 記 数 式 1で 表 示 さ れ る ロ バ ー ド (Robard, 1971)の 公 式 に よ り ロ グ 変 換 (
log transformation)さ せ た 結 果 、 11ng/mlか ら 900ng/mlま で 直 線 を 形 成 し て 前 記 範 囲 が 測
定 可 能 範 囲 で あ る こ と を 確 認 し 、 前 記 反 応 条 件 が 10 ng/mlま で 測 定 で き る 感 度 を 持 っ て い
る こ と を 確 認 し た (図 10)。
<数 式 １ >
ｌ ｏ ｇ  ｂ =　 ｌ ｏ ｇ  ｅ ｂ / ( 1 0 0 - ｂ )

式 中 、 bは 抗 原 が 入 っ て い な い ウ ェ ル の 吸 光 度 に 対 す る 各 濃 度 で の パ ー セ ン ト 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 ３ ： 交 差 実 験 を 通 じ た マ ウ ス β ig-h3、 組 換 え β ig-h3 D-IV(1x)及 び β ig-h3 D-IV(
4x)蛋 白 質 の 定 量 的 範 囲 測 定
　  前 記 実 施 例 2と 同 様 な 方 法 で 、 マ ウ ス β ig-h3、 組 換 え β ig-h3 D-IV(1x)及 び β ig-h3 D
-IV(4x)を 使 用 し て 蛋 白 質 の 濃 度 、 一 次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 決 定 し た 。 詳 細
に は 、 各 蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 0.5μ g/mlに し 、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗
体 は 1： 2000に し て 定 量 的 実 験 を し た 。 ま た 一 次 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体 及 び 二 次 抗 体 は 1： 2
000に し て 定 量 的 実 験 を し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ の 結 果 、 す べ て の 場 合 に お い て グ ラ フ が 直 線 を 形 成 し 、 測 定 範 囲 も ま た  11ng/mlか ら
900ng/mlと お 互 い に 類 似 し て い る こ と を 確 認 し た (図 11及 び 図 12)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 前 記 の 結 果 か ら 、 標 準 蛋 白 質 は 、 ヒ ト β ig-h3、 マ ウ ス β ig-h3、 組 換 え β ig-h3 D-IV(1
x)及 び β ig-h3 D-IV(4x)中 の い ず れ の も の を 使 用 し て も 問 題 な く 、 一 次 抗 体 の 場 合 も 交 差
作 用 が あ る の で 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体 や 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体 中 の ど れ を 使 用 し て も 良 い こ と
を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ４ ： 腎 臓 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係
<4-1> 糖 尿 病 患 者 で の β ig-h3測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 臓 疾 患 の 病 理 機 序 に 重 要 な 役 割 を す る TGF-β に よ り β ig-h3の 発 現 が
強 力 に 誘 導 さ れ る こ と に 着 眼 し て 腎 臓 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係 を 確 認 し よ う と し
た 。 そ の た め に 本 発 明 者 ら は 、 ま ず 腎 臓 疾 患 を 起 こ す 代 表 的 な 疾 患 で あ る 糖 尿 病 患 者 を 対
象 に 尿 で の β ig-h3を 測 定 し た 。 詳 細 に は 、 糖 尿 病 患 者 の 尿 110μ lと 一 次 抗 体 (1： 1000)11
0μ lを 丸 プ レ ー ト に 添 加 し て 37℃ で 1時 間 半 の 間 培 養 し た 後 、 そ の 中 の 200μ lを 再 び β ig-
h3で 前 も っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト に 添 加 し て 常 温 で 30分 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、
二 次 抗 体 -基 質 反 応 中 止 液 で 反 応 を 中 止 さ せ ELISA分 析 (O.D 492nm)を 遂 行 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 そ の 結 果 、 マ イ ク ロ ア ル ブ ミ ヌ リ ア (microalbuminuria)を 含 む 糖 尿 病 性 腎 臓 疾 患 者 の 尿
β ig-h3の 濃 度 は 正 常 人 に 比 べ て 5倍 程 度 の 高 い 数 値 を 示 し 、 臨 床 的 に 糖 尿 病 性 腎 臓 疾 患 を
示 さ な い 患 者 に も β ig-h3の 濃 度 が 増 加 し た 。 糖 尿 病 性 腎 臓 疾 患 を 持 っ た 患 者 の 尿 β ig-h3
は 大 部 分 の 患 者 で 正 常 よ り 高 い 数 値 を 示 し 、 臨 床 的 に 腎 臓 疾 患 が 無 い 患 者 の 一 部 分 も 高 い
数 値 を 示 し た 。 前 記 の 結 果 か ら し て 、 尿 β ig-h3は 腎 臓 の 損 傷 程 度 を よ く 反 映 す る と 言 う
こ と が で き 、 特 に 臨 床 的 に 腎 臓 疾 患 を 示 さ な い 糖 尿 病 患 者 の 一 部 に も 高 い 数 値 を 示 す こ と
は 、 こ れ ら の 患 者 が 臨 床 的 に 示 す 明 確 な 腎 臓 機 能 障 害 は な い け れ ど 、 あ る 程 度 腎 臓 の 損 傷
を 負 っ て い る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 尿 の β ig-h3測 定 は 腎 臓 の 損 傷 を 早 期 に 反 映
す る 感 度 が 高 い 診 断 的 意 義 を 持 ち 、 既 存 の 腎 臓 機 能 を 反 映 す る ど ん な 検 査 よ り も 早 期 に 腎
臓 の 損 傷 を 反 映 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
<4-2> 糖 尿 病 誘 発 動 物 モ デ ル で の β ig-h3測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 尿 で の β ig-h3濃 度 が 糖 尿 病 患 者 の 腎 臓 損 傷 を 早 期 に 反 映 す る か ど う か
を 確 認 す る た め に 、 糖 尿 病 誘 発 動 物 モ デ ル で β ig-h3濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 SDラ ッ ト (Sprague-Dawley rat)に 糖 尿 病 誘 発 薬 物 で あ る ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン (streptozo
tosin)を 60mg/kg濃 度 で 腹 腔 内 に 注 射 し て 糖 尿 病 を 誘 発 さ せ た 。 血 糖 を 測 定 し て 糖 尿 病 が
誘 発 さ れ た こ と を 確 認 し て 、 5日 目 の 尿 を 24時 間 の 間 採 取 し て 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 様 な 方
法 で β ig-h3濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ の 結 果 、 糖 尿 病 誘 発 前 の β ig-h3濃 度 は 、 56.9± 6.4ng/ク レ ア チ ン mgだ っ た け れ ど 、
糖 尿 病 誘 発 後 5日 目 の 平 均 値 は 、 230.4± 131.8ng/ク レ ア チ ン mgで 、 β ig-h3濃 度 が 約 4倍 程
度 増 加 し た (図 13)。 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ た 後 、 各 個 体 で の β ig-h3濃 度 変 化 を 詳 し く 見 て み
る と す べ て の 個 体 が 糖 尿 病 誘 発 後 に 尿 β ig-h3濃 度 が 顕 著 に 増 加 す る こ と が 分 か っ た (図 14
)。 糖 尿 病 誘 発 5日 目 は 血 中 要 素 (urea)と ク レ ア チ ン 数 値 は 正 常 で 、 腎 臓 の 組 織 所 見 も 目 立
っ た 異 常 を 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 5日 目 の 尿 で β ig-h3数 値 が 顕 著 に 増 加 す る と い う
こ と は 既 存 の 検 査 法 で は 見 つ け 出 せ な い 腎 臓 の 微 細 な 損 傷 を 早 期 に 反 映 で き る こ と を 示 唆
す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
<4-3> 腎 臓 移 植 (kidney transplantation)手 術 患 者 で の β ig-h3測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 臓 移 植 手 術 前 と 後 の 患 者 の 尿 か ら β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し て 、 腎 臓 損
傷 と β ig-h3濃 度 と の 相 関 関 係 を 確 認 し よ う と し た 。 そ の た め に 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 様 な
方 法 で 腎 臓 移 植 手 術 前 と 後 の 患 者 で β ig-h3濃 度 を 測 定 し 、 そ の 結 果 を 表 2に 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

10

20

30

40

(14) JP 2005-527813 A 2005.9.15



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 そ の 結 果 、 腎 臓 移 植 手 術 前 に 高 い 数 値 の β ig-h3濃 度 が 手 術 が 成 功 的 に 終 わ っ た 患 者 の
場 合 に お い て 、 徐 々 に 下 が る こ と を 示 し 、 手 術 後 に 腎 臓 機 能 が 回 復 し な い 5番 の 患 者 の 場
合 に は 継 続 し て 高 い 数 値 を 維 持 し た 。 前 記 結 果 か ら 本 発 明 の β ig-h3の 濃 度 が 腎 臓 の 損 傷
を 鋭 敏 に 反 映 す る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
<4-4> 腎 不 全 症 患 者 で の β ig-h3測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 不 全 症 患 者 の 尿 を 採 取 し て 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 様 な 方 法 で β ig-h3の
濃 度 を 測 定 し た 結 果 、 す べ て の 患 者 で 正 常 よ り 顕 著 に 高 い β ig-h3濃 度 数 値 を 示 す こ と を
確 認 し た (表 3)。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
<4-5> 腎 臓 疾 患 関 連 患 者 で の β ig-h3測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 臓 と 関 連 し た 疾 患 を 病 む 患 者 に お い て 、 β ig-h3が 正 常 と 異 な っ て 発
現 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め に 、 腎 臓 移 植 後 正 常 な 人 の 場 合 、 移 植 受 け た 腎 臓 の 大 き さ
が 小 さ い 場 合 、 慢 性 拒 否 、 腎 盂 炎 の 再 発 及 び シ ク ロ ス ポ リ ン 毒 性 が 現 れ た 場 合 に 分 類 し て
前 記 患 者 の 尿 か ら β ig-h3の 濃 度 を 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 様 な 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ の 結 果 、 腎 臓 移 植 後 、 正 常 的 な 腎 臓 機 能 を 見 せ る 患 者 の 平 均 値 は 39.4 ng/ク レ ア チ ン
mgで あ る の に 対 し て 慢 性 拒 否 、 腎 盂 炎 の 再 発 及 び シ ク ロ ス ポ リ ン 毒 性 が あ る 患 者 で は 、 β
ig-h3の 濃 度 が 顕 著 に 増 加 し て 各 々 140.8、 175.4及 び 90.9 ng/ク レ ア チ ン mgを 示 し た (図 15
、 表 4)。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 腎 臓 移 植 後 再 発 に よ り β ig-h3濃 度 が 増 加 し た こ と が 治 療 に 反 応
す る に つ れ て 再 び 減 少 す る か ど う か 調 べ て み た 。 腎 臓 移 植 後 腎 盂 炎 (局 所 分 節 糸 球 体 硬 化
症 )が 再 発 し て 血 漿 交 換 術 を 受 け た 患 者 の 尿 β ig-h3濃 度 は 漸 次 減 少 す る も の と 現 れ た が 、
こ れ は 治 療 に 反 応 す る に つ れ て 尿 の β ig-h3の 濃 度 が 減 少 す る こ と が 分 か る も の で 治 療 反
応 の 指 標 と し て の 可 能 性 を 示 す も の で あ る (図 16)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
<4-6> 腎 臓 移 植 後 β ig-h3濃 度 に 及 ぼ す 影 響 分 析
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 臓 移 植 手 術 後 に 尿 β ig-h3の 濃 度 が ど の よ う に 変 化 す る か を 調 べ る た
め に 、 腎 臓 手 術 直 後 毎 日 、 尿 で  β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 そ の 結 果 、 生 き て い る ヒ ト の 腎 臓 や 脳 死 し た ヒ ト の 腎 臓 移 植 を 受 け 成 功 的 に 移 植 さ れ た
場 合 、 尿 β ig-h3の 濃 度 が 手 術 後 徐 々 に 減 少 し て 、 生 き て い る ヒ ト の 腎 臓 移 植 を 受 け た 場
合 は 4～ 5日 の 間 に 正 常 値 に 戻 り 、 脳 死 の ヒ ト の 腎 臓 移 植 の 場 合 は 6～ 7日 の 間 に 正 常 値 に な
っ た (図 17)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 移 植 し た 腎 臓 の 大 き さ が 小 さ く 移 植 さ れ た 腎 臓 は 正 常 で あ る が 腎 機 能 が 充 分 で な
い 場 合 は 、 血 中 ク レ ア チ ン 値 が 相 変 わ ら ず 高 い 反 面 、 尿 β ig-h3の 濃 度 は 正 常 に 戻 っ た 。
こ れ は 移 植 さ れ た 腎 臓 が 小 さ く て 患 者 の 老 廃 物 を 充 分 に 排 泄 で き な い け れ ど 腎 臓 自 体 は 正
常 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。 し た が っ て 、 腎 臓 の 損 傷 を 反 映 す る β ig-h3の 濃 度 は 正 常
に 戻 っ た こ と を 意 味 す る (図 17)。 反 面 、 腎 臓 移 植 が 失 敗 し た 場 合 、 尿 β ig-h3濃 度 の 変 動
が 激 し く 現 れ る 傾 向 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 見 て 、 尿 β ig-h3濃 度 の 測 定 は 腎 臓 の 損 傷 程 度 を 良 く 反 映 し て 腎 臓 疾 患
異 常 の 早 期 診 断 と 腎 臓 疾 患 の 進 行 と 治 療 効 果 判 定 の 良 い 指 標 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 上 記 の 結 果 か ら 、 尿 で の β ig-h3濃 度 は 腎 臓 の 損 傷 を 早 期 に 鋭 敏 に 反 映 す る た め 、 腎 臓
に 損 傷 を 与 え る 様 々 な 場 合 に お い て 診 断 的 に と て も 重 要 な 意 味 を 持 っ て い る こ と を 確 認 し
た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 ５ ： 肝 臓 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係
　 慢 性 肝 炎 患 者 が 肝 硬 化 に 進 行 し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と は 、 臨 床 的 に 非 常 に 重 要
な こ と で あ る が 、 現 在 、 そ の よ う な 診 断 法 が な い の が 実 情 で あ る 。 　 肝 硬 化 の 進 行 に 最 も
重 要 な 因 子 は 、 TGF-β で TGF-β に よ り 発 現 が 誘 導 さ れ る β ig-h3が 肝 硬 化 が 進 行 す る に つ
れ て 血 中 で そ の 濃 度 が 増 加 す る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 肝 硬 化 の 進 行 程 度 を 反 映 で き る 。 実
際 に 肝 炎 患 者 の 肝 組 織 の 免 疫 組 織 検 査 で β ig-h3が 肝 硬 化 の 程 度 が ひ ど い ほ ど 多 く 発 現 さ
れ る と 報 告 さ れ て い る 。 そ れ で 、 本 発 明 者 ら は 、 慢 性 肝 炎 患 者 を 組 織 検 査 結 果 を 基 準 に 等
級 (grade)と 段 階 (stage)に 分 け て 血 中 β ig-h3濃 度 と の 相 関 関 係 を 確 認 し た 。 慢 性 肝 炎 患
者 の 血 液 を 採 血 し て 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 じ 方 法 で β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を
下 記 の 表 5に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 そ の 結 果 、 慢 性 肝 炎 患 者 は 正 常 よ り 血 中 β ig-h3濃 度 が 高 い こ と を 確 認 し た 。 低 い 等 級
と 段 階 (1及 び 2)で の β ig-h3濃 度 が 高 い 等 級 と 段 階 (3)で の β ig-h3濃 度 よ り 高 い こ と を 確
認 し た 。 等 級 3と 段 階 3は 肝 硬 化 に 相 当 に 進 行 し た 状 態 で あ り す で に 肝 硬 化 の 活 動 が 頂 点 を
過 ぎ た 状 態 で あ る と い え 、 一 方 、 段 階 1と 2及 び 等 級  1と 2は 、 現 在 炎 症 反 応 が 活 溌 に 進 行
し て い る 活 動 状 態 で あ る と い え る 。 し た が っ て 、 血 中 β ig-h3の 濃 度 は 肝 硬 化 の 活 動 状 態
を 反 映 し 、 同 一 な 患 者 で 定 期 的 に 血 中 β ig-h3濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 患 者 の 肝 硬 化 へ
の 進 行 状 況 を 観 察 で き る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ６ ： リ ュ ウ マ チ 関 節 炎 患 者 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係
　 本 発 明 者 ら は 、 退 行 性 関 節 炎 (osteoarthritis)と リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 (rheumatoid arth
ritis)患 者 の 滑 膜 液 で 、 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 じ 方 法 で β ig-h3の 濃 度 を 測 定 し た (表 6)。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ の 結 果 、 リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 の 滑 膜 液 で 約 2倍 程 度 の 高 い β ig-h3濃 度 を 示 し た 。
前 記 結 果 か ら 滑 膜 液 で の β ig-h3濃 度 が 退 行 性 関 節 炎 と リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 の 診 断 に 有 用
に 使 用 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ７ ： 血 管 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係
<7-1> 糖 尿 病 誘 発 マ ウ ス の 損 傷 さ れ た 血 管 で の β ig-h3発 現 様 相 測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 血 管 に 損 傷 を お こ す 代 表 的 な 疾 患 で あ る 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ た マ ウ ス を 対
象 に 正 常 血 管 と 損 傷 血 管 で の β ig-h3の 発 現 様 相 を 免 疫 組 織 化 学 方 法 で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 そ の 結 果 、 正 常 組 織 (血 管 )よ り 糖 尿 病 が 誘 発 さ れ 損 傷 さ れ た マ ウ ス の 血 管 で β ig-h3蛋
白 質 が ず っ と 強 烈 に 発 現 さ れ て い る こ と を 確 認 し た (図 18)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
<7-2> 血 管 平 滑 筋 細 胞 で TGF-β に よ り 誘 導 さ れ る β ig-h3の 発 現 様 相 測 定
　 本 発 明 者 ら は 、 血 管 疾 患 の 病 理 機 序 に 重 要 な 役 割 を す る TGF-β に よ り β ig-h3の 発 現 が
強 力 に 誘 導 さ れ る 点 に 着 眼 し て 、 血 管 疾 患 と β ig-h3発 現 と の 相 関 関 係 を 確 認 し た 。 そ の
た め に 本 発 明 者 ら は 、 血 管 を 構 成 す る 細 胞 で あ る 血 管 平 滑 筋 細 胞 で TGF-β 1に よ り 誘 導 さ
れ る β ig-h3の 発 現 様 相 を 前 記 実 施 例 <4-1>と 同 じ 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 そ の 結 果 、 TGF-β 1の 量 が 増 加 す る ほ ど 、 β ig-h3の 発 現 が 増 加 す る こ と を 確 認 し た (図 1
9)。
【 ０ １ ０ １ 】
　 前 記 結 果 か ら 、 血 液 及 び 組 織 で の β ig-h3の 発 現 程 度 は 血 管 疾 患 の 損 傷 を 鋭 敏 に 反 映 す
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る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の β ig-h3蛋 白 質 の 定 量 方 法 が 血 管 疾 患 の 診 断 に 有 用 に 使 用 で き
る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
産 業 上 の 利 用 可 能 性
　 上 記 で 詳 し く 見 た よ う に 、 本 発 明 の β ig-h3測 定 法 は 、 ヒ ト β ig-h3、 マ ウ ス β ig-h3、
β ig-h3 D-IV(1x)ま た は β ig-h3 D-IV(4x)を 標 準 蛋 白 質 に 使 用 す る こ と に よ り 、 費 用 が 手
頃 で 多 様 な 体 液 か ら β ig-h3の 濃 度 を 正 確 に 診 断 で き る 。 検 体 で の β ig-h3濃 度 は TGF-β と
関 連 す る 医 学 的 症 状 で あ る 種 々 の 腎 臓 疾 患 、 肝 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 及 び 血 管 疾 患 を 早 期
に 鋭 敏 に 反 映 す る た め 、 前 記 疾 患 の 診 断 、 損 傷 程 度 及 び 進 行 程 度 を 反 映 す る 効 果 的 な 検 査
方 法 と し て 有 用 に 使 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ３ 】
【 図 １ 】 β ig-h3組 換 え 蛋 白 質 の 構 造 を 示 し た 模 式 図 で あ る 。 I、 II、 III及 び IV ：  各 ド
メ イ ン (domain) 。 斜 線 部 分 及 び 格 子 部 分 ： 塩 基 配 列 が 保 存 さ れ た 領 域 。 A： β ig-h3、 B：
ヒ ト β ig-h3、 C： マ ウ ス β ig-h3
【 図 ２ 】 β ig-h3の IVド メ イ ン (domain)の 反 復 に よ り 組 換 え ら れ た β ig-h3 D-IV蛋 白 質 の
幾 何 学 的 構 造 を 示 し た 概 略 図 で あ る 。 A： β ig-h3、 B： β ig-h3 D-IV(1x)、 C： β ig-h3 D-
IV(2x)、 D： β ig-h3 D-IV(3x)、 E： β ig-h3 D-IV(4x)
【 図 ３ 】 分 離 さ れ た β ig-h3組 換 え 蛋 白 質 の 電 気 泳 動 (electrophoresis)写 真 で あ る 。 1：
ヒ ト β ig-h3、 2： マ ウ ス β ig-h3
【 図 ４ 】 β ig-h3D-IV(1x、 2x、 3x、 4x) 蛋 白 質 を 電 気 泳 動 法 で 確 認 し た 写 真 で あ る 。 1：
β ig-h3 D-IV(1x)、 2： β ig-h3 D-IV(2x)、 3： β ig-h3 D-IV(3x)、 4： β ig-h3 D-IV(4x)
【 図 ５ 】 一 次 抗 体 を 利 用 し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト (western blot)で ヒ ト β ig-h3と マ ウ ス
β ig-h3を 確 認 し た 結 果 を 示 し た 電 気 泳 動 写 真 で あ る 。 1： ヒ ト β ig-h3、 2： マ ウ ス β ig-h
3
【 図 ６ 】 ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay)の 原 理 を 示 し た 概 略 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 一 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 黒 菱 形 ； 1 ：  200、 長 四 角 ； 1 ：
 400、 黒 三 角 ； 1 ：  800、 × ； 1 ：  1600、 ＊ ； 1 ：  2000、 楕 円 ； 1 ：  3200
【 図 ８ 】 二 次 抗 体 の 定 量 的 比 率 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 A ; 1： 1600で 一 次 抗 体 固 定 、 B ;
 1： 2000で 一 次 抗 体 固 定 、 黒 菱 形  ; 1： 1000で 二 次 抗 体 稀 釈 、 長 四 角  ; 1： 2000で 二 次 抗
体 稀 釈 、 楕 円  ; 1： 3000で 二 次 抗 体 稀 釈
【 図 ９ 】 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 の コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 黒 菱 形  ; 0.5μ g
/ml、 長 四 角 ; 1.0μ g/ml
【 図 １ ０ 】 交 差 実 験 を 通 じ て 、 ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 と マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 を 標 準 蛋 白 質 に
使 用 で き る こ と を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 黒 菱 形  ; ヒ ト β ig-h3蛋 白 質 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.
5μ g/ml、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000、 長 四 角  ; ヒ ト β ig-h3蛋
白 質 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一 次 抗 マ ウ ス β ig-h3 抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 200
0、 黒 三 角  ; マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3 抗 体
 1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000、 ×  ; マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、
一 次 抗 マ ウ ス β ig-h3 抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000
【 図 １ １ 】 交 差 実 験 を 通 し て 組 換 え β ig-h3 D-IV(1x)蛋 白 質 と 組 換 え β ig-h3 D-IV(4x)蛋
白 質 を 標 準 蛋 白 質 に 使 用 で き る こ と を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 Aの 黒 菱 形  ; β ig-h3 D-IV(1
x)コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000、 A
の 長 四 角  ; β ig-h3 D-IV(4x)コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一 次 抗 ヒ ト β ig-h3抗 体  1： 2
000、 二 次 抗 体  1： 2000、 Bの 黒 菱 形  ; β ig-h3 D-IV(1x)コ ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一
次 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000、 Bの 長 四 角  ; β ig-h3 D-IV(4x)コ
ー テ ィ ン グ 濃 度 0.5μ g/ml、 一 次 抗 マ ウ ス β ig-h3抗 体  1： 2000、 二 次 抗 体  1： 2000
【 図 １ ２ 】 腎 臓 組 織 内 で β ig-h3の 発 現 様 相 を 示 し た 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 写 真 で あ る 。 Aの
黒 三 角  ; S3 近 位 細 管 細 胞 (proximal tubular cell)の 基 底 膜 で の 発 現 様 相 、 Bの 黒 三 角  ;
 糸 球 体 ボ ウ マ ン 嚢 (Bowman's capsule)の 基 底 膜 で の 発 現 様 相 　 Bの 黒 矢 印  ; 皮 質 厚 上 肢
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細 胞 (cortical thick ascending limb cell)の 基 底 膜 で の 発 現 様 相
【 図 １ ３ 】 糖 尿 病 誘 発 ラ ッ ト の 尿 で β ig-h3を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 黒 塗
り  ; 対 照 群 、 白 抜 き  ; ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン (streptozotocin)を 投 与 し て 糖 尿 病 を 誘 発 し
た ラ ッ ト
【 図 １ ４ 】 図 13の 糖 尿 病 誘 発 ラ ッ ト の 尿 で β ig-h3を 測 定 し た 結 果 を 各 個 体 別 に 示 し た グ
ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 腎 臓 移 植 後 正 常 の 場 合 (normal)、 移 植 受 け た 腎 臓 の 大 き さ が 小 さ い 場 合 (Nephr
on underdose)、 慢 性 拒 否 (chronic rejection)、 腎 盂 炎 の 再 発 (Recurrent GN)及 び シ ク ロ
ス ポ リ ン 毒 性 (CyA toxicity)が 現 れ た 場 合 を 分 類 し て 尿 の β ig-h3蛋 白 質 の 濃 度 を 測 定 し
た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 腎 臓 移 植 手 術 後 、 局 所 性 分 節 性 糸 球 体 硬 化 症 (focal segmental glomeruloscle
rosis (FSGS))が 再 発 し て 血 漿 交 換 術 (plasmapheresis)治 療 を 受 け た 患 者 の 日 数 に よ る β i
g-h3蛋 白 質 の 濃 度 を 測 定 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 生 き て い る ヒ ト の 腎 臓 (Living donor)や 死 亡 し た ヒ ト の 腎 臓 (Cadaver donor)
、 移 植 し た 腎 臓 の 大 き さ が 小 さ く て 腎 機 能 が 充 分 で な い 場 合 (Underdose)ま た は 拒 否 (Reje
ction)患 者 の 尿 で 腎 臓 移 植 前 後 の β ig-h3蛋 白 質 の 濃 度 を 測 定 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 糖 尿 病 誘 発 マ ウ ス の 損 傷 し た 血 管 で の β ig-h3蛋 白 質 の 発 現 様 相 を 示 し た 免 疫
組 織 化 学 染 色 写 真 で あ る 。 A ; 正 常 血 管 組 織 、 B ; 損 傷 し た 血 管 組 織 、 L ; lumen
【 図 １ ９ 】 血 管 平 滑 筋 細 胞 培 養 で TGF-β 1に お よ る β ig-h3蛋 白 質 の 発 現 様 相 を 示 す グ ラ フ
で あ る 。 * ; p<0.05、 ** ; p<0.01
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 9日 (2004.9.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
1) β ig-h3蛋 白 質 fas-1 ド メ イ ン 組 換 え 蛋 白 質 、 そ
の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 製 造 す る 工 程 ;
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 特 異 リ ガ ン ド を 製 造 す る 工 程 ; 及
び
3) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 と 工 程 2の リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 反 応 を
利 用 し た 定 量 方 法 を 使 用 し て 被 検 試 料 中 に 含 ま れ た β ig-h3蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 を
含 む β ig-h3の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 工 程 2の リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 RNA、 DNA、 脂 質 、 蛋 白 質 、 有 機 化 合 物 及 び 無 機 化 合 物
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 工 程 3の リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 反 応 が 、 抗 原 抗 体 反 応 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
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　 前 記 抗 原 抗 体 反 応 が 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 澱 法 、 ELISA方 法 、 RIA、 蛋 白 質 チ ッ プ 、 ラ
ピ ッ ド ・ ア ッ セ イ 及 び マ イ ク ロ ア レ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 3に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 工 程 3の 抗 原 抗 体 反 応 が 、
1) β ig-h3蛋 白 質 fas-1 ド メ イ ン 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 を
基 質 (matrix)に コ ー テ ィ ン グ す る 工 程 ;
2) 前 記 工 程 1の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 を 被 検 試 料 と 反 応 さ せ る 工 程
;
3) 工 程 1の 吸 着 さ れ た 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 工 程 2の 反 応 物 を 添 加 し て 反 応 さ
せ た 後 、 洗 浄 す る 工 程 ; 及 び
4) 工 程 3の 反 応 物 に 2次 抗 体 を 添 加 し て 反 応 さ せ 吸 光 度 を 測 定 す る 工 程 (工 程 4)を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 β ig-h3蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト β ig-h3蛋
白 質 、 ま た は 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1乃 至 請 求 項 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 β ig-h3蛋 白 質 の 4番 目 fas-1 ド メ イ ン を 1個 乃 至 10個
を 反 復 し て 連 結 し た こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1乃 至 請 求 項 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 定 量
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 9及 び 配 列 番
号 ： 10か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 7に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 被 検 試 料 が 、 尿 、 血 液 ま た は 滑 膜 液 を 含 む 人 体 の す べ て の 体 液 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 定 量 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン に 対 す る 組 換 え 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は
誘 導 体 及 び β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 に 対 す
る 特 異 リ ガ ン ド を 含 む 腎 臓 疾 患 、 肝 臓 疾 患 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 ま た は 血 管 疾 患 に 対 す る 診 断
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 、 β ig-h3蛋 白 質 ま た は β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導
体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 RNA、 DNA、 脂 質 、 蛋 白 質 、 有 機 化 合 物 及 び 無 機 化 合 物 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 リ ガ ン ド が 、 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 11に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 緩 衝 溶 液 、 2次 抗 体 、 洗 浄 液 、 反 応 停 止 液 ま た は 発 色 基 質 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 12に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 β ig-h3蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 3で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト β ig-h3蛋
白 質 ま た は 配 列 番 号 ： 5で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る マ ウ ス β ig-h3蛋 白 質 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 β ig-h3蛋 白 質 の 4番 目 fas-1 ド メ イ ン を 1個 ま た は 2
個 乃 至 10個 を 反 復 し て 連 結 し た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 β ig-h3の fas-1 ド メ イ ン が 、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 9及 び 配 列 番
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号 ： 10か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 15に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

定量测定βig-h3蛋白质的方法和诊断试剂盒技术领域本发明涉及定量测定
βig-h3蛋白质的方法和使用其的诊断试剂盒。具体地，使用重组蛋白（包
括其片段或衍生物）与βig-h3蛋白或βig-h3蛋白及其配体的fas-1结构域的
特异性结合反应，其包含在测试样品体液中。测定针对βig-h3蛋白或βig-
h3蛋白的fas-1结构域的βig-h3蛋白质和重组蛋白质（包括其片段和衍生
物）的量的方法肾病包括配体，肝病，风湿病或心血管疾病。本发明的
定量方法和试剂盒可以有效地用作早期和急性诊断由肾病，肝病，类风
湿性关节炎或心血管疾病引起的损伤的程度和过程的方法。
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