
(57)【要約】

　本発明は、アルドラーゼ蛋白質を含む網膜血管疾患診

断用組成物を開示する。また、本発明は、前記蛋白質を

含む網膜血管疾患診断用キット、及び前記アルドラーゼ

蛋白質を血液と接触させ、形成された抗原－抗体複合体

の量を確認して網膜血管疾患を診断する方法を開示する

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ が ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ 、 そ の ７ ０ ％ 以 上 の
相 同 変 異 体 、 ま た は そ の 抗 原 性 断 片 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 網 膜 血 管 疾 患 が 糖 尿 病 網 膜 症 、 網 膜 浮 腫 及 び 老 人 性 黄 斑 変 性 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た
疾 患 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ が ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ 、 そ の ７ ０ ％ 以 上 の
相 同 変 異 体 、 ま た は そ の 抗 原 性 断 片 で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ ま た は Ｍ 抗 体 蛋 白 質 を さ ら に 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ を 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ 、 形 成 さ れ た 抗 原 － 自 己 抗 体 を 検 出 す る 段 階 を
含 む 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ア ル ド ラ ー ゼ が ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ 、 そ の ７ ０ ％ 以 上 の
相 同 変 異 体 、 ま た は そ の 抗 原 性 断 片 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 、 血 漿 ま た は 血 清 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ ま た は Ｍ 抗 体 蛋 白 質 を 添 加 す る 段 階 を さ ら に 含 む 請
求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 〔 技 術 分 野 〕
　 本 発 明 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 組 成 物 、 前 記 蛋 白 質 を 含 む 網
膜 血 管 疾 患 診 断 用 キ ッ ト 、 お よ び 前 記 ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 を 血 液 と 接 触 さ せ 、 形 成 さ れ た
抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 量 を 確 認 し て 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 〔 背 景 技 術 〕
　 一 般 に 、 糖 尿 病 は 、 微 細 血 管 系 に 病 変 を 起 こ す 複 雑 な 代 謝 性 疾 患 で あ る 。 こ れ は 全 身 組
織 に 広 範 囲 な 障 害 を 招 き 、 特 に 目 に 影 響 を 及 ぼ す 最 も 重 要 な 全 身 疾 患 の 一 つ で あ る (TH Le
e and YG Choi, Diabetic Vascular Complications, 1993, Korea Medical Book Publish
er, Seoul, Korea)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ の 中 で も 、 糖 尿 病 網 膜 症 は 、 最 も 激 し い 合 併 症 に 属 し 、 生 活 水 準 の 向 上 と 治 療 水 準 の
発 展 に よ り 糖 尿 病 患 者 の 寿 命 と 有 病 期 間 が 長 く な る に つ れ て 、 重 要 な 問 題 と し て 台 頭 し て
き た (Klein R. et al., Arch Ophthalmol., 102, 520-532, 1984)。 糖 尿 病 網 膜 症 は 、 血
管 障 害 に よ る 網 膜 の 病 変 が 網 膜 内 に 局 限 さ れ て い る 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 (non-prolifera
tive diabetic retinopathy、 Ｎ Ｐ Ｄ Ｒ )と 、 網 膜 か ら ガ ラ ス 体 腔 へ 新 生 血 管 組 織 が 浸 透 し
て い く 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 (proliferative diabetic retinopathy、 Ｐ Ｄ Ｒ )に 区 分 す る (G
reen, In: Spencer WH, ed., Ophthalmic Pathology: an atlas and textbook. 4th ed.,
 Philadelphia: WB Saunder; 1124-1129, 1996)。 糖 尿 病 網 膜 症 に よ る 視 力 損 傷 は 、 増 殖

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-528361 A 2006.12.14



型 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る ガ ラ ス 体 出 血 、 黄 斑 の 牽 引 網 膜 剥 離 と と も に 黄 斑 変 症 の た め で あ
る が 、 こ れ に 対 し て 手 術 治 療 と と も に レ ー ザ 治 療 の 効 用 性 が よ く 知 ら れ て い る (Diabetic 
Retinopathy Study Report Number 14, Int Ophthalmol Clin., 27, 239-253, 1987)。 こ
の 種 の 治 療 は 、 適 切 な 段 階 で 施 行 す る こ と に よ り 、 副 作 用 を 最 小 化 す る と と も に 視 力 喪 失
を 予 め 防 ぐ こ と が で き る 。 し た が っ て 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 診 断 は 、 適 切 な 手 術 時 期 を 確 保 す
る た め に 、 頻 繁 に 検 査 に よ っ て 行 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 糖 尿 病 網 膜 症 の 診 断 は 、 眼 底 の 特 徴 的 な 構 造 変 化 の 観 察 に よ っ て 行 わ れ る が 、 現 在 ま で
は 、 診 断 方 法 と し て 眼 科 で 行 わ れ る 眼 底 撮 影 に よ る 検 査 の み が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、
糖 尿 病 患 者 が 自 覚 症 状 と し て 視 力 の 異 常 を 感 じ ず 且 つ 定 期 的 な 眼 科 検 査 を 受 け な い 状 況 で
は 、 早 期 診 断 は 不 可 能 で あ る 。 こ れ に よ り 、 早 期 診 断 が 難 し く 、 予 防 及 び 手 術 時 期 を 逃 す
場 合 が 頻 繁 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 糖 尿 病 網 膜 症 を 正 確 に 早 期 診 断 す る た め の 方 法 が 要 求 さ れ て い る が 、 こ れ
に 関 す る 研 究 が 行 わ れ て い な い 実 情 で あ る 。
こ の よ う な 背 景 の 下 で 、 本 発 明 者 は 、 内 血 管 に 血 液 -眼 柵 (blood-ocular barrier)が 存 在
し 、 こ れ に よ り 網 膜 の 蛋 白 質 は 、 正 常 的 な 状 況 で は 免 疫 系 に 露 出 し な い が 、 糖 尿 病 網 膜 症
の よ う な 眼 球 内 血 管 の 疾 患 に お い て は 網 膜 蛋 白 質 が 免 疫 系 に 露 出 し て 自 己 抗 体 (autoantib
ody)が 生 成 さ れ る こ と も あ る こ と を 確 認 し た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 は 、 自 己 抗 体 を 生 成 す る
網 膜 蛋 白 質 を 見 出 し 、 そ の 中 で も ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に
よ り 、 網 膜 血 管 疾 患 を 正 確 に 診 断 す る こ と が で き る こ と を 確 認 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 〔 発 明 の 開 示 〕
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 組 成 物 を 提 供 す る こ と に あ る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ 、 形 成 さ れ た 抗 原 － 自 己
抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 〔 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 〕
一 つ の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 組 成 物 に 関 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 診 断 」 は 、 病 理 状 態 の 存 在 ま た は 特 徴 を 確 認 す る こ と を 意 味 す
る 。 本 発 明 の 目 的 上 、 診 断 は 網 膜 血 管 疾 患 を 確 認 す る こ と で あ る 。
本 発 明 に お い て 、 用 語 「 網 膜 血 管 疾 患 (retinal vascular disease)」 は 、 眼 球 内 血 管 に 網
膜 蛋 白 質 が 露 出 し た 全 て の 疾 患 を 意 味 す る 。 網 膜 血 管 疾 患 は 、 血 液 内 網 膜 蛋 白 質 に 対 す る
自 己 抗 体 を 生 成 さ せ 、 こ の よ う な 自 己 抗 体 の 生 成 を 確 認 す る こ と に よ り 、 疾 患 を 診 断 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 の 形 成 を 確 認 す る こ と に
よ り 、 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 上 、 網 膜 血 管 疾 患 は 、 ア ル ド
ラ ー ゼ の 自 己 抗 体 を 生 成 さ せ る 全 て の 網 膜 血 管 疾 患 を 含 み 、 そ の 例 と し て 糖 尿 病 網 膜 症 (d
iabetic retinopathy)、 老 人 性 黄 斑 変 性 (age-related macular degeneration)、 網 膜 浮 腫
な ど が あ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 最 も 好 ま し い 例 は 糖 尿 病 網 膜 症 で あ る 。 ア ル ド ラ ー
ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ り 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 及 び 増 殖 型 糖 尿 病 網
膜 症 の い ず れ も 効 果 的 に 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 自 己 抗 体 (autoantibody)」 は 、 外 部 抗 原 に 対 し て 免 疫 系 で 生 成
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さ れ る 抗 体 と は 異 な り 、 内 生 的 (endogenous)ま た は 天 然 の (native)基 質 に 対 し て 生 成 さ れ
た 抗 体 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 目 的 上 、 自 己 抗 体 は 、 網 膜 血 管 疾 患 の 際 に 露 出 す る 網 膜 蛋 白
質 に 対 し て 生 成 さ れ る 自 己 抗 体 を 意 味 す る 。 自 己 抗 体 を 生 成 さ せ る 網 膜 蛋 白 質 は 、 表 ２ に
記 述 さ れ て い る 。 前 記 自 己 抗 体 は 、 正 常 人 、 糖 尿 病 患 者 で は 検 出 さ れ な い か 或 い は 無 視 で
き る 水 準 で 検 出 さ れ る が 、 糖 尿 病 網 膜 症 な ど の 網 膜 血 管 疾 患 で は 自 己 抗 体 水 準 が 有 効 な 水
準 に 増 加 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 は 、 表 ２ に 記 述 さ れ た 網 膜 蛋 白 質 が 糖 尿 病 網 膜 症 な ど の 疾 患 発 病 と 共 に 自 己 抗
体 を 生 成 さ せ る 蛋 白 質 で あ る こ と を １ 次 元 及 び ２ 次 元 ウ エ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト (western i
mmunoblotting)分 析 で 確 認 し 、 こ れ ら 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ り 、 網
膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 表 ２ の 蛋 白 質 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 実 際 患 者 の 血 液 に 対 し て 実 験 を 行 っ た 結 果 、 ア ル ド
ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 検 出 を 用 い て 網 膜 血 管 疾 患 の 有 意 性 の あ る 診 断 を 行 う こ と が で
き る こ と を 確 認 し た 。 前 記 用 語 「 有 意 性 」 と は 、 診 断 し て 得 た 結 果 が 正 確 で あ っ て 妥 当 度
(validity)が 高 く 、 反 復 測 定 の 際 に も 一 貫 し た 結 果 を 出 す よ う に 信 頼 度 (reliability)が
高 い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 血 漿 、 血 清 、 血 液 な ど を 含 む 生 物 学 的 試 料 に 存 在 す る ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体
を 検 出 す る た め に 、 ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 を 抗 原 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 と 抗 原 － 抗 体 結 合 す る 抗 原 と し て 用
い ら れ る ア ル ド ラ ー ゼ は 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ 及 び ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ を 含 む 。
ア ル ド ラ ー ゼ は ３ つ の ア イ ソ エ ン ザ イ ム (isoenzyme)が 存 在 し 、 こ れ ら の 組 織 分 布 は 差 異
が あ る 。 ア ル ド ラ ー ゼ Ａ は 筋 肉 (muscle)お よ び 赤 血 球 細 胞 (red blood cell)に 、 ア ル ド ラ
ー ゼ Ｂ は 肝 (liver)、 腎 臓 (kidney)お よ び 小 腸 (small intestine)に 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ は 脳
(brain)及 び 神 経 組 織 (neuronal tissue)に 主 に 発 現 さ れ る 。 こ れ ら ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、 Ｂ 、
Ｃ 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 相 同 性 が 非 常 に 高 く 、 全 体 フ ォ ー ル ド さ れ た (overall fold)構 造
及 び 活 性 部 位 構 造 が 同 一 で あ る と 知 ら れ て い る (Arakaki et al., Protein Sci. 2004 Dec
, 13(12)3077-3084)。 ま た 、 こ れ ら ア ル ド ラ ー ゼ は 、 個 体 間 、 例 え ば ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ
ス な ど の 相 同 性 が 高 い も の と 知 ら れ て い る 。 抗 原 － 抗 体 結 合 体 の 形 成 が 抗 原 と 抗 体 の ア ミ
ノ 酸 配 列 情 報 に よ る 蛋 白 質 構 造 間 の 特 異 性 に よ っ て 相 互 作 用 が 決 定 さ れ る こ と を 考 慮 す る
と き 、 当 分 野 の 玄 人 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ だ け で な く 、
ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 及 び Ｂ も 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る こ と が 容 易 に 分 か る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 自 己 抗 体 検 出 の た め の 抗 原 と し て 使 用 で き る ア ル ド ラ ー ゼ は 、 自
己 抗 体 に 結 合 し て 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 限 り 、 ヒ ト 、 山 羊 、 牛 、 猿 、 羊 、 豚 、
マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト な ど の 動 物 に 由 来 し た ア ル ド ラ ー ゼ Ａ
、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ ま た は ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ で あ る 。 網 膜 血 管 疾 患 に よ っ て ア ル ド ラ ー ゼ Ａ 、
ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ に 対 す る 自 己 抗 体 は 形 成 さ れ て い な い た め 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ａ ま た は ア ル ド
ラ ー ゼ Ｂ を 検 出 抗 原 と し て 用 い る と し て も 、 交 差 反 応 の 可 能 性 は な い 。 後 述 す る 実 施 例 ４
及 び 実 施 例 ５ で は 、 ウ サ ギ の 筋 肉 か ら 入 手 し た ア ル ド ラ ー ゼ （ Sigma、 Ａ ２ ７ １ ４ ） を 、
自 己 抗 体 を 検 出 す る た め の 抗 原 と し て 使 用 し 、 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 及 び 非 増 殖 型 糖 尿
病 網 膜 症 患 者 を 正 常 人 及 び 糖 尿 病 の み を 病 ん で い る 患 者 か ら 区 別 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 で ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に 対 す る 抗 原 と し て 使 用 す る ア ル ド ラ
ー ゼ は ア ル ド ラ ー ゼ 変 異 体 を 含 み 、 こ の よ う な 変 異 体 と し て は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 例 示
す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 」 は 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 配
列 と は 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 し 、 自 然 に 発 生 し 或 い は
人 為 的 に 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 は 、 欠 失 、 挿 入 、 非 保 全 的 ま た は
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保 全 的 置 換 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ る 変 異 体 を 含 む 。 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 の 相
同 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 相 同 性 (homology)」 と は 、 天 然 型 (wild type)の ア ミ ノ 酸 配 列
と 同 一 の 程 度 を 示 す こ と で あ る 。 相 同 性 の 比 較 は 、 肉 眼 で 、 或 い は 購 入 し 易 い 比 較 プ ロ グ
ラ ム を 用 い て ２ つ 以 上 の 配 列 間 の 相 同 性 を 百 分 率 （ ％ ） で 計 算 す る こ と が で き る 。 本 発 明
は 、 天 然 型 の ア ル ド ラ ー ゼ を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 と ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ０
％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 ア ル ド ラ ー ゼ 変 異 体 は 、 天 然 蛋 白 質 と 同 一 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 機 能 的 等 価 物 、 ま
た は 好 ま し く は 自 己 抗 体 と の 結 合 親 和 力 が 増 加 し 或 い は 結 合 特 異 性 が 増 加 し た 変 異 体 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に 対 す る 抗 原 と し て 使 用 す る
ア ル ド ラ ー ゼ は 、 前 記 ア ル ド ラ ー ゼ に 対 す る 抗 原 性 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 抗 原 性 断 片 (antigenic fragment)」 は 、 抗 体 、 具 体 的 に ア ル ド
ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 (Ag binding site)に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
可 能 な 一 つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 断 片 を 意 味 す る 。 具 体 的 に 、 抗 原 性 断 片 は 、 ア ル ド ラ
ー ゼ Ａ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ ま た は そ の 変 異 体 に 断 片 と し て 一 つ 以 上 の エ ピ
ト ー プ を 含 む 。 断 片 の 長 さ は 、 自 己 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 抗 原 と し て 作 用
す る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 ア ル ド ラ ー ゼ は 、 当 該 分 野 に 広 く 知 ら れ て い る 様 々 な 方 法 で 獲 得 す る こ と が で き る
。 天 然 か ら 抽 出 及 び 精 製 す る こ と が で き 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い る 化 学 的 合 成 方 法
ま た は 無 細 胞 蛋 白 質 合 成 シ ス テ ム を 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を
用 い る こ と に よ り 、 動 物 細 胞 ま た は 微 生 物 か ら 組 み 換 え 型 の 蛋 白 質 を 分 離 及 び 精 製 す る こ
と が で き る 。 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い る 場 合 、 ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 を
適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 し て ア ル ド ラ ー ゼ が 発 現 す
る よ う に 宿 主 細 胞 を 培 養 し た 後 、 宿 主 細 胞 か ら ア ル ド ラ ー ゼ を 回 収 す る 過 程 で 収 得 す る こ
と が で き る 。 ア ル ド ラ ー ゼ を 分 離 及 び 精 製 す る た め に 、 通 常 の 生 化 学 分 離 技 術 、 例 え ば 蛋
白 質 沈 澱 剤 に よ る 処 理 （ 塩 析 法 ） 、 遠 心 分 離 、 超 音 波 破 砕 、 限 外 濾 過 、 透 析 法 、 分 子 篩 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ゲ ル 濾 過 ） 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い る こ と が で き 、
通 常 高 純 度 の 蛋 白 質 を 分 離 す る た め に こ れ ら を 組 み 合 わ せ て 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に 対 す る 抗 原 と し て 使 用 す る ア ル ド ラ ー ゼ の
具 体 的 な 例 示 と し て 、 ヒ ト ア ル ド ラ ー ゼ Ａ は 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 （ GenBank NP_908932,
 NP_908930） 、 ヒ ト ア ル ド ラ ー ゼ Ｂ は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ GenBank NP_000026, C
AI14615） 、 ヒ ト ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ は 配 列 番 号 ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ GenBank AAP35652, NP_00
515） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 キ ッ ト に 関 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 キ ッ ト は 、 生 物 学 的 試 料 で ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 の 水 準 を 測 定 し て 網 膜
血 管 疾 患 を 診 断 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 調 べ る た め に
、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に 反 応 す る 抗 原 と し て 作 用 す る ア ル ド ラ ー ゼ 蛋 白 質 を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-528361 A 2006.12.14



　 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 調 べ る 免 疫 分 析 方 法 と し て は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ (enzyme-linked immunosorbent assay)、 放 射 線 免 疫 分 析 (Ｒ Ｉ Ａ ： radioimmunoa
ssay)、 放 射 免 疫 拡 散 法 (radioimmunodiffusion)、 オ ク タ ロ ニ ー (Ouchterlony)免 疫 拡 散 法
、 ロ ケ ッ ト (rocket)免 疫 電 気 泳 動 、 組 織 免 疫 染 色 、 免 疫 沈 澱 分 析 法 (Immunoprecipitation
 Assay)、 補 体 固 定 分 析 法 (Complement Fixation Assay)、 免 疫 蛍 光 法 (Immunofluorescenc
e)、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 、 蛋 白 質 チ ッ プ (protein chip)な ど が あ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 キ ッ ト は 、 自 己 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る ア ル ド ラ ー ゼ だ け
で な く 、 免 疫 学 的 分 析 に 使 用 さ れ る 当 該 分 野 で 一 般 に 用 い ら れ る 道 具 や 試 薬 な ど が 含 ま れ
る 。 こ の よ う な 道 具 ／ 試 薬 と し て は 、 適 切 な 担 体 、 検 出 可 能 な 信 号 を 生 成 す る こ と が 可 能
な 標 識 物 質 、 溶 解 剤 、 洗 浄 剤 、 緩 衝 剤 、 安 定 化 剤 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い
。 標 識 物 質 が 酵 素 の 場 合 に は 、 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と が 可 能 な 基 質 及 び 反 応 停 止 剤 を 含
む こ と が で き る 。 本 発 明 の 診 断 用 キ ッ ト は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ イ ク ロ
プ レ ー ト 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク デ バ イ ス 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 ス ト リ ッ プ 、 放 射
分 割 免 疫 検 定 デ バ イ ス 、 フ ロ ー ス ル ー (flow-through)デ バ イ ス な ど の タ イ プ で あ っ て も よ
い 。 ま た 、 本 発 明 の 診 断 用 キ ッ ト は 陽 性 標 準 対 照 区 及 び 陰 性 標 準 対 照 区 を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 診 断 キ ッ ト は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 診 断 キ ッ ト で あ る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 固 体 支 持 体 に
付 着 し た 抗 原 を 認 知 す る 抗 体 の 複 合 体 で 捕 獲 抗 体 を 認 知 す る 、 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 用 い
る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 固 体 支 持 体 に 付 着 し た 抗 体 と 抗 原 の 複 合 体 で 抗 原 を 認 知 す る 別 の 抗 体 と 反
応 さ せ た 後 、 こ の 抗 体 を 認 知 す る 、 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 用 い る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
な ど 様 々 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 固 体 支 持 体 に 抗 原 を 付 着 さ せ 、 血 清
試 料 を 反 応 さ せ た 後 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 抗 体 を 認 知 す る 、 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 付 着 さ
せ て 酵 素 的 に 発 色 さ せ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の よ う な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 出 方 法 を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト は 、 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る
自 己 抗 体 に 結 合 す る 、 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 を 含 む 。 検 出 ラ ベ ル で 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 は 、
好 ま し く は 抗 － ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ ま た は 抗 － ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｍ 抗 体 で あ る 。 ２ 次
抗 体 は 、 検 出 用 抗 体 (detection antibody)と し て 作 用 す る 。 ２ 次 抗 体 は 、 検 出 ラ ベ ル (det
ection label)を 有 す る の で 、 検 出 ラ ベ ル の シ グ ナ ル の 大 き さ を 測 定 す る こ と に よ り 、 自
己 抗 体 の 量 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 検 出 ラ ベ ル は 、 酵 素 、 蛍 光 物 、 リ ガ ン ド 、 発 光 物 、 微 粒 子 (microparticle)、 レ ド ッ ク
ス 分 子 及 び 放 射 線 同 位 元 素 か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き 、 必 ず し も こ れ に 制 限
さ れ る の で は な い 。 検 出 ラ ベ ル と し て 酵 素 が 用 い ら れ る 場 合 、 利 用 可 能 な 酵 素 と し て は 、
β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 β － Ｄ － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー
ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、
グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ と Ｇ Ｄ Ｐ ａ ｓ ｅ 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 、 グ ル コ ー ス オ キ
シ ダ ー ゼ と ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 デ カ
ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ な ど が あ り 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 蛍 光 物 と し て は 、
フ ル オ レ シ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ン 酸 塩 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、
ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ － フ タ ル ア ル デ ヒ ド 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン な ど が あ り 、 こ れ に 制 限
さ れ な い 。 リ ガ ン ド と し て は ビ オ チ ン 誘 導 体 な ど が あ り 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 発 光 物 と
し て は 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど が あ り 、 こ れ に 制
限 さ れ な い 。 微 粒 子 と し て は コ ロ イ ド 金 、 着 色 し た ラ テ ッ ク ス な ど が あ り 、 こ れ に 制 限 さ
れ な い 。 レ ド ッ ク ス 分 子 に は 、 フ ェ ロ セ ン 、 ル テ ニ ウ ム 錯 化 合 物 、 ビ オ ロ ゲ ン 、 キ ノ ン 、
Ｔ ｉ イ オ ン 、 Ｃ ｓ イ オ ン 、 ジ イ ミ ド 、 １ ， ４ － ベ ン ゾ キ ノ ン 、 ヒ ド ロ キ ノ ン 、 Ｋ ４ Ｗ （ Ｃ
Ｎ ） ８ 、 ［ Ｏ ｓ （ ｂ ｐ ｙ ） ３ ］ ２ ＋ 、 ［ Ｒ ｕ （ ｂ ｐ ｙ ） ３ ］ ２ ＋ 、 ［ Ｍ Ｏ （ Ｃ Ｎ ） ８ ］ ４
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－ な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。 放 射 線 同 位 元 素 に は ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、
３ ５ Ｓ 、 ３ ６ Ｃ ｌ 、 ５ １ Ｃ ｒ 、 ５ ７ Ｃ ｏ 、 ５ ８ Ｃ ｏ 、 ５ ９ Ｆ ｅ 、 ９ ０ Ｙ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３
１ Ｉ 、 １ ８ ６ Ｒ ｅ な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 様 態 と し て 、 本 発 明 は 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ 、 形 成 さ れ た 抗 原
－ 自 己 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 前 記 分 析 方 法 に よ り 、 対 照 区 に お け る 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 と 比 較 、 判 断 し て 糖 尿 病 網
膜 症 な ど の 網 膜 血 管 疾 患 が 疑 わ れ る 患 者 の 実 際 疾 患 患 者 如 何 を 診 断 す る こ と が で き る 。
ア ル ド ラ ー ゼ 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ る 生 物 学 的 試 料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 な ど を 含 む が 、 こ
れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 (antigen-autoantibody complex)」 は 、
ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 (Anti-aldolase C autoantibodies)と ア ル ド ラ ー ゼ 抗 原
と の 結 合 物 を 意 味 す る 。 前 記 複 合 体 の 形 成 量 は 、 自 己 抗 体 に 反 応 す る ２ 次 抗 体 を 用 い て 定
量 的 に 測 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 例 え ば 、 網 膜 血 管 疾 患 を 診 断 す る 方 法 は 、 １ ） ア ル ド ラ ー ゼ を 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ
て 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 と 、 ２ ） 前 記 自 己 抗 体 に 対 す る 標 識 さ れ た ２ 次 抗
体 を 処 理 す る 段 階 と 、 ３ ） 標 識 さ れ た ２ 次 抗 体 の シ グ ナ ル の 大 き さ を 測 定 す る 段 階 と を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 際 、 陽 性 標 準 対 照 区 及 び ／ ま た は 陰 性 標 準 対 照 区 を 用 い て 対 照 区 と 検 出 試 料 中 の 抗
原 － 自 己 抗 体 複 合 体 形 成 量 の 間 に 有 意 的 な 差 異 が あ る か を 、 絶 対 的 （ 例 ： μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） ま
た は 相 対 的 （ 例 ： シ グ ナ ル の 相 対 強 度 ） の 差 異 か ら 調 べ る こ と に よ り 、 網 膜 血 管 疾 患 を 診
断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 に お い て 、 抗 原 － 自 己 抗 体 複 合 体 の 形 成 に 用 い ら れ る 抗 原 は 、 上 述 し た よ う な ア ル
ド ラ ー ゼ の 様 々 な ア イ ソ エ ン ザ イ ム 、 そ の 変 異 体 ま た は 断 片 だ け で な く 、 抗 － イ デ ィ オ タ
イ プ 抗 体 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に お い て 、 用 語 「 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 (anti-idioty
pe antibody)」 と は 、 抗 体 の 可 変 部 位 構 造 、 す な わ ち イ デ ィ オ タ イ プ 部 位 に 対 す る 抗 体 を
抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と い う 。 本 発 明 の 目 的 上 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は ア ル ド ラ ー
ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 に 対 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 但 し 、 下 記 実 施 例 は 、 本 発 明 を
具 体 的 に 例 示 す る た め に 提 供 さ れ る も の で 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ て は
な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 〔 実 施 例 １ ： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 用 い た ヒ ト 網 膜 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 の 分 析 〕

ヒ ト 眼 球 （ 韓 国 ソ ウ ル の Shinchon Severance病 院 ） か ら 網 膜 の み を 分 離 し た 後 、 食 塩 水 で
数 回 洗 い 出 し た 。 ProteoPrep Universal Universal Extraction Kit（ Sigma、 Ｓ ２ ８ １ ３
） を 用 い て 細 胞 質 分 画 (cytosol fraction)と 膜 分 画 (membrane fraction)を 分 離 し た 後 、 P
ierce BCA Protein Assay Kit 23227（ Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ 、 米 国 ） を 用 い て 網 膜 蛋 白 質 を 定 量
し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
網 膜 蛋 白 質 ３ ０ μ ｇ を １ ２ ％ の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に
移 し た 後 、 正 常 人 、 糖 尿 患 者 （ Ｄ Ｍ ） 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 （ Ｎ Ｐ Ｄ Ｒ ） 及 び 増 殖
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ヒ ト 網 膜 蛋 白 質 の 分 離

正 常 人 及 び 患 者 血 清 に 対 す る 網 膜 蛋 白 質 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト



型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 （ Ｐ Ｄ Ｒ ） の 血 清 （ 韓 国 ソ ウ ル の Shinchon Severance病 院 ） 中 の 抗 体
と 反 応 さ せ 、 そ の 後 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 － ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 抗 体 （ KOMA
 Biotech Inc., 韓 国 ） を ２ 次 抗 体 と し て 用 い て ウ エ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト し て 自 己 抗 体 の
存 在 を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 図 １ 及 び 表 １ に ま と め て 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
表 １ に お い て 、 Ｄ Ｍ は 糖 尿 患 者 、 Ｎ Ｐ Ｄ Ｒ は 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 、 Ｐ Ｄ Ｒ は 増 殖 型
糖 尿 病 網 膜 症 患 者 を 意 味 す る 。 ＋ は 陽 性 バ ン ド が 現 わ れ た こ と を 意 味 し 、 そ の 個 数 は バ ン
ド の 強 度 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 〔 実 施 例 ２ ： ヒ ト 網 膜 蛋 白 質 の ２ 次 元 ゲ ル ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 〕

網 膜 蛋 白 質 を 、 ２ つ の 異 な る 特 性 を 用 い る 段 階 的 分 離 法 で あ る ２ 次 元 電 気 泳 動 で 分 離 さ せ
た 。 第 １ 過 程 は 、 蛋 白 質 に 電 気 的 刺 激 を 加 え て 蛋 白 質 要 素 の ｐ Ｈ に よ る 蛋 白 質 移 動 （ ｐ Ｈ
３ ～ １ ０ ） を 行 い 、 第 ２ 過 程 は 、 蛋 白 質 の そ れ ぞ れ の 分 子 量 に 応 じ て ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
（ ８ ～ １ ８ ％ ） 上 で 蛋 白 質 移 動 を 行 っ た 。 １ 次 元 電 気 移 動 （ ｐ Ｈ に よ る 蛋 白 質 移 動 ） は 、
ゲ ル 当 た り ５ ０ ｍ Ａ の 電 流 で １ ２ 時 間 移 動 さ せ 、 ２ 次 元 電 気 移 動 （ 分 子 量 に よ る 蛋 白 質 移
動 ） は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 上 に お い て ゲ ル 当 た り ５ ０ ｍ Ａ で ６ 時 間 電 気 移 動 さ せ た 。 こ
の よ う に 移 動 し た 蛋 白 質 を Coomassie Brilliant Blue-250染 色 薬 及 び 銀 染 色 法 で 染 色 し て
存 在 を 確 認 し た 。 こ の よ う な ゲ ル は 同 一 の 方 法 で ４ 枚 が 作 ら れ る が 、 １ 枚 の ゲ ル は 正 常 人
が 持 っ て い る 蛋 白 質 の ２ 次 元 ゲ ル 上 の 分 布 を 確 認 し て み る 。 そ の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２
に 表 示 さ れ た 数 字 は 表 ２ の ス ポ ッ ト 番 号 を 示 す 。 残 り ３ 枚 は そ れ ぞ れ ４ 部 分 に キ リ 分 け て
ウ エ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
２ 次 元 電 気 泳 動 の 施 さ れ た ゲ ル を 正 常 人 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 お よ び 増 殖 型 糖 尿 病
網 膜 症 患 者 の 血 清 を 用 い て 実 施 例 １ の 方 法 で ウ エ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト し て 自 己 抗 体 の 位 置
を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を そ れ ぞ れ 図 ３ ａ 、 図 ３ ｂ 及 び 図 ３ ｃ に 示 す 。
正 常 人 の 抗 体 と 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 液 内 抗 体 と の 差 異 を コ ン ピ ュ ー タ で イ メ ー ジ 分 析 ソ
フ ト ウ ェ ア Ｐ ｈ ｏ ｒ ｅ ｔ ｉ ｘ (Nonlinear dynamics、 英 国 )を 用 い て 分 析 し た 。 こ れ ら ２ 群
間 の 分 析 結 果 を ２ 次 元 ゲ ル に 代 入 し て 得 た ス ポ ッ ト (spot)を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ を 用 い て
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２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動

ウ エ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト



分 析 し て 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 液 に 表 ２ の 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 が 形 成 さ れ る こ と を 確
認 し た 。 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 に 現 わ れ る 自 己 抗 体 に 対 す る 抗 原 蛋 白 質 を 表 ２ に ま と め て 示 す
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
〔 実 施 例 ３ ： ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ Ｂ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ る 糖 尿 病 網 膜 症 の 診 断 〕
　 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ Ｂ を 用 い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ っ て 糖 尿 患 者 の 中 で も 糖 尿 病 網 膜 症
患 者 の 血 清 を 識 別 す る こ と が で き る か を 調 べ よ う と し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 病 院 （ 韓 国 ソ ウ ル の Shinchon Severance病 院 ） か ら 得 た ３ 名 の 正 常 人 、 １ ０ 名 の 糖 尿 病
網 膜 症 の な い 糖 尿 患 者 、 ２ ０ 名 の 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 そ れ ぞ れ の 血 清 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま ず 、 Ｅ Ｉ Ａ ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 各 ウ ェ ル 当 た り コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ （ ５ ０ ｍ Ｍ  
Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 ｐ Ｈ ９ ． ０ ） に １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 で 溶 解 さ れ た ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ Ｂ
（ Sigma、 Ｃ ６ ６ ３ ８ ） １ ０ ０ μ Ｌ （ 各 ウ ェ ル 当 た り １ μ ｇ の 蛋 白 質 ） を 常 温 で １ 時 間 反
応 さ せ て コ ー テ ィ ン グ し 、 ４ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ (phosphate buffer saline、 ０ ． ０ ５ ％
 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ )で ２ 回 そ れ ぞ れ １ ０ 分 間 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ (bov
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ine serum albumin)を 含 ん だ Ｐ Ｂ Ｓ で 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で 希 釈 さ れ た 患 者 の 血 清 を １
０ ０ μ Ｌ 仕 込 み 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 回 洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン Ｇ 抗 体 （ KOMA Biotech Inc., 韓 国 ） を 希 釈 し て １ ０ ０ μ Ｌ 仕 込 ん で １ 時 間 反 応 さ せ
た 。 反 応 完 了 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し て か ら 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｏ Ｐ Ｄ （ ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ
ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド ） 及 び ０ ． ０ ３ ％ Ｈ ２ Ｏ ２ 含 有 の ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 － リ ン 酸 塩
バ ッ フ ァ （ ｐ Ｈ ４ ． ９ ） １ ０ ０ μ Ｌ を 仕 込 ん で 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 後 、 ３ Ｍ 硫 酸 を
１ ０ ０ μ Ｌ 仕 込 ん で 反 応 を 停 止 さ せ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー を 用 い て ４ ５ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 を
測 定 し た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ の 結 果 、 吸 光 度 平 均 値 は 、 正 常 人 の 場 合 に は ０ ． ０ ４ 、 糖 尿 の み を 病 ん で い る 患 者 の
場 合 に は ０ ． ０ ５ 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 を 病 ん で い る 患 者 の 場 合 に は ０ ． ０ ８ ． 増 殖 型
糖 尿 病 網 膜 症 を 病 ん で い る 患 者 の 場 合 に は ０ ． ０ ８ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 及 び 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 清 内 の ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ
Ｂ に 対 す る 自 己 抗 体 の 量 は 、 正 常 人 及 び 糖 尿 の み を 病 ん で い る 患 者 に 比 べ て 増 加 し て お り
、 こ れ を ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ Ｂ を 抗 原 と し て 用 い て 効 果 的 に 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 〔 実 施 例 ４ ： ア ル ド ラ ー ゼ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ る 糖 尿 病 網 膜 症 の 診 断 〕
ア ル ド ラ ー ゼ を 抗 原 と し て 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ っ て 、 血 清 中 の ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対
す る 自 己 抗 体 を 検 出 し て 糖 尿 病 網 膜 症 を 診 断 し た 。 本 実 施 例 に 使 用 し た ア ル ド ラ ー ゼ 抗 原
は 、 市 販 中 の ア ル ド ラ ー ゼ で あ っ て 、 ウ サ ギ の 筋 肉 か ら 由 来 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 病 院 （ 韓 国 ソ ウ ル の Shinchon Severance病 院 ） か ら 得 た ３ 名 の 正 常 人 、 １ ０ 名 の 糖 尿 病
網 膜 症 の な い 糖 尿 患 者 、 ２ ０ 名 の 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の そ れ ぞ れ の 血 清 を 使 用 し た 。 ま ず 、
Ｅ Ｉ Ａ ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 各 ウ ェ ル 当 た り コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ （ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｈ Ｃ
Ｏ ３ 、 ｐ Ｈ ９ ． ０ ） に １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 で 溶 解 さ れ た ア ル ド ラ ー ゼ （ Sigma、 Ａ ２ ７
１ ４ ） １ ０ ０ μ Ｌ （ 各 ウ ェ ル 当 た り １ μ ｇ の 蛋 白 質 ） を 常 温 で １ 時 間 反 応 さ せ て コ ー テ ィ
ン グ し 、 ４ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ２ 回 そ れ ぞ れ １ ０ 分 間 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 １
％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 ん だ Ｐ Ｂ Ｓ で 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ バ ッ フ ァ で 希 釈 さ れ た 患 者 の 血 清 １ ０ ０
μ Ｌ を 仕 込 ん で １ 時 間 反 応 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 回 洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た
抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 抗 体 （ KOMA Biotech Inc., 韓 国 ） を 希 釈 し て １ ０ ０ μ Ｌ を 仕 込
ん で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 完 了 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し て か ら 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｏ Ｐ Ｄ
及 び ０ ． ０ ３ ％ Ｈ ２ Ｏ ２ が 含 有 さ れ た ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 － リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ （ ｐ Ｈ ４ ． ９
） １ ０ ０ μ Ｌ を 仕 込 ん で 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 後 、 ３ Ｍ の 硫 酸 を １ ０ ０ μ Ｌ 仕 込 ん で
反 応 を 停 止 さ せ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー を 用 い て ４ ５ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果
を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 そ の 結 果 、 吸 光 度 平 均 値 は 、 正 常 人 の 場 合 に は ０ ． ７ ８ 、 糖 尿 の み を 病 ん で い る 患 者 の
場 合 に は ０ ． ８ ４ 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 を 病 ん で い る 患 者 の 場 合 に は ０ ． ９ ８ ． 増 殖 型
糖 尿 病 網 膜 症 を 病 ん で い る 患 者 の 場 合 に は １ ． ０ で あ っ て 、 正 常 人 を 基 準 と し て 糖 尿 の み
を 病 ん で い る 患 者 に 比 べ て 糖 尿 病 網 膜 症 （ 増 殖 型 お よ び 非 増 殖 型 ） 患 者 は 、 約 ３ 倍 以 上 の
吸 光 度 差 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 述 か ら 立 証 さ れ る よ う に 、 ア ル ド ラ ー ゼ を 抗 原 と し て 用 い て 血 清 内 の ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ
に 対 す る 自 己 抗 体 の 増 加 を 検 出 す る こ と に よ り 、 糖 尿 病 網 膜 症 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 〔 実 施 例 ５ ： ア ル ド ラ ー ゼ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法 に よ る 糖 尿 病 網 膜 症 治 療 後 の 分 析 〕
手 術 な ど で 治 療 さ れ た 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 結 果 を 察 す る こ と が で き る か を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 方 法
に よ っ て 調 べ た 。 病 院 （ 韓 国 ソ ウ ル の Shinchon Severance病 院 ） か ら 得 た 糖 尿 病 網 膜 症 が
引 き 続 き 進 行 中 の 患 者 ６ 名 、 手 術 な ど で 糖 尿 病 網 膜 症 が 治 療 さ れ た 患 者 １ １ 名 の 血 清 を 使
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用 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 実 施 例 ４ と 同 一 の 方 法 で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 い 、 ４ ５ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 を 測 定 し て そ の 結 果 を
図 ６ に 示 す 。 そ の 結 果 、 吸 光 度 平 均 値 は 、 手 術 な ど で よ く 治 療 さ れ た 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の
場 合 に は ０ ． １ １ ２ 、 治 療 に も 拘 ら ず 糖 尿 病 網 膜 症 が 引 き 続 き 進 行 中 の 患 者 の 場 合 に は ０
． ４ ５ １ で あ っ て 、 約 ３ 倍 以 上 の 吸 光 度 差 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 よ く 治 療 さ れ た 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 場 合 、 血 清 内 ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ の 自 己 抗 体 の 量 が 減 少
す る こ と が 分 か り 、 こ れ に よ り ア ル ド ラ ー ゼ Ｃ に 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ り 、
糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 治 療 動 向 を 効 果 的 に 察 す る こ と が で き る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 例 と 図 面 に 示 し た 構 成 は 、 本 発 明 の 最 も 好 適 な 一 実 施 例 に 過
ぎ ず 、 本 発 明 の 技 術 的 思 想 を 全 て 代 弁 す る も の で は な い の で 、 本 出 願 時 点 に お い て こ れ ら
を 代 替 す る こ と が 可 能 な 様 々 な 均 等 物 と 変 形 例 が あ り う る こ と を 理 解 し な け れ ば な ら な い
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 〔 産 業 上 の 利 用 可 能 性 〕
　 本 発 明 の 網 膜 血 管 疾 患 診 断 用 組 成 物 、 こ れ を 含 む キ ッ ト 及 び こ れ を 用 い た 分 析 方 法 を 利
用 す る と 、 網 膜 血 管 疾 患 を 簡 単 か つ 速 く 診 断 す る こ と が で き る う え 、 既 存 の 検 査 方 法 と 比
較 し て 免 疫 学 的 方 法 を 使 用 す る の で 、 正 確 性 及 び 精 密 性 に 優 れ て 非 常 に 経 済 的 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
明 細 書 内 に 統 合 さ れ て お り 、 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 添 付 図 面 は 、 発 明 の 現 在 の 好 適 な 実
施 例 を 例 示 し 、 次 の 好 適 な 実 施 例 の 詳 細 な 説 明 と 共 に 、 本 発 明 の 原 理 を 説 明 す る 役 割 を す
る 。
【 図 １ 】 ヒ ト 網 膜 蛋 白 質 に 対 す る 正 常 人 、 糖 尿 患 者 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 、 増 殖 型
糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 細 胞 質 分 画 お よ び 膜 分 画 に 対 す る 血 清 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト (western b
lot)結 果 で あ る 。
【 図 ２ 】 ヒ ト 網 膜 蛋 白 質 に 対 す る ２ 次 元 電 気 泳 動 結 果 で あ る 。
【 図 ３ ａ 】 図 ２ の 電 気 泳 動 し た ゲ ル を 健 康 な 男 性 の 血 清 を 用 い て ４ 部 分 に 分 け て ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト し た 結 果 で あ る 。
【 図 ３ ｂ 】 図 ２ の 電 気 泳 動 し た ゲ ル を 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 清 を 用 い て ４ 部 分 に
分 け て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 結 果 で あ る 。
【 図 ３ ｃ 】 図 ２ の 電 気 泳 動 し た ゲ ル を 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 清 を 用 い て ４ 部 分 に 分
け て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 結 果 で あ る 。
【 図 ４ 】 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ (creatine kinase)Ｂ を 用 い て 正 常 人 、 糖 尿 患 者 、 非 増 殖 型
糖 尿 病 網 膜 症 患 者 、 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 清 に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 診 断 を 行 っ た 結 果
で あ る 。
【 図 ５ 】 ア ル ド ラ ー ゼ を 用 い て 正 常 人 、 糖 尿 患 者 、 非 増 殖 型 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 、 増 殖 型 糖
尿 病 網 膜 症 患 者 の 血 清 に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 診 断 を 行 っ た 結 果 で あ る 。
【 図 ６ 】 ア ル ド ラ ー ゼ を 用 い て 、 手 術 な ど で よ く 治 療 さ れ た 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 お よ び 糖 尿
病 網 膜 症 が 引 き 続 き 進 行 中 の 患 者 の 血 清 に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 診 断 を 行 っ た 結 果 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】
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【 図 ３ ｃ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

公开了用于诊断糖尿病和视网膜血管疾病的组合物，用于诊断包括蛋白
质，编码该蛋白质的基因的视网膜血管疾病的试剂盒以及用于分析由糖
尿病和/或视网膜血管制备的抗体的方法。 病用一样。
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