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(57)【要約】

【課題】　診断用に適した組換えプロテオリポソームを

作製する方法、組換えプロテオリポソームをコートした

検出用プレート、及び検出用キット等を提供すること。

【解決手段】　エンベロープ上に目的とする膜受容体（

例えば、自己抗体関連疾患に関与するヒト甲状腺刺激ホ

ルモン受容体、アセチルコリン受容体、インスリン受容

体、β1－アドレナリン受容体、アシアログリコプロテ

イン受容体など）を発現させた組換えバキュロウイルス

出芽ウイルスと、リポソームとを融合させた組換えプロ

テオリポソームを調製する。このプロテオリポソームは

、組換えバキュロウイルスに比べて、自己抗体に対する

結合性能が向上しているので、容易に検出用キットを製

造することができる。

【選択図】　　　　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

以 下 （ １ ） ～ （ ３ ） の ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る プ ロ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 、

　 （ １ ） 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に 膜 受 容 体 を 発 現 さ せ る

ス テ ッ プ 、

　 （ ２ ） 膜 受 容 体 を 発 現 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 出 芽 ウ イ ル ス を 調 製 す る ス テ ッ プ 、

　 （ ３ ） 出 芽 ウ イ ル ス と リ ポ ソ ー ム と を 融 合 さ せ て 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る

ス テ ッ プ 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 膜 受 容 体 が 、 自 己 抗 体 関 連 疾 患 に 関 与 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記

載 の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 膜 受 容 体 が 、 ヒ ト 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 受 容 体 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 、 リ ア ノ ジ ン 受

容 体 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 、 β 1ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 、 M2ム ス カ リ ン 受 容 体 、 ア シ ア ロ グ リ

コ プ ロ テ イ ン 受 容 体 か ら な る 群 の う ち の い ず れ か 一 つ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に

記 載 に 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 。

【 請 求 項 ４ 】

前 記 膜 受 容 体 が 、 膜 貫 通 型 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載

の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 。

【 請 求 項 ５ 】

前 記 リ ポ ソ ー ム が 、 多 重 層 リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に

記 載 の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 。

【 請 求 項 ６ 】

前 記 リ ポ ソ ー ム が 、 一 枚 膜 リ ポ ソ ー ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に

記 載 の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 。

【 請 求 項 ７ 】

エ ン ベ ロ ー プ 上 に 目 的 と す る 膜 受 容 体 を 発 現 さ せ た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 出 芽 ウ イ ル ス

と リ ポ ソ ー ム と を 融 合 さ せ た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を コ ー ト し た こ と を 特 徴 と す る 検

出 用 プ レ ー ト 。

【 請 求 項 ８ 】

前 記 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 リ ン カ ー 含 有 物 質 を 介 し て 、 前 記 検 出 用 プ レ ー ト に コ

ー ト さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 検 出 用 プ レ ー ト 。

【 請 求 項 ９ 】

前 記 リ ン カ ー は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記

載 の 検 出 用 プ レ ー ト 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 用 プ レ ー ト と 、 自 己 抗 体 の 有 無 を 評 価 す る 血 清 を 希

釈 す る 希 釈 用 緩 衝 液 と 、 洗 浄 用 緩 衝 液 と 、 前 記 自 己 抗 体 を 認 識 す る と 共 に 標 識 さ れ た 二 次

抗 体 と を 備 え た こ と を 特 徴 と す る 検 出 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ １ 】

前 記 検 出 用 キ ッ ト に お い て 、 前 記 希 釈 用 緩 衝 液 と 共 に 用 い ら れ る 抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム を

備 え る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 出 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ２ 】

甲 状 腺 疾 患 ま た は バ セ ド ウ 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 拡 張 性 心 筋 症 、 持 続 性 心 房 細 動 、 イ ン ス リ

ン 抵 抗 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 重 症 筋 無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 症 か ら な る 疾 患 群 の

い ず れ か の 疾 患 患 者 の 血 清 を 、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 用 プ レ ー ト ま た は 請

求 項 １ ０ 若 し く は １ １ に 記 載 の 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 測 定 し 、 疾 患 治 療 剤 の 治 療 効 果 を モ

ニ タ リ ン グ す る 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

ヒ ト 血 清 を 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 用 プ レ ー ト ま た は 請 求 項 １ ０ 若 し く は １
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２ に 記 載 の 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る こ と に よ り 、 甲 状 腺 疾 患 ま た は バ セ ド ウ 病 、 重

症 筋 無 力 症 、 拡 張 性 心 筋 症 、 持 続 性 心 房 細 動 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 性 肝 炎

、 重 症 筋 無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 症 か ら な る 疾 患 群 の い ず れ か の 疾 患 の 有 無 に つ い て ス

ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 診 断 用 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス D N Aと 、 外 来 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と を 昆 虫 細 胞

に コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、 外 来 遺 伝 子 が そ の 昆 虫 細 胞 内 で バ キ ュ ロ ウ

イ ル ス D N Aに 取 り 込 ま れ る 。 そ の 結 果 、 外 来 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 、 組 換 え バ

キ ュ ロ ウ イ ル ス の 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に 発 現 さ れ る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ） 。 特

許 文 献 １ に は 、 Gタ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 を 発 現 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 出 芽 ウ イ ル

ス を 調 製 し 、 こ の ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 の 受 容 体 が ホ ル モ ン と の 結 合 活 性 を 示 す こ と が

報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ５ ２ ３ ７ ０ 号 公 報

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し 、 発 現 さ れ た 受 容 体 の 構 造 は 、 十 分 な 天 然 構 造 と は い え な い の で 、 受 容 体 と 各 種

結 合 物 と の 結 合 活 性 は 、 診 断 用 に 用 い る た め に は 十 分 な も の で は な か っ た 。 こ の た め 、 特

許 文 献 １ に は 、 更 な る 改 良 を 行 う 余 地 が あ っ た 。

　 本 発 明 は 、 上 記 課 題 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 診 断 用 に 適 し た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ

ソ ー ム を 作 製 す る 方 法 等 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 検 討 の 結 果 、 リ ポ ソ ー ム と 、 膜 受 容 体 を 発 現 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ

イ ル ス 出 芽 ウ イ ル ス と を 融 合 さ せ て 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る こ と に よ り 、

膜 受 容 体 と 目 的 物 質 と の 結 合 能 が 格 段 に 向 上 す る こ と を 見 出 し た 。 こ う し て 、 基 本 的 に は

本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。 結 合 能 が 向 上 し た 理 由 は 必 ず し も 明 確 で は な い が 、 我 々 は

、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 上 に 発 現 さ れ た 膜 受 容 体 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス

と リ ポ ソ ー ム と が 融 合 さ れ る こ と に よ り 、 細 胞 膜 類 似 の 環 境 と な り 、 構 造 的 に 天 然 の 状 態

を 取 り や す く な っ た 結 果 、 目 的 物 質 の 特 異 的 結 合 能 が 増 加 し た の で は な い か と 考 え る 。

　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 第 １ の 発 明 に 係 る 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 製 造 法 は 、 以 下

（ １ ） ～ （ ３ ） の ス テ ッ プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。

　 （ １ ） 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に 膜 受 容 体 を 発 現 さ せ る

ス テ ッ プ 、

　 （ ２ ） 膜 受 容 体 を 発 現 し た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 出 芽 ウ イ ル ス を 調 製 す る ス テ ッ プ 、

　 （ ３ ） 出 芽 ウ イ ル ス と リ ポ ソ ー ム と を 融 合 さ せ て プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る ス テ ッ

プ 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 「 プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 」 と は 、 一 般 的 に は 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 リ ポ ソ

ー ム に 再 構 成 し た も の を 意 味 す る 。 本 発 明 で は 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 は 、 エ ン ベ ロ ー プ

上 に 発 現 さ れ る 膜 受 容 体 で あ る 。 こ の た め 、 「 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 」 と は 、 組 換 え

タ ン パ ク 質 で あ る 膜 受 容 体 を リ ポ ソ ー ム の 膜 上 に 備 え た プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の こ と を 意 味

す る 。

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 環 状 二 本 鎖 D N Aを 遺 伝 子 と し て も つ 昆 虫 の 病 原 ウ イ ル ス で あ る 。
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具 体 的 に は 、 Nucleopolyhedrovirus(NPVs)と Geanulovirus(G Vs)の ２ 種 類 に 加 え て 、 non-o

ccluded virusesが 知 ら れ て い る 。 こ の う ち 、 NPV（ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス ） は 、 感 染 し た 細

胞 の 核 内 に 核 多 角 体 と 呼 ば れ る 封 入 体 を 全 細 胞 タ ン パ ク 質 の 40～ 50％ に 達 す る ほ ど 大 量 に

つ く る の で 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー に 多 用 さ れ て い る 。 以 下 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 バ キ

ュ ロ ウ イ ル ス は 、 NPVを 意 味 す る 。

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 感 染 は 、 多 角 体 に 包 埋 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 が 幼 虫 に 取 込 ま れ る こ と

に よ っ て 開 始 す る 。 そ の 後 、 異 な っ た 性 状 を 示 す 包 埋 ウ イ ル ス （ Occluded virus; O V） 、

又 は 出 芽 ウ イ ル ス （ Budded virus; BV） に よ る 二 段 階 の 融 合 過 程 を 経 て 、 感 染 細 胞 内 で 多

角 体 が 形 成 さ れ 、 最 終 的 に 感 染 細 胞 は 死 に 至 る 。 NPVは 、 経 口 感 染 に よ り 広 が る と い わ れ

て い る 。 NPVの 多 角 体 は 、 昆 虫 の 体 内 に 取 り 込 ま れ た 後 、 中 腸 内 の ア ル カ リ 性 の 消 化 液 と

プ ロ テ ア ー ゼ の 働 き に よ り 溶 け る 。 こ こ で 、 多 角 体 に 包 埋 さ れ て い た O Vが 放 出 さ れ る 。 そ

の 後 、 O Vは 中 腸 微 絨 毛 膜 と 融 合 し 、 中 腸 基 底 膜 か ら 出 芽 す る こ と に よ り 体 液 中 に 放 出 さ れ

る 。 次 に 、 放 出 さ れ た BVは 血 球 細 胞 や 脂 肪 細 胞 を 含 む 細 胞 に 融 合 後 に 増 殖 す る 。 感 染 末 期

に な る と 、 多 角 体 に 包 埋 さ れ た O Vが 細 胞 内 に 大 量 に 形 成 さ れ 、 細 胞 が 死 ぬ と 同 時 に 体 外 に

放 出 さ れ て 別 の 個 体 に 感 染 す る 。

　 こ れ ま で の 研 究 の 結 果 、 BVは エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 細 胞 内 に 侵 入 す る 。 こ の 細 胞 内

侵 入 過 程 に は 、 BVに 特 異 的 な 膜 融 合 誘 起 能 を も つ 膜 糖 タ ン パ ク 質 gp64が 必 須 で あ り 、 エ ン

ド ソ ー ム 内 の 低 pH環 境 に お い て 活 性 化 し た gp64が エ ン ド ソ ー ム 膜 と の 融 合 を 誘 起 す る こ と

が 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 上 に 膜 受 容 体 を 発 現 さ せ る に は 、 例 え ば 、 目 的 と す る

膜 受 容 体 を 発 現 す る た め の ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス D N Aと を 適 当 な

細 胞 （ 例 え ば 、 昆 虫 培 養 細 胞 （ Sf9） ） に コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 実 施

す る こ と が で き る 。

　 こ の 細 胞 か ら 出 芽 し て き た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 再 度 別 の 細 胞 に 感 染 さ せ る と 、 そ

の 感 染 細 胞 か ら 出 芽 し て き た ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 上 に は 、 膜 受 容 体 が 発 現 さ れ て い る

。 こ の 出 芽 ウ イ ル ス を 調 製 す る 。 出 芽 ウ イ ル ス は 、 培 養 上 清 中 に 含 ま れ て い る の で 、 そ の

培 養 上 清 を そ の ま ま 用 い る こ と も で き る 。 但 し 、 培 養 上 清 か ら 出 芽 ウ イ ル ス を 含 む 画 分 を

精 製 す る こ と が 好 ま し い 。 精 製 方 法 と し て は 、 例 え ば 超 遠 心 法 、 ゲ ル 濾 過 法 な ど が 用 い ら

れ る 。

　 出 芽 ウ イ ル ス と リ ポ ソ ー ム と の 融 合 は 、 リ ポ ソ ー ム 溶 液 の モ ル 浸 透 圧 を 調 整 し 、 出 芽 ウ

イ ル ス 懸 濁 液 と 適 当 な 融 合 条 件 溶 液 中 で 、 攪 拌 し 混 和 さ せ る こ と で 行 え る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 「 膜 受 容 体 」 と は 、 脂 質 膜 を 貫 通 す る 部 位 を 備 え た 受 容 体 を 意 味 す る 。 膜 受 容 体 は 、 種

々 の リ ガ ン ド を 受 容 す る 。 リ ガ ン ド と し て は 、 例 え ば 、 低 分 子 の 有 機 化 合 物 、 ス テ ロ イ ド

、 ア ミ ノ 酸 や そ の 誘 導 体 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 な ど が あ る 。 受 容 体 が す べ て タ ン パ ク 質

で あ る の に 対 し て 、 リ ガ ン ド の 多 様 性 は 、 き わ め て 対 照 的 で あ る 。 膜 受 容 体 と し て は 、 例

え ば 1回 膜 貫 通 型 受 容 体 、 4回 膜 貫 通 型 受 容 体 、 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 が あ る 。

　 1回 膜 貫 通 型 受 容 体 の 例 と し て は 、 I型 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 細 胞 質 側 で 酵 素 活 性 を 持 つ

酵 素 共 役 型 受 容 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の タ イ プ の 受 容 体 で は 、 リ ガ ン ド の 結 合 に よ っ て 受 容

体 の リ ン 酸 化 の 程 度 が 変 化 し 、 キ ナ ー ゼ 活 性 や ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 な ど の 酵 素 活 性 の 作 用

が 発 現 す る 。 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 セ リ ン ・ ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 持 つ 受 容 体 が あ る 。

　 4回 膜 貫 通 型 受 容 体 の 例 と し て は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 を 形 成 し 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル と し

て の 機 能 を も つ も の が 挙 げ ら れ る 。 イ オ ン チ ャ ネ ル 型 受 容 体 は 、 リ ガ ン ド が 結 合 す る と 、

イ オ ン チ ャ ネ ル が 開 き 、 イ オ ン の 流 入 や 流 出 が 起 こ っ て 、 特 有 の 効 果 が 発 現 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 の 例 と し て は ， 各 種 Gタ ン パ ク 質 と 共 役 し て 作 用 を 発 現 す る も の が 挙

げ ら れ る 。 Gタ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー （ GPCR） は 、 ド ー パ ミ ン や セ ロ ト ニ ン な ど の 生

体 ア ミ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン な ど の 脂 質 誘 導 体 、 ア デ ノ シ ン な ど の 核 酸 、 G ABAな ど の ア

ミ ノ 酸 、 生 理 活 性 ペ プ チ ド 類 （ 例 え ば 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン II、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 コ レ シ ス ト
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キ ニ ン な ど ） を リ ガ ン ド と す る レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い る 。 さ ら に 、 GPCRは 光

、 味 覚 、 臭 覚 に 関 連 す る 生 体 外 情 報 伝 達 物 質 の レ セ プ タ ー と も な っ て い る 。 GPCRは 、 情 報

伝 達 の 中 核 を 担 う 重 要 な 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 を 解 析 す る こ と に よ り 、 GP

CRに 属 す る オ ー フ ァ ン レ セ プ タ ー が 多 く 見 出 さ れ る も の と 期 待 さ れ て い る 。 こ の よ う な GP

CRに 対 応 す る リ ガ ン ド の 発 見 に よ っ て 、 有 効 な 医 薬 品 開 発 が 可 能 に な る と 考 え ら れ て い る

。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 の 具 体 例 と し て は 、 ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 、 Α 1ア ド レ

ナ リ ン 受 容 体 、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 、 セ ロ ト ニ ン 受 容 体 、 ヒ ス タ ミ ン 受 容 体 、 グ ル ー プ I代

謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ m GluR1/5） 、 G ABAB受 容 体 、 ATP受 容 体 、 ロ イ コ ト リ エ ン 受

容 体 、 血 小 板 活 性 化 因 子 （ PAF） 受 容 体 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 、 オ レ キ シ ン 受 容 体 、 エ ン ド

セ リ ン 受 容 体 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド PACAP受 容 体 、 CRH受 容 体 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 非 神 経 性

ム ス カ リ ン 受 容 体 、 ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 、 β 3ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 、 プ ロ ス タ ノ イ ド 受 容

体 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E受 容 体 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2受 容 体 、 ノ シ セ プ チ ン 受 容 体 、

ア ン ジ オ テ ン シ ン II受 容 体 、 カ ル シ ト ニ ン 受 容 体 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 受 容 体 、 グ ル カ ゴ ン フ ァ

ミ リ ー ペ プ チ ド ホ ル モ ン 受 容 体 、 そ の 他 の オ ー フ ァ ン 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 が あ る 。

　 上 記 の 膜 受 容 体 の う ち 、 特 に 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 は 、 多 種 な リ ガ ン ド に 結 合 し 、 疾 患 や

医 薬 品 へ の 関 与 が 深 い こ と か ら 、 本 発 明 を 好 適 に 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 膜 受 容 体 が 、 自 己 抗 体 関 連 疾 患 に 関 与 す る も の で あ る こ と が

好 ま し い 。 「 自 己 抗 体 関 連 疾 患 」 と は 、 特 定 の 疾 患 の 発 症 原 因 或 い は 結 果 と し て 、 自 己 抗

体 が 認 め ら れ る 疾 患 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 疾 患 と し て 、 例 え ば バ セ ド ウ 病 、 重 症 筋 無 力

症 、 拡 張 性 心 筋 症 、 持 続 性 心 房 細 動 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 重 症 筋

無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 患 者 な ど が 挙 げ ら れ る 。

　 バ セ ド ウ 病 は 、 ヒ ト 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 受 容 体 （ Thyroid Stimulating Hormone Recept

or： TSHR） に 対 す る 自 己 抗 体 が 関 与 す る 疾 患 で あ る 。 TSHRは 、 甲 状 腺 細 胞 膜 上 に 存 在 す る

甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ TSH） の 受 容 体 で あ る 。 脳 下 垂 体 か ら 分 泌 さ れ る TSHが 、 甲 状 腺 の 細

胞 膜 に あ る TSHRに 結 合 す る と 、 甲 状 腺 は 代 謝 機 能 の 調 節 ホ ル モ ン で あ る T 3 お よ び T 4 を 分 泌

す る 。 TSHRは 、 分 子 量 87000の 7回 膜 貫 通 型 レ セ プ タ ー で 、 細 胞 外 ド メ イ ン の 分 子 量 は 約 45

000で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 バ セ ド ウ 病 で は 、 甲 状 腺 成 分 に 対 す る 自 己 抗 体 が 出 現 し 、 こ れ が 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 成

、 分 泌 を 引 き 起 こ し 、 最 終 的 に 甲 状 腺 組 織 崩 壊 に 至 る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 バ セ ド

ウ 病 に 代 表 さ れ る 甲 状 腺 自 己 免 疫 疾 患 診 断 用 の 抗 原 と し て は 、 甲 状 腺 ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ （

TPO） 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン （ Tg） 、 TSHR等 が あ る 。 こ れ ら の 抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 を マ ー

カ ー と し た バ セ ド ウ 病 の 診 断 が 行 わ れ て い る 。 特 に 、 抗 TSHR自 己 抗 体 は バ セ ド ウ 病 に 伴 う

甲 状 腺 機 能 の 異 常 を 最 も 強 く 反 映 す る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 TSHRを 抗 原 と し て 検 出 で

き る 抗 TSHR自 己 抗 体 の マ ー カ ー と し て の 重 要 性 が 注 目 さ れ て い る 。 抗 TSHR自 己 抗 体 の 測 定

法 と し て 、 ス ミ ス ら に よ っ て 開 発 さ れ た 方 法 が 知 ら れ て い る （ Methods in Enzymology， 7

4， 405-420， 1981、 ま た は Endocr.Rev., 9, 106-120, 1988） 。 こ の 方 法 は 、 TBII測 定 法

（ Thyrotropinbinding inhibition　 im munoglobulin） と 呼 ば れ て お り 、 TBII測 定 キ ッ ト

と し て 試 薬 キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る （ 商 品 名 ： TRAB「 コ ス ミ ッ ク 」 II、 株 式 会 社 コ ス ミ ッ

ク コ ー ポ レ ー シ ョ ン 製 ） 。 こ の 方 法 は 、 TSHと TSHRの 反 応 を 利 用 し た ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア

ッ セ イ 法 に 基 づ い て い る 。 可 溶 化 ブ タ 甲 状 腺 細 胞 膜 画 分 TSHRと
1 2 5

Ｉ 標 識 ウ シ TSHと 被 検 血

清 を 加 え て 反 応 さ せ 、 TSHRと
1 2 5

Ｉ 標 識 TSHの 結 合 反 応 物 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 沈 殿

さ せ 、 そ の 放 射 能 量 (cpm)を 測 定 す る 。 被 検 血 清 中 に 抗 TSHR自 己 抗 体 が 存 在 す る と 、 TSHと

TSHRと の 結 合 反 応 が 阻 害 さ れ 、 沈 殿 物 中 の 放 射 能 量 が 低 下 す る 。 こ の 放 射 能 量 の 低 下 の 度

合 い を
1 2 5

Ｉ － TSHの TSHRへ の 結 合 阻 害 率 （ TBII値 ） と い う 。 TBII値 は 、 抗 TSHR自 己 抗 体 の

値 を 反 映 す る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

10

20

30

40

50



(6) JP  WO2007/094395  A1  2007.8.23

　 市 販 さ れ て い る 抗 TSHR自 己 抗 体 測 定 用 の 試 薬 で は 、 放 射 性 同 位 元 素 が 標 識 物 質 と し て 使

用 さ れ て い る の で 、 保 存 条 件 や 実 施 条 件 等 が 厳 し く 規 定 さ れ て い る 。 こ の た め 、 試 薬 の 取

扱 い が 面 倒 で あ る 、 測 定 後 の 廃 液 ま で 厳 密 に 管 理 し な け れ ば な ら な い 等 の 問 題 点 が あ る 。

ま た 、 市 販 の 試 薬 で は 、 ブ タ の 甲 状 腺 膜 画 分 中 の TSHRを 必 須 の 成 分 と す る た め 、 工 業 的 な

量 産 が 困 難 で あ る と い う 問 題 も あ る 。 更 に 、 ブ タ の 甲 状 腺 膜 画 分 中 の TSHRと 測 定 対 象 物 で

あ る ヒ ト の 抗 TSHR自 己 抗 体 と の 反 応 性 が 、 ヒ ト の TSHRと ヒ ト の 抗 TSHR自 己 抗 体 と の 反 応 性

と 同 一 で は な い こ と か ら 、 測 定 系 に 掛 か ら な い 自 己 抗 体 が 存 在 す る と い う 問 題 も あ る 。 さ

ら に 、 従 来 の TBII法 で は 、 患 者 が 持 っ て い る 自 己 抗 体 の TSHR認 識 部 位 と 、 RIAに 用 い る 抗

体 の 認 識 部 位 と が 競 合 し て い な い 場 合 に は 、 デ ー タ が ポ ジ テ ィ ブ と な ら ず 、 バ セ ド ウ 病 以

外 の 甲 状 腺 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 検 査 と し て は 使 用 で き な か っ た 。

　 こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る た め の 技 術 と し て 、 特 開 平 １ １ － １ ０ ６ ３ ９ ７ 号 公 報 、 特 開 ２

０ ０ ０ － ２ ３ ２ ８ ８ ０ が あ る 。 し か し 、 未 だ に 完 全 な 測 定 系 は 開 発 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 重 症 筋 無 力 症 は 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 に 対 す る 抗 体 が 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 。

ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 に は 、 4種 類 5個 の 4回 膜 貫 通 型 サ ブ ユ ニ ッ ト （ 2α 、 β 、 γ 、 δ ） か

ら な る チ ャ ネ ル 型 の ニ コ チ ン 性 受 容 体 と 、 7回 膜 貫 通 型 の ム ス カ リ ン 性 受 容 体 と が 存 在 す

る 。 こ の う ち 、 ニ コ チ ン 性 受 容 体 は 、 骨 格 筋 の 神 経 筋 接 合 部 の シ ナ プ ス 後 膜 に 存 在 す る ア

セ チ ル コ リ ン 受 容 体 （ AChR)で あ る 。 こ の レ セ プ タ ー に 対 す る 自 己 抗 体 が で き る と 、 神 経

か ら 筋 肉 へ の 指 令 伝 達 が 円 滑 に 行 わ れ ず 、 ア セ チ ル コ リ ン （ ACh） が 十 分 に 作 用 で き ず 筋

収 縮 が う ま く い か な く な る 。 筋 力 が 弱 く な り 、 著 し く 疲 れ 易 く な る ほ か 、 特 に 同 じ 動 作 を

繰 り 返 す と 力 が な く な る 症 状 を も つ 重 症 筋 無 力 症 (myasthenia gravis, M G) と な る 。 重 症

筋 無 力 症 の 有 病 率 は 、 日 本 人 で は 人 口 10万 あ た り 5人 程 度 で あ り 、 男 女 比 は 1:2で あ る 。 こ

の 患 者 の 85％ に 抗 AChR抗 体 が 確 認 さ れ て い る 。 抗 AChR抗 体 の 測 定 に は 、 AChRと 神 経 毒 と の

結 合 を 阻 害 す る 活 性 に 基 づ い て 抗 AChR抗 体 を 検 出 す る 方 法 （ 阻 害 型 ） と 、 AChR-神 経 毒

複 合 物 に 結 合 す る タ イ プ の 抗 AChR抗 体 を 測 定 す る 方 法 （ 非 阻 害 型 ） が あ る 。 前 者 で は Con

canavalin A-sepharose法 （ ConA法 ） 、 後 者 で は im munoprecipitation法 （ IP法 ： 抗 ヒ ト Ig

G法 ） が 一 般 的 で あ る 。 こ の う ち 、 最 も 汎 用 さ れ て い る の は IP法 で あ る 。 IP法 は
1 2 5

I-α -B

ungarotoxinと 結 合 さ せ た AChR（ AchR-
1 2 5

I-α -BuTx複 合 物 ） に 、 M G患 者 血 清 を 作 用 さ せ 、

そ の 後 に 抗 ヒ ト IgG血 清 と 反 応 さ せ 、 免 疫 沈 降 物 中 の
1 2 5

Iの 放 射 活 性 を 測 定 す る 。 抗 AChR

自 己 抗 体 測 定 用 の 試 薬 で は 、 放 射 性 同 位 元 素 が 標 識 物 質 と し て 使 用 さ れ て い る た め 、 保 存

条 件 や 実 施 条 件 等 、 試 薬 の 取 扱 い が 面 倒 で あ り 、 測 定 後 の 廃 液 ま で 厳 密 に 管 理 し な け れ ば

な ら な い 等 の 問 題 点 が あ っ た 。 こ の た め 、 未 だ に 完 全 な 測 定 系 は 開 発 さ れ て い な か っ た 。

　 ま た 、 重 症 筋 無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 患 者 に は 、 リ ア ノ ジ ン 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体

が 認 め ら れ る 。 こ の 自 己 抗 体 を 測 定 す る 適 当 な 測 定 系 は 開 発 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 に は 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 が 関 与 す る こ と が 知

ら れ て い る 。 こ の 疾 患 で は 、 ホ ル モ ン 受 容 体 の α 鎖 に 自 己 抗 体 が 結 合 す る こ と で 、 イ ン ス

リ ン の 受 容 体 へ の 結 合 が 阻 害 さ れ た り 、 受 容 体 の 減 少 を 招 い た り す る 。 イ ン ス リ ン が 作 用

し な い と 、 血 糖 値 が 下 が ら ず 糖 尿 病 と な る 。 こ の 症 例 は 黒 人 に 多 い が 、 日 本 人 に も 比 較 的

多 い と さ れ る 。 男 性 よ り も 女 性 に 多 く 、 年 齢 に は 特 徴 が な い 。 空 腹 時 血 糖 値 と 耐 糖 能 は 、

正 常 範 囲 か ら 糖 尿 病 と さ れ る 値 ま で 拡 が っ て い る 。 血 中 イ ン ス リ ン 値 は 、 正 常 の 5倍 ～ 100

倍 と 幅 広 い 。 但 し 、 血 中 イ ン ス リ ン 値 は 、 低 い 者 で も 正 常 値 の 5倍 以 上 （ 50μ U/ml） を 示

し 、 半 数 が 100μ U/ml以 上 の 高 値 と な る 。 診 断 基 準 は 、 黒 色 皮 膚 腫 や 自 己 免 疫 疾 患 に 伴 う

諸 症 状 や 検 査 所 見 が 陽 性 を 示 し 、 か つ 高 度 の 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 伴 う 高 血 糖 を 認 め た 場 合

に 本 疾 患 を 疑 い 、 抗 イ ン ス リ ン 受 容 体 抗 体 が 検 出 さ れ た と き に 確 定 す る 。 治 療 に は 、 大 量

の イ ン ス リ ン を 必 要 と す る 場 合 が 多 い 。 日 本 人 の 患 者 で は 、 2～ 3年 で 自 然 寛 解 す る こ と も

多 い と さ れ る 。 但 し 、 合 併 症 に よ り 予 後 不 良 と な る 場 合 も あ る 。 こ の 疾 患 に 対 し て 、 容 易

に 自 己 抗 体 を 測 定 で き る 測 定 系 が 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 拡 張 型 心 筋 症 で は 、 β 1ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 に 結 合 す る 自 己 抗 体 が 表 れ る こ と が 知 ら れ
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て い る 。 心 臓 に お け る ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 の 70％ ～ 80％ は β 1受 容 体 で あ る 。 拡 張 型 心 筋

症 患 者 血 清 中 に は 、 高 頻 度 (31%)に β 1受 容 体 の セ カ ン ド 細 胞 外 ル ー プ に 対 す る 自 己 抗 体 が

検 出 さ れ る 。 こ の 自 己 抗 体 が 心 筋 刺 激 作 用 を 有 し 、 心 毒 性 作 用 を 発 揮 す る こ と が 報 告 さ れ

て い る の で 、 自 己 抗 体 が 拡 張 型 心 筋 症 に よ る 心 不 全 の 病 態 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 指 摘 さ

れ て い る 。 拡 張 型 心 筋 症 以 外 の 慢 性 心 不 全 患 者 に お い て も 、 頻 度 は 少 な い も の の 、 抗 心 筋

自 己 抗 体 が 認 め ら れ て い る 。 ま た 、 拡 張 型 心 筋 症 患 者 血 清 中 に 、 高 頻 度 (38%)に M2受 容 体

の セ カ ン ド 細 胞 外 ル ー プ に 対 す る 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ る 。 非 持 続 性 心 室 頻 拍 は 、 抗 β 1ア

ド レ ナ リ ン 受 容 体 抗 体 や 抗 Na-K-ATPase抗 体 と 関 連 し て い る 。 持 続 性 心 房 細 動 は 、 抗 M2ム

ス カ リ ン 受 容 体 抗 体 と 関 連 し て い る 。 拡 張 性 心 筋 症 を 治 療 し な い 場 合 に は 、 心 臓 の ポ ン プ

能 力 が 低 下 し て 心 臓 能 力 を 大 い に 減 退 さ せ る 。 加 え て 、 自 己 抗 体 の 浸 潤 に よ る 心 筋 組 織 の

膨 張 を 生 じ る 。 し か し 、 疾 患 の 初 期 段 階 で 透 析 に よ っ て 患 者 の 血 液 か ら 自 己 抗 体 を 除 去 す

る と 、 1年 以 内 に 心 筋 が 再 生 し 、 心 筋 能 力 が 劇 的 に 向 上 し 、 正 常 値 に ほ ぼ 回 復 す る 。 こ の

疾 患 に 対 す る 簡 易 な 自 己 抗 体 測 定 系 が 開 発 さ れ る こ と が 望 ま れ て い る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 自 己 免 疫 性 肝 炎 は 、 ア シ ア ロ グ リ コ プ ロ テ イ ン 受 容 体 （ A GPR） に 対 す る 自 己 抗 体 に よ る

疾 患 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 疾 患 の 年 間 推 定 患 者 数 は 1,400症 例 と さ れ て い る 。 近

年 に は 、 症 例 数 が 増 加 傾 向 を 示 し て い る 。 発 症 年 齢 は 50歳 を 中 心 と す る 一 峰 性 を 示 す 。 多

く の 患 者 は 、 中 年 以 降 に 発 症 す る 。 近 年 に は 、 発 症 年 齢 の 高 齢 化 が 認 め ら れ る 。 疾 患 者 の

男 女 比 は 、 約 1： 7で 女 性 の 患 者 が 多 い 。 A GPRは 、 肝 実 質 細 胞 特 異 的 に 発 現 す る 膜 タ ン パ ク

質 で あ り 、 血 清 中 の ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 を 肝 臓 に 於 い て 分 解 す る た め に 取 り 込 む 機 能 を

有 し て い る 。 肝 硬 変 、 肝 癌 、 再 生 肝 な ど の 肝 臓 病 態 に 応 じ て 、 A GPRの 発 現 が 減 少 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る （ Stadalnik et al. , J.Nucl.Med. 26： 1233-1242, 1985)。 ま た 、 一 部

の 血 清 中 に 、 A GPR自 体 が 存 在 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 勝 木 等 、 ア ル コ ー ル 代 謝 と

肝 ： 第 12巻 p65～ p68,1992） 。 自 己 抗 体 を 測 定 す る 方 法 と し て 、 抗 ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質

受 容 体 抗 体 (ASGPR)を 発 現 し た ヒ ト 培 養 細 胞 株 を 使 用 す る 方 法 、 大 腸 菌 組 換 え 抗 原 を 用 い

る 方 法 な ど が 試 み ら れ て い る も の の 、 未 だ に 良 好 な 測 定 系 は 確 立 さ れ て い な い 。

　 本 発 明 は 、 上 記 に 例 示 し た 疾 患 に 限 ら れ ず 、 そ の 他 の 膜 受 容 体 に 関 す る 自 己 抗 体 関 連 疾

患 に 応 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 「 リ ポ ソ ー ム 」 と は 、 リ ン 脂 質 （ PL， phospholipid） を 含 有 す る 脂 質 二 重 層 を 含 み 、 内

部 に 水 相 を 備 え た 閉 鎖 小 胞 を 意 味 す る 。 リ ポ ソ ー ム の 形 態 と し て は 、 脂 質 二 重 層 が 二 層 以

上 の 複 数 に 渡 っ て タ マ ネ ギ 状 に 重 な っ た 多 重 層 リ ポ ソ ー ム （ M LV， multilamellar vesicle

） と 、 脂 質 二 重 層 が 一 層 の リ ポ ソ ー ム （ U V， unilamellar vesicle） と に 分 け ら れ る 。 U V

は 、 粒 子 径 に よ っ て 、 小 さ な 一 枚 膜 リ ポ ソ ー ム （ SU V， small unilamellar vesicle） と 、

大 き な 一 枚 膜 リ ポ ソ ー ム （ LU V， large unilamellar vesicle） と に 分 類 さ れ る 。 本 発 明 の

方 法 で は 、 M LVま た は U Vの い ず れ を 用 い る こ と も で き る 。

　 LU Vを 用 い る と 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 調 製 し た と き に 、 膜 受 容 体 が プ ロ テ オ リ

ポ ソ ー ム の 全 体 に 良 好 に 配 置 さ れ る こ と か ら 、 後 の デ ー タ の バ ラ ツ キ が 少 な く な る の で 好

ま し い 。 U Vは 超 音 波 処 理 や エ ク ス ト ル ー ダ ー を 用 い て 調 製 す る こ と が 多 い 一 方 、 M LVは 調

製 方 法 が 簡 易 で あ る の で 、 プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 調 製 法 に 掛 か る 手 間 が 少 な く て 済 む と い

う 利 点 が あ る こ と か ら 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 リ ン 脂 質 と は 、 リ ン 酸 と 脂 質 と を 含 む 物 質 を 意 味 す る 。 構 成 成 分 に 応 じ て 、 グ リ セ ロ ー

ル 骨 格 を 有 す る グ リ セ ロ リ ン 脂 質 と 、 ス フ ィ ン ゴ シ ン 骨 格 を 有 す る ス フ ィ ン ゴ リ ン 脂 質 と

に 分 類 さ れ る 。 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 と し て は 、 例 え ば 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC） 、 ホ ス

フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ PE） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ

シ ト ー ル （ PI） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （ PG） 、 ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （

カ ル ジ オ リ ピ ン ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 (PA)等 を 例 示 で き る 。 ま た 、 ス フ ィ ン ゴ リ ン 脂 質 と

し て は 、 例 え ば ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

10

20

30

40

50



(8) JP  WO2007/094395  A1  2007.8.23

　 本 発 明 に 用 い る リ ポ ソ ー ム は 、 上 記 各 種 リ ン 脂 質 成 分 を 任 意 の 比 で 混 合 し た も の を 用 い

る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCを 主 た る 成 分 （ 例 え ば 、 リ ン 脂 質 全 体 の 約 40％ ～ 約 100％ の

割 合 ） と す る こ と が で き る 。 PCに 加 え て 、 PSを 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。 PSは 、 バ キ ュ ロ

ウ イ ル ス の gp64の レ セ プ タ ー で あ る た め 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と リ ポ ソ ー ム と の 膜 融 合 が 円

滑 に 行 わ れ る 。 こ の 場 合 に 、 PSの 混 合 割 合 と し て は 、 PCの 1質 量 部 に 対 し て 、 約 0.1質 量 部

～ 約 1質 量 部 （ 好 ま し く は 約 0.2質 量 部 ～ 約 18質 量 部 ） と す る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム を 調 製

す る に 当 た っ て は 、 構 成 脂 質 に 適 当 な ア ン カ ー 用 物 質 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） を 結 合 し て お

く こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う に す れ ば 、 ア ン カ ー 用 物 質 に 結 合 す る 結 合 物 質 （ 例 え ば 、 ア

ビ ジ ン ） を 用 い る こ と に よ り 、 プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 検 出 用 プ レ ー ト に 結 合 す る 処 理 を 行

い 易 い か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 上 記 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 検 出 用 プ レ ー ト に コ ー ト す

る こ と に よ り 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 膜 表 面 上 に 発 現 さ れ た 膜 受 容 体 に 対 す る 自 己

抗 体 の 有 無 を 検 出 す る た め の シ ス テ ム に 用 い る こ と が で き る 。 プ レ ー ト 上 に 組 換 え プ ロ テ

オ リ ポ ソ ー ム を コ ー ト す る に は 、 リ ポ ソ ー ム と プ レ ー ト 表 面 と の 間 を 結 合 で き る 物 質 （ リ

ポ ソ ー ム と プ レ ー ト 表 面 に は 、 同 一 物 質 を 用 い て も 良 い し 、 別 々 の 物 質 を 用 い て も 良 い 。

こ の よ う な 物 質 と し て 、 例 え ば ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 系 を 例 示 で き る 。 本 発 明 に お い て は 、

こ れ ら の 物 質 に は 限 定 さ れ ず に 、 各 種 の も の を 使 用 で き る ） を 配 置 し て お く こ と が 好 ま し

い 。 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る 脂 質 を ビ オ チ ン 化 し て お き 、 プ レ ー ト 表 面 に ア ビ ジ ン

を コ ー ト し て お く こ と に よ り 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を プ レ ー ト 表 面 に 円 滑 に 固 定 す

る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の と き 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 リ ン カ ー 含 有 物 質 を 介 し

て 、 検 出 用 プ レ ー ト に コ ー ト す る こ と が 好 ま し い 。 リ ン カ ー は 、 脂 質 と ビ オ チ ン と の 間 に

配 置 さ れ る 。 そ の よ う な リ ン カ ー と し て 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)を 用 い る

こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム の 表 面 を 親 水 性 高 分 子 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)で 覆 っ た

リ ポ ソ ー ム は 血 中 蛋 白 質 な ど の 生 体 成 分 の 非 特 異 的 吸 着 を 抑 制 す る 構 造 に な る 。 そ の た め

、 リ ン カ ー と し て PEGを 用 い た ビ オ チ ン 化 PEGリ ン 脂 質 が 含 ま れ る と 単 な る PEGリ ン 脂 質 と

し て 作 用 す る 可 能 性 が あ り 、 ELISA系 を 構 築 し た と き に 、 非 特 異 的 な 発 色 が 抑 え ら れ て 、

Ｓ ／ Ｎ 比 が 向 上 し 、 ELISA系 の 特 異 性 が 更 に 向 上 す る 。

　 ま た 、 上 記 検 出 用 プ レ ー ト と 、 自 己 抗 体 の 有 無 を 評 価 す る 血 清 を 希 釈 す る 希 釈 用 緩 衝 液

と 、 洗 浄 用 緩 衝 液 と 、 前 記 自 己 抗 体 を 認 識 す る と 共 に 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 と を 備 え る こ と

に よ り 検 出 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 検 出 用 キ ッ ト に は 、 血 清 を 希 釈 し た 希 釈 用

緩 衝 液 と 共 に 、 プ レ ー ト の ウ エ ル に 滴 下 或 い は 希 釈 用 緩 衝 液 に 混 合 す る た め の 抗 体 除 去 用

リ ポ ソ ー ム を 備 え る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な リ ポ ソ ー ム は 、 固 相 化 さ れ た リ ポ ソ ー ム

と 同 じ 成 分 を 備 え 、 か つ 膜 受 容 体 を 発 現 し て い な い も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 血 清 中

に 抗 リ ポ ソ ー ム 抗 体 或 い は リ ポ ソ ー ム に 非 特 異 的 に 吸 着 す る 抗 体 が 存 在 す る 場 合 に は 、 そ

の 抗 体 に 結 合 し て 測 定 系 か ら 取 り 除 く 。 こ の た め 、 デ ー タ の ベ ー ス ラ イ ン を 低 下 さ せ 、 S/

N比 を 向 上 さ せ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 検 出 用 プ レ ー ト と し て は 、 8穴 、 48穴 、 96穴 、 ま た は 384穴 な ど の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ

ー ト が 使 用 で き る 。 そ の 検 出 法 と し て は 、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 （ ELISA： Enzyme-linked im m

unosorbent assay） 測 定 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫

測 定 、 化 学 発 光 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 利 点 に 鑑 み れ ば 、 非 放 射 性 の 標 識 系 を 用

い る 測 定 法 、 例 え ば 、 EILSA測 定 、 蛍 光 免 疫 測 定 が 好 ま し い 。

　 ELISA測 定 法 は 、 抗 体 を 酵 素 で 標 識 し 、 そ の 抗 体 と 結 合 す る 物 質 （ 抗 原 ） を 検 出 す る 方

法 で あ る 。 抗 原 タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 と し て 、 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し て 検 体 中 の 抗 原 タ ン

パ ク 質 、 或 い は 特 定 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る 分 析 方 法 と し て 広 く 用 い

ら れ る 。 測 定 対 象 と す る 抗 原 と 反 応 す る 抗 体 （ 自 己 抗 体 、 ま た は 一 次 抗 体 ） を そ の ま ま 酵

素 標 識 す る こ と も で き る 。 通 常 は 、 標 識 の な い 一 次 抗 体 を 検 査 プ レ ー ト に コ ー ト し た 抗 原

に 対 し 作 用 さ せ 、 そ の 一 次 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 を 作 用 さ せ る 。 二 次 抗 体 は 、 予 め ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ や ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 を 化 学 的 に 結 合 さ せ て い る 。 一 次 抗 体 に 結 合 し た
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二 次 抗 体 の 酵 素 活 性 に 基 づ き 、 そ の 酵 素 反 応 に よ っ て 発 色 等 す る 基 質 を 加 え る こ と で 、 目

的 と す る 抗 原 の 有 無 や 量 を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ヒ ト に お け る 自 己 抗 体 の 検 査 用 ELISA法 キ ッ ト の 場 合 に は 、 一 般 的 に 目 的 と す る 血 清 を

希 釈 用 緩 衝 液 で 希 釈 し 検 出 用 プ レ ー ト に 作 用 さ せ る 。 こ の と き 、 希 釈 さ れ た 血 清 中 の 自 己

抗 体 が 一 次 抗 体 と な る 。 洗 浄 用 緩 衝 液 で 検 出 用 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト

抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 検 出 用 プ レ ー ト に 作 用 さ せ 、 再 度 洗 浄 用 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 酵 素

活 性 検 出 を 比 色 等 に よ り 検 出 す る 。

　 ELISA法 の 標 識 酵 素 と し て は 、 特 に 限 定 は な い 。 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 酵 素 を 用 い る こ と が で き

る 。

　 二 次 抗 体 を 蛍 光 で 検 出 す る 蛍 光 免 疫 測 定 の 場 合 に は 、 例 え ば 、 Cy3、 Cy5、 フ ル オ レ セ イ

ン （ FITCな ど ） の よ う な 蛍 光 物 質 で 二 次 抗 体 を 標 識 し た も の が 使 用 で き る 。

　 本 発 明 に お い て 、 疾 患 治 療 剤 の 治 療 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 は 、 甲 状 腺 疾 患 ま た は

バ セ ド ウ 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 拡 張 性 心 筋 症 、 持 続 性 心 房 細 動 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 、

自 己 免 疫 性 肝 炎 、 重 症 筋 無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 症 か ら な る 疾 患 群 の い ず れ か の 疾 患 患

者 の 血 清 を 、 上 記 の 検 出 用 プ レ ー ト ま た は 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す

る 。

　 本 発 明 に 係 る 甲 状 腺 疾 患 ま た は バ セ ド ウ 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 拡 張 性 心 筋 症 、 持 続 性 心 房

細 動 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 重 症 筋 無 力 症 の な か の 胸 腺 腫 合 併 症 か

ら な る 疾 患 群 の い ず れ か の 疾 患 の 有 無 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 ヒ ト 血 清 を 上

記 の 検 出 用 プ レ ー ト ま た は 検 出 用 キ ッ ト を 用 い て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 放 射 能 を 用 い る こ と な く 、 膜 受 容 体 に 対 す る 結 合 物 質 （ 例 え ば 、 自 己

抗 体 ） の 有 無 を 定 性 的 ・ 定 量 的 に 評 価 可 能 な 診 断 用 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 提 供 す る

こ と が で き る 。 こ の プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と に よ り 、 検 出 用 プ レ ー ト 及 び 検 出 用

キ ッ ト を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 用 プ レ ー ト は 、 自 己 抗 体 の 存 在 の 有 無 に 用 い る

こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 、 図 面 を 参 照 し つ つ 詳 細 に 説 明 す る 。 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は

、 下 記 実 施 形 態 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ の 要 旨 を 変 更 す る こ と な く 、 様 々 に

改 変 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 、 均 等 の 範 囲 に ま で 及 ぶ 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 図 １ ～ 図 ３ に は 、 本 実 施 形 態 の 診 断 用 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 作 製 法 、 及 び そ の プ

ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い た ELISA（ Enzyme-linked im munosorbent assay） 系 の 調 製 法 の 概

要 を 示 し た 。

　 本 実 施 形 態 に 関 す る プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い た ELISA系 を 調 製 す る に は 、 大 き く ３ つ

の ス テ ッ プ に 分 け ら れ る 。 す な わ ち 、 （ １ ） 対 象 と す る 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 持 つ

バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 調 製 す る ス テ ッ プ （ 図 １ を 参 照 ） 、 （ ２ ） こ の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と リ

ポ ソ ー ム と を 融 合 さ せ て 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る ス テ ッ プ （ 図 ２ を 参 照 ） 、

及 び （ ３ ） そ の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を ELISAに 応 用 す る ス テ ッ プ （ 図 ３ を 参 照 ） で

あ る 。 こ れ ら の ス テ ッ プ に つ い て 、 順 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 ま ず 、 図 １ に 示 す よ う に 、 対 象 と す る 膜 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 調 製 す る 。 多 く の

場 合 に は 、 目 的 と す る 遺 伝 子 は 、 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー １ か ら 膜 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 そ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 適 当 な プ ラ イ マ ー を 用 い

た PCR法 を 利 用 で き る 。 得 ら れ た 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に 組 み 込 み ２ 、 バ キ ュ

ロ ウ イ ル ス D N A３ と 共 に 、 昆 虫 培 養 細 胞 （ 例 え ば 、 Sf9細 胞 ） ４ に コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
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す る 。 対 象 と す る 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に 組 み 込 む 際 に は 、 後 の 精 製 に 都 合 が

よ い よ う に 、 適 当 な タ グ （ 例 え ば 、 His-Tag） を 付 加 し て お く こ と が 好 ま し い 。 こ の 昆 虫

培 養 細 胞 か ら 出 芽 し た 組 換 え ウ イ ル ス ５ を 再 度 培 養 細 胞 ６ に 感 染 さ せ る 。 ト ラ ン ス フ ァ ー

ベ ク タ ー と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス D N Aは 、 昆 虫 細 胞 内 で 相 同 組 換 え を 起 こ す の で 、 対 象 と な る

遺 伝 子 を も つ 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 出 芽 ウ イ ル ス ７ が 上 清 に 出 現 す る 。 そ こ で 、 培 養

上 清 中 に 発 芽 し た バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 精 製 す る 。 精 製 さ れ た ウ イ ル ス ７ の エ ン ベ ロ ー プ 上

に は 、 目 的 と す る 膜 受 容 体 ７ Ａ が 発 現 さ れ て い る 。 得 ら れ た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ７ は

、 必 要 に 応 じ て 再 度 昆 虫 培 養 細 胞 に 感 染 さ せ 純 化 ・ 増 幅 を 行 い 、 次 の ス テ ッ プ に 供 す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 次 に 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 こ の 出 芽 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ７ と リ ポ ソ ー ム ８ と を 融 合 さ せ て

、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム ９ を 調 製 す る 。 ウ イ ル ス ７ と リ ポ ソ ー ム ８ の 融 合 は 、 バ キ ュ

ロ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 の 膜 融 合 タ ン パ ク 質 gp64 ７ Ｂ を 介 し て 、 ｐ Ｈ ４ 程 度 の 酸 性 ｐ

Ｈ で 起 こ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 SU V、 LU V、 ま た は M LVの い ず れ を 用 い て も 良 い 。 但 し 、 調 製

が 容 易 な M LVを 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る 物 質 の い ず れ か を ビ

オ チ ン 化 し て お く と 、 プ レ ー ト に 固 相 化 す る 際 に 好 ま し い 実 施 形 態 と な る 。 出 芽 バ キ ュ ロ

ウ イ ル ス ７ と リ ポ ソ ー ム ８ と を 融 合 さ せ た 後 に は 、 そ の ま ま 用 い る こ と も で き る 。 但 し 、

超 遠 心 ・ ゲ ル 濾 過 法 等 の 周 知 の 方 法 に よ り 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム ９ を 精 製 ・ 回 収 し

て 用 い る こ と が 好 ま し い 。

　 次 に 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 プ レ ー ト １ ０ の ウ ェ ル １ １ 表 面 上 に 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー

ム ９ を コ ー ト す る 。 こ の と き 、 リ ポ ソ ー ム ９ に ビ オ チ ン １ ３ が 含 ま れ て い る 場 合 に は 、 ウ

ェ ル １ １ の 表 面 に 予 め ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン １ ２ を 固 定 し て お く 。 こ の 場 合 に 、 市 販 の ス ト

レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト を 使 用 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 プ ロ テ

オ リ ポ ソ ー ム ９ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ト プ レ ー ト に 固 定 す る に は 、 ビ オ チ ン 化 プ ロ テ

オ リ ポ ソ ー ム を 含 む 溶 液 を 数 時 間 、 好 ま し く は 1晩 の 間 、 プ レ ー ト １ ０ の ウ エ ル １ １ 内 に

接 触 さ せ て お く 。 溶 液 中 の プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 濃 度 は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と し て 0.01μ g/ml

以 上 で あ り 、 好 ま し く は 0.5μ g/ml～ 20μ g/mlで あ る 。 こ う し て 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ

ー ム ９ を 固 相 化 し た ELISAプ レ ー ト １ ８ を 用 い て 、 血 清 中 の 自 己 抗 体 １ ４ の 有 無 を 容 易 に

評 価 す る ELISAシ ス テ ム を 構 築 で き る 。 こ の ELISAシ ス テ ム は 、 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 検

査 に 用 い ら れ る 。 図 中 の 符 号 は 、 １ ５ が 二 次 抗 体 で あ り 、 １ ６ が 発 色 前 の 物 質 、 １ ７ が 酵

素 １ ５ Ａ に よ っ て 発 色 し た 物 質 で あ る 。

　 さ ら に 、 自 己 免 疫 性 疾 患 に お い て は 、 自 己 抗 体 の 濃 度 が 病 状 及 び 治 療 効 果 な ど と も 関 連

す る 場 合 が あ る の で 、 血 清 中 の 自 己 抗 体 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 治 療 剤 の 治 療 効 果 或

い は 改 善 状 態 の モ ニ タ リ ン グ に も 使 用 で き る 。

　 次 に 、 実 施 例 を 説 明 す る こ と に よ り 、 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ＜ 野 生 型 AcNPVプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 試 験 方 法 ＞

　 実 施 例 １ 　 野 生 型 AcNPVの 感 染 及 び 出 芽 ウ イ ル ス （ BV） の 回 収

　 Sf-900II SFM培 地 11mlを 加 え た T-75培 養 フ ラ ス コ に 、 継 代 し て い た Sf9細 胞 溶 液 1mlを

加 え 、 そ の 後 野 生 型 AcNPVを M OI（ 感 染 多 重 度 ） ＝ 1で 感 染 さ せ た 。 感 染 120時 間 後 の 細 胞 培

養 液 を 遠 心 （ 1,000× g、 5min、 4℃ ） し 、 培 養 上 清 を 細 胞 沈 殿 か ら 分 離 回 収 し た 。 次 に 、

培 養 上 清 を 超 遠 心 機 （ Beckman L-70： ロ ー タ ー と し て SW28を 用 い た ） を 用 い て 、 超 遠 心 （

35,000× g、 60min、 15℃ ） し た 。 得 ら れ た BV粒 子 を 含 む 沈 殿 に 、 リ ン 酸 緩 衝 塩 類 溶 液 （ PB

S） [1m M Na 2 HPO 4 、 10.5m M K H 2 PO 4 、 140m M NaCl、 40m M KCl（ pH6.2） ]を 加 え て 懸 濁 し 、 シ

ョ 糖 密 度 勾 配 [10%,15%,20%,25%,30% sucrose（ w/v in PBS pH6.2） ]に 重 層 し て 超 遠 心 （ 1

3,000× g、 30min、 15℃ ） し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た バ ン ド （ 核 酸 を 含 ま ず ウ イ ル ス

の 膜 タ ン パ ク 質 の み を 含 む ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ ） を 回 収 し た 。 こ の バ ン ド を PBS（ pH6.2

） で 希 釈 後 、 超 遠 心 （ 35,000× g、 60min、 15℃ ） を 行 い 、 得 ら れ た 沈 殿 を 10m M Tris-HCl/

10m M NaCl（ pH7.5） に 懸 濁 し 、 氷 中 に 保 存 し た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 実 施 例 ２ 　 タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定

　 タ ン パ ク 質 濃 度 は Bradford法 に よ り 決 定 し た 。 回 収 し た ウ イ ル ス 溶 液 の 10μ l、 及 び 40

μ lに 、 10m M Tris-HCl/10m M NaCl（ pH7.5） を 加 え て 全 体 の 体 積 を 1.3mlに 調 製 し 、 プ ロ テ

イ ン ア ッ セ イ 試 薬 （ BIO-RA D） を 0.2ml加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス し た 。 室 温 に て 5分 間 静 置 し た

後 、 吸 光 度 を 595nmで 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 決 定 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 2mg/m

lの BSA溶 液 の 2、 4、 6、 8μ lを 用 い 、 上 記 と 同 様 の 操 作 を 行 っ た 。

　 実 施 例 ３ 　 Octadecyl Rhodamine B Chloride（ R18） 標 識 法

　 R18（ Molecular Probes） を 溶 か し た ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル （ 1： 1） 溶 液 に ア ル ゴ ン

ガ ス を 吹 き 付 け 、 R18を 乾 固 さ せ た 。 こ こ に 、 R18濃 度 が 4m Mに な る よ う に エ タ ノ ー ル を 加

え た 。 次 に 、 R18の エ タ ノ ー ル 溶 液 を BVの タ ン パ ク 量 1mgあ た り 40nmolの R18量 に な る よ う

に 、 BVを 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス 処 理 し た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で １ 時 間 遮 光 し た 状 態 で 静 置 し た

後 、 10m M Tris-HCl/10m M NaCl（ pH7.5, 4℃ ） で 平 衡 化 し た Sephadex G-50カ ラ ム （ A mersh

am Biosciences） に ア プ ラ イ し 、 上 記 と 同 じ 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 分 画 し た 。 溶 出 速 度 は 5分

あ た り 1mlに 設 定 し た 。 R18標 識 BVを 含 む 画 分 は 、 遮 光 し 氷 中 に 保 存 し た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 実 施 例 ４ 　 リ ポ ソ ー ム の 調 製

　 リ ポ ソ ー ム を 調 製 す る た め に 使 用 し た 脂 質 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (phosphatidylcho

line, PC)、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン (phosphatidylserine, PS)、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ

ー ル (phosphatidylglycerol, PG)、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 (phosphatidic acid, PA)、 及 び

ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (phosphatidylinositol, PI)で あ っ た 。 こ れ ら の 脂 質 は 、 A

vanti Polar Lipidsか ら 購 入 し た 。

　 LU V（ large unilamellar vesicle） の 調 製 に は 、 逆 相 蒸 発 法 を 用 い た （ Maezawa,S. , Y

oshimura,T. , Hong,K. , Duzgunes,N. , and Papahadjopoulos,D. (1989) Mechanism of

 protein-induced membrane fusion: fusion of phospholipid vesicles by clathrin as

sociated with its membrane binding and conformational change. Biochemistry 28:14

22-1428） 。

　 リ ン 脂 質 を 溶 か し た ク ロ ロ ホ ル ム を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 減 圧 還 流 に よ り 除 去 し

た 。 薄 膜 状 に な っ た リ ン 脂 質 に ジ エ チ ル エ ー テ ル を 10μ mol/ml加 え 、 リ ン 脂 質 を 完 全 に 溶

解 し た 。 リ ン 脂 質 と ジ エ チ ル エ ー テ ル と の 比 が 1： 3と な る よ う に 、 10m M Tris-HCl/10m M N

aCl（ pH7.5） を 加 え た 後 、 ア ル ゴ ン ガ ス を 封 入 し 、 浴 槽 型 ソ ニ ケ ー タ ー で 2分 間 超 音 波 処

理 を し て w/oエ マ ル ジ ョ ン を 得 た 。 次 に 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で ジ エ チ ル エ ー テ ル

を 除 去 し た 。 ゲ ル 状 に な っ た リ ン 脂 質 を ボ ル テ ッ ク ス 処 理 で 破 砕 し た 後 、 ロ ー タ リ ー エ バ

ポ レ ー タ ー で 残 留 ジ エ チ ル エ ー テ ル を 除 去 し た 。 リ ン 脂 質 濃 度 が 10μ mol/mlと な る よ う に

、 上 記 と 同 じ 緩 衝 液 を 加 え 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 完 全 に ジ エ チ ル エ ー テ ル を 除 去

し た 。 調 製 し た リ ポ ソ ー ム を 0.4μ m、 0.2μ m、 0.1μ mの 順 に ポ リ カ ル ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン

フ ィ ル タ ー で 加 圧 濾 過 し 、 リ ポ ソ ー ム の 直 径 を 0.1μ mに 揃 え た 。 調 製 し た LU Vは 、 ア ル ゴ

ン ガ ス を 充 填 し 4℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 M LV（ multi lamellar vesicle） は 、 次 の 方 法 で 調 製 し た 。 リ ン 脂 質 を 溶 か し た ク ロ ロ

ホ ル ム を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 減 圧 還 流 に よ り 除 去 し 、 薄 膜 状 に な っ た リ ン 脂 質 に

10m M Tris-HCl/10m M NaCl（ pH7.5） を 1ml加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス を 30秒 行 っ た 。 調 製 し た リ

ポ ソ ー ム を 0.4μ mの ポ リ カ ル ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー で 加 圧 濾 過 し た 。 M LV以 外 の

リ ポ ソ ー ム を 除 去 す る た め に 、 遠 心 （ 6,000× g、 20min、 4℃ ） を 行 っ た 。

　 遠 心 で 得 ら れ た 沈 殿 物 を 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 得 ら れ た 上 清 と そ の 懸 濁 溶 液 を 再 度 上 記 と 同

じ 条 件 で 遠 心 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 物 を 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 上 記 と 同 じ 条 件 で 遠 心 し た 。 一 方

、 懸 濁 溶 液 の 遠 心 で 得 ら れ た 上 清 と 先 の 上 清 の 遠 心 で 得 ら れ た 沈 殿 物 と を 混 合 し 、 上 記 と

同 じ 条 件 で 遠 心 し た 。 同 様 の 操 作 を 数 回 繰 り 返 し て 、 M LV以 外 の リ ポ ソ ー ム を 除 去 し た 。

調 製 し た M LVは 、 ア ル ゴ ン ガ ス を 充 填 し 4℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 実 施 例 ５ 　 リ ポ ソ ー ム 濃 度 の 決 定
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　 リ ポ ソ ー ム の 濃 度 は 、 リ ン 脂 質 濃 度 で 表 示 し た 。 リ ン 脂 質 濃 度 は 、 リ ン 脂 質 を 過 酸 化 水

素 と 硫 酸 に よ り 湿 式 分 解 し 、 得 ら れ た 分 解 液 中 の 無 機 リ ン を Fiske-Subbarow試 薬 に よ り 発

色 さ せ る こ と で 測 定 し た 。 ま ず 、 サ ン プ ル と 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た K H 2 PO 4 溶 液 と

の そ れ ぞ れ に 、 4m molの H 2 SO 4 を 加 え 、 170℃ で 30分 以 上 加 熱 し 、 空 冷 し た 。 そ の 後 、 過 酸

化 水 素 を 6%と な る よ う に 加 え 、 170℃ で 30分 間 加 熱 し た 。 次 に 、 空 冷 し た サ ン プ ル 及 び コ

ン ト ロ ー ル に 、 0.25N H 2 SO 4 に 溶 解 し た 0.22% (N H 4 ) 6 Mo 7 O 2 4 ・ 4H 2 Oを モ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ

ニ ウ ム の 最 終 濃 度 が 0.044%と な る よ う に 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス を 行 い 、 発 色 試 薬 （ 30mg A NS

A(1-ア ミ ノ -2-ナ フ ト ー ル -4-ス ル ホ ン 酸 )、 1mg Na 2 SO 3 ） を 加 え て ボ ル テ ッ ク ス を 行 っ た

後 、 沸 騰 水 中 で 10分 間 加 熱 し た 。 空 冷 し た サ ン プ ル 及 び コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た K H 2 P

O 4 の 吸 光 度 を 830nmで 測 定 し 、 サ ン プ ル 中 の リ ン 含 量 を 決 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 実 施 例 ６ 　 膜 融 合 測 定 （ R18-dequenching assay）

　 融 合 用 緩 衝 液 は 、 pHに 応 じ て 各 種 の も の を 用 い た 。 す な わ ち 、 pH3.0で は 10m M CH 3 CO O H-

HCl/10m M NaCl、 pH4.0－ 5.0で は 10m M CH 3 CO O H-CH 3 CO O Na/10m M NaCl、 pH6.5で は 10m M M ES-

NaO H/10m M NaCl、 pH7.5で は 10m M Tris-HCl/10m M NaClの 緩 衝 液 を 用 い た 。 全 て の 緩 衝 液 の

浸 透 圧 は 、 適 量 の ス ク ロ ー ス を 加 え て 10m M Tris-HCl/10m M NaCl（ pH7.5） の 浸 透 圧 に 揃 え

た 。 こ の と き 、 浸 透 圧 測 定 装 置 オ ズ モ ス タ ッ ト
T M

（ ARKRA Y） を 使 用 し た 。

　 R18は 標 識 膜 中 で は 自 己 消 光 し 、 消 光 度 は 膜 中 に お け る 存 在 比 に 比 例 す る 。 R18で 標 識 さ

れ た サ ン プ ル と 非 標 識 の サ ン プ ル と が 融 合 す る と 、 膜 中 で の R18の 存 在 比 が 低 下 す る た め

、 蛍 光 の 回 復 が 観 察 さ れ る 。 ま ず 、 R18で 標 識 さ れ た BVを 緩 衝 液 で 10倍 に 希 釈 し 、 蛍 光 セ

ル に 入 れ 、 攪 拌 し な が ら 蛍 光 光 度 計 （ HITACHI F-2500） を 使 用 し て 蛍 光 強 度 を 測 定 し た （

励 起 波 長 560nm、 蛍 光 波 長 580nm） 。 次 に 、 非 標 識 の リ ポ ソ ー ム を 蛍 光 セ ル 中 に 加 え 、 攪 拌

し な が ら 50秒 間 、 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 さ ら に 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ラ ウ リ ル エ ー テ ル を

最 終 濃 度 が 1%に な る よ う に 加 え 、 攪 拌 し な が ら 室 温 で 放 置 し 、 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 膜 の

融 合 率 （ %） は 、 次 式 に 従 っ て 算 出 し た 。

　 融 合 率 （ %） ＝ 100× （ F s － F 0 ） /（ F t － F 0 ）

　 こ こ で 、 F s は リ ポ ソ ー ム を 加 え た 後 の 蛍 光 強 度 、 F 0 は R18標 識 BVの み の 蛍 光 強 度 、 F t は

ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ラ ウ リ ル エ ー テ ル を 加 え た 後 の 蛍 光 強 度 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ＜ 組 換 え AcNPVプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 試 験 方 法 ＞

　 組 換 え AcNPVプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 試 験 に つ い て は 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 野 生 型 AcN

PVプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 試 験 で 用 い た 方 法 と 同 じ 方 法 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 、 リ ン 脂 質 等

を 測 定 し た 。

　 実 施 例 ７ 　 AChR組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス AcNPVの 調 製

　 Clontech社 の ヒ ト 骨 格 筋 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 用 い 、 ２ 本 の PCR プ ラ イ マ ー を 用 い て AChR

 α 鎖 翻 訳 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ を pfu polymeraseを 用 い た PCR法 に よ り 行 っ た 。 PCR法 に は

、 プ ラ イ マ ー １ （ 配 列 番 号 １ ： gtagc a t a t ggagccctggcctctcct） と 、 プ ラ イ マ ー ２ （ 配 列

番 号 ２ ： tttcc t c g a g tccttgctgatttaattcaatgag） と を 用 い た 。 配 列 の う ち 、 下 線 部 分 は 付

加 し た 制 限 酵 素 部 位 （ NdeI及 び XhoI） を 意 味 す る 。

　 得 ら れ た 1.4kbpの D N A断 片 を プ ラ イ マ ー に 付 加 し た NdeI、 XhoI 制 限 酵 素 部 位 で 消 化 し 、

Novagen社 PET-30a(+) の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト の Nde I、 Xho I に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し

た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン (PET/AChRα )を D N Aシ ー ケ ン サ ー に よ り 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 Acc.No.

Y00762と し て 登 録 さ れ て い る AChRα 遺 伝 子 翻 訳 領 域 と 一 致 し た 配 列 の D N A断 片 が 得 ら れ た

こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 PET/AChRα を テ ン プ レ ー ト と し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー を 作 製 す る

た め に 、 次 の プ ラ イ マ ー に よ り TaKaRa Ex Taq用 い て PCR法 を 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て 、

プ ラ イ マ ー ３ （ 配 列 番 号 ３ ： cgg a a t t cgatatggagccctggcctctc） 、 及 び プ ラ イ マ ー ４ （ 配

列 番 号 ４ ： gct c t a g agctttgttagcagccggatc） を 用 い た 。 両 プ ラ イ マ ー の 5＇ 末 端 側 に は 、

そ れ ぞ れ 制 限 酵 素 EcoR I及 び Xba Iの 認 識 部 位 （ 下 線 部 分 ） を 付 加 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ
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マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 PET-30a(+)由 来 の His-Tagが AChRα の C末 端 に 融 合 さ れ る の で 、

抗 His-Tag抗 体 に よ り AChRα の 発 現 確 認 が 容 易 と な る 。

　 得 ら れ た D N A断 片 を EcoR I、 Xba Iで 消 化 し 、 BD Biosciences社 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン

ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1392の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト の EcoR I、 Xba I部 位 に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産 物 を コ ン ピ テ ン ト セ ル に 形 質 転 換 し 、 プ ラ ス ミ ド D N Aを 得 た

。 得 ら れ た ク ロ ー ン （ pVL/AChRα ） は 、 D N Aシ ー ケ ン サ ー に よ り AChRα 翻 訳 領 域 お よ び His

-Tag配 列 が pVL1392ベ ク タ ー に 組 み 換 え ら れ て い る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 AChRα 組 換 え ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス D N Aを 、 CELLFECTIN Reagent

(Invitrogen社 ) を 用 い て Sf9細 胞 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 Sf9細 胞 内 で の 相 同 組 換

え に よ り AChRα 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ AChRα 組 換 え AcNPV） を 作 製 し た 。 得 ら れ た ACh

Rα 組 換 え AcNPVを 含 む 培 養 上 清 を 用 い て 、 新 た に Sf9細 胞 に 感 染 さ せ 、 抗 His-Tag抗 体 に よ

り 検 出 し た と こ ろ 、 Sf9細 胞 と AChRα 組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス に AChRα が 発 現 し て い た 。

得 ら れ た AChRα 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 プ ラ ー ク 法 に よ り 純 化 し 、 組 換 え リ ポ ソ ー ム

作 製 用 に 供 し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 実 施 例 ８ 　 TSHR組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 調 製

　 Clontech社 ヒ ト 甲 状 腺 cD N Aよ り 以 下 の PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て TSHR 翻 訳 領 域 の ク ロ ー ニ

ン グ を pfu polymeraseを 用 い た PCR法 に よ り 行 っ た 。 PCR法 に は 、 プ ラ イ マ ー ５ （ 配 列 番 号

５ ： agtcg g a t c caccatgagccggcggacttgct） と 、 プ ラ イ マ ー ６ （ 配 列 番 号 ６ ： tgtt c t c g a gca

aaaccgtttgcatatactctt） と を 用 い た 。 配 列 の 下 線 部 分 は 、 付 加 し た 制 限 酵 素 部 位 （ Bam H

I及 び Xho I） を 意 味 す る 。

　 得 ら れ た 2.3kbpの D N A断 片 を プ ラ イ マ ー に 付 加 し た Bam H I、 Xho I 制 限 酵 素 部 位 で 消 化

し 、 Novagen社 PET-28a(+) の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト の Bam H I、 Xho I に ラ イ ゲ ー シ ョ

ン し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン (PET/TSHR)を D N Aシ ー ケ ン サ ー に よ り 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 Acc.N

o.A34990と し て 登 録 さ れ て い る TSHR遺 伝 子 翻 訳 領 域 と 一 致 し た 配 列 の D N A断 片 が 得 ら れ た

こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 PET/TSHRを テ ン プ レ ー ト と し て バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー を 作 製 す る た

め に 、 次 の プ ラ イ マ ー に よ り pfu polymeraseを 用 い た PCR法 を 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て

、 プ ラ イ マ ー ７ （ 配 列 番 号 ７ ： agtcg g a t c caccatgagccggcggacttgct） 、 及 び プ ラ イ マ ー ８

（ 配 列 番 号 ８ ： ttcgg a a t t cgttagcagccggatctcagt） を 用 い た 。 両 プ ラ イ マ ー の 5'末 端 側 に

は 、 そ れ ぞ れ 制 限 酵 素 Bam H I及 び EcoR Iの 認 識 部 位 （ 下 線 部 分 ） を 付 加 し た 。 こ れ ら の プ

ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 PET-28a(+)由 来 の His-Tag が TSHRの C末 端 に 融 合 さ れ る の

で 、 抗 His-Tag抗 体 に よ り TSHRの 発 現 確 認 が 容 易 と な る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 得 ら れ た D N A断 片 を Bam H I、 EcoR I で 消 化 し 、 BD Biosciences社 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ト ラ

ス フ ァ ー ベ ク タ ー pVL1393の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 、 Bam H I、 EcoR I部 位 に ラ イ ゲ ー

シ ョ ン し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン (pVL/TSHR)は 、 D N Aシ ー ケ ン サ ー に よ り TSHR翻 訳 領 域 お よ

び His-Tag 配 列 が pVL1393ベ ク タ ー に 組 み 換 え ら れ て い る 事 を 確 認 し た 。

　 TSHR組 換 え ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と バ キ ュ ロ ウ イ ル ス D N Aと の 両 者 を Sf9細 胞 に リ ン 酸

カ ル シ ウ ム 法 に よ り コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 Sf9細 胞 内 で の 相 同 組 換 え に よ り TSHR組

換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス （ TSHR組 換 え AcNPV） を 作 製 し た 。 得 ら れ た TSHR組 換 え AcNPVを High

 Five 細 胞 に 感 染 し て 、 抗 His-Tag 抗 体 に て 検 出 し た と こ ろ 、 High Five 細 胞 に て TSHRが

発 現 し て い る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 実 施 例 ９ 　 プ ラ ー ク 純 化 及 び ウ イ ル ス 力 価 の 測 定

　 TSHR組 換 え AcNPVと AChR組 換 え AcNPVの プ ラ ー ク 純 化 及 び ウ イ ル ス 力 価 の 測 定 は 、 以 下 の

よ う に 行 っ た 。 6穴 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 1.0× 10
6
個 の Sf9細 胞 を ま き 、 細 胞 が 底 面 に 付 着

す る の を 待 っ て 培 地 を 取 り 除 い た 。 ウ イ ル ス 液 を Carlson液 [0.12M NaCl, 1.4m M CaCl 2 ,  1
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.7m M NaH 2 PO 4 , 2.7m M KCl, 0.5m M MgCl 2 , 1.4m M NaHCO 3 , 8g/l Glucose, 5μ g/ml Gentam

ysin]（ ま た は Sf-900II SFM培 地 ） で 段 階 希 釈 し 、 こ の ウ イ ル ス 液 を 各 ウ ェ ル に 500μ l加

え 、 15分 毎 に ロ ッ キ ン グ し 、 1時 間 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 ウ イ ル ス 希 釈 液 を 除 去 し 、 0.5%

の SeaPlaque agarose（ FM C Bioproducts社 ） を 含 む Sf-900II SFM培 地 を 加 え 、 培 地 が 固 化

す る ま で 室 温 に 静 置 し た 。 培 地 の 固 化 後 、 27℃ で 数 日 間 培 養 し た 。 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 形

成 す る プ ラ ー ク を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト に よ り 寒 天 培 地 ご と 抜 き 取 り 、 1mlの Carlson液 ま た

は Sf-900II SFM培 地 中 で ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ り 、 寒 天 培 地 中 の ウ イ ル ス を 液 中 に

放 出 さ せ た 。 得 ら れ た 単 一 プ ラ ー ク 由 来 の ウ イ ル ス 液 を Sf9細 胞 に 感 染 さ せ て 増 殖 さ せ た

。 力 価 が 低 い 場 合 に は 、 感 染 を 繰 り 返 し て 、 力 価 を 増 幅 で き る 。 そ の 後 、 感 染 細 胞 の 培 養

液 を 回 収 し 、 遠 心 分 離 （ 1,700× g、 10min） し 、 上 清 を 0.2μ mフ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 し て

得 ら れ た 濾 液 を 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ス ト ッ ク 液 と し て 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 調

製 用 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 出 芽 ウ イ ル ス 調 製 に 供 し た 。 ウ イ ル ス ス ト ッ ク 液 は 、 適 当 に

分 注 し 、 － 80℃ で 保 存 し た 。

　 分 注 し た ス ト ッ ク 一 本 に つ い て 解 凍 し 、 組 換 え ウ イ ル ス の 力 価 （ Titer） を 、 上 記 の ウ

イ ル ス 純 化 と 同 様 の 方 法 で プ ラ ー ク 法 を 行 い 、 感 染 後 １ 週 間 目 に 形 成 し た プ ラ ー ク を 計 数

す る こ と で 求 め た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 実 施 例 １ ０ 　 SDS-PA GE電 気 泳 動

　 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル に 等 量 の サ ン プ ル 緩 衝 液 [114m M Tris-HCl（ pH6.8） 、 3.64% SDS、 2

5.4% glycerol、 9% β -mercaptoethanol、 0.02% bromophenol blue]を 加 え 、 5分 間 煮 沸 し

て 変 性 さ せ た 。 次 に 、 12%分 離 用 ゲ ル [12% acrylamide、 0.41% bisacrylamide、 0.1% SDS

、 375m M Tris-HCl（ pH8.8） 、 0.01% APS、 0.001% TE M ED]と 濃 縮 用 ゲ ル [3.89% acrylamid

e、 0.11% bisacrylamide、 0.1% SDS、 125m M Tris-HCl（ pH6.8） 、 0.01% APS、 0.001% TE M

ED]か ら な る ミ ニ ス ラ ブ ゲ ル と 電 気 泳 動 用 緩 衝 液 （ Running buffer ） [0.1% SDS、 25m M Tr

is、 52m M glycine（ pH8.3） ]を 泳 動 槽 （ ATTO） に セ ッ ト し 、 サ ン プ ル を 濃 縮 ゲ ル の 注 入 孔

に 注 入 後 、 ゲ ル 1枚 に つ き 30m Aの 定 電 流 で 約 60分 間 通 電 し 、 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 電 気 泳 動

後 、 ゲ ル を Bio-Safe Coomassie（ BIO-RA D） に 1時 間 浸 漬 し 、 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 染 色

し た 。

　 次 に 述 べ る 銀 染 色 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に は 、 染 色 前 の ゲ ル を 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 実 施 例 １ １ 　 銀 染 色

　 銀 染 色 に は 、 銀 染 色 IIキ ッ ト ワ コ ー （ Wako） を 用 い た 。 ま ず 、 SDS-PA GE後 （ 染 色 前 ） の

ゲ ル を 固 定 液 -1に 浸 漬 し 、 10分 間 振 盪 し た 。 次 に 、 固 定 液 -1を 捨 て 、 ゲ ル を 固 定 液 -2に 浸

漬 し 、 10分 間 振 盪 し た 。 そ の 後 、 固 定 液 -2を 捨 て 、 ゲ ル を 増 感 液 に 浸 漬 し 、 10分 間 振 盪 し

た 。 増 感 液 を 捨 て 、 ゲ ル を 脱 イ オ ン 水 で 5分 間 振 盪 し た 後 、 発 色 液 で 15分 間 振 盪 し 、 タ ン

パ ク 質 を 検 出 し た 。

　 実 施 例 １ ２ 　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析

　 ま ず 、 SDS-PA GE後 （ 染 色 前 ） の ゲ ル を 転 写 バ ッ フ ァ ー （ 48m M Tris、 39m M glycine、 20%

 methanol） に 20分 間 浸 漬 し 平 衡 化 し た 。 ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト SDセ ル （ BIO-RA D） の 電 極 板 の

間 に 、 転 写 バ ッ フ ァ ー に 浸 漬 し た 濾 紙 、 メ タ ノ ー ル に 浸 漬 し た polyvinyliden difluoride

（ PV DF） 膜 、 ゲ ル 、 濾 紙 の 順 に 陰 極 か ら 陽 極 に 向 か っ て 重 ね 合 わ せ た 。 20Vの 定 電 圧 で 90

分 間 通 電 し 、 ゲ ル 中 の タ ン パ ク 質 を PV DF膜 に 転 写 し た 。 転 写 後 、 1%ゼ ラ チ ン を 含 む リ ン 酸

緩 衝 塩 類 溶 液 （ PBS） [20m M NaH 2 PO 4 、 20m M Na 2 HPO 4 、 140m M NaCl、 （ pH7.2） ]に PV DF膜 を

浸 漬 し 、 室 温 で 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 次 に 、 PV DF膜 を PBST [PBS（ pH7.2） +0.05%

Triton X-100] 溶 液 で 洗 浄 （ 5分 間 × 3回 ） し 、 1次 抗 体 液 中 に 1時 間 浸 漬 さ せ た 。 そ の 後 、

PV DF膜 を PBST溶 液 で 洗 浄 （ 5分 間 × 3回 ） し 、 2次 抗 体 液 中 に 1時 間 浸 漬 さ せ た 。 再 度 PV DF膜

を PBST溶 液 で 洗 浄 （ 5分 間 × 3回 ） し 、 コ ニ カ イ ム ノ ス テ イ ン HRP-1000キ ッ ト （ 生 化 学 工 業

） を 用 い て 、 膜 上 に 転 写 さ れ た タ ン パ ク 質 を 抗 体 に 結 合 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る 発 色

反 応 で 検 出 し た 。 1次 抗 体 液 と し て 、 PBS（ pH7.2） で 1000倍 に 希 釈 し た 抗 His-Tag抗 体 （ ra

bbit Anti-His-Tag; M BL） 液 を 用 い た 。 2次 抗 体 液 に は 、 PBS（ pH7.2） で 1000倍 に 希 釈 し
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た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ goat Anti-Rabbit IgG(H+L

 chain)-Peroxidase; M BL） 液 を 用 い た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 実 施 例 １ ３ 　 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 調 製 用 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス AcNPV出 芽 ウ イ

ル ス の 調 製

　 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 作 製 に 用 い る TSHR組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス (TSHR組 換 え AcN

PV)お よ び AChRα 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ AChRα 組 換 え AcNPV） の 出 芽 ウ イ ル ス は 、 と も

に 次 の 手 順 に よ り 調 製 し た 。

　 Sf-900II SFM培 地 (Invitrogen社 ) 11 mlを 加 え た T-75培 養 フ ラ ス コ 10個 に 、 継 代 培 養

し て い た Sf9細 胞 懸 濁 液 を 各 1 ml加 え た 後 、 TSHR組 換 え AcNPVあ る い は AChR組 換 え AcNPVを

感 染 多 重 度 （ M OI） が 1と な る よ う に 感 染 さ せ た 。 感 染 72時 間 後 の 細 胞 培 養 液 を 遠 心 （ 1,00

0× g、 15分 間 、 4℃ ） し 、 培 養 上 清 を 細 胞 沈 殿 か ら 分 離 回 収 し た 。 次 に 、 培 養 上 清 を 超 遠

心 機 （ Beckman LP-70： ロ ー タ ー は SW28)を 用 い て 超 遠 心 （ 40,000× g、 30分 間 、 15℃ ） し

、 上 清 を 捨 て 、 得 ら れ た 出 芽 ウ イ ル ス の 沈 殿 に PBS（ pH 6.2） を 加 え て 懸 濁 し た 。 そ の 懸

濁 液 を 、 遠 心 （ 1,000× g、 15 分 間 、 4℃ ） し て 不 用 物 で あ る 沈 殿 を 除 去 後 、 超 遠 心 （ 40,0

00× g、 30分 間 、 15℃ ） し 、 得 ら れ た 出 芽 ウ イ ル ス 沈 殿 を PBS（ pH 6.2） に 懸 濁 し た 。

　 出 芽 ウ イ ル ス 懸 濁 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ (Bradford法 )に よ り BSAを

標 準 サ ン プ ル と し て 定 量 し た 。 懸 濁 液 は 、 氷 中 に 保 存 し 、 適 宜 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー

ム 調 製 に 供 し た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 実 施 例 １ ４ 　 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 調 製 用 ビ オ チ ン 標 識 多 重 層 リ ポ ソ ー ム （ M LV）

の 調 製

　 リ ン 脂 質 の 混 合 物 と し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ PC ） / ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS

 ） / ビ オ チ ン － ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Biotin-PE ） = 1:1:0.066 (リ ン 脂

質 総 量 10.33 mol)、 Biotin-PEと し て こ こ で は N-(biotinoyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-gly

cero-3-phosphoethanolamine, triethylam monium salt (Biotin PE, Molecular Probes社

製 )を 用 い た 。 こ の リ ン 脂 質 の 混 合 物 を 溶 か し た ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 （ 約 2 ml） を 、 キ ャ ッ

プ を 外 し た ガ ラ ス 製 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 試 験 管 に 入 れ 、 そ の 試 験 管 を 熱 媒 体 と し て グ リ セ

リ ン を 加 え た ガ ラ ス 製 受 器 に 移 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー に 接 続 し 、 680-700m m Hg程

度 ま で 適 当 に 減 圧 し て 固 定 し た 。 ウ ォ ー タ ー バ ス に 受 器 が 浸 る よ う に 位 置 を 決 め 、 ロ ー タ

リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 回 転 さ せ 、 窒 素 ガ ス （ 1 kg/cm
2
） を 送 り 込 み な が ら 溶 媒 の ク ロ ロ ホ

ル ム を 減 圧 除 去 し た 。 減 圧 は 、 マ ニ ュ ア ル 操 作 に よ り 、 700 m m Hg か ら 500 m m Hgま で 、 1-2

分 毎 に 、 約 100 m m Hgず つ 下 げ 、 次 に 、 500 m m Hgか ら 100 m m Hgま で は 、 約 50 m m Hgず つ 下 げ

て い き 、 更 に 100 m m Hgか ら 25 m m Hgず つ 下 げ 、 最 後 に 10-20 m m Hgと し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム が

除 去 さ れ 薄 膜 を 形 成 し た 後 、 更 に 30分 程 度 、 減 圧 下 に 置 き 、 十 分 に ク ロ ロ ホ ル ム を 除 去 し

た 。 減 圧 を 停 止 し 、 窒 素 ガ ス を 送 り 込 み 、 大 気 圧 ま で 昇 圧 し た 後 に 、 受 器 を 取 り 外 し 、 内

壁 と 底 面 に リ ン 脂 質 薄 膜 が 形 成 さ れ た ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 試 験 管 を 取 り 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 リ ポ ソ ー ム 調 製 用 バ ッ フ ァ ー [10 m M Tris-HCl- 10 m M NaCl (pH 7.5)]を 1 ml加 え 、 ア

ル ゴ ン ガ ス （ 不 活 性 ガ ス ） で 置 換 し た 後 、 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ を し っ か り 閉 め 、 ボ ル テ ッ

ク ス ミ キ サ ー （ 強 度 最 大 ） で 30秒 か ら 1分 程 度 、 薄 膜 が 完 全 に 剥 が れ る ま で 、 ボ ル テ ッ ク

ス し 、 乳 白 色 の M LV懸 濁 液 （ リ ン 脂 質 濃 度 約 10 μ mol/ml） を 得 た 。 加 圧 濾 過 器 に ポ リ カ ー

ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン (孔 径 0.4 μ m)を 装 着 し 、 M LV懸 濁 液 を ア ル ゴ ン ガ ス に よ り 加 圧 濾 過 し

た 。

　 M LVを 含 む 濾 液 に 、 次 の よ う に 複 数 回 遠 心 操 作 を 施 し 、 M LVを 精 製 し た 。 濾 液 を エ ッ ペ ン

ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 小 型 冷 却 遠 心 機 で 遠 心 し た （ 10,000rpm、 20分 間 、 4℃ ） 。 得 ら れ

た 遠 心 上 清 を 別 の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 M LV沈 殿 物 は 1 mlバ ッ フ ァ ー を 加 え 再

懸 濁 し 、 上 清 と 沈 殿 物 の 両 者 に 対 し て 同 様 の 遠 心 操 作 を 行 っ た 。 次 に 、 上 清 の 再 遠 心 に よ

り 得 ら れ た 沈 殿 物 に 沈 殿 物 再 懸 濁 液 の 遠 心 上 清 を 加 え て 懸 濁 し 、 沈 殿 物 再 懸 濁 液 の 遠 心 沈

殿 物 に は 新 た に バ ッ フ ァ ー を 1 ml加 え て 再 々 懸 濁 し た 。 こ の 操 作 を 更 に 一 度 行 い 、 得 ら れ
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た 各 沈 殿 物 に バ ッ フ ァ ー 0.5 mlを 加 え 、 そ れ ぞ れ 懸 濁 し 、 両 者 を 併 せ 1 mlの M LV懸 濁 液 を

得 た 。

　 リ ポ ソ ー ム 濃 度 を リ ン 脂 質 濃 度 で 表 す た め 、 懸 濁 液 に 過 酸 化 水 素 と 硫 酸 に よ り 湿 式 分 解

し た 分 解 液 中 の 無 機 リ ン を Fiske-Subbarow法 で 定 量 し た 。 こ う し て 調 製 し た M LV懸 濁 液 を

、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 調 製 に 供 し た 。 M LV懸 濁 は 、 ア ル ゴ ン ガ ス を 充 填 し 、 4℃ で 保

存 し た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 実 施 例 １ ５ 　 組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス と M LVの 融 合 に よ る 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の

調 製

　 融 合 バ ッ フ ァ ー と し て 、 10 m M CH 3 CO O H-CH 3 CO O Na/10m M NaCl-pH4.0に ス ク ロ ー ス を 添 加

し て 浸 透 圧 を 調 整 し 、 リ ポ ソ ー ム 調 製 用 バ ッ フ ァ ー の モ ル 浸 透 圧 (約 35mosmol/l)に 合 わ せ

た も の を 用 い た 。

　 容 器 に 融 合 バ ッ フ ァ ー と TSHR組 換 え AcNPV（ ま た は AChRα 組 換 え AcNPV） の 出 芽 ウ イ ル ス

懸 濁 液 を 加 え 混 合 し た 後 、 M LV懸 濁 液 を 入 れ 、 撹 拌 子 に よ り 室 温 に て 10分 間 撹 拌 し た 。 こ

の 混 合 液 1mlに 対 し て 、 最 終 濃 度 が 、 出 芽 ウ イ ル ス 量 は タ ン パ ク 質 量 で 10 μ g、 M LVは リ ン

量 で 200 nmolと な る よ う に 、 そ れ ぞ れ を 加 え た 。 混 合 液 の 全 量 が 1 mlと な る よ う に 融 合 バ

ッ フ ァ ー 容 量 を 調 整 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 撹 拌 後 の 混 合 液 に は 、 組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス と M LVと が 融 合 し た 組 換 え プ ロ テ オ リ オ

ソ ー ム が 含 ま れ て い る 。 こ の 混 合 液 を 小 型 冷 却 遠 心 機 で 遠 心 （ 5,000rpm、 20分 間 、 4℃ ）

し 、 遠 心 上 清 を 除 き 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 含 む 遠 心 沈 殿 物 に 10倍 に 希 釈 し た PBS（ 0

.1× PBS、 pH 7.2） を 加 え 懸 濁 し た 。 得 ら れ た 組 換 え リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 は 、 抗 体 測 定 （ ELI

SA） に 供 す る ま で 4℃ で 保 存 し た 。 融 合 後 の 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 沈 殿 物 に は 、 当 初

の ウ イ ル ス 量 の 50%が 取 り 込 ま れ る も の と 仮 定 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 実 施 例 １ ６ 　 組 換 え ウ イ ル ス － M LV融 合 リ ポ ソ ー ム に お け る 銀 染 色

　 実 施 例 １ ４ 中 の 操 作 に お い て 、 ビ オ チ ン － ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 含 ま な い

組 成 で 調 製 し た M LVを 用 い 、 実 施 例 １ ５ の 操 作 手 順 に 従 っ て 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム

を 調 製 し た 。 但 し 、 最 終 の サ ン プ ル は 実 施 例 １ ５ に お け る 遠 心 分 離 後 の 沈 殿 物 を 、 融 合 処

理 時 と 同 様 の pH4.0あ る い は pH7.5の 緩 衝 液 で 懸 濁 し た 。 こ れ ら を 用 い て 、 実 施 例 １ １ に 記

載 の 方 法 で 銀 染 色 し た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 実 施 例 １ ７ 　 抗 AChRα 抗 体 測 定 系 の 開 発

　 AChRα 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を PBST[0.05% Triton X-100,PBS（ pH7.2)]で 1.0 μ g/

mlと な る よ う に 希 釈 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Streptavidin

 Coated Microplates） （ Thermo ELECTRO N CORPORATIO N） に 100μ l/wellず つ 入 れ 、 4℃ で

一 晩 静 置 し 、 プ レ ー ト に 吸 着 さ せ た 。 サ ン プ ル を 除 去 し 、 吸 着 し て い な い プ ロ テ オ リ ポ ソ

ー ム を 除 去 す る た め に 、 PBST で 3回 プ レ ー ト を 洗 浄 し 後 、 次 に 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー

（ 1% BSA, 5% Sucrose, PBS (pH7.2)） を 200μ l/well加 え 、 室 温 に て 2時 間 静 置 し て ブ ロ

ッ キ ン グ を 行 っ た 。 そ の 後 、 PBST で プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 反 応 用 緩 衝 液 [10m M リ ン 酸 二

ナ ト リ ウ ム , 0.2M NaCl, 0.15% Tween 20, 1%加 水 分 解 カ ゼ イ ン pH7.4]で 101倍 希 釈 し た

ヒ ト 血 清 を 100μ l/well 加 え 、 25℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 PBSTで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 酵 素 標

識 抗 体 液 [20m M HEPES,1% BSA, 0.135M NaCl] で 5000倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgG（ γ 鎖

） （ M BL code:208） を 100μ l/well 加 え 、 25℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 更 に PBSTで 3回 洗 浄 し

た 後 に 、 100μ l 3,3＇ ,5,5＇ -Tetramethylbenzidine/H 2 O 2 solution を 加 え 、 25℃ で 1時

間 発 色 さ せ て 、 1N H 2 SO 4 で 発 色 を 停 止 し た 。 発 色 し た 各 ウ エ ル の 値 は マ イ ク ロ プ レ ー ト

リ ー ダ ー で A 4 5 0 と A 6 2 0 を 測 定 す る こ と で 求 め た 。

　 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い な い リ ポ ソ ー ム の み 、 及 び TSHR組 換 え プ

ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い 、 上 記 AChRα 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム と 同 様 の 手 順 を 行 い 、 ウ

エ ル の 発 色 を 確 認 し た 。
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【 ０ ０ ５ １ 】

　 ま た 、 上 記 で 使 用 し た ヒ ト 血 清 に つ い て 、 抗 AchR抗 体 が 観 察 さ れ る か 否 か を 確 認 し た 。

ヒ ト 血 清 を PBSに て 40倍 に 希 釈 し た 溶 液 40μ lを 、 サ ル 由 来 筋 肉 の ス ラ イ ド の 各 ウ エ ル に 載

せ た 。 25℃ 、 20分 静 置 し た 後 、 ヒ ト 血 清 を 除 去 し 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 500mlの PBSで 5分 間

洗 浄 し た 。 SCIM ED X社 IFA用 希 釈 済 み FITC-抗 ヒ ト IgG抗 体 を 40μ l/well 加 え 、 25℃ で 20分

間 反 応 さ せ た 。 抗 体 を 除 去 し た 後 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 500mlの PBSで 5分 間 洗 浄 し た 後 に 、

マ ウ ン ト 液 （ SCIM ED X社 ） を 載 せ 、 カ バ ー グ ラ ス を か け て 、 倍 率 100倍 に て 、 蛍 光 顕 微 鏡 で

蛍 光 が 認 め ら れ る か 否 か を 観 察 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 実 施 例 １ ８ 　 抗 TSHR抗 体 測 定 系 の 開 発 １

　 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を PBST[0.05% Triton X-100,PBS]で 0.5μ g/mlに 希 釈 し

、 Streptavidin Coated Microplate（ Thermo ELECTRO N CORPORATIO N） に 100μ l/well に

て 4℃ で 一 晩 感 作 し た 。 感 作 し た プ レ ー ト か ら 吸 着 し て い な い プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 除 去

す る た め に PBSTで 3回 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 [1% BSA, 5% Sucrose, PBS] を 200μ l/well

 に 加 え 、 室 温 で 2時 間 静 置 さ せ て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 そ の 後 PBSTで 3回 プ レ ー ト を 洗

浄 し 、 反 応 用 緩 衝 液 [10m M リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム , 0.2M NaCl, 0.15% Tween 20, 1%加 水 分

解 カ ゼ イ ン pH7.4]で 101倍 希 釈 し た ヒ ト 血 清 を 100μ l/well 加 え 、 25℃ で 1時 間 反 応 さ せ

た 。 PBSTで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 酵 素 標 識 抗 体 液 [20m M HEPES,1% BSA, 0.135M NaCl] で 5000

倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgG（ γ 鎖 ） （ M BL code:208） を 100μ l/well 加 え 、 25℃ で 1時

間 反 応 さ せ た 。 更 に PBSTで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 100μ l 3,3＇ ,5,5＇ -Tetramethylbenzidine

/H 2 O 2 solution を 加 え 、 25℃ で 1時 間 発 色 さ せ て 、 1N H 2 SO 4 で 発 色 を 停 止 し た 。 発 色 し た

各 ウ エ ル の 値 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で A 4 5 0 を 測 定 す る こ と で 求 め た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 実 施 例 １ ９ 　 組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス と リ ン カ ー 付 ビ オ チ ン 標 識 多 重 層 リ ポ ソ ー ム （ M

LV） の 融 合 に よ る PEG含 有 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 調 製

　 リ ポ ソ ー ム を ビ オ チ ン 化 す る に 際 し 、 ビ オ チ ン と 脂 質 と の 間 に リ ン カ ー と し て PEGを 用

い た も の を 評 価 し た 。

　 (1)リ ポ ソ ー ム の 調 製

　 プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 調 製 に 先 立 ち 、 リ ン カ ー の な い リ ポ ソ ー ム （ 以 下 、 PEG(-)リ ポ ソ

ー ム と い う ） と 、 リ ン カ ー と し て の PEGを 用 い た リ ポ ソ ー ム （ 以 下 、 PEG(+)リ ポ ソ ー ム と

い う ） と を 調 製 し た 。

　 PEG(-)リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る リ ン 脂 質 の 混 合 物 と し て 、 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ

リ ン （ D OPC:CO ATSO M E M C-8181, 日 本 油 脂 製 ） ／ ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン － ナ

ト リ ウ ム （ D OPS-Na:CO ATSO M E MS-8181LS, 日 本 油 脂 製 ） ／ ビ オ チ ン － ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ

ノ ー ル ア ミ ン （ 18:1 Biotin-PE ） = 1:1:0.066 (リ ン 脂 質 総 量 206.6 μ mol)を 用 い た 。 1

8:1 Biotin-PEに は 、 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-Biotinyl (Sod

ium Salt)（ Avanti Polar Lipids社 製 ） を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 一 方 、 PEG(+)リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る リ ン 脂 質 の 混 合 物 と し て 、 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ

ジ ル コ リ ン （ D OPC:CO ATSO M E M C-8181, 日 本 油 脂 製 ） ／ ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ

ン － ナ ト リ ウ ム （ D OPS-Na:CO ATSO M E MS-8181LS, 日 本 油 脂 製 ） ／ ビ オ チ ン － PEG（ 2000)－

ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ DSPE-PEG(2000)Biotin） = 1:1:0.066 (リ ン 脂 質 総 量

206.6 μ mol)を 用 い た 。 DSPE-PEG(2000)Biotinに は 、 1,2-Disearoyl-sn-Glycero-3-Phosp

hoethanolamine-N-[Biotinyl(Polyethylene Glycol)　 2000] (A m monium Salt) （ Avanti

Polar Lipids社 製 ） を 用 い た 。 こ の リ ポ ソ ー ム で は 、 ビ オ チ ン が PEGを 介 し て 結 合 さ れ て

い る 。 こ の た め 、 PEG(+)組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 PEG(-)組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム

に 比 べ る と 、 プ レ ー ト 表 面 よ り も 離 れ た 位 置 に 結 合 さ れ た 状 態 と な る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 上 記 リ ン 脂 質 の そ れ ぞ れ を ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 各 ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 （ 約 5 ml） を

、 キ ャ ッ プ を 外 し た ガ ラ ス 製 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 試 験 管 に 入 れ 、 そ の 試 験 管 を 熱 媒 体 と し
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て グ リ セ リ ン を 加 え た ガ ラ ス 製 受 器 に 移 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー に 接 続 し 、 680-70

0 m m Hg程 度 ま で 適 当 に 減 圧 し て 固 定 し た 。 ウ ォ ー タ ー バ ス に 受 器 が 浸 る よ う に 位 置 を 決 め

、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 回 転 さ せ 、 窒 素 ガ ス （ 1 kg/cm
2
） を 送 り 込 み な が ら 溶 媒 の

ク ロ ロ ホ ル ム を 減 圧 除 去 し た 。 減 圧 は 、 マ ニ ュ ア ル 操 作 に よ り 、 700 m m Hg か ら 500 m m Hg

ま で 、 1-2分 毎 に 、 約 100 m m Hgず つ 下 げ 、 次 に 、 500 m m Hgか ら 100 m m Hgま で は 、 約 50 m m Hg

ず つ 下 げ て い き 、 更 に 100 m m Hgか ら 25 m m Hgず つ 下 げ 、 最 後 に 10-20 m m Hgと し た 。 ク ロ ロ

ホ ル ム が 除 去 さ れ 薄 膜 を 形 成 し た 後 、 更 に 30分 程 度 、 減 圧 下 に 置 き 、 十 分 に ク ロ ロ ホ ル ム

を 除 去 し た 。 減 圧 を 停 止 し 、 窒 素 ガ ス を 送 り 込 み 、 大 気 圧 ま で 昇 圧 し た 後 に 、 受 器 を 取 り

外 し 、 内 壁 と 底 面 に リ ン 脂 質 薄 膜 が 形 成 さ れ た ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 試 験 管 を 取 り 出 し た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 リ ポ ソ ー ム 調 製 用 バ ッ フ ァ ー [10 m M Tris-HCl- 10 m M NaCl (pH 7.5)]を 10 ml加 え 、 ア

ル ゴ ン ガ ス （ 不 活 性 ガ ス ） で 置 換 し た 後 、 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ を し っ か り 閉 め 、 ボ ル テ ッ

ク ス ミ キ サ ー （ 強 度 最 大 ） で 30秒 か ら 1分 程 度 、 薄 膜 が 完 全 に 剥 が れ る ま で 、 ボ ル テ ッ ク

ス し 、 乳 白 色 の M LV懸 濁 液 （ リ ン 脂 質 濃 度 約 20 μ mol/ml） を 得 た 。

　 M LVを 含 む 濾 液 に 、 次 の よ う に 複 数 回 遠 心 操 作 を 施 し 、 M LVを 精 製 し た 。 濾 液 を 10本 の エ

ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 小 型 冷 却 遠 心 機 で 遠 心 し た （ 12,000 x g、 20分 間 、 4℃ ）

。 得 ら れ た 遠 心 上 清 を 別 の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 M LV沈 殿 物 は 1 mlバ ッ フ ァ ー

を 加 え 再 懸 濁 し 、 上 清 と 沈 殿 物 の 両 者 に 対 し て 同 様 の 遠 心 操 作 を 行 っ た 。 次 に 、 上 清 の 再

遠 心 に よ り 得 ら れ た 沈 殿 物 に 沈 殿 物 再 懸 濁 液 の 遠 心 上 清 を 加 え て 懸 濁 し 、 沈 殿 物 再 懸 濁 液

の 遠 心 沈 殿 物 に は 新 た に バ ッ フ ァ ー を 1 ml加 え て 再 々 懸 濁 し た 。 こ の 操 作 を 更 に 一 度 行 い

、 得 ら れ た 各 沈 殿 物 に バ ッ フ ァ ー 0.5 mlを 加 え 、 そ れ ぞ れ 懸 濁 し 、 両 者 を 併 せ 1 mlの M LV

懸 濁 液 を 得 た 。 加 圧 濾 過 器 に ポ リ カ ー ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン (孔 径 0.4 μ m)を 装 着 し 、 M LV懸

濁 液 を ア ル ゴ ン ガ ス に よ り 加 圧 濾 過 し た 。 す べ て の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ か ら 得 ら れ た

も の を 混 合 し 、 バ ッ フ ァ ー に よ り 全 量 を 10mlと し た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 リ ポ ソ ー ム 濃 度 を リ ン 脂 質 濃 度 で 表 す た め 、 懸 濁 液 に 過 酸 化 水 素 と 硫 酸 に よ り 湿 式 分 解

し た 分 解 液 中 の 無 機 リ ン を Fiske-Subbarow法 で 定 量 し た 。 こ う し て 調 製 し た M LV懸 濁 液 を

、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 調 製 に 供 し た 。 M LV懸 濁 は 、 ア ル ゴ ン ガ ス を 充 填 し 、 4℃ で 保

存 し た 。

　 こ う し て 、 PEG(-)リ ポ ソ ー ム 、 及 び PEG(+)リ ポ ソ ー ム を 調 製 し た 。

　 ま た 、 リ ポ ソ ー ム に 結 合 す る 抗 体 を 除 去 す る た め の 抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム を 調 製 し た 。

抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム を 構 成 す る リ ン 脂 質 の 混 合 物 と し て 、 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル

コ リ ン （ D OPC:CO ATSO M E M C-8181, 日 本 油 脂 製 ） ／ ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン －

ナ ト リ ウ ム （ D OPS-Na:CO ATSO M E MS-8181LS, 日 本 油 脂 製 ） = 1:1 を 用 い た 。 こ の リ ン 脂

質 を 上 記 と 同 様 の 手 順 に 従 っ て 操 作 し 、 抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム （ 17.3m M） を 得 た 。

　 (2)PEG含 有 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 調 製

　 上 記 PEG(-)リ ポ ソ ー ム ま た は PEG(+)リ ポ ソ ー ム と 、 TSHR組 換 え AcNPVと を 用 い 、 実 施 例

１ ５ に 従 っ て 、 PEG(-)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム と 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ

ソ ー ム と を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 実 施 例 ２ ０ 　 抗 TSHR抗 体 測 定 系 の 開 発 ２ （ PEGを 使 用 し た 測 定 系 ）

　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ト マ イ ク ロ プ レ ー ト に 感 作 す る PEG(-)ま た は PEG(+)TSHR組 換 え

プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 濃 度 を 0.5μ g/mlか ら 1.0μ g/mlに し た 以 外 は 、 実 施 例 １ ８ に 従 っ て

、 ヒ ト 血 清 中 の 抗 TSHR抗 体 の 測 定 を 行 っ た 。

　 対 照 と し て 、 何 も 感 作 し な い プ レ ー ト （ BSA） と 、 TSHR組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 感 作

し た プ レ ー ト を 上 記 と 同 様 の 操 作 で 調 製 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 試 験 結 果

　 ＜ 野 生 型 AcNPV－ リ ポ ソ ー ム 膜 融 合 条 件 の 検 討 ＞

　 本 発 明 者 ら は 、 Bm NPVの BVを 用 い て ウ イ ル ス と リ ポ ソ ー ム と の 間 の 融 合 を 試 み た 結 果 、 B
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Vと リ ポ ソ ー ム と が 融 合 す る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 膜 タ ン パ ク 質 で あ る GPIア ン カ ー 型 膜

結 合 酵 素 AchEが BV上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 BVと リ ポ ソ ー ム と の

融 合 を 行 っ た 結 果 、 AchEが 再 構 成 さ れ た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 作 製 に 成 功 し た 。 こ

の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 作 製 過 程 は 図 ２ に 示 す 通 り で あ

る 。

　 次 い で 、 AcNPVを 用 い た 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 作 製 法 の 開 発 の 検 討 を 行 っ た 。 最 初

の 段 階 と し て 、 野 生 型 AcNPVの BVを 用 い て リ ポ ソ ー ム 膜 と の 融 合 条 件 の 検 討 を 行 っ た 。 組

換 え AcNPVの 組 換 え タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 は ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 と 置 換 し た も の で あ り 、 ポ

リ ヘ ド リ ン は 膜 へ の 感 染 や ウ イ ル ス の 増 殖 に は 必 須 で は な い た め 、 BVの 融 合 能 に 変 化 は な

く 、 野 生 型 AcNPVの BVと リ ポ ソ ー ム と の 融 合 条 件 と 組 換 え AcNPVの BVと リ ポ ソ ー ム と の 融 合

条 件 に 差 異 は な い で あ ろ う と 考 え た た め で あ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 野 生 型 AcNPVの BVと LU Vリ ポ ソ ー ム と の 融 合 の 挙 動 を 明 ら か に す る た め 、 (1)BV－ LU V間 融

合 の pH依 存 性 、 (2) LU Vの 脂 質 組 成 に よ る 比 較 、 及 び (3) BV－ LU V間 融 合 の リ ポ ソ ー ム 濃 度

依 存 性 に 関 し て R18-dequenching assayを 行 っ た 。

　 (1) BV－ LU V間 融 合 の pH依 存 性

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ に 存 在 す る gp64は 、 弱 酸 性 の pHで 細 胞 と の 融 合 を 誘 起 す

る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Blissard,G.W. and Wenz,J.R. (1992) Baculovirus gp64 enve

lope Glycoprotein is sufficient to mediate pH-dependent membrane fusion. J.Virol

 66:6829-6835） 。 そ こ で 、 AcNPVの BVと リ ポ ソ ー ム の 融 合 時 の pHに よ っ て 融 合 率 に 変 化 が

あ る か を 調 べ る た め に 、 PC/PS(1:1)の 脂 質 組 成 の LU Vを 作 製 し 、 融 合 緩 衝 液 の pHを pH3.0、

pH4.0、 pH4.5、 pH5.0、 pH6.5、 pH7.5と し た 場 合 の BVと LU Vと の 融 合 率 を 測 定 し た 。

　 結 果 を 図 ４ に 示 し た 。 図 よ り 明 ら か な よ う に 、 pH5.0以 上 で は 融 合 率 は 低 か っ た が 、 pH4

.0以 下 で は 非 常 に 高 い 融 合 率 が 示 さ れ 、 pHが 4程 度 の 比 較 的 穏 や か な 条 件 下 で ウ イ ル ス と

効 率 良 く 融 合 す る こ と が 判 っ た 。 こ れ は 、 pH5付 近 を 転 移 点 と し て 融 合 率 の 変 化 が 起 こ っ

て お り 、 gp64を 介 し て リ ポ ソ ー ム と の 融 合 が 誘 起 さ れ た と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 (2) LU Vの 脂 質 組 成 に よ る 比 較

　 gp64は 昆 虫 細 胞 の エ ン ド ソ ー ム 膜 と の 融 合 を 誘 起 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 エ ン ド ソ ー

ム 膜 を 構 成 す る 脂 質 で あ る 酸 性 リ ン 脂 質 の PSが 、 融 合 時 の gp64の 主 な レ セ プ タ ー と な っ て

い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る （ Tani,H. , Nishijima,M. , Ushijima,H. , Miyamura,T. ,

 and Matsuura,Y. (2001) Characterization of cell-surface determinants important

for baculovirus infection. Virology 279:343-53） 。 そ こ で 、 他 の 酸 性 リ ン 脂 質 が PSの

代 用 と な り 得 る か を 調 べ る た め に 、 中 性 リ ン 脂 質 で あ る PCと 、 酸 性 リ ン 脂 質 で あ る PS、 PG

、 PAあ る い は PIを 用 い て 、 PC/PS(1:1)、 PC/PG(1:1)、 PC/PA(1:1)、 PC/PI(1:1)と い う 脂 質

組 成 の LU Vを 作 製 し 、 こ れ ら の LU Vに お け る BVと の 融 合 率 の 比 較 を 行 っ た 。

　 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。 図 よ り 明 ら か な よ う に 、 pH7.5の 場 合 、 PC/PS組 成 の LU Vが 僅 か に

融 合 率 が 高 か っ た が 、 4種 類 全 て の 脂 質 組 成 の LU Vに お い て 融 合 率 は 低 か っ た 。 一 方 、 pH4.

0の 場 合 、 PC/PS組 成 の LU Vが 最 も 融 合 率 が 高 く 、 PC/PG(1:1)、 PC/PA(1:1)、 PC/PI(1:1)組

成 の 順 に 融 合 率 は 減 少 し た 。 し た が っ て 、 や は り PSが gp64に 対 す る レ セ プ タ ー 因 子 と し て

の 働 き を し 、 他 の 脂 質 組 成 の LU Vで は 融 合 の 効 率 が 下 が る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 (3) BV－ LU V間 融 合 の リ ポ ソ ー ム 濃 度 依 存 性

　 次 に 、 PCと PSを 用 い て PC/PS(1:1)の 脂 質 組 成 の LU Vを 作 製 し 、 融 合 緩 衝 液 の pHを 4.0、 BV

量 を 一 定 と し て 、 融 合 さ せ る LU Vの 濃 度 を 変 化 さ せ た 場 合 の 融 合 率 を 測 定 し た 。 そ の 結 果

、 LU V濃 度 を 5μ Mか ら 100μ Mま で 変 化 さ せ た 場 合 、 融 合 率 の 急 激 な 増 加 が 観 察 さ れ た が 、

そ れ 以 上 の 濃 度 で は 融 合 率 は ほ ぼ 一 定 と な り 、 飽 和 状 態 と な っ た と 考 え ら れ た 。

　 LU Vは 物 質 封 入 率 が 高 く 、 生 体 膜 の も つ 性 質 を 保 有 し 、 リ ポ ソ ー ム を 利 用 し よ う と す る

様 々 な 研 究 目 的 に 適 し て い る と い え る 。 し か し 、 LU Vは 、 調 製 や 精 製 が 繁 雑 で あ る 。 こ れ

に 対 し て 、 M LVは 、 脂 質 薄 膜 に 機 械 的 振 動 を 与 え る だ け で 調 製 で き る 上 、 低 速 遠 心 に よ り
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簡 単 に 分 離 可 能 で あ り 調 製 や 精 製 も 容 易 で あ る た め 、 汎 用 性 が 高 く 実 用 化 を 試 み る 際 に は

好 ま し い 。 し た が っ て 、 M LVが LU Vの 代 わ り に 使 用 で き る か 検 討 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 野 生 型 BVと M LVと の 融 合 条 件 に 関 し て 、 野 生 型 BVと LU Vと の 融 合 測 定 と 同 様 に 、 上 記 検 討

法 （ 1） 、 （ 2） 、 （ 3） に お い て R18-dequenching assayを 行 っ た 。

　 (1) BV－ M LV間 融 合 の pH依 存 性

　 PC/PS(1:1)の 脂 質 組 成 の M LVを 作 製 し 、 融 合 緩 衝 液 の pHを pH3.0、 pH4.0、 pH4.5、 pH5.0

、 pH6.5と し た 場 合 の BVと M LVと の 融 合 率 を 測 定 し た 。 図 ４ に 示 す 通 り 、 pH5.0以 上 で は 融

合 率 は 低 か っ た が 、 pH4.0以 下 で は 非 常 に 高 い 融 合 率 が 示 さ れ 、 pHが 4程 度 の 比 較 的 穏 や か

な 条 件 下 で ウ イ ル ス と 効 率 良 く 融 合 す る こ と が 判 っ た 。

　 (2) M LVの 脂 質 組 成 に よ る 比 較

　 中 性 リ ン 脂 質 で あ る PCと 、 酸 性 リ ン 脂 質 で あ る PSあ る い は PGを 用 い て 、 PC/PS(1:1)、 PC

/PG(1:1)と い う 脂 質 組 成 の M LVを 作 製 し 、 こ れ ら の M LVに お け る BVと の 融 合 率 の 比 較 を 行 っ

た 。 結 果 を 図 ６ に 示 し た 。 図 よ り 明 ら か な よ う に 、 pH6.5の 場 合 、 PC/PS組 成 と PC/PG組 成

共 に 融 合 率 は 低 か っ た 。 一 方 、 pH4.0の 場 合 、 PC/PS組 成 と PC/PG組 成 共 に 高 い 融 合 率 を 示

し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 (3) BV－ M LV間 融 合 の リ ポ ソ ー ム 濃 度 依 存 性

　 PC/PS(1:1)の 脂 質 組 成 の M LVを 作 製 し 、 融 合 緩 衝 液 の pHを 4.0、 BV量 を 一 定 と し て 、 融 合

さ せ る M LVの 濃 度 を 変 化 さ せ た 場 合 の 融 合 率 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 M LV濃 度 を 5μ Mか ら 10

0μ Mま で 変 化 さ せ た 場 合 、 融 合 率 の 増 加 が 観 察 さ れ た が 、 そ れ 以 上 の 濃 度 で は 融 合 率 は ほ

ぼ 一 定 と な っ た 。

　 以 上 の 結 果 よ り 、 R18の 蛍 光 の 増 大 が 見 ら れ た こ と か ら 、 野 生 型 AcNPVの BVと リ ポ ソ ー ム

と の 融 合 が 誘 起 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 野 生 型 AcNPVの BVと M LVと の 融 合 率 と 、 野 生

型 AcNPVの BVと LU Vと の 融 合 率 は 、 BV－ リ ポ ソ ー ム 間 融 合 の リ ポ ソ ー ム 濃 度 依 存 性 、 BV－ リ

ポ ソ ー ム 間 融 合 の pH依 存 性 、 及 び リ ポ ソ ー ム の 脂 質 組 成 に お い て 、 同 様 の 傾 向 が 示 さ れ 、

PSを 含 む リ ポ ソ ー ム と 低 pH領 域 で 融 合 率 が 高 く な る こ と が 確 認 さ れ た 。 LU Vの 結 果 と M LVの

結 果 を 比 較 す る と 、 図 ７ に 示 す と お り 、 両 者 の 融 合 率 に は ほ と ん ど 差 が 認 め ら れ な か っ た

。 し た が っ て 、 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 作 製 に M LVを 用 い た と し て も 、 性 状 に 変 わ り は

な い と 考 え た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 ＜ 組 換 え AcNPV感 染 Sf9細 胞 発 現 膜 タ ン パ ク 質 の 解 析 ＞

　 ヒ ト AChRは α 2 β γ δ の 5個 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 る 五 量 体 で 、 そ れ ら が 環 状 に 配 置 し て

カ チ オ ン 選 択 性 の イ オ ン チ ャ ネ ル を 形 成 し て い る 、 分 子 量 約 290kDaの 糖 タ ン パ ク 質 で あ る

。 図 ８ （ Unwin, N. (2005) Refined structure of the nicotinic acetylcholine recept

or at 4 angstrom resolution. J. Mol. Biol. 346: 967-989.） に 示 す よ う に 、 各 サ ブ ユ

ニ ッ ト は 1サ ブ ユ ニ ッ ト あ た り 4本 の α ヘ リ ッ ク ス が 細 胞 膜 を 貫 通 し て い る 。 こ れ ら の サ ブ

ユ ニ ッ ト の 中 の α サ ブ ユ ニ ッ ト は 分 子 量 約 50kDaで あ り 、 こ の α サ ブ ユ ニ ッ ト が 抗 AChR抗

体 と の 結 合 部 位 で あ る と 考 え ら れ て い る 。

　 図 ９ （ Ando, T., Latif , R., Daniel, S., Eguchi, K., and Davies, T. F. (2004) Di

ssecting linear and conformational epitopes on the native thyrotropin receptor.

Endocrinology 145: 5185 - 5193.） に は 、 ヒ ト TSHRの 立 体 構 造 を 膜 断 面 か ら 見 た と き の

模 式 図 を 示 し た 。 ヒ ト TSHRは シ ン グ ル ポ リ ペ プ チ ド の 7回 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ

れ た 後 、 N末 端 が 細 胞 外 ド メ イ ン で あ る α サ ブ ユ ニ ッ ト ３ ０ と 膜 貫 通 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン

で あ る β サ ブ ユ ニ ッ ト ４ ０ の 2個 の サ ブ ユ ニ ッ ト と の 間 の 開 裂 領 域 ５ ０ で 開 裂 さ れ レ セ プ

タ ー を 形 成 す る 。 分 子 量 は 約 87kDaで あ る 。 α サ ブ ユ ニ ッ ト ３ ０ に 存 在 す る ロ イ シ ン に 富

ん だ 繰 返 し 構 造 （ leucine-rich repeats） ６ ０ が 抗 TSHR抗 体 と の 反 応 部 位 で は な い か と 考

え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 AChR組 換 え AcNPV感 染 細 胞 及 び 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ の 膜 タ ン パ ク 質 分 析
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　 AChR組 換 え AcNPVを 感 染 さ せ た Sf9細 胞 の 細 胞 培 養 液 か ら 回 収 し た 細 胞 画 分 及 び BV画 分 に

お い て 、 SDS-PA GE後 に 銀 染 色 及 び 抗 His-Tag抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 細

胞 に AChRが 発 現 さ れ 、 さ ら に 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に も AChRが デ ィ ス プ レ イ さ れ て

い れ ば 、 AChRに 付 加 さ れ た 6× His-Tagと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 His-Tag抗 体 を 用 い た ウ エ ス

タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 AChRが 検 出 さ れ る 。

　 銀 染 色 の 結 果 、 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 AChR組 換 え BV画 分 に お い て 、 野 生 型 BV画 分 に は 見

ら れ な い バ ン ド が 検 出 さ れ 、 そ れ は AChRの 分 子 量 約 50kDaに 相 当 す る 位 置 で あ っ た 。 従 っ

て 、 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に AChRが デ ィ ス プ レ イ さ れ た こ と が 判 っ た 。

　 さ ら に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 結 果 、 図 １ １ に 示 す よ う に 、 BV画 分 に お い て AChR

の 分 子 量 に 相 当 す る 位 置 に バ ン ド が 検 出 さ れ 、 AChRが 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に デ ィ

ス プ レ イ さ れ る こ と が 判 明 し た 。 細 胞 画 分 に お い て 、 AChRの 分 子 量 約 に 相 当 す る 位 置 に バ

ン ド が 検 出 さ れ た が 、 そ れ 以 外 の 場 所 に も マ ル チ バ ン ド と し て 検 出 さ れ た 。 こ れ は 、 細 胞

膜 上 に 発 現 し た AChRが 細 胞 デ ブ リ と 凝 集 し た も の や 断 片 化 し た も の が 泳 動 さ れ た た め と 考

え ら れ る 。 こ れ に 対 し て 、 BV画 分 で は AChRの 分 子 量 約 に 相 当 す る 位 置 に シ ン グ ル バ ン ド と

し て 検 出 さ れ 、 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に AChRが 断 片 化 さ れ た も の は な く 、 全 長 を 保

持 し た AChRの み が デ ィ ス プ レ イ さ れ て い た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 AChR組 換 え ウ イ ル ス － M LV融 合 リ ポ ソ ー ム に お け る 銀 染 色

　 AChR組 換 え AcNPVの BVと M LVと を 融 合 さ せ た リ ポ ソ ー ム を 用 い て 銀 染 色 を 行 っ た 結 果 、 図

１ ２ に 示 す よ う に 、 リ ポ ソ ー ム 沈 殿 画 分 に お い て AChRの 分 子 量 に 相 当 す る 位 置 に 、 野 生 型

AcNPVの BV画 分 に は 見 ら れ な い バ ン ド が 観 察 さ れ た 。 融 合 時 に 行 っ た 遠 心 分 離 操 作 で は 、 B

V粒 子 単 体 は 沈 殿 し な い の で 、 AChRを デ ィ ス プ レ イ し て い る BVが リ ポ ソ ー ム と 融 合 し た こ

と が 判 っ た 。 ま た 、 融 合 用 緩 衝 液 が pH4.0の 場 合 と pH7.5の 場 合 の 上 清 画 分 に お い て 、 pH7.

5の 上 清 画 分 は タ ン パ ク 質 が 濃 く 検 出 さ れ た の に 対 し て pH4.0の 上 清 画 分 は タ ン パ ク 質 が 薄

く 検 出 さ れ た た め 、 pH4.0に お け る リ ポ ソ ー ム 沈 殿 画 分 に タ ン パ ク 質 成 分 の ほ と ん ど が 取

り 込 ま れ て い る こ と が 判 っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 野 生 型 AcNPV－ リ ポ ソ ー ム 膜 融 合 条 件

の 検 討 で 示 さ れ た 結 果 と 同 様 に 、 組 換 え 膜 タ ン パ ク 質 で も こ の 融 合 条 件 が 最 も 適 切 で あ る

と 見 な さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 TSHR組 換 え AcNPV感 染 細 胞 及 び 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ の 膜 タ ン パ ク 質 分 析

　 TSHR組 換 え AcNPVを 感 染 さ せ た Sf9細 胞 の 細 胞 培 養 液 か ら 回 収 し た 細 胞 画 分 及 び BV画 分 に

お い て 、 SDS-PA GE後 に Bio-Safe Coomassie染 色 及 び 抗 His-Tag抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ

ッ ト を 行 っ た 。 細 胞 に TSHRが 発 現 さ れ 、 さ ら に 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に も TSHRが デ

ィ ス プ レ イ さ れ て い れ ば 、 Bio-Safe Coomassie染 色 及 び TSHRに 付 加 さ れ た 6× His-Tagと 特

異 的 に 結 合 す る 抗 His-Tag抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 TSHRが 検 出 さ れ る

。

　 Bio-Safe Coomassie染 色 の 結 果 、 図 １ ３ に 示 す よ う に 、 野 生 型 BV画 分 に お い て 、 gp64と

ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 で あ る vp39の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 一 方 、 TSHR組 換 え BV画

分 に お い て 、 gp64と vp39の バ ン ド 以 外 に gp64よ り も 高 い 分 子 量 の 位 置 に バ ン ド が 検 出 さ れ

た 。 こ れ ら の デ ー タ よ り 、 出 芽 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に TSHRが デ ィ ス プ レ イ さ れ た こ と

が 判 っ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 さ ら に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 結 果 、 図 １ ４ に 示 す よ う に 、 TSHR組 換 え BV画 分 に

お い て TSHRの 分 子 量 約 87kDaに 相 当 す る 位 置 に バ ン ド が 検 出 さ れ 、 TSHRが 出 芽 ウ イ ル ス エ

ン ベ ロ ー プ 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る こ と が 判 明 し た 。 一 方 、 細 胞 画 分 に お い て 、 TSHRの 分

子 量 よ り 高 い 位 置 に バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 こ の 理 由 と し て 、 細 胞 画 分 で は 細 胞 膜 上 に 発 現

し た TSHRが 細 胞 膜 等 の 細 胞 デ ブ リ と 凝 集 を 起 こ し 、 電 気 泳 動 を 行 っ た 際 、 ア ク リ ル ア ミ ド

濃 度 が 高 い 分 離 用 ゲ ル 、 す な わ ち 孔 が 小 さ い ゲ ル を 移 動 し 難 か っ た た め と 考 え た 。 こ れ に

対 し て 、 BV画 分 で は 細 胞 デ ブ リ を 含 ん で い な い TSHRが BV上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ た た め と 考

え た 。 ヒ ト TSHRは 甲 状 腺 細 胞 膜 上 に 発 現 さ れ た 後 、 2個 の サ ブ ユ ニ ッ ト に 開 裂 す る が 、 異
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種 細 胞 に お い て 発 現 さ せ た 場 合 、 開 裂 は 起 こ ら ず 単 量 体 の ま ま で あ る こ と が 知 ら れ て お り

、 上 記 の 結 果 と 一 致 す る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 抗 AChRα 抗 体 測 定 系 の 開 発

　 図 １ ５ に は 、 リ ポ ソ ー ム の み 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 、 及 び AChRα 組 換 え プ ロ

テ オ リ ポ ソ ー ム を 固 相 化 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 、 １ ０ 名 の 重 症 筋 無 力 症 患 者 （ M G

01-10） と ５ 名 の 健 常 者 （ N HS24,29,51,58,59） の ヒ ト 血 清 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た 。 図 １

６ に は 、 こ れ ら の デ ー タ に 基 づ き 、 シ グ ナ ル と な る 値 （ AChR-TSHR、 ま た は AChRプ ロ テ オ

リ ポ ソ ー ム -リ ポ ソ ー ム ） を 示 し た 。 全 体 と し て 、 患 者 血 清 に お い て 、 抗 AChRα 抗 体 の 値

（ AchR-TSHRま た は AchRプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム -リ ポ ソ ー ム ） が 高 い 傾 向 が 認 め ら れ た 。

　 図 １ ７ に は 、 上 記 １ ５ 名 の ヒ ト 血 清 中 に 、 抗 AchR抗 体 が 観 察 さ れ る か 否 か を 確 認 し た 蛍

光 顕 微 鏡 写 真 図 で あ る 。 抗 AChRα 抗 体 の 値 と 、 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 中 の 蛍 光 の 程 度 と は 、 適 当

な 相 関 を 示 し て い る よ う に 見 ら れ た 。

　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 実 施 形 態 に よ る 測 定 系 に 基 づ い て 、 抗 AChRα 抗 体 を 良 好 に 測 定 可 能

で あ り 、 こ の 測 定 系 が M Gの 診 断 に 使 用 で き る こ と を 示 唆 し て い る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 抗 TSHR抗 体 測 定 系 の 開 発 １

　 図 １ ８ に は 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 、 又 は TSHR組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス （ リ

ポ ソ ー ム と 融 合 さ せ て い な い も の ） を 吸 着 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ

プ レ ー ト に ヒ ト 血 清 （ バ セ ド ウ 病 患 者 及 び 健 常 人 ） を 反 応 さ せ た と き の ELISA系 の 結 果 を

示 し た 。 グ ラ フ の 横 軸 に は 、 各 ヒ ト 血 清 サ ン プ ル の ID番 号 を 示 し 、 縦 軸 に は 、 A 4 5 0 を 測 定

し た 結 果 を 示 し た 。 ヒ ト 血 清 サ ン プ ル は 、 頭 文 字 が B又 は Tで 始 ま る も の （ 左 端 か ら ３ ９ サ

ン プ ル 分 ） は 、 甲 状 腺 疾 患 の 血 清 で あ り 、 こ の う ち 頭 文 字 が Bで 始 ま る も の が RIA法 に よ っ

て バ ゼ ド ウ 病 と 診 断 さ れ た 患 者 血 清 で あ る 。 頭 文 字 が Nで 始 ま る も の （ Tの 隣 か ら １ ９ サ ン

プ ル 分 ） は 、 健 常 人 の 血 清 で あ る 。 ま た 、 右 端 は 緩 衝 液 （ Buffer） で あ る 。 ５ ８ 個 の サ ン

プ ル に つ い て 、 そ れ ぞ れ TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム コ ー ト ELISA法 （ 白 抜 き 長 方 形 ）

、 及 び TSHR組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス コ ー ト ELISA法 （ 黒 塗 り 長 方 形 ） に よ っ て 測 定 を 行 っ

た 。 ま た 、 バ セ ド ウ 病 患 者 に つ い て は 、 現 行 の RIA法 （ 黒 塗 り 三 角 形 ） に よ っ て 測 定 し た

結 果 を 示 し た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 RIA法 で は 、 39例 の 甲 状 腺 疾 患 患 者 の 血 清 に つ い て 、 ポ ジ テ ィ ブ デ ー タ が 得 ら れ た も の

（ 頭 文 字 が Bで 始 ま る 20例 ） と 、 ポ ジ テ ィ ブ デ ー タ が 得 ら れ な か っ た も の （ 頭 文 字 が Tで 始

ま る 19例 ） と に 分 か れ た 。 RIA法 は 競 合 法 で あ る こ と か ら 、 患 者 が 持 っ て い る 自 己 抗 体 の T

SHR認 識 部 位 と 、 RIA法 に 用 い る 抗 体 の 認 識 部 位 と が 競 合 し て い な け れ ば 、 デ ー タ が ポ ジ テ

ィ ブ と な ら な い と 考 え ら れ る 。 こ の た め 、 頭 文 字 が Tで 始 ま る 19例 の 甲 状 腺 疾 患 患 者 に つ

い て は 、 RIA法 で ポ ジ テ ィ ブ デ ー タ が 得 ら れ ず 、 本 法 で は TSHリ ガ ン ド と 非 競 合 的 な 自 己 抗

体 の 保 有 者 も ポ ジ テ ィ ブ デ ー タ と し て 得 ら れ た た め 、 ス ク リ ー ニ ン グ で き た も の と 思 わ れ

た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 一 方 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 、 又 は TSHR組 換 え AcNPV出 芽 ウ イ ル ス を コ ー ト し

た ELISA系 に お い て は 、 RIA法 で は ポ ジ テ ィ ブ と な ら な か っ た 血 清 （ 頭 文 字 Tの 系 列 ） に つ

い て も 、 い ず れ も 甲 状 腺 疾 患 患 者 血 清 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ デ ー タ が 得 ら れ た こ と か ら 、 TS

HR自 己 抗 体 を 良 好 に 認 識 で き る こ と が 分 る と 共 に 、 現 在 の RIA法 で は 測 定 不 能 な TSHR自 己

抗 体 が 存 在 す る こ と も 明 ら か と す る こ と が 出 来 た 。

　 更 に 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を コ ー ト し た ELISA系 で は 、 TSHR組 換 え AcNPV出 芽

ウ イ ル ス を コ ー ト し た ELISA系 に 比 べ て も 、 甲 状 腺 疾 患 患 者 血 清 に 対 し て 、 高 い 反 応 が 認

め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を コ ー ト し た ELISA系 は 、 TSHR

が 構 造 的 に 天 然 の 状 態 を 取 り や す く な っ た た め 、 従 来 う ま く 検 出 で き な か っ た 甲 状 腺 疾 患

患 者 の 自 己 抗 体 の TSHR特 異 的 結 合 能 が 回 復 す る と 共 に 、 バ セ ド ウ 病 の 患 者 群 の 自 己 抗 体 検

出 に 関 し て も S/N比 が 高 く な っ て い た 。
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　 こ れ ら の デ ー タ よ り 、 本 実 施 形 態 の 測 定 系 は 、 バ セ ド ウ 病 以 外 の 甲 状 腺 疾 患 も 含 め た 新

規 な 甲 状 腺 疾 患 ス ク リ ー ニ ン グ 用 検 査 キ ッ ト の 提 供 も 可 能 で あ り 、 非 常 に 有 効 な ア ッ セ イ

系 で あ る こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 抗 TSHR抗 体 測 定 系 の 開 発 ２

　 図 １ ９ に は 、 バ セ ド ウ 病 患 者 血 清 （ B33） 、 健 常 人 血 清 （ N HS58,N HS59） 、 及 び コ ン ト ロ

ー ル （ Buffer） を 各 種 の 固 相 化 プ レ ー ト を 用 い て 測 定 し た と き の 結 果 を 示 し た 。 TSHR組 換

え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 固 定 し た プ レ ー ト で は 、 患 者 血 清 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル の プ レ ー

ト （ BSA） に 比 較 し て 、 十 分 に 高 い 値 を 示 し た 。 但 し 、 一 部 の 健 常 人 血 清 に お い て は 、 高

い 測 定 値 を 示 す も の が 認 め ら れ た 。

　 図 中 の TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 実 施 例 １ ５ で 調 製 し た も の で あ る 。 こ の リ ポ

ソ ー ム は 、 天 然 物 か ら 抽 出 し て 得 ら れ た リ ン 脂 質 か ら 構 成 さ れ て い る 一 方 、 PEG(-)TSHR組

換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム は 、 合 成 リ ン 脂 質 か ら 構 成 さ れ て い る 。 い ず れ の リ ポ ソ ー ム に お

い て も 、 デ ー タ に 大 き な 相 違 は 認 め ら れ な か っ た 。

　 PEG(-)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 及 び PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 固 定

し た プ レ ー ト で は 、 い ず れ も 患 者 血 清 に お い て 高 い 値 を 示 し 、 健 常 人 血 清 で は 低 値 を 示 し

た 。 更 に 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 固 定 し た プ レ ー ト で は 、 PEG(-)TSHR組

換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 固 定 し た プ レ ー ト に 比 較 し て 、 健 常 人 血 清 の デ ー タ が 低 下 し 、

Ｓ ／ Ｎ 比 が 良 好 と な っ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 図 ２ ０ に は 、 各 ウ エ ル に ヒ ト 血 清 を 添 加 す る 際 に 溶 液 中 に 、 抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム （ 17

.3m M） を 0～ 64μ l添 加 し て 測 定 し た と き の 結 果 を 示 し た 。 こ れ は 、 血 清 中 の PEG(-)リ ポ ソ

ー ム と 結 合 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と で 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド デ ー タ を 減 少 さ せ る こ と が 可 能

か 否 か を 評 価 し た 実 験 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム 抗 体 を 吸 収 す る と 、 PEG(-)及 び PEG(+)TSHR組 換

え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の い ず れ に お い て も 、 バ セ ド ウ 病 患 者 血 清 （ B22） の デ ー タ は 約 0.2

程 度 に 、 健 常 人 血 清 （ N HS58） の デ ー タ は 約 0.05程 度 と な っ た 。 こ の と き 、 PEG(-)TSHR組

換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い る と 、 デ ー タ が 定 常 値 に 至 る た め に よ り 多 く の PEG(-)リ ポ

ソ ー ム が 必 要 で あ る の に 対 し 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い る と 、 よ り 少

量 の PEG(-)リ ポ ソ ー ム で デ ー タ が 定 常 値 に 至 る こ と が 判 っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 図 ２ １ に は 、 PEG(-)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 吸 着 さ せ た ス ト レ プ ト ・ ア ビ ジ ン

・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 又 は PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 吸 着 さ せ た ス

ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト に ヒ ト 血 清 （ バ セ ド ウ 病 患 者 、 橋 本 病 患 者

及 び 健 常 人 ） を 反 応 さ せ た と き の ELISA系 の 結 果 を 示 し た 。 グ ラ フ の 横 軸 に は 、 各 ヒ ト 血

清 サ ン プ ル の ID番 号 を 示 し 、 縦 軸 に は 、 A 4 5 0 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た 。 ヒ ト 血 清 サ ン プ ル

の 頭 文 字 の 意 味 は 、 「 抗 TSHR抗 体 測 定 系 の 開 発 １ 」 と 同 じ で あ る た め 省 略 す る （ 但 し 、 図

１ ５ に 示 す 者 と は 異 な る 者 の デ ー タ が 含 ま れ て い る ） 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 健 常 人 血 清 の 発 色 の 平 均 ＋ 3SDで カ ッ ト オ フ ラ イ ン を 作 っ た と こ ろ 、 PEG(-)TSHR組 換 え

プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 場 合 に は 、 カ ッ ト オ フ ラ イ ン 付 近 の 発 色 し か 示 さ な か っ た 患 者 血 清

(T-4)が 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 場 合 に は 、 明 ら か な 陽 性 と な っ た 。 ま

た 、 PEG(-)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 場 合 に は 、 カ ッ ト オ フ ラ イ ン 付 近 ま で 発 色 し

て い た 健 常 人 血 清 (N HS61)が 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム の 場 合 に は 、 明 ら か

な 陰 性 と な っ た 。 こ の よ う に 、 PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い る と 、 ELISA

系 の 特 異 性 が 更 に 向 上 す る こ と が 判 っ た 。

　 こ の よ う に 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、 放 射 能 を 用 い る こ と な く 、 膜 受 容 体 に 対 す る 結 合 物 質

（ 例 え ば 、 自 己 抗 体 ） の 有 無 を 定 性 的 ・ 定 量 的 に 評 価 可 能 な 診 断 用 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ

ー ム を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と に よ り 、 容 易 に ELIS

Aプ レ ー ト 及 び ELISAキ ッ ト を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の ELISAプ レ ー ト は 、 自 己 抗 体 の

存 在 の 有 無 に 用 い る こ と が で き る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

【 図 １ 】 本 実 施 形 態 の ELISAシ ス テ ム を 調 製 す る た め の 方 法 を 示 す 工 程 図 （ １ ） で あ る 。

【 図 ２ 】 本 実 施 形 態 の ELISAシ ス テ ム を 調 製 す る た め の 方 法 を 示 す 工 程 図 （ ２ ） で あ る 。

【 図 ３ 】 本 実 施 形 態 の ELISAシ ス テ ム を 調 製 す る た め の 方 法 を 示 す 工 程 図 （ ３ ） で あ る 。

【 図 ４ 】 野 生 型 AcNPV BV－ リ ポ ソ ー ム の 膜 融 合 に 及 ぼ す pHの 影 響 を 確 認 し た と き の 結 果 を

示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ５ 】 LU V濃 度 200μ Mに お け る BVと の 融 合 率 （ % Fusion） に 対 し て 、 脂 質 組 成 及 び pHが

与 え る 影 響 を 確 認 し た と き の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ６ 】 M LV濃 度 200μ Mに お け る BVと の 融 合 率 に 対 し て 、 脂 質 組 成 及 び pHが 与 え る 影 響 を

確 認 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ７ 】 LU V及 び M LVの BVと の 融 合 率 を 比 較 す る グ ラ フ で あ る 。

【 図 ８ 】 ヒ ト AchRの 立 体 構 造 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る （ 左 側 は 膜 上 方 か ら 見 た 図 、 右 側 は

膜 断 面 か ら 見 た 図 で あ る ） 。

【 図 ９ 】 ヒ ト TSHRの 立 体 構 造 を 膜 断 面 か ら 見 た と き の 模 式 図 で あ る 。

【 図 １ ０ 】 AChR組 換 え BVに つ い て SDS-PA GEを 行 っ た 後 に ゲ ル を 銀 染 色 し た と き の ゲ ル 写 真

図 で あ る 。

【 図 １ １ 】 AChR組 換 え AcNPV感 染 細 胞 及 び BVに つ い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た と き の

写 真 図 で あ る 。

【 図 １ ２ 】 AChR BV-M LV融 合 リ ポ ソ ー ム に つ い て SDS-PA GEを 行 っ た 後 に ゲ ル を 銀 染 色 し た

と き の ゲ ル 写 真 図 で あ る 。

【 図 １ ３ 】 TSHR組 換 え AcNPV感 染 細 胞 及 び BVに つ い て SDS-PA GEを 行 っ た 後 に ゲ ル を Coomasi

e染 色 し た と き の ゲ ル 写 真 図 で あ る 。

【 図 １ ４ 】 TSHR組 換 え AcNPV感 染 細 胞 及 び BVに つ い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た と き の

写 真 図 で あ る 。

【 図 １ ５ 】 AChRα 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 吸 着 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ト ・

マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ０ 名 の 重 症 筋 無 力 症 患 者 （ M G01～ M G10） の ヒ ト 血 清 と 、 ５ 名 の 健 常

者 （ N HS24,29,51,58,59） の ヒ ト 血 清 を 反 応 さ せ た と き の ELISA系 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ

る 。 グ ラ フ は 、 (A)「 リ ポ ソ ー ム 」 が レ セ プ タ ー を 発 現 し て い な い リ ポ ソ ー ム を 感 作 し た

マ イ ク ロ プ レ ー ト で 試 験 し た デ ー タ を 、 (B)「 TSHRプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 」 が TSHR組 換 え プ

ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 感 作 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト で 試 験 し た デ ー タ を 、 (C)「 AchRプ ロ テ オ

リ ポ ソ ー ム 」 が AChRα 組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 感 作 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト で 試 験 し た

デ ー タ を 、 そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 「 AchRプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム － リ ポ ソ ー ム 」 は (C)-(A)の

値 を 、 「 AchR-TSHR」 は (C)-(B)の 値 を 、 そ れ ぞ れ 示 し て い る 。

【 図 １ ６ 】 図 １ ５ に 示 し た デ ー タ の う ち 、 (C)-(B)の デ ー タ 「 AchR-TSHR」 と 、 (C)-(A)の

デ ー タ 「 AchRプ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム － リ ポ ソ ー ム 」 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ７ 】 １ ０ 名 の 重 症 筋 無 力 症 患 者 （ M G01～ M G10） の ヒ ト 血 清 と 、 ５ 名 の 健 常 者 （ N HS2

4,29,51,58,59） の ヒ ト 血 清 と に つ い て 、 抗 AchR抗 体 が 観 察 さ れ る こ と を 確 認 し た 蛍 光 顕

微 鏡 写 真 図 で あ る 。

【 図 １ ８ 】 バ セ ド ウ 病 患 者 血 清 及 び 健 常 人 血 清 に つ い て 、 TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム

を 吸 着 さ せ た ELISAプ レ ー ト に 反 応 さ せ た と き の ELISA系 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ９ 】 バ セ ド ウ 病 患 者 血 清 （ B33） 、 健 常 人 血 清 （ N HS58,N HS59） 、 及 び コ ン ト ロ ー ル

（ Buffer） を 各 種 の 固 相 化 プ レ ー ト を 用 い て 測 定 し た と き の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ０ 】 ヒ ト 血 清 と 共 に 抗 体 除 去 用 リ ポ ソ ー ム を 添 加 し た と き の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ

で あ る 。

【 図 ２ １ 】 バ セ ド ウ 病 患 者 血 清 、 橋 本 病 患 者 血 清 、 及 び 健 常 人 血 清 に つ い て 、 PEG(-)TSHR

組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 、 又 は PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 吸 着 さ せ た ELIS

Aプ レ ー ト に 反 応 さ せ た と き の ELISA系 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 グ ラ フ 中 の 横 線 の う ち

、 実 線 は PEG(-)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い た 系 で の カ ッ ト オ フ ラ イ ン を 、 点 線

は PEG(+)TSHR組 換 え プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム を 用 い た 系 で の カ ッ ト オ フ ラ イ ン を 示 す 。
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