
(57)【要約】
【課題】新たな炎症性腸疾患診断用マーカー遺伝子もしくは蛋白質およびそれを利用した
炎症性腸疾患診断方法を提供することを課題とする。
【解決手段】大腸癌細胞を低酸素状態で培養した時に発現が亢進される  C8FW 遺伝子また
は  C8FW 蛋白質が炎症性腸疾患診断用マーカーとなり得、従って、患者から採取した検体
中の  C8FW 遺伝子または  C8FW 蛋白質の有無もしくは量を調べることにより、炎症性腸疾
患を診断することができる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 ま た は  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 か ら な る 炎 症
性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 C8FW 遺 伝 子 が 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ も し く は ４ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 で あ り 、 そ の
変 異 体 が 配 列 番 号 ３ も し く は ４ の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 で あ っ て 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 マ ー カ ー と し て の 機 能 を 有 す る 遺 伝
子 で あ る 、 請 求 項 １ の 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 C8FW 蛋 白 質 が 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ り 、 そ の 変 異
体 が 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 個 も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換
も し く は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し か つ 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 マ ー カ ー と し て の 機 能 を 有 す
る 蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 １ の 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 ま た は  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 の 有
無 も し く は 量 を 調 べ て 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 か ら 発 現 す る  mRNA の 量 を 測 定 し 、 そ の 量 か
ら 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 、 請 求 項 ４ の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 か ら 発 現 す る  mRNA の 有 無 も し く は 量 を 、 PC
R 法 、 RT-PCR 法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 ま た は  DNA チ ッ プ に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ５ の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ か ら ６ の い ず れ か の 診 断 方 法 の た め の 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 C8FW 遺 伝 子 も
し く は そ の 変 異 体 ま た は そ の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る  DNA 断 片 を プ ロ ー
ブ と し て 含 む 、 上 記 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 に 対 す
る 抗 体 と 反 応 さ せ 、 該 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 し た 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体
の 有 無 も し く は 量 か ら 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 、 請 求 項 ４ の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 組 織 免 疫 染 色 法 ま た は 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ 法 (ELISA)に よ り 、 抗 体 と 抗
原 抗 体 反 応 し た 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 を 調 べ る 、 請
求 項 ８ の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ８ ま た は ９ の 診 断 方 法 の た め の 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ
の 変 異 体 に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 診 断 用 キ ッ ト 。
                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 お よ び そ れ を 利 用 し た 炎
症 性 腸 疾 患 診 断 方 法 に 関 す る 。 更 に 詳 細 に は 、 細 胞 を 低 酸 素 状 態 で 培 養 し た と き に そ の 発
現 レ ベ ル が 上 昇 す る  C8FW 遺 伝 子 も し く は 該 遺 伝 子 か ら 発 現 さ れ る  C8FW 蛋 白 質 か ら な る
炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 お よ び そ れ を 利 用 し た 、 潰 瘍 性 大 腸 炎
、 ク ロ ー ン 病 、 虚 血 性 炎 症 性 大 腸 疾 患 等 の 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2004-321179 A 2004.11.18



　 組 織 が 虚 血 に 陥 る と 、 酸 素 濃 度 の 低 下 が 引 き 起 こ さ れ 生 体 に 強 い ス ト レ ス を 与 え る 。 例
え ば 、 虚 血 状 態 が 腸 組 織 で 生 じ る と 種 々 の 炎 症 性 腸 疾 患 を 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。 中 で
も 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 や ク ロ ー ン 病 は 原 因 不 明 で 特 発 性 炎 症 性 腸 疾 患 と し て 区 分 さ れ 、 厚 生 省
の 難 治 性 疾 患 と し て 特 定 さ れ て い る 。 診 断 は 厚 生 省 特 定 疾 患 難 治 性 炎 症 性 腸 管 障 害 調 査 研
究 班 で 作 製 さ れ た 診 断 基 準 案 に 従 っ て な さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 便 培 養 な ど で 感 染 性 腸
炎 を 除 外 し た 後 、 臨 床 所 見 、 消 化 管 造 影 検 査 、 内 視 鏡 検 査 、 組 織 検 査 を 組 み 合 わ せ て 行 わ
れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 に よ っ て も 診 断 が 困 難 な 症 例 も 見 ら れ る 。 ま た 、 診 断 の
中 心 と な る 消 化 管 造 影 検 査 や 内 視 鏡 検 査 は 、 患 者 の 肉 体 的 ・ 精 神 的 な 苦 痛 を 伴 う こ と が 多
く 、 熟 練 し た 医 師 が 必 要 と さ れ て い る 。 こ の た め 潰 瘍 性 大 腸 炎 や ク ロ ー ン 病 等 の 炎 症 性 腸
疾 患 の 診 断 の た め の 簡 便 で 迅 速 か つ 高 精 度 で 行 え る 特 異 的 な 臨 床 検 査 法 が 当 業 界 で 世 界 的
に 所 望 さ れ て い る 。
　 一 方 、 RT-PCR 分 析 が 、 低 酸 素 状 態 に 暴 露 さ れ た 組 織 細 胞 や 虚 血 性 疾 患 を 検 出 す る こ と
が で き る 超 高 感 度 な 方 法 と し て 研 究 が 進 め ら れ て お り 、 特 異 的 な 臓 器 や 低 酸 素 状 態 に 暴 露
さ れ た 細 胞 の 中 に 限 定 さ れ る  ｍ RNA の 発 現 で あ る 分 子 マ ー カ ー は 、 種 々 の タ イ プ の 虚 血
性 疾 患 の 存 在 を 試 験 す る た め の  RT-PCR 増 幅 の 標 的 と な り う る と 考 え ら れ る 。 低 酸 素 応 答
で 発 現 が 増 幅 す る 遺 伝 子 と し て  HIF-1 や 低 分 子 量  G 蛋 白 質  Rho が 報 告 さ れ て い る （ 非
特 許 文 献 １ お よ び 非 特 許 文 献 ２ ） 。 し か し な が ら こ れ ら の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 体 は 動 脈 硬
化 症 や 血 管 新 生 と の 関 連 性 に つ い て 注 目 が 集 ま り 、 必 ず し も 炎 症 性 腸 疾 患 と の 関 連 は 報 告
さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 医 学 の あ ゆ み 　 Vol.194, No. 10, 2000.9.2, p.752-756
【 非 特 許 文 献 ２ 】 細 胞 工 学 　 Vol.19, No.8, 2000, p.1142-1145
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 お よ び そ れ を 利
用 し た 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 虚 血 性 炎 症 性 大 腸 疾 患 等 の 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 方 法
を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 DNA ア レ イ を 用 い た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 分 析 に よ っ て 、
そ の 遺 伝 子 の 発 現 が 通 常 条 件 （ 5%CO 2 、 95%空 気 、 37℃ )で 培 養 し た 大 腸 癌 由 来 細 胞 株 よ り
も 低 酸 素 状 態 (5%CO 2 、 0%O 2 、 90%N 2 、 5%H 2 、 37℃ )で 培 養 し た 際 に 発 現 の 上 昇 が 見 ら れ た  C
8FW 遺 伝 子 の 単 離 、 同 定 に 成 功 し た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は  C8FW 遺 伝 子 の 転 写 体 が 組 織 ・
細 胞 が 低 酸 素 状 態 に 暴 露 さ れ た こ と を 検 出 す る た め  RT-PCR 分 析 の 標 的 （ マ ー カ ー ） 分 子
と し て 評 価 で き る こ と を 見 出 し 、 更 に 、 こ の マ ー カ ー を 利 用 し た 上 記 遺 伝 子 産 物 に 対 す る
抗 体 が 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 検 出 の た め の 可 能 性 あ る 診 断 ツ ー ル と し て 有 用 で あ る こ と を 確 認
し た 。 本 発 明 は か か る 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 ま た は  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の
変 異 体 か ら な る 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 ま た は  C8FW 蛋 白 質 も し く
は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 を 調 べ て 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 診 断 方 法 で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 か ら 発 現 す る  mRNA の 有 無
も し く は 量 を 測 定 し 、 そ の 量 か ら 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 診 断 方 法 で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は
そ の 変 異 体 に 対 す る 抗 体 と 反 応 さ せ 、 該 抗 体 と 抗 原 抗 体 反 応 し た 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も
し く は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 か ら 炎 症 性 腸 疾 患 を 診 断 す る 診 断 方 法 で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 記 診 断 方 法 の た め の 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 C8FW 遺 伝 子 も し く は
そ の 変 異 体 ま た は そ の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る  DNA 断 片 を プ ロ ー ブ と し
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て 含 む 、 上 記 診 断 用 キ ッ ト で あ る 。
　 更 に 、 本 発 明 は 、 上 記 診 断 方 法 の た め の 診 断 用 キ ッ ト で あ っ て 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は
そ の 変 異 体 に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 診 断 用 キ ッ ト で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 炎 症 性 腸 疾 患 組 織 に 発 現 の 亢 進 が 見 ら れ る  C8FW 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝
子 産 物 で あ る  C8FW 蛋 白 質 を 利 用 し て 虚 血 性 腸 疾 患 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。 該 遺 伝
子 お よ び 該 遺 伝 子 産 物 は 、 正 常 腸 組 織 よ り 炎 症 性 腸 疾 患 部 位 に お い て そ の 発 現 量 が 高 い 。
そ れ 故 、 該 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝 子 産 物 、 さ ら に は 該 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 の 利 用 に よ っ
て 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 高 感 度 に 検 出 可 能 な 検 出 法 が 提 供 で き る 。  
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 低 酸 素 状 態 で 培 養 し た 大 腸 細 胞 と 、 通 常 状 態 で 培 養 し た 大 腸 細 胞 と の 間
で 遺 伝 子 の 発 現 状 態 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 低 酸 素 状 態 で 発 現 レ ベ ル の 変 化 し て い る 遺
伝 子 を 見 出 す こ と が で き る と 考 え た 。 具 体 的 に は 、 低 酸 素 チ ャ ン バ ー で 培 養 し た 大 腸 癌 細
胞 に 由 来 す る  mRNA の 発 現 レ ベ ル と 通 常 の  CO 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞
に 由 来 す る  mRNA の 発 現 レ ベ ル を 、 DNA ア レ イ を 用 い た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ
法 で 解 析 す る こ と で 網 羅 的 に 解 析 す る こ と に よ り 比 較 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 DNA ア レ イ は 、 予 め 塩 基 配 列 が わ か っ て い る 数 万 か ら 数  10 万 種 類 に お よ ぶ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 高 密 度 に 固 定 し た ア レ イ で 構 成 さ れ て い る 。 分 析
す べ き タ ー ゲ ッ ト を 蛍 光 標 識 し 、 こ の プ ロ ー ブ ア レ イ と 接 触 さ せ る 。 タ ー ゲ ッ ト に は 、 一
般 に 様 々 な 細 胞 に 由 来 す る  cDNA や  cDNA を 鋳 型 と し て 合 成 さ れ た  cRNA が 用 い ら れ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 後 に ア レ イ を 良 く 洗 浄 し 、 ア レ イ 上 に 残 る 蛍 光 標 識 を ス キ ャ ン し て 、 ど の
プ ロ ー ブ に タ ー ゲ ッ ト が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る の か 、 ま た そ の 量 は ど の 程 度 で あ る の か
が 明 ら か に さ れ る 。 一 連 の 操 作 は 、 ご く 短 時 間 に 、 し か も 簡 単 に 行 う こ と が で き る 。 ま た
 1 回 の 分 析 で 数 万 か ら 数  10 万 種 類 に お よ ぶ 塩 基 配 列 に つ い て 、 こ こ の 塩 基 配 列 の 有 無
と 量 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 情 報 は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ ル （ expr
ession profile） と 呼 ば れ て い る 。 DNA ア レ イ を 用 い て デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 解 析 を 行 う に
は 、 異 な る 細 胞 間 で 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し 、 発 現 パ タ ー ン の 違 っ て い る 塩 基 配 列 を 選
択 す れ ば 良 い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う な  DNA ア レ イ を 用 い た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 解 析 に よ り 、 生 体 内 に 近 い 状 態 で
培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 と 低 酸 素 状 態 で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 と の 間 で 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 比
較 し 、 発 現 パ タ ー ン の 違 っ て い る 塩 基 配 列 を 選 択 し 、 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を も と に 、 cDNA
 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 最 終 的 に 低 酸 素 状 態 で 特 異 的 に 発 現 レ ベ ル が 変 化 し
て い る 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と に 成 功 し た 。 cDNA ラ イ ブ ラ リ ー は 、 癌 細 胞 や 正 常 細 胞 等 か
ら 公 知 の 方 法 に よ っ て 合 成 し 、 本 発 明 者 ら は 一 般 的 な 方 法 で 合 成 さ れ た  cDNA ラ イ ブ ラ リ
ー を 用 い た ク ロ ニ ー ン グ と 、 公 知 の デ ー タ ベ ー ス （ GenBank/EMBLの BLAST 検 索 (Altschul,
 S. F., et al., J.Mol. Biol., 215, 403-410 (1990))） を 利 用 し 、 登 録 番 号  NM025195 
に 含 ま れ る 遺 伝 子 で あ っ て ホ ス ホ プ ロ テ イ ン  C8FW 蛋 白 質 を コ ー ド す る  C8FW 遺 伝 子 が 低
酸 素 状 態 に よ り 発 現 上 昇 す る こ と を 見 出 し た 。
　 か く し て 、 C8FW 遺 伝 子 ま た は  C8FW 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る  C8FW 蛋 白 質 が 、 炎
症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 蛋 白 質 と な り 得 る こ と が 明 ら か に な っ た 。 よ り 具
体 的 に は 、 C8FW 遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 全 長 配 列 と し て 有
す る 遺 伝 子 で あ り 、 そ の 蛋 白 翻 訳 部 分 は  274 番 目 か ら  1392 番 目 ま で の 塩 基 配 列 に 相 当
し 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 で あ る 。 C8FW 蛋 白 質 は 、 配 列 番 号 ３
に 示 さ れ る 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 番 号 １ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 C8FW 遺 伝 子 と は 、 広 義 に は 、 リ ー ダ ー 配 列 、 コ ー ド 領 域 、 エ キ ソ ン
、 イ ン ト ロ ン な ど を 含 む こ と が で き 、 対 応 す る  RNA お よ び  DNA が 包 含 さ れ る 。 該  DNA 
に は 、 cDNA、 ゲ ノ ム  DNA が 含 ま れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 C8FW 遺 伝 子 の 変 異 体 も 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 と な り
得 る 。 変 異 体 に は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル 変 異 体 、 突 然 変 異 な ど に よ る 変 異 体 な ど が あ る
。 変 異 体 と し て は 、 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 C8FW 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ る 配 列 表 の 配
列 番 号 ３ も し く は ４ の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列
を 有 し か つ 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 マ ー カ ー と し て の 機 能 を 有 す る 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 0.1%SDS を 含 む  2× SSC 中  50℃ ま た は  0.1%
 SDS を 含 む  1× SSC 中  60℃ の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 C8FW 蛋 白 質 の 変 異 体 も 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 用 マ ー カ ー 蛋 白 質 と な り
得 る 。 か か る 変 異 体 は 、 C8FW 遺 伝 子 の 突 然 変 異 や  C8FW 遺 伝 子 の 翻 訳 後 の 修 飾 、 C8FW 蛋
白 質 の 発 現 後 の プ ロ テ ア ー ゼ な ど に よ る 分 解 な ど に よ り 生 じ 得 る と 考 え ら れ る も の で あ る
。 変 異 体 と し て は 、 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 C8FW蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 配 列 番 号
１ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 個 も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加
し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し か つ 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 マ ー カ ー と し て の 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 で は 、 こ の よ う な 炎 症 性 腸 疾 患 診 断 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は 蛋 白 質 に 基 づ い て 、
炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 即 ち 、 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異
体 ま た は  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 を 調 べ て 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 診
断 す る こ と が で き る 。
　 検 体 と し て は 、 炎 症 性 腸 疾 患 患 者 も し く は 炎 症 性 腸 疾 患 が 疑 わ れ る 患 者 か ら の
　 血 液 、 血 清 、 リ ン パ 球 、 組 織 、 細 胞 、 リ ン パ 節 、 尿 な ど の 生 物 学 的 試 料 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 に お い て は 、 C8FW 遺 伝 子 も し く は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 は 、 例 え ば 、 配
列 番 号 ３ ま た は ４ の 塩 基 配 列 に 基 づ き プ ロ ー ブ と し て 用 い る  DNA 断 片 を 作 成 し 、 こ の プ
ロ ー ブ を 用 い た 各 種 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ と し て 用 い ら
れ る  DNA 断 片 は 、 配 列 番 号 ３ ま た は ４ に 示 さ れ た 塩 基 配 列 の 内 で 、 少 な く と も  10 個 の
連 続 し た 塩 基 配 列 、 好 ま し く は  20 個 の 連 続 し た 塩 基 配 列 、 よ り 好 ま し く は  30 個 の 連 続
し た 塩 基 配 列 、 最 も 好 ま し く は  50 個 の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 有 す る も の で あ る 。
　 こ れ ら の プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る に は 、 遺 伝 子 の 検 出 を 容 易 に す る た め に
、 上 記 し た 検 体 を 、 例 え ば 変 性 処 理 、 制 限 酵 素 消 化 、 電 気 泳 動 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ な
ど に 付 し て 核 酸 試 料 を 得 て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て は 、 PCR 法 を 用 い る の が 感 度 の 点 か ら 好 ま し く 、 PCR法 は 、 C8F
W 遺 伝 子 断 片 を プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 方 法 で あ れ ば と く に 制 限 さ れ ず 、 従 来 公 知 の 方 法
(Science, 230, 1350-1354 (1985))や 新 た に 開 発 さ れ た 、 或 い は 将 来 使 用 さ れ る  PCR 変
法 (榊  佳 之 、 ほ か 編 、 羊 土 社 、 実 験 医 学 、 増 刊 , 8(9)(1990); 蛋 白 質 ・ 核 酸 ・ 酵 素 、 臨 時
増 刊 、 共 立 出 版 (株 ), 35(17)(1990))の い ず れ も 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 PCR 法 に よ
る 場 合 、 C8FW を コ ー ド す る  1 本 鎖 DNA (ペ ア ー と な る 正 鎖 お よ び 逆 鎖 )の 断 片 を  PCR プ
ラ イ マ ー と し て 用 い 、 被 験 用 の 組 織 、 細 胞 な ど の 検 体 か ら 得 ら れ た 全  RNA ま た は ポ リ  (A
)RNA を 鋳 型 と し て 、 PCR に よ り 定 量 を 行 う こ と が で き る 。 PCR に よ る 場 合 、 例 え ば  Mole
cular Cloning 2nd Edt., Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989) 等 の 基 本 書 に 基
づ き 行 う こ と が で き る 。  PCR に よ る 定 量 の 具 体 的 な 手 法 と し て は 、 例 え ば 、 ま ず 、 プ ラ
イ マ ー 用  DNA を 常 法 に よ り 合 成 し 、 次 に 被 験 用 の 組 織 ・ 細 胞 な ど か ら 、 常 法 に て 全  RNA 
ま た は ポ リ  (A)RNA を 調 製 し 、 こ れ を 鋳 型 と し て  MMTV-RT 等 の 逆 転 写 酵 素 に よ り  1 本 鎖
 cDNA を 調 製 す る 。  1 本 鎖  cDNA の 調 製 は 、 例 え ば ス ー パ ー ス ク リ プ ト II 逆 転 写 酵 素 等
を 用 い る こ と に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 そ の 後 、 先 の プ ラ イ マ ー を 添 加 し 、 常 法 に
よ り  PCR 反 応 を 行 う 。 PCR 反 応 の 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 95℃  1 分 、 62℃  1 分 、 72℃  
2 分 を  35 サ イ ク ル 行 っ た 後 に 、 72℃  で  10 分 間 加 熱 す る よ う な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 PCR
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 法 の 場 合 、 例 え ば 、 こ の  PCR 反 応 物 を 適 当 な 濃 度 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 す る こ
と に よ り 、 C8FW 遺 伝 子 、 具 体 的 に は  mRNA の 発 現 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 臨 床 診 断 で 用 い ら れ る  PCR 法 に 基 づ く 測 定 方 法 と し て は 、 以 下 の 原 理 に 基 づ
く も の が 例 示 さ れ る 。
　 ま ず 、 上 記 と 同 様 に 血 液 、 組 織 等 に よ り  RNA の 抽 出 ・ 生 成 を 行 い 、 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ
マ ー を 用 い た 対 象 検 体 の 増 幅  (PCR 反 応 ) を 前 記 と 同 様 の 手 法 に よ り 行 う 。 そ の 後 、 ア ル
カ リ 処 理 に よ り 増 幅 産 物 の 一 本 化 を 行 い 、 相 補 的  DNA プ ロ ー ブ を 固 定 化 し た 固 相 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 。 そ の 後 固 相 を 洗 浄 し 、 酵 素 標 識 ア ビ ジ ン を 反 応 さ せ る 。 固 相
を 洗 浄 し た 後 、 酵 素 基 質 を 添 加 し て 発 色 反 応 を 行 い 、 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 C8FW
 遺 伝 子 、 具 体 的 に は  mRNA の レ ベ ル を 検 出 す る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 法 に よ り 、 C8FW 遺 伝 子 、 具 体 的 に は  mRNA を 検 出 す る こ
と が で き る 。 こ の 場 合 、 C8FW 遺 伝 子 の  1 本 鎖 ま た は  2 本 鎖  DNA 断 片 を 標 識 し 、 こ れ を
プ ロ ー ブ と し て 、 被 験 用 の 組 織 ・ 細 胞 な ど の 検 体 か ら 得 ら れ た 全  RNA ま た は ポ リ  (A)RNA
 に 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 発 現 し た  C8FW mRNA の レ ベ ル を 測 定 し 、 診 断 す る
こ と が で き る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ る 診 断 の 具 体 的 な 手 法 と し て は 、 例 え ば 次 の 方
法 が 挙 げ ら れ る 。 1 本 鎖 ま た は  2 本 鎖  DNA を 放 射 標 識 や ビ オ チ ン 標 識 し て プ ロ ー ブ を 作
製 す る 。 ２ 本 鎖  DNA の 場 合 は 、 例 え ば 上 記 の 手 法 に よ り 調 製 さ れ た  PCR 反 応 物 を 、 ニ ッ
ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ラ ベ リ ン グ 法 な ど で ３ ２ P 標 識 す る こ と
な ど に よ り 作 製 さ れ る 。 次 に 、 被 験 用 の 組 織 ・ 細 胞 や 血 液 、 尿 な ど の 検 体 よ り 、 上 記 と 同
様 の 手 法 に よ り 全  RNA ま た は ポ リ （ A） RNA を 調 製 し 、 常 法 に よ り ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル
電 気 泳 動 及 び ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の プ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 う 。 こ の メ ン ブ レ ン と 、 先 の プ
ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 C8FW mRNA の 発 現 の レ ベ ル を 検 出
す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と し て は 、 ２ 本 鎖  DNA を プ ロ ー ブ と
し て 用 い る 場 合 、 例 え ば  50% (v/v) ホ ル ム ア ミ ド 、 1M NaCl、 10% (w/v)デ キ ス ト ラ ン 、  
1% (w/v) SDS、  100μ g/ml サ ケ 精 子  DNA の 条 件 で  42℃ 、 16-24 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 後 に 、  2× SSC 中 で 室 温 、 10 分 間  2 回 洗 浄 し 、 更 に  60℃ 、  2× SSC、  1% SDS 中 で
 20 分 間  2 回 洗 浄 す る よ う な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 更 に は 、 DNA ア レ イ を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 発 現 し た  C8FW mRNA を 測 定 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 即 ち 、 ま ず 、 DNA ア レ イ 上 で  C8FW DNA の 断 片 を 合 成 す る 。 次 に 、 被
験 用 の 組 織 ・ 細 胞 や 血 液 、 尿 な ど の 検 体 に よ り 全  RNA 又 は ポ リ （ A） RNA を 調 製 し 、 こ れ
を 蛍 光 等 で ラ ベ ル す る 。 そ し て 、 こ の 両 者 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て  DNA ア レ イ 上 の 蛍 光
を 検 出 す る こ と な ど に よ り 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 こ こ で 、 C8FW
 DNA や ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ た  DNA ア レ イ は 、 米 国  Affymetrix (ア フ ィ メ ト リ
ッ ク ス ) 社 に 注 文 す る こ と に よ り 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 、 上 記 し た 診 断 法 の 個 々 の 具 体 的
な 手 段 に つ い て は 、 Nature Genetics,21,1-60（ 1999） 等 を 参 考 に し て 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 RT-PCR 法 〔 Reverse transcribed-Polymerase chain reaction； E.S. Kawasaki,
 et al., Amplification of RNA. In PCR Protocol, A Guide to methods and applicati
ons, Academic Press, Inc., San Diego, 21-27 (1989)〕 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り
 C8FW 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 C8FW mRNA を 標 的 と し て 、
プ ラ イ マ ー 結 合 領 域 を 一 致 さ せ 、 且 つ 塩 基 配 列 上 も 類 似 し た 既 知 量 の 内 部 標 準 物 質 と と も
に 　 同 一 チ ュ ー ブ 内 で 競 合 的 に  RT-PCR 反 応 を 行 い 、 両 者 の 濃 度 比 よ り  C8FW mRNA の 初
期 量 を 判 定 す る よ う な 競 争 的  RT-PCR法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 競 争 的  RT-PCR 法 に よ る 検 出
と し て は 、 例 え ば 、 次 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 用 の 組 織 ・ 細 胞 や 血 液 、 尿 な ど の 検 体 よ
り 、 前 記 と 同 様 の 手 法 に よ り 全  RNA 又 は ポ リ （ A） RNA を 調 製 し 、 こ の 全  RNA を 対 象 と
し て 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 、 25℃ で  10 分 間 、 48℃ で  30分 間 、 95℃ で  5 分 間 の プ ロ グ ラ
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ム に よ り 逆 転 写 す る 。 こ の 溶 液 を 鋳 型 と し て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ９ と １ ０ ま た は １ １ と １
２ の 組 み 合 わ せ に よ る 各 種 プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ 等 の 試 薬 を 規 定 量 加 え 、 PCR 反 応 を 行 い
、 発 現 量 を 測 定 す る 。 PCR は 、 1 サ イ ク ル の  94℃  で  3 分 間 変 性 に 続 き 、 45 サ イ ク ル の
 94℃  15 秒 間 、 60℃  15 秒 間 、 72℃  30 秒 間 の 条 件 で 行 な う 。 C8FW mRNA の 定 量 は  C8FW
 mRNA に 対 す る 相 対 的 な 値 を 計 算 す る た め に 、 試 験 サ ン プ ル の 基 準 線 遺 伝 子 発 現 と し て 、
各 反 応 に お け る 内 部 標 準 、 例 え ば 、 GAPDH を 用 い る こ と に よ っ て  C8FW 遺 伝 子 の 発 現 量 を
比 較 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ の 他 、 Multicycle リ ア ル タ イ ム -PCR 法 、 Simultaneously & independently RT-PCR 
法 （ 日 本 臨 床 病 理 学 会 　 臨 床 検 査 項 目 分 類 コ ー ド 測 定 法 コ ー ド 適 用 細 則 ） な ど の 手 法 を 用
い て も  C8FW mRNA の 発 現 レ ベ ル を 測 定 で き る 。
　 ま た 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR
)に よ り ゲ ノ ム  DNA や  RT-PCR に よ り  C8FW の  DNA や そ の 発 現 制 御 領 域 を 増 幅 し 、 RFLP 
解 析 、 SSCP（ 遺 伝 子 工 学 キ ー ワ ー ド ブ ッ ク 、 羊 土 社 ） 、 シ ー ケ ン シ ン グ 等 の 方 法 に よ り 特
に  C8FW 遺 伝 子 の 変 異 体 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 し た 本 発 明 の 測 定 は 、 検 体 中 の  C8FW 遺 伝 子 ま た は そ の 変 異 体 を 検 出 す る 診 断 用 キ
ッ ト を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 簡 便 に 実 施 す る こ と が で き る 。 診 断 用 キ ッ ト は 、 C8FW 遺
伝 子 も し く は そ の 変 異 体 あ る い は そ の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る  DNA 断 片 、 例 え ば 、 配
列 番 号 ３ も し く は ４ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 一 部 、 又 は そ の 相 補 的 塩 基 配 列 の 一 部 、 又 は 全
て に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る  DNA 断 片 を 必 須 構 成 成 分 と し て 含 ん で い れ ば よ く 、 こ れ ら  DNA 
断 片 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 。 具 体 的 に は 、  DNA 断 片 は 、 配 列 番 号 ３ ま た は ４ に 示
さ れ た 塩 基 配 列 の 内 で 、 少 な く と も  10 個 の 連 続 し た 塩 基 配 列 、 好 ま し く は  20 個 の 連 続
し た 塩 基 配 列 、 よ り 好 ま し く は  30 個 の 連 続 し た 塩 基 配 列 、 最 も 好 ま し く は  50 個 の 連 続
し た 塩 基 配 列 を 有 す る  DNA 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 成 分 と し て は 、 標 識 剤 、 PCR 法 に 必
須 な 試 薬 （ 例 え ば 、 TaqDNA ポ リ メ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、 プ ラ イ マ ー
な ど ） 、 あ る い は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 DNA チ ッ プ 、 ま た は  RT-PCR な ど に 必 要 な 試 薬 が 含
ま れ て い て も よ い 。 標 識 剤 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 又 は 蛍 光 物 質 な ど の 化 学 修 飾 物 質 な
ど が 挙 げ ら れ る が 、 DNA 断 片 自 身 が 予 め 該 標 識 剤 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て い て も よ い 。 更
に キ ッ ト に は 、 測 定 の 実 施 の 便 益 の た め に 適 当 な 反 応 希 釈 液 、 標 準 抗 体 、 緩 衝 液 、 洗 浄 剤
、 反 応 停 止 液 な ど が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は 変 異 体 の 有 無 も し く は 量 を 測 定 す る
こ と に よ っ て も 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 C8FW 蛋 白 質 も し く
は 変 異 体 に 対 す る 抗 体 を 用 い る の が 好 ま し い 。 C8FW 蛋 白 質 ま た は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一
部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は 変 異 体 に 対 す る 特 異 抗 体 を 作 成 す る た
め の 免 疫 抗 原 と し て 好 適 に 利 用 で き る 。 こ の 抗 原 を 利 用 す る こ と に よ り 、 所 望 の 抗 血 清 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 C8FW 蛋 白 質 ま た は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ら を コ ー ド
す る 遺 伝 子 が 宿 主 細 胞 中 で 発 現 で き る 組 換 え  DNA (発 現 ベ ク タ ー ） を 作 成 し 、 こ れ を 宿 主
細 胞 に 導 入 し て 形 質 転 換 し 、 該 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 次 い で 得 ら れ る 培 養 物 か ら 回 収 す る
こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 通 常 の 融 合 蛋 白 発 現 ベ ク タ ー を 利
用 で き 、 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 蛋 白 と し て 発
現 さ せ る た め の  pGEX（ Promega社 ） な ど を 例 示 で き る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い た 組
換 え  DNA に よ る 蛋 白 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 法 は 、 既 に 当 業 者 に 周 知 の 技 術 で あ
り 、 そ れ ら の 技 術 を そ の ま ま 採 用 で き る 。 ま た 、 C8FW 蛋 白 質 ま た は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ
チ ド は 、 一 般 的 な 化 学 合 成 法 に よ り 製 造 す る こ と も で き 、 化 学 的 合 成 方 法 に は 、 通 常 の 液
相 法 及 び 固 相 法 に よ る ペ プ チ ド 合 成 法 が 採 用 で き る 。  
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 こ れ ら 蛋 白 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と す る 抗 体 の 製 造 法 自 体 は 、 当 業 者 に よ く 理
解 さ れ て い る と こ ろ で あ り 〔 例 え ば 、 続 生 化 学 実 験 講 座 「 免 疫 生 化 学 研 究 法 」 、 日 本 生 化
学 会 編 （ 1986） な ど 参 照 〕 、 本 発 明 に お い て も こ れ ら 常 法 に 従 う こ と が で き る 。 例 え ば 、
C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ チ ド を 動 物 に 免 疫 し 、 そ の 動 物 か ら 抗 血 清 を 採
取 す る こ と に よ り 、 ま た 更 に 抗 血 清 を 精 製 す る こ と に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 次 の 方 法 が 採 用 で き る 。 即 ち 、 上 記 の  C8FW 蛋 白 質 も し
く は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 数 回 に 分 け て マ ウ ス 、 ラ ッ ト
等 の 動 物 に す る こ と に よ っ て 免 疫 す る 。 次 い で 免 疫 さ れ た 動 物 か ら の 脾 臓 等 に 由 来 す る 抗
体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 瘍 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） 等 の 試 験 管 内 で 増 殖 能 力 を 有 す る 細 胞 と を
融 合 す る 。 融 合 法 と し て は 、 既 に そ れ 自 体 公 知 で あ る ケ ー ラ ー と ミ ル ス タ イ ン の 定 法 （ Na
ture.256,495.1975） に よ っ て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 用 い る こ と で 融 合 で き る
。 セ ン ダ イ ウ ィ ル ス 、 電 気 融 合 法 に よ っ て も 融 合 を 行 う こ と が で き る 。 融 合 し た 細 胞 か ら
 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
を 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 化 し た ア ッ セ イ プ レ ー ト を 用 い
た 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ 法 （ ELISA） に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し て 選 択 で き る
。
　 か く し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ ３ に 示 す  C8FW 蛋 白 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 中  320～ 372 番 目 に 相 当 す る 領 域 （ 以 下 、 C8FWCTERM と 記 載 す る こ と も あ る ）
の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119や ハ イ ブ リ ド ー マ  3C8FW
-285 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119は 、 平 成  
15 年  1 月  28 日 に 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 さ れ
、 受 託 番 号 と し て  FERM BP-8284 が 付 与 さ れ て い る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 3C8FW-285 は
、 同 セ ン タ ー に 平 成 16年 3月 16 日 に 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 と し て  FERM BP-8665 が 付 与 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 か く し て 得 ら れ る 抗 体 を 用 い て 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 の 有 無 も し く
は 量 を 測 定 し 、 そ の 結 果 か ら 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。
　 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 組 織 免 疫 染 色 法 や サ ン ド イ
ッ チ 法 を 含 む 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ 法 (ELISA)、 放 射 線 免 疫 検 定 法 (RIA)、
免 疫 放 射 線 検 定 法 (IRMA)、 免 疫 酵 素 法 (IEMA)等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 組 織 免 疫 染 色 法 に よ る  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 検 出 す る と き の 具 体 例 を 以 下
に 示 す 。 例 え ば 、 大 腸 由 来 の 組 織 細 胞 を 検 体 と し 、 そ の 検 体 を 常 法 に よ り ホ ル マ リ ン 固 定
を し た 後 、 パ ラ フ ィ ン に 抱 埋 を し て ミ ク ロ ト ー ム に て 薄 切 し 、 組 織 検 体 と し て 使 用 す る 。
組 織 切 片 は キ シ レ ン の 処 理 で 完 全 に パ ラ フ ィ ン を 除 き 、 ア ル コ ー ル 溶 液 を く ぐ ら せ た 後 、
水 洗 す る 。 続 い て 、 緩 衝 液 中 、 121℃ 等 の 高 温 で 処 理 し 、 抗 原 を 賦 活 化 す る 。 そ の 後 室 温
程 度 ま で 冷 却 し 、 流 水 に て 水 洗 を 行 い 、 正 常 ヤ ギ 血 清 に て ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 ブ ロ ッ キ ン
グ 終 了 後 の 組 織 に 、 1次 抗 体 溶 液 を 反 応 さ せ 、 次 い で 、 そ の 組 織 を  TBS に て 洗 浄 し た 後 、
ビ オ チ ン 標 識  2次 抗 体 を 室 温  30 分 間 反 応 さ せ る 。 反 応 終 了 後  TBS に て 洗 浄 し 、 更 に 、 3
% 過 酸 化 水 素 加  TBS に 浸 漬 し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 失 活 さ せ る 。 続 い て 、 ABC
 試 薬 （ 和 光 純 薬 工 業 社 ） に 浸 漬 さ せ 、 TBS 洗 浄 し た 後 、 DAB 試 薬 に て 発 色 を 行 な う 。 こ
の と き 、 対 比 染 色 と し て ヘ マ ト キ シ リ ン 核 染 色 を 行 な う 。 次 い で こ れ ら の 組 織 を 水 洗 し 、
ア ル コ ー ル 溶 液 、 つ い で 、 キ シ レ ン 槽 を く ぐ ら せ た 後 に 染 色 後 の 組 織 に 封 入 剤 を 滴 下 し 、
カ バ ー グ ラ ス を か ぶ せ て 顕 微 鏡 に て 観 察 し 、 染 色 度 を 観 察 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の  C8F
W 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 検 出 で き る 。 そ れ に よ り 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 診 断 、 発 見 ま た
は 臨 床 的 重 症 度 の 判 定 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ELISA 法 に よ り  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 測 定 す る に は 、
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一 次 抗 体 で プ レ ー ト を コ ー ト し 、 検 体 中 に 存 在 す る  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 結
合 さ せ た 後 、 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 測 定
す る こ と が 簡 便 で あ る 。 ま た 、 抗 体 が 認 識 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ
リ ゴ ペ プ チ ド を 用 い た 競 争 阻 害 に よ る 測 定 も 可 能 で あ る 。 ELISA 法 に よ る  C8FW 蛋 白 質 も
し く は そ の 変 異 体 を 検 出 す る と き の 具 体 例 を 以 下 に 示 す 。
　 初 め に ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ナ イ ロ ン 、
ポ リ メ タ ク リ レ ー ト な ど の そ れ 自 体 公 知 で あ る 固 相 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 物 理 結 合 や 化 学
結 合 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し て 抗  C8FW 抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3C8FW-285）
を 一 次 抗 体 と し て 結 合 さ せ る 。 感 作 抗 体 量 は 、 通 常 、 1ng～ 100ｍ ｇ ／ mlの 範 囲 で あ る 。 物
理 結 合 や 化 学 結 合 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー な ど に よ っ て 固 相 に 結 合 し た 一 次 抗 体 に 、 検 体 を 加 え
て 一 次 反 応 さ せ る 。 一 定 時 間 反 応 さ せ た 後 、 固 相 を 洗 浄 し 、 二 次 標 識 抗 体 （ 例 え ば  HRP 
標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119） を 加 え て 二 次 反 応 さ せ る 。 固 相 を 再 度 洗 浄 し 、 固 相
に 結 合 し た 標 識 部 分 を 測 定 す る 。 標 識 物 質 に  HRP を 用 い た 場 合 、 基 質 に は 既 知 の  DAB、 T
MB、 OPDな ど を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 標 識 物 質 に は 、 HRP の よ う な 酵 素 だ け で は な
く 、 金 コ ロ イ ド 、 ユ ー ロ ピ ウ ム な ど の 標 識 金 属 や  FITC、 ロ ー ダ ミ ン 、 Texas Red、 Alexa
、 GFP な ど の 化 学 的 、 生 物 的 各 種 蛍 光 物 質 、 ３ ２ Ｐ 、 ５ １ Ｃ ｒ な ど の 放 射 性 物 質 な ど 標 識
可 能 な あ ら ゆ る 物 質 が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 以 下 の 方 法 で も  C8FW は 測 定 で き る 。 ま ず 、 一 次 抗 体 と し て 、 抗  C8FW モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 上 記 し た ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を プ レ ー ト に 吸 着 さ せ 、 次 い で 、 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 上 記 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 そ の 際 、 陽 性 及 び 陰 性 対 照 に つ い て も 同 様 の 処 理 を 施 す 。
次 い で ビ オ チ ン 化 し た  2 次 抗 体 、 例 え ば 、 C8FW 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 反 応 さ せ
た 後 、 発 色 反 応 を 行 う こ と に よ り 、 C8FW 蛋 白 質 も し く は そ の 変 異 体 を 検 出 す る こ と が で
き る 。
　 本 発 明 で は 、 放 射 線 免 疫 検 定 法 (RIA)、 免 疫 放 射 線 検 定 法 (IRMA)、 免 疫 酵 素 法 (IEMA)等
の 免 疫 測 定 法 を 採 用 す る こ と も で き 、 こ れ ら の 測 定 法 は そ れ 自 体 周 知 で あ り 、 周 知 の 方 法
を そ の ま ま 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 し た 本 発 明 の 測 定 は 、 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 も し く は 遺 伝 子 を 検 出 す る 診 断 用 キ ッ
ト を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 簡 便 に 実 施 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 C8FW 蛋
白 質 ま た は そ の 一 部 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 必 須 構 成 成 分 と し て 含 ん で い れ ば よ く
、 他 の 成 分 と し て 、 標 識 剤 な ど が 含 ま れ て い て も よ い 。 標 識 剤 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素
又 は 蛍 光 物 質 な ど の 化 学 修 飾 物 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 更 に キ ッ ト に は 、 測 定 の 実 施 の 便 益
の た め に 適 当 な 、 発 色 試 薬 、 反 応 希 釈 液 、 標 準 抗 体 、 緩 衝 液 、 洗 浄 剤 、 反 応 停 止 液 な ど が
含 ま れ て い て も よ い 。
　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に よ り 何 ら 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 低 酸 素 条 件 （ 5%CO 2 、 0%O 2 、 90%N 2 、 5%H 2 、 37℃ 、 低 酸 素 チ ャ ン バ ー ： 東 洋 紡 エ ン ジ ニ ア
リ ン グ 社 ） と 通 常 条 件 （ 5%CO 2 、 95%空 気 、 37℃ ） で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 株 に つ い て 発 現 レ
ベ ル を 解 析 し 、 発 現 レ ベ ル が  3 倍 以 上 変 化 し て い る 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー
ブ を 選 択 し た 。 以 下 の  RNA 抽 出 と 標 識 、 そ し て ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ ゛ は 、 原 則 と
し て  Affymetrix 社 の 指 示 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 培 養 条 件 に よ り 培 養 し た 細 胞 株 か ら 、 オ リ ゴ （ dT） セ ル ロ ー ス ス ピ ン カ ラ ム 法 （ Qu
ickPrep mRNA Purification kit、 フ ァ ル マ シ ア 社 ） に よ り  Poly(A) + RNA を 調 製 し た 。 1
μ g を 用 い て  T7 付 加 オ リ ゴ (dT)24 を プ ラ イ マ ー と し て 逆 転 写 酵 素 （ Superscript RT II

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-321179 A 2004.11.18

Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ に よ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 解 析



、 BRL)に よ り  1 本 鎖  cDNA を 合 成 し 、 さ ら に  E.coli DNA リ ガ ー ゼ と  E.coli DNA ポ リ
メ ラ ー ゼ を 用 い て  2 本 鎖  cDNA を 合 成 し た 。 合 成 し た  cDNA を 常 法 に 従 い フ ェ ノ ー ル ・
ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し た 。 こ の  2 本 鎖  cDNAを 鋳 型 と し て  T7RNA ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て  cR
NA を 合 成 し た 。 合 成 に は 、 MEGAscript T7 kit (ambion製 ) を 用 い た 。 こ の と き 、 標 識 ヌ
ク レ オ チ ド と し て  Biotin-CTP お よ び  Biotin-16-UTP を 加 え 、 cRNA を 標 識 し た 。 合 成 し
た  cRNA を  RNeasy MiniKit (QUIAGEN製 ) に よ っ て 回 収 し 、 SPIN-100 Columns (CLONETEC
H製 ) で 精 製 し た 。 精 製  cRNA は 、 過 熱 に よ っ て 断 片 化 後 、 cDNA オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ
イ  (Affymetrix社 ) と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い た 。 cRNA の 断 片 化 は 、 cRNA 20μ
g を 含 む  RNase フ リ ー の 精 製 水  32μ L に 対 し て 、 以 下 の 断 片 化 緩 衝 液 を  8μ L 加 え  (cR
NA 最 終 濃 度  0.5μ g/μ L)、 94℃ で  35 分 間 処 理 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 こ の 加 熱 処 理
に よ り 、 cRNA は お よ そ  35-200bp の 大 き さ に 断 片 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 5× 断 片 化 緩 衝 液
　 　 4.0mL 1M　 ト リ ス － 酢 酸 緩 衝 液 （ pH8.1）
　 　 0.64g　 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム
　 　 0.98g　 酢 酸 カ ル シ ウ ム
　 　 DEPC 処 理 し た  H 2 O で  20ml に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 断 片 化 し た  cDNA サ ン プ ル は 、 以 下 の 組 成 か ら な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル と
し 、 一 旦  99 ℃ で  5 分 間 処 理 し 、 次 い で  45℃ の ヒ ー ト ブ ロ ッ ク 上 に  5分 間 置 い た 。 そ の
 200μ Ｌ を ア レ イ に 加 え て  45℃ で  16 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ に 用
い た  5 枚 の ア レ イ 、 す な わ ち  U95 A、 B、 C、 D お よ び  E 上 に は 、 合 わ せ て お よ そ  60000
 種 類 の 遺 伝 子 あ る い は  EST に 由 来 す る 塩 基 配 列 を 持 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ
て い る 。 な お ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 以 降 の 洗 浄 か ら 蛍 光 染 色 に い た る 工 程 に は 、 GeneCh
ip Fluidicd Station 400 (Affymetrix 社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル ：
　 　 断 片 化  cRNA　 15μ g
　 　 コ ン ト ロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  B2 (5nM)　 3μ L
　 　 100× コ ン ト ロ ー ル  cRNA カ ク テ ル 　 各 3μ L
　 　 サ ケ 精 子  DNA (10μ g/mL)　  3μ L
　 　 ア セ チ ル 化  BSA (50mg/mL)　 3μ L
　 　 2× MES ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 　 150μ L
total 300μ L に 調 整
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 終 了 後 、 ア レ イ か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 除 い て
、 250μ L の 洗 浄 液 を 加 え た 。 非 特 異 的 な シ グ ナ ル を 洗 浄 除 去 し た 後 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン
－ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ streptoavidin phycoerythrin;SAPE） を 結 合 さ せ た 。 さ ら に ア ビ
ジ ン に 対 す る 抗 体 、 そ し て 再 び フ ィ コ エ リ ス リ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い て 蛍 光 を 増
強 し た 。 洗 浄 液 と 蛍 光 染 色 に 用 い た 反 応 液 の 組 成 は 次 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 洗 浄 液 ：
　 　 83.3mL 12× MES ス ト ッ ク 緩 衝 液
　 　 5.2mL 5M NaCl
　 　 1.0mL 10% Tween20
　 　 910.5mL H 2 O
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 蛍 光 染 色 用 反 応 液 ：
　 　 300μ L 2× 染 色 緩 衝 液
　 　 270μ L H 2 O
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　 　 24μ L 50mg/mL ア セ チ ル 化  BSA
　 　 6μ L 1mg/mL　 フ ィ コ エ リ ス リ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 蛍 光 増 強 用 抗 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 抗 体  (600μ L中 )
　 　 300μ L 2× 染 色 緩 衝 液
　 　 24μ L 50mg/mLア セ チ ル 化  BSA
　 　 6.0μ L 10mg/mL正 常 ヤ ギ  IgG
　 　 3.6μ L 0.5mg/mLビ オ チ ン 化 抗 体
　 　 266.4μ L H 2 O
【 ０ ０ ３ ７ 】
蛍 光 増 強 用 フ ィ コ エ リ ス リ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン  (1200μ L中 ):
　 　 600μ L 2× 染 色 緩 衝 液
　 　 48μ L 50mg/mLア セ チ ル 化  BSA
　 　 12μ L 1mg/mL フ ィ コ エ リ ス リ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
　 　 540μ L H 2 O
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 蛍 光 染 色 し た 各 ア レ イ の 蛍 光 強 度 を 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 装 置 （ HP Genearrayス キ ャ ナ ー ）
に よ り 測 定 し た 。 5 つ の ア レ イ 上 の 遺 伝 子 あ る い は  EST に つ い て 、 2 つ の 細 胞 由 来 の  RN
A の 間 で 蛍 光 強 度  (average difference)、 す な わ ち 遺 伝 子 発 現 強 度 を 比 較 し 、 そ の 比 (fo
ld change)を 算 出 し た 。 そ し て 、 対 照 試 料 す な わ ち 通 常 条 件 で 培 養 し た 大 腸 癌 由 来 細 胞 株
に 比 べ 低 酸 素 条 件 に お い て  GenBank 登 録 番 号  AJ000480 の 配 列 を 含 む 遺 伝 子 発 現 強 度 が  
～ 8.6 倍 の 増 加 が 確 認 さ れ 、 ア レ イ の 注 釈 か ら ヒ ト  C8FW 遺 伝 子 に 相 当 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 大 腸 癌 細 胞 株 か ら 単 離 し た ポ リ  (A)mRNA (0.2μ g） を 、 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト 処 理
さ れ た 水  8μ l 中 で 、 ３ ’ － ア ン カ ー ド ・ オ リ ゴ  dT プ ラ イ マ ー  G（ T） 15MA (M は  G、 A
 及 び  C の 混 合 液 で あ る ) の  25 pmol と 混 合 し 、 65℃ で  5 分 間 加 熱 し た 。 こ の 溶 液 に  4
μ l の  5× フ ァ ー ス ト ・ ス ト ラ ン ド 緩 衝 液 （ BRL社 製 )、 2μ l の  0.1M DTT (BRL社 製 )、 1
μ l の  250mM dNTPs (BRL社 製 )、 1μ l の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ・ イ ン ヒ ビ タ ー （ 40単 位 ; TOY
OBO社 製 ) 及 び  1μ l の ス ー パ ー ス ク リ プ ト  II 逆 転 写 酵 素 （ 200 単 位 ； BRL 社 製 ） を 加
え た 。 各 反 応 液 の 最 終 容 量 は  20μ ｌ と し た 。 各 溶 液 を  37℃ で  1 時 間 処 理 す る こ と に よ
り  cDNA を 得 た 。 得 ら れ た  cDNA を 鋳 型 と し て 、 制 限 酵 素 サ イ ト を 含 む  PCR 増 幅 用 プ ラ
イ マ ー （ 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 及 び 配 列 番 号 ２ に 示 す 塩
基 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 94℃ 　 1分 、 60℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1 分
の 条 件 で  30 サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。 こ の 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 後 、 乾
燥 さ せ 、 滅 菌 蒸 留 水 に 再 溶 解 し て 制 限 酵 素  BamHI、 EcoRI、 37℃ 　 に て 処 理 を 行 っ た 。 ク
ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と し て  pUC を 用 い 、 同 様 に  BamHI、 EcoRI に て 処 理 を 行 っ た 。 処 理
さ れ た  PCR 増 幅 産 物 及 び  pUC を エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 後 、 乾 燥 さ せ 、 滅 菌 蒸 留 水 に 再 溶
解 し た 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 さ せ て  PCR 増 幅 産 物 を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 導 入 し た
。 さ ら に 上 記 制 限 酵 素 サ イ ト  BamHＩ  か ら  PstＩ (Nucleotide 1～ 203、 PstＩ か ら  XbaＩ (
Nucleotide 198～ 680)、 XbaＩ か ら  EcoRＩ (Nucleotide 675～ 1119) に そ れ ぞ れ サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し た 。 配 列 決 定 反 応 は 、 ABI　 プ リ ズ ム ・ ダ イ ・ タ ー ミ ネ ー タ ・ サ イ ク ル ・ シ ー
ク ェ ン シ ン グ ・ レ デ ィ ー ・ リ ア ク シ ョ ン ・ キ ッ ト を 用 い て 実 施 し 、 ABI373A DNA シ ー ク ェ
ン サ ー で 分 析 し た 。 配 列 決 定 さ れ た 遺 伝 子 配 列 は 配 列 番 号 ３ に 示 す と お り で あ り 、 遺 伝 子
デ ー タ ベ ー ス 調 査 は  GenBank/EMBL の  BLAST 検 索  (Altschul, S. F., et al., J.Mol. B
iol., 215, 403-410 (1990)) を 用 い て 行 っ た 。 調 査 の 結 果 、 遺 伝 子 配 列 は 配 列 番 号 ４ に
示 す 登 録 番 号  NM025195 に 含 ま れ て お り 、 ホ ス ホ プ ロ テ イ ン  C8FW 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 で あ っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
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【 ０ ０ ４ ０ 】

　 低 酸 素 条 件 お よ び 通 常 条 件 で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 株 か ら の  totalRNA の 調 製 は 、 Trizol
 キ ッ ト （ BRL 社 ） を 用 い て 行 っ た 。 20μ g の  totalRNA を ホ ル マ リ ン 含 有  1%ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 に か け 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ Hybond XL、 Amersham Pharmacia Biotech社
） に 転 写 後 、 ExpressHyb Hybridization Solution(Clontech社 ) 「 1M NaCl、 10％ デ キ ス
ト ラ ン 、 1% SDS、 50% ホ ル ム ア ミ ド 、 100μ g/ml　 サ ケ 精 子  DNA」  を 用 い て プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 Ambion 社 の  Srrip-EZTM DNA キ ッ ト を 用 い  3 2 P で 標 識 し た  C
8FW cDNA（ 配 列 番 号 ３ ） の 位 置  643～ 1105 を プ ロ ー ブ と し 、 常 法 に よ り ノ ー ザ ン ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 洗 浄 は 室 温 で  10 分 間  2xSSC で  2 回 、 60℃ で  20 分 間  2xS
SC、 1%SDS で  2 回 、 次 い で 室 温 で  10 分 間  0.1xSSC、 0.1%　 SDSで  1回 行 っ た 。 検 出 は 、
コ ダ ッ ク 社 の  BIOMAX MS フ ィ ル ム （ コ ダ ッ ク 社 ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 （ 図 １ ） 、 約  3300bp 付 近 に バ ン ド が 確 認 さ れ  GenBanck/
EMBL の 登 録 番 号  NM025195 の 配 列 長 に 一 致 す る 。 こ の こ と か ら 、 DNA ア レ イ を 用 い た デ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 で 低 酸 素 条 件 に お い て 特 異 的 に 増 幅 す る 遺 伝 子 と し て
検 出 さ れ た 産 物 を  C8FW 蛋 白 質 と 決 定 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 低 酸 素 条 件 と 通 常 条 件 で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 株 間 の  C8FW mRNA の 量 を 比 較 す る た め に
、 半 定 量 的 分 析 を 行 っ た 。 培 養 時 間 は 低 酸 素 条 件 で は 、 経 時 的 に  0h、 2h、 6h、 24h、 36h
、 48h と 変 化 さ せ 、 一 方 、 通 常 条 件 で は  0h と  24h と し た 。 PCR 混 合 液 は 、 C8FW 遺 伝 子
と  GAPDH cDNA に 対 し て  2 つ の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ （ 配 列 番 号 ５ と ６ 及 び 配 列 番 号
７ と ８ 、 C8FW 遺 伝 子 に 対 し て 各  0.2μ M、 GAPDHに 対 し て 各  0.1μ M) を 含 ん で い て 、 増 幅
さ れ た 産 物 は  C8FW 遺 伝 子 に 対 し て  463 塩 基 対 で あ り 、 GAPDH に 対 し て  550 塩 基 対 で あ
っ た 。 PCR の 反 応 条 件 は 、 1 サ イ ク ル の  95℃ で  12 分 間 変 性 に 続 い て 、 35 サ イ ク ル の  9
5℃  1 分 間 、 62℃  1 分 間 、 72℃  1 分 間 を 行 い 、 最 後 に  72℃ で  10 分 間 伸 長 反 応 さ せ る
も の と し た 。 PCR 産 物 を 常 法 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色
し て 目 視 確 認 し た と こ ろ 、 C8FW 遺 伝 子 が 経 時 に 増 加 し て い た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 低 酸 素 条 件 お よ び 通 常 条 件 で 培 養 し た 大 腸 癌 細 胞 株 よ り 、 上 記 方 法 で  total RNA を 回
収 し た 。 こ の  total RNA を 対 象 と し て 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の キ ッ ト （ TaqMan Cold RT-
PCR Reagents) を 用 い て 定 量  PCR を 行 っ た 。 100ng の  total RNA を キ ッ ト 付 属 の 試 薬 を
用 い 、 25℃ ； 10 分 間 、 48℃ ； 30 分 間 、 95℃ ； 5 分 間 の プ ロ グ ラ ム に よ り 逆 転 写 し た 。 こ
の 溶 液 の  1/100 を 鋳 型 と し て 、 配 列 番 号 ９ と １ ０ お よ び 配 列 番 号 １ １ と １ ２ の 組 み 合 わ
せ に よ る 各 種 プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ お よ び キ ッ ト 付 属 の 試 薬 を 規 定 量 加 え 、 PCR 反 応 を 行
い 、 発 現 量 を  ABI PRISM 7700 (PE社 ) に よ り 測 定 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 94℃ で  3 分 間 を  1 
サ イ ク ル し た 後 、 94℃ で  15 秒 間 、 60℃ で  15 秒 間 、 72℃ で  30 秒 間 を  45 サ イ ク ル の 条
件 で 行 っ た 。 C8FW の 定 量 は  C8FW 遺 伝 子 に 対 す る 相 対 的 な 値 を 計 算 す る た め に 、 試 験 サ
ン プ ル の 基 準 線 遺 伝 子 発 現 と し て 、 各 反 応 に お け る 内 部 標 準 （ GAPDH） を 用 い る こ と に よ
っ て  C8FW Ｗ  遺 伝 子 の 発 現 量 を 比 較 し た （ 表 １ 、 図 ２ ） 。 表 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 C8F
W DNA の 発 現 は 、 低 酸 素 条 件 下 で は 、 通 常 条 件 に 比 べ 、 約  24 倍 で あ っ た （ 24 時 間 後 、 m
RNA 量 比 較 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 表 １ ）

　 　 0h　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.02
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半 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ

定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ

　 培 養 時 間 　 　 　 培 養 条 件 　 　 　 　 　 　 　 C8FW/GAPDH　 　 　 　



　 　 2h　 　 　 　 　 低 酸 素 条 件 　 　 　 　 　 　 　  0.52
　 　 6h　 　 　 　 　 低 酸 素 条 件 　 　 　 　 　 　 　  0.60
　 　 24h　 　 　 　  低 酸 素 条 件 　 　 　 　 　 　 　 37.01
　 　 36h　 　 　 　  低 酸 素 条 件 　 　 　 　 　 　 　 23.33
　 　 48h　 　 　 　  低 酸 素 条 件 　 　 　 　 　 　 　 14.41

【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】

　 C8FW 遺 伝 子 が 本 発 明 に よ り 低 酸 素 条 件 で 培 養 さ れ た 大 腸 癌 細 胞 株 で 発 現 亢 進 す る こ と
が 見 出 さ れ 、 配 列 番 号 ３ に 記 載 さ れ た  C8FW 遺 伝 子 の 遺 伝 情 報 を 基 に し て 得 ら れ た 、 配 列
番 号 １ ３ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 中  320～ 372 番 目 に 相 当 す る 領 域 の 遺 伝 子 を 選 び 、 化 学 的 に
プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 後 、 RT-PCR 法 に よ っ て  C8FWCTERM フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 増 幅 し 、 融 合 蛋 白 発 現 ベ ク タ ー へ 組 み 込 ん で 発 現 さ せ た 。 具 体 的 に は 以 下 に 述 べ る 。
サ ン プ ル に は 大 腸 癌 細 胞 株 を 用 い た 。 細 胞 か ら  RNA を 抽 出 し 、 Superscript (Gibco BRL
社 ) に て 作 製 し た  cDNA を 鋳 型 と し て  PCR を 行 っ た 。 PCR 増 幅 用 ５ ’ プ ラ イ マ ー 及 び ３
’ プ ラ イ マ ー と し て 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 す セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 配 列 番
号 １ ５ に 示 す ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 94℃ 　 1 
分 、 60℃ 　 30 秒 、 72℃ 　 1 分 の 条 件 で  30 サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。 こ の 結 果 増 幅 さ れ た  C8
FW フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 後 、 乾 燥 さ せ 、 滅 菌 蒸 留 水
に 再 溶 解 し て 制 限 酵 素  BamHI、 EcoRI、 37℃ 　 に て 処 理 を 行 っ た 。 融 合 蛋 白 発 現 ベ ク タ ー
と し て  pGEX を 用 い 、 同 様 に  BamHI、 EcoRI に て 処 理 を 行 っ た 。 処 理 さ れ た  C8FWCTERM 
フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び  pGEX を エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 後 、 乾 燥 さ せ 、 滅 菌
蒸 留 水 に 再 溶 解 し た 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 さ せ て  pGEX-C8FWCTERM を 構 築 し た 。 構 築 し
た  pGEX-C8FWCTERM は  BL21 (DE3) pLysS に て 形 質 転 換 し 、 ア ン ピ シ リ ン 選 択  LB プ レ ー
ト に ま い て  37℃ で  1 晩 恒 温 器 に て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー を ア ン ピ シ
リ ン を 含 む  LB 培 地 に て 増 殖 さ せ 、 1mM IPTG 条 件 下 で 、 3 時 間 培 養 し て 目 的 産 物 で あ る  
GST-C8FWCTERM の  induction を 行 っ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 上 記 の 培 養 大 腸 菌 を 遠 心 分 離 し 、 Glutation-Sepharoseゲ ル （ ア マ シ ャ ム 社 ） を 用 い て
バ ッ チ 法 に て  GST-C8FWCTERM を 精 製 し た 。 こ の 精 製  GST-C8FWCTERM を  PreScission Pro
tease に て  GST 部 分 を 消 化 し 、 C8FWCTERM フ ラ グ メ ン ト を 作 製 し た 。 こ の  C8FWCTERM フ
ラ グ メ ン ト を フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で 乳 化 さ せ て 感 作 抗 原 と し 、 マ ウ ス Balb/c　 6 
週 齢 　 雌 性 に  10 μ ｇ を 腹 腔 内 投 与 し た 。 2回 目 以 降 は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を
用 い 、 2 週 間 お き に  3 回 免 疫 を 行 い 、 最 終 回 は  PBS 溶 液 に て 尾 静 脈 投 与 し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 最 終 ブ ー ス ト の  3 日 後 に 外 科 的 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。 融 合 は ケ ー ラ ー
と ミ ル ス タ イ ン の 方 法 （ Nature, 256, 495, 1975） に 従 い 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ シ
グ マ 社 ） を 用 い て 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞  P3-X63-Ag8-U1 (P3U1) を 融 合 し た 。 融 合 細 胞
は  HAT 培 地 に 分 散 し  96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー カ ル チ ャ ー プ レ ー ト （ フ ァ ル コ ン 社 ） に 分
注 し て 、 37℃ 、 5％ CO 2  条 件 に て 培 養 し た 。 約  2 週 間 後 に コ ロ ニ ー の 生 育 を 確 認 し て ス ク
リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 実 施 法 を 以 下 に 述 べ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 用 プ レ
ー ト を 作 製 す る た め に 上 記 １ ． に て 作 製 し た 融 合 ペ プ チ ド 、 C8FWCTERM を  PBS 中 に 溶 解
し 、 0.5μ g/100μ l/well と な る よ う に  96 穴 ウ エ ル に 分 注 し た 。 同 時 に コ ン ト ロ ー ル と
し て  GST の み を 同 様 に 感 作 し た プ レ ー ト を 作 製 し た 。 プ レ ー ト を  4℃ で  2 晩 静 置 し た 後
に 、 0.005% Tween20 を 含 む  PBS で  3 回 洗 浄 し 、 非 特 異 的 反 応 を 抑 え る た め に 、 1.5%BSA
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　 　 24h　 　 　 　  通 常 条 件 　 　 　 　 　 　 　 　  1.50 　 　 　 　 　

遺 伝 子 融 合 蛋 白 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 と 融 合 蛋 白 質 の 発 現

抗 原 精 製 と 免 疫

細 胞 融 合 と ス ク リ ー ニ ン グ



 溶 液 を  200μ l 分 注 し て 、 更 に  4℃ で  1 晩 静 置 し た 。 完 成 し た プ レ ー ト を  0.05% Tween
20 を 含 む  PBS で  3 回 洗 浄 し た 後 に 培 養 上 清  100μ l を  2 種 類  (C8FWCTERM、 GSTプ レ ー
ト ） に そ れ ぞ れ 反 応 さ せ 、 更 に 洗 浄 を 行 っ た 後 に  2 次 抗 体 で あ る  HRP 標 識 抗 マ ウ ス イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ Zymed 社 ） を 加 え て 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 に  HRP の 発 色 基 質 で あ る  OP
D を 加 え 、 一 定 時 間 後 に  1N 硫 酸 で 反 応 を 停 止 さ せ  492nm に て 吸 光 度 を 測 定 し た 。 上 記
の 操 作 に よ り  C8FWCTERM プ レ ー ト で 陽 性 に な り 、 GST プ レ ー ト で 陰 性 に な っ た ク ロ ー ン
は 限 界 希 釈 法 に よ っ て 再 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 上 清 を 再 度 確 認 し た 。 か く し て 、 目 的 と す る
ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ  3C8FW-285 を 得 た 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ
 1C8FW-119 及 び  3C8FW-285 よ り 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 及 び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体  3C8FW-285 に つ い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 タ イ ピ ン グ キ ッ ト （ ア マ シ ャ ム フ
ァ ル マ シ ア 社 ） に て 検 定 し た 。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 表 ２ ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 1C8FW-119　 　 　 　 IgM　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 κ
　 　 　
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 精 製 確 立 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 か ら 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 お よ
び  3C8FW-285 に つ い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 得 る た め に 腹 水 に よ る 製 造 を 試 み
た 。 以 下 に そ の 方 法 を 示 す 。 限 界 希 釈 法 に よ っ て 数 回 リ ク ロ ー ニ ン グ し た ハ イ ブ リ ド ー マ
 1C8FW-119 又 は  3C8FW-285 を  10% FCS（ ラ イ フ テ ッ ク オ リ エ ン タ ル 社 ） を 含 む α -MEM（
大 日 本 製 薬 ） 培 地 を 用 い て 増 殖 さ せ 、 1× 10 7  cells/0.5ml PBS/1匹 に て 予 め プ リ ス タ ン 処
理 し た マ ウ ス （ 日 本 ク レ ア ー 社 ） 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 約  10 日 後 に 麻 酔 下 で 腹 腔 内 よ り 腹
水 を 採 取 し 、 40% 硫 安 （ ナ カ ラ イ ） 分 画 に よ り 沈 殿 さ せ 、 得 ら れ る 蛋 白 質 を  5% SDA-PAGE
 と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 確 認 し た と こ ろ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 は
分 子 量 約  96 万 の  IgM、 3C8FW-285 は 分 子 量 約  15 万 の  IgG で あ る こ と が 確 認 で き た 。
そ こ で  1C8FW-119 で は 沈 殿 物 を  PBS で 溶 解 し 、 PBS に て 透 析 し て 硫 安 を 除 き 、 S-300 に
よ る ゲ ル ろ 過 、 次 い で ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 等 の 精 製 を 行 な っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
を 行 な っ た 。 ま た  3C8FW-285 で は 沈 殿 物 を  PBS で 溶 解 し 、 PBSに て 透 析 し て 硫 安 を 除 き
、 Protein Gカ ラ ム （ Amersham Pharmacia） を 用 い て 定 法 に 従 い 抗 体 精 製 を 行 っ た 。 精 製
抗 体 は 両 方 と も  ELISA 法 に よ る 確 認 実 験 で Ｃ ８ Ｆ Ｗ Ｃ Ｔ Ｅ Ｒ Ｍ と 強 い 反 応 性 を 示 し 、 陰
性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た Ｇ Ｓ Ｔ や Ｂ Ｓ Ａ と は 反 応 し な か っ た 。 得 ら れ た 精 製 抗 体 は そ
れ ぞ れ  14.7 mg/1匹 、 16.0 mg/1 匹 で あ っ た 。 従 っ て 、 腹 水 を 作 製 す る こ と に よ り 工 業 的
に も 十 分 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119、 3C8FW-285 を 製 造 で き る こ と が 確 認 で き た
。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 現 在  C8FW 蛋 白 質 は 、 12-Lipoxygenase と 相 互 作 用 す る こ と が  Two-Hybrid ス ク リ ー ニ
ン グ 法 に よ り 知 ら れ て い る が 、 そ の 機 能 は 未 知 で あ る 。 ま た 、 C8FW 蛋 白 質 は 、 BLAST を
用 い た モ チ ー フ 検 索 に よ り ホ ス ホ プ ロ テ イ ン ド メ イ ン を 有 す る も の と 推 測 さ れ る 。 し か し
、 ヒ ト 組 織 中 、 と り わ け 虚 血 性 疾 患 に よ り 低 酸 素 状 態 に 暴 露 さ れ た 炎 症 性 腸 組 織 に お け る
発 現 に つ い て は 知 見 が 得 ら れ て い な い 。 そ こ で ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119 の 培 養 上 清 を
用 い て ヒ ト 組 織 の 免 疫 染 色 に よ り 発 現 亢 進 を 調 べ た 。 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 行 な
っ た 虚 血 性 の 腸 疾 患 （ Ischemic Colitis:IC) 患 者  4 例 、 潰 瘍 性 大 腸 炎  (Ulcerative Col
itis:UC) 患 者  4 例 、 ク ロ ー ン 病  (Crohn Disease:CD) 患 者  22例 の 病 理 解 剖 検 体 、 お よ
び 正 常 組 織 と し て 同 様 に イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト に よ り 得 ら れ た 大 腸 癌 組 織 由 来 正 常
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　 ク ラ ス 　 　 　 軽 鎖 　 　

3C8FW-285　 　 　 　 IgG1　 　 　 　 　 　 　 　 　  κ 　 　

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 腹 水 に よ る 製 造

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 を 用 い た 組 織 免 疫 染 色 法 に よ る 検 体 中 の  C8FW 蛋 白 質 の
検 出



部 位 １ 例 に つ い て 免 疫 組 織 化 学 的 検 討 を 行 っ た 。 以 下 に そ の 方 法 を 述 べ る 。 ヒ ト 組 織 は 常
法 に よ り ホ ル マ リ ン 固 定 を し た 後 、 パ ラ フ ィ ン に 抱 埋 を し て ミ ク ロ ト ー ム に て 薄 切 し 、 組
織 検 体 と し て 使 用 し た 。 組 織 切 片 は キ シ レ ン 各  5 分 ず つ  3 回 の 処 理 で 完 全 に パ ラ フ ィ ン
を 除 き 、 100%エ チ ル ア ル コ ー ル か ら  10% ず つ 濃 度 を 下 げ た  50% ま で の  6 段 階 下 降 系 列
の ア ル コ ー ル 溶 液 を く ぐ ら せ た 後 、 水 洗 し た 。 続 い て 、 pH6.0 の ク エ ン 酸 緩 衝 液 中 、 121
℃ 、 10 分 間 処 理 し 、 抗 原 を 賦 活 化 し た 。 そ の 後 室 温 程 度 ま で 冷 却 し 、 流 水 に て 水 洗 を 行
い 、 正 常 ヤ ギ 血 清 に て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 準 備 さ れ た ブ ロ ッ キ ン グ 終 了 後 の 組 織 に 、 １ 次
抗 体 溶 液 （ ハ イ ブ リ ド ー マ  1C8FW-119 の 培 養 上 清 ） を 、 室 温 に て  60 分 反 応 さ せ た 。 次
い で 、 そ の 組 織 を  TBS に て 洗 浄 し た 後 、 ビ オ チ ン 標 識  2 次 抗 体 （ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン ・ ヤ ギ 抗 体 ） （ シ グ マ 社 ） を 室 温  30 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後  TBS に て  5 分 間
、 5 回 洗 浄 し た 。 更 に 、 3% 過 酸 化 水 素 加  TBS に 浸 漬 し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を
失 活 さ せ た 。 続 い て 、 ABC 試 薬 （ 和 光 純 薬 工 業 社 ） に 室 温 中  20 分 間 浸 漬 さ せ 、 TBS 洗 浄
し た 後 、 DAB 試 薬 （ 和 光 純 薬 工 業 社 ） に て 発 色 を 行 っ た 。 適 度 な 発 色 が 得 ら れ た 後 に 組 織
を 水 洗 し た 。 ま た 、 対 比 染 色 と し て ヘ マ ト キ シ リ ン ン 核 染 色 を 行 っ た 。 次 い で こ れ ら の 組
織 を 水 洗 し 、 50% エ チ ル ア ル コ ー ル 溶 液 か ら 10% ず つ 濃 度 を 上 げ た  100% ま で の  6 段 階
上 昇 系 列 の ア ル コ ー ル 溶 液 を く ぐ ら せ 、 続 い て キ シ レ ン 槽 を  3 回 く ぐ ら せ た 後 に 染 色 後
の 組 織 に 封 入 剤 を 滴 下 し 、 カ バ ー グ ラ ス を か ぶ せ て 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。 IC 手 術 例 お よ
び  CD 病 の 染 色 像 を そ れ ぞ れ 図 ３ 、 図 ４ に 示 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 組 織 免 疫 染 色 化 学 法 に よ る 結 果 か ら  IC 3 例 、 UC 4 例 、 CD 2 例 に お い て 陽 性 所 見 を 認
め 、 大 腸 正 常 組 織 中 に お い て は 陰 性 所 見 で あ っ た 。 と り わ け 、 腺 管 の 拡 張 蛇 行 部 や 粘 膜 深
層 に 見 ら れ る 顆 粒 を 持 っ た 粘 膜 上 皮 細 胞 に お い て 発 現 の 亢 進 が 見 ら れ た 。
　 す な わ ち 、 図 ３ に 示 す  IC 手 術 例 で は 、 虚 血 に よ り 上 皮 が 脱 落 し て い る 部 位 の 近 傍 で 比
較 的 上 皮 の 障 害 が 軽 度 の 部 位 で あ る 。 し か し 、 ゴ ブ レ ッ ト 細 胞 の 減 少 や 軽 度 の 腺 管 の 乱 れ
が み ら れ 、 虚 血 に よ る 影 響 を 受 け て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1C8FW-119 を 用 い た 免 疫 染
色 で は こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 質 内 に 顆 粒 状 に 陽 性 所 見 が 認 め ら れ る 。 陽 性 腺 管 で も 基 底 膜 側
の 細 胞 に 陽 性 所 見 が 強 い が 、 こ れ は 表 層 近 く の 細 胞 は 幹 細 胞 か ら 分 化 後 よ り 時 間 が 経 過 し
て お り 、 基 底 層 側 の 細 胞 よ り い わ ゆ る 老 化 し 蛋 白 産 生 機 能 が 落 ち て い る こ と 、 循 環 動 態 か
ら 考 え て 表 層 の 方 が 虚 血 の 影 響 を 強 く 受 け 、 こ の た め 蛋 白 生 産 機 能 が 低 下 し て い る こ と が
考 え ら れ る 。 現 に 虚 血 に よ り 上 皮 が 脱 落 し て い る 部 位 の 極 近 傍 、 す な わ ち 虚 血 に よ る 影 響
の 強 い と こ ろ で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 を 用 い た 免 疫 染 色 に お い て 陽 性 像 を
示 さ な い 。 こ れ は 障 害 が 強 い 細 胞 で は 蛋 白 産 生 機 能 が 低 下 し 、 炎 症 に 特 異 な 蛋 白 で も 産 生
さ れ な く な る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 図 ４ は  CD 手 術 例 で 、 潰 瘍 形 成 部 の 近 縁 に お け る 残 存 上 皮 で あ る 。 こ こ で も 、 腺
管 は 疎 で 、 走 行 は 乱 れ 、 ゴ ブ レ ッ ト 細 胞 の 減 少 が 見 ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-1
19 を 用 い た 免 疫 染 色 の 陽 性 所 見 は 図 ３ と 同 様 で あ る 。
　 な お 、 間 質 の 特 に 形 質 細 胞 や 赤 血 球 が 染 ま っ て い る よ う に 見 え る が 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル
で あ る 肝 組 織 や 正 常 粘 膜 で も 同 様 の 所 見 が 見 ら れ 、 非 特 異 な 染 色 像 と 考 え ら れ 、 有 意 な 陽
性 所 見 と は 考 え ら れ な い 。 こ れ は 上 述 し た リ ア ル タ イ ム  RT-PCR の 結 果 か ら も 裏 付 け ら れ
る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ５ ３ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 血 清 な ど の 試 料 中 に 存 在 す る  C8FW を 測 定 す る ELISAを 検
討 し た 。 測 定 方 法 は 簡 単 に は 以 下 の と お り で あ る 。 固 層 プ レ ー ト （ Nunc） 上 に 実 施 例 ９ ）
で 得 ら れ た 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  3C8FW-285 を 一 次 抗 体 と し て  2μ g/well に な る よ う
に 分 注 し て  4℃ で  2 日 間 静 置 し た 。 0.05％  Tween 20 を 含 む  20ｍ M Tris（ pH7.0） 洗 浄
液 に て  3 回 洗 浄 し た 後 、 1.5％  BSA Tris（ pH7.0） を  200μ L 加 え え て  4℃ で 一 晩 ブ ロ ッ
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119、 3C8FW-285 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ  ELISA 法 に よ る 検 体
中 の  C8FW の 検 出



キ ン グ し た 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 一 次 抗 体 が 吸 着 し て い る プ レ ー ト を 先 の 洗 浄 液 で  1
 回 洗 浄 し て  100μ L の サ ン プ ル 溶 液 を 加 え た 。 な お 、 サ ン プ ル と し て 下 記  5 種 類 の 測 定
を し た 。
　 　 (1)濃 度 （ 0～ 50μ ｇ /mL） に 調 整 し た （ 実 施 例 7） で 作 成 さ れ た Ｃ ８ Ｆ Ｗ Ｃ Ｔ Ｅ Ｒ Ｍ フ
ラ グ メ ン ト 。
　 　 (2)陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 融 合 蛋 白 質 Ｃ ８ Ｆ Ｗ Ｃ Ｔ Ｅ Ｒ Ｍ フ ラ グ メ ン ト か ら 切 り 離
し た  GST。
　 　 (3)バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 使 用 し た 昆 虫 細 胞 に 産 生 さ せ た 完 全 長 　 C8FW（ Bacuroviral r
hC8FW） を 含 む 培 養 上 清 。
　 　 (4)C8FW 構 造 遺 伝 子 を 含 ま な い コ ン ト ロ ー ル  ｐ FastBac バ ク ミ ド を 感 染 さ せ た 細 胞
培 養 上 清 。
　 　 (5)SF21 細 胞 を 培 養 し て い な い 未 使 用 培 地 （ SF900IISFM） （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ こ で  Native な 抗 原 と し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ る  rhC8FW を 利 用 し て い る が 、 バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス に よ る  rhC8FW 産 生 は 簡 単 に は 下 記 の 通 り に 行 っ た 。 配 列 番 号 ３ を 増 幅 す る
よ う に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 配 列 番 号 １ ６ 、 １ ７ ） を 利 用 し て  C8FW遺  伝 子 全 長
を 増 幅 し 、 プ ラ イ マ ー 内 に 設 計 さ れ た 制 限 酵 素  BamHI、 EcoRIで 処 理 し て ｐ FastBac ベ ク
タ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） に 組 込 み 、 大 腸 菌 を 利 用 し て 相 同 組 換 え を お こ し た 組 換 え バ
ク ミ ド ベ ク タ ー を セ ル フ ェ ク チ ン に よ っ て  Sf21（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） に 取 り 込 ま せ て
発 現 さ せ た 。 以 上 の 方 法 に よ り 作 製 し た  Sf21 細 胞 培 養 上 清 を サ ン プ ル と し た 。
　 上 記 各  5 種 類 の サ ン プ ル を 一 次 抗 体 と 室 温 、 1 時 間 反 応 さ せ た 後 、 0.05％  Tween 20 
を 含 む  20ｍ M Tris（ pH7.0） 洗 浄 液 に て  3 回 洗 浄 し 、 HRP（ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ オ ダ ー
ゼ ） 標 識 二 次 抗 体 と し て 、 HRP 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C8FW-119 希 釈 溶 液  100μ L を
加 え て 更 に 室 温 、 1時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05％ Tween 20 を 含 む  20ｍ M Tris（ pH7.0
） 洗 浄 液 に て  3 回 洗 浄 し て 、 3ｍ g/ｍ L OPD（ オ ル ソ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 基 質 溶 液 を  10
0μ L 加 え て 発 色 さ せ た 。 室 温 で  15分 間 反 応 さ せ た 後 に  100μ L の  1N 硫 酸 溶 液 を 加 え て
反 応 を 停 止 さ せ 、 吸 光 度 測 定 器 に て 測 光 波 長  492 nm で 測 定 を 行 っ た 。 上 記 (1)、 (2)を 濃
度 変 化 さ せ た 吸 光 度 の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 ま た 、 (3)～ (5)で の 吸 光 度 の 結 果 を 表 ３ に 示 す
。 結 果 と し て (1)Ｃ ８ Ｆ Ｗ Ｃ Ｔ Ｅ Ｒ Ｍ フ ラ グ メ ン ト は 感 度 よ く 測 定 さ れ 、 検 量 線 が 作 成 さ
れ る こ と が 判 明 し た 。 し か し 、 (2)タ グ で あ る  GST 蛋 白 質 と は 反 応 し な か っ た 。 一 方 、 (3
)に よ り 作 製 さ れ た  Native な  C8FW は 約  8μ g/ｍ L の 濃 度 で 感 度 よ く こ の  ELISA 測 定 系
で 測 定 で き る こ と が 判 明 し た 。 な お 、 コ ン ト ロ ー ル で あ る (4)、 (5)で は 反 応 性 が 認 め ら れ
な か っ た 。 よ っ て 本 発 明 に よ る  2 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 異 的 に  C8FW を 捕 ら え
、 そ れ を 測 定 す る こ と を 可 能 に す る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 上 に 詳 細 に 説 明 し た 通 り 、 本 発 明 に よ れ ば 、 炎 症 性 腸 疾 患 組 織 に 発 現 の 亢 進 が 見 ら れ
る  C8FW 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝 子 産 物 で あ る  C8FW 蛋 白 質 を 利 用 し て 虚 血 性 腸 疾 患 の 診 断 に
用 い る こ と が で き る 。 該 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝 子 産 物 は 、 正 常 腸 組 織 よ り 炎 症 性 腸 疾 患 部 位
に お い て そ の 発 現 量 が 高 い 。 そ れ 故 、 該 遺 伝 子 お よ び 該 遺 伝 子 産 物 、 さ ら に は 該 遺 伝 子 産
物 に 対 す る 抗 体 の 利 用 に よ っ て 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 高 感 度 に 検 出 可 能 な 検 出 法 が 提 供 で き る
。  
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 大 腸 癌 細 胞 を 低 酸 素 条 件 で 培 養 し た 時 に 発 現 す る  C8FW 遺 伝 子 を ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト 解 析 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 大 腸 癌 細 胞 を  2 時 間 か ら  48 時 間 に 渡 っ て 低 酸 素 条 件 で 培 養 し た 時 に
発 現 す る  C8FW 遺 伝 子 の 、 基 準 遺 伝 子 （ GAPDH） の 発 現 に 対 す る 割 合 を 示 し 、 ま た 、 通 常
条 件 で  24 時 間 培 養 し た 時 に 発 現 す る  C8FW 遺 伝 子 の 、 基 準 遺 伝 子 （ GAPDH） の 発 現 に 対
す る 割 合 を 右 端 に 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 IC 症 例 に 対 し て 、 C8FW 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C9FW-119
 で 免 疫 組 織 染 色 し た 時 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 CD 症 例 に 対 し て 、 C8FW 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  1C9FW-119
 で 免 疫 組 織 染 色 し た 時 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｃ ８ Ｆ Ｗ の 検 量 線 を 表 す 。 横 軸 は 、 Ｃ ８ Ｆ Ｗ Ｃ Ｔ Ｅ Ｒ Ｍ フ ラ グ メ ン ト の
濃 度 、 縦 軸 は 吸 光 度 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 配 列 表 】
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