
(57)【要約】
【課題】　くも膜下出血病変の検出及び診断に用いる、くも膜下出血病変を特異的に検出
可能なくも膜下出血診断用ポリペプチドマーカー及びくも膜下出血診断用遺伝子マーカー
、該くも膜下出血診断用ポリペプチドに特異的に結合する抗体、該くも膜下出血診断用遺
伝子の発現を検出するプローブ、更には該マーカーを用いたくも膜下出血病変の検出及び
診断方法を提供すること。
【解決手段】　配列表の配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、
２１、又は２３に示されるアミノ酸配列のポリペプチド、及び、その遺伝子を、くも膜下
出血病変を特異的に検出することが可能なくも膜下出血診断用ポリペプチドマーカー及び
くも膜下出血診断用遺伝子マーカーとして用いる。本発明は、該くも膜下出血診断用ポリ
ペプチドマーカーを検出するための抗体、及び、該くも膜下出血診断用遺伝子マーカーを
検出するためのＤＮＡプローブ等を包含する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 又 は ２ ３
に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ
リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝
子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
塩 基 配 列 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、
２ ２ 、 又 は ２ ４ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ヒ ト く も
膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ２ 又 は ３ 記 載 の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 有 す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ３ 記 載 の 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る 請 求 項 ７ 記 載 の ヒ ト く
も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ 以 上 を 固 定 化 さ せ た こ と を 特 徴 と す る ヒ ト
く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用
マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及
び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 検 出 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 プ ロ テ イ ン ア レ イ 法 、 放 射 線 免 疫 検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 、 又 は Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法
を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
被 験 体 か ら の 血 清 を 、 請 求 項 １ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド と 反
応 さ せ 、 被 験 体 に お け る 血 清 抗 体 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病
変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 診 断 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お け る ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー
カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ 】
ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い て 行
う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 請 求 項 ９ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー
カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
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１ ３ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ３ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 が 、 定
量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検
出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６
記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
被 検 細 胞 に お け る 遺 伝 子 を 、 所 定 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 少 な
く と も １ 対 以 上 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝 子 を 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 動
脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載
の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ を 固
定 し た 請 求 項 ９ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ
チ ッ プ 、 及 び 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 少 な く て も 一 つ 以 上 を 装 備 し て な る ヒ
ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 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 、 ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 関 し 、 特 に 、 ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変
を 特 異 的 に 検 出 及 び 診 断 す る の に 用 い る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及
び ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 更 に は 該 マ ー カ ー を 用 い た ヒ ト く も 膜 下 出 血
病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 く も 膜 下 出 血 の 病 変 は 、 ク モ 膜 下 腔 に 出 血 す る 病 徴 で あ り 、 そ の 原 因 は 脳 動 脈 瘤 破 裂 に
よ る も の が 最 大 の 原 因 と な っ て い る 。 動 脈 瘤 は 動 脈 が 内 圧 に 対 す る 抵 抗 性 を 減 じ て 瘤 状 に
拡 張 し た 状 態 で あ り 、 そ の 原 因 は 、 動 脈 瘤 一 般 に は 、 （ １ ） 動 脈 硬 化 、 （ ２ ） 外 傷 、 （ ３
） 非 特 異 性 動 脈 炎 、 （ ４ ） 特 発 性 嚢 状 中 膜 壊 死 、 （ ５ ） 梅 毒 、 （ ６ ） 細 菌 感 染 、 （ ７ ） 狭
窄 後 拡 張 な ど が 挙 げ ら れ る 。 近 年 は 、 動 脈 硬 化 に 起 因 す る も の が 多 い と 報 告 さ れ て い る 。
く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 症 状 は 、 ク モ 膜 下 腔 に 広 が っ た 血 液 に よ る 髄 膜 刺 激 症 状 及 び 脳 圧 亢
進 症 状 が 前 景 と な り 、 前 者 で は 頂 部 硬 直 、 Ｋ ｅ ｒ ｎ ｉ ｇ 徴 候 、 Ｂ ｒ ｕ ｄ ｚ ｉ ｎ ｓ ｋ ｉ 徴 候
な ど の 髄 膜 刺 激 症 状 が 出 、 後 者 で は 、 頭 痛 、 吐 気 、 咽 吐 、 更 に は 眼 底 出 血 な ど が 出 現 す る
。 破 裂 脳 動 脈 瘤 に よ る 出 血 で は 、 意 識 障 害 が 出 現 す る 。 脳 動 脈 瘤 の 発 生 に は 、 疫 学 的 調 査
に よ り 、 比 較 的 強 い 遺 伝 的 背 景 が あ る こ と が 知 ら れ て い る （ Neurosurgery, 46(6)1301-13
06,2000） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 脳 動 脈 瘤 の 診 断 は 、 従 来 実 用 的 に は 、 血 液 ・ 生 化 学 的 診 断 法 は 採 用 さ れ て お ら ず 、 Ｍ Ｒ
Ｉ や Ｃ Ｔ ｓ ｃ ａ ｎ な ど の 放 射 線 学 的 診 断 方 法 が 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 脳 動 脈 瘤 の 診 断 に 関 連 し て 、 い く つ か の 生 化 学 的 診 断 法 が 開 示 さ れ て い る 。 例 え
ば 、 ヒ ト ・ エ ラ ス チ ン 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の 部 分 の 遺 伝 子 多 型 を 同 定 す る こ と に よ り 、 脳
動 脈 瘤 の 発 症 の リ ス ク の 存 在 を 判 定 す る も の （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ８ ５ ７ ７ 号 公 報 ） 、 Ｎ
ａ + － Ｈ Ｃ Ｏ 3

- 共 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 抗 体 を 用 い て 脳 梗 塞 や ク モ 膜 下 出 血 等 の 脳 障 害 の 診
断 を 行 う も の （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ３ ６ ８ ８ ５ 号 公 報 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ７ ６ ３ ７ ） 、 体 液 試 料
中 の ヒ ト 脳 型 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ 合 成 酵 素 （ ｈ Ｐ Ｇ Ｄ Ｓ ） の 濃 度 を 指 標 と し て ク モ 膜 下
出 血 等 の 頭 蓋 内 出 血 を 検 出 す る も の （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ９ ５ ９ ９ ） 、 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ ア イ
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ソ ザ イ ム Ｂ Ｂ を 測 定 し 、 血 管 障 害 性 疾 患 の 検 出 を 行 う も の （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ０ ７ ４ ９ ） 、 ヒ
ト 平 滑 筋 ミ オ シ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 動 脈 瘤
の よ う な 血 管 障 害 性 疾 患 の 診 断 を 行 う も の （ Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ２ ９ ７ ８ ４ ） 等 が 開 示 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う に 、 ク モ 膜 下 出 血 の 病 変 の 診 断 に 関 す る 生 化 学 的 検 査 に つ い て は 、 最 近 い く つ
か の 方 法 が 開 示 さ れ て い る が 、 そ れ ら の 検 出 は 必 ず し も 脳 動 脈 瘤 の よ う な ク モ 膜 下 出 血 の
病 変 に 特 異 的 な 検 出 及 び 診 断 方 法 と は 言 え ず 、 従 っ て 、 動 脈 硬 化 の 病 変 の 特 異 的 診 断 の た
め に は 、 該 病 変 を 特 異 的 に 検 出 で き る マ ー カ ー の 更 な る 開 発 が 要 望 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ２ ３ ８ ５ ７ ７ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ３ ６ ８ ８ ５ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ３ 】 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ７ ６ ３ ７ 。
【 特 許 文 献 ４ 】 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ９ ５ ９ ９ 。
【 特 許 文 献 ５ 】 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ０ ７ ４ ９ 。
【 特 許 文 献 ６ 】 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ２ ９ ７ ８ ４ 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Neurosurgery, 46(6)1301-1306,2000。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 ク モ 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 用 い る 、 ク モ 膜 下 出 血 病 変 を 特 異
的 に 検 出 可 能 な ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及 び ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子
マ ー カ ー 、 該 ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 該 ク モ 膜 下 出 血
診 断 用 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る プ ロ ー ブ 、 更 に は 該 マ ー カ ー を 用 い た ク モ 膜 下 出 血 病 変 の
検 出 及 び 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 、 ク モ 膜 下 出 血 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な 脳 動 脈 瘤 の 発 症 を 検 出
し て 、 ク モ 膜 下 出 血 の 診 断 を 可 能 と す る 診 断 用 マ ー カ ー を 見 い 出 す べ く 、 脳 動 脈 瘤 患 者 の
血 清 中 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 に つ い て 、 探 索 を 行 っ た 結 果 、 脳 動 脈 瘤 患 者 血 清 か ら 得 ら れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 大 腸 菌 に 導 入 し 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質 の 中 か ら 、 多 く の 患 者 血 清 と 陽 性 反 応
を 示 す １ ２ ク ロ ー ン を 選 抜 し 、 該 ク ロ ー ン が 脳 動 脈 瘤 の 発 症 を 検 出 し て 、 ク モ 膜 下 出 血 の
診 断 を 可 能 と す る 診 断 用 マ ー カ ー と な る こ と を 見 い 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。 本
発 明 は 、 本 発 明 の ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 、 該 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を
検 出 す る た め の 、 該 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む も の で あ る 。 本
発 明 の ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５
、 ７ 、 ９ ， １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ ， １ ９ 、 ２ １ 、 及 び ２ ３ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の ク モ 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る ポ
リ ペ プ チ ド か ら な る 。
（ １ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ）
ク ロ ー ン 名 ： ３ Ａ １
Accession No.： NM#015874
遺 伝 子 名 ： H-2K binding factor-2
遺 伝 子 の 説 明 ： MHC class I 遺 伝 子 の NFκ B siteに 結 合 す る 転 写 因 子 。
文 献 ： Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100 (14), 8490-8495, 2003
（ ２ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ）
ク ロ ー ン 名 ： ６ Ｔ １
Accession No.： XM#039236
遺 伝 子 名 ： molecule interacting with Rab13
遺 伝 子 の 説 明 ： calponin　 domainを 有 し Rab13に 関 係 す る と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 で あ る が
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機 能 の 詳 細 は 不 明 で あ る 。
文 献 ： 未 刊 行
（ ３ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ３ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ １ Ｃ １
Accession No.： NM#004446
遺 伝 子 名 ： Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase
文 献 ： Genomics 19 (2), 280-290, 1994
（ ４ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ４ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ １ Ｄ １
Accession No.： NM#002337
遺 伝 子 名 ： Low density lipoprotein-related protein-associated protein 1
遺 伝 子 の 説 明 ： Ｌ Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー の 安 定 化 に 寄 与 。 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 係 す る と の 報
告 が あ る 。
文 献 ： J. Biol. Chem. 278 (20), 17986-17992, 2003
（ ５ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ５ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ １ １ ２
Accession No.: NM#014497
遺 伝 子 名 ： NP220 nuclear protein
遺 伝 子 の 説 明 :核 内 タ ン パ ク 質 の ひ と つ 。 2本 鎖 DNAに 結 合 し 転 写 の 制 御 に 関 係 す る 。
文 献 ： J. Cell. Biochem. 84 (3), 556-566, 2002
（ ６ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ６ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ １ Ｐ １
Accession No.: BC014861
遺 伝 子 名 ： Actin, beta
遺 伝 子 の 説 明 :細 胞 骨 格 構 成 タ ン パ ク 質 。
文 献 ： Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99 (26), 16899-16903, 2002
（ ７ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ７ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ ４ Ｃ １
Accession No.: NM#003563
遺 伝 子 名 ： Speckle-type POZ protein
遺 伝 子 の 説 明 :自 己 抗 原 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。 POZ domainを 有 し DNAま た は ア ク チ ン 結 合
性 を も ち タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 調 節 す る 。
文 献 ： FEBS Lett. 418 (1-2), 23-25, 1997
（ ８ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ８ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ）
ク ロ ー ン 名 14Ｎ
Accession No.: BC004544.
遺 伝 子 名 ： hypothetical protein BC004544
遺 伝 子 の 説 明 :機 能 不 明 。
文 献 ： Submitted (14-MAR-2001) National Institutes of Health Mammalian Institute
（ ９ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － ９ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ ６ Ａ
Accession No.: NM#014832.
遺 伝 子 名 ： TBC1 domain family, member 4
遺 伝 子 の 説 明 :機 能 不 明 。
文 献 ： Genomics 79 (2), 154-161, 2002
（ １ ０ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － １ ０ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ ）
ク ロ ー ン 名 ： １ ７ Ｌ
Accession No.: BC043617
遺 伝 子 名 ： Ｄ Ｎ Ａ (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
遺 伝 子 の 説 明 :胚 発 達 の 過 程 で 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 を 行 う
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文 献 ： Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99(26), 16899-16903, 2002
（ １ １ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － １ １ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ １ ）
ク ロ ー ン 名 ： ４ １ Ｄ ３
Accession No.: NM#005531
遺 伝 子 名 ： interferon, gamma-inducible protein 16
遺 伝 子 の 説 明 :ミ エ ロ イ ド の 分 化 に 関 与 す る と 推 定 さ れ る 他 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 誘 導 タ
ン パ ク 質 と ２ ０ ０ 残 基 を 共 有 す る 。
文 献 ： Oncogene 22 (31), 4831-4840, 2003
（ １ ２ ） 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー － １ ２ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ３ ）
ク ロ ー ン 名 ： ４ ４ Ｑ ２
Accession No.: NM#001810
遺 伝 子 名 ： centromere protein B, 80kDa
遺 伝 子 の 説 明 : 細 胞 周 期 の 中 間 期 、 分 裂 期 の 核 に お い て セ ン ト ロ メ ア 構 造 物 を 集 め る 機 能
を 持 つ タ ン パ ク 質 。 抗 セ ン ト ロ メ ア 抗 体 患 者 の 自 己 抗 原 と し て 知 ら れ る 。
動 脈 硬 化 病 変 マ ー カ ー
文 献 ： Mol. Cell. Biol. 22 (7), 2229-2241, 2002
　 更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら
な る く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 該 塩 基 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含
む も の で あ る 。 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 配 列 表 の 配 列 番
号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 又 は ２ ４ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー 及 び く も 膜 下 出 血
診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー を 利 用 し た 脳 動 脈 瘤 の 発 症 に 起 因 す る く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び
診 断 方 法 、 及 び 該 検 出 及 び 診 断 方 法 に 用 い る キ ッ ト 等 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 経 緯 に つ い て 説 明 す る と 、 本 発 明 者 は 、 く も
膜 下 出 血 病 変 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 な く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー を 見 い 出 す べ
く 、 病 院 、 及 び 協 力 施 設 に 入 院 し た く も 膜 下 出 血 病 変 罹 患 患 者 の 血 清 を 本 人 、 ま た は 家 族
の 了 解 を 得 て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は プ ラ ス ミ ド pBlueScr
iptIIに 組 み 込 み シ ー ク エ ン ス 。 そ の 後 プ ラ
ス ミ ド pGEXに 組 み 替 え 大 腸 菌 に 導 入 し 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 加 え て タ ン パ ク 質 を 大 量 発 現 さ せ タ ン
パ ク 質 抽 出 液 を 調 製 し た 。 そ れ を 用 い て 多 数 の 患 者 血 清 と の 反 応 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 調
べ た 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の マ ー カ ー で あ る １ ２ ク ロ ー ン が 複 数 の 脳 動 脈 瘤 患 者 血 清 と 陽 性
反 応 を 示 し 脳 動 脈 瘤 罹 患 、 若 し く は 脳 動 脈 瘤 破 裂 予 測 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る こ と を
見 い 出 し た 。 そ し て 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の 抗 原 性 や 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ を 利 用 し 、 く も 膜 下
出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 を 開 発 し 、 更 に は 該 検 出 及 び 診 断 方 法 に 用 い る 遺 伝 子 及 び プ
ロ テ イ ン ア レ イ で の 診 断 キ ッ ト の 作 製 を 可 能 と し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 具 体 的 に は 本 発 明 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １
５ 、 １ ７ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 又 は ２ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー （ 請 求 項 １ ） や 、 請 求 項 １ 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー （ 請 求
項 ２ ） や 、 塩 基 配 列 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １
８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 又 は ２ ４ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載
の ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー （ 請 求 項 ３ ） や 、 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
を 用 い て 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 （ 請 求 項 ４
） や 、 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 （ 請 求 項
５ ） や 、 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 （ 請 求
項 ６ ） や 、 請 求 項 ２ 又 は ３ 記 載 の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
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す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ （ 請 求 項 ７ ） や
、 請 求 項 ３ 記 載 の 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る 請 求 項 ７ 記 載 の ヒ ト
く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ （ 請 求 項 ８ ） や 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の Ｄ Ｎ
Ａ の 少 な く と も １ つ 以 上 を 固 定 化 さ せ た こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝
子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ （ 請 求 項 ９ ） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る ヒ ト く
も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下
出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ０ ） や 、 ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 の 検 出 を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 プ ロ テ イ ン ア レ イ 法 、 放
射 線 免 疫 検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 、 又 は Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
０ 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ １ ） や 、 被 験 体 か ら の 血 清 を 、 請 求 項 １
記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ 、 被 験 体 に お け る 血 清 抗
体 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項
１ ２ ） や 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 診 断 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 被 検 細 胞 に お け る ヒ ト く も 膜
下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及
び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ３ ） や 、 ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 、 ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病
変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ４ ） や 、 ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出
を 、 請 求 項 ９ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ
ッ プ を 用 い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診
断 方 法 （ 請 求 項 １ ５ ） や 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー
遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 が 、 定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る
ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ６ ） や 、 定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ
の 使 用 が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 動 脈 硬 化 の 検 出 及 び
診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ７ ） や 、 被 検 細 胞 に お け る 遺 伝 子 を 、 所 定 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア
ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ 対 以 上 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝
子 を 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 動 脈 硬 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 方 法 （ 請 求 項 １ ８ ）
や 、 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ
を 固 定 し た 請 求 項 ９ 記 載 の ヒ ト く も 膜 下 出 血 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ
Ｎ Ａ チ ッ プ 、 及 び 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 少 な く て も 一 つ 以 上 を 装 備 し て な
る ヒ ト く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 用 キ ッ ト （ 請 求 項 １ ９ ） か ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 く も 膜 下 出 血 病 変 動 脈 硬 化 の 病 変 の 診 断 は 、 従 来 か ら 、 Ｍ Ｒ Ｉ や Ｃ Ｔ ｓ ｃ ａ ｎ な ど の 放
射 線 学 的 診 断 方 法 が 行 わ れ て い る が 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 診 断 を 早 期 発 見 に 繋 げ る た め
に は 、 生 化 学 的 検 査 に よ る 方 法 が 重 要 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー や 遺 伝 子 マ
ー カ ー を 利 用 す る こ と に よ り 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 特 異 的 な 検 出 診 断 が 可 能 と な り 、 く
も 膜 下 出 血 の 病 変 の 早 期 発 見 に 繋 げ る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ
ー カ ー や 遺 伝 子 マ ー カ ー の 検 出 の た め に 、 本 発 明 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体
や 本 発 明 の マ ー カ ー 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 等 を チ ッ プ や ア レ イ の 形
で 用 意 す る こ と に よ り 、 簡 便 な 操 作 で く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 検 出 及 び 診 断 を 行 う こ と が 可
能 と な り 、 く も 膜 下 出 血 の 早 期 発 見 に 大 き く 貢 献 す る こ と が 期 待 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 で 特 異 的 に 発 現 す る 、 く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ
ペ プ チ ド 又 は く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し て 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変
の 検 出 及 び 診 断 を 行 う こ と よ り な る 。 本 発 明 に お い て 、 く も 膜 下 出 血 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ
ド マ ー カ ー と な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、
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１ ５ 、 １ ７ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 及 び ２ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る
。 ま た 、 本 発 明 に お い て く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー と な る 遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 及 び ２ ４ に 示 さ れ
る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 及 び ２
３ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー １ ～ １ ２ に 示 さ れ る よ う に い ず れ も
公 知 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ま た 、 そ の 遺 伝 子 も 公 知 の 遺 伝 子 で あ る 。 該 本 発 明 の 動 脈 瘤
の 検 出 に よ る 、 く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 及 び マ ー カ ー 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸
配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 情 報 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス に お い て 、 ア ク セ ッ シ ョ ン
ナ ン バ ー ： Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ５ ８ ７ ４ 、 XＭ ＿ ０ ３ ９ ２ ３ ６ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ４ ４ ６ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０
２ ３ ３ ７ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ４ ４ ９ ７ 、 BC０ １ ４ ８ ６ １ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ５ ６ ３ 、 Ｂ Ｃ ０ ０ ４ ５ ４
４ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ４ ８ ３ ２ 、 Ｂ Ｃ ０ ４ ３ ６ １ ７ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ５ ３ １ 、 及 び 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １
８ １ ０ と し て ア プ ロ ー チ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る に は 公
知 の 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断
用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 用 い る こ と が で
き る 。 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に よ り 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 を 検 出 、 識 別 す る た め
に 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 遺 伝 子 マ ー カ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。 該 プ ロ ー ブ
を 用 い て く も 膜 下 出 血 の 病 変 を 検 出 す る に は 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 適 宜 実 施 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 配 列 表 に 示 し た 遺 伝 子 マ ー カ ー の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 適 宜 の 長 さ の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ を 作 製 し 、 適 宜 蛍 光 標 識 等 の 標 識 を 付 与 し て お き 、 こ れ を 被 検 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と に よ り 、 く も 膜 下 出 血 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 を 行 う 。 該 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と
し て は 、 配 列 表 に 示 し た 本 発 明 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 塩 基 配 列 の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 全 部 又 は
一 部 か ら な る く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 。
ま た 、 該 プ ロ ー ブ を 、 少 な く と も １ つ 以 上 を 固 定 化 さ せ た マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 の マ イ ク
ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ の 形 で 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 な お 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 作 製 に 際 し て 、 本 発 明 の 塩 基 配 列 に お い て 、 「 く も 膜 下 出
血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
」 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び １ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． １
５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ５ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ （ Sodium dod
ecyl sulfate） を 含 む 緩 衝 液 に よ る ４ ２ ℃ で の 洗 浄 処 理 を 挙 げ る こ と が で き 、 ６ ５ ℃ で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 緩 衝 液 に よ る ６
５ ℃ で の 洗 浄 処 理 を よ り 好 ま し く 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 を 与 え る 要 素 と し て は 、 上 記 温 度 条 件 以 外 に 種 々 の 要 素 が あ り
、 当 業 者 で あ れ ば 種 々 の 要 素 を 組 み 合 わ せ て 、 上 記 例 示 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー と 同 等 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 実 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー の 検 出 を 行 う に は
、 該 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 行
う こ と が で き る 。 該 抗 体 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 挙 げ る
こ と が で き る 。 該 抗 体 の 作 製 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 抗 原 と し て 、 常 法 に よ
り 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る く も 膜 下 出 血 診 断 用
マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る に は 、 公 知 の 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 法 を 用 い
て 実 施 す る こ と が で き る 。 該 免 疫 学 的 測 定 法 と し て は 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 放 射 線 免 疫 検 定 法 、 蛍 光 抗 体 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 組 換 え 発 現 ク
ロ ー ニ ン グ に よ る 血 清 学 的 抗 原 同 定 法 で あ る Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ （ Serological iderecombinant e
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xpression cloning） 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 及 び ／
又 は 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 検 出 用 抗 体 及 び ／ 又 は 本 発 明 の く
も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 抗 体 検 出 用 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 被 検 試 料 に お け る く も
膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び ／ 又 は く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 及 び
／ 又 は く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 抗 体 の 発 現 を 検 出 し 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 を 診 断 す る
こ と が で き る 。 被 検 細 胞 に お け る く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 検 出 に 際 し て は 、
被 検 試 料 に お け る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 、 定 量 的 又 は 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い る こ と が で
き る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ と し て は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い る こ と が で き る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ
を 行 う に 際 し て は 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の セ ン ス
プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー か ら な る プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 該 プ ラ イ マ ー の 構
築 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、
及 び ２ ４ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 に 基 づ い て 適 宜 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 検 出 及 び 診 断 を 行 う に は 、 被 検 試 料 の 細 胞 に お
け る 遺 伝 子 を 、 上 記 の セ ン ス プ ラ イ マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ 対 以
上 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 増 幅 し た 遺 伝 子 を 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー
遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 蛍 光 抗 体 法 を 用 い て 、 被 検 試 料 細 胞 に お け る く も 膜 下 出 血 診 断 用
マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 し 、 可 視 的 に く も 膜 下 出 血 の 病 変 の 検 出 を 行 う こ と が
で き る 。 蛍 光 抗 体 法 に よ り く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 試 料 細 胞 を 標
識 化 す る に は 、 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 を 蛍 光 標 識 し 、 こ れ を 抗 原 を 発 現 し て い る 試 料 細 胞 に 結 合 さ せ て 、 く も 膜 下 出 血 診 断 用
ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 を 標 識 化 す る （ 直 接 蛍 光 抗 体 法 ） か 、 或 い は 、 抗 原
を 発 現 し て い る 細 胞 に 、 未 標 識 の 本 発 明 の 特 異 抗 体 を 結 合 さ せ た 後 に 、 標 識 化 し た 二 次 抗
体 （ 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 ） を 結 合 さ せ て く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 化 し （
間 接 蛍 光 抗 体 法 ） 、 該 標 識 化 し た く も 膜 下 出 血 診 断 用 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 検 出
し 、 診 断 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 に 用 い る く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子
検 出 用 プ ロ ー ブ 、 該 プ ロ ー ブ を 固 定 し た く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 検 出 用 マ イ ク
ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 及 び 本 発 明 の く も 膜 下 出 血 診 断 用 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 検 出
用 の 抗 体 は 、 そ れ ら を 装 備 し た く も 膜 下 出 血 病 変 の 検 出 及 び 診 断 用 キ ッ ト と し て 製 品 化 し
て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
［ 実 験 手 順 － Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 、 ウ ェ ス タ ン 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ］
（ 試 料 の 調 製 ）
（ １ ） 病 院 お よ び 研 究 協 力 施 設 を 受 診 し た 頚 動 脈 狭 窄 症 患 者 を 対 象 と し 、 外 来 受 診 者 の 中
か ら 性 別 ・ 年 齢 （ ± 5歳 ） を 一 致 さ せ た ， 正 常 被 験 者 を コ ン ト ロ ー ル と し て 選 択 し た 。 外
来 受 診 時 又 は 脳 神 経 外 科 入 院 時 に ， １ ） 研 究 目 的 や 研 究 協 力 の 任 意 性 な ど を 家 族 に 説 明 し
イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 得 た 上 で ， ２ ） 家 族 歴 ・ 既 往 歴 ・ 飲 酒 や 喫 煙 難 な ど の ラ イ
フ ス タ イ ル ， 作 業 態 様 に 関 す る 問 診 を 行 い ， ３ ） 採 血 を 行 っ て 血 清 と 血 球 成 分 を 分 離 凍 結
保 存 す る 。 さ ら に ， ４ ） 医 師 の 診 療 録 を 基 に ， 臨 床 的 重 症 度 ， 治 療 経 過 ， 血 液 検 査 所 見 な
ど を 記 載 す る 。 解 析 対 象 の 患 者 血 液 は 血 清 分 離 後 マ イ ナ ス ８ ０ 度 に て 研 究 開 始 ま で 凍 結 保
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存 さ れ た も の を 使 用 す る 。
（ ２ ） 血 清 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 は ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 (Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ )由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 組 み 込 ん だ 市 販 λ Ｚ Ａ Ｐ 　 IIフ ァ ー ジ ベ ク タ ー (STRATAGENE)を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 実 験 手 順 ）
（ ３ ） Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ は Sahinら の 方 法 に 準 じ て 実 施 す る 。
１ ） 上 記 （ ２ ） の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ XL1-Blue） に 感 染 さ せ 、 φ １ ５ ｃ ｍ Ｎ Ｚ Ｙ
寒 天 プ レ ー ト 培 地 上 で 培 養 す る 。
２ ） プ ラ ー ク が 出 現 し た の を 確 認 後 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ isopropyl thiogalactoside） 処 理 し た
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 培 地 上 に の せ 膜 に フ ァ ー ジ 由 来 タ ン パ ク 質 を 発 現 、 転 写 さ せ る 。
３ ） ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で ２ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た 患 者 血 清 と 膜 と 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 発 現 タ ン
パ ク 質 と 血 清 中 抗 体 を 反 応 さ せ る 。
４ ） 洗 浄 後 ２ 次 抗 体 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 膜 と 反
応 さ せ る 。
５ ） 発 色 試 薬 と し て Ｎ Ｂ Ｔ 、 Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ を 使 い 血 清 Ｉ ｇ Ｇ 認 識 ク ロ ー ン を 同 定 す る 。
６ ） 陽 性 ク ロ ー ン は ２ 、 ３ 次 ス ク リ ー ニ ン グ （ φ １ ０ ｃ ｍ プ レ ー ト ） を 行 い 、 偽 陽 性 ク ロ
ー ン を 排 除 す る 。
７ ） 選 択 さ れ た フ ァ ー ジ を ExAssist helper phage system(Stratagene, La Jolla, CA)に
よ り pBlueScriptに ク ロ ー ニ ン グ す る 。
８ ） Rapid plasmid miniprep system(Marigen)を 用 い プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る 。
９ ） 塩 基 配 列 決 定 は 外 部 委 託 も し く は DNA Sequencing kit Big Dye Terminator Cycle Se
quencing Ready Reaction (Applied Biosystems)を 使 用 し Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ ７ ０ ０
　  DNA Analyzer (Applied Biosystems)に よ り 実 施 す る 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 を 公 開 さ れ て
い る デ ー タ ベ ー ス 上 の 塩 基 配 列 と 照 合 し 得 ら れ え た ク ロ ー ン の 相 同 性 検 索 を 行 う 。 こ の 時
点 で 読 み 枠 の 違 っ た ク ロ ー ン を 除 外 し 残 っ た も の を 抗 原 タ ン パ ク 質 候 補 と し タ ン パ ク 質 精
製 の 過 程 へ と 進 め る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 実 験 手 順 ）
（ ４ ） ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 準 備
１ ） 抗 原 タ ン パ ク 候 補 の イ ン サ ー ト を 含 む pBlueScriptを タ ン パ ク 質 発 現 、 精 製 用 ベ ク タ
ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ４ Ｔ （ Amersham Bioscience） へ の 組 み 替 え を 行 う 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報
よ り pBlueScriptよ り ｐ Ｇ Ｅ Ｘ へ の 組 み 換 え に 適 し た 制 限 酵 素 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ プ ラ ス ミ ド （ 4T1
-3） を 選 択 し 制 限 酵 素 処 理 を 行 う 。
２ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 目 的 の バ ン ド を 精 製 キ ッ ト GeneElute Minus EtBr
 Spin Columns(Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ )を 用 い 切 り 出 し ， 制 限 酵 素 処 理 さ れ た イ ン サ ー ト お よ び ｐ Ｇ
Ｅ Ｘ を 回 収 す る 。
３ ） Ligation kit ver.2（ Takara） を 用 い イ ン サ ー ト と ｐ Ｇ Ｅ Ｘ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し イ ン
サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る 。
４ ） ク ロ ー ン に よ り 適 当 な 制 限 酵 素 が 存 在 し な い 場 合 に は Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り イ ン サ ー ト を 作
製 す る 。 あ ら か じ め 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 持 つ プ ラ イ マ ー を 外 注 に よ り 作 製 し 動 脈 瘤 組 織 よ
り 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 、 さ ら に Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 全
長 の イ ン サ ー ト を 得 る 。 以 下 は 同 様 に 制 限 酵 素 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 用 い た ラ イ ゲ ー
シ ョ ン を 行 う
５ ） 真 核 細 胞 タ ン パ ク 質 発 現 用 に 改 良 さ れ た 大 腸 菌 コ ン ピ テ ン ト セ ル Ｂ Ｌ ２ １ (DE3) RIL 
codon plus(STRATAGENE)に 得 ら れ た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ を 形 質 転 換 す る
６ ） ア ン ピ シ リ ン 入 り Ｌ Ｂ 培 地 で 培 養 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ 由 来 タ ン パ ク 質 の 発
現 を 誘 導 す る 。
７ ） 大 腸 菌 を 遠 心 分 離 回 収 し 超 音 波 破 砕 、 可 溶 画 分 と 不 溶 画 分 に 分 離 す る
８ ） 目 的 タ ン パ ク 質 が 不 溶 画 分 に 入 る 場 合 は 尿 素 を 用 い 可 溶 化 を 行 う
９ ） 得 ら れ た 可 溶 タ ン パ ク 質 を 、 GSTrapFF（ Amersham Bioscience） を 用 い Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ
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ン パ ク 質 の み を 精 製 す る
１ ０ ） カ ラ ム よ り の タ ン パ ク 質 の 抽 出 は ト ロ ン ビ ン 切 断 に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ ウ ェ ス タ ン 法 実 験 手 順 ）
（ ５ ） ウ ェ ス タ ン 法 に よ る ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
１ ） 上 記 で 得 ら れ た 形 質 転 換 さ れ た Ｂ Ｌ ２ １ (DE3) RIL codon plusを Ｌ Ｂ ア ン ピ シ リ ン ２
ｍ ｌ で １ 夜 培 養 す る 。
２ ） Ｌ Ｂ ア ン ピ シ リ ン ２ ０ ｍ ｌ に 移 し 変 え １ 時 間 培 養 後 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 終 濃 度 １ ｍ Ｍ と な る よ う
に 加 え た も の と コ ン ト ロ ー ル を さ ら に ３ 時 間 培 養 す る 。
３ ） 培 養 液 を 遠 心 後 、 大 腸 菌 を 回 収 し サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に て 溶 解 、 ウ ェ ス タ ン 法 の サ ン
プ ル と す る 。
４ ） １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で サ ン プ ル を 電 気 泳 動 後 、 平 板 転 写 装 置 で ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 に タ ン パ ク 質 を 転 写 す る 。
５ ） １ ％ ス キ ム ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 ５ ０ ０ ０ 倍 患 者 血 清 を 1次 抗 体 と し て 加 え 、 １
夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
６ ） Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 後 、 １ 万 倍 希 釈 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 加 え ２ ０ 分 間 反 応
さ せ る
７ ） Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 後 、 発 色 試 薬 Immunostar (WAKO)を 使 い 発 色 さ せ る 。
８ ） フ ィ ル ム に 感 光 さ せ る 。
９ ） コ ン ト ロ ー ル に 無 く Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に 存 在 す る バ ン ド を 陽 性 バ ン ド と す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 実 験 手 順 ）
（ ６ ） ELISA法 に よ る ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
１ ） Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に て 得 ら れ た 精 製 タ ン パ ク 質 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 固 相 と す る 。 ９ ６ 穴 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に ５ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 の 精 製 タ ン パ ク 質 を 入 れ 一 晩 ４ ℃ で 保 存 、 固 相 化
さ せ る 。
２ ） 前 述 の タ ン パ ク 質 精 製 に よ り ク ロ ー ン あ た り ５ ｍ ｇ の 精 製 タ ン パ ク 質 の 採 取 を 目 標 と
す る 。
３ ） Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 、 ０ ． ５ ％ ス キ ム ミ ル ク で ブ ロ ッ キ ン グ 後 患 者 血 清 、 お よ び 対 照 血 清 を ５
０ ０ ０ 倍 希 釈 し 固 相 化 し た タ ン パ ク 質 と 反 応 さ せ る 。
４ ） Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 後 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 加 え る
５ ） 基 質 を 加 え 発 色 さ せ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て Ｏ Ｄ を 測 定 す る
６ ） 各 タ ン パ ク 質 、 血 清 と も ３ 回 の 実 験 を 行 い 、 平 均 を 血 清 抗 体 値 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
［ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る ペ プ チ ド マ ー カ ー の 検 出 ］
　 病 院 、 及 び 協 力 施 設 に 入 院 し た 脳 動 脈 瘤 罹 患 患 者 の 血 清 を 本 人 、 ま た は 家 族 の 了 解 を 得
て ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は プ ラ ス ミ ド pBlueScriptIIに 組
み 込 み シ ー ク エ ン ス 。 そ の 後 プ ラ ス ミ ド pGEXに 組 み 替 え 大 腸 菌 に 導 入 し 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 加 え
て タ ン パ ク 質 を 大 量 発 現 さ せ タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 調 製 し た 。 そ れ を 用 い て 多 数 の 患 者 血 清
と の 反 応 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ウ ェ ス タ ン 法 に よ る 解 析 に は 、 λ Ｚ Ａ Ｐ IIを ベ ク タ ー と す る ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 由 来
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た 。 組 み 込 ま れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 処 理 よ り 発 現 さ せ 、
脳 動 脈 瘤 罹 患 患 者 に 存 在 す る 抗 体 と 反 応 す る も の を 単 離 し た 。 単 離 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
に つ い て さ ら に pGEXプ ラ ス ミ ド に 組 み 替 え タ ン パ ク 質 の 大 量 発 現 を 行 っ た 後 、 脳 動 脈 瘤 罹
患 患 者 の 反 応 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 解 析 し 、 陽 性 反 応 を 示 す ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 　 ウ エ ス タ ン 法 に よ り 検 出 し た ク ロ ー ン の ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 写 真 を 図 １ ａ 、 １ ｂ 、 １ ｃ
、 １ ｄ 、 図 ２ ａ 、 ２ ｂ 、 ２ ｃ 、 ２ ｄ 、 及 び 、 図 ３ ａ 、 ３ ｂ 、 ３ ｃ 、 ３ ｄ に 示 す 。
［ Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 に よ る ペ プ チ ド マ ー カ ー 遺 伝 子 の 確 認 ］
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　 検 出 し た ク ロ ー ン の 遺 伝 子 の 配 列 決 定 を Ｓ Ｅ Ｒ Ｅ Ｘ 法 を 用 い て 行 っ た 。 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 、 公 開 さ れ て い る 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス 上 の 塩 基 配 列 と 照 合 し た 結 果 、 得 ら れ た ク
ロ ー ン の 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 前 記 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー １ ～ １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 一 致 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 １ ａ ～ １ ｄ は 、 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 検 出 し た 動 脈 硬 化 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 検 出 し た 、 ク ロ ー ン の 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー の ブ ロ ッ テ ィ ン グ
の 写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 ２ ａ ～ ２ ｄ は 、 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 検 出 し た 動 脈 硬 化 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 検 出 し た 、 ク ロ ー ン の 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー １ ～ ４ の ブ ロ ッ テ
ィ ン グ の 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 ３ ａ ～ ３ ｄ は 、 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 検 出 し た 動 脈 硬 化 診 断 用 の ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を ウ ェ ス タ ン 法 に よ り 検 出 し た 、 ク ロ ー ン の 脳 動 脈 瘤 マ ー カ ー ５ ～ ８ の ブ ロ ッ テ
ィ ン グ の 写 真 で あ る 。
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