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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体がＩＩ型糖尿病を発症する素因を決定するための方法であって：
該個体の組織試料からオルファクトメジン４（ＯＬＦＭ４）ポリペプチドのレベルを測定
するステップであって、ここで健康集団を表すＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルに比べて
該個体の試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの減少したレベルが、ＩＩ型糖尿病またはＩＩ
型糖尿病を発症する素因を示す、ステップを含み、
ここで組織試料が、血液、血漿である、方法。
【請求項２】
　ＩＩ型糖尿病を処置するための化合物を同定するための方法であって：
ａ）ＩＩ型糖尿病を患う非ヒト動物に該化合物を投与するステップ、
ｂ）ステップａ）の非ヒト動物の組織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルを測定す
るステップであって、ここで該化合物が投与されていないＩＩ型糖尿病を患う非ヒト動物
の組織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルに比べた、ステップａ）の非ヒト動物の
該組織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの変化したレベルが、ＩＩ型糖尿病の処置のため
の化合物を示すステップを含み、
ここで組織試料が、血液、血漿である、方法。
【請求項３】
　非ヒト動物が、齧歯動物、マウスまたはラットである、請求項２記載の方法。
【請求項４】
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　齧歯動物が、ＺＤＦラットまたはｏｂ／ｏｂマウスである、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　請求項１記載の方法を実施するためのキットであって：
ａ）ＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的な抗体、
ｂ）ａ）の抗体と結合するラベル化抗体または捕捉されたａ）のＯＬＦＭ４ポリペプチド
と結合するラベル化抗体、および
ｃ）診断アッセイを行うための試薬
を含むキット。
【請求項６】
　ＯＬＦＭ４ポリペプチドに対する特異抗体が、ヒトＯＬＦＭ４ポリペプチドと結合する
、請求項５記載のキット。
【請求項７】
　ＩＩ型糖尿病を診断または個体がＩＩ型糖尿病を発症する素因を決定することにおける
使用のための、ヒトＯＬＦＭ４ポリペプチドに対するモノクローナル抗体。
【請求項８】
　ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１
４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およ
びＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成る群より選択されるハイブリ
ドーマ細胞系から入手可能な抗体のＶＨドメインのＣＤＲ１～ＣＤＲ３ならびにＯＬＦＭ
４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１
１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１４（ＤＳＭ
　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およびＯＬＦＭ
４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成る群より選択されるハイブリドーマ細胞
系から入手可能な抗体のＶＬドメインのＣＤＲ１～ＣＤＲ３を含む、請求項７記載の抗体
。
【請求項９】
　ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１
４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およ
びＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成る群より選択されるハイブリ
ドーマ細胞系から入手可能な抗体のＶＨドメインおよびＶＬドメインを含む、請求項７ま
たは８記載の抗体。
【請求項１０】
　ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１
４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およ
びＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成る群より選択されるハイブリ
ドーマ細胞系によって産生される、請求項７～９記載の抗体。
【請求項１１】
　膵β細胞のマーカーとしてのＯＬＦＭ４ポリペプチドの使用。
【請求項１２】
　組織試料中の膵β細胞を検出するための方法であって：
ａ）個体または非ヒト動物の膵組織試料を提供すること、
ｂ）ａ）の組織試料中のＯＬＦＭ４陽性細胞を検出することであって、ここで該ＯＬＦＭ
４陽性細胞がβ細胞であること
を含む方法。
【請求項１３】
　ＯＬＦＭ４陽性細胞が、ＯＬＦＭ４に特異的な抗体によって検出される、請求項１２記
載の方法。
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【請求項１４】
　請求項１２記載の方法を実施するためのキットであって：
ａ）ＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的な抗体、
ｂ）ａ）の抗体と結合するラベル化抗体、および
ｃ）免疫組織化学アッセイを行うための試薬
を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＩＩ型糖尿病の早期検出のための診断マーカータンパク質、そのマーカータ
ンパク質に対する抗体ならびにＩＩ型糖尿病のための診断法および薬物開発へのそれらの
使用を提供する。
【０００２】
　２型糖尿病（インスリン非依存型糖尿病（ＮＩＤＤＭ））は、インスリン抵抗性および
相対的インスリン欠乏に関連する高血糖によって特徴づけられる障害である。米国におい
て２３６０万人（人口の７．８％）が糖尿病を患うと推定され、１７９０万人が診断され
ており、その９０％が２型である。１９９０年から２００５年の間に有病率が倍増したた
め、ＣＤＣ（疾病管理予防センター）は、その増加を流行状態とみなした。
【０００３】
　したがって、ＩＩ型糖尿病の早期検出を可能にする診断マーカーおよび方法の必要性が
ある。
【０００４】
　第一の目的では、本発明は、ＩＩ型糖尿病の診断または個体がＩＩ型糖尿病を発症する
素因を決定するための方法であって、その個体の組織試料からオルファクトメジン４（ol
factomedin 4）（ＯＬＦＭ４）ポリペプチドのレベルを測定するステップであって、健康
な集団を表すＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルに比べて、その個体の試料中のＯＬＦＭ４
ポリペプチドの減少したレベルが、ＩＩ型糖尿病またはＩＩ型糖尿病を発症する素因を示
すステップを含む方法に関する。
【０００５】
　好ましい態様では、その組織は血液、好ましくは血漿である。
【０００６】
　第二の目的では、本発明は、ＩＩ型糖尿病を処置するための化合物を同定するための方
法であって：
ａ）ＩＩ型糖尿病を患う非ヒト動物にその化合物を投与するステップ、
ｂ）ステップａ）の非ヒト動物の組織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルを測定す
るステップであって、その化合物が投与されていないＩＩ型糖尿病を患う非ヒト動物の組
織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルに比べて、ステップａ）の非ヒト動物の組織
試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの変化したレベルが、ＩＩ型糖尿病を処置するための化
合物を示すステップ
を含む方法を提供する。
【０００７】
　好ましい態様では、その組織試料は、血液、好ましくは血漿である。
【０００８】
　さらに好ましい態様では、非ヒト動物は、齧歯動物、好ましくはマウスまたはラット、
より好ましくはＤＩＯマウス、ｏｂ／ｏｂマウスまたはＺＤＦラットである。
【０００９】
　第三の目的では、本発明は、ＩＩ型糖尿病の診断のための、または個体がＩＩ型糖尿病
を発症する素因を決定するためのＯＬＦＭ４ポリペプチドの使用に関する。
【００１０】
　好ましい態様では、ＯＬＦＭ４ポリペプチドは、ヒトＯＬＦＭ４ポリペプチドである。
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ヒトＯＬＦＭ４のアミノ酸配列は、配列番号１に開示されている。
【００１１】
　第四の目的では、本発明は、ＩＩ型糖尿病の診断のための、または個体がＩＩ型糖尿病
を発症する素因を決定するための、ＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的に結合する抗体の使
用を提供する。
【００１２】
　好ましい態様では、抗体は、ヒトＯＬＦＭ４ポリペプチドに結合する。
【００１３】
　第五の目的では、本発明は、ＩＩ型糖尿病の診断のための、または個体におけるＩＩ型
糖尿病を発症する素因を決定するためのキットであって：
ａ）ＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的な抗体、好ましくは本発明の抗体、
ｂ）ａ）の抗体によって捕捉されたＯＬＦＭ４に結合するラベル化抗体またはａ）の抗体
に結合するラベル化抗体、および
ｃ）診断アッセイを行うための試薬
を含むキットに関する。
【００１４】
　好ましい態様では、ＯＬＦＭ４ポリペプチドに対する特異抗体は、ヒトＯＬＦＭ４ポリ
ペプチドと結合する。
【００１５】
　本発明の方法は、糖尿病治療を受けている患者の組織試料中の、好ましくは血液試料中
のＯＬＦＭ４ポリペプチドのレベルを測定することによって、これらの患者におけるＩＩ
型糖尿病の治療応答をモニターするために使用することができる。治療の開始時のＯＬＦ
Ｍ４ポリペプチドレベルに比べて、治療過程の組織試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの変
化したレベルを示している患者は、糖尿病治療に応答している。
【００１６】
　さらなる目的では、本発明は、ヒトＯＬＦＭ４ポリペプチドに対するモノクローナル抗
体に関する。
【００１７】
　好ましい態様では、抗体は、ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦ
Ｍ４　１／４６（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０
１３）、ＯＬＦＭ４　２／１４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（Ｄ
ＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およびＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成
る群より選択されるハイブリドーマ細胞系から入手可能な抗体のＶＨドメインのＣＤＲ１
～ＣＤＲ３、ならびにＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、ＯＬＦＭ４　１
／４６（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１３）、
ＯＬＦＭ４　２／１４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２８（ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ３０１５）およびＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）から成る群より
選択されるハイブリドーマ細胞系から入手可能な抗体のＶＬドメインのＣＤＲ１～ＣＤＲ
３を含む抗体である。
【００１８】
　さらに好ましい態様では、抗体は、ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、
ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣ
Ｃ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２
８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およびＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）
から成る群より選択されるハイブリドーマ細胞系から入手可能な抗体のＶＨドメインおよ
びＶＬドメインを含むキメラ抗体である。
【００１９】
　さらに好ましい態様では、抗体は、ＯＬＦＭ４　２／３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１２）、
ＯＬＦＭ４　１／４６（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１１）、ＯＬＦＭ４　２／１（ＤＳＭ　ＡＣ
Ｃ３０１３）、ＯＬＦＭ４　２／１４（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１４）、ＯＬＦＭ４　２／２
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８（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１５）およびＯＬＦＭ４　１／２３（ＤＳＭ　ＡＣＣ３０１０）
から成る群より選択されるハイブリドーマ細胞系によって産生される。
【００２０】
　生体試料中のポリペプチドを検出および／または測定するための方法は、当技術分野に
おいて周知であり、それには非限定的にウエスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡもしくは
ＲＩＡ、または様々なプロテオミクス技法が含まれる。ＯＬＦＭ４ポリペプチド／そのフ
ラグメントまたはそのペプチドフラグメントを認識するモノクローナル抗体またはポリク
ローナル抗体が、そのポリペプチドまたはペプチドフラグメントを検出するために、例え
ばウサギに精製タンパク質を免疫処置することによって生成される場合があり、あるいは
そのポリペプチドまたはペプチドフラグメントを認識する公知の抗体が使用される場合も
ある。例えば、ウエスタンブロットでＯＬＦＭ４ポリペプチド／そのフラグメントを検出
するために、ポリクローナル抗体などの変性タンパク質に結合可能な抗体を使用すること
ができる。マーカーを測定するための方法の一例は、ＥＬＩＳＡである。この種のタンパ
ク質定量は、特異抗原を捕捉可能な抗体および捕捉された抗原を検出可能な二次抗体に基
づく。抗体を調製および使用するための方法、ならびに本明細書前述のアッセイは、Harl
ow, E. and Lane, D. Antibodies: A Laboratory Manual, (1988), Cold Spring Harbor 
Laboratory Pressに記載されている。
【００２１】
　さらなる目的では、本発明は、組織試料中の膵β細胞を検出するための方法であって：
ａ）個体または非ヒト動物の膵組織試料を提供すること、
ｂ）ａ）の組織試料中のＯＬＦＭ４陽性細胞を検出することであって、ＯＬＦＭ４陽性細
胞がβ細胞であること
を含む方法を提供する。
【００２２】
　好ましい態様では、ＯＬＦＭ４陽性細胞は、ＯＬＦＭ４に特異的な抗体、好ましくは本
発明の抗体によって検出される。
【００２３】
　ヒト個体または非ヒト動物の組織試料中のβ細胞を検出するための方法は、膵臓の生理
機能／組織構造に及ぼすＩＩ型糖尿病治療の効果を評価するために使用することができる
。例えば、ＩＩ型糖尿病を処置するための化合物を開発する際に、本発明のβ細胞を検出
するための方法は、その化合物が膵臓の生理機能／組織構造に作用を有するかどうか、す
なわちその化合物がＩＩ型糖尿病の動物モデルにおいて膵臓に対するＩＩ型糖尿病の作用
の一部を後退させることができるかどうかを評価するために使用することができる。
【００２４】
　さらなる目的では、本発明は、膵組織試料中のβ細胞を検出するためのキットであって
：
ａ）ＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的な抗体、好ましくは本発明の抗体、
ｂ）ａ）の抗体と結合するラベル化抗体またはＯＬＦＭ４ポリペプチドに特異的なラベル
化抗体、および
ｃ）免疫組織化学アッセイを行うための試薬
を含むキットを提供する。
【００２５】
　ポリペプチドオルファクトメジン４（ＯＬＦＭ４）の別名は、ｈＧＣ－１およびＧＷ１
１２である。
【００２６】
　本明細書に使用されるような「ポリペプチド」という用語は、アミノ酸のポリマーを表
すが、特定の長さを表さない。したがって、ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質
フラグメントは、ポリペプチドの定義の中に含まれる。
【００２７】
　「化合物」という用語は、本明細書において本発明のアッセイに関連して記載される「



(6) JP 5698254 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

被験化合物」または「薬物候補化合物」の文脈で使用される。そのように、これらの化合
物は、合成的にまたは天然起源から得られた有機または無機化合物を含む。化合物には、
相対的な低分子量によって特徴づけられるポリヌクレオチド、脂質またはホルモンアナロ
グなどの無機または有機化合物が含まれる。他の生体高分子有機被験化合物には、約２～
約４０個のアミノ酸を含むペプチド、および抗体または抗体コンジュゲートなどの約４０
～約５００個のアミノ酸を含むより大きなポリペプチドが含まれる。
【００２８】
　「抗体」という用語は、非限定的に全抗体および抗体フラグメントが含まれる様々な形
態の抗体構造を包含する。本発明による抗体は、本発明による特徴が保たれる限り、好ま
しくはヒト化抗体、キメラ抗体、またはさらに遺伝子的に操作された抗体である。
【００２９】
　「抗体フラグメント」は、全長抗体の部分、好ましくはその可変ドメイン、または少な
くともその抗原結合部位を含む。抗体フラグメントの例には、二重特異性抗体（diabody
）、一本鎖抗体分子、および抗体フラグメントから形成された多重特異性抗体が含まれる
。ｓｃＦｖ抗体は、例えばHouston, J.S., Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-96）に
記載されている。加えて、抗体フラグメントは、ＡＮＧ－２に結合するＶＨドメインの特
徴、すなわちＶＬドメインと一緒に機能的抗原結合部位に集合することができることによ
ってその性質を提供するＶＨドメインの特徴、またはＶＬドメインの特徴、すなわちＶＨ
ドメインと一緒に集合することのできるＶＬドメインの特徴を有する一本鎖ポリペプチド
を含む。
【００３０】
　本明細書に使用されるような「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成
物」という用語は、単一アミノ酸組成の抗体分子の調製物を表す。
【００３１】
　「キメラ抗体」という用語は、一つの供給源または種由来の可変領域、すなわち結合領
域と、異なる供給源または種から得られる定常領域の少なくとも一部とを含む、通常はリ
コンビナントＤＮＡ技法によって調製された抗体を表す。マウス可変領域およびヒト定常
領域を含むキメラ抗体が好ましい。本発明によって包含される「キメラ抗体」の他の好ま
しい形態は、定常領域が本来の抗体から改変または偏向されて、特にＣ１ｑの結合および
／またはＦｃレセプター（ＦｃＲ）の結合に関して、本発明による性質を生じるキメラ抗
体である。そのようなキメラ抗体は、「クラススイッチ抗体」とも呼ばれる。キメラ抗体
は、免疫グロブリン可変領域をコードするＤＮＡセグメントおよび免疫グロブリン定常領
域をコードするＤＮＡセグメントを含む、発現された免疫グロブリン遺伝子の産物である
。キメラ抗体を産生させるための方法は、従来のリコンビナントＤＮＡを必要とし、遺伝
子トランスフェクション技法は、当技術分野において周知である。例えばMorrison, S.L.
, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855；米国特許第５，２０２，
２３８号および同第５，２０４，２４４号を参照されたい。
【００３２】
　本明細書に使用されるような「ヒト抗体」という用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン
配列由来の可変領域および定常領域を有する抗体を含むことが意図される。ヒト抗体は、
技術の現状において周知である（van Dijk, M.A., and van de Winkel, J.G., Curr. Opi
n. Chem. Biol. 5 (2001) 368-374）。ヒト抗体は、また、免疫処置したときに内因性免
疫グロブリン産生の不在下でヒト抗体の全レパートリーまたは選択物を産生可能なトラン
スジェニック動物（例えばマウス）から産生させることができる。そのような生殖系列変
異マウスへのヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子アレイの導入は、抗原誘発時にヒト抗体
の産生を招く（例えばJakobovits, A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993)
 2551-2555; Jakobovits, A., et al., Nature 362 (1993) 255-258; Bruggemann, M., e
t al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40参照）。ヒト抗体は、また、ファージディスプレ
イライブラリーから産生させることができる（Hoogenboom, H.R., and Winter, G., J. M
ol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al., J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-
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597）。ColeらおよびBoernerらの技法もまた、ヒトモノクローナル抗体を調製するために
利用可能である（Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. L
iss, p. 77 (1985)；およびBoerner, P., et al., J. Im-munol. 147 (1991) 86-95）。
本発明によるキメラ抗体およびヒト化抗体についてすでに言及されたように、本明細書に
使用されるような「ヒト抗体」という用語は、また、特にＣ１ｑ結合および／またはＦｃ
Ｒ結合に関して例えば「クラススイッチ」によって、すなわちＦｃ部の変更または変異（
例えばＩｇＧ１からＩｇＧ４および／またはＩｇＧ１／ＩｇＧ４変異）によって、本発明
による性質を生じるように定常領域が改変された抗体を含む。
【００３３】
　「エピトープ」という用語は、抗体に特異的に結合可能な任意のポリペプチド決定基が
含まれる。ある態様では、エピトープ決定基には、アミノ酸、糖側鎖、ホスホリル、また
はスルホニルなどの、分子の化学的に活性な表面基（surface grouping）が含まれ、ある
態様では、エピトープ決定基は、特異的三次元構造特性および／または特異的電荷特性を
有しうる。エピトープは、抗体によって結合される抗原領域である。
【００３４】
　本明細書に使用されるような「可変ドメイン」（軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、重鎖可変
ドメイン（ＶＨ））は、抗体を抗原に結合させることに直接関与する、軽鎖ドメインおよ
び重鎖ドメインの各ペアを意味する。可変軽鎖ドメインおよび可変重鎖重鎖ドメインは、
同じ一般構造を有し、各ドメインは、配列が広く保存されている４個のフレームワーク（
ＦＲ）領域が３個の「超可変領域」（または相補性決定領域、ＣＤＲ）によって結合され
たものを含む。フレームワーク領域は、βシートコンフォメーションを採り、ＣＤＲはβ
シート構造を結合するループを形成することがある。各鎖のＣＤＲは、フレームワーク領
域によってその三次元構造に保たれ、他の鎖由来のＣＤＲと一緒になって抗原結合部位を
形成する。抗体の重鎖および軽鎖のＣＤＲ３領域は、本発明による抗体の結合特異性／親
和性に特に重要な役割を果たし、その結果、本発明のさらなる目的を提供する。
【００３５】
　本明細書に使用される場合の「抗体の抗原結合部分」という用語は、抗原結合を担う、
抗体のアミノ酸残基を表す。抗体の抗原結合部分は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ
」由来のアミノ酸残基を含む。「フレームワーク」または「ＦＲ」領域は、本明細書にお
いて定義されたような超可変領域残基以外の可変ドメイン領域である。したがって、抗体
の軽鎖可変ドメインおよび重鎖可変ドメインは、Ｎ末端からＣ末端にかけてＦＲ１、ＣＤ
Ｒ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、およびＦＲ４ドメインを含む。特に、重鎖
のＣＤＲ３は、最も抗原結合の一因となる領域であり、抗体の性質を規定する。ＣＤＲお
よびＦＲ領域は、Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5
th ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991
)の標準的な定義および／または「超可変ループ」由来の残基により決定される。
【００３６】
　モノクローナル抗体は、Kohler and Milstein, Nature 256:495 (1975)によって記載さ
れた方法のようなハイブリドーマ法を使用して調製することができる。ハイブリドーマ法
では、マウス、ハムスター、または他の適切なホスト動物は、典型的には免疫剤で免疫処
置され、その免疫剤と特異的に結合する抗体を産生するかまたは産生可能なリンパ球が誘
発される。
【００３７】
　リンパ球と不死化細胞系を融合するために使用される多数の周知のプロトコールのうち
任意のものを、本発明のモノクローナル抗体を生成させるために適用することができる（
例えばG. Galfre et al. (1977) Nature 266:55052; Gefter et al. Somatic Cell Genet
.、上記に引用; Lerner, Yale J. Biol. Med.、上記に引用; Kenneth, Monoclonal Antib
odies、上記に引用を参照されたい）。さらに、通常の技能を有する作業者は、そのよう
な方法の多数の変形があり、それらも有用であろうと認識している。典型的には、不死細
胞系（例えばミエローマ細胞系）は、リンパ球と同じ哺乳動物種由来である。例えば、マ
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ウスハイブリドーマは、本発明の免疫原性調製物を免疫処置されたマウス由来のリンパ球
を不死化マウス細胞系と融合することによって作製することができる。好ましい不死細胞
系は、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含有する培養培地（「ＨＡＴ培
地」）に感受性のマウス骨髄腫細胞系である。いくつかの骨髄腫細胞系のうち任意のもの
、例えばＰ３－ＮＳ１／１－Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－Ａｇ８．６５３またはＳｐ２／
Ｏ－Ａｇ１４骨髄腫系を、標準技法による融合パートナーとして使用することができる。
これらの骨髄腫系は、ＡＴＣＣから入手可能である。典型的には、ＨＡＴ感受性マウス骨
髄腫細胞は、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）を使用してマウス脾臓細胞と融合さ
れる。次に、融合から生じたハイブリドーマ細胞は、未融合の骨髄腫細胞および非産生的
に融合された骨髄腫細胞を死滅させるＨＡＴ培地を使用して選択される（未融合の脾臓細
胞は、トランスフォーメーションされていないので数日後に死滅する）。本発明のモノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞は、例えば標準的なＥＬＩＳＡアッセイを使
用して、結合する抗体についてハイブリドーマ培養上清をスクリーニングすることによっ
て検出される。
【００３８】
　抗体は、例えば米国特許第４，８１６，５６７号に記載されているようにリコンビナン
ト法および組成物を使用して産生させることができる。一態様では、本明細書記載の抗Ｏ
ＬＦＭ４抗体をコードする単離された核酸が提供される。そのような核酸は、抗体のＶＬ

を含むアミノ酸配列および／またはＶＨを含むアミノ酸配列（例えば抗体の軽鎖および／
または重鎖）をコードすることがある。さらなる態様では、そのような核酸を含む一つま
たは複数のベクター（例えば発現ベクター）が提供される。さらなる態様では、そのよう
な核酸を含むホスト細胞が提供される。そのような一態様では、ホスト細胞は：（１）抗
体のＶＬを含むアミノ酸配列および抗体のＶＨを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含
むベクター、または（２）抗体のＶＬを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含む第一の
ベクターおよび抗体のＶＨを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含む第二のベクターを
含む（例えばそのベクターでトランスフォーメーションされている）。一態様では、ホス
ト細胞は、真核細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞またはリンパ系
細胞（例えばＹ０、ＮＳ０、Ｓｐ２０細胞）である。一態様では、抗ＴＭＥＭ２７抗体を
作製する方法であって、上記に提供されたような、抗体をコードする核酸を含むホスト細
胞を抗体の発現に適した条件で培養すること、および場合によりそのホスト細胞（または
ホスト細胞培養培地）から抗体を回収することを含む方法が提供される。
【００３９】
　本発明の抗体のリコンビナント産生のために、例えば上記のような抗体をコードする核
酸が単離され、一つまたは複数のベクターに挿入され、ホスト細胞でのさらなるクローニ
ングおよび／または発現に供される。そのような核酸は、従来の手順を使用して（例えば
抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプロ
ーブを使用することによって）容易に単離および配列決定することができる。
【００４０】
　抗体をコードするベクターのクローニングまたは発現に適したホスト細胞には、本明細
書記載の原核細胞または真核細胞が含まれる。例えば、特にグリコシル化およびＦｃエフ
ェクター機能が必要とされない場合、抗体は細菌から産生させることができる。細菌から
の抗体フラグメントおよびポリペプチドの発現については、例えば米国特許第５，６４８
，２３７号、同第５，７８９，１９９号、および同第５，８４０，５２３号を参照された
い。（E. coliにおける抗体フラグメントの発現を記載しているCharlton, Methods in Mo
lecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 
245-254も参照されたい）。発現後に、抗体は、可溶性画分中の細菌細胞ペーストから単
離されることがあり、それをさらに精製することができる。
【００４１】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞から抗体遺伝子をクローニングする
方法は、当業者に公知である。例えば、可変重鎖ドメインおよび可変軽鎖ドメイン（ＶＨ
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ーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用してハイブリドーマから増幅させることができる（Method
s Mol Med. 2004;94:447-58）。次に、可変重鎖ドメインおよび可変軽鎖ドメイン（ＶＨ

およびＶＬ）をコードする核酸を適切なベクターにクローニングしてホスト細胞での発現
に供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１Ａ】抗体ペアＯＬＦＭ４－１／２３およびＯＬＦＭ４－２／３を使用したＥＬＩＳ
Ａによる１０個のヒト血漿試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの検出を示す図である。
【図１Ｂ】抗体ペアＯＬＦＭ４－２／１およびＯＬＦＭ４－２／２８を使用したＥＬＩＳ
Ａによる１０個のヒト血漿試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの検出を示す図である。
【図１Ｃ】抗体ペアＯＬＦＭ４－２／２８およびＯＬＦＭ４－２／１４を使用したＥＬＩ
ＳＡによる１０個のヒト血漿試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの検出を示す図である。
【図２Ａ】モノクローナル抗体ＯＬＦＭ４－２／１を使用した、１０個のヒト血漿試料と
の免疫沈降（ＩＰ）を示す図である。
【図２Ｂ】モノクローナル抗体ＯＬＦＭ４－２／３を使用した、１０個のヒト血漿試料と
の免疫沈降（ＩＰ）を示す図である。
【図２Ｃ】モノクローナル抗体ＯＬＦＭ４－２／２８を使用した、１０個のヒト血漿試料
との免疫沈降（ＩＰ）を示す図である。
【図２Ｄ】モノクローナル抗体ＯＬＦＭ４－２／１４を使用した、１０個のヒト血漿試料
との免疫沈降（ＩＰ）を示す図である。
【図３Ａ】抗体ペアＯＬＦＭ４　２／１およびＯＬＦＭ４　２／２８を使用したＥＬＩＳ
Ａによる、健康対照、空腹時血糖異常（ＩＦＧ）、耐糖能異常（ＩＧＴ）、空腹時血糖異
常＋耐糖能異常（ＩＦＧ＋ＩＧＴ）、１型糖尿病患者（Ｔ１Ｄ）および２型糖尿病患者（
Ｔ２Ｄ）の群より選択されるヒト被験者の血漿試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの検出を
示す図である。
【図３Ｂ】抗体ペアＯＬＦＭ４　２／２８およびＯＬＦＭ４　２／１４を使用したＥＬＩ
ＳＡによる、健康対照、空腹時血糖異常（ＩＦＧ）、耐糖能異常（ＩＧＴ）および空腹時
血糖異常＋耐糖能異常（ＩＦＧ＋ＩＧＴ）、１型糖尿病患者（Ｔ１Ｄ）および２型糖尿病
患者（Ｔ２Ｄ）の群より選択されるヒト被験者の血漿試料中のＯＬＦＭ４ポリペプチドの
検出を示す図である。
【図４Ａ】モノクローナル抗体ｈＯＬＦＭ４　１／４６を使用した、ヒト組織アレイの免
疫組織化学（ＩＨＣ）染色を示す図である。
【図４Ｂ】モノクローナル抗体ｈＯＬＦＭ４　１／４６で染色されたヒト膵島を示す図で
ある（ＯＬＦＭ４：緑、グルカゴン：赤、ＤＡＰＩ：青）。
【図４Ｃ】モノクローナル抗体ｈＯＬＦＭ４　１／４６で染色されたヒト膵島を示す図で
ある（ＯＬＦＭ４：緑、グルカゴン：赤、ＤＡＰＩ：青）。
【００４３】
実施例
本発明の抗ヒトＯＬＦＭ４モノクローナル抗体
　ヒトＯＬＦＭ４に対するモノクローナル抗体を産生している以下の５個のマウスハイブ
リドーマ細胞系を２００９年１０月７日にＤＳＭＺ（Deutsche Sammlung von Mikroorgan
ismen und Zellkulturen GmbH）にF. Hoffmann-La Roche Ltd.の名前で寄託し、下記の寄
託番号を受領した：
【００４４】
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【表１】

【００４５】
ヒトＯＬＦＭ４に対するマウスモノクローナル抗体の作製（マウスＯＬＦＭ４　ｍＡｂｓ
）
　モノクローナル抗体を産生させるために使用されたヒト型リコンビナントＯＬＦＭ４融
合ポリペプチドのアミノ酸配列を下記に示す：
【００４６】

【化１】

【００４７】
　昆虫細胞から産生された５μg（注射１回あたり）のＨｉｓタグ結合型リコンビナント
ＯＬＦＭ４をマウスに免疫処置。ImmunEasyアジュバント（ALHYDROGEL ２％＋ＣＰＧ－Ｏ
ＤＮ）に入れて体積２０μlを０、１３および２８日目にｉｐ免疫処置。４１日目から採
血して、リコンビナントＯＬＦＭ４に関するＥＬＩＳＡによって動物の免疫応答を評価。
５６日目に選ばれた２匹の動物にスーパーブースト（superboost）し(ＰＢＳに入れた５
μgのリコンビナントＯＬＦＭ４をｉｖ）、２日後に脾臓細胞をＰＡＩ細胞と融合。リコ
ンビナントＯＬＦＭ４に関するＥＬＩＳＡによってハイブリドーマのスクリーニングおよ
びクローニングの評価を実施。
【００４８】
ＥＬＩＳＡ特異性の検証
　本発明のｍＡｂの三つのペアをＥＬＩＳＡに使用した：
【００４９】
【表２】

【００５０】
１０個の対照ヒト血漿のＥＬＩＳＡの結果
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　アッセイの結果を図１Ａ～図１Ｃに示す：
Ｈｕ１～Ｈｕ１０：対照ヒト血清（血液ドナーのヒト血漿）
陽性対照（ＯＬＦＭ４）：ＩＮＳ－１　ｈＯＬＦＭ４　ＷＴ　Ｆ１１
陰性対照（ｍｅｄ）：培地
【００５１】
　１０個のヒト血漿試料を検査するために３種の異なるＥＬＩＳＡアッセイを使用するこ
とにより、非常に類似した結果が得られた。このことからアッセイの特異性が検証された
。これらの試料をさらに使用して、免疫沈降（ＩＰ）によってこれらのＥＬＩＳＡの結果
を定性的に検証した。
【００５２】
ＩＰによるＥＬＩＳＡの定性的検証（免疫沈降（ＩＰ）　－　ｍＡｂペアの最終選択：血
液ドナーのヒト血漿およびＩＮＳ－１　ｈＯＬＦＭ４　ＷＴ　Ｆ１１／培地）
　異なる技法によって類似の結果が得られるかどうかを評価するための、以前のＥＬＩＳ
Ａに使用されたヒト血漿試料との免疫沈降（ＩＰ）（図２Ａ～Ｄ参照）。ＥＬＩＳＡの結
果とＩＰの結果は完全にマッチする。二つの異なる技法を使用した結果の定性的検証であ
ることから、これは非常に重要である。
【００５３】
　以下の試料および抗体をＩＰ実験に使用した：
試料：
【００５４】
【表３】

　ＭＷＭ：分子量マーカー；対照はＥＬＩＳＡアッセイと同じであった
【００５５】
抗体：
図２Ａ：ＯＬＦＭ４－２／１
図２Ｂ：ＯＬＦＭ４－２／３
図２Ｃ：ＯＬＦＭ４－２／２８
図２Ｄ：ＯＬＦＭ４－２／１４
【００５６】
　ＩＰアッセイの結果を図２Ａ～Ｄに示す：
【００５７】
　ＥＬＩＳＡでの陽性試料（１～５番および７～１０番）は、ＩＰにおいても陽性であっ
た。ＥＬＩＳＡでの陰性試料（６番）は、ＩＰにおいても陰性であった。ＩＮＳ－１　Ｏ
ＬＦＭ４の上清および培地をそれぞれ陽性対照および陰性対照として使用した。これは、
ＩＰによるＥＬＩＳＡの結果の定性的確認である。
【００５８】
　ヒト横断コホートからのＥＬＩＳＡの結果：ＯＬＦＭ４は、前糖尿病患者および糖尿病
患者において有意に減少した（Bratislavaコホート）。図３Ａ＋３Ｂ
【００５９】
ヒト血漿コホート
被験者のスクリーニング
　以下の組入れ基準：
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性別：男
年齢：４０～５５歳
ＢＭＩ：２５～３２kg/m2
ＨｂＡ１Ｃ≦７．０％
を満たす外来診療所の名簿からの、Ｔ２Ｄの代謝リスクを有する被験者約２００人が経口
糖負荷試験（７５ｇ）を受けた。排除基準には、グルコース代謝における変化が予め分か
っていること、インスリンの分泌または作用を変化させることが知られている薬物の使用
、および肝疾患または内分泌疾患の存在が含まれた。血液試料の採集前に、標準プロトコ
ールを用いて身長および体重を評価した。体重（ｋｇ）／（身長（ｍ））２としてボディ
ーマスインデックス（ＢＭＩ）を計算した。１０～１２時間一晩絶食後で、そしてまたグ
ルコースロードの２時間後に前肘静脈から全血試料（２０ml）をＥＤＴＡ試験管中に採集
した。適切な絶食状態を達成するために、食事の種類および最後の摂食時間に関する正確
な指示書を参加者に与えた。遠心分離によって単離された血漿を１ml（１０個）に小分け
して－８０℃で保存し、その後分析した。
【００６０】
　インフォームドコンセントの表明に署名し、適格性基準に合致した患者をこの研究に登
録した。スロバキア科学アカデミー実験内分泌学研究所（Institute of Experimental En
docrinology of the Slovak Academy of Sciences）の倫理委員会は、この研究を承認し
た。
【００６１】
診断
　ＡＤＡガイドライン２００５（Diabetes Care. 2005 Jan;28 Suppl 1:S37-42）に準じ
て被験者を異なる４群に分類した：
健康対照：空腹時血漿グルコース（ＦＰＧ）＜５．６mmol/lおよび正常耐糖能（ＮＧＴ）
＜７．８mmol/l。
空腹時血糖異常（ＩＦＧ）：ＩＦＧは、≧５．６から＜６．９mmol/lの間のＦＰＧ値およ
び負荷の２時間後に＜７．８mmol/lの正常耐糖能（ＮＧＴ）と定義した。
耐糖能異常（ＩＧＴ）：ＩＧＴは、ロード２時間後に≧７．８から＜１１．１mmol/lの間
のグルコース濃度と定義した。
空腹時血糖異常および耐糖能異常（ＩＦＧ＋ＩＧＴ）：ＩＧＴ＋ＩＦＧは、≧５．６から
＜６．９mmol/lの間のＦＰＧ値および負荷の２時間後に≧７．８から＜１１．１mmol/lの
間のＮＧＴ値と定義した）。
【００６２】
　加えて、外来診療所の登録者から１型糖尿病の患者８人の群および２型患者１１人の群
が同様に選択された。脂質異常症を有する患者は、脂質低下剤（例えばスタチンまたはフ
ィブラート）で処置された。
【００６３】
【表４】

【００６４】
１型糖尿病（Ｔ１－ＤＭ）、２型糖尿病（Ｔ２－ＤＭ）、耐糖能異常（ＩＧＴ）、空腹時
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血糖異常（ＩＦＧ）、耐糖能異常（ＩＧＴ）およびＩＦＧ＋ＩＧＴを有する患者の平均的
な人体計測的特徴および実験室的特徴
【００６５】
【表５】

【００６６】
　以下のＯＬＦＭ４モノクローナル抗体ペアをＥＬＩＳＡアッセイに使用した：
図３Ａ：抗体：２／１　－　２／２８
図３Ｂ：抗体：２／２８　－　２／１４
【００６７】
　横断コホートに関するＥＬＩＳＡの結果から、ＯＬＦＭ４レベルは、健康対照患者より
も前糖尿病患者（ＩＦＧ＋ＩＧＴ、ＩＦＧ、およびＩＧＴ）の方が有意に低いことが示さ
れた（図３Ａおよび３Ｂ）。同様にＴ２ＤＭ患者におけるＯＬＦＭ４レベルも、同様によ
り低い。興味深いことに、Ｔ１ＤＭ患者におけるＯＬＦＭ４レベルは、有意ではないもの
のより高い（ダネット補正と共にＡＮＯＶＡ）。Ｔ２ＤＭ群およびＴ１ＤＭ群の両方の患
者が処置を受けていた。
【００６８】
　未処置の前糖尿病患者においてＯＬＦＭ４が有意に減少していることを考慮して、本発
明者らは、ＯＬＦＭ４がＴ２Ｄ疾患早期発症のマーカーとして使用することができると主
張する。
【００６９】
膵β細胞についてのマーカーとしてのＯＬＦＭ４
　モノクローナル抗体ｈＯＬＦＭ４　１／４６を使用したヒト組織アレイの免疫組織化学
（ＩＨＣ）染色。頑健性のある結果から、被験組織の何れにも特異染色は示されなかった
が、一方でヒトβ島細胞（ヒト膵切片）から非常に強く特異的なシグナルが検出された。
組織マイクロアレイの膵スポットに外分泌組織だけが存在し、島構造が存在しないことか
ら、この組織マイクロアレイ中の膵切片が陰性に見えることに留意されたい。
【００７０】
図４Ａ：モノクローナル抗体ｈＯＬＦＭ４　１／４６で染色されたヒト組織アレイ
【００７１】
図４ＢおよびＣ：モノクローナル抗体　ｈＯＬＦＭ４　１／４６で染色されたヒト膵島（
ＯＬＦＭ４：緑、グルカゴン：赤、ＤＡＰＩ：青）。
【００７２】
材料および方法
ＥＬＩＳＡプロトコール
コーティング：
コーティング用ｍＡｂ：ＰＢＳに５μg/ml、１００μl/ウェル
→４℃の加湿箱中で一晩
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→ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回洗浄
ブロッキング：
Ｂ－緩衝液
２００μl/ウェル
→３７℃で１時間
→ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回洗浄
試料および検出用ｍＡｂ：
検出用ビオチン化ｍＡｂ、Ｂ緩衝液に１μg/ml：２５μl/ウェル
試料（ヒト血漿）：未希釈血漿から開始して１：１２８までＢ緩衝液に１：２の段階希釈
（８個の濃度）、３０μl/ウェル
プレートに最初の検出用ｍＡｂ　２５μlを添加し、次に試料３０μlを添加する
→振盪機上の加湿箱中で４℃で一晩
→ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで４回洗浄
コンジュゲート：
ＰＩＥＲＣＥストレプトアビジン－ＨＲＰＯ（Ｎｏ　２１１２６）、Ｂ緩衝液に１μg/ml
、５０μl/ウェル
→室温で１時間
→ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで４回洗浄
基質：
３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、１００μl/ウェル
５分後に０．５Ｍ　Ｈ２ＳＯ４、１００μl/ウェルで反応を停止させる
４５０nmで読取る
【００７３】
細胞培養
　ドキシサイクリン誘導型ラットインスリノーマＩＮＳ－１　ｈＯＬＦＭ４　ＷＴ安定細
胞系およびＩＮＳ－１　ｈＯＬＦＭ４－Ｈｉｓ安定細胞系（それぞれ野生型（ｈＯＬＦＭ
４　ＷＴ）およびＨｉｓタグ付き（ｈＯＬＦＭ４－Ｈｉｓ）ヒトＯＬＦＭ４形態を発現し
ている）を前記のように培養した（Wang et al. 2001）。両方のＩＮＳ－１細胞系を、１
０mM Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ７．４）、１mMピルビン酸ナトリウム、５０μM ２－メルカプト
エタノール、１０％熱不活性化ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、ペニシリン、およびストレプト
マイシンを含有するＲＰＭＩ１６４０＋ＧｌｕｔａＭＡＸ－１培地（Invitrogen, Carlsb
ad, CA）中で成長させた。成長の選択のために５０μg/ml Ｇ４１８硫酸塩（Promega, Ma
dison, WI）および５０μg/mlゼオシン（zeosin）（Invitrogen）を添加した。５００ng/
mlドキシサイクリン（Ｄｏｘ）（Sigma）によってｈＯＬＦＭ４　ＷＴおよびｈＯＬＦＭ
４－Ｈｉｓの過剰発現を９６時間誘導した。加湿インキュベーター中で３７℃および５％
　ＣＯ２（２は下付き）で細胞を成長させた。
【００７４】
免疫沈降（ＩＰ）および免疫ブロッティング（ウエスタンブロット、ＷＢ）
　１０cmペトリ皿中に集密度６０～９０％の細胞を５００ng/mlドキシサイクリンの存在
下または不在下で９６時間培養した。上清（細胞培養培地）を無菌条件で回収し、２００
０rpmで１０分間遠心分離し、４℃で保存した。細胞を１×ＰＢＳに入れて２回洗浄し、
１mL溶解緩衝液で溶解させた。５分後に細胞を１．５mL Eppendorfチューブ中に採集し、
最高速度で５分間遠心分離した。上清（全細胞抽出物）を採集し、分注し、液体窒素中で
急速凍結させ、－８０℃で保存した。ＩＰのために、上清３mL（細胞培養培地）を１μg
の各ｍＡｂと混合し、オービタルシェーカー上で４℃で４８時間インキュベーションした
。１×ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ（０．０５％）中に５０％となるように希釈したプロテインＡ
 Sepaharose CL-4B　２５μLを各反応物に添加し、オービタルシェーカー上でＲＴで１時
間インキュベーションした。チューブを沈殿させ、ペレットを１×ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ（
０．０５％）で２回および１×ＰＢＳで１回洗浄した。３５μＬの１×ＬＤＳ－ＳＢ／１
０％　β－ＭＥを各ペレットに添加し、試料を激しくボルテックスし（単語:vortexedと
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化学ルミネセンス（Pierce, Rockford, IL, USA）を用いて、以前に記載されたように免
疫ブロッティングを行った（Wang H, J Biol Chem 2001）。
【００７５】
免疫組織化学（ＩＨＣ）
　ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）切片を使用してスライドを組立てた。スラ
イドをキシロール（×２）、１００％　ＥｔＯＨ、９５％　ＥｔＯＨ、８０％　ＥｔＯＨ
、７０％　ＥｔＯＨ、および１×ＰＢＳに連続的に浸して（各３分間）、試料を脱水した
。スライドを１×クエン酸緩衝液中に浸し、マイクロ波（８５０ワット）でそれらを３分
間沸騰させることによって抗原賦活化を行った。スライドを水で２回すすいだ後に、１×
ＰＢＳ中の０．２％　Ｔｒｉｔｏｎ　１００μLを用いてＲＴで１０分間細胞を透過処理
した。１×ＰＢＳで３回洗浄後に、１×ＰＢＳ中の２％　ＢＳＡでＲＴで３０分～１時間
ブロッキングを行った。１×ＰＢＳでもう３回洗浄後に、一次Ａｂインキュベーションを
行った（３７℃で１～２時間または４℃で一晩）。その後１×ＰＢＳでもう３回洗浄し、
二次Ａｂと共にＲＴで１時間暗条件でインキュベ－ションした。もう３回の洗浄およびＤ
ＡＰＩ染色（ＲＴで５～１０分暗条件）。最後の３回洗浄およびカバーガラスの組立て。
【００７６】
　ＦＤＡ標準のヒト組織マイクロアレイ（T8234700、Biochain）を、マウス抗ＯＬＦＭ４
モノクローナル抗体に続いてAlexa 488コンジュゲーション型ロバ抗マウス二次抗体およ
びAlexa 555ロバ抗ウサギ二次抗体（Invitrogene）で染色した。
【００７７】
　Asterandによって得られたヒト膵切片を、マウス抗ＯＬＦＭ４モノクローナル抗体およ
びウサギ抗グルカゴンポリクローナル抗体の両方に続いてAlexa 488コンジュゲーション
型ロバ抗マウス二次抗体およびAlexa 555ロバ抗ウサギ二次抗体（Invitrogene）で同時染
色した。
【００７８】
　本発明の現在好ましい態様が示され、記載されているが、本発明はそれに限定されるの
ではなく、添付の特許請求の範囲内で様々に具体化および実施されうることを明確に理解
されたい。
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