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Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外

膜囊泡及病毒的取得方法、除去方法、检测方法、

以及包括该载体的试剂盒

(57)摘要

本发明的课题是提供一种用于高纯度地、在

完整的状态下简便且有效地取得或除去、或者高

灵敏度地检测试样中存在的细胞外膜囊泡或病

毒的载体及方法。本发明涉及：1.结合有蛋白质

(Tim蛋白质)的载体(Tim载体)，所述蛋白质是选

自含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域的分子4

(Tim4)蛋白质、Tim3蛋白质、以及Tim1蛋白质中

的蛋白质；2.取得试样中的细胞外膜囊泡或病毒

的方法；3.除去试样中的细胞外膜囊泡或病毒的

方法；4.检测试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方

法；5.细胞外膜囊泡或病毒的捕获试剂盒，其含

有Tim载体而形成；6.细胞外膜囊泡或病毒的捕

获试剂盒，其含有含Tim蛋白质而成的试剂以及

含载体而成的试剂而形成。
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1.一种Tim载体，其中，其是结合有从Tim4蛋白质、Tim3蛋白质、以及Tim1蛋白质中选出

的蛋白质即Tim蛋白质的载体，该Tim4蛋白质是含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子4蛋白

质，该Tim3蛋白质是含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子3蛋白质，该Tim1蛋白质是含T细胞

免疫球蛋白及粘蛋白域分子1蛋白质。

2.如权利要求1所述的Tim载体，其中，其用于捕获细胞外膜囊泡或病毒。

3.如权利要求1所述的Tim载体，其中，Tim蛋白质包含IgV域。

4.一种取得试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，其包括下述工序：

(1)复合体形成工序，该工序是在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试

样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的工序；

(2)复合体分离工序，该工序是将该复合体与试样分离的工序；

(3)取得工序，该工序是从该复合体中分离细胞外膜囊泡或病毒，并且取得细胞外膜囊

泡或病毒的工序。

5.如权利要求4所述的方法，其中，复合体形成工序是在钙离子的存在下，使Tim载体与

试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，从而形成结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外

膜囊泡或病毒的复合体的工序。

6.如权利要求4所述的方法，其中，复合体形成工序是在钙离子的存在下，使Tim蛋白

质、载体以及试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，从而形成结合于载体的Tim蛋白质与试样

中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的工序。

7.如权利要求4所述的方法，其中，取得工序使用蛋白质改性剂来进行。

8.如权利要求4所述的方法，其中，取得工序使用钙离子螯合剂来进行。

9.如权利要求4所述的方法，其中，Tim蛋白质包含IgV域。

10.一种除去试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，其包括下述工序：

(1)复合体形成工序，该工序是在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试

样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的工序；

(2)复合体分离工序，该工序是将该复合体与试样分离的工序。

11.如权利要求10所述的方法，其中，复合体形成工序是在钙离子的存在下，使Tim载体

与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，从而形成结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞

外膜囊泡或病毒的复合体的工序。

12.如权利要求10所述的方法，其中，Tim蛋白质包含IgV域。

13.一种检测试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，其包括下述工序：

(1)复合体形成工序，该工序是在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试

样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的工序；

(2)检测工序，该工序是对该复合体进行检测的工序。

14.如权利要求13所述的方法，其中，检测细胞外膜囊泡或病毒的方法是ELISA法或流

式细胞术法。

15.如权利要求13所述的方法，其中，Tim蛋白质包含IgV域。

16.如权利要求13所述的方法，其中，载体与Tim蛋白质是通过Tim蛋白质的巯基而结

合。

17.一种细胞外膜囊泡或病毒的捕获用试剂盒，其中，其是含有Tim载体而形成。
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18.一种细胞外膜囊泡或病毒的捕获用试剂盒，其中，其是含有含Tim蛋白质而成的试

剂以及含载体而成的试剂而形成。
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Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外膜囊泡及病毒的取

得方法、除去方法、检测方法、以及包括该载体的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外膜囊泡及病毒的取得方法、

除去方法、检测方法、以及包括该载体的试剂盒。

背景技术

[0002] 众所周知，细胞外膜囊泡，在其粒子内部存在蛋白质、小分子RNA(microRNA)等核

酸，负责细胞间的物质传递。细胞外膜囊泡也分泌于血液等体液中，细胞外膜囊泡中的蛋白

质、小分子RNA(microRNA)等作为疾病的诊断标记受到瞩目。另外，其作为核酸药物的传递

工具的应用也受到瞩目。

[0003] 另外，病毒中，存在着大量的表面被覆有膜状的包膜的包膜病毒。包膜病毒大多是

流感病毒、人类免疫缺陷病毒等引起疾病的病毒，因此，作为研究对象受到瞩目。另外，对包

膜病毒进行灭活处理、用作疫苗、载体等，应用于疾病的预防、治疗中。

[0004] 如此地，在将细胞外膜囊泡应用于诊断或医药品、将包膜病毒用作疫苗或载体、进

行细胞外膜囊泡或包膜病毒的功能分析等的基础研究等时，高纯度地取得细胞外膜囊泡、

包膜病毒的工序是必不可少的，人们热切地期待一种能够简便地取得高纯度的细胞外膜囊

泡、包膜病毒的方法。另外，为了防止来自于生物的细胞外膜囊泡、包膜病毒的污染，人们期

待开发一种从使用的来自于体液的材料中有效地除去细胞外膜囊泡、包膜病毒的方法。进

一步地，还热切期待一种高感度地检测取得的细胞外膜囊泡、包膜病毒、以及被检体中的细

胞外膜囊泡、包膜病毒的方法。

[0005] 作为取得细胞外膜囊泡的方法，已知最常规的方法是，对样品进行超速离心分离

处理，得到作为沉淀组分的细胞外膜囊泡(非专利文献1)。但是，对该方法而言，除细胞外膜

囊泡以外，样品中所含的蛋白质复合体或凝集体、HDL等脂蛋白等也产生共沉淀，难以得到

纯度高的细胞外膜囊泡。通过蔗糖密度梯度法，对通过所述超速离心分离处理得到的沉淀

组分进行密度分级，从而能够分离蛋白质复合体、凝集体，但难以与密度相同的HDL进行分

离。另外，对该方法而言，由于需要超速离心分离处理，因此，难以同时处理多个被检体。而

且超速离心分离处理需要高价的仪器。

[0006] 另外，还存在以下方法，即，添加以ExoQuick (系统生物科学公司(System 

Biosciences社)制)、总外泌体分离试剂(Total  Exosome  Isolation  Reagent)(赛默飞世

尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)为代表的市售的试剂，进行离心

分离处理，由此，得到作为沉淀组分的细胞外膜囊泡(非专利文献1)，但是，该方法中存在与

利用所述超速离心分离处理的方法相比，得到的细胞外膜囊泡的纯度更低的问题。

[0007] 除所述现有方法以外，还存在以下方法，即，使用针对细胞外膜囊泡的表面抗原蛋

白质的抗体，通过该表面抗原蛋白质与抗体的亲和力取得细胞外膜囊泡的方法(抗CD63抗

体固定化法、外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human  CD63  Isolation/Detection)(赛

默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)等)(非专利文献1)。对于
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所述方法而言，虽然能取得高纯度的细胞外膜囊泡，但存在以下问题：只能得到具有针对抗

体的表面抗原蛋白质的细胞外膜囊泡、细胞外膜囊泡的收量少、为使细胞外膜囊泡从抗体

溶出而需要使用表面活性剂、酸性缓冲液等、难以得到完整的(即，在保持细胞外膜囊泡的

原本的功能的状态下)细胞外膜囊泡等。

[0008] 作为取得病毒的方法，已知最常规的方法是，对样品进行超速离心分离处理，得到

作为沉淀组分的病毒(非专利文献1)。但是，对于该方法而言，除病毒以外，样品中所含的蛋

白质复合体或凝集体、HDL等脂蛋白等也产生共沉淀，难以得到纯度高的病毒。通过蔗糖密

度梯度法，对通过所述超速离心分离处理而得到的沉淀组分进行密度分级，从而能够分离

蛋白质复合体、凝集体，但是，难以与密度相等的凝集体分离。另外，还存在由于超速离心分

离处理而导致病毒的活性下降的问题(非专利文献2)。另外，由于所述方法需要超速离心分

离处理，因此，难以同时处理多个被检体。而且，超速离心分离处理需要高价的仪器。

[0009] 除了所述方法以外，已知通过离子交换层析来纯化病毒的方法(非专利文献3)。但

是，对于该方法而言，需要针对各种病毒设定最适条件。另外，有时难以进行条件设定，从而

难以应用于所有病毒的纯化中。

[0010] 作为除去细胞外膜囊泡的方法，已知最常规的方法是，对样品进行超速离心分离

处理，对细胞外膜囊泡进行沉淀分级，作为除去样品得到其上清组分。但是，对于该方法而

言，难以完全除去细胞外膜囊泡，样品中残留未完全除去的细胞外膜囊泡。

[0011] 进而，还存在以下方法，即，添加以ExoQuick (系统生物科学公司(System 

Biosciences社)制)、总外泌体分离试剂(Total  Exosome  Isolation  Reagent)(赛默飞世

尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)为代表的市售的试剂，进行离心

分离处理，从而对细胞外膜囊泡进行沉淀分级，作为除去样品得到其上清组分。但是，即使

在该方法中，也不能完全除去细胞外膜囊泡，而残留于样品中，难以完全除去细胞外膜囊

泡。另外，由于样品中混入添加的试剂，因此，该试剂有时会导致细胞外膜囊泡的生物活性

等发生问题。

[0012] 作为除去病毒的方法，已知有相同的方法，与除去细胞外膜囊泡的方法存在相同

的问题。

[0013] 作为检测细胞外膜囊泡的方法，已知作为常规方法的使用针对细胞外膜囊泡的表

面抗原的抗体的夹心ELISA。但是，已报告了对于通常的使用检测显色信号的抗体的夹心

ELISA系的最低检测灵敏度而言，以纯化外泌体计为3μg左右，在测定血清等体液样品时，不

能得到充分的灵敏度(非专利文献4)。作为检测病毒的方法，也已知相同的方法，对于病毒

的检测而言，也不能得到充分的灵敏度。

[0014] 另外，作为其他检测细胞外膜囊泡的方法，已知流式细胞术法。但是，对于使用已

固定化针对细胞外膜囊泡的表面抗原的抗体的载体来捕获细胞外膜囊泡的通常的方法而

言，不能得到充分的灵敏度，难以从培养上清或体液等的样品中直接进行检测，从而需要从

样品中浓缩或纯化细胞外膜囊泡后再进行检测。

[0015] 现有技术文献

[0016] 非专利文献

[0017] 非专利文献1：Kenneth  W.Witwer  et  al.Journal  of  Extracellular  Vesicles 

2013  May  27；2.doi:10.3402；
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[0018] 非专利文献2：G.Y.Chen  et  al.Biotechnol.Prog.25(2009)1669；

[0019] 非专利文献3：Petra  Gerster  et  al .Journal  of  Chromatography  A ,1290

(2013)36-45；

[0020] 非专利文献4：Mariantonia  Logozzi  et  al.PLoS  ONE  4(2009)5219。

发明内容

[0021] 发明所要解决的课题

[0022] 如上所述，利用已有的获取细胞外膜囊泡或病毒的方法，很难简便有效地在完整

的状态下取得纯度高的细胞外膜囊泡或病毒。另外，现有的除去细胞外膜囊泡或病毒的方

法难以有效地除去样品中的细胞外膜囊泡或病毒。进一步地，现有的细胞外膜囊泡或病毒

的检测方法不能得到充分的灵敏度。

[0023] 因此，本发明的课题是，纯度良好地且在完整的状态下简便有效地取得或除去存

在于试样中的细胞外膜囊泡或病毒，高灵敏度地检测细胞外膜囊泡或病毒。

[0024] 解决课题的技术方案

[0025] 本发明是为解决所述课题而进行的，由下述技术方案构成。

[0026] 1 .一种载体(Tim载体)，其中，其结合有从含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子4

(Tim4)蛋白质、含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子3(Tim3)蛋白质、以及含T细胞免疫球蛋

白及粘蛋白域分子1(Tim1)蛋白质中选出的蛋白质(Tim蛋白质)。

[0027] 2.一种取得试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，其包括下述工序：

[0028] (1)在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或

病毒的复合体的工序(复合体形成工序)；

[0029] (2)将该复合体与试样分离的工序(复合体分离工序)；

[0030] (3)从该复合体中分离细胞外膜囊泡或病毒，并且取得细胞外膜囊泡或病毒的工

序(取得工序)。

[0031] 3.一种除去试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，其包括下述工序：

[0032] (1)在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或

病毒的复合体的工序(复合体形成工序)；

[0033] (2)将该复合体与试样分离的工序(复合体分离工序)。

[0034] 4.一种检测试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法，其特征在于，包括下述工序：

[0035] (1)在钙离子的存在下，形成结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或

病毒的复合体的工序(复合体形成工序)

[0036] (2)对该复合体进行检测的工序(检测工序)

[0037] 5.一种细胞外膜囊泡或病毒捕获试剂盒，其中，其含有Tim载体而形成。

[0038] 6.一种细胞外膜囊泡或病毒捕获试剂盒，其中，其含有含Tim蛋白质而成的试剂以

及含载体而成的试剂而形成。

[0039] 鉴于所述情况，本发明人等进行了精心的研究，结果发现，通过使用选自Tim1蛋白

质、Tim3蛋白质以及Tim4蛋白质中的至少一种蛋白质，能够高纯度地得到表面具有磷脂酰

丝氨酸的细胞外膜囊泡或病毒，能够在完整的状态下得到所述细胞外膜囊泡或病毒，能够

有效地除去该细胞外膜囊泡或病毒，能够高灵敏度地检测所述细胞外膜囊泡或病毒，直至
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完成了本发明。

[0040] 在细胞外膜囊泡的表面存在(露出)磷脂的磷脂酰丝氨酸。作为对磷脂酰丝氨酸具

有结合能力的蛋白质(以下，有时简称为“磷脂酰丝氨酸结合蛋白质”“PS蛋白质”)，例如，已

知Annexin  V(膜粘连蛋白-5)、MFG-E8、Tim1(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子1，T-cell 

immunoglobulin-mucin-domain  1)、Tim1(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子1，T-cell 

immunoglobulin-mucin-domain  1)蛋白质、Tim3(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子3，T-

cell  immunoglobulin-mucin-domain  3)蛋白质、Tim4(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域的

分子4、T-cell  immunoglobulin-mucin-domain  4)蛋白质等(The  Journal  of 

Biochemistry  265,4923-4928(25March  1990)、Nature  417，182-187(9May  2002)、Nature 

450,435-439(15November  2007)。

[0041] 但是，已经发现，在所述PS蛋白质中，在使用除了Tim1蛋白质、Tim3蛋白质以及

Tim4蛋白质以外的PS蛋白质的情况下，难以取得、除去或检测细胞外膜囊泡或病毒。

[0042] 发明的效果

[0043] 通过本发明，能够高纯度且在完整的状态下简便有效地在取得、除去、高灵敏度地

检测存在于试样中的细胞外膜囊泡或病毒。

附图说明

[0044] 图1是在实施例1-8中通过蛋白质免疫印迹法(Western  blotting)确认是否取得

了细胞外膜囊泡的电泳图。

[0045] 图2是在实施例9-16中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的电

泳图。

[0046] 图3是在实施例17-18中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0047] 图4A是在实施例19-20以及比较例1-3中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了

细胞外膜囊泡的电泳图。图4-B是在实施例19-20及比较例1-3中通过银染色确认是否取得

了细胞外膜囊泡的电泳图。

[0048] 图5是在实施例21中通过电子显微镜观察的、采用本发明的方法取得的细胞外膜

囊泡。

[0049] 图6是在实施例22-25中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0050] 图7是在实施例26-27及比较例4-9中通过银染色确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0051] 图8是在实施例28-33中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0052] 图9是在实施例34-35及比较例10-13中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细

胞外膜囊泡的电泳图。

[0053] 图10是在实施例36-38中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0054] 图11是在实施例39-40中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的
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电泳图。

[0055] 图12是在实施例41-47中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得(除去)了细胞外膜

囊泡的电泳图。

[0056] 图13是在实施例48-55中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得(除去)了细胞外膜

囊泡的电泳图。

[0057] 图14是在实施例56-67及比较例14-15中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了

细胞外膜囊泡的电泳图。

[0058] 图15是在实施例68-79中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了细胞外膜囊泡的

电泳图。

[0059] 图16是在实施例80-83及比较例16-19中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了

细胞外膜囊泡的电泳图。

[0060] 图17是在实施例84-95及比较例20-21中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了

病毒的电泳图。

[0061] 图18是在实施例96-99及比较例22-25中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了

病毒的电泳图。

[0062] 图19是在实施例100-105及比较例26-33中通过ELISA法检测细胞外膜囊泡的结

果。

[0063] 图20是在实施例106-109中通过ELISA法检测细胞外膜囊泡的结果。

[0064] 图21是在实施例110-115及比较例34-39中通过ELISA法检测病毒的结果。

[0065] 图22是在实施例116-119中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得了病毒的电泳

图。

[0066] 图23是在实施例120-121及比较例40-41中通过流式细胞术法检测细胞外膜囊泡

的结果。

[0067] 图24是在实施例122-123及比较例42-43中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得

了病毒的电泳图。

[0068] 图25是在实施例124-125及比较例44-45中通过蛋白质免疫印迹法确认是否取得

了病毒的电泳图。

具体实施方式

[0069] ＜1.本发明的细胞外膜囊泡＞

[0070] 作为本发明的细胞外膜囊泡(Extracellular  membrane  Vesicles)，是由生物体

内细胞或培养细胞分泌的、由脂质双层膜构成且在膜表面具有磷脂酰丝氨酸的小型膜囊

泡。该囊泡的直径通常为20nm至1000nm，优选为50nm至500nm，更优选为50nm至200nm。

[0071] 对本发明的细胞外膜囊泡而言，如《Nature  Reviews  Immunology》(9,581-593

(August  2009))、《肥满研究》(Vol.13,No.2  2007)的主题中青木直人等记载的，可举出根

据形成来源以及小型膜囊泡的尺寸等分类的各种各样的囊泡。具体而言，可举出外泌体

(Exosomes)、微囊泡(microvesicle)、核外颗粒体(Ectosomes)、膜颗粒(Membrane 

particles)、外泌体样囊泡(Exosome-like  vesicles)、凋亡囊泡(Appototic  vesicles)、

脂肪体(Adiposome)等。
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[0072] 外泌体是来源于后期内体的、由脂质双层膜构成且在该膜表面具有磷脂酰丝氨酸

的小型膜囊泡。该囊泡的直径通常为50nm至200nm，优选为50nm至150nm，更优选为50nm至

100nm。众所周知，外泌体包含CD63、CD9等的四次跨膜蛋白(tetraspanins)、Alix、TSG101、

Lamp-1、Flotillin(浮舰蛋白)等的蛋白质。

[0073] 微囊泡是来源于细胞膜(细胞质膜，plasma  menmbrane)的、由脂质双层膜构成且

在该膜表面具有磷脂酰丝氨酸的小型膜囊泡。微囊泡通常为100nm至1000nm，优选为100nm

至800nm，更优选为100nm至500nm。众所周知，微囊泡含有整联蛋白、选择蛋白、CD40配体等

的蛋白质。

[0074] 核外颗粒体是来源于细胞膜(细胞质膜，plasma  menmbrane)的、由脂质双层膜构

成且在该膜表面具有磷脂酰丝氨酸的小型膜囊泡。核外颗粒体通常为50nm至200nm，优选为

50nm至150nm，更优选为50nm至100nm。已知核外颗粒体含有CR1、蛋白质水解酶

(proteolytic  enzyme)，但不含CD63。

[0075] 膜颗粒是来源于细胞膜(细胞质膜，plasma  menmbrane)的、由脂质双层膜构成且

在该膜表面具有磷脂酰丝氨酸的小型膜囊泡。膜颗粒通常为50nm至80nm。已知膜颗粒含有

CD133，但不含CD63。

[0076] 外泌体样囊泡是来源于早期内体的、由脂质双层膜构成且在该膜表面具有磷脂酰

丝氨酸的小型膜囊泡。外泌体样囊泡通常为20nm至50nm。已知外泌体样囊泡含有TNFRI(肿

瘤坏死因子受体I，Tumor  Necrosis  Factor  Receptor  I)。

[0077] 凋亡囊泡是来源于凋亡细胞的、由脂质双层膜构成且在该膜表面具有磷脂酰丝氨

酸的小型膜囊泡。凋亡囊泡通常为50nm至500nm，优选为50nm至300nm，更优选为50nm至

200nm。已知凋亡囊泡含有组蛋白。

[0078] 脂肪体是来自于脂肪细胞的、由脂质双层膜构成且在该膜表面具有磷脂酰丝氨酸

的小型膜囊泡。脂肪体通常为100nm至1000nm，优选为100nm至800nm，更优选为100nm至

500nm。已知脂肪体含有MFG-E8(乳脂肪球表皮生长因子8，milk  fat  globule-EGF  factor 

8)。

[0079] ＜2.本发明的病毒＞

[0080] 作为本发明的病毒，是在病毒的衣壳(外壳)具有由来源于宿主细胞的细胞膜、核

膜、高尔基体、内质网等的脂质双层膜构成的包膜(envelop)、在包膜表面具有磷脂酰丝氨

酸的病毒(以下，称作“包膜病毒”)。该本发明的病毒直径通常为20nm～320nm。作为本发明

的包膜病毒，可举出属于记载于生化学辞典第2版(东京化学同人，1990，1503p―1505p)中

的科的具有包膜的病毒。具体地，可举出痘病毒科(Po x v i r id a e)、杆状病毒科

(Baculoviridae)、弹状病毒科(Rhabdoviridae)、布尼亚病毒科(Bunyaviridae)、披膜病毒

科(Togaviridae)、疱疹病毒科(Herpesviridae)、副粘病毒科(Paramyxoviridae)、正粘病

毒科(Orthomyxoviridae)、反转录病毒科(retrovirus)、沙粒病毒科(Arenaviridae)、冠状

病毒科(Coronaviridae)等。

[0081] ＜3.本发明的Tim蛋白质＞

[0082] 本发明的Tim蛋白质是选自本发明的含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子1(Tim1)

蛋白质(以下，有时简称“本发明的Tim1蛋白质”)、本发明的含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域

分子3(Tim3)蛋白质(以下，有时简称“本发明的Tim3蛋白质”)、以及本发明的含T细胞免疫
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球蛋白及粘蛋白域分子4(Tim4)蛋白质(以下，有时简称“本发明的Tim4蛋白质”)中的至少

一种Tim蛋白质。

[0083] 作为本发明的Tim4(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子4)蛋白质，只要是能结合

于本发明的细胞外膜囊泡或病毒的蛋白质即可，优选来自于动物的Tim4蛋白质。其中，优选

人或小鼠所具有的Tim4蛋白质(以下，有时将人所具有的Tim4蛋白质简称为“人源Tim4蛋白

质”，将小鼠所具有的Tim4蛋白质简称为“小鼠源Tim4蛋白质”)。

[0084] 更具体而言，只要是至少具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序

列的蛋白质即可，可以是具有Tim4蛋白质全长氨基酸序列的蛋白质，也可以是Tim4蛋白质

的一部分。

[0085] 作为相对于所述磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序列，例如，可举出序列

号1(小鼠源Tim4蛋白质的N末端第22～135位氨基酸域(RefSeq  NP_848874.3)、序列号2(人

源Tim4蛋白质的N末端第25～137位氨基酸域(RefSeq  NP_612388.2)等。

[0086] 作为所述Tim4蛋白质全长氨基酸序列，可举出序列号3(小鼠源Tim4蛋白质全长序

列第1～343位氨基酸域(RefSeq  NP_848874.3))、序列号4(人源Tim4蛋白质全长序列第1～

378位氨基酸域(RefSeq  NP_612388.2))等。

[0087] 作为所述Tim4蛋白质的一部分，可举出序列号5(小鼠源Tim4蛋白质的N末端第22

～273位氨基酸域(RefSeq  NP_848874.3))、序列号6小鼠源Tim4蛋白质的N末端第22～279

位氨基酸域(RefSeq  NP_848874.3)、序列号7人源Tim4蛋白质的N末端第25～315位氨基酸

域(RefSeq  NP_612388.2)等的具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)及粘蛋白域的氨

基酸序列的序列等。根据需要，所述序列可以具有信号序列。

[0088] 作为本发明的Tim1(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子1)蛋白质，只要是能与本

发明的细胞外膜囊泡或病毒结合的蛋白质即可，优选来源于动物的Tim1蛋白质。其中，优选

人或小鼠所具有的Tim1蛋白质(以下，有时将人所含的Tim1蛋白质简称“人源Tim1蛋白质”，

将小鼠所含的Tim1蛋白质简称“小鼠源Tim1蛋白质”)。

[0089] 更具体地，只要是至少具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序列

的蛋白质即可，可以是具有Tim1蛋白质全长氨基酸序列的蛋白质，也可以是Tim1蛋白质的

一部分。

[0090] 作为所述相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序列，例如，可举出序列

号8(小鼠源Tim1蛋白质的N末端第22～131位氨基酸域(RefSeq  NP_001160104.1)、序列号9

(人源Tim1蛋白质的N末端第21～130位氨基酸域(RefSeq  NP_036338.2)等。

[0091] 作为所述Tim1蛋白质全长氨基酸序列，可举出序列号10(小鼠源Tim1蛋白质全长

序列第1～282位氨基酸域(RefSeq  NP_001160104.1)))、序列号11(人源Tim1蛋白质全长序

列第1～364位氨基酸域(RefSeq  NP_036338.2)等。

[0092] 作为所述Tim1蛋白质的一部分，可举出序列号12(小鼠源Tim1蛋白质的N末端第22

～212位氨基酸域(RefSeq  NP_001160104.1))、序列号13人源Tim1蛋白质的N末端第21～

295位氨基酸域(RefSeq  NP_612388.2)等的具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)及

粘蛋白域的氨基酸序列的序列等。根据需要，所述序列可以具有信号序列。

[0093] 作为本发明的Tim3(含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子3)蛋白质，只要是能与本

发明的细胞外膜囊泡或病毒结合的蛋白质即可，优选来源于动物的Tim3蛋白质。其中，优选
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人或小鼠所具有的Tim3蛋白质(以下，有时将人所具有的Tim3蛋白质简称“人源Tim3蛋白

质”，将小鼠所具有的Tim3蛋白质简称“小鼠源的Tim3蛋白质”)。

[0094] 更具体地，只要是至少具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序列

的蛋白质即可，可以是具有Tim3蛋白质全长氨基酸序列的蛋白质，也可以是Tim3蛋白质的

一部分。

[0095] 作为所述相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)的氨基酸序列，例如，可举出序列

号14(小鼠源Tim3蛋白质的N末端第22～134位氨基酸域(RefSeq  NP_599011.2)、序列号15

(人源Tim3蛋白质的N末端第22～135位氨基酸域(RefSeq  NP_116171.3)等。

[0096] 作为所述Tim3蛋白质全长氨基酸序列，可举出序列号16(小鼠源Tim3蛋白质全长

序列第1～281位氨基酸域(RefSeq  NP_599011.2)))、序列号17(人源Tim3蛋白质全长序列

第1～301位氨基酸域(RefSeq  NP_116171.3)等。

[0097] 作为该Tim3蛋白质的一部分，可举出序列号18(小鼠源Tim3蛋白质的N末端第22～

189位氨基酸域(RefSeq  NP_599011.2))、序列号19人源Tim3蛋白质的N末端第22～200位氨

基酸域(RefSeq  NP_116171.3)等的具有相对于磷脂酰丝氨酸的结合域(IgV域)及粘蛋白域

的氨基酸序列的序列等。根据需要，所述序列可以具有信号序列。

[0098] 另外，对本发明的Tim蛋白质而言，只要能与本发明的细胞外膜囊泡或病毒结合，

也可以是上述氨基酸序列经一个或多个氨基酸的缺失、取代、插入和/或添加而形成的变异

体。

[0099] 本发明的Tim蛋白质只要具备上述性质即可，能够使用从小鼠或人等动物、植物等

具有Tim蛋白质的生物的细胞(例如，巨噬细胞等免疫细胞)、组织等中提取的蛋白质、以及

在其基础上通过基因重组技术制备而成的蛋白质等的任意蛋白质。

[0100] 作为本发明的Tim蛋白质，使用通过基因重组技术制备而成的蛋白质时，从便于纯

化的方面考虑，优选具有一个或多个亲和标签的蛋白质。

[0101] 作为该亲和标签，只要是通过基因重组技术制备蛋白质时使用的亲和标签，就可

以使用任意标签，可举出例如Fc标签、FLAG标签、His标签、GST标签、MBP标签、HA标签、Myc标

签、Strep(II)标签、PA标签等亲和标签。

[0102] 该亲和标签与本发明的Tim蛋白质的C末端一侧融合。

[0103] 因此，本发明的Tim蛋白质中，不仅包含仅由Tim蛋白质的氨基酸序列(全长或一部

分序列)构成的蛋白质，还包含具有Tim蛋白质的氨基酸序列(全长或一部分序列)和如上所

述的亲和标签的氨基酸序列的蛋白质。

[0104] 另外，所述亲和标签与Tim蛋白质可以直接结合，也可以通过《使用来源于昆虫培

养细胞的无细胞蛋白质合成试剂盒(Transdirect  insect  cell)的蛋白质表达》(《昆虫培

養細胞由来無細胞蛋白質合成試薬キットTrans  direct  insect  cellを用いた蛋白質発

現》)(江连彻、铃木崇、伊东昌章、四方正光(岛津制作所/分析计测事业部)，公开日2008/6/

9，蛋白质科学会档案，1，e005(2008))等记载的间隔臂(spacer)进行结合。因此，本发明的

Tim蛋白质中，还包含具有Tim蛋白质的氨基酸序列(全长或一部分序列)、如上所述的亲和

标签的氨基酸序列以及间隔臂的氨基酸序列的蛋白质。

[0105] ＜4.本发明的Tim蛋白质的制备方法＞

[0106] 本发明的Tim蛋白质能够根据其氨基酸序列，通过常规的化学制造方法进行制造。
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例如，通过芴甲氧羰基法(Fmoc法)、叔丁氧羰基法(tBoc法)等通常的化学制造方法(化学合

成法)，能够得到本发明的Tim蛋白质。另外，能够使用市售的肽合成机进行化学合成。

[0107] 进而，本发明的Tim蛋白质也能够通过下述采用基因重组技术的公知方法来获得，

即，将编码本发明的Tim蛋白质的核酸分子组合至适当的质粒、噬菌体等表达用载体中，用

重组表达载体转化(或转导)宿主细胞，使得到的宿主细胞扩增，分泌至细胞内或细胞外。

[0108] 针对本发明的Tim蛋白质的制备方法，对通过基因重组技术进行制备的情况进行

以下说明。

[0109] ＜本发明的表达用载体＞

[0110] 对于为了使本发明的Tim蛋白质进行表达的表达用载体(以下，称作本发明的表达

用载体)而言，只要包含对本发明的Tim蛋白质进行编码的核酸序列(以下，有时也简称“本

发明的Tim编码序列”)，就可以使用任意的载体。

[0111] 在本发明的Tim编码序列中，作为编码Tim4蛋白质的核酸序列，可举出：例如序列

号20(对小鼠源Tim4蛋白质全长序列第1～343位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列

(RefSeq  No.NM_178759.4)。末端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号21(对人源Tim4蛋

白质全长序列第1～378位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列(RefSeq  No .NM_

138379.2)。末端3个碱基包含终止密码子(taa))等。

[0112] 作为编码本发明的Tim1蛋白质的核酸序列，可举出，例如序列号22(对小鼠源Tim1

蛋白质全长序列第1～282位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列(RefSeq  No .NM_

001166632.1)。末端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号23(对人源Tim1蛋白质全长序

列第1～364位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列(RefSeq  No.NM_012206.3)。末端3个碱

基包含终止密码子(taa))等。

[0113] 作为对本发明的Tim3蛋白质进行编码的核酸序列，可举出，例如序列号24(对小鼠

源Tim3蛋白质全长序列第1～281位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列(RefSeq  No.NM_

134250.2)。末端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号25(对人源Tim3蛋白质全长序列第

1～301位氨基酸域进行编码的cDNA的碱基序列(RefSeq  No.NM_032782.4)。末端3个碱基包

含终止密码子(tag))等。

[0114] 作为本发明的表达用载体，可以根据常规的克隆方法，在市售的载体中基因导入

本发明的Tim编码序列。作为本发明的表达用载体，可举出，例如根据常规的克隆技术，将序

列号26(对小鼠源Tim4蛋白质的N末端第1～273位氨基酸域进行编码的cDNA，末端3个碱基

包含终止密码子(tga))、序列号27(对小鼠源Tim4蛋白质的N末端第1～279位氨基酸域进行

编码的cDNA，末端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号28(对人源Tim4蛋白质的N末端第

1～315位氨基酸域进行编码的cDNA，末端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号29(对小

鼠源Tim1蛋白质的N末端第1～212位氨基酸域进行编码的cDNA，末端3个碱基包含终止密码

子(tga))、序列号30(对人源Tim1蛋白质的N末端第1～295位氨基酸域进行编码的cDNA，末

端3个碱基包含终止密码子(tga))、序列号31(对小鼠源Tim3蛋白质的N末端第1～189位氨

基酸域进行编码的cDNA，末端3个碱基包含终止密码子(tga))、或者序列号32(对人源Tim3

蛋白质的N末端第1～200位氨基酸域进行编码的cDNA，末端3个碱基包含终止密码子(tga))

组合至例如市售的pCAG-Neo载体(和光纯药工业(株)制)等的表达载体中而成的载体等。作

为基因导入Tim编码序列的载体，只要是具备在宿主细胞中表达、产生本发明的Tim蛋白质
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的功能的载体即可，使用市售的载体则很方便。作为用于所述目的市售的载体，在宿主为动

物细胞的情况下，可举出pCAG-Neo载体、pcDNA载体等。

[0115] ＜宿主＞

[0116] 作为宿主，可以使用能表达本发明的Tim蛋白质的任意宿主，例如，可举出大肠杆

菌、昆虫细胞、哺乳类细胞、植物细胞、酵母细胞等，优选哺乳类细胞。作为哺乳类细胞，例

如，可举出HEK293T细胞、COS-7细胞、CHO-K1细胞、CHO-S细胞等。

[0117] ＜基因导入宿主＞

[0118] 根据《按目的选择的蛋白质表达方案》(目的別で選べるタンパク質発現プロトコ

ール)(第3章蛋白质表达方案，ISBN978-4-7581-0175-2，羊土社)等记载的在宿主中基因导

入载体的常规方法，在宿主中基因导入本发明的表达用载体。

[0119] ＜宿主的培养＞

[0120] 对于经基因导入的宿主，按照培养宿主的常规方法进行培养。作为培养条件，根据

经基因导入的宿主而各不相同，但依照各宿主的常规方法即可，例如，如果宿主为动物细

胞，则可以在通常为5～10％、优选为5～8％CO2、且通常为36℃～38℃、优选为36.5℃～

37.5℃的条件下培养1天～10天，优选培养3天～4天。需要说明的是，由于本发明的Tim蛋白

质不含有跨膜区及胞内区，因此，在培养上清中表达、分泌。

[0121] ＜本发明的Tim蛋白质的纯化＞

[0122] 然后，对得到的经基因导入的宿主的培养液进行离心分离处理(通常在200～400

×g的条件下进行3分钟～10分钟，优选在300×g的条件下进行3分钟～6分钟)，回收培养上

清，根据需要，可以(i)通常在1000～2000×g的条件下对回收的培养上清进行20分钟～60

分钟的离心分离处理，优选在1200×g的条件下对回收的培养上清进行20分钟～40分钟的

离心分离处理，和/或(ii)利用过滤器进行过滤处理，将杂质分离，得到培养上清过滤液。

[0123] 进而，根据需要，可以根据超滤等常规方法，将得到的培养上清过滤液浓缩成通常

为5倍～20倍、优选为8倍～12倍，从而得到培养上清过滤液的浓缩液。

[0124] 然后，在本发明的Tim蛋白质具有亲和标签的情况下，可以根据《按目的选择的蛋

白质表达方案》(目的別で選べるタンパク質発現プロトコール)(第3章蛋白质表达方案，第

6节蛋白质的纯化，利用标签进行的纯化，ISBN978-4-7581-0175-2，羊土社)等记载的对应

于各亲和标签的利用亲和标签进行蛋白质纯化的常规方法(例如，使用已固定化对亲和标

签具有亲和性的物质的载体的方法)，从得到的培养上清、得到的培养上清过滤液、或者得

到的培养上清过滤液的浓缩液中对本发明的Tim蛋白质(Tim蛋白质与亲和标签的融合蛋白

质)进行纯化。

[0125] 在本发明的Tim蛋白质不具有亲和标签的情况下，可以根据《按目的选择的蛋白质

表达方案》(目的別で選べるタンパク質発現プロトコール)(第3章蛋白质表达方案，第6节

蛋白质的纯化，利用色谱法进行的纯化，ISBN978-4-7581-0175-2，羊土社)等记载的蛋白质

纯化的常规方法，通过各种色谱，从得到的培养上清、得到的培养上清过滤液、或者得到的

培养上清过滤液的浓缩液中对本发明的Tim蛋白质进行纯化。

[0126] 可以适当组合上述纯化方法进行纯化。

[0127] ＜本发明的Tim蛋白质的具体制备方法＞

[0128] 作为本发明的Tim蛋白质的具体制备方法，例如，将Fc标签用作亲和标签时，可举
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出以下方法。首先，按照常规方法，将本发明的Tim编码序列组合到pEF-Fc载体或市售的载

体中，构建本发明的表达用载体。然后，按照常规方法，在宿主细胞中基因导入本发明的表

达用载体，在通常为5～10％、优选为5～8％CO2的条件下，在通常为36℃～38℃、优选为

36.5℃～37.5℃的温度培养1天～10天，优选培养3天～4天。然后，对得到的经基因导入的

宿主的培养液进行离心分离处理(通常在200～400×g的条件下3分钟～10分钟，优选在300

×g的条件下3分钟～6分钟)，回收培养上清，根据需要，可以(i)通常在1000～2000×g的条

件下对回收的培养上清进行20分钟～60分钟的离心分离处理，优选在1200×g的条件下进

行20分钟～40分钟的离心分离处理，和/或(ii)利用过滤器进行过滤处理，将杂质分离，得

到培养上清过滤液。进一步地，根据需要，可以根据超滤等常规方法，将得到的培养上清过

滤液浓缩成通常5倍～20倍、优选8倍～12倍，从而得到培养上清过滤液的浓缩液。然后，在

本发明的Tim蛋白质具有亲和标签的情况下，根据对应于各亲和标签的、利用亲和标签进行

纯化的常规方法，从得到的培养上清、得到的培养上清过滤液、或者得到的培养上清过滤液

的浓缩液中对本发明的Tim蛋白质进行纯化，从而得到本发明的Tim蛋白质。

[0129] ＜5.本发明的Tim载体＞

[0130] 本发明的结合有Tim蛋白质的载体(以下，有时简称“本发明的Tim载体”)是使如上

述的本发明的Tim蛋白质与本发明的载体结合而形成的载体。

[0131] 具体而言，作为本发明的Tim载体，可举出结合有本发明的Tim1蛋白质的载体(以

下，有时简称“本发明的Tim1载体”)、结合有本发明的Tim3蛋白质的载体(以下，有时简称

“本发明的Tim3载体”)、结合有本发明的Tim4蛋白质的载体(以下，有时简称“本发明的Tim4

载体”)等。另外，结合有选自本发明的Tim1蛋白质、本发明的Tim3蛋白质以及本发明的Tim4

蛋白质中的两种以上的蛋白质的载体也包含在本发明的Tim载体中。

[0132] 作为本发明的Tim载体，特别优选本发明的Tim4载体。

[0133] ＜本发明的载体＞

[0134] 作为本发明的载体，只要是在常规的免疫学测定法中使用的不溶性载体，就能使

用任意载体，例如聚苯乙烯、聚丙烯酸、聚甲基丙烯酸、聚甲基丙烯酸甲酯、聚丙烯酰胺、聚

甲基丙烯酸缩水甘油酯、聚丙烯、聚烯烃、聚酰亚胺、聚氨酯、聚酯、聚氯乙烯、聚乙烯、聚氯

碳酸酯(ポリクロロカーボネート)、硅酮树脂、硅酮橡胶、琼脂糖、葡聚糖、乙烯-马来酸酐共

聚物等有机物质；玻璃、氧化硅、硅藻土、多孔玻璃、磨砂玻璃、氧化铝、硅胶、金属氧化物等

无机物质；铁、钴、镍、磁铁矿、铬铁矿等磁性物质；以及以所述磁性物质的合金为材料制备

的物质。另外，所述载体能以微孔板、管、盘状片、粒子(珠)等多种多样的形式进行使用。

[0135] 需要说明的是，在用于后述本发明的取得方法及本发明的除去方法的情况下，优

选以粒子(珠)的形式使用，对粒子的尺寸没有特别限定，但根据目的、用途，可举出通常为

10nm～100μm、优选为100nm至10μm的粒子。

[0136] 另外，在用于后述的本发明的检测方法的情况下，优选粒子(珠)或微孔板，对粒子

的尺寸没有特别限定，但根据目的、用途，可举出通常为10nm～100μm、优选为100nm至10μm

的粒子，另外，对微孔板的孔的数目、尺寸没有特别限定，但根据目的、用途，可举出通常为

12孔至1536孔、优选为96孔至384孔的微孔板。

[0137] ＜本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方法＞

[0138] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方法，可以根据使蛋白质结合于
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载体这一本身已知的方法进行，可举出：例如，通过亲和结合进行结合的方法；通过化学结

合进行结合的方法(例如，日本特许3269554号公报、WO2012/039395公报中记载的方法)；通

过物理吸附进行结合的方法(例如，日本特公平5-41946号公报中记载的方法)等，但优选通

过亲和结合进行结合的方法以及通过物理吸附进行结合的方法。

[0139] 需要说明的是，当用于后述的本发明的取得方法及除去方法时，优选通过亲和结

合进行结合的方法。另外，当用于后述的本发明的检测方法时，优选通过亲和结合进行结合

的方法或物理吸附。

[0140] ＜本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方式＞

[0141] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方式，只要本发明的载体与本发

明的Tim蛋白质结合，对结合方式就没有限定，但优选本发明的载体与本发明的Tim蛋白质

的巯基(SH基)结合的方式。另外，可以使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体直接结合，也

可以使其通过化学连接物、亲和物质[例如，对亲和标签具有亲和性的物质(后述)、针对本

发明的Tim蛋白质的抗体、生物素类(后述)、亲和素类(后述)、抗体等]等间接地结合。

[0142] ＜通过亲和结合进行结合的方法＞

[0143] 作为上述通过亲和结合进行结合的方法，只要是利用物质间的亲和结合(亲和性)

进行结合的方法，就可以使用任意方法，例如，可举出下述(a)～(c)。

[0144] (a)通过生物素类与亲和素类的亲和结合进行结合的方法

[0145] 例如，通过使用由生物素类(生物素、亚氨基生物素、脱硫生物素、生物胞素、生物

素亚砜等)以及亲和素类(亲和素、中性亲和素(Tamavidin)、中性亲和素2(Tamavidin  2)、

链霉亲和素等)的组合等组成的、相互具有亲和力(亲和性)的两种以上的物质(亲和物质)，

能够通过该亲和物质使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体结合。

[0146] 需要说明的是，可以预先使亲和物质中的任意一者与本发明的Tim蛋白质结合、使

剩余的一者与本发明的载体结合，但是，例如在使用生物素类与亲和素类的情况下，通常，

预先使亲和素类与本发明的载体结合，使生物素类与本发明的Tim蛋白质结合。

[0147] (b)通过亲和标签与对亲和标签具有亲和性的物质的亲和结合进行结合的方法

[0148] 例如，通过使用对亲和标签具有亲和性的物质(A蛋白(Protein  A)、G蛋白

(Protein  G)等)等的与本发明的Tim蛋白质具有亲和力(亲和性)的物质(亲和物质)，从而

能够通过该亲和物质使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体结合。

[0149] 需要说明的是，通常预先使亲和物质与本发明的载体结合。

[0150] (c)通过针对本发明的Tim蛋白质的抗体与本发明的Tim蛋白质的亲和结合进行结

合的方法

[0151] 例如，通过使用针对本发明的Tim蛋白质的抗体(抗FLAG标签抗体、抗His标签抗

体、抗HA标签抗体、抗Myc标签抗体、抗MBP标签抗体、抗GST标签抗体、抗Strep(II)标签抗体

等的针对亲和标签的抗体、以及抗TIM4抗体(Anti-TIM4Antibody)(克隆RMT4-54)(生命周

期生物科学(LifeSpan  Biosciences)公司制)等)等的对本发明的Tim蛋白质具有亲和力

(亲和性)的物质(亲和物质)，能够通过该亲和物质使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体

结合。

[0152] 需要说明的是，通常预先使亲和物质与本发明的载体结合。

[0153] 需要说明的是，在上述方法中，能够使用使本发明的Tim蛋白质或/和本发明的载
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体与亲和物质结合的方法、通过本身已知的物理吸附法使其结合的方法、通过化学结合法

使其结合的方法，可以直接地结合，也可以通过连接物(linker)等间接地结合。

[0154] ＜结合于本发明的载体的本发明的Tim蛋白质的量＞

[0155] 对于结合于本发明的载体的本发明的Tim蛋白质的量而言，例如，当本发明的载体

是珠时，相对于载体1mg，所述蛋白质的量通常为0.1μg～50μg，优选为0.5μg～30μg，更优选

为1.0μg～20μg。

[0156] 另外，当本发明的载体为微孔板时，相对于1个孔，所述蛋白质的量通常为0.1μg～

10μg，优选为0.2μg～5μg，更优选为0.5μg～2μg。

[0157] ＜本发明的Tim载体的具体的制备方法＞

[0158] 以下，以采用所述(a)-(c)的方法来制备本发明的Tim载体的情况为例，说明本发

明的Tim载体的具体制备方法。

[0159] ＜(a)通过生物素类与亲和素类的亲和结合进行结合的方法＞

[0160] 首先，在(a)方法中，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备本发明的Tim

蛋白质。然后，使本发明的Tim蛋白质与生物素类结合(以下，有时简称为“生物素标记”或

“生物素化”)，使本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体形成。另一方面，使亲和素类与本发

明的载体结合，使本发明的载体-亲和素类复合体形成(以下，有时简称为“结合有亲和素类

的本发明的载体”)。使得到的本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体、与本发明的载体-亲和

素类复合体接触，从而使本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体中的生物素类、与载体-亲和

素类复合体中的亲和素类结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0161] -本发明的Tim蛋白质与生物素类的结合(生物素标记)-

[0162] 在所述(a)方法中，对本发明的Tim蛋白质与生物素类的结合而言，可以使用市售

的蛋白质的生物素标记试剂盒进行，也可以适当地调整所需的试剂类、通过蛋白质的生物

素标记的常规方法进行。作为使用市售的蛋白质的生物素标记试剂盒(生物素化试剂盒)的

方法，可以按照附带于生物素标记试剂盒-巯基(Biotin  Labeling  Kit-SH)((株)同仁科学

研究所)或生物素标记试剂盒-氨基(Biotin  Labeling  Kit-NH2)((株)同仁科学研究所)中

的方案所记载的方法进行。

[0163] 与本发明的Tim蛋白质1μg结合的生物素类的量，通常为10ng～1.0μg，优选为20ng

～200ng，更优选为30ng～150ng。

[0164] 作为使生物素类与本发明的Tim蛋白质结合的部位，优选本发明的Tim蛋白质的巯

基。

[0165] -本发明的载体-亲和素类复合体(结合有亲和素类的本发明的载体)-

[0166] 所述(a)方法中，本发明的载体-亲和素类复合体(结合有亲和素类的本发明的载

体)可以使用市售的复合体，也可以适当地调整所需试剂类、按照常规方法进行制备。作为

本发明的载体-亲和素类复合体，例如，可举出结合有亲和素的珠或微孔板、结合有中性亲

和素(Tamavidin)的珠或微孔板、结合有中性亲和素2(Tamavidin  2)的珠或微孔板、结合有

链霉亲和素(streptavidin)的珠或微孔板等，作为市售的复合体，可举出Dynabeads  M-270

链霉亲和素C1珠(Dynabeads  M-270streptavidin  C1)(商品名，赛默飞世尔科技公司(サー

モフィッシャーサイエンティフィック社)制)、链霉亲和素FG珠(FGビーズストレプトアビジン)

(多摩川精机社制)、亲和素板(アビジンプレート)(住友电木公司(住友ベークライト社)制)
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等。

[0167] 对本发明的载体与亲和素类的结合而言，例如，当本发明的载体为珠时，与本发明

的载体1mg接触的亲和素类的量通常为5.0～150μg，优选为10～100μg，更优选为20～50μg。

例如，当本发明的载体为微孔板时，与1个孔接触的亲和素类的量通常为0.1μg～10μg，优选

为0.2μg～5μg，更优选为0.5μg～2μg。

[0168] -本发明的载体-亲和素类复合体与本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的结合

[0169] 所述(a)方法中，为了(使本发明的载体-亲和素类复合体与本发明的Tim蛋白质-

生物素类复合体结合)得到本发明的Tim载体，例如当本发明的载体为珠时，可以使通常为

0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优选为0.5～3.0mg的本发明的载体-亲和素类复合

体、与相对于1mg的本发明的载体-亲和素类复合体通常为1.0～50μg、优选为1.0～30μg、更

优选为1.0～20μg的本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体进行接触，或者当本发明的载体

为微孔板时，可以使每孔中的本发明的载体-亲和素类复合体、与通常为1.0～10μg、优选为

1.0～5.0μg、更优选为1.0～2.0μg的本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体进行接触，在通

常为4.0℃～37℃、优选为11℃～30℃、更优选为20℃～25℃的条件下，进行通常为0.5小时

～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使亲和素类与生

物素类结合。由此，本发明的载体-亲和素类复合体与本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体

结合，得到本发明的Tim载体。

[0170] 需要说明的是，通常，可以通过使含有本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶

液与本发明的载体-亲和素类复合体接触来进行本发明的载体-亲和素类复合体与本发明

的Tim蛋白质-生物素类复合体的接触。

[0171] 作为使含有本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液，只要是使本发明的Tim

蛋白质-生物素类复合体在稳定的状态下溶解的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在

pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如，PBS、TBS、HBS等)。另外，

作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5.0～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当

地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。另

外，在所述溶液中，只要是在使本发明的载体-亲和素类复合体与含有本发明的Tim蛋白质-

生物素类复合体的溶液接触后、不会阻碍本发明的载体-亲和素类复合体与本发明的Tim蛋

白质-生物素类复合体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐

剂、蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，使含有本发明的Tim蛋白

质-生物素类复合体的溶液中的表面活性剂浓度通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～

0.1％。需要说明的是，有时将在所述溶剂中溶解本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体而成

的溶液简记为“含有本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液”。

[0172] -基于所述(a)方法的本发明的Tim载体的具体制备方法-

[0173] 所述(a)方法中的本发明的Tim载体的具体制备方法可以通过例如下述方法进行。

[0174] 首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备本发明的Tim蛋白质。然后，

按照附带于生物素标记试剂盒-巯基(Biotin  Labeling  Kit-SH)((株)同仁科学研究所)、

生物素标记试剂盒-氨基(Biotin  Labeling  Kit-NH2)((株)同仁科学研究所)中的方案、或

者蛋白质的生物素标记的常规方法，使生物素类与本发明的Tim蛋白质结合，从而形成本发

明的Tim蛋白质-生物素类复合体。
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[0175] 然后，当本发明的载体为珠时，使通常为0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优

选为0.5～3.0mg的本发明的载体-亲和素类复合体、与通常为50μL～1500μL、优选为100μL

～1000μL、更优选为200μL～500μL的、含有相对于1mg的本发明的载体-亲和素类复合体通

常为1.0～50μg、优选为1.0～30μg、更优选为1.0～20μg的本发明的Tim蛋白质-生物素类复

合体的溶液(例如，在纯净水、或者在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的

缓冲液等中含有本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液)进行接触，在通常为4.0℃～

37℃、优选为11℃～30℃、更优选为20℃～25℃的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选

为0.5小时～8.0小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发明的载体-亲和素类复合

体中的亲和素类、与本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体中的生物素类结合，从而得到本

发明的Tim载体。

[0176] 当本发明的载体为微孔板时，使每孔中的本发明的载体-亲和素类复合体与通常

为50μL～300μL、优选为50μL～200μL、更优选为100μL～200μL的、含有通常为1.0～10μg、优

选为1.0～5.0μg、更优选为1.0～2.0μg的本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液(例

如，在纯净水、或在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液等中含有本

发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液)进行接触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃

～30℃、更优选为20℃～25℃的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0

小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发明的载体-亲和素类复合体中的亲和素

类、与本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体中的生物素类结合，从而得到本发明的Tim载

体。

[0177] ＜(b)通过亲和标签与对亲和标签具有亲和性的物质的亲和结合来进行结合的方

法＞

[0178] (b)方法中，首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备具有亲和标签的

本发明的Tim蛋白质。另外，使对亲和标签具有亲和性的物质(亲和物质)与本发明的载体结

合，使本发明的载体-亲和物质复合体形成(以下，有时简记为“结合有亲和物质的本发明的

载体”)。使得到的本发明的载体-亲和物质复合体与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质接

触，使本发明的载体-亲和物质复合体中的亲和物质与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质

中的亲和标签结合，使本发明的载体-亲和物质复合体与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白

质结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0179] -本发明的载体-亲和物质复合体-

[0180] 所述(b)方法中，作为本发明的载体-亲和物质复合体，可以使用市售的商品，也可

以适当地调整所需试剂类，按照常规方法进行制备。作为本发明的载体-亲和物质复合体，

可举出例如结合有G蛋白的珠或微孔板、结合有A蛋白的珠或微孔板等，作为市售的商品，可

举出Dynabeads  G蛋白(Dynabeads  Protein  G)(赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャー

サイエンティフィック社)制)、Dynabeads  A蛋白(Dynabeads  Protein  A)(赛默飞世尔科技公

司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)、FG珠G蛋白(FGbeads  Protein  G)(多摩

川精机制)、FG珠A蛋白(FGbeads  Protein  A)(多摩川精机制)等。

[0181] 对于本发明的载体与亲和物质的结合而言，作为与本发明的载体1mg接触的亲和

物质的量，当本发明的载体为珠时，所述的量通常为5.0～50μg，优选为10～50μg，更优选为

20～50μg。当本发明的载体为微孔板时，与1个孔接触的亲和物质的量通常为0.1μg～10μg，
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优选为0.2μg～5μg，更优选为0.5μg～2μg。

[0182] -本发明的载体-亲和物质复合体与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质的结合-

[0183] 所述(b)方法中，为了(通过本发明的载体-亲和物质复合体与具有亲和标签的本

发明的Tim蛋白质的结合)得到本发明的Tim载体，可采用例如以下方法进行。当本发明的载

体为珠时，使通常为0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优选为0.5～3.0mg的本发明的

载体-亲和物质复合体、与相对于1mg的本发明的载体-亲和物质复合体通常为1.0～50μg、

优选为1.0～30μg、更优选为1.0～20μg的具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质进行接触，当

本发明的载体为微孔板时，使每孔中的本发明的载体-亲和物质复合体与通常为1.0～10μ

g、优选为1.0～5.0μg、更优选为1.0～2.0μg的具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质进行接

触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃～30℃、更优选为20℃～25℃的温度，进行通常为

0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发

明的载体-亲和物质复合体与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质结合，从而得到本发明的

Tim载体。

[0184] 需要说明的是，通常，在所述(b)方法中，本发明的载体-亲和物质复合体与具有亲

和标签的本发明的Tim蛋白质的接触是通过使本发明的载体-亲和物质复合体与含有具有

亲和标签的本发明的Tim蛋白质的溶液进行接触来进行的。

[0185] 作为使含有具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使具有亲和标签

的本发明的Tim蛋白质在稳定的状态下溶解的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH7.0

～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如，PBS、TBS、HBS等)。另外，作为

所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5.0～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选

择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。

[0186] 另外，在所述溶液中，只要是在使含有具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质的溶液

与本发明的载体-亲和物质复合体接触后、不会阻碍具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质与

本发明的载体-亲和物质复合体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性

剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，使含有具有亲和

标签的本发明的Tim蛋白质的溶液中的表面活性剂的浓度，通常为0.00001～0.2％，优选为

0.0005～0.1％。需要说明的是，有时将在所述溶液中溶解具有亲和标签的本发明的Tim蛋

白质而成的溶液简记为“含有具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质的溶液”。

[0187] -基于所述(b)方法的本发明的Tim载体的具体制备方法-

[0188] 所述(b)方法中，本发明的Tim载体的具体制备方法可以采用例如以下方法进行。

[0189] 首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备具有亲和标签的本发明的

Tim蛋白质。

[0190] 然后，当本发明的载体为珠时，使通常为0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优

选为0.5～3.0mg的本发明的载体-亲和物质复合体、与通常为50μL～1500μL、优选为100μL

～1000μL、更优选为200μL～500μL的、含有相对于1mg的本发明的载体-亲和物质复合体通

常为1.0～50μg、优选为1.0～30μg、更优选为1.0～20μg的具有亲和标签的本发明的Tim蛋

白质的溶液(例如，在纯净水、pH7.0～8.0的缓冲液等中含有具有亲和标签的本发明的Tim

蛋白质的溶液)进行接触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃～30℃、更优选为20℃～25℃

的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优选为0.5小时～2.0
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小时的反应，使本发明的载体-亲和物质复合体中的亲和物质、与具有亲和标签的本发明的

Tim蛋白质中的亲和标签结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0191] 当本发明的载体为微孔板时，使每孔的本发明的载体-亲和物质复合体与通常为

50μL～300μL、优选为50μL～200μL、更优选为100μL～200μL的、含有1.0～10μg、优选为1.0

～5.0μg、更优选为1.0～2.0μg的本发明的具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质的溶液(例

如，在纯净水、或在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液等中含有本

发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液)进行接触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃

～30℃、更优选为20℃～25℃的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0

小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发明的载体-亲和物质复合体中的亲和物质

与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质中的亲和标签结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0192] ＜(c)通过针对本发明的Tim蛋白质的抗体与本发明的Tim蛋白质的亲和结合进行

结合的方法＞

[0193] 首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备本发明的Tim蛋白质。另一方

面，使针对本发明的Tim蛋白质的抗体(以下，有时简记为“抗Tim抗体”)与本发明的载体结

合，使形成本发明的载体-抗Tim抗体复合体。使得到的本发明的载体-抗Tim抗体复合体与

本发明的Tim蛋白质接触，使本发明的载体-抗Tim抗体复合体中的针对Tim蛋白质的抗体与

本发明的Tim蛋白质结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0194] 需要说明的是，上述中，作为本发明的Tim蛋白质，使用具有亲和标签的Tim蛋白质

(具有Tim蛋白质的氨基酸序列以及亲和标签的氨基酸序列的蛋白质)时，作为抗Tim抗体，

可以使用识别Tim蛋白质的抗体(基于Tim蛋白质的氨基酸序列而识别蛋白质部分的抗体)，

也可以使用识别亲和标签的抗体(基于亲和标签的氨基酸序列而识别蛋白质部分的抗体)。

另外，作为本发明的Tim蛋白质，使用不具有亲和标签的Tim蛋白质(仅由Tim蛋白质的氨基

酸序列构成的蛋白质)时，作为抗Tim抗体，可以使用识别Tim蛋白质的抗体(基于Tim蛋白质

的氨基酸序列而识别蛋白质部分的抗体)。

[0195] -本发明的载体-抗Tim抗体复合体(结合有抗体的本发明的载体)-

[0196] 所述(c)方法中，作为本发明的载体-抗Tim抗体复合体，可以使用市售的商品，也

可以适当地调整所需试剂类，按照常规方法进行制备。作为本发明的载体-抗Tim抗体复合

体，可举出例如结合有抗Fc标签抗体的珠或微孔板、结合有抗FLAG标签抗体的珠或微孔板、

结合有抗His标签抗体的珠或微孔板、结合有抗GST标签的珠或微孔板、结合有抗MBP标签的

珠或微孔板、结合有抗HA标签的珠或微孔板、结合有抗Myc标签的珠或微孔板、结合有抗

Strep(II)标签的珠或微孔板、结合有针对抗Tim蛋白质的抗体的珠或微孔板等，作为市售

的商品，可举出抗DYKDDDDK标签抗体磁珠(和光纯药工业(株)制)等。

[0197] 对所述抗Tim抗体的来源没有特别限定。而且，可以是多克隆抗体，也可以是单克

隆抗体，但优选单克隆抗体。另外，所述抗Tim抗体可以使用市售的抗体，也可以适当地调整

所需试剂类，按照常规方法进行制备。抗Tim抗体的具体示例如上所述。

[0198] 对于本发明的载体与抗Tim抗体的结合而言，在本发明的载体为珠的情况下，作为

针对与本发明的载体1mg接触的本发明的Tim蛋白质的抗体的量，在用于本发明的取得方法

及本发明的除去方法的情况下，所述量通常为5.0～50μg，优选为10～50μg，更优选为20～

50μg。当本发明的载体为微孔板时，每孔通常为0.1μg～10μg，优选为0.2μg～5μg，更优选为
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0.5μg～2μg。

[0199] -本发明的载体-抗Tim抗体复合体与本发明的Tim蛋白质的结合-

[0200] 所述(c)方法中，作为通过本发明的载体-抗Tim抗体复合体与本发明的Tim蛋白质

的结合而得到本发明的Tim载体的方法，可举出例如以下方法。即，本发明的载体为珠时，使

通常为0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优选为0.5～3.0mg的本发明的载体-抗Tim抗

体复合体、与相对于1mg的本发明的载体-抗Tim抗体复合体通常为1.0～50μg、优选为1.0～

30μg、更优选为1.0～20μg的本发明的Tim蛋白质进行接触，本发明的载体为微孔板时，使每

孔的本发明的载体-抗Tim抗体复合体与通常为1.0～10μg、优选为1.0～5.0μg、更优选为

1.0～2.0μg的本发明的Tim蛋白质进行接触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃～30℃、更

优选为20℃～25℃的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优

选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发明的载体-抗Tim抗体复合体中的抗Tim抗体与本发

明的Tim蛋白质结合，从而得到本发明的Tim4载体。

[0201] 需要说明的是，通常，所述(c)的方法中的本发明的载体-抗Tim抗体复合体与本发

明的Tim蛋白质的接触是通过使本发明的载体-抗Tim抗体复合体与含有本发明的Tim蛋白

质的溶液接触而进行的。

[0202] 作为使含有本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有

缓冲作用的缓冲液(例如PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5

～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、

优选从140～160mM的范围中适当地选择。另外，在所述溶液中，只要是在含有了本发明的

Tim蛋白质的溶液与本发明的载体-抗Tim抗体复合体接触后、不会阻碍本发明的Tim蛋白质

与本发明的载体-抗Tim抗体复合体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活

性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该含有了本发

明的Tim蛋白质的溶液中的表面活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～

0.1％。需要说明的是，有时将在所述溶液中溶解本发明的Tim蛋白质而成的溶液简记为“含

有本发明的Tim蛋白质的溶液”。

[0203] -利用所述(c)的方法的本发明的Tim载体的具体的制备方法-

[0204] 所述(c)的方法中的本发明的Tim载体的具体的制备方法，可以采用例如以下的方

法进行。

[0205] 首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备本发明的Tim蛋白质。然后，

当本发明的载体为珠时，使通常为0.1mg～10mg、优选为0.3mg～5.0mg、更优选为0.5～

3.0mg的本发明的载体-抗Tim抗体复合体与通常为100～1000μL、优选为200～500μL的、含

有相对于1mg的本发明的载体-抗Tim抗体复合体通常为1.0～50μg、优选为1.0～30μg、更优

选为1.0～20μg的本发明的Tim蛋白质的溶液(在例如纯净水、例如pH7.0～8.0的缓冲液等

中含有本发明的Tim蛋白质的溶液)进行接触，在通常为4℃～37℃、优选为11℃～30℃、更

优选为20℃～25℃的温度，进行通常为0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优

选为0.5小时～2.0小时的反应，通过使本发明的载体-抗Tim抗体复合体中的针对本发明的

Tim蛋白质的抗体与本发明的Tim蛋白质结合，从而得到本发明的Tim载体。当本发明的载体

为微孔板时，使每孔的本发明的载体-抗Tim抗体复合体与通常为50μL～300μL、优选为50μL
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～200μL、更优选为100μL～200μL的、含有1.0～10μg、优选为1.0～5.0μg、更优选为1.0～

2.0μg的本发明的Tim蛋白质的溶液(在例如纯净水、或者在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条

件下具有缓冲作用的缓冲液等中含有本发明的Tim蛋白质-生物素类复合体的溶液)进行接

触，在通常为4.0℃～37℃、优选为11℃～30℃、更优选为20℃～25℃的温度，进行通常为

0.5小时～24小时、优选为0.5小时～8.0小时、更优选为0.5小时～2.0小时的反应，使本发

明的载体-亲和物质复合体中的亲和物质与具有亲和标签的本发明的Tim蛋白质中的亲和

标签结合，从而得到本发明的Tim载体。

[0206] ＜通过物理吸附进行结合的方法＞

[0207] 作为通过物理吸附而使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体进行结合的方法，可

以根据本身公知的方法，在本发明的Tim蛋白质与本发明的载体结合的条件下，使本发明的

Tim蛋白质与本发明的载体接触。

[0208] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的反应温度，通常为2℃～37℃，优选为4

℃～11℃。

[0209] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的反应时间，通常为4小时～48小时，优

选为12小时～24小时。

[0210] 作为本发明的Tim蛋白质，当本发明的载体为珠时，与本发明的载体1mg接触的本

发明的Tim蛋白质的量通常为5.0～50μg，优选为10～50μg，更优选为20～50μg。当本发明的

载体为微孔板时，与1个孔接触的本发明的Tim蛋白质的量通常为0.1μg～10μg，优选为0.2μ

g～5μg，更优选为0.5μg～2μg。

[0211] 需要说明的是，通常，所述本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的物理吸附是通过

使含有本发明的Tim蛋白质的溶液与本发明的载体接触而进行的。

[0212] 作为使含有本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH6.0～9.5、优选7.0～8.0的条件下具有

缓冲作用的缓冲液(例如，MOPS(3-(N-吗啉代)丙磺酸)等两性离子缓冲液(Good's缓冲液)、

碳酸缓冲液、PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～100mM的

范围、优选从10～50mM的范围中适当地选择，添加NaCl时的浓度通常从100～200mM的范围、

优选从140～160mM的范围中适当地选择。另外，在所述溶液中，只要是在含有本发明的Tim

蛋白质的溶液与本发明的载体接触后、不会阻碍本发明的载体与细胞外膜囊泡或病毒的结

合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。需要说明的是，

有时将在所述溶液中溶解本发明的Tim蛋白质而成的溶液简记为“含有本发明的Tim蛋白质

的溶液”。

[0213] 在本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方法中，作为通过物理吸附进行结

合的方法的具体示例，可举出例如以下方法。

[0214] 首先，按照所述本发明的Tim蛋白质的制备方法，制备本发明的Tim蛋白质。然后，

当本发明的载体为珠时，使通常为50μL～300μL、优选为50μL～200μL、更优选为50μL～100μ

L的、含有通常为5.0～50μg、优选为10～50μg、更优选为20～50μg的Tim蛋白质的溶液(在例

如纯净水、例如pH7.0～8.0的缓冲液等中含有本发明的Tim蛋白质的溶液)接触本发明的载

体1mg，或者，当本发明的载体为微孔板时，使通常为50μL～300μL、优选为50μL～200μL、更

优选为50μL～100μL的、含有通常为0.1μg～10μg、优选为0.2μg～5μg、更优选为0.5μg～2μg
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的Tim蛋白质的溶液(在例如纯净水、例如pH7.0～8.0的缓冲液等中含有本发明的Tim蛋白

质的溶液)与1个孔接触，在通常为2℃～37℃、优选为4℃～11℃的温度，进行通常为4小时

～48小时、优选为12小时～24小时的反应，使本发明的载体与本发明的Tim蛋白质结合，从

而得到本发明的Tim载体。

[0215] ＜本发明的Tim载体的处理＞

[0216] 可以对以所述方式得到的本发明的Tim载体实施通常在该领域中进行的封闭处

理。

[0217] 根据需要，可以对以所述方式得到的本发明的Tim载体实施通常在该领域中进行

的纯化处理。作为纯化处理，只要能够除去附着于载体表面的杂质即可，例如，可举出使用

洗涤溶液对本发明的Tim载体进行洗涤的方法(以下，有时简记为“洗涤操作”)。

[0218] 作为本发明的载体，举出使用磁性粒子的情况为例进行说明。

[0219] 首先，将装有含有以所述方式得到的本发明的Tim载体的溶液的容器设置于磁力

架，使用磁力使本发明的Tim载体集合于管壁，丢弃所述容器内的溶液。然后，在容器内添加

洗涤溶液，进行搅拌。然后，与前述同样地将所述容器设置于磁力架，使用磁力使本发明的

Tim载体集合于管壁，丢弃所述容器内的溶液。根据需要，可以反复进行多次所述洗涤操作。

作为在该洗涤操作中使用的洗涤溶液，只要是不会对本发明的Tim载体中的本发明的Tim蛋

白质与本发明的载体的结合产生影响的溶液即可，例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选

7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中

的缓冲剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通

常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。所述溶液中，只要是不会

阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、

表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。

[0220] 作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该洗涤溶液中的表面活性剂的

浓度通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～0.1％。

[0221] 如果使用本发明的Tim载体，则能够有效地取得细胞外膜囊泡或病毒，能够高纯度

地取得试样中的细胞外膜囊泡或病毒。另外，能够高效地除去试样中的细胞外膜囊泡或病

毒。进而，能够高灵敏度地检测试样中的细胞外膜囊泡或病毒。

[0222] ＜6.试样中的细胞外膜囊泡或病毒的取得方法＞

[0223] 本发明的取得细胞外膜囊泡或病毒的方法(以下，有时简记为“本发明的取得方

法”)的特征是，包括以下工序。

[0224] (1)在钙离子的存在下，使结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病

毒形成复合体的工序(以下，有时简记为“复合体形成工序”)

[0225] (2)将该复合体与试样分离的工序(以下，有时简记为“复合体分离工序”)

[0226] (3)从该复合体中分离细胞外膜囊泡或病毒、从而取得细胞外膜囊泡或病毒的工

序(以下，有时简记为“取得工序”)。

[0227] ＜6-1.关于复合体形成工序＞

[0228] 复合体形成工序是在钙离子的存在下，使Tim蛋白质及载体与试样中的细胞外膜

囊泡或病毒形成复合体的工序。

[0229] ＜本发明的试样＞
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[0230] 本发明的试样可以是液体中含有本发明的细胞外膜囊泡或病毒的试样，或者是有

可能含有本发明的细胞外膜囊泡或病毒的试样中的任意试样。本发明的试样可以是来自于

生物体的试样、使本发明的细胞外膜囊泡或病毒溶解或悬浮于培养基或缓冲液等溶液中而

成的试样中的任意试样。作为本发明的试样，具体地，可举出血液、唾液、尿、乳汁、羊水、腹

水等体液；细胞培养上清等。

[0231] 作为该使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡或病毒的溶液，只要是使本发

明的细胞外膜囊泡或病毒在稳定的状态下溶解或悬浮、且不会阻碍结合于载体的Tim蛋白

质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的结合的溶液即可，可举出例如水、在pH7.0～

8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如TBS、HBS等)等。需要说明的是，由

于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优选。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，

通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM

的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。

[0232] 在所述溶液中，只要是不会阻碍结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊

泡或病毒的复合体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋

白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该使含有本发明的细胞外膜囊

泡或病毒的溶液中的表面活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～0.1％。

[0233] ＜钙离子浓度/钙离子的来源＞

[0234] 本发明中，使钙离子在使本发明的Tim蛋白质与载体及试样中的细胞外膜囊泡或

病毒形成复合体时存在。更具体地，在使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡接触

时，使钙离子存在。

[0235] 使本发明的Tim蛋白质与本发明的试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时的钙离子

浓度通常为0.5～100mM，优选为1.0～10mM，更优选为2.0～5.0mM。需要说明的是，应当注

意，在本发明的Tim蛋白质与本发明的试样中的细胞外膜囊泡或病毒形成复合体、并截止至

实施取得工序为止，也即在截止至实施分离该复合体的工序为止的含有该复合体的溶液

中，需要如上所述的浓度的钙离子。

[0236] 另外，对钙离子的来源没有特别限定，可举出例如氯化钙、氢氧化钙、碳酸氢钙、碘

化钙、溴化钙、乙酸钙等，优选氯化钙、碳酸氢钙、碘化钙，更优选氯化钙、碳酸氢钙。

[0237] 需要说明的是，作为在使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接

触时使钙离子存在的方法，通常，可以使含有本发明的Tim载体的溶液、试样、含有本发明的

Tim蛋白质的溶液或/和含有本发明的载体的溶液中含有如上述的钙离子，以使在使本发明

的Tim蛋白质及本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时的钙离子浓度成为上

述范围。另外，可以使用含有了钙离子的溶液，并使该溶液与含有本发明的Tim载体的溶液、

试样、含有本发明的Tim蛋白质的溶液或/和本发明的载体混合，以使在使本发明的Tim蛋白

质及本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时的钙离子浓度成为上述范围。

[0238] 作为使含有钙离子的溶液，与所述使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡或

病毒的溶液相同，具体示例等也相同。

[0239] ＜试样的量＞

[0240] 在复合体形成工序中，作为与本发明的Tim蛋白质1μg接触的试样的量，通常为0.1

～100ml，优选为0.1～10ml，更优选为0.1～1.0ml。
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[0241] ＜温度＞

[0242] 在复合体形成工序中，作为使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病

毒接触时的温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更优选为4～11℃。

[0243] ＜时间＞

[0244] 在复合体形成工序中，作为本发明的Tim蛋白质与试样的接触时间，通常为0.5～

24小时，优选为0.5～8小时，更优选为0.5～4小时。

[0245] 复合体形成工序分为以下两个情况：(1-A)使用预先制备的本发明的Tim载体的情

况(即，使用结合有本发明的Tim蛋白质的载体的情况)、以及(1-B)分别使用本发明的Tim蛋

白质与本发明的载体的情况。

[0246] ＜关于(1-A)＞

[0247] (1-A)是在钙离子的存在下，使本发明的Tim载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒

接触、从而使结合于本发明的载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体

(以下，有时简记为“本发明的复合体”)形成的方法。(1-A)中，可以在使本发明的Tim载体与

试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时使钙离子存在。具体地，可以使用使钙离子包含于含

有结合有本发明的Tim蛋白质的载体的溶液或/和试样中而成的溶液或/和试样，也可以使

用含有结合有本发明的Tim蛋白质的载体的溶液、试样以及含有钙离子的溶液。

[0248] -本发明的试样的量-

[0249] (1-A)中，作为与本发明的Tim载体1mg接触的试样的量，通常为0.1～100ml，优选

为0.1～10ml，更优选为0.1～1.0ml。

[0250] -接触温度-

[0251] (1-A)中，作为使本发明的Tim载体与试样接触时的温度，通常为4.0～37℃，优选

为4.0～25℃，更优选为4.0～11℃。

[0252] -接触时间-

[0253] (1-A)中，作为本发明的Tim载体与试样(细胞外膜囊泡或病毒)的接触时间，通常

为0.5～24小时，优选为0.5～8.0小时，更优选为0.5～4.0小时。

[0254] -本发明的Tim载体的量-

[0255] (1-A)中，作为本发明的Tim载体的量，相对于使本发明的复合体形成时的溶液

1mL，通常为0.1～20mg，优选为0.3～10mg，更优选为0.5～6.0mg。

[0256] -1-A的具体例-

[0257] (1-A)可以通过例如以下方法进行。即，使相对于1mL的混合了本发明的Tim载体、

试样及含有钙离子的溶液后的溶液(使本发明的复合体形成时的溶液)通常为0.1～20mg、

优选为0.3～10mg、更优选为0.5～6.0mg的本发明的Tim载体、含有使本发明的复合体形成

时的溶液中的钙离子浓度成为通常0.5～100mM、优选1.0～10mM、更优选2.0～5.0mM的量的

钙离子的溶液、以及相对于1mg的本发明的Tim载体通常为0.1～100ml、优选为0.1～10ml、

更优选为0.1～1.0ml的试样，在通常为4.0～37℃、优选为4.0～25℃、更优选为4.0℃～11

℃的温度，接触通常0.5～24小时、优选0.5～8.0小时、更优选0.5～4.0小时，使结合于本发

明的载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成。

[0258] ＜关于(1-B)＞

[0259] (1-B)是分别地使用本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的方法。例如，利用亲和
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结合使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体结合时，可以如以下(1-B-i)、(1-B-ii)、或(1-

B-iii)所示地进行。

[0260] (1-B-i)在钙离子的存在下，使本发明的Tim蛋白质、本发明的载体以及试样中的

细胞外膜囊泡或病毒同时接触，使本发明的复合体形成。

[0261] (1-B-ii)在钙离子的存在下，使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或

病毒接触，在使本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成后，进而使该复合

体与本发明的载体接触，使本发明的复合体形成。

[0262] (1-B-iii)在使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触后，进一步地，

使其在钙离子的存在下与本发明的Tim蛋白质接触，从而使本发明的复合体形成。

[0263] -关于(1-B-i)-

[0264] (1-B-i)是在钙离子的存在下使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及试样中

的细胞外膜囊泡或病毒同时接触、使由[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质)-亲和

物质-(本发明的载体)]构成的本发明的复合体形成的方法。

[0265] 具体地，例如，将相互具有亲和性的两种以上的物质用作亲和物质时，在钙离子的

存在下，使结合有其中一种亲和物质的本发明的Tim蛋白质(亲和物质结合Tim蛋白质)与结

合有剩余亲和物质的载体(亲和物质结合载体)以及试样中的细胞外膜囊泡或病毒同时接

触，使亲和物质结合Tim蛋白质中的本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒结合，并且

使亲和物质结合Tim蛋白质中的亲和物质与亲和物质结合载体中的亲和物质结合，从而使

由[试样中的细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质)-亲和物质-(本发明的载体)]构

成的本发明的复合体形成。

[0266] (1-B-i)中，可以在使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及试样中的细胞外膜

囊泡或病毒同时接触时使钙离子存在。具体地，可以使用使钙离子包含于含有本发明的Tim

蛋白质的溶液、含有本发明的载体的溶液、以及试样中的至少一种以上中而成的溶液或试

样，也可以通过将含有本发明的Tim蛋白质的溶液、含有本发明的载体的溶液、试样以及含

有钙离子的溶液接触来进行。

[0267] -本发明的试样的量-

[0268] (1-B-i)中，作为与本发明的Tim蛋白质1μg接触的试样的量，通常为0.1～100ml，

优选为0.1～10ml，更优选为0.1～1.0ml。

[0269] -本发明的Tim蛋白质的量-

[0270] (1-B-i)中，作为本发明的Tim蛋白质的量，相对于使本发明的复合体形成时的溶

液1mL，通常为0.01～200μg，优选为0.15～50μg，更优选为0.5～24μg。

[0271] -本发明的载体的量-

[0272] 在(1-B-i)中，作为本发明的载体的量，相对于使本发明的复合体形成时的溶液

1mL，通常为0.1～20mg，优选为0.3～10mg，更优选为0.5～6.0mg。

[0273] -接触温度-

[0274] 在(1-B-i)中，作为使本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及试样中的细胞外膜

囊泡或病毒接触时的温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更优选为4～11℃。

[0275] -接触时间-

[0276] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及试样中的细胞外膜囊泡或病毒的接
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触时间，通常为0.5～24小时，优选为0.5～8小时，更优选为0.5～4小时。

[0277] 需要说明的是，本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及试样中的细胞外膜囊泡

或病毒的接触，通常是通过将含有本发明的Tim蛋白质的溶液、本发明的载体、试样中的细

胞外膜囊泡或病毒、以及含有钙离子的溶液接触而进行的。

[0278] 作为使含有本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及细胞外膜囊泡或病毒的结

合的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作

用的缓冲液(例如PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～50mM

的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从

140～160mM的范围中适当地选择。在所述溶液中，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及细胞外膜囊泡或病毒的结

合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活性

剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该使含有本发明的Tim蛋白质的溶液中的表面活性剂

的浓度通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～0.1％。

[0279] 作为使含有钙离子的溶液，与所述使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡或

病毒的溶液相同，具体示例等也相同。

[0280] 作为含有了钙离子的溶液，是在使含有钙离子的溶液中，含有使本发明的复合体

形成时的溶液中的钙离子浓度成为通常0.5～100mM、优选1～10mM、更优选2～5mM的量的钙

离子的溶液。

[0281] -(1-B-i)的具体示例-

[0282] (1-B-i)可通过例如以下方法进行。即，使通常为0.5μL～1ml、优选为0.5μL～100μ

L、更优选为0.5μL～10μL的、含有相对于使本发明的复合体形成时的溶液1mL通常为0.01～

200μg、优选为0.15～50μg、更优选为0.5～24μg的本发明的Tim蛋白质的溶液(使本发明的

Tim蛋白质包含于例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的

缓冲液中而成的溶液)；相对于1μg的本发明的Tim蛋白质通常为0.1～100ml、优选为0.1～

10ml、更优选为0.1～1ml的试样；含有使本发明的复合体形成时的溶液中的钙离子浓度成

为通常0.5～100mM、优选1～10mM、更优选2～5mM的量的钙离子的溶液；以及相对于混合了

含有本发明的Tim蛋白质的溶液、试样、含有钙离子的溶液以及本发明的载体后的溶液(使

本发明的复合体形成时的溶液)1mL通常为0.1～20mg、优选为0.3～10mg、更优选为0.5～

6mg的本发明的载体接触通常0.5～24小时、优选0.5～8小时、更优选0.5～4小时，使本发明

的复合体形成。

[0283] -关于(1-B-ii)-

[0284] (1-B-ii)是在钙离子的存在下使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或

病毒接触、在使本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成后、进而使该复合

体与本发明的载体接触、从而使由[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质)-亲和物

质-(本发明的载体)]构成的复合体形成的方法。

[0285] 具体地，例如，将相互具有亲和性的两种以上的物质用作亲和物质时，在钙离子的

存在下，使结合有其中一种亲和物质的Tim蛋白质(亲和物质结合Tim蛋白质)与试样中的细

胞外膜囊泡或病毒接触，使亲和物质结合Tim蛋白质中的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡结合，
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从而使[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质-亲和物质)]复合体形成。然后，使[细

胞外膜囊泡-(本发明的Tim蛋白质-亲和物质)]复合体与结合有另外的亲和物质的载体(亲

和物质结合载体)接触，使[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质-亲和物质)]复合体

中的亲和物质与亲和物质结合载体中的亲和物质结合，由此，使[细胞外膜囊泡或病毒-(本

发明的Tim蛋白质-亲和物质)-(亲和物质-本发明的载体)]复合体形成。

[0286] 另外，例如，将对亲和标签具有亲和性的物质、抗Tim抗体用作亲和物质时，在钙离

子的存在下，使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，使本发明的Tim

蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒结合，从而使[细胞外膜囊泡或病毒-本发明的Tim蛋白质]复

合体形成。然后，使[细胞外膜囊泡或病毒-本发明的Tim蛋白质]复合体与结合有亲和物质

的载体(亲和物质结合载体)接触，使[细胞外膜囊泡或病毒-本发明的Tim蛋白质]复合体中

的本发明的Tim蛋白质与亲和物质结合载体中的亲和物质结合，从而使[细胞外膜囊泡或病

毒-本发明的Tim蛋白质-(亲和物质-本发明的载体)]复合体形成。

[0287] 在(1-B-ii)中，可以在使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接

触时使钙离子存在。具体地，可以使用使钙离子包含于含有本发明的Tim蛋白质的溶液或/

和试样中而成的溶液或/和试样，也可以使用含有本发明的Tim蛋白质的溶液、试样以及含

有钙离子的溶液。

[0288] -本发明的试样的量-

[0289] 在(1-B-ii)中，作为与本发明的Tim蛋白质1μg接触的试样的量，通常为0.1～

100ml，优选为0.1～10ml，更优选0.1～1.0ml。

[0290] -本发明的Tim蛋白质的量-

[0291] 在(1-B-ii)中，作为本发明的Tim蛋白质的量，相对于使本发明的复合体形成时的

溶液1mL，通常为0.01～200μg，优选为0.15～50μg，更优选为0.5～24μg。

[0292] -本发明的载体的量-

[0293] 在(1-B-ii)中，作为本发明的载体的量，相对于使本发明的复合体形成时的溶液

1mL，通常为0.1～20mg，优选为0.3～10mg、更优选为0.5～6mg。

[0294] -接触温度-

[0295] 在(1-B-ii)中，作为使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触

时的温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更优选为4～11℃。

[0296] 在(1-B-ii)中，作为在使本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体形

成后、进而使该复合体与本发明的载体接触时的温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更

优选为4～11℃。

[0297] -接触时间-

[0298] (1-B-ii)中，作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及本发明的试样中的细

胞外膜囊泡或病毒的接触时间，通常为0.5～24小时，优选为0.5～8小时，更优选为0.5～4

小时。

[0299] (1-B-ii)中，作为在使本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成

后、进一步使该复合体与本发明的载体接触的时间，通常为0.5～24小时，优选为0.5～8小

时，更优选为0.5～4小时。

[0300] 需要说明的是，通常，本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的接
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触，是通过将含有本发明的Tim蛋白质的溶液与试样以及含有钙离子的溶液接触而进行的。

[0301] 作为使含有本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及本发明的细胞外膜囊泡或

病毒的结合的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具

有缓冲作用的缓冲液(例如，TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5

～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、

优选从140～160mM的范围中适当地选择。在所述溶液中，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳

定的状态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及细胞外膜囊泡或病

毒的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表

面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该使含有本发明的Tim蛋白质的溶液中的表面

活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％，通常优选为0.0005～0.1％。

[0302] 作为使含有钙离子的溶液，与所述的使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡

或病毒的溶液相同，具体示例等也相同。

[0303] 作为含有钙离子的溶液，是在使含有钙离子的溶液中，含有使本发明的复合体形

成时的溶液中的钙离子的浓度成为通常0.5～100mM、优选1～10mM、更优选2～5mM的量的钙

离子的溶液。

[0304] -(1-B-ii)的具体示例-

[0305] 对(1-B-ii)而言，例如，其可采用以下方法进行。即，使通常为0.5μL～1ml、优选为

0.5μL～100μL、更优选为0.5μL～10μL的、含有相对于使本发明的复合体形成时的溶液1mL

通常为0.01～200μg、优选为0.15～50μg、更优选为0.5～24μg的本发明的Tim蛋白质的溶液

(在例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液中含有

本发明的Tim蛋白质的溶液)；相对于1μg的本发明的Tim蛋白质通常为0.1～100ml、优选为

0.1～10ml、更优选为0.1～1ml的试样；以及含有钙离子的溶液，在通常为4～37℃、优选为4

～25℃、更优选为4～11℃的温度，接触通常0.5～24小时、优选0.5～8小时、更优选0.5～4

小时，所述含有钙离子的溶液中的钙离子的量是使在混合了含有试样与钙离子的溶液和含

有本发明的Tim蛋白质的溶液而成的溶液中、以及进一步使该溶液与本发明的载体接触后

的溶液中的钙离子的浓度成为通常0.5～100mM、优选1～10mM、更优选2～5mM的量，在使本

发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成后，进而加入相对于使本发明的复

合体形成时的溶液1mL通常为0.1～20mg、优选为0.3～10mg、更优选为0.5～6mg的本发明的

载体，在通常为4～37℃、优选为4～25℃、更优选为4～11℃的温度，使得到的本发明的Tim

蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的复合体、与本发明的载体接触通常0.5～24小时、优选0.5

～8小时、更优选0.5～4小时，使本发明的复合体形成。

[0306] -关于(1-B-iii)-

[0307] (1-B-iii)是使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触后、进而在钙

离子的存在下使本发明的Tim蛋白质与其接触、从而使由[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的

Tim蛋白质)-亲和物质-(本发明的载体)]构成的本发明的复合体形成的方法。

[0308] 具体而言，例如，将相互具有亲和性的两种以上的物质用作亲和物质时，使结合有

其中一种亲和物质的载体(亲和物质结合载体)与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，接

着，在钙离子的存在下，使其与结合有另外的亲和物质的Tim蛋白质(亲和物质结合Tim蛋白
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质)同时接触，使亲和物质结合Tim蛋白质中的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒结合，并且

使亲和物质结合Tim蛋白质中的亲和物质与亲和物质结合载体中的亲和物质结合，从而使

[细胞外膜囊泡或病毒-(本发明的Tim蛋白质-亲和物质)-(亲和物质-本发明的载体)]复合

体形成。

[0309] 另外，例如，将对亲和标签具有亲和性的物质、抗Tim抗体作为亲和物质时，使结合

有亲和物质的载体(亲和物质结合载体)与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触，然后，在钙

离子的存在下，使其与本发明的Tim蛋白质同时接触，使本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊

泡或病毒结合，并且使本发明的Tim蛋白质与亲和物质结合载体中的亲和物质结合，从而使

[细胞外膜囊泡或病毒-本发明的Tim蛋白质-(亲和物质-本发明的载体)]复合体形成。

[0310] (1-B-iii)中，可以在使本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触

时使钙离子存在。具体地，可以使用使钙离子包含于含有本发明的Tim蛋白质的溶液、或/和

试样中的细胞外膜囊泡或病毒中而成的溶液或/和试样，也可以使用含有本发明的Tim4蛋

白质的溶液、试样中的细胞外膜囊泡或病毒、以及含有钙离子的溶液。

[0311] -本发明的试样的量-

[0312] 在(1-B-iii)中，对于与本发明的Tim蛋白质1μg接触的试样的量而言，通常为0.1

～100ml，优选为0.1～10ml，更优选为0.1～1ml。

[0313] -本发明的Tim蛋白质的量-

[0314] 在(1-B-iii)中，作为本发明的Tim蛋白质的量，相对于使本发明的复合体形成时

的溶液1mL，通常为0.01～200μg，优选为0.15～50μg，更优选为0.5～24μg。

[0315] -本发明的载体的量-

[0316] 在(1-B-iii)中，作为本发明的载体的量，相对于使本发明的复合体形成时的溶液

1mL，通常为0.1～20mg，优选为0.3～10mg，更优选为0.5～6mg。

[0317] -接触温度-

[0318] 在(1-B-iii)中，作为使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时的

温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更优选为4～11℃。

[0319] 在(1-B-iii)中，作为在使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触后、

进而使本发明的Tim蛋白质与其接触时的温度，通常为4～37℃，优选为4～25℃，更优选为4

～11℃。

[0320] -接触时间-

[0321] 在(1-B-iii)中，作为使本发明的载体与试样接触时的接触时间，通常为0.5～24

小时，优选为0.5～8小时，更优选为0.5～4小时。

[0322] 在(1-B-iii)中，作为在使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触后、

进而使本发明的Tim蛋白质与其接触时的接触时间，通常为0.5～24小时，优选为0.5～8小

时，更优选为0.5～4小时。

[0323] 需要说明的是，通常，在使本发明的载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触后、

进而与本发明的Tim蛋白质的接触，是使用含有本发明的Tim蛋白质的溶液以及含有钙离子

的溶液来进行的。

[0324] 作为使含有本发明的Tim蛋白质的溶液，只要是使本发明的Tim蛋白质在稳定的状

态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及细胞外膜囊泡或病毒的结

说　明　书 27/105 页

30

CN 107002072 A

30



合的溶液即可，可举出例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作

用的缓冲液(例如PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～50mM

的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从

140～160mM的范围中适当地选择。在所述溶液中，只要是使本发明的Tim4蛋白质在稳定的

状态下溶解、且不会阻碍本发明的Tim蛋白质与本发明的载体以及细胞外膜囊泡或病毒的

结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活

性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，作为该使含有本发明的Tim蛋白质的溶液中的表面

活性剂的浓度，通常为0.00001～0.2％，优选为0.0005～0.1％。

[0325] 作为使含有钙离子的溶液，与所述的使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡

或病毒的溶液相同，具体示例等也相同。

[0326] 作为含有钙离子的溶液，是在使含有钙离子的溶液中，含有使本发明的复合体形

成时的溶液中的钙离子浓度成为通常0.5～100mM、优选1～10mM、更优选2～5mM的量的钙离

子的溶液。

[0327] -(1-B-iii)的具体例-

[0328] (1-B-iii)可以通过例如以下方法进行。即，使相对于1μg的本发明的Tim蛋白质通

常为0.1～100ml、优选0.1～10mL、更优选0.1～1mL的本发明的试样、与相对于使本发明的

复合体形成时溶液1mL通常为0.1～20mg、优选为0.3～10mg、更优选为0.5～6mg的本发明的

载体在通常4～37℃、优选4～25℃、更优选4～11℃的温度接触通常0.5～24小时、优选0.5

～8小时、更优选0.5～4小时，然后，加入含有钙离子的溶液、以及相对于使本发明的复合体

形成时溶液1mL通常为0.5μL～1mL、优选为0.5μL～100μL、更优选为0.5μL～10μL的、含有通

常为0.01～200μg、优选为0.15～50μg、更优选为0.5～24μg的本发明的Tim蛋白质的溶液

(在例如纯净水、例如在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液中含有

本发明的Tim蛋白质的溶液)，在通常为4～37℃、优选为4～25℃、更优选为4～11℃的温度

接触通常0.5～24小时、优选0.5～8小时、更优选0.5～4小时，使本发明的复合体形成，所述

含有钙离子的溶液中的钙离子的量是，使含有本发明的试样和钙离子的溶液与本发明的载

体接触、进而使其与含有本发明的Tim蛋白质的溶液接触而成的溶液中的钙离子的浓度成

为通常0.5～100mM、优选1.0～10mM、更优选2～5mM的量。

[0329] ＜6-2.复合体分离工序＞

[0330] 本发明的取得方法中的复合体分离工序是，在复合体形成工序后，将得到的结合

于本发明的载体的Tim蛋白质(本发明的Tim载体)与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合

体(本发明的复合体)、与试样进行分离，取得分离的本发明的复合体的工序。

[0331] 对于本发明的取得方法中的复合体分离工序而言，只要能够将本发明的复合体与

试样分离并取得本发明的复合体，就可以使用任意方法，例如，可举出如下方法。

[0332] (1)将磁性载体用作本发明的载体时，根据需要将进行了复合体形成工序的容器

设置于磁力架，通过用磁力使本发明的复合体集合于管壁、除去上清的试样、从而将它们分

离的方法。

[0333] (2)当本发明的载体为珠状时，通过对进行了复合体形成工序的容器进行离心分

离处理，使本发明的复合体作为沉淀集合后，除去上清的试样，从而将它们分离的方法。

[0334] (3)当本发明的载体使用非珠状的板等时，通过仅除去试样而将它们分离的方法。
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[0335] (4)通过过滤而将本发明的复合体与试样分离的方法。

[0336] 在以此方式将本发明的复合体与试样分离后，可以通过本身公知的方法取得(回

收)分离的本发明的复合体。

[0337] -复合体分离工序的具体示例-

[0338] 将磁性载体用作本发明的载体时，根据需要将进行了复合体形成工序的容器设置

于磁力架，用磁力使本发明的复合体集合于管壁，除去上清的试样。

[0339] ＜6-3.洗涤操作＞

[0340] 在复合体形成工序、复合体分离工序后，根据需要，可以使用含有钙离子的洗涤溶

液对得到的本发明的复合体进行洗涤(以下，有时简记为“洗涤操作”)。通过洗涤操作，能够

除去附着于本发明的载体表面的来自于细胞的成分等的本发明的试样中的夹杂物。作为洗

涤方法，除了使用如上述的含钙离子的洗涤液以外，还能够使用通常在该领域中进行的洗

涤方法。作为在该洗涤操作中使用的含有钙离子的洗涤溶液，只要是含有通常为0.5～

100mM、优选为1～10mM、更优选为2～5mM的钙离子、且不会对该复合体中的本发明的细胞外

膜囊泡或病毒与本发明的Tim4蛋白质及本发明的载体的结合产生影响的溶液即可，例如，

可举出含有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为2～5mM的钙离子、在pH7.0～8.0、

优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀的缓冲液(例如TBS、HBS)。需要说明

的是，由于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优选。另外，作为所述缓冲液中的缓冲

剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100

～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。在所述溶液中，只要是不会阻碍

该复合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载体的结合

的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活性剂，

可举出例如吐温20(tween  20)(和光纯药工业(株)制)等，该洗涤溶液中的表面活性剂的浓

度通常为0.00001～0.2％、优选为0.0005～0.1％。

[0341] 例如，举出使用磁性粒子作为本发明的载体的情况为例进行说明。首先，在含有通

过复合体分离工序而得到的本发明的复合体的容器内加入含有钙离子的洗涤溶液，进行搅

拌。然后，将所述容器设置于磁力架，使用磁力使该复合体集合于管壁，丢弃所述容器内的

溶液。所述洗涤操作可以根据需要反复进行多次。

[0342] -洗涤操作的具体示例-

[0343] 首先，在含有通过复合体分离工序而得到的本发明的复合体的容器内加入含有钙

离子的洗涤溶液(例如，含有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为2～5mM的钙离

子、在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀的缓冲液。但是，

由于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此，不优选。)，进行搅拌。然后，将所述容器设置于

磁力架，使用磁力使该复合体集合于管壁，丢弃所述容器内的溶液。所述洗涤操作可以根据

需要而反复进行多次。

[0344] ＜6-4.关于取得工序＞

[0345] 取得工序是在进行了复合体形成工序、复合体分离工序、根据需要的洗涤工序(洗

涤操作)之后、从得到的结合于本发明的载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒

的复合体分离细胞外膜囊泡或病毒、从而取得本发明的细胞外膜囊泡或病毒的工序。

[0346] 由此，能够高纯度地取得本发明的细胞外膜囊泡或病毒。

说　明　书 29/105 页

32

CN 107002072 A

32



[0347] 作为取得工序的具体示例，可举出例如以下(2-A)及(2-B)。

[0348] (2-A)使用蛋白质改性剂的方法

[0349] (2-B)使钙离子浓度降低的方法

[0350] ＜(2-A)：使用蛋白质改性剂的方法＞

[0351] (2-A)是在进行了复合体形成工序、复合体分离工序后以及根据需要的洗涤操作

之后，使蛋白质改性剂作用于得到的本发明的复合体从而使本发明的复合体中的本发明的

Tim蛋白质改性、从而从本发明的复合体分离细胞外膜囊泡或病毒的方法。由此，能够高纯

度地取得本发明的细胞外膜囊泡或病毒。

[0352] -蛋白质改性剂-

[0353] 作为(2-A)中使用的蛋白质改性剂，只要是在该领域中通常用作使蛋白质改性的

化合物，就可以使用任意物质，例如，可举出SDS(十二烷基硫酸钠)、N-月桂酰肌氨酸等阴离

子型表面活性剂；CHAPS(3-(3-胆酰胺丙基)二甲氨基-1-丙磺酸盐)、Zwittergent  3-12(N-

十二烷基-N，N-二甲基-3-铵基-1-丙磺酸盐)等两性离子型表面活性剂；Brij  35(宝生物工

程有限公司(タカラバイオ (株))制)、n-十二烷基-β-D-麦芽糖苷(Dodecyl-β-D-

maltoside)、乙基苯基聚乙二醇(Nonidet  P-40)、辛基-β-D-葡萄糖苷(Octyl-β-D-

glucoside)、Triton  X-100(聚氧乙烯(10)辛基苯基醚)、吐温20(tween  20)(聚氧乙烯(20)

脱水山梨糖醇单月桂酸酯)等非离子型表面活性剂；尿素、甲酰胺、胍等离液剂等，优选阴离

子型表面活性剂，特别优选SDS。

[0354] 在(2-A)中，为了使所述蛋白质改性剂作用于本发明的复合体，通常，通过使含有

蛋白质改性剂的溶液(以下，有时也简记为“含蛋白质改性剂的溶液”)、和结合于本发明的

载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体接触，使含蛋白质改性剂的溶

液作用于本发明的复合体来进行。

[0355] 需要说明的是，含蛋白质改性剂的溶液与本发明的复合体的接触能够通过例如使

该复合体悬浮于溶液中的方法(载体为珠的情况等)、使该复合体浸渍于该溶液中的方法

(载体为盘状片、管的情况等)、在该溶液中添加该复合体(载体)的方法(载体为微孔板、管

的情况等)等来进行。

[0356] -使含有蛋白质改性剂的溶液-

[0357] 在(2-A)中，作为使含有蛋白质改性剂的溶液，可举出纯净水、能够使蛋白质改性

剂溶解的缓冲液等。作为该缓冲液，可举出在通常pH6～9、优选7～8的条件下具有缓冲作用

的缓冲液(例如Tris(三羟甲基氨基甲烷)、HEPES等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓

度，通常从5～100mM的范围、优选从10～50mM的范围中适当地选择。

[0358] -含有蛋白质改性剂的溶液-

[0359] 在(2-A)中，含有蛋白质改性剂的溶液的pH通常为6.0～9.0、优选为7.0～8.0。作

为含有蛋白质改性剂的溶液中的蛋白质改性剂的浓度，根据蛋白质改性剂的种类而不同，

但是，只要是通常在该领域中使用的浓度范围即可，例如，在SDS的情况下，通常为0.1～

10％，优选为0.3～4％，更优选为0.5～2％。另外，含有蛋白质改性剂的溶液可以含有例如

糖类、NaCl等盐类、防腐剂、蛋白质等。在(2-A)中，对于含有蛋白质改性剂的溶液而言，相对

于本发明的Tim载体1mg，通常使用10μL～500μL，优选使用20μL～200μL，更优选使用50μL～

100μL。
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[0360] -作用(接触)条件-

[0361] 在(2-A)中，作为使蛋白质改性剂作用(接触)于复合体的温度、时间，温度通常为

4.0～37℃，优选为10～30℃，更优选为20～30℃，时间通常为5.0～60秒，优选为10～30秒，

更优选为10～20秒。

[0362] -Tim蛋白质-

[0363] 在使蛋白质改性剂作用(接触)于复合体(即(2-A))的情况下，作为取得细胞外膜

囊泡时的本发明的Tim蛋白质，只要是所述本发明的Tim蛋白质，就能够使用任意蛋白质，但

是，优选本发明的Tim4蛋白质及本发明的Tim1蛋白质，特别优选本发明的Tim4蛋白质，另

外，在取得病毒的情况下，特别优选本发明的Tim4蛋白质及本发明的Tim3蛋白质。

[0364] -(2-A)的具体示例-

[0365] (2-A)可以通过例如以下方法进行。即，在进行了复合体形成工序、复合体分离工

序、根据需要的洗涤操作之后，在得到的本发明的复合体中，添加相对于本发明的Tim载体

1mg通常为10μL～500μL、优选为20μL～200μL、更优选为50μL～100μL的、含有通常为0.1～

10％、优选为0.3～4.0％、更优选为0.5～2.0％的蛋白质改性剂的溶液(在纯净水、或在通

常pH6～9、优选7～8的条件下具有缓冲作用的缓冲液中含有蛋白质改性剂的溶液)，一边使

用漩涡混合器等进行搅拌，一边在通常为4～37℃、优选为10～30℃、更优选为20～30℃的

温度进行通常为5～60秒、优选为10～30秒、更优选为10～20秒的反应，使本发明的复合体

中的本发明的Tim蛋白质与蛋白质改性剂接触从而使蛋白质改性剂发挥作用，使细胞外膜

囊泡或病毒从本发明的复合体分离。

[0366] ＜(2-B)：使钙离子浓度降低的方法＞

[0367] (2-B)是在进行了复合体形成工序、复合体分离工序、根据需要的洗涤操作之后，

使与得到的本发明的复合体结合的钙离子以及含有复合体的溶液中的钙离子的浓度降低，

从而使本发明的细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合体分离的方法。

[0368] 由此，能够高纯度地且在完整的状态下取得本发明的细胞外膜囊泡或病毒。

[0369] 另 外 ，已 知 钙 离 子 介 于 T i m 蛋 白 质 与 磷 脂 酰 丝 氨 酸 的 结 合 中

(Immunity2007December；27(6)：941-951)。在进行了复合体形成工序、复合体分离工序、根

据需要的洗涤操作后，对于得到的本发明的复合体而言，为了保持本发明的复合体中的本

发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的结合，必须预先使钙离子共存。例如，

在使本发明的复合体在溶液中共存的情况下，需要本发明的复合体的溶液中具有0.5mM以

上的钙离子。其中，使本发明的复合体在溶液中共存时，也包括进行了复合体形成工序、复

合体分离工序、根据需要的洗涤操作后的颗粒状态的载体。

[0370] 需要说明的是，即使进行复合体形成工序、复合体分离工序、根据需要的洗涤操作

后的本发明的复合体发生干燥，只要不进行取得工序，钙离子就不会从该复合体中溶出，从

而本发明的载体与细胞外膜囊泡或病毒的结合得以保持。

[0371] (2-B)通过使由结合于本发明的复合体的钙离子带来的钙离子的浓度低于如上所

述的为了保持本发明的Tim蛋白质与细胞外膜囊泡或病毒的结合所需的浓度(有效浓度)，

从而能使本发明的细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合体分离。

[0372] 具体而言，可以将含有本发明的复合体的溶液中的钙离子浓度设为通常小于

0.5mM、优选小于0.4mM、更优选小于0.2mM。
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[0373] 作为降低钙离子的(有效)浓度的方法，例如，可举出下述(2-B-i)、(2-B-ii)等。

[0374] (2-B-i)使用钙离子螯合剂的方法

[0375] (2-B-ii)使用不含有钙离子的溶液的方法

[0376] -(2-B-i)：使用钙离子螯合剂的方法-

[0377] (2-B-i)是在进行了复合体形成工序、复合体分离工序、根据需要的洗涤操作之

后，使钙离子螯合剂作用于由含有与得到的本发明的复合体结合的钙离子以及复合体的溶

液带入的钙离子，然后，使由含有与本发明的复合体结合的钙离子以及复合体的溶液带入

的钙离子的(有效)浓度降低(使钙离子螯合)，从而使细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合

体分离的方法。

[0378] 由此，能够高纯度地且在完整的状态取得本发明的细胞外膜囊泡或病毒。

[0379] -钙离子螯合剂-

[0380] 作为钙离子螯合剂，只要是能螯合钙离子的化合物，就可以使用任意化合物，例

如，可举出EDTA(乙二胺四乙酸)、NTA(次氮基三乙酸)、DTPA(二乙烯三胺五乙酸)、GLDA(L-

谷氨酸二乙酸)、HEDTA(羟乙基乙二胺三乙酸)、GEDTA(乙二醇双(β-氨基乙基醚)-N，N，N，N-

四乙酸)、TTHA(三亚乙基四胺-N，N，N’，N”，N”’，N”’-六乙酸)、HIDA(2-羟乙基亚氨基二(乙

酸))、DHEG(N，N-双(2-羟乙基)甘氨酸)、CyDTA(反式1,2-环己二胺-N，N，N’，N’-四乙酸单水

合物)(trans-1，2-Diaminocyclohexane-N，N，N’，N’-tetraacetic  acid,monohydrate)等，

优选EDTA、GEDTA、CyDTA。为了使所述钙离子螯合剂作用于与本发明的复合体结合的钙离

子，通常，通过使含有了钙离子螯合剂的溶液(以下，有时也简记为“含有钙离子螯合剂的溶

液”)与颗粒状的本发明的复合体接触、从而使与本发明的复合体结合的钙离子和含有钙离

子螯合剂的溶液中的钙离子螯合剂进行反应来进行。

[0381] 需要说明的是，含有钙离子螯合剂的溶液与本发明的复合体的接触能够通过例如

使该复合体悬浮于该溶液中的方法(载体为珠的情况等)、使该复合体浸渍于该溶液中的方

法(载体为盘状片、管的情况等)、在该复合体(载体)中添加该溶液的方法(载体为微孔板、

管的情况等)等来进行。

[0382] -含有钙离子螯合剂的溶液-

[0383] 在(2-B-i)中，作为使含有钙离子螯合剂的溶液，只要是使钙离子螯合剂溶解的溶

液即可，可举出例如纯净水、缓冲液等。作为缓冲液，优选在通常pH为7.0～8.0、优选7.2～

7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如PBS、TBS、HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓

冲剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从

100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。含有钙离子螯合剂的溶液可

以含有例如糖类、NaCl等盐类、防腐剂、蛋白质等。

[0384] 在(2-B-i)中，作为含有钙离子螯合剂的溶液中的钙离子螯合剂的浓度，通常为

0.5～500mM，优选为0.5～100mM，更优选为0.5～50mM。

[0385] 在(2-B-i)中，含有钙离子螯合剂的溶液的pH通常为6.0～9.0，优选为7.0～8.0，

更优选为7.2～7.6。

[0386] 在(2-B-i)中，作为混合于反应溶液中的含有钙离子螯合剂的溶液的量，只要是使

反应溶液中的钙离子浓度小于有效浓度、从而使细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合体分

离的量即可。
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[0387] -作用(接触)条件-

[0388] 在(2-B-i)中，作为使钙离子螯合剂作用(接触)于复合体的温度、时间，温度通常

为4.0～37℃，优选为10～30℃，更优选为20～30℃，时间通常为5～60秒，优选为10～30秒，

更优选为10～20秒。

[0389] -Tim载体-

[0390] 在(2-B-i)中，作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方式，只要本发明

的载体与本发明的Tim蛋白质结合，对结合方式就没有限定。在使用钙离子螯合剂以使细胞

外膜囊泡或病毒溶出的情况下(即(2-B-i)的情况)，从能取得大量的细胞外膜囊泡或病毒

出发，优选本发明的载体与本发明的Tim蛋白质的巯基结合的方式，特别优选本发明的载体

与本发明的Tim4蛋白质的巯基结合的方式。

[0391] -(2-B-i)的具体示例-

[0392] (2-B-i)可以通过例如以下方法进行。即，在进行了复合体形成工序、复合体分离

工序、根据需要的洗涤操作之后，在得到的本发明的复合体中，添加相对于1mg的本发明的

Tim载体通常为10～500μL、优选为20～200μL、更优选为50～100μL的、含有通常为0.5～

500mM、优选为0.5～100mM、更优选为0.5～50mM的钙离子螯合剂的溶液(在纯净水、或者在

通常pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液中含有钙离子螯合剂的溶

液)，一边使用漩涡混合器等进行搅拌，一边在通常为4.0～37℃、优选为10～30℃、更优选

为20～30℃的温度，进行通常为5～60秒、优选为10～30秒、更优选为10～20秒的反应，使细

胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合体分离。

[0393] -(2-B-ii)：使用不含钙离子的溶液的方法-

[0394] (2-B-ii)是在进行了复合体形成工序、复合体分离工序、根据需要的洗涤操作之

后，通过使得到的本发明的复合体与不含钙离子的溶液接触从而使与本发明的复合体结合

的钙离子的(有效)浓度降低(稀释)，从而使细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合体分离的

方法。

[0395] 即，通过使不含钙离子的溶液与本发明的复合体接触，能使为保持本发明的复合

体中的本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的结合所需的钙离子的(有效)

浓度降低(稀释)，从而使细胞外膜囊泡从本发明的复合体分离。

[0396] 需要说明的是，不含钙离子的溶液与本发明的复合体的接触能够通过例如使该复

合体悬浮于该溶液中的方法(载体为珠的情况等)、使该复合体浸渍于该溶液中的方法(载

体为盘状片、管的情况等)、在该复合体(载体)中添加该溶液的方法(载体为微孔板、管的情

况等)等来进行。

[0397] -不含钙离子的溶液-

[0398] 在(2-B-ii)中，作为添加于得到的本发明的复合体中的不含钙离子的溶液，只要

是不会使细胞外膜囊泡或病毒改性的溶液即可，可举出例如纯净水、缓冲液等。作为缓冲

液，优选在通常pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如PBS、TBS、

HBS等)。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的

范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当

地选择。不含钙离子的溶剂可以含有例如糖类、NaCl等盐类、防腐剂、蛋白质等。

[0399] 在(2-B-ii)中，作为添加于得到的本发明的复合体中的不含钙离子的溶液的量，
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只要是能使钙离子的浓度小于有效浓度的量即可。

[0400] -(2-B-ii)的具体示例-

[0401] 在进行了复合体形成工序、复合体分离工序以及根据需要的洗涤操作之后，在得

到的本发明的复合体中，添加不含钙离子的溶液，以使含有本发明的复合体的溶液中的钙

离子的浓度成为通常小于0.5mM、优选小于0.1mM、更优选小于0.01mM，由此来进行。

[0402] 需要说明的是，在进行了复合体形成工序、复合体分离工序以及根据需要的洗涤

操作之后，当得到的本发明的复合体存在于含有钙离子的溶液中(例如，进行了复合体形成

工序后的反应液、含有钙离子的洗涤液)时，可以将该含有钙离子的溶液置换为不含钙离子

的溶液、或/和通过不含钙离子的溶液进行稀释，以使最终钙离子的浓度成为小于上述有效

浓度。

[0403] 对于通过取得工序而得到的含有细胞外膜囊泡的溶液的(体积增加)量而言，(2-

B-ii)比(2-B-i)更多，因此更优选(2-B-i)。

[0404] 在上述中，在与复合体接触/作用了的溶液(含蛋白质改性剂的溶液、含钙离子螯

合剂的溶液、不含钙离子的溶液)中，含有载体、以及从载体(复合体)分离(游离)的细胞外

膜囊泡或病毒。因此，如果从该溶液中除去载体、仅回收溶液，则能够得到含有细胞外膜囊

泡或病毒的溶液。

[0405] 如果使用本发明的Tim载体，则能够从试样中高效地除去细胞外膜囊泡或病毒，从

而能够得到夹杂物少的试样。

[0406] 本发明的除去方法能够精度良好且有效地除去通过超速离心分离法、聚合物沉淀

处理等现有方法不能完全除去的试样中的细胞外膜囊泡或病毒。

[0407] ＜7.试样中的细胞外膜囊泡或病毒的除去方法＞

[0408] 本发明的取得细胞外膜囊泡或病毒的方法(以下，有时简记为“本发明的除去方

法”)的特征在于，包括以下工序。

[0409] (1)在钙离子的存在下，使结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病

毒的复合体形成的工序(以下，有时简记为“复合体形成工序”)

[0410] (2)将该复合体与试样分离的工序(以下，有时简记为“复合体分离工序”)。

[0411] ＜7-1.复合体形成工序＞

[0412] 本发明的除去方法中的复合体形成工序，与本发明的取得方法中的复合体形成工

序相同，各种优选的条件也相同。

[0413] ＜7-2.复合体分离工序＞

[0414] 本发明的除去方法中的复合体分离工序是在进行了复合体形成工序之后，将得到

的结合于本发明的载体的Tim蛋白质(本发明的Tim载体)与试样中的细胞外膜囊泡或病毒

的复合体(本发明的复合体)和试样分离并且取得分离的试样的工序。

[0415] 由此，能够得到除去了细胞外膜囊泡或病毒的试样。

[0416] 对于本发明的除去方法中的复合体分离工序而言，只要能够从试样中除去本发明

的复合体，就可以是任意的方法，可举出与所述本发明的取得方法中的复合体分离工序相

同的方法。如此地将本发明的复合体与试样分离后，可以通过本身已知的方法来取得(回

收)分离的试样。

[0417] 由此，能够高精度且有效地除去通过超速离心分离法、聚合物沉淀处理等现有方
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法不能完全除去的试样中的细胞外膜囊泡或病毒。

[0418] 另外，通过反复多次进行所述复合体形成工序及复合体分离工序，能够更有效地

从试样中除去细胞外膜囊泡或病毒。反复进行所述复合体形成工序及复合体分离工序时，

能够使用新的载体，也能够对使用后的载体进行再利用。对载体的再利用而言，可以使用含

钙离子螯合剂的溶液或不含钙离子的溶液，对通过本发明的除去方法中的复合体分离工序

而除去的本发明的复合体实施与本发明的取得方法的取得工序((2-B)使钙离子浓度降低

方法)相同的处理。由此，能够使本发明的Tim载体和细胞外膜囊泡或病毒从本发明的复合

体分离。即，由于本发明的Tim载体能够再度用于本发明的除去方法，因此，通过对该本发明

的Tim载体进行再利用，能够精度良好且有效地除去试样中的细胞外膜囊泡或病毒。

[0419] 如果使用本发明的Tim载体，则能够以精度良好且高灵敏度的方式检测试样中的

细胞外膜囊泡或病毒。

[0420] ＜8.检测试样中的细胞外膜囊泡或病毒的方法＞

[0421] 本发明的检测细胞外膜囊泡或病毒的方法(以下，有时简记为“本发明的检测方

法”)的特征是，包括以下工序。

[0422] (1)在钙离子的存在下，使结合于载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病

毒的复合体形成的工序(复合体形成工序)

[0423] (2)检测该复合体的工序(检测工序)

[0424] ＜8-1.复合体形成工序＞

[0425] 本发明的检测方法中的复合体形成工序是在钙离子的存在下，使本发明的Tim载

体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体形成的工序。

[0426] -本发明的试样-

[0427] 本发明的试样与本发明的取得方法中的试样相同。

[0428] -钙离子浓度/钙离子的来源-

[0429] 在本发明的检测方法中，在使本发明的Tim载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒

的复合体(本发明的复合体)形成时使钙离子存在。

[0430] 在本发明的检测方法中，使本发明的Tim载体与本发明的试样中的细胞外膜囊泡

或病毒接触时的钙离子浓度通常为0.5～100mM，优选为1～10mM，更优选为2～5mM。需要说

明的是，应当注意，在本发明的Tim载体与本发明的试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体

形成、并截止至实施检测工序为止、即在截止至实施检测该复合体的工序为止的含有该复

合体的溶液中，需要如上所述的浓度的钙离子。

[0431] 另外，对钙离子的来源没有特别限定，可举出与本发明的取得方法中的钙离子的

来源相同的具体示例。

[0432] 需要说明的是，作为在使本发明的Tim载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触

时使钙离子存在的方法，通常，可以使试样中含有如上所述的钙离子，从而使本发明的Tim

载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒接触时的钙离子浓度成为上述范围。

[0433] 作为使含有钙离子的溶液，与所述的使含有(溶解或悬浮)本发明的细胞外膜囊泡

或病毒的溶液相同，具体示例等也相同。

[0434] -试样的量-

[0435] 在本发明的检测方法的复合体形成工序中，对于试样的量而言，将珠用作本发明
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的载体时，相对于1mg的本发明的Tim载体，通常为0.1～1000ml，优选为0.1～500ml，更优选

为0.1～100ml，将微孔板用作本发明的载体时，每孔通常为50μL～300μL，优选为100μL～

200μL。

[0436] -温度-

[0437] 在本发明的检测方法的复合体形成工序中，使本发明的Tim载体与试样中的细胞

外膜囊泡或病毒接触时的温度，通常为2～37℃，优选为2～30℃。

[0438] -时间-

[0439] 在本发明的检测方法的复合体形成工序中，作为本发明的Tim蛋白质与试样的接

触时间，通常为0.5～24小时，优选为1～20小时，更优选为1～12小时。

[0440] -Tim蛋白质-

[0441] 作为本发明的检测方法中的本发明的Tim蛋白质，只要是上述本发明的Tim蛋白

质，就能够使用任意蛋白质，但是，特别优选本发明的Tim4蛋白质。

[0442] -Tim载体-

[0443] 作为本发明的Tim蛋白质与本发明的载体的结合方式，只要本发明的载体与本发

明的Tim蛋白质结合，对结合方式就没有限定，但是，从能高灵敏度地检测细胞外膜囊泡或

病毒出发，优选本发明的载体与本发明的Tim蛋白质的巯基结合的方式，特别优选本发明的

载体与本发明的Tim4蛋白质的巯基结合的方式。

[0444] -本发明的检测方法中的复合体形成工序的具体示例-

[0445] 本发明的检测方法中的复合体形成工序可以通过例如以下方法进行。

[0446] 即，将珠用作本发明的载体时，使相对于1mL的混合了本发明的Tim载体、试样以及

含有钙离子的溶液后的溶液(使本发明的复合体形成时的溶液)通常为0.001～20mg、优选

为0.005～10mg、更优选为0.01～6.0mg的本发明的Tim载体；含有钙离子的溶液；相对于1mg

的本发明的Tim载体通常为0.1～1000ml、优选为0.1～500ml、更优选为0.1～100ml的试样，

在通常为2～37℃、优选为2～30℃的温度条件下接触通常0.5～24小时、优选1～20小时、更

优选1～12小时，使结合于本发明的载体的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡或病毒形成

复合体，所述含有钙离子的溶液中的钙离子的量是，使本发明的复合体形成时的溶液中的

钙离子浓度成为通常0.5～100mM、优选1.0～10mM、更优选2.0～5.0mM的量。

[0447] 将微孔板用作本发明的载体时，在已固定化Tim蛋白质的微孔板的各孔(本发明的

Tim载体)中，以每孔通常为50μL～300μL、优选为100μL～200μL的方式，添加含有钙离子的

溶液以及本发明的试样，在通常为2℃～37℃、优选为2℃～30℃的温度条件下，进行通常为

0.5小时～24小时、优选为1小时～20小时、更优选为1～12小时的反应，由此，使本发明的

Tim载体与试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体(本发明的复合体)形成，所述含有钙离

子的溶液中的钙离子浓度是，使本发明的复合体形成时的溶液中的钙离子浓度成为通常

0.5～100mM、优选1.0～10mM、更优选2.0～5.0mM的量。

[0448] ＜8-2.本发明的检测方法中的检测工序＞

[0449] 本发明的检测方法中的检测工序是在进行了复合体形成工序后、根据需要进行试

样的复合体分离工序、进而根据需要进行洗涤操作之后，对本发明的Tim载体与试样中的细

胞外膜囊泡或病毒的复合体(本发明的复合体)进行检测的工序。

[0450] -复合体分离工序-
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[0451] 本发明的检测方法中的复合体分离工序是在复合体形成工序之后、根据需要从得

到的结合于本发明的载体的Tim蛋白质(本发明的Tim载体)与试样中的细胞外膜囊泡或病

毒的复合体(本发明的复合体)中除去试样的工序。

[0452] 对本发明的检测方法中的复合体分离工序而言，只要能够将本发明的复合体与试

样分离、换言之只要能够进行所谓的B/F分离，就可以采用任意方法，能够采用该领域中使

用的B/F分离法。作为这种方法，与本发明的取得方法中的复合体分离工序相同。

[0453] -复合体分离工序的具体示例-

[0454] 本发明的检测方法中的复合体分离工序可以按照该领域中的常规方法进行，但

是，将磁珠用作本发明的载体时，例如，根据需要将进行了复合体形成工序的容器设置于磁

力架，使用磁力使本发明的复合体集合于管壁，除去上清中的试样。

[0455] 将微孔板用作本发明的载体时，例如，根据需要使用微量吸液管或洗板机，从进行

了复合体形成工序的微孔板中除去试样。

[0456] ＜8-3.洗涤操作＞

[0457] 复合体形成工序后，可以根据需要进行复合体分离工序，进而可以根据需要使用

含有钙离子的洗涤溶液对得到的本发明的复合体进行洗涤(以下，有时简记为“洗涤操

作”)。通过洗涤操作，能够除去附着于本发明的载体表面的来源于细胞的成分等的本发明

的试样中的夹杂物。洗涤方法等的各种条件与本发明的取得方法中的洗涤操作相同。

[0458] -洗涤操作的具体示例-

[0459] 将磁珠用作本发明的载体并采用1.5mL容量的管进行时，首先，在包含通过复合体

分离工序得到的本发明的复合体的容器内，添加通常为100μL～1500μL、优选为200μL～

1000μL的含有钙离子的洗涤溶液(例如，含有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为

2～5mM的钙离子、在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀的

缓冲液。但是，由于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优选。)，进行搅拌。然后，将所

述容器设置于磁力架，使用磁力使该复合体集合于管壁，丢弃所述容器内的溶液。所述洗涤

操作可以根据需要反复进行多次。

[0460] 将微孔板用作本发明的载体时，首先，在含有通过复合体分离工序而得到的本发

明的复合体的孔中，添加通常为100μL～300μL、优选为200μL～300μL的含有钙离子的洗涤

溶液(例如，含有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为2.0～5.0mM的钙离子、在

pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀的缓冲液。但是，由于磷

酸缓冲液与钙结合而沉淀，因此不优选。)，然后除去加入的洗涤液。所述洗涤操作可以根据

需要反复进行多次。

[0461] ＜8-4.检测工序＞

[0462] 对本发明的检测方法中的检测工序而言，只要是能检测本发明的复合体的有无

和/或量的方法，就可以使用任意方法，能够使用本身已知的用于免疫学测定方法中的任意

方法。

[0463] 本发明的检测工序除了使用通过如上所述的方法制备的本发明的Tim载体以外，

没有特别限定。作为这种免疫学测定法，可举出：例如反向被动凝集反应法(东京化学同人，

续生物化学实验讲座5，免疫生物化学研究法，p.36-37；金原出版株式会社，《临床检查法提

要》，第30版，p.844-845等)等的利用凝集反应的测定法；例如散射浊度法(比ろう法)(金原
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出版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，p.851-853等)、免疫比浊法(金原出版株式会

社，《临床检查法提要》，第30版，p.853-854等)等的应用凝集反应的光学测定法；放射免疫

分析法(RIA)(东京化学同人，续生物化学实验讲座5，免疫生物化学研究法，p.57-61；金原

出版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，p .8 5 6 - 8 6 2等)、免疫放射测定法

(Immunoradiometric  assay，IRMA)(金原出版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，

p.856-862等)、酶联免疫法(EIA)(东京10化学同人，续生物化学实验讲座5，免疫生物化学

研究法p.62-65；金原出版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，p.862-865；日本特开昭

56-106154号公报；日本特开昭58-23796号公报等)、酶联免疫吸附测定法(ELISA)(金原出

版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，p.1145-1149等)、荧光/发光免疫测定法(金原出

版株式会社，《临床检查法提要》，第30版，p.865-867等)、流式细胞术法等的本身公知的免

疫学测定方法中的所有方法，优选酶联免疫吸附测定法(ELISA)或流式细胞术法。

[0464] 通过酶联免疫吸附测定法(ELISA法)或流式细胞术法进行本发明的检测工序时，

在以本发明的复合体为检测对象的范围内，可以按照本身公知的方法来进行。例如，可举出

使用与细胞外膜囊泡或病毒结合的抗细胞外膜囊泡抗体的方法、使用以抗病毒抗体等标记

物标记初级抗体而成的标记初级抗体的方法、或者使用该初级抗体及与该初级抗体结合的

标记次级抗体的方法。作为该标记初级抗体及标记次级抗体，只要是用于ELISA法或流式细

胞术法的标记抗体的抗体，就可以使用任意抗体，可举出，例如，用Cy3、Cy5、FITC、罗丹明、

PE等荧光物质标记的荧光标记抗体；用过氧化物酶、碱性磷酸酶等酶标记的酶标记抗体；磁

珠标记抗体；红外标记抗体等。所述标记抗体的荧光等可以通过与该标记抗体的标记方法

(标记物)相应的本身公知的方法进行测定。

[0465] -标记抗体的稀释液-

[0466] 本发明的检测方法中，作为与本发明的复合体反应的标记初级抗体的稀释液、或

初级抗体及标记次级抗体的稀释液，除含有钙离子以外，只要不阻碍Tim蛋白质与试样中的

细胞外膜囊泡或病毒的复合体、和该抗体的结合即可，可举出例如水、在pH7.0～8.0、优选

7.2～7.6的条件下具有缓冲作用的缓冲液(例如TBS、HBS等)等。需要说明的是，由于磷酸缓

冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优选。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～

50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优

选从140～160mM的范围中适当地选择。在所述溶液中，只要是不会阻碍本发明的Tim载体与

试样中的细胞外膜囊泡或病毒的复合体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表

面活性剂、防腐剂、蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(Tween20)等，该使含有

本发明的细胞外膜囊泡或病毒的溶液中的表面活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％、优选

为0.0005～0 .1％。另外，该稀释液所含钙离子的浓度通常为0.5～100mM、通常优选1～

10mM、通常更优选2～5mM。

[0467] 本发明的检测方法中，与本发明的复合体反应的标记初级抗体、或初级抗体及标

记次级抗体的稀释倍率根据抗体的活性、浓度而不同，但是，通常为10倍～1000000倍，优选

为1000倍～100000倍。

[0468] 本发明的检测方法中，对于与本发明的复合体反应的标记初级抗体、或初级抗体

及标记次级抗体溶液的稀释溶液的量而言，当本发明的载体为珠时，相对于本发明的载体

1mg，通常为0.1mL～1000mL，优选为0.1mL～500mL，更优选为0.1mL～100mL，当本发明的载
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体为微孔板时，每孔通常为50μL～300μL，优选为50μL～200μL，更优选为50μL～100μL。

[0469] -反应(接触)温度-

[0470] 本发明的检测方法中，本发明的复合体与标记初级抗体、或与初级抗体及标记次

级抗体的反应温度通常为2～37℃、优选11～337℃、更优选20～30℃。

[0471] -反应(接触)时间-

[0472] 本发明的检测方法中，本发明的复合体与标记初级抗体、或与初级抗体及标记次

级抗体的反应时间通常为0.5～12小时，优选为1～4小时，更优选为1～2小时。

[0473] 本发明的检测方法中的检测工序的检测操作中，使用标记初级抗体时，在使本发

明的复合体与标记初级抗体反应后，通过洗涤操作，能够除去未反应的标记初级抗体。另

外，使用初级抗体和标记次级抗体时，在使本发明的复合体与初级抗体反应后、使本发明的

复合体与初级抗体的复合体和标记次级抗体反应后，通过洗涤操作，能够除去未反应的初

级抗体及标记次级抗体。作为洗涤方法，除使用如上所述的含有钙离子的洗涤液以外，能够

使用通常在该领域中实施的洗涤方法。作为用于该洗涤操作中的含有钙离子的洗涤溶液，

只要是含有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为2～5mM的钙离子、不会对该复合

体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载体的结合产生影

响的溶液即可，可举出例如含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为2～

5mM的钙离子、在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀的缓冲

液(例如TBS、HBS)。需要说明的是，由于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优选。另

外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围中适

当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选择。在

所述溶液中，只要是不会阻碍该复合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim

蛋白质及本发明的载体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、防腐

剂、蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(tween20)(和光纯药工业(株)制)等，该

洗涤溶液中的表面活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％、通常优选为0.0005～0.1％。当本

发明的载体为珠时，相对于本发明的载体1mg，通常为0.1mL～1000mL，优选为0.1mL～

500mL，更优选为0.1mL～100mL，当本发明的载体为微孔板时，1个孔中使用的洗涤液的量通

常为100μL～300μL，优选为200μL～300μL，添加后除去洗涤液。根据需要，可以反复进行多

次所述洗涤操作。

[0474] -检测-

[0475] 本发明的检测方法中的检测工序为显色检测时，作为标记初级抗体或标记次级抗

体的标记物，可举出过氧化物酶、碱性磷酸酶等。所述标记物可以按照与各标记物相应的本

身公知的方法进行检测。

[0476] 作为显色检测中的显色用基质液，只要是通常在该领域中使用的显色用基质液，

就可以是任意显色用基质液，例如，使用过氧化物酶作为标记物时，可举出TMB(四甲基联苯

胺)溶液或OPD(邻苯二胺)溶液，优选举出TMB溶液。

[0477] 对于显色检测中的显色用基质的量而言，当本发明的载体为珠时，相对于本发明

的载体1mg，通常为0.1mL～1000mL，优选为0.1mL～500mL，更优选为0.1mL～100mL，当本发

明的载体为微孔板时，每孔中通常为50μL～300μL，优选为50μL～200μL，更优选为50μL～

100μL。
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[0478] 本发明的检测方法中的检测工序为显色检测时，与显色用基质液的反应时间通常

为5分钟～60分钟，优选为10分钟～40分钟。

[0479] 本发明的检测方法中的检测工序为显色检测时，与显色用基质液的反应温度通常

为2℃～37℃，优选为20℃～30℃。

[0480] 本发明的检测方法中的检测工序为显色检测时，为使显色反应停止，通常加入与

显色基质液等量的作为反应停止液的1mol/L盐酸或1mol/L硫酸等强酸，使显色反应停止。

[0481] 当本发明的检测方法中的检测工序为荧光检测、且将荧光物质用于标记初级抗体

或标记次级抗体的标记体时，在本发明的复合体与标记初级抗体的复合体中、或者在本发

明的复合体与初级抗体及标记次级抗体的复合体中添加荧光测定液，测定荧光。对荧光测

定液而言，使用含有钙离子的荧光测定液以外，还能够使用通常能用于该领域的荧光测定

液(以下，有时简记为“测定液”)。作为用作该荧光测定液的含有钙离子的测定液，只要是含

有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为2～5mM的钙离子、且不会对该复

合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载体的结合产生

影响的溶液即可，例如，可举出含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为

2～5mM的钙离子、且在pH7.0～8.0、优选7.2～7.6的条件下具有缓冲作用且不会使钙沉淀

的缓冲液(例如TBS、HBS)。需要说明的是，由于磷酸缓冲液与钙结合而生成沉淀，因此不优

选。另外，作为所述缓冲液中的缓冲剂浓度，通常从5～50mM的范围、优选从10～30mM的范围

中适当地选择，NaCl浓度通常从100～200mM的范围、优选从140～160mM的范围中适当地选

择。在所述溶液中，只要是不会阻碍该复合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明

的Tim蛋白质及本发明的载体的结合的量，就可以含有例如糖类、NaCl等盐类、表面活性剂、

防腐剂、BSA等的蛋白质等。作为表面活性剂，可举出例如吐温20(tween20)(和光纯药工业

(株)制)等，该洗涤溶液中的表面活性剂的浓度通常为0.00001～0.2％，通常优选为0.0005

～0.1％。对用于本发明的检测方法的荧光测定液的量而言，当本发明的检测法为ELISA法、

本发明的载体为微孔板时，1孔中使用的测定液的量通常为50μL～300μL，优选为50μL～200

μL。当本发明的检测法为流式细胞术法、本发明的载体为珠时，相对于本发明的载体1mg，所

述测定液的量通常为0.1mL～1000mL，优选为0.1mL～500mL，更优选为0.1mL～100mL。

[0482] -本发明的检测方法中的检测工序的具体示例-

[0483] 例如，将微孔板用作本发明的载体并采用ELISA法进行时，在复合体形成工序、根

据需要的复合体分离工序之后、进而根据需要进行了洗涤操作后，对于得到的已固定化本

发明的Tim蛋白质的微孔板的各孔，在每孔中添加通常为50μL～300μL、优选为50μL～200μ

L、更优选为50μL～100μL的稀释溶液，在通常为2～37℃、优选为11～37℃的温度条件下，进

行通常为0.5～12小时、优选为1～4小时的反应，然后，使用含有钙离子的洗涤用缓冲液(含

有通常为0.5～100mM、优选为1～10mM、更优选为2～5mM的钙离子、且不会对该复合体中的

本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载体的结合产生影响的溶

液)洗涤各孔，所述稀释溶液是，用含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优

选为2～5mM的钙离子的稀释液将过氧化物酶标记的针对细胞外膜囊泡或病毒的初级抗体

或非标记的初级抗体稀释成通常为10倍～1000000倍、优选为1000倍～100000倍而成的稀

释溶液。使用非标记的初级抗体时，进而采用与初级抗体相同的方法使过氧化物酶标记的

次级抗体进行反应后，使用通常为100μL～300μL、优选为200μL～300μL的含有钙离子的洗
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涤用缓冲液(含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为2～5mM的钙离子、

且不会对该复合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载

体的结合产生影响的溶液)洗涤各孔。然后，在各孔中添加通常为50μL～300μL、优选为50μL

～200μL、更优选为50μL～100μL的TMB溶液或OPD溶液等的显色用基质液，在通常为2℃～37

℃、优选为20℃～30℃的温度进行5分钟～60分钟、优选10分钟～40分钟的反应。然后，加入

与显色基质液等量的1mol/L盐酸或1mol/L硫酸等反应停止液，使显色反应停止，用酶标仪

测定吸光度。

[0484] 例如，将珠用作本发明的载体并采用流式细胞术法进行时，在复合体形成工序、根

据需要的复合体分离工序之后、进而根据需要进行了洗涤操作后，对于得到的已固定化本

发明的Tim蛋白质的珠，相对于本发明的载体1mg，添加通常为0.1mL～1000mL、优选为0.1mL

～500mL、更优选为0.1mL～100mL的稀释溶液，在通常为2～37℃、优选为11～37℃的温度进

行0.5～12小时、优选1～4小时的反应，然后，使用含有钙离子的洗涤用缓冲液(含有通常为

0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为2～5mM的钙离子、且不会对该复合体中的

本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明的载体的结合产生影响的溶

液)对珠进行洗涤，所述稀释溶液是，用含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常

更优选为2～5mM的钙离子的稀释液将荧光标记的初级抗体或非标记的初级抗体稀释成通

常为10倍～1000000倍、优选为1000倍～100000倍而成的稀释溶液。使用非标记的初级抗体

时，进而采用与初级抗体相同的方法使荧光标记的次级抗体进行反应后，用含有钙离子的

洗涤用缓冲液(含有通常为0.5～100mM、通常优选为1～10mM、通常更优选为2～5mM的钙离

子、且不会对该复合体中的本发明的细胞外膜囊泡或病毒与本发明的Tim蛋白质及本发明

的载体的结合产生影响的溶液)对珠进行洗涤。然后，相对于本发明的载体1mg，添加通常为

0.1mL～1000mL、优选为0.1mL～500mL、更优选为0.1mL～100mL的荧光测定液使珠悬浮后，

用流式细胞仪测定荧光强度。

[0485] 认为抗体对抗原的亲和性通常为10nm～100pm水平的Kd。另一方面，已报告了Tim4

蛋白质与磷脂酰丝氨酸的结合力Kd＝约2nm(Nature(影响因子：41 .46) .12/2007；450

(7168)：435-9.DOI：10.1038/nature06307)。尽管针对细胞外膜囊泡或病毒包膜的表面抗

原的抗体与该表面抗原的亲和性，和细胞外膜囊泡或病毒包膜表面的磷脂酰丝氨酸与本发

明的Tim蛋白质之间的亲和性的程度相同，但是，意料不到的是，与使用抗体来进行细胞外

膜囊泡或病毒的检测等的现有方法相比，使用本发明的Tim蛋白质进行细胞外膜囊泡或病

毒的检测等的本发明的检测方法具有更高的灵敏度。

[0486] 通过本发明的方法得到的细胞外膜囊泡或病毒，能够用于其粒子表面、内部具有

的蛋白质、小分子RNA(microRNA)等的核酸的分析，也能够用于细胞外膜囊泡或病毒的功能

分析等的基础研究中。另外，还能够用于诊断药、医药品、疫苗等中。

[0487] ＜9.本发明的细胞外膜囊泡或病毒捕获试剂盒＞

[0488] 本发明的细胞外膜囊泡或病毒捕获试剂盒包括以下构成要素：1.包括本发明的

Tim蛋白质而成的试剂以及包括本发明的载体而成的试剂，或者，2.包括本发明的Tim载体

而成的试剂。

[0489] 所述试剂盒可以进一步包括选自所述含有钙离子的洗涤溶液、含有蛋白质改性剂

的溶液以及含钙离子螯合剂的溶液中的至少一种。对于各构成要素的具体示例、优选方式
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等，如上所述。

[0490] 另外，在所述试剂盒所含的试剂中，可以包括通常在该领域中使用的试剂类，例如

缓冲剂、敏化剂、表面活性剂、防腐剂(例如叠氮化钠、水杨酸、苯甲酸等)、稳定化剂(例如白

蛋白、球蛋白、水溶性明胶、表面活性剂、糖类等)、活化剂、共存物质影响回避剂、以及在其

他领域中使用的、不会阻碍与共存的试剂的稳定性、不会阻碍本发明的Tim蛋白质与载体的

反应或结合、不会阻碍结合于本发明的载体的本发明的Tim蛋白质与试样中的细胞外膜囊

泡的反应或结合的试剂。而且，为了发挥各试剂类所具备的效果，所述试剂类等的浓度范围

等也可以适当地选择通常使用的浓度范围等进行使用。

[0491] 进一步地，本发明的试剂盒中，可以包括本发明的取得方法、本发明的除去方法、

本发明的检测方法的说明书等。该“说明书”是指，通过文章或图表等实质性地记载有该方

法的特征/原理/操作步骤、判定步骤等的该试剂盒的使用说明书、附带文件、或者手册(传

单)等。

[0492] 下面，举出实验例、实施例及比较例，更详细地说明本发明，但本发明并不受其任

何限定。

[0493] 需要说明的是，有时将本发明的Tim蛋白质与含T细胞免疫球蛋白及粘蛋白域分子

2(Tim2)蛋白质(以下，有时简记为“Tim2蛋白质”)一并简记为“Tim家族蛋白质”。

[0494] 实施例

[0495] 实验例1.Fc标签融合Tim4蛋白质的制备

[0496] 通过以下方法，制备Fc标签融合Tim4蛋白质。

[0497] ＜(1)载体的构建/培养＞

[0498] 首先，按照Miyanishi  et  al.Nature  2007，Vol.450：15中记载的方法，构建Fc标

签融合Tim4蛋白质表达用载体(以下，有时简记为“pEF-Tim4-Fc”)，该载体是将对小鼠源

Tim4蛋白质的N末端第1～273位氨基酸域进行编码的cDNA(序列号26)组合至pEF-Fc载体的

SalI-EcoRV位点而成的。

[0499] 另一方面，在25个150mm细胞培养皿中，分别用含10％FBS(拜力公司(Biowest公

司)制)的DMEM(杜尔贝科改良伊格尔培养基，Dulbecco's  Modified  Eagle  Medium)(纳卡

拉技术公司(ナカライテスク(株))制)20mL，将293T细胞(理研BRC)培养1天。然后，对于各

培养皿，将含10％FBS的DMEM  25mL置换为不含FBS的DMEM  25mL。

[0500] 然后，按照常规方法，使用聚乙烯亚胺(Polyethylenimine)“MAX”(保利科技公司

(ポリサイエンス社)制)，分别在293T细胞中基因导入20μg的pEF-Tim4-Fc。进行基因导入

后，在37℃、5％CO2条件下，将经基因导入的293T细胞分别培养4天。

[0501] ＜(2)纯化＞

[0502] 分别对得到的经基因导入的293T细胞的培养液进行离心分离处理(800×g，5分

钟)，回收培养上清并汇总。用RF(商品名，Rapid  Flow，快速流动)0.2μm过滤器单元(赛默飞

世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)对得到的培养上清进行过滤

处理，从而分离杂质，得到培养上清过滤液。

[0503] 然后，在填充有用PBS  20mL洗涤的天然A蛋白琼脂糖凝胶4FF(nProtein  A 

Sepharose  4Fast  Flow)(通用电气医疗日本公司(GEヘルスケアジャパン社)制，A蛋白

(Protein  A)对Fc标签具有亲和性)700μL的Poly-Prep层析柱(聚合准备层析柱)(伯乐公司
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(バイオラッド社)制)中，添加得到的培养上清过滤液500mL，使培养上清过滤液中的Fc标签

融合Tim4蛋白质结合于天然A蛋白琼脂糖凝胶4FF。然后，用20mL的PBS洗涤该天然A蛋白琼

脂糖凝胶4FF。然后，分别用0.1M甘氨酸-盐酸缓冲液(pH3.0)600μL，在作为中和溶液的1M 

Tris缓冲液(三羟甲基氨基甲烷缓冲液)(pH8.0)100μL中溶出5次，得到各为600μL的五个溶

出组分。

[0504] 对于得到的5个溶出组分，分别测定280nm处的吸光度，判断蛋白质的有无。将含有

蛋白质的组分混合为一体后，使用Amicon  Ultra-0.5mL  10K离心式过滤柱(商品名称及型

号)(密理博公司(ミリポア社)制)，采用超滤法进行浓缩后，使用所述柱，将溶剂置换为PBS 

40μL。然后，采用二喹啉甲酸(bicinchoninic  acid，BCA)法对置换为PBS的溶出液中的蛋白

量进行定量后，使用PBS将蛋白质的浓度调节为88μg/mL，得到含有Fc标签融合小鼠源Tim4

蛋白质(有时简记为“Fc标签融合mTim4蛋白质”)的PBS溶液(有时简记为“含有Fc标签融合

mTim4蛋白质的PBS溶液”)。

[0505] 实验例2.FLAG标签融合Tim4蛋白质的制备

[0506] 采用以下方法，制备FLAG标签融合Tim4蛋白质。

[0507] ＜(1)载体的构建、培养＞

[0508] 首先，按照常规方法，将FLAG标签融合小鼠源Tim4cDNA(对在小鼠源Tim4蛋白质的

N末端第1～273氨基酸域的C末端融合了1×FLAG而成的氨基酸序列进行编码的cDNA、序列

号33(末端具有终止密码子(taa)以及编码1×FLAG的碱基序列、但不含限制性酶切位点)、

FASMAC公司制)组合至pCAG-Neo载体(和光纯药工业(株)制)的XhoI/BamHI位点，构建FLAG

标签融合Tim4蛋白质表达用载体(以下，有时简记为“pCAG-Tim4-FLAG”)。

[0509] 另一方面，在225cm2烧瓶中，使用含10％FBS(Biosera公司制)的DMEM(和光纯药工

业(株)制)50mL，在基因导入时将293T细胞(理研BRC)以使细胞汇合70-90％的方式进行播

种，培养1天。然后，按照常规方法，使用Lipofectamine  2000(商品名，赛默飞世尔科技公司

(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)，在已培养1天的293T细胞中基因导入pCAG-

Tim4-FLAG  60μg。基因导入后，在37℃、5％CO2条件下，将经基因导入的293T细胞培养1天。

然后，除去全部培养液，用PBS  10mL将经基因导入的293T细胞洗涤2次，将培养液换成Opti-

MEM(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)50mL，在

37℃、5％CO2条件下培养3天。

[0510] ＜(2)纯化＞

[0511] 对培养了3天后的经基因导入的293T细胞的培养液进行离心分离处理(300×g，5

分钟)，回收培养上清。进而对回收的培养上清进行三次离心分离处理(第一次：300×g，3分

钟；第二次：1200×g，20分钟；第三次：10000×g，20分钟)，得到分离了杂质的上清。使用

Vivaspin(商品名，截留分子量30000，通用电气公司(GE社)制)对得到的上清进行超滤，浓

缩至10倍，得到培养上清浓缩液。在得到的培养上清浓缩液5mL中，加入用PBS洗涤的ANTI-

FLAG  M2亲和凝胶(西格玛公司(シグマ社)制)500μL(培养上清浓缩液的1/10量)，颠倒混合

3小时，使培养上清浓缩液中的FLAG标签融合Tim4蛋白质与抗FLAG  M2亲和凝胶(ANTI-FLAG 

M2affinity  gel)反应，使FLAG标签融合Tim4蛋白质结合于抗FLAG  M2亲和凝胶。然后，用5μ

L的PBS将该抗FLAG  M2亲和凝胶洗涤3次。

[0512] 然后，将200μg/mL的FLAG肽溶液(用PBS稀释DYKDDDDK肽(和光纯药工业(株)制)而
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成的溶液)250μL(所使用的抗FLAG  M2亲和凝胶的一半的量)添加至该抗FLAG  M2亲和凝胶

中，在4℃颠倒混合30分钟，进行离心分离处理(4℃，8000×g，1分钟)后，回收上清(溶出

液)。为了除去回收的上清(溶出液)中的FLAG肽，在该上清(溶出液)中加入PBS20mL进行超

滤，得到浓缩液。在得到的浓缩液中添加PBS，将液量调整至500μL，得到含有FLAG标签融合

小鼠源Tim4蛋白质(有时简记为“FLAG标签融合mTim4蛋白质”)的PBS溶液(有时简记为“含

有FLAG标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)(实验例2)。

[0513] 实验例3.His标签融合Tim4蛋白质的制备

[0514] 采用以下方法，制备His标签融合Tim4蛋白质。

[0515] ＜(1)载体的构建/培养＞

[0516] 按照常规方法，将His标签融合小鼠源Tim4cDNA(对在小鼠源Tim4蛋白质的N末端

第1～273氨基酸域的C末端融合了6×His标签而成的氨基酸序列进行编码的cDNA、序列号

34(末端具有终止密码子(tga)以及对6×His标签进行编码的cDNA))组合至pCAG-Neo载体

(和光纯药工业(株)制)的XhoI/BamHI位点，构建His标签融合Tim4蛋白质表达用载体(以

下，有时简记为“pCAG-Tim4-His”)。

[0517] 另一方面，在225cm2烧瓶中，用含10％FBS(Biosera公司制)的DMEM(和光纯药工业

(株)制)50mL将293T细胞(理研BRC)培养1天。然后，按照常规方法，用Lipfectamine  2000

(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)，在293T细胞

中基因导入pCAG-Tim4-His  60μg。基因导入后，在37℃、5％CO2条件下，将经基因导入的

293T细胞培养1天。然后，除去全部培养液，用PBS  10mL将经基因导入的293T细胞洗涤2次，

将培养液换成Opti-MEM(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィ

ック社)制)50mL，在37℃、5％CO2条件下培养3天。

[0518] ＜(2)纯化＞

[0519] 对培养了3天后的经基因导入的293T细胞的培养液进行离心分离处理(300×g，5

分钟)，回收培养上清。进而对回收的培养上清进行三次离心分离处理(第一次：300×g，3分

钟；第二次：1200×g，20分钟；第三次：10000×g，20分钟)，得到分离了杂质的上清。使用

Vivaspin(商品名，截留分子量30000，通用电气公司(GE社)制)对得到的上清进行超滤，浓

缩至10倍，得到培养上清浓缩液。

[0520] 按照附带于镍螯合琼脂糖凝胶6FF(Ni  Sepharose  6Fast  Flow)的方案制备镍螯

合琼脂糖凝胶6FF(通用电气公司(GE社)制)2.7mL，转移至柱。一边以约1mL/min的流速测定

OD  280nm，一边在柱中添加结合缓冲液(50mM  Tris-HCl，500mM  NaCl，20mM咪唑)至OD 

280nm的吸光度稳定为止。将得到的培养上清浓缩液5mL添加于柱后，充分添加结合缓冲液

至吸光度稳定为止，进行洗涤。然后，将溶出缓冲液(50mM  Tris-HCl，500mM  NaCl，300mM咪

唑)添加于柱，回收10个各1mL的溶出组分。

[0521] ＜(3)电泳/银染色＞

[0522] 从各溶出组分中各取15μL，分别与4×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)5μL混

合，在98℃加热5分钟，分别得到电泳用试样20μL。在SuperSep  Ace  5-20％凝胶(商品名，和

光纯药工业(株)制)中，分别加入该电泳用试样15μL，以25mA的电流进行电泳65分钟。

[0523] 用和光银染色II试剂盒(和光纯药工业(株)制)对凝胶进行染色，选择含有目的蛋

白质的5个组分并将它们汇集(汇总成一个)后，为了除去溶出液中所含的咪唑，加入PBS 
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20mL，使用Vivaspin(商品名，截留分子量30000，通用电气公司(GE社)制)进行超滤，得到浓

缩液。在得到的浓缩液中添加PBS，将液量调整为500μL，得到含有His标签融合小鼠源Tim4

蛋白质(有时简记为“His标签融合mTim4蛋白质”)的PBS溶液(有时简记为“含有His标签融

合mTim4蛋白质的PBS溶液”)。

[0524] 实施例1-8.使用本发明的Tim4载体取得细胞外膜囊泡(本发明的取得方法)

[0525] 如下所述地制备本发明的Tim4载体，并使用该载体取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0526] ＜(1)含有钙离子的培养上清样品的制备＞

[0527] 使用80mL的X-VIVO  15培养基(商品名，龙沙公司(Lonza社)制)，在37℃、5％CO2的

条件下，将分泌细胞外膜囊泡的人慢性髄系白血病细胞株K562细胞1×107个细胞培养3天

后，进行离心分离处理(300×g，5分钟)，使细胞沉淀，除去上清。用含有10μM莫能菌素钠(MP

生物医学公司(MP  Biomedicals社)制)的X-VIVO15培养基60mL使沉淀的细胞悬浮后，在37

℃、5％CO2条件下培养24小时。

[0528] 然后，对培养液进行离心分离处理(300×g，5分钟)，回收培养上清。进一步地对回

收的培养上清60mL进行三次离心分离处理(第一次：300×g，3分钟；第二次：1200×g，20分

钟；第三次：10000×g，20分钟)，分离杂质，得到上清。使用Vivaspin(商品名，截留分子量

30000，通用电气公司(GE社)制)对得到的上清进行超滤直至其成为6mL以下，得到浓缩液。

在得到的浓缩液中添加含有10μM莫能菌素钠(MP生物医学公司(MP  Biomedicals社)制)的

X-VIVO15培养基，将液量调节至6mL，得到10倍浓缩的K562细胞培养浓缩液样品(以下，有时

简记为“培养上清样品”)。

[0529] 另外，在得到的培养上清样品中添加CaCl2，使终浓度成为2mM，得到含有2mM  CaCl2

的K562细胞培养上清浓缩液样品(以下，有时简记为“含有钙离子的培养上清样品”)。

[0530] ＜(2)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的生物素标记＞

[0531] 对于通过与实验例1相同的方法制备的含有Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

114μL(含有Fc标签融合mTim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-氨基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对Fc标签融合mTim4蛋白质的氨基进行生物素标记，得

到含有氨基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(有时简记为“氨基生物素标记的

Fc标签融合mTim4蛋白质”)3.8μg的PBS溶液100μL(有时简记为“含有氨基生物素标记的Fc

标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)。

[0532] 另外，对于通过与实验例1相同的方法制备的含有Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS

溶液114μL(含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁

化学研究所制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的巯基进

行生物素标记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(有时简记为“巯

基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质”)5.9μg的PBS溶液100μL(有时简记为“含有巯基

生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)。

[0533] ＜(3)含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的PBS溶液的稀释＞

[0534] 将采用与实验例1相同的方法制备的含有Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液11.4

μL与PBS  188.6μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液

200μL。

[0535] 将上述制备的含有氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液26.3μL
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(含有氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg)与PBS173.7μL混合，得到含有氨基生

物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0536] 另外，将上述制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

16.9μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg)与PBS  183.1μL混合，得到含

有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0537] ＜(4)珠的洗涤＞

[0538] 分别将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白的PBS-T溶液(商品名，赛默飞世尔科技公

司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)20μL(含有0.6mg的Dynabeads  G蛋白)分

注于3个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中。然后，将500μL的PBS分别加入1.5mL

管中，进行搅拌后，将1.5mL管分别设置于磁力架，使用磁力使Dynabeads  G蛋白集合于管

壁，用移液器将1.5mL管内的溶液丢弃(以下，有时简记为“洗涤操作”)。

[0539] 另外，将含有10μg/μL的Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液60μL(含有0 .6mg的

Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠)分注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，

用500μL的PBS与上述同样地进行洗涤操作。

[0540] ＜(5)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0541] 在3个含有Dynabeads  G蛋白(0.6mg)的1.5mL管中，在其中的1个中添加上述制备

的含有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃温度反

应1小时，得到含有结合有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的

PBS溶液200μL。

[0542] 在剩余的2个含有Dynabeads  G蛋白(0.6mg)的1.5mL管中，在其中一个中添加上述

制备的含有氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃

温度反应1小时，得到含有结合有氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4

载体)的PBS溶液200μL。

[0543] 在另一个中添加上述制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg

的PBS溶液200μL的总量，在8℃温度反应1小时，得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签

融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶液200μL。

[0544] 对于一个含有Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠的1.5mL管，添加采用与上述相同

方法制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL，在8℃温

度进行1小时的反应，得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体

(mTim4载体)的PBS溶液200μL。

[0545] 由此，得到分别含有0.6mg的下表1所示的4种mTim4载体的PBS溶液200μL。

[0546] 表1

[0547]

[0548] ＜(6)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0549] 用500μL的PBS对上述得到的表1中记载的4种mTim4载体0.6mg分别进行3次洗涤操
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作，然后，在颗粒状态的各mTim4载体中，加入所述(1)中制备的含有钙离子的培养上清样品

200μL，在8℃温度反应3小时。

[0550] 用含有2mM  CaCl2的TBS-T(三羟甲基氨基甲烷(Tris)缓冲液(Tris  Buffer)，

0.05％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)500μL分别对反应后的mTim4载体进行3次洗涤操作。

在进行第三次洗涤操作时，分别将4种mTim4载体各250μL分注于2个1.5mL管中。

[0551] 在颗粒状态的4种mTim4载体各0.3mg中，添加作为溶出液的1％SDS水溶液或1mM 

EDTA水溶液20μL，然后，通过漩涡混合器在室温条件下混合10秒，停止转动(Spin  down)。将

1.5mL管分别设置于磁力架，使用磁力使mTim4载体集合于管壁，回收上清(溶出液)。

[0552] 需要说明的是，将各实施例中使用的mTim4蛋白质及载体的种类、用于从mTim4载

体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表2中。

[0553] 表2

[0554]

[0555] ＜(7)蛋白质免疫印迹＞

[0556] 在实施例1-8中得到的各上清(溶出液)7.5μL中，加入4×试样用缓冲液(和光纯药

工业(株)制)2.5μL，在98℃加热5分钟，得到蛋白质免疫印迹用各试样。在SuperSep  Ace  5-

20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，加入该蛋白质免疫印迹用各试样10μL，以25mA

进行65分钟的电泳。使用半干印迹仪与不连续缓冲液(阳极缓冲液(Anode  Buffer)1：0.3M 

Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液(Cathode  Buffer)：

0.025M  Tris/0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印至

PVDF膜(密里博公司(Millipore社)制)60分钟。

[0557] 在PVDF膜中加入用PBS-T(PBS缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))稀释的3％脱脂奶，

在室温条件下进行1小时的反应，进行封闭，将用PBS-T稀释了250倍的抗人Lamp-1小鼠单克

隆抗体(BD生物科学公司(BDバイオサイエンス社)制，以下有时简记为“抗人Lamp-1抗体”)

2mL在8℃温度反应一夜。

[0558] 然后，用PBS-T将反应后的PVDF膜洗涤3次，在室温条件下，将用PBS-T稀释了10000

倍的次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗体}(和光纯药工业(株)

制)进行1小时的反应。用PBS-T洗涤5次后，添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业

(株)制)，使用LAS-4000(通用电气公司(GE社)制)检测发光信号。需要说明的是，抗人Lamp-

1抗体是针对作为外泌体的标记蛋白质之一的Lamp-1的抗体。

[0559] ＜结果＞

[0560] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图1。图1中，各泳道如下。

[0561] 泳道1：实施例1的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G
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蛋白珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0562] 泳道2：实施例2的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0563] 泳道3：实施例3的结果(使用使氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

G蛋白珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0564] 泳道4：实施例4的结果(使用使氨基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

G蛋白珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0565] 泳道5：实施例5的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

G蛋白珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0566] 泳道6：实施例6的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

G蛋白珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0567] 泳道7：实施例7的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0568] 泳道8：实施例8的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质

结合于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)。

[0569] 根据图1，在实施例1-8中的任意情况下，都在100kDa附近得到作为外泌体标记物

的Lamp-1的条带，由此可知，通过本发明的取得方法，能取得含有外泌体的细胞外膜囊泡

(实施例1-8：泳道1-8)。

[0570] 特别地，通过对比实施例2、4、6、8可知，将钙离子螯合剂用作溶出液时，相比于

Tim4蛋白质与载体通过氨基而结合的情况(实施例4：泳道4)、通过亲和标签而结合的情况

(实施例2：泳道2；实施例6：泳道6)，当Tim4蛋白质与载体通过Tim4蛋白质的巯基而结合时

(实施例8：泳道8)，能取得更多的细胞外膜囊泡(实施例2：泳道2；实施例4：泳道4；实施例6：

泳道6；实施例8：泳道8)。

[0571] 实施例9-16.使用本发明的Tim4载体取得细胞外膜囊泡(本发明的取得方法)

[0572] 如下所示地制备本发明的Tim4载体，并使用该载体取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0573] ＜(1)培养上清样品的制备＞

[0574] 通过与实施例1-8的“(1)培养上清样品的制备”相同的方法进行。

[0575] ＜(2)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的生物素标记＞

[0576] 对于通过与实验例1“(2)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的生物素标记”相同的方

法制备的含有Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液114μL(含有Fc标签融合mTim4蛋白质10μ

g)，采用与实施例1相同的方法，对Fc标签融合mTim4蛋白质的巯基进行生物素标记，得到含

有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质3.9μg的PBS溶液100μL(以下，有时简记为“含

有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)。

[0577] ＜(3)FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质的生物素标记＞

[0578] 使用通过与实验例2相同的方法制备的含有FLAG标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

99μL(含有FLAG标签融合mTim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基((株)同仁化学

研究所制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对FLAG标签融合mTim4蛋白质的巯基进行生物

素标记，得到含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质4.6μg的PBS溶液(以下，有

时简记为“含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)100μL。
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[0579] ＜(4)His标签融合小鼠源Tim4蛋白质的生物素标记＞

[0580] 对于通过与实验例3相同的方法制备的含有His标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

54μL(含有His标签融合mTim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基((株)同仁化学研

究所制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对His标签融合mTim4蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质7.2μg的PBS溶液(以下，有时简记

为“含有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液”)100μL。

[0581] ＜(5)标签融合型小鼠源Tim4蛋白质的稀释＞

[0582] 将通过与实验例1相同的方法制备的含有Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液11.4

μL(含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质1μg)与PBS  188.6μL混合，得到含有生物素非标记的

Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0583] 将上述(2)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

16.9μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg)与PBS  183.1μL混合，得到含

有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0584] 另外，将所述(3)中制备的含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质的

PBS溶液21.6μL(含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg)与PBS  178.4μL混

合，得到含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg)的PBS溶液200μL。

[0585] 将所述(4)中制备的含有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

13.9μL(含有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质1μg)与PBS  186.1μL混合，得到含

有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0586] ＜(6)珠的洗涤＞

[0587] 将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白的PBS-T溶液(商品名，赛默飞世尔科技公司

(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)20μL(含有0.6mg的Dynabeads  G蛋白)分注

于1个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，采用与实施例1-8的“(4)珠的洗涤”相

同的方法，使用500μL的PBS进行洗涤操作。

[0588] 另外，分别将含有10μg/μL的Dynabeads  M-270链霉亲和素(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液60μL(含有0 .6mg的

Dynabeads  M-270链霉亲和素)分注于3个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，采

用与实施例1-8的“(4)珠的洗涤”相同的方法，使用500μL的PBS分别进行洗涤操作。

[0589] ＜(7)标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0590] 然后，在含有0.6mg的经洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  G蛋白的1.5mL管中，

添加含有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃温度

进行1小时的反应，得到含有结合有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4

载体)的PBS溶液200μL。

[0591] 进一步地，在含有0.6mg的洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  M-270链霉亲和素

的3个1.5mL管中，在其中一个中，添加上述制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4

蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃进行1小时的反应，得到含有结合有巯基生物素标

记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶液200μL。

[0592] 在剩余的2个含有0.6mg的经洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  M-270链霉亲和

素的1.5mL管中，在其中一个中添加上述制备的含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4
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蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃温度进行1小时的反应，得到含有结合有巯基生物

素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶液200μL。

[0593] 在另一个中添加上述制备的含有巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质1μg

的PBS溶液200μL的总量，在8℃温度进行1小时的反应，得到含有结合有巯基生物素标记的

His标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶液200μL。

[0594] 由此，得到分别含有0.6mg的下表3所示的4种mTim4载体的PBS溶液200μL。

[0595] 表3

[0596]

[0597] ＜(8)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0598] 使用“表3中记载的4种mTim4载体0 .6mg”来代替“表1中记载的4种mTim4载体

0.6mg”，除此以外，采用与实施例1-8的“(6)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡”相

同的方法进行，得到各上清(溶出液)。需要说明的是，将各实施例中使用的mTim4蛋白质及

载体的种类、用于从mTim4载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印

迹中的泳道号示于下表4中。

[0599] 表4

[0600]

[0601] ＜(7)蛋白质免疫印迹＞

[0602] 使用“实施例9-16(所述(8))中得到的各上清(溶出液)7.5μL”来替代“实施例1-8

中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，除此以外，采用与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相

同的方法进行。

[0603] ＜结果＞

[0604] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图2中。图2中，各泳道如下。

[0605] 分别示出了：

[0606] 泳道1：实施例9的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0607] 泳道2：实施例10的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0608] 泳道3：实施例11的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合
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于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0609] 泳道4：实施例12的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合

于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0610] 泳道5：实施例13的结果(使用使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结

合于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0611] 泳道6：实施例14的结果(使用使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结

合于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)；

[0612] 泳道7：实施例15的结果(使用使巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质结合

于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0613] 泳道8：实施例16的结果(使用使巯基生物素标记的His标签融合mTim4蛋白质结合

于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)。

[0614] 根据图2可知，在实施例9-16中的任意情况下，在100kDa附近都得到了作为外泌体

的标记蛋白质的Lamp-1的条带，因此，通过本发明的取得方法，能取得含有外泌体的细胞外

膜囊泡(实施例9-16：泳道1-8)。

[0615] 另外可知，如果使用本发明的Tim4载体，则无论标签的种类、长度如何、是否存在，

都能取得细胞外膜囊泡(实施例9-16：泳道1-8)。

[0616] 通过比较实施例10、12、14、16可知，将作为钙离子螯合剂的EDTA用作溶出液时，相

比于Tim4蛋白质与载体通过亲和标签而结合的情况(实施例10：泳道2)，当Tim4蛋白质与载

体通过Tim4蛋白质的巯基而结合时(实施例12：泳道4；实施例14：泳道6；实施例16：泳道8)，

能取得更多的细胞外膜囊泡。

[0617] 实施例17-18.使用本发明的Tim4载体取得细胞外膜囊泡(本发明的取得方法)

[0618] 如下所述地制备本发明的Tim4载体，并使用该载体取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0619] ＜(1)培养上清样品的制备＞

[0620] 通过与实施例1-8的“(1)培养上清样品的制备”相同的方法进行。

[0621] ＜(2)生物素非标记的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质的稀释＞

[0622] 将通过与实验例2相同的方法制备的含有生物素非标记的FLAG标签融合mTim4蛋

白质5μg的PBS溶液47μL(含有生物素非标记的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质的PBS溶液)

与PBS  153μL混合，得到含有生物素非标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质5μg的PBS溶液200μ

L。

[0623] ＜(3)珠的洗涤＞

[0624] 将含有10μg/μL的抗DYKDDDDK标签抗体磁珠的50％甘油TBS溶液(和光纯药工业

(株)制)50μL(含有抗DYKDDDDK标签抗体磁珠0.5mg)分注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム

机器社)制)中，使用PBS  500μL进行洗涤操作。

[0625] ＜(4)FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于载体＞

[0626] 然后，在经洗涤操作后的颗粒状态的抗DYKDDDDK标签抗体磁珠中，添加含有FLAG

标签融合mTim4蛋白质5μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃进行1小时的反应，得到含有mTim4

载体的PBS溶液200μL。

[0627] 由上所述，得到含有下表5所示的mTim4载体0.5mg的PBS溶液200μL。

[0628] 表5
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[0629]

[0630] ＜(5)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0631] 使用“表5中记载的mTim4载体0.5mg”来替代“表1中记载的4种mTim4载体0.6mg”，

除此以外，采用与实施例1-8的“(6)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡”相同的方

法，得到各上清(溶出液)。

[0632] 需要说明的是，将各实施例中使用的mTim4蛋白质及载体的种类、用于从mTim4载

体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表6中。

[0633] 表6

[0634]

[0635] ＜(6)蛋白质免疫印迹＞

[0636] 使用“实施例17-18(所述(5))中得到的各上清(溶出液)7.5μL”来替代“实施例1-8

中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，除此以外，通过与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相

同的方法进行。

[0637] ＜结果＞

[0638] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图3。图3中，各泳道如下。

[0639] 泳道1：实施例17的结果(使用使生物素非标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结合

于抗DYKDDDDK标签抗体珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0640] 泳道2：实施例18的结果(使用使生物素非标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结合

于抗DYKDDDDK标签抗体珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液时的结果)。

[0641] 根据图3可知，在实施例17-18中的任意情况下，都在100kDa附近观察到了作为外

泌体标记物的Lamp-1的条带，因此，通过本发明的取得方法，即使使用通过抗标签抗体而固

定化Tim4蛋白质的载体，也能取得含有外泌体的细胞外膜囊泡(实施例17-18：泳道1-2)。

[0642] 实施例19-20以及比较例1-3.通过本发明的取得方法及现有方法得到的细胞外膜

囊泡的纯度的比较

[0643] 如下所述，对通过利用SDS溶出的本发明的取得方法(实施例19)、利用EDTA溶出的

本发明的取得方法(实施例20)、超速离心分离法(比较例1)、Exo  Quick(比较例2)以及总外

泌体分离法(Total  Exosome  Isolation)(比较例3)分别得到的细胞外膜囊泡的纯度进行

比较。

[0644] ＜利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡(实施例19-20)＞

[0645] 使用“含有钙离子的培养上清样品500μL”来替代“含有钙离子的培养上清样品200
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μL”，并且，作为溶出液，使用“1％SDS水溶液50μL”来替代“1％SDS水溶液20μL”、使用“1mM 

EDTA水溶液50μL”来替代“1mM  EDTA水溶液20μL”，除此以外，采用与实施例13-14相同的方

法，使mTim4蛋白质与含有钙离子的培养上清样品中的细胞外膜囊泡进行反应，并分别通过

作为溶出液的1％SDS水溶液及1mM  EDTA水溶液使细胞外膜囊泡溶出，分别得到上清(溶出

液)，所述mTim4蛋白质是使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结合于Dynabeads 

M-270链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィッ

ク社)制)而形成的。

[0646] 将得到的上清(溶出液)分别作为样品1(用1％SDS水溶液进行溶出时)、样品2(用

1mM  EDTA水溶液进行溶出时)。

[0647] 需要说明的是，将实施例19-20中使用的mTim4蛋白质及载体的种类、以及用于从

mTim4载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类示于下表7。

[0648] 表7

[0649]

[0650] ＜利用超速离心分离法取得细胞外膜囊泡(比较例1)＞

[0651] 对通过与实施例1相同的方法制备的培养上清样品1mL进行离心分离处理(20000

×g，30分钟)，分离杂质，得到上清。然后，对得到的上清1mL进行超速离心分离处理(110000

×g，70分钟)，得到沉淀组分。然后，用1mL的PBS将得到的沉淀组分悬浮。对沉淀组分的悬浮

液再次进行超速离心分离处理(110000×g，70分钟)后，将得到的沉淀组分悬浮于PBS  50μ

L。将得到的悬浮液作为样品3(比较例1)。

[0652] ＜通过使用市售的试剂的离心分离法取得细胞外膜囊泡(利用ExoQuick取得细胞

外膜囊泡)(比较例2)＞

[0653] 对通过与实施例1相同的方法制备的培养上清样品1mL进行离心分离处理(20000

×g，30分钟)，分离杂质，得到上清。然后，将得到的上清1mL与ExoQuick-TC试剂(ExoQuick-

TC  Reagent)(商品名，系统生物科学公司(System  Biosciences社))0.2mL混合，在8℃将该

混合液静置一晚。然后，对已静置一晚的该混合液进行离心分离处理(1500×g，30分钟)，将

得到的沉淀组分悬浮于PBS  100μL。将得到的悬浮液作为样品4(比较例2)。

[0654] ＜通过使用市售的试剂的离心分离法取得细胞外膜囊泡(利用总外泌体分离法

(Total  Exosome  Isolation)取得细胞外膜囊泡)(比较例3)＞

[0655] 对通过与实施例1相同的方法制备的K562细胞培养上清浓缩液样品1mL进行离心

分离处理(20000×g，30分钟)，分离杂质，得到上清。然后，将得到的上清1mL与总外泌体分

离试剂(Total  Exosome  Isolation  Reagent)(赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサ

イエンティフィック社)制)0.5mL混合，在8℃静置1天。将通过对该混合液进行离心分离处理

(10000×g，1小时)而得到的沉淀组分悬浮于PBS  100μL。将得到的悬浮液作为样品5(比较

例3)。
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[0656] 需要说明的是，将各实施例及比较例中使用的方法、得到的样品以及后述蛋白质

免疫印迹及银染色中的泳道号示于下表8中。

[0657] 表8

[0658]

[0659] ＜蛋白质免疫印迹＞

[0660] 采用BCA法对通过各方法得到的样品1-5中的蛋白质量进行测定，基于测定结果，

将蛋白质量分别作为电泳的基准量，进行蛋白质免疫印迹。即，分别将含有样品1-5中的各

蛋白质0.25μg的PBS溶液37.5μL与4×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)12.5μL混合，然

后，在98℃加热5分钟，分别得到蛋白质免疫印迹用各试样50μL。

[0661] 然后，在SuperSep  Ace  5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，分别将得

到的蛋白质免疫印迹用各试样各20μL添加于两块凝胶中，以25mA进行60分钟的电泳。使用

半干印迹仪和不连续缓冲液(阳极缓冲液1：0.3M  Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M 

Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：0.025M  Tris/0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件

下，将得到的两块凝胶中的一块转印于PVDF膜(密里博公司(Millipore社)制)60分钟。在

PVDF膜中添加用PBS-T稀释的3％脱脂奶，在室温条件下进行1小时的反应，进行封闭，在室

温条件下，将用PBS-T稀释了250倍的抗人Lamp-1小鼠单克隆抗体(BD生物科学公司(BD 

Biosciences社)制)2mL进行1小时的反应。用PBS-T洗涤3次后，在室温条件下，将用PBS-T稀

释了10000倍的次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗体(和光纯药工

业(株)制)}进行1小时的反应。用PBS-T洗涤5次后，添加ECL  prime(商品名，通用电气公司

(GE社)制)，使用LAS-4000(商品名，通用电气公司(GE社)制)，分别检测发光信号。

[0662] 另外，用和光银染色II试剂盒(商品名，和光纯药工业(株)制)对另一块凝胶进行

银染色。

[0663] ＜结果＞

[0664] 分别将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图4-A、将银染色的结果示于图4-B。图

4-A及图4-B中，各泳道如下。

[0665] 泳道1：实施例19的结果(使用使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结

合于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液来实施本发明的取得

方法时的结果)；

[0666] 泳道2：实施例20的结果(使用使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质结

合于链霉亲和素珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA溶液用作溶出液来实施本发明的取得

方法时的结果)；

[0667] 泳道3：比较例1的结果(通过超速离心分离法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0668] 泳道4：比较例2的结果(通过ExoQuick取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0669] 泳道5：比较例3的结果(通过总外泌体分离法(Total  Exosome  Isolation)取得细
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胞外膜囊泡时的结果)。

[0670] 根据图4-A，在作为本发明的取得方法的实施例19-20中的任意实施例中，都在

100kDa附近观察到了作为外泌体标记物的Lamp-1的条带，可知通过本发明的取得方法，能

取得含有外泌体的细胞外膜囊泡(实施例19-20：泳道1-2)。

[0671] 另一方面，根据图4-A，对于任何现有方法(超速离心分离法(比较例1)、ExoQuick

(比较例2)以及总外泌体分离法(Total  Exsome  Isolation)(比较例3))而言，在100kDa附

近都仅观察到了较浅且微量的外泌体标记物Lamp-1的条带(比较例1-3：泳道3-5)。

[0672] 另外，根据图4-B，本发明的取得方法(实施例19-20)与任何现有方法(超速离心分

离法(比较例1)、ExoQuick(比较例2)以及总外泌体分离法(Total  Exsome  Isolation)(比

较例3))相比，来自于夹杂的蛋白质等的条带较少(实施例19-20：泳道1-2、比较例1-3：泳道

3-5)。

[0673] 根据上述结果可知，本发明的取得方法(实施例19及20)与任何现有方法((超速离

心分离法(比较例1)、ExoQuick(比较例2)以及总外泌体分离法(Total  Exsome  Isolation)

(比较例3))相比，能够以更良好的纯度取得细胞外膜囊泡(泳道1-5)。

[0674] 实施例21.利用电子显微镜观察通过本发明的取得方法得到的细胞外膜囊泡

[0675] 为了检测通过本发明的取得方法取得的细胞外膜囊泡的状态，利用电子显微镜进

行观察。

[0676] ＜(1)小鼠巨噬细胞培养上清样品的制备＞

[0677] 为了得到腹腔巨噬细胞，将3％巯基乙酸盐溶液(弗鲁卡试剂公司(フルカ试剂社)

制)2mL注射于6只8周龄雌性C57BL/6J小鼠(购自日本SLC(株)公司)的腹腔中。3天后，从腹

腔回收巨噬细胞，在4个150mm细胞培养皿中，用含10％FBS(Biowest公司制)的DMEM(纳卡拉

技术公司(ナカライテスク(株))制)80mL对回收的巨噬细胞培养2天，回收培养上清，得到

小鼠巨噬细胞培养上清样品。

[0678] ＜(2)Tim4载体的制备＞

[0679] 使用1mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科技公司(サー

モフィッシャーサイエンティフィック社)制)，代替0.6mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠

(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)，使用含有巯

基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质100μg的PBS溶液100μL，替代含有巯基生物素标记

的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL，将Dynabeads与含有巯基生物素标记的Fc

标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液的反应时间调整为2小时以替代1小时，除此以外，通过与

实施例11-12相同的方法，制备使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于

Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠而成的mTim4载体。

[0680] ＜(3)使用Tim4载体取得细胞外膜囊泡＞

[0681] 对小鼠巨噬细胞培养上清样品32mL进行离心分离处理(第一次：800×g，10分钟；

第二次：12000×g，30分钟)，得到上清。在得到的上清中，添加CaCl2以使终浓度成为2mM后，

加入上述制备的mTim4载体1mg，在室温搅拌混合1小时。然后，回收在室温经搅拌混合1小时

的mTim4载体，用含有终浓度为2mM的CaCl2的TBS-T  5mL进行3次洗涤操作后，进而用1mL进

行2次洗涤操作，然后，用含有1mM  EDTA的TBS100μL进行3次溶出，得到细胞外膜囊泡组分

300μL。
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[0682] 然后，为了可靠地回收小鼠巨噬细胞培养上清样品中的细胞外膜囊泡，再次通过

下述方法，从用含有1mM  EDTA的TBS  100μL进行3次溶出后的小鼠巨噬细胞培养上清样品中

回收细胞外膜囊泡，得到细胞外膜囊泡组分300μL。即，在用含有1mM  EDTA的TBS100μL进行3

次溶出后的小鼠巨噬细胞培养上清样品中，添加CaCl2以使终浓度成为2mM后，加入用含有

1mM  EDTA的TBS100μL进行3次溶出后的mTim4载体1mg，在室温搅拌混合1小时。然后，回收在

室温搅拌混合1小时后的mTim4载体，用含有终浓度为2mM  CaCl2的TBS-T  5mL进行3次洗涤

操作后，进而用1mL进行2次洗涤操作，然后用含有1mM  EDTA的TBS  100μL进行3次溶出，得到

细胞外膜囊泡组分300μL。

[0683] 然后，为了更可靠地回收小鼠巨噬细胞培养上清样品中的细胞外膜囊泡，再次进

行上述操作，从用含有1mM  EDTA的TBS  100μL进行6次溶出后的小鼠巨噬细胞培养上清样品

中回收细胞外膜囊泡，得到细胞外膜囊泡组分300μL。

[0684] 使用Amicon  Ultra-0.5mL  10K离心式过滤柱，将通过上述9次溶出操作得到的细

胞外膜囊泡组分共计900μL浓缩成60μL，得到电子显微镜观察用试样。

[0685] ＜(4)利用电子显微镜观察通过本发明的取得方法取得的细胞外膜囊泡＞

[0686] 使电子显微镜观察用试样10μL吸附于载网，用滤纸吸取剩余的电子显微镜观察用

试样。然后，对载网进行水洗，利用醋酸铀水溶液进行2次染色后，使用透射电子显微镜，利

用阴性(负)染色法进行观察。

[0687] 需要说明的是，将实施例21中使用的mTim4蛋白质及载体的种类、以及用于从

mTim4载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类示于下表9。

[0688] 表9

[0689]

[0690] ＜结果＞

[0691] 将得到的电子显微镜的观察图像示于图5。根据图5，通过本发明的取得方法，能够

在保持球形形状的状态下，取得直径50～150nm左右的细胞外膜囊泡。

[0692] 根据上述内容可知，通过本发明的取得方法，能够在完整的状态下取得细胞外膜

囊泡。

[0693] 实施例22-25.利用本发明的Tim4载体取得细胞外膜囊泡(本发明的取得方法)

[0694] 使用将人源Tim4蛋白质固定化于珠而成的载体(以下，有时简记为“hTim4载体”)

以及mTim4载体，取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0695] ＜(1)培养上清样品的制备＞

[0696] 通过与实施例1-8的“(1)培养上清样品的制备”相同的方法进行。

[0697] ＜(2)Fc标签融合Tim4蛋白质的稀释＞

[0698] 将生物素非标记的Fc标签融合人源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制，序列号7

(在人源Tim4蛋白质的N末端第25～315位的氨基酸域(基因银行：GenBank  NP_612388.2)融

合了Fc标签而成的人源Tim4蛋白质))冷冻干燥品100μg溶于PBS  1mL中，制作含有100μg/mL

的生物素非标记的Fc标签融合hTim4蛋白质的PBS溶液。将含有生物素非标记的Fc标签融合
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hTim4蛋白质的PBS溶液10μL与PBS  190μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合hTim4

蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0699] 另外，将生物素非标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制，序

列号6(在小鼠源Tim4蛋白质的N末端第22～279位的氨基酸域(基因银行：GenBank  NP_

848874.3))融合了Fc标签而成的mTim4蛋白质)冷冻干燥品100μg溶于PBS  1mL，制作含有

100μg/mL的生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液。将含有生物素非标记的Fc

标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液10μL与PBS  190μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签

融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0700] ＜(3)珠的洗涤＞

[0701] 分别将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白的PBS-T溶液(商品名，赛默飞世尔科技公

司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)20μL(含有Dynabeads  G蛋白0.6mg)分注

于2个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，使用PBS  500μL进行洗涤操作。

[0702] ＜(4)生物素非标记的Fc标签融合Tim4蛋白质固定于珠＞

[0703] 在含有Dynabeads  G蛋白(0.6mg)的2个1.5mL管中，在其中一个中添加上述制备的

含有生物素非标记的Fc标签融合hTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃进行1小时

的反应，得到含有结合有生物素非标记的Fc标签融合hTim4蛋白质的载体(hTim4载体)的

PBS溶液200μL。

[0704] 在剩余的一个含有Dynabeads  G蛋白(0.6mg)的1.5mL管中，添加上述制备的含有

生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL的总量，在8℃进行1小时反

应，得到含有结合有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶

液200μL。

[0705] ＜(5)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0706] 用PBS  500μL分别对上述得到的hTim4载体及mTim4载体0.6mg进行3次洗涤操作，

然后，在颗粒状态的hTim4载体及mTim4载体中，分别添加含有钙离子的培养上清样品200μ

L，在8℃分别进行3小时的反应。然后，用含有2mM  CaCl2的TBS-T  500μL分别对反应后的

hTim4载体及mTim4载体进行3次洗涤操作。

[0707] 进行第三次洗涤时，分别将hTim4载体及mTim4载体各250μL(载体0.3mg)分注于两

个1.5mL管中。在颗粒状态的mTim4载体及hTim4载体各0.3mg中，添加20μL的作为溶出液的

1％SDS水溶液或1mM  EDTA水溶液，然后，通过漩涡混合器在室温条件下混合10秒，停止转动

(spin  down)。将1.5mL管分别设置于磁力架，使用磁力使hTim4载体及mTim4载体集合于管

壁，分别回收上清(溶出液)。

[0708] 需要说明的是，将实施例22-25中使用的Tim4蛋白质及载体的种类、用于从Tim4载

体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表10。

[0709] 表10
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[0710]

[0711] ＜(6)蛋白质免疫印迹＞

[0712] 使用“实施例22-25(所述(5))中得到的各上清(溶出液)7.5μL”来替代“实施例1-8

中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，除此以外，通过与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相

同的方法进行。

[0713] ＜结果＞

[0714] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图6。图6中，各泳道如下。

[0715] 泳道1：实施例22的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合hTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的hTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0716] 泳道2：实施例23的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合hTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的hTim4载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)；

[0717] 泳道3：实施例24的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的mTim4载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0718] 泳道4：实施例25的结果(使用使生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合于G

蛋白珠而成的mTim4载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)。

[0719] 由图6可知，在实施例22-25中的任意实施例中，都在100kDa附近观察到了作为外

泌体标记物的Lamp-1的条带，因此，通过本发明的取得方法，能取得含有外泌体的细胞外膜

囊泡(实施例22-25：泳道1-4)。

[0720] 另外可知，Tim4蛋白质无论来自于何种生物物种，都能够用于本发明的Tim4载体

及本发明的取得方法。

[0721] 实施例26-27/比较例4-9.利用Tim4载体及已固定化PS蛋白质的载体取得的细胞

外膜囊泡的量的比较

[0722] 使用Tim4载体以及将PS蛋白质(来自于人的膜粘连蛋白-5(Annexin  V)、来自于人

的MFG-E8以及来自于小鼠的MFG-E8)分别固定化于珠而成的载体，取得本发明的细胞外膜

囊泡。

[0723] ＜(1)含有PS蛋白质的PBS溶液的稀释＞

[0724] 将His标签融合人源膜粘连蛋白-5(创意生物公司(Creative  BioMart社)制，有时

简记为“His标签融合h膜粘连蛋白-5”)20μg溶于PBS  100μL中，以使其浓度成为200μg/mL，

制作含有His标签融合h膜粘连蛋白-5的PBS溶液。将含有His标签融合h膜粘连蛋白-5蛋白

质1μg的PBS溶液5μL与PBS  195μL混合并稀释。

[0725] 将His标签融合人源MFG-E8(R&D系统公司(R&D  Systems社)制，有时简记为“His标

签融合hMFG-E8”)50μg溶于PBS500μL中,以使其浓度成为100μg/mL，制作含有His标签融合

hMFG-E8的PBS溶液。将含有His标签融合hMFG-E8蛋白质1μg的PBS溶液10μL与PBS  190μL混

合并稀释。将His标签融合小鼠源MFG-E8(R&D系统公司(R&D  Systems社)制，有时简记为
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“His标签融合mMFG-E8”)50μg溶于PBS500μL中以使其浓度成为100μg/mL，制作含有His标签

融合mMFG-E8的PBS溶液。将含有His标签融合小鼠源MFG-E8蛋白质1μg的PBS溶液10μL与

PBS190μL混合并稀释。

[0726] ＜(2)抗His标签抗体固定化珠的制备＞

[0727] 将含有30μg/μL的Dynabeads  M-270羧酸(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック社)制)的溶液100μL(含有Dynabeads  M-270羧酸3mg)分注于

1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，使用反应缓冲液(0.1M  MES，pH5.0)进行洗

涤操作。

[0728] 然后，加入用反应缓冲液490μL稀释的6×His抗体(和光纯药工业(株)制)溶液60μ

L(含有6×His抗体60μg)，在室温颠倒混合30分钟，然后，加入6mg/mL  WSC(同仁化学研究所

制)50μL，在室温颠倒混合4小时。用TBS-T对颠倒混和后的Dynabeads  M-270羧酸进行洗涤

操作后，用100μL  PBS进行稀释，得到抗His标签抗体固定化珠3mg。

[0729] ＜(3)将Tim4载体及已固定化各种PS蛋白质的载体的制备＞

[0730] 然后，将得到的含有抗His标签抗体固定化珠的PBS溶液100μL(含有抗His标签抗

体固定化珠3mg)分别以20μL(含有抗His标签抗体固定化珠0.6mg)分注于4个1.5mL管(BM设

备公司(ビーエム机器社)制)中，用500μL  PBS分别进行洗涤操作。

[0731] 然后，在4个含有洗涤操作后的颗粒状态的抗His标签抗体固定化珠0.6mg的1.5mL

管中，在其中一个中添加上述制备的含有His标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液200μL(含有

His标签融合mTim4蛋白质1μg)，在8℃进行1小时反应。

[0732] 在一个中添加上述制备的含有His标签融合h膜粘连蛋白-5质的PBS溶液200μL(含

有1μg的His标签融合h膜粘连蛋白-5)，在8℃进行1小时的反应。

[0733] 在一个中添加上述制备的含有His标签融合hMFG-E8的PBS溶液200μL(含有1μg的

His标签融合hMFG-E8)，在8℃进行1小时的反应。

[0734] 在一个中添加上述制备的含有His标签融合mMFG-E8的PBS溶液200μL(含有1μg的

His标签融合mMFG-E8)，在8℃进行1小时的反应。

[0735] 根据上述内容，得到分别含有0.6mg的下表11所示的4种载体的PBS溶液200μL。

[0736] 表11

[0737]

[0738] ＜(4)细胞外膜囊泡的取得＞

[0739] 用500μL的PBS分别对上述得到的含有4种载体0.6mg的PBS溶液200μL进行3次洗涤

操作后，在颗粒状态的5种载体中，分别加入通过与实施例1-8相同的方法制备的含有钙离

子的培养上清样品200μL，在8℃分别进行3小时的反应。

[0740] 然后，用含有2mM  CaCl2的TBS-T  500μL分别对使含有钙离子的培养上清样品反应

的4种载体进行3次洗涤操作。

[0741] 在进行第三次洗涤时，分别将4种载体各250μL分注于两个1.5mL管中。在颗粒状态
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的4种载体各0.3mg中，添加20μL的作为溶出液的1％SDS水溶液或1mM  EDTA水溶液，然后，通

过漩涡混合器，在室温10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置于磁力架，使用磁

力使得到的4种载体集合于管壁，分别回收上清(溶出液)。

[0742] 需要说明的是，将各实施例中使用的PS蛋白质及载体的种类、用于从载体取得细

胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表12。

[0743] 表12

[0744]

[0745] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[0746] 使用“实施例26-27、比较例4-9(所述(4))中得到的各上清(溶出液)7.5μL”替代

“实施例1-8中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，通过与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相

同的方法进行。

[0747] ＜结果＞

[0748] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图7。图7中，各泳道如下。

[0749] 泳道1：实施例26的结果(使用使His标签融合mTim4蛋白质结合于抗His标签抗体

固定化珠而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0750] 泳道2：实施例27的结果(使用使His标签融合mTim4蛋白质结合于抗His标签抗体

固定化珠而成的载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)；

[0751] 泳道3：比较例4的结果(使用使His标签融合h膜粘连蛋白-5结合于抗His标签抗体

固定化珠而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0752] 泳道4：比较例5的结果(使用使His标签融合h膜粘连蛋白-5结合于抗His标签抗体

固定化珠而成的载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)；

[0753] 泳道5：比较例6的结果(使用使His标签融合hMFG-E8结合于抗His标签抗体固定化

珠而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0754] 泳道6：比较例7的结果(使用使His标签融合hMFG-E8结合于抗His标签抗体固定化

珠而成的载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)；

[0755] 泳道7：比较例8的结果(使用使His标签融合mMFG-E8结合于抗His标签抗体固定化

珠而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0756] 泳道8：比较例9的结果(使用使His标签融合mMFG-E8结合于抗His标签抗体固定化

珠而成的载体、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)。

[0757] 由图7可知，在实施例26-27中的任意实施例中，都在100kDa附近得到作为外泌体

标记物的Lamp-1的条带，因此，通过本发明的取得方法，能取得含有外泌体的细胞外膜囊泡

(实施例26-27：泳道1-2)。

[0758] 另一方面，由图7可知，在比较例4-9中的任意比较例中，都未在100kDa附近观察到
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Lamp-1的条带，因此，对于已固定化Tim4蛋白质以外的PS蛋白质(膜粘连蛋白-5、MFG-E8)的

载体而言，不能取得含有外泌体的细胞外膜囊泡(比较例4-9：泳道3-8)。

[0759] 实施例28-33 .利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡(复合体形成工序的探

讨)

[0760] 如下所述地分别通过本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡。

[0761] 对实施例28-29而言，在使通过与实施例13-14相同的方法制备的巯基生物素标记

的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质与本发明的载体反应后，进而加入试样，取得本发明的

细胞外膜囊泡。

[0762] 对于实施例30-31而言，在使通过与实施例13-14相同的方法制备的巯基生物素标

记的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质与试样反应后，进而加入本发明的载体，取得本发明

的细胞外膜囊泡。

[0763] 对于实施例32-33而言，同时添加通过与实施例13-14相同的方法制备的巯基生物

素标记的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质、试样以及本发明的载体，取得本发明的细胞外

膜囊泡。

[0764] ＜珠的洗涤＞

[0765] 分别将含有10μg/μL的Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液60μL(含有Dynabeads  M-

270链霉亲和素C1珠0.6mg)分注于3个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用PBS 

500μL分别进行洗涤操作。

[0766] 通过与实施例13-14相同的方法，对含有His标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液270μ

L(含有His标签融合mTim4蛋白质50μg)进行生物素标记，得到含有巯基生物素标记的FLAG

标签融合mTim4蛋白质39.2μg的PBS溶液200μL。在得到的含有巯基生物素标记的FLAG标签

融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液5.1μL中，加入PBS溶液194.9μL，得到含有巯基生物素标记

的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL。

[0767] ＜使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质与本发明的载体反应后、进而

使本发明的试样中的细胞外膜囊泡与其反应的情况(实施例28-29)＞

[0768] 在含有经洗涤操作后的颗粒状的Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠0.6mg的1.5mL

管中，加入含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液200μL，使

Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠与巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质接触，在

8℃反应1小时，得到mTim4载体。然后，用PBS  500μL对得到的mTim4载体进行3次洗涤操作，

在含有该洗涤后的mTim4载体0.6mg的1.5mL管中，加入通过与实施例1相同的方法制备的含

有钙离子的培养上清样品200μL，使其在8℃进行3小时的反应。然后，用添加有终浓度为2mM 

CaCl2的TBS-T  500μL对使含有钙离子的培养上清样品反应而得的mTim4载体进行三次洗涤

操作。在第三次洗涤时，分别将mTim4载体各250μL分注于2个1 .5mL管中。在颗粒状态的

mTim4载体各0.3mg中添加20μL的作为溶出液的1％SDS水溶液或1mM  EDTA水溶液，然后，通

过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置于磁力架，用磁

力使mTim4载体集合于管壁，分别回收上清(溶出液)。

[0769] ＜使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质与本发明的试样反应后、进而

使本发明的载体与其反应的情况(实施例30-31)＞
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[0770] 将通过与实施例1相同的方法制备的含有钙离子的培养上清样品200μL分注于

1.5mL管中，加入含有巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液5.1μL，使

含有钙离子的培养上清样品中的细胞外膜囊泡与巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋

白质接触，在8℃进行3小时反应。

[0771] 在含有经洗涤操作的颗粒状的Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠0.6mg的1.5mL管

中，添加使含有钙离子的培养上清样品中的细胞外膜囊泡与巯基生物素标记的FLAG标签融

合mTim4蛋白质在8℃进行3小时反应而得的溶液，在8℃进行1小时的反应，得到细胞外膜囊

泡与mTim4载体的复合体。然后，用添加有终浓度为2mM  CaCl2的TBS-T  500μL对得到的细胞

外膜囊泡与mTim4载体的复合体进行3次洗涤操作。在进行第三次洗涤时，分别将细胞外膜

囊泡与mTim4载体的复合体各250μL分注于2个1.5mL管中。在颗粒状态的细胞外膜囊泡与

mTim4载体的复合体各0.3mg中，添加20μL的作为溶出液的1％SDS水溶液或1mM  EDTA水溶

液，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置于

磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，分别回收上清(溶出液)。

[0772] ＜使巯基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质、本发明的试样、以及本发明的

载体同时反应的情况(实施例32-33)＞

[0773] 在含有经洗涤操作的颗粒状的Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠0.6mg的1.5mL管

中，加入通过与实施例1相同的方法制备的含有钙离子的培养上清样品200μL、以及含有巯

基生物素标记的FLAG标签融合mTim4蛋白质1μg的PBS溶液5.1μL，在8℃进行4小时的反应。

用添加有终浓度为2mM  CaCl2的TBS-T  500μL对反应后的颗粒状的Dynabeads  M-270链霉亲

和素C1珠进行3次洗涤操作。在进行第三次洗涤时，分别将mTim4载体各250μL分注于2个

1.5mL管中，在mTim4载体各0.3mg中，添加20μL的作为溶出液的1％SDS水溶液或1mM  EDTA水

溶液，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置

于磁力架，用磁力使Dynabeads  M-270链霉亲和素C1珠集合于管壁，分别回收上清(溶出

液)。

[0774] 需要说明的是，将各实施例中使载体、mTim4蛋白质、含有钙离子的培养上清样品

进行接触的顺序、以及用于从载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类示于下表13。

[0775] 表13

[0776]

[0777] ＜蛋白质免疫印迹＞

[0778] 使用“实施例28-33中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，替代“实施例1-8中得到的各

上清(溶出液)7.5μL”，除此以外，通过与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相同的方法进

行。

[0779] ＜结果＞
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[0780] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果分别示于图8中。图8中，各泳道如下。

[0781] 泳道1：实施例28的结果(通过使载体与mTim4蛋白质接触后、进而使其与钙离子细

胞培养上清样品接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0782] 泳道2：实施例29的结果(通过使载体与mTim4蛋白质接触后、进而使其与钙离子细

胞培养上清样品接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结

果)；

[0783] 泳道3：实施例30的结果(通过使mTim4蛋白质与钙离子细胞培养上清样品接触后、

进而使其与载体接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0784] 泳道4：实施例31的结果(通过使mTim4蛋白质与钙离子细胞培养上清样品接触后、

进而使其与载体接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1Mm  EDTA水溶液用作溶出液时的结

果)；

[0785] 泳道5：实施例32的结果(通过使载体与钙离子细胞培养上清样品以及mTim4蛋白

质同时接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0786] 泳道6：实施例33的结果(通过使载体与钙离子细胞培养上清样品以及mTim4蛋白

质同时接触的方法取得细胞外膜囊泡、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结果)。

[0787] 根据图8，在实施例28-33中的任意实施例中，都在100kDa附近得到作为外泌体标

记物的Lamp-1的条带(实施例28-33：泳道1-6)。

[0788] 另外，根据实施例28-33的结果可知，对于使结合于载体的Tim4蛋白质与试样中的

细胞外膜囊泡的复合体形成的工序(复合体形成工序)而言，与本发明的Tim4蛋白质和本发

明的载体以及试样中的细胞外膜囊泡的接触顺序无关，作为结果，只要形成结合于载体的

mTim4蛋白质与试样中的细胞外膜囊泡的复合体即可。

[0789] 实施例34-35/比较例10-13本发明的取得方法与现有方法的比较

[0790] 如下所述，通过利用SDS溶出的本发明的取得方法(实施例34)、利用EDTA溶出的本

发明的取得方法(实施例35)、抗CD63抗体固定化法(比较例10-11)、外泌体-人CD63分离/检

测(Exosome-Human  CD63Isolation/Detection)(比较例12-13)，取得细胞外膜囊泡。

[0791] ＜Tim4蛋白质固定于载体＞

[0792] 将含有10μg/μL的Dynabeads  M-270链霉亲和素(商品名，赛默飞世尔科技公司(サ

ーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的溶液15μL(含有1×107个Dynabeads  M-270链

霉亲和素)分注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用PBS进行洗涤操作。

[0793] 然后，在含有洗涤操作后的Dynabeads  M-270链霉亲和素的1.5mL管中，加入通过

与实施例11-12相同的方法制备的含有巯基生物素标记的FLAG标签融合小鼠源Tim4蛋白质

0.25μg的PBS溶液200μL的总量，在冷藏条件下进行1小时反应，得到含有mTim4载体的PBS溶

液。

[0794] ＜抗CD63抗体(H5C6)固定化载体的制备＞

[0795] 将含有30μg/μL的Dynabeads  M-270羧酸(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック社)制)的溶液50μL(含有1×108个Dynabeads  M-270羧酸)分

注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用反应缓冲液(0.1M  MES，pH5.0)进行

洗涤操作。

[0796] 另外一方面，用反应缓冲液(0.1M  MES，pH5 .0)490μL，对抗CD63抗体(H5C6)(BD 
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Pharmingen公司制)30g(60μL)进行稀释，得到反应缓冲液稀释抗CD63抗体溶液。

[0797] 然后，在含有洗涤操作后的Dynabeads  M-270羧酸的1.5mL管中，加入所述反应缓

冲液稀释抗CD63抗体溶液550μL，在室温颠倒混合30分钟。然后，进一步加入3mg/mL  WSC(同

仁化学研究所社制)50μL，在室温颠倒混合4小时，用TBS-T进行洗涤操作后，用50μL  PBS进

行稀释，得到含有抗CD63抗体(H5C6)载体的PBS溶液。

[0798] 根据上述内容，得到下表14所示的2种载体。

[0799] 表14

[0800]

[0801] ＜利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0802] 在用PBS  500μL对上述得到的含有mTim4载体的PBS溶液200μL(含有1×107个

mTim4载体)进行3次洗涤操作后，在颗粒状态的mTim4载体中，加入通过与实施例1-8相同的

方法制备的含有钙离子的培养上清样品50μL，在8℃进行3小时反应。

[0803] 然后，用含有2mM  CaCl2的TBS-T  500μL对反应后的mTim4载体进行3次洗涤操作。

在第三次洗涤时，分别将mTim4载体各250μL分注于2个1.5mL管中。在颗粒状态的mTim4载体

各0.3mg中，分别加入20μL的作为溶出液的1％SDS水溶液以及1mM  EDTA水溶液，然后，通过

漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置于磁力架，用磁力

使mTim4载体集合于管壁，回收上清(溶出液)。

[0804] ＜利用抗CD63抗体固定化法取得细胞外膜囊泡＞

[0805] 使用“含有抗CD63抗体(H5C6)载体的PBS溶液5μL(含有载体1×107个)”替代“含有

mTim4载体的PBS溶液200μL”，除此以外，通过与所述＜利用本发明的取得方法取得细胞外

膜囊泡＞相同的方法，取得含有钙离子的培养上清样品中的细胞外膜囊泡，通过1％SDS水

溶液或1mM  EDTA水溶液使细胞外膜囊泡溶出，回收上清(溶出液)。

[0806] ＜利用外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human  CD63Isolation/Detection)取

得细胞外膜囊泡＞

[0807] 使用“外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human  CD63Isolation/Detection)(赛

默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)1mL(含有载体1×107

个)”替代“含有mTim4载体的PBS溶液200μL”，除此以外，通过与所述＜利用本发明的取得方

法取得细胞外膜囊泡＞相同的方法，取得含有钙离子的培养上清样品中的细胞外膜囊泡，

通过1％SDS水溶液或1mM  EDTA水溶液使细胞外膜囊泡溶出，回收上清(溶出液)。

[0808] 需要说明的是，将各实施例、比较例中使用的载体的种类、用于从载体取得细胞外

膜囊泡的溶出液的种类、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表15。

[0809] 表15
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[0810]

[0811] ＜蛋白质免疫印迹＞

[0812] 使用“实施例34-35、比较例10-13中得到的各上清(溶出液)7.5μL”替代“实施例1-

8中得到的各上清(溶出液)7.5μL”，除此以外，通过与实施例1-8的“(7)蛋白质免疫印迹”相

同的方法进行。

[0813] ＜结果＞

[0814] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图9。图9中，各泳道如下。

[0815] 泳道1：实施例34的结果(利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS

水溶液用作溶出液时的结果)；

[0816] 泳道2：实施例35的结果(利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡、并将1mM 

EDTA水溶液用作溶出液时的结果)；

[0817] 泳道3：比较例10的结果(利用抗CD63抗体法取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS水溶

液用作溶出液时的结果)；

[0818] 泳道4：比较例11的结果(利用抗CD63抗体法取得细胞外膜囊泡、并将1mM  EDTA水

溶液用作溶出液时的结果)；

[0819] 泳道5：比较例12的结果(利用外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human 

CD63Isolation/Detection)取得细胞外膜囊泡、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0820] 泳道6：比较例13的结果(利用外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human 

CD63Isolation/Detection)取得细胞外膜囊泡、并将1mM  EDTA水溶液用作溶出液时的结

果)。

[0821] 根据图9，在利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡的实施例34-35中，在25-

60kDa附近得到作为外泌体标记物之一的CD63的条带(实施例34-35：泳道1-2)。

[0822] 另一方面，根据图9，在利用抗CD63抗体法取得细胞外膜囊泡的比较例10-11以及

利用外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human  CD63Isolation/Detection)取得细胞外膜

囊泡的比较例12-13中，在25-60kDa附近仅得到较浅的CD63的条带(比较例10-13：泳道3-

6)。

[0823] 根据上述内容可知，与抗CD63抗体法、外泌体-人CD63分离/检测(Exosome-Human 

CD63Isolation/Detection)等的、使用针对细胞外膜囊泡的表面抗原蛋白质的抗体并通过

该表面抗原蛋白质与抗体的亲和力而取得细胞外膜囊泡的方法相比，通过本发明的取得方

法能回收更多的细胞外膜囊泡。

[0824] 实施例36-38.利用本发明的取得方法从超速离心分离处理后的试样中取得残留

的细胞外膜囊泡

[0825] 如下所述地，对于通过作为现有方法的超速离心分离法(以下，有时简记为超速离
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心分离处理)除去并取得细胞外膜囊泡后的试样，实施本发明的取得方法。

[0826] ＜(1)利用超速离心分离法除去细胞外膜囊泡＞

[0827] 对FBS(康宁公司(CORNING社)制)15mL进行离心分离处理(10000×g，20分钟)，分

离杂质，将上清移至新的管中，得到离心分离处理后的FBS。然后，分别对得到的离心分离处

理后的FBS各5mL进行超速离心分离处理(110000×g，一夜)或超速离心分离处理(450000×

g，一夜)，将上清移至新的管中，得到超速离心分离处理(110000×g)后的FBS以及超速离心

分离处理(450000×g)后的FBS各5mL。

[0828] ＜(2)珠的洗涤＞

[0829] 分别将含有10μg/μL的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液180μL(含有1 .8mg的

Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠)分注于3个管中。然后，将PBS  1500μL分别添加至各管

中，搅拌后，将管分别设置于磁力架，用磁力使Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠集合于管

壁，用移液器丢弃管内的溶液(以下，有时简记为洗涤操作)。

[0830] ＜(3)将Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0831] 在洗涤操作后的颗粒状态的1.8mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠中，分别添

加含有巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质3μg的PBS溶液1500μL，在8℃反应

10分钟，分别得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载

体)的PBS溶液1500μL。

[0832] ＜(4)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0833] 用PBS  1500μL对得到的mTim4载体1.8mg分别进行3次洗涤操作，得到颗粒状态的

mTim4载体。然后，分别将离心分离处理后的FBS、超速离心分离处理(110000×g)后的FBS、

以及超速离心分离处理(450000×g)后的FBS各5mL分注于3个15mL离心分离管(康宁公司

(CORNING社)制)中，添加颗粒状态的mTim4载体1.8mg，在8℃进行2小时反应。反应后，将

15mL离心分离管分别设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，将各上清(各FBS)分

别回收至新的15mL离心分离管中。在用含有2mM  CaCl2的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温

20(Tween20)，2mM  CaCl2)3mL分别对残留于离心分离管的颗粒状态的mTim4载体进行洗涤

操作后，在颗粒状态的mTim4载体中分别添加含有2mM  CaCl2的TBS-T  1mL，进行悬浮，将全

部悬浮液移至1.5mL管中后，分别进行2次洗涤操作。

[0834] 在颗粒状态的mTim4载体1.8mg中，分别添加作为溶出液的含有1mM  EDTA的TBS溶

液50μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设

置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，回收溶出液。再次添加含有1mM  EDTA的TBS溶

液50μL，使用上述使用的mTim4载体，采用同样的方法回收溶出液。

[0835] 然后，将两次回收溶出液时使用的珠再次添加于已回收至15mL离心分离管的各上

清(各FBS)中，通过与上述相同的方法，进一步重复两次回收各上清(各FBS)中的细胞外膜

囊泡的操作，分别得到各溶出液。

[0836] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[0837] 使用VIVASPIN  500(MVCO  10000)(商品名，赛多利斯公司(ザルトリウス社)制)对得

到的各溶出液100μL进行超滤，以使其成为30μL。在超滤后的各溶出液15μL中，加入4×试样

用缓冲液(和光纯药工业(株)制)5μL，在98℃进行5分钟加热，得到蛋白质免疫印迹用各试
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样。在SuperSep  Ace5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，加入该蛋白质免疫印迹

用各试样20μL，以25mA进行65分钟电泳。使用半干印迹仪与不连续缓冲液(阳极缓冲液1：

0.3M  Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：0.025M  Tris/

0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印至PVDF膜(密里博

公司(Millipore社)制)60分钟。在转印后的PVDF膜中，加入用PBS-T(PBS缓冲液，0.1％吐温

20(Tween20))稀释的3％脱脂奶，在室温条件下反应1小时，进行封闭，将用PBS-T稀释1000

倍的抗牛CD9抗体(诺夫斯生物公司(Novus  Biologicals社)制，以下有时简记为“抗牛CD9

抗体”)2mL在室温条件下反应1小时。用PBS-T将反应后的PVDF膜洗涤3次，将用PBS-T稀释

10000倍的次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗体}(和光纯药工业

(株)制)在室温条件下进行1小时的反应。用PBS-T洗涤5次后，在使抗牛CD9抗体反应后的膜

上添加ImmunoStar  Basic(商品名，和光纯药工业(株)制)，在使抗浮舰蛋白-2抗体反应后

的膜上添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业(株)制)，使用LAS-4000(商品名，通用

电气公司(GE社)制)检测发光信号。需要说明的是，抗牛CD9抗体与抗浮舰蛋白-2抗体是分

别识别作为外泌体的标记蛋白质的CD9和浮舰蛋白-2(Flotillin-2)的抗体。

[0838] ＜(6)平均粒子数及平均粒子尺寸的测定＞

[0839] 用离心过滤器(0.45μm，PVDF)(密里博公司(Millipore社)制)对得到的各溶出液

100μL进行处理后，用水稀释5倍，使用NanoSight  LM10(商品名，NanoSight公司制)，依照

NanoSight公司的使用说明书，对稀释液中所含的粒子各进行3次测定，检测平均粒子数

(Particles)和平均粒子尺寸(Mean  Size)。

[0840] 需要说明的是，对于各实施例中使用的试样的处理方法、试样中残留的细胞外膜

囊泡的取得方法等，示于下表16中。

[0841] 表16

[0842]

[0843] ＜结果＞

[0844] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图10，将利用NanoSight测定的平均粒子数

及平均粒子尺寸的结果示于表17。图10中，各泳道为下述结果。

[0845] 泳道1：实施例36的结果(对试样进行离心分离处理、利用本发明的取得方法取得

细胞外膜囊泡时的结果)；

[0846] 泳道2：实施例37的结果(对试样进行离心分离处理、以110000×g进行超速离心分

离处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0847] 泳道3：实施例38的结果(对试样进行离心分离处理、以450000×g进行超速离心分

离处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)。
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[0848] 根据图10可知，对试样进行离心分离处理、以110000×g或450000×g进行超速离

心分离处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时(实施例37-38)，也确认了作为

外泌体标记物的CD9与浮舰蛋白-2的条带，通过超速离心分离处理不能完全除去(取得)试

样中所含的细胞外膜囊泡，试样中残留有大量的细胞外膜囊泡(实施例37-38：泳道2-3)。进

一步地可知，通过本发明的取得方法，能够取得(除去)通过所述超速离心分离法不能完全

除去(取得)且残留于试样中的细胞外膜囊泡(实施例37-38：泳道2-3)。

[0849] 根据表17，对试样进行离心分离处理、以110000×g或450000×g进行超速离心分

离处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时(实施例37-38)、以及对试样进行离

心分离处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时(实施例36)，取得的细胞外膜

囊泡的尺寸(粒径)几乎相同。因此，通过超速离心分离法不能完全除去的、残留于试样中的

细胞外膜囊泡没有形成碎片，而作为粒子存在。

[0850] 表17

[0851]

[0852] 实施例39-40 .利用本发明的取得方法从总外泌体分离(Total  Exosome 

Isolation)(聚合物沉淀)处理后的试样中取得残留细胞外膜囊泡

[0853] 如下所述地，对于通过利用作为现有方法的总外泌体分离(Total  Exosome 

Isolation(聚合物沉淀))进行除去(以下，有时简记为“聚合物沉淀处理”)试样中所含的细

胞外膜囊泡从而除去(取得)细胞外膜囊泡后的试样，实施本发明的取得方法。

[0854] ＜(1)利用总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)(聚合物沉淀)法除去细胞

外膜囊泡＞

[0855] 对FBS(康宁公司(CORNING社)制)10mL进行离心分离处理(10000×g，20分钟)，分

离杂质，得到离心分离处理后的FBS。然后，在得到的离心分离处理后的FBS  5mL中，添加总

外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)试剂(来自血清)(赛默飞世尔科技公司(サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック社)制)1mL，在冷藏条件下静置30分钟，进行离心分离处理

(10000×g，20分钟)，回收上清，得到总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理后的

FBS  6mL。

[0856] ＜(2)珠的洗涤＞

[0857] 分别将含有10μg/μL的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液180μL(含有1 .8mg的

Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠)分注于2个管中。然后，在管中分别添加PBS  1500μL，进

行搅拌，然后，将管分别设置于磁力架，用磁力使Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠集合于

管壁，用移液器丢弃管内的溶液(以下，有时简记为洗涤操作)。

[0858] ＜(3)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0859] 在洗涤操作后的颗粒状态的1.8mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠中，添加通

过与实施例5-8相同的方法制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质3μ

g的PBS溶液1500μL，在8℃反应10分钟，分别得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合
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mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的PBS溶液1500μL。

[0860] ＜(4)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0861] 用PBS  1500μL分别对得到的mTim4载体1.8mg进行3次洗涤操作，得到颗粒状态的

mTim4载体。然后，在已分注于15mL离心分离管(康宁公司(CORNING社)制)中的离心分离处

理后的FBS  5mL或总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理后的FBS  6mL中，分别添

加颗粒状态的mTim4载体各1.8mg，在8℃进行2小时反应。

[0862] 反应后，将15mL离心分离管分别设置于磁力架，用磁力使小鼠源Tim4载体集合于

管壁，将各上清(各FBS)分别回收于新的15mL离心分离管。用含有2mM  CaCl2的TBS-T(Tris

缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)3mL分别对残留于离心分离管的颗粒状态

的mTim4载体进行洗涤操作，然后，在颗粒状态的mTim4载体中分别添加1mL的含有2mM 

CaCl2的TBS-T进行悬浮，将悬浮液全部移至1.5mL管中后，分别进行2次洗涤操作。

[0863] 在颗粒状态的各mTim4载体1.8mg中，分别添加作为溶出液的含有1mM  EDTA的TBS

溶液50μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别

设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，回收溶出液。再次添加含有1mM  EDTA的TBS

溶液50μL，使用上述使用的mTim4载体，采用相同的方法回收溶出液。

[0864] 然后，在已回收于15mL离心分离管中的各上清(各FBS)中，再次添加两次回收溶出

液时使用的mTim4载体(珠)，进一步地，采用与上述相同的方法，重复两次回收各上清(各

FBS)中的细胞外膜囊泡的操作，得到各溶出液。

[0865] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[0866] 使用VIVASPIN  500(MVCO  10000)(商品名，赛多利斯公司(ザルトリウス社)制)对得

到的各溶出液300μL进行超滤，以使其成为30μL。在超滤后的各溶出液30μL中，添加4×试样

用缓冲液(和光纯药工业(株)制)10μL，在98℃加热5分钟，得到蛋白质免疫印迹用各试样。

在SuperSep  Ace5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，将该蛋白质免疫印迹用各

试样20μL分别添加于两处位置，以25mA进行65分钟电泳。使用半干印迹仪和不连续缓冲液

(阳极缓冲液1：0.3M  Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：

0.025M  Tris/0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印至

PVDF膜(密里博公司(Millipore社)制)60分钟。在转印后的PVDF膜中，添加用PBS-T(PBS缓

冲液，0.1％吐温20(Tween20))稀释的3％脱脂奶，在室温条件下反应1小时，进行封闭，将用

PBS-T稀释1000倍的抗牛CD9抗体(Novus  Biologicals公司制，以下有时简记为“抗牛CD9抗

体”)2mL或用PBS-T稀释250倍的抗人浮舰蛋白-2抗体(BD生物科学公司(BD  Biosciences

社)制，以下有时简记为“抗人浮舰蛋白-2抗体”)在室温条件下反应1小时。用PBS-T将反应

后的PVDF膜洗涤3次，将用PBS-T稀释10000倍的次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过

氧化物酶结合抗体}(和光纯药工业(株)制)在室温条件下反应1小时。用PBS-T洗涤5次后，

在使抗牛CD9抗体反应后的膜上添加ImmunoStar  Basic(商品名，和光纯药工业(株)制)，在

使抗浮舰蛋白-2抗体反应后的膜上添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业(株)制)，

使用LAS-4000(商品名，通用电气公司(GE社)制)检测发光信号。需要说明的是，抗牛CD9抗

体是针对作为外泌体的标记蛋白质之一的CD9的抗体，抗人浮舰蛋白-2抗体是针对作为外

泌体的标记蛋白质之一的浮舰蛋白-2的抗体。

[0867] 需要说明的是，对于各实施例中使用的试样的处理方法、试样中残留的细胞外膜
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囊泡的取得方法以及蛋白质免疫印迹中的泳道号，示于下表18中。

[0868] 表18

[0869]

[0870] ＜结果＞

[0871] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图11。图11中，各泳道表示以下的结果。

[0872] 泳道1：实施例39的结果(对试样进行离心分离处理后、利用本发明的取得方法取

得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0873] 泳道2：实施例40的结果(对试样进行离心分离处理、聚合物沉淀处理后、利用本发

明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)。

[0874] 根据图11可知，对试样进行离心分离处理、聚合物沉淀后、利用本发明的取得方法

取得细胞外膜囊泡时(实施例40)，也确认了作为外泌体标记物的CD9和浮舰蛋白-2的条带，

因此，通过总外泌体分离(Total  Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法不能完全除去(取得)

试样中所含的细胞外膜囊泡，试样中残留大量的细胞外膜囊泡(实施例40：泳道2)。

[0875] 进而可知，利用本发明的取得方法，能取得通过总外泌体分离(Total  Exsome 

Isolation)(聚合物沉淀)法不能完全除去(取得)的残留于试样中的细胞外膜囊泡(实施例

40：泳道2)。

[0876] 实施例41-47.利用本发明的除去方法和/或现有方法(超速离心分离法、总外泌体

分离(Total  Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法)从试样中取得(除去)细胞外膜囊泡

[0877] 如下所述，利用本发明的除去方法和/或现有方法(超速离心分离法、总外泌体分

离(Total  Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法)，从试样中取得(除去)细胞外膜囊泡。

[0878] ＜(1)利用超速离心分离法除去细胞外膜囊泡＞

[0879] 对FBS(康宁公司(CORNING社)制)28mL进行离心分离处理(10000×g，20分钟)，分

离杂质，得到离心分离处理后的FBS(以下，有时简记为“除去试样1”)。然后，对得到的离心

分离处理后的FBS(“除去试样1”)12mL进行超速离心分离处理(110000×g，一夜)，得到超速

离心分离处理(110000×g)后的FBS(以下，有时简记为“除去试样2”)。

[0880] ＜(2)利用总外泌体分离(Total  Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法除去细胞外

膜囊泡＞

[0881] 然后，在离心分离处理后的FBS(“除去试样1”)8mL中，添加总外泌体分离(Total 

Exosome  Isolation)(来自血清)试剂(赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエン

ティフィック社)制)1.6mL，在冷藏条件下分别静置30分钟，进行离心分离处理(10000×g，20

分钟)，分别回收上清，得到总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理后的FBS(以下，

有时简记为“除去试样3”)9.6mL。

[0882] 另外，在超速离心分离处理(110000×g)后的FBS(“除去试样2”)4mL中，添加总外
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泌体分离(Total  Exosome  Isolation)试剂0.8mL，在冷藏条件下分别静置30分钟，进行离

心分离处理(10000×g，20分钟)，分别回收上清，得到超速离心分离处理(110000×g)/总外

泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理后的FBS(以下，有时简记为“除去试样4”)

4.8mL。

[0883] ＜(3)珠的洗涤＞

[0884] 分别将含有10μg/μL的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科

技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液240μL(含有2.4mg的

Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠)分注于3个管中。然后，在管中分别加入PBS  2000μL，搅

拌后，将管分别设置于磁力架，用磁力使Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠集合于管壁，用

移液器丢弃管内的溶液(以下，有时简记为“洗涤操作”)。

[0885] ＜(4)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0886] 在洗涤操作后的颗粒状态的2.4mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠中，分别添

加含有巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质4μg的PBS溶液2000μL，在8℃进行

10分钟的反应，分别得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体

(mTim4载体)的PBS溶液2000μL。

[0887] ＜(5)细胞外膜囊泡的除去＞

[0888] 用PBS  2000μL分别对得到的mTim4载体2.4mg进行3次洗涤操作，分别得到颗粒状

的mTim4载体。

[0889] 然后，分别将离心分离处理后的FBS(“除去试样1”)或超速离心分离处理(110000

×g)后的FBS(“除去试样2”)4mL、总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理后的FBS

(“除去试样3”)4.8mL分注于管中，分别在8℃进行1小时的反应。反应后，将管分别设置于磁

力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，将各上清(各FBS)分别回收于新的管中。

[0890] 用TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20))4mL对残留于管中的颗粒状态

的mTim4载体分别进行3次洗涤操作，分别再次添加各上清(各FBS)，分别重复从反应至洗涤

为止的操作共计5次。第五次反应后，将各上清(各FBS)移至新的管中进行离心分离处理

(10000×g，20分钟)，回收上清，得到超速离心分离处理(110000×g)/Tim4处理后的FBS(以

下，有时简记为“除去试样5”)4mL、总外泌体分离(Total  Exosome  Isolation)处理/Tim4处

理后的FBS(以下，有时简记为“除去试样6”)4.8mL、Tim4处理后的FBS(以下，有时简记为“除

去试样7”)4mL。

[0891] ＜(6)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[0892] 通过与所述方法相同的方法，重新准备7份的mTim4载体0.6mg，分别进行洗涤操

作。将下表19中记载的规定的除去试样，以除去试样添加于小鼠源Tim4载体的量分别添加

于颗粒状态的mTim4载体0.6mg中，在8℃分别进行3小时的反应。

[0893] 表19
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[0894]

[0895] 反应后，将1.5mL管分别设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，回收各上

清(各FBS)，得到颗粒状态的mTim4载体。

[0896] 用含有2mM  CaCl2的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)

1mL分别对得到的颗粒状态的mTim4载体进行3次洗涤操作，然后，在颗粒状态的各mTim4载

体0.6mg中，分别添加作为溶出液的含有1mM  EDTA的TBS溶液50μL，通过漩涡混合器在室温

混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管分别设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合

于管壁，分别回收溶出液。再次添加50μL的含有1mM  EDTA的TBS溶液，采用相同的方法分别

回收溶出液。

[0897] ＜(7)蛋白质免疫印迹＞

[0898] 在得到的各溶出液中，以使100μL成为30μL的方式，使用VIVASPIN500(MVCO10000)

(商品名，赛多利斯公司(ザルトリウス社)制)进行超滤。在超滤后的各溶出液30μL中，加入4

×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)10μL，在98℃加热5分钟，得到蛋白质免疫印迹用各

试样。在SuperSep  Ace  5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，分别将该蛋白质免

疫印迹用各试样20μL添加于两个位置，以25mA进行65分钟的电泳。使用半干印迹仪与不连

续缓冲液(阳极缓冲液1：0.3M  Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极

缓冲液：0.025M  Tris/0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶

转印至PVDF膜(密里博公司(Millipore社)制)60分钟。在转印后的PVDF膜上添加用PBS-T

(PBS缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))稀释的3％脱脂奶，在室温条件下反应1小时，进行封

闭，将用PBS-T稀释1000倍的抗牛CD9抗体(诺夫斯生物公司(Novus  Biologicals社)制，以

下有时简记为“抗牛CD9抗体”)2mL或用PBS-T稀释250倍的抗人浮舰蛋白-2抗体(BD生物科

学公司(BD  Biosciences社)制，以下有时简记为“抗人浮舰蛋白-2抗体”)在室温条件下反

应1小时。用PBS-T将反应后的PVDF膜洗涤3次，将用PBS-T稀释10000倍的次级抗体{抗小鼠

IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗体}(和光纯药工业(株)制)在室温条件下反应1

小时。用PBS-T洗涤5次后，在使抗牛CD9抗体反应后的膜上添加ImmunoStar  Basic(商品名，

和光纯药工业(株)制)，在使抗浮舰蛋白-2抗体反应后的膜上添加ImmunoStar  Zeta(商品

说　明　书 72/105 页

75

CN 107002072 A

75



名，和光纯药工业(株)制)，用LAS-4000(商品名，通用电气公司(GE社)制)检测发光信号。需

要说明的是，抗牛CD9抗体是针对作为外泌体的标记蛋白质之一的CD9的抗体，抗人浮舰蛋

白-2抗体是针对作为外泌体的标记蛋白质之一的浮舰蛋白-2的抗体。

[0899] 需要说明的是，将各实施例中使用的试样的处理方法、残留于试样中的细胞外膜

囊泡的取得(除去)方法、以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号等示于下表20。

[0900] 表20

[0901]

[0902] ＜结果＞

[0903] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图12。图12中，各泳道表示以下的结果。

[0904] 泳道1：实施例41的结果(在对试样进行离心分离处理、超速离心分离处理、进一步

地采用本发明的除去方法进行处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结

果)；

[0905] 泳道2：实施例42的结果(在对试样进行离心分离处理、聚合物沉淀处理、进一步地

采用本发明的除去方法进行处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0906] 泳道3：实施例43的结果(在对试样进行离心分离处理、超速离心分离处理、进一步

地进行聚合物沉淀处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0907] 泳道4：实施例44的结果(对试样进行离心分离处理、超速离心分离处理、利用本发

明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0908] 泳道5：实施例45的结果(对试样进行离心分离处理、聚合物沉淀处理、利用本发明

的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；

[0909] 泳道6：实施例46的结果(在对试样进行离心分离处理、采用本发明的除去方法进

行处理后、利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡时的结果)；
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[0910] 泳道7：实施例47的结果(在对试样进行离心分离处理后、利用本发明的取得方法

取得细胞外膜囊泡时的结果)。

[0911] 根据图12可知，采用作为现有方法的超速离心分离法、总外泌体分离(Total 

Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法时，确认了作为外泌体标记物的CD9与浮舰蛋白-2的条

带，不能完全除去试样中所含的细胞外膜囊泡，试样中残留大量的细胞外膜囊泡(实施例

44-45：泳道4-5)。另外还可知，即使组合所述现有方法，也确认了CD9与浮舰蛋白-2的条带，

不能充分除去细胞外膜囊泡，而是发生残留(实施例43：泳道3)。相对于此，通过将作为现有

方法的超速离心分离法或总外泌体分离(Total  Exsome  Isolation)(聚合物沉淀)法与本

发明的除去方法进行结合，没有确认到CD9与浮舰蛋白-2的条带，可知能除去(取得)仅采用

现有方法不能完全除去的试样中的细胞外膜囊泡(实施例41-42：泳道1-2)。进一步地，仅采

用本发明的方法，未确认到CD9与浮舰蛋白-2的条带，可知能充分地除去(取得)细胞外膜囊

泡(实施例46：泳道6)。另外，也启示了，通过本发明的除去(取得)方法，对于病毒，也能与细

胞外膜囊泡同样地除去。

[0912] 实施例48-55.本发明的除去方法中的本发明的Tim载体的再利用

[0913] 如下所述，使用本发明的Tim载体，重复本发明的除去方法。

[0914] ＜(1)试样的准备＞

[0915] 对FBS(康宁公司(CORNING社)制)1mL进行离心分离处理(10000×g，20分钟)，分离

杂质，得到离心分离处理后的FBS  1mL。

[0916] ＜(2)珠的洗涤＞

[0917] 将含有10μg/μL的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世尔科技公

司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液60μL(含有Dynabeads  MyOne链

霉亲和素C1珠0.6mg)分注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中。然后，将PBS 

500μL分别添加于1.5mL管中，搅拌后，将1.5mL管设置于磁力架，用磁力使Dynabeads  MyOne

链霉亲和素C1珠集合于管壁，用移液器将1.5mL管内的溶液丢弃(以下，有时简记为洗涤操

作)。

[0918] ＜(3)Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质固定于珠＞

[0919] 在洗涤操作后的颗粒状态的0.6mg的Dynabeads  MyOne链霉亲和素C1珠中，添加含

有巯基生物素标记的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质1μg的PBS溶液500μL，在8℃进行10分钟

的反应，得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的载体(mTim4载体)的

PBS溶液500μL。

[0920] ＜(4)利用本发明的除去方法除去细胞外膜囊泡＞

[0921] 将1.5mL管设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，用移液器将1.5mL管内

的溶液丢弃后，用PBS  500μL分别对mTim4载体进行3次洗涤操作，得到颗粒状态的mTim4载

体。然后，在颗粒状态的mTim4载体中，添加离心分离处理后的FBS  1mL，在8℃进行1小时的

反应。

[0922] 反应后，将1.5mL管设置于磁力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，将上清(FBS)

回收至新的1.5mL管中(作为上清1)。用含有2mM  CaCl2的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温

20(Tween20)，2mM  CaCl2)500μL对颗粒状态的mTim4载体进行3次洗涤操作。

[0923] 在颗粒状态的各mTim4载体0.6mg中，添加作为溶出液的含有1mM  EDTA的TBS溶液
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50μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。将1.5mL管设置于磁

力架，用磁力使mTim4载体集合于管壁，回收溶出液(作为溶出液1)。在该mTim4载体中再次

添加含有1mM  EDTA的TBS溶液50μL，采用同样的方法回收溶出液(作为溶出液2)。将得到的

溶出液1与溶出液2混合，得到除去试样8。

[0924] 在溶出操作后(在得到溶出液2的溶出操作后)的mTim4载体中，再次添加所述上清

1，重复进行回收上清1中的细胞外膜囊泡的操作共8次，分别得到各溶出液。

[0925] 得到的除去试样以及后述蛋白质免疫印迹中的泳道号如下表21所示。

[0926] 表21

[0927]

[0928] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[0929] 使用VIVASPIN  500(MVCO  10000)(商品名，赛多利斯公司(ザルトリウス社)制)对得

到的各溶出液100μL进行超滤，以使其成为30μL。在经超滤的各溶出液15μL中，加入4×试样

用缓冲液(和光纯药工业(株)制)5μL，在98℃加热5分钟，得到蛋白质免疫印迹用各试样。在

SuperSep  Ace5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，加入该蛋白质免疫印迹用各

试样20μL，以25mA进行65分钟电泳。使用半干印迹仪及不连续缓冲液(阳极缓冲液1：0.3M 

Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：0.025M  Tris/0.04M氨

基己酸/20％甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印于PVDF膜(密里博公司

(Millipore社)制)60分钟。在转印后的PVDF膜中，加入用PBS-T(PBS  Buffer，0.1％吐温20

(Tween20))稀释的3％脱脂奶，在室温条件下反应1小时，进行封闭，将用PBS-T稀释1000倍

的抗牛CD9抗体(诺夫斯生物公司(Novus  Biologicals社)制，以下有时简记为“抗牛CD9抗

体”)2mL在室温反应1小时。用PBS-T将反应后的PVDF膜洗涤3次，将用PBS-T稀释10000倍的

次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗体}(和光纯药工业(株)制)在

室温反应1小时。用PBS-T洗涤5次后，添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业(株)制)

添加，用LAS-4000(商品名，通用电气公司(GE社)制)检测发光信号。需要说明的是，抗牛CD9

抗体是针对作为外泌体的标记蛋白质之一的CD9的抗体。

[0930] ＜结果＞

[0931] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图13。图13中，各泳道表示以下结果。

[0932] 泳道1：实施例48的结果(使用未经使用的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0933] 泳道2：实施例49的结果(使用已用过1次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过1次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；
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[0934] 泳道3：实施例50的结果(使用已用过2次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过2次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0935] 泳道4：实施例51的结果(使用已用过3次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过3次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0936] 泳道5：实施例52的结果(使用已用过4次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过4次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0937] 泳道6：实施例53的结果(使用已用过5次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过5次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0938] 泳道7：实施例54的结果(使用已用过6次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过6次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)；

[0939] 泳道8：实施例55的结果(使用已用过7次的本发明的Tim4载体、通过本发明的取得

除去方法来除去已用过7次的试样中的细胞外膜囊泡时的结果)。

[0940] 根据图13可知，在反复使用本发明的Tim4载体进行除去操作时，确认了由试样回

收的外泌体的量变少，通过反复利用本发明的Tim4载体，能够更可靠地除去细胞外膜囊泡。

另外可知，使用作为钙离子螯合剂的EDTA，从结合于载体的Tim4蛋白质与试样中的细胞外

膜囊泡的复合体中分离细胞外膜囊泡，从而能再利用本发明的Tim4载体。

[0941] 实施例56-67以及比较例14-15.利用已固定化Tim家族蛋白质的载体取得细胞外

膜囊泡

[0942] 如下所述地，使用分别将作为Tim家族的Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质固

定化于珠而成的载体，取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0943] ＜(1)含有钙离子的培养上清(原液)的制备＞

[0944] 使用80mL的X-VIVO15培养基(商品名，龙沙公司(Lonza社)制)，在37℃、5％CO2条

件下，将分泌细胞外膜囊泡的人慢性髄系白血病细胞株K562细胞1×107细胞培养3天，然

后，进行离心分离处理(300×g，5分钟)，使细胞沉淀，除去上清。用含有10μM莫能菌素钠(MP

生物医学公司(MP  Biomedicals社)制)的X-VIVO15培养基60mL使沉淀的细胞悬浮后，在37

℃、5％CO2条件下培养24小时。

[0945] 然后，对培养液进行离心分离处理(300×g，5分钟)，回收培养上清。进而对回收的

培养上清60mL进行3次离心分离处理(第一次：300×g，3分钟；第二次：1200×g，20分钟；第

三次：10000×g，20分钟)，分离杂质，得到上清(以下，有时简记为“培养上清(原液)”)。

[0946] 另外，在得到的培养上清原液中添加CaCl2，以使其终浓度成为2mM，得到含有2mM 

CaCl2的K562细胞培养上清浓缩液样品(以下，有时简记为“含有钙离子的培养上清(原

液)”)。

[0947] ＜(2)珠的洗涤＞

[0948] 将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック社)制)的PBS-T溶液20μL(含有Dynabeads  G蛋白0.6mg)分别移至7

个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，分别进行洗涤操作。

[0949] ＜(3)Fc标签融合Tim蛋白质固定于珠＞

[0950] 在含有洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  G蛋白0.6mg的1.5mL管中，分别添加

含有Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质、Fc标签融合小鼠源Tim3蛋白质、Fc标签融合小鼠源
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Tim4蛋白质、Fc标签融合人源Tim1蛋白质、Fc标签融合人源Tim3蛋白质、或Fc标签融合人源

Tim4蛋白质(均为和光纯药工业(株)制)1μg的TBS溶液200μL，在8℃反应1小时，分别得到Fc

标签融合mTim1蛋白质结合载体、Fc标签融合mTim3蛋白质结合载体、Fc标签融合mTim4蛋白

质结合载体、Fc标签融合hTim1蛋白质结合载体、Fc标签融合hTim3蛋白质结合载体以及Fc

标签融合hTim4蛋白质结合载体。需要说明的是，将所述得到的6种载体示于下表22中。有时

将它们一并简记为“Tim蛋白质结合载体”。

[0951] 表22

[0952]

[0953] ＜(4)利用本发明的方法取得细胞外膜囊泡＞

[0954] 分别用TBS-T(Tris缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))500μL对上述得到的6种Tim蛋

白质结合载体进行3次洗涤操作，用TBS  500μL进行2次洗涤操作，得到颗粒状态的Tim蛋白

质结合载体。然后，在颗粒状态的Tim蛋白质结合载体以及仅经洗涤操作的Dynabeads  G蛋

白(以下，有时简记为“Tim蛋白质非结合载体”)中，分别添加上述(1)中制备的含有钙离子

的培养上清(原液)1mL，在8℃分别进行3小时的反应。

[0955] 然后，用含有钙离子的TBS-T(Tris缓冲液，0 .0005％吐温20(Tween20)、2mM 

CaCl2)500μL，分别对反应后的Tim蛋白质结合载体或Tim蛋白质非结合载体进行3次洗涤操

作。在进行第三次洗涤操作时，分别将含有Tim蛋白质结合载体或Tim蛋白质非结合载体的

含CaCl2的TBS-T溶液500μL以各250μL的方式分注于2个1.5mL管中，将管设置于磁力架后，

除去洗涤液。

[0956] 在颗粒状态的Tim蛋白质结合载体或Tim蛋白质非结合载体0.3mg中，分别添加作

为溶出液的1％SDS水溶液50μL、或者添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，然后，通过漩涡混

合器在室温混合10秒，停止转动(spin  down)。在添加了EDTA的管中再次添加含有1mM  EDTA

的TBS溶液25μL，进行相同的操作，得到各上清(溶出液)。

[0957] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[0958] 在上述(4)中得到的各上清(各溶出液)11.25μL中，添加4×试样用缓冲液(和光纯

药工业(株)制)3.75μL，在95℃加热3分钟，得到蛋白质免疫印迹用各试样。在SuperSep  Ace 

5-20％凝胶(商品名，和光纯药工业(株)制)中，加入该蛋白质免疫印迹用各试样15μL，以

30mA进行60分钟电泳。使用半干印迹仪和不连续缓冲液(阳极缓冲液1：0.3M  Tris/20％甲

醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：0.025M  Tris/0.04M氨基己酸/20％

甲醇)，在1mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印于PVDF膜(密里博公司(Millipore社)

制)60分钟。在转印后的PVDF膜中，加入用TBS-T(TBS缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))稀释

的5％脱脂奶，在室温反应1小时，进行封闭，将用TBS-T稀释250倍的抗人Lamp-1抗体(BD生

物科学公司(BD  Biosciences社)制)、用TBS-T稀释250倍的抗人浮舰蛋白-2抗体(BD生物科

学公司(BD  Biosciences社))2mL在室温进行1小时的反应。用TBS-T将反应后的PVDF膜洗涤

3次，将用TBS-T稀释5000倍的次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧化物酶结合抗

体}(和光纯药工业(株)制)在室温进行1小时的反应。用TBS-T洗涤5次后，在使各抗体反应
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后的PVDF膜中添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业(株)制)，用LAS-4000(商品名，

通用电气公司(GE社)制)检测发光信号。

[0959] 需要说明的是，将各实施例、比较例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、以及用于

从Tim蛋白质(非)结合载体中取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类示于下表23。

[0960] 表23

[0961]

[0962] ＜结果＞

[0963] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图14。在图14中，各泳道如下。

[0964] 泳道1：比较例14的结果(使用仅Dynabeads  G蛋白磁性珠的载体、并将1％SDS水溶

液用作溶出液时的结果)；

[0965] 泳道2：比较例15的结果(使用仅Dynabeads  G蛋白磁性珠的载体、并将含有1mM 

EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0966] 泳道3：实施例56的结果(使用使人源Tim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0967] 泳道4：实施例57的结果(使用使人源Tim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0968] 泳道5：实施例58的结果(使用使小鼠源Tim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0969] 泳道6：实施例59的结果(使用使小鼠源Tim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0970] 泳道7：实施例60的结果(使用使人源Tim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0971] 泳道8：实施例61的结果(使用使人源Tim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0972] 泳道9：实施例62的结果(使用使小鼠源Tim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0973] 泳道10：实施例63的结果(使用使小鼠源Tim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0974] 泳道11：实施例64的结果(使用使人源Tim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[0975] 泳道12：实施例65的结果(使用使人源Tim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的

载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[0976] 泳道13：实施例66的结果(使用使小鼠源Tim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；
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[0977] 泳道14：实施例67的结果(使用使小鼠源Tim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)。

[0978] 根据图14可知，在泳道3-14中，观察到了作为外泌体的标记蛋白质的Lamp-1或浮

舰蛋白-2的条带，因此，通过使用结合有Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质的载体(本

发明的Tim蛋白质结合载体)，无论蛋白质的来源、溶出方法如何，都能取得细胞外膜囊泡。

[0979] 另外可知，通过SDS进行溶出时，能够取得更多的细胞外膜囊泡，按顺序为结合有

Tim4蛋白质的载体＞结合有Tim1蛋白质的载体＞结合有Tim3蛋白质的载体。

[0980] 实施例68-79.利用已固定化Tim蛋白质的载体取得细胞外膜囊泡

[0981] 使用分别已固定化生物素标记的Tim1蛋白质、生物素标记的Tim3蛋白质或生物素

标记的Tim4蛋白质的载体，取得本发明的细胞外膜囊泡。

[0982] ＜(1)培养上清样品的制备＞

[0983] 通过与实施例50-67、比较例14-15的“(1)含有钙离子的培养上清(原液)的制备”

相同的方法进行，得到含有钙离子的培养上清(原液)。

[0984] ＜(2)Fc标签融合Tim1蛋白质的巯基生物素标记＞

[0985] 对于含有Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液200μL

(含有Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质20μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质的PBS溶液200μL。

[0986] ＜(3)Fc标签融合Tim3蛋白质的巯基生物素标记＞

[0987] 对于含有Fc标签融合小鼠源Tim3蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液200μL

(含有Fc标签融合小鼠源Tim3蛋白质20μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim3蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质的PBS溶液200μL。

[0988] ＜(4)Fc标签融合Tim4蛋白质的巯基生物素标记＞

[0989] 对于含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液100μL

(含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液100μL。

[0990] ＜(5)标签融合Tim蛋白质的稀释＞

[0991] 将含有Fc标签融合mTim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液10μL(含有Fc标

签融合mTim1蛋白质1μg)与TBS  190μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合mTim1蛋

白质1μg的溶液200μL。

[0992] 将所述(2)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质的TBS溶液

11.5μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质1μg)与TBS  188.5μL混合，得到含

有生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质1μg的溶液200μL。

[0993] 将含有Fc标签融合mTim3蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液10μL(含有Fc标

签融合mTim3蛋白质1μg)与TBS  190μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合mTim3蛋

白质1μg的溶液200μL。

[0994] 将所述(3)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质的TBS溶液
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9.0μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质1μg)与TBS  191.0μL混合，得到含有

生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质1μg的溶液200μL。

[0995] 将含有Fc标签融合mTim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液10μL(含有Fc标

签融合mTim4蛋白质1μg)与TBS  190μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋

白质1μg的溶液200μL。

[0996] 将所述(4)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的TBS溶液10

μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg)与TBS  190μL混合，得到含有生物

素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的溶液200μL。

[0997] ＜(6)珠的洗涤＞

[0998] 将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白珠(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッ

シャーサイエンティフィック社)制)的PBS-T溶液20μL(含有Dynabeads  G蛋白珠0.6mg)分别

移至6个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，分别进行洗涤操作。

[0999] 另外，分别将含有10μg/μL的Dynabeads  M270链霉亲和素C1珠(商品名，赛默飞世

尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS溶液60μL(含有0.6mg的

Dynabeads  M270链霉亲和素C1珠)分注于1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用

TBS  500μL与前述同样地进行洗涤操作。

[1000] ＜(7)Fc标签融合Tim蛋白质固定于珠＞

[1001] 在含有洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  G蛋白珠0.6mg的6个1.5mL管中，分别

添加含有巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim1蛋白质1μg的溶液200μL、含有巯基生物素

非标记的Fc标签融合mTim3蛋白质1μg的溶液200μL、或者含有巯基生物素非标记的Fc标签

融合mTim4蛋白质1μg的溶液200μL，在8℃进行1小时的反应，分别得到结合有巯基生物素非

标记的Fc标签融合mTim1的载体(有时简记为“生物素非标记的Fc标签融合mTim1载体”)、结

合有巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim3的载体(有时简记为“生物素非标记的Fc标签融

合mTim3载体”)、结合有巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4的载体(有时简记为“生物素

非标记的Fc标签融合mTim4载体”)。

[1002] 另外，在含有0.6mg的洗涤操作后的Dynabeads  M270链霉亲和素C1珠的1.5mL管

中，加入含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质1μg的溶液200μL、含有巯基生物素

标记的Fc标签融合mTim3蛋白质1μg的溶液200μL、含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4

蛋白质1μg的溶液200μL，与前述同样地与珠结合，分别得到结合有巯基生物素标记的Fc标

签融合mTim1的载体(有时简记为“生物素标记的Fc标签融合mTim1载体”)、结合有巯基生物

素标记的Fc标签融合Tim3的载体(有时简记为“生物素标记的Fc标签融合mTim3载体”)、结

合有巯基生物素标记的Fc标签融合Tim4的载体(有时简记为“生物素标记的Fc标签融合

mTim4载体”)。

[1003] 需要说明的是，有时将所述得到的6种载体一并简记为“Tim蛋白质结合载体”。

[1004] ＜(8)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[1005] 用TBS-T(Tris缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))500μL对上述得到的所述Tim蛋白

质结合载体进行3次洗涤操作，用TBS  500μL进行2次洗涤操作，得到颗粒状态的Tim蛋白质

结合载体。然后，在得到的6种颗粒状态的Tim蛋白质结合载体中，分别加入含有钙离子的培

养上清(原液)1mL，在8℃分别反应3小时。然后，用含有钙离子的TBS-T(Tris缓冲液，
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0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)500μL分别对反应后的Tim蛋白质结合载体进行3次

洗涤操作。在进行第三次洗涤操作时，分别将含有Tim蛋白质结合载体的含CaCl2的TBS-T溶

液500μL以各250μL的方式分注于2个1.5mL管中，将管设置于磁力架后，除去洗涤液。

[1006] 在颗粒状态的6种Tim蛋白质结合载体0.3mg中，分别添加作为溶出液的1％SDS水

溶液50μL、或者添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，

停止转动(spin  down)。在添加了EDTA的管中，再次添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，进行

同样的操作，得到溶出液。

[1007] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、以及Tim蛋白质

(非)结合载体的种类示于下表24。

[1008] 表24

[1009]

[1010] ＜(9)蛋白质免疫印迹＞

[1011] 在实施例56-67的＜(5)蛋白质免疫印迹＞中，使用所述(6)中得到的各溶出液

11.25μL替代“所述(4)中得到的各溶出液11.25μL”，作为次级抗体，使用经TBS-T稀释30000

倍的“次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、驴、IgG组分、过氧化物酶结合抗体}(杰克逊免疫研究公

司(Jackson  ImmunoResearch社)制)”替代“次级抗体{抗小鼠IgG(H+L)、兔、IgG组分、过氧

化物酶结合抗体}(和光纯药工业(株)制)”，除此以外，通过与实施例56-67的“(5)蛋白质免

疫印迹”相同的方法进行。

[1012] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、用于从Tim蛋白质

(非)结合载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下

表25。

[1013] 表25

[1014]

[1015] ＜结果＞

[1016] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图15。图15中，各泳道为以下的结果。

[1017] 泳道1：实施例68的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim1蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1018] 泳道2：实施例69的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim1蛋白质结
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合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1019] 泳道3：实施例70的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1020] 泳道4：实施例71的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)；

[1021] 泳道5：实施例72的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim3蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1022] 泳道6：实施例73的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim3蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1023] 泳道7：实施例74的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1024] 泳道8：实施例75的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim3蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)；

[1025] 泳道9：实施例76的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1026] 泳道10：实施例77的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1％1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结

果)；

[1027] 泳道11：实施例78的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1028] 泳道12：实施例79的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合

于Dynabeads  M270链霉亲和素而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)。

[1029] 根据图15可知，对泳道1-12而言，无论在哪一种情况下都观察到了作为外泌体的

标记蛋白质的Lamp-1的条带，因此，通过使用结合有Tim1、Tim3、或Tim4的载体(Tim蛋白质

结合载体)，能取得细胞外膜囊泡。

[1030] 另外可知，按顺序为结合有Tim4蛋白质的载体＞结合有Tim1蛋白质的载体＞结合

有Tim3蛋白质的载体，能够取得更多的细胞外膜囊泡。在利用钙螯合剂进行溶出时，通过

Tim4蛋白质的巯基而固定化于珠(载体)，从而与通过标签进行固定化时相比能够取得更多

的细胞外膜囊泡(泳道9-12)。

[1031] 实施例80-83以及比较例16-19.利用已固定化Tim家族蛋白质的载体取得细胞外

膜囊泡

[1032] 使用分别将作为Tim家族蛋白质的Tim1蛋白质、Tim2蛋白质或Tim4蛋白质固定化

于珠而成的载体，取得本发明的细胞外膜囊泡。

[1033] ＜(1)含有钙离子的培养上清样品的制备＞

[1034] 采用与实施例1-8的“(1)培养上清样品的制备”相同的方法，得到含有钙离子的培

养上清样品。
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[1035] ＜(2)珠的洗涤＞

[1036] 分别将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS-T溶液20μL(含有Dynabeads  G蛋白4.8mg)分注

于4个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，分别进行洗涤操作。

[1037] ＜(3)6×His标签融合Tim家族蛋白质固定于珠＞

[1038] 在4个含有洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  G蛋白珠0.6mg的1.5mL管中，分别

添加含有抗6×His抗体(克隆编号28-75，和光纯药工业社制)4μg的TBS溶液100μL，在8℃分

别进行30分钟的反应，得到含有结合有抗6×His抗体的载体的TBS溶液100μL。用TBS-T

(Tris缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))250μL分别对所述结合有抗6×His抗体的载体进行3

次洗涤操作，然后，用TBS  250μL分别进行2次洗涤操作。

[1039] 然后，在洗涤操作后的抗6×His抗体结合Dynabeads  G蛋白载体中，分别添加含有

6×His标签融合小鼠源Tim1蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ社)制)1μg的TBS溶液100

μL、含有6×His标签融合小鼠源Tim2蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ社)制)1μg的TBS

溶液100μL、或者含有6×His标签融合小鼠源Tim4蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ社)

制)1μg的TBS溶液100μL，在8℃分别进行1小时反应，通过抗6×His抗体分别得到结合有

Tim1蛋白质的载体(有时简记为“6×His标签融合mTim1蛋白质结合载体”)、结合有Tim2蛋

白质的载体(有时简记为“6×His标签融合mTim2蛋白质结合载体”)、结合有Tim4蛋白质的

载体(有时简记为“6×His标签融合mTim4蛋白质结合载体”)。

[1040] 需要说明的是，有时将得到的6×His融合mTim1蛋白质结合载体及6×His融合

mTim4蛋白质结合载体一并简记为“Tim蛋白质结合载体”。

[1041] 将各实施例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、以及Tim家族蛋白质(非)结合载体

的种类示于下表26。

[1042] 表26

[1043]

[1044] ＜(4)利用本发明的取得方法取得细胞外膜囊泡＞

[1045] 对于所述(3)中得到的抗6×His抗体结合Dynabeads  G蛋白载体、6×His标签融合

mTim1蛋白质结合载体、6×His标签融合mTim2蛋白质结合载体、6×His标签融合mTim2蛋白

质结合载体，分别用TBS-T(Tris缓冲液，0.1％吐温20(Tween20))250μL进行3次洗涤操作，

用TBS  250μL进行2次洗涤操作，得到颗粒状态的各载体。然后，在颗粒状态的各载体中，分

别添加含有钙离子的培养上清样品200μL，在8℃分别进行3小时的反应。用含有钙离子的

TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)500μL对反应后的各载体进行3

次洗涤操作。在进行第三次洗涤操作时，将含有各载体的含CaCl2的TBS-T溶液500μL分别以

各250μL的方式分注于2个1.5mL管中，将管设置于磁力架后，除去洗涤液。

[1046] 在颗粒状态的各载体0.3mg中，分别加入作为溶出液的1％SDS水溶液50μL、或者添

加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动(spin 
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down)。在添加了EDTA的管中，再次添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，进行同样的操作，得

到溶出液。

[1047] ＜(5)蛋白质免疫印迹＞

[1048] 使用所述(4)中得到的各溶出液11.25μL，除此以外，采用与实施例68-79的“(7)蛋

白质免疫印迹”相同的方法进行。

[1049] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim家族蛋白质及载体的种类、用于从Tim蛋

白质(非)结合载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及蛋白质免疫印迹中的泳道号示

于下表27。

[1050] 表27

[1051]

[1052] ＜结果＞

[1053] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图16。在图16中，各泳道表示以下的结果。

[1054] 泳道1：比较例16的结果(使用使抗6×His抗体结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1055] 泳道2：比较例17的结果(使用使抗6×His抗体结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1056] 泳道3：实施例80的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim1蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1057] 泳道4：实施例81的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim1蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结

果)；

[1058] 泳道5：比较例18的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim2蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1059] 泳道6：比较例19的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim2蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结

果)；

[1060] 泳道7：实施例82的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim4蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1061] 泳道8：实施例83的结果(使用通过抗6×His抗体而使6×His标签融合mTim4蛋白

质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结

果)。

[1062] 根据图16可知，在结合有6×His标签融合Tim2蛋白质时，无论采用何种溶出法，都

未观察到作为外泌体标记物蛋白质的Lamp-1的条带(泳道5-6)。另一方面，对于结合有6×

His标签融合mTim1蛋白质、或结合有6×His标签融合mTim4蛋白质的载体，无论采用何种溶
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出法，都观察到了作为外泌体的标记蛋白质的抗Lamp-1的条带(泳道3-4、泳道7-8)。根据该

结果可知，通过已固定化Tim2蛋白质的载体，不能取得细胞外膜囊泡。

[1063] 另外，通过SDS进行溶出时，能取得更多的细胞外膜囊泡，按顺序为结合有Tim4蛋

白质的载体＞结合有Tim1蛋白质的载体。

[1064] 实施例84-95以及比较例20-21.利用已固定化Tim蛋白质的载体取得病毒

[1065] 如下所述地，使用分别将作为Tim蛋白质的Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质

固定化于珠而成的载体，取得本发明的病毒。

[1066] ＜(1)共转染细胞培养上清的制备＞

[1067] 在播种于25cm2烧瓶中的1.0×106个Sf9细胞中，加入含有小鼠IL23表达载体DNA约

2μg、线性AcNPV  DNA  90ng以及昆虫细胞系专用转染试剂(TransIT-Insect)(商品名，Mirus

公司)3μL的PSFM-J1培养基(商品名，和光纯药工业社制)100μL。在28℃培养7天后，回收培

养上清(共转染溶液)。

[1068] ＜(2)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制备＞

[1069] 准备以使细胞浓度成为1.5×106个细胞/mL的方式用PSFM-J1培养基稀释的Sf9细

胞50mL。在其中加入培养液的1/200的量的所述共转染溶液，在130rpm、27℃的条件下进行

振荡培养。72小时后，回收细胞培养液，在3000×g、4℃的条件下离心30分钟后，分离沉淀与

上清。将得到的上清作为表达小鼠IL  23的重组杆状病毒溶液(以下，有时简记为“杆状病毒

溶液”)。

[1070] 另外，在得到的杆状病毒溶液中添加CaCl2，以使其终浓度成为2mM，得到含有2mM 

CaCl2的杆状病毒溶液(以下，有时简记为“含有钙离子的杆状病毒溶液”)。

[1071] ＜(3)珠的洗涤＞

[1072] 采用与实施例56-67及比较例14-15的“(2)珠的洗涤”相同的方法进行。

[1073] ＜(4)Fc标签融合Tim蛋白质固定于珠＞

[1074] 采用与实施例56-67及比较例14-15的“(3)Fc标签融合Tim蛋白质固定于珠”相同

的方法进行，得到下表28所示的6种Tim蛋白质结合载体。

[1075] 表28

[1076]

[1077] ＜(5)利用本发明的方法取得杆状病毒＞

[1078] 使用“所述(2)中制备的含有钙离子的杆状病毒溶液1mL”替代“含有钙离子的培养

上清样品1mL”，除此以外，与实施例56-67及比较例14-15的“(4)利用本发明的方法取得细

胞外膜囊泡”同样地进行，得到各溶出液。

[1079] ＜(6)蛋白质免疫印迹＞

[1080] 使用“用TBS-T稀释500倍的抗杆状病毒gp64抗体(诺夫斯生物公司(Novus 

Biologicals社)制)”替代“用TBS-T稀释250倍的抗人Lamp-1抗体(商品名，BD生物科学公司

(BD  Biosciences社)制)、用TBS-T稀释250倍的抗人浮舰蛋白-2抗体(BD生物科学公司(BD 

Biosciences社)制)2mL”，除此以外，采用与实施例56-67及比较例14-15的“(5)蛋白质免疫
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印迹”相同的方法进行。

[1081] 需要说明的是，将各实施例、比较例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、用于从Tim

蛋白质(非)结合载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及蛋白质免疫印迹中的泳道号

示于下表29。

[1082] 表29

[1083]

[1084] ＜结果＞

[1085] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图17。图17中，各泳道表示以下结果。

[1086] 泳道1：比较例20的结果(使用仅Dynabeads  G蛋白磁珠的载体、并将1％SDS水溶液

用作溶出液时的结果)；

[1087] 泳道2：比较例21的结果(使用仅Dynabeads  G蛋白磁珠的载体、并将含有1mM  EDTA

的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1088] 泳道3：实施例84的结果(使用使hTim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1089] 泳道4：实施例85的结果(使用使hTim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1090] 泳道5：实施例86的结果(使用使mTim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1091] 泳道6：实施例87的结果(使用使mTim1蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1092] 泳道7：实施例88的结果(使用使hTim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1093] 泳道8：实施例89的结果(使用使hTim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1094] 泳道9：实施例90的结果(使用使mTim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1095] 泳道10：实施例91的结果(使用使mTim3蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1096] 泳道11：实施例92的结果(使用使hTim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1097] 泳道12：实施例93的结果(使用使hTim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；
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[1098] 泳道13：实施例94的结果(使用使mTim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1099] 泳道14：实施例95的结果(使用使mTim4蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载

体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)。

[1100] 根据图17可知，泳道3-14中，观察到了杆状病毒的标记蛋白质gp64的条带，因此，

通过使用结合有Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质的载体(Tim蛋白质结合载体)，无论

Tim蛋白质的来源、溶出方法如何，都能取得杆状病毒。

[1101] 另外可知，通过SDS进行溶出时，能取得更多的病毒，对于结合有Tim3蛋白质的载

体与结合有Tim4蛋白质的载体而言，所取得的杆状病毒的程度相同，按顺序接着是结合有

Tim1蛋白质的载体。

[1102] 在使用钙离子螯合剂进行溶出的情况下，能取得更多的病毒，可知结合有Tim3蛋

白质的载体取得的杆状病毒最多，按顺序接着为结合有Tim1蛋白质的载体与结合有Tim4蛋

白质的载体。

[1103] 实施例96-99以及比较例22-25.利用固定化Tim家族蛋白质的载体取得病毒

[1104] 如下所述，使用分别将作为Tim家族蛋白质的Tim1蛋白质、Tim2蛋白质或Tim4蛋白

质固定化于珠而成的载体，取得本发明的病毒。

[1105] ＜(1)共转染细胞培养上清的制备＞

[1106] 与实施例84-95、比较例20-21的“(1)共转染细胞培养上清的制备”同样地进行。

[1107] ＜(2)含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制备＞

[1108] 采用与实施例84-95、比较例20-21的“(2)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品

的制备”相同的方法得到含有钙离子的杆状病毒溶液。

[1109] ＜(3)珠的洗涤＞

[1110] 分别将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック社)制)的PBS-T溶液20μL(含有Dynabeads  G蛋白4.8mg)分注

于4个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，分别进行洗涤操作。

[1111] ＜(4)6×His标签融合Tim家族蛋白质固定于珠＞

[1112] 与实施例80-83及比较例16-19的“(3)6×His标签融合Tim家族蛋白质固定于珠”

同样地进行，分别得到6×His标签融合mTim1蛋白质结合载体、6×His标签融合mTim2蛋白

质结合载体、6×His标签融合mTim4蛋白质结合载体。

[1113] 将各实施例中使用的Tim家族蛋白质及载体的种类、以及Tim家族蛋白质(非)结合

载体的种类示于下表30。

[1114] 表30

[1115]

[1116] ＜(5)利用本发明的取得方法取得杆状病毒＞

[1117] 使用所述(2)中制备的“含有钙离子的杆状病毒溶液200μL”替代“含有钙离子的培

养上清样品200μL”，除此以外，采用与实施例80-83及比较例16-19的“(4)利用本发明的取
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得方法取得细胞外膜囊泡”相同的方法进行，得到溶出液。

[1118] ＜(6)蛋白质免疫印迹＞

[1119] “在所述(5)利用本发明的取得方法取得杆状病毒中得到的各溶出液3μL中添加4

×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)1μL”替代“在得到的各溶出液11.25μL中添加4×试

样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)3.75μL”，使用“蛋白质免疫印迹用各试样4μL”替代“蛋

白质免疫印迹用各试样15μL”，使用“抗杆状病毒gp64抗体”替代“抗Lamp-1抗体”，除此以

外，采用与实施例80-83及比较例16-19的“(5)蛋白质免疫印迹”相同的方法进行。

[1120] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim家族蛋白质及载体的种类、用于从Tim家

族蛋白质(非)结合载体取得细胞外膜囊泡的溶出液的种类、以及蛋白质免疫印迹中的泳道

号示于下表31。

[1121] 表31

[1122]

[1123] ＜结果＞

[1124] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图18。图18中，各泳道表示以下的结果。

[1125] 泳道1：比较例22的结果(使用使抗6×His标签抗体结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1126] 泳道2：比较例23的结果(使用使抗6×His标签抗体结合于Dynabeads  G蛋白而成

的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1127] 泳道3：实施例96的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim1

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1128] 泳道4：实施例97的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim1

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)；

[1129] 泳道5：比较例24的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim2

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1130] 泳道6：比较例25的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim2

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)；

[1131] 泳道7：实施例98的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim4

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1132] 泳道8：实施例99的结果(使用通过抗6×His标签抗体而使6×His标签融合mTim4

蛋白质结合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的

结果)。

[1133] 根据图18，在结合有Tim2蛋白质的情况下，无论采用何种溶出法，都未观察到杆状
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病毒的标记蛋白质gp64的条带(泳道5-6)。另一方面，对于结合有Tim1蛋白质、或Tim4蛋白

质的载体而言，无论采用何种溶出法，都观察到了gp64的条带(泳道3-4、泳道7-8)。

[1134] 根据该结果可知，通过已固定化Tim2蛋白质的载体，不能取得杆状病毒。

[1135] 实施例100-105以及比较例26-33.通过利用PS蛋白质的ELISA检测细胞外膜囊泡

时的灵敏度比较

[1136] 如下所述地，使用已固定化PS蛋白质或针对外泌体的表面标记蛋白质(以下，有时

简记为“标记蛋白质”)的抗体的板(孔)，将HRP标记的抗CD63抗体用作检测抗体，进行夹心

ELISA，检测来自于K562细胞培养上清的细胞外膜囊泡。

[1137] ＜(1)培养上清(原液)的制备＞

[1138] 使用80mL的X-VIVO15培养基(商品名，龙沙公司(Lonza社)制)，在37℃、5％CO2条

件下，将分泌细胞外膜囊泡的人慢性髄系白血病细胞株K562细胞1×107细胞培养3天后，进

行离心分离处理(300×g，5分钟)，使细胞沉淀，除去上清。用含有10μM莫能菌素钠(MP生物

医学公司(MP  Biomedicals社)制)的X-VIVO15培养基60mL将沉淀的细胞悬浮后，在37℃、

5％CO2条件下培养24小时。

[1139] 然后，对培养液进行离心分离处理(300×g，5分钟)，回收培养上清。进一步对回收

的培养上清60mL进行3次离心分离处理(第一次：300×g，3分钟；第二次：1200×g，20分钟；

第三次：10000×g，20分钟)，分离杂质，得到上清(以下，有时简记为“培养上清(原液)”)。

[1140] ＜(2)含有钙离子的K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的稀释系列的制备＞

[1141] 对所述(1)中得到的培养上清原液10mL进行离心分离处理(10000×g，20分钟)，分

离杂质，将上清移至新的管中，得到离心分离处理后的K562细胞培养上清10mL。然后，对得

到的离心分离处理后的K562细胞培养上清10mL进行超速离心分离处理(110000×g，70分

钟)，除去上清后，在沉淀中加入TBS  10mL进行悬浮。对悬浮液进行超速离心分离处理

(110000×g，70分钟)，除去上清后，在沉淀中加入TBS  200μL进行悬浮，得到K562细胞培养

上清超速离心沉淀组分。使用BCA蛋白检测试剂盒(BCA  Protein  Assay  Kit)(和光纯药工

业(株)制)，按照附带于该试剂盒的方案，测定K562细胞培养上清超速离心沉淀组分的蛋白

质浓度。以使蛋白质浓度成为125、250、500、1000、2000ng/mL的方式，分别用含有2mM  CaCl2

的TBS进行稀释，制备含有钙离子的K562细胞培养上清超速离心沉淀组分的稀释系列。

[1142] ＜(3)HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的制备＞

[1143] 使用过氧化物酶标记试剂盒-氨基(Peroxidase  Labeling  Kit-NH2)((株)同仁化

学研究所制)，并按照附带于该试剂盒的方案，对抗CD63小鼠单克隆抗体H5C6(BD生物科学

公司(BDバイオサイエンス社)制)100μL(50μg)进行HRP标记，得到HRP标记的抗CD63小鼠单

克隆抗体200μL。在得到的标记体中添加甘油200μL，进行混合，作为HRP标记的抗CD63小鼠

单克隆抗体保存液，在-20℃进行保存。将HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体保存液用含有

2mM  CaCl2的TBS稀释2000倍，制备HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体稀释液。

[1144] ＜(4)PS蛋白质及抗标记蛋白质抗体的固定化溶液的制备＞

[1145] 如下所述，制备各种PS蛋白质及抗标记蛋白质抗体的固定化溶液。将抗CD9小鼠单

克隆抗体M-L13(BD生物科学公司(BDバイオサイエンス社)制)16μL(8μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液784μL混合，制备抗CD9抗体固定化溶液800μL。将抗CD63小鼠单克隆抗体H5C6

(BD生物科学公司(BDバイオサイエンス社)制)16μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液784μL
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混合，制备抗CD63抗体固定化溶液800μL。将抗CD81小鼠单克隆抗体JS-81(BD生物科学公司

(BDバイオサイエンス社)制)16μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液784μL混合，制备抗CD81

抗体固定化溶液800μL。将His标签融合小鼠MFG-E8蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ

社)制)80μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液720μL混合，制备mMFG-E8固定化溶液800μL。将

His标签融合人MFG-E8蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ社)制)80μL(8μg)与50mM  MOPS

(pH7 .5)溶液720μL混合，制备hMFG-E8固定化溶液800μL。将His标签融合人膜粘连蛋白-5

(Annexin  V)蛋白质(创意生物公司(Creative  BioMart社)制)40μL(8μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液760μL混合，制备h膜粘连蛋白-5固定化溶液800μL。将Fc标签融合小鼠Tim1蛋

白质(和光纯药工业(株)制)32μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液768μL混合，制备mTim1固

定化溶液800μL。将His标签融合小鼠Tim2蛋白质(R&D系统公司(R&Dシステムズ社)制)80μL

(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液720μL混合，制备mTim2固定化溶液800μL。将Fc标签融合小

鼠Tim3蛋白质(和光纯药工业(株)制)32μL(8μg)与50Mm  MOPS(pH7.5)溶液768μL混合，制备

mTim3固定化溶液800μL。将Fc标签融合mTim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)32μL(8μg)与

50mM  MOPS(pH7.5)溶液768μL混合，制备mTim4固定化溶液800μL。将Fc标签融合人Tim1蛋白

质(和光纯药工业(株)制)32μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液768μL混合，制备hTim1固定

化溶液800μL。将Fc标签融合人Tim3蛋白质(和光纯药工业(株)制)32μL(8μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液768μL混合，制备hTim3固定化溶液800μL。将Fc标签融合人Tim4蛋白质(和光纯

药工业(株)制)32μL(8μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液768μL混合，制备hTim4固定化溶液800μ

L。

[1146] ＜(5)ELISA测定＞

[1147] 在Maxisorp  C96酶标板(Immuno-plate  Maxisorp  C96)(商品名，能肯公司(Nunc

社)制)中，在各孔中分别注入100μL的PS蛋白质的固定化溶液或抗标记蛋白质抗体的固定

化溶液，每种蛋白质分注于6孔中，在8℃静置一夜。除去分注液后，在每孔中分别添加300μL

的封闭溶液(含有25％block  ace封闭剂(商品名)的TBS)，一边使用微孔板混合器以500rpm

进行混合，一边在室温进行1小时的反应。除去封闭溶液后，对于得到的已固定化各PS蛋白

质或抗标记蛋白质抗体的孔，将蛋白质浓度分别为125、250、500、1000、2000ng/mL的含有钙

离子的K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的稀释系列各100μL分别添加于5个孔的各

孔中，作为空白对照(blank)，在各孔中分别添加含有2mM  CaCl2的TBS  100μL，一边用微孔

板混合器以500rpm进行混合，一边在室温进行1小时的反应。用含有2mM  CaCl2的TBS-T  300

μL洗涤3次后，将HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体稀释液100μL添加于各孔中，一边用微孔

板混合器以500rpm进行混合，一边在室温进行1小时的反应。用含有2mM  CaCl2的TBS-T  300

μL洗涤5次后，在各孔中添加TMB溶液(和光纯药工业(株)制)100μL，在室温静置反应30分

钟。添加1M  HCl100μL使反应停止后，用酶标仪Tecan  Ultra(商品名，帝肯公司(Tecan社)

制)测定450nm处的吸光度。

[1148] 需要说明的是，将各实施例、比较例中固定化于微孔板的蛋白质及可否检测(结

果)示于下表32。

[1149] 表32
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[1150]

[1151] ＜结果＞

[1152] 将得到的ELISA测定的结果示于图19。图19分别表示已固定化PS蛋白质或抗标记

蛋白质抗体的孔中的、来自于与含有钙离子的K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的各

蛋白质浓度稀释系列所含的外泌体结合的HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的检测信号

(450nm处的吸光度)。横轴表示已固定化于孔的PS蛋白质或抗标记蛋白质抗体的种类，对于

已固定化相同PS蛋白质等的孔的检测结果，使用的含有钙离子的K562细胞培养上清的超速

离心沉淀组分中的蛋白质浓度从左开始依次为0、125、250、500、1000、2000ng/mL。另外，纵

轴表示来自于与K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的各蛋白质浓度稀释系列所含的

外泌体结合的HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的检测信号。

[1153] 对于分别已固定化Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质的孔而言，与分别已固

定化作为抗标记蛋白质抗体的抗CD9抗体、抗CD63抗体或抗CD81抗体的孔、已固定化作为PS

蛋白质的MFG-E8、膜粘连蛋白-5的孔、已固定化作为Tim家族蛋白质的Tim2蛋白质的孔(比

较例27-33)相比，能够高灵敏度地检测细胞外膜囊泡(实施例100-105)。即，与现有方法相

比，可知使用本发明的Tim蛋白质的本发明的检测方法能够高灵敏度地检测细胞外膜囊泡。

特别地，在Tim蛋白质中，使用Tim4蛋白质时，能够特别高灵敏度地检测细胞外膜囊泡。

[1154] 实施例106-109.根据Tim蛋白质的固定化方法的不同、利用ELISA检测细胞外膜囊

泡时的灵敏度比较

[1155] 如下所示，对将Tim1蛋白质或Tim4蛋白质分别直接固定化于微孔板时的细胞外膜

囊泡的检测灵敏度、以及通过链霉亲和素将对巯基进行了生物素标记的Tim1蛋白质或对巯

基进行了生物素标记的Tim4蛋白质分别固定化于微孔板时的细胞外膜囊泡的检测灵敏度

进行比较。

[1156] ＜(1)K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的制备＞

[1157] “用含有2mM  CaCl2的TBS分别进行稀释以使蛋白质浓度成为500、1000ng/mL”替代

“用含有2mM  CaCl2的TBS进行稀释以使蛋白质浓度成为125、250、500、1000、2000ng/mL”，除

此以外，通过采用实施例100-105及比较例26-33的“(2)含有钙离子的K562细胞培养上清的

超速离心沉淀组分的制备”相同的方法，制备含有钙离子的K562细胞培养上清的超速离心

沉淀组分的稀释系列。

[1158] ＜(2)HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的制备＞
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[1159] 通过与实施例100-105及比较例26-33的“(3)HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的

制备”相同的方法，制备HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体稀释液。

[1160] ＜(3)Tim1蛋白质及Tim4蛋白质的生物素标记/固定化溶液的制备＞

[1161] 对于Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)40μL(10μg)及Fc标签

融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)40μL(10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基

(Biotin  Labeling  Kit-SH)((株)同仁化学研究所制)，按照附带于该试剂盒的方案分别进

行生物素标记，得到巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质及巯基生物素标记的Fc标

签融合mTim4蛋白质。使用BCA蛋白检测试剂盒(和光纯药工业(株)制)，按照附带于该试剂

盒的方案，分别对巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质及巯基生物素标记的Fc标签

融合mTim4蛋白质的蛋白质浓度进行测定。用TBS进行稀释以使蛋白质浓度成为5μg/mL，分

别制备巯基生物素标记的Fc标签融合mTim1蛋白质及巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4

蛋白质溶液。

[1162] 将Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)或Fc标签融合小鼠源

Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)8μL(2μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液392μL混合，分别制

备mTim1蛋白质固定化溶液或mTim4蛋白质固定化溶液400μL。

[1163] 另外，将链霉亲和素(和光纯药工业(株)制)2μL(10μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液

998μL混合，制备链霉亲和素固定化溶液1000μL。

[1164] ＜(4)固定化＞

[1165] 在Maxisorp  C96酶标板(Immuno-plate  Maxisorp  C96)(商品名，能肯公司(Nunc

社)制)中，在3孔中以每孔100μL(0.5μg)的方式分别添加各蛋白质固定化溶液，在8℃静置

一夜。除去添加液后，在各孔中分别添加300μL的封闭溶液(含有25％block  ace封闭剂(商

品名)的TBS)，一边用微孔板混合器以500rpm进行混合，一边在室温进行1小时反应。

[1166] 另外，在Maxisorp  C96酶标板(商品名，能肯公司(Nunc社)制)中，在6个孔中，以每

孔为100μL的方式分别添加链霉亲和素固定化溶液，在8℃静置一夜。除去添加液后，在各孔

中分别添加300μL的封闭溶液(含有25％block  ace封闭剂(商品名)的TBS)，一边用微孔板

混合器以500rpm进行混合，一边在室温进行1小时的反应。除去封闭溶液后，将巯基生物素

标记的Fc标签融合mTim1蛋白质及巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质溶液以每孔

为100μL(0.5μg)的方式添加于3个孔中，一边用微孔板混合器以500rpm进行混合，一边在室

温进行1小时的反应。

[1167] ＜(5)ELISA测定＞

[1168] “对于各蛋白质固定化孔，分别将蛋白质浓度为500或1000ng/mL的含有钙离子的

K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分稀释系列各100μL添加于2个孔的各孔中”替代“对

于已固定化各PS蛋白质或标记蛋白质的孔，分别将蛋白质浓度分别为125、250、500、1000、

2000ng/mL的含有钙离子的K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分稀释系列各100μL添加

于5个孔的各孔中”，除此以外，通过与实施例100-105及比较例26-33相同的方法，进行

ELISA测定。

[1169] 需要说明的是，将各实施例、比较例中固定化于微孔板的蛋白质、蛋白质固定化于

微孔板的方法、以及可否检测(结果)示于下表33。表33中的可否检测分别是实施例106与

107、实施例108与109的对比。
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[1170] 表33

[1171]

[1172] 将得到的ELISA测定的结果示于图20。图20表示在直接将mTim1蛋白质固定化于微

孔板的孔、直接将mTim4蛋白质固定化于微孔板的孔、将mTim1蛋白质通过生物素-链霉亲和

素结合而固定化的孔、以及将mTim4蛋白质通过生物素-链霉亲和素结合而固定化的孔中

的、来自于与含有钙离子的K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的各蛋白质浓度稀释系

列所含的外泌体结合的HRP标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的检测信号(450nm处的吸光度)。

[1173] 横轴表示固定化于孔的Tim蛋白质的种类。另外，纵轴表示来自于与含有钙离子的

K562细胞培养上清的超速离心沉淀组分的各蛋白质浓度稀释系列所含的外泌体结合的HRP

标记的抗CD63小鼠单克隆抗体的检测信号。

[1174] 根据图20可知，通过使用Tim1蛋白质或Tim4蛋白质的ELISA，无论相对于微孔板固

定Tim蛋白质的方法如何，都能够检测试样中的细胞外膜囊泡(实施例106-109)。特别地，与

直接固定化Tim蛋白质的孔(将mTim1直接固定化于微孔板的实施例106以及将mTim4直接固

定化于微孔板而固定化的实施例108)相比，在通过链霉亲和素将Tim蛋白质固定化的孔(通

过mTim1的巯基的生物素与链霉亲和素的结合而使微孔板与Tim蛋白质结合的实施例107、

及通过mTim4的巯基的生物素与链霉亲和素的结合而使微孔板与Tim蛋白质结合的实施例

109)中，能够高灵敏度地检测细胞外膜囊泡。

[1175] 因此可知，作为Tim蛋白质与固相的结合方式，更优选的是，通过Tim蛋白质的巯基

的生物素与链霉亲和素的结合，使微孔板与Tim蛋白质结合。

[1176] 实施例110-115以及比较例34-39.通过使用PS蛋白质的ELISA来检测病毒时的灵

敏度比较

[1177] 如下所示，使用已固定化各种PS蛋白质或针对杆状病毒的表面标记蛋白质gp64的

抗体的微孔板，并将HRP标记的抗gp64抗体用作检测抗体，进行夹心ELISA，检测含有杆状病

毒的昆虫细胞培养上清样品中的杆状病毒。

[1178] ＜(1)共转染细胞培养上清的制备＞

[1179] 与实施例84-95、比较例20-21的“(1)共转染细胞培养上清的制备”同样地进行。

[1180] ＜(2)含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制备＞

[1181] 与实施例84-95、比较例20-21的“(2)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制

备”同样地进行，得到含有钙离子的杆状病毒溶液。

[1182] ＜(3)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品稀释系列的制备＞

[1183] 将含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品50μL与PSFM-J1培养基4950μL混合，制

备100倍稀释液，将100倍稀释液2.0mL与PSFM-J1培养基2.0mL混合，制备200倍稀释液

4.0mL，将200倍稀释液2.0mL与PSFM-J1培养基2.0mL混合，制备400倍稀释液4.0mL，将400倍
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稀释液2.0mL与PSFM-J1培养基2.0mL混合，制备800倍稀释液4.0mL。

[1184] ＜(4)HRP标记的抗gp64小鼠单克隆抗体的制备＞

[1185] 使用过氧化物酶标记试剂盒-氨基(Peroxidase  Labeling  Kit-NH2)((株)同仁化

学研究所制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对抗gp64小鼠单克隆抗体AcV1(商品名，诺夫

斯生物公司(Novus  Biologicals社)制)200μL(100μg)进行HRP标记，得到HRP标记的抗gp64

小鼠单克隆抗体溶液200μL。用含有2mM  CaCl2的TBS将HRP标记的抗gp64小鼠单克隆抗体溶

液稀释1000倍，制备HRP标记的抗gp64小鼠单克隆抗体稀释液。

[1186] ＜(5)PS蛋白质及抗gp64抗体的固定化溶液的制备＞

[1187] 如下所述，分别制备各种PS蛋白质及标记蛋白质的固定化溶液。将抗gp64小鼠单

克隆抗体AcV1(商品名，诺夫斯生物公司(Novus  Biologicals社)制)12μL(6μg)与50mM 

MOPS(pH7 .5)溶液588μL混合，制备抗gp64抗体固定化溶液600μL。将His标签融合小鼠源

MFG-E8蛋白质(R&D系统公司(R&D  systems社)制)60μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液540μ

L混合，制备mMFG-E8固定化溶液600μL。将His标签融合人源MFG-E8蛋白质(R&D系统公司(R&

D  systems社)制)60μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液540μL混合，制备hMFG-E8固定化溶液

600μL。将His标签融合人源膜粘连蛋白-5蛋白质(创意生物公司(Creative  BioMart社)制)

30μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液570μL混合，制备h膜粘连蛋白-5固定化溶液600μL。将

Fc标签融合小鼠源Tim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液

576μL混合，制备mTim1固定化溶液600μL。将His标签融合小鼠源Tim2蛋白质(R&D系统公司

(R&D  systems社)制)60μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液540μL混合，制备mTim2固定化溶

液600μL。将Fc标签融合小鼠源Tim3蛋白质(和光纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液576μL混合，制备mTim3固定化溶液600μL。将Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和

光纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液576μL混合，制备mTim4固定化溶液

600μL。将Fc标签融合人源Tim1蛋白质(和光纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液576μL混合，制备hTim1固定化溶液600μL。将Fc标签融合人源Tim3蛋白质(和光

纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS(pH7.5)溶液576μL混合，制备hTim3固定化溶液

600μL。将Fc标签融合人源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)24μL(6μg)与50mM  MOPS

(pH7.5)溶液576μL混合，制备hTim4固定化溶液600μL。

[1188] ＜(6)ELISA测定＞

[1189] 在Maxisorp  C96酶标板(Immuno-plate  Maxisorp  C96)(商品名，能肯公司(Nunc

社)制)中，在每孔中注入100μL的PS蛋白质或抗gp64抗体的固定化溶液，每种蛋白注入5个

孔中，在8℃静置一夜。除去分注液后，在各孔中分别添加300μL的封闭溶液(含有25％block 

ace封闭剂(商品名)的TBS)，一边用微孔板混合器以500rpm进行混合，一边在室温进行1小

时的反应。除去封闭溶液后，对于得到的已固定化各PS蛋白质或抗gp64抗体的孔，将所述

(3)中制备的含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品稀释系列(100倍稀释、200

倍稀释、400倍稀释、800倍稀释)各100μL分别添加于4个孔中的各孔中，作为空白对照，将

PMSF-J1培养基100μL分别添加于1个孔中，一边用微孔板混合器以500rpm进行混合，一边在

室温进行1小时的反应。用含有2mM  CaCl2的TBS-T  300μL洗涤3次后，将HRP标记的抗gp64小

鼠单克隆抗体稀释液100μL添加于各孔，一边用微孔板混合器以500rpm进行混合，一边在室

温进行1小时的反应。用含有2mM  CaCl2的TBS-T  300μL洗涤5次后，将TMB溶液(和光纯药工
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业(株)制)100μL添加于各孔，在室温静置反应30分钟。添加1M  HCl  100μL，使反应停止，然

后，用酶标仪Tecan  Ultra(商品名，帝肯公司(Tecan社)制)测定450nm处的吸光度。

[1190] 需要说明的是，将各实施例、比较例中固定化于微孔板的蛋白质及可否检测(结

果)示于下表34。

[1191] 表34

[1192]

[1193] ＜结果＞

[1194] 将得到的ELISA测定的结果示于图21。图21分别表示在已固定化各种PS蛋白质及

抗gp64抗体的孔中的、来自于与含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清的各稀释系

列所含的外泌体结合的HRP标记的抗gp64小鼠单克隆抗体的检测信号(450nm处的吸光度)。

横轴表示固定化于孔的PS蛋白质或抗标记蛋白质抗体的种类，对于已固定化同一PS蛋白质

等的孔的检测结果，从左开始依次表示空白对照、使用的含有钙离子的含杆状病毒的昆虫

细胞培养上清样品稀释系列分别稀释800倍、稀释400倍、稀释200倍、稀释100倍。另外，纵轴

表示来自于HRP标记的抗gp64小鼠单克隆抗体的检测信号(450nm处的吸光度)。

[1195] 对于已分别固定化Tim1蛋白质、Tim3蛋白质或Tim4蛋白质的孔而言，与已固定化

作为杆状病毒的表面标记蛋白质的抗gp64抗体的孔、已固定化作为PS蛋白质的MFG-E8、膜

粘连蛋白-5的孔、已固定化作为Tim家族蛋白质的Tim2蛋白质的孔相比(比较例34-39)，能

够高灵敏地检测病毒(实施例110-115)。即，可知与现有方法相比，使用本发明的Tim蛋白质

的本发明的检测方法能够高灵敏度地检测病毒。特别地，可知在Tim蛋白质中，使用Tim4蛋

白质时，能够特别高灵敏度地检测病毒。

[1196] 实施例116-119.利用已固定化Tim蛋白质的载体取得病毒

[1197] 使用已固定化生物素标记的Tim4蛋白质的载体，取得本发明的病毒。

[1198] ＜(1)共转染细胞培养上清的制备＞

[1199] 与实施例84-95、比较例20-21的“(1)共转染细胞培养上清的制备”同样地进行。

[1200] ＜(2)含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制备＞

[1201] 与实施例84-95、比较例20-21的“(2)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品的制

备”同样地进行，得到含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品。

[1202] ＜(3)含有杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品稀释液的制备＞

[1203] 将含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细胞培养上清样品100μL与PSFM-J1培养基800

μL混合，制备9倍稀释液900μL。
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[1204] ＜(4)Tim4蛋白质的巯基生物素标记＞

[1205] 对于含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液100μL

(含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液100μL。

[1206] ＜(5)标签融合Tim蛋白质的稀释＞

[1207] 将含有Fc标签融合mTim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液5μL(含有Fc标

签融合mTim4蛋白质0.5μg)与TBS  95μL混合，得到含有生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋

白质0.5μg的溶液100μL。

[1208] 将所述(4)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的TBS溶液5μ

L(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质0.5μg)与TBS  95μL混合，得到含有生物

素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的溶液100μL。

[1209] ＜(6)珠的洗涤＞

[1210] 将含有30μg/μL的Dynabeads  G蛋白(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック社)制)的PBS-T溶液5μL(含有Dynabeads  G蛋白0.3mg)移至1.5mL

管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)，用TBS-T(TBS，0.0005％吐温20(Tween20))500μL洗

涤2次后，将管设置于磁力架，除去洗涤液。

[1211] 另外，将含有MagCapture  Tamavidin  2-REV(商品名，和光纯药工业(株)制)的PBS

溶液30μL(含有珠0.3mg)移至1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用TBS-T(TBS，

0.0005％吐温20(Tween20))500μL洗涤2次后，将管设置于磁力架，除去洗涤液。

[1212] ＜(7)Tim蛋白质固定于珠＞

[1213] 在含有洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads  G蛋白0.3mg的1.5mL管中，添加含有

巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质0.5μg的溶液100μL，使用热混合器，在8℃以

1200rpm反应1小时，得到结合有巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4的载体(有时简记为

“生物素非标记的Fc标签融合mTim4载体”)。

[1214] 另外，在含有洗涤操作后的MagCapture  Tamavidin  2-REV  0.3mg的1.5mL管中，加

入含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质0.5μg的溶液100μL，与所述同样地与珠

结合，得到结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4的载体(有时简记为“生物素标记的

Fc标签融合mTim4载体”)。

[1215] 需要说明的是，有时将所述得到的2种载体一并简记为“Tim蛋白质结合载体”。

[1216] ＜(8)利用本发明的取得方法取得杆状病毒＞

[1217] 用TBS-T(TBS，0.0005％吐温20(Tween20))250μL对所述得到的所述Tim蛋白质结

合载体进行3次洗涤操作，得到颗粒状态的Tim蛋白质结合载体。然后，在得到的2种颗粒状

态的Tim蛋白质结合载体中，分别加入所述(3)中制备的含有钙离子的含杆状病毒的昆虫细

胞培养上清样品稀释液100μL，使用热混合器，在8℃以1200rpm进行12小时的反应。然后，用

含有钙离子的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)250μL分别对反

应后的Tim蛋白质结合载体进行3次洗涤操作。在进行第三次洗涤操作时，分别将含有Tim蛋

白质结合载体的含CaCl2的TBS-T溶液250μL分别以125μL分注于2个1.5mL管中，将管设置于

磁力架后，除去洗涤液。
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[1218] 在颗粒状态的2种Tim蛋白质结合载体0.15mg中，分别添加作为溶出液的1％SDS水

溶液50μL、或者添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停

止转动(spin  down)。在添加了EDTA的管中，再次添加含有1mM  EDTA的TBS溶液25μL，进行同

样的操作，得到溶出液。

[1219] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、以及Tim蛋白质

(非)结合载体的种类示于下表35。

[1220] 表35

[1221]

[1222] ＜(9)蛋白质免疫印迹＞

[1223] “在所述(8)利用本发明的取得方法取得杆状病毒中得到的各溶出液15μL中加入4

×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)15μL”替代“在得到的各溶出液11.25μL中加入4×

试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)3.75μL”，使用“抗杆状病毒gp64抗体”替代“抗Lamp-1

抗体”，除此以外，采用与实施例80-83及比较例16-19的“(5)蛋白质免疫印迹”相同的方法

进行。

[1224] 需要说明的是，各实施例中使用的Tim蛋白质及载体的种类、用于从Tim蛋白质结

合载体取得病毒的溶出液的种类、以及蛋白质免疫印迹中的泳道号示于下表36。

[1225] 表36

[1226]

[1227] ＜结果＞

[1228] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图22。图22中，各泳道为以下的结果。

[1229] 泳道1：实施例116的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1230] 泳道2：实施例117的结果(使用使巯基生物素非标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结

合于Dynabeads  G蛋白而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1231] 泳道3：实施例118的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合
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于MagCapture  Tamavidin  REV-2而成的载体、并将1％SDS水溶液用作溶出液时的结果)；

[1232] 泳道4：实施例119的结果(使用使巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质结合

于MagCapture  Tamavidin  REV-2而成的载体、并将含有1mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时

的结果)。

[1233] 根据图22可知，在泳道1-4中，无论在哪一种情况下都观察到了作为杆状病毒的标

记蛋白质的gp64的条带，因此，通过使用结合有巯基生物素非标记或标记的Tim4的载体，能

取得病毒。

[1234] 另外，通过比较泳道2与泳道4可知，在通过钙螯合剂进行溶出的情况下，通过Tim

蛋白质的巯基而固定化于珠(载体)，从而与通过标签进行固定化时相比，能够取得更多的

病毒。

[1235] 实施例120-121以及比较例40-41.利用流式细胞仪比较细胞外膜囊泡的检测灵敏

度

[1236] 如下所述，使用已固定化Tim4蛋白质或针对外泌体的表面标记蛋白质的CD63的抗

体的载体、以及作为检测抗体的PE标记的抗CD63抗体，通过流式细胞仪，检测来自于K562细

胞培养上清的细胞外膜囊泡。

[1237] ＜(1)含有钙离子的培养上清(原液)的制备＞

[1238] 使用80mL的X-VIVO  15培养基(商品名，龙沙公司(Lonza社)制)，在37℃、5％CO2条

件下，将分泌细胞外膜囊泡的人慢性髄系白血病细胞株K562细胞1×107个细胞培养3天后，

进行离心分离处理(300×g，5分钟)，使细胞沉淀，除去上清。用含有10μM莫能菌素钠(MP生

物医学公司(MP  Biomedicals社)制)的X-VIVO  15培养基60mL将沉淀的细胞悬浮后，在37

℃、5％CO2条件下培养24小时。

[1239] 然后，对培养液进行离心分离处理(300×g，5分钟)，回收培养上清。进一步地对回

收的培养上清60mL进行3次离心分离处理(第一次：300×g，3分钟；第二次：1200×g，20分

钟；第三次：10000×g，20分钟)，分离杂质，得到上清(以下，有时简记为“培养上清(原

液)”)。

[1240] 另外，在得到的培养上清原液中添加CaCl2以使其终浓度成为2mM，得到含有2mM 

CaCl2的K562细胞培养上清浓缩液样品(以下，有时简记为“含有钙离子的培养上清(原

液)”)。

[1241] ＜(2)培养上清样品稀释液的制备＞

[1242] 将所述得到的含有钙离子的培养上清(原液)500μL与X-VIVO  15培养基500μL混

合，制备2倍稀释液1.0mL，将2倍稀释液200μL与X-VIVO  15培养基800μL混合，制备10倍稀释

液1.0mL，分别得到含有钙离子的培养上清2倍稀释液(原液)、以及含有钙离子的培养上清

10倍稀释液(原液)。

[1243] ＜(3)Tim4蛋白质的巯基生物素标记＞

[1244] 对于含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液100μL

(含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质10μg)，使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所

制)，按照附带于该试剂盒中的方案，对Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液100μL。

[1245] ＜(5)珠的洗涤＞
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[1246] 将外泌体-链霉亲和素分离/检测试剂(商品名，赛默飞世尔科技公司(サーモフィッ

シャーサイエンティフィック社)制)(含有1×107/mL的Dynabeads链霉亲和素4.5μm珠)20μL

分注于2个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用TBS  200μL进行洗涤操作。

[1247] 分别将外泌体-人CD63分离/检测试剂(Exosome-Human  CD63Isolation/

Detection  Reagent)(赛默飞世尔科技公司(サーモフィッシャーサイエンティフィック社)制)

(含有1×107/mL的已固定化抗CD63抗体后的Dynabeads  4.5μm珠)20μL分注于2个1.5mL管

(BM设备公司(ビーエム机器社)制)中，用TBS  200μL进行洗涤操作。

[1248] ＜(6)Tim4蛋白质固定于珠＞

[1249] 在含有洗涤操作后的颗粒状态的Dynabeads链霉亲和素的2个1.5mL管中，添加含

有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质0.1μg的溶液100μL，用热混合器在8℃以

1200rpm反应30分钟，得到含有结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4的载体(有时简

记为“生物素标记的Fc标签融合mTim4载体”)的溶液(有时简记为“含有生物素标记的Fc标

签融合mTim4载体的溶液”)。

[1250] ＜(7)与细胞外膜囊泡的反应＞

[1251] 在将所述得到的含有生物素标记的Fc标签融合mTim4载体的溶液100μL设置于磁

力架后，除去含有生物素标记的Fc标签融合mTim4载体的溶液中的溶液。用含有0.1％BSA的

TBS  200μL，将颗粒状态的生物素标记的Fc标签融合mTim4载体及洗涤操作后的颗粒状态的

外泌体-人CD63分离/检测试剂(Exosome-Human  CD63Isolation/Detection  Reagent)洗涤

2次，得到颗粒状态的载体。然后，在得到的颗粒状态的各载体中，分别加入所述(2)中制备

的含有钙离子的培养上清2倍稀释液(原液)和培养上清10倍稀释液(原液)100μL，用热混合

器在8℃以1200rpm分别进行12小时的反应。然后，用含有钙离子—0.1％BSA的TBS(TBS，

0.1％BSA，2mM  CaCl2)300μL对反应后的载体进行1次洗涤操作，用含有钙离子—0.1％BSA

的TBS  400μL进行1次洗涤操作，用含有钙离子—0.1％BSA的TBS(TBS，0 .1％BSA，2mM 

CaCl2)300μL分别将洗涤操作后的颗粒状态的各载体悬浮，分别得到下表37中记载的2种载

体的悬浮液。

[1252] 表37

[1253]

[1254] ＜(8)利用PE标记的抗CD63抗体进行检测＞

[1255] 分别将所述(7)中得到的2种载体的悬浮液以100μL分注于2个1.5mL管中，在通过

磁选分离使载体成为颗粒状态后，分别添加20μL的PE标记的抗CD63小鼠单克隆抗体H5C6

(BD生物科学公司(BDバイオサイエンス社)制)或PE标记的对照小鼠IgG(BD生物科学公司

(BDバイオサイエンス社)制)，用热混合器在25℃分别以1000rpm进行1小时的反应。然后，

在用含有钙离子和0.1％BSA的TBS(TBS，0.1％BSA，2mM  CaCl2)300μL分别进行2次洗涤操作

后，用含有钙离子和0.1％BSA的TBS(TBS，0.1％BSA，2mM  CaCl2)500μL将载体悬浮。然后，用

Falcon细胞滤网(Falcon  Cell  Strainers)(商品名，康宁公司(コーニング社)制)回收过

滤的滤液，用流式细胞仪Gallios(商品名，美国贝克曼库尔特公司(ベックマンコールター
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社)制)进行测定及分析。需要说明的是，测定时的激光波长为488nm，检测波长为575nm。

[1256] 需要说明的是，将各实施例中使用的Tim蛋白质、载体的种类以及试样示于下表

38。

[1257] 表38

[1258]

[1259] ＜结果＞

[1260] 将得到的流式细胞仪的测定结果示于图23。图23分别表示对于使用生物素标记的

Fc标签融合mTim4载体和抗CD63抗体载体从以各倍率稀释的含有钙离子的培养上清(原液)

中捕获的外分泌体、采用PE标记的抗CD63小鼠单克隆抗体所检测的信号与采用PE标记的对

照小鼠IgG所检测的噪声的比(信号/噪声比：Signal/Noise比)。横轴表示使用的含有钙离

子的培养上清(原液)的稀释倍率，纵轴表示采用PE标记的抗CD63小鼠单克隆抗体所检测的

信号与采用PE标记的对照小鼠IgG所检测的噪声的比。

[1261] 根据图23可知，通过使用结合有本发明的Tim蛋白质的载体，能检测细胞外膜囊

泡。另外，相比于使用已固定化抗CD63抗体的载体，使用已固定化Tim4的载体能够以更高的

信噪比(Signal/Noise比)(检测灵敏度)进行流式细胞仪测定。即，可知通过使用本发明的

Tim载体的流式细胞仪分析，与现有方法相比，能够高灵敏度地检测细胞外膜囊泡。

[1262] 实施例122-123以及比较例42-43.利用已固定化Tim蛋白质的载体取得病毒

[1263] 使用已固定化Tim蛋白质的载体，取得本发明的病毒。

[1264] ＜(1)Fc标签融合mTim4蛋白质的巯基生物素标记＞

[1265] 使用生物素标记试剂盒-巯基(同仁化学研究所制)，按照附带于该试剂盒中的方

案，对含有Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质(和光纯药工业(株)制)的PBS溶液100μL(含有Fc

标签融合小鼠源Tim4蛋白质10μg)中的Fc标签融合小鼠源Tim4蛋白质的巯基进行生物素标

记，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液100μL。

[1266] ＜(2)巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的稀释＞

[1267] 将所述(1)中制备的含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的TBS溶液10

μL(含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg)与TBS  190μL混合，得到含有巯基

生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的溶液200μL。

[1268] ＜(3)珠的洗涤＞

[1269] 将含有MagCapture  Tamavidin2-REV(商品名，和光纯药工业(株)制)的PBS溶液60

μL(含有MagCapture  Tamavidin2-REV  0.6mg)分别移至2个1.5mL管(BM设备公司(ビーエム

机器社)制)中，用TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20))500μL分别洗涤2次后，将

管设置于磁力架，除去洗涤液。

[1270] ＜(4)巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质固定于珠＞
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[1271] 在含有洗涤操作后的MagCapture  Tamavidin  2-REV  0.6mg的2个1.5mL管中，加入

含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μg的溶液200μL或TBS  200μL，用热混合器

在8℃以1200rpm分别进行1小时的反应，得到结合有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4的

载体(有时简记为“生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体”)与未结合有巯基生物素标记

的Fc标签融合mTim4的载体(有时简记为“生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体”)。需

要说明的是，有时将生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体与生物素标记的Fc标签融合

mTim4非结合载体一并简记为“Tim蛋白质(非)结合载体”。

[1272] ＜(5)利用本发明的取得方法取得流感病毒＞

[1273] 用TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20))500μL分别对所述得到的2种

Tim蛋白质(非)结合载体进行3次洗涤操作。在洗涤操作后的2种Tim蛋白质(非)结合载体

中，分别加入添加有终浓度为2mM的氯化钙的含有钙离子的流感A病毒溶液(H1N1A/WS/33病

毒株)(ATCC编码：VR-825)60μL，用热混合器在8℃以1200rpm分别反应2个小时。用含有钙离

子的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，2mM  CaCl2)500μL分别对反应后的2种

Tim蛋白质(非)结合载体进行3次洗涤操作。在进行第三次洗涤操作后，在2种Tim蛋白质

(非)结合载体中，分别添加含有钙离子的TBS-T(Tris缓冲液，0.0005％吐温20(Tween20)，

2mM  CaCl2)500μL进行悬浮，分别得到悬浮液500μL。分别将该悬浮液以250μL的方式分注于

2个1.5mL管中，将管设置于磁力架后，分别除去洗涤液，分别得到颗粒状态的Tim蛋白质

(非)结合载体。

[1274] 需要说明的是，将各实施例及比较例中使用的载体的种类以及Tim蛋白质的种类

示于下表39。

[1275] 表39

[1276]

[1277] 在得到的含有颗粒状态的Tim蛋白质(非)结合载体0.3mg的4个1.5mL管中，对于含

有Tim蛋白质结合载体的1个1.5mL管以及含有Tim蛋白质非结合载体的1个1.5mL管，分别添

加作为溶出液的1％SDS水溶液20μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动

(spin  down)，分别得到溶出液。

[1278] 另外，在含有该颗粒状态的Tim蛋白质(非)结合载体0.3mg的4个1.5mL管中，对于

含有Tim蛋白质结合载体的1个1.5mL管以及含有Tim蛋白质非结合载体的1个1.5mL管，分别

添加作为溶出液的含有50mM  EDTA的TBS溶液10μL，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，

停止转动(spin  down)。在停止转动后的管中，分别再次添加含有50mM  EDTA的TBS溶液10μ

L，然后，通过漩涡混合器在室温混合10秒，停止转动，分别得到溶出液。

[1279] 在得到的4种溶出液20μL中，分别添加含有10％β-丙内酯的TBS溶液2.2μL，用漩涡

混合器混合后，在冰上静置3小时，分别得到4种β-丙内酯处理后的溶出液22.2μL。

[1280] ＜(6)蛋白质免疫印迹＞

[1281] 在所述含有钙离子的流感A病毒溶液(H1N1A/WS/33病毒株)(ATCC编码：VR-825)30
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μL中，添加含有10％β-丙内酯的TBS溶液3.3μL，用漩涡混合器混合后，在已在冰上静置了3

小时的溶液中加入4×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)11.1μL，在95℃加热3分钟，得

到蛋白质免疫印迹用的投入试样(共44.4μL)。另外，在所述4种β-丙内酯处理后的溶出液

22.2μL中分别加入4×试样用缓冲液(和光纯药工业(株)制)7.4μL，在95℃加热3分钟，分别

得到蛋白质免疫印迹用各溶出液试样(共29.6μL)。在SuperSep  Ace  5-20％凝胶(商品名，

和光纯药工业(株)制)中分别加入该蛋白质免疫印迹用投入试样20μL以及蛋白质免疫印迹

用各溶出液试样20μL，以30mA进行60分钟电泳。使用半干印迹仪以及不连续缓冲液(阳极缓

冲液1：0.3M  Tris/20％甲醇；阳极缓冲液2：0.025M  Tris/20％甲醇；阴极缓冲液：0.025M 

Tris/0.04M氨基己酸/20％甲醇)，在1.2mA/cm2的条件下，将得到的电泳凝胶转印于PVDF膜

(密里博公司(Millipore社)制)60分钟。在转印后的PVDF膜中加入用TBS-T(TBS缓冲液，

0.1％吐温20(Tween20))稀释的5％脱脂奶，在室温反应1小时，进行封闭，将用TBS-T稀释

300倍的抗流感A病毒核蛋白(Nucleo  protein)抗体C43(Abcam公司制)2mL在室温条件下反

应1小时。用TBS-T将反应后的PVDF膜洗涤3次，将用TBS-T稀释30000倍的次级抗体抗{小鼠

IgG (H+L)、驴、IgG组分、过氧化物酶结合抗体} (杰克逊免疫研究公司(Jackson 

ImmunoResearch社)制)在室温条件下反应1小时。用TBS-T洗涤5次后，在使各抗体反应后的

PVDF膜中添加ImmunoStar  Zeta(商品名，和光纯药工业(株)制)，用LAS-4000(通用电气公

司(GE社)制)检测发光信号。

[1282] 需要说明的是，将各实施例中使用的载体的种类、Tim蛋白质的种类以及来自于载

体的溶出液的种类示于下表40。

[1283] 表40

[1284]

[1285] ＜结果＞

[1286] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图24。图24中，各泳道为以下的结果。

[1287] 泳道1：对流感A病毒进行电泳的结果；

[1288] 泳道2：比较例42的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体、并将

1％SDS溶液用作溶出液时的结果)；

[1289] 泳道3：比较例43的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体、并将含

有50mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1290] 泳道4：实施例122的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体、并将1％

SDS溶液用作溶出液时的结果)；

[1291] 泳道5：实施例123的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体、并将含

有50mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)。

[1292] 根据图24可知，对于泳道2-3(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体时)

而言，无论哪一种情况下，都未观察到作为流感A病毒的标记蛋白质的核蛋白的条带，相对
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于此，对于泳道4-5(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体时)而言，无论哪一种情

况下，都观察到了作为流感A病毒的标记蛋白质的核蛋白的条带，由此可知结合有Tim蛋白

质的载体能取得流感病毒。

[1293] 另外，通过比较泳道1(对流感A病毒进行电泳的结果)与泳道4-5(使用生物素标记

的Fc标签融合mTim4结合载体时的结果)可知，通过使用结合有Tim蛋白质的载体，能够高效

地取得流感病毒。

[1294] 实施例124-125以及比较例44-45.利用已固定化Tim蛋白质的载体取得病毒

[1295] 使用已固定化Tim蛋白质的载体，取得本发明的病毒。

[1296] ＜(1)含有RS病毒的HEp-2细胞培养上清样品的制备＞

[1297] 将含有1.5×106个HEp-2细胞的含10％FBS的D-MEM高葡萄糖型培养基(和光纯药

工业(株)制)20mL加入75cm2烧瓶中，在37℃、5％CO2的条件下培养4天。从培养后的培养液中

除去上清，添加含有5.3×105TCID50/mL的RS病毒液(ATCC、编码：VR-26)的含2％FBS的E-MEM

培养基5mL，在36℃、5％CO2的条件下静置1小时。进一步添加含有2％FBS的E-MEM培养基

20mL，在36℃、5％CO2条件下培养3天。从该培养后的培养液中除去上清，添加含有2％FBS的

E-MEM培养基20mL，在36℃、5％CO2的条件下培养2天。然后，用移液器(Pipetting)将细胞从

烧瓶剥离，与培养上清一同回收至50mL离心分离管，以1500rpm进行10分钟离心，仅回收培

养上清。在得到的培养上清中添加氯化钙以使其终浓度成为2mM，制成“含有钙的RS病毒溶

液”。

[1298] ＜(2)Fc标签融合mTim4蛋白质的巯基生物素标记＞

[1299] 采用与实施例122-123及比较例42-43中的＜(1)Fc标签融合mTim4蛋白质的巯基

生物素标记＞同样的方法，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的PBS溶液

100μL。

[1300] ＜(3)巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质的稀释＞

[1301] 采用与实施例122-123及比较例42-43的＜(2)巯基生物素标记的Fc标签融合

mTim4蛋白质的稀释＞相同的方法，得到含有巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质1μ

g的溶液200μL。

[1302] ＜(4)珠的洗涤＞

[1303] 采用与实施例122-123及比较例42-43的＜(3)珠的洗涤＞相同的方法，得到经洗

涤操作的MagCapture  Tamavidin2-REV。

[1304] ＜(5)巯基生物素标记的Fc标签融合mTim4蛋白质固定于珠＞

[1305] 采用与实施例122-123及比较例42-43的＜(4)巯基生物素标记的Fc标签融合

mTim4蛋白质固定于珠＞相同的方法，分别得到生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体及

生物素标记的Fc标签融合mTim4(非)结合载体。

[1306] 需要说明的是，有时将生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体与生物素标记的

Fc标签融合mTim4非结合载体一并简记为“Tim蛋白质(非)结合载体”。

[1307] ＜(6)利用本发明的取得方法取得RS病毒＞

[1308] 使用“所述(1)中制备的含有钙离子的RS病毒溶液120μL”替代“添加有终浓度为

2mM的氯化钙的含有钙离子的流感A病毒溶液((H1N1A/WS/33病毒株)(ATCC编码：VR-825)60

μL”，除此以外，实施与实施例122-123及比较例42-43的＜(5)利用本发明的取得方法取得
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流感病毒＞相同的方法，分别得到β-丙内酯处理后的溶出液22.2μL。

[1309] 需要说明的是，将各实施例中使用的载体的种类以及Tim蛋白质的种类示于下表

41。

[1310] 表41

[1311]

[1312] ＜(7)蛋白质免疫印迹＞

[1313] 使用“所述含有钙离子的RS病毒溶液30μL”替代“含有钙离子的流感A病毒溶液

(H1N1A/WS/33病毒株)(ATCC编码：VR-825)30μL”，使用“用TBS-T稀释500倍的抗RS病毒F蛋

白质抗体2F7(Abcam公司制)2mL”替代“用TBS-T稀释300倍的抗流感A病毒核蛋白抗体C43

(Abcam公司制)2mL”，除此以外，通过与实施例122-123及比较例42-43的＜(6)蛋白质免疫

印迹＞相同的方法进行，检测发光信号。

[1314] 需要说明的是，将各实施例中使用的载体的种类、Tim蛋白质的种类以及来自于载

体的溶出液的种类示于下表42。

[1315] 表42

[1316]

[1317] ＜结果＞

[1318] 将得到的蛋白质免疫印迹的结果示于图25。图25中，各泳道为以下的结果。

[1319] 泳道1：对RS病毒进行电泳的结果；

[1320] 泳道2：比较例44的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体、并将

1％SDS溶液用作溶出液时的结果)；

[1321] 泳道3：比较例45的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体、并将含

有50mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)；

[1322] 泳道4：实施例124的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体、并将1％

SDS溶液用作溶出液时的结果)；

[1323] 泳道5：实施例125的结果(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体、并将含

有50mM  EDTA的TBS溶液用作溶出液时的结果)。

[1324] 根据图25可知，泳道2-3(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4非结合载体时)中，

无论在哪种情况下都未观察到作为RS病毒的标记蛋白质的F蛋白质的条带，相对于此，在泳

道4-5(使用生物素标记的Fc标签融合mTim4结合载体时)中，无论在哪种情况下，都观察到

了作为RS病毒的标记蛋白质的F蛋白质的条带，因此，结合有Tim蛋白质的载体能取得RS病
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毒。

[1325] 另外，通过对比泳道1(对RS病毒进行电泳的结果)与泳道4-5(使用生物素标记的

Fc标签融合mTim4结合载体时的结果)可知，通过使用结合有Tim蛋白质的载体，能够高效地

取得RS病毒。

[1326] 工业实用性

[1327] 本发明的Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外膜囊泡及病毒的取得方法、除

去方法以及包括该载体的试剂盒，与现有的细胞外膜囊泡及病毒的取得方法以及包括用于

该取得方法的抗体等的试剂盒相比，能够高纯度地且在完整的状态下简便而有效地取得或

除去试样中存在的细胞外膜囊泡或病毒。

[1328] 通过本发明的取得方法取得的细胞外膜囊泡用作医药品等，而且取得的病毒用作

疫苗、载体等，因此，本发明的Tim蛋白质结合载体及本发明的取得方法具有实用性。

[1329] 通过本发明的除去方法除去细胞外膜囊泡或病毒的试样，成为已防止了来自于生

物的细胞外膜囊泡、包膜病毒的污染的试样，用于使用该试样的研究等中，因此，本发明的

Tim蛋白质结合载体及本发明的除去方法具有实用性。

[1330] 本发明的Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外膜囊泡及病毒的检测方法，与

现有的细胞外膜囊泡及病毒的检测方法相比，能够高灵敏度地检测试样中的细胞外膜囊泡

及病毒。

[1331] 通过本发明的检测方法，即使在检测被检体中的微量的细胞外膜囊泡及病毒的情

况下，能不对被检体进行浓缩、纯化等而直接进行测定，因此，本发明的Tim蛋白质结合载体

及本发明的检测方法具有实用性。
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序列表

<110>  和光纯药工业株式会社

<120>  Tim蛋白质结合载体、使用该载体的细胞外膜囊泡及病毒的取得方法、除去方

法、检测方法、以及包括该载体的试剂盒

<130>  2001PCT

<150>  JP  2014-246876

<151>  2014-12-05

<160>  34

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  114

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim4

<400>  1

Ala  Ala  Ser  Glu  Asp  Thr  Ile  Ile  Gly  Phe  Leu  Gly  Gln  Pro  Val  Thr

1               5                   10                  15

Leu  Pro  Cys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Ser  Gln  Ser  Arg  Asn  Ser  Met  Cys

            20                  25                  30

Trp  Gly  Lys  Gly  Ser  Cys  Pro  Asn  Ser  Lys  Cys  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu

        35                  40                  45

Arg  Thr  Asp  Gly  Thr  Arg  Ile  Ile  Ser  Arg  Lys  Ser  Thr  Lys  Tyr  Thr

    50                  55                  60

Leu  Leu  Gly  Lys  Val  Gln  Phe  Gly  Glu  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn

65                  70                  75                  80

Thr  Asn  Arg  Gly  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Glu  Val  Pro

                85                  90                  95

Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Val  Lys  Lys  Asn  Val  Arg  Leu  Glu  Leu  Arg  Arg

            100                 105                 110

Ala  Thr

<210>  2

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人Tim4

<400>  2

Glu  Thr  Val  Val  Thr  Glu  Val  Leu  Gly  His  Arg  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15

Leu  Tyr  Ser  Ser  Trp  Ser  His  Asn  Ser  Asn  Ser  Met  Cys  Trp  Gly  Lys

            20                  25                  30
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Asp  Gln  Cys  Pro  Tyr  Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Ala  Leu  Ile  Arg  Thr  Asp

        35                  40                  45

Gly  Met  Arg  Val  Thr  Ser  Arg  Lys  Ser  Ala  Lys  Tyr  Arg  Leu  Gln  Gly

    50                  55                  60

Thr  Ile  Pro  Arg  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Leu  Asn  Pro  Ser  Glu

65                  70                  75                  80

Ser  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Glu  Val  Pro  Gly  Trp  Phe

                85                  90                  95

Asn  Asp  Val  Lys  Ile  Asn  Val  Arg  Leu  Asn  Leu  Gln  Arg  Ala  Ser  Thr

            100                 105                 110

Thr

<210>  3

<211>  343

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim4

<400>  3

Met  Ser  Lys  Gly  Leu  Leu  Leu  Leu  Trp  Leu  Val  Thr  Glu  Leu  Trp  Trp

1               5                   10                  15

Leu  Tyr  Leu  Thr  Pro  Ala  Ala  Ser  Glu  Asp  Thr  Ile  Ile  Gly  Phe  Leu

            20                  25                  30

Gly  Gln  Pro  Val  Thr  Leu  Pro  Cys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Ser  Gln  Ser

        35                  40                  45

Arg  Asn  Ser  Met  Cys  Trp  Gly  Lys  Gly  Ser  Cys  Pro  Asn  Ser  Lys  Cys

    50                  55                  60

Asn  Ala  Glu  Leu  Leu  Arg  Thr  Asp  Gly  Thr  Arg  Ile  Ile  Ser  Arg  Lys

65                  70                  75                  80

Ser  Thr  Lys  Tyr  Thr  Leu  Leu  Gly  Lys  Val  Gln  Phe  Gly  Glu  Val  Ser

                85                  90                  95

Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Thr  Asn  Arg  Gly  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys

            100                 105                 110

Arg  Ile  Glu  Val  Pro  Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Val  Lys  Lys  Asn  Val  Arg

        115                 120                 125

Leu  Glu  Leu  Arg  Arg  Ala  Thr  Thr  Thr  Lys  Lys  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr

    130                 135                 140

Arg  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Tyr  Val  Thr  Thr  Thr  Thr  Pro  Glu  Leu  Leu

145                 150                 155                 160

Pro  Thr  Thr  Val  Met  Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Pro

                165                 170                 175

Gln  Thr  Leu  Ala  Thr  Thr  Ala  Phe  Ser  Thr  Ala  Val  Thr  Thr  Cys  Pro
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            180                 185                 190

Ser  Thr  Thr  Pro  Gly  Ser  Phe  Ser  Gln  Glu  Thr  Thr  Lys  Gly  Ser  Ala

        195                 200                 205

Phe  Thr  Thr  Glu  Ser  Glu  Thr  Leu  Pro  Ala  Ser  Asn  His  Ser  Gln  Arg

    210                 215                 220

Ser  Met  Met  Thr  Ile  Ser  Thr  Asp  Ile  Ala  Val  Leu  Arg  Pro  Thr  Gly

225                 230                 235                 240

Ser  Asn  Pro  Gly  Ile  Leu  Pro  Ser  Thr  Ser  Gln  Leu  Thr  Thr  Gln  Lys

                245                 250                 255

Thr  Thr  Leu  Thr  Thr  Ser  Glu  Ser  Leu  Gln  Lys  Thr  Thr  Lys  Ser  His

            260                 265                 270

Gln  Ile  Asn  Ser  Arg  Gln  Thr  Ile  Leu  Ile  Ile  Ala  Cys  Cys  Val  Gly

        275                 280                 285

Phe  Val  Leu  Met  Val  Leu  Leu  Phe  Leu  Ala  Phe  Leu  Leu  Arg  Gly  Lys

    290                 295                 300

Val  Thr  Gly  Ala  Asn  Cys  Leu  Gln  Arg  His  Lys  Arg  Pro  Asp  Asn  Thr

305                 310                 315                 320

Glu  Asp  Ser  Asp  Ser  Val  Leu  Asn  Asp  Met  Ser  His  Gly  Arg  Asp  Asp

                325                 330                 335

Glu  Asp  Gly  Ile  Phe  Thr  Leu

            340

<210>  4

<211>  378

<212>  PRT

<213> 人Tim4

<400>  4

Met  Ser  Lys  Glu  Pro  Leu  Ile  Leu  Trp  Leu  Met  Ile  Glu  Phe  Trp  Trp

1               5                   10                  15

Leu  Tyr  Leu  Thr  Pro  Val  Thr  Ser  Glu  Thr  Val  Val  Thr  Glu  Val  Leu

            20                  25                  30

Gly  His  Arg  Val  Thr  Leu  Pro  Cys  Leu  Tyr  Ser  Ser  Trp  Ser  His  Asn

        35                  40                  45

Ser  Asn  Ser  Met  Cys  Trp  Gly  Lys  Asp  Gln  Cys  Pro  Tyr  Ser  Gly  Cys

    50                  55                  60

Lys  Glu  Ala  Leu  Ile  Arg  Thr  Asp  Gly  Met  Arg  Val  Thr  Ser  Arg  Lys

65                  70                  75                  80

Ser  Ala  Lys  Tyr  Arg  Leu  Gln  Gly  Thr  Ile  Pro  Arg  Gly  Asp  Val  Ser

                85                  90                  95

Leu  Thr  Ile  Leu  Asn  Pro  Ser  Glu  Ser  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys

序　列　表 3/25 页

111

CN 107002072 A

111



            100                 105                 110

Arg  Ile  Glu  Val  Pro  Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Val  Lys  Ile  Asn  Val  Arg

        115                 120                 125

Leu  Asn  Leu  Gln  Arg  Ala  Ser  Thr  Thr  Thr  His  Arg  Thr  Ala  Thr  Thr

    130                 135                 140

Thr  Thr  Arg  Arg  Thr  Thr  Thr  Thr  Ser  Pro  Thr  Thr  Thr  Arg  Gln  Met

145                 150                 155                 160

Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Ala  Leu  Pro  Thr  Thr  Val  Val  Thr  Thr  Pro  Asp

                165                 170                 175

Leu  Thr  Thr  Gly  Thr  Pro  Leu  Gln  Met  Thr  Thr  Ile  Ala  Val  Phe  Thr

            180                 185                 190

Thr  Ala  Asn  Thr  Cys  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Ser  Thr  Leu  Pro  Glu  Glu

        195                 200                 205

Ala  Thr  Gly  Leu  Leu  Thr  Pro  Glu  Pro  Ser  Lys  Glu  Gly  Pro  Ile  Leu

    210                 215                 220

Thr  Ala  Glu  Ser  Glu  Thr  Val  Leu  Pro  Ser  Asp  Ser  Trp  Ser  Ser  Val

225                 230                 235                 240

Glu  Ser  Thr  Ser  Ala  Asp  Thr  Val  Leu  Leu  Thr  Ser  Lys  Glu  Ser  Lys

                245                 250                 255

Val  Trp  Asp  Leu  Pro  Ser  Thr  Ser  His  Val  Ser  Met  Trp  Lys  Thr  Ser

            260                 265                 270

Asp  Ser  Val  Ser  Ser  Pro  Gln  Pro  Gly  Ala  Ser  Asp  Thr  Ala  Val  Pro

        275                 280                 285

Glu  Gln  Asn  Lys  Thr  Thr  Lys  Thr  Gly  Gln  Met  Asp  Gly  Ile  Pro  Met

    290                 295                 300

Ser  Met  Lys  Asn  Glu  Met  Pro  Ile  Ser  Gln  Leu  Leu  Met  Ile  Ile  Ala

305                 310                 315                 320

Pro  Ser  Leu  Gly  Phe  Val  Leu  Phe  Ala  Leu  Phe  Val  Ala  Phe  Leu  Leu

                325                 330                 335

Arg  Gly  Lys  Leu  Met  Glu  Thr  Tyr  Cys  Ser  Gln  Lys  His  Thr  Arg  Leu

            340                 345                 350

Asp  Tyr  Ile  Gly  Asp  Ser  Lys  Asn  Val  Leu  Asn  Asp  Val  Gln  His  Gly

        355                 360                 365

Arg  Glu  Asp  Glu  Asp  Gly  Leu  Phe  Thr  Leu

    370                 375

<210>  5

<211>  252

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim4
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<400>  5

Ala  Ala  Ser  Glu  Asp  Thr  Ile  Ile  Gly  Phe  Leu  Gly  Gln  Pro  Val  Thr

1               5                   10                  15

Leu  Pro  Cys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Ser  Gln  Ser  Arg  Asn  Ser  Met  Cys

            20                  25                  30

Trp  Gly  Lys  Gly  Ser  Cys  Pro  Asn  Ser  Lys  Cys  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu

        35                  40                  45

Arg  Thr  Asp  Gly  Thr  Arg  Ile  Ile  Ser  Arg  Lys  Ser  Thr  Lys  Tyr  Thr

    50                  55                  60

Leu  Leu  Gly  Lys  Val  Gln  Phe  Gly  Glu  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn

65                  70                  75                  80

Thr  Asn  Arg  Gly  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Glu  Val  Pro

                85                  90                  95

Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Val  Lys  Lys  Asn  Val  Arg  Leu  Glu  Leu  Arg  Arg

            100                 105                 110

Ala  Thr  Thr  Thr  Lys  Lys  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Arg  Pro  Thr  Thr  Thr

        115                 120                 125

Pro  Tyr  Val  Thr  Thr  Thr  Thr  Pro  Glu  Leu  Leu  Pro  Thr  Thr  Val  Met

    130                 135                 140

Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Pro  Gln  Thr  Leu  Ala  Thr

145                 150                 155                 160

Thr  Ala  Phe  Ser  Thr  Ala  Val  Thr  Thr  Cys  Pro  Ser  Thr  Thr  Pro  Gly

                165                 170                 175

Ser  Phe  Ser  Gln  Glu  Thr  Thr  Lys  Gly  Ser  Ala  Phe  Thr  Thr  Glu  Ser

            180                 185                 190

Glu  Thr  Leu  Pro  Ala  Ser  Asn  His  Ser  Gln  Arg  Ser  Met  Met  Thr  Ile

        195                 200                 205

Ser  Thr  Asp  Ile  Ala  Val  Leu  Arg  Pro  Thr  Gly  Ser  Asn  Pro  Gly  Ile

    210                 215                 220

Leu  Pro  Ser  Thr  Ser  Gln  Leu  Thr  Thr  Gln  Lys  Thr  Thr  Leu  Thr  Thr

225                 230                 235                 240

Ser  Glu  Ser  Leu  Gln  Lys  Thr  Thr  Lys  Ser  His  Gln

                245                 250

<210>  6

<211>  258

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim4

<400>  6

Ala  Ala  Ser  Glu  Asp  Thr  Ile  Ile  Gly  Phe  Leu  Gly  Gln  Pro  Val  Thr
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1               5                   10                  15

Leu  Pro  Cys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Ser  Gln  Ser  Arg  Asn  Ser  Met  Cys

            20                  25                  30

Trp  Gly  Lys  Gly  Ser  Cys  Pro  Asn  Ser  Lys  Cys  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu

        35                  40                  45

Arg  Thr  Asp  Gly  Thr  Arg  Ile  Ile  Ser  Arg  Lys  Ser  Thr  Lys  Tyr  Thr

    50                  55                  60

Leu  Leu  Gly  Lys  Val  Gln  Phe  Gly  Glu  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn

65                  70                  75                  80

Thr  Asn  Arg  Gly  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Glu  Val  Pro

                85                  90                  95

Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Val  Lys  Lys  Asn  Val  Arg  Leu  Glu  Leu  Arg  Arg

            100                 105                 110

Ala  Thr  Thr  Thr  Lys  Lys  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Arg  Pro  Thr  Thr  Thr

        115                 120                 125

Pro  Tyr  Val  Thr  Thr  Thr  Thr  Pro  Glu  Leu  Leu  Pro  Thr  Thr  Val  Met

    130                 135                 140

Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Pro  Gln  Thr  Leu  Ala  Thr

145                 150                 155                 160

Thr  Ala  Phe  Ser  Thr  Ala  Val  Thr  Thr  Cys  Pro  Ser  Thr  Thr  Pro  Gly

                165                 170                 175

Ser  Phe  Ser  Gln  Glu  Thr  Thr  Lys  Gly  Ser  Ala  Phe  Thr  Thr  Glu  Ser

            180                 185                 190

Glu  Thr  Leu  Pro  Ala  Ser  Asn  His  Ser  Gln  Arg  Ser  Met  Met  Thr  Ile

        195                 200                 205

Ser  Thr  Asp  Ile  Ala  Val  Leu  Arg  Pro  Thr  Gly  Ser  Asn  Pro  Gly  Ile

    210                 215                 220

Leu  Pro  Ser  Thr  Ser  Gln  Leu  Thr  Thr  Gln  Lys  Thr  Thr  Leu  Thr  Thr

225                 230                 235                 240

Ser  Glu  Ser  Leu  Gln  Lys  Thr  Thr  Lys  Ser  His  Gln  Ile  Asn  Ser  Arg

                245                 250                 255

Gln  Thr

<210>  7

<211>  291

<212>  PRT

<213> 人Tim4

<400>  7

Glu  Thr  Val  Val  Thr  Glu  Val  Leu  Gly  His  Arg  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15
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Leu  Tyr  Ser  Ser  Trp  Ser  His  Asn  Ser  Asn  Ser  Met  Cys  Trp  Gly  Lys

            20                  25                  30

Asp  Gln  Cys  Pro  Tyr  Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Ala  Leu  Ile  Arg  Thr  Asp

        35                  40                  45

Gly  Met  Arg  Val  Thr  Ser  Arg  Lys  Ser  Ala  Lys  Tyr  Arg  Leu  Gln  Gly

    50                  55                  60

Thr  Ile  Pro  Arg  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Leu  Asn  Pro  Ser  Glu

65                  70                  75                  80

Ser  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Glu  Val  Pro  Gly  Trp  Phe

                85                  90                  95

Asn  Asp  Val  Lys  Ile  Asn  Val  Arg  Leu  Asn  Leu  Gln  Arg  Ala  Ser  Thr

            100                 105                 110

Thr  Thr  His  Arg  Thr  Ala  Thr  Thr  Thr  Thr  Arg  Arg  Thr  Thr  Thr  Thr

        115                 120                 125

Ser  Pro  Thr  Thr  Thr  Arg  Gln  Met  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Ala  Leu  Pro

    130                 135                 140

Thr  Thr  Val  Val  Thr  Thr  Pro  Asp  Leu  Thr  Thr  Gly  Thr  Pro  Leu  Gln

145                 150                 155                 160

Met  Thr  Thr  Ile  Ala  Val  Phe  Thr  Thr  Ala  Asn  Thr  Cys  Leu  Ser  Leu

                165                 170                 175

Thr  Pro  Ser  Thr  Leu  Pro  Glu  Glu  Ala  Thr  Gly  Leu  Leu  Thr  Pro  Glu

            180                 185                 190

Pro  Ser  Lys  Glu  Gly  Pro  Ile  Leu  Thr  Ala  Glu  Ser  Glu  Thr  Val  Leu

        195                 200                 205

Pro  Ser  Asp  Ser  Trp  Ser  Ser  Val  Glu  Ser  Thr  Ser  Ala  Asp  Thr  Val

    210                 215                 220

Leu  Leu  Thr  Ser  Lys  Glu  Ser  Lys  Val  Trp  Asp  Leu  Pro  Ser  Thr  Ser

225                 230                 235                 240

His  Val  Ser  Met  Trp  Lys  Thr  Ser  Asp  Ser  Val  Ser  Ser  Pro  Gln  Pro

                245                 250                 255

Gly  Ala  Ser  Asp  Thr  Ala  Val  Pro  Glu  Gln  Asn  Lys  Thr  Thr  Lys  Thr

            260                 265                 270

Gly  Gln  Met  Asp  Gly  Ile  Pro  Met  Ser  Met  Lys  Asn  Glu  Met  Pro  Ile

        275                 280                 285

Ser  Gln  Leu

    290

<210>  8

<211>  110

<212>  PRT
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<213>  小鼠Tim1

<400>  8

Tyr  Val  Glu  Val  Lys  Gly  Val  Val  Gly  His  Pro  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15

Thr  Tyr  Ser  Thr  Tyr  Arg  Gly  Ile  Thr  Thr  Thr  Cys  Trp  Gly  Arg  Gly

            20                  25                  30

Gln  Cys  Pro  Ser  Ser  Ala  Cys  Gln  Asn  Thr  Leu  Ile  Trp  Thr  Asn  Gly

        35                  40                  45

His  Arg  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser  Ser  Arg  Tyr  Asn  Leu  Lys  Gly  His

    50                  55                  60

Ile  Ser  Glu  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Ser  Val  Glu  Ser

65                  70                  75                  80

Asp  Ser  Gly  Leu  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  Ile  Pro  Gly  Trp  Phe  Asn

                85                  90                  95

Asp  Gln  Lys  Val  Thr  Phe  Ser  Leu  Gln  Val  Lys  Pro  Glu  Ile

            100                 105                 110

<210>  9

<211>  110

<212>  PRT

<213> 人Tim1

<400>  9

Ser  Val  Lys  Val  Gly  Gly  Glu  Ala  Gly  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15

His  Tyr  Ser  Gly  Ala  Val  Thr  Ser  Met  Cys  Trp  Asn  Arg  Gly  Ser  Cys

            20                  25                  30

Ser  Leu  Phe  Thr  Cys  Gln  Asn  Gly  Ile  Val  Trp  Thr  Asn  Gly  Thr  His

        35                  40                  45

Val  Thr  Tyr  Arg  Lys  Asp  Thr  Arg  Tyr  Lys  Leu  Leu  Gly  Asp  Leu  Ser

    50                  55                  60

Arg  Arg  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Thr  Ala  Val  Ser  Asp  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  His  Arg  Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Met

                85                  90                  95

Lys  Ile  Thr  Val  Ser  Leu  Glu  Ile  Val  Pro  Pro  Lys  Val  Thr

            100                 105                 110

<210>  10

<211>  282

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim1
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<400>  10

Met  Asn  Gln  Ile  Gln  Val  Phe  Ile  Ser  Gly  Leu  Ile  Leu  Leu  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Gly  Ala  Val  Asp  Ser  Tyr  Val  Glu  Val  Lys  Gly  Val  Val  Gly  His  Pro

            20                  25                  30

Val  Thr  Leu  Pro  Cys  Thr  Tyr  Ser  Thr  Tyr  Arg  Gly  Ile  Thr  Thr  Thr

        35                  40                  45

Cys  Trp  Gly  Arg  Gly  Gln  Cys  Pro  Ser  Ser  Ala  Cys  Gln  Asn  Thr  Leu

    50                  55                  60

Ile  Trp  Thr  Asn  Gly  His  Arg  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser  Ser  Arg  Tyr

65                  70                  75                  80

Asn  Leu  Lys  Gly  His  Ile  Ser  Glu  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu

                85                  90                  95

Asn  Ser  Val  Glu  Ser  Asp  Ser  Gly  Leu  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  Ile

            100                 105                 110

Pro  Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Gln  Lys  Val  Thr  Phe  Ser  Leu  Gln  Val  Lys

        115                 120                 125

Pro  Glu  Ile  Pro  Thr  Arg  Pro  Pro  Arg  Arg  Pro  Thr  Thr  Thr  Arg  Pro

    130                 135                 140

Thr  Ala  Thr  Gly  Arg  Pro  Thr  Thr  Ile  Ser  Thr  Arg  Ser  Thr  His  Val

145                 150                 155                 160

Pro  Thr  Ser  Thr  Arg  Val  Ser  Thr  Ser  Thr  Pro  Pro  Thr  Ser  Thr  His

                165                 170                 175

Thr  Trp  Thr  His  Lys  Pro  Asp  Trp  Asn  Gly  Thr  Val  Thr  Ser  Ser  Gly

            180                 185                 190

Asp  Thr  Trp  Ser  Asn  His  Thr  Glu  Ala  Ile  Pro  Pro  Gly  Lys  Pro  Gln

        195                 200                 205

Lys  Asn  Pro  Thr  Lys  Gly  Phe  Tyr  Val  Gly  Ile  Cys  Ile  Ala  Ala  Leu

    210                 215                 220

Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Val  Ser  Thr  Val  Ala  Ile  Thr  Arg  Tyr  Ile  Leu

225                 230                 235                 240

Met  Lys  Arg  Lys  Ser  Ala  Ser  Leu  Ser  Val  Val  Ala  Phe  Arg  Val  Ser

                245                 250                 255

Lys  Ile  Glu  Ala  Leu  Gln  Asn  Ala  Ala  Val  Val  His  Ser  Arg  Ala  Glu

            260                 265                 270

Asp  Asn  Ile  Tyr  Ile  Val  Glu  Asp  Arg  Pro

        275                 280

<210>  11

<211>  364
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<212>  PRT

<213> 人Tim1

<400>  11

Met  His  Pro  Gln  Val  Val  Ile  Leu  Ser  Leu  Ile  Leu  His  Leu  Ala  Asp

1               5                   10                  15

Ser  Val  Ala  Gly  Ser  Val  Lys  Val  Gly  Gly  Glu  Ala  Gly  Pro  Ser  Val

            20                  25                  30

Thr  Leu  Pro  Cys  His  Tyr  Ser  Gly  Ala  Val  Thr  Ser  Met  Cys  Trp  Asn

        35                  40                  45

Arg  Gly  Ser  Cys  Ser  Leu  Phe  Thr  Cys  Gln  Asn  Gly  Ile  Val  Trp  Thr

    50                  55                  60

Asn  Gly  Thr  His  Val  Thr  Tyr  Arg  Lys  Asp  Thr  Arg  Tyr  Lys  Leu  Leu

65                  70                  75                  80

Gly  Asp  Leu  Ser  Arg  Arg  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Thr  Ala

                85                  90                  95

Val  Ser  Asp  Ser  Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  His  Arg  Gly  Trp

            100                 105                 110

Phe  Asn  Asp  Met  Lys  Ile  Thr  Val  Ser  Leu  Glu  Ile  Val  Pro  Pro  Lys

        115                 120                 125

Val  Thr  Thr  Thr  Pro  Ile  Val  Thr  Thr  Val  Pro  Thr  Val  Thr  Thr  Val

    130                 135                 140

Arg  Thr  Ser  Thr  Thr  Val  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Val  Pro  Met  Thr  Thr

145                 150                 155                 160

Val  Pro  Thr  Thr  Thr  Val  Pro  Thr  Thr  Met  Ser  Ile  Pro  Thr  Thr  Thr

                165                 170                 175

Thr  Val  Leu  Thr  Thr  Met  Thr  Val  Ser  Thr  Thr  Thr  Ser  Val  Pro  Thr

            180                 185                 190

Thr  Thr  Ser  Ile  Pro  Thr  Thr  Thr  Ser  Val  Pro  Val  Thr  Thr  Thr  Val

        195                 200                 205

Ser  Thr  Phe  Val  Pro  Pro  Met  Pro  Leu  Pro  Arg  Gln  Asn  His  Glu  Pro

    210                 215                 220

Val  Ala  Thr  Ser  Pro  Ser  Ser  Pro  Gln  Pro  Ala  Glu  Thr  His  Pro  Thr

225                 230                 235                 240

Thr  Leu  Gln  Gly  Ala  Ile  Arg  Arg  Glu  Pro  Thr  Ser  Ser  Pro  Leu  Tyr

                245                 250                 255

Ser  Tyr  Thr  Thr  Asp  Gly  Asn  Asp  Thr  Val  Thr  Glu  Ser  Ser  Asp  Gly

            260                 265                 270

Leu  Trp  Asn  Asn  Asn  Gln  Thr  Gln  Leu  Phe  Leu  Glu  His  Ser  Leu  Leu

        275                 280                 285
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Thr  Ala  Asn  Thr  Thr  Lys  Gly  Ile  Tyr  Ala  Gly  Val  Cys  Ile  Ser  Val

    290                 295                 300

Leu  Val  Leu  Leu  Ala  Leu  Leu  Gly  Val  Ile  Ile  Ala  Lys  Lys  Tyr  Phe

305                 310                 315                 320

Phe  Lys  Lys  Glu  Val  Gln  Gln  Leu  Ser  Val  Ser  Phe  Ser  Ser  Leu  Gln

                325                 330                 335

Ile  Lys  Ala  Leu  Gln  Asn  Ala  Val  Glu  Lys  Glu  Val  Gln  Ala  Glu  Asp

            340                 345                 350

Asn  Ile  Tyr  Ile  Glu  Asn  Ser  Leu  Tyr  Ala  Thr  Asp

        355                 360

<210>  12

<211>  191

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim1

<400>  12

Tyr  Val  Glu  Val  Lys  Gly  Val  Val  Gly  His  Pro  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15

Thr  Tyr  Ser  Thr  Tyr  Arg  Gly  Ile  Thr  Thr  Thr  Cys  Trp  Gly  Arg  Gly

            20                  25                  30

Gln  Cys  Pro  Ser  Ser  Ala  Cys  Gln  Asn  Thr  Leu  Ile  Trp  Thr  Asn  Gly

        35                  40                  45

His  Arg  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser  Ser  Arg  Tyr  Asn  Leu  Lys  Gly  His

    50                  55                  60

Ile  Ser  Glu  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Ser  Val  Glu  Ser

65                  70                  75                  80

Asp  Ser  Gly  Leu  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  Ile  Pro  Gly  Trp  Phe  Asn

                85                  90                  95

Asp  Gln  Lys  Val  Thr  Phe  Ser  Leu  Gln  Val  Lys  Pro  Glu  Ile  Pro  Thr

            100                 105                 110

Arg  Pro  Pro  Arg  Arg  Pro  Thr  Thr  Thr  Arg  Pro  Thr  Ala  Thr  Gly  Arg

        115                 120                 125

Pro  Thr  Thr  Ile  Ser  Thr  Arg  Ser  Thr  His  Val  Pro  Thr  Ser  Thr  Arg

    130                 135                 140

Val  Ser  Thr  Ser  Thr  Pro  Pro  Thr  Ser  Thr  His  Thr  Trp  Thr  His  Lys

145                 150                 155                 160

Pro  Asp  Trp  Asn  Gly  Thr  Val  Thr  Ser  Ser  Gly  Asp  Thr  Trp  Ser  Asn

                165                 170                 175

His  Thr  Glu  Ala  Ile  Pro  Pro  Gly  Lys  Pro  Gln  Lys  Asn  Pro  Thr

            180                 185                 190
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<210>  13

<211>  275

<212>  PRT

<213> 人Tim1

<400>  13

Ser  Val  Lys  Val  Gly  Gly  Glu  Ala  Gly  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Pro  Cys

1               5                   10                  15

His  Tyr  Ser  Gly  Ala  Val  Thr  Ser  Met  Cys  Trp  Asn  Arg  Gly  Ser  Cys

            20                  25                  30

Ser  Leu  Phe  Thr  Cys  Gln  Asn  Gly  Ile  Val  Trp  Thr  Asn  Gly  Thr  His

        35                  40                  45

Val  Thr  Tyr  Arg  Lys  Asp  Thr  Arg  Tyr  Lys  Leu  Leu  Gly  Asp  Leu  Ser

    50                  55                  60

Arg  Arg  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Thr  Ala  Val  Ser  Asp  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Val  Tyr  Cys  Cys  Arg  Val  Glu  His  Arg  Gly  Trp  Phe  Asn  Asp  Met

                85                  90                  95

Lys  Ile  Thr  Val  Ser  Leu  Glu  Ile  Val  Pro  Pro  Lys  Val  Thr  Thr  Thr

            100                 105                 110

Pro  Ile  Val  Thr  Thr  Val  Pro  Thr  Val  Thr  Thr  Val  Arg  Thr  Ser  Thr

        115                 120                 125

Thr  Val  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Val  Pro  Met  Thr  Thr  Val  Pro  Thr  Thr

    130                 135                 140

Thr  Val  Pro  Thr  Thr  Met  Ser  Ile  Pro  Thr  Thr  Thr  Thr  Val  Leu  Thr

145                 150                 155                 160

Thr  Met  Thr  Val  Ser  Thr  Thr  Thr  Ser  Val  Pro  Thr  Thr  Thr  Ser  Ile

                165                 170                 175

Pro  Thr  Thr  Thr  Ser  Val  Pro  Val  Thr  Thr  Thr  Val  Ser  Thr  Phe  Val

            180                 185                 190

Pro  Pro  Met  Pro  Leu  Pro  Arg  Gln  Asn  His  Glu  Pro  Val  Ala  Thr  Ser

        195                 200                 205

Pro  Ser  Ser  Pro  Gln  Pro  Ala  Glu  Thr  His  Pro  Thr  Thr  Leu  Gln  Gly

    210                 215                 220

Ala  Ile  Arg  Arg  Glu  Pro  Thr  Ser  Ser  Pro  Leu  Tyr  Ser  Tyr  Thr  Thr

225                 230                 235                 240

Asp  Gly  Asn  Asp  Thr  Val  Thr  Glu  Ser  Ser  Asp  Gly  Leu  Trp  Asn  Asn

                245                 250                 255

Asn  Gln  Thr  Gln  Leu  Phe  Leu  Glu  His  Ser  Leu  Leu  Thr  Ala  Asn  Thr

            260                 265                 270
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Thr  Lys  Gly

        275

<210>  14

<211>  113

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim3

<400>  14

Leu  Glu  Asn  Ala  Tyr  Val  Phe  Glu  Val  Gly  Lys  Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Ser  Tyr  Thr  Leu  Ser  Thr  Pro  Gly  Ala  Leu  Val  Pro  Met  Cys  Trp

            20                  25                  30

Gly  Lys  Gly  Phe  Cys  Pro  Trp  Ser  Gln  Cys  Thr  Asn  Glu  Leu  Leu  Arg

        35                  40                  45

Thr  Asp  Glu  Arg  Asn  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser  Ser  Arg  Tyr  Gln  Leu

    50                  55                  60

Lys  Gly  Asp  Leu  Asn  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Ile  Ile  Lys  Asn  Val

65                  70                  75                  80

Thr  Leu  Asp  Asp  His  Gly  Thr  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Gln  Phe  Pro  Gly

                85                  90                  95

Leu  Met  Asn  Asp  Lys  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Leu  Asp  Ile  Lys  Ala  Ala

            100                 105                 110

Lys

<210>  15

<211>  114

<212>  PRT

<213> 人Tim3

<400>  15

Ser  Glu  Val  Glu  Tyr  Arg  Ala  Glu  Val  Gly  Gln  Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Phe  Tyr  Thr  Pro  Ala  Ala  Pro  Gly  Asn  Leu  Val  Pro  Val  Cys  Trp

            20                  25                  30

Gly  Lys  Gly  Ala  Cys  Pro  Val  Phe  Glu  Cys  Gly  Asn  Val  Val  Leu  Arg

        35                  40                  45

Thr  Asp  Glu  Arg  Asp  Val  Asn  Tyr  Trp  Thr  Ser  Arg  Tyr  Trp  Leu  Asn

    50                  55                  60

Gly  Asp  Phe  Arg  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Val  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Ala  Asp  Ser  Gly  Ile  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Gln  Ile  Pro  Gly  Ile

                85                  90                  95
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Met  Asn  Asp  Glu  Lys  Phe  Asn  Leu  Lys  Leu  Val  Ile  Lys  Pro  Ala  Lys

            100                 105                 110

Val  Thr

<210>  16

<211>  281

<212>  PRT

<213> 人Tim3

<400>  16

Met  Phe  Ser  Gly  Leu  Thr  Leu  Asn  Cys  Val  Leu  Leu  Leu  Leu  Gln  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Ala  Arg  Ser  Leu  Glu  Asn  Ala  Tyr  Val  Phe  Glu  Val  Gly  Lys

            20                  25                  30

Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro  Cys  Ser  Tyr  Thr  Leu  Ser  Thr  Pro  Gly  Ala  Leu

        35                  40                  45

Val  Pro  Met  Cys  Trp  Gly  Lys  Gly  Phe  Cys  Pro  Trp  Ser  Gln  Cys  Thr

    50                  55                  60

Asn  Glu  Leu  Leu  Arg  Thr  Asp  Glu  Arg  Asn  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Tyr  Gln  Leu  Lys  Gly  Asp  Leu  Asn  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu

                85                  90                  95

Ile  Ile  Lys  Asn  Val  Thr  Leu  Asp  Asp  His  Gly  Thr  Tyr  Cys  Cys  Arg

            100                 105                 110

Ile  Gln  Phe  Pro  Gly  Leu  Met  Asn  Asp  Lys  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Leu

        115                 120                 125

Asp  Ile  Lys  Ala  Ala  Lys  Val  Thr  Pro  Ala  Gln  Thr  Ala  His  Gly  Asp

    130                 135                 140

Ser  Thr  Thr  Ala  Ser  Pro  Arg  Thr  Leu  Thr  Thr  Glu  Arg  Asn  Gly  Ser

145                 150                 155                 160

Glu  Thr  Gln  Thr  Leu  Val  Thr  Leu  His  Asn  Asn  Asn  Gly  Thr  Lys  Ile

                165                 170                 175

Ser  Thr  Trp  Ala  Asp  Glu  Ile  Lys  Asp  Ser  Gly  Glu  Thr  Ile  Arg  Thr

            180                 185                 190

Ala  Ile  His  Ile  Gly  Val  Gly  Val  Ser  Ala  Gly  Leu  Thr  Leu  Ala  Leu

        195                 200                 205

Ile  Ile  Gly  Val  Leu  Ile  Leu  Lys  Trp  Tyr  Ser  Cys  Lys  Lys  Lys  Lys

    210                 215                 220

Leu  Ser  Ser  Leu  Ser  Leu  Ile  Thr  Leu  Ala  Asn  Leu  Pro  Pro  Gly  Gly

225                 230                 235                 240

Leu  Ala  Asn  Ala  Gly  Ala  Val  Arg  Ile  Arg  Ser  Glu  Glu  Asn  Ile  Tyr
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                245                 250                 255

Thr  Ile  Glu  Glu  Asn  Val  Tyr  Glu  Val  Glu  Asn  Ser  Asn  Glu  Tyr  Tyr

            260                 265                 270

Cys  Tyr  Val  Asn  Ser  Gln  Gln  Pro  Ser

        275                 280

<210>  17

<211>  301

<212>  PRT

<213> 人Tim3

<400>  17

Met  Phe  Ser  His  Leu  Pro  Phe  Asp  Cys  Val  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Thr  Arg  Ser  Ser  Glu  Val  Glu  Tyr  Arg  Ala  Glu  Val  Gly  Gln

            20                  25                  30

Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro  Cys  Phe  Tyr  Thr  Pro  Ala  Ala  Pro  Gly  Asn  Leu

        35                  40                  45

Val  Pro  Val  Cys  Trp  Gly  Lys  Gly  Ala  Cys  Pro  Val  Phe  Glu  Cys  Gly

    50                  55                  60

Asn  Val  Val  Leu  Arg  Thr  Asp  Glu  Arg  Asp  Val  Asn  Tyr  Trp  Thr  Ser

65                  70                  75                  80

Arg  Tyr  Trp  Leu  Asn  Gly  Asp  Phe  Arg  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Glu  Asn  Val  Thr  Leu  Ala  Asp  Ser  Gly  Ile  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile

            100                 105                 110

Gln  Ile  Pro  Gly  Ile  Met  Asn  Asp  Glu  Lys  Phe  Asn  Leu  Lys  Leu  Val

        115                 120                 125

Ile  Lys  Pro  Ala  Lys  Val  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Arg  Gln  Arg  Asp  Phe

    130                 135                 140

Thr  Ala  Ala  Phe  Pro  Arg  Met  Leu  Thr  Thr  Arg  Gly  His  Gly  Pro  Ala

145                 150                 155                 160

Glu  Thr  Gln  Thr  Leu  Gly  Ser  Leu  Pro  Asp  Ile  Asn  Leu  Thr  Gln  Ile

                165                 170                 175

Ser  Thr  Leu  Ala  Asn  Glu  Leu  Arg  Asp  Ser  Arg  Leu  Ala  Asn  Asp  Leu

            180                 185                 190

Arg  Asp  Ser  Gly  Ala  Thr  Ile  Arg  Ile  Gly  Ile  Tyr  Ile  Gly  Ala  Gly

        195                 200                 205

Ile  Cys  Ala  Gly  Leu  Ala  Leu  Ala  Leu  Ile  Phe  Gly  Ala  Leu  Ile  Phe

    210                 215                 220

Lys  Trp  Tyr  Ser  His  Ser  Lys  Glu  Lys  Ile  Gln  Asn  Leu  Ser  Leu  Ile
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225                 230                 235                 240

Ser  Leu  Ala  Asn  Leu  Pro  Pro  Ser  Gly  Leu  Ala  Asn  Ala  Val  Ala  Glu

                245                 250                 255

Gly  Ile  Arg  Ser  Glu  Glu  Asn  Ile  Tyr  Thr  Ile  Glu  Glu  Asn  Val  Tyr

            260                 265                 270

Glu  Val  Glu  Glu  Pro  Asn  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Tyr  Val  Ser  Ser  Arg  Gln

        275                 280                 285

Gln  Pro  Ser  Gln  Pro  Leu  Gly  Cys  Arg  Phe  Ala  Met  Pro

    290                 295                 300

<210>  18

<211>  168

<212>  PRT

<213>  小鼠Tim3

<400>  18

Leu  Glu  Asn  Ala  Tyr  Val  Phe  Glu  Val  Gly  Lys  Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Ser  Tyr  Thr  Leu  Ser  Thr  Pro  Gly  Ala  Leu  Val  Pro  Met  Cys  Trp

            20                  25                  30

Gly  Lys  Gly  Phe  Cys  Pro  Trp  Ser  Gln  Cys  Thr  Asn  Glu  Leu  Leu  Arg

        35                  40                  45

Thr  Asp  Glu  Arg  Asn  Val  Thr  Tyr  Gln  Lys  Ser  Ser  Arg  Tyr  Gln  Leu

    50                  55                  60

Lys  Gly  Asp  Leu  Asn  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Ile  Ile  Lys  Asn  Val

65                  70                  75                  80

Thr  Leu  Asp  Asp  His  Gly  Thr  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Gln  Phe  Pro  Gly

                85                  90                  95

Leu  Met  Asn  Asp  Lys  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Leu  Asp  Ile  Lys  Ala  Ala

            100                 105                 110

Lys  Val  Thr  Pro  Ala  Gln  Thr  Ala  His  Gly  Asp  Ser  Thr  Thr  Ala  Ser

        115                 120                 125

Pro  Arg  Thr  Leu  Thr  Thr  Glu  Arg  Asn  Gly  Ser  Glu  Thr  Gln  Thr  Leu

    130                 135                 140

Val  Thr  Leu  His  Asn  Asn  Asn  Gly  Thr  Lys  Ile  Ser  Thr  Trp  Ala  Asp

145                 150                 155                 160

Glu  Ile  Lys  Asp  Ser  Gly  Glu  Thr

                165

<210>  19

<211>  179

<212>  PRT
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<213> 人Tim3

<400>  19

Ser  Glu  Val  Glu  Tyr  Arg  Ala  Glu  Val  Gly  Gln  Asn  Ala  Tyr  Leu  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Phe  Tyr  Thr  Pro  Ala  Ala  Pro  Gly  Asn  Leu  Val  Pro  Val  Cys  Trp

            20                  25                  30

Gly  Lys  Gly  Ala  Cys  Pro  Val  Phe  Glu  Cys  Gly  Asn  Val  Val  Leu  Arg

        35                  40                  45

Thr  Asp  Glu  Arg  Asp  Val  Asn  Tyr  Trp  Thr  Ser  Arg  Tyr  Trp  Leu  Asn

    50                  55                  60

Gly  Asp  Phe  Arg  Lys  Gly  Asp  Val  Ser  Leu  Thr  Ile  Glu  Asn  Val  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Ala  Asp  Ser  Gly  Ile  Tyr  Cys  Cys  Arg  Ile  Gln  Ile  Pro  Gly  Ile

                85                  90                  95

Met  Asn  Asp  Glu  Lys  Phe  Asn  Leu  Lys  Leu  Val  Ile  Lys  Pro  Ala  Lys

            100                 105                 110

Val  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Arg  Gln  Arg  Asp  Phe  Thr  Ala  Ala  Phe  Pro

        115                 120                 125

Arg  Met  Leu  Thr  Thr  Arg  Gly  His  Gly  Pro  Ala  Glu  Thr  Gln  Thr  Leu

    130                 135                 140

Gly  Ser  Leu  Pro  Asp  Ile  Asn  Leu  Thr  Gln  Ile  Ser  Thr  Leu  Ala  Asn

145                 150                 155                 160

Glu  Leu  Arg  Asp  Ser  Arg  Leu  Ala  Asn  Asp  Leu  Arg  Asp  Ser  Gly  Ala

                165                 170                 175

Thr  Ile  Arg

<210>  20

<211>  1032

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim4

<400>  20

atgtccaagg  ggcttctcct  cctctggctg  gtgacggagc  tctggtggct  ttatctgaca  60

ccagctgcct  cagaggatac  aataataggg  tttttgggcc  agccggtgac  tttgccttgt  120

cattacctct  cgtggtccca  gagccgcaac  agtatgtgct  ggggcaaagg  ttcatgtccc  180

aattccaagt  gcaatgcaga  gcttctccgt  acagatggaa  caagaatcat  ctccaggaag  240

tcaacaaaat  atacactttt  ggggaaggtc  cagtttggtg  aagtgtcctt  gaccatctca  300

aacaccaatc  gaggtgacag  tggggtgtac  tgctgccgta  tagaggtgcc  tggctggttc  360

aatgatgtca  agaagaatgt  gcgcttggag  ctgaggagag  ccacaacaac  caaaaaacca  420

acaacaacca  cccggccaac  caccacccct  tatgtgacca  ccaccacccc  agagctgctt  480

ccaacaacag  tcatgaccac  atctgttctc  ccaaccacca  caccacccca  gacactagcc  540
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accactgcct  tcagtacagc  agtgaccacg  tgcccctcaa  caacacctgg  ctccttctca  600

caagaaacca  caaaagggtc  cgccttcact  acagaatcag  aaactctgcc  tgcatccaat  660

cactctcaaa  gaagcatgat  gaccatatct  acagacatag  ccgtactcag  gcccacaggc  720

tctaaccctg  ggattctccc  atccacttca  cagctgacga  cacagaaaac  aacattaaca  780

acaagtgagt  ctttgcagaa  gacaactaaa  tcacatcaga  tcaacagcag  acagaccatc  840

ttgatcattg  cctgctgtgt  gggatttgtg  ctaatggtgt  tattgtttct  ggcgtttctc  900

cttcgaggga  aagtcacagg  agccaactgt  ttgcagagac  acaagaggcc  agacaacact  960

gaagatagtg  acagcgtcct  caatgacatg  tcacacggga  gggatgatga  agacgggatc  1020

ttcactctct  ga  1032

<210>  21

<211>  1137

<212>  DNA

<213> 人Tim4

<400>  21

atgtccaaag  aacctctcat  tctctggctg  atgattgagt  tttggtggct  ttacctgaca  60

ccagtcactt  cagagactgt  tgtgacggag  gttttgggtc  accgggtgac  tttgccctgt  120

ctgtactcat  cctggtctca  caacagcaac  agcatgtgct  gggggaaaga  ccagtgcccc  180

tactccggtt  gcaaggaggc  gctcatccgc  actgatggaa  tgagggtgac  ctcaagaaag  240

tcagcaaaat  atagacttca  ggggactatc  ccgagaggtg  atgtctcctt  gaccatctta  300

aaccccagtg  aaagtgacag  cggtgtgtac  tgctgccgca  tagaagtgcc  tggctggttc  360

aacgatgtaa  agataaacgt  gcgcctgaat  ctacagagag  cctcaacaac  cacgcacaga  420

acagcaacca  ccaccacacg  cagaacaaca  acaacaagcc  ccaccaccac  ccgacaaatg  480

acaacaaccc  cagctgcact  tccaacaaca  gtcgtgacca  cacccgatct  cacaaccgga  540

acaccactcc  agatgacaac  cattgccgtc  ttcacaacag  caaacacgtg  cctttcacta  600

accccaagca  cccttccgga  ggaagccaca  ggtcttctga  ctcccgagcc  ttctaaggaa  660

gggcccatcc  tcactgcaga  atcagaaact  gtcctcccca  gtgattcctg  gagtagtgtt  720

gagtctactt  ctgctgacac  tgtcctgctg  acatccaaag  agtccaaagt  ttgggatctc  780

ccatcaacat  cccacgtgtc  aatgtggaaa  acgagtgatt  ctgtgtcttc  tcctcagcct  840

ggagcatctg  atacagcagt  tcctgagcag  aacaaaacaa  caaaaacagg  acagatggat  900

ggaataccca  tgtcaatgaa  gaatgaaatg  cccatctccc  aactactgat  gatcatcgcc  960

ccctccttgg  gatttgtgct  cttcgcattg  tttgtggcgt  ttctcctgag  agggaaactc  1020

atggaaacct  attgttcgca  gaaacacaca  aggctagact  acattggaga  tagtaaaaat  1080

gtcctcaatg  acgtgcagca  tggaagggaa  gacgaagacg  gcctttttac  cctctaa  1137

<210>  22

<211>  849

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim1

<400>  22

atgaatcaga  ttcaagtctt  catttcaggc  ctcatactgc  ttctcccagg  cgctgtggat  60
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tcttatgtgg  aagtaaaggg  ggtggtgggt  caccctgtca  cacttccatg  tacttactca  120

acatatcgtg  gaatcacaac  gacatgttgg  ggccgagggc  aatgcccatc  ttctgcttgt  180

caaaatacac  ttatttggac  caatggacat  cgtgtcacct  atcagaagag  cagtcggtac  240

aacttaaagg  ggcatatttc  agaaggagat  gtgtccttga  cgatagagaa  ctctgttgag  300

agtgacagtg  gtctgtattg  ttgtcgagtg  gagattcctg  gatggtttaa  tgatcagaaa  360

gtgacctttt  cattgcaagt  taaaccagag  attcccacac  gtcctccaag  aagacccaca  420

actacaaggc  ccacagctac  aggaagaccc  acgactattt  caacaagatc  cacacatgta  480

ccaacatcaa  ccagagtctc  tacctccact  cctccaacat  ctacacacac  atggactcac  540

aaaccagact  ggaatggcac  tgtgacatcc  tcaggagata  cctggagtaa  tcacactgaa  600

gcaatccctc  cagggaagcc  gcagaaaaac  cctactaagg  gcttctatgt  tggcatctgc  660

atcgcagccc  tgctgctact  gctccttgtg  agcaccgtgg  ctatcaccag  gtacatactt  720

atgaaaagga  agtcagcatc  tctaagcgtg  gttgccttcc  gtgtctctaa  gattgaagct  780

ttgcagaacg  cagcggttgt  gcattcccga  gctgaagaca  acatctacat  tgttgaagat  840

agaccttga  849

<210>  23

<211>  1095

<212>  DNA

<213> 人Tim1

<400>  23

atgcatcctc  aagtggtcat  cttaagcctc  atcctacatc  tggcagattc  tgtagctggt  60

tctgtaaagg  ttggtggaga  ggcaggtcca  tctgtcacac  taccctgcca  ctacagtgga  120

gctgtcacat  ccatgtgctg  gaatagaggc  tcatgttctc  tattcacatg  ccaaaatggc  180

attgtctgga  ccaatggaac  ccacgtcacc  tatcggaagg  acacacgcta  taagctattg  240

ggggaccttt  caagaaggga  tgtctctttg  accatagaaa  atacagctgt  gtctgacagt  300

ggcgtatatt  gttgccgtgt  tgagcaccgt  gggtggttca  atgacatgaa  aatcaccgta  360

tcattggaga  ttgtgccacc  caaggtcacg  actactccaa  ttgtcacaac  tgttccaacc  420

gtcacgactg  ttcgaacgag  caccactgtt  ccaacgacaa  cgactgttcc  aatgacgact  480

gttccaacga  caactgttcc  aacaacaatg  agcattccaa  cgacaacgac  tgttctgacg  540

acaatgactg  tttcaacgac  aacgagcgtt  ccaacgacaa  cgagcattcc  aacaacaaca  600

agtgttccag  tgacaacaac  tgtctctacc  tttgttcctc  caatgccttt  gcccaggcag  660

aaccatgaac  cagtagccac  ttcaccatct  tcacctcagc  cagcagaaac  ccaccctacg  720

acactgcagg  gagcaataag  gagagaaccc  accagctcac  cattgtactc  ttacacaaca  780

gatgggaatg  acaccgtgac  agagtcttca  gatggccttt  ggaataacaa  tcaaactcaa  840

ctgttcctag  aacatagtct  actgacggcc  aataccacta  aaggaatcta  tgctggagtc  900

tgtatttctg  tcttggtgct  tcttgctctt  ttgggtgtca  tcattgccaa  aaagtatttc  960

ttcaaaaagg  aggttcaaca  actaagtgtt  tcatttagca  gccttcaaat  taaagctttg  1020

caaaatgcag  ttgaaaagga  agtccaagca  gaagacaata  tctacattga  gaatagtctt  1080

tatgccacgg  actaa  1095

<210>  24
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<211>  846

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim3

<400>  24

atgttttcag  gtcttaccct  caactgtgtc  ctgctgctgc  tgcaactact  acttgcaagg  60

tcattggaaa  atgcttatgt  gtttgaggtt  ggtaagaatg  cctatctgcc  ctgcagttac  120

actctatcta  cacctggggc  acttgtgcct  atgtgctggg  gcaagggatt  ctgtccttgg  180

tcacagtgta  ccaacgagtt  gctcagaact  gatgaaagaa  atgtgacata  tcagaaatcc  240

agcagatacc  agctaaaggg  cgatctcaac  aaaggagacg  tgtctctgat  cataaagaat  300

gtgactctgg  atgaccatgg  gacctactgc  tgcaggatac  agttccctgg  tcttatgaat  360

gataaaaaat  tagaactgaa  attagacatc  aaagcagcca  aggtcactcc  agctcagact  420

gcccatgggg  actctactac  agcttctcca  agaaccctaa  ccacggagag  aaatggttca  480

gagacacaga  cactggtgac  cctccataat  aacaatggaa  caaaaatttc  cacatgggct  540

gatgaaatta  aggactctgg  agaaacgatc  agaactgcta  tccacattgg  agtgggagtc  600

tctgctgggt  tgaccctggc  acttatcatt  ggtgtcttaa  tccttaaatg  gtattcctgt  660

aagaaaaaga  agttatcgag  tttgagcctt  attacactgg  ccaacttgcc  tccaggaggg  720

ttggcaaatg  caggagcagt  caggattcgc  tctgaggaaa  atatctacac  catcgaggag  780

aacgtatatg  aagtggagaa  ttcaaatgag  tactactgct  acgtcaacag  ccagcagcca  840

tcctga  846

<210>  25

<211>  906

<212>  DNA

<213> 人Tim3

<400>  25

atgttttcac  atcttccctt  tgactgtgtc  ctgctgctgc  tgctgctact  acttacaagg  60

tcctcagaag  tggaatacag  agcggaggtc  ggtcagaatg  cctatctgcc  ctgcttctac  120

accccagccg  ccccagggaa  cctcgtgccc  gtctgctggg  gcaaaggagc  ctgtcctgtg  180

tttgaatgtg  gcaacgtggt  gctcaggact  gatgaaaggg  atgtgaatta  ttggacatcc  240

agatactggc  taaatgggga  tttccgcaaa  ggagatgtgt  ccctgaccat  agagaatgtg  300

actctagcag  acagtgggat  ctactgctgc  cggatccaaa  tcccaggcat  aatgaatgat  360

gaaaaattta  acctgaagtt  ggtcatcaaa  ccagccaagg  tcacccctgc  accgactcgg  420

cagagagact  tcactgcagc  ctttccaagg  atgcttacca  ccaggggaca  tggcccagca  480

gagacacaga  cactggggag  cctccctgat  ataaatctaa  cacaaatatc  cacattggcc  540

aatgagttac  gggactctag  attggccaat  gacttacggg  actctggagc  aaccatcaga  600

ataggcatct  acatcggagc  agggatctgt  gctgggctgg  ctctggctct  tatcttcggc  660

gctttaattt  tcaaatggta  ttctcatagc  aaagagaaga  tacagaattt  aagcctcatc  720

tctttggcca  acctccctcc  ctcaggattg  gcaaatgcag  tagcagaggg  aattcgctca  780

gaagaaaaca  tctataccat  tgaagagaac  gtatatgaag  tggaggagcc  caatgagtat  840

tattgctatg  tcagcagcag  gcagcaaccc  tcacaacctt  tgggttgtcg  ctttgcaatg  900
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ccatag  906

<210>  26

<211>  822

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim4

<400>  26

atgtccaagg  ggcttctcct  cctctggctg  gtgacggagc  tctggtggct  ttatctgaca  60

ccagctgcct  cagaggatac  aataataggg  tttttgggcc  agccggtgac  tttgccttgt  120

cattacctct  cgtggtccca  gagccgcaac  agtatgtgct  ggggcaaagg  ttcatgtccc  180

aattccaagt  gcaatgcaga  gcttctccgt  acagatggaa  caagaatcat  ctccaggaag  240

tcaacaaaat  atacactttt  ggggaaggtc  cagtttggtg  aagtgtcctt  gaccatctca  300

aacaccaatc  gaggtgacag  tggggtgtac  tgctgccgta  tagaggtgcc  tggctggttc  360

aatgatgtca  agaagaatgt  gcgcttggag  ctgaggagag  ccacaacaac  caaaaaacca  420

acaacaacca  cccggccaac  caccacccct  tatgtgacca  ccaccacccc  agagctgctt  480

ccaacaacag  tcatgaccac  atctgttctc  ccaaccacca  caccacccca  gacactagcc  540

accactgcct  tcagtacagc  agtgaccacg  tgcccctcaa  caacacctgg  ctccttctca  600

caagaaacca  caaaagggtc  cgccttcact  acagaatcag  aaactctgcc  tgcatccaat  660

cactctcaaa  gaagcatgat  gaccatatct  acagacatag  ccgtactcag  gcccacaggc  720

tctaaccctg  ggattctccc  atccacttca  cagctgacga  cacagaaaac  aacattaaca  780

acaagtgagt  ctttgcagaa  gacaactaaa  tcacatcagt  ga  822

<210>  27

<211>  840

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim4

<400>  27

atgtccaagg  ggcttctcct  cctctggctg  gtgacggagc  tctggtggct  ttatctgaca  60

ccagctgcct  cagaggatac  aataataggg  tttttgggcc  agccggtgac  tttgccttgt  120

cattacctct  cgtggtccca  gagccgcaac  agtatgtgct  ggggcaaagg  ttcatgtccc  180

aattccaagt  gcaatgcaga  gcttctccgt  acagatggaa  caagaatcat  ctccaggaag  240

tcaacaaaat  atacactttt  ggggaaggtc  cagtttggtg  aagtgtcctt  gaccatctca  300

aacaccaatc  gaggtgacag  tggggtgtac  tgctgccgta  tagaggtgcc  tggctggttc  360

aatgatgtca  agaagaatgt  gcgcttggag  ctgaggagag  ccacaacaac  caaaaaacca  420

acaacaacca  cccggccaac  caccacccct  tatgtgacca  ccaccacccc  agagctgctt  480

ccaacaacag  tcatgaccac  atctgttctc  ccaaccacca  caccacccca  gacactagcc  540

accactgcct  tcagtacagc  agtgaccacg  tgcccctcaa  caacacctgg  ctccttctca  600

caagaaacca  caaaagggtc  cgccttcact  acagaatcag  aaactctgcc  tgcatccaat  660

cactctcaaa  gaagcatgat  gaccatatct  acagacatag  ccgtactcag  gcccacaggc  720

tctaaccctg  ggattctccc  atccacttca  cagctgacga  cacagaaaac  aacattaaca  780

acaagtgagt  ctttgcagaa  gacaactaaa  tcacatcaga  tcaacagcag  acagacctga  840
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<210>  28

<211>  948

<212>  DNA

<213> 人Tim4

<400>  28

atgtccaaag  aacctctcat  tctctggctg  atgattgagt  tttggtggct  ttacctgaca  60

ccagtcactt  cagagactgt  tgtgacggag  gttttgggtc  accgggtgac  tttgccctgt  120

ctgtactcat  cctggtctca  caacagcaac  agcatgtgct  gggggaaaga  ccagtgcccc  180

tactccggtt  gcaaggaggc  gctcatccgc  actgatggaa  tgagggtgac  ctcaagaaag  240

tcagcaaaat  atagacttca  ggggactatc  ccgagaggtg  atgtctcctt  gaccatctta  300

aaccccagtg  aaagtgacag  cggtgtgtac  tgctgccgca  tagaagtgcc  tggctggttc  360

aacgatgtaa  agataaacgt  gcgcctgaat  ctacagagag  cctcaacaac  cacgcacaga  420

acagcaacca  ccaccacacg  cagaacaaca  acaacaagcc  ccaccaccac  ccgacaaatg  480

acaacaaccc  cagctgcact  tccaacaaca  gtcgtgacca  cacccgatct  cacaaccgga  540

acaccactcc  agatgacaac  cattgccgtc  ttcacaacag  caaacacgtg  cctttcacta  600

accccaagca  cccttccgga  ggaagccaca  ggtcttctga  ctcccgagcc  ttctaaggaa  660

gggcccatcc  tcactgcaga  atcagaaact  gtcctcccca  gtgattcctg  gagtagtgtt  720

gagtctactt  ctgctgacac  tgtcctgctg  acatccaaag  agtccaaagt  ttgggatctc  780

ccatcaacat  cccacgtgtc  aatgtggaaa  acgagtgatt  ctgtgtcttc  tcctcagcct  840

ggagcatctg  atacagcagt  tcctgagcag  aacaaaacaa  caaaaacagg  acagatggat  900

ggaataccca  tgtcaatgaa  gaatgaaatg  cccatctccc  aactatga  948

<210>  29

<211>  639

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim1

<400>  29

atgaatcaga  ttcaagtctt  catttcaggc  ctcatactgc  ttctcccagg  cgctgtggat  60

tcttatgtgg  aagtaaaggg  ggtggtgggt  caccctgtca  cacttccatg  tacttactca  120

acatatcgtg  gaatcacaac  gacatgttgg  ggccgagggc  aatgcccatc  ttctgcttgt  180

caaaatacac  ttatttggac  caatggacat  cgtgtcacct  atcagaagag  cagtcggtac  240

aacttaaagg  ggcatatttc  agaaggagat  gtgtccttga  cgatagagaa  ctctgttgag  300

agtgacagtg  gtctgtattg  ttgtcgagtg  gagattcctg  gatggtttaa  tgatcagaaa  360

gtgacctttt  cattgcaagt  taaaccagag  attcccacac  gtcctccaag  aagacccaca  420

actacaaggc  ccacagctac  aggaagaccc  acgactattt  caacaagatc  cacacatgta  480

ccaacatcaa  ccagagtctc  tacctccact  cctccaacat  ctacacacac  atggactcac  540

aaaccagact  ggaatggcac  tgtgacatcc  tcaggagata  cctggagtaa  tcacactgaa  600

gcaatccctc  cagggaagcc  gcagaaaaac  cctacttga  639

<210>  30

<211>  888
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<212>  DNA

<213> 人Tim1

<400>  30

atgcatcctc  aagtggtcat  cttaagcctc  atcctacatc  tggcagattc  tgtagctggt  60

tctgtaaagg  ttggtggaga  ggcaggtcca  tctgtcacac  taccctgcca  ctacagtgga  120

gctgtcacat  ccatgtgctg  gaatagaggc  tcatgttctc  tattcacatg  ccaaaatggc  180

attgtctgga  ccaatggaac  ccacgtcacc  tatcggaagg  acacacgcta  taagctattg  240

ggggaccttt  caagaaggga  tgtctctttg  accatagaaa  atacagctgt  gtctgacagt  300

ggcgtatatt  gttgccgtgt  tgagcaccgt  gggtggttca  atgacatgaa  aatcaccgta  360

tcattggaga  ttgtgccacc  caaggtcacg  actactccaa  ttgtcacaac  tgttccaacc  420

gtcacgactg  ttcgaacgag  caccactgtt  ccaacgacaa  cgactgttcc  aatgacgact  480

gttccaacga  caactgttcc  aacaacaatg  agcattccaa  cgacaacgac  tgttctgacg  540

acaatgactg  tttcaacgac  aacgagcgtt  ccaacgacaa  cgagcattcc  aacaacaaca  600

agtgttccag  tgacaacaac  tgtctctacc  tttgttcctc  caatgccttt  gcccaggcag  660

aaccatgaac  cagtagccac  ttcaccatct  tcacctcagc  cagcagaaac  ccaccctacg  720

acactgcagg  gagcaataag  gagagaaccc  accagctcac  cattgtactc  ttacacaaca  780

gatgggaatg  acaccgtgac  agagtcttca  gatggccttt  ggaataacaa  tcaaactcaa  840

ctgttcctag  aacatagtct  actgacggcc  aataccacta  aaggatga  888

<210>  31

<211>  570

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim3

<400>  31

atgttttcag  gtcttaccct  caactgtgtc  ctgctgctgc  tgcaactact  acttgcaagg  60

tcattggaaa  atgcttatgt  gtttgaggtt  ggtaagaatg  cctatctgcc  ctgcagttac  120

actctatcta  cacctggggc  acttgtgcct  atgtgctggg  gcaagggatt  ctgtccttgg  180

tcacagtgta  ccaacgagtt  gctcagaact  gatgaaagaa  atgtgacata  tcagaaatcc  240

agcagatacc  agctaaaggg  cgatctcaac  aaaggagacg  tgtctctgat  cataaagaat  300

gtgactctgg  atgaccatgg  gacctactgc  tgcaggatac  agttccctgg  tcttatgaat  360

gataaaaaat  tagaactgaa  attagacatc  aaagcagcca  aggtcactcc  agctcagact  420

gcccatgggg  actctactac  agcttctcca  agaaccctaa  ccacggagag  aaatggttca  480

gagacacaga  cactggtgac  cctccataat  aacaatggaa  caaaaatttc  cacatgggct  540

gatgaaatta  aggactctgg  agaaacgtga  570

<210>  32

<211>  603

<212>  DNA

<213> 人Tim3

<400>  32

atgttttcac  atcttccctt  tgactgtgtc  ctgctgctgc  tgctgctact  acttacaagg  60
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tcctcagaag  tggaatacag  agcggaggtc  ggtcagaatg  cctatctgcc  ctgcttctac  120

accccagccg  ccccagggaa  cctcgtgccc  gtctgctggg  gcaaaggagc  ctgtcctgtg  180

tttgaatgtg  gcaacgtggt  gctcaggact  gatgaaaggg  atgtgaatta  ttggacatcc  240

agatactggc  taaatgggga  tttccgcaaa  ggagatgtgt  ccctgaccat  agagaatgtg  300

actctagcag  acagtgggat  ctactgctgc  cggatccaaa  tcccaggcat  aatgaatgat  360

gaaaaattta  acctgaagtt  ggtcatcaaa  ccagccaagg  tcacccctgc  accgactcgg  420

cagagagact  tcactgcagc  ctttccaagg  atgcttacca  ccaggggaca  tggcccagca  480

gagacacaga  cactggggag  cctccctgat  ataaatctaa  cacaaatatc  cacattggcc  540

aatgagttac  gggactctag  attggccaat  gacttacggg  actctggagc  aaccatcaga  600

tga  603

<210>  33

<211>  846

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim4

<220>

<221>  FLAG标签

<222>  (820) ..(843)

<400>  33

atgtccaagg  ggcttctcct  cctctggctg  gtgacggagc  tctggtggct  ttatctgaca  60

ccagctgcct  cagaggatac  aataataggg  tttttgggcc  agccggtgac  tttgccttgt  120

cattacctct  cgtggtccca  gagccgcaac  agtatgtgct  ggggcaaagg  ttcatgtccc  180

aattccaagt  gcaatgcaga  gcttctccgt  acagatggaa  caagaatcat  ctccaggaag  240

tcaacaaaat  atacactttt  ggggaaggtc  cagtttggtg  aagtgtcctt  gaccatctca  300

aacaccaatc  gaggtgacag  tggggtgtac  tgctgccgta  tagaggtgcc  tggctggttc  360

aatgatgtca  agaagaatgt  gcgcttggag  ctgaggagag  ccacaacaac  caaaaaacca  420

acaacaacca  cccggccaac  caccacccct  tatgtgacca  ccaccacccc  agagctgctt  480

ccaacaacag  tcatgaccac  atctgttctc  ccaaccacca  caccacccca  gacactagcc  540

accactgcct  tcagtacagc  agtgaccacg  tgcccctcaa  caacacctgg  ctccttctca  600

caagaaacca  caaaagggtc  cgccttcact  acagaatcag  aaactctgcc  tgcatccaat  660

cactctcaaa  gaagcatgat  gaccatatct  acagacatag  ccgtactcag  gcccacaggc  720

tctaaccctg  ggattctccc  atccacttca  cagctgacga  cacagaaaac  aacattaaca  780

acaagtgagt  ctttgcagaa  gacaactaaa  tcacatcagg  attacaagga  tgacgacgat  840

aagtaa  846

<210>  34

<211>  840

<212>  DNA

<213>  小鼠Tim4

<220>

<221>  His标签
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<222>  (820) ..(837)

<400>  34

atgtccaagg  ggcttctcct  cctctggctg  gtgacggagc  tctggtggct  ttatctgaca  60

ccagctgcct  cagaggatac  aataataggg  tttttgggcc  agccggtgac  tttgccttgt  120

cattacctct  cgtggtccca  gagccgcaac  agtatgtgct  ggggcaaagg  ttcatgtccc  180

aattccaagt  gcaatgcaga  gcttctccgt  acagatggaa  caagaatcat  ctccaggaag  240

tcaacaaaat  atacactttt  ggggaaggtc  cagtttggtg  aagtgtcctt  gaccatctca  300

aacaccaatc  gaggtgacag  tggggtgtac  tgctgccgta  tagaggtgcc  tggctggttc  360

aatgatgtca  agaagaatgt  gcgcttggag  ctgaggagag  ccacaacaac  caaaaaacca  420

acaacaacca  cccggccaac  caccacccct  tatgtgacca  ccaccacccc  agagctgctt  480

ccaacaacag  tcatgaccac  atctgttctc  ccaaccacca  caccacccca  gacactagcc  540

accactgcct  tcagtacagc  agtgaccacg  tgcccctcaa  caacacctgg  ctccttctca  600

caagaaacca  caaaagggtc  cgccttcact  acagaatcag  aaactctgcc  tgcatccaat  660

cactctcaaa  gaagcatgat  gaccatatct  acagacatag  ccgtactcag  gcccacaggc  720

tctaaccctg  ggattctccc  atccacttca  cagctgacga  cacagaaaac  aacattaaca  780

acaagtgagt  ctttgcagaa  gacaactaaa  tcacatcagc  atcatcatca  tcatcattga  840
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