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(57)【要約】
　本発明は、未知の生体サンプル中における可溶性ＢＡ
Ｇ３タンパク質の存在及び／又は濃度を決定するための
方法に関するものであり、その分析は、抗体、好ましく
はモノクローナル抗体によるＥＬＩＳＡ分析によって行
われるのが好ましい。前述のタンパク質の可溶性形態で
の存在は、心臓疾患又は膵臓腫瘍の存在と関係がある。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未知の生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３タンパク質の存在及び／又は濃度を検出
する方法であって、
　ａ．血清又は血漿からなる生体サンプルを得る工程と、
　ｂ．前記生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３の存在又は濃度値を決定する工程と、
　ｃ．前記サンプルから得られた値を基準値又は生体基準サンプルから得られた値と比較
する工程と、
　ｄ．任意には、類似の値の更なるグループ分け又は統計的に異なる平均値を持つグルー
プへの分割を決定する工程と、
　ｅ．可溶性ＢＡＧ３の存在及び／又はレベルを、心臓疾患又は膵臓癌の病状からなる群
から好ましくは選択される病的状態と結び付ける工程と
　を含む方法。
【請求項２】
　決定工程ｂ）が、可溶性ＢＡＧ３に対して特異的なリガンドを用いて行われる、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記生体サンプルがヒト由来のものである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　抗凝固物質を前記生体サンプルに加える、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記特異的なリガンドが抗体である、請求項２～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　決定工程ｂ）が、モノクローナル、ポリクローナル若しくは組み換えの抗ＢＡＧ３抗体
又はそれらの断片（ｓｃＦｖ、二重特異性抗体、ミニ抗体）を用いて行われる、請求項５
に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体が、モノクローナルであり、ＢＡＧ３一次配列のアミノ酸配列１８～３３、３
８５～３９９若しくは５３３～５４７からなる群から選択される少なくとも１種のＢＡＧ
３エピトープを認識するか、又はヒト化された若しくは組み換えにより修飾されたその組
み換え誘導体である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体又はリガンドが、フルオロフォア、発色団又は基質を発色団に変換できる酵素
で標識されている、請求項２～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　決定工程ｂ）が、ＢＡＧ３捕獲リガンド及び検出リガンドによるサンドイッチＥＬＩＳ
Ａを用いて行われ、ここで、一番目及び二番目がモノクローナル抗体であり、第二抗体が
、使用した捕獲抗体によって認識されるものと異なるエピトープを認識するか又は複数の
モノクローナル抗体の混合物である、請求項２～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記病的状態が心臓疾患である、請求項５～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記心臓疾患（工程（ｅ））が、狭心症、梗塞前狭心症、心筋梗塞、心不全、急性冠動
脈疾患、急性心不全、慢性心不全又は医原性心臓疾患からなる群から選択される、請求項
１～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　酸化ストレスと関連した病的状態の血清マーカーとしての、ヒト可溶性ＢＡＧ３タンパ
ク質の使用。
【請求項１３】
　前記病的状態が心臓疾患又は膵臓癌である、請求項１２に記載の使用。
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【請求項１４】
　前記心臓疾患が、狭心症、梗塞前狭心症、心筋梗塞、心不全、急性冠動脈疾患、急性心
不全、慢性心不全及び医原性心臓疾患からなる群から選択される、請求項１３に記載の使
用。
【請求項１５】
　血清からなる生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３を検出し及び該可溶性ＢＡＧ３に
投薬するための、並びに癌又は心臓病患者の病的状態を特定するためのキットであって、
（ＢＡＧ３一次配列についての）アミノ酸配列１８～３３、３８５～３９９若しくは５３
３～５４７からなる群から選択されるＢＡＧ－３エピトープを認識する少なくとも１種の
抗体又はそのヒト化された若しくは組み換えにより修飾された組み換え誘導体と、前記サ
ンプルに投薬するための標準ＢＡＧ３タンパク質、好ましくは組み換え体とを備えるキッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、診断的血清マーカーの技術分野に関連するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ＢＡＧ３（ＲｅｆＳｅｑ：ＮＰ＿００４２７２；遺伝子ＩＤ９５３１）は、粗面小胞体
中で特に濃縮されている７４ｋＤａ細胞質タンパク質である。近年、４０ｋＤ細胞質型は
、シナプトソームと関係があることが記載されている（Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０８）。更に、組み換え型及び一部の欠失変異体は、大腸菌内で発現された（Ｒｏｓｅ　
ｅｔ　ａｌ　２００７（ａ））。
【０００３】
　ヒトでは、ｂａｇ３の遺伝子発現が、ミオサイト内で、わずかの他の正常細胞タイプ内
で、並びに一部の癌（白血病及びリンパ腫、骨髄腫、膵臓癌及び甲状腺癌、黒色種、骨肉
腫等）内で恒常的であり（Ｒｏｍａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，２００３；Ｈｏｍｍａ　ｅｔ　ａ
ｌ．２００６；Ｃｈｉａｐｐｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｒｏｓａｔｉ　ｅｔ　
ａｌ．，２００７）、種々のストレス要因に応答して各種細胞タイプにおいて誘発される
：高温にさらされた膵臓癌株（Ｌｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．２００１）、重金属と共にインキ
ュベートされた又は高温にさらされたＨｅＬａ細胞（Ｐａｇｌｉｕｃａ　ｅｔ　ａｌ．，
２００３）、ジエチルマレアート、酸化ストレス誘発剤により処理された白血球（Ｂｏｎ
ｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）、光によって損傷を受けたマウス網膜細胞（Ｃｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）、低強度超音波によって処理されたＭｏｌｔ－４細胞（ヒ
ト白血病Ｔ細胞）（Ｔａｂｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）、ＨＩＶ－１ウイルスに
さらされたヒトミクログリア細胞（Ｒｏｓａｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００７ａ）。これら
の発見は、ＢＡＧ３発現の調節が、ストレスに対する細胞応答において重要な要素であり
、ｂａｇ３遺伝子のプロモーターにおける、細胞ストレスの様々な形態で活性化された、
転写因子ＨＳＦ（熱ショック因子）１に応答性がある要素の存在と一致していることを示
す。ＨＳＦ１活性の調節は、ＢＡＧ３タンパク質の細胞レベルの有意な減少につながり、
この制御因子がｂａｇ３の発現において重要な役割を果たすことが示されている（Ｆｒａ
ｎｃｅｓｃｈｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。ＥＧＲ１は、ｂａｇ３発現の調節に
かかわるもう一つの転写因子である（Ｇｅｎｔｉｌｅｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）
。
【０００４】
　ＢＡＧ３が一次癌細胞の生存に影響を及ぼすという第一の証拠は、Ｂ－細胞慢性リンパ
性白血病（Ｂ－ＣＬＬ）を患う２４人の患者及び急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）を患う１
１人の子供からの一次白血球細胞に対する研究によってもたらされた：特異的なアンチセ
ンスオリゴデオキシヌクレオチドの使用によるＢＡＧ３レベルの減少は、ＥＰ１４６５９
２７Ａ１及びＵ．Ｓ.７，５３７，７６０Ｂ２にも記載されるように、アポトーシス小体
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の１００％を超える増加（ｐ＜０．００１）を生じさせた。それ故、これら細胞中におけ
るアポトーシスの割合は、未処置細胞及び同一の化学療法薬を用いて処置した細胞の両方
と比べて有意に増加していた（Ｌｅｏｎｅ　ａｎｄ　Ｔｕｒｃｏ，２００１，Ｒｏｍａｎ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００３ａ，２００３ｂ）。正常な白血球では、遺伝子の過剰発現が
、アポトーシス応答を有意に減少させることを証明した（Ｂｏｎｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．
，２００４）。
【０００５】
　次に、ヒト甲状腺組織の分析は、正常な組織及び甲状腺腫サンプルがＢＡＧ３発現のテ
ストにおいて陰性であり、一方、テストした癌サンプルが明らかな陽性であり、未分化腫
瘍においてより高いＢＡＧ３の発現が観察されたことを示した。
【０００６】
　骨肉腫及びメラノーマ細胞等の他の腫瘍では、ｂａｇ３特異的ｓｉＲＮＡｓが、基底細
胞の生存の低減を引き起こし、化学療法薬を用いた著しい相乗効果を示す；マウスに埋め
込んだヒトメラノーマ細胞におけるＢＡＧ３ノックダウンは、腫瘍増殖を有意に低減し、
動物の生存を向上させた（Ａｍｍｉｒａｎｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，ｉｎ　ｐｒｅｓｓ）。一
方、ｂａｇ３の過剰発現は、化学療法薬を用いて処置された又は他のアポトーシス促進刺
激にさらされた癌細胞のアポトーシスの減少をもたらす（Ｒｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０７（ｂ））。
【０００７】
　細胞質ＢＡＧ－３の存在は、異なる細胞系において検出され、腫瘍、例えば白血病又は
甲状腺癌と、より一般的には細胞の生存と関係があることが見出されたものの、今までＢ
ＡＧ３の可溶性形態については一切記載されておらず、その血清中での存在は、心臓病の
状態と関係があるはずがなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】ＥＰ１４６５９２７Ａ１
【特許文献２】Ｕ．Ｓ.７，５３７，７６０Ｂ２
【発明の概要】
【０００９】
　そこで、本発明は、ＢＡＧ－３タンパク質の分泌した新規の可溶性形態の同定の課題と
、そのヒト及び他の哺乳動物中での産生の課題とを解決するものであり、驚くほど特異的
で感受性のあるように特異的な病状と関係がある。
【００１０】
　本発明は、未知の生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３タンパク質の存在及び／又は
濃度を検出する方法であって、
　ａ．血清又は血漿からなる生体サンプルを得る工程と、
　ｂ．上記生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３の存在又は濃度を決定する工程と、
　ｃ．得られた値を基準値又は生体基準サンプルから得られた値と比較する工程と、
　ｄ．任意には、類似の値の更なるグループ分け（場合により、それらの統計的に異なる
平均値を持つグループへの更なる分割）を決定する工程と、
　ｅ．可溶性ＢＡＧ３の存在及び／又はレベルを病的状態に結び付ける工程であって、該
状態が心臓疾患又は膵臓癌である工程と
　を含む方法に関する。
【００１１】
　好ましくは、投与工程（ｂ）が、抗体、好ましくはモノクローナルによるＥＬＩＳＡに
よって行われる。或いは、患者の血清から上記可溶性タンパク質を単離することができる
。
【００１２】
　提案した分析方法は、好ましくは同年代のグループにおける、健常者のグループから心
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臓病患者のグループの統計的に有意な分離を可能にする。また、それは、心臓疾患を患う
そのような患者を、リスクの増加した患者のサブグループにおいて、階層化することがで
きる（心不全、ＨＦ）。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】正常な心臓組織中の及びネズミにおける梗塞の誘発後でのＢＡＧ３タンパク質の
発現を示す免疫組織化学的セクションである。
【図２】心筋細胞からの溶解物及び上澄み上で行われた抗ＢＡＧ３抗体によるウエスタン
・ブロットである。
【図３】慢性虚血性心疾患を患う患者の血清から精製された可溶性タンパク質の、抗ＢＡ
Ｇ３抗体による、ウエスタン・ブロット解析である。
【図４】ＢＡＧ３の検出のためのＥＬＩＳＡの較正曲線である。
【図５】年齢層に従った健康なドナーにおけるＢＡＧ３血清濃度のグラフ表示である。
【図６】年齢層で分けられた健康なドナーと患者におけるＢＡＧ３血清濃度のグラフ表示
である。
【図７】心不全を患う患者におけるＢＡＧ３タンパク質を検出するためのＥＬＩＳＡ試験
のＲＯＣ曲線である。
【図８】心不全の診断を受けた患者におけるＢＡＧ３血清濃度を非代償性でない心臓疾患
を患う患者と比較したグラフ表示である。
【図９ａ】ＬＰＳの存在又は不在において増加する投与量の可溶性組み換えＢＡＧ－３で
刺激された、マウスマクロファージ（Ｊ７７４）におけるｉＮＯＳ（誘導型一酸化窒素合
成酵素）タンパク質及び比較用のコントロールタンパク質（ＧＡＰＤＨ）の生成である。
【図９ｂ】同一の細胞タイプにおけるグリース試薬を用いた亜硝酸塩の決定である。　　
［図１０］Ｊ７７４細胞の表面に結合するｒＢＡＧ３タンパク質の共焦点顕微鏡分析であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、細胞内の形態について以前に記載された機能（細胞周期及びアポトーシスの
制御）と比べて予期しない生物学的活性を備えるＢＡＧ３タンパク質の可溶性形態の発見
に基づくものである：例えば、かかる形態は、細胞によって活発に分泌され、単球／マク
ロファージを活性化することができる。
【００１５】
　また、上記可溶性形態は、ある種の病的状態、特には心臓疾患及び膵臓癌に対して非常
に特異的である血清生化学的マーカーであることが見出された。それ故、本発明の目的は
、ＢＡＧ３の可溶性形態と、上述の病的状況の存在を決定するため、血清からなる生体サ
ンプル中のそのレベルを確認する方法である。
【００１６】
　可溶性ＢＡＧ３は、例えば、膵臓癌細胞（Ｐａｎｃ－１）中のエキソソームとの関係に
よって、また、Ｈｅｐ　Ｇ２細胞（ヒト肝細胞癌）、Ｃ６細胞（ラットグリア芽腫）、Ａ
ＳＰＣ－１細胞（ヒト膵臓腺癌）、ＡＲＯ細胞（未分化甲状腺癌）、ＨＴ－２９細胞（結
腸直腸腺癌）及び全く同じＰａｎｃ－１細胞等の生存腫瘍細胞株の（トリパンブルー排除
アッセイによる）上澄み中での存在によって示されるように、活発に分泌されるＢＡＧ３
の一形態を意味しており、それ故に、可溶性ＢＡＧ３は、細胞死での培地中における細胞
内容物の放出によって生じないことが示される。
【００１７】
　更に、可溶性ＢＡＧ３は、心筋細胞中での酸化ストレスの誘発を受けて放出（又は分泌
）され、心臓疾患を患う患者の血清から、例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、およそ７５ｋ
Ｄの分子量を持つ形態として定量的に精製できる。
【００１８】
　従って、生体サンプルにおいて、可溶性ＢＡＧ３は、その存在が細胞の存在から独立し
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ているため、細胞質の形態と区別できる。実際、例えば、ＢＡＧ３タンパク質は、甲状腺
腫瘍生検において正常組織の場合より高いものの、免疫組織学的染色法は、細胞質のみで
該タンパク質を検出することが見出される。
【００１９】
　病的状態用の血清マーカーとしての可溶性ＢＡＧ３の使用によれば、本発明は、好まし
い捕獲剤及び／又は検出剤としてのモノクローナル又はポリクローナル抗体の使用による
かかる形態の存在及び量の検出方法に関する。
【００２０】
　モノクローナル及びポリクローナル抗ＢＡＧ３抗体は、ＥＰ１４６５９２７Ａ１及びＵ
．Ｓ．７，５３７，７６０Ｂ２において記載されている。
【００２１】
　好ましい具現化によれば、本発明は、以下に示す工程を含む：
　ａ．血清又は血漿からなる生体サンプルを得る工程
　ｂ．かかる生体サンプル中の可溶性ＢＡＧ３の濃度を決定する工程
　ｃ．上記サンプルから得られた結果を、基準値又は基準の血清サンプルから得られた値
と比較する工程
　ｄ．任意に、統計的に違わない可溶性ＢＡＧ－３平均値を持つ患者のサブグループ（例
えば、２１～４３歳の患者のグループと４４～６５歳のグループ）を決定する工程
　ｅ．可溶性ＢＡＧ３のレベル又は存在を、心臓疾患又は膵臓癌の中から選択される病的
状態と結び付ける工程
【００２２】
　心臓疾患の定義は、狭心症、不安定狭心症、心筋梗塞、心不全、急性冠動脈疾患、急性
心不全、慢性心不全、及び医原性心臓疾患を指す。
【００２３】
　好ましい具現化によれば、生体サンプルは、血清又は血漿であり、ヒト由来のものであ
る。また、それは、任意には、例えば抗凝固活性を備える物質が補充された、血液全体か
ら得ることができる。
【００２４】
　生体サンプル中のＢＡＧ３の存在は、免疫学的方法によって決定されるのが好ましく、
抗ＢＡＧ３モノクローナル、ポリクローナル又は組み換え抗体（例えば、ＳｃＦｖ断片、
二重特異性抗体等）を用いるのがより一層好ましい。好ましい具現化によれば、上記抗体
は、モノクローナルであり、断片１８～３３、３８５～３９９又は５３３～５４７を含む
ＢＡＧ３配列（ＲｅｆＳｅｑ：ＮＰ＿００４２７２；遺伝子ＩＤ９５３１）中のエピトー
プを認識する。上記抗体は、Ｕ．Ｓ．７，５３７，７６０において同定されたもの、又は
ここに記載される２００２年１２月１７日にジェノア先進バイオテクノロジーセンターに
て預けられた親ハイブリドーマＰＤ０２００９のサブクローンがより一層好ましい；或い
は、それらは、組み換え型及び／又はヒト化型等のかかる抗体の誘導体であってもよい。
【００２５】
　更なる具現化によれば、市販の抗ＢＡＧ３抗体を用いることもでき（例えば、ヤギ抗Ｂ
ａｇ３ポリクローナル抗体，Ａｂｃａｍ；ウサギ抗Ｂａｇ３ポリクローナル抗体，Ａｂｃ
ａｍ；マウス抗Ｂａｇ３モノクローナル抗体，Ａｂｃａｍ；ウサギ抗ヒトＢａｇ３ポリク
ローナル抗体，Ａｂｃａｍ；マウス抗ヒトＢａｇ３モノクローナル抗体，クローン５Ａ８
，Ａｂｇｅｎｔ；抗Ｂａｇ３ポリクローナル抗体，Ａｂｎｏｖａ社；ヤギ抗Ｂａｇ３ポリ
クローナル抗体，Ａｂｎｏｖａ社；マウス抗Ｂａｇ３ポリクローナル抗体，Ａｂｎｏｖａ
社；ウサギ抗ヒトＢａｇ３ポリクローナル抗体，アトラスアンチボディーズ；ヤギ抗Ｂａ
ｇ３／ＢＩＳ／ＣＡＩＲ１ポリクローナル抗体，エベレストバイオテック；ヤギ抗Ｂａｇ
３ポリクローナル抗体，ジーンテックス；ウサギ抗ヒトＢａｇポリクローナル抗体，ジー
ンテックス；ヤギ抗ヒトＢｃｌ－２－バインディンタンパク質ＢＩＳ（ＢＡＧ３）ポリク
ローナル抗体，ライフスパンバイオサイエンシーズ；ウサギ抗ヒトＢｃｌ－２－バインデ
ィンタンパク質ＢＩＳ（ＢＡＧ３）ポリクローナル抗体，ライフスパンバイオサイエンシ
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ーズ；ヤギ抗Ｂａｇ３ポリクローナル抗体，ノーバスバイオロジカルズ；マウス抗ヒトＢ
ａｇ３ポリクローナル抗体，ノーバスバイオロジカルズ；ウサギ抗Ｂａｇ３ポリクローナ
ル抗体，ノーバスバイオロジカルズ；ウサギ抗ヒトＢａｇ３ポリクローナル抗体，ノーバ
スバイオロジカルズ；ヤギ抗ヒトＢＡＧ３／ＢＩＳ／ＣＡＩＲ１ポリクローナル抗体，レ
イバイオテック社；ウサギ抗ヒトＢａｇ３ポリクローナル抗体，プロテインテックグルー
プ社；アトラスアンチボディーズの抗体を備えたウサギ抗ヒトＢＡＧ３プレステージ抗体
，シグマ・アルドリッチ等）、好ましくはそれらがモノクローナルの場合である。
【００２６】
　免疫学的分析は、ＥＬＩＳＡが好ましく、ここでは、第一の捕獲リガンドが、抗体、よ
り一層好ましくはａａ１８～３３、３８５～３９９又は５３３～５４７に対応するＢＡＧ
３の配列におけるエピトープを認識するモノクローナル抗体から選択されたものであり；
検出用の第二抗体は、上記捕捉抗体によって認識されるものと異なるエピトープを認識す
るものであり、モノクローナル、少なくとも２種のモノクローナル抗体の混合物又はポリ
クローナル抗体とすることができる。
【００２７】
　上記分析の好ましい具現化は、抗ＢＡＧ３抗体の使用を含むものの、抗体以外のＢＡＧ
３結合分子、例えば可溶性受容体又は天然若しくは合成リガンドを用いても同一の結果を
達成することができる。
【００２８】
　検出に用いたリガンドは、抗体、例えばフルオロフォア、発色団又は基質を発色団に変
換できる酵素で標識された抗体によって順に認識でき、それ故に、生体サンプル中のＢＡ
Ｇ３の存在を視覚化するのに有用である；或いは、それは、かかる発色団基に直接結合で
きる。
【００２９】
　可溶性ＢＡＧ３のレベルを検出及び／又は測定するのに等しく有効な種々の反応スキー
ムを確認することができる。例えば、捕獲のため、第一抗体、例えば抗ＢＡＧ３モノクロ
ーナル、好ましくは親クローンＰＤ２００９によって生産されるモノクローナル抗体から
選択されるもの（ＢＡＧ３配列、特にはそれぞれがアミノ酸１８～３３、３８５～３９９
又は５３３～５４７からのアミノ酸配列の単一エピトープを認識するＡＣ－１、ＡＣ－２
又はＡＣ－３）を用いることが可能である。検出のためには、モノクローナル抗体若しく
はポリクローナル抗体（ポリクローナルの場合、その抗体は、Ｒｏｓａｔｉ　ｅｔ　ａｌ
．，２００７（ａ）に記載されるように、免疫原として使用される全組み換えタンパク質
に対して産生される、ＴＯＳ－２という名前のものが好ましい）又は親クローンＰＤ２０
０９から得られるが捕獲用に用いた抗体と異なるモノクローナル抗体、例えばＡＣ－１に
よって認識されるエピトープと異なるエピトープを認識するＡＣ－２若しくはＡＣ－３若
しくはその２つの混合物（それぞれがＢＡＧタンパク質のアミノ酸配列３８５～３９９及
び５３３～５４７に対応する）等とすることができる第二抗体を用いることが可能である
。
【００３０】
　当業者は、上述のＢＡＧ３の捕獲及び／又は検出スキームのバリエーションを決定でき
るが、それらは、上記分析の好ましい具現化について記載されたものと異なるモノクロー
ナル又はポリクローナル抗体が使用されても、本発明に含まれる。例えば、上記方法は、
上述のモノクローナル抗体に由来する抗体、組み換え形態で発現したもの（例えばＳｃＦ
ｖ断片、ミニ抗体、二重特異性抗体等）又は例えばヒト化等によって修飾されたもの等の
使用を含む。
【００３１】
　一般に、可溶性ＢＡＧ３の検出は、サンドイッチスキームに従って行われており、ここ
では、血清中の可溶性タンパク質が、固相上に固定化された第一分子（捕獲工程中におけ
るＢＡＧリガンド）と相互作用し、次いで、既に捕獲リガンドに結合している可溶性ＢＡ
Ｇ３タンパク質を異なる部位のレベルにて結合することにより直接又は間接の比色又は蛍
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光検出を可能にする第二分子と相互作用する。その第二リガンドは、検出リガンドと称さ
れる。また、上記方法は、第一捕獲剤又は第二検出剤をマトリックス（固相とも呼ばれる
）、例えばマイクロタイタープレート又はビーズ又はチューブの壁に吸着、接着又は共有
結合させる分析の具現化を含む。
【００３２】
　或いは、可溶性ＢＡＧ３は、分子分離（例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥによる）と、例えばウ
エスタン・ブロット又は分子量に基づいて分離したタンパク質の配列決定による、その後
の抗体認識の後でも血清中で検出できる。
【００３３】
　提案した分析方法は、好ましくは同年代のグループにおける、健康な患者のグループか
ら心臓病患者のグループを分離することを可能にする。更に、それは、予後がより好まし
くないリスクのより高い患者（心不全）の亜集団を特定して、同一の心臓病患者を階層化
する。
【００３４】
　心臓疾患については、選択された心臓の病状、例えば狭心症、不安定狭心症、心筋梗塞
、心不全、急性冠動脈疾患、急性心不全、慢性心不全、薬物からの心臓障害等からなる群
から選択されるものが対象とされる。
【００３５】
　正常又は病的状態の特性を示す血清ＢＡＧ３の値は、それらが分析に用いたスキームに
よって変化し得るので、一例のみであるが、以下に報告される。可溶性ＢＡＧ３の濃度は
、平均で２．３８ｎｇ／ｍｌ±０：３２であるが、２１～４３歳のグループでは、ＢＡＧ
３の平均血清濃度は、３．１３ｎｇ／ｍｌ（±０．５０）であり、４４～６５歳のドナー
では１．８０ｎｇ／ｍｌ（±０．４０）である。
【００３６】
　（様々なタイプ及びグレードの）心臓疾患の臨床診断を受けた患者の血清には、４９～
８１歳に含まれる年齢範囲（平均年齢６８．０４±６．９）で可溶性ＢＡＧ３タンパク質
が存在し、検出されたＢＡＧ３の濃度は平均で８．３０ｎｇ／ｍｌ±０：５８である。
【００３７】
　膵臓腺癌によって影響される患者では、一般に、可溶性ＢＡＧ－３の濃度が１０ｎｇ／
ｍｌより高く、平均が１３０．８ｎｇ／ｍｌ（±５９．４）である。
【００３８】
　更なる態様によれば、本発明は、病的状態のマーカーとしての可溶性ヒトＢＡＧ３タン
パク質の使用に関係する。特に、上記病的状態は、心臓疾患であり、狭心症、不安定狭心
症、心筋梗塞、心不全、急性冠動脈疾患、急性心不全、慢性心不全、心臓の医原性損傷等
から選択され、又は膵臓腫瘍、好ましくは腺癌である。
【００３９】
　特定の理論に縛られるものではないが、膵臓細胞及び心筋細胞によるＢＡＧ３の分泌は
、心臓の場合には病原性発作から生じる又は膵臓腺癌の場合には酸素及び／又は他の栄養
素の欠乏から生じるストレスに対する「生理的」細胞応答を表すこともあり得る。
【００４０】
　加えて、本発明は、ＢＡＧ３が高度に保存されるタンパク質であるので、免疫系の標的
細胞、好ましくは哺乳動物のマクロファージを活性化するための可溶性ヒトＢＡＧ３タン
パク質の使用に関する。
【実施例】
【００４１】
実験パート
例１．親のハイブリドーマからのＡＣ－１、ＡＣ－２、ＡＣ－３クローンの単離
　モノクローナル抗体ＡＣ－１、２及び３を親のハイブリドーマ（２００２年１２月１７
日にジェノア先進バイオテクノロジーセンターにてＮｏ．ＰＤ０２００９として預けられ
、Ｕ．Ｓ．７，５３７，７６０に記載されている）からのサブクローニングにより単離し
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、培地上でのＥＬＩＳＡ分析によって選択した。
【００４２】
例２．心臓疾患を患う患者の血清から可溶性ＢＡＧ３タンパク質を精製する。
　慢性虚血性心疾患にかかる患者の血清をウエスタン・ブロッティングによって分析した
。７５ｋＤに対応するバンドをゲル溶出し（図１ａ参照）、トリプシン消化によって得ら
れた断片を質量スペクトル（ＭＡＬＤＩ／ＭＳ）によって分析し、「ＭＡＳＣＯＴ」ソフ
トウェアを介して同定した。一部のペプチド配列（図１ｂ）の分析は、ＢＡＧ３様のタン
パク質の同定を可能にした。
【００４３】
例３．ラットにおける心筋ストレスモデルの開発
　およそ２２０～２５０グラムの重さのあるスプラーグ・ドーリー雄ラット（Ｃｈａｒｌ
ｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｔａｌｙ）を、ペントバルビタール（
６０ｍｇ／ｋｇ）の経口での腹腔内注射により麻酔した。前開胸後、心臓を露出させ、下
行冠動脈の近位前方管の縫合を受けた。対照動物は、該動脈の結紮を除き、同一の手順を
受けた。その手順の翌日、少なくとも３５％の左心室を取り込む大きな梗塞の存在につい
ての経胸壁心エコー検査によって全生存者を選択した（ＩＭグループ）。次に、標準的な
手順によってラットを犠牲にし、免疫組織化学的手順のため、左心室をホルマリンで処置
した。その図は、コントロール及びＩＭグループを代表するＢＡＧ３タンパク質の発現デ
ータを示す。
【００４４】
　図２は、例１に記載されるＢＡＧ３特異的モノクローナル抗体を用いて得た免疫組織化
学の結果を示す：大動脈の一時的な閉塞による梗塞の誘発後、ラットからの心臓組織中に
、ＢＡＧ３タンパク質レベルの有意な増加が観察された。
【００４５】
　次いで、ウエスタンブロット分析は、ＰＥＩＴＣ（フェニルイソチオシアネート）によ
って誘発された酸化ストレスにさらされた心筋細胞の上澄み中に、ＢＡＧ３タンパク質が
放出されることを示した（図３）。
【００４６】
　この実験では、ラット心筋細胞を、集蜜８０％でプレートに蒔き、５％ＣＯ２雰囲気中
３７℃の血清がない培地中でインキュベートし、それを１０μＭのＰＥＩＴＣによって図
中に示す時間処置した。
【００４７】
　実験の終わりで、細胞を収集し、加工した。タンパク質溶解物を、細胞内ＢＡＧ３の発
現レベルを評価するために抗ＢＡＧ３抗体（ＴＯＳ－２及びＡＣ－１）と、負荷コントロ
ールとして用いた抗ＧＡＰＤＨ抗体とによるウエスタン・ブロットによって分析した（図
３Ａ）；図３Ｂでは、上澄みを集め、アセトン（１：９体積）を用いて沈殿させ、ウエス
タンブロッティングによって分析した。
【００４８】
　また、ＢＡＧ３の存在は、ＨｅｐＧ２（ヒト肝細胞癌）、Ｃ６（ラットグリア芽腫）、
Ｐａｎｃ－１（ヒト膵臓腺癌）、ＡＲＯ（未分化甲状腺癌）及びＨＴ－２９（結腸直腸腺
癌）細胞株の上澄み中でも検出された。試験された各種腫瘍細胞株によってＢＡＧ３は放
出されるが、ＨＵＶＥＣ（ヒト臍帯内皮細胞）等の正常な一次細胞の培地中では放出され
ない。
【００４９】
例４．血清中におけるＢＡＧ－３の測定のためのＥＬＩＳＡ試験の開発
　ＢＡＧ３タンパク質が心臓疾患を患う患者の血液中で検出できるか否かを試験するため
、標準物質として以下に記載されるように調製されたＢＡＧ３組み換えタンパク質を用い
るＥＬＩＳＡ試験を開発した。
【００５０】
　試験されたＢＡＧ－３特異的抗体の種々の組み合わせは以下の通りである：
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ａ）：
・ＢＡＧ３タンパク質のａａ１８～３３の配列（ＤＲＤＰＬＰＰＧＹＥＩＫＩＤＰＱ）を
認識するように設計された第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－１；
・免疫原として全組換えタンパク質（ＲｅｆＳｅｑ：ＮＰ＿００４２７２）を用いること
により開発され、代わりにＡＣ－１抗体によって捕捉されたＢＡＧ３タンパク質の検出物
質として使用されたＴＯＳ－２という名の第二ポリクローナル抗体；
ｂ）：
・第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－１；
・ＢＡＧ３タンパク質のａａ３８５～３９９の配列（ＳＳＰＫＳＶＡＴＥＥＲＡＡＰＳ）
を認識するように設計され、検出物資として使用されたＡＣ－２という名の第二モノクロ
ーナル抗体；
ｃ）：
・第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－１；
・ＢＡＧ３タンパク質のａａ５３３～５４７の配列（ＤＫＧＫＫＮＡＧＮＡＥＤＰＨＴ）
を認識するように設計され、検出物質として使用されたＡＣ－３という名の第二モノクロ
ーナル抗体；
ｄ）：
・第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－１；
・検出物質として使用されたＡＣ－２及びＡＣ－３の混合物；
ｅ）：
・第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－２；
・検出物質としての、ＡＣ－１、又はＡＣ－３、又はＡＣ－１及びＡＣ－３抗体の混合物
；
ｆ）：
・第一モノクローナル抗体クローンＡＣ－３；
・検出物質としての、ＡＣ－１、又はＡＣ－２、又はＡＣ－１及びＡＣ－２抗体の混合物
；
【００５１】
　試験した全ての組み合わせは、定量的に、ＥＬＩＳＡ試験によって、患者の血清中にお
ける可溶性ＢＡＧ－３の存在を確認することができる。図４中の説明に役立つ例は、３％
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が加えられた食塩水中に再構成された組み換えＢＡＧ３タ
ンパク質のスカラー濃度による較正曲線の展開を示す。
【００５２】
　上記組み換えタンパク質は、ＮＣＢＩ　ＰｕｂＭｅｄ配列：ＮＭ＿００４２８１．３ヒ
トのヌクレオチド１～２６０８に対応するＢＡＧ３タンパク質をコードするｃＤＮＡから
作られ、乳癌細胞株ＭＣＦ－７から得られたＲＮＡ全体からのＰＣＲによって増幅され、
次いで、制限酵素Ｎｃｏｌ／Ｘｈｏｌを用いて発現ベクターｐＥＴ３０ａ（＋）（Ｎｏｖ
ａｇｅｎ）中でクローン化された。
【００５３】
　得られた組み換えタンパク質を６つのヒスチジン残基に融合したものを大腸菌内で発現
させ、ＨｉｓＴｒａｐ　ＨＰカラム（ＧＥヘルスケア）を用いた親和性クロマトグラフィ
ーによって精製した。
【００５４】
　次いで、９６ウェルミクロプレートを、ＡＣ－１抗体を含有する溶液を加えることによ
り、機能化し、その後、非特異的な相互作用を防ぐため、遮断溶液を用いて処置した。そ
の後、組み換えタンパク質を図中に示す濃度で加え、ポリクローナル抗体ＴＯＳ－２によ
って示された。その信号は、ヒドロペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に結合した抗ウサギ二次
抗体の使用と、その後のＴＭＢ試薬（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＵＫ）の添加とによって
得られた。
【００５５】
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　上記分析は、心不全を患う患者の血清中における可溶性ＢＡＧ３タンパク質を分析する
のに有用であることが証明された。
【００５６】
例５．心臓疾患及び膵臓癌を患う患者の血清上でのＥＬＩＳＡ分析の検証
　どんな種類の顕在的な疾患をも患っていない対象におけるＢＡＧ３の血清濃度を調べる
ため、健康なドナーから血清を集めた。ドナーの年齢の範囲は２１～６５歳であった。検
出したＢＡＧ３の濃度は平均で２．３８ｎｇ／ｍｌ±０．３２であった。
【００５７】
　年齢に関係した濃度の差異がわずかにあった。具体的に、２１～４３歳の年齢グループ
では、ＢＡＧ３の平均血清濃度が３．１３ｎｇ／ｍｌ（±０．５０）であり、４４～６５
歳のドナーでは、それが１．８０ｎｇ／ｍｌ（±０．４０）である（図５）。
【００５８】
　次いで、可溶性ＢＡＧ３タンパク質の存在を分析するため、（様々なタイプ及びグレー
ドの）心臓疾患の臨床診断を受けた３８人の患者から血清を集めた。試験した患者の年齢
範囲は、４９～８１歳（平均年齢６８．０４±６．９）であった。検出したＢＡＧ３の濃
度は平均で８．３０ｎｇ／ｍｌ±０：５８である。
【００５９】
　心臓疾患を患う患者と健康なドナー間の差異は、全体と同年代の患者の双方で、非常に
有意なものである（図６）。
【００６０】
　更に、心不全にかかっている対象とかかっていない対象からなる心臓疾患を患う患者の
中から、２つの集団を認識し、図８に記載されるように、ＢＡＧ３タンパク質の異なる血
清レベルによって特徴付けられた。なお、図８は、非代償性でない心臓疾患を患う患者と
比較した心不全の診断を受けた患者におけるＢＡＧ３の血清濃度を図示する。
【００６１】
　更に、膵臓癌、結腸癌又は肺癌を患う幾人かの患者においても可溶性ＢＡＧ３の血清レ
ベルを測定した。以下の表１に示されるように、膵臓癌を患う患者のみにおいて、７０ｎ
ｇ／ｍｌを超える血清レベルが測定された。
【００６２】
【表１】

【００６３】
例６．ＥＬＩＳＡ分析の感度及び特異性の決定
　次いで、心不全を患う患者におけるＢＡＧ３タンパク質の検出のためのＥＬＩＳＡ分析
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の感度及び特異性の値を明確にするため、得られたデータを統計分析のプログラムを介し
て分析した。
【００６４】
　カットオフ値として２．７６ｎｇ／ｍｌを用い、感度及び特異性の値はそれぞれ８３．
３％及び７７．０８％であり、陽性及び陰性予測値はそれぞれ７５％及び８８．１％であ
る。図７は、示されたカットオフで得たＲＯＣ曲線を示す。
【００６５】
例７．可溶性ＢＡＧ３タンパク質の機能活性の特徴付け
　血清中に放出されたタンパク質の血球上での役割の可能性を決定するため、組み換えＢ
ＡＧ３タンパク質をマクロファージ活性化分析に用いた。このため、マウス単球Ｊ７７４
細胞株を、陽性コントロールとしてリポ多糖（ＬＰＳ）等の炎症促進剤を用い、異なる濃
度の組み換えＢＡＧ３タンパク質によって処置した。Ｊ７７４細胞を集蜜６０％にてプレ
ート上に蒔き、濃度が２５０、５００ｎｇ／ｍｌ及び１ｍｇ／ｍｌの組み換えＢＡＧ３タ
ンパク質と共に又はそれを濃度が１０ｎｇ／ｍｌのＬＰＳと組み合わせたものと共に２４
時間インキュベートした。
【００６６】
　実験の終わりで、細胞を収集し、加工した。タンパク質溶解物を、酵素の発現レベルを
評価するために抗ｉＮＯＳ抗体（ｉＮＯＳ：誘導型一酸化窒素合成酵素）を用い、また、
負荷コントロールとして使用されるＧＡＰＤＨに対する抗体を用いたウエスタン・ブロッ
トによって分析した。そのデータを図９ａ）に示す。
【００６７】
　更に、培地中の亜硝酸塩の生成は、単球活性化と相関しており、Ｇｒｉｅｓｓ試薬（１
％スルファニルアミド、０．１％ナフチルエチレンジアミン、５％リン酸）を用いて検証
され、ベックマンＤＵ－６２分光光度計において５５０ｎＭにて測定した（図９ｂ）。
【００６８】
　図９ｂ）は、組み換えタンパク質が、５００ｎｇ／ｍｌの濃度にて、コントロール（未
処置細胞からなる）と比べて亜硝酸塩の生成を３倍に増大させることを示す（ｐ＜０．０
０１）；更に、その活性は用量依存的である（図９ａ及びｂ）。
【００６９】
　次いで、ＢＡＧ３組み換えタンパク質を、フルオロタグＦＩＴＣ結合キット（Ｓｉｇｍ
ａ）を用い、ＦＩＴＣに結合させた。等しい量のＢＳＡ－ＦＩＴＣ（陰性コントロール）
及びｒＢＡＧ３－ＦＩＴＣを培地に１時間加えた。次に、細胞を３．７％ホルムアルデヒ
ド溶液によって固定し、ＺｅｉｓｓＬＳＭ共焦点顕微鏡によって分析した。
【００７０】
　Ｊ７７４細胞表面へのＢＡＧ３タンパク質の結合は、フルオロフォアと結合した組み換
えタンパク質の使用により確認された（図１０）。ＢＡＧ３結合は、他のタンパク質、例
えばＢＳＡがＢＡＧ３の代わりに使用された場合に観察されないため、特異的である。
【００７１】
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【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未知の生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３タンパク質の存在及び／又は濃度を検出
する方法であって、
　ａ．血清又は血漿からなる生体サンプルを得る工程と、
　ｂ．前記生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３の存在又は濃度値を決定する工程と、
　ｃ．前記サンプルから得られた値を基準値又は生体基準サンプルから得られた値と比較
する工程と、
　ｄ．任意には、類似の値の更なるグループ分け又は統計的に異なる平均値を持つグルー
プへの分割を決定する工程と、
　ｅ．可溶性ＢＡＧ３の存在及び／又はレベルを病的状態と結び付ける工程と
　を含む方法。
【請求項２】
　前記病的状態が、心臓疾患又は膵臓癌の病状からなる群から選択される、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　決定工程ｂ）が、可溶性ＢＡＧ３に対して特異的なリガンドを用いて行われる、請求項
１に記載の方法。
【請求項４】
　前記生体サンプルがヒト由来のものである、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　抗凝固物質を前記生体サンプルに加える、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記特異的なリガンドが抗体である、請求項３～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　決定工程ｂ）が、モノクローナル、ポリクローナル若しくは組み換えの抗ＢＡＧ３抗体
又はそれらの断片（ｓｃＦｖ、二重特異性抗体、ミニ抗体）を用いて行われる、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体が、モノクローナルであり、ＢＡＧ３一次配列のアミノ酸配列１８～３３、３
８５～３９９若しくは５３３～５４７からなる群から選択される少なくとも１種のＢＡＧ
３エピトープを認識するか、又はヒト化された若しくは組み換えにより修飾されたその組
み換え誘導体である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体又はリガンドが、フルオロフォア、発色団又は基質を発色団に変換できる酵素
で標識されている、請求項３～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　決定工程ｂ）が、ＢＡＧ３捕獲リガンド及び検出リガンドによるサンドイッチＥＬＩＳ
Ａを用いて行われ、ここで、一番目及び二番目がモノクローナル抗体であり、第二抗体が
、使用した捕獲抗体によって認識されるものと異なるエピトープを認識するか又は複数の
モノクローナル抗体の混合物である、請求項３～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記病的状態が心臓疾患である、請求項６～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記心臓疾患（工程（ｅ））が、狭心症、梗塞前狭心症、心筋梗塞、心不全、急性冠動
脈疾患、急性心不全、慢性心不全又は医原性心臓疾患からなる群から選択される、請求項
１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　酸化ストレスと関連した病的状態の血清マーカーとしての、ヒト可溶性ＢＡＧ３タンパ



(22) JP 2013-513101 A 2013.4.18

ク質の使用。
【請求項１４】
　前記病的状態が心臓疾患又は膵臓癌である、請求項１３に記載の使用。
【請求項１５】
　前記心臓疾患が、狭心症、梗塞前狭心症、心筋梗塞、心不全、急性冠動脈疾患、急性心
不全、慢性心不全及び医原性心臓疾患からなる群から選択される、請求項１４に記載の使
用。
【請求項１６】
　血清からなる生体サンプル中における可溶性ＢＡＧ３を検出し及び該可溶性ＢＡＧ３に
投薬するための、並びに癌又は心臓病患者の病的状態を特定するためのキットであって、
（ＢＡＧ３一次配列についての）アミノ酸配列１８～３３、３８５～３９９若しくは５３
３～５４７からなる群から選択されるＢＡＧ－３エピトープを認識する少なくとも１種の
抗体又はそのヒト化された若しくは組み換えにより修飾された組み換え誘導体と、前記サ
ンプルに投薬するための標準ＢＡＧ３タンパク質とを備えるキット。
【請求項１７】
　前記標準ＢＡＧ３タンパク質が組み換え体である、請求項１６に記載のキット。
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