
(57)【要約】
本発明は、基質として AZTまたはチミジンの 3'誘導体を用いることにより、チミジンキナ
ーゼ 1活性との反応で形成されたリン酸化産物を決定することにより、低レベルの活性を
有するサンプルのルーチン分析のための、ヒト体液または動物体液および組織 /細胞抽出
物においてチミジンキナーゼ 1活性の安全で迅速、正確かつ特異的な決定を可能にする新
規な方法に関する。本発明は、さらに癌などの疾患の診断、モニタリングおよび予防のた
めの前記方法の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測
定 す る 方 法 で あ っ て 、 リ ン 酸 供 与 体 お よ び 緩 衝 液 系 の 存 在 下 で 、 前 記 サ ン プ ル と 、 チ ミ ジ
ン の 3'-誘 導 体 で あ る 、 前 記 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1の 基 質 と を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ お よ び 形 成
さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 当 該 量 が 前 記 チ
ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 に 関 連 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 TK1の 基 質 が 、 式 I
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 の 3'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン 誘 導 体 で あ っ て 、
　 式 中 、 Rは 、 限 定 は し な い が 、 NH 2 、 NHCOCH 3 、 SC 2 H 5 、 OC 2 H 5 、 OBn、 N 3 、 NO 2 、 OCOCH 3 、 O
SO 2 CH 3 お よ び F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 】
　 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 が AZTで あ り 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 が AZTMPで あ る 請
求 項 1お よ び 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 形 成 さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 、 形 成 さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ
ン 酸 化 3'-誘 導 体 と 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 と 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も 1
種 の 抗 体 と を 反 応 さ せ て 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 含 む 免 疫 学 的 方 法 に よ り 測 定 す る 請
求 項 1か ら 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 、 化 学 発 光 法 を 用 い て 免 疫 学 的 方 法 に よ っ て 測
定 す る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 形 成 さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (E
LISA)に よ り 測 定 す る 請 求 項 4ま た は 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 緩 衝 液 が 、 少 な く と も ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル (DTE)、 ATP、 MgCl 2 お よ び HEPESま た は
ト リ ス を 含 み 、 6.5か ら 8.0ま で の pHを 示 す 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (UMP)が 、 前 記 緩 衝 液 に 含 ま れ る 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 基 質 が 、 少 な く と も 0.4μ Mの 濃 度 で 存 在 す る 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 リ ン 酸 供 与 体 が 、 0.1～ 10mMの 濃 度 で 存 在 す る 請 求 項 1か ら 6の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 高 い レ ベ ル の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 に 伴 う 疾 患 の 診 断 の た め の 請 求 項 1か ら 10の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 癌 ま た は 腫 瘍 を 診 断 し 、 癌 ま た は 腫 瘍 の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 請 求 項 11に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 癌 が 、 血 液 癌 、 乳 癌 、 消 化 器 系 癌 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 12に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 慢 性 リ ン パ 球 白 血 病 に お け る 疾 患 進 行 の リ ス ク の 高 い 患 者 の
サ ブ グ ル ー プ を 同 定 す る た め の 請 求 項 11に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 a)ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ ;b)請 求 項 1か ら
10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る た め に サ ン プ
ル を ア ッ セ イ す る ス テ ッ プ ;お よ び c)チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 の 量 を ヒ ト ま た は 動 物 の 臨 床
状 態 と 関 連 付 け る ス テ ッ プ を 含 む 、 高 レ ベ ル の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 有 す る こ と を 特
徴 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 を 診 断 お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ す る た め
の in vitroの 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 a)チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 ;b)リ ン 酸 供 与 体 ;c)緩 衝 液 ;お よ び d)チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-
誘 導 体 と 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も 1種 の 抗 体 を 含 む 、 高 レ ベ ル の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1
活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 を in vitroで 診 断 お よ び /ま
た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 が AZTで あ り 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 が AZTMPで あ る 請
求 項 16に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 さ ら に UMPを 含 む 請 求 項 16ま た は 17に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 試 薬 を 、 容 器 内 に 一 緒 に 詰 め る 請 求 項 16か ら 18の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 低 レ ベ ル の 活 性 を 有 す る サ ン プ ル の ル ー チ ン 分 析 の た め の 、 ヒ ト ま た は 動 物
の 体 液 お よ び 組 織 /細 胞 抽 出 物 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 迅 速 、 正 確 か つ 特 異 的 に 測 定
す る こ と を 可 能 に す る 新 規 な 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 癌 な ど の 疾 患 の 診 断 、 モ ニ
タ リ ン グ お よ び 予 防 の た め の 前 記 方 法 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 臨 床 実 践 に お い て 、 腫 瘍 診 断 は 多 く の 意 義 を 有 し て い る 。 い く つ か の パ ラ メ ー タ 、 例 え
ば 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 速 度 を 測 定 す る た め の 手 段 と し て の 腫 瘍 に お け る S期 細 胞 (す な わ ち 、
DNA合 成 細 胞 )の 相 対 比 は 、 腫 瘍 診 断 な ら び に 腫 瘍 疾 患 の モ ニ タ リ ン グ お よ び 予 後 に 関 し て
極 め て 価 値 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 初 期 の 古 典 的 方 法 は 、 同 位 体 標 識 DNA前 駆 体 、 例
え ば 、 チ ミ ジ ン 、 5-ヨ ー ド -デ オ キ シ ウ リ ジ ン 、 5-ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 り 込 み に
基 づ い て い る (1)。 当 業 界 に 知 ら れ た 他 の 関 連 す る 方 法 は 、 比 較 的 多 数 の 細 胞 を 必 要 と し
、 複 雑 な 手 法 お よ び 高 価 な 装 置 を 必 要 と す る 1細 胞 当 た り の DNA量 を フ ロ ー カ イ ト メ ト リ ー
で 測 定 す る 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 酵 素 /蛋 白 質 マ ー カ ー 類 の 定 量 の た め の 免 疫 学 的 方 法 が
用 い ら れ る 。 S期 お よ び G2期 細 胞 に 、 ま た 、 あ る 程 度 は G1期 細 胞 に も 見 ら れ る Ki(MIB)-抗
原 お よ び PCNA(2)-蛋 白 質 を 含 む 前 記 マ ー カ ー 類 は 、 増 殖 細 胞 に 主 と し て 発 現 さ れ る こ と が
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知 ら れ て い る 。 残 念 な が ら 、 こ れ ら の 抗 原 に 基 づ く 方 法 は 、 DNA合 成 細 胞 に 対 す る 特 異 性
が 欠 如 し て お り 、 ま た こ れ ら の 抗 原 が 体 液 中 に 生 じ な い た め に 、 適 用 が 限 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1(TK1、 ATP:チ ミ ジ ン 5'-ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )は 、 増 殖 細 胞 の
み に 見 ら れ る 細 胞 質 内 酵 素 で あ る 。 TK1は 、 γ -リ ン 酸 基 を ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 か ら チ ミ
ジ ン ま た は デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 5'-ヒ ド ロ キ シ ル 基 に 移 し 、 得 ら れ た 産 物 は 次 い で 、 DNA前
駆 体 に リ ン 酸 化 さ れ る (3～ 13)。 TK1活 性 は 、 後 期 G1期 に 始 ま り 、 S期 で は DNA合 成 の 増 加 に
伴 っ て 上 昇 し 、 有 糸 分 裂 期 に 消 失 す る (4、 11～ 13)。 TK1活 性 の 変 化 は 、 Wintersberger(13
)に よ り 概 説 さ れ た TK1プ ロ モ ー タ ー の S期 に 部 分 的 に よ る が 、 翻 訳 後 の 機 構 も ま た 、 機 能
的 TK1の レ ベ ル に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 記 酵 素 は 、 細 胞 周 期 の S期 の 間 に 発 現 さ れ る 限 定 的 発 現 パ タ ー ン を 示 す (3～ 4)の で 、 T
K1は 、 サ ン プ ル 中 の S期 細 胞 数 を 定 量 す る た め の 信 頼 で き る 感 受 性 マ ー カ ー と し て 使 用 さ
れ て い る 。 TK1活 性 は 、 DNA中 へ の 同 位 元 素 取 り 込 み に 基 づ く 方 法 の 前 提 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 TK1は 、 チ ミ ジ ン ま た は デ オ キ シ ウ リ ジ ン (dUrd)の 誘 導 体 も リ ン 酸 化 す る 。 特 に 、 TK1は
、 ピ リ ミ ジ ン 環 の 5'位 、 お よ び リ ボ ー ス の 3'位 (6～ 9)で 修 飾 さ れ た 類 縁 体 、 例 え ば 、 3'-
フ ル オ ロ -3'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン (ア ル ビ ジ ン )、 3'-ア ジ ド -3'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン (ジ ド ブ ジ
ン 、 AZT、 抗 HIV化 合 物 )(6～ 8)お よ び 5-フ ル オ ロ dUrd、 5-ブ ロ モ dUrdお よ び 5-エ チ ル dUrd
な ど の 5-置 換 dUrd類 縁 体 を リ ン 酸 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 真 核 細 胞 は ま た 、 チ ミ ジ ン お よ び デ オ キ シ ウ リ ジ ン を リ ン 酸 化 す る 第 2の 酵 素 、 す な わ
ち ミ ト コ ン ド リ ア の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ TK2(15、 16)を 発 現 す る こ と が で き 、 こ の 酵 素 に よ
り 、 S期 細 胞 に お け る TK活 性 を 測 定 す る 方 法 が 複 雑 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ミ ト コ ン ド リ ア の DNA合 成 に お い て あ る 役 割 を 有 す る TK2は (16)、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 細 胞 局
在 化 (蛋 白 質 は ミ ト コ ン ド リ ア に 輸 送 さ れ る (15))お よ び TK1か ら の 発 現 プ ロ フ ィ ル が 異 な
る 。 ま た 、 TK2の 基 質 特 異 性 は 、 TK1と は 異 な り 、 例 え ば 、 チ ミ ジ ン 類 縁 体 AZTは 、 TK1と 比
べ 顕 著 に 低 レ ベ ル で TK2に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る (6、 7)。 5-ヨ ー ド Urdな ど の い く つ か の dU
rd類 縁 体 は 、 TK2に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る が 、 デ オ キ シ シ チ ジ ン お よ び 関 連 類 縁 体 (6、 7)
も ま た リ ン 酸 化 さ れ る 。 要 約 す る と 、 TK2は 、 ミ ト コ ン ド リ ア DNA前 駆 体 の 合 成 に と っ て 必
須 な 役 割 を 演 じ 、 細 胞 増 殖 に 関 連 す る 疾 患 で は な く て ミ ト コ ン ド リ ア 疾 患 の あ る 一 定 の 形
態 に も 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 血 清 中 TK濃 度 は 、 市 販 の 高 感 受 性 1 2 5 I-dUrdア ッ セ イ (TK-REA)を 用 い て 測 定 さ れ て き た
。 こ の ア ッ セ イ は 、 無 再 発 性 生 存 な ら び に 全 生 存 に 関 す る 予 後 情 報 を 提 供 し 、 ま た あ る 場
合 に は 療 法 の 選 択 を 助 け る 癌 診 断 に お け る 役 割 が 証 明 さ れ て い る (17～ 24)。 最 近 、 高 い 血
清 TK濃 度 が 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 に お い て 疾 患 進 行 の リ ス ク の 高 い サ ブ グ ル ー プ の 患 者 を
同 定 す る た め に 使 用 さ れ て い る (18)。 多 数 の 乳 癌 患 者 を モ ニ タ リ ン グ し て い る フ ラ ン ス で
の 一 連 の 調 査 に お い て 、 細 胞 基 質 の TK1濃 度 は 、 前 記 疾 患 の 進 行 に 関 す る 最 良 の 予 測 マ ー
カ ー で あ る こ と が 立 証 さ れ た (20～ 24)。 現 行 の 商 用 ア ッ セ イ の 有 用 性 に つ い て は 問 題 は な
い が 、 I 1 2 5 の 使 用 に 関 連 し た あ る 種 の 不 利 益 を 有 す る 。 す な わ ち 、 時 間 が か か り 、 取 り 扱
い も 比 較 的 複 雑 で あ る こ と で あ る 。 第 2に 、 前 記 ア ッ セ イ は 、 TK1と TK2と を 識 別 せ ず 、 そ
の 結 果 、 サ ン プ ル 中 の TK2活 性 も 測 定 す る こ と と な り 、 あ る 場 合 に は 、 偽 陽 性 結 果 を 生 じ
る 。 第 3に 、 血 清 サ ン プ ル に 見 ら れ 、 腫 瘍 疾 患 に お い て 様 々 な 濃 度 で 生 じ る (27、 28)チ ミ
ジ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ウ リ ジ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ が 存 在 す る と 、 こ れ ら の 酵 素 が 1 2 5 I-d
Urdを デ オ キ シ リ ボ ー ス お よ び 塩 基 に 分 解 す る た め 、 TK-REAア ッ セ イ に お い て 偽 陰 性 結 果
を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 連 の 最 近 の 刊 行 物 は 、 TK1に 対 す る 抗 体 の 産 生 お よ び 使 用 を 記 載 し て い る (28～ 35)。
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残 念 な が ら 、 TK1レ ベ ル に 基 づ く 免 疫 学 的 方 法 は 、 酵 素 ベ ー ス ア ッ セ イ シ ス テ ム と 比 較 し
て 感 度 が 不 足 し て い る た め 、 正 常 な 対 象 に 見 ら れ る 低 濃 度 の TK1を 測 定 す る た め の 免 疫 学
的 ア ッ セ イ の 使 用 を 不 可 能 に し て い る 。 第 2の 問 題 と し て 、 TK1抗 体 は 、 TK1の 活 性 (未 変 化
の )形 態 お よ び 不 活 性 (分 解 さ れ た )形 態 と 反 応 す る 。 さ ら に 、 天 然 に 生 じ る TK1の 修 飾 は 、
異 な る TK1抗 体 と の 反 応 性 を 変 え 得 る 。 TK1は 、 活 性 な 安 定 多 量 体 の 形 態 と し て 血 清 中 に 認
め ら れ る と 記 載 さ れ て い る が (36)、 恐 ら く そ の 形 態 は 、 破 壊 さ れ た 増 殖 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す
る 。 TK1の 数 種 の エ ピ ト ー プ は こ の 立 体 配 座 形 体 内 で マ ス ク さ れ 、 抗 体 ベ ー ス ア ッ セ イ の
質 を 変 え て い る 可 能 性 が あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 The Immunoassay Handbook、 David Wild編 、 The Macmillian Press社 、
1994年
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 現 在 用 い ら れ て い る 酵 素 ベ ー ス ア ッ セ イ に 関 す る 1つ の 問 題 と し て は 、 反 応 速 度 を 最 大
に す る た め に は 、 高 濃 度 (mM)の リ ン 酸 供 与 体 ATPが 必 要 な こ と で あ る 。 さ ら に 前 記 方 法 は
、 時 に は 不 満 足 な 結 果 を 生 じ る 抽 出 物 か ら 反 応 生 成 物 を 分 離 し な け れ ば な ら な い の で (17)
、 取 り 扱 い が 比 較 的 複 雑 で あ る 。 し た が っ て 、 TK1を 特 異 的 に 測 定 す る 酵 素 ベ ー ス の 方 法
に 対 し 、 確 か な 必 要 性 が あ り 、 そ の 方 法 は 、 非 放 射 測 定 技 法 に 基 づ き 、 迅 速 で 安 全 か つ 再
現 性 が な け れ ば な ら な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 は 、 TK1の 基 質 と し て チ ミ ジ ン の
3'-誘 導 体 を 用 い る こ と に よ り 、 ま た TK1活 性 に 関 連 す る チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体
の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 迅 速 、 安 全 か つ 再 現 性 と な り 得 る こ と が 現 在 判 明 し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 第 1の 実 施 形 態 に お い て 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ
ル 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 リ ン 酸 供 与 体 お よ び 緩 衝 液 系 の
存 在 下 で 、 前 記 サ ン プ ル と 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 で あ る 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1に 関 す る 基
質 と を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ お よ び 形 成 さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 測 定
す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 前 記 の 量 が チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 関 連 し て 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1(TK1)と は 、 ATP:チ ミ ジ ン 5'-ホ ス ホ ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ と し て 知 ら れ て い る 酵 素 を 言 う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 と 関 連 す る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 サ ン プ ル と は 、 好 ま し く は 血 清 お よ び /ま た は
血 漿 サ ン プ ル を 言 う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 細 胞 基 質 を 含 む 細 胞 サ ン プ ル を 言 う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 組 織 サ ン プ ル は 、 固 形 組 織 生 検 を 言 う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に 関 連 す る リ ン 酸 供 与 体 と は 、 リ ン 酸 基 を 基 質 に 移 す の に 好 適 な ヌ ク レ オ シ ド 三
リ ン 酸 を 言 う 。 特 に 、 本 発 明 に 関 連 す る リ ン 酸 供 与 体 と は 、 ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (ATP)ま
た は シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (CTP)を 言 い 、 ATPが 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 緩 衝 系 と は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 方 法 を 実 施 す る の に 好 適 な 緩 衝 液
を 言 う 。 好 適 に は 、 緩 衝 液 は 、 少 な く と も ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル (DTE)、 ATP、 MgCl 2 お よ
び HEPESま た は ト リ ス を 含 む 。 特 に 、 緩 衝 液 は 、 ATPの 濃 度 の 少 な く と も 2倍 の 濃 度 で 6.8～
8.0の 範 囲 の pHを 有 す る 10～ 100mMの HEPESま た は ト リ ス 、 1～ 30mMの DTE、 0.2～ 8mM ATPお
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よ び MgCl 2 を 含 む 。 好 ま し く は 、 ATPと 結 合 す る Mg 2 + に 競 合 し な い 緩 衝 液 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1(TK1)に 関 す る 基 質 と は 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 を
言 う 。 特 に こ れ は 、 式 I
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
の 3'-デ オ キ シ -チ ミ ジ ン 誘 導 体 を 言 い 、
式 中 、 Rは 、 限 定 は し な い が 、 NH 2 、 NHCOCH 3 、 SC 2 H 5 、 OC 2 H 5 、 OBn、 N 3 、 NO 2 、 OCOCH 3 、 OSO

2 CH 3 お よ び Fか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 は 、 3'-ア ジ ド -3'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン (AZT、 INN:ジ ド ブ ジ ン )お よ
び 3'-フ ル オ ロ -3'デ オ キ シ チ ミ ジ ン (INN:ア ロ ブ ジ ン )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が 特
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 チ ミ ジ ン の リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 と は 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導
体 を 言 う 。 AZTMP(AZTの 5'-一 リ ン 酸 )は 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 AZTは 、 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 と し て 機 能 す る 重 要 な 抗 HIV薬 剤 で あ る 。 チ ミ ジ ン と ほ ぼ 同 一
の 相 対 効 率 を 有 す る TK1に 対 す る 良 好 な 基 質 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る (8、 37)。 AZTで
処 理 し た 細 胞 で は 、 TK2は AZTを リ ン 酸 化 す る 能 力 が 低 い の で 、 AZTは 、 TK1に よ っ て 選 択 的
に リ ン 酸 化 さ れ る (6、 7)。 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ に よ り 触 媒 さ れ る カ ス ケ ー ド に お け る 次 の ス
テ ッ プ は 、 極 め て 非 効 率 的 で あ る の で (8、 37)、 産 物 AZTMP(AZTの 5'-一 リ ン 酸 塩 )が 蓄 積 さ
れ る 。 AZTお よ び AZTMPは 、 血 清 ま た は 細 胞 抽 出 物 に お い て 安 定 な 代 謝 物 で あ り 、 チ ミ ジ ン
ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 基 質 と し て AZTを 使 用 し な い (27)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 AZTお よ び AZTMPに 対 す る 抗 体 は 調 製 さ れ て お り 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら 血 清 お よ び 抽 出 物
に お い て こ れ ら の 化 合 物 の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 臨 床 的 設 定 に お い て 使 用 さ れ て い る (3
8、 39)。 し か し な が ら 、 TK1活 性 を 測 定 す る た め の AZT特 異 的 お よ び AZTMP特 異 的 抗 体 の 使
用 は 、 今 ま で 報 告 さ れ て い な か っ た 。 さ ら に 、 血 清 TK用 の 基 質 と し て 、 チ ミ ジ ン 、 特 に AZ
Tの 3'-誘 導 体 を 使 用 す る こ と は 現 況 技 術 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 驚 く べ き こ と に こ こ で 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 、 特 に AZTは 、 血 清 TK1の 選 択 的 、 効 率 的
か つ 安 定 な 基 質 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 第 2の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 基 質 が 式 Iに 示 さ れ る 3'-デ オ キ シ -チ ミ ジ ン 誘 導
体 で あ る 前 に 開 示 さ れ た 方 法 が 開 示 さ れ 、 式 中 Rは 、 限 定 は し な い が 、 NH 2 、 NHCOCH 3 、 SC 2
H 5 、 OC 2 H 5 、 OBn、 N 3 、 NO 2 、 OCOCH 3 、 OSO 2 CH 3 お よ び Fか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活
性 を 測 定 す る た め の 方 法 を 用 い て 、 5'-リ ン 酸 化 3'-チ ミ ジ ン 誘 導 体 を 生 成 さ せ 、 前 記 5'-
リ ン 酸 化 3'-チ ミ ジ ン 誘 導 体 の 量 は 、 前 記 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 に 関 連 す る 。 TK1を 含 む サ
ン プ ル を 、 リ ン 酸 供 与 体 お よ び 緩 衝 液 系 の 存 在 下 で AZTと 反 応 さ せ る 場 合 に お い て 、 AZTMP
(AZTの 5'-一 リ ン 酸 )が 生 成 さ れ 、 形 成 さ れ た AZTMPの 量 は 、 使 用 さ れ た サ ン プ ル 中 の TK1活
性 に 関 連 す る 。 形 成 さ れ た 5'-リ ン 酸 化 3'-チ ミ ジ ン 誘 導 体 の 量 は 、 任 意 の 好 適 な 方 法 、 特
に 前 記 5'-リ ン 酸 化 3'-チ ミ ジ ン 誘 導 体 に 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 用 い て 免 疫 学 的 方 法 に よ り
測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 第 3の 実 施 形 態 に お い て 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 は 、 AZTで あ り 、 チ ミ ジ ン の 5'-
リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 は 、 AZTMPで あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 4の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン
プ ル 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る も の で あ っ て 、 こ の 方 法 は 、 リ
ン 酸 供 与 体 お よ び 緩 衝 液 系 の 存 在 下 で 、 前 記 サ ン プ ル と 、 基 質 が チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 で
あ る 前 記 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1に 関 す る 基 質 と を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ お よ び 、 形 成 さ れ た チ
ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 を 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 と 選 択 的 に 反 応 で き
る 少 な く と も 1種 の 抗 体 と 反 応 さ せ て 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 含 む 免 疫 学 的 方 法 に よ
り 、 形 成 さ れ た チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 の
量 は 前 記 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 前 記 実 施 形 態 の 変 法 に お い て 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ
ン プ ル 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 請 求 さ れ て お り 、 こ の 方 法 は 、 リ ン
酸 供 与 体 お よ び 緩 衝 液 系 の 存 在 下 で 前 記 サ ン プ ル と 、 基 質 が AZTで あ る 前 記 チ ミ ジ ン キ ナ
ー ゼ 1に 関 す る 基 質 と を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ お よ び AZTMPと 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も
1種 の 抗 体 と AZTMPを 反 応 さ せ て 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 含 む 免 疫 学 的 方 法 に よ り 、 リ
ン 酸 化 AZT(AZTMP)量 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 の 量 は 前 記 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性
に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 複 合 体 と は 、 抗 原 抗 体 複 合 体 を 言 う 。 特 に 、 こ れ は 、 チ ミ ジ ン の
5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 と そ の 特 異 的 抗 体 を 含 む 複 合 体 を 言 う 。 免 疫 複 合 体 は 、 AZTMPと AZT
MPに 特 異 的 な 抗 体 を 含 む こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 免 疫 学 的 方 法 と は 、 免 疫 化 学 に 基 づ く 分 析 法 を 言 い 、 特 に こ れ
は 、 抗 原 抗 体 反 応 を 言 う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 学 的 方 法 は 、 限 定 さ れ な い が 、 ラ ジ オ イ
ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ (EIA)、 固 相 技 法 と 組 み 合 わ せ た 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ
(ELISA)、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ ま た は 化 学 発 光 ア ッ セ イ な ど の 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む [The Immu
noassay Handbook、 David Wild編 、 The Macmillian Press社 、 1994年 ]。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ は 、 第 1に 、 調 べ る サ ン プ ル を 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 に 選 択
的 な 抗 体 に 曝 露 し 、 第 2に 、 検 出 し 、 第 3に 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 に 結 合 す る
抗 体 量 を 定 量 す る こ と に よ り 好 適 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 本 態 様 の 変 法 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ は 、 第 1に 、 調 べ る サ ン プ ル を AZTMPに 選
択 的 な 抗 体 に 曝 露 し 、 第 2に 、 検 出 し 、 お よ び 第 3に 、 AZTMPに 結 合 す る 抗 体 量 を 定 量 す る
こ と に よ り 好 適 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ に お い て 、 検 出 お よ び 定 量 は 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体
、 例 え ば AZTMPに 特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い て 、 ま た は 一 次 的 抗 体 に 特 異 的 な 二 次 的 標 識 抗
体 と 組 み 合 わ せ て 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 、 例 え ば AZTMPに 特 異 的 な 非 標 識 抗
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体 を 用 い て 当 業 界 に 知 ら れ た 方 法 に て 直 接 ま た は 間 接 的 に 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 変 法 に お い て 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 を 測 定 す る
た め に 用 い ら れ る 前 記 抗 体 を 標 識 化 す る 。 本 発 明 の 他 の 変 法 に お い て 、 前 記 抗 体 は 標 識 化
せ ず 、 検 出 お よ び 定 量 は 、 一 次 的 非 標 識 抗 体 に 特 異 性 を 有 す る 標 識 さ れ た 二 次 的 抗 体 を 用
い て 実 施 さ れ る 。 前 記 免 疫 学 的 方 法 の 両 変 法 の 取 り 扱 い と 手 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る
[The Immunoassay Handbook、 David Wild編 、 The Macmillian Press社 、 1994年 ]。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 チ ミ ジ ン の 5'-
リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 を 認 識 し 、 結 合 す る 能 力 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 チ ミ ジ ン の 5
'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 AZTMPに 特 異 的 な 抗 体 は 、 AZTMPを 認 識 し 、 結 合 す る 能 力 を 有 す る 蛋 白
質 で あ る 。 AZTMPに 特 異 的 な 抗 体 は 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 。 AZTMPに 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特 に 好 ま し い 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 当 業 界 に 知 ら れ て い る か 、 ま た は 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 (例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ て い る )に 従 っ て 調 製 し 得 る 。 前 記 抗 体 は 、 AZTMPと 選 択 的 に 反 応 す る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 検 出 お よ び 定 量 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 好 適 な 標 識 、
す な わ ち 、 放 射 活 性 お よ び 非 放 射 活 性 、 特 に 、 蛍 光 染 料 、 酵 素 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ ま た は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 化 学 発 光 化 合 物 ま た は 放 射 標 識 、 例 え ば 3 Hま た は 1 2 5 I
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 標 識 を 用 い る こ と に よ り 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン
プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ て お り 、 こ の 方 法 は 、 リ ン 酸 供 与 体 お よ び 緩
衝 液 系 の 存 在 下 で 、 前 記 サ ン プ ル と 、 基 質 が チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 で あ る 前 記 TK1の 基 質 と
を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ お よ び 化 学 発 光 を 用 い る 免 疫 学 的 方 法 に よ り チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸
化 3'-誘 導 体 の 量 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 変 法 に お い て 、 免 疫 学 的 方 法 は 、 好 適 な 固 相 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 本 発 明 に よ
れ ば 、 好 適 な 固 相 と は 、 ガ ラ ス お よ び プ ラ ス チ ッ ク 粒 子 を 言 う 。 特 に こ れ は 、 磁 気 性 粒 子
、 チ ュ ー ブ 、 ウ ェ ル お よ び マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 言 う 。 特 に こ れ は 、 ELISA技 法 に
慣 例 上 用 い ら れ る ポ リ ス チ レ ン か ら 作 製 さ れ る 慣 例 的 な 商 用 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を
言 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液
ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ て お り 、 チ ミ ジ ン
の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 の 量 は 、 ELISAに よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ELISAは 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 任 意 の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ
イ を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 変 法 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織
サ ン プ ル 中 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 特 に 好 ま し く 、 AZTMPの 量 は 、 ELIS
Aに よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 免 疫 学 的 方 法 の 他 の 変 法 に お い て 、 固 相 は 、 二 次 的 抗 体 に よ り 前 処 理 さ れ 、 好 適 な
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ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 蛋 白 質 溶 液 を 用 い 、 固 相 上 の 非 特 異 的 結 合
部 位 を 飽 和 さ せ る こ と に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る 。 引 き 続 き 、 前 記 固 相 を 、 抗 体 が チ ミ ジ ン の
5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 、 例 え ば 、 AZTMPに 特 異 性 を 有 す る 抗 体 溶 液 と 共 に 温 置 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ELISA技 法 を 用 い て 本 発 明 に よ る 方 法 を 実 施 す る 場 合 、 抗 原 抗 体 複 合 体 は 、 好 ま し く は
、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 酵 素 を 用 い
て 酵 素 触 媒 さ れ る 呈 色 反 応 に よ り 検 出 、 定 量 さ れ る 。 TMB(3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ
ジ ン )と 組 み 合 わ せ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ は 、 第 1に 、 酵 素 的 TKア ッ セ イ を 実 施 し 、 第 2に 、 前
記 ア ッ セ イ 生 成 物 を 、 抗 体 を 捕 捉 し て コ ー ト さ れ た 固 相 に 移 し て 、 検 出 反 応 を 実 行 す る と
い う 方 法 で 実 施 さ れ る 。 他 の 変 法 に お い て 、 酵 素 的 ア ッ セ イ は 、 抗 体 を 捕 捉 し て コ ー ト さ
れ た 固 相 上 に 直 接 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら な る 変 法 に お い て 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 検 出 お よ び 定 量 は 、 化 学 発 光 粒 子 お よ び 磁 気
性 粒 子 に よ り 実 施 さ れ る 。 所 与 の サ ン プ ル に お い て 、 AZTMP誘 導 体 を 、 活 性 化 イ ソ ル ミ ノ
ー ル に 結 合 し て 、 生 成 物 が 化 学 発 光 を 発 生 し 、 AZTMP抗 体 と 反 応 す る 生 成 物 を 生 じ る 。 こ
の 生 成 物 は 、 AZTMP自 体 と 同 等 に 良 好 な AZTMP抗 体 に よ り 認 識 さ れ 、 し た が っ て 化 学 発 光 シ
ス テ ム 用 の 検 出 物 分 子 と し て 使 用 で き る 。 磁 気 性 粒 子 に 対 し 抗 体 を 結 合 す る 方 法 お よ び イ
ソ ル ミ ノ ー ル に 基 づ く 化 学 発 光 を 発 生 さ せ る 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 磁 気 性 粒 子
が 分 離 に 使 用 さ れ 、 化 学 発 光 が 検 出 に 使 用 さ れ る 、 こ の よ う な TKア ッ セ イ は 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト に お い て 酵 素 的 検 出 シ ス テ ム の 替 わ り に 容 易 に 構 築 で き る 。 こ の よ う な 化
学 発 光 ア ッ セ イ は 、 よ り 迅 速 で あ り 、 よ り 感 度 が よ く 、 よ り 広 い 測 定 範 囲 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 酵 素 的 検 出 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ア
セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ に 基 づ く TKア ッ セ イ に お い て 、 還 元 剤 、 例 え ば 、 DTE、 DTT、 ま
た は β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 は 、 最 適 な TK活 性 反 応 の た め の 要 件 で あ る 。 残 念 な
が ら 、 還 元 剤 は 、 検 出 酵 素 を 妨 害 し 、 そ れ に よ っ て 検 出 シ グ ナ ル を 強 く 低 下 さ せ 、 か つ /
ま た は 再 現 性 の な い 結 果 を 導 き 得 る 。 こ の 問 題 を 克 服 す る 好 適 な 方 法 は 、 免 疫 検 出 ス テ ッ
プ 時 に 0.05～ 0.25%の 最 終 濃 度 に 過 酸 化 水 素 を 添 加 す る こ と で あ る 。 こ の こ と は 、 妨 害 す
る 還 元 剤 を 酸 化 し 、 ま た TK反 応 を 停 止 さ せ る の で ア ッ セ イ 法 の 頑 健 性 を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液
ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 前 記 緩 衝 液 系 は
、 少 な く と も ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル (DTE)、 ATP、 MgCl 2 お よ び HEPESま た は ト リ ス を 含 み 、
ま た 5.0か ら 9.0ま で の 範 囲 の pHを 提 供 し 、 特 に 6.5か ら 8.0ま で の pHが 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た
は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 前 記 緩 衝 液 系 は 、 サ
ン プ ル 中 に 含 有 さ れ 得 る ホ ス フ ァ タ ー ゼ 類 に よ る 分 解 か ら 、 リ ン 酸 化 さ れ た 基 質 を 保 護 す
る た め に ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (UMP)を 含 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 緩 衝 液 系 は 、 少 な く と も 0
.01mMの 濃 度 で UMPを 含 有 す る 。 特 に 好 ま し く は 、 緩 衝 液 系 は 、 少 な く と も 0.1mMの 濃 度 で U
MPを 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た
は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 前 記 方 法 は 、 基 質 濃
度 少 な く と も 0.4μ Mで 実 施 す る 。 2～ 500μ Mの 基 質 濃 度 が 特 に 好 ま し い 。 20～ 200μ Mの 基
質 濃 度 を 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 方 法 に 使 用 す る こ と が よ り 特 に 好 ま し い 。 実 施 形 態
の 変 法 に お い て 、 0.4μ Mを 超 え る AZT濃 度 が 好 ま し い 。 2～ 500μ Mの AZT濃 度 が 特 に 好 ま し
い 。 20～ 200μ Mの AZT濃 度 を 前 記 方 法 に 使 用 す る こ と が よ り 特 に 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た
は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 前 記 リ ン 酸 供 与 体 は
、 0.1～ 10mMの 濃 度 で 存 在 す る 。 特 に 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が
好 ま し く 、 前 記 リ ン 酸 供 与 体 は 、 0.5～ 5mMの 濃 度 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 高 い レ ベ ル の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1に 関 連 す る 疾 患
を 診 断 す る た め 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織
サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。 前 記 方 法 は 、 癌 ま た は 腫 瘍 の
診 断 ま た は 癌 ま た は 腫 瘍 の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 ま た は 新 生 物 と は 、 異 常 な 様 式 で 増 殖 す る 細 胞 か ら 構 成 さ れ る 組
織 を 言 う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 癌 と は 、 悪 性 で あ る 腫 瘍 ま た は 新 生 物 を 言 う 。 特 に 癌 と は 、
血 液 癌 、 消 化 器 系 癌 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 血 液 癌 、 乳 癌 、 消 化 器 系 癌 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 癌 ま た は 腫 瘍 を 診 断 す る た め に 、 ま た は 癌 ま た は 腫 瘍 の 進 行 を モ ニ タ ー す
る た め の 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ
ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 慢 性 リ ン パ 性
白 血 病 の 疾 患 進 行 の リ ス ク の 高 い サ ブ グ ル ー プ の 患 者 を 同 定 す る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示
さ れ て い る ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル 中 の TK1活 性 を 測 定 す る
方 法 が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 に お け る 疾 患 進 行 の リ
ス ク の 高 い 患 者 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 お よ び 体 液 、 細 胞 ま た は 組 織
サ ン プ ル を 用 い る こ と に よ り 分 析 し た 健 常 人 と 比 較 し て 、 TK1活 性 レ ベ ル が 増 加 し て い る
こ と が 確 認 さ れ た こ れ ら の 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 と は 、 in vitroの 方 法 が 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞
ま た は 組 織 サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ と 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て TK1活 性
を 測 定 す る た め に サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る ス テ ッ プ と 、 TK1活 性 の 量 を ヒ ト ま た は 動 物 の
臨 床 状 態 に 関 連 さ せ る ス テ ッ プ と を 含 む 、 高 レ ベ ル の TK1活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る
、 ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 を 診 断 お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ す る in vitroの
方 法 を 称 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 in vitroの 方 法 と は 、 マ ー カ ー の 測 定 方 法 を 言 い 、 そ の 測 定 は 、 ヒ ト
ま た は 動 物 の 身 体 に 由 来 す る ヒ ト ま た は 動 物 の 材 料 に 対 し て 実 施 さ れ 、 試 験 は 、 前 記 材 料
が 由 来 す る 生 体 生 物 外 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 診 断 と は 、 疾 患 ま た は 疾 病 (ailment)の 性 質 の 測 定 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ と は 、 抗 癌 剤 に よ る 治 療 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す
る こ と を 言 う 。 特 に こ れ は 、 TK1な ど の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 活 性 ま た は 発 現 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 抗 癌 剤 に よ る 治 療 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ッ セ イ す る こ と と は 、 具 体 的 な 成 分 ま た は 物 質 の 量 を 測 定 す る 定 量
的 な 方 法 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 キ ッ ト は 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 、 リ ン 酸 供 与 体
、 緩 衝 液 、 お よ び チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 と 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も 1種
の 抗 体 を 含 む 、 高 レ ベ ル の TK1活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾
患 の in vitro診 断 用 お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 キ ッ ト は 、 AZT、 リ ン 酸 供 与 体 、 緩 衝 液 、 お よ び A
ZTMPと 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も 1種 の 抗 体 を 含 む 、 高 レ ベ ル の TK1活 性 を 有 す る こ と
を 特 徴 と す る ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 の in vitro診 断 用 お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ
リ ン グ 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 キ ッ ト と は 、 器 具 、 供 給 品 ま た は 材 料 の セ ッ ト ま た は 集 積 を 言 う 。 特
に キ ッ ト は 、 チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 、 例 え ば AZT、 リ ン 酸 供 与 体 を 含 む 緩 衝 液 、 お よ び チ ミ
ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 、 例 え ば 、 AZTMPと 選 択 的 に 反 応 で き る 少 な く と も 1種 の 抗 体
を 含 む 。 キ ッ ト と は 、 少 な く と も 1種 の TK較 正 物 質 、 少 な く と も 1種 の TKコ ン ト ロ ー ル 、 少
な く と も 1種 の チ ミ ジ ン の 3'-誘 導 体 、 例 え ば AZT、 少 な く と も 1種 の リ ン 酸 供 与 体 を 含 む ア
ッ セ イ 用 緩 衝 液 、 TK活 性 用 停 止 剤 、 少 な く と も 1種 の 一 次 抗 体 溶 液 の 材 料 セ ッ ト を 言 う こ
と が 特 に 好 ま し い 。 前 記 一 次 抗 体 溶 液 は 、 チ ミ ジ ン の 5'-リ ン 酸 化 3'-誘 導 体 、 例 え ば 、 AZ
TMPに 対 す る 抗 体 、 お よ び チ ミ ジ ン -5'-一 リ ン 酸 の ピ リ ミ ジ ン 環 標 識 3-誘 導 体 、 例 え ば 、
ピ リ ミ ジ ン 環 標 識 AZTMPを 含 む 緩 衝 液 中 の 少 な く と も 1種 の ト レ ー サ ー 、 ま た は 少 な く と も
1種 の 固 相 分 離 物 、 例 え ば 、 チ ュ ー ブ 類 、 二 次 的 抗 体 で コ ー ト さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト ま た は 磁 気 性 粒 子 、 洗 浄 液 、 酵 素 ア ッ セ イ 用 、 蛍 光 ア ッ セ イ 用 、 ま た は 化 学 発 光 ア
ッ セ イ 用 検 出 基 質 ま た は 増 強 液 、 終 末 点 ELISA用 の 少 な く と も 1種 の 検 出 停 止 液 (例 え ば 、
酸 TMB停 止 液 )、 サ ン プ ル 希 釈 剤 (患 者 サ ン プ ル の 希 釈 用 緩 衝 液 )を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 UMPを さ ら に 含 む 前 述 の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 試 薬 が 、 容 器 内 に 一 緒 に 詰 め ら れ て い る 本 明 細 書
に 開 示 さ れ た キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ こ で さ ら に 、 本 発 明 を 、 図 1～ 6に 関 し て 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 略 語 お よ び 注 記
ATP　 　  ア デ ノ シ ン 5'-三 リ ン 酸
AZT　 　  3'-ア ジ ド -3'-デ オ キ シ チ ミ ジ ン
AZTMP　  AZT-5'-一 リ ン 酸
AZXMP　  3'-ア ジ ド -3'-デ オ キ シ -5'-一 リ ン 酸 - 3 N-1-(5-ア ミ ノ -ペ ン チ ル )チ ミ ジ ン 。 ハ プ
テ ン 分 子 お よ び リ ガ ン ド 。
KLH　 　 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 。 KLH結 合 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 学 的 反 応 増 強
の ア ジ ュ バ ン ト 。
EIA　 　  酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 希 釈 剤 :0.15M NaCl 0.1%含 有 0.1Mホ ス フ ェ ー ト pH 7.4
　 　 　 　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.1%ト リ ト ン × 100
PBST　 　 10mMリ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5+0.05%ツ イ ー ン 20(ELISA洗 浄 用 緩 衝 液 )
GA　 　 　 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 。 ホ モ 二 官 能 性 結 合 剤 。
CNBr　 　 臭 化 シ ア ノ ー ゲ ン
BSA　 　  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
PB　 　 　 リ ン 酸 緩 衝 液 。 濃 度 は [P]に 関 連 す る 。
PBS　 　  リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 。 濃 度 は [P]に 関 連 す る 。
ProCin 300　 生 物 学 的 媒 体 中 の 微 生 物 を 制 御 す る 防 腐 剤
HRP　 　  西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 。 2H 2 O 2 か ら 2H 2 O+O 2 へ の 転 換 の た め の 酵 素 。 本 反 応
は 、 色 の 変 化 に よ り 示 さ れ る TMBを 酸 化 す る 。
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TMB　 　  3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン は 、 HRPに よ る H 2 O 2 の 還 元 の 際 に 酸 化 さ れ る
。 酸 化 の 際 の 色 の 変 化 は 、 波 長 450nmで 測 定 さ れ る 。
DSS　 　  ス ベ リ ン 酸 ビ ス (N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )。 ホ モ 二 機 能 性 結 合 剤 。
HRPへ の AZXMPの 結 合 に 使 用 さ れ る 。
RPC　 　  逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。 非 極 性 固 定 相 と 関 連 し て 極 性 移 動 相 を 用 い る 液 体 フ ロ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。
PEG　 　  ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
Ph　 　 　 フ ェ ニ ル
RT　 　 　 室 温
PAGE　 　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
BIS　 　  N.N'-メ チ レ ン -ビ ス -ア ク リ ル ア ミ ド
DTE　 　  ジ チ オ エ リ ト リ ト ー ル
DTT　 　  ジ チ オ ト レ イ ト ー ル
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 (実 施 例 1)
　 AZT-一 リ ン 酸 (AZTMP)に 対 す る 抗 血 清 の 調 製 お よ び 特 性 化
　 鶏 卵 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 血 清 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル IgYの 調 製 を 、 ウ サ ギ 抗 血
清 の 調 製 に 使 用 さ れ た 公 表 方 法 (39)に 従 っ て 実 施 し た 。 AZTMPの 誘 導 体 で あ る AZXMP(3'-ア
ジ ド -3'-デ オ キ シ -5'-一 リ ン 酸 - 3 N-1-(5-ア ミ ノ -ペ ン チ ル )チ ミ ジ ン )(39)(図 1a)を 合 成 し
た 。 AZXMPを AZXMPハ プ テ ン に 対 す る 免 疫 学 的 反 応 を 増 強 す る 担 体 蛋 白 質 、 KLH(キ ー ホ ー ル
リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン )に 結 合 さ せ て 抗 原 結 合 体 KLH-AZXMPを 形 成 し た 。 AZXMPに 対 す る K
LHの 結 合 を 媒 介 す る た め に 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (GA)を 用 い た 。 こ の 反 応 は 6℃ で 実 施 し
た 。 AZXMPと KLHに 、 2%-GA溶 液 を 滴 加 し 、 攪 拌 下 、 24時 間 温 置 し た 。 引 き 続 き 、 前 記 溶 液
を 、 0.1M PBS(リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )pH 7.4に 対 し て 、 3回 透 析 し 、 生 じ た 純 粋 な 結 合 体
を 、 使 用 す る ま で -80℃ で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ニ ワ ト リ お よ び ヤ ギ を 、 1.0mgKLH-AZXMPで 免 疫 化 し た 。 ヤ ギ に は 定 期 的 な 8週 間 サ イ ク
ル で 追 加 抗 原 投 与 し た 。 血 清 サ ン プ ル を 1週 間 お き に 採 取 し た 。 ニ ワ ト リ に は 定 期 的 な 4週
間 サ イ ク ル で 追 加 抗 原 投 与 し た 。 卵 は 連 続 的 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 抗 体 調 製 物 を 安 定 化 さ せ る た め に 、 PEG(ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )を 用 い て 、 選 択 的 沈
殿 に よ り ニ ワ ト リ 抗 体 を 沈 殿 さ せ た 。 ヤ ギ 抗 体 は 、 AKTA Explorer 100シ ス テ ム (Amersham
 Biosciences)に お い て 、 CNBR(臭 化 シ ア ノ ー ゲ ン )活 性 化 Sepharose Fast Flowカ ラ ム に 結
合 さ せ た AZXMPを 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 体 特 異 性 お よ び 力 価 は 、 実 施 例 4に 記 載 さ れ て い る 競 合 的 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用
い て 評 価 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 評 価 す る た め に 、 抗 体 を 希 釈 剤 と 取 り 換 え た 。 抗 体 特 異 性
お よ び 力 価 は ま た 、 AZXMPハ プ テ ン を プ レ ー ト に 塗 布 す る ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し た 。 GA
を リ ン カ ー と し て 用 い て 、 AZXMPを BSAに 結 合 さ せ 、 引 き 続 き マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
塗 布 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 100μ lの 連 続 希 釈 体 溶 液 を 、 先 ず 、 AZXMPを 塗 布 し た
ウ ェ ル と 共 に 室 温 で 1時 間 温 置 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を PBST(PBSプ ラ ス 0.05%ツ イ ー ン 20)で 3回 洗 浄 し た
。 100μ lの 二 次 抗 体 (希 釈 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)標 識 抗 ヤ ギ IgG溶 液 ま た は 抗 I
gY抗 体 )を 加 え 、 室 温 で 30分 温 置 し た 。 250μ lの PBSTで 3回 洗 浄 後 、 TMBを 基 質 と し て 用 い
て 、 結 合 抗 体 複 合 体 を 検 出 し た 。 誘 導 呈 色 反 応 は 、 5分 後 1M H 2 SO 4 を 用 い て 中 止 さ せ 、 450
nmに お い て 検 出 し た 。 一 次 抗 体 を 希 釈 剤 と 取 り 換 え る こ と に よ っ て 陰 性 対 照 を 実 施 し た 。
抗 AZTMP抗 体 溶 液 に AZTMPま た は AZTの 増 加 量 を 加 え る こ と に よ り 、 抗 体 の 特 異 性 を 検 査 し
た 。 非 -5'-リ ン 酸 化 AZTは 、 抗 体 結 合 に 関 し て 、 AZXMPと 完 全 に 競 合 す る こ と は で き な か っ
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た (図 2)。 前 記 反 応 の 特 異 性 は ま た 、 AZXMP-KLHに よ る 免 疫 化 の 前 に 、 免 疫 化 動 物 か ら 採 取
し た 血 清 サ ン プ ル を 用 い る こ と に よ っ て も 示 さ れ た 。 得 ら れ た 血 清 は AZTMPに 対 し て 特 異
的 で あ り 、 高 い 結 合 性 を 示 す こ と を 、 こ の 結 果 は 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 (実 施 例 2)
　 HRPに 結 合 し た AZXMPの 安 定 な ト レ ー サ ー 結 合 体 の 調 製
　 DSS(ス ベ リ ン 酸 ビ ス (N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ))を 用 い て 、 AZXMPを HRPに
結 合 さ せ た 。 こ れ は 、 8炭 素 鎖 リ ン カ ー の 取 り 込 み を 含 む 。 先 ず 、 AZXMPを 、 そ の 第 一 級 ア
ミ ノ 基 を 介 し て 、 DSS分 子 上 の 2つ の 活 性 エ ス テ ル の う ち の 1つ と 結 合 さ せ 、 AZXMP-DSSを 生
じ さ せ た (図 1b)。 等 モ ル 結 合 生 成 物 を 得 る た め に 、 AZXMP 1モ ル 当 た り DSS8モ ル の 過 剰 を
用 い た 。 前 記 反 応 は 、 等 し い 割 合 の 100mMホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 8.8と 純 粋 ア セ ト ニ
ト リ ル に よ る 1:1希 釈 に お い て 23℃ で 実 施 し た 。 前 記 結 合 反 応 は 、 30～ 60分 後 、 20mMリ ン
酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム の 添 加 に よ り 終 結 さ せ 、 pHを 、 3M HClに よ り 4.6に 調 製 し 、 前 記 溶 液
を 分 離 カ ラ ム 上 に 注 入 し 、 通 常 、 60～ 70%の AZXMP-DSSを 得 た 。 精 製 は 、 C2/C18分 取 RPC逆
相 カ ラ ム (Amersham Biosciences)上 で 実 施 し た 。 20mMリ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム pH4.6下 で
の 吸 着 後 、 生 成 物 を 9:1メ タ ノ ー ル /水 勾 配 で 溶 出 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 生 成 物
を 直 ち に -78℃ で 凍 結 し 、 引 き 続 き RPCス テ ッ プ (逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )で 使 用 さ れ た メ
タ ノ ー ル を 除 去 す る た め に 凍 結 乾 燥 し た 。 前 記 生 成 物 を 9:1 v/v H 2 O/ア セ ト ニ ト リ ル に お
い て 再 構 成 し 、 直 ち に 凍 結 乾 燥 し 、 使 用 ま で -80℃ で 貯 蔵 し た 。 最 終 生 成 物 の 濃 度 と 純 度
は 、 AZTMPを 内 部 基 準 と し て 用 い て RPC分 析 に よ り 測 定 し た 。 AZXMP-DSSを HRP上 の ア ミ ノ 基
と 結 合 さ せ AZXMP-DSS-HRPを 生 じ さ せ た (図 1c)。 こ れ は 、 リ ン 酸 塩 と 混 合 し た pH 8.8に お
け る 50mMホ ウ 酸 緩 衝 液 に お い て 行 わ れ た 。 標 準 的 反 応 で は 、 HRP 1モ ル 当 た り 15モ ル の AZX
MP-DSSを 加 え た 。 AZXMP-DSS-HRP結 合 体 は 、 Superdex 200 HR 10/30カ ラ ム (Amersham Bios
ciences)上 、 ゲ ル ろ 過 に よ り 、 低 分 子 量 物 質 か ら 分 離 し 、 1mlの フ ラ ク シ ョ ン を 採 取 し た
。 AZXMP-DSS-HRPの 適 切 な フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 10mM PBS、 2.5% BSA(ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン )、 0.1g/L K 3 FeCN 6 、 0.1g/Lブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 0.5%プ ロ ク リ ン 300 pH 7.4中
で 10倍 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 酵 素 の 評 価 お よ び 結 合 法
　 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト (SMCC)
を 用 い て 、 AZXMPを AP(ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )に 結 合 さ せ た 。 40μ lの AZXMP(4.75mg/ml)
を 40μ lの 0.2Mホ ウ 酸 緩 衝 液 pH 8.5お よ び 11μ lの SATA(N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル S-ア セ チ ル チ
オ ア セ テ ー ト 、 Sigma、 ア セ ト ニ ト リ ル 中 15mg/ml)と 混 合 し た 。 室 温 で 75分 後 、 45.5μ lの
0.5Mヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 25mM EDTA、 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5お よ び 45.5μ lの 0.1Mリ ン
酸 緩 衝 液 pH 6.65の 添 加 に よ り 、 脱 ア セ チ ル 化 を 開 始 さ せ た 。 さ ら に 75分 後 、 13.65μ lの 0
.3M HClを 添 加 し て pHを 6.4に 調 整 し た 。 前 記 反 応 混 合 液 を 分 取 RPC HR 5/5カ ラ ム (Pharmac
ia)に 注 入 し た 。 AKTA Explorerシ ス テ ム 100お よ び 15カ ラ ム 容 積 中 、 0～ 100% 9:1 v/vメ タ
ノ ー ル /H 2 Oの 直 線 勾 配 に よ っ て 分 離 を 実 施 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 採 取 し 、 チ オ ー ル 化 AZXM
Pを 回 収 し た 。 前 記 生 成 物 の チ オ ー ル 含 量 は 、 5-5'-ジ チ オ -ビ ス -ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (DTN
B)と の 反 応 後 、 比 色 法 に よ り 測 定 し た (44)。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 後 、 メ タ ノ ー ル を 蒸 発 さ
せ 、 再 び チ オ ー ル 含 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 チ オ ー ル 化 AZXMPと 酵 素 EZ-link(商 標 )マ レ イ ミ ド 活 性 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と の 結
合 は 、 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 後 、 2.5mM EDTA pH 6.9中 、 前 記 酵 素 (0.5mg)に 対 し 10モ ル 過 剰 の 混
合 に よ り 得 ら れ た 。 4℃ で 一 晩 反 応 後 、 Superdex 200 HR 10/30カ ラ ム (Amersham Bioscien
ces)上 の ゲ ル ろ 過 に よ り 、 前 記 結 合 体 を 精 製 し 、 使 用 ま で -20℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 AZXMPは ま た 、 Pierce(米 国 ロ ッ ク フ ォ ー ド )の 前 活 性 化 HRPを 用 い て 、 HRPに 結 合 さ せ た
。 36.5μ lの AZXMP(4.75mg/ml)を 0.1M PBS pH 7.2に よ っ て 希 釈 し て 500μ lと し た 。 こ の 溶
液 を 用 い て 1mgの EZ-link(商 標 )プ ラ ス 活 性 化 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 再 構 成 し た 。 シ ッ フ 塩 基
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の 還 元 の た め 、 10μ lの 0.255Mア ス コ ル ビ ン 酸 を 直 ち に 加 え た 。 室 温 で 60分 の 反 応 後 、 反
応 を 終 結 さ せ る た め に 、 20μ lの 0.6Mト リ ス pH 9.0を 加 え た 。 20分 後 、 500μ lの 反 応 混 合
液 を 、 Superdex 200 HR 10/30カ ラ ム 上 の ゲ ル ろ 過 カ ラ ム 上 に 乗 せ た 。 frac 900フ ラ ク シ
ョ ン コ レ ク タ ー を 補 足 し た AKTA Explorer 100ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム を 用 い て 、 分
離 を 実 施 し た 。 モ ノ マ ー HRPを 含 有 す る フ ラ ク シ ョ ン を 採 取 し 、 10mM PBS、 2.5% BSA、 0.1
g/L K 3 FeCN 6 、 0.1g/Lブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ;0.5%プ ロ ク リ ン 300 pH 7.4中 で 10倍 希 釈 し
た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 次 に 実 施 例 Iに 記 載 さ れ て い る 抗 体 を 用 い て 実 施 例 IVに 記 載 さ れ て い る と お り 、 AZTMPア
ッ セ イ を 実 施 し 、 AZXMPト レ ー サ ー 結 合 体 を 比 較 し た 。 Apに よ る ア ッ セ イ に は 、 基 質 と し
て p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト (pNPP)を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 DSSリ ン カ ー 法 で 結 合 し た AZXMP-HRPト レ ー サ ー は 、 感 度 が 優 れ て い る い る こ と を 、 こ の
結 果 が 示 し て い る 。 ま た 、 HRPは 、 検 出 時 間 を 相 当 短 く す る こ と が で き る (AChE(ア セ チ ル
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ )の 30分 超 に 比 べ て 10分 )た め 、 結 合 化 HRPの 使 用 は 、 AChEに 比 較 し て
好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 (実 施 例 3)
　 ト リ チ ウ ム 標 識 AZTに よ る 血 清 TK測 定 お よ び TK-REAと の 相 関
　 血 清 TKを AZTを 基 質 と し て 使 用 で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 2μ Lの 3 H-AZT(CI/mmo
l Moraveck社 、 米 国 )お よ び 10mMト リ ス -HCl(pH 7.6)、 5mM ATP、 5mM MgCl 2 、 3.5mM NaF、
2mM DTTを 含 有 す る 20μ Lの 反 応 混 合 液 を 混 合 し た 16人 の 臨 床 患 者 の 血 清 サ ン プ ル (20μ l)
を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 前 記 ア ッ セ イ は 、 37℃ で 4時 間 実 施 し 、 形 成 さ れ た AZTMPの 量 を 、
(9)に 記 載 さ れ た DE 51イ オ ン 交 換 紙 法 に よ っ て 測 定 し た 。 先 行 実 験 に よ り 、 血 清 の こ の 量
は 、 試 験 期 間 中 、 線 形 反 応 を 与 え る こ と が 確 認 さ れ て い た 。 こ の 結 果 な ら び に TK-REAア ッ
セ イ の 結 果 は 表 6に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 表 ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 AZTに よ り 測 定 さ れ た 活 性 レ ベ ル と Prolofigen(登 録 商 標 )TK-REA中 の 1 2 5 IdUrdと の 間 の
全 体 的 に 良 好 な 相 関 が 、 こ の 結 果 に よ り 示 さ れ て お り 、 線 形 回 帰 に 関 す る 相 関 係 数 は 、 サ
ン プ ル 4、 12、 14、 16は 別 と し て 、 200 U/L以 下 の TK REA値 で は 0.9で あ り 、 サ ン プ ル 4で は
、 IdUrdに よ る よ り も AZTに よ り 高 活 性 を 生 じ 、 サ ン プ ル 12、 14、 16で は 、 TK-REAに よ り 見
ら れ た も の よ り 低 活 性 を 生 じ た 。 こ れ ら の 不 一 致 の 理 由 は 不 明 で あ る が 、 2つ の タ イ プ の
ア ッ セ イ に お け る 条 件 は 全 く 異 な っ て い る 。 こ の 事 実 が い く ら か 不 一 致 の 理 由 と な っ て い
る と 思 わ れ る が 、 TK2、 チ ミ ジ ン ホ ス ホ リ ダ ー ゼ ま た は ウ ィ ル ス デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド キ
ナ ー ゼ 類 な ど の 干 渉 酵 素 の 存 在 も ま た 原 因 で あ り 得 る 。 こ の 実 験 か ら 、 血 清 TKは 、 基 質 と
し て AZTを 効 率 よ く 使 用 で き る と の 結 論 を 下 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 (実 施 例 4)
　 AZTMPア ッ セ イ
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の コ ー テ ィ ン グ
　 二 次 抗 体 (ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 、 ウ サ ギ 抗 ニ ワ ト リ 抗 体 、 ヤ ギ 抗 ニ ワ ト リ 抗 体 の い ず れ か )
を 0.1M炭 酸 水 素 緩 衝 液 pH 8.5中 、 5mg/Lに 希 釈 し た 。 Nunc C8マ イ ク ロ 滴 定 ス ト リ ッ プ ウ ェ
ル プ レ ー ト を 100μ lの 抗 体 溶 液 と 共 に 、 2～ 8℃ で 一 晩 (17～ 24時 間 )温 置 し た 。 プ レ ー ト を
250μ lの PBSで 3回 洗 浄 し た 。 最 後 に ブ ロ ッ ク す る た め 、 250μ lの EIA(酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 希
釈 剤 )緩 衝 液 を 加 え た 。 プ レ ー ト を 2～ 8℃ で 貯 蔵 し た 。 使 用 前 に 、 前 記 プ レ ー ト を 250μ l
の PBSTで 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ア ッ セ イ
　 抗 IgG抗 体 ま た は 抗 IgY抗 体 の い ず れ か を コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
お い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 全 体 の 反 応 液 量 は 150μ lで あ り 、 各 成 分 (HRP-DSS-AZXMPト レ ー
サ ー 、 抗 AZTMP抗 体 お よ び AZTMP標 品 )は 、 50μ lの 体 積 で 加 え た 。 70ngの HRP/mlに 対 応 し て
、 1:1000希 釈 の ト レ ー サ ー を 用 い た 。 抗 AZTMP抗 体 は 、 200ng/mlに 希 釈 し た 。 室 温 で 2時 間
緩 や か に 攪 拌 (300～ 400rpm)し な が ら 免 疫 反 応 を 実 施 し た 。 250μ lの PBST、 100μ lの TMB(5
,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン )に よ り 3回 洗 浄 後 。 10分 か ら 15分 後 、 100μ lの TMB停 止 液 (Bi
o Fx、 米 国 )の 添 加 に よ っ て 、 酵 素 反 応 を 停 止 し 、 得 ら れ た 吸 光 度 を 450nmに お い て 読 み 取
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っ た 。 図 3は 、 AZTMPア ッ セ イ に 関 す る 典 型 的 な 標 準 曲 線 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 (実 施 例 5)
　 酵 素 検 出 に 基 づ く AZTMPア ッ セ イ に お け る 還 元 剤 の 妨 害
　 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (AChE)お よ び ウ サ ギ 抗 AZTMP(ウ サ ギ 1290、 放 血 #7)は 、 仏
国 Saclay所 在 の SPI-Bioか ら 購 入 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 2μ g/ウ ェ ル の ヤ ギ 抗
ウ サ ギ IgGコ ー テ ィ ン グ に 変 更 し て AZTMPア ッ セ イ (39)を 行 っ た 。 86mM HEPES、 31mM NaOH
、 7.8mM MgCl 2 *6H 2 O、 17mM KCl、 71mMマ ン ニ ト ー ル 、 3.9mM ATPお よ び 6mM DTEを 含 有 す る
TKア ッ セ イ 緩 衝 液 中 、 AZTMP標 品 を 希 釈 し た AZTMPア ッ セ イ を 行 っ た 。 こ の 結 果 を 、 AZTMP
標 品 を EIA緩 衝 液 中 に 希 釈 し た も の と 比 較 し た 。 DTEが 検 出 シ グ ナ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ
っ て AZTMPア ッ セ イ を 妨 害 し た こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 AZTMPア ッ セ イ に 関 す る ゼ ロ 基 準 シ グ ナ ル 。 405nmに お け る 吸 光 度
【 ０ ０ ９ １ 】
【 表 ｃ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 再 現 性 の あ る 結 果 を 得 る た め に は 、 AZTMPア ッ セ イ 前 に 、 TK反 応 に 必 須 の DTE(ま た は 類
似 )還 元 物 質 を 除 去 す る 必 要 が あ っ た 。 TK反 応 に 使 用 さ れ る DTEを 酸 化 す る た め に 必 要 な 次
亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム 量 を 滴 定 す る た め の 指 標 と し て 、 Ellman試 薬 (45)が 使 用 さ れ る 実 験 が
行 わ れ た 。 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム に よ る DTEの 減 少 後 、 AZTMPア ッ セ イ の 結 果 を AZTMP標 品
を 希 釈 す る た め に EIA緩 衝 液 が 使 用 さ れ た ア ッ セ イ の 結 果 と 比 較 で き た 。 同 じ 結 果 、 す な
わ ち 、 DTEが 吸 収 シ グ ナ ル を 減 少 さ せ る 結 果 を 有 す る 実 施 例 1お よ び 2に お け る 試 薬 に 基 づ
い て 実 施 例 4に 記 載 さ れ た と お り AZTMPを 用 い て 同 じ タ イ プ の 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 先 ず 、 一 次 抗 体 を 二 次 抗 体 に 結 合 さ せ た 後 に 洗 浄 ス テ ッ プ を 行 い 、 最 後 に AZTMP含 有 サ
ン プ ル に AZXMPト レ ー サ ー 結 合 体 を 加 え る よ う に 実 施 例 4に 記 載 さ れ た AZTMPア ッ セ イ を 変
更 し た 場 合 に は 、 妨 害 が 生 じ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 他 の 実 験 で は 、 固 相 抗 体 、 AZTMPに 対 す る 一 次 抗 体 、 お よ び 酵 素 標 識 AZXMPを 、 DTE処 理
に 曝 露 さ せ た 。 1時 間 後 、 DTEを 透 析 に よ り 除 去 し 、 別 々 に DTEに 曝 露 さ せ た 成 分 の 存 在 、
ま た は 不 在 下 で AZTMPア ッ セ イ を 実 施 し た 。 HRPま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ と は 対
照 的 に 、 前 記 抗 体 が DTE曝 露 後 も 依 然 と し て 有 効 に 働 い た こ と が 、 こ れ ら の 実 験 に よ っ て
示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 (実 施 例 6)
　 サ ン プ ル 中 の TK1と 検 出 AZTMPの 量 と の 相 関 。 酵 素 的 検 出 の た め の 過 酸 化 水 素 の 使 用
　 TK1標 品 :ト リ プ シ ン 化 後 、 増 殖 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 、 10 7  Hela細 胞 /mlを 収 穫 し
た 。 上 澄 液 か ら ペ レ ッ ト 化 細 胞 を 分 離 し 、 PBS中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 1秒 の 遠 心 分 離 後 、 前 記
細 胞 を を 50mM HEPES、 5mM DTE、 2mM ATP、 お よ び 2mM MgCl 2 *6H 2 Oを 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 中
に 再 懸 濁 さ せ た 。 前 記 細 胞 懸 濁 液 を 、 各 々 、 -70℃ と 25℃ の 5回 の 凍 結 -解 凍 サ イ ク ル に 供
し た 。 破 壊 細 胞 を +2℃ で 1時 間 、 48000gに お い て 遠 心 分 離 し 、 細 胞 破 片 を ペ レ ッ ト 化 し た
。 TKお よ び 溶 解 性 蛋 白 質 を 含 有 す る 上 澄 液 を デ カ ン ト し た 。 TK2物 質 が 存 在 し な い こ と を
検 査 す る た め に 、 電 気 泳 動 を 実 施 し 、 続 い て 、 Prolifigen(登 録 商 標 )TK REA(AB Sangtec 
Medical、 ス ウ ェ ー デ ン Bromma)ア ッ セ イ を 行 っ た 。 100μ lの TK細 胞 基 質 +40μ lの 50%グ リ
セ ロ ー ル +5μ lの 1%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 む サ ン プ ル を 、 0.25%の BIS(N,N'-メ チ レ
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ン -ビ ス -ア ク リ ル ア ミ ド )と 共 に 5% PAGE類 上 に 置 き 、 190mMグ リ シ ン 、 200mM ATP、 25mMト
リ ス 、 1mM MgCl 2 、 3mMβ -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル pH 8.6を 含 有 す る 緩 衝 液 中 、 3時 間 、 100 
Vで 電 気 泳 動 を 実 施 し た 。 電 気 泳 動 の 結 果 を 1.5mm厚 さ の 45片 に 切 り 、 酵 素 を 抽 出 す る TK R
EAア ッ セ イ 緩 衝 液 と 混 合 し た 。 TK REAア ッ セ イ を 行 い 、 各 ス ラ イ ス の 放 射 性 を 算 出 し 、 相
対 的 な 移 動 性 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 TK2の 不 在 を 示 す 物 質 を ウ シ 胎 仔 血 清 中 で 希 釈 し 、
凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 基 質 緩 衝 液
　 TKア ッ セ イ 用 緩 衝 液 、 86mM HEPES、 31mM NaOH、 7.8mM MgCl 2 *6H 2 O、 17mM KCl、 71mMマ
ン ニ ト ー ル 、 3.9mM ATPお よ び 6mM DTE。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 TK反 応 用 基 質 緩 衝 液 は 以 下 の 濃 度 :1;5;15;20;25;30μ g/mlの ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 に AZTを
加 え る こ と に よ っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 TK反 応
　 80 U/l TK1標 品 調 製 液 (熱 不 活 化 ウ シ 胎 仔 血 清 )を 9g/l NaClに 希 釈 し 、 各 々 、 40、 20、 1
0、 5お よ び 2.5 U/Lの 標 品 濃 度 を さ ら に 提 供 し た 。 ゼ ロ 基 準 濃 度 と し て 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム
も ま た 使 用 し た 。 非 コ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ ウ ェ ル に お い て 50μ lの 基 質 緩 衝 液 添 加 に よ り
、 ま た 50μ lの TK1標 品 に よ っ て TK反 応 を 実 施 し た 。 前 記 プ レ ー ト を 37℃ で 60分 温 置 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 停 止 反 応
　 60分 温 置 後 、 各 ウ ェ ル に 50μ lの 0.25% H 2 O 2 を 添 加 し て 、 室 温 で 少 な く と も 5分 間 反 応 さ
せ 、 DTEを 酸 化 さ せ 、 続 い て TK酵 素 が 酸 化 的 環 境 に 鋭 敏 で あ る こ と か ら 、 効 果 的 に TK反 応
を 終 結 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 生 成 AZTMPの 検 出
　 生 成 し た AZTMPを 検 出 し 、 定 量 (TK1活 性 に 基 づ い て )す る た め に 、 50μ lの 反 応 混 合 液 を
二 次 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に 移 し 、 50μ lの 抗 AZTMP抗 体 (EIA緩 衝 液 中 200ng/ml
に 希 釈 )お よ び 10mM PBS、 2.5% BSA、 0.1g/L K 3 FeCN 6 、 0.1g/Lブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 0
.5%プ ロ ク リ ン 300 pH 7.4中 に 希 釈 し た 50μ lの AZXMP-DSS-HRPト レ ー サ ー 結 合 体 、 300ng H
RP/mlと 混 合 し た 。 前 記 プ レ ー ト を 、 緩 や か な 攪 拌 下 、 室 温 で 2時 間 温 置 し て か ら 、 250μ l
の PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 100μ lの TMB試 薬 を 加 え 、 10分 後 、 100μ lの TMB停 止 液 (Bi
oFx、 米 国 )を 加 え た 。 標 品 プ レ ー ト 読 み 取 り 器 を 用 い て 450nmに お け る 吸 光 度 を 読 み 取 っ
た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 TK反 応 後 、 生 成 し た AZTMP(TK1標 品 か ら の )を TK濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。 生 成 し
た AZTMPの 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る TK1量 に 正 比 例 し 、 タ ー ン オ ー バ ー 率 は 、 AZT濃 度
に 依 存 し た (図 4)。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 TK ELISAに 関 す る 典 型 的 な 標 準 曲 線 は 、 図 5に 示 さ れ て い る が 、 標 準 物 質 と し て TK REA
キ ッ ト 標 品 を 用 い て い る 。 本 実 施 例 に お い て 、 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 、 50μ g/mlの AZT基 質
濃 度 を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 過 酸 化 水 素 の 濃 度 範 囲 を 調 べ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 前 記 ア ッ セ イ は 、 過 酸 化 水 素 の 0.015%か ら 0.25%(ま た 、 さ ら に 高 い 濃
度 )の 広 範 囲 濃 度 (免 疫 反 応 ス テ ッ プ の 間 の 最 終 濃 度 )で 安 定 で あ る こ と が 判 明 し た 。 過 剰
過 酸 化 水 素 は 、 シ グ ナ ル を 増 大 さ せ た 。 安 定 化 過 酸 化 水 素 (環 境 に 優 し い 試 薬 )は 、 こ の 濃
度 範 囲 で 安 定 で あ り 、 し た が っ て 、 キ ッ ト 成 分 と し て 好 適 で あ っ た 。 低 濃 度 の 過 酸 化 水 素
は 、 TK反 応 を 停 止 さ せ る 優 れ た 方 法 で あ り 、 TK ELISAに 関 す る 酵 素 的 検 出 を 用 い る AZTMP
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検 出 を 促 進 さ せ る と 我 々 は 結 論 を 下 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 (実 施 例 7)
　 患 者 血 清 を 用 い た TKア ッ セ イ の 評 価
　 実 施 例 6に 記 載 さ れ て い る と お り 、 TK標 品 を 調 製 し た 。 TK標 品 (ウ シ 胎 仔 血 清 中 80 U/L)
を 9g/l NaClよ り 、 各 々 、 40、 20、 10、 5、 お よ び 2.5 U/Lに 希 釈 し た 。 陰 性 対 照 と し て 9g/
l NaClを 用 い た 。 TK REAに よ っ て 試 験 し た 48人 の 患 者 の 血 清 を TK REAと 平 行 し て 、 ま た 、
TK ELISAと 称 さ れ る 上 記 ア ッ セ イ に お い て 、 ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 172mM HEPES、 62mM NaOH、 15.6mM MgCl 2 *6H 2 O、 34mM KCl、 142mMマ ン ニ ト ー ル 、 7.8mM 
ATP、 12mM DTEお よ び 50μ g/ml AZTを 含 有 す る 50μ lの 基 質 緩 衝 液 に 、 50μ lの 血 清 ま た は
標 品 を 加 え た 。 非 コ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ 滴 定 ウ ェ ル 中 、 37℃ で 60分 反 応 後 、 0.25%過 酸 化
水 素 に よ り 前 記 反 応 を 停 止 さ せ た 。 5分 後 、 50μ lの 溶 液 を 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 で コ ー テ ィ
ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト へ 、 50μ lの AZXMP-DSS-HRPト レ ー サ ー お よ び 50μ lの
ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 AZTMPと 共 に 移 し た 。 緩 や か に 攪 拌 し な が ら 2時 間 温 置 後 、 前 記 プ レ
ー ト を PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 100μ lの TMB試 薬 を 加 え 、 10分 後 、 100μ lの TMB停 止 液 を 加 え
た 。 本 試 験 製 剤 は 、 異 好 性 抗 体 を 含 有 す る 一 群 の ヒ ト 血 清 を 抑 制 す る こ と が で き た た め 、
前 記 ト レ ー サ ー 希 釈 剤 を 、 100mg/Lウ シ IgG、 100mg/Lウ サ ギ IgGお よ び 0.25mg/Lヤ ギ IgGで
補 足 し た 。 こ の 結 果 、 各 方 法 の 間 に 有 意 な 相 関 が 得 ら れ た (図 6)。 血 清 の 測 定 に は TK ELIS
Aを 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 次 に 患 者 血 清 を TK ELISAお よ び TK REAに よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 患 者 5人 の 血 清 に
お い て 、 TK REAに よ り TK ELISAに よ っ て 有 意 に 高 い 測 定 値 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
【 表 ｄ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 TK ELISAに よ っ て 生 じ た 値 が 、 TK1活 性 か ら 生 じ た の か 、 そ れ と も ア ッ セ イ 中 の 妨 害 に
よ り 生 じ た の か 調 べ る た め に 、 サ ン プ ル 1～ 5を 再 試 験 し た 。 TK反 応 ス テ ッ プ に お い て 、 AZ
Tの 代 わ り に 緩 衝 液 を 用 い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 TK反 応 ス テ ッ プ に AZTを 含 め た 時 と 同 じ 条
件 を 与 え る た め 、 過 酸 化 水 素 溶 液 を 加 え た 後 、 免 疫 検 出 前 に 、 濃 い AZTを 前 記 サ ン プ ル 中
に 再 度 加 え た 。 そ の 結 果 (TK ELISA(基 質 な し ))は 表 3に 示 し て い る 。 ELISAの 検 出 限 界 は 、
お よ そ 1 U/Lで あ る 。 サ ン プ ル 1の み が 11.8 U/Lの 偽 陽 性 シ グ ナ ル 、 48.2 U/lの 真 の 陽 性 シ
グ ナ ル を 与 え た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 10 U/Lの 切 り 落 と し 値 を 用 い る と 、 5つ の サ ン プ ル は 全 て 、 TK ELISAに お け る 試 験 で 陽
性 で あ っ た 。 Prolofigen(登 録 商 標 )TK REAに お け る 試 験 で は 、 5つ の サ ン プ ル の う ち 1つ だ
け が 陽 性 で あ っ た 。 し た が っ て 、 TK ELISAア ッ セ イ は 、 よ り 有 効 な 結 果 を 与 え る 可 能 性 を
明 ら か に 示 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 (実 施 例 8)
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　 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る た め の ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (UMP)の 含 有
　 患 者 血 清 に お け る キ ナ ー ゼ 活 性 分 析 に 関 す る 潜 在 的 な 問 題 は 、 同 じ 血 清 に お い て 逆 反 応
(脱 リ ン 酸 化 )を 駆 動 さ せ る ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 存 在 で あ る 。 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 阻 害 す る
1つ の 方 法 は 、 AZTMPが AZTへ と 脱 リ ン 酸 化 す る こ と を 防 ぐ た め に 、 基 質 緩 衝 液 中 に UMPを 含
有 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 172mM HEPES、 62mM NaOH、 62mM MgCl 2 *6H 2 O、 34mM KCl、 142mMマ ン ニ ト ー ル 、 7.8mM AT
P、 12mM DTEお よ び 25μ g/ml AZTを 含 有 す る 基 質 緩 衝 液 を 種 々 の 濃 度 の UMP、 す な わ ち 、 0
、 0.1、 1ま た は 5mM UMPを 用 い て 調 製 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 TK1標 品 調 製 物 80 U/L(熱 不 活 化 ウ シ 胎 仔 血 清 )を 9g/L脱 イ オ ン 化 水 に 希 釈 し 、 や は り 、
ゼ ロ 基 準 濃 度 と し て 用 い て 、 各 々 、 40、 20、 10.5お よ び 2.5 U/Lの さ ら な る 標 品 濃 度 を 得
た 。 4つ の ヒ ト 血 清 も ま た ア ッ セ イ し た 。 2つ の 血 清 は 、 健 康 な 血 液 ド ナ ー の も の で あ り 、
2つ は 、 TK REAに よ っ て モ ニ タ ー さ れ た 患 者 の も の で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 次 に 、 非 コ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ 滴 定 ウ ェ ル 中 、 50μ lの TK1標 品 /ま た は 患 者 血 清 サ ン プ
ル と 共 に 、 50μ lの 基 質 緩 衝 液 の 添 加 に よ り 、 TK反 応 を 実 施 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 前 記 プ レ ー ト を 37℃ で 60分 間 温 置 し た 。 そ の 後 、 0.25%過 酸 化 水 素 50μ lを 各 ウ ェ ル に 加
え 、 室 温 で 少 な く と も 5分 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 検 出 用 に 、 50μ lを 1μ g/ウ ェ ル の ウ サ ギ 抗 ニ ワ ト リ IgY(Sigma、 米 国 ミ ズ ー リ 州 )で コ ー
テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に 移 し た 。 50μ lの ニ ワ ト リ 抗 AZTMP(EIA緩 衝 液 中 1:1000に 希 釈 )お
よ び 50μ lの AZXMP-DSS-HRPト レ ー サ ー (10mM PBS、 2.5% BSA、 0.1g/L K 3 FeCN 6 、 0.1g/Lブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 0.5%プ ロ ク リ ン 300 pH 7.4中 、 1:1000に 希 釈 )を 加 え た 。 緩 や か
な 攪 拌 下 、 免 疫 反 応 を 実 施 し 、 120分 後 、 250μ lの PBSTに よ っ て プ レ ー ト を 3回 洗 浄 す る こ
と に よ っ て 停 止 さ せ 、 続 い て 150μ lの TMB(一 成 分 )溶 液 を 加 え た 。 100μ lの 酸 性 TMB停 止 液
に よ っ て TMB反 応 を 停 止 さ せ 、 450nmに お け る 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 表 ｅ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
　 標 準 曲 線 は 、 UMPの 添 加 に よ っ て 影 響 を 受 け な か っ た が 、 試 験 し た 血 清 の う ち の 2つ は 、
1mM UMP添 加 後 に 有 意 に よ り 高 い TK値 を 与 え た 。 TK反 応 に 関 し て 、 基 質 緩 衝 液 中 に 1mM UMP
を 含 有 さ せ る こ と に よ り 分 解 に 対 す る 特 別 な 保 護 が 提 供 さ れ 得 る と 我 々 は 結 論 を 下 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 (実 施 例 9)
　 細 胞 基 質 TKと 抗 体 に よ り 見 ら れ る 血 清 TKと の 違 い
　 血 清 TK測 定 の た め に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 TK抗 体 を 評 価 し た 。 こ の 構 成 は 、 固 相 捕 捉 抗 体
と し て 抗 TK1抗 体 を 使 用 し 、 次 に 、 固 定 化 酵 素 の 酵 素 反 応 を さ せ る こ と で あ る 。 前 記 抗 体
の 調 製 は 、 他 に 記 載 さ れ て い る (32)。 前 記 抗 体 は 、 TK1の C末 端 部 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ に
結 合 す る 。 し た が っ て 、 TK活 性 は 、 TKに 対 す る 抗 体 の 結 合 に よ っ て 阻 害 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 免 疫 吸 着 チ ュ ー ブ (Greiner、 独 国 )を 2μ gの 抗 体 /チ ュ ー ブ に よ っ て 、 200μ lの コ ー テ ィ
ン グ 体 積 で コ ー テ ィ ン グ し た 。 同 時 に 、 抗 体 の 代 わ り に BSAを コ ー テ ィ ン グ し て 陰 性 対 照
チ ュ ー ブ を 作 製 し た 。 次 に 、 以 下 の と お り 試 験 操 作 を 行 っ た 。 抗 体 コ ー テ ィ ン グ チ ュ ー ブ
内 で 50μ lの 標 品 ま た は TK1含 有 サ ン プ ル を 150μ lの BSA/PB希 釈 液 と 共 に 37℃ で 2時 間 温 置
し た 。 チ ュ ー ブ を 、 2mlの 9g/L NaClで 3回 洗 浄 し 、 続 い て 200μ lの TK REAト レ ー サ ー (放 射
活 性 基 質 と し て 、 5-ヨ ー ド -( 1 2 5 I)-デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 含 有 )を 加 え て 、 37℃ で 2時 間 温 置
し た 。 温 置 後 、 300μ lの 水 を 加 え て 、 総 体 積 を 500μ lと し た 。 続 い て 、 TK REAア ッ セ イ の
た め の 分 離 お よ び 洗 浄 操 作 を 行 っ た 。 簡 単 に は 、 生 じ た 5-ヨ ー ド -(I-125-)-デ オ キ シ ウ リ
ジ ン 一 リ ン 酸 を セ パ レ ー タ タ ブ レ ッ ト に 吸 着 さ せ 、 洗 浄 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 放 射 活 性
を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
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　 ヒ ト 動 物 腫 瘍 組 織 由 来 の 細 胞 基 質 抽 出 物 お よ び ウ シ 胎 仔 血 清 中 1:10 w/vに 希 釈 し た 個 々
の 癌 患 者 の 血 清 を 、 上 記 操 作 後 に ア ッ セ イ し た 。 お よ そ 360 U/Lの TK1標 品 濃 度 も ま た 、 実
施 例 6に 記 載 さ れ た と お り 作 製 し 、 各 々 0.8 U/Lお よ び 80 U/Lの TK REA標 品 と 共 に ア ッ セ イ
を 行 っ た 。 全 て の サ ン プ ル で 二 重 に 操 作 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 ｆ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
　 陰 性 対 照 と し て 用 い ら れ た BSAコ ー テ ィ ン グ チ ュ ー ブ は 、 い ず れ の サ ン プ ル に 対 し て も
結 合 を 示 さ な か っ た 。 細 胞 基 質 か ら 得 ら れ た TK1標 品 物 質 は 、 TK REAに 対 し て 良 好 な 相 関
を 示 し た (TK REA値 は 、 pAb TK1結 合 cpmに 相 関 し た )。 細 胞 基 質 サ ン プ ル 1～ 2は 、 TK REA活
性 に 相 関 し て 、 標 品 と 同 レ ベ ル の 予 想 さ れ た 「 pAB TK1」 活 性 を 示 し た が 、 前 記 血 清 は 、
予 想 よ り も 低 い 活 性 を 示 し た 。 捕 捉 後 に 測 定 さ れ た 活 性 は 、 特 に 血 清 サ ン プ ル に 関 し て 、
一 般 に か な り 低 か っ た 。 上 記 の 方 法 が 用 い ら れ た 場 合 、 す な わ ち 、 捕 捉 用 に TK1抗 体 を 使
用 し た 場 合 、 血 清 サ ン プ ル に 関 し て 得 ら れ た 活 性 は 、 検 出 可 能 な 信 頼 で き る ア ッ セ イ に と
っ て は あ ま り に も 低 す ぎ た 。 よ り 重 要 な こ と に は 、 血 清 TK1と 細 胞 基 質 TK1か ら は 異 な る 結
果 が 得 ら れ た 。 こ の こ と は 、 血 清 中 TKの 定 量 に 抗 体 を 使 用 す る 問 題 点 を 示 し て い る 。 TKは
、 血 清 中 で 大 型 の 複 合 体 で 存 在 し て い る と 報 告 さ れ て い る の で 、 前 記 結 果 は 驚 く べ き こ と
で は な か っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 (実 施 例 10)
　 サ ン プ ル 移 動 可 能 性 の な い ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト
　 先 の 実 施 例 に 述 べ た TKア ッ セ イ は 、 未 コ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ ウ ェ ル に お け る TK反 応 に 基
づ い て い た 。 こ れ は 、 TKア ッ セ イ 緩 衝 液 に 存 在 す る DTEが ス ル フ ヒ ド リ ル 交 換 に よ っ て 、
負 の 干 渉 を 行 い 得 る と 考 え ら れ る た め 、 良 好 な 制 御 を 得 る た め に 行 わ れ た 。 コ ー テ ィ ン グ
抗 体 は 、 TK反 応 時 の 条 件 に 耐 え る こ と が で き た た め 、 よ り 簡 便 な 「 直 接 的 」 ア ッ セ イ を 実
施 し た 。 50μ lの 患 者 サ ン プ ル ま た は 標 品 を 、 50μ lの 基 質 緩 衝 液 と 共 に 二 次 ウ サ ギ 抗 ニ ワ
ト リ 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ ウ ェ ル に 直 接 加 え た 。 前 記 ウ ェ ル は 、 実 施 例 4に 記
載 さ れ た と お り コ ー テ ィ ン グ し 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 は 、 実 施 例 4に 従 っ て 調 製 し た 。 TK反 応
は 、 37℃ で 60分 間 進 行 さ せ た 。 次 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 室 温 (23℃ )に 置 き 、 TK
基 質 の タ ー ン オ ー バ ー を 終 結 さ せ る た め に 、 25μ lの 0.50%(w/w)H 2 O 2 を 加 え た 。 緩 や か に
攪 拌 し な が ら 過 酸 化 水 素 に 対 す る 5分 間 の 反 応 後 、 50μ lの 一 次 抗 体 溶 液 (IgY抗 AZTMP)お よ
び 50μ lの ト レ ー サ ー 結 合 体 を 連 続 的 に 加 え 、 前 記 プ レ ー ト を 室 温 で さ ら に 2時 間 温 置 し た
。 前 記 プ レ ー ト を 250μ lの PBSTで 3回 洗 浄 し た 。 100μ lの TMB基 質 を 加 え 、 15分 後 、 100μ l
の TMB停 止 液 の 添 加 に よ っ て 、 発 色 を 終 結 さ せ 、 450nmに お け る 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。 先 に
実 施 例 6に 記 載 さ れ た ト レ ー サ ー 用 の 組 成 物 お よ び 希 釈 な ら び に 一 次 抗 体 溶 液 を 、 ヒ ト 血
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清 に 存 在 し 得 る と 考 え ら れ る 異 好 性 抗 体 に 対 す る 保 護 と し て 一 次 抗 体 溶 液 の ウ シ IgGを 最
終 濃 度 25mg/Lま で 加 え る と い う 変 更 を 行 っ て 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 (実 施 例 11)
　 化 学 発 光 お よ び 磁 気 性 粒 子 に 基 づ く ア ッ セ イ
　 Byk-Sangtec Diagnostica GmbH(独 国 Dietzenbach)に よ り 提 供 さ れ た ABEI-HS-ONSと 称 さ
れ る イ ソ ル ミ ノ ー ル の 活 性 化 誘 導 体 を 用 い て AZXMPを イ ソ ル ミ ノ ー ル に 結 合 さ せ た (図 1d)
。 0.1Mホ ウ 酸 緩 衝 液 pH 8.8中 、 25μ lの 0.64mg/ml AZXMPを 、 ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し た 25
μ lの ABEI-HS-ONSに 加 え る こ と に よ っ て 、 結 合 を 達 成 し た 。 そ の モ ル 比 は 、 ABEI-HS-ONS 
1モ ル 当 た り 、 AZXMPが 1.6モ ル で あ っ た 。 前 記 反 応 混 合 液 を 完 全 に 混 合 し て か ら 22℃ で 60
分 放 置 し た 。 RPC(逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )を 用 い て 結 合 生 成 物 を 単 離 す る 前 に 、 500μ l
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 液 (A=20mM KH 2 PO 4 /HCl pH 2.0)を 加 え 、 200μ lの サ ン プ ル を 分
取 RPC HR 5/5カ ラ ム (Amersham Bioscience)に 注 入 し た 。 15の カ ラ ム 体 積 に お い て 、 0～ 10
0%の B(B=10:1メ タ ノ ー ル /水 )の 直 線 勾 配 が 、 カ ラ ム 上 に 生 じ た 。 1mlの フ ラ ク シ ョ ン を 採
取 し 、 AZXMP-HS-ABEIフ ラ ク シ ョ ン に 相 当 す る ピ ー ク を 採 取 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 2mlの 13mM PBS pH 7.5を 加 え て 、 pHを 6.5と し た 。 前 記 調 製 液 を 凍 結 し 、 使 用 す る ま で -
78℃ で 保 存 し た 。 ア リ コ ー ト を PBS中 10201倍 希 釈 し 、 化 合 物 に よ っ て 生 じ た 化 学 発 光 を 測
定 し た 。 測 定 は 、 Byk-Sangtec Diagnostica GmbH(独 国 Dietzenbach)の 開 始 剤 を 用 い て 、 S
300発 光 計 シ ス テ ム (独 国 Berthold)上 で 実 施 し た 。 100μ lの 希 釈 サ ン プ ル が 、 107000相 対
発 光 単 位 を 生 じ た 。 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 0.5%(v/v)BSA、 25mg/Lウ シ IgG、 0.09%ア ジ ド ナ ト
リ ウ ム 、 0.02%ツ イ ー ン 20、 pH 7.5を 含 有 す る 、 ト レ ー サ ー 結 合 体 用 希 釈 液 を 調 製 し た 。 A
ZXMP-HS-ABEIの 解 凍 後 、 1mlを 100mlの 希 釈 液 で 希 釈 し 、 お よ そ 0.12μ Mの 作 用 ト レ ー サ ー
溶 液 # GM-02-072を 得 た 。 ト レ ー サ ー # GM-02-272を 、 そ の ト レ ー サ ー 希 釈 液 中 、 2倍 希 釈
で 連 続 的 に 希 釈 し た 。 次 に こ れ ら の 希 釈 液 を 、 AZTMP ELISA中 、 サ ン プ ル と し て 操 作 し 、
そ の 結 果 を AZTMP標 準 曲 線 か ら 算 出 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
【 表 ｇ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
　 AZTMP-HS-ABEIは 、 ア ッ セ イ に よ り 、 AZTMPと 同 じ く 十 分 に 認 識 さ れ る 。 し た が っ て 、 そ
れ は 、 化 学 発 光 ア ッ セ イ に お い て 、 効 果 的 な ト レ ー サ ー 分 子 と し て 使 用 で き る 。 二 次 抗 体
は 容 易 に 磁 気 性 粒 子 に コ ー テ ィ ン グ で き る 。 先 に 記 載 し た 実 施 例 に お け る 原 理 を 用 い て 、
AZTMPと TKア ッ セ イ を 開 発 で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 (実 施 例 12)
　 細 胞 基 質 /組 織 抽 出 物 の 臨 床 的 測 定
　 非 転 移 性 乳 癌 を 有 す る 患 者 の 細 胞 基 質 /組 織 抽 出 物 に お け る TK1濃 度 を 測 定 し た 。 TKは 、
ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 を 受 け て い る 乳 癌 患 者 に お け る 独 立 し た 予 後 因 子 で あ る た め 、 TK分
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析 は 、 乳 癌 患 者 の 個 々 の 予 後 お よ び 治 療 を 改 善 す る か も し れ な い 。 正 常 な 乳 房 組 織 と 相 対
的 に 、 乳 癌 に お い て は 、 TK活 性 が 著 し く 増 大 す る こ と が 判 明 し た 。 TK高 濃 度 は 、 結 節 陰 性
の 乳 癌 患 者 に お け る 重 要 な 危 険 因 子 で あ り 、 ア ジ ュ バ ン ト 治 療 の 有 益 な 効 果 を 伴 う も の と
思 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 手 術 前 の 腫 瘍 サ ン プ ル を 得 て 、 ド ラ イ ア イ ス 上 に 貯 蔵 し た 。 前 記 組 織 を 微 粉 砕 し 、 凍 結
粉 末 を 緩 衝 液 (10mM ト リ ス -HCl、 1.5mM EDTA、 5mM Na 2 MoO 4 、 お よ び 1mMモ ノ チ オ グ リ セ ロ
ー ル 、 pH 7.4)に 溶 解 し た 。 こ の ホ モ ジ ネ ー ト を 105000× gで 遠 心 分 離 し た 。 TK活 性 を 安 定
化 し 、 希 釈 の 直 線 性 を よ り 良 好 に す る た め に 、 90mM HEPES、 18mM KCl、 6mM ジ チ オ ト レ イ
ト ー ル 、 8mM MgCl 2 お よ び 4mM ATPを 含 有 す る 熱 不 活 化 正 常 ウ シ 血 清 中 で 、 1:20に 希 釈 し た
。 実 施 例 6に 記 載 さ れ て い る と お り 、 TKア ッ セ イ を 実 施 し た 。 TK濃 度 は 、 細 胞 基 質 中 の mU/
mg蛋 白 質 に お い て 表 わ さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
産 業 上 の 利 用 可 能 性
　 血 清 TKレ ベ ル は 、 癌 の 診 断 に お い て あ る 役 割 を 有 し て い る こ と が 証 明 さ れ て お り 、 無 再
発 生 存 率 お よ び 総 生 存 率 に 関 連 す る 予 後 情 報 を 提 供 し 、 い く つ か の 場 合 に は 、 療 法 の 選 択
に 役 立 つ (17～ 24)。 最 近 の 例 に は 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 に お け る 疾 病 進 行 の リ ス ク が 高 い
サ ブ グ ル ー プ を 高 い レ ベ ル の 血 清 TKに よ り 同 定 す る こ と が あ る (18)。 多 数 の 乳 癌 患 者 に お
い て 、 細 胞 基 質 TK1レ ベ ル が 疾 病 進 行 に 関 す る 最 良 の 予 測 マ ー カ ー で あ る こ と が フ ラ ン ス
の 一 連 の 研 究 に よ り 証 明 さ れ た (20～ 24)。 本 発 明 に よ る 本 法 は 、 有 利 な 様 式 で サ ン プ ル 中
の TK1活 性 の 測 定 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 選 択 的 基 質 を リ ン 酸 化 す る TK1の 効 率 の 高 さ に よ
り 、 こ の タ イ プ の 方 法 は 、 迅 速 、 簡 便 で 非 常 に 感 度 が よ い 。 そ の 試 薬 と 反 応 生 成 物 は 安 定
、 非 放 射 性 で リ ス ク が な く 、 大 体 積 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に お い て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 本 法 は 、 変 化 し た 、 特 に 上 昇 し た TK1活 性 レ ベ ル を 伴 う 疾 患
状 態 の 診 断 の た め に 、 有 利 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、
a)ヒ ト ま た は 動 物 の 体 液 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ と 、
b)本 発 明 の 方 法 に よ り 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 を 測 定 す る た め に サ ン プ ル を ア ッ セ イ す
る ス テ ッ プ と 、
c)チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 量 を 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 臨 床 的 状 態 と 関 連 さ せ る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 レ ベ ル の 上 昇 を 伴 う ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 の 診 断
お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ の た め の in vitro法 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 関 連 し た 例 と し て 挙 げ る こ と の で き る 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 レ ベ ル の 上 昇
を 伴 う ヒ ト ま た は 動 物 に お け る 疾 患 は 、 血 液 学 的 癌 疾 患 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン
パ 性 白 血 病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 脊 髄 形 成 異 常 症 候 群 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 、 消 化 器 系 癌 、 前 立
腺 癌 お よ び 乳 癌 な ど の 癌 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 1活 性 レ ベ ル の 上 昇 を 伴 う ヒ ト ま た は 動 物 に お け る
疾 患 の in vitro診 断 お よ び /ま た は 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ の た め の キ ッ ト に 関 す る 。 こ の よ
う な キ ッ ト は 、 AZTま た は チ ミ ジ ン の 3'誘 導 体 を 含 む 。 本 法 が ど の よ う に 実 施 さ れ る か に
よ っ て 、 前 記 キ ッ ト は 他 の 成 分 を 含 み 得 る 。 例 と し て 挙 げ る こ と の で き る 他 の 成 分 は 、 AZ
Tの 5'-一 リ ン 酸 ま た は チ ミ ジ ン の 3'誘 導 体 の 5'-一 リ ン 酸 に 特 異 的 な 抗 体 、 緩 衝 液 、 洗 浄
液 、 検 出 ス テ ッ プ に 必 要 と さ れ る 試 剤 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 前 記 キ ッ ト の 全 て の 成 分 が 1つ の 容 器 に 一 緒 に 包 装 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
［ 参 考 文 献 ］
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 １ 】 AZTの 誘 導 体 、 AZXMP(図 1a);AZXMP-DSS(図 1b)お よ び AZXMP-DSS-HRP(図 1c)の 構 造
式 を 示 す 図 で あ る 。 活 性 化 さ れ た イ ソ ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 ABEI-HS-ONS(図 1d)の 構 造 式 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 抗 AZTMP抗 体 特 異 性 を 示 す 図 で あ る 。 実 施 例 1に 従 っ て 、 遊 離 AZTMP(左 側 曲 線 は 、
AZTMPを 示 す ） ま た は AZT(右 側 曲 線 は 、 AZTを 示 す )と 固 定 化 ハ プ テ ン と の 間 の 競 合 ア ッ セ
イ に 関 す る 用 量 応 答 曲 線 、 AZXMP(図 1を 参 照 )は 、 ニ ワ ト リ 抗 AZTMP抗 体 の 特 異 性 を 示 し て
い る 。 Y軸 :元 の 吸 光 度 値 (B)は 、 競 合 物 の 不 在 下 (B0)で 得 ら れ た 値 に 対 し て 標 準 化 し て (B/
B0)を 得 る 。
【 図 ３ 】 AZTMP ELISAの 検 量 線 を 示 す 図 で あ る 。 競 合 的 AZTMP終 末 点 ELISAア ッ セ イ は 、 実
施 例 4に 記 載 さ れ た と お り 実 施 し た 。 450nmで の 平 均 吸 光 度 を 、 AZTMPの 標 準 濃 度 に 対 し て
プ ロ ッ ト し て い る 。 4PL曲 線 適 合 は 、 パ ラ メ ー タ 推 定 値 に よ っ て 得 ら れ る 。
【 図 ４ 】 TK1活 性 の 関 数 と し て 形 成 さ れ た AZTMPを 示 す 図 で あ る 。 TK ELISAア ッ セ イ は 、 TK
反 応 に お い て 基 質 (AZT)の 種 々 の 濃 度 を 用 い て 実 施 例 6に 記 載 さ れ た と お り 実 施 し た 。 用 い
ら れ た TK標 品 は 、 Prolifigen(登 録 商 標 )TK REAキ ッ ト の 細 胞 基 質 TK1標 品 で あ っ た 。 AZTMP
標 品 は 、 免 疫 検 出 ス テ ッ プ 時 に 平 行 し て 操 作 し 、 TKに よ り 生 成 さ れ た AZTMPの 量 を TK活 性
に 対 し て プ ロ ッ ト で き た 。 各 AZT濃 度 (15、 20ま た は 30μ g/ml)に 関 し て 1つ の グ ラ フ を 作 図
し た 。 AZT濃 度 は 、 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 中 の 濃 度 を さ す 。
【 図 ５ 】 TK ELISA検 量 線 を 示 す 図 で あ る 。 競 合 的 TK終 末 点 ELISAア ッ セ イ は 、 実 施 例 6に 記
載 さ れ た と お り 実 施 し た 。 450nmで の 平 均 吸 光 度 (y軸 )を 、 Prolifigen(登 録 商 標 )TK REA標
品 U/L値 (x軸 )を 用 い て U/L中 の 細 胞 質 基 質 TK1活 性 に 対 し て プ ロ ッ ト し て い る 。 4PL曲 線 適
合 式 は 、 パ ラ メ ー タ 推 定 値 に よ っ て 得 ら れ る 。
【 図 ６ 】 TK ELISA対 Prolifigen(登 録 商 標 )TK REAの 線 形 回 帰 曲 線 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 48
人 の 患 者 か ら の 血 清 を 、 実 施 例 6お よ び 7に 記 載 さ れ た Prolifigen(登 録 商 標 )TK REAお よ び
TK ELISAア ッ セ イ と 平 行 し て 試 験 し た 。 前 記 線 形 回 帰 曲 線 解 析 に よ り 、 TK ELISA=0.9*(TK
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 REA)+8.5(n=48、 r=0.9)を 得 た 。

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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