
(57)【要約】
本発明は、結合組織増殖因子 (CTGF)の検出および定量方法、ならびに種々の CTGF関連疾患
および障害の診断および検出方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 の 定 量 方 法 で あ っ て 、
(a)結 合 に 好 適 な 条 件 下 に お い て 、 サ ン プ ル を 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る
第 １ 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と 、
(b)第 １ 試 薬 を 分 離 す る こ と 、 お よ び
(c)第 １ 試 薬 に 結 合 し て い る ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 を 定 量 す る こ と 、
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
第 １ 試 薬 が 基 板 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
第 １ 試 薬 が 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
さ ら に 、
(a)結 合 に 好 適 な 条 件 下 に お い て 、 第 １ 試 薬 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 、 第 １ 試 薬 に よ っ
て 結 合 さ れ て い る 領 域 と は 異 な る CTGFの 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 第 ２ 試 薬 を 添 加 す る こ と 、
(b)未 結 合 の 第 ２ 試 薬 を 除 去 す る こ と 、 お よ び
(c)結 合 し て い る 第 ２ 試 薬 の 量 を 定 量 す る こ と 、 こ こ で 、 結 合 し て い る 第 ２ 試 薬 の 量 が 、
サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 に 相 当 す る 、
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
第 ２ 試 薬 が 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
検 出 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 剤 、 放 射 性 同 位 体 、 金 属 、 お よ び 酵 素 複 合 体 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
第 ２ 試 薬 が 、 第 １ 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 領 域 と は 異 な る CTGF領 域 に 特 異 的 に 結 合 し
、 さ ら に 、 第 ２ 試 薬 が CTGF Ｎ 末 端 断 片 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
第 ２ 試 薬 が 第 １ 試 薬 に 特 異 的 に 結 合 し 、 さ ら に 、 第 ２ 試 薬 が 、 第 １ 試 薬 に 結 合 す る CTGF 
Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 競 合 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
第 ２ 試 薬 が 、 第 １ 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 領 域 と は 異 な る CTGFの 領 域 に 特 異 的 に 結 合
す る も の で あ り 、 さ ら に 、 該 第 ２ 試 薬 が CTGF Ｃ 末 端 断 片 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求
項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
第 ２ 試 薬 が 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
第 ２ 試 薬 が 、 担 体 に 結 合 し て い る か ま た は 結 合 し て い な い ヘ パ リ ン で あ る 、 請 求 項 ９ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
サ ン プ ル が 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
サ ン プ ル が 尿 ま た は 血 漿 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
さ ら に 、 サ ン プ ル 中 に CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 基 準
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濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、
サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 と 基 準 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 の
差 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
CTGF関 連 障 害 が 、 腎 繊 維 症 、 肝 臓 繊 維 症 、 心 臓 繊 維 症 、 炎 症 性 関 節 病 、 癌 、 糖 尿 病 、 硬 皮
症 、 臓 器 移 植 、 腹 膜 透 析 ま た は 心 筋 梗 塞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
さ ら に 、 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 第 １ サ ン プ ル 中 の C
TGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、
第 １ サ ン プ ル お よ び 第 ２ サ ン プ ル が 異 な る 時 期 に 同 一 の 供 給 源 か ら 取 得 さ れ た も の で あ り
、 か つ 、 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 と 第 １ サ ン プ ル 中 の C
TGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 の 差 が 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃
度 の 経 時 的 変 化 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
CTGF関 連 障 害 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
(a)被 験 体 由 来 の サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 定 量 す る こ と 、
お よ び
(b)サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と 、 こ
こ で 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関
連 障 害 の 存 在 を 示 す の で あ る 、
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
CTGF関 連 障 害 の 予 測 方 法 で あ っ て 、
(a)被 験 体 由 来 の サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 定 量 す る こ と 、
お よ び
(b)サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と 、 こ
こ で 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関
連 障 害 の 存 在 を 示 す も の で あ る 、
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
被 験 体 の CTGF関 連 障 害 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
(a)第 １ の 時 点 で 被 験 体 か ら 第 １ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
(b)第 ２ の 時 点 で 被 験 体 か ら 第 ２ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、
(c)第 １ サ ン プ ル お よ び 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 定 量
す る こ と 、 お よ び
(d)第 １ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を 、 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF
 Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 と 比 較 す る こ と 、 こ こ で 、 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGF 
Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 と 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 濃 度 の 差 が CTGF関 連 障 害 の 進 行 を 示 す も の で あ る 、
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 の 定 量 方 法 で あ っ て 、
(a)結 合 に 好 適 な 条 件 下 に お い て 、 サ ン プ ル を 、 Ｃ 末 端 断 片 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 １
試 薬 と 接 触 さ せ る こ と 、
(b)第 １ 試 薬 を 分 離 す る こ と 、
(c)第 １ 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 領 域 と は 異 な る CTGF Ｃ 末 端 断 片 領 域 に 特 異 的 に 結 合
す る 第 ２ 試 薬 を 添 加 す る こ と 、
(d)未 結 合 の 第 ２ 試 薬 の 除 去 す る こ と 、 お よ び
(e)結 合 し た 第 ２ 試 薬 の 量 を 測 定 す る こ と 、
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を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
サ ン プ ル 中 の CTGFを 検 出 ま た は 定 量 す る キ ッ ト で あ っ て 、
(a)CTGF上 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 １ 試 薬 、 お よ び
(b)第 １ 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 領 域 と は 異 な る CTGF上 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 第
２ 試 薬 、
を 含 む 、 上 記 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 、 2001年 9月 18日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/323,305号 の 利 益 を 主 張 す
る 。 な お 、 前 記 出 願 は 、 そ の 全 体 を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 は 、 結 合 組 織 増 殖 因 子 （ CTGF） の 検 出 お よ び 定 量 、 並 び に 種 々 の CTGF関 連 疾 患 お よ
び 障 害 の 診 断 お よ び 検 出 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
結 合 組 織 増 殖 因 子 （ CTGF） は 、 繊 維 芽 細 胞 お よ び 他 の 結 合 組 織 細 胞 ま た は 細 胞 間 マ ト リ ッ
ク ス を 産 生 し 得 る 他 の 細 胞 に お け る 分 裂 促 進 因 子 、 走 化 性 因 子 お よ び 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス
誘 導 因 子 で あ る 。 CTGFポ リ ペ プ チ ド お よ び 遺 伝 子 配 列 は 、 ヒ ト を 含 む 多 数 の 種 で 同 定 さ れ
て い る (例 え ば 、 Ryseckら 、 (1991) Cell Growth Differ 2: 225-233;2000年 5月 18日 に 公
開 さ れ た 、 国 際 公 開 番 号 WO 00/27868号 、 お よ び Bradhamら 、 (1991) J Cell Biol 114: 12
85-1294を 参 照 さ れ た い )。 ヒ ト CTGFは 、 完 全 長 の cDNAに 関 し 、 ほ ぼ 130位 の ヌ ク レ オ チ ド
に 開 始 部 位 を 、 ほ ぼ 1177位 の ヌ ク レ オ チ ド に TGA終 止 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 1047個 の
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 349残 基 か ら な る ポ リ ペ プ チ
ド で あ る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,408,040号 、 お よ び GenBank受 託 番 号 NP001892を 参 照 さ れ
た い 。 )
CTGFは 、 病 理 学 的 に 、 皮 膚 お よ び 主 な 器 官 の 繊 維 症 お よ び 過 剰 瘢 痕 化 、 癌 、 全 身 性 硬 化 症
、 血 管 形 成 、 動 脈 硬 化 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 糖 尿 病 腎 症 お よ び 腎 性 高 血 圧 症 な ど の
疾 病 を は じ め と す る 、 結 合 組 織 細 胞 の 異 常 増 殖 お よ び 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス の 過 剰 沈 着 が あ
る 疾 患 に 関 与 し て い る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,408,040号 、 2001年 3月 8日 に 公 開 さ れ た 、 国
際 公 開 番 号 WO 01/15729号 を 参 照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 CTGF断 片 は 、 あ る 種 の 生 物 活 性 に
関 与 し て い る (例 え ば 、 2000年 10月 12日 に 公 開 さ れ た 、 国 際 公 報 第 WO 00/35939号 ； 2000年
6月 22日 に 公 開 さ れ た 、 国 際 公 報 第 WO 00/35936号 ； 米 国 特 許 第 730 5,876号 ； Brigstockら
、 (1997) J Biol Chem 272: 20275-20282； お よ び Ballら 、 (1998) Biol Reprod 59: 828-
835を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
CTGFお よ び そ の 様 々 な 生 物 活 性 と 疾 患 群 に 関 す る 情 報 が あ る に も か か わ ら ず 、 CTGF断 片 を
区 別 ・ 識 別 し て CTGFを 確 実 に 検 出 す る 方 法 、 定 量 的 に CTGF濃 度 を 検 出 す る 方 法 、 お よ び 生
体 サ ン プ ル 中 の CTGF断 片 を 検 出 す る 方 法 は 得 ら れ て い な か っ た 。 CTGFを 検 出 す る 現 行 法 は
、 例 え ば 、 ヘ パ リ ン を 利 用 し て CTGFポ リ ペ プ チ ド を 分 離 、 濃 縮 す る か 、 あ る い は 、 CTGFの
種 々 の 断 片 が 区 別 さ れ な い ELISAア ッ セ イ が 含 ま れ て い る （ 例 え ば 、 Satoら 、 (2000) J Rh
eumatology 27: 149-153； Tamantiら 、 (1998) Biochem Biophys Res Commun 251: 748-75
2； お よ び Riserら 、 (2000) J Am Soc Nephrol 11: 25-38を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
し た が っ て 、 生 体 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGFの 種 々 の 形 態 (例 え ば 、 CTGF断 片 )の 濃 度 を
検 出 、 測 定 、 定 量 す る の に 有 用 な ア ッ セ イ 系 が 求 め ら れ て い る 。 特 に 、 CTGFと 区 別 し て CT
GFの 特 定 断 片 を 選 択 的 に 同 定 す る 方 法 、 お よ び 種 々 の 疾 患 状 態 に 関 与 し て い る 特 定 の CTGF
断 片 を 同 定 お よ び 定 量 し 得 る 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 明 細 書 は 、 CTGFお よ び CTGF断 片 の 検 出 方 法 、 CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 の 定 量 方 法 、 な
ら び に 、 CTGFが 関 連 す る 種 々 の 症 状 、 疾 患 ま た は 障 害 の 予 後 の 診 断 、 検 出 方 法 、 お よ び CT
GFが 関 連 す る 種 々 の 症 状 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 効 果 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 記 載 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGFを 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 サ
ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 が CTGF Ｃ 末
端 断 片 お よ び CTGFと 区 別 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末
端 断 片 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 が CTGF Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFと 区
別 さ れ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は サ ン プ ル 中 の CTGFの 存 在 を 検 出 す る こ と を 含
み 、 CTGFが CTGF Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 断 片 と 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGF濃 度 の 定 量 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル 中
の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 定 量 す る こ と を 含 み 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 が CTGF Ｃ 末 端 断 片 お
よ び CTGFと 区 別 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度
を 定 量 す る こ と を 含 み 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 が CTGF Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFと 区 別 さ れ る 。 さ
ら な る 態 様 で は 、 本 方 法 は サ ン プ ル 中 の CTGF濃 度 を 定 量 す る こ と を 含 み 、 CTGFの 濃 度 が CT
GF Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 と 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル を CTGF上 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 １ 試 薬 と 接
触 さ せ る こ と と 、 試 薬 を 分 離 す る こ と と 、 結 合 し て い る CTGF濃 度 を 定 量 す る こ と を 含 む 。
さ ら に 、 本 方 法 は 、 第 １ 試 薬 と 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ 試 薬 ま た は 第 １ 試 薬 に よ り 結 合 さ れ
て い る 領 域 と は 異 な る CTGFの 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 ２ 試 薬 か ら 選 択 さ れ る 第 ２ 試 薬 を
添 加 す る こ と と 、 未 結 合 の 第 ２ 試 薬 を 除 去 す る こ と と 、 結 合 し て い る 第 ２ 試 薬 の 量 を 定 量
す る こ と を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ 試 薬 お よ び 第 ２ 試 薬 は 、
CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 異 な る 領 域 に 結 合 す る 抗 CTGF抗 体 で あ る
。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ 試 薬 ま た は 第 ２ 試 薬 は 、 場 合 に よ っ て は 担 体 に 結 合 し て
い る ヘ パ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 診 断 方 法 を 意 図 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 サ
ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 定 量 す る こ と と 、 そ の
濃 度 を CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ
末 端 断 片 の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本
方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 定 量 す る こ
と と 、 そ の 濃 度 を CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 サ ン プ ル
中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す 。 別 の 実 施 形 態
で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF濃 度 を 定 量 す る こ と と 、
そ の 濃 度 を CTGFの 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの 増 加 量 ま
た は 減 少 量 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す 。 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 増 加
は 、 腎 繊 維 症 、 肝 臓 繊 維 症 、 心 臓 繊 維 症 、 強 皮 症 お よ び 炎 症 性 関 節 疾 患 な ど の 繊 維 症 障 害
を 示 し 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ま た 、 CTGF関 連 障 害 の 予 測 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得 す る
こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 ま た は CTGFの 濃 度 を 検 出 す る こ
と と 、 そ の 濃 度 を 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 検 出 さ れ た 濃 度 と 基 準 濃 度 の
差 が CTGF関 連 障 害 の 予 測 を 示 す 。 例 え ば 、 基 準 と 比 較 し て サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片
濃 度 の 増 加 に よ り 、 癌 、 糖 尿 病 、 臓 器 移 植 、 腹 膜 透 析 ま た は 心 筋 梗 塞 な ど の 疾 患 の 予 後 不
良 が 示 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
ま た 、 CTGF関 連 障 害 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、
第 １ の 時 点 で 被 験 体 か ら 第 １ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 第 ２ の 時 点 で 被 験 体 か ら 第 ２ サ
ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度
を 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、
第 １ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 と 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ
末 端 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 の 差 が CTGF関 連 障 害 の 進 行 を 示 す 。 ま た 、 第 １ サ ン プ
ル お よ び 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 ま た は CTGFの 濃 度 を 比 較 す る 類 似 の 方
法 を 検 討 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 治 療 効 果 を モ ニ タ ー す る 方 法 に 関 す る 。 種 々 の 実 施 形
態 に お い て 、 本 方 法 は 、 CTGF関 連 障 害 が あ り 、 か つ そ の 障 害 の 治 療 を 受 け て い る 被 験 体 か
ら サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 ま た は CTGF Ｃ 末 端
断 片 の 濃 度 を 定 量 す る こ と と 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を
基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 で 検 出 さ れ た 濃 度 と 基 準 濃 度 の 差 が CTGF関 連
障 害 の 治 療 の 治 療 効 果 を 示 す 。 さ ら な る 態 様 で は 、 基 準 濃 度 は 、 治 療 の 開 始 の 早 期 時 点 で
、 あ る い は 治 療 開 始 前 に 、 同 一 被 験 体 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片
、 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 定 量 に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
上 述 の 方 法 の い ず れ に お い て も 、 サ ン プ ル は 任 意 の 供 給 源 か ら 取 得 す る こ と が で き る 。 一
態 様 で は 、 サ ン プ ル は 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ 、 特 定 の 一 実 施 形 態 で は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ
る 。 一 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 、 尿 ま た は 血 漿 な ど の 体 液 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 CTGFの
検 出 ま た は 定 量 方 法 は 、 添 加 マ ー カ ー の 検 出 お よ び 定 量 と 組 み 合 わ せ て 、 被 験 体 の 疾 患 の
診 断 、 予 測 な ど を さ ら に 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 定 量 と 組 み
合 わ せ て 尿 中 の ア ル ブ ミ ン 排 出 率 を 測 定 す る こ と に よ り 、 腎 臓 病 を さ ら に 確 認 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGFの 濃 度 の 存 在 を 検 出 ま た は 定 量 す る 際 に 使 用 す る キ ッ ト を 供 給 す
る 。 例 え ば 、 キ ッ ト を 用 い て 、 CTGF関 連 障 害 を 診 断 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は
、 キ ッ ト は 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 と 特 異 的 に 反 応 す る 少 な く と
も １ 種 の 第 １ 試 薬 と 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 、 ま た は 第 １ 試 薬 と 複 合
体 を 形 成 し 得 る 、 標 識 化 さ れ た 少 な く と も １ 種 の 第 ２ 試 薬 を 含 む 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 第 １ 試 薬 お よ び 第 ２ 試 薬 は 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 異 な
る 領 域 へ 結 合 す る 抗 CTGF抗 体 で あ る 。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ 試 薬 ま た は 第 ２ 試 薬
は 、 場 合 に よ っ て は 担 体 に 結 合 し て い る ヘ パ リ ン で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 ２ 試 薬
は 、 第 １ 試 薬 に 結 合 す る CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 と 競 合 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 に 変 化 を も た
ら す 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 検 討 す る 。 あ る 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得
す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 第 １ の 濃 度 を
定 量 す る こ と と 、 サ ン プ ル を 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は C
TGF Ｃ 末 端 断 片 の 第 ２ の 濃 度 を 測 定 す る こ と と 、 第 １ の 濃 度 と 第 ２ の 濃 度 と を 比 較 す る こ
と を 含 み 、 第 １ の 濃 度 と 第 ２ の 濃 度 の 差 が CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片
の 濃 度 に 変 化 を も た ら す 化 合 物 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 傾 向 を 確 認 す る 方 法 に 関 す る 。 あ る 態 様 で は 、 本 方 法
は 、 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 ま た は
CTGFの 濃 度 を 定 量 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の Ｎ 末 端 断 片 、 Ｃ 末 端 断 片 、 ま た は CTGFの 濃 度
を 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片
、 ま た は CTGFの 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関 連 障 害 の 傾 向 を 示 す 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-505757 A 2005.2.24



【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 特 定 の 障 害 が CTGFと 関 係 し て い る か ど う か を 検 出 す る 方 法 、 す な わ ち
、 CTGF関 連 障 害 を 確 認 す る 方 法 に 関 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 特 定 の 障 害 が あ
る 被 験 体 か ら 第 １ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端
断 片 ま た は CTGFの 濃 度 を 定 量 す る こ と と 、 そ の 濃 度 を 非 疾 患 の 基 準 濃 度 と 比 較 す る こ と を
含 み 、 第 １ サ ン プ ル 中 の 濃 度 と 非 疾 患 の 基 準 濃 度 の 差 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す 。 障 害
は 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 ま た は CTGFの 濃 度 の 増 加 と 関 連 し て い る も の が あ
り 、 あ る い は 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 ま た は CTGFの 濃 度 の 低 下 と 関 連 し て い
る も の も あ り 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 構 成 要 素 お よ び 本 方 法 に つ い て 記 載 す る 前 に 、 本 発 明 は 、 記 載 さ れ て い る 特 定 の
方 法 、 プ ロ ト コ ル 、 細 胞 系 、 ア ッ セ イ 、 お よ び 試 薬 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 こ れ ら は
変 更 が 可 能 で あ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 ま た 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 は 、 本 発 明
の 特 定 の 実 施 形 態 を 記 載 す る も の と し 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ て い る 本 発 明 の
範 囲 を 限 定 す る も の で は 全 く な い こ と も 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ て い る 、 単 数 形 (a、 anお よ び the） に は 、 特 に
明 記 し な い 限 り 、 複 数 の 言 及 が 含 ま れ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 「 断
片 」 と い う 用 語 に は 複 数 の か か る 断 片 が 含 ま れ 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は １ 種 ま た は 複 数
の 抗 体 、 お よ び 当 業 者 に 周 知 の 同 等 物 等 の 用 語 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
特 に 断 り の な い 限 り 、 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 技 術 的 ・ 科 学 的 用 語 は す べ て 、 本 発 明 が 属 す
る 当 該 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る の と 同 一 の 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る も の に 類 似 す る 、 ま た は 等 し い す べ て の 方 法 お よ び 物 質 は 、 本 発 明 の 実 施 ま た は
試 験 に 用 い る こ と が で き る が 、 好 ま し い 方 法 、 装 置 お よ び 物 質 に つ い て こ こ に 記 載 す る 。
本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る す べ て の 刊 行 物 は 、 本 発 明 と 関 連 し て 用 い ら れ 得 る 刊 行 物 中 に
報 告 さ れ て い る 方 法 、 試 薬 お よ び ツ ー ル を 記 載 お よ び 明 示 す る 目 的 で 、 そ れ ら 全 体 を 引 用
に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。 し か し 、 本 発 明 が 先 発 明 に よ る か か る 開 示 に 先 行 す る 資 格 が
な い と い う こ と を 認 め て い る と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 実 施 は 、 特 段 の 記 載 の な い 限 り 、 当 該 技 術 分 野 内 の 化 学 、 生 化 学 、 分 子 生 物 学 、
細 胞 生 物 学 、 遺 伝 学 、 免 疫 学 お よ び 薬 学 の 従 来 法 を 用 い る 。 か か る 技 術 は 文 献 中 で 完 全 に
説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Gennaro (1990) Remington's Pharmaceutical Sciences,18th 
ed. , Mack Publishing Co.； Colowickら 、 Methods In Enzymology, Academic Press, In
c.； Weirお よ び Blackwell (1986) Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV, 
Blackwell Scientific Publications； Maniatisら 、 (1989) Molecular Cloning : A Labo
ratory Manual, 第 2版 , Vols. I-III, Cold Spring Harbor Laboratory Press； Ausubel
ら 、 (1999) Short Protocols in Molecular Biology, 第 4版 , John Wiley & Sons； Ream
ら 、 (1998) Molecular Biology Techniques: An Intensive Laboratory Course, Academi
c Press)； Newtonお よ び Graham (1997) PCR (Introduction to Biotechniques Series), 
第 2版 , Springer Verlag)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

「 結 合 組 織 増 殖 因 子 」 ま た は 「 CTGF」 は 、 天 然 物 、 合 成 物 、 半 合 成 物 、 ま た は 組 換 え 体 は
問 わ ず 、 任 意 の 種 (特 に 哺 乳 類 の 種 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、 羊 、 ブ タ 、 マ ウ ス
、 ウ マ 、 お よ び 特 に ヒ ト の 種 )、 な ら び に 任 意 の 供 給 源 由 来 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た CTGFの
ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
一 態 様 に お い て 、 「 結 合 組 織 増 殖 因 子 」 ま た は 「 CTGF」 は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 少 な く と
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も 一 部 分 、 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
CTGFに 関 し て 用 い ら れ る 「 Ｎ 末 端 断 片 」 お よ び 「 Ｎ 断 片 」 と い う 用 語 は 、 CTGFポ リ ペ プ チ
ド ま た は 任 意 の 変 異 体 の ア ミ ノ 末 端 部 分 、 ま た は そ の 断 片 に 由 来 す る 配 列 を 含 む す べ て の
ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 CTGF Ｎ 末 端 断 片 は 、 最 初 の メ チ オ ニ ン 残 基 か ら シ ス テ イ ン 非
含 有 「 ヒ ン ジ 」 領 域 ま で の CTGFの 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含 ま な い 。 さ ら
に 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 は 、 イ ン シ ュ リ ン 増 殖 因 子 結 合 タ ン パ ク 質 モ チ ー フ お よ び ／ ま た は v
on Willebrand C型 ド メ イ ン の 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含 ま な い 。 さ ら に
、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 シ ス テ イ ン 非 含 有 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は
含 ま な い 。 さ ら に 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 上 に 定 義 し た 任 意 の 先 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 内 に
含 有 さ れ て い る 任 意 の 15個 以 上 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
一 態 様 で は 、 CTGFの 「 Ｎ 末 端 断 片 」 ま た は 「 Ｎ 断 片 」 は 、 ヒ ト CTGFの ア ミ ノ 末 端 部 分 由 来
の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 か か る 断 片 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ア ミ ノ 酸
残 基 約 198の 全 領 域 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 約 23～ ア ミ ノ 酸 約 198の 全 領 域 を 含 み 得 る 。 ヒ
ン ジ 領 域 内 の Ｎ 末 端 断 片 の 境 界 は 、 配 列 番 号 ２ に 定 め ら れ た 幾 つ か の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部
位 の う ち の 一 部 位 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の 残 基 179と 180の 間 、 残 基 182と 183の 間 、 お よ び
残 基 188と 189の 間 の キ モ ト リ プ シ ン 切 断 部 位 ； 配 列 番 号 ２ の 残 基 183と 184の 間 、 お よ び 残
基 196と 197の 間 の プ ラ ス ミ ン 切 断 部 位 ； お よ び 配 列 番 号 ２ の 残 基 169と 170の 間 の 骨 形 態 形
成 タ ン パ ク 質 -１ 切 断 部 位 ） に よ っ て 、 場 合 に よ っ て は 定 め ら れ 得 る 。 さ ら に 、 ヒ ト CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 27か ら ア ミ ノ 酸 97の 領 域 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸
103か ら ア ミ ノ 酸 166の 領 域 、 ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 167か ら ア ミ ノ 酸 198の 領 域 の 全
部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含 ま な い 。 さ ら に 、 ヒ ト CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 上 に
定 義 し た 任 意 の 前 述 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 内 に 含 有 さ れ て い る 任 意 の 15個 以 上 の 隣 接 す る ア
ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 に は 、 ヒ ト CTGF(配 列 番 号 ２ )の 以 下 の 領
域 、 す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 23～ ア ミ ノ 酸 残 基 96(エ ク ソ ン ２ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る )
； ア ミ ノ 酸 残 基 27～ ア ミ ノ 酸 残 基 97(IGF-BPモ チ ー フ )； ア ミ ノ 酸 残 基 97～ ア ミ ノ 酸 残 基 18
0(エ ク ソ ン 3に よ っ て コ ー ド さ れ て い る )； ア ミ ノ 酸 残 基 103～ ア ミ ノ 酸 残 基 166(VWCド メ イ
ン )； 対 応 す る CTGFの Ｃ 末 端 断 片 に 含 ま れ て い な い ア ミ ノ 酸 残 基 167～ ア ミ ノ 酸 残 基 198(シ
ス テ イ ン 非 含 有 の ヒ ン ジ )； ア ミ ノ 酸 残 基 23～ ア ミ ノ 酸 残 基 180(エ ク ソ ン ２ お よ び ３ に よ
っ て コ ー ド さ れ て い る )； ア ミ ノ 酸 残 基 27～ ア ミ ノ 酸 残 基 166(IGF-BPド メ イ ン お よ び VWCド
メ イ ン )； お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 23～ ア ミ ノ 酸 残 基 198か ら 選 択 さ れ る 配 列 と 、 異 な る 種 、 特
に 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ を は じ め と す る 哺 乳 動 物 種 由 来
の そ の オ ー ソ ロ ガ ス 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
CTGFに 関 し て 用 い ら れ て い る 「 Ｃ 末 端 断 片 」 お よ び 「 Ｃ 断 片 」 と い う 用 語 は 、 CTGFポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は 任 意 の 変 異 体 、 ま た は そ の 断 片 の カ ル ボ キ シ 終 末 部 由 来 の 配 列 を 含 む す べ
て の ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 Ｃ 末 端 断 片 は 、 こ の タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン 非 含 有 の ヒ ン
ジ 領 域 か ら 末 端 ま で の CTGFの す べ て ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含 ま な い 。 さ ら に
、 CTGF Ｃ 末 端 断 片 は 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 型 ド メ イ ン お よ び ／ ま た は シ ス テ イ ン ノ ー
ト モ チ ー フ の 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含 ま な い 。 さ ら に 、 CTGFの Ｃ 末 端 断
片 は 、 上 に 定 義 し た 任 意 の 前 述 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 内 に 含 有 さ れ て い る 任 意 の 15個 以 上 の
隣 接 ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
一 態 様 で は 、 「 Ｃ 末 端 断 片 」 ま た は 「 Ｃ 断 片 」 は 、 ヒ ト CTGFの カ ル ボ キ シ 末 端 部 由 来 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 か か る 断 片 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 181～ ア ミ ノ 酸 残
基 349の 全 領 域 を 含 み 得 る 。 ヒ ン ジ 領 域 内 の Ｃ 末 端 断 片 の 境 界 は 、 配 列 番 号 ２ に 定 め ら れ
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た 幾 つ か の プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 （ 例 え ば 、 上 に 定 義 さ れ て い る キ モ ト リ プ シ ン 、 プ ラ ス
ミ ン お よ び 骨 形 成 タ ン パ ク 質 -1切 断 部 位 ） の う ち の 一 部 位 に よ っ て 場 合 に よ っ て は 定 め ら
れ 得 る 。 さ ら に 、 ヒ ト CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 201～ ミ ノ 酸 242、 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 247～ ア ミ ノ 酸 349、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 248～ ア ミ ノ 酸 349、 ま た は 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 249～ ア ミ ノ 酸 346の 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 得 る か 、 あ る い は 含
ま な い 。 さ ら に 、 ヒ ト CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 上 に 定 義 し た 任 意 の 前 述 の CTGF Ｃ 末 端 断 片
内 に 含 有 さ れ た 任 意 の 15個 以 上 の 隣 接 ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 に は 、 ヒ ト CTGF(配 列 番 号 ２ )の 以 下 の 領
域 、 す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 181～ ア ミ ノ 酸 残 基 251(エ ク ソ ン ４ に よ っ て コ ー ド さ れ て い
る )； ア ミ ノ 酸 残 基 201～ ア ミ ノ 酸 残 基 242(ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 型 モ チ ー フ )； ア ミ ノ 酸
残 基 252～ ア ミ ノ 酸 残 基 349(エ ク ソ ン ５ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る )； ア ミ ノ 酸 残 基 249～
ア ミ ノ 酸 残 基 346(シ ス テ イ ン ノ ッ ト ド メ イ ン )； 対 応 す る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 に 含 ま れ て い
な い ア ミ ノ 酸 残 基 167～ ア ミ ノ 酸 残 基 198(シ ス テ イ ン 非 含 有 の ヒ ン ジ )の 一 部 ； ア ミ ノ 酸 残
基 181～ ア ミ ノ 酸 残 基 348(エ ク ソ ン ２ お よ び ３ に コ ー ド さ れ て い る );ア ミ ノ 酸 残 基 201～ ア
ミ ノ 酸 残 基 346(TP1ド メ イ ン お よ び CKド メ イ ン )； ア ミ ノ 酸 残 基 247～ ア ミ ノ 酸 残 基 348； な
ら び に ア ミ ノ 酸 残 基 248～ ア ミ ノ 酸 残 基 348と 、 異 な る 種 、 特 に 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、
ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ を は じ め と す る 哺 乳 動 物 種 由 来 の そ の オ ー ソ ロ ガ ス 断 片 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
CTGFの 「 シ ス テ イ ン 非 含 有 領 域 」 ま た は 「 ヒ ン ジ 領 域 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト CTGF(配 列 番
号 ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 167～ ア ミ ノ 酸 残 基 約 198由 来 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 異 な る 種
、 特 に 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ を は じ め と す る 哺 乳 動 物 種
由 来 の そ の オ ー ソ ロ ガ ス 断 片 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ
ド 類 」 と い う ３ 種 類 の 用 語 は 、 天 然 分 子 ま た は 合 成 分 子 の 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 、 お よ び そ の 断 片 を 意 味 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ア ミ ノ 酸 断 片 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 構 造 的 お よ び ／ ま た は 機 能 的 特 性 を 保
持 す る ポ リ ペ プ チ ド の す べ て の 部 分 で あ る 。 CTGF断 片 に は 、 CTGFの 少 な く と も １ つ の 構 造
的 ま た は 機 能 的 特 性 を 保 持 す る CTGFポ リ ペ プ チ ド 配 列 の す べ て の 部 分 が 含 ま れ る 。 「 ア ミ
ノ 酸 配 列 」 が 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列
」 お よ び 同 等 の 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 当 該 タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 し て い る 完 全 な 元 来 の
配 列 に 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
「 核 酸 」 ま た は 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ れ ら の 任 意 の 断
片 で あ り 、 か つ 、 天 然 起 源 ま た は 合 成 起 源 の DNAま た は RNAを 意 味 す る 。 前 記 DNAま た は RNA
は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て よ く 、 起 源 が 天 然 ま た は 合 成 で あ る ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)
、 ま た は 任 意 の DNA様 物 質 も し く は RNA様 物 質 に 対 す る セ ン ス 鎖 ま た は 非 ア ン チ セ ン ス 鎖 を
意 味 し 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 1種 の 構 造 的 ま た
は 機 能 的 特 性 を 保 持 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て の 部 分 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
断 片 は 、 可 変 長 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 60ヌ ク レ オ チ ド 長 よ り 長 い か 、 少 な く と も 100ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 少 な く と も 1000ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ま た は 少 な く と も 10,000ヌ ク レ オ チ ド 長 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
「 改 変 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 同 一 コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の ポ
リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 、 欠 失 、 挿 入 ま た は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 が 生 じ て い る も の が
含 ま れ る 。 こ の 定 義 に は 、 被 験 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 常 な 染 色 体 座 以 外 の 座 を 有 す
る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ り 、 あ る い は 対 立 遺 伝 子 に 対 す る 不 適 当 ま た は
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予 期 さ れ な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 欠 失 を 介 し て 、 容 易 に 検 出 可 能 ま た は 不 可 能 な 多
型 性 を 示 す 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
「 改 変 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 じ 、 機 能 的 に 同 等 の ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ
る ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 を 含 有 し 得 る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 コ ー ド さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 ま た は 免 疫 学 的 活 性 が 維 持 さ れ る 限 り 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶
解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 に お け る 類 似 性 に 基 づ い て 慎 重 に 調 製 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ
、 正 荷 電 ア ミ ノ 酸 に は リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ 、 類 似 の 親 水 性 値 を 有 す る 非 荷 電
の 極 性 の 頭 基 部 （ head group)を も つ ア ミ ノ 酸 に は 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ； バ リ ン ；
グ リ シ ン お よ び ア ラ ニ ン ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン ； フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び チ ロ シ ン が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 「 変 異 体 」 と は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1種 ま た は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 に よ っ て 改 変 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 保 存 的 変 化
を 有 し 得 る 。 こ の 場 合 、 置 換 ア ミ ノ 酸 は 、 置 き 換 え ら れ た ア ミ ノ 酸 に 類 似 し た 構 造 的 ま た
は 化 学 的 特 性 を 有 し て い る （ 例 え ば 、 ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン に よ る 置 換 ） 。 ま た 、 変 異
体 は 非 保 存 的 変 化 を 有 し て い て も よ い 。 こ の 場 合 、 置 換 ア ミ ノ 酸 は 、 置 き 換 え ら れ た ア ミ
ノ 酸 の 物 性 と 異 な る 物 性 を 有 し て い る （ 例 え ば 、 グ リ シ ン の ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 ）
。 ま た 、 類 似 の マ イ ナ ー な 変 異 体 に は 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 ま た は 挿 入 、 ま た は そ の 両 方 が 含 ま
れ て い て も よ い 。 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 変 異 体 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の あ る 種 の 構 造 的
ま た は 機 能 的 特 性 を 保 持 す る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 さ れ 得 る こ と を 判 断
す る ガ イ ダ ン ス は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム (例 え ば 、 LASER
GENEソ フ ト ウ ェ ア (DNASTAR Inc. , Madison, WI)を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 は 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 好 ま し く は 少 な く と も
約 80％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 95％ の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 体 で あ る 。 遺 伝 コ ー
ド の 縮 重 に よ り 、 任 意 の 既 知 で あ る 天 然 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 最 低 限 の
相 同 性 が 多 少 あ る 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 多 数 の 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
得 ら れ る こ と は 当 業 者 に 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 可 能 な 限 り の コ ド ン 選 択
に 基 づ い た 組 み 合 わ せ を 選 択 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 各 変
異 体 お よ び あ ら ゆ る 変 異 体 に つ い て 検 討 す る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 標 準 の コ ド ン ト リ プ
レ ッ ト 遺 伝 コ ー ド に 従 っ て 作 製 さ れ る が 、 か か る す べ て の 変 異 体 は 具 体 的 に 記 載 さ れ た も
の と し て 考 慮 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 欠 失 」 は 、 １ 種 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 し な く な る 、 ア ミ
ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 挿 入 」 ま た は 「 添 加 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の 分 子 と 比 較 し て 、 １ 種 ま た は 複 数 の ア ミ ノ
酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 添 加 さ れ た 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の
変 化 を そ れ ぞ れ 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 機 能 的 に 同 等 な 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ 種 の 機 能 的 か つ ／ ま た は 構 造 的 特 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ
チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 「 機 能 的 に 同 等 な 」 に は 、 特 定 の 機 能 の 実 行 を
作 動 さ せ る 改 変 を 含 み 得 る 。 「 機 能 的 に 同 等 な 」 と い う 用 語 は 、 分 子 の 断 片 、 突 然 変 異 体
、 ハ イ ブ リ ッ ド 、 変 異 体 、 類 似 体 ま た は 化 学 的 誘 導 体 を 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 と い う 用 語 は 、 基 板 上 に 分 子 (例 え ば 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 、 抗 体 な ど )が 任
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意 に 配 列 さ れ た も の を 意 味 す る 。 基 板 は 、 任 意 の 好 適 な 支 持 体 (例 え ば 、 ビ ー ズ 、 ガ ラ ス
、 紙 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 ま た は 任 意 の 適 当 な 膜 等 )で あ り 得 る 。 基 板 に は 、
任 意 の 固 定 支 持 体 ま た は 半 固 定 支 持 体 が 含 ま れ 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 膜 、
フ ィ ル タ 、 ウ エ ハ ー 、 チ ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 フ ァ イ バ ー 、 ビ ー ズ (磁 気 ビ ー ズ ま た は 非 磁 気
ビ ー ズ を 含 む )、 ゲ ル 、 管 材 料 、 プ レ ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 粒 子 、 毛 細 管 な ど が 挙 げ ら れ る
。 基 板 は 、 コ ー テ ィ ン グ 用 の 表 面 を 提 供 し 、 か つ ／ ま た は 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 等 が 結 合 可 能 な
種 々 の 表 面 形 態 （ ウ ェ ル 、 ピ ン 、 溝 、 チ ャ ン ネ ル 、 お よ び 孔 な ど ） を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 抗 原 性 」 と は 、 身 体 へ 導 入 さ れ た 場 合 に 、 物 質 が 免 疫 反 応 と 抗 体 産 生 を 刺 激 す る 能 力 を
意 味 す る 。 抗 原 性 の 特 性 を 示 す 作 用 物 質 を 抗 原 と 称 す る 。 抗 原 作 用 物 質 は 、 こ れ に 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 多 糖 、 核 酸 、 細 菌 お よ び 細
菌 性 成 分 、 な ら び に ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス 性 成 分 な ど の 種 々 の 高 分 子 を 含 み 得 る 。 抗 原
性 断 片 は 、 CTGFポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 少 な く と も １ 種 の 生 物 学 上 ま た は 免 疫 学 上 の 態 様 を 保
持 す る CTGFポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 好 ま し く は 、 約 5～ 15個 の ア ミ ノ 酸 長 の 断 片 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
「 免 疫 原 性 」 は 、 有 機 体 内 の 免 疫 反 応 を 誘 導 す る 能 力 に 関 す る 。 免 疫 原 性 の 特 性 を 示 す 作
用 物 質 は 、 免 疫 原 性 を 示 す こ と を 意 味 す る 。 作 用 物 質 は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 多 糖 、 核 酸 、 細 菌 お よ び 細 菌 性 成 分 、 な ら び
に ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス 性 成 分 な ど の 種 々 の 高 分 子 を 含 み 得 る 。 免 疫 原 性 作 用 物 質 は 、
か な り の 高 分 子 量 (通 常 10kDaよ り も 大 き い )で あ る こ と が 多 い 。 免 疫 原 性 断 片 は 、 CTGFポ
リ ペ プ チ ド 活 性 の 少 な く と も １ 種 の 生 物 学 上 ま た は 免 疫 学 上 の 態 様 を 保 持 す る CTGFポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 、 好 ま し く は 、 約 5～ 15個 の ア ミ ノ 酸 長 の 断 片 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 系 ま た は 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ
、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ヒ ト ） を は じ め と す る 任 意 の 供 給 源 か ら 得 ら れ た 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ま た は 抗 体 を 意 味 す る 。 ま た 、 抗 体 は 、 改 変 さ れ た 細 胞 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 植 物 あ る い は 、 宿 主 に 非 内 因 性 の 抗 体 を 作 ら せ る よ う に 操 作 さ せ た 動 物 か ら 遺 伝 学 的
に 得 る こ と が で き る 。 抗 体 は 任 意 の ア イ ソ タ イ プ で あ っ て よ く 、 IgA、 IgD、 IgE、 IgG-1、
IgG-2、 IgG-3、 IgG-4、 ま た は IgMが 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 エ ピ
ト ー プ の 決 定 基 と 結 合 可 能 な 、 完 全 な 分 子 お よ び そ の 断 片 (Fab、 F(ab') 2 な ど )な ら び に Fv
断 片 が 含 ま れ 、 ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ る 。 ま た 、
抗 体 は 、 １ 種 ま た は 複 数 の 特 有 の 抗 原 に 結 合 す る キ メ ラ 抗 体 (例 え ば 、 二 価 抗 体 お よ び 三
価 抗 体 )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
CTGFま た は CTGF断 片 と 結 合 す る 抗 体 は 、 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 ま た は 免 疫 化 抗 原
と し て の 目 的 の 小 型 ペ プ チ ド を 含 有 す る 断 片 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 動 物 を 免 疫
化 す る の に 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 RNAの 翻 訳 に よ っ て 得 る か
、 あ る い は 化 学 的 合 成 に よ っ て 得 る こ と が で き 、 さ ら に 所 望 な ら ば 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 一 般 に 用 い ら れ て い る 、 ペ プ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ れ た 担 体 に は
、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ
ン (KLH)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 障 害 」 お よ び 「 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 包 括 的 に 用 い ら れ 、 正 常 か ら 逸 脱 し た 任 意 の 疾 患
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 「 CTGF関 連 障 害 」 と い う 語 は 、 異 常 ま た は 不 適 当 な CTGFの 発 現 ま た
は 活 性 に 関 連 し て い る 症 状 お よ び 疾 患 を 意 味 す る 。 CTGFの 異 常 発 現 は 、 細 胞 増 殖 性 障 害 （
例 え ば 、 内 皮 細 胞 増 殖 ま た は 遊 走 、 腫 瘍 様 増 殖 、 一 般 的 な 組 織 瘢 痕 化 、 お よ び 細 胞 間 マ ト
リ ッ ク ス の 不 適 当 な 沈 着 を 特 徴 と す る 種 々 の 疾 患 に よ っ て 生 じ る よ う な も の ） に 関 連 し て
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い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
CTGF関 連 障 害 に は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 緑 内 障 な
ど ； な ら び に 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 皮 膚 線 維 腫 、 乳 癌 、 乳 癌 線 異 形 成 、 血 管 脂 肪 腫
、 血 管 平 滑 筋 腫 、 癒 着 性 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 癌 、 胃 腸 系 癌 、 お よ び 肝
臓 癌 、 な ら び に 他 の 腫 瘍 増 殖 お よ び 転 移 を は じ め と す る 癌 な ど の 疾 患 に お い て 中 心 的 役 割
を 果 た す 血 管 形 成 お よ び 他 の 増 殖 性 プ ロ セ ス に 関 す る 障 害 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
さ ら に 、 CTGF関 連 障 害 に は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 器 官 (腎 臓 、 肺 、 肝 臓 、
眼 、 心 臓 、 皮 膚 な ど )の 慢 性 ま た は 急 性 繊 維 症 を は じ め と す る 、 局 所 性 ま た は 全 身 性 の 繊
維 症 に よ る 過 度 の 瘢 痕 化 が 含 ま れ る 。 か か る CTGF障 害 は 、 例 え ば 、 心 筋 反 応 性 繊 維 症 ま た
は 心 筋 梗 塞 ま た は う っ 血 性 心 不 全 の 後 の 心 臓 再 構 築 を は じ め と す る 心 臓 繊 維 症 ； 間 質 性 肺
線 維 症 な ど を は じ め と す る 肺 障 害 ； 腹 膜 透 析 (例 え ば 、 連 続 的 携 行 式 腹 膜 潅 流 (CAPD))を 含
む 透 析 に 関 連 し て い る 繊 維 症 ； 硬 膜 外 繊 維 症 ； 腎 線 維 症 ； 肺 線 維 症 ； 間 質 性 線 維 症 ； 皮 膚
線 維 症 ； お よ び 外 科 手 術 、 化 学 療 法 、 放 射 線 処 理 、 同 種 異 系 移 植 片 拒 絶 反 応 、 慢 性 お よ び
急 性 移 植 拒 絶 反 応 (例 え ば 、 腎 臓 、 肝 臓 ま た は 他 の 器 官 )を 含 む 急 性 ま た は 反 復 性 外 傷 に よ
る 繊 維 症 な ど の 種 々 の 繊 維 症 ； 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 (例 え ば 、 肺 移 植 後 の 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 )
； な ら び に 、 例 え ば 、 疾 患 ま た は 傷 が 原 因 の 炎 症 お よ び 感 染 な ど の 障 害 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
さ ら に 、 CTGF関 連 障 害 に は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 全 身 性 硬 化 症 、 硬 皮 症 、
ケ ロ イ ド 、 肥 大 化 瘢 痕 、 お よ び 他 の 皮 膚 疾 患 お よ び 皮 膚 症 状 を は じ め と す る 、 硬 化 症 状 ；
腹 膜 透 析 に 随 伴 す る ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 を 含 む 、 糖 尿 病 に 随 伴 す る ア テ ロ ー ム 斑 お よ び
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 に 関 す る 疾 患 な ど の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 ； 動 脈 硬 化 症 ； 慢 性 関 節
リ ウ マ チ 、 骨 関 節 炎 お よ び 他 の 関 節 炎 症 性 疾 患 等 を は じ め と す る 関 節 炎 ； 間 質 性 線 維 症 を
は じ め と す る 間 質 性 疾 患 ； ク ロ ー ン 病 ； 炎 症 性 腸 疾 患 ； 例 え ば 、 増 殖 性 硝 子 体 網 膜 症 、 糖
尿 病 性 非 増 殖 性 網 膜 症 、 増 殖 性 糖 尿 病 性 網 膜 症 を は じ め と す る 網 膜 症 、 お よ び 黄 斑 変 性 （
年 齢 に 関 係 す る 疾 患 お よ び 若 年 性 (ス タ ガ ル ト )疾 患 、 お よ び 色 素 上 皮 剥 離 ； 糖 尿 病 腎 症 、
IgAが 関 連 し て い る 腎 症 、 毒 性 に よ る 腎 症 等 を は じ め と す る 腎 症 ； な ら び に 、 化 学 的 毒 性
細 管 破 壊 と 関 連 し て い る 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 「 増 殖 性 」 プ ロ セ ス お よ び 障 害 に は 、 組 織 内 細 胞 群 の 異 常 増 殖
が 原 因 で あ る 細 胞 の 連 続 的 増 殖 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 病 理 学 的 状 態 が 含 ま れ る 。 細 胞 群
は 必 ず し も 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 、 腫 瘍 形 成 細 胞 、 ま た は 悪 性 細 胞 で な い が 、 同 様 に 正 常 細
胞 が 含 ま れ 得 る 。 例 え ば 、 CTGFは 、 動 脈 壁 の 内 膜 層 中 の 増 殖 性 病 変 を 誘 発 す る こ と に よ り
病 理 学 的 に 影 響 を 及 ぼ し 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 が 生 じ る か 、 あ る い は 新 血 管 新 生 を 刺 激
し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
「 癌 」 は 、 無 制 御 の 異 常 な 細 胞 増 殖 を 含 む 、 組 織 の す べ て の 自 律 的 増 殖 を 意 味 し 、 ま た は
、 浸 潤 に よ っ て 局 所 的 に 、 か つ 転 移 に よ っ て 全 身 的 に 拡 大 す る 潜 在 的 に 無 制 限 に 増 殖 す る
す べ て の 悪 性 腫 瘍 を 意 味 す る 。 ま た 、 癌 は 、 癌 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る す べ て の 異 常 状 態
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
「 線 維 症 」 と い う 用 語 は 、 線 維 組 織 の 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 類 線 維 腫 も し く は 線 維
性 変 性 を 意 味 す る 。 線 維 症 は 種 々 の 損 傷 ま た は 疾 患 に よ っ て 生 じ 得 る 。 ま た 、 種 々 の 器 官
の 移 植 に 関 係 す る 慢 性 移 植 拒 絶 反 応 に よ り 生 じ 得 る こ と が 多 い 。 線 維 症 は 、 一 般 に は 、 細
胞 間 マ ト リ ッ ク ス 成 分 の 異 常 な 産 生 、 集 積 ま た は 沈 着 が 含 ま れ 、 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン と フ
ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 過 剰 産 生 お よ び 沈 着 増 加 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 最 も 広 い 意 味 で 本 明 細 書 に
用 い ら れ て い る 「 線 維 症 」 は 、 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の す べ て の 過 剰 産 生 ま た は
沈 着 を 意 味 す る 。 線 維 症 に は 多 数 の 例 が あ り 、 心 臓 の ポ ン プ 能 力 を 損 な う 、 心 臓 発 作 後 の
瘢 痕 組 織 の 形 成 が 挙 げ ら れ る 。 糖 尿 病 は 、 腎 臓 機 能 の 進 行 性 障 害 に 至 る 、 腎 臓 中 の 損 傷 ／
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瘢 痕 を 引 き 起 こ す 場 合 が 多 い 。 さ ら に 外 科 手 術 の 後 で は 、 瘢 痕 組 織 が 内 臓 間 に 生 じ 、 拘 縮
、 疼 痛 、 場 合 に よ っ て は 、 不 妊 を 引 き 起 こ し 得 る 。 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 眼 お よ び 皮 膚 な ど
の 主 な 器 官 は 、 他 の 疾 患 に 一 般 に 関 連 し て い る 慢 性 瘢 痕 に な り や す い 。 過 形 成 性 瘢 痕 (悪
性 で な い 組 織 塊 状 )は 、 や け ど お よ び 他 の 外 傷 に よ っ て 生 じ た 線 維 症 の 共 通 形 状 で あ る 。
さ ら に 、 多 数 の 他 の 線 維 増 殖 性 障 害 が あ り 、 硬 皮 症 、 ケ ロ イ ド お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬
化 (前 記 疾 患 は 一 般 的 な 組 織 瘢 痕 に そ れ ぞ れ 関 係 し て い る )、 皮 膚 の 腫 瘍 様 増 殖 、 あ る い は
血 液 輸 送 能 力 が 損 な わ れ る 血 管 の 持 続 性 瘢 痕 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 サ ン プ ル 」 と い う 用 語 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 に お い て 本 明 細 書 で 用 い る 。 サ ン プ ル は 任
意 の 供 給 源 、 例 え ば 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 唾 液 、 血 液 、 尿 、 血 清 、 血 漿 、
硝 子 体 液 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 、 羊 水 お よ び 器 官 組 織 (例 え ば 、 バ イ オ プ シ ー を 実 施 し た 組
織 )を は じ め と す る 体 液 、 分 泌 物 、 組 織 、 細 胞 、 ま た は 培 養 物 中 の 細 胞 ； 染 色 体 、 細 胞 器
官 ま た は 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 他 の 膜 ； ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 RNA、 mRNA等 ； な ら び に 、 除 去 さ
れ た 細 胞 ま た は 組 織 、 あ る い は か か る 細 胞 ま た は 組 織 の ブ ロ ッ ト (blot)ま た は イ ン プ リ ン
ト に 由 来 し 得 る 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 ヒ ト 被 験 体 、 非 ヒ ト 哺 乳 類 被 験 体 等 の 任 意 の 供 給
源 に 由 来 し 得 る 。 さ ら に 、 疾 患 の 任 意 の 動 物 モ デ ル に 由 来 し た サ ン プ ル を 検 討 す る 。 サ ン
プ ル は 溶 液 形 態 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 例 え ば 、 基 板 に 固 定 ま た は 結 合 さ せ る こ と が
で き る 。 サ ン プ ル は 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 存 在 に つ い て 試 験 す る の に 好 適 で あ る 任 意 の
物 質 、 あ る い は CTGFま た は そ の 断 片 に 結 合 す る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 好 適 で あ る
任 意 の 物 質 を 意 味 し 得 る 。 か か る サ ン プ ル を 取 得 方 法 は 、 当 業 者 の 技 術 レ ベ ル の 範 囲 内 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 配 列 が 塩 基 対 に よ っ て 相 補 的 配 列 に 結 合
す る 方 法 を 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 例 え ば 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の 塩 ま た は ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 に よ っ て 、 あ る
い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 に よ っ て 定 め る こ と が で き る が 、 そ れ は 当 技 術 分 野 で は
周 知 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下 で 生 じ 得 る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
特 に 、 塩 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 を 高 め る こ と 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 、 約 37℃ ～ 42℃ の 約 50％ の ホ ル ム ア ミ ド に お い て 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 下 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 約 30℃ ～ 約 35℃ の 約 35％ ～ 25％ の ホ ル ム ア ミ ド に お い て 生 じ 得
る 。 特 に 、 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 42℃ 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSPE、 0.3
％ SDS、 お よ び 切 断 、 変 性 さ せ た サ ケ 精 子 DNA 200/μ g/mlの 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に
お い て 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
特 定 の レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 対 応 す る 温 度 範 囲 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 方
法 に よ っ て 、 例 え ば 、 対 象 の 核 酸 の プ リ ン 対 ピ リ ミ ジ ン の 比 を 算 出 し 、 そ れ に 応 じ て 温 度
を 調 節 す る こ と に よ り さ ら に 狭 め る こ と が で き る 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル を 除 く に は 、 例 え ば
、 室 温 ま た は 室 温 よ り 高 い 温 度 （ 60℃ を 含 む ） に お い て 、 最 高 0.1× SSCお よ び 0.5％ SDSの
ス ト リ ン ジ ェ ン ト を 高 め た 条 件 下 で ブ ロ ッ ト を 連 続 し て 洗 浄 す る こ と が で き る 。 上 記 範 囲
お よ び 条 件 の 変 更 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

本 明 細 書 で は 、 CTGFの 特 定 断 片 を 検 出 す る こ と が で き 、 さ ら に は 、 CTGFま た は 他 の CTGF断
片 を 独 立 し て 定 量 す る こ と が で き る 知 見 に つ い て 述 べ る 。 本 発 明 は 、 生 体 サ ン プ ル 中 の CT
GF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 確 実 に 検 出 、 定 量 す る 方 法 を 提 供
す る 。 さ ら に 、 種 々 の 疾 患 お よ び 症 状 、 例 え ば 、 糖 尿 病 ； 肝 臓 線 維 症 、 腎 線 維 症 お よ び 肺
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線 維 症 を は じ め と す る 線 維 症 ； 心 筋 梗 塞 ； 炎 症 性 関 節 疾 患 ； 癌 ； 全 身 性 硬 化 症 ； 血 管 形 成
； 動 脈 硬 化 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 ； 移 植 拒 絶 反 応 ； 糖 尿 病 性 網 膜 症 を は じ め と す る 種
々 の 眼 疾 患 ； 局 所 性 お よ び 全 身 性 強 皮 症 ； 腎 性 高 血 圧 症 ； な ら び に 腹 膜 透 析 な ど に 関 連 し
て い る 疾 患 等 の 進 行 の 診 断 、 予 測 お よ び 確 定 を 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 組 成 物 と 方 法 を
用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

結 合 組 織 増 殖 因 子 (CTGF)は 、 こ れ ま で に 報 告 、 開 示 さ れ て い る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,408
,040号 ； Bradhamら 、 (1991) J Cell Biology 114: 1285-1294を 参 照 さ れ た い )。 ） CTGFは
、 分 子 量 が 約 36～ 38kDaの モ ノ マ ー の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 CTGFは 、 増 殖 因 子 (CTGF Cyr-6
1、 nov)の CCNフ ァ ミ リ ー と 呼 ば れ る 、 近 年 報 告 さ れ た シ ス テ イ ン に 富 む 分 泌 タ ン パ ク 質 の
フ ァ ミ リ ー の １ 種 で あ り 、 異 な る モ ジ ュ ー ル ド メ イ ン 内 に 高 度 に 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残
基 の 存 在 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の ド メ イ ン (各 ド メ イ ン は 離 れ た エ ク ソ ン に よ っ て コ ー ド
さ れ て い る )は 、 種 々 の 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で 確 認 さ れ る 保 存 領 域 へ の 相 同 性
を 示 す 。 特 に 、 CTGF内 で は 、 こ れ ら の モ ジ ュ ー ル は 、 イ ン シ ュ リ ン 様 増 殖 因 子 結 合 タ ン パ
ク 質 の Ｎ 末 端 の シ ス テ イ ン に 富 ん だ 領 域 (エ ク ソ ン ２ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 CTGFの
ド メ イ ン １ )； オ リ ゴ マ ー 化 に 関 与 し て い る 、 フ ォ ン ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 C型 ド メ イ ン (エ ク
ソ ン ３ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 CTGFの ド メ イ ン ２ )； 細 胞 付 着 領 域 を 含 有 し 得 、 細 胞
間 マ ト リ ッ ク ス お よ び 硫 酸 化 複 合 糖 質 に 結 合 す る こ と に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 、 ト ロ
ン ボ ス ポ ン ジ ン Ｉ 型 モ チ ー フ 、 (エ ク ソ ン ４ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 CTGFの ド メ イ ン
３ )； な ら び に 、 受 容 体 結 合 に 関 与 し 得 る 、 神 経 成 長 因 子 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因
子 β (TGF-β )お よ び 血 小 板 誘 導 増 殖 因 子 (PDGF)で 確 認 さ れ た も の に 類 似 し て い る Ｃ 末 端 シ
ス テ イ ン ノ ッ ト モ チ ー フ (エ ク ソ ン ５ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 CTGFの ド メ イ ン ４ )と の
構 造 的 類 似 点 を 有 し て い る (Bork (1993) FEBS Lett 327: 125-130)。
【 ０ ０ ６ ０ 】
CTGFの 種 々 の 断 片 は 生 物 活 性 を 示 す こ と が 明 ら か に な っ て い る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,876
,730号 ； Brigstockら 、 (1997) J Biol Chem 272: 20275-20282； Ballら 、 (1998) Biol Re
prod 59: 828-835； Steffenら 、 (1998) Growth Factors 15: 199-213； 国 際 出 願 第 WO 00/
35939号 ； お よ び 国 際 出 願 第 WO 00/35936を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 妊 娠 血 清 、 羊 水 お よ び
腹 水 由 来 な ど の ヒ ト 体 液 、 な ら び に 、 培 養 し た ウ シ 内 皮 細 胞 の 馴 化 培 地 中 の CTGF断 片 が 検
出 さ れ て い る (Yangら 、 (1998) J Clin Endocrinol Metab 83: 2593-2596； Boes ら 、 (199
9) Endocrinology 140: 1575-1580)。
【 ０ ０ ６ １ 】
CTGFは 、 繊 維 芽 細 胞 、 他 の 結 合 組 織 細 胞 の 増 殖 、 走 化 性 、 遊 走 、 付 着 お よ び 細 胞 間 マ ト リ
ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 作 用 す る 。 CTGFの 異 常 発 現 ま た は 過 剰 産 生 が 、 主 な 器 官 の 線
維 症 、 線 維 増 殖 性 疾 患 お よ び 瘢 痕 を は じ め と す る 繊 維 症 障 害 を 引 き 起 こ す 経 路 に お い て 主
要 な 機 能 を 果 た し て い る こ と が 根 拠 と し て 提 示 さ れ て い る 。 CTGFは 、 例 え ば 、 結 合 組 織 細
胞 (例 え ば 、 繊 維 芽 細 胞 、 筋 繊 維 芽 細 胞 な ど )、 血 管 内 皮 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞
、 血 管 平 滑 筋 細 胞 、 お よ び さ ら に 特 定 化 さ れ た 結 合 組 織 細 胞 (骨 細 胞 、 軟 骨 お よ び 他 の 支
持 骨 格 組 織 な ど )を は じ め と す る 、 種 々 の 細 胞 タ イ プ に 影 響 を 与 え る (例 え ば 、 Moussadお
よ び Brigstock (2000) Mol Genet Metab 71: 276-292を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 明 細 書 は 、 あ る 状 態 に お い て 、 CTGFの あ る 種 の 断 片 の 濃 度 が 上 昇 す る と い う 知 見 に 関 す
る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 あ る 状 態 に お い て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が CTGFま た は CTGF
の Ｃ 末 端 断 片 に 比 べ て 容 易 に (例 え ば 体 液 中 な ど で )検 出 さ れ る こ と を 示 す 。 本 発 明 は 、 CT
GF断 片 が 蓄 積 す る い か な る 特 定 の 機 序 に も 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｎ 末 端 断 片 は タ ン
パ ク 分 解 を 受 け に く く 、 排 除 ま た は 除 去 さ れ に く く 、 非 特 異 的 結 合 ま た は 吸 着 さ れ に く い
こ と か ら 、 安 定 性 が 高 い 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 検 出 す る こ と に よ り
、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 機 序 お よ び 作 用 部 位 を 解 明 す る よ り 細 か い 特 異 性 と 再 現 性 が 得 ら れ
る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 は 、 異 常 の 濃 度 の CTGF(特 に CTGFの Ｎ 末 端 断 片 )が 疾 患 の 存 在 と 疾 患
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の 程 度 の 双 方 に 関 係 し 得 る こ と を 明 ら か に す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 新 規
で 優 れ た 、 CTGFお よ び CTGF断 片 発 現 に 関 連 す る あ る 種 の 疾 患 の 診 断 、 予 測 お よ び 治 療 モ ニ
タ リ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
従 っ て 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CTGFの 検 出 (定 性 的 ま た は 定 量 的 )に 、 お よ び CTGF関
連 障 害 の 予 測 、 診 断 お よ び 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に CTGFポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 断 片 を 使 用 す
る こ と に 関 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGFの 検 出 (定 性 的 ま た は 定 量 的 )に 、 お よ び
CTGF関 連 障 害 の 予 測 、 診 断 お よ び 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に CTGFポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 断 片 を
使 用 す る こ と に 関 す る 。 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 本 発 明 に よ
っ て 提 供 さ れ る 多 数 の 方 法 で 検 出 、 確 認 、 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 は 、 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 CTGFの Ｃ 末 端 と Ｎ 末 端 断 片 は 、 目 的 の 断 片 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 突 然 変 異 さ せ 、 天 然 で は 生 じ な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と に よ
り 構 築 す る こ と が で き る 、 CTGFの 特 定 の Ｃ 末 端 と Ｎ 末 端 断 片 の 変 異 体 で あ る こ と を 検 討 す
る 。 ア ミ ノ 酸 改 変 は 、 異 な る 種 の サ ブ ユ ニ ッ ト (可 変 位 置 )に お い て 、 ま た は 高 度 に 保 存 さ
れ た 領 域 (定 常 領 域 )に お い て 異 な る 部 位 で 作 製 す る こ と が で き る 。 か か る 位 置 の 部 位 は 、
一 般 に 、 最 初 に 、 保 存 的 選 択 に よ り (例 え ば 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 異 な る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 へ )
置 換 し 、 次 い で 、 遠 位 の 選 択 に よ り (例 え ば 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 荷 電 ア ミ ノ 酸 へ )置 換 す る
こ と に よ る 系 で 改 変 す る こ と が で き る 。 さ ら に は 、 標 的 部 位 に 欠 失 ま た は 挿 入 を 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 特 異 抗 体 ま た は CTGFの Ｃ
末 端 特 異 抗 体 を 産 生 す る の に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 多 数 の 方
法 の い ず れ か を 用 い て 単 離 ま た は 生 成 し 、 CTGFア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 の 所 望 の Ｎ
末 端 ま た は Ｃ 末 端 断 片 を 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド は 、 固 相 法 に よ り 合 成
し 、 樹 脂 か ら 切 り 離 し 、 分 取 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る
。 合 成 ペ プ チ ド の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 分 析 、 質 量 分 析 ま た は シ ー ケ ン シ ン グ に よ
っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 用 い て 、 CTGFお よ び そ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体
を 作 製 す る こ と が で き る 。 出 発 原 料 と し て 少 量 の 鋳 型 DNAを 用 い る 場 合 、 鋳 型 DNA中 の 対 応
す る 領 域 と 配 列 中 わ ず か に 異 な る １ 種 ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー に よ っ て 所 望 の ア ミ ノ 酸 変
異 体 を 得 る こ と が で き る 。 PCR増 幅 を 行 う と 、 プ ラ イ マ ー に よ っ て 特 定 化 さ れ た 位 置 が CTG
Fま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 と は 異 な る DNA断 片 産 物 が 多 数 得 ら れ
る 。 こ の DNA断 片 産 物 を プ ラ ス ミ ド 中 の 対 応 す る 領 域 に 置 換 し て 、 こ れ に よ り 所 望 の ア ミ
ノ 酸 変 異 体 を 得 る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 変 異 体 を 作 製 す る さ ら な る 技 術 と し て は 、 Well
sら (1985, Gene 34: 315)に 記 載 さ れ て い る カ セ ッ ト 突 然 変 異 生 成 技 術 、 お よ び 当 技 術 分
野 で 周 知 の 他 の 突 然 変 異 生 成 技 術 (例 え ば 、 Maniatis, T. ら 、 (前 掲 )； Ausubel, F. M.ら
、 (前 掲 )に 一 般 に 記 載 さ れ て い る 技 術 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 代 替 実 施 形 態 で は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の CTGFポ リ
ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 全 体 と し て 、 ま た は 一 部 と し て 合 成 す る こ と が で き る (Caruthers
ら 、 (1980) Nucleic Acids Symp Ser 7: 215-233； Creaお よ び Horn (1980) Nucleic Acid
s Res 9: 2331； Matteucciお よ び Caruthers (1980) Tetrahedron Letters 21: 719； な ら
び に 、 Chowお よ び Kempe (1981) Nucleic Acids Res 9: 2807-2817を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ８ 】

本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の CTGFポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ
末 端 断 片 )の 濃 度 を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 を 提 供 す る 。 提 供 す る 本 方 法 は 、 ヒ ト の CTGF
ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 定 量 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 CT
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GFを 検 出 ま た は 定 量 す る な ど 、 他 の 種 由 来 の CTGFの 検 出 に 用 い る こ と が で き る (図 １ ６ を
参 照 さ れ た い )。 例 え ば 、 同 一 種 ま た は 異 種 由 来 の 内 因 性 CTGFお よ び 外 因 性 CTGFを は じ め
と す る CTGFの 検 出 お よ び 定 量 は 、 CTGF関 連 障 害 お よ び 他 の 種 々 の 疾 患 の 動 物 モ デ ル に お い
て 有 用 で あ り 得 る 。 一 態 様 に お い て は 、 生 体 サ ン プ ル 中 の CTGFを 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断
片 に 検 出 す る こ と 、 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 生 体 サ ン プ ル 中 の CTGF
の 濃 度 を 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と 、 サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 定 量 す る こ と 、 を 含 む 方 法 を 提 供 す る (例 え
ば 、 図 １ Ｃ を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
一 態 様 に お い て は 、 本 ア ッ セ イ は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 を 用 い
て 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 検 出 す る こ と に 基 づ い て い る (例
え ば 、 図 １ Ａ を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 本 ア ッ セ イ に は 、 核 酸 ベ ー ス の ア ッ セ イ (一 般 に は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い た ア ッ セ イ )、 ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の 種 々 の 他 の
す べ て の ア ッ セ イ も 含 ま れ 得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
的 な 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 、 C
TGFの Ｃ 末 端 断 片 )の 能 力 、 お よ び CTGFポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し
て 産 生 さ れ る 抗 体 の 能 力 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 ま た 、 本 明 細 書 で は 、 当 技 術 分 野 で 標
準 的 な CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 検 出 す る 別 法 を 検 討 す る 。 例 え
ば 、 CTGFま た は CTGF断 片 と 結 合 す る 、 あ る い は 相 互 に 作 用 す る 任 意 の 作 用 物 質 、 例 え ば 、
ヘ パ リ ン 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 受 容 体 、 ま た は 任 意 の 他 の CTGF結 着 剤 を 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 種 々 の 免 疫 測 定 技 術 を 用 い て 、 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度
を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ELISAア ッ セ イ を 用 い 、 CTGFと 異
な る CTGF断 片 の 濃 度 を 確 認 お よ び 区 別 し 、 特 定 サ ン プ ル 中 の CTGFの 量 を 異 な る CTGF断 片 の
量 と 比 較 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ELISAを 用 い て 、 培 養 細 胞 の
馴 化 培 地 中 、 な ら び に 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 腹 膜 流 出 液 、 尿 、 硝 子 体 液 、 関 節 液 、 脳 脊 髄
液 、 唾 液 、 CTGFお よ び CTGF断 片 の 検 出 お よ び 定 量 が 所 望 さ れ る 他 の 生 体 サ ン プ ル 中 で 確 認
さ れ た CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 検 出 、 定 量 、 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
あ る 種 の 態 様 で は 、 CTGFま た は CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 に 比 べ る と 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を
検 出 す る こ と に よ り 、 改 善 さ れ 感 度 が 高 ま っ た CTGFの 検 出 お よ び 定 量 を 達 成 す る こ と が で
き る 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 使 用 す る と 疾 患 の 程 度 が 検 出 可 能 と な り 、 CTGF関 連 障 害 の 診 断
、 予 測 お よ び 治 療 効 果 の モ ニ タ リ ン グ を よ り 正 確 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
さ ら に 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の CCNフ ァ ミ リ ー の 任 意 の メ ン バ
ー (例 え ば 、 CTGF CYR61、 Nov、 Elm1/WISP-1、 HICP/rCOP-1、 CTGF-3/WISP-2、 お よ び WISP-
3)お よ び そ の 断 片 を 検 出 お よ び 定 量 す る の に 有 用 で あ り 、 か つ 、 CCNフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
に 関 連 し て い る 種 々 の 疾 患 お よ び 障 害 の 検 出 、 診 断 、 予 測 、 お よ び 治 療 効 果 の モ ニ タ リ ン
グ に 有 用 で あ る (例 え ば 、 Brigstock (1999) Endocrine Reviews 20: 189-206； お よ び Per
bal (2001) Mol. Pathol. 54:57-79を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ３ 】

本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 CTGFま た は そ の 断 片 の 発 現 増 加 ま た は 減 少 あ る い は
活 性 増 加 ま た は 低 下 に 関 係 し て い る 疾 患 お よ び 障 害 の 検 出 、 測 定 、 診 断 、 予 測 、 モ ニ タ リ
ン グ 、 お よ び 評 価 方 法 、 な ら び に そ の 治 療 方 法 に は 、 １ 種 ま た は 複 数 の CTGFエ ピ ト ー プ と
特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
好 適 な 抗 体 を 産 生 す る の に 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 、 合 成 ペ プ チ
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ド の 作 製 、 CTGFの 酵 素 に よ る 切 断 (例 え ば 、 キ モ ト リ プ シ ン 処 理 )、 CTGFの 化 学 的 切 断 、 CT
GFま た は そ の 断 片 の 組 換 え 発 現 、 あ る い は ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 源 か ら の 単 離 に よ っ て
作 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 CTGFを 発 現 す る 細 胞 (例 え ば 、 MG-63細 胞 )、 CTGFコ
ー ド 配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 、 精 製 さ れ た CTGF、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 、 CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 、 あ る い は そ の エ ピ ト ー プ は 、 CTGFの 所 望 の 領 域 に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る
よ う 動 物 宿 主 中 の 免 疫 反 応 を 誘 導 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え 的
に 作 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に つ い て は 、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び 系 は 、 当 業 者 に 既 知 で
あ り 、 例 え ば 、 Maniatisら 、 (前 掲 )お よ び Ausubelら 、 (前 掲 )に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
真 核 生 物 お よ び 原 核 生 物 の 発 現 系 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
標 的 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 )を 評 価 し 、 高 免 疫
原 性 領 域 を 決 定 す る こ と が で き る 。 分 析 法 お よ び エ ピ ト ー プ 選 択 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ
る (例 え ば 、 Ausubelら 、 (前 掲 )を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 分 析 と 選 択 は 、 例 え ば 、 LASERGE
NE NAVIGATORソ フ ト ウ ェ ア (DNASTAR; Madison, WI)な ど の 種 々 の ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー
ジ に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 抗 体 産 生 を 誘 導 す る の に 用 い ら れ る ペ プ チ ド ま た は 断 片 は
抗 原 に 違 い な い が 、 必 ず し も 、 生 物 学 的 活 性 で あ る 必 要 は な い 。 好 ま し く は 、 抗 原 断 片 ま
た は ペ プ チ ド は 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 長 、 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 長 、 最 も 好 ま し
く は 、 少 な く と も 15個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 抗 体 を 誘 起 す る 断 片 ま た は ペ プ チ ド は 、 標 的
ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 領 域 ま た は ド メ イ ン 、 CTGFの Ｃ 末 端 領 域 ま た は ド メ
イ ン )の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 と 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 天 然 の 標 的
ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 模 倣 す る ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 、 他 の タ ン パ ク 質
(例 え ば 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH))と 融 合 し て い て も よ く 、 抗 体 は こ の
キ メ ラ 分 子 に 対 し て 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
抗 体 の 産 生 方 法 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ
ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ヒ ト 等 を は じ め と す る 種 々 の 宿 主 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
任 意 の 免 疫 原 性 断 片 ま た は そ れ ら の ペ プ チ ド の 注 射 に よ っ て 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 宿
主 の 種 に 応 じ て 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い 、 免 疫 応 答 を 高 め る こ と が で き る 。 か か る ア
ジ ュ バ ン ト と し て は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 無 機 質 ゲ ル 、 お よ び リ ゾ レ シ チ ン な ど の 界 面 活 性 剤 、 プ ル ロ ニ ッ ク
ポ リ オ ー ル (pluronic polyol)、 ポ リ ア ニ オ ン (polyanions)、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 な ら
び に KLHな ど が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト に は 、 ア ル ミ ニ ウ ム ヒ ド ロ ゲ
ル 、 BCG(カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 (Bacilli Calmette-Guerin))お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ パ ル ブ ム (Corynebacterium parvum)が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 の 連 続 継 代 細 胞 系 に よ っ て 抗 体 分 子 が 産 生 さ れ る 任 意 の 技 術
を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ
か の 抗 体 を in vivoお よ び in vitroで 産 生 す る 技 術 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば 、
Pound (1998) Immunochemical Protocols, Humana Press, Totowa NJ； Harlowお よ び Lane
 (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York
； Goding (1986) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 第 ２ 版 , Academic
 Press;Schook (1987) Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,
 Marcel Dekker, Inc.を 参 照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 単 鎖 抗 体 の 産 生 と 同 様 に 、 キ メ ラ 抗 体
の 産 生 も 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば 、 Morrisonら 、 (1984) Proc Natl Acad Sci 81:
 6851-6855； Neubergerら 、 (1984) Nature 312: 604-608； Takedaら 、 (1985) Nature 314
:452-454を 参 照 さ れ た い )。 関 連 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 (し か し 、 明 ら か な イ デ ィ オ タ イ プ
組 成 物 の 抗 体 )は 、 例 え ば 、 ラ ン ダ ム な 組 み 合 わ せ の イ ム ノ グ ロ ビ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら シ
ャ ッ フ ル さ れ た 鎖 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Burton (1991) Proc Natl Aca
d Sci 88: 11120-11123を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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ま た 、 抗 体 は 、 リ ン パ 球 群 に お い て in vivoで そ の 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 あ る い は
高 特 異 的 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー ま た は パ ネ ル の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 得
る こ と が で き る (例 え ば 、 Orlandiら 、 (1989) Proc Natl Acad Sci 86: 3833-3837； Winte
rお よ び Milstein (1991) Nature 349: 293-299を 参 照 さ れ た い )。 ま た 、 標 的 ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 含 有 す る 抗 体 断 片 を 作 製 す る こ と も で き る 。 か か る 抗 体 断 片
と し て は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 F(ab') 2 断 片 (抗 体 分 子 を ペ プ シ ン で 消 化 す
る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る )、 お よ び Fab断 片 (F(ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還
元 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る )が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構
築 し て 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 の 同 定 を 迅 速 か つ 容 易 に 行 う こ と
が で き る (例 え ば 、 Huseら 、 (1989) Science 254: 1275-1281を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ９ 】
あ る い は 、 抗 体 を 産 生 可 能 な ヒ ト 体 細 胞 (特 に Ｂ リ ン パ 球 )は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 と の 融 合
に 好 適 で あ る 。 Ｂ リ ン パ 球 は 、 個 体 の 末 梢 血 、 ま た は 生 検 を 行 っ た 脾 臓 、 扁 桃 腺 、 ま た は
リ ン パ 節 由 来 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス に よ っ て
ヒ ト Ｂ 細 胞 を 直 接 不 死 化 す る こ と が で き る (Coleら 、 (1995) Monoclonal Antibodies and 
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. , pp. 7796)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る 融 合 法 に お け る 使 用 に 好 適 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 は 好 ま し く は 非
抗 体 産 生 で あ り 、 高 融 合 能 力 を 持 ち 、 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 を サ ポ ー ト す る あ る 種
の 選 択 培 地 で の ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の 増 殖 を 不 可 と す る 酵 素 欠 損 を 有 す る 。 本 発 明 で 可 能 性
の あ る 融 合 細 胞 系 の 産 生 に 使 用 可 能 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の 例 と し て は 、 P3X63Ag8、 P3X63A
g8-653、 NS1/1.Ag 4.1、 Sp210-Ag14、 FO、 NSO/U、 MPC-11、 MPC11-X45-GTG 1.7、 S194/5XX
0 Bul（ す べ て マ ウ ス 由 来 ） ； R210.RCY3、 Y3-Ag 1.2.3、 IR983Fお よ び 4B210（ す べ て ラ ッ
ト 由 来 ） ； U-266、 GM1500-GRG2、 LICR-LON-HMy2、 UC729-6（ す べ て ヒ ト 由 来 ） が 挙 げ ら れ
る （ 例 え ば 、 Goding（ 上 掲 ） , pp. 65-66； Campbell (1984) Monoclonal Antibody Techn
ology: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 13 (Bur
denお よ び Von Knippenberg編 集 ), Elsevier, Amsterdam, pp. 75-83を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ま た 、 本 発 明 で は 、 CTGFま た は そ の 断 片 に 対 す る 「 ヒ ト 」 ま た は 「 ヒ ト 化 」 抗 体 を 用 い る
こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 親 抗 体 (例 え ば マ ウ ス 起 源 抗 体 )と 同 一 ま た は 類 似 の 結 合 特
異 性 を 有 し 、 か つ ヒ ト 特 性 が 高 め ら れ た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体
は 、 例 え ば 、 鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 、 ま た は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 を 用 い る こ と
に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 CTGFま た は そ の 断 片 に 特 異 的 な 非 ヒ ト 抗 体 の 重
鎖 ま た は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 相 補 的 な ヒ ト (軽 ま た は 重 )鎖 可 変 ド メ
イ ン の レ パ ー ト リ ー と 組 み 合 わ せ る 。 目 的 の 抗 原 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 対 を 選 択 す る 。
次 い で 、 選 択 し た 対 の ヒ ト 鎖 は 、 相 補 的 な ヒ ト 可 変 ド メ イ ン (重 鎖 ま た は 軽 鎖 )の レ パ ー ト
リ ー と 組 み 合 わ せ で も よ く 、 ヒ ト 化 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド 二 量 体 を 抗 原 へ の 結 合 特 異 性 に つ い
て 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に 使 用 可 能 な ヒ ト 化 抗 体 の 産 生 が 説 明 さ れ て い る
技 術 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,565,332号 ； 第 5,585,089号 ； 第 5,694,761号 ； お よ び 第 5,6
93,762号 に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る こ
と に つ い て 説 明 さ れ て い る 技 術 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,806号 お よ び 第 5,569,825号 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿
、 硝 子 体 液 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 特 定 組 織 の バ イ オ プ シ ー 等 、 ま た は 他 の 生 体 サ ン
プ ル 、 細 胞 培 養 サ ン プ ル 、 ま た は ア ッ セ イ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は そ の 断 片 の 同 定 に 用 い
る こ と が で き る 。 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 量 は 、 例 え ば 定 量 的 画 像 分 析 に よ っ て 検 出 す
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 生 体 サ ン プ ル を 用 い て 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (P
CR)な ど に よ っ て 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の mRNAを 検 出 す る こ と が で き る 。 特 に 、 こ の 方 法 で
は 、 例 え ば 組 織 サ ン プ ル 由 来 の 全 mRNA、 あ る い は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー
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ド す る mRNAを DNAに 逆 転 写 し 、 次 い で 、 特 定 の プ ラ イ マ ー 配 列 を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 す
る こ と が で き る 。 mRNAの 定 量 は 、 例 え ば 、 一 連 の 低 い 既 知 の 濃 度 の 模 倣 ま た は 突 然 変 異 体
cDNA断 片 に 対 抗 す る 、 等 量 の 患 者 サ ン プ ル を 用 い た 競 合 反 応 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

CTGFポ リ ペ プ チ ド 、 特 に CTGF、 CTGFポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 断 片 、 ま た は CTGFポ リ ペ プ チ ド
の Ｃ 末 端 断 片 を 検 出 す る 好 ま し い ア ッ セ イ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 用 い て 行 う 。 サ ン プ ル か ら 所 望 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る に
は 、 あ る い は サ ン プ ル か ら １ 種 ま た は 複 数 の 抗 体 に 結 合 す る 所 望 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る
に は 、 種 々 の ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 な ア ッ セ イ は 、 Harlowお よ び Lane
（ 上 掲 ） ； Burtisお よ び Ashwood (1999) Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 第 3版
, W. B. Saunders, Philadelphia； な ら び に 、 Kaplan, Pesceお よ び Kazmierczak (1996) 
Clinical Chemistry: Theory, Analysis, Correlation, 第 3版 , Mosby, St. Louisに 詳 細
に 記 載 さ れ て い る 。 か か る ア ッ セ イ の 代 表 的 な 例 と し て は 、 向 流 免 疫 電 気 泳 動 (CIEP)ア ッ
セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 放 射 性 免 疫 沈 降 法 、 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA
)、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 阻 害 ア ッ セ イ ま た は 競 合 ア ッ セ イ 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ
、 イ ム ノ ス テ ィ ッ ク (デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク )ア ッ セ イ 、 同 時 ア ッ セ イ 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ
ア ッ セ イ 、 免 疫 濾 過 ア ッ セ イ 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 凝 集 ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 バ イ
オ セ ン サ ー ア ッ セ イ 、 お よ び 、 微 弱 光 検 出 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
376,110号 お よ び 第 4,486,530号 ； な ら び に Goding（ 上 掲 ） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
蛍 光 抗 体 法 (FA試 験 )は 、 タ ン パ ク 質 の う ち の １ タ ン パ ク 質 に 結 合 可 能 な 蛍 光 標 識 抗 体 (例
え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 領 域 に 対 す る 抗 体 )を 用 い る 。 検 出 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 お よ び 目 視 に よ
る 検 出 に よ っ て 実 施 さ れ 、 定 性 結 果 を 得 る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 ア ッ セ イ は
組 織 サ ン プ ル ま た は 組 織 学 的 分 野 の 診 断 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 凝 集 ア ッ セ イ で は 、 抗 体 は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 す る 。 次 い で 、 ラ テ
ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 し て い る 抗 体 を 抗 体 が サ ン プ ル 中 の 所 望 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と
が で き る 条 件 下 で サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 。 定 性 的 結 果 ま た は 定 量 的 結 果 を 検 出 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
酵 素 免 疫 定 量 法 (EIA)と し て は 、 抗 体 を 利 用 し 、 か つ CTGFを 検 出 す る こ と が 可 能 な 多 数 の
異 な る ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 EIA異 種 間 接 法 は 、 CTGFに 対 す る 抗 体 を 結 合 し て
い る 固 相 と 精 製 し た 親 和 性 抗 IgG免 疫 グ ロ ブ リ ン 製 剤 を 用 い る 。 次 い で 、 抗 体 お よ び 免 疫
グ ロ ブ リ ン 製 剤 を 抗 体 が 結 合 可 能 な 条 件 下 （ 条 件 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る ） で サ ン プ ル
と 接 触 さ せ る 。 か か る ア ッ セ イ の 結 果 は 目 視 に よ っ て 評 価 可 能 で あ る が 、 ELISAプ レ ー ト
リ ー ダ ー な ど の 分 光 光 度 計 を 用 い て 検 出 し 、 定 量 的 結 果 を 得 る の が 好 ま し い 。 代 替 の 固 相
EIAフ ォ ー マ ッ ト に は 、 磁 石 に よ る ア ッ セ イ 手 順 の 間 に 移 動 可 能 な プ ラ ス チ ッ ク 被 覆 鉄 金
属 ビ ー ズ が 含 ま れ て い る 。 さ ら に 、 別 の 代 替 法 は 微 弱 光 検 出 免 疫 測 定 フ ォ ー マ ッ ト で あ る
。 こ の 高 感 度 フ ォ ー マ ッ ト で は 、 適 当 に 標 識 化 さ れ た 結 合 抗 体 に よ っ て 生 じ る 光 放 射 を 自
動 的 に 定 量 す る 。 こ の 反 応 は 、 微 量 定 量 プ レ ー ト を 用 い て 行 な う の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
代 替 の 実 施 形 態 に お い て は 、 EIAの 酵 素 を 介 し た 検 出 を 放 射 性 ト レ ー サ ー に 替 え て 、 当 業
者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
ま た 、 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)を 行 な う こ と も で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 E
LISAは 、 (1)固 相 上 に 本 発 明 の CTGFポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末
端 断 片 )を 被 覆 す る ス テ ッ プ と ； (2) 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 可 能 な 条 件 下 で 、 CTGF抗 体 が
含 ま れ て い る 可 能 性 の あ る サ ン プ ル を 固 相 上 に 被 覆 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-505757 A 2005.2.24

CTGFア ッ セ イ



ー ト す る ス テ ッ プ と ； (3)得 ら れ た 固 相 へ 結 合 し て い る 抗 原 抗 体 複 合 体 に よ っ て 捕 捉 さ れ
る 標 識 と 結 合 し て い る 抗 抗 体 (抗 IgGな ど )を 添 加 す る ス テ ッ プ と ； (4)捕 捉 さ れ た 標 識 を 測
定 し 、 サ ン プ ル が CTGF抗 体 を 含 ん で い る か 否 か を そ れ か ら 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
捕 捉 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 酵 素 ア ッ セ イ で は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 は 、 固 相 (好 ま し く は ポ リ ス
チ レ ン 微 量 定 量 プ レ ー ト )に 結 合 し て い る 抗 体 と 標 識 抗 体 の 間 に 結 合 さ せ る 。 結 果 は 、 ELI
SAプ レ ー ト リ ー ダ ー な ど の 分 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 す る の が 好 ま し い 。 系 列 ア ッ セ イ フ ォ
ー マ ッ ト で は 、 試 薬 を 段 階 的 方 法 に お い て 捕 捉 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ る 。 最 初 に 、 試
験 サ ン プ ル を 捕 捉 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 工 程 に 続 い て 、 標 識 抗 体 と の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 う 。 同 時 ア ッ セ イ で は 、 系 列 ア ッ セ イ で 記 載 さ れ て い る ２ 回 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 期 間 を 組 み 合 わ せ る 。 こ の 場 合 、 １ つ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 と 洗 浄 工 程 が 省
か れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
固 相 が (ポ リ ス チ レ ン 微 量 定 量 プ レ ー ト で あ る 代 わ り に )ポ リ ス チ レ ン 製 へ ら ま た は デ ィ ッ
プ ス テ ィ ッ ク で あ る と い う 点 を 除 け ば 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク ／ イ ム ノ ス テ ィ ッ ク フ ォ ー マ
ッ ト は 本 質 的 に は イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 試 薬 は 同 じ で あ り 、 フ ォ ー マ ッ ト は 同 時 で あ っ
て も 系 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ テ ス ト フ ォ ー マ ッ ト で は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ
上 で 捕 捉 抗 体 お よ び 標 識 抗 体 を 乾 燥 さ せ る 。 前 記 ス ト リ ッ プ は 、 一 般 に は 酢 酸 セ ル ロ ー ス
に 結 合 さ れ て い る 高 孔 隙 率 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン で あ る 。 捕 捉 抗 体 は 、 通 常
、 ス ト リ ッ プ の 一 端 に ラ イ ン と し て ス プ レ ー ド ラ イ す る 。 こ の 末 端 に は 、 ス ト リ ッ プ と 接
し て い る 吸 収 材 料 が あ る 。 ス ト リ ッ プ の 他 端 に は 、 膜 へ 吸 収 さ れ な い よ う に し て 標 識 抗 体
が 置 か れ て い る 。 通 常 、 抗 体 に 結 合 し て い る 標 識 は 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ ま た は コ ロ イ ド 金
で あ る 。 ア ッ セ イ は 、 標 識 抗 体 の 直 前 に サ ン プ ル を ア プ ラ イ す る こ と に よ り 開 始 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
免 疫 濾 過 ／ 免 疫 濃 度 フ ォ ー マ ッ ト は 、 抗 原 の 抗 体 へ の 結 合 を 集 中 さ せ か つ 促 進 さ せ る サ ン
プ ル ／ 試 薬 の 方 向 性 流 動 と 大 型 の 固 相 表 面 と を 組 み 合 わ せ る 。 好 ま し い フ ォ ー マ ッ ト で は
、 試 験 サ ン プ ル を 標 識 抗 体 と 事 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ま た は
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 の 固 相 に ア プ ラ イ す る 。 ま た 、 捕 捉 抗 体 で 被 覆 し た ラ テ ッ ク ス ま た
は ガ ラ ス ビ ー ズ で 固 相 を 事 前 に 被 覆 し て お く こ と が で き る 。 分 析 物 の 検 出 は 、 標 準 の イ ム
ノ ア ッ セ イ と 同 じ で あ る 。 サ ン プ ル ／ 試 薬 の 流 動 は 、 真 空 器 ま た は 下 層 の 吸 収 材 料 の 吸 上
作 用 に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
閾 値 バ イ オ セ ン サ ー ア ッ セ イ は 、 多 数 の サ ン プ ル の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る こ と が で き
る 高 感 度 の 機 器 を 低 価 格 で 装 備 し た ア ッ セ イ で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 か か る ア ッ セ イ は
、 信 号 に よ る 位 置 付 け 可 能 な 電 位 差 セ ン サ ー の 使 用 が 含 ま れ 、 こ の 場 合 、 反 応 に は 、 捕 捉
抗 体 に よ る 所 望 の タ ン パ ク 質 の 結 合 と 、 抗 体 と ウ レ ア ー ゼ 結 合 抗 体 と の 架 橋 に よ る pH変 化
の 検 出 が 含 ま れ る 。 結 合 に 際 、 pH変 化 は 、 電 位 へ 変 換 す る こ と に よ っ て 測 定 可 能 と な る 。
こ の ア ッ セ イ は 、 一 般 に 、 非 常 に 少 量 の 反 応 容 量 で 生 じ 、 か つ 非 常 に 高 感 度 で あ る 。 さ ら
に 、 こ の ア ッ セ イ の 報 告 さ れ て い る 検 出 限 界 は 、 毎 分 1,000分 子 の ウ レ ア ー ゼ で あ り 得 る
。
【 ０ ０ ９ ４ 】

本 発 明 は 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 の 検 出 ま た は 測 定 に 基 づ
い た 診 断 、 予 測 、 な ら び に 治 療 お よ び 効 果 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 種 の 疾 患
で は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 CTGFま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 よ り 安 定 し て お り 、 か か る 状 況
に お い て 、 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を よ り 高 感 度 に か つ 正 確 に 検 出 お よ び
定 量 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 CTGF関 連
障 害 の 診 断 方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得 し 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片
の サ ン プ ル 中 の 濃 度 を 検 出 、 定 量 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を
、 CTGFま た は CTGF断 片 の 基 準 量 の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CT
GF断 片 の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が CTGF関 連 障 害 の 存 在 を 示 す 。 CTGFま た は CTGF断 片 の 異 常 (
例 え ば 、 増 加 ま た は 減 少 )濃 度 に 関 連 し て い る 障 害 は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 増 殖 性 障 害 な ら び に 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス 関 連 タ ン パ ク 質 の 異 常 な 発 現 お よ び 沈 着 に 関 連
し て い る 障 害 が 含 ま れ る 。 か か る 障 害 に は 、 例 え ば 、 癌 （ 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸
直 腸 癌 、 膵 臓 癌 お よ び 胃 腸 系 癌 な ど ） ； お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 関 節 炎 、 糖 尿 病 性
網 膜 症 な ど の よ う な 網 膜 症 ； 糖 尿 病 性 腎 症 な ど の 腎 症 ； 心 臓 線 維 症 、 肺 線 維 症 、 肝 臓 線 維
症 お よ び 腎 線 維 症 、 な ら び に 慢 性 炎 症 お よ び ／ ま た は 感 染 に 関 連 し て い る 疾 患 が 挙 げ ら れ
る 。 ま た 、 CTGF関 連 障 害 は 、 心 筋 梗 塞 、 糖 尿 病 、 腹 膜 透 析 、 慢 性 お よ び 急 性 移 植 拒 絶 反 応
、 化 学 療 法 、 放 射 線 治 療 、 な ら び に 外 科 手 術 な ど の 疾 患 に 関 係 し て い る 。 さ ら な る CTGF関
連 障 害 に つ い て は 、 前 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ま た 、 個 体 が CTGF関 連 障 害 に な る 傾 向 が あ る か 否 か に つ い て 確 認 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一
実 施 形 態 で は 、 CTGF関 連 障 害 の 傾 向 を 確 認 す る 方 法 は 、 サ ン プ ル を 取 得 し 、 CTGF、 CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の サ ン プ ル 中 濃 度 を 検 出 、 定 量 す る こ と と ； サ ン プ ル
中 の CTGFま た は CTGFの 任 意 の 断 片 の 濃 度 を 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 基 準 量 の 濃 度 と 比 較 す
る こ と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 増 加 量 ま た は 減 少 量 が 、 CTGF関 連 障 害
の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル を
取 得 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を
検 出 お よ び 定 量 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 、 CTGFま た は CTGF
断 片 の 既 知 の 基 準 量 と 、 あ る い は 初 期 の 時 期 も し く は 以 前 の 時 期 に 、 ま た は 疾 患 の 進 行 中
の 初 期 段 階 に 、 同 一 個 体 ま た は 同 一 源 か ら 取 得 し た サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 第
１ の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 基 準 濃 度 ま た
は 第 １ の 濃 度 と の 差 が CTGFに 関 連 し て い る 障 害 の 進 行 を 示 す 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 経 過 の 予 測 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル
を 取 得 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度
を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGF、 ま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 、 以 前 の 時 期
に 、 ま た は 疾 患 の 進 行 中 の 初 期 段 階 に 得 ら れ た 個 体 の サ ン プ ル 中 で 測 定 さ れ た 濃 度 と 比 較
す る こ と を 含 み 、 一 時 期 に 得 ら れ た サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 、 別 の 時 期
に 得 ら れ た サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 の 差 が CTGF関 連 障 害 の 経 過 の 予 測 の 決
定 要 因 で あ る 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGF関 連 障 害 の 治 療 効 果 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 CTGF関
連 障 害 が あ り 、 そ の 障 害 に つ い て 治 療 を 受 け て い る 被 験 体 か ら サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と
； サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量
す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を CTGFま た は CTGF断 片 の 基 準 濃 度 と
比 較 す る こ と を 含 み 、 サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 基 準 濃 度 の 差 が CTGF関 連
障 害 の 治 療 効 果 を 示 す 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 CTGFに 関 連 し て い る 障 害 の 治 療 効 果 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ
て 、 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末
端 断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 、
以 前 に 個 体 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル 中 の 濃 度 、 あ る い は 経 時 的 に 、 ま た は 疾 患 の 進 行 中 の 初
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期 段 階 で 取 得 し た １ 種 ま た は 複 数 の サ ン プ ル 中 の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 一 時 期 に 得
ら れ た サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 別 の 時 期 に 得 ら れ た サ ン プ ル 中 の CTGFま
た は CTGF断 片 の 濃 度 の 差 が CTGF関 連 障 害 の 治 療 効 果 を 示 す 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 増 加 に 関 連 し て い る 障 害 を 確 認 す る 方 法
で あ っ て 、 特 定 の 障 害 が あ る 被 験 体 か ら 第 １ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と ； 特 定 の 障 害 の な
い 被 験 体 か ら 第 ２ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と ； 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃
度 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と と ； 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ
び 定 量 す る こ と と ； 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 、 第 ２ サ ン プ ル 中 の CT
GFま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の
濃 度 増 加 が 、 CTGFの 濃 度 お よ び 活 性 の 上 昇 に 関 連 し て い る 障 害 を 示 す 、 前 記 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 低 下 に 関 連 し て い る 障 害 を 確 認 す る 方 法
で あ っ て 、 特 定 の 障 害 が あ る 被 験 体 か ら 第 １ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と ； 特 定 の 障 害 の な
い 被 験 体 か ら 第 ２ サ ン プ ル を 取 得 す る こ と と ； 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃
度 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と と ； 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ
び 定 量 す る こ と と ； 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 を 第 ２ サ ン プ ル 中 の CTGF
ま た は CTGF断 片 の 濃 度 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 第 １ サ ン プ ル 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃
度 低 下 が CTGFの 濃 度 お よ び 活 性 の 低 下 に 関 連 し て い る 障 害 を 示 す 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

さ ら に 、 本 発 明 は 、 CTGFま た は CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 低 下 ま た は 上 昇 さ せ る
化 合 物 (例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 な ど )を ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 同 定
す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
一 態 様 で は 、 CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 上 昇 さ せ る 化 合 物 (例 え ば 、 CTGFの Ｎ 末
端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 な ど )を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル を 取 得 す
る こ と と ； サ ン プ ル を 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 発
現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 検 出 お よ び 測 定 す る こ と と を 含 み 、 上 昇 し た CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度
ま た は 活 性 が 、 CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 上 昇 さ せ る 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 示 す
、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
別 の 態 様 で は 、 CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 化 合 物 (例 え ば 、 CTGFの Ｎ
末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 な ど )を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル を 取 得
す る こ と と ； サ ン プ ル を 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と ； サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の
発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 検 出 お よ び 測 定 す る こ と と を 含 み 、 低 下 し た CTGF断 片 の 発 現 、 濃
度 ま た は 活 性 が 、 CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 示
す 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 種 々 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ
と が で き る 。 か か る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 、 CTGFポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 を 溶 液 中 に 遊
離 さ せ る か 、 固 相 担 体 に 付 着 さ せ る か 、 細 胞 表 面 上 に 載 せ る か 、 細 胞 間 マ ト リ ッ ク ス に 結
合 さ せ る か 、 細 胞 内 に 位 置 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 担 持 さ れ て い
る 試 験 化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な 方 法 に よ っ て 、 調 製 、 利 用 お よ び 分 析 す る こ と
が で き る （ 例 え ば 、 Shalonら 、 (1995), PCT出 願 第 WO95/35505号 ； Baldeschweilerら 、 (19
95)、 PCT出 願 第 WO 95/251116号 ； Brennanら 、 (1995), 米 国 特 許 第 5,474,796号 ； Hellerら
、 (1997), 米 国 特 許 第 5,605,662号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
種 々 の ア ッ セ イ お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 、 CTGFま た は CTGF断 片 (例 え ば 、 CTGFの
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Ｎ 末 端 断 片 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 )の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 を 調 節 す る (例 え ば 、 上 昇 ま た は
低 減 さ せ る )小 分 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り C
TGFま た は CTGF断 片 の 発 現 、 濃 度 ま た は 活 性 と 相 互 に 作 用 す る 、 あ る い は 影 響 を 及 ぼ す 抗
体 お よ び 他 の 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き 、 従 っ て 、 本 方 法 に お い て 医 薬 品 お よ び 治 療 法
と し て 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ennaら 、 (1998) Current Protocols in Pharmacolo
gy, John Wiley and Sonsを 参 照 さ れ た い )。 ア ッ セ イ に よ り 、 一 般 に 、 化 合 物 の タ ン パ ク
質 ま た は 細 胞 標 的 へ の 結 合 に 関 連 す る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 得 ら れ る 。 結 合 は 、 例 え ば 、
蛍 光 標 識 試 薬 、 酵 素 複 合 体 、 お よ び 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 検 出
す る こ と が で き る 。 結 果 は 、 定 性 的 ま た は 定 量 的 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 任 意 の 方 法 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 培 養 物 中 の 細 胞 、 ま た は 哺
乳 動 物 か ら 、 好 ま し く は ヒ ト 被 験 体 か ら 取 得 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 培
養 細 胞 の 馴 化 培 地 か ら 、 ま た は 血 液 、 尿 、 血 清 、 血 漿 、 硝 子 体 液 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾
液 、 羊 水 か ら 取 得 す る こ と が で き 、 あ る い は 、 組 織 の バ イ オ プ シ ー か ら 取 得 す る こ と が で
き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 種 々 の 方 法 の う ち の い ず れ か の 方 法 を 用 い て 、 CTGFま た は そ の
断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 に は 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は Ｃ 末 端 断 片 に 対 す る 抗 体 の 使 用 ； CTGFの Ｎ 末 端 断 片
ま た は Ｃ 末 端 断 片 の 単 離 (例 え ば 、 質 量 分 析 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 他 の 従 来 の 化 学 分 析 な ど の 使 用 に よ る )
； あ る い は 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 他 の 方 法 お よ び 手 順 が 含 ま れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、
本 方 法 は 、 CTGF内 に あ る CTGFの Ｎ 末 端 領 域 ／ ド メ イ ン ま た は CTGFの Ｃ 末 端 領 域 ／ ド メ イ ン
を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 方 法 は 、 単 離 さ れ て お り (例 え ば 、
切 断 さ れ て お り )、 か つ CTGFの Ｃ 末 端 領 域 ま た は CTGFと は 区 別 可 能 な CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の
濃 度 の 測 定 す る こ と 、 あ る い は 、 単 離 さ れ て お り (例 え ば 、 切 断 さ れ て お り )、 か つ CTGFの
Ｎ 末 端 領 域 ま た は CTGFと は 区 別 可 能 な CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 の 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
当 業 者 は 、 本 明 細 書 を 参 考 に 、 本 発 明 の こ れ ら 実 施 形 態 お よ び 他 の 実 施 形 態 を 容 易 に 理 解
す る で あ ろ う 。

【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 以 下 の 実 施 例 （ 本 発 明 を 単 に 例 示 す る も の で あ る ） を 参 照 す る こ と に よ
っ て 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ て い る 発 明 を 説
明 す る た め に 単 に 提 供 さ れ る も の で あ る 。 本 発 明 は 例 示 さ れ た 実 施 形 態 に よ っ て 範 囲 を 限
定 さ れ る も の で は な く 、 そ の 実 施 形 態 は 、 単 に 、 本 発 明 の 一 態 様 を 示 す も の で あ る 。 機 能
的 に 同 等 な す べ て の 方 法 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る も の に 加 え
て 、 本 発 明 の 種 々 の 変 更 は 、 先 の 記 載 と 添 付 の 図 面 か ら 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 か か る
変 更 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ １ １ 】

組 換 え ヒ ト CTGF(rhCTGF)を 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。 完 全 長 の ヒ ト CTGF CDNA(DB60R32)
を Gary Grotendorst博 士 （ マ イ ア ミ 医 科 大 学 ） か ら 入 手 し た (Bradhamら 、 (1991) J Cell 
Biol 114:1285-1294)。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の み を 含 む CTGF cDNAは 、 鋳 型 の DB
60R32 DNAと 、 増 幅 産 物 の い ず れ か 一 端 に BamHI制 限 酵 素 部 位 (下 線 部 )が 挿 入 さ れ る 以 下 の
プ ラ イ マ ー (5'-gctccgcccgcagtg atgaccgccgcc-3'(配 列 番 号 ３ )お よ び 5'-
tcatgccatgtctccgta-3')(配 列 番 号 ４ ))を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 得 ら れ

た 。 得 ら れ た 増 幅 DNA断 片 を BamHIで 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス (ド ナ ー )発 現 プ ラ ス ミ ド pFastBac1(Invitrogen, Carlsbad Calif.)の BamHI部 位 へ 直 接
サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 pFastBac1/CTGF CDNAベ ク タ ー 構 築 物 を バ ク ミ ド DNAへ 転 換 し 、 BAC-
TO-BACバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 マ ニ ュ ア ル (Invitrogen)の 中 で 説 明 さ れ て い る メ ー カ ー の
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プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た 。 Sf9昆 虫 細 胞 中 の 組 換 え バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 増 幅 の タ イ タ ー は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 法 を 用 い て 行 っ た (Murphyお よ
び Piwnica-Worms, (1984) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2 (Ausubel
ら 、 編 集 ) John Wiley & Sons, Inc.)。
【 ０ １ １ ２ 】
rhCTGFの 発 現 お よ び 産 生 は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。 懸 濁 液 増 殖 に 適 し た HIGH FIVE昆 虫
細 胞 は 、 1.0× 10 6 個 ／ mlの 細 胞 密 度 ま で SF900II培 地 (Invitrogen)に て 増 殖 さ せ た 。 次 い
で 、 10:1の 感 染 多 重 度 に て CTGFを 含 有 す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 細 胞 を 感 染 さ せ た 。 感 染 後
、 細 胞 を 40時 間 、 27℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 澱 さ
せ 、 CTGFを 含 有 す る 調 整 培 地 を 回 収 し 、 0.22μ mフ ィ ル タ に よ り 濾 過 し た 。 次 い で 、 50mM
ト リ ス （ pH7.2） で 予 め 平 衡 化 し て お い た 5mlの Hi-Trapヘ パ リ ン カ ラ ム (Amersham Bioscie
nces Corp., Piscataway N.J.)に 調 整 培 地 を 直 接 ア プ ラ イ し た 。 次 い で 、 350mM NaCl／ 50
mMト リ ス （ pH7.2） 100mlで ヘ パ リ ン カ ラ ム を 洗 浄 し 、 結 合 さ れ た CTGFを 15カ ラ ム 容 量 以 上
の 350mM NaClか ら 1200mM NaClの 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 画 分 を CTGFの 存 在 に つ い て 、 S
DS-PAGEを 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
CTGFを 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 50mMト リ ス （ pH7.5） で 1:4に 希 釈 し た 。 10カ ラ ム 体 積 の
50mMト リ ス （ pH7.5） で 予 め 平 衡 化 し て お い た カ ル ボ キ シ メ チ ル (CM)イ オ ン 交 換 カ ラ ム (PO
ROS CM column, PerSeptive Biosystems, Framingham, Mass.)に CTGFプ ー ル を 充 填 し た 。
次 い で 、 350mM NaCl／ 50mMト リ ス （ pH7.5） で CMカ ラ ム を 洗 浄 し 、 結 合 さ れ た CTGFを 15カ
ラ ム 容 量 以 上 の 350mM NaClか ら 1200mM NaClの 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 画 分 を CTGFの 存
在 に つ い て SDS-PAGEを 用 い て 分 析 し た 。 CTGFを 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 CTGF原 料 と し て
用 い た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ １ ４ 】

CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び Ｃ 末 端 断 片 は 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。 上 述 の よ う に し て 調 製
お よ び 精 製 さ れ た 組 換 え ヒ ト CTGFは 、 キ モ ト リ プ シ ン １ 単 位 当 た り CTGF1.5mgを 用 い て 、
キ モ ト リ プ シ ン ビ ー ズ (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.)に よ る 処 理 に よ っ て 消 化 し
た 。 rhCTGFの キ モ ト リ プ シ ン 処 理 は 、 室 温 に て ６ 時 間 進 行 さ せ た 。 消 化 産 物 お よ び キ モ ト
リ プ シ ン ビ ー ズ を 遠 心 分 離 に か け 、 キ モ ト リ プ シ ン ビ ー ズ を 除 去 し 、 酵 素 に よ っ て 切 断 さ
れ た rhCTGFを 含 有 す る 上 清 を 50mMト リ ス （ pH7.5） で 1:5に 希 釈 し た 。 希 釈 し た 上 清 を Hi-T
rapヘ パ リ ン カ ラ ム に か け た 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 含 ま れ て い る そ の 流 出 液 を 回 収 し た 。 3
50mM NaClで ヘ パ リ ン カ ラ ム を 洗 浄 し 、 結 合 さ れ た CTGFの Ｃ 末 端 断 片 と 未 消 化 の CTGFを 上
述 の よ う に し て 350mMか ら か ら 1200mMの NaClの 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 画 分 を CTGFの Ｃ
末 端 断 片 の 存 在 に つ い て 、 SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た 。 CTGFの Ｃ 末 端 の 確 認 さ れ た 純 度 に
従 っ て 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
ヘ パ リ ン カ ラ ム 流 出 液 (CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 含 有 )は 、 0.5M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ／ 50mMト リ ス
（ pH7.5） を 含 有 す る よ う に 調 製 し た 。 次 い で 、 0.5M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ／ 50mMト リ ス （ pH7
.5） で 予 め 平 衡 化 し て お い た 15mlフ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス HPカ ラ ム (Amersham Pharmacia Bi
otech)に こ の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 含 有 す る サ ン プ ル を 充 填 し た 。 次 い で 、 こ の フ ェ ニ ル セ
フ ァ ロ ー ス HPカ ラ ム を 15カ ラ ム 体 積 の 0.5M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ／ 50mMト リ ス （ pH7.5） で 洗
浄 し た 。 結 合 さ れ た CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 約 15カ ラ ム 体 積 以 上 の 0.5M～ 0M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
／ 50mMト リ ス （ pH7.5） の 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 画 分 を CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 存 在 に つ
い て SDS-PAGEに よ っ て 分 析 し た 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し た 。 CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 を 含 有 し て い る こ の プ ー ル を 濃 縮 し 、 バ ッ フ ァ ー を Amicon限 外 ろ 過 膜 （ YM10）
を 用 い て 50mMト リ ス 、 400mM NaCl（ pH7.2） と 交 換 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ １ ６ 】
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 精 製 rhCTGFに 対 し て 調 製 さ れ た 。 組 換
え ヒ ト CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 上 述 の よ う に し て 作 製 し 精 製
し た 。 ヒ ト CTGFま た は CTGF断 片 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 標 準 法 に よ っ て 調 製 し た 。 （ 例 え ば 、 Goding（ 上 掲 ） ;お よ び Schook（ 上 掲 ） を 参 照
さ れ た い 。 )
ヒ ト CTGFの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 般 に 以 下 の よ う に 調 製 さ れ て い る 。 健 康 な 成 体 マ ウ
ス に 50～ 100μ gの CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 皮 下 注 射 し 、 免 疫 化
す る 。 ６ ～ 10週 後 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト で 処 方 さ れ た 追 加 の 抗 原 を マ ウ ス に 追
加 免 疫 す る 。 各 追 加 抗 原 注 射 の 約 １ 週 間 後 、 ELISA分 析 に よ り 検 出 し て 、 免 疫 化 し た マ ウ
ス 血 清 を CTGFの 抗 体 の 存 在 に つ い て 評 価 す る 。 CTGFま た は そ の 断 片 に 対 し て 最 も 大 き な 抗
体 反 応 (す な わ ち 、 最 高 タ イ タ ー )を 起 こ し て い る マ ウ ス を ハ イ ブ リ ド ー マ 産 生 用 に 選 択 す
る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 順 に 従 っ て 、 こ れ ら の マ ウ ス
か ら の 単 離 し た 脾 臓 細 胞 を マ ウ ス 骨 髄 腫 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば 、 P3X63Ag8-653） に 融 合 さ せ
る 。 CTGFに 対 す る 反 応 性 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を ELISAに よ っ て 確 認 し 、 続
い て 、 少 な く と も ２ 回 限 界 希 釈 法 を 実 施 し て ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
あ る い は 、 ヒ ト CTGFに 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 下 記 の 方 法 に よ り 調 製 し た 。 a)バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス で 産 生 さ れ た 精 製 rhCTGF、 b) 全 rhCTGFの キ モ ト リ プ シ ン 切 断 に よ っ て 得
ら れ た CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び Ｃ 末 端 断 片 の 半 分 、 c)種 々 の 合 成 CTGFペ プ チ ド を 含 む 、 異
な る CTGF免 疫 原 で HUMABマ ウ ス (Medarex, Inc., Princeton N.J.)の 複 数 の 群 を 免 疫 化 し た
。 HUMABマ ウ ス (Medarex)は 、 完 全 ヒ ト 抗 体 の 作 製 に よ る 、 免 疫 原 に 応 答 す る 遺 伝 子 組 換 え
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 25個 の 脾 臓 融 合 物 か ら 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ 、 約 140個 の ク ロ ー ン と し て 選 択 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細
胞 系 を 特 徴 と す る 。 各 抗 体 群 の 親 和 性 は RIAを 用 い て 測 定 し た 。 RIAで は 、 全 rhCTGFを 放 射
性 ヨ ウ 素 化 し 、 ウ ェ ル （ 固 定 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 、 未 標 識 CTGFの 量 を 変 え て い る
） に 加 え た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ １ ８ 】

ヒ ト CTGFに 対 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る よ う に し て
調 製 し た 。 ク ロ ー ン 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 8mM L-グ ル タ ミ ン 、 1/2× 非 必 須 ア ミ ノ 酸
、 お よ び 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 － 高 グ ル コ ー ス /RPM
I 1640(50:50)中 で 増 殖 さ せ た 。 抗 体 調 製 の た め に 増 や し た 細 胞 を 37℃ 、 6％ CO 2 に て ４ ～
９ 日 間 、 1.5％ 低 IgGウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た 同 一 培 地 で 増 殖 さ せ た 。 得 ら れ た 馴 化 培 地 か
ら 細 胞 を 取 り 除 き 、 接 線 流 濾 過 ／ 濃 縮 系 を 用 い て 濃 縮 し た 。 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム に 濃 縮 物
を 流 し 、 結 合 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 100mMの グ リ シ ン （ pH3） で 溶 出 さ せ た 。 1Mト リ ス （ pH
8.0） で 溶 離 液 を 中 和 し 、 PBSに 透 析 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
得 ら れ た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 標 準 の 結 合 お よ び 阻 害 実 験 （ Harlowお よ び Lane（ 上 掲
） ； Burtisお よ び Ashwood（ 上 掲 ） ； な ら び に 、 Kaplan, Pesceお よ び Kazmierczak（ 上 掲
） , 第 １ 0章 (Immunochemical Techniques)お よ び 第 １ 1章  (Competitive Binding Assays)
)に よ り マ ッ ピ ン グ し 、 抗 体 が 結 合 し て い る CTGFの 特 定 領 域 を 割 り 当 て た 。 例 え ば 、 特 に
系 列 法 で 添 加 さ れ た 場 合 、 同 一 ド メ イ ン ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 性 の 抗 体 は 、 同 一 ド メ イ ン
ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 性 と 異 な る す べ て の 抗 体 の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 結 合 し て い る CTGFの エ ピ ト ー プ の よ り 正 確 な マ ッ ピ ン グ は 、 組 換 え に よ っ て 発 現 さ れ
た CTGFの 特 定 断 片 を 用 い て ELISA分 析 に よ り 行 っ た 。 例 え ば 、 固 定 化 し た CTGFの 組 換 え に
よ り 発 現 さ れ た エ ク ソ ン ２ に 対 し て ELISA分 析 を 行 い 、 CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン ま た は 領 域
を 認 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 同 定 さ れ た 。 CTGFの 組 換 え に よ り 発 現 さ れ た ド メ イ ン （
例 え ば 、 CTGFポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の エ ク ソ ン ２ 、 エ ク ソ ン ３ 、 エ ク ソ ン ４ ま た は エ ク ソ
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ン ５ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る も の ） に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を マ ッ ピ ン グ し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
こ の 方 法 に よ っ て 、 CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン ま た は Ｎ 末 端 断 片 （ 例 え ば 、 N1、 第 １ の Ｎ 末 端
断 片 エ ピ ト ー プ に 特 異 性 を 有 す る 抗 体 ； お よ び N2、 第 ２ の Ｎ 末 端 断 片 エ ピ ト ー プ に 特 異 性
を 有 す る 抗 体 ） を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン ま た は Ｃ 末 端 断 片 （ 例 え
ば 、 Ｃ 末 端 断 片 エ ピ ト ー プ C1、 C2、 C4、 C5ま た は CK） が 選 択 さ れ 、 特 徴 づ け ら れ た （ 例 え
ば 、 図 １ Ａ お よ び 図 １ Ｂ を 参 照 さ れ た い )。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ １ 】

CTGFポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 か つ 正 確 に 定 量 化 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 特
に 、 CTGF検 出 、 定 量 す る た め の 方 法 (N-Cア ッ セ イ と 称 す る )、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 検 出 、 定
量 す る た め の 方 法 (N-Nア ッ セ イ と 称 す る )、 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 検 出 、 定 量 す る た め
の 方 法 (C-Cア ッ セ イ と 称 す る )を 開 発 し た 。 図 １ Ｃ に 、 異 な る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ フ ォ
ー マ ッ ト を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】

CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン (例 え ば 、 上 述 し 、 図 １ Ａ 中 に 示 す N1お よ び N2)を 認 識 し た １ 種 の 抗
体 と 、 CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン (例 え ば 、 上 述 し 、 図 １ Ａ 中 に 示 し た C1～ C5)を 認 識 し た 第 ２
抗 体 を 用 い て 全 CTGFを 検 出 お よ び 定 量 し た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 N-Cサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ (
図 １ Ｃ )と 称 す る 。 Ｎ 末 端 ド メ イ ン 特 異 抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)19、 N2に
結 合 す る ） は CTGFを 捕 捉 す る た め に 用 い ら れ 、 一 方 、 Ｃ 末 端 ド メ イ ン 特 異 抗 体 （ 例 え ば 、
mAb25、 C4に 結 合 す る ） は 捕 捉 さ れ た CTGFポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。 あ
る い は 、 CTGFの 捕 捉 に は 、 CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン ま た は 場 合 に よ っ て は 担 体 （ 例 え ば BSA
） に 結 合 し て い る ヘ パ リ ン を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と が で き 、 捕 捉 さ れ た CTGFポ リ ペ プ
チ ド を 検 出 す る に は 、 CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 い ず
れ の 方 法 に お い て も 、 ２ 種 類 の 試 薬 （ １ 種 は CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン を 認 識 す る も の 、 他 の
１ 種 は CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 認 識 す る も の ） を 使 用 す る こ と に よ り 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片
ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 で は な く 、 CTGFを 検 出 す る こ と が で き る （ 図 ２ ） 。
【 ０ １ ２ ３ 】

CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の 抗 体 （ 例 え ば 、 上 述 お よ び 図 １ Ａ に 示 し た N1お
よ び N2） を 用 い て CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 検 出 お よ び 定 量 し た 。 こ の ア ッ セ イ は N-Nア ッ セ イ
と 称 す る （ 図 １ Ｃ ） 。 Ｎ 末 端 ド メ イ ン 特 異 抗 体 の う ち の １ 種 を 捕 捉 抗 体 （ 例 え ば mAb19、 N
2に 結 合 す る ） と し て 用 い 、 も う １ 種 を 検 出 抗 体 （ 例 え ば mAb 6、 N1に 結 合 す る ） と し て 用
い た 。 CTGFが CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン （ 用 い る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る ） を 含 有 し て い る の
で 、 N-Nア ッ セ イ に よ り CTGFも 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 量 を 検 出 す る の に 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの 濃 度 を 検 出 し （
N-Cア ッ セ イ を 使 用 、 上 掲 ） 、 か つ サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 し た （ N-N
ア ッ セ イ を 使 用 ） 。 次 い で 、 検 出 さ れ た CTGFの 量 を 検 出 さ れ た Ｎ 末 端 断 片 の 量 か ら 差 し 引
き 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る CTGFの Ｎ 末 端 の 濃 度 を 得 た 。 特 に 明 記 し な い 限 り 、 CTGFお よ び
CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量 す る （ 図 ３ ） N-Nア ッ セ イ を 用 い て 取 得 さ れ た
デ ー タ は 、 各 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 示 す よ う に 調 整 し た （ す な わ ち 、 N-N
ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル に お い て 得 ら れ た 値 か ら そ の サ ン プ ル 中 の CTGF濃 度 を 差 し 引 い
た )。 あ る い は 、 N-Nア ッ セ イ を 実 施 す る 前 に 、 ヘ パ リ ン ア フ ィ ニ テ ィ カ ム を 用 い て 、 サ ン
プ ル か ら CTGFを 取 り 除 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 認 識 す る ２ 種 類 の 抗 体 (例 え ば 、 上 述 の 図
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１ Ａ に 示 し た C1お よ び C4)を 用 い て 、 検 出 お よ び 定 量 し た 。 こ の ア ッ セ イ は C-Cア ッ セ イ と
称 す る (図 １ Ｃ )。 Ｃ 末 端 ド メ イ ン 特 異 抗 体 の う ち 、 １ 種 は 捕 捉 抗 体 （ 例 え ば mAb 25、 C4に
結 合 す る ） と し て 用 い 、 他 の １ 種 は 検 出 抗 体 （ 例 え ば mAb51、 C1に 結 合 す る ） と し て 用 い
た 。 あ る い は 、 CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 捕 捉 す る の に 、 担 体 (例 え ば BSA)に 結 合 さ れ て い
る ヘ パ リ ン を 用 い る こ と が で き る 。 CTGFが CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 含 有 し て い る の で 、 こ
の ア ッ セ イ は CTGFも 検 出 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
従 っ て 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 量 を 検 出 す る の に 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの 濃 度 を
検 出 し （ N-Cア ッ セ イ を 使 用 ） 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 し た (C-Cア
ッ セ イ を 使 用 )。 次 い で 、 検 出 さ れ た Ｃ 末 端 断 片 の 量 か ら 検 出 さ れ た CTGFの 量 を 差 し 引 き
、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 得 た 。 特 に 明 記 し な い 限 り 、 CTGFお よ び CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量 す る （ 図 ４ ） C-Cア ッ セ イ を 用 い て 取 得 さ れ た デ ー
タ は 、 各 サ ン プ ル 中 の CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 示 す よ う に 調 整 し た （ す な わ ち 、 C-Cア ッ
セ イ を 用 い て サ ン プ ル に お い て 得 ら れ た 値 か ら そ の サ ン プ ル 中 の CTGF濃 度 を 差 し 引 い た )
。 あ る い は 、 C-Cア ッ セ イ を 行 う 前 に 、 Ｎ 末 端 断 片 特 異 試 薬 （ 例 え ば 抗 体 ） を 用 い て 、 サ
ン プ ル か ら CTGFを 取 り 除 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
サ ン プ ル 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 の 定 量 は 、 記 載 し た
各 ELISAア ッ セ イ (す な わ ち 、 CTGFを 検 出 す る N-Cア ッ セ イ ； CTGFの Ｎ 末 端 断 片 と CTGFを 検
出 す る N-Nア ッ セ イ ； お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 と CTGFを 検 出 す る C-Cア ッ セ イ )に よ っ て 得
ら れ た 吸 光 度 値 を 既 知 濃 度 の 基 準 CTGFを 用 い て 得 た 値 を も と に 推 定 し て 決 定 し た 。 デ ー タ
は 二 次 非 線 形 回 帰 (SOFTMAX PRO software, Molecular Devices, Sunnyvale, Calif.)に よ
り 分 析 し 、 標 準 曲 線 を 作 成 し 、 吸 光 度 が モ ル の ベ ー ス の CTGF濃 度 に 相 関 し て い る 最 良 数 式
を 得 た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ２ ８ 】

CTGFア ッ セ イ の 実 施 方 法 は 上 の 実 施 例 ５ に 記 載 し て い る 。 種 々 の サ ン プ ル ま た は サ ン プ ル
タ イ プ 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 を 検 出 お よ び 定 量 す る た め 、 こ れ ら の 方 法 を 改 変 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 低 タ ン パ ク 質 の サ ン プ ル （ 例 え ば 、 尿 、 関 節 液 、 腹 膜 透 析 液 、 CSF液
体 、 唾 液 、 細 胞 培 養 培 地 ） 中 の ヒ ト CTGFお よ び CTGF断 片 を 検 出 お よ び 定 量 す る の に 、 抗 ヒ
ト CTGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 使 用 の サ ン ド イ ッ チ ELISAを 開 発 し た 。 ELISAア ッ セ イ は 以 下 の
よ う に セ ッ ト ア ッ プ し た 。 最 初 に 、 CTGFの 領 域 ま た は ド メ イ ン を 認 識 す る 捕 捉 抗 体 で マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 被 覆 し た 。 ELISAで の 使 用 に あ た り 、 捕 捉 抗 体 を 50mM重
炭 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH8.5） 中 10μ g/mlの 最 終 濃 度 ま で 希 釈 し 、 希 釈 し た 捕 捉 抗 体 溶 液 50マ
イ ク ロ リ ッ ト ル を 96ウ ェ ル MAXISORBマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Nalge Nunc Internationa
l, Rochester N.Y.)の 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト を カ バ ー し 、 ２ ～ ８ ℃
で 一 晩 保 存 し 、 抗 体 を プ レ ー ト に 結 合 さ せ た 。 プ レ ー ト か ら 捕 捉 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 次 い
で 、 各 ウ ェ ル 中 の 未 結 合 部 位 を 、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え た カ ル シ ウ ム お よ び マ グ
ネ シ ウ ム 非 含 有 PBS中 に １ ％ BSAを 含 有 す る ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 150μ lで ブ ロ ッ ク し た
。 次 い で 、 プ レ ー ト を カ バ ー し 、 １ ～ 14日 間 ２ ～ ８ ℃ で 保 存 し た 。 CTGF検 出 ・ 定 量 ア ッ セ
イ に 使 用 す る 直 前 に 、 ウ ェ ル か ら ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 除 去 し 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (0.1
％ ト ゥ イ ー ン 20を 含 有 す る カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ ウ ム 非 含 有 PBS)で 各 プ レ ー ト の ウ ェ
ル を 一 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ELISAア ッ セ イ で 使 用 す る CTGF標 準 溶 液 は 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。 上 述 の よ う に 調 製
し た rhCTGFの 凍 結 ア リ コ ー ト を 溶 解 さ せ 、 カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ ウ ム 非 含 有 PBS、 50m
Mト リ ス (pH7.8)、 1mg/ml BSA、 4mM MgCl 2 、 0.2mM ZnCl 2 、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 50μ
g/mlヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.1％ TRITON X-100界 面 活 性 剤 を 含 む ヘ パ リ ン ア ッ セ イ
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バ ッ フ ァ ー (0.45μ m、 濾 過 済 )で 最 終 濃 度 1.1μ g/mlま で 希 釈 し た 。 rhCTGF標 準 保 存 液 は 、
-70℃ で ア リ コ ー ト を 保 存 し た 。 次 い で 、 rhCTGF保 存 液 を 稀 釈 調 整 し て 、 ヘ パ リ ン ア ッ セ
イ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 さ れ て い る 0ng/ml～ 15ng/mlの 一 連 の rhCTGF基 準 濃 度 を 得 た 。 記 載 さ
れ て い る す べ て の ELISAア ッ セ イ に お い て 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端
断 片 の 濃 度 は 、 基 準 CTGFに 対 す る 比 較 に 基 づ い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
生 体 サ ン プ ル は 、 ヘ パ リ ン ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー (一 般 に は 、 希 釈 は 特 定 の サ ン プ ル タ イ プ
に 基 づ き 、 1:2～ 1:20の 間 で あ る )で 希 釈 し 、 希 釈 し た サ ン プ ル 50μ lを 被 覆 し ブ ロ ッ ク し
た マ イ ク ロ タ イ タ ウ ェ ル に 、 ２ 組 ま た は ３ 組 に て ア プ ラ イ し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
捕 捉 さ れ た CTGFま た は CTGF断 片 の 検 出 に は 、 CTGFに 対 す る コ ー テ ィ ン グ 抗 体 ま た は 捕 捉 抗
体 と は 異 な る CTGFエ ピ ト ー プ 特 異 性 の ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。 CTGF含 有
サ ン プ ル お よ び 基 準 CTGF、 な ら び に ビ オ チ ン 化 抗 CTGF抗 体 が 、 捕 捉 抗 体 を 被 覆 し た マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 内 で 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る よ う に 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 を マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル 内 の 上 記 サ ン プ ル お よ び 基 準 CTGFに 添 加 し た 。 検 出 に 用 い る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ビ オ チ ン ： DNP試 薬 を 用 い 、 メ ー カ ー (Molecular Probes, Eugene, Or
eg.)に よ っ て 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル に 従 っ て ビ オ チ ン 化 し た 。 ビ オ チ ン :mAbの 比 は 、
一 般 に 5:1～ 12:1が 許 容 可 能 で あ っ た 。 ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (1000ng/ml)50マ イ
ク ロ リ ッ ト ル を 上 述 の サ ン プ ル が す で に 含 ま れ て い る 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 次 い で 、 プ レ
ー ト を カ バ ー し 、 100～ 130rpmで 90分 間 、 プ レ ー ト ロ ー テ ー タ ー 上 で ２ ～ ８ ℃ に て イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で プ レ ー ト を ３ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 CTGF標 準 曲 線 に 対 す る 所 望
の シ グ ナ ル 濃 度 の 展 開 に 基 づ き 、 各 複 合 体 ロ ッ ト に つ い て 経 験 的 に 決 定 さ れ た 濃 度 ま で ア
ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 (一 般 に は 1:10,000)さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 複 合 体 (Jackson ImmunoResearch Labs, West Grove Pa.)50μ lで こ の ウ ェ ル を イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を カ バ ー し 、 100～ 130rpmで 90分 間 、 プ レ ー ト ロ ー テ ー タ ー
上 で ２ ～ ８ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 上 述 の よ う に プ レ ー ト を ３ 回 洗 浄 し 、 各
ウ ェ ル に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 (Sigma Chemical Co.)の 100μ lを 添 加 し た 。 発 色
さ せ て 、 視 覚 的 に モ ニ タ ー し 、 か つ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て モ ニ タ ー
し た 。 基 準 お よ び サ ン プ ル の 発 色 は 最 適 シ グ ナ ル レ ベ ル に 達 す る と 、 各 ウ ェ ル に 4N水 酸 化
ナ ト リ ウ ム 50μ lを 添 加 す る こ と に よ っ て 、 そ れ 以 上 の 発 色 を 止 め た 。 次 い で 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に 置 き 、 発 色 を 波 長 405nmに お け る 吸 光 度
ユ ニ ッ ト の 測 定 に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】

高 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る サ ン プ ル (例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 等 )中 の CTGF濃 度 を 測 定 す る
場 合 、 上 述 お よ び 実 施 例 ５ に 記 載 し て い る CTGFア ッ セ イ に 以 下 の 変 更 を 行 な っ た 。 高 タ ン
パ ク 質 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 を 検 出 す る こ の ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 基 準 と サ ン
プ ル 内 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 ま た は レ ベ ル の 一 貫 性 を 得 る た め 、 CTGFを 除 去 し た 10％ ラ ッ ト
血 清 を ヘ パ リ ン ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に 補 充 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
以 下 の よ う に し て 、 こ の ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る ラ ッ ト 血 清 か ら CTGFを 除 去 し た 。 ラ ッ ト 血
清 を 2％ (v/v)ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ラ ッ ト 血 清 由 来 の CTGF
お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 除 去 し た 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が ヘ パ リ ン に 結 合 し な い こ と か ら
、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は こ の 方 法 で は ラ ッ ト 血 清 か ら 除 去 さ れ な か っ た 。 ヒ ト CTGFの 検 出 に
用 い ら れ る ア ッ セ イ で ラ ッ ト CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 検 出 さ れ な い の で 、 Ｎ 末 端 断 片 （ ヘ パ リ
ン ア ガ ロ ー ス 処 理 ラ ッ ト 血 清 中 に 存 在 し た ま ま で あ る ） は 、 後 の CTGFア ッ セ イ の 妨 げ に は
な ら な か っ た 。 あ る い は 、 CTGFお よ び CTGF断 片 が 除 去 さ れ た 血 清 を 調 製 す る た め 、 抗 体 ア
フ ィ ニ テ ィ カ ム を 用 い て 哺 乳 動 物 血 清 の CTGFお よ び CTGF断 片 を 除 去 し て も よ い 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
上 述 の よ う に し て 調 製 さ れ た CTGF基 準 溶 液 に 、 上 に 記 載 し た 、 ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ
で 処 理 し た 10％ (v/v)ラ ッ ト 血 清 を 添 加 し た 。 ま た 、 ヘ パ リ ン ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希 釈
さ れ た ビ オ チ ン 化 抗 CTGF抗 体 (検 出 に 使 用 す る )に ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ で 処 理 し た 10
％ ラ ッ ト 血 清 を 添 加 し た 。 高 タ ン パ ク 質 含 有 サ ン プ ル を ヘ パ リ ン ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 1:
10に 希 釈 し ； 従 っ て 、 こ の ア ッ セ イ で 用 い ら れ る す べ て の 溶 液 (す な わ ち 、 基 準 CTGF、 生
体 サ ン プ ル 等 )は 、 10％ (v/v)の 最 終 濃 度 で 血 清 を 含 有 し て い た 。 次 い で 、 上 述 の サ ン ド イ
ッ チ ELISAア ッ セ イ を 用 い て 、 希 釈 し た 高 タ ン パ ク 質 含 有 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断
片 の 濃 度 を 検 出 お よ び 定 量 し た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ３ ６ 】

実 施 例 ５ よ び 実 施 例 ６ に お い て 上 述 し た CTGF ELISAア ッ セ イ の 特 異 性 と 信 頼 度 を 試 験 し た
。 表 １ は 、 CTGF(N-Cア ッ セ イ )、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (N-Nア ッ セ イ )お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片
(C-Cア ッ セ イ )を 検 出 お よ び 定 量 す る た め に 、 上 述 の ア ッ セ イ を 用 い て 基 準 rhCTGFを 用 い
て 実 施 し た ELISAア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ７ 】
表 １ に 示 し た ア ッ セ イ の 結 果 は 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た 405nmの 吸 光 度
で あ る 。 種 々 の 濃 度 の rhCTGF(0～ 11ng/ml)を 用 い て 、 各 CTGF ELISAア ッ セ イ の 標 準 曲 線 を
設 定 し た 。 ア ッ セ イ は 各 濃 度 の CTGFに つ い て ３ 組 で 実 施 し 、 ELISAア ッ セ イ に お け る 吸 光
度 の 統 計 学 的 平 均 値 と 変 動 係 数 (％ CV)を 表 １ に 示 し た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
ア ッ セ イ は 実 施 例 ５ お よ び 実 施 例 ６ の 上 述 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 っ た 。 ア ッ セ イ の 特 異
性 は 、 各 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 捕 捉 お よ び 標 識 (検 出 )抗 体 の 選 択 に よ っ て 調 節 し た 。 結 果
か ら 、 こ の 実 施 例 で 実 施 さ れ た 、 CTGF、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGF Ｃ 末 端 断 片 に 対 す る
CTGF ELISAア ッ セ イ は 、 1ng/ml未 満 の 濃 度 で CTGFポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 感 度 を 有 し て い
る こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 、 一 定 量 の CTGFの ア ッ セ イ に お け る 変 動 係 数 (CV)は 、 通
常 、 約 ０ ～ ６ ％ の 範 囲 に あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
各 CTGF ELISAア ッ セ イ の 特 異 性 を さ ら に 試 験 し た 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 由 来 rhCTGFを 上 述 の
よ う に し て 産 生 お よ び 精 製 し た 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び Ｃ 末 端 断 片 は 、 実 施 例 ２ で 上 述
し て い る よ う に rhCTGFの キ モ ト リ プ シ ン 切 断 に よ っ て 作 製 し 、 精 製 し た 。 CTGF ELISAア ッ
セ イ (CTGF(N-Cア ッ セ イ )、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (N-Nア ッ セ イ )お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 (C-C
ア ッ セ イ )の 検 出 お よ び 定 量 )は 、 こ れ ら の CTGFポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 実 施 し た 。 結 果 は 、
図 ２ (N-Cア ッ セ イ )、 図 ３ (N-Nア ッ セ イ )、 お よ び 図 ４ (C-Cア ッ セ イ )に 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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上 述 お よ び 図 ２ 、 図 ３ お よ び 図 ４ に 示 し た よ う に 、 記 載 し た ３ 種 類 の す べ て の CTGFア ッ セ
イ に よ り CTGF（ 図 ２ 、 図 ３ お よ び 図 ４ 中 、 黒 塗 り 正 方 形 )が 検 出 さ れ た 。 CTGFア ッ セ イ は
、 CTGF(す な わ ち 、 CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン お よ び Ｃ 末 端 ド メ イ ン の 両 方 を 含 む CTGF)の み を
検 出 す る 。 CTGFア ッ セ イ は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (図 ２ 、 図 ３ お よ び 図 ４ 中 の 黒 塗 り 三 角 形 )
、 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 (図 ２ 、 図 ３ お よ び 図 ４ 中 の 黒 塗 り 円 )は 検 出 し な い 。 Ｎ 末 端 ド
メ イ ン ア ッ セ イ は 、 CTGF(図 ３ 中 、 黒 塗 り の 正 方 形 )お よ び CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (図 ３ 中 、 黒
塗 り の 三 角 形 )の 両 方 を 検 出 す る が 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 (図 ３ 中 、 黒 塗 り の 円 )は 検 出 し な
い 。 Ｃ 末 端 ド メ イ ン ア ッ セ イ は 、 CTGF(図 ４ 中 、 黒 塗 り の 正 方 形 )お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片
(図 ４ 中 、 黒 塗 り の 円 )の 両 方 を 検 出 す る が 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (図 ４ 中 、 黒 塗 り の 三 角 形 )
は 検 出 し な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
本 発 明 の CTGFお よ び CTGF断 片 ア ッ セ イ は 、 CTGFポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 で あ っ た 。 構 造 上 関
連 の あ る CCNフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー NOVお よ び CYR61(0.5mg/mlの 高 濃 度 を 使 用 )は 、 記 載 し た C
TGFア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ４ ２ 】

CTGFは 、 CTGFの Ｃ 末 端 領 域 に 位 置 し て い る ヘ パ リ ン 結 合 ド メ イ ン に よ る 、 ヘ パ リ ン 結 合 増
殖 因 子 で あ る 。 種 々 の 保 存 温 度 に お い て 、 CTGFの 安 定 性 、 検 出 お よ び 回 収 率 を ヘ パ リ ン の
存 在 ま た は 非 存 在 下 で 測 定 、 評 価 し た 。 ヘ パ リ ン (Porcine, Sigma Chemical Co.か ら 入 手
； 最 終 濃 度 10pg/mlま で 添 加 )の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の い ず れ か に お い て 、 ア ッ セ イ バ ッ フ
ァ ー に 組 換 え ヒ ト CTGF(10ng/ml)を 添 加 し た 。 次 い で 、 CTGF含 有 サ ン プ ル を -80℃ 、 -20℃
、 4℃ ま た は 25℃ の 温 度 で 10日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
次 い で 、 サ ン プ ル 中 に 残 存 す る CTGFの 量 を 実 施 例 ５ で 上 述 し た ELISAア ッ セ イ に よ っ て 検
出 し た 。 ヘ パ リ ン の 非 存 在 ま た は 存 在 下 に お け る CTGF検 出 の 結 果 を 以 下 の 表 ２ に 示 す 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
表 ２ に 示 す と お り 、 ヘ パ リ ン の 非 存 在 下 で は 、 -80℃ で サ ン プ ル を 保 存 し た 場 合 で あ っ て
も 、 CTGFは ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た 。 10日 後 、 ヘ パ リ ン の 非 存 在 下 に お け る ４ ℃ ま た は
25℃ の い ず れ か で は 、 サ ン プ ル に 添 加 さ れ た 約 1ng/ml～ 10ng/mlの CTGFが 検 出 さ れ た 。 こ
の こ と は 、 特 に 、 CTGFポ リ ペ プ チ ド を 氷 点 よ り 高 い 温 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 CTGF
ポ リ ペ プ チ ド は 不 安 定 で あ る か 、 あ る い は 恐 ら く は 粘 性 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 ヘ パ
リ ン の 存 在 下 で CTGFを イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 は 、 10日 後 、 ４ ℃ ま た は 25℃ の い ず れ か で
検 出 可 能 な CTGF濃 度 は 約 5ng/mlで あ っ た 。 こ れ は 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に 添 加 さ れ た CTGF
の 最 初 の 量 の 約 半 分 に 相 当 し 、 ヘ パ リ ン の 非 存 在 下 で 得 ら れ た 濃 度 の 約 ５ 倍 で あ っ た 。 ヘ
パ リ ン を 添 加 す る と 、 試 験 し た す べ て の 温 度 に お い て CTGFの 回 収 率 が 改 善 さ れ た 。 こ の こ
と か ら 、 ヘ パ リ ン が CTGFに 安 定 効 果 を 示 し 、 水 溶 液 中 の CTGF溶 解 度 を 維 持 し 、 あ る い は 、
タ ン パ ク 質 分 解 、 プ ラ ス チ ッ ク へ の 吸 着 、 ま た は 溶 液 中 の 他 の 高 分 子 へ の 結 合 か ら CTGFを
保 護 す る こ と が 明 ら か で あ る 。
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【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ４ ５ 】

MG-63細 胞 （ ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 系 ） は 、 CTGFを 産 生 、 分 泌 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 さ ら に
、 TGFは 、 こ れ ら の 細 胞 の CTGF発 現 を 刺 激 す る 。 MG-63 細 胞 は 、 ATCC(CRL-1427)か ら 取 得
し た 。 10％ ウ シ 胎 児 血 清 、 グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 非 必 須 ア
ミ ノ 酸 を 含 有 す る 最 小 必 須 培 地 (MEM)を 入 れ た 12ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト (１ ウ ェ ル 当 た り
27,000個 )に こ の 細 胞 を 接 種 し た 。 48時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 ウ シ 胎 児 血 清 非 含 有 の 新 し
い 培 地 と ア ス コ ル ビ ン 酸 リ ン 酸 (30pg/ml)お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (1mg/ml)を 含 有 す る
新 し い 培 地 に 取 り 替 え た 。 さ ら に 24時 間 後 、 培 地 を 、 ヘ パ リ ン (10μ g/ml)を 含 有 し 、 TGF
β (5ng/ml)が 添 加 ま た は 無 添 加 で あ る 、 新 鮮 な 培 地 (ウ シ 胎 児 血 清 を 含 ま ず 、 ア ス コ ル ビ
ン 酸 リ ン 酸 (30pg/ml)お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (1mg/ml)を 含 有 す る MEM)と 取 り 替 え た 。
次 い で 、 0、 24、 92お よ び 120時 間 後 に 馴 化 培 地 か ら 細 胞 を 収 集 し 、 CTGFお よ び CTGF断 片 の
濃 度 を 分 析 し た 。 MG-63細 胞 馴 化 培 地 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断
片 の 濃 度 の 結 果 を 下 の 表 ３ に 示 す 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
表 ３ か ら 明 ら か な よ う に 、 24時 間 TGFβ で 処 理 す る と 、 MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 で 検 出 さ れ
る CTGFの 濃 度 は 40ng/mlか ら 150ng/mlに 増 加 し て い た 。 し か し 、 TGFβ で 92時 間 ま た は 120
時 間 処 理 す る と 、 こ の 細 胞 の 馴 化 培 地 で 検 出 さ れ る CTGFの 濃 度 は 、 24時 間 処 理 後 に 確 認 さ
れ た 濃 度 か ら 著 し く 低 下 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 で 同 様 の 結 果 が 確 認 さ れ た 。 TGFβ の 存 在 下 で は 、 24時 間 後 、 こ
の 細 胞 の 馴 化 培 地 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 濃 度 は 、 7ng/mlか ら 検 出 不 可 能 な 濃 度 ま で 低 下 し
た 。 92時 間 ま た は 120時 間 、 TGFβ 処 理 し た 後 で は 、 馴 化 培 地 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 濃 度 は
低 い ま ま で あ る か 、 あ る い は 検 出 不 可 能 で あ っ た 。 従 っ て 、 MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 に 存
在 す る CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 可 能 な 濃 度 は 、 TGFβ に よ る CTGF発 現 の 刺 激 に
か か わ ら ず 、 経 時 的 に 低 下 し 、 ま た は 検 出 不 可 能 に な っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
一 方 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 検 出 お よ び 定 量 に よ り 、 MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 に CTGFの Ｎ 末
端 断 片 が 経 時 的 に 蓄 積 さ れ た こ と が 明 ら か に な っ た 。 馴 化 培 地 中 の Ｎ 末 端 断 片 の 蓄 積 は 、
CTGF発 現 の TGFβ 刺 激 の 有 無 に か か わ ら ず 確 認 さ れ た 。 TGFβ に よ る 24時 間 の 処 理 後 に 、 CT
GFの 濃 度 が 約 ４ 倍 (未 処 理 の 細 胞 と 比 較 し て )に 増 加 し た と い う 所 見 に も か か わ ら ず 、 TGF
β で 処 理 し た 細 胞 に お い て 、 未 刺 激 細 胞 と 比 較 し て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、 わ ず か
な 増 加 し か 観 察 さ れ な か っ た (TGFβ 未 処 理 の 場 合 157ng/mlで あ る の に 対 し 、 TGFβ 処 理 の
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場 合 181ng/ml)。 こ の 特 定 の 状 態 に お い て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 の み の 測 定 で は 、 TGFβ
で の 24時 間 処 理 後 の CTGF濃 度 の 増 加 は 全 く 示 さ な か っ た 。 従 っ て 、 こ の よ う な 、 CTGF、 CT
GFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 し 区 別 し 得 る こ と に よ っ て 、 CTGFお
よ び そ の 断 片 の 存 在 と 濃 度 、 な ら び に 、 異 な る 条 件 下 に お け る CTGFお よ び CTGF断 片 の 発 現
の す べ て の 変 化 を 検 出 す る 高 感 度 で 信 頼 性 の あ る 手 段 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
こ れ ら の 結 果 か ら 、 あ る 条 件 に お い て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 経 時 的 に 蓄 積 さ れ 得 る こ と が
明 ら か で あ る 。 Ｎ 末 端 断 片 の 蓄 積 (検 出 可 能 な CTGFの 濃 度 の 減 少 と 一 致 し て い る )は 、 CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 が 体 液 （ 例 え ば 、 細 胞 馴 化 培 地 、 血 液 お よ び 尿 ） 中 で 安 定 し て い る (す な わ
ち 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 ク リ ア ラ ン ス 、 除 去 、 ま た は 吸 着 を 受 け に く い か 、 あ る い は 耐 性 が
あ る )こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 Ｎ 末 端 断 片 を CTGF発 現 の 検 出 可 能 で 安 定 性 の あ る 指 標
と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
さ ら に 、 こ の デ ー タ は 、 あ る 条 件 に お い て 、 CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 が 分 解 、 排 出 ま
た は 組 織 除 去 に よ っ て 喪 失 さ れ 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 ま た 、 こ の デ ー タ は 、 CTGF発 現
の 濃 度 お よ び CTGF切 断 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 除 去 、 ク リ ア ラ ン ス 等 の 程 度 ま た は 範 囲 の 決 定
に あ た っ て 、 細 胞 培 養 培 地 (な ら び に 他 の 生 体 液 )中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGF
の Ｃ 末 端 断 片 を 検 出 お よ び 区 別 す る こ と の 価 値 と 利 点 に つ い て も 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ５ １ 】

MG-63細 胞 は 、 50g/mlの ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム (Sigma Chemical Co.)を 含 有 し 、 50pg/mlの ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Sigma Chemical Co.)を 含 有 お よ び 非 含 有 す る ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル
培 地 (CELLGRO培 地 ; Mediatech, Hemdon VA)中 で 培 養 し た 。 １ 、 ２ 、 ３ お よ び ６ 日 に 、 細
胞 か ら 馴 化 培 地 を 回 収 し 、 ５ 分 間 1,200rpmで 遠 心 分 離 に か け て 細 胞 片 を 沈 澱 さ せ 、 上 清 を
凍 結 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
CTGF濃 度 の 分 析 は 以 下 の よ う に し て 実 施 し た 。 CTGFの Ｎ 末 端 ド メ イ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 に よ っ て CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 馴 化 培 地 か ら 単 離 し た 。 免 疫 沈 降
は 、 １ 時 間 、 10μ g/mlの 濃 度 の CTGFの Ｎ 末 端 領 域 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と MG-63
細 胞 馴 化 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 プ ロ テ イ ン A(Sigma Chemical C
o. )の 2％ (w/w)懸 濁 液 を 添 加 し 、 さ ら に １ 時 間 、 こ の サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ
ロ テ イ ン Aの み (い か な る CTGF特 異 抗 体 も 含 ま れ な い )に よ る 沈 降 は 、 非 特 異 的 結 合 の コ ン
ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 免 疫 沈 降 物 ／ プ ロ テ イ ン A複 合 体 は 、 150mM NaCl、 １ ％ TRITON X-
100界 面 活 性 剤 、 １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 、 0.1％ SDS、 50mMト リ ス (pH7.5)、 お
よ び 2mM EDTAを 含 有 す る バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 沈 澱 し た タ ン パ ク 質 の 電 気
泳 動 に よ る 分 離 に 備 え て 、 こ の サ ン プ ル を ト リ ス グ リ シ ン SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (２ × )(
Invitrogen)で 可 溶 化 し た 。 CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス 沈 澱
に よ っ て 馴 化 培 地 か ら 単 離 し た 。 ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス (Amersham Pharmacia Biotech)に
よ る 沈 澱 は 、 ４ ℃ に て ２ 時 間 、 細 胞 培 養 馴 化 培 地 を ２ ％ ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス 懸 濁 液 (PBS
で 1:1(w/w))と 混 合 す る こ と に よ り 実 施 し た 。 沈 澱 複 合 体 を PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 続 い て 、 上
述 の よ う に し て 可 溶 化 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
電 気 泳 動 (4～ 20％ ト リ ス グ リ シ ン SDS-PAGEゲ ル (Invitrogen))後 、 サ ン プ ル を ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (Invitrogen)上 に 移 し た 。 次 い で 、 こ の 膜 を 24
.8mM TRISベ ー ス 、 2.7mM 塩 化 カ リ ウ ム 、 137mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％ ト ゥ イ ー ン 20（ p
H7.4） を 含 有 す る ５ ％ ス キ ム ミ ル ク の バ ッ フ ァ ー で ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 を ウ ェ ス タ ン 解 析 に よ っ て 検 出 し 、 そ の 結
果 を 図 ５ Ａ 、 図 ５ Ｂ お よ び 図 ５ Ｃ に 示 し た 。 CTGF(図 5A)お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 (図 5C)を
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含 有 す る 膜 (ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に て 沈 殿 さ せ た も の )を CTGFの Ｃ 末 端 ド メ イ ン を
認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 探 索 し 、 続 い て 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Jackson I
mmuno Reasearch)結 合 抗 ヒ ト IgGに よ り 検 出 し た 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 (図 5B)を 含 有 す る 膜 (
抗 CTGF抗 体 で 免 疫 沈 殿 さ せ た も の ） を 抗 CTGFニ ワ ト リ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 探 索 し 、 西 洋
わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Zymed, South San Francisco CA)を 結 合 さ せ た 抗 ニ ワ ト リ IgYウ
サ ギ 抗 体 に よ り 検 出 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 発 色 は 、 SUPERSIGNAL化 学 発 光 試 薬 (Pierce
 Chemical Co. , Rockford IL)を 用 い て 視 覚 化 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 で 確 認 さ れ た CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 に お け る 相 対 的 変 化 の 定
量 は 、 上 述 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 濃 度 計 測 に よ っ て 行 っ た 。 CTGFお よ び CTGF断 片 を 示
す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 濃 度 計 測 の 結 果 を 下 の 表 ４ に 示 す 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ６ 】
CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 お よ び 定 量 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 解 析 に よ っ て 示 し た 。 図 ５ Ａ で 明 ら か な よ う に 、 CTGFは MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 で 蓄 積
さ れ て お り 、 約 ３ 日 で 最 大 の 濃 度 に 達 し た 。 培 養 ６ 日 で 、 MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 の CTGF
濃 度 は 培 養 第 １ 日 後 に 検 出 さ れ た 濃 度 の 半 分 以 下 で あ り 、 ３ 日 に 検 出 さ れ た 濃 度 （ 測 定 さ
れ た CTGFの 最 高 濃 度 で あ っ た ） の わ ず か 約 20％ で あ っ た 。 こ れ は 、 CTGFが MG-63細 胞 馴 化
培 地 に お い て 不 安 定 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 に よ っ て 、 時 間
と と も に MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 に 蓄 積 す る こ と が 確 認 さ れ た (図 ５ Ｂ )。 CTGFの Ｃ 末 端 断
片 の 濃 度 は 、 MG-63細 胞 の 馴 化 培 地 中 に 蓄 積 せ ず 、 む し ろ 、 ６ 日 目 の 馴 化 培 地 で は 、 CTGF
の Ｃ 末 端 断 片 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き な か っ た (図 ５ Ｃ )。
【 ０ １ ５ ７ 】
こ れ ら の 所 見 は 、 上 の 実 施 例 ９ で 示 し た 、 ELISAア ッ セ イ に よ っ て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し
て い た 。 CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 可 能 な 濃 度 に お け る こ の 低 下 は 、 CTGFお よ び
CTGFの Ｃ 末 端 断 片 が CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ほ ど 安 定 し て お ら ず 、 従 っ て 、 特 定 の 時 刻 に 、 サ ン
プ ル 中 の CTGFの 発 現 ま た は 濃 度 の 信 頼 性 あ る 指 標 を 提 供 す る こ と が で き な い こ と を 示 唆 し
て い る 。 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 蓄 積 は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 、 生 体 液 中 （ 例 え ば 、 細 胞 培 養
馴 化 培 地 ） の CTGFま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 よ り も 安 定 性 が あ る (す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 分
解 、 ク リ ア ラ ン ス 、 除 去 、 ま た は 吸 着 を 受 け に く い か 、 耐 性 が あ る )こ と を 示 唆 し て い る
。 従 っ て 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 に よ っ て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 測 定 さ れ る CTGF
発 現 の 検 出 可 能 で 安 定 性 の あ る 指 標 が 得 ら れ る 。 ま た こ の デ ー タ は 、 CTGF発 現 の 濃 度 お よ
び CTGF切 断 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 除 去 、 ク リ ア ラ ン ス 等 の 程 度 ま た は 範 囲 を 決 定 す る に あ た
っ て 、 細 胞 培 養 培 地 (な ら び に 他 の 体 液 )中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端
断 片 を 検 出 お よ び 区 別 す る こ と の 価 値 と 利 点 を 明 ら か に し て い る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ５ ８ 】

上 の 実 施 例 ８ に 記 載 し た 方 法 と 類 似 の 方 法 を 用 い て 、 10ng/mlの rhCTGFを 添 加 し た 、 健 康
な 個 体 か ら の ヒ ト 尿 サ ン プ ル に つ い て 、 CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 の 検 出 お よ び 定 量 す る
こ と に よ っ て 分 析 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 CTGF検 出 お よ び 定 量 は 、 上 の 実 施 例 ５ お よ び
実 施 例 ６ に 記 載 し た CTGFの ELISAア ッ セ イ を 用 い て 行 っ た 。 ヒ ト 尿 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の
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規 定 濃 度 は 、 こ れ ま で に 約 1～ 2ng/mlで あ る こ と が 決 定 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
図 ６ は 、 尿 サ ン プ ル へ CTGFを 添 加 し た 後 、 ４ ℃ に て ０ 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ お よ び ５ 日 間 保 存
さ れ た 尿 中 の CTGFお よ び CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 示 す 。 図 ６ か ら 明 ら か な よ う に 、 CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 の み 、 ４ ℃ で ３ 日 間 保 存 し た 後 に CTGFを 追 加 し た 尿 中 で 検 出 さ れ た 。 ３ 日 後
、 こ れ ら の 保 存 条 件 下 の 尿 中 で CTGFを 実 質 的 に 検 出 す る こ と は で き な か っ た 。 従 っ て 、 CT
GFの Ｎ 末 端 断 片 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と に よ り 、 尿 に 添 加 さ れ た CTGFの 元 の 量 の 検 出 お
よ び 定 量 が 改 善 さ れ 、 よ り 信 頼 性 が 高 く な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 尿 中 で は CTGFが Ｎ 末 端
断 片 ほ ど 安 定 し て い な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ６ ０ 】

尿 に お い て CTGFの 安 定 性 が 低 く (CTGFの Ｎ 末 端 断 片 と 比 較 し た 場 合 )、 ま た は 尿 で CTGFを 検
出 お よ び 定 量 す る こ と が で き な い の は 、 ヒ ト 尿 に お い て CTGFが 不 安 定 で あ り 、 ま た タ ン パ
ク 質 分 解 に よ る 可 能 性 が あ る 。 こ の こ と を 試 験 す る た め 、 上 の 実 施 例 11に 記 載 し た 実 験 と
類 似 の 実 験 を rhCTGFお よ び 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 添 加 し た ヒ ト 尿 サ ン プ ル に お い て
行 っ た 。 こ の 試 験 で は 、 10ng/mlの rhCTGFを 標 準 の ヒ ト 尿 に 添 加 し 、 次 い で 、 こ れ を プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で １ ～ ７ 日 間 ４ ℃ に て 保 存 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は
、 CTGFの 検 出 お よ び 定 量 は 、 上 述 の CTGF ELISAア ッ セ イ を 用 い て 行 っ た 。 使 用 し た プ ロ テ
ア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 混 合 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (Sigma Chemical Co.、 カ タ ロ グ 番 号 P-8340)、
N-ヒ ド ロ キ シ -2[[N'-(4-メ ト キ シ -ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル )-N'(4-ク ロ ロ ベ ン ジ ル )]ア ミ ノ ]-
ア セ ト ア ミ ド  (メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 )、 ま た は エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 (EDTA)
で あ っ た 。 尿 に お け る CTGFの タ ン パ ク 質 分 解 の 結 果 を 下 の 表 ５ に 示 す 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
上 の 表 ５ は 、 １ 日 ま た は ７ 日 間 の 保 存 後 、 尿 に 添 加 さ れ た CTGFの 大 部 分 が 、 添 加 し た い ず
れ の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 非 存 在 下 に お い て も 検 出 で き な か っ た こ と を 示 す 。 プ ロ テ ア ー
ゼ 阻 害 剤 を 含 む 場 合 、 保 存 １ 日 後 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 非 存 在 下 で の 濃 度 に 比 べ て 、
尿 中 の CTGFが 高 濃 度 で 検 出 さ れ た 。 混 合 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害
剤 、 お よ び 金 属 イ オ ン キ レ ー ト 化 剤 の EDTAの 存 在 下 で は 、 検 出 可 能 な CTGFの 同 程 度 の 低 下
が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 ４ ℃ の 保 存 中 に お け る 標 準 の ヒ ト 尿
中 の 検 出 可 能 な CTGFの 分 解 、 除 去 ま た は 消 失 に 、 少 な く と も あ る 程 度 係 わ っ て い る こ と を
示 唆 し て い る 。 ま た 、 こ れ ら の 結 果 は 、 検 出 可 能 な 濃 度 の CTGFは 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の
添 加 に よ っ て サ ン プ ル 中 で 維 持 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
一 方 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 添 加 し た プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 を 問 わ ず
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、 こ れ ら の サ ン プ ル 中 で 容 易 に 検 出 、 定 量 さ れ た 。 さ ら に 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、
尿 に 外 因 的 に 添 加 さ れ た rhCTGFの 量 (10ng/ml)と 一 致 し て い た 。 表 ５ は 、 CTGFお よ び CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 の 両 方 を 検 出 す る N-Nア ッ セ イ を 用 い て 検 出 さ れ た デ ー タ を 示 す 。 CTGFの Ｎ
末 端 断 片 濃 度 は 、 標 準 の 尿 中 の 内 因 性 CTGF(す な わ ち 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 )濃 度 （ 約 1～ 2ng
/ml） に 基 づ い て 外 因 的 に 追 加 し た 10ng/mlの rhCTGFよ り 高 か っ た 。 標 準 の 尿 で は 、 CTGFお
よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 検 出 不 可 能 で あ っ た が 、 1～ 2ng/mlの CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 検 出 可
能 で あ っ た (デ ー タ は 示 さ ず )。 こ れ ら の 結 果 は 、 CTGFが プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 高 感 度 で あ り
、 ま た 、 尿 中 の CTGFを 検 出 、 定 量 す る 能 力 が 少 な く と も 一 部 喪 失 し て い た の に 対 し 、 CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 は 、 尿 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 検 出 、 定 量 す る 能 力 に よ っ て 測 定 さ れ る の で
、 プ ロ テ ア ー ゼ 分 解 に 対 し て 耐 性 が あ る よ う に 考 え ら れ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ６ ３ 】

腹 膜 透 析 患 者 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 に つ い て 、 不 完 全 腎 臓 機 能 に 対 し て 腹 膜 透 析 を
受 け て い る 患 者 の 腹 膜 腔 か ら 回 収 さ れ た 透 析 液 体 で 測 定 し た 。 透 析 液 は 、 ２ ヶ 月 間 ま た は
そ れ よ り 短 い 間 腹 膜 透 析 を 受 け て い る 患 者 の 腹 膜 か ら (図 ７ Ａ の サ ン プ ル 番 号 １ 、 ２ 、 ３
、 ６ お よ び ７ )、 ま た は 50～ 100ヶ 月 間 腹 膜 透 析 を 受 け て い る 患 者 か ら (図 ７ Ａ の サ ン プ ル
番 号 ４ 、 ５ 、 ８ 、 ９ お よ び 10)採 取 し た 。 ５ 名 の 患 者 は １ 型 糖 尿 病 と 診 断 さ れ て お り 、 ４
名 の 患 者 は 糸 球 体 腎 炎 で あ り 、 １ 名 の 患 者 は 腎 多 嚢 胞 病 の 結 果 透 析 し て い た 。 場 合 に よ っ
て は 、 腹 膜 透 析 を 受 け て い る 間 に 一 時 的 な 腹 膜 炎 を 起 こ し た 患 者 か ら 腹 膜 透 析 液 を 取 得 し
た 。 サ ン プ ル 番 号 ４ 、 ８ お よ び 10は 、 細 菌 性 腹 膜 炎 を 以 前 に 一 度 経 験 し た 患 者 由 来 の も の
で あ り 、 サ ン プ ル 番 号 ９ は 細 菌 性 腹 膜 炎 を 以 前 に ４ 回 経 験 し て い る 患 者 由 来 の も の で あ っ
た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
検 出 可 能 な 濃 度 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 、 試 験 し た す べ て の 透 析 液 中 で 確 認 さ れ た (図 ７ Ａ
お よ び 図 ７ Ｂ )。 腹 膜 透 析 患 者 の 透 析 液 中 に 存 在 す る CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGF
の Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 に よ り 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 最 高 濃 度 が 明 ら か に な
っ た (CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 に つ い て は 、 デ ー タ は 示 さ ず )。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ６ ５ 】

腎 臓 透 析 患 者 の 尿 中 の CTGFの 存 在 に つ い て は 、 以 前 に 試 験 さ れ て い る (Riserら 、 (2000) J
 Am Soc Nephrol 11: 25-38； 国 際 特 許 出 願 WO 00/13706号 )。 CTGFを 検 出 す る た め 、 こ れ
ら の 従 来 の 研 究 で は 、 い ず れ か の ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て CTGFを 吸 着 し (し た が っ
て 、 そ の 結 果 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 吸 着 し な い た め Ｎ 末 端
断 片 は 検 出 さ れ な い )、 ま た 、 CTGFの 全 体 、 Ｎ 末 端 断 片 ま た は Ｃ 末 端 断 片 が 区 別 さ れ な い E
LISAが CTGFに 用 い ら れ て お り 、 さ ら に 、 各 種 の CTGF(す な わ ち 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片
お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 )の 検 出 に 同 等 の 感 度 は 有 し て は い な い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
本 研 究 で は 、 腎 線 維 症 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 が 検 出 さ れ た 。 正 常 な ド
ナ ー 患 者 か ら の 血 清 と 腎 線 維 症 患 者 か ら の 血 清 を Intergen Company (Purchase, NY)か ら
入 手 し た 。 患 者 は 、 腎 移 植 、 化 学 的 毒 性 ま た は IgAに 関 連 し て い る 腎 症 の 臨 床 症 状 に 起 因
す る 異 常 腎 臓 機 能 と 腎 線 維 症 を 患 っ て い た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
図 ８ か ら 明 ら か な よ う に 、 腎 線 維 症 患 者 の 血 清 中 の CTGFの 濃 度 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の
濃 度 は 、 正 常 個 体 の 血 清 で 確 認 さ れ た 濃 度 と 本 質 的 に 同 じ で あ る か 、 あ る い は わ ず か に 下
回 っ て い た 。 正 常 個 体 の 血 清 、 ま た は 腎 線 維 症 患 者 の 血 清 中 の CTGFの 濃 度 ま た は CTGFの Ｃ
末 端 断 片 の 濃 度 に 対 応 す る こ れ ら の 値 は 、 約 0～ 20ng/mlで あ っ た 。 し か し 、 腎 線 維 症 患 者
の 血 清 か ら CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 容 易 に 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、
こ れ ら 患 者 の 血 清 中 の CTGFの 濃 度 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 よ り も 高 か っ た 。 従 っ て
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、 こ れ ら 患 者 の 血 清 中 に あ る CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 検 出 、 定
量 お よ び 比 較 に よ り 、 腎 線 維 症 と 診 断 さ れ て い る 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 に 有 意 な 上 昇 が
あ る こ と が あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ １ ６ ８ 】

臓 器 移 植 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 試 験 し た 。 機 能 器 官 移 植 (肝 臓 ま た
は 腎 臓 )患 者 由 来 の 血 清 、 な ら び に 慢 性 の 移 植 臓 器 拒 絶 が あ る 患 者 由 来 の 血 清 を Intergen 
Companyか ら 入 手 し た 。 機 能 器 官 移 植 患 者 は 、 患 者 の 臨 床 検 査 と ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン
ス の 測 定 と に 基 づ い て 慢 性 拒 否 反 応 が あ る 患 者 と 区 別 さ れ て い た 。 慢 性 移 植 臓 器 拒 絶 は 、
移 植 後 １ 年 以 上 と 判 断 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
図 ９ か ら 明 ら か な よ う に 、 正 常 な 臓 器 移 植 患 者 ま た は 臓 器 移 植 後 の 慢 性 拒 否 反 応 が あ る 患
者 の 血 清 中 に 存 在 す る CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、 正 常 個 体 (す な わ ち 、 臓 器
移 植 を 受 け て い な い 個 体 )の 血 清 で 確 認 さ れ た 濃 度 と 本 質 的 に 同 じ で あ っ た 。 正 常 個 体 の
血 清 、 ま た は 臓 器 移 植 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 に 対 応 す る 検 出
値 は 、 CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 と も に 約 ０ ～ 20ng/mlで あ っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
一 方 、 図 ９ か ら 明 ら か な よ う に 、 臓 器 移 植 患 者 の 血 清 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 容 易 に 検 出
さ れ た 。 さ ら に 、 正 常 な 臓 器 移 植 患 者 お よ び 慢 性 の 移 植 拒 絶 反 応 の あ る 患 者 の 血 清 中 の CT
GFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 は 、 健 康 な 非 移 植 個 体 の 血 清 で 検 出 さ れ た 濃 度 と 比 べ て 非 常 に 高 か っ
た 。 肝 移 植 個 体 ま た は 腎 移 植 個 体 の 血 清 中 に 高 濃 度 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 検 出 さ れ た 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 臓 器 移 植 患 者 の 血 清 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片
の 濃 度 を 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 し た 場 合 、 臓 器 移 植 を 受 け た 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 非
移 植 個 体 よ り も 高 濃 度 で 存 在 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 ま た 、 こ れ ら の 結 果 か ら 、 さ
ら に 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、 正 常 な 臓 器 移 植 に お い て 確 認 さ れ た 濃 度 と 比 較 し た 場
合 、 臓 器 移 植 の 慢 性 拒 否 反 応 と 関 連 し て 上 昇 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ １ ７ １ 】

心 筋 梗 塞 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 試 験 し た 。 正 常 な ド ナ ー 個 体 由 来 の
血 清 と 心 筋 梗 塞 患 者 由 来 の 血 清 は Intergen Companyか ら 入 手 し た 。 患 者 の 心 筋 梗 塞 は 、 徴
候 的 に 診 断 さ れ て お り 、 さ ら に 、 患 者 血 清 中 の ト ロ ポ ニ ン Ｉ 濃 度 の 評 価 に よ っ て 確 認 さ れ
て い た 。 検 査 し た 10人 の 患 者 に お い て 、 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 濃 度 の 範 囲 は 14.1～ 103ng/mlで あ っ
た 。 使 用 し た ト ロ ポ ニ ン Ｉ 検 査 法 は 、 対 応 す る 基 準 範 囲 が 0.0～ 0.5ng/mlで あ る 、 AXSYMイ
ム ノ ア ッ セ イ 系 (Abbott Laboratories, Abbott Park IL)で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
図 10か ら 明 ら か な よ う に 、 心 筋 梗 塞 患 者 の 血 清 中 の CTGF濃 度 は 、 正 常 個 体 の 血 清 中 で 検 出
さ れ た 濃 度 よ り も わ ず か に 高 か っ た 。 心 筋 梗 塞 被 験 体 の 血 清 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 濃 度 は
、 正 常 個 体 の 血 清 で 確 認 さ れ た 濃 度 と 本 質 的 に 同 じ で あ る か 、 わ ず か に 低 か っ た 。 し か し
、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 、 心 筋 梗 塞 患 者 の 血 清 中 に 容 易 に 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 こ の CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 濃 度 は 、 こ れ ら 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 よ り も 上 昇
し て い た 。 従 っ て 、 こ れ ら 患 者 の 血 清 中 に あ る CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末
端 断 片 の 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 に よ り 、 先 の 心 筋 梗 塞 の 証 拠 が あ る 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断
片 に 有 意 な 上 昇 が あ る こ と が あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ １ ７ ３ 】

進 行 性 肝 臓 線 維 症 と 診 断 さ れ た 患 者 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 試 験 し た 。 正
常 な ド ナ ー 患 者 由 来 の 血 清 と 肝 臓 線 維 症 患 者 由 来 の 血 清 は 、 Intergen Companyか ら 入 手 し
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た 。 図 10か ら 明 ら か な よ う に 、 正 常 個 体 由 来 の 血 清 に 低 濃 度 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お
よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 正 常 血 清 で は 、 CTGF、 CTGF Ｎ
末 端 断 片 お よ び CTGF Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 は 、 約 0～ 20ng/mlの 範 囲 に あ る こ と が 明 ら か で あ
る 。 肝 臓 線 維 症 患 者 の 血 清 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片 濃 度 は 、 正 常 個 体 の 血 清 で 確 認 さ れ た 濃
度 と 本 質 的 に 同 じ で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
し か し 、 進 行 性 肝 臓 線 維 症 患 者 の 血 清 で は 、 正 常 個 体 由 来 の 血 清 中 の 濃 度 と 比 較 す る と 、
CTGFの 濃 度 お よ び CTGFの Ｎ 末 端 断 片 は 上 昇 し て い た 。 こ れ ら 患 者 の 血 清 中 の CTGF、 CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 す る こ と に よ り 、 肝 臓
線 維 症 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 高 濃 度 で 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ １ ７ ５ 】

関 節 炎 の 関 節 液 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 検 出 し た 。 正 常 ド ナ ー 個 体 由 来 の 血 清 は
Intergen Companyか ら 入 手 し た 。 炎 症 性 関 節 疾 患 患 者 由 来 の 関 節 液 の サ ン プ ル (患 者 の 膝
か ら 採 取 さ れ た も の )は 、 Vital Products(Delray Beach FL)か ら 入 手 し た 。 図 11か ら 明 ら
か な よ う に 、 関 節 炎 の 関 節 液 中 の CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 は 検 出 不 可 能 で あ っ
た 。 一 方 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 を 検 出 し た と こ ろ 、 関 節 炎 の 関 節 液 中 の Ｎ 末 端 断 片 濃 度 は 、
CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 よ り も 上 昇 し て い た 。 こ れ ら 患 者 の 関 節 液 中 の CTGF、 CTGFの
Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 す る こ と に よ り 、 炎 症
性 関 節 疾 患 と 診 断 さ れ た 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 高 濃 度 で 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ
た 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ １ ７ ６ 】

眼 疾 患 と 診 断 さ れ た 患 者 の 死 体 由 来 の 硝 子 体 液 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 試 験 し た
。 硝 子 体 液 は Lions Eye Bank of Oregon(Portland OR)か ら 購 入 し た 。 臨 床 的 に 眼 疾 患 で
あ る と 診 断 さ れ た 被 験 体 お よ び 眼 疾 患 で は な い 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 硝 子 体 液 に つ い て 実
施 さ れ た CTGFア ッ セ イ の 結 果 を 図 １ ２ Ａ に 示 す 。 眼 疾 患 に は 、 失 明 が 誘 発 さ れ る １ 型 糖 尿
病 性 網 膜 症 、 ２ 型 糖 尿 病 の 白 内 障 お よ び 軽 度 の 黄 斑 変 性 、 お よ び 非 糖 尿 病 性 両 側 白 内 障 が
含 ま れ る 。 図 １ ２ Ａ に 示 す よ う に 、 臨 床 的 に 診 断 さ れ た 眼 疾 患 患 者 の 硝 子 体 液 中 の CTGF 
Ｎ 末 端 断 片 濃 度 は 、 臨 床 的 に 眼 疾 患 で は な い と 診 断 さ れ た 患 者 の 硝 子 体 液 中 の 濃 度 よ り も
上 昇 し て い た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
CTGF断 片 発 現 の 濃 度 に つ い て 得 ら れ た デ ー タ は 、 サ ン プ ル 中 の CTGFの 濃 度 に 対 す る 同 一 サ
ン プ ル 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 の 比 と し て 、 あ る い は サ ン プ ル 中 の CTGFの Ｃ 末 端 断 片
濃 度 に 対 す る 同 一 の サ ン プ ル 中 の CTGF濃 度 の 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 硝 子 体 液 中 の CT
GFの 濃 度 お よ び CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 に つ い て 得 ら れ た デ ー タ （ 図 １ ２ Ａ ） を 用 い て 、
数 学 的 変 換 を 行 な っ た 。 上 述 の デ ー タ (硝 子 体 液 由 来 の サ ン プ ル )を 用 い て CTGFに 対 す る CT
GFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 の 比 を 検 出 し 、 そ の 結 果 を 図 １ ２ Ｂ に 示 す （ Ｎ 末 端 断 片 ／ CTGF） 。 ま
た 、 そ の CTGFの 濃 度 に 対 す る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 の 比 か ら 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度
を 検 出 す る こ と に よ り 、 生 体 サ ン プ ル 中 の CTGF発 現 の よ り 高 感 度 で 信 頼 性 高 い 評 価 が 得 ら
れ る と い う 証 拠 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
こ の デ ー タ を さ ら に 分 析 し て 、 正 常 被 験 体 由 来 の サ ン プ ル と 疾 患 被 験 体 由 来 の サ ン プ ル 間
の CTGFお よ び そ の 断 片 の 濃 度 に つ い て 得 ら れ た 値 の 統 計 学 的 有 意 差 を 決 定 し た 。 Ｔ 検 定 分
析 を 図 １ ２ に 示 し た デ ー タ に つ い て 実 施 し た 。 CTGFア ッ セ イ (N-Cア ッ セ イ )を 用 い た 場 合
、 正 常 硝 子 体 液 由 来 の サ ン プ ル か ら 得 ら れ た CTGFの 濃 度 と 疾 患 硝 子 体 液 と の 差 は 、 Ｔ 検 定
(P=0.150)に よ っ て 検 出 し た と こ ろ 統 計 学 的 に 有 意 で は な か っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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さ ら に 、 CTGFに 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て CTGFの ELISAア ッ セ イ を 行 な っ
た 。 こ の 抗 体 製 剤 は 、 CTGFで 免 疫 化 し た (当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 法 に よ る )ウ サ ギ で 産 生
し た 。 従 っ て 、 こ の 抗 体 製 剤 は 、 CTGFポ リ ペ プ チ ド 内 の 複 数 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 複 数
の 抗 体 を 含 有 し て い る 。 こ の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た CTGFを 検 出 お よ び 定 量
す る ELISAア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 実 施 し た 。 CTGFに 対 す る ウ サ ギ
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ア ッ セ イ は 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 区 別
す る こ と が で き な い 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ELISAア ッ セ イ の 結 果 を 図 １ ２
Ａ (ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル )に 示 す 。 CTGFに 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し て CT
GF濃 度 に つ い て 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 に よ れ ば 、 正 常 硝 子 体 液 由 来 の サ ン プ ル 中 の 疾 患 硝
子 体 液 に 対 す る CTGF濃 度 は 、 Ｔ 検 定 (P=0.317)に よ っ て 検 出 し た 場 合 、 統 計 学 的 に 有 意 で
は な か っ た こ と が 明 ら か で あ っ た 。 こ れ は 、 CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端
断 片 を 区 別 す る 本 方 法 が 、 正 常 状 態 と 疾 患 状 態 に お け る CTGF濃 度 を 確 実 に 比 較 し た こ と を
示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
一 方 、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 濃 度 を 測 定 す る ア ッ セ イ で 得 ら れ た 値 を Ｔ 検 定 分 析 し た と こ ろ 、
疾 患 個 体 に 対 し 、 正 常 個 体 由 来 の サ ン プ ル 中 の 硝 子 体 液 に 存 在 す る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 量
に 統 計 学 的 有 意 差 が あ っ た (P=0.007)。 ま た 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 の CTGF濃 度 に 対 す る
に つ い て 実 施 し た Ｔ 検 定 で は 、 疾 患 個 体 に 対 し て 正 常 個 体 由 来 の サ ン プ ル 中 の 硝 子 体 液 に
存 在 す る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 量 に 有 意 差 が あ っ た (P 0.003)。 従 っ て 、 CTGF濃 度 の み を 検 出
お よ び 測 定 し て も 、 正 常 状 態 と 疾 患 状 態 に お け る CTGF濃 度 を 区 別 す る 統 計 学 的 に 有 意 な デ
ー タ は 得 ら れ な か っ た 。 し か し 、 本 発 明 に 記 載 さ れ て い る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 の 検 出 お
よ び 測 定 で は 、 正 常 状 態 と 疾 患 状 態 に お け る CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 を 区 別 す る 統 計 学 的 に
有 意 な デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ １ ８ １ 】

癌 患 者 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 検 出 し た 。 正 常 ド ナ ー 患 者 由 来 の 血 清 お よ び
癌 患 者 由 来 の 血 清 は 、 Intergen Companyか ら 入 手 し た 。 以 下 の 癌 マ ー カ ー の 検 出 お よ び 定
量 は Intergen Companyに よ っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
CA 15-3は 、 腫 瘍 細 胞 か ら 血 流 へ 流 れ る ム チ ン 様 細 胞 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 CA 15-3は 、
乳 癌 患 者 の 処 置 で 用 い ら れ て い る 血 清 癌 抗 原 で あ る 。 CA 15-3濃 度 は 、 ヘ テ ロ サ ン ド イ ッ
チ 磁 気 分 離 キ ッ ト お よ び Bayer Diagnostics (Tarrytown NY)の 試 薬 を 用 い て 検 出 し た 。 患
者 血 清 中 で 30U/ml以 上 の 値 が 得 ら れ た 場 合 、 患 者 は CA 15-3陽 性 と 考 え ら れ た 。 ア ッ セ イ
標 準 基 準 範 囲 は 0～ 30U/mlで あ っ た 。 CA 15-3患 者 は す べ て 女 性 で あ っ た 。 年 齢 範 囲 は 45～
88歳 で あ り 、 CA 15-3濃 度 の 範 囲 は 32～ 1,292U/mlで あ っ た 。 こ れ ら の サ ン プ ル を 「 乳 癌 お
よ び 卵 巣 癌 」 の 癌 サ ン プ ル と 定 め た (図 １ ３ 中 の サ ン プ ル 群 CA15-3)。 試 験 し た 全 CA15-3陽
性 患 者 の ３ 分 の １ は 、 CA15-3濃 度 が 標 準 の 臨 床 基 準 濃 度 30U/mlよ り も 10倍 以 上 上 昇 し て い
た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
癌 胚 抗 原 (CEA)は 、 種 々 の 悪 性 腫 瘍 で 発 見 さ れ た 、 発 現 が 高 ま っ て い る 細 胞 表 面 糖 タ ン パ
ク 質 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る も の で あ る 。 CEAは 、 胃 腸 管 と 乳 癌 を モ ニ タ ー す る の に 用 い ら
れ る 癌 抗 原 で あ る 。 CEA濃 度 を ヘ テ ロ サ ン ド イ ッ チ 磁 気 分 離 キ ッ ト と Bayer Diagnosticsの
試 薬 を 用 い て 検 出 し た 。 患 者 血 清 中 で 5ng/mlを 越 え る 値 が 得 ら れ た 場 合 、 患 者 は CEA陽 性
で あ る と 考 え ら れ た 。 ア ッ セ イ 標 準 基 準 範 囲 は 0.1～ 4.9ng/mlで あ っ た 。 CEA陽 性 患 者 に は
、 CEA濃 度 が 5.5～ 2,950ng/mlで あ り 、 30～ 79歳 の 男 性 お よ び 女 性 が 含 ま れ て い た 。 こ れ ら
の 患 者 サ ン プ ル は 、 「 結 腸 直 腸 癌 、 GIお よ び 乳 癌 」 の 癌 サ ン プ ル と 定 め た (図 １ ３ 中 の サ
ン プ ル 群 CEA)。 試 験 し た 全 CEA陽 性 患 者 の ３ 分 の １ は 、 CEA濃 度 が 標 準 の 臨 床 基 準 範 囲 よ り
も 10倍 以 上 上 昇 し て い た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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前 立 腺 特 異 抗 原 (PSA)は 、 主 と し て 前 立 腺 の 腺 房 お よ び 腺 管 に 並 ぶ 上 皮 細 胞 に よ っ て 産 生
さ れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 高 濃 度 の 血 清 PSAは 前 立 腺 病 理 学 の 重 要 な マ ー カ ー に な っ て
お り 、 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 前 立 腺 癌 の 早 期 発 見 に 用 い ら れ て い る 。 PSA濃 度 を ヘ テ ロ サ ン
ド イ ッ チ 磁 気 分 離 キ ッ ト と Bayer Diagnosticsの 試 薬 を 用 い て 検 出 し た 。 患 者 血 清 中 で 8.0
ng/mlを 越 え る 値 が 得 ら れ た 場 合 、 患 者 は PSA陽 性 で あ る と 考 え ら れ た 。 ア ッ セ イ 標 準 基 準
範 囲 は 0～ ４ ng/mlで あ っ た 。 PSA陽 性 患 者 は 全 員 男 性 だ っ た 。 年 齢 範 囲 は 55～ 96歳 で あ り
、 PSA濃 度 の 範 囲 は 8.3～ 1,919.0ng/mlで あ っ た 。 こ れ ら の サ ン プ ル を 「 前 立 腺 」 癌 サ ン プ
ル と し て 定 め た (図 １ ３ 中 の サ ン プ ル 群 PSA)。 試 験 し た 全 PSA陽 性 患 者 の ３ 分 の １ は 、 PSA
濃 度 が 標 準 の 臨 床 基 準 範 囲 よ り も 10倍 以 上 上 昇 し て い た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
CA 19-9は 、 シ ア リ ル 化 Lewis-A五 炭 糖 エ ピ ト ー プ (ラ ク ト -N-フ コ ペ ン タ オ ー ス II)を 含 む
、 腫 瘍 に 関 連 す る ム チ ン で あ る 。 CA19-9は 膵 臓 、 胃 、 胆 嚢 、 結 腸 、 卵 巣 お よ び 肺 の 腺 癌 に
よ っ て 産 生 さ れ 、 循 環 流 動 に 入 る 。 CA 19-9濃 度 は Bayer Diagnosticsに よ っ て 検 出 し た 。
こ れ ら の サ ン プ ル を 「 膵 臓 、 GIお よ び 肝 臓 」 癌 サ ン プ ル と 定 め た  (図 １ ３ 中 の サ ン プ ル 群
CA19-9)。
【 ０ １ ８ ６ 】
図 １ ３ に 示 す よ う に 、 あ る 種 の 癌 マ ー カ ー 濃 度 の 高 値 に よ り 検 出 さ れ る よ う に (上 述 お よ
び 図 １ ３ で 明 ら か な よ う に )、 CTGF Ｎ 末 端 断 片 濃 度 は 正 常 個 体 の 血 清 中 の CTGF Ｎ 末 端 断
片 濃 度 と 比 較 し た 場 合 、 種 々 の タ イ プ の 癌 の 患 者 血 清 中 で 上 昇 し て い た 。 こ れ ら 患 者 の 血
清 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 、 定 量 お よ び 比 較 す
る こ と に よ り 、 種 々 の 形 態 の 癌 と 診 断 さ れ た 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が 高 濃 度 で 存 在 す る
こ と が 明 ら か に な っ た (CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 に つ い て の デ ー タ は 示 さ ず )。
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ １ ８ ７ 】

Ｉ 型 糖 尿 病 と 診 断 さ れ た 被 験 体 の 尿 中 の CTGF Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 上 述 の CTGF ELISAア ッ
セ イ を 用 い て 検 出 お よ び 定 量 し た 。 Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 に お け る 腎 臓 細 管 の 損 傷 程 度 を 糖 尿 病
腎 症 な ど の 重 度 の 腎 臓 病 で よ く 用 い ら れ て い る 指 標 で あ る 、 患 者 の 尿 中 の ア ル ブ ミ ン (ア
ル ブ ミ ン 尿 )量 を 測 定 す る こ と に よ り 判 断 し た 。 患 者 は 、 20～ 200pg/分 の 尿 タ ン パ ク (ア ル
ブ ミ ン )排 出 濃 度 の 場 合 に 陽 性 微 量 ア ル ブ ミ ン 尿 試 験 結 果 を 有 す る と 判 断 さ れ た 。 マ ク ロ
ア ル ブ ミ ン 尿 は 、 尿 タ ン パ ク (ア ル ブ ミ ン )排 出 濃 度 が 200μ g/分 を 超 え る も の と し て 定 義
し た 。 患 者 は 、 20μ g/分 よ り 低 い 尿 タ ン パ ク (ア ル ブ ミ ン )排 出 濃 度 の 場 合 に ア ル ブ ミ ン 尿
に つ い て は 正 常 で あ る と 判 断 さ れ た 。 従 っ て 、 Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 は 、 実 施 し た ア ル ブ ミ ン 尿
試 験 の 結 果 に 基 づ い て 、 正 常 、 微 量 ア ル ブ ミ ン 尿 ま た は 大 量 ア ル ブ ミ ン 尿 と し て 分 類 し た
。
【 ０ １ ８ ８ 】
CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 の 尿 中 で 測 定 し 、 尿 ク レ ア チ ニ ン の 測 定 濃 度 と
比 較 し た 。 こ れ ら の 個 体 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 に つ い て 得 ら れ た デ ー タ は 、 図 １ ４ Ａ に
示 す よ う に 、 対 数 目 盛 に 変 換 (数 学 的 変 換 )し た 。 結 果 は 、 ク レ ア チ ニ ン １ ミ リ グ ラ ム 当 た
り の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 （ ナ ノ グ ラ ム ） と し て 示 す 。 図 １ ４ Ａ か ら 明 ら か な よ う に 、 ア ル ブ
ミ ン 尿 の な い Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 の 濃 度 と 比 較 し た 場 合 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 が 上 昇 し て
い る こ と が 微 量 ア ル ブ ミ ン 尿 お よ び 大 量 ア ル ブ ミ ン 尿 の あ る Ｉ 型 糖 尿 病 被 験 体 由 来 の 尿 で
検 出 さ れ た 。 CTGFま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 は 、 こ れ ら の サ ン プ ル で は 検 出 さ れ な か っ た （
デ ー タ は 示 さ ず ） 。 ク レ ア チ ニ ン （ ミ リ グ ラ ム ） 当 た り の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 (ナ ノ
グ ラ ム )は 、 大 量 ア ル ブ ミ ン 尿 が あ る と 見 な さ れ た 患 者 の 尿 で 最 も 高 か っ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
デ ー タ を 数 学 的 変 換 し た 後 に 対 数 目 盛 に そ の 結 果 を 図 示 す る と 、 尿 中 で 測 定 さ れ た Ｎ 末 端
CTGF断 片 の 濃 度 は 、 測 定 さ れ た 群 (す な わ ち 、 正 常 ア ル ブ ミ ン 尿 、 微 量 ア ル ブ ミ ン 尿 ま た
は 大 量 ア ル ブ ミ ン 尿 の あ る 患 者 )に お い て 、 腎 臓 細 管 損 傷 (ア ル ブ ミ ン 尿 濃 度 ／ ク レ ア チ ニ
ン 濃 度 に よ っ て 測 定 さ れ た も の )と 関 連 が あ っ た こ と が 明 ら か で あ っ た  (図 １ ４ Ａ を 参 照
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さ れ た い )。
【 ０ １ ９ ０ 】
ま た 、 Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 の 尿 中 で 測 定 さ れ た CTGFの Ｎ 末 端 断 片 濃 度 を こ れ ら 個 体 の 尿 へ の ア
ル ブ ミ ン 排 出 速 度 と 比 較 し た 。 尿 中 へ の ア ル ブ ミ ン 排 出 速 度 (１ 分 当 た り の ア ル ブ ミ ン （
マ イ ク ロ グ ラ ム ） と し て 表 さ れ る )の 測 定 は 、 腎 臓 障 害 の 程 度 ま た は 腎 臓 病 の 重 篤 度 を 示
す た め 用 い ら れ る こ と が 多 い 。 腎 臓 の 障 害 が 大 き く な り 、 さ ら に 腎 臓 の 適 切 ま た は 正 常 な
機 能 が 損 な わ れ た 場 合 、 ア ル ブ ミ ン の 尿 中 へ の 排 出 速 度 は 、 正 常 な 腎 臓 に お い て 確 認 さ れ
た 速 度 よ り も 速 い こ と が 確 認 さ れ て い る 。 図 １ ４ Ｂ に 示 す よ う に 、 上 昇 し た CTGFの Ｎ 末 端
断 片 濃 度 (ク レ ア チ ニ ン （ ミ リ グ ラ ム ） 当 た り の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 （ ナ ノ グ ラ ム ） と し て
示 す )は 、 Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 由 来 の 尿 に お い て 上 昇 し た ア ル ブ ミ ン 排 出 速 度 と 深 く 関 係 し て
い た 。 図 １ ４ Ｂ 中 の 矢 印 は 、 正 常 個 体 の ア ル ブ ミ ン 排 出 率 の 最 大 限 界 を 示 す 。
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ １ ９ １ 】

硬 皮 症 は 、 皮 膚 、 血 管 、 骨 格 筋 お よ び 内 臓 の 繊 維 症 変 化 、 退 行 性 変 化 お よ び 炎 症 性 変 化 を
特 徴 と す る 結 合 組 織 疾 患 で あ る 。 小 動 脈 壁 を 覆 っ て い る 細 胞 の 損 傷 と 皮 膚 の 硬 質 瘢 痕 様 線
維 組 織 の 異 常 沈 着 は こ の 疾 患 の 特 徴 で あ る 。 硬 皮 症 患 者 は 、 こ の 疾 患 の 局 所 性 病 状 ま た は
全 身 性 病 状 を 発 症 す る 可 能 性 が あ る 。 局 所 的 硬 皮 症 で は 、 手 と 顔 の 皮 膚 の 領 域 が 冒 さ れ る
こ と が 多 い 。 全 身 性 硬 皮 症 に は 、 身 体 の 器 官 、 皮 膚 の 広 範 な 領 域 、 ま た は そ の 両 方 が 含 ま
れ 得 る 。 全 身 性 硬 皮 症 （ 全 身 性 硬 化 症 と し て も 知 ら れ て い る ） に は ２ 種 類 の 主 要 な 変 種 が
あ り 、 局 限 性 硬 皮 症 お よ び 全 身 性 硬 皮 症 と 呼 ば れ 、 そ の 両 病 状 は 進 行 性 で あ る 。 局 限 性 硬
皮 症 の 影 響 は 広 範 囲 に わ た る 可 能 性 が あ る が 、 内 臓 に 影 響 を 及 ぼ す こ と は ほ と ん ど な い 。
全 身 性 硬 皮 症 は 、 皮 膚 、 結 合 組 織 お よ び 他 の 器 官 に 広 範 囲 に わ た っ て 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。
罹 患 者 は 、 胃 腸 、 心 臓 、 腎 臓 、 ま た は 肺 性 の 病 変 か ら 死 に 至 る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
全 身 性 硬 皮 症 個 体 ま た は 局 限 性 硬 皮 症 個 体 の 血 漿 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 上 述 の
方 法 を 用 い て 測 定 し 、 正 常 個 体 の 血 漿 で 確 認 さ れ た 濃 度 と 比 較 し た 。 正 常 個 体 と 、 全 身 性
硬 皮 症 個 体 ま た は 局 限 性 硬 皮 症 個 体 の 間 に CTGFの CTGFま た は Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 の 有 意 差 は
確 認 さ れ な か っ た 。 し か し 、 正 常 個 体 で 確 認 さ れ た 濃 度 と 比 較 し た 場 合 、 CTGFの Ｎ 末 端 断
片 濃 度 に お け る 差 が 全 身 性 硬 皮 症 個 体 ま た は 局 限 性 硬 皮 症 個 体 の 血 漿 に お い て 確 認 さ れ た
。 従 っ て 、 こ れ ら 個 体 の 血 漿 中 の CTGF、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 検 出
、 定 量 お よ び 比 較 す る こ と に よ り 、 全 身 性 硬 皮 症 個 体 ま た は 局 限 性 硬 皮 症 個 体 の CTGFの Ｎ
末 端 断 片 の 濃 度 が 上 昇 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た が 、 全 身 性 硬 皮 症 ま た は 局 限 性 硬 皮
症 は 、 CTGFま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 す る こ と に よ っ て は 確 認 さ れ な か っ た 。
【 実 施 例 ２ ３ 】
【 ０ １ ９ ３ 】

肺 損 傷 は 抗 癌 療 法 で 認 め ら れ る 高 頻 度 副 作 用 で あ る 。 高 用 量 の 電 離 放 射 線 の 適 用 に よ っ て
、 有 害 な 肺 炎 お よ び 肺 線 維 症 が 生 じ て い る と 考 え ら れ る 。 放 射 線 肺 炎 (最 終 的 に 肺 線 維 症
が 起 こ る )は 、 照 射 の 分 野 に 限 定 さ れ て い る 、 放 射 線 に よ る 局 所 的 サ イ ト カ イ ン 産 生 に よ
り 発 症 す る と 考 え ら れ る 。 放 射 線 が 放 射 線 感 受 性 細 胞 毒 と 組 み 合 わ さ っ た 場 合 、 結 果 と し
て 生 じ る 線 維 症 は 、 放 射 線 処 理 単 独 で 認 め ら れ る 症 状 よ り も 発 症 が よ り 顕 著 で あ り 、 速 い
よ う に 思 わ れ る 。 肺 炎 か ら 線 維 症 へ の 進 行 に 随 伴 す る 特 定 の 病 態 生 理 的 変 化 は 、 完 全 に は
明 ら か に さ れ て い な い 。 こ こ で は 、 こ れ ら の 患 者 の 肺 機 能 の 障 害 を 測 定 し 検 出 を 行 い 、 線
維 症 の 程 度 お よ び 進 行 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 験 的 証 拠 に よ る と 、 CTGF発 現 は 肺 損 傷 後 に 上 昇 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 例 え ば 、 CTGF
濃 度 は 、 マ ウ ス に お い て ブ レ オ マ イ シ ン 誘 発 肺 線 維 症 で 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た (Laskyら
、 (1998) Am J Physiol 275:L365-L371)。 さ ら に 、 CTGF mRNA濃 度 は 、 肺 線 維 症 で な く 、
健 康 で 禁 煙 コ ン ト ロ ー ル 中 の 患 者 由 来 の BAL液 体 中 に 存 在 す る そ の 濃 度 と 比 較 し た 場 合 、
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間 質 性 肺 線 維 症 (IPF)患 者 由 来 の 気 管 支 肺 胞 洗 浄 (BAL)液 体 で は そ の 10倍 以 上 に 増 加 し 、 ス
テ ー ジ I/IIの サ ル コ イ ド ー シ ス 患 者 で は 40倍 以 上 に 増 加 し 、 ス テ ー ジ III/IVの サ ル コ イ ド
ー シ ス 患 者 で は 90倍 以 上 に 増 加 し て い た (Allenら 、 (1999) Am J Respir Cell Mol Biol 2
1: 693-700)。 こ の た め 、 血 漿 、 唾 液 ま た は 肺 洗 浄 液 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 の 変
化 は 、 し た が っ て 、 放 射 線 治 療 を 受 け て い る 患 者 に 発 症 す る 肺 病 理 学 上 の 変 化 を 診 断 す る
手 段 と し て 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 か か る 治 療 後 に CTGFお よ び CTGF
断 片 の 濃 度 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 特 定 の 治 療 後 に 発 症 し 得 る 繊 維 症 反 応 の 診 断 に お
け る 判 断 材 料 が 得 ら れ る 。
【 実 施 例 ２ ４ 】
【 ０ １ ９ ５ 】

住 血 吸 虫 症 の 進 行 例 は 、 肝 臓 に 住 血 吸 虫 卵 が 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 。 未 治 療 の 患 者 で
は 、 住 血 吸 虫 卵 に 対 す る 肉 芽 腫 性 の 反 応 が 生 じ た 後 、 広 汎 性 肝 線 維 症 お よ び 肝 腫 が 進 行 す
る 。 門 脈 周 囲 の 線 維 症 で は 、 脾 腫 、 門 脈 拡 張 お よ び 門 脈 体 静 脈 側 枝 の 発 達 が 伴 う (Kardorf
fら 、 (1999) Acta Tropica 73: 153-164)。 こ れ ら の 変 化 は 、 線 維 症 マ ー カ ー （ 例 え ば 、
カ ル ボ キ シ ル 末 端 プ ロ コ ラ ー ゲ ン IVペ プ チ ド (NC1)お よ び ヒ ア ル ロ ン 酸 ） の 血 中 濃 度 の 上
昇 と 確 実 に 関 連 し て い る (Kardorffら 、 (1999) （ 上 掲 ） 、 お よ び Ricard-Blumら 、 (1999) 
Am J Trop Med Hyg 60:658-663)。
【 ０ １ ９ ６ 】
血 漿 、 尿 ま た は 組 織 バ イ オ プ シ ー 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 の 変 化 は 、 住 血 吸 虫 症 に
罹 患 し て い る 個 体 で 発 症 す る 肝 臓 病 理 学 的 変 化 の 診 断 の 手 段 と し て 有 用 で あ る 。 従 っ て 、
本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 か か る 個 体 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を モ ニ タ ー す る こ と に よ
り 、 住 血 吸 虫 症 の 感 染 お よ び 進 行 後 の 肝 臓 に お け る 線 維 症 反 応 を 診 断 す る 判 断 材 料 が 得 ら
れ る 。
【 実 施 例 ２ ５ 】
【 ０ １ ９ ７ 】

狭 窄 性 細 気 管 支 炎 （ 肺 移 植 患 者 で は 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 と も 称 す る ） に は 、 膜 様 細 気 管 支 お
よ び 呼 吸 気 管 支 の 壁 お よ び 隣 接 組 織 で 主 に 発 症 し 、 生 じ た 内 腔 狭 窄 を 伴 っ た 炎 症 と 線 維 症
が 含 ま れ る 。 狭 窄 性 細 気 管 支 炎 は 、 肺 お よ び 心 肺 移 植 の 併 発 症 で あ る こ と が 多 い が 、 骨 髄
移 植 に も 関 係 し て い る 。 ま た 、 狭 窄 性 細 気 管 支 炎 は 、 毒 物 の 吸 入 後 、 あ る 種 の 医 薬 品 の 摂
取 後 の 慢 性 関 節 リ ウ マ チ と 、 ま れ な 併 発 症 と し て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ A型
、 麻 疹 お よ び 小 児 肺 炎 マ イ コ プ ラ ズ マ 感 染 に も 関 係 し て い る 。 現 在 、 肺 移 植 患 者 お よ び 他
の 患 者 に お け る 狭 窄 性 細 気 管 支 炎 の 病 理 組 織 学 的 診 断 は 、 病 変 が 斑 状 に 分 布 し て い る の で
、 広 汎 性 線 維 症 の あ る 遅 発 性 病 変 中 の 組 織 を 採 取 す る 際 に 技 術 的 困 難 が 伴 い 、 病 変 を 確 認
し に く い と い う 困 難 な 問 題 が あ る 。 疾 患 の 初 期 段 階 で は 、 狭 窄 性 細 気 管 支 炎 は ル ー チ ン ヘ
マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 標 本 で は と ら え 難 く 、 か つ 見 逃 し や す く 、 一 方 、 進 行 段 階 で は
、 肺 の 中 の 斑 状 の 瘢 痕 を 非 特 異 的 な も の と し て 判 断 す る 場 合 、 疾 患 を 診 断 す る の が 同 様 に
困 難 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
繊 維 症 反 応 に 関 連 し て い る 炎 症 性 疾 患 お よ び 感 染 症 の 他 の 例 （ CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度
の 検 出 お よ び 定 量 が か か る 疾 患 の 診 断 お よ び 予 測 に 有 用 で あ る )に は 、 以 下 の も の 、 す な
わ ち 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 症 、 主 に 女 性 が 罹 患 し 、 門 脈 炎 症 線 維 症 お よ び 終 末 線 維 症 （ ul
timately fibrosis)を 伴 う 小 型 肝 内 胆 管 の 慢 性 的 進 行 性 破 壊 を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 性 疾 患
； 特 発 性 肺 線 維 症 、 特 発 性 肺 線 維 症 ま た は 膠 原 血 管 病 に 関 連 し て い る 間 質 性 肺 炎 の 発 病 に
ア デ ノ ウ イ ル ス が 関 与 し て い る こ と が 最 近 特 徴 づ け ら れ て い る ； お よ び 腎 盂 腎 炎 な ど の 腎
実 質 性 感 染 、 (す な わ ち 、 腎 臓 実 質 組 織 、 お よ び 腎 臓 腎 盂 内 層 の 炎 症 細 菌 感 染 に よ る こ と
が 多 い ） 後 天 性 (出 生 後 の )腎 瘢 痕 の 先 行 条 件 で あ る と 考 え ら れ る ； が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
血 漿 、 尿 ま た は 組 織 バ イ オ プ シ ー 中 の CTGFま た は CTGF断 片 の 濃 度 の 変 化 は 、 感 染 お よ び 炎
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症 の 後 で 生 じ る 組 織 中 の 繊 維 症 反 応 の 開 始 と 進 行 を 診 断 す る 手 段 と し て 有 用 で あ る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 か か る 個 体 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を モ ニ タ ー す る こ
と に よ り 、 種 々 の 障 害 に 関 連 し て い る 感 染 炎 症 後 の 繊 維 症 反 応 の 進 行 の 診 断 材 料 と モ ニ タ
ー 方 法 が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
本 明 細 書 に 示 さ れ 、 記 載 さ れ た も の 以 外 に 、 本 発 明 の 種 々 の 変 更 は 、 先 の 記 載 か ら の 当 業
者 に 明 ら か で あ ろ う 。 か か る 変 更 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 文 献 は す べ て 、 そ れ ら 全 体 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ ～ Ｃ は 、 本 発 明 に お け る CTGFの モ ジ ュ ー ル 構 造 、 特 定 の ア ッ セ イ の 説 明
、 お よ び 本 発 明 の 典 型 的 な 試 薬 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ Ａ は 、 CTGFを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 転 写 物 の エ ク ソ ン 構 造 、 CTGFタ ン パ ク 質 の ド メ イ ン 構 造 、 お よ び CTGFの Ｎ 末 端 ま た
は Ｃ 末 端 断 片 上 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 典 型 的 な 抗 体 試 薬 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 ま た は CTGFの Ｃ 末 端 断 片 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬
の 特 異 性 を 説 明 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ Ｃ 】 図 １ Ｃ は 、 本 発 明 に よ っ て 検 討 さ れ た 種 々 の ２ 重 試 薬 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ
イ フ ォ ー マ ッ ト と 、 各 ア ッ セ イ 中 で 使 用 可 能 な 典 型 的 な 試 薬 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 お よ び Ｃ 末 端 断 片 と 区 別 し て 、 CTGFの 濃 度 を 検 出 す る
ELISAア ッ セ イ (N-Cサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ )の 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 CTGFの Ｃ 末 端 断 片 と 区 別 し て 、 CTGFと CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 検 出 す
る ELISAア ッ セ イ (N-Nサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ )の 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 と 区 別 し て 、 CTGFお よ び CTGFの Ｃ 末 端 断 片 を 検 出 す る
ELISAア ッ セ イ (C-Cサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ )の 特 異 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ 、 ５ Ｂ お よ び ５ Ｃ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 細 胞 培 養 液 上 清 中 の
CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 正 常 な ヒ ト の 尿 中 で 、 CTGFの Ｎ 末 端 断 片 が CTGFよ り も 安 定 性 が 高 い こ と
を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Ａ は 、 腹 膜 透 析 を 受 け て い る 被 験 体 か ら 得 た 透 析 物 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片
の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 患 者 は 、 １ 型 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 ま た は 多 嚢 胞 性 繊 維 症 と 診
断 さ れ て い た 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Ｂ は 、 腹 膜 透 析 を 受 け て い る 被 験 体 か ら 得 た 透 析 物 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片
の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 患 者 は 、 １ 型 糖 尿 病 、 糸 球 体 腎 炎 ま た は 多 嚢 胞 性 繊 維 症 と 診
断 さ れ て い た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 正 常 な 健 康 な 個 体 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 と 比 較 し た 、 腎 繊 維 症 患
者 か ら 得 ら れ た 血 清 サ ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 繊 維 症
の 根 本 的 原 因 は 、 移 植 拒 絶 反 応 、 化 学 的 毒 性 ま た は 自 己 免 疫 性 繊 維 症 と 診 断 さ れ て い た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 臓 器 移 植 患 者 お よ び 慢 性 的 移 植 臓 器 拒 絶 の あ る 患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 サ
ン プ ル 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 正 常 な 健 康 な 個 体 の 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 と 比 較 し た
、 心 筋 梗 塞 ま た は 進 行 性 肝 臓 繊 維 症 患 者 か ら 得 た 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示
す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 正 常 血 清 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 と 比 較 し た 、 炎 症 性 関 節 疾
患 の 個 体 か ら 得 ら れ た 関 節 液 中 の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ Ａ は 、 種 々 の 眼 疾 患 被 験 体 か ら 得 ら れ た 硝 子 体 液 中 の CTGFお よ び CTGF断
片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 １ ２ Ｂ は 、 種 々 の 眼 疾 患 被 験 体 か ら 得 ら れ た 硝 子 体 液 中
の CTGFお よ び CTGF断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 種 々 の 癌 を 患 っ て い る 複 数 の 個 体 か ら 得 ら れ た 血 清 サ ン プ ル 中 の CT
GFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ お よ び １ ４ Ｂ は １ 型 糖 尿 病 を 患 っ て い る 個 体 か ら 得 ら れ た 尿 中 の CTGF
の Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 １ ４ Ａ は 、 ア ル ブ ミ ン 尿 症 、 ミ ク ロ ア ル ブ ミ
ン 尿 症 ま た は マ ク ロ ア ル ブ ミ ン 尿 症 は 伴 わ な い １ 型 糖 尿 病 患 者 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度
を 示 す 。 図 １ ４ Ｂ は 、 １ 型 糖 尿 病 患 者 の 尿 中 の CTGFの Ｎ 末 端 断 片 の 濃 度 と 、 尿 中 へ の ア ル
ブ ミ ン 排 出 速 度 の 相 関 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 １ ５ は 、 ヒ ト CTGFの 核 酸 系 列 (配 列 番 号 １ )お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号
２ )を 示 す 。 ド メ イ ン は 枠 で 囲 み 、 影 を つ け た 。 ま た 、 ド メ イ ン は IGF-BP(イ ン シ ュ リ ン 様
増 殖 因 子 結 合 タ ン パ ク 質 モ チ ー フ )、 VWC(von Willebrand C型 ド メ イ ン )、 お よ び TSP1(ト
ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 型 ド メ イ ン )と 同 定 さ れ た 。 さ ら に 、 隣 接 す る エ ク ソ ン に 対 し て 境 界
を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 １ ５ Ｂ は 、 図 １ ５ Ａ の 続 き で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ヒ ト CTGF(hCTGF； 配 列 番 号 ２ )お よ び オ ー ソ ロ ガ ス の 雌 牛 (bCTGF)、
ブ タ (pCTGF)、 ラ ッ ト (rCTGF)お よ び マ ウ ス (FISP12)の CTGF配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 比
較 を 示 す 。 配 列 比 較 は 、 CLUSTALW多 重 配 列 整 列 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 作 成 し た (v.1. 74; Th
ompsonら 、 (1994) Nucleic Acids Res 22: 4673-4680)。
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【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

(43) JP 2005-505757 A 2005.2.24



【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ Ａ 】 【 図 １ ５ Ｂ 】
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【 図 １ ６ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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