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(57)【要約】

　うつ病性障害の診断マーカーを提供する。

　上記の課題は、被験者より採取した生体試料中の、フィブリノーゲンＡα鎖、フィブリ

ノーゲンＢβ鎖およびインターα－トリプシンインヒビター重鎖並びにそれらの分解産物

からなる群より選ばれる１以上のペプチドの量を測定することを特徴とする、該被験者に

おけるうつ病性障害の診断のための検査方法によって解決される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 被 験 者 よ り 採 取 し た 生 体 試 料 中 の 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖

お よ び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並 び に そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群 よ り

選 ば れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 被 験 者 に お け る う つ 病 性

障 害 の 診 断 の た め の 検 査 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 １ お よ び ２ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列

か ら な る ペ プ チ ド 群 で あ り 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 ３ ～ ６ に 示

さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 群 で あ り 、 イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー

重 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項

１ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 生 体 試 料 が 体 液 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 体 液 が 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 尿 、 髄 液 、 骨 髄 液 、 胸 水 、 腹 水 、 関 節 液 、 涙 液 、 眼 房

水 、 硝 子 体 液 お よ び リ ン パ 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 生 体 試 料 を 質 量 分 析 に か け る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 測 定 す る ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の

い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 う つ 病 性 障 害 患 者 か ら 時 系 列 で 生 体 試 料 を 採 取 し 、 該 試 料 に お け る 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン

Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 お よ び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並 び に

そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 の 経 時 変 化 を 調 べ る こ と

を 特 徴 と す る 、 該 患 者 の 該 疾 患 の 経 過 観 察 の た め の 検 査 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 う つ 病 性 障 害 患 者 に お け る 治 療 効 果 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 治 療 が 施 さ れ る 前 後 に 該 患 者

か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 お よ

び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並 び に そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群 よ り 選 ば

れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 の 変 化 を 調 べ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 配 列 番 号 １ お よ び ３ ～ ６ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 う つ 病 性 障 害 の 検 出 ・ 診 断 マ ー カ ー お よ び そ れ を 利 用 し た 当 該 疾 患 の 診 断 方

法 等 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 う つ 病 と は 、 気 分 障 害 の 一 種 で あ り 、 抑 う つ 気 分 や 不 安 ・ 焦 燥 、 精 神 活 動 の 低 下 、 食 欲

低 下 、 不 眠 な ど を 特 徴 と す る 精 神 疾 患 で あ る 。 う つ 病 は 、 現 在 で は 、 気 分 障 害 の う ち の 「

大 う つ 病 性 障 害 」 と し て 診 断 さ れ る よ う に な っ て き て い る ［ ア メ リ カ 精 神 医 学 会 （ Ａ Ｐ Ａ

） が 発 行 す る 精 神 疾 患 の 診 断 ・ 統 計 マ ニ ュ ア ル 　 第 ４ 版 （ Diagnostic and Statistical M

anual of Mental Disorder - IV； DSM-IV） を 参 照 ］ 。 さ ら に 、 症 状 が 軽 い う つ 病 に 「 軽

症 う つ 病 」 、 長 く 続 く 軽 い う つ 状 態 に 「 気 分 変 調 性 障 害 」 （ 気 分 変 調 症 ） と い う 診 断 名 が

用 い ら れ る よ う に な っ て き て お り 、 こ れ ら を 総 称 し て 「 う つ 病 性 障 害 」 あ る い は 、 う つ 病

と 呼 ん で い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 近 年 の 研 究 で は 、 我 々 が 生 涯 の う ち に う つ 病 に か か る 可 能 性 は 約 15%程 度 で あ る と の 報

告 が 多 い 。 ま た 、 日 本 で 2002年 に 行 わ れ た 1600人 の 一 般 人 口 に 対 す る 面 接 調 査 に よ れ ば 、

う つ 病 の 時 点 有 病 率 は 2%、 生 涯 有 病 率 は 6.5%と さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 約 10人 に 1人 が

生 涯 の う ち に 1度 は う つ 病 に 罹 患 し て お り 、 う つ 病 は 、 今 や 生 活 習 慣 病 と 並 ん で た い へ ん

ポ ピ ュ ラ ー な 病 気 で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 最 初 か ら う つ 病 を 疑 っ て 医 療 機 関 を 受 診 す る

患 者 は 少 な く 、 身 体 の 不 調 と 考 え て 内 科 等 の 一 般 科 を 受 診 す る 場 合 が ほ と ん ど で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 う つ 病 を は じ め と す る 精 神 疾 患 の 診 断 や 個 人 の 持 つ 心 理 的 ス ト レ ス の 査 定 は 、 医 師 や 心

理 士 の 主 観 、 あ る い は 症 状 や ス ト レ ス を 申 告 す る 患 者 や 個 人 の 主 観 に 依 拠 し て お り 、 客 観

的 と 言 い が た い 。 実 際 、 病 気 で あ る こ と に よ っ て 何 ら か の 有 利 な 点 が あ る 場 合 に 症 状 を 過

剰 に 訴 え る 疾 病 利 得 や 、 そ の 反 対 に 精 神 疾 患 で あ る と 他 人 に 知 ら れ る こ と に よ っ て 蒙 る 偏

見 や 不 都 合 を 避 け た く て 症 状 を 秘 匿 す る こ と が 頻 繁 に 見 ら れ る た め 、 正 確 な 診 断 や 査 定 が

困 難 な ケ ー ス が 非 常 に 多 い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 う つ 病 の 内 分 泌 学 的 異 常 （ 視 床 下 部 － 下 垂 体 － 副 腎 系 ： HPA系 ） を 鋭 敏 に 検 出 す る テ ス

ト と し て 近 年 開 発 さ れ た デ キ サ メ サ ゾ ン （ DEX） ／ コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン （ CRH）

テ ス ト が 、 う つ 病 の 状 態 依 存 的 マ ー カ ー と な る か 否 か に つ い て 多 施 設 研 究 に よ る 検 証 を 行

っ た 例 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 、 医 師 や 心 理 士 の 診 断 を 客 観 的 に 補 足 す る 方 法 が 各 種 検 討 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Ｗ

Ｏ ２ ０ ０ ４ ／ ０ ８ ０ ３ １ ２ （ う つ 病 の 診 断 方 法 、 特 許 文 献 １ ） の よ う に 、 医 師 や 心 理 士 の

診 断 結 果 を コ ン ピ ュ ー タ 処 理 す る こ と に よ っ て 患 者 の 症 状 に 表 れ る ノ イ ズ を で き る だ け 除

く 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ７ ４ ９ ４ ９ （ う つ 病 薬 の 標 的 遺 伝 子 及 び そ の 利 用 、 特 許 文 献 ２ ） で は

、 う つ 病 の 原 因 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と と 、 う つ 病 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の 医 薬

の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 案 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 う つ 病 患 者 に 過 剰 に 見 ら れ る 物 質 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 う つ 病 を 客 観 的 に 把 握 す る

方 法 も 研 究 さ れ て い る 。 例 え ば 特 開 ２ ０ ０ ７ － ２ ４ ８ ２ ２ （ 男 性 の 更 年 期 又 は う つ 病 の 鑑

別 方 法 、 特 許 文 献 ３ ） の 発 明 で は 、 男 性 の 血 液 ま た は 唾 液 中 に 存 在 す る テ ス ト ス テ ロ ン お

よ び コ ル チ ゾ ー ル の 量 に 基 づ い て う つ 病 を 鑑 別 す る 。 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ２ ９ ７ ０ ６ （ 神 経

精 神 障 害 に お け る ポ リ グ ル タ ミ ン 含 有 タ ン パ ク 質 、 特 許 文 献 ４ ） の 発 明 で は 、 ポ リ グ ル タ

ミ ン 含 有 タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー と し て 神 経 精 神 病 を 診 断 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 血 漿 中 に 豊 富 に 存 在 す る （ 200-400mg/dl） 分 子 量 約 340,000の タ ン

パ ク 質 で あ り 、 Ａ α 、 Ｂ β 、 γ の 3本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が Ｓ － Ｓ 結 合 で 繋 が れ た 二 量 体 と

し て 存 在 す る 。 ト ロ ン ビ ン の 作 用 に よ り 、 Ａ α 鎖 お よ び Ｂ β 鎖 の Ｎ 末 端 （ フ ィ ブ リ ノ ペ プ

チ ド Ａ （ FPA） お よ び フ ィ ブ リ ノ ペ プ チ ド Ｂ （ FPB） ） が 順 次 切 り 出 さ れ る 。 ま た 、 FPAが

切 り 出 さ れ て 生 じ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン α 鎖 の 分 解 産 物 と み ら れ る 種 々 の ペ プ チ ド が 、 血 漿

中 に 見 出 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 分 解 産 物 の 生 理 的 な 機 能 は よ く 判 っ て い

な い 。

　 イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 （ ITIH4） は 、 血 漿 中 で は 、 ビ ク ニ ン と 呼 ば

れ る 弱 い プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド と 複 合 体 を 形 成 し て 存 在 す る 。

ITIH4の 生 理 的 な 機 能 も 十 分 解 明 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 最 近 、 質 量 分 析 を 用 い て 、 い く つ か の 癌 患 者 の 血 清 中 の 蛋 白 質 分 解 産 物 パ タ ー ン が 調 べ

ら れ 、 FPAお よ び そ の フ ラ グ メ ン ト 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン α 鎖 の フ ラ グ メ ン ト 並 び に ITIH4の

フ ラ グ メ ン ト が 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 乳 癌 で 変 動 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献

２ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ペ プ チ ド と う つ 病 性 障 害 と の 関 連 に つ い て は 何 ら 報 告 さ れ
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て い な い 。

【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ ／ ０ ８ ０ ３ １ ２

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ７ ４ ９ ４ ９

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ７ － ２ ４ ８ ２ ２

【 特 許 文 献 ４ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ２ ９ ７ ０ ６

【 非 特 許 文 献 １ 】 ク ヌ ギ （ Kunugi） ら , 「 ニ ュ ー ロ サ イ コ フ ァ ー マ コ ロ ジ ー （ Neuropsych

opharmacology） 」 , 第 31巻 , pp. 212-220（ 2006年 ）

【 非 特 許 文 献 ２ 】 ヴ ィ ラ ヌ エ ヴ ァ （ Villanueva） ら , 「 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ヴ ・ ク リ ニ カ

ル ・ イ ン ヴ ェ ス テ ィ ゲ ー シ ョ ン （ The Journal of Clinical Investigation） 」 , 第 116巻

（ 第 1号 ） , pp. 271-284（ 2006年 ）

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 う つ 病 性 障 害 の 診 断 マ ー カ ー 、 並 び に そ れ を 利 用 し た う つ 病 性 障 害 の

有 効 な 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 目 的 を 達 成 す べ く 、 う つ 病 性 障 害 患 者 か ら 採 取 し た 血 清 を 質 量 分

析 に よ り 調 べ た 結 果 、 う つ 病 性 障 害 患 者 に お い て 、 健 常 者 と 比 較 し て 顕 著 に 上 昇 も し く は

減 少 し て い る ７ 種 の ペ プ チ ド を 見 出 し た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し た 結 果 、 こ れ ら の ペ プ チ

ド の う ち ２ つ は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 、 ４ つ は フ

ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ り 、 残 り の １ つ は ITIH4

の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ る こ と が 判 明 し た 。

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 知 見 に 基 づ い て 、 こ れ ら の ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 由 来 す る タ ン

パ ク 質 （ ポ リ ペ プ チ ド ） を う つ 病 性 障 害 の 診 断 マ ー カ ー と し て 同 定 し 、 本 発 明 を 完 成 す る

に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、

［ １ ］ 被 験 者 よ り 採 取 し た 生 体 試 料 中 の 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ

β 鎖 お よ び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並 び に そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群

よ り 選 ば れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 被 験 者 に お け る う つ

病 性 障 害 の 診 断 の た め の 検 査 方 法 ；

［ ２ ］ フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 １ お よ び ２ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸

配 列 か ら な る ペ プ チ ド 群 で あ り 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 ３ ～ ６

に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 群 で あ り 、 イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ

タ ー 重 鎖 の 分 解 産 物 が 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ る 、 上

記 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 ；

［ ３ ］ 生 体 試 料 が 体 液 で あ る 、 上 記 ［ １ ］ ま た は ［ ２ ］ 記 載 の 方 法 ；

［ ４ ］ 体 液 が 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 尿 、 髄 液 、 骨 髄 液 、 胸 水 、 腹 水 、 関 節 液 、 涙 液 、

眼 房 水 、 硝 子 体 液 お よ び リ ン パ 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 上 記 ［ ３ ］ 記 載 の 方 法 ；

［ ５ ］ 生 体 試 料 を 質 量 分 析 に か け る こ と を 含 む 、 上 記 ［ １ ］ ～ ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の

方 法 ；

［ ６ ］ 測 定 す る ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 ［ １ ］

～ ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ；

［ ７ ］ う つ 病 性 障 害 患 者 か ら 時 系 列 で 生 体 試 料 を 採 取 し 、 該 試 料 に お け る 、 フ ィ ブ リ ノ ー

ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 お よ び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並

び に そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 の 経 時 変 化 を 調 べ る

こ と を 特 徴 と す る 、 該 患 者 の 該 疾 患 の 経 過 観 察 の た め の 検 査 方 法 ；

［ ８ ］ う つ 病 性 障 害 患 者 に お け る 治 療 効 果 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 治 療 が 施 さ れ る 前 後 に 該

患 者 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖
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お よ び イ ン タ ー α － ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 重 鎖 並 び に そ れ ら の 分 解 産 物 か ら な る 群 よ り

選 ば れ る １ 以 上 の ペ プ チ ド の 量 の 変 化 を 調 べ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 ；

［ ９ ］ 配 列 番 号 １ お よ び ３ ～ ６ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド

な ど を 提 供 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 う つ 病 性 障 害 を 迅 速 ・ 的 確 に 判 定 で き る の で 、 該 疾 患 の 早 期 発 見 、 早

期 治 療 が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ５ 】

【 図 １ 】 重 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド １ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 重 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ２ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 重 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ３ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 軽 症 ・ 中 等 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ４ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図

で あ る 。

【 図 ５ 】 軽 症 ・ 中 等 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ５ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図

で あ る 。

【 図 ６ 】 軽 症 ・ 中 等 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ６ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図

で あ る 。

【 図 ７ 】 重 症 う つ 病 患 者 お よ び 健 常 者 に お け る ペ プ チ ド ７ の 血 漿 レ ベ ル を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は 、 う つ 病 性 障 害 の マ ー カ ー ペ プ チ ド （ 以 下 、 「 本 発 明 の う つ マ ー カ ー 」 と い う

場 合 が あ る ） を 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 「 う つ 病 性 障 害 」 と は 、 DSM-IVの 改 訂 版 （ DSM-

IV-TR） に お い て 気 分 障 害 の １ 種 と し て 定 義 さ れ て い る 意 味 と し て 用 い ら れ る 。 う つ 病 性

障 害 は 、 症 状 に 応 じ て 「 大 う つ 病 性 障 害 」 、 「 気 分 変 調 性 障 害 」 お よ び 「 抑 う つ 関 連 症 候

群 」 に さ ら に 分 類 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 、 ITIH4

、 あ る い は そ れ ら の 分 解 産 物 で あ る 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖

お よ び ITIH4の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ８ 、 ９ お よ び １ ０ に 示 す 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の 分 解 産 物 と し て は 、 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 任

意 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 配 列

番 号 １ お よ び ２ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ そ れ ぞ れ 「 ペ プ チ ド α １ 」

、 「 ペ プ チ ド α ２ 」 と も い う ） が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ

ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の Ｎ 末 端 か ら 407番 目 の Arg残 基 か ら 、 424番 目 の Arg残 基 ま で の フ ラ

グ メ ン ト に 相 当 す る 。 一 方 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ

α 鎖 の Ｎ 末 端 か ら 529番 目 の Gly残 基 か ら 、 556番 目 の Lys残 基 ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す

る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の 分 解 産 物 と し て は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 任

意 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 配 列

番 号 ３ ～ ６ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ そ れ ぞ れ 「 ペ プ チ ド β １ 」 ～ 「

ペ プ チ ド β ４ 」 と も い う ） が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ ィ ブ

リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の Ｎ 末 端 の Gln残 基 か ら 21番 目 の Lys残 基 ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る

。 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の Ｎ 末 端 か ら 15番 目 の

Gly残 基 か ら 、 41番 目 の Tyr残 基 ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る 。 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る ア

ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の Ｎ 末 端 か ら 22番 目 の Lys残 基 か ら 42番 目 の Arg残

基 ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る 。 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー
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ゲ ン Ｂ β 鎖 の Ｎ 末 端 か ら 23番 目 の Arg残 基 か ら 、 42番 目 の Arg残 基 ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相

当 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ITIH4の 分 解 産 物 と し て は 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 部 分 ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ 以 下 、 「 ペ プ チ ド H4」 ） が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 ７ に

示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ITIH4の Ｎ 末 端 か ら 624番 目 の Gln残 基 か ら 、 643番 目 の Arg残 基

ま で の フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 上 述 の 通 り 、 ペ プ チ ド α １ お よ び α ２ は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の フ ラ グ メ ン ト （ 分 解

産 物 ） で あ り 、 ペ プ チ ド β １ ～ β ４ は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 ペ

プ チ ド H4は ITIH4の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 し た が っ て 、 被 験 対 象 と な る 患 者 が 、 フ ィ ブ リ

ノ ー ゲ ン Ａ α 、 Ｂ α ま た ITIH4の こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 応 す る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 内 に １ も

し く は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 も し く は 付 加 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 多

型 も し く は ア レ ル 変 異 を 有 す る 場 合 、 検 出 す べ き ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 「 配 列 番 号

１ ～ ７ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 当 該 多 型 も し く は ア レ ル 変 異 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 」 と 解 す べ き で あ る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ ろ う 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー は 、 生 体 内 に お い て Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 も し く は 側 鎖 が 修 飾 さ れ た も

の を 包 含 す る 。 例 え ば 、 該 マ ー カ ー が Ｎ 末 端 に Gln残 基 を 有 す る 場 合 に は 、 ピ ロ グ ル タ ミ

ン 酸 化 し た も の を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 は ま た 、 う つ 病 性 障 害 に 罹 患 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 由 来 の 生 体 試 料 中 の 、 １ 種

以 上 の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 を 測 定 す る こ と に よ る 、 該 患 者 に お け る う つ 病 性 障 害 の

診 断 の た め の 検 査 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で 「 診 断 の た め の 検 査 」 と は 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ

ド 量 の 測 定 お よ び 必 要 に 応 じ て 対 照 サ ン プ ル に お け る 測 定 値 と の 比 較 を 意 味 す る 。 「 う つ

病 性 障 害 に 罹 患 し て い る と 疑 わ れ る 患 者 」 は 、 患 者 本 人 が 主 観 的 に 疑 い を 抱 く も の で あ っ

て も 、 何 ら か の 客 観 的 な 根 拠 に 基 づ く も の で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 、 従 来 公 知 の 臨

床 検 査 お よ び ／ ま た は 診 察 の 結 果 、 そ れ ら 疾 患 へ の 合 理 的 な 罹 患 可 能 性 が あ る と 医 師 が 判

断 し た 患 者 、 あ る い は そ れ と 同 等 の 病 態 を 有 す る ヒ ト で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 被 験 試 料 と な る 患 者 由 来 の 生 体 試 料 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 患 者 へ の 侵 襲 が 少 な い も の

で あ る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 尿 、 涙 液 な ど 生 体 か ら 容 易 に

採 取 で き る も の や 、 髄 液 、 骨 髄 液 、 胸 水 、 腹 水 、 関 節 液 、 眼 房 水 、 硝 子 体 液 な ど 比 較 的 容

易 に 採 取 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。

　 血 清 や 血 漿 を 用 い る 場 合 、 常 法 に 従 っ て 患 者 か ら 採 血 し 、 液 性 成 分 を 分 離 す る こ と に よ

り 調 製 す る こ と が で き る 。 測 定 対 象 で あ る 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が 比 較 的 低 分 子 量 （ 例 え

ば 10000以 下 、 5000以 下 な ど ） の ペ プ チ ド の 場 合 に は 、 必 要 に 応 じ 、 ス ピ ン カ ラ ム な ど を

用 い て 濃 縮 し 、 予 め 高 分 子 量 の 蛋 白 質 画 分 な ど を 分 離 除 去 し て お く こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 生 体 試 料 中 の 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 検 出 は 、 例 え ば 、 生 体 試 料 を 各 種 の 分 子 量 測 定

法 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 や 、 各 種 の 分 離 精 製 法 （ 例 ： イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、

疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー な ど ） 、 イ オ ン 化 法 （ 例 ： 電 子 衝 撃 イ オ ン 化 法 、 フ ィ ー ル ド デ ィ ソ ー プ シ ョ ン 法 、 二 次

イ オ ン 化 法 、 高 速 原 子 衝 突 法 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 （ M ALDI） 法 、 エ

レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 法 な ど ） 、 質 量 分 析 計 （ 例 ： 二 重 収 束 質 量 分 析 計 、 四 重 極 型 分

析 計 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 、 フ ー リ エ 変 換 質 量 分 析 計 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 質 量 分 析

計 な ど ） を 組 み 合 わ せ る 方 法 等 に 供 し 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド の 分 子 量 と 一 致 す る バ ン ド も

し く は ス ポ ッ ト 、 あ る い は ピ ー ク を 検 出 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限

定 さ れ な い 。 本 発 明 の う つ マ ー カ ー は ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 で あ る の で 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を
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認 識 す る 抗 体 を 作 製 し て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ や 各 種 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 該 ペ プ

チ ド を 検 出 す る 方 法 が 、 よ り 好 ま し く 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 上 記 方 法 の ハ イ ブ リ ッ ド 型 検

出 法 も 有 効 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の ペ プ チ ド α １ 、 α ２ 、 β １ ～ β ４ お よ び H4は 、 そ れ ぞ れ 2188.16、 2843.41、 23

55.10（ Ｎ 末 端 Gln残 基 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 化 し て い る 場 合 ） 、 2881.53、 2234.19、 2106.1

0お よ び 2166.06（ Ｎ 末 端 Gln残 基 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 化 し て い る 場 合 ） の 分 子 量 （ 計 算 値

） を 有 す る が 、 用 い ら れ る 測 定 方 法 ・ 測 定 機 器 に 応 じ て 、 実 測 値 は 若 干 変 動 し 得 る こ と は

い う ま で も な い 。 例 え ば 、 質 量 分 析 計 を 用 い る 方 法 に よ る 場 合 は 、 計 算 値 ± 0.5%（ 好 ま し

く は ± 0.3%、 よ り 好 ま し く は ± 0.1%） の 位 置 に 出 現 す る ピ ー ク 強 度 を 測 定 す る こ と が 好 ま

し い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 検 査 方 法 に お け る 特 に 好 ま し い 測 定 法 の １ つ は 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 に 使 用 す

る プ レ ー ト の 表 面 に 被 験 試 料 を 接 触 さ せ 、 該 プ レ ー ト 表 面 に 捕 捉 さ れ た 成 分 の 質 量 を 飛 行

時 間 型 質 量 分 析 計 で 測 定 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

　 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 に 適 合 可 能 な プ レ ー ト は 、 検 出 対 象 で あ る 本 発 明 の ペ プ チ ド を 効

率 よ く 吸 着 し 得 る 表 面 構 造 を 有 し て い る 限 り 、 い か な る も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な

表 面 構 造 と し て は 、 例 え ば 、 官 能 基 付 加 ガ ラ ス 、 Si、 Ge、 GaAs、 GaP、 SiO 2 、 SiN 4 、 改 質

シ リ コ ン 、 広 範 囲 の ゲ ル 又 は ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 （ ポ リ ） テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 （ ポ

リ ） ビ ニ リ デ ン ジ フ ロ リ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 又 は こ れ ら の 組 合 せ な ど

） に よ る コ ー テ ィ ン グ が 挙 げ ら れ る 。 複 数 の モ ノ マ ー 又 は ポ リ マ ー 配 列 を 有 す る 表 面 構 造

と し て は 、 例 え ば 、 核 酸 の 直 鎖 状 及 び 環 状 ポ リ マ ー 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 脂 質 、 α -、 β -

又 は ω -ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 使 用 さ れ る ゲ ル 表 面 の 担 体 （

陰 イ オ ン 性 ／ 陽 イ オ ン 性 化 合 物 、 炭 素 鎖 1～ 18か ら な る 疎 水 性 化 合 物 、 親 水 性 化 合 物 （ 例

え ば 、 シ リ カ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 、 ア ガ ロ ー ス 等 ） と 架 橋 し た 担

体 な ど ） 、 人 工 ホ モ ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト

、 ポ リ ウ レ ア 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン 、 ポ リ ア リ ー レ ン ス ル フ ィ ド 、 ポ リ シ ロ

キ サ ン 、 ポ リ イ ミ ド 、 ポ リ ア セ テ ー ト 等 ） 、 上 記 化 合 物 の い ず れ か に 既 知 の 薬 物 又 は 天 然

化 合 物 が 結 合 （ 共 有 及 び 非 共 有 結 合 ） し た ヘ テ ロ ポ リ マ ー 等 に よ る コ ー テ ィ ン グ が 挙 げ ら

れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト と し て 用 い ら れ る 支 持 体 は 、 ポ リ ビ

ニ リ デ ン ジ フ ロ リ ド （ PV DF） 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は シ リ カ ゲ ル 、 特 に 好 ま し く は PV DF

で 薄 層 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 基 材 ［ 通 常 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト に お い て 使 用 さ れ て い る も の

で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 絶 縁 体 （ ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ク ス 、 プ ラ ス チ ッ ク ・ 樹 脂

等 ） 、 金 属 （ ア ル ミ ニ ウ ム 、 ス テ ン レ ス ・ ス チ ー ル 等 ） 、 導 電 性 ポ リ マ ー 、 そ れ ら の 複 合

体 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は ア ル ミ ニ ウ ム プ レ ー ト が 用 い ら れ る ］ で あ る （ W O 200

4/031759を 参 照 ） 。 支 持 体 の 形 状 は 、 使 用 す る 質 量 分 析 装 置 の 、 特 に 試 料 導 入 口 に 適 合 す

る よ う な 形 状 に 適 宜 考 案 さ れ 得 る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か か る PV DFで 薄 層 コ ー テ ィ

ン グ さ れ た 質 量 分 析 用 プ レ ー ト と し て 、 好 ま し く は プ ロ ト セ ラ 社 の ブ ロ ッ ト チ ッ プ （ 登 録

商 標 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 好 ま し く は 、 コ ー テ ィ ン グ は 、 メ ン ブ レ ン の よ う に 予 め 成 型 さ れ た 構 造 体 を 支 持 体 上 に

重 層 す る の で は な く 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 が 分 散 し た 状 態 で 支 持 体 上 に 堆 積 さ れ て 形 成 さ れ

る 薄 層 を い う 。 コ ー テ ィ ン グ 分 子 が 堆 積 さ れ る 態 様 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 後 述 の 質 量 分

析 用 プ レ ー ト の 調 製 方 法 に お い て 例 示 さ れ る 手 段 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。

　 薄 層 の 厚 さ は 、 組 織 も し く は 細 胞 に 含 ま れ る 分 子 の 転 写 効 率 お よ び 質 量 分 析 の 測 定 感 度

等 に 好 ま し く な い 影 響 を 与 え な い 範 囲 で 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 約 0.001

～ 約 100 μ m、 好 ま し く は 約 0.01～ 約 30 μ mで あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

10

20

30

40

50



(8) JP  WO2009/096502  A1  2009.8.6

　 質 量 分 析 用 プ レ ー ト （ 支 持 体 ） は 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る が 、 例 え

ば 、 上 記 の 好 ま し い 質 量 分 析 用 プ レ ー ト は 、 PV DF等 の コ ー テ ィ ン グ 分 子 で 支 持 体 表 面 を 薄

層 コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 コ ー テ ィ ン グ の 手 段 と し て は 、 塗 布 、 噴 霧 、

蒸 着 、 浸 漬 、 印 刷 （ プ リ ン ト ） 、 ス パ ッ タ リ ン グ な ど が 好 ま し く 例 示 さ れ る 。

　 「 塗 布 」 す る 場 合 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 を 、 適 当 な 溶 媒 、 例 え ば 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド

（ dimethyl formamide； D MF） な ど の 有 機 溶 媒 に 適 当 な 濃 度 （ 例 え ば 、 約 1～ 約 100 mg/mL

程 度 ） で 溶 解 し た も の （ コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 溶 液 ） を 、 刷 毛 な ど の 適 当 な 道 具 を 用 い て

基 材 に 塗 布 す る こ と が で き る 。

　 「 噴 霧 」 す る 場 合 、 上 記 と 同 様 に し て 調 製 し た コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 溶 液 を 噴 霧 器 に 入

れ 、 基 材 上 に 均 一 に PV DFが 堆 積 さ れ る よ う に 噴 霧 す れ ば よ い 。

　 「 蒸 着 」 す る 場 合 、 通 常 の 有 機 薄 膜 作 製 用 真 空 蒸 着 装 置 を 用 い 、 基 材 を 入 れ た 真 空 槽 中

で コ ー テ ィ ン グ 分 子 （ 固 体 で も 溶 液 で も よ い ） を 加 熱 ・ 気 化 さ せ る こ と に よ り 、 基 材 表 面

上 に 該 分 子 の 薄 層 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。

　 「 浸 漬 」 さ せ る 場 合 、 上 記 と 同 様 に し て 調 製 し た コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 溶 液 中 に 基 材 を

浸 漬 さ せ れ ば よ い 。

　 「 印 刷 （ プ リ ン ト ） 」 す る 場 合 は 、 基 材 の 材 質 に 応 じ て 通 常 使 用 さ れ 得 る 各 種 印 刷 技 術

を 適 宜 選 択 し て 利 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 ス ク リ ー ン 印 刷 な ど が 好 ま し く 用 い ら れ る

。

　 「 ス パ ッ タ リ ン グ 」 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 真 空 中 に 不 活 性 ガ ス （ 例 、 Arガ ス 等 ） を 導 入

し な が ら 基 材 と コ ー テ ィ ン グ 分 子 間 に 直 流 高 電 圧 を 印 加 し 、 イ オ ン 化 し た ガ ス を 該 分 子 に

衝 突 さ せ て 、 は じ き 飛 ば さ れ た コ ー テ ィ ン グ 分 子 を 基 材 上 に 堆 積 さ せ て 薄 層 を 形 成 さ せ る

こ と が で き る 。

　 コ ー テ ィ ン グ は 基 材 全 面 に 施 し て も よ い し 、 質 量 分 析 に 供 さ れ る 面 （ 画 分 ） の み に 施 し

て も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 コ ー テ ィ ン グ 分 子 は 、 コ ー テ ィ ン グ 手 段 に 応 じ て 適 宜 好 ま し い 形 態 で 使 用 す る こ と が で

き 、 例 え ば 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 溶 液 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 蒸 気 、 固 体 コ ー テ ィ ン グ

分 子 な ど の 形 態 で 基 材 に ア プ ラ イ さ れ 得 る が 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 含 有 溶 液 の 形 態 で ア プ ラ

イ す る こ と が 好 ま し い 。 「 ア プ ラ イ す る 」 と は 、 接 触 後 に コ ー テ ィ ン グ 分 子 が 支 持 体 上 に

残 留 ・ 堆 積 さ れ る よ う に 支 持 体 に 接 触 さ せ る こ と を い う 。 ア プ ラ イ 量 は 特 に 制 限 は な い が

、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 量 と し て 、 例 え ば 、 約 10～ 約 100,000 μ g/cm
2
、 好 ま し く は 約 50～ 約 5

,000 μ g/cm
2
が 挙 げ ら れ る 。 ア プ ラ イ 後 に 溶 媒 は 自 然 乾 燥 、 真 空 乾 燥 な ど に よ り 除 去 す る

。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 質 量 分 析 用 プ レ ー ト に お け る 基 材 は 、 コ ー テ ィ ン グ 分 子 で コ ー テ ィ ン グ す る 前 に 予 め 適

当 な 物 理 的 、 化 学 的 手 法 に よ り 、 そ の 表 面 を 修 飾 （ 加 工 ） し て お い て も よ い 。 具 体 的 に は

、 プ レ ー ト 表 面 を 磨 く 、 傷 を 付 け る 、 酸 処 理 、 ア ル カ リ 処 理 、 ガ ラ ス 処 理 （ テ ト ラ メ ト キ

シ シ ラ ン な ど ） 等 の 手 法 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 被 験 試 料 の 質 量 分 析 用 プ レ ー ト （ 支 持 体 ） へ の 移 行 は 、 被 験 試 料 と な る 患 者 由 来 の 生 体

試 料 を 未 処 理 の ま ま で 、 あ る い は 抗 体 カ ラ ム そ の 他 の 方 法 で 高 分 子 タ ン パ ク 質 を 除 去 、 濃

縮 し た 後 に 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 も し く は 等 電 点 電 気 泳 動 に 付 し 、 泳 動

後 ゲ ル を プ レ ー ト と 接 触 さ せ て 転 写 （ ブ ロ ッ テ ィ ン グ ） す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 転 写 装

置 と し て は 公 知 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 転 写 の 方 法 自 体 は 公 知 で あ る 。 好 ま し く は

電 気 転 写 が 用 い ら れ る 。 泳 動 後 ゲ ル に 展 開 さ れ た 試 料 は 、 種 々 の 方 法 （ 拡 散 、 電 気 力 そ の

他 ） に よ っ て 質 量 分 析 用 プ レ ー ト に 移 行 さ れ る 。 電 気 転 写 時 に 使 用 す る 緩 衝 液 と し て は 、

pH 7～ 9、 低 塩 濃 度 の も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 リ ン 酸

緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 な ど が 例 示 さ れ る 。 ト リ ス 緩 衝 液 と し て は 、 ト リ ス ／

グ リ シ ン ／ メ タ ノ ー ル 緩 衝 液 、 SDS-ト リ ス － ト リ シ ン 緩 衝 液 な ど 、 リ ン 酸 緩 衝 液 と し て は

、 ACN／ NaCl／ 等 張 リ ン 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ACNな ど 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 と し て は 、
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ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム － 塩 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 ／ EDTA、 ホ ウ 酸 塩 ／ ACNな ど 、 酢 酸 緩

衝 液 と し て は 、 ト リ ス － 酢 酸 塩 ／ EDTAな ど が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 ト リ ス ／ グ リ シ ン

／ メ タ ノ ー ル 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム － 塩 酸 緩 衝 液 で あ る 。 ト リ ス ／ グ リ シ ン ／ メ タ ノ

ー ル 緩 衝 液 の 組 成 と し て は 、 ト リ ス 10～ 15 m M、 グ リ シ ン 70～ 120 m M、 メ タ ノ ー ル 7～ 13%

程 度 が 例 示 さ れ る 。 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム － 塩 酸 緩 衝 液 の 組 成 と し て は 、 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 5

～ 20 m M程 度 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 こ れ に よ り 、 標 的 分 子 を 含 め て 、 被 験 試 料 中 に 存 在 す る 分 子 は 支 持 体 表 面 上 に 効 率 よ く

捕 捉 さ れ る 。 プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ た 後 、 後 の 質 量 分 析 （ M ALDI法 に よ る 場 合 ） に 有 利 な よ

う に 、 レ ー ザ ー 光 を 吸 収 し 、 エ ネ ル ギ ー 移 動 を 通 じ て 分 析 対 象 物 分 子 の イ オ ン 化 を 促 進 す

る た め に マ ト リ ッ ク ス と 呼 ば れ る 試 薬 を 添 加 す る こ と も で き る 。 当 該 マ ト リ ッ ク ス と し て

は 、 質 量 分 析 に お い て 公 知 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ ナ ピ ン 酸 （ sinapini

c acid； SPA (=3,5-dimethoxy-4-hydoroxycinam mic acid)） 、 イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 （ In

doleacrylic acid； IA A） 、 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 （ 2,5-dihydroxybenzoic acid； D H

B） 、 α -シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 （ α -cyano-4-hydroxycinam mic acid； CHCA） 等 が 挙

げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 D HBま た は CHCAで あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 上 記 の 方 法 に よ り 支 持 体 表 面 上 に 捕 捉 さ れ た 被 験 試 料 中 の 分 子 を 質 量 分 析 す る こ と に よ

り 、 分 子 量 に 関 す る 情 報 か ら 、 標 的 分 子 で あ る 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 存 在 お よ び 量 を 同

定 す る こ と が で き る 。

　 質 量 分 析 装 置 は 、 ガ ス 状 の 試 料 を イ オ ン 化 し た 後 、 そ の 分 子 や 分 子 断 片 を 電 磁 場 に 投 入

し 、 そ の 移 動 状 況 か ら 質 量 数 ／ 電 荷 数 に よ っ て 分 離 、 物 質 の ス ペ ク ト ル を 求 め る こ と に よ

り 、 物 質 の 分 子 量 を 測 定 ・ 検 出 す る 装 置 で あ る 。 試 料 と レ ー ザ ー 光 を 吸 収 す る マ ト リ ッ ク

ス を 混 合 、 乾 燥 さ せ て 結 晶 化 し 、 マ ト リ ッ ク ス か ら の エ ネ ル ギ ー 移 動 に よ る イ オ ン 化 と レ

ー ザ ー 照 射 に よ る 瞬 間 加 熱 に よ り 、 イ オ ン 化 し た 分 析 対 象 物 を 真 空 中 に 導 く マ ト リ ッ ク ス

支 援 レ ー ザ ー 脱 イ オ ン 化 （ M ALDI） と 、 初 期 加 速 に よ る 試 料 分 子 イ オ ン の 飛 行 時 間 差 で 質

量 数 を 分 析 す る 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ TOFMS） と を あ わ せ て 用 い る M ALDI-TOFMS法 、 １ 分 析

対 象 物 を １ 液 滴 に の せ て 液 体 か ら 直 接 電 気 的 に イ オ ン 化 す る 方 法 、 試 料 溶 液 を 電 気 的 に 大

気 中 に ス プ レ ー し て 、 個 々 の 分 析 対 象 物 多 価 イ オ ン を unfoldの 状 態 で 気 相 に 導 く ナ ノ エ レ

ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 （ nano-ESMS） 法 等 の 原 理 に 基 づ く 質 量 分 析 装 置 を 使 用 す る こ と

が で き る 。

　 質 量 分 析 用 プ レ ー ト 上 の 分 子 を 質 量 分 析 す る 方 法 自 体 は 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 W O 2004/

031759に 記 載 の 方 法 を 、 必 要 に 応 じ て 適 宜 改 変 し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 質 量 分 析 の 結 果 か ら 、 標 的 分 子 の 分 子 量 情 報 に 基 づ い て 、 被 験 試 料 中 の 標 的 分 子 の 有 無

お よ び そ の 量 が 同 定 さ れ 得 る 。 こ の 工 程 に お い て 、 質 量 分 析 装 置 か ら の 情 報 を 、 任 意 の プ

ロ グ ラ ム を 用 い て 、 健 常 者 由 来 の 生 体 試 料 に お け る 質 量 分 析 デ ー タ と 比 較 し て 、 示 差 的 な

（ differential） 情 報 と し て 出 力 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な プ ロ グ ラ ム は 周 知

で あ り 、 ま た 、 当 業 者 は 、 公 知 の 情 報 処 理 技 術 を 用 い て 、 容 易 に そ の よ う な プ ロ グ ラ ム を

構 築 も し く は 改 変 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ よ う 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 質 量 分 析 用 プ レ ー ト と し て プ ロ ト セ ラ 社 の ブ ロ ッ ト チ ッ

プ を 用 い て 、 上 記 の 各 工 程 を 実 施 し 、 M ALDI型 質 量 分 析 装 置 で 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 定

量 比 較 (デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 解 析 )す る 。 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、 同 一 チ ッ プ に 残 存 す る 該

マ ー カ ー ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と も で き る 。 あ る い は 、 被 験 試 料 の 定 量 比 較 (デ ィ フ ァ レ

ン シ ャ ル 解 析 )ま で を プ ロ ト セ ラ 社 の ブ ロ ッ ト チ ッ プ シ ス テ ム を 用 い て 実 施 し 、 該 マ ー カ

ー ペ プ チ ド の 同 定 を 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と イ オ ン ス プ レ イ 型 質 量 分 析 装 置 の 組

み 合 わ せ 装 置 （ LC-MS/MS） で 実 施 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 検 査 方 法 に お け る 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 測 定 は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 を 用 い て
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行 う こ と も で き る 。 か か る 方 法 は 、 最 適 化 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 系 を 構 築 し て こ れ を キ ッ

ト 化 す れ ば 、 上 記 質 量 分 析 装 置 の よ う な 特 殊 な 装 置 を 使 用 す る こ と な く 、 高 感 度 か つ 高 精

度 に 該 ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が で き る 点 で 、 特 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 、 こ れ を 発 現

す る 患 者 由 来 の 生 体 試 料 か ら 単 離 ・ 精 製 し 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 動 物 を 免 疫

す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 得 ら れ る ペ プ チ ド 量 が 少 量 で あ る 場 合

等 は 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド を ペ プ チ ダ ー ゼ 等 に よ っ て 部 分 消 化 し 、 得 ら れ る 断 片 の ア ミ ノ

酸 配 列 を エ ド マ ン 法 な ど に よ り 決 定 し 、 そ の 配 列 を 基 に 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 と ハ

イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 、 こ れ を プ ロ ー ブ と し て 該 患 者 由 来 の cD N A

ラ リ ブ ラ リ ー を 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 該 ペ プ チ ド を 含 む 蛋 白 質 を コ ー ド

す る cD N Aを 得 る か 、 あ る い は 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 該 患 者 由 来 の RN A

を 鋳 型 に し て RT-PCRを 行 う こ と に よ り 、 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る cD N A断 片 を 得 て 、 該 cD N A

断 片 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を

培 養 し て 組 換 え ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 大 量 に 調 製 す

る こ と が で き る 。 あ る い は 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る cD N Aを 鋳 型 と し て 、 無 細 胞 転 写 ・ 翻

訳 系 を 用 い て 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 取 得 す る こ と も で き る 。 さ ら に 有 機 合 成 法 に よ り 大

量 に 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド α １ 、 α ２ 、 β １ ～ β ４ お よ び H4は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番

号 １ ～ ７ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド

α １ 、 α ２ 、 β １ ～ β ４ も し く は H4に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 も し

く は 一 部 を 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 に 基 づ き 、 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い て 合 成 す る か

、 あ る い は 常 法 に よ り 単 離 し た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 Ｂ β 鎖 ま た は ITIH4タ ン パ ク 質

を 適 当 な ペ プ チ ダ ー ゼ 等 で 切 断 し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド α １ 、 α ２ 、 β １ ～ β ４ も し く は

H4の 配 列 の 全 部 も し く は 一 部 を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 取 得 し 、 こ れ を 免 疫 原 と し て 調 製 す る

こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 （ 以 下 、 「 本 発 明 の 抗 体 」 と 称 す る 場 合 が あ る ） は

、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ く 、 周 知 の 免 疫 学 的 手

法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 該 抗 体 は 完 全 抗 体 分 子 だ け で な く そ の フ ラ グ メ ン

ト を も 包 含 し 、 例 え ば 、 Fab、 F(ab')2、 ScFv、 minibody等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の い ず れ か の 方 法 ま た は 他 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ

れ た 本 発 明 の う つ マ ー カ ー も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド （ 必 要 に 応 じ て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ

ン 、 KLH（ Keyhole Limpet Hemocyanin） 等 の キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 架 橋 し た 複 合 体 と す

る こ と も で き る ） を 抗 原 と し て 、 市 販 の ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 完 全 ま た は 不 完 全 フ ロ イ

ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） と と も に 、 動 物 の 皮 下 あ る い は 腹 腔 内 に 2～ 3週 間 お き に 2～ 4回 程 度 投

与 し （ 部 分 採 血 し た 血 清 の 抗 体 価 を 公 知 の 抗 原 抗 体 反 応 に よ り 測 定 し 、 そ の 上 昇 を 確 認 し

て お く ） 、 最 終 免 疫 か ら 約 3～ 約 10日 後 に 全 血 を 採 取 し て 抗 血 清 を 精 製 す る こ と に よ り 取

得 で き る 。 抗 原 を 投 与 す る 動 物 と し て は 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、

ハ ム ス タ ー な ど の 哺 乳 動 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 細 胞 融 合 法 （ 例 え ば 、 渡 邊 武 、 細 胞 融 合 法 の 原 理 と モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 、 谷 内 昭 、 高 橋 利 忠 編 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と が ん － 基 礎 と 臨 床

－ 」 、 第 2-14頁 、 サ イ エ ン ス フ ォ ー ラ ム 出 版 、 1985年 ） に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 例

え ば 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 市 販 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に マ ウ

ス に 2～ 4回 皮 下 あ る い は 腹 腔 内 に 投 与 し 、 最 終 投 与 の 約 3日 後 に 脾 臓 あ る い は リ ン パ 節 を

採 取 し 、 白 血 球 を 採 取 す る 。 こ の 白 血 球 と 骨 髄 腫 細 胞 （ 例 え ば 、 NS-1, P3X63Ag8な ど ） を

細 胞 融 合 し て 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
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を 得 る 。 細 胞 融 合 は PEG法 ［ J. Im munol. Methods, 81(2): 223-228 (1985)］ で も 電 圧 パ

ル ス 法 ［ Hybridoma, 7(6): 627-633 (1988)］ で あ っ て も よ い 。 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 周 知 の EIAま た は RIA法 等 を 用 い て 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す

る 抗 体 を 、 培 養 上 清 中 か ら 検 出 す る こ と に よ り 選 択 で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す

る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 ま た は マ ウ ス も し く は ラ ッ ト 、 好 ま し く は マ ウ

ス 腹 水 中 等 の イ ン ビ ボ で 行 う こ と が で き 、 抗 体 は そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 お よ

び 動 物 の 腹 水 か ら 取 得 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 Ｂ β 鎖 お よ び ITIH4の フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 本 発 明 の う つ

マ ー カ ー で あ る ペ プ チ ド 以 外 の も の も 、 被 験 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の ペ

プ チ ド 群 は う つ 病 性 障 害 で 有 意 な 変 動 は 認 め ら れ な い が 、 他 の 疾 患 に お い て こ れ ら の い ず

れ か が 顕 著 に 高 値 ま た は 低 値 を 示 す 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ペ プ チ ド α １ に 対 す

る 抗 体 が 、 １ 以 上 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の 他 の フ ラ グ メ ン ト と 交 差 反 応 性 を 有 す る 場

合 、 他 の 疾 患 を う つ 病 性 障 害 と 誤 診 す る （ 偽 陽 性 ） 可 能 性 が 高 く な る 。 従 っ て 、 本 発 明 の

検 査 方 法 に 用 い ら れ る 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 は 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド 以 外

の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 Ｂ β 鎖 ま た は ITIH4の フ ラ グ メ ン ト と は 交 差 反 応 し な い 、 特

異 性 の 高 い 抗 体 で あ る こ と が 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 複

数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 当 該 他 の フ ラ グ メ ン ト と 反 応 さ せ 、 そ れ ら と 交 差 反 応 し な い 抗

体 を 選 択 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る 本 発 明 の 検 査 方 法 は 、 特 に 制 限 さ れ る べ き も の で は な く 、 被 験 試

料 中 の 抗 原 量 に 対 応 し た 抗 体 、 抗 原 も し く は 抗 体 － 抗 原 複 合 体 の 量 を 化 学 的 ま た は 物 理 的

手 段 に よ り 検 出 し 、 こ れ を 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 標 準 液 を 用 い て 作 製 し た 標 準 曲 線 よ り 算 出

す る 測 定 法 で あ れ ば 、 い ず れ の 測 定 法 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ネ フ ロ メ ト リ ー 、 競 合 法

、 イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 お よ び サ ン ド イ ッ チ 法 等 が 好 適 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 標 識 物 質 を 用 い る 測 定 法 に 用 い ら れ る 標 識 剤 と し て は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素

、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 な ど が 用 い ら れ る 。 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 例 え ば 、 〔
1 2 5

I〕 、

〔
1 3 1

I〕 、 〔
3
H〕 、 〔

1 4
C〕 な ど が 用 い ら れ る 。 上 記 酵 素 と し て は 、 安 定 で 比 活 性 の 大 き

な も の が 好 ま し く 、 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ ー ゼ 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 な ど が 用 い ら れ る 。 蛍 光 物 質 と し て

は 、 例 え ば 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 フ ル オ レ ッ セ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト な ど が 用 い ら れ る 。

発 光 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 ル ミ ノ ー ル 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ ゲ ニ ン

な ど が 用 い ら れ る 。 さ ら に 、 抗 体 あ る い は 抗 原 と 標 識 剤 と の 結 合 に ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 系

を 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 抗 原 あ る い は 抗 体 の 不 溶 化 に 当 っ て は 、 物 理 吸 着 を 用 い て も よ く 、 ま た 通 常 タ ン パ ク 質

あ る い は 酵 素 等 を 不 溶 化 、 固 定 化 す る の に 用 い ら れ る 化 学 結 合 を 用 い る 方 法 で も よ い 。 担

体 と し て は 、 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス な ど の 不 溶 性 多 糖 類 、 ポ リ ス チ レ ン

、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 シ リ コ ン 等 の 合 成 樹 脂 、 あ る い は ガ ラ ス 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に お い て は 、 不 溶 化 し た 本 発 明 の 抗 体 に 被 験 試 料 を 反 応 さ せ （ 1次 反 応

） 、 さ ら に 標 識 化 し た 別 の 本 発 明 の 抗 体 を 反 応 さ せ （ 2次 反 応 ） た 後 、 不 溶 化 担 体 上 の 標

識 剤 の 量 （ 活 性 ） を 測 定 す る こ と に よ り 、 被 験 試 料 中 の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー 量 を 定 量 す

る こ と が で き る 。 1次 反 応 と 2次 反 応 は 逆 の 順 序 に 行 っ て も 、 ま た 、 同 時 に 行 な っ て も よ い

し 時 間 を ず ら し て 行 な っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 サ ン ド イ ッ チ 法 以 外 の 測 定 シ ス

テ ム 、 例 え ば 、 競 合 法 、 イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 あ る い は ネ フ ロ メ ト リ ー な ど に 用 い る こ と も

で き る 。
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　 競 合 法 で は 、 被 験 試 料 中 の 抗 原 と 標 識 抗 原 と を 抗 体 に 対 し て 競 合 的 に 反 応 さ せ た 後 、 未

反 応 の 標 識 抗 原 (F)と 、 抗 体 と 結 合 し た 標 識 抗 原 （ B） と を 分 離 し （ B/F分 離 ） 、 B， Fい ず

れ か の 標 識 量 を 測 定 し 、 被 験 試 料 中 の 抗 原 量 を 定 量 す る 。 本 反 応 法 に は 、 抗 体 と し て 可 溶

性 抗 体 を 用 い 、 B/F分 離 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 前 記 抗 体 に 対 す る 第 ２ 抗 体 な ど を 用

い る 液 相 法 、 お よ び 、 第 1抗 体 と し て 固 相 化 抗 体 を 用 い る か 、 あ る い は 、 第 １ 抗 体 は 可 溶

性 の も の を 用 い 第 2抗 体 と し て 固 相 化 抗 体 を 用 い る 固 相 化 法 と が 用 い ら れ る 。

　 イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 で は 、 被 験 試 料 の 抗 原 と 固 相 化 抗 原 と を 一 定 量 の 標 識 化 抗 体 に 対 し

て 競 合 反 応 さ せ た 後 固 相 と 液 相 を 分 離 す る か 、 あ る い は 、 被 験 試 料 中 の 抗 原 と 過 剰 量 の 標

識 化 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 次 に 固 相 化 抗 原 を 加 え 未 反 応 の 標 識 化 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ た 後

、 固 相 と 液 相 を 分 離 す る 。 次 に 、 い ず れ か の 相 の 標 識 量 を 測 定 し 被 験 試 料 中 の 抗 原 量 を 定

量 す る 。

　 ま た 、 ネ フ ロ メ ト リ ー で は 、 ゲ ル 内 あ る い は 溶 液 中 で 抗 原 抗 体 反 応 の 結 果 生 じ た 不 溶 性

の 沈 降 物 の 量 を 測 定 す る 。 被 験 試 料 中 の 抗 原 量 が 僅 か で あ り 、 少 量 の 沈 降 物 し か 得 ら れ な

い 場 合 に も レ ー ザ ー の 散 乱 を 利 用 す る レ ー ザ ー ネ フ ロ メ ト リ ー な ど が 好 適 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 こ れ ら 個 々 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 本 発 明 の 定 量 方 法 に 適 用 す る に あ た っ て は 、 特 別 の 条 件

、 操 作 等 の 設 定 は 必 要 と さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 方 法 に お け る 通 常 の 条 件 、 操 作 法 に 当 業 者

の 通 常 の 技 術 的 配 慮 を 加 え て 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 測 定 系 を 構 築 す れ ば よ い 。 こ れ ら の

一 般 的 な 技 術 手 段 の 詳 細 に つ い て は 、 総 説 、 成 書 な ど を 参 照 す る こ と が で き る 。

　 例 え ば 、 入 江 　 寛 編 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ 講 談 社 、 昭 和 49年 発 行 ） 、 入 江 　 寛 編

「 続 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ 講 談 社 、 昭 和 54年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法

」 （ 医 学 書 院 、 昭 和 53年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 2版 ） （ 医 学 書 院

、 昭 和 57年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 3版 ） （ 医 学 書 院 、 昭 和 62年 発

行 ） 、 「 Methods in ENZY M OLO G Y」 Vol. 70 (Im munochemical Techniques (Part A))、 同

書 Vol. 73 (Im munochemical Techniques (Part B))、 同 書 Vol. 74 (Im munochemical Te

chniques (Part C))、 同 書 Vol. 84 (Im munochemical Techniques (Part D: Selected Im

munoassays))、 同 書 Vol. 92 (Im munochemical Techniques (Part E: Monoclonal Antibo

dies and General Im munoassay Methods))、 同 書 Vol. 121 (Im munochemical Techniques

 (Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies)) (以 上 、 ア カ デ ミ ッ ク プ

レ ス 社 発 行 )な ど を 参 照 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る 別 の 本 発 明 の 検 査 方 法 と し て 、 該 抗 体 を 上 記 し た よ う

な 質 量 分 析 計 に 適 合 し 得 る プ ロ ー ブ の 表 面 上 に 固 定 化 し 、 該 プ ロ ー ブ 上 の 該 抗 体 に 被 検 試

料 を 接 触 さ せ 、 該 抗 体 に 捕 捉 さ れ た 生 体 試 料 成 分 を 質 量 分 析 に か け 、 該 抗 体 が 認 識 す る マ

ー カ ー ペ プ チ ド の 分 子 量 に 相 当 す る ピ ー ク を 検 出 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 上 記 の い ず れ か の 方 法 に よ り 測 定 さ れ た 被 験 者 由 来 の 試 料 中 の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の

レ ベ ル が 、 健 常 者 由 来 の 対 照 試 料 中 の 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド レ ベ ル に 比 べ て 有 意 に 変 動 し て

い る 場 合 、 該 被 験 者 は う つ 病 性 障 害 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン

Ｂ β 鎖 、 あ る い は ITIH4で あ る 場 合 、 試 料 中 の 該 マ ー カ ー の レ ベ ル が 、 健 常 者 由 来 の 対 照

試 料 中 の 該 マ ー カ ー レ ベ ル に 比 べ て 有 意 に 減 少 し て い る 場 合 、 該 被 験 者 は う つ 病 性 障 害 に

罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が ペ プ チ ド α １ 、 α ２ 、 β １ 、 β ３ 、 β ４ あ る い は ペ プ チ ド H4の

場 合 、 試 料 中 の 該 マ ー カ ー の レ ベ ル が 、 健 常 者 由 来 の 対 照 試 料 中 の 該 マ ー カ ー レ ベ ル に 比

べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 場 合 、 該 被 験 者 は う つ 病 性 障 害 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 診

断 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が ペ プ チ ド β ２ の 場 合 、 試 料 中 の 該 マ ー カ ー の レ ベ ル が 、 健 常 者

由 来 の 対 照 試 料 中 の 該 マ ー カ ー レ ベ ル に 比 べ て 有 意 に 減 少 し て い る 場 合 、 該 被 験 者 は う つ

病 性 障 害 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 発 明 の 検 査 方 法 は 、 患 者 か ら 時 系 列 で 生 体 試 料 を 採 取 し 、 各 試 料 に お け る 本 発 明 の う

つ マ ー カ ー の 発 現 の 経 時 変 化 を 調 べ る こ と に よ り 行 う こ と が 好 ま し い 。 生 体 試 料 の 採 取 間

隔 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 患 者 の Q OLを 損 な わ な い 範 囲 で で き る だ け 頻 繁 に サ ン プ リ ン グ

す る こ と が 望 ま し く 、 例 え ば 、 血 漿 も し く は 血 清 を 試 料 と し て 用 い る 場 合 、 約 １ 分 ～ 約 12

時 間 の 間 隔 で 採 血 を 行 う こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の う ち 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ

ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 お よ び ITIH4、 あ る い は ペ プ チ ド β ２ は 、 う つ 病 性 障

害 の 病 態 が 進 行 す る に 従 っ て 血 清 ・ 血 漿 レ ベ ル が 減 少 す る 傾 向 に あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の

マ ー カ ー の レ ベ ル が 経 時 的 に 増 加 し た 場 合 に は 、 該 患 者 に お け る う つ 病 性 障 害 の 病 態 が 改

善 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い と 判 定 す る こ と が で き る 。 一 方 、 ペ プ チ ド α １ 、 α ２ 、 β １ 、

β ３ 、 β ４ お よ び ペ プ チ ド H4は 、 う つ 病 性 障 害 の 病 態 が 進 行 す る に 従 っ て 血 清 ・ 血 漿 レ ベ

ル が 上 昇 す る 傾 向 に あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の マ ー カ ー の レ ベ ル が 経 時 的 に 減 少 し た 場 合 に

は 、 該 患 者 に お け る う つ 病 性 障 害 の 病 態 が 改 善 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い と 判 定 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 さ ら に 、 上 記 時 系 列 的 な サ ン プ リ ン グ に よ る う つ 病 性 障 害 の 検 査 方 法 は 、 前 回 サ ン プ リ

ン グ と 当 回 サ ン プ リ ン グ と の 間 に 、 被 験 者 で あ る 患 者 に 対 し て 該 疾 患 の 治 療 措 置 が 講 じ ら

れ た 場 合 に 、 当 該 措 置 に よ る 治 療 効 果 を 評 価 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 即 ち 、 治 療 の

前 後 に サ ン プ リ ン グ し た 試 料 に つ い て 、 治 療 後 の 状 態 が 治 療 前 の 状 態 と 比 較 し て 病 態 の 改

善 が 認 め ら れ る と 判 定 さ れ た 場 合 に 、 当 該 治 療 の 効 果 が あ っ た と 評 価 す る こ と が で き る 。

一 方 、 治 療 後 の 状 態 が 治 療 前 の 状 態 と 比 較 し て 病 態 の 改 善 が 認 め ら れ な い 、 あ る い は さ ら

に 悪 化 し て い る と 判 定 さ れ た 場 合 に は 、 当 該 治 療 の 効 果 が な か っ た と 評 価 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 さ ら に 本 発 明 の う つ マ ー カ ー は 、 診 断 以 外 に 積 極 的 な う つ 病 性 障 害 の 創 薬 タ ー ゲ ッ ト を

提 供 す る こ と も で き る 。 即 ち 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド そ れ 自 体 が 該 疾 患 の 治 療 （ 寛 解 ） 方 向

に 生 理 機 能 を 持 つ （ 「 治 療 ペ プ チ ド 」 と い う ） 場 合 、 該 ペ プ チ ド の 量 も し く は 活 性 を 増 大

さ せ る 物 質 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 ま た 、 該 マ ー カ ー ペ プ チ ド そ れ 自 体 が 該 疾 患 の

増 悪 方 向 に 生 理 機 能 を 持 つ 場 合 （ 「 増 悪 ペ プ チ ド 」 と い う ） 、 該 ペ プ チ ド の 量 も し く は 活

性 を 低 減 さ せ る 物 質 を 投 与 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ 該 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が 治 療 ペ プ チ ド と し て 作 用 す る 場 合 に 、 該 ペ プ チ

ド の 量 も し く は 活 性 を 増 大 さ せ る 、 お よ び ／ ま た は 、 本 発 明 の う つ マ ー カ ー が 増 悪 ペ プ チ

ド と し て 作 用 す る 場 合 に 、 該 ペ プ チ ド の 量 も し く は 活 性 を 低 減 さ せ る こ と に よ る 、 う つ 病

性 障 害 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 該 治 療 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明

の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 お よ び ／ ま た は 増 悪 ペ プ チ ド と し て の

本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 の 有 効 量 を 、 う つ 病 性 障 害 患 者

に 投 与 す る こ と を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー

カ ー の 量 も し く は 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 お よ び ／ ま た は 増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う

つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 を 含 有 し て な る 、 う つ 病 性 障 害 治 療 剤 を 提

供 す る 。

　 具 体 的 に は 、 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 と し

て は 、 該 ペ プ チ ド 自 体 あ る い は そ れ と 同 様 の ア ゴ ニ ス ト 作 用 を 有 す る 分 子 が 挙 げ ら れ る 。

あ る い は 、 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 と し て 、

該 ペ プ チ ド の 非 中 和 抗 体 、 好 ま し く は ア ゴ ニ ス ト 抗 体 な ど も 挙 げ る こ と が で き る 。 一 方 、

増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 と し て は 、 該 ペ プ チ

10

20

30

40

50



(14) JP  WO2009/096502  A1  2009.8.6

ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 を 有 す る 分 子 、 あ る い は 該 ペ プ チ ド に 対 す る 中 和 抗 体 な ど が 挙 げ

ら れ る 。

　 ま た 、 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 産 生 を 増 大 さ せ る 物 質 と し て は 、

生 体 内 に 存 在 す る 親 蛋 白 質 （ フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 、 ITIH4

） か ら 該 ペ プ チ ド を 遊 離 す る 分 解 酵 素 、 該 ペ プ チ ド の Ｎ 末 側 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 側 に 該 分

解 酵 素 に よ り 認 識 ・ 切 断 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む 、 該 分 解 酵 素 の 基 質 も し く は 基

質 ア ナ ロ グ 分 子 、 該 分 解 酵 素 の 産 生 を 促 進 す る 分 子 (類 似 化 合 物 を 含 む )、 該 分 解 酵 素 の 活

性 を 促 進 す る 分 子 、 該 分 解 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー の 産 生 を 抑 制 す る 分 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。

該 ペ プ チ ド の Ｎ 末 側 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 側 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 該 ペ プ チ ド を 遊 離 さ せ る

分 解 酵 素 の 存 在 が 示 唆 さ れ 、 該 ペ プ チ ド の Ｎ 末 側 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 側 の ア ミ ノ 酸 配 列 を

プ ロ ー ブ に し た 分 解 酵 素 探 索 と 同 定 が 可 能 と な る 。 こ う し て 同 定 さ れ た 分 解 酵 素 の 基 質 も

し く は 基 質 ア ナ ロ グ 分 子 、 即 ち 、 該 ペ プ チ ド の Ｎ 末 側 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 側 に 該 分 解 酵 素

に よ り 認 識 ・ 切 断 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む ペ プ チ ド 分 子 は 、 う つ 病 性 障 害 患 者 の

体 内 で 該 分 解 酵 素 に よ り 切 断 さ れ て 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー も し く は

そ の ア ナ ロ グ 分 子 を 遊 離 す る の で 、 同 様 の 治 療 効 果 を 奏 す る こ と が で き る 。 一 方 、 同 定 さ

れ た 分 解 酵 素 の 産 生 お よ び ／ ま た は 活 性 を 促 進 す る 物 質 も 、 間 接 的 に 治 療 ペ プ チ ド と し て

の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 産 生 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 物 質 は 、 標 的 の 分 解

酵 素 が 同 定 さ れ れ ば 、 自 体 公 知 の 手 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 、 あ る い は 分 子 設 計 す る こ

と が で き る 。

　 一 方 、 増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 産 生 を 低 減 さ せ る 物 質 と し て は 、

生 体 内 に 存 在 す る 蛋 白 質 か ら 該 ペ プ チ ド を 遊 離 す る 分 解 酵 素 の 産 生 を 抑 制 す る 分 子 、 該 分

解 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 該 イ ン ヒ ビ タ ー の 産 生 を 促 進 す る 分 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 増 悪 ペ

プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 遊 離 す る 分 解 酵 素 は 、 上 記 治 療 ペ プ チ ド と し て の

本 発 明 の う つ マ ー カ ー と 同 様 の 手 法 に よ り 探 索 ・ 同 定 す る こ と が で き る 。 こ う し て 同 定 さ

れ た 分 解 酵 素 を 用 い て 、 自 体 公 知 の 手 法 に よ り 、 該 分 解 酵 素 の 産 生 も し く は 活 性 を 直 接 ま

た は 間 接 的 に 抑 制 （ 阻 害 ） す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 あ る い は 分 子 設 計 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 お よ び

増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 は 、 常 套

手 段 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。

　 例 え ば 、 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 と し て は 、 固 体 ま た は 液 体 の 剤 形 、 具 体 的 に は 錠 剤 （

糖 衣 錠 、 フ ィ ル ム コ ー テ ィ ン グ 錠 を 含 む ） 、 丸 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 カ プ セ ル 剤 （ ソ フ ト カ

プ セ ル 剤 を 含 む ） 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 な ど が あ げ ら れ る 。 か か る 組 成 物 は 自 体 公

知 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 、 製 剤 分 野 に お い て 通 常 用 い ら れ る 担 体 、 希 釈 剤 も し く は 賦 形

剤 を 含 有 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 錠 剤 用 の 担 体 、 賦 形 剤 と し て は 、 乳 糖 、 で ん ぷ ん 、 蔗

糖 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 用 い ら れ る 。

　 非 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 と し て は 、 例 え ば 、 注 射 剤 、 坐 剤 な ど が 用 い ら れ 、 注 射 剤 は

静 脈 注 射 剤 、 皮 下 注 射 剤 、 皮 内 注 射 剤 、 筋 肉 注 射 剤 、 点 滴 注 射 剤 、 関 節 内 注 射 剤 な ど の 剤

形 を 包 含 す る 。 か か る 注 射 剤 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 、 上 記 化 合 物 ま た は そ

の 塩 を 通 常 注 射 剤 に 用 い ら れ る 無 菌 の 水 性 も し く は 油 性 液 に 溶 解 、 懸 濁 ま た は 乳 化 す る こ

と に よ っ て 調 製 す る 。 注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他

の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液 な ど が 用 い ら れ 、 適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル （ 例 、 エ

タ ノ ー ル ） 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ 例 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、

非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 〔 例 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ （ polyoxyethylene（ 50mol

） adduct of hydrogenated castor oil） 〕 な ど と 併 用 し て も よ い 。 油 性 液 と し て は 、 例

え ば 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 な ど が 用 い ら れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、 ベ ン ジ ル ア

ル コ ー ル な ど を 併 用 し て も よ い 。 調 製 さ れ た 注 射 液 は 、 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充 填 さ れ

る 。 直 腸 投 与 に 用 い ら れ る 坐 剤 は 、 上 記 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 通 常 の 坐 薬 用 基 剤 に 混 合 す

る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】

　 上 記 の 経 口 用 ま た は 非 経 口 用 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 投 与 量 に 適 合 す る よ う な 投 薬 単

位 の 剤 形 に 調 製 さ れ る こ と が 好 都 合 で あ る 。 か か る 投 薬 単 位 の 剤 形 と し て は 、 錠 剤 、 丸 剤

、 カ プ セ ル 剤 、 注 射 剤 （ ア ン プ ル ） 、 坐 剤 な ど が 例 示 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 投 薬 単 位 剤 形 当 た

り 通 常 ５ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ 、 と り わ け 注 射 剤 で は ５ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 そ の 他 の 剤 形 で は １ ０ ～ ２

５ ０ ｍ ｇ の 上 記 化 合 物 が 含 有 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。

　 な お 前 記 し た 各 組 成 物 は 、 上 記 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く

は 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 ま た は 増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は

活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 と の 配 合 に よ り 、 好 ま し く な い 相 互 作 用 を 生 じ な い 限 り 、 他 の 活 性

成 分 を 含 有 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 ヒ ト に 対 し て 経 口 的

に ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。

　 治 療 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 増 大 さ せ る 物 質 お よ び

増 悪 ペ プ チ ド と し て の 本 発 明 の う つ マ ー カ ー の 量 も し く は 活 性 を 低 減 さ せ る 物 質 の 投 与 量

は 、 そ の 作 用 、 投 与 ル ー ト 、 患 者 の 重 篤 度 、 年 齢 、 体 重 、 薬 物 受 容 性 な ど に よ り 差 異 は あ

る が 、 例 え ば 、 成 人 １ 日 あ た り 活 性 成 分 量 と し て 約 ０ ． ０ ０ ０ ８ ～ 約 ２ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 好

ま し く は 約 ０ ． ０ ０ ８ ～ 約 ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ り 、 こ れ を 1回 も し く は 数 回 に 分 け て

投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 が こ れ ら に 限 定 さ れ な

い こ と は 言 う ま で も な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

実 施 例 １ 　 BlotChipを 用 い た プ ロ フ ァ イ リ ン グ 解 析

　 各 種 う つ 病 性 障 害 患 者 の 血 清 ・ 血 漿 並 び に 健 常 者 血 清 ・ 血 漿 1.5μ Lを 電 気 泳 動 用 サ ン プ

ル 処 理 液 （ NuPA GE（ 登 録 商 標 ） LDS Sample Buffer 4x ;Invitrogen） 4.5μ Lと 混 合 し 70℃

で １ ０ 分 間 、 加 熱 処 理 し た 後 、 4-12％ グ ラ ジ ェ ン ト ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Invitrogen

） に ア プ ラ イ し 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 電 気 泳 動 終 了 後 、 ゲ ル を 切 り 出 し BLOTCHIP（ 登 録 商 標

） （ Protosera, Inc.） に 積 層 し 電 気 転 写 用 バ ッ フ ァ ー （ BLOTBuffer
T M

;Protosera, Inc.

） 中 で 90m A,120分 間 転 写 し た 。 転 写 終 了 後 、 チ ッ プ の 表 面 を 超 純 水 で リ ン ス し 、 チ ッ プ 全

体 に マ ト リ ッ ク ス （ α -Cyano-4-hydroxy cinamic acid） を 塗 布 後 、 matrix-assisted las

er desorptionionization time-of-flight (M ALDI-TOF) mass spectrometer (BrukerDalt

nics社 製 Ultra-FlexII)で 質 量 分 析 を 行 っ た 。 測 定 パ ラ メ ー タ は 、 Detector voltage 1685

V, Supression1000, Laser Intensity は 28～ 35の Fuzzyモ ー ド で 、 １ チ ッ プ あ た り 415点

、 １ 点 あ た り 500回 の レ ー ザ ー 照 射 で 、 総 計 207,500回 レ ー ザ ー 照 射 を 行 っ た 。 得 ら れ た ス

ペ ク ト ル 中 の 各 ピ ー ク 強 度 を M/z 毎 に 積 算 し 、 １ 個 の 積 算 ス ペ ク ト ル に 変 換 し た 。 積 算 ス

ペ ク ト ル を ClinProTools (BrukerDaltonik G mbH) を 用 い て 、 患 者 血 清 ・ 血 漿 と 健 常 者 血

清 ・ 血 漿 の 間 で デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル プ ロ フ ァ イ リ ン グ 解 析 を 行 っ た 。 さ ら に こ う し て 得 ら

れ た 解 析 結 果 を 実 際 の 積 算 ス ペ ク ト ル 中 の ピ ー ク と 照 合 し た 。

　 そ の 結 果 、 う つ 病 性 障 害 患 者 群 に お い て 、 ピ ー ク 強 度 が 、 健 常 者 群 と 比 較 し て 顕 著 に 高

値 を 示 す 、 分 子 量 2188.16、 2843.41、 2355.10、 2234.19、 2106.10お よ び 2166.06の 6種 の

ペ プ チ ド 、 並 び に う つ 病 性 障 害 患 者 群 に お い て 、 ピ ー ク 強 度 が 、 健 常 者 群 と 比 較 し て 顕 著

に 低 値 を 示 す 、 分 子 量 2881.53の ペ プ チ ド が 検 出 さ れ た （ 表 １ お よ び 図 １ ～ ７ ） 。

【 ０ ０ ６ ５ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ６ ６ 】

実 施 例 ２ 　 BlotChip上 で の de novo MS/MS解 析 に よ る ペ プ チ ド の 同 定

　 同 定 に は matrix-assisted laser desorption ionization
 
t ime-of-flight (M ALDI-TOF)

mass spectrometer (Bruker Daltnics社 製 Ultra-FlexII)を 使 用 し 、 Bradykinin, Angiote

nsin II, Angiotensin I, Substance P, Bombesin,Renin Substrate, ACTH Clip{1-17},

ACTH Clip{18-39}, Somatostatinを 用 い て 質 量 校 正 を 行 っ た 。 そ の 後 、 リ フ レ ク ト ロ ン 測

定 モ ー ド で プ ロ フ ァ イ リ ン グ を と り 、 選 択 し た ペ プ チ ド ピ ー ク と そ の フ ラ グ メ ン ト イ オ ン

か ら Biotools(Bruker Daltonik G mbH)に 組 み 込 ま れ て い る M ASCOT検 索 エ ン ジ ン を 通 し て 、

NCBInr及 び 、 SwissProtデ ー タ ベ ー ス と 合 わ せ 、 MS/MS解 析 に よ る 同 定 を 行 っ た 。

　 そ の 結 果 、 ペ プ チ ド １ ～ ７ は 、 表 ２ に 示 さ れ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 両 端 の ア ミ ノ 酸 は 親 蛋

白 質 に お け る 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 し て い る ） か ら な る ペ プ チ ド で あ る と 同 定 さ れ た

。 ホ モ ロ ジ ー 検 索 の 結 果 、 ペ プ チ ド １ 、 ４ 、 ５ 、 ６ は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ｂ β 鎖 の フ ラ グ メ

ン ト 、 ペ プ チ ド ２ は ITIH4の フ ラ グ メ ン ト 、 ペ プ チ ド ３ 、 ７ は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン Ａ α 鎖 の

フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

【 表 ２ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 発 明 の う つ マ ー カ ー を 利 用 し た 臨 床 検 査 方 法 は 、 う つ 病 性 障 害 を 迅 速 且 つ 的 確 に 判 断

で き る の で 、 該 疾 患 の 早 期 発 見 、 早 期 治 療 が 可 能 と な る 点 で 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に

お け る 測 定 対 象 た る 本 発 明 の う つ マ ー カ ー は 、 そ れ 自 体 、 う つ 病 性 障 害 に お け る 創 薬 タ ー

ゲ ッ ト と な り 得 る の で 、 当 該 疾 患 の 新 規 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 並 び に そ れ ら を 用 い た

該 疾 患 の 治 療 に 利 用 し 得 る 点 で 、 極 め て 有 用 で あ る 。

　 本 発 明 は 日 本 で 出 願 さ れ た 特 願 ２ ０ ０ ８ － ０ ２ １ ７ １ ９ （ 出 願 日 ： ２ ０ ０ ８ 年 １ 月 ３ １
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日 ） を 基 礎 と し て お り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 に 全 て 包 含 さ れ る も の で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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