
(57)【要約】
【課題】　タム－ホースフォール・グリコプロテイン（ＴＨＧ）およびウロモジュリンの
識別法を提供する。
【解決手段】　タム－ホースフォール・グリコプロテイン（ＴＨＧ）もしくはウロモジュ
リンの精製物はヒト免疫グロブリンのクラスおよびサブクラスに対して互に異なる結合性
を示し、その結合性を利用して両者を識別する方法。
【効果】　本発明によれば、タム－ホースフォール・グリコプロテイン（ＴＨＧ）および
ウロモジュリンの精製物の特性を利用して両者を識別することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ ム － ホ ー ス フ ォ ー ル ・ グ リ コ プ ロ テ イ ン で あ る か ウ ロ モ ジ ュ リ ン で あ る か 識 別 さ れ て
い な い 試 料 に ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス Ｉ ｇ Ｍ ま た は Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス Ｉ ｇ Ｇ ３ を
作 用 さ せ 、 そ の 作 用 量 を 酵 素 標 識 － プ ロ テ イ ン Ｇ で 測 定 す る か 、 ま た は 直 接 酵 素 標 識 し た
Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 を 作 用 さ せ 、 そ の 作 用 量 を 測 定 を す る こ と を 特 徴 と す る タ ム
－ ホ ー ス フ ォ ー ル ・ グ リ コ プ ロ テ イ ン と ウ ロ モ ジ ュ リ ン を 識 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 人 尿 を 低 温 放 置 又 は 凍 結 し た の ち 融 解 し て 生 成 す る 沈 澱 分 画 も し く は 人 尿 に 安 息
香 酸 ナ ト リ ウ ム も し く は ア ン モ ニ ウ ム を 溶 解 し た の ち 溶 液 を 安 息 香 酸 の 析 出 す る 酸 性 に し
て 生 成 す る 沈 澱 分 画 の 精 製 物 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ヒ ト 尿 由 来 の タ ム － ホ ー ス フ ォ ー ル ・ グ リ コ プ ロ テ イ ン （ Ｔ ａ ｍ ｍ － Ｈ ｏ ｒ ｓ
ｆ ａ ｌ ｌ Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） （ 以 後 Ｔ Ｈ Ｇ と 略 称 す る ） お よ び ウ ロ モ ジ ュ リ ン （
Ｕ ｒ ｏ ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ｉ ｎ ） の 精 製 物 に つ い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い る 両 蛋 白 の 識 別 法 に 関 す
る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｔ Ｈ Ｇ は 当 初 、 ウ リ ナ リ ・ ム コ プ ロ テ イ ン （ ｕ ｒ ｉ ｎ ａ ｒ ｙ ｍ ｕ ｃ ｏ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ）
と し て 発 見 さ れ （ Ｍ ｏ ｒ ｎ ｅ ｒ  Ｋ Ａ Ｈ ， １ ８ ９ ５  Ｓ ｋ ａ ｎ ｄ ． Ａ ｒ ｃ ｈ ． Ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ
ｌ ． ６ ： ３ ３ ２ ） 、 ウ ィ ル ス に よ る 赤 血 球 凝 集 反 応 を 尿 中 で 阻 害 す る 因 子 で あ る と 報 告 さ
れ た （ Ｔ ａ ｍ ｍ Ｉ  ａ ｎ ｄ  Ｈ ｏ ｒ ｓ ｆ ａ ｌ ｌ Ｆ Ｌ ． １ ９ ５ ０ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｓ ｏ ｃ ． Ｅ ｘ ｐ ．
Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｄ ． ７ ４ ： １ ０ ８ ） 。 具 体 的 な 精 製 法 と し て は 、 尿 を 集 め 、 ４ ℃ で 一 晩 保
存 し た 後 上 清 を 一 部 廃 棄 し 、 そ の 残 部 に ０ ． ５ ８ Ｍ に な る よ う に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 加 え 攪 拌 す る
。 そ の 後 遠 心 分 離 し 沈 澱 を 集 め 、 水 で 溶 か し 再 び 遠 心 し そ の 上 清 を 集 め て 凍 結 乾 燥 し た も
の が Ｔ Ｈ Ｇ で あ る と さ れ て い る 。 以 後 多 く の 研 究 者 に よ っ て Ｔ Ｈ Ｇ は 部 分 的 改 良 を 施 さ れ
た 様 々 な 方 法 で 精 製 さ れ て い る が 、 基 本 的 に は 上 記 の 方 法 に 沿 っ て 精 製 さ れ て い る （ Ｍ ｏ
ｏ ｎ ｅ ｎ Ｐ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ８  Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ  Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ２ ２ ６ ： ３ １ ４ 、 Ｔ ｏ ｍ ａ  Ｇ  ｅ
ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ４  Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ． ２ ０ ０ ：
２ ７ ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 妊 婦 尿 か ら Ｔ Ｈ Ｇ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 糖 タ ン パ ク 質 ウ ロ モ ジ ュ リ ン （ Ｕ ｒ
ｏ ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ｉ ｎ ） が 精 製 さ れ た （ Ｍ ｕ ｃ ｈ ｍ ｏ ｒ ｅ Ａ Ｖ  ａ ｎ ｄ Ｄ ｅ ｃ ｋ ｅ ｒ  Ｊ Ｍ ， １
９ ８ ５  Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ  ２ ２ ９ ： ４ ７ ９ ） 。 ウ ロ モ ジ ュ リ ン は 妊 婦 尿 を レ ク チ ン カ ラ ム （
Ｃ ｏ ｎ  Ａ － Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ  ｃ ｏ ｌ ｏ ｍ ｎ ） に か け た 後 、 α － メ チ ル マ ン ノ ー ス に よ
っ て 溶 出 し た 液 を 水 に 対 し 透 析 し 凍 結 乾 燥 す る 。 こ れ を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 再 溶 解 し ゲ ル
濾 過 、 等 電 点 電 気 泳 動 に よ っ て 再 度 分 離 し 、 限 外 濾 過 膜 に て 濃 縮 し て 精 製 さ れ る 。 当 初 、
ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 糖 鎖 部 位 に は 多 く の 機 能 が あ り Ｉ Ｌ － １ ， Ｉ Ｌ － ２ ， 腸 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ
Ｎ Ｆ ） な ど の サ イ ト カ イ ン の 特 異 的 な リ ガ ン ド と さ れ て き た （ Ｈ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ Ｃ  ｅ ｔ  ａ
ｌ ， １ ９ ８ ７  Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ  ２ ３ ７ ： １ ４ ９ ７ 、 Ｓ ｈ ｅ ｒ ｂ ｌ ｏ ｍ Ａ Ｐ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １
９ ８ ９  Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ４ ３ ： ９ ３ ９ 、 Ｂ ｒ ｏ ｗ ｎ Ｋ Ｍ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ６  Ｐ
ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ． Ｓ ． Ａ ． ８ ３ ： ９ １ １ ９ 、 Ｗ ｉ ｎ ｋ ｅ ｌ ｓ ｔ
ｅ ｉ ｎ  Ａ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ０  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ  ２ ０ ： ２ ０ １
） 。 し か し 最 近 で は 単 に 尿 か ら 塩 析 法 に よ っ て 精 製 さ れ た も の を Ｔ Ｈ Ｇ 、 妊 婦 尿 を 原 料 と
し て 塩 析 法 に よ っ て 精 製 さ れ た も の を ウ ロ モ ジ ュ リ ン と 呼 ん で い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｔ Ｈ Ｇ に は 分 子 量 の 約 ３ ０ ％ の 糖 が 含 ま れ て お り 、 Ｇ ｌ ｕ Ｎ ａ 2  Ｍ ａ ｎ （ ５ － ７ ） （ Ｇ
ｌ ｕ Ｎ ａ ： Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｍ ａ ｎ ： マ ン ノ ー ス ） で 示 さ れ る マ ン ノ ー ス を 豊
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富 に 含 む 糖 鎖 構 造 を 有 し て い る 。 そ し て Ｍ ａ ｎ ５ ， Ｍ ａ ｎ ６ の 糖 鎖 残 基 が Ｉ Ｌ － １ や Ｉ Ｌ
－ ２ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） を 含 む サ イ ト カ イ ン と 特 異 的 に 結 合 し て い る こ と が 判 明 し
て い る 。 こ れ ら の こ と は Ｔ Ｈ Ｇ が 免 疫 調 節 機 構 に 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る が 、
ア ミ ノ 酸 配 列 が 同 一 で あ る ウ ロ モ ジ ュ リ ン の ほ う が 免 疫 抑 制 作 用 が １ ０ 倍 以 上 高 い と さ れ
て い る 。 ま た 、 最 近 羊 由 来 の Ｔ Ｈ Ｇ が 羊 Ｉ ｇ Ｇ と 結 合 し 、 ヒ ト 由 来 Ｔ Ｈ Ｇ も 同 様 に ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ と 結 合 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Ｒ ｈ ｏ ｄ ｅ ｓ Ｄ Ｃ Ｊ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ３  Ｋ ｉ
ｄ ｎ ｅ ｙ  Ｉ ｎ ｔ ． ４ ４ ： １ ０ １ ４ ） 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｈ Ｇ は サ イ ト カ イ ン を 介 し た 免 疫
調 節 機 構 以 外 に も 、 細 尿 管 内 で の 新 し い 免 疫 制 御 ま た は 免 疫 防 衛 に 重 要 な 役 割 を し て い る
も の と 考 え ら れ る 。 し か し 、 現 在 Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 識 別 を 正 確 に 把 握 し 、 定 量 す
る 方 法 は 確 立 さ れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｍ ｏ ｒ ｎ ｅ ｒ  Ｋ Ａ Ｈ ， １ ８ ９ ５  Ｓ ｋ ａ ｎ ｄ ． Ａ ｒ ｃ ｈ ． Ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ
ｌ ． ６ ： ３ ３ ２
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｔ ａ ｍ ｍ Ｉ  ａ ｎ ｄ  Ｈ ｏ ｒ ｓ ｆ ａ ｌ ｌ Ｆ Ｌ ． １ ９ ５ ０ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｓ ｏ ｃ
． Ｅ ｘ ｐ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｄ ． ７ ４ ： １ ０ ８
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｍ ｏ ｏ ｎ ｅ ｎ Ｐ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ８  Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ  Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ２ ２ ６ ： ３
１ ４ 、 Ｔ ｏ ｍ ａ  Ｇ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ４  Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ
ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ． ２ ０ ０ ： ２ ７ ５
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ｍ ｕ ｃ ｈ ｍ ｏ ｒ ｅ Ａ Ｖ  ａ ｎ ｄ Ｄ ｅ ｃ ｋ ｅ ｒ  Ｊ Ｍ ， １ ９ ８ ５  Ｓ ｃ ｉ ｅ
ｎ ｃ ｅ  ２ ２ ９ ： ４ ７ ９
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ｈ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ Ｃ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ７  Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ  ２ ３ ７ ： １ ４
９ ７ 、 Ｓ ｈ ｅ ｒ ｂ ｌ ｏ ｍ Ａ Ｐ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ９  Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ４ ３ ： ９ ３
９ 、 Ｂ ｒ ｏ ｗ ｎ Ｋ Ｍ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ８ ６  Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ
． Ｓ ． Ａ ． ８ ３ ： ９ １ １ ９ 、 Ｗ ｉ ｎ ｋ ｅ ｌ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ａ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ０  Ｉ ｍ ｍ ｕ
ｎ ｏ ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ  ２ ０ ： ２ ０ １
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Ｒ ｈ ｏ ｄ ｅ ｓ Ｄ Ｃ Ｊ  ｅ ｔ  ａ ｌ ， １ ９ ９ ３  Ｋ ｉ ｄ ｎ ｅ ｙ  Ｉ ｎ ｔ ． ４ ４
： １ ０ １ ４
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｔ Ｈ Ｇ 及 び ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 精 製 を 行 う に 当 た り 多 く の 研 究 者 は 上 記 の 塩 析 法 を 用 い て
い る 。 し か し こ の 方 法 で は 目 的 タ ン パ ク 質 は 勿 論 の こ と 、 そ れ 以 外 に も 多 く の 不 純 物 を 巻
き 込 ん で 沈 澱 さ せ る 恐 れ が あ り 、 後 の 精 製 過 程 に お い て 不 純 物 を 除 く 過 程 を 多 く 取 り 入 れ
な け れ ば な ら な い 。 こ の 問 題 点 を 克 服 す る た め に は も っ と 穏 や か な 方 法 で タ ン パ ク 沈 澱 を
得 る 必 要 が あ る 。 ま た 、 Ｔ Ｈ Ｇ 及 び ウ ロ モ ジ ュ リ ン は 金 属 イ オ ン （ Ｎ ａ +  、 Ｃ ａ 2 + な ど ）
が そ の 溶 液 中 に 存 在 す る と 容 易 に ゲ ル 化 す る た め 、 凍 結 乾 燥 し た Ｔ Ｈ Ｇ を 生 理 的 食 塩 水 で
溶 解 す る の は 容 易 で は な い 。 こ の た め 、 Ｔ Ｈ Ｇ の 精 製 過 程 に お い て 、 凍 結 乾 燥 の 過 程 を 取
り 入 れ ず に 初 め か ら 生 理 的 条 件 下 に お い て 精 製 す る こ と が 望 ま し い 。 更 に 、 Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ
モ ジ ュ リ ン が 正 確 に 測 定 で き 、 そ の 定 量 法 が 確 立 さ れ れ ば 、 そ の 生 理 的 お よ び 臨 床 的 意 義
が よ り 有 効 に 解 明 さ れ る も の と 考 え ら れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 一 般 尿 、 妊 婦 尿 に 関 わ ら ず 尿 を 一 度 凍 結 し 解 凍 し た と き に 多 く の 沈 澱 物 が
生 じ て お り 、 そ の 沈 澱 に 多 量 の Ｔ Ｈ Ｇ が 含 ま れ て い る こ と を 見 い だ し 、 塩 析 法 を 用 い ず に
凍 結 融 解 の １ 過 程 に お い て 、 多 量 の Ｔ Ｈ Ｇ を 沈 澱 さ せ る こ と に 成 功 し た 。 ま た 、 塩 析 法 と
は 違 っ て 急 激 に 沈 澱 を 生 じ さ せ る 方 法 で は な い た め 不 純 物 を 巻 き 込 み に く い と い う 利 点 も
持 っ て い た 。 次 に 、 多 く の 精 製 過 程 を 簡 素 化 し た 結 果 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 以
下 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ と 略 称 す る ） を 用 い て ゲ ル 濾 過 を 行 え ば 、 効 率 よ く 不 純 物 （ 主 に 色 素 ） を 取
り 除 く こ と が で き 、 ま た 、 集 め た フ ラ ク シ ョ ン は 凍 結 乾 燥 す る こ と な く 、 た と え ば 孔 径 約
０ ． ２ μ mの フ ィ ル タ ー を 通 す こ と に よ り 、 ４ ℃ で 保 存 で き る こ と を 知 っ た 。 ウ ロ モ ジ ュ
リ ン は 妊 婦 尿 か ら 上 記 の 凍 結 融 解 沈 澱 法 以 外 に も 安 息 香 酸 沈 澱 法 で 精 製 で き る 方 法 を 確 立
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し た 。 更 に 、 精 製 Ｔ Ｈ Ｇ は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス （ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｍ ） と Ｉ
ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス の 全 て （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， Ｉ ｇ Ｇ ２ ， Ｉ ｇ Ｇ ３ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ ） 、 お よ び Ｉ ｇ Ｇ の
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 と 結 合 す る 。 し か し ウ ロ モ ジ ュ リ ン は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス （
Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ ） お よ び Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス （ Ｉ ｇ Ｇ １ ， Ｉ ｇ Ｇ ２ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ ） と 結 合 す
る が Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス で あ る Ｉ ｇ Ｇ ３ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 と は
結 合 し に く い こ と を 見 い だ し た 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｔ Ｈ Ｇ お よ び ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 精 製 物 の 特 性 を 利 用 し て 両 者 を 識 別 す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は こ れ ら の 新 知 見 を 基 礎 と し て さ ら に 発 展 さ せ た も の で 、 人 尿 を 凍 結 し た の ち 融
解 し て 生 成 す る 沈 澱 分 画 や 人 尿 に 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム も し く は ア ン モ ニ ウ ム を 溶 解 し た の
ち 溶 液 を 安 息 香 酸 の 析 出 す る 酸 性 に し て 生 成 す る 沈 澱 分 画 の よ う な 特 定 の 性 質 を 有 す る Ｔ
Ｈ Ｇ も し く は ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 精 製 物 、 お よ び そ れ ら を 含 有 す る 試 料 に ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （
ａ ｂ ’ ） 2  断 片 等 の ウ ロ モ ジ ュ リ ン が 結 合 し に く い 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 作 用 さ せ 、 そ の 作 用
量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ モ ジ ュ リ ン を 識 別 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 人 尿 の 凍 結 、 融 解 は 通 常 の 方 法 で 行 う こ と が で き 、 融 解 液 中 に 生 成 し て い る 沈 澱 分 画 を
採 取 す る 。 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム も し く は ア ン モ ニ ウ ム は 尿 に 約 ２ ％ （ Ｗ ／ Ｖ ） 加 え れ ば 充
分 で あ る 。 そ の 溶 液 に 、 た と え ば 塩 酸 を 加 え て ｐ Ｈ ３ ～ ４ の 酸 性 に す れ ば 安 息 香 酸 は 析 出
し 、 所 望 の 糖 タ ン パ ク を 吸 着 し て 沈 澱 す る 。 こ の 沈 澱 分 画 に エ タ ノ ー ル を 添 加 、 攪 拌 す る
こ と に よ り 沈 澱 中 の 安 息 香 酸 は 溶 解 し 除 去 し た 沈 澱 分 画 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 で 得 ら れ る 沈 澱 分 画 を 、 た と え ば リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 溶 解 し て ゲ ル 濾 過 す れ ば 色 素
な ど を 含 む 不 純 物 を 除 去 し て さ ら に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 か く し て 得 ら れ る 精 製 物 が 精 製 Ｔ Ｈ Ｇ の 場 合 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス で あ る
Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 、 Ｉ ｇ Ａ （ モ ノ マ ー ） と Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス で
あ る Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ と Ｉ ｇ Ｇ ４ の す べ て と 結 合 す る 特 性 を 有 し 、 精 製 ウ ロ
モ ジ ュ リ ン の 場 合 は 、 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス で あ る Ｉ ｇ Ｇ と Ｉ ｇ Ａ （ モ ノ マ ー ）
お よ び Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス で あ る Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ と Ｉ ｇ Ｇ ４ と 結 合 す る が 、 ヒ ト の 免
疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス で あ る Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ
ク ラ ス で あ る Ｉ ｇ Ｇ ３ と は 結 合 し に く い 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ れ で 精 製 物 を 公 知 の 手 段 に よ っ て そ れ ぞ れ 固 定 化 し て お き 、 こ れ に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の ク ラ ス Ｉ ｇ Ｍ ま た は Ｉ ｇ Ｇ の サ ブ ク ラ ス Ｉ ｇ Ｇ ３ を 作 用 さ せ 、 そ の 作 用 量 を 酵 素 標 識
－ プ ロ テ イ ン Ｇ で 測 定 す る か 、 ま た は 直 接 酵 素 標 識 し た Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 を 作
用 さ せ 、 そ の 作 用 量 を 測 定 す る こ と に よ り Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ モ ジ ュ リ ン を 識 別 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 エ ン ド ト キ シ ン シ ョ ッ ク や 敗 血 症 等 炎 症 に 関 係 す る サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ や Ｔ Ｎ Ｆ に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ て い る と 考 え ら れ て お り 、 ヒ ト 尿 由 来 の Ｔ Ｈ Ｇ ま た は ウ ロ モ ジ ュ リ ン は
サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ に 阻 害 作 用 が あ る か ら こ れ ら の 病 気 に た い す る 治 療 薬 と し て 有 効 で
あ り 、 ま た 、 Ｔ Ｈ Ｇ ま た は ウ ロ モ ジ ュ リ ン は 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 反 応 す る か ら 感 染 抵 抗 性 増
強 作 用 も 保 持 す る と 考 え ら れ る 。 更 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い た Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ モ ジ ュ リ ン
識 別 法 が 確 立 さ れ た の で 、 こ れ ら 蛋 白 の 生 理 的 お よ び 臨 床 的 意 義 を 開 明 す る た め に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 以 下 に 、 参 考 例 及 び 実 施 例 を 挙 げ て 、 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下
の 参 考 例 及 び 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 参 考 例 １
　 健 常 人 尿 を 集 め － ２ ０ ℃ に て 凍 結 さ せ た 後 ４ ℃ に て 再 解 凍 さ せ る こ と に よ り 沈 澱 を 得 た
。 こ れ を ３ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 ３ ０ ｍ ｉ ｎ 遠 心 分 離 し 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （
Ｐ Ｂ Ｓ ） に 溶 解 さ せ 同 緩 衝 液 で 透 析 を し た 。 こ の 後 遠 心 分 離 を 行 い そ の 上 清 を ア ミ コ ン に
て 濃 縮 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い 、 移 動 相 を Ｐ Ｂ Ｓ の 条 件 で ゲ ル 濾 過 （ Ｔ Ｓ Ｋ － ３ ０ ０ ０ Ｓ Ｗ ：
東 ソ ー 社 ） を 行 っ た （ 図 １ ） 。 ボ イ ド ・ ボ リ ュ ー ム （ ｖ ｏ ｉ ｄ ｖ ｏ ｌ ｕ ｍ ｅ ） に 溶 出 さ れ
る フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け Ｔ Ｈ Ｇ の 分 子 量 と 純 度 を 確 認 し た （ 図 ２ ） 。 妊
婦 尿 （ 妊 娠 ２ ケ 月 半 ～ ６ ケ 月 ） を 用 い た 場 合 で も 上 記 の 方 法 で ウ ロ モ ジ ュ リ ン を 精 製 出 来
た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 参 考 例 ２
　 妊 婦 尿 （ 妊 娠 ２ ケ 月 半 ～ ６ ケ 月 ） に 尿 量 の ２ ％ の 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し ３ ０ 分 攪
拌 し 溶 解 さ せ た 。 そ の 後 １ ６ ％ 塩 酸 に て 溶 液 の ｐ Ｈ を ３ ． ９ に 合 わ せ ６ ０ 分 攪 拌 し タ ン パ
ク 質 の 沈 澱 を 安 息 香 酸 の 微 粒 子 沈 澱 に 効 率 よ く 吸 着 さ せ た 。 こ れ を 濾 過 し 、 沈 澱 を 集 め 沈
澱 の ２ ０ 倍 量 の 安 息 香 酸 飽 和 冷 水 （ ０ ． ３ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ） で 洗 浄 し た 。 こ れ を 圧 搾 濾 過 し
沈 澱 を 得 た 。 沈 澱 の ３ 倍 量 の 冷 エ タ ノ ー ル を 添 加 し ２ ２ ％ ア ン モ ニ ア 水 で ｐ Ｈ を ５ ． ５ に
合 わ せ た 後 ３ ０ 分 攪 拌 し た 。 こ れ を ４ ℃ で ３ 時 間 放 置 し 上 清 の ２ ／ ３ を 廃 棄 し た 。 残 り の
沈 澱 液 を セ ラ イ ト プ レ コ ー ト 〔 Ｇ Ｅ Ｍ Ｌ Ｉ Ｔ Ｅ  Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｍ （ 商 標 ） 白 山 工 業 （ 株 ） 製
〕 中 に 添 加 し 濾 過 し た 。 沈 澱 物 を 回 収 し 、 － ３ ０ ℃ に て 保 存 し た 。 こ の ｗ ｅ ｔ ｃ ａ ｋ ｅ を
溶 解 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し 透 析 を し 、 １ ５ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ を 用 い て 移 動 相 を Ｐ Ｂ Ｓ の 条 件 で ゲ ル 濾 過 （ Ｔ Ｓ Ｋ ３ ０ ０ ０ － Ｓ Ｗ ： 東 ソ ー ） を 行 っ た
（ 図 ３ ） 。 ボ イ ド ・ ボ リ ュ ー ム （ ｖ ｏ ｉ ｄ ｖ ｏ ｌ ｕ ｍ ｅ ） に 溶 出 さ れ る フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け 分 子 量 と 純 度 を 確 認 し た （ 図 ４ ） 。 ウ ロ モ ジ ュ リ ン が 主 に 含 ま れ る
フ ラ ク シ ョ ン を 集 め 、 ０ ． ２ ２ μ mの フ ィ ル タ ー に 通 し て ４ ℃ で 保 存 し た 。 健 常 人 尿 を 用
い た 場 合 で も 上 記 の 方 法 で Ｔ Ｈ Ｇ を 精 製 出 来 た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 参 考 例 １ お よ び ２ で 得 ら れ た 精 製 Ｔ Ｈ Ｇ ま た は ウ ロ モ ジ ュ リ ン を ５ ０ ｍ Ｍ 炭 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 （ 以 下 、 Ｓ Ｃ Ｂ ： シ グ マ 社 ） （ ｐ Ｈ ９ ． ６ ） で 希 釈 し 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト （ ヌ ン ク
社 ） の 各 穴 に ５ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し て ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 プ レ ー ト を Ｓ Ｃ Ｂ で 洗 っ た 後 、
１ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｓ Ｃ Ｂ 溶 液 ３ ０ ０ μ ｌ を 各 穴 に 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を ２ ０ ｍ Ｍ  
Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｄ ｓ ａ ｌ ｉ ｎ ｅ ＋ ０ ． ０ ５ ％  Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ （ 以 下 、 Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ
） （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 洗 い 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ２ 倍 の 段 階 希 釈 を し
た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ カ ッ ペ ル 社 ） を ５ ０ μ ｌ ず つ 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ
Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 Ｅ Ｉ Ａ  ｇ ｒ ａ ｄ ｅ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｇ （ バ イ オ
ラ ッ ド 社 ） を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た も の を 各 穴 に ５ ０ μ ｌ ず つ 加
え ３ ７ ℃ で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 Ｓ Ｃ Ｂ で す す ぎ 、 Ｔ Ｍ Ｂ パ ー オ
キ シ ダ ー ゼ Ｅ Ｉ Ａ サ ブ メ ト レ ー ト ・ キ ッ ト （ Ｔ Ｍ Ｂ  Ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ  Ｅ Ｉ Ａ  Ｓ ｕ
ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ Ｋ ｉ ｔ ； バ イ オ ラ ッ ド 社 ） に て 発 色 さ せ 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て ４ ５
０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 計 測 し た 。 図 ５ ａ ） に 示 し た よ う に 、 Ｔ Ｈ Ｇ と ウ ロ モ ジ ュ リ ン は ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ に 対 し て 用 量 依 存 的 に 反 応 す る と い う 結 果 を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 参 考 例 １ お よ び ２ で 得 ら れ た 精 製 Ｔ Ｈ Ｇ ま た は ウ ロ モ ジ ュ リ ン を Ｍ Ｓ Ｃ Ｂ で 希 釈 し 、 ９
６ 穴 プ レ ー ト の 各 穴 に ５ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し て ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 プ レ ー ト を Ｓ Ｃ Ｂ で 洗
っ た 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｓ Ｃ Ｂ 溶 液 ３ ０ ０ μ ｌ を 各 穴 に 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 し た 。 こ れ を Ｔ Ｔ
Ｂ Ｓ で 洗 い 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ２ 倍 の 段 階 希 釈 を し た ペ ル オ キ シ
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ダ ー ゼ 標 識 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 （ ロ ッ ク ラ ン ド 社 ） を ５ ０ μ ｌ ず つ 加 え ４ ℃
で 一 晩 静 置 し 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 Ｓ Ｃ Ｂ で す す ぎ 、 Ｔ Ｍ Ｂ ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ
ｉ ｄ ａ ｓ ｅ  Ｅ Ｉ Ａ  Ｓ ｕ ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ Ｋ ｉ ｔ に て 反 応 さ せ 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ つ て
４ ５ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 計 測 し た 。 図 ５ ｂ ） に 示 し た よ う に 、 Ｔ Ｈ Ｇ は ヒ ト １ ｇ Ｇ  Ｆ （ ａ
ｂ ’ ） 2  断 片 に 対 し て 用 量 依 存 的 に 反 応 す る が ウ ロ モ ジ ュ リ ン は 反 応 し に く い と い う 結 果
を 得 た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 人 尿 ま た は 妊 婦 尿 を 試 料 と し て ５ ０ ｍ Ｍ Ｓ Ｃ Ｂ で 希 釈 し 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト の 各 穴 に ５ ０
μ ｌ ず つ 分 注 し て ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 プ レ ー ト を Ｓ Ｃ Ｂ で 洗 っ た 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｓ Ｃ
Ｂ 溶 液 ３ ０ ０ μ ｌ を 各 穴 に 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を ２ ０ ｍ Ｍ  Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 い 、
１ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ２ 倍 の 段 階 希 釈 を し た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を ５ ０ μ ｌ ず
つ 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
Ｅ Ｉ Ａ  ｇ ｒ ａ ｄ ｅ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｇ を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た も
の を 各 穴 に ５ ０ μ ｌ ず つ 加 え ３ ７ ℃ で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 Ｓ Ｃ
Ｂ で す す ぎ 、 Ｔ Ｍ Ｂ  ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ Ｅ Ｉ Ａ  Ｓ ｕ ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ  Ｋ ｉ ｔ に て 発 色
さ せ 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て ４ ５ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 し た と こ ろ 実 施 例 １ と 同 様 の
結 果 を 得 た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 人 尿 ま た は 妊 婦 尿 を 試 料 と し て ５ ０ ｍ Ｍ Ｓ Ｃ Ｂ で 希 釈 し 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト の 各 穴 に ５ ０
μ ｌ ず つ 分 注 し て ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 プ レ ー ト を Ｓ Ｃ Ｂ で 洗 っ た 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｓ Ｃ
Ｂ 溶 液 ３ ０ ０ μ ｌ を 各 穴 に 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を ２ ０ ｍ Ｍ  Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 い 、
１ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で ３ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ２ 倍 の 段 階 希 釈 を し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヒ
ト １ ｇ Ｇ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2  断 片 ５ ０ μ ｌ ず つ 加 え ４ ℃ で 一 晩 静 置 し 反 応 さ せ た 。 こ れ を Ｔ Ｔ
Ｂ Ｓ で 洗 っ た 後 Ｓ Ｃ Ｂ で す す ぎ 、 Ｔ Ｍ Ｂ  ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ Ｅ Ｉ Ａ  Ｓ ｕ ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ
ｅ  Ｋ ｉ ｔ に て 発 色 さ せ 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ っ て ４ ５ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 計 測 し て と こ
ろ 実 施 例 ２ と 同 様 の 結 果 を 得 た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ １ 】
【 図 １ 】 参 考 例 １ に お い て 、 人 尿 を 凍 結 、 融 解 法 に よ り 精 製 し た 試 料 を ゲ ル 濾 過 し た と き
の 溶 出 パ タ ー ン で あ る 。
【 図 ２ 】 参 考 例 １ で 精 製 さ れ た タ ム ー ホ ー ス フ ォ ー ル ・ グ リ コ プ ロ テ イ ン （ Ｔ Ｈ Ｇ ） の 還
元 お よ び 非 還 元 条 件 下 に お け る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 電 気 泳 動 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 参 考 例 ２ に お い て 、 妊 婦 尿 を 安 息 香 酸 吸 着 沈 殿 法 で 精 製 し た 試 料 を ゲ ル 濾 過 し た
と き の 溶 出 パ タ ー ン で あ る 。
【 図 ４ 】 参 考 例 ２ で 精 製 さ れ た ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 還 元 お よ び 非 還 元 下 に お け る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ の 電 気 泳 動 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 １ お よ び ２ に お い て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 に 固 定 化 し た Ｔ Ｈ Ｇ お よ び ウ ロ
モ ジ ュ リ ン に ひ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 と の 反 応 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 ａ ， ｂ 共 に ○ は Ｔ Ｈ Ｇ を 示 し 、 ● は ウ ロ モ ジ ュ リ ン を 示 す 。 本 図 に よ り Ｔ Ｈ Ｇ
と ウ ロ モ ジ ュ リ ン は ヒ ト  Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ （ ａ ｂ ） ′ ２ 断 片 と の 親 和 性 に よ り 識 別 が 可 能 で あ る
こ と が 示 さ れ て い る 。

10

20

30

40

(6) JP 2006-145556 A 2006.6.8



【 図 ４ 】

(7) JP 2006-145556 A 2006.6.8



【 図 １ 】

(8) JP 2006-145556 A 2006.6.8



【 図 ２ 】

(9) JP 2006-145556 A 2006.6.8



【 図 ３ 】

(10) JP 2006-145556 A 2006.6.8



【 図 ５ 】

(11) JP 2006-145556 A 2006.6.8



专利名称(译) 如何区分tom - hosefall·糖蛋白和尿调节素

公开(公告)号 JP2006145556A 公开(公告)日 2006-06-08

申请号 JP2006034688 申请日 2006-02-13

申请(专利权)人(译) 日本化学研究有限公司

[标]发明人 小林秀行
小紫嘉一
洪卿秀
西室悟司

发明人 小林 秀行
小紫 嘉一
洪 卿秀
西室 悟司

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/543

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/543.545.D G01N33/543.545.H

代理人(译) 竹内大沽

其他公开文献 JP3947551B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种区分tam-horsfall糖蛋白（THG）和尿调节素的
方法。 解决方案：tam-horsfall糖蛋白（THG）或尿调节素的纯化产物表
现出与人免疫球蛋白类别和亚类不同的结合特性，以及使用结合特性区
分两者的方法。 。 [效果]根据本发明，可以通过利用tam-horsfall糖蛋白
（THG）和尿调节素的纯化产物的特性来区分这两者。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/7920cd83-fb13-48b1-8f5f-baa671123873
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/036625381/publication/JP2006145556A?q=JP2006145556A

