
(57)【要約】
【課題】従来法に比較して簡便で所要時間が短く、且つ、ヒトメガリンの定量も可能なヒ
トメガリンの測定方法ならびに細胞・組織・臓器特異的な機能性疾患を部位直接的かつ、
早期に診断可能とする方法の提供。
【解決手段】ヒトメガリンを測定することによりメガリンの発現が認められる臓器の疾患
を検出する方法。
【選択図】なし

JP 2007-263750 A 2007.10.11



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結
合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 固
相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 を 反 応 さ せ 、 か つ ヒ ト
メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と を 反 応 さ せ 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン と
ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 に よ り 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ
ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 測 定 す る こ と を 含 む 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 の 後 に ヒ
ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 を 行 わ せ る 、 ２ ス テ ッ プ か ら
な る 、 請 求 項 １ 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 と ヒ ト メ
ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 を 同 時 に 行 わ せ る 、 １ ス テ ッ プ か
ら な る 、 請 求 項 １ 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第
２ の リ ガ ン ド が 共 に 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ
ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド が ヒ ト メ ガ リ ン の 糖 鎖 に 特 異 的 な レ ク チ
ン で あ り 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド が 抗 体 で あ り 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を
有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が ヒ ト メ ガ リ ン の 糖 鎖 に 特 異 的 な レ ク チ ン で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を
有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン ビ タ ミ ン B 1 2 （ Transcobalamin-vitamin B1 2
） 、 ビ タ ミ ン D結 合 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-D-binding protein） も し く は レ チ ノ ー ル 結 合 タ
ン パ ク 質 （ Retinol-binding protein） で あ る ビ タ ミ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-bindi
ng proteins） ； ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン B（ Apolipoprotein B） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン E（ Apo
lipoprotein E） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン J/ク ラ ス テ リ ン （ ApolipoproteinJ/clusterin） も
し く は ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン H（ Apolipoprotein H） で あ る リ ポ プ ロ テ イ ン ； 副 甲 状 腺 ホ ル
モ ン (PTH)、 イ ン ス リ ン 、 上 皮 細 胞 成 長 因 子 (EGF)、 プ ロ ラ ク チ ン 、 レ プ チ ン も し く は サ イ
ロ グ ロ ブ リ ン ま た は こ れ ら の 受 容 体 で あ る ホ ル モ ン ま た は そ れ ら の ホ ル モ ン の 受 容 体 ； イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 、 PAP-1も し く は β 2 -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 免 疫 お よ び ス ト レ ス
応 答 関 連 タ ン パ ク 質 ； PAI-Ｉ 、 PAI-Ｉ -ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 PAI-Ｉ -tPA、 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ 、
リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 β -ア ミ ラ ー ゼ 、 α 1 -マ イ
ク ロ グ ロ ブ リ ン も し く は リ ゾ チ ー ム ま た は こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 酵 素 ま た は そ れ ら
の 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー ； ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 ア プ ロ チ ニ ン （ Aprotinin)
も し く は ト リ コ サ ン チ ン （ Trichosantin） で あ る 薬 剤 ま た は 毒 物 ； ア ル ブ ミ ン 、 ラ ク ト フ
ェ リ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 匂 い 物 質 結 合 タ ン パ ク 質 （ Odorant-binding protein） 、 ト ラ ン
ス サ イ レ チ ン も し く は L-FABPで あ る キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 ； な ら び に チ ト ク ロ ー ム -c、 カ ル
シ ウ ム (Ca 2 ＋ )、 後 期 糖 化 生 成 物 （ advanced glycation end products(AGE)） 、 キ ュ ビ リ
ン も し く は Na＋ -H＋ 交 換 輸 送 体 ア イ ソ フ ォ ー ム （ Na＋ -H＋ exchanger isoform 3(NHE3)）
で あ る 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 (RAP)、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 物 質 ま た は そ の 結 合 性 断
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片 で あ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン も し く は ヒ ト メ ガ リ ン の 一 部 断 片 お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結
合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 検 体 と ヒ
ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 反 応 さ せ 、 次 い で 、 該 反 応 物 と 前 記 固 相 に 結 合 し
た ヒ ト メ ガ リ ン を 反 応 さ せ 、 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 測
定 し 、 固 相 に 結 合 し た 該 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド の 減 少 率 に 基 づ い て 、 検
体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 競 合 的 に 定 量 す る 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 検
体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法
で あ っ て 、 検 体 と 粒 子 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と を 反 応 さ せ 、
凝 集 反 応 を 生 起 さ せ た 後 、 得 ら れ た 凝 集 の 程 度 に 基 づ い て ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る ヒ ト メ
ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ り 、 凝 集 反 応 が 免 疫
凝 集 反 応 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ り
メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 臓 器 の 疾 患 を
検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 臓 器 の 疾 患 を
検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 腎 臓 疾 患 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 検 体 が 尿 で あ る 、 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 含 む 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾
患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載
の メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の メ ガ リ ン の 発
現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の メ ガ リ ン の 発
現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 腎 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン か ら な る 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断
用 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
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　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 疾 患 検 出 用 マ
ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 疾 患 検 出 用 マ
ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン の 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の 疾 患 検 出 用
マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の ヒ ト メ ガ リ
ン の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の ヒ ト メ ガ リ
ン の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の ヒ ト メ ガ リ ン の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し
て の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 測 定 方 法 に 関 す る 。 ヒ ト に お い て 、 メ ガ リ ン の 発 現 の 認 め ら
れ る 細 胞 ・ 組 織 ・ 臓 器 に 対 し て 、 局 所 特 異 的 に 発 現 し て い る メ ガ リ ン を 迅 速 か つ 簡 便 に 定
量 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 ・ 組 織 ・ 臓 器 の 直 接 的 な 障 害 の 程 度 の 早 期 診 断 を 可 能 と せ し
め 、 障 害 の 進 行 な ら び に そ の 治 療 に よ る 予 後 を 維 持 ・ 改 善 に 向 か わ す こ と を 可 能 と す る 検
出 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 腎 疾 患 や 肺 疾 患 等 の メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 病
の 診 断 に 適 応 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
１ ． メ ガ リ ン の ク ロ ー ニ ン グ
　 実 験 膜 性 腎 症 モ デ ル で あ る Heymann腎 炎 の 病 因 抗 原 の 検 索 の 結 果 、 1982年 、 Kerjaschki 
D.と Farquhar M.G.は 、 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 gp330を 同 定 し た (非 特 許 文 献 １ 参 照 )。 1994年 、
Saito A.ら は ラ ッ ト の gp330の 完 全 一 次 構 造 を 決 定 し 、 脊 椎 動 物 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 最
大 の 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 で あ る こ と に ち な ん で メ ガ リ ン (Megalin)と 改 名 し た (非 特 許 文 献 ２
参 照 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
２ ． メ ガ リ ン の 発 現 部 位
　 Glycoprotein330(gp330)あ る い は Low Density Lipoprotein(LDL)-receptor related pr
otein 2(LRP-2)と し て も 知 ら れ る メ ガ リ ン (Megalin)は 、 腎 臓 近 位 尿 細 管 上 皮 、 な ら び に
他 の 組 織 お よ び 細 胞 、 例 え ば 、 肺 の Ｉ Ｉ 型 細 胞 、 精 巣 、 子 宮 内 膜 、 胎 盤 、 内 耳 の 上 皮 細 胞
、 腎 上 皮 で 、 な ら び に 胚 卵 黄 嚢 、 お よ び 神 経 外 胚 葉 上 に 発 現 さ れ る 分 子 量 が 約 600kDaの 糖
タ ン パ ク 質 で あ る (非 特 許 文 献 ３ ～ ５ を 参 照 )。 腎 臓 に お い て は 、 メ ガ リ ン は 、 尿 排 泄 前 に
近 位 尿 細 管 内 の タ ン パ ク 質 等 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス ・ 再 吸 収 に 関 係 す る エ ン ド サ イ ト ー シ
ス 受 容 体 と し て 機 能 す る 。 再 吸 収 さ れ た タ ン パ ク 質 等 は 、 そ の 後 、 リ ソ ゾ ー ム に よ り 分 解
さ れ る (非 特 許 文 献 ６ 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
３ ． メ ガ リ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
　 メ ガ リ ン (Megalin)と は 、 哺 乳 動 物 の 腎 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 膜 上 に 最 も 多 く 発 現 す る 糖
タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て そ の cDNAコ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 Korenberg , J.R. et al.(1994
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)中 に 開 示 さ れ る 遺 伝 子 受 託 番 号 第 U04441号 、 Hjaeln , G. et al.(1996)中 に 開 示 さ れ る
遺 伝 子 受 託 番 号 U33837号 を も つ ヒ ト メ ガ リ ン cDNA配 列 と ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 を 持 つ も の で
あ る （ 非 特 許 文 献 ７ お よ び ８ を 参 照 ） 。 ま た 、 ラ ッ ト に お い て も ヒ ト メ ガ リ ン と 相 同 性 を
も つ ラ ッ ト メ ガ リ ン が Saito et al.(1994)に よ り 見 出 さ れ て お り 、 そ の cDNA配 列 は 遺 伝 子
受 託 番 号 第 L34049号 と し て 開 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
４ ． メ ガ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び タ ン パ ク 質 構 造
　 メ ガ リ ン は 、 ヒ ト で は 4655ア ミ ノ 酸 、 ラ ッ ト で は 4660ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 巨 大 な 細 胞 膜 タ
ン パ ク 質 で あ り 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る 分 子 量 は 約 520kDaで 、 糖 鎖 を 加 え る と
約 600kDaに 及 ぶ (非 特 許 文 献 ２ 参 照 )。 メ ガ リ ン は LDLレ セ プ タ ー 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 し
、 そ の 巨 大 な 細 胞 外 領 域 は 4つ の 機 能 的 ド メ イ ン を 有 し 、 単 一 の 細 胞 膜 貫 通 領 域 を 介 し て
短 い 細 胞 内 領 域 へ 続 く 。 メ ガ リ ン は 糸 球 体 (ラ ッ ト )、 近 位 尿 細 管 、 肺 胞 Ｉ Ｉ 型 細 胞 、 副 睾
丸 腺 、 甲 状 腺 、 副 甲 状 腺 、 卵 黄 嚢 膜 、 内 耳 、 小 腸 、 脈 絡 膜 な ど の 上 皮 細 胞 膜 の 管 腔 側 （ 糸
球 体 上 皮 で は 管 腔 側 と 基 底 膜 側 の 両 方 ） の clathrin-coated pitに 主 に 存 在 し 、 多 様 な リ
ガ ン ド の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み ・ 代 謝 に 関 係 し て い る (非 特 許 文 献 ９ お よ び １ ０ を 参 照 )。 メ
ガ リ ン の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 、 低 分 子 量 蛋 白 尿 、 骨 代 謝 異 常 、 呼 吸 不 全 、 脳 奇 形 な ど
が 起 こ る (非 特 許 文 献 １ １ 参 照 )。 メ ガ リ ン の ホ モ ロ グ は 線 虫 (C.elegans)に も 存 在 し 、 生
物 学 的 重 要 性 も 示 唆 さ れ て い る (非 特 許 文 献 １ ２ 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
５ ． 腎 炎 の 病 因 と し て の メ ガ リ ン の 重 要 性
　 実 験 膜 性 腎 症 (Heymann腎 炎 )の 主 要 病 因 抗 原 で あ る メ ガ リ ン は 、 上 皮 細 胞 型 ス カ ベ ン ジ
ャ ー 受 容 体 で あ り 、 そ の 生 理 学 的 ・ 病 理 学 的 役 割 が 明 ら か に さ れ て き て い る 。 そ の 中 で 、
ヒ ト 膜 性 腎 症 の 発 症 機 序 の 解 明 の 為 に 、 古 く か ら 動 物 モ デ ル が 使 わ れ て き た が 、 な か で も
ラ ッ ト Heymann腎 炎 (Heymann nephritis )は 最 も 解 析 が 進 ん で い る 膜 性 腎 症 モ デ ル で あ る
。 Saito A.ら は 、 Heymann腎 炎 の 病 的 エ ピ ト ー プ と リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン に つ い て も 解 析
し た 結 果 を 開 示 し て お り 、 メ ガ リ ン の 主 要 抗 原 領 域 な ら び に リ ガ ン ド と の 結 合 に 主 に 寄 与
す る メ ガ リ ン の 機 能 領 域 に つ い て も 明 ら か に し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ３ ～ １ ６ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
６ ． メ ガ リ ン の 多 様 な リ ガ ン ド
　 生 体 内 で メ ガ リ ン は 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 の 管 腔 側 に 最 も 豊 富 に 発 現 し て い る 。 ヒ ト 腎 で
は 、 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 以 外 は 、 糸 球 体 を 含 め 、 発 現 は 認 め ら れ な い 。 メ ガ リ ン は 糸 球 体
を 濾 過 す る 様 々 な リ ガ ン ド （ 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 や 薬 剤 な ど ） を エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ
っ て 細 胞 内 に 取 り 込 み 、 そ れ ら を ラ イ ソ ゾ ー ム へ 運 搬 し た 後 、 メ ガ リ ン 自 身 は リ サ イ ク リ
ン グ に よ っ て 細 胞 表 面 に 再 び 現 れ る (非 特 許 文 献 ９ お よ び １ ０ を 参 照 )。 あ る い は 管 腔 側 か
ら 基 底 膜 側 へ の ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に も 関 係 し て い る 。 ビ タ ミ ン A,B 1 2 ,Dな ど の 結 合 タ
ン パ ク 質 の 取 り 込 み ・ 代 謝 に も 関 係 す る (非 特 許 文 献 １ ０ を 参 照 )。 Christensenと Willnow
は 、 メ ガ リ ン は 、 ３ つ の ビ タ ミ ン 担 体 タ ン パ ク 質 、 ビ タ ミ ン D結 合 タ ン パ ク 質 (DBP)、 レ チ
ノ ー ル 結 合 タ ン パ ク 質 (RBP)、 及 び ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン (TC)、 な ら び に そ れ ら の 会 合 ビ タ
ミ ン で あ る (OH)ビ タ ミ ン 25D 3  、 ビ タ ミ ン A(レ チ ノ ー ル )、 お よ び ビ タ ミ ン B 1 2 の 再 吸 収 を
仲 介 す る こ と を 明 ら か に し て い る (非 特 許 文 献 ３ 参 照 )。 Saito A.ら は 、 脂 肪 細 胞 か ら 分 泌
さ れ 、 肥 満 患 者 で 血 液 中 に 増 加 す る レ プ チ ン が 、 メ ガ リ ン の リ ガ ン ド と し て 近 位 尿 細 管 上
皮 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 代 謝 さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る (非 特 許 文 献 １ ７ 参 照 )。 こ の 脂
肪 細 胞 つ ま り 、 内 臓 脂 肪 の 蓄 積 の 結 果 と し て メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 と い う 複 合 的 な 病 態 を 呈
す る が 、 脂 肪 細 胞 が 分 泌 す る ア デ ィ ポ サ イ ト カ イ ン の ひ と つ で あ る レ プ チ ン は 、 メ タ ボ リ
ッ ク 症 候 群 患 者 の 血 液 中 に お い て 増 加 し て い る 。 腎 臓 は 血 液 中 の レ プ チ ン が 最 も 集 積 す る
臓 器 で あ る と と も に 、 レ プ チ ン は 腎 障 害 性 の 役 割 を 演 ず る こ と が 示 唆 さ れ て い る (非 特 許
文 献 １ ８ 参 照 )。 ま た 、 い わ ゆ る レ プ チ ン 受 容 体 は メ ガ リ ン の 作 用 域 よ り 下 流 の 近 位 尿 細
管 か ら 集 合 管 に か け て 存 在 す る こ と も 判 明 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 と は 、 内 臓 肥 満 、 高 血 圧 、 高 脂 血 症 、 耐 糖 能 異 常 な ど を 合 併 し 、 イ
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ン ス リ ン 抵 抗 性 を 基 盤 と す る 病 態 と し て 定 義 さ れ る が 、 こ の よ う な 病 態 で は 動 脈 硬 化 性 疾
患 の 発 症 リ ス ク が 高 く 、 蛋 白 尿 を 呈 し 、 糸 球 体 ・ 尿 細 管 肥 大 を 組 織 学 的 な 特 徴 と す る 腎 症
が 発 症 す る こ と も あ る 。 こ の よ う な 症 例 が 、 明 ら か な 糖 尿 病 を 合 併 す る と 、 更 に 高 血 糖 の
病 像 が 加 わ り 、 糖 尿 病 性 腎 症 が 顕 在 化 す る と と も に 、 重 症 化 す る 可 能 性 が あ る 。 あ る い は
２ 型 糖 尿 病 は 基 本 的 に メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 の 病 態 が 先 行 あ る い は 並 存 す る 為 、 本 来 そ の 腎
症 の 病 像 は 、 メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 関 連 腎 症 と し て 内 包 し て い る と も い え る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 Saito A.ら は メ ガ リ ン を 高 発 現 す る ラ ッ ト 卵 黄 嚢 上 皮 由 来 細 胞 (L2細 胞 )を 用 い た
実 験 に お い て 、 1 2 5 I標 識 AGE(advanced glycation end products)（ グ ル コ ー ス 由 来 ） の L2
細 胞 へ の 取 り 込 み が 、 抗 メ ガ リ ン 抗 体 に よ っ て 有 意 に 抑 制 さ れ る こ と か ら 、 そ の 取 り 込 み
経 路 に メ ガ リ ン が 関 与 す る こ と を 明 ら か に し て き て い る (非 特 許 文 献 １ ９ )。 糖 尿 病 性 腎 症
の 発 症 機 序 と し て 、 メ イ ラ ー ド 反 応 に よ る 糖 化 修 飾 蛋 白 advanced glycation end product
s(AGE)の 関 与 が 指 摘 さ れ て い る 。 血 液 中 に 存 在 す る 低 分 子 量 の AGEは 糸 球 体 を 濾 過 し 、 近
位 尿 細 管 上 皮 細 胞 に よ っ て 再 吸 収 ・ 代 謝 さ れ る 。 さ ら に 腎 症 が 進 行 す れ ば 、 よ り 高 分 子 量
の AGEも 糸 球 体 を 濾 過 し 、 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 に 蓄 積 し 、 過 剰 な 代 謝 負 荷 と な る 。 ま た 更
に 、 Saito A.ら は 、 グ ル コ ー ス 以 外 に も 、 メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル や グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 、
グ リ コ ー ル ア ル デ ヒ ド 由 来 の AGEの 細 胞 取 り 込 み に も メ ガ リ ン が 関 与 す る こ と を 明 ら か に
し て い る 。 ま た 、 メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 で は 脂 肪 肝 な ど の 肝 障 害 を 合 併 す る こ と が 多 い 。 肝
臓 内 に 豊 富 に 存 在 す る liver type fatty acid binding protein(L-FABP)は 、 健 常 者 で も
血 液 中 に 放 出 さ れ て い る が 、 肝 障 害 で は さ ら に 血 液 中 に 逸 脱 し 増 加 す る 。 Saito A.ら は 血
液 中 に 存 在 す る L-FABPも 速 や か に 糸 球 体 を 濾 過 し 、 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 に お い て メ ガ リ ン
を 介 し て 再 吸 収 さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る (非 特 許 文 献 ２ ０ )。
【 ０ ０ １ ０ 】
７ ． メ ガ リ ン と 相 互 作 用 す る 機 能 性 タ ン パ ク 質
　 細 胞 内 で の メ ガ リ ン の 輸 送 機 序 を 明 ら か に す る 為 に 、 メ ガ リ ン の 細 胞 内 ド メ イ ン に 結 合
す る ア ダ プ タ ー 分 子 が 探 索 さ れ 、 Dab2 , ANKRA , MAGI-1 , GAIP , GIPC , Galphai3 ,Me
gBP , ARH等 々 の 様 々 な タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ て い る (非 特 許 文 献 ２ １ ～ ２ ６ を 参 照 )。 こ
の よ う な 分 子 を 介 し て 、 メ ガ リ ン は エ ン ド サ イ ト ー シ ス あ る い は ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス に
関 わ る と と も に 、 こ れ ら に 関 連 し た シ グ ナ ル 伝 達 に も 関 与 し て い る 。 メ ガ リ ン は ま た 、 近
位 尿 細 管 上 皮 細 胞 に お い キ ュ ビ リ ン (Cubilin)と い う 細 胞 膜 受 容 体 と 共 役 的 に 働 く こ と に
よ っ て 、 更 に 多 様 な リ ガ ン ド の 細 胞 取 り 込 み に 関 与 す る (非 特 許 文 献 ２ 参 照 )。 た と え ば キ
ュ ビ リ ン は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 内 因 性 ビ タ ミ ン B 1 2 な ど に 直 接 結 合 す る 受
容 体 で あ る が 、 そ れ ら の エ ン ド サ イ ト ー シ ス に メ ガ リ ン が 間 接 的 に 関 与 し て い る 。 ま た 、
メ ガ リ ン は 、 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 の 、 Na＋ － H＋ exchanger isoform 3(NHE3)と 相 互 作 用 を
及 ぼ し あ う こ と も 知 ら れ て い る (非 特 許 文 献 ２ ７ 参 照 )。 NHE3は Na＋ 再 吸 収 に 重 要 な 役 割 を
演 ず る ア ン チ ポ ー タ ー で あ る が 、 メ ガ リ ン に よ る リ ガ ン ド 取 り 込 み に も 影 響 を 与 え て い る
(非 特 許 文 献 ２ ８ 参 照 )。 メ ガ リ ン は ま た 、 NHE3の 不 活 性 化 ・ 代 謝 に 関 与 し て い る 可 能 性 が
あ る 。 糖 尿 病 性 腎 症 や メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 関 連 腎 症 の 初 期 に は 糸 球 体 過 剰 濾 過 が 起 こ る 。
こ れ は 近 位 尿 細 管 の Na＋ 再 吸 収 の 亢 進 が 第 一 義 的 な 原 因 で あ る と 推 定 さ れ て お り (非 特 許
文 献 ２ ９ 参 照 )、 そ の 際 、 重 要 な 役 割 を 演 ず る の が NHE3で あ り 、 こ こ に 上 述 し た メ ガ リ ン
に よ る NHE3の 不 活 性 化 ・ 代 謝 が 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る (非 特 許 文 献 ２ ８ 参 照 )。
【 ０ ０ １ １ 】
８ ． メ ガ リ ン の 尿 中 排 泄 と メ ガ リ ン の リ ガ ン ド の 尿 中 排 泄 の 関 連 性
　 Lehesteら は 、 メ ガ リ ン ・ ノ ッ ク ア ウ ト ・ マ ウ ス お よ び 、 近 位 尿 細 管 機 能 が 弱 め ら れ た F
anconi症 候 群 を 伴 う 患 者 が 、 そ の 尿 中 に タ ン パ ク 質 お よ び レ チ ノ ー ル の 排 泄 増 加 を 来 す こ
と を 開 示 し て い る (非 特 許 文 献 ３ ０ )。 更 に 、 Moestrup S.K.ら は 、 Fanconi症 候 群 患 者 に お
い て 、 メ ガ リ ン の 尿 中 排 泄 量 が 正 常 に 比 し て 際 立 っ て 低 下 し て お り 、 こ の こ と が 近 位 尿 細
管 に お け る メ ガ リ ン の 機 能 ・ 発 現 の 低 下 お よ び そ れ に 続 く 、 レ チ ノ ー ル 結 合 タ ン パ ク 質 を
含 む 糸 球 体 濾 過 タ ン パ ク 質 の 尿 中 排 泄 増 加 を 来 す 要 因 で あ る こ と を 明 ら か に し て い る (非
特 許 文 献 ３ １ )。
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【 ０ ０ １ ２ 】
９ ． 尿 毒 症 モ デ ル 実 験 と 臓 器 再 生 モ デ ル 実 験 に よ っ て 得 ら れ た メ ガ リ ン の 機 能 の 重 要 性
　 メ ガ リ ン は 前 述 の よ う に 様 々 な 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 の 近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 へ の 取 り 込 み
・ 代 謝 に 関 わ る 。 腎 不 全 に な る と 、 そ の よ う な 代 謝 機 構 が 障 害 さ れ る 結 果 、 低 分 子 量 タ ン
パ ク 質 が 、 い わ ゆ る 尿 毒 素 タ ン パ ク 質 と し て 、 血 液 ・ 組 織 に 蓄 積 す る 。 そ の 代 表 例 が β 2 -
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (β 2 -m)で あ り 、 長 期 透 析 患 者 で 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス を 引 き 起 こ す 原
因 と な る (非 特 許 文 献 ３ ２ 参 照 )。 前 述 の AGEも 、 腎 不 全 ・ 透 析 患 者 で 血 液 中 に 蓄 積 し 、 動
脈 硬 化 や 臓 器 障 害 の 病 因 と な る こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 一 種 の 尿 毒 素 タ ン パ ク 質 と し て 考
え ら れ て い る (非 特 許 文 献 ３ ３ 参 照 )。 さ ら に レ プ チ ン も 透 析 患 者 で 蓄 積 し 、 栄 養 障 害 や 免
疫 低 下 に 関 係 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 Tabata Y.と Gejyo F.ら は メ ガ リ ン の 機 能 を 利
用 し た 尿 毒 素 タ ン パ ク 質 の 代 謝 モ デ ル の 効 果 ・ 有 効 性 を 開 示 し て い る (非 特 許 文 献 ３ ４ お
よ び 特 許 文 献 １ を 参 照 )。 こ れ は 、 メ ガ リ ン を 発 現 す る 細 胞 を 、 生 体 内 に お い て 足 場 タ ン
パ ク 質 (scaffold)と と も に 移 植 し 、 周 囲 の 血 管 (新 生 血 管 )か ら 漏 出 す る 低 分 子 量 タ ン パ ク
質 を 、 メ ガ リ ン を 介 し て そ の 細 胞 に 取 り 込 ま せ 代 謝 さ せ る と い う も の で あ る 。 移 植 に 用 い
た メ ガ リ ン 発 現 細 胞 （ 卵 黄 嚢 上 皮 由 来 L2細 胞 ） 自 体 が メ ガ リ ン を 介 し て β 2 -mを 取 り 込 み
・ 代 謝 す る こ と を 確 認 し て い る (非 特 許 文 献 ３ ４ 参 照 )。 L2細 胞 を 皮 下 組 織 に 移 植 し た ヌ ー
ド マ ウ ス の 両 腎 を 摘 出 後 、 腎 不 全 状 態 を 惹 起 さ せ 、 そ の 後 服 腔 内 注 射 し た 1 2 5 I標 識 β 2 -m
の 移 植 組 織 塊 お よ び 各 種 臓 器 で の 取 り 込 み を 測 定 し た 結 果 、 移 植 L2細 胞 塊 は そ の 他 の 臓 器
に 比 較 し て 有 意 に 1 2 5 I標 識 β 2 -m を 取 り 込 む こ と 、 L2細 胞 を 移 植 し な い 対 照 群 と 比 し て 血
液 中 の 1 2 5 I標 識 β 2 -mの ク リ ア ラ ン ス は L2細 胞 移 植 群 で 促 進 さ れ る こ と を 明 ら か に し て い
る (特 許 文 献 ３ ４ 参 照 )。
【 ０ ０ １ ３ 】
１ ０ ． プ ロ テ オ ラ イ シ ス と メ ガ リ ン の 尿 中 排 泄
　 ま た 、 近 年 、 メ ガ リ ン が Notchlike signal pathwayの 下 で 、 proteolysisを 受 け て い る
可 能 性 が 示 唆 さ れ て き て い る (非 特 許 文 献 ３ ５ お よ び ３ ６ を 参 照 )。 こ れ は 、 metalloprote
aseが 媒 介 す る ectodomainの sheddingと gamma-secretaseが 媒 介 す る intramembrane proteo
lysisの 2段 階 に よ る 切 断 様 式 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 肺 胞 Ｉ Ｉ 型 細 胞 上 に も メ ガ リ ン が 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 上 記 の よ う に 、 メ ガ リ ン に つ い て は 、 腎 臓 等 の 臓 器 に お け る 代 謝 と の 関 係 で 多 く の 研 究
が さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 腎 臓 を 含 め た 臓 器 疾 患 と メ ガ リ ン と の 関 係 は 明 確 に な っ て
お ら ず 、 ま た 種 々 の 臓 器 疾 患 に お い て 、 メ ガ リ ン の 発 現 や 体 液 中 へ の 排 泄 等 が ど う な っ て
い る の か に つ い て は 研 究 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 来 メ ガ リ ン の 検 出 方 法 と し て は 、 ウ サ ギ 等 の 免 疫 動 物 に 免 疫 し て え ら れ た ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た 組 織 染 色 あ る い は Western Blottingに よ る 方 法 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し か し な が ら 、 こ の 従 来 法 で は 、 細 胞 や 電 気 泳 動 で 分 離 し た タ ン パ ク 質 等 を 染 色 す る た
め 、 組 織 の 固 定 や 切 片 の 作 成 、 電 気 泳 動 や そ の 後 の 膜 上 へ の 転 写 等 、 極 め て 煩 雑 で 多 く の
時 間 を 必 要 と し 、 ま た 、 メ ガ リ ン の 量 を 定 量 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 組 織 ・ 臓 器 の 機 能 障 害 の 程 度 を 診 断 す る と い う 観 点 か ら い え ば 、 特 に 腎 疾 患 に お
い て 尿 細 管 障 害 を 特 異 的 か つ 簡 便 に 診 断 す る 有 効 な 術 は 無 い 。 腎 疾 患 の 診 断 マ ー カ ー と し
て は 、 尿 や 血 液 中 の ア ル ブ ミ ン 、 ク レ ア チ ニ ン 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 L-FABP等 々 を 検
出 す る と い う 数 多 く の 診 断 方 法 が 用 い ら れ て い る 現 状 で あ る が 、 こ れ ら の 診 断 マ ー カ ー は
何 れ も 腎 組 織 由 来 の も の で は な く 、 腎 糸 球 体 で の 濾 過 と 尿 細 管 で の 再 吸 収 の 過 程 の 総 合 的
な 現 象 ・ 機 能 の 結 果 を 捉 え た も の で し か な い 。 す な わ ち 、 上 記 マ ー カ ー を 用 い て も 腎 臓 に
お け る 糸 球 体 障 害 と 尿 細 管 障 害 の 特 定 は 困 難 で あ り 、 上 記 マ ー カ ー は 腎 臓 外 由 来 の 間 接 的
な マ ー カ ー で あ る た め 疾 患 の 早 期 診 断 に は 有 効 性 が 乏 し い 。 ま た 、 肺 疾 患 、 特 に 炎 症 に 対
す る 現 状 の 診 断 マ ー カ ー で あ る KL-6(急 性 期 炎 症 マ ー カ ー )等 と 比 し て も 同 様 の こ と が い え
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る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 WO02/091955号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kerjaschki D. , Farquhar M.G. (1892) Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
 79 , 5557-5561
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Saito A. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91 , 9725-972
9
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Christensen E.I. , Willnow T.E. (1999) J. Am. Soc. Nephrol. 10 ,
 2224-2236
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Juhlin C. , Klareskog L. et al. (1990) J. Biol. Chem. 265 , 8275
-8279
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Zheng G , McCluskey R.T. et al. (1994) J. Histochem. Cytochem. 4
2 , 531-542
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Mausbach A.B. , Christensen E.I. (1992) Handbook of Physiology :
 Renal Physiology , Windhager , editor , New York , Oxford University Press , 42
-207
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Korenberg J.R. et al. (1994) Genomics 22 , 88-93
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Hjalm G. et al. (1996) Eur. J. Biochem. 239 , 132-137
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Farquhar M.G. et al. (1995) J.Am. Soc. Nephrol. 6 , 35-47
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Christensen E.I. et al. (2002) Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 3 , 
256-266
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Willnow T.E. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93 , 84
60-8464
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Yochem J. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90 , 4572-
4576
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Kerjaschki D. et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89 , 1
1179-11183
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Saito A. , Farquhar M.G. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 93 , 8601-8605
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Yamazaki H. , Farquhar M.G. et al. (1998) J. Am. Soc. Nephrol.
 9 , 1638-1644
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Orlando R.A. ,Farquhar M.G. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA. 94 , 2368-2373
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Saito A. , Gejyo F. et al. (2004) Endocrinology. 145 , 3935-39
40
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Tarzi R.M. Lord G.M. et al. (2004) Am. J. Pathol. 164 , 385-39
0
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Saito A. Gejyo F. et al. (2003) J. Am. Soc. Nephrol. 14 , 1123
-1131
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Takeda T. , Gejyo F. , Saito A. et al. (2005) Lab. Invest. 85 
, 522-531
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Oleinikov A.V. et al. (2000) Biochem. J. 347 , 613-621
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Rader K. , Farquhar M.G. et al. (2000) J. Am. Soc. Nephrol. 11
 , 2167-2178
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Patrie K.M. , Margolis B. et al. (2001) J. Am. Soc. Nephrol. 1
2 , 667-677
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Lou X. , Farquhar M.G. et al. (2002) J. Am. Soc. Nephrol. 13 ,
 918-927
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Petersen H.H. , Willnow T.E. (2003) J. Cell. Sci. 116 , 453-46
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【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Takeda T. , Farquhar M.G. et al. (2003) Mol. Biol. Cell. 14 , 
4984-4996
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Biemesderfer D. et al. (1999) J. Biol. Chem. 274 , 17518-17524
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Hryciw D.H. et al. (2004) Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 31 , 
372-379
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 Vallon V. et al. (2003) J. Am. Soc. Nephrol. 14 , 530-537
【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】 Leheste J. et al. (1999) Am. J. Pathol. 155 , 1361-1370
【 非 特 許 文 献 ３ １ 】 Anthony G.W. , Moestrup S.K. et al. (2002) J. Am. Soc. Nephrol
. 13 , 125-133
【 非 特 許 文 献 ３ ２ 】 Gejyo F. , Schmid K. et al. (1985) Biochem. Biophys. Res. Comm
un. 129 , 701-706
【 非 特 許 文 献 ３ ３ 】 Henle T. , Miyata T. (2003) Adv. Ren. Replace Ther. 10 , 321-3
31
【 非 特 許 文 献 ３ ４ 】 Saito A. , Tabata Y. , Gejyo F. et al. (2003) J. Am. Soc. Neph
rol. 14 , 2025-2032
【 非 特 許 文 献 ３ ５ 】 Zou Z. , Biemesderfer D. et al. (2004) J. Biol. Chem. 279 , 34
302-34310
【 非 特 許 文 献 ３ ６ 】 Grigorenko A.P. et al. (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 101 
, 14955-14960
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 従 来 法 に 比 較 し て 簡 便 で 所 要 時 間 が 短 く 、 且 つ 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 定 量
も 可 能 な ヒ ト メ ガ リ ン の 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 更 に 、 本 測 定 方 法 を 用 い る こ と
で 、 細 胞 ・ 組 織 ・ 臓 器 特 異 的 な 機 能 性 疾 患 を 部 位 直 接 的 か つ 、 早 期 に 診 断 可 能 と す る も の
で あ る 。 特 に 、 尿 中 メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ る 腎 疾 患 を 検 出 す る 方 法 の 提 供 を 目 的 と
す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 の よ う に 、 ヒ ト メ ガ リ ン に つ い て は 多 数 の 報 告 が な さ れ て お り 、 腎 臓 や 肺 等 の 臓 器
代 謝 と の 関 連 は 示 唆 さ れ て い た 。 し か し な が ら 、 臓 器 機 能 に 障 害 が 表 れ た 場 合 に 、 メ ガ リ
ン の 発 現 が ど の よ う に 変 動 し 、 メ ガ リ ン の 消 長 が ど う な る か 等 に つ い て は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 高 感 度 か つ 迅 速 に ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 い
、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド 、 特 に 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 を 用 い た 、 尿 等 の 体
液 検 体 中 の メ ガ リ ン を 正 確 に 測 定 す る 方 法 を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 臓 器 機 能 に 障 害 を 有 す る 患 者 体 液 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 し 、
ヒ ト メ ガ リ ン が 臓 器 疾 患 を 検 出 ・ 診 断 す る た め の マ ー カ ー と な り 得 る こ と を は じ め て 見 出
し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
[１ ]　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ヒ ト メ ガ リ ン
に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ っ て
、 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 を 反 応 さ せ 、 か つ
ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と を 反 応 さ せ 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ
ン と ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 に よ り 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ
ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 測 定 す る こ と を 含 む 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測
定 す る 方 法 。
[２ ]　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 の 後
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に ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 を 行 わ せ る 、 ２ ス テ ッ プ
か ら な る 、 [１ ]の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
[３ ]　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 と ヒ
ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 を 同 時 に 行 わ せ る 、 １ ス テ ッ
プ か ら な る 、 [１ ]の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
[４ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す
る 第 ２ の リ ガ ン ド が 共 に 抗 体 で あ る [１ ]～ [３ ]の い ず れ か の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定
す る 方 法 。
[５ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド が ヒ ト メ ガ リ ン の 糖 鎖 に 特 異 的 な レ
ク チ ン で あ り 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る [１ ]～ [３ ]の
い ず れ か の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
[６ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド が 抗 体 で あ り 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合
性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が ヒ ト メ ガ リ ン の 糖 鎖 に 特 異 的 な レ ク チ ン で あ る [１ ]～ [３ ]の
い ず れ か の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
[７ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合
性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン ビ タ ミ ン B 1 2 （ Transcobalamin-vitamin 
B 1 2 ） 、 ビ タ ミ ン D結 合 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-D-binding protein） も し く は レ チ ノ ー ル 結
合 タ ン パ ク 質 （ Retinol-binding protein） で あ る ビ タ ミ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-b
inding proteins） ； ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン B（ Apolipoprotein B） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン E
（ Apolipoprotein E） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン J/ク ラ ス テ リ ン （ ApolipoproteinJ/clusteri
n） も し く は ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン H（ Apolipoprotein H） で あ る リ ポ プ ロ テ イ ン ； 副 甲 状 腺
ホ ル モ ン (PTH)、 イ ン ス リ ン 、 上 皮 細 胞 成 長 因 子 (EGF)、 プ ロ ラ ク チ ン 、 レ プ チ ン も し く は
サ イ ロ グ ロ ブ リ ン ま た は こ れ ら の 受 容 体 で あ る ホ ル モ ン ま た は そ れ ら の ホ ル モ ン の 受 容 体
； イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 、 PAP-1も し く は β 2 -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 免 疫 お よ び ス ト
レ ス 応 答 関 連 タ ン パ ク 質 ； PAI-Ｉ 、 PAI-Ｉ -ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 PAI-Ｉ -tPA、 プ ロ ウ ロ キ ナ ー
ゼ 、 リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 β -ア ミ ラ ー ゼ 、 α 1 -
マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン も し く は リ ゾ チ ー ム ま た は こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 酵 素 ま た は そ
れ ら の 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー ； ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 ア プ ロ チ ニ ン （ Aprotin
in)も し く は ト リ コ サ ン チ ン （ Trichosantin） で あ る 薬 剤 ま た は 毒 物 ； ア ル ブ ミ ン 、 ラ ク
ト フ ェ リ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 匂 い 物 質 結 合 タ ン パ ク 質 （ Odorant-binding protein） 、 ト
ラ ン ス サ イ レ チ ン も し く は L-FABPで あ る キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 ； な ら び に チ ト ク ロ ー ム -c、
カ ル シ ウ ム (Ca 2 ＋ )、 後 期 糖 化 生 成 物 （ advanced glycation end products(AGE)） 、 キ ュ
ビ リ ン も し く は Na＋ -H＋ 交 換 輸 送 体 ア イ ソ フ ォ ー ム （ Na＋ -H＋ exchanger isoform 3(NHE3
)） で あ る 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 (RAP)、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 物 質 ま た は そ の 結 合 性
断 片 で あ る [１ ]～ [６ ]の い ず れ か の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
[８ ]　 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン も し く は ヒ ト メ ガ リ ン の 一 部 断 片 お よ び ヒ ト メ ガ リ ン
に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 検 体
と ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 反 応 さ せ 、 次 い で 、 該 反 応 物 と 前 記 固 相 に 結
合 し た ヒ ト メ ガ リ ン を 反 応 さ せ 、 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド
を 測 定 し 、 固 相 に 結 合 し た 該 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド の 減 少 率 に 基 づ い て
、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 競 合 的 に 定 量 す る 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
[９ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ る [８ ]の 検 体 中
の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
[１ ０ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 検 体 と 粒 子 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と を 反 応
さ せ 、 凝 集 反 応 を 生 起 さ せ た 後 、 得 ら れ た 凝 集 の 程 度 に 基 づ い て ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る
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ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
[１ １ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ り 、 凝 集 反 応
が 免 疫 凝 集 反 応 で あ る 、 [１ ０ ]の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 。
[１ ２ ]　 [１ ]～ [１ １ ]の い ず れ か の 方 法 に よ り ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ り メ ガ リ
ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
[１ ３ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る [１ ２ ]の 臓 器 の 疾 患 を 検
出 す る 方 法 。
[１ ４ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る [１ ２ ]の 臓 器 の 疾 患 を 検
出 す る 方 法 。
[１ ５ ]　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 [１ ４ ]の 腎 臓 疾 患 を 検 出 す る 方 法 。
[１ ６ ]　 検 体 が 尿 で あ る 、 [１ ４ ]ま た は [１ ５ ]の 方 法 。
[１ ７ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 含 む 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓
器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
[１ ８ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 で あ る 、 [１ ７ ]の
メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
[１ ９ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る [１ ８ ]の メ ガ リ ン の 発 現
が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
[２ ０ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る [１ ８ ]の メ ガ リ ン の 発 現
が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
[２ １ ]　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 [２ ０ ]の 腎 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
[２ ２ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン か ら な る 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め
の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー 。
[２ ３ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る [２ ２ ]の 疾 患 検 出 用 マ ー
カ ー 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
[２ ４ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る [２ ２ ]の 疾 患 検 出 用 マ ー
カ ー 。
[２ ５ ]　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 [２ ４ ]の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー 。
[２ ６ ]　 ヒ ト メ ガ リ ン の 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 検 出 す る た め の 疾 患
検 出 用 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
[２ ７ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 肺 疾 患 で あ る 、 [２ ６ ]の ヒ ト メ ガ リ ン
の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
[２ ８ ]　 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 が 腎 疾 患 で あ る 、 [２ ６ ]の ヒ ト メ ガ リ ン
の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
[２ ９ ]　 腎 疾 患 が 尿 細 管 障 害 で あ る 、 [２ ８ ]の ヒ ト メ ガ リ ン の 疾 患 検 出 用 マ ー カ ー と し て
の 使 用 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 尿 等 の 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 高 感 度 に か つ 正 確 に 測 定 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 メ ガ リ ン を 発 現 す る 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 に 障 害 が 生 じ た 場 合 に
、 細 胞 か ら メ ガ リ ン が 逸 脱 し 検 体 中 に 蓄 積 す る 。 す な わ ち 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定
す る こ と に よ り 、 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 を 間 接 的 に で は な く 、 直 接 的 に 検 出 ・
診 断 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る
こ と に よ り 、 腎 疾 患 、 肺 疾 患 等 の メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 疾 患 を 早 期 に か つ 正
確 に 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 配 列 番 号 １ に ヒ ト メ ガ リ ン の
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ２ に ヒ ト メ ガ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ヒ ト メ ガ リ ン の 測 定 に お い て は 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン
ド を 固 相 に 結 合 し た も の を 用 い る 。 固 相 と し て は 、 従 来 の 免 疫 分 析 に お い て 用 い ら れ て い
る 何 れ の も の を も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト の ウ ェ ル や 、 磁 性 粒 子 等 を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と し て は 、 例 え ば 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 が 挙 げ ら
れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と し て 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 糖 鎖 に 特 異 的 な
レ ク チ ン を 用 い る こ と も で き る 。 レ ク チ ン と し て は 、 コ ン カ ナ バ リ ン A、 コ ム ギ 胚 レ ク チ
ン （ WGA)、 ヒ マ レ ク チ ン （ RCA)、 レ ン ズ マ メ レ ク チ ン （ LCA） 等 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に
は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド と し て 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン ビ タ ミ ン
B 1 2 （ Transcobalamin-vitamin B1 2 ） 、 ビ タ ミ ン D結 合 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-D-binding pr
otein） も し く は レ チ ノ ー ル 結 合 タ ン パ ク 質 （ Retinol-binding protein） 等 の ビ タ ミ ン 結
合 性 タ ン パ ク 質 （ Vitamin-binding proteins） ； ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン B（ Apolipoprotein 
B） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン E（ Apolipoprotein E） 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン J/ク ラ ス テ リ ン （
ApolipoproteinJ/clusterin） も し く は ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン H（ Apolipoprotein H） 等 の リ
ポ プ ロ テ イ ン ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (PTH)、 イ ン ス リ ン 、 上 皮 細 胞 成 長 因 子 (EGF)、 プ ロ ラ ク
チ ン 、 レ プ チ ン も し く は サ イ ロ グ ロ ブ リ ン ま た は こ れ ら の 受 容 体 等 の ホ ル モ ン ま た は そ れ
ら の ホ ル モ ン の 受 容 体 ； イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 、 PAP-1も し く は β 2 -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン
等 の 免 疫 お よ び ス ト レ ス 応 答 関 連 タ ン パ ク 質 ； Enzymes and enzyme inhibitors : PAI-Ｉ
、 PAI-Ｉ -ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 PAI-Ｉ -tPA、 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ 、 プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 β -ア ミ ラ ー ゼ 、 α 1 -マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン も し く は リ ゾ
チ ー ム ま た は こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー 等 の 酵 素 ま た は そ れ ら の 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー ； ア ミ ノ
グ リ コ シ ド 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 ア プ ロ チ ニ ン （ Aprotinin)も し く は ト リ コ サ ン チ ン （ Trich
osantin） 等 の 薬 剤 ま た は 毒 物 ； ア ル ブ ミ ン 、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 匂 い 物 質
結 合 タ ン パ ク 質 （ Odorant-binding protein） 、 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン も し く は L-FABPで あ
る キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 ； な ら び に チ ト ク ロ ー ム -c、 カ ル シ ウ ム (Ca 2 ＋ )、 後 期 糖 化 生 成 物
（ advanced glycation end products(AGE)） 、 キ ュ ビ リ ン も し く は Na＋ -H＋ 交 換 輸 送 体 ア
イ ソ フ ォ ー ム （ Na＋ -H＋ exchanger isoform 3(NHE3)） 等 の 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 (RAP)、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 物 質 ま た は そ の 結 合 性 断 片 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 結 合 性 断
片 と は 、 前 記 物 質 の 断 片 で あ っ て 、 ヒ ト メ ガ リ ン と 結 合 す る 部 位 を 含 む 断 片 を い う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド の 固 相 へ の 結 合 は 、 従
来 か ら こ の 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト の ウ ェ ル 等 に 結 合 す る 場 合 に は 3～ 10μ g/mL程 度 （ 好 ま し く は 5μ g/mL程 度 ） の 抗 体 等 の
ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド 溶 液 を 固 相 に 加 え 、 4℃ で 一 夜 （ 好 ま し く は 12時
間 以 上 ） 放 置 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 尚 、 固 相 濃 度 に 関 し て は 、 上 記 記 載 の 推
奨 濃 度 幅 は 完 全 長 の 抗 体 を 固 相 す る 際 に 、 理 論 的 に 算 出 し た 値 で あ る 。 そ の 理 論 式 は 、
　 　 　 　 Q = (2 / √ 3)・ (MW / N)・ (2r)－ 2 ・ 10 9     (ng / cm 2 )
　 　 　 　 Q ：  molecular weight density (ng / cm2 )
　 　 　 　 MW ：  molecular weight (dalton： Da)
　 　 　 　 N ：  Avogadro’ s number = 6・ 10 2 3  (mole－ 1 )
　 　 　 　 r ：  Stokes radius of molecular = (R・ T 2 0 ) / (6・ π ・ η 2 0 ・ D 2 0 ・ N) (cm)
　 　 　 　 R ：  gas constant = 8.3・ 10 7  (g・ cm 2 ・ sec－ 2 ・ ° K－ 1 ・ mole－ 1

　 　 　 　 T 2 0  ：  room temperature(20℃ ) = 293° K
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　 　 　 　 η 2 0  ：  viscosity of water at 20℃  = 1・ 10
－ 2 (g・ cm－ 1 ・ sec－ 1 )

　 　 　 　 D 2 0  ：  diff. coeff. of molecular ref. to water at 20℃  (cm
2 ・ sec－ 1 )

で あ り 、 こ れ は 物 理 吸 着 様 式 に よ る 固 相 化 の 際 に 適 応 さ れ る 。 従 っ て 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結
合 性 を 有 す る リ ガ ン ド の 固 相 化 に お い て は 、 個 々 の 分 子 量 等 の 上 記 変 動 因 子 に 左 右 さ れ た
理 論 上 の 固 相 濃 度 が 設 定 さ れ る 為 、 個 々 の 固 相 分 子 種 及 び 、 固 相 面 の 形 状 等 で 異 な る 。 従
っ て 、 上 記 の 固 相 濃 度 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 固 相 吸 着 様 式 が 、 共 有 結 合 の 場
合 に も 、 本 発 明 は 適 応 さ れ る が 、 こ の 場 合 は 吸 着 面 に 存 在 す る 、 共 有 結 合 に 用 い る 官 能 基
の 数 等 も 加 味 さ れ る 為 、 こ れ に つ い て も 、 固 相 濃 度 は 限 定 さ れ る も の で は な い 。 結 合 後 、
タ ン パ ク 質 の 非 特 異 的 吸 着 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 為 に 、 定 法 に 基 づ き 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
(以 下 、 BSAと 略 す )や カ ゼ イ ン 等 で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う 。 ま た 、 固 相 が 磁 性 粒 子 の 場 合 も
、 上 記 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 場 合 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の よ う に 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ
ガ ン ド と 、 検 体 を 反 応 さ せ 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 、 抗 原 抗 体 反 応 等 の リ ガ ン ド -レ セ
プ タ ー 結 合 反 応 に よ り 前 記 固 相 に 結 合 さ れ た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 介
し て 固 相 に 結 合 さ せ る 。 す な わ ち 、 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ
ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド -ヒ ト メ ガ リ ン の 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 こ こ で 、 検 体
は ヒ ト メ ガ リ ン を 含 む か も し れ な い も の で あ れ ば 何 で あ っ て も よ い 。 検 体 と し て は 、 例 え
ば 、 尿 、 肺 胞 洗 浄 液 、 血 液 ・ 血 清 ・ 血 漿 、 呼 気 凝 縮 液 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 抗 原
抗 体 反 応 は 4℃ ～ 45℃ 、 よ り 好 ま し く は 20℃ ～ 40℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 25℃ ～ 38℃ で 行 う
こ と が で き 、 ま た 、 反 応 時 間 は 、 10分 ～ 18時 間 、 よ り 好 ま し く は 10分 ～ 1時 間 、 さ ら に 好
ま し く は 30分 ～ 1時 間 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 次 い で 、 洗 浄 後 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 、 前 記 固 相 に 結 合 さ
れ た 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン と 反 応 さ せ る 。 す な わ ち 、 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗
体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド -ヒ ト メ ガ リ ン -ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合
性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド の 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の
リ ガ ン ド と し て は 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド
と 同 じ も の を 用 い る こ と が で き る 。 但 し 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド
お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド の 両 方 が 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る 場 合 、 第 １ の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 と 第 ２ の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 が 認 識 ・ 結
合 す る エ ピ ト ー プ は 異 な っ て い る 必 要 が あ る 。 な お 、 第 １ の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 お よ び 第
２ の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 の 組 合 せ と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 な ら び に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 合 せ が あ る が 、 い
ず れ の 組 合 せ も 用 い る こ と が で き る 。 こ の 反 応 は 4℃ ～ 45℃ 、 よ り 好 ま し く は 20℃ ～ 40℃
、 さ ら に 好 ま し く は 25℃ ～ 38℃ で 行 う こ と が で き 、 ま た 、 反 応 時 間 は 、 10分 ～ 18時 間 、 よ
り 好 ま し く は 10分 ～ 1時 間 、 さ ら に 好 ま し く は 30分 ～ 1時 間 程 度 で あ る 。 こ れ に よ り 、 ヒ ト
メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド は 、 ヒ ト メ ガ リ ン 及 び ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を
有 す る 第 １ の リ ガ ン ド を 介 し て 固 相 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 次 い で 、 洗 浄 後 、 固 相 に 結 合 さ れ た 第 ２ の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合
性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 測 定 す る 。 こ れ は 、 免 疫 分 析 の 分 野 に お い て 定 用 さ れ て い る
種 々 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ
ン ド を 、 酵 素 、 蛍 光 、 ビ オ チ ン 、 放 射 標 識 等 で 標 識 し て 酵 素 標 識 体 を 作 製 し て お き 、 こ れ
ら の 標 識 を 測 定 す る こ と に よ り 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ
ン ド を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の う ち 、 酵 素 あ る い は 蛍 光 に よ る 標 識 が 好 ま し く 、
酵 素 と し て は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 及 び
グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 等 が 、 蛍 光 と し て は Fluorescein Isothiocyanate(FITC)等 が 挙 げ
ら れ る が こ の 限 り で は な い 。 標 識 の 検 出 は 、 対 応 す る 基 質 と 酵 素 標 識 体 と を 反 応 さ せ 、 反
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応 の 結 果 生 じ る 色 素 、 蛍 光 、 発 光 等 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、
ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド が 標 識 さ れ て い な い 場 合 に は 、 ヒ ト メ ガ リ
ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド に 対 す る 、 標 識 さ れ た 第 ３ の 抗 体 を 反 応 さ せ 、 こ の 標
識 に 基 づ き 第 ３ の 抗 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て も ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ
ガ ン ド を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 な お 、 固 相 あ る い は 標 識 に 用 い る 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 は 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 対 し て 特 異 的
な Fabや F(ab’ ) 2 の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 、 あ る い は 、 組 換 え 体 と し て 発 現 さ れ た scF
v、 dsFv、 diabody、 minibody等 の 組 換 え 抗 体 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に お い て 、 「 抗 体 」
と い う 語 は 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 特 異 的 な こ れ ら の 断 片 を も 包 含 す る 。 こ れ ら の 断 片 の 調 製 方
法 は こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す
る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 を 反 応 さ せ 、 次 い で 洗 浄 し 、 そ の 後 に ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有
す る 第 ２ の リ ガ ン ド を 反 応 さ せ る ２ ス テ ッ プ か ら な る 方 法 で あ る 。 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 ヒ
ト メ ガ リ ン 抗 体 等 の ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド と 検 体 と の 反 応 と 検 体
と ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン ド と の 反 応 を 同 時 に 行 わ せ る １ ス テ ッ プ か
ら な る 方 法 を 採 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン も し く は ヒ ト メ ガ リ ン の 一 部 断 片 お よ び
ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 で
あ っ て 、 検 体 と ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 反 応 さ せ 、 次 い で 、 該 反 応 物 と
前 記 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン を 反 応 さ せ 、 固 相 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有
す る リ ガ ン ド を 測 定 し 、 固 相 に 結 合 し た 該 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド の 減 少
率 に 基 づ い て 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 競 合 的 に 定 量 す る 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定
す る 方 法 を も 包 含 す る 。 こ の 方 法 の た め に は 、 ヒ ト メ ガ リ ン を 固 相 に 結 合 す る 必 要 が あ る
が 、 前 記 の 物 質 の 固 相 へ 結 合 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 一
部 断 片 は 限 定 さ れ ず 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド が 結 合 す る ヒ ト メ ガ リ ン の
一 部 断 片 を 用 い れ ば よ い 。 ヒ ト メ ガ リ ン の 一 部 断 片 と し て は 、 配 列 番 号 ２ に 表 さ れ る ヒ ト
メ ガ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 部 分 配 列 を 化 学 合 成 や 遺 伝 子 工 学 の 手 法 に よ り 作 製 し て 用
い る こ と が で き る 。 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド は 前 記 の も の を 用 い る こ と が
で き 、 そ の 中 で も 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 が 好 ま し い 。 競 合 法 に お い て は 、 用 い る 固 相 に 結 合
し た ヒ ト メ ガ リ ン も し く は ヒ ト メ ガ リ ン の 一 部 断 片 お よ び ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る
リ ガ ン ド の 量 が 重 要 で あ る が 、 競 合 法 は 公 知 で あ り 、 公 知 技 術 に 基 づ い て 、 適 宜 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 用 い て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ
リ ン を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 検 体 と 粒 子 に 結 合 し た ヒ ト メ ガ リ ン に 結 合 性 を 有 す る リ ガ
ン ド と を 反 応 さ せ 、 凝 集 反 応 を 生 起 さ せ た 後 、 得 ら れ た 凝 集 の 程 度 に 基 づ い て ヒ ト メ ガ リ
ン を 測 定 す る ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 該 方 法 に お い て 用 い ら れ る 粒 子 と し て は 、 直 径 0.05～ 10μ mの 、 好 ま し く は 直 径 0.1～ 0.
4μ mの ラ テ ッ ク ス 、 直 径 0.5～ 10μ mの ゼ ラ チ ン 粒 子 及 び 動 物 赤 血 球 を 挙 げ る こ と が で き る
。 粒 子 へ の 抗 体 の 結 合 方 法 は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 物 理 吸 着 あ る い は 共 有 結 合
の ど ち ら の 結 合 様 式 を も 適 応 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 該 方 法 に お い て 、 粒 子 上 に 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 が 結 合 さ れ て い る 粒 子 と 検 体 と を 、 例 え
ば 、 黒 色 の ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 混 合 し 、 凝 集 し て 沈 殿 す る 粒 子 の 有 無 を 観 察 す る こ と に よ
り 検 対 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 凝 集 の 吸 光 度 測 定 に よ り ヒ
ト メ ガ リ ン を 定 量 す る こ と も で き る 。 更 に ま た 、 Pulse Immunoassayに よ り 検 出 す る こ と
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も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ヒ ト メ ガ リ ン の 測 定 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 イ ン タ ク ト な ヒ ト メ ガ リ ン だ け
で は な く 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 断 片 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 を 採 取 し た 被 験 体 が ヒ ト メ ガ リ ン を
発 現 す る 細 胞 ・ 組 織 ・ 臓 器 等 に 障 害 を 有 し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る 。 す な
わ ち 、 臓 器 の 疾 患 等 を 検 出 ま た は 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 と し て は 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 な
ら ば い ず れ も 対 象 と な り 得 る が 、 好 ま し く は 肺 お よ び 腎 臓 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 腎 臓
で あ る 。 ま た 、 腎 臓 疾 患 で は 、 特 に 腎 炎 や 尿 細 管 障 害 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 糖
尿 病 性 腎 障 害 も 好 適 に 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 メ タ ボ リ ッ ク 症 候 群 や メ タ ボ リ ッ
ク 症 候 群 関 連 腎 症 の 検 出 に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 記 の 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 を 有 す る 被 験 体 に お い て は 、 細 胞 か ら ヒ ト メ ガ
リ ン が 逸 脱 し 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン 量 が 増 加 す る 。 被 験 体 か ら 採 取 し た 検 体 中 の ヒ ト メ
ガ リ ン を in vitroで 測 定 し 、 正 常 人 に 比 較 し て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン 濃 度 が 有 意 に 増 加 し
て い る 場 合 、 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 を 有 し て い る と 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ で 、 検 体 は 上 記 の よ う に 、 尿 、 肺 胞 洗 浄 液 、 血 液 ・ 血 清 ・ 血 漿 、 呼 気 凝 縮 液 等 を 用
い る こ と が で き る が 、 肺 疾 患 を 検 出 す る 場 合 に は 特 に 肺 胞 洗 浄 液 を 用 い る の が 好 ま し く 、
腎 疾 患 を 検 出 す る 場 合 に は 、 尿 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 被 験 体 か ら 採 取 し た 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ り 、 腎 疾 患 等 の
細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 に 罹 患 す る リ ス ク を 評 価 す る こ と が で き る 。 被 験 体 か ら
採 取 し た 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を in vitroで 測 定 し 、 正 常 人 に 比 較 し て 検 体 中 の ヒ ト メ ガ
リ ン 濃 度 が 有 意 に 増 加 し て い る 場 合 、 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 に 罹 患 す る リ ス ク
が 高 い と 評 価 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 す る こ と に よ り
、 腎 疾 患 予 備 軍 等 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 高 い 被 験 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 適 切 な 処 置
を 施 す こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 被 験 体 か ら 採 取 し た 検 体 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 定 期 的 に 測 定 し 、 ヒ ト メ ガ リ ン 濃
度 を モ ニ タ す る こ と に よ り 、 臓 器 機 能 の 管 理 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ヒ ト メ ガ リ ン は 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 の
検 出 ま た は 診 断 の た め の マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 ヒ ト メ ガ リ ン の
、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 臓 器 の 機 能 障 害 す な わ ち 疾 患 を 検 出 す る た め の 検 出 用 マ ー
カ ー と し て の 使 用 を 包 含 し 、 さ ら に ヒ ト メ ガ リ ン か ら な る 、 メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る
細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 す な わ ち 疾 患 を 検 出 ・ 診 断 す る た め の 疾 患 検 出 ・ 診 断 用
マ ー カ ー を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ る 細 胞 、 組 織 ま た は 臓 器 の 機 能 障 害 の 検 出 ま た は
診 断 に お い て は 、 イ ン タ ク ト な ヒ ト メ ガ リ ン だ け で は な く 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 断 片 を 測 定 し
て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に よ り 限 定 さ
れ る も の で は な い 。 尚 、 実 施 例 に 用 い た Enzyme -Linked Immunosorbent Assay(ELISA)と
い う 方 法 は 、 1971年 に Engvall E.と Perlmann P.が 最 初 の 報 告 を し て 以 来 、 現 在 ま で 多 く
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の 報 告 が な さ れ て お り 、 本 技 術 の 根 幹 は 確 固 た る 基 盤 の 上 に 成 り 立 っ て い る (Engvall E ,
 Perlmann P. (1971) Immunochemistry. 8 , 871-874)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
Enzyme -Linked Immunosorbent Assay(ELISA)を 用 い た 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン の 検 出
（ １ ） 抗 ヒ ト メ ガ リ ン ・ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 ヒ ト メ ガ リ ン 50μ gを マ ウ ス 腹 腔 に ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 数 回 免 疫 し 、 そ の 血 清 力 価 が 上
昇 し た こ と を 確 認 し た 。 追 加 免 疫 （ 静 脈 内 ） 後 3日 目 に 脾 臓 を 取 り 出 し 、 脾 細 胞 を 得 た 。
こ れ と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 3500の 存 在 下 (10： 1細 胞 )で 融 合
さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 作 製 し た 。 こ の 細 胞 を 1週 間 CO 2 気 下 37℃ で 培 養 し 、 そ の 培 養
上 清 中 の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 の 有 無 を 調 べ た 。 そ こ で 抗 体 産 生 を 認 め た 陽 性 ウ ェ ル 中 の 細
胞 を 限 界 希 釈 法 に よ り 希 釈 し 2週 間 培 養 し 、 同 様 に 培 養 上 清 の 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 の 有 無
を 調 べ た 。 更 に そ の 後 、 抗 体 産 生 を 認 め た 陽 性 ウ ェ ル 中 の 細 胞 を 再 度 限 界 希 釈 し 、 同 様 の
培 養 を 行 っ た 。 こ の 段 階 で 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 を 産 生 し て い る 細 胞 を 、 フ ラ ス コ に て 培 養
し 、 そ の 一 部 を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO) 10%含 有 ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)に サ ス ペ ン ド し (
5× 10 6 個 /mL)、 液 体 窒 素 中 に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 に 各 ウ ェ ル の 上 清 を 用 い 、 ヒ ト メ ガ リ ン に 対 す る 培 養 上 清 中 の 産 生 抗 体 の 反 応 性 を 調
べ た 。 ヒ ト メ ガ リ ン を 140mM NaCl,2.7mM KCl,10mM Na2 HPO 4 ,1.8mM KH 2 PO 4 ,pH7.3(以 下 、 P
BS,pH7.3と 略 す )に 溶 解 し た 。 プ ラ ス チ ッ ク 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc-Immuno T M

Module F8 MaxisorpT M  Surface plate, Nalge Nunc International社 製 ） の ウ ェ ル に 、 1
ウ ェ ル 当 た り 100μ Lの 、 上 記 ヒ ト メ ガ リ ン /PBS,pH7.3溶 液 を 加 え 、 3pmol/ウ ェ ル 、 4℃ 、 1
2時 間 の 条 件 下 で 、 ヒ ト メ ガ リ ン を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 固 相 化 し た 。 12時 間 後
、 ウ ェ ル に 加 え て お い た ヒ ト メ ガ リ ン /PBS,pH7.3溶 液 を デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 除 去 し 、
そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル へ 、 145mM NaCl,3.6mM Na2 HPO 4 ,1.4mM KH 2 PO 4 ,0.
05%(v./v.) Tween20(以 下 、 PBS-Tと 略 す )を 200μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に
よ る PBS-Tの 除 去 を 行 い 、 ウ ェ ル 内 の 吸 着 過 剰 分 の ヒ ト メ ガ リ ン を 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 工
程 を 計 2回 行 っ た 。 そ の 後 、 145mM NaCl,7.2mM Na2 HPO 4 ,2.8mM KH 2 PO 4 ,1%(wt./v.) BSA,5%
(wt./v.) ラ ク ト ー ス (以 下 、 抗 原 固 相 プ レ ー ト 用 ブ ロ ッ キ ン グ 液 と 称 す )を 200μ L/ウ ェ ル
で 添 加 し 、 4℃ 、 12時 間 の 条 件 化 で ヒ ト メ ガ リ ン 固 相 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ
ル 内 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 12時 間 経 過 後 、 4℃ の ま ま で 保 存 状 態 と し た 。 培 養 上 清 中
の 抗 体 の 反 応 性 を 確 認 す る 為 に 、 こ の ブ ロ ッ キ ン グ 完 了 後 の ヒ ト メ ガ リ ン 固 相 化 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い た 。 上 記 ヒ ト メ ガ リ ン 固 相 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル
へ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 100μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 37℃ 、 1時 間 加 温 し た 。 そ の 後 、 ウ
ェ ル に 加 え て お い た 培 養 上 清 を デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 除 去 し 、 そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の ウ ェ ル へ PBS-Tを 200μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ る PBS-Tの 除 去
を 行 い 、 ウ ェ ル 内 の 洗 浄 を し た 。 こ の 洗 浄 工 程 を 計 3回 行 っ た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル へ Peroxid
ase-Conjugated Goat Anti-Mouse Immunoglobulins(DAKO社 製 )を 100μ L/ウ ェ ル (2000倍 希
釈 ： 0.55μ g/mL)で 加 え 、 37℃ 、 1時 間 加 温 し た 。 こ の 酵 素 標 識 抗 体 の 希 釈 に は 、 145mM Na
Cl,3.6mM Na 2 HPO 4 ,1.4mM KH 2 PO 4 ,0.05%(v./v.) Tween20,0.5%(wt./v.) BSA(以 下 、 酵 素 標
識 抗 体 希 釈 液 と 称 す )を 用 い た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル に 加 え て お い た 酵 素 標 識 抗 体 を デ カ ン テ
ー シ ョ ン に よ り 除 去 し 、 そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル へ PBS-Tを 200μ L/ウ ェ ル
で 添 加 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ る PBS-Tの 除 去 を 行 い 、 ウ ェ ル 内 の 洗 浄 を し た 。 こ の 洗
浄 工 程 を 計 3回 行 っ た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル へ 3,3’ ,5,5’ -tetramethylbenzidine(以 下 、 TMB
と 略 す )溶 液 (TMB One-Step Substrate System： DAKO社 製 )を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 基
質 溶 液 と し て 、 100μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 25℃ 、 30分 放 置 し た 。 そ の 後 直 ち に 、 そ の ウ ェ ル
内 の 基 質 反 応 液 へ 313mM H 2 SO 4 溶 液 (以 下 、 反 応 停 止 液 と 称 す る )を 100μ L/ウ ェ ル で 添 加 し
、 ウ ェ ル 内 で の 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 本 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 し 、 450nmの 吸
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光 度 か ら 630nmの 吸 光 度 を 差 し 引 い た 数 値 を 反 応 性 評 価 の 指 標 と し た (Josephy P.D. , Mas
on R.P. et al.(1982) J. Biol. Chem. 257 , 3669-3675)。 尚 、 TMBを 用 い た 比 色 定 量 の
方 法 は 、 1981年 に Bos E.S.ら が 最 初 の 報 告 を し て 以 来 、 現 在 ま で 多 く の 報 告 が な さ れ て お
り 、 本 技 術 の 根 幹 は 確 固 た る 基 盤 の 上 に 成 り 立 っ て い る (Bos E.S. et al. (1981) J. Imm
unoassay. 2 , 187-204)。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 そ の 結 果 、 固 相 化 し た ヒ ト メ ガ リ ン へ 抗 ヒ ト メ ガ リ ン 抗 体 の 強 い 反 応 性 を 示 す モ ノ ク ロ
ー ナ ル 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 選 択 し 、 本 培 養 上 清 中 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス と サ ブ
ク ラ ス を Immunoglobulin Typing Kit,Mouse(和 光 純 薬 工 業 社 製 )を 用 い て 、 培 養 上 清 原 液 1
00μ Lか ら 、 各 ク ロ ー ン 毎 に 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 基 に 、 得 ら れ た 単 ク ロ ー ン 細 胞 ラ イ ブ
ラ リ ー の 中 か ら 、 IgGク ラ ス に 限 定 し て 後 述 す る 腹 水 化 へ 移 行 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 、 こ れ ら の 細 胞 を 25mLの フ ラ ス コ で 培 養 し 、 更 に 75mLの フ ラ ス コ で 培 養 し た 。 こ の
細 胞 を プ リ ス タ ン 処 理 マ ウ ス 腹 腔 中 に 注 射 し 、 腹 水 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ２ ） 抗 ヒ ト メ ガ リ ン ・ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル (IgG)抗 体 の 精 製
　 得 ら れ た 腹 水 (10mL)と 混 濁 血 清 処 理 剤 (FRIGEN（ 登 録 商 標 ） Ｉ Ｉ ： 協 和 純 薬 工 業 社 製 )を
、 腹 水 1.5容 に 対 し て FRIGEN（ 登 録 商 標 ） Ｉ Ｉ を 1容 の 比 率 で 混 和 し 、 1～ 2分 攪 拌 振 と う す
る こ と で 、 腹 水 か ら の 脱 脂 を 行 っ た 。 遠 心 機 で 3000rpm(1930× g)、 10分 間 遠 心 分 離 を 行 い
、 清 澄 化 さ れ た 腹 水 遠 心 上 清 (10mL)を 分 取 し た 。 こ の 腹 水 遠 心 上 清 (10mL)に 硫 安 分 画 処 理
(終 濃 度 50%飽 和 硫 安 )を 氷 浴 中 で 1時 間 施 し 、 沈 降 し た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 画 分 を PBSで 懸 濁
溶 解 さ せ た 。 こ の 硫 安 分 画 操 作 を 計 2回 行 い 、 腹 水 か ら の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 粗 画 分 を 得 た
。 得 ら れ た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 粗 画 分 (10mL)に 対 し て 等 量 の 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH7.0(
以 下 、 20mM NaPB,pH7.0と 称 す )を 混 合 し 、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム (HiTrap Protein G HP,5mL
： Amersham BioSciences社 製 )を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 行 っ た 。 サ ン プ ル を プ ロ テ
イ ン Gカ ラ ム に 吸 着 後 、 20mM NaPB,pH7.0(50mL)を プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム 内 に 通 し 、 サ ン プ ル
中 の IgG以 外 の 夾 雑 物 を 洗 浄 除 去 し た 。 そ の 後 、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム に ア フ ィ ニ テ ィ ー 吸 着
し た IgGは 、 0.1M グ リ シ ン -HCl,pH2.7で 溶 出 さ せ 、 カ ラ ム か ら の 溶 出 直 後 の 溶 出 画 分 を 1M
 Tris(hydroxymethyl)aminomethane-HCl,pH9.0(以 下 、 Tris(hydroxymethyl)aminomethane
を Trisと 略 す )で 中 和 し 回 収 し た 。 中 和 後 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 物 に 対 し て 500倍 容 の PBS
で 4℃ 、 6時 間 の 透 析 を 行 い 、 本 透 析 は 計 2回 行 っ た 。 本 透 析 操 作 に 用 い た 透 析 膜 は 透 析 用
セ ル ロ ー ス チ ュ ー ブ (Viskase Companies社 製 )で 行 っ た 。 そ こ で 得 ら れ た IgG溶 出 画 分 を 、
抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 物 と し 、 4℃ で の 保 存 な ら び に 後 述 す る 操 作 に
用 い る こ と と し た 。 尚 、 本 精 製 に は 、 BioLogic LPシ ス テ ム (Bio Rad Laboratories社 製 )
に 上 述 の プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム を 接 続 し 、 流 速 は 1mL/minで 一 貫 し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ ３ ） 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 作 成
　 精 製 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を PBS,pH7.3に 終 濃 度 5μ g/mLで 溶 解 し た 。 プ ラ
ス チ ッ ク 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc-Immuno T M Module F8 MaxisorpT M  Surface pl
ate, Nalge Nunc International社 製 ） の ウ ェ ル に 、 1ウ ェ ル 当 た り 100μ Lの 、 上 記 抗 ヒ ト
メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 /PBS,pH7.3溶 液 を 加 え 、 4℃ 、 12時 間 の 条 件 下 で 、 抗 ヒ ト メ
ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 固 相 化 し た 。 12時 間 後 、 ウ ェ
ル に 加 え て お い た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 /PBS,pH7.3溶 液 を デ カ ン テ ー シ ョ ン
に よ り 除 去 し 、 そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル へ 、 PBS-Tを 200μ L/ウ ェ ル で 添 加
し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ る PBS-Tの 除 去 を 行 い 、 ウ ェ ル 内 の 吸 着 過 剰 分 の 抗 ヒ ト メ ガ リ
ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 工 程 を 計 2回 行 っ た 。 そ の 後 、 86mM NaCl,100
mM Tris,0.5%(wt./v.) BSA,0.05%(v./v.) Tween20(以 下 、 抗 体 固 相 プ レ ー ト 用 ブ ロ ッ キ ン
グ 液 と 称 す )を 200μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 4℃ 、 12時 間 の 条 件 化 で ヒ ト メ ガ リ ン 固 相 化 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 12時 間 経 過 後 、 4℃ の ま ま で
保 存 状 態 と し た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
（ ４ ） ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 化 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成
　 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (以 下 、 HRPと 略 す )(Peroxidase from horseradish TypeVI
： Sigma社 製 )を 純 水 に 4mg/mLの 濃 度 で 溶 か し 、 こ の HRP溶 液 500μ L(2mg)に 対 し て 、 100mM
の メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (100μ L)を 加 え て 、 20分 間 、 室 温 で 攪 拌 し た 。 こ れ を 、
該 HRP溶 液 に 対 し て 500倍 容 の 1mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム ,pH4.0溶 液 (以 下 、 1mM酢 酸 緩 衝 液 と 称 す )
で 4℃ 、 6時 間 の 透 析 を ２ 回 行 っ た 。 透 析 操 作 に 用 い た 透 析 膜 は 透 析 用 セ ル ロ ー ス チ ュ ー ブ
(Viskase Companies社 製 )で あ っ た 。 次 に 、 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 2.4mM
 Na 2 CO 3 , 7.6mM NaHCO 3 , pH9.6溶 液 （ 以 下 、 10mM 炭 酸 緩 衝 液 と 称 す ） に 8mg/mLの 濃 度 で
溶 か し た 。 上 述 の HRP溶 液 500μ L(2mg)に 、 HRP溶 液 に 対 し て 1/3倍 容 の 120mM Na 2 CO 3 , 380m
M NaHCO 3 , pH9.6溶 液 （ 以 下 、 0.5M 炭 酸 緩 衝 液 と 称 す ） を 加 え 、 こ こ に 、 上 述 の 抗 ヒ ト メ
ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 500μ L(4mg)を 混 合 し 、 室 温 で 2時 間 攪 し た 。 そ の 後 、 4mg/mLの
水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (50μ L)を 加 え 、 氷 水 浴 中 で 2時 間 攪 拌 し た 。 こ れ に 対 し 、 硫
安 分 画 処 理 (終 濃 度 50%飽 和 硫 安 )を 氷 浴 中 で 1時 間 施 し 、 沈 降 し た 画 分 を 100mM Tris,145mM
 NaCl,1%(v./v.)BSA,pH7.6溶 液 (以 下 、 標 識 抗 体 浮 遊 液 と 称 す )1mLで 懸 濁 溶 解 さ せ た 。 こ
の 硫 安 分 画 操 作 を 計 2回 行 い 、 標 識 抗 体 溶 液 量 に 対 し て 3/4倍 容 の 2.8mM KH 2 PO 4 ,7.2mM Na 2
HPO 4 ,145mM NaCl,1%(wt./v.)BSA,0.02%(v./v.) フ ェ ノ ー ル ,40%(wt./v.) D-ソ ル ビ ト ー ル
溶 液 （ 以 下 、 標 識 抗 体 保 存 液 と 称 す ） を 加 え た 。 HRP標 識 化 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 得 た 。 尚 、 本 HRP標 識 化 の 方 法 は 、 1974年 に Nakane P.K.と Kawaoi A.が 最 初 の 報
告 を し て 以 来 、 現 在 ま で 多 く の 報 告 が な さ れ て お り 、 本 技 術 の 根 幹 は 確 固 た る 基 盤 の 上 に
成 り 立 っ て い る (Nakane P.K. , Kawaoi A. (1974) J.Histochem.Cytochem. 22 , 1084)。
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ ５ ） 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン の 測 定
　 上 述 し た 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト と 、 HRP
標 識 化 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 尿 中 の ヒ ト メ ガ リ ン を 測 定 し た 。 先
ず 、 原 尿 90μ Lと 2M Tris,0.2M Ethylenediamine-N,N,N’ ,N’ -tetraacetic acid(以 下 、 E
thylenediamine-N,N,N’ ,N’ -tetraacetic acidを EDTAと 略 す ),pH8.0溶 液 10μ Lを 混 合 し
、 該 混 合 液 100μ Lを 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 相 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の ウ ェ ル へ 加 え た 。 37℃ で 1時 間 放 置 し 、 そ の 後 、 ウ ェ ル に 加 え て お い た 尿 サ ン プ ル 溶 液
を デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 除 去 し 、 そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル へ 、 PBS-Tを 2
00μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ る PBS-Tの 除 去 を 行 い 、 洗 浄 を 行 っ た 。 こ
の 洗 浄 工 程 を 計 ３ 回 行 っ た 。 そ の 後 、 HRP標 識 化 抗 ヒ ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (上 記
調 製 原 液 を 標 識 抗 体 希 釈 液 で 10000倍 希 釈 )溶 液 を 100μ L/ウ ェ ル で 加 え た 。 37℃ で 1時 間 放
置 し 、 そ の 後 、 ウ ェ ル に 加 え て お い た HRP標 識 化 抗 体 溶 液 を デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 除 去
し 、 そ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル へ 、 PBS-Tを 200μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 デ カ ン
テ ー シ ョ ン に よ る PBS-Tの 除 去 を 行 い 、 洗 浄 を 行 っ た 。 こ の 洗 浄 工 程 を 計 ３ 回 行 っ た 。 次
に 、 ウ ェ ル へ TMB溶 液 (TMB One-Step Substrate System： DAKO社 製 )を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵
素 反 応 基 質 溶 液 と し て 、 100μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 25℃ 、 30分 放 置 し た 。 そ の 後 直 ち に 、 そ
の ウ ェ ル 内 の 基 質 反 応 液 へ 反 応 停 止 液 100μ L/ウ ェ ル で 添 加 し 、 ウ ェ ル 内 で の 酵 素 反 応 を
停 止 さ せ た 。 そ の 後 、 本 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 し 、 450nmの 吸 光 度 か ら 630nmの 吸 光 度 を 差
し 引 い た 数 値 を 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン 測 定 評 価 の 指 標 と し た 。 検 量 線 の 標 準 品 と し て は 、 抗 ヒ
ト メ ガ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 出 時 に 免 疫 用 抗 原 と し て 用 い た ヒ ト メ ガ リ ン を 使 用 し 、
そ の 検 量 線 結 果 を 表 １ お よ び 図 ２ に 記 載 し た 。 尚 、 実 際 の 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン 測 定 の 臨 床 結
果 に つ い て は 、 表 ２ 、 図 ３ お よ び 図 ４ に 示 し た 。 こ の 結 果 、 健 常 人 に 比 し て 、 腎 疾 患 患 者
お よ び 腎 疾 患 予 備 軍 で 有 意 に 、 尿 中 へ の ヒ ト メ ガ リ ン の 排 泄 が 認 め ら れ た （ 図 ３ お よ び ４
） 。 尚 、 尿 中 へ の メ ガ リ ン 排 泄 量 の ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス の 結 果 か ら も 、 同 様 の 結 果
が 得 ら れ 、 尿 排 泄 時 の 濃 縮 率 の 影 響 で は な い こ と も 示 さ れ た (図 ３ お よ び ４ )。 本 発 明 の 目
的 は 、 従 来 法 に 比 較 し て 簡 便 で 所 要 時 間 が 短 く 、 且 つ 、 ヒ ト メ ガ リ ン の 定 量 も 可 能 な ヒ ト
メ ガ リ ン の 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 更 に 、 本 測 定 方 法 を 用 い る こ と で 、 細 胞 ・ 組
織 ・ 臓 器 特 異 的 な 機 能 性 疾 患 を 部 位 直 接 的 か つ 、 早 期 に 診 断 可 能 と す る も の で あ る が 、 上
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述 の 臨 床 結 果 は 、 こ れ を 大 き く 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 図 １ 】 ヒ ト メ ガ リ ン の 遺 伝 子 座 お よ び タ ン パ ク 質 の 構 造 概 略 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ヒ ト メ ガ リ ン の 標 準 品 を 用 い た ヒ ト メ ガ リ ン 検 出 ELISA検 量 線 を 示 し た 図 で あ る
。
【 図 ３ 】 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン 臨 床 結 果 を 示 し た 図 で あ る （ そ の １ ） 。
【 図 ４ 】 尿 中 ヒ ト メ ガ リ ン 臨 床 結 果 を 示 し た 図 で あ る （ そ の ２ ） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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