
(57)【要約】
アポトーシス細胞によって流されたアポトーシス体を測定することによるアポトーシスの
検出方法、及び該方法を実施するためのキットを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 細 胞 を 除 去 し た 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； 及 び
　 前 記 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 、 組 織 培 養 基 又 は 喀 痰 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 検 出 工 程 が 膜 破 壊 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 検 出 工 程 が ヌ ク レ オ リ ン 検 出 工 程 で あ り 、 か つ 、 該 ヌ ク レ オ リ ン 検 出 工 程 が ヌ ク レ
オ リ ン 結 合 性 分 子 － ヌ ク レ オ リ ン 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 分 子 が 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 が 、 p7-1A4、 sc-8031、 sc-9893、 sc-9892、 4E2及 び 3G4B2抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 分 子 が グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項
６ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 :１ ～ ７ ； ９ ～ 17； 19～ 30又 は 31
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 :１ 、 10、 25～ 30又 は 31の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 検 出 工 程 が PARP-1検 出 工 程 で あ り 、 か つ 、 該 PARP-1検 出 工 程 が PARP-1結 合 性 分 子 －
PARP-1複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 PARP-1結 合 性 分 子 が 抗 -PARP-1抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 、 sc-1562、 sc-8007、 sc-1561、 sc-1561-Y及 び sc-7150抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 者 内 の 過 剰 な ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 細 胞 を 除 去 し た 血 液 試 料 を 調 製 す る 工 程 ； 及 び
　 前 記 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 被 験 者 が 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 神 経 変 性 病 、 虚 血 性 損 傷 、 自 己 免 疫 疾 患 、 腫 瘍
、 癌 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 急 性 炎 症 状 態 及 び 敗 血 症 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 病 気 を 有 す る
疑 い が あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 被 験 者 が 癌 を 有 す る 疑 い が あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 癌 が 、 子 宮 頚 管 内 腺 癌 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 、 白 血 病 及 び 非 小 細 胞 肺 癌 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 体 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の 成 分 ：
　 ヌ ク レ オ リ ン 若 し く は PARP-1の ど ち ら か に 結 合 す る 抗 体 、 又 は ヌ ク レ オ リ ン に 結 合 す る
グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 試 薬 ； 及 び
　 試 料 か ら 細 胞 を 除 去 す る 手 段 ；
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 手 段 が フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 手 段 が 、 さ ら に 注 射 器 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 キ ッ ト が 、 さ ら に 注 射 器 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 さ ら に 、 抗 -凝 固 薬 を 含 む 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 さ ら に 、 膜 を 破 壊 す る た め の 試 薬 を 含 む 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 試 薬 が 、 p7-1A4、 sc-8031、 sc-9893、 sc-9892、 4E2及 び 3G4B2抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 試 薬 が 、 sc-1562、 sc-8007、 sc-1561、 sc-1561-Y及 び sc-7150抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 試 薬 が 配 列 番 号 :１ ～ ７ ； ９ ～ 17； 19～ 30又 は 31の 配 列 を 含 む グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 試 薬 が 配 列 番 号 :１ ～ ７ ； ９ ～ 17； 19～ 30又 は 31の 配 列 を 含 む グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 試 薬 が 配 列 番 号 :１ 、 10、 25～ 30又 は 31の 配 列 を 含 む グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 化 合 物 が ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 前 記 化 合 物 を 細 胞 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
　 請 求 項 １ の 方 法 で ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 、 組 織 培 養 基 又 は 喀 痰 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 検 出 工 程 が 膜 破 壊 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 検 出 工 程 が ヌ ク レ オ リ ン 検 出 工 程 で あ り 、 か つ 、 該 ヌ ク レ オ リ ン 検 出 工 程 が ヌ ク レ
オ リ ン 結 合 性 分 子 － ヌ ク レ オ リ ン 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 分 子 が 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 p7-1A4、 sc-8031、 sc-9893、 sc-9892、 4E2及 び 3G4B2抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 前 記 ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 分 子 が グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項
３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 :１ ～ ７ ； ９ ～ 17； 19～ 30又 は 31
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 :１ 、 10、 25～ 30又 は 31の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 検 出 工 程 が PARP-1検 出 工 程 で あ り 、 か つ 、 該 PARP-1検 出 工 程 が PARP-1結 合 性 分 子 －
PARP-1複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 PARP-1結 合 性 分 子 が 抗 -PARP-1抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 、 sc-1562、 sc-8007、 sc-1561、 sc-1561-Y及 び sc-7150抗 体 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 １ の 方 法 を 含 ん で な る 、 細 胞 培 養 中 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 細 胞 培 養 を バ イ オ リ ア ク タ ー 内 で 成 長 さ せ る 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 背 景 ）
　 ヒ ト の 健 康 は 細 胞 生 命 と 細 胞 死 の 軸 上 を 循 環 す る 。 こ の ２ つ の 極 端 な 状 態 間 の 微 細 な バ
ラ ン ス の 破 壊 が 病 気 及 び 他 の 状 態 に 現 れ る こ と が 多 い 。 ２ つ の プ ロ セ ス 、 す な わ ち 細 胞 増
殖 と 細 胞 死 が 、 こ の バ ラ ン ス が ゆ ら が な い よ う に コ ン ト ロ ー ル す る 。 壊 死 は 、 典 型 的 に は
損 傷 後 の “ 偶 発 的 な ” 死 と し て 考 え ら れ て い る が 、 ア ポ ト ー シ ス （ プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 ） は
厳 重 に 制 御 さ れ 、 か つ 組 織 の ホ メ オ ス タ シ ス と 進 化 の 自 然 な 部 分 で あ る 。 し か し 、 非 制 御
細 胞 成 長 （ 腫 瘍 及 び 癌 ） の よ う な 非 制 御 、 又 は 誤 制 御 ア ポ ト ー シ ス は 、 多 く の 病 気 及 び 状
態 の 特 徴 で あ る 。 例 え ば 、 増 加 し た ア ポ ト ー シ ス は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） ； ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 及 び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の よ う な 神 経 変 性 病 ； 心 筋 梗
塞 、 脳 卒 中 、 及 び 再 潅 流 後 の 虚 血 性 損 傷 ； 急 性 炎 症 状 態 及 び 敗 血 症 ； 及 び 肝 炎 や 移 植 片 免
疫 拒 絶 反 応 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 の 特 徴 で あ る 。 他 方 の 極 端 な 状 態 に お い て 、 減 少 し た ア
ポ ト ー シ ス は 、 多 く の 悪 性 腫 瘍 、 自 己 免 疫 障 害 、 及 び い く つ か の ウ イ ル ス 感 染 症 の 性 状 で
あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 お そ ら く 自 己 反 応 性 Ｔ -細 胞 排 除 の 失 敗 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 物 質
の 不 完 全 な 除 去 に よ る ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム の 機 能 不 全 が 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 潰 瘍 性 結 腸
炎 、 Ｉ 型 糖 尿 病 及 び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 に つ な が る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 癌 細 胞 の 顕 著 な 特 徴 は 、 非 制 御 増 殖 の み な ら ず 、 ア ポ ト ー シ ス 速 度 の 低 下 で あ る 。 こ の
性 状 は 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 誘 導 し て 癌 細 胞 を 殺 す 治 療 を 混 乱 さ せ う る 。 例 え ば 、 白 血 病
治 療 の 失 敗 の 一 般 的 原 因 は 、 化 学 療 法 抵 抗 性 疾 患 の 発 症 で あ り ： こ の 薬 物 抵 抗 性 表 現 型 は
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 経 路 内 の 分 子 欠 失 と 関 連 す る こ と が 多 い 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 と そ の 後 の
細 胞 崩 壊 を 制 御 す る メ カ ニ ズ ム の 解 明 は 、 化 学 療 法 抵 抗 性 癌 の 診 断 方 法 の 改 良 を も た ら す
だ ろ う 。
　 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス を 受 け る と 、 細 胞 の 構 造 が 破 壊 す る 。 こ の 破 壊 成 分 は ア ポ ト ー シ ス
体 、 す な わ ち 核 酸 、 タ ン パ ク 質 及 び 脂 質 を 含 有 す る 膜 結 合 “ 嚢 (sacs)” 内 に 充 填 さ れ る 。
通 常 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は 隣 接 細 胞 が こ れ ら ア ポ ト ー シ ス 体 を 飲 み 込 み 、 系 か ら そ れ ら を
除 去 す る 。 し か し 、 多 数 の ア ポ ト ー シ ス 体 （ “ 過 剰 な ” ア ポ ト ー シ ス ） 又 は ア ポ ト ー シ ス
体 除 去 の 不 足 が 隣 接 細 胞 及 び ／ 又 は マ ク ロ フ ァ ー ジ の 能 力 に 打 ち 勝 つ と 、 ア ポ ト ー シ ス 体
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が 血 液 循 環 内 に 放 出 さ れ 、 血 漿 又 は 血 清 内 で 検 出 さ れ う る （ Holdenriederら , 2001a； Hol
denriederら , 2001b； Holdenriederら , 2001c； Lichtensteinら , 2001） 。
　 血 流 中 の 平 均 レ ベ ル を 超 え る ア ポ ト ー シ ス 体 は 、 腫 瘍 や 癌 の 存 在 に 関 係 し て い る 。 こ の
記 載 は 、 ア ポ ト ー シ ス レ ベ ル は 腫 瘍 や 癌 細 胞 で は 減 少 す る と い う 一 般 的 な 観 察 と 矛 盾 す る
よ う で あ り 、 こ の 記 載 は 絶 対 的 で な い 。 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 抵 抗 性 は 、 通 常 悪 性 腫 瘍 の
進 行 に お け る 末 期 事 象 で あ り 、 す な わ ち 、 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 抵 抗 性 は 、 癌 が 成 長 し 、
か つ 転 移 性 に な る に つ れ て 増 加 す る 。 従 っ て 、 初 期 段 階 の 腫 瘍 は 遅 い 全 体 的 な 成 長 に よ っ
て 特 徴 づ け る こ と が で き 、 高 レ ベ ル の ア ポ ト ー シ ス と 釣 り 合 っ た 高 い 増 殖 速 度 を 反 映 し て
い る 。 比 較 的 遅 速 の ア ポ ト ー シ ス を 有 す る 末 期 段 階 の 腫 瘍 で さ え 、 ア ポ ト ー シ ス 体 の 絶 対
数 は 、 大 き い 腫 瘍 集 団 の た め 高 い だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 （ ヌ ク レ オ リ ン ）
　 ヌ ク レ オ リ ン （ Bandmanら , 1999） は 、 核 小 体 の 大 量 の 非 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 で あ り
、 リ ボ ソ ー ム 遺 伝 子 転 写 と プ レ リ ボ ソ ー ム RNAの 充 填 部 位 で あ る 。 こ の 707ア ミ ノ 酸 リ ン タ
ン パ ク 質 は 、 ヒ ス ト ン 様 の Ｎ 末 端 と 、 ４ つ の RNA認 識 モ チ ー フ を 含 有 す る 中 心 ド メ イ ン と
、 グ リ シ ン ／ ア ル ギ ニ ン -リ ッ チ な Ｃ 末 端 と か ら 成 る 多 ド メ イ ン 構 造 を 有 し 、 か つ 110kDの
見 掛 け 分 子 量 を 有 す る 。 そ の 多 ド メ イ ン 構 造 は 、 こ の 多 面 的 な タ ン パ ク 質 の 顕 著 に 多 様 な
機 能 を 反 映 し て い る （ Ginistyら , 1999； Srivastava及 び Pollard, 1999； Tuteja及 び Tute
ja, 1998） 。 ヌ ク レ オ リ ン は 、 細 胞 の 生 存 と 増 殖 の 多 く の 多 面 的 な 局 面 に 関 係 し て い る 。
最 も 理 解 さ れ て い る こ と は 、 リ ボ ソ ー ム 生 合 成 に お け る ヌ ク レ オ リ ン の 役 割 で あ る 。 他 の
機 能 と し て は 、 核 -細 胞 質 輸 送 、 細 胞 質 分 裂 、 核 発 生 及 び ア ポ ト ー シ ス が 挙 げ ら れ る 。
　 ヌ ク レ オ リ ン 合 成 は 、 細 胞 分 裂 （ 細 胞 増 殖 ） の 速 度 上 昇 に 関 係 し て い る の で 、 ヌ ク レ オ
リ ン レ ベ ル は 、 大 部 分 の 正 常 な 細 胞 に 比 べ て 腫 瘍 や 癌 細 胞 内 で 高 い （ Tuteja及 び Tuteja, 
1998） 。 ヌ ク レ オ リ ン は 、 核 形 成 域 （ nuclear organizer region） (NOR)タ ン パ ク 質 の １
つ で あ り 、 生 検 試 料 の 銀 染 色 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な 、 そ の レ ベ ル は 細 胞 増 殖 の マ ー カ
ー 及 び 悪 性 腫 瘍 の 指 標 と し て 病 理 学 者 に よ っ て 評 価 さ れ る （ Derenzini, 2000） 。
　 リ ン パ 球 及 び 髄 質 内 部 の 集 合 管 細 胞 の よ う な 限 定 数 の 細 胞 型 内 の 細 胞 原 形 質 膜 内 に も 存
在 す る ヌ ク レ オ リ ン は 、 受 容 体 と し て 機 能 す る と 仮 定 さ れ て い る （ 例 え ば 、 (Callebautら
, 1998； Sorokina及 び Kleinman, 1999)） 。 原 形 質 膜 ヌ ク レ オ リ ン の 発 現 は 、 新 生 物 細 胞
（ 悪 性 腫 瘍 又 は プ レ 悪 性 腫 瘍 の よ う な ） 内 で 最 も 多 く 見 ら れ る 。 さ ら に 、 ヌ ク レ オ リ ン 原
形 質 膜 発 現 と 新 生 物 病 の 攻 撃 性 と の 間 の 関 係 が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 （ ア ポ ト ー シ ス の 検 出 ）
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 形 態 学 、 DNA断 片 化 、 酵 素 活 性 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド 分 解 を 用 い る 種 々
の 一 般 に 認 め ら れ た 方 法 で 検 出 さ れ て い る （ Simanら , 2000） 。 い く つ か の 形 態 学 的 ア ッ
セ イ で は 、 方 法 は 、 通 常 、 ア ポ ト ー シ ス 体 中 へ の 核 染 色 質 縮 合 及 び 核 構 造 の 断 片 化 を 利 用
す る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 選 択 的 に 核 内 に 蓄 積 す る 通 常 の 着 色 剤 及 び 染 料 を 用 い て 観 察 す る
こ と が で き ； 或 い は 超 微 細 構 造 レ ベ ル で 形 態 学 的 に 観 察 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 酵
素 活 性 に 基 づ い た 方 法 は 、 カ ス パ ー ゼ -9及 び カ ス パ ー ゼ -3の よ う な ア ポ ト ー シ ス に 特 異 的
な 当 該 酵 素 を 使 用 す る （ Martin及 び Green, 1995； Thornberry及 び Lazebnik, 1998； Zouら
, 2001） 。
　 核 酸 に 基 づ い た 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 で あ る DNA断 片 化 を 使 用 す る 。 ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 で 分 解 す る 場 合 、 ア ポ ト ー シ ス DNAは 、 例 え ば 壊 死 又 は 他 の 非 特 異 的 DNA
分 解 で 観 察 さ れ る 核 酸 の ス メ ア (smear)と 対 照 的 に 最 初 特 徴 的 な “ ラ ダ ー ” パ タ ー ン を 有
す る 。 DNA断 片 化 を 検 出 す る た め の 一 般 的 な 組 織 化 学 的 方 法 は 末 端 標 識 化 DNAを 使 用 す る 。
APOLERT DNA断 片 化 キ ッ ト （ Clontech Laboratories, Inc.; Palo Alto, CA） の よ う な 該
方 法 用 の キ ッ ト は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 末 端 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ
ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Tdt） -媒 介 dUTPニ ッ ク -末 端 標 識 化 （ TUNEL） に 基 づ く 。 こ こ で
、 Tdtは 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 内 で 断 片 化 し た DNAの 自 由 な 3'-ヒ ド ロ キ シ ル 末 端 で
の フ ル オ レ ッ セ イ ン -dUTPの 取 込 み を 触 媒 す る 。
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　 ア ポ ト ー シ ス と 関 連 す る 特 異 的 な 細 胞 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解 も 使 用 で き る 。 例 え
ば 、 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ （ PARP-1） は 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 特 異 的 に 切 断 さ
れ る 。 PARP-1は ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )鎖 の い く つ か の 核 タ ン パ ク 質 へ の 付 加 を 触 媒 す る DNA-
結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 か つ DNA損 傷 修 復 で 重 大 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 PARP-1は
、 熱 シ ョ ッ ク 、 電 離 放 射 線 、 発 癌 物 質 へ の 暴 露 、 及 び 化 学 療 法 薬 に よ る 治 療 の よ う な 細 胞
ス ト レ ス の 間 に 急 速 に 活 性 化 さ れ る （ Scovassi及 び Poirier, 1999； Wyllieら , 1980） 。
ア ポ ト ー シ ス の 間 、 カ ス パ ー ゼ -3が PARP-1を 切 断 し ； 実 際 に 、 ア ポ ト ー シ ス の 顕 著 な 特 徴
と し て 、 89kD及 び 24kDの タ ン パ ク 質 分 解 断 片 と い う 分 解 を 受 け る （ Scovassi及 び Poirier,
 1999； Wyllieら , 1980） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 （ 病 気 及 び 新 生 物 細 胞 （ 癌 及 び 腫 瘍 細 胞 ） 内 の ア ポ ト ー シ ス 体 ）
　 癌 、 炎 症 性 疾 患 及 び 自 己 免 疫 疾 患 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 不 足 に 関 連 す る 。 例 え ば 、 ア ポ ト
ー シ ス 体 は 、 子 宮 頚 管 内 腺 癌 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 、 白 血 病 及 び 非 小 細 胞 肺 癌 の よ う な 種 々 の
形 態 の 癌 で 観 察 さ れ る 。 さ ら に 、 存 在 す る ア ポ ト ー シ ス 体 の 平 均 数 は 、 癌 の 進 行 に 関 係 し
て い る （ Biscotti及 び Hart, 1998； Choiら , 1999； Sohnら , 2000； Tormanenら , 1995） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 化 学 療 法 及 び 放 射 線 治 療 は 、 高 レ ベ ル の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が 多 い 。 し か し 、
新 生 物 細 胞 は 治 療 に 抵 抗 し う る 。 例 え ば 、 白 血 病 、 特 に 急 性 白 血 病 の 場 合 、 悪 性 細 胞 が 化
学 療 法 に 応 答 し て 細 胞 死 を 受 け 損 な う こ と が 治 療 失 敗 の 主 要 な 原 因 で あ る （ Schimmerら , 
2001） 。 多 く の 場 合 、 化 学 抵 抗 性 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 活 性 化 と 制 御 に 関 与 す る タ ン パ ク 質
の 迷 発 現 に 関 連 す る 。 結 果 と し て 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 急 性 白 血 病 の
臨 床 管 理 で 重 要 な 予 知 者 で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 調 節 す る こ と に 基 づ い た い く つ か の
治 療 戦 略 が 現 在 開 発 中 で あ る （ Pintonら , 2001； Schimmerら , 2001； Suttonら , 2000） 。
癌 治 療 の 成 功 は 、 部 分 的 に そ の 早 期 発 見 に 依 る 。 そ れ 自 体 で 、 初 期 段 階 で 新 生 物 を 指 摘 で
き る 方 法 が 必 要 で あ る 。 癌 治 療 中 、 特 に 化 学 療 法 抵 抗 性 疾 患 の 場 合 、 化 学 療 法 抵 抗 性 細 胞
を 検 出 す る 手 段 、 及 び 治 療 効 率 を 評 価 す る 手 段 は 、 癌 に 関 す る 戦 い で 貴 重 な 味 方 だ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 （ 概 要 ）
　 第 １ 局 面 で は 、 細 胞 フ リ ー 試 料 中 の ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 検 出 す る こ と に よ っ て ア
ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 細 胞 フ リ ー に し う る 試 料 の 例 と し て は 、 限 定 す る
も の で は な い が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 、 組 織 培 養 基 及 び 喀 痰 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 場 合
に は 、 試 料 中 の ア ポ ト ー シ ス 体 の 膜 を 破 壊 し て 検 出 を 容 易 に す る 。 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP
-1に 結 合 す る 抗 体 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 第 ２ 局 面 で は 、 細 胞 フ リ ー に し た 血 液 試 料 中 の ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 検 出 す る こ と
に よ っ て 被 験 者 内 の 過 剰 な ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 被 験 者 は 、 後 天 性 免
疫 不 全 症 候 群 、 神 経 変 性 病 、 虚 血 性 損 傷 、 自 己 免 疫 疾 患 、 腫 瘍 、 癌 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 急
性 炎 症 状 態 及 び 敗 血 症 を 患 っ て い る 疑 い が あ る 。 被 験 者 が 患 っ て い る か も し れ な い 癌 と し
て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 子 宮 頚 管 内 腺 癌 、 前 立 腺 癌 (carcinomas)、 乳 癌 、 白 血 病
及 び 非 小 細 胞 肺 癌 (carcinomas)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 部 分 的 に 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1の ど ち ら か （ 又 は 両 者 を 有 す る ） に
結 合 す る 抗 体 、 或 い は ヌ ク レ オ リ ン に 結 合 す る グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
及 び 試 料 か ら 細 胞 を 除 去 す る 手 段 を 含 む ア ポ ト ー シ ス 体 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す
る 。 こ れ ら キ ッ ト は 、 試 料 か ら 細 胞 を 除 去 す る た め の フ ィ ル タ ー と 、 該 フ ィ ル タ ー に 取 り
付 け る 注 射 器 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 注 射 器 は 、 試 料 収 集 に 備 え る 。 抗 凝 固 薬 の よ う な 試 料
収 集 を 容 易 に す る 試 薬 も 、 ア ポ ト ー シ ス 体 の 膜 の よ う な 膜 を 破 壊 す る 試 薬 の よ う に 含 み う
る 。
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　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 が 候 補 化 合 物 と 接 触 し て い る 場 合 、 化 合 物 が ア ポ ト ー シ
ス を 誘 導 す る か を 決 定 し 、 次 い で そ の 細 胞 培 地 か ら 収 集 し た 試 料 中 の ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／
又 は PARP-1を 検 出 す る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 試 料 は 、 血
液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 、 組 織 培 養 基 又 は 喀 痰 で よ い 。
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 組 織 培 養 内 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 の
無 い 試 料 中 で ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／ 又 は PARP-1を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 （ 詳 細 な 説 明 ）
　 ヌ ク レ オ リ ン が 、 ア ポ ト ー シ ス 体 、 特 に 血 液 循 環 内 に 流 れ た ア ポ ト ー シ ス 体 の 検 出 用 の
予 想 外 に 便 利 か つ 信 頼 で き る マ ー カ ー で あ る こ と を 発 見 し た 。 単 離 血 漿 又 は 血 清 中 の よ う
な 血 液 循 環 内 の ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る こ と は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス
の 部 位 に 隣 接 す る 細 胞 の よ う な 通 常 の ア ポ ト ー シ ス 体 -除 去 細 胞 に 打 ち 勝 つ レ ベ ル の ア ポ
ト ー シ ス と 互 い に 関 連 す る 。 癌 や 腫 瘍 、 及 び 自 己 免 疫 疾 患 の よ う な 他 の 状 態 の 存 在 は 、 血
液 循 環 内 の 多 数 の ア ポ ト ー シ ス 体 に 関 係 し て い る 。 従 っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 体 の 検 出 は 、 ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 特 徴 と す る 病 気 、 特 に 悪 性 の 病 気 の 早 期 発 見 ； 並 び に 病 気 の 進 行 と 治
療 的 措 置 効 率 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 容 易 に し う る 。
　 ヌ ク レ オ リ ン が 核 内 で 減 少 し 、 ま た 新 生 物 細 胞 内 で 原 形 質 膜 に 誤 っ て 局 在 化 す る と 、 血
液 循 環 内 に 流 れ た ア ポ ト ー シ ス 体 の 検 出 を 可 能 に す る 。 ヌ ク レ オ リ ン は 、 あ ら ゆ る 有 核 細
胞 内 で 見 ら れ る の で 、 ア ポ ト ー シ ス 体 検 出 の 簡 便 な 方 法 は 、 マ ー カ ー と し て ヌ ク レ オ リ ン
を 使 用 す る こ と で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 特 徴 と す る 病 気 の 早 期 発 見 に 有 用 な 方 法 を
提 供 す る 。 さ ら に 、 ヌ ク レ オ リ ン を 用 い て ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る こ と で 、 病 気 の 進 行 と
治 療 的 応 答 の 評 価 を 査 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 又 は
阻 害 す る 可 能 性 の あ る 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ で も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 体 中 の ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る こ と の 利 点 と し て は 以 下 の 点 が 挙 げ ら れ る
。
　 １ ． 癌 や 腫 瘍 の 検 出 の 容 易 化 。 現 在 、 特 定 の 癌 に つ い て の み 血 清 ベ ー ス の 癌 マ ー カ ー を
入 手 し う る （ 例 え ば 、 前 立 腺 癌 （ 前 立 腺 特 異 抗 原 (Prostate Specific Antigen(PSA)） 及
び 卵 巣 癌 （ Ca-125） )。 癌 や 腫 瘍 は 、 内 在 性 の 除 去 メ カ ニ ズ ム に 打 ち 勝 つ 速 度 で ア ポ ト ー
シ ス を 受 け 、 ア ポ ト ー シ ス 体 の 血 液 循 環 内 へ の 導 入 を 可 能 に す る の で 、 ア ポ ト ー シ ス 体 の
同 定 の た め の ヌ ク レ オ リ ン の 検 出 は 、 癌 や 腫 瘍 の 検 出 を 可 能 に す る 試 験 を 与 え る 。 こ の よ
う な 試 験 方 法 は 、 広 範 な 癌 や 腫 瘍 の 検 出 を 斟 酌 し 、 普 遍 的 な 検 出 マ ー カ ー と し て 作 用 す る
。
　 ２ ． よ り 簡 単 な 、 よ り 便 利 な 試 験 法 。 ア ポ ト ー シ ス 体 を 検 出 す る た め の 現 在 の ア プ ロ ー
チ は 、 循 環 す る RNA又 は DNAを 検 出 す る 。 検 出 を 確 実 に す る た め 、 こ れ ら 配 列 は 生 体 外 増 幅
を 必 要 と す る こ と が 多 い 。 こ の よ う な 増 幅 手 順 は 試 料 の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン に 非 常 に 敏 感
で あ る 。 ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る 場 合 、 混 入 物 に あ ま り 敏 感 で な い 手 順 で 試 料 を 処 理 す る
。
　 ３ ． よ り 高 い 感 受 性 。 循 環 す る 癌 細 胞 の 検 出 を 含 む 実 験 ア プ ロ ー チ は 、 同 一 条 件 下 で の
ア ポ ト ー シ ス 体 が か な り 多 数 で あ る の に 比 し 、 血 液 循 環 内 の 癌 細 胞 が か な り 小 数 な た め 、
感 受 性 が 低 い 傾 向 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 （ 定 義 ）
　 “ ア ポ ト ー シ ス ” は 、 細 胞 核 の 縮 合 と 続 い て 起 こ る 断 片 化 、 そ の 間 に 原 形 質 膜 は 元 の ま
ま で あ る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 内 制 御 プ ロ セ ス に よ る 細 胞 死 を 意 味 す る 。
　 “ ア ポ ト ー シ ス 体 ” は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 を 含 む が 、 核 は 含 ま ず 、 断 片 化 し た 核
は 含 み う る 。 一 般 的 に 、 ア ポ ト ー シ ス 体 は 、 10μ m以 下 、 好 ま し く は 0.2μ m～ ８ μ m以 下 、
さ ら に 0.2μ m～ 0.45μ m以 下 で あ る 。
　 “ 新 生 物 ” は 、 新 生 物 細 胞 、 す な わ ち に 正 常 な 細 胞 よ り 急 速 か つ 制 御 で き ず に 増 殖 す る
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細 胞 に 起 因 す る 異 常 な 組 織 成 長 で あ る 。 通 常 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 構 造 的 に 組 織 崩 壊 し た
新 生 物 は 、 対 応 す る 正 常 な 組 織 と の 機 能 的 協 調 を 欠 く 。 新 生 物 は 、 通 常 、 良 性 （ 腫 瘍 ） 又
は 悪 性 （ 癌 ） の ど ち ら か で あ り う る 別 個 の 組 織 集 団 を 形 成 す る 。
　 “ 癌 細 胞 ” は 、 周 囲 組 織 を 侵 襲 し 、 離 れ た 部 位 に 転 移 す る こ と が あ り 、 か つ 除 去 を 試 み
た 後 に 再 発 し や す く 、 十 分 に 治 療 し な け れ ば 被 験 者 を 死 亡 さ せ る 。 構 造 的 な 組 織 破 壊 に 加
え 、 癌 細 胞 は 、 通 常 、 よ り 原 始 的 又 は 未 分 化 状 態 に 退 行 す る が （ 退 形 成 ） 、 形 態 学 的 又 は
生 化 学 的 に 、 そ れ ら は ま だ 対 応 す る 野 生 型 細 胞 の 多 く の 機 能 を 示 し う る 。 癌 (carcinoma)
は 上 皮 由 来 の 癌 で あ り ； 肉 腫 （ sarcoma） は 結 合 組 織 に 由 来 す る 。
　 癌 は 、 攻 撃 的 で あ り 、 或 い は あ ま り 攻 撃 的 で な い こ と も あ る 。 癌 細 胞 の 攻 撃 的 な 表 現 型
は 、 ヌ ー ド マ ウ ス 内 で の 増 殖 速 度 及 び 腫 瘍 を 形 成 し 、 ま た 転 移 す る 能 力 を 表 す 。 攻 撃 的 癌
は 、 攻 撃 的 で な い 腫 瘍 よ り 速 く 、 容 易 に 腫 瘍 を 形 成 し 、 か つ 転 移 す る 。
　 “ 新 生 物 状 態 ” は 、 正 常 、 プ レ 悪 性 及 び 悪 性 の ３ つ の 状 態 を 指 す 。 “ 正 常 ” は 、 臨 床 的
に 正 常 （ 健 康 ） な 成 長 又 は 細 胞 を 指 す 。 “ プ レ 悪 性 ” は 、 悪 性 へ の 途 中 で あ る が 、 検 査 時
に 、 通 常 の 方 法 で 悪 性 と し て 分 類 さ れ な い 成 長 又 は 細 胞 を 指 す 。 “ 悪 性 ” は 、 少 な く と も
１ つ の 以 下 の 特 性 を 有 す る 細 胞 又 は 成 長 を 指 す ： 局 所 的 侵 襲 、 破 壊 的 成 長 及 び 転 移 。
　 試 料 か ら “ 細 胞 を 除 去 す る ” は 、 細 胞 中 の ヌ ク レ オ リ ン に ア ク セ ス し な い よ う な や り 方
で 細 胞 を 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ほ と ん ど の 洗 浄 剤 抽 出 は 細 胞 の 統 一 性 を 破 壊
す る が 、 ヌ ク レ オ リ ン も 核 か ら の が れ る だ ろ う 。 遠 心 分 離 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 な ど の よ
う な 物 理 的 分 離 が 、 試 料 か ら 細 胞 を 除 去 す る た め の 良 い 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 （ GROsと 他 の ポ リ ペ プ チ ド -結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ）
　 特 異 的 に ヌ ク レ オ リ ン の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 で き
る 。 こ の よ う な 例 は 、 グ ア ノ シ ン -リ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る GROs(guanosine-rich
 oligonucleotides)で あ る 。 GROsの 特 徴 と し て は 、 以 下 の 点 が 挙 げ ら れ る ：
　 （ １ ） 少 な く と も １ つ の GGTモ チ ー フ を 有 し 、
　 （ ２ ） GROsは も っ と 多 く の ヌ ク レ オ チ ド を 持 ち う る が 、 好 ま し く は ４ ～ 100個 の ヌ ク レ
オ チ ド を 有 し 、
　 （ ３ ） 安 定 性 を 高 め る た め の 化 学 的 修 飾 を 有 す る 。
　 295nmに お け る 可 逆 的 な 熱 変 性 ／ 再 生 プ ロ フ ィ ル で 示 さ れ る よ う に 、 特 に 有 用 な GROsは
、 G-四 重 項 構 造 を 形 成 す る （ Batesら , 1999） 。 好 ま し い GROsは 、 電 気 泳 動 的 移 動 度 シ フ
ト ア ッ セ イ で 標 的 細 胞 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る テ ロ メ ア オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 競 合 も す る （
Batesら , 1999） 。 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 、 検 出 可 能 な 標 識 を 保 有 す る よ う に GROs
を 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。
　 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ リ ン に 高 度 な 結 合 特 異 性 を 持 ち う る 。
　 （ 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 物 質 ）
　 “ 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 物 質 ” は 、 ヌ ク レ オ リ ン に 結 合 す る 。 例 と し て は 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン
抗 体 及 び 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 （ 実 施 形 態 ）
　 以 下 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 種 々 の 方 法 の 非 限 定 例 と し て 与 え ら れ る 。
　 す べ て の 実 施 形 態 で 、 内 在 す る 原 理 は 、 ア ポ ト ー シ ス 体 内 で 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 体 か ら
ヌ ク レ オ リ ン の 存 在 を 検 出 す る こ と で あ る 。 検 出 前 に ア ポ ト ー シ ス 体 か ら ヌ ク レ オ リ ン を
抽 出 す る 方 法 の よ う な 、 ヌ ク レ オ リ ン 検 出 試 薬 が ア ポ ト ー シ ス 体 の 内 部 へ の ア ク セ ス を 有
す る 検 出 法 が 有 用 で あ る 。
　 一 実 施 形 態 で は 、 ア ポ ト ー シ ス 体 内 で ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る 。 ア ポ ト ー シ ス 体 を 被 験
者 か ら 単 離 し 、 該 ア ポ ト ー シ ス 体 内 の ヌ ク レ オ リ ン に ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 試 薬 を ア ク セ ス
さ せ る 物 質 で 処 理 す る 。 ア ポ ト ー シ ス 体 内 で 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 体 か ら の ヌ ク レ オ リ ン を
ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 試 薬 と 接 触 さ せ る 。
　 単 離 し た ア ポ ト ー シ ス 体 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 体 を 含 有 す る 試 料 は 、 大 き い 組 織 試 料 を 含
み う る 。 代 わ り に 、 血 液 、 喀 痰 又 は 他 の 生 理 的 流 体 を 被 験 者 か ら 単 離 す る 。 検 出 手 順 は 、
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抗 -ヌ ク レ オ リ ン 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き ； こ れ ら 抗 体 を 直 接 標 識 化 し 、 又 は 結 合 し た
と き に 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 他 の 有 用 な ヌ ク レ オ リ ン 検 出 物 質 と し て は 、 特 異
的 に ヌ ク レ オ リ ン に 結 合 す る ORGsが 挙 げ ら れ る 。 蛍 光 -活 性 化 細 胞 選 別 法 （ FACS； 必 要 に
応 じ て ア ポ ト ー シ ス 体 に 適 合 さ せ る ） 又 は 免 疫 蛍 光 法 の よ う な 手 順 は 、 蛍 光 標 識 を 利 用 す
る が 、 組 織 化 学 的 、 免 疫 組 織 化 学 的 及 び 他 の 顕 微 鏡 （ 電 子 顕 微 鏡 （ EM） 、 免 疫 -EM） 法 の
よ う な 他 の 細 胞 学 的 方 法 は 、 比 色 及 び 放 射 性 標 識 を 含 む 種 々 の 他 の 標 識 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 単 離 し た ア ポ ト ー シ ス 体 を 破 壊 し て ヌ ク レ オ リ ン を 離 し 、 ヌ ク レ オ
リ ン に 結 合 す る 物 質 を 用 い て 該 ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は
、 特 に 被 験 者 か ら 単 離 し た 血 液 、 喀 痰 又 は 他 の 流 体 試 料 中 の ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る の に
有 用 で あ る 。 ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る た め の 方 法 と し て は 、 抽 出 し た ヌ ク レ オ リ ン を 基 材
上 に 置 き 、 該 基 材 を ヌ ク レ オ リ ン -検 出 試 薬 で 探 査 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 方
法 の 例 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ ド ド ッ ト ブ ロ ッ ト 及 び イ ム ノ -（ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） 、 バ
イ オ チ ッ プ 、 タ ン パ ク 質 ア レ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 他 の 検 出 形 式 と し て は 、 エ ン ザ イ ム -
リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ (enzyme-linked immunosorbent assay)（ ELISAs） 及
び 関 連 法 が 挙 げ ら れ る （ Ausubel, 1987） 。 キ ッ ト 中 に 種 々 の 種 々 の 試 薬 を 集 め る こ と が
で き る 。
　 ア ポ ト ー シ ス 体 を 含 有 す る 試 料 を 被 験 者 か ら 収 集 し 、 こ の 試 料 中 に 含 ま れ る ヌ ク レ オ リ
ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 以 下 、 本 発 明 を 限 定 す る 意 図 で は な く 、 本 発 明 の 実 施 に お い
て 熟 練 家 を 助 け る た め に 示 す が 、 他 の 方 法 、 技 術 、 試 薬 及 び ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 本 発 明
を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ 試 料 の 調 製 ）
　 細 胞 又 は 組 織 試 料 を 被 験 者 か ら 収 集 す る 。 被 験 者 は 、 脊 椎 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は サ ル
、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ サ ギ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト
等 の よ う な 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 バ イ オ プ シ ー 、 手 術 、 ス ク ラ ッ ピ ン グ （
内 側 頬 、 皮 膚 な ど ） 及 び 血 液 回 収 を 含 む 所 望 の 試 料 を 収 集 す る た め の い ず れ の 技 術 も 利 用
で き る 。 ア ポ ト ー シ ス 体 が 優 勢 で あ り 、 或 い は 容 易 に 区 別 で き る （ 例 え ば 、 形 態 学 的 、 構
造 的 、 特 異 的 マ ー カ ー 、 又 は 生 化 学 的 に ） 限 り 、 調 査 し な い 当 該 細 胞 や 組 織 （ 混 入 物 質 ）
か ら ア ポ ト ー シ ス 体 を 単 離 す る 必 要 は な い 。 し か し 、 該 ア ポ ト ー シ ス 体 内 の ヌ ク レ オ リ ン
を 検 出 す る 前 に 他 の 細 胞 や 組 織 か ら ア ポ ト ー シ ス 体 を 分 離 す る と 都 合 が よ い こ と が 多 い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 過 剰 な ア ポ ト ー シ ス 、 す な わ ち 、 通 常 の ア ポ ト ー シ ス 体 除 去 メ カ ニ ズ ム を 凌 駕 す る プ ロ
グ ラ ム 細 胞 死 の 条 件 下 、 ア ポ ト ー シ ス 体 を 血 液 循 環 内 に 放 出 す る 。 血 液 中 の ア ポ ト ー シ ス
体 の 検 出 を 含 む 当 該 方 法 で は 、 血 液 細 胞 （ 特 に 白 血 球 ） を 除 去 し て よ い 。 抗 体 -ベ ー ス 法
又 は 他 の 技 法 を 用 い 、 血 清 （ 凝 固 が 起 こ り 、 凝 固 し た 物 質 を 除 去 し た ） 又 は 血 漿 （ い か な
る 特 有 の 処 理 も し な い 血 液 の 流 動 部 ） 中 の ヌ ク レ オ リ ン を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら
ア ポ ト ー シ ス 体 か ら ／ 内 で ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 血 清 と 血 漿 は 両 方 と も
実 質 的 に 細 胞 フ リ ー で あ る 。 新 鮮 な 血 漿 若 し く は 血 清 、 又 は 凍 結 若 し く は 凍 結 乾 燥 に よ っ
て の よ う な 保 存 血 清 若 し く は 血 漿 を 使 用 す る こ と が で き る 。 静 脈 穿 刺 の 標 準 的 な 方 法 で 血
液 を 引 き 出 し て 収 集 管 、 好 ま し く は シ リ コ ン 処 理 ガ ラ ス 内 に 収 集 す る こ と が で き る 。 抗 凝
固 試 薬 の 非 存 在 下 で の 血 液 収 集 は 、 血 清 の 調 製 を 斟 酌 し ； 血 漿 を 調 製 す る た め に は 、 エ チ
レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） 、 ク エ ン 酸 塩 （ 例 え ば 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 又 は ヘ パ リ
ン の よ う な 抗 凝 固 薬 を 使 用 す る 。 全 血 か ら 種 々 の 方 法 で 血 清 又 は 血 漿 を 単 離 す る 。 方 法 と
し て は 、 好 ま し く は ５ ～ 10分 間 300～ 800gの 穏 や か な 遠 心 分 離 に よ る 遠 心 分 離 法 が 挙 げ ら
れ る 。 遠 心 分 離 の 代 替 と し て 、 ろ 過 -ベ ー ス 分 離 法 を 用 い て 血 清 又 は 血 漿 を 分 離 す る こ と
が で き る 。 試 料 を 細 胞 含 有 フ ラ ク シ ョ ン と ア ポ ト ー シ ス 体 含 有 試 料 に 分 離 す る た め に 使 用
し う る フ ィ ル タ ー は ２ 種 の 膜 を 含 み ； 一 方 の 膜 は 望 ま し く な い 物 質 （ 細 胞 の よ う な ） を 除
去 し 、 第 ２ の 膜 は ア ポ ト ー シ ス 体 の よ う な 所 望 の 物 質 を 捕 捉 す る の で 、 所 望 物 質 の 分 取 と
濃 縮 を 同 時 に 斟 酌 す る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 肺 癌 の よ う な 特 有 の 状 態 を 解 析 す る 方 法 で は 、 喀 痰 収 集 が 便 利 で あ り 、 か つ 試 料 収 集 法
が 容 易 に 得 ら れ る 。 “ 喀 痰 ” は 、 呼 吸 器 気 道 か ら の 唾 液 及 び 排 出 物 を 含 む 吐 出 物 を 指 す 。
喀 痰 は 、 顕 著 な ゲ ル 様 構 造 を 有 す る 非 常 に 複 雑 な 物 質 で あ る 。 喀 痰 の 収 集 の た め 、 Byrne
ら は （ Byrne, 1986） 、 数 回 の 深 い 咳 で 生 じ た 物 質 を 患 者 が 蓋 付 き 容 器 内 に 集 め る と 示 唆
し て い る 。 代 わ り に 、 気 管 支 鏡 を 用 い て 喀 痰 を 収 集 で き る （ Kimら , 1982） 。 特 有 の 装 置
又 は 薬 剤 を 用 い て 喀 痰 収 集 を 容 易 に す る こ と が で き る （ Babkesら , 2001； King及 び Speert
, 2002； Rubin及 び Newhouse, 1999） 。 喀 痰 試 料 は 、 他 の 生 理 学 的 試 料 と 同 様 に 、 例 え ば
物 理 的 分 離 （ 勾 配 有 り 若 し く は 無 し の 遠 心 分 離 、 又 は ろ 過 の よ う な ） を 用 い て 細 胞 フ リ ー
に す る こ と が で き る 。 喀 痰 は 細 胞 を 持 た な い の で 、 多 く の 場 合 、 喀 痰 か ら 細 胞 を 分 離 す る
こ と は 不 要 だ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 （ ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1の 検 出 ： 抗 体 -ベ ー ス 法 ）
　 細 胞 、 組 織 薄 片 、 細 胞 培 養 、 及 び 血 液 を 含 む 試 料 内 で ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1を 含 有 す
る ア ポ ト ー シ ス 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1タ ン パ ク 質 の よ う な
タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 す る た め の 免 疫 化 学 的 方 法 は 周 知 で あ り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、
免 疫 親 和 性 精 製 、 免 疫 沈 降 法 、 エ ン ザ イ ム -リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ （ ELISA）
、 ド ッ ト 又 は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ
、 化 学 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ （ CMIA） 、 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 法 、 免 役 細 胞 化 学 染 色 法 、 及 び
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 を 使 用 す る 一 般 的 な 手 順 と 指 導 は 、 十 分 提 言 さ
れ て い る （ 例 え ば 、 Harlow及 び Lane, 1988； Harlow及 び Lane, 1999） 。 ヌ ク レ オ リ ン 検 出
に 有 用 な 選 択 抗 体 を 下 表 １ Ａ に 示 し 、 PARP-1検 出 に 有 用 な 選 択 抗 体 を 下 表 １ Ｂ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 表 １ Ａ 　 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 抗 体
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 表 １ Ｂ 　 抗 -PARP-1抗 体
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら な る 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 が 望 ま し い 場 合 、 周 知 の 方 法 で 生 産 で き る （ H
arlow及 び Lane, 1988； Harlow及 び Lane, 1999） 。 例 え ば 、 表 面 -発 現 し た ヌ ク レ オ リ ン の
細 胞 外 ド メ イ ン の よ う な 免 疫 原 と 、 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ト の １ 回 以 上 の 注 入 に よ っ て 哺
乳 類 宿 主 内 で ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に 、 免 疫 原 （ 及 び ア
ジ ュ バ ン ト ） は 、 哺 乳 類 に 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 で 注 入 す る 。 免 疫 原 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ
ド （ 単 離 し た 、 単 離 し て い な い 、 又 は 組 換 え 的 に 産 生 し た ） 、 細 胞 又 は 細 胞 フ ラ ク シ ョ ン
の よ う な 成 分 が 挙 げ ら れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、
フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 及 び モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 合 成 -ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ
ミ コ レ ー ト (dicorynomycolate)（ MPL-TDM） が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 応 答 を 高 め る た め 、 鍵 穴
カ ザ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 又 は 大 豆 ト リ プ シ
ン イ ン ヒ ビ タ ー の よ う な 該 宿 主 内 で 免 疫 原 性 で あ る ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 原 を 接 合 さ せ る こ
と が で き る 。 代 わ り に 、 IgY分 子 を 産 生 す る ニ ワ ト リ 内 で ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 生 じ さ せ
う る （ Schadeら , 1996） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 宿 主 又 は 宿 主 由 来 の リ ン パ 球 を 免 疫 化 し 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体
-分 泌 性 （ 又 は 潜 在 的 に 分 泌 す る ） リ ン パ 球 を 収 集 し 、 当 該 リ ン パ 球 を 免 疫 化 細 胞 （ 例 え
ば 、 骨 髄 腫 細 胞 ） に 融 合 さ せ 、 か つ 所 望 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 分 泌 す る 当 該 細 胞 を 選 択
す る こ と に よ っ て 作 る こ と が で き る （ Goding, 1996） 。 所 望 に よ り 、 タ ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ
ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 沈 降 法 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 通 常 の 手 順 で 培 養 基 又 は
腹 水 流 体 か ら モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 精 製 し う る （ Harlow及 び Lane, 1988； Harlow及 び Lane
, 1999） 。 抗 体 は 、 完 全 抗 体 及 び そ の 断 片 又 は 誘 導 体 で よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 体 を 用 い て 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る ア プ ロ ー チ は 、 通 常 以 下 の 工 程 の １ つ 以 上 を 含 む ：
　 （ １ ） ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1の よ う な 抗 原 に つ い て 試 験 す る エ ン テ ィ テ ィ ー を 適 切 な
基 質 に 付 着 さ せ る 工 程 ；
　 （ ２ ） 抗 原 に つ い て 試 験 す る エ ン テ ィ テ ィ ー を 緩 衝 液 又 は 水 で 洗 浄 し て 調 製 す る 工 程 ；
　 （ ３ ） 非 特 異 的 抗 体 結 合 部 位 を 遮 断 す る 工 程 ；
　 （ ４ ） 抗 体 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 ） を 適 用 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ５ ） 結 合 し た 抗 体 を 、 一 次 抗 体 を 認 識 す る 検 出 可 能 な 標 識 化 -二 次 抗 体 に よ っ て 、 或
い は 該 結 合 し た （ ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1） 抗 体 に 直 接 付 着 し 、 又 は 会 合 し て い る 検 出 可
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能 な 標 識 に よ っ て 検 出 す る 工 程 。
　 基 質 は 、 エ ピ ト ー プ 構 造 を 妨 害 し な い い ず れ の 溶 液 で 洗 浄 し て も よ い 。 一 般 的 な 緩 衝 液
と し て は 、 食 塩 水 や ビ シ ン 、 ト リ シ ン 、 及 び Trisの よ う な 生 物 学 的 緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA； 変 性 又 は 天 然 ） 、 ミ ル ク タ ン パ ク 質 、 或 い は 検 出 試 薬 が 二
次 抗 体 の 場 合 、 そ の 種 が 検 出 抗 体 と 同 一 起 源 で あ る 非 免 疫 化 宿 主 動 物 由 来 の 正 常 な 血 清 又
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ う な タ ン パ ク 質 溶 液 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 非 特 異 的 結 合 部 位 を
遮 断 す る 。 例 え ば 、 ヤ ギ 内 で 生 じ た 二 次 抗 体 を 用 い る 手 順 は 、 正 常 な ヤ ギ 血 清 （ NGS） を
利 用 す る 。
　 そ し て 、 問 題 の 抗 体 と 基 質 を 反 応 さ せ る 。 抗 体 は 、 Ｆ a b 断 片 及 び そ の 誘 導 体 、 精 製 し た
抗 体 （ 親 和 性 、 沈 降 な ど に よ っ て ） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 の 上 清 、 腹 水 、 血 清 又 は 組 換 え
細 胞 で 発 現 し た 組 換 え 抗 体 の よ う に い ず れ の 形 態 で も 適 用 で き る 。 抗 体 は 、 多 く の 場 合 非
特 異 的 結 合 部 位 を 遮 断 す る た め に 用 い る 溶 液 の よ う な タ ン パ ク 質 キ ャ リ ヤ ー を 有 す る 緩 衝
液 又 は 媒 体 中 で 希 釈 す る こ と が で き ； 有 用 な 抗 体 濃 度 は 、 通 常 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。 一 般
に 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 血 清 、 精 製 抗 体 及 び 腹 水 は 、 １ ： 50～ １ ： 200,000、 さ ら に 多 く は 、
１ ： 200～ １ ： 500に 希 釈 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 は 、 １ ： ０ ～ １ ： 10に 希
釈 し 、 或 い は 透 析 又 は 硫 酸 ア ン モ ニ ア 沈 降 法 （ 又 は 問 題 の 抗 体 を 保 持 す る が 、 少 な く と も
部 分 的 に 液 状 成 分 、 好 ま し く は 塩 の よ う な 他 の 小 分 子 を 除 去 す る い ず れ か の 他 の 方 法 ） に
よ っ て 濃 縮 し 、 必 要 な ら ば 希 釈 し て よ い 。 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 37℃ で 20分 程
度 、 室 温 （ 約 22℃ ） で １ ～ ６ 時 間 、 又 は ４ ℃ で ８ 時 間 以 上 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 体 -抗 原 複 合 体 を 検 出 す る た め 、 標 識 を 使 用 し う る 。 標 識 を 結 合 性 抗 体 に 連 結 し 、 或
い は 一 次 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 に 連 結 し 、 一 次 抗 体 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 洗 浄 を 経 た 試
料 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 好 適 な 標 識 と し て は 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト ； フ ル オ レ ッ セ イ ン ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 及 び フ ル オ レ ッ セ イ ン の フ ッ 素 化 類 似 体 ； ナ フ
ト フ ル オ レ ッ セ イ ン カ ル ボ ン 酸 及 び そ の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の よ う な 蛍 光 成 分 ； カ
ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 6G； ピ リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 ； Cy2、 3及 び 5； フ ィ コ エ リ ト リ ン
； プ ロ ピ オ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル 、 及 び ペ ン タ ン 酸 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル を
含 む ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル の 蛍 光 種 、 カ ル ボ ン 酸 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 塩 化 ス ル ホ
ニ ル 、 及 び 塩 化 ダ ン シ ル ； カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ
ル ； ロ ー ダ ミ ン Red-Xス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ； Texas Red塩 化 ス ル ホ ニ ル ； Texas Red-
Xス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ； Texas Red-Xナ ト リ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ フ ェ ノ ー ル エ ス テ ル
； Red-X； Texas Red染 料 ； テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ； リ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン B； テ ト ラ メ チ
ル ロ ー ダ ミ ン ； テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； ナ フ ト フ ル オ レ ッ セ イ ン ；
ク マ リ ン 誘 導 体 ； ピ レ ン ； ピ リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 ； ダ ポ キ シ ル (dapoxyl)染 料 ； Cas
cade Blue及 び Yellow染 料 ； ベ ン ゾ フ ラ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； ナ ト リ ウ ム テ ト ラ フ ル オ
ロ フ ェ ノ ー ル ； 4,4-ジ フ ル オ ロ -4-ボ ラ -3a,4a-ジ ア ザ -s-イ ン ダ セ ン が 挙 げ ら れ る 。 好 適
な 標 識 と し て 、 さ ら に ア ル カ リ 性 ホ ス フ ェ ー ト 又 は 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な
酵 素 成 分 ； 3 5 Ｓ 及 び 1 3 5 Ｉ -標 識 を 含 む 放 射 性 成 分 ； ア ビ ジ ン （ 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ）
-ビ オ チ ン -ベ ー ス 検 出 系 （ し ば し ば 酵 素 又 は 金 シ グ ナ ル 系 と 連 結 ） ； 及 び 金 粒 子 が 挙 げ ら
れ る 。 酵 素 -ベ ー ス 検 出 系 の 場 合 、 酵 素 が 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 用 3,3'-ジ ア ミ ノ
ベ ン ジ ジ ン （ DAB） の よ う な 適 切 な 基 質 と 反 応 す る ； 好 ま し く は 、 反 応 生 成 物 は 不 溶 性 で
あ る 。 超 微 細 構 造 分 析 の た め に 調 製 す る の で な け れ ば 、 金 -標 識 試 料 を 化 学 的 に 反 応 さ せ
て 金 シ グ ナ ル を 増 強 す る こ と が で き ； こ の ア プ ロ ー チ は 、 特 に 光 学 顕 微 鏡 に 望 ま し い 。 標
識 の 選 択 は 、 用 途 、 所 望 の 分 解 能 及 び 所 望 の 観 察 方 法 に よ っ て 決 ま る 。 蛍 光 標 識 で は 、 発
蛍 光 団 を 適 切 な 波 長 で 励 起 し 、 顕 微 鏡 、 共 焦 点 顕 微 鏡 、 又 は FACS機 を 用 い て 試 料 を 観 察 す
る 。 放 射 性 標 識 の 場 合 、 試 料 を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム と 接 触 さ せ 、 該 フ ィ ル ム
を 現 像 し ； 代 わ り に 、 超 微 細 構 造 ア プ ロ ー チ で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 実 施 す る こ と も
で き る 。 代 わ り に 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 放 射 能 を 数 量 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 免 疫 局 在 化 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 体 中 の ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／ 又 は PARP-1の 存 在 を 確 認 で
き る 。 一 般 的 に 、 ア ポ ト ー シ ス 体 、 又 は 該 ア ポ ト ー シ ス 体 を 含 有 す る 細 胞 若 し く は 組 織 を
固 定 化 に よ っ て 保 存 し 、 ヌ ク レ オ リ ン 若 し く は PARP-1の よ う な 問 題 の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体
に さ ら し 、 か つ 結 合 し た 抗 体 を 可 視 化 す る 。
　 い か な る 組 織 、 或 い は 完 全 生 物 で さ え 、 固 定 化 に 適 す る 。 組 織 は い ず れ の 器 官 、 植 物 又
は 動 物 で も よ く 、 固 定 化 後 又 は 固 定 化 前 に 収 集 し て よ い 。 代 わ り に 、 血 液 試 料 を 得 、 血 清
又 は 血 漿 を 調 製 し て も よ い 。 分 離 条 件 を 選 択 し て 、 い ず れ の 血 液 細 胞 か ら も ア ポ ト ー シ ス
体 が 確 実 に 分 離 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。 そ し て 、 細 胞 学 ベ ー ス の 方 法 で ア ポ ト ー
シ ス 体 を 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 所 望 に よ り 、 い ず れ の 既 知 手 段 に よ っ て も 固 定 化 で き ； 必 要 条 件 は 、 検 出 す べ き タ ン パ
ク 質 が 結 合 性 物 質 に よ っ て 、 最 も 多 く は 抗 体 に よ っ て 認 識 で き な く な ら な い こ と で あ る 。
適 切 な 固 定 液 と し て は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド -リ ジ ン -過 ヨ ウ 素 酸 塩 、 ホ ル マ リ ン 、 パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 メ タ ノ ー ル 、 酢 酸 -メ タ ノ ー ル 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ア セ ト ン 、 カ
ル ノ フ ス キ ー (Karnovsky)の 固 定 液 な ど が 挙 げ ら れ る 。 固 定 液 の 選 択 は 、 問 題 の タ ン パ ク
質 、 特 定 の 検 出 試 薬 （ 抗 体 の よ う な ） の 特 性 、 検 出 方 法 （ 蛍 光 、 酵 素 的 ） 及 び 観 察 方 法 （
蛍 光 上 顕 微 鏡 、 共 焦 点 顕 微 鏡 、 光 学 顕 微 鏡 、 電 子 顕 微 鏡 な ど ） の よ う な 可 変 事 項 に よ っ て
決 ま る 。 通 常 、 固 定 化 前 に 、 ま ず 、 ほ と ん ど の 場 合 生 物 学 的 緩 衝 液 で 試 料 を 洗 浄 す る 。 固
定 液 は 、 溶 液 又 は 生 物 学 的 緩 衝 液 に 調 製 し ； 多 く の 固 定 液 は 、 試 料 に 適 用 す る 直 前 に 調 製
さ れ る 。 好 適 な 生 物 学 的 緩 衝 液 と し て は 、 食 塩 水 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ） 、 N-(カ
ル バ モ イ ル メ チ ル )-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ ACES） 、 N-2-ア セ ト ア ミ ド -2-イ ミ ノ ニ
酢 酸 （ ADA） 、 ビ シ ン 、 ビ ス -ト リ ス 、 3-シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ノ -2-ヒ ド ロ キ シ -1-プ ロ パ ン
ス ル ホ ン 酸 （ CAPSO） 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 グ リ シ ン 、 N-2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン -
N'-2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ HEPES） 、 2-N-モ ル フ ォ リ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） 、 3-N-モ
ル フ ォ リ ノ -2-ヒ ド ロ キ シ -プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ MOPSO） 、 ピ ペ ラ ジ ン -N,N'-ビ ス (2-エ タ
ン ス ル ホ ン 酸 )（ PIPES） 、 ト リ シ ン 、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 分 析 す る 試
料 、 適 切 な ｐ Ｈ 、 及 び 検 出 法 の 必 要 条 件 に 従 っ て 適 切 な 緩 衝 液 を 選 択 す る 。 有 用 な 緩 衝 液
は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） で あ る 。 固 定 化 後 、 試 料 を 固 定 液 内 で 、 好 ま し く は 新 た に 、
又 は 一 時 的 若 し く は 無 期 限 に 、 約 ４ ℃ ～ 約 22℃ の 温 度 で 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 試 料 の 特
性 に よ っ て は 、 試 料 を カ バ ー ガ ラ ス 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 又 は 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド ガ ラ ス 若 し く
は プ ラ ス チ ッ ク の よ う な 基 板 に 付 着 さ せ る 場 合 も あ る 。 こ の よ う な 基 板 は 、 付 着 を 高 め る
た め に 処 理 す る こ と が で き ； 該 処 理 と し て は 、 基 板 を 荷 電 し 、 基 板 を ポ リ -(Ｌ 若 し く は Ｄ
又 は 組 合 せ )-リ ジ ン 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 又 は 組 成 物 等 の よ う な 接 着 材 で コ ー テ ィ ン
グ す る こ と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 固 定 化 後 、 試 料 の 大 き さ 、 試 料 の 厚 さ 、 及 び 固 定 液 の 粘 度 に よ っ て ５ 分 ～ １ 週 間 で 、 試
料 を 緩 衝 液 内 で 洗 浄 す る 。 試 料 が 厚 い か 、 又 は 薄 片 が 望 ま し い 場 合 、 試 料 を 適 切 な マ ト リ
ッ ク ス 内 に 埋 め 込 ん で よ い 。 凍 結 薄 片 化 で は 、 ス ク ロ ー ス を 注 入 し 、 OCT組 織 Tek（ Andwin
 Scientific; Canoga Park, CA） 又 は ゼ ラ チ ン の よ う な マ ト リ ッ ク ス 内 に 埋 め 込 む 。 パ ラ
フ ィ ン ワ ッ ク ス 、 又 は 電 子 顕 微 鏡 に 好 適 な エ ポ キ シ 系 （ Araldite, Polybed 812, Durcupa
n ACM, Quetol, Spurr's、 又 は そ の 混 合 物 ； Polysciences, Warrington, PA） 、 ア ク リ レ
ー ト （ London Resins（ LR White, LR gold） , Lowicryls, Unicryl； Polysciences） 、 メ
タ ク リ レ ー ト （ JB-4, OsteoBed； Polysciences） 、 メ ラ ミ ン （ Nanoplast； Polysciences
） の よ う な 樹 脂 及 び DGD、 Immuno-Bed（ Polysciences） の よ う な 他 の 媒 体 に 試 料 を 埋 め 込
ん で か ら 重 合 さ せ て も よ い 。 親 水 性 樹 脂 （ Lowicryls、 London Resins、 水 溶 性 Durcupan等
の よ う な ） は 、 重 合 中 に 問 題 の タ ン パ ク 質 を あ ま り 変 性 せ ず 、 か つ 抗 体 溶 液 を は じ か な い
の で 、 特 に 好 適 な 樹 脂 で あ る 。 ワ ッ ク ス 又 は 樹 脂 に 埋 め 込 む 場 合 、 試 料 を 一 連 濃 度 の エ タ
ノ ー ル 又 は メ タ ノ ー ル に 通 し て 脱 水 す る 。 ポ リ プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド の よ う な 他 の 溶 媒 を 使
用 す る 場 合 も あ る 。 検 出 物 質 と 試 料 が 反 応 し た 後 に 埋 め 込 み が 起 こ る か 、 或 い は 試 料 を ま

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-530515 A 2005.10.13

形 態 学 的 -連 結 ア プ ロ ー チ ：



ず 埋 め 込 み 、 薄 片 化 （ ミ ク ロ ト ー ム 、 チ ロ ト ー ム (cyrotome)、 又 は 超 ミ ク ロ ト ー ム で ） し
て か ら そ の 薄 片 を 検 出 試 薬 と 反 応 さ せ う る 。 検 出 前 に 埋 め 込 み 材 を 除 去 し て 抗 原 ア ク セ ス
を 容 易 に す る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 固 定 化 の た め 、 抗 体 が 結 合 す る ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1エ ピ ト ー プ が 無 効 に な る 場 合 が
あ る 。 抗 原 回 復 法 を 用 い て 抗 原 を 抗 体 結 合 に 使 用 可 能 に す る こ と が で き る 。 多 く の 回 復 法
が 利 用 で き る （ 例 え ば 、 （ Holdenriederら , 2001b； McNicol及 び Richmond, 1998； Robins
on及 び Vandre, 2001） で レ ビ ュ ー さ れ て い る ） 。 一 般 的 な 方 法 は 、 オ ー ト ク レ ー ブ 、 マ イ
ク ロ 波 、 熱 水 若 し く は 緩 衝 液 、 圧 力 鍋 、 又 は 他 の 熱 源 か ら 供 給 さ れ る 熱 の 使 用 を 含 む 。 順
繰 り に 熱 源 を 使 用 す る こ と が 多 く ； 試 料 は 、 し ば し ば 溶 液 中 に な け れ ば な ら な い （ 例 え ば
、 マ イ ク ロ 波 処 理 ） 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS, 0.25％ ～ １ ％ ） 又 は 他 の 変 性 洗 浄
剤 の よ う な 洗 浄 剤 処 理 も 抗 原 を ア ン マ ス キ ン グ す る こ と が で き る 。 化 学 的 方 法 と し て は 、
強 ア ル カ リ （ NaOHの よ う な ） 、 水 中 の 長 期 浸 漬 、 尿 素 、 ギ 酸 及 び 硫 酸 亜 鉛 -ホ ル マ リ ン 中
で の 再 固 定 化 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 例 で は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 処 理 に よ っ て 、 抗 原 を 抗 体
に 利 用 で き る よ う に 修 飾 す る 。 ト リ プ シ ン の よ う な 多 く の プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 し う る 。 こ
れ ら 方 法 を 組 み 合 わ せ て 最 適 の 結 果 を 達 成 す る こ と が で き る 。 抗 原 回 復 法 の 選 択 は 、 試 料
、 そ の 埋 め 込 み （ も し あ れ ば ） 、 及 び 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 に よ っ て 決 ま る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 に 免 疫 蛍 光 又 は 酵 素 産 物 -ベ ー ス 検 出 の 場 合 、 残 留 固 定 液 、 タ ン パ ク 質 架 橋 、 タ ン パ
ク 質 沈 降 又 は 内 在 酵 素 に 起 因 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 、 例 え ば 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ
ム 若 し く は 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 又 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 作 用 す る 過 酸 化 水 素 の よ う な
混 乱 さ せ る 内 在 酵 素 を 不 活 性 化 若 し く は 欠 失 さ せ る 基 質 を 用 い て ク エ ン チ す る こ と が で き
る 。 薄 片 化 し な い 試 料 中 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め 、 試 料 を 透 過 化 処 理 す る こ と
が で き る 。 透 過 化 処 理 剤 と し て は 、 t-オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル 、 ポ リ
オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン の よ う な 洗 浄 剤 、 及 び リ ジ ン 、 プ ロ テ ア ー ゼ 等 の よ う な 他 の 物
質 が 挙 げ ら れ る 。
　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA； 変 性 又 は 天 然 ） 、 ミ ル ク タ ン パ ク 質 、 又 は 検 出 試 薬 が 抗 体
の 場 合 、 好 ま し く は そ の 種 が 検 出 抗 体 と 同 一 源 で あ る 非 免 疫 化 宿 主 動 物 由 来 の 正 常 な 血 清
若 し く は IgGの よ う な タ ン パ ク 質 溶 液 を 適 用 し て 非 特 異 的 結 合 部 位 を 遮 断 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 行 う 方 法 は 周 知 で あ る （ Orfao及 び Ruiz-Arguelles, 1996） 。
収 集 後 、 ア ポ ト ー シ ス 体 を 含 有 す る 試 料 を 単 体 懸 濁 液 と し て 調 製 し ； 通 常 、 非 特 異 的 結 合
部 位 を 遮 断 後 ア ポ ト ー シ ス 体 を 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。 好 ま し く は 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 を 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 す る 。 抗 体 を 蛍
光 マ ー カ ー で 標 識 し な い 場 合 、 一 次 抗 体 と 免 疫 反 応 性 で あ り 、 か つ 蛍 光 マ ー カ ー を 含 む 二
次 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 過 剰 又 は 未 結 合 抗 体 を 確 実 に 除 去 す る の に 十 分 な 洗 浄 後
、 試 料 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス 体 を 血 液 循 環 内 に 放 出 し 、 血 液 中 で 検 出 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 学 的 又
は 他 の 技 術 を 用 い 、 被 験 者 か ら 得 た 血 清 又 は 血 漿 中 の ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／ 又 は PARP-1を 測
定 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら ア ポ ト ー シ ス 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら ア プ ロ ー チ
で は 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1の 検 出 前 に ア ポ ト ー シ ス 体 を 破 壊 し て ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／
又 は PARP-1を 放 出 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ は 、 単 細 胞 抽 出 、 差 次 的 抽 出 又 は 機 械 的 破 壊
の よ う な い く つ か の 手 段 で 達 成 し う る 。 抽 出 試 薬 は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 時 に は メ タ ノ ー
ル の よ う な 溶 媒 が 有 用 で あ る 。 お そ ら く 、 t-オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル
（ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル tert-オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル と し て も 知 ら れ る ） の よ う な
洗 浄 剤 が 単 抽 出 に 特 に 有 用 だ ろ う 。 グ ル コ ピ ラ ノ シ ド 、 メ ル ト ピ ラ ノ シ ド 、 マ ル ト シ ド 、
ポ リ オ キ シ エ チ レ ン エ ス テ ル 、 他 の ポ リ オ キ シ エ チ レ ン エ ー テ ル 、 ア ル ギ ン 酸 、 カ プ リ ル

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-530515 A 2005.10.13

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ／ 蛍 光 -活 性 化 細 胞 選 別 法 （ FACS）

生 化 学 的 ア ッ セ イ を 基 礎 と し た ア プ ロ ー チ



酸 、 コ ー リ ッ ク (cholic)1-デ カ ン ス ル ホ ン 酸 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 ジ オ ク チ ル ス ル ホ ン ス
ク シ ネ ー ト 酸 、 1-ド デ カ ン ス ル ホ ン 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 グ リ コ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 1-ヘ プ
タ ン ス ル ホ ン 酸 、 1-ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸 、 N-ラ ウ ロ イ ル サ ク ロ シ ン (lauroylsacrosine)酸
、 ラ ウ リ ル ス ル フ ェ ー ト (例 え ば 、 SDS)酸 、 1-ノ ナ ン ス ル ホ ン 酸 、 1-オ ク タ ン ス ル ホ ン 酸
、 1-ペ ン タ ン ス ル ホ ン 酸 、 タ ウ ロ コ ー ル 酸 及 び タ ウ ロ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 塩 ； 7-エ チ ル -2
-メ チ ル -4-ウ ン デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 2-エ チ ル ヘ キ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム も 有 用 で あ
る 。 他 の 有 用 な 洗 浄 剤 と し て は 、 3-{(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ }-1-プ ロ
パ ン -ス ル ホ ネ ー ト 、 3-{(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ }-2-ヒ ド ロ キ シ -1-プ
ロ パ ン -ス ル ホ ネ ー ト 、 N-デ シ ル -、 N-ド デ シ ル 、 N-ヘ キ サ デ シ ル 、 N-オ ク タ デ シ ル 、 N-テ
ト ラ デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ オ -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト 及 び ホ ス フ ァ チ ジ ル ク
ロ リ ン が 挙 げ ら れ る 。 あ ま り 有 用 で な い が 、 場 合 に よ っ て は 臭 化 ア ル キ ル ト リ メ チ ル ア ン
モ ニ ウ ム 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 塩 化 ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム 、 臭 化 ベ ン ジ ル ジ メ チ ル ド デ シ
ル ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 ベ ン ジ ル ジ メ チ ル ヘ キ サ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 臭 化 セ チ ル ジ メ チ ル
エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 臭 化 セ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム 、 臭 化 デ カ メ ト ニ ウ ム 、 臭 化 ジ メ チ ル ジ オ
ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 メ チ ル ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム 、 塩 化 メ チ ル ト リ オ ク チ ル ア ン モ
ニ ウ ム 、 及 び N,N',N'-ポ リ オ キ シ エ チ レ ン (10)-N-獣 脂 (tallow)-1,3-ジ ア ミ ノ プ ロ パ ン が
役 に 立 つ 。 異 な る 抽 出 試 薬 を 単 独 又 は 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き ； 単 一 の 水 溶 液 又
は 適 宜 の 緩 衝 液 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ter-オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル は 、 低 い 曇 り 点 を 利 用 し て 可 溶
性 タ ン パ ク 質 か ら 膜 タ ン パ ク 質 を ２ つ の 異 な る 相 に 分 け る こ と に よ る 差 次 的 抽 出 で 特 に 有
用 で あ る 。 抽 出 緩 衝 液 は 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ベ ン ズ ア ミ ジ ン 、 ア ン チ パ イ ン 、 ペ プ ス タ チ ン
、 フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル (PMSF)及 び ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ
イ ン ヒ ビ タ ー を 含 ん で よ い 。
　 そ し て 、 抽 出 物 を ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1に つ い て 検 定 す る 。 抽 出 プ ロ セ ス 後 に 残 存 す
る ア ポ ト ー シ ス 体 の 断 片 を 除 去 せ ず に こ れ を 行 う 場 合 も あ る 。 好 ま し く は 、 免 疫 化 学 的 ア
ッ セ イ 法 を 用 い て ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 検 出 す る 。 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 種 々
の タ イ プ の エ ン ザ イ ム -リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ （ ELISAs） を ヌ ク レ オ リ ン 又
は PARP-1検 出 に 適 用 で き る 。 し か し 、 択 一 的 標 識 化 法 を 利 用 す る ELISA-様 ア ッ セ イ も 使 用
で き る 。 こ れ に は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ （ FIA） 、 化 学 発
光 イ ム ノ ア ッ セ イ （ CMIA） 及 び 他 の 非 酵 素 リ ン ク ド 抗 体 結 合 ア ッ セ イ 及 び 手 順 が 挙 げ ら れ
る 。 競 合 （ 試 薬 限 定 ） 及 び イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ を 含 む 種 々 の ア ッ セ イ 形 式 を 使 用 で
き る 。 さ ら に 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 ネ フ ェ ロ メ ト リ ー や 比 濁 法 、 エ ン ザ イ ム -マ ル チ プ ラ イ ド
イ ム ノ ア ッ セ イ テ ク ニ ッ ク (EMIT(登 録 商 標 ))、 及 び 蛍 光 偏 光 法 を 含 む 不 均 一 ア ッ セ イ と 均
一 ア ッ セ イ 、 並 び に 他 の 免 疫 化 学 的 ア ッ セ イ を 使 用 し う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 二 重 抗 体 -サ ン ド イ ッ チ ELISA法 は 特 に 有 用 で あ る 。 二 重 抗 体 -サ ン ド イ ッ チ ELISAの 基 本
プ ロ ト コ ル は 以 下 の と お り で あ る 。 プ レ ー ト を 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 （ 捕 獲 抗
体 ） で 被 覆 す る 。 こ の プ レ ー ト を BSAの よ う な 遮 断 薬 で 洗 浄 し て タ ン パ ク 質 （ 抗 体 又 は 抗
原 ） の 試 験 プ レ ー ト へ の 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 す る 。 捕 獲 抗 体 で 被 覆 し た プ レ ー ト 上 で 試 料
を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 再 び 洗 浄 し 、 特 異 的 抗 体 -標 識 接 合 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て シ グ ナ ル
を 適 宜 検 出 す る 。
　 他 の ELISAsで は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 選 択 表 面 上 に 固 定 化 し 、 該 表 面 は 特 異 的 に
処 理 し た ポ リ ス チ レ ン 微 量 定 量 プ レ ー ト の ウ ェ ル の よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド 付 着 に 親 和 性 が
あ り 、 或 い は そ の よ う に 処 理 す る 。 洗 浄 し て 不 完 全 に 吸 収 さ れ た 物 質 を 除 去 し た 後 、 一 般
に 、 BSA又 は カ ゼ イ ン の よ う な 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 と 抗 原 的 に 中 性 で あ る こ
と が 分 か っ て い る 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る か 、 或 い は ウ ェ ル 底 上 を そ れ で 被 覆 す
る こ と が 望 ま し い 。 こ の 工 程 は 、 固 定 化 表 面 上 の 非 特 異 的 吸 着 部 位 の 遮 断 を 斟 酌 す る の で
、 表 面 上 へ の 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 に よ っ て 生 じ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 減 ら す こ と が で き る
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。 ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 BSA） に 接 合 さ せ る こ と に よ っ て 動 物 内 で 抗 体 を
生 じ さ せ る 場 合 、 断 タ ン パ ク 質 抗 体 組 成 物 に 対 す る 抗 体 の 存 在 の 可 能 性 が あ る た め 、 通 常
、 遮 断 薬 と し て 異 な る タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1の ウ ェ ル へ の 結 合 後 、 非 反 応 性 物 質 で 被 覆 し て バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド を 減 ら し 、 か つ 洗 浄 し て 未 結 合 物 質 を 除 去 し 、 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 ／ 抗 体 ） 形 成 の 助 け に
な る 様 式 で 固 定 化 表 面 を 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 組 成 物 と 接 触 さ せ る 。 こ の よ う
な 条 件 と し て は 、 抗 体 組 成 物 を BSA、 ウ シ γ グ ロ ブ リ ン （ BGG） 及 び PBS/モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ポ
リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン の よ う な 希 釈 剤 で 抗 体 組 成 物 を 希 釈 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。
こ れ ら 添 加 薬 剤 は 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の 減 少 も 補 助 す る 。 層 化 し た 抗 体 組
成 物 を 例 え ば 、 ２ ～ ４ 時 間 、 25℃ ～ 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、
抗 体 組 成 物 -接 触 表 面 を 洗 浄 し て 非 免 疫 複 合 化 物 質 を 除 去 す る 。 あ る 洗 浄 手 順 は 、 PBS/モ
ノ ラ ウ リ ル 酸 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 又 は ホ ウ 酸 塩 緩 衝 溶 液 に よ る 洗 浄 を 含 む 。
　 試 料 と 抗 体 と の 間 の 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 の 形 成 と そ の 次 の 洗 浄 後 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又
は PARP-1抗 体 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 二 次 抗 体 を 用 い て 免 疫 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 。 検 出
で は 、 酵 素 又 は 蛍 光 分 子 の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 と 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 周 知 で あ る （ Ausubel, 1987） 。 一 般 的 に 、 試 料 内 で タ ン パ ク
質 の 適 切 な 分 離 が 得 ら れ る よ う な 条 件 で 、 タ ン パ ク 質 試 料 を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） に 供 す る 。 そ し て 、 相 互 に タ ン パ ク 質 の 相 対
位 置 を 維 持 す る よ う な や り 方 で タ ン パ ク 質 を 膜 （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 等
） に 移 す 。
　 ゲ ル の レ ー ン 内 で 、 目 に 見 え る よ う に 標 識 し た 既 知 分 子 量 の タ ン パ ク 質 を イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 は 、 ブ ロ ッ ト 上 の 他 の タ ン パ ク 質 の 相 対 的 分 子 量 を 決 定 す る た
め の 分 子 量 マ ー カ ー と し て の み な ら ず 、 タ ン パ ク 質 の 膜 へ の 十 分 な 移 動 を 保 証 す る 対 照 と
し て も 役 立 つ 。 代 わ り に 、 移 動 後 ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー （ Ｇ 又 は Ｒ ： Sigma; St. Louis, MO
） 、 他 の タ ン パ ク 質 染 料 で 非 標 識 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 タ ン パ ク 質 移 動 後 、 膜
を 遮 断 溶 液 に 浸 し て 一 次 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 を 防 止 す る 。
　 一 次 抗 体 、 例 え ば 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 標 識 化 し 、 膜 上 の 特 異 的 位 置 の 標 識 を
検 出 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 の 存 在 と 分 子 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 一 次 抗 体
を 標 識 化 し な く て も よ く 、 ブ ロ ッ ト を さ ら に 標 識 化 し た 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 こ の 二 次
抗 体 は 、 一 次 抗 体 と 免 疫 反 応 性 で あ り ； 例 え ば 、 二 次 抗 体 は ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す
る も の で よ く 、 か つ ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 標 識 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ ヌ ク レ オ リ ン の 検 出 ： オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 礎 と し た 方 法 ）
　 ヌ ク レ オ リ ン を 認 識 か つ 結 合 す る GROs及 び 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Batesら ,1999； Mi
llerら , 2000； Xuら , 2001） は 、 ほ と ん ど 抗 体 と 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 適 な ア
ッ セ イ の 例 を 以 下 に 示 す 。 あ る 場 合 に は 、 GROヌ ク レ オ チ ド を よ り 大 き い 核 酸 配 列 中 に 組
み 込 む こ と が 有 利 で あ り ； 例 え ば 、 ヌ ク レ オ リ ン -結 合 部 位 を 変 性 さ せ ず に GRO核 酸 の 基 質
へ の 結 合 を 容 易 に す る 。
　 ヌ ク レ オ リ ン と 結 合 す る （ か つ 癌 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 生 物 学 的 特 性 を も 有 す る ） 有 用 な
GROsは 記 載 さ れ て い る （ Batesら , 1999； Millerら , 2000； Xuら , 2001） 。 下 表 ２ に 示 す
も の が 挙 げ ら れ る 。 対 照 GROsは バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル レ ベ ル の 検 出 に 有 用 で あ る 。
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 局 在 化 ／ 標 識 化 （ 免 疫 ベ ー ス 局 在 化 ／ 標 識 化 ア ッ セ イ の 関 係 ）
　 免 疫 ベ ー ス 局 在 化 ア ッ セ イ （ 免 疫 蛍 光 又 は FACSの よ う な ） に つ い て 概 要 を 上 述 し た 手 順
は 、 検 出 試 薬 が ヌ ク レ オ リ ン -結 合 性 GROで あ る 当 該 ア ッ セ イ に も 適 用 で き る 。 BSAの よ う
な タ ン パ ク 質 の 代 わ り に 、 サ ケ 精 子 由 来 の よ う な 変 性 DNAを 用 い て 非 特 異 的 結 合 を 防 止 す
る 修 正 を 包 含 し う る 。 検 出 の た め 、 GROを 誘 導 体 化 で き 、 又 は 何 ら か の 形 態 で そ の 標 識 と
結 合 で き る 限 り 、 上 述 し た の と 同 一 の 標 識 も 有 用 で あ る 。 こ の 目 的 で は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
系 の よ う な ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 核 酸 標 識 系 が 特 に 便 利 で あ る （ Ausubel, 1987） 。 ビ オ チ ン
化 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に つ い て は 記 載 さ れ て い る （ Langerら , 1981） 。 水 溶 性 ビ タ ミ ン で
あ る ビ オ チ ン は 、 ア ル キ ル ア ミ ン リ ン カ ー ア ー ム を 介 し て ピ リ ミ ジ ン 環 の C5位 に 共 有 結 合
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す る こ と が で き ； ビ オ チ ン は 、 容 易 に 標 識 化 し う る ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 非
共 有 結 合 的 に 結 合 す る 。 代 わ り に 、 合 成 中 に 、 末 端 ヌ ク レ オ チ ド の 5'-ヒ ド ロ キ シ ル へ の
カ ッ プ リ ン グ に よ っ て ビ オ チ ン を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 加 さ せ る 。 ニ ッ ク 翻 訳 又 は ラ ン
ダ ム な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -プ ラ イ ム 化 合 成 プ ロ ト コ ル に よ っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -11-dUTP
を DNA中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 標 識 化 し た 抗 -ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 を 用 い て ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン を 検 出 す る 。 便 利 な ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 系 は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ Roche Molecular 
Biochemicals; Indianapolis, IN） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て タ ン パ ク 質 を 検 出 か つ
局 在 化 す る 手 順 の 例 は 、 Davisら に よ っ て 記 載 さ れ て い る （ Davisら , 1998） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 GROsを 抗 体 と 同 じ 様 式 で 用 い 、 上 述 し た よ う に 生 化 学 的 ア プ ロ ー チ で ヌ ク レ オ リ ン を 検
出 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 “ サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ” -タ イ プ の ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 を GRO
sで 行 う こ と が で き る （ Batesら ,1999； Millerら , 2000） 。 ア ポ ト ー シ ス 体 を 適 宜 抽 出 し
た 後 、 該 タ ン パ ク 質 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 に 供 し 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ
ル オ ラ イ ド 膜 の よ う な 基 材 に 移 す 。 ６ Mの グ ア ニ ジ ン -HClで 30分 間 ４ ℃ で 、 次 い で 25mMの H
EPES（ ｐ Ｈ 7.9； ４ mMの KCl／ ３ mMの MgCl 2 ） 中 の ３ Ｍ 、 1.5Ｍ 及 び 0.75Ｍ の グ ア ニ ジ ン HCl
で 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 を 変 性 か つ 再 生 さ せ る 。 HEPES緩 衝 液 中 の ５ ％ 無 脂
肪 乾 燥 ミ ル ク で 非 特 異 的 結 合 部 位 を 遮 断 後 、 0.25％ の NDM、 0.05％ の NP-40、 400ng/mlの サ
ケ 精 子 DNA及 び 100ng/mlの tcgagaaaaactctctc cttccttcct ctcca； 配 列 番 号 :17の よ う な 無
関 係 な 混 合 配 列 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 補 充 し た HEPES結 合 緩 衝 液 中 ４ ℃ で ２ 時 間 、 標 識 化
し た GROを ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 HEPES結 合 緩 衝 液 で 洗 浄 後 、 シ グ ナ ル を 適 宜 検 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 方 法 ：
　
　 （ チ ッ プ 上 の 固 定 化 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1-結 合 試 薬 の ア レ イ ）
　 チ ッ プ は 、 固 定 化 分 子 を 含 有 す る 領 域 の ア レ イ で あ り 、 分 子 が な い か 又 は ず っ と 低 密 度
で 固 定 化 し た 分 子 を 含 有 す る 領 域 で 分 離 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1結
合 性 抗 体 を 処 理 す る こ と で タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 調 製 す る こ と が で き ； ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性
GROsを 処 理 す る こ と で “ ア プ タ マ ー ” -様 チ ッ プ を 調 製 す る こ と が で き る 。 残 り の 領 域 は
、 カ バ ー し な い ま ま で あ り 、 或 い は 不 活 性 分 子 で カ バ ー す る 。 ア レ イ を す す い で 特 異 的 に
固 定 化 し た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 以 外 す べ て 除 去 す る 。 さ ら に 、 複 数 の ヌ ク レ オ リ ン -結
合 性 抗 体 （ 表 １ Ａ ） 若 し く は 複 数 の 抗 -PARP-1抗 体 （ 表 １ Ｂ ） 、 核 酸 （ GROsの よ う な ； 表
２ ） 、 又 は 両 者 を 含 有 す る チ ッ プ も 調 製 す る こ と が で き 、 ま た ヌ ク レ オ リ ン 及 び ／ 又 は PA
RP-1と 非 反 応 性 で あ る 対 照 抗 体 及 び ／ 又 は 核 酸 を 含 有 し う る 。 こ の よ う な ア レ イ は 、 試 験
確 認 、 複 製 及 び 内 部 対 照 を 同 時 に 斟 酌 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ミ ン と カ ル ボ ン 酸 の 縮 合 や ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 を 含 む 単 純 な 化 学 反 応 に よ っ て 、 抗 -
ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 の よ う な タ ン パ ク 質 を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き
る 。 不 活 性 基 質 上 の タ ン パ ク 質 の こ の 共 有 結 合 性 固 定 化 は 、 非 特 異 的 吸 着 に 起 因 す る 高 い
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 防 止 で き る 。 ビ オ チ ン の よ う な 他 の 分 子 で 誘 導 体 化 し た 基 質
も 、 固 定 化 す べ き タ ン パ ク 質 を ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 誘 導 体 化 す る と き に 有
用 で あ り 、 そ の 逆 も 同 様 で あ る 。 ま れ な ケ ー ス で は 、 特 に 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1-コ
ー ド 核 酸 配 列 を 利 用 す る 場 合 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
が 基 質 上 の 固 定 化 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 表 面 は 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1結 合 薬 を 固 定 化 で き る い ず れ の 材 料 で も よ い 。 例 え ば
、 表 面 は 金 属 、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 ポ リ マ ー 、 木 又 は 生 体 組 織 で よ い 。 表 面 は 、 与 え
ら れ た 材 料 の 基 質 及 び 該 基 質 の 一 部 又 は 全 部 の 表 面 上 の 別 の 材 料 の 層 を 含 み う る 。 GST融
合 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の た め の グ ル タ チ オ ン の 固 定 化 で 使 用 す る 表 面 の よ う な ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 使 用 す る 一 般 的 な い ず れ の 表 面 で も よ い 。 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ
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ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 表 面 と し て は 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド 、 ポ リ ス チ レ ン 及 び デ キ ス ト ラ ン が 挙 げ ら れ る 。 表 面 は 固 体 で あ る 必 要 は な い が 、 コ ロ
イ ド で よ く 、 剥 離 し た 鉱 物 粘 土 、 脂 質 単 層 、 脂 質 二 重 層 、 ゲ ル 、 又 は 多 孔 性 材 料 で よ い 。
　 固 定 化 法 は 、 望 ま し く は 表 面 上 の ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1結 合 物 質 の 位 置 を コ ン ト ロ ー
ル す る ； 例 え ば 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 を 基 質 に 結 合 し な い よ う に し 、 非 -抗 原 結 合 部 を 基 質
に 固 着 さ せ る 。 個 々 の 反 応 物 リ ガ ン ド の 位 置 を コ ン ト ロ ー ル す る こ と に よ っ て 、 リ ガ ン ド
の パ タ ー ン 又 は ア レ イ を 生 成 す る こ と が で き る 。 表 面 の 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1に よ っ
て 占 有 さ れ な い 部 分 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 非 特 異 的 吸 着 を 許 さ な い 。
　 こ の 実 施 形 態 で は 、 被 験 者 か ら の 試 料 、 例 え ば 血 液 を ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1結 合 分 子
を 含 有 す る チ ッ プ 上 に 通 す 。 そ し て 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 変 化 を 検 出 す る 機 械 の よ う な
バ イ オ セ ン サ ー デ バ イ ス を 用 い て 、 結 合 し た ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 検 出 す る 。 BIAcor
e（ Uppsala, Sweden） チ ッ プ は 、 有 用 な チ ッ プ と 検 出 機 械 の 例 と し て 役 立 つ 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ 予 後 ア ッ セ イ ）
　 さ ら に 、 診 断 方 法 を 用 い て 病 気 発 症 の 初 期 段 階 の 腫 瘍 症 を 有 す る か 、 又 は 発 症 の 危 険 の
あ る 被 験 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。 予 後 ア ッ セ イ を 用 い て 、 腫 瘍 症 の あ る 、 或 い は 有 害
な 腫 瘍 症 、 特 に 癌 の 家 族 の 歴 史 が あ る 被 験 者 の よ う な 腫 瘍 症 を 発 症 す る 危 険 の あ る 被 験 者
を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 個 体 を 同 定 す る 方 法 は 、 被 験 者 か ら 得 た 試 料 、 例 え
ば 血 液 試 料 、 及 び ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1を 含 有 す る ア ポ ト ー シ ス 体 の 存 在 の 試 験 を 含 む
。
　 キ ッ ト 、 容 器 、 パ ッ ク 、 又 は ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1プ ロ ー ブ と 検 出 試 薬 を 含 有 す る デ
ィ ス ペ ン サ ー を 投 薬 の 使 用 説 明 書 と 一 緒 に 集 め る こ と が で き る 。 キ ッ ト と し て 供 給 す る 場
合 、 異 な る 成 分 は 別 個 の 容 器 に 梱 包 し 、 使 用 直 前 に 混 ぜ 合 わ せ る 。 こ の よ う に 成 分 を 別 個
に 梱 包 す る と 、 活 性 成 分 の 機 能 を 失 わ ず に 長 期 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 キ ッ ト は 、 診 断 試 験 の よ う な 特 有 の 試 験 の 実 行 を 容 易 に す る 個 別 容 器 に 試 薬 を 含 め る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 非 -ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 GROsを 内 部 の 負 対 照 と し て 、 或 い は ヌ ク レ
オ リ ン 又 は PARP-1と ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1-結 合 性 試 薬 を 内 部 の 正 対 照 と し て 供 給 す る
こ と が で き る 。 キ ッ ト の 成 分 は 、 ヌ ク レ オ リ ン 用 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 抗 -ヌ ク レ オ リ
ン 又 は PARP-1、 対 照 試 料 、 及 び 任 意 的 な ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る た め の 組 成 物 で あ る 。 抗
-ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1物 質 の 例 と し て は 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 （ 表 １ Ａ 及
び ／ 又 は １ Ｂ に 示 さ れ る よ う な ） 又 は そ の 断 片 ； 標 識 化 す る 場 合 、 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP
-1-結 合 検 出 試 薬 は 不 要 で あ る 。 ヌ ク レ オ リ ン -結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 表 ２
に 示 さ れ る よ う な ） は 、 第 ２ の 標 識 化 試 薬 が 結 合 で き る （ ビ オ チ ン の よ う な ） よ う に 誘 導
体 化 す る こ と が で き る 。 し か し 、 標 識 化 GRO核 酸 を 提 供 す る 場 合 、 第 ２ の 標 識 化 試 薬 は 不
要 で あ る 。 検 出 試 薬 の 例 と し て は 、 標 識 化 二 次 抗 体 、 例 え ば 、 ロ バ 内 で 生 じ さ せ て か ら ロ
ー ダ ミ ン の よ う な 発 蛍 光 団 、 又 は GROsの よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め の 標 識
化 試 薬 で 標 識 し た 抗 -マ ウ ス ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ； 例 え ば 、 プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン 化 す る 場
合 は 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 連 結 し た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 挙 げ ら れ
る 。 対 照 成 分 と し て は 、 二 次 抗 体 が 生 成 さ れ た 動 物 由 来 の 正 常 な 血 清 ； ヌ ク レ オ リ ン 又 は
PARP-1ポ リ ペ プ チ ド 或 い は ヌ ク レ オ リ ン 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 溶 液 ； ヌ ク
レ オ リ ン 又 は PARP-1-結 合 試 薬 の 反 応 性 を 検 定 す る た め の ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1タ ン パ
ク 質 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト ； 又 は ヌ ク レ オ リ ン を 含 有 す る 固 定 又 は 保 存 ア ポ ト ー シ ス 体 が 挙 げ
ら れ る 。 他 の 成 分 と し て は 、 緩 衝 液 、 固 定 液 、 遮 断 溶 液 、 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド ガ ラ ス 及 び ／
又 は カ バ ー ガ ラ ス 、 或 い は 微 量 定 量 プ レ ー ト の よ う な 分 析 用 の 他 の 適 切 な 基 板 ； 洗 浄 剤 若
し く は 洗 浄 剤 溶 液 又 は 他 の 透 過 化 試 薬 ； 種 々 雑 多 な 試 薬 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 種
々 の 容 器 及 び ア ッ セ イ を 容 易 に す る た め の 種 々 雑 多 な 道 具 や 装 置 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 多 く の 場 合 、 特 に 簡 便 な キ ッ ト は 、 上 記 列 挙 し た 成 分 の み な ら ず 、 試 料 を 収 集 す る 手 段
と 共 に 構 築 さ れ る 。 例 え ば 、 血 液 を 収 集 す る た め に 針 と 注 射 器 を 提 供 し ； さ ら に 、 緩 衝 液
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、 保 存 剤 、 及 び ／ 又 は 抗 凝 固 薬 を 含 有 す る 試 料 容 器 も 提 供 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア
ポ ト ー シ ス 体 を 全 細 胞 か ら 分 離 す る た め の 手 段 も 含 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 注 射 器 フ
ィ ル タ ー 、 ア ポ ト ー シ ス 体 と は 結 合 し な い が 細 胞 と 結 合 す る 分 子 で 被 覆 し た 基 板 （ ビ ー ズ
を 含 む ） 、 又 は 遠 心 分 離 に 好 適 な 試 験 管 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ ａ ） 容 器 又 は 入 れ 物
　 キ ッ ト に 含 ま れ る 試 薬 は 、 異 な る 成 分 の 寿 命 を 保 存 か つ 容 器 の 材 料 に よ っ て 吸 着 又 は 変
化 し な い よ う な い ず れ の 種 類 の 容 器 内 で も 供 給 し う る 。 例 え ば 、 封 止 ガ ラ ス ア ン プ ル は 、
窒 素 の よ う な 中 性 の 非 反 応 ガ ス 下 で 梱 包 し た 凍 結 乾 燥 ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1結 合 性 試 薬
（ 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1抗 体 又 は ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1-結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の よ う な ） 又 は 緩 衝 液 を 含 み う る 。 ア ン プ ル は 、 ガ ラ ス 、 金 属 又 は 試 薬 を 保 持 す る た め
に 通 常 利 用 す る 他 の 材 料 の よ う な い ず れ の 適 切 な 材 料 か ら 成 っ て も よ い 。 好 適 な 容 器 の 他
の 例 と し て は 、 ア ン プ ル と 同 一 基 材 か ら 作 製 し う る シ ン プ ル な ビ ン 、 及 び ア ル ミ ニ ウ ム 又
は 合 金 の よ う な 箔 で 内 部 を 裏 張 り し う る エ ン ベ ロ ー プ が 挙 げ ら れ る 。 他 の 容 器 と し て は 、
試 験 管 、 バ イ ア ル 、 フ ラ ス コ 、 ビ ン 、 注 射 器 等 が 挙 げ ら れ る 。 容 器 は 、 皮 下 注 射 針 で 穴 を
開 け ら れ る ス ト ッ パ ー を 有 す る ビ ン の よ う な 無 菌 ア ク セ ス ポ ー ト を 持 ち う る 。 他 の 容 器 は
、 容 易 に 除 去 で き る 膜 で 分 け ら れ た ２ 成 分 を 有 し 、 膜 を 除 去 す る と 、 そ れ ら 成 分 を 混 ぜ 合
わ せ る こ と が で き る 。 除 去 で き る 膜 は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ゴ ム 等 で よ い 。
　 （ ｂ ） 使 用 説 明 資 料
　 キ ッ ト は 、 使 用 説 明 資 料 と 共 に 供 給 す る こ と も で き る 。 使 用 説 明 書 は 、 紙 若 し く は 他 の
基 材 上 及 び ／ 又 は フ ロ ッ ピ ー （ 登 録 商 標 ） デ ィ ス ク 、 CD-ROM、 DVD-ROM、 DVD、 ビ デ オ テ ー
プ 、 オ ー デ ィ オ テ ー プ 等 の よ う な 電 気 的 に 読 取 り 可 能 な 媒 体 と し て 供 給 す る こ と が で き る
。 詳 細 な 使 用 説 明 書 は 、 キ ッ ト と 物 理 的 に 結 合 し て い な く て よ く ； 代 わ り に 、 キ ッ ト の 製
造 業 者 又 は 配 給 者 が 指 定 し た イ ン タ ー ネ ッ ト ウ ェ ブ サ イ ト に 使 用 者 を 導 き 、 或 い は 電 子 メ
ー ル と し て 供 給 し て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 限 定 せ ず に 本 発 明 を 説 明 す る こ と を 意 図 し て い る 。
　 実 施 例 １ ： Ｕ Ｖ 照 射 又 は 化 学 療 法 薬 に よ っ て 誘 導 し た 、 白 血 病 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス
　 カ ン プ ト セ シ ン （ CPT； Sigma Co.; St. Louis, MO） 、 抗 -新 生 物 ト ポ イ ソ シ ア ネ ー ト I
（ Top I） イ ン ヒ ビ タ ー を 原 料 溶 液 と し て （ -20℃ で 貯 蔵 し た ） 0.5％ (v/v)ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド （ DMSO） /PBSに 溶 か し 、 さ ら に 使 用 前 に 水 で 希 釈 し た 。
　 10％ の 熱 不 活 化 し た （ 65℃ で 20分 ） ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン 、 100
μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン で 補 充 し た PRMI 1640培 地 中 の 懸 濁 液 中 、 37℃ で ５ ％ の CO 2 と
共 に ヒ ト U937細 胞 （ 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 系 、 American Type Culture Collection(ATCC)か ら
； Manassas, VA） を 成 長 さ せ た 。 CPTに よ る 処 理 で は 、 指 数 的 に 成 長 す る U937細 胞 を 10μ M
の CPTで 24時 間 処 理 し た 。 Ｕ Ｖ 照 射 で は 、 皿 （ 直 径 60mm） 内 に 細 胞 を ５ × 10 5 細 胞 /mlで 塗
布 し た 。 プ レ ー ト （ 蓋 な し ） を 直 接 Stratagen（ La Jolla） Ｕ Ｖ  Stratalinker内 に 置 き 、
30秒 間 254nmで 照 射 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 を Ｕ Ｖ 光 で 照 射 し た 。 い く つ か の 資 料 は 、 １ m
Mの 3-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ド （ （ ABA） ； Sigma） と 共 に 30秒 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 受
け さ せ た 。 そ し て 、 細 胞 を 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に 種 々 の 時 間 置 い た 。
　 DNA断 片 化 ア ッ セ イ （ Facompreら , 2001） で ア ポ ト ー シ ス を 観 察 し た 。 こ の ア ッ セ イ で
は 、 染 色 体 DNAの ヌ ク レ オ ソ ー ム 断 片 へ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て 生 成 さ れ る DNA
“ ラ ダ ー ” に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 示 さ れ る 。 Ｕ Ｖ 照 射 後 １ 時 間 と い う 早 さ で ア ポ ト ー シ
ス を 検 出 し た ； 鮮 明 な ラ ダ ー は ４ 時 間 で 見 ら れ た 。 CPTに よ る 処 理 も ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
し 、 DNAラ ダ ー は 24時 間 で 鮮 明 に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 実 施 例 ２ ： Ｕ Ｖ 誘 導 ア ポ ト ー シ ス に 応 じ た ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1タ ン パ ク 質 の 変 化
　 ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 変 化 を 調 べ る た め 、 実 施 例 １ の よ う に 培 養
し た U937細 胞 を Ｕ Ｖ 光 で 照 射 し 、 照 射 後 異 な る 時 間 で 細 胞 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 集 め た 。
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　 細 胞 を 収 穫 し 、 ２ 回 冷 PBSで 洗 浄 し た 。 S-100及 び 核 抽 出 物 を 調 製 し た （ Coqueret及 び Ga
scan, 2000） 。 簡 単 に は 、 100μ lの 氷 冷 抽 出 緩 衝 液 Ｂ （ 10mMの 4-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ピ
ペ ラ ジ ン -1-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ HEPES； ｐ Ｈ 7.9） 、 0.5mMの MgCl 2 、 10mMの KCl、 １ mMの フ
ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル （ PMSF） 、 １ μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 １ μ g/mlの ア プ ロ チ
ニ ン ） を 細 胞 に 添 加 し た 。 ３ サ イ ク ル の 凍 結 － 解 凍 後 、 12,000rpmで １ 分 間 遠 心 分 離 後 上
清 と し て S-100抽 出 物 を 回 収 し 、 核 を 含 有 す る ペ レ ッ ト を 40μ lの 緩 衝 液 Ｃ （ 20mMの HEPES
、 ｐ Ｈ 7.9、 1.5mMの MgCl 2 、 420mMの KCl、 0.2mMの EDTA、 25％ の グ リ セ ロ ー ル 、 １ mMの PMSF
、 １ μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 １ μ g/mlの ア プ ロ チ ニ ン ） に 再 懸 濁 さ せ た 。 ４ ℃ で 30分 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 12,000rpmで ５ 分 間 の 遠 心 分 離 で 不 溶 性 物 質 を 除 去 し 、 核 抽 出 物 を 上
清 と し て 収 集 し た 。 抽 出 物 は 即 座 に 使 用 し 、 或 い は -80℃ で 凍 結 さ せ て 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Biorad DCタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト （ Biorad; Hercules, CA） を 用 い て 抽 出 タ ン パ ク
質 の 濃 度 を 決 定 し た 。 試 料 （ 40μ g） を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） -装 填 緩 衝 液 （ 100
mMの ト リ ス -HCl、 ｐ Ｈ 6.8、 200mMの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ DTT） 、 ４ ％ の SDS、 0.2％ の ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 20％ の グ リ セ ロ ー ル ） 中 65℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 10％ （
ヌ ク レ オ リ ン 検 出 用 ） 又 は ８ ％ （ PARP-1用 ） の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド -SDSゲ ル 上 で 分 離 後 、
ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド （ PVDF, Biorad） に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 PBST（
PBS中 の 0.1％ の モ ノ ラ ウ リ ル 酸 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン (20)ソ ル ビ タ ン （ Tween(登 録 商 標 )20
） ） 中 の ５ ％ の 無 脂 肪 乾 燥 ミ ル ク 内 で １ 時 間 非 特 異 的 結 合 部 位 を 遮 断 後 、 一 次 抗 体 （ １ ：
1000抗 -ヌ ク レ オ リ ン 又 は PARP-1； 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 抗 体 （ マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル IgG 1 ） 及
び 抗 -PARP-1抗 体 （ マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル IgG 2 A ） は Santa Cruz Biotechnology; Santa Cr
uz; CA） と 共 に 膜 を 室 温 で １ 時 間 、 或 い は ４ ℃ で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBST内 で ３
回 洗 浄 後 、 膜 を 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -接 合 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス 抗 体 （ Santa Cruz Biot
echnology） と 共 に 45分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら PBST内 で ３ 回 洗 浄 し た 。 結 合 し
た 抗 体 を 増 強 化 学 発 光 検 出 法 で 検 出 し た 。 墨 汁 で 膜 を 染 色 す る こ と に よ っ て 、 等 し い ゲ ル
装 填 と タ ン パ ク 質 の 移 動 を 確 認 し た （ Batesら 、 1999） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 等 量 の タ ン パ ク 質 フ ラ ク シ ョ ン を 調 査 し 、 原 形 質 膜 、 サ イ ト ゾ ル 及 び 非 核 細 胞 器 官 由 来
の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 核 抽 出 物 （ 可 溶 性 核 タ ン パ ク 質 ） 又 は S-100抽 出 物 か ら 成
る 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 U937細 胞 が S-100と 核 フ ラ ク シ ョ ン の 両 方 で 高 い 基 礎 レ ベ ル
の ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1（ 核 抽 出 液 中 ） を 含 む こ と を 示 し た 。 PARP-1は 優 先 的 に 全 長 産
物 （ 118kD） と し て 観 察 さ れ 、 ヌ ク レ オ リ ン は 約 110kDで SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 を
移 動 し た 。 ヌ ク レ オ リ ン に つ い て ブ ロ ッ ト し た S-100抽 出 物 内 で は 、 さ ら な る マ イ ナ ー バ
ン ド が 時 々 観 察 さ れ ； こ の バ ン ド の 意 義 は 分 か ら な い が 、 主 要 な S-100ヌ ク レ オ リ ン バ ン
ド の 移 動 度 は 核 フ ラ ク シ ョ ン の 移 動 度 に 相 当 し た 。 Ｕ Ｖ 光 で 照 射 後 、 S-100ヌ ク レ オ リ ン
の レ ベ ル に 顕 著 な 減 少 が 観 察 さ れ 、 24時 間 ま で に こ の バ ン ド が ほ と ん ど 観 察 で き な か っ た
。 ア ポ ト ー シ ス も 核 の ヌ ク レ オ リ ン の レ ベ ル を 減 少 さ せ た 。 こ れ ら 核 の 変 化 は 、 S-100フ
ラ ク シ ョ ン 内 に お け る よ り 顕 著 で な か っ た が 、 よ り 急 速 に 起 こ り 、 照 射 後 ２ 時 間 ま で に 既
に 明 白 だ っ た 。 照 射 後 72時 間 ま で に 、 核 の ヌ ク レ オ リ ン の レ ベ ル は ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル に
戻 っ た 。
　 PARP-1開 裂 は 、 Ｕ Ｖ 誘 導 ア ポ ト ー シ ス 後 の 初 期 事 象 だ っ た 。 PARP-1の 活 性 型 （ 118kDタ
ン パ ク 質 ） は 、 Ｕ Ｖ 照 射 後 ２ 時 間 ま で に 不 活 性 型 （ 89kD） に 開 裂 し 始 め 、 ４ 時 間 後 に は 全
長 PARP-1は 検 出 で き な か っ た 。 全 長 PARP-1は 、 照 射 後 48時 間 ま で 再 び 現 れ 始 め な か っ た 。
従 っ て 、 PARP-1開 裂 は 急 速 に 活 性 化 さ れ 、 数 時 間 ほ ど S-100ヌ ク レ オ リ ン の 消 失 に 先 行 し
た 。 他 方 、 核 の ヌ ク レ オ リ ン レ ベ ル の 阻 害 は 、 PARP-1の 開 裂 と ほ ぼ 平 行 し て 起 こ る よ う だ
っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 実 施 例 ３ ： Ｕ Ｖ 誘 導 ア ポ ト ー シ ス に 応 じ た ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1タ ン パ ク 質 の 変 化 に
及 ぼ す PARP-1イ ン ヒ ビ タ ー 、 3-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ド （ 3-ABA） の 効 果
　 PARP-1の 開 裂 と ヌ ク レ オ リ ン の Ｕ Ｖ 誘 導 変 化 と の 間 に 直 接 的 な 関 係 が あ る か を 調 査 す る
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た め 、 PARP-1イ ン ヒ ビ タ ー 、 3-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ド （ 3-ABA） の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 実 験
を 行 っ た 。 実 験 条 件 は 実 施 例 ２ の と お り だ っ た 。 い く つ か の 細 胞 は 、 Ｕ Ｖ 照 射 前 に １ mMの
3-ABAと の 30分 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 受 け た 。 細 胞 タ ン パ ク 質 抽 出 物 の イ ム ノ ブ ロ
ッ ト 分 析 は 、 PARP-1開 裂 の 3-ABA-媒 介 廃 止 が 核 の ヌ ク レ オ リ ン の 損 失 を 防 ぎ 、 S-100ヌ ク
レ オ リ ン の 消 失 を 劇 的 に 阻 害 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 PARP-1は DNA損 傷 の 修 復 と ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 の 両 方 に 関 与 す る の で 、 3-ABAは 、 条 件 に
よ っ て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 増 や し （ 修 復 を 妨 げ る こ と に よ っ て ） 、 或 い は そ れ を 減 ら し
う る （ PARP-1開 裂 を 妨 げ る こ と に よ っ て ） 。 従 っ て 、 こ こ で 用 い た 条 件 下 で 細 胞 死 を 阻 害
す る 3-ABAの 能 力 を 調 べ た 。 細 胞 を １ mMの 3-ABAと 共 に 或 い は 3-ABAな し で 前 処 理 し た 細 胞
を Ｕ Ｖ 照 射 に 供 し た 。 未 処 理 か つ 照 射 し た 細 胞 を ２ × 10 4 /mlで 96-ウ ェ ル プ レ ー ト に 塗 布
し た 。 照 射 後 48時 間 に MTT（ 3-[4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ]-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ
ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド ） ア ッ セ イ （ Norgaardら , 2001） で 生 細 胞 を 評 価 し た 。 3-ABAの 存 在
は Ｕ Ｖ 誘 導 細 胞 死 を 減 ら し う る が 、 ほ ん の 小 程 度 で あ り 、 ヌ ク レ オ リ ン 変 化 に 及 ぼ す 強 い
阻 害 効 果 を 説 明 す る よ う で は な か っ た 。
　 さ ら に ヌ ク レ オ リ ン と PARP-1と の 間 の 潜 在 的 関 係 を 調 査 す る た め 、 U937核 タ ン パ ク 質 の
共 -免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ て ヌ ク レ オ リ ン と PARP-1が 相 互 作 用 す る か ど う か 決 定 し た 。 核 抽
出 物 は 、 未 処 理 細 胞 か ら 或 い は Ｕ Ｖ 光 照 射 後 ８ 時 間 で 実 施 例 ２ の と お り に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 200μ gの 抽 出 物 を ２ μ gの PARP-1抗 体 （ マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル IgG 2 A , Santa Cruz Biote
chnology） と 共 に １ 時 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 タ ン パ ク 質 Ａ -ア ガ ロ ー ス 接 合 体 （ 20
μ l; Sigma） を 添 加 し 、 回 転 板 上 ４ ℃ で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 免 疫 沈 降
を 行 っ た 。 対 照 の 免 疫 沈 降 は 、 一 次 抗 体 の 代 わ り に 正 常 な マ ウ ス IgG（ Santa Cruz Biotec
hnology） で 行 っ た 。 2500rpmで ５ 分 間 の 遠 心 分 離 で ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ を 収 集 し 、 RIPA緩 衝
液 （ PBS、 50mMの ト リ ス -HClｐ Ｈ 7.5、 0.5Ｍ の NaCl、 0.1mMの EDTA、 １ ％ の Nonidet(登 録 商
標 )P-40（ Igepal CA 630と し て も 知 ら れ る ； ノ ニ ル フ ェ ニ ル -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル も
使 用 し う る ） 、 0.5％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の SDS、 １ mMの フ ッ 化 ナ ト リ
ウ ム 、 10mg/mlの PMSF、 ２ μ Mの ア プ ロ チ ニ ン 、 100mMの オ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ ム ）
で ４ 回 洗 浄 し た 。 こ の ビ ー ズ を SDS-装 填 緩 衝 液 内 に 再 懸 濁 さ せ 、 ３ 分 間 煮 沸 し 、 SDS-PAGE
で 分 析 し た 。 実 施 例 ２ で 述 べ た よ う に 、 一 次 抗 体 と し て ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1抗 体 を 用
い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 ヌ ク レ オ リ ン の ポ リ (ADP-リ ボ シ ル )化 を 分 析 す る た め
、 ヌ ク レ オ リ ン 抗 体 を 免 疫 沈 降 で 用 い 、 抗 -ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗
体 （ １ ： 2000； CALBIOCHEM； La Jolla, CA） を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 探 査 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 未 処 理 及 び Ｕ Ｖ 処 理 細 胞 の 両 者 内 で 、 ヌ ク レ オ リ ン は PARP-1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ っ
て 沈 降 し た が 、 PARP-1抗 体 又 は 対 照 IgGの 非 存 在 下 で は 沈 降 し な か っ た 。 ヌ ク レ オ リ ン は
全 長 PARP-1及 び 開 裂 PARP-1の 両 者 で 沈 降 し た 。
　 PARP-1は 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 応 じ た ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )鎖 の 基 質 タ ン パ ク 質 へ の 付 加
を 触 媒 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 か つ 3-ABA鎖 は こ の 酵 素 活 性 を 阻 害 し う る 。 従 っ て 、 ア
ポ ト ー シ ス に 応 じ た ポ リ (ADP-リ ボ シ ル )化 で ヌ ク レ オ リ ン が 標 的 に さ れ る か を 調 査 す る よ
う に 実 験 を 設 計 し た 。 以 前 に 、 核 の ヌ ク レ オ リ ン は 、 増 殖 性 Hela細 胞 内 に お け る ADP-リ ボ
シ ル 化 の 基 質 で あ る と 報 告 さ れ た （ Leitinger及 び Wesierska-Gadek, 1993） 。 未 処 理 又 は
Ｕ Ｖ 照 射 U937細 胞 か ら 誘 導 し た 核 抽 出 物 か ら ヌ ク レ オ リ ン を 沈 降 さ せ 、 ポ リ (ADP)-リ ボ ー
ス に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。 以 前 の 報 告 と 一 致 し て 、 ヌ ク レ オ リ ン は 、
U937細 胞 内 で 構 成 的 に ポ リ (ADP-リ ボ シ ル )化 さ れ た 。 し か し 、 未 処 理 細 胞 と 照 射 細 胞 と の
間 で ヌ ク レ オ リ ン に 関 連 し た ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )の レ ベ ル の 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ
た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 実 施 例 ４ ： CPT-誘 導 ア ポ ト ー シ ス に 応 じ た ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1の 変 化
　 実 施 例 ２ で 観 察 さ れ た 現 象 が Ｕ Ｖ -照 射 細 胞 に 特 異 的 か 、 又 は ア ポ ト ー シ ス の 一 般 的 特
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徴 で あ る か を 決 定 す る た め 、 10μ Mの CPT（ 実 施 例 １ の よ う に 調 製 し た ） で 24時 間 処 理 し た
U937細 胞 の タ ン パ ク 質 変 化 も 調 べ た 。 U937細 胞 を 実 施 例 ２ の よ う に 培 養 し た 。 ヌ ク レ オ リ
ン 及 び PARP-1内 に お け る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 変 化 を 実 施 例 ２ の よ う に 調 べ た 。
　 CPTで 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス も S-100フ ラ ク シ ョ ン か ら ヌ ク レ オ リ ン を 消 失 さ せ 、 核 の
ヌ ク レ オ リ ン の 量 を 減 少 さ せ た 。 し か し 、 こ れ ら 効 果 は 、 Ｕ Ｖ -照 射 細 胞 に 対 す る よ り 顕
著 で な く 、 か つ 遅 い 時 点 で 起 こ っ た 。 同 様 に 、 PARP-1開 裂 の 応 答 も Ｕ Ｖ -処 理 細 胞 に 比 べ
て わ す か に 遅 れ 、 ４ 時 間 後 に 一 部 し か 開 裂 し な か っ た 。 照 射 し た 細 胞 と 対 照 的 に 、 3-ABA
と の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ヌ ク レ オ リ ン 及 び PARP-1内 に お け る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 変
化 を 小 程 度 し か 保 護 し な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 施 例 ５ ： ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 内 に お け る ヌ ク レ オ リ ン の 再 分 布
デ ー タ は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 核 と 細 胞 質 ／ 原 形 質 膜 の 両 者 内 に お け る ヌ ク レ オ リ ン レ ベ
ル の 減 少 を 明 白 に 示 し て い る 。 消 失 す る ヌ ク レ オ リ ン タ ン パ ク 質 の 運 命 を 調 べ る た め 、 ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 の 核 の ヌ ク レ オ リ ン を 検 出 す る た め の 免 疫 蛍 光 法 を 行 っ た 。
　 遠 心 分 離 で 細 胞 を 収 集 し 、 PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 か つ 細 胞 ス ピ ナ ー で ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に
置 い た 。 試 料 を PBS中 の ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 、 室 温 で 15分 間 固 定 化 し て か ら 10分
間 PBS中 の 0.2％ の Triton X-100で 透 過 化 処 理 し た 。 PBSに よ る ２ 回 の 洗 浄 後 、 室 温 で １ 時
間 PBS中 の ５ ％ の 正 常 ヤ ギ 血 清 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 非 特 異 的 抗 体 結 合 部 位 を
遮 断 し た 。 PBSで ３ 回 洗 浄 後 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 一 次 抗 体 （ １ ： 100抗 mAb IgG 1 ； Santa Cr
uz Biotechnology） 中 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら PBS中 で ３ 回 洗 浄 し た 。 試
料 を Alexa-488-標 識 化 二 次 抗 体 （ 遮 断 緩 衝 液 中 １ :500希 釈 ） と 共 に 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 PBS中 で ３ 回 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 洗 浄 し 、 Olympus BX60F蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し 、
Olympus DP10カ メ ラ で 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 未 処 理 、 Ｕ Ｖ -照 射 、 及 び 10μ Mの CPT-処 理 U937細 胞 を 上 記 染 色 法 で 調 べ た 。 培 養 及 び 処
理 条 件 は 実 施 例 ２ の と お り だ っ た 。 実 施 例 ２ の デ ー タ と 一 致 し て 、 図 １ （ パ ネ ル Ａ ～ Ｃ ；
四 角 で 印 を 付 け た 領 域 が 、 単 細 胞 を 示 す た め の パ ネ ル Ｄ ～ Ｆ 内 に 示 さ れ る ） は 、 Ｕ Ｖ 照 射
又 は CPT処 理 に 応 じ て 核 の ヌ ク レ オ リ ン 染 色 の 全 体 的 な 強 度 が わ ず か に 減 少 し た こ と を 示
す 。 さ ら に 、 ア ポ ト ー シ ス 核 中 で ヌ ク レ オ リ ン の 劇 的 な 再 分 布 が あ っ た 。 未 処 理 細 胞 で は
、 ヌ ク レ オ リ ン は 、 強 く 染 色 し た 核 小 体 内 に 優 先 的 に 位 置 し （ 図 １ 、 パ ネ ル Ａ と Ｄ ） 、 照
射 24時 間 後 に は 、 ス ペ ッ ク ル パ タ ー ン 中 、 核 原 形 質 全 体 に ヌ ク レ オ リ ン が 分 布 し た （ 図 １
、 パ ネ ル Ｂ と Ｅ ） 。 CPTで 24時 間 処 理 し た 細 胞 内 で は 、 い く つ か の 細 胞 内 で 核 小 体 の 染 色
が 残 っ て い た が 、 核 の 大 部 分 は 、 照 射 し た 細 胞 内 で 見 ら れ る の と 同 様 の 明 瞭 の 染 色 パ タ ー
ン を 示 し た （ 図 １ 、 パ ネ ル Ｃ と Ｆ ） 。 原 形 質 膜 由 来 の S-100ヌ ク レ オ リ ン の 多 く と 一 致 し
て 、 細 胞 質 染 色 が 見 ら れ な い こ と は 注 目 に 値 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 ６ ： ア ポ ト ー シ ス 時 に U937細 胞 か ら 流 れ た ヌ ク レ オ リ ン の 検 出
　 3-ABAの 非 存 在 下 又 は 存 在 下 で Ｕ Ｖ 光 で 照 射 し た U937細 胞 の 培 養 か ら の 血 清 -フ リ ー 培 地
を 探 査 す る こ と に よ っ て 、 ヌ ク レ オ リ ン が 培 養 基 中 に 流 れ た 可 能 性 を 調 査 し た 。 細 胞 培 養
と 条 件 は 、 実 施 例 ２ の と お り だ っ た 。
　 細 胞 培 養 基 か ら タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め 、 該 培 地 を 血 清 -フ リ ー 培 地 と 交 換 し て 細 胞
を 照 射 し た 。 細 胞 を 1,200rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 未 処 理 細 胞 と 、 照 射 後 ２ 時 間 及 び ４
時 間 に 処 理 し た 細 胞 か ら 収 集 し た 。 培 養 基 を ろ 過 し （ PVDF膜 を 有 す る 注 射 器 フ ィ ル タ ー , 
Whatman; Clifton, NJ） 、 Centricon（ YM-30, Millipore, edford, MA） を 用 い 、 製 造 業
者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 該 培 地 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 も 実 施 例 ２ の と お り に 行 い 、 未 処 理 細 胞 の 培 地 内 で は 、 3-ABA処 理
し て も し な く て も 、 ほ と ん ど ヌ ク レ オ リ ン が 観 察 さ れ な い こ と が 分 か っ た 。 Ｕ Ｖ 照 射 後 、
全 長 ヌ ク レ オ リ ン に 相 当 す る 明 白 な バ ン ド が 該 培 地 フ ラ ク シ ョ ン 内 で 観 察 さ れ 、 こ の バ ン
ド の 出 現 は 、 3-ABAに よ っ て 阻 害 さ れ た 。
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　 こ の ヌ ク レ オ リ ン が 可 溶 性 タ ン パ ク 質 、 或 い は 細 胞 -由 来 粒 子 に 関 連 し て 誘 導 さ れ る か
を 決 定 す る た め 、 培 地 を ブ ロ ッ テ ィ ン グ 前 に プ レ ろ 過 し た 。 0.2μ mフ ィ ル タ ー に よ る ろ 過
は 、 ヌ ク レ オ リ ン の 免 疫 反 応 性 の 損 失 を 引 き 起 こ し 、 ヌ ク レ オ リ ン が 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と
し て 分 泌 さ れ な か っ た こ と を 示 す ； そ れ と は 逆 に 、 ヌ ク レ オ リ ン は 0.2μ mよ り 大 き い サ イ
ズ の 粒 子 と 関 連 し た 。 図 ２ は 、 こ れ ら 結 果 が 、 該 免 疫 反 応 性 が 遠 心 分 離 で 収 集 さ れ な い （
直 径 が 10μ mを 超 え る ） 無 傷 の 細 胞 に 完 全 に 起 因 し て い る 可 能 性 を 排 除 し た こ と を 示 す 。
イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 、 Ｕ Ｖ 照 射 後 の 異 な る 時 間 に お け る 細 胞 の 培 地 中 の ヌ ク レ オ リ ン の 存 在
を 示 し （ 図 ２ Ａ ） 、 種 々 の サ イ ズ の 細 孔 を 有 す る フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を プ レ ろ 過 す る
こ と に よ っ て 、 ヌ ク レ オ リ ン 含 有 粒 子 の サ イ ズ を 決 定 し た （ 図 ２ Ｂ ） 。 未 処 理 細 胞 又 は Ｕ
Ｖ 照 射 細 胞 の 培 地 の 免 疫 蛍 光 染 色 は 、 ア ポ ト ー シ ス が 、 ア ポ ト ー シ ス 体 （ 図 ２ Ｃ 、 TUNEL
染 色 ） と ヌ ク レ オ リ ン （ 図 ２ Ｄ 、 抗 -ヌ ク レ オ リ ン で 染 色 ） の 典 型 的 な 断 片 化 DNAを 含 有 す
る 粒 子 の 出 現 を 誘 導 す る こ と を 示 す 。 パ ネ ル へ の 挿 入 図 （ 図 ２ Ｄ ） は 、 こ れ ら 粒 子 の い く
つ か が ヌ ク レ オ リ ン （ 抗 -ヌ ク レ オ リ ン 染 色 、 中 心 の 周 辺 ） と 、 DNA（ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム
染 色 、 本 体 の 中 心 ） の 両 者 を 含 有 す る ； 円 形 領 域 で 示 さ れ る よ う に 、 染 色 が 重 な る こ と を
示 す 。 こ れ ら 粒 子 は 、 ア ポ ト ー シ ス 培 養 細 胞 内 及 び ア ポ ト ー シ ス を 受 け て い る 生 体 内 組 織
内 で し ば し ば 観 察 さ れ る “ ア ポ ト ー シ ス 体 ” と サ イ ズ が 一 致 し た （ Gautierら , 1999； Ker
rら , 1972； Schmidt-Acevedoら , 2000） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 施 例 ７ ： ヌ ク レ オ リ ン 免 疫 反 応 性 及 び TUNEL染 色 に よ る ア ポ ト ー シ ス 体 内 の ヌ ク レ オ
リ ン と DNAの 検 出
　 未 処 理 及 び Ｕ Ｖ -照 射 U937細 胞 の 培 地 か ら 試 料 を 調 製 し 、 断 片 化 DNAの 末 端 デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Tdt） -媒 介 dUTPニ ッ ク -末 端 標 識 化 （ TUNEL） 染 色 法 （
Gavrieliら , 1992） 及 び ヌ ク レ オ リ ン の 免 疫 蛍 光 染 色 法 に よ っ て 試 料 を 分 析 し た 。 細 胞 培
養 と 処 理 条 件 は 実 施 例 ６ で 述 べ た と お り だ っ た 。 処 理 後 ２ 時 間 及 び ４ 時 間 で 培 地 を 収 集 し
、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 置 い た 。 実 施 例 ５ で 細 胞 に つ い て 述 べ た 同 一 手 順 を 用 い て 免 疫 蛍 光
染 色 法 で ア ポ ト ー シ ス 体 中 の ヌ ク レ オ リ ン の 存 在 を 検 出 し た 。
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 培 養 基 を 含 有 す る ス ラ イ ド ガ ラ ス を 上 述 し た よ う に 調 製 し た 。 PBS
で 洗 浄 し 、 か つ 透 過 処 理 溶 液 （ 0.1％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ [4-(1,1,3,3-テ ト ラ
メ チ ル ブ チ ル )フ ェ ニ ル ]エ ー テ ル （ Triton X-100(登 録 商 標 )） 、 0.1％ の ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム ） 中 で ２ 分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 乾
燥 さ せ た 。 各 試 料 に 50μ lの TUNEL反 応 混 合 物 （ Roche; Basel, Switzerland） を 加 え た 。
そ し て 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 、 暗 所 で 60分 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
PBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 実 施 例 ５ と 同 様 に 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ２ （ パ ネ ル Ｃ と Ｄ ） は 、 こ れ ら 研 究 の 結 果 を 示 す 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 体 は Ｕ Ｖ 照 射 後
に 特 異 的 に 現 れ 、 ヌ ク レ オ リ ン と DNA断 片 化 の 両 方 で 強 く 染 色 さ れ た 。 同 一 粒 子 内 に ヌ ク
レ オ リ ン と DNAが 共 在 す る か を 決 定 す る た め 、 ヌ ク レ オ リ ン と DNAの 二 重 染 色 （ ヨ ウ 化 プ ロ
ピ ジ ウ ム ） を 行 っ た 。 ヌ ク レ オ リ ン に つ い て ポ ジ テ ィ ブ 染 色 さ れ た ア ポ ト ー シ ス 体 の す べ
て で は な い が い く ら か は 、 DNAの 存 在 に つ い て も ポ ジ テ ィ ブ 染 色 さ れ た ； 図 ２ Ｄ に 対 す る
挿 入 図 中 に 例 が 示 さ れ る 。 ヌ ク レ オ リ ン -ポ ジ テ ィ ブ 体 は 、 照 射 後 １ 時 間 程 度 の 早 期 に 出
現 し 、 ４ 時 間 で 鮮 明 に 見 ら れ た 。 こ の タ イ ミ ン グ は 、 培 地 内 の ヌ ク レ オ リ ン の 観 察 、 DNA
ラ ダ ー の 出 現 、 及 び 核 の ヌ ク レ オ リ ン の 損 失 （ 実 施 例 ６ ） に 対 応 し た が 、 原 形 質 膜 ヌ ク レ
オ リ ン の 損 失 （ 実 施 例 ２ ） に 先 行 し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 図 １ 】 U937細 胞 中 の ヌ ク レ オ リ ン の 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ 】 生 体 外 の 未 処 理 及 び ア ポ ト ー シ ス U937細 胞 の 培 地 内 で 見 ら れ る ヌ ク レ オ リ ン を 示
す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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