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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
カリクレインファミリープロテアーゼ活性を測定する方法であって、
　カリクレインファミリープロテアーゼを含有するサンプルを疎水性ポリマー膜上に付着
する工程、
　該カリクレインファミリープロテアーゼと該カリクレインファミリープロテアーゼ特異
的合成基質とを該膜上で反応させる工程、および
　該カリクレインファミリープロテアーゼと該基質との反応により生じるシグナルを測定
する工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
カリクレインファミリープロテアーゼ活性を測定する方法であって、
　組織切片をポリマー膜と接触させて、該組織から分泌されるカリクレインファミリープ
ロテアーゼを該膜上に付着する工程、
　該カリクレインファミリープロテアーゼと該カリクレインファミリープロテアーゼ特異
的合成基質とを該膜上で反応させる工程、および
　該カリクレインファミリープロテアーゼと該基質との反応により生じるシグナルを測定
する工程、
を包含する、方法。
【請求項３】
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前記カリクレインファミリープロテアーゼが、ニューロプシンである、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項４】
前記疎水性ポリマー膜が、ＰＶＤＦ膜である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記合成基質が、Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－（４－メチルクマリル－７－アミド）（ＶＰ
Ｒ－ＭＣＡ）である、請求項３または４に記載の方法。
【請求項６】
卵巣癌、皮膚癌、子宮頸癌および乾癬症からなる群より選択される少なくとも１つの疾患
を診断するためのキットであって：
　ａ）疎水性ポリマー膜；および
　ｂ）ニューロプシン特異的合成基質であって、ニューロプシンとの酵素反応により検出
可能なシグナルを生じるよう標識された基質、
を備え、ここで、上昇したレベルのニューロプシン活性の検出は、被験体が該疾患を有す
ることの指標となる、キット。
【請求項７】
前記カリクレインファミリープロテアーゼが、ロイペプチンの存在下で調製される、請求
項１ないし請求項５のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規のプロテアーゼ活性測定法に関する。より詳細には、本発明は、ポリマ
ー膜上に目的のプロテアーゼ（好ましくは、カリクレインファミリープロテアーゼ）を付
着させ、膜上で活性を測定することを特徴とする、新規のプロテアーゼ活性測定法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　従来、酵素活性を測定するために、特異抗体を用い、免疫沈降産物について試験管内で
合成基質を反応させて切断される基質蛍光を測定するか、ＥＬＩＳＡ法によりそのタンパ
ク質量を測定するかのいずれかの方法が主に用いられていた。しかし、いずれの方法につ
いても５０～１００マイクロリッターの量のサンプル量が必要となり、しかも感度が低い
のが欠点であった。プロテアーゼ活性の測定のためには、プロテアーゼタンパク質または
組織ホモゲネートを、プロテアーゼ特異抗体をコートしたチューブまたはウェル内に分注
し、結合したプロテアーゼを定量するＥＬＩＳＡ法、あるいはプロテアーゼ特異的抗体に
より免疫沈降したプロテアーゼを基質と混合することによりプロテアーゼ反応を開始し、
適当な時間に合成基質の切断によって生ずる蛍光（ＭＣＡ）を測定する方法のいずれかが
主に用いられてきた。
【０００３】
　プロテアーゼは、ペプチド鎖のペプチド結合を加水分解する酵素群の総称であり、種々
の生体機能に関与することが知られている。最近の研究により、脳におけるセリンプロテ
アーゼの重要な役割が明らかになってきた。例えば神経の可塑性におけるプラスミノーゲ
ンアクチベータやエキサイトトキシン（ｅｘｉｔｏｔｏｘｉｎ）による神経損傷などであ
る。ニューロプシンは、当初マウスの海馬から単離されたセリンプロテアーゼであるが、
生化学的な分析により、ニューロプシンが実際にはトリプシン様の基質特異性を持つタン
パク質分解活性を持つことが明らかになった。さらに、ニューロプシンに特異的な抗体は
、興奮によって引き起こされるてんかん発作の進行を引き延ばした。ニューロプシンのｍ
ＲＮＡの量は化学的に誘導された虚血性障害の後の記憶の保持能力に関係している。この
タンパク質はまた、長期増強の誘導をも調節する。このことから、ニューロプシンは神経
の可塑性において重要な役割を担っている。さらに、ニューロプシンのｍＲＮＡは脳や皮
膚、発達途中の妊婦の子宮といった多様な臓器において発現されている（特開平１１－３
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１８４６１）。
【０００４】
　ニューロプシンは、その配列相同性からカリクレインファミリーのメンバーであると考
えられている。カリクレインは、キニノーゲンを活性化し生理活性物質キニンへの変換を
行うプロテアーゼとして研究されてきたタンパク質である。ニューロプシンは、学習機能
に関与すると考えられているが、その詳細なメカニズムは明らかにされていない。
【０００５】
　このようなプロテアーゼの生体機能への関与を調査するためには、簡便かつ高感度のプ
ロテアーゼ活性測定法が必要である。ＥＬＩＳＡ法は、タンパク質量を測定できるにすぎ
ないので、そのタンパク質の発現を確認することができても、そのタンパク質がどのよう
な状態で（活性化状態であるか不活性化状態であるか）その部位に存在するのかまで知る
ことができない。従って、ＥＬＩＳＡ法では、そのプロテアーゼが、生体機能にどのよう
に関与しているかを正確に知ることができない。また、特異抗体を用いて組織ホモゲネー
トから目的のプロテアーゼを精製し、合成基質を用いてその活性を測定する方法は、抗体
を使用する必要があるので、特異性は高いものの非常に手間がかかる上に、感度も満足の
いくものではない。
【特許文献１】特開平１１－３１８４６１
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、従来よりも微量のサンプル量で、かつ高感度に活性を測定することのできる
方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、プロテアーゼがポリマー膜上に付着すること、およびプロテアーゼをポ
リマー膜上に付着させた状態で酵素活性を測定することで従来の溶液法よりも微量のサン
プル量でかつ従来よりも高感度で活性を測定できることを見出し、本願発明を完成するに
いたった。本発明のプロテアーゼ活性測定法は、プロテアーゼが関与する種々の生体機能
のメカニズムを解明する上で、非常に有用である。
【０００８】
　１つの局面において、本発明は、プロテアーゼ活性を測定する方法であって、ａ）プロ
テアーゼを含有するサンプルをポリマー膜上に付着する工程、ｂ）該プロテアーゼと該プ
ロテアーゼ特異的合成基質とを該膜上で反応させる工程、およびｃ）該プロテアーゼと該
基質との反応により生じるシグナルを測定する工程、を包含する方法に関する。
【０００９】
　別の局面において、本発明は、プロテアーゼ活性を測定する方法であって、ａ）組織切
片をポリマー膜と接触させて、該組織から分泌されるプロテアーゼを該膜上に付着する工
程、ｂ）該プロテアーゼと該プロテアーゼ特異的合成基質とを該膜上で反応させる工程、
およびｃ）該プロテアーゼと該基質との反応により生じるシグナルを測定する工程、を包
含する方法に関する。
【００１０】
　１つの実施形態において、プロテアーゼは、カリクレインファミリープロテアーゼであ
る。好ましい実施形態において、カリクレインファミリープロテアーゼは、ニューロプシ
ンである。より好ましい実施形態において、ポリマー膜は、疎水性ポリマー膜である。よ
り好ましい実施形態において、疎水性ポリマー膜は、ＰＶＤＦ膜である。より好ましい実
施形態において、シグナルは、蛍光シグナルである。さらにより好ましい実施形態におい
て、合成基質は、Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－（４－メチルクマリル－７－アミド）（ＶＰ
Ｒ－ＭＣＡ）である。
【００１１】
　別の局面において、本発明は、卵巣癌、皮膚癌、子宮頸癌および乾癬症からなる群より
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選択される少なくとも１つの疾患を診断するためのキットを提供する。このキットは：ａ
）ポリマー膜；およびｂ）ニューロプシン特異的合成基質であって、ニューロプシンとの
酵素反応により検出可能なシグナルを生じるよう標識された基質、を備え、ここで、上昇
したレベルのニューロプシン活性の検出は、被験体が上記疾患を有することの指標となる
。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明に従って、膜上にプロテアーゼ自体を付着させることにより、微量の組織液、組
織から直接ポリマー膜に転写したタンパク質を測定でき、サンプル量を極めて少なくした
のと同時に、ウェスタンブロット法によって転写したタンパク質の活性測定も可能にした
。
【００１３】
　また、組織切片に存在するプロテアーゼを膜に転写することによって、ｉｎ　ｓｉｔｕ
高感度測定法を実現した。
【００１４】
　本発明により、特に、ニューロプシン活性の測定について、微量サンプルでの活性測定
を可能とした。
【００１５】
　本発明の方法は既存の画像解析装置と組み合わせることにより簡便な組織プロテアーゼ
の測定装置を造ることが可能となり、自動化も可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　（定義）
　以下に、本明細書において特に使用される用語の定義を列挙する。特に定義されない限
り、本明細書において使用される全ての用語は、本発明の属する分野の当業者によって、
一般的に理解されるのと同じ意味を有する。矛盾する場合、本明細書（定義を含めて）が
優先される。
【００１７】
　本明細書中で使用する場合、用語「プロテアーゼ」は、タンパク質のペプチド結合を切
断する任意の酵素を意味する。本明細書中では、用語「プロテアーゼ」はまた、「ペプチ
ダーゼ」および「プロテイナーゼ」を含む。
【００１８】
　本明細書中で使用する場合、用語「カリクレインファミリー」は、任意の種において、
カリクレインファミリーのメンバーとして知られているタンパク質を意味する。今日まで
に、カリクレインファミリーメンバーは、ヒトにおいて１５種類、マウスにおいて２６種
類が知られている。例えば、ヒトカリクレインファミリーメンバーについては、Ｄｉａｍ
ａｎｄｉｓ，Ｅ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４６：１８
５５－１８５８（２０００）に記載されている。また、ヒトおよびマウス以外の種ホモロ
グも、この用語に含まれる。
【００１９】
　本明細書中で使用する場合、用語「ポリマー膜」は、低分子量の基本単位（モノマー）
を縮合または付加反応により結合させることにより合成された任意の膜を意味する。
【００２０】
　本明細書中で使用する場合、用語「膜に付着する」とは、対象となるプロテアーゼ（例
えば、ニューロプシン）が、膜上にとどまっていることを意味し、その作用機構によらな
い。
【００２１】
　本明細書中で使用する場合、用語「シグナル」は、当該分野で周知の手段を用いて検出
可能な任意のシグナルを包含する。シグナルとしては、例えば、蛍光シグナル、放射性シ
グナル、発色（可視光）シグナル（例えば、ｐ－ニトロアニリン（ＮＡ）（測定条件４０
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５ｎｍ）などを用いるシグナル）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２２】
　本明細書中で使用する場合、用語「合成基質」は、対象の酵素と反応するよう構成され
ており、酵素反応により当該分野で周知の手段を用いて検出可能な任意のシグナルを生じ
るよう標識された、任意の基質を意味する。
【００２３】
　本明細書中で使用する場合、用語「特異的基質」は、対象の酵素との反応性が、他の酵
素との反応と比較して検出可能に高い基質を意味する。
【００２４】
　本明細書中で使用する場合、用語「組織切片」とは、取り扱いに適した大きさ、形状と
なるよう調製された組織片（例えば、スライス）を意味する。
【００２５】
　（発明を実施するための最良の形態）
　以下に、本発明の最良の形態を説明する。以下に提供される実施形態は、本発明のより
詳細な理解のために提供されるものであり、本発明の範囲は、以下の記載に限定されるべ
きでないことが理解される。従って、当業者は、本明細書中の記載を参酌して、本発明の
範囲内で適宜改変を行うことができることは明らかである。
【００２６】
　１つの局面において、本発明は、ポリマー膜を用いたプロテアーゼ活性測定法を提供す
る。本発明の方法は、プロテアーゼをポリマー膜上に付着する工程、膜上でプロテアーゼ
と合成基質とを反応させる工程、およびプロテアーゼと合成基質との反応により生じるシ
グナルを検出する工程を包含する。
【００２７】
　本発明において使用するポリマー膜は、当業者に周知の任意の膜である。ポリマー膜は
、親水性膜と疎水性膜が存在する。親水性膜としては、ニトロセルロース膜、ＰＣＮ膜が
挙げられるがこれらに限定されない。疎水性膜としては、ＰＶＤＦ膜が挙げられるがこれ
らに限定されない。
【００２８】
　本発明の方法によって活性を測定されるプロテアーゼとしては、当該分野で周知の任意
のプロテアーゼが挙げられる。プロテアーゼは、ペプチドの加水分解を触媒する酵素であ
る。プロテアーゼは、ペプチダーゼ（比較的低分子量のペプチドを基質とする酵素）およ
びプロテイナーゼ（高分子量のタンパク質を基質とする）としても分類され得る。ペプチ
ダーゼには、ペプチド鎖の末端アミノ酸の加水分解を触媒するエキソペプチダーゼ、およ
びペプチド鎖の内部点におけるペプチド結合の加水分解を触媒するエンドペプチダーゼが
含まれる。エキソペプチダーゼとしては、アミノペプチダーゼおよびカルボキシペプチダ
ーゼが挙げられるがこれらに限定されない。エンドペプチダーゼとしては、ペプシンおよ
びトリプシンが挙げられるがこれらに限定されない。プロテイナーゼとしては、触媒残基
の種類によって、セリンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ（チオールプロテアーゼ
）、アスパラギン酸プロテアーゼ（酸性プロテアーゼ，カルボキシプロテアーゼ）、メタ
ロプロテアーゼ（金属プロテアーゼ）などが挙げられるがこれらに限定されない。好まし
い実施形態において、本発明の方法において使用するプロテアーゼは、セリンプロテアー
ゼの一種であるカリクレインファミリープロテアーゼである。より好ましくは、本発明に
おいて使用するプロテアーゼは、ニューロプシンである。しかし、本発明は、特定のプロ
テアーゼ種に依存しない。また、当業者は、本発明の方法が、プロテアーゼ以外の酵素に
も適用され得ることを理解するはずである。
【００２９】
　本発明において、プロテアーゼを含むサンプルを調製するために、当該分野で周知の任
意の緩衝液が使用され得る。使用され得る緩衝液としては、リン酸緩衝液、クエン酸緩衝
液、Ｔｒｉｓ系緩衝液、ＨＥＰＥＳ系緩衝液などが挙げられるがこれらに限定されない。
【００３０】
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　本発明において、ポリマー膜へのプロテアーゼの付着は、いかなる手段によってもよい
。例えば、ポリマー膜へのプロテアーゼの付着は、プロテアーゼを含有するサンプル溶液
中に、ポリマー膜を浸すことにより実施されるが、これらに限定されない。また、細胞外
（組織外）に分泌されるプロテアーゼの場合、その細胞（組織）を直接ポリマー膜に接触
させることによって、測定対象のプロテアーゼを膜上に付着することができる。好ましく
は、プロテアーゼを膜に付着した後に、緩衝液などで膜を洗い流すことによって、付着力
の弱い物質を除去し、プロテアーゼ活性の測定の精度を上げることができる。洗浄条件は
、当業者によって適宜変更され得る。
【００３１】
　本発明において使用する酵素基質は、酵素反応により検出可能な任意のシグナルを生じ
る任意の基質である。好ましくは、基質は、膜に付着したプロテアーゼに特異的な基質で
ある。本明細書において例示するニューロプシンの場合、合成基質Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒ
ｇ－（４－メチルクマリル－７－アミド）（ＶＰＲ－ＭＣＡ）が好ましい。プロテアーゼ
以外の酵素についても、それらに対する特異的基質を作製することで、本発明の方法を使
用して活性を測定することができる。
【００３２】
　本発明において使用する基質は、当該分野で周知の技術で検出可能なシグナルを生じる
任意の手段によって標識される。検出可能なシグナルとしては、蛍光シグナル、放射性シ
グナル、発光シグナル、発色（可視光）シグナルが挙げられるが、これらに限定されない
。基質は、酵素との反応によって、シグナルを生じるよう標識される。例えば、本明細書
において使用される合成基質ＶＰＲ－ＭＣＡの場合、以下の式のように、ニューロプシン
との反応によって、合成基質が切断されて、ＡＭＣが生じる。生じた蛍光は、当該分野で
周知の任意の画像解析法を用いて検出され得る（例えば、ＶＰＲ－ＭＣＡの場合、励起波
長３７０ｎｍ、測定（蛍光）波長４６０ｎｍ）。１つの実施形態において、膜上の発光も
しくは発色は、高感度カメラ（ＣＣＤカメラおよびクールドＣＣＤカメラ、）またはＸ線
フィルムあるいはイメージングプレートによって画像取得され、デジタル画像上にて、そ
の発光、発色強度を測定するための装置およびコンピュータソフトウェアを用いて検出さ
れ得る。ソフトウェアとして他にＮＩＨイメージなどがある。
【００３３】
【化１】

　プロテアーゼ活性は、生じたシグナルを検出することにより測定される。例えば、予め
、既知の活性を有するプロテアーゼを用いて検量線を作成しておくことにより、生じたシ
グナルの強度から活性を定量することができる。
【００３４】
　本発明の活性測定法は、従来法と比較して、驚くべきほど微量のサンプル量で、酵素活
性を高感度に測定することができる。本発明の方法は、微量のサンプル量しか必要としな
いので、従来では精製の困難性から活性測定が困難であったプロテアーゼの活性の測定が
可能とする。
【００３５】
　本発明の方法によれば、ウェスタンブロットに用いた膜をそのまま用いて活性を測定す
ることができる。例えば、ウェスタンブロットにより目的の酵素の存在を、活性を阻害し
ない抗体等により確認してから、次に、その酵素が活性化状態であるか否かを、本発明の
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方法によって、同じ膜を用いて測定することができる。これにより、目的のバンドを示す
タンパク質の酵素活性を測定するのに再度サンプルを調製する手間が省ける。このことは
、タンパク質の発現、機能解析を容易にすると考えられる。
【００３６】
　（ニューロプシンの活性測定）
　好ましくは、本発明の方法において使用するプロテアーゼは、ニューロプシンである。
上述のように、ニューロプシンは、セリンプロテアーゼの一種であり、脳、腎臓、胸腺、
皮膚、および子宮などで発現されることが見出されている（Ｃｈｅｎ，Ｚ－Ｌ．ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，１５，５０８８（１９９５））。また、ニューロプシン
は、その配列相同性からカリクレインファミリーのメンバーであると考えられている。カ
リクレインは、活性中心にセリン残基を有する点、およびＮ末端に疎水性のシグナル様配
列を有する点で共通している。従って、ニューロプシンを含め、カリクレインファミリー
プロテアーゼは、分泌タンパク質であり、細胞内機能よりも細胞外機能と深く関わってい
ると考えられている（Ｓｈｉｏｓａｋａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ
．，２３７，８５（２０００））。また、カリクレインファミリープロテアーゼは、癌組
織において高発現され、血液中または組織液中に分泌されるので、有用な癌マーカーとし
て注目されている（Ｄｉａｍａｎｄｉｓ　ＥＰ，Ｙｏｕｓｅｆ　ＧＭ，Ｌｕｏ　ＬＹ，Ｍ
ａｇｋｌａｒａ　Ａ，Ｏｂｉｅｚｕ　ＣＶ，Ｔｈｅ　ｎｅｗ　ｈｕｍａｎ　ｋａｌｌｉｋ
ｒｅｉｎ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｃａｒｃｉｎｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔａｂ．２０００；１１（
２）：５４－６０）。ニューロプシンは、卵巣癌、皮膚癌、および乾癬症、アルツハイマ
ー病、子宮頸癌などにおいて高発現されるのでこれらの疾患の診断マーカーとして注目さ
れている（Ｃａｎｅ，Ｓ．，Ｂｉｇｎｏｔｔｉ，Ｅ．，Ｂｅｌｌｏｎｅ，Ｓ．，Ｐａｌｍ
ｉｅｒｉ，Ｍ．，Ｄｅ　ｌａｓ　Ｃａｓａｓ，Ｌ．，Ｒｏｍａｎ，Ｊ．Ｊ．，Ｐｅｃｏｒ
ｅｌｌｉ，Ｓ．，Ｃａｎｎｏｎ，Ｍ．Ｊ．，Ｏ’Ｂｒｉｅｎ，Ｔ．ａｎｄ　Ｓａｎｔｉｎ
，Ａ．Ｄ．，２００４，Ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｔｕｍ
ｏｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｇ
ｅｎｅ－１４（ＫＬＫ８／Ｎｅｕｒｏｐｓｉｎ／Ｏｖａｓｉｎ）　ｉｓ　ｈｉｇｈｌｙ　
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ｃｅｒｖｉｃａｌ　ｃａｎｃｅｒ，Ａｍ　Ｊ　Ｏｂ
ｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ．１９０，６０－６６）。よって、上記疾患を有すると疑われ
る被験体から組織を得、組織中で発現されたニューロプシンを膜面に付着し、そのプロテ
アーゼ活性を測定することで、癌の診断を行うことも可能である。プロテアーゼ活性が、
通常レベルよりも有意に高い場合、被験体は、上記疾患を有する可能性があると診断され
る。
【００３７】
　従って、別の局面において、本発明は、卵巣癌、皮膚癌、および乾癬症からなる群より
選択される少なくとも１つの疾患の診断キットを提供する。この診断キットは、ポリマー
膜（好ましくは、ＰＶＤＦ膜）、および検出可能に標識されたニューロプシン特異的合成
基質（好ましくは、ＶＰＲ－ＭＣＡ）を備える。本発明のキットは、必要に応じて、この
キットを使用するための指示書を備える。本発明の診断キットを用いて、組織におけるニ
ューロプシンの活性レベルを測定することにより、被験体が上記疾患を有するか否かを診
断する。通常よりも上昇したレベルのニューロプシン活性は、被験体がこれらの疾患を有
することの指標となる。
【００３８】
　ニューロプシンはまた、上述のように、脳において、神経可塑性に関与するタンパク質
であることが見出されている（Ｓｈｉｍｉｚｕ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２７３：１１１８９－１１１９６（１９９８））。このタンパク質は、学習機能に
関与すると考えられているが、その詳細なメカニズムは明らかにされていない。
【００３９】
　従って、本発明の活性測定法は、脳におけるニューロプシンの機能を解明する上で非常
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に有用である。本発明の方法を用いてニューロプシン活性の変化を測定することによって
、ニューロプシンの活性と生体機能との関係を解明する研究が、大きく前進するものと考
えられる。
【００４０】
　以下に、実施例に基づいて本発明を説明するが、以下の実施例は、例示の目的のみに提
供されることが理解されるべきである。従って、本発明の範囲は、実施例のみに限定され
るものではなく、特許請求の範囲によってのみ限定される。
【実施例】
【００４１】
　（実施例１：組織からのニューロプシンの遊離）
　マウスより得た海馬スライスを、培養液（ＡＣＳＦ：１２７ｍＭ　ＮａＣｌ、１．６ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、１．２４ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、１．３ｍＭ　ＭｇＳＯ４、２．４ｍＭ　Ｃａ
Ｃｌ２、２６ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、１０ｍＭ　グルコース）中に浮遊させ、一定時間後に
海馬スライス中および培養液中のニューロプシンタンパク質含有量を測定した。タンパク
質含有量は、免疫沈降法によって定量した。その結果を図１に示す。図１に示されるよう
、ニューロプシンは、培養開始後わずか３０分で培養液中に遊離した。
【００４２】
　次に、ニューロプシンの組織外への分泌が、組織の破壊によるものではないことを実証
するため、非分泌型酵素であるラクテートデヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）の組織外への遊離
量を、培養液中のＬＤＨ活性として定量した。ＬＤＨ活性は、ＬＤＨキット（微量毒性試
験用試薬ＭＴＸ　‘ＬＤＨ’（極東製薬工業株式会社））を用いて、反応開始０分および
６０分に測定した。その結果を図２に示す。図２に示されるよう、培養液中のＬＤＨ活性
は、６０分後も、開始時（０分）の活性とほとんど変化しなかった。このことは、少なく
とも６０分間、組織が破壊されなかったことを示す。これは、ニューロプシンの組織外へ
の遊離が、組織の破壊に起因しないことを実証している。
【００４３】
　このように、ニューロプシンは、組織外に分泌される性質を有するので、組織切片と膜
を接触させることにより、分泌されたニューロプシンを膜上に付着させることができる。
また、組織片を調製する間に活性化されたニューロプシンは、速やかにプロテアーゼイン
ヒビターと結合し、その活性を失う（示さず）。従って、このような不活性化を防止する
ために、リバーシブルインヒビターであるロイペプチンを用いることも有効である。ロイ
ペプチンの存在下で組織を調製し、ニューロプシンを膜上に付着させた後に、ニューロプ
シンからロイペプチン除去することで、ニューロプシンの活性を維持し、より正確な測定
を行うことができる。
【００４４】
　（実施例２：膜へのニューロプシンの付着）
　実施例１のように組織外へ遊離したニューロプシンの膜への付着性について、ニトロセ
ルロース膜およびＰＶＤＦ膜を用いて検討した。当講座にて調製した、ＦＩＴＣ標識した
リコンビナントニューロプシンを含有する溶液と、各々の膜を接触させ、付着したニュー
ロプシンの量を、画像解析法を用いて蛍光シグナルを検出することで測定した。次に、両
方の膜を、ＴＢＳ（ｐＨ　７．５）で１０分、計６回洗浄した後に、同様の手順で蛍光を
検出した。その結果を図３に示す。図３に示されるよう、ニューロプシンは、ニトロセル
ロース膜（図３パネルＡ）およびＰＶＤＦ膜（図３パネルＣ）の両方に付着した。洗浄す
ると、ニトロセルロース膜に付着したニューロプシンは、大部分が洗い流されたが（図３
パネルＢ）、ＰＶＤＦ膜に付着したニューロプシンは大部分が膜上に残存した（図３パネ
ルＤ）。これらの結果から、ニューロプシンは、ニトロセルロース膜のような親水性膜よ
りも、ＰＶＤＦ膜のような疎水性膜により強く付着することが理解できる。本実施例で使
用したＰＶＤＦ膜以外の疎水性膜についても、同様の結果が得られると考えられる。
【００４５】
　次に、０、１００、５００、および１０００ｐｇのＦＩＴＣ標識リコンビナントニュー
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ロプシンを、ＰＶＤＦ膜上に付着し、同様の方法でそれらの蛍光強度を測定した（図４）
。図４は、得られた結果から作成した検量線である。図４下パネルに示されるように、蛍
光強度は、ニューロプシン量が１０００ｐｇまで直線性を示す。この結果は、ニューロプ
シンがＰＶＤＦ膜に対して極めて高い付着性を有していることを実証している。
【００４６】
　（実施例３：膜上での酵素反応）
　膜上に付着したニューロプシンが活性を有するか否かを検討するため、リコンビナント
ニューロプシン１ｎｇをＰＶＤＦ膜に付着し、膜上でニューロプシン特異的合成基質Ｖａ
ｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ＭＣＡ（ＶＰＲ－ＭＣＡ）（ペプチド研究所、大阪）と反応させた
。合成基質が切断されて生じたＡＭＣの蛍光強度を、Ｆ－４５００　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（日立製作所）で測定した（励起波長３４
０ｎｍ、測定波長４６０ｎｍ）。これをリコンビナントニューロプシン蛋白質量に換算し
た。図５は、反応時間（ｘ軸）に対する蛍光強度（ｙ軸）の変化を示す。ニトロセルロー
ス膜とＰＶＤＦ膜の両方の膜上で、時間と共に、酵素反応により生じた蛍光強度（ＭＣＡ
）が増加した。このことは、両方の膜上で酵素反応が進行した（すなわち、ニューロプシ
ンが両方の膜上に活性を保持したまま付着された）ことを示す。ＰＶＤＦ膜上で生じた蛍
光は、１８時間後には、ニトロセルロース膜と比較して約２．５倍の強度を示した。従っ
て、酵素活性の面でも、ＰＶＤＦ膜のような疎水性膜が好ましいことがわかる。
【００４７】
　次に、リコンビナントニューロプシンを膜上に付着し、合成基質ＶＰＲ－ＭＣＡと反応
させて酵素反応により生じた蛍光（ＭＣＡ）を測定した（図６上パネル）後、同じ膜を、
抗ニューロプシン抗体Ｂ５（医学研究所、名古屋）と反応させ、これをローダミンで染色
した（図６下パネル）。簡単にいうと、ＰＶＤＦ膜にニューロプシンをブロットした後、
５％ＢＳＡでブロッキング（室温、１時間）し、ニューロプシンモノクローナル抗体Ｂ５
で４℃にて一晩反応し、次に膜をＴＴＢＳで洗浄後、ローダミン結合ヤギ抗ラットＩｇＧ
（Ｃａｐｐｅｌ：１：１００）で１時間（室温）反応した。膜を洗浄後、蛍光顕微鏡にて
染色状態を観察した。図６の両パネルを比較すると、酵素反応により生じた蛍光（ＭＣＡ
）が検出された領域と、抗体により検出されたニューロプシンの局在領域が一致した。こ
のことは、合成基質の切断が、ニューロプシンとの反応により生じたことを実証している
。
【００４８】
　（実施例４：最適なニューロプシン量の決定）
　ＰＶＤＦ膜上に付着するニューロプシンの量を０、５、１０、２５、５０、および１０
０ｐｇと変化させて合成基質ＶＰＲ－ＭＣＡと反応させ、酵素反応により生じる蛍光（Ｍ
ＣＡ）を測定した。結果を、図７に示す。図７に示されるように、ニューロプシン量の増
加に伴い、より鮮明に蛍光が見られるようになった。蛍光強度は、ニューロプシン量が０
～５０ｐｇの間で直線性を示した。この結果は、この測定系が、特に、０～５０ｐｇのニ
ューロプシン量で、酵素反応を高感度で検出することを示している。
【００４９】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態および実施例を用いて本発明を例示してきた
が、本発明は、特許請求の範囲によってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解
される。本明細書において引用した文献は、その内容自体が具体的に本明細書に記載され
ているのと同様にその内容が本明細書に対する参考として援用されるべきであることが理
解される。
【産業上の利用可能性】
【００５０】
　カリクレインファミリープロテアーゼは癌組織で高発現し、血中や組織液中に放出され
がんの診断マーカーとなることが知られており、高感度で微量定量できる本発明の方法は
がん診断の診断薬、治療法開発のための試薬として使用できる。中でも、ニューロプシン
は卵巣がんの特異マーカーとして卵巣癌診断に、その他では、皮膚がん、子宮頸癌、乾癬
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伝子発現が増加することが確かめられており、その診断薬、治療法開発のための試薬とし
て使うことができる。また、前立腺癌特異抗原の代替測定法として応用できる。またこの
方法を応用すれば、図８に示すように、メンブレンにニューロプシンによって描かれた字
などを美しく基質によって発色ことができ、診断薬以外の応用も期待される。たとえばマ
イクロカプセルにいれた基質とニューロプシンをともに印刷することにより、一定時間経
由後に可視化される時限的情報（食品保存期間を過ぎると可視化する）やその不可逆性を
利用した温度管理システム（一定温度を超えると可視化する）として使用できる。これら
はたとえば温度感受性、時間分解性の膜によって隔てたニューロプシンと基質が反応を開
始することで達成される。ニューロプシンは常温でも極めて安定であり、オートカタリシ
スを起こさない蛋白質である。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】図１は、海馬スライス内および培養液中に分泌されたニューロプシン量の経時的
変化を表す。
【図２】図２は、海馬スライス中のラクテートデヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）活性の変化を
表す。
【図３】図３は、ニトロセルロース膜（パネルＡ）およびＰＶＤＦ膜（パネルＣ）へのニ
ューロプシンの付着を表す。また、各々の膜を洗浄し、膜上に残存するニューロプシン量
を調べたのがパネルＢ（ニトロセルロース膜）およびパネルＤ（ＰＶＤＦ膜）である。
【図４】図４は、膜に付着させたニューロプシンの量と、付着したニューロプシンにより
膜面で検出されたシグナルの強度との関係を示す。
【図５】図５は、ニトロセルロース膜およびＰＶＤＦ膜面における、ニューロプシンと合
成基質ＶＰＲ－ＭＣＡとの反応を示す。
【図６】図６は、ＰＶＤＦ膜におけるニューロプシンの付着領域と、合成基質から生じる
シグナルの検出された領域との比較を示す。
【図７】図７は、膜に付着させたニューロプシンの量と、合成基質との反応により合成基
質から生じたシグナルの強度との関係を示す。
【図８】図８は、メンブレン上にニューロプシンで字を書き、基質によって発色させた様
子を示す写真である。
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【図７】
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