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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまで高血圧や糖尿病に関係する新しいタンパク質としてDNA遺伝子チップを用
いた網羅的な解析から、高血圧に関係するレニン-アンジオテンシン系と糖尿病に関係するインスリンの両方に関係す
るたんぱく質アンジオテンシンＩＶ受容体を抽出し、その血液濃度の測定法を開発しました．今回はその精度を上げる
ためにモノクローナル抗体を用いた方法に取り組み、大幅に感度の改善した次世代型測定方法を開発しました。生活習
慣病の診療に役立つことが期待されます。

研究成果の概要（英文）：We had identified Angiotensin IV (AT4) receptor as a hypertension/diabetes 
specific gene through genetic DNA chip analysis and we had already established a measurement system for 
this AT4. This time we tried to improve the sensitivity of the measurement by monoclonal antibody methods 
and as a result we could established a next generation measurement system for AT4 with largely improved 
sensitivity. This measurement system would be of use for medical care of life-style related diseases.
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者らは腎生検組織を用いた

網羅的発現遺伝子解析（図１）により、
Ontology 解析、Pathway 解析を介して高血圧
/糖尿病に特有な発現変動を示す遺伝子とし
てアンジオテンシン IV 受容体（AT4）を抽出
しました。 

図１ 

想定される可溶成分（sAT4）に対してまず
ポリクローナル抗体による感度 0.01nmol/ml
レベルのサンドイッチELISA法による測定系
を確立しました（図２）。 

図２ 

臨床症例 652 例の血漿濃度の測定では、血
圧や糖代謝異常を含む生活習慣病に関連し
た病態により統計学的に有意な差異を認め
る成績が得られており、生物学的な解釈とし
ても整合性のある成績と考えられました。し
かしながら感度については、血漿での陽性率
が必ずしも高くありません（図３）。 

 

図３ 

２．研究の目的 
そこでモノクローナル抗体を用いること

による高感度測定系を確立することにより

臨床上大変有意義なバイオマーカーとなる
ことが強く期待され、これを構築し臨床症例
で評価することを目的としました。 
 

３．研究の方法 
このため、まず抗原タンパク質（標準物質）

としての人工合成遺伝子を作製し、発現細胞
により培養調製し、次にマウスを免疫しハイ
ブリドーマを作製、クローニングしモノクロ
ーナル抗体を精製、高感度ヒト sAT4 ELISA
キットを構築する実験系を計画しました。初
年度の平成 25 年度には、人工合成遺伝子の
作製、培養調製まで進め、発現ベクターの構
築による CHO 細胞での発現を確認しました
（図４）。 

 

図４ 

しかし、収量が十分であり、リコンビナン
トタンパクによるモノクローナル抗体作成
に切り替えました。 
 
４．研究成果 
手順としてマウスの免疫、脾臓、リンパ節

と X63 との細胞融合を行い、上清によるスク
リーニングを進めたところ多数の陽性クロ
ーンが作成されました。発現量の多い適当数
のクローンを選択、サンドイッチ ELISA 法に
よる組み合わせ試験を複数ステップで実施
し徐々に選別した結果、標識側についてはあ
る Fab’抗体（図５）が最適と考えられまし
た。 

 

図５ 

一方固相化側には2つの候補が残り検討しま
したが最終的にそのうちの 1つを選定し（図
６）、これを用いる組み合わせが最適と考え
られサンドイッチ ELISA 法による測定系の 2



抗体について最終決定としました。 

 

図６ 

この組み合わせによりモノクローナル抗
体によるキットを作成し、実際のプレートを
用いて測定を試みました（図７）。 

 
図７ 

標準物質の希釈段階についてプレートリ
ーダーにて測定したところ、精度の高い検量
線が得られました（図８）。 

 
図８ 

その後、反応時間や温度設定など各種の測
定条件の適正化を進め、再現性等のチェック
を 実 施しま し た。ま ず 感度に つ い て
0.18ng/ml と大幅な改善を認めました。また
同時再現性 CV 値 3.3％～7.9％、測定間再現
性 CV 値 7.2％～13.7％、Angiotensinogen な
ど 3タンパク質に対する交差性を認めず特異
度の高い測定系であることが確認されまし
た。引き続き臨床検体で測定し各種病態にお
ける意義を解析します。 
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