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研 究 概 要

プ ロテイ ン1(P1)は 、肺 ク ララ細胞10kDa蛋 白(CC10)、uteroglobin.

PCB結 合タ ンパ ク とも呼 ばれ る分 子量14、000ダ ル トンの非糖 蛋白質で、

7kDaのhomodimer構 造 を とる.肺1型 上皮細胞、前立腺 な どか ら分泌 され、局

所 の炎症制御 に作用 してい ると考 え られて いる。科学研究 補助金基盤研究(B)

(2)【 尿炎症蛋 白プ ロテ イ ン1の 遺伝子多型 、結合蛋 白解 析 と病態検査診断へ

の展 開】(研 究番号第14370791)は 平成14-16年 度 に渡 り研 究が実施 された・

AlleicPCR,directsequencing,luciferasereporterassay,ELISA,免 疫組織化学的検 査

を駆 使 して以下の臨床研究 の成果 を得 た。Uteroglobinknockoutmouseで はヒ トと

組織学 的 に類似 した19A腎 症 を発 症す る。そ こで小児 ・成人19A腎 症 とSNPs

との関連性 をG38Aに 的 を絞 り検 討 した。症例数が 限 られequivocalな 結果 は否

定 で き な いが 、Aalleleを 有 す る も の に 頻 度 が 高 く、 対 応 す る患 者 で の

Uteroglobin!protein1の 血清濃度 の低下傾 向を認 めた(文 献1)。 相 対的低下によ

り抗炎 症作 用が 高 ま り、 さ らに相 対 的 に増加 したprotein1非 結 合性 のIgA-

fibroneetin,fibronectinの 腎糸球体へ の沈着が惹起 され た可能性 が疑われた(文 献

1)。 さ らにサル コイ ドー シスのG38A多 型で は、38Aア レル に優 位な集積があ

り、肺胞細 胞洗浄 液 にお いて も38A!Aで は、38G/G,38G/Aに 比べ低値で あ り・

プ ロモー タ活性 の低下が 関連 して いる ことを肺癌細 胞株 へ のイ ンター フェ ロン

γ誘導reporterassayに よ り証 明 した。一般的 に38Aの 症例 は遷延化 傾向が あ り・

予 後が不 良 とな る。患 者 の予後推 定 、治 療予 防に有 力な武器 とな る ことが期待

される(2,3)。Uteroglobinは 子宮 内膜 上皮細胞 に豊富 に産 生分泌 される・月

経周期 の分泌期 にお いて、細胞 染 色性が増 加す る ことを免疫 組織 化学 的染色、

ウエ スタ ンブ ロッ トによ り明 らか に した。 さ らに子 宮 内膜症 で は陽性細 胞の染

色 性が減 少 してお り、子宮 頚癌 で は減少 、消失 して いた。詳 細 な機序 は不明で

ある。健 常者 にお いて はestrogenの 共 同作用 の もとでprogesteroneの 作用 に支配

され るが、内膜 症、癌 にお いて は この支配 か ら外 れ る(4)。

少な か らぬ尿 中蛋 白が酸性 条件で 抗原 性 を失 う.代 表的 な成 分 に β2一 ミクロ

グ ロブ リンが ある。酸性尿 で はそ の初期 にはcathepsinDな ど酸性 プ ロテ アーゼ

が 作用 し、一次構 造でcleavagesite(phe.Phe,Tyr.phe、Leu-Tyちphe-Tyrな ど)を

有す るものは容易 に分解 変性 され やす い。一次構 造 上想 定 され る切 断部位 は1

0箇 所以 上 にも及ぶ(総 説4)。 と ころが 、プ ロテイ ン1は きわ めて安定性 が高

く、そ の切断部位 は2箇 所 しかな い。 さ らに構造 上疎 水性 のポ ケ ッ トが存在 し



てお りここに リン脂 質な ど種 々の リガ ン ドが結合 してお り、構造的安定性 を高

めて いる と思 われる。 これ まで検 索 した限 りal‐ ミクログロブ リン、 レチ ノ

ール結合蛋 白もきわ めて安定性 が高 く
、P1と 全 く共通の性状 を示す(5)。 尿

中蛋 白測定の意義を知 る前 には、まずそ の安定性 を確かめなけれ ばなな い。

P1の 研究 を推進す る 目的で、新た にバ キユ ロの産 生システム を確立 して、無

血清 で大量 に収拾率の高いRecombinantP1を 約3mg得 た。血液凝固、 ある い

はPG系 の制御な ど炎症 制御機能 を有 するだ けに、自己抗体 の出現は何 らかの病

態 の原 因 ともな りうる。新た に得たRecombinantP1を 用 いて 自己抗体検 出検

査 の開発 を進 めていく予定 である。

LAMP法 の原理 を用 いたSNPタ イ ピングはwildtypeあ るいはmutanttypeそ れぞ

れ に対 する ブライマー を設 計 した2種 の増幅試 薬を準備 し、蛍光イ ンターカ レ

ー ター を使用する ことによ り一定温度(約60℃)下 で約30分 の増 幅反応後 直ち

にタイ ピングが可能で ある.タ イ ピングには2つ のプライマー をallelespecific

primerと して使用す るが 、特異性 を完 全に し、wildあ るいはmutantの み を増幅

させ る系 とす るた めには プライ マー と試薬 組成 の組合せ の最適 化 をはか る必要

が ある。ター ゲ ッ トである6種 のSNPs(A.908G,G38A、G118A、C1225T、G1226A、

及びG477G)の 各セ ッ トに対す るプ ライマー設計 し実施 したが、G38Aに つ いて

だけで増幅 にいた って いな い。

プラスチ ック製マイ クロ流体デバイス によるPISNPsの 解析 を試みた。 ス ライ

ドグラスサイ ズのプ ラスチ ック板 中に、1)血 液検体か らのDNA抽 出、2)

PCR法 による 目的DNA増 幅 、3)DNAハ イ ブ リダイゼー シ ョン法 による

目的配列検 出の全て の機 能を備 えたマイ ク ロ流路 を形成 させ 、専用 読 み と り装

置 をpreliminaryで あるが開発 した。 マイ ク ロ流路 には、1)マ イ ク ロ流路 内反

応 によ りサ ンプル と試薬 の反応 が迅速、2)サ ンプル の温度制御が正確 で迅速 、

3)多 孔質壁 形成 によ りサ ンプル と壁面 固定DNAと の反応効 率が 高 いな どの

特徴 が あ り上 記の機能が実現 可能 とな った 。臨床検 査現場 にお いて要 求 され る

高精度で操作性が簡便な分析 システム の構築 を 目指 して いる。


