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(57)【要約】
【課題】  アルコール中毒患者、肝疾患患者を同定する
ことができる抗体、該抗体の製造方法、該抗体を産生す
るハイブリドーマ、該抗体を用いた簡便な免疫測定方法
を提供する。
【解決手段】  提供する抗体は、免疫複合体に選択的に
反応する抗体であって、該免疫複合体はトランスフェリ
ンと免疫グロブリンから成る免疫複合体であり、該免疫
複合体の体液中の量は、アルコール中毒患者に多く、非
アルコール中毒患者に少ないことが有意な差異で測定さ
れることを特徴とする抗体である。トランスフェリンと
免疫グロブリンから成る免疫複合体に対する抗体用い
て、体液中の免疫複合体を測定するため、アルコール中
毒患者或いは肝疾患患者を簡単な手法で、精度よく同定
することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  （１）免疫複合体に選択的に反応する抗
体であって、
（２）該免疫複合体はトランスフェリンと免疫グロブリ
ンから成る免疫複合体であり、
（３）該免疫複合体の体液中の量は、アルコール中毒患
者に多く、非アルコール中毒患者に少ないことが有意な
差異で測定されることを特徴とする抗体。
【請求項２】  前記抗体がモノクローナル抗体である請
求項１記載の抗体。
【請求項３】  前記抗体がポリクローナル抗体である請
求項１記載の抗体。
【請求項４】  前記免疫複合体を免疫原として動物に免
疫することにより得られた請求項１乃至３の何れか１項
記載の抗体。
【請求項５】  （１）トランスフェリンと免疫グロブリ
ンから成る免疫複合体であって、該免疫複合体の体液中
の量がアルコール中毒患者に多く、非アルコール中毒患
者に少ないことが有意な差異で測定される免疫複合体
を、動物に免疫することにより動物の体内に該免疫複合
体に対して選択的に反応する抗体を産生させ、
（２）該該動物から該抗体を採取することを特徴とする
抗体の製造方法。
【請求項６】  前記抗体がモノクローナル抗体である請
求項５記載の抗体の製造方法。
【請求項７】  前記抗体がポリクローナル抗体である請
求項５記載の抗体の製造方法。
【請求項８】  請求項２記載のモノクローナル抗体を産
生する能力を有するハイブリドーマ。
【請求項９】  体液に、請求項１乃至４の何れか１項記
載の抗体を接触させ、該抗体に選択的に反応する免疫複
合体を検出、又は定量化することを特徴とする免疫測定
方法。
【請求項１０】  体液に、トランスフェリン抗体と抗免
疫グロブリン抗体を接触させ、トランスフェリンと免疫
グロブリンから成る免疫複合体を検出、または定量化す
ることを特徴とする免疫測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、アルコール中毒患
者及び／又は肝疾患患者を同定することができる抗体、
該抗体の製造方法、該抗体を産生するハイブリドーマ、
該抗体を用いた免疫測定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】アルコール中毒は、アルコール中毒患者
とかれらの関係者に多大の損害もたらすばかりか、アル
コール中毒に関連する生産性の損失及び莫大な年間健康
管理費用をもたらす。従って、アルコール中毒への早期
認識と治療とが個人及び社会にとって最善且つ費用効果
的である。このような状況下において、様々な集団にお
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ける飲酒の併発症の危険にある個人を確認するために、
高感度で特異的、しかも迅速で費用のかからない方法が
必要である。重度の飲酒者を検出するために、多くの検
査法がこの３０年間に開発されている。
【０００３】例えば、γ－グルタミルトランスペプチダ
ーゼ（γ－ＧＴＰ）、平均血球容積(mean corpuscular 
volume) （ＭＣＶ）、アスパラギン酸アミノトランスア
ミナーゼ（ＡＳＴ）又はアラニンアミノトランスアミナ
ーゼ（ＡＬＴ）、α－リポタンパク質及びフェリチンの
ような臨床検査項目が、アルコール乱用の生化学的マー
カーとして多年にわたって用いられてきたが、これらの
検査の診断的感度及び特異性は満足のいくものではなか
った。また、アルコール摂取のレベル評価が、治療中に
おけるその効果を知る上で非常に重要でありながら、ア
ルコール中毒患者自身からのアルコール消費量の報告
は、信頼性の低いものであった。このような状況を鑑み
て、長期間の過度のアルコール消費と相関性のある簡易
な臨床検査法が望まれていた。
【０００４】Stibler らは、Acta Med Scan, 206, 275-
281,（1979）で、トランスフェリンの高い等電点を持つ
イソ型（isoform ）が１週間以上にわたって毎日６０ｇ
以上のエタノールを摂取した者の８１％で増加が認めら
れ、１０日以上にわたって禁酒する場合に高い等電点を
持つイソ型が正常レベルに戻ることを報告している。
【０００５】血清トランスフェリンは、７９．５ｋＤの
分子量を有し、二つのＮ－連結の多糖鎖を有する一本の
ポリペプチド鎖から成る糖タンパクである。これらの多
糖鎖は、分岐状であり、かつ末端シアル酸残基を有し、
シアル化の異なるレベルに応じて、６つのトランスフェ
リンイソ型が存在する。Wongおよび Regoeczi は、Int.
J.Peptide Res.9, 241-248, (1977)において、ヒトトラ
ンスフェリンは天然では不均一であり、シアル化の異な
るレベルに伴って種々のイソ型が存在すると述べてい
る。事実、6 種のこのようなイソ型、ペンタシアロ、テ
トラシアロ、トリシアロ、ジシアロ、モノシアロおよび
アシアロトランスフェリンが存在する。
【０００６】正常な健康個体においては、テトラシアロ
が支配するのに対して、アルコール中毒患者の血液中に
は、アシアロ、モノシアロ、ジシアロ、およびある程度
まではトリシアロが上昇したレベルで存在することが見
出されている (van Eijk etal, Clin Chim Acta 132 , 
167-171, (1983)、Stibler, Clin Chim, 37, 2029-203
7,（1991）および Stibler et al, ”Carbohydrate-def
icient transferrin (CDT) in serum as a marker of h
igh alcohol consumption", Advances in theBioscienc
es, (Ed Nordmann et al), Pergamon, 1988，Vol.71, p
ages 353-357参照) 。
【０００７】アシアロ、モノシアロ、ジシアロおよびト
リシアロイソ型は、糖鎖欠損トランスフェリン（略語：
ＣＤＴ）と呼ばれている。ＣＤＴは、アルコール消費、
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特に慢性アルコール消費を検出およびモニターするため
の有効なマーカーであることが見出されている。ＣＤＴ
は、従来の試験（例えばγ－ＧＴＰまたはＭＣＶ）とは
異なり、肝臓病を伴う患者における高アルコール摂取の
スクリーニングのために使用できるので、ＣＤＴのため
の検査法がＷＯ－９６／２６４４４および Heil et al
 、Anaesthetist, 43, 447-453,(1994)等に記載されて
いる。彼らの手法では、希釈血清サンプルをアニオン性
イオン交換樹脂に通し、正常なトランスフェリンイソ型
を樹脂に保持させる一方、ＣＤＴ分画の通過を可能にし
ている。この溶出液のＣＤＴ含量は、免疫比濁法 (immu
noturbidimetric assay)等によって測定される。その
他、高速液体クロマト法によりＣＤＴを定量する方法
（ＷＯ９５／０４９３２）も知られている。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、前記従
来の検査手法の全ては、臨床検査の現場で普通に用いら
れる多くの臨床検査用自動分析装置に直接適用できず、
また、その検査手法も、イオン交換樹脂或いは高速液体
クロマト法を適用する等比較的複雑な手順に基づくもの
であった。
【０００９】一方、Makhloufらは、ＣＤＴのみを直接測
定するために、ＣＤＴに対するモノクローナル抗体の作
製を試みた。ＣＤＴを特異的に認識するモノクローナル
抗体を取得する目的で，糖鎖の結合している４１３番目
と６１１番目のアスパラギンを中心として前後６個のア
ミノ酸の合成ペプチドを免疫原として抗体を作製し、そ
の抗体をＣＤＴ測定のための免疫測定法に応用すること
を考えた（ＷＯ９３／０６１３３）。これに対して、E
R.Trimbleらは（Biochem Soc Trans, 26(1), S48(1998)
 に、Makhloufらの手法による、合成ペプチドを免疫原
として作製したモノクローナル抗体はＣＤＴには反応し
なかったことからそのエピトープはトランスフェリン分
子内に隠匿されており検出に応用できないと述べてい
る。
【００１０】本発明者らは係る状況を鑑みて、まったく
新たなる発想の下に、アルコール中毒患者或いは肝疾患
患者を同定するための抗体、該抗体の製造方法、ハイブ
リドーマ及び該抗体を用いた簡便な免疫測定法を提供す
ることを目的とする。
【００１１】
【課題を解決するための手段】アルコール性肝疾患患者
或いはアルコール中毒者に、トランスフェリンと免疫グ
ロブリンから成る免疫複合体が多いことを本発明者らは
初めて見いだした。このような報告は従来見当たらな
い。本発明者らはこの点に着目し、本発明を完成した。
本発明者らは、トランスフェリンと免疫グロブリンから
成る免疫複合体量を測定することでアルコール中毒患者
を同定できないかと考え、固相化抗トランスフェリン抗
体と、酵素標識化抗免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）抗体に
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よるサンドイッチイムノアッセイで免疫複合体量を測定
した。その結果は、正しく期待した通り、アルコール性
疾患患者から健康固体とは有意な差異を持って多くの量
のトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合
体が測定されたのみならず、肝炎ウイルス、例えば、Ｂ
型、Ｃ型などによる肝疾患患者にも、トランスフェリン
と免疫グロブリンから成る免疫複合体が健康固体とは有
意な差異を持って多くの量測定されることを本発明者ら
は確認した。
【００１２】即ち、本発明の抗体は、（１）免疫複合体
に選択的に反応する抗体であって、（２）該免疫複合体
はトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合
体であり、（３）該免疫複合体の体液中の量は、アルコ
ール中毒患者に多く、非アルコール中毒患者に少ないこ
とが有意な差異で測定されることを特徴とする抗体であ
る。本明細書で、「有意な差異」とは、危険率（Ｐ）が
０．０５（５％）以下、好ましくは、０．０１（１％）
以下の確率で差異があることを示す。
【００１３】トランスフェリンと免疫グロブリンから成
る免疫複合体は、前記アルコール中毒患者のみならず、
アルコール性肝疾患患者、肝炎ウイルス等による肝疾患
患者等の体液中に健康固体とは有意な差異を持って多く
産生される。本発明の抗体は、アルコール性肝疾患患
者、肝炎ウイルス等による肝疾患患者等の体液中に産生
されるトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫
複合体に対しても選択的に反応する抗体である。したが
って、本発明の抗体を用いて該免疫複合体を測定すれ
ば、アルコール性疾患患者、アルコール中毒者、肝炎ウ
ィルス等による肝疾患患者の同定が可能である。
【００１４】本発明の抗体は、モノクローナル抗体であ
ってもよく、ポリクローナル抗体であってもよい。
【００１５】本発明の抗体産生方法は、（１）トランス
フェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体であっ
て、該免疫複合体の体液中の量がアルコール中毒患者に
多く、非アルコール中毒患者に少ないことが有意な差異
で測定される免疫複合体を、動物に免疫することにより
動物の体内に該免疫複合体に対して選択的に反応する抗
体を産生させ、（２）該該動物から該抗体を採取するこ
とを特徴とする。
【００１６】本発明のハイブリドーマは、前記した特徴
を有する抗体がモノクローナル抗体であって、該モノク
ローナル抗体を産生する能力を有するハイブリドーマで
ある。
【００１７】本発明の１番目の免疫測定方法は、前記し
た本発明の抗体を、体液に接触させ、該抗体に選択的に
反応する免疫複合体を検出または、定量化することを特
徴とする。即ち、前記した本発明の免疫測定方法に用い
られる抗体には次の１）－４）の態様が挙げられる。
１）免疫複合体に選択的に反応する抗体であって、該免
疫複合体はトランスフェリンと免疫グロブリンから成る
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免疫複合体であり、該免疫複合体の体液中の量は、アル
コール中毒患者に多く、非アルコール中毒患者に少ない
ことが有意な差異で測定されることを特徴とする抗体。
２）前記１）の抗体がモノクローナル抗体である抗体；
３）前記１）の抗体がポリクローナル抗体である抗体；
４）トランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複
合体を免疫原として動物に免疫することにより得られた
抗体。
【００１８】前記１番目の免疫測定方法において、免疫
複合体に対する抗体は、トランスフェリンと免疫グロブ
リンから成る免疫複合体のみに反応することから、該免
疫複合体を高精度に測定することができる。
【００１９】本発明の２番目の免疫測定方法は、体液
に、抗トランスフェリン抗体と抗免疫グロブリン抗体を
接触させ、トランスフェリンと免疫グロブリンから成る
免疫複合体を検出、または定量化することを特徴とす
る。
【００２０】また、前記２番目の免疫測定方法において
は、固相用担体を用いる免疫測定方法を使用し、且つ固
相化させる抗体としてトランスフェリン抗体を選択でき
るが、この場合には、トランスフェリンと免疫グロブリ
ンとの複合体だけではなく、トランスフェリンも固相化
抗体に捕捉されてしまうため、前記１番目の免疫測定方
法に比べ、測定感度が低下する場合がある。
【００２１】本発明の免疫測定方法は、アルコール中毒
者及び／又はアルコール性肝疾患患者の同定を可能に
し、アルコール消費の監視を可能にする。本発明の免疫
測定方法は、アルコール中毒者及び／又はアルコール性
肝疾患患者の同定或いはアルコール消費の監視に関し
て、従来技術の測定法より迅速かつ操作が簡易な免疫測
定法である。また、本発明の免疫測定方法は、肝炎ウイ
ルス等による肝疾患患者等の体液中に産生されるトラン
スフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体に対し
ても測定が可能である。
【００２２】本発明において、免疫複合体を構成するト
ランスフェリンには、肝疾患患者及び／又はアルコール
中毒者に産生される種々のトランスフェリンが含まれ
る。
【００２３】
【発明の実施の形態】免疫測定方法
本発明の１番目及び２番目の免疫測定方法に適用可能な
方法には、不均一系測定方法としては、放射性同位体元
素標識免疫測定法、酵素標識免疫測定法、蛍光標識免疫
測定法、免疫比濁法、ラテックススライド凝集法、ラテ
ックス免疫比濁法、サンドイッチ法等が挙げられる。均
一系としては蛍光消光法、蛍光増強法、エネルギートラ
ンスファー法、凝集法、比濁法等が挙げられる。本発明
の免疫測定方法は如何なる反応形式で行われてもよく、
均一系でも不均一系でも何れであってもよい。これらの
免疫測定法は用手法あるいは自動化されてもよい。
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【００２４】前記免疫比濁法、ラテックススライド凝集
法、ラテックス免疫比濁法に用いられる試薬において、
体液中のトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免
疫複合体の検出または定量化を可能にするために、抗原
抗体反応に依存して形成される凝集に基づく濁度を肉眼
あるいは、例えば免疫比濁法の場合３４０ｎｍ、ラテッ
クス免疫比濁法では５４０ｎｍ付近の波長を利用して分
光学的に測定されるものが望ましい。
【００２５】標識物質
前記免疫測定方法において、放射性同位体元素標識免疫
測定法、酵素標識免疫測定法、蛍光標識免疫測定法に用
いられる試薬の一つは、体液中のトランスフェリンと免
疫グロブリンから成る免疫複合体の検出または定量化を
可能にするために、標識される必要があるが、それらの
標識物質については公知のものを使用してもよく、例え
ば、以下のものが挙げられる。
【００２６】１）酵素：アルカリフォスファターゼ、ペ
ルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラク
トシダーゼ、グルコース－６－フォスフェートデヒドロ
ゲナーゼ、アセチルコリンエステラーゼ等
２）蛍光体：フルオレセインイソシアネート、ローダミ
ン、テキサスレッド等３）放射性同位体元素：Ｉ125 、
Ｉ131 等
４）生物発光体：ルシフェリン、エクオリン等
５）化学発光体：イソルミノール、アクリジニウムエス
テル、オキサレートエステル等
所望の試薬へのこれらの標識体の結合は、公知の技術を
用いて行うことができる。
【００２７】固相用担体
抗体の固相化に用いる担体の材質及び形状は、測定用途
によって公知のものから選択できる。例えば、ポリスチ
レン、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリアクリルア
ミド、ガラス、アガロース、ニトロセルロース等が挙げ
られる。形状としては、マイクロタイタープレート、バ
イアル、ラテックスビーズ、ディップストリップ等が挙
げられる。
【００２８】体液
本発明の免疫測定方法の対象となる体液は、血清、血
漿、唾液またはその他の体液であってもよいが、血清で
あることが好ましい。
【００２９】１番目の免疫測定方法
１）免疫原及び抗体の取得
アルコール性肝疾患患者及び／又はアルコール中毒者の
体液から精製あるいは部分的に精製された少なくとも一
種のイソ型トランスフェリンと免疫グロブリンから成る
免疫複合体を免疫原として用い、動物に免疫して、該動
物からトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫
複合体に選択的に反応する抗体を取得することができ
る。
【００３０】例えば、免疫原はすべてのトランスフェリ
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7
ンイソ型と反応する抗トランスフェリン抗体を使用する
アフィニティークロマトグラフィーにより、アルコール
性肝疾患患者及び／又はアルコール中毒者の血清から精
製又は部分的に精製されたものでもよく、更に好ましく
は、ゲルクロマトグラフィーにより、トランスフェリン
単独分画より分子量の大きい分画、即ちトランスフェリ
ンと免疫グロブリンから成る免疫複合体分画を免疫原と
してもよい。
【００３１】２）ポリクローナル抗体、ハイブリドー
マ、及びモノクローナル抗体
ポリクローナル抗体は上記免疫原を動物に免疫し、該動
物から採取される。動物を免疫する方法は公知の手法が
適用でき、それに必要な免疫プロトコールは当業者にと
って容易に決定し得る。例えば、本発明の抗体は、アジ
ュバントと混合した免疫原を適当な宿主動物（ウサギ、
ヤギ、ウマまたはその他の哺乳類）に注射することによ
り、作製し得る。免疫原の注射は、適当な力価の抗血清
が得られるまで続けられる。抗血清は回収後、必要に応
じてアフィニティークロマトやイオン交換クロマト法等
の既知技術を用いて更に精製されることが好ましい。
【００３２】また、本発明の抗体は、免疫された動物
（例えば、ラット、ハムスター、マウスまたはその他の
哺乳類）から得た細胞と不死化細胞とを融合することに
よって得られる融合細胞（ハイブリドーマ）から得るこ
とができる。例えばマウスを使用することが可能であ
る。この場合、免疫原を既知技術により免疫した後、免
疫したマウスから回収した脾臓細胞とマウスミエローマ
細胞を用いてケーラーとミルシュタインの方法（ネイチ
ャー２５６巻４９５頁１９７５年）により目的のハイブ
リドーマを得ることが可能である。目的とする抗体を産
生するハイブリドーマの選択は、免疫原として用いたト
ランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体、
トランスフェリン、免疫グロブリンをそれぞれ固相化し
た酵素免疫測定法でなされ，トランスフェリンと免疫グ
ロブリンには反応せず、免疫複合体のみに強く反応する
ものを選択する。最終的には限界希釈法にてクローンニ
ングを施し、目的とするハイブリドーマを得る。モノク
ローナル抗体は、得られたハイブリドーマから既知技術
である培養系またはマウス腹腔内で作製し、前記ポリク
ローナル抗体の場合と同様に、アフィニティークロマト
やイオン交換クロマト法等の既知技術により精製するこ
とができる。
【００３３】本発明の免疫測定法に用いるのに適した抗
体は、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体で
あってもよく、抗血清またはその精製分画、あるいは既
知のイソタイプまたはサブクラスでもよい。更には、必
要に応じて抗原と結合できる抗体フラグメントであって
もよい。即ち、抗体に関する唯一の条件は、それが少な
くともアルコール中毒患者に多く、非アルコール中毒患
者に少ないことが有意な差異で測定される免疫複合体、

8
即ち、トランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫
複合体に対して選択的に反応し得ることである。
【００３４】３）免疫複合体の検出方法
好ましい検出方法としては、サンドイッチ法が推奨され
る。この測定法において、例えば、トランスフェリンと
免疫グロブリンから成る免疫複合体と選択的に反応する
抗体が固相化される。体液を該固相化抗体と反応せしめ
ることにより、体液中に含まれる免疫複合体が固相化抗
体に結合する。次いで未反応物を洗浄後、標識抗体が添
加され、これが固定化抗体に既に結合した免疫複合体に
結合する。この標識抗体は、抗トランスフェリン抗体の
ように全ての免疫複合体と反応する抗体であることが好
ましい。結合した標識成分の量は体液中のトランスフェ
リンと免疫グロブリンから成る免疫複合体量に比例す
る。
【００３５】本発明の免疫測定方法において、トランス
フェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体に選択的
に反応するポリクローナルまたはモノクローナル抗体を
捕捉抗体、即ち、固相に固定化するための固相化抗体と
して用いことが望ましい。
【００３６】２番目の免疫測定方法
具体的には、固相化抗トランスフェリン抗体と、酵素標
識化抗免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）抗体、Ａ（ＩｇＡ）
抗体またはＭ（ＩｇＭ）抗体の組み合わせによるサンド
イッチイムノアッセイ；或いは、固相化抗免疫グロブリ
ンＧ（ＩｇＧ）抗体、Ａ（ＩｇＡ）抗体又はＭ（Ｉｇ
Ｍ）抗体と、酵素標識化抗トランスフェリン抗体の組み
合わせによるサンドイッチイムノアッセイにより、体液
中に含まれるトランスフェリンと免疫グロブリンから成
る免疫複合体を検出、または定量化することが可能であ
る。
【００３７】本発明の２番目の免疫測定方法は、トラン
スフェリン或いは免疫グロブリンも固相化抗体に捕捉さ
れてしまうために前記１番目の免疫測定方法に比べて、
測定精度はやや落ちる。
【００３８】
【実施例】以下に、本発明を実施例及び添付した図を参
照して詳述する。
【００３９】〔実施例１〕
健常者とアルコール性肝疾患患者の血清中におけるトラ
ンスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体量の
比較
健常者９６検体及びアルコール性肝疾患患者９２検体の
パネル血清中に存在する免疫複合体量を２種類の抗体を
用いたサンドイッチ酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によ
り測定した。すなわち、９６ウェルのマイクロプレート
に１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．２（略語：ＰＢＳ）で
１０μｇ／ｍｌに調製した抗ヒトトランスフェリンポリ
クローナル抗体を１ウェル当たりそれぞれ１００μl 加
え，４℃で一昼夜反応させた。その後ＰＢＳで１回洗浄
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9
し、0.5 ％牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ
（Ｂ－ＰＢＳ）でブロッキングを行い、スクリーニング
用のプレートとした。各血清をＰＢＳで５０倍に希釈し
た溶液１００μl をウェルに加え、室温で１時間反応さ
せた。ＰＢＳで洗浄した後、アルカリフォスファターゼ
標識抗ヒトＩｇＧ抗体（シグマ社製）溶液１００μl を
加えて室温で１時間反応させた。洗浄後、アルカリフォ
スファターゼ活性をＫｉｎｄ－Ｋｉｎｇ法にて発色さ
せ、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍの吸光度
（ＯＤ）を測定することにより、免疫複合体を検出し
た。
【００４０】その結果を図１のグラフに示す。図１に示
すように、アルコール性肝疾患患者においてトランスフ
ェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体の量が有意
に多いことが明かとなった。
【００４１】〔実施例２〕
免疫原の調製
アルコール依存症患者由来のプール血清２０ｍｌを、抗
トランスフェリンポリクローナル抗体を結合させた１０
ｍｌのＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ（ファルマシア社製）カ
ラムに通し、トランスフェリンと免疫グロブリンから成
る免疫複合体を含むと推定される血清中の全トランスフ
ェリン分画を捕獲した。カラム体積の１０倍量のＰＢＳ
でカラムを洗浄後、酸（０．１Ｍグリシン－塩酸緩衝液
ｐＨ２．３）で溶出した。ＰＢＳで一晩透析し、酸で解
離した免疫複合体を再構築させ、さらに分子量の差を利
用したゲルろ過カラム(ULTROGEL AcA34 ：商品名、BIOS
EPRA社製）クロマトグラフィーにより、トランスフェリ
ンと免疫グロブリンから成る免疫複合体の分画と、トラ
ンスフェリンの分画を分離精製した。回収したトランス
フェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体の分画は
限外ろ過により濃縮して免疫原とした。
【００４２】図２に、血清中の全トランスフェリン分画
をゲルろ過カラムにかけたときの溶出プロファイル（実
線ＯＤ２８０ｎｍ）、及びトランスフェリンと免疫グロ
ブリンから成る免疫複合体の溶出分画（破線ＯＤ４９０
ｎｍ）を示す。免疫複合体の検出は、固相化抗体に抗ヒ
トトランスフェリンポリクローナル抗体、標識抗体に抗
ヒト免疫グロブリンＧ抗体を用いたサンドイッチＥＬＩ
ＳＡで行っているため、該免疫複合体の溶出分画は確か
にトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合
体である。図２は、免疫複合体の分画が主要なトランス
フェリンのピークよりも高分子領域に検出されることを
示す。この結果は、該分画がトランスフェリンと免疫グ
ロブリンから成る免疫複合体であることを示す。
【００４３】図２における矢印で示す範囲は以下の実施
例において使用した精製された抗原（トランスフェリン
と免疫グロブリンから成る免疫複合体）の分画範囲を示
す。
【００４４】〔実施例３〕
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ハイブリドーマの調製
前記実施例２で得られた精製された抗原を用いて、抗原
溶液（０．５ｍｇ／ｍｌ）を調製した。該抗原溶液５０
０μｌにフロインドの完全アジュバンド５００μｌを混
和して乳化させ、５週令のＢＡＬＢ／ｃマウスの皮下に
免疫した。追加免疫としてフロインドの完全アジュバン
ドをフロインドの不完全アジュバンドに変えたもので同
様に調製したものを２週おきに３回繰り返した。その間
免疫時に採血をして抗原に対する血中の抗体活性を測定
した。最終免疫から１４日後に５００μｌの抗原溶液を
腹腔内に投与し、３日後、脾臓を摘出した。脾細胞はマ
ウスミエローマ細胞（Ｐ３－ＮＳ１－Ａｇ４－１（ＮＳ
－１）とポリエチレングリコール４０００（メルク社
製）の存在下で２分間反応させることにより融合させ
た。融合後選択培地に縣濁して９６ウェルの培養プレー
トに分注し，３７℃のＣＯ

2 
インキュウベーターで培養

した。その後１週間に１度培養液の半量を交換すること
により、ハイブリドーマを調製した。
【００４５】〔実施例４〕
免疫原に対する抗体産生ハイブリドーマの選抜（１次ス
クリーニング）
抗体産生ハイブリドーマの確認は、免疫原に用いた免疫
複合体を固相化したＥＬＩＳＡにより行った。すなわち
９６ウェルのマイクロプレートにＰＢＳで１０μｇ／ｍ
ｌに調製した抗原を１ウェル当たりそれぞれ１００μｌ
加え，４℃で一昼夜反応させた。その後ＰＢＳで１回洗
浄し、Ｂ－ＰＢＳでブロッキングを行いスクリーニング
用のプレートとした。増殖の認められたウェルの培養上
清をＰＢＳで１０倍に希釈した溶液１００μｌをウェル
に加え，室温で１時間反応させた。引き続きＰＢＳで洗
浄後、アルカリフォスファターゼ標識抗マウス免疫グロ
ブリン（BIOSOURCE INTERNATIONAL ）溶液１００μｌを
加え、室温で１時間反応させた。再び洗浄後、アルカリ
フォスファターゼ活性をＫｉｎｄ－Ｋｉｎｇ法にて発色
させ、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍのＯＤを
測定し、該免疫複合体に対する抗体活性を持つモノクロ
ーナル抗体産生ハイブリドーマを選抜した。
【００４６】〔実施例５〕
トランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体
に選択的に反応する抗体の選抜（２次スクリーニング）
免疫原に対する抗体活性を持つモノクローナル抗体産生
ハイブリドーマは、モノクローナル抗体の大量産生のた
めマウス腹腔内にて増殖させた。こうして得られたマウ
ス腹水中のモノクローナル抗体は、プロテインＡアガロ
ース（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社製）を用いたカラムクロマトグ
ラフィーにより精製した。トランスフェリン及び免疫グ
ロブリンに反応せず、トランスフェリンと免疫グロブリ
ンから成る免疫複合体に選択的に反応する抗体の選抜
は、ＥＬＩＳＡにより行った。即ち９６ウェルのマイク
ロプレートにＰＢＳで１０μｇ／ｍｌに調製したトラン
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スフェリン、免疫グロブリン、またはトランスフェリン
と免疫グロブリンから成る免疫複合体溶液を１ウェル当
たりそれぞれ１００μｌ加え、４℃で一昼夜反応させ
た。その後、ＰＢＳで１回洗浄し、Ｂ－ＰＢＳでブロッ
キングを施したものをスクリーニング用プレートとし
た。これらのウェルに１０μｇ／ｍｌに調製したモノク
ローナル抗体溶液を１００μｌ加え、室温で１時間反応
させた。ＰＢＳで洗浄した後、アルカリフォスファター
ゼ標識抗マウス免疫グロブリン抗体溶液１００μｌを加
え、室温で１時間反応させた。引き続き洗浄後、アルカ
リホスファターゼ活性をＫｉｎｄ－Ｋｉｎｇ法にて発色
させ、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍのＯＤを
測定した。その結果を縦軸にＯＤを採ったグラフとして
図３に示す。
【００４７】トランスフェリンと免疫グロブリンから成
る免疫複合体に対して高い反応を示したモノクローナル
抗体産生株（ＣＴ８６１）をトランスフェリンと免疫グ
ロブリンから成る免疫複合体に対する特異抗体（ＣＴ８
６１抗体）産生ハイブリドーマとして選抜した。該モノ
クローナル抗体産生株（ＣＴ８６１）は、独立行政法人
産業技術総合研究所  特許生物寄託センターにＦＥＲＭ
  Ｐ－１８７６２として寄託されている。
【００４８】〔実施例６〕
ＣＴ８６１抗体が血清中のトランスフェリンと免疫グロ
ブリンから成る免疫複合体を認識していることの確認
前記実施例５で選抜したモノクローナル抗体産生株（Ｃ
Ｔ８６１）の産生するＣＴ８６１抗体が血中のトランス
フェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合体を認識し
ていることを確かめるため、アルコール性肝疾患患者由
来のプール血清をゲルろ過カラム(ULTROGEL AcA34 ：商
品名：BIOSEPRA社製) クロマトグラフィーにより分画
し、ＣＴ８６１抗体を固相化したサンドイッチＥＬＩＳ
Ａで測定を行った。すなわち９６ウェルのマイクロプレ
ートにＰＢＳで１０μｇ／ｍｌに調製したＣＴ８６１抗
体を１ウェル当たりそれぞれ１００μｌ加え、４℃で一
昼夜反応させた。その後ＰＢＳで１回洗浄し、Ｂ－ＰＢ
Ｓでブロッキングを行い測定用のプレートとした。これ
らのウェルに各分画を１００μｌ加え、室温で１時間反
応させた。ＰＢＳで洗浄した後、アルカリフォスファタ
ーゼ標識抗ヒトトランスフェリン抗体溶液１００μｌを
加え、室温で１時間反応させた。引き続き洗浄した後、
アルカリフォスファターゼ活性をＫｉｎｄ－Ｋｉｎｇ法
にて発色させ、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍ
のＯＤを測定した。その結果を縦軸にＯＤを採ったグラ
フとして図４に示す。
【００４９】図４は、血清をゲルろ過カラムにかけたと
きの溶出プロファイル（実線ＯＤ２８０ｎｍ）及びＣＴ
８６１の反応する分画（破線ＯＤ４９０ｎｍ）を示した
図である。白抜き矢印はトランスフェリンの分子量域
を、黒色矢印は免疫グロブリンの分子量域を、灰色矢印
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はトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫複合
体の分子量域を示している。図４に示すようにＣＴ８６
１抗体はトランスフェリン及び免疫グロブリンの分子量
域には反応せず、トランスフェリンと免疫グロブリンか
ら成る免疫複合体の分子量域にのみ反応することが示さ
れた。ＣＴ８６１抗体は免疫複合体にのみ反応し、トラ
ンスフェリン及び免疫グロブリンには反応しないことが
確認できる。
【００５０】〔実施例７〕
ＣＴ８６１抗体を用いた肝疾患患者の同定のための臨床
試験
肝疾患患者の同定の根拠となる免疫複合体を検出するた
めに、各種の肝疾患患者（アルコール性肝疾患患者５０
検体、Ｂ型肝炎ウィルス患者２０検体、及びＣ型肝炎ウ
ィルス患者２０検体）の各パネル血清９２検体及び健常
者血清９６検体を用いてＣＴ８６１抗体を固相化したサ
ンドイッチＥＬＩＳＡで次のように測定を行った。
【００５１】すなわち９６ウェルのマイクロプレートに
ＰＢＳで１０μｇ／ｍｌに調製したＣＴ８６１抗体を１
ウェル当たりそれぞれ１００μｌ加え，４℃で一昼夜反
応させた。その後ＰＢＳで１回洗浄し、Ｂ－ＰＢＳでブ
ロッキングを行い測定用のプレートとした。これらのウ
ェルにＰＢＳで２０倍希釈した血清を１００μｌ加え、
室温で１時間反応させた。ＰＢＳで洗浄した後、アルカ
リフォスファターゼ標識抗ヒトトランスフェリン抗体溶
液１００μｌを加え、室温で１時間反応させた。引き続
き洗浄した後、アルカリホスファターゼ活性をＫｉｎｄ
－Ｋｉｎｇ法にて発色させ、マイクロプレートリーダー
で４９０ｎｍのＯＤを測定した。
【００５２】これらの測定値を用いて解析を行った結果
を図５に示す。図５－１はアルコール性肝疾患患者と健
常者の比較、図５－２はＢ型肝炎ウィルス患者と健常者
との比較、図５－３はＣ型肝炎ウィルス患者と健常者と
の比較である。図５に示すようにＣＴ８６１抗体は健常
者に比べ肝疾患患者血清に対して有意に高い反応性を示
すことが示され、本測定系が肝疾患患者と健常者を明確
に区別することが可能な測定系であることが分かる。
【００５３】〔実施例８〕
抗ヒトトランスフェリン抗体と抗ヒト免疫グロブリン抗
体を用いた肝疾患患者の同定のための臨床試験
肝疾患患者の同定の根拠となる免疫複合体を検出するた
めに、各種の肝疾患患者（アルコール性肝疾患患者５０
検体、Ｂ型肝炎ウィルス患者２０検体、Ｃ型肝炎ウィル
ス患者２０検体）の各パネル血清及び健常者血清９６検
体を用いて免疫複合体を検出するサンドイッチＥＬＩＳ
Ａで次のように測定を行った。
【００５４】すなわち、９６ウェルのマイクロプレート
に１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．２（ＰＢＳ）で１０μ
ｇ／ｍｌに調製した抗ヒトトランスフェリンポリクロー
ナル抗体溶液を１ウェル当たりそれぞれ１００μｌ加
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え，４℃で一昼夜反応させた。その後ＰＢＳで１回洗浄
し、０．５％牛血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳ
（Ｂ－ＰＢＳ）でブロッキングを行い、スクリーニング
用のプレートとした。各血清をＰＢＳで５０倍に希釈し
た溶液１００μｌをウェルに加え，室温で１時間反応さ
せた。ＰＢＳで洗浄した後、アルカリフォスファターゼ
標識抗ヒトＩｇＧ抗体（シグマ社製）溶液１００μｌを
加えて室温で１時間反応させた。洗浄後、アルカリフォ
スファターゼ活性をＫｉｎｄ－Ｋｉｎｇ法にて発色さ
せ、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍの吸光度
（ＯＤ）を測定することにより、免疫複合体を検出し
た。これらの測定値を用いて解析を行った結果を図６に
示す。図６－１はアルコール性肝疾患患者と健常者の比
較、図６－２はＢ型肝炎ウィルス患者と健常者との比
較、図６－３はＣ型肝炎ウィルス患者と健常者との比較
である。図６によれば、本測定系が肝疾患患者と健常者
を明確に区別することが可能な測定系であることが分か
る。
【００５５】〔実施例９〕
ＣＴ８６１抗体のアルコール中毒マーカーとしての有用*

14
*性
公知のアルコール中毒のマーカーとしてのγ－ＧＴＰ及
び糖鎖欠損トランスフェリン（ＣＤＴ）の測定値と、Ｃ
Ｔ８６１抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡの測定値
を、アルコール中毒患者血清５５検体及び健常者血清１
４検体を用いて次のようにして比較した。
【００５６】γ－ＧＴＰの測定は、γ－ＧＴＰ測定用試
薬（ＧＴＰ  ＨＡテストワコ－, 和光純薬社製）により
プロトコールに準じて血清中のγ－ＧＴＰ活性を測定す
ることで行った。ＣＤＴの測定は、ＣＤＴ測定試薬（%C
DT TIA Standard Version ：商品名、Ｂｉｏ－Ｒａｄ社
製）によりプロトコールに準じて血清中の全トランスフ
ェリンに占めるＣＤＴの割合 (%CDT) を測定することで
行った。表１に、ＣＴ８６１抗体を用いたサンドイッチ
ＥＬＩＳＡの測定値と、γ－ＧＴＰの測定値を陽性及び
陰性の一致率で示した。表１に示すように、γ－ＧＴＰ
が陽性の３４検体についてはＣＴ８６１抗体を用いたサ
ンドイッチＥＬＩＳＡは必ず陽性を示すことが分かる。
【００５７】
【表１】

【００５８】表１の中で、γ－ＧＴＰが陰性で且つＣＴ
８６１抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡが陽性を示
す２１検体について％ＣＤＴを測定した結果を、表２に
陽性及び陰性の一致率で示す。表２に示すように、前記
表１におけるγ－ＧＴＰ陰性で且つＣＴ８６１抗体陽性*

*の２１検体については、全て％ＣＤＴ陽性を示すアルコ
ール中毒患者検体であった。
【００５９】
【表２】

【００６０】ＣＴ８６１抗体を用いたサンドイッチＥＬ
ＩＳＡの測定値と、％ＣＤＴの測定値を、表３に陽性及
び陰性の一致率で示す。表３に示すように、％ＣＤＴが
陽性の３７検体についてはＣＴ８６１抗体を用いたサン

ドイッチＥＬＩＳＡは必ず陽性を示すことが分かる。

【００６１】
【表３】

【００６２】表３の中で、％ＣＤＴの測定値をが陰性で
且つＣＴ８６１抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡが
陽性を示す１８検体についてγ－ＧＴＰを測定した結果
を、表４に陽性及び陰性の一致率で示す。表４に示すよ

うに、ＣＴ８６１抗体陽性の１８検体についても全て、
γ－ＧＴＰ陽性のアルコール中毒患者検体であることが
分かる。
【００６３】
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【表４】

【００６４】このように、γ－ＧＴＰと％ＣＤＴの両方
或いはどちらか一方が陽性の場合、ＣＴ８６１抗体を用
いたサンドイッチＥＬＩＳＡは陽性を示し、γ－ＧＴＰ
と％ＣＤＴの両方が陰性の場合、ＣＴ８６１抗体を用い
たサンドイッチＥＬＩＳＡは陰性を示す結果が得られた
ことから、ＣＴ８６１抗体がアルコール中毒患者の診断
に有用であることが示された。
【００６５】上記６９検体を用いて各測定系についてＲ
ＯＣ曲線を描いた。図７－１は、γ－ＧＴＰ測定系のＲ
ＯＣ曲線を示す。図７－２は、％ＣＤＴの測定系のＲＯ
Ｃ曲線を示す。図７－３は、ＣＴ８６１抗体を用いたサ
ンドイッチＥＬＩＳＡのＲＯＣ曲線を示す。γ－ＧＴＰ
では図７－１の曲線下の面積が０．７９１、％ＣＤＴで
は図７－２の曲線下の面積が０．９０１であるのに対
し、ＣＴ８６１抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡで
は図７－３の曲線下の面積が０．９９８となり、ＣＴ８
６１抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡはアルコール
中毒患者の診断に優れた測定系であることが分かる。
【００６６】
【発明の効果】本発明によれば、トランスフェリンと免
疫グロブリンから成る免疫複合体に対する抗体を提供で
きるので、アルコール中毒患者或いは肝疾患患者を簡単
な手法で、精度よく同定することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【図１】実施例１で示したサンドイッチＥＬＩＳＡ法に
より、血清中に存在するトランスフェリンと免疫グロブ
リンから成る免疫複合体の量を、健常者とアルコール性
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肝疾患患者の間で比較した結果を示す図である。
【図２】血清中の全トランスフェリン分画をゲルろ過カ
ラムにかけたときの溶出プロファイル（実線ＯＤ２８０
ｎｍ）、及びトランスフェリンと免疫グロブリンから成
る免疫複合体の溶出分画（破線ＯＤ４９０ｎｍ）を示
す。
【図３】実施例５で示したＥＬＩＳＡ法により、ＣＴ８
６１がトランスフェリンと免疫グロブリンから成る免疫
複合体に特異性が高いことを示す図である。
【図４】実施例６で示した血清をゲルろ過カラムにかけ
たときの溶出プロファイル（実線ＯＤ２８０ｎｍ）及び
ＣＴ８６１の反応する分画（破線ＯＤ４９０ｎｍ）を示
した図である。
【図５】実施例７で示すＣＴ８６１を用いたサンドイッ
チＥＬＩＳＡ法が健常者と肝疾患患者を明確に区別する
測定系であることを示した図である。
【図６】実施例８で示す抗ヒトトランスフェリン抗体を
固相化し標識抗体として抗ヒト免疫グロブリンＧ抗体を
用いたサンドイッチＥＬＩＳＡが健常者と肝疾患患者を
明確に区別できる測定系であることを示した図である。
【図７】図７は、γ－ＧＴＰ測定系（図７－１）、％Ｃ
ＤＴの測定系（図７－２）、ＣＴ８６１抗体を用いたサ
ンドイッチＥＬＩＳＡ（図７－３）の各ＲＯＣ曲線を示
す図であり、ＣＴ８６１を用いたサンドイッチＥＬＩＳ
Ａがアルコール中毒患者の診断に優れた測定系であるこ
とを示す。

【図１】 【図２】
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