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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】低分子化合物が連結された、均一な性質を有す
る免疫用抗原を作製し、この抗原を用いて一定の品質の
抗体を取得すると共に、トランスサイレチンの生体内修
飾物の標準物質を作製し、それを基準として生体試料中
のトランスサイレチンの解析するシステムの提供。
【解決手段】蛋白上に不対の単一チオール基を提示した
蛋白質を利用して低分子標識用のキャリア蛋白を調製し
、この不対の単一チオール基を有するキャリア蛋白を用
いることで所望の免疫用抗原を取得して、これら抗原を
各種動物に免疫することにより、低分子化合物に対する
特異抗体が取得できる。またトランスサイレチンとして
生体中に内在する修飾物として、システイン、ホモシス
テイン、グルタチオンなどとのチオール対結合による修
飾蛋白質が調製し、人為的に作製したこれら修飾蛋白質
は、生体試料中のそれぞれの成分の標準蛋白質として使
用が可能である。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一の不対チオール基を有する天然由来の蛋白質あるいは組換え蛋白質を使用すること
を特徴とする免疫用抗原。
【請求項２】
　単一の不対チオール基を有する蛋白質がトランスサイレチン、組換えイムノグロブリン
の定常領域を含む蛋白質であることを特徴とする、請求項１の免疫用抗原。
【請求項３】
　請求項１および２の蛋白質が、哺乳動物・鳥類・両性類・魚類由来であることを特徴と
する免疫用抗原。
【請求項４】
　請求項１－３の免疫用抗原を哺乳動物・鳥類に免疫後抗血清を取得し、抗血清より抗体
を精製することを特徴とする低分子化合物を認識し、結合する抗体の作製方法。
【請求項５】
　請求項１－３の免疫用抗原を哺乳動物・鳥類に免疫後、脾臓細胞を採取し、がん細胞と
細胞融合させることを特徴とする、低分子化合物を認識し、結合する抗体を産生するハイ
ブリドーマ細胞の作製方法。
【請求項６】
　請求項５の作製方法により得たハイブリドーマを培養し、培養上清より低分子化合物を
認識し、結合する抗体を取得する抗体の作製方法。
【請求項７】
　請求項４および６で得た抗体を使用することを特徴とする、該抗体が認識し、結合する
低分子化合物を評価するための方法。
【請求項８】
　低分子化合物がシステイン、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリシン、
糖、糖鎖の中から１以上選択されるものであることを特徴とする請求項１－３の免疫用抗
原、請求項４、６、７の抗体の作製方法、請求項５のハイブリドーマ細胞の作製方法、請
求項８の試薬組成物。
【請求項９】
　低分子化合物がシステイン、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリシンの
中から１以上選択されるものであり、キャリア蛋白質がトランスサイレチンであり、また
架橋がチオール基同士の縮合によるものであることを特徴とする請求項１－３の免疫用抗
原を標準品として使用することを特徴とする、システイニルトランスサイレチン、ホモシ
ステイニルトランスサイレチン、グルタチオニルトランスサイレチン、システイニルグリ
シン化トランスサイレチンの測定方法並びに試薬組成物。
【請求項１０】
　低分子化合物が糖、糖鎖から１以上選択されるものであり、キャリア蛋白質がトランス
サイレチンであり、またトランスサイレチン配列中のシステインのチオール基と、低分子
間で架橋がされることを特徴とする請求項１－３の免疫用抗原、請求項４、６、７の抗体
の作製方法、請求項５のハイブリドーマ細胞の作製方法、請求項８の試薬組成物。
【請求項１１】
　トランスサイレチンがヒトトランスサイレチンであることを特徴とする請求項９、１０
の測定方法並びに試薬組成物。
【請求項１２】
　抗トランスサイレチン抗体を用いることを特徴とする請求項９、１１の測定方法。
【請求項１３】
　ＴＯＦ－ＭＳ装置を使用することを特徴とする請求項１２の測定方法。
【請求項１４】
　請求項１１及び１３のための試薬組成物。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、低分子化合物に対する抗体を取得するために用いる、免疫用抗原の作製方法
および免疫用抗原ならびにそれを用いた免疫方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子量数百～数千の化合物は単独では抗原性が低く、性能のよい抗体の作製が困難であ
る場合が多い。そのためそれらの化合物を認識し、結合できる抗体を得ようとする場合、
キャリアと呼ばれる、高分子と結合させた標識物が免疫用抗原として用いられる。例えば
、数十アミノ酸からなる特定のペプチド配列や、テストステロンやエストラジオールなど
の低分子化学物質は、架橋剤（リンカー）を介して高分子化合物と共有結合され、それら
の複合体がネズミや家兎などに免疫され、それらの動物の血清より目的の低分子に対する
抗体が採取される。あるいは免疫された動物の脾臓細胞、リンパ節細胞などを癌細胞と融
合してハイブリドーマ株を作製し、特異的な抗体を産生する細胞株を選定後、それらを培
養し、腹水や培養上清から抗体が採取される。各種の低分子化合物は、研究の過程あるい
は臨床診断上において計測の対象となることが多く、それらに対する抗体作製の需要は高
い。多種類かつより高性能な低分子化合物を認識する抗体作製を目指して、研究開発分野
、臨床診断分野あるいは創薬分野などで、現在も幅広く抗体作製が継続的に試みられてい
る。
【０００３】
　免疫用抗原として、均一な標識物を得ることには重要な意義がある。カサガイヘモシア
ニン（ＫＬＨ）、牛血清アルブミン（ＢＳＡ）、卵白アルブミン（ＯＶＡ）、ヒトアルブ
ミン（ＨＳＡ）、サイログロブリン（ＴＧ）などは典型的に頻用される担体蛋白質である
。これらＫＬＨ、ＯＶＡあるいはＢＳＡの蛋白表面上のアミノ基、カルボキシル基は複数
存在するが、それらに対して、活性化されたグルタルアルデヒドや、２価性リンカーを作
用させ、目的の化合物が結合される。例えばアミノ基に対しては、低分子化合物にチオー
ル基を導入し、ＭマレイミドベンゾイルＮスクシニミドエステル（ＭＢＳ：ｍ－Ｍａｌｅ
ｉｍｉｄｏｂｅｎｚｏｙｌ－Ｎ－ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ　ｅｓｔｅｒ）
等のマレイミド試薬を使用してカップリングすることが多い。またカルボキシル基に対し
ては、ＥＤＣ試薬（１－ｅｔｈｙ－３－（３－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ
）ｃａｒｂｏｄｉ　ｉｍｉｄｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）等のカルボジイミド試薬
を作用させてから低分子側のアミノ基と結合させることが多い。１蛋白質分子あたり複数
基が導入されることが一般的であるが、その数の制御は統計的なものであり、１条件で作
製される標識体中の目的低分子数は平均数で把握され、分布をもったものとして取り扱わ
れる。担体蛋白質表面上のアミノ基やカルボキシル基を利用して、そこにチオール基を導
入する試薬も市販されている。例えばＳＡＴＡ（Ｎ－スクシニミジルＳアセチルチオアセ
テート）、ＳＡＴＡ（Ｎ－スクシニミジルＳアセチルプロピオネート）、ＰＥＯ４ＳＡＴ
Ａなどがある。蛋白表面上には、結合に利用できるアミノ基、カルボキシル基が多数存在
するため、チオール基の導入数を調整することが難しい場合が多いが、チオール基導入後
このチオール基を介して低分子化合物とカップリングして目的複合物を得ることができる
。
【０００４】
　蛋白質以外にも分岐型リジンペプチドを有する高分子担体に、リジンのαあるいはε位
（側鎖中）に低分子化合物を多数導入する方法（ＭＡＰ法：Ｍｕｌｔｉｐｌｅ－Ａｎｔｉ
ｇｅｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ法）が使用されている。リジンペプチド中のアミノ基に上述のマ
レイミド試薬などを使用して、チオール基が導入された低分子化合物（有機合成で作製さ
れた低分子量ペプチドなど）が結合される。ＭＡＰ法は多数の低分子を導入し、抗原性を
高める目的で使用されているが、例えば７個の分岐型リジンを有する高分子担体には、８
個までの低分子化合物を導入することができる。
【０００５】
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【非特許文献１】Ｐ．Ｔｉｊｓｓｅｎ、「エンザイムイムノアッセイ」（１９８９年）、
東京化学同人社
【非特許文献２】多田伸彦、「モノクローナル抗体作製マニュアル」（１９９６年）、学
際企画社
【非特許文献３】高津聖志ら、「タンパク質研究のための抗体実験マニュアル」（２００
４年）、羊土社
【非特許文献４】大海忍ら、「抗ペプチド抗体実験プロトコール」第２版（２００４年）
、羊土社
【０００６】
　生体内部には多くの低分子化合物が存在し、それらのうち修飾に関与するものは、酵素
による代謝反応、レセプターの結合反応、遺伝子の発現調節、転写調節、解毒作用、生体
防御など幅広く関与している。それらの具体例としては、チオール基を有するグルタチオ
ン、システイン、ホモシステインなどの還元物質やグルコースやグルクロン酸などの糖類
、脂肪酸、イソプレノイド、ステロールなどの脂質、メチル基やアセチル基などがあり、
蛋白質や核酸を修飾する。蛋白質上の修飾を受ける官能基としては、αアミノ基、アミノ
酸側鎖のアミノ基、αカルボキシル基、アミノ酸側鎖のカルボキシル基、およびシステイ
ンの側鎖チオール基などがある。
　単体としてのグルタチオン、ホモシステイン、システインなどは栄養状態や、疾患との
関連付けにて測定される場合もあり、いくつかは臨床検査においても測定されている。こ
れらの修飾を受けた蛋白質の生体内の状態・量を知ることは、生体内の新情報として価値
があり、特定の疾患と結び付けられる可能性があり、特にそれらの修飾蛋白が疾患である
ことを示すマーカーだけでなく、疾患の前段階あるいは未病状態についてのマーカー、い
わば疾患予防マーカーとして利用できる可能性がある。
　またグルコース等も単体として、あるいは糖化蛋白として重要なマーカーとして測定さ
れている。それら糖化蛋白としてしばしば測定される代表的な項目としては、フルクトサ
ミンやヘモグロビンＡ１ｃなどがあり、広く病院検査室などで活用されている。
【０００７】
【非特許文献５】ナドルスキーら、ジャーナル　ＦＥＢＳジャーナル、２７４巻（２００
７年）５２０２－５２１０頁（Ｎａｄｏｌｓｋｉ　Ｍ．Ｊ．ｅｔ．ａｌ，ＦＥＢＳ　Ｊ．
（２００７）Ｖｏｌ．４，ｐｐ５２０２－５２１０）
【非特許文献６】ヒルら、ＩＵＢＭＢ　ライフ、５９巻（２００７年）２１－２６頁（Ｈ
ｉｌｌ　Ｂ．Ｇ．ｅｔ．ａｌ，ＩＵＢＭＢ　Ｌｉｆｅ．（２００７）Ｖｏｌ．５９，ｐｐ
２１－２６）
【非特許文献７】チュンら、メソッズ　エンザイモロジー、３９６巻（２００５年）１３
９－１５０頁（Ｃｈｕｎｇ　Ｋ．Ｋ．ｅｔ．ａｌ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．（
２００５）Ｖｏｌ．３９６，ｐｐ１３９－１５０）
【非特許文献８】モスタファら、モレキュラ　セル　バイオケム、３０２巻（２００７年
）３５－４２頁（Ｍｏｓｔａｆａ　Ａ．Ａ．ｅｔ．ａｌ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．（２００７）Ｖｏｌ．２，ｐｐ３５－４２．）
【非特許文献９】タスら、クリニカル　ケム、２巻（１９９０年）１８２５－１８３０頁
（Ｔａｓ　Ｓ．ｅｔ．ａｌ，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．（１９９０）Ｖｏｌ．２，ｐｐ３５－
４２）
【非特許文献１０】ヒュアンら、クリカル　チム　アクタ、３６６巻（２００５年）２９
３－２９８頁（Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ．（２００６）Ｖｏｌ．３６６，ｐｐ２９
３－ｐｐ２９８）
【０００８】
　生体内部に存在する前述の修飾蛋白は、均一あるいは単一の修飾ではなく、不均一な修
飾を多くの場合受けている。１蛋白上に、複数種の異なる修飾基が導入される場合もある
。たとえばヒトアルブミン蛋白は、複数の箇所に、糖化修飾を受ける場合があり、ビリル
ビンなどの修飾を受ける場合がある。またトランスサイレチンの場合、糖化修飾だけでな
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く、システイン、ホモシステイン、グルタチオンなどの修飾を受けるが、それらの個々の
比率や絶対量は生体内のシグナルとして利用できる可能性が高い。
　トランスサイレチンの立体構造は詳細に解析されており、野生型、変異体あるいはそれ
らの修飾体とアミロイドーシスとの関連につき研究がなされている。
　トランスサイレチンの１０位のアミノ酸は、未修飾のままあるいはシステイン、ホモシ
ステイン、グルタチオンなどの修飾を受けるが、チオールの修飾の場合はＳＳ結合に基づ
く。ヒトトランスサイレチンがスルホン酸により修飾された場合の知見より、１０位の位
置のシステインが蛋白質表面上にあり、修飾基は蛋白分子上に提示された状態で存在する
ことが示されている。（［図１］を参照のこと。）
【０００９】
【非特許文献１１】ガレスら、バイオチム　バイオフィズ　アクタ、１７７４巻（２００
６年）、５９－６４頁、（Ｇａｌｅｓ　Ｌ．ｅｔ．ａｌ，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ａｃｔａ，（２００７）Ｖｏｌ．１７７４，ｐｐ５９－６４．）
【００１０】
　異なる修飾を受けた蛋白質は、抗体などで分画がなされた後、ＴＯＦ－ＭＳ装置などを
用い、分子量の違いによって分析される場合がある。あるいは修飾基の部分を認識する抗
体と、蛋白質の修飾を受けていない部分を認識する抗体とを組み合わせて、定量される場
合がある。
【００１１】
【非特許文献１２】グリッケら、ビー・エム・シー　キャンサー、５巻（２００５年）、
１３３－１４１頁（Ｇｅｒｉｃｋｅ　Ｂ．ｅｔ．ａｌ，ＢＭＣ　Ｃａｎｃｅｒ（２００５
）Ｖｏｌ．５，ｐｐ１３３－１４１）
【非特許文献１３】キシカワら、ペディアトリック　リサーチ、４７巻（２０００年）４
９２－４９４頁（Ｋｉｗｈｉｗａｋｉ　Ｍ．ｅｔ．ａｌ，Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ，（２０００）Ｖｏｌ．４７，ｐｐ４９２－４９４．）
【非特許文献１４】シュバイゲルトら、プロテオーム　サイエンス、２巻（２００４年）
５－１０頁（Ｓｃｈｗｅｉｇｅｒｔ　ｅｔ．ａｌ，Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，
（２００４）Ｖｏｌ．２，ｐｐ５－１０）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
【００１３】
　低分子化合物に対する抗体を取得するための、免疫抗原として、低分子化合物を蛋白質
に標識するためには、蛋白表面上の複数の官能基を利用するため、標識数のコントールな
ど、免疫抗原の作製のコントロールは困難であり、一定のものが取得できず、特に抗血清
の作製の場合には一定の品質の抗体作製のための大きな障害となる。
　さらに標識された低分子化合物の周囲の分子環境は、標識された位置において異なり、
実質上複数の低分子化合物を標識した場合に近くなり、一定の抗体取得の妨げとなってい
た。例えば標識の対象がアミノ基である場合、アミノ基がペプチド結合末端としてあるか
、リジン、アルギニン、ヒスチジンの側鎖としてあるかの違いにより標識される低分子化
合物の周辺は大きく異なり、いずれかの部位に標識するかは、取得できる抗体の性能にも
大きく影響する。このため所定の位置に一定数の低分子化合物を導入できるキャリア蛋白
質が望まれていた。またＫＬＨなどの標識対象蛋白質は、水溶性が不十分であり、使用す
る際に効果的な免疫抗原として十分量得られない場合があった。これは標識する低分子化
合物が疎水性の場合特に顕著であった。よって標識前も標識後も十分な水溶性を安定に保
持したキャリア蛋白質が望まれていた。また低分子ペプチドや低分子化合物のアミノ基や
カルボキシル基を利用する場合、架橋時にキャリア蛋白同士の結合が生じる場合もあり、
不溶化するケースも多くみられ、その防止も望まれていた。
【００１４】
　さらに生体中で様々な修飾（システイニル化など）を受けた蛋白質で存在するトランス
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サイレチンの場合、それら個々の修飾体は生体内の変化を捉えるためのなんらかのマーカ
ーとなる可能性が高く、それらを定量するための好適な標準品が要望されるが、現時点で
は市場には存在せず簡単に入手できないという状況にある。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本願の出願人は以上の困難な点及び問題点を解決すべく鋭意努力検討した結果、以下に
関する発明を完成するに至った。すなわち本発明は、以下の（１）～（１４）に関する。
（１）　単一の不対チオール基を有する天然由来の蛋白質あるいは組換え蛋白質を使用す
ることを特徴とする免疫用抗原　に関するものであり、
（２）　単一の不対チオール基を有する蛋白質がトランスサイレチン、組換えイムノグロ
ブリンの定常領域を含む蛋白質であることを特徴とする、（１）の免疫用抗原　に関する
ものであり、
（３）　（１）および（２）の蛋白質が、哺乳動物・鳥類・両性類・魚類由来であること
を特徴とする免疫用抗原　に関するものであり、
（４）　（１）－（３）の免疫用抗原を哺乳動物・鳥類に免疫後抗血清を取得し、抗血清
より抗体を精製することを特徴とする低分子化合物を認識し、結合する抗体の作製方法　
に関するものであり、
（５）　（１）－（３）の免疫用抗原を哺乳動物・鳥類に免疫後、脾臓細胞を採取し、が
ん細胞と細胞融合させることを特徴とする、低分子化合物を認識し、結合する抗体を産生
するハイブリドーマ細胞の作製方法　に関するものであり、
（６）　（５）の作製方法により得たハイブリドーマを培養し、培養上清より低分子化合
物を認識し、結合する抗体を取得する抗体の作製方法　に関するものであり、
（７）　（４）および（６）で得た抗体を使用することを特徴とする、該抗体が認識し、
結合する低分子化合物を評価するための方法　に関するものであり、
（８）　低分子化合物がシステイン、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリ
シン、糖、糖鎖の中から１以上選択されるものであることを特徴とする（１）－（３）の
免疫用抗原、（４）、（６）の抗体の作製方法、（５）のハイブリドーマ細胞の作製方法
、（７）の試薬組成物　に関するものであり、
（９）　低分子化合物がシステイン、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリ
シンの中から１以上選択されるものであり、キャリア蛋白質がトランスサイレチンであり
、また架橋がチオール基同士の縮合によるものであることを特徴とする（１）－（３）の
免疫用抗原を標準品として使用することを特徴とする、システイニルトランスサイレチン
、ホモシステイニルトランスサイレチン、グルタチオニルトランスサイレチン、システイ
ニルグリシン化トランスサイレチンの測定方法並びに試薬組成物　に関するものであり、
（１０）　低分子化合物が糖、糖鎖から１以上選択されるものであり、キャリア蛋白質が
トランスサイレチンであり、またトランスサイレチン配列中のシステインのチオール基と
、低分子間で架橋がされることを特徴とする（１）－（３）の免疫用抗原、（４）、（６
）の抗体の作製方法、請求項５のハイブリドーマ細胞の作製方法、（７）の試薬組成物　
に関するものであり、
（１１）　トランスサイレチンがヒトトランスサイレチンであることを特徴とする（９）
、（１０）の測定方法並びに試薬組成物　に関するものであり、
（１２）　抗トランスサイレチン抗体を用いることを特徴とする（９）、（１１）の測定
方法　に関するものであり、
（１３）　ＴＯＦ－ＭＳ装置を使用することを特徴とする（１２）の測定方法　に関する
ものであり、
（１４）　（１１）及び（１３）のための試薬組成物
に関するものである。
【００１６】
　本発明における「単一の不対チオール基を有する天然由来の蛋白質」とは分子間内で縮
合した強固なチオール結合対ではなく、還元状態において対合対象のないチオール基を有
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する蛋白質のことをいう。一般に分子内のチオール結合は極めて強い還元剤の存在下にて
、１００℃近い温度にて漸く解離が認められるが、分子間のチオール結合は、ジチオスレ
イトールなど緩和な還元剤の存在下、ｐＨ６－１０付近で容易に解離させることができる
。天然の蛋白質としては、トランスサイレチン（別称プレアルブミン）があり、分子量約
２万３千の蛋白が４つからなるホモテトラマーである。それぞれのモノマー蛋白中に、１
０番目のアミノ酸としてシステインが含まれ、かつ蛋白表面に位置しており、システイン
、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリシン、糖類などの修飾を受けるか、
未修飾のまま存在している。このうちシステイン、ホモシステイン、グルタチオン、シス
テイニルグリシンで修飾されたものは、緩和な還元剤にて処理し解離させることができる
。このトランスサイレチン中のシステイン残基と同様の状態で存在している不対チオール
基を有する蛋白質であれば、トランスサイレチンに限らず本発明に使用可能である。トラ
ンスサイレチンは、生体中にある状態と同じ条件（ネイティブな状態）で使用することも
できるが、変性させて立体構造を壊した状態でも使用可能であり、必要条件として低分子
化合物と架橋する際に、蛋白中の不対のチオール基が利用できればよい。
【００１７】
　本発明における「単一の不対チオール基を有する組換え蛋白質」とは遺伝子工学的に調
製された蛋白ドメインであり、分子中に不対のチオール基（システイン）を有するものを
言い、配列には特定の制限はなく、一定の構造をとるものでも、構造をとらない状態（変
性状態）のものでもよいが、対合する分子間が解裂しておらず、単一の不対チオール基が
保持されているものであればよい。これらは前述の「単一のチオール基を有する天然由来
の蛋白質」と同様に、不対のチオール基が低分子化合物との架橋に利用することができれ
ばよい。それらのチオール基の導入は遺伝子工学的に可能である。
【００１８】
　イムノグロブリンの定常領域としては、蛋白分子中に不対チオール基が存在しうる範囲
を使用することができ、具体的には例えば、ヒンジ領域より下部の領域に相当する部分を
利用することができる。定常領域中の不対チオール基は複数とすることも可能であるが、
低分子化合物との結合比率を厳密に調整するためには、単一の不対チオール基を有するこ
とが好ましい。
　不対チオール基を有するイムノグロブリン定常領域は、各種の動物血清由来のイムノグ
ロブリンをパパインやトリプシンなどで酵素処理することによって取得できる他、遺伝子
工学的に定常領域に相当する部分の発現系を構築し、大腸菌や動物細胞を用いてイムノグ
ロブリンの定常領域のみを生産することができる。平成２０年時点おいてイムノグロブリ
ン定常領域に相当する部分をハムスター細胞などで発現できるベクターが市販されており
（ナカライテスク社取扱い）、それらを利用することもできる。これらの発現系にて目的
の蛋白質を精製した後、ジチオスレイトールなどの緩和な還元剤で、不対チオール基を遊
離状態とし、低分子化合物との標識に供することができる。
【００１９】
　使用する蛋白質の由来としては、所定の単一の不対チオール基を備えたものであれば、
特に制限はされないが哺乳動物由来のイムノグロブリン定常領域、トランスサイレチンを
使用することができる。イムノグロブリンは魚類などにも存在するため、それらの定常領
域を利用することが可能である。多量のものが準備でき、また恒常的に入手できるものと
して、ヒト、ウシ、ウマ、ウサギ、ネズミ、モルモット、イヌ、ネコなどのイムノグロブ
リン、トランスサイレチンなどを利用することができる。特にトランスサイレチンは、天
然の状態で単一の不対チオール基を有するため、最も少ない加工ステップ数にて本発明に
使用でき、好適である。
【００２０】
　本発明において使用する、標識用蛋白質中の不対チオール基と低分子化合物と架橋させ
るための架橋剤としては、ｍ－マレイミドベンジル－Ｎ－ヒロドキシスクシニミドエステ
ル、スクシニミル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボキシレ
ート以外にも同様のマレイミド試薬であれば適宜使用することができる。不対チオール基
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をマレイミド試薬と反応させた後、低分子化合物中の利用可能なアミノ基と反応させれば
よい。また低分子化合物中に利用できるチオール基がある場合には、架橋剤なしに不対チ
オール基を有する標識用蛋白質とチオール基を有する低分子化合物とを混合し、そのまま
酸化条件下となるまで攪拌するか、緩和な酸化剤を共存させて標識体を作製することがで
きる。緩和な酸化剤としては、低濃度の過ヨウ素酸カリウムや低濃度の過酸化マンガン溶
液などがある。システイン修飾物、グルタチオン（ＧＳＨ）修飾物、ホモシステイン修飾
物を作製する場合は、それぞれシスチン、ホモシスチン、酸化型グルタチオン（ＧＳＳＨ
）などを酸化剤として使用することができる。
　架橋剤の好適な使用時濃度は、それぞれによって異なるが、一般的には　数ナノモル／
ｌ　から数百ミリモル／ｌの範囲で使用することができる。好ましくは数１０ナノモル／
ｌ　から数１０ミリモル／ｌ　の範囲で使用する。反応は４－４０℃の間において設定さ
れる一定の温度調節を行いながら、数１０回転／分の低速で、ミニスターラーバーなどで
攪拌しながら行う。反応終了後は、セファデックスなどの樹脂カラムを使用するか、透析
膜を用いて脱塩し、所望の標識蛋白を分離すればよい。
【００２１】
　抗体作製の対象とされる低分子化合物としては、生体中で重要な役割を担っている、ス
テロイド系のホルモン類、サイロキシンなどの甲状腺ホルモン、種々の生理活性ペプチド
配列、芳香族系の化合物及び代謝物、治療薬として使用される薬剤化合物、脂質およびそ
れらの酸化物あるいはビスフェノール化合物やダイオキシン類など、極めて多岐多種類に
わたる。それら対象は特に制限されることはないが、前述の蛋白キャリアと架橋するため
の官能基が存在するものが好適である。しかしながら官能基が元来存在しない場合でも、
有機合成反応により所望のアミノ基、カルボキシル基などを導入することができれば、本
発明に適用できる。
【００２２】
　作製した低分子化合物標識免疫用抗原は、ネズミ、ウサギ、ヤギなど、免疫動物として
頻用されている動物種に対して使用することができる。それらの免疫方法は、［非特許文
献１］［非特許文献２］［非特許文献３］［非特許文献４］に記載された例に従うことが
できる。低分子化合物標識免疫抗原はそれ単独で、もしくはフロイントのアジュバントや
細菌類などを免疫原性の増強剤として併用することができる。
【００２３】
　特異的抗体産生細胞の選別方法としては、例えば、免疫時に使用した低分子化合物標識
抗原を、９６ウエルマイクロプレートなどに固定化し、その抗原と産生細胞の培養上清と
を反応させ、上清中の結合抗体の有無を、酵素免疫測定法などで評価する方法がある。低
分子抗原の部位に特異的に反応する抗体と、その部位以外に対する抗体との区別は、免疫
時に使用した低分子化合物とは全く異なる他の低分子化合物標識蛋白質（Ｉ）を固相とし
て使用するか、あるいは免疫時とは全く異なるキャリア蛋白を使用して作成した、同一の
低分子化合物標識蛋白（ＩＩ）を固相として使用して、同様の酵素免疫反応によって評価
すればよい。この場合免疫時に使用した低分子化合物標識抗原と反応するが、ＩまたはＩ
Ｉの蛋白質とは反応しない抗体を産生する細胞株を選択すればよい。
　選別に使用する抗原結合９６ウエルマイクロプレートの固定化方法としては、物理吸着
法、静電力を用いた方法、架橋剤を用いた方法などを採用して適用できるが、抗原固定化
時の濃度としては０．０１μｇ／ｍｌ－５０ｍｇ／ｍｌを１０－３００μｌ使用すること
ができる。さらに好ましくは０．１ｍｇ／ｍｌ－５ｍｇ／ｍｌを３０－１００μｌ使用す
ることができる。抗原固定化時の抗原の希釈緩衝液としては、ｐＨ６．５－８．０のりん
酸緩衝液や、トリス緩衝液、ｐＨ９．０の炭酸緩衝液を使用することができる。
【００２４】
　蛋白質が修飾される例としては、リン酸化、アセチル化、ユビキチン化、硫酸化、グル
コシル化、糖鎖付加、メチルグルオキサル化、ニトロ化あるいはチオール化合物の付加な
どがある。チオール化合物の付加としては、システイン化、グルタチオン（ＧＳＨ）付加
、ホモシステイン化、ニトロソチオール付加などが挙げられる。



(9) JP 2009-215273 A 2009.9.24

10

20

30

40

50

　これらの各種修飾蛋白は、生体内の状態を知る指標となり得る場合がある。例えばグル
コシル化や、ホモシステイン付加などは糖尿病などの病態と関連が知られており、各種の
疾患と修飾蛋白との対応のデータが広く研究機関、臨床現場などにおいて蓄積されている
。なおチオール化合物が付加される対象蛋白は、血清中にμｇ／ｍｌ以上の濃度で比較的
多量に存在するものであることが多く、トランスサイレチンはそのひとつである。今後も
修飾蛋白として特定の病態、疾患あるいは、疾患発症の前段階、未病ではあるが予備的段
階であることを示す、信頼に足りるマーカーが見いだされていくと予想される。しかしな
がらこれら修飾蛋白質において個々の標準物質が整備されている例は極めて少なく、生体
中のそれら修飾蛋白を定量するためには、各研究者は個別に標準物質を作製・準備しなけ
ればならないケースが多い。
【００２５】
　トランスサイレチンに修飾される低分子化合物としては、システイン、ホモシステイン
、グルタチオン、システイニルグリシンの他に、糖類、糖鎖および糖脂質、セラミドなど
生体中に存在しうるものが挙げられる。チオール基同士の酸化縮合による結合によって、
システイン、ホモシステイン、グルタチオン、システイニルグリシンで修飾された修飾物
は、緩和な還元剤にて処理することができるが、還元処理によっては、グルコースなど糖
類の修飾体を解離させることができない。糖類が結合しているトランスサイレチンの割合
は、正常な動物から採取した場合きわめて低く、低分子化合物を連結した免疫用抗原の作
製の障害とはならない。
【００２６】
　低分子化合物としての糖類は、グルコース、マンノース、シアル酸など一般的なものが
使用できる。　糖脂質としてはシアル基や硫酸基を有するガングリオシド、セラミドに糖
の結合したセレブロシドなどが使用できる。また数分子の糖からなる糖鎖を使用できる他
、多数単位の糖からなるものも適用できる。糖鎖としては、人工的に合成されたものの他
、細胞や組織などから抽出・分離された多種類の糖鎖を使用することができ、特に癌や特
定の疾患で特徴的に認められる糖鎖も使用可能である。これらの糖、糖鎖、糖脂質、セラ
ミドなどにチオール基を導入し、あるいは導入せずに前述の架橋剤を用いてトランスサイ
レチン、哺乳動物由来のイムノグロブリン定常領域と結合させることができ、それらはい
ずれも免疫用抗原として使用できる。
【００２７】
　低分子化合物を架橋した後の免疫用抗原は、高性能液体クロマトグラフィー（Ｈｉｇｈ
　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ：ＨＰＬＣ）
や、飛行時間型質量分析（Ｔｉｍｅ　ｏｆ　Ｆｌｉｇｈｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ
ｅｔｒｙ：ＴＯＦ－ＭＳ）装置などを用いて解析することができる（［非特許文献１２］
［非特許文献１３］［非特許文献１４］）。
【００２８】
　修飾された蛋白質を精製、回収方法としては、ＨＰＬＣ法などのクロマトグラフィー法
、電気泳動法、アフィニティークロマトグラフィー、ポリエチレングリコールや他のポリ
マーによる共沈法、塩析法、抗体を用いた免疫沈降法、レクチンを用いた共沈法などをそ
れぞれ単独であるいは、適宜選択組み合わせて使用することができ、目的蛋白質を純化す
ることが可能である。
【００２９】
　生体試料中より目的の蛋白を回収後、分析するシステムの例示としては、樹脂担体粒子
（例えばプロテインＧ固相化セファロースや磁性粒子など）に目的蛋白に対する特異抗体
を固定化・架橋し、次いで生体試料と接触させて抗原・抗体反応を行い、よく洗浄した後
固定化された抗体より、目的成分を酸性下にて遊離させて、その画分をＴＯＦ－ＭＳ装置
などで解析することができる。例えばヒトトランスサイレチンに対する特異的なポリクロ
ーナル抗体固定・架橋したプロテインＧセファロースを血清と反応させ、免疫沈降した画
分をＴＯＦ－ＭＳ装置で各修飾体、未修飾体を解析することができる。高分解能ＴＯＦ－
ＭＳ装置であれば、分子量の違いがわずかであっても十分分析・評価が可能であり、同一
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蛋白質の異なる種類の修飾体を分別することができる。
【００３０】
　本発明におけるＴＯＦ－ＭＳ装置としては、マトリックス支援イオン化－飛行時間型質
量分析計（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）などがある。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ法は、マ
トリックスと呼ばれるイオン化促進試薬と混合された試料にレーザーを照射することによ
って、サンプルをイオン化し、生じた各イオンを加速電圧によって運動エネルギーを与え
、高真空中のフライトチューブ内で自由飛行させ、分子量によって飛行速度が異なること
を利用して分子量測定を行うものである。また同様のシステムとして、表面増強レーザー
脱離イオン化法（ＳＥＬＤＩ）とＴＯＦ－ＭＳを組み合わせたプロテインチップシステム
（バイオラッド社）による手段も使用可能である。しかしながらこれらは例示であり、同
様の分析が可能であり、性能的に同等のものであれば特に限定されることはない。
【発明の効果】
【００３１】
　本発明は、以下に記載されるような効果を奏する。
　低分子化合物標識免疫抗原の作製時において、導入できる低分子化合物の数を１対１に
コントロールすることが可能であり、かつ蛋白質と標識される低分子化合物との立体的な
位置関係、架橋部位の周辺環境なども含めて、作製する抗原の性質を一定のものとするこ
とができる。このため免疫用抗原として一定の品質のものが再現性よく作製できる。一定
の抗原の性能は、それらによって作製される抗体性能の均一性をもたらし、一定の抗原や
それらによって作製された抗体をパーツとして構成する試薬についても品質を安定化させ
ることができる。
　また既に不対チオール基が導入された状態の蛋白質を活用するため、極めて簡便に短時
間で低分子化合物の標識ができ、免疫用抗原が取得できる。特にトランスサイレチンを利
用する場合、水溶性が高く、免疫用抗原としての利用が容易であり、また多量に調製が可
能かつ安価であるため、利便性が高い。さらに本発明により、生体中に内在する各種の修
飾型のトランスサイレチンが作製でき、それらの標準品として使用できる。さらにはそれ
ら修飾部分を認識しうる特異抗体作製が可能となる。
【本発明を実施するための最良の形態】
【００３２】
　以下、低分子化合物標識免疫用抗原ならびに生体内に存在する修飾蛋白質の標準品に関
する、本発明の実施の形態の例について具体的に説明する。本発明は下記の具体的説明に
限定されず、本発明の要旨を逸脱することない範囲において、種々の構成・変更をとりう
ることはもちろんである。
【実施例１】
【００３３】
（ヒトトランスサイレチンの還元処理）
　ヒトトランスサイレチン（カルビオケム社）５ｍｇを、１５０ｍＭ塩化ナトリウム含有
するりん酸緩衝液（ｐＨ７．２：以下ＰＢＳと略）５ｍＬに溶解した（１．５ｍＬエッペ
ンドルフチューブに１ｍＬづつ５本に分注）。
この溶液の一部をとり、ＳＥＬＤＩプロテインチップシステムを用いてＴＯＦ－ＭＳ分析
を実施した。その分析パターンを［図３］に示す。標識物に由来する複数のピークが確認
できた。次にジチオスレイトール（和光純薬社：以下ＤＴＴと略）をＰＢＳにて１００ｍ
Ｍ濃度となるよう溶解後、ＤＴＴ濃度　１０ｍＭとなるように、ＤＤＴ溶液をヒトトラン
スサイレチン溶液に添加し、チューブを１分間に６０回回転させながら、室温にて反応を
行った。反応後の溶液の一部をとり、同様にＴＯＦ－ＭＳ分析を実施したところ、システ
イン化物、ホモシステイン化物、グルタチオン化物のピークが消失し、ほぼ単一の未修飾
トランスサイレチンのピークとなることを確認した（［図４］）。
【実施例２】
【００３４】
（還元処理後の再酸化およびシスチンとの結合反応）
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［実施例１］で作製した、還元処理したヒトトランスサイレチン溶液を、セントリコン（
分子量１万カット）を用いて、４０００ＲＰＭにて遠心しＰＢＳ溶液に置換した。置換後
、内部溶液をチューブに移し、１ｍＬ容量とし、シスチン溶液（１０ｍＭ）を添加して、
室温にて終夜反応させた。反応時は［実施例１］と同様に１分間に６０回回転させた。こ
の反応後の溶液をＴＯＦ－ＭＳ解析し、システイニル化トランスサイレチンとトランスサ
イレチンに相当するピークが存在し、他の修飾体がないことを確認した。この混合物を免
疫した場合、トランスサイレチンに対する抗体と、システニル化トランスサイレチンに対
する抗体が惹起されると考えられる。反応産物はフロインドのアジュバンドと混合して、
免疫に使用できる。またこの産物および、［実施例１］で作製した還元ヒトトランスサイ
レチンをそれぞれ、９６ウェル型マイクロプレートに固相化した抗原結合プレートを用い
ることで、システイニル部を特異的に認識する抗体の選別・分別が可能である。さらにこ
のシステイニル化トランスサイレチンを基準化することで、ＳＥＬＤＩシステムや酵素免
疫測定法で定量する際の標準物質として使用することが可能である。
【実施例３】
【００３５】
（免疫沈降法とＳＥＬＤＩシステムによる分析）
　ピアス社製の免疫沈降システムキットを用いて、キット添付のプロトコールに従い、抗
トランスサイレチンウサギ抗体（ダコ　サイトメーション社製）を固定化した。固定化し
たビーズ懸濁溶液　５０μＬにヒト血清５０μＬおよびＰＢＳ　２００μＬを添加し、終
夜室温にて反応させた。反応後ビーズを２０００ＲＰＭの低速遠心にて回収し、ＰＢＳ　
２００μＬにて３回洗浄した。洗浄ビーズに１００μＬのグリシン塩酸（ｐＨ３．０）５
０ｍＭを加え、溶出される蛋白成分を２００ＲＰＭの低速遠心にてビーズから分離し、ト
リス溶液１００μＬを保持した別チューブに移して混合した。混合後の溶液をＳＥＬＤＩ
システムにてＴＯＦ－ＭＳ解析した。
　ヒト血清の操作と同時に、［実施例２］で作製した、システイニル化トランスサイレチ
ン溶液を標準品に対してアッセイを行い、そのＴＯＦ－ＭＳ解析パターンを基準として、
ヒト血清中のシステイニルトランスサイレチンを評価した。
【実施例４】
【００３６】
（低分子化合物との結合反応１）
　１ｍｇのダイライト６４９　マレイミド（ピアス社製）を１００μＬのジメチルホルム
アミドに溶解し、その溶液２０μＬを［実施例１］におけるヒトトランスサイレチン溶液
をＰＢＳに置換した溶液（１．５ｍＬチューブ内：タンパク１ｍｇ相当）１ｍＬに加え、
チューブを１分間に６０回回転させながら、室温にて反応終夜を行った。余剰のダイライ
ト６４９　マレイミドは、セントリコン上でバッファー交換することで除去し、最終的に
０．１％（Ｗ／Ｖ）アジ化ナトリウム含ＰＢＳにて置換した。得られた産物はダイライト
６４９化合物に対する抗体作製のための免疫抗原として供与した（免疫直前にアジ化ナト
リウムは除去して使用した）。
【実施例５】
【００３７】
（低分子化合物との結合反応２）
　国内のペプチド合成受託会社にて、９アミノ酸からなるＡ型インフルエンザウイルスの
ＨＡタグ配列ペプチドを委託合成した。遊離のアミノ基は最初のＮ末端チロシン残基に存
在する。このペプチド３ｍｇを３ｍＬのＰＢＳに溶解した。ｍ－マレイミドベンジル－Ｎ
－ヒロドキシスクシニミドエステル（ＭＢＳ）　２ｍｇを１００μＬ　ジメチルホルムア
ミドに溶解し、その溶液２０μＬを３ｍＬのペプチド溶液と混合し、１分間に６０回回転
させながら室温にて終夜反応を行った。さらにこの反応溶液３００μＬを、［実施例１］
におけるヒトトランスサイレチン溶液をＰＢＳに置換した溶液（１．５ｍＬチューブ内：
タンパク１ｍｇ相当）１ｍＬに加え、チューブを１分間に６０回回転させながら、室温に
て反応終夜を行った。反応後溶液中の低分子化合物は、セントリコン上でバッファー交換
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することで除去を行い、最終的に０．１％（Ｗ／Ｖ）アジ化ナトリウム含ＰＢＳにて置換
した。得られた産物はペプチド配列に対する抗体作製のための免疫抗原として供与した（
免疫直前にアジ化ナトリウムを除去して使用した）。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】標識用蛋白質（キャリア蛋白）であるヒトトランスサイレチンの立体構造（モノ
マーが２つ会合したものに相当する）を示す。黒丸は１０番目のアミノ酸であるシステイ
ンと結合できる部位を示す。
【図２】トランスサイレチンに低分子化合物Ｒを標識した時の、免疫用抗原の模式図を示
す。
【図３】ヒト血漿より調製されたたヒトトランスサイレチンのＴＯＦ－ＭＳ分析パターン
を示す。
【図４】ヒト血漿より調製されたヒトトランスサイレチンをジチオスレイトールにて還元
処理した後のＴＯＦ－ＭＳ分析パターンを示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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免疫各种动物，可以获得针对低分子量化合物的特异性抗体。 另外，作
为在体内内源性作为运甲状腺素蛋白的修饰产物，制备了通过与半胱氨
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