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(57)【要約】
　抗体作製に必要な量のｓＩＬ－２Ｒ抗原を効率よく製造する方法、及び該抗原を用いた
抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の製造方法の提供。ＳＣＣ－３細胞を培養すること、及び該細胞の培
養物から可溶性インターロイキン２レセプターを回収することを含む、可溶性インターロ
イキン２レセプターの製造方法。該方法で製造されたｓＩＬ－２Ｒで動物を免疫すること
を含む、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体の製造方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＳＣＣ－３細胞を培養すること；及び
　該細胞の培養物から可溶性インターロイキン２レセプターを回収すること、
を含む、可溶性インターロイキン２レセプターの製造方法。
【請求項２】
　ＳＣＣ－３細胞を培養して可溶性インターロイキン２レセプターを調製すること；及び
　該可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫すること、
を含む、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体の製造方法。
【請求項３】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫した動物から採取した脾臓細胞又はリンパ節由来Ｂ細胞と骨髄腫細胞とのハイ
ブリドーマを作製することをさらに含む、請求項２又は３記載の方法。
【請求項５】
　前記ＳＣＣ－３細胞をインフルエンザウイルス刺激する工程を含まない、請求項２～４
のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　ＳＣＣ－３細胞を培養して可溶性インターロイキン２レセプターを調製すること；
　該可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫すること；及び
　該免疫した動物から採取した脾臓細胞又はリンパ節由来Ｂ細胞と骨髄腫細胞とを細胞融
合すること、
を含む、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体産生ハイブリドーマの製造方法。
【請求項７】
　９２２１２（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２４）及び９２２１５Ｒ（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２
１２５）からなる群より選択される可溶性インターロイキン２レセプター抗体産生ハイブ
リドーマ。
【請求項８】
　ＳＣＣ－３細胞に産生された可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫するこ
とによって得られたことを特徴とする、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体。
【請求項９】
　モノクローナル抗体である、請求項８記載の抗体。
【請求項１０】
　請求項２～５のいずれか１項記載の方法で製造された抗可溶性インターロイキン２レセ
プター抗体を用いることを特徴とする、ヒト可溶性インターロイキン２レセプターの免疫
測定方法。
【請求項１１】
　エピトープが異なる２種類のモノクローナル抗可溶性インターロイキン２レセプター抗
体を用いたサンドイッチ免疫測定法である、請求項１０記載の免疫測定方法。
【請求項１２】
　前記サンドイッチ免疫測定法が、ラテックス免疫比濁法又はサンドイッチＥＬＩＳＡで
ある、請求項１１記載の免疫測定方法。
【請求項１３】
　請求項２～５のいずれか１項記載の方法で製造された抗可溶性インターロイキン２レセ
プター抗体を含む、ヒト可溶性インターロイキン２レセプター測定用試薬。
【請求項１４】
　ラテックス免疫比濁法又はサンドイッチＥＬＩＳＡを行うための試薬である、請求項１
３記載の試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体、及びその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　可溶性インターロイキン２レセプター（以下、ｓＩＬ－２Ｒと記す）は、Ｔ細胞の細胞
膜蛋白質であるＩＬ－２Ｒのα鎖が切り離されることで生成される可溶性形態のＩＬ－２
Ｒであり、生体の血中に存在する。ｓＩＬ－２Ｒは、ＩＬ－２との結合性を保持している
こと、及び免疫反応が活性化する感染症や各種疾患の患者において血中濃度が上昇するこ
とから、個体の免疫活性化を反映する指標として考えられている。臨床的には、ｓＩＬ－
２Ｒは、悪性リンパ腫の診断及び経過の観察のためのマーカーとして利用されている。
【０００３】
　従来、ｓＩＬ－２Ｒを測定する方法としては、異なるエピトープに対する２種類のモノ
クローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を用いた酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ法）又は化学発
光酵素免疫測定法（ＣＬＥＩＡ法）を原理とした測定試薬が開発され、体外診断薬として
販売されている。しかしながら、ＥＬＩＳＡ法は、操作が煩雑な上に測定に長時間を要す
ることが問題とされ、一方ＣＬＥＩＡ法は、専用の測定装置が必要であるという欠点を有
する。したがって、簡単、迅速かつ汎用の自動分析装置に適用可能なｓＩＬ－２Ｒ免疫測
定用試薬の開発が望まれている。
【０００４】
　さらに、より高精度なｓＩＬ－２Ｒの測定のためには、抗体の特性、抗体と固相担体と
の相性、及び抗体の非特異反応を制御して、より特異性の高いｓＩＬ－２Ｒ免疫測定用試
薬を開発する必要がある。免疫測定用試薬の開発効率向上のためには、候補となる抗ｓＩ
Ｌ－２Ｒモノクローナル抗体の選択肢をできるだけ広く獲得することが望ましい。そのた
めには、さまざまな由来のｓＩＬ－２Ｒを免疫原として、それぞれ必要量のｓＩＬ－２Ｒ
をできるだけ多く確保することが求められる。またｓＩＬ－２Ｒは、測定したｓＩＬ－２
Ｒの定量のための標準品としても重要である。したがって、抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を作製す
る際の免疫原の供給源、あるいはｓＩＬ－２Ｒ定量解析のための標準品の供給源として使
用できる、大量かつ簡便にｓＩＬ－２Ｒを供給することができる供給源が求められている
。
【０００５】
　従来の抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の作製方法に関しては、ヒト血液から採取された末梢血液単
核細胞（ＰＢＭＣ）をインフルエンザウイルスで刺激し、それを免疫原として抗体を得る
方法が報告されている（特許文献１）。しかしながら、ヒト血液由来ＰＢＭＣは大量に確
保することが困難であることから、この方法で試薬開発に必要な量の免疫原を得ることは
容易ではない。別の抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の作製方法として、リンパ腫細胞株等のＩＬ－２
Ｒを発現している細胞そのものを免疫原とする方法が報告されている（特許文献２、３）
。しかしながら、この方法は、予め細胞表面における抗体の発現を確認するため、操作が
非常に煩雑である上に、これを免疫原として得られた抗体が細胞外に切り出されたｓＩＬ
－２Ｒに反応することが保障されているものではない。また、非特許文献１には、いくつ
かのリンパ腫細胞株がｓＩＬ－２Ｒを分泌することが記載されているが、その濃度は非常
に少なく、抗体作製用の免疫原とするには不適である。一方、非特許文献２には、単球性
の非ホジキン性リンパ腫細胞株であるＳＣＣ－３が細胞表面にＩＬ－２Ｒを発現すること
が報告されているが、この細胞のｓＩＬ－２Ｒ分泌に関する報告はない。
【０００６】
　目的蛋白質に対する抗体作製に用いられる抗原として、目的蛋白質のリコンビナント蛋
白質も一般的に用いられている。しかしながら、リコンビナント抗原で免疫して作製した
モノクローナル抗体においては、検体中に含まれているｎａｔｉｖｅな目的蛋白質への反
応性が得られないことや弱いことをしばしば経験する。この現象は、リコンビナント蛋白
質がｎａｔｉｖｅな蛋白質の部分配列しか含まないこと、又は、たとえ全長配列を含む場
合であっても蛋白質の折り畳みの違いによる立体構造変化を有すること、などに起因する
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と推測されている。さらに、リコンビナント蛋白質による免疫でｎａｔｉｖｅな目的蛋白
質に反応する複数種の抗体が作製できた場合でも、該複数種の抗体間で抗原決定配列が近
傍に偏ることにより、免疫測定に必要な異なるエピトープに対する２種類のモノクローナ
ル抗体の選択肢は極端に減少する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開昭６２－７０７６１号公報
【特許文献２】特開昭６１－５６０８３号公報
【特許文献３】特開平２－１７１１９９号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｂｌｏｏｄ.２０１１；１１８，２８０９－２８２０
【非特許文献２】Ｊｐｎ.  J.  Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ.１９８６；７７，８６２－８６５
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、抗体作製に必要な量のｓＩＬ－２Ｒ抗原を効率よく製造する方法、該抗原を
用いた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の製造方法、及び該抗体を用いたｓＩＬ－２Ｒ免疫測定用試薬
の提供に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、非ホジキン性リンパ腫患者由来ヒト単球細胞であるＳＣＣ－３細胞が多
量のｓＩＬ－２Ｒを分泌すること、ならびに、ＳＣＣ－３細胞から分泌されるｓＩＬ－２
Ｒの形状がヒト血中に存在するｓＩＬ－２Ｒと一致し、かつリコンビナントｓＩＬ－２Ｒ
とは一致していないことから、該細胞が免疫原として利用するｓＩＬ－２Ｒの生産に極め
て好適であることを見出した。さらに本発明者らは、ＳＣＣ－３細胞から分泌されたｓＩ
Ｌ－２Ｒを免疫原として抗体を作製することにより、ｓＩＬ－２Ｒ免疫測定のための２種
類のモノクローナル抗体の組み合わせの選択肢を多く確保することができることを見出し
た。
【００１１】
　すなわち、本発明は、次の〔１〕～〔１３〕を提供するものである。
〔１〕ＳＣＣ－３細胞を培養すること；及び
　該細胞の培養物から可溶性インターロイキン２レセプターを回収すること、
を含む、可溶性インターロイキン２レセプターの製造方法。
〔２〕ＳＣＣ－３細胞を培養して可溶性インターロイキン２レセプターを調製すること；
及び
　該可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫すること、
を含む、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体の製造方法。
〔３〕前記抗体がモノクローナル抗体である、〔２〕記載の方法。
〔４〕前記免疫した動物から採取した脾臓細胞又はリンパ節由来Ｂ細胞と骨髄腫細胞との
ハイブリドーマを作製することをさらに含む、〔２〕又は〔３〕記載の方法。
〔５〕前記ＳＣＣ－３細胞をインフルエンザウイルス刺激する工程を含まない、〔２〕～
〔４〕のいずれか１項記載の方法。
〔６〕ＳＣＣ－３細胞を培養して可溶性インターロイキン２レセプターを調製すること；
　該可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫すること；及び
　該免疫した動物から採取した脾臓細胞又はリンパ節由来Ｂ細胞と骨髄腫細胞とを細胞融
合すること、
を含む、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体産生ハイブリドーマの製造方法。
〔７〕９２２１２（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２４）及び９２２１５Ｒ（ＮＩＴＥ　ＢＰ－
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０２１２５）からなる群より選択される可溶性インターロイキン２レセプター抗体産生ハ
イブリドーマ。
〔８〕ＳＣＣ－３細胞に産生された可溶性インターロイキン２レセプターで動物を免疫す
ることによって得られたことを特徴とする、抗可溶性インターロイキン２レセプター抗体
。
〔９〕モノクローナル抗体である、〔８〕記載の抗体。
〔１０〕〔２〕～〔５〕のいずれか１項記載の方法で製造された抗可溶性インターロイキ
ン２レセプター抗体を用いることを特徴とする、ヒト可溶性インターロイキン２レセプタ
ーの免疫測定方法。
〔１１〕エピトープが異なる２種類のモノクローナル抗可溶性インターロイキン２レセプ
ター抗体を用いたサンドイッチ免疫測定法である、〔１０〕記載の免疫測定方法。
〔１２〕前記サンドイッチ免疫測定法が、ラテックス免疫比濁法又はサンドイッチＥＬＩ
ＳＡである、〔１１〕記載の免疫測定方法。
〔１３〕〔２〕～〔５〕のいずれか１項記載の方法で製造された抗可溶性インターロイキ
ン２レセプター抗体を含む、ヒト可溶性インターロイキン２レセプター測定用試薬。
〔１４〕ラテックス免疫比濁法又はサンドイッチＥＬＩＳＡを行うための試薬である、〔
１３〕記載の試薬。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、抗体作製に必要な量のｓＩＬ－２Ｒ抗原を効率よく提供することが可
能になる。したがって、本発明によれば、より効率よい抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体作製が可能に
なるため、ｓＩＬ－２Ｒ免疫測定に好適な２種類のモノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の
組み合わせの選択肢をより多く提供することができる。さらに本発明によれば、抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体の特異性評価のための基質又はｓＩＬ－２Ｒ定量解析のための標準品として使
用することができるｓＩＬ－２Ｒを大量に提供することができる。したがって、本発明は
、効率のよいｓＩＬ－２Ｒ免疫測定用試薬の開発を可能にする。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２ＲとリコンビナントｓＩＬ－２Ｒの電気泳動解析
結果。Ａ：ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒ、Ｂ－Ｃ：市販リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ
。
【図２】ＳＣＣ－３細胞株由来ｓＩＬ－２ＲとリコンビナントｓＩＬ－２Ｒのゲル濾過ク
ロマトグラフィー解析結果。
【図３】本発明の抗体を用いたＬＴＩＡ法によるヒト血清検体中ｓＩＬ－２Ｒ濃度の測定
結果と市販キットを用いた測定結果の相関。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、ＳＣＣ－３細胞からｓＩＬ－２Ｒを製造する方法、及び、当該方法で得られ
たｓＩＬ－２Ｒを免疫原として抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を製造する方法を提供する。
【００１５】
　本発明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法は、ＳＣＣ－３細胞を培養すること、及び該細胞の培
養物から可溶性インターロイキン２レセプターを回収することを含む。したがって、本発
明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法は、より詳細にはヒトｓＩＬ－２Ｒの製造方法である。上記
本発明の方法に用いられるＳＣＣ－３細胞は、独立行政法人医薬基盤研究所ＪＣＲＢ（Ja
panese Collection of Research Bioresources）細胞バンクから入手することができる（
細胞番号ＪＣＲＢ０１１５；http://cellbank.nibio.go.jp/~cellbank/en/search_res_de
t.cgi?ID=285参照）。
【００１６】
　上記本発明の方法において、ＳＣＣ－３細胞の培養は、当該分野で一般的な方法に従っ
て行うことができる。ヒト末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）の場合と異なり、本発明の方法
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においては、培養前又は培養中の細胞に対してインフルエンザウイルス、コンカナバリン
Ａ（ＣｏｎＡ）、フィトヘムアグルチニン（ＰＨＡ）等によるｓＩＬ－２Ｒを分泌させる
ための刺激を与える必要はない。培養のための培地としては、上記ＪＣＲＢ細胞バンクで
推奨されている１０％ＦＢＳ含有ＲＰＭＩ－１６４０培地が好ましい。あるいは、培養上
清に分泌されたｓＩＬ－２Ｒを精製する際に培地中に添加したＦＢＳの影響を無くす目的
で、ＦＢＳ不含ＲＰＭＩ－１６４０培地を用いることも可能である。培養条件としては、
３７℃、５％ＣＯ2下で１～７日間が好ましい。上記手順で培養したＳＣＣ－３細胞の培
養物中には、該細胞から分泌されたｓＩＬ－２Ｒが含有されている。したがって、該培養
物、例えば、細胞を除いた培養液又は培養上清からｓＩＬ－２Ｒを回収することができる
。あるいは、該培養物から分離した細胞の溶解液からｓＩＬ－２Ｒを回収することも可能
である。さらに、上記培養液又は培養上清と上記細胞溶解液との両方からｓＩＬ－２Ｒを
回収してもよい。上記培養液又は培養上清から回収する方法が、簡便かつ効率的であるた
め好ましい。
【００１７】
　回収したｓＩＬ－２Ｒは、そのまま免疫原として用いてもよいが、好ましくは精製され
る。精製は、当該分野で通常使用される蛋白質精製手段に従って行えばよい。精製手段の
例としては、これらに限定されないが、限外濾過、電気泳動、イオン交換クロマトグラフ
ィー、疎水クロマトグラフィー、ゲルろ過、アフィニティー精製などが挙げられ、このう
ちアフィニティー精製が好ましい。
【００１８】
　上記本発明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法は、ｓＩＬ－２Ｒの生産性が高く、インフルエン
ザウイルス刺激したヒトＰＢＭＣに生産させる従来の方法（例えば特許文献１）と比べて
多量のｓＩＬ－２Ｒを確保できる。したがって、本発明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法は、抗
ｓＩＬ－２Ｒ抗体作製用の免疫原として使用するｓＩＬ－２Ｒを提供するための非常に優
れた手段であり、また、ｓＩＬ－２Ｒの定量解析用の標準品の提供手段としても非常に有
用である。
【００１９】
　本発明の抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の製造方法においては、上記の手順でＳＣＣ－３細胞から
得られたｓＩＬ－２Ｒが免疫原として用いられる。当該方法においては、上記手順で調製
されたｓＩＬ－２Ｒを免疫原として動物を免疫する。好ましくは、当該方法においては、
上記手順でＳＣＣ－３細胞の培養物から回収し、精製された精製ｓＩＬ－２Ｒを免疫原と
して動物を免疫する。あるいは、当該方法においては、該ＳＣＣ－３細胞培養物から回収
された未精製ｓＩＬ－２Ｒを免疫原として動物を免疫してもよい。またあるいは、当該方
法においては、該ＳＣＣ－３細胞培養物、その培養液若しくは培養上清、又は該培養物か
ら分離された細胞自体を免疫原として動物を免疫してもよい。
【００２０】
　本発明の抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の製造方法は、ポリクローナル抗体の製造にもモノクロー
ナル抗体の製造にも適用可能である。当該ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は
いずれも、上記免疫原で免疫した動物から、当該分野で周知の方法に従って製造すること
ができる。
【００２１】
　例えば、ポリクローナル抗体は、上記免疫原で動物を免疫し、次いで該動物から抗血清
を採取することにより製造される。必要に応じて、さらに該抗血清からポリクローナル抗
体を精製してもよい。免疫する動物としては、限定されないが、マウス、ラット、ハムス
ター、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ニワトリなどが挙げられる。
【００２２】
　モノクローナル抗体は、公知のモノクローナル抗体作製方法、例えば、長宗香明、寺田
弘共著、「単クローン抗体」廣川書店（１９９０年）や、Ｊａｍｅ　Ｗ．Ｇｏｌｄｉｎｇ
，"Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ"，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，（１９９６年）に記載された方法に従って製造することができる。よ
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り詳細には、モノクローナル抗体は、上記免疫原で動物を免疫し、次いで該動物から採取
した抗体産生細胞から目的のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを作製するこ
とにより製造される。免疫する動物としては、限定ではないが、マウス、ラットなどが挙
げられる。
【００２３】
　ポリクローナル抗体を製造する場合及びモノクローナル抗体を製造する場合のいずれに
おいても、上記動物の免疫は、当該分野で一般的な手法に従って行うことができる。該免
疫のための免疫原には、上述したＳＣＣ－３細胞培養物、その培養液若しくは培養上清、
該培養物から分離された細胞、該培養物から回収された未精製ｓＩＬ－２Ｒ、精製ｓＩＬ
－２Ｒ、又はそれらのいずれか２種以上の混合物をそのまま用いてもよく、あるいはそれ
らを通常の緩衝液若しくは生理食塩水に懸濁させた液体の形態で用いてもよい。好ましく
は、該免疫原は、免疫賦活効果を有する補液との混合物の形態であり得る。該免疫賦活効
果を有する補液としては、完全若しくは不完全フロイントアジュバンドなどが挙げられる
。該免疫原は、該動物の皮下、皮内、腹腔などに一回又は複数回投与されることが好まし
い。該免疫原の投与量は、投与経路、動物種などに応じて適宣決定されるが、好ましい投
与量は１回当たり１０μｇ～１ｍｇ程度である。
【００２４】
　モノクローナル抗体製造において、ハイブリドーマ作製に用いられる上記免疫された動
物から採取した抗体産生細胞としては、最終免疫の３～４日後に該動物から摘出された脾
臓細胞又はリンパ節由来Ｂ細胞が好適である。また、該抗体産生細胞と細胞融合させる骨
髄腫細胞（以下、「ミエローマ細胞」という）としては、既に確立されている公知の各種
ミエローマ細胞株が好ましく、例えば、マウスにおけるＮＳ１（例えば、Ｐ３／ＮＳＩ／
Ｉ－Ａｇ４－１）［Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－５１９（１９７６）］、
ＳＰ２／Ｏ（例えば、ＳＰ２／Ｏ－Ａｇ１４）［Ｎａｔｕｒｅ　２７６：２６９（１９７
８）］、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８．６５３［Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２３：１５４８（１９
７９）］、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８Ｕ．１［Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．８１：１（１９７８）］等、及びラットにおけるＹ３－Ａｇ１．２．３．［
Ｎａｔｕｒｅ　２７７：１３１－１３３（１９７９）］、ＹＢ２／Ｏ（例えば、ＹＢ２／
３ＨＬ／Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２０）［Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．７３Ｂ：
１（１９８１）］等が挙げられる。
【００２５】
　ハイブリドーマ作製における上記抗体産生細胞とミエローマ細胞との細胞融合には、通
常用いられる方法、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）法、センダイウイルス（Ｈ
ＶＪ）法などを使用することができる。細胞融合の手順は、通常の方法と同様である。例
えば、ＰＥＧ法の場合、上記ミエローマ細胞と、該ミエローマ細胞に対して約１～１０倍
（細胞数）の上記抗体産生細胞との混合ペレットに、平均分子量１０００～６０００のＰ
ＥＧを３０～６０％の濃度で滴下し、混合する。目的のモノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマの選択には、通常の選択培地、例えばヒポキサンチン、アミノプテリン及び
チミジン（以下、「ＨＡＴ」という）を含む培地を使用する。ＨＡＴ培地で培養して得ら
れたハイブリドーマを用いて、通常の限界希釈法により、目的抗体の産生株の検索及び単
一クローン化を行えばよい。目的抗体の産生株は、例えば酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬ
ＩＳＡ）、ＲＩＡなどにより、ｎａｔｉｖｅなｓＩＬ－２Ｒに反応する抗体を産生するハ
イブリドーマを選択することにより得られる。本発明により提供されるｓＩＬ－２Ｒ産生
ハイブリドーマの例としては、９２２１２（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２４）及び９２２１
５Ｒ（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２５）が挙げられる。
【００２６】
　上記通常の手順で作製した目的のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを培養
し、次いで培養上清中の抗体を回収することで、目的のモノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗
体を製造することができる。あるいは、該培養したハイブリドーマをこれと適合性のある
哺乳動物に投与し、モノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を含む腹水を回収してもよい。
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【００２７】
　本発明の抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の製造方法において、上記手順で得られたモノクローナル
又はポリクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体は、必要に応じてさらに単離又は精製されてもよ
い。抗体を単離又は精製する手段としては、従来公知の方法、例えば、硫酸アンモニウム
沈殿などの塩析、セファデックスなどによるゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィー、
プロテインＡカラム等によるアフィニティー精製などが挙げられる。
【００２８】
　好ましくは、上記本発明の方法によって得られた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体は、ｓＩＬ－２Ｒ
に対する特異性を評価される。該特異性評価には、抗体特異性を調べる一般的方法、例え
ば免疫染色（ウエスタンブロット法）、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリーなどを用いる
ことができる。
【００２９】
　上記本発明の方法によって得られた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体は、ｓＩＬ－２Ｒの免疫測定の
ための抗体として好適に使用される。したがって、本発明はまた、上記本発明の方法によ
って得られた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を用いることを特徴とするｓＩＬ－２Ｒ免疫測定方法、
及びそのための試薬を提供する。好ましくは、当該本発明の試薬は、ヒトｓＩＬ－２Ｒの
免疫測定のための試薬であり、より詳細にはヒト血中ｓＩＬ－２Ｒの免疫測定のための試
薬である。また好ましくは、当該試薬は、免疫染色（ウエスタンブロット法）、ＥＬＩＳ
Ａ、免疫比濁法（ＴＩＡ）、ラテックス免疫比濁法（ＬＴＩＡ）、エンザイムイムノアッ
セイ（ＥＩＡ）、化学発光イムノアッセイ（ＣＬＩＡ）、蛍光イムノアッセイ（ＦＩＡ）
などに基づくｓＩＬ－２Ｒの免疫測定を行うための試薬である。好ましくは、当該試薬は
、サンドイッチ免疫測定法に基づくｓＩＬ－２Ｒ測定のための試薬である。例えば、当該
試薬は、本発明の方法で得られた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体とｓＩＬ－２Ｒに親和性を有する物
質とを用いたサンドイッチＥＬＩＳＡに基づく免疫測定用試薬である。また例えば、当該
試薬は、本発明の方法で得られた、エピトープが異なる２種類のモノクローナル抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体を用いたＬＴＩＡ又はサンドイッチＥＬＩＳＡに基づく免疫測定用試薬である
。
【００３０】
　ＬＴＩＡ又はサンドイッチＥＬＩＳＡに好適な、エピトープが異なる２種類のモノクロ
ーナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体は、本発明の方法で得られた２種類のモノクローナル抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体をそれぞれ固相抗体及び検出抗体として用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ測定系
を構築し、当該系でのｓＩＬ－２Ｒの検出感度を評価することによって選択することがで
きる。
【００３１】
　本発明で提供されるｓＩＬ－２Ｒ免疫測定用試薬は、本発明の方法で得られた抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体、好ましくは、本発明の方法で得られた、エピトープが異なる２種類のモノク
ローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を含有する。必要に応じて、当該試薬はさらに、該抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体を結合するための固相担体、該抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を検出するための標識又は
標識化抗体、各種緩衝液などを含有していてもよい。また必要に応じて、該抗ｓＩＬ－２
Ｒ抗体は、固相担体に結合されていてもよい。
【００３２】
　上記本発明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法によって得られたｓＩＬ－２Ｒは、ｓＩＬ－２Ｒ
の定量解析用の標準品としても用いることができる。該定量解析の方法としては、上述し
た抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体を用いた免疫染色、ＥＬＩＳＡ、ＴＩＡ、ＬＴＩＡ、ＥＩＡ、ＣＬ
ＩＡ、ＦＩＡ、サンドイッチ免疫測定法などの免疫測定法に基づく定量解析が挙げられる
が、これらに限定されない。より詳細には、本発明のｓＩＬ－２Ｒの製造方法によって得
られたｓＩＬ－２Ｒから調製された既知濃度のｓＩＬ－２Ｒ標準品の測定値を基準に、試
験試料からの測定値を校正することで、試験試料中のｓＩＬ－２Ｒ濃度を定量する。
【実施例１】
【００３３】
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　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定されるも
のではない。
【００３４】
比較例１　リコンビナントｓＩＬ－２Ｒを免疫原としたモノクローナル抗体の作製
（１）動物への免疫
　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　α（Ｐｅｐｒ
ｏｔｅｃｈ社製；Ｃｏｄｅ：２００－０２Ｒ）を１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２；以
下、ＰＢＳという）に溶解し、フロインド完全アジュバンドを等量混合してエマルジョン
調製した。該エマルジョンを、メスのＢＡＬＢ／ｃマウス及びＦ３４４／Ｊｃｌラットの
皮下に１匹あたり５０μｇ／回の量で１週間ごとに５回注射した。その後、該マウス及び
ラットの尾静脈より採血して得た抗血清中の抗体価を、後述する抗原固相化ＥＬＩＳＡ法
にて測定した。
【００３５】
（２）血清抗体価の測定
　上記（１）で免疫抗原として用いたＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２
　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　αを０．５μｇ／ｍＬになるようＰＢＳに溶解した。該溶液５０μ
Ｌを９６穴マイクロプレートの各ウェルに分注して、室温で１時間静置した。次いで、各
ウェルを０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０を含むＰＢＳ（以下、ＰＢＳＴという）
３００μＬで３回洗浄した後、１％牛血清アルブミンを含むＰＢＳＴ（以下、ＢＳＡ－Ｐ
ＢＳＴという）２００μＬを加え、室温で１時間ブロッキングを行った。さらに各ウェル
をＰＢＳＴで３回洗浄した後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで数百倍から数万倍に希釈したマウス抗
血清５０μＬを添加し、室温で１時間静置し、次いでＰＢＳＴで３回洗浄した。その後、
マウス抗血清サンプルに対しては、７５００倍希釈したＡｎｔｉ　ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（
Ｈ＋Ｌ）Ｇｏａｔ　ＩｇＧ　ＨＲＰ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）５０μＬ
を上記各ウェルに分注し、室温で１時間静置した。ラット抗血清サンプルに対しては、Ｒ
ｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　αをウサギに免疫
して作製したポリクローナル抗体（自家作製）をビオチン標識し、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで希
釈した希釈液（ＩｇＧ含量として２．０μｇ／ｍＬ）を調製した。該希釈液５０μＬを上
記各ウェルに分注し、室温で１時間静置させ、ＰＢＳＴで３回洗浄した後、ＨＲＰ標識ス
トレプトアビジン（ＰＩＥＲＣＥ社製）のＢＳＡ－ＰＢＳＴ溶液（０．２μｇ／ｍＬ）５
０μＬを添加し、室温で３０分間静置した。
【００３６】
　次いで、各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、０．２％オルトフェニレンジアミン（
ＯＰＤ）及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）５０μＬを加え
、室温で１０分間放置後、７．７％の硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波長４
９２ｎｍにおける吸光度を測定し、抗体価を評価した。抗体価が十分に上昇していた抗血
清を産生したマウス及びラットから脾臓又はリンパ節を摘出して脾臓細胞又はリンパ節由
来細胞を調製し、ハイブリドーマ作製に用いた。
【００３７】
（３）ハイブリドーマ作製
　上記（２）で調製された脾臓細胞又はリンパ節由来細胞のいずれかとミエローマ細胞と
を細胞数で６対１の比で混合し、ポリエチレングリコールを用いた常法により細胞融合を
行った。ミエローマ細胞はＳＰ２／Ｏを用いた。得られた融合細胞は、脾臓細胞として２
．５×１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬになるようにヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジ
ン（ＨＡＴ）、ならびに１５％ウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ１６４０培地に懸濁した。該
懸濁液２００μＬを９６穴マイクロプレートの各ウェルに分注し、ＣＯ2インキュベータ
ー内で３７℃、５％ＣＯ2にて７日間培養して、融合細胞（ハイブリドーマ）を得た。
【００３８】
（４）抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイブリドーマの作製
（i）マウス由来のハイブリドーマの選別
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　ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ　Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃｏｄｅ：１１５－００５
－０７１）を１０μｇ／ｍＬになるようＰＢＳに溶解した。該溶液５０μＬを９６穴マイ
クロプレートの各ウェルに分注して、室温で１時間静置した。各ウェルを３００μＬのＰ
ＢＳＴで３回洗浄した後、２００μＬのＢＳＡ－ＰＢＳＴを加え、室温で１時間ブロッキ
ングを行った。次いで各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、２倍希釈したマウス細胞由
来ハイブリドーマの培養上清５０μＬを添加し、室温で１時間静置した。免疫用抗原であ
るＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　αをＢＳＡ－
ＰＢＳＴにて希釈し、希釈液（２５０ｎｇ／ｍＬ）を調製した。上記各ウェルをＰＢＳＴ
で３回洗浄した後、該抗原希釈液５０μＬを添加し、室温で１時間静置し、ＰＢＳＴで３
回洗浄した。Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　α
をウサギに免疫して作製した抗ｓＩＬ－２Ｒウサギポリクローナル抗体を精製し、ビオチ
ン標識して標識ポリクローナル抗体を調製し、ＢＳＡ－ＰＢＳＴにて希釈した（２μｇ／
ｍＬ）。該抗体希釈液５０μＬを上記各ウェルに添加し、室温で１時間静置し、次いでＰ
ＢＳＴで３回洗浄した後、ＨＲＰ標識ストレプトアビジン（ＰＩＥＲＣＥ社製）のＢＳＡ
－ＰＢＳＴ溶液（０．２μｇ／ｍＬ）５０μＬを添加し、室温で３０分間静置した。各ウ
ェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、０．３ｍｇ／ｍＬのテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
）及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ３．７）５０μＬを加え、室温
で１０分間放置後、７．７％の硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波長４５０ｎ
ｍにおける吸光度を測定し、抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイブリドーマの存在するウェル（
陽性ウェル）を選別した。
【００３９】
（ii）ラット由来のハイブリドーマの選別
　ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ　Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉ－ｒａｔ　ＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍ
ｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃｏｄｅ：１１２－００５－０
０８）を１０μｇ／ｍＬになるようＰＢＳに溶解した。該溶液５０μＬを９６穴マイクロ
プレートの各ウェルに分注して、室温で１時間静置した。各ウェルを、３００μＬのＰＢ
ＳＴで３回洗浄した後、２００μＬのＢＳＡ－ＰＢＳＴを加え、室温で１時間ブロッキン
グを行った。次いで、各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、２倍希釈したラット細胞由
来ハイブリドーマの培養上清５０μＬを添加し、室温で１時間静置した。免疫用抗原であ
るＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　αをＢＳＡ－
ＰＢＳＴにて希釈し、希釈液（２５０ｎｇ／ｍＬ）を調製した。各ウェルをＰＢＳＴで３
回洗浄した後、該抗原希釈液５０μＬを添加し、室温で１時間静置し、ＰＢＳＴで３回洗
浄した。Ｂｉｏｔｙｌａｔｅｄ　Ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ　ＩＬ－２Ｒα　Ｇｏａｔ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製、Ｃｏｄｅ：ＢＡＦ２２３）をＢＳＡ－ＰＢ
ＳＴで希釈した（２５０ｎｇ／ｍＬ）。該抗体希釈液５０μＬを上記各ウェルに添加し、
室温で１時間静置し、次いでＰＢＳＴで３回洗浄した後、ＨＲＰ標識ストレプトアビジン
（ＰＩＥＲＣＥ社製）のＢＳＡ－ＰＢＳＴ溶液（０．２μｇ／ｍＬ）５０μＬを添加し、
室温で３０分間静置した。各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、０．３ｍｇ／ｍＬのテ
トラメチルベンジジン（ＴＭＢ）及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ
３．７）５０μＬを加え、室温で１０分間放置後、７．７％の硫酸５０μＬを加えて酵素
反応を停止させ、波長４５０ｎｍにおける吸光度を測定し、抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイ
ブリドーマの存在するウェル（陽性ウェル）を選別した。
【００４０】
（iii）ｎａｔｉｖｅなｓＩＬ－２Ｒに反応するハイブリドーマの選別
　上記（i）及び（ii）で選別された抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイブリドーマの中から、
ｎａｔｉｖｅなｓＩＬ－２Ｒに反応するハイブリドーマを選別した。選別は、上記（i）
又は（ii）と同様の手順で行った、但し、ハイブリドーマ培養上清としては、上記陽性ウ
ェルに含まれていたものと同じハイブリドーマの培養上清を用い、また免疫用抗原として
は、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍａｎ　ｓＩＬ－２　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　αの代わり



(11) JP WO2017/057622 A1 2017.4.6

10

20

30

に、コンカナバリンＡで刺激したヒトＰＢＭＣ（ｓＩＬ－２Ｒを分泌する）の培養上清を
用いた。
【００４１】
（iv）ハイブリドーマの樹立
　上記（iii）で得られた抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイブリドーマから、限界希釈法にて
ハイブリドーマの単クローン化を行った。マウス由来で３種類（クローン番号；９２２０
１、９２２０２、９２２０３）、及びラット由来で８種類（クローン番号；９２２０４Ｒ
、９２２０５Ｒ、９２２０６Ｒ、９２２０７Ｒ、９２２０８Ｒ、９２２０９Ｒ、９２２１
０Ｒ、９２２１１Ｒ）の合計１１種類のハイブリドーマが得られた。上記ハイブリドーマ
のうち９２２０４Ｒは、出願人により、２０１５年９月２５日に独立行政法人製品評価技
術基盤機構　特許微生物寄託センター（〒292-0818千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8）に
寄託されている。
　９２２０４Ｒ：受領番号　ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２３
【００４２】
（５）サンドイッチ免疫測定に適用可能な抗体組み合わせの評価
　上記（４）で作製した１１種類のハイブリドーマのそれぞれからモノクローナル抗ｓＩ
Ｌ－２Ｒ抗体を精製し、以下に示す方法にてサンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立する抗体の
組み合わせを評価した。各モノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体をＰＢＳに溶解した（１０
μｇ／ｍＬ）。該溶液５０μＬを９６穴マイクロプレートの各ウェルに分注して、室温で
１時間静置した。各ウェルを、３００μＬのＰＢＳＴで３回洗浄した後、２００μＬのＢ
ＳＡ－ＰＢＳＴを加え、室温で１時間ブロッキングを行った。次いで各ウェルをＰＢＳＴ
で３回洗浄した後、ヒトＰＢＭＣ由来ｎａｔｉｖｅ　ｓＩＬ－２Ｒ（２０００Ｕ／ｍＬ）
を５０μＬ添加し、室温で１時間静置した。ビオチン標識した各モノクローナル抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体をＢＳＡ－ＰＢＳＴにて希釈し、希釈液（０．４μｇ／ｍＬ）を調製した。上
記各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、該抗体希釈液５０μＬを添加し、室温で１時間
静置し、ＰＢＳＴで３回洗浄した後、ＨＲＰ標識ストレプトアビジン（ＰＩＥＲＣＥ社製
）のＢＳＡ－ＰＢＳＴ溶液（０．２μｇ／ｍＬ）５０μＬを添加し、室温で３０分間静置
した。各ウェルをＰＢＳＴで３回洗浄した後、０．３ｍｇ／ｍＬのテトラメチルベンジジ
ン（ＴＭＢ）及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ３．７）５０μＬを
加え、室温で１０分間放置後、７．７％の硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波
長４５０ｎｍにおける吸光度を測定した。
【００４３】
　１１種類のモノクローナル抗体の組み合わせを評価した結果を表１に示す。なお表１で
は、各組み合わせの波長４５０ｎｍの吸光度が０．５ＯＤ未満：－、０．５ＯＤ以上：＋
＋、１．０ＯＤ以上：＋＋＋と判定した。サンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立するレベルの
吸光度変化が達成された抗体の組み合わせは、９２２０４Ｒ－９２２０５Ｒの僅か１組で
あった。
【００４４】
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【表１】

【００４５】
実施例１　ＳＣＣ－３細胞株からのｓＩＬ－２Ｒの調製
　独立行政法人　医薬基盤研究所　ＪＣＲＢ細胞バンクよりＳＣＣ－３細胞株（細胞番号
ＪＣＲＢ０１１５）を分譲し、指定の培地（１０％ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕ
ｍ（ＦＢＳ）、ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ／ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎを含むＲＰＭＩ－１６
４０）で起眠後、十分に細胞を増殖させた。増殖したＳＣＣ－３細胞を遠心分離により集
め、ＦＢＳ不含ＲＰＭＩ－１６４０にて洗浄後、細胞濃度が１×１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
となるように同培地で希釈し、３７℃にてＣＯ2インキュベーターにて７日間培養した。
その後、遠心分離により細胞を除去し、培養上清を回収した。培養上清中のｓＩＬ－２Ｒ
の濃度を市販キット（セルフリーＮ　ＩＬ－２Ｒ；協和メデックス社製）で測定した結果
、１８０００Ｕ／ｍＬと高濃度であり、免疫原や標準品の調製に十分な量のｓＩＬ－２Ｒ
を容易に確保できることが分かった。
【００４６】
比較例２　ヒトＰＢＭＣ細胞からのｓＩＬ－２Ｒの調製
　ヒトの血液からＰＢＭＣを回収し、コンカナバリンＡで刺激してｓＩＬ－２Ｒを分泌さ
せた。分泌されたｓＩＬ－２Ｒを回収し、実施例１と同様の手順で濃度を測定した。回収
されたｓＩＬ－２Ｒの濃度は、実施例１と同じ手順（セルフリーＮ　ＩＬ－２Ｒ；協和メ
デックス社製）で測定した結果、ヒト血液１ｍＬ当たり４０００Ｕであった。
【００４７】
実施例２　ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒのアフィニティー精製
　自家調製した抗ｓＩＬ－２Ｒウサギポリクローナル抗体の精製ＩｇＧを、ＣＮＢｒ－ａ
ｃｔｉｖａｔｅｄ　ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４ＦＦ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社）に結
合させ、抗体結合樹脂をカラムに詰めた。該カラムに、実施例１で得られたＳＣＣ－３細
胞培養物から回収した培養上清を通し、十分な量のＰＢＳで洗浄し、溶出バッファ（１５
０ｍＭ　ＮａＣｌを含む０．１Ｍ　Ｃｉｔｒａｔｅ－Ｎａ、ｐＨ３．０）でｓＩＬ－２Ｒ
を含むフラクションを溶出させた。該ｓＩＬ－２Ｒを含むフラクションを限外濾過フィル
ターによって濃縮後、ＰＢＳにて透析し、精製ｓＩＬ－２Ｒを得た。実施例１と同じ手順
（セルフリーＮ　ＩＬ－２Ｒ；協和メデックス社製）で精製物を定量した結果、培養上清
６Ｌから２５００００ｋＵの精製ｓＩＬ－２Ｒが得られたことが分かった。
【００４８】
実施例３　ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒを免疫原としたモノクローナル抗体の作製
（１）抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体産生ハイブリドーマの作製
　実施例２で精製したＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２ＲをＰＢＳで希釈し、フロインド完
全アジュバンドを等量混合してエマルジョンを調製した。該エマルジョンを、メスのＢＡ
ＬＢ／ｃマウス、Ｃ５７ＢＬ／６ＪＪｃｌマウス及びＦ３４４／Ｊｃｌラットの皮下に１
匹あたり５μｇ（ｓＩＬ－２Ｒ　約１０００ｋＵ相当）／回の量で１週間ごとに５回注射
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した。各マウス又はラットから得られた抗血清から、比較例１（１）～（４）と同様の手
順でハイブリドーマを作製した。ＢＡＬＢ／ｃマウス由来で１種類（クローン番号；９２
２１２）、Ｃ５７ＢＬ／６ＪＪｃｌマウス由来で１種類（クローン番号；９２２１８）、
及びＦ３４４／Ｊｃｌラット由来で６種類（クローン番号；９２２１３Ｒ、９２２１４Ｒ
、９２２１５Ｒ、９２２１６Ｒ、９２２１７Ｒ、９２２１９Ｒ）の合計８種類のハイブリ
ドーマが得られた。上記ハイブリドーマのうち９２２１２と９２２１５Ｒは、出願人によ
り、２０１５年９月２５日に独立行政法人製品評価技術基盤機構　特許微生物寄託センタ
ー（〒292-0818千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8）に寄託されている。
　９２２１２：受領番号　ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２４
　９２２１５Ｒ：受領番号　ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２１２５
【００４９】
（２）サンドイッチ免疫測定に適用可能な抗体組み合わせの評価－１
　上記（１）で作製した８種類のハイブリドーマのそれぞれからモノクローナル抗ｓＩＬ
－２Ｒ抗体を精製し、比較例１（５）と同様の方法でサンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立す
る抗体の組み合わせを評価した。８種類のモノクローナル抗体の組み合わせを評価した結
果を表２に示す。３３組の抗体の組み合わせでサンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立するレベ
ルの吸光度変化が達成された。
【００５０】
【表２】

【００５１】
（３）サンドイッチ免疫測定に適用可能な抗体組み合わせの評価－２
　比較例１で作製した１１種類の抗体と実施例３で作製した８種類の抗体を合わせた合計
１９種類のモノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体の間で、比較例１（５）と同様の方法にて
サンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立する抗体の組み合わせを評価した。結果を表３に示す。
１２２組の抗体の組み合わせでサンドイッチＥＬＩＳＡ系が成立するレベルの吸光度変化
が生じたが、そのほとんどは、少なくとも一方がＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒを免疫
原としたモノクローナル抗体である抗体の組み合わせであった。さらにＳＣＣ－３細胞由
来ｓＩＬ－２Ｒを免疫原としたモノクローナル抗体同士の組み合わせの場合、大きな吸光
度変化が生じる割合はより高くなった。以上の結果から、ＳＣＣ－３細胞株由来ｓＩＬ－
２Ｒを免疫原として作製したモノクローナル抗ｓＩＬ－２Ｒ抗体は、サンドイッチ免疫測
定用の抗体として好適であることが示された。
【００５２】
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【表３】

【００５３】
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実施例４　ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２ＲとリコンビナントｓＩＬ－２Ｒの構造比較
　実施例３の抗体組み合わせ評価の結果より、リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ蛋白質とＳＣ
Ｃ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒ蛋白質との間に構造的な違いが存在することが示唆されたこ
とから、両蛋白質を解析して構造を比較した。
【００５４】
　実施例２で調製したＳＣＣ－３細胞株由来精製ｓＩＬ－２Ｒ（サンプルＡ）、比較例１
で用いたｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社製リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ〔Ｃｏｄｅ：２００－０２
Ｒ〕（サンプルＢ）、及びＲ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ（サ
ンプルＣ）を、ＳＤＳ含有非還元条件下で煮沸処理した。各処理液をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（
４－２０％）の各レーンに、１レーン当たり約１０ｎｇアプライして電気泳動した。泳動
終了後、ゲルよりタンパク質をＰＶＤＦ膜へ転写し、Ｂｉｏｔｙｌａｔｅｄ　Ａｎｔｉ－
ｈｕｍａｎ　ＩＬ－２Ｒα　Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製
）を室温で１時間反応させ、次にＨＲＰ標識ストレプトアビジン（ＰＩＥＲＣＥ社製）を
室温で３０分間反応させた後、３，３'－ジアミノベンジジン及び過酸化水素にてＩＬ－
２Ｒ蛋白質を検出した。その結果、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒ（Ａ）とＲ／Ｄ　ｓ
ｙｓｔｅｍｓ社製リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ（Ｃ）の分子量は３０ｋＤａ付近と一致し
ていたが、Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社製リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ（Ｂ）の分子量は、４０
ｋＤａ付近と若干大きいことが確認された（図１）。
【００５５】
　さらに、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒ、リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ（ｒＩＬ－２
Ｒ；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社製及びＲ／Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製）、ヒトＰＢＭＣ由来ｓＩ
Ｌ－２Ｒ、及びｓＩＬ－２Ｒ高濃度ヒト血清をゲル濾過クロマトグラフィー解析した。各
サンプル２０００Ｕ分をゲル濾過クロマトグラフィー分離にかけ（カラム：ＨｉＬｏａｄ
１６/６０　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００［ＧＥヘルスケア］、溶離液：ＰＢＳ、流速：１ｍ
Ｌ／分）、溶出フラクションを２ｍＬずつ分取し、各フラクション中のｓＩＬ－２Ｒの存
在をサンドイッチＥＬＩＳＡで検出した。結果、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒの溶出
位置はヒト血清中ｓＩＬ－２Ｒ及びヒトＰＢＭＣ由来ｓＩＬ－２Ｒと一致していた一方、
２種類のリコンビナントｓＩＬ－２Ｒはいずれも溶出がより遅くなった（図２）。したが
って、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２ＲはｎａｔｉｖｅなヒトｓＩＬ－２Ｒと同等の構造
を有していると推定される一方で、リコンビナントｓＩＬ－２Ｒは、非変性状態でｎａｔ
ｉｖｅなヒトｓＩＬ－２Ｒと分子量に違いがあることが判明した。
【００５６】
　以上の解析結果から、リコンビナントｓＩＬ－２Ｒ蛋白質は、ヒト血清中に存在してい
るｓＩＬ－２Ｒ蛋白質と構造が異なることが判明した。この構造上の違いがリコンビナン
トは蛋白質の抗原特異性を限定し、これが原因でサンドイッチ免疫測定に不向きな抗体し
か作製できなかったという可能性が推察される。これに対し、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ
－２Ｒは、ヒト血清中に存在するｓＩＬ－２Ｒと同等の構造を有しており、抗ヒトｓＩＬ
－２Ｒ抗体作製のための免疫原としてより有効であると考えられる。
【００５７】
実施例５　ＬＴＩＡ法によるｓＩＬ－２Ｒの定量
　実施例３（３）で調べた抗体を用いた抗体の組み合わせについて、ラテックス免疫比濁
法（ＬＴＩＡ）用抗体としての適性を調べた。なお、以下の実施例において、特に言及し
ない限り、％濃度は（ｗ／ｖ）％を意味する。
【００５８】
（１）抗体担持ラテックス粒子の調製
（ａ．材料）
　抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体（９２２０４Ｒ抗体）液：０．５Ａｂｓ／ｍＬ（２
８０ｎｍ）、感作液：２０ｍＭ　ＭＯＰＳ－ＮａＯＨ（ｐＨ７．０）
　抗ｓＩＬ－２Ｒモノクローナル抗体（９２２１２抗体）液：０．５Ａｂｓ／ｍＬ（２８
０ｎｍ）、感作液：１０ｍＭ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ（ｐＨ９．０）
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　ラテックス粒子：平均粒子径０．３０７μｍ及び０．２１６μｍ
（ｂ．方法）
　上記９２２０４Ｒ抗体液と感作液で希釈した１％ラテックス粒子液（平均粒子径０．３
０７μｍ）とを等容量混合して、４℃で２時間撹拌後、混合液と等容量の１％ＢＳＡを添
加して４℃にて１時間ブロッキングした。これをＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ７．０）で透析し
て得られた液を、抗体担持ラテックス粒子溶液とした。
　同様に、上記９２２１２抗体液と感作液で希釈した１％ラテックス粒子液（平均粒子径
０．２１６μｍ）を用い、上記と同様の方法で抗体担持ラテックス粒子溶液を得た。
【００５９】
（２）ＬＴＩＡ法第１試薬の調製
　４００ｍＭの塩化ナトリウム、０．１％ＢＳＡ、０．０５％　ＰｒｏＣｌｉｎ３００を
含む３０ｍＭ　Ｃｉｔｒａｔｅ－ＮａＯＨ緩衝液（ｐＨ６．０）を調製し、第１試薬とし
た。
【００６０】
（３）ＬＴＩＡ法第２試薬の調製
　上記９２２１２抗体担持ラテックス粒子溶液と上記９２２０４Ｒ抗体担持ラテックス粒
子溶液とをラテックス粒子の含量比で１：１になるよう混合し、５ｍＭ　ＭＯＰＳ緩衝液
（ｐＨ７．０）で最終吸光度３．０ＯＤ（６００ｎｍ）に希釈して、第２試薬とした。
【００６１】
（４）ＬＴＩＡ測定
　市販キット（セルフリーＮ　ＩＬ－２Ｒ；協和メデックス社製）により予めｓＩＬ－２
Ｒの濃度を測定したヒト血清検体（ｎ＝４３）を準備した。これらの検体のｓＩＬ－２Ｒ
の濃度を、上記第１試薬と第２試薬とを用いたＬＴＩＡ法により測定した。測定には、日
立７１７０形自動分析装置を用いた。具体的には、ヒト血清検体４μＬに、上記第１試薬
１００μＬを加えて３７℃で５分間加温後、上記第２試薬１００μＬを加えて攪拌した。
その後５分間の凝集形成に伴う吸光度変化（測光ポイント：１９－３４）を、主波長５７
０ｎｍ、副波長８００ｎｍにて吸光度測定した。
【００６２】
　ＬＴＩＡ法による測定結果は、市販キットによる測定結果と高い相関性（ｒ＝０.９２
２）を示した（図３）。したがって、ＳＣＣ－３細胞由来ｓＩＬ－２Ｒを免疫原として作
製した抗体は、サンドイッチ免疫測定用抗体として好適であり、ＬＴＩＡ法への応用も可
能であることが確認された。以上のとおり、本発明により提供されるＳＣＣ－３細胞由来
ｓＩＬ－２Ｒ、及びこれを免疫原とする抗体の製造方法は、ヒトｓＩＬ－２Ｒ免疫測定用
試薬の構築に貢献する。
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