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(57)【要約】
【課題】  内分泌撹乱物質による汚染の調査を行なう場
合に、モニタリング対象として適した動物を用いて、内
分泌撹乱物質による汚染の状況の評価を行なう方法を提
供する。
【解決手段】  本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の評価
方法は、淡水ガメ由来のビテロジェニンを特異的に認識
するビテロジェニン抗体を、該ビテロジェニンの検出対
象となる淡水ガメの体液と反応させる免疫反応工程と、
ビテロジェニン抗体による免疫反応の有無を判定する免
疫反応判定工程とを含むことを特徴としている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】淡水ガメ由来のビテロジェニンを特異的に
認識するビテロジェニン抗体を、該ビテロジェニンの検
出対象となる淡水ガメの体液と反応させる免疫反応工程
と、ビテロジェニン抗体による免疫反応の有無を判定す
る免疫反応判定工程とを含むことを特徴とする内分泌撹
乱物質汚染の評価方法。
【請求項２】さらに、上記ビテロジェニン抗体による免
疫反応に基づいて、淡水ガメ体内におけるビテロジェニ
ンの産生量を定量化するビテロジェニン定量化工程を有
することを特徴とする請求項１に記載の内分泌撹乱物質
汚染の評価方法。
【請求項３】上記ビテロジェニン定量化工程は、測定し
た吸光度に基づいて、ビテロジェニン量を推定するため
の検量線を用いることにより定量化することを特徴とす
る請求項２に記載の内分泌撹乱物質汚染の評価方法。
【請求項４】上記ビテロジェニン抗体は、クサガメ由来
のビテロジェニンを抗原として認識することを特徴とす
る請求項１ないし３の何れか１項に記載の内分泌撹乱物
質汚染の評価方法。
【請求項５】上記ビテロジェニン抗体がポリクローナル
抗体であることを特徴とする請求項１ないし４の何れか
１項に記載の内分泌撹乱物質汚染の評価方法。
【請求項６】上記ビテロジェニン抗体がモノクローナル
抗体であることを特徴とする請求項１ないし４の何れか
１項に記載の内分泌撹乱物質汚染の評価方法。
【請求項７】上記ビテロジェニン抗体の免疫グロブリン
クラスが、ＩｇＧのモノクローナル抗体であることを特
徴とする請求項６に記載の内分泌撹乱物質汚染の評価方
法。
【請求項８】上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判
定する手法として、エライザ法、免疫沈降法、ウェスタ
ンブロット法、アフィニティークロマトグラフィー法の
何れかが用いられることを特徴とする請求項１ないし７
の何れか１項に記載の内分泌撹乱物質汚染の評価方法。
【請求項９】請求項１ないし８の何れか１項に記載の内
分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるモノクローナ
ル抗体であって、
淡水ガメ由来のビテロジェニンで免疫したマウス脾臓リ
ンパ球とマウスのミエローマ細胞とを融合させてなるハ
イブリドーマにより産生され、上記淡水ガメ由来のビテ
ロジェニンに特異的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項１０】請求項１ないし８の何れか１項に記載の
内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるポリクロー
ナル抗体であって、
淡水ガメ由来のビテロジェニンで免疫したウサギの免疫
血清から精製され、上記淡水ガメ由来のビテロジェニン
に特異的に結合するポリクローナル抗体。
【請求項１１】淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的
に結合するモノクローナル抗体。
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【請求項１２】上記ビテロジェニンが、クサガメ由来の
ビテロジェニンであることを特徴とする請求項１１に記
載のモノクローナル抗体。
【請求項１３】淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的
に結合するポリクローナル抗体。
【請求項１４】上記ビテロジェニンが、クサガメ由来の
ビテロジェニンであることを特徴とする請求項１３に記
載のポリクローナル抗体。
【請求項１５】請求項９、１１または１２に記載のモノ
クローナル抗体、および請求項１０、１３または１４に
記載のポリクローナル抗体の少なくとも一方の抗体を含
むことを特徴とするビテロジェニンの検出用試薬。
【請求項１６】請求項１５に記載の検出用試薬を含むこ
とを特徴とする内分泌撹乱物質汚染の評価用キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、淡水ガメのビテロ
ジェニンに対する抗体を用いた、内分泌撹乱物質汚染の
評価方法、およびこれに用いられる抗体、並びに該抗体
を用いた検出用試薬および検出キットに関するものであ
る。
【０００２】
【従来の技術】ビテロジェニン（vitellogenin）は、卵
黄タンパク前駆物質であり、エストロジェン（estroge
n）刺激により産生される。雌では性成熟後、女性ホル
モンの一種である上記エストロジェンが肝臓細胞に作用
することにより、ビテロジェニン遺伝子が発現し、ビテ
ロジェニンタンパク質が合成される。産生されたビテロ
ジェニンは、血流を経て卵巣に到達し、卵黄タンパク質
へと成熟する。
【０００３】雄においても、ビテロジェニン遺伝子は保
持されているが、通常ビテロジェニンが合成されること
はない。しかしながら、外界からエストロジェン活性を
有する物質の暴露を受けたとき、雄においてもビテロジ
ェニンが合成され、血液中に出現することが知られてい
る（Environ Health Perspect 1995 May;103 Suppl 4:1
9-25 Palmer BDら）。内分泌撹乱物質（endocrine disr
uptors）いわゆる環境ホルモンが、エストロジェン活性
を持つことはよく知られている。したがって、雄におけ
る血中ビテロジェニンの出現をモニタリングすることに
より、モニタリング対象となる生物が生息する地域にお
ける、内分泌撹乱物質による環境汚染の状況を評価する
ことができる。
【０００４】上記の環境汚染の状況を評価する方法とし
て、例えば、特開２０００－１２５８６７号公報におい
ては、コイをモニタリング対象とした淡水環境の汚染評
価方法が提案されている。上記評価方法は、コイのビテ
ロジェニンに対する抗体と、雄のコイの体液中のビテロ
ジェニンとを反応させ、この反応により測定されたビテ
ロジェニンの濃度の上昇を指標として、淡水環境の内分
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3
泌撹乱物質による汚染状況を評価する方法である。これ
によれば、コイが生息する河川、湖沼などの淡水環境の
内分泌撹乱物質による汚染状況を評価することができ
る。また、コイのビテロジェニン検出キットは、既に市
販されている。
【０００５】他に、淡水環境の内分泌撹乱物質による汚
染状況を評価する場合のモニタリング対象としては、コ
イ以外では、メダカについても報告がある。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、淡水環
境の内分泌撹乱物質による汚染状況を評価する場合、上
記従来のコイ、メダカなどの魚類は、モニタリング対象
には適さない。
【０００７】魚類は遊泳するため、生育地点または生活
水域を特定することが不確実となるという問題がある。
魚類は、内分泌撹乱物質による汚染状況の評価対象とす
る水域から他の水域に遊泳し移動してしまう可能性が大
きく、評価対象の水域における環境ホルモンの暴露を受
ける確率が低いことが予想される。また、魚類は個体が
生物として脆弱であるため、捕獲や採血、各種処置のた
めの保持により死亡することも多く、処置後に放流して
追跡調査を行なうことは困難である。さらに、環境ホル
モンによって汚染されている水域では、同時に他の毒物
により汚染されている可能性もあり、魚類は環境ホルモ
ンの影響を受ける前に、他の種類の毒物のために死亡す
ることもある。
【０００８】また、魚類は体表を通じて、または水分や
餌を摂取するときに、毒物の暴露を受けるため、このと
きの環境ホルモンの存在状態が暴露に大きく影響する。
しかしながら、環境ホルモンは水に難溶性であるため、
魚類の体表を通じて体内へ浸透してゆくことはない。環
境ホルモンは、脂溶性という性質から、水中の微粒子固
形物に結合している。環境ホルモンが結合した微粒子固
形物の多くは、河川、湖沼の底の沈殿土壌中に集積され
ている。魚類は、河川、湖沼の底の沈殿土壌中に比べ
て、環境ホルモンの存在する割合が低い水中を徘徊す
る。このため、魚類が水底の泥を積極的に取り込まない
限り、環境ホルモンの暴露を受ける確率は低いものとな
る。
【０００９】すなわち、魚類をモニタリング対象として
淡水環境の汚染状況を評価したときに、環境ホルモンの
存在が確認された場合は、評価対象としている水域の水
底の沈殿土壌中では、既に環境ホルモンによる汚染が、
ある程度進行していると推測される。したがって、魚類
をモニタリング対象とした場合、環境ホルモンによる汚
染が進行してゆく過程の早期において、環境ホルモンの
存在を判別することは困難である。
【００１０】さらに、魚類は食物連鎖上高次に位置して
おらず、上記のように追跡調査も困難であるため、環境
ホルモンの生物濃縮を調査する場合の対象としては適さ
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ない。
【００１１】本発明は、上記従来の問題点に鑑みなされ
たものであって、その目的は、強度の汚染が進んだ水域
の評価、および環境ホルモンの生物濃縮の調査を可能と
し、また、環境ホルモンによる汚染を測定する期間の長
期化、並びに環境ホルモンによる汚染に関する測定デー
タの精度の向上を図り得る淡水環境の内分泌撹乱物質汚
染の評価方法を提供することにある。
【００１２】
【課題を解決するための手段】本発明者は、強度の汚染
が進んだ水域の評価、および環境ホルモンの生物濃縮の
調査を可能とし、また、環境ホルモンによる汚染を測定
する期間の長期化、並びに環境ホルモンによる汚染に関
する測定データの精度の向上を図り得る内分泌撹乱物質
汚染の評価方法を提供する目的から、淡水ガメのビテロ
ジェニンに対するモノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体を作製した。その結果、淡水環境の内分泌撹乱
物質による汚染状況を評価する場合において、淡水ガメ
をモニタリング対象とすることが可能となり、本発明を
完成させるに至った。
【００１３】第一に、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染
の評価方法は、淡水ガメ由来のビテロジェニンを特異的
に認識するビテロジェニン抗体を、該ビテロジェニンの
検出対象となる淡水ガメの体液と反応させる免疫反応工
程と、ビテロジェニン抗体による免疫反応の有無を判定
する免疫反応判定工程とを含むことを特徴としている。
【００１４】また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の
評価方法は、上記の内分泌撹乱物質汚染の評価方法にお
いて、さらに、上記ビテロジェニン抗体による免疫反応
に基づいて、淡水ガメ体内におけるビテロジェニンの産
生量を定量化するビテロジェニン定量化工程を有するこ
とを特徴としている。
【００１５】さらに、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染
の評価方法は、上記の内分泌撹乱物質汚染の評価方法に
おいて、上記ビテロジェニン定量化工程が、測定した吸
光度に基づいて、ビテロジェニン量を推定するための検
量線を用いることにより定量化することを特徴としてい
る。
【００１６】上記の発明によれば、淡水環境の内分泌撹
乱物質いわゆる環境ホルモンによる汚染状況を評価する
場合において、強度の汚染が進んだ水域でも生息できる
淡水ガメをモニタリング対象とするため、魚類による調
査が困難であった水域の汚染状況のデータを得ることが
可能となる。
【００１７】上記強度の汚染が進んだ水域とは、例え
ば、環境ホルモンおよび他の種類の毒物により汚染され
ていて、魚類が生存困難な水域をいう。淡水ガメは、生
活廃水中や環境ホルモンが蓄積されている河川、湖沼の
土壌沈殿槽においても、生息かつ繁殖する能力がある。
【００１８】また、淡水ガメは、水底の泥中を徘徊する
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性質があり、魚類が影響を受けにくい河川、湖沼の水底
の土壌沈殿槽中に存在する環境ホルモンの影響を受けや
すい。このため、環境ホルモンによる淡水環境の汚染状
況を評価する場合に、モニタリング対象を淡水ガメとす
ることにより、環境ホルモンによる汚染が進行してゆく
過程の早期において、環境ホルモンの存在を判別するこ
とが可能になる。
【００１９】さらに、淡水ガメは、特定の水域に固着す
る性質があり、１０年以上の寿命をもち、年齢も同定で
き、また、採血や実験処置にも強く、処置後放流するこ
とが可能である。これによって、淡水ガメを汚染評価の
モニタリング対象とすると、評価対象の水域において、
長期間に渡り個体ごとの定期的な調査が行なえるため、
汚染状況を長期間測定することが容易になり、より精度
の高い測定データが得られる。
【００２０】また、淡水ガメは雑食性であり、魚類と比
較して食物連鎖上高次に位置しており、上述のように長
期間の定期的調査を行なえることから、環境ホルモンの
生物濃縮の調査も可能となる。
【００２１】したがって、淡水環境の内分泌撹乱物質い
わゆる環境ホルモンによる汚染状況を調査する場合にお
いて、強度の汚染が進んだ水域の評価、および環境ホル
モンの生物濃縮の調査を可能とし、また、環境ホルモン
による汚染を測定する期間の長期化、並びに環境ホルモ
ンによる汚染に関する測定データの精度の向上を図り得
る内分泌撹乱物質汚染の評価方法を提供することができ
る。
【００２２】本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の評価方
法は、さらに、下記ａ）～ｄ）の何れかの上記ビテロジ
ェニン抗体の特徴によって特定されるものであってもよ
い。
ａ）クサガメ由来のビテロジェニンを抗原として認識す
る。
ｂ）ポリクローナル抗体である。
ｃ）モノクローナル抗体である。
ｄ）免疫グロブリンクラスが、ＩｇＧのモノクローナル
抗体である。
【００２３】上記の発明のａ）によれば、淡水環境の内
分泌撹乱物質の汚染状況を評価する場合に、モニタリン
グ対象をクサガメとすることができる。
【００２４】また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の
評価方法は、上記の内分泌撹乱物質汚染の評価方法にお
いて、上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判定する
手法として、エライザ法、免疫沈降法、ウェスタンブロ
ット法、アフィニティークロマトグラフィー法の何れか
が用いられることを特徴としている。
【００２５】上記の発明によれば、上記の何れかの免疫
反応を判定する手法により、ビテロジェニン抗体による
免疫反応の有無を判定することがでる。
【００２６】第二に、本発明に係るモノクローナル抗体
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は、上記内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるモ
ノクローナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジェ
ニンで免疫したマウス脾臓リンパ球とマウスのミエロー
マ細胞とを融合させてなるハイブリドーマにより産生さ
れ、上記淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合
することを特徴としている。
【００２７】また、本発明に係るポリクローナル抗体
は、上記内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるポ
リクローナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジェ
ニンで免疫したウサギの免疫血清から精製され、上記淡
水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合することを
特徴としている。
【００２８】さらに、本発明に係るモノクローナル抗体
としては、例えば、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特
異的に結合するモノクローナル抗体や、上記ビテロジェ
ニンが、クサガメ由来のビテロジェニンであるモノクロ
ーナル抗体が挙げられる。
【００２９】また、本発明に係るポリクローナル抗体と
しては、例えば、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異
的に結合するポリクローナル抗体や、上記ビテロジェニ
ンが、クサガメ由来のビテロジェニンであるポリクロー
ナル抗体が挙げられる。
【００３０】第三に、本発明に係るビテロジェニンの検
出用試薬は、上記のモノクローナル抗体および上記のポ
リクローナル抗体の少なくとも一方の抗体を含むことを
特徴としている。
【００３１】また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の
評価用キットは、上記のビテロジェニンの検出用試薬を
含むことを特徴としている。
【００３２】
【発明の実施の形態】本発明の実施の一形態について図
１～図５に基づいて説明すれば、以下の通りである。な
お、本発明はこれに限定されるものではない。
【００３３】本発明者は、内分泌撹乱物質による汚染の
調査を行なう場合に、モニタリング対象として適した動
物を用いて、内分泌撹乱物質による汚染の状況の評価を
行なう方法を確立する目的で、淡水ガメのビテロジェニ
ン（Vitellogenin：VTG）に対する抗体を作製した。
【００３４】本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染の評価
方法は、淡水ガメ由来のビテロジェニンを特異的に認識
するビテロジェニン抗体を、該ビテロジェニンの検出対
象となる淡水ガメの体液と反応させる免疫反応工程と、
ビテロジェニン抗体による免疫反応の有無を判定する免
疫反応判定工程とを有する。
【００３５】ビテロジェニンは、卵黄タンパク前駆物質
であり、図１に示すように、分子量約２１４，０００
（２１４ｋＤａ）のポリペプチド鎖２本からなるホスホ
リポグリコプロテインである。図１には、淡水ガメの一
種であるクサガメ由来のビテロジェニン（ＶＴＧ）の分
子量を示した。図１のＭＷＭは、分子量マーカを示す。



(5) 特開２００３－２６２６３３

10

20

30

40

50

7
【００３６】淡水ガメとしては、例えば、ニホンイシガ
メ、ミシシッピアカミミガメ、クサガメが挙げられる。
クサガメは、他の種の淡水ガメと比較して個体数が多
く、そのため捕獲量も多い。また、汚染の進んだ環境か
ら、清浄な環境でも生息でき、汚染が進んでも他の流域
に拡散逃避することもなく、毒物への耐性も強いため、
汚染の調査を行なう場合のモニタリング対象として適し
ている。
【００３７】本実施の形態においては、例えば、クサガ
メを用いるが、その他の淡水ガメを用いても実施可能で
ある。以下、各工程について詳細に説明する。
【００３８】まず、免疫反応工程においては、従来公知
のエライザ法（ELISA：enzyme-linked immunosorbent a
ssay、酵素結合免疫吸着定量法）を好適に用いて、淡水
ガメの体液に、ビテロジェニンが含まれているか否かを
確認する。具体的には、上記ビテロジェニン抗体を市販
のエライザプレートにコーティングし、洗浄し、ブロッ
キングした後に、淡水ガメから血液を採取して、遠心分
離にかけて調製した血清を適宜希釈し、上記エライザプ
レートの各ウェルに加え、反応させる。
【００３９】次に、免疫反応判定工程においては、上記
ビテロジェニン抗体に結合し、発色基質により発色する
ように標識した二次抗体、例えば、ＨＲＰ（horseradis
h peroxidase：ホースラディッシュペルオキシダーゼ）
標識抗体を用いて上記免疫反応工程の判定を行なう。具
体的には、上記免疫反応工程の反応後に上記エライザプ
レートを洗浄し、ＨＲＰ標識抗体を上記エライザプレー
トに加え、反応させる。該反応後、上記エライザプレー
トを洗浄し、上記エライザプレートに発色基質として、
この場合、例えば、過酸化水素およびｏ－フェニレンジ
アミン（o-phenylenediamine）を加え、反応させる。該
反応における発色の有無により、淡水ガメの体液に、ビ
テロジェニンが含まれているか否かを判定することがで
きる。換言すれば、上記免疫反応判定工程は、エライザ
法の発色工程である。
【００４０】また、上記免疫反応判定工程の発色反応
後、市販のプレートリーダを用いて、各ウェルの発色強
度を測定することによって、より正確に免疫反応を判定
することができる。
【００４１】さらに、上記免疫反応工程においては、上
記ビテロジェニン抗体を２種類用いることも可能であ
る。例えば、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に
結合するモノクローナル抗体（monoclonal antibody：m
Ab）と、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合
するポリクローナル抗体（polyclonal antibody：pAb）
とを組み合わせて用いることができる。また、例えば、
クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノ
クローナル抗体と、クサガメ由来のビテロジェニンに特
異的に結合するポリクローナル抗体とを組み合わせて用
いることができる。
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【００４２】上記免疫反応工程に上記ビテロジェニン抗
体を２種類用いる場合は、従来公知のサンドイッチエラ
イザ（Sandwich ELISA）法を好適に用いることができ
る。サンドイッチエライザ法は、免疫検定系に用いられ
る２種類の一次抗体のうちの一方をエライザプレートに
固定する。このエライザプレートに固定する側の一次抗
体を固相化抗体とする。サンドイッチエライザ法の免疫
検定系には、エライザプレート上に固定して用いる固相
化抗体と、二次抗体が結合する側の一次抗体との２種類
の一次抗体を用いる。
【００４３】上記免疫反応工程に淡水ガメ由来のビテロ
ジェニンに特異的に結合するモノクローナル抗体と、淡
水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポリク
ローナル抗体とを組み合わせて用いる場合、どちらを固
相化抗体としても構わない。
【００４４】例えば、上記免疫反応工程において、上記
クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポリ
クローナル抗体を固相化抗体として用い、上記クサガメ
由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノクローナ
ル抗体を二次抗体が結合する側の抗体として用いるサン
ドイッチエライザ法は、次のように行なう。
【００４５】まず、固相化抗体として用いる上記クサガ
メ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポリクロー
ナル抗体を、市販のエライザプレートにコーティング
し、固相化する。固相化後、上記エライザプレートを洗
浄し、ブロッキングする。次に、クサガメから血液を採
取し、遠心分離にかけて調製した血清を上記エライザプ
レートに加える。これにより、固相化抗体の上記ポリク
ローナル抗体とクサガメ由来のビテロジェニンとを反応
させる。該反応後、上記エライザプレートを洗浄し、上
記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモ
ノクローナル抗体を、上記エライザプレートに加える。
これにより、固相化抗体に結合したクサガメ由来のビテ
ロジェニンと、二次抗体が結合する側の一次抗体である
上記モノクローナル抗体とを反応させる（免疫反応工
程）。該反応後、上記エライザプレートを洗浄し、次
に、発色基質として、市販のＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ
抗体（Anti-Mouse IgG-HRP）を上記エライザプレートに
加え、上記モノクローナル抗体と反応させる。該反応
後、上記エライザプレートを洗浄し、過酸化水素および
ｏ－フェニレンジアミンを、上記エライザプレートに加
え、免疫反応の有無を判定する（免疫反応判定工程）。
【００４６】上記サンドイッチエライザ法のように、上
記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポ
リクローナル抗体を固相化抗体として用いる場合をシス
テム１（Sandwich ELISA System I）とする（図２参
照）。
【００４７】また、例えば、上記免疫反応工程におい
て、上記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合
するモノクローナル抗体を固相化抗体として用い、上記
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9
クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポリ
クローナル抗体を二次抗体が結合する側の抗体として用
いるサンドイッチエライザ法は、次のように行なう。
【００４８】上記クサガメ由来のビテロジェニンに特異
的に結合するモノクローナル抗体を固相化抗体として用
い、上記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合
するポリクローナル抗体を二次抗体が結合する側の抗体
として用い、市販のＨＲＰ標識抗ラビットＩｇＧ抗体
（Anti-Rabbit IgG-HRP）を発色基質として用いる以外
は、上記システム１と同様にして、免疫反応工程および
免疫反応判定工程を行なう。
【００４９】上記サンドイッチエライザ法のように、上
記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するポ
リクローナル抗体を二次抗体が結合する側の抗体として
用いる場合をシステム２（Sandwich ELISA System II）
とする（図３参照）。
【００５０】また、上記免疫反応工程の前に、例えば、
淡水ガメから血液を採取し、遠心分離にかけて血清を調
製し、この血清を試料として用いて、ＳＤＳ（sodium d
odecyl sulfate：ドデシル硫酸ナトリウム）ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（polyacrylamide gel electroph
oresis：ＰＡＧＥ）を行ない、泳動後、ウェスタンブロ
ット法（Western blotting）により、上記ビテロジェニ
ン抗体との反応性を確認する免疫反応試行工程を加えて
もよい。すなわち、泳動後、ゲル上のタンパク質をニト
ロセルロース膜に転写し、タンパク質が転写された上記
ニトロセルロース膜と、上記ビテロジェニン抗体とを作
用させて、その反応の有無を確認する。
【００５１】上記反応の有無の確認は、上記ビテロジェ
ニン抗体に結合し、発色基質により発色するように標識
した二次抗体、例えば、ＨＲＰ標識抗体を用いる。発色
基質を加え、発色の有無により、淡水ガメの体液に、ビ
テロジェニンが含まれているか否かを免疫反応工程前に
あらかじめ確認することができる。
【００５２】また、複数の上記ビテロジェニン抗体があ
る場合、その中からどの抗体を使用するかを選別すると
きの指標に、上記免疫反応試行工程を用いてもよい。
【００５３】本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染の評価
方法は、さらに、上記ビテロジェニン抗体による免疫反
応に基づいて、淡水ガメ体内におけるビテロジェニンの
産生量を定量化するビテロジェニン定量化工程を有す
る。
【００５４】上記ビテロジェニン定量化工程は、測定し
た吸光度（Absorbance）に基づいて、ビテロジェニン量
を推定するための検量線を用いることにより定量化す
る。
【００５５】定量化工程においては、淡水ガメ体内にお
けるビテロジェニンの産生量を定量化するために、例え
ば、吸光度からビテロジェニンの量を推定することがで
きる検量線を用いる。上記免疫反応判定工程の発色時
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に、吸光度をプレートリーダにより測定する。この吸光
度の値を上記検量線の式に代入して、淡水ガメ体内にお
けるビテロジェニンの産生量を算出する。
【００５６】上記検量線は、精製した淡水ガメ由来のビ
テロジェニンを段階希釈したものと、一定濃度の上記ビ
テロジェニン抗体とを用いて、上記免疫反応工程および
上記免疫反応判定工程を実施し、発色時の吸光度をプレ
ートリーダにより測定し、その測定値に基づいて作製す
ることができる。
【００５７】また、上記検量線としては、例えば、図４
および図５に示す検量線（後述の実施例参照）を用いて
もよい。図４および図５に示す検量線を用いる場合、上
記免疫反応判定工程の発色時に、市販のプレートリーダ
により４５０ｎｍで吸光度を測定する。図４および図５
の縦軸は、上記プレートリーダによる４５０ｎｍでの測
定値を示し、横軸はビテロジェニン濃度を示す。
【００５８】図４の検量線を用いる場合は、上記システ
ム１を実施する。このシステム１においては、上記クサ
ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノクロ
ーナル抗体のうち、ACVTG－５（後述の実施例参照）を
上記二次抗体が結合する側の抗体として用いる。
【００５９】また、図５の検量線を用いる場合は、上記
システム２を実施する。このシステム２においては、上
記クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモ
ノクローナル抗体のうち、上記ACVTG－５を上記固相化
抗体として用いる。
【００６０】また、本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染
の評価方法に用いられる上記ビテロジェニン抗体は、ク
サガメ由来のビテロジェニンを抗原として認識する抗体
であることが好ましい。
【００６１】さらに、本実施の形態の内分泌撹乱物質汚
染の評価方法に用いられる上記ビテロジェニン抗体は、
ポリクローナル抗体であってもよい。
【００６２】また、本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染
の評価方法に用いられる上記ビテロジェニン抗体は、モ
ノクローナル抗体であってもよい。さらに、上記ビテロ
ジェニン抗体の免疫グロブリンクラス（immunoglobulin
 class）が、ＩｇＧのモノクローナル抗体であることが
好ましい。
【００６３】また、本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染
の評価方法の上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判
定する手法として、エライザ法、免疫沈降法、ウェスタ
ンブロット法、アフィニティークロマトグラフィー法の
何れかが用いられる。
【００６４】免疫反応を判定する手法としてエライザ法
を用いる場合、上述のように、淡水ガメの体液中にビテ
ロジェニンが存在するか否かを、上記ビテロジェニン抗
体と上記ＨＲＰ標識抗体とを用いた免疫反応の有無から
判定する。
【００６５】免疫反応を判定する手法として免疫沈降法
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を用いる場合、淡水ガメの血液から調製した血清中に、
上記ビテロジェニン抗体を添加し、さらに抗ＩｇＧ抗体
をアガロースビーズに固相化したものを添加する。反応
後、上記アガロースビーズを洗浄し、血清中に含まれて
いたビテロジェニンを抽出する。この抽出液をＳＤＳ－
ＰＡＧＥ用の試料とし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行ない、分
子量が一致するか否かにより目的のビテロジェニンであ
るか否かを判定してもよい。さらに、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
後、ウェスタンブロットを行ない、抗原抗体反応の結果
から目的の淡水ガメ由来のビテロジェニンであるか否か
を判定してもよい。
【００６６】免疫反応を判定する手法としてアフィニテ
ィークロマトグラフィー法を用いる場合、不溶性の支持
体に上記ビテロジェニン抗体を結合して、カラムに詰め
特異的吸着体すなわち抗体カラムを作製する。淡水ガメ
の血液から調製した血清を上記抗体カラムを通過させる
ことにより、該抗体カラムに目的の淡水ガメ由来のビテ
ロジェニンが吸着する。その後、上記抗体カラムに結合
しないものをカラムからすべて洗浄し、通過溶液のタン
パク質濃度測定により、通過溶液中にタンパク質がない
ことを確認する。次に、例えば、ｐＨを２．５から３．
０に調製した０．２Ｍグリシン緩衝溶液、またはクエン
酸緩衝溶液、もしくはチオシアン化カリウム、チオシア
ン化ナトリウムを含んだリン酸緩衝溶液（PBS）などの
溶出溶液を、上記抗体カラムに添加することにより、該
カラムに結合していた淡水ガメ由来のビテロジェニンを
遊離させて溶出する。この溶出液のタンパク質濃度測定
により、一過性のピークが得られる。これにより溶出液
中にタンパク質があることが確認できる。
【００６７】上記溶出液中のタンパク質をＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ用の試料とし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行ない、分子量
が一致するか否かにより目的のビテロジェニンであるか
否かを判定してもよい。さらに、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後、
ウェスタンブロットを行ない、抗原抗体反応の結果から
目的の淡水ガメ由来のビテロジェニンであるか否かを判
定してもよい。
【００６８】さらに、本実施の形態のモノクローナル抗
体は、上記内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられる
モノクローナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジ
ェニンで免疫したマウス脾臓リンパ球とマウスのミエロ
ーマ細胞とを融合させてなるハイブリドーマにより産生
され、上記淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結
合する。
【００６９】また、本実施の形態のポリクローナル抗体
は、上記内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるポ
リクローナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジェ
ニンで免疫したウサギの免疫血清から精製され、上記淡
水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合する。
【００７０】さらに、本実施の形態のモノクローナル抗
体は、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合す
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るモノクローナル抗体であって、上記ビテロジェニン
が、クサガメ由来のビテロジェニンであることがより好
ましい。
【００７１】また、本実施の形態のポリクローナル抗体
は、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合する
ポリクローナル抗体であって、上記ビテロジェニンが、
クサガメ由来のビテロジェニンであることがより好まし
い。
【００７２】本実施の形態のモノクローナル抗体および
ポリクローナル抗体は、淡水ガメまたはクサガメ由来の
ビテロジェニンタンパク質、それらのフラグメントまた
はその他の誘導体、あるいはそれらのアナログ、もしく
はそれらを発現する細胞を免疫原として用いることによ
りを産生することができる。これらは通常の免疫操作、
またはハイブリドーマ法（Kohler,G. and Milstein,C.,
 Nature 256,495-497（1975））、トリオーマ法、ヒト
Ｂ－細胞ハイブリドーマ法（Kozbor, Immunology Today
 4, 72（1983））およびＥＢＶ－ハイブリドーマ法（Mo
noclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Lis
s, Inc.,77-96（1985））などにより行なわれる。
【００７３】さらに、本実施の形態のビテロジェニンの
検出用試薬は、上記モノクローナル抗体、および上記ポ
リクローナル抗体の少なくとも一方を含む。
【００７４】本実施の形態のビテロジェニンの検出用試
薬に用いられるモノクローナル抗体およびポリクローナ
ル抗体は、１Ｍ～１０Ｍの公知の緩衝溶液（ｐＨ７～
８）で希釈して、０．００１μｇ／ｍＬ～１μｇ／ｍＬ
の濃度にし、内分泌撹乱物質汚染の評価用試薬として用
いることができる。緩衝溶液としては、例えば、リン酸
緩衝溶液（PBS）、トリス緩衝溶液、グリシン緩衝溶液
などが挙げられる。
【００７５】また、上記緩衝溶液中に、例えば、市販の
グリセロールなどを成分として含むものとしてもよい。
【００７６】また、本実施の形態の内分泌撹乱物質汚染
の評価用キットは、上記検出用試薬を含む。
【００７７】上記検出用試薬に用いられるモノクローナ
ル抗体およびポリクローナル抗体は、例えば、担体に固
定化して使用することができる。担体としては、市販の
セファロースなどのゲルろ過剤製品が挙げられる。ま
た、例えば、上記検出用試薬に用いられるモノクローナ
ル抗体またはポリクローナル抗体を担体に結合させ、緩
衝液中に分散させ、またはカラムに詰めることにより使
用することができる。
【００７８】また、上記内分泌撹乱物質汚染の評価用キ
ットの、例えば、説明書には、この評価用キットに用い
られているモノクローナル抗体およびポリクローナル抗
体を使用した場合に、測定した吸光度に基づいて、ビテ
ロジェニン量を推定するための検量線が示されている。
【００７９】また、上記内分泌撹乱物質汚染の評価用キ
ットは、さらに、例えば、市販のグリセロール、牛血清
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アルブミン、ゲラチン、スキムミルク（Difco社製）、
ブロックエース（雪印乳業社製）などのブロッキング用
の試薬を含んでいてもよい。
【００８０】
【実施例】以下、実施例および図１、図２、図６～図１
０に基づいて本発明をより具体的に説明するが、本発明
はこれに限定させるものではない。なお、実施例にて用
いたビテロジェニンは次に示すようにして精製した。ま
た、実施例にて用いたポリクローナル抗体およびモノク
ローナル抗体は、次に示すようにして作成した。さら
に、抗体価の評価は次に示すようにして行なった。
【００８１】〔クサガメ由来のビテロジェニンの精製
例〕雌のクサガメの腹腔内に、エストロジェン作用を有
する市販の１７β－エストラジオールを、コーンオイル
に希釈（１μｇ／カメ体重ｇ）し、これを０．１ｍＬ、
１日１回７日間注射し、その後、最初の注射日から数え
て２１日目まで、１日置きに同量を注射した。最後の注
射日の翌日、すなわち２２日目に全採血し、血漿を採取
した。分離した血漿５ｍＬに２０ｍＭのEDTA（ethylene
diaminetetraacetic acid：エチレンジアミン四酢酸）
溶液を２０ｍＬ加え、攪拌した。次に、０．５ＭのＭｇ
Ｃｌ

2
 を１．６ｍｌ加え穏やかに攪拌し、その後、遠心

分離によって沈殿を形成させた。上澄みを捨て、遠心分
離によって生じた沈殿に、１ＭのＮａＣｌを含んだ５０
ｍＭのTris－ＨＣｌ緩衝溶液を３ｍＬ加えて沈殿を溶解
し、その後、遠心分離によって再度沈殿を形成させた。
上澄みを捨て、遠心分離によって生じた沈殿に、上記１
ＭのＮａＣｌを含んだ５０ｍＭのTris－ＨＣｌ緩衝溶液
を３ｍＬ加えて沈殿を再度溶解した。
【００８２】この溶解液について、市販のSepharose-6B
を用いたゲル濾過クロマトグラフィーを行ない、単一の
ピークを回収することにより、精製クサガメビテロジェ
ニンを得ることができた。この精製物の一部を試料とし
て用いて、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動を行
なった。この結果、クサガメ由来のビテロジェニンは、
図１に示すように、分子量約２１４，０００のタンパク
質であることが確認された。
【００８３】〔ポリクローナル抗体の作製例〕抗原とす
る上記精製クサガメビテロジェニン１ｍｇ／ｍＬと、等
量の市販のFreundのアジュバントとを混合してエマルジ
ョンを作製し、ウサギの背中皮内に１ｍＬ／匹ずつ免疫
した。３週間おきに追加免疫（１ｍＬ／匹）を行なっ
た。最終の３回目の免疫は、上記アジュバントを混合せ
ず、上記精製クサガメビテロジェニン１ｍｇ／ｍＬのみ
を０．５ｍｌ注射した。最終免疫を行なってから１週間
後に採血を行ない、血清を採取した。この血清を、市販
のアフィニティークロマトグラフィー、proteinＡカラ
ムに添加し、精製した。
【００８４】〔モノクローナル抗体の作製例〕市販のマ
ウス由来のミエローマ細胞（X63.Ag.653）と、クサガメ
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由来のビテロジェニンで免疫したBALB／ｃマウスの脾臓
細胞とをポリエチレングリコール法によって、細胞融合
したのち、ＨＡＴ選択を行なった。エライザ法によるス
クリーニングで抗体産生陽性細胞群を選び、それら細胞
群についてクローニングを行ない、抗体産生ハイブリド
ーマを確立した。ハイブリドーマをマウス腹腔内に移植
して腹水を採取し、市販のアフィニティークロマトグラ
フィー、proteinＧカラムを用いて精製モノクローナル
抗体とした。クサガメ由来のビテロジェニンに特異的に
結合するモノクローナル抗体は、４種類確立した。それ
ぞれをACVTG－１、ACVTG－３、ACVTG－４、ACVTG－５と
名づけた。
【００８５】〔抗体価の評価〕前記抗体の抗体価を、エ
ライザ法を用いて評価した。
【００８６】上記作製したクサガメ由来のビテロジェニ
ンに特異的に結合するポリクローナル抗体のエライザ抗
体価の評価方法を以下に具体的に説明する。
【００８７】１０μｇ／ｍＬのクサガメ由来のビテロジ
ェニンを含むリン酸緩衝溶液（PBS）を１００μＬ／wel
l市販のエライザプレートに加え、４℃で一晩静置し、
固相化した。抗体溶液を除去した後、０．０５％Tween2
0を含んだPBSで２回洗浄し、１０％のスキムミルク（Di
fco社製）を含んだPBSを２００μＬ／well加え、３７℃
で１時間放置し、ブロッキングした。この後、一次抗体
として、０．０５％Tween20を含んだPBSで段階希釈した
上記ポリクローナル抗体を１００μＬ／well上記エライ
ザプレートに加え、３７℃で１時間反応させた。上記と
同様の洗浄操作を５回繰り返した後、さらに、二次抗体
として、０．０５％Tween20を含んだPBSで３０００倍に
希釈したＨＲＰ標識抗ウサギＩｇＧ抗体（Bio-Rad社
製）を１００μＬ／well上記エライザプレートに加え、
３７℃で１時間反応させた。次に、０．００６％過酸化
水素を含んだ０．４ｍｇ／ｍＬのｏ－フェニレンジアミ
ン（o-phenylenediamine）水溶液を上記エライザプレー
トに１５０μＬ／well加え、３７℃で３０分間発色反応
を行ない、市販のプレートリーダにより４５０ｎｍで吸
光度を測定した。
【００８８】この結果を図６に示す。上記ポリクローナ
ル抗体の１００ｎｇ／ｍＬにおけるエライザ抗体価は、
４５０ｎｍの吸光度を測定した結果、３．００となっ
た。図６の縦軸は、上記プレートリーダによる４５０ｎ
ｍでの測定値を示し、横軸は、上記ポリクローナル抗体
の濃度を示す。
【００８９】上記作製したクサガメ由来のビテロジェニ
ンに特異的に結合するモノクローナル抗体のエライザ抗
体価の評価方法を以下に具体的に説明する。
【００９０】一次抗体として、０．０５％Tween20を含
むPBSで段階希釈した上記モノクローナル抗体ACVTG－１
を用い、また、二次抗体として、０．０５％Tween20を
含むPBSで３０００倍に希釈したＨＲＰ標識抗マウスＩ
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ｇＧ抗体を用いた以外は、上記ポリクローナル抗体のエ
ライザ抗体価の評価方法と同様にして、上記モノクロー
ナル抗体のエライザ抗体価を測定した。また、上記モノ
クローナル抗体ACVTG－３、ACVTG－４、ACVTG－５につ
いても、上記ポリクローナル抗体のエライザ抗体価の評
価方法と同様にして、エライザ抗体価を測定した。
【００９１】この結果を図７に示す。上記モノクローナ
ル抗体ACVTG－１、ACVTG－３、ACVTG－４、ACVTG－５の
１００ｎｇ／ｍＬにおけるそれぞれのエライザ抗体価
は、市販のプレートリーダを用いて４５０ｎｍで吸光度
を測定した結果、表１に示す値となった。図７の縦軸
は、上記プレートリーダによる４５０ｎｍでの測定値を
示し、横軸は、上記モノクローナル抗体の濃度を示す。
【００９２】また、上記モノクローナル抗体ACVTG－
１、ACVTG－３、ACVTG－４、ACVTG－５の免疫グロブリ
ンサブクラス（immunoglobulin subclass）は、全てマ
ウスＩｇＧ

1
であった。表１にクサガメ由来のビテロジ

ェニンに特異的に結合するモノクローナル抗体の諸性状
を示した。
【００９３】
【表１】

【００９４】〔モノクローナル抗体と抗原との反応性の
確認〕精製したクサガメ由来のビテロジェニンを試料と
して用い、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動を行
ない、その後、ウェスタンブロット法により、上記４種
のモノクローナル抗体のクサガメ由来のビテロジェニン
との反応性を確認した。図８に示すように、ACVTG－５
が特に強い反応を示し、ACVTG－４だけが反応を示さな
かった。
【００９５】〔実施例１〕クサガメ由来のビテロジェニ
ンを抗原とし、上記ポリクローナル抗体を固相化抗体と
して用い、上記モノクローナル抗体のうちACVTG－１を
二次抗体が結合する側の抗体として用い、サンドイッチ
エライザ法（システム１）を行なった（図２参照）。
【００９６】具体的には、上記ポリクローナル抗体を１
０μｇ／ｍＬ含むPBSを１００μＬ／well市販のエライ
ザプレートに加え、４℃で一晩コーティングした。抗体
溶液を除去した後、０．０５％Tween20を含むPBSで２回
洗浄し、１０％のスキムミルク（Difco社製）を含んだP
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BSを２００μＬ／well上記エライザプレートに加え、３
７℃で１時間放置し、ブロッキングした。PBSで段階希
釈した精製したクサガメ由来のビテロジェニンを１００
μＬ／well上記エライザプレートに加え、３７℃で１時
間反応させた。上記と同様の洗浄操作を５回繰り返した
後、上記ACVTG－１を１μｇ／ｍＬ含むPBSを１００μＬ
／wellずつ加え、３７℃で１時間反応させた。
【００９７】上記と同様の洗浄操作を５回繰り返した
後、０．０５％Tween20を含んだPBSで３０００倍に希釈
したＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体（Bio-Rad社製）を
１００μＬ／well上記エライザプレート加え、３７℃で
１時間反応させた。次に、０．００６％過酸化水素を含
んだ０．４ｍｇ／ｍＬのｏ－フェニレンジアミン（o-ph
enylenediamine）水溶液を上記エライザプレートに１５
０μＬ／well加え、３７℃で３０分間発色反応を行な
い、市販のプレートリーダにより４５０ｎｍで吸光度を
測定した。この結果を、図９に示す。
【００９８】図９の縦軸は、上記プレートリーダによる
４５０ｎｍでの測定値を示し、横軸はビテロジェニン濃
度を示す。
【００９９】〔実施例２〕上記二次抗体が結合する側の
抗体として、上記モノクローナル抗体のうちACVTG－３
を用いた以外は、前記実施例１と同様にして、本発明に
係る評価方法を実施した。その結果を、図９に示す。
【０１００】〔実施例３〕上記二次抗体が結合する側の
抗体として、上記モノクローナル抗体のうちACVTG－４
を用いた以外は、前記実施例１と同様にして、本発明に
係る評価方法を実施した。その結果を、図９に示す。
【０１０１】〔実施例４〕上記二次抗体が結合する側の
抗体として、上記モノクローナル抗体のうちACVTG－５
を用いた以外は、前記実施例１と同様にして、本発明に
係る評価方法を実施した。その結果を、図９に示す。
【０１０２】〔実施例５〕クサガメ由来のビテロジェニ
ンを抗原とし、上記モノクローナル抗体のうちACVTG－
１を固相化抗体として用い、上記ポリクローナル抗体を
二次抗体が結合する側の抗体として用い、サンドイッチ
エライザ法（システム２）を行なった（図３参照）。
【０１０３】具体的には、上記ACVTG－１を１０μｇ／
ｍＬ含むPBSを１００μＬ／well市販のエライザプレー
トに加え、４℃で一晩コーティングした。抗体溶液を除
去した後、０．０５％Tween20を含むPBSで２回洗浄し、
１０％のスキムミルク（Difco社製）を含んだPBSを２０
０μＬ／well上記エライザプレートに加え、３７℃で１
時間放置し、ブロッキングした。PBSで段階希釈した精
製したクサガメ由来のビテロジェニンを１００μＬ／we
ll上記エライザプレートに加え、３７℃で１時間反応さ
せた。上記と同様の洗浄操作を５回繰り返した後、上記
ポリクローナル抗体を１μｇ／ｍＬ含むPBSを１００μ
Ｌ／well上記エライザプレートに加え、３７℃で１時間
反応させた。
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【０１０４】上記と同様の洗浄操作を５回繰り返した
後、０．０５％Tween20を含んだPBSで３０００倍に希釈
したＨＲＰ標識抗ラビットＩｇＧ抗体（Bio-Rad社製）
を１００μＬ／well上記エライザプレート加え、３７℃
で１時間反応させた。次に、０．００６％過酸化水素を
含んだ０．４ｍｇ／ｍＬのｏ－フェニレンジアミン（o-
phenylenediamine）水溶液を上記エライザプレートに１
５０μＬ／well加え、３７℃で３０分間発色反応を行な
い、市販のプレートリーダにより４５０ｎｍで吸光度を
測定した。この結果を、図１０に示す。
【０１０５】図１０の縦軸は、上記プレートリーダによ
る４５０ｎｍでの測定値を示し、横軸はビテロジェニン
濃度を示す。
【０１０６】〔実施例６〕上記固相化抗体として、上記
モノクローナル抗体のうちACVTG－３を用いた以外は、
前記実施例５と同様にして、本発明に係る評価方法を実
施した。その結果を、図１０に示す。
【０１０７】〔実施例７〕上記固相化抗体として、上記
モノクローナル抗体のうちACVTG－４を用いた以外は、
前記実施例５と同様にして、本発明に係る評価方法を実
施した。その結果を、図１０に示す。
【０１０８】〔実施例８〕上記固相化抗体として、上記
モノクローナル抗体のうちACVTG－５を用いた以外は、
前記実施例５と同様にして、本発明に係る評価方法を実
施した。その結果を、図１０に示す。
【０１０９】上記の結果より、クサガメ由来のビテロジ
ェニンを抗原として作製した上記モノクローナル抗体お
よび上記ポリクローナル抗体は、クサガメ体液中のビテ
ロジェニンの有無を判定する場合に利用することができ
る。よって、淡水環境の内分泌撹乱物質による汚染状況
を評価する場合において、クサガメをモニタリング対象
とすることができる。
【０１１０】また、システム１においては、二次抗体が
結合する側の抗体としてACVTG－５を用いた前記実施例
４の場合、最も良好に少量のビテロジェニンを捕捉した
（図９参照）。ACVTG－５を用いた場合、最少検出ビテ
ロジェニン濃度は、１０ｎｇ／ｍＬであり、１００ｎｇ
／ｍＬまで優れた直線性を示す検量線が得られた（図４
参照）。
【０１１１】さらに、システム２においては、固相化抗
体としてACVTG－５を用いた前記実施例８の場合、最も
良好に少量のビテロジェニンを捕捉した（図１０参
照）。ACVTG－５を用いた場合、最少検出ビテロジェニ
ン濃度は、１ｎｇ／ｍＬであり、５０ｎｇ／ｍＬまで優
れた直線性を示す検量線が得られた（図５参照）。
【０１１２】
【発明の効果】本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の評価
方法は、以上のように、淡水ガメ由来のビテロジェニン
を特異的に認識するビテロジェニン抗体を、該ビテロジ
ェニンの検出対象となる淡水ガメの体液と反応させる免
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疫反応工程と、ビテロジェニン抗体による免疫反応の有
無を判定する免疫反応判定工程とを含むものである。好
ましくは、上記ビテロジェニン抗体による免疫反応に基
づいて、淡水ガメ体内におけるビテロジェニンの産生量
を定量化するビテロジェニン定量化工程を有するもので
ある。
【０１１３】また、上記ビテロジェニン定量化工程は、
測定した吸光度に基づいて、ビテロジェニン量を推定す
るための検量線を用いることにより定量化するものであ
る。
【０１１４】さらに、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染
の評価方法は、上記ビテロジェニン抗体が、クサガメ由
来のビテロジェニンを抗原として認識するものである。
また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の評価方法は、
上記ビテロジェニン抗体がポリクローナル抗体である。
さらに、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の評価方法
は、上記ビテロジェニン抗体がモノクローナル抗体であ
り、好ましくは、免疫グロブリンクラスが、ＩｇＧのモ
ノクローナル抗体である。
【０１１５】また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の
評価方法は、上記免疫反応判定工程では、免疫反応を判
定する手法として、エライザ法、免疫沈降法、ウェスタ
ンブロット法、アフィニティークロマトグラフィー法の
何れかが用いられるものである。
【０１１６】本発明に係るモノクローナル抗体は、上記
内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるモノクロー
ナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジェニンで免
疫したマウス脾臓リンパ球とマウスのミエローマ細胞と
を融合させてなるハイブリドーマにより産生され、上記
淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するもの
である。
【０１１７】また、本発明に係るポリクローナル抗体
は、上記内分泌撹乱物質汚染の評価方法に用いられるポ
リクローナル抗体であって、淡水ガメ由来のビテロジェ
ニンで免疫したウサギの免疫血清から精製され、上記淡
水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合するもので
ある。
【０１１８】さらに、本発明に係るモノクローナル抗体
は、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合する
モノクローナル抗体であり、好ましくは、上記ビテロジ
ェニンが、クサガメ由来のビテロジェニンであるモノク
ローナル抗体である。
【０１１９】また、本発明に係るポリクローナル抗体
は、淡水ガメ由来のビテロジェニンに特異的に結合する
ポリクローナル抗体であり、好ましくは、上記ビテロジ
ェニンが、クサガメ由来のビテロジェニンであるポリク
ローナル抗体である。
【０１２０】それゆえ、本発明に係る内分泌撹乱物質汚
染の評価方法は、淡水環境の内分泌撹乱物質いわゆる環
境ホルモンによる汚染状況を調査する場合において、強
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度の汚染が進んだ水域の評価、および環境ホルモンの生
物濃縮の調査を可能とし、また、環境ホルモンによる汚
染を測定する期間の長期化、並びに環境ホルモンによる
汚染に関する測定データの精度の向上を図り得るという
効果を奏する。
【０１２１】さらに、本発明に係るビテロジェニンの検
出用試薬は、上記のモノクローナル抗体および上記のポ
リクローナル抗体の少なくとも一方の抗体を含むもので
ある。
【０１２２】また、本発明に係る内分泌撹乱物質汚染の
評価用キットは、上記のビテロジェニンの検出用試薬を
含むものである。
【０１２３】それゆえ、上記の発明のビテロジェニンの
検出用試薬および内分泌撹乱物質汚染の評価用キット
は、上記の内分泌撹乱物質汚染の評価方法に記載の効果
と同様の効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【図１】ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動－ウェ
スタンブロット法により、クサガメビテロジェニンの分
子量を確認した実験結果を示す図面代用写真である。
【図２】本発明に係るサンドイッチエライザ法を用いた
ビテロジェニンの定量法であるシステム１を示す模式図
である。
【図３】本発明に係るサンドイッチエライザ法を用いた
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ビテロジェニンの定量法であるシステム２を示す模式図
である。
【図４】上記システム１において、本発明に係るクサガ
メ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノクロー
ナル抗体ACVTG－５を用いたときのビテロジェニン検量
線を示すグラフである。
【図５】上記システム２において、本発明に係るクサガ
メ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノクロー
ナル抗体ACVTG－５を用いたときのビテロジェニン検量
線を示すグラフである。
【図６】作製したクサガメ由来のビテロジェニンに特異
的に結合するポリクローナル抗体のエライザ抗体価を示
すグラフである。
【図７】作製したクサガメ由来のビテロジェニンに特異
的に結合するモノクローナル抗体のエライザ抗体価を示
すグラフである。
【図８】ウェスタンブロット法により、作製したクサガ
メ由来のビテロジェニンに特異的に結合するモノクロー
ナル抗体と、クサガメビテロジェニンとの反応性を確認
した実験結果を示す図面代用写真である。
【図９】上記システム１の実験結果を示すグラフであ
る。
【図１０】上記システム２の実験結果を示すグラフであ
る。

【図２】
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