
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
卵黄から抗体 (IgYΔ Fc)を調製する方法であって、該抗体は実質的に Fc等価領域を含まず
、該方法は、
(a)カモ目トリを選択された抗原で免疫し、抗原に対して生じたカモ目トリ抗体を卵黄中
に蓄積させる工程；
(b)免疫されたカモ目トリの卵黄を集め、それから非水性の生物学的分子および顆粒を除
去して、それにより卵黄抗体を含む水溶性分画を得る工程；
(c)水溶性分画を、 pHが 4-7の範囲内および 50mM未満のイオン強度下で、その上に抗原が固
定されている不活性支持体マトリックスを通過させ、固定化抗原と卵黄抗体との免疫複合
体を形成させる工程；および
(d)固定化抗原から卵黄抗体を解離させ溶出させる工程、
を包含する。
【請求項２】
工程 (b)において、集められた卵黄が有効量の水性緩衝溶液または水で希釈され、その後
で遠心分離または濾過に供され、それにより非水性生物学的分子および顆粒を除去する、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
集められた卵黄が、約 1:5～約 1:30 v/vの比で水性緩衝溶液または水で希釈される、請求
項２に記載の方法。
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【請求項４】
工程 (b)において、非水性生物学的分子および顆粒が、 PEG、デキストラン硫酸または天然
ガムの多重沈殿およびその後の遠心分離または濾過によって除去される、請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
工程 (c)の前に、水溶性分画中の卵黄抗体が、 NaCl、 Na2 SO4、 (NH4 )2 SO4、 KCl、 CaCl2およ
び MgSO4からなる群から選択される非変性塩によって更に沈殿され、その後で再溶解され
る、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
工程 (c)において、免疫複合体が 5-6の範囲内の pHで形成される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
工程 (c)において、免疫複合体が 5.6-5.8の範囲内の pHで形成される、請求項６に記載の方
法。
【請求項８】
工程 (c)において、免疫複合体が、リン酸緩衝液、 MES(2-[Ｎ－モルホリノ ]エタンスルホ
ン酸 )緩衝液およびビス -Tris緩衝液からなる群から選択される緩衝液中で形成される、請
求項１に記載の方法。
【請求項９】
免疫複合体が 20mM MES緩衝液中で形成される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
工程 (d)において、卵黄抗体が、カオトロピック塩により、または 4未満もしくは 8超の pH
で抗原から解離される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
カオトロピック塩が、 4M グアニジン -HClおよび 1-3M チオシアン酸ナトリウムからなる群
から選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
カモ目トリがアヒルである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
不活性支持体マトリックスが、架橋されたアガロースまたは架橋されたデキストランで作
製される、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
抗原が、病原性または非病原性微生物、天然に生じる又は合成タンパク質、天然に生じる
又は合成オリゴペプチド、組換えタンパク質もしくはそのフラグメント、およびその組合
せからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
カモ目トリが、油中水型乳化アジュバントと共に抗原により免疫される、請求項１に記載
の方法。
【請求項１６】
卵黄から抗体 (IgYΔ Fc)を調製する方法であって、該抗体は実質的に Fc等価領域を含まず
、該方法は、
(a)カモ目トリを選択された抗原で免疫し、抗原に対して生じたカモ目トリ抗体を卵黄中
に蓄積させる工程；
(b)免疫されたカモ目トリの卵黄を、約 5-7の pHおよび約０℃ -60℃の温度の有効量の水で
希釈することにより卵黄抗体を集め、混合物を少なくとも１時間形成させる工程；および
(c)卵黄顆粒からの卵黄抗体および脂質を含む水溶性分画を、 1,500-30,000rpmで 0.5-6時
間０℃ -60℃で遠心分離すること又は濾紙で濾過することによって分離する工程；
(d)水溶性分画中で卵黄抗体を、硫酸アンモニウムまたは硫酸ナトリウムにより沈殿させ
る工程；
(e)卵黄抗体を、 1-50mMの塩濃度および約 4-9の pHの緩衝溶液で再溶解する工程；および
(f)溶解された卵黄抗体を、その上に抗原が固定されているクロマトグラフィー支持体マ
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トリックスに適用して、卵黄抗体を免疫吸着する工程；
(g)クロマトグラフィー支持体マトリックスを、 1-50mMの塩濃度および約 4-9の pHの緩衝溶
液で洗浄する工程；
(h)クロマトグラフィー支持体マトリックスに結合された卵黄抗体を、 50mMを超える濃度
のカオトロピック塩、または 4未満もしくは 8を超える pHの緩衝液で溶出して、 IgY(Δ Fc)
抗体を含む溶出液を得る工程；を包含する。
【請求項１７】

を含む、免疫アッセイのためのキット。
【請求項１８】
請求項１－１６のいずれか１つに記載の方法により調製される卵黄抗体を含む、免疫アッ
セイのための試薬。
【請求項１９】
前記免疫アッセイが、酵素結合イムノソルベント検定法、比濁分析免疫検定法、粒子増強
比濁分析免疫検定法、単純放射免疫拡散検定法、ウェスタンブロットアッセイおよびオク
タロニー法からなる群から選択される、請求項 に記載の試薬。
【請求項２０】
酵素結合イムノソルベント検定法に使用される請求項 に記載の試薬であって、試薬が
固化されたプレートの形態であり、支持培地と共に抗体を溶解し、試薬をプレートの形態
で固化することによって調製される、試薬。
【請求項２１】
抗体が不溶性担体粒子上に吸着される、粒子増強比濁分析免疫検定法に使用される、請求
項 に記載の試薬。
【請求項２２】
前記不溶性担体粒子が、有機マクロ分子ラテックス、無機酸化物または金属である、請求
項 に記載の試薬。
【請求項２３】
抗原の単純放射免疫拡散検定法のための方法であって、
(a)1-50mMの塩濃度および約 5-7の pHの緩衝溶液中に、請求項１－１６のいずれか１つに記
載の方法により調製される、 Fc等価領域を実質的に含まない抗体 (IgYΔ Fc)を含む寒天ゲ
ルを調製する工程；
(b)寒天中のウェルに穴をあけ、ウェルから寒天のプラグを除去する工程；
(c)リン酸緩衝生理食塩水中に抗原の希釈物を調製する工程；および
(d)それぞれの抗原希釈物および試料を別々のウェルにピペット注入する工程；
(e)少なくとも 24時間インキュベートする工程；および
(f)免疫沈降素リングの直径を測定する工程、該直径は log1 0抗原濃度の直線的相関である
、を包含する方法。
【請求項２４】
サンプルを、カモ目トリ中で病因物質に対して生じた、請求項１－１６のいずれか１つに
記載の方法により調製される抗体 (IgYΔ Fc)と pH4-7および 50mM未満のイオン強度で反応さ
せることによりサンプル中の病因物質を定量的または定性的に分析することを包含する、
免疫アッセイ方法。
【請求項２５】
カモ目トリがアヒルである、請求項 に記載の方法。
【請求項２６】
方法が pH5-6で為される、請求項 に記載の方法。
【請求項２７】
方法が pH5.6-5.8で為される、請求項 に記載の方法。
【請求項２８】
免疫アッセイが、酵素結合イムノソルベント検定法、比濁分析免疫検定法、粒子増強比濁
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請求項１－１６のいずれか１つに記載の方法により調製される、 Fc等価領域を実質的に含
まない抗体 (IgYΔ Fc)
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分析免疫検定法、単純放射免疫拡散検定法、ウェスタンブロットアッセイおよびオクタロ
ニー法からなる群から選択される、請求項 に記載の方法。
【請求項２９】
選択された抗原に特異的である、請求項１－１６のいずれか１つに記載の方法により調製
される卵黄抗体 (IgYΔ Fc)を含む試薬を含有する免疫アッセイのためのキットであって、
免疫アッセイが pH4-7および 50mM未満のイオン強度で行われる、キット。
【請求項３０】
免疫アッセイが pH5-6で為される、請求項 に記載のキット。
【請求項３１】
免疫アッセイが pH5.6-5.8で為される、請求項 に記載のキット。
【請求項３２】
免疫アッセイが、酵素結合イムノソルベント検定法、比濁分析免疫検定法、粒子増強比濁
分析免疫検定法、単純放射免疫拡散検定法、ウェスタンブロットアッセイおよびオクタロ
ニー法からなる群から選択される、請求項 に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、鳥類卵黄からＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を調製および精製する方法、並びにそれに
より作製されるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体に関する。本発明は、興味ある病因物質を定量的お
よび定性的に分析するための、新規なＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の使用にも関する。
【０００２】
【従来の技術及びその課題】
抗体は、多くの生物学的調査および臨床的応用において、広く使用されている。過免疫さ
れた哺乳動物から得られた血清は、ポリクローナル抗体の最も一般的な供給源である。そ
のような免疫血清に由来する抗体は、「免疫グロブリン」と呼ばれる一群のタンパク質に
属し、その中でも免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）が最も豊富である。ＩｇＧ分子は、３つの
ドメイン、すなわち２つのＦａｂ領域および１つのＦｃ領域からなる。Ｆａｂ部分は、主
として、抗原結合に関与する。Ｆｃ部分は、抗原との結合能力を有しないが、補体固定お
よびＦｃレセプター結合のような抗体の幾つかの生物学的活性を指令する。
【０００３】
免疫診断の技術においては、ＩｇＧ分子のＦｃ領域は、Ｆｃレセプターに結合して補体シ
ステムを活性化し、哺乳動物血清中のリウマチ因子と反応し得るので、無傷のＩｇＧ分子
は、哺乳動物血清に関与する検出システムおよび免疫学的アッセイにおける使用に好適で
はない。ＩｇＧ分子のＦｃ部分の除去は、干渉の低下をもたらす（Ｅ．　Ｌａｍｏｙｉ，
　 　１２１：６５２－６６３（１９８６）
）。
【０００４】
免疫療法における抗体の幾つかの提案された使用は、患者を、中毒化した細菌毒素または
ヘビ毒で処置すること（例えば、米国特許第５，３４０，９２３号および米国特許第５，
６０１，８２３号を参照）、および致死的な腸内大腸菌細菌症に対する新生仔ブタの防御
（例えば、Ｈ．　Ｂｒｕｓｓｏｗら、 　２５：
９８２（１９８７）；およびＣ．Ｏ．Ｔａｃｋｅｔら、

　３１８：１２４０（１９８８）を参照）を含む。抗体分子のＦｃフラグメントは、免
疫グロブリンの最も抗原性の部分であることが公知（Ｅ．Ｍ．　Ａｋｉｔａら、

　１６２：１５５－１６４（１９９３））であるので、Ｆ
（ａｂ’）２ フラグメントの形成をもたらす同部分の開裂は、免疫グロブリン分子上に多
くの可能性のあるアレルギー誘発性部位を有意に減少させ、このため、免疫グロブリンを
投与されたヒトまたは動物に有利である。
【０００５】
最近、２価のＦ（ａｂ’）２ 抗体フラグメントが、免疫診断テストでより有用であり（Ｍ
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２４

２９

３０

２９

Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ

Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
Ｎｅｗ　Ｅｎｇ．　Ｊ．　Ｍｅｄ

．
Ｊ．　Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ



．　Ｍｕｒａｔｓｕｇｕら、 　１４
７：３７８（１９９１）；およびＪ．Ｌ．　Ｏｒｔｅｇａ－Ｖｉｎｕｅｓａら、

　９０：２９（１９９６））、哺乳動物血清に関与する免
疫アッセイの開発に、親ＩｇＧよりも好適であることが示された。
【０００６】
Ｆ（ａｂ’）２ 抗体フラグメントは、しかしながら、臨床診断キットにおいて期待される
ほどには広範囲な使用を見い出していない。これは、ＩｇＧのペプシン消化およびその後
のクロマトグラフィー精製によって慣用的に産生される、Ｆ（ａｂ’）２ フラグメントの
大規模生産の困難さ及びコスト不効率に起因し得る。
【０００７】
アヒル類およびその系統発生的に近い類縁系および、カメのような幾種かの爬虫類は、３
種類の血清免疫グロブリンを有する：マクロ分子の免疫グロブリンＩｇＭ（アヒルでは、
８００ｋＤａ）、並びに沈降係数７．８Ｓ（アヒルでは、１８０ｋＤａ）および５．７Ｓ
（アヒルでは、１３０ｋＤａ）をそれぞれ有する低分子量ＩｇＧの２つのイソ型　（Ｅ．
Ｒ．　Ｕｎａｎｕｅら、 　１２１：６９７－７１４（１９６５
）；Ｈ．Ｍ．Ｇｒｅｙ、 　９８：８１１－８１９（１９６７）；お
よびＢ．　Ｚｉｍｍｅｒｍａｎら、 　１０：４８２－４４８（
１９７１））。鳥類ＩｇＧは、卵黄中でのそれらの存在ゆえに、しばしばＩｇＹと呼ばれ
る。５．７Ｓ　ＩｇＹは、より短い重鎖で構成され、７．８Ｓ　ＩｇＹのＦ（ａｂ’）２

フラグメントと構造的および抗原的に類似しており（図１）、この事実は、共にＩｇＹの
イソ型を示すＩｇＹ（７．８Ｓ　ＩｇＹに等価）およびＩｇＹ（ΔＦｃ）（５．７Ｓ　Ｉ
ｇＹに等価）の命名を導いた（Ｋ．Ｅ．　Ｍａｇｏｒら、 　１４
９：２６２７－２６３３（１９９２））。
【０００８】
感染した又は実験的に免疫したトリで行なわれた研究は、アヒル抗体が、補体固定および
Ｆｃレセプター結合を含む多くの生物学的エフェクター機能において不充分であるが、対
応する抗原に対するそれらの結合活性を犠牲にすることはないことを示した（Ｇ．Ｗ．　
Ｌｉｔｍａｎら、 　１０：３２３（１９７３）；および
Ｔ．Ｅ．　Ｔｏｔｈら、 　２５：１７－２８（１９８１））。これ
は、アヒル抗体反応の量的に主要な成分を構成するＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の、Ｆｃ－等価
領域の明らかな欠如に合理的に起因し得る。従って、Ｆ（ａｂ’）２ フラグメントの構造
的および機能的アナローグであるように見えるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、抗体作製の有望
な方法が見い出され得、その活性に関する好適な物理的要件が同定され得るならば、免疫
学的使用に多大な利点を提供し得るであろうと考えられている。
【０００９】
鳥類卵黄抗体は、哺乳動物抗体がそうであるように、研究および臨床応用の両方に有用な
特性を発揮することが報告されている（例えば、米国特許第５，３４０，９２３号；米国
特許第５，５８５，０９８号；米国特許第５，６０１，８２３号；および米国特許第５，
９７６，５１９号を参照）。産卵鶏由来の卵黄は、過免疫された哺乳動物血清と比較して
安価であり、取り扱いがより好都合で安全である。より重要なこととして、卵黄抗体は、
現代の動物保護規制条例下での監視に耐えられ得る（Ａ．　Ｐｏｌｓｏｎら、

　９：４７５（１９８０）；およびＢ．　Ｇｏｔｔｓｔｅｉｎら
）。これらの事実は、抗体の商業的供給源としての卵黄の、可能性のある使用を示唆する
。
【００１０】
卵黄からＩｇＹを単離し精製する努力が、為されている。例えば、寒天、ペクチン（１９
８９年２月８日に公開された特開昭６４－３８０９８号公報）、デキストラン硫酸（Ｊ．
Ｃ．　Ｊｅｎｓｅｎｉｕｓら、 　４６：６３（
１９８１））、天然ガム（Ｈ．　Ｈａｔｔａら、 　５
３：４２５（１９８８））およびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（Ａ．　Ｐｏｌｓｏ
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ｎら、 　１４：３２３（１９８５）；Ａ．　Ｐｏｌｓ
ｏｎに発行された米国特許第４，５５０，０１９号も参照）を含む材料が、非水性の生物
学的分子、主として脂質および卵黄顆粒を沈殿させ、それにより、豊富な卵黄抗体を含む
水溶性相を回収するのに使用された。Ａ．　Ｈａｓｓｌらは、ＰＥＧ精製された分画から
の卵黄抗体をさらに単離するために、疎水性相互作用クロマトグラフィーおよびサイズ排
除クロマトグラフィーで構成される２段階クロマトグラフィー法を開発した（Ａ．　Ｈａ
ｓｓｌおよびＨ　Ａｓｐｏｃｋ、 　１１０：２
２５（１９８８））。Ａｋｉｔａらは、ＩｇＹを単離する改善された方法を記載しており
、そこでは、卵黄を大量の水で希釈し、得られた上清をサイズ排除クロマトグラフィーお
よび／またはイオン交換クロマトグラフィーに供することにより、卵黄抗体は鶏卵から抽
出された（Ｅ．　Ｍ．　Ａｋｉｔａら、 　１
６０：２０７（１９９３）；およびＥ．Ｍ．　ＡｋｉｔａおよびＳ．　Ｎａｋａｉ、

　５７：６２９（１９９３））。
【００１１】
しかしながら、これらの研究および特許の全ては、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体のみの精製より
むしろ、鳥類卵からの卵黄抗体（それは、少なくともＩｇＹおよびＩｇＹ（ΔＦｃ）を含
む）の全ポピュレーションの単離に焦点を置くだけである。さらに、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗
体は、アヒルおよびガチョウを含むカモ目に属する鳥に存在するのみなので、ニワトリお
よびシチメンチョウのようなキジ目の鳥に為される単離方法は、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の
成功する精製を示唆しない。
【００１２】
１９８９年に、Ｈｉｇｇｉｎｓは、過免疫されたアヒル血清から抗体を調製することを試
みたが、ｐＨ８．０および０．５Ｍ　ＮａＣｌでアフィニティー精製された抗体は、一般
に、効果的な沈降または凝集反応を示すことができなかった（Ｄ．Ａ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ
、 　９３Ｂ：１３５－１４４（１９８
９））。アヒル抗体沈降素を形成するための最適なｐＨ値は、Ｈｉｇｇｉｎｓが文献中で
主張したように、ｐＨ８．５～ｐＨ９．０５の範囲である。それ以来、ＩｇＹ（ΔＦｃ）
抗体の単離およびその可能性のある使用に関するいかなる決定的研究も報告されていない
。
【００１３】
従って、当分野には、その活性を維持しながら、抗体プールから所望のＩｇＹ（ΔＦｃ）
抗体の容易な単離を提供する、迅速で、コスト効果的な高処理量の方法が必要とされてい
る。さらに、当分野には、様々な免疫診断的および免疫治療的使用のための、新しいタイ
プのＦ（ａｂ’）２ 抗体として作用する、実質的に精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）に対する
必要性がある。
【００１４】
【課題を解決するための手段】
上述のような卵黄抗体に対する産業的要件を満たす広い研究が為されている。驚くべきこ
とに、本発明者は、鳥類卵黄からのＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の成功する単離が、免疫アフィ
ニティー精製の間に、抗原と抗体との間の相互作用のための最適な結合条件下で、単純化
された手順により容易に達成され得ることを見い出した。本発明の方法により、新しいタ
イプのＦ（ａｂ’）２ 抗体、即ち、実質的に精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）が、経済的に高
収率で容易に作製され得、そのように作製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、広く様々な免
疫学的使用に準備される。
【００１５】
従って、本発明の目的は、鶏によって産卵された卵から、ＩｇＹΔＦｃ抗体を調製する方
法を提供することである。該方法は、一般に、家禽鶏を免疫原で免疫する工程、該鶏に産
まれた卵からの全抗体を部分的に精製する工程、および該免疫原に対して生じた抗体を免
疫アフィニティー精製する工程を包含し、ここで、免疫アフィニティー精製工程における
抗体と免疫原／抗原との結合は、弱酸および低イオン強度の環境で行なわれる。特に、抗
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体－抗原の相互作用は、最適な結果を得るために、ｐＨが４－７の範囲内および５０　ｍ
Ｍ未満のイオン強度下で行なわれる。
【００１６】
従って、本発明は、卵黄からＩｇＹ（ΔＦｃ）を調製する方法を提供し、該方法は、
（ａ）家禽鶏を選択された抗原で免疫し、抗原に対して生じた家禽抗体を卵黄中に蓄積さ
せる工程；
（ｂ）免疫された鶏の卵黄を集め、それから非水性の生物学的分子および顆粒を除去して
、それにより卵黄抗体を含む水溶性分画を得る工程；
（ｃ）水溶性分画を、ｐＨが４－７の範囲内および５０　ｍＭ未満のイオン強度下で、そ
の上に抗原が固定されている不活性支持体マトリックスを通過させ、固定化抗原と卵黄抗
体との免疫複合体を形成させる工程；および
（ｄ）固定化抗原から卵黄抗体を解離させ溶出させる工程、
を包含する。
【００１７】
本発明の他の目的は、本発明の方法により作製される新規なＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を提供
することである。本発明のさらに他の目的は、そのようにして得られたＩｇＹ（ΔＦｃ）
抗体の臨床および研究用の使用を提供することである。コスト効果および調製の容易さに
加えて、本発明によるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、哺乳動物血清中の補体システムおよびリ
ウマチ因子に不活性であるという利点、および哺乳動物ＩｇＧと乏しい交叉反応性を有す
るという利点を有し、こうして、哺乳動物血清を含む免疫学的アッセイにおいて干渉を最
小にとどめて使用するのに特に好適である。当業者に公知のように、抗体は、臨床、研究
および他の用途のために単一試薬の形態で存在し、または市販キット中に活性成分として
含まれ得る。
【００１８】
本発明の他の具体的な目的は、興味ある病因物質の免疫アッセイのための、本発明方法に
よって作製されるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を含む試薬を提供することである。
【００１９】
本発明のさらに他の目的は、免疫アッセイの方法および該免疫アッセイを行なうための市
販用キットを提供することであり、ここで、抗体、好ましくは本発明により精製された病
因物質に対するＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、興味ある病因物質の存在下または非存在下に、
病因物質に結合する最適条件下でインキュベートされ、それにより、定量的または定性的
に病因物質を分析する。本発明によれば、最適条件は、４－７の範囲内のｐＨおよび５０
　ｍＭ未満のイオン強度である。
【００２０】
本発明の上記および他の目的および特徴は、下記の好ましい実施態様の説明を添付の図面
と共に参照して明らかになる。
【００２１】
【発明の実施の形態】
本発明によれば、卵黄からＩｇＹ（ΔＦｃ）を調製する方法は、一般に、（１）産卵鶏の
免疫工程；（２）卵黄の部分的精製工程；（３）免疫アフィニティー精製工程；および（
４）抗体の溶出工程を包含し得る。
【００２２】
（１）産卵鶏の免疫
雌のカモ目のトリ、好ましくはアヒル（ｄｕｃｋ）またはガチョウを、抗原で免疫して、
興味ある抗体（１種または複数種）を生じさせる。抗原は、病原性もしくは非病原性の細
菌、ウイルス、真菌、原生動物、線虫などのような微生物、毒素またはホルモンのような
天然に生じる又は合成のタンパク質、天然に生じる又は合成のオリゴペプチド、組換えタ
ンパク質もしくはそのフラグメント、および抗体産生を刺激し得る任意の他の材料、およ
びそれらの組合せを含むが、それに限定されない。
【００２３】
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抗体は、トリ血清またはトリにより産卵された卵のいずれかから得られることが予想され
る。しかしながら、上述のように、卵から抗体を集めることは、コストの面から通常好ま
しい。産卵鶏は、ＩｇＹとＩｇＹ（ΔＦｃ）の両イソ型を、血清から卵黄に移動させる。
原理的には、アヒル卵は卵黄中に、約１－４ｍｇ　ＩｇＹ／ｍｌおよび約３－１２ｍｇ　
ＩｇＹ（ΔＦｃ）／ｍｌを含み、従って、それぞれの卵は、恐らく、１５－８０ｍｇ　Ｉ
ｇＹおよび４５－２４０ｍｇ　ＩｇＹ（ΔＦｃ）を提供し得る。産生された卵黄の大容量
は、任意の所与の時間にわたり、トリから安全に獲得し得る血清の量を大幅に上回る。さ
らに、卵黄抗体の抽出は、費用のかかる投資なしに大規模に行ない得る。
【００２４】
鶏を選択された抗原で免疫する技術は、当業者に周知である。それは、特定の様式の免疫
化を指示することを意図しない。本発明は、全ての様式の免疫化を包含し、それは、皮下
、皮内、筋肉内、および静脈内注射を含む好適な経路による、抗原の接種によって行なわ
れ得る。
【００２５】
好ましくは、免疫応答を増強するために、好適なアジュバントが、抗原と組合せて投与さ
れる。より好ましくは、或る用量のフロイント完全アジュバントが、単独で若しくは、必
要に応じてフォローアップ量のフロイント不完全アジュバントと組合せて使用され得る。
好適なアジュバントの使用は、免疫された鶏の卵中に長期間にわたって高い抗体力価を維
持するのに非常に有効であり、それにより、所望の抗体を効果的に産生するのが可能にな
ることが見い出されている。
【００２６】
免疫化の間、雌鶏は、０日目に抗原を最初に接種され、その後、間隔をおいて抗原を受け
る。初期免疫と最初のブースター投与との間の間隔、および個々のブースター投与の間の
間隔は、抗原の特異的性質に依存し、好ましくは少なくとも２週間である。通常は、初期
免疫後１０週間で、抗原に対する多量の反応性抗体が鶏の体内で産生され、その鶏によっ
て産卵される。鶏の血清および卵中の、抗原に対する特異的抗体の存在および力価レベル
は、当分野で公知の多くの方法によって確認され得る。
【００２７】
（２）卵黄の部分的精製
卵黄中の、大部分の非水性生物学的分子および顆粒ならびに、好ましくは大部分の非関連
タンパク質を除去するために、部分的精製の手順が行われる。そのような目的を達成する
のに有効な任意の慣用されている方法は、本発明において有用であり、その代表例は、不
要な物質を同時沈殿させるためのＰＥＧ、デキストラン硫酸またはアルギン酸ナトリウム
、カラギーナンおよびキサンタンガムのような天然ガムの使用、並びに抗体豊富な水性相
を得るための水性緩衝液または水の使用を含む。
【００２８】
本発明の好ましい実施態様では、先ず、卵黄を卵白から分離し、その後、蒸留水で洗浄し
て、可能な限りアルブメン（ａｌｂｕｍｅｎ）を取り除く。卵黄を包む卵黄膜に穴をあけ
、続いて、分離された卵黄分画を、有効量の水性緩衝液または水で希釈して、卵黄の懸濁
液を形成する。好ましくは、集められた卵黄を、約１：２～約１：４０　ｖ／ｖの比で、
より好ましくは約１：５～約１：３０　ｖ／ｖの比で、水性緩衝液または蒸留水で希釈す
る。ｐＨ値は、部分的精製の段階の間、決定的ファクターであると報告されている（Ｅ．
Ｍ．　ＡｋｉｔａおよびＳ．　Ｎａｋａｉ、 　５７：６２９（
１９９３））。卵黄抗体を最良に回収するために、ｐＨは、好ましくは約５－７の範囲内
セットされる。望ましくは、この工程での温度は、約０℃～６０℃の範囲内である。卵黄
の懸濁液は、均一な混合物を形成するためにゆっくりと攪拌され、続いて、水性および非
水性相を形成するのに充分な時間、静置される。次に、リポタンパク質、リン脂質、ステ
ロールなどのような非水性の生物学的分子を含む非水溶性の物質が、遠心分離によって水
性卵黄懸濁液から除去される。続いて、得られた抗体含有上清は、デカント、吸引または
当分野で公知の他の類似の方法により、粘性沈殿物から分離され得る。
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【００２９】
必要に応じて、しかし好ましくは、卵黄上清は、抗体の沈殿物を生じるために、高濃度の
非変性塩で更に処理される。卵黄抗体の沈殿に有用な塩の例は、ＮａＣｌ、Ｎａ２ ＳＯ４

、（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４ 、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２ 、およびＭｇＳＯ４ を含むが、それらに限定
されない。好ましいのは、Ｎａ２ ＳＯ４ および（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４ である。抗体を沈殿さ
せるための塩濃度は重要であり、塩のタイプに依存して、通常は、卵黄上清の最終体積に
基づき、塩の１５重量％超３５重量％未満の量で、好ましくは、２０重量％～３０重量％
の範囲で、存在する。
【００３０】
（３）免疫アフィニティー精製
本明細書中で使用されるとき、用語「免疫アフィニティー精製」または「免疫アフィニテ
ィークロマトグラフィー」は、特異的抗原に関する抗体の吸着特性に基づく、或るタイプ
の分離法を指す。即ち、特定の条件下で特定の抗原に結合する抗体が、その条件下で非結
合抗体から分離される。本発明は、免疫グロブリンおよび非抗原結合免疫グロブリン以外
のタンパク質を含む、非関連タンパク質を排除するための、免疫アフィニティー精製の使
用を包含する。より重要なこととして、本発明による免疫アフィニティー精製手順は、本
発明の主要な目的、即ち、ＩｇＹを含む卵黄抗体の全ポピュレーションからの所望のＩｇ
Ｙ（ΔＦｃ）抗体の実質的に分離を、劇的に達成する。
【００３１】
本発明によれば、免疫アフィニティー精製は、不溶性支持体上に固定された抗原から構成
される「抗原マトリックス」の使用によって行なわれる。支持体のタイプは、本発明の免
疫アフィニティー精製に決定的ではない。抗原の共有結合に好適で、所望の抗体とその上
に固定された抗原との間の相互作用に不活性である任意の慣用されている支持体材料が、
有用である。通常、支持体は、Ｐｈａｒｍａｃｉａから市販されているＣＮＢｒ活性化さ
れたＳｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂのような、架橋されたアガロースまたは架橋されたデキス
トランから作製される。
【００３２】
段階（２）で部分的に精製された抗体は、「結合緩衝液」中に溶解され、抗原マトリック
ス上に適用されて、その結果、固定抗原と卵黄抗体との免疫複合体が形成される。抗原－
抗体相互作用に不活性で、所望の結合条件を維持するのに有用な任意の緩衝液システムが
、本発明で有用である。好ましくは、結合緩衝液は、リン酸緩衝液、ＭＥＳ（２－［Ｎ－
モルホリノ］エタンスルホン酸）緩衝液およびビス－Ｔｒｉｓ緩衝液からなる群から選択
され、その中でも、２０ｍＭ濃度でのＭＥＳ緩衝液が最も好ましい。
【００３３】
本明細書中で使用される用語「フロースルー」は、抗原マトリックスを通過する抗体溶液
を示し、非結合物質の大部分を含むことが意図される。
【００３４】
免疫アフィニティー精製の分野での一般的知識に基づき、約７－９のｐＨおよび１５０ｍ
Ｍ超のイオン強度下での免疫複合体の形成が、通常は推奨される。しかしながら、この条
件下では、卵黄抗体、特にアヒルの卵黄に由来するものは、クロマトグラフィー支持体上
に固定された抗原と、最大でも余り容易には結合しないように見える。活性な抗体は、フ
ロースルー中に、更に存在していた。本発明による方法では、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の免
疫アフィニティー精製に使用される条件は、独特である。本発明では、卵黄から調製され
た抗体は、弱酸および低イオン強度の環境、即ち、４－７の範囲のｐＨおよび５０ｍＭ未
満のイオン強度で、最適に結合する。好ましくは、抗体は、５－６の範囲内、より好まし
くは５．６－５．８の範囲内のｐＨで、固定抗原と相互作用した。本発明に開示される結
合条件下では、検出可能な活性抗体は、フロースルー中に見い出されなかった。
【００３５】
（４）抗体の溶離
本明細書中で使用されるとき、用語「溶出液」は、抗原マトリックスを通過し「溶離液」
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を含む抗原マトリックスに結合された抗体を解離し得る化学的溶液を指す。一般に、卵黄
抗体－抗原相互作用を破壊する溶離条件は、哺乳動物の抗体－抗原相互作用よりも穏やか
である。
【００３６】
代表的には、４より低いか又は８より高いｐＨで緩衝化された溶出液は、ＩｇＹ（ΔＦｃ
）－抗原相互作用の排除のために、充分に働く。しかしながら、極端なｐＨ値を有する溶
出液は、そのような過酷な条件が、恐らく抗体の抗原結合能力の重大な損失を生じるであ
ろうから、通常は推奨されない。
【００３７】
或いは、高濃度のカオトロピック剤を含む溶出液が、本発明で利用され得る。本明細書中
で使用されるとき、用語「カオトロピック剤」または「カオトロープ」は、本発明による
ＩｇＹ（ΔＦｃ）分子のようなタンパク質分子のコンホメーション変化を誘発し得る、従
って、タンパク質変性剤としてしばしば公知である化合物を指す。カオトロピック溶出液
は、疎水性結合領域を水性相に実質的に溶解することによって、抗原と抗体間の相互作用
に干渉する。本発明によれば、殆どの結合抗体は、適度な濃度（＞１Ｍ）のカオトロピッ
ク剤を含む任意の中性緩衝液で成功裏に溶離され得る。殆どの場合、溶離後のカオトロー
プの除去は、天然のタンパク質構造を回復する。
【００３８】
免疫アフィニティークロマトグラフィーに有用な溶出液は、０．１Ｍ　グリシン－ＨＣｌ
、ｐＨ２．３；０．１Ｍ　グリシン－ＨＣｌ、ｐＨ１０．０；６Ｍ　グアニジン－ＨＣｌ
、ｐＨ３．０；３．０Ｍ　塩化カリウム；５Ｍ　ヨウ化カリウム；３．５Ｍ　塩化マグネ
シウム；１－３Ｍ　チオシアン酸アンモニウム／ナトリウムおよび６Ｍ　尿素を含むが、
それらに限定されない。しかしながら、回収される抗体の活性に関しては、適度なイオン
強度、カオトロープを含有する中性ｐＨ緩衝液、例えば、２０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ
　５．８）または２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ヒドロキシメチル）－アミノメタン（ｐＨ　７．
５）中で緩衝化された３Ｍチオシアン酸ナトリウムが、本発明を実施するのにより好適で
ある。
【００３９】
集められた抗体の活性状態は、例えば、低イオン強度で、非カオトロープ含有弱酸緩衝液
に対する広範な透析によって、容易に回復され得る。マトリックス上に固定された抗原は
、抗原マトリックスを、カオトロープを含まない緩衝液で洗浄することによって、それら
の天然のコンホメーションを容易に回復し得る。
【００４０】
本発明の最も好ましい局面では、卵黄からＩｇＹΔＦｃを調製する方法が提供され、該方
法は、
（ａ）家禽鶏を選択された抗原で免疫し、抗原に対して生じた家禽抗体を卵黄中に蓄積さ
せる工程；
（ｂ）免疫された鶏の卵黄を、約５－７のｐＨおよび約０℃－６０℃の温度の有効量の水
で希釈することにより卵黄抗体を集め、混合物を少なくとも１時間形成させる工程；およ
び
（ｃ）卵黄顆粒からの卵黄抗体および脂質を含む水溶性分画を、１，５００－３０，００
０×ｇで０．５－６時間０℃－６０℃で遠心分離する又は濾紙で濾過することによって分
離する工程；
（ｄ）水溶性分画中で卵黄抗体を、硫酸アンモニウムまたは硫酸ナトリウムにより沈殿さ
せる工程；
（ｅ）卵黄抗体を、１－５０ｍＭの塩濃度および約４－９のｐＨの緩衝溶液で再溶解する
工程；および
（ｆ）溶解された卵黄抗体を、その上に抗原が固定されているクロマトグラフィー支持体
マトリックスに適用して、卵黄抗体を免疫吸着する工程；
（ｇ）クロマトグラフィー支持体マトリックスを、１－５０ｍＭの塩濃度および約４－９
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のｐＨの緩衝溶液で洗浄する工程；
（ｈ）クロマトグラフィー支持体マトリックスに結合された卵黄抗体を、５０ｍＭ超の濃
度のカオトロピック塩、または４未満もしくは８を超えるｐＨの緩衝液で溶離して、Ｉｇ
Ｙ（ΔＦｃ）抗体を含む溶出液を得る工程；
を包含する。
【００４１】
本発明の方法により精製される卵黄抗体は、均一なＩｇＹ（ΔＦｃ）である。純度は、非
変性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（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によ
りチェックされ、得られたＩｇＹ（ΔＦｃ）の分子量は、１２０ｋＤａであることが確認
された。いかなるＩｇＹコンタミネーションも、ゲル中に見い出されなかった。抗体のポ
リクローナルな性質のため、ＩｇＹ（ΔＦｃ）の等電点は、ブロードスペクトル（５．２
－７．３）を有する。
【００４２】
本発明の方法により精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）は、補体システムを活性化せず、哺乳動
物血清のリウマチ因子に結合もしない。ＩｇＹ（ΔＦｃ）と哺乳動物ＩｇＧとの間の免疫
学的交叉反応性は、有意ではない。従って、本発明は、臨床および研究用の使用に好適な
新しいタイプの抗体も提供する。
【００４３】
本発明は、本発明により調製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体の広範囲な臨床および研究用の
使用も提供する。
【００４４】
例えば、本発明は、患者に、治療的量の本発明のＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を投与することに
より、動物（家禽、家畜および愛玩用動物を含む）またはヒト患者を免疫する方法を提供
して、彼らを様々な病因物質から保護し、それら物質には、細菌、ウイルス、真菌、原生
動物、線虫などのような微生物、およびアレルゲン、トキシン、毒液、ホルモンのような
タンパク質性または非タンパク質性物質、或いは、免疫応答を誘発し得る任意の他の免疫
原が含まれる。好ましくは、精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、水、食塩水などのよう
な薬学的に許容される担体と組合せて投与される。
【００４５】
本発明のＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、興味ある病因物質を検出するのに有用でもあり、該病
因物質は、ヒトまたは動物に由来する体液、組織、細胞抽出物などのような身体サンプル
中の例えば、大腸菌、腸炎菌、および他の細菌性生物のような病原性または非病原性生物
；エストロゲン、プロゲステロン、チロキシンなどのようなホルモン；主要組織適合遺伝
子複合体抗原など；αフェトプロテイン、前立腺特異的抗原などのような腫瘍マーカー；
Ｃ反応性タンパク質、フェリチンなどのような疾患状態マーカーを含む。本発明により得
られたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を用いると、興味ある病因物質を、当分野で公知の任意の慣
用されている方法、例えば、オクタロニー法（ＭＯ）、単純放射免疫拡散法（ＳＲＩＤ）
、免疫電気泳動法（ＩＥＰ）、放射免疫検定法（ＲＩＡ）、酵素結合イムノソルベント検
定法（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット法（ＷＢ）、比濁分析免疫検定法（ＴＩＡ）ま
たは粒子増強比濁分析免疫検定法により定量的または定性的に検出し得る。
【００４６】
先に定義された最適な結合条件に基づき、本発明は、さらに、上述のような病因物質を分
析するための定量的または定性的免疫アッセイ方法を提供し、そこでは、病因物質に対し
て生じた抗体、好ましくは本発明により精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体が、病因物質の
存在下または非存在下に、最適な結合条件でインキュベートされる。本発明によれば、最
適条件は、４－７の範囲内のｐＨおよび５０ｍＭ未満のイオン強度である。好ましくは、
抗体は、５－６の範囲内、より好ましくは５．６－５．８の範囲内のｐＨで、病因物質と
反応させた。
【００４７】
上記の免疫アッセイを行なうためのキットも提供され、その中には、興味ある病因物質に

10

20

30

40

50

(11) JP 3610551 B2 2005.1.12



特異的な卵黄抗体、好ましくは本発明により精製されたＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を含む試薬
が含まれ、ここで、免疫アッセイは、ｐＨ４－７および５０ｍＭ未満のイオン強度で行わ
れる。好ましくは、抗体は、５－６の範囲内、より好ましくは５．６－５．８の範囲内の
ｐＨで、病因物質と反応させた。
【００４８】
例えば、単純放射免疫拡散法（ＳＲＩＤ）において使用されるとき、本発明によるＩｇＹ
（ΔＦｃ）抗体は、例えば、寒天、アガロース、スターチ、ポリアクリルアミドゲルなど
で構成される支持培地中に、任意の慣用されている方法によって配合され得る。例えば、
支持培地は、緩衝溶液中に加熱下に懸濁され得、それにＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体が添加され
、得られたものは混合される。得られた溶液は、ガラス製プレート上またはプラスチック
製容器中に注がれ、続いて、冷却して固化される。サンプルを検査に適用するために、サ
ンプルウェルを、得られたゲルプレート上に作製する。この技術の原理は、当業者に公知
であるけれども、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体－抗原相互作用の物理的要件は、一般的な抗体－
抗原相互作用のものよりも厳しい。具体的には、アヒルＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体は、抗原に
結合し、本発明の特定の結合条件下でのみ沈殿特性を発揮する。特定の結合条件も、例え
ば、オクタロニー法（ＭＯ）および比濁分析免疫検定法（ＴＩＡ）のような他の免疫アッ
セイ法のために働き、そこでは、ＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体による抗原の沈降または凝集は、
必須の工程であると見なされる。
【００４９】
従って、本発明の最も好ましい局面の１つは、抗原の単純放射免疫拡散法のための方法を
提供することであり、該方法は、
（ａ）１－５０ｍＭの塩濃度および約５－７のｐＨの緩衝溶液中に、卵黄抗体を含む寒天
ゲルを調製する工程；
（ｂ）寒天中のウェルに穴をあけ、ウェルから寒天のプラグを除去する工程；
（ｃ）リン酸緩衝生理食塩水中に抗原の希釈物を調製する工程；および
（ｄ）それぞれの抗原希釈物および試料を、別々のウェルにピペット注入する工程；
（ｅ）少なくとも２４時間インキュベートする工程；および
（ｆ）免疫沈降素リングの直径を測定する工程、該直径は、抗原のｌｏｇ１ ０ 濃度の直線
的相関である、
を包含する。
【００５０】
酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）または粒子増強比濁分析免疫検定法にお
いて、サンプル中に置かれた興味ある抗原は、ポリ塩化ビニル、ポリスチレンなどのよう
な樹脂テストプレートの上、或いは、例えば、ポリスチレンラテックス、ポリエステルラ
テックス、ポリ塩化ビニル、ベントナイト、ガラスビーズなどで作製された微粒子の上に
、興味ある抗原の存在を実証するサンプルと相互作用するのに有効な量で固定されたＩｇ
Ｙ（ΔＦｃ）抗体により、捕捉される。粒子増強比濁分析免疫検定法では、続いて、捕捉
された抗原は、濁りの変化によって直接検定される。濁り変化は、３２０－９００ｎｍで
測定された。酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）では、捕捉された抗原は、
さらに、シグナリング物質と複合体化された抗体によって検出される。
【００５１】
【実施例】
下記の実施例は、例示のみを目的として示され、本発明の範囲を制限することを意図しな
い。
【００５２】
実施例１：
１２羽の１６週齢の家畜アヒル（

）を、抗体および産卵のために個別に収容した。アヒルは、等量のフロ
イント完全アジュバントと共に乳化されたリン酸緩衝液、ｐＨ７．５中のヒトＣ反応性タ
ンパク質（ＣＲＰ；ヒト腹水から精製された）１－５ｍｇ／ｍｌの初期皮下注射を受けた
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。使用された抗原の濃度は、一般に、１～５ｍｇ／ｍｌの範囲であった。初期注射の後、
若いニワトリは、１－５ｍｇの抗原の４回のさらなる注射を、２週間毎に受けた。１週間
後、卵が集められ始め、標識され、抗体の抽出および精製のために処理されるまで、４℃
で貯蔵された。ブースター手順は、実験の間、４週間毎に繰返された。血液は、それぞれ
のブースター注射後、７日目にサンプリングされた。それぞれの血液サンプルは、遠心分
離され、得られた血清が集められた。
【００５３】
実施例２：
この実施例では、アヒル抗体の沈殿物に対するｐＨおよび塩の効果が、調べられた。アガ
ロース粉末を、ｐＨおよび塩化ナトリウムの濃度が様々な０．０２Ｍリン酸緩衝溶液に、
加熱しながら懸濁した。アガロース溶液を、約５６℃に冷却し、それに、０．４ｍｇ／ｍ
ｌの精製ＣＲＰを含む０．５ｍｌの抗原溶液を攪拌しながら加えた。溶液を、プラスチッ
ク製容器に注いで、冷却させた。アヒル抗血清のためのウェルを、プレート上に一定間隔
で作製した。実施例１で集められた抗血清を、プレート調製に使用されたリン酸緩衝液で
１および２倍に希釈し、当初の及び希釈された抗血清２μｌを、アガロースプレート中の
別々のウェルにロードした。
【００５４】
実験の最初のセットでは、ＣＲＰ含有アガロースゲルを、ｐＨ４、５、６、７、８および
９でそれぞれ調製した。当初の及び希釈された抗血清２μｌを、これらのアガロース中の
別々のウェルにロードした。４８時間のインキュベーション後、免疫沈降リングの直径お
よび鮮明さを、表１に示されるように測定した。
【００５５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５６】
表１に示されるように、ｐＨ４．０のアガロースプレート中に免疫沈降リングは観察され
なかった。免疫沈降リングは、５．０以上のｐＨのアガロースプレートで見えたけれども
、沈降素は、ｐＨ値が７まで増加するにつれて、鮮明さが徐々に消えた。沈降リングの鮮
明さ及びサイズに基づく最良の沈降は、ｐＨ５．０で得られた。結果は、アヒル抗体が、
ｐＨ５．０で抗原と適切に結合することを示す。
【００５７】
実験の第２セットでは、アガロースゲルが、０．５、１．０または１．５Ｍの塩化ナトリ
ウムをそれぞれ含む２０ｍＭのリン酸緩衝液、ｐＨ５．０中で調製することを除いて、上
記の手順を繰返した。インキュベーション後、沈降リングは、塩化ナトリウムを含まない
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アガロースプレート上に示されたものよりも区別しにくかった（データは、示していない
）。結果は、アヒル抗体の沈降が、塩の存在下で顕著に阻害され得ることを示す。
【００５８】
総合すると、ｐＨが５．０の２０ｍＭリン酸緩衝液中に調製されるアガロースプレートは
、アヒル抗体の沈降の形成により好適であり得る。
【００５９】
実施例３：
実施例１で得られた抗血清の力価効力を、ＳＲＩＤによって測定した。ＣＲＰ含有アガロ
ースプレートを、実施例２に記載されるように、２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ５．０）を
用いて調製した。実施例１で得られた抗血清２μｌを、プレート上で穴をあけられた別々
のウェルに個々にロードした。インキュベーション後、免疫沈降素リングが、ウェルの周
囲に形成され、ロードされた抗血清の力価効力に関連するリングの直径を測定した。
【００６０】
実施例４：
実施例１の過免疫されたアヒルが産んだ卵から集められた卵黄を、蒸留水の弱いジェット
水流により完全に洗浄し、それによってアルブメン（ａｌｂｕｍｅｎ）を除去した。卵黄
の量を測定し、次に、測定された卵黄量の１０倍の量の蒸留水と完全に混合した。続いて
、混合物を、少なくとも２時間４℃以下に保持し、その後、Ｈｉｔａｃｈｉ　ＣＲ２２Ｆ
遠心分離機で、１０，０００ｒｐｍにて１時間、遠心分離した。淡い色の上清相および半
固体の柔軟な相が、遠心チューブ内に形成された。上清相が注意深く集められ、それに対
して、粉砕された硫酸アンモニウムを穏やかに攪拌しながら、１００ｍｌの卵黄抽出物当
り硫酸アンモニウム２５ｍｇの最終濃度まで加え、その結果、卵黄抗体は完全に塩析され
た。１０，０００ｒｐｍで３０分間４℃で遠心分離することにより、沈殿物を集めた。上
清をデカントした後、得られたペレットを、好適な緩衝液に再溶解して、緩衝液に対して
透析し、残った硫酸アンモニウムを除去した。この手順で得られた２０バッチの粗製抗体
をプールし、さらなる実験のために４℃で貯蔵した。プールの抗体力価効力は、実施例３
に記載されたように、ＳＲＩＤアッセイ下で、免疫沈降素リングの直径６．１ｍｍであっ
た。
【００６１】
実施例５：
ＣＲＰ溶液を、０．１Ｍ炭酸塩緩衝液、ｐＨ８．５中に、５ｍｇ／ｍｌの濃度で調製した
。Ｐｈａｒｍａｃｉａから購入されたＣＮＢｒ活性化されたＳｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂを
、先ず、マトリックス体積の１０倍量の１ｍＭ　冷却ＨＣｌで洗浄し、マトリックス体積
の２倍量のＣＲＰ溶液と４℃で終夜反応させた。カップリング効率は、タンパク質の出発
量（Ａ２ ８ ０ ）で除したカップリングされたタンパク質の量（Ａ２ ８ ０ 単位中）として計
算された。結果は、ＣＮＢｒ活性化されたＳｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂのカップリング効率
が、８０－８５％の範囲内にあったことを示す。後で使用するために、抗原マトリックス
を、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．５）中０．５Ｍエタノールアミン溶液に、１
：１（ｖ／ｖ）の比で２時間４℃で懸濁し、残りのタンパク質反応性部位をブロックした
。続いて、抗原マトリックスを、０．０２％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳで洗浄し、４
℃で貯蔵した。
【００６２】
実施例６：
下記の実施例６－８では、実施例４で得られたアヒル抗体および実施例５で調製された抗
原マトリックスが、卵黄抗体の免疫アフィニティー精製のための好適な結合条件を実証す
るために使用された。１ｍｌの抗原マトリックスを、慣用されているカラムに充填し、表
２に示される結合緩衝液の１つに浸漬した。抗原マトリックスを、同じ結合緩衝液中で配
合された０．２５ｍｌの抗体と反応させた。抗原マトリックスを、流出液が実質的にタン
パク質を含まなくなるまで、結合緩衝液で洗浄した。結合抗体を、直ちに４Ｍ　グアニジ
ン－ＨＣｌで溶離し、完全に透析した後、２８０ｎｍでその最適な光学密度を測定した。

10

20

30

40

50

(14) JP 3610551 B2 2005.1.12

抗体力価効力のアッセイ

アヒル卵黄からの抗体の抽出

臭化シアンで活性化されたアガロースマトリックスに対する抗原の共有結合

卵黄抗体の免疫アフィニティー精製



異なる結合緩衝液中のアヒル抗体の結合能力は、下記の表２に示されるように、最終溶出
液中の抗体量によって示される。
【００６３】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００６４】
比較的多量のアヒル抗体が、弱酸環境下で結合するのが見られ得る。
【００６５】
実施例７
結合緩衝液のｐＨ値を、各テスト中で、５．２、５．４、５．６、または５．８に調節す
ることを除いて、実施例６を繰返した。結果を、下記のように表３に示す。
【００６６】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００６７】
表３では、ｐＨ５．６－５．８の環境は、アヒル抗体の結合に関して最も好適であるよう
に見える。
【００６８】
実施例８
リン酸結合緩衝液を、ＭＥＳ緩衝液またはビス－Ｔｒｉｓ緩衝液で置き換えることを除い
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て、実施例７をｐＨ５．８で繰返した。結果を表４に示す。
【００６９】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７０】
結果は、ｐＨ５．８に調節された２０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液が、アヒル抗体の免疫アフィニ
ティー精製に最も好適な結合緩衝液であることを実証する。
【００７１】
実施例９：
１－３Ｍ　チオシアン酸ナトリウム（ｐＨ７．５）を、４Ｍ　グアニジン－ＨＣｌに対し
て溶出液中でカオトロープとして利用することを除いて、実施例６を、結合緩衝液として
２０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ５．８）を用いて繰返した。４Ｍ　グアニジン－ＨＣｌの
溶出効率は、標準試料を１００％として機能的に定義された。他の溶出液の相対的な溶出
効率は、各溶出液で溶離されたＡ２ ８ ０ 単位を、４Ｍ　グアニジンＨＣｌによるもので除
することにより測定した。結果を表５に示す。
【００７２】
【表５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７３】
表５から、抗原マトリックスからの結合抗体の約９５％を溶離した３Ｍ　チオシアン酸ナ
トリウムが、４Ｍ　グアニジン－ＨＣｌと殆ど同じくらい有効であることが見られ得る。
【００７４】
実施例１０：

本発明により作製された抗体の組成を調べるために、分析ＳＤＳ－ＰＡＧＥを８％非還元
アクリルアミドゲル上で行ない、そこでは、実施例３で回収された６０μｇの粗製抗体お
よび４０μｇのフロースルー（それぞれ、レーン２およびレーン３）ならびに実施例９で
３Ｍ　チオシアン酸ナトリウム（ｐＨ５．８）で溶離された２０μｇの抗体産物（レーン
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４）をロードした。結果を図１に示す。
【００７５】
粗製産物およびフロースルーは、両方とも、１８０ｋＤａおよび１２０ｋＤａの２つの顕
著なバンド（これらのサイズは、レーン１の分子量マーカーから推定される）を示し、そ
れぞれ、アヒルＩｇＹおよびＩｇＹ（ΔＦｃ）の相対移動度に対応する。他方、アフィニ
ティー精製された抗体は、ゲル上のシングルバンドで示されるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体によ
って構成される。これらの結果は、本発明の方法が、ＩｇＹおよびＩｇＹ（ΔＦｃ）の両
方で構成される免疫グロブリン混合物のプールから所望のＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体を単離す
る優れた戦略であることを示す。殆ど全てのＩｇＹ抗体は、抗原マトリックス上での結合
ができず、フロースルー中に残った。ゲルのデンシトメーター分析は、精製された抗体の
９５％以上が均一なＩｇＹ（ΔＦｃ）であることを示す。さらに、粗製抗体中に存在する
総タンパク質の６０％以下がＩｇＹ（ΔＦｃ）であり（データは、示していない）、所望
のＩｇＹ（ΔＦｃ）の量に対応すると考えられている粗製産物中の総タンパク質の２４％
は、アフィニティー精製段階で抗原マトリックスに結合し得る。
【００７６】
精製された抗体の活性は、実施例３に記載されるように、ＳＲＩＤで測定される。精製さ
れた抗体の免疫沈降素リングの直径は、５．９であり、粗製抗体の６．１より僅かに小さ
いだけである。
【００７７】
実施例１１：
実施例１０でアフィニティー精製されたアヒル抗ＣＲＰ抗体が、１０μｇ／ｍｌの最終濃
度が得られるまで、ＣＲＰの代わりにそこに加えられたことを除いて、実施例２に記載さ
れるように２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ５．０）を用いて、アガロースプレートを調製し
た。ＣＲＰ陽性ドナーからの２μｌ用量のヒト血清が、プレート上で一定間隔で穴をあけ
られた別々のウェルに個々にロードされ、プレートは４８時間インキュベートされた。免
疫沈降素リングの直径を測定し、ＣＲＰ標準のｌｏｇ１ ０ 濃度に対してプロットし、標準
曲線を与えた。直線性は、図３に示されるように、全測定範囲にわたり観察された。未知
サンプル中のＣＲＰ濃度は、標準曲線の内挿により推定され得る。現在のＳＲＩＤ法によ
って得られる結果は、Ｄｅｎｋａ　Ｓｅｉｋｅｎ　Ｃｏ．，　Ｌｔｄ．，　日本国東京都
中央区日本橋茅場町３－４－２から購入される市販されているＣＲＰ－ｌａｔｅｘキット
で測定されるものと完全に一致する（図４）。
【００７８】
実施例１２：
実施例１０でアフィニティー精製されたアヒル抗ＣＲＰ抗体を、コーティング緩衝液（２
０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ８．２）を用いて、１６μｇ／ｍｌの最終濃度まで希釈した。
続いて、得られた溶液の１００μｌアリコートを、ＥＬＩＳＡプレート（Ｃｏｓｔａｒ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから購入）の各ウェルに分配した。プレートを、４℃で終夜また
は３７℃で３時間インキュベートした。インキュベーションの終わりに、２００μｌのブ
ロッキング剤（コーティング緩衝液中１％無脂肪ミルク）を各ウェルにロードし、プレー
ト上のＩｇＹ（ΔＦｃ）コーティングを停止した。連続希釈したＣＲＰを、反応緩衝液（
２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液中１４０ｍＭ　ＮａＣｌ）中のコートされたアヒル抗体と、室
温で３０分間、相互作用させた。その後、プレートを、洗浄緩衝液（０．０５％　ｔｗｅ
ｅｎ－２０を含む反応緩衝液）で完全に洗浄した。反応緩衝液中に希釈された１用量のヤ
ギ抗ＣＲＰ抗体（Ｇｏｏｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｃｏｒｐ．から入手可能）を各ウェルに加
え、プレートを３０分間インキュベートし、続いて、洗浄緩衝液で完全に洗浄した。次に
、反応緩衝液に希釈された１用量のＨＲＰ複合体化ウサギ抗ヤギＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ）を
各ウェルに加え、プレートを、室温でさらに３０分間インキュベートし、続いて、洗浄緩
衝液で完全に洗浄した。１００μｌのｏ－フェニレンジアミン二塩酸塩（Ｓｉｇｍａ）を
、複合体化酵素の基質として各ウェルに加え、プレートを室温で１５分間インキュベート
した。反応を、１００μｌの１Ｎ　Ｈ２ ＳＯ４ で抑制した。各ウェルの吸光度を、４５０
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ｎｍで測定し、図５にプロットした。このアッセイの感度は、２．５ｎｇ／ｍｌ（Ｏ．Ｄ
．＞１）までであり得る。Ｒ－平方は、０．９９４１までであり得る。
【００７９】
実施例１３：

ラテックス粒子上への抗ＣＲＰ　ＩｇＹ（ΔＦｃ）のカップリングは、１００μｌの１０
％（ｗ／ｖ）ラテックス懸濁液、４００μｌの２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．２）
、実施例１０で精製された１０ｍｇ／ｍｌのアヒル抗ＣＲＰ抗体および０．１％アジ化ナ
トリウムを含む反応混合物中で、４℃で２時間行われた。１％ウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ、Ｓｉｇｍａから購入）を含む５ｍｌの２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．２）を、
ラテックス－ＩｇＹ（ΔＦｃ）混合物に加え、得られた懸濁液を４℃で１．５時間、攪拌
しながらインキュベートした。１５，０００ｒｐｍで４℃で１時間遠心分離した後、集め
られたペレットを、後で使用するために１％　ＢＳＡを含む５ｍｌの２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
緩衝液（ｐＨ７．２）に再懸濁した。
【００８０】
ＣＲＰ含有キャリブレーター血清を、次の濃度：高い範囲では０、１、５、１０および２
０ｍｇ／ｄｌ、ならびに低い範囲では０、０．５、１、１．５および２ｍｇ／ｄｌで、標
準抗原として使用した。２つのさらなる試薬は、Ｒ１：２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ
７．２）およびＲ２：Ｒ１中のＩｇＹ（ΔＦｃ）カップリングされたラテックス懸濁液で
あった。Ｒ２を標準抗原と混合した結果としての吸光度（５７０ｎｍ）の増加を、Ｈｉｔ
ａｃｈｉ　７０２０比濁分析自動分析器で連続して測定し、こうして得られたデータを、
図６ａおよび６ｂそれぞれに示されるように、ＣＲＰ濃度の低い範囲および高い範囲に対
してプロットした。未知サンプル中のＣＲＰ濃度は、従って、標準曲線の内挿によって推
定され得る。
【００８１】
本明細書に引用される全ての特許および文献は、それら全体として本明細書中に参考とし
て援用される。係争の場合は、定義を含む本明細書の記載が有効である。
【００８２】
本発明は、上記の具体的実施態様を参照して説明されたが、当業者に明らかな様々な改変
および変更が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく為され得る。
【図面の簡単な説明】
【図１】代表的な霊長類ＩｇＧおよびアヒルＩｇＹイソ型を示す略図である。
【図２】ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上でランされ、クマシーブルーで染色された、
本発明で調製されたアヒル卵黄抗体を示す：分子量マーカーはレーン１；粗製抗体抽出物
はレーン２；免疫アフィニティークロマトグラフィー後の粗製抗体抽出物のフロースルー
はレーン３；および溶出物中のアフィニティー精製された抗体はレーン４である。
【図３】Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）に関する標準曲線を示す：血清標準物に関する免
疫沈降素リングの直径対Ｃ反応性タンパク質濃度（ｍｇ／ｄｌ、ｌｏｇスケールで）。
【図４】本発明によるＳＲＩＤ検定および市販の免疫比濁分析検定によって得られたＣＲ
Ｐ濃度の比較を示す。
【図５】本発明によるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体がＣＲＰ濃度を測定するのに使用されるＥＬ
ＩＳＡアッセイを示す。
【図６】図６のａ－ｂは、本発明によるＩｇＹ（ΔＦｃ）抗体がラテックス粒子に結合さ
れてＣＲＰ濃度を測定するのに使用される、粒子増強比濁分析免疫検定法を示す。
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