
(57)【要約】
【課題】ジアセチルスペルミジンに対する特異的モノクローナル抗体の提供。
【解決手段】   ジアセチルスペルミジンに対するモノクローナル抗体であって、ジアセチ
ルスペルミジンと当該モノクローナル抗体との免疫反応が阻害されるように検体ジアセチ
ルスペルミジン又は検体 N8 -アセチルスペルミジン若しくはアセチルプトレッシンを存在
させる反応系において、当該検体ジアセチルスペルミジンによる前記免疫反応の阻害活性
が、当該検体 N8 -アセチルスペルミジン又はアセチルプトレッシンによる前記免疫反応の
阻害活性と比較して少なくとも 180倍以上、好ましくは 1500倍以上、より好ましくは 1700
倍以上となる測定条件を満たす、前記モノクローナル抗体。
【選択図】　　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
  ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ
ン と 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 免 疫 反 応 が 阻 害 さ れ る よ う に 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ
ン 又 は 検 体 N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 若 し く は ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン を 存 在 さ せ る 反 応 系
に お い て 、 当 該 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 前 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性 が 、 当 該 検 体
N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 又 は ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン に よ る 前 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性 と 比
較 し て 少 な く と も 180倍 以 上 と な る 測 定 条 件 を 満 た す 、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
  反 応 系 中 の 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン の 濃 度 が 200nM以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
  受 託 番 号 が FERM P-20668で あ る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
  受 領 番 号 が FERM AP-20847で あ る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
  請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 。
【 請 求 項 ６ 】
　 受 託 番 号 が FERM P-20668で あ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る 細 胞 株 。
【 請 求 項 ７ 】
　 受 領 番 号 が FERM AP-20847で あ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る 細 胞 株 。
【 請 求 項 ８ 】
  請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ
ジ ン 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 生 体 試 料 と を 反 応 さ せ て 、
ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン の 検 出 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 生 体 試 料 が 、 尿 又 は 血 清 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
  本 発 明 は 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
  ポ リ ア ミ ン は 2個 以 上 の ア ミ ノ 基 を も つ ア ル キ ル ア ミ ン の 総 称 で あ り 、 ヒ ト の 体 内 に は
、 プ ト レ ッ シ ン (H 2 N(CH 2 ) 4 NH 2 )、 カ ダ ベ リ ン (H 2 N(CH 2 ) 5 NH 2 )、 ス ペ ル ミ ジ ン (H 2 N(CH 2 ) 4 NH
(CH 2 ) 3 NH 2 )及 び ス ペ ル ミ ン (H 2 N(CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH(CH 2 ) 3 NH 2 )の 4種 類 の ポ リ ア ミ ン と そ れ
ら の ア セ チ ル 体 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 に な っ て 、 わ ず か な 量 で は あ る が N 1 ,N 8 -ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン （ 以 下 「 ジ ア セ チ
ル ス ペ ル ミ ジ ン 」 、 「 DiAcSpd」 と も い う ） 、 N 1 ,N 1 2 -ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン （ 以 下 「 DiAc
Spm」 と も い う ） と い う 2種 類 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン が 尿 中 に 排 泄 さ れ て い る こ と が 見 出
さ れ た 。 健 常 者 の 尿 中 で は 、 こ れ ら の 成 分 は そ れ ぞ れ 総 ポ リ ア ミ ン の 1.4%、 0.6%を 占 め る
に す ぎ な い が 、 癌 患 者 に お い て は 、 他 の ポ リ ア ミ ン 成 分 と 比 較 し て 増 加 の 割 合 が 際 立 っ て
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高 く 、 ま た 、 そ の 他 に も 腫 瘍 マ ー カ ー と し て の 特 性 を 示 す 物 質 で あ る こ と が 示 さ れ て き た
（ 非 特 許 文 献 1、 2） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 DiAcSpd及 び DiAcSpmは 、 当 初 は HPLCに よ る 分 画 測 定 系 と 酵 素 法 に よ る 検 出 系 を 組 み 合 わ
せ た 方 法 （ 非 特 許 文 献 3） に よ っ て 定 量 さ れ た が 、 そ の 後 簡 便 な 測 定 法 の 開 発 が 進 め ら れ
、 特 に 、 DiAcSpmの 測 定 に 関 し て は 、 特 異 的 抗 体 を 利 用 し た ELISA法 が 開 発 さ れ た （ 非 特 許
文 献 4） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
  近 年 、 濱 沖 ら に よ っ て DiAcSpdに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 作 製 さ れ た （ 特 許 文 献 １
） 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 当 該 抗 体 と DiAcSpdと の 免 疫 反 応 に 対 す る DiAcSpdに よ る 結 合 阻 害 活
性 が 、 N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン （ 以 下 「 N 8 -AcSpd」 と も い う ） に よ る 結 合 阻 害 活 性 の 20
倍 程 度 で あ る 。 健 常 者 の 尿 中 の N 8 -AcSpdは 、 DiAcSpdの 量 の お よ そ 8倍 存 在 す る た め 、 測 定
値 の 約 40%が N 8 -AcSpdに 由 来 す る も の と な り 、 DiAcSpdの 測 定 法 と し て 最 適 で あ る と は 言 え
な い 。 濱 沖 ら は 、 測 定 サ ン プ ル を 一 級 ア ミ ン 修 飾 酵 素 で 処 理 す る こ と で N 8 -AcSpdの 測 定 に
及 ぼ す 影 響 を 100分 の 1程 度 に ま で 改 善 し て い る 。 し か し な が ら 、 測 定 工 程 に お け る 酵 素 処
理 の 過 程 が 簡 便 な 測 定 系 を 開 発 す る に は 妨 げ に な る こ と が 予 想 さ れ る 。 従 っ て 、 よ り 簡 便
な 測 定 系 を 提 供 す る 為 に は N 8 -AcSpdに 対 す る 交 差 反 応 性 の 低 い DiAcSpdに 特 異 的 な モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 必 要 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2000-74917号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Sugimoto, M. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 121, 317-319 (
1995)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hiramatsu, K. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 123, 539-545 
(1997)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hiramatsu, K. et al., J. Biochem., 117, 107-112 (1995)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Hiramatsu, K. et al., J. Biochem., 124, 231-236 (1998)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 久 保 田 俊 一 郎 :日 本 臨 床 ， 53, 増 刊 号 , pp. 501-505(1995)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
  本 発 明 は 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 当 該 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 を
提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 ま た 本 発 明 は 、 上 記 抗 体 と 生 体 試 料 と を 、 前 工 程 と し て 酵 素
処 理 を 必 要 と せ ず に 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る DiAcSpdを 検 出 す る 方 法 、 DiAcSpdの 検 出
用 試 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
  本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 行 っ た 。 そ し て 、 抗 原 を 動 物 に 免 疫
し て 抗 体 価 を 上 昇 さ せ た 後 、 抗 体 価 が 下 が る ま で 動 物 を 放 置 し 、 そ の 後 に 抗 体 産 生 細 胞 を
調 製 す る こ と に よ り 、 又 は GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 抗 原 を 免 疫 す る こ と
に よ り 、 DiAcSpdと 抗 体 と の 免 疫 反 応 に 対 す る DiAcSpdに よ る 結 合 阻 害 活 性 が 、 N 8 -ア セ チ
ル ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 結 合 阻 害 活 性 と 比 較 し て 少 な く と も 180倍 以 上 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 得 る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。
（ １ ） ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ジ ン と 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 免 疫 反 応 が 阻 害 さ れ る よ う に 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ジ ン 又 は 検 体 N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 若 し く は ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン を 存 在 さ せ る 反
応 系 に お い て 、 当 該 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 前 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性 が 、 当 該
検 体 N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 又 は ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン に よ る 前 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性
と 比 較 し て 少 な く と も 180倍 以 上 と な る 測 定 条 件 を 満 た す 、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ ２ ） 反 応 系 中 の 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン の 濃 度 が 200nM以 下 で あ る 上 記 （ １ ） 記 載
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の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ ３ ） 受 託 番 号 が FERM P-20668で あ る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ ４ ） 受 領 番 号 が FERM AP-20847で あ る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ
ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ ５ ） 上 記 （ １ ） 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 。
（ ６ ） 受 託 番 号 が FERM P-20668で あ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 。
（ ７ ） 受 領 番 号 が FERM AP-20847で あ る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 。
（ ８ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 ジ ア セ チ
ル ス ペ ル ミ ジ ン 検 出 用 試 薬 。
（ ９ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 生 体 試 料 と を 反
応 さ せ て 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ
ン の 検 出 方 法 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ こ で 、 生 体 試 料 と し て は 、 尿 又 は 血 清 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 上 記 （ １ ） の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に
抗 原 を 免 疫 す る こ と に よ り 調 製 す る 場 合 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 阻 害 活 性 が 、 N 8

-ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 又 は ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン に よ る 阻 害 活 性 の 少 な く と も 180倍 以 上
、 好 ま し く は 1500倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は 1700倍 以 上 と な る 上 記 測 定 条 件 を 満 た す 抗 体 を
作 製 す る こ と が で き る 。 こ の と き 、 反 応 系 中 の 検 体 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン の 濃 度 は 、 例
え ば 、 200 nM以 下 、 好 ま し く は 50 nM以 下 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 上 記 （ ４ ） に 記 載 の ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 上 記 （ ７ ） に 記 載 の 受 領 番 号 が 、 FERM AP-20847で
あ る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 以 下 に 関 す る 。
（ １ ０ ） 上 記 （ ９ ） 記 載 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ た 結 果 を 指 標 と し て 腫 瘍 の 状 態 を 評 価 す る
方 法 。
（ １ １ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腫 瘍 診 断
薬 。
（ １ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
  (a)  免 疫 さ れ た 動 物 の 抗 体 価 が 上 昇 し た 段 階 で 該 動 物 を 放 置 し 、
  (b)  抗 体 価 が 吸 光 度 レ ベ ル で 0.05～ 1の レ ベ ル ま で 低 下 し た と き に 、 再 免 疫 し 、 あ る い
は 、 ２ ～ ６ ヶ 月 間 放 置 後 に 再 免 疫 し 、
  (c)  再 免 疫 さ れ た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 し 、
  (d)  採 取 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 細 胞 株 を 作 製 し 、
  (e)  得 ら れ る 細 胞 株 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
（ １ ３ ） GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 抗 原 を 免 疫 し 、 得 ら れ る 動 物 か ら 抗 体
を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 DiAcSpd抗 体 の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 当 該 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 が 提
供 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 上 記 抗 体 と 生 体 試 料 と を 、 前 処 理 と し て の 酵 素 処 理 を 必
要 と せ ず に 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る DiAcSpdを 検 出 す る 方 法 お よ び ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ジ ン を 検 出 す る た め の 試 薬 が 提 供 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の DiAcSpdと 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 尿 等 の 検 体 中 の DiAcSpdを 高 感 度 か
つ 特 異 的 に 測 定 で き 、 好 ま し く は 癌 の 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
１ ． 本 発 明 の 概 要
  本 発 明 の 抗 体 は 、 以 下 の (i)～ (iii)：
 (i) DiAcSpdと 抗 DiAcSpdモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 免 疫 反 応 が 50%阻 害 さ れ る と き の 、 競 合
物 質 と し て の DiAcSpdの 濃 度 が 200nM以 下 、 好 ま し く は 50 nM以 下 、
 (ii) DiAcSpdの 類 似 構 造 物 質 と し て 尿 中 に 約 8倍 多 く 存 在 す る N 8 -AcSpdと の 交 差 反 応 性 （
Ki D i A c S p d /Ki " N

8
- A c S p d " ） が 0.7%以 下 、 好 ま し く は 0.06%以 下 、 及 び

 (iii)尿 中 に 存 在 す る DiAcSpd類 似 構 造 物 質 の 交 差 反 応 性 の 総 和 が 20%以 下 、 好 ま し く は 4
％ 以 下
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 性 質 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 DiAcSpdは 、 ポ リ ア ミ ン の 一 種 で あ る が 、 ポ リ ア ミ ン と は 低 分 子 、 具 体 的 に は 、 2個 以 上
の ア ミ ノ 基 を も つ ア ル キ ル ア ミ ン の 総 称 で あ り 、 ヒ ト の 体 内 に 存 在 す る ４ つ の ポ リ ア ミ ン
の う ち の 一 つ 、 ス ペ ル ミ ジ ン (H 2 N(CH 2 ) 3 NH(CH 2 ) 4 NH 2 )の ア セ チ ル 体 で あ る 。 近 年 、 DiAcSp
dは 、 癌 患 者 の 尿 中 に 高 濃 度 に 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  し か し 、 生 体 試 料 、 特 に 尿 中 に は 、 N 1 -AcSpdや N 8 -AcSpdに 代 表 さ れ る DiAcSpdの 類 似 構
造 物 質 が 多 量 に 存 在 す る た め 、 DiAcSpdを 定 量 し 、 又 は DiAcSpdを 特 異 的 に 検 出 す る に は 、
類 似 構 造 物 質 に よ る 妨 害 を 考 慮 す る 必 要 が あ る 。 す な わ ち 、 DiAcSpdを 酵 素 免 疫 法 に よ っ
て 正 確 に 定 量 等 す る た め の 測 定 キ ッ ト の 確 立 に は 、 DiAcSpdに 対 し て 高 度 の 特 異 性 を 示 す
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 最 も 重 要 で あ る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 課 題 を 解 決 す る
た め に 完 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 動 物 へ の 免 疫 方 法 に つ い て 、 従 来 と は 異 な る 方 法 を 採
用 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 抗 原 を 免 疫 し て 抗 体 価 が 吸 光 度 レ ベ ル で
2以 上 の レ ベ ル ま で 上 昇 し た 段 階 で 免 疫 さ れ た 動 物 を し ば ら く 放 置 し 、 や が て 抗 体 価 が 吸
光 度 レ ベ ル で 0.05～ 1、 好 ま し く は 0.05～ 0.5、 よ り 好 ま し く は 0.05の レ ベ ル に 下 が っ た 後
に さ ら に 免 疫 を 行 い 、 そ の 後 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
  抗 体 価 の 上 昇 レ ベ ル は 、 吸 光 度 レ ベ ル で 2以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
  「 放 置 」 と は 、 免 疫 を 施 さ ず に 動 物 を 飼 う こ と を 意 味 し 、 そ の 期 間 と し て は 2～ 6ヶ 月 、
好 ま し く は 4～ 6ヶ 月 、 よ り 好 ま し く は 6ヶ 月 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
  抗 体 価 の 下 降 レ ベ ル は 、 吸 光 度 レ ベ ル で 0.05～ 1、 好 ま し く は 0.05～ 0.5、 よ り 好 ま し く
は 0.05で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 す る 動 物 に GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 哺 乳 動 物 を 用 い る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 「 抗 DiAcSpd抗 体 」 と も い う ） を 得 る 方 法 と し て
は 、 ま ず 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 誘 導 体 を 用 い て GANPト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 な ど の 動 物 を 免 疫 し 、 免 疫 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 （ 例 え ば B細 胞 ）
を 採 取 し 、 こ の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ 融 合 細 胞
株 ） を 作 製 す る 。 そ し て 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 抗 体 を 採 取 す る こ と に よ り
、 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 抗 DiAcSpd抗 体 は 、 い わ ゆ る ハ プ テ ン 抗 体 と 呼 ば れ る も の で あ る が 、 そ の よ う な ハ プ テ
ン 抗 体 を 作 製 す る 場 合 、 ハ プ テ ン -キ ャ リ ア 複 合 体 の 分 子 構 造 デ ザ イ ン は 、 特 異 抗 体 の 性
能 に 対 し て 非 常 に 大 き な 影 響 を 与 え る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に よ っ て BSAに 結 合 さ せ た ス
ペ ル ミ ン を ハ プ テ ン と し て 用 い て 作 製 し た 抗 体 で は 、 競 合 ELISAに お け る ス ペ ル ミ ン や ス
ペ ル ミ ジ ン に 対 す る 反 応 性 が ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン に 対 す る 反 応 性 よ り も む し ろ 高 い こ と が
報 告 さ れ て い る 。 従 っ て 、 ハ プ テ ン -キ ャ リ ア 複 合 体 の 中 に ア シ ル ア ミ ド 結 合 が 存 在 す る
こ と は 、 DiAcSpdな ど の ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン と 優 先 的 に 反 応 す る 抗 体 を 作 る 上 で 特 に 有 効
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
  こ こ で 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 が 担 保 さ れ て い れ ば 、 DiAcSpdに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を DiAcSpdの 定 量 又 は 検 出 に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 し か し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 場 合 は 、 ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン な ど の 他 の 類 似 構 造 物 質 と の 交 差 反 応 性 の 高 い 抗 体 を 多
く 含 む 場 合 が 多 く 、 そ の 場 合 は 数 段 階 の 精 製 過 程 を 経 て 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 の 高 い
抗 体 を 調 製 し な け れ ば な ら な い 。 特 に 、 免 疫 に 使 用 す る ハ プ テ ン -キ ャ リ ア 複 合 体 の 性 質
上 、 N 8 -AcSpdや ア セ チ ル プ ト レ ッ シ ン （ 以 下 「 AcPut」 と も い う ） と の 交 差 反 応 性 の 高 い
抗 体 が で き や す い こ と は 避 け ら れ な い 事 実 で あ る 。 こ の よ う な 様 々 な 特 異 性 を も っ た 抗 体
が 産 生 さ れ や す い 状 況 に お い て 、 DiAcSpdに 対 し て 特 異 性 が 高 く 、 か つ 、 安 定 的 で 、 容 易
に 精 製 可 能 な 抗 体 を 得 る た め に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ り 、 DiAcSpd特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に よ り 、 DiAcSpdと 当 該 抗 体 と の 免 疫 反 応 を 50%阻 害 す る DiAcSpd（ 検 体 DiAcSpd)の
濃 度 と し て 200 nM以 下 、 好 ま し く は 100nM以 下 、 よ り 好 ま し く は 50nM以 下 と な る 測 定 条 件
を 選 択 す る こ と が 可 能 に な る 。 そ の 結 果 、 類 似 構 造 物 質 が 多 量 に 存 在 す る 尿 検 体 中 に 微 量
に 含 ま れ る DiAcSpdを 、 類 似 構 造 物 質 に よ る 妨 害 を 避 け て 酵 素 免 疫 法 に よ っ て 正 確 に 定 量
す る こ と が で き る 。

２ ． 抗 原 の 調 製
  DiAcSpdは 、 低 分 子 量 の ア ル キ ル ア ミ ン で あ る た め 、 こ れ を 直 接 マ ウ ス に 免 疫 し て も DiA
cSpdに 特 異 的 な 抗 体 を 得 る こ と は で き な い 。 そ こ で 、 キ ャ リ ア 蛋 白 質 で あ る ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン と N 8 -AcSpdと を ア シ ル ア ミ ド 結 合 さ せ 、 DiAcSpd類 似 物 質 を 側 鎖 と し て 多 数 持 つ 免
疫 抗 原 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
  本 発 明 に お い て 免 疫 抗 原 は 、 公 知 の 方 法 に 準 じ て 作 製 す る こ と が で き る （ Kunio Fujiwa
ra. et al., Journal of Immunological Methods, 61, 217-226(1983)） 。 ま ず 、 キ ャ リ
ア 蛋 白 質 で あ る BSAと 無 水 ア セ チ ル メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 （ 以 下 「 AMS」 と も い う ） を 反 応 さ
せ 、 反 応 生 成 物 で あ る AMS-BSA複 合 体 を 作 製 す る 。 さ ら に AMS-BSAに 二 価 性 架 橋 試 薬 で あ る
GMBS（ N-(4-Maleimidobutyryloxy)succinimide） を 介 し て 、 N 8 -AcSpdを ア シ ル ア ミ ド 結 合
さ せ 、 免 疫 抗 原 N 8 -AcSpd -GMB-AMS-BSAを 作 製 す る 。 但 し 、 抗 原 の 作 製 に 関 し て は こ れ に
限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 キ ャ リ ア 蛋 白 質 は 、 BSAの 他 、 例 え ば 、 KLH（ Keyhole Limpet Hemocyanin） 、 OVA（ Oval
bumin） 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 免 疫 抗 原 を 公 知 の 方 法 に よ っ て 作
製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う に 、 ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン に 特 異 的 な 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 ハ プ テ
ン -キ ャ リ ア 複 合 体 の 中 に ア シ ル ア ミ ド 結 合 が 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。

３ ． 抗 原 の 免 疫 と 抗 体 価 の 測 定
　 免 疫 す る 動 物 と し て は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど が 挙 げ ら れ る 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-119445 A 2007.5.17



ま た 、 GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 （ WO2004/040971） 、 例 え ば GANPト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 免 疫 す る 動 物 に 用 い る こ と も で き る 。 抗 原 の 動 物 1匹 あ た り の 投 与 量
は 、 全 体 で 10～ 2000μ gで あ る 。 抗 原 を 免 疫 す る 際 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原 溶 液 を 混 ぜ る
こ と が 一 般 的 で あ り 、 ア ジ ュ バ ン ト の 種 類 と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FCA
） 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FIA） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 等 が 挙 げ
ら れ る 。 免 疫 は 、 主 と し て 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 筋 中 、 足 蹠 皮 下 等 に 注 入 す る こ と に よ
り 行 う 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 数 日 か ら 数 週 間 間 隔 、 好 ま し く は 2～ 3週 間
間 隔 で 、 1～ 10回 、 好 ま し く は 2～ 5回 免 疫 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 免 疫 に よ り 抗 体 価 が 吸 光 度 レ ベ ル で 2以 上 上 昇 し た の ち 、 抗 体 価 が 吸 光 度 レ ベ ル で 0.05
～ 1、 好 ま し く は 0.05～ 0.5、 よ り 好 ま し く は 0.05ま で 低 下 す る ま で 、 2～ 6ヶ 月 間 、 好 ま し
く は 4～ 6ヶ 月 間 、 よ り 好 ま し く は 6ヶ 月 間 動 物 を 放 置 す る 。 な お 、 上 記 吸 光 度 レ ベ ル を 示
す 血 清 の 希 釈 率 は 、 例 え ば 27,000倍 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 た だ し 、 GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 免 疫 す る 場 合 は 、 吸 光 度 レ ベ ル の 低
下 を 必 要 と せ ず 、 一 般 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 法 の 免 疫 間 隔 に 従 っ て 、 最 終 免 疫 ま で
行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 体 価 は 、 免 疫 し た 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 採 取 し た 血 液
は 、 採 血 後 低 温 下 で 保 管 せ ず に 、 速 や か に 遠 心 し 血 清 を 分 離 す る こ と が 好 ま し い 。 得 ら れ
た 血 清 を 段 階 希 釈 し 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay)又 は
EIA(enzyme immunoassay)） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA(radioimmuno assay))等 で 抗 体 価 を
測 定 す る こ と が で き る 。 ELISA又 は EIAで 抗 体 価 を 測 定 す る 場 合 、 吸 光 度 は 、 分 光 光 度 計 で
測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 示 す 吸 光 度 レ ベ ル と は 、 採 取 し た 血 液 か ら 既 知 の
方 法 で 得 ら れ た 血 清 に つ い て 、 後 述 の ＜ 実 験 例 １ ＞ で 示 す ELISA法 で 抗 体 価 を 測 定 し た と
き に 得 ら れ る シ グ モ イ ド カ ー ブ の う ち 、 直 線 性 の あ る 部 分 の 中 点 の 吸 光 度 と す る 。 具 体 的
に は 、 例 え ば 濃 度 を 1000倍 希 釈 し た 血 清 か ら × 3倍 希 釈 系 列 （ 7濃 度 ） で 示 さ れ た S字 曲 線
（ シ グ モ イ ド カ ー ブ ） の 示 す 吸 光 度 の う ち 直 線 性 の あ る 部 分 の 中 点 が 、 例 え ば 27,000倍 希
釈 し た 血 清 の 吸 光 度 で あ り 、 OD=1.0で あ れ ば 、 吸 光 度 レ ベ ル は 「 希 釈 倍 率 27,000倍 で OD=1
.0」 を 意 味 す る （ 光 路 長 10mm） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 測 定 の 結 果 、 DiAcSpdに 対 す る 抗 体 価 の 高 い マ ウ ス に 最 終 免 疫 を 施 す 。 但 し 、 抗 原 の 免
疫 と 抗 体 価 の 測 定 に 関 し て は 上 記 測 定 法 に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
  そ の 後 、 最 終 免 疫 日 か ら 数 日 後 に 、 好 ま し く は 3～ 5日 後 に 免 疫 担 当 細 胞 （ 脾 臓 細 胞 等 ）
を 摘 出 す る 。 ま た 、 動 物 の 足 蹠 皮 下 に 抗 原 を 注 入 し た 場 合 に は 、 最 終 免 疫 の 回 数 は 1回 で
、 免 疫 か ら 7～ 13日 後 に 、 好 ま し く は 8～ 10日 後 に 脾 臓 細 胞 な ど の 免 疫 担 当 細 胞 又 は 所 属 リ
ン パ 節 を 摘 出 す る 。 採 血 の 間 隔 は 、 免 疫 し て 1～ 4週 間 後 、 好 ま し く は 1～ 2週 間 後 に 行 う 。

４ ． DiAcSpdに 対 す る 抗 体 の 作 製
　 以 下 に 、 DiAcSpdに 対 す る 抗 体 の 作 製 方 法 に つ い て 説 明 す る が 、 こ れ に 限 定 す る も の で
は な い 。
（ １ ） 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
　 抗 体 産 生 細 胞 は 、 免 疫 し た GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 等 の 動 物 の 脾 臓 細 胞
等 又 は 所 属 リ ン パ 節 等 か ら 調 製 す る 。 リ ン パ 節 は 、 例 え ば 鼠 径 部 リ ン パ 節 、 縦 隔 リ ン パ 節
な ど が あ げ ら れ る 。 採 取 し た 細 胞 集 団 か ら 特 に 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離 操 作 を 行 わ な く て も よ
い が 、 細 胞 集 団 の 中 か ら 抗 体 産 生 細 胞 の み を 分 離 す る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 抗 体 産 生 細
胞 を 調 製 す る 際 に は 、 組 織 の 残 骸 や 赤 血 球 を で き る 限 り 除 い て お く こ と が 好 ま し い 。 赤 血
球 除 去 の 方 法 は 、 一 般 的 に 市 販 さ れ て い る 赤 血 球 除 去 液 を 使 用 す る か 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム
と ト リ ス で 調 製 し た 中 性 の 緩 衝 液 を 作 製 し て 使 用 す る 方 法 が 好 ま し く 採 用 さ れ る 。 調 製 し

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-119445 A 2007.5.17



た 抗 体 産 生 細 胞 は 、 調 製 後 直 ち に 次 の 作 業 に 取 り か か ら な い と 細 胞 の 状 態 が 悪 化 す る 場 合
が あ る の で 、 調 製 後 次 の 作 業 ま で に 時 間 が か か る 場 合 は 、 氷 上 に 静 置 さ せ て お く こ と が 好
ま し い 。
（ ２ ） 細 胞 融 合
　 細 胞 融 合 は 、 上 記 の 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） と を 融 合 さ せ 、 抗 体
を 産 生 し な が ら 半 永 久 的 に 増 え 続 け る 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） を 作 製 す る た め に 行 う 作 業
で あ る 。 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 、 マ ウ ス な ど の 動 物 の 一 般 に 入
手 可 能 な 細 胞 株 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 細 胞 株 と し て は 、 HAT選 択 培 地 （ ヒ ポ
キ サ ン チ ン 、 チ ミ ジ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン を 含 む 培 地 ） で 生 存 で き ず 、 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合
し た 状 態 で の み 生 存 で き る 性 質 を 有 す る も の が 好 ま し い 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 例 え
ば P3X63-Ag.8.U1(P3U1)や P3/NS I/1-Ag4-1(NS I)等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 融 合 は 、 ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS） 等 を 含 ま な い DMEMや RPMI1640培 地 な ど の 一 般 に 市 販
さ れ て い る 培 地 で 、 1× 10 6 ～ 1× 10 7 個 /mLの 脾 臓 細 胞 及 び /又 は リ ン パ 節 細 胞 と 1× 10 5 ～ 1
× 10 6 個 /mLの ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 混 合 し （ 脾 臓 細 胞 及 び /又 は リ ン パ 節 細 胞 と ミ エ ロ ー マ
細 胞 と の 細 胞 比 は 5： 1が 好 ま し い ） 、 細 胞 融 合 促 進 剤 存 在 下 で 融 合 を 行 う 。 細 胞 融 合 促 進
剤 と し て 、 平 均 分 子 量 200～ 20000ダ ル ト ン の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 電 気 刺 激 （ 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） を 利 用 し た 市 販 の 細 胞 融 合 装 置 を 用
い て 、 融 合 さ せ る こ と も で き る 。 さ ら に 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス を 用 い て 細 胞 を 融 合 さ せ る こ
と も で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 公 知 の 細 胞 融 合 方 法 を 用 い て 、 上 記 の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ
ロ ー マ 細 胞 を 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 融 合 後 、 例 え ば 10～ 20%（ 好 ま し く は 20%） FCS含 有 RPMI1640培 地 な ど で 作 製 し た HAT培 地
で 細 胞 を 希 釈 後 、 96穴 培 養 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 0.5～ 3× 10 5 個 ず つ 細 胞 を 播 き 込 み 、 CO 2
イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培 養 す る 。

（ ３ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 樹 立
　 次 に 、 細 胞 融 合 処 理 後 の 細 胞 か ら 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る
。 細 胞 融 合 か ら 10～ 14日 後 に 、 前 記 し た よ う に HAT培 地 で 選 択 さ れ た 細 胞 が コ ロ ニ ー を 形
成 す る 。 そ の コ ロ ニ ー 陽 性 96穴 培 養 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 を 採 取 し て 、 DiAcSpd
に 対 す る 抗 体 価 を 確 認 す る 。 確 認 方 法 と し て は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） や 放 射 性 免 疫
測 定 法 （ RIA） 等 で 行 う 。 こ の と き 、 細 胞 か ら 産 生 さ れ る 抗 体 に は キ ャ リ ア 蛋 白 質 で あ る B
SAに 対 す る 抗 体 も 含 ま れ る の で 、 BSAに 対 す る 抗 体 価 を 測 定 す る こ と で 、 BSAに 対 す る 抗 体
価 の 高 い BSA抗 体 陽 性 ウ ェ ル を 除 く こ と が で き る 。 DiAcSpdに 対 す る 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル を
確 認 で き た ら 、 24穴 や 12穴 培 養 プ レ ー ト に 細 胞 を 移 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
  こ こ で 、 培 地 は ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た HT培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 チ ミ ジ ン 含 有 培 地 ）
に お き 換 え る こ と が 好 ま し い 。 そ の 理 由 は 、 ア ミ ノ プ テ リ ン は 細 胞 の DNA複 製 を 阻 害 す る
物 質 で あ る た め 、 培 地 中 の ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い て も 、 細 胞 内 に ア ミ ノ プ テ リ ン が 残 っ て
い る と 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン と チ ミ ジ ン 非 存 在 下 で は 、 細 胞 中 の DNA複 製 が 起 こ ら な く な る か
ら で あ る 。 HT培 地 中 で し ば ら く 培 養 後 、 再 度 培 養 上 清 中 の 抗 体 価 を 確 認 す る 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ は 融 合 細 胞 で あ る た め に 不 安 定 で あ り 、 す ぐ に 抗 体 産 生 が 消 失 す る 可 能 性 が 高 い の で
、 2度 目 の 抗 体 価 の 確 認 を 行 っ て お く こ と が 好 ま し い 。 前 記 し た よ う に 、 本 発 明 に お い て
は DiAcSpdに 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る こ と が 必 要 で あ る た め
、 こ こ で 重 要 な こ と は 、 培 養 上 清 レ ベ ル で 他 の DiAcSpd類 似 物 質 と の 交 差 反 応 性 を ELISAや
RIA等 で 確 認 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 DiAcSpd類 似 物 質 は 、 例 え ば 、 N 8 -AcSpd、 AcPut、 プ ト レ ッ シ ン 、 カ ダ
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ベ リ ン 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 ス ペ ル ミ ン 、 DiAcSpmな ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
  最 終 的 に 選 択 さ れ た ウ ェ ル の 細 胞 は 、 単 一 の 細 胞 に す る た め に ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 。 ク
ロ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 細 胞 懸 濁 液 を 10～ 20%の FCS含 有 （ 好 ま し く は 20%） RPMI1640培 地 な
ど で 適 当 に 希 釈 後 、 96穴 培 養 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 0.3～ 2個 入 る よ う に 細 胞 を 播 き 込 む 。
96穴 培 養 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 入 れ る 細 胞 の 数 は 、 1つ の ウ ェ ル に 入 る 細 胞 が 1個 で あ る 確
率 が 高 く な る よ う に す る た め 、 好 ま し く は 各 ウ ェ ル に １ 個 入 る よ う に 細 胞 を 播 く 。 細 胞 播
き 込 み 後 、 7～ 10日 後 に コ ロ ニ ー 陽 性 ウ ェ ル の 培 養 上 清 を 回 収 す る 。 こ の と き 、 3～ 5日 後
に シ ン グ ル コ ロ ニ ー で あ る こ と を 確 認 す る こ と が 好 ま し い 。 回 収 し た 培 養 上 清 は 、 抗 体 価
を 確 認 す る 。 こ こ で も DiAcSpdに 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 し 、 か つ DiAcSpd類 似 物 質 に 対 す る
交 差 反 応 性 が 低 い ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 さ ら に 選 択 さ れ た ウ ェ ル の 細 胞 を あ る 程 度 増 や し
て ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を 樹 立 す る 。 ク ロ ー ニ ン グ は 必 要 に 応 じ て 数 回 行 っ て も 良 い 。

（ ４ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 か ら 以 下 の 方 法 で DiAcSpd特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精
製 し て 調 製 す る 。 す な わ ち 、 血 清 の 濃 度 を 抑 え た 培 地 で 培 養 し た 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 調 製
す る 方 法 、 市 販 の 無 血 清 培 地 で 培 養 し た 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 調 製 す る 方 法 、 動 物 の 腹 腔 内
に ハ イ ブ リ ド ー マ を 注 入 し て 、 腹 水 を 採 取 し 、 そ の 腹 水 か ら 抗 体 を 調 製 す る 方 法 等 が あ る
。 培 養 上 清 は 、 細 胞 を 0.1～ 4× 10 5 個 /mLで 調 製 し 、 1～ 2週 間 培 養 し た も の か ら 採 取 す る 。
腹 水 の 場 合 は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 由 来 の 哺 乳 動 物 と 同 種 系 動 物 の 腹 腔 内 に ハ イ ブ リ ド ー マ を
0.1～ １ × 10 7 個 投 与 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 大 量 に 増 殖 さ せ る 。 そ し て 、 1～ 2週 間 後 に 腹 水
を 採 取 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
  培 養 方 法 と し て は 、 培 養 フ ラ ス コ を 用 い る 方 法 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ を 用 い る 方 法 、 シ ェ
ー カ ー フ ラ ス コ を 用 い る 方 法 、 バ イ オ リ ア ク タ ー を 使 用 す る 方 法 等 が あ る 。 抗 体 の 精 製 方
法 は 、 プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 又 は プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム で 精 製 す る 方
法 、 DiAcSpdア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム で 精 製 す る 方 法 、 硫 安 塩 析 分 画 か ら ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー で 精 製 す る 方 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す る 方 法 等 が あ り 、 こ れ
ら 公 知 の 方 法 を 適 宜 選 択 し 、 又 は こ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る
。 な お 、 プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム を 用 い て マ ウ ス の IgG 1 を 精 製 す る 場 合 は 、 結 合
条 件 を 至 適 化 し た バ ッ フ ァ ー な ど を 用 い る こ と が 有 効 で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 至 適 条 件 を
適 宜 選 択 し て 、 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
  本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） は 、 「 Anti-DiAcSpd
 MAb 19C10」 と 称 し 、 2005年 9月 27日 付 で 、 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 （ 〒 305-8566　 茨 城 県 つ く ば 市 東 1-1-1 中 央 第 6） に 寄 託 し た 。 そ の 受 託 番 号
（ 受 託 証 に 記 載 ） は 、 「 FERM P-20668」 で あ る 。 「 FERM P-20668」 は 、 実 施 例 １ で 「 19C1
0」 と し て 樹 立 し た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） は 、 「 Anti D
iAcSpd MAb Clone:20D7」 と 称 し 、 平 成 18年 3月 17日 付 で 、 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 （ 〒 305-8566　 茨 城 県 つ く ば 市 東 1-1-1 中 央 第 6） に 寄 託 し た 。
そ の 受 付 番 号 を 示 す 受 領 番 号 （ 受 領 書 に 記 載 ） は 、 「 FERM AP-20847」 で あ る 。 「 FERM AP
-20847」 は 、 免 疫 し た GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脾 臓 を 用 い て 作 製 し た 細 胞 株 で あ
り 、 後 述 の 実 施 例 ２ で 「 20D7」 と し て 樹 立 し た ク ロ ー ン で あ る 。

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 性 質
  本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 の 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 系 、 す な わ ち 、 ジ ア セ チ ル ス
ペ ル ミ ジ ン と 当 該 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン に 対 す る 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 免 疫 反
応 が 阻 害 さ れ る よ う に 競 合 物 質 を 存 在 さ せ る 反 応 系 に お い て 、 以 下 の (i)～ (iii)か ら な る

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-119445 A 2007.5.17



群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 性 質 を 備 え る 。 な お 、 上 記 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 系 は 固 相
化 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン を 用 い た 系 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 原 の 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 系 に お け る 競 合 物 質 は 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 、 N 8 -AcSpdお
よ び AcPutな ど が 挙 げ ら れ る 。 競 合 物 質 は こ れ ら の う ち の １ 種 類 を 用 い て も よ い し 、 複 数
種 類 を 混 合 し た も の を 用 い て も よ い 。 混 合 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 尿 中 の 存 在 比 を も と
に 各 濃 度 を 設 定 し て も よ い 。 な お 、 明 細 書 中 、 競 合 物 質 と し て 反 応 系 に 添 加 す る こ れ ら の
物 質 に 「 検 体 」 の 語 を つ け て 表 す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
  (i) 反 応 系 中 の DiAcSpdに よ る 上 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性 は 、 当 該 反 応 系 中 の N 8 -AcSpdお
よ び AcPutに よ る 上 記 免 疫 反 応 の 阻 害 活 性 と 比 較 し て 少 な く と も 180倍 以 上 、 好 ま し く は 15
00倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は 1700倍 以 上 の 阻 害 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
  こ こ で 、 プ レ ー ト の 底 に DiAcSpdを 固 定 し て 固 相 化 し 、 こ れ に DiAcSpdに 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し て DiAcSpdと 抗 体 と を 反 応 さ せ る 系 を 考 え る 。 競 合 物 質 が 存 在 し な い
反 応 系 で は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 固 相 化 さ れ た DiAcSpdと 反 応 す る 。 こ の 反 応 系 に
、 遊 離 の DiAcSpdを 検 体 と し て 存 在 さ せ る 。 こ の 遊 離 の DiAcSpdは 固 相 化 さ れ た DiAcSpdと
競 合 し て 抗 体 と 反 応 す る 。 固 相 の DiAcSpdと 抗 体 と の 結 合 が 、 50％ 阻 害 さ れ た と き 、 つ ま
り 、 検 体 DiAcSpdを 添 加 し た と き の 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 固 相 DiAcSpdと の 結 合 量 が 、
遊 離 の 検 体 DiAcSpdが 存 在 し な い と き の 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 固 相 DiAcSpdと の 結 合 量
と 比 較 し て 50％ ま で 低 下 す る と き の 当 該 検 体 DiAcSpdの 量 の 逆 数 又 は 濃 度 （ 50％ 阻 害 濃 度
、 IC50） の 逆 数 を 免 疫 反 応 の 「 阻 害 活 性 」 又 は 「 結 合 阻 害 活 性 」 と し て 定 義 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
  遊 離 の 検 体 DiAcSpd並 び に N 8 -AcSpdお よ び AcPutの そ れ ぞ れ に つ い て 、 上 記 阻 害 活 性 を 測
定 し 、 遊 離 の DiAcSpdを 用 い た と き の 阻 害 活 性 が 、 尿 中 に 多 く 遊 離 し て い る N 8 -AcSpd又 は A
cPutを 用 い た と き の 阻 害 活 性 と 比 較 し て 180倍 以 上 、 好 ま し く は 1500倍 以 上 、 よ り 好 ま し
く は 1700倍 以 上 と な る よ う な 反 応 条 件 を 満 た す 抗 体 を 、 本 発 明 の 抗 体 と し て 選 択 す る こ と
が で き る 。 別 の 言 い 方 を す れ ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 上 記 反 応 系 に お い て 、 検 体 DiAcSpdの 5
0%阻 害 濃 度 が 、 検 体 N 8 -AcSpd又 は AcPutの 50%阻 害 濃 度 と 比 較 し て 、 180分 の １ 以 下 、 好 ま
し く は 1500分 の １ 以 下 、 よ り 好 ま し く は 1700分 の １ 以 下 と な る よ う な 反 応 条 件 を 満 た す 抗
体 で あ る と も い え る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が N 8 -AcSpd及 び AcPut等
と 交 差 反 応 が 低 く 、 DiAcSpdに 特 異 的 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
  上 記 条 件 を 満 た す と き の 反 応 系 中 の DiAcSpdの 濃 度 は 、 200 nM以 下 、 好 ま し く は 100nM以
下 、 よ り 好 ま し く は 50 nM以 下 で あ る 。 あ る い は 、 DiAcSpdの 濃 度 は 、 好 ま し く は 10～ 200 
nM以 下 、 好 ま し く は 10～ 100nMで あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 (ii) DiAcSpdの 類 似 構 造 物 質 と し て 尿 中 に 約 8倍 多 く 存 在 す る N 8 -AcSpdと の 交 差 反 応 性
は 0.7%以 下 で あ り 、 好 ま し く は 0.06％ 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 (iii) 尿 中 に 存 在 す る DiAcSpd類 似 構 造 物 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 の 総 和 は 20%以 下 で あ り
、 好 ま し く は 18％ 以 下 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 12％ 以 下 、 最 も 好 ま し く は 4%以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 交 差 反 応 性 」 は 、 DiAcSpd以 外 の 物 質 に 対 す る 抗 DiAcSpd抗 体 の 反 応
性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 (ii)お よ び (iii)に お い て 、 抗 DiAcSpd抗 体 の DiAcSpd類 似 構 造 物 質 に 対 す る 交 差 反 応 性
は 、 以 下 の よ う に 算 出 す る こ と が で き る 。
(a) 縦 軸 を 吸 光 度 、 横 軸 を 競 合 物 質 濃 度 （ 検 体 濃 度 ） で 示 し た 各 ポ リ ア ミ ン に 対 す る 競 合
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ELISAの 結 果 グ ラ フ の 吸 光 度 を 吸 光 度 （ ％ ） に 変 更 す る 。 具 体 的 に は 『 （ 各 吸 光 度 － ブ ラ
ン ク ウ ェ ル の 平 均 吸 光 度 ） ÷ (ア ッ セ イ コ ン ト ロ ー ル の 平 均 吸 光 度 － ブ ラ ン ク ウ ェ ル の 平
均 吸 光 度 )× 100』 で 算 出 さ れ る 値 （ %） で 吸 光 度 /競 合 物 質 の グ ラ フ を 再 作 成 す る 。
(b) (a)の 各 ポ リ ア ミ ン の グ ラ フ に お い て 得 ら れ る S字 曲 線 （ シ グ モ イ ド カ ー ブ ） に お い て
50%阻 害 活 性 の 値 を 含 む 直 線 領 域 の 吸 光 度 を 選 択 し 、 そ れ ら の 吸 光 度 を 通 る よ う な 対 数 近
似 曲 線 を 得 る 。
(c) (b)で 得 ら れ た 対 数 近 似 曲 線 を 元 に Y=50、 つ ま り 阻 害 活 性 が － 50%（ 50％ ） と な る よ う
な 検 体 濃 度 （ Ki： 反 応 を 50%阻 害 す る 競 合 物 質 濃 度 (μ M)） を 算 出 す る 。 こ の 時 の 検 体 濃 度
は LAN関 数 の 逆 数 を 返 す EXP関 数 に よ っ て 導 か れ る 。
(d) (c)で 算 出 さ れ た Kiを 用 い て 交 差 反 応 性 （ %） を 算 出 す る 。 こ の 際 DiAcSpdの 交 差 性 は 1
00%と し て 値 を 算 出 す る 。 交 差 反 応 性 は DiAcSpdに 対 す る そ の 他 の ポ リ ア ミ ン に よ っ て 算 出
さ れ る 。 具 体 的 に は 『 Ki D i A c S p d /Ki"S"(%)＝ Ki D i A c S p d ÷ "各 競 合 物 質 Ki× 100 (%)』 の 数
式 で 導 か れ る 。 （ Sは ポ リ ア ミ ン ）
(e) 場 合 に よ っ て は 、 最 後 に DiAcSpdに 対 す る 各 ポ リ ア ミ ン の 尿 中 存 在 比 を 元 に し た 交 差
反 応 性 の 総 和 を 求 め る 。 交 差 反 応 性 の 総 和 は 、 具 体 的 に は 表 1あ る い は 表 2に 示 さ れ る DiAc
Spdに 対 す る 尿 中 存 在 比 に 交 差 反 応 性 を 掛 け た 値 の 総 和 で 示 さ れ 、 「 Ki D i A c S p d /Ki"S"× Di
AcSpdに 対 す る 各 ポ リ ア ミ ン の 尿 中 比 （ ％ ） 」 の 数 式 で 導 か れ た 値 を 総 和 し た も の で あ る
。

５ ． 腫 瘍 の 検 出 方 法
  DiAcSpdは 、 癌 の 臨 床 マ ー カ ー （ 腫 瘍 マ ー カ ー ） と し て 利 用 す る こ と が で き る た め 、 本
発 明 の 抗 体 を 生 体 試 料 と 反 応 さ せ 、 生 体 試 料 中 の DiAcSpdを 測 定 す る こ と に よ り 、 そ の 測
定 結 果 を 指 標 と し て 腫 瘍 を 検 出 す る こ と が で き る 。 DiAcSpdの 測 定 は 、 一 般 に 行 わ れ る ハ
プ テ ン 免 疫 測 定 法 と し て 知 ら れ て い る 方 法 の い ず れ の 方 法 （ 例 え ば 、 ELISA、 EIA） に よ っ
て も 行 う こ と が で き 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 腫 瘍 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 脳 腫 瘍 、 食 道 癌 、 咽 頭 癌 、 舌 癌
、 肺 癌 、 胃 癌 、 小 腸 又 は 十 二 指 腸 癌 、 大 腸 癌 、 尿 路 悪 性 腫 瘍 （ 例 え ば 前 立 腺 癌 、 腎 癌 、 膀
胱 癌 、 精 巣 腫 瘍 ） 、 肝 臓 癌 、 前 立 腺 癌 、 乳 癌 、 子 宮 癌 、 卵 巣 癌 、 甲 状 腺 癌 、 胆 嚢 癌 、 胆 道
癌 、 肉 腫 （ 例 え ば 骨 肉 種 、 筋 肉 種 な ど ） 及 び メ ラ ノ ー マ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と
も 1種 が 挙 げ ら れ る 。 検 出 対 象 と な る 癌 の 種 類 は 、 1種 類 で も よ く 2種 類 以 上 が 併 発 し た も
の で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 癌 患 者 、 癌 が 疑 わ れ る 患 者 、 あ る い は 健 康 診 断 受 診 者 か ら 生 体 試 料 を 採 取 し 、 DiAcSpd
測 定 試 料 を 調 製 す る 。 生 体 試 料 と し て は 、 血 液 、 尿 、 組 織 等 が 挙 げ ら れ る 。 血 液 は 、 採 取
し た 後 に 遠 心 し て 血 清 を 分 離 し 、 得 ら れ た 血 清 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 取 り 扱 い
が 容 易 で 患 者 へ の 負 担 が 少 な い 点 で 尿 が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 い で 、 前 記 測 定 試 料 と 本 発 明 の 抗 体 と を 反 応 さ せ る 。 DiAcSpdの 検 出 は 、 一 般 に 行 わ
れ る ELISAに よ り 行 う こ と が で き る 。 こ こ で は 、 説 明 の 便 宜 上 、 本 発 明 の 抗 体 に は マ ウ ス
由 来 の 抗 体 を 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ELISAで 測 定 す る に は 、 ま ず 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 抗 原 （ DiAcSpd） を コ ー ト し て お く 。
一 方 、 あ ら か じ め 生 体 試 料 （ 検 体 ） 又 は 標 準 液 中 の DiAcSpdと 抗 DiAcSpd特 異 抗 体 と を 反 応
さ せ た 後 、 こ の 反 応 液 を プ レ ー ト 上 の ウ ェ ル に 添 加 す る 。 未 反 応 の ま ま 残 っ た 抗 体 は プ レ
ー ト 上 の DiAcSpdと 結 合 す る 。 そ し て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 2次 抗 体 で あ る HRP標 識 抗
マ ウ ス IgG抗 体 を プ レ ー ト に 添 加 し て 、 プ レ ー ト 上 の DiAcSpdに 結 合 し た 抗 体 と 反 応 さ せ る
。 最 後 に 、 HRPに よ り 触 媒 さ れ る 発 色 反 応 に よ り 生 体 試 料 中 の DiAcSpdを 定 量 す る 。 2次 抗
体 で 用 い る 標 識 酵 素 は HRP（ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） の 他 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 リ ン
ゴ 酸 脱 水 酵 素 、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど を 用 い る こ と も で き る 。 競
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合 ア ッ セ イ で は 、 生 体 試 料 中 の DiAcSpd量 が 多 い ほ ど 、 発 色 量 、 蛍 光 量 、 発 光 量 な ど の 値
は 小 さ く 測 定 さ れ る 。

６ ． 腫 瘍 の 評 価 方 法
  本 発 明 に お い て は 、 前 記 ５ に 示 す 検 出 方 法 に よ り 得 ら れ た 検 出 結 果 を 指 標 と し て 腫 瘍 の
状 態 を 評 価 す る こ と が で き る 。 検 出 結 果 が 所 定 の 基 準 値 を 超 え る も の を DiAcSpd陽 性 、 所
定 の 基 準 値 以 下 の も の を DiAcSpd陰 性 と し 、 陽 性 の 場 合 に は 、 癌 を 発 症 し て い る 可 能 性 が
あ る と 判 断 し 、 腫 瘍 の 状 態 を 評 価 す る こ と が で き る 。 所 定 の 基 準 値 は 、 腫 瘍 の 種 類 に よ っ
て 適 宜 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
  腫 瘍 の 状 態 と は 、 腫 瘍 の 罹 患 の 有 無 又 は そ の 進 行 度 を 意 味 し 、 癌 発 症 の 有 無 、 癌 の 進 行
度 、 癌 の 悪 性 度 、 癌 の 転 移 の 有 無 及 び 癌 の 再 発 の 有 無 等 が 挙 げ ら れ る 。 上 記 評 価 に 際 し 、
こ れ ら の 腫 瘍 の 状 態 は １ つ を 選 択 し て も よ く 、 複 数 個 を 適 宜 組 み 合 わ せ て 選 択 し て も よ い
。 癌 の 有 無 を 評 価 す る に は 、 癌 に 罹 患 し て い る か 否 か を 判 断 す る 。 癌 の 悪 性 度 は 、 癌 が ど
の 程 度 進 行 し て い る の か を 示 す 指 標 と な る も の で あ り 、 病 期 (Stage)を 分 類 し て 評 価 を 行
っ た り 、 い わ ゆ る 早 期 癌 、 進 行 癌 を 分 類 し て 評 価 す る こ と も 可 能 で あ る 。 癌 の 転 移 は 、 原
発 巣 の 位 置 か ら 離 れ た 部 位 に 新 生 物 が 出 現 し て い る か 否 か に よ り 評 価 す る 。 再 発 は 、 間 欠
期 又 は 寛 解 の 後 に 再 び 癌 が 現 れ た か 否 か に よ り 評 価 す る 。

７ ． 本 発 明 の 抗 体 を 含 む キ ッ ト 、 試 薬
　 本 発 明 に お い て は 、 DiAcSpdに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を DiAcSpdの 検 出 用 キ ッ ト 又 は
試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト 又 は 試 薬 は 、 上 記 腫 瘍 の 検 出 等 に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 従 来 か ら 一 般 生 化 学 検 査 と し て ポ リ ア ミ ン 類 を 測 定 す る 場 合 は 、 尿 中 の ポ リ ア ミ ン 類 は
類 似 構 造 体 と し て の 数 種 類 が ひ と ま と ま り に 測 定 さ れ 、 類 似 構 造 体 の そ れ ぞ れ と 各 種 病 態
と の 関 連 の 検 討 は 皆 無 に 等 し か っ た 。 こ れ ま で に 、 ポ リ ア ミ ン 測 定 法 の 中 で も 、 尿 中 の ポ
リ ア ミ ン 量 に つ い て 構 造 体 を 区 別 し て 測 定 す る 方 法 が い く つ か 確 立 さ れ て お り 、 特 に ポ リ
ア ミ ン の 一 種 で あ る DiAcSpdは 良 性 疾 患 患 者 で は 上 昇 せ ず 、 悪 性 疾 患 患 者 に お い て の み 高
値 を 示 す こ と 、 お よ び 治 療 後 の 再 発 時 に 高 値 に な る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 こ の こ と は Di
AcSpdな ど の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 簡 便 か つ 正 確 に 測 定 す る 方 法 を 開 発 す る こ と が で き
れ ば 、 DiAcSpdを 新 規 の 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 癌 診 療 の 臨 床 に お い て 用 い る こ と が で き 、 DiA
cSpdの 検 出 試 薬 に よ る 腫 瘍 の 検 査 は 大 き な 需 要 が 見 込 ま れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 DiAcSpdの 検 出 シ ス テ ム と し て 抗 DiAcSpd抗 体 を 用 い た 、 競 合 ELISA法 に
よ る DiAcSpdの 測 定 系 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 測 定 系 で は 、 固 相 化 抗 原 と し て 、 N 8 -ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン を 配 し 、 ア シ ル ア ミ ド 結
合 に よ り DiAcSpd類 似 構 造 体 を 持 つ も の （ N 8 -AcSpd-EMC-AMS-BSA） を 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の 固 相 化 抗 原 は 、 免 疫 抗 原 の 方 法 に 準 じ て 作 製 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 キ ャ リ ア
蛋 白 質 で あ る BSAと AMSを 反 応 さ せ 、 反 応 生 成 物 で あ る AMS-BSA複 合 体 を 作 製 す る 。 さ ら に A
MS-BSAに 二 価 性 架 橋 試 薬 で あ る EMCS（ N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide） を 介 し て
、 N 8 -AcSpdを ア シ ル ア ミ ド 結 合 さ せ 、 固 相 化 抗 原 N 8 -AcSpd-EMC-AMS-BSAを 作 製 す る 。 但 し
、 抗 原 の 作 製 に 関 し て は こ れ に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 動 物 免 疫 時 に 使 用 す る 抗 原 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ 抗 原 、
DiAcSpd検 出 用 の プ レ ー ト 固 相 化 抗 原 に は 、 DiAcSpdを 用 い て も よ い し 、 N 8 -AcSpd-EMC-AMS
-BSAを 用 い て も よ い 。 N 8 -AcSpdと BSAと を 二 価 性 架 橋 試 薬 を 用 い て 結 合 さ せ る と 、 構 造 的
に DiAcSpdに 類 似 す る た め で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 本 発 明 の キ ッ ト 又 は 試 薬 は 、 DiAcSpdを 特 異 的 に 測 定 可 能 で あ る が 、 癌 診 療 の 臨 床 に お
い て 用 い る た め に は 、 好 ま し く は 、 再 現 性 も 要 求 さ れ る 。 そ こ で 、 本 発 明 に お い て は 、 腫
瘍 診 断 薬 と し て 本 発 明 の キ ッ ト を 用 い る 際 の 、 好 ま し い DiAcSpd測 定 条 件 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト 又 は 試 薬 を 腫 瘍 診 断 薬 と し て 用 い る 際 は 、 健 常 者 の 尿 中 DiAcSpd排 泄 量
の 平 均 が 301nmol/g creatinine（ Hiramatsu,K. et al., J. Biochem., 117, 107-112(199
5)） で あ る こ と か ら 、 キ ッ ト に 含 有 す る ス タ ン ダ ー ド 領 域 を 600nM～ 9.375nMに 設 定 す る こ
と が 好 ま し い 。 固 相 化 抗 原 濃 度 と し て は 、 0.01～ 0.05μ g/mL、 好 ま し く は 0.03μ g/mLで あ
る 。 そ の 結 果 、 尿 中 DiAcSpdを 測 定 す る の に 、 十 分 な 感 度 及 び 測 定 精 度 を 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 測 定 精 度 と は 、 同 一 の 試 料 を 複 数 の 試 験 管 又 は ウ ェ ル の 分 け て 1回 の ア ッ セ イ を 行 っ た
と き に 、 そ れ ぞ れ の 測 定 値 が ど の 程 度 ば ら つ く か を 示 す 指 標 と な る も の で あ り 、 統 計 学 的
に は 、 変 動 係 数 （ CV： Coefficient of variation） 、 す な わ ち 測 定 の 平 均 値 に 対 す る 標 準
偏 差 の 割 合 （ ％ ） と し て 表 現 さ れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 こ の 変 動 係 数 （ CV） を 再 現 性 と
い う 。 再 現 性 は 15%以 下 で あ り 、 10%以 下 で あ る こ と が 好 ま し く 、 5%以 下 で あ る こ と が さ ら
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト 又 は 試 薬 の 好 ま し い 性 能 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 最 低 検 出 域 は
18.75nM、 検 体 測 定 検 出 感 度 ： 37.5nM（ 18.75× 2） で あ る 。 ま た 、 同 時 再 現 性 は 10%以 下 、
好 ま し く は 5%前 後 で あ り 、 日 間 再 現 性 は 10%以 下 、 好 ま し く は 約 5％ 前 後 で あ る 。 い ず れ の
再 現 性 も CV=10%以 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 診 断 薬 と し て 用 い る 場 合 に は 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 他 の 溶 媒 や 溶 質 と 組 み 合 わ せ て 組 成 物 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蒸 留 水 、 pH緩 衝 試
薬 、 塩 、 タ ン パ ク 質 、 界 面 活 性 剤 な ど を 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 酵 素 標 識 し 、 使 用 す る こ と が で き る 。 標 識 酵 素 と し て 、 HRP（ セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ ） の 他 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 酵 素 、 α -グ ル コ シ ダ
ー ゼ 、 α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 金 コ ロ イ ド な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 本 発 明 の 抗 体 の 他 に 、 上 記 の 溶 媒 、 溶 質 、 酵 素 標 識 試 薬 、 抗 原 固
相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 DiAcSpd標 準 品 （ ス タ ン ダ ー ド ） 、 抗 体 希 釈 溶 液 、 OPD（ オ ル ト フ
ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 錠 、 基 質 液 、 反 応 停 止 液 、 濃 縮 洗 浄 液 、 説 明 書 な ど を 含 め る こ と が で
き る 。 ま た 、 反 応 の 至 適 条 件 を 与 え る 緩 衝 液 、 反 応 生 成 物 質 の 安 定 化 に 有 用 な 緩 衝 液 、 反
応 物 質 の 安 定 化 剤 な ど の 反 応 媒 体 も 本 発 明 の キ ッ ト に 含 ま れ 得 る 。

　 以 下 、 実 施 例 お よ び 実 験 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ
れ ら 実 施 例 お よ び 実 験 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン （ 以 下 DiAcSpd） に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
（ １ ） 抗 原 の 作 製
　 免 疫 抗 原 は 、 公 知 方 法 に 準 じ て 以 下 の 通 り 作 製 し た （ Kunio Fujiwara. et al., Journa
l of Immunological Methods, 61, 217-226(1983)） 。 DiAcSpdは 、 低 分 子 の ア ル キ ル ア ミ
ン で あ り 、 こ れ を 直 接 マ ウ ス に 免 疫 し て も DiAcSpdに 特 異 的 な 抗 体 を 得 る こ と が で き な い
。 そ こ で 、 キ ャ リ ア 蛋 白 質 で あ る ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 「 BSA」 と す る ） と N 8 -AcSpd
を ア シ ル ア ミ ド 結 合 さ せ 、 DiAcSpd類 似 構 造 物 を 側 鎖 と し て 多 数 も つ 免 疫 抗 原 N 8 -AcSpd -G
MB-AMS-BSAを 以 下 の よ う に 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま ず 、 キ ャ リ ア 蛋 白 質 と な る BSAと AMSと を 反 応 さ せ 、 Sephadex G-25ゲ ル ろ 過 カ ラ ム に
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て 精 製 し 、 AMS-BSAを 作 製 し た 。 一 方 で AMS-BSAに 二 価 性 架 橋 試 薬 で あ る GMBSを 介 し て 、 N 8

-AcSpdを ア シ ル ア ミ ド 結 合 さ せ る た め に 、 GMB- N 8 -AcSpdを 作 製 し た 。 さ ら に 、 AMS-BSAと
GMB- N 8 -AcSpdを 反 応 さ せ 、 免 疫 抗 原 で あ る N 8 -AcSpd -GMB-AMS-BSAを 作 製 し た 。
（ ２ ） マ ウ ス へ の 免 疫
　 マ ウ ス へ の 免 疫 は 2通 り の 方 法 で 行 っ た 。 免 疫 方 法 の 概 略 は 、 図 １ に 示 す 。 一 つ 目 の 方
法 は 、 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 す な わ ち 、 免 疫 1： 2mg/mLに 調 製 し た 免 疫 抗 原 を FCAと 等 量 混
合 し 、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ た も の を 100μ Lず つ マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 投 与 し 、 そ の 後 2
週 間 間 隔 で 1mg/mLの 免 疫 抗 原 と FIAと 等 量 混 合 し 、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ た も の を 100μ
Lず つ マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 投 与 し た 。 合 計 3回 抗 原 を 投 与 し 、 ELISAに よ り 抗 体 価 を 確 認 し
、 抗 体 価 の 高 か っ た も の に 対 し て 、 1mg/mLの 免 疫 抗 原 100μ Lを マ ウ ス の 腹 腔 内 に 最 終 投 与
し 、 そ の 3日 後 に 細 胞 融 合 用 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。 二 つ 目 の 方 法 は 、 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
す な わ ち 、 免 疫 2： 一 つ 目 の 方 法 の 3回 目 ま で の 抗 原 投 与 ま で は 同 じ だ が 、 そ の 後 半 年 間 抗
体 価 が 下 が る ま で マ ウ ス を 放 置 し 、 再 度 1mg/mLの 免 疫 抗 原 と IFAの エ マ ル ジ ョ ン を マ ウ ス
の 背 部 皮 下 に 投 与 し 、 そ の 2週 間 後 に 1mg/mLの 免 疫 抗 原 100μ Lを マ ウ ス の 腹 腔 内 に 最 終 投
与 し 、 そ の 3日 後 に 細 胞 融 合 用 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。
（ ３ ） 脾 臓 細 胞 の 調 製 と 細 胞 融 合
　 摘 出 し た 脾 臓 を す り つ ぶ し 、 抗 DiAcSpd抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 脾 臓 細 胞 を 調 製 し た 。 両 免
疫 方 法 共 に 、 1匹 あ た り 約 １ × 10 8 個 の 脾 臓 細 胞 を 調 製 で き た 。 一 方 で 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 で
あ る P3U1を 培 養 し 、 細 胞 融 合 当 日 に 生 細 胞 率 が 95%以 上 の P3U1を 調 製 し た 。 こ れ ら 脾 臓 細
胞 と P3U1を 5： 1で 混 ぜ 、 50%濃 度 の 分 子 量 1,450の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ り 細 胞 融 合
を 行 っ た 。 融 合 後 、 培 地 で 洗 浄 し 、 HAT培 地 に 懸 濁 し た も の を 、 96穴 培 養 プ レ ー ト の 各 ウ
ェ ル に 1× 10 5 個 /ウ ェ ル と な る よ う に 細 胞 を 播 き こ ん だ 。
（ ４ ） 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の ス ク リ ー ニ ン グ
　 細 胞 融 合 後 、 12日 目 の 培 養 上 清 を 回 収 し 、 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の ス ク リ ー ニ ン グ を 後 述
の 実 験 例 1の 方 法 で 行 っ た 。 免 疫 1の 方 法 で は 、 3872ウ ェ ル 中 115ウ ェ ル で DiAcSpd陽 性 で あ
っ た 。 免 疫 2の 方 法 で は 、 2584ウ ェ ル 中 114ウ ェ ル で DiAcSpd陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 選 択
し た ウ ェ ル の 細 胞 を 24 ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し 、 1～ 2日 間 培 養 し 、 再 度 実 験 例 1の 方 法 で ス
ク リ ー ニ ン グ を し た と こ ろ 、 最 終 的 に 、 免 疫 1の 方 法 で は 、 75ウ ェ ル 分 、 免 疫 2の 方 法 で は
90ウ ェ ル 分 が DiAcSpd陽 性 で あ っ た 。
（ ５ ） 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の 交 差 反 応 性 試 験
　 上 記 の DiAcSpd陽 性 ウ ェ ル 165ク ロ ー ン に 関 し て 、 こ れ ま で の 研 究 で 尿 中 に 多 く 存 在 し 、
比 較 的 交 差 反 応 し や す い と 考 え ら れ る N 8 -AcSpdに 対 す る 交 差 反 応 性 試 験 を 後 述 の 実 験 例 2
の 方 法 で 行 っ た 。 そ の 結 果 、 N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃 度 が DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 の 約 180倍 以
上 で あ っ た も の が 2ウ ェ ル 分 あ り 、 そ れ 以 外 は 0～ 100倍 で あ っ た 。
（ ６ ） ク ロ ー ニ ン グ
　 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 の 高 か っ た 2ウ ェ ル 分 を 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 す
な わ ち 、 細 胞 を 20%の FCSを 含 む RPMI培 地 で 2.5個 /mLに 調 製 し 、 96穴 培 養 プ レ ー ト 2枚 分 の
各 ウ ェ ル に 200μ Lず つ 添 加 し た 。 10日 後 、 実 験 例 1の 方 法 で 培 養 上 清 中 の DiAcSpdに 対 す る
抗 体 価 を 測 定 し 、 陽 性 で あ る こ と を 確 認 し 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 由 来 す る ク ロ ー ン を 得 た
。 そ の 後 さ ら に 培 養 し 、 実 験 例 2の 方 法 で AcSpm、 N 1 -AcSpd、 N 8 -AcSpd、 DiAcSpd、 AcPutに
対 す る 交 差 反 応 性 試 験 を 行 っ た と こ ろ 、 2ク ロ ー ン と も に DiAcSpdの 阻 害 活 性 が N 8 -AcSpd又
は AcPutの 阻 害 活 性 の 約 180倍 以 上 と な り 、 本 発 明 に お い て 目 的 と す る 特 異 性 を 十 分 に 備 え
た 抗 体 で あ っ た 。 そ れ ぞ れ の 樹 立 ク ロ ー ン を 「 19C10」 、 「 15C5」 と し た （ 図 ２ お よ び 図
３ ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
  図 ２ に お い て 、 DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 0.037μ M、 ま た N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 8
.08μ Mで あ り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 活 性 を 比 較 し た 結 果 、 そ の 差 は 約 218倍 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
  ま た 、 図 ３ に お い て 、 DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 0.026μ M、 ま た N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃
度 は 約 5.169μ Mで あ り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 活 性 を 比 較 し た 結 果 、 そ の 差 は 約 198倍 で あ っ た
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。
（ ７ ） 樹 立 ク ロ ー ン の 基 礎 デ ー タ
　 実 験 例 2の 条 件 に お い て 、 樹 立 ク ロ ー ン の 産 生 す る 抗 体 に つ い て 、 尿 検 体 中 に お け る DiA
cSpd類 似 構 造 物 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 を 調 べ た 。 す な わ ち 、 DiAcSpd、 N 8 -AcSpd、 AcPut 
、 N 1 -AcSpd 、 AcSpmの 50%阻 害 濃 度 を 調 べ 、 尿 中 に お け る DiAcSpdに 対 す る 他 の 類 似 構 造 物
質 の 交 差 反 応 性 を 算 出 し た 。 そ の 結 果 、 樹 立 ク ロ ー ン 19C10で は 、 N 8 -AcSpdに 対 す る 交 差
反 応 性 が 3.668%、 そ の 他 AcPutが 13.655%、 N 1 -AcSpdが 0.078%、 AcSpmが 0.000%で あ り 、 交
差 反 応 性 の 総 和 は 17.401%で あ っ た 。 一 方 、 樹 立 ク ロ ー ン 15C5で は 、 尿 中 に お け る N 8 -AcSp
dに 対 す る 交 差 反 応 性 が 4.029%、 そ の 他 AcPutが 7.608%、 N 1 -AcSpdが 0.113%、 AcSpmが 0.000
%で あ り 、 交 差 反 応 性 の 総 和 は 11.750%で あ っ た (表 １ )。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 　 表 １ 　  尿 中 DiAcSpd類 似 構 造 物 質 の DiAcSpdに 対 す る 交 差 反 応 性
【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
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  以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 が 極 め て 高
く 、 交 差 反 応 性 も 極 め て 低 い こ と か ら 、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 抗 DiAcSpd抗 体 と 比 較 し て
極 め て 有 用 で あ る 。

＜ 実 験 例 1＞
　 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 法
　 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 固 相 化 抗 原 と し て PBS（ pH7.0） で 0.1μ g
/mLに 調 製 し た N 8 -AcSpd -HMC-peptideを 50μ Lず つ 添 加 し 、 25℃ で 1時 間 放 置 し た 。 次 に 、
0.05% Tween20を 含 む PBS（ pH7.0） （ PBST） で 3回 洗 浄 後 、 0.5%ゼ ラ チ ン を 含 む PBST（ ブ ロ
ッ キ ン グ 液 ） を 各 ウ ェ ル に 200μ Lず つ 添 加 し 、 25℃ で 1時 間 静 置 し た 。 洗 浄 後 、 培 養 上 清
を 原 液 の ま ま 各 ウ ェ ル に 50μ Lず つ 添 加 し 、 25℃ で 40分 静 置 し た 。 次 に 、 PBSTで 3回 洗 浄 後
、 各 ウ ェ ル に 2500倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ ZYMED社 ） を 50μ Lず つ 添 加 し 、 25
℃ で 40分 静 置 し た 。 次 に 、 PBSTで 3回 洗 浄 後 、 各 ウ ェ ル に 0.02%の 過 酸 化 水 素 を 含 む 0.1Mク
エ ン 酸 リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0） で 0.5mg/mLに 調 製 し た o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 溶 液 100μ Lを
添 加 し 、 25℃ で 10分 間 静 置 し た 後 に 、 1M硫 酸 溶 液 100μ Lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 呈 色 反 応 を
停 止 し た 。 そ の 後 490nmの 吸 光 度 を ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た 。

＜ 実 験 例 2＞
　 交 差 反 応 性 試 験
　 希 釈 し た 培 養 上 清 中 の 抗 体 価 を 実 験 例 1の 方 法 で 測 定 し た 。 そ の 結 果 で 490nmに お け る 吸
光 度 が 1と な る 希 釈 倍 率 を 設 定 し た （ 図 ４ お よ び 図 ５ ） 。 希 釈 用 プ レ ー ト に 上 記 で 設 定 し
た 希 釈 倍 率 で 希 釈 し た 培 養 上 清 70μ Lと 、 各 濃 度 に 段 階 的 に 調 製 し た DiAcSpd溶 液 又 は そ の
類 似 構 造 物 質 （ N 8 -AcSpd 、 AcSpm、 N 1 -AcSpd、 DiAcSpm等 ） を 各 濃 度 に 段 階 的 に 調 製 し た
も の 70μ Lと を 各 ウ ェ ル に 混 合 し て 添 加 し 、 25℃ で 1時 間 静 置 し プ レ 反 応 を 行 っ た 。 次 に 、
実 験 例 1と 同 じ 方 法 で ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し た プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に プ レ 反 応 し た 反 応 液 50
μ Lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 25℃ で 1時 間 静 置 し た 。 次 に 、 PBSTで 3回 洗 浄 後 、 各 ウ ェ ル に 250
0倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ ZYMED社 ） を 50μ Lず つ 添 加 し 、 25℃ で 1時 間 静 置 し
た 。 次 に 、 PBSTで 3回 洗 浄 後 、 各 ウ ェ ル に 0.02%の 過 酸 化 水 素 を 含 む 0.1Mク エ ン 酸 リ ン 酸 緩
衝 液 （ pH5.0） で 0.5mg/mLに 調 製 し た o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 溶 液 100μ Lを 添 加 し 、 25℃ で 1
0分 間 静 置 し た 後 に 、 1M硫 酸 溶 液 100μ Lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 呈 色 反 応 を 停 止 し た 。 そ の
後 490nmの 吸 光 度 を ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン （ 以 下 DiAcSpd） に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
（ １ ） 抗 原 の 作 製
　 実 施 例 １ （ １ ） の 方 法 と 同 様 の 方 法 に 従 っ て 、 免 疫 抗 原 N 8 -AcSpd-GMB-AMS-BSAを 作 製 し
た 。
（ ２ ） GANPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の 免 疫
　 マ ウ ス へ の 免 疫 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 2mg/mLに 調 製 し た 免 疫 抗 原 を FCAと 等 量 混 合 し
、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ た も の を 100μ Lず つ マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 投 与 し 、 そ の 後 2週 間
間 隔 で 1mg/mLの 免 疫 抗 原 と FIAと 等 量 混 合 し 、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 さ せ た も の を 100μ Lず
つ マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 投 与 し た 。 合 計 3回 抗 原 を 投 与 し 、 ELISAに よ り 抗 体 の 力 価 を 確 認 し
、 抗 体 価 の 高 か っ た も の に 対 し て 、 1mg/mLの 免 疫 抗 原 100μ Lを マ ウ ス の 腹 腔 内 に 最 終 投 与
し 、 そ の 3日 後 に 細 胞 融 合 用 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。
（ ３ ） 脾 臓 細 胞 の 調 製 と 細 胞 融 合
　 摘 出 し た 脾 臓 を す り つ ぶ し 、 抗 DiAcSpd抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 脾 臓 細 胞 を 調 製 し た 。 1匹 あ
た り 約 2× 10 8 個 の 脾 臓 細 胞 を 調 製 で き た 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3U1の 調 製 お よ び 脾 臓 細 胞 と P3
U1と の 細 胞 融 合 は 、 実 施 例 １ （ ３ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。
（ ４ ） 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の ス ク リ ー ニ ン グ
　 細 胞 融 合 後 、 12日 目 の 培 養 上 清 を 回 収 し 、 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 験
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例 1の 方 法 で 行 っ た 。 2208ウ ェ ル 中 110ウ ェ ル で DiAcSpd陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 選 択 し た
ウ ェ ル の 細 胞 を 24 ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し 、 1～ 2日 間 培 養 し 、 再 度 実 験 例 1の 方 法 で ス ク リ
ー ニ ン グ を し た と こ ろ 、 最 終 的 に 97ウ ェ ル 分 が DiAcSpd陽 性 で あ っ た 。
（ ５ ） 抗 体 産 生 陽 性 ウ ェ ル の 交 差 反 応 性 試 験
　 上 記 の DiAcSpd陽 性 ウ ェ ル 97ク ロ ー ン に 関 し て 、 実 施 例 １ と 同 様 に 、 N 8 -AcSpdに 対 す る
交 差 反 応 性 試 験 を 実 験 例 2の 方 法 で 行 っ た 。 そ の 結 果 、 N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃 度 が DiAcSpd
の 50%阻 害 濃 度 の 約 1700倍 以 上 で あ っ た も の が 4ウ ェ ル 分 あ り 、 そ れ 以 外 は 100～ 1500倍 で
あ っ た 。
（ ６ ） ク ロ ー ニ ン グ
　 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 の 高 か っ た 4ウ ェ ル 分 を 限 界 希 釈 法 で 、 実 施 例 １ （ ６ ） の 方 法 と
同 様 に ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 す な わ ち 、 2.5個 /mLで 培 養 し た 後 、 実 験 例 1の 方 法 で 培 養
上 清 中 の DiAcSpdに 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し 、 陽 性 で あ る こ と を 確 認 し 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル
に 由 来 す る ク ロ ー ン を 得 た 。 そ の 後 さ ら に 培 養 し 、 実 験 例 2の 方 法 で AcSpm、 N 1 -AcSpd、 N 8

-AcSpd、 DiAcSpd、 AcPutに 対 す る 交 差 反 応 性 試 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 3ク ロ ー ン が DiAcS
pdの 阻 害 活 性 が AcPutの 阻 害 活 性 の 約 1500倍 以 上 、 N 8 -AcSpdの 阻 害 活 性 の 約 1700倍 以 上 と
な り 、 本 発 明 に お い て 目 的 と す る 特 異 性 を 十 分 に 備 え た 抗 体 で あ っ た 。 3つ の 樹 立 ク ロ ー
ン を そ れ ぞ れ 「 5D1」 、 「 15D4」 、 「 20D7」 と し た 。
（ ７ ） 抗 体 の 精 製
　 上 記 3ク ロ ー ン か ら 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 以 下 の 方 法 で 精 製 し た 。 ま ず 、 樹 立 ク
ロ ー ン を 市 販 の 無 血 清 培 地 （ Hybridoma SFM： Invitrogen社 ） に 懸 濁 し 、 4× 10 5 個 /mLに な
る よ う に 調 製 し た 。 T225フ ラ ス コ に そ の 細 胞 懸 濁 液 を 50mL入 れ 、 37℃ 、 5.0% CO 2 環 境 下 で
約 １ 週 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 培 養 上 清 を プ ロ テ イ ン Gカ ラ
ム に ア プ ラ イ し 、 グ リ シ ン バ ッ フ ァ ー （ pH3.0） で 溶 出 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し
た 。 そ の 後 、 再 度 実 験 例 2の 方 法 で AcSpm、 N 1 -AcSpd、 N 8 -AcSpd、 DiAcSpd、 AcPut、 DiAcSp
mに 対 す る 交 差 反 応 性 試 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 培 養 上 清 で の 結 果 と 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た
（ 図 ６ 、 図 ７ お よ び 図 ８ ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 5D1ク ロ ー ン 由 来 の 精 製 抗 体 に お い て 、 DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 0.011μ M、 ま た N 8 -Ac
Spdの 50%阻 害 濃 度 は 約 19.29μ Mで あ り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 活 性 を 比 較 し た 結 果 、 そ の 差 は 約
1756倍 で あ っ た （ 図 ６ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
  ま た 、 15D4ク ロ ー ン 由 来 の 精 製 抗 体 に お い て 、 DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 0.058μ M、 ま
た N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 135.568μ Mで あ り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 活 性 を 比 較 し た 結 果 、
そ の 差 は 約 2340倍 で あ っ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 さ ら に 20D7ク ロ ー ン 由 来 の 精 製 抗 体 に お い て 、 DiAcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 0.025μ M、 ま
た N 8 -AcSpdの 50%阻 害 濃 度 は 約 75.561μ Mで あ り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 活 性 を 比 較 し た 結 果 、 そ
の 差 は 約 3000倍 で あ っ た （ 図 ８ ） 。
（ ８ ） 樹 立 ク ロ ー ン の 基 礎 デ ー タ
　 実 施 例 １ （ ７ ） の 方 法 と 同 様 に 、 樹 立 ク ロ ー ン の 産 生 す る 抗 体 に つ い て 、 尿 中 に お け る
交 差 反 応 性 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 樹 立 ク ロ ー ン 5D1で は 、 尿 中 に お け る N 8 -AcSpdに 対 す る
交 差 反 応 性 が 0.474%、 そ の 他 AcPutが 2.409%、 N 1 -AcSpdが 0.173%、 AcSpmが 0.000%で あ り 、
交 差 反 応 性 の 総 和 は 3.057%で あ っ た 。 ま た 、 樹 立 ク ロ ー ン 15D4で は 、 尿 中 に お け る N 8 -AcS
pdに 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.343%、 そ の 他 AcPutが 1.723%、 N 1 -AcSpdが 0.130%、 AcSpmが 0.00
0%で あ り 、 交 差 反 応 性 の 総 和 は 2.196%で あ っ た 。 さ ら に 、 樹 立 ク ロ ー ン 20D7で は 、 N 8 -AcS
pdに 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.262%、 そ の 他 AcPutが 尿 中 に お け る 1.402%、 N 1 -AcSpdが 0.162%
、 AcSpmが 0.000%で あ り 、 交 差 反 応 性 の 総 和 は 1.827%で あ っ た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 　 表 ２ 　 尿 中 DiAcSpd類 似 構 造 物 質 の DiAcSpdに 対 す る 交 差 反 応 性
【 ０ ０ ８ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
  以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 DiAcSpdに 対 す る 特 異 性 が 極 め て 高
く 、 交 差 反 応 も な い こ と か ら 、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 抗 DiAcSpd抗 体 と 比 較 し て 極 め て 有
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用 で あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 キ ッ ト を 用 い た DiAcSpdの 測 定
（ １ ） キ ッ ト 条 件 の 確 立
　 DiAcSpd測 定 キ ッ ト と し て は 、 固 相 化 抗 原 に N 8 -AcSpd-EMC-AMS-BSAを 用 い た 競 合 ELISA法
を 採 用 し た 。 抗 体 は 、 実 施 例 ２ で 作 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 内 、 最 も 尿 中 交 差 反 応 性
の 低 か っ た 20D7ク ロ ー ン を 使 用 し た 。 ま た 、 抗 体 は 市 販 の HRP標 識 試 薬 Peroxidase Labeli
ng Kit-SH（ DOJINDO） を 用 い て 、 実 施 例 ２ （ ７ ） で 得 ら れ た 抗 DiAcSpd抗 体 を HRP標 識 抗 体
と し た 。 ス タ ン ダ ー ド 領 域 を 600nM～ 9.375nMに 設 定 し 、 固 相 化 抗 原 濃 度 は 検 討 の 結 果 0.03
μ g/mLと し た 。 HRP標 識 抗 DiAcSpdモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 濃 度 に つ い て は 、 N 8 -AcSpd-E
MC-AMS-BSA固 相 化 条 件 0.03μ g/mLに お い て 、 最 大 反 応 効 率 の 40%と な る 条 件 で 定 め た 結 果
、 最 終 濃 度 で 5000倍 希 釈 に て 使 用 す る こ と と な っ た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 条 件 で 標 準 曲 線 の 再 現 性 を 確 認 し た と こ ろ 、 600～ 9.375nMに お い て 再 現 性 の あ る 良
好 な 曲 線 が 得 ら れ た （ 図 １ ０ 、 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 　 表 ３ 　 標 準 曲 線 の 再 現 性
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
（ ２ ） キ ッ ト の 基 礎 デ ー タ
　 ま た 、 DiAcSpd測 定 ELISAの 精 密 度 及 び 性 能 を 評 価 す る た め 、 異 な る 2種 の 管 理 検 体 （ 検
体 A、 検 体 B） を 用 い て 、 日 内 再 現 性 を N=10で 、 日 間 再 現 性 を N=10で 評 価 し た 。 日 内 再 現 性
は 、 異 な る 2濃 度 の 尿 検 体 を 用 い 、 同 日 中 に 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 の 検 体 を デ ュ プ リ ケ ー ト （ n
=2well=1） と し て 、 10回 （ n=10） 以 上 DiAcSpd濃 度 測 定 試 験 を 行 っ た 。 日 間 再 現 性 は 、 異
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な る 2濃 度 の 尿 検 体 を 用 い 、 そ れ ぞ れ を デ ュ プ リ ケ ー ト （ n=2well=1） と し て 10回 以 上 （ 10
日 以 上 ） の DiAcSpd濃 度 測 定 試 験 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 そ の 結 果 、 日 内 再 現 性 は 検 体 Aが 変 動 係 数 （ CV） =5.76%、 検 体 Bが CV=2.58%で あ り 、 日 間
再 現 性 は 検 体 Aが CV=6.76%、 検 体 Bが CV=4.25%で あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 本 キ ッ ト は 、 再 現
性 に お い て は 十 分 信 頼 で き る も の で あ る こ と が 分 か っ た （ 表 ４ ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 　 表 ４ 　 日 内 再 現 性 と 日 間 再 現 性
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 次 に 添 加 回 収 試 験 を 行 っ た 。 添 加 回 収 試 験 は 、 測 定 系 の 精 度 を 評 価 す る た め の 試 験 で あ
る 。 例 え ば 、 作 製 し よ う と す る DiAcSpd測 定 系 に お い て 、 測 定 し よ う と す る 検 体 に 既 知 濃
度 の DiAcSpd（ 競 合 物 質 ） を 添 加 し た も の と 、 添 加 し て い な い も の の 2種 類 を 用 意 す る 。 両
者 の 濃 度 を 比 較 し 、 得 ら れ た DiAcSpdの 濃 度 差 が 実 際 の 添 加 量 と 一 致 す れ ば 、 そ の 結 果 か
ら 測 定 系 が 正 確 で あ る と 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 実 施 例 で 行 っ た 添 加 回 収 試 験 は 、 ELISA法 で 行 い 、 標 準 曲 線 作 成 用 の DiAcSpdの 他 に 、
測 定 試 料 と し て （ A） 既 知 濃 度 DiAcSpdを 希 釈 し た バ ッ フ ァ ー と 尿 検 体 の 等 量 混 合 液 、 （ Ｂ
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） 既 知 濃 度 （ 200 nM） の DiAcSpd溶 液 と 尿 検 体 の 等 量 混 合 液 、 （ Ｃ ） 既 知 濃 度 （ 200 nM）
の DiAcSpd溶 液 と 希 釈 バ ッ フ ァ ー の 等 量 混 合 液 、 の ３ 種 類 を 準 備 し た 。 そ れ ぞ れ デ ュ プ リ
ケ ー ト （ n=2well＝ 1） と し て n=3ず つ 3濃 度 （ 尿 検 体 × 2倍 希 釈 ・ × ４ 倍 希 釈 ・ × ８ 倍 希 釈
） で 試 験 を 実 施 し た 。 （ A） ～ （ C） の そ れ ぞ れ の 測 定 試 料 中 の DiAcSpd濃 度 を 算 出 し た 。
回 収 率 (%)は 、 算 出 し た DiAcSpd濃 度 を 用 い て 、 （ （ B） － （ A） ） ÷ C× 100で 求 め た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 添 加 回 収 試 験 の 結 果 、 尿 検 体 は 2倍 以 上 の 希 釈 で 回 収 率 が 96.3%～ 108.4%と 良 好 な 試 験 結
果 が 得 ら れ る こ と が 分 か っ た （ 表 ５ ） 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 DiAcSpdを
高 い 精 度 で 測 定 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る DiAcSpd測 定
キ ッ ト の 精 度 は 高 い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 　 表 ５ 　 添 加 回 収 試 験
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の キ ッ ト の 性 能 は 、 最 低 検 出 域 は 9.375 nM、 好 ま し く は 18.75nM、 検 体 測
定 検 出 感 度 ： 37.5nM（ 18.75× 2） と な っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 DiAcSpd濃 度 の 異 な る 2種 の 尿 検 体 に よ り 、 希 釈 性 試 験 を 行 っ た 。 希 釈 性 試 験 は
、 尿 試 料 を ス タ ン ダ ー ド 測 定 領 域 内 の 異 な る 濃 度 に な る よ う に 2種 類 作 製 し た （ 高 濃 度 側
と 低 濃 度 側 の 2種 類 に す る こ と が 望 ま し い 。 ） 。 次 に 、 作 製 し た 各 尿 検 体 の 濃 度 を Top濃 度
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と し た 尿 検 体 の 希 釈 を 適 宜 行 い （ 例 え ば 6濃 度 ） 、 そ の 検 体 を デ ュ プ リ ケ ー ト （ n=2well=1
） と し て 検 体 の 測 定 を 行 っ た 。 縦 軸 ： DiAcSpd濃 度 、 横 軸 ： 希 釈 率 で グ ラ フ を 作 成 し 、 最
後 に 得 ら れ た 点 を 線 形 近 似 曲 線 に よ っ て 結 び R 2 値 を 算 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 そ の 結 果 、 い ず れ の 検 体 に お い て も 良 好 な 希 釈 曲 線 が 得 ら れ た （ 図 １ １ ） 。 こ の こ と か
ら 、 本 発 明 の ELISAキ ッ ト が 、 尿 中 の DiAcSpdを 高 い 精 度 で 測 定 し 得 る も の で あ る こ と が 示
さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 免 疫 日 程 と 方 法 の 概 略 図 を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 19C10株 培 養 上 清 に お け る 各 物 質 の 結 合 阻 害 活 性 を 示 す 図 。
【 図 ３ 】 15C5株 培 養 上 清 に お け る 各 物 質 の 結 合 阻 害 活 性 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 19C10株 培 養 上 清 に お け る 吸 光 度 （ OD490nm） で 1と な る 希 釈 性 試 験 の 結 果 を 示 す
図 。
【 図 ５ 】 15C5株 培 養 上 清 に お け る 吸 光 度 （ OD490nm） で 1と な る 希 釈 性 試 験 の 結 果 を 示 す 図
。
【 図 ６ 】 5D1精 製 抗 体 に お け る 各 物 質 の 結 合 阻 害 活 性 を 示 す 図 。
【 図 ７ 】 15D4精 製 抗 体 に お け る 各 物 質 の 結 合 阻 害 活 性 を 示 す 図 。
【 図 ８ 】 20D7精 製 抗 体 に お け る 各 物 質 の 結 合 阻 害 活 性 を 示 す 図 。
【 図 ９ 】 HRP標 識 20D7抗 体 に お け る 濃 度 の 検 討 結 果 を 示 す 図 。
【 図 １ ０ 】 DiAcSpd測 定 キ ッ ト の 標 準 曲 線 を 示 す 図 。
【 図 １ １ 】 DiAcSpd濃 度 の 異 な る 2種 の 尿 検 体 に よ る 希 釈 性 試 験 の 結 果 を 示 す 図 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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