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(57)【要約】
【課題】特異性、定量性、および検出感度において優れ
た抗BBIタンパク質抗体を提供する。
【解決手段】架橋剤によりBBIタンパク質同士を架橋さ
せてホモ複合体を調製し、これを免疫原として抗体を作
成する。
【選択図】図8
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　BBIタンパク質に対する抗体を作成するための免疫原の調製方法であって、
　（ａ）下記の式で表される架橋剤を用いてBBIタンパク質同士を架橋させる工程を含み
、
【化１】

　式中、
　R1は、-(CH2)n-、-(CH2)2-S-S-(CH2)2-、-(CHOH)2-、および-O-(CH2)2-SO2-(CH2)2-O-
からなる群から選択される基であり、nは1～10の整数であり、
　R2およびR3は、各々、-Hまたは-SO3

-Na+である
　方法。
【請求項２】
　BBIタンパク質に対する抗体を作成する方法であって、
　（ｂ）請求項1に記載の方法により調製された免疫原を、ヒト以外の哺乳類および鳥類
からなる群から選択される宿主動物に投与する工程
　を含む方法。
【請求項３】
　前記抗体がポリクローナル抗体であり、
　（ｃ）前記宿主動物から、前記抗体を含む血清を採取する工程
　をさらに含む、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗体がモノクローナル抗体であり、前記宿主動物がマウスであり、
　（ｄ）前記宿主動物から脾細胞を採取する工程、
　（ｅ）前記脾細胞をミエローマ細胞と融合させ、ハイブリドーマを作成する工程、およ
び
　（ｆ）BBIタンパク質に結合する抗体を産生するハイブリドーマのクローンを単離する
工程
　をさらに含む、請求項2に記載の方法。
【請求項５】
　サンドイッチELISA法により試料中のBBIタンパク質を検出または定量化する方法であっ
て、
　請求項2に記載の方法により作成された抗体をキャプチャー抗体として反応槽に固定す
る工程、
　前記試料を反応槽に入れる工程、
　請求項2に記載の方法により作成されたもう1つの抗体であって、前記キャプチャー抗体
とは異なる種の宿主動物により作成された抗体を、一次抗体として反応槽に入れる工程、
　反応槽を洗浄する工程、および
　反応槽中の前記一次抗体の量を測定する工程
　を含む方法。
【請求項６】
　前記キャプチャー抗体が、請求項4に記載の方法により作成されたモノクローナル抗体
であり、
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　前記一次抗体が、請求項3に記載の方法により作成されたポリクローナル抗体である、
　請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　前記試料が血清である、請求項5または6に記載の方法。
【請求項８】
　前記試料を、反応槽に入れる前に60～100℃で加熱処理する工程をさらに含む、請求項5
～7のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体を作成するための免疫原を調製する方法に関し、さらに、その免疫原を
用いて作成された抗体の使用に関する。より具体的には、本発明は、Bowman-Birk Protea
se Inhibitor （ボウマン・バーク　プロテアーゼインヒビター。BBIと略される。）に対
する抗体を作成するための免疫原を調製する方法に関し、さらに、その免疫原を用いて作
成された抗体、およびその抗体を使用したBBIタンパク質の定量的アッセイ方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　大豆製品の積極的な摂取が低い発癌率および低い癌死亡率と関連していることが疫学的
研究により示されており、実際、実験的研究から、いくつかの大豆由来成分が癌予防成分
として有用であることが報告されている。特に、大豆に多く含まれているBBIは、毒性が
ほとんど認められない経口摂取量において癌の抑制効果が期待できると考えられている（
非特許文献1）。
【０００３】
　BBIは71個のアミノ酸から構成される分子量約7～8 kDaの低分子量タンパク質である。B
BIは、この低分子量にも関わらず、分子内に7個ものジスルフィド結合を持ち、コンパク
トに凝縮した特徴的な構造を有している。この特徴的な構造が物理的安定性につながり、
その結果として、経口摂取したBBIの大部分が腸まで到達すると推測されている（非特許
文献2）。腸に達したBBIの40％程度が腸上皮細胞に取り込まれ、その10％程度が血液中に
出現し、最終的に脳を除く各臓器に総量で1％程度のBBIが分布すると報告されている（非
特許文献3）。
【０００４】
　従ってBBIは、安全で、経口摂取による抗癌作用が期待でき、かつ、生体内で非常に安
定であって各臓器において抗癌作用を発揮することが期待できる、数少ない食品由来抗癌
成分であると言える。しかし、摂取されたBBIの吸収過程や生体内動態については不明な
点が多く、この側面についての理解を進めることが課題となっている。
【０００５】
　BBIの生体内動態については、放射性標識されたBBIを用いた動物実験による研究例があ
るが、例えば人体においてそのような試験を行うことは現実的ではなく、BBIをより簡便
に検出・定量化する手段が求められている。
【０００６】
　タンパク質を検出または定量化する手段として最も一般的なのは、特異的な抗体を使用
することである。しかしながら、低分子量のタンパク質は一般に免疫原性が乏しいため、
そのまま動物に投与することによって抗体を得ることが困難である場合が多い。キャリア
分子に結合させたり、抗原分子同士を連結させたりすることにより、分子量を大きくして
免疫原性を高める方法も知られているものの、そのような構造改変を経た抗原に対して生
じる抗体は、多くの場合、特異性や力価が低く、本来の構造の低分子量タンパク質を適切
に認識することができないという問題がある。
【０００７】
　分子量が小さく、かつ上記のような特徴的な構造を有するBBIは、質の良い特異的抗体
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を得にくいという問題が特に顕著である。初期の研究では、BBIをグルタルアルデヒドで
架橋したものを免疫原として抗体を作成した例があるが（非特許文献4）、特許文献1に言
及されているように、この抗体は検出限界約0.1 mg/mlという非常に感度の悪いものであ
った。特許文献1は、精製されたBBIを単独で免疫原として抗体を作成したところ、未変性
BBIに特異的に結合するモノクローナル抗体が得られたことを記載している（特許文献1）
。従って特許文献１は、BBIの分子量の小ささは免疫原性を確保する上で決定的な障害に
はならないことを示している。しかしながら、このモノクローナル抗体は尿中のBBI代謝
物を検出できないことが報告されており（特許文献2）、インビボにおけるBBIの検出・定
量には不適であることが示唆されている。特許文献2は、化学的に修飾したBBIを免疫原と
してモノクローナル抗体を作成したことを記載しており、この抗体を用いて血清中のBBI
濃度を測定した研究では、BBI摂取量に依存してBBI検出シグナルの平均値が上昇したこと
が報告されている（非特許文献5）。しかしながらこの抗体は、BBI未摂取の検体の血清に
おいても100 ng/ml前後に相当する高いバックグラウンドシグナルを検出しており、偽陽
性反応により定量化の精度が著しく低くなっていると考えられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第5053327号
【特許文献２】米国特許第5616492号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Am. J. Clin. Nutr. (1998) 68:1406S-1412S
【非特許文献２】Pharmacol. Rev. (1998) 78:167-209
【非特許文献３】Nutr. Cancer (1994) 21:113-131
【非特許文献４】Biochim. Biophys. Acta (1977) 495:369-382
【非特許文献５】Nutr. Cancer (2002) 43:167-173
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の課題は、BBIに対する高い特異性を示し、血清のような生体試料中において微
量のBBIを検出することができ、かつBBIの定量的解析を可能とするアッセイ方法を提供す
ること、およびそのようなアッセイに使用できる抗体を作成する方法を提供することであ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　すなわち、本発明は以下の側面を含む。
１．BBIタンパク質に対する抗体を作成するための免疫原の調製方法であって、
　（ａ）下記の式で表される架橋剤を用いてBBIタンパク質同士を架橋させる工程を含み
、
【化１】

　式中、
　R1は、-(CH2)n-、-(CH2)2-S-S-(CH2)2-、-(CHOH)2-、および-O-(CH2)2-SO2-(CH2)2-O-
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からなる群から選択される基であり、nは1～10の整数であり、
　R2およびR3は、各々、-Hまたは-SO3

-Na+である
　方法。
２．BBIタンパク質に対する抗体を作成する方法であって、
　（ｂ）上記1に記載の方法により調製された免疫原を、ヒト以外の哺乳類および鳥類か
らなる群から選択される宿主動物に投与する工程
　を含む方法。
３．前記抗体がポリクローナル抗体であり、
　（ｃ）前記宿主動物から、前記抗体を含む血清を採取する工程
　をさらに含む、前記2に記載の方法。
４．前記抗体がモノクローナル抗体であり、前記宿主動物がマウスであり、
　（ｄ）前記宿主動物から脾細胞を採取する工程、
　（ｅ）前記脾細胞をミエローマ細胞と融合させ、ハイブリドーマを作成する工程、およ
び
　（ｆ）BBIタンパク質に結合する抗体を産生するハイブリドーマのクローンを単離する
工程
　をさらに含む、前記2に記載の方法。
５．サンドイッチELISA法により試料中のBBIタンパク質を検出または定量化する方法であ
って、
　前記2に記載の方法により作成された抗体をキャプチャー抗体として反応槽に固定する
工程、
　前記試料を反応槽に入れる工程、
　前記2に記載の方法により作成されたもう1つの抗体であって、前記キャプチャー抗体と
は異なる種の宿主動物により作成された抗体を、一次抗体として反応槽に入れる工程、
　反応槽を洗浄する工程、および
　反応槽中の前記一次抗体の量を測定する工程
　を含む方法。
６．前記キャプチャー抗体が、前記4に記載の方法により作成されたモノクローナル抗体
であり、
　前記一次抗体が、前記3に記載の方法により作成されたポリクローナル抗体である、
　前記5に記載の方法。
７．前記試料が血清である、前記5または6に記載の方法。
８．前記試料を、反応槽に入れる前に60～100℃で加熱処理する工程をさらに含む、前記5
～7のいずれかに記載の方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、非常に簡易な工程により、高性能な抗BBI抗体を得るための免疫原を
調製することができる。この方法により調製された免疫原を用いて作成された抗体は、ウ
ェスタンブロット等においてBBIタンパク質に対する高い特異性を示し、血清中においてf
mol（フェムトモル）単位の微量のBBIタンパク質を検出することができ、そのような微量
域において信頼性の高い定量的解析を可能とする。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図1は、本発明の抗体を使用したELISA法の典型的な態様の模式図である。
【図２】図2は、SDS-PAGE法により、架橋前および架橋後のBBIタンパク質を解析した結果
を示す。
【図３】図3は、本発明の免疫原を用いて作成したウサギ抗BBIポリクローナル抗体および
マウス抗BBIモノクローナル抗体を使用し、大豆抽出物および精製BBIタンパク質をサンプ
ルとして行ったウェスタンブロット解析の結果を示す。
【図４】図4は、本発明のELISA法によるBBIタンパク質の定量化の例を示しており、捕獲
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抗体の固相化を異なる抗体濃度を用いて行った場合を比較している。
【図５】図5は、本発明のELISA法によるBBIタンパク質の定量化の例を示しており、捕獲
抗体の固相化を異なる種類の緩衝液中で行った場合を比較している。
【図６】図6は、本発明のELISA法によるBBIタンパク質の定量化の例を示しており、異な
るブロッキング液を使用した場合を比較している。
【図７】図7は、本発明のELISA法により、異なる大豆品種におけるBBIタンパク質の含量
を測定した結果を示す。
【図８】図8は、本発明のELISA法により、ヒト血清中のBBIタンパク質を定量化した実験
の結果を示す。1ウェルあたり100μLの試料溶液を使用している。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
［免疫原の調製］
　BBIは、大豆種子中に存在し、哺乳類のプロテアーゼ（トリプシン、キモトリプシン等
）に対する阻害能を有するタンパク質として、当業者にはよく知られている。BBIタンパ
ク質を大豆から抽出・精製する方法は当業者には知られており、シグマアルドリッチ社等
から市販されているものを使用することもできる。本発明の免疫原調製方法において使用
されるBBIは、天然の各種大豆から抽出したものであってもよいし、遺伝子組み換えがな
された植物や細胞から得られたものであってもよい。抽出され精製されたそのままの形態
のBBIタンパク質を本発明の方法による免疫原調製に使用することができる。
【００１５】
　本発明の免疫原調製方法では、架橋剤を用いてBBIタンパク質同士を架橋する。本発明
の免疫原調製方法で使用される架橋剤としては、スペーサー構造の両端にそれぞれN-ヒド
ロキシスクシンイミド（NHS）エステルが形成された化合物が好ましく、例えば以下の構
造を有するものが含まれる。
【化２】

式中、R1は-(CH2)n-、-(CH2)2-S-S-(CH2)2-、-(CHOH)2-、および-O-(CH2)2-SO2-(CH2)2-O
-からなる群から選択される基であり、R2およびR3は、各々、-Hまたは-SO3

-Na+であり、n
は1～10の整数を表し、好ましくは3～8の整数であり、より好ましくは5～7の整数である
。もっとも好ましくはnは6である。
【００１６】
　上記の架橋剤は、各々アミノ基を有する2つの分子を、NHSエステルの反応を通じて架橋
する、いわゆるホモバイファンクショナル架橋剤である。従って、本発明の方法により調
製された免疫原は、以下に示される構造を含むものとなり、
【化３】

ここで、R1は上記で定義される基であり、R4は架橋されたBBIタンパク質分子であり、R5

は架橋されたもう1つのBBIタンパク質分子であり、N’およびN’’はそれぞれR4およびR5

で表されるBBIタンパク質分子のアミノ基に由来する窒素原子である。
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【００１７】
　好ましい架橋剤の具体例としては、スベリン酸ジスクシンイミジル（DSS）、グルタル
酸ジスクシンイミジル（DSG)、3,3’-ジチオビス(プロピオン酸スクシンイミジル)（DSP
）、酒石酸ジスクシンイミジル（DST）、および(ビス-[2-(スクシンイミジルオキシカル
ボニルオキシ)-エチル]スルホン)（BSOCOES）が挙げられる。最も好ましい架橋剤はスベ
リン酸ジスクシンイミジル（DSS）である。DSP、DST、およびBSOCOESは、事後的な架橋の
切断を可能とするための基をスペーサー中に含むものであるが、架橋の機構はDSSおよびD
SGと同一である。これらの架橋剤は、例えばPIERCE社により市販されているものを使用し
てもよい。
【００１８】
　本発明の免疫原調製方法では、BBIタンパク質同士を架橋させてホモ複合体を生成し、
これを免疫原とする。本発明の免疫原調製方法では、いわゆるキャリアタンパク質を使用
しない。従って、上記架橋剤と反応させるタンパク質は、実質的にBBIタンパク質のみで
ある。すなわち、架橋反応溶液中のタンパク質総重量の95％以上、好ましくは99％以上、
より好ましくは100％が、BBIタンパク質により占められる。
【００１９】
　反応溶液中のBBIタンパク質の濃度は、当業者が適宜調節することができるが、例えば0
.5～25 mg/ml、より好ましくは1～20 mg/ml、さらに好ましくは3～10 mg/ml、もっとも好
ましくは4～6 mg/mlである。反応溶液中の架橋剤の濃度も、同様に当業者が適宜調節する
ことができるが、例えば0.25～20 mM、より好ましくは0.5～15 mM、さらに好ましくは1～
10 mM、もっとも好ましくは4～6 mMである。一般に、反応溶液中では、BBIタンパク質の
モル数に対して架橋剤のモル数が過剰であることが好ましく、例えば2倍、5倍、10倍、20
倍、または50倍の過剰であってもよい。
【００２０】
　上記反応溶液は水溶液であることが好ましく、緩衝剤を含ませて緩衝液としてもよい。
緩衝剤の種類および濃度は当業者が適宜選択することができるが、第一級アミンを有する
緩衝剤（例えばTrisやグリシン）は使用すべきでない。好ましい緩衝液の例としては、炭
酸緩衝液、リン酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、HEPES緩衝液等が挙げられる。適切な緩衝剤の
濃度は、緩衝剤の種類に応じて当業者が適宜調節でき、例えば1～500 mM、好ましくは10
～200 mM、より好ましくは20～150 mMである。反応液のpHは7～9が好ましい。
【００２１】
　上記架橋反応を行う反応温度は、通常は室温であり、例えば18～30℃であるが、当業者
の通常の知識に基づいて適宜反応温度を変更することもできる。適切な反応時間は、反応
温度によっても変り得るが、例えば室温ならば20～40分間、あるいは氷上ならば1～3時間
が好ましい。所望の反応時間経過後、反応を停止させることが好ましい。反応を停止させ
るためには、終濃度20～50 mM程度のグリシン、リシン、またはTris等を反応液に添加す
ればよい。上記反応停止操作後（あるいは上記反応停止操作に代えて）、アセトン等によ
る沈殿法、透析、またはゲル濾過等の当業者に知られた手法を適用することにより、BBI
と反応しなかった架橋剤を除去することが好ましい。以上の操作により得られる、互いに
架橋されたBBIタンパク質のホモ複合体が、本発明の免疫原である。
【００２２】
　本発明の免疫原調製法により調製された免疫原は、優れた特異性および定量性を有する
抗BBI抗体を、高い再現性で製造することを可能とする。本発明の免疫原調製法はまた、B
BI以外にも、有用な抗体を得ることが難しい様々な他の低分子量タンパク質にも応用でき
ると考えられる。
【００２３】
［抗体の作成］
　上記方法により調製されたBBIタンパク質のホモ複合体を免疫原とし、適切な宿主動物
に投与して免疫反応を誘発して、抗体を含む体液または細胞を当該宿主動物から採取する
ことにより、BBIタンパク質に対する抗体を得ることができる。上記のように免疫原を調
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製した後の、免疫工程以降の手順に関しては、当業者に知られた標準的なものを適宜使用
することができる。本発明の免疫原を用いた抗体作成において使用できる手順を以下に一
般的に記述するが、当業者の通常の知識の範囲内で様々な変更や調整を加えることが可能
であることは言うまでもない。
【００２４】
　動物の免疫は、免疫原を皮下注射または皮内注射により投与することによって行うこと
ができる。注射に先立って、免疫原の溶液を適切なアジュバント（例えばフロイントアジ
ュバント）と混合する。適切な宿主動物はヒト以外の哺乳類または鳥類であり、例として
ウサギ、マウス、ラット、ハムスター、モルモット、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ロバ、ウマ、
ウシ、イヌ、ネコ、サル、ニワトリ等が挙げられる。モノクローナル抗体を作成するため
には、マウスを使用することがもっとも好ましい。1回の免疫に使用する免疫原の量は、
宿主動物の種類によっても異なるが、ウサギの場合なら1羽について1回の免疫あたり例え
ば100～500μgの免疫原を注射することでき、マウスの場合ならば1匹について1回の免疫
あたり例えば10～50μgの免疫原を注射することができる。通常は、2週間程度の間隔をお
いて複数回の投与を行う。最終回を静脈投与としてもよい。
【００２５】
　免疫を終えた動物から血液を採取し、血清を分離することにより、ポリクローナル抗体
を得ることができる。例えばプロテインAクロマトグラフィーや抗原に対するアフィニテ
ィークロマトグラフィー等の手法により、ポリクローナル抗体を血清からさらに精製する
方法も当業者にはよく知られている。しかしながら、後述する実施例で示されるように、
未精製の抗血清の状態でも十分に高い特異性を提供することができる。
【００２６】
　モノクローナル抗体を得るためには、免疫を終えた動物の脾臓からB細胞を採取し、ポ
リエチレングリコール法等によりこのB細胞をミエローマ細胞と融合してハイブリドーマ
細胞を作成し、ハイブリドーマ細胞をクローン化するとともに、BBIを認識する抗体を産
出するクローンをELISA（Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay）法等により同定し、単
離する。モノクローナル抗体は、ハイブリドーマの培養上清中に含まれている。このよう
に単離した細胞クローンを宿主動物の腹腔に投与した後に腹水を採取することにより、上
記クローンが産出するモノクローナル抗体を高濃度で得ることも可能である。培養上清や
腹水からモノクローナル抗体をさらに精製する方法も当業者にはよく知られている。
【００２７】
　上記のように作成された本発明のポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、本
来の構造のBBIタンパク質、すなわち上記架橋剤による分子間架橋がされていないBBIタン
パク質を認識することができる。また、例えばウェスタンブロットにおける交差反応の不
在で示されるように、BBIタンパク質に対する高い特異性を有する。また、後述するELISA
法への応用例で示されるように、BBI抗原量の増加に応じて直線的に結合量が増加する性
質、すなわち定量性を提供することができ、fmol/ml単位の微量域においても、また、生
体試料の複雑な分子環境中においても優れた定量性を示し得る。従って、本発明のポリク
ローナル抗体およびモノクローナル抗体は、ELISA法に限らず、多種多様な免疫学的検定
において使用することができる。
【００２８】
［サンドイッチELISA法の確立］
　本発明者らは、本発明の免疫原を用いて作成したモノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体を使用して、BBIタンパク質を高感度・高精度で検出および定量化できるELISA法
を確立した。本発明のELISA法は、BBIタンパク質の検出および定量化に特化した、いわゆ
るサンドイッチELISA法であり、本発明の抗体をキャプチャー抗体および一次抗体として
使用することを最大の特徴とする。
【００２９】
　すなわち、本発明のELISA法は、アッセイプレートのウェル（反応槽）に、キャプチャ
ー抗体（捕獲抗体、捕捉抗体ともいう）として、上記により得た本発明の抗BBI抗体（例
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えば、マウスモノクローナル抗体）を固定し、次に、アッセイ対象となる試料をウェルに
添加して抗体抗原反応に付し、その後、一次抗体として、本発明の抗BBI抗体であって上
記キャプチャー抗体とは異なるもの（例えば、ウサギポリクローナル抗体）を反応させ、
続いて適切な標識（アルカリホスファターゼ酵素等）を具えた二次抗体を反応させ、上記
標識に由来するシグナルを測定することにより実施できる（図1）。
【００３０】
　本発明のELISA法においては、市販されている各種アッセイプレートを使用することが
でき、Greiner社655001プレートまたはNunc社442404プレートが特に好ましい。これらは9
6ウェルのマイクロプレートであり、以下、96ウェルプレートを使用する場合について記
述する。キャプチャー抗体（本発明の抗BBI抗体）をウェルに固定して固相化する際の抗
体溶液の濃度は、例えば1～50 μg/mlの間で適宜選択できるが、30 μg/mlが特に好まし
く、これを各ウェルあたり50～200 μl添加してインキュベートすることにより固相化を
行うことができる。抗体はpH 7.5のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）の溶液として使用する
ことが好ましいが、他の緩衝液（例えばTris緩衝生理食塩水（TBS）または炭酸緩衝液）
や他のpH（例えばpH 6.5～9.6）に適宜変更してもよい。抗体溶液および洗浄液その他の
溶液は、例えばTween（登録商標）20のような界面活性剤等の添加剤を必要に応じて含む
ことができる。
【００３１】
　キャプチャー抗体を固相化した後に、ゼラチン、ウシ血清アルブミン（BSA）、カゼイ
ン、スキムミルク等でウェルをブロッキングすることが好ましい。1％ゼラチン溶液によ
ってブロッキングすることがもっとも好ましい。ブロッキング後、アッセイ対象となる試
料、一次抗体（本発明の抗BBI抗体であって、キャプチャー抗体とは異なるもの）、およ
び二次抗体を順番にウェルに添加してそれぞれインキュベートし、反応させる。通常は、
これらブロッキング溶液、試料、抗体等をそれぞれ添加する前後にウェルを洗浄する。「
ウェルを洗浄する」とは、一つ前の工程の溶液をウェルから除去して、TBS等の洗浄液で
ウェルを満たして、この洗浄液をさらに除去する操作を意味し、通常はこの操作を数回繰
り返す。
【００３２】
　二次抗体は、一次抗体に特異的に結合する抗体である。従って、二次抗体の種類は、一
次抗体を作成した宿主動物種に依存して選択される。一次抗体とキャプチャー抗体とは異
なる宿主動物種由来であることが好ましい。二次抗体はさらに、検出・定量化に適した標
識分子が結合したものであることが好ましい。適切な標識分子の例としては、ホースラデ
ッシュ・ペルオキシダーゼ （HRP）、アルカリ・ホスファターゼ （ALP）等の酵素が挙げ
られる。これらの酵素の作用により発色したり発光したりする基質は当業者に多数知られ
ている。また、それらの発色や発光を測定する手段も当業者には多数知られている。二次
抗体を反応させた後にウェルを洗浄し、これら適切な基質を加え、発色や発光を適切な測
定機器（例えば、プレートリーダー）を用いて測定することにより、ウェル中で結合して
いる一次抗体の量を測定・定量化することができ、これはすなわち、試料中に含まれてい
たBBIタンパク質を測定・定量化することを意味する。各種標識を具えた動物種特異的二
次抗体、および適切な基質は、数多く市販されており、当業者が適宜選択することができ
る。なお、ここでは二次抗体が共有結合を介して標識されている態様について記述したが
、一次抗体が直接標識されている態様や、抗体がビオチン-アビジン結合を介して標識さ
れる態様なども可能である。
【００３３】
　本発明のELISA法は、検出限界約10 fmol/mlという高感度でBBIタンパク質を検出および
定量化することができる。血清中に含まれるBBIをアッセイする場合には、検出限界がや
や悪化し、約300 fmol/mlとなるが、それでもこれは、血清中BBIの検出感度としては先行
技術で示されているものよりもはるかに優れていると見られる。さらに、血清試料を加熱
処理することにより、検出限界が約30 fmol/mlとなるまで感度を改善できることを本発明
者らは発見した。この加熱処理の条件は、当業者であれば容易に最適なものを決定するこ
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とができるが、加熱温度は例えば60～100℃、好ましくは65～90℃、より好ましくは70～8
5℃、最も好ましくは80℃である。加熱時間は例えば2分間～3時間、好ましくは5分間～1
時間、より好ましくは10分間～30分間、最も好ましくは15分間であり得る。血清中30 fmo
l/mlという検出感度は、類似のタンパク質や生理活性ペプチドについて通常見られる数字
に近く、本発明の抗体およびELISA法により、生体試料中のBBIを十分な精度で検出および
定量化できることを示している。
【実施例】
【００３４】
［実施例1：抗BBI抗体を作成するための免疫原の調製］
　BBIはSigma社(#T-9777)より購入し、不純物を以前の報告(Protein J. (2005) 24:275-2
82)に従って除去した。100 mM 炭酸緩衝液（pH 8.0）に精製BBIタンパク質を溶解するこ
とにより5 mg/mlのBBI溶液を調製し、これに最終濃度が5 mMになるように架橋剤DSS（PIE
RCE社）を加えることによって反応液とし、25℃でインキュベートして架橋反応を行った
。30分後に終濃度50 mMのグリシンを加え、架橋反応を停止させた。この反応液に3容量の
冷アセトンを加えることによって架橋化BBIを沈殿させ、この沈殿を上清から分離するこ
とにより架橋化BBIを回収した。BBIの架橋化の結果を、17.5％のアクリルアミドゲルを用
いたSDS-PAGE法で調べた（図2）。
【００３５】
　架橋反応後のサンプルでは、架橋反応前と比べて電気泳動距離が高分子量側にシフトし
たバンドが表れており、BBIタンパク質同士の架橋反応が効率よく達成されたことが示さ
れた。
【００３６】
［実施例2：ポリクローナル抗体の作成］
　実施例1で得られた架橋化BBIを免疫原として、常法に従って9週齢の雌のウサギ（New Z
ealand White種）に投与した。初回免疫では0.5 mg/羽、追加免疫(3回)ではそれぞれ0.25
 mg/羽の免疫原を使用した。最終投与の1週間後、ウサギをチオペンタール麻酔処置し、
頸動脈より全採血を行って抗血清を得た。得られたポリクローナル抗体のBBIに対する反
応性を、大豆抽出物を試料とするウェスタンブロット法により調べた（図3左）。なお、
大豆抽出物は、粉末大豆100 mgに抽出用緩衝液（1% SDS、5% グリセロール、60 mM Tris-
HCl (pH 6.8)、1% 2-メルカプトエタノール）5 mLを加え65℃で15分間加温した後、4℃で
8,000×g、10分間の遠心分離を行い，上清を回収することによって調製した。
【００３７】
　当該ポリクローナル抗体は、大豆抽出物を試料としたウェスタンブロットにおいてBBI
に相当するバンドを明確に検出する一方で、他のタンパク質との交差反応は示しておらず
、BBIタンパク質に対する高い特異性を有することがわかる。また、ウェスタンブロット
に用いた試料は天然のBBIを含有するものであるから、当該抗体は、架橋剤で架橋したBBI
を免疫原として作成されたにも関わらず、BBIタンパク質の本来の構造を認識する能力を
有することがわかる。なお、丹波黒（黒大豆）抽出物においてはやや幅をもったバンドが
検出されているが（レーンB）、これは後述のモノクローナル抗体でも同様に検出される
ものであり、また、精製BBIもSDS-PAGEにおいて二重バンドとして現れることがあり（図2
）、さらに、BBIには多型の存在が知られていることから（J. Agric. Food. Chem. 33, 3
89-393 (1985)）、この幅をもったバンドは交差反応ではなくBBI特有の構造に起因する現
象だと考えられる。
【００３８】
［実施例3：モノクローナル抗体の作成］
［3.1］マウスの免疫
　実施例1で得られた架橋化BBIを免疫原とし、アジュバントとしてフロイントアジュバン
トを用いて、以下に示す手順でマウス（BALB/C、雌）を免疫した。
【００３９】
　上記免疫原を、1回50μgの投与量で、背中皮肉に皮下注射し、これを2週間毎に計4回行
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った。3回目投与終了の1週間後には試験採血を行い、精製BBIを標準物質としたELISA法で
抗BBI抗体の産出を確認した。皮下注射による最終投与の1週間後に、上記免疫原を20μg
の投与量で静脈注射し、投与後4日目に脾臓を摘出し、細胞融合用のB細胞を調製した。
【００４０】
［3.2］細胞融合およびハイブリドーマ選定
　ミエローマ細胞（P3U1）と抗体産出B細胞とを、ポリエチレングリコール（PEG）を使用
した常法により細胞融合させた。融合処理後のこれら細胞を、96ウェルプレート中でHAT
培地を用いて培養した。培養上清の抗体価をELISA法で評価して陽性ウェル（BBIを認識す
る抗体を産生しているハイブリドーマに対応するウェル）を選定した。陽性ウェル中のハ
イブリドーマ細胞を24ウェルプレート中で拡大培養し、培養上清を再度評価し、クローニ
ングに移行させるウェルを選択した。
【００４１】
［3.3］クローニングおよび樹立クローン細胞の拡大培養
　選択した陽性株を限界希釈法で選択し、クローン化し、各シングルコロニーを拡大培養
した。各培養上清の抗体価の評価、およびイムノグロブリンのサブクラス判定をELISA法
で行い、腹水作成に用いるクローンを最終的に選定した。腹水作成のために樹立したクロ
ーン細胞の拡大培養を行い、腹水作成に用いた。
【００４２】
［3.4］マウス腹水作成および精製
　樹立した上記クローン細胞の懸濁液（HBSSに懸濁）（0.5 ml/匹）を、BALB/C系雌ヌー
ドマウス（5匹）の腹腔に投与し、投与3週間後に腹水を採取した。この腹水サンプルから
遠心分離により不溶物を除いた後、カプリル酸を添加してIgG以外のタンパク質を沈殿さ
せて除去した。PBSによる透析を行った後、サンプルを0.45μmのフィルターに通し、精製
されたモノクローナル抗体を得た。最終的に抗体の特異性等をウエスタンブロットで確認
した（図3右）。実施例2のポリクローナル抗体と同様、BBIに対する高い特異性が確認さ
れた。
【００４３】
［実施例4：BBI定量化のためのELISA法］
　PBSまたはTBS中に希釈したキャプチャー抗体（実施例3の抗BBIモノクロナール抗体、ク
ローン番号MG-044）を、96ウェルプレートの各ウェルに100μlずつ滴下した。なお、希釈
後のキャプチャー抗体の濃度については、3～30μg/mlの範囲で異なる濃度を試験した。
上記96ウェルプレートを4℃で一晩放置することにより、キャプチャー抗体を固相化させ
た。固相化されなかった剰余抗体を含むキャプチャー抗体溶液をウェルから除去した後、
洗浄液（TBST：Tween（登録商標）20を含むTBS）で2回ウェルを洗浄した。ブロッキング
液を各ウェルに200μlずつ滴下し、室温で1時間放置することにより、ウェルのブロッキ
ングを行った。ブロッキング液を除去し、洗浄液で2回ウェルを洗浄した。なお、ブロッ
キング液としては、PBS中1％のゼラチン溶液、5％のBSA溶液、または0.5％のカゼイン溶
液を使用した。
【００４４】
　アッセイの定量性を検証するために、0.1％ BSAを含むPBS中で、精製BBIを異なる濃度
で希釈したものを調製した。これらのサンプル希釈液、またはアッセイ対象となるBBI含
有試料を、それぞれのウェルに100μlずつ滴下し、37℃で1時間インキュベートすること
により、キャプチャー抗体に結合させた。上記サンプル希釈液またはBBI含有試料をウェ
ルから除去し、洗浄液で4回ウェルを洗浄した。
【００４５】
　検出用の一次抗体（実施例2のウサギ由来抗BBIポリクローナル抗体を含む抗血清）を、
0.1％ゼラチンを含むPBSで2500倍希釈し、これを各ウェルに100μlずつ滴下し、37℃で1
時間インキュベートして反応させた。一次抗体希釈液を除去し、洗浄液で4回ウェルを洗
浄した。二次抗体として、アルカリホスファターゼ標識抗ウサギIgG抗体（Sigma社、A-36
87）を、0.1％ゼラチンを含むPBSで10000倍希釈し、これを各ウェルに100μlずつ滴下し
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、37℃で0.5時間インキュベートして反応させた。二次抗体希釈液を除去し、洗浄液で4回
ウェルを洗浄した。発色基質（比色測定の場合はパラ-ニトロフェニルホスフェート（PNP
P）、蛍光測定の場合はAtto-Phos（登録商標）（プロメガ社））の溶液を各ウェルに50μ
lずつ滴下し、37℃で0.5～2時間インキュベートして酵素反応に付した。マイクロプレー
トリーダーで吸光度（405 nm）または蛍光強度（励起波長：435 nm、蛍光波長：555 nm）
を測定した。
【００４６】
　図4～6は、BBI測定用ELISA法を確立するための予備的な諸実験の結果を示している。い
ずれの実験でも、サンプル中のBBI量の増加に応じて検出シグナルの直線的な上昇が観察
されており、本発明の抗BBI抗体を使用したELISA法によりBBIタンパク質の定量的解析を
行えることが示されている。
【００４７】
　キャプチャー抗体を固相化させる際の抗体濃度については、試験されたいずれの抗体濃
度でもアッセイの定量性が確保されたが、30μg/mlとした場合にもっとも良好であった（
図4）。また、キャプチャー抗体を固相化させる際の緩衝液の種類については、試験され
たいずれのものでも良好な定量性が得られたが、pH 7.5のPBSを使用した場合に高濃度域
の定量性が特に優れていた（図5）。ブロッキング液の種類については、試験されたいず
れのものでも良好な定量性が得られたが、1％ゼラチンを使用した場合に低濃度域の定量
性が特に優れていた（図6）。
【００４８】
［実施例5：大豆中のBBI含量の測定］
　実施例4で新たに構築したBBI検出測定用ELISA法で各大豆種のBBI含量を測定したところ
、1～2％の範囲の数値（総タンパク質量に対する割合）が得られ、以前から報告されてい
るBBI含量と一致することがわかった（図7）。従って、本発明のELISA法は、生物学的試
料中のBBIタンパク質の定量に適していると考えられる。
【００４９】
［実施例6：血清存在下におけるBBIタンパク質の定量化］
　次に、上記ELISA法を用いて、ヒト血清中のBBIタンパク質を定量化する実験を行ったと
ころ（図8）、血清非存在下ではBBI検出限界は10 fmol/mLであったのに対し、血清存在下
では検出限界が300 fmol/mLまで悪化し、検出感度が低下することが明らかとなった。そ
こで、血清中のBBIの検出感度および測定精度を高める方法を探索したところ、血清試料
を加熱処理（本実施例では80℃、15分間）することにより、BBIの検出限界が30 fmol/mL
まで改善することがわかった。これは、血清中に含まれる阻害成分（血清タンパク質等）
は加熱処理により変性し阻害活性を失うのに対し、BBIは熱に対して比較的安定であるこ
とによると考えられる。従って、試料の加熱処理は、血清に限らずあらゆる試料において
BBIの検出感度を上げるために有効となり得る。
【００５０】
　上記実施例で示されたように、ウサギおよびマウスという異なる動物種を用いて独立に
作成された抗体が、いずれもBBIタンパク質に対する高い特異性を示した。また、サンド
イッチELISAが有効に機能するためにはキャプチャー抗体と一次抗体との各々が特異的抗
原に対する定量的結合能を有することが必要であるところ、上記サンドイッチELISAの良
好な結果は、両抗体がそれぞれこれらの特性を有していることを示している。以上の結果
は、本発明の免疫原が、産生する抗体の品質という点において高い再現性・信頼性を有し
ていることを示している。
【産業上の利用可能性】
【００５１】
　本発明の免疫原を用いて作成された抗体は、疾病の診断、治療、予防、および研究にか
かる医学・獣医学・薬学分野のほか、食品分野、バイオテクノロジー分野等において有用
である。
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