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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィブリノゲンのトロンビン消化によって生成する可溶性フィブリンに対するモノクロ
ーナル抗体であって、フィブリノゲンＡα鎖の５０２－５２１番目のアミノ酸配列からな
るペプチドを認識し、フィブリノゲン、フィブリンモノマーのプラスミン分解物及び安定
化フィブリンのプラスミン分解物に作用しないことを特徴とするモノクローナル抗体。
【請求項２】
　可溶性フィブリンが、フィブリンモノマー又はフィブリンモノマー複合体である請求項
１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】
　フィブリンモノマー複合体が、フィブリンポリマー、フィブリンモノマー・フィブリノ
ゲン複合体又はフィブリンモノマー・ＦＤＰ複合体である請求項２記載のモノクローナル
抗体。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項記載のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項５】
　被検試料に請求項１～３のいずれか１項記載のモノクローナル抗体を反応させることを
特徴とする試料中の可溶性フィブリンの免疫学的測定方法。
【請求項６】
　不溶性担体に固定された請求項１～３のいずれか１項記載のモノクローナル抗体を用い
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る請求項５記載の測定方法。
【請求項７】
　請求項１～３記載のいずれか１項記載のモノクローナル抗体を含有する可溶性フィブリ
ン測定試薬。
【請求項８】
　請求項５又は６記載の測定方法によって被検試料中の可溶性フィブリンを測定し、被検
試料の血液凝固亢進状態を評価する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、フィブリノゲンには反応せず、フィブリノゲンのトロンビン消化によって生
成する可溶性フィブリンのＡα鎖Ｃ末端領域に新たに生じる構造変化部位を特異的に認識
する可溶性フィブリンに対するモノクローナル抗体であって、当該モノクローナル抗体の
認識部位がプラスミン消化によって可溶性フィブリンから切り離されることにより当該モ
ノクローナル抗体と当該プラスミン消化を受けた可溶性フィブリンとの反応性が消失する
ことを利用して、可溶性フィブリンプラスミン分解物及び安定化フィブリンプラスミン分
解物の影響を受けることなく、可溶性フィブリンを特異的に検出するためのモノクローナ
ル抗体、及び当該モノクローナル抗体を用いる免疫学的測定方法に関する。さらにまた、
当該免疫学的測定方法によって被検試料中の可溶性フィブリンを測定し、被検体試料の血
液凝固亢進状態を評価する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　凝固線溶系の活性化に伴い血中に出現してくる分子マーカーの検出は、播種性血管内凝
固症候群（ＤＩＣ）の早期診断や病態の把握に重要である。その中で、初期の凝固亢進を
表すマーカーとして、可溶性フィブリンモノマー複合体（ＳＦＭＣ）が臨床応用されてい
る。
【０００３】
　血管内で活性化され、生成したトロンビンは、フィブリノゲンのＡα鎖のＮ末端を切断
し、フィブリノゲンをｄｅｓＡＡフィブリンモノマーとし、更にＢβ鎖のＮ末端を切断し
て、ｄｅｓＡＡＢＢフィブリンモノマーを生成するが、生成したフィブリンモノマーは血
中のフィブリノゲンなどと複合体を形成し、ＳＦＭＣとして血中を循環する。このＳＦＭ
Ｃを検出することにより、血栓形成を早期に予測できることが知られている。
【０００４】
　このＳＦＭＣを検出するために、これまで多くの特異的抗体や免疫学的測定方法が報告
されている。例えば、Ｇ．Ｓｏｅ等により、フィブリンモノマーがフィブリノゲンと結合
したフィブリン・フィブリノゲン複合体が形成される際にＥ画分に生じた構造変化を認識
するモノクローナル抗体として、ＩＦ－４３抗体が報告されている。ＩＦ－４３抗体のエ
ピトープは、Ａα鎖のＮ末端側の連鎖１７－７８のアミノ酸配列に存在する。ＩＦ－４３
抗体は、フィブリノゲン、フィブリンモノマー、プラスミンによるフィブリノゲン分解物
及びフィブリン分解物には作用せず、血液凝固系を反映するという特徴を有する（特許文
献１及び非特許文献１）。
【０００５】
　しかしながら、ＩＦ－４３抗体を用いた可溶性フィブリン測定用試薬（イアトロＳＦ、
ヤトロン社製）では、フィブリンモノマーのプラスミン分解物（フィブリンフラグメント
Ｘ、Ｙ及びＥ）とフィブリノゲンとの反応生成複合体や、フィブリンモノマーのプラスミ
ン分解物とフィブリノゲンのプラスミン分解物（フラグメントＸ、Ｙ又はＤ）との反応生
成複合体にも作用することが知られている（特許文献２）。このように、ＩＦ－４３抗体
はプラスミンが作用した可溶性フィブリンにも作用することから、純粋に凝固系のみを反
映する抗体とは言い難い。
【０００６】
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　トロンビンによってフィブリノゲンＡα鎖が切断を受けたＮ末端のアミノ酸配列を認識
する抗体も報告されている。Ｕ．ＳＣＨＥＥＦＥＲＳ－ＢＯＲＣＨＥＬ等は、フィブリン
のＮ末端のアミノ酸配列と同一の合成ヘキサペプチド（ＧＰＲＶＶＥ）を免疫し、可溶性
フィブリンに特異的な抗体を作製している（非特許文献２）。一方、Ａ．Ｈａｍａｎｏ等
は、フィブリノゲンをバトロキソビン処理したフィブリンモノマーを免疫原として、可溶
性フィブリンに特異的な抗体（Ｆ４０５）を得ている（特許文献３及び非特許文献３）。
【０００７】
　しかしながら、これらの抗体のエピトープは、Ａα鎖にトロンビンが作用して生成する
Ｎ末端アミノ酸配列部位であることから、フィブリンモノマーのプラスミン分解物やそれ
らの複合体、更に安定化フィブリンのプラスミン分解物であるＸＤＰ画分（ＤＹ、ＤＸＤ
など）に作用すると考えられる。従って、凝固系及び線溶系の両方を反映することになり
、純粋に凝固系のみを反映する抗体とは言えない。
【０００８】
　また、フィブリノゲンのＡα鎖の連鎖１４８－１６１のアミノ酸配列からなるペプチド
と反応するモノクローナル抗体も報告されている（特許文献４）。この抗体の認識部位は
、プラスミンによって消化されるＡα鎖Ｃ末端側には存在しないことから、可溶性フィブ
リンのプラスミン分解物や安定化フィブリンのプラスミン分解物に反応すると考えられ、
純粋に凝固系を反映する抗体とは言い難い。
【０００９】
　以上のように、凝固系の亢進によって生成される可溶性フィブリンに対する従来の抗体
は、線溶系が働いたことによって生じる可溶性フィブリンのプラスミン分解物や安定化フ
ィブリンのプラスミン分解物を同時に認識するものが多く、プラスミンが作用していない
可溶性フィブリンを特異的に認識する抗体は知られておらず、純粋に血液凝固系を反映す
る測定法も報告されていなかった。
【特許文献１】国際公開第９５／０１２６１７号パンフレット
【特許文献２】特開２００４－５３３５９公報
【特許文献３】国際公開第９８／５９０４７号パンフレット
【特許文献４】特開平２－０２８１９７公報
【非特許文献１】Ｇ．Ｓｏｅ．，ｅｔ　ａｌ，Ｂｌｏｏｄ．８８，２１０９－２１１７，
１９９６．
【非特許文献２】Ｕ．ＳＣＨＥＥＦＥＲＳ－ＢＯＲＣＨＥＬ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８２，７０９１－７０９５，１９８５．
【非特許文献３】Ａ．Ｈａｍａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａ
ｃｔａ．３１８，２５－３２，２００２．
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従って、本発明の目的は、初期の血液凝固亢進を反映し、プラスミンが作用していない
可溶性フィブリンのみを特異的に測定できるモノクローナル抗体、当該モノクローナル抗
体を産生可能なハイブリドーマ、当該モノクローナル抗体を用いる可溶性フィブリンの免
疫学的測定方法、及び当該免疫学的測定方法によって被検試料中の可溶性フィブリンを測
定し、被検試料の血液凝固亢進状態を評価する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題を解決するべく鋭意研究した結果、フィブリノゲンのトロンビ
ン消化によって生成する可溶性フィブリンのＡα鎖Ｃ末端領域に新たに生じる構造変化部
位を特異的に認識するモノクローナル抗体であって、可溶性フィブリンがプラスミン消化
されると該抗体の認識部位が切り離されることにより、当該抗体の作用が消失するモノク
ローナル抗体を見出した。また、当該抗体を用いれば、血漿中のプラスミンが作用してい
ない可溶性フィブリンを特異的に測定できることを見出し、本発明を完成させた。
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【００１２】
　すなわち、本発明は、フィブリノゲンのトロンビン消化によって生成する可溶性フィブ
リンのＡα鎖Ｃ末端領域に新たに生じる構造変化部位であって、可溶性フィブリンがプラ
スミン消化されると切り離される該部位を特異的に認識する可溶性フィブリンに対するモ
ノクローナル抗体を提供するものである。
【００１３】
　また本発明は、上記モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを提供するものであ
る。
【００１４】
　また本発明は、被検試料に上記モノクローナル抗体を反応させることを特徴とする試料
中の可溶性フィブリンの免疫学的測定方法を提供するものである。
【００１５】
　また本発明は、上記モノクローナル抗体を含有する可溶性フィブリン測定試薬を提供す
るものである。
【００１６】
　更に本発明は、上記免疫学的測定方法によって被検試料中の可溶性フィブリンを測定し
、被検体試料の血液凝固亢進状態を評価する方法を提供するものである。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明のモノクローナル抗体によれば、可溶性フィブリンのプラスミン分解物や安定化
フィブリンのプラスミン分解物を認識することなく、プラスミンが作用していない可溶性
フィブリンを特異的に認識することができる。従って、本発明のモノクローナル抗体を用
いることにより、血液凝固形成の初期の段階を高感度かつ迅速に測定することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】実施例３で行った、還元条件下で処理したフィブリノゲンに対するＪ２－２３抗
体の反応性を解析した図である（Ａ：ＣＢＢ染色、Ｂ：ウェスタンブロット）。
【図２】実施例４で行った、プラスミン消化したフィブリノゲンの各消化断片に対するＪ
２－２３抗体の反応性をウェスタンブロット法で解析し、反応する消化断片を、ＣＢＢに
より蛋白染色した泳動図である。
【図３】６種類の合成ペプチドと本発明モノクローナル抗体との競合阻害を示す図である
。
【図４】実施例６で行った、可溶性フィブリンとＬＴＩＡ試薬との反応性を示した図であ
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本明細書において「可溶性フィブリン」とは、フィブリンモノマー（ｄｅｓＡＡフィブ
リンモノマー及びｄｅｓＡＡＢＢフィブリンモノマー）、並びにフィブリンモノマー複合
体（フィブリンポリマー、フィブリンモノマー・フィブリノゲン複合体、フィブリンモノ
マー・ＦＤＰ複合体及びフィブリンモノマーとその他生体中の蛋白質との複合体）を示す
。
【００２０】
　本発明のモノクローナル抗体は、上記可溶性フィブリンに作用し、フィブリノゲン、フ
ィブリンモノマーのプラスミン分解物及び安定化フィブリンのプラスミン分解物には作用
しない特徴を有する。
【００２１】
　また、本発明のモノクローナル抗体のエピトープは、フィブリノゲンのトロンビン消化
によって生成する可溶性フィブリンのＡα鎖Ｃ末端領域に新たに生じる構造変化部位であ
って、可溶性フィブリンのプラスミン消化によって切り離される部位に存在する。プラス
ミン消化を受けた可溶性フィブリンに対するモノクローナル抗体の認識作用は消失する。
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詳細には、当該エピトープは、フィブリノゲンがプラスミンで消化を受けた際に生成する
フラグメントの内、フィブリノゲンＡα鎖上のＣ末端フラグメントにあって、Ａα鎖の４
２５番目のアミノ酸をＮ末端とする分子量約１６ＫＤａの消化断片ペプチド中に存在する
。
　さらに詳細には、当該エピトープは、当該フィブリノゲンＡα鎖の５０２－５２１番目
のアミノ酸配列を有するポリペプチド中に存在する。本発明のモノクローナル抗体は、当
該フィブリノゲンＡα鎖の５０２－５２１番目のアミノ酸配列を有するポリペプチドを認
識するものであれば特に制限されない。
【００２２】
　このように、フィブリノゲン自体とは反応せず、フィブリノゲンのトロンビン消化によ
って生成する可溶性フィブリンのＡα鎖Ｃ末端領域に新たに生じる構造変化部位であって
、可溶性フィブリンのプラスミン消化によって切り離される部位に存在するモノクローナ
ル抗体は今まで知られておらず、本発明のモノクローナル抗体は新規なものである。可溶
性フィブリンのＡα鎖のＣ末端部位の構造変化については、これまで明確な報告はなされ
ていないが、Ｙ．Ｉ．Ｖｅｋｌｉｃｈらの報告によれば（Ｊ　Ｂｉｏ　Ｃｈｅｍ，１９９
３；２６８，１３５７７－１３５８５．）、プラスミンによってＡα鎖から切り離される
フラグメントは、Ａα鎖のアミノ酸配列２２０番目をＮ末端とする分子量４０ＫＤａの消
化断片である。このことから、本発明のモノクローナル抗体の認識部位が、プラスミンに
よって切り離されるフラグメントに含まれていることが分かる。また、この報告ではフィ
ブリノゲンの存在形態が電子顕微鏡によって明らかにされている。２本存在するフィブリ
ノゲンのＡα鎖のＣ末端領域は、中性条件下では中央のＥドメインに結合し、トロンビン
消化によってフィブリノペプチドが切断されると、Ｅドメインに結合していたＡα鎖のＣ
末端領域は解離する。この解離によりＡα鎖のＣ末端領域の構造変化が生じるが、本発明
のモノクローナル抗体はこの構造変化部位を特異的に認識するものである。
【００２３】
　本発明のモノクローナル抗体は、以下のようにして作製することができる。
　使用する免疫原としては、生成したフィブリンモノマー又は可溶性フィブリンが好まし
い。トロンビン作用のみを受けた（プラスミン作用を受けていない）フィブリノゲンやバ
トロキソビン処理したフィブリノゲンなどを用いてもよい。フィブリンモノマーは、例え
ばＵ．ＳＣＨＥＥＦＥＲＳ－ＢＯＲＣＨＥＬ等の方法［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８２，７０９１－７０９５，１９８５．］に従って調製できる。具体的
には、ｄｅｓＡＡフィブリンモノマーは、フィブリノゲン溶液にバトロキソビンを作用さ
せ、生じたフィブリンクロットを尿素又は酸により可溶化することにより得られ、ｄｅｓ
ＡＡＢＢフィブリンモノマーは、フィブリノゲン溶液にトロンビンを作用させ、生じたフ
ィブリンクロットを尿素又は酸により可溶化することにより得られる。また、フィブリノ
ゲンにバトロキソビンやトロンビンを作用させる際に、非常に少量で処理することにより
、クロットを生じない条件下の処理液をそのまま用いることもできる。更に、フィブリノ
ゲンにプラスミンを作用させ、切り離されるＡα鎖のＣ末端フラグメントを用いてもよく
、Ａα鎖のＣ末端フラグメントの一部と同一配列のポリペプチド、好ましくは前記５０２
－５２１ポリペプチドを合成し、その合成ペプチドを用いてもよい。
【００２４】
　免疫に用いる動物は特に限定されないが、例えばマウス、ラットなどが挙げられる。免
疫方法は、一般的な手法に従って行うことができる。例えば、免疫原を通常の緩衝液や生
理食塩水に懸濁させたもの、あるいは免疫原と完全フロイントアジュバンドなどの補液と
の混合物を、動物の皮下、皮内、腹腔などに投与して一時刺激後、必要に応じて同様の操
作を繰り返し行う。抗原の投与量は投与経路、動物種に応じて適宣決定されるが、通常の
投与量は１回当たり１０μｇ～１ｍｇ程度が好ましい。
【００２５】
　細胞融合に用いる免疫細胞は、最終免疫の３～４日後に摘出した脾臓細胞が好適である
。また、前記免疫細胞と融合させる骨髄腫細胞（ミエローマ細胞）としては、既に確立さ
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れている公知の各種細胞株が好ましく、例えばマウスにおけるＮＳ１（Ｐ３／ＮＳＩ／Ｉ
－Ａｇ４－１）［Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－５１９（１９７６）］、Ｓ
Ｐ２／Ｏ－Ａｇ１４［Ｎａｔｕｒｅ　２７６：２６９（１９７８）］、Ｐ３-Ｘ６３－Ａ
ｇ８．６５３［Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２３：１５４８（１９７９）］、Ｐ３-Ｘ６３－
Ａｇ８Ｕ．１［Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．８１：１（１
９７８）］等や、ラットにおけるＹ３－Ａｇ１．２．３．［Ｎａｔｕｒｅ　２７７：１３
１－１３３（１９７９）］、ＹＢ２／Ｏ（ＹＢ２／３ＨＬ／Ｐ２．Ｇ１１．１６Ａｇ．２
０）［Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．７３Ｂ：１（１９８１）］等が挙げられる。
【００２６】
　細胞融合には、通常用いられるポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、センダイウイルス
（ＨＶＪ）等を使用することができる。細胞融合の手法は通常の方法と同様であり、例え
ば骨髄細胞と骨髄細胞に対して約１～１０倍の免疫細胞との混合ペレットに、平均分子量
１０００～６０００のポリエチレングリコールを３０～６０％の濃度で滴下し、混合する
。ハイブリドーマの選択は、通常の選択培地、例えばＨＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミ
ノプテリン及びチミジンを含む培地）を使用する。ＨＡＴ培地で培養して得られたハイブ
リドーマを用いて、通常の限界希釈法により、目的とする抗体産生株の検索及び単一クロ
ーン化を行えばよい。
【００２７】
　目的とする抗体産生株は、例えばＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法等により、プラスミンの作用
を受けていない可溶性フィブリンに特異的に反応し、フィブリノゲン、フィブリンモノマ
ーのプラスミン分解物及び安定化フィブリンのプラスミン分解物には反応しない抗体を産
生するハイブリドーマを選択することにより得られる。
　具体的には、まず培養上清中のモノクローナル抗体を、抗マウスＩｇＧ抗体等を介して
固定化し、可溶性フィブリン及びフィブリノゲンを含有する試料を反応させる。次に、酵
素などで標識した抗フィブリノゲン抗体を反応させ、可溶性フィブリンのみに反応し、か
つフィブリノゲンとは反応しないモノクローナル抗体を選択する。更に、プラスミン分解
物であるフィブリンフラグメントＸ、Ｙ又はＥや安定化フィブリン分解物（ＸＤＰ）とは
反応しないモノクローナル抗体を選択する。このようにして、エピトープがプラスミンに
よって切り離されるフラグメントに存在するモノクローナル抗体を作製すればよい。
【００２８】
　当該モノクローナル抗体は、常法に従いハイブリドーマを培養し、培養上清から分離す
る方法、前記ハイブリドーマをこれと適合性のある哺乳類動物に投与し、腹水として回収
する方法により製造できる。
【００２９】
　従来の任意の免疫学的測定方法に本発明のモノクローナル抗体を適用することにより、
ヒト体液中のプラスミンの作用を受けていない可溶性フィブリンを特異的に測定すること
ができる。
　例えば、ＥＬＩＳＡ法で測定する場合には、精製した可溶性フィブリンを標準品として
次のような方法で可溶性フィブリンを定量できる。即ち、本発明のモノクローナル抗体を
固定化したＥＬＩＳＡプレートに、希釈した検体試料を添加し反応させた後、酵素標識し
た抗フィブリノゲン　ポリクローナル抗体を反応させ、発色後の吸光度の変化から試料中
に存在するプラスミンの作用を受けていない可溶性フィブリンを特異的に定量できる。Ｌ
ＴＩＡ法で測定する場合には、精製した可溶性フィブリンを標準品として次のような方法
で定量することができる。即ち、本発明のモノクローナル抗体の少なくとも１種を不溶性
担体であるラテックス粒子に感作し、検体試料に接触させることにより、試料中の可溶性
フィブリンを介して抗体感作ラテックス粒子同士が架橋し凝集を生じるため、この凝集度
の変化から当該可溶性フィブリンを特異的に定量できる。検体試料としては、可溶性フィ
ブリンを含有するヒト体液であれば特に制限されず、例えば血液、尿等が挙げられる。
【００３０】
　ＬＴＩＡ法等における抗体感作ラテックス粒子のラテックス粒子としては、ラテックス
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凝集反応を利用した免疫学的凝集反応及び凝集阻止反応において、一般的に用いられてい
る微粒子の担体であれば特に制限されないが、工業的に大量生産することができる有機系
微粒子が好ましい。このような有機系微粒子としては、例えば、スチレン、塩化ビニル、
アクリロニトリル、酢酸ビニル、アクリル酸エステル、メタクリル酸エステル等のビニル
系モノマーの単独重合体又は共重合体；スチレン－ブタジエン共重合体、メチルメタクリ
レート－ブタジエン共重合体等のブタジエン系共重合体等が挙げられる。また、このよう
な有機系微粒子に、カルボキシル基、第一級アミノ基、カルバモイル基、水酸基、アルデ
ヒド基等の官能基が結合した反応性有機系微粒子も好ましく使用することができる。上記
のラテックス粒子の中では、抗原又は抗体の吸着性に優れ、生物学的活性を長期間安定に
保持できる点から、ポリスチレン、スチレン－ブタジエン共重合体等のポリスチレン系ラ
テックス粒子が好ましい。
【００３１】
　ラテックス粒子の形状は特に制限されないが、その平均粒子径は、ラテックス粒子表面
の蛋白質と測定対象物質との凝集反応の結果生じる凝集体が肉眼又は光学的に検出できる
に充分な大きさが望ましい。好ましい平均粒子径としては０．０２～１．６μｍであり、
特に０．０３～０．５μｍが好ましい。
【００３２】
　ラテックス粒子に本発明のモノクローナル抗体を感作する方法としては特に制限されず
、公知の方法が使用できる。例えばラテックス粒子表面に物理的に吸着させる方法、官能
基を有するラテックス粒子表面に共有結合、免疫的結合によって感作する方法などが挙げ
られる。
【００３３】
　本発明の可溶性フィブリン測定試薬には、本発明のモノクローナル抗体を感作したラテ
ックス粒子の他に、ＢＳＡ、ショ糖等の安定剤、アジ化ナトリウム等の防腐剤を適宜加え
てもよい。本発明の可溶性フィブリン測定試薬に、更に希釈液を組み合わせてラテックス
凝集反応用キットとしてもよい。この希釈液には、必要に応じて上記の安定剤や防腐剤を
添加することができる。
【実施例】
【００３４】
　次に実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定するも
のではない。
【００３５】
実施例１　モノクローナル抗体の調製
（１）ハイブリドーマの調製
　ＰＢＳに溶解したヒト精製フィブリノゲンにバトロキソビン処理を行い生成した可溶性
フィブリンを免疫原とした。この免疫原を完全フロイントアジュバンド（ＧＩＢＣＯ社製
）と１対１で混和乳化し、０．１ｍｇ／０．１ｍＬ（エマルジョン）で６週齢の雌ＢＡＬ
Ｂ／Ｃマウスの皮下に１週間間隔で６回投与後、最終免疫の３日後に脾臓を摘出した。摘
出した脾臓から得られた脾臓細胞と骨髄腫細胞ＳＰ２／Ｏ－Ａｇ１４とを６対１の割合で
混合し、５０％ポリエチレングリコール１５４０（和光純薬工業社製）存在下にて細胞融
合させた。融合細胞は脾臓細胞として２．５×１０６／ｍＬになるようにＨＡＴ培地に懸
濁し、９６穴培養プレート（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）に０．２ｍＬずつ分注した。これを５
％ＣＯ２インキュベーター中で３７℃にて培養し、おおよそ２週間後に、ハイブリドーマ
の生育してきたウェルの培養上清について、次に示すＥＬＩＳＡ法にしたがって、可溶性
フィブリンに対する抗体の産生が有望な株を選択した。
【００３６】
　まず、マイクロプレート（ＮＵＮＣ社製）にヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｆｃ）抗体（ＪＡＣ
ＫＳＯＮ社製）を介し、各培養上清中のＩｇＧを固相化した。これに、可溶性フィブリン
及びフィブリノゲン、フィブリンＸ、Ｙ、Ｅ、安定化フィブリン分解物（ＸＤＰ）を反応
させた。さらにペルオキシダーゼ標識抗フィブリノゲンウサギポリクローナル抗体（ＤＡ
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ＫＯ社製）を反応させた後、オルトフェニレンジアミン（東京化成社製）を含むペルオキ
シダーゼ基質溶液を加え発色させ、１．５Ｎ硫酸を加え発色を停止した後、マイクロプレ
ートリーダー（Ａｂｓ．４９２ｎｍ）で測定し、可溶性フィブリンに対して高い反応性を
示すが、フィブリノゲン、フィブリンＸ、Ｙ、Ｅ、及び安定化フィブリン分解物（ＸＤＰ
）には反応性を示さなかった株を選択した。このハイブリドーマを限界希釈法によるクロ
ーン化を行い、抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ（Ｊ２－２３
）を１種樹立した。このハイブリドーマは、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　日本国茨城県つくば市東１－１－１　中央第６）に
２００４年１２月３日に寄託番号（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０１７２）として寄託された。尚
、以下の記載において、ハイブリドーマ（Ｊ２－２３）から分泌される抗可溶性フィブリ
ンモノクローナル抗体をＪ２－２３抗体と称する。
【００３７】
（２）モノクローナル抗体の調製
　２週間前にプリスタン０．５ｍＬを腹腔内に注射しておいた１２週齢の雌ＢＡＬＢ／Ｃ
マウスに、上記で得られたハイブリドーマを細胞数０．５×１０６個の量で腹腔内に投与
した。約１４日後に腹水を採取し、遠心処理して上清を得た。上清を等量の吸着用緩衝液
（３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ－１．５ｍｏｌ／Ｌ　Ｇｌｙｃｉｎｅ－ＮａＯＨ、ｐＨ８．５
）と混和後、濾過した。この濾液を吸着用緩衝液で平衡化したプロテインＡカラム（ファ
ルマシア社製）に通して抗体をカラムに吸着させた後、０．１ｍｏｌ／Ｌクエン酸緩衝液
（ｐＨ３．０）でカラムより溶出させ、抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体（Ｊ２－
２３抗体）を精製した。
【００３８】
実施例２　抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）の免疫グロブリン
クラス及び特異性の同定（１）
　Ｊ２－２３抗体の免疫グロブリンクラスをＥＬＩＳＡ法（ＺＹＭＥＤ社製）により同定
したところ、ＩｇＧ１、κ軽鎖であった。
　Ｊ２－２３抗体を、ＰＢＳで５μｇ／ｍＬの濃度に調整後、９６穴ＥＬＩＳＡプレート
（ＮＵＮＣ社製）に５０μＬ／ウェル加え、４℃で一夜インキュベートした。プレートを
ＰＢＳで３回洗浄後、ブロッキング液（１％ＢＳＡを含むＰＢＳ）を１００μＬ／ウェル
加え、１時間ブロッキングした。ブロッキング液を除去後、ブロッキング液により希釈し
た表１に記載の各種抗原を５０μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートした。ブ
ロッキング液で３回洗浄した後、ペルオキシダーゼ標識抗フィブリノゲンウサギポリクロ
ーナル抗体を加え、室温で１時間インキュベートした。再びブロッキング液で３回洗浄し
た後、実施例１のペルオキシダーゼ基質溶液を５０μＬ／ウェル加えた。１０分後、１．
５Ｎ硫酸を５０μＬ／ウェル加え、４９２ｎｍにおける吸光度を測定した。
【００３９】
　表１中、フィブリノゲン（以下、Ｆｂｇと表記することがある）はシグマ社製の精製品
をゲルろ過法によりさらに精製して用いた。ｄｅｓＡＡフィブリンモノマー（以下、ｄｅ
ｓＡＡＦｂｎと表記することがある）及びｄｅｓＡＡＢＢフィブリンモノマー（以下、ｄ
ｅｓＡＡＢＢＦｂｎと表記することがある）は、精製されたＦｂｇに、バトロキソビン又
はトロンビンをそれぞれ作用後、生じたクロットを酸で可溶化して調製した。更に、ｄｅ
ｓＡＡＦｂｎ－Ｆｂｇ複合体及びｄｅｓＡＡＢＢＦｂｎ－Ｆｂｇ複合体は、酸可溶化ｄｅ
ｓＡＡＦｂｎ及びｄｅｓＡＡＢＢＦｂｎを各々Ｆｂｇ溶液に添加し、複合体形成によって
高分子化した画分をゲルろ過法により分離し調製した。ＦｂｇフラグメントＸ及びＹは、
いずれも市販品（国際バイオ社製）を使用した。フィブリンフラグメントＸ及びＹは、前
記ＦｂｇフラグメントＸ及びＹをトロンビン処理して、フィブリンフラグメントＸ及びＹ
とした。ＦｂｇフラグメントＥ、フィブリンフラグメントＥ、Ｄダイマー（ＤＤ）及びＤ
モノマー（Ｄ）は、市販品（国際バイオ社製）を用いた。ＤＤ／Ｅを含むＸＤＰ画分は、
フィブリン塊にプラスミンを作用させ、消化物をゲルろ過で分離後、高分子画分をＸＤＰ
画分とした。
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【００４０】
　結果を表１に示す。表１において、「＋」は、サンドイッチＥＬＩＳＡ法で反応し、「
－」は、反応しなかったことを表す。
【００４１】
【表１】

【００４２】
　表１から明らかなように、本発明のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）は、各種液
相の抗原に対して、ｄｅｓＡＡＦｂｎ、ｄｅｓＡＡＦｂｎ－Ｆｂｇ複合体、ｄｅｓＡＡＢ
ＢＦｂｎ、及びｄｅｓＡＡＢＢＦｂｎ－Ｆｂｇ複合体に反応し、未処理のＦｂｇ、プラス
ミンによるフィブリノゲン分解物（ＦｂｇＤＰすなわち、フィブリノゲンフラグメントＸ
、フィブリノゲンＹ、フィブリノゲンＥ及びＤ）及びフィブリン分解物（ＦｂｎＤＰすな
わち、フィブリンフラグメントＸ、フィブリンフラグメントＹ、フィブリンフラグメント
Ｅ、ＤＤ／Ｅを含むＸＤＰ画分、ＤＤ）には反応しないことが判明した。
【００４３】
実施例３　抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）の特異性の同定（
２）
　実施例２で評価した各種抗原を、非還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離後、ＰＶＤＦ膜
に転写し、３％スキムミルクを含むＰＢＳＴ（０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ）
で１時間ブロッキング後、一次抗体としてモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）、二次
抗体としてペルオキシダーゼ標識抗マウスＩｇＧ抗体（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ　ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ社製）を反応させた。ＰＶＤＦ膜をＰＢＳＴで洗浄後、ジアミノベンチ
ジンを基質として加え、発色させた。その結果、ｄｅｓＡＡＦｂｎ及びｄｅｓＡＡＢＢＦ
ｂｎ以外にＦｂｇにも反応することが確認されたが、各種ＦｂｇＤＰには反応は認められ
なかった。更に、Ｆｂｇを還元条件下で処理し同様の操作を行ったところ、Ａα鎖に強い
反応が認められた（図１）。
【００４４】
　以上の結果より、本発明のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）のエピトープは、液
相中の未変性のＦｂｇには出現しておらず、Ｆｂｇを変性させることにより、ＦｂｇのＡ
α鎖上に出現することが判明した。その部位は、Ｊ２－２３抗体が各種ＦｂｇＤＰには反
応しないことから、可溶性フィブリンにプラスミンが作用して切り離されたフラグメント
に存在することが判明した。
【００４５】
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実施例４　抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）のエピトープ解析
（１）
　実施例３で得られた知見をもとに、Ａα鎖上のエピトープ位置を以下に示す方法で解析
した。精製Ｆｂｇを１０ｍｍｏｌ／Ｌトリス緩衝液（ｐＨ８．０）を用いて１０ｍｇ／ｍ
Ｌとなるように溶解した溶液に、プラスミン（クロモジェニックス社製）を最終濃度０．
２単位／ｍＬとなるように添加し、３７℃で３０分消化させた。その後、最終濃度５００
単位／ｍＬとなるようにアプロチニン（三菱ウェルファーマ社製）を加え、プラスミン活
性を失活させた。この消化液を還元処理した後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　１５－２５％で分離
後、ＰＶＤＦへ転写し、ＣＢＢ染色及び上記実施例３と同様に本発明のモノクローナル抗
体（Ｊ２－２３抗体）を用いてイムノブロティングを行った。
【００４６】
　その結果、約１６ｋＤａのＪ２－２３抗体と反応する消化断片が認められた（図２の矢
印のバンド）。ＣＢＢ染色されたその消化断片を切り出し、Ｎ末端アミノ酸配列を調べた
結果、Ｆｂｇ　Ａα鎖の４２５番目をＮ末端とする配列（ＴＧＫＥＫＶＴＳ）であった。
　この配列は、Ｆｂｇがプラスミン消化によってＦｂｇ－Ｘに変化する際に、切り離され
るフラグメント中にあることから、本発明のモノクローナル抗体のエピトープは、Ｆｂｇ
のＡα鎖上にあり、かつプラスミンで消化を受け、切り離されるＡα鎖のＣ末端領域に存
在することが判明した。更に、本発明の抗体のエピトープは、このプラスミン消化フラグ
メントの内、Ａα鎖の４２５番目以降に存在することが判明した。プラスミン消化Ａα鎖
Ｃ末端フラグメントに反応性を示す可溶性フィブリンに対する抗体は、これまで知られて
いない新規な抗体である。
【００４７】
実施例５　抗可溶性フィブリンモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）のエピトープ解析
（２）
　実施例４で得られた知見をもとに、Ａα鎖上のエピトープ位置を以下に示す方法で、さ
らに解析を進めた。
【００４８】
　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅらの方法（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９７７，１６：１７０３
）に基づき、ＦｂｇからＡα鎖を分離精製した。精製Ａα鎖をＥｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａ
ｓｅ　Ａｓｐ－Ｎ（シグマ社製）を用いて消化後、実施例４と同様にして、イムノブロッ
ティングを行った。
　その結果、７～８ｋＤａに消化断片が認められ、その消化断片のＮ末端アミノ酸配列を
調べた結果、Ｆｂｇ　Ａα鎖の５０２番目をＮ末端とする配列（ＤＴＡＳＴ）であった。
この消化断片の分子量及びＡｓｐ－Ｎの切断部位がアスパラギン酸のアミノ基側であるこ
とから推察して、５０２～５７３番目のペプチドであると推測した。
【００４９】
　次に、上記消化断片のアミノ酸配列に相当するペプチドを、５０２番目を始めとして６
種類（ＡＡ５０２－５２１、ＡＡ５１２－５３１、ＡＡ５２２－５４１、ＡＡ５３２－５
５１、ＡＡ５４２－５６１、ＡＡ５５２－５７１）を合成し、以下に示す方法で、本発明
のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）のエピトープの絞込みを行った。
【００５０】
　まずヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｆｃ）抗体をＰＢＳで５μｇ／ｍＬの濃度に調整後、マイク
ロプレートに５０μＬ／ウェル加え、４℃で１夜インキュベートした。プレートをＰＢＳ
Ｔ（０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ）にて３回洗浄後、ブロッキング液（ＢＳＡ
－ＰＢＳＴ）を１００μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートした。ＰＢＳＴで
３回洗浄後、本発明のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）をＢＳＡ－ＰＢＳＴで０．
２μｇ／ｍＬの濃度に調整後５０μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートした。
ＰＢＳＴで３回洗浄後、０～１００μｇ／ｍＬにＢＳＡ－ＰＢＳＴで希釈した各合成ペプ
チドを２５μＬ／ウェル加え、室温で３０分間インキュベートした。続いて、後述する実
施例６で調製した可溶性フィブリンをＢＳＡ－ＰＢＳＴで１μｇ／ｍＬに調製後、２５μ
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ＢＳＴで５０００倍に希釈したＨＲＰ－ウサギ抗ヒトＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎ抗体（ＤＡＫ
Ｏ社製）を５０μＬ／ウェル加え、室温で１時間インキュベートした。ＰＢＳＴで３回洗
浄後、実施例１のペルオキシダーゼ基質溶液を５０μＬ／ウェル加えた。１０分後、１．
５Ｎ硫酸を５０μＬ／ウェル加え、４９２ｎｍにおける吸光度を測定した。
【００５１】
　その結果を図３に示す。６種類の合成ペプチドの内、ＡＡ５０２－５２１のみ競合阻害
反応が認められたことから、本発明のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）のエピトー
プは、ＦｂｇのＡα鎖の５０２～５２１番目のアミノ酸配列を認識することが確認された
。このことは、Ｆｂｇにトロンビンが作用した際に生成する可溶性フィブリンのＡα鎖Ｃ
末端領域、少なくとも５０２～５２１番目付近の構造が変化することを示すものであり、
本発明のモノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）は、この構造変化を特異的に認識する、
可溶性フィブリンに特異的な抗体といえる。
【００５２】
実施例６　ラテックス凝集反応（ＬＴＩＡ）を用いた可溶性フィブリンの測定
（１）抗体感作ラテックスの調製
　モノクローナル抗体（Ｊ２－２３抗体）を２０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７
．５）で０．７ｍｇ／ｍＬとなるように希釈した抗体液と、１％ラテックス溶液（粒径０
．２μｍ、積水化学工業社製）を等量ずつ混和し、４℃で約２時間攪拌した。更に、１％
ＢＳＡを等量加え１時間攪拌した後、遠心（１００，０００×ｇ、５分間）処理した。沈
降したラテックスを０．５％ＢＳＡを含む５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．０）で懸
濁し、抗体感作ラテックスを得た。
【００５３】
（２）可溶性フィブリンの調製
　実施例２と同様に、酸可溶性ｄｅｓＡＡＦｂｎ又はｄｅｓＡＡＢＢＦｂｎを調製し、ヒ
トクエン酸血漿にそれぞれ最終濃度０～５０μｇ／ｍＬとなるように添加したものを可溶
性フィブリンとした。
【００５４】
（３）可溶性フィブリンの測定
　０．４％ＢＳＡ及び０．５ｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウムを含む３０ｍｍｏｌ／Ｌトリス塩
酸緩衝液（ｐＨ８．５）を調製し（第１試薬）、上記で調製した抗体感作ラテックス（第
２試薬）を用いて、生化学自動分析装置日立７１７０形にて測定した。自動分析装置内の
３７℃の反応セルに、上記で調製した可溶性フィブリン３μＬ及び第１試薬１００μＬ添
加し、第１試薬添加から５分後、第２試薬１００μＬを添加し、５分間抗原抗体反応をさ
せた。そして、主波長５７０ｎｍ及び副波長８００ｎｍにて、ポイント１８から３４の間
の、反応前後の吸光度変化を測定した（図４）。添加したｄｅｓＡＡＦｂｎ又はｄｅｓＡ
ＡＢＢＦｂｎの濃度に対応した吸光度変化が認められたことから、本発明のモノクローナ
ル抗体を使用することにより、血中の可溶性フィブリン量を測定できることが確認された
。
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