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(54)【発明の名称】 モノクローナル抗体

(57)【要約】        （修正有）
【課題】  体液中のＡＧＥのひとつであるカルボキシメ
チル化ヘモグロビン、特に腎症との関連性が確認されて
いるリジン残基の側鎖アミノ基がカルボキシメチル化さ
れたヘモグロビンを、高感度・高精度で再現性良く測定
することの出来る免疫学的定量方法の提供。
【解決手段】  例えば、ハイブリドーマ９Ｈ６（生命研
菌寄第７７３号）、又はハイブリドーマ７Ｂ８（生命研
菌寄第７７４号）によって産生される、特定な配列のア
ミノ酸配列を有し、N末端から５番目のリジン残基の側
鎖アミノ基がカルボキシメチル化されたペプチド、又は
別の特定な配列のアミノ酸配列を有し、N末端から５番
目のリジン残基の側鎖アミノ基がカルボキシメチル化さ
れたペプチドに対する解離定数が１０-8Ｍ以下で、且つ
解離速度定数が１０-2ｓ-1以下であるモノクローナル抗
体を含んでなる免疫学的測定試薬を使用して、体液中の
カルボキシメチル化ヘモグロビンを測定する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  配列番号１のアミノ酸配列を有し、N末
端から５番目のリジン残基の側鎖アミノ基がカルボキシ
メチル化されたペプチド、又は配列番号２のアミノ酸配
列を有し、N末端から５番目のリジン残基の側鎖アミノ
基がカルボキシメチル化されたペプチドに対する解離定
数が１０-8Ｍ以下で、且つ解離速度定数が１０-2ｓ-1以
下であることを特徴とするモノクローナル抗体。
【請求項２】  請求項１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３】  請求項１記載のモノクローナル抗体を用
いることを特徴とするカルボキシメチル化ヘモグロビン
の免疫学的測定方法。
【請求項４】  請求項１記載のモノクローナル抗体を含
んでなるカルボキシメチル化ヘモグロビン測定用免疫学
的測定試薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、カルボキシメチル
化ヘモグロビンを特異的に認識し、且つ特定の解離定数
及び特定の解離速度定数をもつモノクローナル抗体、該
抗体産生細胞、該抗体を用いるカルボキシメチル化ヘモ
グロビンの免疫学的測定方法、並びに免疫学的測定試薬
に関する。
【０００２】
【従来の技術】近年、ＡＧＥ（終末糖化産物）は、糖尿
病性合併症の重篤度（Brownlee,M., et al, 1988, N.En
gle. J. Med., 318: 1315-1321）や老化（Araki, N. et
 al, 1992, J. Biol. Chem., 267: 10211-10214）、慢
性腎疾患（Miyata, T. et al, 1996, J. Am. Soc. Neph
rol., 7: 1198-1206）、アルツハイマー病（Smith, M. 
A., et al, 1994, Prox. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 5
710）等と関連があることが明らかになってきている。
【０００３】ＡＧＥ主要成分は、リジン残基の側鎖アミ
ノ基がカルボキシメチル化されたカルボキシメチル化タ
ンパク質（以下、カルボキシメチル化を単に「ＣＭ化」
と称し、該タンパク質を「ＣＭ化タンパク」と略記する
こともある。）であり、ＣＭ化タンパクを構成するカル
ボキシメチル化リジン（以下、「ＣＭＬ」と略記するこ
ともある。）がＡＧＥの主要エピトープであると考えら
れている（Ikeda, K.,et al., 1996, Biochemistry, 3
5: 8075-8083）ことから、ＡＧＥの測定は、主にＣＭＬ
を定量することにより行なわれている。
【０００４】従来、ＣＭ化タンパクを構成するＣＭＬの
定量には高速液体クロマトグラフィーやガスクロマトグ
ラフィー／質量分析といった機器分析が用いられてきた
が、操作が煩雑であり感度が低いという問題があった。
そのため、最近では操作が簡便で感度も高い、ＥＬＩＳ
Ａ法（酵素標識免疫測定法）やドットブロッティング法
等の免疫学的測定方法を用いた手法が多用されている。
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【０００５】ところで、近年、ＡＧＥの一つであるカル
ボキシメチル化ヘモグロビン（以下、ヘモグロビンを単
に「Ｈｂ」と略記し、カルボキシル化ヘモグロビンを
「ＣＭ－Ｈｂ」と略記することもある。）は、糖尿病性
合併症の進展との関連性（特開平１０－１８５９１７号
公報）や透析アミロイドーシスとの関連性（Motomiya,
Y. et al, 1998, Kidney Int. 54: 1357-1366）が判明
したことから、糖尿病性合併症、或いは透析アミロイド
ーシスの診断、治療、予防、或いはその薬効評価に有用
な指標として注目されている。
【０００６】該ＣＭ化ヘモグロビン（ＣＭ－Ｈｂ）の測
定もＥＬＩＳＡ法やドットブロッティング（Motomiya, 
Y. et al, 1998, Kidney Int. 54: 1357-1366）のよう
な免疫学的測定方法を用いて測定することができるが、
従来のＣＭＬ測定で用いられている抗ＣＭ化タンパクポ
リクローナル抗体を使用した場合には、ＣＭ化タンパク
の全てを認識することもあって特異性が低く、更に感度
が低く測定精度も悪いという問題点があった。
【０００７】このような問題は、特開平１１－２３６３
９９号公報に開示されているようなＣＭ化ヘモグロビン
に特異的に反応するモノクローナル抗体を使用すること
により一応解決されている。
【０００８】ところが、測定対象となるＣＭ－Ｈｂに
は、ＣＭ化される部位が異なる複数の種類、具体的に
は、①ヘモグロビンのβ鎖Ｎ末端のバリン残基がＣＭ化
されたもの（以下、①のタイプのものをＣＭＶ－Ｈｂと
もいう。）、②ヘモグロビンβ鎖のリジン残基がＣＭ化
されたもの、及び③ヘモグロビンα鎖のリジン残基がＣ
Ｍ化されたもの（②及び③のタイプのものを総称してＣ
ＭＬ－Ｈｂともいう。）等があり、上記①のタイプのＣ
Ｍ－Ｈｂの測定については上記公報に開示されているモ
ノクローナル抗体を用いて特に問題なく測定できるもの
の、上記②及び③のタイプのＣＭ－Ｈｂ（ＣＭＬ－Ｈ
ｂ）の測定に関しては測定の再現性に問題があり、その
結果として十分な測定感度や測定精度が得られないとい
った問題があることが判明した。
【０００９】上記①のタイプのＣＭ－Ｈｂ（ＣＭＶ－Ｈ
ｂ）は、糖の自動酸化により生成するもので、糖尿病と
の関連性が確認されているのに対し、上記②及び③のタ
イプのＣＭ－Ｈｂ（ＣＭＬ－Ｈｂ）は、脂質（不飽和脂
肪酸）の過酸化により生成するもので腎症等との関連性
が確認されているものであり、ＣＭＬ－Ｈｂ量を精度よ
く、高感度で測定することの意義は大きい。
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】そこで、本発明は、Ｃ
Ｍ化ヘモグロビンの中でも、特にＣＭＬ－Ｈｂを精度良
く高感度で検出できるモノクローナル抗体を提供し、該
モノクローナル抗体を使用してＣＭＬ－Ｈｂを高精度、
高感度で測定する方法、及び測定試薬を提供することを
目的とする。
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【００１１】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意研究を重ねた結果、配列番号１で
示されるアミノ酸配列を有し、N末端から５番目のリジ
ン残基の側鎖アミノ基がＣＭ化されたペプチド、又は配
列番号２で示されるアミノ酸配列を有し、N末端から５
番目のリジン残基の側鎖アミノ基がＣＭ化されたペプチ
ドに対して特定の解離定数及び特定の解離速度定数で反
応する新規なモノクローナル抗体を得ることに成功し、
該モノクローナル抗体を使用することによって、ＣＭＬ
－Ｈｂを精度良く高感度で測定することが可能になるこ
とを見出し本発明を完成させるに至った。
【００１２】即ち、第一の本発明は、配列番号１のアミ
ノ酸配列を有し、N末端から５番目のリジン残基の側鎖
アミノ基がカルボキシメチル化されたペプチド、又は配
列番号２のアミノ酸配列を有し、N末端から５番目のリ
ジン残基の側鎖アミノ基がカルボキシメチル化されたペ
プチドに対する解離定数が１０-8Ｍ以下、且つ解離速度
定数が１０-2ｓ-1以下であることを特徴とするモノクロ
ーナル抗体である。
【００１３】上記本発明のモノクローナル抗体は、例え
ば、工業技術院生命工学工業技術研究所に寄託されたハ
イブリドーマＭｂ６６－９Ｈ６（ＦＥＲＭ  Ｐ－１７９
００）又はハイブリドーマＭｂ６８－７Ｂ８（ＦＥＲＭ
  Ｐ－１７９０１）によって産生される。
【００１４】また、第二の本発明は、上記本発明のモノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマである。
【００１５】また、第三の本発明は、上記本発明のモノ
クローナル抗体を用いることを特徴とするカルボキシメ
チル化ヘモグロビンの免疫学的測定方法であり、該測定
方法は、例えば、第四の本発明である「上記本発明のモ
ノクローナル抗体を含んでなるカルボキシメチル化ヘモ
グロビン測定用免疫学的測定試薬」を用いることにより
好適に行なうことができる。
【００１６】上記本発明の測定法方によれば、溶血試料
等の検体中に存在するＣＭ－Ｈｂ、特にＣＭＬ－Ｈｂを
容易に、高感度・高精度で測定することができる。該方
法では、被測定物である抗原に対し、解離定数だけでな
く解離速度定数も特定の低い値を示す本発明のモノクロ
ーナル抗体を用いることにより、このような優れた効果
が発現するものである。
【００１７】
【発明の実施の形態】本発明のモノクローナル抗体は、
配列番号１のアミノ酸配列を有し、N末端から５番目の
リジン残基の側鎖アミノ基がＣＭ化されたペプチド（以
下、配列番号１のアミノ酸配列を有するペプチドを「ペ
プチドβ６６」といい、ＣＭ化された該ペプチドを「Ｃ
Ｍ－ペプチドβ６６」ともいう）、又は配列番号２のア
ミノ酸配列を有し、N末端から５番目のリジン残基の側
鎖アミノ基がＣＭ化されたペプチド（以下、配列番号２
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のアミノ酸配列を有するペプチドを「ペプチドα６１」
といい、ＣＭ化された該ペプチドを「ＣＭ－ペプチドα
６１」ともいう）に対して特異的に結合する。
【００１８】前記配列番号１のアミノ酸配列は、ヘモグ
ロビン（Ｈｂ）のβ鎖のＮ末端から６２番目～７３番目
のアミノ酸配列に相当するもので、ＣＭ－ペプチドβ６
６においてはＨｂのβ鎖のＮ末端から６６番目に相当す
る位置のリジン残基の側鎖アミノ基がＣＭ化されてい
る。また、前記配列番号２のアミノ酸配列は、Ｈｂのα
鎖のＮ末端から５７番目～６８番目のアミノ酸配列に相
当するもので、ＣＭ－ペプチドα６１においてはＨｂの
α鎖のＮ末端から６１番目に相当する位置のリジン残基
の側鎖アミノ基がＣＭ化されている。
【００１９】上記ＣＭ－ペプチドβ６６及びＣＭ－ペプ
チドα６１は、アミノ酸等から化学的に合成されたもの
でもよいし、タンパク質やより長鎖のペプチド由来の断
片でもよい。これらペプチドを化学的に合成する場合
は、例えば、固相法や液相法等の公知の方法を用いて合
成することが可能である。また、これらペプチドを化学
的に合成する場合、予めＣＭＬを用いてペプチドの伸長
反応を行なっても良いし、アミノ酸を原料にしてペプチ
ドの伸長反応を行なった後、ＣＭ－ペプチドβ６６では
N末端から５番目、ＣＭ－ペプチドα６１ではN末端から
５番目のリジン側鎖をＣＭ化してもよい。なお、ＣＭＬ
を合成する方法は特に制限されないが、例えば、リジン
をグリオキシル酸と反応させた後、水素化ホウ素ナトリ
ウムや水素化シアノホウ素ナトリウム等の還元剤で還元
してＣＭＬを合成し、次いで陽イオン交換クロマトグラ
フィーにより側鎖アミノ基がＣＭ化されたＣＭＬを分離
することができる。また、アミノ酸を原料にしてペプチ
ドの伸長反応を行なった後に上記の特定のリジン残基を
ＣＭ化する場合は、ペプチドβ６６及びペプチドα６１
は何れも２つのリジン残基を含むため、そのうちの１つ
を選択的にＣＭ化するための工夫が必要である。例え
ば、固相法により合成する場合には、ペプチドの伸長反
応に使用するリジンについて、ＣＭ化するリジンとして
ε－アミノ基にピペリジン等の塩基で脱保護可能な９－
フルオレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）基等を導
入したものを用い、ＣＭ化しないリジンとしてε－アミ
ノ基にフッ化水素酸等の強酸で脱保護可能な２－クロロ
ベンジルオキシカルボニル（ＣＩＺ）基等を導入したも
のを用い、更にリジンのα－アミノ基にはｔ－ブトキシ
カルボニル（Ｂｏｃ）基等の弱酸で脱保護可能な保護基
を導入し、また、リジン以外のアミノ酸は、必要に応じ
て側鎖官能基には塩基で脱保護されない適当な保護基を
導入し、α－アミノ基にはリジンと同様にｔ－ブトキシ
カルボニル（Ｂｏｃ）基等の弱酸で脱保護可能な保護基
を導入する等して反応条件に応じて特定のアミノ基が保
護されるようにする等の工夫が必要である。これらの保
護基を導入したアミノ酸を使用して公知の方法でペプチ
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ドの伸長反応を行なった後、ピペリジン等の塩基を使用
してＣＭ化するリジン残基におけるε－アミノ基の保護
基を脱保護する。次いで、上記の方法で脱保護したリジ
ンのε－アミノ基をＣＭ化した後、フッ化水素酸等の強
酸を使用して最終脱保護を行なえばよい。
【００２０】本発明のモノクローナル抗体の前記ＣＭ－
ペプチドβ６６又はＣＭ－ペプチドα６１に対する解離
定数（Ｋ）が１０-8Ｍ以下であり、且つ解離速度定数
（ｋ

-
）が１０-2ｓ-1以下である必要がある。このよう

な条件を満足することにより、ＣＭＬ－Ｈｂを確実に捕

6
捉することができるようになり、ＣＭＬ－Ｈｂを高感度
で再現性良く測定することが可能になる。なお、ここ
で、ＣＭＬ－Ｈｂは、リジン残基の側鎖アミノ酸がＣＭ
化されていればよく、当該ＣＭＬ－Ｈｂのバリン残基が
ＣＭ化されていてもよい。
【００２１】ここで、解離定数（Ｋ）とは、抗原とモノ
クローナル抗体とが結合して複合体を形成する下記反応
式
【００２２】
【化１】

【００２３】で示される平衡反応における平衡定数であ
り、結合速度定数（ｋ

+
）と解離速度定数（ｋ

-
）を用い

て、下記式
Ｋ＝ｋ

-
／ｋ

+
      （Ｍ）

で定義されるもので、抗体と抗原の結合のし易さを相対
的に示す指標である。
【００２４】例えば、ＣＭ－ペプチドβ６６とモノクロ
ーナル抗体との抗原抗体反応により複合体が形成される
反応について、ＣＭ－ペプチドβ６６、モノクローナル
抗体、及び複合体の濃度をそれぞれ[Ｐｅ]、[ＭＡｂ]、
及び[ＭＡｂ・Ｐｅ]とすると、ミカエリス－メンテン式
により、解離定数Ｋは、次式
Ｋ＝ｋ

-
／ｋ

+
＝[Ｐｅ]×[ＭＡｂ]／[ＭＡｂ・Ｐｅ]

で表すことができ、新生化学実験講座１・タンパク質Ｖ
（東京化学同人、第1版、1991, p280-282）に記載され
ているスキャッチャードプロットやヒルプロット等の方
法で求めることができる。最近は、BIA-core（アマシャ
ムファルマシア社）等の表面プラズモン共鳴（以下、
「ＳＰＲ」と表記することもある。ＳＰＲ：surface pl
asmon resonance）の原理を応用した分子間相互作用解
析装置等を用いることにより比較的簡単な操作で解離速
度定数（ｋ

-
）、及び結合速度定数（ｋ

+
）を測定するこ

とが出来るようになり、上記式に基づき容易に解離定数
（Ｋ）を求めることも可能となっている。以下に、ＳＰ
Ｒの原理を応用した該分子間相互作用解析装置について
説明する。ガラスの三角プリズムに入射した光が界面で
全反射する時反射面に金属薄膜が接触していると、表面
プラズモン共鳴（ＳＰＲ）によりある角度の入射光が吸
収され、これに対応する反射光の強度が減衰する。減衰
する反射光の反射角は、金属薄膜の外側に接している媒
質層の屈折率に依存する。該分子間相互作用解析装置で
は、センサーチップ上に上記金属薄膜－媒質層に相当す
る金属薄膜－デキストラン薄層を持つが、該金属薄膜－
デキストラン薄層に固定化されたリガンドに対してアナ
ライトが結合するとデキストラン薄層－リガンド層の屈
折率が変化する。該デキストラン薄層－リガンド層の屈
折率は、該リガンドに対するアナライトの結合量に依存

するため、該リガンドに対するアナライトの結合量は、
センサーチップに隣接したガラスの三角プリズムに入射
した光に対する減衰反射光の反射角に反映される。即
ち、該減衰反射光の反射角をセンシングすることによ
り、リガンドとアナライトの結合量を測定することがで
きる。従って、該分子間相互作用解析装置により、リガ
ンドを固定化したセンサーチップに対してアナライトを
反応させ結合量をリアルタイムで測定することにより、
リガンドとアナライトの結合速度定数（ｋ

+
）を求める

ことができる。更に、リガンドとアナライトの結合後、
リガンド－アナライト複合体に対してアナライトを含ま
ない緩衝液と接触させリガンドとアナライトの解離量を
リアルタイムで測定することにより解離速度定数
（ｋ

-
）も求めることが出来る。BIA-core（アマシャム

ファルマシア）等の市販されている分子間相互作用解析
装置では、プロトコルがほぼ自動化され、結合速度定数
（ｋ

+
）、及び解離速度定数（ｋ

-
）も専用ソフトウェア

によって容易に算出することが可能である。本発明にお
いては、該リガンドとしてペプチドＣＭ－β６６、或い
はＣＭ－ペプチドα６１等のペプチドを用いてセンサー
チップに固定化し、該アナライトに本発明のモノクロー
ナル抗体を用いることで、本発明のモノクローナル抗体
の結合速度定数（ｋ

+
）、及び解離速度定数（ｋ

-
）を容

易に求めることが出来る。
【００２５】モノクローナル抗体のＣＭ－ペプチドβ６
６及びＣＭ－ペプチドα６１に対する解離定数Ｋが１０
-8Ｍを越える場合、又は解離速度定数ｋ

-
が１０-2ｓ-1

を越える場合には、抗体とこれらペプチドとの結合が不
安定となるために上記ＣＭ－Ｈｂを再現性良く測定する
ことが困難になる。特に、解離定数Ｋが１０-8Ｍを越え
る場合は、該モノクローナル抗体と該ペプチドの結合能
が低下するため測定感度が低下する。効果の観点からＣ
Ｍ－ペプチドβ６６又はＣＭ－ペプチドα６１に対する
解離定数Ｋ、及び解離速度定数ｋ

-
はそれぞれ６×１０

-9Ｍ以下、及び５×１０-3ｓ-1以下であるのが好適であ
る。
【００２６】本発明のモノクローナル抗体は、ＣＭ－ペ
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プチドβ６６又はＣＭ－ペプチドα６１に特異的に反応
するものであれば、そのタイプ（グロブリンクラス）は
特に限定されず、現在知られているどのようなグロブリ
ンクラスのものも含まれる。また、本発明でいうモノク
ローナル抗体とは、通常のモノクローナル抗体のみなら
ず、該抗体の部分分解物（Fab、Fab'、Fab'2等）、及び
該抗体の活性フラグメント（抗体の抗原認識部位）が存
在する部分構造等も含むものである。
【００２７】本発明のモノクローナル抗体の製造方法は
特に限定されないが、免疫用の抗原（以下、単に「免疫
原」ともいう。）を動物に免疫した後に、免疫動物から
ＣＭ－ペプチドβ６６或いはＣＭ－ペプチドα６１に対
する特異抗体を産生する細胞を選択分取し、分取した細
胞を好適な培地で培養して製造する方法；又は分取した
上記の抗体産生細胞を形質細胞腫細胞と融合させてハイ
ブリドーマとし、該ハイブリドーマを培養したり或いは
動物体内に移植して増幅させて製造する方法等により好
適に製造することが出来る。
【００２８】この時、免疫原としては、ＣＭ－Ｈｂ、又
はＣＭ－ペプチドβ６６、或いはＣＭ－ペプチドα６１
とハプテンの複合体等を使用することができる。この時
使用されるハプテンを例示すると、ヒト血清アルブミ
ン、或いは牛血清アルブミン等のタンパク質等が好適に
使用される。ＣＭ－Ｈｂは、Ｈｂのアミノ酸側鎖アミノ
基又はＮ末端アミノ基の水素をカルボキシメチル基に置
換することにより得ることができる。このＣＭ化の方法
としては公知の方法が何ら制限なく使用でき、例えば
「新生化学講座１、タンパク質４」（日本生化学会編、
1991、東京化学同人、p13-p16）に記されている還元ア
ルキル化法により行うことが出来る。即ち、アルデヒド
化合物とＨｂをホウ酸緩衝液やリン酸緩衝液等の水溶液
に溶解し、水素化ホウ素ナトリウムや水素化シアノホウ
素ナトリウム等の水素化物還元剤の存在下でpH８～１０
の条件で反応させることによりＣＭ化することができ
る。これより高いpH条件下であるとタンパク質等が変性
する恐れがあり、これより低いpH条件下であると水素化
物還元剤が不安定になる。該反応を特異的且つ定量的に
進行させるために、反応温度は室温以下が好ましいが、
さらに好ましくは０～１０℃で行うのが良い。得られた
ＣＭ－Ｈｂ溶液は透析や限外濾過を行い、未反応の還元
剤やアルデヒド化合物を除去して用いられる。
【００２９】以下に、本発明のモノクローナル抗体を製
造することが出来るハイブリドーマ（以下、「本発明の
ハイブリドーマ」ともいう。）を用いて本発明のモノク
ローナル抗体を製造する方法について具体的に説明す
る。ここで、ハイブリドーマとは種類の異なる二つの細
胞（親株）を人工的に融合させてできる雑種細胞のこと
で、例えば、培養できるように樹立してある形質細胞腫
細胞と、生体からとった抗体産生細胞とを融合させるこ
とにより作ることが出来る。該ハイブリドーマは培養可
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能であり、しかも抗体産生能を持つ。
【００３０】本発明のハイブリドーマは、一般に動物の
免疫、細胞融合、融合細胞の選択、特異抗体産生細胞の
選択、及びクローニング等の一連の工程を経て調製する
ことができる。
【００３１】動物の免疫は、上記のようにして得られた
ＣＭ－Ｈｂ等を免疫原として動物に免役することにより
行われる。免疫に際して使用される免疫原の形態は特に
制限されないが、免疫効果を高めるためにフロイントの
完全アジュバントと混合したものを用いるのが好適であ
る。免疫動物としては、哺乳動物が好ましく、例えばマ
ウス、モルモット、ラット、ウサギ、ヒツジ、ニワトリ
等があげられるが、扱いやすさの点からマウスが特に好
ましい。免疫方法は、周知の適当な方法を適宜組み合わ
せて実施できる。通常は、動物の皮下、筋肉内、腹腔内
の少なくとも１箇所以上に免疫原を注射することによっ
て行われるが、形質細胞腫細胞と抗体産生細胞を高い確
率で融合させるためには皮下、特に四肢のリンパ節に免
疫原を注射することがより好ましい。初回免疫から約１
～２週間毎に数回免疫を行い、最終免疫より約３～５日
後に免疫動物から抗体産生細胞を分取する。抗体産生細
胞としては、脾臓細胞やリンパ節Ｂ細胞等の抗体産生能
を有する細胞を摘出すればよい。
【００３２】次に、細胞融合以降の工程について説明す
る。細胞融合することによりハイブリドーマを作製する
際に必要なもう一方の親株である形質細胞腫細胞として
は、一般に骨髄腫（ミエローマ）細胞が用いられる。骨
髄腫細胞としては、例えばマウス由来のＰ３Ｕ１、６５
３、ＳＰ２、Ｘ６３－Ａｇ８、ＮＳ－１、ＭＰＣ－１１
等、ラット由来のＡＧ１、ＡＧ２、ＡＧ３、ＲＣＹ３、
２１０等、ヒト由来のＳＫＯ－００７等が使用できる
が、マウス由来のものが好ましく、入手の容易さや実績
等から特にＰ３Ｕ１、６５３が好ましい。さらには、抗
体産生細胞と骨髄腫細胞とは同種動物由来であることが
好ましい。
【００３３】細胞融合は、ポリエチレングリコールを用
いる方法、センダイウイルスを用いる方法、電気融合等
が使用できるが、KohlerとMilsteinの方法（1975、Natu
re、256:495-497）、又はこれに準じるポリエチレング
リコールを用いた方法は操作が簡便であり好ましい。該
方法は、３０～５０％ポリエチレングリコール（平均分
子量１，０００～４，０００）を用いて３０～４０℃の
温度で、抗体産生細胞と骨髄腫細胞とを１～１０分間混
合することによって行われる。細胞融合により得られる
ハイブリドーマの選択は、ハイブリドーマのみが生育で
きる選択培地中で培養することにより行うことができ
る。例えばＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、
チミジン）培地、Ｈａｚ（ヒポキサンチン－アザセリ
ン）培地が好ましいものとして挙げられる。例えばＨＡ
Ｔ選択方法は、細胞融合に前記のようなＨＧＰＲＴ（ヒ
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ポキサンチン－グアニン  ホスホリボシル  トランスフ
ェラーゼ）欠損株であるミエローマ細胞を用いた場合に
有効である。細胞融合後ＨＡＴ培地で培養することによ
り、ＨＧＰＲＴ欠損株のミエローマ細胞はアミノプテリ
ンで生育が阻害され、アミノプテリンに耐性のハイブリ
ドーマのみを選択的に増殖させることができる。
【００３４】このようにして得られたハイブリドーマの
中から、ＣＭ－ペプチドβ６６、或いはＣＭ－ペプチド
α６１に対し特異的に反応し、解離定数（Ｋ）が１０-8

Ｍ以下、且つ解離速度定数（ｋ
-
）が１０-2ｓ-1以下の

モノクローナル抗体を産生しているものを選択する。こ
の選択は以下のように行なう。ＣＭ－ペプチドβ６６、
或いはＣＭ－ペプチドα６１に対する特異性について
は、上記培養によりハイブリドーマの増殖が認められた
ウェルの培養上清中を採取し、ＣＭ－ペプチドβ６６或
いはＣＭ－ペプチドα６１に対する抗体の有無を、例え
ば、ＥＬＩＳＡ法のような酵素免疫測定法等によって調
べればよい。また、解離定数（Ｋ）、及び解離速度定数
（ｋ

-
）については、ＣＭ－ペプチドβ６６、或いはＣ

Ｍ－ペプチドα６１に対する反応性が確認されたハイブ
リドーマ株のウェルの培養上清を用いて、前述したよう
なBIA-core等の分子間相互作用解析装置を用いて測定を
行なえばよい。続いて、ＣＭ－ペプチドβ６６或いはＣ
Ｍ－ペプチドα６１に対する抗体が存在しているウェル
中のハイブリドーマをクローニングすればよい。クロー
ニングとは、上記特異抗体産生細胞をひとつのクローン
に由来する均一な細胞集団にすることであり、例えば限
界希釈法、ソフトアガロース上のコロニーを拾い上げる
方法、シングルセルマニュピュレーション法、ＦＡＣＳ
法等が挙げられるが、限界希釈法が簡便で好ましい。
【００３５】以上の方法により単一なモノクローナル抗
体産生細胞を選択することができる。選択されたハイブ
リドーマ細胞株は、２～１０mlの培地で増殖させ液体窒
素中で凍結保存しておくことができる。尚、本発明のハ
イブリドーマのひとつであり、ＣＭ－ペプチドβ６６に
特異的なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ
９Ｈ６は、工業技術院生命工学工業技術研究所に寄託さ
れ、２０００年６月１４日に「ハイブリドーマ  Ｍｂ６
６－９Ｈ６」｛寄託番号：生命研菌寄第７７３号（ＦＥ
ＲＭ  Ｐ－１７９００）｝として受託された。又、本発
明のハイブリドーマのひとつであり、ＣＭ－ペプチドα
６１に特異的なモノクローナル抗体を産生するハイブリ
ドーマ７Ｂ８は、工業技術院生命工学工業技術研究所に
寄託され、２０００年６月１４日に「ハイブリドーマ  
Ｍｂ６８－７Ｂ８」｛寄託番号：生命研菌寄第７７４号
（ＦＥＲＭ  Ｐ－１７９０１）｝として受託された。
【００３６】本発明のハイブリドーマを用いた本発明の
モノクローナル抗体の作製方法としては、ハイブリドー
マを用いた抗体の作製方法として従来公知の方法が何ら
制限なく使用できる。例えば、ハイブリドーマを動物の
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腹腔内に移植し増幅させ、腹水を回収することによって
モノクローナル抗体を作製することができる。このよう
にして得られた抗体は、必要に応じて精製して使用する
ことができる。精製法としては、例えば硫酸アンモニウ
ム分画法、ポリエチレングリコール分画法、エタノール
分画法、プロテインＡカラムあるいはプロテインＧカラ
ム等を用いたアフィニティークロマトグラフィー法、イ
オン交換カラムクロマトグラフィー法、ゲル濾過カラム
クロマトグラフィー法、電気泳動法等の常法を用いるこ
とにより精製することができる。これらの中でアフィニ
ティークロマトグラフィー法が好ましく、特にプロテイ
ンＡカラムを用いる方法が好ましい。
【００３７】このようにして得られた本発明のモノクロ
ーナル抗体を用い、抗原抗体反応を利用して体液等の検
体中のＣＭ－Ｈｂ、特にＣＭＬ－Ｈｂを高感度・高精度
で測定することができる。本発明のモノクローナル抗体
を用いてこれらＣＭ－Ｈｂを測定する方法は、特に限定
されないが、本発明のモノクローナル抗体を含んでなる
ＣＭ－Ｈｂ測定用免疫学的測定試薬（以下、本発明の免
疫学的測定試薬ともいう。）を用いることにより好適に
行なうことができる。
【００３８】本発明の免疫学的測定試薬は、本発明のモ
ノクローナル抗体を含み、該抗体と検体中のＣＭＬ－Ｈ
ｂとの抗原抗体反応を利用して検体中のＣＭＬ－Ｈｂを
定性的、又は定量的に測定できるものであれば特に限定
されず、各種疫学的測定方法に応じて様々な形態のもの
が挙げられるが、通常は、(i)本発明のモノクローナル
抗体或いは放射性物質、各種色素類、コロイド類、酵素
等の標識物質で標識した本発明のモノクローナル抗体を
不溶性担体に担持したもの、(ii)本発明のモノクローナ
ル抗体と反応する抗原或いは標識した該抗原を不溶性担
体に担持したものと本発明のモノクローナル抗体或いは
標識した本発明のモノクローナル抗体との組合わせから
なるもの、(iii)標識した本発明のモノクローナル抗
体、又は(iv)本発明のモノクローナル抗体と標識した二
次抗体との組み合わせからなるもの等である。
【００３９】例えば、抗原抗体反応に基づく不溶性担体
の凝集反応を利用して検体中のＣＭＬ－Ｈｂを検出する
所謂免疫凝集法を採用する場合には、上記(i)又は(ii)
の本発明の免疫学的測定試薬を用いて行なうことができ
る。また、抗原抗体反応を行った後に標識物質に由来す
る放射活性、酵素活性等の物性を測定することによっ
て、検体中のＣＭＬ－Ｈｂを検出する所謂標識免疫測定
法を採用する場合には、上記(ii)～(iv)の本発明の免疫
学的測定試薬を用いて行なうことができる。
【００４０】なお、上記不溶性担体としては、通常の免
疫測定用の担体として用いられるガラス；多糖類或いは
その誘導体；シリカゲル；多孔性セラミックス；金属酸
化物；赤血球；ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリア
クリルアミド、ポリアクリロニトリル等の合成樹脂；又
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はこれらに公知の方法によりスルホン基、アミノ基等の
反応性官能基を導入したものが挙げられ、その形状とし
てはビーズ状、テストプレート状、球状、ディスク状、
チューブ状、フィルター状等が例示できる。一般に、免
疫凝集法で使用する試薬においては、凝集の起こり安さ
や凝集の判別のし易さなどの観点から、平均粒径が０．
０５～１０μｍの不溶性担体が使用される。
【００４１】これら不溶性担体に本発明のモノクローナ
ル抗体又はその抗原を担持（固定化）する方法として
は、物理的吸着法、共有結合法、イオン結合法、架橋法
等の公知の方法が何ら制限なく使用できる。例えば不溶
性担体（固相）としてマイクロプレートを用いた場合、
モノクローナル抗体の溶液をマイクロプレートのウェル
に注入し１～４８時間反応させることによって吸着によ
り担持させることができる。
【００４２】不溶性担体に担持する、本発明のモノクロ
ーナル抗体等の被担持物質の量は、試薬の形態によって
若干異なる。例えば、免疫凝集法で使用する試薬におい
ては、通常、不溶性担体１ｇに対して、本発明のモノク
ローナル抗体を０．００１～１００ｍｇ担持される。ま
た、標識免疫測定試薬においては、一般に不溶性担体の
表面積当たり０．０１～１０００μｇ／ｃｍ2の割合
で、試薬形態に応じた被担持物質が担持される。
【００４３】また、本発明の免疫測定試薬において使用
される標識物質としては、放射性物質としては放射性ヨ
ード、放射性炭素等が使用でき；色素としてはフルオレ
セインイソチオシアネート、テトラメチルローダミン等
の蛍光色素類が使用でき；コロイドとしては金コロイド
等が使用でき；更に酵素としてはぺルオキシダ－ゼ、ア
ルカリホスファターゼ等が使用できる。かかる標識物質
は、それぞれの種類に応じて、放射能、比色、蛍光、発
光等を利用して検出される。
【００４４】なお、これら標識物質で標識する方法は抗
原抗体反応に悪影響を与えない方法であれば特に限定さ
れず、公知の方法が制限無く採用できる。たとえば、ペ
プチドやタンパクを直接酵素標識したり、ビオチン化抗
Ｈｂ抗体でＣＭＬ－Ｈｂを認識・結合させ、次いでアビ
ジンを介して酵素標識する等の方法が採用される。
【００４５】本発明の免疫学的測定試薬の種類を具体的
に例示すれば、定性試薬としてはラテックス凝集試薬、
マイクロタイター試薬等が、定量試薬としてはラジオイ
ムノアッセイ試薬、エンザイムイムノアッセイ試薬、蛍
光イムノアッセイ試薬、化学発光イムノアッセイ試薬、
ラテックス定量試薬等が挙げられる。
【００４６】これら本発明の免疫学的測定試薬を用いて
検体中のＣＭＬ－Ｈｂを測定する方法は、測定試薬とし
て本発明の免疫学的測定試薬を用いる点、及び検体とし
て血液等のＣＭＬ－Ｈｂを含み得るものを用いる点以外
は、従来の免疫学的測定方法と特に変わる点はない。
【００４７】例えば、免疫凝集法を採用する場合には、
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目的に応じて、定性分析の場合にはラテックス凝集法、
マイクロタイター法等の一般的手順に従い、定量分析の
場合にはラテックス定量法等の一般的手順に従い行なえ
ばよい。すなわち、その基本操作は、通常の検定法、例
えば赤血球凝集反応法、受身凝集反応法、免疫比蝋法、
免疫比濁法等に従い、不溶性担体に本発明のモノクロー
ナル抗体を担持した感作粒子が０．００１～１５重量％
となるように水性媒体に分散させたものを有効成分とす
る試薬を検体と接触させた後に該感作粒子の凝集の度合
を目視、光学的測定等により測定すればよい。
【００４８】また、標識免疫測定法についも、定量分析
を行なう場合には、ラジオイムノアッセイ法（ＲＩＡ
法）、エンザイムイムノアッセイ法、蛍光イムノアッセ
イ法、化学発光イムノアッセイ法等の一般的手順に従
い、半定量分析を行なう場合にはウエスタンブロッティ
ング法、ドットブロッティング法等の一般的手順に従
い、それぞれ公知の非競合法や競合法、サンドイッチ法
等に準じて行なえばよい。
【００４９】例えば標識免疫測定法における非競合法を
例示すると、既知量のＨｂを含む検体由来のＨｂ成分を
固定化した固相に対し、標識された本発明のモノクロー
ナル抗体を反応させ、洗浄した後、固相に結合した標識
物質に由来する物性を測定する方法を例示することがで
きる。該方法では、固定化されたＨｂ成分の中で、ＣＭ
－ペプチドβ６６或いはＣＭ－ペプチドα６１の配列を
含むＣＭ－Ｈｂ、即ちＣＭＬ－Ｈｂのみが本発明のモノ
クローナル抗体と反応するので、反応及び洗浄後の上記
物性値が大きいほど、固相に結合した本発明のモノクロ
ーナル抗体の量が多いことになり、該残存活性等を測定
することにより検体中のＣＭＬ－Ｈｂ量を測定すること
ができる。
【００５０】また、競合法を例示すると、本発明のモノ
クローナル抗体を固定化した固相に対し、既知量の人工
的に作製した標識されたＣＭＬ－Ｈｂ（以下標準ＣＭ－
Ｈｂともいう。）と検体とを競合的に反応させ、洗浄し
た後、固相について酵素活性、放射活性等の標識物質に
由来する物性を測定する方法を例示することができる。
該方法では、測定されるこれら物性値の値が低いほど、
検体中のＣＭＬ－Ｈｂによって上記標準ＣＭＬ－Ｈｂの
結合が競合的に阻害されたことになり、検体中に多くの
ＣＭＬ－Ｈｂが含まれていることになる。
【００５１】更にサンドイッチ法を例示すると、本発明
のモノクローナル抗体等の抗ＣＭＬ－Ｈｂ抗体（抗ＣＭ
Ｌ－Ｈｂ抗体１ともいう。）を既知量量固定化した固相
と検体とを接触させた後、さらに標識された抗ＣＭＬ－
Ｈｂ抗体（抗ＣＭＬ－Ｈｂ抗体２ともいう。）と接触さ
せ、標識物質に由来する物性を測定する方法が例示でき
る。該方法では、検体中のＣＭＬ－Ｈｂ量に対応する量
の抗ＣＭＬ－Ｈｂ抗体２が固定化されるので、上記物性
値を測定することによりが検体中のＣＭＬ－Ｈｂ量を知
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ることができる。なお、該方法では、抗ＣＭＬ－Ｈｂ抗
体１又は２のいずれか一方が本発明のモノクローナル抗
体であればよいが、測定精度・測定感度の点から両方が
本発明のモノクローナル抗体であるのが好適である。
【００５２】
【実施例】以下、実施例を挙げて本発明について具体的
に説明するが、本発明はこれら実施例に限定されるもの
ではない。
【００５３】実施例１〔ＣＭ－ペプチドβ６６に対する
解離定数が１０-8Ｍ以下で且つ解離速度定数が１０-2ｓ
-1以下である本発明のモノクローナル抗体〕
（１）  〔抗原の作製〕
以下の方法によりＣＭＬ－Ｈｂの生成及び精製を行っ
た。Ｈｂ（SIGMA社）をホウ酸緩衝液（０．１Ｍ、pH
９．０）中１ｍｇ／ｍｌとなるように調製し、この溶液
２００ｍｌを室温で２時間、１Ｍグリオキシル酸溶液１
８０ｍｌと共に攪拌後、さらに室温で２時間、１０ｍｇ
／ｍｌ水素化シアノホウ素ナトリウム溶液２０ｍｌと共
に攪拌することでＣＭＬ－Ｈｂを生成した。さらにリン
酸緩衝液（３．３ｍＭ、pH７．４）中で透析膜を用いて
２０時間透析後、限外濾過を行い精製ＣＭＬ－Ｈｂを得
た。
【００５４】（２）〔ＣＭ化ペプチドの作製〕
ペプチドβ６６、ペプチドα６１は、ペプチド合成装置
を用いて固相法により合成した。アミノ酸のアミノ基の
保護はt-ブトキシカルボニル基（Boc）を用い、C末端の
保護基として不溶性の高分子担体であるプラリドキシム
レジン（Pam resin）を用いた。アミノ酸の側鎖官能基
にはそれぞれの官能基に準じて適当な保護基を導入し
た。尚、後にＣＭ化を施すＨｂβ鎖６６番目（本発明の
アミノ酸配列１のＮ末端から５番目）に相当する、或い
はＨｂα鎖６１番目（本発明のアミノ酸配列２のＮ末端
から５番目）に相当するリジンのε－アミノ基の保護に
は９－フルオレニルメトカルボニル基（Fmoc）を、ＣＭ
化を施さないリジンのε－アミノ基の保護には２－クロ
ロベンジルオキシカルボニル基（CIZ）を使用した。０
℃で１．５時間、２０％ピペリジン／ジクロロメタン溶
液で処理することで９－フルオレニルメトカルボニル基
（Fmoc）を除去した後、０℃で１．５時間フッ化水素処
理することで固相樹脂よりペプチドを切り離すとともに
残りの保護基を除去し、次いで、高速液体クロマトグラ
フィー（ＨＰＬＣ）により精製してペプチドβ６６、ペ
プチドα６１を得た。
【００５５】ＣＭ－ペプチドβ６６は、ペプチドβ６６
と同様に適当な保護基を導入したアミノ酸を用いてペプ
チドの伸長反応を行なった後、０℃で１．５時間、２０
％ピペリジン／ジクロロメタン溶液で処理することで９
－フルオレニルメトカルボニル基（Fmoc）を除去した。
次いで、ジクロロメタン中０℃で２時間グリオキシル酸
と反応後、さらに２時間水素化シアノホウ素ナトリウム
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と反応することで、該ペプチドのＨｂβ鎖６６番目のリ
ジン残基のε－アミノ基に相当する部位だけをCM化し
た。０℃で１．５時間フッ化水素処理することで固相樹
脂よりペプチドを切り離すとともに保護基を除去して、
高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）により精製
し、ＣＭ－ペプチドβ６６を得た。ＣＭ－ペプチドβ６
６の純度は質量分析及びアミノ酸分析により確認した。
【００５６】ＣＭ－ペプチドα６１については、ＣＭ－
ペプチドβ６６と同様にして該ペプチドのＨｂα鎖６１
番目のリジン残基のε－アミノ基に相当する部位だけを
CM化したＣＭ－ペプチドα６１を得た。
【００５７】Ｈｂのβ鎖N末端のバリン残基を含むペプ
チド（アミノ酸配列：Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Cy
s、以下「ペプチドβＮ」と表記することもある）も、
ペプチド合成装置を用いて固相法により合成した。アミ
ノ酸のアミノ基の保護はt-ブトキシカルボニル基（Bo
c）を用い、C末端の保護基として不溶性の高分子担体で
あるプラリドキシムレジン（Pam resin）を用いた。ア
ミノ酸の側鎖官能基にはそれぞれの官能基に準じて適当
な保護基を導入した。尚、Ｈｂのβ鎖Ｎ末端に相当する
バリンにはα－アミノ基をt-ブトキシカルボニル基（Bo
c）で保護していないものを使用した。ペプチドの伸長
反応の後、０℃で１．５時間フッ化水素処理することで
固相樹脂よりペプチドを切り離すとともに残りの保護基
を除去し、次いで、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）により精製してペプチドβＮを得た。
【００５８】ＨｂのＮ末端のバリン残基だけがＣＭ化さ
れたペプチド（アミノ酸配列：(CM)Val-His-Leu-Thr-Pr
o-Glu-Glu-Cys、以下「ＣＭ－ペプチドβＮ」ともい
う）は、ペプチドβＮと同様にペプチドの伸長反応を行
なった後、ＣＭ－ペプチドβ６６、及びＣＭ－ペプチド
α６１と同様にしてＣＭ化を行ない、該ペプチドのＨｂ
Ｎ末端バリン残基のα－アミノ基に相当する部位だけを
CM化したＣＭ－ペプチドβＮを得た。
【００５９】（３）  〔マウスの免疫〕
上記の方法で精製されたＣＭＬ－Ｈｂを、リン酸緩衝生
理食塩水（以下「ＰＢＳ」と略記することもある）に
０．２ｍｇ／ｍｌとなるよう希釈後、フロイントの完全
アジュバントと等量混合し、ＢＡＬＢ／ｃ（雌、５週
令）一匹当り０．２ｍｌを腹腔内投与することによって
初回免疫した。以後２週間間隔で３回、ＣＭＬ－Ｈｂの
ＰＢＳ溶液をフロイントの不完全アジュバントと等量混
合した溶液を、マウス１匹当り０．２ｍｌ腹腔内投与し
追加免疫を行った。最後の追加免疫の２週間後、ＣＭＬ
－ＨｂのＰＢＳ溶液０．１ｍｌを静脈内投与することに
より最終免疫した。
【００６０】（４）〔細胞融合〕
上記の方法で最終免疫を行った３日後に免疫マウスから
脾臓を摘出し、脾臓細胞を１０％ウシ胎児血清（ＦＣ
Ｓ）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地に懸濁した。一方、
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マウスミエローマ細胞Ｐ３Ｕ１を１０%ＦＣＳ含むＲＰ
ＭＩ－１６４０培地で培養し、対数増殖期で細胞を集め
細胞融合に用いた。マウス脾臓細胞とＰ３Ｕ１をそれぞ
れ血清を含まないＲＰＭＩ－１６４０培地で３回洗浄し
た後、５：１の比率で混合し、１，５００ｒｐｍで５分
間遠心して培地を除去した。細胞沈殿物に５０%ポリエ
チレングリコール１５００を０．５ｍｌ徐々に加え、
１，８００ｒｐｍで８分遠心した。次に血清を含まない
ＲＰＭＩ－１６４０培地２０ｍｌを徐々に加えた後、
１，５００ｒｐｍで５分間遠心して上清を除去した。沈
殿した細胞をＨＡＴ培地（１×１０-4Ｍヒポキサンチ
ン、４×１０-7Ｍアミノプテリン、１。５×１０-5Ｍチ
ミジン、２０％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ－１６４０培地）
５０ｍｌに懸濁し、９６ウェルマイクロプレートの各ウ
ェルに０．１ｍｌずつ分注した。この融合細胞を５％Ｃ
Ｏ

2
、３７℃で培養した。細胞融合の１日後に各ウェル

に０．１ｍｌずつＨＡＴ培地を加えた。７～１０日後に
増殖したハイブリドーマのコロニーが観察された。ハイ
ブリドーマが増殖してきたウェルは全部で２３５ウェル
（５３％）であった。
【００６１】（５）〔スクリーニング〕
ハイブリドーマが十分増殖したウェルの上清を採取し、
以下のようにしてＥＬＩＳＡ法を行うことにより、ＣＭ
－ペプチドβ６６に対する抗体を産生しているハイブリ
ドーマを選択した。
【００６２】上記の方法で得られたＣＭ－ペプチドβ６
６をＰＢＳで５μｇ／ｍｌの濃度に希釈し、９６ウェル
のＥＩＡ用マイクロプレートに１ウェル当り５０μlず
つ分注し、４℃で一晩インキュベーションした。マイク
ロプレートからＣＭＬ－Ｈｂ溶液を除去し、０．０５％
Ｔｗｅｅｎ８０を含むＰＢＳ（以下「Ｔ－ＰＢＳ」と略
記することもある）で３回洗浄した後、各ウェルに１％
ウシ血清アルブミンを含むＰＢＳ（以下「Ｂ－ＰＢＳ」
と略記することもある）を２５０μl加え４℃に保存し
抗原吸着プレートとして以後の操作に用いた。抗原吸着
プレートをＴ－ＰＢＳで３回洗浄し、ハイブリドーマ培
地上清をそれぞれのウェルに１００μlずつ加え３７℃
で１時間インキュベーションした。その後培地上清を除
去し、Ｔ－ＰＢＳで３回洗浄した後、二次抗体溶液を各
ウェルに１００μlずつ加え３７℃で１時間インキュベ
ーションした。二次抗体としては、ぺルオキシダ－ゼ標
識抗マウス免疫グロブリン抗体（カッペル社）をＢ－Ｐ
ＢＳで５００倍希釈して用いた。二次抗体溶液を除去
し、Ｔ－ＰＢＳで３回洗浄した後、発色基質溶液を各ウ
ェルに１００μlずつ加え室温で３０分間インキュベー
ションした。発色基質溶液は、０．０１％過酸化水素、
０．３ｍｇ／ｍｌＡＢＴＳ、［２、２’－アジノビス
（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）二ア
ンモニウム］、を含む０．１Mクエン酸緩衝液（pH５．
０）を用いた。適当量の発色を確認後に１％ＳＤＳを各
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ウェルに加え反応を停止し、波長４１０ｎｍでの吸光度
を測定した。
【００６３】（６）〔ハイブリドーマのクローニング〕
上記の方法のスクリーニングによってＣＭ－ペプチドβ
６６と強く反応するハイブリドーマを選択し、限界希釈
法によりクローニングを行った。ハイブリドーマを２０
％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ－１６４０培地で０．５個／
０．１ｍｌの濃度となるように希釈し、９６ウェルマイ
クロプレートの各ウェルに０．１ｍｌずつ分注した。こ
の細胞を５％ＣＯ

2
、３７℃で培養した。ハイブリドー

マが単一のコロニーで増殖してきたウェルの培養上清に
ついて、上記の方法と同様にしてＥＬＩＳＡ法を行い、
ＣＭ－ペプチドβ６６に対する抗体を産生しているハイ
ブリドーマを選択した。その中でＣＭ－ペプチドβ６６
と最も強く反応するモノクローナル抗体を安定的に産生
するハイブリドーマとして９Ｈ６を得た。得られたハイ
ブリドーマ９Ｈ６は、「ハイブリドーマＭｂ６６－９Ｈ
６」として工業技術院生命工学工業技術研究所へ寄託し
た{寄託番号：生命研菌寄第７７３号（ＦＥＲＭ  Ｐ－
１７９００）}。
【００６４】（７）〔モノクローナル抗体の免疫グロブ
リンクラス〕
ＥＬＩＳＡ法によるモノクローナル抗体タイピングキッ
ト（アメリカン・コ－レックス社）を用い、ハイブリド
ーマ培養上清中の抗体の免疫グロブリンクラスを調べ
た。このキットはマウス免疫グロブリンの各クラス、サ
ブクラスに特異的なウサギＩｇＧ抗体を用いて、上記の
ようなＥＬＩＳＡ法に準じた方法で免疫グロブリンクラ
スを調べるものである。ハイブリドーマ９Ｈ６が産生す
るモノクローナル抗体の免疫グロブリンクラスはＩｇＧ
であった。
【００６５】（８）〔モノクローナル抗体の調製〕
ハイブリドーマ９Ｈ６株、１０％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ
－１６４０培地で培養した。ハイブリドーマの培養上清
に等量の飽和硫酸アンモニウムを加え、遠心分離し沈殿
を分取した。この沈殿を少量の１０ｍＭトリス塩酸緩衝
液（pH８．５）に溶解させ、同じ緩衝液に対して透析し
た。透析後遠心分離し不溶物を除き、これをＤＥＡＥ－
セルロースカラムにかけた。緩衝液で洗浄後、食塩濃度
勾配により溶出しＩｇＧ画分を分取した。この画分をゲ
ル濾過ＨＰＬＣカラム（バイオラッド社、Bio－Sil TSK
250）にかけ、クロマトグラフィーを行うことにより精
製モノクローナル抗体を得た。
【００６６】（９）〔モノクローナル抗体の性質〕
BIA-core（アマシャムファルマシア社）のセンサーチッ
プ上に、前記方法で作製した各種ペプチド（ペプチドβ
66、ペプチドα61、ペプチドβN）、およびこれらをＣ
Ｍ化して得られた各種ＣＭ化ペプチド（ＣＭ－ペプチド
β６６、ＣＭ－ペプチドα６１、及びＣＭ－ペプチドβ
Ｎ）を、C末端システイン残基を利用してチオールカッ
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プリング法により固定した。チオールカップリングに用
いる試薬及び操作はBIA-core用キット及び通常の操作手
順に従った。センサーチップ表面に固定されたペプチド
量は５～６ｎｇ／ｍｍ2であった。ハイブリドーマ９Ｈ
６が産生するモノクローナル抗体をＨＥＰＥＳ緩衝液
（pH７．４、０．１５Ｍ  NaCl）に５０μｇ／ｍｌとな
るよう溶解し、１０μｌ／ｍｉｎ．の流速で３０μｌの*

18
*該抗体溶液をセンサーチップに注入し、センサーチップ
に固定化したそれぞれのペプチドと該モノクローナル抗
体との解離速度定数、及び解離定数を調べた。測定及び
解析はBIA-coreでの通常の操作手順に従った。結果を表
1に示す。
【００６７】
【表１】

【００６８】表1に示されるようにハイブリドーマ９Ｈ
６が産生するモノクローナル抗体は、ＣＭ－ペプチドβ
６６と特異的に反応し、その解離定数Ｋは５．４６×１
０-9Ｍ、解離速度定数ｋ

-
は２．３７×１０-3ｓ-1であ

った。他のＣＭ化（ＣＭ－ペプチドα６１、ＣＭ－ペプ
チドβＮ）及びＣＭ化していないペプチド（ペプチドβ
６６、ペプチドα６１、ペプチドβＮ）とは反応しなか
った（解離定数：何れも１×１０-3Ｍ以上、解離速度定
数：何れも１×１０-2ｓ-1以上）。
【００６９】実施例２〔実施例１で得たモノクローナル
抗体を含むラテックス凝集試薬を用いた検体中のＣＭ－
Ｈｂの測定〕
（１）実施例１で得たモノクローナル抗体担持ラテック
ス懸濁液(甲剤)の調製
平均粒径０．３２μｍ、ラテックス濃度１％（ｗ／ｖ）
となるように、pH７．２の２０ｍＭリン酸緩衝液にポリ
スチレン粒子（藤倉化成（株）製）を懸濁した。この粒
子懸濁液１ｍｌとpH７．２の２０ｍＭリン酸緩衝液で
０．３ｍｇ／ｍｌとなるように希釈した、実施例１で得
たモノクローナル抗体（９Ｈ６）溶液１ｍｌとを混合
し、３７℃で１時間振とうした。その後、０．３％（ｗ
／ｖ）の牛血清アルブミン(オリエンタル酵母（株）
製：fraction V)を含むpH７．２の２０ｍＭリン酸緩衝
液２ｍｌを添加し、更に３７℃で２時間振とうした。次
いで、遠心分離により得られた沈さに、１００ｍＭ塩化
ナトリウムと０．１％アジ化ナトリウムを含むpH７．５
の１００ｍＭトリス緩衝液（以下、この混合溶液をＴＢ*

*Ｓと略す。）４ｍｌを加えて懸濁し、甲剤を調製した。
【００７０】（２）検体（溶血試料）の調製
糖尿病患者より採血し、ＣＭＬ－Ｈｂを含む全血２０μ
ｌに、２％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）を含む精
製水９８０μlを加えて溶血し、次いで精製水で更に１
００倍に希釈して、５０００倍の溶血試料を調製した。
本溶血試料を検体として以下の測定に使用した。
【００７１】（３）検体料希釈液（乙剤）の調製
１．７％（ｗ／ｖ）ポリエチレングリコール、１００ｍ
Ｍ塩化ナトリウム、６％塩化コリン、０．１％（ｗ／
ｖ）アジ化ナトリウムを含む０．１Ｍトリス緩衝液（pH
７．５）を調製し、乙剤を調製した。
【００７２】（４）検体中のＣＭ－Ｈｂの測定
検体（溶血試料）６μｌを２２０μｌの乙剤とガラスセ
ル中で混合、攪拌することにより、溶血試料を更に３／
１１３に希釈した。３７℃で５分間静置した後、甲剤を
１００μｌ添加攪拌し、１０秒後から２００秒までの波
長８０４ｎｍにおける光学密度変化量（感度、ΔOD 804
nm）を測定した。以上の操作には、検体をサンプル、乙
剤をＲ１、甲剤をＲ２として自動分析装置ＴＢＡ－３０
Ｒ（東芝メディカル（株）製）に適用し測定した。検体
の測定はｎ＝１０で同時測定を行なって同時再現性を、
更に、ｎ＝５で日差再現性を測定した。この結果を表２
に示した。なお、本実施例で測定されるＣＭ－Ｈｂは、
ＣＭＬ－Ｈｂである。
【００７３】
【表２】

【００７４】表２に示されるように、ハイブリドーマ９ Ｈ６の産生するモノクローナル抗体を用いた測定では、



(11) 特開２００２－２６８

10

40

19
同時再現性、日差再現性共にＣ．Ｖ．値が５％以下と非
常に良好な結果を示した。また、感度（ΔOD 804nm）も
良好であった。
【００７５】比較例１〔ＣＭ－ペプチドβ６６に対する
に解離定数が１０-8Ｍ以下、解離速度定数ｋ

-
が１０-2

ｓ-1を越えるモノクローナル抗体を含むラテックス凝集
試薬を用いた検体中のＣＭ－Ｈｂの測定〕
実施例1と同様にしてＣＭ－ペプチドβ６６に反応性を
示すハイブリドーマ１１Ｂ９を得、該ハイブリドーマか
らモノクローナル抗体を得た。尚、該ハイブリドーマ１
１Ｂ９は特開平１１－２３６３９９号公報に開示されて*

20
*いるハイブリドーマ１１Ｂ９と同じものである。
【００７６】得られたモノクローナル抗体について実施
例１（７）と同様にして該抗体の免疫グロブリンクラス
を調べた結果、その免疫グロブリンクラスはＩｇＧであ
った。また、実施例１（９）と同様にして各種ＣＭ化ペ
プチドおよびＣＭ化前のペプチドとの相互作用をBIA-co
reを用いて調べたところ、解離定数及び解離速度定数は
表３に示す値となった。
【００７７】
【表３】

【００７８】表３に示されるように本比較例で使用する
モノクローナル抗体はＣＭ－ペプチドβ６６と特異的に
反応し、解離定数は８．０６×１０-9Ｍと１０-8Ｍ以下
であったが、解離速度定数ｋ

-
は３．２８×１０-2ｓ-1

であり１０-2ｓ-1を越えていた。
【００７９】次に、上記モノクローナル抗体を使用した

以外は実施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測
定した。そのときの感度、同時再現性、及び日差再現性
を表４に示す。
【００８０】
【表４】

【００８１】表４に示されるように、上記モノクローナ
ル抗体を用いた測定では、感度は良好であったが、同時
再現性、日差再現性共にＣ．Ｖ．値が１０%以上と悪
く、検体中のＣＭ－Ｈｂを再現性良く測定することがで
きなかった。
【００８２】比較例２〔ＣＭ－ペプチドβ６６に対する
に解離定数が１０-8Ｍを越え、解離速度定数ｋ

-
が１０

-2ｓ-1以下のモノクローナル抗体を含むラテックス凝集
試薬を用いた検体中のＣＭ－Ｈｂの測定〕
実施例1のハイブリドーマのクローニングで、ＣＭ－ペ
プチドβ６６に弱く反応するハイブリドーマを選択した

以外は、実施例１と同様にしてハイブリドーマ１１Ｇ２
を得、該ハイブリドーマが産生するモノクローナル抗体
を得た。なお、該抗体の免疫グロブリンクラスはＩｇＧ
であった。
【００８３】また、実施例１（９）と同様にして各種Ｃ
Ｍ化ペプチドおよびＣＭ化前のペプチドとの相互作用を
BIA-coreを用いて調べたところ、解離定数及び解離速度
定数は表５に示す値となった。
【００８４】
【表５】
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【００８５】表５に示されるように上記モノクローナル
抗体は、ＣＭ－ペプチドβ６６と特異的に反応したが、
解離定数Ｋは５．７２×１０-8Ｍと１０-8Ｍを越えてい
た。なお、解離速度定数ｋ

-
は７．２４×１０-3ｓ-1で

あり、１０-2ｓ-1以下であった。
【００８６】次いで、該モノクローナル抗体を使用した*

22

*以外は実施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測
定し、感度、同時再現性、及び日差再現性を求めた。そ
の結果を表６に示す。
【００８７】
【表６】

【００８８】表６に示されるように、上記モノクローナ
ル抗体を用いた測定では、同時再現性、日差再現性共に
Ｃ．Ｖ．値が１０％以上と悪く、ＣＭ－Ｈｂを再現性良
く測定することができなかった。また、感度も低かっ
た。
【００８９】比較例３〔ＣＭ－ペプチドβ６６に対する
に解離定数が１０-8Ｍを越え、解離速度定数ｋ

-
が１０

-2ｓ-1を越えるモノクローナル抗体を含むラテックス凝
集試薬を用いた検体中のＣＭ－Ｈｂの測定〕
実施例1のハイブリドーマのクローニングでＣＭ－ペプ *

*チドβ６６に弱く反応するハイブリドーマを選択した以
外は、同様にしてハイブリドーマ１６Ｂ４を得、該ハイ
ブリドーマが産生するモノクローナル抗体を得た。な
お、該抗体の免疫グロブリンクラスはＩｇＧであった。
【００９０】次いで、実施例１（９）と同様にして各種
ＣＭ化ペプチドおよびＣＭ化前のペプチドとの相互作用
をBIA-coreを用いて調べたところ、解離定数及び解離速
度定数は表７に示す値となった。
【００９１】
【表７】

【００９２】表７に示されるように上記モノクローナル
抗体は、ＣＭ－ペプチドβ６６と特異的に反応したが、
解離定数Ｋは７．１９×１０-7Ｍと１０-8Ｍを越えて、
また、解離速度定数ｋ

-
も８．３５×１０-2ｓ-1と１０

-2ｓ-1を越えていた。
【００９３】次いで、該モノクローナル抗体を使用した

以外は実施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測
定し、感度、同時再現性、及び日差再現性を求めた。そ
の結果を表８に示す。
【００９４】
【表８】
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【００９５】表８に示されるように、上記モノクローナ
ル抗体を用いた測定では、同時再現性、日差再現性共に
Ｃ．Ｖ．値が１０％以上と悪く、ＣＭ－Ｈｂを再現性良
く測定することができなかった。更に、感度も低かっ
た。
【００９６】実施例３〔ＣＭ－ペプチドα６１に対する
解離定数が１０-8Ｍ以下で且つ解離速度定数が１０-2ｓ
-1以下である本発明のモノクローナル抗体〕
実施例１（２）で作製した、ＣＭ－ペプチドα６１を用
いて、実施例１と同様の方法でマウスの免疫、細胞融
合、融合細胞の選択、特異抗体産生細胞の選択、クロー
ニング等を行い、ＣＭ－ペプチドα６１と最も強く反応
するモノクローナル抗体を安定的に産生するハイブリド
ーマとして７Ｂ８を得、該ハイブリドーマが産生するモ*

24

*ノクローナル抗体を得た。なお、ハイブリドーマ７Ｂ８
は、「ハイブリドーマＭｂ６８－７Ｂ８」として工業技
術院生命工学工業技術研究所へ寄託した{寄託番号：生
命研菌寄第７７４号（ＦＥＲＭ  ｐ－１７９０１）}。
また、上記抗体の免疫グロブリンクラスは、ＩｇＧであ
った。
【００９７】上記モノクローナル抗体について、実施例
１（９）と同様にして各種ＣＭ化ペプチドおよびＣＭ化
前のペプチドとの相互作用をBIA-coreを用いて調べたと
ころ、解離定数及び解離速度定数は表９に示す値となっ
た。
【００９８】
【表９】

【００９９】表９に示されるようにハイブリドーマ７Ｂ
８が産生するモノクローナル抗体は、ＣＭ－ペプチドα
６１と特異的に反応し、その解離定数Ｋは１．２６×１
０-9Ｍで解離速度定数ｋ

-
は１．３４×１０-3ｓ-1であ

った。
【０１００】実施例４〔実施例３で得たモノクローナル
抗体を含むラテックス凝集試薬を用いた検体中のＣＭ－

Ｈｂの測定〕
実施例３で得たモノクローナル抗体を使用した以外は実
施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測定し、感
度、同時再現性、及び日差再現性を求めた。その結果を
表１０に示す。
【０１０１】
【表１０】

【０１０２】表１０に示されるように、上記モノクロー
ナル抗体を用いた測定では、同時再現性、日差再現性共
にＣ．Ｖ．値が５％以下と非常に良好であり、感度（Δ
OD 804nm）も良好であった。
【０１０３】比較例４〔ＣＭ－ペプチドα６１に対する
に解離定数が１０-8Ｍ以下、解離速度定数ｋ

-
が１０-2

ｓ-1を越えるモノクローナル抗体を含むラテックス凝集
試薬を用いた検体中のＣＭ－Ｈｂの測定〕

実施例３と同様にしてＣＭ－ペプチドα６１に反応性を
示すハイブリドーマ１Ａ５を得、該ハイブリドーマが産
生するモノクローナル抗体（免疫グロブリンクラス：Ｉ
ｇＧ）を得た。
【０１０４】次いで、実施例１（９）と同様にして各種
ＣＭ化ペプチドおよびＣＭ化前のペプチドとの相互作用
をBIA-coreを用いて調べたところ、解離定数及び解離速
度定数は表１１に示す値となった。
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【０１０５】 *
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*【表１１】

【０１０６】表１１に示されるように上記モノクローナ
ル抗体は、ＣＭ－ペプチドα６１と特異的に反応し、解
離定数Ｋは９．２１×１０-9Ｍであったが、解離速度定
数ｋ

-
は２．４２×１０-2ｓ-1と１０-2ｓ-1を越えてい

た。
【０１０７】次いで、該モノクローナル抗体を使用した*

*以外は実施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測
定し、感度、同時再現性、及び日差再現性を求めた。そ
の結果を表１２に示す。
【０１０８】
【表１２】

【０１０９】表１２に示されるように、上記モノクロー
ナル抗体を用いた測定では、感度は良好であったが、同
時再現性、日差再現性共にＣ．Ｖ．値が１０％以上と悪
く、ＣＭ－Ｈｂを再現性良く測定することができなかっ
た。
【０１１０】比較例５〔ＣＭ－ペプチドβ６６に対する
に解離定数が１０-8Ｍを越え、解離速度定数ｋ

-
が１０

-2ｓ-1を越えるモノクローナル抗体を含むラテックス凝
集試薬を用いた検体中のＣＭ－Ｈｂの測定〕
実施例1のハイブリドーマのクローニングでＣＭ－ペプ
チドα６１に弱く反応するハイブリドーマを選択した以*

*外は、同様にしてハイブリドーマ７Ｆ９を得、該ハイブ
リドーマが産生するモノクローナル抗体（免疫グロブリ
ンクラスはＩｇＧ）を得た。なお、該ハイブリドーマ７
Ｆ９は特開平１１－２３６３９９号公報に開示されてい
るハイブリドーマ７Ｆ９と同じものである。
【０１１１】次いで、実施例１（９）と同様にして各種
ＣＭ化ペプチドおよびＣＭ化前のペプチドとの相互作用
をBIA-coreを用いて調べたところ、解離定数及び解離速
度定数は表１３に示す値となった。
【０１１２】
【表１３】

【０１１３】表１３に示されるように上記モノクローナ
ル抗体は、ＣＭ－ペプチドα６１と特異的に反応した
が、解離定数Ｋは３．９１×１０-8Ｍと１０-8Ｍを越
え、解離速度定数ｋ

-
も３．６２×１０-2ｓ-1と１０-2

ｓ-1を越えていた。
【０１１４】次いで、該モノクローナル抗体を使用した

以外は実施例２と同様にして、検体中のＣＭ－Ｈｂを測
定し、感度、同時再現性、及び日差再現性を求めた。そ
の結果を表１４に示す。
【０１１５】
【表１４】
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【０１１６】表１４に示されるように、上記モノクロー
ナル抗体を用いた測定では、同時再現性、日差再現性共
にＣ．Ｖ．値が１０％以上と悪く、ＣＭ－Ｈｂを再現性
良く測定することができなかった。更に、感度も十分と
は言えなかった。
【０１１７】
【発明の効果】本発明のモノクローナル抗体を使用する
ことにより、従来、高感度で精度良く測定することが困
難であったＣＭＬ－Ｈｂを操作が簡便な免疫学的測定方
法により高感度・高精度で再現性良く測定することが可
能になった。
【０１１８】
【配列表】
配列番号：１
配列の長さ：１２
配列の型：アミノ酸 *
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*トロポジー：直鎖状
配列の種類：ペプチド

配列番号：２
配列の長さ：１２
配列の型：アミノ酸
トロポジー：直鎖状
配列の種類：ペプチド

  
─────────────────────────────────────────────────────
【手続補正書】
【提出日】平成１３年２月８日（２００１．２．８）
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１８
【補正方法】変更
【補正内容】
【００１８】配列表フリーテキスト
前記配列番号１のアミノ酸配列は、ヘモグロビン（Ｈ
ｂ）のβ鎖のＮ末端から６２番目～７３番目のアミノ酸
配列に相当するもので、ＣＭ－ペプチドβ６６において
はＨｂのβ鎖のＮ末端から６６番目に相当する位置のリ
ジン残基の側鎖アミノ基がＣＭ化されている。また、前

記配列番号２のアミノ酸配列は、Ｈｂのα鎖のＮ末端か
ら５７番目～６８番目のアミノ酸配列に相当するもの
で、ＣＭ－ペプチドα６１においてはＨｂのα鎖のＮ末
端から６１番目に相当する位置のリジン残基の側鎖アミ
ノ基がＣＭ化されている。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１８
【補正方法】変更
【補正内容】
【０１１８】
【配列表】

<110> TOKUYAMA CORPORATION ; A&
amp;T CORPORATION
<120> Monoclonal Antibody
<140> JP/2000-194075
<141> 2000-06-28
<160> 2
<210> 1
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> The amino acid sequence wh
ich correspond to between 62th and 73t
h 
from N-terminal on hemoglobin beta-ch
ain
<400> 1
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Ala His Gly Lys Lys Val Leu Gly Ala Phe 
Ser Cys
  1               5                  10
<210> 2
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> The amino acid sequence wh
ich correspond to between 57th and 68t
h 
from N-terminal on hemoglobin beta-ch
ain
<400> 2
Gly His Gly Lys Lys Val Ala Asp Ala Leu 
Thr Cys
  1               5                  10
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