
(57)【要約】

【課題】非酸化抗ヒト低密度リポタンパク質（ｎＬＤＬ

）および／または酸化LDL（ｏｘＬＤＬ）を認識するモ

ノクローナル抗体であって、多様な抗原特異性を有する

抗体を提供する。

【解決手段】ｎＬＤＬとｏｘＬＤＬに同等の特異性を有

するモノクローナル抗体、ｎＬＤＬに特異性を有するモ

ノクローナル抗体、ｏｘＬＤＬに特異性を有するモノク

ローナル抗体が得られ、これらの抗体を利用する免疫学

的測定法によって、ＬＤＬおよびｏｘＬＤＬをそれぞれ

選択的に測定したり、双方を同時に測定することができ

る。

【選択図】　　　図３
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 同 等 の 特 異 性 を 有
す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ
ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時
間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 0.9～ 1.1倍 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ｄ Ｌ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 さ ら に 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ と の 複 合 体 に 対 す る
特 異 性 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ
タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 特 異 性 を 有 す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ
ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ
タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 2.5～ 3倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ
ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 特 異 性 を 有 す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ
ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 0.19～ 0.73倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 体 中 の ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ
ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 免 疫 学 的 に 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 低 密 度
リ ポ タ ン パ ク 質 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 検 体 が 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 含 み う
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る も の で あ っ て 、 以 下 の 各 群 か ら 選 択 さ れ た 二 種 類 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 酸 化 ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 該 抗 体 と の サ ン ド イ ッ チ 状 複 合 体 を 形 成 さ せ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載
の 測 定 法 ；
Ａ 群 ： 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、
Ｂ 群 ： 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
Ｃ 群 ： 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ａ 群 か ら 二 種 類 の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ
び 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ａ 群 お よ び Ｂ 群 か ら 、 そ れ ぞ れ 一 種 類 ず つ の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 検 出 す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ａ 群 お よ び Ｃ 群 か ら 、 そ れ ぞ れ 一 種 類 ず つ の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 検 出 す る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 さ ら に 抗 β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 抗 体 を 用 い 、 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び 抗 β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 抗 体 か ら な る
サ ン ド イ ッ チ 状 複 合 体 を 形 成 さ せ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 検 体 が ヒ ト 由 来 の 検 体 で あ っ て 、 該 検 体 の 動 脈 硬 化 性 疾 患 の 評 価 ま た は 検 出 に 使 用 さ れ
る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ５ の い ず れ か に 一 項 に 記 載 の 測 定 法 。
                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 由 来 の 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 「 Ｌ Ｄ Ｌ 」 と い う 。 ） に 特 異 性 を
有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 体 を 利 用 し た Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 脂 質 は 、 一 般 に 難 水 溶 性 物 質 で あ る た め 、 生 体 内 に お い て は リ ポ タ ン パ ク 質 （ 非 極 性 脂
質 で あ る 、 ト リ グ リ セ リ ド と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル の 核 を リ ン 脂 質 と ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質
で 被 っ た 複 合 体 ） の 形 で 組 織 か ら 組 織 へ と 運 搬 さ れ て い る 。
　 リ ポ タ ン パ ク 質 は 、 超 遠 心 分 離 法 あ る い は 電 気 泳 動 法 に よ り 水 和 密 度 や 分 子 量 の 違 い に
よ っ て カ イ ロ ミ ク ロ ン （ ０ ． ９ ５ ０ ｇ ／ ｍ ｌ 以 下 ） 、 超 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ
） （ ０ ． ９ ５ ０ ～ １ ． ０ ０ ６ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ｄ Ｌ ） （ １ ． ０ ０ ６
～ １ ． ０ ６ ３ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｈ Ｄ Ｌ ） （ １ ． ０ ６ ３ ～ １ ． ２ １ ０ ｇ
／ ｍ ｌ ） に 分 類 さ れ て い る 。
　 血 漿 リ ポ タ ン パ ク 質 は 、 親 水 性 複 合 体 を 形 成 し 、 疎 水 性 で あ る 脂 質 を 組 織 末 梢 に ま で 輸
送 す る 重 要 な 働 き を し て い る 。 一 方 、 生 体 内 の 脂 質 運 搬 の み な ら ず 、 動 脈 硬 化 の 発 症 お よ
び 進 行 に 深 く 関 与 し て い る 。 す な わ ち 、 冠 状 動 脈 硬 化 症 や 脳 動 脈 硬 化 症 な ど の 動 脈 硬 化 性
疾 患 の 危 険 因 子 の 一 つ は 、 血 中 リ ポ タ ン パ ク 質 濃 度 （ 特 に 、 LDL濃 度 ） が 上 昇 す る 高 コ レ
ス テ ロ ー ル 血 症 で あ る が 、 こ れ ら の 疾 患 に お い て 、 LDLは 動 脈 硬 化 の 促 進 作 用 を 、 HDLは LD
Lと は 逆 の 抑 制 作 用 を そ れ ぞ れ 担 っ て い る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 食 事 由 来 の 脂 質 は 、 小 腸 か ら 吸 収 さ れ て カ イ ロ ミ ク ロ ン と な り 、 カ イ ロ ミ ク ロ ン レ ム ナ
ン ト を へ て 肝 臓 に 取 り 込 ま れ る が 、 Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ と し て 一 旦 肝 臓 か ら 血 中 に 放 出 さ れ 、 中 間 密
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度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｉ Ｄ Ｌ ） を 経 て Ｌ Ｄ Ｌ と な る 。 Ｌ Ｄ Ｌ は 、 リ ン 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル
お よ び 中 性 脂 肪 を 成 分 と す る 中 心 核 に 主 と し て ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ １ ０ ０ が 結 合 し た 構
造 を な し 、 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル の 末 梢 へ の 主 た る 運 搬 を 担 っ て い る が 、 粥 状 動 脈 硬 化 巣 に
蓄 積 す る 主 た る コ レ ス テ ロ ー ル は Ｌ Ｄ Ｌ 由 来 と 考 え ら れ る こ と か ら 悪 玉 コ レ ス テ ロ ー ル と
も 言 わ れ て い る 。
　 一 方 、 Ｈ Ｄ Ｌ は 、 肝 臓 、 小 腸 な ど で ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ａ １ が 遊 離 型 コ レ ス テ ロ ー ル を
取 り 込 み 原 始 型 Ｈ Ｄ Ｌ と な り 、 血 流 に 乗 っ て 末 梢 へ 循 環 す る 間 に Ｌ Ｃ Ａ Ｔ 酵 素 に よ っ て 更
に コ レ ス テ ロ ー ル を 取 り 込 ん で 成 熟 型 Ｈ Ｄ Ｌ と な る 。 こ の た め 、 末 梢 か ら コ レ ス テ ロ ー ル
を 運 び 出 す 役 割 を な し 、 善 玉 コ レ ス テ ロ ー ル と も 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 近 年 の 研 究 で は 、 生 体 内 に お い て 変 性 し 、 酸 化 体 と な っ た Ｌ Ｄ Ｌ が 動 脈 硬 化 症 の 発
症 要 因 と な っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 Ｌ Ｄ Ｌ は 通 常 肝 臓 を 中 心 と し て Ｌ
Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー を 介 し て 再 吸 収 さ れ て 処 理 さ れ る が 、 初 期 の 動 脈 硬 化 段 階 に お い て は 、 血
管 内 膜 に 遊 走 し て い る マ ク ロ フ ァ ー ジ が ス カ ベ ン ジ ャ ー レ セ プ タ ー を 介 し て 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ を
特 異 的 に 取 り 込 ん で 泡 沫 化 し 、 そ の 結 果 、 血 管 内 膜 に 粥 状 硬 化 巣 が 形 成 さ れ る と 報 告 さ れ
て い る （ 非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ ） 。 一 方 、 Ｈ Ｄ Ｌ の 酸 化 現 象 も 確 認
さ れ 、 Ｌ Ｄ Ｌ 酸 化 に 先 立 っ て Ｈ Ｄ Ｌ 酸 化 が 進 行 し 、 生 体 に と っ て 有 害 な フ リ ー ラ ジ カ ル に
よ る 酸 化 を Ｈ Ｄ Ｌ の 段 階 で 食 い 止 め る 働 き を Ｈ Ｄ Ｌ 自 身 が 行 な っ て お り 、 あ る 程 度 以 上 に
Ｈ Ｄ Ｌ の 酸 化 が 進 行 す る と Ｌ Ｄ Ｌ の 酸 化 が ス タ ー ト し 、 こ の 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ が 動 脈 硬 化 の 原 因
に な っ て い る の で は な い か と 推 論 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 Ｌ Ｄ Ｌ や 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ （ 以 下 「 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ 」 と も い う 。 ） の 血 中 濃 度 を 測 定 す る
こ と は 、 動 脈 硬 化 症 等 の 治 療 薬 を 開 発 し た り 、 こ れ ら の 疾 患 を 診 断 す る 上 で 、 研 究 開 発 お
よ び 臨 床 上 、 極 め て 重 要 で あ る 。 Ｌ Ｄ Ｌ や ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 免 疫 学 的 に 測 定 す る た め に 、 こ れ
ら の 物 質 を 認 識 す る 種 々 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 従 来 か ら 用 い ら れ
て い る 。
　 例 え ば 、 特 許 文 献 １ に は 、 ヒ ト 粥 状 硬 化 病 巣 の ホ モ ジ ネ ー ト で 哺 乳 動 物 等 を 免 疫 し て 得
ら れ 、 ヒ ト 粥 状 硬 化 病 巣 関 連 抗 原 FOH1を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ Ｌ Ｈ ３ に つ い て 記
載 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 酸 化 し た Ｌ Ｄ Ｌ に 反 応 す る が 、 未 変 性 の Ｌ Ｄ Ｌ 、 マ ロ ン ジ ア ル
デ ヒ ド （ Ｍ Ｄ Ａ ） 化 や ア セ チ ル 化 な ど で 修 飾 さ れ た Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ア ル ブ ミ ン や グ ロ ブ リ ン
な ど の 他 の 血 清 タ ン パ ク 質 を 酸 化 さ せ た も の に は 反 応 し な い 。 ま た 、 Ｈ Ｄ Ｌ を 酸 化 し た も
の に は 反 応 す る 。
　 特 許 文 献 ２ に は 、 Ｍ Ｄ Ａ 修 飾 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 両 方 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ４ Ｅ ６ や 前 者 に の み 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ Ｈ １ １ に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 特 許 文 献 ３ に は 、 Ｍ Ｄ Ａ 修 飾 Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 高 抗 体 力 価 を 持 つ こ と が 見 出 さ れ た 患 者 か
ら 取 得 し た 末 梢 血 液 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 作 製 し た フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ イ か ら 単 離 さ れ た 、 ク ロ ー ン さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル Ｆ ａ ｂ （ Ｉ Ｋ
１ ７ ） に つ い て 記 載 さ れ 、 Ｉ Ｋ １ ７ は Ｍ Ｄ Ａ 修 飾 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 に 特 異 的
に 結 合 す る が 、 未 処 理 の （ ネ イ テ ィ ブ な ） Ｌ Ｄ Ｌ に は 結 合 し な い こ と が 記 載 さ れ て い る 。
　 特 許 文 献 ４ に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 LDL抗 体 （ 9F5－ 3、 10E3－ 3） お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 ア ポ Ｂ タ ン パ ク 質 抗 体 （ 1D2、 5G6） に つ い て 記 載 さ れ て い る 。 前 者 は 酸 化 LDLお よ び 非
酸 化 LDLに 結 合 性 を 有 す る が 、 酸 化 LDLの β ２ － GPI結 合 部 位 を 認 識 し な い 。 ま た 、 後 者 は
ア ポ Ｂ タ ン パ ク 質 に 結 合 性 を 有 す る が 、 酸 化 LDLの β ２ － GPI結 合 部 位 を 認 識 し な い 。
　 こ れ ら 公 知 の 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 特 徴 を 有 す る も の の 、 特 異 性 が 狭 す ぎ た り 、 感 度 が 十 分
で な か っ た り 、 調 製 が 難 し い と い う 問 題 点 が あ り 、 さ ら に 多 様 な 抗 体 が 求 め ら れ て い た 。
ま た 、 公 知 の 抗 体 で は 達 成 で き な か っ た 、 Ｌ Ｄ Ｌ の 多 様 な 測 定 法 が 求 め ら れ て い た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Proc. Natl. Acad. Sci.USA,78,6499-6503(1981)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 N. Eng. J. Med.,320,915-924(1989)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Am. J. Pathol.,135,815-825(1989)
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【 非 特 許 文 献 ４ 】 Proc. Natl. Acad. Sci.USA,88,6457-6461(1991)
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ７ － ２ ３ ８ ０ ９ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ １ ２ ６ ９ ５ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ ３ － ５ １ ３ ０ ２ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 許 第 ３ ３ ７ ０ ３ ３ ４ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ／ ま た は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
っ て 、 多 様 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 ま た 、 本 発 明 は こ の
よ う な 抗 体 を 使 用 し て 、 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 測 定 し た り 、 双 方 を
同 時 に 測 定 す る 等 の 多 様 な 免 疫 学 的 測 定 法 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 ８ 】
　 ま ず 、 本 明 細 書 に お い て 用 い る 略 号 を 以 下 に 説 明 す る 。
β 2-GPI： β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 。 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ は 、 oxLDLに 特 異 的 に 結 合 す る が 酸 化
さ れ て い な い ネ イ テ ィ ブ な Ｌ Ｄ Ｌ （ ｎ Ｌ Ｄ Ｌ ） に は 結 合 し な い こ と が 知 ら れ て い る 。 そ し
て 血 液 等 の 体 液 中 に お い て は 、 oxLDLに β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ が 結 合 し た 状 態 で 存 在 し て い る こ と
が 知 ら れ て い る 。
oxLDL-β 2-GPI複 合 体 ： oxLDLと β 2-GPIと の 複 合 体
Ｂ Ｓ Ａ ： ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ： エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ： 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ
Ｈ Ｒ Ｐ ： ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ （ 西 洋 ワ サ ビ ） の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
Ｈ Ａ Ｔ 培 地 ： ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン 培 地
Immulon 2HB： Dynex社 製 の 96ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 商 品 名 。 ELISAプ レ ー ト
。
Ｌ Ｄ Ｌ ： ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 。 ｎ Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 を 包 含 す る 。
ｎ Ｌ Ｄ Ｌ ： 酸 化 さ れ て い な い ネ イ テ ィ ブ な ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 ／ 非 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ ／ 未
処 理 Ｌ Ｄ Ｌ
Ｏ Ｄ ： 吸 光 度
ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ ： 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ
Ｐ Ｂ Ｓ ： リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
Ｔ － Ｐ Ｂ Ｓ ： 0.05% ト ウ ィ ー ン ２ ０ （ 商 品 名 ： Tween 20） 含 有 PBS
Ｓ － Ｐ Ｂ Ｓ ： MgCl 2 含 有 PBS
WB-CAL-1： 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 モ デ ル マ ウ ス （ NZW x BXSBマ ウ ス ） 由 来 の 抗 β 2-GPI自
己 抗 体 (IgG2a,κ )で あ り 、 遊 離 の β 2-GPIに は 反 応 せ ず 、 oxLDLと 複 合 体 を 形 成 し た β 2-GP
Iに 反 応 性 を 示 す 抗 体 （ J. Immunol., 149, p1063-1068(1992)）
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 鑑 み て 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 免 疫 原 と ハ イ ブ リ ド ー マ の
ク ロ ー ニ ン グ 法 を 適 宜 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ 以
下 「 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ 」 ま た は 「 ｎ Ｌ Ｄ Ｌ 」 と も い う 。 ） と 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （
ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ ） に 対 し て 多 様 な 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 で き る こ と 、 お よ
び こ れ ら の 抗 体 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 測
定 し た り 、 双 方 を 同 時 に 測 定 す る 等 の 多 様 な 免 疫 学 的 測 定 法 を 組 め る こ と を 見 い 出 し 、 本
発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 要 旨 と す る 。
（ １ ）
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 同 等 の 特 異 性 を 有
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す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ
ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時
間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 0.9～ 1.1倍 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
　 上 記 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
（ １ － １ ）
さ ら に 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ と の 複 合 体 に 対 す る 特
異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
（ １ － ２ ）
非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ
イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
ま た は
（ １ － ３ ）
非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー
マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ ２ ）
　 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 特 異 性 を 有 す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ
ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ
タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 0.19～ 3倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン
パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
　 上 記 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
（ ２ － １ ）
非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー
マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ ３ ）
酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 特 異 性 を 有 す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 が 、 該 非 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン
パ ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 約 0.19～ 0.73倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ
ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
　 上 記 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
（ ３ － １ ）
非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 硫 酸 銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ
イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
ま た は
（ ３ － ２ ）
非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 異 種 動 物 に 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー
マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
、 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ４ ）
　 検 体 中 の ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 免 疫 学 的 に 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 の 測 定 法 。
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　 上 記 （ ４ ） の 測 定 法 の 好 ま し い 第 １ の 態 様 は 以 下 の 通 り で あ る 。
（ ４ － １ ）
検 体 が 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 含 み う る
も の で あ っ て 、 以 下 の 各 群 か ら 選 択 さ れ た 二 種 類 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 と 該 抗 体 と の サ ン ド イ ッ チ 状 複 合 体 を 形 成 さ せ る 、 上 記 （ ４ ） 記 載 の
測 定 法 ；
Ａ 群 ： 上 記 （ １ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
Ｂ 群 ： 上 記 （ ２ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
Ｃ 群 ： 上 記 （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
　 さ ら に 上 記 （ ４ － １ ） の 測 定 法 の 好 ま し い 態 様 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ４ － １ － １ ）
Ａ 群 か ら 二 種 類 の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び
酸 化 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る 、 上 記 （ ４ － １ ） 記 載 の 測 定 法 。
（ ４ － １ － ２ ）
Ａ 群 お よ び Ｂ 群 か ら 、 そ れ ぞ れ 一 種 類 ず つ の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 非 酸 化 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 検 出 す る 、 上 記 （ ４ － １ ） 記 載 の 測 定 法 。
（ ４ － １ － ３ ）
Ａ 群 お よ び Ｃ 群 か ら 、 そ れ ぞ れ 一 種 類 ず つ の 抗 体 を 選 択 し て 用 い 、 検 体 中 の 酸 化 ヒ ト 低 密
度 リ ポ タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 検 出 す る 、 上 記 （ ４ － １ ） 記 載 の 測 定 法 。
　 上 記 （ ４ ） の 測 定 法 の 好 ま し い 第 ２ の 態 様 は 以 下 の 通 り で あ る 。
（ ４ － ２ ）
さ ら に 抗 β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 抗 体 を 用 い 、 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び 抗 β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 抗 体 か ら な る サ
ン ド イ ッ チ 状 複 合 体 を 形 成 さ せ る 、 上 記 （ ４ ） 記 載 の 測 定 法 。
　 上 記 （ ４ ） の 測 定 法 の 好 ま し い 第 ３ の 態 様 は 以 下 の 通 り で あ る 。
検 体 が ヒ ト 由 来 の 検 体 で あ っ て 、 該 検 体 の 動 脈 硬 化 性 疾 患 の 評 価 ま た は 検 出 に 使 用 さ れ る
、 上 記 （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 測 定 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 多 様 な 特 異 性 を 有 す る 抗 ヒ ト 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ 、 こ れ ら の 抗 体 は 動 脈 硬 化 性 疾 患 等 の
診 断 薬 や 、 こ れ ら の 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 を 開 発 す る 上 で 極 め て 有 用 で あ る 。 ま た 、 上 記 の
多 様 な 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 目 的 に 応 じ て 適 宜 組 み 合 わ せ て 免 疫 学 的 測 定
を 行 う こ と に よ り 、 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 測 定 し た り 、 双 方 を 同 時
に 測 定 す る こ と が で き 、 こ の 測 定 系 を 動 脈 硬 化 性 疾 患 等 の 診 断 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 下 、 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
＜ １ ＞ 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 抗 ヒ ト 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 前 記 の
通 り 、 （ １ ） ～ （ ３ ） の 三 種 類 に 大 別 さ れ る 。 す な わ ち 、 （ １ ） 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ
Ｌ の 双 方 に 同 等 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ２ ） 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 的 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 （ ３ ） ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
　 以 下 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 先 ず そ れ ぞ れ の 特 性 を 説 明 し 、 次 い で 製 造
法 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ Ａ ） 特 性
（ １ ） 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 に 同 等 の 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル
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抗 体 （ 本 抗 体 １ ）
　 本 抗 体 は 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 に 同 等 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ 以 下 「 本 抗 体 １ 」 と も い う 。 ） で あ る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 抗 体 価 ス ク リ ー ニ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 」 を 用 い て
測 定 し た 場 合 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ （ 非 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ ） に 対 す る 特 異 性 が 、 該 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ を 硫 酸
銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 の 約 0.9～ 1.1倍 で あ る 特
性 を 有 す る 。
　 ま た 、 本 抗 体 １ は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て
測 定 す る と 、 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 を 認 識 し 、 該 複 合 体 と 良 く 結 合 す る 特 性 を 有 す る 。
　 さ ら に 、 本 抗 体 １ は 、 上 記 の 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て 測 定 す る と
、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 患 者 血 清 中 に 存 在 す る 抗 原 と 良 く 反 応 す る 特 性 を 示
す 。
　 以 上 の 特 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 後 述 の 方 法 で 作 成 さ れ た O2G12お よ び N
2E10が 例 示 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス は 、 O2G12に つ い て は IgG1, κ (カ
ッ パ )、 N2E10に つ い て は IgG2a, κ  で あ る 。 ま た 、 上 記 の 特 異 性 比 （ 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ ／ ｏ ｘ
Ｌ Ｄ Ｌ ） は 、 O2G12は 0.97、 N2E10は 0.95で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ ２ ） 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 抗 体 ２ ）
　 本 抗 体 は 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 高 く 、 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 低 い モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 「 抗 体 ２ 」 と も い う 。 ） で あ る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 抗 体 価 ス ク リ ー ニ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 」 を 用 い て
測 定 し た 場 合 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ （ 非 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ ） に 対 す る 特 異 性 が 、 該 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ を 硫 酸
銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 の 約 2.5～ 3倍 で あ る 特 性
を 有 す る 。
　 ま た 、 本 抗 体 ２ は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て
測 定 す る と 、 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 を あ る 程 度 認 識 す る が 、 抗 体 １ と 比 べ る と 該 複 合 体 と
の 反 応 性 は 低 い 。
　 さ ら に 、 本 抗 体 ２ は 、 上 記 の 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て 測 定 す る と
、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 患 者 血 清 中 に 存 在 す る 抗 原 と 比 較 的 良 く 反 応 す る 特
性 を 示 す も の と 、 ほ と ん ど 反 応 し な い も の が あ る 。
　 以 上 の 特 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 後 述 の 方 法 で 作 成 さ れ た N4B10お よ び N
5D4が 例 示 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス は 、 N4B10に つ い て は IgG1, κ で あ
り 、 N5D4に つ い て は IgG1ま た は IgG3, κ で あ る 。 ま た 、 特 異 性 比 （ 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ ／ ｏ ｘ Ｌ
Ｄ Ｌ ） は 、 N4B10は 2.5、 N5D4は 2.7で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ ３ ） ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 抗 体 ３ ）
　 抗 体 は 、 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 高 く 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 低 い モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 「 本 抗 体 ３ 」 と も い う 。 ） で あ る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 抗 体 価 ス ク リ ー ニ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 」 を 用 い て
測 定 し た 場 合 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ （ 非 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ ） に 対 す る 特 異 性 が 、 該 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ を 硫 酸
銅 存 在 下 で ２ ４ 時 間 酸 化 し て 得 ら れ る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 の 約 0.19～ 0.73倍 で あ る
特 性 を 有 す る 。
　 ま た 、 本 抗 体 ３ は 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て
測 定 す る と 、 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 を あ ま り 認 識 し な い か 、 ほ と ん ど 認 識 し な い 。 該 複 合
体 と の 反 応 性 は 本 抗 体 ２ よ り も 低 い 。
　 さ ら に 、 本 抗 体 ３ は 、 上 記 の 「 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 測 定 ELISA法 」 に よ っ て 測 定 す る と
、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 患 者 血 清 中 に 存 在 す る 抗 原 と は ほ と ん ど 反 応 し な い
。
　 以 上 の 特 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 後 述 の 方 法 で 作 成 さ れ た O1F9お よ び N3
C2が 例 示 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス は 、 01F9に つ い て は IgG2, κ で あ る
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。 ま た 、 特 異 性 比 （ 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ ／ ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ ） は 、 O1F9は 0.199、 N3C2は 0.727で あ っ た
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ Ｂ ） 製 造 法
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 法 は 、 上 記 の 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ ま た は 本 抗 体 ３ が
得 ら れ る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 方 法 を 適 宜 応 用 す る こ と に よ り 製 造 す る こ
と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ ま た は 本 抗
体 ３ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 し 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し た り 、 動 物 の 体 内
で 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 産 生 細 胞 か ら 得 ら れ た ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 用 い て フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ っ て 遺 伝 子 工 学 的 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製
造 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 工 程 は 、 基 本 的 に は （ Ｂ － １ ） Ｌ Ｄ Ｌ の 異 種 動
物 へ の 免 疫 、 （ Ｂ － ２ ） 異 種 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離 、 （ Ｂ － ３ ） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ
エ ロ ー マ 細 胞 の 細 胞 融 合 、 （ Ｂ － ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 、 （ Ｂ － ５ ） ハ イ ブ リ ド ー マ
の 増 殖 、 （ Ｂ － ６ ） 抗 体 の 分 離 ・ 精 製 、 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ Ｂ － １ ） 免 疫
　 使 用 す る 免 疫 原 は 、 ヒ ト か ら 分 離 さ れ た 酸 化 さ れ て い な い 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ （ 非 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ
） か 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ を 公 知 の 方 法 に よ り 、 硫 酸 銅 を 用 い て 酸 化 し た ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ で あ る 。 こ
の い ず れ か の 免 疫 原 を 使 い 分 け る こ と に よ っ て 、 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ ま た は 本 抗 体 ３ を 製
造 す る こ と が で き る 。
　 す な わ ち 、 本 抗 体 １ お よ び 本 抗 体 ３ を 得 る に は 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ 、 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 何 れ を 免
疫 原 と し て も 良 く 、 本 抗 体 ２ を 得 る に は 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ を 免 疫 原 と す る 必 要 が あ る 。
　 免 疫 原 を 投 与 す る 異 種 動 物 （ ヒ ト 以 外 の 動 物 ） と し て は 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、
ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 ハ ト 、 ニ ワ ト リ な ど い ず れ で
あ っ て も よ く 、 特 に マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ な ど が 使 用 上 好
都 合 で あ る 。
　 こ の よ う な 動 物 へ の 免 疫 原 の 投 与 は 常 法 に 従 っ て 行 え ば よ く 、 た と え ば 、 完 全 フ ロ イ ン
ド ア ジ ュ バ ン ド 、 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ド 、 ミ ョ ウ バ ン ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 、 百 日 咳 菌 ア ジ ュ バ ン ト な ど の 各 種 ア ジ ュ バ ン ト と 上 述 の 免 疫 原 と
の 懸 濁 液 を 調 製 し 、 こ れ を 上 記 動 物 の 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 ま た は 皮 内 に 投 与 す れ ば よ い
。
　 投 与 量 は 、 動 物 と し て ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト を 使 用 す る 場 合 に は 蛋 白 量 と し て 0.01～ 10mg
/匹 、 ま た は マ ウ ス 、 ラ ッ ト を 使 用 す る 場 合 に は 、 0.001～ 1mg/匹 程 度 が 好 適 で あ る 。
　 初 回 投 与 後 、 １ ～ ４ 週 間 お き に １ ～ ５ 回 程 度 の 上 記 と 同 様 の 追 加 免 疫 を 行 う こ と に よ り
、 動 物 体 内 で Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 。
（ Ｂ － ２ ） 異 種 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離
　 免 疫 を 獲 得 し た 動 物 か ら の 脾 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 末 梢 血 リ ン パ 球 な ど の 抗 体 産 生 細 胞
を 常 法 に よ り 取 得 す る 。 取 得 す る 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 脾 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ Ｂ － ３ ） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 細 胞 融 合
　 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ト な ど の 種 々
の 動 物 に 由 来 し 、 当 業 者 が 一 般 に 入 手 可 能 な 株 化 細 胞 を 使 用 す る 。 使 用 す る 細 胞 株 と し て
は 、 薬 剤 抵 抗 性 を 有 し 、 未 融 合 の 状 態 で は 選 択 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 。 通 常 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 株 が
用 い ら れ 、 こ の 細 胞 株 は ヒ ポ キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（ Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase） を 欠 損 し 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア
ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ HAT） 培 地 に 生 育 で き な い 。 ま た 細 胞 の 性 質 と し て 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 分 泌 し な い 、 い わ ゆ る 非 分 泌 型 の 細 胞 株 で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 の 具 体 例 と し て は 、 P3x63Ag8（ ATCC TIB－ ９ ） （ Nature,256495－ 497
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（ 1975） ） 、 P3x63Ag8U.1（ P3-U1） （ ATCC CRL－ 1597） （ Current Topics in Microbiolo
gy and Immunology,81,1－ ７ （ 1978） ） 、 P3x63Ag8.653（ ATCC CRL－ 1580） （ J.Immunolo
gy.123.1548－ 1550（ 1979） ） 、 P2/NSI/1－ Ag4－ １ （ ATCC TIB－ 18） （ Europian J.Immun
ology.6,511－ 519（ 1976） ） 、 Sp2/O－ Ag14（ ATCC CRL－ 1581） Nature,276,269－ 270（ 19
78） ） な ど の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 、 210.RCY.Agl.2.3（ Y3－ Ag1.2.3） （ ATCC CRL－ 16
31） （ Nature.277,131－ 133（ 1979） ） な ど の ラ ッ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 、 Ｕ － 266－ AR1（ P
roc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.,77,5429（ 1980） ） 、 GM1500（ Nature,288,488（ 1980） ） 、 KR
－ ４ （ Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.,79,6651（ 1982） ） な ど の ヒ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 を 例
示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 細 胞 融 合 に あ た っ て は 、 抗 体 産 生 細 胞 に 適 合 し た ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 選 定 す る 。
細 胞 融 合 は 、 イ ー グ ル の 最 少 必 須 培 地 （ MEM） 、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） 、 R
PMI－ 1640培 地 な ど の 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 中 で 10 6 ～ 10 8 /mlの ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 抗 体 産 生 細
胞 を 混 合 比 1:4～ 10に 混 合 し 、 37℃ で １ ～ 10分 間 細 胞 同 士 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 効 率 よ
く 融 合 を 行 う こ と が で き る 。 細 胞 融 合 を 促 進 さ せ る た め に 、 平 均 分 子 量 1,000～ 6,000の ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 、 ポ リ ビ ニ ー ル ア ル コ ー ル 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス な ど の 融 合
促 進 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 電 気 パ ル ス を 利 用 し た 市 販 の 細 胞 融 合 装 置 を 用 い
て 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 融 合 さ せ る こ と も で き る 。
　 細 胞 融 合 処 理 後 の 細 胞 か ら 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る 手 段 と し て は 、 選 択 的
培 地 に お け る 細 胞 の 選 択 的 増 殖 を 利 用 す る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 細 胞 懸
濁 液 を 15％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS） 含 有 RPMI－ 1640培 地 な ど で 適 当 に 希 釈 後 、 マ イ ク ロ プ レ
ー ト 上 に 10 3 ～ 10 6 /ウ ェ ル 程 度 ま き 、 各 ウ ェ ル に 選 択 培 地 （ た と え ば 、 HAT培 地 な ど ） を 加
え 、 以 後 適 当 に 選 択 培 地 を 交 換 し て 培 養 を 行 う 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て ８ － ア ザ グ ア ニ ン
耐 性 株 、 選 択 培 地 と し て HAT培 地 を 用 い た 場 合 は 、 未 融 合 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 培 養 10日 目
ぐ ら い ま で に 死 滅 し 、 正 常 細 胞 で あ る 抗 体 産 生 細 胞 も イ ン ビ ト ロ （ in vitro） で は 長 期 間
生 育 で き な い の で 、 培 養 10～ 14日 目 か ら 生 育 し て く る 細 胞 を ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 得 る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ Ｂ － ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 （ ス ク リ ー ニ ン グ ）
　 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ／ ま た は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ の 検 索 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA、 ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） な
ど に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 、 そ れ ぞ れ 吸
着 さ せ た 96ウ ェ ル ELISA用 マ イ ク ロ プ レ ー ト に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を 添 加
し 、 Ｌ Ｄ Ｌ と 反 応 さ せ 、 次 い で 結 合 し た 特 異 抗 体 に 酵 素 標 識 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 反 応
さ せ る か 、 あ る い は ビ オ チ ン 標 識 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 反 応 さ せ た の ち ア ビ ジ ン Ｄ － 酵
素 標 識 体 を 反 応 さ せ 、 次 い で い ず れ の 場 合 と も 各 ウ ェ ル に 酵 素 基 質 を 加 え て 発 色 さ せ る 。
Ｌ Ｄ Ｌ を 固 定 化 し た ウ ェ ル の み で 発 色 す る 培 養 上 清 を 選 別 す る こ と に よ り 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ
お よ び ／ ま た は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 （ ス
ク リ ー ニ ン グ ） す る こ と が で き る 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ は 、 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 法 、 フ ィ ブ リ ン ゲ ル 法 、 蛍 光 励
起 セ ル ソ ー タ ー 法 な ど に よ り 行 う こ と が で き る 。
　 こ の よ う に し て 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち 、 本 抗 体 １ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
・ セ ル ラ イ ン と し て マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse-Mouse Hybridoma） N2E10、
本 抗 体 ２ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ・ セ ル ラ イ ン と し て Mouse-Mouse Hybridoma N4B10、
本 抗 体 ３ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ・ セ ル ラ イ ン と し て Mouse-Mouse Hybridoma O1F9が 、
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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番
地 １ ） に 国 内 寄 託 さ れ 、 平 成 １ ５ 年 （ ２ ０ ０ ３ 年 ） ９ 月 ２ 日 付 け で 受 領 さ れ 、 受 託 番 号 と
し て 、 そ れ ぞ れ FERM P-19508、 FERM P-19509、 FERM P-19510が 付 与 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ Ｂ － ５ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖
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　 こ の よ う に し て 取 得 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 さ せ る
方 法 と し て は 、 通 常 の 細 胞 培 養 法 や 腹 水 形 成 法 な ど が 採 用 さ れ う る 。
　 細 胞 培 養 法 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 10～ 15％ FCS含 有 RPMI－ 1640培 地 、 無 血 清 培
地 な ど の 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 中 で 通 常 の 方 法 で 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 液 か ら 抗 体 を 取 得 す
る こ と が で き る 。
　 腹 水 か ら 回 収 す る 方 法 で は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 腫 瘍 組 織 適 合 性 が 一 致 す る 動 物 に 、 プ リ
ス タ ン （ 2,6,10,14－ テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） な ど の 鉱 物 油 を 腹 腔 内 に 投 与 し た 後 、
た と え ば マ ウ ス の 場 合 に は ハ イ ブ リ ド ー マ を 約 10 6 個 ／ 匹 腹 腔 内 投 与 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー
マ は 10～ 18日 ほ ど 腹 水 腫 瘍 で 形 成 し 、 血 清 お よ び 腹 水 中 に 高 濃 度 に 抗 体 を 生 産 す る 。
（ Ｂ － ６ ） 抗 体 の 分 離 ・ 精 製
　 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 に は 、 硫 安 塩 析 法 、 DEAEセ ル ロ ー ス な ど の 陰 イ オ ン 交 換
体 を 利 用 す る イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス ど を 用 い る ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 公 知 の 方 法 を 適
宜 に 選 択 し 、 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
＜ ２ ＞ Ｌ Ｄ Ｌ の 免 疫 学 的 測 定
　 本 発 明 の Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定 法 は 、 Ｌ Ｄ Ｌ と 前 記 の 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ ま た は 本 抗 体 ３ を 免 疫
学 的 に 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ り 、 測 定 原 理 、 条 件 等 に は 制 限 さ れ な い 。
　 免 疫 学 的 測 定 法 の 反 応 様 式 に よ る 分 類 と し て 、 競 合 反 応 法 と 非 競 合 反 応 法 （ イ ム ノ メ ト
リ ッ ク ア ッ セ イ ） が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 に お い て は い ず れ の 方 法 も 採 用 で き る 。 ま た 、
検 出 方 法 に よ る 分 類 と し て 、 抗 原 抗 体 反 応 の 結 果 を 直 接 検 出 す る 非 標 識 法 （ ネ フ ェ ロ メ ト
リ ー な ど ） と 、 な ん ら か の マ ー カ ー を 使 用 し て 検 出 す る 標 識 法 が 知 ら れ て い る が 、 本 発 明
で は い ず れ の 方 法 に よ っ て も よ い 。 BF分 離 （ 抗 体 と 結 合 し た 抗 原 と 遊 離 の 抗 原 の 分 離 ） を
行 う 必 要 の あ る ヘ テ ロ ジ ア ニ ス 法 と 必 要 の な い ホ モ ジ ニ ア ス 法 が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 に
は い ず れ の 方 法 を 適 用 し て も よ い 。 反 応 相 に よ る 分 類 と し て 、 全 反 応 が 液 相 で 行 わ れ る 液
相 法 と 免 疫 反 応 の 相 手 を 固 相 化 し て 反 応 を 行 う 固 相 法 が 知 ら れ て い る が 、 本 発 明 に お い て
は い ず れ の 方 法 も 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら 、 公 知 の 一 般 法 の 中 か ら 、 本 発 明 の 測 定 法 の 目 的 に 適 合 す る 方 法 を 適 宜 選 択 す れ
ば よ い 。
　 な お 、 一 般 的 方 法 の 詳 細 に つ い て は た と え ば 以 下 の 文 献 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
・ 入 江  寛 編 「 続 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ （ 株 ） 講 談 社 、 昭 和 54年 ５ 月 １ 日 発 行 ）
・ 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ２ 版 ） （ （ 株 ） 医 学 書 院 、 1982年 12月 15日 発 行 ）
・ 臨 床 病 理  臨 時 増 刊  特 集 第 53号 「 臨 床 検 査 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ － 技 術 と 応 用 － 」 （
臨 床 病 理 刊 行 会 、 1983年 発 行 ）
・ 「 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 辞 典 」 （ （ 株 ） シ ー エ ム シ ー 、 1986年 10月 ９ 日 発 行 ）
・ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.70」 （ Immunochemical techniques（ Part A） ）
・ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.73」 （ Immunochemical techniques（ Part B） ）
・ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.74」 （ Immunochemical techniques（ Part C） ）
・ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.84」 （ Immunochemical techniques（ Part D:Selected I
mmunoassay） ）
・ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.92」 （ Immunochemical techniques（ Part E:Monoclonal
 Antibodies and General Immunoassay Methods） ）
［ 「 Methods in ENZYMOLOGY Vol.70」 は ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 発 行 ］
　 ま た 、 本 発 明 の 測 定 法 で 使 用 す る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 態 様 は 採 用 す る 測
定 法 に 応 じ た も の に 適 宜 誘 導 す れ ば よ い 。 具 体 的 に は 標 識 化 抗 体 、 固 相 化 抗 体 な ど を 例 示
で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 使 用 す る 抗 体 は 抗 体 そ の も の で あ っ て も よ い が 、 非 特 異 的 な 吸 着 を 防 止 す る 意 味 か ら 抗
体 の 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 抗 体 の 活 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 特 徴

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-97203 A 2005.4.14



を 保 持 す る も の （ た と え ば 、 Ｆ （ ab’ ） 2 、 Fab’ 、 Fabな ど の 各 種 フ ラ グ メ ン ト ） で あ れ
ば い ず れ の も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら 活 性 フ ラ グ メ ン ト の 調 製 は 、 精 製 抗 体 を パ パ イ ン
、 ペ プ シ ン 、 ト リ プ シ ン な ど の プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 限 定 分 解 す る 方 法 な ど 公 知 の 方 法 を
適 用 し て 行 う こ と が で き る （ た と え ば 「 免 疫 生 化 学 研 究 法 （ 続 生 化 学 実 験 講 座 ５ ） 」 、 日
本 生 化 学 会 編 、 89頁 （ 1986年 ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 抗 体 に 結 合 さ せ る 標 識 物 質 と し て は 、 放 射 性 同 位 体 （ た と え ば 3 2 P、 3 H、 1 4 Cな ど ） 、 酵
素 （ た と え ば β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル
コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 乳 酸 オ キ
シ ダ ー ゼ 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ な ど ） 、 補 酵 素 ・ 補 欠 分 子
族 （ た と え ば 、 FAD、 FMN、 ATP、 ビ オ チ ン 、 ヘ ム な ど ） 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 （ た と え
ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ル オ レ セ イ ン チ オ フ ル バ ミ ル な ど ） 、 ロ ー ダ
ミ ン 誘 導 体 （ た と え ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン Ｂ イ ソ シ ア ネ ー ト な ど ） 、 ウ ム ベ リ フ ェ
ロ ン お よ び １ － ア ニ リ ノ － ８ － ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 な ど の 蛍 光 色 素 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体
（ た と え ば 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 Ｎ － （ ６ － ア ミ ノ ヘ キ シ ル ） － Ｎ － エ チ ル イ
ソ ル ミ ノ ー ル な ど ） な ど を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 ま た は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と 標 識
物 質 と の 結 合 は 、 成 書 〔 た と え ば 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 ５  免 疫 生 化 学 研 究 法 」 （ 株 ） 東
京 化 学 同 人 、 （ 1986年 発 行 ）  第 102～ 112頁 〕 に 記 載 さ れ て い る よ う な 公 知 の 方 法 か ら 適
宜 選 択 し て 実 施 す れ ば よ い 。 た と え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 、 過 ヨ ウ 素 酸 架 橋 法 、 マ レ
イ ミ ド 架 橋 法 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 法 、 活 性 化 エ ス テ ル 法 等 〔 「 タ ン パ ク 質 の 化 学 （ 下 ） 」 、
東 京 化 学 同 人 、 １ ９ ８ ７ 年 発 行 参 照 〕 等 か ら 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 標 識 物 質 と し て
ビ オ チ ン を 使 用 す る 場 合 は 、 た と え ば ビ オ チ ン の ヒ ド ラ ジ ド 誘 導 体 を 用 い る 方 法 （ Avidin
-Biotin Chemistry: A Handbook, 57-63, PIERCE CHEMICAL COMPANY, 1994年 発 行 参 照 ）
、 ま た フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 使 用 す る 場 合 は 特 公 昭 ６ ３ － １ ７ ８ ４ ３ 号 公
報 記 載 の 方 法 等 か ら 適 宜 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抗 体 を 固 定 す る た め の 担 体 物 質 の 材 質 と し て は 、 た と え ば ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ ス チ レ
ン 、 ス チ レ ン － ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 共 重 合 体 、 ス チ レ ン － 無 水 マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 、 ナ イ ロ
ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ
ン 、 ポ リ メ チ レ ン メ タ ク リ レ ー ト な ど の 合 成 有 機 高 分 子 化 合 物 、 デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体 （ セ
フ ァ デ ッ ク ス な ど ） 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ セ フ ァ ロ ー ス 、 バ イ オ ゲ ル な ど ） 、 セ ル ロ ー ス （
ペ ー パ ー デ ィ ス ク 、 濾 紙 な ど ） な ど の 多 糖 類 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ ル 、 シ リ コ ー ン な ど の 無
機 高 分 子 化 合 物 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は ア ミ ノ 基 、 ア ミ ノ ア ル キ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア
シ ル 基 、 水 酸 基 な ど の 官 能 基 を 導 入 し た も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 、 物 理 化 学 的 処 理 （
例 え ば 、 放 射 線 照 射 、 オ ゾ ン 処 理 な ど ） に よ り 、 合 成 樹 脂 の 表 面 に 水 酸 基 、 カ ル ボ ニ ル 基
、 カ ル ボ キ シ ル 基 な ど の 極 性 基 が 導 入 さ れ た 担 体 を 使 用 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、
EBプ レ ー ト （ ラ ボ シ ス テ ム ズ 社 製 ） 、 Ｈ タ イ プ プ レ ー ト 、 Ｃ タ イ プ プ レ ー ト （ 住 友 ベ ー ク
ラ イ ト 社 製 ） 、 マ キ シ ソ ー プ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） な ど を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 担 体 物 質 の 材 質 は 蛋 白 質 の 結 合 能 の 低 い も の が 好 ま し く 、 こ の よ う な 材 質 と し て
は 未 処 理 の ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル が 例 示 さ れ る 。
　 担 体 物 質 の 形 状 は 、 平 板 状 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 デ ィ ス ク な ど ） 、 粒 子 状 （ ビ
ー ズ な ど ） 、 管 状 （ 試 験 管 な ど ） 、 繊 維 状 、 膜 状 、 微 粒 子 状 （ ラ テ ッ ク ス 粒 子 な ど ） 、 カ
プ セ ル 状 、 小 胞 体 状 な ど が 例 示 さ れ 、 測 定 法 に 応 じ た 適 宜 な 形 状 の 担 体 を 選 択 す る こ と が
き る 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム （ 多 層 も し く は 単 層 の 脂 質 膜 ） な ど も 抗 体 を 固 定 す る た め の 担 体
物 質 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 担 体 物 質 （ 固 相 ） と の 結 合 法 は 、 物 理 的 吸 着 法 、 イ オ ン
結 合 法 、 共 有 結 合 法 、 包 括 法 な ど 公 知 の 方 法 （ た と え ば 、 「 固 定 化 酵 素 」 （ 千 畑 一 郎 編 、
昭 和 50年 ３ 月 20日 、 （ 株 ） 講 談 社 発 行 ） 参 照 ） を 採 用 す る こ と が で き る 。 と り わ け 、 物 理
的 吸 着 法 は 簡 便 で あ る 点 で 好 ま し い 。 ま た 、 上 記 結 合 は 、 直 接 行 っ て も よ く 、 両 物 質 の 間
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に 他 の 物 質 を 介 し て 行 っ て も よ い 。
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 が 固 相 化 さ れ た 固 相 は 、 非 特 異 的 結 合 を 抑 制 す る た め 、 ゼ
ラ チ ン 、 BSAな ど の 通 常 の ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 施 し て も よ い 。 ブ
ロ ッ キ ン グ の 方 法 と し て 具 体 的 に は 、 例 え ば ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 カ ゼ イ ン
、 ス キ ム ミ ル ク 、 ゼ ラ チ ン 等 ） を 添 加 し て 、 ３ ７ ℃ 程 度 で ３ ０ 分 ～ ２ 時 間 保 存 す る か 、 常
温 （ １ ５ ～ ２ ５ ℃ ） で １ ～ ２ 時 間 保 存 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 な 測 定 に お い て 「 免 疫 学 的 に 反 応 さ せ る 」 と は 、 抗 原 （ Ｌ Ｄ Ｌ ） と 各
抗 体 が 接 触 し 、 免 疫 （ 抗 原 ・ 抗 体 ） 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 意 味 し 、 こ の よ う な 複 合 体 を
形 成 す る 限 り 、 そ の 方 法 、 条 件 は 限 定 さ れ な い 。 「 接 触 」 の 後 、 分 子 間 の 結 合 を で き る だ
け 完 全 な も の と す る た め に 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 好 ま し い 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 時 の 温
度 は 、 抗 原 抗 体 反 応 が 阻 害 さ れ な い 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば ０ ℃ ～ ３ ７
℃ 程 度 が 例 示 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト の 時 間 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 当 業 者 が 適 宜 設 定 す る こ
と が で き る 。 一 般 に イ ン キ ュ ベ ー ト 時 間 が 長 い ほ ど 、 前 記 の 結 合 を よ り 完 全 に 形 成 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 測 定 法 の 好 ま し い 態 様 は 以 下 の 通 り で あ る 。
（ Ａ ） ２ 種 類 の 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る サ ン ド イ ッ チ 法 （ 前 記 ４ － １ の 方 法
）
　 こ の 方 法 は 、 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ お よ び 本 抗 体 ３ か ら ２ 種 類 を 選 択 し て 用 い 、 こ れ ら ２
種 類 の 抗 体 で Ｌ Ｄ Ｌ を 挟 み 、 第 １ 抗 体 － Ｌ Ｄ Ｌ － 第 ２ 抗 体 か ら な る サ ン ド イ ッ チ 状 複 合 体
を 形 成 さ せ こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ る 。 こ こ で 、 「 ２ 種 類 」 と は 必 ず し も 、 特 性 の 異 な
る ２ 種 類 を 使 用 す る こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 た と え ば 、 本 抗 体 １ か ら ２ 種 類 の 抗 体
を 選 択 し て も 良 い 。
　 こ の 方 法 で は 、 第 １ 抗 体 を 固 相 化 （ 抗 体 の 固 相 へ の 固 着 ） し 、 第 ２ 抗 体 は 標 識 物 質 で 標
識 す る か 、 標 識 し う る よ う に す る こ と が 好 ま し い （ こ の よ う な 第 ２ 抗 体 を 「 プ ロ ー ブ 抗 体
」 と も い う 。 ） 。 固 相 化 、 標 識 の 種 類 、 方 法 は 前 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 例 え ば 、 ２ 種 類 の 抗 体 を 選 択 し 、 一 方 を 固 相 化 し 、 他 方 を プ ロ ー ブ 抗 体 と し て 使 用 し て
検 体 中 の Ｌ Ｄ Ｌ と ２ 種 類 の 抗 体 で サ ン ド イ ッ チ 状 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 プ ロ ー ブ 抗 体 に 結 合
し た 標 識 物 質 ま た は プ ロ ー ブ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 （ 二 次 抗 体 ） に 結 合 し た 標 識 物
質 を 、 そ の 標 識 物 質 に 適 し た 測 定 法 に よ り 検 出 し 、 そ の 検 出 値 と 、 予 め 既 知 濃 度 の Ｌ Ｄ Ｌ
を 用 い て 同 様 に 測 定 し て 求 め た 検 量 線 を 比 較 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の Ｌ Ｄ Ｌ を 定 量 す る
こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 測 定 法 に お い て は 、 ２ 種 類 の 抗 体 を 目 的 に 応 じ て 選 択 す る こ と に よ り 、
検 体 中 の ｎ Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 、 同 時 に 測 定 し た り 、 何 れ か 一 方 を 選 択 的 に 測 定 す る こ
と が で き る 。
　 例 え ば 、 検 体 中 に ｎ Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ が 存 在 す る 場 合 、 本 抗 体 １ か ら ２ 種 類 の 抗 体 を
選 択 し 、 一 方 を 固 相 化 し 、 他 方 を プ ロ ー ブ 抗 体 と し て 使 用 し て 測 定 す る と 、 ｎ Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ
ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 合 計 値 を 測 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 本 抗 体 １ か ら １ 種 類 、 本 抗 体 ２ か ら １
種 類 選 択 し 、 前 者 を 固 相 化 し 、 後 者 を プ ロ ー ブ 抗 体 と し て 用 い る こ と に よ り 、 ｎ Ｌ Ｄ Ｌ を
選 択 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 抗 体 １ か ら １ 種 類 、 本 抗 体 ３ か ら １ 種 類 選 択 し
、 前 者 を 固 相 化 し 、 後 者 を プ ロ ー ブ 抗 体 と し て 用 い る こ と に よ り 、 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を 選 択 的 に
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ Ｂ ） 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 β ２ － グ リ コ プ ロ テ イ ン Ｉ 抗 体 を 用 い る サ ン ド イ
ッ チ 法 （ 前 記 ４ － ２ の 方 法 ）
　 こ の 方 法 は 、 本 抗 体 １ 、 本 抗 体 ２ お よ び 本 抗 体 ３ の い ず れ か の 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と 、 抗 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 抗 体 を 用 い 、 こ れ ら ２ 種 類 の 抗 体 で β 2-GPIと 複 合 体 を 形 成 し て
い る Ｌ Ｄ Ｌ （ 好 ま し く は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ － β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 複 合 体 ） を 挟 み 、 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 － （ Ｌ Ｄ Ｌ － β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 複 合 体 ） － 抗 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 抗 体 か ら な る サ ン ド イ ッ チ

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-97203 A 2005.4.14



状 複 合 体 を 形 成 さ せ こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 β 2-GPIと 複 合 体 を
形 成 し た Ｌ Ｄ Ｌ 、 特 に ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ － β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 複 合 体 を 測 定 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 こ こ で 用 い る こ と が で き る 抗 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 抗 体 も 、 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ に 結 合 す る 抗 体
で あ る 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い が 、 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 本 抗 体 も 、 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ を 抗 原 と し て 、 抗 体 の 通 常 の 作 製 方 法 に 従 っ て モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 さ れ て い る
抗 β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ 抗 体 を そ の ま ま 用 い て も 良 い 。 具 体 的 に は WB-CAL-1（ J. Immunol., 149, 
p1063-1068(1992)） 、 Cof-22お よ び Cof-23（ Blood, 87, p3262-3270(1996)） 、 EY2C9（ Ar
thritis Rheum., 37, p1453-1461(1994)） 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ Ｃ ） 疾 患 の 評 価 ま た は 検 出
　 上 記 の 本 発 明 の 測 定 法 に よ っ て 、 血 液 （ 血 清 ま た は 血 漿 ） 等 の 体 液 中 の ｎ Ｌ Ｄ Ｌ 、 ｏ ｘ
Ｌ Ｄ Ｌ 、 ま た は こ れ ら と β ２ － Ｇ Ｐ Ｉ と の 複 合 体 を 測 定 し 、 測 定 結 果 と 疾 患 を 関 連 づ け る
こ と に よ っ て 、 種 々 の 疾 患 を 評 価 し た り 、 検 出 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 動 脈 硬 化 性 疾 患 を 評 価 ま た は 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を 挙 げ て 具 体 的 に 説 明 す る 。
＜ 参 考 例 ＞ 　 oxＬ Ｄ Ｌ の 調 製
　 ヒ ト 由 来 の ｎ Ｌ Ｄ Ｌ （ Organon Teknika Corp., Durham,NC） ６ ０ ０ μ ｇ を 、 硫 酸 銅 ５ μ
Ｍ を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 ２ ｍ ｌ に 添 加 し 、 ３ ７ ℃ 反 応 さ せ 、 反 応 開 始 後 、 ０ 時 間 、 １ 時 間 、
２ 時 間 、 ６ 時 間 、 ８ 時 間 、 １ ２ 時 間 、 ２ ４ 時 間 の 各 時 間 経 過 し た 反 応 生 成 物 を 酸 化 度 の 異
な る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ と し て 得 た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ・ 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ｎ LDLま た は oxLDL（ 200μ g/ml） と 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ド （ CFA） と を 1:1の 比 率
で 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン と し た も の を BALB/cマ ウ ス （ 雌 ,１ ０ 週 令 ） の 皮 下 に 0.2 ml/匹 投
与 し て （ 抗 原 LDLと し て 20μ g/匹 ） 初 回 免 疫 と し た 。 初 回 免 疫 後 、 ２ 週 間 お き に 数 回 、 同
様 の 方 法 （ た だ し 、 CFAの 代 わ り に 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ド （ IFA） を 使 用 ） で 免 疫
（ 皮 下 投 与 ） し た 後 、 最 終 免 疫 と し て ｎ LDLま た は oxLDL（ 200μ g/ml） を 経 静 脈 投 与 し た
。 最 終 免 疫 か ら ３ 日 後 に マ ウ ス の 脾 臓 を 摘 出 し 、 イ ー グ ル の 最 少 必 須 培 地 （ MEM） で 洗 浄
し 脾 細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し た 。 同 時 に マ ウ ス ミ エ ロ ー マ P3x63Ag8U.1（ P3-U1） （ ATCC CRL－
1597） を MEMで 洗 浄 し 、 脾 細 胞 と P3-U1を 10:1で 混 合 し た 後 、 遠 心 分 離 し て 得 た ペ レ ッ ト に
50％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 1000含 有 MEM溶 液 1mlを 徐 々 に 加 え て 細 胞 融 合 を 行 っ
た 。 さ ら に 、 MEM溶 液 を 加 え て 10mlと し 、 遠 心 分 離 し て 得 た ペ レ ッ ト を 10％ ウ シ 胎 児 血 清
（ FCS） 含 有 RPMI－ 1640培 地 に P3-U1と し て 3x10 4 細 胞 /0.1mlと な る よ う に 懸 濁 さ せ 、 96ウ
ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 各 ウ ェ ル 0.1mlず つ 分 注 し た 。 翌 日 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン －
チ ミ ジ ン － ア ミ ノ プ テ リ ン 含 有 MEM培 地 （ HAT培 地 ） を 0.1ml添 加 し 、 そ の 後 ３ ～ ４ 日 ご と
に 培 地 の 半 分 量 を 新 し い HAT培 地 で 交 換 し た 。
融 合 か ら 14日 目 に 実 施 例 ２ の 方 法 で ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ を し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ・ ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 （ 抗 体 価 ス ク リ ー ニ ン グ ELISA法 ）
　 1) 96穴 ELISA用 プ レ ー ト （ Immulon 1B） の 各 ウ ェ ル に Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 し た 未 処 理 LDLま た
は 参 考 例 に よ っ て 得 た ２ ４ 時 間 反 応 後 の oxLDL 各 10μ g(マ イ ク ロ グ ラ ム )/ml, 50μ l（ マ
イ ク ロ リ ッ ト ル ） /wellを 加 え 、 密 閉 し て 4℃ で 一 晩 お い て 各 Ｌ Ｄ Ｌ を 固 相 化 し た 。
　 2) 0.05％ Tween 20を 含 む PBS（ T-PBS） を 200μ l/well加 え て ウ ェ ル を ３ 回 洗 っ た 。
　 3) 1% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む PBS(BSA-PBS)を 200μ l/well加 え 、 室 温 で 1時 間 置 い た 。
　 4) 0.05％ Tween 20を 含 む PBS（ T-PBS） を 200μ l/well加 え て ウ ェ ル を ３ 回 洗 っ た 。
　 5) 0.3% BSA-PBSで 希 釈 し た マ ウ ス 血 清 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 50μ l/wellを
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加 え 、 室 温 で 一 時 間 置 い た 。
　 6) 0.05％ Tween 20を 含 む PBS（ T-PBS） を 200μ l/well加 え て ウ ェ ル を ３ 回 洗 っ た 。
　 7) HRPラ ベ ル し た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 加 え 、 室 温 で 一 時 間 置 い た 。
　 8) 0.05％ Tween 20を 含 む PBS（ T-PBS） を 200μ l/well加 え て ウ ェ ル を ３ 回 洗 っ た 。
　 9) o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 4 mgを 0.1Mク エ ン 酸 緩 衝 液  pH5.0、 10mlで 溶 解 し 、 30％ 過 酸
化 水 素 水 10μ lを 加 え て 混 和 し た も の を 100μ l/well加 え 発 色 さ せ 、 室 温 で 15分 置 い た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 10) 2N硫 酸 を 100μ l/well加 え 反 応 を 止 め た 。
　 11) 490 nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 各 Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 検 出 し 、 抗 体 価 の 高
い も の に つ い て ２ 回 の 限 界 希 釈 を 行 っ て 単 ク ロ ー ン と し 、 以 下 に 示 す 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ ６ 株 を 選 別 し た 。
　 12) こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 プ リ ス タ ン 処 理 し た BALB/Cマ ウ ス 腹 腔 内 に 投 与 し 、 約
2週 間 後 に 抗 体 を 含 む 腹 水 を 回 収 し た 。
 13) 腹 水 を 45％ 飽 和 硫 安 沈 殿 に よ り 分 画 し た 後 、 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に よ り
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し 、 本 抗 体 １ （ N2E10、 O2G12） 、 本 抗 体 ２ （ N4B10、 N5D4） 、
本 抗 体 ３ （ O1F9、 N3C2） を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
・ 本 抗 体 １ （ 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 に 同 等 の 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ）
　 (1)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 N2E10　 （ FERM P-19508）
　 (2)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 O2G12
・ 本 抗 体 ２ （ 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 (3)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 N4B10　 （ FERM P-19509）
　 (4)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 N5D4
・ 本 抗 体 ３ （ ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 性 を 有 す る 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 (5)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 O1F9　 （ FERM P-19510）
　 (6)マ ウ ス － マ ウ ス ・ ハ イ ブ リ ド ー マ 　 N3C2
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ・ 酸 化 度 の 異 な る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性
　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ （ ｎ Ｌ Ｄ Ｌ ） お よ び 参 考 例
に よ っ て 得 ら れ た 酸 化 度 の 異 な る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 反 応 性 を 調 べ る た め 、 こ れ ら の 抗 原
を 96穴 ELISA用 プ レ ー ト （ Immulon 1B） の 各 ウ ェ ル の 固 相 化 し 、 実 施 例 ２ の 1)～ 11)と 同 様
の 方 法 に よ っ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 結 果 を 図 １ （ Ａ ） ～ （ Ｃ ） に 示 す 。 そ の 結 果 、 抗
体 の 特 異 性 は 以 下 の ３ 種 類 に 大 別 さ れ た 。
(A)未 処 理 LDLに 特 異 的 な も の （ 本 抗 体 ２ ）
　 N4B10お よ び N5D4は oxLDLよ り も 未 処 理 LDLに 強 く 反 応 し た 。 酸 化 時 間 ゼ ロ の LDL（ 未 処 理
LDL） に は 強 く 結 合 し た が 、 少 し で も 酸 化 時 間 が 増 え る に つ れ 反 応 性 が 減 少 し 、 約 4時 間 で
横 ば い と な っ た 。 LDLが 酸 化 さ れ る こ と に よ っ て こ れ ら の 抗 体 の 認 識 す る エ ピ ト ー プ が 失
わ れ る と 推 定 さ れ る 。
(B) 未 処 理 と 酸 化 、 ど ち ら の LDLに も 同 様 に 反 応 す る も の （ 本 抗 体 １ ）
O2G12お よ び N2E10は 、 LDLの 酸 化 時 間 に か か わ ら ず 一 定 の 反 応 性 を 維 持 し た 。 こ れ ら の 抗
体 の 認 識 す る エ ピ ト ー プ は 酸 化 に よ っ て 変 化 を 受 け に く い 部 分 に あ る と 考 え ら れ る 。
(C) 酸 化 LDLに 特 異 的 な も の （ 本 抗 体 ３ ）
O1F9は LDLの 酸 化 が 進 む に つ れ て 反 応 性 が 増 加 し た 。 酸 化 に よ っ て 生 じ る エ ピ ト ー プ を 認
識 し て い る も の と 考 え ら れ る 。 N3C2は 他 の 実 験 に よ り 、 由 来 す る ヒ ト LDLに よ り 反 応 性 が
異 な り 、 酸 化 の 程 度 に は 関 係 し な い こ と が 判 明 し た 。 す な わ ち 、 個 人 差 に 関 わ る エ ピ ト ー
プ を 認 識 し て い る ら し い 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 ・ oxLDL-β 2-GPI複 合 体 に 対 す る 各 抗 体 の 反 応 性
　 以 下 の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 、 oxLDL-β 2-GPI複 合 体 に 対 す る 各 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 調 べ た 。
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト （ Immulon 2HB） の 各 ウ エ ル に マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 β 2-GPI抗 体
（ WB-CAL-1） 、 8μ g/mlを PBS, pH7.4で 調 製 し た も の を 、 50μ l/wellず つ 加 え 、 4℃ で 一 晩
静 置 し 、 WB-CAL-1を プ レ ー ト に 固 相 化 し た 。
　 そ の 後 、 0.05% Tween 20含 有 PBS（ T-PBS） を 200μ l/wellず つ 加 え 3回 洗 い 、 1%ス キ ム ミ
ル ク を 含 有 す る PBS（ ブ ロ ッ キ ン グ 液 ） を 200μ l/well加 え 、 室 温 で 1時 間 静 置 し た 。
　 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 捨 て た 後 、 0.5%ス キ ム ミ ル ク 、 10 mM　 MgCl 2 含 有 PBS（ S-PBS） で 、 適
宜 希 釈 し た 被 検 検 体 を 、 50μ l/wellず つ 上 記 の WB-CAL-1を 固 相 化 し た プ レ ー ト に 入 れ 、 27
o Cで 2時 間 静 置 し 、 T-PBSで ウ エ ル を 3回 洗 浄 し た 。
　 次 い で 、 実 施 例 ２ で 得 た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ビ オ チ ン 化 し た ビ オ チ ン 化 抗 体 を S-PB
Sで 0.2μ g/mlに 希 釈 し 、 100μ l/well入 れ 、 室 温 で 1時 間 静 置 し た 。 T-PBSで ウ エ ル を 3回 洗
浄 し た 後 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ vector #SA-50
4, 1mg/ml） を S-PBSで 1,500倍 希 釈 し た も の を 100μ /well入 れ 、 室 温 で 30分 静 置 し た 。 洗
浄 の 後 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 4 mgを 0.1 Mク エ ン 酸 緩 衝 液 、 pH5.0、 10 mlで 溶 解 し 、 30%
過 酸 化 水 素 水 10μ を 加 え て 混 和 し た も の を 100μ /well入 れ 発 色 さ せ 、 490 nmの 吸 光 度 を 測
定 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 N2E10お よ び O2G12は oxLDL-β 2-GPI複 合 体 を 良 く 認 識 し 、 N3C
2は ほ と ん ど 認 識 し な い こ と が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ・ ２ 種 類 の 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法
　 固 相 化 抗 体 と し て N2E10を 、 プ ロ ー ブ 抗 体 （ ビ オ チ ン 化 抗 体 ） と し て そ の 他 の ５ 種 類 の
抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ O1F9、 N3C2、 O2G12、 N4B10、 N5D4） を 、 検 体 と し て 未 処 理
Ｌ Ｄ Ｌ ま た は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ そ れ ぞ れ 用 い 、 実 施 例 ４ の 方 法 に 準 じ て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
法 を 実 施 し た 。 測 定 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
　 そ の 結 果 、 プ ロ ー ブ 抗 体 と し て 使 用 し た 5つ の 抗 体 そ れ ぞ れ に つ い て 、 未 処 理 LDLま た は
oxLDLを 直 接 固 相 化 し た 場 合 （ 実 施 例 ３ 、 図 １ ） と 同 じ 傾 向 の 反 応 性 が 観 察 さ れ た 。 こ の
こ と か ら 、 N2E10の 認 識 す る LDL上 の エ ピ ト ー プ は 、 他 の 5つ の 抗 体 の 認 識 す る エ ピ ト ー プ
と 重 な ら ず 、 し か も nLDLま た は oxLDLを 確 実 に と ら え て 5つ の 抗 体 の 特 性 を よ く 発 揮 さ せ る
こ と が で き る と 考 え ら れ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ・ 抗 β 2-GPI抗 体 （ 固 相 化 抗 体 ） と 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ プ ロ ー ブ 抗 体 ） を 用
い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 健 常 人 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ 患 者 血 清 中 の Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定
　 健 常 人 血 清 お よ び SLE患 者 血 清 に つ い て 、 実 施 例 ４ と 同 様 の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法
に よ り 、 Ｌ Ｄ Ｌ を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 な お 、 図 中 、 N-1お よ び N-2は 健 常 人 血 清
を 、 S-1～ S-5は SLE患 者 血 清 を 示 す 。
　 そ の 結 果 、 2E10と O2G12と ほ ぼ 同 じ 傾 向 の 反 応 性 を 示 し た が 、 吸 光 度 の 絶 対 値 は O2G12で
低 か っ た 。 そ の 際 、 健 常 人 血 清 よ り 患 者 血 清 で 減 少 傾 向 が 強 か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 未 処 理 Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ の 双 方 に 同 等 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 、 未 処 理 Ｌ
Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 高 い 抗 体 、 お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 特 異 性 が 高 い 抗 体 な ど 多 様 な
抗 LDLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ 、 こ れ ら の 抗 体 を 目 的 に 応 じ て 組 み 合 わ せ る こ と に
よ り 、 Ｌ Ｄ Ｌ お よ び ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 測 定 し た り 、 双 方 を 同 時 に 測 定 す る こ
と が で き 、 動 脈 硬 化 性 疾 患 等 の 診 断 薬 や 、 こ れ ら の 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 を 開 発 す る 上 で 極
め て 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
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【 図 １ 】 各 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ｎ Ｌ Ｄ Ｌ お よ び 酸 化 度 の 異 な る ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対
す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ 。 （ Ａ ） は ｎ Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 的 な 抗 体 、 （ Ｂ ） は ｎ Ｌ Ｄ Ｌ と ｏ ｘ Ｌ
Ｄ Ｌ の 双 方 に 反 応 す る 抗 体 、 （ Ｃ ） は ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 特 異 的 な 抗 体 の 反 応 性 を そ れ ぞ れ 示 す
。 縦 軸 は 490nmで の 吸 光 度 （ OD） を 示 す 。
【 図 ２ 】 各 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の oxLDL-β 2-GPI複 合 体 に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ
ラ フ 。 カ ッ コ 内 は 各 抗 体 の LDLに 対 す る 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ２ 種 類 の 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 結 果
を 示 す グ ラ フ 。 黒 い 棒 グ ラ フ は 、 ｏ ｘ Ｌ Ｄ Ｌ に 対 す る 反 応 性 を 、 白 抜 き の 棒 グ ラ フ は ｎ Ｌ
Ｄ Ｌ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 抗 β 2-GPI抗 体 （ 固 相 化 抗 体 ） と 抗 Ｌ Ｄ Ｌ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ プ ロ ー ブ 抗 体 ）
を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 健 常 人 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ 患 者 血 清 中 の Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定
結 果 を 示 す グ ラ フ 。
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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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