
(57)【要約】
　【課題】　サル血漿の存在下でヒト化抗体等のヒトイムノグロブリン（ヒト Ig）の定常
領域を含む蛋白質の検出および定量をするのに用いることができる、抗体が求められてい
る。
　【解決手段】　ヒト Ig、ヒト Igの定常領域またはヒト Igの定常領域の部分断片を抗原と
して、サルを免疫し、該抗原と特異的に反応する抗体を採取することにより、サルイムノ
グロブリンと反応せずヒト Igの定常領域を含む蛋白質と特異的に反応する抗体を得ること
ができる。
　【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 反 応 せ ず 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る
抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
サ ル が カ ニ ク イ ザ ル で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の
定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る
抗 体 を 採 取 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
以 下 の （ ａ ） お よ び （ ｂ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 製 造 方 法 。
（ ａ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 採 取 す る 工 程
（ ｂ ） サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と （ ａ ） で 採 取 し た 抗 体 を 接 触 さ せ た 後 、 サ ル イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン と 結 合 し な か っ た 抗 体 を 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ５ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 製 造 方 法 。
（ ａ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 採 取 す る 工 程
（ ｂ ） サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と （ ａ ） で 採 取 し た 抗 体 を 接 触 さ せ た 後 、 サ ル イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン と 結 合 し な か っ た 抗 体 を 回 収 す る 工 程
（ ｃ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と （ ｂ ） で 回 収 し た 抗 体 を 接 触 さ せ
た 後 、 該 蛋 白 質 と 結 合 し た 抗 体 を 該 蛋 白 質 か ら 解 離 さ せ て 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ６ 】
サ ル が カ ニ ク イ ザ ル で あ る 、 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 断 片 が 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 二 量 体 化 Ｖ 領 域 、 お よ び ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Ｖ 領 域 か
ら 選 ば れ る 抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 放 射 性 同 位 元 素 、 蛋 白 質 ま た は 低 分 子
化 合 物 で 標 識 し た 誘 導 体 。
【 請 求 項 ９ 】
蛋 白 質 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ も し く は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 ま た は 請 求 項 ８ も し く は ９ に 記 載 の
誘 導 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 免 疫
学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ も し く は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 ま た は 請 求 項 ８ も し く は ９ に 記 載 の
誘 導 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 サ ル 血 漿 存 在 下 で 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域
を 含 む 蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 が 、 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 が 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト 化 抗 体 お
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よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 と 他 の 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か ら 選 ば れ る 蛋 白 質 で
あ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ 以 下 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を Igと 略 す ） に は 反 応 せ ず
ヒ ト Igの 定 常 領 域 （ 以 下 、 Ｃ 領 域 と 略 す ） と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 該
抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 、 該 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 標 識 し た 誘 導 体 、 該 抗 体 、
該 抗 体 断 片 ま た は 該 誘 導 体 を 用 い る 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た
は 定 量 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト Igは ヒ ト の 免 疫 機 能 を に な う 蛋 白 質 で あ る 。 近 年 、 非 ヒ ト 動 物 で 作 製 し た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 体 内 で の 免 疫 原 性 を 低 く し 、 細 胞 障 害 活 性 を 高 め る た め 、 該 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 （ 以 下 、 Ｖ 領 域 と 称 す る ） と ヒ ト Igの Ｃ 領 域 か ら な る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗
体 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ 以 下 、 CDRと 称 す る ） を ヒ ト Igの Ｖ 領 域 中
に 移 植 し た ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 （ 以 下 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 を 合 わ
せ て ヒ ト 化 抗 体 と 称 す る ） 、 あ る い は ヒ ト Ig遺 伝 子 を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 を 用 い て 作 製 し た ヒ ト Igが 医 薬 品 と し て 開 発 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト Igお よ び ヒ ト 化 抗 体 は 通 常 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 等 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い て
、 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 ま た 、 サ ル に 投 与 し た ヒ ト 化 抗 体 を 、 サ
ル 血 液 中 で 検 出 ま た は 定 量 す る 場 合 は 、 ヒ ト 化 抗 体 の 抗 原 を コ ー ト し た プ レ ー ト に 血 液 サ
ン プ ル を 反 応 さ せ て 洗 浄 し 、 サ ル 血 中 の サ ル Igと 分 離 し た 後 、 上 記 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 反
応 さ せ て 検 出 す る 方 法 が 行 わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ お よ び ３ 参 照 ） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 「 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ァ ー マ コ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ エ ク ス ペ リ メ ン
タ ル ・ セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス （ The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeut
ics） 」 ， （ 米 国 ） ， １ ９ ９ ９ 年 ， 第 ２ ９ １ 巻 ， 第 ３ 号 ， ｐ ． １ ０ ６ ０ － １ ０ ６ ７
【 非 特 許 文 献 ２ 】 「 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ァ ー マ コ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ エ ク ス ペ リ メ ン
タ ル ・ セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス （ The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeut
ics） 」 ， （ 米 国 ） ， １ ９ ９ ９ 年 ， 第 ２ ９ ２ 巻 ， 第 ２ 号 ， ｐ ． ８ １ ０ － ８ １ ６
【 非 特 許 文 献 ３ 】 「 イ ム ノ ロ ジ ー （ Immunology） 」 ， （ イ ギ リ ス ） ， １ ９ ９ ５ 年 ， 第 ８ ５
巻 ， 第 ４ 号 ， ｐ ． ６ ６ ８ － ６ ７ ４
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 サ ル は 分 類 学 的 に ヒ ト に 近 く Igの ア ミ ノ 酸 配 列 も ヒ ト と 非 常 に 相 同 性 が 高 い と 考 え ら れ
る 。 し た が っ て 、 サ ル に 投 与 し た ヒ ト Igを 、 サ ル 血 液 中 で 検 出 ま た は 定 量 す る 場 合 に 、 通
常 用 い ら れ る マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 等 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 、 血 液 サ ン プ ル と 直 接 反 応 さ
せ る と 、 抗 IgG抗 体 が サ ル の 血 液 中 に 存 在 す る サ ル IgGと も 反 応 し 、 正 確 に 検 出 や 定 量 が で
き な い 。 ま た 、 測 定 す る ヒ ト Igの Ｖ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 ま た は 該 ヒ ト Igの 抗 原 を
用 い れ ば 、 サ ル 血 液 中 で の 検 出 や 定 量 は 可 能 で あ る と 考 え ら れ る が 、 個 々 の 抗 体 ご と に 、
抗 原 や Ｖ 領 域 が 異 な る の で 、 確 立 し た 測 定 法 を 別 の ヒ ト Igの 測 定 に 適 用 で き な い と い う 問
題 を 持 つ 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 サ ル の 血 漿 の 存 在 下 で ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 を す る の に 用 い る
こ と が で き る 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 求 め ら れ て
い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 本 発 明 は 以 下 の （ １ ） ～ （ １ ３ ） に 関 す る 。
（ １ ） サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 反 応 せ ず 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。
（ ２ ） サ ル が カ ニ ク イ ザ ル で あ る （ １ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。
（ ３ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 採 取 す る 工 程 を 含 む 、 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の
製 造 方 法 。
（ ４ ） 以 下 の （ ａ ） お よ び （ ｂ ） の 工 程 を 含 む 、 （ ３ ） に 記 載 の 製 造 方 法 。
（ ａ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 採 取 す る 工 程
（ ｂ ） サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と （ ａ ） で 採 取 し た 抗 体 を 接 触 さ せ た 後 、 サ ル イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン と 結 合 し な か っ た 抗 体 を 回 収 す る 工 程
（ ５ ） 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 、 （ ４ ） に 記 載 の 製 造 方 法 。
（ ａ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 部 分 断 片 か ら 選 ば れ る 抗 原 を 用 い て サ ル を 免 疫 し 、 該 抗 原 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 採 取 す る 工 程
（ ｂ ） サ ル イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と （ ａ ） で 採 取 し た 抗 体 を 接 触 さ せ た 後 、 サ ル イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン と 結 合 し な か っ た 抗 体 を 回 収 す る 工 程
（ ｃ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と （ ｂ ） で 回 収 し た 抗 体 を 接 触 さ せ
た 後 、 該 蛋 白 質 と 結 合 し た 抗 体 を 該 蛋 白 質 か ら 解 離 さ せ て 回 収 す る 工 程
（ ６ ） サ ル が カ ニ ク イ ザ ル で あ る 、 （ ３ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 製 造 方 法 。
（ ７ ） 抗 体 断 片 が 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 二 量 体 化 Ｖ 領 域 、 お よ び ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Ｖ
領 域 か ら 選 ば れ る 抗 体 断 片 で あ る （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 断 片 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ ８ ） （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 放 射 性 同 位 元 素 、 蛋 白 質 ま た
は 低 分 子 化 合 物 で 標 識 し た 誘 導 体 。
（ ９ ） 蛋 白 質 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 （ ８ ） に 記 載 の 誘 導 体 。
（ １ ０ ） （ １ ） も し く は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 ま た は （ ８ ） も し く は （
９ ） に 記 載 の 誘 導 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む
蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 。
（ １ １ ） （ １ ） も し く は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 ま た は （ ８ ） も し く は （ ９
） に 記 載 の 誘 導 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 サ ル 血 漿 存 在 下 で 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 。
（ １ ２ ） 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 が 、 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ る 、 （ １ ０ ） ま た は
（ １ １ ） に 記 載 の 方 法 。
（ １ ３ ） ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 を 含 む 蛋 白 質 が 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ト
化 抗 体 お よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 と 他 の 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か ら 選 ば れ る
蛋 白 質 で あ る 、 （ １ ０ ） ま た は （ １ １ ） に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 提 供 さ れ
る 。 該 抗 体 、 該 抗 体 断 片 ま た は 該 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 の 誘 導 体 を 用 い る こ と に よ り 、
サ ル の 血 漿 の 存 在 下 で 、 サ ル Igと 区 別 し て ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量
を 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 ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 で あ れ ば
、 い ず れ の 抗 体 で あ っ て も よ く 、 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 が あ
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げ ら れ る 。
　 本 発 明 に お い て サ ル と は 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 に 属 す る 動 物 を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 カ
ニ ク イ ザ ル 、 ア カ ゲ ザ ル 、 リ ス ザ ル 、 マ ー モ セ ッ ト 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 検 出 ま た は 定 量 す る
こ と が で き る 。 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と し て は 、 ヒ ト Ig、 ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び ヒ ト
Igの Ｃ 領 域 と 他 の 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 等 が あ げ ら れ る 。 他 の 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば サ
イ ト カ イ ン 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 等 が あ げ ら れ る 。
　 以 下 に 本 発 明 の 抗 体 、 該 抗 体 断 片 、 該 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 標 識 し た 誘 導 体 の 製 造 方
法 、 お よ び 該 抗 体 、 該 抗 体 断 片 ま た は 該 誘 導 体 を 用 い た ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検
出 ま た は 定 量 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
１ ． 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 抗 原 と し て サ ル を 免 疫 す る こ と に よ り
製 造 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 免 役 す る 動 物 自 身 の 蛋 白 質 で そ の 動 物 を 免 疫 し た 場 合 に
は 、 免 疫 さ れ た 動 物 自 身 の 蛋 白 質 に 反 応 す る 抗 体 は 作 ら れ な い の で 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含
む 蛋 白 質 で サ ル を 免 疫 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 し 、 し か も 自 己 の
蛋 白 質 で あ る サ ル Igと は 反 応 し な い 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ １ ） 抗 原
　 抗 原 と し て は 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 で あ れ ば 、 い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。
ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と し て は 、 ヒ ト Ig、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 、 お よ び ヒ ト 化 抗 体 お よ
び ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 他 の 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 を あ げ る こ と が で き る 。 他 の 蛋 白 質 と し て
は サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 等 が あ げ ら れ る 。 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と し て は 、 Ｃ 領
域 全 て で あ っ て も そ の 部 分 断 片 で あ っ て も 抗 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ヒ ト Igの Ｃ 領
域 の 部 分 断 片 と し て は 、 ヒ ト Ig重 鎖 の Ｃ 領 域 の 部 分 断 片 、 ヒ ト Ig軽 鎖 の Ｃ 領 域 の 部 分 断 片
を あ げ る こ と が で き る 。 抗 原 と す る ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 は 、 検 出 ま た は 定 量 す る
ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の ク ラ ス （ IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgE） と 同 じ ク ラ ス の
も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ヒ ト Igは 、 市 販 さ れ て い る も の を 用 い る こ と も で き る し 、
ヒ ト 血 液 か ら 精 製 し た も の を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ２ ） 動 物 の 免 疫
　 免 疫 に 用 い る 動 物 と し て は 、 サ ル で あ れ ば 、 い か な る サ ル で も よ い が 、 血 液 中 で の ヒ ト
Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 を 行 な う サ ル と 同 じ 種 類 の サ ル に 免 疫 す る の が
好 ま し い 。 例 え ば 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 投 与 し 、 体 内 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含
む 蛋 白 質 を 検 出 ま た は 定 量 す る た め に よ く 用 い ら れ る カ ニ ク イ ザ ル 、 ア カ ゲ ザ ル 、 リ ス ザ
ル 、 マ ー モ セ ッ ト 等 を あ げ る こ と が で き る 。 以 下 に カ ニ ク イ ザ ル を 用 い た 例 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ０ ～ 20歳 令 の カ ニ ク イ ザ ル に 、 上 記 １ ． （ １ ） で 調 製 し た 抗 原 を 免 疫 す る 。 免 疫 は 、 動
物 の 皮 下 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 お よ び 筋 肉 内 に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と と も に 抗 原 を ５ 日 ～ ２
週 間 お き に ３ ～ 10回 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。 １ 回 あ た り の 抗 原 の 投 与 量 は サ ル １ 匹 当 た
り １ ～ ２ mgが 好 ま し い 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Freund
’ s Complete Adjuvant） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 百 日 咳 菌 ワ ク チ ン 等 が あ げ ら れ る
。 各 投 与 後 ３ ～ 20日 目 に 免 疫 し た サ ル よ り 採 血 し て 血 清 を 回 収 し 、 該 血 清 の 抗 原 に 対 す る
反 応 性 を 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ 以 下 、 ELISAと 略 す ） 等 で 測 定 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価
を 示 す ま で 免 疫 を 続 け る 。
　 十 分 な 抗 体 価 を 確 認 し た 後 に 頚 動 脈 等 か ら 全 血 を 回 収 し 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質
に 反 応 す る 抗 血 清 を 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ELISAは 、 以 下 の よ う に し て 行 な う こ と が で き る 。
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　 ヒ ト Igを 96ウ ェ ル プ レ ー ト 等 に コ ー ト し 、 免 疫 し た サ ル よ り 回 収 し た 血 清 を 第 一 抗 体 と
し て 反 応 さ せ る 。 第 一 抗 体 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 酵 素 ま た は ビ オ チ ン で 標 識 し た ヒ
ト Igを 二 次 抗 体 と し て 添 加 し 、 反 応 さ せ る 。 酵 素 で 標 識 し た ヒ ト Igを 反 応 さ せ る 場 合 は 、
反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 標 識 し た 酵 素 に 応 じ た 発 色 反 応 を 行 い 、 発 色 量 を 分 光 光 度 計
で 測 定 す る 。 発 色 量 を 指 標 と し て 回 収 し た 血 清 中 の 抗 体 価 を 測 定 す る 。 ビ オ チ ン で 標 識 し
た ヒ ト Igを 反 応 さ せ る 場 合 は 、 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 さ ら に 酵 素 標 識 し た ア ビ ジ ン を 添 加 し
、 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 標 識 し た 酵 素 に 応 じ た 発 色 反 応 を 行 い 、 発 色
量 を 分 光 光 度 計 で 測 定 す る 。 発 色 量 を 指 標 と し て 回 収 し た 血 清 中 の 抗 体 価 を 測 定 す る 。 標
識 に 用 い る 酵 素 と し て は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ ３ ） 抗 体 の 精 製
　 １ ． （ ２ ） で 作 製 し た 抗 血 清 か ら 、 遠 心 分 離 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 塩 析 、 カ プ リ ル
酸 沈 殿 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 プ ロ テ イ ン Ａ － カ ラ ム 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム 等 を 用 い て 、 IgGあ る い は IgM画 分 を 回 収 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 精 製 す る こ と が で き る 。 特 に 、 以 下 に 示 す よ う に サ ル 血 漿 蛋 白 質 ま た は サ ル Igを 固 定 化
し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム や ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ
ラ ム を 用 い る こ と に よ り 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反
応 す る 抗 体 を 効 率 的 に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ ２ ） で 得 ら れ た 抗 血 清 中 に 、 ヒ ト Igだ け で な く サ ル Igに 反 応 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る
と 、 サ ル Igが 大 量 に 含 ま れ て い る サ ル 血 漿 の 存 在 下 で は 、 こ の 抗 体 が サ ル Igに も 反 応 す る
た め 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 特 異 的 に 検 出 ま た は 定 量 す る こ と が で き な い 。 し た
が っ て （ ２ ） で 得 ら れ た 抗 血 清 を 、 サ ル Igと 接 触 さ せ て 、 抗 血 清 中 の サ ル Igと 反 応 す る 抗
体 を サ ル Igに 結 合 さ せ た 後 、 サ ル Igと 結 合 し な か っ た 画 分 を 回 収 す る こ と に よ り 、 （ ２ ）
で 得 ら れ た 抗 血 清 か ら サ ル Igと 反 応 す る 抗 体 を 除 去 し 、 本 発 明 の 、 サ ル Igに 反 応 せ ず で ヒ
ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 担 体 に 結 合 さ せ る サ ル Igは 、 精 製 し た サ ル Igで も よ い し 、 サ ル 血 漿 蛋 白 質 全 体 を 用 い て
も よ い 。 サ ル Igま た は サ ル 血 漿 蛋 白 質 は 、 血 液 中 で の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出
ま た は 定 量 を 行 な う サ ル と 同 じ 種 類 の サ ル か ら 得 ら れ た も の が 好 ま し い 。 サ ル Igを 固 定 化
す る 担 体 と し て は 、 臭 化 シ ア ン （ 以 下 、 CNBrと も 表 記 す る ） で 、 結 合 用 リ ン カ ー を 活 性 化
し た セ フ ァ ロ ー ス 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 血 清 と サ ル Ig固 定 化 担 体 を 接 触 さ せ て 、 サ ル Igと 反 応 す る 抗 体 を 該 担 体 と 結 合 さ せ 、
該 担 体 と 結 合 し な か っ た 抗 体 を 回 収 す る 方 法 と し て は 、 サ ル Igを 固 定 化 し た 担 体 を カ ラ ム
に つ め て ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作 製 し 、 こ の カ ラ ム に 抗 血 清 を 流 し 、 素 通 り し た 抗 血 清
を 回 収 す る 方 法 、 固 定 化 担 体 を 抗 血 清 に 添 加 し 、 攪 拌 し て 反 応 さ せ た 後 、 ろ 過 や 遠 心 分 離
等 に よ り 、 抗 血 清 を 担 体 と 分 離 し て 回 収 す る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。 サ ル Igと 反 応 す る 抗 体
の 除 去 の た め に は 、 回 収 し た 抗 血 清 を 用 い て 同 じ 操 作 を 繰 り 返 す の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 上 の よ う に し て 回 収 し た 画 分 を 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 固 定 化 し た 担 体 と 接
触 さ せ 、 抗 体 を 該 蛋 白 質 と 結 合 さ せ た 後 、 該 蛋 白 質 と 結 合 し た 抗 体 を 該 蛋 白 質 か ら 解 離 さ
せ て 、 回 収 す る こ と に よ り 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と 特 異 的 に
反 応 す る 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 該 蛋 白 質 を 固 定 化 す る 担 体 と し て は 、 臭 化 シ ア ン
で 、 結 合 用 リ ン カ ー を 活 性 化 し た セ フ ァ ロ ー ス 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 体 と 該 蛋 白 質 固 定 化 担 体 を 接 触 さ せ て 、 抗 体 を 該 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、
該 蛋 白 質 を 固 定 化 し た 担 体 を カ ラ ム に つ め て ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作 製 し 、 こ の カ ラ ム
に 抗 体 を 含 む 溶 液 を 流 し 結 合 さ せ る 方 法 、 固 定 化 担 体 を 抗 体 を 含 む 溶 液 に 添 加 し 、 攪 拌 し
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て 反 応 さ せ た 後 、 ろ 過 や 遠 心 分 離 等 に よ り 担 体 を 回 収 す る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。 本 発 明 の
抗 体 を 効 率 的 に 回 収 す る た め に は 、 カ ラ ム を 素 通 り し た 画 分 や 担 体 を 回 収 し た 後 の 溶 液 を
抗 体 を 含 む 溶 液 と し て 用 い て 、 同 じ 操 作 を 繰 り 返 す の が 好 ま し い 。 該 蛋 白 質 と 結 合 し た 抗
体 を 該 蛋 白 質 か ら 解 離 さ せ て 、 回 収 す る 方 法 と し て は 、 酸 性 溶 液 に よ り 溶 出 さ せ る 方 法 等
が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 上 の よ う に し て 製 造 し た 本 発 明 の 抗 体 が 、 サ ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 と 特 異
的 に 反 応 す る こ と は 、 １ ． （ ２ ） に 記 載 し た ELISAに お い て 、 プ レ ー ト に ヒ ト Igの Ｃ 領 域
を 含 む 蛋 白 質 を コ ー ト し 、 サ ル 血 漿 で 希 釈 し た 本 発 明 の 抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い て 反 応
を 行 い 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 酵 素 標 識 し た ヒ ト Igを 二 次 抗 体 と し て 添 加 し 、 反 応 さ せ る 。
反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 標 識 し た 酵 素 に 応 じ た 発 色 反 応 を 行 い 、 発 色 が み ら れ る こ と
に よ り 、 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
２ ． 本 発 明 の 抗 体 断 片 の 製 造
　 本 発 明 の 抗 体 断 片 と し て は 、 Fab、 Fab'お よ び F(ab') 2 が あ げ ら れ る 。
　 Fabは 、 抗 体 を パ パ イ ン で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 の う ち 、 Ｈ 鎖 の Ｎ 末 端 側 約 半 分 と Ｌ 鎖
全 体 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 結 合 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る
。 本 発 明 の Fabは 、 本 発 明 の 抗 体 を パ パ イ ン で 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。
　 F(ab') 2 は 、 抗 体 を ペ プ シ ン で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 の う ち 、 Fabが ヒ ン ジ 領 域 の ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ た も の よ り や や 大 き い 、 分 子 量 約 10万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す
る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 の F(ab') 2 は 、 本 発 明 の 抗 体 を ペ プ シ ン で 処 理 し て 得 る こ と が
で き る 。 ま た は 、 下 記 の Fab'を チ オ エ ー テ ル 結 合 あ る い は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ せ 、 作 製 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Fab'は 、 上 記 F(ab') 2 の ヒ ン ジ 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原
結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 の Fab'は 、 上 記 の F(ab') 2 を 還 元 剤 ジ チ オ ス レ
イ ト ー ル で 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
３ ． 本 発 明 の 抗 体 を 標 識 し た 誘 導 体 の 製 造
　 １ ． ま た は ２ ． に 記 載 の 方 法 で 製 造 し た 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 中 の 適 当 な 置 換
基 、 側 鎖 、 ま た は 糖 鎖 に 放 射 性 同 位 元 素 、 蛋 白 質 あ る い は 低 分 子 化 合 物 な ど を 化 学 的 手 法
〔 抗 体 工 学 入 門 、 地 人 書 館  (1994)〕 に よ り 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び
該 抗 体 断 片 を 標 識 し た 誘 導 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 3 2 P、 3 H、 1 4 C、 1 2 5 I、 1 3 1 I等 が あ げ ら れ 、 例 え ば 、 ク ロ ラ ミ
ン Ｔ 法 に よ り 、 抗 体 の チ ロ シ ン 残 基 に 1 2 5 Iま た は 1 3 1 Iを 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
　 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ 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 脱 水 素 酵 素 等 の 酵 素 が あ げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 低 分 子 化 合 物 と し て は 、 例 え ば ビ オ チ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC
） や フ ィ コ エ リ ス リ ン 等 の 蛍 光 色 素 お よ び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 等 の 各 種 ハ
プ テ ン 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
４ ． 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 方 法
（ １ ） 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 検 出 方 法 お よ び 定 量 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 、 該 抗 体 断 片 、 ま た は 標 識 し た 該 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 の 誘 導 体 を 用 い
て 、 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 該 抗 体 断 片 、 ま た は 該 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 を 標 識 し た 誘 導 体 を 用 い
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る 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 方 法 ま た は 定 量 方 法 と し て は 、 蛍 光 抗 体 法 、 ELIS
A、 放 射 免 疫 測 定 法 （ RIA） 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 、 表 面
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ ー を 用 い る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の 検 出 方 法 ま た は
定 量 方 法 は 、 文 献 〔 Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Third edition,
 Academic Press (1996); 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル ， 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク
 (1987)； J. Immunol. Methods, , 1 (1997)〕 の 記 載 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。
以 下 に 、 簡 単 に 各 方 法 を 述 べ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 蛍 光 抗 体 法 は 、 細 胞 や 組 織 切 片 を 測 定 試 料 と し 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 を 蛍
光 標 識 し た 誘 導 体 を 反 応 さ せ 、 蛍 光 物 質 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 、 蛍 光 顕 微 鏡 等 で 測 定 す
る 方 法 で あ る 。
　 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 は 、 細 胞 や 組 織 切 片 を 測 定 試 料 と し 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は 該 抗 体
断 片 を 酵 素 標 識 し た 誘 導 体 を 反 応 さ せ 、 酵 素 に 対 す る 発 色 反 応 を 行 う こ と に よ り 、 ヒ ト Ig
の Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ELISAは 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 含 む 測 定 試 料 に 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は 該 抗
体 断 片 を 酵 素 標 識 し た 誘 導 体 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 酵 素 反 応 に よ り 発 色 す る 基 質 を 添 加 し て
反 応 を 行 な い 、 発 色 色 素 を 分 光 光 度 計 で 測 定 す る 方 法 で あ る 。
　 RIAは 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 含 む 測 定 試 料 に 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は 該 抗 体
断 片 を 放 射 性 同 位 体 で 標 識 し た 誘 導 体 を 反 応 さ せ 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー な ど で 放
射 能 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 は 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 含 む 測 定 試 料 を ド デ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） で 分 画 し た 後 、 ゲ ル か
ら 蛋 白 質 を ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン （ PVDF） 膜 あ る い は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン
グ し 、 こ の 膜 に 本 発 明 の 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 を 酵 素 で 標 識 し た 誘 導 体 を 反 応 さ せ 、 さ
ら に 酵 素 反 応 に よ り 発 色 あ る い は 発 光 す る 基 質 を 添 加 し て 反 応 を 行 な い 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域
を 含 む 蛋 白 質 を バ ン ド と し て 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ ー を 用 い る 方 法 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 該 抗 体 断 片 ま た は
そ の 誘 導 体 を 金 を コ ー ト し た セ ン サ ー チ ッ プ に 結 合 さ せ 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を
含 む 測 定 試 料 を 反 応 さ せ た 時 の セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 の 屈 折 率 変 化 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ ２ ） サ ル 血 漿 を 含 む 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 方 法
　 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 投 与 し た サ ル か ら 採 取 し た 血 液 や 血 清 の よ う な 、 サ ル 血
漿 を 含 む 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 は 、 以 下 に 示 す よ う に 本 発 明 の 抗 体 、
該 抗 体 断 片 、 あ る い は こ れ ら を 標 識 し た 誘 導 体 を 用 い た ELISAや RIAに よ り 、 検 出 ま た は 定
量 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ELISAは 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 サ ル 血 漿 を 含 む 測 定 試 料 は そ の ま ま で も よ い が 、 適 当 な バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し 、 サ ル 血 漿
濃 度 を あ る 一 定 の 濃 度 、 例 え ば 10％ に 低 下 さ せ て も よ い 。 測 定 試 料 と 同 じ 種 の サ ル の 血 漿
を 同 じ 濃 度 で 含 む 溶 液 を 用 い て 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 標 品 を ２ ～ 100 ng/mLの
濃 度 範 囲 で 段 階 的 に 含 む 溶 液 を 調 製 し 、 標 準 試 料 と す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 静 置 す る
こ と に よ り 固 定 化 す る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン や ス キ ム ミ ル ク 等 を 含 む
溶 液 を 添 加 し て 静 置 し 、 非 特 異 的 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 標 準 試 料 お よ
び 希 釈 し た 測 定 試 料 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 静 置 す る こ と に よ り 、 各 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領
域 を 含 む 蛋 白 質 を プ レ ー ト 上 の 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 適 当 な 濃 度 に 希 釈
し た 、 酵 素 標 識 し た 本 発 明 の 抗 体 ま た は 酵 素 標 識 し た 該 抗 体 断 片 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 静
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置 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 酵 素
反 応 に よ り 発 色 す る 基 質 を 添 加 し て 、 反 応 を 行 な い 、 分 光 光 度 計 に よ り 、 基 質 の 発 色 に 応
じ た 波 長 の 吸 光 度 を 測 定 す る 。 吸 光 度 の 強 さ を 指 標 と し て 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を
含 む 蛋 白 質 を 検 出 で き る 。 標 準 試 料 の 濃 度 を 横 軸 （ X） 、 吸 光 度 を 縦 軸 （ Y） に し て 、 検 量
線 を 作 成 す る 。 こ の 検 量 線 に 基 づ い て 、 測 定 試 料 の 吸 光 度 か ら 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領
域 を 含 む 蛋 白 質 の 濃 度 を 求 め る こ と が で き る 。 こ の 濃 度 に 測 定 試 料 の 希 釈 倍 率 を か け る こ
と に よ り 、 元 の 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 測 定 試 料 が サ ル 血 漿 で な く サ ル 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 血 漿 を 含 む 場 合 も 、 標 準 試 料 の
調 製 を サ ル 血 漿 の 代 わ り に そ の 非 ヒ ト 動 物 血 漿 を 用 い て 行 い 、 同 様 に し て 測 定 す る こ と に
よ り 、 測 定 試 料 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 定 量 を 行 う こ と が で き る 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ヒ ト IgGに 対 す る カ ニ ク イ ザ ル 抗 血 清 の 作 製
（ １ ） カ ニ ク イ ザ ル の 免 疫
　 ヒ ト IgG（ 試 薬 グ レ ー ド 、 シ グ マ － ア ル ド リ ッ チ 社 製 ） を リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 〔 PBSタ ブ レ
ッ ト （ 宝 酒 造 株 式 会 社 製 ） １ 錠 を ミ リ （ Milli） -Q II（ ミ リ ポ ア 社 製 ） で 精 製 し た 水 100 
mLに 用 時 溶 解 し た も の 、 以 下 PBSと 称 す る 〕 に 溶 解 し 、 1 mg/mLヒ ト IgG溶 液 を 調 製 し た 。
ろ 過 滅 菌 後 、 1 mLず つ 分 注 し -20℃ 以 下 で 保 存 し た 。 投 与 前 に 解 凍 し 、 等 量 の フ ロ イ ン ト
不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 〔 ICNバ イ オ メ デ ィ カ ル ズ （ ICN Biomedicals） 社 製 〕 を 加 え 、 室 温 で
１ 時 間 攪 拌 し た （ 以 下 、 抗 原 溶 液 と 称 す る ） 。 調 製 し た 抗 原 溶 液 は 用 時 ま で ５ ℃ で 保 存 し
た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 雄 カ ニ ク イ ザ ル 〔 S-4165C、 サ イ コ ン ブ レ ッ ク （ Siconbrec） 社 よ り 購 入 〕 １ 匹 に 、 １ 回
当 た り 抗 原 溶 液 2 mLを 5～ 10個 所 に 分 け て 、 ６ ～ ７ 日 ご と に ３ 回 皮 下 投 与 し た 。 続 い て １
回 に 投 与 す る 抗 原 溶 液 の 量 を 4 mLに し 、 ７ 日 ご と に ３ 回 皮 下 投 与 し た 。 続 い て ６ ～ ７ 日 ご
と に ５ 回 、 １ 回 あ た り 抗 原 溶 液 2 mLを 筋 肉 内 投 与 し 、 さ ら に 2 mLを 腹 腔 内 投 与 し た 。
　 投 与 ２ 回 目 以 降 、 投 与 前 に 約 1 mLの 血 液 を 無 麻 酔 下 で 後 肢 伏 在 静 脈 ま た は 大 腿 静 脈 か ら
採 取 し 、 後 述 す る （ ２ ） に 記 載 の 方 法 に よ り そ の 血 清 中 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 価 を 測 定 し た 。
そ の 結 果 、 投 与 １ 回 目 か ら ６ 回 目 ま で が 抗 体 価 100、 投 与 ７ 回 目 か ら ８ 回 目 ま で が 抗 体 価 1
000、 投 与 ９ 回 目 か ら １ ０ 回 目 ま で が 抗 体 価 10000で あ っ た 。 な お 、 陽 性 対 照 （ 1 mg/mLヒ
ト IgG溶 液 ） は 、 全 て の 測 定 で 10000を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ ２ ） ELISAに よ る 血 清 中 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 価 の 測 定
　 ま ず 、 採 取 し た カ ニ ク イ ザ ル の 血 液 を 室 温 で １ 時 間 放 置 後 、 ４ ℃ 、 12000 rpmで ５ 分 間
遠 心 分 離 し て 血 清 を 得 た 。 得 ら れ た 血 清 は 測 定 ま で 約 ５ ℃ で 保 存 し た 。
　 上 記 （ １ ） で 調 製 し た 1 mg/mLヒ ト IgG溶 液 を 、 濃 度 が 2 μ g/mLに な る よ う に PBSで 希 釈
し た も の を 、 50 μ l／ ウ ェ ル ず つ 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 〔 ヌ ン ク ・ イ ム ノ ・ プ レ ー ト
・ F96・ マ キ シ ソ ー プ （ Nunc-Immuno plate F96 MaxiSorp） 、 ナ ル ジ ェ ・ ヌ ン ク ・ イ ン タ
ー ナ シ ョ ナ ル （ Nalge Nunc International） 社 製 〕 に 分 注 し 、 約 ５ ℃ で 一 晩 放 置 す る こ と
に よ り 、 固 定 化 し た （ 以 下 、 こ の プ レ ー ト を IgG固 定 ア ッ セ イ プ レ ー ト と 称 す る ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 １ ％ (w/v)の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 〔 フ ラ ク シ ョ ン Ｖ 、 pH 7.0、 セ ロ ロ ジ カ ル ズ ・ プ ロ テ
イ ン ズ （ Serologicals Proteins） 社 製 、 以 下 BSAと 略 す 〕 を 含 む PBS（ 以 下 、 ア ッ セ イ バ
ッ フ ァ ー と 称 す る ） を 調 製 し た 。 未 使 用 の 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に ア ッ セ イ バ ッ フ ァ
ー 300 μ Lず つ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 以 上 放 置 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 後 、 プ レ ー ト ウ
ォ ッ シ ャ ー （ イ ム ノ ウ ォ ッ シ ャ ー NK-300、 ナ ル ジ ェ ・ ヌ ン ク ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ）
を 用 い て 、 洗 浄 用 バ ッ フ ァ ー 〔 0.05％ (v/v)の ツ イ ー ン （ Tween） 20（ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-187421 A 2005.7.14



） を 含 む PBS〕 250μ Lで ３ 回 洗 浄 し た （ 以 下 の プ レ ー ト の 洗 浄 作 業 は 、 全 て こ の 条 件 で 行
な っ た ） 。 以 下 、 こ の プ レ ー ト を 調 製 用 プ レ ー ト と よ ぶ 。 こ の 調 製 用 プ レ ー ト を 用 い て 、
上 記 で 得 ら れ た 血 清 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー お よ び ブ ラ ン ク の サ ル 血 漿 〔 サ ル 無 処 理 血 漿 プ
ー ル 、 免 疫 を し て い な い 複 数 の カ ニ ク イ ザ ル （ 雄 、 ３ ～ ５ 歳 ） の 血 漿 を 集 め た も の （ 新 日
本 科 学 社 製 ） 〕 で そ れ ぞ れ 10 1 ～ 10 9 倍 に 希 釈 し た も の 、 ブ ラ ン ク の サ ル 血 漿 を ア ッ セ イ バ
ッ フ ァ ー で 10 2 ～ 10 1 0 倍 に 希 釈 し た も の 、 お よ び 陽 性 対 照 と し て 上 記 （ １ ） で 調 製 し た ヒ
ト IgG溶 液 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 10 2 ～ 10 1 0 倍 に 希 釈 し た も の を 測 定 試 料 と し て 調 製 し た
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 IgG固 定 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 300 μ Lず つ を 加 え 、 室 温 で １
時 間 以 上 放 置 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 調 製 し た 測 定 試 料 を 50 μ L
／ ウ ェ ル ず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 二 次 抗 体 と し て ア ッ セ イ バ ッ フ ァ
ー で 2000倍 に 希 釈 し た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 以 下 、 HRPと 略 す ） 結 合
ヒ ト IgG（ ICNバ イ オ メ デ ィ カ ル ズ 社 製 ） を 100 μ L／ ウ ェ ル ず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応
さ せ た 。 洗 浄 後 、 基 質 溶 液 〔 2,2'-ア ジ ド -ジ -（ 3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸
） を 含 む 溶 液 （ ABTSペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 、 KPL社 製 ） お よ び 過 酸 化 水 素 を 含 む 溶 液 （ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 Ｂ 、 KPL社 製 ） を 用 時 に 等 量 ず つ 混 合 し た も の 〕 を 100 μ L／ ウ ェ ル ず
つ 加 え 、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 攪 拌 し つ つ 室 温 で 20分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 停 止 液 〔 ５ ％ (w/v
) SDS（ 和 光 純 薬 社 製 ） 水 溶 液 〕 を 50μ L／ ウ ェ ル ず つ 加 え 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 プ レ ー ト
リ ー ダ ー 〔 ス ペ ク ト ラ ・ マ ッ ク ス （ SPECTRA MAX） 340PC（ モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 社 製 ） 〕
で 測 定 波 長 415 nm、 対 照 波 長 490 nmの 吸 光 度 （ OD 4 1 5 / 4 9 0 ） を 測 定 し た 。 測 定 は 全 て １ 測
定 試 料 あ た り 、 ２ 連 で 行 っ た 。 得 ら れ た 吸 光 度 の 平 均 が 0.5を 超 え る 最 大 の 希 釈 倍 率 を 抗
体 価 と し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ ３ ） 抗 血 清 の 調 製
　 （ １ ） の 免 疫 の 結 果 、 10000以 上 の 充 分 な 抗 体 価 の 上 昇 が 見 ら れ た め 、 カ ニ ク イ ザ ル を
ソ ム ノ ペ ン チ ル 〔 シ ェ リ ン グ ・ プ ラ ウ ・ ア ニ マ ル ・ ヘ ル ス （ Schering-Plough Animal Hea
lth） 社 製 〕 で 麻 酔 の 後 、 固 定 台 に 固 定 し て 、 頚 動 脈 に カ ニ ュ レ ー シ ョ ン し 、 回 収 可 能 な
全 て の 血 液 を 回 収 し た 。 採 取 し た 血 液 は 37℃ で １ 時 間 静 置 し た 後 に 、 さ ら に 約 ５ ℃ で １ 晩
静 置 し 、 3000 rpm、 ４ ℃ で ５ 分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 血 清 を 分 離 し 、 一 部 回 収 し た 後 に 5 mL
ず つ に 分 注 し て 約 -80℃ に 保 存 し た 。 合 計 155 mLの 抗 血 清 が 得 ら れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ヒ ト IgGに 対 す る サ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
（ １ ） サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム の 作 製
　 約 3 gの CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー 〔 CNBr-activated Sepharose 4 Fa
st Flow、 ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ （ Amersham Biosciences） 社 製 〕 に 、 1 mmol/
L HCl約 60 mLを 加 え 約 ５ 分 間 攪 拌 し た 後 、 水 流 ア ス ピ レ ー タ ー に 接 続 し た G3グ ラ ス フ ィ ル
タ ー （ ブ フ ナ ー 型 ガ ラ ス ろ 過 器 3G3、 旭 テ ク ノ グ ラ ス 社 製 ） 上 に 移 し 、 吸 引 し つ つ 約 600 m
Lの 1 mmol/L HClで 洗 浄 し た 。 続 い て 約 200 mLの 緩 衝 液 Ａ （ 0.5 mol/L NaCl、 0.1 mol/L N
aHCO 3 、 NaOHで pH 8.0に 調 整 ） で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 洗 浄 し た CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー を 50 mLチ ュ ー ブ に 移 し 、 サ ル 血
漿 （ 新 日 本 科 学 株 式 会 社 製 ） 4 mLと PBS 6 mLを 加 え 、 ロ ー テ ー タ ー （ MTR-103、 井 内 盛 栄
堂 社 製 ） に 取 り 付 け 、 速 度 最 高 で 室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 サ ル 血 漿 蛋 白 質 を 結 合 さ せ た
。
　 反 応 後 の CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト フ ロ ー を 水 流 ア ス ピ レ ー タ ー に 接 続 し た G3
グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 に 移 し た 。 そ の 後 、 吸 引 し つ つ 約 100 mLの 緩 衝 液 Ｂ （ 0.5 mol/L NaCl
、 0.2 mol酢 酸 、 0.2mol/L 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 三 水 和 物 溶 液 で pH 4.0に 調 整 ） を 加 え 洗 浄 し 、
約 100 mLの 緩 衝 液 Ａ を 加 え 洗 浄 し た 。 こ の ２ つ の 緩 衝 液 で の 洗 浄 を さ ら に ２ 回 繰 り 返 し た
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。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 洗 浄 し た CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー を 50 mLチ ュ ー ブ に 移 し 、 0.2 mol
/Lグ リ シ ン を 含 む 緩 衝 液 Ａ （ NaOHで pH 8.0に 調 整 ） を 加 え 、 ロ ー テ ー タ ー に 張 り 付 け 最 高
速 度 で 室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 カ ラ ム 中 の 未 反 応 の 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。
　 反 応 後 の CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー を K9/15カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム ・ バ
イ オ サ イ エ ン シ ズ 社 製 ） に 移 し 、 ペ リ ス タ ポ ン プ に よ り 、 流 速 約 3 mL/分 で 反 応 液 を 溶 出
さ せ 、 約 100 mLの 緩 衝 液 Ａ を 加 え て カ ラ ム を 洗 浄 後 、 冷 蔵 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 な お カ ラ ム 作 製 に 使 用 し た サ ル 血 漿 、 サ ル 血 漿 と 担 体 の 反 応 後 に 担 体 を 取 り 出 し た 反 応
液 、 反 応 後 の 担 体 を 緩 衝 液 Ｂ と 緩 衝 液 Ａ と で １ 回 目 の 洗 浄 し た 時 の 排 出 し た 洗 浄 液 を 試 料
と し て 、 非 還 元 条 件 下 、 ４ － 20％ グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い 、 SDS-PAGEを 行 な っ た 。 そ の 結
果 、 カ ラ ム 作 製 に 使 用 し た サ ル 血 漿 と 比 較 し て 、 反 応 後 の 反 応 液 中 に 残 存 す る 蛋 白 質 は そ
の 1/10程 度 で あ る こ と 、 反 応 後 の 洗 浄 液 中 に 存 在 す る 蛋 白 質 は 微 量 で あ る こ と か ら 、 カ ラ
ム に サ ル 血 漿 蛋 白 質 が 結 合 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ２ ） サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム を 用 い た サ ル 血 漿 蛋 白 質 と 反 応 す る 抗 体 の 除 去
　 （ １ ） で 作 製 し た サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム に ペ リ ス タ ポ ン プ を 接 続 し 、 流 速 3 mL/分 で 0.05 
％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ 以 下 、 TFAと 略 す ） 50 mLお よ び PBS 50mLを 順 に カ ラ ム に 流 し 、 洗 浄
し た 。 続 い て 実 施 例 １ で 作 製 し た ヒ ト IgGに 対 す る サ ル 抗 血 清 10 mLを カ ラ ム に 流 し 、 フ ロ
ー ス ル ー を 回 収 し た 。 そ の 後 、 50 mLの PBS、 50 mLの 0.05％  TFAお よ び 50 mLの PBSを 順 に
カ ラ ム に 流 し 、 洗 浄 し た 。 な お 0.05％  TFAの 溶 出 画 分 は 回 収 し 、 等 量 の PBSを 加 え て 保 存
し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 回 収 し た フ ロ ー ス ル ー を 再 度 カ ラ ム に 流 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し た 。 そ の 後 50
 mLの PBS、 50 mLの 0.05％  TFAお よ び 50 mLの PBSを 順 に カ ラ ム に 流 し 、 洗 浄 し た 。 な お 0.0
5％  TFAの 溶 出 画 分 は 回 収 し 、 等 量 の PBSを 加 え て 保 存 し た 。 こ の 過 程 を さ ら に ２ 回 繰 り 返
し た 。
　 得 ら れ た ４ 回 分 の 0.05％  TFAの 溶 出 画 分 と カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー お よ び 元 の
ヒ ト IgGに 対 す る サ ル 抗 血 清 の 、 ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 を ELISAに て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ELISAは 実 施 例 １ （ ２ ） と 同 様 に し て 行 な っ た 。 た だ し 、 IgG固 定 ア ッ セ イ プ レ ー ト 作 製
の 際 に 分 注 す る ヒ ト IgGは 、 ヒ ト IgG 10 mgに PBS 10 mLを 添 加 し て 溶 液 を 調 製 し 、 こ の 溶
液 の 280 nmの 吸 光 度 （ OD 2 8 0 ） を 測 定 し 、 濃 度 10 mg/mLの と き の OD 2 8 0 を 14と し て 正 確 な 濃
度 （ mg/mL） を 算 出 し た 後 、 炭 酸 緩 衝 液 （ 25 mmol/LNaHCO 3  600 mLと 50 mmol/L Na 2 CO 3  50
0 mLを pH 9.6に な る よ う に 混 合 し た 溶 液 ） を 用 い て 0.25 μ g/mLに な る よ う に 希 釈 し た も
の を 用 い た 。 ま た 、 基 質 溶 液 添 加 後 の 反 応 は 60分 間 行 な っ た 。 測 定 は 各 測 定 試 料 に つ い て
１ 連 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 測 定 試 料 と し て 、 実 施 例 １ （ ２ ） と 同 様 に 作 製 し た 調 製 用 プ レ ー ト を 用 い て 、 上 記 の 精
製 過 程 で 回 収 し た 各 画 分 （ 元 の サ ル 抗 血 清 、 １ ～ ４ 回 目 の 0.05％  TFAの 溶 出 画 分 お よ び カ
ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー ） に つ い て 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 、 サ ル 血 漿 、 お よ び ア ッ
セ イ バ ッ フ ァ ー で 10倍 に 希 釈 し た サ ル 血 漿 （ 以 下 、 10％ サ ル 血 漿 と よ ぶ ） を そ れ ぞ れ 用 い
て ２ 、 10、 100お よ び 1000倍 希 釈 し た も の を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 そ の 結 果 、 元 の 抗 血 清 お よ び カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー に は 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ
ー 中 で も サ ル 血 漿 存 在 下 で も 十 分 な ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 が 見 ら れ た の に 対 し 、 0.05
％  TFAの 溶 出 画 分 の ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 は 弱 く 、 ４ 回 目 の 0.05％  TFAの 溶 出 画 分 で
は 検 出 で き な か っ た （ 図 ２ ～ ４ ） 。 し た が っ て 、 元 の 抗 血 清 お よ び カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ
ロ ー ス ル ー は 、 サ ル Igに 反 応 せ ず ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 に 特 異 的 に 反 応 す る こ と が
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確 認 さ れ た 。 カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー は 、 濃 度 依 存 的 な 結 合 活 性 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ ３ ） ヒ ト IgGカ ラ ム の 作 製
　 約 1 gの BrCN活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー を 秤 量 し 、 1 mmol/L塩 酸 約 20 mLを
加 え 約 ５ 分 間 攪 拌 し た 後 、 水 流 ア ス ピ レ ー タ ー に 接 続 し た G3グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上 に 移 し 、
吸 引 し つ つ 約 200 mLの 1 mmol/L塩 酸 で 洗 浄 し た 。 続 い て 約 40 mLの 緩 衝 液 Ａ で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 洗 浄 し た CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト ・ フ ロ ー を オ ー プ ン チ ッ プ カ ラ ム （ ア シ ス
ト 株 式 会 社 製 ） へ 移 し 、 下 部 に 密 栓 し た 後 に 、 ヒ ト IgG 10mgを PBS 3 mLに 溶 解 さ せ た 溶 液
を 加 え 蓋 を し 、 ロ ー テ ー タ ー に 張 り 付 け 速 度 最 高 で 室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。
　 反 応 後 の CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ４ フ ァ ス ト フ ロ ー を ペ リ ス タ ポ ン プ に 接 続 し 、 流 速 約
3 mL/分 で 反 応 液 を 排 出 し た 後 、 約 20 mLの 緩 衝 液 Ｂ を 加 え 洗 浄 し 、 約 20 mLの 緩 衝 液 Ａ を
加 え 洗 浄 し た 。 こ の ２ つ の 緩 衝 液 で の 洗 浄 を も う ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 洗 浄 し た カ ラ ム 下 部 を 密 栓 し 、 約 3 mLの 0.2mol/Lグ リ シ ン を 含 む 緩 衝 液 Ａ を 加 え て 蓋 を
し た 後 、 ロ ー テ ー タ ー に 張 り 付 け 最 高 速 度 で 室 温 で 約 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。
　 反 応 後 、 ペ リ ス タ ポ ン プ に よ り 流 速 約 ３ mL/分 で 反 応 液 を カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ 、 約 100 m
Lの 緩 衝 液 Ａ を 加 え て カ ラ ム を 洗 浄 後 、 冷 蔵 保 存 し た 。
　 カ ラ ム の 作 製 に 使 用 し た ヒ ト IgG溶 液 、 ヒ ト IgG溶 液 と 担 体 の 反 応 後 に 排 出 し た 反 応 液 、
反 応 後 の カ ラ ム を 緩 衝 液 Ａ お よ び 緩 衝 液 Ｂ で １ 回 目 の 洗 浄 し た 時 の 排 出 し た 洗 浄 液 を 試 料
と し て 、 非 還 元 条 件 下 、 4－ 20％ グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い SDS-PAGEを 行 な っ た 。 そ の 結 果
、 反 応 後 の 反 応 液 お よ び 洗 浄 液 に は IgGは 検 出 さ れ ず 、 カ ラ ム に ヒ ト IgGが 結 合 し て い る こ
と が 確 認 さ れ た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ４ ） ヒ ト IgGカ ラ ム を 用 い た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 （ ３ ） で 作 製 し た ヒ ト IgGカ ラ ム に ペ リ ス タ ポ ン プ を 接 続 し 、 流 速 3 mL/分 で  0.05％  TF
A 10 mLお よ び PBS 10 mLを 順 に カ ラ ム に 流 し 、 洗 浄 し た 。 続 い て （ ２ ） で 回 収 し た サ ル 血
漿 蛋 白 質 カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー を カ ラ ム に 流 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 再 度 カ
ラ ム に 流 し て フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 、 フ ロ ー ス ル ー １ と し た 。 そ の 後 20 mLの PBSで カ ラ ム
を 洗 浄 し た 。 0.05％  TFAを カ ラ ム に 2 mL流 し 、 フ ロ ー ス ル ー を PBSが 2 mL入 っ た チ ュ ー ブ
に 回 収 し た 。 な お こ の 過 程 を さ ら に ４ 回 繰 り 返 し た 。 回 収 し た フ ロ ー ス ル ー を そ れ ぞ れ 溶
出 画 分 １ ～ ５ と し た 。 続 い て 10 mLの PBSで カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し 、 洗
浄 画 分 と し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 得 ら れ た 溶 出 画 分 １ ～ ５ と フ ロ ー ス ル ー １ 、 洗 浄 画 分 お よ び （ ２ ） で 回 収 し た サ ル 血 漿
蛋 白 カ ラ ム に ４ 回 通 し た フ ロ ー ス ル ー に つ い て 、 OD 2 8 0 を 測 定 し 、 非 還 元 条 件 下 、 4－ 20％
グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い SDS-PAGEを 行 な っ た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 溶 出 画 分 １ ～ ５ に 精 製
さ れ た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 回 収 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た こ れ
ら の 各 画 分 の ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 を 、 （ ２ ） に 記 載 の ELISAに よ る 方 法 と 同 様 に し て
確 認 し た 。 そ の 結 果 、 溶 出 画 分 に 回 収 さ れ た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ア ッ
セ イ バ ッ フ ァ ー 中 で も サ ル 血 漿 存 在 下 で も ヒ ト IgGに 対 す る 濃 度 依 存 的 な 結 合 活 性 を 有 し
て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ６ ～ ８ ） 。 し た が っ て 、 溶 出 画 分 に 回 収 さ れ た 抗 ヒ ト IgGサ
ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 サ ル Igと 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 に 特 異 的 に 反
応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 下 記 実 施 例 ３ で HRP標 識 に 用 い た 溶 出 画 分 ３ の 1.5mL以 外 の 、 OD 2 8 0 が 0.1以 上 を 示 す 溶 出
画 分 を １ つ に ま と め 、 OD 2 8 0 が 約 0.14に な る よ う に PBSで 希 釈 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の HRP標 識
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（ １ ） HRP標 識
　 実 施 例 ２ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 溶 出 画 分 の う ち 最 も OD 2
8 0 の 高 い 溶 出 画 分 ３ か ら 、 HRP標 識 に 用 い る 試 料 と し て 1.5mL（ 抗 体 量 と し て 約 1.8mg） を
分 け た 。 LinKit抗 体 標 識 キ ッ ト Peroxi-Link〔 イ ミ ュ ン ・ シ ス テ ム ズ 社 （ Immune Systems 
Ltd.） 製 〕 を 用 い て 、 キ ッ ト 付 属 の マ ニ ュ ア ル に 基 い て 以 下 の よ う に し て HRP標 識 を 行 な
っ た 。 以 下 の 反 応 の 試 薬 、 バ ッ フ ァ ー 、 カ ラ ム 、 チ ュ ー ブ 等 は 全 て キ ッ ト に 含 ま れ て い る
も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 活 性 化 用 チ ュ ー ブ に 活 性 化 用 バ ッ フ ァ ー １ mLを 加 え 均 一 に な る よ う 攪 拌 し た 。 ま た 、 活
性 化 試 薬 に 活 性 化 用 バ ッ フ ァ ー １ mLを 加 え 均 一 に な る よ う 攪 拌 し た 。 得 ら れ た 活 性 化 試 薬
溶 液 100μ Lを 、 上 記 の 活 性 化 用 バ ッ フ ァ ー を 添 加 し た 活 性 化 用 チ ュ ー ブ に 加 え て ス タ ー ラ
ー で 20分 間 、 室 温 で 緩 や か に 攪 拌 し 、 HRPの 活 性 化 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 、 終 了 バ ッ フ ァ
ー 0.4 mLを 添 加 し て 攪 拌 し 、 反 応 を 終 了 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ろ 過 カ ラ ム 中 の 液 体 を 排 出 し た 後 、 カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 液 を 排 出 し た 。 こ
の 操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し た 。 こ の カ ラ ム に 実 施 例 ２ （ ４ ） で 得 ら れ た 精 製 抗 ヒ ト IgGサ
ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 溶 出 画 分 ３ ） 1.5 mLを 入 れ 、 液 を 排 出 し た 。 2.5 mLの カ ッ プ リ ン
グ バ ッ フ ァ ー を カ ラ ム に 加 え 、 溶 出 液 を 結 合 反 応 用 チ ュ ー ブ に 受 け て 回 収 し た 。
　 ろ 過 カ ラ ム に カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 洗 浄 し た 。 こ の 操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し
た 。 上 記 の HRP活 性 化 反 応 終 了 後 の 活 性 化 チ ュ ー ブ 内 の 溶 液 を カ ラ ム に い れ 、 液 を 排 出 し
た 。 カ ラ ム に カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー 2.5 mLを い れ 、 溶 出 液 を 、 上 記 で 溶 出 液 を 受 け た 結
合 反 応 用 チ ュ ー ブ に 受 け て 回 収 し た 。 カ ラ ム は 、 保 存 用 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 、 再 び 保
存 用 バ ッ フ ァ ー を 2～ 3 mL加 え 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 の 溶 出 液 を 受 け た 結 合 反 応 用 チ ュ ー ブ を ス タ ー ラ ー で ゆ っ く り 攪 拌 し 、 室 温 で ２ 時
間 反 応 さ せ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 に カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー １ mLを 加 え 、 ゆ る や か に 攪 拌
し て 溶 解 さ せ 、 こ の 溶 液 250μ Lを 、 反 応 後 の 結 合 反 応 用 チ ュ ー ブ 内 の 溶 液 に 加 え た 。 結 合
反 応 用 チ ュ ー ブ を 氷 上 に 置 き 、 時 々 攪 拌 し つ つ 約 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 の 溶 液 の 一 部
を 還 元 お よ び 非 還 元 条 件 下 、 4-20％ グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 用 い た SDS-PAGEを 行 な い 、 コ ン ト
ロ ー ル の 抗 体 （ ヒ ト IgG） と 比 較 し て バ ン ド が 高 分 子 量 側 に 移 動 し て お り 、 抗 ヒ ト IgGサ ル
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が HRP標 識 さ れ て い る こ と を 確 認 し た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 透 析 用 チ ュ ー ブ を 沸 騰 水 に 入 れ ５ 分 間 煮 沸 し た 後 に 、 室 温 ま で 戻 し た 。 反 応 後 の 結 合 反
応 用 チ ュ ー ブ 内 の 溶 液 を 透 析 用 チ ュ ー ブ に い れ 、 冷 蔵 下 で 一 晩 、 保 存 用 バ ッ フ ァ ー 中 で 透
析 を 行 っ た 。 透 析 終 了 後 、 チ ュ ー ブ 内 の 溶 液 を 孔 径 0.22imの フ ィ ル タ ー で ろ 過 滅 菌 し 、 以
下 、 HRP標 識 し た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 用 い た 。 溶 液 は 、 分 注 し 冷 蔵 保
存 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ ２ ） HRP標 識 し た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト IgG結 合 活 性
　 HRP標 識 し た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 を ELISAに よ
り 確 認 し た 。 測 定 試 料 と す る HRP標 識 し た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 施 例 １
（ ２ ） と 同 様 に ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 洗 浄 し た プ レ ー ト を 用 い て 、 ア
ッ セ イ バ ッ フ ァ ー お よ び サ ル 血 漿 を そ れ ぞ れ 用 い て 10倍 か ら 公 比 ３ で 196830倍 ま で 段 階 希
釈 し た も の を 調 製 し た 。 ELISAは 実 施 例 １ （ ２ ） と 同 様 に し て 行 な っ た 。 た だ し 、 IgG固 定
ア ッ セ イ プ レ ー ト に 分 注 す る ヒ ト IgGは 、 ヒ ト IgG濃 度 が 10μ g/mLに な る よ う に PBSで 希 釈
し た も の を 用 い 、 約 ５ ℃ で 一 晩 放 置 す る か わ り に 37℃ で ４ 時 間 保 温 し た 。 ま た 、 基 質 溶 液
添 加 後 の 反 応 は ５ 分 間 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 そ の 結 果 、 図 １ ０ に 示 す よ う に 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は HRP標 識 後 も ヒ ト Ig
Gに 対 す る 結 合 活 性 を 有 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 サ ル 血 漿 で 希 釈 し た 場 合 に も 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 場 合 と 比
較 し て や や 低 下 す る も の の 十 分 な ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 を 示 し て お り （ 図 １ ０ ） 、 サ
ル Igに 反 応 せ ず 、 ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 に 特 異 的 に 反 応 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 非 ヒ ト 動 物 血 漿 中 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 有 す
る 抗 体 の 濃 度 測 定 法 の 確 立
（ １ ） 濃 度 測 定 法
（ ａ ） ア ッ セ イ プ レ ー ト の 調 製
　 実 施 例 ２ で 調 製 し た 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ -80℃ で 凍 結 保 存 し た も の ） を
37℃ の ウ ォ ー タ ー バ ス 中 で 攪 拌 し つ つ 完 全 に 溶 解 さ せ た 後 、 PBSで 濃 度 1.6μ g/mLに 調 製 し
た 。 こ の 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 50μ L/ウ ェ ル ず つ 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー
ト に 分 注 し 、 約 ５ ℃ で 一 晩 放 置 す る こ と に よ り 、 固 定 化 し た （ 以 下 、 こ の プ レ ー ト を ア ッ
セ イ プ レ ー ト と 称 す る ） 。 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 300μ Lず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 以 上 放 置 し
た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ ｂ ） 測 定 試 料 の 希 釈
　 未 使 用 の 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 300μ Lず つ 加 え 、 室 温 で １
時 間 以 上 放 置 し た 。 こ の プ レ ー ト を イ ム ノ ウ ォ ッ シ ャ ー を 用 い て 、 250μ L／ ウ ェ ル の 洗 浄
用 バ ッ フ ァ ー で ５ 回 洗 浄 し た 後 （ 以 下 、 （ ｃ ） で の ア ッ セ イ プ レ ー ト で の 洗 浄 作 業 も 、 こ
の 条 件 で 行 な っ た ） 、 血 漿 濃 度 を 10％ と す る た め 、 測 定 試 料 に ９ 倍 容 量 の ア ッ セ イ バ ッ フ
ァ ー を 添 加 し て 10倍 に 希 釈 し た も の を 100μ L／ ウ ェ ル ず つ 入 れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ ｃ ） 測 定
　 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 マ ル チ チ ャ ン ネ ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 希 釈 し た 測 定 試 料 を
（ ｂ ） の プ レ ー ト か ら ア ッ セ イ プ レ ー ト の 同 じ 番 号 の ウ ェ ル に 50μ L／ ウ ェ ル ず つ 移 し た
。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 室 温 で １ 時 間 反 応 後 、 洗 浄 し た 。 二 次 抗 体 と し て 、 実 施 例 ３ （ １ ）
で 調 製 し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 1000倍 に 希
釈 し た も の を 100μ L/ウ ェ ル ず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 後 、 洗 浄 し た 。 基 質 溶 液 を 100μ
L/ウ ェ ル ず つ 加 え 、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 攪 拌 し つ つ 室 温 で 60分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 停 止 液
を 50μ L／ ウ ェ ル ず つ 加 え 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 波 長 415 nm、 対
照 波 長 490 nmの 吸 光 度 （ OD 4 1 5 / 4 9 0 ） を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 測 定 方 法 に よ り 、 サ ル の 血 漿 の 存 在 下 で ヒ ト 化 抗 体 の 濃 度 が 測 定 で き る こ と を 以 下
（ ２ ） ～ （ ７ ） で 検 証 し た 。
（ ２ ） 特 異 性 の 検 討
　 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 抗 GD3キ メ ラ 抗 体 KM-871（ 特 開 平 5-304989、 10.7 mg/mL） を サ ル 無 処
理 プ ー ル 血 漿 （ 新 日 本 科 学 株 式 会 社 製 ） を 用 い て 濃 度 100μ g/mLに 調 製 し た 。 さ ら に こ の
溶 液 を サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 20ng/mLの 濃 度 に 希 釈 し た 溶 液 を 別 々 に ３ 回 ず つ 調
製 し た 。 こ れ ら の 20ng/mL KM-871溶 液 お よ び 、 コ ン ト ロ ー ル と し て サ ル 無 処 理 個 別 血 漿 （
オ ス 、 メ ス そ れ ぞ れ ６ 個 体 ず つ 、 新 日 本 科 学 株 式 会 社 製 ） お よ び サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を
測 定 試 料 と し て 、 （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度 の 測 定 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 抗 GD3キ メ ラ
抗 体 KM-871の 吸 光 度 は 、 0.117～ 0.119だ っ た の に 対 し 、 コ ン ト ロ ー ル の サ ル 無 処 理 個 別 血
漿 お よ び サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 の 吸 光 度 は 0.037～ 0.061で あ り 、 明 ら か に 低 か っ た （ 第 １
表 ） 。 し た が っ て 、 （ １ ） の 濃 度 測 定 法 は 、 ヒ ト IgGや ヒ ト 化 抗 体 等 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を
含 む 蛋 白 質 の 濃 度 を 特 異 的 に 測 定 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
（ ３ ） 検 量 線 の 作 製 と 評 価
　 サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て KM-871を 希 釈 し 濃 度 100μ g/mLと し た 。 さ ら に こ の 溶 液
を サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 （ 20、 50、 100、 200、 50
0、 1000ng/mL） を ２ 回 調 製 し た 。 調 製 ご と に 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 を 測 定 試 料 と し て 、
（ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度 の 測 定 を 行 い 、 検 量 線 を 作 製 し た 。 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 の 吸
光 度 を 検 量 線 に 当 て は め た 場 合 に 算 出 さ れ る 濃 度 を 実 測 濃 度 と し 、 真 度 〔 （ 実 測 濃 度 － 調
製 濃 度 ） ／ 調 製 濃 度 〕 を 求 め 、 検 量 線 の 評 価 を 行 っ た 。 検 量 線 の 適 合 基 準 は 、 文 献 〔 U.S.
 Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, Center f
or Drug Evaluation and Research (CDER), Center for Veterinary Medicine (CVM), Gu
idance for Industry  Bioanalytical Method Validation (2001); J. Pharm. Biomed. A
nal., , 1249 (2000)〕 の ガ イ ド ラ イ ン に 基 づ き 、 真 度 が 定 量 下 限 の 20 ng/mLで は ± 25
％ 以 内 、 そ れ 以 外 の 濃 度 で は ± 20％ 以 内 と し た 。 （ ３ ） ～ （ ７ ） に お け る 測 定 結 果 か ら の
検 量 線 、 実 測 濃 度 、 精 度 お よ び 真 度 の 算 出 は 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー 附 属 の 解 析 ソ フ ト SOFTma
xPRO（ 日 本 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 株 式 会 社 製 ） も し く は Microsoft Excel 2000（ マ イ ク ロ
ソ フ ト 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 検 量 線 は 、 濃 度 を 独 立 変 数 （ X） 、 吸 光 度 を 独 立 変 数 （ Y）
と し た ４ 係 数 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 曲 線 で 回 帰 し 算 出 し た 。 そ の 結 果 、 第 ２ 表 に 示 す よ う に 、 検
量 線 （ 20～ 1000ng/mL） の 濃 度 範 囲 に お い て 、 真 度 は -20.0～ 10.0％ を 示 し 適 合 基 準 の 範 囲
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内 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ ４ ） 日 内 変 動 の 検 討
　 サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て KM-871を 希 釈 し 濃 度 100μ g/mLと し た 。 さ ら に こ の 溶 液
を サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 （ 20、 50、 100、 200、 50
0、 1000 ng/mL） お よ び 日 内 変 動 検 討 用 試 料 と し て 20、 200お よ び 1000 ng/mLの 溶 液 を 調 製
し た 。 日 内 変 動 検 討 用 試 料 の 溶 液 は 別 々 に ５ 回 調 製 し た 。 日 内 変 動 検 討 用 試 料 の 調 製 の た
び に 、 日 内 変 動 検 討 用 試 料 を 測 定 試 料 と し て （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度 を 測 定 し た 。 同 時
に 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 を 測 定 試 料 と し て （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度 を 測 定 し て 検 量 線
を 作 製 し た 。 日 内 変 動 検 討 用 試 料 の 吸 光 度 と 検 量 線 か ら 得 ら れ る 濃 度 を 実 測 濃 度 と し 、 実
測 濃 度 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 か ら 、 精 度 （ 実 測 濃 度 の 標 準 偏 差 ／ 実 測 濃 度 の 平 均 ） お よ び
真 度 〔 （ 実 測 濃 度 の 平 均 － 調 製 濃 度 ） ／ 調 製 濃 度 〕 を 求 め 、 実 測 濃 度 の 日 内 変 動 か ら 測 定
の 評 価 を 行 っ た 。 日 内 変 動 の 適 合 基 準 は 、 文 献 〔 U.S. Department of Health and Human 
Services, Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research 
(CDER), Center for Veterinary Medicine (CVM), Guidance for Industry  Bioanalytic
al Method Validation (2001); J. Pharm. Biomed. Anal., , 1249 (2000)〕 の ガ イ ド
ラ イ ン に 基 づ き 、 200お よ び 1000 ng/mLに お い て は 精 度 が 20％ 以 内 、 真 度 が ± 20％ 以 内 、 2
0ng/mLに お い て は 精 度 が 25％ 以 内 、 真 度 が ± 25％ 以 内 と し た 。 そ の 結 果 、 第 ３ 表 に 示 す よ
う に 、 KM-871の 濃 度 20、 200お よ び 1000 ng/mLに お け る 精 度 は そ れ ぞ れ 7.9、 2.4お よ び 2.2
％ 、 真 度 は そ れ ぞ れ 7.0、 -1.8お よ び -1.9％ で あ り 、 適 合 基 準 の 範 囲 内 で あ っ た 。 日 内 変
動 の 結 果 よ り 、 定 量 限 界 を 日 内 変 動 に お い て 適 合 基 準 を 満 た す 最 低 濃 度 で あ る 20ng/mL、
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定 量 範 囲 を 日 内 変 動 に お い て 適 合 基 準 を 満 た す 最 低 濃 度 か ら 最 高 濃 度 の 範 囲 で あ る 20～ 10
00 ng/mLと し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ５ ） 日 間 変 動 の 検 討
　 サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て KM-871を 希 釈 し 、 濃 度 100μ g/mLと し た 。 さ ら に こ の 溶
液 を サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 （ 20、 50、 100、 200、
500、 1000 ng/mL） お よ び 日 間 変 動 検 討 用 試 料 と し て 50、 200お よ び 800ng/mLの 溶 液 を １ 日
１ 回 ず つ ３ 日 間 調 製 し た 。 日 間 変 動 検 討 用 試 料 を 測 定 試 料 と し て （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光
度 を 測 定 し た 。 同 時 に 、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 を 測 定 試 料 と し て （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光
度 を 測 定 し て 検 量 線 を 作 製 し た 。 日 間 変 動 検 討 用 試 料 の 吸 光 度 と 検 量 線 か ら 得 ら れ る 濃 度
を 実 測 濃 度 と し 、 実 測 濃 度 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 か ら 、 精 度 （ 実 測 濃 度 の 標 準 偏 差 ／ 実 測
濃 度 の 平 均 ） お よ び 真 度 〔 （ 実 測 濃 度 の 平 均 － 調 製 濃 度 ） ／ 調 製 濃 度 〕 を 求 め 、 実 測 濃 度
の 日 間 変 動 か ら 測 定 の 評 価 を 行 っ た 。 日 間 変 動 の 適 合 基 準 は 、 文 献 〔 U.S. Department of
 Health and Human Services, Food and Drug Administration, Center for Drug Evalua
tion and Research (CDER), Center for Veterinary Medicine (CVM), Guidance for Ind
ustry  Bioanalytical Method Validation (2001); J. Pharm. Biomed. Anal., , 1249
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 (2000)〕 の ガ イ ド ラ イ ン に 基 づ き 、 精 度 が 20％ 以 内 、 真 度 が ± 20％ 以 内 と し た 。 そ の 結
果 、 第 ４ 表 に 示 す よ う に 、 KM-871の 50、 200お よ び 800ng/mLに お け る 精 度 は そ れ ぞ れ 1.1、
0.5お よ び 4.1％ 、 真 度 は そ れ ぞ れ 4.6、 1.5お よ び 4.9％ で あ り 、 各 濃 度 の 精 度 お よ び 真 度
は 適 合 基 準 の 範 囲 内 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ７ ７ 】
（ ６ ） 分 析 者 間 変 動 の 検 討
　 （ ２ ） ～ （ ５ ） の 測 定 を し た 測 定 者 と は 、 別 の 測 定 者 が （ ４ ） の 日 内 変 動 の 評 価 と 同 様
の 測 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 第 ５ 表 に 示 す よ う に 、 KM-871の 20、 200お よ び 1000ng/mLに お
け る 精 度 は そ れ ぞ れ 9.0、 3.9お よ び 12.2％ 、 真 度 は そ れ ぞ れ 6.0、 -6.2お よ び -8.0％  で あ
り 、 各 濃 度 の 精 度 お よ び 真 度 は 適 合 基 準 の 範 囲 内 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

10

20

30

(18) JP 2005-187421 A 2005.7.14



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 上 （ ２ ） ～ （ ６ ） の 評 価 か ら 、 ヒ ト 化 抗 体 の 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 お よ び サ ル 血 漿 を
含 む 測 定 試 料 を （ １ ） の 方 法 で 測 定 す る こ と に よ り 、 得 ら れ た 検 量 線 と 測 定 試 料 の 吸 光 度
か ら 、 試 料 中 の 該 ヒ ト 化 抗 体 の 濃 度 を 、 20～ 1000ng/mLと い う 広 い 範 囲 で 、 測 定 時 刻 、 測
定 日 、 測 定 者 に よ る 変 動 が 少 な く 安 定 し て 定 量 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ ７ ） KM-871以 外 の ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト IgGの 濃 度 測 定
　 カ ニ ク イ ザ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 、 KM-871、 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 抗 CD20キ メ ラ 抗 体
リ ツ キ サ ン （ Rituxan、 Genentech社 製 、 10.42 mg/mL） 、 抗 CD20キ メ ラ 抗 体 KM3065（ WO 03
/55993、 1.43 mg/mL） 、 抗 CCR4キ メ ラ 抗 体 KM2760（ WO 01/64754、 10.1 mg/mL） お よ び 抗 C
CR4キ メ ラ 抗 体 KM3060〔 5-03株 （ WO 02/31140） よ り 調 製 、 1.5 mg/mL〕 な ら び に ヒ ト IgG（
ヒ ト IgG 10 mgに PBS 10 mLを 添 加 し て 調 製 し た 溶 液 、 正 確 な 濃 度 は 、 280 nmの 吸 光 度 を 測
定 し 、 濃 度 10 mg/mLの と き の 280 nmの 吸 光 度 を 14と し て 算 出 し た ） を そ れ ぞ れ 希 釈 し 、 10
0μ g/mLの 濃 度 と し た 。 さ ら に こ の 溶 液 を サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し 、 そ れ ぞ
れ の 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 （ 20、 50、 100、 200、 500、 1000 ng/mL） を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 そ れ ぞ れ の 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 を 測 定 試 料 と し て 、 （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度 を 測 定
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し た 。 た だ し 、 １ 枚 の ア ッ セ イ プ レ ー ト で 常 に KM-871の 溶 液 と そ れ 以 外 の 測 定 物 質 １ 種 類
の 溶 液 の ２ 種 類 の 溶 液 の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 全 て の 試 料 に つ い て 、 濃 度 依 存 的
な 吸 光 度 の 上 昇 が 見 ら れ 、 KM-871以 外 の ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト IgGに つ い て も 、 本 発 明 の
抗 体 を 用 い た （ １ ） の 方 法 に よ り 、 サ ル 血 漿 が 存 在 す る 試 料 の 測 定 お よ び 定 量 が 可 能 で あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 そ れ ぞ れ の 測 定 試 料 に つ い て 、 同 じ ア ッ セ イ プ レ ー ト で 測 定 し た KM-871の 吸 光 度
か ら 検 量 線 を 作 製 し 、 そ の 検 量 線 に 測 定 試 料 の 吸 光 度 を 当 て は め て 算 出 さ れ る 濃 度 を 実 測
濃 度 と し 、 調 製 濃 度 と 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ １ に 示 す よ う に 、 ヒ ト 化 抗 体 の 実 測 濃 度
は 調 製 濃 度 と よ く 一 致 し て お り 、 本 発 明 の 方 法 は ヒ ト 化 抗 体 で あ れ ば 、 抗 体 の 種 類 に よ る
測 定 値 の 差 が 少 な い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ ８ ） サ ル 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 血 漿 の 存 在 下 で の 濃 度 測 定
　 サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 、 マ ウ ス 無 処 理 プ ー ル 血 漿 （ BALB/cA Jcl、 日 本 ク レ ア 株 式 会 社
製 ） お よ び ラ ッ ト 無 処 理 プ ー ル 血 漿 （ Slc:SD、 日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社 製 ） を そ れ ぞ れ
用 い 、 KM-871を 希 釈 し 、 濃 度 100μ g/mLと し た 。 さ ら に こ れ ら の 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ サ ル 無
処 理 プ ー ル 血 漿 、 マ ウ ス 無 処 理 プ ー ル 血 漿 お よ び ラ ッ ト 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し
、 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 （ 20、 50、 100、 200、 500、 1000 ng/mL） を 調 製 し た 。 １ 枚 の プ
レ ー ト で そ れ ぞ れ の 検 量 線 用 標 準 試 料 溶 液 を 測 定 試 料 と し て 、 （ １ ） の 方 法 に よ り 吸 光 度
を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 全 て の 試 料 に つ い て 、 濃 度 依 存 的 な 吸 光 度 の 上 昇 が 見 ら れ 、 サ ル
以 外 の 非 ヒ ト 動 物 血 漿 を 含 む 測 定 試 料 に つ い て も 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た （ １ ） の 方 法 に
よ り 、 測 定 試 料 中 の ヒ ト 化 抗 体 の 測 定 お よ び 定 量 が 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 、 サ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 で 希 釈 し た 検 量 線 用 標 準 資 料 溶 液 の 吸 光 度 か ら 検 量 線 を 作
製 し 、 そ の 検 量 線 を も と に 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 血 漿 で 希 釈 し た 試 料 の 吸 光 度 か ら 求 め ら
れ る 濃 度 を 実 測 濃 度 と し 、 調 製 濃 度 と 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 マ ウ ス
ま た は ラ ッ ト 血 漿 で 希 釈 し た 測 定 試 料 に お け る KM-871の 実 測 濃 度 は 調 製 濃 度 と よ く 一 致 し
て お り 、 本 発 明 の 方 法 は 存 在 す る 非 ヒ ト 動 物 血 漿 の 種 類 に よ る 測 定 値 の 差 が 少 な い こ と が
明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 以 下 に 、 市 販 の 抗 ヒ ト IgG抗 体 の サ ル 血 漿 蛋 白 質 と の 反 応 性 を 、 参 考 例 と し て 示 し た 。
参 考 例 　 市 販 抗 ヒ ト IgG抗 体 の サ ル 血 漿 蛋 白 質 と の 反 応 性
（ １ ） 測 定 試 料 の 調 製
　 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー Ｂ 〔 １ ％ (w/v)カ ゼ イ ン （ 和 光 純 薬 工
業 株 式 会 社 製 、 生 化 学 用 ） 、 0.05％ (v/v)ツ イ ー ン 20を 含 む PBS〕 を 250μ l／ ウ ェ ル ず つ 加
え 、 室 温 で １ 時 間 以 上 放 置 し た 後 、 プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー （ プ レ ー ト オ ー ト セ ラ ウ ォ ッ シ
ャ ー AMW-96SII、 バ イ オ テ ッ ク 株 式 会 社 製 )を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 350μ L／ ウ ェ ル に て
５ 回 洗 浄 し た 。 以 下 の 測 定 時 の 洗 浄 も 同 様 の 条 件 で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の プ レ ー ト 上 で 、 HRP標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー Ｂ を 用 い て 100、 300
、 900、 2700、 8100お よ び 24300倍 に 希 釈 し た 溶 液 を 調 製 し 、 （ ２ ） の 測 定 試 料 と し た 。 HR
P標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 と し て は 、 (a)実 施 例 ３ （ １ ） で 調 製 し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 (b)HRP標 識 抗 ヒ ト IgG1マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 〔 mouse anti-human I
gG1-HRP (clone JDC-1)、 サ ザ ン ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ・ ア ソ シ エ ー ツ 社 （ Southern Biot
echnology Associates, Inc.） 製 、 カ タ ロ グ 番 号 9050-05、 以 下 抗 体 １ と 呼 ぶ 〕 、 (c)HRP
標 識 抗 ヒ ト IgGマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 〔 a Hu IgG (clone MK1A6)-perox、 ザ ・ バ イ ン
デ ィ ン グ ・ サ イ ト （ The Binding Site） 社 製 、 カ タ ロ グ 番 号 MP001、 以 下 抗 体 ２ と 呼 ぶ 〕
、 (d)HRP標 識 抗 ヒ ト Igヒ ツ ジ 抗 体 〔 sheep anti-human Immunoglobulins-peroxidase、 ザ
・ バ イ ン デ ィ ン グ ・ サ イ ト 社 製 、 カ タ ロ グ 番 号 AP003、 以 下 抗 体 ３ と 呼 ぶ 〕 を 用 い た 。
（ ２ ） 測 定
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　 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 、 カ ニ ク イ ザ ル 無 処 理 プ ー ル 血 漿 を 50μ L／ ウ ェ ル ず つ 加
え 、 37℃ で 4.5時 間 放 置 し た 。 こ の プ レ ー ト に ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 250μ L／ ウ ェ ル ず つ
加 え 、 室 温 で １ 時 間 以 上 放 置 し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 測 定 試 料 を ２ 連 で 50μ L／ ウ ェ ル
ず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 、 基 質 溶 液 を 100μ L／
ウ ェ ル ず つ 加 え て プ レ ー ト シ ー ル （ 住 友 ベ ー ク ラ イ ト 株 式 会 社 製 ） を プ レ ー ト に 貼 り 、 プ
レ ー ト ミ キ サ ー （ mx-5、 三 光 純 薬 株 式 会 社 製 ） で 攪 拌 し つ つ 室 温 で 60分 間 反 応 さ せ た 。 最
後 に 反 応 停 止 液 を 各 ウ ェ ル  50μ Lず つ 加 え プ レ ー ト ミ キ サ ー で 30秒 間 攪 拌 し た 後 に 、 プ レ
ー ト リ ー ダ ー で 測 定 波 長 415nm、 対 照 波 長 490nmの 吸 光 度 （ OD 4 1 5 / 4 9 0 ） を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 そ の 結 果 を 第 ６ 表 お よ び 図 1３ に 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
 実 施 例 ３ で 調 製 し た HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ほ と ん ど サ ル 血 漿 と 反
応 し な い の に 対 し 、 市 販 の HRP標 識 抗 ヒ ト Ig抗 体 で あ る 抗 体 １ 、 抗 体 ２ お よ び 抗 体 ３ は 、
全 て サ ル 血 漿 と 強 く 反 応 し た 。 100倍 希 釈 の HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
同 じ 反 応 性 を 示 す 希 釈 倍 率 か ら 、 抗 体 １ ～ ３ の サ ル 血 漿 に 対 す る 反 応 性 は HRP標 識 抗 ヒ ト I
gGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 81～ 243倍 以 上 で あ る と 考 え ら れ た 。 し た が っ て 、 サ ル 血 漿
を 含 む 測 定 試 料 中 の ヒ ト 化 抗 体 等 の ヒ ト Igの Ｃ 領 域 を 含 む 蛋 白 質 の 定 量 に は 、 市 販 の 抗 ヒ
ト IgG抗 体 は 用 い る こ と が で き な い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 図 １ 】 サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム お よ び ヒ ト IgGカ ラ ム 作 製 時 の 各 画 分 の SDS-PAGEを 示 す 。 左
か ら 、 分 子 量 マ ー カ ー 、 サ ル 血 漿 （ １ μ L） 、 サ ル 血 漿 蛋 白 質 と 担 体 と の 反 応 後 の 反 応 液
（ 10μ L） 、 反 応 後 の 担 体 の １ 回 目 の 洗 浄 時 の 洗 浄 液 （ 10μ L） 、 ヒ ト IgG溶 液 （ １ μ L） 、
ヒ ト Igと 担 体 と の 反 応 後 の 反 応 液 （ 10μ L） 、 反 応 後 の カ ラ ム の １ 回 目 の 洗 浄 時 の 洗 浄 液
（ 10μ L） を 示 す 。 左 の 数 字 は 、 分 子 量 マ ー カ ー の 分 子 量 （ kDa） 、 右 の 矢 印 は そ れ ぞ れ Ig
G、 ア ル ブ ミ ン の バ ン ド の 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ 】 サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム の 各 画 分 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト
Igに 対 す る 結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： カ ラ ム に か
け る 前 の 抗 血 清 、 □ ： ４ 回 め の フ ロ ー ス ル ー 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 （ １ 回 目 ） 、 ● ： 溶 出
画 分 （ ２ 回 目 ） 、 ▲ ： 溶 出 画 分 （ ３ 回 目 ） 、 ◆ ： 溶 出 画 分 （ ４ 回 目 ） を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ 】 サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム の 各 画 分 を 10％ サ ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト Igに 対
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す る 結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： カ ラ ム に か け る 前
の 抗 血 清 、 □ ： ４ 回 め の フ ロ ー ス ル ー 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 （ １ 回 目 ） 、 ● ： 溶 出 画 分 （
２ 回 目 ） 、 ▲ ： 溶 出 画 分 （ ３ 回 目 ） 、 ◆ ： 溶 出 画 分 （ ４ 回 目 ） を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ４ 】 サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム の 各 画 分 を 100％ サ ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト Igに
対 す る 結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： カ ラ ム に か け る
前 の 抗 血 清 、 □ ： ４ 回 め の フ ロ ー ス ル ー 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 （ １ 回 目 ） 、 ● ： 溶 出 画 分
（ ２ 回 目 ） 、 ▲ ： 溶 出 画 分 （ ３ 回 目 ） 、 ◆ ： 溶 出 画 分 （ ４ 回 目 ） を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ５ 】 ヒ ト IgGカ ラ ム の 各 画 分 の SDS-PAGEを 示 す 。 左 か ら 、 分 子 量 マ ー カ ー 、 サ ル 血 漿
蛋 白 質 固 定 化 カ ラ ム フ ロ ー ス ル ー ４ 回 目 （ １ μ L） 、 ヒ ト IgG固 定 化 カ ラ ム フ ロ ー ス ル ー １
（ １ μ L） 、 溶 出 画 分 １ （ 10μ L） 、 溶 出 画 分 １ （ 10μ L） 、 溶 出 画 分 ２ （ 10μ L） 、 溶 出 画
分 ３ （ 10μ L） 、 溶 出 画 分 ４ （ 10μ L） 、 溶 出 画 分 ５ （ 10μ L） 、 洗 浄 画 分 （ 10μ L） を 示 す
。 左 の 数 字 は 、 分 子 量 マ ー カ ー の 分 子 量 （ kDa） 、 右 の 矢 印 は そ れ ぞ れ IgGの バ ン ド の 位 置
を 示 す 。
【 図 ６ 】 ヒ ト IgGカ ラ ム の 各 画 分 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト Igに
対 す る 結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： サ ル 血 漿 カ ラ ム
フ ロ ー ス ル ー ４ 回 目 、 □ ： フ ロ ー ス ル ー １ 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 １ 、 ● ： 溶 出 画 分 ２ 、 ▲
： 溶 出 画 分 ３ 、 ◆ ： 溶 出 画 分 ４ 、 ▼ ： 溶 出 画 分 ５ 、 × ： 洗 浄 画 分 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ７ 】 ヒ ト IgGカ ラ ム の 各 画 分 を 10％ サ ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト Igに 対 す る
結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム フ
ロ ー ス ル ー ４ 回 目 、 □ ： フ ロ ー ス ル ー １ 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 １ 、 ● ： 溶 出 画 分 ２ 、 ▲ ：
溶 出 画 分 ３ 、 ◆ ： 溶 出 画 分 ４ 、 ▼ ： 溶 出 画 分 ５ 、 × ： 洗 浄 画 分 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ８ 】 ヒ ト IgGカ ラ ム の 各 画 分 を 100％ サ ル 血 漿 を 用 い て 希 釈 し た 場 合 の ヒ ト Igに 対 す る
結 合 活 性 を 示 す 。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： サ ル 血 漿 蛋 白 カ ラ ム フ
ロ ー ス ル ー ４ 回 目 、 □ ： フ ロ ー ス ル ー １ 、 黒 い 四 角 ： 溶 出 画 分 １ 、 ● ： 溶 出 画 分 ２ 、 ▲ ：
溶 出 画 分 ３ 、 ◆ ： 溶 出 画 分 ４ 、 ▼ ： 溶 出 画 分 ５ 、 × ： 洗 浄 画 分 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ９ 】 HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の SDS-PAGEを 示 す 。 左 か ら 、 分 子 量 マ
ー カ ー 、 還 元 条 件 で の ヒ ト IgG（ 約 1 mg/mL、 ２ μ L） お よ び HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル 抗 体 （
約 1 mg/mL、 ２ μ L） 、 非 還 元 条 件 で の ヒ ト IgG（ 約 1 mg/mL、 ２ μ L） お よ び HRP標 識 抗 ヒ ト
IgGサ ル 抗 体 （ 約 1 mg/mL、 ２ μ L） 、 を 示 す 。 左 の 数 字 は 、 分 子 量 マ ー カ ー の 分 子 量 （ kDa
） 、 右 の 矢 印 は そ れ ぞ れ HRP標 識 IgG（ IgG+HRP） 、 IgG、 HRP（ 二 量 体 ） 、 IgG重 鎖 、 HRP（
単 量 体 ） 、 IgG軽 鎖 の バ ン ド の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 活 性 を 示 す
。 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 、 横 軸 は 希 釈 倍 率 を 表 す 。 ○ ： ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 、 ● ： サ ル 血 漿 で
そ れ ぞ れ 抗 体 の 希 釈 を 行 っ た 場 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 １ １ 】 HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 各 種 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト
IgGの 測 定 を 示 す 。 横 軸 は 調 製 濃 度 （ ng/mL） を 、 縦 軸 は 実 測 濃 度 （ KM-871の 吸 光 度 か ら 作
製 し た 検 量 線 か ら 算 出 し た 濃 度 、 ng/mL） を 表 す 。 ○ 、 □ 、 △ 、 ◇ 、 ▽ ： KM-871、 ● ： ヒ
ト IgG、 黒 い 四 角 ： KM2760、 ▲ ： KM3060、 ◆ ： リ ツ キ サ ン 、 ▼ ： KM3065を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 １ ２ 】 各 種 非 ヒ ト 動 物 血 漿 で 希 釈 し た KM-871の HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル 抗 体 を 用 い た 測
定 を 示 す 。 横 軸 は 調 製 濃 度 （ ng/mL） を 、 縦 軸 は 実 測 濃 度 （ サ ル 血 漿 で 希 釈 し た 試 料 の 吸
光 度 か ら 作 製 し た 検 量 線 か ら 算 出 し た 濃 度 、 ng/mL） を 表 す 。 ▲ （ 点 線 ） ： サ ル 血 漿 、 黒
い 四 角 （ 実 線 ） ： ラ ッ ト 血 漿 、 ▲ （ 実 線 ） ： マ ウ ス 血 漿 で 希 釈 し た 場 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 １ ３ 】 各 種 抗 ヒ ト IgG抗 体 の サ ル 血 漿 蛋 白 質 に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 横 軸 は 希 釈 倍 率
、 縦 軸 は OD 4 1 5 / 4 9 0 を 表 す 。 ● ： HRP標 識 抗 ヒ ト IgGサ ル ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 □ ： HRP標 識
抗 ヒ ト IgG1マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 体 １ ） △ ： HRP標 識 抗 ヒ ト IgGマ ウ ス モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ 抗 体 ２ ） ◇ ： HRP標 識 抗 ヒ ト Igヒ ツ ジ 抗 体 （ 抗 体 ３ ） を そ れ ぞ れ 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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