
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ケルセチン代謝産物の検出を正確かつ簡便に行う手段を提供する。
【解決手段】ケルセチン代謝産物に対するモノクローナル抗体産生細胞株；該細胞株によ
り産生され、ケルセチン代謝産物と特異的に反応するモノクローナル抗体；該モノクロー
ナル抗体を含有する検出試薬；および該試薬を利用した試料中のケルセチンを免疫学的に
検出する方法。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 を 含 む 配 糖 体 を 認 識 し 、 ケ ル セ チ ン 並 び に そ の メ チ ル 抱
合 体 お よ び 硫 酸 抱 合 体 と は 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド を ハ プ テ ン と す る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス 脾 細 胞 と 同 系 マ ウ ス
ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 細 胞 か ら 産 生 さ れ る 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド を ハ プ テ ン と す る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス 脾 細 胞 と 同 系 マ ウ ス
ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 細 胞 株 で あ っ て 、 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 能 を 有 す
る 融 合 細 胞 株 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 3に 記 載 の 細 胞 株 を 培 養 し 、 ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 お よ び 配 糖 体 を 認 識
し 、 ケ ル セ チ ン 並 び に そ の メ チ ル 抱 合 体 お よ び 硫 酸 抱 合 体 と は 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い 抗
ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ケ
ル セ チ ン 配 糖 体 の 免 疫 学 的 検 出 の た め の 検 出 試 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
ケ ル セ チ ン 配 糖 体 を 含 有 す る 試 料 と 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接 触 さ
せ て 免 疫 複 合 体 を 生 成 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 試 料 中 の ケ ル セ チ ン 配 糖
体 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ケ ル セ チ ン 配 糖 体 の 免 疫 学 的 検 出 が 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 6に 記 載
の 検 出 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
  本 発 明 は 、 ケ ル セ チ ン の 主 要 な 生 体 内 代 謝 産 物 で あ る グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 に 対 す る 新 規
な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 該 抗 体 の 産 生 能 を 有 す る 細 胞 株 、 該 抗 体 を 利 用 し た ケ ル セ チ ン 配
糖 体 の 免 疫 学 的 検 出 方 法 お よ び 検 出 試 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ケ ル セ チ ン (Quercetin)は 、 日 常 生 活 で 摂 取 さ れ る 食 品 （ 主 と し て 、 リ ン ゴ 、 タ マ ネ ギ
、 緑 茶 等 ） 中 に 幅 広 く 含 ま れ て い る フ ラ ボ ノ イ ド の 一 種 で あ り 、 そ の 大 部 分 は 生 体 内 で 代
謝 さ れ て 抱 合 体 等 の 代 謝 産 物 と し て 血 漿 中 等 に 存 在 し て い る 。 こ の も の は 、 抗 酸 化 作 用 、
抗 炎 症 作 用 、 脂 質 吸 収 抑 制 作 用 、 脳 細 胞 伝 達 物 質 の 強 化 作 用 等 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 従 っ て 、 ケ ル セ チ ン の 摂 取 に よ れ ば 、 生 活 習 慣 病 （ ガ ン 、 糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 、 高 脂 血
症 等 ） や 老 化 の 予 防 効 果 が 期 待 で き る 。 特 に 、 こ れ ら 生 活 習 慣 病 の 主 要 な 発 症 要 因 の 一 つ
と し て は 、 生 体 内 に お け る 過 剰 な 活 性 酸 素 （ 反 応 性 の 強 い 有 害 な 酸 素 ） の 影 響 が 考 え ら れ
る 。 ケ ル セ チ ン (代 謝 産 物 )は 、 抗 酸 化 作 用 に よ っ て 、 こ の よ う な 活 性 酸 素 を 除 去 す る 作 用
を 奏 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 中 や 尿 中 に 代 謝 産 物 の 形 で 存 在 す る ケ ル セ チ ン の 測 定 に よ れ ば 、 生 体 内 の 抗 酸 化 度 、
例 え ば 生 体 の 有 す る 上 記 活 性 酸 素 の 除 去 (消 去 )能 力 を 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で 、 生 体 内 ケ ル セ チ ン の 検 出 (測 定 )に は 、 電 気 化 学 検 出 器 や 質 量 分 析 計 等 を 接 続
し た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ HPLC） や ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 用 い ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 し か し な が ら 、 上 記 従 来 の 方 法 は 、 分 析 前 の サ ン プ ル 処 理 に 時 間 、 労 力 、 熟 練 等 を 必 要
と す る う え 、 共 存 物 質 に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 妨 害 等 に よ り 、 検 出 が 困 難 と な っ た り 、
検 出 結 果 が 正 確 で な か っ た り す る 場 合 が あ っ た 。 ま た 、 こ れ ら の 方 法 は 、 比 較 的 高 価 な 機
器 や カ ラ ム が 必 要 な た め 、 そ の 更 新 に も 多 額 の 費 用 を 要 す る 不 利 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 ケ ル セ チ ン 、 特 に 生 体 内 代 謝 産 物 と し て 生 体 内 に 存 在 し て い る ケ ル セ チ ン を 、
よ り 迅 速 か つ 簡 便 に 、 し か も 正 確 に か つ 精 度 よ く 行 う 検 出 で き る 技 術 の 開 発 が 当 業 界 で 望
ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 技 術 の 開 発 の た め に は 、 ま ず ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 確 立 が 考
え ら れ る 。 そ の よ う な 抗 体 が 得 ら れ れ ば 、 該 抗 体 を 利 用 し た 免 疫 検 出 技 術 に よ っ て 、 生 体
サ ン プ ル 中 の ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 容 易 に 同 定 、 定 量 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、
ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 に こ れ を 認 識 し 得 る 抗 体 は 現 在 知 ら れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Moon et al., “ Identification of quercetin 3-O-beta-D-glucuronid
e as an antioxidative metabolite in rat plasma after oral administration of quer
cetin.”  Free Radic Biol Med., 2001, 30(11), 1274-85.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 当 業 界 で 要 望 さ れ て い る ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 の 検 出 技 術 を 提 供 す る こ と を 目
的 と す る 。 ま た 本 発 明 は 、 上 記 検 出 技 術 に 利 用 で き る ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に 対 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 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 ９ 】
  本 発 明 者 は 、 研 究 を 重 ね た 結 果 、 上 記 目 的 を 達 成 し 得 る 新 し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産
生 能 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 確 立 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 収 得 に 成 功 し た 。 本 発 明 は こ の 成 功 を 基 礎 と し て 更 に 研 究 を 重 ね た 結 果 、 完 成 さ れ た も
の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  本 発 明 は 、 下 記 項 1～ 7に 記 載 の 発 明 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 項 1. ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 を 含 む 配 糖 体 を 認 識 し 、 ケ ル セ チ ン 並 び に そ の
メ チ ル 抱 合 体 お よ び 硫 酸 抱 合 体 と は 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 項 2. ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド を ハ プ テ ン と す る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス 脾 細 胞 と 同 系
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 細 胞 か ら 産 生 さ れ る 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 項 3. ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド を ハ プ テ ン と す る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス 脾 細 胞 と 同 系
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 細 胞 株 で あ っ て 、 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 能
を 有 す る 融 合 細 胞 株 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 項 4. 項 3に 記 載 の 細 胞 株 を 培 養 し 、 ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 お よ び 配 糖 体 を 認
識 し 、 ケ ル セ チ ン 並 び に そ の メ チ ル 抱 合 体 お よ び 硫 酸 抱 合 体 と は 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い
抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 項 5. 項 1又 は 2に 記 載 の 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る
、 ケ ル セ チ ン 配 糖 体 の 免 疫 学 的 検 出 の た め の 検 出 試 薬 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 項 6. ケ ル セ チ ン 配 糖 体 を 含 有 す る 試 料 と 項 1又 は 2に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 接
触 さ せ て 免 疫 複 合 体 を 生 成 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 試 料 中 の ケ ル セ チ ン
配 糖 体 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 項 7. ケ ル セ チ ン 配 糖 体 の 免 疫 学 的 検 出 が 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 行 わ れ る 項 6に
記 載 の 検 出 方 法 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 「 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い 」 と は 、 例
え ば 実 施 例 に 記 載 す る 競 合 ELISA法 に お い て 、 0.1-10μ Ｍ (測 定 感 度 範 囲 )の 濃 度 に お け る B
/B0が 0.8以 上 で あ る こ と を 言 う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 免 疫 学 的 検 出 」 等 と し て 記 載 す る 「 検 出 」 な る 用 語 は 、 ケ
ル セ チ ン 代 謝 産 物 の 存 在 の 有 無 を 確 認 す る こ と の み な ら ず 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 が 存 在 す
る 場 合 に は そ の 存 在 の 程 度 （ 量 ） を 測 定 す る こ と (定 量 す る こ と )を も 含 め た 広 義 の 意 味 で
用 い ら れ る も の と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に 対 す る 高 い 結 合 活 性 を 有 し 、 ま た こ れ に 対 す る 特 異 性
の 高 い 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 該 抗 体 の 産 生 能 を 有 す る 細 胞 株 及 び こ れ ら の 製
造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す れ ば 、 検 体 中 に 存 在 す る 主 要 な ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物
で あ る ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 を 、 高 感 度 、 高 精 度 で 容 易 に 検 出 で き る 。 し か も
、 こ の 検 出 結 果 は 、 他 の ケ ル セ チ ン 類 縁 体 、 例 え ば メ チ ル 抱 合 体 、 硫 酸 抱 合 体 等 の 混 入 に
よ る 誤 差 を 伴 わ な い ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 に 特 異 的 な も の で あ る 。 ま た 、 こ の
特 異 性 は 、 日 常 的 に 摂 取 さ れ 得 る イ ソ フ ラ ボ ン 、 カ テ キ ン 類 な ど の ケ ル セ チ ン と 類 似 構 造
を 有 す る 物 質 を も 明 確 に 区 別 で き る も の で あ り 、 更 に 、 通 常 生 体 内 に 存 在 す る 他 の 抗 酸 化
性 物 質 で あ る ビ タ ミ ン 類 や グ ル タ チ オ ン 類 な ど と も 十 分 に 区 別 で き る も の で あ る 。 従 っ て
、 本 発 明 抗 体 の 利 用 に よ れ ば 、 生 体 内 ケ ル セ チ ン の 検 出 を 容 易 に 且 つ 正 確 に 実 施 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た ケ ル セ チ ン の 免 疫 学 的 検 出 用
試 薬 及 び 検 出 方 法 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 殊 に 、 本 発 明 の 免 疫 学 的 検 出 方 法 は 、 抗 酸 化 物 質 と し て の ケ ル セ チ ン 代 謝 物 (グ ル ク ロ
ン 酸 抱 合 体 )の 体 内 で の 評 価 を 可 能 と す る 利 点 が あ る 。 即 ち 、 該 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 は 、
ラ ッ ト 及 び ヒ ト 血 中 に お け る 主 要 な ケ ル セ チ ン 代 謝 物 の 一 つ で あ り 、 さ ら に 抗 酸 化 性 を 強
く 発 揮 す る B環 の カ テ コ ー ル 構 造 を 保 持 し た 代 謝 物 で あ る (Moon et al., Free Radic. Boi
l. Med, 30, 1274-1285, 2001)こ と か ら 、 ケ ル セ チ ン 摂 取 後 の 血 中 抗 酸 化 性 に 最 も 寄 与 す
る 代 謝 物 で あ る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 同 様 に 血 中 に 見 出 さ れ る 硫 酸 抱 合 体 や メ チ ル 化 体 は
、 B環 3’ 位 が 抱 合 さ れ た も の を も 含 む （ Day et al., Free Radic. Res. 35, 941-952, 20
01） こ と か ら 、 こ れ ら の 抗 酸 化 性 へ の 寄 与 は そ れ ほ ど 高 く な い と さ れ る 。 こ の こ と か ら 、
ケ ル セ チ ン グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 を 測 定 す る こ と は 、 ケ ル セ チ ン 摂 取 に よ っ て も た ら さ れ る
抗 酸 化 性 の 評 価 に 極 め て 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ケ ル セ チ ン の 体 内 動 態 解 析 や 抗 酸 化
性 発 現 メ カ ニ ズ ム の 解 析 な ど の 基 礎 研 究 に も 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
  以 下 、 本 発 明 の 抗 ケ ル セ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 そ の 作 製 手 順 に 沿 っ て こ れ
を 説 明 し 、 次 い で 本 発 明 抗 体 を 利 用 し た 免 疫 学 的 検 出 法 （ 測 定 法 ） に つ い て 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 ケ ル セ チ ン 及 び そ の 代 謝 産 物 は 、 そ れ ら 自 体 で は 免 疫 原 性 を も な い 低 分 子 化 合 物 で あ る
。 本 発 明 で は 、 ケ ル セ チ ン の 主 要 な 生 体 内 代 謝 産 物 の 一 つ で あ る ケ ル セ チ ン グ ル ク ロ ン 酸
抱 合 体 、 よ り 詳 し く は ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド (Quercetin-3-glucuronide, 以 下 「 Q3G
A」 と い う )を ハ プ テ ン と し て 、 蛋 白 質 等 の 適 当 な 高 分 子 物 質 （ キ ャ リ ア ） と 結 合 さ せ て 得
ら れ る 結 合 体 を 免 疫 原 （ ハ プ テ ン 抗 原 ） と す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 入 手 が 容 易 で 安 価 な キ ャ リ ア と し て は 、 例 え ば 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、
ヘ モ シ ア ニ ン 等 の キ ャ リ ア 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 内 で は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ア ニ ン （ 陣 笠 貝 ヘ モ シ ア ニ ン 、 Keyhole limpet hemocyanin, KLH)が 好 適 で あ る 。
こ の よ う な キ ャ リ ア 蛋 白 質 と ケ ル セ チ ン と の 結 合 は 、 一 般 的 な 架 橋 剤 、 例 え ば 、 マ レ イ ミ
ド ベ ン ゾ イ ル オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 1-エ チ ル -3-(3-メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ
ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 を 用 い て 、 常 法 に 従 っ て 実 施
す る こ と が で き る 。 よ り 詳 し く は 、 先 ず 、 ハ プ テ ン に 適 当 な 緩 衝 液 中 で 上 記 架 橋 剤 を 結 合
さ せ 、 次 い で 、 得 ら れ る 架 橋 物 に キ ャ リ ア 蛋 白 質 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 所 望 の ハ プ テ ン
抗 原 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 特 に 、 Q3GAは 、 そ の グ ル ク ロ ン 酸 部 分 に 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 し て い る た め 、 こ れ
と キ ャ リ ア 蛋 白 質 と の 結 合 は 、 該 カ ル ボ キ シ ル 基 を 利 用 し て 直 接 蛋 白 質 の ア ミ ノ 基 を ペ プ
チ ド 結 合 さ せ る こ と も で き 、 ま た 、 更 に 適 当 な 結 合 試 薬 、 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 等 を
利 用 し て 該 カ ル ボ キ シ ル 基 に ア ミ ノ 基 を 結 合 さ せ 、 こ の ア ミ ノ 基 を 介 し て 、 キ ャ リ ア 蛋 白
質 を ペ プ チ ド 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 本 発 明 で は こ の よ う な カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 利 用
し て キ ャ リ ア 蛋 白 質 を 結 合 さ せ た ハ プ テ ン 抗 原 が 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　 ハ プ テ ン 抗 原 は 、 こ れ を 免 疫 原 と し て 、 適 当 な 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 該 哺
乳 動 物 を 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 こ の 免 疫 の 前 に 、 ハ プ テ ン 抗 原 は 、 そ の 免 疫 応 答 を 増
強 さ せ る た め に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て
は 、 油 中 水 型 乳 剤 （ 例 え ば 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） 、 水 中 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中
油 型 乳 剤 等 の い ず れ の 形 態 で あ っ て も よ い 。 よ り 具 体 的 に は 、 該 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 シ リ カ ア ジ ュ バ ン ト 、 粉 末 ベ ン ト ナ イ ト 、 タ ピ オ カ ア ジ ュ バ ン ト 等
が 含 ま れ る 。 更 に 、 こ れ ら の 他 に 、 BCG、 Propionibacterium acnes等 の 菌 体 お よ び 細 胞 壁
、 ト レ ハ ロ ー ス ダ イ コ レ ー ト （ TDM） 等 の 菌 体 成 分 ； グ ラ ム 陰 性 菌 の 内 毒 素 で あ る リ ポ 多
糖 体 （ LPS） お よ び リ ピ ド A画 分 ； β グ ル カ ン （ 多 糖 体 ） ； ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ MDP） ；
ベ ス タ チ ン ； レ バ ミ ゾ ー ル 等 の 合 成 化 合 物 ； 胸 腺 ホ ル モ ン 、 胸 腺 ホ ル モ ン 液 性 因 子 、 タ フ
ト シ ン 等 の 生 体 成 分 由 来 の 蛋 白 質 乃 至 ペ プ チ ド 性 物 質 ； そ れ ら の 混 合 物 （ 例 え ば 、 完 全 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） 等 も ア ジ ュ バ ン ト と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ジ ュ
バ ン ト は 、 市 販 品 と し て も 容 易 に 入 手 で き る 。 該 ア ジ ュ バ ン ト は 、 免 疫 原 の 投 与 経 路 、 投
与 量 、 投 与 時 期 等 に 依 存 し て 免 疫 応 答 の 増 強 又 は 抑 制 に 効 果 を 示 す 。 更 に 利 用 す る ア ジ ュ
バ ン ト の 種 類 に よ っ て 、 得 ら れ る 抗 体 は 、 免 疫 原 に 対 す る 血 中 抗 体 産 生 、 細 胞 性 免 疫 の 誘
導 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス 等 に 差 が 生 じ る 。 そ れ ゆ え 、 目 的 と す る 免 疫 応 答 に 応 じ て 、
ア ジ ュ バ ン ト を 適 切 に 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。 選 択 さ れ た ア ジ ュ バ ン ト の 取 扱 い 、 例 え
ば ハ プ テ ン 抗 原 と の 混 合 方 法 等 は 、 各 ア ジ ュ バ ン ト に つ い て 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 う
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 化 は 、 慣 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 造 技 術 に 従 っ て 実 施 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 、 哺 乳 動 物 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 一 般 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ウ サ ギ
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、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 等 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 哺 乳 動 物 は マ ウ ス お よ び
ラ ッ ト で あ り 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス で あ る 。 こ れ ら の 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 抗 体 の 製 造 の
た め に 引 き 続 き 細 胞 融 合 さ れ る 形 質 細 胞 腫 細 胞 と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る こ と が で き
る 。 マ ウ ス の 例 と し て は 、 A/J系 統 、 Balb/c系 統 、 DBA/2系 統 、 C57BL/6系 統 、 C3H/He系 統
、 SJL系 統 、 NZB系 統 、 CBA/JNCrj系 統 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の う ち で 、 Balb/c系 統 の マ ウ
ス は 、 免 疫 後 に 血 清 中 に 高 い 抗 体 力 価 を 示 す の で 、 そ の 利 用 に よ れ ば 、 ケ ル セ チ ン と の 親
和 性 が 極 め て 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 血 中 抗 体 力 価 が 、 特 異 的
な ハ イ ブ リ ド ー マ の 出 来 易 さ と 関 係 し て い る こ と は 公 知 で あ る 。 ま た 、 細 胞 株 の 確 立 後 の
腹 水 に よ る 抗 体 大 量 作 製 に お い て は 、 Balb/c系 統 マ ウ ス が 一 般 に よ く 使 用 さ れ る 。 従 っ て
、 そ の よ う な 抗 体 の 大 量 作 製 が 望 ま れ る 場 合 は 、 Balb/c系 統 の マ ウ ス の 利 用 が 好 ま し い 。
実 験 動 物 の 齢 は 、 用 い る 動 物 種 に よ り 異 な り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス 又 は ラ ッ ト の 場
合 、 代 表 的 に は 約 4週 齢 ～ 約 12週 齢 、 好 ま し く は 約 6～ 約 10週 齢 、 よ り 好 ま し く は 約 7週 齢
で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 例 え ば 、 ハ プ テ ン 抗 原 を
常 法 に 従 っ て 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 液 等 に 溶 解 （ 懸 濁 ） し 、 必 要 に 応 じ て 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト
を 混 合 し た 溶 液 を 、 哺 乳 動 物 の 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 又 は 腹 腔 内 に 注 射 投 与 す る こ と に よ っ て
行 わ れ る 。 免 疫 応 答 は 、 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 の 種 類 お よ び 系 統 に よ っ て 異 な る の で 、 免 疫
ス ケ ジ ュ ー ル は 、 使 用 さ れ る 動 物 に 合 わ せ て 適 切 に 変 更 さ れ 得 る 。 免 疫 原 の 投 与 は 、 一 般
に は 、 最 初 の 免 疫 後 に 、 何 回 か 繰 り 返 さ れ る 。 追 加 免 疫 は 、 例 え ば 、 最 初 の 免 疫 か ら 2週
間 後 、 4週 間 後 、 6週 間 後 及 び 8週 間 後 に 行 わ れ 得 る 。 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 免 疫 原 を 生
理 食 塩 水 含 有 リ ン 酸 緩 衝 液 (PBS)、 生 理 食 塩 水 等 で 適 当 濃 度 に 希 釈 し 、 所 望 に よ り 前 記 ア
ジ ュ バ ン ト と 併 用 し て 、 供 試 動 物 に 2-14日 毎 に 数 回 投 与 し 、 例 え ば マ ウ ス の 場 合 は 、 免 疫
原 の 総 投 与 量 が 約 100-500μ g/マ ウ ス 程 度 に な る よ う に す る の が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く
は 、 供 試 動 物 と し て マ ウ ス を 利 用 し 、 2週 間 毎 に 4-5回 又 は そ れ 以 上 免 疫 原 を 投 与 し 、 免 疫
原 の 総 投 与 量 を 約 100μ g/マ ウ ス 以 上 と す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 か く し て 、 哺 乳 動 物 体 内 に お い て 所 望 の 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 で き る 。 免 疫 細 胞 (形 質 細
胞 )と し て は 、 上 記 最 終 投 与 の 約 3日 後 に 摘 出 し た 脾 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 免 疫 後 、 哺 乳 動 物 か ら 採 血 し 、 得 ら れ た 血 液 に つ い て 、 こ れ ら が ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に
対 す る 結 合 活 性 （ 以 下 、 こ の 活 性 を 単 に 「 ケ ル セ チ ン 結 合 活 性 」 と い う こ と が あ る ） を 有
す る か 否 か を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の 体 内 で ケ ル セ チ ン （ 代 謝 産 物 ） に 対 す
る 抗 体 が 産 生 さ れ て い る か 否 か を 確 認 す る 。 適 切 な ア ッ セ イ 法 の 例 と し て は 、 酵 素 免 疫 測
定 法 (ELISA法 , Immunochemistry, , 871-874 (1971); Engvall, E., Meth. Enzymol., 
,  419-439 (1980))、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ RIA） 、 蛍 光 抗 体 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 高

い ケ ル セ チ ン 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 を 得 る た め に は 、 上 記 ア ッ セ イ 法 等 に よ っ て 高 い 抗 体
価 を 示 す 抗 血 清 を 選 択 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 ケ ル セ チ ン 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 の 産 生 が 確 認 さ れ た 哺 乳 動 物 は 、 更 に 、 そ の 脾 臓 を 肥
大 さ せ る た め に 、 ブ ー ス ト （ 免 疫 原 の 追 加 注 射 ） を 行 い 得 る 。 ブ ー ス ト と し て 投 与 さ れ る
免 疫 原 の 量 は 、 最 初 に 投 与 さ れ る 免 疫 原 の 量 の 約 4～ 5倍 と す る の が 望 ま し い が 、 こ れ を 目
安 と し て 適 宜 増 減 す る こ と が で き る 。 ブ ー ス ト は 、 代 表 的 に は 、 免 疫 原 と 不 完 全 フ ロ イ ン
ト ア ジ ュ バ ン ト と の エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 行 わ れ る 。 た だ し 、 最 終 免 疫 （ 細 胞 融 合 数 日 前
の 免 疫 原 の 追 加 注 射 ） で 投 与 さ れ る 免 疫 原 は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 加 え な い 純 粋 品 で あ る の が
好 ま し い 。 投 与 経 路 は 、 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 お よ び 腹 腔 内 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 最 終 免 疫 後 、 免 疫 し た 哺 乳 動 物 か ら 形 質 細 胞 (免 疫 細 胞 )と し て の 脾 細 胞 を 摘 出 し 、 こ れ
を 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 (形 質 細 胞 腫 細 胞 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 )と 細 胞 融 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 融 合 細 胞 (ハ イ ブ リ ド ー マ 、 hybridoma)の 増 殖 能 力 は 、 利 用 す る ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 種 類
に 依 存 す る の で 、 細 胞 融 合 に は 、 増 殖 能 力 の 優 れ た ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い る の が 好 ま し い
。 ま た 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 こ れ と 融 合 さ せ る 免 疫 細 胞 が 由 来 す る 哺 乳 動 物 と 適 合 性 の あ
る 同 系 統 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る も の で あ る の が 好 ま し い 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 新 た に 調 製
し て も よ い し 、 市 販 の も の を 使 用 し て も よ い 。 マ ウ ス の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と し て は 、 P3U1
 (P3-X63-Ag8-U1)、 Sp2/O Ag14 、 FO・ 1、 S194/5.XX0 BU.l、 P3/NS1/1 Ag4 1等 が 挙 げ ら
れ る 。 こ れ ら の う ち で は P3U1が 好 ま し い 。 ラ ッ ト 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と し て は 、 210.
RCY3.Ag.1.2.3 、 YB2/0等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 融 合 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る （ 例 え ば ケ ー ラ ー と ミ ル ス テ イ ン
の 方 法  (Koehlerお よ び Milstein, Nature, 256: 495 (1975))、 コ ス バ ー ら の 方 法  (Kosbo
r et al., (1983), Immunol. Today, 4: 72)、 コ ッ テ ら の 方 法  (Cote et al., (1983), P
roc. Natl. Acad. Sci. USA., 80: 2026)、 コ ー レ ら の 方 法  (Cole et al., Monoclonal a
ntibodies and cancer therapy, Alan, R. Liss Inc., New York,NY, 77-96頁 (1985)等 参
照 ） 。 細 胞 融 合 法 の 例 と し て は 、 融 合 促 進 剤 と し て 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG
)を 用 い る 方 法 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス (HVJ)を 用 い る 方 法 、 電 流 を 利 用 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ
る 。 こ れ ら の う ち で は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る 方 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 使 用 比 は 、 通 常 の こ の 種 の 抗 体 の 製 造 方 法 に お け る そ れ
と 変 り は な い 。 例 え ば ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 対 し て 免 疫 細 胞 を 約 1-10倍 程 度 用 い る の が 普 通 で
あ る 。 融 合 反 応 時 の 培 地 と し て は 、 上 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 増 殖 に 通 常 使 用 さ れ る 各 種 の も
の 、 例 え ば RPMI-1640培 地 、 DMEM培 地 、 MEM培 地 、 そ の 他 の こ の 種 細 胞 培 養 に 一 般 に 利 用 さ
れ る も の を 例 示 で き る 。 通 常 こ れ ら の 培 地 は ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS)等 の 血 清 補 液 を 抜 い て お
く の が よ い 。 融 合 は 上 記 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 所 定 量 を 、 上 記 培 地 中 で よ く 混 合
し 、 予 め 37℃ 程 度 に 加 温 し た PEG溶 液 、 例 え ば 平 均 分 子 量 1000-6000程 度 の も の を 、 通 常 培
地 に 約 30-60W/V％ の 濃 度 で 加 え て 混 ぜ 合 せ る こ と に よ り 行 わ れ る 。 以 後 、 適 当 な 培 地 を 逐
次 添 加 し て 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 す る 操 作 を 繰 り 返 す こ と に よ り 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ
を 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
  ハ イ ブ リ ド ー マ の 分 離 は 、 通 常 の 選 別 用 培 地 、 例 え ば HAT培 地 (ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ
プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 )で 培 養 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 該 HAT培 地 で の 培 養
は 、 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 細 胞 (未 ハ イ ブ リ ド ー マ 等 )が 死 滅 す る の に 充 分 な 時
間 、 通 常 数 日 ～ 数 週 間 行 え ば よ い 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 所 望 抗 体 産 生 能 を 指 標 に
し て ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ク ロ ー ニ ン グ に 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 指 標 と す る 、 所 望 抗 体 産 生 能 は 、 該 抗 体 の 有 す る ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物
に 対 す る 特 異 的 結 合 活 性 を 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に 基 づ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 求 め
ら れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ の ア ッ セ イ は 、 抗 体 産 生 の 確 認 に 関 し て 上 述 し た 方 法 と 同 様
の 方 法 、 即 ち 、 ELISA法 、 RIA法 、 蛍 光 抗 体 法 等 の 方 法 に 従 い 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ
ら の う ち で は 、 簡 便 に 感 度 よ く 抗 体 を 検 出 し 得 る こ と か ら 、 ELISA法 が 好 ま し い 。 こ の 方
法 の 具 体 例 は 、 後 記 実 施 例 に お い て 詳 述 す る 。 尚 、 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 前 記 免 疫 抗 原
が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ に は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 が 用 い ら れ 得 る 。 ク ロ ー ニ
ン グ の 方 法 の 例 と し て は 、 よ く 知 ら れ て い る 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら の う ち で は 、 操 作 も 容 易 で 数 多 く の 実 績 が あ り 、 再 現 性 が 高 い た め 、 限 界 希 釈 法 が 好 ま
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し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ た 多 く の ハ イ ブ リ ド ー マ の 中 か ら 、 効 率 よ く 所 望 の 細 胞 を 選 択 す
る た め に 、 細 胞 選 別 は 、 ク ロ ー ニ ン グ の 初 期 の 段 階 か ら 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お け る 培 養 法 に よ
り 大 量 培 養 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ 培 養 法 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 適 当 な 血 清 培 地 若
し く は 無 血 清 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 実 施 で き 、 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ は 培 地 中 に 産
生 さ れ る 。 こ の 培 養 に よ れ ば 、 比 較 的 高 純 度 の 所 望 抗 体 を 培 養 上 清 と し て 得 る こ と が で き
る 。 ま た 、 イ ン ビ ボ 培 養 法 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 適 合 性 の あ る 哺 乳 類 動 物 、 例 え ば マ ウ ス
等 の 腹 腔 内 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 注 射 接 種 し て 増 殖 さ せ 、 所 望 抗 体 を マ ウ ス 腹 水 と し て 大
量 に 回 収 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
  所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 の 培 地 で 継 代 培 養 す る こ
と が で き 、 ま た 液 体 窒 素 中 で 半 永 久 的 に 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
  上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 一 具 体 例 と し て は 、 後 述 す る 実 施 例 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 得
ら れ 、 「 14A2」 と 命 名 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　
  抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 お よ び マ ウ ス 等 の 腹 水 は 、 そ の ま ま 粗 製 抗 体 液 と し
て 用 い る こ と が で き る 。 ま た こ れ ら は 常 法 に 従 っ て 、 例 え ば 、 DEAE陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 硫 安 分 画 法 、 PEG分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画
法 等 を 適 宜 組 合 せ る こ と に よ り 精 製 し て 、 精 製 抗 体 と す る こ と が で き る 。 精 製 抗 体 は 、 通
常 約 90％ 以 上 の 純 度 、 好 ま し く は 約 95％ 以 上 の 純 度 、 よ り 好 ま し く は 約 98％ 以 上 の 純 度 で
あ る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 、 即 ち 、 ケ ル セ チ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 、 例 え ば
Q3GAと 反 応 す る が 、 ア グ リ コ ン で あ る ケ ル セ チ ン 並 び に ケ ル セ チ ン の メ チ ル 抱 合 体 及 び 硫
酸 抱 合 体 と は 実 質 的 に 反 応 し な い と う 特 有 の 免 疫 学 的 性 質 (特 異 性 )を 有 し て い る 点 に お い
て 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 抗 体 は 、 生 体 内 に 代 謝 産 物 の 形 で 存 在 す る ケ ル セ チ ン の 免 疫 学 的 検 出 の
た め の 検 出 試 薬 と し て 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は こ の よ う な 本 発 明 抗 体 を 利 用 し た 検 出 試
薬 お よ び 該 試 薬 を 利 用 し て 試 料 中 の ケ ル セ チ ン （ 代 謝 産 物 ） を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 を
も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 ケ ル セ チ ン （ 代 謝 産 物 ） を 標 的 と す る 免 疫 学 的 検 出 (測 定 )法 は 、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定
法 (EIA)、 酵 素 イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ 法 (ELISA)、 蛍 光 免 疫 測 定 法 (FIA)、 放 射 線 免 疫
測 定 法 (RIA)、 発 光 免 疫 測 定 法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 の 常 法 に 従
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 例 え ば 、 試 料 液 を ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 さ せ た 後 、 メ
ン ブ ラ ン に 転 写 し 、 本 発 明 抗 体 と 反 応 さ せ 、 生 成 す る 反 応 物 (免 疫 複 合 体 )を 、 標 識 第 二 抗
体 を 用 い て 検 出 (複 合 体 と 結 合 す る 標 識 第 二 抗 体 の 標 識 量 を 測 定 )す る こ と に よ り 実 施 で き
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 抗 体 を 用 い る 免 疫 学 的 検 出 の 好 ま し い ひ と つ の 具 体 的 方 法 と し て は 、 ELISA法 が
挙 げ ら れ る 。 こ の ELISA法 は 、 一 般 的 な 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 等 の 手 法 に 従 っ て 実 施 で
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き 、 更 に 液 相 系 で も 、 固 相 系 で も 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い ELISA法 の 一 例 は 、 次 の よ う に し て 実 施 さ れ る 。 即 ち 、 ま ず 標 準 抗 原 (ケ ル セ チ
ン -Q3GA結 合 体 )を 適 当 な 担 体 に 固 定 化 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 次 い で 、 検 出 が 望 ま れ る ケ
ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 含 有 す る 試 料 お よ び 本 発 明 抗 体 を 、 上 記 固 定 化 標 識 抗 原 と 接 触 さ せ て
、 本 発 明 抗 体 -ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 免 疫 複 合 体 お よ び 本 発 明 抗 体 -標 準 抗 原 免 疫 複 合 体 を 競
合 的 に 生 成 さ せ る 。 生 成 し た 本 発 明 抗 体 -ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 免 疫 複 合 体 の 量 を 測 定 し 、
予 め 作 製 し た 検 量 線 か ら 試 料 中 の ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 検 量 線 等 に よ り 本 発 明 抗 体 と 標 準 抗 原 と の 反 応 性 が 予 め 判 っ て い る 場 合 に は 、 上 記 に お
い て 固 定 化 し た 標 準 抗 原 の 代 わ り に 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 含 有 す る 試 料 を 固 定 化 し て 用
い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 好 ま し い ELISA法 に お い て は 、 ま た 本 発 明 抗 体 を 第 一 抗 体 と し て 用 い 、 こ の 第 一 抗
体 に 対 す る 第 二 抗 体 を 標 識 し て 用 い る こ と も で き る 。 こ の 場 合 は 本 発 明 抗 体 -ケ ル セ チ ン
代 謝 産 物 免 疫 複 合 体 の 量 は 、 こ れ に 結 合 し た 標 識 第 二 抗 体 の 標 識 量 を 測 定 す る こ と に よ り
容 易 に 求 め る こ と が で き る 。 上 記 方 法 の 変 法 と し て 、 標 識 し た 第 二 抗 体 を 用 い る こ と な く
、 第 一 抗 体 を 例 え ば 酵 素 で 標 識 し て 利 用 す る こ と も で き る 。 更 に 、 第 一 抗 体 を ビ オ チ ン で
標 識 し 、 第 二 抗 体 の 代 わ り に ア ビ シ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ シ ン に 酵 素 を 結 合 さ せ た も の を
用 い る 方 法 も 、 前 記 方 法 の 変 法 と し て 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 免 疫 学 的 検 出 法 に よ れ ば 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 、 高 精 度 、 高 感 度 で 特 異 的 に 検
出 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 お よ び 測 定 結 果 は 、 例 え ば 食 事 由 来 の ケ ル セ チ ン に よ る 体
内 抗 酸 化 度 の 評 価 に 役 立 つ も の で あ り 、 こ れ に よ っ て 生 体 の 有 す る 活 性 酸 素 の 除 去 (消 去 )
能 を 知 る こ と が で き 、 ひ い て は ケ ル セ チ ン の 摂 取 に よ る 生 活 習 慣 病 （ ガ ン 、 糖 尿 病 、 動 脈
硬 化 、 高 脂 血 症 等 ） や 老 化 の 予 防 効 果 を 予 測 す る 有 効 な 指 標 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 抗 体 は 、 植 物 中 に 含 ま れ る ケ ル セ チ ン 配 糖 体 を も 認 識 す る こ と が で き る も
の で あ る た め 、 例 え ば 野 菜 な ど の 食 品 成 分 中 に 含 ま れ る ケ ル セ チ ン 量 の 測 定 に こ れ を 応 用
す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 単 位 食 品 あ た り の 抗 酸 化 力 価 を 評 価 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 免 疫 学 的 検 出 法 の 実 施 に 際 し て は 、 本 発 明 抗 体 を 含 有 す る 検 出 試 薬 を 含 む キ ッ ト
(検 出 キ ッ ト )の 利 用 が 簡 便 で あ る 。 か か る キ ッ ト に は 、 本 発 明 抗 体 （ 検 出 試 薬 ） に 加 え て
、 当 該 検 出 (測 定 )を 実 施 す る に 際 し て 必 要 な 任 意 の 他 の 試 薬 成 分 等 を 更 に 包 含 さ せ 得 る 。
そ の 例 と し て は 、 例 え ば 標 準 抗 原 、 標 識 抗 体 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 、 発 色 試 薬 、 基 質 、 安 定 化
剤 等 を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 免 疫 検 出 法 を 適 用 し て ケ ル セ チ ン の 検 出 (定 量 を 含 む )を 行 い 得 る 試 料 に は 、 血 液
（ 血 清 、 血 漿 等 ） 、 尿 な ど の 生 体 試 料 の 他 、 野 菜 お よ び そ の 他 の 植 物 (食 用 )、 そ れ ら の 抽
出 液 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 抗 体 を 利 用 し て ケ ル セ チ ン を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 の 好 ま し い 一 実 施 態
様 に つ き 詳 述 す れ ば 、 こ の 態 様 に お い て は 、 固 相 に 結 合 さ せ た 第 1の 抗 体 お よ び 移 動 相 に
含 め ら れ て 用 い ら れ る 第 2の 抗 体 を 含 む 本 発 明 キ ッ ト を 利 用 す る 。 こ こ で 、 固 相 に 結 合 さ
せ た 第 1の 抗 体 と し て は 、 本 発 明 抗 体 、 特 に 後 記 実 施 例 に 示 す 細 胞 株 14A2が 産 生 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 有 利 に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 第 2の 抗 体 と し て は 、 特 に 上 記 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 限 定 さ れ ず 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 に 結 合 能 を 有 す る も の で あ れ ば 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら は 常 法 に 従 い
製 造 す る こ と が で き る 。 第 2の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に 第 1の 抗 体 と 同 一 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る の が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ら ケ ル セ チ ン 結 合 活 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製
造 は 、 例 え ば 、 後 記 実 施 例 1に 詳 述 し た 方 法 に 従 う こ と が で き 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し
て は 該 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 血 清 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 第 2の 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 任 意 に 標 識 で き る 。 標 識 の 例 と し て は 、 酵
素 標 識 、 色 素 標 識 、 磁 性 標 識 、 放 射 性 標 識 、 色 の 付 い た 粒 子 （ 金 コ ロ イ ド 、 ラ テ ッ ク ス 等
） に よ る 標 識 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 キ ッ ト は 、 上 記 第 1の 抗 体 お よ び 第 2の 抗 体 を 入 れ た 1ま た そ れ 以 上 の 容 器 と 共 に
、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お け る 、 抗 体 の 使 用 を 記 載 し た 仕 様 書 等
を も 含 み 得 る 。 更 に 該 キ ッ ト は 、 標 識 の 検 出 の た め の 、 又 は 陽 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 陰 性
コ ン ト ロ ー ル の 検 出 の た め の 適 切 な 試 薬 、 洗 浄 溶 液 、 希 釈 緩 衝 液 等 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 好 ま し い 一 実 施 態 様 に よ れ ば 、 ま ず 、 第 2の 抗 体 を 液 相 で ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 含
む 検 体 試 料 と 反 応 さ せ 、 標 識 -抗 体 -ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 こ
の 複 合 体 を 含 む 反 応 液 を 移 動 相 と し て 、 固 定 化 さ れ た 第 1の 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 そ の 結 果
、 第 1の 抗 体 お よ び 第 2の 抗 体 は 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 を 介 し て サ ン ド イ ッ チ 状 に 結 合 す る
。 従 っ て 、 検 体 試 料 中 に ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物 が 存 在 す る 場 合 に の み 、 ケ ル セ チ ン 代 謝 産 物
を 介 し て 固 相 上 に 標 識 が 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 更 に 、 本 発 明 抗 体 の 利 用 に よ れ ば ヒ ト 体 内 に お け る ケ ル セ チ ン 代 謝 物 の 局 在 性 を 観 察 す
る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 、 例 え ば 動 脈 硬 化 な ど の 疾 患 の 発 症 と ケ ル セ チ ン 代 謝 物 の 該
動 脈 硬 化 作 用 作 用 へ の 関 与 等 を 検 討 す る こ と が で き る 。 上 記 局 在 性 の 観 察 は 、 病 巣 部 な ど
の 任 意 の 組 織 切 片 に つ い て 、 常 法 (例 え ば Kawai et al., J Biol Chem. (2003)278, 21040
-9参 照 )に 従 う 免 疫 組 織 染 色 法 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 こ れ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
  
  以 下 、 本 発 明 を 更 に 詳 し く 説 明 す る た め 、 実 施 例 を 挙 げ る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に
よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 尚 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 得 ら れ る 抗 血 清 、 培 養 上 清 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 評 価
に 利 用 す る 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA法 )は 、 以 下 の よ う に し て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ）
　 （ A） 免 疫 原 の コ ー テ ィ ン グ
　 Q3GA-HSA(ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ) (Sigma-Aldrich社 製 )を 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS
)に 0.001 mg/mLの 濃 度 と な る よ う に 懸 濁 さ せ て 抗 原 溶 液 を 調 製 し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト （
ポ リ ス チ レ ン 製 高 結 合 型 平 底 ＃ 442404、 ヌ ン ク 社 製 ） の 各 ウ エ ル に 上 記 抗 原 溶 液 を 50μ L/
ウ エ ル 注 入 し 、 室 温 で 飽 和 水 蒸 気 中 に て 一 晩 保 存 し た 。 実 験 直 前 に 、 ア ス ピ レ ー タ で 余 分
な 抗 原 溶 液 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ B） ブ ロ ッ キ ン グ
　 上 記 (A)で 調 製 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 、 4%「 ブ ロ ッ ク エ ー ス 」 (ブ ロ ッ キ ン
グ 剤 、 大 日 本 製 薬 社 製 )水 溶 液 を 200μ L/ウ エ ル 注 入 し 、 60分 間 、 37℃ で 放 置 し た 。 そ の 後
、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 溶 液 を 除 去 し た 。 以 降 の 実 験 を 即 日 に 行 わ な い と き は 、 こ の 状 態 で 、 飽
和 水 蒸 気 中 に 4℃ で 保 存 し た 。 な お 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 溶 液 の 代 わ り に 、 1%BSA-PBS溶 液 を 用
い て も 同 様 の 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ C） 抗 体 の 反 応
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　 上 記 (B)で 調 製 し た ウ エ ル に 、 1％ HSA-PBSで 種 々 の 濃 度 に 希 釈 し た 抗 体 溶 液 （ 抗 血 清 、
培 養 上 清 、 精 製 抗 体 等 ） を 100μ L/ウ エ ル そ れ ぞ れ 注 入 し た 。 37℃ で 1.5時 間 放 置 し た 後 、
0.05%ツ イ ー ン (Tween-20)(Bio-Rad社 製 )を 含 む PBS（ 以 下 「 TPBS」 と 省 略 す る ） で 3回 洗 浄
し て 残 存 す る TPBSを 除 去 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ D） 第 2抗 体 の 反 応
　 第 2抗 体 と し て 、 5000倍 希 釈 し た 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ Ch
emicon international社 製 ） を TPBS溶 液 に 溶 解 し た も の を 用 い た 。 上 記 第 2の 抗 体 の 溶 液
を 前 記 (C)で 調 製 し た 各 ウ エ ル に 100μ L/ウ エ ル 注 入 し 、 37℃ で 1時 間 放 置 し た 。 TPBSで 3回
洗 浄 し て TPBSを 除 去 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 （ E） 基 質 の 反 応 と 停 止
　 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 発 色 試 薬 （ BD Bioscience社 製 ） を 100μ L/ウ ェ ル 注 入
し た 。 2N 硫 酸 を 50μ L/ウ エ ル 注 入 す る こ と で 発 色 反 応 を 停 止 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 （ F） 測 定
　 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ （ Bio-Rad model 450, Bio-Rad社 製 ） を 用 い て 、 前 記 (E)で 調
製 し た ウ エ ル に つ い て 、 そ の 450nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 な お 、 本 実 施 例 で は 免 疫 測 定 法 と し て 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い た が 、 他 に RIA法 、 蛍 光 抗
体 法 等 を 用 い て も よ い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド (Q3GA)は 、 ム ー ン ら の 方 法 (Moon, JH., et al., "Identifi
cation of quercetin 3-O-beta-D-glucuronide as an antioxidative metabolite in rat
 plasma after oral administration of quercetin", Free Radical Biology and Medici
ne, 2001, June 1; 30(1), 1271-1285)に 従 っ て 合 成 し た 。 即 ち 、 Koenings-Knorr法 （ Kno
enings and Knorr, Ber., 34, 957, 1901, Flowers, Carbohydr. Res. 18, 211-218, 197
1） に 従 っ て 、 ケ ル セ チ ン の 持 つ 水 酸 基 に グ ル ク ロ ン 酸 を 導 入 さ せ 、 得 ら れ る グ ル ク ロ ニ
ド 中 、 ３ 位 に グ ル ク ロ ン 酸 が 結 合 し た Q3GAを HPLCを 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 得 ら れ た Q3GAを ハ プ テ ン と し 、 そ の 11μ molを ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF) 200μ Lに 溶
解 し 、 こ れ に そ れ ぞ れ 11μ molの 1-エ チ ル -3-(3-メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド (E
DC) (Pierce社 製 )お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン ア ミ ド (NHS) (Pierce社 製 )を 加 え 、 室 温 で
24時 間 反 応 さ せ た 。 HSAお よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH) (Pierce社 製 )を
そ れ ぞ れ 10mg/mLの 濃 度 と な る よ う に PBSに 溶 解 し た 溶 液 360μ Lに 、 上 記 で 得 ら れ た 反 応 物
100μ Lず つ を 加 え 、 室 温 で 4時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 PBSに 対 し て 2日 間 透 析 を 行 っ
て 、 そ れ ぞ れ 免 疫 原 と し て の ハ プ テ ン 結 合 蛋 白 質 を 回 収 し た 。 こ れ ら を そ れ ぞ れ Q3GA-HSA
お よ び Q3GA-KLHと い う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 こ の 例 に お い て は BALB/C系 統 マ ウ ス (Blb/c, 雌 性 、 6週 齢 )を 免 疫 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 で 調 製 し た 各 免 疫 原 を フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA, Sigma-Aldrich社 製 )に
懸 濁 さ せ て 調 製 し た 懸 濁 液 を 、 一 回 の 免 疫 原 の 投 与 量 が 60μ g/マ ウ ス と な る よ う に 、 マ ウ
ス の 腹 腔 内 に 注 射 投 与 し た （ 1回 目 ） 。 ま た 、 各 免 疫 原 を フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (
FIA, Sigma-Aldrich社 製 )に 懸 濁 さ せ て 調 製 し た 懸 濁 液 を 、 第 1回 目 の 投 与 か ら 2週 間 毎 に
、 1回 の 免 疫 原 の 投 与 量 が 2μ g/マ ウ ス と な る よ う に マ ウ ス に 4-5回 繰 り 返 し 注 射 投 与 し た
（ 2～ 6回 目 ） 。 最 終 投 与 後 、 50μ g/マ ウ ス と な る よ う に PBS溶 液 を 眼 窩 静 脈 よ り 投 与 し て
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、 免 疫 マ ウ ス を 作 成 し た 。 上 記 免 疫 過 程 に お け る マ ウ ス の 抗 体 産 生 は 前 記 ELISA法 に て 確
認 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 PBS溶 液 の 眼 窩 投 与 3日 後 に 、 免 疫 マ ウ ス か ら 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾 細 胞 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 平 均 分 子 量 1500の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 、 常 法 (例 え ば Nature, Vol.256, pp
495-497(1975)参 照 )に 従 っ て 、 脾 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 （ P3-X63-Ag8-U1） と を
、 10%牛 胎 児 血 清 (FBS)含 有 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM) (Sigma-Aldrich社 製 )に て
細 胞 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 96穴 プ レ ー ト (Nunc社 製 )を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を ヒ ポ キ サ ン チ ン /ア ミ ノ プ テ リ ン /
チ ミ ジ ン （ HAT） 培 地 で 選 択 的 に 増 殖 さ せ た 。 細 胞 の 培 養 は 、 全 て CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ （ CO

2 濃 度 ： 5体 積 ％ 、 温 度 ： 37℃ 、 湿 度 ： 95％ ） 内 で 実 施 し た 。 以 下 の 培 養 で は 他 に 示 さ な い
限 り 上 記 と 同 条 件 で 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 選 択 的 増 殖 の 確 認 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 培 養 上 清 を 採 取 し 、 こ の 培 養 上 清 に つ い て
、 ELISA法 に よ っ て 所 望 抗 体 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 固 相 抗 原 と し て は 250ngの Q3
GA-HSAを 用 い た 。 抗 体 液 と し て は 、 細 胞 培 養 上 清 を 使 用 し た 。 第 2の 抗 体 と し て ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ELISA法 に 従 う 結 果 か ら 、 抗 体 価 の 確 認 さ れ た 14ウ エ ル の 培 養 上 清 を 提 供 し た ハ イ ブ リ
ド ー マ を 選 別 し 、 こ れ ら を 24穴 プ レ ー ト に 移 し て 更 に 15％ FCSを 含 む HT培 地 に て 培 養 を 行
っ た 後 、 ELISA法 に よ り 同 様 に し て 2次 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て 、 最 も 顕 著 な 抗 体 産 生 が 認
め ら れ た 1ウ エ ル を 選 別 し た 。 こ の ウ エ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ
ン グ し 、 繰 り 返 し ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 コ ロ ニ ー を 形 成 し た 全 て の ウ エ ル に お い て 同 様
の 抗 体 価 が 認 め ら れ た 段 階 で 、 こ の も の を も の ク ロ ー ン と 判 断 し た 。 か く し て 、 「 14A2」
と 命 名 し た 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 得 た 。 以 下 、 こ の 14A2株 の 産 生 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 「 14A2抗 体 」 と 称 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 選 別 さ れ た 細 胞 株 を 、 遠 心 分 離 後 、 1× 10 7 細 胞 /mLの 濃 度 で FCS： ジ
メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド =9:1（ 体 積 比 ） の 溶 液 1mLに 浮 遊 さ せ 、 -80℃ で 予 備 凍 結 し 、 液 体 窒
素 中 に 移 し て 長 期 保 存 状 態 と し て 、 分 譲 可 能 な 状 態 で 保 存 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 尚 、 上 記 培 養 上 清 50mLに 、 氷 冷 下 に 攪 拌 し な が ら 、 15.65gの 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 少 し ず
つ 加 え 、 全 量 加 え 終 わ っ た 後 、 更 に 5分 間 攪 拌 を 続 け 、 次 い で 、 1時 間 氷 上 に 放 置 し た 後 、
10,000回 転 ／ 分 で 10分 間 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 し た 蛋 白 質 を 少 量 （ 1mL程 度 ） の PBSに 溶 解 し 、
こ の も の に 対 し て 、 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 1mLを 数 分 か け て 加 え 、 氷 上 に 30分 放 置 し
た 。 再 度 、 10,000回 転 ／ 分 で 10分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ た 沈 殿 蛋 白 質 を 少 量 の PBSに 溶 解
し た 。 以 後 の 実 験 に は 、 か く し て 得 ら れ た 硫 安 分 画 画 分 を 14A2抗 体 (溶 液 )と し て 用 い た 。
こ の も の は 更 に 以 下 に 示 す よ う な 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　 選 択 し た 14A2抗 体 の 培 養 上 清 を 、 プ ロ テ イ ン A結 合 ゲ ル （ プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス 4FF
、 フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に か け 、 以 下 の 操 作 に よ り
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 14A2抗 体 ） を 精 製 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 プ ロ テ イ ン A結 合 ゲ ル を 充 填 し た カ ラ ム を 、 結 合 緩 衝 液 （ 1.5Mグ リ シ ン お よ び 3MNaCl、 p
H8.9） で 平 衡 化 す る 。 培 養 上 清 を 、 結 合 緩 衝 液 で 約 3倍 に 希 釈 し た 後 、 平 衡 化 し た カ ラ ム
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に ア プ ラ イ す る 。 カ ラ ム か ら の 溶 出 液 を 吸 光 光 度 計 を 用 い て 280nmの 吸 光 度 を モ ニ タ ー し
な が ら 、 不 純 物 の 溶 出 が 終 了 す る ま で 、 カ ラ ム を 結 合 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 溶 出 緩
衝 液 （ 100mMク エ ン 酸 、 pH4） を カ ラ ム に ア プ ラ イ （ 線 流 速 ： 約 20cm/時 間 ） し 、 IgG含 有 溶
出 液 (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 液 )を 回 収 す る 。 回 収 し た IgG含 有 溶 出 液 に つ い て 、 吸 光 光 度 計
を 用 い て 280nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 測 定 さ れ た 吸 光 度 を 吸 光 係 数 で 換 算 す る こ と に よ り 、
抗 体 の 濃 度 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 14A2抗 体 に つ い て 、 Q3GA-HSAと HSAと の 各 希 釈 系 列 を 用 い て 、 前 記 ELISA法 を 実 施 し て 、
14A2抗 体 と こ れ ら 蛋 白 質 抗 原 と の 交 差 反 応 性 （ 14A2抗 体 の 特 異 反 応 性 ） の 評 価 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 よ り 詳 し く は 、 種 々 の 濃 度 に 希 釈 し た 蛋 白 質 抗 原 を ELISA用 プ レ ー ト (Nunc社 製 )に 固 相
化 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 (「 ブ ロ ッ ク エ ー ス 」 、 大 日 本 製 薬 社 製 )に よ り ウ エ ル の 非 コ ー ト
部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 こ れ に 一 定 量 の 西 洋 わ さ び ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ig
G抗 体 と テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)発 色 試 薬 BD Bioscience社 製 )で 検 出 し た 後 、 450nm
の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ (Bio-Rad model 450)に て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 そ の 結 果 を 図 1に 示 す 。 図 1は 、 縦 軸 に 450nmに お け る 吸 光 度 (O.D.450nm)を 、 横 軸 に 抗 体
の 希 釈 濃 度 (mg/mL)を と り 、 14A2抗 体 の 各 濃 度 に お け る Q3GA-HSA(図 中 、 黒 丸 に て 表 示 )お
よ び HSA(図 中 、 白 抜 き 丸 に て 表 示 )に 対 す る 結 合 能 を 吸 光 度 測 定 に よ り 求 め た 結 果 を プ ロ
ッ ト し た グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 1に 示 さ れ る 結 果 か ら 明 ら か な と お り 、 14A2抗 体 は Q3GA-HSAと は 強 く 反 応 し た が 、 HSA
と は 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 次 に 、 種 々 の ケ ル セ チ ン 類 縁 体 お よ び 関 連 化 合 物 を 競 合 物 と し て 用 い た 競 合 ELISA法 に
よ り 、 こ れ ら の 競 合 物 に よ る 14A2抗 体 の 反 応 性 阻 害 （ 抗 体 の 特 異 性 ） を 検 討 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 競 合 ELISA法 は 、 各 濃 度 に 希 釈 し た 種 々 の ケ ル セ チ ン 類 縁 体 お よ び そ の 関 連 化 合 物 （ 競
合 物 ） を 14A2抗 体 溶 液 （ ELISA法 で の １ 次 抗 体 希 釈 液 に 準 じ る ） に 添 加 し て 同 様 に し て 1次
抗 体 反 応 を 行 い 、 固 相 抗 原 （ Q3GA-HSAを ELISA用 プ レ ー ト (Nunc社 製 )に 固 相 化 し た も の ）
に 対 す る 14A2の 反 応 性 を 各 競 合 物 が 阻 害 す る 程 度 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ケ ル セ チ ン 類 縁 体 お よ び そ の 関 連 化 合 物 （ 競 合 物 ） と し て は 、 以 下 の も の を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ケ ル セ チ ン
　 Q3GA（ ハ プ テ ン と し た ケ ル セ チ ン -3-グ ル ク ロ ニ ド ）
　 Q4'GA（ Q3GAの 異 性 体 で あ り Q3GAと 同 様 に 生 体 内 に 見 出 さ れ る 主 要 な 代 謝 物 の 一 つ 、 ケ
ル セ チ ン -4'-グ ル ク ロ ニ ド ）
　 イ ソ ラ ム ネ チ ン （ isorhamnetin、 ケ ル セ チ ン の 3-メ チ ル 化 体 ）
　 ケ ル セ チ ン -3-O-サ ル フ ェ ー ト （ Quercetin-3-O-sulfate、 ケ ル セ チ ン の 硫 酸 抱 合 体 ）
　 ル チ ン （ Rutin、 ケ ル セ チ ン 配 糖 体 ）
　 ハ イ ペ ロ シ ド （ Hyperoside、 ケ ル セ チ ン 配 糖 体 ）
　 Q3G(イ ソ ケ ル シ ト リ ン 、 ケ ル セ チ ン 配 糖 体 )
　 (-)-エ ビ カ テ キ ン (Epicatechin)
　 (-)-エ ビ カ テ キ ン ガ レ ー ト (Epicatechin Gallate)
　 (-)-エ ビ ガ ロ カ テ キ ン (Epigallocatechin)
　 (-)-エ ビ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ ー ト (Epigallocatechin Gallate)
　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル (tocopherol)（ ビ タ ミ ン E）
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　 ア ス コ ル ビ ン 酸 （ Ascorbic acid, ビ タ ミ ン C）
　 GSH（ グ ル タ チ オ ン 類 ）
  GSSG（ グ ル タ チ オ ン 類 ）
  β -カ ロ チ ン (carotene)（ カ ロ テ ノ イ ド 類 ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 結 果 を 図 2～ 図 5に 示 す 。 各 図 は 、 縦 軸 に B/B0を 、 横 軸 に 競 合 物 の 濃 度 (competitor (μ M
ま た は mM))を と り 、 各 競 合 物 の 14A2抗 体 の 阻 害 効 果 を 市 販 の グ ラ フ ソ フ ト を 用 い て 横 軸 を
対 数 軸 と し て プ ロ ッ ト し た グ ラ フ で あ る 。 各 図 中 の 各 曲 線 は 、 次 の 競 合 物 を 用 い た も の で
あ る 。
図 2の 曲 線 (1)： ケ ル セ チ ン
図 2の 曲 線 (2)： Q3G
図 2の 曲 線 (3)： Q4'GA
図 2の 曲 線 (4)： isorhamnetin
図 2の 曲 線 (5)： Quercetin-3-O-sulfate
図 3の 曲 線 (1)： ケ ル セ チ ン
図 3の 曲 線 (2)： Q3G
図 3の 曲 線 (3)： Rutin
図 3の 曲 線 (4)： Hyperoside
図 4の 曲 線 (1)： (-)-Epicatechin
図 4の 曲 線 (2)： (-)-Epicatechin Gallate
図 4の 曲 線 (3)： (-)-Epigallocatechin
図 4の 曲 線 (4)： (-)-Epigallocatechin Gallate
図 5の 曲 線 (1)： α -tocopherol
図 5の 曲 線 (2)： Ascorbic acid
図 5の 曲 線 (3)： GSH
図 5の 曲 線 (4)： GSSG
図 5の 曲 線 (5)： β -carotene
　 こ こ で B/B0は 、 [ODs－ ODc]／ ODs (ODs:競 合 物 無 添 加 の 場 合 の 吸 光 度 及 び Odc:競 合 物 添
加 時 の 吸 光 度 )を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 2-5に 示 さ れ る 結 果 か ら 、 次 の こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 (1)　 14A2抗 体 の 結 合 性 は 、 Q3GAお よ び 4'位 抱 合 体 で あ る Q4'GAに よ っ て 阻 害 さ れ 、 そ の
阻 害 効 果 は お よ そ 200nM～ 50μ Mの 間 で 濃 度 依 存 的 で あ る こ と が 判 る 。 こ の こ と か ら 、 14A2
抗 体 は こ れ ら と 交 差 反 応 性 を 示 す こ と が 判 る （ 図 2参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 (2)　 14A2抗 体 の 反 応 性 は 、 上 記 濃 度 範 囲 に お い て 、 ケ ル セ チ ン （ ア グ リ コ ン ） や ケ ル
セ チ ン の 硫 酸 抱 合 体 お よ び メ チ ル 化 体 に よ っ て は 、 阻 害 さ れ な い 。 従 っ て 、 14A2抗 体 は 20
0nM～ 50μ Mの 間 の 濃 度 範 囲 に お い て 、 こ れ ら と は 交 差 反 応 し な い こ と が 判 る （ 図 2参 照 ）
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 (3)　 ケ ル セ チ ン 配 糖 体 は 、 14A2抗 体 の 反 応 性 を 阻 害 す る こ と か ら 、 14A2抗 体 に よ っ て
認 識 さ れ る こ と が 判 る （ 図 3参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 (4)　 カ テ キ ン 類 、 ビ タ ミ ン 類 、 グ ル タ チ オ ン 類 は 、 0.25mMの 高 濃 度 に お い て も 14A2抗
体 の 反 応 性 を 全 く 阻 害 し な い （ 図 4参 照 ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 糖 鎖 が 結 合 し た ケ ル セ チ ン 類 を 特 異 的 に
認 識 す る も の で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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　 (5)　 以 上 の こ と か ら 、 競 合 ELISA法 に お け る ケ ル セ チ ン 配 糖 体 の 測 定 感 度 は 、 約 0.1～ 1
0μ Mで あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 食 事 性 ケ ル セ チ ン の 生 体 内 摂 取 後 に お け る 血 中 ケ ル セ チ ン 濃 度 は 、 通 常 数 μ Mで あ る こ
と か ら 、 本 発 明 抗 体 を 用 い た ELISA法 に よ れ ば 、 ヒ ト 血 中 ケ ル セ チ ン の 定 量 が 十 分 に 可 能
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 ヒ ト 粥 状 動 脈 硬 化 病 巣 組 織 切 片 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 を 以 下 の 通 り 実 施 し た 。 免 疫 組 織
染 色 は 、 Kawai et al., J Biol Chem. (2003)278, 21040-9に 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 行 っ
た 。 即 ち 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を キ シ レ ン に よ り 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 次 い で 、 エ タ ノ ー
ル お よ び PBSに 浸 す こ と で 親 水 化 処 理 し た 後 、 前 記 ELISA法 と 同 様 に し て 、 二 次 抗 体 動 物 種
と 同 一 の 動 物 種 に 由 来 す る 血 清 を 含 ん だ PBSで ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 (4℃ 、 一 晩 )し 、 PBSに て
洗 浄 し 、 1%BSAを 含 む PBSで 希 釈 し た 一 次 抗 体 を 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 抗 マ
ウ ス IgGビ オ チ ン 化 抗 体 （ DAKO社 ） を 二 次 抗 体 と し て 用 い て 、 同 様 に し て 、 室 温 で 1時 間 作
用 さ せ た 。 さ ら に 、 洗 浄 後 、 ABC（ avidin-biotin complex） 試 薬 （ Vector社 ） を 室 温 で 50
分 間 作 用 さ せ た 。 洗 浄 後 、 ABC-AP キ ッ ト （ Vector社 ） を 用 い て 発 色 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 染 色 は 、 0.5μ g/mLの CD68抗 体 (Dako社 )を 1次 抗 体 と し て 作 用 さ せ
た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン （ H&E） 染 色 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン し た 切 片 に 対 し 、 ヘ マ ト キ シ
リ ン 溶 液 で 10分 間 処 理 し 流 水 で 洗 浄 後 、 ア ン モ ニ ア 処 理 を 行 っ た 。 流 水 で 水 洗 後 、 塩 酸 エ
オ シ ン で 2分 間 処 理 し た 。 Q4'GA共 存 に よ る 吸 収 試 験 で は 、 100μ Mと な る よ う に Q4'GAを 1次
抗 体 溶 液 (14A2抗 体 溶 液 )に 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 前 処 理 し た も の を 1次 抗 体 溶 液 と し て 染 色 に
用 い た 。 染 色 後 は 、 PBSに て 洗 浄 後 、 エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン と 順 次 浸 漬 後 、 脱 水 処 理 を 施
し 、 封 入 し 永 久 標 本 と し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 6に 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 6中 、 A-Dは 試 験 し た 動 脈 硬 化 病 巣 組 織 切 片 の 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ り 、 E-Fは 対 照 と
す る 正 常 動 脈 部 位 組 織 切 片 の 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ る 。 各 染 色 像 は 、 位 相 差 顕 微 鏡 (ニ コ
ン 社 製 )を 用 い て 撮 影 さ れ た も の (倍 率 × 4)で あ る 。 ま た 、 図 中 の 各 写 真 A-Fは 、 以 下 の も
の を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 A:　 病 巣 組 織 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン （ H&E） 染 色 し た 染 色 像 、
　 B:　 マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー で あ る CD68を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Dako社 ） を 一
次 抗 体 と し て 用 い た と き の 病 巣 組 織 切 片 の 染 色 像 、
　 C:　 病 巣 組 織 切 片 に つ い て 、 14A2抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い て 前 記 免 疫 染 色 法 を 実 施 し
て 得 ら れ た 染 色 像 、
　 D:　 抗 体 認 識 物 質 で あ る Q4'GA共 存 に よ る 吸 収 試 験 （ 上 記 Cと 同 様 に し て 実 施 ） に よ り 得
ら れ た 染 色 像 、
　 E:　 前 記 Aに お い て 、 病 巣 組 織 切 片 に 替 え て 正 常 部 位 組 織 切 片 を 用 い て 同 様 に し て 得 ら
れ た H&E染 色 像 、 お よ び
　 F:　 前 記 Cに お い て 病 巣 組 織 切 片 に 替 え て 正 常 部 位 組 織 切 片 を 用 い て 同 様 に し て 得 ら れ
た 染 色 像 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 図 6に 示 さ れ る 結 果 よ り 、 以 下 の こ と が 明 ら か で あ る 。 即 ち 、
　 (1)　 図 6の Aお よ び Bに 認 め ら れ る 泡 沫 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 集 積 し た 動 脈 硬 化 病 巣 の 局 在
性 と 一 致 す る 染 色 が 、 14A2抗 体 を 用 い た 染 色 に お い て 認 め ら れ る (図 6の C参 照 )。
【 ０ １ １ ０ 】
　 (2)　 14A2抗 体 は Q3GA及 び Q4'GAの グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 と 顕 著 に 結 合 す る 性 質 を 有 し て い
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る 。 本 抗 体 の 認 識 化 合 物 の 一 つ で あ る Q4'GAの 共 存 下 で の 染 色 像 （ 図 6の D参 照 ） で は 、 上
記 図 6の Cに お い て 観 察 さ れ る 動 脈 硬 化 病 巣 の 局 在 性 と 一 致 す る 染 色 像 が 消 失 し て い る こ と
か ら 、 本 染 色 に お け る 認 識 特 異 性 が 確 認 さ れ る 。 即 ち 、 ケ ル セ チ ン グ ル ク ロ ニ ド で あ る Q4
'GA共 存 下 で は 、 14A2抗 体 は 共 存 し た Q4'GAと 結 合 す る こ と に よ っ て 病 巣 部 の 染 色 が 阻 害 さ
れ る こ と か ら 、 本 病 巣 部 に お い て は ケ ル セ チ ン グ ル ク ロ ニ ド が 特 異 的 に 染 色 さ れ る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 (3)　 ま た 、 動 脈 硬 化 が 認 め ら れ な い 正 常 動 脈 部 位 の 染 色 像 （ 図 6の Eお よ び F） に お い て
は 、 14A2抗 体 に よ る 陽 性 染 色 は 認 め ら れ な い 。 こ の こ と か ら 、 ヒ ト 血 管 内 に お い て ケ ル セ
チ ン 代 謝 物 は 動 脈 硬 化 を 発 症 し う る よ う な 血 管 障 害 部 位 に 集 積 し て 、 抗 酸 化 性 を は じ め と
す る そ の 機 能 を 発 揮 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 ケ ル セ チ ン の 主 要 な 生 体 内 代 謝 物 で あ る グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 等 の ケ ル セ
チ ン 代 謝 産 物 を 特 異 的 に 認 識 す る も の で あ り 、 例 え ば 体 内 ケ ル セ チ ン の 定 量 に よ っ て 、 ケ
ル セ チ ン に 由 来 す る 体 内 抗 酸 化 性 の 診 断 が 可 能 で あ り 、 ま た 、 ケ ル セ チ ン の 体 内 動 態 の 免
疫 学 的 評 価 、 例 え ば ケ ル セ チ ン の 抗 動 脈 硬 化 作 用 へ の 関 連 の 解 明 等 に も 利 用 可 能 で あ る 。
ま た 、 本 発 明 抗 体 は 食 品 と し て の 植 物 体 な ど に 配 糖 体 の 形 で 存 在 す る ケ ル セ チ ン (配 糖 体 )
の 定 量 に も 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ３ 】
【 図 １ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )と 抗 原 と の 反 応 性 を 免 疫 検 出 法 (ELISA法 )に 従 っ て 求 め た
結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )と 抗 原 と の 反 応 性 を 阻 害 す る 競 合 物 の 作 用 を 競 合 免 疫 検 出
法 (ELISA法 )に 従 っ て 求 め た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )と 抗 原 と の 反 応 性 を 阻 害 す る 競 合 物 の 作 用 を 競 合 免 疫 検 出
法 (ELISA法 )に 従 っ て 求 め た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )と 抗 原 と の 反 応 性 を 阻 害 す る 競 合 物 の 作 用 を 競 合 免 疫 検 出
法 (ELISA法 )に 従 っ て 求 め た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )と 抗 原 と の 反 応 性 を 阻 害 す る 競 合 物 の 作 用 を 競 合 免 疫 検 出
法 (ELISA法 )に 従 っ て 求 め た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 抗 体 (14A2抗 体 )な ど を 反 応 さ せ た 、 動 脈 硬 化 病 巣 組 織 切 片 及 び 正 常 組 織 切
片 の 免 疫 組 織 染 色 像 を 示 す 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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