
(57)【要約】
本発明は新規な免疫原、ＭＴＡ（５’－デオキシ－５’－メチルチオアデノシン）に高い
特異性を有する新規な抗体、この抗体を用いた治療及び製剤、及びスペルミジンシンター
ゼの活性を測定する高感度なアッセイを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た 場 合 に
、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る 請 求 項 １
記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 交 差 反 応 性 が ０ ． ０ １ ％ 以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た 場 合 に
、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る ポ リ ク ロ
ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 一 般 式 （ Ｉ ） ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｏ Ｒ は 活 性 エ ス テ ル で あ る ）
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 一 般 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て ｎ が ５ で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｒ が 以 下 の 式 （ Ｉ Ｉ ） ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 請 求 項 ６ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の プ リ ン 基 に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ
せ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 。
【 請 求 項 ９ 】
　 一 般 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 Ｘ は キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る ） で 表 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 免
疫 原 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 一 般 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て ｎ が ５ で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 免 疫 原 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ｘ が カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 免 疫 原 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 請 求 項 ４ 記 載 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載
の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ － Ａ Ｂ Ｐ １ ０ ２ ２ ６ で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記
載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 標 識 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 標 識 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色 ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 金 属 類 、 ま た は ビ オ チ ン で
あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 標 識 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 識 が ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 が 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 用 い た ア ッ セ イ 法 で あ る 請 求 項
２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る も の で あ る 請 求 項 ２ １ か ら ２ ４ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る も の で あ る 請 求 項 ２ １ か ら ２ ５ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 変 形 性 関 節 症 の 治 療 の 必 要 が あ る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
被 験 者 の 治 療 に 十 分 効 力 の あ る 量 の ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 を 阻 害 す る 抗 体 を 被 験 者 に 投 与 す
る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ に 関 す る 疾 患 の 治 療 の 必 要 が あ る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、
被 験 者 の 治 療 を す る た め に ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 生 合 成 の 実 質 的 な 阻 害 効 果 を 有 す る
抗 体 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疾 患 が 、 癌 、 骨 粗 し ょ う 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 そ し て 高 血 圧 を 含 む 増 殖 性 疾 患 で あ る
請 求 項 ２ ７ も し く は ２ ８ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 体 が 、 請 求 項 １ か ら ４ 、 １ ２ か ら １ ３ 、 も し く は １ ６ か ら ２ ０ の い ず れ か の 抗 体 で あ
る 請 求 項 ２ ７ も し く は ２ ８ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ か ら ４ 、 １ ２ か ら １ ３ 、 も し く は １ ６ か ら ２ ０ の い ず れ か の 抗 体 を 含 む 薬 学 的
組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 さ ら に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 請 求 項 ３ １ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ５ か ら ７ の い ず れ か の 化 合 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ２ ０ ０ ４ 年 ４ 月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 日 本 出 願 特 願 ２ ０ ０ ４ － １ １ １ ３ ７ ３ 号 の
優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。 こ の 出 願 の 内 容 は 、 本 明 細 書 中 に 引 用 す る こ と に よ り 本 出
願 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に は 、 種 々 の 特 許 や 科 学 技 術 文 献 が 引 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 の 内 容 は
、 よ り 詳 細 に こ の 発 明 が 属 す る 技 術 水 準 を 完 全 に 示 す も の と し て 、 そ の ま ま 本 明 細 書 中 に
引 用 す る こ と に よ り 本 出 願 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 技 術 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ 以 下 Ｍ Ｔ Ａ と も い う 。 ） に
対 す る 特 異 性 の 高 い 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 こ の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 や こ の 抗 体 の
薬 学 的 用 途 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ 背 景 技 術 ）
　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ （ 以 下 Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ と も い う 。 ） は 、 以 下 に 示 す 反 応 式 に よ り ス ペ
ル ミ ジ ン を 合 成 す る 。 ス ペ ル ミ ジ ン は 塩 基 性 低 分 子 有 機 化 合 物 で あ る ポ リ ア ミ ン の １ 種 で
あ り 、 タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 合 成 の 盛 ん な 組 織 中 に 多 く 含 ま れ て い る 。 ス ペ ル ミ ジ ン は 核 酸
と の 相 互 作 用 に よ る 核 酸 の 安 定 化 と 構 造 変 化 に 関 っ て お り 、 種 々 の 核 酸 合 成 系 へ の 促 進 作
用 を 有 し 、 タ ン パ ク 質 合 成 系 の 活 性 化 等 の 多 岐 に わ た る 生 理 的 作 用 を 示 す 物 質 と し て 知 ら
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れ て い る 。 そ の た め 、 動 物 組 織 に お け る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 方 法 の 研 究 が
行 わ れ て き た 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン （ Spermidine） は 、 ３ つ の 生 物 活 性 ポ リ ア ミ ン の 中 の １ つ で あ り 、 他 の ２
つ は プ ト レ ッ シ ン （ putrescine） と ス ペ ル ミ ン （ spermine） で あ る 。 ポ リ ア ミ ン は 、 細 胞
増 殖 と 細 胞 分 化 の 制 御 に 重 要 な 細 胞 成 分 の グ ル ー プ を 構 成 す る 。 そ れ ら の 正 確 な 機 能 は ま
だ 解 明 さ れ て い な い が 、 ポ リ ア ミ ン は 複 製 、 転 写 、 お よ び 翻 訳 な ど の 多 く の 細 胞 過 程 に お
い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 経 路 は 、 ２ つ の 高 度 に 制 御 さ れ る 酵 素 、 オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 （ orni
thine decarboxylase） お よ び Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 （ S-adenosylmethion
ine decarboxylase） 、 並 び に 、 ２ つ の 構 成 的 に 発 現 さ れ る 酵 素 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー
ゼ お よ び ス ペ ル ミ ン シ ン タ ー ゼ か ら な る 。 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ は 、 プ ト レ ッ シ ン （ １
,４ － ジ ア ミ ノ ブ タ ン ） の ３ － ア ミ ノ プ ロ ピ レ ー シ ョ ン （ 3-aminopropylation） を 触 媒 し
て ス ペ ル ミ ジ ン を 産 生 す る ７ ４ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 で あ る 。 ス ペ ル ミ ジ ン の 生 合 成 は 、 Ｓ Ａ Ｍ
脱 炭 酸 酵 素 に よ る Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン （ Ｓ Ａ Ｍ ） の Ｓ ア デ ノ シ ル － ３ － メ チ ル チ オ
プ ロ パ ン ア ミ ン （ 脱 炭 酸 化 Ｓ Ａ Ｍ ） へ の 脱 炭 酸 反 応 、 及 び オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 に よ る オ
ル ニ チ ン の プ ト レ ッ シ ン へ の 脱 炭 酸 反 応 を 必 要 と す る 。 そ し て 脱 炭 酸 化 Ｓ Ａ Ｍ は 、 ス ペ ル
ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ と 反 応 し て 、 こ の 酵 素 の ア ミ ノ プ ロ ピ ル 化 形 態 を 産 生 し 、 そ し て そ れ は
ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 を プ ト レ ッ シ ン に 転 移 し て ス ペ ル ミ ジ ン お よ び ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン （ Ｍ Ｔ Ａ ） を 産 生 す る 。 活 性 酵 素 は 、 ２ つ の 同 一 サ ブ ユ ニ ッ ト の 二 量 体 で あ り 、 補 酵
素 を 必 要 と せ ず 、 且 つ ア ミ ノ プ ロ ピ ル 供 与 体 と し て ｄ ｃ Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ お よ び 受 容 体 と し て
プ ト レ ッ シ ン を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 プ ト レ ッ シ ン 、 ス ペ ル ミ ジ ン お よ び ス ペ ル ミ ン は 、 軟 骨 を 含 む 多 く の 生 体 組 織 に お い て
見 つ け ら れ て い る 。 そ れ ら の 形 成 （ Ｏ Ｄ Ｃ に よ り 触 媒 さ れ る ） は 、 骨 に お い て 軟 骨 の 形 質
転 換 （ transformation） が 誘 導 さ れ る 期 間 に 観 察 さ れ る 。 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ グ リ コ サ ミ
ノ グ リ カ ン の 合 成 を 刺 激 す る ） は 、 Ｏ Ｄ Ｃ 活 性 を 誘 導 し 且 つ 培 養 下 の 分 化 し た ウ サ ギ 肋 骨
軟 骨 細 胞 の ポ リ ア ミ ン レ ベ ル を 増 加 さ せ る 。 休 息 中 の 軟 骨 は 、 プ ト レ ッ シ ン を 欠 い て い る
。 骨 化 し て い る 軟 骨 は 、 休 息 中 の 区 域 に 比 べ て よ り 多 く の ポ リ ア ミ ン を 含 有 し て い る （ 組
織 重 量 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 量 に 基 づ く ） 。 骨 化 し て い る 区 域 の ス ペ ル ミ ジ ン 量 は ５ 倍 高 く 、 ス ペ
ル ミ ン 量 は 約 ２ 倍 で あ る 。 ス ペ ル ミ ジ ン ／ ス ペ ル ミ ン 比 は 、 骨 化 し て い る 軟 骨 に お い て １
． ７ で あ り 、 休 息 中 の 区 域 に お い て は ０ ． ６ ９ で あ る 。 ス ペ ル ミ ジ ン の み が 、 セ フ ァ ロ ー
ス ４ Ｂ ― タ イ プ Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン の カ ラ ム か ら プ ロ テ オ グ リ カ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を 置 換 す る 能
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力 を 示 し た 〔 Franco Vittur et al． （ １ ９ ８ ６ ） ． A possible role for polyamines in
 cartilage in the mechanism of calcification. Biochimica et Biophysica Acta 881:
38-45〕 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 プ ロ テ オ グ リ カ ン ユ ニ ッ ト と コ ラ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 に お け る ポ リ ア ミ ン の 効 果 を 、 プ
ロ テ オ グ リ カ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を 充 填 し た セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ ― コ ラ ー ゲ ン の カ ラ ム か ら の プ
ロ テ オ グ リ カ ン の 溶 出 に よ り 試 験 し た 。 プ ト レ ッ シ ン お よ び ス ペ ル ミ ン に は 効 果 が な い に
も か か わ ら ず 、 ス ペ ル ミ ジ ン は プ ロ テ オ グ リ カ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を 置 換 す る 強 い 能 力 を 示 し
た 、 即 ち プ ロ テ オ グ リ カ ン サ ブ ユ ニ ッ ト の 約 ９ ０ ％ が 前 記 カ ラ ム か ら 除 去 さ れ た 。 ス ペ ル
ミ ン お よ び ス ペ ル ミ ジ ン は 、 軟 骨 で 産 生 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 増 加 さ せ
た 。 ス ペ ル ミ ジ ン は 、 経 骨 性 軟 骨 （ preosseous cartilage） の 休 息 中 の 区 域 の 細 胞 に お い
て 観 察 さ れ た 。 細 胞 染 色 は 消 失 し 、 増 殖 し て い る 細 胞 お よ び 円 柱 細 胞 （ columnar cells）
の 区 域 と 接 近 し て い る 。 ス ペ ル ミ ジ ン の 染 色 は 、 軟 骨 細 胞 の 肥 大 （ hypertrophy） が 開 始
さ れ た 円 柱 細 胞 の 境 界 （ limit） の マ ト リ ッ ク ス 中 に お い て の み 顕 著 で あ る 。 ３ つ の ポ リ
ア ミ ン の な か で 、 ス ペ ル ミ ジ ン は 最 も 多 く ： ス ペ ル ミ ジ ン ／ ス ペ ル ミ ン の 高 モ ル 比 は 、 急
速 な 成 長 の 指 標 と し て 採 用 さ れ て い る 。 ス ペ ル ミ ジ ン の 最 大 量 は 、 骨 化 し て い る 領 域 に お
い て 認 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ポ リ ア ミ ン 代 謝
　 前 駆 体 で あ る プ ト レ ッ シ ン お よ び 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン （ ｄ ｃ Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ
ｔ ） の 合 成 は 、 ２ つ の 脱 炭 酸 酵 素 、 オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 （ Ｏ Ｄ Ｃ ,Ｅ Ｃ ４ ． １ ． １ ． １
７ ） お よ び Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 （ Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ Ｄ Ｃ , Ｓ ａ ｍ Ｄ Ｃ , Ｅ Ｃ
４ ． １ ． １ ． ５ １ ） の 作 用 に よ り 誘 発 さ れ る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 成 長 因 子 お よ び そ れ ら の
レ ベ ル を 増 加 さ せ る 他 の 刺 激 の 双 方 に よ り 並 び に ポ リ ア ミ ン 自 身 （ そ れ ら の 活 性 を 低 減 さ
せ る ） に よ り 非 常 に 高 度 に 制 御 さ れ る 。 こ れ ら の 因 子 （ agents） の 組 み 合 わ せ 効 果 は 、 ポ
リ ア ミ ン レ ベ ル を 細 胞 の 成 長 お よ び 分 化 に 必 要 な レ ベ ル に 調 整 す る こ と で あ る 。 Ｏ Ｄ Ｃ お
よ び Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ Ｄ Ｃ の 活 性 の 交 代 （ Alternation） は 、 ポ リ ア ミ ン レ ベ ル を 制 御 す る 主
な 原 動 力 で あ る 。 ア ミ ノ プ ロ ピ ル 転 移 酵 素 、 プ ト レ ッ シ ン ア ミ ノ プ ロ ピ ル 転 移 酵 素 （ Ｐ Ａ
Ｐ Ｔ , ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ , Ｅ Ｃ ２ ． ５ ． １ ． ６ ） お よ び ス ペ ル ミ ジ ン ア ミ ノ プ ロ ピ
ル 転 移 酵 素 （ Ｓ Ａ Ｐ Ｔ , ス ペ ル ミ ン シ ン タ ー ゼ , Ｅ Ｃ ２ ． ５ ． １ ． ２ ２ ） の 活 性 は 、 主 に
そ れ ら の 基 質 の 有 効 性 に よ り 制 御 さ れ る 。 ポ リ ア ミ ン は 、 細 胞 内 で の そ れ ら の デ ノ ボ 合 成
に 加 え て 、 特 定 の 輸 送 系 に よ る 摂 取 の 結 果 と し て も 取 得 で き る 。 こ の 輸 送 系 は 、 細 胞 内 ポ
リ ア ミ ン 含 有 量 に よ り ネ ガ テ ィ ブ に 、 ま た 成 長 因 子 お よ び 癌 遺 伝 子 に よ り ポ ジ テ ィ ブ に 制
御 さ れ る 。 前 記 輸 送 系 の 存 在 お よ び ポ リ ア ミ ン 枯 渇 に よ る 前 記 輸 送 系 の 活 性 の 増 強 が 、 ポ
リ ア ミ ン 合 成 の 阻 害 効 果 の 改 善 に お け る 重 要 な 因 子 で あ る 。 外 因 性 の ポ リ ア ミ ン の 摂 取 は
、 こ れ ら の 阻 害 剤 （ 抗 腫 瘍 因 子 と し て の ） の 臨 床 試 験 が 不 成 功 で あ っ た こ と の 重 要 な 要 因
で あ ろ う 。 最 終 的 に 、 ポ リ ア ミ ン レ ベ ル は 、 相 互 交 換 （ interconversion） 、 酸 化 お よ び
流 出 （ efflux） の 結 果 と し て 変 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ポ リ ア ミ ン の 末 端 の 窒 素 原 子
の 酸 化 は 、 主 に 細 胞 外 に 局 在 す る と 思 わ れ る Ｃ ｕ + 2 含 有 酸 化 酵 素 に よ り 達 成 さ れ る が 、 細
胞 か ら そ れ ら を 完 全 に 除 く こ と は 達 成 さ れ て い な い 。 細 胞 か ら の ポ リ ア ミ ン の 相 互 交 換 お
よ び 流 出 は 、 ポ リ ア ミ ン の ア ミ ノ プ ロ ピ ル 端 を ア セ チ ル 化 し て Ｎ － ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン お
よ び Ｎ － ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン を 形 成 す る ス ペ ル ミ ジ ン ／ ス ペ ル ミ ン － Ｎ － ア セ チ ル 転 移
酵 素 （ Ｓ Ｓ Ａ Ｔ , Ｅ Ｃ ２ ． ３ ． １ ． ５ ７ ） の 作 用 に よ っ て 促 進 さ れ る 。 こ れ ら の ア セ チ ル
誘 導 体 は 、 細 胞 の 多 価 陰 イ オ ン （ polyanions） と そ れ ほ ど 強 く な い 程 度 で 結 合 し 、 排 除 さ
れ る か 又 は 迅 速 に 代 謝 さ れ る 。 そ れ ら は 、 ポ リ ア ミ ン 酸 化 酵 素 （ Ｐ Ａ Ｏ ） と 称 さ れ る Ｆ Ａ
Ｄ 依 存 性 酸 化 酵 素 に よ り 内 部 の 窒 素 原 子 を 酸 化 さ れ 、 Ｎ － ア セ チ ル ア ミ ノ プ ロ パ ノ ー ル を
分 離 し 、 そ し て ス ペ ル ミ ン を ス ペ ル ミ ジ ン に 、 そ し て ス ペ ル ミ ジ ン を プ ト レ ッ シ ン へ と 転
換 さ せ る 。 こ の 経 路 の 制 限 要 因 は Ｓ Ｓ Ａ Ｔ の 活 性 で あ る 。 Ｓ Ｓ Ａ Ｔ は 通 常 非 常 に 低 い が 、
ポ リ ア ミ ン の 細 胞 内 含 有 量 の 増 加 に よ り 又 は 毒 性 刺 激 の 適 用 に よ り 多 大 に 誘 導 さ れ 、 膜 お
よ び 細 胞 オ ル ガ ネ ラ か ら の ポ リ ア ミ ン の 放 出 を 生 じ さ せ る 。 生 理 的 な 条 件 下 に お い て 、 Ｐ
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Ａ Ｏ は 非 ア セ チ ル 化 ポ リ ア ミ ン に 対 す る 活 性 を 若 干 有 し て い る か 又 は 有 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る 手 法 と し て は 、 基 質 で あ る プ ト レ シ ン や 脱 炭
酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン （ 以 下 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ と も い う 。 ） を 1 4 Ｃ で 標 識 し て イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ J. Biol. Chem 1969年 、 第 244巻 、 p682） 、 ペ ー パ ー 電 気 泳 動 法
（ Biochem. J, 1978年 、 第 169巻 、 p709） 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 等
に よ り 測 定 す る 方 法 （ Journal of Chromatography 1981年 、 第 226巻 、 p208） が 報 告 さ れ
て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は い ず れ も 反 応 後 に 測 定 対 象 を 分 離 す る 工 程 を 要 す る た め
に 非 効 率 的 で あ り 時 間 を 要 し て い た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） に よ り Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 が 報 告 さ
れ て い る （ Journal of Chromatography 1988年 、 第 440巻 、 p141、 J. Biochem. Mol. Biol
. 1997年 、 第 30巻 、 p403、 J. Biochem. Mol. Biol.1997年 、 第 30巻 、 p443） 。 一 般 的 に こ
の よ う な 免 疫 学 的 手 法 に よ り 検 出 を 行 う に は 特 異 性 の 高 い 抗 体 が 必 要 で あ る 。 先 行 技 術 は
反 応 副 産 物 の ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い て い る が
、 い ず れ も ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 し か も そ の 抗 体 価 （ titer） は ２ ,０ ０ ０ 倍 程 度 と 低
か っ た 。 ま た ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 類 似 構 造 を 有 す る 脱 炭 酸 化
Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン と の 交 差 反 応 性 は 約 １ ％ で あ り 特 異 性 も 低 か っ た 。 こ の よ う な
抗 体 で は 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ 以 下 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と も い う ） を 始 め と す る 免 疫 学 的 検 出 方 法
へ の 適 用 が 難 し く 、 そ の 検 出 能 を 十 分 に 引 き 出 せ な い 場 合 が あ り そ の 改 善 が 望 ま れ て い た
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 変 形 性 関 節 症 （ Ｏ Ａ ） は 、 よ く 知 ら れ た 、 消 耗 性 （ debilitating） で 、 治 療 に 金 の か か
る 疾 患 で あ り 、 現 在 不 治 の 疾 患 で あ る 。 新 規 の 治 療 ア プ ロ ー チ が 明 ら か に 必 要 と さ れ て い
る 。 本 疾 患 は 、 軟 骨 細 胞 の 異 常 機 能 、 関 節 の 軟 骨 組 織 内 の 軟 骨 細 胞 の 終 末 分 化 （ terminal
 differentiation） お よ び 骨 形 成 開 始 、 お よ び 正 常 軟 骨 マ ト リ ッ ク ス の 崩 壊 に よ っ て 特 徴
づ け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
Ｏ Ａ の 疫 学
　 Ｏ Ａ 〔 間 違 っ て 変 性 関 節 疾 患 （ degenerative joint disease） と も 称 さ れ る 〕 は 、 可 動
関 節 性 （ diarthrodial） 〔 可 動 性 （ movable） 、 滑 膜 が 裏 打 ち さ れ た （ synovial-lined）
〕 の 関 節 の 不 全 （ failure） を 代 表 す る 疾 患 で あ る 。 特 発 性 （ 一 次 性 ） Ｏ Ａ （ 本 疾 患 の 最
も 一 般 的 な 形 態 ） に お い て 、 如 何 な る 素 因 （ predisposing factor） も 明 ら か と は な っ て
い な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 二 次 性 Ｏ Ａ は 、 特 発 性 （ idiopathic） Ｏ Ａ と 病 理 学 的 に 区 別 で き な い が 、 そ の 根 底 に あ
る 原 因 を 何 か の 原 因 に 帰 属 さ せ る こ と は で き る 。 Ｏ Ａ は 、 全 て の ヒ ト の 関 節 障 害 に お い て
最 も 一 般 的 な 疾 患 で あ り 、 米 国 お よ び 全 世 界 に お い て 最 も 蔓 延 し て い る 関 節 炎 状 態 で あ る
。 様 々 な 試 験 の 臨 床 評 価 に 基 づ く Ｏ Ａ 罹 患 率 の 推 測 は 、 ７ ０ 歳 を 越 え る 集 団 の ９ ０ ％ を 越
え る ヒ ト が Ｏ Ａ を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 は 、 本 疾 患 の 療 法 お よ び 予 防 の 新
規 手 段 の 開 発 を 課 題 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
Ｏ Ａ の 病 因
　 Ｏ Ａ は 、 関 節 軟 骨 の 欠 陥 の あ る 全 体 性 （ defective integrity） 、 加 え て 関 節 の 周 縁 （ m
argins） に 存 在 す る 硬 骨 （ bone） の 相 関 す る 変 化 、 に 関 連 す る 関 節 の 症 状 （ symptom） お
よ び 徴 候 （ signs） を 生 じ る 状 態 の 不 均 一 な グ ル ー プ で あ る 。 Ｏ Ａ は 、 特 発 性 （ 即 ち 、 一
次 性 ） ま た は 他 の 病 状 （ 炎 症 性 、 生 化 学 性 、 内 分 泌 関 連 、 代 謝 性 、 お よ び 解 剖 学 的 も し く
は 発 生 学 的 な 異 常 ） に 対 し て の 二 次 性 の 何 れ か で あ ろ う 。 年 齢 は 、 Ｏ Ａ の 最 も 大 き な リ ス
ク 因 子 で あ る が 、 重 い 外 傷 お よ び 反 復 性 の 関 節 の 使 用 も Ｏ Ａ の 重 要 な リ ス ク 因 子 で あ る 。
Ｏ Ａ に お け る 関 節 の 関 与 の パ タ ー ン は 、 以 前 の 職 業 （ vocational） ま た は 副 業 （ avocatio
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nal） で の 過 重 負 担 に よ っ て も 影 響 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 疾 患 は 、 ２ つ の 一 般 的 な 段 階 、 即 ち 、 （ １ ） 代 償 性 （ compensated） お よ び （ ２ ） 代
償 不 全 性 （ decompensated） の 段 階 を 有 し て い る 。 現 在 、 多 く の 研 究 者 は 、 主 な 変 化 が 軟
骨 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に お い て 外 因 性 の 原 因 （ 即 ち 、 負 荷 、 負 傷 な ど ） に よ っ て 発 生 す る
と の 印 象 を も っ て い る 。 軟 骨 の コ ラ ー ゲ ン ネ ッ ト ワ ー ク に お け る 欠 陥 は 明 白 で あ り 、 そ し
て リ ソ ゾ ー ム 酵 素 お よ び 分 泌 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ （ Ｍ Ｍ Ｐ ｓ 、 プ ラ ス ミ ン 、 カ テ プ シ ン ）
が 、 お そ ら く 軟 骨 マ ト リ ッ ク ス に お い て 最 初 に 観 察 さ れ る 変 化 の 原 因 と な っ て い る 。 そ れ
ら の 合 成 お よ び 分 泌 は 、 Ｉ Ｌ － １ ま た は 他 の 因 子 （ 例 え ば 、 機 械 的 な 刺 激 ） に よ っ て 刺 激
さ れ る 。 疾 患 の 初 期 段 階 に お い て 、 補 償 的 な 細 胞 応 答 が 活 性 化 さ れ る 。 軟 骨 細 胞 に よ っ て
分 泌 さ れ る Ｔ Ｉ Ｍ Ｐ お よ び Ｐ Ａ Ｉ － １ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
に 対 向 す る こ と に よ り 系 を 安 定 化 さ せ る 。 Ｉ Ｇ Ｆ － １ お よ び Ｔ Ｇ Ｆ － β な ど の 成 長 因 子 は
、 損 傷 を 治 癒 さ せ る 修 復 プ ロ セ ス に 関 係 し て お り 、 少 な く と も 軟 骨 細 胞 系 統 （ chondrogen
ic lineage） の 細 胞 の 増 殖 を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 前 記 プ ロ セ ス を 安 定 化 す る 。 最 終 的
に 、 こ れ は 肥 大 性 （ hypertrophic） 軟 骨 細 胞 の 蓄 積 を 生 じ る 。 後 者 の 細 胞 は 、 プ ロ テ オ グ
リ カ ン （ Ｐ Ｇ ） 濃 度 が 増 大 す る 際 に 発 現 す る 顕 著 な 生 合 成 活 性 を 有 し て お り 、 軟 骨 の 肥 厚
に 関 係 し て い る （ 「 代 償 性 」 Ｏ Ａ ） 。 代 償 性 の 機 構 は 、 幾 年 に も わ た り 適 度 な 機 能 的 状 態
に 関 節 を 維 持 し 得 る 。 し か し な が ら 、 修 復 組 織 は 持 続 す る こ と は な く 、 Ｐ Ｇ 合 成 の 速 度 は
軟 骨 の 厚 さ が 完 全 に な く な る こ と に 伴 っ て 減 少 す る 。 こ れ は Ｏ Ａ の 代 償 不 全 段 階 を 示 し て
い る 。 関 節 軟 骨 の 崩 壊 に 続 い て 、 組 織 障 害 の 部 位 へ の 前 駆 細 胞 の 移 動 を 生 じ る 。 こ れ ら の
細 胞 は 、 増 殖 し て ４ つ の 細 胞 タ イ プ に 分 化 す る 、 即 ち 、 骨 芽 細 胞 （ osteoblasts） 、 軟 骨
芽 細 胞 （ chondroblasts） 、 軟 骨 吸 収 細 胞 （ chondroclasts） お よ び 線 維 芽 細 胞 で あ り 、 こ
れ ら は 協 力 し て 関 節 空 間 に 突 出 す る 骨 増 殖 体 （ osteophytes） と 称 さ れ る 骨 様 の 構 造 体 を
形 成 し 、 こ の よ う に し て そ の 動 き が 阻 害 さ れ る こ と に な る 。 最 終 的 に 、 徐 々 に 軟 骨 の 硬 骨
に よ る 置 換 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 現 象 の 原 因 は 、 知 ら れ て い な い 。 １ つ の 可 能 性 は 、 Ｏ Ａ に お い て 関 節 軟 骨 細 胞 ま た
は 滑 膜 線 維 芽 細 胞 の 正 常 な 阻 害 的 な 成 長 の 制 御 が 変 化 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 正 常 な 関
節 軟 骨 に は 認 め ら れ な い ２ タ イ プ の 細 胞 の 蓄 積 を 可 能 に す る も の で あ り 、 こ れ ら の 細 胞 と
は 、 （ １ ） 修 正 さ れ た 特 性 を 有 す る 未 成 熟 の 間 葉 （ mesenchymal） お よ び 骨 髄 の 細 胞 、 並
び に （ ２ ） 肥 大 性 関 節 軟 骨 細 胞 （ hypertrophic articular chondrocytes） で あ る 。 以 前
の 結 果 は 、 肥 大 性 軟 骨 細 胞 が 脈 管 形 成 性 （ angiogenic） お よ び 骨 形 成 性 （ osteogenic） 因
子 の 分 泌 に よ っ て 骨 形 成 （ osteogenesis） を 引 き 起 こ し 得 る こ と を 明 瞭 に 示 し て い る 〔 Ho
rner, A., Bishop, N. J., Bord S., Beeton, C., Kelsall, A. W., Coleman, N. and Co
mpston, J. E. (1999). Immunolocalisation of vascular endothelial growth factor (
VEGF) in human neonatal growth plate cartilage. J. Anat. 194: 519-524〕 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｏ Ａ に お け る 治 療 上 の 干 渉 （ therapeutic interference） は 、 ３ つ の 主 な プ ロ セ ス を 標
的 と す る も の で あ る 。 ３ つ の プ ロ セ ス と は 、 即 ち 、
・ 初 期 の 軟 骨 障 害 の 阻 止
認 可 さ れ た 治 療 戦 略 の 一 つ 、 関 節 へ の 物 理 的 圧 力 の 減 少 を 推 奨 す る こ と と 、 メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ の 阻 害 剤 に よ る 治 療 と の 組 み 合 わ せ ；
・ 後 期 段 階 で の 全 体 の 軟 骨 破 壊 の 阻 止 ま た は 減 弱
軟 骨 リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン （ 即 ち 、 完 全 に 機 能 的 な 関 節 軟 骨 組 織 を 産 生 す る こ と が で き る 成
熟 軟 骨 細 胞 へ の 、 間 葉 の 前 駆 体 の 適 切 な 分 化 の 促 進 ） に つ な が る プ ロ セ ス の 治 療 的 な 活 性
化 を 意 味 し て い る ；
・ 疾 患 の 終 結 段 階 に お け る 骨 増 殖 体 形 成 の 阻 止 ま た は 減 弱
関 節 軟 骨 の 部 位 で の 異 所 性 （ ectopic） の 骨 形 成 の 治 療 的 な 阻 害 を 意 味 し て い る 。
そ れ 故 、 発 明 者 は 、 前 駆 細 胞 の 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 を 刺 激 も し く は 阻 害 す る 、 お よ び ／ ま た
は 、 前 駆 細 胞 の 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 を 刺 激 も し く は 阻 害 す る 特 定 の 因 子 を コ ー ド す る 標 的 遺
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伝 子 の 同 定 を 試 み た 。
既 知 の 骨 形 成 因 子 で あ る Ｉ Ｌ － １ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ２ お よ び 機 械 的 ス ト レ ス に 起 因 す る 遺 伝 子 発
現 の 変 化 は 、 Ｏ Ａ 発 症 と 関 連 す る も の で あ り 、 そ れ 故 、 治 療 介 入 に よ り 妨 害 さ れ る べ き 現
象 で あ る 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ２ に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ が
ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る こ と が 本 発 明 者 ら に よ っ て 見 つ け ら れ た （ 米 国 特 許
第 ６ ６ ９ ６ ４ ５ ４ 号 参 照 、 こ の 内 容 は 本 出 願 に 援 用 さ れ る ） 。 こ の こ と は 、 ス ペ ル ミ ジ ン
シ ン タ ー ゼ 遺 伝 子 が Ｏ Ａ 経 路 に 関 与 し て い る だ ろ う こ と を 示 唆 し て い た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｍ Ｔ Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 お
よ び こ れ ら を 利 用 し た 高 感 度 の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 従 来 は 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 法 （ Erlangerら 、 1964） に よ り Ｍ Ｔ Ａ の 糖 部 分 を 開 環 し て キ ャ
リ ア タ ン パ ク を 結 合 し た 一 般 式 （ Ｉ Ｖ ）
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ は キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る ）
で 示 さ れ る 免 疫 原 に よ り 抗 体 を 作 製 し て い た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し か し 本 発 明 者 ら は 鋭 意 工 夫 を 重 ね て Ｍ Ｔ Ａ の 塩 基 部 分 に リ ン カ ー を 導 入 し た 一 般 式 （
Ｉ Ｉ Ｉ ）
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 Ｘ は キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る ）
で 示 さ れ る 免 疫 原 を 用 い る こ と に よ り Ｍ Ｔ Ａ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で
き る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 を 包 含 す る も の で あ る 。
　 ［ １ ］ ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル
抗 体 。
　 ［ ２ ］ ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た
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場 合 に 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る 上
記 ［ １ ］ 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
　 ［ ３ ］ 該 交 差 反 応 性 が ０ ． ０ １ ％ 以 下 で あ る 上 記 ［ １ ］ 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
　 ［ ４ ］ ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た
場 合 に 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る ポ
リ ク ロ ナ ル 抗 体 。
　 ［ ５ ］ 一 般 式 （ Ｉ ） ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｏ Ｒ は 活 性 エ ス テ ル で あ る ）
で 表 さ れ る 化 合 物 。
　 ［ ６ ］ 一 般 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て ｎ が ５ で あ る ［ ５ ］ 記 載 の 化 合 物 。
　 ［ ７ ］ Ｒ が 以 下 の 式 （ Ｉ Ｉ ） ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る ［ ６ ］ 記 載 の 化 合 物 。
　 ［ ８ ］ ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の プ リ ン 基 に キ ャ リ ア タ ン パ ク を
結 合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 。
　 ［ ９ ］ 一 般 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 Ｘ は キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る ）
で 表 さ れ る 上 記 ［ ８ ］ 記 載 の 免 疫 原 。
　 ［ １ ０ ］ 一 般 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て ｎ が ５ で あ る 上 記 ［ ９ ］ 記 載 の 免
疫 原 。
　 ［ １ １ ］ Ｘ が カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 上 記 ［ １ ０ ］ 記 載 の 免 疫 原 。
　 ［ １ ２ ］ 上 記 ［ ８ ］ か ら ［ １ ０ ］ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 上 記 ［ ４ ］ 記 載 の
ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 。
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　 ［ １ ３ ］ 上 記 ［ ８ ］ か ら ［ １ ０ ］ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 上 記 ［ １ ］ か ら ［
３ ］ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
　 ［ １ ４ ］ ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
　 ［ １ ５ ］ 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ － Ａ Ｂ Ｐ １ ０ ２ ２ ６ で あ る 上 記 ［ １ ４ ］ 記 載 の ハ イ ブ リ ド
ー マ 。
　 ［ １ ６ ］ 上 記 ［ １ ５ ］ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 上 記 ［ １ ］ か ら ［ ３
］ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
　 ［ １ ７ ］ 標 識 さ れ た も の で あ る 上 記 ［ １ ］ か ら ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
　 ［ １ ８ ］ 該 標 識 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色 ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 金 属 類 、 ま た は ビ
オ チ ン で あ る 上 記 ［ １ ７ ］ 記 載 の 抗 体 。
　 ［ １ ９ ］ 標 識 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 上 記 ［ １ ８ ］ 記 載 の 抗 体 。
　 ［ ２ ０ ］ 標 識 が ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト で あ る 上 記 ［ １ ８ ］ 記 載 の 抗 体 。
　 ［ ２ １ ］ 上 記 ［ １ ］ か ら ［ ４ ］ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 。
　 ［ ２ ２ ］ 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で あ る 上 記 ［ ２ １ ］ 記 載 の 方 法 。
　 ［ ２ ３ ］ 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 で あ る 上 記 ［ ２ １ ］ 記 載 の
方 法 。
　 ［ ２ ４ ］ 該 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 が 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 用 い た ア ッ セ イ 法 で あ
る 上 記 ［ ２ ３ ］ 記 載 の 方 法 。
　 ［ ２ ５ ］ ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る も の で あ る 上 記 ［ ２ １ ］ か ら ［ ２ ４
］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 ［ ２ ６ ］ 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る も の で あ る 上 記 ［ ２ １ ］ か ら ［ ２ ５ ］
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 高
感 度 で 検 出 す る こ と が 可 能 と な り 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 や ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ な ど 迅 速 、 簡 便
で 高 感 度 な ア ッ セ イ が 可 能 と な っ た 。 ま た 本 発 明 の 抗 体 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性
の 測 定 、 さ ら に は 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 の 探 索 に 利 用 で き る 。
さ ら に 別 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 疾 患 の 治 療 が 必 要 で あ る 被 検 者 の 治 療 方 法 に 関 す る も の で
あ る 。 こ の 方 法 は 、 前 記 被 験 者 に 、 Ｍ Ｔ Ａ を 実 質 的 に 阻 害 す る の に 有 効 で あ る 量 の Ｍ Ｔ Ａ
阻 害 剤 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ れ に よ っ て 前 記 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 疾 患 に は 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ が 関 与 す る も の で あ り 、 好 ま し く は 変 形 性 関 節
症 で あ る が ガ ン を 初 め と す る 増 殖 性 疾 患 、 骨 粗 鬆 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び 高 血 圧 症 で
あ る 。 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ や ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 経 路 に お け る そ の 他 の 酵 素 の 活 性 が
病 的 要 因 で あ る い ず れ の 疾 患 の 治 療 に も 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 阻 害 剤 と し て は 、 上 記 の （ １ ） ～ （ ４ ） 、 （ １ ２ ） ～ （ １ ３ ） 及 び （ １ ６ ） ～ （ ２ ０ ）
に 記 載 さ れ た い ず れ か の 抗 体 、 場 合 に よ っ て は 担 体 と 結 合 し た も の 、 こ れ ら の 抗 体 を 含 む
組 成 物 お よ び ／ も し く は 上 記 の （ ５ ） ～ （ ７ ） の よ う な 抗 体 を 含 む 化 合 物 が 好 ま し く 、 こ
れ ら は 全 て 本 明 細 書 に 述 べ ら れ て い る 。 本 発 明 の こ の よ う な 側 面 は 、 開 示 さ れ て い る 抗 体
も し く は 化 合 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 記 載 さ れ て い る 抗 体 及 び 化 合 物 は 本 質 的 に は ポ リ ア ミ ン 生 合 成 経 路 の 阻 害 剤 で あ る 。 そ
し て 、 こ れ ら は 単 独 で も し く は 、 場 合 に よ っ て は そ の 他 の 活 性 成 分 を 添 加 し た 薬 学 的 組 成
物 と し て 、 哺 乳 類 被 験 者 の Ｏ Ａ の 治 療 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 記 載 さ れ て い る 抗 体 、 化 合 物 及 び 組 成 物 は 治 療 用 組 成 物 、 好 ま し く は Ｏ Ａ の 治 療 用 と し
て 使 用 で き る か も し れ な い 。 好 適 な 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 の 組 成 物 は 更 に 随 意 的 に 薬 学 的
ま た は 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 単 体 、 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 を 含 ん で い て も よ い 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
動 物 モ デ ル
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 種 々 の 試 験 系 に 加 え て 、 本 発 明 の 化 合 物 の 薬 効 評 価 は 次 に 挙
げ る 試 験 系 に よ っ て 評 価 で き る 。 ： イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 、 エ ッ ク ス ビ ボ 細 胞 培 養 、 エ ッ ク
ス ビ ボ 器 官 培 養 お よ び イ ン ビ ボ 動 物 モ デ ル で あ る 。 こ れ ら の 試 験 系 で は 、 Ｍ Ｔ Ａ も し く は
ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 内 在 性 も し く は 外 在 性 の い ず れ か の 様 式 で 発 現 さ れ て も よ い 。
こ の 試 験 系 は 、 随 意 的 に 内 在 性 お よ び ／ ま た は 外 因 性 の 因 子 を 更 に 含 ん で い て も よ く 、 該
因 子 は ス ペ ル ミ ジ ン の 発 現 に 対 し て 適 切 な 条 件 を 提 供 し 、 且 つ 軟 骨 細 胞 増 殖 、 軟 骨 細 胞 最
終 分 化 、 脈 管 形 成 お よ び 破 骨 発 生 の 何 れ か １ つ を 決 定 す る た め の 終 点 の 指 標 の 検 出 に 対 し
て 適 切 な 条 件 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 選 択 し た 試 験 ア ッ セ イ 系 に 依 存 し て 、 軟 骨 細 胞 増 殖 、 軟 骨 細 胞 最 終 分 化 、 脈 管 形 成 お よ
び 破 骨 発 生 の 阻 害 は 、 様 々 な 方 法 で 観 察 す る こ と が で き る 。 そ の 方 法 は 、 細 胞 内 染 色 ア ッ
セ イ （ 免 疫 組 織 化 学 を 含 む ） お よ び 観 察 可 能 な パ ラ メ ー タ に 影 響 す る ア ッ セ イ （ 例 え ば 、
細 胞 周 期 の 変 化 な ど の 生 理 学 的 な リ ー ド ア ウ ト ） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 適 な 態 様 に よ る と 、 前 記 候 補 阻 害 剤 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ
れ る 試 験 系 は 、 イ ン ビ ト ロ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 培 養 （ cell culture） で あ る
。 試 験 さ れ る 細 胞 は 、 外 因 性 に 発 現 す る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 代 替 と な る 態 様 に お い て 、 評 価 の 目 的 で 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 試 験 系 は 、 エ ッ ク ス
ビ ボ 骨 培 養 で あ り 、 こ れ は 内 在 性 に 発 現 す る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 含 ん で い る 。 好 ま
し く は 、 使 用 さ れ る 骨 培 養 は 、 胚 の 骨 培 養 （ embryonic boneculture） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 代 替 と な る 試 験 系 は 、 イ ン ビ ボ 系 で あ り 、 こ れ は 動 物 モ デ ル 系 で あ る 。 本 発 明 の 方
法 に よ る と 、 評 価 目 的 の 動 物 モ デ ル の 使 用 は 、 終 点 の 指 標 と し て 関 節 炎 の 発 生 を 利 用 可 能
と す る 。 終 点 の 指 標 と し て 使 用 さ れ る 関 節 炎 の 発 生 は 、 例 え ば 、 前 記 動 物 の 足 （ ｐ ａ ｗ ）
の 厚 さ を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ て も よ い 。 足 の サ イ ズ に お い て コ ン ト ロ ー ル で 観 察
さ れ た 増 加 よ り も 少 な い 如 何 な る 増 加 も 、 前 記 試 験 候 補 阻 害 剤 に よ る 軟 骨 細 胞 増 殖 、 軟 骨
細 胞 最 終 分 化 、 脈 管 形 成 お よ び 破 骨 発 生 、 或 い は 関 節 炎 の 発 生 の 阻 害 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 適 な 一 試 験 系 に お い て 、 適 切 な 動 物 モ デ ル は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 更 に 別 の 好 適 な イ ン ビ ボ 試 験 系 に お い て 、 内 在 性 の ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 発 現 し て
い る 関 節 炎 哺 乳 類 モ デ ル は 、 本 発 明 の 評 価 方 法 に よ っ て 使 用 さ れ て も よ い 。 こ の 態 様 に よ
る と 、 前 記 関 節 炎 動 物 に よ り 、 終 点 の 指 標 と し て 関 節 炎 の 発 生 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に 好 適 な 態 様 に よ る と 、 前 記 関 節 炎 哺 乳 類 は 、 関 節 炎 ラ ッ ト ま た は 関 節 炎 マ ウ ス で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 代 替 と な る 試 験 系 は 、 動 物 モ デ ル の イ ン ビ ボ 系 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ
る と 、 評 価 目 的 で 動 物 モ デ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 関 節 炎 の 発 生 を 終 点 の 指 標 と し て 利
用 で き る 。 終 点 の 指 標 と し て 使 用 す る 場 合 、 関 節 炎 の 発 生 は 、 試 験 動 物 の 足 の 厚 さ を 測 定
す る こ と に よ り 決 定 し 得 る 。 足 の 厚 さ の 増 加 が コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 低 い こ と が 、 試 験 す
る 候 補 阻 害 剤 に よ る 軟 骨 細 胞 増 殖 、 軟 骨 細 胞 最 終 分 化 、 脈 管 形 成 お よ び 破 骨 発 生 、 或 い は
関 節 炎 の 発 生 の 阻 害 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 適 な 一 試 験 系 に お い て 、 適 切 な 動 物 モ デ ル は 、 外 因 性 に ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 発
現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ っ て も よ い 。 よ り 具 体 的 に は 、 前 記 ト ラ ン ス ジ
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ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 コ ラ ー ゲ ン ・ タ イ プ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ の 支 配 下 で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー
ゼ 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 特 定 の 態 様 に よ る と 、 こ の イ ン ビ ボ 試 験 系 を 使 用 し た 候 補 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ
阻 害 剤 の 効 果 の 評 価 は 、 通 常 ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 を 生 じ る 条 件 下 で 、 試 験 す る 候 補 阻 害 剤
を 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 適 用 す る こ と を 伴 う 。 こ れ ら の 特 に 適 切 な 条 件 は 、 例
え ば 、 前 記 候 補 阻 害 剤 の 適 用 前 に Ｓ Ａ Ｍ な ど の ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ 基 質 を 、 試 験 さ れ
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 供 給 す る こ と で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に 別 の 好 適 な イ ン ビ ボ 試 験 系 に お い て 、 内 在 性 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 発 現 し て い
る 関 節 炎 哺 乳 類 モ デ ル は 、 本 発 明 の 評 価 方 法 に 使 用 し 得 る 。 こ の 態 様 に よ る と 、 関 節 炎 動
物 を 使 用 す る こ と で 関 節 炎 の 発 生 を 終 点 の 指 標 に 利 用 で き る 。 関 節 炎 の 発 生 は 、 検 査 し た
関 節 炎 哺 乳 類 の 足 の 厚 さ を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ て も よ い 。 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し
た 際 の 足 の サ イ ズ の 低 い 増 加 は 、 前 記 試 験 す る 候 補 阻 害 剤 に よ る 軟 骨 細 胞 増 殖 、 軟 骨 細 胞
最 終 分 化 、 脈 管 形 成 お よ び 破 骨 発 生 の う ち の 何 れ か １ つ の 阻 害 、 並 び に 関 節 炎 の 発 生 の 阻
害 の 指 標 で あ る 。 そ れ 故 、 関 節 炎 動 物 試 験 系 で の 前 記 候 補 阻 害 剤 の 効 果 は 、 こ れ ま で 議 論
し た よ う な 分 化 お よ び 増 殖 の 終 点 を 使 用 し て 更 に 検 査 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン 」 は 、 ス ペ ル ミ ジ ン ま た は ス ペ ル ミ ン
な ど の ポ リ ア ミ ン が 生 合 成 さ れ る 過 程 に お い て 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 等 か
ら 産 生 さ れ る 。 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン は 各 臓 器 に お け る ポ リ ア ミ
ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 の ほ か 、 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 」 は 、 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 過 程 で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン
タ ー ゼ も し く は ス ペ ル ミ ン シ ン タ ー ゼ の 基 質 と し て 、 ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル ミ ン 等 の 合 成
に ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 供 与 体 と し て 利 用 さ れ る 。 な お 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン
は 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン （ Ｓ Ａ Ｍ ） か ら 脱 炭 酸 化 酵 素 に よ る 脱 炭 酸 反 応 に よ っ て 生
成 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 交 差 反 応 性 （ 以 下 、 cross reactivityと も い う 。 ） 」 は 、 免 疫 交 差 反 応 性 の こ と を い
う 。 あ る 抗 原 で 免 疫 す る こ と に よ り 得 ら れ た 抗 体 が 別 の 抗 原 （ 関 連 抗 原 ） と も 結 合 反 応 を
示 す と き に 、 こ の 反 応 を 交 差 反 応 と い う 。 目 的 と す る 抗 原 と そ の 抗 体 の 反 応 量 を 基 準 と し
た 場 合 に 関 連 抗 原 と そ の 抗 体 と の 反 応 量 の 程 度 を 交 差 反 応 性 と し て 示 す こ と が で き る 。 本
明 細 書 中 に お い て は Ｍ Ｔ Ａ と ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 親 和 性 の 相 対 値 （ ％ ） で 示 し た 。 値 が 低 い ほ ど
交 差 反 応 性 が 低 く 、 目 的 の 抗 原 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 主 に 目 的 抗 原 と 関 連
抗 原 の 構 造 が 非 常 に 類 似 し て い る た め に 起 こ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 抗 体 に お い て も 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 脱 炭 酸 化 Ｓ －
ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン は そ の 構 造 が 類 似 し て い る こ と に よ り 交 差 反 応 が 起 き る と 考 え ら れ
る 。 そ の 測 定 法 の 一 例 を 実 施 例 に 示 す 。 本 発 明 に か か る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 は ５ ’ － デ オ キ
シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化 Ｓ －
ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る
。 ま た 本 発 明 に か か る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン
と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 好 ま し く は ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル
チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を １ ０ ０ ％ と し た 場 合 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ
ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 で あ る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は
該 交 差 反 応 性 が ０ ． ０ １ ％ 以 下 で あ る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 抗 体 価 （ titer） 」 と は 、 血 清 反 応 に お い て 、 抗 血 清 の 単 位 容 量 中 に 含 ま れ て い る 、

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-531724 A 2007.11.8



抗 原 に 対 し て 結 合 す る 抗 体 量 を い う 。 実 際 の 測 定 は 抗 血 清 の 希 釈 系 列 に 対 し て 一 定 量 の 抗
原 を 加 え て 行 い 、 測 定 値 は 反 応 の 生 じ る 終 末 点 に お け る 希 釈 倍 数 で あ ら わ す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 親 和 性 （ affinity） 」 と は 抗 原 抗 体 間 の 結 合 力 を い う 。 本 明 細 書 中 に お い て は 、 抗 体
に 対 す る 標 識 Ｍ Ｔ Ａ の 結 合 量 を ５ ０ ％ 阻 害 す る Ｍ Ｔ Ａ も し く は ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 濃 度 （ Ｉ Ｃ ５
０ 値 ） を 指 標 と し て 親 和 性 を 示 し た 。 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は logistic曲 線 に よ る 回 帰 モ デ ル （ Rodb
ardら 、 Synposium on RIA and related procedures in medicine, P165, Int． Atomic En
ergy Agency, 1974） で 算 出 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 ハ プ テ ン 」 と は 、 部 分 的 な 、 ま た は 不 完 全 な 抗 原 で あ る 。 ハ プ テ ン は 主 と し て 低 分 子
量 の 物 質 で あ り 、 単 独 で は 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る 能 力 は な い が 、 化 学 的 方 法 や 架 橋 剤 に よ
り キ ャ リ ア タ ン パ ク と 結 合 さ せ て 人 工 抗 原 と し て 免 疫 す る と ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 を 得 る
こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て は ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン は 低 分 子
化 合 物 で あ る た め 単 独 で 抗 体 を 産 生 す る こ と は 難 し い と 考 え ら れ る こ と か ら 通 常 は 異 種 の
タ ン パ ク 質 や 合 成 ポ リ ペ プ チ ド な ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク と の 複 合 体 を 調 製 し て 免 疫 原 に 用
い た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ハ プ テ ン を キ ャ リ ア タ ン パ ク と 結 合 さ せ る 場 合 、 通 常 は 反 応 性 官 能 基 を 導 入 し た ハ プ テ
ン の 誘 導 体 を 作 製 す る 。 こ の 誘 導 体 を 本 明 細 書 中 で は 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 と い う 。 活 性 化
ハ プ テ ン に は 特 異 性 の 高 い 抗 体 を 作 製 す る た め に 適 当 な 長 さ の リ ン カ ー （ 架 橋 ） を 用 い る
こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 が 認 識 す る の は ハ プ テ ン の 部 分 構 造 で あ る が 、 こ の 認 識 部 位 は
反 応 性 官 能 基 の 導 入 位 置 に よ り 影 響 を 受 け る の で 、 目 的 と す る 抗 体 に 応 じ て 、 反 応 性 官 能
基 の 導 入 部 位 を 適 切 に 選 択 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に か か る 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 は 、 従 来 の よ う に ヌ ク レ オ チ ド 体 の 糖 部 分 に つ い て
反 応 性 を 高 め た も の で は な く 塩 基 部 分 の プ リ ン 基 に 反 応 性 官 能 基 を 導 入 し た こ と を 特 徴 と
す る も の で あ り 、 好 ま し く は 一 般 式 （ Ｉ ）
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｏ Ｒ は 活 性 エ ス テ ル で あ る ）
で 示 さ れ る 化 合 物 の よ う に ６ 位 の Ｎ Ｈ 基 に 反 応 性 官 能 基 を 導 入 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 反 応 性 官 能 基 と ハ プ テ ン を 架 橋 す る リ ン カ ー は い ず れ の 長 さ で も 良 い が 、 例 え ば 直 鎖 状
ア ル キ レ ン 鎖 で あ れ ば 、 好 ま し く は 炭 素 数 １ 以 上 の 長 さ を 有 す る も の で あ り 、 さ ら に 好 ま
し く は １ ～ １ ０ の 長 さ を 有 す る も の で あ り 、 特 に 好 ま し く は 炭 素 数 ５ を 有 す る も の で あ る
。 ま た 反 応 性 官 能 基 は キ ャ リ ア タ ン パ ク の ア ミ ノ 残 基 と 結 合 す る 反 応 性 が 高 い も の で あ れ
ば よ く 、 好 ま し く は 活 性 エ ス テ ル 体 （ 例 え ば 、 コ ハ ク 酸 イ ミ ド 体 、 フ タ ル イ ミ ド 体 、 マ レ
イ ミ ド 体 な ど ） で あ る 。 活 性 化 ハ プ テ ン は 、 特 に 好 ま し く は 、 式 （ Ｖ ）
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 キ ャ リ ア タ ン パ ク 」 に は 、 抗 原 性 を 高 め る こ と が 知 ら れ て い る 各 種 の タ ン パ ク を い ず
れ も 使 用 で き る 。 そ の 例 と し て は 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 ウ シ チ オ グ ロ
ブ リ ン （ Ｂ Ｔ Ｇ ） 、 カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） な ど の 高 分 子 物 質 の ほ か
に 合 成 ポ リ ペ プ チ ド な ど を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 免 疫 原 」 と は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 生 物 に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ る 、 ま た は
引 き 起 こ す 能 力 を 有 す る 物 質 を 表 す 。 本 発 明 の 免 疫 原 と し て は ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ
チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 抗 原 決 定 基 に な り う る 部 分 構 造 を 有 す る 活 性 化 ハ プ テ ン と キ ャ リ ア
タ ン パ ク と を 連 結 し て な り 、 好 ま し く は ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の
プ リ ン 基 に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ せ た も の で あ り 、 よ り 好 ま し く は 一 般 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 、 Ｘ は キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る ）
で 表 さ れ る 免 疫 原 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は ｎ が １ ～ １ ０ で あ る 免 疫 原 で あ り 、 特 に 好 ま
し く は ｎ が ５ で あ る 免 疫 原 で あ る 。 ま た Ｘ は カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 に 用 い ら れ る 免 疫 原 は 、 活 性 化 ハ プ テ ン と キ ャ リ ア タ ン パ ク を 用 い
て 、 Antibodies： A Laboratory Manual,(1989)（ Cold Spring Harbor Laboratory Press
） 等 に 記 載 さ れ て い る 活 性 エ ス テ ル 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た Antibodies： A 
Laboratory Manual,(1989)（ Cold Spring Harbor Laboratory Press） 等 に 記 載 の そ の 他
の 方 法 、 例 え ば 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 法 や グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 や ジ ア ゾ 法 に よ っ て も 作 製 で
き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 原 で 免 疫 し た 哺 乳 動 物 か ら 採 血 す る こ と に よ り 得 ら れ
る 。 該 方 法 に お い て 、 免 疫 原 で 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 と し て は 、 一 般 に は 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、
ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 用 い ら れ る 。 今 回 は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体
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の 性 能 を 同 一 種 で 比 較 す る た め に 、 マ ウ ス を 被 免 疫 動 物 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 免 疫 方 法 は 一 般 的 方 法 に よ り 、 例 え ば 免 疫 原 を 哺 乳 動 物 に 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 腹 腔 内
注 射 な ど に よ り 投 与 す る こ と に よ り 行 い 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 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 生 理 食 塩 水 な ど で 適 当 濃 度 に 希 釈 し 、 所 望 に よ り 通 常 の
ア ジ ュ バ ン ト と 併 用 し て 、 供 試 動 物 に ２ ～ ３ 週 間 間 隔 で 数 回 投 与 す る 。 マ ウ ス を 用 い る 場
合 は 、 一 回 の 投 与 量 を 一 匹 あ た り ５ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ 程 度 と す る 。 こ こ で 前 記 ア ジ ュ バ ン ト
と は 抗 原 と 共 に 投 与 し た と き 、 非 特 異 的 に 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を 増 強 す る 物 質 を い う 。
通 常 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 百 日 咳 ワ ク チ ン 、 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト な ど を
例 示 で き る 。 最 終 免 疫 後 ３ ～ １ ０ 日 目 に 哺 乳 動 物 の 採 血 を 行 う こ と に よ っ て 、 抗 血 清 を 得
る こ と が で き る 。 抗 血 清 に つ い て は そ の ま ま で も 、 ま た 精 製 し て ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 と し て
も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 精 製 方 法 の 例 と し て は 非 特 異 的 精 製 法 と 特 異 的 精 製 法 が 挙 げ ら れ る
。 非 特 異 的 精 製 法 と は 塩 析 法 や イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 な ど に よ り 主 に イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン 画 分 を 取 得 す る こ と を 目 的 と す る 。 特 異 的 精 製 法 と し て は 固 定 化 抗 原 に よ る ア フ ィ
ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 免 疫 原 で 免 疫 し た 哺 乳 動 物 の 形 質 細 胞 （ 免 疫 細 胞 ） と
哺 乳 動 物 の 形 質 細 胞 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） と の 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ 、 hybridom
a） を 作 製 し 、 こ れ よ り 所 望 の ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 認 識 す る
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 該 ク ロ ー ン を 培 養 す る こ と に よ り 実 施 で
き る 。 こ の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 基 本 的 に は 常 法 に 従 う こ と が で き る （ Kohler, G.
 and Milstein, C., Nature, 256, 495-497.(1975） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 該 方 法 に お い て 、 免 疫 原 で 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 は 、 細 胞 融 合 に 使 用 す る 形 質 細 胞 腫 細 胞
と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る の が 望 ま し く 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 用 い ら れ る 。 免 疫 方
法 に つ い て は ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 作 製 の 場 合 と 同 様 と す る 。 但 し 最 終 免 疫 後 ３ ～ １ ０ 日 目
に 免 疫 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 採 取 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 得 ら れ た 免 疫 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る に は 、 例 え ば 、 「 分 子 細 胞 生 物 学 基 礎 実 験
法 」 （ 南 江 堂  堀 江 武 一 ら  1994） 等 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 継 体 培 養 可 能 な 細 胞 と
す る こ と を 目 的 と し て 、 例 え ば 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス や ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 存 在 下 、 形
質 細 胞 腫 細 胞 と 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 細 胞 と を 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で
き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 形 質 細 胞 腫 細 胞 は 、 同 じ 恒 温 動 物 で も 同 種 の 恒 温 動 物 由 来 の 形 質
細 胞 腫 細 胞 を 用 い る こ と が 望 ま し く 、 例 え ば マ ウ ス を 免 疫 動 物 と し て 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 と
融 合 さ せ る 場 合 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 形 質 細 胞 腫 細 胞 は ｐ ３
ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． Ｕ Ｉ な ど の 公 知 の も の を 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン 添 加 培 地
） に よ り 選 択 し 、 コ ロ ニ ー が 確 認 さ れ た 段 階 で 、 培 養 上 清 に 分 泌 さ れ る 抗 体 と 抗 原 と の 結
合 を 調 べ る （ ス ク リ ー ニ ン グ す る ） こ と に よ り 目 的 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ス ポ ッ ト 法 、 凝 集 反 応 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 な ど の 一 般 に 抗 体 の 検 出 に 用 い ら れ て い る 種 々 の 方 法 が 挙 げ ら れ る
が 、 好 ま し く は 、 例 え ば 後 記 実 施 例 に 詳 述 す る よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 に つ い
て 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と の 反 応 性 を 指 標 と す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法
に 従 い 実 施 さ れ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア
デ ノ シ ン と 特 異 的 に 反 応 す る 目 的 抗 体 産 生 株 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 得 た 目 的 抗 体 産 生 株 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 通 常 の 限 界 希 釈 法 、 軟 寒
天 法 な ど に よ り 実 施 で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 必 要 に 応 じ て 、 血 清
培 地 ま た は 無 血 清 培 地 で 大 量 培 養 す る こ と が で き 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 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 適 合 性 の あ る 哺 乳
動 物 、 例 え ば マ ウ ス な ど の 腹 腔 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 し て 、 所 望 抗 体 を マ ウ ス 腹 水 と
し て 大 量 に 回 収 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 一 具 体 例 と し て は 、 常 法 に 従 っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ロ
ー ン Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ ） 、 即 ち 、 後 記 実 施 例 記 載 の ６ － ［ ５ － （ ２ ,５ － ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ
ン － １ － イ ル オ キ シ ） ペ ン チ ル ］ － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と Ｋ Ｌ
Ｈ か ら な る 免 疫 原 に よ り 作 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 例 示 す る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ
リ ド ー マ （ 「 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ 」 ） は 、 国 際 寄 託 当 局 に 寄 託 さ れ 、 そ
の 受 託 番 号 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ － Ａ Ｂ Ｐ １ ０ ２ ２ ６ で あ る （ こ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 既 に 、 平 成 １
６ 年 ３ 月 ２ 日 付 け で 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 内 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県
つ く ば 市 東 １ － １ － １  中 央 第 ６ ） に も 寄 託 さ れ て お り 、 そ の 受 託 番 号 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ Ｐ － Ｐ
１ ９ ７ ０ ７ で あ る ） 。 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 有 す る 培 養 上 清 お よ び
マ ウ ス の 腹 水 は 、 精 製 あ る い は 修 飾 す る こ と な く 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 、 硫 酸 ア ン ミ モ ニ ウ ム 分 画 、 塩 析 、 ゲ ル 濾 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 な ど に よ り 精 製 し て 、 精 製 抗 体 と す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 以 下 の 理 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 性 質 を 有 し て い る 。
（ １ ） 特 異 性 ： 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン と の 交 差 反 応 性 が ０ ． １ ％ 以 下 、 さ ら
に は ０ ． ０ １ ％ 以 下 を 示 す 。
（ ２ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ｇ 1 （ ｋ ） に 属 す る 。
（ ３ ） 分 子 量 ： 重 鎖 ５ ０ ｋ Ｄ ａ 、 軽 鎖 ２ ７ ｋ Ｄ ａ
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 の よ う に 抗 体 を 用 い て ア ッ セ イ を 行 う に あ た っ て 、 通 常 は 抗 体 の 挙 動 を 検 出 可 能 と
す る た め 抗 体 そ の も の が 種 々 の 物 質 で 標 識 さ れ う る 。 抗 体 を 標 識 す る に は 、 例 え ば 「 分 子
細 胞 生 物 学 基 礎 実 験 法 」 （ 南 江 堂  堀 江 武 一 ら 1994年 ） 等 に 記 載 さ れ て い る 常 法 を 用 い る
こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 種 々 の 物 質 と し て は 化 学 発 光 物 質 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色
ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 元 素 、 金 属 類 、 ビ オ チ ン が 挙 げ ら れ る 。 以 下 に 具 体 例 を 示 す が
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 化 学 発 光 物 質 と は 例 え ば ル ミ ノ ー ル や ア ク リ ジ ニ ウ ム
エ ス テ ル な ど を さ す 。 酵 素 と は 例 え ば β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ や ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ や
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど を さ す 。 蛍 光 物 質 と は 例 え ば ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト や Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
（ fluorescein isothiocyanate） や Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ （ tetramethylrhodamin isothiocyanate） な
ど を さ す 。 着 色 ビ ー ズ と は 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ ビ ー ズ 、 wheat germ agglutinin（ Ｗ Ｇ Ａ
） ビ ー ズ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ な ど を さ す 。 放 射 性 同 位 元 素 と は 例 え ば 1 4 Ｃ や 1 2 5

Ｉ や 3 Ｈ な ど を さ す 。 元 素 と は 例 え ば ユ ウ ロ ピ ウ ム な ど の ラ ン タ ニ ド 元 素 を さ す 。 金 属 類
と は 例 え ば フ ェ リ チ ン や 金 コ ロ イ ド な ど を さ す 。 特 に 本 発 明 に お い て 好 ま し い 標 識 の 形 態
は ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト は 、 希 土 類 元 素 の ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン を ト リ ス ビ ピ リ ジ ン の
環 状 構 造 （ ク リ プ テ ー ト ） の 中 央 部 に 配 座 し た 蛍 光 物 質 で あ る 。 ク リ プ テ ー ト が な す 特 徴
的 な 「 籠 」 状 構 造 が 水 分 子 か ら ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン を 保 護 す る と と も に 、 ク リ プ テ ー ト が
吸 収 し た 励 起 光 エ ネ ル ギ ー を 効 率 よ く ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン に 転 移 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に は 上 記 の よ う に 標 識 し た も の で あ っ て も な く て も 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ
チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ を 含 む も の と す る 。 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ に
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は 競 合 的 な 測 定 で も 非 競 合 的 な 測 定 で も 良 い 。 ま た 、 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 （ 均 一 系 に
よ る 測 定 ） で も ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 （ 不 均 一 系 に よ る 測 定 ） で も よ い 。 具 体 的 に は
、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 蛍 光 免 疫 測
定 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 時 間 分 解 蛍 光 免 疫 測 定 （ Ｔ Ｒ － Ｆ Ｉ Ａ ）
、 化 学 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 、 免 疫 染 色 法 な ど の 常
法 に 従 う こ と が で き る 。 な お 、 ア ッ セ イ に は 治 療 剤 ・ 予 防 剤 の 開 発 を 目 的 と す る 薬 物 ス ク
リ ー ニ ン グ を 含 む も の と す る 。 ま た 疾 患 の 診 断 に 関 す る も の も 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ の 好 ま し い 具 体 的 方 法 と し て は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が 挙 げ ら れ
る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 と は 、 酵 素 で 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 原 を 用 い 、 抗 体 ま た は 抗 原 の 量 を
標 識 酵 素 の 活 性 度 に よ り 定 量 す る 方 法 で あ る 。 酵 素 で 標 識 さ れ た 抗 原 抗 体 結 合 物 と 遊 離 型
の 標 識 抗 原 、 ま た は 抗 体 を 分 離 す る の に 固 相 化 さ れ た 抗 体 や 抗 原 が 用 い ら れ る 。 固 相 は ア
ガ ロ ー ス 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 内 面 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 が 利 用 で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 法 と し て 具 体 的 に は 競 合 法 イ ム ノ ア ッ セ イ や ２ 抗 体 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ な ど が
挙 げ ら れ る 。 ま た 標 識 酵 素 と し て は 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 以 下 Ｈ Ｒ Ｐ と も
い う ） や ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る が 好 ま し く は 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ の 好 ま し い そ の 他 の 具 体 的 方 法 と し て は 、 ホ モ ジ ニ ア ス ア
ッ セ イ 法 が 挙 げ ら れ る 。 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 と は 、 測 定 が 終 始 溶 液 状 態 （ 均 一 系 ） で
行 わ れ る 測 定 法 を さ す 。 洗 浄 工 程 を 一 切 必 要 と し な い に も か か わ ら ず 精 度 の 高 い デ ー タ を
得 る こ と が で き る ア ッ セ イ 法 で あ る 。 ま た 、 固 相 を 必 要 と し な い の で ア ッ セ イ の ミ ニ チ ュ
ア 化 が 容 易 で あ り 、 貴 重 な 試 薬 の 節 約 及 び コ ス ト 、 労 力 の 削 減 に 威 力 を 発 揮 す る の で ハ イ
ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 に も 応 用 で き る 。 代 表 的 な も の と し て Ｓ Ｐ Ａ 法 （ Scintill
ation Proximity Assay） 、 蛍 光 偏 光 測 定 法 （ fluorescence polarization; FP） 、 蛍 光 共
鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ fluorescence resonance energy transfer； 以 下 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ と も い う ）
を 用 い た ア ッ セ イ 法 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 の 好 ま し い 一 例 と し て は Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 用 い た ア ッ セ イ 法 が 挙 げ ら
れ る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ と は ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー と 称 さ れ る ２ 種 類 の 蛍 光 物 質 間 の エ ネ ル ギ
ー 転 移 を 利 用 し た 手 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 用 い た ア ッ セ イ 法 の う ち 、 好 ま し い 実 施 形 態 と し て ホ モ ジ ニ ア ス 時 間 分 解 蛍
光 法 （ Homogeneous Time-Resolved Fluorescence； 以 下 Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 と も い う 、 登 録 商 標 ）
が 挙 げ ら れ る 。 Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 は ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト と Ｘ Ｌ ６ ６ ５ （ 藍 藻 由 来 蛍 光 性 タ
ン パ ク で あ る ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン の 誘 導 体 ） か ら な る ２ 種 類 の 蛍 光 標 識 物 質 を 用 い た 、 Ｆ
Ｒ Ｅ Ｔ の 原 理 を 利 用 し た 測 定 方 法 で あ る 。 Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ で は 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト に ３
３ ７ ｎ ｍ の 励 起 光 を 照 射 す る と ６ ２ ０ ｎ ｍ の 長 寿 命 蛍 光 を 発 す る が 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 な
ど で 近 傍 に Ｘ Ｌ ６ ６ ５ が 存 在 す る 場 合 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト か ら Ｘ Ｌ ６ ６ ５ へ 蛍 光
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 起 こ り 、 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し た Ｘ Ｌ ６ ６ ５ か ら ６ ６ ５ ｎ ｍ の 長 寿 命
蛍 光 が 生 ず る 原 理 に 基 づ い て 測 定 を 行 う 。 蛍 光 測 定 と 二 波 長 測 定 （ ６ ２ ０ ・ ６ ６ ５ ｎ ｍ ）
の 組 み 合 わ せ に よ り 擬 陽 性 を も た ら す カ ラ ー ク エ ン チ ン グ （ イ ン ナ ー フ ィ ル タ ー 効 果 ） の
影 響 や バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 の 影 響 を 受 け に く く 、 完 全 な 均 一 系 の 測 定 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 の 好 ま し い そ の 他 の 一 例 と し て は 、 Ｓ Ｐ Ａ 法 （ 登 録 商 標 ） が 挙
げ ら れ る 。 Ｓ Ｐ Ａ 法 は 、 Ｓ Ｐ Ａ ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 抗 体 と 、 Ｒ Ｉ 標 識 し た 抗 原 を 用 い る 。
該 抗 体 が 抗 原 に 結 合 す る と Ｓ Ｐ Ａ ビ ー ズ に 近 接 す る た め 抗 原 に よ り 放 射 さ れ る β 線 が Ｓ Ｐ
Ａ ビ ー ズ 内 の シ ン チ レ ー タ ー に 到 達 し 発 光 す る の で こ れ を 測 定 す る 。 結 合 し て い な い 抗 原
は 測 定 に 影 響 が な い の で 、 抗 体 と 結 合 し て い な い 抗 原 を 除 去 す る こ と な く 測 定 す る こ と が
可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ ） は 、 脱 炭 酸 化 Ｓ － ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の ア ミ ノ
プ ロ ピ ル 基 を プ ト レ シ ン へ 転 移 し て ス ペ ル ミ ジ ン に 変 換 す る 反 応 を 触 媒 す る 。 こ の と き 反
応 副 産 物 と し て ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン が 生 じ る 。 よ っ て ５ ’ － デ
オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 特 異 的 、 高 感 度 に 検 出 で き る 本 発 明 の ア ッ セ イ 法
は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る よ う な 被 験 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ス ク リ ー ニ ン グ は 被 験 物 質 の 存 在 下 、
発 現 ベ ク タ ー な ど に よ り 調 製 し た リ コ ン ビ ナ ン ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ （ 精 製 ま た は 部
分 精 製 品 ） を 、 該 酵 素 の 基 質 （ ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ や プ ト レ シ ン な ど ） と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件
下 （ 例 え ば ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 室 温 ） に 維 持 し 、 被 験 物 質 が 該 酵 素 の 基 質
の 結 合 を 阻 害 す る か 否 か を 調 べ る こ と 、 す な わ ち 副 生 産 物 で あ る ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ －
メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 生 産 量 を 評 価 す る 。 こ の と き 被 験 物 質 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、
非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 化 合 物 （ 低 分 子 化 合 物 等 ） 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽
出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 な ど の い ず れ で あ っ て も よ い 。 ま た こ れ ら を 含 む 試 料 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 従 う 候 補 物 質 の 選 別 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し た 例 え ば ア ッ セ イ
プ レ ー ト の ウ ェ ル に お け る ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 が 被 験
物 質 を 添 加 し な い ウ ェ ル に お け る ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値
に 比 し て 変 動 す る こ と を も っ て 、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 の 抑 制 ・ 減 少 の 程 度 と し
て は 、 被 験 物 質 を 添 加 し た ウ ェ ル に お け る ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン
の 検 出 値 が 被 験 物 質 を 添 加 し な い ウ ェ ル に お け る ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ
ノ シ ン の 検 出 値 と 比 較 し て 例 え ば １ ０ ％ 、 好 ま し く は ３ ０ ％ 、 特 に 好 ま し く は ５ ０ ％ 以 上
の 減 少 ま た は 増 加 を 示 す 場 合 、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 選 別 さ れ た 候 補 物 質 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ が 関 与 す る こ と が
知 ら れ て い る 疾 患 、 例 え ば 変 形 性 関 節 症 、 ガ ン を 始 め と す る 増 殖 性 疾 患 、 骨 粗 鬆 症 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 高 血 圧 症 の 予 防 ・ 治 療 剤 に な り う る も の で あ る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 好
ま し し い 実 施 形 態 は 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る の に 利 用 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 変 形 性 関 節 症 （ Ｏ Ａ ） と は 慢 性 の 関 節 炎 を 伴 う 関 節 疾 患 で 、 関 節 の 構 成 要 素 の 退 行 変 性
に よ り 、 軟 骨 の 破 壊 と 骨 、 軟 骨 の 増 殖 性 変 化 を 来 た す 疾 患 で あ る 。 一 次 性 の も の と 外 傷 や
疾 患 に よ る 二 次 性 の も の と が あ る 。 主 に 荷 重 関 節 を 侵 し 、 老 年 者 に よ く 見 ら れ る 。 最 近 、
ヒ ト の 関 節 軟 骨 前 駆 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｓ Ｃ ） の 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ が な さ れ 、 骨 形 成 因 子 （
osteogenic factors） で あ る basic fibroblast growth factor 2（ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ） が ス ペ
ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ
は 、 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 経 路 、 特 に ス ペ ル ミ ジ ン の 生 合 成 、 よ り 具 体 的 に は ス ペ ル ミ ジ ン シ
ン タ ー ゼ が 、 変 形 性 関 節 症 （ 以 下 Ｏ Ａ と も い う 。 ） と 潜 在 的 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て
い る 。 よ っ て ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 反 応 を 制 御 す る こ と は Ｏ Ａ の 疾 患 の 治 療 ・ 予 防 に
役 立 つ こ と が 推 察 さ れ 、 さ ら に こ の 酵 素 の 阻 害 剤 は 上 記 の 疾 患 の 治 療 薬 ・ 予 防 薬 と し て 有
用 で あ る と 考 え ら れ る （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ５ ８ ６ ２ ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 述 の よ う に 、 別 の 側 面 と し て 、 本 発 明 は 、 Ｏ Ａ 治 療 の 必 要 が あ る 被 験 者 を 治 療 す る 方
法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 こ の 方 法 に よ っ て 前 記 被 験 者 が 治 療 さ れ る よ う に 前 記 被 験 者 に
ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 の 実 質 的 な 阻 害 を 阻 害 す る 効 果 的 な ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 の 阻 害 剤 の 量
を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 「 治 療 」 と は 、 疾 患 状 態 の 緩 和 お よ び そ の 進 行 の 緩 和 を 意 味 し 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 す る
症 状 の 部 分 的 な 又 は 完 全 な 除 去 を も 含 ん で い る 。 ま た 、 「 治 療 」 と は 、 疾 患 を 予 防 す る か
又 は そ の 発 症 を 遅 延 さ せ る こ と を 意 味 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 哺 乳 類 被 験 者 、 好 ま し く は 、 ヒ ト を 治 療 す る こ
と を 意 図 し て い る 。 そ れ 故 、 「 患 者 」 、 「 哺 乳 類 被 験 者 」 ま た は 「 必 要 が あ る 被 験 者 」 と
い う 用 語 に よ っ て 、 そ の 治 療 が 望 ま れ る 任 意 の 哺 乳 類 を 意 味 し て お り 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ
、 イ ヌ 、 お よ び ネ コ の 被 験 者 、 好 ま し く は ヒ ト 患 者 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 必 要 が あ る 被 験 者 に 前 記 阻 害 剤 の 効 果 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 効 果 量 」 は 、 選 択 さ れ る 結 果 を 達 成 す る の に 必 要 な 量 を 意 味 す る
。 例 え ば 、 本 発 明 の 阻 害 剤 ま た は 組 成 物 の 効 果 量 は 、 変 形 性 関 節 症 の 病 状 の 治 療 に 効 果 的
な 量 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に Ｏ Ａ を 治 療 す る 治 療 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 組 成 物 は 、 活 性 成
分 と し て ポ リ ア ミ ン 生 合 成 経 路 の １ 以 上 の 工 程 の 阻 害 剤 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 阻 害 剤
は 、 ス ペ ル ミ ジ ン 生 合 成 の 阻 害 剤 で あ る 。
最 も 好 ま し く は 、 前 記 阻 害 剤 は 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 。 本 発 明 の 組 成 物
に 含 ま れ る 具 体 的 な 阻 害 剤 は 、 上 記 の リ ス ト に 記 載 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 ヒ ト の Ｏ Ａ 治 療 を 特 に 意 図 し て い る が 、 他 の 哺 乳 類 も 含
ま れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 治 療 さ れ る 被 験 者 に 直 接 投 与 し て も よ い 、 ま た は そ れ ら の 投
与 前 に そ れ ら を オ ボ ア ル ブ ミ ン も し く は 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 担 体 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る こ
と が 望 ま し い 。 治 療 の 処 方 は 、 任 意 の 通 常 の 投 薬 処 方 で 投 与 し 得 る 。 処 方 は 、 典 型 的 に は
少 な く と も １ つ の 活 性 成 分 （ 上 記 で 定 義 さ れ た よ う な ） と 共 に １ 以 上 の そ の 活 性 成 分 に 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 適 な 態 様 に よ る と 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 更 に 薬 学 的 ま た は 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
、 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 を 随 意 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
薬 理 学 及 び 薬 物 輸 送
　 本 発 明 の 化 合 物 も し く は 薬 学 的 組 成 物 は 、 各 患 者 の 臨 床 症 状 、 投 与 の 部 位 と 方 法 、 投 与
の ス ケ ジ ュ ー ル 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 医 療 従 事 者 に と っ て 公 知 の そ の 他 の 要 因 を 考
慮 に 入 れ 、 適 正 な 医 療 行 為 に 従 っ て 投 与 し 、 服 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 薬 学 的 に 「 有 効 な 量 」 と は 、 つ ま り 、 本 分 野 で 公 知 の か か る 検 討 に よ
っ て 決 定 さ れ る 。 前 記 量 は 、 生 存 率 の 改 善 若 し く は 回 復 の 迅 速 化 、 又 は 症 候 や 当 業 者 に よ
っ て 適 切 な 基 準 と し て 選 択 さ れ た そ の 他 の 指 標 の 改 善 若 し く は 消 去 な ど （ こ れ ら に 限 定 さ
れ な い ） の 改 善 を 達 成 す る た め に 有 効 な 量 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る マ ウ ス そ の 他 の 実 験 動 物 に 比 べ て 、 ヒ ト は 長 期 に わ た り 治 療
を 受 け る の が 一 般 的 で あ り 、 治 療 の 長 さ は 、 病 気 経 過 の 長 さ や 薬 物 の 効 力 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 本 発 明 の 前 記 化 合 物 は 、 様 々 な 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 化 合 物 は 、 化 合 物 と し て 又 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て 投 与 す る こ と が で き 、 単 独
で 又 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 及 び 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ た 活 性
成 分 と し て 投 与 す る こ と が で き る こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い 。 前 記 化 合 物 は 経 口 、 皮
下 、 又 は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き 、 非 経 口 投 与 に は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹
腔 内 、 鼻 腔 内 投 与 、 並 び に ク モ 膜 下 内 及 び 注 入 技 術 が 含 ま れ る 。 前 記 化 合 物 の イ ン プ ラ ン
ト も 有 用 で あ る 。 治 療 を 受 け る 前 記 患 者 は 、 温 血 動 物 で あ り 、 特 に 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物
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で あ る 。 一 般 に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 溶 液 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 及 び 賦
形 剤 並 び に イ ン プ ラ ン ト 担 体 と は 、 本 発 明 の 活 性 成 分 と 反 応 し な い 不 活 性 な 無 毒 の 固 体 又
は 液 体 充 填 剤 、 希 釈 剤 又 は 封 入 物 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 に は 、 単 位 用 量 の 注 射 可 能 な 形 態 （ 例 え ば 、
溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン ） 中 に 調 合 す る の が 一 般 的 で あ ろ う 。 注 射 に 適 し た 薬 学 的 調
合 物 に は 、 無 菌 水 溶 液 又 は 分 散 液 及 び 注 射 可 能 な 無 菌 溶 液 又 は 分 散 液 に 戻 す た め の 無 菌 粉
末 が 含 ま れ る 。 前 記 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー
ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、 そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 、 及
び 植 物 油 を 含 有 す る 溶 媒 又 は 分 散 媒 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を 用 い る こ と に よ っ て 、 分 散 液
の 場 合 に は 必 要 と さ れ る 粒 径 を 維 持 す る こ と に よ っ て 、 及 び 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と に よ
っ て 維 持 す る こ と が で き る 。 化 合 物 組 成 物 用 の 溶 媒 系 と し て 、 綿 実 油 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ
油 、 大 豆 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ヒ マ ワ リ 油 、 又 は ピ ー ナ ッ ツ 油 な ど の 非 水 性 賦 形 剤 や ミ リ
ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル な ど の エ ス テ ル を 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 抗 微 生 物 防 腐 剤 、 抗 酸
化 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 緩 衝 液 な ど 前 記 組 成 物 の 安 定 性 、 無 菌 性 、 等 張 性 を 増 大 さ せ る 様 々 な
添 加 物 を 加 え る こ と も で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 抑 制 は 、 様 々 な 抗 細 菌 剤 や 抗 真 菌 剤 （ 例 え
ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 ） に よ っ て 確 保 す る こ と が で
き る 。 多 く の ケ ー ス で 、 例 え ば 、 糖 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 含 め る こ と が 望 ま し
い で あ ろ う 。 吸 収 を 遅 ら せ る 物 質 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゼ ラ チ ン を
使 用 す る こ と に よ っ て 、 注 射 可 能 な 医 薬 形 態 を 長 時 間 吸 収 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な
が ら 、 本 発 明 で は 、 使 用 す る 全 て の 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 又 は 添 加 剤 が 前 記 化 合 物 に 適 合 し な
け れ ば な ら な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶 液 は 、 所 望 に よ り 、 他 の 様 々 な 成 分 を 加 え た 必 要 量 の 適 切 な 溶 媒 中
に 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 使 用 さ れ る 前 記 化 合 物 を 取 り 込 ま せ る こ と に よ っ て 調 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 薬 理 学 的 調 合 物 は 、 様 々 な 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 添 加 物 、 希 釈 剤 な ど の 任 意
の 適 合 的 な 担 体 を 含 有 す る 注 射 可 能 な 調 合 物 中 に 入 れ て 患 者 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る
い は 、 本 発 明 で 使 用 す る 化 合 物 は 、 徐 放 性 の 皮 下 イ ン プ ラ ン ト 又 は 標 的 デ リ バ リ ー シ ス テ
ム 、 た と え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ベ ク タ ー に よ る デ リ バ リ ー 、 イ オ ン 導 入 、 ポ リ マ ー マ
ト リ ッ ク ス 、 リ ポ ソ ー ム 、 及 び ミ ク ロ ス フ ェ ア の 形 態 で 、 非 経 口 的 に 患 者 に 投 与 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な デ リ バ リ ー シ ス テ ム の 例 に は 、 米 国 特 許 第 ５ ,２ ２ ５ ,１
８ ２ 号 、 第 ５ ,１ ６ ９ ,３ ８ ３ 号 、 第 ５ ,１ ６ ７ ,６ １ ６ 号 、 第 ４ ,９ ５ ９ ,２ １ ７ 号 、 第 ４ ,
９ ２ ５ ,６ ７ ８ 号 、 第 ４ ,４ ８ ７ ,６ ０ ３ 号 、 第 ４ ,４ ８ ６ ,１ ９ ４ 号 、 第 ４ ,４ ４ ７ ,２ ３ ３
号 、 第 ４ ,４ ４ ７ ,２ ２ ４ 号 、 第 ４ ,４ ３ ９ ,１ ９ ６ 号 、 及 び 第 ４ ,４ ７ ５ ,１ ９ ６ 号 に 記 さ れ
て い る も の が 含 ま れ る 。 こ れ 以 外 の こ の よ う な イ ン プ ラ ン ト 、 デ リ バ リ ー シ ス テ ム 、 及 び
モ ジ ュ ー ル は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 前 記 化 合 物 の 薬 理 学 的 調 合 物 は 、 患 者 に 経 口 投 与 す る こ と が で き る
。 化 合 物 を 錠 剤 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 カ プ セ ル 、 粉 末 、 シ ロ ッ プ な ど に 入 れ て
投 与 す る な ど の 慣 用 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 前 記 化 合 物 を 経 口 又 は 静 脈 注 射 で デ リ バ
ー し 、 生 物 活 性 を 保 持 す る 公 知 の 技 術 が 好 ま し い 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 前 記 化 合
物 は 、 血 液 レ ベ ル を 適 切 な レ ベ ル に す る た め に ま ず 静 脈 内 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が で
き る 。 次 い で 、 患 者 の 血 液 レ ベ ル を 経 口 投 薬 形 態 に よ っ て 維 持 す る が 、 患 者 の 症 状 に 応 じ
て 、 上 述 の よ う に 、 他 の 投 与 形 態 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 一 般 に 、 ヒ ト に お け る 化 合 物 の 有 効 量 は 、 １ 日 あ た り 体 重 １ ｋ ｇ あ た り １ ｎ ｇ か ら ２ ０
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－ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ り 、 好 ま し く は １ 日 あ た り 体 重 １ ｋ ｇ あ た り ０ ． ０ １ ｎ ｇ か ら ２ － １ ０
ｍ ｇ で あ り 、 １ ～ ２ 週 間 も し く は そ れ 以 上 の 期 間 、 好 ま し く は 、 ２ ４ ～ ４ ８ 時 間 の 間 、 １
日 あ た り １ 回 も し く は ２ 、 ３ 回 も し く は そ れ 以 上 の 回 数 を 服 用 す る か 、 １ ～ ２ 週 間 も し く
は そ れ 以 上 の 期 間 点 滴 を す る 。 ま た 、 こ こ で 開 示 し た 症 状 の い く つ か に つ い て は 、 数 年 に
渡 り 、 も し く は 生 涯 に わ た っ て 投 与 す る こ と も 予 測 で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 を 例 示 的 に 説 明 し て き た が 、 こ れ ま で 使 用 し て き た 用 語 は 、 限 定 な も の で は な く
記 述 的 な 性 質 で 解 釈 さ れ る こ と を 意 図 し て い る こ と を 理 解 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 教 示 に 照 ら し て 、 本 発 明 に 数 多 く の 修 飾 及 び 変 形 を 加 え る こ と が 可 能 で あ る こ と が
明 ら か で あ る 。 従 っ て 、 具 体 的 に 記 載 さ れ て い な く て も 、 記 載 さ れ て い る 発 明 の 範 囲 の 中
で 、 本 発 明 を 実 施 で き る こ と を 理 解 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 出 願 を 通 じ て 、 様 々 な 文 献 が 著 者 と 年 度 に よ っ て 参 照 さ れ て お り 、 米 国 特 許 を 含 む 特
許 が 番 号 に よ っ て 参 照 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 と 特 許 の 開 示 内 容 全 体 は 、 本 発 明 が 属 す
る 分 野 の 技 術 水 準 を よ り 完 全 に 記 載 す る た め に 、 本 出 願 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ こ で の あ ら ゆ る 文 献 の 引 用 は 、 そ の よ う な 文 献 が 適 切 な 先 行 技 術 も し く は 、 本 出 願 に
お け る い ず れ か の 請 求 項 の 特 許 性 に つ い て 考 慮 す べ き 資 料 で あ る こ と を 認 め る こ と を 意 図
す る も の で は な い 。 い ず れ の 文 献 に つ い て の 内 容 も し く は 日 付 に 関 す る 見 解 は 、 出 願 時 に
お い て 出 願 人 が 利 用 で き た 情 報 に 基 づ い て お り 、 そ の よ う な 見 解 の 正 当 性 を 認 め る こ と で
は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 詳 細 を 述 べ る こ と な し に 、 こ の 分 野 に お け る 当 業 者 で あ れ ば 、 上 述 の 記 載 を も っ
て 本 発 明 を 最 大 限 で 実 施 で き る と 思 わ れ る 。 そ の た め 、 以 下 の 好 ま し い 具 体 例 は 単 な る 例
示 で あ り 、 い か な る 場 合 で あ っ て も 請 求 項 の 発 明 を 限 定 す る も の と し て 構 成 す る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ こ に 特 に 明 示 し て い な い が そ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 手 法
は 一 般 的 に は 、 サ ム ブ ル ー ク ら 、 「 Molecular cloning ： A laboratory manual、 Cold Sp
rings Harbor Laboratory、 ニ ュ ー ヨ ー ク 」 （ １ ９ ８ ９ 年 、 １ ９ ９ ２ 年 ） 及 び オ ー ズ ベ ル
ら 「 Current Protocols in Molecular Biology、 John Wiley and Sons 、 バ ル チ モ ア 、 メ
リ ー ラ ン ド 」 （ １ ９ ８ ８ 年 ） に 従 う も の と す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ こ に 特 に 明 示 し て い な い が そ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 的 な 有 機 合 成 の 手 法 は
一 般 的 に 「 Organic Syntheses ： 第 １ ～ ７ ９ 巻 、 著 者 多 数 、 J Wiley 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 」 （
１ ９ ４ １ ～ ２ ０ ０ ３ 年 ） 、 ガ ー ベ ル ト ら 「 Organic Syntheses workbook, Wiley-VCH, ベ
イ ン ハ イ ム 」 （ ２ ０ ０ ０ 年 ） 、 ス ミ ス ＆ マ ー チ 「 Advanced Organic Chemistry, Wiley-In
terscience, 第 ５ 版 」 （ ２ ０ ０ １ 年 ） に 従 う も の と す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ に 特 に 明 示 し て い な い が そ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 的 な 医 薬 品 化 学 の 手 法
は 一 般 的 に 「 Comprehensive Medical Chemistry」 シ リ ー ズ （ 著 者 多 数 、 Pergamon Press
） に 従 う も の と す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 以 下 に お い て 、 実 施 例 お よ び 実 験 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に す る が 、 本 発 明 は こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 １
　 以 下 の 合 成 ス キ ー ム に 従 っ て 活 性 化 ハ プ テ ン で あ る ６ － ［ ５ － （ ２ ,５ － ジ オ キ シ ピ ロ
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リ ジ ン － １ － イ ル オ キ シ ） ペ ン チ ル ］ － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （
化 合 物 ８ ） を 合 成 し た 。
合 成 ス キ ー ム １
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ９ β － Ｄ － リ ボ フ ラ ノ シ ル ア デ ノ シ ン （ ア デ ノ シ ン ） （ １ ） （ ６ ． ６ ８ ｇ , ２ ５ ｍ ｍ ｏ
ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ １ ０ ０ ｍ ｌ ） 溶 液 に 、 ２ ,２ － ジ メ ト キ シ プ ロ パ ン （
１ ３ ｇ , １ ２ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ , ５ ｍ ｏ ｌ  ｅ ｑ ． ） 及 び 無 水 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 （ １ ． １
９ ｇ , ６ ． ２ ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 窒 素 気 流 下 ７ ０ ℃ で ７ 時 間 加 熱 撹
拌 し 、 ４ ０ ℃ に て 約 ３ ０ ｍ ｌ ま で 減 圧 濃 縮 し た 。 こ の 濃 縮 液 を ５ ％ 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水
溶 液 （ １ ２ ５ ｍ ｌ ） に 注 ぎ 入 れ 、 １ ５ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を ５ ０
ｍ ｌ の 水 で ２ 回 、 ５ ０ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し
、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 こ の 黄 色 油 状 残 渣 （ 約 ８ ｇ ） を １ ５ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル
に 加 温 し て 溶 か し 、 こ の 溶 液 を 室 温 で ５ 時 間 さ ら に ０ ℃ で ３ ０ 分 間 撹 拌 し 析 出 し た 結 晶 を
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濾 過 、 析 出 晶 を 酢 酸 エ チ ル 及 び ジ エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 化 合 物 ２ （ ４ ． １ ｇ , １ ３ ．
３ ｍ ｍ ｏ ｌ , ５ ３ ％ ） を 得 た 。
IR (Nujol, cm - 1 ) 3350 (sh), 3240, 3180, 1685 (s).
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.38 (3H, s), 1.65 (3H, s), 3.72 - 3.86 (1H, m), 3.95
 - 4.02 (1H, m), 4.55 (1H, s), 5.10 - 5.25 (2H, m), 5.86 (3H, d, J = 4.8 Hz), 6.
57 (1H, dd, J = 1.8, 11.4 Hz), 7.84 (1H, s), 8.32 (1H, s).
【 ０ １ ０ ５ 】
２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － （ ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル ） ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン ア デ ノ シ ン （ ２ ） （ ４ ． ０ ｇ , １ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ピ
リ ジ ン ４ ０ ｍ ｌ 溶 液 に 、 窒 素 気 流 下 － ２ ０ ℃ で ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド （ ２ ． ９
７ ｇ , 約 １ ５ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ , １ ． ２ ｍ ｏ ｌ  ｅ ｑ ． ） の 無 水 ピ リ ジ ン ６ ｍ ｌ 溶 液 を 滴 下 し
て 加 え た 後 、 こ の 混 合 物 を 遮 光 下 ４ 日 間 放 置 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 未 反 応 の 試 薬 を 処
理 す る 為 、 水 （ ４ ． ０ ｍ ｌ ） を － ２ ０ ℃ で 加 え １ ５ 分 間 撹 拌 後 、 更 に 水 （ ２ ０ ０ ｍ ｌ ） を
注 ぎ 入 れ ８ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を ５ ０ ｍ ｌ の 水 で ２ 回 、 ８ ０ ｍ ｌ
の ５ ％ 硫 酸 で ２ 回 、 次 い で ５ ０ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で ３ 回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 こ の 黄 色 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー （ Merck silica gel No. 9385, 230 400 mesh: 50 g） に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル で 溶 出 す
る こ と に よ り 結 晶 性 残 渣 （ 約 ６ ｇ ） を 得 、 次 い で ジ エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 化 合 物 ３ （
４ ． ４ ９ ｇ , ９ ． ７ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ , ７ ５ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3  + D 2 O) δ : 1.37 (3H, s), 1.59 (3H, s), 2.40 (3H, s), 4.20 
- 4.36 (2H, m), 4.44 - 4.53 (1H, m), 5.05 (1H, dd, J=3.4, 6.2 Hz), 5.34 (1H, dd,
 J = 1.8, 6.2 Hz), 6.05 (1H, d, J = 18 Hz), 7.19 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.63 (2H, 
d, J = 8.4 Hz), 7.84 (1H, s), 8.23 (1H, s).
【 ０ １ ０ ６ 】
２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ナ ト リ ウ ム チ オ メ ト キ シ ド （ ５ ． ０ ｇ , ７ １ ． ４ ｍ ｍ ｏ ｌ , ８ ． ２ ４ ｍ ｏ ｌ  ｅ ｑ ． ）
の ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド ‐ メ タ ノ ー ル （ ２ ： １ ,３ ５ ｍ ｌ ） 溶 液 に 、 窒 素 気 流 下 ０ ℃ で ２
’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － （ ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル ） ア デ ノ シ ン （ ３ ） （ ４
ｇ , ８ ． ６ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え た 後 、 こ の 混 合 溶 液 を 遮 光 下 ５ ℃ で ３ 日 間 放 置 し た 。 こ の
反 応 液 を ３ ０ ℃ 以 下 で 約 ２ ０ ｍ ｌ ま で 減 圧 濃 縮 し 、 こ の 濃 縮 液 を ２ ５ ０ ｍ ｌ の 冷 水 へ 注 ぎ
入 れ １ ０ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を ５ ０ ｍ ｌ の 冷 水 で ３ 回 、 ５ ０ ｍ ｌ
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の 飽 和 食 塩 水 で ２ 回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を
除 去 し 結 晶 性 残 渣 を 得 、 酢 酸 エ チ ル よ り 再 結 晶 し 化 合 物 ４ （ ２ ． ８ ｇ , 約 ８ ． ３ ｍ ｍ ｏ ｌ
, ９ ５ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.41 (3H, s), 1.62 (3H, s), 2.11 (3H, s), 2.67 - 2.91
 (2H, m), 4.36 - 4.48 (1H, m), 5.07 (1H, dd, J = 2.2, 3.4 Hz), 5.52 (1H, dd, J =
 2.2, 6.2 Hz), 5.64 (2H, br), 6.09 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.93 (1H, s), 8.36 (1H, 
s).
【 ０ １ ０ ７ 】
６ － （ ５ － エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル ） － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ
キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ ４ ）
（ １ ． ５ ０ ｇ , ４ ． ４ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ １ ０ ｍ ｌ ） に 、 窒 素 気
流 下 室 温 で 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ １ １ ２ ｍ ｇ , ４ ． ６ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 徐 々 に 加 え た 後 、 ２ 時
間 撹 拌 し た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 に ６ － ブ ロ ム ヘ キ サ ン 酸 エ チ ル （ １ ． ０ ４ ｇ , ４ ． ６ ７
ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ ３ ｍ ｌ ） を 滴 下 し て 加 え 、 こ の 反 応 混 合 物 を 室
温 で １ 時 間 、 さ ら に ６ ０ ℃ で ２ 時 間 撹 拌 し た 反 応 液 は 、 ６ ０ ｍ ｌ の 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ ４ ０ ｍ
ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を ３ ０ ｍ ｌ の 冷 水 で ３ 回 、 ３ ０ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水
で ２ 回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し て 得 た
油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Merck silicagel, Lobar column size B） に 付 し
、 ｎ － ヘ キ サ ン － 酢 酸 エ チ ル （ １ ： １ ） で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油 状 の 化 合 物 ５ （ １ ．
４ ｇ , ２ ． ９ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ , ６ ２ ． ５ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.25 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.40 (3H, s), 1.45 - 1.53 (
2H, m), 1.62 (3H, s), 1.64 - 1.79 (4H, m), 2.10 (3H, s), 2.31 (2H, t, J = 7.2 Hz
), 2.68 - 2.90 (2H, m), 3.56 - 3.76 (2H, m), 4.09 (2H, q, J = 7.0 Hz), 4.36 - 4.
45 (1H, m), 5.08 (1H, dd, J = 3.2, 6.6 Hz), 5.53 (1H, dd, J = 1.8, 6.2 Hz), 5.86
 (1H, br), 6.07 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.86 (1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ １ ０ ８ 】
６ － （ ５ － エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル ） － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ
ン の 合 成
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ６ － （ ５ － エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル ） － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ
オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ ５ ） （ ７ ０ ０ ｍ ｇ , １ ． ４ ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 、 ０ ． １
Ｎ 塩 酸 （ ５ ｍ ｌ ） と テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン （ １ ０ ｍ ｌ ） の 溶 液 を Ｔ Ｌ Ｃ で 原 料 が な く な る ま
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で ５ ０ ℃ で 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 を ５ ０ ℃ で 約 １ ｍ ｌ ま で 減 圧 濃 縮 し 、 こ の 濃 縮 液 に ５
％ 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 （ １ ０ ｍ ｌ ） を 加 え 、 ２ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有
機 層 を １ ０ ｍ ｌ の 水 で ２ 回 、 ５ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 抽 出 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Merck 
silica gel, Lobar column size A x 2） に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル － ア セ ト ン （ ３ ： １ ） で 溶
出 す る こ と に よ り 無 色 結 晶 性 の 化 合 物 ６ （ ２ ５ ０ ｍ ｇ , ０ ． ５ ６ ９ ｍ ｍ ｏ ｌ , ３ ９ ％ ） を
得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3  + D 2 O) δ : 1.25 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.38 - 1.56 (2H, m), 
1.59 - 1.81 (4H, m), 2.18 (3H, s), 2.31 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.85 (2H, d, J = 5.
4 Hz), 3.53 - 3.78 (2H, m), 4.12 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.32 - 4.45 (2H, m), 4.54 
(1H, t, J = 5.2 Hz), 5.94 (1H, d, J = 4.8 Hz), 8.00 (1H, s), 8.29 (1H, s).
【 ０ １ ０ ９ 】
６ － （ ５ － カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル ） － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合
成
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ６ － （ ５ － エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル ） － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン （ ６ ） （ ２ ５ ０ ｍ ｇ , ０ ． ５ ６ ９ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 、 ２ Ｎ 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ １ ｍ ｌ ） と メ
タ ノ ー ル （ ５ ｍ ｌ ） の 溶 液 を 窒 素 気 流 下 ６ ０ ℃ で １ 時 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 液 を ３ ０ ℃ 以
下 で 約 １ ｍ ｌ ま で 減 圧 濃 縮 後 、 ３ ｍ ｌ の 水 で 希 釈 し た 水 溶 性 溶 液 を 酸 性 （ ｐ Ｈ ３ ） に な る
ま で 酢 酸 （ ２ ４ ０ ｍ ｇ , ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え 析 出 し た 結 晶 を 濾 過 し 、 化 合 物 ７ （ ２ ２ ３ ｍ
ｇ , ０ ． ５ ４ １ ｍ ｍ ｏ ｌ , ９ ５ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, DMSO-d6) δ : 1.23 - 1.41 (2H, m), 1.44 - 1.68 (4H, m), 2.06 (3H,
 s), 2.20 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.47 - 2.58 (2H, m), 2.72 - 2.94 (2H, m), 3.98 - 
4.08 (1H, m), 4.13 (1H, t, J = 5.4 Hz), 4.75 (1H, t, J = 5.4 Hz), 5.50 (3H, br),
 5.90 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.82 (1H, br), 8.21 (1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ １ １ ０ 】
６ － ［ ５ － （ ２ ,５ － ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ ン － １ － イ ル オ キ シ ） ペ ン チ ル ］ － ５ ’ － デ オ キ
シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド （ １ ２ ５ ｍ ｇ , １ ． ０ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 、 塩 酸 １ － エ チ ル －
３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｗ Ｓ Ｃ Ｄ ・ Ｈ Ｃ ｌ , ２ ０ ７ ｍ ｇ , 
１ ． ０ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ ２ ｍ ｌ ） 溶 液 に 、 ６ － （ ５ － カ ル ボ キ
シ ル ペ ン チ ル ） － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ ７ ） （ ２ ２ ３ ｍ ｇ , ０
． ５ ４ １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ ２ ｍ ｌ ） 溶 液 を 、 窒 素 気 流 下 室 温 で ３
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０ 分 間 で 滴 下 し て 加 え た 後 、 ４ ０ ℃ で ３ 時 間 ３ ０ 分 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を ２ ５ ｍ
ｌ の 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ ２ ５ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し 、 有 機 層 を １ ０ ｍ ｌ の 冷 水 で ２ 回
、 ５ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶
媒 を 除 去 し て 得 た 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Merck silica gel, Lobar colu
mn size A × 2） に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル － ア セ ト ン （ ３ ： １ ） で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油
状 の 化 合 物 ８ （ ２ ３ １ ｍ ｇ , ０ ． ４ ５ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ , ８ ０ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.50 - 1.64 (2H, m), 1.68 - 1.90 (4H, m), 2.18 (3H, s
), 2.63 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.77 - 2.89 (6H, m), 3.47 (1H, br), 3.68 (2H, br), 
4.35 - 4.51 (2H, m), 4.57 (1H, t, J = 5.4 Hz), 5.91 (1H, d, J = 6.0 Hz), 6.01 (1
H, br), 6.46 (1H, br), 7.97 (1H, s), 8.29 (1H, s).
【 ０ １ １ １ 】
実 施 例 ２
６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成 法
合 成 ス キ ー ム ２
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
６ － （ ３ － ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ
デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ ４ ）
（ ３ ３ ８ ｍ ｇ , １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ ２ ｍ ｌ ） に 、 窒 素 気 流 下 室 温
で 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ ３ １ ｍ ｇ , １ ． ２ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 徐 々 に 加 え た 後 、 ２ 時 間 撹 拌 し た
混 合 物 に 、 ３ － （ ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル ブ ロ マ イ ド （ ３ １ ０ ｍ
ｇ , １ ． ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） と 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ ０ ． ３ ｍ ｌ ） の 溶 液 を 滴 下 し て 加 え
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た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で １ 時 間 、 さ ら に ６ ０ ℃ で ２ 時 間 撹 拌 し た 反 応 液 は 、 ２ ０ ｍ ｌ
の 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ ２ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を １ ０ ｍ ｌ の 冷 水 で ３ 回
、 １ ０ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て
溶 媒 を 除 去 し て 得 る 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Merck silica gel, Lobar co
lumn size A） に 付 し 、 ｎ － ヘ キ サ ン － 酢 酸 エ チ ル （ ２ ： ３ ） で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色
油 状 の 化 合 物 ９ （ ２ ４ ２ ｍ ｇ , ０ ． ５ ｍ ｍ ｏ ｌ , ５ ０ ％ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.40 (3H, s), 1.46 (9H, s), 1.62 (3H, s), 1.75 - 1.90
 (2H, m), 2.11 (3H, s), 2.67 - 2.91 (2H, m), 3.22 (2H, dd, J = 6.0, 12.2 Hz), 3.
73 (2H, br), 4.35 - 4.46 (1H, m), 5.08 (1H, dd, J = 3.0, 6.2 Hz), 5.26 (1H, br),
 5.52 (1H, dd, J = 2.2, 6.2 Hz), 6.07 (1H, d, J = 2.2 Hz), 6.18 (1H, br), 7.87 (
1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ １ １ ３ 】
６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ －
メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ６ － （ ３ － ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ
リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ ９ ） （ ２ ４ ２ ｍ ｇ , ０ ． ５ ｍ ｍ
ｏ ｌ ） 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ ０ ． ５ ｍ ｌ ） と ジ ク ロ ロ メ タ ン （ ２ ． ５ ｍ ｌ ） の 溶 液 を Ｔ Ｌ
Ｃ で 原 料 が な く な る ま で ４ ０ ℃ で 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 を ２ ５ ℃ 以 下 で 減 圧 留 去 し 、 こ
の 残 渣 に 飽 和 炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液 （ １ ０ ｍ ｌ ） を 加 え 、 ２ ０ ｍ ｌ の 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た
。 有 機 層 を ５ ｍ ｌ の 水 で ２ 回 、 ５ ｍ ｌ の 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 抽 出 残 渣 を 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Me
rck silica gel, thin layer plates KGF 254; 0.5 mm, 20 cm× 20 cm, development and
 elution solvent; ethyl acetate-acetic acid-water = 3 : 1 : 1） に よ っ て 、 無 色 粉
末 の 化 合 物 １ ０ （ １ ８ ０ ｍ ｇ , ０ ． ４ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ , ９ ４ ％ ） を 得 た 。
【 ０ １ １ ４ 】
６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ２ ’ ,３ ’ － イ ソ プ ロ ピ リ デ ン － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’
－ メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ １ ０ ） （ １ ８ ０ ｍ ｇ , ０ ． ４ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） と ２ Ｎ 硫 酸 （ ５ ｍ ｌ
） の 溶 液 を 室 温 で 終 夜 放 置 し た 。 こ の 反 応 液 に ５ ％ 炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液 を 加 え ｐ Ｈ ９ に 調
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整 後 、 減 圧 留 去 し て 結 晶 性 残 渣 を 得 、 ２ ０ ｍ ｌ の 無 水 エ タ ノ ー ル で 抽 出 し た 。 こ の 抽 出 液
を 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し て 得 た 抽 出 残 渣 （ １ ４ ０ ｍ ｇ ） を 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ Merck silica gel, thin layer plates KGF 254; 0.5 mm, 20 cm× 20 cm, developme
nt and elution solvent; ethyl acetate-acetic acid-water = 3 : 1 : 1） な ら び に Ｈ
Ｐ － ２ ０ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Mitsubishi Kasei; 75 - 150 μ m, 5 g） に 付 し 、
エ タ ノ ー ル － 水 － ２ ８ ％ ア ン モ ニ ア 水 （ １ ０ ： ９ ： １ ） で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油 状 の
化 合 物 １ １ （ 約 ４ ０ ｍ ｇ ） を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CD 3 OD) δ : 1.80 - 1.95 (2H, m), 2.12 (3H, s), 2.80 (2H, t, J = 7
.0 Hz), 2.91 (2H, t, J = 6.0 Hz), 3.70 (2H, br), 4.23 (1H, dd, J = 5.8, 10.2 Hz)
, 4.33 (1H, t, J = 4.8 Hz), 4.68 - 5.00 (6H, m), 6.00 (1H, d, J = 5.2 Hz), 8.26 
(1H, s), 8.28 (1H, s).
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ３
Ｍ Ｔ Ａ の 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 標 識
　 実 施 例 ２ に 従 っ て 合 成 し た ６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ
ル チ オ ア デ ノ シ ン ０ ． ６ ３ ｍ ｇ （ １ ． ８ μ ｍ ｏ ｌ ） に 蒸 留 水 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ 及 び ０ ． １ Ｍ リ
ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ０ ． １ ｍ ｌ を 加 え て 溶 解 し 、 こ れ に ス ル フ ォ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
４ － （ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） － シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト （ ｓ ｕ ｌ ｆ ｏ －
Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ 、 ピ ア ス 社 製 ） １ ． １ ９ ｍ ｇ （ ２ ． ７ μ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む 水 溶 液 ０ ． ２ ｍ ｌ を 加 え
て 、 室 温 で ２ 時 間 反 応 し た 。 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ カ ラ ム ： Ｙ Ｍ Ｃ － Ｐ ａ ｃ ｋ Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ 、 ６ ．
０ Ｉ ． Ｄ ． × １ ５ ０ ｍ ｍ 、 溶 離 条 件 ： ア セ ト ニ ト リ ル ／ ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 ０ ～
５ ０ ％ 、 ２ ０ ｍ ｉ ｎ 、 リ ニ ア グ ラ デ ィ エ ン ト 、 流 速 ： １ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 検 出 波 長 ： ２ ６ ０
ｎ ｍ ） を 行 っ て 、 マ レ イ ミ ド 化 Ｍ Ｔ Ａ 画 分 （ １ ４ ． ７ 分 ） を 分 取 し 、 減 圧 下 に 溶 媒 を 留 去
し た の ち ２ ０ ％ メ タ ノ ー ル ／ 蒸 留 水 ０ ． ４ ｍ ｌ に 溶 解 し た 。 一 方 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ 、 ロ シ ュ 社 製 ） １ ． １ ｍ ｇ （ ２ ７ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液
（ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ０ ． ２ ｍ ｌ に ス ル フ ォ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ６ － ［ ３ ’ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ
オ ） － プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ］ ヘ キ サ ノ エ ー ト （ ｓ ｕ ｌ ｆ ｏ － Ｌ Ｃ － Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ 、 ピ ア ス 社 製 ）
０ ． ４ ３ ｍ ｇ （ ８ １ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む 水 溶 液 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ
せ た 。 ０ ． １ Ｍ メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン 溶 液 ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 加 え て 室 温 で １ 時 間 静 置 し た
後 、 ５ ｍ Ｍ  エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 含 有 ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） で 平 衡 化
し た Ｐ Ｄ － １ ０ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物
質 を 除 去 し た 。 Ｈ Ｒ Ｐ ０ ． １ １ ５ μ ｇ （ ２ ． ９ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む 画 分 ０ ． ２ ｍ ｌ に 上 記 の
マ レ イ ミ ド 化 Ｍ Ｔ Ａ ２ ８ μ ｇ （ ４ ９ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え 、 ４ ℃ で ３ 日 間 反 応 し た 。 ０ ． １ Ｍ
リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ
ッ ク 社 製 ） に 反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を 得 た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ４
Ｍ Ｔ Ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
（ １ ） 免 疫 原 の 調 製 お よ び 免 疫
　 キ ャ リ ア タ ン パ ク と し て カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ 、 ピ ア ス 社 製 ） を 用
い た 。 Ｋ Ｌ Ｈ ２ ０ ｍ ｇ の バ イ ア ル に 蒸 留 水 を ２ ｍ ｌ 加 え 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ ｐ
Ｈ ７ ． ２ ） 溶 液 と し た 。 こ れ に 実 施 例 １ に 従 っ て 合 成 し た ６ － ［ ５ － （ ２ ,５ － ジ オ キ シ
ピ ロ リ ジ ン － １ － イ ル オ キ シ ） ペ ン チ ル ］ － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ
ン ３ ． ８ ｍ ｇ （ ７ ． ５ μ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む Ｄ Ｍ Ｆ 溶 液 ０ ． １ ９ ｍ ｌ を 滴 加 し 、 室 温 で ２ 時 間
反 応 さ せ て コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し た 。 反 応 液 を 蒸 留 水 に 対 し て ４ ℃ で 透 析 し 、 次 い で 凍
結 乾 燥 し た 。 乾 燥 重 量 １ ８ ． ４ ｍ ｇ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 、 こ れ を 免 疫 原 と し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 免 疫 原 １ ． ３ ｍ ｇ を 生 理 食 塩 水 ０ ． ５ ｍ ｌ に 溶 か し 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （
デ ィ フ コ 社 製 ） ０ ． ８ ｍ ｌ を 加 え て エ マ ル ジ ョ ン と し た 。 そ の ０ ． １ ｍ ｌ （ ０ ． １ ｍ ｇ ）
を Ａ ／ Ｊ ｊ ｍ ｓ Ｓ ｌ ｃ マ ウ ス （ ６ 週 齢 、 雌 ） に 、 ３ 週 間 隔 で ５ 回 腹 腔 内 投 与 し て 免 疫 し た
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。 細 胞 融 合 に 供 し た マ ウ ス は そ の ３ 日 前 に 免 疫 原 ０ ． １ ｍ ｇ を 含 む 生 理 食 塩 水 ０ ． １ ｍ ｌ
を 腹 腔 内 に ブ ー ス タ ー 投 与 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
（ ２ ） 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い た Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ 抗
体 の 作 製
　 上 記 （ １ ） の 手 法 に 従 っ て 免 疫 し た マ ウ ス か ら 最 終 投 与 ３ 日 後 に マ ウ ス の 脾 臓 を 摘 出 し
て 脾 臓 細 胞 を 回 収 し た 。 脾 臓 細 胞 １ ． ０ × １ ０ 8 個 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ ｐ ３ × ６ ３
－ Ａ ｇ ８ ． Ｕ Ｉ 、 東 京 腫 瘤 研 究 所 ） ２ × １ ０ 7 個 を ５ ０ ％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４ ０
０ ０ を 用 い て 融 合 さ せ 、 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
選 択 し た 。 細 胞 融 合 １ ０ 日 目 に 特 異 抗 体 産 生 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ス ク リ ー ニ
ン グ に 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 次 の 通 り で あ る ： ９ ６ 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社
製 ） の 各 ウ ェ ル に 、 １ μ ｇ の 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ シ バ ヤ ギ 社 製 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ ０ ． １
５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） を １ ０ ０ μ ｌ 加 え て ４ ℃ で １ ６ 時 間 固
定 し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル を Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ０ μ ｌ で １ 回 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本
製 薬 社 製 ） を ２ ０ ０ μ ｌ 加 え て ４ ℃ で １ ６ 時 間 放 置 し て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た （ 抗 マ ウ ス
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 固 相 化 プ レ ー ト ） 。 各 ウ ェ ル を 緩 衝 液 Ａ （ ０ ． ０ １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ０ ． ０
５ ％ Proclin150、 ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ  ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） ３
０ ０ μ ｌ で １ 回 洗 浄 し た 後 、 緩 衝 液 Ｂ （ ０ ． ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ０ １ ％ Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ ２ ０ 、 ０ ． ０ ５ ％ Proclin150、 ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ  ト リ ス 緩 衝 液 （
ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） ５ ０ μ ｌ と ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 ５ ０ μ ｌ を 加 え て 室 温 で ３ 時 間 反 応 さ
せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル を 緩 衝 液 Ａ ３ ０ ０ μ ｌ で ３ 回 洗 浄 し 、 緩 衝 液 Ｂ で ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
と し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て ４ ℃ で １ ６ 時 間 反 応 さ せ た 。 各 ウ ェ ル を 再
度 洗 浄 後 、 TMB+ Substrate- Chromogen（ ダ コ 社 製 ） を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て 室 温 で ３ ０ 分
間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 １ 規 定 硫 酸 を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ
ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の ４
５ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 特 異 抗 体 の 産 生 が 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 限 界 希 釈 法 に よ り ２ 回 ク ロ
ー ニ ン グ し て 、 Ｍ Ｔ Ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン
を 獲 得 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 に つ い て 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 ア イ ソ タ イ ピ ン
グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ Ｂ Ｄ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る
抗 体 の サ ブ ク ラ ス を 決 定 し た 。 新 た に 得 ら れ た モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は 、 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ と 命
名 し 、 そ の ア イ ソ タ イ プ は Ｉ ｇ Ｇ 1 （ ｋ ） で あ っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 独 立 行 政 法 人
産 業 技 術 総 合 研 究 所 内 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ － １ － １  中 央 第 ６ ）
に 、 平 成 １ ６ 年 ３ 月 ２ 日 付 け で 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ Ｐ － Ｐ １ ９ ７ ０ ７ と し て 、 ブ ダ ペ ス ト 条
約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ 、 そ の 後 、 日 本 の 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ Ｉ Ｐ Ｏ Ｄ ） に 寄 託 さ れ 、
そ の 受 託 番 号 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ － Ａ Ｂ Ｐ １ ０ ２ ２ ６ で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
マ ウ ス 抗 血 清 の 抗 体 価
　 免 疫 マ ウ ス よ り 採 取 し た 抗 血 清 を 緩 衝 液 Ｂ で １ ０ 倍 に 薄 め る 操 作 を 繰 り 返 し 、 １ ,０ ０
０ ～ １ ,０ ０ ０ ,０ ０ ０ ０ 倍 の 希 釈 系 列 を 調 製 し た 。 上 記 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 固 相 化 プ レ ー
ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で １ 回 洗 浄 し た 後 、 抗 血 清 希 釈 液 を １ ０ ０ μ ｌ 加 え て 室 温 で ３
時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル を ３ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で ３ 回 洗 浄 し 、 緩 衝 液 Ｂ で ２
０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て ４ ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 各 ウ
ェ ル を ３ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 TMB+ Substrate- Chromogen（ ダ コ 社 製
） を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て 室 温 で ３ ０ 分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 １ 規 定 硫 酸 を １ ０ ０ μ ｌ 添
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加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ
エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の ４ ５ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 吸 光 度 が １ ．
０ と な る 抗 血 清 の 希 釈 倍 率 を 抗 体 価 と し た 。 測 定 の 結 果 、 本 発 明 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 （ 抗
血 清 ） の 抗 体 価 は １ ０ ０ ０ ,０ ０ ０ 倍 と 従 来 技 術 の ５ ０ ０ 倍 の 値 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
抗 Ｍ Ｔ Ａ 抗 体 の Ｍ Ｔ Ａ お よ び ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 反 応 性
　 緩 衝 液 Ｂ を 用 い て 、 Ｍ Ｔ Ａ に つ い て は ０ ． ２ － ２ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｌ の １ ０ 倍 希 釈 系 列
を 、 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に つ い て は ２ － ２ ,０ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｌ の １ ０ 倍 希 釈 系 列 を 調 製 し た 。
上 記 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 固 相 化 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を ３ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で １ 回 洗 浄 し
た 後 、 緩 衝 液 Ｂ で １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ 、 ま た は １ ,０ ０ ０ ,０ ０ ０ 倍 に 薄
め た マ ウ ス 抗 血 清 を １ ０ ０ μ ｌ 加 え て 室 温 で ３ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル を ３ ０
０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｍ Ｔ Ａ ま た は ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 希 釈 液 ５ ０ μ ｌ と 、 緩 衝 液 Ｂ
で ４ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を ５ ０ μ ｌ 添 加 し て ４ ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 各
ウ ェ ル を ３ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 TMB+ Substrate- Chromogen（ ダ コ 社
製 ） を １ ０ ０ μ ｌ 添 加 し て 室 温 で ３ ０ 分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 １ 規 定 硫 酸 を １ ０ ０ μ ｌ
添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ
イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の ４ ５ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の 反 応 性 の 結 果 を 図 １ に 示 し た 。 縦 軸 に は 各 濃 度 ポ イ ン ト に お け る 吸 光
度 （ Ｂ 値 ） の ゼ ロ 濃 度 に お け る 吸 光 度 （ Ｂ 0 値 ） に 対 す る 割 合 （ Ｂ 値 ／ Ｂ 0 値 （ ％ ） ） を 算
出 し た も の を 、 横 軸 に Ｍ Ｔ Ａ あ る い は ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 濃 度 を プ ロ ッ ト し た 競 合 曲 線 を 作 成 し
た 。 図 中 の 白 丸 は ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 反 応 性 を 、 黒 丸 は Ｍ Ｔ Ａ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 Ｍ
Ｔ Ａ お よ び ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 競 合 曲 線 に お け る 親 和 性 （ Ｉ Ｃ ５ ０ 値 ） は そ れ ぞ れ ０ ． ４ ｎ Ｍ 、
５ ０ μ Ｍ で あ っ た 。 こ の よ う に Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ は Ｍ Ｔ Ａ に 対 し て 高 い 反 応 性 を 示 す ば か り
で な く 、 前 駆 体 で あ る ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 交 差 反 応 性 も ０ ． ０ ０ ０ ８ ％ と 極 め て 小 さ い こ
と か ら 、 本 抗 体 を 用 い て Ｍ Ｔ Ａ を 特 異 的 に 検 出 で き る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 本 発 明 の ポ
リ ク ロ ナ ル 抗 体 （ 抗 血 清 ） の Ｍ Ｔ Ａ お よ び ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ の 競 合 曲 線 に お け る 親 和 性 （ Ｉ Ｃ ５
０ 値 ） は そ れ ぞ れ ４ ｎ Ｍ 、 ３ ０ ０ μ Ｍ で あ り 、 交 差 反 応 性 は ０ ． ０ ０ １ ％ で あ る こ と か ら
従 来 技 術 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 （ １ ％ ） よ り も 大 き く 優 れ て い た 。 以 上 の 結 果 は 、 従 来 技 術
（ J. Biochem. Mol. Biol., 1997, Vol.30, p403） と と も に 表 １ に ま と め た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ５
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の 精 製
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス １ 匹 あ た り 、 １ × １ ０ 7 個 の 実 施 例 ４ で 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ を ラ ボ
プ ロ ダ ク ツ 社 へ 供 与 し て 腹 水 化 を 委 託 し た 。 得 ら れ た 腹 水 を １ ０ ,０ ０ ０ × ｇ で ２ ０ 分 間
遠 心 分 離 し て そ の 上 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 倍 に 希 釈 し た 後 、 プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム （
ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 通 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で カ ラ ム を 十 分 に 洗 浄 後 、
０ ． ２ Ｍ グ リ シ ン 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ２ ． ７ ） で 抗 体 を 溶 出 し 、 直 ち に １ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 を
加 え て 中 和 し た 。 得 ら れ た 溶 出 液 に 等 量 の 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え て ４ ℃ で ３ ０ 分 間
放 置 す る こ と で 塩 析 し た 。 塩 析 物 を １ ０ ,０ ０ ０ × ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 回 収 し た 。
得 ら れ た 沈 殿 を Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 し 、 さ ら に Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て ４ ℃ で 一 晩 透 析 し て 精 製 モ ノ ク ロ
ナ ル 抗 体 と し た 。

10

20

30

40

50

(31) JP 2007-531724 A 2007.11.8



【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ６
マ ウ ス 抗 Ｍ Ｔ Ａ ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 精 製
　 実 施 例 ２ に 従 っ て 合 成 し た ６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ
ル チ オ ア デ ノ シ ン ０ ． ６ ３ ｍ ｇ （ １ ． ８ μ ｍ ｏ ｌ ） を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ
７ ． ４ ） １ ． ５ ｍ ｌ を AminoLink固 定 化 キ ッ ト （ ピ ア ス 社 製 ） の カ ッ プ リ ン グ ゲ ル １ ． ５
ｍ ｌ に 加 え 、 以 下 キ ッ ト の 手 順 書 に 従 っ て Ｍ Ｔ Ａ 固 定 化 ゲ ル を 含 む カ ラ ム を 調 製 し た 。 予
め ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 平 衡 化 し た カ ラ ム に 、 前 述 の 免 疫 マ ウ ス の 血 清
を ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ３ 倍 に 薄 め た も の を 加 え た 。 同 緩 衝 液 で 十 分 に
カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 、 ６ ｍ Ｍ  塩 酸 で 抗 体 を 溶 出 さ せ て 、 ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８
． ０ ） に 対 し て ４ ℃ で 透 析 し 、 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 ７
リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 調 製
　 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に は イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 の Gatewayテ ク ノ ロ ジ ー を 利 用 し た 。 ヒ ト
Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 制 限 酵 素 サ イ ト Ｓ ａ ｃ Ｉ と Ｎ ｏ ｔ Ｉ を 介 し て エ ン ト リ
ー ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ １ １ に 挿 入 し 、 エ ン ト リ ー ク ロ ー ン を 得 た 。 ３ × Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ （ シ
グ マ 社 製 ） と Gateway Vector Conversion Systemの Reading Frame Cassette Aを 連 結 し た
遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 Ｎ ｈ ｅ Ｉ と Ｋ ｐ ｎ Ｉ の 制 限 酵 素 サ イ ト を 介 し て ｐ Ｓ ｈ ｕ ｔ ｔ ｌ
ｅ ベ ク タ ー （ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） に 挿 入 し 、 デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン ベ ク タ ー と し た 。 エ ン ト
リ ー ク ロ ー ン と デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン ベ ク タ ー を Clonase存 在 下 混 合 し て ａ ｔ ｔ サ イ ト 間 の
部 位 特 異 的 組 み 換 え を 誘 導 す る こ と に よ り 、 Ｎ 末 に ３ × Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ を 繋 い だ ヒ ト Ｓ Ｐ Ｄ
Ｓ の 発 現 ベ ク タ ー を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 ベ ク タ ー は EndoFree Plasmid Maxi kit（ キ
ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン ２ ０ ０ ０ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） と 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 手 順
書 に 従 っ て Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 （ ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ
ョ ン 社 よ り 入 手 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ３ 日 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 回 収 し て 少 量 の Ｔ
Ｂ Ｓ （ ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ  ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） に 懸 濁 さ せ 、
超 音 波 で 破 砕 し た 。 Ｔ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し た 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 （ Ｍ ２ ） ア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ シ グ
マ 社 製 ） に 細 胞 破 砕 液 を 通 し 、 Ｔ Ｂ Ｓ で 十 分 に 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ３
× Ｆ Ｌ Ａ Ｇ ペ プ チ ド （ シ グ マ 社 製 ） を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ を カ ラ ム に 通 し て 溶 離 液 を １ ｍ ｌ ご と に
分 取 し た 。 各 画 分 １ μ ｌ の 活 性 を 後 述 の Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 で 測 定 し て 活 性 の あ る 画 分 を 混 合 し 、
１ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ  ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ を 添 加 し て － ８ ０ ℃ で 保
存 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び 抗 Ｍ Ｔ Ａ 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 精
製 し た Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 純 度 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 ８
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
　 上 述 の リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 緩 衝 液 Ｃ （ ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） で 希 釈 し 、 ９ ６ ウ ェ ル ア ッ
セ イ プ レ ー ト （ コ ー ニ ン グ 社 製 ） へ ５ ０ μ ｌ 添 加 し た 。 さ ら に 基 質 混 合 液 （ ０ ． ４ ｍ Ｍ  
ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、 ０ ． １ ｍ Ｍ  ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ 、 １ ． ３ ｍ Ｍ  プ ト レ シ ン 、 ０ ． ４ ｍ Ｍ  ア
デ ニ ン 、 ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４
） ） ５ ０ μ ｌ を 加 え て 室 温 で 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 ２ ０ ｍ Ｍ  ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル
ア ミ ン （ 東 京 化 成 工 業 社 製 ） を 含 む 緩 衝 液 Ｃ を １ ０ ０ μ ｌ 各 ウ ェ ル へ 添 加 し て 反 応 を 停 止
し た 。 反 応 液 １ ０ μ ｌ を 、 上 述 の 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 固 相 化 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト へ 移 し 、 緩 衝 液 Ｂ で ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ ４ ０ μ ｌ と 緩 衝 液 Ｂ で ４
０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 ５ ０ μ ｌ を 加 え て 室 温 で 一 晩 反 応 さ
せ た 。 反 応 後 、 各 ウ ェ ル を 緩 衝 液 Ａ ３ ０ ０ μ ｌ で ３ 回 洗 浄 し 、 TMB+ Substrate- Chromoge
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n（ ダ コ 社 製 ） を ０ ． １ ｍ ｌ 添 加 し て 室 温 で ３ ０ 分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 １ 規 定 硫 酸 １
０ ０ μ ｌ を 添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ
ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） で 各 ウ ェ ル の ４ ５ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 各 ウ ェ ル
の Ｍ Ｔ Ａ 量 を 上 記 競 合 曲 線 よ り 算 出 し 、 酵 素 量 、 反 応 時 間 あ た り の Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を 酵 素 活
性 と し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
（ 結 果 ）
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 ス ペ ル ミ ジ
ン シ ン タ ー ゼ の 濃 度 と 反 応 時 間 に 依 存 し て Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 は 増 加 し て い る こ と が 確 認 さ れ た
。 ま た 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 既 知 阻 害 剤 で あ る ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン を
酵 素 反 応 時 添 加 し た と き の 測 定 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の 濃
度 に 依 存 し て Ｍ Ｔ Ａ の 産 生 は 阻 害 さ れ 、 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は 文 献 値 １ ． ７ μ Ｍ （ Shirahata et a
l., Biochem. Pharma., 1991.） と 同 等 な １ ． ０ μ Ｍ で あ っ た 。 す な わ ち 、 本 法 で 検 出 さ
れ る Ｍ Ｔ Ａ は 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ に よ り プ ト レ シ ン が ス ペ ル ミ ジ ン に 変 換 さ れ た 結
果 を 反 映 し て お り 、 本 法 で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 で き る こ と が 確 認 さ れ た
。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 阻 害 剤 の 探 索 を 実 施 す る 場 合 は １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 溶 解 し
た 被 験 物 質 １ μ ｌ を 予 め プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し て お き 、 上 記 の 反 応 を 行 っ た 。 本 法 に
よ り Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 被 験 物 質 の 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 ９
Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
（ １ ） 新 規 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト 標 識
　 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 ６ ９ ０ μ ｇ （ ４ ． ６ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 塩 緩
衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） ７ ７ ０ μ ｌ に 溶 か し 、 ク リ プ テ ー ト Ｔ Ｂ Ｐ モ ノ ス ベ レ ー ト （ Ｃ Ｉ Ｓ バ
イ オ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ） １ ０ ０ μ ｇ （ ６ ８ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え て 室 温 で １ 時 間 反 応 さ
せ た 。 反 応 液 に つ き 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ
ッ ク 社 製 ） に 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト 標 識 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
（ ２ ） Ｍ Ｔ Ａ の ク ロ ス リ ン ク ド ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ Ｘ Ｌ ６ ６ ５ ） 標 識
　 Ｘ Ｌ ６ ６ ５ （ Ｃ Ｉ Ｓ バ イ オ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ） ７ ． ７ ｍ ｇ （ ７ ４ ｎ ｍ ｏ ｌ ） を ０
． １ Ｍ リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） １ ． １ ｍ ｌ に 溶 か し 、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル ３ － （
２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ 、 ピ ア ス 社 製 ） １ ４ ０ μ ｇ （ ４ ４ ３ ｎ ｍ
ｏ ｌ ） を 添 加 し て 室 温 で ２ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 さ ら に 終 濃 度 １ ０ ｍ Ｍ の ジ チ オ ト レ イ ト ー ル
を 加 え て １ ０ 分 間 反 応 さ せ る こ と に よ り Ｘ Ｌ ６ ６ ５ に シ ス テ イ ン 基 を 導 入 し た 。 １ ０ ｍ Ｍ
 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ （ ア マ シ
ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 Ｘ Ｌ ６ ６ ５
を ３ ． ４ ｍ ｇ （ ３ ３ ｎ ｍ ｏ ｌ ） 含 む 画 分 １ ． ３ ｍ ｌ へ 上 述 の マ レ イ ミ ド 化 Ｍ Ｔ Ａ 溶 液 を ６
６ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ 加 え て ４ ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 液 に ３ ０ ０ μ ｇ （ ２ ． ４ μ ｍ ｏ ｌ ） の Ｎ
－ エ チ ル マ レ イ ミ ド を 加 え 、 室 温 で １ ０ 分 間 放 置 し た 後 、 ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液
（ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に
通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 Ｘ Ｌ ６ ６ ５ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を 得 た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
（ ３ ） ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
　 緩 衝 液 Ｃ で 希 釈 し た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を ３ ８ ４ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト （ 黒 色 、
コ ー ニ ン グ 社 製 ） へ １ ０ μ Ｌ 添 加 し た 。 次 い で 、 上 記 基 質 混 合 液 １ ０ μ ｌ を 加 え 、 室 温 で
反 応 さ せ た 。 ３ ０ ｍ Ｍ の ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン と ２ ６ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｘ Ｌ ６ ６
５ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ を 含 む 緩 衝 液 Ｄ （ ０ ． ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ６ Ｍ フ ッ 化 カ リ ウ ム を
含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） を 各 ウ ェ ル へ ２ ０ μ ｌ 添 加 し て 反 応 を 停
止 し た 。 さ ら に 、 緩 衝 液 Ｄ で ２ ８ ８ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と し た ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト 標 識 抗 Ｍ
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Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ 抗 体 を 各 ウ ェ ル へ ２ ０ μ ｌ 添 加 し 、 室 温 で １ ６ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 Rubystar
 (BMG Labtechnologis社 製 ） で 各 ウ ェ ル の 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。 各 ウ ェ ル の Ｍ Ｔ Ａ 量 を 標 準
曲 線 か ら 算 出 し 、 酵 素 量 、 反 応 時 間 あ た り の Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を 酵 素 活 性 と し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
（ 結 果 ）
　 Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 に お け る 標 準 曲 線 を 図 ４ に 示 す 。 図 中 の 白 丸 は ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 反 応 性 を
、 黒 丸 は Ｍ Ｔ Ａ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 Ｍ Ｔ Ａ の Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は ２ ０ ｎ Ｍ で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と 比
べ る と 感 度 が 低 下 す る も の の 高 感 度 を 維 持 し 、 尚 且 つ 、 基 質 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 交 差 反 応
は ０ ． ０ ２ ％ 以 下 と 極 め て 小 さ い た め 、 本 法 に よ り ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 が
可 能 で あ っ た 。 Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 の 結 果 を 図 ５ に 示 す
。 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 濃 度 と 反 応 時 間 に 依 存 し て Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 は 増 加 し て い る こ と
が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 既 知 阻 害 剤 で あ る ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン を 酵 素 反 応 時 添
加 し て 測 定 し た 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の 濃 度 に 依 存 し て Ｍ
Ｔ Ａ 産 生 は 阻 害 さ れ 、 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は １ ． １ μ Ｍ で 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 と 同 等 の 値 を 示 し た
。 す な わ ち 、 本 法 で 検 出 さ れ る Ｍ Ｔ Ａ は 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ に よ り プ ト レ シ ン が ス
ペ ル ミ ジ ン に 変 換 さ れ た 結 果 を 反 映 し て お り 、 本 法 で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測
定 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 阻 害 剤 の 探 索 を 実 施 す る 場 合
は １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 溶 解 し た 被 験 物 質 １ μ ｌ を 予 め プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し て お き 、 上
記 の 反 応 を 行 っ た 。 本 法 に よ り Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 被 験 物 質 の 阻 害 活 性
を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 １ ０
Ｓ Ｐ Ａ 法 を 利 用 し た Ｍ Ｔ Ａ の 定 量
（ １ ） Ｍ Ｔ Ａ の 1 2 5 Ｉ 標 識
　 放 射 性 ヨ ウ 素 ［ 1 2 5 Ｉ ］ － ボ ル ト ン － ハ ン タ ー 試 薬 （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン
ス 社 製 ） ９ × １ ０ 6 Ｂ ｑ に つ い て 溶 媒 を 減 圧 下 に 留 去 し 、 こ れ に 実 施 例 ２ に 従 っ て 合 成 し
た ６ － （ ３ － ア ミ ノ ） プ ロ ピ ル － ５ ’ － デ オ キ シ － ５ ’ － メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン １ ３ μ ｇ
を 含 む ２ ０ ％ メ タ ノ ー ル 水 １ ０ μ ｌ 及 び ２ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． １ ）
３ ０ μ ｌ を 加 え て ４ ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 液 に つ き 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ 装 置 ： 島 津 社 製 Ｌ Ｃ － ６ Ａ 、 カ ラ ム ： Ｙ Ｍ Ｃ － Ｐ ａ ｃ ｋ Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ ６ ． ０ Ｉ ． Ｄ ． × １
５ ０ ｍ ｍ （ Ｙ Ｍ Ｃ 社 製 ） 、 溶 離 液 ： Ａ ； １ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ／ ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢
酸 、 Ｂ ； ６ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ／ ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 Ａ → Ｂ 、 リ ニ ア グ ラ デ ィ エ
ン ト （ ２ ５ ｍ ｉ ｎ ） 、 流 速 ： １ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ） を 行 っ て １ ６ 分 付 近 に 溶 出 す る 1 2 5 Ｉ 標 識
Ｍ Ｔ Ａ （ 約 ２ ． ６ × １ ０ 6 Ｂ ｑ ） を 分 取 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
（ ２ ） Ｍ Ｔ Ａ の 定 量
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ IsoPlate-96、 白 色 、 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス
社 製 ） に 、 測 定 緩 衝 液 Ｅ （ ０ ． ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩
衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ） で ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と し た 抗 マ ウ ス 抗 体 結 合 Ｓ Ｐ Ａ Ｐ Ｖ Ｔ ビ ー ズ （ ア
マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） ５ ０ μ ｌ 、 Ｍ Ｔ Ａ 標 準 液 ５ ０ μ ｌ 、 測 定 緩 衝 液
Ｅ で １ ２ ,０ ０ ０ Ｂ ｑ ／ ｍ ｌ と し た 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｍ Ｔ Ａ ５ ０ μ ｌ を 連 続 し て 添 加 し 、 最 後 に １
,０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ マ ウ ス ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を 含 む 測 定 緩 衝 液 Ｅ ５ ０ μ ｌ を 添 加 し て 室 温
で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 各 ウ ェ ル の 放 射 能 を マ イ ク ロ プ レ ー ト シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ （ Top Count NXT、 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） で 測 定 し 、 標 準 曲 線 を
作 成 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
（ 結 果 ）
　 Ｓ Ｐ Ａ 法 で 得 ら れ た 標 準 曲 線 を 図 ７ に 示 す 。 Ｍ Ｔ Ａ の Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は １ ０ μ Ｍ と 上 述 の Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 と 比 べ て 劣 る も の の 、 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ と の 交 差 反 応 は ０ ． １ ％ 以 下 と 小
さ く 、 本 法 に よ り Ｍ Ｔ Ａ の 定 量 が 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 法 を 利 用 す る こ と に よ
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り ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 が 測 定 で き る 。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 阻 害 剤 の
探 索 を 実 施 す る 場 合 は １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 溶 解 し た 被 験 物 質 １ μ ｌ を 予 め プ レ ー ト の ウ ェ ル
に 添 加 し て お き 、 上 記 の 反 応 を 行 っ た 。 本 法 に よ り Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て
被 験 物 質 の 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 １ １
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る ス ペ ル ミ ジ ン の 定 量 法
　 文 献 に 報 告 さ れ て い る 手 法 （ Saeki et al. J. Chromatogr. 1978. 221-229.） に 準 じ て
実 施 し た 。 上 記 と 同 様 に 酵 素 反 応 液 （ 全 量 ４ ０ μ L） を 調 製 し 、 ４ － Ｍ Ｃ Ｈ Ａ の 代 わ り に
５ ０ ｍ Ｍ  塩 酸 を １ ０ μ ｌ 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 酵 素 反 応 液 に １ ０ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸
１ ０ μ ｌ を 加 え て 遠 心 分 離 す る こ と で 得 た 上 清 ２ ０ μ ｌ 及 び ス ペ ル ミ ジ ン 標 準 液 ２ ０ μ ｌ
に 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ  炭 酸 ナ ト リ ウ ム ２ ０ μ ｌ と ２ ０ ｍ Ｍ  ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ド の ア セ ト ニ ト リ
ル 溶 液 ４ ０ μ ｌ を 加 え て ４ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 反 応 液 を 遠 心 分 離 す る こ
と に よ り 得 た 上 清 ２ ０ μ ｌ を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 試 料 と し た 。 ダ ン シ ル 化 ス ペ ル ミ ジ ン は 逆 相 Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ （ カ ラ ム ； Cadenza CD-C18、 ４ ． ６ ｍ ｍ Ｉ ． Ｄ ． Ｘ ７ ５ ｍ ｍ 、 移 動 相 Ａ ： ５ ０ ｍ Ｍ  
ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） ／ ア セ ト ニ ト リ ル （ ９ ０ ： １ ０ 、 ｖ ／ ｖ ） 、 移 動 相 Ｂ ：
５ ０ ｍ Ｍ  ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） ／ ア セ ト ニ ト リ ル （ １ ０ ： ９ ０ 、 ｖ ／ ｖ ） 、
グ ラ ジ ェ ン ト 溶 出 条 件 ： ５ ５ ％ Ｂ （ ０ ～ ３ ｍ ｉ ｎ ） → １ ０ ０ ％ Ｂ （ ３ ～ １ ０ ｍ ｉ ｎ ） 、 流
速 ； １ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 蛍 光 検 出 ； 励 起 波 長 ３ ６ ０ ｎ ｍ 、 測 定 波 長 ５ １ ０ ｎ ｍ ） で 分 離 定 量
し た 。 ス ペ ル ミ ジ ン 標 準 液 で 検 量 線 を 作 成 し 、 酵 素 反 応 液 の ス ペ ル ミ ジ ン 含 量 を 計 算 し た
。
【 ０ １ ３ ９ 】
（ 結 果 ）
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 生 成 物 の ス ペ ル ミ ジ ン で は な く 、 Ｍ Ｔ Ａ を 指 標 と し て 測
定 し て い る 。 Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 反 応 に よ っ て ス ペ ル ミ ジ ン と Ｍ Ｔ Ａ が 同 数 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の
方 法 で Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 活 性 を 特 異 的 に 測 定 で き て い る か ど う か 調 べ る た め 、 Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ に よ り 生
成 さ れ た ス ペ ル ミ ジ ン を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 定 量 し て 、 本 発 明 の 方 法 の 結 果 と 比 較 し た 。 反 応 液 の
ポ リ ア ミ ン を ダ ン シ ル 化 し た 上 で 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で ダ ン シ ル 化 ス ペ ル ミ ジ ン を 分 離 し た 。 こ こ
で 採 用 し た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 分 離 条 件 で 、 ダ ン シ ル 化 ス ペ ル ミ ジ ン の 保 持 時 間 は お よ そ １ ３ 分 間
で あ っ た 。 本 発 明 の 方 法 の 結 果 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 結 果 の 相 関 を 図 ８ に 示 す 。 Ｍ Ｔ Ａ 濃 度 （ ｘ ）
は ス ペ ル ミ ジ ン 濃 度 （ ｙ ） と よ く 一 致 し た （ ｙ ＝ １ ． １ ３ １ ５ ｘ ＋ １ ３ ０ ． ４ ８ ｎ ｍ ｏ ｌ
／ Ｌ 、 Ｒ 2 ＝ ０ ． ９ ９ ３ １ 、 ｎ ＝ ２ ８ ） 。 こ の 実 験 結 果 は 、 本 発 明 の 方 法 で Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 活
性 を 特 異 的 に 測 定 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ０ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の Ｍ Ｔ Ａ お よ び そ の 前 駆 体 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ
に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 Ａ
は Ｍ Ｔ Ａ の 標 準 曲 線 、 Ｂ は 各 酵 素 量 で 反 応 し た 結 果 得 た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 測 定 値 を 標 識 Ｍ Ｔ Ａ
の 結 合 率 に 換 算 し て 表 し た グ ラ フ 、 Ｃ は 、 各 酵 素 量 に お け る Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を Ａ と Ｂ の 結 果
を 基 に 算 出 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ に 対 す る
阻 害 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 に お け る Ｍ Ｔ Ａ お よ び そ
の 前 駆 体 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 で Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ の 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 Ａ
は Ｍ Ｔ Ａ の 標 準 曲 線 、 Ｂ は 各 酵 素 量 で 反 応 し た 結 果 得 た Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 測 定 値 を 標 識 Ｍ Ｔ Ａ の 結
合 率 に 換 算 し て 表 し た グ ラ フ 、 Ｃ は 各 酵 素 量 に お け る Ｍ Ｔ Ａ 産 生 量 を Ａ と Ｂ の 結 果 を 基 に
算 出 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の Ｈ Ｔ Ｒ Ｆ 法 に よ り ４ － メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の Ｓ Ｐ Ｄ Ｓ に 対 す る
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阻 害 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Ｍ Ｔ Ａ － ７ Ｈ ８ の Ｓ Ｐ Ａ 法 に お け る Ｍ Ｔ Ａ お よ び そ の
前 駆 体 ｄ ｃ Ｓ Ａ Ｍ に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 方 法 に よ り 測 定 し た Ｍ Ｔ Ａ の 量 と Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定 し た ス ペ ル ミ ジ ン
の 量 は 互 い に 相 関 し て い る こ と を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明提供了新的免疫原，对MTA具有高特异性的新型抗体（5&#39;-脱氧-5&#39;-甲硫基腺苷），使用该抗体制备的治疗方法和
药物以及用于测量亚精胺合酶活性的灵敏测定法。
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