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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
血液検体における、細胞外の１５Ｋグラニュライシンを検出して、検体提供者の免疫状態
を確認する、グラニュライシンの検出方法。
【請求項２】
血液検体が、全血、血清または血漿である、請求項１記載のグラニュライシンの検出方法
。
【請求項３】
１５Ｋグラニュライシンの検出手段が、ＥＬＩＳＡ（エライザ）法、ＲＩＡ（ラジオイム
ノアッセイ）法、免疫クロマトグラフィー法、免疫沈降法を利用した解析法、若しくは、
ウェスタンブロット法を主体とした解析法である、請求項１又は２に記載のグラニュライ
シンの検出方法。
【請求項４】
請求項３記載の検出手段を行うための要素を含む、グラニュライシン検出用キット。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
　本発明は、癌や感染症、臓器移植手術後等の免疫状態を確認することが可能な、特定生
体成分の検出方法に関する発明である。
【０００２】
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背景技術
　グラニュライシンは、ナチュラルキラー細胞（以下、ＮＫ細胞ともいう）や細胞傷害性
Ｔリンパ球（以下、ＣＴＬともいう）が、標的細胞に細胞死を惹き起こすために放出する
一連の殺細胞活性分子の一つである。
　このグラニュライシンが、ＮＫ細胞やＣＴＬの状態を把握するための指標になり、これ
により、宿主の免疫状態を確認し得ることが見出された（特開２００１－２４９１２６号
公報）。
【０００３】
　グラニュライシンは、細胞傷害性顆粒に局在する分子量１万５千（１５Ｋ）のタンパク
質で、顆粒内では一部切断されて、分子量９千（９Ｋ）のタンパク質として存在している
。９Ｋグラニュライシンには、細胞傷害活性と抗菌活性が認められている（Ｐｅｎａ，Ｓ
．Ｖ．，ｅｔａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５８，２６８０－２６８８（１９９７）
，Ｓｔｅｎｇｅｒ，Ｓ．，ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８２，１２１－１２５（１
９９８））。
【０００４】
　特開２００１－２４９１２６号公報に記載された、グラニュライシンを検出指標として
、免疫状態を確認する方法は、ＮＫ細胞内やＣＴＬ細胞内におけるグラニュライシンを検
出することによる免疫状態の確認方法であり、細胞内のグラニュライシンを検出するのに
適しているフローサイトメトリー解析を好適な検出手段としている。このため、血液検体
を用いるには、細胞画分を単離し、固定後に可溶化工程を経ることが必要となる。また、
対象が細胞であるため、検体の保存に困難を伴う。すなわち、この先行技術は、免疫状態
を確認するのに優れた方法ではあるが、さらなる利便性の追求と、簡便化の課題が伴って
いることも否めない。
【０００５】
　本発明が解決すべき課題は、信頼性を担保しつつ、さらに簡便な、グラニュライシンを
検出することによる、免疫状態の確認手段を提供することにある。
【０００６】
発明の開示
　本発明者は、この課題を解決するために、生体内におけるグラニュライシンの挙動につ
いて、さらに検討を重ねた。その結果、グラニュライシンが、ＮＫ細胞やＣＴＬのみなら
ず、これらの細胞外においても可溶型の蛋白質として認められ、血液検体の１５Ｋグラニ
ュライシンを検出することにより、その血液検体の提供者の免疫状態を、従来よりも簡便
に把握することが可能であることを見出し、本発明を完成した。
【０００７】
　すなわち、本発明は、血液検体における、細胞外の１５Ｋグラニュライシンを検出して
、検体提供者の免疫状態を確認する、グラニュライシンの検出方法（以下、本検出方法と
もいう）を提供する発明である。
【０００８】
発明を実施するための最良の形態
　以下、本発明の実施の形態を説明する。
　本検出方法の検出対象となる、血液検体における細胞外の１５Ｋグラニュライシンは、
リンパ球等のグラニュライシン産生細胞から分泌されて結果存在するものであると考えら
れるが、必ずしも、これに限定されるものではない。
【０００９】
　血液検体としては、赤血球、白血球、血小板、その他の細胞画分を凝集させて除いた血
清、さらには、抗凝固剤を添加した後、細胞を除いた血漿が好適である。
　また、細胞が混入した血液検体の場合、検出対象から細胞を除外することができる操作
を行うのが好適である。
【００１０】
　本発明において、血液検体における検出の対象となるグラニュライシンは、上述のよう
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に１５Ｋグラニュライシンである。よって、後述するグラニュライシンに対する抗体は、
少なくとも、１５Ｋグラニュライシンに対して特異性を有する抗体であることが好適であ
る。
【００１１】
　１５Ｋグラニュライシンの検出は、上記のグラニュライシンに対する抗体を用いて、そ
れと血液検体中の１５Ｋグラニュライシンとの抗原抗体反応を利用する検出手段を用いて
行うことが好適である。具体的には、例えば、ＥＬＩＳＡ（エライザ）法、ＲＩＡ（ラジ
オイムノアッセイ）法、免疫クロマトグラフィー法、免疫沈降法を利用した解析法、ウエ
スタンブロット法を主体とした解析法等を例示することができる。これらの検出手段の中
でも、その定量性と安全性、さらには、正確性故に、ＥＬＩＳＡ法を選択することが好適
である。
【００１２】
　このような検出手段を行う前提として、少なくとも１５Ｋグラニュライシンに特異的に
結合する抗体（モノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体：以下、グラニュ
ライシンに対する抗体ともいう）が必要である。
【００１３】
　グラニュライシンに対する抗体の製造方法は、常法に従って行うことが可能である。
　グラニュライシンに対するポリクローナル抗体は、グラニュライシン分子の全部または
一部を免疫抗原として、免疫した動物に由来する免疫血清から製造することができる。
【００１４】
　グラニュライシンに対するモノクローナル抗体は、上記のポリクローナル抗体と同様の
方法で、免疫した動物の免疫細胞と動物の骨髄腫細胞とのハイブリドーマを作出し、これ
によりグラニュライシン分子を認識する抗体を産生するクローンを選択し、このクローン
を培養することにより製造することができる。
【００１５】
　上述したポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は遺伝子免疫によっても調製が
可能である。具体的にはグラニュライシン分子の全部または一部をコードする遺伝子を発
現するベクターを直接動物に免疫する事によって製造することができる。
また、免疫される動物も特に限定されるものではなく、マウス，ラット等を広く用いるこ
とができるが、モノクローナル抗体を製造する場合には、細胞融合に用いる骨髄腫細胞と
の適合性を考慮して選択することが望ましい。
【００１６】
　免疫は一般的方法により、例えば上記免疫抗原を免疫の対象とする動物に静脈内，皮内
，皮下，筋肉内、腹腔内注射等で投与することにより行うことができる。
より具体的には、上記免疫抗原を所望により通常のアジュバントと併用して、免疫の対象
とする動物に２～１４日毎に上記手段により数回投与し、ポリクローナル抗体製造のため
の免疫血清またはモノクローナル抗体製造のための免疫細胞、例えば免疫後の脾臓細胞を
得ることができる。
【００１７】
　モノクローナル抗体を製造する場合、この免疫細胞と細胞融合する他方の親細胞として
の骨髄腫細胞としては、既に公知のもの、例えばＳＰ２／０－Ａｇ１４，Ｐ３－ＮＳ１－
１－Ａｇ４－１，ＭＰＣ１１－４５，６．ＴＧ１．７（以上、マウス由来）；２１０．Ｒ
ＣＹ．Ａｇ１．２．３（ラット由来）；ＳＫＯ－００７，ＧＭ１５００６ＴＧ－Ａ１２（
以上、ヒト由来）等を用いることができる。
【００１８】
　上記免疫細胞とこの骨髄腫細胞との細胞融合は、通常公知の方法、例えばケーラーとミ
ルシュタインの方法（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．ａｎｄＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．，Ｎａｔｕｒｅ
，２５６，４９５（１９７５））等に準じて行うことができる。
　より具体的には、この細胞融合は、通常公知の融合促進剤、例えばポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ），センダイウイルス（ＨＶＪ）等の存在下において、融合効率を向上させ
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るためにジメチルスルホキシド等の補助剤を必要に応じて添加した通常の培養培地中で行
い、ハイブリドーマを調製する。
【００１９】
　所望のハイブリドーマの分離は、通常の選別用培地、例えばＨＡＴ（ヒポキサンチン，
アミノプテリンおよびチミジン）培地で培養することにより行うことができる。すなわち
、この選別用培地において目的とするハイブリドーマ以外の細胞が死滅するのに十分な時
間をかけて培養することによりハイブリドーマの分離を行うことができる。このようにし
て得られるハイブリドーマは、通常の限界希釈法により目的とするモノクローナル抗体の
検索および単一クローン化に供することができる。
【００２０】
　目的とするモノクローナル抗体産生株の検索は、例えばＥＬＩＳＡ法，プラーク法，ス
ポット法，凝集反応法，オクタロニー法，ＲＩＡ法、間接蛍光抗体法、等の一般的な検索
法に従い行うことができる。
　このようにして得られるグラニュライシンを認識するモノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマは、通常の培地で継代培養することが可能であり、さらに液体窒素中で長時
間保存することもできる。
【００２１】
　ハイブリドーマからのモノクローナル抗体の採取は、ハイブリドーマを常法に従って培
養して、その培養上清として得る方法や、ハイブリドーマをこのハイブリドーマに適合性
が認められる動物に投与して増殖させ、その腹水として得る方法等を用いることができる
。
上述のようにして得られるポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、更に、塩析
，ゲル濾過法，アフィニティクロマトグラフィー等の通常の手段により精製することがで
きる。
【００２２】
　このようにして得られるポリクローナル抗体ないしモノクローナル抗体は、グラニュラ
イシンに特異反応性を有する抗体である。
　さらに、グラニュライシンに対する抗体に、必要に応じて標識処理、すなわち、酵素標
識処理、蛍光標識処理、アイソトープ標識処理等を、常法に従い行うことができる。
血液検体中のグラニュライシンを捕捉し得る抗体は、固相に固定化された固定化抗体とし
て用いられるのが、好適な態様の一つである。
【００２３】
　固相としては、例えば、マイクロプレート、ビーズ、アガロース等が挙げられる。
固定化方法は、固相の種類に応じた抗体の固定化方法における常法に従い行うことができ
る。
　例えば、マイクロプレートに対しては、常法に従った物理的な非特異的吸着法を行うこ
とにより、抗体の固定化を行うことができる。また、ビーズやアガロースに対しても、常
法に従って固定化を行うことができる。例えば、化学的な架橋剤を用いた固定化や、固定
化された抗イムノグロブリン抗体やプロテインＡ等の抗体に親和性のある蛋白質を用いた
固定化法等を行うことにより、抗体の固定化を行うことができる。
【００２４】
　上記のように、グラニュライシンに対する抗体を用いて、検出手段に応じた要素を用い
ることによって、本検出方法を行うことができる。
　検出手段がＥＬＩＳＡ法やＲＩＡ法である場合には、例えば、マイクロプレートに固定
化したグラニュライシンに対する抗体に、血液検体を接触させて、１５Ｋグラニュライシ
ンを固定化抗体に結合させ、この固相に結合した１５Ｋグラニュライシンを、酵素または
ラジオアイソトープ標識抗体等を用いて検出することにより、本検出方法を行うことがで
きる。
【００２５】
　また、検出手段として、免疫沈降法を利用する場合には、例えば、ビーズやアガロース
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に固定化した１５Ｋグラニュライシンに対する抗体に、血液検体を接触させて、１５Ｋグ
ラニュライシンを固定化抗体に結合させ、この固相に結合した１５Ｋグラニュライシンを
分離して、この分離物から１５Ｋグラニュライシンを検出することにより、本検出方法を
行うことができる。この１５Ｋグラニュライシンの検出方法としては、例えば、前記の分
離物に対して電気泳動を行って、この電気泳動パターンの転写物に、１５Ｋグラニュライ
シンに対する標識抗体を作用させて、１５Ｋグラニュライシンのバンドを検出する、ウエ
スタンブロット法を挙げることができる。
【００２６】
　また、検出手段を、ウエスタンブロット法を主体とした方法とすることも可能である。
例えば、血液検体から細胞を除いた細胞除外検体を、直接、電気泳動により分離し、その
転写物に、１５Ｋグラニュライシンに対する標識抗体を作用させて、バンドを検出するこ
とにより、血液検体中の１５Ｋグラニュライシンを検出することができる。
【００２７】
　本検出方法により、血液検体の１５Ｋグラニュライシンを検出することにより、検体提
供者の免疫状態の確認を行うことができる。すなわち、健常人の標準的な、血液検体にお
けるグラニュライシン量と比べて、検体提供者の血液検体における１５Ｋグラニュライシ
ン量が少なければ、当該検体提供者の免疫状態が低下していることがわかる。よって、例
えば、健常人の通常の検診において、本検出方法を行うことにより、免疫状態の確認を行
うことが可能であり、現に罹患している何らかの疾病の存在や、疾病に罹患する危険の検
出を行うことが可能である。また、例えば、癌患者や感染症の患者の血液検体における１
５Ｋグラニュライシン量を継続的にモニターすることにより、当該患者の免疫状態を把握
して、治療方針を決定するための有力な要素とすることができる。また、例えば、臓器移
植手術により免疫抑制剤投与の処置を受けた患者の予後の免疫状態（免疫抑制効果が低い
場合の移植片に対する拒絶反応、免疫抑制効果が高すぎる場合の副作用や感染症、癌の発
症）や、幹細胞等の移入療法を受けた免疫不全患者における免疫系の形成度合いも、非常
に重要な問題であり、本検出方法で、このような臓器移植患者の血液検体における１５Ｋ
グラニュライシン量を継続的にモニターすることにより、当該患者の免疫状態を把握して
、治療方針を決定する有力な要素とすることも可能である。
【００２８】
　本発明は、本検出方法を行うための検出用キットを提供する。すなわち、本発明は、上
記の検出手段を行うための要素を含む、グラニュライシン検出用キット（以下、本検出用
キットともいう）を提供する発明でもある。
　本検出用キットには、最低限、少なくとも１５Ｋグラニュライシンに特異的に結合する
抗体が要素として含まれる。
【００２９】
　例えば、検出手段が、ＥＬＩＳＡ法の場合には、固相に固定化した１５Ｋグラニュライ
シンに対する第１抗体、および／または、この固定化第１抗体に結合した１５Ｋグラニュ
ライシンを検出するための第２抗体が、ＥＬＩＳＡ法の本検出用キットに要素として含ま
れることが好適である。また、第２抗体を検出するための検出試薬、ブロッキング液、希
釈液、グラニュライシン標準品等を、ＥＬＩＳＡ法の本検出用キットの要素として含める
ことも好適である。
【００３０】
　また、検出手段が、免疫沈降法を利用した解析法において、上記の例のように、ウエス
タンブロット法を検出手段として組み合わせる場合には、血液検体における１５Ｋグラニ
ュライシンを捕捉するための、１５Ｋグラニュライシンに対する固定化抗体、および／ま
たは、電気泳動のバンドとして分離されるグラニュライシンを検出するための、グラニュ
ライシンに対する標識抗体を、ウエスタンブロット法の本検出用キットの要素として含め
ることが好適である。また、グラニュライシンに対する標識抗体を検出するための検出試
薬、ブロッキング液、希釈液、転写膜等を、ウエスタンブロット法の本検出用キットの要
素として含めることも好適である。
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【００３１】
実施例
　以下、本発明を実施例により、具体的に説明するが、この実施例により、本発明の技術
的範囲は限定されない。
【００３２】
〔製造例１〕 グラニュライシンに対するモノクローナル抗体の作製
　１００～２００ｕｎｉｔ／ｍｌのＩＬ－２の存在下で培養したヒトの末梢血リンパ球（
２×１０６細胞／ｍｌのヒト末梢血リンパ球を、１０％牛胎児血清含有ＲＰＭＩ１６４０
培地で、３７℃・５％ＣＯ２下で１０日間培養を行った）より、常法に従ってＲＮＡを抽
出し、このＲＮＡを鋳型として、ＲＴ－ＰＣＲ法（ＰＣＲプライマー１：配列番号１、Ｐ
ＣＲプライマー２：配列番号２）を行い、グラニュライシンの蛋白質全長をコードする領
域を含む遺伝子部分〔Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７２：１１５９－１１６３（１９９０）
：配列番号３〕を相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）の増幅産物として合成した。このグラニュラ
イシンの蛋白質全長をコードするｃＤＮＡを、哺乳動物用発現ベクターであるｐＲｃ／Ｃ
ＭＶまたはｐｃＤＬ－ＳＲα２９６に組み込み、得られた組換えベクターを生理食塩水に
溶かして、マウスの皮下または皮内に免疫した。１～２週間隔で、４～５回免疫後、間接
蛍光抗体法（後述の方法に準じて行った）により抗体価の上昇が認められたマウスの脾細
胞を、常法に従って細胞融合した後、グラニュライシンに特異的に結合する抗体を産生す
るハイブリドーマを、再び間接蛍光抗体法で検索した。すなわち、上述したグラニュライ
シンをコードする遺伝子で形質転換して、これを発現させた細胞（ＣＯＳ－７）を、２％
パラフォルムアルデヒドで固定後、０．５％Ｔｗｅｅｎ２０で、膜を可溶化し、これに、
ハイブリドーマの培養上清を加えて、抗体を反応させた後、蛍光ラベルされた抗マウスＩ
ｇＧ抗体を反応させ、蛍光を検出することにより、グラニュライシンに特異的に結合する
抗体を産生するハイブリドーマをスクリーニングした。その結果、９個のグラニュライシ
ンに特異的に結合する抗体を産生するハイブリドーマが得られた。得られたハイブリドー
マのそれぞれの培養上清を用いて、硫安沈澱およびプロテインＧカラムによる精製を行い
、グラニュライシンに対するモノクローナル抗体を、２種類調製した。以下、これをモノ
クローナル抗体ＲＢ１、および、モノクローナル抗体ＲＣ８ともいう。
【００３３】
〔製造例２〕 グラニュライシンに対するポリクローナル抗体の作製
　グラニュライシンの部分アミノ酸配列（２９アミノ酸）（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１６
５：６０１－６１４（１９８７），Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７２：１１５９－１１６３
（１９９０））：ＡｒｇＴｈｒ Ｇｌｙ ＡｒｇＳｅｒ Ａｒｇ ＴｒｐＡｒｇ Ａｓｐ Ｖａ
ｌＣｙｓ Ａｒｇ ＡｓｎＰｈｅ Ｍｅｔ ＡｒｇＡｒｇ Ｔｙｒ ＧｌｎＳｅｒ Ａｒｇ Ｖａ
ｌＴｈｒ Ｇｌｎ ＧｌｙＬｅｕ Ｖａｌ ＡｌａＧｌｙ（Ｎ５－１：配列番号４）の傘貝ヘ
モシアニンとの結合体で、ウサギを常法に従って免疫し、抗血清を得た。得られた抗血清
について、硫安沈澱およびプロテインＧカラムによる精製を行い、さらに上記の合成ペプ
チド（Ｎ５－１）を結合したカラムによるアフィニティークロマトグラフィーによる精製
を行い、グラニュライシンに対するポリクローナル抗体（抗Ｎ５－１抗体）を調製した。
【００３４】
〔試験例〕 免疫沈降法とウエスタンブロット法を用いたヒト血漿中のグラニュライシン
の検出
　抗グラニュライシンモノクローナル抗体ＲＣ８を、抗マウスＩｇＧ結合磁気ビーズ（Ｄ
ｙｎａｂｅａｓ：ＤＹＮＡＬ社製）に結合させて、この固定化ビーズを、検体提供者（健
常人１名）から血液を採取して得た血液検体である、ヒト血漿（３ｍｌ）中に添加して、
穏やかに転倒混和を、４℃下で４時間行って、血漿中のグラニュライシンを担体の抗グラ
ニュライシンモノクローナル抗体に対して結合させた後、血漿を除き、担体を洗浄液（０
．１％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ）で洗った。この担体を、ＳＤＳサンプルバッファー中に
懸濁して煮沸した後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、蛋白質を分離した。電気泳動を行ったＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥのゲルから、蛋白質をナイロン膜に転写した後、ブロッキング液（１％ス



(7) JP 4381145 B2 2009.12.9

10

20

30

40

50

キムミルク／洗浄液）で膜をブロックした後、この膜に対して、ウサギ由来抗グラニュラ
イシンポリクローナル抗体（抗Ｎ５－１抗体）を反応させた。洗浄後、ペルオキシダーゼ
標識した抗ウサギＩｇＧ抗体（ＺＹＭＥＤＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社製）を反応させ、
洗浄後、酵素基質（Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｇｅｎｔ：ＮＥＮ Ｌｉ
ｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔｓ社製）を用いた化学発光法によりグラニュライシ
ンのバンドを検出した。陽性コントロールとして、培養したヒトリンパ球の細胞溶解液を
用いた。
【００３５】
　第１図に、その結果を示す。第１図は、上記の方法により得られた、グラニュライシン
の存在を示すパターンを示している〔（ａ）は、ヒト血漿における結果を示し、（ｂ）は
、陽性コントロールにおける結果を示している。各パターンの右側は、分子量マーカーで
ある〕。
　第１図から、培養ヒトリンパ球の細胞溶解液からは、９Ｋと１５Ｋのグラニュライシン
が検出され、ヒトの血漿からは、１５Ｋグラニュライシンが検出されたことがわかる。
この結果から、培養ヒトリンパ球の細胞溶解液には、９Ｋと１５Ｋのグラニュライシンが
存在するが、ヒト血漿中には、１５Ｋグラニュライシンのみが存在していることが明らか
となった。
　また、この結果により、血液検体における１５Ｋグラニュライシンを、グラニュライシ
ンに対する抗体を検出手段として用いたウエスタンブロット法で検出可能であることが明
らかとなった。
【００３６】
〔実施例〕 ＥＬＩＳＡ法による免疫状態の確認
　健常者３５名、癌患者１６名の血液から血漿を採取し、血液検体として使用した。
＜ＥＬＩＳＡ用スタンダードの調製＞
　グラニュライシンのＥＬＩＳＡ用スタンダードは、下記の要領で調製した。
すなわち、前記のモノクローナル抗体を得る際の免疫に用いたプラスミドを、ＣＯＳ－７
細胞にトランスフェクションして、２日目の培養上清（血清不含のＤＭＥＭ培地）から、
グラニュライシンを、ヘパリンセファロースに吸着させて濃縮した後、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ
７５を用いたゲル濾過法を行うことにより精製した。このサンプルをスタンダードとして
、その一部を、ＳＤＳ存在下で電気泳動した後、ゲルをＣＢＢで染色して、検出されたバ
ンドから、デンシトメーターを使って、サンプル中のグラニュライシンの含有量を見積も
った。
【００３７】
＜ＥＬＩＳＡ法＞
　ＥＬＩＳＡ法は、下記のようにして行った。
　１００ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液中に、５μｇ／ｍｌに希釈した抗グラニュライシンモ
ノクローナル抗体ＲＢ１を添加して、これを９６ウエルマイクロプレートのウエルに分注
して、４℃で一晩接触させることにより、固相化を行った。この抗体固定化プレートを、
洗浄液（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ）で洗った後、ブロッキング液（１０％牛胎児
血清／洗浄液）でブロックした。抗体固定化プレートを、前記洗浄液で洗浄後、前記ブロ
ッキング液で希釈した、上記のスタンダードまたは上記のサンプル（上記のブロッキング
液で６倍希釈したもの）を、それぞれ５０μｌ添加して反応させ、反応後、前記洗浄液で
、再度洗浄した。次に、マウス血清を１％含む、前記ブロッキング液で希釈した、常法に
よりモノクローナル抗体ＲＣ８をビオチン化して得た、ビオチン化抗グラニュライシンモ
ノクローナル抗体ＲＣ８を反応させて、ＴＢＳＴ（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０／Ｔｒｉｓ－
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ）で洗浄した後、ＴＢＳＴで希釈した、アルカリホスファ
ターゼ標識ストレプトアビジンを反応させた。ＴＢＳＴで洗浄後、プレートに検出用の酵
素基質（ＥＬＩＳＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ：ＧＩＢＣＯ社製）を加
え、反応させた後、プレートリーダーで測定した。
【００３８】
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　その結果を、第２図と第３図に示す。第２図は、スタンダードにより得られたＥＬＩＳ
Ａの標準希釈曲線を示している（横軸にグラニュライシンの濃度を、縦軸にＥＬＩＳＡ法
で得られた吸光度を示している。
【００４０】
　第３図（横軸に検体提供者のタイプを、縦軸に血漿中のグラニュライシンの濃度を示し
ている）は、健常者３５名、癌患者１６名（うち、パフォーマンスステータス０～１が１
２名、２～３が４名：パフォーマンスステータスは患者の日常生活の活動度を表すもので
、一般に値が高い程疾患による重症度が高く、従って免疫状態が低下しているものと思わ
れる）の血漿を用いた、ＥＬＩＳＡ法により、グラニュライシンを検出した結果を示して
いる。この結果、パフォーマンスステータス０～１の癌患者では、血漿中のグラニュライ
シン濃度が、健常人とほとんど変わらないのに対し、パフォーマンスステータス２～３の
癌患者では、健常人に比べ有意に低下していた。
　これにより、本検出方法により、癌患者の血漿等の血液検体のグラニュライシンを検出
することにより、検体提供者の免疫状態を、簡便かつ的確に確認することが可能であるこ
とが示された。
【００４１】
産業上の利用可能性
　本発明により、検体提供者の免疫状態を、簡便かつ的確に確認することが可能な手段が
提供される。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
第１図は、ウェスタンブロット法によるグラニュライシンの検出を示す図面であり、第２
図は、グラニュライシンに対する抗体を用いたＥＬＩＳＡの標準曲線を示す図面であり、
第３図は、健常人と癌患者に対して、ＥＬＩＳＡ法により血漿中のグラニュライシンレベ
ルについての検討を行い、検体提供者全員の結果を総合して検討した図面である。
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