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(57)【要約】
タグ抗体として、ウエスタンブロット法、免疫沈殿法、クロマチン免疫沈降法及び免疫染
色法など、抗原抗体反応を用いた免疫検出法に広く使用できる新規モノクローナル抗体を
提供する。
配列番号１に示すアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドまたはタンパク質に
特異的に結合するモノクローナル抗体であって、
配列番号２に示す１８～２５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４３～５０番目のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２、及び８９～９７番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含
む重鎖可変領域、並びに
配列番号３に示す１８～２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４１～４３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２、及び８０～８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む軽鎖可
変領域
を含むことを特徴とするモノクローナル抗体。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記に示すアミノ酸配列：
Asp-Leu-Xa-Xb-Arg（配列番号１）
（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の1
9種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味
する。）
をエピトープ領域として含むペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体であって、
配列番号２に示す１８～２５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４３～５０番目のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２、及び８９～９７番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含
む重鎖可変領域、並びに
配列番号３に示す１８～２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４１～４３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２、及び８０～８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む軽鎖可
変領域
を含むことを特徴とするモノクローナル抗体。
【請求項２】
　上記モノクローナル抗体が、配列番号１中、Xaで示されるアミノ酸残基がバリン残基（
Val）であるアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドに特異的に結合する抗体
である、請求項１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】
　配列番号６に示すアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドに特異的に結合す
るモノクローナル抗体である、請求項１記載のモノクローナル抗体。
【請求項４】
　上記モノクローナル抗体が、配列番号２に示すアミノ酸配列またはそれと８５％以上の
同一性を有するアミノ酸配列を有する重鎖可変領域、および配列番号３に示すアミノ酸配
列またはそれと８５％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含むも
のである、請求項１乃至３のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【請求項５】
　配列番号３０に示すアミノ酸配列からなるペプチドに対する反応速度定数（Kd値）が０
．１～１０ｎＭである、請求項１乃至４に記載するモノクローナル抗体。
【請求項６】
　マウスに由来する免疫グロブリンＧ（IgG）またはその抗原結合断片である、請求項１
乃至５のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【請求項７】
　請求項１乃至６のいずれかに記載するモノクローナル抗体をコードする遺伝子であって
、
配列番号４に示す塩基配列または当該塩基配列の相補配列とストリンジェントな条件でハ
イブリダイズする塩基配列を、上記モノクローナル抗体の重鎖可変領域をコードする塩基
配列として、また
配列番号５に示す塩基配列または当該塩基配列の相補配列とストリンジェントな条件でハ
イブリダイズする塩基配列を上記モノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードする塩基配
列として
含むことを特徴とする、上記遺伝子。
【請求項８】
　請求項１乃至６のいずれかに記載するモノクローナル抗体との抗原抗体反応に使用され
るエピトープタグであって、
Asp-Leu-Xa-Xb-Arg（配列番号１）
（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の1
9種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味
する。）
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で示されるアミノ酸配列をエピトープ領域（最小認識配列）として含むか、または
X１- X２- X３- X４- X５（配列番号３１）
（式中、Ｘ１はAsp、GluまたはSer；Ｘ２はLeu、IleまたはMet；Ｘ３はVal、Ala、Ileま
たはThr；Ｘ４はLys以外の19種のタンパク質構成アミノ酸から選択されるいずれかのアミ
ノ酸残基；Ｘ５はArgを、それぞれ示す。）
で示されるアミノ酸配列をエピトープ領域（最小認識配列）として含む
ペプチドからなるエピトープタグ。
【請求項９】
　エピトープタグが、配列番号１中、Xaで示されるアミノ酸残基がバリン残基（Val）で
あるアミノ酸配列を含むペプチドからなるものである、請求項８記載のエピトープタグ。
【請求項１０】
　上記ペプチドが、配列番号１または配列番号３１に示されるアミノ酸配列のＮ及び／ま
たはＣ末端側に、Gly、Serまたはこれらから選択されるいずれか少なくとも１種のアミノ
酸残基を含むアミノ酸配列を結合してなるオリゴまたはポリペプチドである、請求項８ま
たは９に記載するエピトープタグ。
【請求項１１】
　上記Gly及びSerから選択されるいずれか少なくとも１種のアミノ酸残基を含むアミノ酸
配列がＧＳリンカー配列である、請求項１０に記載するエピトープタグ。
【請求項１２】
　請求項８乃至１１のいずれかに記載するエピトープタグを認識するタグ抗体として用い
られる、請求項１乃至６のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【請求項１３】
　下記の工程を有する被験物質の検出方法：
（1）請求項１乃至６のいずれかに記載するモノクローナル抗体をタグ抗体として用いて
、請求項８乃至１１のいずれかに記載するエピトープタグで標識してなる被験物質と抗原
抗体反応を行う工程、
（2）タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を指標として、被験物質を検出する工程。
【請求項１４】
　下記の工程を有する、被験試料の中から被験物質を単離または回収する法：
（1）請求項８乃至１１のいずれかに記載するエピトープタグで標識してなる被験物質を
含有する被験試料と、請求項１乃至６のいずれかに記載するモノクローナル抗体をタグ抗
体として反応させる工程、
（2）上記タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を被験試料から単離または回収する工程、
及び
（3）タグ抗体が結合した抗原抗体反応物からタグ抗体を除去し、被験物質を回収する工
程。
【請求項１５】
　さらに下記の工程を有する請求項１４記載の方法：
（4）(3)の工程で回収した被験物質からエピトープタグを除去する工程。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規モノクローナル抗体に関する。より詳細には、タグ抗体として、ウエス
タンブロット法、免疫沈殿法、クロマチン免疫沈降法及び免疫染色法など、抗原抗体反応
を用いた免疫検出法に広く使用できる新規モノクローナル抗体に関する。また、本発明は
、当該モノクローナル抗体、及びそのエピトープをタグとして用いた、免疫検出法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　従来より、複数のタンパク質が混在する被験試料の中から所望のタンパク質のみを検出
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または分離精製するために、タグと呼ばれるオリゴペプチドが使用されている。具体的に
は、例えば細胞培養系で得られるタンパク質を簡便且つ高純度に検出したり精製する方法
として、目的タンパク質を標識となるオリゴペプチド（標識ペプチド）との融合タンパク
質として発現させ、当該標識ペプチドを特異的に認識し結合するアフィニティー分子（抗
体を含む）を用いて、融合タンパク質を検出し精製する技術が知られている。
【０００３】
　ここで標識となるオリゴペプチド（標識ペプチド）は、「アフィニティータグ」または
前述するよう単に「タグ（Tag）」と称され、中でもアフィニティー分子（抗体）との抗
原抗体反応を利用して用いられるタグを「エピトープタグ」という。
【０００４】
　標識ペプチドとして、従来からFLAGタグ、3XFLAGタグ、HAペプチド、3XHAペプチド、my
cペプチド、6XHisタグ、GSTポリペプチド、MBPポリペプチド、PDZドメインポリペプチド
、TAP（Tandem Affinity Purification）ペプチド、アルカリフォスファターゼ、及びア
ジビン等が知られている。これらの標識ペプチドは、通常目的のタンパク質のN末端また
はC末端に融合して用いられるが、場合によっては目的のタンパク質内に挿入して使用さ
れる場合もある。しかし、いずれにしても、これらの標識ペプチドを、免疫検出法におい
てアフィニティータグとして有効に機能させるためには、当該標識ペプチドを特異的に認
識し、それと選択的に結合するタグ抗体の使用が不可欠である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開2005-326165号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】「免疫生化学研究法（続生化学実験講座５）」、日本生化学会編、89頁
（1986年）
【非特許文献２】Galfre, G. and Milstein, C.: Preparation of monoclonal antibodie
s: strategies and procedures. Methods Enzymol., 73: 3-46, 1981
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は新規なモノクローナル抗体を提供することを目的とする。より詳細には、特定
のアミノ酸配列を有するペプチドを特異的に認識し結合するタグ抗体として有効に用いら
れるモノクローナル抗体を提供することを目的とする。
【０００８】
　また本発明は、上記ペプチドをエピトープタグとし、本発明のモノクローナル抗体をそ
のタグ抗体として用いることを特徴とする免疫検出法を提供することを目的とする。
【発明が解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、日本住血吸虫グルタチオンSトランスフェラーゼ（以下、「GST」という
）を認識する抗体を作製すべく、GST融合タンパク質発現用ベクターpGEX-2T（GEヘルスケ
ア・ジャパン社）の遺伝子産物をマウスに免疫してハイブリドーマG196を作製し、当該ハ
イブリドーマG196からモノクローナル抗体（以下、これを「G196抗体」ともいう）を調製
したところ、当該G196抗体は、GSTを発現するGST融合タンパク質発現用ベクターの遺伝子
産物のすべてを認識できるものではなく、GST融合タンパク質発現用ベクターの遺伝子産
物の一部を特異的に認識することを見出した。
【００１０】
　かかる知見に基づいて、当該モノクローナル抗体（G196抗体）が認識するエピトープ領
域を検討したところ、当該モノクローナル抗体は、GST融合タンパク質発現用ベクターの
遺伝子産物のアミノ酸配列において、GSTのアミノ酸配列ではなく、その末端側に結合し
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たプロテアーゼ認識部位を含むリンカー配列中の５アミノ酸残基からなるアミノ酸配列「
Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（配列番号１）（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか
一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の19種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択され
るいずれか一つのアミノ酸残基を意味する。）を特異的に認識することを確認した。
【００１１】
　本発明者らは、かかる知見に基づき、上記モノクローナル抗体（G196抗体）が、上記「
Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」のアミノ酸配列を有するペプチドを「エピトープタグ」として、タ
グ抗体として用いることができると考え、なかでも水溶性である上記ペプチドは、分子生
物学的研究において頻繁に使用される免疫検出法、具体的にはウエスタンブロット法、免
役沈降法、クロマチン免疫沈降法及び細胞染色法等に広く適用できることを確認した。
【００１２】
　本発明は、かかる知見に基づいて完成したものであって、下記の実施形態を包含するも
のである。
【００１３】
　（Ｉ）モノクローナル抗体及びその製造方法
（I-1）下記に示すアミノ酸配列：
　Asp-Leu-Xa-Xb-Arg（配列番号１）
（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の1
9種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味
する。）
で示されるアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドに特異的に結合するモノク
ローナル抗体であって、
配列番号２に示す１８～２５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４３～５０番目のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２、及び８９～９７番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含
む重鎖可変領域、並びに
配列番号３に示す１８～２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４１～４３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２、及び８０～８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む軽鎖可
変領域
を含むことを特徴とするモノクローナル抗体。
【００１４】
　（I-2）上記モノクローナル抗体が、配列番号１中、Xaで示されるアミノ酸残基がバリ
ン残基（Val）であるアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドに特異的に結合
する抗体である、（I-1）記載のモノクローナル抗体。
【００１５】
　（I-3）配列番号６に示すアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドに特異的
に結合するモノクローナル抗体である、（I-1）または（I-2）記載のモノクローナル抗体
。
【００１６】
　（I-4）上記モノクローナル抗体が、配列番号２に記載するアミノ酸配列またはそれと
８５％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８%
以上の同一性を有するアミノ酸配列を有する重鎖可変領域、および配列番号３に記載する
アミノ酸配列またはそれと８５％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以
上、特に好ましくは９８%以上の同一性を有するアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含
むものである、（I-1）乃至（I-3）のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【００１７】
　（I-5）配列番号３０に示すアミノ酸配列からなるペプチドに対する反応速度定数（Kd
値）が０.１～１０ｎＭ、好ましくは０．１～５ｎＭ、より好ましくは０．１～２ｎＭで
ある、（I-1）乃至（I-4）のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【００１８】
　（I-6）マウスに由来する免疫グロブリンＧ（IgG）またはその抗原結合断片である、（
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I-1）乃至（I-5）のいずれかに記載するモノクローナル抗体。
【００１９】
　（I-7）抗体クラスがIgG1またはIgG2である、（I-5）に記載するモノクローナル抗体。
【００２０】
　（I-8）抗体クラスがIgG1κである、（I-5）に記載するモノクローナル抗体。
【００２１】
　（I-9）上記抗原結合断片がscFv（リンカー配列を有するペプチドで連結されたＶＨ－
ＶＬヘテロ二量体）である、（I-5）に記載するモノクローナル抗体。
【００２２】
　（I-10）上記scFvが、配列番号２に示す１８～２５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ
１、４３～５０番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ２、及び８９～９７番目のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ３を含む重鎖可変領域（ＶＨ）のペプチドと、配列番号３に示す１８～
２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４１～４３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ２
、及び８０～８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）のペプチ
ドとが、リンカー配列を有するペプチドを介して連結されてなるものである（I-9）に記
載するモノクローナル抗体。
【００２３】
　（I-11）上記scFvが、配列番号３２で示されるアミノ酸配列を有するものである、（I-
10）に記載するモノクローナル抗体。
【００２４】
　（I-12）「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（配列番号１）
（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の1
9種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味
する。）
で示されるアミノ酸配列をエピトープ領域として含むペプチドからなるエピトープタグに
対するタグ抗体として用いられる、（I-1）乃至（I-11）のいずれかに記載するモノクロ
ーナル抗体。
【００２５】
　（I-13）下式に示すアミノ酸配列を含むペプチドからなるエピトープタグに対するタグ
抗体として用いられる、（I-1）乃至（I-12）のいずれかに記載するモノクローナル抗体
：
　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５（配列番号３１）
（式中、Ｘ１はAsp、GluまたはSer；Ｘ２はLeu、IleまたはMet；Ｘ３はVal、Ala、Ileま
たはThr；Ｘ４はLys以外の19種のタンパク質構成アミノ酸から選択されるいずれかのアミ
ノ酸残基；Ｘ５はArgを、それぞれ示す。）。
【００２６】
　（I-14）GST融合タンパク質発現用ベクターpGEX-2T（GEヘルスケア・ジャパン社）の遺
伝子産物を抗原（免疫抗原）として用いて非ヒト動物を免疫する工程を有することを特徴
とする、（I-1）乃至（I-13）のいずれかに記載するモノクローナル抗体の製造方法。
【００２７】
　（I-15）非ヒト動物がマウスである、（I-14）に記載する製造方法。
【００２８】
　（I-16）（I-1）乃至（I-15）のいずれかに記載するモノクローナル抗体をコードする
遺伝子であって、
配列番号４に示す塩基配列または当該塩基配列の相補配列とストリンジェントな条件でハ
イブリダイズする塩基配列を、上記モノクローナル抗体の重鎖可変領域をコードする塩基
配列として、また
配列番号５に示す塩基配列または当該塩基配列の相補配列とストリンジェントな条件でハ
イブリダイズする塩基配列を上記モノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードする塩基配
列として
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含むことを特徴とする、上記遺伝子。
【００２９】
　（II）エピトープタグ、及びそれを含有する融合タンパク質の製造方法
（II-1）（I-1）乃至（I-11）のいずれかに記載するモノクローナル抗体との抗原抗体反
応に使用されるエピトープタグであって、
「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（配列番号１）
（配列中、XaはVal、Ala、IleまたはThrのいずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の1
9種類のタンパク質構成アミノ酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味
する。）
で示されるアミノ酸配列をエピトープ領域（最小認識配列）として含むペプチドからなる
ものである、上記エピトープタグ。
（II-2）上記エピトープタグが、配列番号１中、Xaで示されるアミノ酸残基がバリン残基
（Val）であるアミノ酸配列を含むペプチドからなるものである、（II-1）記載のエピト
ープタグ。
（II-3）（I-1）乃至（I-11）のいずれかに記載するモノクローナル抗体との抗原抗体反
応に使用されるエピトープタグであって、
下式に示すアミノ酸配列を含むペプチドからなるエピトープタグ：
　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５（配列番号３１）
（式中、Ｘ１はAsp、GluまたはSer；Ｘ２はLeu、IleまたはMet；Ｘ３はVal、Ala、Ileま
たはThr；Ｘ４はLys以外の19種のタンパク質構成アミノ酸から選択されるいずれかのアミ
ノ酸残基；Ｘ５はArgを、それぞれ示す。）。
【００３０】
　（II-4）上記エピトープタグが、配列番号１に示すアミノ酸配列または配列番号３１に
示すアミノ酸配列のＮ及び／またはＣ末端側に、Gly、Serまたはこれらから選択されるい
ずれか少なくとも１種のアミノ酸残基を含むアミノ酸配列を結合してなるオリゴペプチド
である、（II-1）乃至（II-3）のいずれかに記載するエピトープタグ。
【００３１】
　（II-5）上記Gly及びSerから選択されるいずれか少なくとも１種のアミノ酸残基を含む
アミノ酸配列がＧＳリンカー配列である、（II-4）に記載するエピトープタグ。
【００３２】
　（II-6）上記オリゴペプチドがアミノ酸残基数７～４０、好ましくは７～３０、より好
ましくは７～２０、特に好ましくは７～１０からなるものである、（II-4）または（II-5
）に記載するエピトープタグ。
【００３３】
　（II-7）水溶性であることを特徴とする、（II-1）乃至（II-6）のいずれかに記載する
エピトープタグ。
【００３４】
　なお、ここで水溶性であるとは、日本薬局方第１６改正の規定に基づいて、溶質１ｇを
溶解するために必要な水の量が３０ｍＬ未満であることを意味する（やや溶けやすい～極
めて溶けやすい）。好ましくは、溶質１ｇを溶解するために必要な水の量が１０ｍＬ未満
（溶けやすい～極めて溶けやすい）であり、また溶質１ｇを溶解するために必要な水の量
が１ｍＬ未満であってもよい（極めて溶けやすい）。
【００３５】
　（II-8）上記エピトープタグをコードする塩基配列が標的ペプチドをコードする塩基配
列に人工的に結合されてなるＤＮＡを含む発現ベクターで宿主を形質転換する工程、及び
当該工程で得られた形質転換体を培養する工程を有する、上記エピトープタグを融合して
なるペプチド（タグ融合ペプチド）の製造方法。
【００３６】
　（III）被験物質の検出方法
（III-1）下記の工程を有する被験物質の検出方法：
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（1）（I-1）乃至（I-13）のいずれかに記載するモノクローナル抗体をタグ抗体として用
いて、（II-1）乃至（II-7）のいずれかに記載するエピトープタグで標識してなる被験物
質と抗原抗体反応を行う工程、
（2）タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を指標として、被験物質を検出する工程。
【００３７】
　（III-2）上記エピトープタグで標識してなる被験物質が、（II-8）に記載する方法で
製造されてなるタグ融合ペプチドである、（III-1）記載の検出方法。
【００３８】
　（IV）被験物質の単離又は回収方法
（IV-1）下記の工程を有する、被験試料の中から被験物質を単離または回収する方法：
（1）（II-1）乃至（II-7）のいずれかに記載するエピトープタグで標識してなる被験物
質を含有する被験試料と、（I-1）乃至（I-13）のいずれかに記載するモノクローナル抗
体をタグ抗体として反応させる工程、
（2）上記タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を被験試料から単離または回収する工程、
（3）タグ抗体が結合した抗原抗体反応物からタグ抗体を除去し、被験物質を回収する工
程、及び
（4）必要に応じて、エピトープタグで標識してなる被験物質からエピトープタグを除去
する工程。
【００３９】
　（IV-2）上記エピトープタグで標識してなる被験物質が、（II-8）に記載する方法で製
造されてなるタグ融合ペプチドである、（IV-1）記載の方法。
【発明の効果】
【００４０】
　本発明によれば、タグ抗体として、ウエスタンブロット法、免疫沈殿法、クロマチン免
疫沈降法及び免疫染色法など、抗原抗体反応を用いた免疫検出法に広く使用できる新規モ
ノクローナル抗体を提供することができる。より詳細には、本発明のモノクローナル抗体
は、少なくとも「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（配列番号１）（XaはVal、Ala、IleまたはThrの
いずれか一つのアミノ酸残基、XbはLys以外の19種類のタンパク質構成アミノ酸残基から
選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味する。）に示すアミノ酸配列をエピトープ
領域として含むペプチドを特異的に認識し結合することができるため、当該ペプチドをエ
ピトープタグとして、ウエスタンブロット法、免疫沈殿法、クロマチン免疫沈降法及び免
疫染色法など、抗原抗体反応を用いた免疫検出法に広く応用可能である。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】本発明のモノクローナル抗体（G196抗体）の製造に際して、免疫抗原として使用
したpGEX-2Tベクター（GEヘルスケア・ジャパン社）のベクターマップを示す。
【図２】実験例２（１）及び（２）（2-1）において、Ａ：本発明のモノクローナル抗体
（G196抗体）の認識部位の同定に使用したGST融合タンパク質発現用ベクター（pGEX-4T-2
ベクター、pGEX-6P-1ベクター）の遺伝子産物（4T-2、6P-1）のGSTに融合したペプチドの
アミノ酸配列、及びエピトープの候補アミノ酸配列をコードするヌクレオチドを導入した
pGEX-6P-1ベクターの遺伝子産物（6P-12、6P-14、6P-16、6P-15、6P-17、6P-19）のGSTに
融合したペプチドのアミノ酸配列を示す。Ｂ：上記各遺伝子産物に対するG196抗体の結合
反応をウエスタンブロット法で測定した結果、及び各遺伝子産物のタンパク量をクマシー
染色により測定した結果を示す。
【図３】実験例２（２）（2-2）において、Ａ： GST融合タンパク質発現用ベクター（pGE
X-4T-2ベクター、pGEX-6P-1ベクター）の遺伝子産物（4T-2、6P-1）のGSTに融合したポリ
ペプチドのアミノ酸配列、及びG196抗体のエピトープの同定に使用した最小認識部位の候
補アミノ酸配列をコードするヌクレオチドを導入したpGEX-6P-1ベクターの遺伝子産物（6
P-15、6P-24、6P-25、6P-26、6P-27、6P-28、6P-29）のGSTに融合したポリペプチドのア
ミノ酸配列を示す。Ｂ：上記各遺伝子産物に対するG196抗体の結合反応をウエスタンブロ
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ット法で測定した結果、及び各遺伝子産物のタンパク量をクマシー染色により測定した結
果を示す。
【図４】実験例３において、実施例１で作製した本発明のモノクローナル抗体（G196抗体
）の、合成ペプチド（GSDLVPRGSC：配列番号３１）との結合性を、等温滴定カロリーメー
タを用いて測定した結果を示す。
【図５】実験例４において、実施例１で作製したG196抗体と結合するペプチドのアミノ酸
配列を、酵素結合免疫吸着法（ELISA）により調べた結果を示す。
【図６】実験例５（１）において、FLAG-HA-EGFP（FHG）を発現するHeLa細胞、及びFHG-6
P12を発現するHeLa細胞の細胞溶解液に対して、タグ抗体として「FLAG(M2)抗体（Sigma社
）」（図Ａ）及び本発明の「G196抗体」（図Ｂ）を用いてウエスタンブロット法を行った
結果を示す。
【図７】実験例５（２）において、FHGを発現するHeLa細胞、及びFHG-6P12を発現するHeL
a細胞の細胞溶解液について、タグ抗体として「FLAG(M2)抗体（Sigma社）」及び本発明の
「G196抗体」を用いて免疫沈降法を行った結果を示す。
【図８】実験例５（２）において、HeLa細胞に「FHG」（図Ａ）または「FHG-6P12」（図
Ｂ）をそれぞれ導入し、抗体として「GFP抗体」及び本発明の「G196抗体」を用いて免疫
染色を行った結果を示す。
【図９】実験例６（２）において、実施例１で調製したG196抗体、及び実験例６（１）で
調製したG196（scFv）抗体をそれぞれ用いて、免疫沈降法により、FHG及びFHG-6P12に対
する結合性を評価した結果を示す。
【図１０】実験例７（１）において、タグ抗体として、本発明のG196抗体（上段の泳動像
）及び抗GFP抗体（下段の泳動像）を用いて、（図の左から）野生型酵母、Atf1-G196-GFP
タンパク質を発現させた分裂酵母、及びGFP-Iws1タンパク質を発現させた分裂酵母の細胞
溶解液に対して、ウエスタンブロットを行った結果を示す。
【図１１】実験例７（２）において、タグ抗体として、本発明のG196抗体を用いて、（図
の左から）野生型酵母、及びAtf1-G196-GFPタンパク質を発現させた分裂酵母のそれぞれ
の細胞溶解液に対して、クロマチン免疫沈降法を行った結果を示す。
【図１２】実験例７（３）において、野生型酵母、及びAtf1-G196-GFPタンパク質を発現
させた分裂酵母について、透過光観察、DAPI染色（核染色）、及び抗GFP抗体（ウサギ）
（バイオアカデミア社）またはG196抗体を一次抗体とした免疫染色を行った結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
Ｉ．本発明で使用する用語の定義
　本明細書における塩基配列（ヌクレオチド配列）、核酸などの略号による表示は、ＩＵ
ＰＡＣ－ＩＵＢの規定〔IUPAc-IUB communication on Biological Nomenclature, Eur. J
. Biochem., 138; 9 (1984)〕、「塩基配列又はアミノ酸配列を含む明細書等の作製のた
めのガイドライン」（特許庁編）及び当該分野における慣用記号に従うものとする。
【００４３】
　また本明細書中において「ペプチド」とは、特に言及しない限り、５以上のアミノ酸が
ペプチド結合により連結してなるペプチドを意味し、アミノ酸残基数が５０以下のオリゴ
ペプチド、及びアミノ酸残基数５０より多いポリペプチド（タンパク質を含む）がいずれ
も含まれる。また糖が結合してなる糖ペプチド（糖タンパク質）も本発明が対象とするペ
プチドに含まれる。
【００４４】
　また本明細書中において「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体である。当該集団に含まれる個々の抗体は、微量に存在しえる天然に生じる
突然変異を除いて同一である。さらに、モノクローナル抗体は、特定の抗原性部位に対し
て特異的であることを特徴とする。モノクローナル抗体は、抗原ペプチド中の単一の抗原
決定基を特異的に認識する点で、種々異なる抗原決定基（エピトープ）を認識する抗体の
集合物であるポリクローナル抗体とは区別することができる。
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【００４５】
　II．モノクローナル抗体
　本発明が対象とするモノクローナル抗体は、「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」のアミノ酸配列（
配列番号１）をエピトープ領域として含むペプチドを特異的に認識し、結合するモノクロ
ーナル抗体である。
【００４６】
　エピトープ領域に相当する上記アミノ酸配列（配列番号１）において、Xaは、バリン（
Val）、アラニン（Ala）、イソロイシン（Ile）またはスレオニン（Thr）のいずれか一つ
のアミノ酸残基であり、またXbは、リジン（Lys）以外の19種類のタンパク質構成アミノ
酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味する。
【００４７】
　ここでLys以外のアミノ酸残基としては、タンパク質を構成するLys以外の19種のαアミ
ノ酸（例えば、Ala, Arg, Asn, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, T
hr, Trp, Tyr, Val）を任意に挙げることができ、特に制限されない。
【００４８】
　Xaとして好ましくはVal, Ala，Ile, 及びThrであり、より好ましくはValである。
【００４９】
　「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」の配列として、制限されないものの、一例として、Asp-Leu-Val
-Pro-Arg（配列番号６）、Asp-Leu-Ala-Pro-Arg（配列番号７）、Asp-Leu-Val-Ala-Arg（
配列番号８）、及びAsp-Leu-Ala-Ala-Arg（配列番号９）を挙げることができる。好まし
くはAsp-Leu-Val-Pro-Arg（配列番号６）である。
【００５０】
　これらのアミノ酸配列を有するペプチドは、「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」で示されるアミノ
酸配列からなるものであってもよい。また、少なくとも当該アミノ酸配列をエピトープ領
域として有するものであれば、その限りにおいて、また上記アミノ酸配列のＮ末端側及び
／またはＣ末端側に任意に１乃至複数の任意のアミノ酸残基を有するものであってもよい
。
【００５１】
　当該ペプチドを、エピトープタグとして用いる場合、そのアミノ酸残基数としては、上
記５アミノ酸残基からなる配列を含むものである限り、特に制限はされず、５０より多い
アミノ酸残基からなるポリペプチド（タンパク質）の形態にしてもよいし、また５～５０
のアミノ酸残基からなるオリゴペプチドの形態にしてもよい。
【００５２】
　オリゴペプチドの形態に設計する場合、そのアミノ酸残基数としては、好ましくは５～
４０程度、より好ましくは７～３０程度、さらに好ましくは７～２０程度、特に好ましく
は７～１０程度を挙げることができる。かかるエピトープタグとしては、制限されないが
、上記エピトープ領域（最小認識配列）の前後（Ｎ及びＣ末端側）に１または複数のGly
あるいはSerなどのリンカー配列（例えば、後述するGSリンカー配列）を有するオリゴペ
プチドを例示することができる。かかるエピトープタグとして、「Ser-Asp-Leu-Val-Pro-
Arg-Gly-Ser」（配列番号２９）で示すアミノ酸配列からなるオリゴペプチド、及び当該
アミノ酸配列においてプロニン（Pro）をアラニン（Ala）に置換したアミノ酸配列からな
るオリゴペプチドを一例として例示することができる。また上記リンカー配列としては、
（GGGGS）n（配列番号１０）または（GGGS）n（配列番号３３）等で示されるＧＳリンカ
ー配列（いずれも、ｎは１～３の整数を意味する）を用いることもできる。
【００５３】
　本発明が対象とするモノクローナル抗体は、少なくとも配列番号２に記載する１８～２
５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１（相補性決定領域１）、４３～５０番目のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２（相補性決定領域２）、及び８９～９７番目のアミノ酸配列から
なるＣＤＲ３（相補性決定領域３）を含む重鎖可変領域；並びに配列番号３に記載する１
８～２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１（相補性決定領域１）、４１～４３番目の
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アミノ酸配列からなるＣＤＲ２（相補性決定領域２）、及び８０～８８番目のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ３（相補性決定領域３）を含む軽鎖可変領域；を有することを特徴とす
る免疫グロブリンまたはその抗原結合断片である。
【００５４】
　当該免疫グロブリンまたはその抗原結合断片には、少なくとも配列番号２に記載するア
ミノ酸配列からなる重鎖可変領域、および配列番号３に記載するアミノ酸配列からなる軽
鎖可変領域を有する免疫グロブリンまたはその抗原結合断片が含まれる。ここで免疫グロ
ブリンは、哺乳動物に由来するものであれば、特に制限されず、マウス、ラット、ハムス
ター、モルモット、ウサギ、サル、ヒト、ヤギなどに由来する免疫グロブリンを挙げるこ
とができるが、好ましくはマウスやラット等のげっ歯類、より好ましくはマウスに由来す
る免疫グロブリンＧ（IgG）であり、そのサブクラスとしてはIgG1及びIgG2を例示するこ
とができる。
【００５５】
　なお、当該重鎖可変領域及び軽鎖可変領域は、前述するエピトープ領域に対する特異的
な結合性が損なわれない限り、それらのアミノ酸配列の任意のアミノ酸残基が、１または
複数個、置換、欠失または付加されていてもよい。かかる重鎖可変領域（改変された重鎖
可変領域）としては、配列番号２に記載するアミノ酸配列と８５％以上、好ましくは９０
％以上、より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ
酸配列からなるものを例示することができ、また軽鎖可変領域（改変された軽鎖可変領域
）としては、配列番号３に記載するアミノ酸配列と８５％以上、好ましくは９０％以上、
より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなるものを例示することができる。改変された重鎖可変領域として、より好ましくは重
鎖可変領域（配列番号２）のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３以外の領域のアミノ酸残基
が、１または複数個、置換、欠失または付加されており、配列番号２に記載する上記領域
に対応するアミノ酸配列と８５％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以
上、特に好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるものである。ここ
でＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３以外の領域としては、免疫グロブリンの重鎖可変領域
のフレームワーク領域（以下、単に「ＦＲ」ともいう)を挙げることができる。つまり、
改変された重鎖可変領域として、そのＦＲ領域のアミノ酸配列のアミノ酸残基が１または
複数個、置換、欠失または付加され、その結果、配列番号２に記載するアミノ酸配列と８
５％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以
上の同一性を有するアミノ酸配列からなる領域を挙げることができる。当該ＦＲ領域（重
鎖可変領域のＦＲ領域［FR1～4］）のアミノ酸配列には、ヒト由来のアミノ酸配列または
その変異体が含まれる。つまり、本発明のモノクローナル抗体には、重鎖可変領域のＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３のアミノ酸配列として、それぞれ配列番号２に記載する１８
～２５番目のアミノ酸配列、４３～５０番目のアミノ酸配列、及び８９～９７番目のアミ
ノ酸配列を有し、且つ重鎖可変領域のＦＲ１～４のアミノ酸配列として、ヒト由来の重鎖
可変領域のＦＲ１～４のアミノ酸配列を有するヒト型化抗体が含まれる。完全ヒト型化抗
体のＦＲまたは準領域の配列は、例えばＮＣＢＩのウエブサイトに収載されているので、
適宜参照することができる。
【００５６】
　また改変された軽鎖可変領域としてより好ましくは、軽鎖可変領域（配列番号３）のＣ
ＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３以外の領域のアミノ酸残基が、１または複数個、置換、欠
失または付加されており、配列番号３に記載する上記領域に対応するアミノ酸配列と８５
％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上
の同一性を有するアミノ酸配列からなるものである。ここでＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤ
Ｒ３以外の領域としては、免疫グロブリンの軽鎖可変領域のフレームワーク領域（以下、
単に「ＦＲ」ともいう)を挙げることができる。つまり、改変された軽鎖可変領域として
、そのＦＲ領域のアミノ酸配列のアミノ酸残基が１または複数個、置換、欠失または付加
され、その結果、配列番号３に記載するアミノ酸配列と８５％以上、好ましくは９０％以
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上、より好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなる領域を挙げることができる。当該ＦＲ領域（軽鎖可変領域のＦＲ領域［FR1～4
］）のアミノ酸配列には、ヒト由来のアミノ酸配列またはその変異体が含まれる。つまり
、本発明のモノクローナル抗体には、軽鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３の
アミノ酸配列として、それぞれ配列番号３に記載する１８～２３番目のアミノ酸配列、４
１～４３番目のアミノ酸配列、及び８０～８８番目のアミノ酸配列を有し、且つ軽鎖可変
領域のＦＲ１～４のアミノ酸配列として、ヒト由来の軽鎖可変領域のＦＲ１～４のアミノ
酸配列を有するヒト型化抗体が含まれる。完全ヒト型化抗体のＦＲまたは準領域の配列は
、前述するように、例えばＮＣＢＩのウエブサイトに収載されているので、適宜参照する
ことができる。
【００５７】
　本発明のモノクローナル抗体は、免疫グロブリン（IgG）そのものであってもよいし、
その抗原結合断片であってもよい。抗原結合断片としては、免疫グロブリン（IgG）の重
鎖可変領域と軽鎖可変領域からなる可変領域断片（Fv）、当該領域を含むFab、Fab’、 F
（ab’）2、及びscFvを例示することができる。
【００５８】
　ここでscFvとしては、例えば、配列番号２に示す１８～２５番目のアミノ酸配列からな
るＣＤＲ１、４３～５０番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ２、及び８９～９７番目のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む重鎖可変領域（ＶＨ）のペプチドと、配列番号３に示
す１８～２３番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、４１～４３のアミノ酸配列からなる
ＣＤＲ２、及び８０～８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）
のペプチドとが、リンカー配列（例えば、前述するＧＳリンカー配列）を有するペプチド
を介して連結させてなるリコンビナントタンパク質を例示することができる。なお、上記
重鎖可変領域（ＶＨ）のペプチドには、配列番号２に記載するアミノ酸配列または当該ア
ミノ酸配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、さらに好
ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなる
ペプチドが含まれる。また上記軽鎖可変領域（ＶＬ）のペプチドには、配列番号３に記載
するアミノ酸配列または当該アミノ酸配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好
ましくは９０％以上、さらに好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上の同一性
を有するアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域のペプチドが含まれる。
【００５９】
　当該scFVにおける重鎖可変領域（ＶＨ）のペプチドと軽鎖可変領域（ＶＬ）のペプチド
の位置は、特に制限なく、ＶＨ-「リンカーペプチド」-ＶＬであっても、またＶＬ-「リ
ンカーペプチド」-ＶＨであってもよい。前者ＶＨ-「リンカーペプチド」-ＶＬの一例と
して実験例６で作製したモノクローナル抗体（G196(scFv)抗体）を挙げることができる。
当該モノクローナル抗体（G196(scFv)抗体）のアミノ酸配列（配列番号３２）のアミノ酸
番号２２～１２３領域は、本発明モノクローナル抗体（IgG）の重鎖可変領域のアミノ酸
配列（配列番号２）のアミノ酸番号７～１０８の領域（CDR1:18-25、CDR2:43-50、CDR3：
89-97）に相当し、当該アミノ酸配列（配列番号３２）のアミノ酸番号１４８～２４５の
領域が、本発明モノクローナル抗体（IgG）の軽鎖可変領域のアミノ酸配列（配列番号３
）のアミノ酸番号１～９８の領域（CDR1:18-23、CDR2:41-43、CDR3：80-88）に相当し、
これらの領域が、ＧＳリンカー配列を有するペプチドを介して結合してなる構造を有して
いる。なお、配列番号３２に示すアミノ酸配列のアミノ酸番号１～２１の領域は、実験例
６でモノクローナル抗体（G196(scFv)抗体）の作製に使用したpET28-His-TEVベクター（N
ovagen社のpET28を改変）に由来するHis-TEV配列に相当する。
【００６０】
　なお、本発明のモノクローナル抗体の上記エピトープ領域への結合性は、上記「Asp-Le
u-Xa-Xb-Arg」（Xa及びXbは前述の通り）のアミノ酸配列からなるペプチドに対する結合
性を評価することで判断することができる。評価方法としては、制限されないが、好まし
くは、実験例２（２）（2-2）に記載するウエスタンブロット法を用いたアラニンスキャ
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ン、実験例３に示すような等温カロリメータを用いる方法、または実験例４に示すような
酵素結合免疫吸着法（ELISA）を用いる方法を挙げることができる。
【００６１】
　実験例２及び４に示すように、本発明のモノクローナル抗体は、少なくとも「Asp-Leu-
Xa-Xb-Arg」（Xa及びXbは前述の通り）のアミノ酸配列を有するペプチドに対して結合性
を有し、当該アミノ酸配列において、例えば少なくとも１番目のアミノ酸残基（Asp）を
、例えばAsp、Glu、Gly、Gln及びSer以外のタンパク質構成アミノ酸残基に置換した場合
；２番目のアミノ酸残基（Leu）を例えばLeu、Phe、His、Ile、Met及びAsn以外のタンパ
ク質構成アミノ酸残基に置換した場合；３番目のアミノ酸残基（Xa）を例えばVal、Ala、
Ile、Ser及びThr以外のタンパク質構成アミノ酸残基に置換した場合；４番目のアミノ酸
残基（Xb）を例えばLysに置換した場合；及び５番目のアミノ酸残基（Arg）を例えばLys
及びHis以外のタンパク質構成アミノ酸残基に置換した場合に、当該アミノ酸配列からな
るペプチドに対して結合性が消失するか、または結合性が著しく低下する。
【００６２】
　本発明のモノクローナル抗体の「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（Xa及びXbは前述の通り）のア
ミノ酸配列を有するペプチドに対する反応速度定数（Kd値）は特に制限されないが、例え
ば、配列番号３０に示すアミノ酸配列からなるペプチドに対する反応速度定数（Kd値）と
して、０.１～１０ｎＭ、好ましくは０．１～５ｎＭ、より好ましくは０．１～２ｎＭを
挙げることができる。
【００６３】
　本発明のモノクローナル抗体は、実施例１で説明するように、GST融合タンパク質発現
用ベクターpGEX-2T（GEヘルスケア・ジャパン社）の遺伝子産物を免疫抗原として用いて
非ヒト動物を免疫する工程を有する、モノクローナル抗体の作製方法に従って製造するこ
とができる。pGEX-2Tベクターのベクターマップを図１に示す。
【００６４】
　pGEX-2Tベクターの遺伝子産物で免疫するための非ヒト動物としては、例えば、マウス
、ラット、ハムスター、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ヤギ等が挙げられるが、好ましく
はマウスやラットなどのげっ歯類であり、より好ましくはマウスである。免疫に際しての
粘液源の投与経路は、特に限定されず、例えば皮下、腹腔内、静脈内、筋肉内などのいず
れの経路でも投与することができる。具体的には、例えばBALB/cマウスにpGEX-2Tベクタ
ーの遺伝子産物を、アジュバンドとともに、数日～数週間毎に１～数回接種する。pGEX-2
Tベクターの遺伝子産物で免疫されたマウスより脾臓を摘出し、遠心分離により抗体産生
細胞（脾臓細胞）を得る。この細胞は増殖能が無いので、自己増殖能を有する細胞と融合
させる。自己増殖能を有する細胞としてはミエローマ細胞等のリンパ球様細胞が特に好ま
しい。ミエローマ細胞としては、抗体産生細胞を得た動物と同種の動物のものを用いるの
が好ましく、また、抗体を分泌しないものを選択するのが好ましい。かかるミエローマ細
胞としては、例えばマウスミエローマ細胞P3/NSI/1-Ag4-1（ATCC TIB-18）、Sp2/O-Ag14
（ATCC CRL-1581）、P3X63Ag8U.1（ATCC CRL-1597）などが挙げられる。抗体産生細胞と
ミエローマ細胞等との融合は、常法に従い、例えばこれら細胞をポリエチレングリコール
等の細胞融合剤を含む溶液（又は懸濁液）で処理することにより実施できる。抗体産生細
胞とミエローマ細胞の使用割合は、細胞数比で約１：１～１０：１とするのが好ましい。
【００６５】
　得られた融合細胞を限界希釈法により分離し、分離した融合細胞を増殖させ、各ウェル
において産生される抗体を、例えばpGEX-2Tベクターの遺伝子産物（例えば、pGEX-2Tベク
ター由来の精製GSTタンパク質）を用いたELISA法において試験し、さらに必要に応じて、
Asp-Leu-Xa-Xb-Arg（配列番号１）、好ましくはAsp-Leu-Val-Pro-Arg（配列番号６）を有
するペプチドを用いたELISA法によって、当該ペプチドとの反応性を調べ、その結果から
所望の抗体を産生するハイブリドーマを選択する。なお、上記ペプチドを用いたELISA法
は、例えば、上記ペプチドをアルキレンジアルデヒドおよび塩基性ポリペプチド又は塩基
性合成ポリマーの存在下に固相化させてアッセイプレートを調製し、このアッセイプレー
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トを用いて、上記融合細胞が産生する抗体をELISA法で試験し、当該ペプチドに反応する
抗体を産生するハイブリドーマを選択する方法を用いることもできる。
【００６６】
　本発明のモノクローナル抗体は、上記において選択されたハイブリドーマを適当な培地
を用いて培養して得られる培養上清から常法（例えば、硫安分画、イオン交換クロマトグ
ラフィー、プロテインＡを用いるアフィニティークロマトグラフィー等）により容易に取
得することができる。また、上記ハイブリドーマを適当な哺乳動物（例えば、マウス等）
の腹腔内に接種し、ハイブリドーマ細胞を増殖させた後、当該哺乳動物の腹水、血清等か
ら所望のモノクローナル抗体を採取することもできる。
【００６７】
　得られたモノクローナル抗体は、そのまま使用することもできるが、抗原結合断片とし
て断片化して使用することもできる。抗原結合断片としては、Fv、F（ab’）2、Fab’、F
ab、scFv等の各種フラグメントで、Asp-Leu-Xa-Xb-Arg（配列番号１）のアミノ酸配列を
有するペプチドへの特異的結合活性が失われていないものであればよい。これら活性フラ
グメントの調製は、精製モノクローナル抗体に対してパパイン、ペプシン、トリプシン処
理などの公知の方法を適用することで行うことができる（例えば、「免疫生化学研究法（
続生化学実験講座５）」、日本生化学会編、89頁（1986年）参照）。
【００６８】
　また本発明のモノクローナル抗体は、上記方法のほか、モノクローナル抗体のアミノ酸
配列を参考にしてアミノ酸合成により調製する方法、並びにモノクローナル抗体をコード
する遺伝子の塩基配列を参考にして遺伝子工学的手法により調製する方法によっても調製
することができる。
【００６９】
　本発明のモノクローナル抗体の重鎖可変領域（配列番号２）をコードする塩基配列を配
列番号４に、また軽鎖可変領域（配列番号３）をコードする塩基配列を配列番号５に示す
。また重鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３をコードする塩基配列は、配列番
号４中、それぞれ５２～７５番目の塩基配列、１２７～１５０番目の塩基配列、及び２６
５～２９１番目の塩基配列である。軽鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３をコ
ードする塩基配列は、配列番号５中、それぞれ５２～６９番目の塩基配列、１２１～１２
９番目の塩基配列、及び２３８～２６４番目の塩基配列である。
【００７０】
　なお、本発明のモノクローナル抗体の重鎖可変領域をコードする塩基配列は、配列番号
４の塩基配列と８０％以上、好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、さらに
好ましくは９５％以上の相同性を有し、ストリンジェントな条件でこれらの塩基配列と相
補的な塩基配列に結合する塩基配列を有するものであってもよい。また本発明のモノクロ
ーナル抗体の軽鎖可変領域をコードする塩基配列は、配列番号５の塩基配列と８０％以上
、好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、さらに好ましくは９５％以上の相
同性を有し、ストリンジェントな条件で当該塩基配列と相補的な塩基配列に結合する塩基
配列を有するものであってもよい。ここでストリンジェントな条件としては、例えば４２
℃での５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、および１％ＳＤＳを含む緩衝液中でのハイブリ
ダーゼーション、または６５℃での５×ＳＳＣ、および１％ＳＤＳを含む緩衝液中でのハ
イブリダーゼーション（いずれも６５℃での０．２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳの洗浄
を伴う）を挙げることができる。
【００７１】
　III.エピトープタグ、及びその利用
　本発明が対象とするエピトープタグは、上記本発明のモノクローナル抗体が認識し、結
合する、少なくとも「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」のアミノ酸配列（配列番号１）を最小認識配
列として含むペプチドである。当該ペプチドは、水溶性であることが好ましい。なお、水
溶性の定義は、前述した通りである。
当該エピトープタグは、前述する本発明のモノクローナル抗体との抗原抗体反応に好適に
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使用することができる。
【００７２】
　ここで、前述するように、上記アミノ酸配列（配列番号１）において、Xaは、バリン（
Val）、アラニン（Ala）、イソロイシン（Ile）またはスレオニン（Thr）のいずれか一つ
のアミノ酸残基であり、またXbは、リジン（Lys）以外の19種類のタンパク質構成アミノ
酸残基から選択されるいずれか一つのアミノ酸残基を意味する。
【００７３】
　ここでLys以外のアミノ酸残基としては、タンパク質を構成するLys以外の19種のαアミ
ノ酸（例えば、Ala, Arg, Asn, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, T
hr, Trp, Tyr, Val）を任意に挙げることができ、特に制限されない。
【００７４】
　Xaとして好ましくはVal, Ala，Ile, 及びThrであり、より好ましくはValである。
【００７５】
　「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」の配列として、制限されないものの、一例として、Asp-Leu-Val
-Pro-Arg（配列番号６）、Asp-Leu-Ala-Pro-Arg（配列番号７）、Asp-Leu-Val-Ala-Arg（
配列番号８）、及びAsp-Leu-Ala-Ala-Arg（配列番号９）を挙げることができる。好まし
くはAsp-Leu-Val-Pro-Arg（配列番号６）である。
【００７６】
　また本発明が対象とするエピトープタグには、下式で示されるアミノ酸配列
　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５（配列番号３１）
を最小認識配列として含むペプチドが含まれる。
【００７７】
　これらの配列中、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４及びＸ５はそれぞれ下記のアミノ酸残基を意
味する：
Ｘ１：Asp、GluまたはSerのいずれかのアミノ酸残基、
Ｘ２：Leu、IleまたはMetのいずれかのアミノ酸残基、
Ｘ３：Val、Ala、IleまたはThrのいずれかのアミノ酸残基、
Ｘ４：Lys以外の19種のタンパク質構成アミノ酸のうち任意に選択されるいずれかのアミ
ノ酸残基、
Ｘ５：Arg。
【００７８】
　かかるアミノ酸残基の組み合わせからなるアミノ酸配列としては、制限はされないもの
の、例えば下記のアミノ酸配列が含まれる。
（a）Asp-Leu-Val-X4-Arg（配列番号３４）、例えばAsp-Leu-Val-Pro-Arg（配列番号６）
、Asp-Leu-Val-Ala-Arg（配列番号８）、
（b）Asp-Leu-Ala-X4-Arg（配列番号３５）
（c）Asp-Leu-Ile-X4-Arg（配列番号３６）
（d）Asp-Leu-Thr-X4-Arg（配列番号３７）
（e）Asp-Ile-Val-X4-Arg（配列番号３８）
（f）Asp-Met-Val-X4-Arg（配列番号３９）
（g）Glu-Leu-Val-X4-Arg（配列番号４０）
（h）Ser-Leu-Val-X4-Arg（配列番号４１）。
（上記配列中、X4は、Lys以外の19種のタンパク質構成アミノ酸のうちから任意に選択さ
れるいずれかのアミノ酸残基を意味する）。
【００７９】
　これらのなかでも好ましいアミノ酸配列（最小認識配列）としては、Asp-Leu-Val-Pro-
Arg（配列番号６）を挙げることができる
　これらのアミノ酸配列を有するペプチドは、「Asp-Leu-Xa-Xb-Arg」（配列番号１）ま
たは「X１-X２-X３-X４-X５」（配列番号３１）で示される５つのアミノ酸残基からなる
アミノ酸配列からなるものであってもよい。また、少なくとも当該アミノ酸配列を最小認
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識配列として有するものであれば、その限りにおいて、また上記アミノ酸配列のＮ末端側
及び／またはＣ末端側に任意に１乃至複数の任意のアミノ酸残基を有するものであっても
よい。エピトープタグを構成するペプチドのアミノ酸残基数としては、上記５アミノ酸残
基からなる配列を含むものである限り、特に制限はされず、５０より多いアミノ酸残基か
らなるポリペプチド（タンパク質）の形態にしてもよいし、また５～５０のアミノ酸残基
からなるオリゴペプチドの形態にしてもよい。
【００８０】
　オリゴペプチドの形態に設計する場合、そのアミノ酸残基数としては、好ましくは５～
４０程度、より好ましくは７～３０程度、さらに好ましくは７～２０程度、特に好ましく
は７～１０程度を挙げることができる。かかるエピトープタグとしては、制限されないが
、上記最小認識配列の前後（Ｎ及びＣ末端側）に１または複数のGlyあるいはSerなどのリ
ンカー配列（例えば、GSリンカー配列）を有するオリゴペプチドを例示することができる
。かかるエピトープタグとして、「Ser-Asp-Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser」（配列番号２９
）で示すアミノ酸配列からなるオリゴペプチド、及び当該アミノ酸配列においてプロリン
（Pro）をアラニン（Ala）に置換したアミノ酸配列からなるオリゴペプチドを一例として
例示することができる。また上記リンカー配列としては、（GGGGS）n（配列番号１０）ま
たは（GGGS）n（配列番号３３）等で示されるＧＳリンカー配列（いずれも、ｎは１～３
の整数を意味する）を用いることもできる。
【００８１】
　本発明のエピトープタグには、上記のようなリンカー配列を間に挟んで、配列番号１ま
たは配列番号３１で示されるアミノ酸配列を２～１２個程度繰り返して含むオリゴまたは
ポリペプチドが含まれる。
【００８２】
　当該エピトープタグは、被験物質、好ましくはペプチド（ポリペプチドを含む）（以下
、これを「被験ペプチド」と総称する）を修飾する「タグ」として用いられる。そして、
当該タグで修飾された被験ペプチドは、当該タグを特異的に認識する本発明のモノクロー
ナル抗体との結合を指標として、検出することができる。つまり、本発明のエピトープタ
グは、前述する本発明のモノクローナル抗体と組み合わせて、被験ペプチドの相互作用解
析、スクリーニング、定量、発現プロファイリングなどに用いることができる。また、目
的とする被験ペプチドを、遺伝子工学を用いて上記タグとの融合ペプチドとして製造した
場合、当該タグに特異的に結合する本発明のモノクローナル抗体とのアフィニティーを利
用して、タグ融合ペプチドを単離回収することができる。つまり、本発明のエピトープタ
グは、前述する本発明のモノクローナル抗体と組み合わせて、抗原抗体反応を利用して、
当該被験ペプチドの単離回収、精製などに用いることができる。
【００８３】
　本発明のエピトープタグと融合した被験ペプチド（タグ融合ペプチド）の調製は、遺伝
子工学的に行うことができる。具体的には、例えば、本発明のエピトープタグをコードす
る塩基配列を有し、当該エピトープタグを被験ペプチドの末端等に融合した状態で発現す
ることが可能な「融合ペプチド発現用ベクター」を用いることによって実施することがで
きる。この場合、まず被験ペプチドをコードする塩基配列を有するヌクレオチドを当該融
合ペプチド発現用ベクターに組み込み、当該ベクターをそれに適した発現系に供してタグ
融合ペプチドを発現させる。斯くして発現産生されたタグ融合ペプチドは、前述するよう
に、本発明のモノクローナル抗体との親和性を利用したアフィニティー精製法により単離
回収することができる。なお、ここでタグ融合ペプチドとして、タグと被験ペプチドとの
間に任意のプロテアーゼが認識する配列（プロテアーゼ認識配列）を含むペプチドを用い
ることもでき、斯くして調製したタグ融合ペプチドは、必要に応じて、精製した後に、当
該タンパク質分解酵素を用いてタグと被験ペプチドとを切断し、再度、本発明のモノクロ
ーナル抗体との親和性を利用したアフィニティー精製法を利用して、タグ及び消化されな
かったタグ融合ペプチドを除去して、被験ペプチドを単離回収することもできる。例えば
プロテアーゼとしては、トロンビンやTEVプロテアーゼ等を制限なく例示することができ
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るが、特異性の高い点からTEVプロテアーゼを好適に用いることができる。
【００８４】
　なお、このような精製において、本発明のモノクローナル抗体は任意の支持体に固定化
した状態で用いることができ、かかる固相化抗体として、抗体固定化カラム、抗体固定化
ビーズ及び抗体固定化チップ等を例示することができる（例えば、特開2005-326165号公
報）。
【００８５】
　IV. 被験物質の検出方法
　前述するように、本発明のエピトープタグ及びモノクローナル抗体は、被験物質の検出
に有効に用いることができる。ここで被験物質は、本発明のエピトープタグを結合させる
か、若しくはエピトープタグと融合させることができるものであればよく、好適にはペプ
チド（ポリペプチドを含む）を挙げることができる。
【００８６】
　本発明の検出方法は、本発明のモノクローナル抗体を本発明のエピトープタグのタグ抗
体として用いることを特徴とする。具体的には、本発明の検出方法は、本発明エピトープ
タグを結合若しくは融合させた被験物質と、当該エピトープタグを特異的に認識してそれ
と結合する本発明のモノクローナル抗体（タグ抗体）との抗原抗体反応を利用して、被験
物質を検出するというものであり、下記の工程を有することができる。
（1）本発明のモノクローナル抗体をタグ抗体として用いて、本発明のエピトープタグで
標識してなる被験物質と抗原抗体反応を行う工程、
（2）タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を指標として、被験物質を検出する工程。
【００８７】
　ここで「エピトープタグで標識してなる被験物質」としては、好適にはエピトープタグ
を融合してなる被験ペプチド（以下、これを「タグ融合ペプチド」という）を挙げること
ができ、当該タグ融合ペプチドの調製方法は前述の通りである。
【００８８】
　また抗原抗体反応に採用される条件は、本発明のモノクローナル抗体がタグ融合タンパ
ク質のタグ領域を認識し結合する条件であればよく、特に制限されない。例えば、実験例
３（３）に示すように、本発明のモノクローナル抗体とそのエピトープタグを含むペプチ
ドは、3.7％ホルマリンで固定化した細胞においても抗原抗体反応することが確認されて
いる。なお、当該抗原抗体反応は、タグ融合タンパク質を発現させた細胞内の生体環境条
件下で実施することもでき、斯くして、所望タンパク質の発現プロファイリング等に応用
することができる。
【００８９】
　被験物質（タグ融合タンパク質）の検出は、抗原抗体反応により、タグ抗体が結合した
抗原抗体反応物を指標として行うことができる（免疫染色）。この場合、タグ抗体として
、放射性若しくは非放射性同位体、蛍光色素、または酵素等で標識された本発明のモノク
ローナル抗体を用いることにより、当該標識物また標識物による反応（酵素と基質との反
応）を指標にして抗原抗体反応物を検出することができる。また、本発明のモノクローナ
ル抗体としてFc領域を有する免疫グロブリンを用いる場合は、当該Fc領域を認識する第２
抗体を用い、当該第２抗体と上記抗原抗体反応によって生じた抗原抗体反応物との複合体
を検出することができる。この場合、第２抗体として、放射性若しくは非放射性同位体、
蛍光色素、または酵素等で標識された抗体を用いることにより、当該標識物また標識物に
よる反応（酵素と基質との反応）を指標にして抗原抗体反応物を検出することができる。
【００９０】
　斯くして本発明の検出方法（免疫検出方法）によれば、被験タンパク質の相互作用解析
、スクリーニング、定量、発現プロファイリングなどを行うことができる。
【００９１】
　Ｖ．被験物質の単離回収方法（精製方法）
　また前述するように、本発明のエピトープタグ及びモノクローナル抗体は、被験物質の
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単離回収(以下、単に「精製」という)に有効に用いることができる。ここで被験物質は、
本発明のエピトープタグを結合させるか、若しくはエピトープタグと融合させることがで
きるものであればよく、好適にはペプチド（ポリペプチドを含む）及びタンパク質を挙げ
ることができる。
【００９２】
　本発明の精製方法は、本発明のモノクローナル抗体を本発明のエピトープタグのタグ抗
体として用いることを特徴とする。具体的には、本発明の精製方法は、本発明のエピトー
プタグを結合若しくは融合させた被験物質（タグ標識被験物質）と、当該エピトープタグ
を特異的に認識してそれと結合する本発明のモノクローナル抗体（タグ抗体）との抗原抗
体反応を利用して、タグ標識被験物質または被験物質を単離し回収するというものであり
、下記の工程を有することができる。
【００９３】
　（1）本発明のエピトープタグで標識してなる被験物質を含有する被験試料と、本発明
のモノクローナル抗体をタグ抗体として反応させる工程、
（2）上記タグ抗体が結合した抗原抗体反応物を被験試料から単離または回収する工程、
（3）必要に応じて、タグ抗体が結合した抗原抗体反応物からタグ抗体を除去し、被験物
質を回収する工程。
【００９４】
　ここで「エピトープタグで標識してなる被験物質」としては、好適にはエピトープタグ
を融合してなる被験ペプチド（ポリペプチドを含む）（タグ融合ペプチド）を挙げること
ができ、当該タグ融合ペプチドの調製方法は前述の通りである。また当該被験物質を含有
する被験試料としては、タグ融合ペプチドを発現産生する細胞、組織、及びそれらの破砕
物、並びにタグ融合ペプチドを含有する生体試料を例示することができる。
【００９５】
　また抗原抗体反応に採用される条件は、前述するように、本発明のモノクローナル抗体
がタグ融合ペプチドのタグ領域を認識し結合する条件であればよく、特に制限されない。
なお、当該抗原抗体反応は、タグ融合ペプチドを発現させた細胞内の生体環境条件下で実
施することもでき、斯くして、遺伝子工学的手法により、タグ融合ペプチドを発現産生さ
せた細胞から、所望のペプチドを単離回収することができる。
【００９６】
　被験物質（タグ融合ペプチド）の回収は、まず、抗原抗体反応により、タグ抗体が結合
した抗原抗体反応物を被験試料から単離回収することによって行なわれる。この場合、可
溶性のタグ融合ペプチド（抗原）が本発明のモノクローナル抗体との抗原抗体反応により
不溶化するようであれば、これを沈殿させることでタグ融合ペプチドを抗体抗原反応物と
して被験試料から分離及び精製することができる（免疫沈降法）。またこの場合、予め被
験試料を特異性のない抗体と処理して、非特異的に吸着する成分を取り除いておいてもよ
い。また当該方法は、本発明のモノクローナル抗体を任意の支持体に固定化した状態で用
いることができ、かかる固相化抗体として、前述するように、抗体固定化カラム、抗体固
定化ビーズ及び抗体固定化チップ等を例示することができる（例えば、特開2005-326165
号公報）。また、本発明のモノクローナル抗体としてFc領域を有する免疫グロブリンを用
いる場合は、当該Fc領域を認識する第２抗体を用い、当該第２抗体と上記抗原抗体反応に
よって生じた抗原抗体反応物との結合を利用して抗原抗体反応物を回収することもできる
（プルダウン法（Pull-down assay）。
【００９７】
　タグ抗体が結合した抗原抗体反応物からタグ抗体を除去する方法としては、制限はされ
ないが、例えば、タグ融合ペプチドとして、タグと被験ペプチドとの間にトロンビンやTE
Vプロテアーゼ等のプロテアーゼを認識する配列を入れたペプチドを用い、抗原抗体反応
後に、当該プロテアーゼで切り出すという方法を例示することができる。
【００９８】
　またタグ融合ペプチドからタグを除去する方法として、例えばトロンビンやTEVプロテ
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アーゼ等のプロテアーゼを用いてタグとペプチドとを切断し、再度、本発明のモノクロー
ナル抗体との親和性を利用したアフィニティー精製法を利用して、タグ及び消化されなか
ったタグ融合ペプチドを除去して、目的のペプチドを単離回収することもできる。
【００９９】
　斯くして本発明の精製方法によれば、種々のペプチドが共存する、例えば生体試料の中
から、所望のペプチドを選択的に単離し回収することができる。
【実施例】
【０１００】
　以下、本発明の構成及び効果を、下記の実施例及び実験例を例として説明する。但し、
本発明はかかる実験例等によって何ら制限されるものではない。
【０１０１】
　実施例１　ハイブリドーマG196及びモノクローナル抗体（G196抗体）の調製
（1）ハイブリドーマG196の調製
　GST（glutathione S-transferase）融合タンパク質発現用ベクターであるpGEX-2Tベク
ター（GEヘルスケア・ジャパン社）を用いて、大腸菌の形質転換を行った。イソプロピル
チオガラクトシド（IPTG）誘導されたGSTタンパク質を含む大腸菌溶解液からグルタチオ
ンアガロースビーズ（Sigma社）を用いてGSTタンパク質を精製した。精製したGSTタンパ
ク質をフロイント完全アジュバント(DIFCO社)でエマルジョン化し、BALB/c マウス（８週
齢、メス）に皮下注射し、免疫を開始した。２回目以降はフロイント不完全アジュバント
(DIFCO社)を用いて、精製したGSTタンパク質をエマルジョン化して免疫に使用した。２週
間間隔で合計３回の免疫をした後、採血し、取得した血清を用いてイムノブロット（SDS-
PAGEでGSTタンパク質を泳動、コントロールとしてウシ血清アルブミン）により抗体価を
確認した。
【０１０２】
　抗体価の上昇を確認した免疫済みのマウスから脾臓細胞を調整後、Galfreらによる方法
（非特許文献１：Galfre, G. and Milstein, C.: Preparation of monoclonal antibodie
s: strategies and procedures. Methods Enzymol., 73: 3-46, 1981）に準じて、ポリエ
チレングリコールを用いてマウスミエローマ細胞P3/NSI/1-Arg-1（ATCC TIB-18）と融合
を行った。混合させる脾臓細胞／ミエローマ細胞比は、脾臓細胞：ミエローマ=10:1でお
こなった。これを、前々日に96ウェル培養プレートに蒔き込んだフィーダー細胞（腹腔浸
出細胞）に重層して、炭酸ガス培養器で培養（37℃、5%CO2）した。培養の翌日、20% FCS
（fetal calf serum）およびHAT（ヒポキサンチン，アミノプテリン、チミジン）（ICN社
）RPMI1640培地（ニッスイ社）を用いて細胞を培養し、選択を開始した。２週間後、HAT
選択培地において増殖した細胞を含むウェルの培養上清を回収した後、pGEX-2Tベクター
由来の精製GSTタンパク質を用いたELISA（enzyme-linked immunosorbent assay）法によ
り、抗体生成を確認するとともに、抗体価を評価した。ELISA陽性の抗体を産生する融合
細胞（ハイブリドーマ）をさらに限界希釈法により３回のクローニングをおこない、モノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマを得た。以下、このハイブリドーマを「ハイブ
リドーマG196」といい、当該ハイブリドーマが産生するモノクローナル抗体を「G196抗体
」と称する。
【０１０３】
　（2）モノクローナル抗体の精製
　上記で調製したハイブリドーマG196が産生するモノクローナル抗体（G196抗体）を、プ
ロテインＡカラム（GEヘルスケア・ジャパン社）を用いて精製した。具体的には、まずハ
イブリドーマG196の培養上清を0.45μmのメンブランを通じて濾過することによって浄化
し、ｐＨを１N　NaOHで8.0に調整した。次いで、これをプロテインＡカラムに通液し、PB
S（pH8）で洗浄した後、抗体を0.1M　クエン酸溶液を用いてカラムから溶出させた。G196
抗体を含む溶出液を、PBSで透析することにより、精製G196抗体を調製取得した。
【０１０４】
　（3）モノクローナル抗体のサブタイプの決定
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　上記で取得したモノクローナル抗体（G196抗体）の抗体クラスを、サブクラスタイピン
グキット（HyCult Biotech社）を用いた酵素免疫測定法で評価したところ、IgG1κである
ことが確認された。
【０１０５】
　実験例１　モノクローナル抗体（G196抗体）の遺伝子解析
　上記実施例１で取得したハイブリドーマG196からRNAを抽出した後、oligo-dTプライマ
ーを用いて、逆転写し、cDNAを作製した。かかるcDNAを鋳型として、下記に示す重鎖プラ
イマーセット及び軽鎖プライマーセットを用いてPCRを行い、重鎖可変領域をコードする
ヌクレオチド及びそのアミノ酸配列、並びに軽鎖可変領域をコードするヌクレオチド及び
そのアミノ酸配列を解析した。
【０１０６】
【化１】

【０１０７】
　その結果、判明したハイブリドーマG196が産生するモノクローナル抗体（G196抗体）の
重鎖可変領域のアミノ酸配列及びそれをコードする塩基配列を、それぞれ配列番号２及び
４に示す。これらのアミノ酸配列及び塩基配列のうち、アミノ酸番号１８～２５及び塩基
番号５２～７５の領域が重鎖可変領域のＣＤＲ１に相当し、アミノ酸番号４３～５０及び
塩基番号１２７～１５０の領域が重鎖可変領域のＣＤＲ２に相当し、またアミノ酸番号８
９～９７及び塩基番号２６５～２９１の領域が重鎖可変領域のＣＤＲ３に相当する。
【０１０８】
　またG196抗体の軽鎖可変領域のアミノ酸配列及びそれをコードする塩基配列を、それぞ
れ配列番号３及び５に示す。これらのアミノ酸配列及び塩基配列のうち、アミノ酸番号１
８～２３及び塩基番号５２～６９の領域が軽鎖可変領域のＣＤＲ１に相当し、アミノ酸番
号４１～４３及び塩基番号１２１～１２９の領域が軽鎖可変領域のＣＤＲ２に相当し、ま
たアミノ酸番号８０～８８及び塩基番号２３８～２６４の領域が軽鎖可変領域のＣＤＲ３
に相当する。
【０１０９】
　実験例２　G196抗体の認識部位の同定
（１）G196抗体とGST融合タンパク質発現用ベクターの遺伝子産物との結合性
　GST融合タンパク質発現用ベクターとして、pGEX-4T-2ベクターとpGEX-6P-1ベクター（
いずれもGEヘルスケア・ジャパン社）を用いて、実施例１で調製したハイブリドーマG196
から産生されるモノクローナル抗体（G196抗体）と当該GST融合タンパク質発現用ベクタ
ーの遺伝子産物との結合性を評価した。
【０１１０】
　具体的には、上記各GST融合タンパク質発現用ベクターを用いて大腸菌を形質転換し、
形質転換した大腸菌の溶解液から、各GST融合タンパク質を精製した。pGEX-4T-2ベクター
の遺伝子産物（以下、「遺伝子産物4T-2」または単に「4T-2」という）は、GSTのC末端側
に、図２Ａの最下段（表示「4T-2」）に示すアミノ酸配列（配列番号１５）を有しており
、pGEX-6P-1ベクターの遺伝子産物（以下、「遺伝子産物6P-1」または単に「6P-1」とい
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う）は、GSTのC末端側に、図２Ａの下から２段目（表示「6P-1」）に示すアミノ酸配列（
配列番号１６）を有している。ウエスタンブロット法を用いて、精製した各GST融合タン
パク質に対するG196抗体の認識結合の有無を評価した。なお、各タンパク質の量はクマシ
ー染色により確認した。
【０１１１】
　結果を図２Ｂに示す。「遺伝子産物4T-2」の結果を図２Ｂの最左列に、「遺伝子産物6P
-1」の結果を図２Ｂの左から２番目の列に、それぞれ示す。これから分かるように、G196
抗体は、pGEX-4T-2ベクターの遺伝子産物4T-2は認識するものの、pGEX-6P-1ベクターの遺
伝子産物6P-1は認識しなかった。
【０１１２】
　「遺伝子産物4T-2」と「遺伝子産物6P-1」のアミノ酸配列（図２Ａ：4T-2と6P-1）を比
較し、G196抗体はGSTそのもののアミノ酸配列ではなく、GSTのC末端側のプロテアーゼ認
識部位を含むリンカー配列を認識する可能性が示唆された。
【０１１３】
　（２）G196抗体の認識部位の検討と同定
（2-1）最小認識アミノ酸配列の決定
　上記（１）の結果から、G196抗体が認識するエピトープの候補配列として、「遺伝子産
物4T-2」が特有に有するアミノ酸配列「SDLVPRGSP」（配列番号１５のアミノ酸番号６～
１４の領域）から３～９アミノ酸残基からなる複数のオリゴペプチドを作製し（図２Ａ参
照）、それをコードするヌクレオチドをpGEX-6P-1ベクター（GEヘルスケア・ジャパン社
）に導入して、大腸菌を形質転換した。なお、前述するように、pGEX-6P-1ベクターその
ものの遺伝子産物は、G196抗体によって認識されない。形質転換した大腸菌の溶解液から
、各候補アミノ酸配列を融合させたGST融合タンパク質を精製した。各候補アミノ酸配列
を融合させたGST融合タンパク質（以下、単に「6P-12」、「6P-14」、「6P-16」、「6P-1
5」、「6P-17」、または「6P-19」ともいう。）のGSTからC端側までのアミノ酸配列（配
列番号１７～２２）を、候補アミノ酸配列を含めて図２Ａに示す。
【０１１４】
　次いで、ウエスタンブロット法を用いて、（１）と同様に、精製した各GST融合タンパ
ク質に対するG196抗体の認識結合の有無を評価した。結果を図２Ｂに示す。右側から「6P
-19」、「6P-17」、「6P-15」、「6P-16」、「6P-14」、及び「6P-12」の結果を示す。
【０１１５】
　これからわかるように、G196抗体は「6P-15」、「6P-14」、及び「6P-12」を認識する
ものの、「6P-19」、「6P-17」、及び「6P-16」は認識しなかった。このことから、G196
抗体の最小認識配列は、「DLVPR」（配列番号６）であることが判明した。
【０１１６】
　（2-2）アラニンスキャン
　次いで、最小認識配列「DLVPR」（配列番号６）のうち、どのアミノ酸残基がG196抗体
の認識に重要であるかを確認するために、アラニンスキャンを実施した。具体的には、最
小認識配列「DLVPR」中のアミノ酸残基を一つずつアラニンに置換した５アミノ酸残基か
らなる複数のオリゴペプチドを作製し（図３Ａ中の候補配列参照）、それをコードするヌ
クレオチドをpGEX-6P-1ベクターに導入して、大腸菌を形質転換し、当該大腸菌が産生す
る候補配列を融合させたGST融合タンパク質を用いて、（2-1）と同様にウエスタンブロッ
ト法を行った。各候補配列を融合させたGST融合タンパク質（以下、単に「6P-15」、「6P
-24」、「6P-25」、「6P-26」、「6P-27」、「6P-28」または「6P-29」ともいう。）のGS
TからC端側までのアミノ酸配列（配列番号２０，２３～２８）を、候補配列を含めて図３
Ａに示す。また、ウエスタンブロット及びクマシー染色の結果を図３Ｂに示す。右側から
「6P-29」、「6P-28」、「6P-27」、「6P-26」、「6P-25」、「6P-24」、「6P-15」、「6
P-1」及び「4T-2」の結果を示す。
【０１１７】
　これからわかるように、G196抗体は「6P-15」、「6P-26」、及び「6P-27」を認識する
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ものの、「6P-24」、「6P-25」、「6P-28」及び「6P-29」は認識しなかった。このことか
ら、G196抗体の最小認識配列「DLVPR」（配列番号６）のうち、「DL_ _R」のアミノ酸残
基が重要であることが判明した。
【０１１８】
　実験例３　G196抗体の評価（その１）
　実施例１で作製したG196抗体について、「DLVPR」（配列番号６）を有するペプチド（G
SDLVPRGSC：配列番号３０）との親和性を、等温滴定カロリーメータを用いて測定した。
【０１１９】
　結果を図４に示す。この結果から、Kd値は、約0.4～2ｎＭ、具体的には1.25±0.77×10
－９Ｍ（1.25±0.77ｎＭ）であり、本発明のG196抗体は「DLVPR」のアミノ酸配列を有す
るペプチドに対して高い親和性を有することが確認された。
【０１２０】
　実験例４　G196抗体の評価（その２）
　Ｎ末端にビオチンを付加した合成ペプチド（GSGSDLVPRG）（配列番号４２）、およびそ
の変異体（エピトープ部位であるDLVPR領域のアミノ酸残基を各々他の１９種類のタンパ
ク質構成アミノ酸残基で置換した合成ペプチド）をストレプトアビジンでコートしたプレ
ート上に結合させた。その後、実施例１で作製したG196抗体との結合を、常法に従い酵素
結合免疫吸着法（ELISA）により確認し、G196抗体と結合するペプチドのアミノ酸配列を
調べた。
【０１２１】
　結果を、使用したペプチドのアミノ酸配列とともに、図５に示す。この結果から、G196
抗体は、「DLVPR」（配列番号６）のアミノ酸配列に特異的に結合するのみならず、当該
アミノ酸配列（DLVPR）のうち、Asp（D）をGlu（E）またはSer（S）に置換したアミノ酸
配列；Leu（L）をIle（I）に置換したアミノ酸配列；Val（V）をIle（I）またはThr（T）
に置換したアミノ酸配列；Pro（P）を１９種の全てのタンパク質構成アミノ酸のいずれか
に置換したアミノ酸配列をいずれも認識し、選択的に結合することが確認された。
【０１２２】
　実験例５　G196抗体の評価（その３）
　G196抗体の認識部位「DLVPR」（配列番号６）を含むアミノ酸配列「SDLVPRGS」（「6P1
2」という）（配列番号２９）を、FLAG-HA-EGFP（FHG）に融合させて（FHG-6P12）、HeLa
細胞に発現させた（HeLa細胞（FHG-6P12））。また、比較対照のため、6P12を融合させな
いFLAG-HA-EGFP（FHG）そのものをHeLa細胞に発現させた（HeLa細胞（FHG））。
【０１２３】
　以下、タグ抗体として、FHGのうちFLAG部位を認識するFLAG（M2）抗体（Sigma社）及び
本発明のG196抗体を用いて、定法に従って、ウエスタンブロット法、免疫沈降法および細
胞免疫染色法を実施した。
【０１２４】
　（１）ウエスタンブロット法
（1-1）方法
　HeLa細胞（FHG）及びHeLa細胞（FHG-6P12）の各細胞溶解液を、SDS-ポリアクリルアミ
ドゲルで電気泳動後、PVDF（フッ化ポリビニリデン）膜（Millipore社）にセミドライ法
により転写した。タンパク質が転写された膜を5% 脱脂粉乳および0.1% Tween-20を含むPB
Sによるブロッキング後、それぞれの特異抗体液を一次抗体として転写膜に結合させ、0.1
% Tween-20を含むPBSにより余分な一次抗体をよく洗い落とした。さらにHRP（horseradis
h peroxidase）標識二次抗体を転写膜に結合させ、0.1% Tween-20を含むPBSにより余分な
二次抗体をよく洗い落とした。HRPの基質として、分解されると発光する蛍光試薬（Weste
rn lightning Chemiluminescence試薬、パーキンエルマー社）を用いて、転写膜上の目的
のタンパク質のバンドからの蛍光によりX線フィルム（富士フィルム社）に感光し、検出
した。
【０１２５】
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　（1-2）結果
　結果を図６に示す。図６中、Ａは、FLAG（M2）抗体（Sigma社）によるエピトープタグ
（FHG及びFHG-6P12）の検出結果を、Ｂは、G196抗体によるエピトープタグ（FHG及びFHG-
6P12）の検出結果をそれぞれ示す。図からわかるように、ウエスタンブロット法において
、G196抗体はバックグラウンドもなく、また既存のFLAG(M2)抗体（Sigma社）と遜色なく
、HeLa細胞内で発現したFHG-6P12を認識することが可能であった。またG196抗体は、FHG
部位を認識せず、FHG-6P12のうち6P12部位を選択的に認識することが確認された。
【０１２６】
　（２）免疫沈降法
（2-1）方法
　それぞれの特異的抗体（FLAG（M2）抗体、G196抗体）をプロテインＡセファロースビー
ズ（GEヘルスケア・ジャパン社）に結合させ、余分な抗体をよく洗い落とした。特異的抗
体を結合させたビーズをHeLa細胞（FHG）及びHeLa細胞（FHG-6P12）それぞれの細胞溶解
液に加え結合させ、ビーズに特異的に結合するタンパク質以外をよく洗い落とした。ビー
ズを2×SDS サンプル緩衝液に懸濁後、100℃, 5分間処理してサンプルとした。そのサン
プルを、SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、PVDF（フッ化ポリビニリデン）膜（
Millipore社）にセミドライ法により転写した。タンパク質が転写された膜を5% 脱脂粉乳
および0.1% Tween-20を含むPBSによるブロッキング後、それぞれの特異抗体液を一次抗体
として転写膜に結合させ、0.1% Tween-20を含むPBSにより余分な一次抗体をよく洗い落と
した。さらにHRP（horseradish peroxidase）標識二次抗体を転写膜に結合させ、0.1% Tw
een-20を含むPBSにより余分な二次抗体をよく洗い落とした。HRPの基質として、分解され
ると発光する蛍光試薬（Western lightning Chemiluminescence試薬、パーキンエルマー
社）を用いて、転写膜上の目的のタンパク質のバンドからの蛍光によりX線フィルム（富
士フィルム社）に感光し、検出した。
【０１２７】
　（2-2）結果
　結果を図７に示す。FLAG(M2)抗体（Sigma社）によるエピトープタグ（FHG及びFHG-6P12
）の検出結果、及びG196抗体によるエピトープタグ（FHG及びFHG-6P12）の検出結果をそ
れぞれ示す。図からわかるように、免疫沈降法において、G196抗体は既存のFLAG(M2)抗体
（Sigma社）と遜色なく、細胞内で発現したFHG-6P12タンパク質を認識し、免疫沈降する
ことが可能であった。またウエスタンブロット法と同様に、G196抗体は、FHG部位を認識
せず、FHG-6P12のうち6P12部位を選択的に認識することが確認された。
【０１２８】
　（３）細胞染色法
（3-1）方法
　3.7% ホルマリンと0.2% Triton X-100を含む緩衝液でそれぞれのHeLa細胞（HeLa細胞（
FHG）及びHeLa細胞（FHG-6P12）を固定と透過処理をおこなった。5% 脱脂粉乳を含むPBS
によるブロッキング後、それぞれの特異抗体液を一次抗体として細胞と反応させ、PBSに
より余分な一次抗体をよく洗い落とした。さらにAlexa Fluor色素標識二次抗体（Molecul
ar Probes社）を細胞に反応させ、PBSにより余分な二次抗体をよく洗い落とした。包埋緩
衝液（Vector Laboratories社）を用いて細胞をスライドガラス上に固定後コンフォーカ
ルレーザ顕微鏡（オリンパス社）で観察した。
【０１２９】
　（3-2）結果
　結果を図８に示す。αGFP抗体（ウサギ）（バイオアカデミア社）によるエピトープタ
グ（FHG及びFHG-6P12）の検出結果（図８Ａ及びＢ共に右上欄に示す）、G196抗体による
エピトープタグ（FHG及びFHG-6P12）の検出結果（図８Ａ及びＢ共に左上欄に示す）をそ
れぞれ示す。図からわかるように、免疫染色法において、G196抗体は、既存のαGFP抗体
（バイオアカデミア社）と遜色なく、またバックグラウンドも低く、細胞内で発現したFH
G-6P12を認識し、免疫染色することが可能であった（図８Ｂ参照）。また、6P12をエピト
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ープタグとして付加しても、FHGの細胞内局在は変わらなかった。また、図８Ａからわか
るように、G196抗体は、FHG部位を認識せず、FHG-6P12のうち6P12部位を選択的に認識す
ることが確認された。
【０１３０】
　実験例６　G196（scFv）抗体の作製とその評価
（１）G196（scFv）抗体の作製
　pET28-His-TEVベクター（Novagen社のpET28を改変。6X Hisタグ配列の下流にTEVプロテ
アーゼ認識配列を有する。）を用いて、6X Hisタグ融合タンパク質としてG196のscFvを大
腸菌で発現させた。この際、大腸菌中で発現産生した6X Hisタグ融合タンパク質は不溶分
画に局在する。そこで８Ｍの尿素を含むＰＢＳ（denature条件）を用いて大腸菌を溶解し
、金属キレートアフィニティークロマトグラフィーに供した。具体的には、大腸菌の溶解
物を、denature条件下でもHisタグと特異的に結合する金属キレート樹脂（Ni-NTA agaros
e, Qiagen社）に供して結合させた後、徐々に尿素を除去することで6X Hisタグ融合タン
パク質をrenatureさせて精製した。
【０１３１】
　得られた6X Hisタグ融合タンパク質（G196（scFv）抗体）のアミノ酸配列を、配列番号
３２に示す。当該アミノ酸配列（配列番号３２）のアミノ酸番号２２～１２３領域は、本
発明モノクローナル抗体（IgG）の重鎖可変領域のアミノ酸配列（配列番号２）のアミノ
酸番号７～１０８の領域に相当し、当該アミノ酸配列（配列番号３２）のアミノ酸番号１
４８～２４５の領域が、本発明モノクローナル抗体（IgG）の軽鎖可変領域のアミノ酸配
列（配列番号３）のアミノ酸番号１～９８の領域に相当する。これらの領域が、ＧＳリン
カー配列を有するペプチドを介して結合している。
【０１３２】
　（２）評価（免疫沈降法）
　実施例１で調製したG196抗体と、上記で調製したG196（scFv）抗体を用いて、実験例５
（２）の方法と同様の方法で、免疫沈降法により、FLAG-HA-EGFP（FHG）及びFHG-6P12に
対する結合性を評価した。
【０１３３】
　結果を図９に示す。図からわかるように、G196（scFv）抗体は、実施例１で調製したG1
96抗体と遜色なく、細胞内で発現したFHG-6P12を認識し、免疫沈降することが確認された
。また、G196（scFv）抗体は、G196抗体と同様には、FHG部位を認識せず、6P12部位を選
択的に認識することが確認された。
【０１３４】
　実験例７　G196抗体の評価（その４）
　転写因子であるATF/CREB タンパク質ファミリーであるAtf1のＣ末端に、G196抗体の認
識部位「DLVPR」（配列番号６）を３個含むアミノ酸配列「GSDLVPRGSDLVPRGSDLVPRGS」（
配列番号４３）（以下、これを「G196」という）と GFP を融合させて（Atf1-G196-GFP）
、これを分裂酵母に発現させた（分裂酵母（Atf1-G196-GFP））。また、比較対照のため
、GFPのＣ末端にIws1を融合させて（GFP-Iws1）、これを分裂酵母に発現させた（分裂酵
母（GFP-Iws1））。
【０１３５】
　以下、エピトープタグとして、分裂酵母に発現させた「Atf1-G196-GFP」及び「GFP-Iws
1」、並びにタグ抗体として、抗GFP抗体（ウサギ）（バイオアカデミア社）及び実施例１
で作製した本発明のG196抗体を用いて、定法に従って、ウエスタンブロット法、クロマチ
ン免疫沈降法および細胞免疫染色法を実施した。
【０１３６】
　（１）ウエスタンブロット法
（1-1）分裂酵母のlysateの調製法
　225 mg/L のadenine, leucine, uracil を添加したYE 培地 (0.5% yeast extract, 3% 
glucose) で培養した分裂酵母（野生型酵母、分裂酵母（Atf1-G196-GFP）、分裂酵母（GF
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P-lws1））を、protease inhibitor cocktail (SIGMA, P8215) を含むBuffer 1 (50 mM H
EPES-KOH [pH 7.5], 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, and 0.1% Na-deoxycho
late) に懸濁し、ガラスビーズ (BioSpec, 11079-105) とMulti-Beads Shocker (Yasui K
ikai, MB400U)により破砕した。
【０１３７】
　（1-2）方法
　上記で調製した各酵母の細胞溶解液（Lysate）を、SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気
泳動後（図１０中、左側カラムから順に、野生型酵母、分裂酵母（Atf1-G196-GFP）、分
裂酵母（GFP-lws1））、PVDF膜（Millipore社）にセミドライ法により転写した。タンパ
ク質が転写された膜を5% 脱脂粉乳および0.1% Tween-20を含むPBSによるブロッキング後
、それぞれの特異抗体液を一次抗体として転写膜に結合させ、0.1% Tween-20を含むPBSに
より余分な一次抗体をよく洗い落とした。さらにHRP標識二次抗体を転写膜に結合させ、0
.1% Tween-20を含むPBSにより余分な二次抗体をよく洗い落とした。HRPの基質として、分
解されると発光する蛍光試薬（Western lightning Chemiluminescence試薬、パーキンエ
ルマー社）を用いて、転写膜上の目的のタンパク質のバンドからの蛍光によりX線フィル
ム（富士フィルム社）に感光し、検出した。
【０１３８】
　（1-3）結果
　結果を図１０に示す。図中、上段の電気泳動像は、本発明のG196抗体によるウエスタン
ブロット検出結果を、下段の電気泳動像は、抗GFP抗体によるウエスタンブロット検出結
果をそれぞれ示す。この結果からわかるように、本発明のG196抗体は、G196を融合したAt
f1-G196-GFPを発現させた酵母［分裂酵母（Atf1-G196-GFP）］の細胞溶解液に選択的に結
合し、野生型酵母やGFPのみを融合させたGFP-Iws1を発現させた酵母［分裂酵母（GFP-Iws
1）］の細胞溶解液には結合しないことが確認された。
【０１３９】
　（２）免疫沈降法
（2-1）クロマチン免疫沈降法（図１１）
　YES培地で培養した分裂酵母［野生型、及び分裂酵母（Atf1-G196-GFP）］を、1% forma
ldehyde/PBSで固定後、125 mM glycineで反応を停止させた。ガラスビーズ (BioSpec, 11
079-105) とMulti-Beads Shocker (Yasui Kikai, MB400U)により破砕後、Bioruptor (Cos
mo-bio, UCD-250) によりDNA を断片化した。
【０１４０】
　G196抗体により免疫沈降した後、proteinase K 処理し、QIAquick PCR Purification K
it (QIAGEN, 28106) を用いてDNAを精製した。標的配列は、SYBR Premix ExTaq (TaKaRa,
 PR041)を用いて, Thermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa, TP800)により解析
した。定量的PCRに用いたプライマーを表１に示す。
【０１４１】
【表１】

【０１４２】
　Atf1は、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaseをコードするtdh1 遺伝子(SPBC32
F12.11) の300bp上流に存在するCRE (TGACGT) （配列番号４８）を認識して結合すること
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抗体によるクロマチン免疫沈降の検出結果をそれぞれ示す。
【０１４３】
　結果を図１１に示す。この結果から、G196抗体は、分裂酵母（Atf1-G196-GFP）の細胞
内で発現したG196（GSDLVPRGSDLVPRGSDLVPRGS：（配列番号４３）を認識して、クロマチ
ン免疫沈降できることがわかった。
【０１４４】
　（３）細胞染色法
　下記の操作により、分裂酵母（Atf1-G196-GFP）及び野生型酵母の細胞をそれぞれ固定
化し透過処理を行った。
1．YES培養液（0.5% yeast extract, 3% glucose）で対数増殖中の分裂酵母（Atf1-G196-
GFP）及び野生型酵母に、それぞれホルムアルデヒドを最終濃度3%になるよう加える。
2．固定処理の後、グリシンを最終濃度250 mMになるように加えてクエンチングする。
3．得られた細胞をPEMS'（PBS pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1.2 M sorbitol）で洗
い、PEMS'（PBS pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 1.2 M sorbitol,5 mg/ml Zymolyase 2
0T, 0.1% 2-ME）に再懸濁して室温で60分放置する。
4．これをPEM'（PBS pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4、1% Triton X-100）に再懸濁して
室温で30分放置する。
5．得られた細胞をPEM'（PBS pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4）で３回洗う。
6．洗浄した細胞を、PEMAL'（PBS pH 7.5, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO4, 0.1% Na azide, 0.1
 M L-lysine HCl,5% Milk）に懸濁して室温で30分放置する。
【０１４５】
　斯くして調製した分裂酵母（Atf1-G196-GFP）及び野生型酵母の細胞を、5% 脱脂粉乳を
含むPBSによるブロッキング後、透過光観察、DAPI染色（核染色）、及び抗GFP抗体（ウサ
ギ）（バイオアカデミア社）またはG196抗体を一次抗体とした免疫染色を行った。免疫染
色は、抗体液を細胞と反応させた後に、Alexa Fluor色素標識二次抗体（Molecular Probe
s社）を反応させて行った。DAPI染色（核染色）、または免疫染色後、包埋緩衝液（Vecto
r Laboratories社）を用いて細胞をスライドガラス上に固定後コンフォーカルレーザ顕微
鏡（オリンパス社）で観察した。
【０１４６】
　結果を図１２に示す。図からわかるように、免疫染色法において、G196抗体は、既存の
抗GFP抗体と遜色なく、またバックグラウンドも低く、分酵酵母（Atf1-G196-GFP）で発現
したAtf1-G196-GFPタンパク質を認識し、免疫染色することが可能であった。
【配列表のフリーテキスト】
【０１４７】
配列番号１、６～９、３１、３４～４１は、本発明のモノクローナル抗体G196が認識する
エピトープ領域（最小認識配列）のアミノ酸配列；配列番号１０及び３３は、ＧＳリンカ
ー配列の構成単位領域のアミノ酸配列；配列番号１１～１４はプライマーの塩基配列；配
列番号１５はpGEX-4T-2ベクターの遺伝子産物のアミノ酸配列；配列番号１６はpGEX-6P-1
ベクターの遺伝子産物のアミノ酸配列；配列番号１７～２８はGST融合タンパク質のGSTに
融合したC末領域のペプチドのアミノ酸配列：配列番号２９～３０、４２及び４３は本発
明のモノクローナル抗体G196が認識するエピトープ領域（最小認識配列）を含むペプチド
のアミノ酸配列；配列番号４４～４７は実験例７のクロマチン免疫沈降法において定量的
PCRに用いたプライマーの塩基配列をそれぞれ示す。配列番号４８はＣＲＥのアミノ酸配
列を示す。配列番号３２は、6X Hisタグ融合タンパク質（G196（scFv）抗体）のアミノ酸
配列を示す。
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BB,BG,BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,H
U,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,
UZ,VC,VN

Ｆターム(参考) 4B024 AA11  BA53  CA04  CA09  CA20  DA02  DA06  EA04  GA03  GA09 
　　　　 　　        HA12 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA02  CA09  CA19  CA20  CC15  CC24  CE12  DA13 
　　　　 　　  4H045 AA11  BA13  DA76  EA50  FA74  GA26 

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に
係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法 
第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。
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