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(54)【発明の名称】 アンギオテンシンＩＩと結合する抗体

(57)【要約】
【課題】  アンギオテンシンIIの検出、測定ならびにそ
れに基づいた診断、さらには心血管系疾患の治療に有用
な、アンギオテンシンIIと結合するモノクローナル抗体
を提供する。
【解決手段】  アンギオテンシノーゲンノックアウト動
物にアンギオテンシンIIを免疫して得られるリンパ球
と、ミエローマとの細胞融合によって得られるハイブリ
ドーマ細胞から産生される、アンギオテンシンIIと結合
するモノクローナル抗体。また、かかるモノクローナル
抗体を産生する動物細胞。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  アンギオテンシノーゲンノックアウト動
物にアンギオテンシンIIを免疫して得られるリンパ球
と、ミエローマとの細胞融合によって得られるハイブリ
ドーマ細胞から産生される、アンギオテンシンIIと結合
するモノクローナル抗体。
【請求項２】  請求項１に記載のモノクローナル抗体を
産生する動物細胞。
【請求項３】  ハイブリドーマ細胞またはハイブリドー
マ細胞から誘導される細胞である請求項２に記載の動物
細胞。
【請求項４】  ノックアウト動物に当該ノックアウト遺
伝子産物を免疫して得られるリンパ球とミエローマとの
細胞融合によって得られるハイブリドーマ細胞から産生
される、当該ノックアウト遺伝子産物に結合するモノク
ローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明はアンギオテンシンII
と結合するモノクローナル抗体、およびかかる抗体を用
いたアンギオテンシンIIの検出・測定系、ならびに診断
薬に関する。
【０００２】
【従来の技術】アンギオテンシンＩは１０アミノ酸から
なるペプチド（ＮＨ
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－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｙ

ｒ－Ｉｌｅ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ
－ＣＯＯＨ）であり、前駆体蛋白質であるアンギオテン
シノーゲンから、レニンによるプロセシングによって生
成される。さらにアンギオテンシンＩはアンギオテンシ
ン変換酵素（ＡＣＥ）によりプロセシングを受け、８ア
ミノ酸からなるアンギオテンシンII（ＮＨ
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－Ａｓｐ－

Ａｒｇ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｐ
ｈｅ－ＣＯＯＨ）に変換される。アンギオテンシンIIは
特異的受容体を介し、血管平滑筋収縮、腎臓糸球体メサ
ンギウム細胞の収縮、腎糸球体輸出入細動脈の収縮、近
位尿細管のナトリウム再吸収促進、副腎アルドステロン
分泌亢進等、血圧調節や水・電解質代謝に直接的作用を
もつことが明らかとなっている。また近年、上記の作用
とは別にアンギオテンシンIIは増殖因子としての作用を
もつことが明らかとなってきた。すなわち、培養細胞を
用いた検討やアンギオテンシン受容体拮抗薬、アンギオ
テンシン変換酵素阻害薬を用いた薬理学的検討から、ア
ンギオテンシンIIは心血管・腎組織の構成細胞に対し特
異的レセプターおよび細胞内情報伝達系を介して、増殖
・細胞外基質合成促進・肥大作用等、多様な生物活性を
有することが明らかとなっている（Science, 245, 186 
(1989),  Journal of Crdiovascular Pharmacology, 19
(suppl.1), S51(1992), Kidney International, 40, 58
3(1991)）。これらの知見から、アンギオテンシンIIは
高血圧はもとより心肥大、動脈硬化症、心筋梗塞症、腎
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糸球体硬化症などの循環系増殖性疾患に関与していると
考えられている。
【０００３】以上のように、アンギオテンシンIIは生理
的、病態生理学的に極めて重要な因子であり、生体組織
におけるその検出、測定系は医療診断、医学研究におい
て重要である。現在、アンギオテンシンIIの測定手法と
しては、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体を用
いた放射性同位体ラジオイムノアッセイ法（Journalof 
Cardiovascular Pharmacology, 8 Suppl 10: S23-8(198
6), Biochemcal Biophysical Research Communication 
143(1): 133-9 (1987)）およびポリクローナル抗体を用
いたエンザイムイムノアッセイ（Peninsula社、EIA for
 AngiotensinII(Human), EIAH-7002）が一般的である。
しかしこれらの方法は、放射性同位体を用いること、高
コストであることなどから、より簡便で安価な測定系が
望まれている。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】本発明の課題は、より
簡便なアンギオテンシンの測定系に必要とされる抗アン
ギオテンシンモノクローナル抗体を取得することであ
る。そうした抗体を用いることにより、アンギオテンシ
ンを含む検体サンプルのより大量、短時間、安価な測定
が可能となることが期待される。また、アンギオテンシ
ンIIに結合することによりアンギオテンシンIIの生理活
性を中和する抗体は、過剰なアンギオテンシンIIによっ
て引き起こされると考えられる疾患、例えば高血圧、心
肥大、動脈硬化症、心筋梗塞症、腎糸球体硬化症などの
循環系増殖性疾患における改善および治療に有効である
ことが期待できる。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らはアンギオテ
ンシノーゲンノックアウト動物を用い、ＫＬＨコンジュ
ゲートアンギオテンシンIIを免疫原としてアンギオテン
シンIIに結合するモノクローナル抗体を取得し、本発明
を完成した。
【０００６】すなわち本発明は、アンギオテンシンIIと
結合する抗体であって、酵素免疫測定法により生体内の
アンギオテンシンIIを検出し得る結合性を有するモノク
ローナル抗体である。
【０００７】また、本発明はアンギオテンシンII活性を
中和し得るモノクローナル抗体である。
【０００８】さらに本発明は、上記モノクローナル抗体
を産生するハイブリドーマ細胞等の動物細胞である。
【０００９】例えば、マウスにおけるモノクローナル抗
体の作成は、非マウス蛋白由来分子を抗原分子として用
いる。マウス由来の抗原を用いた場合には、その分子に
対して既に免疫寛容が成立しているため抗原分子として
認識されにくく、抗体ができにくいからである。
【００１０】ところで、アンギオテンシンIIの一次構造
は哺乳動物に広く共通していることが知られている。し
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たがって、たとえマウスにヒトのアンギオテンシンIIを
免疫する場合であっても「非マウス蛋白由来の抗原」と
考えるわけにはいかない。
【００１１】この問題点を解決すべく、本発明者らはア
ンギオテンシンに対する免疫寛容が成立していないと考
えられるマウス、すなわちアンギオテンシノーゲンノッ
クアウトマウス（筑波低血圧マウス）を免疫動物として
用いることを着想した。これを用いれば特異性の高い抗
アンギオテンシンモノクローナル抗体を作成できるので
はないかと考えたのである。
【００１２】
【発明の実施の形態】本発明のモノクローナル抗体は、
例えば以下に述べる方法で調製することができる。すな
わち、基本的には、GalfreおよびMilstein, Methods in
 Enzymology,第７３巻，Academic Press, New York (19
81); James W. Goding, MonoclonalAntibodies: Princi
ples and Practice, Academic Press, Orlando, Florid
a (1986); Current Protocols in Molecular Biology, 
F.M. Ausubel等共編、WileyInterscience, New York (1
987) 等に記載されている方法である。
【００１３】モノクローナル抗体を調製するためには、
精製した抗原ぺプチドを用いた方がよい。この精製ぺプ
チドは抗体力価検定のためにも用いられる。本発明のモ
ノクローナル抗体の調製に際して用いた抗原ぺプチドの
調製法は、実施例において詳述する。
【００１４】次に、ＫＬＨに結合させたアンギオテンシ
ンIIをアジュバントとともにノックアウト動物に腹腔内
注射または皮下注射することを繰り返し、免疫応答を起
こさせる。続いて、その免疫した動物からＢリンパ球を
取り出し、上記文献記載の方法で、無限増殖能をもつ動
物細胞と細胞融合を行う。ノックアウト動物としてはノ
ックアウトマウスが好ましい。また、融合の相手として
好ましい細胞株はマウスの骨髄腫細胞であり、Ｐ３－Ｘ
６３－Ａｇ８－Ｕ１ミエローマ細胞（ＡＴＣＣＣＲＬ１
５９７）が特に好ましい。
【００１５】細胞融合後は、常法に従い適当な選択培地
で培養を続け、生残した細胞の中からアンギオテンシン
IIに結合する抗体を産生している細胞株をＥＬＩＳＡ法
等により選別する。さらに得られたモノクローナル抗体
産生細胞について数回のクローニングを行い、単クロー
ン性および抗体産生能の安定性のある株を選別すること
が望ましい。クローニング法としては、限界希釈法、軟
アガロース法、およびセルソーターを用いた選別法等を
用いることができる。
【００１６】ヒトの治療に本発明のモノクローナル抗体
を用いる場合には、ヒト型のモノクローナル抗体を用い
ることが望ましい。ヒト型のモノクローナル抗体には、
ヒトのモノクローナル抗体のほか、いわゆるキメラ抗
体、すなわち可変領域のみマウス等の動物由来のアミノ
酸配列からなり、定常領域にはそれ以外の配列を用いた
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ものも含まれる。この他、いわゆるＣＤＲグラフティン
グ技術によるモノクローナル抗体、すなわち相補性決定
領域のみ動物由来のアミノ酸配列からなり、それ以外の
配列はすべてヒト由来のものであるものも、ここでいう
ヒト型のモノクローナル抗体に含まれる。
【００１７】これらのキメラ抗体あるいはＣＤＲグラフ
ティング技術によるモノクローナル抗体は、現在の遺伝
子組換え技術によれば、本発明のモノクローナル抗体を
産生するマウスのハイブリドーマから、それに対応する
遺伝子を取り出してヒト抗体遺伝子と組み換え、動物細
胞に導入して発現させることによっても容易に作製する
ことができる。例えばInt. J. Cancer, 44, 424～433 
(1989), Pro Natl AcadSci USA, 87, 8095～8099 (199
0)に記載のごとくである。また、アミノ酸配列を変えず
に、モノクローナル抗体の産生効率向上を目的として、
ハイブリドーマから取り出した本発明の抗体に対応する
遺伝子を他の動物細胞において発現させることも可能で
ある。本発明のモノクローナル抗体には、これらの遺伝
子組換え技術によって得られるモノクローナル抗体およ
びそれを産生する動物細胞も含まれる。
【００１８】ヒト型モノクローナル抗体の作製方法に
は、上記のほかに、ヒトのＢリンパ球をヒトまたはマウ
スのミエローマあるいはヘテロミエローマと細胞融合す
る方法もある。ヒトのミエローマと細胞融合する方法と
しては、例えばJ. Immunol Methods, 61, 17～32 (198
3)に、マウスのミエローマと細胞融合する方法として
は、例えばProc Natl Acad Sci USA, 77, 6841～6845 
(1980)に、ヘテロミエローマと細胞融合する方法として
は、例えばProc Natl Acad Sci USA, 81, 3214 (1984)
等に記載されている。これらの方法を実施するにあたっ
ては、ヒトのＢリンパ球を細胞融合する前にｉｎ  ｖｉ
ｔｒｏで刺激しておくほうがよい。その方法としては、
例えばBiochem Biophys Rec Commun, 135, 495 (1986)
に記載の方法によればよい。
【００１９】
【実施例】以下、実施例により本発明をさらに詳細に説
明するが、本発明はこれにより何ら限定されるものでは
ない。
【００２０】［実施例１］
免疫用抗原ペプチドの調製
アンギオテンシンIIのＮ末端にシステインを有するペプ
チド（配列番号１）をペプチドシンセサイザー（アプラ
イド  バイオシステムズ  モデル４３１Ａ）にて化学合
成した。この合成ペプチドを１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐ
Ｈ７．５）に溶解し（１０ｍｇ／ｍＬ）、１０ｍｇのマ
レイミド活性化ヘモシアニン（ベーリンガーマンハイム
バイオケミカ社製）と２５℃で２時間インキュベートし
た後、反応溶液を１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）
に対して透析し、免疫用抗原ペプチド溶液とした。
【００２１】［実施例２］
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血清抗体価測定用抗原ペプチドの調製
アンギオテンシンIIのＮ末端にシステインを有するペプ
チド（配列番号１）をペプチドシンセサイザー（アプラ
イド  バイオシステムズ  モデル４３１Ａ）にて化学合
成した。この合成ペプチドを１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐ
Ｈ７．５）に溶解し（１０ｍｇ／ｍＬ）、１０ｍｇのマ
レイミド活性化ウシ血清アルブミン（ベーリンガーマン
ハイムバイオケミカ社製）と２５℃で２時間インキュベ
ートした後、反応溶液を１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ
７．５）に対して透析し、血清抗体価測定用抗原ペプチ
ド溶液とした。
【００２２】［実施例３］
アンギオテンシンペプチドと反応するモノクローナル抗
体の作製
実施例１で調製した抗原ペプチド、１０μｇをフロイン
ドのコンプリートアジュバント（ＢＡＣＴＯ社製、１：
１）とともに、２週間毎にアンギオテンシノーゲンノッ
クアウトマウス（６週齢、オス）にｉ．ｐ．投与した。
これを４回行なった後、５回目は細胞融合の３日前に上
記混合物５０μｌをｉ．ｖ．投与した。
【００２３】細胞融合の直前にマウスを殺し、脾細胞を
ＰＢＳ中でホモジナイズし、残渣をナイロンメッシュで
濾過後、ＰＢＳで遠心洗浄を１回行なった。この脾細胞
２×１０7個をマウスミエローマ（Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ
８－Ｕ１）４×１０7と常法（Kohler, Milstein; Natur
e, ２５６，４９５～４９７（１９７５））に従って細
胞融合した。
【００２４】すなわち、両細胞を混合後遠沈し、１ｍｌ
の５０％ポリエチレングリコール（和光純薬、２００
０）ＨＡＴ培地（ＧＩＴ培地、和光純薬）を２分間かけ
て滴下し、さらに５分間かけて１０ｍｌのＨＡＴ培地で
ポリエチレングリコールを希釈した後、最終的に同培地
で１００ｍｌにしてから２００μｌ／ウェルで９６ウェ
ルプレート５枚に分注した。５％ＣＯ

2
、３７℃で一週

間培養後、半量（１００μｌ／ウェル）を除去し、ＨＴ
培地（ＧＩＴ培地、和光純薬）を加えた（１００μｌ／
ウェル）。二週間後に以下に述べるＢＳＡを結合させた
アンギオテンシンIIをコートしたプレートによるスクリ
ーニングを行なった。
【００２５】すなわち、ＢＳＡ結合アンギオテンシンII
の５０ｍＭ  ＮａＣＯ

3
緩衝液（ｐＨ９．５）溶液（１

μｇ／ｍｌ）を９６ウェルプレート（Ｆａｌｃｏｎ社、
ＰＶＣ製）に各ウェル当り５０μｌづつ分注し、３７℃
で１時間放置した。洗浄後、３％ＢＳＡ／ＰＢＳを各ウ
ェル当り２００μｌ加えて３７℃で１時間ブロッキング
した。再度洗浄後、各ウェル当り５０μｌの培養上清を
加え、室温で１時間放置し、０．０５％Ｔｗｅｅｎ／Ｐ
ＢＳで３回洗浄した。
【００２６】次に、３％ＢＳＡおよび０．２％スキムミ
ルクを含むＰＢＳで２０００倍に希釈したやぎ抗マウス
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ＩｇＧ－アルカリホスファターゼコンジュゲート（Ｔａ
ｇｏ社）をウェル当り５０μｌ加え、室温で１時間放置
した。再度洗浄し、０．２５ｍＭの塩化マグネシウムを
含む１Ｍジエタノールアミン緩衝液（ｐＨ９．８）に溶
解したｐ－ニトロフェニルホスフェート二ナトリウム塩
（和光純薬）の１ｍｇ／ｍｌ溶液をウェル当り１００μ
ｌ加え、室温で３０分間反応させた。この４０５ｎｍに
おける吸光度を、９６ウェルプレート用のＥＬＩＳＡリ
ーダー測定器（Molecular Davice社Ｖｍａｘ）を用いて
調べ、アンギオテンシンIIと結合するモノクローナル抗
体を分泌するハイブリドーマを選択した。
【００２７】このように選択したハイブリドーマについ
て、限界希釈法によるクローニングを２回行ない、株化
した。具体的にはマウス腹腔浸出細胞をＨＴ培地中１０
６個／ｍｌの割合に調製したものを各ウェルに分注し、
これにウェル当り０．５個の割合でＨＴ培地に懸濁した
ハイブリドーマ細胞を播き込んだ。５％ＣＯ

2
インキュ

ベーター内で、３７℃で２週間培養し、その培養上清に
ついて上記ＥＬＩＳＡ法でスクリーニングして単一コロ
ニーをピックアップすることで株化を行なった。
【００２８】［実施例４］
ハイブリドーマの培養および抗体精製
以上の操作で得られた抗体を産生するハイブリドーマ４
クローン（ＣＦＫ１０Ｃ９、ＣＦＫ１１Ｂ５、ＣＦＫ１
２Ａ３、ＣＦＫ１５Ｅ１０１）をインシュリン、トラン
スフェリン、エタノールアミン、セレナイトを含む無血
清培地であるｅＲＤＦ培地（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ社）に
適応させて培養し、培養上清を回収した。培養上清中の
抗体をプロテインＧカラムで常法により精製した。
【００２９】［実施例５］
抗アンギオテンシンIIモノクローナル抗体の特異性の検
討
実施例４にて選択した抗アンギオテンシンモノクローナ
ル抗体について実施例２で調製したＢＳＡ結合アンジオ
テンシンIIを使って抗原特異性の検討を行った。すなわ
ち、ＢＳＡ結合アンギオテンシンIIの５０ｍＭ  ＮａＣ
Ｏ
3
緩衝液（ｐＨ９．５）溶液（１μｇ／ｍｌ）を９６

ウェルプレート（Ｆａｌｃｏｎ社、ＰＶＣ製）に各ウェ
ル当り５０μｌづつ分注し、３７℃で１時間放置した。
洗浄後、３％ＢＳＡ／ＰＢＳを各ウェル当り２００μｌ
加えて３７℃で１時間ブロッキングした。再度洗浄後、
各ウェル当り５０μｌの、３倍項比で希釈した培養上清
（×１、×１／３、×１／９、×１／２７、×１／８
１、×１／２４３、×１／７２９）を加え、室温で１時
間放置し、０．０５％Ｔｗｅｅｎ／ＰＢＳで３回洗浄し
た。
【００３０】次に、３％ＢＳＡおよび０．２％スキムミ
ルクを含むＰＢＳで２０００倍に希釈したやぎ抗マウス
ＩｇＧ－アルカリホスファターゼコンジュゲート（Ｔａ
ｇｏ社）をウェル当り５０μｌ加え、室温で１時間放置
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7
した。再度洗浄し、０．２５ｍＭの塩化マグネシウムを
含む１Ｍジエタノールアミン緩衝液（ｐＨ９．８）に溶
解したｐ－ニトロフェニルホスフェート二ナトリウム塩
（和光純薬）の１ｍｇ／ｍｌ溶液をウェル当り１００μ
ｌ加え、室温で３０分間反応させた。この４０５ｎｍに
おける吸光度を、９６ウェルプレート用のＥＬＩＳＡリ
ーダー測定器（Molecular Davice社Ｖｍａｘ）を用いて
調べた（図１参照）。
【００３１】
【発明の効果】本発明のモノクローナル抗体を用いた診
断薬、診断キットによれば、例えば血中のアンジオテン
シンII濃度を測定することができる。例えば、本発明の
モノクローナル抗体のうちの一つを９６穴プレートに結
合させたものと、市販ウサギ抗アンギオテンシンIIポリ
クローナル抗体とのサンドイッチエンザイムイムノアッ
セイを行えば、簡便にアンジオテンシンIIの検出、濃度
の測定を行うことができる。また、本発明のモノクロー
ナル抗体を治療薬として用いることにより、高血圧、心
肥大、動脈硬化症、心筋梗塞症、腎糸球体硬化症などの
循環系増殖性疾患の病態改善および治療に用いることが
できる。
【００３２】 *

8
*【配列表】
【００３３】配列番号：１
配列の長さ：９
配列の型：アミノ酸
トポロジー：直鎖状
配列の種類：ぺプチド
配列
Cys Asp Arg Val Tyr Ile His
 Pro Phe
1               5【図面の簡単な説明】
【図１】モノクローナル抗体ＣＦＫ１０Ｃ９の結合特異
性を示す図。グラフの横軸は、加えたハイブリドーマ培
養上清の量を表し、縦軸はＢＳＡ結合アンギオテンシン
II結合プレートと反応したアンギオテンシンIIモノクロ
ーナル抗体の量を表す（以下同じ）。
【図２】モノクローナル抗体ＣＦＫ１２Ａ３の結合特異
性を示す図。
【図３】モノクローナル抗体ＣＦＫ１１Ｂ５の結合特異
性を示す図。
【図４】モノクローナル抗体ＣＦＫ１５Ｅ１０の結合特
異性を示す図。

【図１】



(6) 特開２００１－３５４６９９

【図２】

【図３】
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