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(57)【要約】
本発明は、特定の架橋剤に結合したタンパク質または核
酸とは反応するが遊離の架橋剤または遊離のタンパク質
または核酸とは反応しない抗体の発見に関する。そのよ
うな結合特異性を有するモノクローナル抗体は、レセプ
ター－リガンド結合、免疫診断、分子増幅アッセイおよ
び他の核酸診断において広範囲の応用を有する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＢＳ３もしくはＤＳＳで修飾したタンパク質または核酸には

特異的に結合するが、遊離のＢＳ３もしくは遊離のＤＳＳまたは非修飾タンパク

質または核酸とは結合しないモノクローナル抗体。

    【請求項２】  ７Ｅ３－２Ｅ７、２Ｃ３－２Ｅ１０、１２Ｇ９－２Ｃ５およ

び１１Ｆ２－２Ｆ７よりなる群から選ばれる、請求項１に記載のモノクローナル

抗体。

    【請求項３】  ＢＳ３またはＤＳＳへの共有結合によって修飾した核酸分子

。

    【請求項４】  診断アッセイにおけるハイブリダイゼーションプローブであ

る、請求項３に記載の核酸分子。

    【請求項５】  レセプター－リガンド結合のアッセイ法であって、

（ａ）ＢＳ３またはＤＳＳを目的リガンドに結合させ、

（ｂ）該ＢＳ３またはＤＳＳで修飾したリガンドを該リガンドのレセプターを発

現する細胞と反応させ、

（ｃ）結合したＢＳ３またはＤＳＳ修飾リガンド／レセプターを、標識した抗Ｂ

Ｓ３／ＤＳＳモノクローナル抗体と反応させ、ついで

（ｄ）該標識した抗体と該レセプター／リガンドとの間に生成した複合体上の標

識を検出する

ことを含む方法。

    【請求項６】  レセプター－リガンド結合のアッセイ法であって、

（ａ）ＢＳ３またはＤＳＳを目的リガンドに結合させ、

（ｂ）該ＢＳ３またはＤＳＳで修飾したリガンドを該リガンドのレセプターを発

現する細胞と反応させ、

（ｃ）結合したＢＳ３またはＤＳＳ修飾リガンド／レセプターを、抗ＢＳ３／Ｄ

ＳＳモノクローナル抗体、ついでＦＩＴＣにコンジュゲートした抗マウスＩｇＧ

と反応させ、ついで

（ｄ）該結合したＦＩＴＣ－コンジュゲート抗体をフローサイトメトリーまたは

免疫蛍光により検出する
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ことを含む方法。

    【請求項７】  該リガンドがｇｐ１２０であり、該レセプターがＣＤ４であ

る、請求項６に記載の方法。

    【請求項８】  核酸増幅の生成物の検出方法であって、

（ａ）遊離のＮＨ2基を含むＮＴＰをＢＳ３またはＤＳＳで標識し、

（ｂ）該標識したＮＴＰを増幅反応混合物に用い、ついで

（ｃ）増幅反応の終わりに増幅生成物を抗ＢＳ３／ＤＳＳ抗体と反応させ、その

際、該抗体はそれ自体検出可能な残基で標識されているか、または該抗ＢＳ３／

ＤＳＳ抗体を該抗体に結合する標識抗体と反応させ、それによって増幅生成物を

検出する

ことを含む方法。

    【請求項９】  該増幅反応が等温転写ベースの増幅反応であり、該ＮＴＰが

ｒＮＴＰである、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  該増幅反応がＮＡＳＢＡである、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  核酸配列の検出方法であって、該配列の相補的領域を有す

るプローブとハイブリダイズさせることを含み、その際、該プローブがＢＳ３ま

たはＤＳＳで標識した核酸配列を含むことを特徴とする方法。

    【請求項１２】  ＢＳ３またはＤＳＳが標識であることを特徴とする、標識

抗原または標識抗体を用いたイムノアッセイ。

    【請求項１３】  抗原の混合物中の目的抗原の検出方法であって、

（ａ）試料中の抗原をＢＳ３またはそのアナログで修飾し、

（ｂ）該修飾した抗原を、ＩｇＡ抗ＢＳ３抗体である捕捉抗体と反応させ、

（ｃ）結合した抗原を、目的抗原に特異的なＩｇＧ抗体と反応させ、ついで

（ｄ）標識抗ＩｇＧ抗体と反応させることにより、結合したＩｇＧを検出し、そ

れによって目的抗原を検出する

ことを含む方法。

    【請求項１４】  該ＩｇＡ抗体が７Ｅ３－２Ｅ７である、請求項１３に記載

の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（技術分野）

  本発明は、特定の架橋剤に結合したタンパク質または核酸とは反応するが遊離

の架橋剤または遊離のタンパク質または核酸とは反応しない抗体の発見に関する

。そのような結合特異性を有するモノクローナル抗体は、レセプター－リガンド

結合、免疫診断、分子増幅アッセイおよび他の核酸診断において広範囲の応用を

有する。

      【０００２】

（背景技術）

  ＤＳＳ（スベリン酸ジスクシンイミジル）は、非開裂性、膜透過性でアミン反

応性のホモ２官能性の架橋剤である。ＢＳ３（スベリン酸ビス[スルホスクシン

イミジル]）は、非開裂性、膜非透過性（membrane impregnable）で水溶性のＤ

ＳＳのアナログである。２つの２官能性のスルホ－ＮＨＳエステル反応性基によ

り、ＢＳ３（およびＤＳＳ）はアミノ基を有する分子間で架橋試薬として機能す

ることができる。ＢＳ３およびＤＳＳ化合物はPierce（ロックフォード、イリノ

イ）によりタンパク質架橋試薬として販売されている。これら化合物は、ある距

離（すなわちスペーサーアーム長）内にあるそのような分子は架橋するであろう

が、そうでない場合は必ずしも該分子を架橋することなく修飾するであろう。そ

れゆえ、ＢＳ３およびＤＳＳは分析対象物の標識として用いることができる。

      【０００３】

  たとえばジゴキシゲニンによるタンパク質および核酸のそのような修飾は当該

技術分野で知られている。一般にジゴキシゲニンは生分析アッセイにおいて標識

として用いられており、その際、ジゴキシゲニンはジゴキシゲニン標識した分析

対象物の検出のためにそれ自体が放射性標識されるか、またはたとえばハプテン

として機能して抗ハプテン抗体と反応する。米国特許第３,８５５,２０８号；同

第５,１９８,５３７号；および同第５,８０４,３７１号を参照。

      【０００４】

  ジゴキシゲニンおよびその誘導体はまた核酸診断の分野でも用いられており、
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その場合、一般にジゴキシゲニンまたはその誘導体は増幅単位（amplificates）

またはプローブ中に標識として導入され、それによって標識残基はハプテンと抗

ハプテンとの反応の原理によって検出される。たとえば米国特許第５,３５４,６

５７号；同第５,８４３,６７０号；同第５,９２９,１０８号；および同第５,３

４４,７５７号を参照。

      【０００５】

（発明の開示）

  （発明が解決しようとする技術的課題）

  しかしながら、ジゴキシゲニン系には欠点がある。第一に、ジゴキシゲニンで

誘導体化する手順は比較的複雑である。第二に、ジゴキシゲニンが大きな分子で

疎水性のステロイドを含んでいるため、ジゴキシゲニンによる分子の修飾は該分

子のコンホメーションをかき乱すであろう。第三に、ジゴキシゲニンは、たとえ

ばＢＳ３と比較して比較的高価である。

      【０００６】

  それゆえ、多数の誘導体化の工程を必要とせず、安価で修飾すべき分子のコン

ホメーションを破壊することの一層少ない簡単な生分析検出系に対する必要性が

存在する。多くの観点でジゴキシゲニン系に匹敵する系が、今や予期せず見出さ

れた。この系はジゴキシゲニンと同様にして用いることができる。

      【０００７】

（その解決方法）

  本発明は、ＢＳ３修飾したｇｐ１２０－ＣＤ４複合体に対して産生させたハイ

ブリドーマにより産生されるある種のモノクローナル抗体が、実際にＢＳ３リン

カー自体に向けられたものであったという発見の結果である。これら抗体は遊離

のＢＳ３分子単独とは反応せず、異なる結合特異性を示す。たとえば、これら抗

体のうちの幾つかのものは、修飾したタンパク質中のアミノ酸残基とＢＳ３分子

との間に形成された「ヒンジ」と反応するように思われる。これら抗体は、ＤＳ

Ｇ（Pierce）やＤＴＳＳＰ（ＤＳＳと類似であるがメチレン鎖の中央にＳ－Ｓ架

橋を有する分子）などの他の架橋剤で処理したタンパク質と交差反応することが

予想される。他のモノクローナル抗体は、ＢＳ３分子の２つの末端スルホスクシ
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ンイミジル基の間に存在する直線状の炭素鎖と反応する。それゆえ、そのような

モノクローナル抗体はまた、ＤＳＳ修飾した（または架橋した）タンパク質とも

反応することが予想され、おそらくはまたＤＭＰ、ＤＭＡ、ＤＳＧおよびＭＳＡ

（すべてPierceより販売）などの他の架橋剤で修飾したタンパク質とも反応する

ことが予想される。なぜなら、これらは同じ長いメチレン鎖を含むからである。

      【０００８】

  本発明のモノクローナル抗体は、ＥＬＩＳＡなどの診断イムノアッセイにおい

て有用である。本発明のモノクローナル抗体はまた、リガンド－レセプターの研

究においても有用である。最後に、ＢＳ３／抗ＢＳ３系は核酸増幅アッセイのた

めの検出系として使用できることも考えられる。実際、これら抗ハプテン抗体は

、ジゴキシゲニン／抗ジゴキシゲニンなどの当該技術分野で知られた他のハプテ

ン／抗ハプテン系と同様にして用いることができる。

      【０００９】

  （発明を実施するための最良の形態）

  本発明の抗体を参照する際の「抗ＢＳ３」なる語は、これら抗体がＢＳ３修飾

した分子とのみ反応性であることを意味するのではなく、上記で説明したように

タンパク質または核酸を修飾するのに用いた他の知られた架橋剤とも反応するこ

とがあることを意味する。さらに、本明細書において「ＢＳ３修飾した」とは、

上記で本発明の抗体と交差反応性であると言及した他の架橋剤で修飾した分子を

包含する。ＢＳ３とＤＳＳとは互いに極めて類似しているため、本発明で特に好

ましい。

      【００１０】

  ＢＳ３（スベリン酸ビス[スルホスクシンイミジル]）は、２つの２官能性スル

ホ－ＮＨＳエステル反応性基を含む架橋剤である。以下の化学式を参照。

【化１】
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      【００１１】

  ＤＳＳ（スベリン酸ジスクシンイミジル）は、ＢＳ３の水不溶性のアナログで

あり、下記化学式を有する。

【化２】

      【００１２】

  これら架橋剤がアミノ基を含む分子と反応すると、該架橋剤分子の両末端にあ

るスクシンイミジル基が開裂して架橋すべき２つの分子間かまたは修飾した分子

から延びて本質的に６炭素原子の脂肪酸を残す。このことは以下に模式的に示す

ことができる。

【化３】

      【００１３】

  ＨＩＶが関与する研究では、ＢＳ３はＨＩＶ－１のｇｐ１２０エンベロープタ

ンパク質と可溶性のヒトＣＤ４との複合体を架橋するのに用いた。ついで、この

共有結合架橋した複合体に特異的なモノクローナル抗体（ｍＡＢ）を産生する目

的で該複合体を用いてマウスを免疫した。免疫したマウスからは幾つかの複合体
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特異的なモノクローナル抗体が得られたが、該複合体のＢＳ３成分に特異的な幾

つかのＩｇＧおよびＩｇＡハイブリドーマが産生された。興味深いことに、これ

らモノクローナル抗体のいずれもｇｐ１２０、ｓＣＤ４（可溶性ＣＤ４）または

遊離のＢＳ３と反応性ではなかった。反応性はアミノ基に結合したＢＳ３に特異

的であった。

      【００１４】

  好ましい態様において、本発明は独特の特異性を有するモノクローナル抗体を

分泌する４つのマウスハイブリドーマに関する。タンパク質をＢＳ３で化学修飾

するとタンパク質中またはＢＳ３中のエピトープを暴露させる結果となり、この

ものがこれら抗体に対して強い免疫反応性を示した。これらモノクローナル抗体

のうちの１つはＩｇＡであり（「７Ｅ３－２Ｅ７」と称する）、他の３つはＩｇ

Ｇであった（「２Ｃ３－２Ｅ１０」、「１２Ｇ９－２Ｃ５」および「１１Ｆ２－

２Ｆ７」）。これらモノクローナル抗体はｇｐ１２０－ＣＤ４以外のタンパク質

と結合したＢＳ３と反応し、それゆえアッセイ分野において広い有用性を有する

。

      【００１５】

  これら抗体を産生するハイブリドーマは上記モノクローナル抗体と同じ表示を

有し、４つの全てのハイブリドーマはブダペスト条約の規定の下、ＡＴＣＣ（マ

ナッサス、バージニア、米国）に１９９９年１１月１１日に寄託され、以下の表

示を与えられた：「７Ｅ３－２Ｅ７」についてはＰＴＡ－９３６、「２Ｃ３－２

Ｅ１０」についてはＰＴＡ－９３４、「１２Ｇ９－２Ｃ５」についてはＰＴＡ－

９３５および「１１Ｆ２－２Ｆ７」についてはＰＴＡ－９３７。

      【００１６】

  ＩｇＡ（７Ｅ３－２Ｅ７）モノクローナル抗体は５つの結合部位を有するため

に特に独特で好ましい。それゆえ、この抗体はイムノアッセイにおいてシグナル

を増幅することができる。この抗体はまた、２抗体系において捕捉抗体としても

特に有用である。すなわち、抗ＢＳ３ ＩｇＡは試料中の全てのＢＳ３修飾抗原

に対する捕捉抗体として用いることができる。捕捉した特定の抗原に特異的なＩ

ｇＧプローブ抗体を加えることができる。ついで、標識した抗ＩｇＧデテクター
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抗体を加えることができ、このものはＩｇＡ捕捉抗体には結合しないであろう。

      【００１７】

  他のモノクローナル抗体を当該技術分野でよく知られた方法により作製してよ

い。たとえば、HarlowおよびLane、ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL、コール

ド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー（１９８８）、ＩＳＢＮ ０－８７９

６９－３１４－２（参照のため本明細書に引用する）を参照。そのような方法に

おける免疫原は架橋剤修飾した分子であろう。さらに、「抗体」なる語は、Ｆａ

ｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ)2およびＦ(ａｂ’)2フラグメントなどのフラグメント、

またはたとえば遺伝子工学により修飾した他の抗体フラグメントをも包含するこ

とを意図している。

      【００１８】

  タンパク質分析対象物のアッセイのためには、遊離のアミノ基をたとえば実施

例１に記載する仕方でＢＳ３と反応させることができる。標識したら、これらタ

ンパク質は抗ＢＳ３抗体で検出することができ、該抗ＢＳ３抗体はＢＳ３のメチ

レンスペーサーまたは該タンパク質とＢＳ３分子との間の「ヒンジ」（すなわち

、Ｃ＝＝Ｏ基を含む部分）と特異的に結合するであろう。これら抗体自体は通常

の標識、たとえば酵素、蛍光、発色団、金属粒子または放射性標識で標識するこ

とができ、または標識した抗ＩｇＡまたは抗ＩｇＧ抗体を用いて検出することが

できる。

      【００１９】

  本質的に、抗原アッセイの分野でジゴキシゲニン／抗ジゴキシゲニン系を用い

ることが可能な方法であれば、いずれもＢＳ３／抗ＢＳ３を用いることができる

。この観点から、米国特許第３,８５５,２０８号、同第５,８０４,３７１号およ

び同第５,８４３,６７０号（ジゴキシゲニン／抗ジゴキシゲニン系を用いた種々

のアッセイが開示されている）を参照のため本明細書に引用する。

      【００２０】

  一つの態様において、ＢＳ３／抗ＢＳ３系は２つの抗体（捕捉抗体とデテクタ

ー抗体）を用いた診断イムノアッセイにおいて有用である。これらアッセイでは

、デテクター抗体をＢＳ３で処理し、未反応のＢＳ３はすべてブロックする。捕
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捉抗体によって捕捉された抗原に結合しＢＳ３でコンジュゲートされた抗体を、

ＨＲＰなどの標識を含む抗ＢＳ３抗体により認識することができる。このアッセ

イ系は、２つのマウスモノクローナル抗体と二次抗マウス抗体－酵素コンジュゲ

ートを用いたＥＬＩＳＡよりも感度が増大している。なぜなら二次抗体はまた固

相上の捕捉抗体とも反応するからである。本発明のＩｇＡ抗体に関しては上記を

さらに参照。

      【００２１】

  抗ＢＳ３モノクローナル抗体の核酸診断との関連性は、検出試薬としてのもの

である。ＢＳ３はアミノ基を有するｄＮＴＰまたはｒＮＴＰと反応性であるので

、タンパク質の標識／架橋に用いたのと同じ化学プロセスを用いることができる

。ヌクレオチドをＢＳ３で修飾した後も該ヌクレオチドは核酸増幅反応において

モノマーとして機能することができ、その結果得られる生成物は抗ＢＳ３モノク

ローナル抗体と反応性であろう。ついで、結合した抗体は適当に標識した第二の

抗体を用いるかまたは抗ＢＳ３抗体に標識を直接導入することにより検出するこ

とができる。本質的に、ジゴキシゲニン／抗ジゴキシゲニン系を用いることが可

能なＤＮＡ検出法であれば、いずれもＢＳ３／抗ＢＳ３を用いることができる。

この観点から、米国特許第５,８４３,６７０号、同第５,１９８,５３７号、同第

５,３５４,６５７号、同第５,８４３,６７０号、同第５,９２９,１０８号および

同第５,３４４,７５７号に開示された核酸検出アッセイを参照のため本明細書に

引用する。

      【００２２】

  本発明のこの観点から、ＢＳ３とのｄＧＴＰモノマー複合体を作製し、ついで

該複合体をポリＣ鋳型上でのインビトロトランスクリプターゼ反応に用いた。生

成物をニトロセルロースに移し、抗ＢＳ３を用いたウエスタンブロットタイプの

分析で分析した。この方法により生成物を首尾よく検出でき、（１）ｄＧＴＰを

ＢＳ３で標識できること、および（２）修飾したｄＧＴＰが逆転写のための反応

性モノマーとして機能しうることが示された。

      【００２３】

  これらモノクローナル抗体を用いた核酸診断システムにおいて幾つかの形式の
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ものが考えられる。第一に、ＢＳ３修飾したＮＴＰ（アミノ基を含むもの、ある

いはアミノ基を含むように修飾したもの）を増幅反応（ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡなど

）におけるモノマーとして用いることができる。モノマーはアンプリコン（増幅

単位）中に導入され、ついでこれを抗ＢＳ３抗体で検出することができる。第二

に、ＮＡＳＢＡなどの転写ベースの増幅反応においてＰ２プライマーで５’末端

を修飾することができ、これはモノクローナル抗体と組み合わせて一般的な捕捉

法となりうる。

      【００２４】

  第三は、既知の捕捉プローブの５’末端の修飾および該捕捉プローブを表面に

結合させる手段としての粒子または固体基体の間のリンカーに対するモノクロー

ナル抗体を用いることである。第四に、核酸をＢＳ３（または他の交差反応性架

橋剤）で標識し、ハイブリダイゼーションのためのプローブとして用いることが

できる。アッセイすべき核酸の検出は、該核酸をプローブとハイブリダイズさせ

て核酸ハイブリッドを形成させ、遊離のプローブを系から除き、ついで該ハイブ

リッドに含まれる標識を検出することにより行うことができる。本発明ではＢＳ

３標識の検出は酵素結合抗ＢＳ３抗体を用いて行うことができる。アッセイすべ

き核酸は、通常、使用前にメンブレンまたはニトロセルロース上に固定化する。

      【００２５】

  本発明の核酸検出法におけるハイブリダイゼーションのためには、コロニーハ

イブリダイゼーション、プラークハイブリダイゼーション、ドットブロットハイ

ブリダイゼーション、サザーンまたはノーザンハイブリダイゼーションなどを含

む通常のハイブリダイゼーション法を用いることができる。アッセイすべき核酸

はＤＮＡかまたはＲＮＡのいずれであってもよい。核酸プローブもまたＤＮＡか

ＲＮＡのいずれであってもよい。

  本発明のモノクローナル抗体の他の一層洗練された使用も当業者には明らかで

あろう。

      【００２６】

  本発明のモノクローナル抗体はまた、分子のカラム精製に用いることができる

点でも一層優れている。たとえば、抗ＢＳ３カラムを用いてＢＳ３（または他の
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交差反応性の架橋剤）修飾したタンパク質／核酸をその混合物から精製すること

ができる。さらに、たとえば２つのマウスモノクローナル抗体を用いるイムノア

ッセイ系では複合体形成の検出のために標識した抗マウス抗体を用いることがで

きない。しかしながら、これらマウス抗体の一つをＢＳ３で標識し、ついで標識

した抗ＢＳ３抗体で検出することができる。

      【００２７】

  以下の実施例は本発明の範囲を限定することを意図するものではない。

実施例１：

ＢＳ３修飾タンパク質と反応するモノクローナル抗体の調製

  ＢＳ３特異的抗体を分泌するハイブリドーマを、ＢＳ３で架橋したＨＩＶ－１

 ｇｐ１２０－ＣＤ４複合体で免疫したマウスから単離した。ＨＩＶ－１IIIB単

離物からの精製ｇｐ１２０と組換え可溶性ＣＤ４との等モル量をＰＢＳ中、３７

℃で６０分間インキュベートした。ＢＳ３のストック溶液（５ｍＭ）を蒸留水中

で調製した。そのようなインキュベーション後に生成した物理的に会合した複合

体を、ＢＳ３を最終濃度０.５ｍＭで加えることにより架橋した。この溶液を室

温で３０分間インキュベートし、未反応のＢＳ３をトリス緩衝液（ｐＨ８.０）

を最終濃度５０ｍＭで加えることによりブロックした。

      【００２８】

  ５匹のマウスを完全フロイントアジュバント中のＢＳ３標識ｇｐ１２０－ＣＤ

４複合体（２０μｇ／マウス）で免疫した。その後の免疫を、被験動物がｇｐ１

２０およびＣＤ５に対する高力価の抗体応答を展開するまで不完全フロイントア

ジュバント中で投与した。これら免疫動物からの脾臓リンパ球をＮＳ１細胞と融

合し、そのような融合から得られたハイブリドーマを、架橋していないｇｐ１２

０－ＣＤ４複合体およびＢＳ３架橋したｇｐ１２０－ＣＤ４複合体に対してスク

リーニングした。ＢＳ３架橋した複合体と特異的に反応するそのようなハイブリ

ドーマの単一細胞クローニングから、以下に示す４つの安定なハイブリドーマが

単離された。

      【００２９】
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      【００３０】

  これらハイブリドーマからの上澄み液を、ＢＳ３架橋したｇｐ１２０－ＣＤ４

複合体および架橋していないｇｐ１２０－ＣＤ４複合体に対する免疫反応性につ

いて種々の希釈でＥＬＩＳＡにより試験した。その結果（４５０ｎｍでの光学密

度として表してある）を以下に示す。

  上記に示す結果から、これらハイブリドーマクローンから分泌される抗体がＢ

Ｓ３架橋ｇｐ１２０－ＣＤ４複合体と特異的に反応し、非架橋複合体とは反応性

を有しないことが明らかである。

      【００３１】

  これら抗体がＢＳ３で標識した他のタンパク質と反応するか否かを決定するた

め、ＰＢＳ中のドライミルクの５％溶液をＥＬＩＳＡプレート上にコーティング

した。タンパク質を３７℃で６０分間結合させた後、ウエルを室温で３０分間、

０.５ｍＭ ＢＳ３で処理した。ついで、未反応のＢＳ３を上記と同様にトリス緩

衝液でブロックし、ウエルを上記４つのハイブリドーマクローンからの上澄み液

および非ＢＳ３抗体を分泌するハイブリドーマ（８Ｆ１０－２Ｅ１１）と反応さ

せた。下記に示すように、４つの全ての上澄み液がＢＳ３修飾したドライミルク
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タンパク質との強い反応性を示した。しかしながら、予期されたように、非ＢＳ

３抗体との反応性は観察されなかった。

      【００３２】

      【００３３】

実施例２：

抗ＢＳ３抗体の応用：

１．レセプター－リガンド結合研究

  ＢＳ３／抗ＢＳ３系はレセプター－リガンド結合アッセイの分野で有用に応用

できるであろう。そのようなアッセイは、固相ＥＬＩＳＡフォーマットおよび細

胞表面の両者で行うことができる。細胞表面上での結合アッセイでは、ＢＳ３結

合したリガンドが該リガンドのレセプターを発現する細胞と反応させられるであ

ろう。ついで、細胞表面へのＢＳ３標識リガンドの結合は、抗ＢＳ３モノクロー

ナル抗体に続いてＦＩＴＣにコンジュゲートした抗マウスＩｇＧを用いて検出さ

れるであろう。抗体にコンジュゲートしたＦＩＴＣの細胞表面への結合は、フロ
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ーサイトメトリーかまたは免疫蛍光アッセイのいずれかにより検出することがで

きる。ＢＳ３結合したリガンドを用いたそのようなアッセイの一例を以下に記載

する。

      【００３４】

  ＨＩＶ－１ ｇｐ１２０の細胞表面上のそのレセプターＣＤ４への結合を、抗

ＢＳ３抗体を用いて調べた。精製したｇｐ１２０タンパク質をＰＢＳ中の０.５

ｍＭ ＢＳ３と室温で３０分間インキュベートすることによりＢＳ３で標識した

。未反応のＢＳ３をトリス緩衝液（ｐＨ８.０）を最終濃度５０ｍＭで加えるこ

とによりブロックした。ついで、標識タンパク質をＳｕｐ Ｔ１細胞と４℃で３

０分間インキュベートした。Ｓｕｐ Ｔ１細胞は細胞表面上に高レベルのＣＤ４

を発現することが示されており、ＨＩＶ－１感染に対して極めて感受性である。

ついで細胞をＰＢＳで洗浄し、抗ＢＳ３抗体と４℃で３０分間反応させた。

      【００３５】

  細胞表面への抗ＢＳ３抗体の結合を、ＦＩＴＣコンジュゲートしたヤギ抗マウ

ス抗体を用いて検出した。図１は、ｓｕｐ Ｔ１細胞膜へのＢＳ３標識ｇｐ１２

０の結合に関するＦＡＣＳプロフィルを示す。ｓｕｐ Ｔ１細胞への非修飾ｇｐ

１２０の結合もまた比較のために調べた（図２）。これら図面から、ＣＤ４への

ＢＳ３標識ｇｐ１２０の結合が、モノクローナル抗体８Ｆ１０１によって認識さ

れる複合体特異的なエピトープを暴露させることが明らかである。この実験はさ

らに、ＢＳ３によるｇｐ１２０の修飾が該糖タンパク質の結合特異性に対して影

響を及ぼさないことを示している。さらに、抗Ｖ３ループモノクローナル抗体（

Ｍ７７）もまた、細胞表面に結合したＢＳ３標識ｇｐ１２０と反応した。

      【００３６】

  レセプターリガンド結合はまた、ＢＳ３／抗ＢＳ３系を用いた固相ＥＬＩＳＡ

によっても行うことができる。このアッセイではレセプターを固相プラスチック

表面上に吸着させ、ついでＢＳ３標識リガンドと反応させることができる。レセ

プターへのＢＳ３標識リガンドの結合の検出は、抗ＢＳ３抗体に続いてＨＲＰ－

コンジュゲートヤギ抗マウス抗体を用いて行うことができる。

      【００３７】
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実施例３：

免疫診断アッセイ

  ＢＳ３／抗ＢＳ３系の他の有用性は、２つの抗体検出系を用いる免疫診断アッ

セイの領域であろう。このアッセイでは、プレート上にコーティングした捕捉抗

体を用いて検出すべき抗原を捕捉するであろう。ＢＳ３標識デテクター抗体が、

捕捉抗体によってプレート上に捕捉された抗原と反応させられるであろう。つい

で、ＨＲＰなどの標識をコンジュゲートさせた抗ＢＳ３は、抗原に結合したＢＳ

３標識デテクター抗体を認識することができる。それゆえ、抗ＢＳ３抗体を用い

ることにより２つのマウス抗体を同時に用いたアッセイをデザインすることがで

きるであろう。ＢＳ３標識デテクター抗体を用いた抗原捕捉アッセイは、２つの

マウスモノクローナル抗体および二次抗マウス抗体－酵素コンジュゲートを用い

たＥＬＩＳＡに比べて感度が増大しているであろう。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  ｓｕｐ Ｔ１細胞膜へのＢＳ３標識ｇｐ１２０の結合に関するＦ

ＡＣＳプロフィルを示す。

    【図２】  ｓｕｐ Ｔ１細胞への非修飾ｇｐ１２０の結合に関するＦＡＣＳ

プロフィルを示す。
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【図１】
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【図２】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年５月２８日（２００２．５．２８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＢＳ３もしくはＤＳＳで修飾したタンパク質または核酸には

特異的に結合するが、遊離のＢＳ３もしくは遊離のＤＳＳまたは非修飾タンパク

質または核酸とは結合しないモノクローナル抗体。

    【請求項２】  ハイブリドーマ７Ｅ３－２Ｅ７（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－

９３６）によって産生された７Ｅ３－２Ｅ７、ハイブリドーマ２Ｃ３－２Ｅ１０

（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－９３４）によって産生された２Ｃ３－２Ｅ１０、ハ

イブリドーマ１２Ｇ９－２Ｃ５（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－９３５）によって産

生された１２Ｇ９－２Ｃ５、およびハイブリドーマ１１Ｆ２－２Ｆ７（ＡＴＣＣ

受託番号ＰＴＡ－９３７）によって産生された１１Ｆ２－２Ｆ７よりなる群から

選ばれる、請求項１に記載のモノクローナル抗体。

    【請求項３】  レセプター－リガンド結合のアッセイ法であって、

（ａ）ＢＳ３またはＤＳＳを目的リガンドに結合させ、

（ｂ）該ＢＳ３またはＤＳＳで修飾したリガンドを該リガンドのレセプターを発

現する細胞と反応させ、

（ｃ）結合したＢＳ３またはＤＳＳ修飾リガンド／レセプターを、標識した抗Ｂ

Ｓ３／ＤＳＳモノクローナル抗体と反応させ、ついで

（ｄ）該標識した抗体と該レセプター／リガンドとの間に生成した複合体上の標

識を検出する

ことを含む方法。

    【請求項４】  レセプター－リガンド結合のアッセイ法であって、

（ａ）ＢＳ３またはＤＳＳを目的リガンドに結合させ、
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（ｂ）該ＢＳ３またはＤＳＳで修飾したリガンドを該リガンドのレセプターを発

現する細胞と反応させ、

（ｃ）結合したＢＳ３またはＤＳＳ修飾リガンド／レセプターを、抗ＢＳ３／Ｄ

ＳＳモノクローナル抗体、ついでＦＩＴＣにコンジュゲートした抗マウスＩｇＧ

と反応させ、ついで

（ｄ）該結合したＦＩＴＣ－コンジュゲート抗体をフローサイトメトリーまたは

免疫蛍光により検出する

ことを含む方法。

    【請求項５】  該リガンドがｇｐ１２０であり、該レセプターがＣＤ４であ

る、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  核酸増幅の生成物の検出方法であって、

（ａ）遊離のＮＨ2基を含むＮＴＰをＢＳ３またはＤＳＳで標識し、

（ｂ）該標識したＮＴＰを増幅反応混合物に用い、ついで

（ｃ）増幅反応の終わりに増幅生成物を抗ＢＳ３／ＤＳＳ抗体と反応させ、その

際、該抗体はそれ自体検出可能な残基で標識されているか、または該抗ＢＳ３／

ＤＳＳ抗体を該抗体に結合する標識抗体と反応させ、それによって増幅生成物を

検出する

ことを含む方法。

    【請求項７】  該増幅反応が等温転写ベースの増幅反応であり、該ＮＴＰが

ｒＮＴＰである、請求項６に記載の方法。

    【請求項８】  該増幅反応がＮＡＳＢＡである、請求項７に記載の方法。

    【請求項９】  抗原の混合物中の目的抗原の検出方法であって、

（ａ）試料中の抗原をＢＳ３またはそのアナログで修飾し、

（ｂ）該修飾した抗原を、ＩｇＡ抗ＢＳ３抗体である捕捉抗体と反応させ、

（ｃ）結合した抗原を、目的抗原に特異的なＩｇＧ抗体と反応させ、ついで

（ｄ）標識抗ＩｇＧ抗体と反応させることにより、結合したＩｇＧを検出し、そ

れによって目的抗原を検出する

ことを含む方法。

    【請求項１０】  該ＩｇＡ抗体が７Ｅ３－２Ｅ７である、請求項９に記載の
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方法。
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