
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】　FcγレセプターIIIa（FcγRIIIa）に特異的

に結合する抗体、そのモノクローナル抗体を産生するハ

イブリドーマを提供する。またFcγRIIIaに特異的に結

合する抗体を使用してFcγRIIIa量を簡便に測定する方

法を提供する。該測定方法を用いて生体試料中のsFcγR

IIIa量を測定することにより、慢性関節リュウマチを診

断する方法を提供する。

【解決手段】　FcγRIIIaに特異的に結合する抗体、Fc

γRIIIaに特異的に結合するモノクローナル抗体を産生

するハイブリドーマ。FcγRIIIaに特異的に結合する抗

体を用い、免疫学的測定方法により測定する。FcγRIII

a量の該測定方法により試料中のsFcγRIIIa量を測定し

、その測定結果に基づいて行う、慢性関節リュウマチの

診断方法。FcγRIIIaに特異的に結合する抗体を含んで

なるFcγRIIIa測定用キット、FcγRIIIaに特異的に結合

する抗体を含んでなる慢性関節リュウマチ診断用キット

。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ り 測 定 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記
載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
更 に Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合 す る 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ４ に 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 の 何 れ か 一 方 が 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い る 請 求 項 ６ に 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 体 の 何 れ か 一 方 が 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ て お り 、 他 方 が 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い る 請
求 項 ６ に 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 と 、 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaと 、 標 識 物 質 で 標
識 さ れ た 抗 体 と の 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 当 該 複 合 体 中 の 、 標 識 物 質 量 に 基 づ い て 試 料 中 の 可
溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 体 と 試 料 と を 反 応 さ せ て 該 固 定 化 抗 体 と 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ
レ セ プ タ ー IIIaと の 複 合 体 － １ を 形 成 さ せ 、 次 い で 、 該 複 合 体 － １ を 、 標 識 物 質 が 結 合 し
た 抗 体 と 反 応 さ せ て 、 複 合 体 － １ と 該 標 識 物 質 が 結 合 し た 抗 体 と の 複 合 体 － ２ を 形 成 さ せ
、 更 に 、 該 複 合 体 － ２ 中 の 標 識 物 質 量 に 基 づ い て 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 を
測 定 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 要 す れ ば Fcγ RIIIaに 結 合 す る 抗 体 を 用 い
、 請 求 項 ４ ～ １ １ に 記 載 の 方 法 で 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 を 測 定 し 、 そ の 測
定 結 果 に 基 づ い て 行 う 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
測 定 結 果 を 予 め 定 め ら れ た 量 と 比 較 し て 、 そ の 結 果 に 基 づ い て 行 う 請 求 項 １ ２ 記 載 の 診 断
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
予 め 定 め ら れ た 量 が 、 健 常 者 検 体 由 来 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 に 基 づ い て 定
め ら れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
i） Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 、 要 す れ ば Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合
す る 抗 体 と を 用 い 、 請 求 項 ４ ～ １ １ に 記 載 の 方 法 で 健 常 者 検 体 由 来 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ
セ プ タ ー IIIa量 を 測 定 し 、 そ の 値 を 基 準 値 と し て 用 い 、
ii） Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 、 要 す れ ば Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合
す る 抗 体 と を 用 い 、 請 求 項 ４ ～ １ １ に 記 載 の 方 法 で 診 断 す べ き 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ
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タ ー IIIa量 を 測 定 し 、
iii） 診 断 す べ き 試 料 中 の 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa量 が 、 基 準 値 に 対 し て 有 意 差 が あ る
か 否 か を 判 定 し 、 有 意 に 高 い 場 合 を 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ で あ る と 診 断 す る 、 請 求 項 １ ２ 記
載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIa測 定 用 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
更 に Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
抗 体 の 何 れ か 一 方 が 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ て お り 、 他 方 が 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い る 請
求 項 １ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と 、 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 含 ん
で な る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 結 合 す る 抗 体 と 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含
ん で な る 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 診 断 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaに 特 異 的 な 抗 体 及 び そ れ を 用 い た Fcγ レ セ プ タ ー IIIaの
測 定 方 法 、 並 び に 該 方 法 で 可 溶 性 Fcγ レ セ プ タ ー IIIaの 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 慢 性 関
節 リ ュ ウ マ チ を 診 断 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ （ Rheumatoid Arthritis, 以 下 、 RAと 略 記 す る 。 ） は 、 関 節 滑 膜 を
病 変 の 主 座 と す る 全 身 性 炎 症 性 疾 患 で あ り 、 進 行 と と も に 骨 、 関 節 の 破 壊 を 生 じ る 。 本 邦
の 患 者 数 は ７ ０ ～ １ ０ ０ 万 人 に の ぼ り 、 就 労 年 齢 に あ た る ３ ０ ～ ５ ０ 歳 代 女 性 の 発 症 率 が
高 い 為 、 労 働 力 を 削 が れ る こ と で 社 会 的 に も 問 題 と な っ て い る 。 ま た 、 RA患 者 に お い て は
疼 痛 や 変 形 し た 関 節 等 の 肉 体 面 だ け で な く 、 不 治 の 病 で あ る と い う こ と が 精 神 面 に お い て
も 生 活 の 質 （ QOL） を 低 下 さ せ て い る 。 し か し 、 最 近 で は 種 々 の 治 療 薬 が 開 発 さ れ 、 発 症
早 期 か ら 適 切 な 治 療 を 行 う こ と に よ り 、 QOLの 低 下 を 防 ぐ こ と が 可 能 と な っ て き た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 RAの 診 断 は 、 Lansbury Indexや 赤 沈 、 CRP、 RF因 子 等 の 血 液 検 査 、 X線 検 査 等 の 結 果 か ら
、 臨 床 経 験 に 基 づ き 総 合 的 に 判 断 さ れ る 。 し か し 、 そ れ ら の 値 は 症 例 毎 に 個 々 に 異 な り 、
RAの 早 期 診 断 に 充 分 と は 言 い 難 く 、 RA発 症 を 定 量 的 に 評 価 で き る 指 標 の 開 発 が 望 ま れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 Fcγ レ セ プ タ ー （ Fcγ Rs） は 、 IgGの Fc部 分 に 対 す る レ セ プ タ ー で 、 三 つ の サ ブ
グ ル ー プ 、 す な わ ち Fcγ RI、 Fcγ RII、 Fcγ RIIIに 分 類 さ れ る 。 こ の う ち 、 Fcγ RIIIに は
、 Fcγ RIIIaと Fcγ RIIIbの 2型 が 存 在 す る 。 Fcγ RIIIaは 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ natural ki
ller， NK） 細 胞 、 Tリ ン パ 球 の 一 部 、 単 球 の 一 部 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 発 現 す る 膜 貫
通 型 の 糖 蛋 白 で あ る （ Ravetch, J. V. et al., J. Exp. Med., 170, 481-497, 1989） 。 N
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K細 胞 に 発 現 し て い る Fcγ RIIIa（ NK細 胞 型 Fcγ RIIIa。 以 下 、 Fcγ RIIIa N K と 略 記 す る 。 ）
と 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 発 現 し て い る Fcγ RIIIa（ マ ク ロ フ ァ ー ジ 型 Fcγ RIIIa。 以 下 、 Fcγ
RIIIa M φ と 略 記 す る 。 ） は 、 修 飾 糖 鎖 に 違 い が あ る と 考 え ら れ て い る （ de Haas, M. et a
l., J. Immunol., 152, 900-907, 1994） 。 Fcγ RIIIa M φ と Fcγ RIIIa N K （ 以 下 、 こ れ ら を
併 せ て Fcγ RIIIaと 略 記 す る 。 ） は 、 細 胞 を 活 性 化 す る と 金 属 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 細 胞
表 面 か ら 、 可 溶 型  [可 溶 性 Fcγ RIIIa M φ （ 以 下 、 sFcγ RIIIa M φ ） 並 び に 可 溶 性 Fcγ RIIIa
N K （ 以 下 、 sFcγ IIIa N K ） と そ れ ぞ れ 略 記 し 、 こ れ ら を 総 称 し て sFcγ RIIIaと 略 記 す る 。 ]
と し て 放 出 さ れ る こ と が 試 験 管 内 で 認 め ら れ て い る （ Harrison, D. et al., J. Immunol.
, 147, 3459-3465, 1991、 Levy, P. C. et al., Am. J. Resp. Cell. Mol. Biol., 5, 30
7-314, 1991） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 Fcγ RIIIbは 、 GPI（ glycosyl-phosphatidyl-inositol） -ア ン カ ー 型 の 糖 蛋 白 で
あ り 、 専 ら 好 中 球 に 発 現 し て い る （ Huizinga, T. W. J. et al., Nature, 333, 667-669,
 1988） 。 Fcγ RIIIbに は NA1と NA2の 2つ の ア ロ タ イ プ （ 以 下 、 NA1-Fcγ RIIIb、 NA2-Fcγ RI
IIbと 略 記 す る 。 ） が あ り 、 好 中 球 の 活 性 化 お よ び ア ポ ト ー シ ス 時 に 可 溶 性 Fcγ RIIIb（ 以
下 、 sFcγ RIIIbと 略 記 す る 。 ） と し て 放 出 さ れ る （ Huizinga, T. W. J. et al., Blood, 
75, 213-217, 1990、 Homburg, C. H. E., et al., Blood, 85, 532-540, 1995） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 総 可 溶 性 Fcγ RIII（ 以 下 、 総 sFcγ RIIIと 略 記 す る 。 ） は 、 唾 液 、 滑 液 、 精 液 、 血 清 お
よ び 血 漿 中 で 検 出 さ れ て い る （ de Haas, M. et al., J. Immunol., 152, 900-907, 1994
、 Huizinga, T. W. J. et al., Blood, 75, 213-217, 1990、 Huizinga, T. W. J. et al.
, Br. J. Haematol., 87, 459-463, 1994、 Sautes, C. et al., Immunobiol., 185, 207-
221, 1992、 Galon, J. et al., Eur. J. Immunol., 28, 2101-2107, 1998、 Koene, H. R.
 et al., Br. J. Haematol., 93, 235-241, 1996） 。 そ の う ち 血 漿 総 sFcγ RIIIは 主 に 好
中 球 由 来 の sFcγ RIIIbで あ り 、 NK細 胞 由 来 の sFcγ RIIIa N K 並 び に マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の sF
cγ RIIIa M φ は 微 量 と 考 え ら れ て い る （ de Haas, M. et al., J. Immunol., 152, 900-907
, 1994、 Huizinga, T. W. J. et al., Br. J. Haematol., 87 459-463, 1994、 Masuda, M
. et al., J. Rheumatol., 30, 1191-1197, 2003、 Masuda, M. et al., Clin. Exp. Immu
nol., 132, 466-484, 2003） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ま で 、 sFcγ RIIIa の 特 異 的 な 検 出 は 、 Immuno-PCRの よ う に 高 感 度 で は あ る が 煩 雑
な 測 定 方 法 を 用 い ら な け れ ば な ら な か っ た （ Masuda, M. et al., Clin. Exp. Immunol., 
132, 466-484, 2003、 Masuda, M. et al., J. Rheumatol., 30, 1191-1197, 2003） 。 さ
ら に 、 こ れ ま で sFcγ RIIIa測 定 に 用 い ら れ て い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 sFcγ RIIIaだ け
で な く NA2-Fcγ RIIIbと も 結 合 す る 為  (Masuda, M. et al., Clin. Exp. Immunol., 132, 
466-484, 2003、 Masuda, M. et al., J. Rheumatol., 30, 1191-1197, 2003)、 NA２ ＋ 表
現 型 の 患 者 を 対 象 と し て sFcγ RIIIa と sFcγ RIIIbを 区 別 し て 測 定 す る こ と は 事 実 上 不 可
能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 RAの 病 変 関 節 部 の 滑 液 中 で は NK細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 リ ン パ 球 、 形 質 細 胞 等 の
増 加 、 さ ら に は 金 属 プ ロ テ ア ー ゼ 蛋 白 の 上 昇 と こ れ に よ る 細 胞 間 基 質 の 崩 壊 が 観 察 さ れ て
い る (非 特 許 文 献 １ )。 ま た 、 病 変 関 節 部 の 滑 液 か ら 単 離 し た NK細 胞 で は 、 Fcγ IIIaの 発 現
量 が 減 少 し て い る  (非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ )こ と か ら 、 活 性 化 さ れ た 金 属 プ ロ テ ア
ー ゼ に よ り NK細 胞 表 面 の Fcγ RIIIaが 切 断 さ れ て い る と 推 測 さ れ る 。 さ ら に 、 RA患 者 血 漿
中 の sFcγ RIIIaは 健 常 者 血 漿 中 に 比 べ て 増 加 し て い る と の 報 告 （ 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文
献 ５ ） や 、  RA患 者 血 漿 中 の sFcγ RIIIa、 sFcγ RIIIa M φ が 健 常 者 血 漿 中 に 比 べ て 増 加 し て
い る と の 報 告 （ 非 特 許 文 献 ６ ） が あ る 。 し か し 、 血 漿 中 の sFcγ RIIIaが 非 常 に 微 量 で あ る
こ と 、 並 び に sFcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る が Fcγ RIIIbに は 結 合 し な い 抗 体 が 得 ら れ て
い な か っ た こ と か ら 、 簡 便 で 有 用 な sFcγ RIIIa測 定 方 法 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Brinckerhoff CE, Arthritis Rheum, 34, 1073-1075, 1991
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hendrich, C. et al., Arthritis Rheum, 34, 423-431, 1991
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Tak PP et al., Arthritis Rheum, 37, 1735-43, 1994
【 非 特 許 文 献 ４ 】 de Haas, M. et al., J Immunol 152, 900-907, 1994
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Masuda, M. et al., J Rheumatol, 30, 1191-1197, 2003
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Masuda, M. et al., Clin Exp Immunol, 132, 466-484, 2003
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 し た 如 き 状 況 に 鑑 み な さ れ た も の で 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 、 そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ
ら に 、 本 発 明 は 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 し て Fcγ RIIIa量 を 簡 便 に 測 定
す る 方 法 と 、 該 方 法 に よ り 可 溶 性 Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 RAを 早 期 診 断 す る
方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 尚 、 特 に 記 載 し な い 限 り 、 以 下 、 単 に 「 Fcγ RIIIa」 と 記 載 し た 場 合 、 Fcγ RIIIaと sFc
γ RIIIaを 含 む 場 合 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 こ れ ま で 得 ら れ て い な か っ た Fcγ RIIIaに 特 異 的 な 抗 体 を 得 る べ く 鋭 意
研 究 の 結 果 、 Fcγ RIIIaに は 特 異 的 に 結 合 す る が 、 Fcγ RIIIbに は 反 応 性 を 有 さ な い モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き た 。 さ ら に 、 こ の 抗 体 を 用 い て 生 体 由 来 試 料 （ 例 え ば 血 液
、 血 清 、 血 漿 等 ） 中 の sFcγ RIIIa含 量 を 測 定 し 、 こ の 値 と RAと の 関 連 を 調 査 し た と こ ろ 、
RA患 者 で は sFcγ RIIIaの 含 量 が 有 意 に 高 く な る こ と を 見 出 し 、 sFcγ RIIIaの 含 量 を 測 定 す
る こ と に よ り RAか 否 か の 診 断 が 可 能 と な る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 到 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 構 成 よ り な る 。
（ １ ） Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
（ ２ ） Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
（ ３ ） Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ り 測 定 す る こ と
を 特 徴 と す る 、 Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 。
（ ４ ） Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 要 す れ ば Fcγ RIIIaに 結 合 す る 抗 体 を 用 い 、 上
記 (3)に 記 載 の 方 法 で 試 料 中 の sFcγ RIIIa量 を 測 定 し 、 そ の 測 定 結 果 に 基 づ い て 行 う 、 RA
の 診 断 方 法 。
（ ５ ） Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 、 Fcγ RIIIa測 定 用 キ ッ ト 。
（ ６ ） Fcγ RIIIaに 結 合 す る 抗 体 と 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で な る 、 RA
診 断 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 及 び こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 、 及 び 該 抗 体 を 用 い た Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 を 提 供 す る 。 該 抗 体 を 用 い て F
cγ RIIIa量 の 測 定 を 行 え ば 、 従 来 よ り も 簡 便 で 迅 速 且 つ 特 異 的 に 試 料 中 の Fγ RIIIa量 を 測
定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 を 用 い て 生 体 試 料 中 の sFcγ RIIIaの 量 を 測 定 し
、 そ の 測 定 結 果 に 基 づ い て RAか 否 か を 診 断 す る こ と が 出 来 る 。
　 尚 、 本 明 細 書 に お い て 、 RAか 否 か を 「 診 断 す る 」 場 合 、 Fcγ RIIIa量 の 測 定 結 果 に 基 づ
い て 、 RAか 否 か を 「 判 定 す る 」 場 合 を 含 む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 に か か る Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 以 下 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と い う
。 ） は 、 Fcγ RIIIa M φ （ sFcγ RIIIa M φ を 含 む ） と Fcγ RIIIa N K （ sFcγ RIIIa N K を 含 む ） の
両 方 に 反 応 性 を 有 す る （ Fcγ RIIIa M φ お よ び Fcγ RIIIa N K を 認 識 す る ） も の で あ っ て 、 Fc
γ RI（ sFcγ RIを 含 む ） や Fcγ RII（ sFcγ RIIを 含 む ） 、 Fcγ RIIIb（ sFcγ RIIIbを 含 む ）
等 に 対 し て 実 質 上 反 応 性 を 有 さ な い （ Fcγ RIや Fcγ RII、 Fcγ RIIIb等 を 認 識 し な い ） も の
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 尚 、 本 明 細 書 に お い て 、 特 に 記 載 し な い 限 り 、 「 反 応 性 を 有 す る 」 、 「 反 応 す る 」 、 「
結 合 す る 」 、 「 認 識 す る 」 は 、 す べ て 抗 体 の 反 応 性 （ ど の よ う な も の に 結 合 し 得 る か ） を
示 す 同 義 語 と し て 用 い ら れ る 。 ま た 、 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と の 記 載 は 、 あ る 対 象 物 に の
み 結 合 し 、 そ の 他 の 物 に は 結 合 し な い と い う 意 味 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 の 由 来 に つ い て は 特 に 限 定 さ れ ず 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も 何 れ に て も 良 い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に か か る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 取 得 す る た め 、 免 疫 原 と し て 用 い ら れ る Fcγ RII
Iaは 、 例 え ば 、 ヒ ト の ク エ ン 酸 加 血 液 か ら パ ー コ ー ル 密 度 勾 配 遠 心 処 理 と 向 流 遠 心 溶 出 法
（ counterflow centrifugal elutriation） に よ り 単 離 し た NK細 胞 を 溶 解 し た も の か ら 調
製 す る こ と が 出 来 る 。 蛋 白 質 の 精 製 は 、 自 体 公 知 の 方 法 、 例 え ば 抗 Fcγ RIII抗 体 又 は 抗 Fc
γ RIIIa抗 体 を コ ー ト し た セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 等 の 幾 つ か の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 組 み 合 わ せ て 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 自 体 公 知 の 遺 伝 学 的 方 法 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIaを 免 疫 原 と し て 用 い
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 遺 伝 学 的 方 法 に よ り 組 み 換 え Fcγ RIIIaを 調 製 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 常 法 に よ り Fc
γ RIIIa遺 伝 子 を コ ー ド す る Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank accession No.BC017865） の
塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） の 3'-末 端 側 領 域 か ら 選 ば れ た 任 意 の 位 置 か ら 設 計 し た リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー 、 配 列 番 号 １ の 5'-末 端 か ら 開 始 コ ド ン ま で の 間 の 任 意 の 位 置 か ら 設 計 し た フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び 鋳 型 と し て Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank accession No.BC017
865） 含 む cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Human Leucocyte cDNA等 ） を 用 い た PCR反 応 に よ り 、 目 的 と
す る Fcγ RIIIa遺 伝 子 又 は そ の 遺 伝 子 断 片 を 含 む 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 １ の 43～ 672位 、 配
列 番 号 ３ に 示 す ） の DNA断 片 を 増 幅 さ せ た 後 、 得 ら れ た DNA断 片 を 、 常 法 に 従 い 適 当 な ベ ク
タ ー DNAに 組 み 込 み 、 組 み 換 え ベ ク タ ー を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 組 み 換 え ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ た DNA断 片 の 塩 基 配 列 を 解 析 し 、 目 的 と す る Fcγ RIIIa遺
伝 子 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列 が 組 み 込 ま れ て い る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 尚 、 ベ ク タ ー に 組 み 込 む DNA断 片 （ Fcγ RIIIa遺 伝 子 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列 を 含 む ） は
、 目 的 に よ り そ の ま ま 、 又 は 所 望 に よ り 制 限 酵 素 で 消 化 し た り 、 リ ン カ ー を 付 加 し た り し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ に お い て 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ， フ ァ ー ジ
ベ ク タ ー 及 び ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 pcDNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー （ Invitrogen社 製 ） 、 pUC119（ 宝 酒 造
社 製 ） 、 pBR322（ 宝 酒 造 社 製 ） 、 pBluescript II KS+（ Stratagene社 製 ） 等 の プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー 、 λ ENBL３ （ Stratagene社 製 ） 、 λ DASHII（ フ ナ コ シ 社 製 ） 等 の バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ ベ ク タ ー 、 Charomid DNA（ 和 光 純 薬 工 業 (株 )製 ） 、 Lorist6（ 和 光 純 薬 工 業 (株 )製 ）
等 の コ ス ミ ド ベ ク タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 他 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド (例 え ば pTrc99A， pKK223， pET3a)、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ
ス ミ ド (例 え ば pUB110， pTP5， pC194)、 酵 母 由 来 プ ラ ス ミ ド (例 え ば pSH19， pSH15)、 λ フ
ァ ー ジ 等 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ， ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ， バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス 等 の 動 物 ウ イ ル ス 等 の 他 、 pA1－ 11、 pXT1、 pRc/CMV、 pRc/RSV、 pcDNA I/Neo、 p3× FLAG
-CMV-14等 も 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 尚 、 検 出 や 精 製 を 容 易 に す る た め に 、 目 的 と す る Fcγ RIIIa蛋 白 を 、 他 の タ グ ペ プ チ ド
や 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 と し て 発 現 さ せ て も 良 い 。 融 合 さ せ る タ グ ペ プ チ ド と し て は FLAGタ
グ 、 3XFLAGタ グ 、 His6タ グ 等 、 蛋 白 質 と し て は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β -Gal） 、 緑 色 蛍
光 蛋 白 質 （ GFP） 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 （ MBP） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 実 際 に は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 前 後 に 上 記 し た よ う な タ グ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 配 列 を 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR反 応 を 行 っ た も の を 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し た り 、 当 該 遺 伝 子 と 発 現 ベ ク タ ー と の 間 に タ グ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の
リ ン カ ー を 挿 入 し た り 、 予 め タ グ ペ プ チ ド や 蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
を 用 い る こ と に よ り 、 Fcγ RIIIa蛋 白 は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド や 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 と し
て 発 現 す る 。 例 え ば 、 mycエ ピ ト ー プ タ グ 遺 伝 子 、 His tag遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ pcDNA3.1/m
yc-Hisベ ク タ ー （ Invitrogen製 ） を 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い 、 そ の 上 流 に Fcγ RIIIa遺 伝
子 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列 を 組 み 込 ん で お け ば 、 こ の His tagあ る い は mycエ ピ ト ー プ タ グ
の 発 現 を 確 認 す る こ と に よ っ て 、 そ の 上 流 域 の Fcγ RIIIa遺 伝 子 の 発 現 も 確 認 さ れ る こ と
に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 得 ら れ た 組 み 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ 、 ） K-
12（ ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） ） 、  JM109（ (株 )ニ ッ ポ ン
ジ ー ン 社 製 ） 、 DH5α （ (株 )ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 製 ） 、 VCS257等 、 好 ま し く は  K-12を
形 質 転 換 し て 形 質 転 換 体 を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 形 質 転 換 は 、 例 え ば 、 D. M. Morrisonの 方 法 （ Method in Enzymology, 68, 326-331, 1
979） 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 大 量 培 養 し た 後 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 か ら 常 法 に よ り プ ラ ス ミ ド
を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 形 質 転 換 体 の 宿 主 が 大 腸 菌 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 養 に 使 用 さ れ る 培 地 と し
て は 液 体 培 地 が 適 当 で あ り 、 そ の 中 に は 該 形 質 転 換 体 の 生 育 に 必 要 な 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無
機 物 そ の 他 が 含 有 せ し め ら れ る 。 炭 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト リ ン 、
可 溶 性 澱 粉 、 シ ョ 糖 等 、 窒 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 類 、 硝 酸 塩 類 、 コ ー ン
ス チ ー プ ・ リ カ ー 、 ペ プ ト ン 、 酵 母 エ キ ス 、 カ ゼ イ ン 、 肉 エ キ ス 、 大 豆 粕 、 バ レ イ シ ョ 抽
出 液 等 の 無 機 又 は 有 機 物 質 、 無 機 物 と し て は 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 二 水 素 ナ
ト リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 ビ タ ミ ン 類 、 生 長 促 進 因 子 等 を 添 加
し て も よ い 。 培 地 の pHは 約 5～ 8が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 形 質 転 換 体 の 宿 主 が 大 腸 菌 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 の 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 LB
培 地 、 2× YT培 地 、 M9培 地 〔 ミ ラ ー (Miller)， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ エ ク ス ペ リ メ ン ツ ・ イ
ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス (Journal of Experiments in Molecular Genetics,
 431-433, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1972)等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 必 要
に よ り 例 え ば 、 イ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） 、 3β -イ ン ド リ ル ア
ク リ ル 酸 の よ う な 薬 剤 を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 次 い で 得 ら れ た 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 導 入 体 を 得 る た め に 用 い る 宿 主 と し て は 、 動 物 細 胞 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 細 胞 COS-7， Vero， チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 細 胞 CHO（ 例 え ば CHO-K1） ， dhfr遺 伝 子 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞 CHO， マ ウ
ス Ｌ 細 胞 ， マ ウ ス AtT-20， マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ， ラ ッ ト GH3， ヒ ト FL細 胞 等 が 用 い ら れ
る 。 さ ら に 、 各 種 の 正 常 ヒ ト 細 胞 、 例 え ば 肝 細 胞 、 脾 細 胞 、 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 膵 臓
β 細 胞 、 骨 髄 細 胞 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 表 皮 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 内 皮
細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 繊 維 細 胞 、 筋 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 免 疫 細 胞 (例 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T細 胞
、 B細 胞 、 NK細 胞 、 肥 満 細 胞 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 単 球 )、 巨 核 球 、 滑 膜 細 胞 、 軟
骨 細 胞 、 骨 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 乳 腺 細 胞 、 肝 細 胞 若 し く は 間 質 細 胞 、 又 は こ れ ら
細 胞 の 前 駆 細 胞 、 幹 細 胞 若 し く は 癌 細 胞 等 )等 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 動 物 細 胞 に 導 入 す る に は 、 例 え ば 、 細 胞 工 学 別 冊 ８ 　 新 細 胞 工 学
実 験 プ ロ ト コ ー ル , 263-267, 1995)(秀 潤 社 発 行 )、 ヴ ィ ロ ロ ジ ー (Virology), 52, 456, 1
973)に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 市 販 の 形 質 導 入 用 試 薬 を 用 い 、 そ の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 う こ と も で き る 。 Gene
Pulser Xcell（ Bio-Rad製 ） を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 が そ の 例 と し て 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 、 目 的 の Fcγ RIIIa遺 伝 子 配 列 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列 を 組 み 込 ん だ 発 現 プ ラ ス
ミ ド を 導 入 し た 導 入 体 が 得 ら れ た こ と を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 発 現 プ ラ ス ミ ド を
得 る た め に 用 い た ベ ク タ ー が 予 め 持 っ て い る 薬 剤 耐 性 の 遺 伝 子 を 利 用 し 、 導 入 体 の 薬 剤 耐
性 を 調 べ 、 耐 性 で あ る こ と を 確 認 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 pcDNA3.1/myc-Hisベ ク
タ ー を 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い た 場 合 、 該 ベ ク タ ー は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 （ ） の 遺 伝 子
を 持 っ て い る 。 そ こ で 、 例 え ば ジ ェ ネ テ ィ シ ン を 添 加 し た 培 地 中 で 培 養 し 、 培 養 さ れ た 導
入 体 （ ネ オ マ イ シ ン 耐 性 株 ） を 、 目 的 の Fcγ RIIIa遺 伝 子 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列 を 組 み
込 ん だ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 導 入 体 で あ る と 確 認 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 該 導 入 体 が 目 的 と す る Fcγ RIIIa蛋 白 又 は そ の 断 片 （ 以 下 、 「 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 」
と 記 載 す る 。 ） を 生 成 し て い る （ Fcγ RIIIa遺 伝 子 が 発 現 し て い る ） こ と を 確 認 す る た め
に は 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 が 該 導 入 体 の 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ て く る 場 合 に は 、 そ の 培
養 液 （ 培 養 上 清 ） に つ い て 、 例 え ば タ グ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い た 通 常 の 免 疫 学 的 測
定 法 （ ド ッ ト ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 等 ） を 行 い 、 そ
の 培 養 上 清 中 に タ グ ペ プ チ ド が 発 現 し て い る こ と を 確 認 さ れ た 導 入 体 を 選 択 す る こ と に よ
り 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る 導 入 体 を 取 得 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 が 、 例 え ば 膜 貫 通 型 蛋 白 と し て 発 現 し た 場 合 等 、 該 導 入
体 の 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ て こ な い 場 合 に は 、 細 胞 を 破 壊 又 は 溶 解 す る 常 法 （ 例 え ば ホ モ ジ
ナ イ ザ ー 等 で 処 理 す る 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 等 の 膜 溶 解 剤 で 処 理 す る 等 ） に て 、 得 ら れ た 導
入 体 を 処 理 し 、 そ の ラ イ セ ー ト （ lysate） を 得 る 。 そ し て 、 そ の ラ イ セ ー ト に つ い て 、 上
記 培 養 上 清 に つ い て 行 う 場 合 と 同 様 に 通 常 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 行 い 、 同 様 の 方 法 で 目 的 の
組 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る 導 入 体 を 選 択 、 取 得 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に ま た 、 培 養 上 清 又 は ラ イ セ ー ト に つ い て 、 例 え ば 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 用 い た ELISA
等 の 通 常 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 行 い 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 の 存 在 を 確 認 で き た 導 入 体 を
選 択 す る こ と に よ っ て 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る 導 入 体 を 取 得 す る 方 法
で も 良 い 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Fcγ RIIIa蛋 白 は 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た Fcγ RIIIa遺 伝 子 又 は そ の 断 片 を 含 む 配 列
を 組 み 込 ん だ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 導 入 体 を 、 栄 養 培 地 中 で 培 養 し 、 組 み 換 え Fcγ RI
IIa蛋 白 を 生 成 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 導 入 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 GIT培 地 （ 和 光 純 薬 工 業 (株
)製 ） 、 Opti-MeM培 地 （ GIBCO製 ） 、 例 え ば 、 約 ５ ～ ２ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)を 含 む MEM
培 地 〔 サ イ エ ン ス (Science)， 122巻 ， 501 (1952)〕 ， タ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DME培
地 〔 ヴ ィ ロ ロ ジ ー (Virology)， 8巻 ， 396 (1959)〕 )， RPMI1640培 地 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・
ザ ・ ア メ リ カ ン ・ メ デ ィ カ ル ・ ア ソ シ エ ー シ ョ ン (The Jounal of the American Medical 
Association) 199巻 ， 519 (1967)〕 ， 199培 地 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ・ オ ブ ・ ザ ・ ソ サ イ エ テ
ィ ・ フ ォ ー ・ ザ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ メ デ ィ ス ン (Proceeding of the Society for the Bio
logical Medicine)， 73巻 ， 1 (1950)〕 等 が 用 い ら れ る 。 pHは 約 6～ 8で あ る の が 好 ま し い
。 培 養 は 通 常 約 30℃ ～ 40℃ で 約 15～ 120時 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 に 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 は 、 培 養 終 了 後 、 自 体 公 知
の 方 法 で 導 入 体 と 培 養 上 清 と を 分 離 し 、 培 養 上 清 を 集 め る 。 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 が 例
え ば 膜 貫 通 型 蛋 白 と し て 発 現 し た 場 合 等 、 該 導 入 体 の 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ て こ な い 場 合 に
は 、 前 記 し た 如 き 細 胞 を 破 壊 又 は 溶 解 す る 常 法 に て 、 得 ら れ た 導 入 体 を 処 理 し 、 そ の ラ イ
セ ー ト を 得 る 。 尚 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 の 精 製 処 理 前 に 、 必 要 に 応 じ 該 ラ イ セ ー ト を
遠 心 分 離 等 の 処 理 に 付 す の は 任 意 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 培 養 上 清 中 又 は ラ イ セ ー ト 中 に 含 ま れ る 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋
白 の 精 製 は 、 自 体 公 知 の 分 離 ・ 精 製 法 を 適 宜 組 み 合 わ せ て 行 な う こ と が で き る 。 こ れ ら の
公 知 の 分 離 、 精 製 法 と し て は 、 塩 析 や 溶 媒 沈 澱 法 等 の 溶 解 度 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 透 析 法
、 限 外 ろ 過 法 、 ゲ ル ろ 過 法 、 及 び SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 等 の 主 と し て 分
子 量 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 荷 電 の 差 を 利 用 す る 方 法 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 特 異 的 親 和 性 を 利 用 す る 方 法 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 疎 水 性 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 等 の 等 電 点 の 差 を 利 用
す る 方 法 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 か く し て 分 離 ・ 精 製 し た 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 の 存 在 は 、 抗 Fcγ RIIIa抗 体 等 を 用 い た
ELISA等 に よ り 測 定 し て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 尚 、 Fcγ RIIIa蛋 白 は 、 Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank accession No.BC017865、 配 列
番 号 1で 表 さ れ る 塩 基 配 列 ） 中 、 49位 か ら 810位 に コ ー ド さ れ て い る 。 そ の う ち 49位 か ら 67
2位 が Fcγ RIIIa蛋 白 の 細 胞 外 部 分 を コ ー ド し 、 678位 か ら 735位 が Fcγ RIIIa蛋 白 の 細 胞 膜
内 部 分 を コ ー ド し 、 736位 か ら 810位 が Fcγ RIIIa蛋 白 の 細 胞 内 部 分 を コ ー ド し て い る 。 ま
た 、 Fcγ RIIIa遺 伝 子 が コ ー ド し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。
　 さ ら に 、 Human Fcγ RIIIa cDNAの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） 及 び そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 得 る 方 法 を よ り 具 体 的 説 明 す れ ば 、 例 え ば 以 下 の 通 り
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま ず 、 例 え ば 常 法 に よ り Fcγ RIIIa遺 伝 子 を コ ー ド す る Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank
 accession No.BC017865） の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） の 3'-末 端 側 領 域 か ら 選 ば れ た 任 意
の 位 置 か ら リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 、 配 列 番 号 １ の 5'-末 端 か ら 開 始 コ ド ン ま で の 間 の 任 意
の 位 置 か ら フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 。 そ し て 該 リ バ ー ス プ ラ イ マ 、 フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー 及 び 鋳 型 と し て Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank accession No.BC017865） を 含
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む cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Human Leucocyte cDNA等 ） を 用 い た 通 常 の PCR反 応 を 行 い 、 目 的 と
す る Fcγ RIIIa遺 伝 子 又 は そ の 遺 伝 子 断 片 を 含 む 配 列 を 増 幅 さ せ る 。 反 応 は 15～ 40サ イ ク
ル 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 得 ら れ た DNA断 片 を 、 要 す れ ば HindIII、 NotI等 の 適 当 な 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 例 え ば pcDN
A3.1/myc-Hisベ ク タ ー 等 の 発 現 ベ ク タ ー の 、 適 当 な 制 限 酵 素 サ イ ト に 挿 入 す る 。 尚 、 該 発
現 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 体 が 目 的 の 遺 伝 子 を 組 み 込 ん で い る か 確 認 す る た め に 、 薬 剤 耐 性
の 遺 伝 子 [例 え ば ネ オ マ イ シ ン 耐 性 （ ） ]を 組 み 込 ん で い て も よ い 。 ま た 、 後 で 行 う 目
的 の 蛋 白 質 が 発 現 し た か を 確 認 す る た め に 、 予 め mycエ ピ ト ー プ タ グ 遺 伝 子 、 His tag遺 伝
子 タ グ ペ プ チ ド 等 の タ グ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 続 い て 、 得 ら れ た 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 等 の 細 菌 等 の 、 宿 主 を 形 質 転 換 さ せ
、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 大 量 培 養 後 、 常 法 [塩 化 セ シ ウ ム 密 度 勾 配 遠 心 法 、 プ ラ ス ミ ド 精
製 キ ッ ト （ Qiagen社 製 ） 等 ]に よ り プ ラ ス ミ ド を 回 収 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 発 現
プ ラ ス ミ ド を 例 え ば GenePulser Xcell（ Bio-Rad製 ） を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法
に よ り 例 え ば CHO-K1細 胞 等 の 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。 そ の 後 、 目 的 の 遺 伝 子 を 組 み 込
ん だ 導 入 体 を 薬 剤 耐 性 等 に よ り 選 択 し た 後 、 限 界 希 釈 法 等 の 常 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 い で 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 精 製 し て い る 導 入 体 の ク ロ ー ン を 選 択 す る に
あ た り 、 該 蛋 白 が 導 入 体 の 培 養 上 清 中 に 分 泌 さ れ て く る 場 合 に は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 導 入
体 を 培 養 し 、 例 え ば タ グ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い 、 ド ッ ト ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
法 等 の 常 法 に よ り そ の 培 養 上 清 中 に 目 的 と す る 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 分 泌 し て い る 陽
性 ク ロ ー ン を 選 択 す る 方 法 に よ り 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る 細 胞 株 を 取
得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ TIIIa蛋 白 が 前 記 し た よ う に 該 導 入 体 の 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ
て こ な い 場 合 に は 、 前 記 し た 如 き 細 胞 を 破 壊 又 は 溶 解 す る 常 法 に て 、 得 ら れ た 導 入 体 を 処
理 し 、 ラ イ セ ー ト を 得 る 。 そ し て 、 そ の ラ イ セ ー ト に つ い て 、 上 記 培 養 上 清 に つ い て 行 う
場 合 と 同 様 に 、 例 え ば タ グ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い 、 ド ッ ト ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 法 等 の 常 法 に よ り 目 的 と す る 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 生 成 し て い る 陽 性 ク ロ ー ン を 選
択 す る こ と に よ り 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る 細 胞 株 を 取 得 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 得 る に は 、 該 蛋 白 が 導 入 体 の 培 養 上 清 中 に 分 泌 さ れ て
く る 場 合 に は 、 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 安 定 的 に 発 現 す る 細 胞 株 を 、 培 地 [例 え
ば GIT培 地 （ 和 光 純 薬 工 業 製 ） ]中 で 100%コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 ま で 培 養 後 、 要 す れ ば 別 の
培 地 に 変 え [例 え ば Opti-MEM培 地 （ GIBCO製 ） ]、 培 地 交 換 を 繰 り 返 し て 培 養 上 清 を 回 収 す
る 。 回 収 し た 培 養 上 清 を 、 遠 心 分 離 、 限 外 ろ 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
等 の 蛋 白 質 を 生 成 、 濃 縮 す る 常 法 に 付 す こ と に よ り 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 該 蛋 白 が 該 導 入 体 の 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ て こ な い 場 合 に は 、 得 ら れ た 組 み 換 え Fc
γ RIIIa蛋 白 を 安 定 的 に 発 現 す る 細 胞 株 を 培 養 後 、 前 記 し た 如 き 細 胞 を 破 壊 又 は 溶 解 す る
常 法 に て 処 理 し 、 ラ イ セ ー ト を 得 る 。 そ し て 、 そ の ラ イ セ ー ト に つ い て 、 上 記 培 養 上 清 に
つ い て 行 う 場 合 と 同 様 に 、 遠 心 分 離 、 限 外 ろ 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
等 の 蛋 白 質 を 生 成 、 濃 縮 す る 常 法 に 付 す こ と に よ り 、 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 方 法 と し て は 、 上 記 し た 如 き

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-25695 A 2006.2.2

neo

E. coli



方 法 で 得 ら れ た Fcγ RIIIa又 は そ の 断 片 を 、 常 法 [例 え ば 免 疫 実 験 学 入 門 、 第 2刷 、 松 橋 直
ら 、 （ 株 ） 学 会 出 版 セ ン タ ー 、 1981等 に 記 載 の 方 法 等 ]に 従 っ て 、 例 え ば 馬 、 牛 、 羊 、 兎
、 山 羊 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 等 の 動 物 に 免 役 す る 常 法 に よ り 作 製 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 方 法 と し て は 、 上 記 し
た 如 き 方 法 で 得 ら れ た Fcγ RIIIa又 は そ の 断 片 を 免 疫 原 と し て 免 疫 し た 、 例 え ば ラ ッ ト 、
マ ウ ス 等 の 動 物 の 、 例 え ば 脾 細 胞 、 リ ン パ 球 等 の 免 疫 感 作 さ れ た 細 胞 と 、 例 え ば 骨 髄 腫 細
胞 等 の 永 久 的 に 増 殖 す る 性 質 を 有 す る 細 胞 と を 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン ら に よ り 開 発 さ
れ た 自 体 公 知 の 細 胞 融 合 技 術 （ Nature, 256, 495, 1975） に よ り 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー
マ を 作 製 し 、 測 定 対 象 物 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択
し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 地 中 で 培 養 す る か 、 動 物 の 腹 腔 内 に 投 与 し て 腹 水 中 に 抗 体 を 産
生 さ せ て 、 該 培 養 物 又 は 腹 水 よ り 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方 法 、 例 え ば 遺 伝
子 組 換 え 技 術 等 を 応 用 し た 自 体 公 知 の 方 法 （ Eur.J.Immunol., , 511, 1976） に よ り 上 記
し た 如 き 性 質 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 作 製 し 、 こ の 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 目 的
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 の 如 き 方 法 で 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 用 い て 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa
特 異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 方 法 を 例 に 取 り 、 よ り 具 体 的 に 述 べ れ ば 、 例 え ば 以 下 の ご
と く と な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 す な わ ち 、 上 記 の 如 き 方 法 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 と 、 完 全 （ 若 し く は
不 完 全 ） フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 等 の ア ジ ュ バ ン ト と を 混 合 し て 懸 濁 液 を 作 製 す る 。 こ の
懸 濁 液 を 前 述 の 如 き 適 当 な 動 物 に 適 当 量 、 例 え ば Fcγ RIIIa蛋 白 量 と し て 、 通 常 1回 量 0.1
～ 100μ g、 好 ま し く は 0.1～ 10μ gと な る 量 で 、 通 常 1～ 5週 間 毎 に 、 好 ま し く は 2～ 5週 間 毎
に 、 通 常 3～ 10回 、 好 ま し く は 3～ 8回 、 皮 下 、 静 脈 内 あ る い は 腹 腔 内 に 投 与 し て 免 疫 す る
。 免 疫 後 、 該 動 物 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 が Fcγ RIIIaと 反 応 す る こ と を 、 例 え ば Fcγ RIIIa
を 不 溶 性 担 体 に 結 合 さ せ た 固 相 を 用 い た 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） 等 の 自 体 公 知 の
方 法 に よ り 確 認 す る 。 確 認 後 、 最 終 免 疫 か ら 3～ 4日 後 に 免 疫 化 動 物 か ら 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾
細 胞 を 常 法 に よ り 調 製 す る 。 得 ら れ た 脾 細 胞 と 、 例 え ば NS-1， Sp2， X63等 の 骨 髄 腫 細 胞 と
を 常 法 に 従 い 細 胞 融 合 し 、 常 法 に 従 っ て 、 融 合 細 胞 を HAT選 択 す る 。 選 択 さ れ た 融 合 細 胞
を 培 養 し 、 培 養 上 清 を 、 通 常 の ELISA法 、 間 接 免 疫 蛍 光 法 や 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 電 気 泳 動 後 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド （ PVDF） 膜 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 免 疫
染 色 法 等 に 供 し て 、 上 記 の 如 き 性 質 を 有 す る 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を さ ら に 選
択 す る 。 次 い で 、 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 数 回 行 い 、 安 定 し て 高 力 価 の 抗 体 を 産
生 す る こ と が 認 め ら れ た も の を 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と
し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 選 択 し た 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Fcγ RI、 Fcγ RII、 Fcγ RIIIb等 に
反 応 し な い こ と を 、 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 の 培 養 上 清 を 用 い て 、 例 え ば Fcγ
RI、 Fcγ RII、 Fcγ RIIIb等 を 不 溶 性 担 体 に 結 合 さ せ た 固 相 を 用 い た 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （
ELISA法 ） 等 の 自 体 公 知 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 、 又 は 抗 体 の 抗 原 特 異 性 を 評 価 す る フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー や 免 疫 沈 降 法 等 の 常 法 に よ り 確 認 す る こ と に よ り 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 次 い で 常 法 に 従 い 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 動 物 の 腹 腔 内 に 注 射 し 、 腹 水 中 に 抗 Fcγ
RIIIa特 異 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 こ の 腹 水 を 採 取 し 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩 析 、 例 え ば
リ ン 酸 緩 衝 液 等 の 緩 衝 液 を 用 い た 透 析 、 例 え ば DEAE-セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Fc
γ RIIIaア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 通 常 こ の 分 野 で 使 用 さ れ る 精 製 方 法 に 従
い 精 製 し 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 本 発 明 に 係 る Fcγ RIIIa特 異 抗 体 は 、 Fcγ RIIIa、 す な わ ち 前 記 し た NK細 胞 に 発 現 し て い
る Fcγ RIIIa N K 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 発 現 し て い る Fcγ RIIIa M φ 及 び こ れ ら の 可 溶 型 （ sFcγ
RIIIa N K 、 sFcγ RIIIa M φ ） に 特 異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 し て い る 。 そ の た め 、 該 Fcγ RIII
a特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 方 法 を 行 え ば 、 こ れ ら の 細 胞 の 膜 表 面 に 発 現 し た Fcγ RII
Iaの 量 や 、 細 胞 か ら 遊 離 し た sFcγ RIIIaの 量 を 特 異 的 に 測 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 な お 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 二 重 免 疫 拡 散 法 （ 臨 床 検 査 法 提 要 , 
第 30版 , P.842-843,金 原 出 版 株 式 会 社 ） 等 の 自 体 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MKGR155の
産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155が 挙 げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR155は 、 独 立 行 政
法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば
市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 受 領 日 ： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 受 領 番 号 ： FERM ABP-100
62 と し て 寄 託 し て あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 こ れ ら 抗 体 は 、 抗 体 分 子 そ の も の を 用 い て も よ く 、 必 要 で あ れ ば ペ プ シ ン ， パ パ
イ ン 等 の 酵 素 を 用 い て 消 化 し て F(ab')２ 、 Fab'、 あ る い は Fabと し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 、 Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 と し て は 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を
用 い 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ り 測 定 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 自 体 公 知 の 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Enzyme immunoassay、 EIA） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測
定 法 （ Enzyme linked Immunosolvent assay、 ELISA） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Radioimmunoa
ssay、 RIA） 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 （ chemiluminescence immunoassay、 CLEIA） 、 蛍 光 免
疫 測 定 法 （ Fluoimmunoassay、 FIA） 、 イ ム ノ PCR（ immuno-polymerase chain reaction）
法 （ Furuya, D. et al., J. Immunol. Methods, 238, 173-180, 2000） 、 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） を 用 い る 測 定 方 法 （ 特 開 平 9-301995号 公 報 ） 、 ハ イ ブ リ ッ ド 酵 素 を
標 識 物 質 と し て 用 い る 方 法 （ 特 開 2002-65283） 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 技 術 を 用 い る 方
法 （ Kaj B. et al.,Ckin. Chem, 45, 855-861, 1999） 等 の 、 通 常 こ の 分 野 で 用 い ら れ る
自 体 公 知 の 免 疫 学 的 方 法 で 測 定 す れ ば よ い 。 し か し 、 感 度 が 高 く 、 か つ 簡 便 な 測 定 方 法 と
し て は 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 （ CLEIA） や 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ FIA） を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 上 記 し た 如 き 測 定 法 の 測 定 原 理 も 、 サ ン ド イ ッ チ 法 、 競 合 法 、 二 抗 体 法 等 の 、 何
れ に て も 良 い 。 ま た 、 不 溶 性 担 体 等 を 用 い 、 BF分 離 を 行 う ヘ テ ロ ジ ニ ア ス な 方 法 で 測 定 す
る こ と も 、 BF分 離 を 行 わ な い ホ モ ジ ニ ア ス な 方 法 で 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 中 で も 感
度 が 高 く 、 か つ 簡 便 な 測 定 方 法 と し て は 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 さ ら に F
cγ RIIIaに 結 合 す る 抗 体 （ 抗 Fcγ RIIIa抗 体 ） を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 、 サ ン ド イ ッ チ 法
に よ る 免 疫 学 的 測 定 法 を 用 い る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ホ モ ジ ニ ア ス な 測 定 方 法 の 一 例 と し て は 、 例 え ば 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と
抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 用 い 、 さ ら に 該 抗 体 の う ち 何 れ か 一 方 が 複 合 体 を 形 成 し て い る か 否 か
で 標 識 物 質 に 由 来 す る 特 異 的 な シ グ ナ ル 量 が 変 動 す る 物 質 で 標 識 さ れ て い る 抗 体 （ 標 識 抗
体 ） を 用 い て 、 上 記 し た 如 き 測 定 方 法 に て サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 免 疫 学 的 測 定 法 を 実 施 し
、 (a)標 識 さ れ て い な い 抗 体 と (b)試 料 中 の Fcγ RIIIaと (c)標 識 抗 体 と の 複 合 体 を 形 成 さ せ
、 複 合 体 量 に 応 じ た シ グ ナ ル 変 化 量 に 基 づ い て 試 料 中 の Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る 方 法 が 挙
げ ら れ る 。 ま た 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 抗 Fcγ RIIIa抗 体 の 代 わ り に 、 エ ピ ト ー プ の 異 な
る 二 種 類 の 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 用 い て も 、 同 様 に 試 料 中 の Fcγ RIIIa量 の 測 定 を 行 う こ
と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 不 溶 性 担 体 を 用 い た ヘ テ ロ ジ ニ ア ス な 測 定 方 法 の 例 と し て は 、 例 え ば 本 発 明 に 係
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る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 抗 Fcγ RIIIa抗 体 の 何 れ か 一 方 が 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ て お り
、 他 方 が 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い る 抗 体 を 用 い て 、 上 記 し た 如 き 測 定 方 法 に て サ ン ド イ ッ
チ 系 免 疫 学 的 測 定 法 を 実 施 し 、 形 成 さ れ る 、 (a)固 定 化 さ れ た 抗 体 と (b)試 料 中 の Fcγ RIII
aと (c)標 識 抗 体 と の 複 合 体 中 の 、 標 識 物 質 量 に 基 づ い て 試 料 中 の Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る
方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 尚 、 上 記 し た 不 溶 性 担 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ 系 免 疫 測 定 法 に 於 い て は 、 (1) 標 識 Fcγ
RIIIa特 異 抗 体 と 、 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 し た 抗 Fcγ RIIIa 抗 体 と を 用 い て も よ い し 、 (2) 
標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 と 、 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 し た 抗 Fcγ RIIIa 特 異 抗 体 と を 用 い て も よ
い し 、 (3)抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 不 溶 性 担 体 に 固 定 化 し た 、 前 記 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体
と エ ピ ト ー プ が 異 な る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 用 い て も 、 Fcγ RIIIa量 の 測 定 を 行 う こ と が
出 来 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 に 用 い ら れ る 抗 Fcγ RIIIa抗 体 は 、 Fcγ RIIIaと 結
合 す る 性 質 を 有 す る も の で あ れ ば 、 Fcγ RI、 Fcγ RII、 Fcγ RIIIb等 に 反 応 性 を 有 す る も の
で あ っ て も 良 く 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 、 上 記 抗 Fcγ RIIIa抗 体 の 由 来 に つ い て は 特 に 限 定 さ れ ず 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も 何 れ に て も 良 い 。 ま た 、 Fcγ RIIIaに 結 合 す る 性 質 を 有 す る フ
ァ ー ジ 抗 体 や ア プ タ マ ー 等 進 化 分 子 工 学 を 利 用 し て 作 製 さ れ た 標 的 特 異 的 な 結 合 分 子 を 上
記 し た 如 き 抗 体 の 代 わ り に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら を 単 独 で あ る い は こ れ ら を 適
宜 組 み 合 わ せ て 用 い る 等 は 任 意 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 な お 、 均 一 の 性 質 を 有 す る 抗 体 の 特 異 性 を 考 慮 す る と 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り も モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 方 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 Fcγ RIIIaポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 方 法 と し て は 、 免 疫 原 と し て Fcγ RIIIa又 は そ の
断 片 を 用 い 、 こ れ を 常 法 ［ 例 え ば 免 疫 実 験 学 入 門 、 第 2刷 、 松 橋 直 ら 、 （ 株 ） 学 会 出 版 セ
ン タ ー 、 1981］ 等 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 馬 、 牛 、 羊 、 兎 、 山 羊 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ
ッ ト 、 マ ウ ス 等 の 動 物 に 免 役 す る 常 法 に よ り 作 製 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 方 法 と し て は 、 免 疫 原 と し て Fcγ RIIIa又
は そ の 断 片 を 用 い 、 こ れ を 免 疫 し た 、 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 等 の 動 物 の 、 例 え ば 脾 細 胞 、
リ ン パ 球 等 の 免 疫 感 作 さ れ た 細 胞 と 、 例 え ば 骨 髄 腫 細 胞 等 の 永 久 的 に 増 殖 す る 性 質 を 有 す
る 細 胞 と を 、 ケ ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン ら に よ り 開 発 さ れ た 自 体 公 知 の 細 胞 融 合 技 術 （ Natu
re, 256, 495, 1975） に よ り 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 測 定 対 象 物 に 特 異 的 な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 地 中 で 培
養 す る か 、 動 物 の 腹 腔 内 に 投 与 し て 腹 水 中 に 抗 体 を 産 生 さ せ て 、 該 培 養 物 又 は 腹 水 よ り 目
的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方 法 、 例 え ば 遺 伝 子 組 換 え 技 術 等 を 応 用 し た 自 体 公 知
の 方 法 （ Eur.J.Immunol., 6, 511, 1976） に よ り 上 記 し た 如 き 性 質 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す
る 細 胞 を 作 製 し 、 こ の 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方
法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 こ れ ら 抗 体 は 、 市 販 品 を 用 い て も 良 い し 、 必 要 で あ れ ば ペ プ シ ン ， パ パ イ ン 等 の
酵 素 を 用 い て 消 化 し て F(ab')２ 、 Fab'、 あ る い は Fabと し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 抗 体 の 代 わ り に 用 い る ア プ タ マ ー の 作 製 に は 、 米 国 特 許 第 270,163号 に 記 載 の 方
法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 尚 、 免 疫 原 と し て 用 い る Fcγ RIIIaは 、 例 え ば 、 ヒ ト の ク エ ン 酸 加 血 液 か ら パ ー コ ー ル
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密 度 勾 配 遠 心 処 理 と 向 流 遠 心 溶 出 法 （ counterflow centrifugal elutriation） に よ り 単
離 し た NK細 胞 を 溶 解 し た も の か ら 調 製 す る こ と が 出 来 る 。 蛋 白 質 の 精 製 は 、 自 体 公 知 の 方
法 、 例 え ば 抗 Fcγ RIIIa抗 体 又 は 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を コ ー ト し た セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を
用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 幾 つ か の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 組 み 合
わ せ て 行 え ば よ い 。 ま た 、 自 体 公 知 の 遺 伝 学 的 方 法 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIaを
免 疫 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば CLBFcRgranI、 CLB-LM6.30、
GRM1（ de Haas, M. et al., Leukocyte typing V, S.F. Schlossmann et al. eds. Oxfor
d University Press, 811-817, 1995） 等 、 特 に 好 ま し く は MKGR248が 挙 げ ら れ る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR248は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研
究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １
　 中 央 第 ６ ） に 、 受 領 日 ： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 受 領 番 号 ： FERM ABP-10063 と し て 寄 託 し て
あ る 。 な お 、 CLBFcRgranI、 CLB-LM6.30、 MKGR248は Fcγ RIIIa N K 、 Fcγ RIIIa M φ 、 NA1-Fc
γ RIIIb、 NA2-Fcγ RIIIbを 認 識 す る 。 ま た 、 GRM1は Fcγ RIIIaと NA2-Fcγ RIIIbを 認 識 し 、
NA1-Fcγ RIIIbと は 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 で 使 用 さ れ る 不 溶 性 担 体 と し て は 、 通 常 の 免 疫 学
的 測 定 法 で 用 い ら れ る も の で あ れ ば 何 れ も 使 用 可 能 で あ る が 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ
プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ポ リ メ タ ク リ ル 酸 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ グ リ シ ジ ル
メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ ク ロ ロ カ ー ボ ネ ー ト 、 シ リ コ ー
ン 樹 脂 、 シ リ コ ー ン ラ バ ー 等 の 合 成 高 分 子 化 合 物 、 例 え ば 多 孔 性 ガ ラ ス 、 ス リ ガ ラ ス 、 ア
ル ミ ナ 、 シ リ カ ゲ ル 、 活 性 炭 、 金 属 酸 化 物 等 の 無 機 物 質 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 こ れ ら 不
溶 性 担 体 は 、 チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ス ク 状 片 、 微 粒 子 （ ラ テ ッ ク ス 粒 子 ） 、 マ イ ク ロ プ
レ ー ト 等 多 種 多 様 の 形 態 で 使 用 し 得 る 。 な か で も マ イ ク ロ プ レ ー ト や ビ ー ズ は 、 洗 浄 の 容
易 さ お よ び 多 数 の 試 料 を 同 時 処 理 す る 際 の 操 作 性 等 の 点 か ら 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 、 こ の よ う な 不 溶 性 担 体 に 上 記 抗 体 を 固 定 化 さ せ る 方 法 と し て は 、 自 体 公 知 の 固 定
化 方 法 、 例 え ば 共 有 結 合 に よ り 固 定 化 す る 方 法 あ る い は 物 理 的 に 吸 着 さ せ て 固 定 化 す る 方
法 （ 特 公 平 5-41946号 公 報 等 ） 等 の 固 定 化 方 法 を 利 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 又 は 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 通 常 0.1μ g／ mL～ 20mg／
mL、 好 ま し く は 1μ g／ mL～ 5mg／ mLの 範 囲 で 含 む 溶 液 と 不 溶 性 担 体 と を 接 触 さ せ 、 適 当 な
温 度 で 所 定 時 間 反 応 さ せ て 抗 体 が 結 合 し た 不 溶 性 担 体 （ 固 相 ） を 得 る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 又 は 抗 Fcγ RIIIa抗 体 の 溶 液 を 調 製 す る た め の 溶 媒 と し て は 、 該 抗
体 が 不 溶 性 担 体 上 に 吸 着 あ る い は 結 合 す る の を 妨 げ る 性 質 を 有 す る も の で な け れ ば 良 く 、
例 え ば 精 製 水 、 例 え ば pH 5.0～ 10.0、 好 ま し く は pH 6.5～ 8.5の 中 性 付 近 に 緩 衝 作 用 を 有
す る 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 グ ッ ド 緩 衝 液 、 グ リ シ ン 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝
液 等 が 好 ま し い 。 ま た 、 こ れ ら の 緩 衝 液 中 の 緩 衝 剤 濃 度 と し て は 、 通 常 10～ 500 mM、 好 ま
し く は 10～ 300 mMの 範 囲 か ら 適 宜 選 択 さ れ る 。 ま た 、 こ の 溶 液 中 に は 、 該 抗 体 が 不 溶 性 担
体 上 に 吸 着 あ る い は 結 合 す る の を 妨 げ な い 量 で あ れ ば 、 例 え ば 糖 類 、 NaCl等 の 塩 類 、 界 面
活 性 剤 、 防 腐 剤 、 蛋 白 質 等 が 含 ま れ て い て も 良 い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 な お 、 通 常 こ の 分 野 で 行 わ れ て い る ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 、 す な わ ち 、 上 述 の ご と く し て 得
ら れ た 抗 体 が 結 合 し た 不 溶 性 担 体 を 、 さ ら に 該 抗 体 と は 無 関 係 の 蛋 白 質 、 例 え ば 牛 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 ス キ ム ミ ル ク 等 の 乳 蛋 白 質 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 等 を 含 有 す る 溶 液 中 に 浸 漬 す る 処
理 を 行 う こ と は 、 測 定 時 の 非 特 異 的 反 応 を 防 ぐ 点 か ら 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る 場 合 に 用 い ら れ る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 又 は 抗
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Fcγ RIIIa抗 体 を 標 識 す る た め に 用 い ら れ る 標 識 物 質 と し て は 、 例 え ば 酵 素 免 疫 測 定 法 （ E
IA） に お い て 用 い ら れ る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ， β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ， ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ ， マ イ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ， グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ ， グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 脱 水
素 酵 素 ， ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ ， リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 ， ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の 酵 素 類
、 例 え ば RIAで 用 い ら れ る 9 9 m Tc， 1 3 1 I， 1 2 5 I， 1 4 C， 3 H等 の 放 射 性 同 位 元 素 、 例 え ば 蛍 光
免 疫 測 定 法 （ FIA） で 用 い ら れ る フ ル オ レ セ イ ン ， ダ ン シ ル ， フ ル オ レ ス カ ミ ン ， ク マ リ
ン ， ナ フ チ ル ア ミ ン あ る い は こ れ ら の 誘 導 体 等 の 蛍 光 性 物 質 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン ， イ ソ
ル ミ ノ ー ル ， ル ミ ノ ー ル ， ビ ス (2,4,6-ト リ フ ロ ロ フ ェ ニ ル )オ キ ザ レ ー ト 等 の 発 光 性 物 質
、 例 え ば フ ェ ノ ー ル ， ナ フ ト ー ル ， ア ン ト ラ セ ン あ る い は こ れ ら の 誘 導 体 等 の 紫 外 部 に 吸
収 を 有 す る 物 質 、 例 え ば 4-ア ミ ノ -2,2,6,6-テ ト ラ メ チ ル ピ ペ リ ジ ン -1-オ キ シ ル ， 3-ア ミ
ノ -2,2,5,5-テ ト ラ メ チ ル ピ ロ リ ジ ン -1-オ キ シ ル ， 2,6-ジ -t-ブ チ ル -α -（ 3,5-ジ -t-ブ チ
ル -4-オ キ ソ -2,5-シ ク ロ ヘ キ サ ジ エ ン -1-イ リ デ ン ） -p-ト リ ル オ キ シ ル 等 の オ キ シ ル 基 を
有 す る 化 合 物 に 代 表 さ れ る ス ピ ン ラ ベ ル 化 剤 と し て の 性 質 を 有 す る 物 質 等 の 標 識 物 質 等 、
通 常 こ の 分 野 で 用 い ら れ て い る 標 識 物 質 が 全 て 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 上 記 し た 如 き 標 識 物 質 を 抗 体 に 結 合 さ せ る （ 標 識 す る ） に は 、 例 え ば 自 体 公 知 の
EIA、 RIAあ る い は FIA等 に お い て 一 般 に 行 わ れ て い る 自 体 公 知 の 標 識 方 法 ［ 例 え ば 、 医 化
学 実 験 講 座 、 第 8巻 、 山 村 雄 一 監 修 、 第 1版 、 中 山 書 店 、 1971； 図 説 　 蛍 光 抗 体 、 川 生 明 著
、 第 1版 、 （ 株 ） ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 1983； 酵 素 免 疫 測 定 法 、 石 川 栄 治 、 河 合 忠 、 室 井
潔 編 、 第 2版 、 医 学 書 院 、 1982等 ］ を 適 宜 利 用 し て 行 え ば よ い 。 ま た 、 標 識 方 法 と し て 、
ア ビ ジ ン （ 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） と ビ オ チ ン の 反 応 を 利 用 し た 常 法 を 利 用 し て も 良 い
こ と は 言 う ま で も な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ア ビ ジ ン （ 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） と ビ オ チ ン の 反 応 を 利 用 す る 場 合 、 抗 体 に ビ オ チ
ン を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 例 え ば 市 販 の ビ オ チ ン 化 試 薬 、 よ り 具 体 的 に は 例 え ば ス ク
シ ン イ ミ ド 基 が 導 入 さ れ た ビ オ チ ン （ 例 え ば 、 NHS-ビ オ チ ン ） や N-ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ
ミ ド （ NHS） と ビ オ チ ン を ス ペ ー サ ー を 介 し て 結 合 し た も の 等 を 、 抗 体 又 は 抗 原 蛋 白 の ア
ミ ノ 基 に 反 応 さ せ る 方 法 （ 例 え ば J.Biol.Chem., 264, 272-279,1989等 ） 、 例 え ば 市 販 の N
-[6-（ Biotinamide） hexyl]-3'-（ 2'-pyridyldithio）  propionamide（ ビ オ チ ン -HPDP）
や N-Iodoacetyl-N-biotinylhexylenediaminを 、 抗 原 又 は 抗 体 の チ オ ー ル 基 に 反 応 さ せ る
方 法 （ 例 え ば Ann. New York Acad. Sci., 254, 203 , 1975等 ） 、 ヒ ド ラ ジ ノ 基 が 導 入 さ
れ た ビ オ チ ン を 、 ア ル デ ヒ ド 化 さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 の ア ル デ ヒ ド 基 に 反 応 さ せ る 方 法 （ 例
え ば J. Biol. Chem., 172, 71, 1948、  Biotech. Appl. Biochem., 9, 488-496, 1987 等
） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 ビ オ チ ン に よ る 抗 原 又 は 抗 体 の 修 飾 の 程 度 と し て は 、 抗 原 又 は 抗 体 に 対 し て モ ル
比 で 0.2～ 10倍 程 度 、 好 ま し く は 1～ 5倍 程 度 が 挙 げ ら れ る 。 ビ オ チ ン に よ る 修 飾 量 が 多 い
場 合 は 抗 原 又 は 抗 体 の 不 溶 性 が 高 く な っ た り 、 抗 原 抗 体 反 応 が 妨 げ ら れ る 等 問 題 が 生 じ 、
逆 に 修 飾 量 が 少 な い 場 合 は 感 度 が 所 期 の 目 標 に 達 し な い 等 の 問 題 が 生 じ る た め 、 注 意 が 必
要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 酵 素 標 識 し た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 市 販 さ れ て い る も の を そ の ま ま 用 い る
こ と が 可 能 で あ り 、 特 に 品 質 、 精 製 度 を 限 定 す る も の で は な い 。 ま た 、 そ の 使 用 量 は 、 測
定 対 象 に 対 す る 抗 原 （ 又 は 抗 体 ） に 修 飾 さ れ た ビ オ チ ン 量 や 測 定 項 目 に よ っ て 異 な り 、 特
に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 反 応 液 中 の 濃 度 と し て 通 常 0.01～ 5000μ g/L、 好 ま し く は 0
.1～ 1000μ g/L、 よ り 好 ま し く は 5～ 1000μ g/Lの 範 囲 か ら 適 宜 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 な お 、 こ の 溶 液 中 に は 、 通 常 こ の 分 野 で 安 定 化 剤 と し て 使 用 さ れ て い る も の 、 例 え ば 糖
類 、 蛋 白 質 、 界 面 活 性 剤 等 が 、 通 常 こ の 分 野 で 使 用 さ れ る 濃 度 範 囲 内 で 含 有 さ れ て い て も
良 い 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 抗 原 抗 体 反 応 の 結 果 生 成 す る 抗 原 抗 体 複 合 物 中 の 標 識 量 を 測 定 す る 方 法 と し て は
、 標 識 物 質 の 種 類 に よ り 異 な る が 、 標 識 物 質 が 有 し て い る 何 ら か の 方 法 に よ り 検 出 し 得 る
性 質 に 応 じ て 、 そ れ ぞ れ 所 定 の 方 法 に 従 い 実 施 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 標 識 物 質 が 酵 素 の 場
合 に は EIAの 常 法 、 例 え ば 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 蛋 白 質  核 酸  酵 素  別 冊  No.31、 北 川 常 廣
・ 南 原 利 夫 ・ 辻 章 夫 ・ 石 川 榮 治 編 集 、 51～ 63,共 立 出 版 （ 株 ） 、 1987） 等 に 記 載 さ れ た 方
法 に 準 じ て 測 定 を 行 え ば よ く 、 標 識 物 質 が 放 射 性 物 質 の 場 合 に は RIAの 常 法 に 従 い 、 該 放
射 性 物 質 の 出 す 放 射 線 の 種 類 お よ び 強 さ に 応 じ て 液 浸 型 GMカ ウ ン タ ー 、 液 体 シ ン チ レ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー 、 井 戸 型 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 HPLC用 カ ウ ン タ ー 等 の 測 定 機 器 を
適 宜 選 択 し て 使 用 し 、 測 定 を 行 え ば よ い （ 例 え ば 医 化 学 実 験 講 座 、 第 8巻 、 山 村 雄 一 監 修
、 第 1版 、 中 山 書 店 、 1971等 ） 。 ま た 、 標 識 物 質 が 蛍 光 性 物 質 の 場 合 に は 蛍 光 光 度 計 等 の
測 定 機 器 を 用 い る FIAの 常 法 、 例 え ば 「 図 説  蛍 光 抗 体 、 川 生 明 著 、 第 1版 、 （ 株 ） ソ フ ト
サ イ エ ン ス 社 、 1983」 等 に 記 載 さ れ た 方 法 に 準 じ て 測 定 を 行 え ば よ く 、 標 識 物 質 が 発 光 性
物 質 の 場 合 に は フ ォ ト カ ウ ン タ ー 等 の 測 定 機 器 を 用 い る 常 法 、 例 え ば 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」
（ 蛋 白 質  核 酸  酵 素  別 冊  No.31、 北 川 常 廣 ・ 南 原 利 夫 ・ 辻 章 夫 ・ 石 川 榮 治 編 集 、 252～ 26
3、 共 立 出 版 （ 株 ） 、 1987） 等 に 記 載 さ れ た 方 法 に 準 じ て 測 定 を 行 え ば よ い 。 さ ら に 、 標
識 物 質 が 紫 外 部 に 吸 収 を 有 す る 物 質 の 場 合 に は 分 光 光 度 計 等 の 測 定 機 器 を 用 い る 常 法 に よ
っ て 測 定 を 行 え ば よ く 、 標 識 物 質 が ス ピ ン の 性 質 を 有 す る 場 合 に は 電 子 ス ピ ン 共 鳴 装 置 を
用 い る 常 法 、 例 え ば 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 蛋 白 質   核 酸  酵 素  別 冊  No.31、 北 川 常 廣 ・ 南
原 利 夫 ・ 辻 章 夫 ・ 石 川 榮 治 編 集 、 264～ 271、 共 立 出 版 （ 株 ） 、 1987） 等 に 記 載 さ れ た 方 法
に 準 じ て そ れ ぞ れ 測 定 を 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 標 識 物 質 が 酵 素 で あ る 場 合 は 、 こ れ を 発 色 試 薬 と 反 応 さ せ て 発
色 反 応 に 導 き 、 そ の 結 果 生 成 す る 色 素 量 を 分 光 光 度 計 等 に よ り 測 定 す る 方 法 等 の 自 体 公 知
の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の よ う な 目 的 で 用 い ら れ る 発 色 試 薬 と し て は 、 例 え ば テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 、 ｏ -
フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 ｏ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -D-ガ ラ ク ト シ ド 、 2， 2’ -ア ジ ノ -ビ ス （ 3-
エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ） （ ABTS） 、 N-エ チ ル -N-ス ル ホ プ ロ ピ ル -m-ア ニ
シ ジ ン （ ADPS） 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 等 、 通 常 こ の 分 野 で 用 い ら れ る 発 色 試 薬 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た 、 発 色 反 応 を 停 止 さ せ る に は 、 例 え ば 反 応 液 に 1～ 6Nの 硫 酸 等 の 酵 素 活 性 阻 害 剤 を
添 加 す る 等 、 通 常 こ の 分 野 で 行 わ れ て い る 反 応 停 止 方 法 を 利 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 え ば 化 学 発 光 物 質 と し て は 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル ， ル ミ ノ ー ル ， ア ミ ノ エ チ ル イ ソ ル ミ ノ
－ ル ， ア ミ ノ エ チ ル エ チ ル イ ソ ル ミ ノ － ル ， ア ミ ノ プ ロ ピ ル イ ソ ル ミ ノ － ル ， ア ミ ノ ブ チ
ル イ ソ ル ミ ノ － ル ， ア ミ ノ ヘ キ シ ル エ チ ル イ ソ ル ミ ノ － ル 等 の ル ミ ノ － ル 誘 導 体 、 ル シ フ
ェ リ ン 、 ビ ス (2,4,6-ト リ フ ロ ロ フ ェ ニ ル )オ キ ザ レ ー ト 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 例 え ば 蛍 光 物 質 と し て は 、 例 え ば 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ る フ ル オ レ セ イ
ン ， ダ ン シ ル ， フ ル オ レ ス カ ミ ン ， ク マ リ ン ， ナ フ チ ル ア ミ ン ， フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト ， ロ ー ダ ミ ン ， ロ ー ダ ミ ン Ｘ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ， ス ル フ ォ ロ ー ダ ミ ン 101，
ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー ， ア ク リ ジ ン ， ア ク リ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ， リ ボ フ ラ ビ ン 或 い は
こ れ ら の 誘 導 体 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム （ Eu） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 自 体 公 知 の HPLCを 利 用 す る 測 定 法 に お い て は 、 抗 原 抗 体 複 合 物 と 遊 離 の 標 識 Fcγ RIIIa
特 異 抗 体 （ 又 は 標 識 Fcγ RIIIa抗 体 ） と を よ り 明 確 に 分 離 す る た め に 、 例 え ば 特 開 平 7-191
027号 公 報 、 特 開 平 9-901995号 公 報 等 に 開 示 さ れ た 、 こ れ ら の 分 離 を 向 上 さ せ る た め の 物
質 （ 以 下 、 「 分 離 向 上 物 質 」 と 略 記 す る 。 ） を 結 合 さ せ た 、 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 （ 又 は Fc
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γ RIIIa抗 体 等 ） を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ の よ う な 目 的 に 用 い ら れ る 分 離 向 上 物 質 と し て は 、 例 え ば DNA， RNA等 の 核 酸 、 α － キ
モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン ， β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ， リ ゾ チ ー ム ， チ ト ク ロ ー ム C， ト リ プ シ ン
イ ン ヒ ビ タ ー 等 の 蛋 白 質 、 例 え ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ， プ ロ リ ン ， ア ル ギ ニ ン ， リ ジ ン ， ア
ス パ ラ ギ ン 酸 ， グ ル タ ミ ン 酸 等 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド 、 例 え ば 臭 素 ， 塩 素 ， 沃 素 等 の
ハ ロ ゲ ン 原 子 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 合 成 高 分 子 、 例 え ば ポ リ グ ル タ ミ ン 酸
， ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ， ポ リ リ ジ ン ， ポ リ ア ル ギ ニ ン ， ポ リ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ， ポ リ チ ロ
シ ン 等 の ポ リ ア ミ ノ 酸 、 炭 素 数 3～ 10の ア ル キ ル 鎖 、 例 え ば パ ル ミ チ ン 酸 ， オ レ イ ン 酸 ，
ス テ ア リ ン 酸 等 の 脂 肪 酸 、 例 え ば N-(ε -マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル オ キ シ )ス ク シ ン イ ミ ド ［ N
-(ε -maleimidoaproyloxy) uccinimide］ （ EMCS） ,N-ス ク シ ン イ ミ ヂ ル -6-マ レ イ ミ ド ヘ
キ サ ノ エ イ ト （ N-Succinimidyl-6- maleimidohexanoate） ， ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン （ Bi
smaleimido hexane） （ BMH） ， オ ク チ ル ア ミ ン 等 の 蛋 白 質 や 特 定 糖 鎖 結 合 蛋 白 質 に 結 合 し
得 る 反 応 基 を 有 し 且 つ 疎 水 性 若 し く は イ オ ン 性 を 有 す る 化 学 物 質 、 例 え ば 特 開 平 9-301995
号 公 報 に 記 載 さ れ た 4-（ p-マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） ブ チ リ ル Ala-(Tyr(SO 3 H)) 5 、 4-(p-マ レ
イ ミ ド フ ェ ニ ル )ブ チ リ ル Ala-(Tyr(SO 3 H)) 8 等 の 強 酸 残 基 含 有 ペ プ チ ド 等 が 好 ま し い 。 尚
、 分 離 向 上 物 質 は 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 や 抗 Fcγ RIIIa抗 体 の 性 質 （ 例 え ば pH安 定 性 ， 疎
水 度 ， 水 溶 液 へ の 溶 解 度 ， 等 電 点 等 ） を 考 慮 し た 上 で 適 宜 選 択 し て 用 い れ ば よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 分 離 向 上 物 質 と 、 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 や 抗 Fcγ RIIIa抗 体 と の 結 合 方 法 も 、 （ １ ） 自 体
公 知 の EIA (ELISA)、 RIA或 い は FIA等 に お い て 一 般 に 行 わ れ て い る 自 体 公 知 の 標 識 物 質 と
抗 体 と の 結 合 方 法 （ 例 え ば 、 医 学 実 験 講 座 、 第 ８ 巻 、 山 村 雄 一 監 修 、 第 １ 版 、 中 山 書 店 、
1971； 図 説  蛍 光 抗 体 、 川 生 明 著 、 第 １ 版 、 (株 )ソ フ ト サ イ エ ン ス 社 、 1983； 酵 素 免 疫 測
定 法 、 石 川 栄 治 、 河 合 忠 、 宮 井 潔 編 、 第 ２ 版 、 医 学 書 院 、 1982、 等 ） 、 （ ２ ） 自 体 公 知 の
物 質 の 修 飾 お よ び 結 合 方 法 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 化 学 修 飾 〈 上 〉 〈 下 〉 、 瓜 谷 郁 三 、 志
村 憲 助 、 中 村 道 徳 、 船 津 勝 編 集 、 第 １ 版 、 (株 )学 会 出 版 セ ン タ ー 、 1981； ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 修 飾 タ ン パ ク 質 、 稲 田 祐 二 他 、 生 化 学 、 第 62巻 、 第 11号 、 P1351-1362、 (社 )日 本
生 化 学 会 、 1990； DNA PROBES, George H.K. and Mark M.M. STOCKTON PRESS,1989、 等 ）
等 に 準 じ て 行 え ば よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の Fcγ RIIIa量 の 免 疫 学 的 測 定 法 と し て 、 不 溶 性 担 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ 法 に
よ る 免 疫 学 的 測 定 法 の う ち 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 （ CLEIA） に よ る 生 体 試 料 中 の sFcγ RIII
a量 の 測 定 方 法 を 例 に と っ て 説 明 す る と 、 例 え ば 以 下 の ご と く に な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 す な わ ち 、 生 体 由 来 試 料 を 、 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa 特 異 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を 不 溶 性
担 体 に 固 定 化 し た 固 相 と 接 触 さ せ 、 4～ 40℃ で 3分 ～ 16時 間 反 応 さ せ て 不 溶 性 担 体 上 に 抗 原
抗 体 複 合 物 （ 固 定 化 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 -sFcγ RIIIa複 合 物 、 複 合 体 -1と す る 。 ） を 生 成
さ せ る 。 次 に 、 標 識 物 質 を 結 合 し た 標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 （ 二 次 抗 体 ） と 4～ 40℃ で 3分 ～ 1
6時 間 反 応 さ せ て 標 識 抗 原 抗 体 複 合 物 （ 固 定 化 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 -sFcγ RIIIa-標 識 抗 Fc
γ RIIIa抗 体 複 合 物 、 複 合 体 -2と す る 。 ） を 不 溶 性 担 体 に 生 成 さ せ 、 複 合 体 -2中 の 標 識 物
質 量 を 測 定 す る 。 得 ら れ た 標 識 物 質 量 を 、 予 め 濃 度 既 知 の sFcγ RIIIa溶 液 に つ い て 上 記 と
同 じ 試 薬 を 用 い 同 様 の 操 作 を 行 っ て 得 た 、 標 識 物 質 量 と sFcγ RIIIa濃 度 と の 関 係 を 示 す 検
量 線 に あ て は め る こ と に よ り 、 試 料 中 の sFcγ RIIIa量 （ 濃 度 ） を 求 め る こ と が で き る 。 な
お 、 sFcγ RIIIa量 （ 濃 度 ） は 、 適 当 な 標 準 （ 例 え ば 健 常 者 プ ー ル 血 漿 ） を 100 AU（ arbitr
ary units） の 量 と し た 相 対 値 と し て 求 め て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 標 識 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） が ビ オ チ ン 標 識 抗 体 で あ る 場 合 に は 、 一 次 抗 体 を 不 溶 性 担 体 に 固
定 化 し た 固 相 と 試 料 を 反 応 さ せ た 後 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ て 不 溶 性 担 体 上 に ビ オ
チ ン 標 識 抗 体 と 抗 原 と の ビ オ チ ン 標 識 抗 原 抗 体 複 合 物 を 生 成 さ せ 、 次 い で ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 等 の 酵 素 で 標 識 し た 酵 素 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 反 応 さ せ 、 該 固 相 上 に 酵 素 標 識 ス ト
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レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 標 識 抗 原 抗 体 複 合 物 を 生 成 さ せ る 。 次 い で 標 識 酵 素 に 対 す る 基
質 を 反 応 さ せ て 、 該 固 相 上 の 酵 素 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 標 識 抗 原 抗 体 複 合 物
中 の 標 識 酵 素 量 を 測 定 す る 。 続 い て 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、 検 量 線 か ら 試 料 中 の sFcγ RIIIa
量 を 求 め る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の Fcγ RIIIa量 の 免 疫 学 的 測 定 法 の 具 体 例 と し て 、 標 識 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ （ POD） 標 識 二 次 抗 体 を 用 い 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 （ CLEIA） で 、 生 体 由 来 試 料 中 の sF
cγ RIIIa量 を 測 定 す る 方 法 を 例 に と っ て 説 明 す る と 、 概 略 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 生 体 由 来 試 料 を 、 本 発 明 の 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を 不 溶 性 担 体
に 固 定 化 し た 固 相 と 接 触 さ せ 、 不 溶 性 担 体 上 に 抗 原 抗 体 複 合 物 （ 固 定 化 抗 Fcγ RIIIa特 異
抗 体 -sFcγ RIIIa複 合 物 、 複 合 体 -1） を 生 成 さ せ る 。 次 に 、 POD標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 （ 二
次 抗 体 ） と 反 応 さ せ て POD標 識 抗 体 -抗 原 複 合 物 （ 固 定 化 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 -sFcγ RIIIa
-POD標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 複 合 物 、 複 合 体 -2） を 不 溶 性 担 体 上 に 生 成 さ せ る 。 続 い て 、 ル
ミ ノ ー ル 溶 液 （ 発 光 基 質 ） と H 2 O 2 溶 液 を 添 加 し 、 該 不 溶 性 担 体 上 の 標 識 抗 原 抗 体 複 合 物 （
複 合 体 -2） 中 の 標 識 活 性 を 化 学 発 光 量 と し て 測 定 す る 。 得 ら れ た 化 学 発 光 量 を 、 予 め 濃 度
既 知 の sFcγ RIIIa溶 液 に つ い て 上 記 と 同 じ 試 薬 を 用 い 同 様 の 操 作 を 行 っ て 得 た 、 化 学 発 光
量 と sFcγ RIIIa量 と の 関 係 を 示 す 検 量 線 に あ て は め る こ と に よ り 、 試 料 中 の sFcγ RIIIa量
を 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 用 い た Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 に よ れ ば 、 NK細 胞 や
マ ク ロ フ ァ ー ジ に 発 現 し て い る Fcγ RIIIaの 量 や 、 こ れ ら の 細 胞 か ら 遊 離 し た 可 溶 型 の Fc
γ RIIIaの 量 を 特 異 的 に 測 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 試 料 と し て は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 等 の 生 体 由 来 試 料 が 挙 げ ら
れ る 。 中 で も 、 sFcγ RIIIa等 は 、 そ れ ぞ れ の 該 白 血 球 よ り 活 性 化 等 に よ り 放 出 さ れ る た め
、 採 血 後 の 影 響 が 少 な い EDTA加 血 漿 が 望 ま し い 。 尚 、 EDTA加 血 漿 中 の sFcγ RIIIa濃 度 に つ
い て は 、 室 温 で の 放 置 や 凍 結 融 解 の く り 返 し に よ る 影 響 を 受 け な い と 報 告 さ れ て い る （ Ko
ene, H. R. et al.,Br. J. Haematol., 93, 235-241, 1996） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 測 定 法 に お い て 用 い ら れ る 緩 衝 液 の 具 体 例 を 挙 げ る と 、 例 え ば ト リ ス 緩 衝 液 、
リ ン 酸 緩 衝 液 、 ベ ロ ナ ー ル 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 グ ッ ド 緩 衝 液 等 、 通 常 抗 原 抗 体 反 応 を
利 用 し た 測 定 法 に 用 い ら れ て い る 緩 衝 液 は 全 て 挙 げ ら れ 、 そ の pHと し て は 抗 原 抗 体 反 応 を
抑 制 し な い 範 囲 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 5～ 9の 範 囲 が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 尚 、 本 発 明 は 、 用 手 法 に 限 ら ず 、 自 動 分 析 装 置 を 用 い た 測 定 系 に も 十 分 利 用 可 能 で あ り
、 容 易 に か つ 迅 速 に 測 定 を 行 う 事 が 出 来 る 。 な お 、 自 動 分 析 装 置 を 用 い て 測 定 を 行 う 場 合
の 試 薬 類 等 の 組 み 合 わ せ 等 に つ い て は 、 特 に 制 約 は な く 機 種 に 合 わ せ て 、 或 い は 、 他 の 要
因 を 考 慮 に い れ て 最 も 良 い と 思 わ れ る 試 薬 類 等 の 組 み 合 わ せ を 適 宜 選 択 し て 用 い れ ば 良 い
。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 に 係 る RAの 診 断 方 法 と し て は 、 本 発 明 に 係 る Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 要 す れ ば 抗 Fc
γ RIIIa抗 体 を 用 い 、 本 発 明 に 係 る Fcγ RIIIa量 の 測 定 方 法 で 診 断 す べ き 試 料 中 の sFcγ RII
Iaの 量 を 測 定 し 、 そ の 結 果 に 基 づ い て 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 例 え ば 、 ま ず 本 発 明 の 測 定 方 法 に よ っ て 、 健 常 者 検 体 の 試 料 中 の sFcγ RIIIa量 を 測 定 し
、 そ の 値 を 基 準 値 （ 100 arbitrary units（ AU） ） と す る 。 別 に 同 様 の 方 法 で 診 断 す べ き
試 料 中 の sFcγ RIIIaの 量 を 測 定 し 、 基 準 値 に 対 す る 相 対 値 を 求 め る 。 そ し て こ の 相 対 値 が
基 準 値 に 対 し て 有 意 差 が あ る か 否 か を 判 定 し 、 有 意 に 高 い 場 合 を RAと 診 断 す る 、 診 断 方 法
が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 測 定 方 法 に よ っ て 、 健 常 者 検 体 の 試 料 中 の sFcγ RIIIa量 （ 吸 光 度 、 発 光
量 等 の 測 定 値 ） を 測 定 し 、 こ の 値 を 基 準 値 と す る 。 別 に 、 同 様 の 方 法 で 診 断 す べ き 試 料 中
の sFcγ RIIIaの 量 （ 吸 光 度 、 発 光 量 等 の 測 定 値 ） を 測 定 す る 。 そ し て 、 こ の 値 が 基 準 値 に
対 し て 有 意 差 が あ る か 否 か を 判 定 し 、 有 意 に 高 い 場 合 を RAと 診 断 す る 、 診 断 方 法 も 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 さ ら に ま た 、 濃 度 既 知 の sFcγ RIIIa試 料 を 用 い 、 本 発 明 の 測 定 方 法 に よ っ て 測 定 を 行 い
、 得 ら れ た 測 定 結 果 よ り 検 量 線 を 作 成 す る 。 別 に 健 常 者 検 体 の 試 料 を 用 い て 本 発 明 の 測 定
方 法 を 行 い 、 検 量 線 か ら 求 め た sFcγ RIIIa量 を 統 計 処 理 す る こ と に よ り 正 常 範 囲 を 求 め る
。 さ ら に 、 診 断 す べ き 試 料 を 用 い て 同 様 に 測 定 を 行 い 、 検 量 線 か ら sFcγ RIIIaの 量 を 求 め
る 。 そ し て 、 こ の 値 が 正 常 範 囲 に 対 し て 有 意 に 高 い 場 合 を RAと 診 断 す る 、 診 断 方 法 も 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 有 意 差 の 判 定 に 用 い る 検 定 の 際 の 統 計 学 的 分 析 方 法 と し て は 、 例 え ば 2群 間 の デ ー タ の
差 は 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 最 小 有 意 差 法 （ Fisher's PLSD） に よ る 分 散 分 析 （ ANOVA） 等 、 相 関
性 の 検 定 は 、 バ ー ト レ ッ ト の 検 定 法 （ Bartlettt's test） 等 に よ っ て 行 え ば よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の Fcγ RIIIa測 定 用 キ ッ ト と し て は 、 少 な く と も 先 述 し た 如 き (1)抗 Fcγ RIIIa特
異 抗 体 を 含 ん で な る も の 、 (2)抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 含 ん で な る も
の 、 (3)不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 含 ん
で な る も の 、 (4)不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た  抗 Fcγ RIIIa抗 体 と 、 標 識 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗
体 を 含 ん で な る も の が 挙 げ ら れ 、 そ の 構 成 要 件 の 好 ま し い 態 様 と 具 体 例 は 上 で 述 べ た 通 り
で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の RAを 診 断 す る の に 用 い ら れ る キ ッ ト は 、 少 な く と も 上 記 し た 如 き (1)抗 Fcγ RII
Ia特 異 抗 体 を 含 ん で な る も の 、 (2)抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を 含 ん で な
る も の 、 (3)不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 と 、 標 識 抗 Fcγ RIIIa抗 体 を
含 ん で な る も の 、 (4)不 溶 性 担 体 に 固 定 化 さ れ た 抗 Fcγ RIIIa抗 体 と 、 標 識 抗 Fcγ RIIIa特
異 抗 体 を 含 ん で な る も の が 挙 げ ら れ 、 そ の 構 成 要 件 の 好 ま し い 態 様 と 具 体 例 は 上 で 述 べ た
通 り で あ る 。

　 本 発 明 は 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 提 供 す る も の で あ り 、
こ れ を 用 い れ ば 、 簡 便 、 迅 速 且 つ 精 度 よ く 、 さ ら に 生 体 由 来 試 料 に 含 有 さ れ る Fcγ RIIIb
の ア ロ タ イ プ に 左 右 さ れ る こ と な く Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 抗
体 を 用 い て RAの 有 用 な マ ー カ ー で あ る sFcγ RIIIa量 を 測 定 し 、 そ の 結 果 に 基 づ い て RAを 診
断 す る こ と に よ り 、 イ ム ノ PCR等 を 用 い て い た 従 来 よ り も 簡 便 且 つ 迅 速 に 、 さ ら に 測 定 対
象 者 の Fcγ RIIIb表 現 型 を 考 慮 せ ず に RAの 診 断 を 行 う こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に よ り
何 等 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ １ ９ 】
[Fcγ RIIIa蛋 白 の 発 現 ]
（ １ ） Fcγ RIIIa蛋 白 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
　 Human Fcγ RIIIa cDNA（ GenBank accession No.BC017865） の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ）
を も と に し て 、 ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ GAAGCTTGGCATCATGTGGCAGCTGC
TC） （ 配 列 番 号 ４ ） と （ GCGGCCGCTTGGTACCCAGGTGGAAAGAATG） （ 配 列 番 号 ５ ） を 合 成 (SIGM
A genesys 社 製 )し た 。
　 次 い で 、 合 成 し た ２ 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ４ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ド を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 配 列 番 号 ５ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー と し て 用 い 、 Human Leucocyte cDNA（ BioChain Institute, Inc.） を 鋳 型 と し て 、
下 記 の 通 り PCRを 行 っ た 。
　 ま ず 、 各 0.4μ Mの フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 2 mM 硫 酸 マ グ ネ シ ウ
ム 、 dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTPお よ び PlatinumTaq ポ リ メ ラ ー ゼ （ Invitrogen社 製 ） を 含 有
す る 10 mM Tris-HCl緩 衝 液 （ pH 8.9） を 調 製 し 、 PCR用 反 応 液 と し た 。
　 PCR用 反 応 液 25μ Lに 、 Human Leucocyte cDNA １ μ gを 添 加 し た も の を PCR用 試 料 と し て
用 い 、 MJ Research社 の DNAサ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ DNA Engine PTC200） に て 、 PCR（ 94℃ 、
60秒 ： 94℃ 、 15秒 、 55℃ 、 30秒 、 68℃ 、 60秒 を 25サ イ ク ル ） を 行 い 、 Fcγ RIIIa遺 伝 子 を
含 む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 中 、 43位 か ら 672位 に コ ー ド さ れ て い る 。 F
cγ RIIIa蛋 白 の 細 胞 膜 外 部 分 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 ） を 増 幅 さ せ た 。 得 ら れ た 断 片
を HindIII（ (株 )ニ ッ ポ ン ・ ジ ー ン 社 ） と Not I（ (株 )ニ ッ ポ ン ・ ジ ー ン 社 ） で 消 化 し 、 pc
DNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー （ Invitrogen製 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ( )を 持 つ 。 ） の Hin
dIII、 Not Iサ イ ト に 挿 入 し た 。 こ れ に よ り 、 Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ）
に 続 い て 、 そ の 下 流 に mycエ ピ ト ー プ タ グ 遺 伝 子 、 His tag遺 伝 子 が 配 列 さ れ た 配 列 を 持 つ
pcDNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー が 得 ら れ る こ と に な る 。 続 い て 得 ら れ た Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 含
む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 挿 入 し た pcDNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー を 用 い て （ JM109） を
形 質 転 換 し 、 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 大 量 培 養 後 、 Qiagen Endofree Maxi Kit（ Qiagen製 ）
を 用 い て プ ラ ス ミ ド （ 発 現 プ ラ ス ミ ド ） を 回 収 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
（ ２ ） 哺 乳 類 培 養 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入
　 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 GenePulser Xcell（ Bio-Rad製 ） を 用 い た エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ Square wave、 Voltage： 160V、 Pulse length： 15 mSec、 Cuvet
te： 0.2 cm） に よ り CHO-K1細 胞 に 導 入 し た 。 目 的 の 導 入 体 は ネ オ マ イ シ ン （ ジ ェ ネ テ シ ン
） 耐 性 を 獲 得 し て い る の で 、 導 入 か ら 24時 間 後 に ジ ェ ネ テ ィ シ ン （ 和 光 純 薬 工 業 (株 )製 ）
を 終 濃 度 0.75 mg/mLと な る よ う に 培 養 液 に 添 加 し 、 約 2週 間 ジ ェ ネ テ ィ シ ン 選 択 培 養 を 行
っ た 。 そ の 後 、 限 界 希 釈 法 に よ り ジ ェ ネ テ ィ シ ン 耐 性 株 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 ジ ェ ネ テ
ィ シ ン 耐 性 株 72ク ロ ー ン を 得 た 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ ３ ） Fcγ RIIIa蛋 白 高 発 現 株 の 選 択
　 上 記 （ ２ ） で 得 ら れ た ジ ェ ネ テ ィ シ ン 耐 性 株 72ク ロ ー ン を Opti－ MEM培 地 （ Gibco製 ） で
培 養 後 、 培 養 上 清 （ 無 血 清 培 地 ） 各 200μ Lを サ ン プ ル と し て 用 い 、 一 次 抗 体 と し て 抗 His 
tag抗 体 （ Oncogene製 ） 、 二 次 抗 体 と し て POD標 識 抗 マ ウ ス IgGウ サ ギ F(ab') 2 （ 和 光 純 薬 工
業 (株 )製 ） 、 検 出 試 薬 と し て ECL plus（ Amersham Bioscience製 ） を 用 い て ド ッ ト ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 化 学 発 光 の 確 認 さ れ た 10ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
　 選 択 し た 10ク ロ ー ン を Opti－ MEM培 地 （ Gibco製 ） 培 養 後 、 培 養 上 清 を 限 外 ろ 過 し た 10倍
濃 縮 液 20μ Lを サ ン プ ル と し て 用 い 、 SDS-PAGE後 、 一 次 抗 体 と し て 抗 His tag抗 体 、 二 次 抗
体 と し て POD標 識 抗 マ ウ ス IgGウ サ ギ F(ab') 2 、 検 出 試 薬 と し て ECL plusを 用 い て ウ ェ ス タ
ン プ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 蛋 白 質 （ Fcγ RIIIa） の 発 現 を 確 認 し た 。
　 す な わ ち 、 上 記 (1)で Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） に 続 く 下 流 側 に mycエ
ピ ト ー プ タ グ 遺 伝 子 、 His tag遺 伝 子 が あ る の で 、 Fcγ RIIIaは 、 mycエ ピ ト ー プ 及 び His t
agと 結 合 し た 融 合 蛋 白 質 （ Fcγ RIIIa－ mycエ ピ ト ー プ － His tag） と し て 発 現 す る 。 従 っ
て 、 こ の His tagの 発 現 が 確 認 さ れ れ ば 、 そ の 上 流 域 の Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配 列
番 号 ３ ） の 発 現 も 確 認 さ れ る こ と に な る 。
　 ま た 、 対 照 と し て Fcγ RIIIa蛋 白 遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 挿 入 し て い な い pcD
NA3.1/myc-Hisベ ク タ ー を 上 記 （ ２ ） の 方 法 で CHO細 胞 に 導 入 し 、 取 得 し た ジ ェ ネ テ ィ シ ン
耐 性 株 の 培 養 上 清 10倍 濃 縮 液 20μ Lを 用 い て 同 様 に 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行
っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 結 果 を 図 1に 示 す 。 図 １ に お い て 、 レ ー ン 1～ 10は ク ロ ー ン No.1～ 10の 培 養 上 清 10倍 濃 縮
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液 20μ Lを 用 い た 場 合 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 レ ー ン 11は Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配
列 番 号 ３ ） を 挿 入 し て い な い pcDNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー を 上 記 （ ２ ） の 方 法 で CHO細 胞 に
導 入 し 、 取 得 し た ジ ェ ネ テ ィ シ ン 耐 性 株 の 培 養 上 清 10倍 濃 縮 液 20μ Lを 用 い た 場 合 の 結 果
（ 対 照 ） を 示 す 。
　 図 １ か ら 明 ら か な 如 く 、 ク ロ ー ン No.3と No.9に お い て バ ン ド が 強 く 確 認 さ れ た 。 尚 、 Fc
γ RIIIa遺 伝 子 を 含 む 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 挿 入 し て い な い pcDNA3.1/myc-Hisベ ク タ ー を
用 い た ジ ェ ネ テ ィ シ ン 耐 性 株 の レ ー ン 11（ 対 照 ） に は バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た 。 以 上 の
こ と よ り 、 CHO-K1細 胞 を 用 い て 、 目 的 の Fcγ RIIIa（ Fcγ RIIIa全 250ア ミ ノ 酸 の う ち の １
番 目 ～ 208番 目 の ア ミ ノ 酸 ま で か ら 成 る 。 以 下 、 「 組 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 」 と 記 載 す る 。 ）
を 発 現 す る 細 胞 株 を 取 得 す る こ と が で き た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ２ ３ 】
[抗 Fcγ RIIIa蛋 白 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 ]
（ １ ） 免 疫 原 （ 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 ） の 調 製
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 、 組 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 発 現 す る CHO細 胞 株 を GIT培 地 [和 光 純 薬 工
業 (株 )製 、 10% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)含 有 ]） 中 で 500 cm 2 フ ラ ス コ 10枚 に 100%コ ン フ ル
エ ン ト の 状 態 ま で 培 養 後 、 培 地 を Opti-MEM培 地 （ GIBCO製 、 無 血 清 ） に 置 換 し た 。 3日 間 隔
で 3回 培 地 交 換 を 行 い 、 培 養 上 清 を 回 収 し て 集 め た 。
　 上 記 培 養 に よ っ て 得 ら れ た 培 養 上 清 2Lを 、 3000 rpmで 30分 間 遠 心 分 離 し 、 そ の 上 清 を 限
外 ろ 過 に よ り 約 100 mLに ま で 濃 縮 し た 。 該 濃 縮 液 を 、 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4、 500 
ｍ M NaCl、 50 mM 3-[(3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （ CH
APS） 、 40 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 ） で 平 衡 化 し た 5 mLの Chelating Sepharose Fast Flow（ A
mersham Bioscience製 ） カ ラ ム に 供 し て 目 的 の 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 吸 着 さ せ た 。 同
カ ラ ム を 20 ｍ Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4、 500 ｍ M NaCl、 100 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 ） で 十 分
洗 浄 し た 後 、 20 ｍ Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4、 500 ｍ M NaCl、 300 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 ） を
通 液 し て 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 含 む 画 分 を 得 た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
（ ２ ） 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 特 異 抗 体 の 作 製
　 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を フ ロ イ ン ド ・ コ ン プ リ ー ト ・ ア ジ ュ バ
ン ド と 混 合 し 、 BALB/cマ ウ ス （ ♀ ） 一 匹 あ た り 3μ gと な る よ う に 腹 腔 内 に 投 与 し て 初 回 免
疫 を 行 っ た 。 初 回 免 疫 か ら 二 週 間 後 に 、 組 み 換 え Fcγ RIIIaを フ ロ イ ン ド ・ コ ン プ リ ー ト
・ ア ジ ュ バ ン ド と 混 合 し 、 BALB/cマ ウ ス （ ♀ ） 一 匹 あ た り 10μ gと な る よ う に 腹 腔 内 に 投
与 し 、 二 回 目 の 免 疫 を 行 い 、 さ ら に 二 週 間 後 、 二 回 目 と 同 様 の 方 法 で 腹 腔 内 に 投 与 し 、 三
回 目 の 免 疫 を 行 っ た 。 三 回 目 の 免 疫 か ら 1ヶ 月 後 に 、 組 み 換 え Fcγ RIIIa蛋 白 を 生 理 食 塩 水
と 混 合 し 、 BALB/cマ ウ ス （ ♀ ） 一 匹 あ た り 20μ gと な る よ う に 腹 腔 内 に 投 与 し 、 最 終 免 疫
を 行 っ た 。
　 最 終 免 疫 か ら 3日 後 に 脾 臓 を 取 り 出 し た 。 脾 臓 は 滅 菌 し た ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ 上 で ほ ぐ
し 、 ダ イ ゴ T培 地 （ 和 光 純 薬 工 業 製 ） に 懸 濁 後 、 遠 心 分 離 操 作 を 繰 り 返 し て 洗 浄 し た 。 採
取 し た 脾 細 胞 1.5× 10 8 個 と 、 ダ イ ゴ T培 地 で 脾 細 胞 と 同 様 の 方 法 で 洗 浄 し た マ ウ ス ミ エ ロ
ー マ 細 胞 （ P3X63Ag8U1） 3× 10７ 個 を ダ イ ゴ T培 地 中 で 混 合 し 、 1450 rpmで 10分 間 遠 心 分 離
し た 。
　 得 ら れ た 沈 査 に 50％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1540 1 mLを 37℃ で 1分 間 か け て 攪 拌 し な が
ら 徐 々 に 加 え て 細 胞 融 合 さ せ 、 さ ら に 37℃ の ダ イ ゴ T培 地 9 mLを 5分 間 か け て 攪 拌 し な が ら
加 え た 後 、 1450 rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ た 融 合 細 胞 を HAT培 地 60 mLに 懸 濁 し 、
96ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト に 0.2 mLず つ 分 注 し 、 2～ 3日 間 隔 で HAT培 地 を 交 換 し な が ら
培 養 を 続 け た 。 細 胞 融 合 か ら 8～ 10日 後 に 培 養 上 清 を 採 取 し 、 ELISAを 用 い て 抗 Fcγ RIIIa
抗 体 活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 抗 体 活 性 の 強 い ウ ェ ル の 細 胞 に つ い て 、 限 界 希 釈 法 に
よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ク ロ ー ニ ン グ 実 施 か ら 8日 後 、 1コ ロ ニ ー /ウ ェ ル の 培 養 上 清
を 採 取 し 、 ELISAを 用 い て 抗 Fcγ RIIIa蛋 白 抗 体 活 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。
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　 こ れ ら の ク ロ ー ン の 中 か ら 、 2ク ロ ー ン を 選 択 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR155お よ び 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
MKGR248と 命 名 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 尚 、 ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR155は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ
ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 受 領 日
： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 受 領 番 号 ： FERM ABP-10062 と し て 寄 託 し て あ る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ MKGR248は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8
566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 受 領 日 ： 2004年 ７ 月 ８ 日
、 受 領 番 号 ： FERM ABP-10063 と し て 寄 託 し て あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ２ ６ 】
[取 得 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 評 価 ]
（ １ ） フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 抗 体 特 異 性 評 価
　 FITC標 識 し た MKGR155、 MKGR248、 及 び 比 較 対 照 と し て MKGR14（ 抗 Fcγ RIIIa M φ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ） 、 CLBFcRgranI（ 抗 Fcγ RIIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 用 い 、 末 梢 血 由 来 の NK
細 胞 、 好 中 球 及 び 単 球 を 含 む 白 血 球 と 氷 上 で 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 そ の 結 果 を 図 2に 示 す 。 図 2に お い て 、 (a)は リ ン パ 球 、 (b)は 単 球 、 (c)は 好 中 球 と 各 抗
体 の 反 応 性 を そ れ ぞ れ 示 す 。 図 ２ よ り 明 ら か な ご と く 、 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR
155は Fcγ RIIIaを 発 現 す る NK細 胞 と 単 球 の 一 部 に 反 応 し た が 、 Fcγ RIIIbを 発 現 す る 好 中
球 と は 反 応 し な か っ た 。 ま た 、 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248は 検 討 し た 全 て の 細
胞 種 と 反 応 し た 。
　 一 方 、 抗 Fcγ RIIIa M φ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR14は 単 球 の 一 部 と は 結 合 し た が 、 好 中 球
や NK細 胞 と は 反 応 し な か っ た 。 Fcγ RIIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 CLBFCRgranIは ， 検 討 し た 全
て の 細 胞 種 と 反 応 し た 。
　 以 上 の こ と よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248は Fcγ RIIIと 結 合 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 MKGR155は Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
（ ２ ） 免 疫 沈 降 法 に よ る 抗 体 特 異 性 評 価
　 4日 間 培 養 し た 単 球 、 好 中 球 、 NK細 胞 を 含 む LGL分 画 に 50μ g/Lの フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ
ニ ル フ ル オ リ ド （ PMSF） 、 1 mM Na-p-ト シ ル -L-リ シ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン お よ び 40μ g/m
L大 豆 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 、 1% NP-40（ 110 mM NaCl， 50 mMト リ ス 緩 衝 液 （ p
H 7.5） ） を そ れ ぞ れ 加 え て 溶 解 し た 。
　 得 ら れ た 溶 解 液 を 、 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155， MKGR248， 及 び 比 較 対 照 と し
て CLBFcRgranI（ 抗 Fcγ RIIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 固 定 化 し た プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス
4フ ァ ー ス ト フ ロ ー （ Amersham Bioscience製 ） 、 又 は MKGR14（ 抗 Fcγ RIIIa M φ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ） を 固 定 化 し た セ フ ァ ロ ー ス CL-4Bビ ー ズ に 加 え て 、 4℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 次
い で 50μ g/Lの PMSF、 1 mM Na-p-ト シ ル -L-リ シ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン お よ び 40μ g/mL大 豆
ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 、 1% NP-40（ 110 mM NaCl， 50 mMト リ ス 緩 衝 液 （ pH 7.5
） ） で 同 ビ ー ズ を 洗 浄 し た の ち 、 還 元 剤 を 含 ま な い SDS-PAGEサ ン プ ル 調 製 用 緩 衝 液 に 懸 濁
し て 65℃ 、 5分 間 加 熱 し 、 SDS-PAGEに 供 し た 。 電 気 泳 動 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ゲ ル 中
の 蛋 白 を 転 写 し た 後 、 抗 Fcγ RIIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 CLB-LM6.30と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
抗 マ ウ ス IgG（ Jackson Immuno Research社 製 ） を 順 次 反 応 さ せ た 。 膜 上 の ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 活 性 の 検 出 は 、 ECL検 出 シ ス テ ム （ Boehringer Mannheim GmbH社 （ ド イ ツ ） 製 ） を 用 い
た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 そ の 結 果 を 図 3に 示 す 。 図 3に お い て 、 (a)は NK細 胞 溶 解 液 と 各 抗 体 と を 反 応 さ せ た 場 合
、 (b)は 培 養 単 球 溶 解 液 と 各 抗 体 と を 反 応 さ せ た 場 合 、 (c)は 好 中 球 溶 解 液 と 各 抗 体 と を 反
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応 さ せ た 場 合 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 図 ３ か ら 明 ら か な 如 く 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR15
5は NK細 胞 と 培 養 単 球 に 発 現 し て い る Fcγ RIIIaと 反 応 し た が 、 好 中 球 に 発 現 し て い る Fcγ
RIIIbと は 反 応 し な か っ た 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248は 、 単 球 、 NK細 胞 、 好 中 球
の い ず れ の Fcγ RIIIと も 反 応 し た 。 一 方 、 抗 Fcγ RIIIa M φ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR14は 培
養 単 球 に 発 現 し て い る Fcγ RIIIa M φ と は 反 応 し た が 、 NK細 胞 や 好 中 球 の Fcγ RIIIと は 反 応
し な か っ た 。 ま た 、 Fcγ RIIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 CLBFcRgranIは 、 単 球 、 NK細 胞 、 好 中 球
の い ず れ の Fcγ RIIIと も 反 応 し た 。
　 以 上 の 結 果 か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248は Fcγ RIIIに 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155は Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ま た 、 従 来 は Fcγ RIIIaに 特 異 的 な 抗 体 が 得 ら れ て い な か っ た こ と か ら 、 Fcγ RIIIa量 を
測 定 す る た め に は 、 Immuno-PCR等 の 、 高 感 度 で は あ る が 煩 雑 な 測 定 方 法 を 用 い な け れ ば な
ら な か っ た 。 し か し 、 本 発 明 に よ っ て Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 得 ら れ た こ と
か ら 、 該 抗 体 を 用 い た 通 常 の ELISA、 EIA等 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 を 行 え ば 、 Fcγ RIIIa（ sFc
γ RIIIaを 含 む ） を 特 異 的 に 測 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 、 従 来 sFcγ RIIIa測 定 に 用 い ら れ て い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 sFcγ RIIIaだ け
で な く NA2-Fcγ RIIIbと も 結 合 す る 為 、 NA２ ＋ 表 現 型 の 患 者 を 対 象 と し て sFcγ RIIIaと sFc
γ RIIIbを 区 別 し て 測 定 す る こ と は 事 実 上 不 可 能 で あ っ た 。 し か し 、 本 発 明 の 抗 Fcγ RIIIa
抗 体 は 、 Fcγ RIIIaに は 特 異 的 に 結 合 す る が 、 Fcγ RIIIbと は 反 応 し な い 。 従 っ て 、 該 抗 体
を 用 い て 生 体 試 料 中 の sFcγ RIIIa量 を 測 定 す れ ば 、 RAの 診 断 に 有 用 な マ ー カ ー で あ る sFc
γ RIIIaが 特 異 的 に 測 定 で き る の で 、 従 来 よ り も 簡 便 且 つ 迅 速 に 、 さ ら に 特 定 対 象 者 の RA
の 診 断 を Fcγ RIIIb表 現 型 を 考 慮 せ ず に RAの 診 断 を 行 う こ と が 出 来 る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ３ ２ 】
[慢 性 リ ュ ウ マ チ (RA)患 者 、 変 形 性 関 節 炎 （ Osteoarthritis、 以 下 OAと 略 記 す る 。 ） 患 者
、 お よ び 健 常 者 血 漿 中 の sFcγ RIIIa濃 度 の 測 定 ]
(1)試 料 の 調 製
　 High Performance Elisa buffer（ HPE緩 衝 液 ， CLB社 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 オ ラ ン ダ ） で 1
00倍 希 釈 し た 各 EDTA加 血 漿 を 試 料 と し た 。 尚 、 EDTA加 血 漿 の 由 来 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 RA患 者 EDTA加 血 漿 は 、 1994年 4月 か ら 1996年 4月 ま で の 関 西 医 科 大 学 リ ュ ウ マ チ 科 の 来 院
患 者 で 、 米 国 リ ュ ウ マ チ 協 会 （ American Rheumatism Association, ARA） の 基 準 に お い て
RAと 認 定 さ れ た 患 者 43例 か ら 得 た 。 対 象 と な る OA患 者 EDTA加 血 漿 は 、 関 西 医 科 大 学 来 院 患
者 14名 よ り 、 健 常 者 EDTA加 血 漿 は 、 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） 社 員 32名 よ り 得 た 。 ま た 、 sFcγ R
IIIa等 の 濃 度 を 測 定 す る 際 に 、 100 AUを 設 定 す る た め の プ ー ル EDTA加 血 漿 は 、 任 意 に 病 院
の ス タ ッ フ か ら 選 ん だ 者 （ 19-75歳 、 42.9± 14.3歳 ） か ら 得 た 。

（ ２ ） 試 薬 の 調 製
・ 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155固 定 化 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ
　 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155の 10
μ g/mL溶 液 に 直 径 3.2 mmの ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を 浸 漬 後 、 非 結 合 部 分 を ２ % BSA溶 液 で ブ
ロ ッ ク す る こ と に よ り 、 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155固 定 化 ポ リ ス チ レ ン ビ ー
ズ を 得 た 。
・ POD標 識 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248
　 酵 素 免 疫 測 定 法 、 石 川 栄 治 、 河 合 忠 、 室 井 潔 編 、 第 2版 、 医 学 書 院 、 1982等 に 示 さ れ た
常 法 に 従 っ て 行 っ た 。 す な わ ち 、 Fcγ RIIIaに 結 合 す る 抗 体 で あ る 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 MKGR248を モ ル 比 で 10倍 量 相 当 の N-Succinimidyl 3-[2-pyridyldithio] propiona
teと リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 液 （ PBS） 中 で 反 応 さ せ た 後 、 Sephadex G-25を 用 い て ゲ ル ろ 過 を 行
い 、 余 分 の N-Succinimidyl 3-[2-pyridyldithio]propionateを 除 去 し た 後 、 DTTで 還 元 し
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て SH化 し た 。 こ れ と は 別 に 、 PODを モ ル 比 で 10倍 量 相 当 の m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysu
ccinimide esterと PBS中 で 反 応 さ せ た 後 、 Sephadex G-25を 用 い て ゲ ル ろ 過 を 行 い 、 余 分
の m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimide ester を 除 去 し て m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -
N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド を 導 入 し た PODを 得 た 。 さ ら に 両 者 を 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 P
OD標 識 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248を 得 た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
（ ３ ） 測 定 方 法
　 RA患 者 、 OA患 者 、 お よ び 健 常 者 由 来 の EDTA加 血 漿 中 の sFcγ RIIIa濃 度 は 、 自 動 化 学 発 光
免 疫 装 置 Sphere Light180（ ス フ ィ ア ラ イ ト 180、 オ リ ン パ ス 社 製 ） を 用 い て 化 学 発 光 法 で
以 下 の よ う に 行 っ た 。
　 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155固 定 化 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ １ 個 が 入 っ た 反 応 槽
に 、 試 料 140μ Lを 加 え 、 37℃ で 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSで 洗 浄 後 、 140μ Lの POD標
識 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248を 加 え て 37℃ で 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反
応 後 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を PBSで 洗 浄 後 、 ル ミ ノ ー ル 溶 液 （ 発 光 基 質 ） 70μ Lと H 2 O 2 溶 液
70μ Lを 添 加 し 、 自 動 化 学 発 光 免 疫 装 置 Sphere Light180（ ス フ ィ ア ラ イ ト 180、 オ リ ン パ
ス 社 製 ） を 用 い て 各 試 料 の 化 学 発 光 量 を 測 定 し た 。
　 別 に 、 健 常 者 プ ー ル EDTA加 血 漿 中 の sFcγ RIIIa量 を 基 準 値 、 す な わ ち 100 arbitrary un
its（ AU） に 設 定 し 、 こ れ を HPE緩 衝 液 で 希 釈 （ 1/5、 1/10、 1/20、 1/40、 1/80、 1/160、 1/
320） し た 試 料 に つ い て も 同 様 の 試 薬 及 び 機 器 を 用 い て 化 学 発 光 量 を 測 定 し 、 化 学 発 光 量
を 縦 軸 、 sFcγ RIIIa量 （ AU） を 横 軸 に プ ロ ッ ト し た 検 量 線 を 作 成 し た （ 図 4） 。 こ の 検 量
線 を 用 い て RA患 者 、 OA患 者 あ る い は 健 常 者 EDTA加 血 漿 中 の sFcγ RIIIa量 を 求 め た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
（ ４ ） 結 果
　 結 果 を 図 5に 示 す 。 な お 、 有 意 差 検 定 は t検 定 に よ り 行 っ た 。
　 図 5か ら 明 ら か な ご と く 、 RA患 者 の sFcγ RIIIa量 は 、 健 常 者 お よ び OA患 者 に 比 し て 高 値
で あ り 、 健 常 者 と OA患 者 の sFcγ RIIIa量 に は 有 意 な 差 が 認 め ら れ な か っ た 。 な お 、 健 常 者
の 値 に 対 す る RA患 者 の 値 の 有 意 水 準 は ｐ <0.01、 OA患 者 の 値 に 対 す る RA患 者 の 値 の 有 意 水
準 は ｐ <0.01で あ る 。
　 以 上 の こ と か ら 、 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155と 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 MKGR248を 用 い て 測 定 し た sFcγ RIIIaは 、 RAの 診 断 用 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る こ
と が 示 唆 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 １ 】 実 施 例 1で 得 ら れ た 、 Fcγ RIIIa遺 伝 子 を 導 入 し た CHO-HK1細 胞 ク ロ ー ン の 培 養 上
清 を 電 気 泳 動 後 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 結 果 で あ る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 3で 得 ら れ た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 各 抗 体 の 特 異 性 を 評 価 し た 結
果 で あ る 。 図 2に お い て 、 (a)は NK細 胞 と 、 (b)は 単 球 と 、 (c)は 好 中 球 と 反 応 し た 各 抗 体 の
結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 3で 得 ら れ た 、 免 疫 沈 降 法 に よ り 、 各 抗 体 の 特 異 性 を 評 価 し た 結 果 で あ る
。 図 3に お い て 、 (a)は NK細 胞 溶 解 液 と 各 抗 体 と を 反 応 さ せ た 場 合 、 (b)は 培 養 単 球 溶 解 液
と 各 抗 体 と を 反 応 さ せ た 場 合 、 (c)は 好 中 球 溶 解 液 と 各 抗 体 と を 反 応 さ せ た 場 合 の 結 果 を
そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 4で 得 ら れ た 、 化 学 発 光 量 と sFcγ RIIIa量 (AU)と の 関 係 を 示 す 検 量 線 で あ
る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 4で 得 ら れ た 、 RA患 者 （ RA） EDTA加 血 漿 、 変 形 性 関 節 炎 (OA)患 者 EDTA加 血
漿 及 び 健 常 者 EDTA加 血 漿 中 の sFcγ RIII量 を 比 較 し た 結 果 で あ る 。
【 図 ６ 】 Human Fcγ RIIIa cDNAの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） 及 び そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸
配 列 を 示 す 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 本 発 明 は 、 Fcγ RIIIaに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 を 提 供 す る も の で あ り 、
こ れ を 用 い て Fcγ RIIIa量 を 測 定 す れ ば 、 イ ム ノ PCR法 等 を 用 い て い た 従 来 よ り も 、 は る か
に 簡 便 、 迅 速 か つ 精 度 よ く 、 さ ら に 生 体 由 来 試 料 に 含 有 さ れ る Fcγ RIIIbの ア ロ タ イ プ に
左 右 さ れ る こ と な く Fcγ RIIIa量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 該 抗 体 を 用 い て RAの 有 用 な マ ー カ ー で あ る sFcγ RIIIa量 を 測 定 し て 、 そ の 結 果
を 用 い れ ば 、 従 来 よ り も 簡 便 か つ 迅 速 に 、 さ ら に 測 定 対 象 者 の Fcγ RIIIb表 現 型 を 考 慮 せ
ず に RAの 診 断 を 行 う こ と が 可 能 と な っ た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 8月 31日 (2004.8.31)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 Fcγ RIIIa特 異 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MKGR155の
産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR155が 挙 げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR155は 、 独 立 行 政
法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば
市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 ： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 ： FERM -1006
2 と し て 寄 託 し て あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 Fcγ RIIIaモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば CLBFcRgranI、 CLB-LM6.30、
GRM1（ de Haas, M. et al., Leukocyte typing V, S.F. Schlossmann et al. eds. Oxfor
d University Press, 811-817, 1995） 等 、 特 に 好 ま し く は MKGR248が 挙 げ ら れ る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 MKGR248を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR248は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研
究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １
　 中 央 第 ６ ） に 、 ： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 ： FERM  -10063 と し て 寄 託 し て
あ る 。 な お 、 CLBFcRgranI、 CLB-LM6.30、 MKGR248は Fcγ RIIIa N K 、 Fcγ RIIIa M φ 、 NA1-Fc
γ RIIIb、 NA2-Fcγ RIIIbを 認 識 す る 。 ま た 、 GRM1は Fcγ RIIIaと NA2-Fcγ RIIIbを 認 識 し 、
NA1-Fcγ RIIIbと は 反 応 し な い 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ５ 】
　 尚 、 ハ イ ブ リ ド ー マ MKGR155は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ
ー （ 郵 便 番 号 305-8566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、
： 2004年 ７ 月 ８ 日 、 ： FERM  -10062 と し て 寄 託 し て あ る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ MKGR248は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 郵 便 番 号 305-8
566、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 ： 2004年 ７ 月 ８ 日
、 ： FERM  -10063 と し て 寄 託 し て あ る 。
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