
(57)【要約】
【課題】　広くフジツボ類に属するフジツボの検出を迅速かつ簡便に行うことができる、
フジツボ類の付着期幼生に特異的なモノクローナル抗体及びそのフラグメント、前記モノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマ及びその作製方法、並びに、前記モノクローナ
ル抗体又はそのフラグメントを利用したフジツボ類の付着期幼生の検出用試薬、検出器、
検出キット、及び検出方法を提供すること。
【解決手段】　アカフジツボ付着期幼生を腹腔内に注射することにより免疫したマウスの
脾臓細胞とマウスミエローマ細胞とを融合することにより得られたハイブリドーマの中か
ら、フジツボ類以外の甲殻類プランクトンや二枚貝類の付着期幼生には反応しないが、フ
ジツボ類の付着期幼生に特異的に反応するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ
を同定した。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 又 は タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生
で 免 疫 し た ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 動 物 由 来 の 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 し た ハ イ ブ リ
ド ー マ か ら 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 及 び タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ
付 着 期 幼 生 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は
反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 定 す る 工 程 を 含 む こ と を 特
徴 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二
枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド
ー マ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二
枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ４ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 で あ っ て 、
　 前 記 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン
や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 効
成 分 と し て 含 有 す る 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 ８ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 器 で あ っ て 、
　 前 記 フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二
枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 固 定 化 さ
れ て い る こ と を 特 徴 と す る 検 出 器 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 検 出 器 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 キ ッ ト で あ っ て 、
　 前 記 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン
や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 出 器 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 試 料 に 、 前 記 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ
ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン
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ト を 加 え る こ と を 特 徴 と す る 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FERM P-20282で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン
ト 、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 又 は そ の 作 製 方 法 、 並 び に 、 フ ジ
ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 、 検 出 器 、 検 出 キ ッ ト 、 及 び 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 水 中 の 岩 や コ ン ク リ ー ト 壁 な ど の 基 盤 に 固 着 ま た は 付 着 し て い る 生 物 は 、 付 着 生 物 （ 汚
損 生 物 と 呼 ば れ る 場 合 も あ る 。 ） と 呼 ば れ る が 、 甲 殻 綱 、 ま ん 脚 亜 綱 に 属 す る 節 足 動 物 で
あ る フ ジ ツ ボ 類 は 代 表 的 な 海 産 付 着 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 は 、 内 湾 性 の 種 か ら 外 洋 性 の 種 ま で 多 く の 種 か ら な り 、 海 域 の 環 境 条 件 や 基
盤 に よ っ て 種 特 有 の 生 息 場 所 を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 フ ジ ツ ボ 類 の 生 活 史 の う ち 、 繁 殖 に 関 わ る ス テ ー ジ の 概 略 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 す
な わ ち 、 付 着 成 体 間 で 交 尾 し 受 精 後 、 浮 遊 期 で あ る ノ ー プ リ ウ ス 幼 生 を 孵 出 し 、 こ の ノ ー
プ リ ウ ス 幼 生 が 脱 皮 を 繰 り 返 し た 後 、 付 着 期 で あ る キ プ リ ス 幼 生 と な り 、 さ ら に キ プ リ ス
幼 生 が 基 盤 に 付 着 し 、 幼 フ ジ ツ ボ ヘ と 変 態 す る 。 こ の 繁 殖 時 期 は 、 各 種 に 特 有 の も の で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う な フ ジ ツ ボ 類 が 、 様 々 な 海 洋 構 造 物 や 船 底 、 発 電 所 な ど の 海 水 取 水 施 設 の 熱 交
換 器 や 復 水 器 な ど の 配 水 管 内 に 大 量 に 付 着 す る こ と に よ り 、 流 体 抵 抗 増 加 、 船 速 低 下 ・ 燃
費 増 大 、 取 水 ポ ン プ 負 荷 の 増 大 、 冷 却 効 率 低 下 、 細 管 閉 塞 等 の 様 々 な 被 害 を 及 ぼ す 場 合 が
あ る 。 そ の た め 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 を 防 止 す る 方 法 の 開 発 が 行 わ れ て い る （ 例 え ば 、 特 許
文 献 １ 及 び ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ の 場 合 、 フ ジ ツ ボ 類 の 出 現 状 況 を 把 握 し 、 対 象 海 域 で 被 害 の 大 き い フ ジ ツ ボ 類 に 絞 っ
て 駆 除 す れ ば 、 よ り 効 率 よ く 被 害 を 回 避 で き る と 考 え ら れ る 。 こ こ で 、 フ ジ ツ ボ 類 の 出 現
状 況 は 、 所 定 の 場 所 か ら 採 取 し た 海 水 中 に フ ジ ツ ボ 類 が ど れ く ら い 存 在 す る か を 定 期 的 に
調 査 す る こ と に よ り 行 わ れ て い る が 、 フ ジ ツ ボ 類 の 存 在 の 確 認 は 形 態 学 的 に 行 わ れ て い る
た め 、 フ ジ ツ ボ 類 の 種 類 に か か わ ら ず 、 広 く フ ジ ツ ボ 類 に 属 す る フ ジ ツ ボ の 存 在 を よ り 効
率 よ く 確 認 す る こ と が で き る 方 法 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 来 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 成 体 由 来 の 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 開 発 さ れ て お
り 、 こ の 抗 体 が 成 体 以 外 に 浮 遊 期 及 び 付 着 期 幼 生 に も 反 応 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
が （ 非 特 許 文 献 １ ～ ３ 参 照 ） 、 種 に か か わ ら ず 広 く フ ジ ツ ボ 類 に 属 す る フ ジ ツ ボ の 付 着 期
幼 生 に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 の 開 発 は な さ れ て い な か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ８ － ６ ７ ６ ０ ２ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 １ １ － ３ ３ ３ ４ ６ ６ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Com. Biochem. Physiol. 2000, 125A, 511-516
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Balanus amphitrite. J. Exp. Zool. 1998, 281, 12-20
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Proc. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 1998, 265, 1825-1830
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 広 く フ ジ ツ ボ 類 に 属 す る フ ジ ツ ボ の 検 出 を 迅 速 か つ 簡 便 に 行 う こ と
が で き る 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト
、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 及 び そ の 作 製 方 法 、 並 び に 、 前 記 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 利 用 し た フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬
、 検 出 器 、 検 出 キ ッ ト 、 及 び 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 （ キ プ リ ス 幼 生 ） に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し よ う と 試 み 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 を 腹 腔 内 に 注
射 す る こ と に よ り 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 と 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 し 、 得 ら
れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 用 い て 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付
着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン （ コ ペ ポ ー ダ
類 、 ア ル テ ミ ア ノ ー プ リ ウ ス 幼 生 等 ） 、 及 び 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 （ ア サ リ 、 ム ラ サ キ イ
ガ イ 等 の 付 着 期 幼 生 （ ペ デ ィ ベ リ ジ ャ ー 幼 生 ） ） の 粗 抽 出 液 （ 各 幼 生 又 は プ ラ ン ク ト ン を
超 音 波 装 置 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 等 で 処 理 し た 溶 解 物 ） と の 反 応 性 を 調 べ て い た と こ ろ 、 フ ジ
ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い が 、 ア カ フ ジ ツ
ボ 付 着 期 幼 生 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 等 の フ ジ ツ ボ 類 の
付 着 期 幼 生 に 反 応 す る 広 い 種 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ が 存 在 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、
タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 等 の フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に は
、 共 通 す る 抗 原 が 存 在 す る の で は な い か と 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 ア カ フ ジ
ツ ボ 付 着 期 幼 生 以 外 に 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 又 は イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 を 腹 腔
内 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 用 い て も 、 上 記 と 同 様 に フ ジ ツ ボ 類
の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が で き る
の で は な い か と 考 え 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 方 法 は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異
的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 ア
カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 又 は タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 で 免
疫 し た ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 動 物 由 来 の 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 し た ハ イ ブ リ ド ー
マ か ら 、 ア カ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 、 及 び タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 付 着
期 幼 生 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応
し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ
ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着
期 幼 生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生
に は 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異
的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な
い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 器 は 、 フ ジ ツ ボ 付 着 期 幼 生 に 特 異 的
に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 固 定 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 キ ッ ト は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼
生 に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は
反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 方 法 は 、 試 料 に 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生
に 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反
応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 加 え て 、 試 料 中 の フ ジ ツ ボ 類 の 付 着
期 幼 生 に 作 用 さ せ る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 、 前 記 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に は 特 異 的 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ
ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 例 え ば
、 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 に お い て 受 託 番 号 FERM P-2028
2等 で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 挙 げ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 な お 、 本 明 細 書 に お い て 「 フ ジ ツ ボ 類 」 と は 、 フ ジ ツ ボ 類 に 属 す る フ ジ ツ ボ の 全 て の 種
を 指 す 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 広 く フ ジ ツ ボ 類 に 属 す る フ ジ ツ ボ の 検 出 を 迅 速 か つ 簡 便 に 行 う こ と が
で き る 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト 、
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 及 び そ の 作 製 方 法 、 並 び に 、 前 記 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 利 用 し た フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 、
検 出 器 、 検 出 キ ッ ト 、 及 び 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 知 見 に 基 づ き 完 成 し た 本 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 を 、 実 施 例 を 挙 げ な が ら 詳 細 に
説 明 す る 。 実 施 の 形 態 及 び 実 施 例 に 特 に 説 明 が な い 場 合 に は 、 J. Sambrook, E. F. Frits
ch & T. Maniatis (Ed.), Molecular cloning, a laboratory manual (3rd edition), Co
ld Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (2001); F. M. Ausubel, R. B
rent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl (Ed.), C
urrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Ltd.な ど の 標 準 的 な プ ロ
ト コ ー ル 集 に 記 載 の 方 法 、 あ る い は そ れ を 修 飾 し た り 、 改 変 し た 方 法 を 用 い る 。 ま た 、 市
販 の 試 薬 キ ッ ト や 測 定 装 置 を 用 い て い る 場 合 に は 、 特 に 説 明 が 無 い 場 合 、 そ れ ら に 添 付 の
プ ロ ト コ ー ル を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
＝ ＝ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 製 造 方 法 ＝ ＝
　 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類
の 付 着 期 幼 生 、 又 は そ れ ら の 付 着 期 幼 生 を そ れ ぞ れ 超 音 波 装 置 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 等 で 処 理
し た 溶 解 物 （ 以 下 、 「 粗 抽 出 液 」 と 称 す る 。 ） に は 反 応 し な い が 、 フ ジ ツ ボ 類 （ 特 に 、 ア
カ フ ジ ツ ボ 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 等 ） の 付 着 期 幼 生 又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に
反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ （ 以 下 、 「 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ
ド ー マ 」 と 称 す る 。 ） か ら 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 公 知 の 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 に 係
る ハ イ ブ リ ド ー マ を 適 当 な 培 養 培 地 で 培 養 し 、 培 養 上 清 を 回 収 す る こ と に よ り 上 述 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る が 、 上 述 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 哺 乳 類 動 物 （ 例 え ば 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 サ ル な ど ） の 腹 腔 内 に 投
与 し 、 腹 水 を 回 収 す る こ と に よ り 上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と と し て も よ い 。 な
お 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 上 述 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 又 は 培 養 し た ハ イ ブ
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リ ド ー マ を 超 音 波 装 置 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 等 で 処 理 し た 溶 解 物 、 又 は 上 述 の ハ イ ブ リ ド ー マ
を 腹 腔 内 に 投 与 し た 哺 乳 類 動 物 か ら 採 取 し た 腹 水 を 、 常 法 、 例 え ば 、 硫 安 塩 析 、 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー な ど ） 、 ゲ ル 濾 過 等 の 方 法 、 又 は こ れ ら の 方 法 を 適 宜 組 み 合 わ せ た 方 法 に よ り 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 述 の ハ イ ブ リ ド ー マ と し て は 、 例 え ば 、 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 に お い て 受 託 番 号 FERM P-20282等 で 寄 託 さ れ て い る 細 胞 株 を 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 部 か ら な り 、 可 変
領 域 を 含 む 抗 原 結 合 部 位 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ
ン ト 、 F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト な ど を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知
の 手 法 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 な ど を 用 い た 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 な お 、
タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 と し て は 、 Fabフ ラ グ メ ン ト や F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト を 得 る こ と が で
き る も の で あ れ ば ど の よ う な も の で あ っ て も よ い が 、 例 え ば 、 ペ プ シ ン 、 フ ィ シ ン 等 の 分
解 酵 素 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
＝ ＝ ＝ ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 ＝ ＝ ＝
　 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ま
ず 、 フ ジ ツ ボ 類 （ 例 え ば 、 ア カ フ ジ ツ ボ 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 等 ） の 付 着 期
幼 生 又 は そ の 粗 抽 出 液 を 抗 原 と し て 用 い 、 適 当 な 量 の 抗 原 （ ア ジ ュ バ ン ド を 使 用 し て も よ
い 。 ） を 哺 乳 類 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ
、 イ ヌ 、 サ ル な ど ） の 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 等 に （ １ ～ 複 数 回 ） 投 与 し て 免 疫 す る 。 そ の
際 、 １ つ の 種 の フ ジ ツ ボ を 抗 原 と し て 用 い れ ば よ い が 、 複 数 の 種 の フ ジ ツ ボ を 用 い て も よ
い 。 そ の 後 、 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 し 、 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） と
融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の
甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に は 反 応 を 示 さ な い が
、 フ ジ ツ ボ 類 （ 特 に 、 ア カ フ ジ ツ ボ 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 等 ） の 付 着 期 幼 生
又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に は 反 応 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を
選 定 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ る と 、 １ つ の 種 の フ ジ ツ
ボ を 抗 原 と し て 用 い る だ け で 、 複 数 の 種 の フ ジ ツ ボ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 効 率 よ く 得 る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
（ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｖ Ｊ ） な ど の 融 合 促 進 剤 を 含 む 培 養 培 地 で 抗 体 産 生 細
胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 一 緒 に 培 養 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る が 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 等 の 電 気 刺 激 を 利 用 し て 行 う こ と も で き る 。 な お 、 細 胞 融 合 の 効 率 を 高 め る た め
に 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド や レ シ チ ン な ど の 補 助 剤 を 培 養 培 地 に 含 ま せ る こ と と し て も よ
い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 脾 臓 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 胸 腺 細 胞 、 末 梢 血 細 胞
な ど を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 動 物 か ら 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 胸 腺 、 又 は 末 梢
血 を 摘 出 し 、 摘 出 し た 組 織 を 破 砕 、 濾 過 、 遠 心 分 離 等 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
ま た 、 前 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 各 種 動 物 由 来 の 細 胞 株 を 用 い て も よ い が 、 そ れ 自 身
薬 剤 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 さ な い が 、 融 合 す る と 薬 剤 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す 細 胞 株 を 用 い る
こ と が 好 ま し い 。 こ れ に よ り 、 細 胞 融 合 し た 後 、 薬 剤 を 添 加 し た 培 養 培 地 （ 例 え ば 、 Ｈ Ａ
Ｔ 培 地 な ど ） で 培 養 す る こ と に よ り 、 細 胞 融 合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 が
容 易 と な る 。 な お 、 融 合 さ せ る 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 同 種 の 動 物 由 来 の 細 胞
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を 用 い る こ と が 望 ま し い が 、 異 な る 種 の 動 物 由 来 の 細 胞 を 用 い る こ と と し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 述 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 定 は 、 常 法 の ス ク リ ー ニ ン グ や ク ロ ー ニ ン グ に よ り 行 う こ と
が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA： Enzym
e ImmunoAssay、 ELISA： Enzyme-Linked Immunosorbent Assays） 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 （ RI
A： Radio Immuno Assay） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 を 用 い る こ と が で き 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ の ク ロ ー ニ ン グ に は 、 例 え ば 、 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 法 、 フ ィ ブ リ ン ゲ ル 法 、 蛍 光 励 起 セ
ル ソ ー タ ー 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 定 に お い て 、 上
記 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 行 う こ と に よ り 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生
又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に 対 し て 特 異 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ を 選 択 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 本 発 明 に 係 る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い る こ と に よ り 、 様 々 な 幼 生 又 は プ ラ ン ク ト ン を 含 む 試 料 （ 例 え ば 、 海 水 な ど ） 中
か ら フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 を 特 異 的 に 回 収 し た り 、 検 出 、 す な わ ち 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着
期 幼 生 の 存 在 の 有 無 の 確 認 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 同 定 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の
量 の 測 定 等 を 行 っ た り す る こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
＝ ＝ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 使 用 ＝ ＝
　 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類
の 付 着 期 幼 生 又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に は 反 応 性 を 示 さ な い が 、 フ ジ ツ ボ 類 （ 特 に 、 ア カ フ
ジ ツ ボ 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ 、 イ ワ フ ジ ツ ボ 等 ） の 付 着 期 幼 生 又 は そ れ ら の 粗 抽 出 液 に 対 し
て 特 異 的 に 反 応 性 を 示 す こ と か ら 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン
ト は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 特 異 的 な 検 出 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生
を 回 収 す る の に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 回 収 は 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト と の 親 和 性 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 磁 性 体
を 結 合 さ せ た 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を フ ジ ツ ボ 類 の 付 着
期 幼 生 に 作 用 さ せ 、 そ の 後 、 磁 石 を 用 い て 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ
グ メ ン ト を 回 収 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 な お 、 前 記 磁 性 体 と し て は 、 例 え ば 、
鉄 、 酸 化 鉄 等 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の 他 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 回 収 に お い て 、
FACS（ Fluorescence Activated Cell sort） 、 panning等 の 方 法 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 は 、 試 料 （ 例 え ば 、 海 水 又 は そ れ を 超 音 波
装 置 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 等 で 処 理 し た 溶 解 物 な ど ） に 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又
は そ の フ ラ グ メ ン ト を 加 え て 試 料 中 の フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 又 は そ の 溶 解 物 と 反 応 さ せ
、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 結 合 し て い る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生
や そ の 溶 解 物 を 免 疫 学 的 手 法 に よ り 解 析 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 試 薬 、 キ ッ ト 、
又 は 器 具 は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 、 検 出 キ ッ ト 、 及 び 検 出 器 と し て 有 用
で あ る と い え る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 な お 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 用 試 薬 は 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む も の で あ れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、 例 え ば 、 緩
衝 液 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 、 炭 酸 塩 、 塩 酸 塩 等 の 塩 の 溶 液 ） 、 防 腐 剤 （ 例 え ば 、 ア ジ 化 ナ ト
リ ウ ム な ど ） 、 非 特 異 的 な 反 応 を 抑 制 す る た め の 物 質 （ 例 え ば 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 ゲ ラ チ
ン 、 ス キ ム ミ ル ク な ど ） 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 を 検 出 す る の に 必
要 な 物 質 （ 例 え ば 、 標 識 物 質 な ど ） 、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 BSA、 ヤ ギ 血 清 な ど ） 等 の 、 抗 体

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-246821 A 2006.9.21



又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 以 外 に 抗 原 の 検 出 用 試 薬 に 含 ま せ る 一 般 的 な 物 質 が １ 又 は ２ 以 上 、
さ ら に 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 器 は 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又
は そ の フ ラ グ メ ン ト が 媒 体 （ 例 え ば 、 濾 紙 な ど の 紙 、 ガ ラ ス 、 繊 維 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な
ど の 変 性 セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 プ ラ ス チ ッ ク 等 か ら 成 る フ ィ ル タ ー 、 メ ン ブ レ ン 、 プ レ
ー ト 、 デ ィ ッ シ ュ な ど ） に 固 定 化 さ れ て い る も の で あ れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、 例 え
ば 、 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 、 炭 酸 塩 、 塩 酸 塩 等 の 塩 の 溶 液 ） 、 防 腐 剤 （ 例 え ば 、 ア ジ
化 ナ ト リ ウ ム な ど ） 、 非 特 異 的 な 反 応 を 抑 制 す る た め の 物 質 （ 例 え ば 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 、
ゲ ラ チ ン 、 ス キ ム ミ ル ク な ど ） 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 を 検 出 す る
の に 必 要 な 物 質 （ 例 え ば 、 標 識 物 質 、 発 色 基 質 、 二 次 抗 体 、 発 色 増 強 剤 な ど ） 、 安 定 剤 （
例 え ば 、 BSA、 ヤ ギ 血 清 な ど ） 等 の 、 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 以 外 に 抗 原 の 検 出 器 に 含
ま せ る 一 般 的 な 物 質 が １ 又 は ２ 以 上 、 さ ら に 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 器 の 一 例 と し て は 、 試 料 を 滴 下 す る 部 分 又
は 試 料 を 浸 す 第 一 の 部 分 と 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 固
定 化 さ れ た 第 二 の 部 分 と 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産 生 さ れ た ホ ス ト の 動 物 種
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 等 の 二 次 抗 体 が 固 定 化 さ れ た
第 三 の 部 分 を 有 し 、 第 二 の 部 分 が 第 一 の 部 分 と 第 三 の 部 分 と の 間 に 備 え ら れ 、 第 一 の 部 分
に は 、 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 （ 例 え ば 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 な ど ） 、 重 金 属 （ 例 え ば 、 金 、 白 金 な
ど ） 、 蛍 光 物 質 （ 例 え ば 、 FITC（ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ
ァ ロ イ ジ ン な ど ） 、 着 色 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 の 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ 媒 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 前
記 ク ロ マ ト グ ラ フ 媒 体 と し て は 、 例 え ば 、 ガ ラ ス や シ リ カ な ど の 無 機 繊 維 か ら な る 濾 紙 、
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ど の 変 性 セ ル ロ ー ス 等 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な ク ロ マ ト グ
ラ フ 媒 体 を 用 い る こ と に よ り 、 試 料 中 に フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 が 存 在 す る か ど う か を 検
出 す る こ と が 可 能 に な る 。 そ の 原 理 と し て は 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 又 は そ の 溶 解 物 を
含 む 試 料 を ク ロ マ ト グ ラ フ 媒 体 の 第 一 の 部 分 に 滴 下 し た り 、 浸 し た り す る と 、 試 料 中 の フ
ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 又 は そ の 溶 解 物 と 、 第 一 の 部 分 に 含 ま れ る 標 識 さ れ た 上 述 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト と 反 応 し て 複 合 体 を 形 成 し 、 液 が 媒 体 中 を 広 が る の を
利 用 し て 、 そ の 複 合 体 は 第 二 の 部 分 へ と 移 動 し 、 第 二 の 部 分 に お い て 固 定 化 さ れ た 上 述 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 補 足 さ れ 、 そ の 位 置 で 標 識 物 質 に よ り フ ジ ツ
ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 が 可 能 と な る 。 こ れ に 対 し て 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 又 は そ の
溶 解 物 を 含 ま な い 試 料 に お い て は 、 試 料 中 に 含 ま れ る 抗 原 と 反 応 し な か っ た 、 第 一 の 部 分
に 含 ま れ る 標 識 さ れ た 上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 第 三 の 部 分 へ
と 移 動 し 、 第 三 の 部 分 に お い て 固 定 化 さ れ た 上 述 の 二 次 抗 体 に 補 足 さ れ 、 標 識 物 質 の 標 識
に よ り フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 が 存 在 し な か っ た こ と が 明 ら か に な る 。 こ の よ う に 、 第 二
の 部 分 が 標 識 さ れ た か 、 第 三 の 部 分 の み が 標 識 さ れ た か で 、 試 料 中 に フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期
幼 生 が 存 在 す る か ど う か を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 方 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 キ ッ ト は 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む も の で あ れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、 本 発 明 に 係
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 以 外 に 、 例 え ば 、 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩
、 炭 酸 塩 、 塩 酸 塩 等 の 塩 の 溶 液 ） 、 防 腐 剤 （ 例 え ば 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム な ど ） 、 非 特 異 的
な 反 応 を 抑 制 す る た め の 物 質 （ 例 え ば 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 ゲ ラ チ ン 、 ス キ ム ミ ル ク な ど ）
、 免 疫 学 的 手 法 に よ り フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 を 検 出 す る の に 必 要 な 物 質 （ 例 え ば 、 標 識
物 質 、 発 色 基 質 、 二 次 抗 体 、 発 色 増 強 剤 な ど ） 、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 BSA、 ヤ ギ 血 清 な ど ）
等 の 抗 原 の 検 出 キ ッ ト に 含 ま せ る 一 般 的 な 物 質 、 若 し く は 上 述 の よ う な 本 発 明 に 係 る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 媒 体 に 固 定 化 さ れ て い る 検 出 器 、 又 は こ れ ら の う
ち ２ 以 上 を 組 み 合 わ せ た も の が 含 ま れ て い て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 な お 、 前 記 標 識 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 （ 例 え ば 、 FITC、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ァ ロ
イ ジ ン な ど ） 、 金 属 コ ロ イ ド 粒 子 （ 例 え ば 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 ） 、 重 金 属 （ 例 え ば 、 金 、 白
金 な ど ） 、 色 素 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン （ PE） 、 フ ィ コ シ ア ニ ン （ PC） な
ど ） 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、 3 H、 3 2 P、 3 5 S、 1 2 5 I、 1 3 1 Iな ど ） 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ な ど ） 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 の 物
質 を 用 い る こ と が で き る が こ れ ら に 制 限 さ れ る も の で は な く 、 公 知 の 標 識 物 質 を 用 い て も
よ い 。 ま た 、 発 色 基 質 と し て は 、 上 述 の 酵 素 に 対 す る 発 色 基 質 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も
の で は な く 、 例 え ば 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (o-Phenylened
iamine)、 過 酸 化 水 素 水 、 BCIP/Nitro-TB（ 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/Nitrot
etrazolium blue） 、 pNPP（ para-nitorophenylphosphate） な ど を 用 い る こ と が で き る 。
前 記 発 色 増 強 剤 と し て は 、 上 述 の 基 質 の 発 色 を 増 強 さ せ る こ と が で き る も の で あ れ ば ど の
よ う な も の で も よ く 、 例 え ば 、 硫 酸 な ど を 用 い る こ と が で き 、 前 記 二 次 抗 体 と し て は 、 例
え ば 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産 生 さ れ た ホ ス ト の 動 物 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に
特 異 的 に 反 応 す る 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 抗 Ig(H+L)、 抗 Ig(Fc)な ど を 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 上 述 の 免 疫 学 的 手 法 と し て は 、 EIA（ Enzyme Immunoassay） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 E
LISA（ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay） 、 RIA（ Radioimmuno assay） 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 等 の 公 知 の 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 に 係 る フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 検 出 方 法 、 検 出 用 試 薬 、 検 出 器
、 又 は 検 出 キ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 存 在 の 有 無 の 確 認 、 フ
ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 同 定 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 の 分 離 及 び 量 の 測 定 が 可 能 と な る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 に 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る 。 な お 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を 説
明 す る た め の も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
［ 実 施 例 １ ］
　 ア カ フ ジ ツ ボ （ Megabalanus rosa (Pilsbry)） キ プ リ ス 幼 生 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 得 る た め に 、 室 内 飼 育 に よ り 得 ら れ た ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 を 抗 原 と し て 用 い
た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ７ 週 齢 の BALB/c Jc1マ ウ ス の 腹 腔 内 に 抗 原 を ５ 回 注 射 し （ 1～ 4回 目 の 注 射 ： 幼 生 50～ 20
0個 /150～ 200μ l PBS、 ５ 回 目 の 注 射 （ 最 終 免 疫 ） ： 幼 生 300個 /200μ l PBS； 1回 目 の 投 与
か ら 22日 目 に 2回 目 の 投 与 を 、 2回 目 の 投 与 か ら 24日 目 に 3回 目 の 投 与 を 、 3回 目 の 投 与 か ら
60日 目 に 4回 目 の 投 与 を 、 4回 目 の 投 与 か ら 59日 目 に 5回 目 の 投 与 を 行 っ た 。 ） 、 マ ウ ス を
免 疫 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 最 終 免 疫 か ら ３ 日 後 に 、 マ ウ ス か ら 脾 臓 を 摘 出 し 、 10％ の FBS及 び １ ％ の 抗 生 物 質 （ Ant
ibiotic-Antimycotic； GIBCO社 製 ） を 含 む RPMI1640（ GIBCO社 製 ） 培 地 中 で 滅 菌 ス テ ン レ
ス メ ッ シ ュ に よ り 裏 漉 し し 、 細 胞 を 分 散 ・ 懸 濁 さ せ て 浮 遊 細 胞 （ 脾 臓 細 胞 ） を 得 た 。 こ の
脾 臓 細 胞 を 10％ の FBS を 含 む 培 地 （ FBS + 培 地 ） で 洗 浄 ・ 遠 心 し た 後 、 RPMI1640培 地 （ FBS -

培 地 ） で ３ 回 遠 心 ・ 洗 浄 し 、 脾 臓 細 胞 （ 10 8  cells程 度 ） を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 次 に 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ 5× 10 7  cells） と 脾 臓 細 胞 （ 10 8  cells程 度 ） を 混 合 し 、 そ の
後 遠 心 し て 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト （ 沈 殿 ） を 作 製 し た 。 こ れ に 1gの PEG4000（ ポ リ
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エ チ レ ン グ リ コ ー ル ； MERCK社 Article No.9727） と FBS - 培 地  １ mlと を 混 合 し た 溶 液 を ゆ
っ く り と 添 加 し て 撹 拌 し 、 さ ら に １ 分 間 緩 や か に 撹 拌 し た 。 そ の 後 、 FBS - 培 地 2mlを ゆ っ
く り 加 え な が ら １ 分 間 撹 拌 し て 、 細 胞 融 合 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 細 胞 融 合 後 、 さ ら に FBS - 培 地 （ 37℃ ） 8mlを １ 分 間 か け て ゆ っ く り と 添 加 し 、 続 い て 遠
心 分 離 （ 1000rpm× 5分 間 ） し て 上 澄 み を 吸 引 除 去 し た 。 こ れ に FBS + 培 地 10mlを 添 加 し て 懸
濁 し 、 FBS + HAT培 地 （ 10％ の FBS、 1％ の 抗 生 物 質 、 及 び HAT supplement medium（ SIGMA；
粉 末 1バ イ ア ル を 50倍 に 希 釈 し た も の を 使 用 ） × 0.5を 含 む RPMI1640培 地 （ GIBCO） ） が 入
っ た 分 室 シ ャ ー レ 5枚 に そ れ ぞ れ 2ml播 種 し 、 37 ℃ ， 5% CO 2 の 条 件 下 で 5～ 7日 間 培 養 し た
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 培 養 後 、 凍 結 し た ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 ７ ０ ０ 個 体 に 、 50mM Tris-HCl（ PH7.5） を
700μ l加 え 、 ホ モ ジ ナ イ ズ ・ 超 音 波 （ 数 秒 × ５ 回 ） 処 理 を 行 い 、 5000rpm× 20分 間 遠 心 す
る こ と に よ り 得 ら れ た ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 粗 抽 出 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 ； 5.74mg/ml
） を 抗 原 と し て 用 い 、 そ れ を 吸 着 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン を 各 シ ャ ー レ （ 培 養
液 ） 上 に の せ （ １ 日 間 ） 、 HRP標 識 ２ 次 抗 体 を 用 い て 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 化 学 発 光 さ せ
て Ｘ 線 フ ィ ル ム に 焼 き 付 け 、 各 セ ル 内 の 細 胞 の 抗 体 産 生 の 確 認 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 確 認 に お い て 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 粗 抽 出 液 に 対 し て 陽 性 反 応 を 示 し た 細 胞
株 の う ち 、 シ ン グ ル コ ロ ニ ー の ハ イ ブ リ ド ー マ を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 選 択 培 地 （ マ ウ ス 胸 腺
細 胞 由 来 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 添 加 し た HT培 地 （ 100μ Mヒ ポ キ サ ン チ ン 及 び 16μ Mチ ミ ジ ン
を 含 む RPMI1640培 地 ） ） の 入 っ た ９ ６ 穴 ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 植 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養
を 行 っ た 。 培 養 後 、 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 を 採 取 し 、 ELISA法 に よ り 抗 体 の 産 生 を 確 認 し た
。 な お 、 特 に 記 載 が な い 過 程 に つ い て は 室 温 に て 処 理 （ 反 応 を 含 む ） を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ １ ） 上 記 抗 原 （ ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 粗 抽 出 液 ； 100μ g/ml） 50μ lを 、 96穴 イ ワ キ
ELISAプ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 ４ ℃ で 一 晩 、 抗 原 を ウ ェ ル 底 面 に 吸 着 さ せ た 。 　
（ ２ ） （ １ ） で 吸 着 処 理 し た 各 ウ ェ ル を TBS（ 0.5 M NaCl及 び 20 mM Tris-HCl（ pH7.5） ）
200μ lで 洗 浄 し た 。 　
（ ３ ） 各 ウ ェ ル を 1％  BSAを 含 む TBS 100μ lで 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 　
（ ４ ） 各 ウ ェ ル を TTBS（ 0.05％  Tween20を 含 む TBS） 200μ lで 3回 洗 浄 し た 。 　
（ ５ ） ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ た 培 養 上 清 （ 1次 抗 体 ） 50μ lを 各 ウ ェ
ル に 加 え 、 1時 間 反 応 さ せ た 。 　
（ ６ ） 各 ウ ェ ル を TTBS 200μ lで 4回 洗 浄 し た 。 　
（ ７ ） 各 ウ ェ ル に 2次 抗 体 （ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） ヤ ギ 抗 体
； ZYMED laboratory） 溶 液 （ TBSで 1000倍 に 希 釈 し た 溶 液 ） 50μ lを 加 え て 1時 間 反 応 さ せ
た 。 　
（ ８ ） 各 ウ ェ ル を TTBS 200μ lで 5回 洗 浄 し た 。 　
（ ９ ） 各 ウ ェ ル に 基 質 （ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 キ ッ ト ； BIO-RAD） 溶 液  100μ lを
加 え 、 1時 間 振 盪 す る こ と に よ り 発 色 さ せ た 。 　
（ 10） マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ BIO-RAD Model550； 405nm） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の 溶
液 の 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 述 の ELISA法 に よ り 高 い 抗 体 産 生 能 が 確 認 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 段 階 的 に
希 釈 し た 培 養 液 を さ ら に ELISA法 に よ り 抗 体 価 を 測 定 し 、 抗 体 産 生 能 が 高 い ハ イ ブ リ ド ー
マ を ピ ッ ク ア ッ プ す る と い う 操 作 を 3回 繰 り 返 し て 行 い （ 2回 目 及 び 3回 目 の 培 養 は 、 HTを
含 ま な い 、 10％  FBS、 1％  抗 生 物 質 、 及 び 10％  細 胞 増 殖 促 進 成 分 （ conditioned medium 
from J774A.1 cells, HYBRIMAX, SIGMA） を 含 む RPMI1640を 用 い た 。 ） 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ
プ リ ス 幼 生 粗 抽 出 液 に 対 し て よ り 高 い 抗 体 産 生 能 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン （ KA4-
5b6P-1(3)a、 KA4-5b(5)a、 KF1-6a4(1)6P-3、 及 び 10E3-1A11-2(3)b） を 得 た 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 次 に 、 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た 4個 の ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン （ KA4-5b6P-1(3)a、 KA4-5
b(5)a、 KF1-6a4(1)6P-3、 及 び 10E3-1A11-2(3)b） の 各 培 養 上 清 に 含 ま れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る か 否 か を 調 べ る た め 、 ア カ
フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 、 タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ （ Balanus amphitrite Darwin） キ プ リ ス 幼 生
、 イ ワ フ ジ ツ ボ （ Chthamalus challengeri Hoek） キ プ リ ス 幼 生 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻
類 プ ラ ン ク ト ン （ コ ペ ポ ー ダ 類 、 ア ル テ ミ ア （ Artemia salina） ノ ー プ リ ウ ス 幼 生 ） 、 及
び 二 枚 貝 幼 生 （ ア サ リ ペ デ ィ ベ リ ジ ャ ー 幼 生 、 ム ラ サ キ イ ガ イ ペ デ ィ ベ リ ジ ャ ー 幼 生 ） の
粗 抽 出 液 （ タ ン パ ク 質 の 濃 度 ； 100μ g/ml） と の 反 応 性 を 、 実 施 例 １ に 記 載 の ELISA法 と 同
様 に 確 認 し た 。 な お 、 各 粗 抽 出 液 は 、 各 幼 生 又 は プ ラ ン ク ト ン を 50mM Tris-HCl（ PH7.5）
に 加 え て 、 ホ モ ジ ナ イ ズ ・ 超 音 波 （ 数 秒 × ５ 回 ） 処 理 し 、 5000rpm× 20分 間 の 遠 心 を 行 う
こ と に よ り 調 製 し た 。 ELISAの 結 果 （ OD 4 0 5 値 ） を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
［ 表 １ ］
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 表 １ に 示 す よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン KA4-5b6P-1(3)a、 KA4-5b(5)a、 及 び KF1-6a
4(1)6P-3の 上 清 は 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 の 粗 抽 出 液 に 対 し て 反 応 性 を 示 し 、 タ テ ジ
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マ フ ジ ツ ボ や イ ワ フ ジ ツ ボ 等 の ア カ フ ジ ツ ボ 以 外 の フ ジ ツ ボ 類 の キ プ リ ス 幼 生 の 粗 抽 出 液
、 二 枚 貝 類 、 及 び フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン の 粗 抽 出 液 に は 反 応 性 を 示 さ な か
っ た 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン 10E3-1A11-2(1)bの 上 清 は 、 全 て の フ ジ ツ ボ 類 の キ
プ リ ス 幼 生 の 粗 抽 出 液 に 対 し て 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類 以 外 の 幼 生 や プ ラ ン ク ト ン の 粗 抽 出 液
に 対 し て ほ と ん ど 反 応 性 を 示 さ な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
［ 実 施 例 ３ ］
　 次 に 、 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が フ ジ ツ
ボ 類 の キ プ リ ス 幼 生 自 体 に 特 異 的 に 反 応 す る か ど う か を 調 べ る た め に 、 培 養 上 清 が フ ジ ツ
ボ 類 の キ プ リ ス 幼 生 の 粗 抽 出 液 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 し た ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン 10E3-1
A11-2(3)bの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 及 び タ テ ジ マ フ ジ
ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 に 対 す る 免 疫 染 色 を 以 下 の よ う に 行 い 、 実 体 顕 微 鏡 及 び 倒 立 顕 微 鏡 で 各
幼 生 を 観 察 し た 。 な お 、 特 に 記 載 が な い 過 程 に つ い て は 室 温 に て 処 理 （ 反 応 を 含 む ） を 行
っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
（ １ ） 5％  ホ ル マ リ ン を 用 い て 、 ア カ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 又 は タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ キ プ リ
ス 幼 生 を そ れ ぞ れ 96穴 プ レ ー ト に 海 水 と と も に 入 れ 、 ホ ル マ リ ン （ 終 濃 度 5%） を 用 い て 、
固 定 し た 。 　
（ ２ ） 各 ウ ェ ル を PBS 200μ lで 洗 浄 し た 後 、 PBST（ 0.05％  Tween20を 含 む PBS） 200μ lに
て さ ら に 洗 浄 し た 。 　
（ ３ ） 各 ウ ェ ル に 1％  BSAを 含 む PBST200μ lを 注 入 し 、 4℃ で 8時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 　
（ ４ ） 各 ウ ェ ル に 10E3-1A11-2(3)bの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1次 抗 体 ； 1％  BSAを 含 む PBST
で 8倍 に 希 釈 し た 溶 液 ） 200μ lを 加 え 、 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 　
（ ５ ） 各 ウ ェ ル を PBST 200μ lで 4回 洗 浄 し た 。 　
（ ６ ） 各 ウ ェ ル に 2次 抗 体 （ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） ヤ ギ 抗 体
； 1％  BSAを 含 む PBSTで 400倍 に 希 釈 し た 溶 液 ） 200μ lを 加 え て 4℃ で 8時 間 反 応 さ せ た 。 　
（ ７ ） 各 ウ ェ ル を PBST 200μ lで 4回 洗 浄 し た 。 　
（ ８ ） 各 ウ ェ ル に 基 質 （ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 キ ッ ト ； BIO-RAD） 溶 液  200μ lを
加 え て 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 そ の 結 果 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン 10E3-1A11-2(3)bの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ア カ フ
ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 や タ テ ジ マ フ ジ ツ ボ キ プ リ ス 幼 生 の 胸 肢 基 部 組 織 に 特 異 的 に 反 応 す る
こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 10E3-1A11-2(3)bは 、 フ ジ ツ ボ 類 の 付 着 期 幼 生 に 反 応 し 、 フ ジ ツ ボ 類
以 外 の 甲 殻 類 プ ラ ン ク ト ン や 二 枚 貝 類 の 付 着 期 幼 生 に は 反 応 し な い こ と か ら 、 こ の ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 株 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 フ ジ ツ ボ 類 の キ プ リ
ス 幼 生 を 特 異 的 に 検 出 し た り 、 回 収 し た り す る こ と が で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 そ こ
で 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 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 に 寄 託 し た （ 10E3-1A11-2(3)b： 受 託 番 号 FERM P-20282） 。
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过从腹膜内，甲壳动物浮游生物和双壳类非藤壶免疫小鼠融合的脾细胞
与小鼠骨髓瘤细胞获得杂交瘤注入所述沉积阶段幼虫不反应，而是要鉴
定产生特异性与附着阶段幼虫藤壶反应的单克隆抗体的杂交瘤。 【选择
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