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(57)【要約】

　本発明は、SARSウイルスヌクレオカプシドタンパク質

（SARS-NP）に特異的に結合する第一抗体及びSARS-
NPに
特異的に結合する第二抗体を用いてSARS-NPを測定する

方法であって、前記第一抗体又は前記第二抗体がSARS-N

Pのアミノ酸配列のN末端側から283番目～422番目の領域

（領域C）に存在するエピトープを認識する抗体であるS

ARS-NPの測定方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体 及 び S

ARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARS-NPを 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、

前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 が SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 283番 目 ～ 422番 目

の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る SARS-NPの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 第 二 抗 体 が 前 記 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 一 抗 体 が S

ARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー

プ を 認 識 す る 抗 体 、 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （

領 域 B） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 該 第 一 抗 体 が 固 相 に 固 定 化 さ れ て

用 い ら れ る 請 求 項 １ に 記 載 の SARS-NPの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 第 一 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 二 抗 体 が SARS-

NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域 B

） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 該 第 一 抗 体 が 固 相 に 固 定 化 さ れ て 用 い ら

れ る 請 求 項 １ に 記 載 の SARS-NPの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

前 記 第 一 抗 体 及 び 前 記 第 二 抗 体 の う ち 少 な く と も 一 方 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を

特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の SARS-NPの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

前 記 第 二 抗 体 が 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か

一 項 に 記 載 の SARS-NPの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

前 記 測 定 方 法 が 、 免 疫 比 ろ う 法 、 ラ テ ッ ク ス 免 疫 凝 集 法 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測

定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 ま た は 免 疫 ク ロ マ ト 法 で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体 及 び S

ARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （

SARS-NP） を 測 定 す る た め の 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、

前 記 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た 固 相 と 、 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ た 前 記 第 二 抗 体 を 含 有 す る 試

薬 と の 組 み 合 わ せ か ら な り 、

前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 が SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 283番 目 ～ 422番 目

ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る SARS-NPの 測 定 用 試 薬 キ

ッ ト 。

【 請 求 項 ８ 】

前 記 第 二 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 一 抗 体 が SARS-

NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 、 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域

B） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 測 定 用 試 薬 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ 】

前 記 第 一 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 二 抗 体 が SARS-

NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域 B

） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 測 定 用 試 薬 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ０ 】

前 記 第 一 抗 体 及 び 前 記 第 二 抗 体 の う ち 少 な く と も 一 方 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を

特 徴 と す る 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 測 定 用 試 薬 キ ッ ト 。

10

20

30

40

50



(3) JP  WO2007/043582  A1  2007.4.19

【 請 求 項 １ １ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体 及 び S

ARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARSウ イ ル ス を 測 定 す る た め の 免 疫 ク ロ マ ト

法 用 の 試 験 具 で あ っ て 、

前 記 第 一 抗 体 が 固 相 に 固 定 化 さ れ て お り 、 前 記 第 二 抗 体 が 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ て お り

、

前 記 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 が 、 測 定 用 試 料 が 添 加 さ れ る 試 料 添 加 部 及 び 前 記 試 料 添 加

部 に 添 加 さ れ た 測 定 用 試 料 が 展 開 さ れ る 試 料 展 開 部 を 備 え 、 前 記 試 料 展 開 部 が 第 一 抗 体 を

固 定 化 し た 判 定 部 を 有 し 、 前 記 試 料 添 加 部 に 添 加 さ れ た 測 定 用 試 料 が 少 な く と も 前 記 判 定

部 に 向 か っ て 展 開 さ れ 、

前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 が SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 283番 目 ～ 422番 目

ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試

験 具 。

【 請 求 項 １ ２ 】

前 記 第 二 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 一 抗 体 が SARS-

NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 、 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域

B） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 免

疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 。

【 請 求 項 １ ３ 】

前 記 第 一 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 第 二 抗 体 が SARS-

NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 又 は SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域 B

） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 免 疫

ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 。

【 請 求 項 １ ４ 】

前 記 第 一 抗 体 及 び 前 記 第 二 抗 体 の う ち 少 な く と も 一 方 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を

特 徴 と す る 請 求 項 １ １ ～ １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 。

【 請 求 項 １ ５ 】

前 記 測 定 用 試 料 が 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ て い る 第 二 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項

１ １ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 。

【 請 求 項 １ ６ 】

前 記 試 料 展 開 部 が 、 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ て い る 第 二 抗 体 を 保 持 す る 標 識 保 持 部 を 有 し

、 前 記 標 識 保 持 部 が 、 測 定 用 試 料 が 判 定 部 に 向 か っ て 展 開 す る 展 開 方 向 に 対 し て 判 定 部 よ

り も 上 流 側 に 配 置 さ れ る 請 求 項 １ １ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試

験 具 。

【 請 求 項 １ ７ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 受 領 番

号 が FER M ABP-10678の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 １ ８ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 受 領 番

号 が FER M　 ABP-10679の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 １ ９ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 受 領 番

号 が FER M ABP-10680の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 受 領 番

号 が FER M ABP-10686の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ １ 】

SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 受 領 番
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号 が FER M ABP-10687の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

受 領 番 号 FER M ABP-10678に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

受 領 番 号 FER M ABP-10679に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

受 領 番 号 FER M ABP-10680に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

受 領 番 号 FER M ABP-10686に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

受 領 番 号 FER M ABP-10687に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） を 測 定 す る た め の 測

定 方 法 、 測 定 用 試 薬 キ ッ ト 及 び 試 験 具 に 関 す る 。 ま た 、 SARS-NPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 、 並 び に 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 重 症 急 性 呼 吸 器 症 候 群 （ Severe Acute Respiratory Syndrome： SARS） は 、 近 年 発 見 さ

れ た 感 染 症 で あ り 、 SARSは コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 に 分 類 さ れ る 新 型 の ウ イ ル ス （ SARSウ イ ル ス

） が 起 因 病 原 体 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 SARS感 染 の 診 断 法 と し て は 、 免 疫 学 的 測 定

方 法 を 利 用 し て 検 体 中 の SARSウ イ ル ス を 検 出 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な も の と

し て は 、 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ や 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 の 方 法 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 非 特 許 文 献 １ に は 、 SARS-NPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELI

SA） に よ る 測 定 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ELISA用 の プ

レ ー ト に 固 定 化 し 、 こ こ に 、 検 体 、 標 識 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 順 次 添 加 し て 複 合 体 を 形

成 さ せ 、 こ れ を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 非 特 許 文 献 ２ に は 、 SARS-NPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と SARS-NPに 対 す る ポ リ ク ロ ー

ナ ル 体 を 用 い た ELISAに よ る 測 定 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 ３ 種 類 の モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 を ELISA用 の プ レ ー ト に 固 定 化 し 、 こ こ に 、 検 体 、 標 識 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 順 次 添 加 し て 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 こ れ を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 非 特 許 文 献 １ や 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 の 方 法 は ELISAで あ る 。 一 般 的 に 、 ELISAは 、 免 疫 学

的 測 定 方 法 の 中 で も 比 較 的 感 度 の 高 い 測 定 方 法 で あ る と い わ れ て い る 。 一 方 、 ウ イ ル ス 感

染 の 診 断 で は 、 迅 速 性 ・ 簡 便 性 の 高 い 免 疫 ク ロ マ ト 法 も よ く 利 用 さ れ る 。 し か し 、 免 疫 ク

ロ マ ト 法 は ELISAに 比 べ て 感 度 が 低 い 測 定 方 法 で あ り 、 仮 に 非 特 許 文 献 １ や 非 特 許 文 献 ２

に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 免 疫 ク ロ マ ト 法 に 使 用 し た と し て も

、 十 分 な 感 度 を 得 る こ と が で き な い 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Susanna K. P. Lau, Patrick C. Y. Woo, Beatrice H. L. Wong, Hoi-W

ah Tsoi, Gibson K. S. Woo, Rosana W. S. Poon, K wok-Hung Chan, William I. Wei, J.

 S. Malik Peiris, and K wok-Yung Yuen, 「 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ に よ る 重 症 急 性 呼 吸 器

症 候 群 （ SARS） 患 者 に お け る SARSコ ロ ナ ウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の 検 出 （ De

tection of Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) Coronavirus Nucleocapsid Pro

tein in SARS Patients by Enzyme-Linked Im munosorbent Assay） 」 , Journal of Clini

cal Microbiology, Vol.42, No.7, P.2884-2889.

【 ０ ０ ０ ７ 】
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【 非 特 許 文 献 ２ 】 Xiao-yan Che, Li-wen Qiu, Yu-xian Pan, Kun Wen, Wei Hao, Li-ya Z

hang, Ya-di Wang, Zhi-yong Liao, Xu Hua, Vincent C. C. Cheng, and K wok-yung Yuen

, 「 重 症 急 性 呼 吸 器 症 候 群 患 者 か ら の ヌ ク レ オ カ プ シ ド 抗 原 検 出 用 の 高 感 度 特 異 的 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 ベ ー ス の 捕 捉 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ Sensitive and Specific Monoclonal Anti

body-Based Capture Enzyme Im munoassay for Detection of Nucleocapsid Antigen in S

era from Patients with Severe Acute Respiratory Syndrome） 」 , Journal of Clinica

l Microbiology, Vol.42, No.6, P. 2629-2635.

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 SARS-NPの 測 定 に お い て 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 の 中 で も 比 較 的 感 度 の 高

い ELISAの よ う な 測 定 方 法 だ け で な く 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 の 中 で も 比 較 的 感 度 の 低 い 免 疫

ク ロ マ ト 法 の よ う な 測 定 方 法 に も 適 用 す る こ と が で き る よ う な 、 従 来 よ り も 感 度 の 高 い 測

定 方 法 、 及 び 測 定 に 用 い る 試 薬 キ ッ ト 、 試 験 具 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 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 で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 の 課 題 に 鑑 み 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP）

に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体 及 び SARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARS-NPを

測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 が SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端

側 か ら 283番 目 ～ 422番 目 ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ

る 、 SARS-NPの 測 定 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 特 異 的 に 結

合 す る 第 一 抗 体 及 び SARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARS-NPを 測 定 す る た め

の 試 薬 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た 固 相 と 、 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ た 前

記 第 二 抗 体 を 含 有 す る 試 薬 と の 組 み 合 わ せ か ら な る SARS-NPの 測 定 用 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す

る 。 前 記 第 一 抗 体 及 び 前 記 第 二 抗 体 は SARS-NPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 ま

た 、 前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 は 、 SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 283番 目 ～ 4

22番 目 ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 特 異 的 に 結

合 す る 第 一 抗 体 及 び SARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 を 用 い て SARSウ イ ル ス を 測 定 す

る た め の 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 で あ っ て 、

　 前 記 第 一 抗 体 が 固 相 に 固 定 化 さ れ て お り 、 前 記 第 二 抗 体 が 標 識 物 質 に よ り 標 識 さ れ て お

り 、

　 前 記 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の 試 験 具 が 、 測 定 用 試 料 が 添 加 さ れ る 試 料 添 加 部 及 び 前 記 試 料 添

加 部 に 添 加 さ れ た 測 定 用 試 料 が 展 開 さ れ る 試 料 展 開 部 を 備 え 、 前 記 試 料 展 開 部 が 第 一 抗 体

を 固 定 化 し た 判 定 部 を 有 し 、 前 記 試 料 添 加 部 に 添 加 さ れ た 測 定 用 試 料 が 少 な く と も 前 記 判

定 部 に 向 か っ て 展 開 さ れ 、

　 前 記 第 一 抗 体 又 は 前 記 第 二 抗 体 が SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 側 か ら 283番 目 ～ 422番

目 ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 の

試 験 具 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異

的 に 結 合 し 、 受 領 番 号 が FER M ABP-10678の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異

的 に 結 合 し 、 受 領 番 号 が FER M ABP-10679の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異

的 に 結 合 し 、 受 領 番 号 が FER M ABP-10680の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異

的 に 結 合 し 、 受 領 番 号 が FER M ABP-10686の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 SARSウ イ ル ス ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ SARS-NP） に 対 し て 特 異

的 に 結 合 し 、 受 領 番 号 が FER M ABP-10687の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 受 領 番 号 FER M ABP-10678に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る

。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 受 領 番 号 FER M ABP-10679に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る

。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 受 領 番 号 FER M ABP-10680に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る

。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 受 領 番 号 FER M ABP-10686に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る

。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 受 領 番 号 FER M ABP-10687に よ り 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る

。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 測 定 方 法 は 、 従 来 よ り も 高 い 感 度 で SARS-NPを 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ よ

り 、 簡 便 且 つ 高 感 度 に SARSウ イ ル ス を 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 ク ロ マ ト 法 に お い て 用 い る 試 験 具 の 一

実 施 形 態 を 模 式 的 に 示 し た も の で あ る 。

【 図 ２ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 ク ロ マ ト 法 に お い て 用 い る 試 験 具 の 一

実 施 形 態 を 模 式 的 に 示 し た も の で あ る 。

【 図 ３ 】 SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 該 配 列 を ３ つ に 分 け た 場 合 の 各 領 域 （ 領 域 A、 領 域 B

、 領 域 C） を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 実 施 例 ３ の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 実 施 例 ４ の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 実 施 例 ５ の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 は 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り SARS-NPを 測 定 す る 。 具 体 的 に は 、 SARS-NP、 SARS-NPに

特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体 及 び SARS-NPに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 抗 体 か ら な る 複 合 体 を 形

成 さ せ て SARS-NPを 測 定 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の よ う な 測 定 に 使 用 す る 抗 体 の 特 異 性 及

び そ の 組 み 合 わ せ に 着 目 し て 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 核 タ ン パ ク 質 で あ る SARS-NPは 、 比 較 的 突 然 変 異 が 起 こ り に く い と い わ れ て い る 。 ゆ え

に 、 本 発 明 の 測 定 方 法 で は 、 SARS-NPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 第 一 抗 体 及 び 第 二

抗 体 に 用 い て SARS-NPを 測 定 す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 Gen Bank（ accession Number;A Y274119、 protein id;A AP41047.1） に お い て 、 SARS TOR

2株 の ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 全 長 422残 基 ） が 示 さ れ て い る 。 本 発

明 で は 、 こ の SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ３ で 示 す よ う に ３ の 領 域 に 分 け 、 各 領 域 内 に 存

在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 複 数 得 た 。 そ し て 、 そ れ ら 抗 体 を 様 々 に 組 み 合 わ せ て

SARS-NPを 測 定 し た 。 こ れ よ り 、 第 一 抗 体 又 は 第 二 抗 体 に SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端

側 か ら 283番 目 ～ 422番 目 ま で の 領 域 （ 領 域 C） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 用

い る こ と で 感 度 の 高 い 測 定 結 果 が 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら に 、 第 一 抗 体 及 び 第 二 抗 体 の 好 ま し い 組 み 合 わ せ と し て は 、 SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配

列 の N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 141番 目 の 領 域 （ 領 域 A） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 と

領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ 、 又 は 、 SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列

の N末 端 側 か ら 142番 目 ～ 282番 目 の 領 域 （ 領 域 B） に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 と

領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ま た 、 第 一 抗 体 を 固 相 に 固 定 化 す る 場 合 、 第 一 抗 体 と し て 用 い る の に 好 ま し い 抗 体 と し

て は 、 領 域 Aに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 又 は 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識

す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 第 一 抗 体 を 固 相 に 固 定 化 す る 場 合 、 第 一 抗 体 及 び 第 二 抗

体 の 好 ま し い 組 み 合 わ せ と し て は 、 第 一 抗 体 が 領 域 Aに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗

体 、 又 は 領 域 Bに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 第 二 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る

エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 別 の 組 み 合 わ せ と し て

は 、 第 一 抗 体 が 領 域 Cに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 第 二 抗 体 が 領 域 Aに 存

在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 又 は 領 域 Bに 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る

組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 な お 、 SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Gen Bank（ accession Number;A Y274119、 protein id

;A AP41047.1） に 開 示 さ れ て い る SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 に 完 全 に 一 致 す る 必 要 は な い 。 前

記 Gen Bank（ accession Number;A Y274119、 protein id;A AP41047.1） に 開 示 さ れ て い る SA

RS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 一 部 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 さ れ た SARS-NPの ア

ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 第 一 抗 体 及 び 第 二 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も か ま わ な い

。 な お 、 特 異 性 の 観 点 か ら 、 第 一 抗 体 及 び 第 二 抗 体 の う ち ど ち ら か 一 方 が モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 で あ る こ と が 好 ま し く 、 第 一 抗 体 及 び 第 二 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 最

も 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 免 疫 比 濁 法 （ Turbitometric Im munoassay : TIA

） 、 免 疫 比 ろ う 法 （ Nephelometric Im munoassay : NIA） 、 ラ テ ッ ク ス 免 疫 凝 集 法 （ Latex

 Agglutination Im munoassay : LIA） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Radio Im munoassay : RIA）

、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Enzyme Im munoassay : EIAま た は Enzyme Linked Im munosorbent Assa

y : ELISA)、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ Fluorescent Im munoassay : FIA） 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法

（ Chemilumiscent Im munoassay : CLIA） な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 抗 体 を 固 定 化 し た

膜 状 の 担 体 を 備 え た 試 験 具 を 用 い る 免 疫 ク ロ マ ト 法 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 ウ イ ル ス 感 染 の

診 断 に お い て 、 迅 速 性 ・ 簡 便 性 の 観 点 か ら 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 免 疫 ク ロ マ ト 法 が 好

ま し い 。 ま た 、 ウ イ ル ス を 含 む 検 体 と の 接 触 に よ る 感 染 を 防 ぐ た め に は 、 測 定 を 自 動 化 す

る こ と が 好 ま し い 。 そ し て 、 測 定 の 自 動 化 、 感 度 や 汎 用 性 の 観 点 か ら 免 疫 学 的 測 定 方 法 と

し て は ELISAが 好 ま し い 。

10

20

30

40

50



(8) JP  WO2007/043582  A1  2007.4.19

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ま た 、 測 定 方 法 に 応 じ て 、 抗 体 を 標 識 物 質 で 標 識 し た り 、 担 体 に 固 定 化 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 抗 体 を 標 識 す る 標 識 物 質 は 、 測 定 方 法 に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 測 定 方 法 が RI

Aで あ れ ば 、 標 識 物 質 に は
1 2 5

I、
1 4

C、
3 2
Pな ど の 放 射 性 同 位 元 素 が 挙 げ ら れ る 。 EIAや ELIS

Aで あ れ ば 、 β － ガ ラ ク ト シ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の

酵 素 が 挙 げ ら れ る 。 FIAで あ れ ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 な ど の 蛍 光

色 素 が 挙 げ ら れ る 。 CLIAで あ れ ば 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 誘 導 体

な ど の 化 学 発 光 性 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 ク ロ マ ト 法 で あ れ ば 、 金 コ ロ イ ド 、 着 色 ラ テ ッ

ク ス 粒 子 、 蛍 光 ラ テ ッ ク ス 粒 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 抗 体 を 固 定 化 す る 担 体 と し て は 、 抗 体 と 結 合 性 の 高 い も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 ポ

リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン （ PV DF） 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン － ジ ビ ニ ル ベ ン

ゼ ン 共 重 合 体 、 ス チ レ ン － 無 水 マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ク リ ル ニ ト リ ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン な ど の 合 成 有 機 高 分 子 化 合

物 、 デ キ ス ト ラ ン 誘 導 体 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 、 セ ル ロ ー ス な ど の 多 糖 類 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ

ル 、 シ リ コ ー ン な ど の 無 機 高 分 子 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら は ア ミ ノ 基 、 ア ミ

ノ ア シ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア シ ル 基 、 水 酸 基 、 ニ ト ロ 基 な ど の 官 能 基 を 導 入 し た も の

で あ っ て も よ い 。 ま た 、 担 体 の 形 状 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ELISAプ レ ー

ト ） 、 デ ィ ス ク な ど の 平 板 状 、 ビ ー ズ な ど の 粒 子 状 、 試 験 管 、 チ ュ ー ブ な ど の 管 状 、 繊 維

状 、 膜 状 な ど が 挙 げ ら れ 、 測 定 方 法 に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 SARS-NP抗 体 を 担 体 に 固 定

化 す る 方 法 は 、 物 理 的 吸 着 法 、 イ オ ン 結 合 法 、 共 有 結 合 法 、 包 括 法 な ど 公 知 の 方 法 を 用 い

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 測 定 方 法 に 用 い る 抗 体 が 含 有 さ れ る 試 薬 は 、 測 定 方 法 に 応 じ て 溶 液 で あ っ て も よ い 。 こ

の 場 合 、 該 試 薬 は 抗 体 の 他 に 公 知 の 成 分 を 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 即 ち 、 抗 原 抗 体 反

応 に 必 要 な pHを 与 え る 緩 衝 剤 、 抗 原 抗 体 反 応 を 促 進 す る 反 応 増 強 剤 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す

る 反 応 安 定 剤 や ブ ロ ッ カ ー 、 試 薬 の 保 存 性 を 高 め る 防 腐 剤 等 を 組 み 合 わ せ て も 良 い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 測 定 方 法 に 用 い る 測 定 用 試 料 は 、 SARSウ イ ル ス を 含 有 す る 可 能 性 が あ る 検 体 そ の も の 又

は 該 検 体 を 緩 衝 液 な ど を 用 い て 処 理 し て 得 ら れ る も の で あ り 、 測 定 反 応 を 阻 害 し な い も の

で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 該 検 体 と し て は 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 鼻 汁 、 痰 、 咽 頭 拭 い

液 な ど の 体 液 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 測 定 方 法 を 適 用 し た 免 疫 ク ロ マ ト 法 に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 免 疫 ク ロ マ ト 法 の 典 型 的 な 例 と し て は 、 被 測 定 物 質 、 担 体 に 固 定 化 さ れ た 第 一 抗 体 、 お

よ び 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 被 測 定 物 質 と 第 一 抗 体 と 第 二 抗 体 と か

ら な る 複 合 体 を 膜 状 の 担 体 上 に 形 成 さ せ 、 前 記 第 二 抗 体 の 標 識 物 質 を 検 出 す る こ と に よ り

こ の 複 合 体 の 存 在 を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 ク ロ マ ト 法 に は 、 フ

ロ ー ス ル ー 式 免 疫 ク ロ マ ト 法 と ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 免 疫 ク ロ マ ト 法 が あ る 。 フ ロ ー ス ル ー 式

免 疫 ク ロ マ ト 法 は 、 被 測 定 物 質 を 含 む 溶 液 を 、 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た 膜 状 の 担 体 に 対 し て

垂 直 方 向 に 通 過 さ せ る も の で あ る 。 一 方 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 免 疫 ク ロ マ ト 法 は 、 被 測 定 物

質 を 含 む 溶 液 を 、 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た 膜 状 の 担 体 に 対 し て 水 平 方 向 に 展 開 さ せ る も の で

あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 図 １ は ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 用 試 験 具 の 模 式 図 で あ る 。 図 １ の （ a） は 試 験 具 の 平 面 図 で あ

り 、 （ b） は 試 験 具 の 側 面 図 で あ る 。 図 １ に 示 す よ う に 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 式 用 試 験 具 は 、

表 面 に 粘 着 層 を 有 す る 基 材 １ の 上 に 、 試 料 添 加 用 部 材 ２ と 標 識 保 持 部 材 ３ と ク ロ マ ト 用 膜

担 体 ４ と 吸 収 部 材 ５ と を 備 え る 。 標 識 保 持 部 材 ３ は 、 試 料 添 加 用 部 材 ２ に 接 触 し て 配 置 さ
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れ 、 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 を 保 持 す る 。 ク ロ マ ト 用 膜 担 体 ４ は 、 標 識 保 持 部 材 ３

に 接 触 し て 配 置 さ れ 、 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た 判 定 部 ６ を 有 す る 。 吸 収 部 材 ５ は 、 ク ロ マ ト

用 膜 担 体 ４ と 接 触 す る よ う に 配 置 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、 図 １ の 試 料 添 加 用 部 材 ２ に 測 定 用 試 料 を 滴 下 す る と 、

毛 管 現 象 に よ り 測 定 用 試 料 が 試 料 添 加 用 部 材 ２ 、 標 識 保 持 部 材 ３ 、 ク ロ マ ト 用 膜 担 体 ４ 、

吸 収 部 材 ５ を 順 次 移 動 す る 。 測 定 用 試 料 中 に 被 測 定 物 質 が 混 入 し て い る 場 合 に は 、 こ の 被

測 定 物 質 と 標 識 保 持 部 材 ３ 中 の 第 二 抗 体 が 反 応 し 、 複 合 体 を 形 成 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の

複 合 体 が 、 ク ロ マ ト 用 膜 担 体 ４ の 判 定 部 ６ に 固 定 化 さ れ た 第 一 抗 体 に よ り 捕 捉 さ れ る 。 こ

れ に よ り 、 図 １ に 示 し た よ う に 、 判 定 部 ６ に お い て 第 二 抗 体 の 標 識 物 質 の バ ン ド が 現 れ 、

被 測 定 物 質 が 目 視 に よ り 検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ま た 、 ク ロ マ ト 用 膜 担 体 ４ は 、 さ ら に 、 滴 下 さ れ た 測 定 用 試 料 が 判 定 部 ６ を 通 過 し た こ

と を 確 認 す る た め の 対 照 部 を 判 定 部 ６ の 下 流 側 に 備 え て も よ い 。 例 え ば 、 こ の 対 照 部 に ビ

オ チ ン を 固 定 化 し 、 ビ オ チ ン と 結 合 す る ア ビ ジ ン を 標 識 物 質 で 標 識 し て 標 識 保 持 部 材 ３ に

保 持 さ せ た 場 合 、 標 識 保 持 部 材 ３ 中 の ア ビ ジ ン は ク ロ マ ト 用 膜 担 体 ４ 上 を 測 定 用 試 料 と 共

に 移 動 す る 。 ア ビ ジ ン は 判 定 部 ６ の 第 二 抗 体 に は 捕 捉 さ れ ず 、 対 照 部 の ビ オ チ ン に よ り 捕

捉 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 対 照 部 に お い て ア ビ ジ ン の 標 識 物 質 の バ ン ド が 現 れ る 。 対 照 部 は

、 判 定 部 ６ よ り も 下 流 に 設 け ら れ て い る の で 、 こ の バ ン ド を 確 認 す る こ と に よ り 、 試 料 が

判 定 部 ６ を 通 過 し た こ と が 確 認 で き る 。 な お 、 こ の 対 照 部 に ア ビ ジ ン を 固 定 化 し 、 ビ オ チ

ン を 標 識 物 質 で 標 識 し て 標 識 保 持 部 材 ３ に 保 持 さ せ て も よ い 。 さ ら に 、 対 照 部 に 固 定 化 さ

れ る 物 質 、 お よ び 標 識 保 持 部 材 ３ に 保 持 さ せ る 物 質 は 、 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン の 組 み 合 わ せ

以 外 で あ っ て も よ い 。 な お 、 標 識 保 持 部 材 ３ に 保 持 さ せ る 物 質 に は 、 被 測 定 物 質 お よ び 判

定 部 に 固 定 化 さ れ る 二 次 抗 体 と 反 応 し な い 物 質 を 用 い る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ま た 、 試 験 具 は 、 図 ２ で 示 す よ う に 、 標 識 保 持 部 材 を 有 し な い も の で あ っ て も よ い 。 こ

の 場 合 、 第 二 抗 体 を 検 体 と 予 め 混 合 し て 測 定 用 試 料 を 調 製 し 、 こ の 測 定 用 試 料 を 試 験 具 の

試 料 添 加 用 部 材 ２ に 滴 下 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 試 験 具 を 含 む SARSウ イ ル ス 検 出 の た め の 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 検 出 キ ッ ト に

適 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 例 え ば 、 検 体 を 処 理 し て 測 定 用 試 料 を 調 製

す る た め の 前 処 理 液 、 試 験 具 、 各 種 抗 体 等 を 含 む 試 薬 等 を 含 み 得 る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 次 に 、 本 発 明 の 測 定 方 法 を 適 用 し た ELISAに つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ELISAで は 、 被 測 定 物 質 に 対 す る 抗 体 ま た は 抗 原 を 固 定 化 し た ELISAプ レ ー ト 等 の マ イ ク

ロ プ レ ー ト を 用 い る 。 例 え ば 、 被 測 定 物 質 が 抗 原 の 場 合 、 被 測 定 物 質 に 対 す る 第 一 抗 体 を

固 定 化 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い る 。 ま ず 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 測 定 用 試 料 を 添 加 し 、

測 定 用 試 料 中 の 被 測 定 物 質 と 前 記 固 定 化 さ れ た 第 一 抗 体 と の 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 続 い て

、 酵 素 な ど の 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 を 添 加 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 で 、 固 定 化 さ

れ た 第 一 抗 体 、 被 測 定 物 質 お よ び 標 識 さ れ た 第 二 抗 体 と か ら な る 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 そ

の 後 、 前 記 複 合 体 の 第 二 抗 体 の 標 識 物 質 を 利 用 し て 被 測 定 物 質 の 検 出 や 定 量 を 行 う 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 前 記 第 二 抗 体 を 標 識 す る 標 識 物 質 と し て は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア

ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 よ っ て 、 本 発 明 は 、 上 記 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 含 む SARSウ イ ル ス 検 出 の た め の ELISA用 検

出 キ ッ ト に 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 例 え ば 、 第 一 抗 体 を 固 定 化 し た

マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 を 洗 浄 す る た め の 洗 浄 液 、 第 二 抗 体 を 標

識 し た 酵 素 に 対 す る 基 質 、 各 種 抗 体 等 を 含 む 試 薬 を 含 み 得 る 。 上 記 の 洗 浄 液 と し て は 、 所
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定 の 塩 濃 度 の 緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 以 下 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ケ ー

ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ Koehlar & Milstein, Nature 256, 495-497, 1975年 ） に

よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 抗 原 で 免 疫 し た 動 物 の 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と

を 融 合 さ せ て 、 得 ら れ た 融 合 細 胞 （ 以 降 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 呼 ぶ ） か ら 抗 原 に 対 し て 特 異

的 な 抗 体 を 生 産 す る 細 胞 を 選 択 し 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 大 量 培 養 あ る い は 動 物 の 腹 腔 内

で 増 殖 さ せ 、 こ の 培 養 液 あ る い は 腹 水 か ら 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 離 す る こ と に よ り 製

造 す る こ と が で き る 。 以 下 ［ I］ ～ ［ V］ に お い て 、 SARS-NPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 得 る た め の 方 法 に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

［ I］ 抗 原 ； SARS-NPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 に 用 い ら れ る 抗 原 は 、 SARSウ イ ル

ス を 含 有 す る 試 料 か ら 精 製 し て 得 る こ と が で き る 。 SARSウ イ ル ス を 含 有 す る 試 料 と し て は

、 例 え ば 、 SARS患 者 か ら 採 取 し た 血 液 や SARSウ イ ル ス を 人 工 的 に 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 液

な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 抗 原 は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て も 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

［ II］ 免 疫 工 程 ； 精 製 SARS-NP、 ま た は 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 得 た 組 換 え SARS-NPや そ の

部 分 ペ プ チ ド を 、 リ ン 酸 緩 衝 液 な ど の 適 当 な 緩 衝 液 中 に 溶 解 ま た は 懸 濁 し た も の を 抗 原 液

と し て 使 用 す る 。 抗 原 液 は 、 通 常 、 抗 原 の 濃 度 が 50～ 500μ g/mｌ 程 度 に な る よ う に 調 製 す

れ ば よ い 。 ま た 、 ペ プ チ ド 抗 原 な ど 、 そ れ だ け で は 抗 原 性 が 低 い 場 合 に は 、 ア ル ブ ミ ン や

キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） な ど 適 当 な キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 架 橋 し て

用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 抗 原 に よ り 免 疫 さ れ る 動 物 （ 以 降 、 被 免 疫 動 物 と 呼 ぶ ） と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ

ム ス タ ー 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ な ど の 哺 乳 類 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は げ っ 歯 類 で あ り 、

そ の 中 で も 好 ま し く は マ ウ ス で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 免 疫 は 、 抗 原 液 を 被 免 疫 動 物 の 皮 下 、 皮 内 、 腹 腔 あ る い は 静 脈 な ど に 注 射 な ど に よ り 投

与 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ の と き 、 被 免 疫 動 物 の 抗 原 へ の 応 答 性 を 高 め る た

め に 、 抗 原 液 を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て 投 与 し て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ド と は 、 そ れ 自 身 は

抗 原 と し て の 働 き を 有 し な い が 、 抗 原 と 共 に 投 与 さ れ る こ と に よ り 被 免 疫 動 物 に お け る 免

疫 反 応 を 増 強 す る こ と が で き る 物 質 で あ る 。 使 用 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ト

完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FCA） 、 フ ロ イ ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FIA） 、 Ribi（ MPL） 、 Ribi（ T

D M） 、 Ribi（ MPL+TD M） 、 百 日 咳 ワ ク チ ン （ Boredetella pertussis vaccine） 、 ム ラ ミ ル

ジ ペ プ チ ド （ M DP） 、 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト （ ALU M） 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ

ら れ る 。

な お 、 被 免 疫 動 物 に 対 す る 抗 原 液 の 初 回 投 与 に お い て は FCAを 、 追 加 投 与 に お い て は FIAや

Ribiア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る 組 合 せ が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 免 疫 方 法 に つ い て 、 具 体 例 を 示 す 。 例 え ば 、 被 免 疫 動 物 と し て マ ウ ス を 用 い る 場 合 、 ア

ジ ュ バ ン ト を 混 合 し た 抗 原 液 0.05～ 1ml（ 抗 原 量 10～ 200μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 内 、 皮 下 、

筋 肉 内 ま た は 尾 の 静 脈 内 に 注 射 し 、 こ の 初 回 投 与 か ら 約 4～ 21日 毎 に 1～ 4回 追 加 投 与 を 行

い 、 さ ら に 、 約 1～ 4週 間 後 に 最 終 投 与 を 行 う 。 な お 、 最 終 投 与 に 関 し て は ア ジ ュ バ ン ト を

含 有 し な い 抗 原 液 を 用 い る こ と が 望 ま し い 。 最 終 投 与 よ り 約 3～ 5日 後 に 、 被 免 疫 動 物 か ら

脾 細 胞 を 得 る 。 こ こ で 得 た 脾 細 胞 は 抗 体 生 産 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

［ III］ 細 胞 融 合 工 程 ； こ の 工 程 で は 、 被 免 疫 動 物 か ら 得 た 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合

さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ト な ど の 由

来 の も の が 使 用 さ れ 、 例 え ば マ ウ ス ミ エ ロ ー マ P3X63-Ag8、 P3X63-Ag8-U1、 P3NS1-Ag4、 SP

2/o-Ag14、 P3X63-Ag8・ 653な ど の 株 化 骨 髄 腫 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 骨 髄 腫 細 胞 に は 免
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疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を 産 生 し て い る も の が あ り 、 こ れ を 細 胞 融 合 に 用 い る と 、 脾 細 胞 が 産 生

す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と こ の 軽 鎖 と が ラ ン ダ ム に 結 合 す る こ と が あ る 。 ゆ え に 、 特 に 免

疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を 産 生 し な い 骨 髄 腫 細 胞 、 例 え ば P3X63-Ag8・ 653や SP2/o-Ag14な ど を 用

い る こ と が 好 ま し い 。 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と は 、 同 種 動 物 、 特 に 同 系 統 の 動 物 由 来 で あ る

こ と が 好 ま し い 。 骨 髄 腫 細 胞 の 保 存 方 法 は 自 体 公 知 の 手 法 に 従 っ て 行 え ば よ く 、 例 え ば ウ

マ 、 ウ サ ギ も し く は ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た 一 般 的 な 培 地 で 継 代 培 養 し た も の に つ い て 凍

結 に よ り 保 存 さ れ る 。 ま た 細 胞 融 合 に は 対 数 増 殖 期 の 細 胞 を 用 い る の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 方 法 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ

リ コ ー ル （ PEG） を 用 い る 方 法 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス を 用 い る 方 法 、 電 気 融 合 装 置 を 用 い る

方 法 な ど が 例 示 さ れ る 。 例 え ば PEG法 の 場 合 、 約 30～ 60％ の PEG（ 平 均 分 子 量 1,000～ 6,000

） を 含 む 適 当 な 培 地 ま た は 緩 衝 液 中 に 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を 1～ 10： 1、 好 ま し く は 5～ 10

： 1の 混 合 比 で 懸 濁 し 、 温 度 約 25～ 37℃ 、 pH6～ 8の 条 件 下 で 、 約 30秒 ～ 3分 間 程 度 反 応 さ せ

れ ば よ い 。 反 応 終 了 後 、 細 胞 を 洗 浄 し PEG溶 液 を 除 い て 培 地 に 再 懸 濁 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ

ー プ レ ー ト 中 に 播 種 し て 培 養 を 続 け る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

［ IV］ ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 ； 融 合 操 作 後 の 細 胞 は 選 択 培 地 で 培 養 し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

の 選 択 を 行 う 。 選 択 培 地 は 、 親 細 胞 株 を 死 滅 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の み が 増 殖 し え る 培 地

で あ り 、 通 常 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン － ア ミ ノ プ テ リ ン － チ ミ ジ ン （ H AT） 培 地 が 使 用 さ れ る 。

ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 通 常 、 融 合 操 作 の 1～ 7日 後 に 、 培 地 の 一 部 、 好 ま し く は 約 半 量

を 選 択 培 地 と 交 換 し 、 さ ら に 2、 3日 毎 に 同 様 の 培 地 交 換 を 繰 り 返 し な が ら 培 養 す る こ と に

よ り 行 う 。 顕 微 鏡 観 察 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ の コ ロ ニ ー が 生 育 し て い る ウ ェ ル を 確 認 す る

。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 生 育 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ が 所 望 の 抗 体 を 産 生 し て い る か ど う か を 知 る に は 、 培 養 上

清 を 採 取 し て 抗 体 価 ア ッ セ イ を 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 行 え ば よ い 。 例 え ば 担 体 に 固 定 化 し

た 抗 原 タ ン パ ク 質 に 段 階 希 釈 し た 該 上 清 を 加 え て 反 応 さ せ 、 さ ら に 蛍 光 物 質 、 酵 素 、 も し

く は 放 射 性 同 位 体 （ RI） な ど で 標 識 し た 二 次 抗 体 （ 抗 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 抗 IgG抗 体 、 抗 IgM

抗 体 な ど ） を 反 応 さ せ れ ば 、 該 上 清 中 に 産 生 さ れ て い る 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き 、 ま た

抗 体 価 を 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 原 が 酵 素 な ど の 場 合 は 、 そ の 酵 素 と 該 上 清 と を 反 応 さ

せ た 後 、 適 当 な 基 質 を 反 応 さ せ て 酵 素 阻 害 活 性 の 有 無 に よ り 、 抗 体 の 検 出 お よ び 抗 体 価 の

測 定 を 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に 各 ウ ェ ル の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 適 切 な 抗

体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 さ ら に 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 法 、 蛍 光 励 起 セ ル ソ ー タ ー を 用 い た 方 法 な ど に よ り 単 一 ク ロ

ー ン を 分 離 す る 。 例 え ば 限 界 希 釈 法 の 場 合 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の コ ロ ニ ー を １ 細 胞 ／ ウ ェ ル

前 後 と な る よ う に 培 地 で 段 階 希 釈 し て 培 養 す る こ と に よ り 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ

ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン

は 、 約 10％ （ v/v） ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ D MSO） あ る い は グ リ セ リ ン な ど の 凍 結 保 護 剤

の 共 存 下 に 凍 結 さ せ て 、 -70～ -196℃ で 保 存 す る と 、 約 半 年 ～ 半 永 久 的 に 保 存 可 能 で あ る

。 細 胞 は 用 時 37℃ 前 後 の 恒 温 槽 中 で 急 速 に 融 解 し て 使 用 す る 。 凍 結 保 護 剤 の 細 胞 毒 性 が 残

存 し な い よ う に よ く 洗 浄 し て か ら 使 用 す る の が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス を 調 べ る た め に は 、 該 ハ イ

ブ リ ド ー マ を 一 般 的 な 条 件 で 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 中 に 分 泌 さ れ た 抗 体 を 市 販 の 抗 体 ク ラ

ス ・ サ ブ ク ラ ス 判 定 用 キ ッ ト な ど を 用 い て 分 析 す る こ と に よ り 知 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

［ V］ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 ； ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 方

法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 必 要 量 や ハ イ ブ リ ド ー マ の 性 状 な ど に よ っ て 適 宜 選 択 す る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た マ ウ ス 腹 腔 内 の 腹 水 か ら 取 得 す る 方 法
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、 細 胞 培 養 に よ り 培 養 上 清 か ら 取 得 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 マ ウ ス 腹 腔 内 で 増 殖 可 能

な ハ イ ブ リ ド ー マ で あ れ ば 、 腹 水 か ら 数 mg/mlの 高 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と

が で き る 。 in vivoで 増 殖 で き な い ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 細 胞 培 養 の 培 養 上 清 か ら モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 を 得 る 。 細 胞 培 養 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 は 、 抗 体 産 生 量 は in vivo

よ り 低 い が 、 マ ウ ス 腹 腔 内 に 含 ま れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン や 他 の 夾 雑 物 質 の 混 入 が 少 な く 、 精

製 が 容 易 で あ る と い う 利 点 が あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た マ ウ ス 腹 腔 内 の 腹 水 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 場 合

、 例 え ば 、 予 め プ リ ス タ ン （ 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） な ど の 免 疫 抑 制 作 用

を 有 す る 物 質 を 投 与 し た BALB/cマ ウ ス の 腹 腔 内 へ ハ イ ブ リ ド ー マ （ 約 10
6
個 以 上 ） を 移 植

し 、 約 1～ 3週 間 後 に 貯 留 し た 腹 水 を 採 取 す る 。 異 種 ハ イ ブ リ ド ー マ （ 例 え ば マ ウ ス と ラ ッ

ト ） の 場 合 に は 、 ヌ ー ド マ ウ ス 、 放 射 線 処 理 マ ウ ス を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 一 方 、 細 胞 培 養 上 清 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 場 合 、 例 え ば 、 細 胞 維 持 に 用 い

ら れ る 静 置 培 養 法 の 他 に 、 高 密 度 培 養 方 法 あ る い は ス ピ ン ナ ー フ ラ ス コ 培 養 方 法 な ど の 培

養 法 を 用 い て 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 培 養 上 清 を 得

る 。 培 地 に 添 加 し 得 る 血 清 は 、 他 の 抗 体 や ア ル ブ ミ ン な ど の 夾 雑 物 を 含 み 、 培 養 液 か ら の

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 が 煩 雑 に な る こ と が 多 い の で 、 培 地 へ の 添 加 は 少 な く す る こ と が

望 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 常 法 に よ り 無 血 清 培 地 に 馴 化 さ せ 、 無 血

清 培 地 を 用 い て 培 養 す る こ と で あ る 。 無 血 清 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 精 製 が 容 易 に な る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 腹 水 や 培 養 上 清 か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が

で き る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 法 と し て 従 来 既 知 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム や 硫 酸 ナ ト

リ ウ ム を 用 い た 塩 析 に よ る 分 画 法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 、

DEAEイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ゲ ル 濾 過 法 な ど を 応 用 す る こ と で 、 容 易 に モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 マ ウ ス IgGで あ

る 場 合 に は 、 プ ロ テ イ ン A結 合 担 体 あ る い は 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 結 合 担 体 を 用 い た

ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ り 精 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、 簡 便 で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 以 下 、 本 発 明 に お け る 実 施 例 に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 実 施 例 １ ： SARS-NPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生

　 本 例 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 次 の ［ I］ ～ ［ V］ の 工 程 を 経 て 産 生 さ れ る 。 具 体 的 に は

、 ［ I］ 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 組 換 え SARS-NPを 含 有 す る 抗 原 液 を 調 製 し 、 ［ II］ こ の 抗

原 液 で マ ウ ス を 免 疫 し 、 ［ III］ 免 疫 し た マ ウ ス か ら 得 た 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合

さ せ 、 ［ IV］ 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら SARS-NPに 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 生 産 す る 細 胞

を 選 択 し 、 ［ V］ こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス の 腹 腔 内 で 増 殖 さ せ 、 そ の 腹 水 か ら モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 離 し た 。 詳 細 を 以 下 に 示 し た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 ［ I］ 抗 原 液 の 調 製

　 ま ず 、 遺 伝 子 解 析 用 ソ フ ト ウ エ ア 　 BioEdit version 7.0.0（ BioEdit社 ） を 用 い て 、 SA

RS TOR2株 の ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク 質 の cD N A塩 基 配 列 （ Gen Bank（ accession Number;

A Y274119、 protein id;A AP41047.1） に お い て 公 開 ） に お け る 大 腸 菌 内 で 使 用 頻 度 の 低 い

コ ド ン を 、 使 用 頻 度 の 高 い コ ド ン に 変 換 し た 。 （ 以 降 、 こ の 配 列 を SARS-NP cD N A (E.coli

)と 呼 ぶ 。 ） こ の SARS-NP cD N A (E.coli)（ 全 長 1269bp） の う ち 、 5＇ 末 端 か ら の 1番 目 か ら

660番 目 ま で に 相 当 す る cD N A断 片 と 600番 目 か ら 1269番 目 に 相 当 す る cD N A断 片 を 合 成 し 、 そ

れ ら を 制 限 酵 素 で 連 結 し て 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 合 成 し た 。 そ し て 、 こ の 合 成 SARS

-NP cD N A 配 列 を 利 用 し て 、 ２ 種 類 の 組 換 え SARS-NP（ GST融 合 型 、 His-tag付 加 型 ） を 調 製
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し た 。 以 下 に 、 詳 細 を 示 す 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

（ １ ） 塩 基 配 列 1～ 660の cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製

　 PCR法 及 び TAク ロ ー ニ ン グ 法 を 利 用 し て 、 SARS-NP cD N A 配 列 の 1番 目 か ら 660番 目 の cD N A

断 片 を 含 む ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 ま ず 、 ８ 種 類 の プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ３ ～ １ ０ ） を 合 成

し 、 こ の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 っ た （ 第 一 PCR） 。 第 一 PCRの 反 応 条 件 は 95℃ 30秒 、 5

6.1℃ 30秒 、 72℃ 30秒 の 16サ イ ク ル で あ る 。 第 一 PCRの 反 応 液 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 （ 第 一 PCR反 応 液 ）

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ３ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ７ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ８ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ９ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ０ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 2.5m M dNTP溶 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 1.6μ L

　 　 　 1.5U/μ L Ex-Taq（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 0.1μ L

　 　 　 10× Ex-Taq緩 衝 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 2μ L

　 　 　 滅 菌 蒸 留 水 　 12.3μ L

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 第 一 PCRが 終 了 す る と 、 次 に 、 そ の 反 応 液 を 用 い て 第 二 PCRを 行 っ た 。 第 二 PCRの 反 応 条

件 は 95℃ 30秒 、 58.5℃ 30秒 、 72℃ 30秒 の 30サ イ ク ル で あ る 。 第 二 PCRの 反 応 液 の 組 成 は 以

下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 （ 第 二 PCR反 応 液 ）

　 　 　 第 一 PCR終 了 後 の 反 応 液 　 1μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ １ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 2.5m M dNTP溶 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 1.6μ L

　 　 　 1.5U/μ L Ex-Taq（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 0.1μ L

　 　 　 10× Ex-Taq緩 衝 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 2μ L

　 　 　 滅 菌 蒸 留 水 　 14.3μ L

【 ０ ０ ７ １ 】

　 そ し て 、 第 二 PCR終 了 後 の 反 応 液 4μ Lを 用 い て TAク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 塩 基 配 列 1～ 660

の cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 TAク ロ ー ニ ン グ に は 、 TOPO TA Cloning kit（ inv

itrogen） を 用 い た 。 こ れ に よ り 、 塩 基 配 列 1～ 660の cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー pCR TOPO(1-

660)を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

（ ２ ） 塩 基 配 列 600～ 1269の cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製

　 　 前 記 （ １ ） と 同 様 の 方 法 で 、 SARS-NP cD N A 配 列 の 600番 目 か ら 1269番 目 の cD N A断 片 を

含 む ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 ８ 種 類 の プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ３ ～ ２ ０ ） を 合 成 し 、 こ の プ

ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 っ た （ 第 一 PCR） 。 第 一 PCRの 反 応 条 件 は 95℃ 30秒 、 55.1℃ 30秒

、 72℃ 30秒 の 16サ イ ク ル で あ る 。 第 一 PCRの 反 応 液 の 組 成 は 、 配 列 番 号 １ ３ ～ ２ ０ の プ ラ

イ マ ー を 含 む 各 プ ラ イ マ ー 溶 液 を 用 い て お り 、 そ れ 以 外 の 組 成 は 前 記 （ １ ） と 同 様 で あ る

。 第 一 PCRに 引 き 続 い て 、 第 二 PCR及 び TAク ロ ー ニ ン グ も 前 記 （ １ ） と 同 様 の 方 法 で 行 い 、

最 終 的 に 、 塩 基 配 列 600～ 1269の cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー pCR TOPO(600-1269)を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

（ ３ ） 全 長 SARS-NP cD N Aを 含 む ベ ク タ ー の 調 製
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　 pCR TOPO(1-660)及 び pCR TOPO(600-1269)を 用 い て 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む

ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 ま ず 、 pCR TOPO(1-660)を 制 限 酵 素 SmaIと HindIIIで 処 理 し て 、 pCR

TOPO(1-660)か ら ベ ク タ ー 部 位 と 塩 基 配 列 1～ 660を 含 む cD N A断 片 を 調 製 し た 。 同 様 に pCR T

OPO(600-1269)を 制 限 酵 素 SmaIと HindIIIで 処 理 し て 、 pCR TOPO(600-1269)か ら 塩 基 配 列 60

0～ 1269を 含 む cD N A断 片 を 調 製 し た 。 そ し て 、 ベ ク タ ー 部 位 と 塩 基 配 列 1～ 660を 含 む cD N A

断 片 、 塩 基 配 列 600～ 1269を 含 む cD N A断 片 及 び D N A Ligetion Kit Ver2.1（ タ カ ラ バ イ オ 株

式 会 社 ） を 用 い て 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む ベ ク タ ー pCR TOPO(1-1269)を 得 た 。 pC

R TOPO(1-1269)に 含 ま れ る SARS-NP cD N Aの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す 。 な お 、 こ の 塩 基

配 列 と SARS-NP cD N A (E.coli)の 塩 基 配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、 675番 目 の 塩 基 配 列 が Gか ら A

へ 、 1107番 目 の 塩 基 配 列 が Cか ら Aへ と 置 換 し て い た が 、 そ れ ら 塩 基 配 列 が コ ー ド す る ア ミ

ノ 酸 は TOR2 SARS-NP cD N A (E.coli)と 同 じ で あ っ た 。 配 列 番 号 １ に 記 載 の SARS-NP cD N Aの

塩 基 配 列 よ り 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

（ ４ ） GST融 合 型 組 換 え SARS-NPの 調 製

　 GST融 合 型 大 腸 菌 組 み 換 え タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK（ A mersham Bioscience） を

制 限 酵 素 EcoRIと Bam HIで 処 理 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 4.9kbpの ベ ク タ ー 断 片

を 調 製 し た 。 同 様 に 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む pCR TOPO(1-1269)を 制 限 酵 素 EcoR

Iと Bam HIで 処 理 し 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む D N A断 片 を 調 製 し た 。 そ し て 、 4.9kb

pの ベ ク タ ー 断 片 、 SARS-NP cD N Aを 含 む D N A断 片 及 び D N A Ligation Kit Ver2.1（ タ カ ラ バ

イ オ 株 式 会 社 ） を 用 い て 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK

(SARS-NP)を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 次 に 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)を 含 む 大 腸 菌 を 、 LB培 地 で 培 養 し た 。 培

養 開 始 後 、 対 数 増 殖 期 に 達 し た 大 腸 菌 培 養 液 に 最 終 濃 度 1m M IPTGを 添 加 し 、 室 温 で 18時 間

培 養 し た 。 培 養 後 、 大 腸 菌 体 を 回 収 し 、 PBS（ 1%TritonX） に 懸 濁 し た 。 超 音 波 破 砕 機 で 懸

濁 液 中 の 大 腸 菌 を 破 砕 し た 後 、 沈 殿 画 分 を 100m M Tris緩 衝 液 （ 150mＭ NaCl、 pH8.0） で 洗

浄 し 、 100m M Tris緩 衝 液 （ ８ M尿 素 、 150ｍ M KCl、 pH8.0） に 溶 解 し た 。 こ れ を 、 GST融 合

型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 と し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

（ ５ ） His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPの 調 製

　 ベ ク タ ー pCD N A3.1(Invitrogen)を 制 限 酵 素 EcoRIと Bam HIで 処 理 し 、 さ ら に ア ル カ リ ホ ス

フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 5.0kbpの ベ ク タ ー 断 片 を 調 製 し た 。 同 様 に 、 前 記 （ ４ ） で 得 ら れ た 大

腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)を 制 限 酵 素 EcoRIと Bam HIで 処 理 し 、 全 長 1269bpの SAR

S-NP cD N Aを 含 む D N A断 片 を 調 製 し た 。 そ し て 、 5.0kbpの ベ ク タ ー 断 片 、 SARS-NP cD N Aを 含

む D N A断 片 及 び D N A Ligetion Kit Ver2.1（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） を 用 い て 、 全 長 1269bp

の SARS-NP cD N Aを 含 む pCD N A3.1(SARS-NP)を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 続 い て 、 pCD N A3.1(SARS-NP)を 制 限 酵 素 Bam HIと XhoIで 処 理 し 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD

N Aを 含 む D N A断 片 を 調 製 し た 。 同 様 に 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30（ Qiagen） を 制 限 酵 素 Ba

m HIと XhoIで 処 理 し 、 3.4kbpの ベ ク タ ー 断 片 を 調 製 し た 。 そ し て 、 3.4kbpの ベ ク タ ー 断 片

、 SARS-NP cD N Aを 含 む D N A断 片 及 び D N A Ligation Kit Ver2.1（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） を

用 い て 、 全 長 1269bpの SARS-NP cD N Aを 含 む 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30(SARS-NP)を 作 製 し た

。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 次 に 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30(SARS-NP)を 含 む 大 腸 菌 を 、 100μ g/mLア ン ピ シ リ ン を

含 有 す る LB培 地 で 培 養 し た 。 培 養 開 始 後 、 対 数 増 殖 期 に 達 し た と こ ろ で 大 腸 菌 培 養 液 に 最

終 濃 度 1m M IPTGを 添 加 し 、 3.5時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 大 腸 菌 を 回 収 し 、 20m Mリ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.5M NaCl、 1m M DTT、 1mg/mL Pefablock（ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ） 、

20m M イ ミ ダ ゾ － ル 、 pH7.4） 30mLに 懸 濁 し 、 氷 上 で 超 音 波 処 理 （ 2分 間 × 7回 ） し 、 遠 心 後

に 得 ら れ た 可 溶 性 画 分 を 回 収 し 、 His-Trap HPカ ラ ム （ QIA GEN） を 用 い て His-tag付 加 型 組
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換 え SARS-NPを 精 製 し た 。 こ の His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPを 含 有 す る 20m Mリ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） を His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 と し た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 ［ II］ 免 疫 工 程

　 被 免 疫 動 物 と し て Balb/cマ ウ ス （ 8週 齢 メ ス ） を 用 い た 。 前 記 ［ I］ （ ４ ） に て 得 ら れ た

GST融 合 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 、 及 び 、 前 記 ［ I］ （ ５ ） に て 得 ら れ た His-tag付 加 型 組 換

え SARS-NP抗 原 液 を 用 い て 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル で Balb/cマ ウ ス を 免 疫 化 し た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

(１ )FCAと 混 合 し た GST融 合 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ GST融 合 型 組 換 え SARS-NPの 最 終 濃 度 5

0μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 に 投 与 し た 。

(２ )そ の ２ 週 間 後 、 RIBIと 混 合 し た GST融 合 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ GST融 合 型 組 換 え SAR

S-NPの 最 終 濃 度 50μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 に 投 与 し た 。

(３ )そ の ３ 週 間 後 、 RIBIと 混 合 し た GST融 合 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ GST融 合 型 組 換 え SAR

S-NPの 最 終 濃 度 50μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 に 投 与 し た 。

(４ )そ の ３ 週 間 後 、 RIBIと 混 合 し た His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ His-tag付 加 型

組 換 え SARS-NPの 最 終 濃 度 50μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 に 投 与 し た 。

(５ )そ の ３ 週 間 後 、 RIBIと 混 合 し た His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ His-tag付 加 型

組 換 え SARS-NPの 最 終 濃 度 50μ g） を マ ウ ス の 腹 腔 に 投 与 し た 。

(６ )そ の ３ 週 間 後 、 His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPの

最 終 濃 度 50μ g） を 尾 静 脈 に 注 射 し た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 ［ III］ 細 胞 融 合 工 程

　 こ こ で は 、 被 免 疫 動 物 か ら 得 た 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作

製 す る 。 脾 細 胞 は 、 ［ II］ （ ６ ） の 免 疫 化 処 理 か ら 3日 後 の Balb/cマ ウ ス か ら 摘 出 し た 。

骨 髄 腫 細 胞 は 、 Balb/cマ ウ ス 骨 髄 腫 由 来 培 養 細 胞 株 （ X63細 胞 株 ） か ら 得 ら れ る X63細 胞 を

用 い た 。 細 胞 融 合 は 、 約 50％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 4000（ SIG M A） を 含 む RPMI-1640培

養 液 中 に 、 前 記 脾 細 胞 と 前 記 X63細 胞 の 混 合 比 が 7.5:1と な る よ う に 懸 濁 し 、 反 応 さ せ る 。

こ の 後 、 HT培 地 （ 10％ 非 動 化 fetal calf serum を 加 え た RPMI-1640培 養 液 に 0.１ m M hypox

antinと 0.016m M thymidine含 有 ） と ク ロ ー ニ ン グ メ デ ィ ウ ム （ 三 光 純 薬 ） の 比 が 1:1の 培

養 液 に 、 1mlあ た り 250万 個 と な る よ う に 脾 細 胞 数 を 懸 濁 し 、 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Corn

ing Inc.） の 各 ウ ェ ル に 播 種 し て 培 養 し た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ［ IV］ ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択

　 融 合 操 作 後 の 細 胞 は 選 択 培 地 で 培 養 し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 を 行 う 。 融 合 操 作 の 翌

日 、 細 胞 を 播 い た 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に H AT培 地 を 加 え て 培 養 し た 。 さ ら に

、 細 胞 融 合 の 4日 後 、 6日 後 お よ び 8日 後 に HT培 地 を 加 え て 培 養 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の コ ロ

ニ ー が 生 育 し て い る ウ ェ ル を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

（ １ ） SARS-NPに 対 す る 反 応 性 の 調 査

　 次 に 、 組 換 え SARS-NPを 固 定 化 し た プ レ ー ト を 用 い た ELISAに よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産

生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の SARS-NPに 対 す る 反 応 性 を 調 べ た 。 こ こ で は 、 ま ず 、 His-tag

付 加 型 組 換 え SARS-NPを ELISAプ レ ー ト 上 に 固 定 化 す る 。 こ の プ レ ー ト に ハ イ ブ リ ド ー マ の

培 養 液 の 上 清 を 添 加 し て 反 応 さ せ た 後 、 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 添

加 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 溶 液 を 加 え て 発 色 さ せ 、 そ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 こ れ よ り 、

His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPに 強 い 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 30個 （ ハ イ ブ リ ド ー マ No.1～ 30） を 得 た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ の 検 討

　 さ ら に 、 図 ３ に 示 し た よ う に SARS-NPの ア ミ ノ 酸 配 列 を 領 域 A（ 1-141） 、 領 域 B（ 142-28

2） 、 領 域 C（ 283-422） の ３ つ の 領 域 に 分 け 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ が ど の
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領 域 に 含 ま れ る の か を 調 べ た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 こ こ で は 、 2種 類 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い た 。 各 組 換 え タ ン パ ク 質 の 調 製 は 、 ま ず 、

前 記 ［ I］ （ ４ ） で 得 ら れ た 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)を 鋳 型 と し て 、 SARS-N

Pア ミ ノ 酸 配 列 （ 1～ 422番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ） の う ち N末 端 側 か ら 1番 目 ～ 282番 目 ま で の ア

ミ ノ 酸 配 列 領 域 を コ ー ド す る cD N A断 片 、 及 び 、 142番 目 ～ 422番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域

を コ ー ド す る cD N A断 片 を そ れ ぞ れ 合 成 す る 。 合 成 し た cD N A断 片 を 利 用 し て 、 SARS-NPア ミ

ノ 酸 配 列 の う ち 1番 目 ～ 282番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 に 相 当 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 （ SA

RS-NP N末 端 タ ン パ ク 質 ） 、 及 び 、 142番 目 ～ 422番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 に 相 当 す る 組 換

え タ ン パ ク 質 （ SARS-NP C末 端 タ ン パ ク 質 ） を 得 る 。 以 下 に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 得 る 方 法

を 詳 細 に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

（ 1番 目 ～ 282番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 を コ ー ド す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製 ）

　 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)と 配 列 番 号 １ １ お よ び 配 列 番 号 ２ １ の プ ラ イ マ

ー を 用 い て PCRを 行 っ た 。 PCRの 反 応 条 件 は 95℃ 30秒 、 58.5℃ 30秒 、 72℃ 30秒 の 30サ イ ク ル

で あ る 。 PCRの 反 応 液 の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 　 　 10μ g/mLの 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)　 　 1μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ １ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 10μ Mの プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 含 む プ ラ イ マ ー 溶 液 　 0.5μ L

　 　 　 2.5m M dNTP溶 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 1.6μ L

　 　 　 1.5U/μ L Ex-Taq（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 0.1μ L

　 　 　 10× Ex-Taq緩 衝 液 （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 　 2μ L

　 　 　 滅 菌 蒸 留 水 　 14.3μ L

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 そ し て 、 PCR終 了 後 の 反 応 液 4μ Lを 用 い て TAク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 全 長 1269bpの SARS-NP

 cD N A 配 列 の 1番 目 か ら 846番 目 に 相 当 す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 TAク ロ ー

ニ ン グ に は 、 TOPO TA Cloning kit（ invitrogen） を 用 い た 。 こ れ に よ り 、 塩 基 配 列 1～ 84

6に 相 当 す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー pCR N(1～ 846)を 得 た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

（ 142番 目 ～ 422番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 を コ ー ド す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製

）

　 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2TK(SARS-NP)と 配 列 番 号 ２ ２ お よ び 配 列 番 号 ２ ３ の プ ラ イ マ

ー を 用 い て PCRを 行 っ た 。 PCRの 条 件 等 は 、 1番 目 か ら 282番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 領 域 を コ

ー ド す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー の 調 製 し た 場 合 と 同 様 で あ る 。 こ れ に よ り 、 SARS-NP cD

N A 配 列 の 427番 目 か ら 1269番 目 に 相 当 す る cD N A断 片 を 含 む ベ ク タ ー pCR C(427～ 1269)を 得

た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 （ SARS-NP N末 端 タ ン パ ク 質 の 調 製 ）

　 前 記 pCR N(1～ 846)を 制 限 酵 素 Bam HIで 処 理 し 、 5.0kbpの cD N A断 片 を 調 製 し た 。 同 様 に 、

大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30（ Qiagen） を 制 限 酵 素 Bam HIと XhoIで 処 理 し 、 3.4kbpの ベ ク タ ー

断 片 を 調 製 し た 。 次 に 、 3.4kbpの ベ ク タ ー 断 片 、 前 記 5.0kbpの cD N A断 片 及 び D N A Ligetion

 Kit Ver2.1（ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） を 用 い て 、 塩 基 配 列 1～ 846に 相 当 す る cD N A断 片 を

含 む 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30 N(1～ 846)を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 次 に 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE30 N(1～ 846)を 含 む 大 腸 菌 に 導 入 し 、 100μ g/mLア ン ピ シ

リ ン を 含 有 す る LB培 地 で 培 養 し た 。 培 養 開 始 後 、 対 数 増 殖 期 に 達 し た と こ ろ で 大 腸 菌 培 養

液 に 最 終 濃 度 1m M IPTGを 添 加 し 、 3.5時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 大 腸 菌 を 回 収 し 、 20m Mリ ン

酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 0.5M NaCl、 1m M DTT、 1mg/mL Pefablock（ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ

ー ） 、 20m M イ ミ ダ ゾ － ル 、 pH7.4） 30mLに 懸 濁 し 、 氷 上 で 超 音 波 処 理 （ 2分 間 × 7回 ） し 、
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遠 心 後 に 得 ら れ た 可 溶 性 画 分 を 回 収 し 、 His-Trap HPカ ラ ム （ QIA GEN） を 用 い て 、 SARS-NP

 N末 端 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 （ SARS-NP C末 端 タ ン パ ク 質 の 調 製 ）

　 前 記 pCR C(427～ 1269)を 用 い て 、 前 記 His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP N末 端 タ ン パ ク 質 の

調 製 と 同 様 の 方 法 で 、 SARS-NP C末 端 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 得 ら れ た 各 タ ン パ ク 質 （ SARS-NP N末 端 タ ン パ ク 質 、 SARS-NP C末 端 タ ン パ ク 質 ） を そ れ

ぞ れ ELISAプ レ ー ト 上 に 固 定 化 す る 。 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト に 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ （ No.1～ 3

0） の 培 養 液 の 上 清 を 添 加 し て 反 応 さ せ た 後 、 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗

体 を 添 加 し 、 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 基 質 溶 液 を 加 え て 発 色 さ せ 、 そ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 こ れ

よ り 、 SARS-NP N末 端 タ ン パ ク 質 に の み 反 応 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ は 図 ３ の 領 域 Aに エ ピ

ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し 、 SARS-NP C末 端 タ ン パ ク 質 に の み 反 応 性

を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ は 図 ３ の 領 域 Cに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生

し 、 両 タ ン パ ク 質 に 反 応 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ は 図 ３ の 領 域 Bに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 以 上 （ １ ） 及 び （ ２ ） の 結 果 （ 吸 光 度 ） を ま と め て 表 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ９ ５ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 ［ V］ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 上 記 表 １ の ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち 、 ハ イ ブ リ ド ー マ No.1、 2、 3、 12、 13、 14、 15、 16及

び 17が 産 生 す る 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。 精 製 は 、 ま ず 、 BALB/cマ ウ ス の 腹 腔 内

へ ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し 、 10日 後 に 貯 留 し た 腹 水 を 採 取 す る 。 採 取 し た 腹 水 か ら 、 プ ロ

テ イ ン Aカ ラ ム で あ る HyperD（ Perseptive Biosystems） を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を

精 製 し た 。 以 上 の 操 作 に よ り 、 ９ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1、

2、 3、 12、 13、 14、 15、 16及 び 17） を 得 た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 実 施 例 ２ ： 免 疫 ク ロ マ ト 法 へ の 適 用 50
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　 実 施 例 １ に お い て 得 ら れ た ９ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1、 2

、 3、 12、 13、 14、 15、 16及 び 17） を 用 い て 免 疫 ク ロ マ ト 法 を 実 施 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

（ 免 疫 ク ロ マ ト 法 用 試 験 具 の 作 製 ）

　 本 例 で は 、 図 ２ で 示 し た よ う な 形 態 の 試 験 具 を 用 い た 。 本 例 の 試 験 具 の 基 材 １ に は 接 着

面 を 有 す る バ ッ キ ン グ シ ー ト を 、 吸 収 部 材 ５ に は ワ ッ ト マ ン WF1.5を 、 ク ロ マ ト 用 担 体 ４

に は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 用 い た 。 な お 、 ク ロ マ ト 用 担 体 ４ は 、 前 記 ９ 種 類 の う ち い ず れ

か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 固 定 化 し た 判 定 部 ６ を 有 す る 。 な お 、 本 例 で は 、 検 体 か ら 調 製

さ れ た 測 定 用 試 料 に 試 験 具 の 試 料 添 加 部 材 を 浸 す こ と に よ り 、 毛 細 管 現 象 に て 試 料 液 を 判

定 部 に 向 か っ て 展 開 す る よ う に な っ て い る 。

（ 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 液 ）

　 前 記 ９ 種 類 の う ち い ず れ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 青 色 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス 粒 子 （

平 均 粒 径 0.3μ m） に 固 定 化 し 、 こ の 青 色 ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 0.2%（ w/v） に な

る よ う に 10m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） に 懸 濁 し 、 こ れ を 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク ス 液 と し て 用 い

た 。

（ 検 体 の 調 製 ）

　 Ｐ Ｏ Ｃ Ｔ Ｅ Ｍ （ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 ） の 検 体 用 緩 衝 液 を 用 い て 、 ［ I］ （ ５ ） で 得 た H

is-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPを 18.2ng/mlと な る よ う に 調 製 し 、 こ れ を ポ ジ テ ィ ブ 検 体 と し

て 用 い た 。 ま た 、 His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPを 含 ま な い 検 体 用 緩 衝 液 を ネ ガ テ ィ ブ 検 体

と し て 用 い た 。

（ 測 定 方 法 ）

　 検 体 20μ l、 Ｐ Ｏ Ｃ Ｔ Ｅ Ｍ （ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 ） の 抽 出 液 25μ l、 抗 体 感 作 ラ テ ッ ク

ス 液 30μ lを 混 合 し て 測 定 用 試 料 を 調 製 し た 。 こ の 測 定 用 試 料 が 入 っ た チ ュ ー ブ に 試 験 具

を 、 試 料 添 加 部 材 ２ を 測 定 用 試 料 に 浸 す よ う に 入 れ 、 室 温 で 20分 間 静 置 後 、 ク ロ マ ト 用 担

体 ４ の 判 定 部 ６ に 出 現 す る 青 色 の バ ン ド を 観 察 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 測 定 結 果 を 表 ２ に 示 し た 。 各 バ ン ド は 、 青 色 の 呈 色 度 合 い に 応 じ て 、 「 － 」 、 「 W」 、

「 １ ＋ 」 、 「 ２ ＋ 」 及 び 「 ３ ＋ 」 の ５ 段 階 に 区 別 し て 判 定 し た 。 表 中 の 「 No.」 は 使 用 し

た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 番 号 を 示 し 、 A、 B、 Cは 各 抗 体 の エ ピ ト ー プ が 存 在 す る 領 域 を 示

す 。 ま た 、 非 特 異 反 応 に つ い て は 、 His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPを 含 ま な い 検 体 用 緩 衝 液

を ネ ガ テ ィ ブ 検 体 と し て 測 定 し 、 い ず れ の 場 合 も 非 特 異 反 応 の 有 無 を 確 認 し た 。 表 中 の ▲

は 、 非 特 異 反 応 が 見 ら れ た も の を 示 す 。

【 ０ １ ０ ０ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 な お 、 「 － 」 、 「 W」 、 「 １ ＋ 」 、 「 ２ ＋ 」 及 び 「 ３ ＋ 」 は 、 出 現 し た バ ン ド を TRS3000

 Membrane Strip Reader(BioDod社 )で 測 定 し た 場 合 に 得 ら れ る 測 定 値 に 基 づ い て 、 表 ３ に

記 載 の 基 準 で 設 定 し た 。 表 中 の RO D値 と は 、 バ ン ド の 測 定 値 か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の 濃

淡 を 測 定 し た 値 を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 差 し 引 い た 値 で あ る 。 ち な み に 、 青 色 の バ ン ド

を 肉 眼 で 確 認 す る こ と が で き る の は 「 W」 、 「 １ ＋ 」 、 「 ２ ＋ 」 及 び 「 ３ ＋ 」 で あ る 。

【 ０ １ ０ ２ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ １ ０ ３ 】

　 表 ２ よ り 、 免 疫 ク ロ マ ト 法 に お け る ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と 着 色 ラ テ ッ ク ス

で 標 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ に つ い て 、 好 ま し く は 判 定 が 「 1＋ 」 と な っ た 抗 体 の 組 み 合

わ せ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 判 定 が 「 2＋ 」 と な っ た 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ り 、 最 も 好 ま

し く は 判 定 が 「 3＋ 」 と な っ た 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ る 。 本 例 で 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 示

し た ３ つ の 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.2、 No.12及 び No.14） を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ

（ ハ イ ブ リ ド ー マ No.2、 No.12及 び No.14） を 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 微

生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ － １ － １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 2005年 2月 15日 に 寄 託

し た 。 各 ハ イ ブ リ ド ー マ の 受 領 番 号 は 次 の 通 り で あ る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ No.2の 受 領 番 号 ： FER M ABP-10678

　 ハ イ ブ リ ド ー マ No.12の 受 領 番 号 ： FER M ABP-10679

　 ハ イ ブ リ ド ー マ No.14の 受 領 番 号 ： FER M ABP-10680

【 ０ １ ０ ５ 】

　 こ こ で 、 領 域 Aに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Aの 抗 体 と し 、 領

域 Bに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Bの 抗 体 と し 、 領 域 Cに エ ピ ト

ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Cの 抗 体 と す る 。 そ し て 、 表 ２ よ り 、 ク ロ

マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 又 は 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標 識 す る 抗 体 と し て 、 Cグ ル ー プ の 抗

体 を 用 い る こ と に よ っ て 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て

は 、 Aグ ル ー プ の 抗 体 と Cグ ル ー プ の 抗 体 の 組 み 合 わ せ 、 又 は 、 Bグ ル ー プ の 抗 体 と Cグ ル ー

プ の 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 比 較 的 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 ま た 、 ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と し て は 、 Aグ ル ー プ の 抗 体 又 は Cグ ル ー プ の 抗

体 を 用 い る こ と に よ っ て 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 ク ロ マ

ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 が Aグ ル ー プ の 場 合 は 、 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標 識 す る 抗 体 と し て C

グ ル ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ

た 。 一 方 、 ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 が Cグ ル ー プ の 場 合 は 、 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標

識 す る 抗 体 と し て Aグ ル ー プ の 抗 体 又 は Bグ ル ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 感 度

の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 Bグ ル ー プ に 属 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 No.12を ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と し て 使 用 し た 場 合 、 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標 識

す る 抗 体 と し て Cグ ル ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 比 較 的 感 度 の 高 い 測 定 結 果

を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 な お 、 上 記 の 抗 体 の 好 ま し い 組 み 合 わ せ は 、 免 疫 ク ロ マ ト 法 に 限 っ た も の で は な く 、 そ

の 他 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 に お い て も 適 応 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 実 施 例 ３ ： ELISAへ の 適 用
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　 実 施 例 １ に お い て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.14を 用 い て ELISA法 を 実 施 し

た 。 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.14は ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

No.1は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 標 識 し た 。 ま た 、 10m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） を 用 い て

、 ［ I］ （ ５ ） で 得 た His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPを 0、 0.195、 0.39、 0.78、 1.56、 3.12n

g/mlと な る よ う に 調 製 し 、 こ れ ら を 試 料 と し て 用 い た 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 測 定 方 法 と し て は 、 ま ず 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.12を 固 定 化 し た ELISAプ レ ー ト に 試 料

100μ Lを 添 加 し 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 10m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） で プ レ ー ト を 洗 浄

し た 後 、 実 施 例 1で 得 ら れ た His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ 20 ng/ml） 100μ lを 加

え 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 リ ン 酸 緩 衝 液 で プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 5U/mLア ル カ リ ホ ス

フ ァ タ ー ゼ 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1を 含 有 す る 10m Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.0） 100μ Lを

添 加 し 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 そ し て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 基 質 溶 液

100μ Lを 加 え て 発 色 さ せ 、 そ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。

【 ０ １ １ １ 】

　 比 較 例 と し て 、 市 販 品 ： SARS-Nucleocapsid ActiveELIZA（ IM GENEX社 ） で 用 い ら れ て い

る 2種 の 抗 体 を 用 い て 、 同 様 の 方 法 で ELISA法 を 実 施 し た 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 結 果 を 図 ４ に 示 し た 。 図 中 の 縦 軸 は 吸 光 度 （ O D405/O D655） 、 横 軸 は 検 体 に 含 ま れ る His

-tag付 加 型 組 換 え SARS-NPの 濃 度 （ ng/mL） で あ る 。 ま た 、 実 線 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1

及 び No.14を 用 い た 場 合 の 結 果 で あ り 、 点 線 は 市 販 品 の 抗 体 を 用 い た 場 合 の 結 果 で あ る 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 図 ４ に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.14を 用 い た 場 合 、 非 常 に 高 い シ グ ナ ル

強 度 を 示 し た 。 こ れ よ り 、 ELISA法 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.14を 用 い る

と 非 常 に 高 い 感 度 で 測 定 を 行 う こ と が で き る こ と が 判 っ た 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 実 施 例 ３ で 用 い た 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.14） 並 び に 試 料 （ His-tag付 加

型 組 換 え SARS-NPの 濃 度 ： 0、 0.195、 0.39、 0.78、 1.56、 3.12ng/ml） を 用 い て 免 疫 ク ロ マ

ト 法 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 表 ４ に 示 し た 。 な お 、 免 疫 ク ロ マ ト 法 は 、 実 施 例 ２ と 同 様 の 方

法 で 実 施 し た 。 な お 、 こ こ で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.14を ク ロ マ ト 担 体 に 固 定 化 し 、

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1を 着 色 ラ テ ッ ク ス で 標 識 し た 。

【 ０ １ １ ５ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ １ ６ 】

　 表 ４ で は 、 検 体 中 の SARS-NPの 濃 度 が 0.195（ ng/mL） の 場 合 、 「 W」 と い う 判 定 結 果 で あ

っ た 。 こ れ よ り 、 免 疫 ク ロ マ ト 法 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.14を 用 い た

場 合 、 検 体 中 の SARS-NPの 濃 度 が 少 な く と も 0.195（ ng/mL） 以 上 で あ れ ば SARS-NPを 検 出 す

る こ と が 可 能 で あ る こ と が 判 っ た 。
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【 ０ １ １ ７ 】

実 施 例 ４ ： ELISAに お け る 抗 体 の 組 み 合 わ せ の 検 討

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1、 3、 8、 12、 14、 15、 16及 び 23を 用 い て EL

ISA法 を 実 施 し た 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ を ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 し 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ を ビ

オ チ ン で 標 識 し て 、 い ず れ の 組 み 合 わ せ の 場 合 に 高 感 度 で ELISA法 に よ り 検 出 が で き る か

を 検 討 し た 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を そ れ ぞ れ 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.5、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ

ム ） で 1μ g/mlに な る よ う に 希 釈 し た 。 こ の 抗 体 液 100μ lを ELISAプ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え

、 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 プ レ ー ト 洗 浄 機 を 用 い て 、 バ ッ フ ァ ー II（ 10m Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

、 150m M NaCl、 0.05% Tween20） で プ レ ー ト を 洗 浄 し た 。 バ ッ フ ァ ー I（ 10m Mリ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム pH 7.0、 2.5 m M EDTA、 1% BSA、 150m M NaCl） 300μ lを ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一 晩 静 置

し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 が 固 定 化 さ れ た プ レ ー ト に 、 バ ッ フ ァ ー Iで 希 釈 し た

実 施 例 1で 得 ら れ た His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 液 （ 20 ng/ml） 100μ lを 加 え 、 室 温

で 30分 間 攪 拌 し た 。 ウ ェ ル を バ ッ フ ァ ー IIで 洗 浄 し 、 バ ッ フ ァ ー Iで 希 釈 し た 0.5μ g/mlの

各 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 ウ ェ ル を バ ッ フ ァ ー

IIで 洗 浄 し 、 バ ッ フ ァ ー Iで 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 20m U/ml

） 100μ lを 加 え 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 ウ ェ ル を バ ッ フ ァ ー IIで 洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ タ

ー ゼ 基 質 溶 液 100μ lを 加 え 、 室 温 で 2.5分 間 攪 拌 し た 後 、 2N硫 酸 100μ lを 加 え た 。 プ レ ー

ト の 吸 光 度 （ O D492/O D690） を 測 定 し た 。 測 定 は 、 1試 料 に つ き 2つ の ウ ェ ル で 行 い 、 こ れ

ら の 値 を 平 均 し た 。 さ ら に 、 抗 原 を 含 ま な い 上 記 抗 原 液 （ す な わ ち SARS-NP 0ng/mlの 上 記

抗 原 液 ） を 用 い た 測 定 に よ り 得 ら れ た 値 を ブ ラ ン ク と し て 、 上 記 平 均 値 か ら 引 い た 値 を 結

果 と し て 得 た 。

　 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 図 中 の 縦 軸 は 吸 光 度 （ O D492/O D690） で あ り 、 横 軸 は プ レ ー ト に 固

定 化 し た 抗 体 を 示 す 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 図 ５ よ り 、 ELISAに お け る ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と ビ オ チ ン で 標 識 す る 抗 体

の 組 み 合 わ せ に つ い て 、 好 ま し く は 判 定 が 吸 光 度 （ O D492/O D690） が 1.000以 上 と な っ た 抗

体 の 組 み 合 わ せ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 1.200以 上 と な っ た 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ り 、 最

も 好 ま し く は 1.450以 上 と な っ た 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ る 。 本 例 で 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を

示 し た ４ つ の 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.1、 No.12、 No.14及 び No.15） の う ち 、 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 No.1及 び No.15を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ （ ハ イ ブ リ ド ー マ No.1及 び No.15）

を 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ －

１ － １ 　 中 央 第 ６ ） に 、 2006年 9月 26日 に 寄 託 し た 。 各 ハ イ ブ リ ド ー マ の 受 領 番 号 は 次 の

通 り で あ る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ No.1の 受 領 番 号 ： FER M ABP-10687

　 ハ イ ブ リ ド ー マ No.15の 受 領 番 号 ： FER M ABP-10686

【 ０ １ ２ １ 】

　 こ こ で 、 領 域 Aに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Aの 抗 体 と し 、 領

域 Bに エ ピ ト ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Bの 抗 体 と し 、 領 域 Cに エ ピ ト

ー プ が 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を グ ル ー プ Cの 抗 体 と す る 。 そ し て 、 図 ５ よ り 、 ELISA

プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 又 は ビ オ チ ン で 標 識 す る 抗 体 と し て 、 Cグ ル ー プ の 抗 体 を 用

い る こ と に よ っ て 比 較 的 高 感 度 の 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と ビ オ チ ン で 標 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 A

グ ル ー プ の 抗 体 と Cグ ル ー プ の 抗 体 の 組 み 合 わ せ 、 又 は 、 Bグ ル ー プ の 抗 体 と Cグ ル ー プ の

抗 体 の 組 み 合 わ せ が 比 較 的 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 ま た 、 ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 が Aグ ル ー プ の 場 合 は 、 ビ オ チ ン で 標 識 す る 抗
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体 と し て Cグ ル ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ

と が わ か っ た 。 さ ら に 、 ELISAプ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 が Bグ ル ー プ の 場 合 は 、 ビ オ チ

ン で 標 識 す る 抗 体 と し て Cグ ル ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 感 度 の 高 い 測 定 結

果 を 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 Cグ ル ー プ に 属 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 No.14を ELIS

Aプ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 抗 体 と し て 使 用 し た 場 合 、 ビ オ チ ン で 標 識 す る 抗 体 と し て Aグ ル

ー プ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 比 較 的 感 度 の 高 い 測 定 結 果 を 得 ら れ る こ と が わ か

っ た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 実 施 例 ５ ： 様 々 な 濃 度 の 抗 原 の ELISAに よ る 測 定

　 上 記 の 結 果 か ら 、 次 の 表 ５ に 示 す 組 み 合 わ せ で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 実 施 例 4

と 同 様 に し て ELISAを 行 っ た 。 な お 、 His-tag付 加 型 組 換 え SARS-NP抗 原 は 、 バ ッ フ ァ ー Iで

0～ 3.125μ g/mlと な る よ う に 希 釈 し て 用 い た 。 ま た 、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の

濃 度 は 1μ g/mlと し 、 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 基 質 溶 液 と の 反 応 時 間 を 10分 間 と し た 。

　 測 定 は 、 1試 料 に つ き 4つ の ウ ェ ル で 行 い 、 こ れ ら の 値 を 平 均 し て 結 果 を 得 た 。

　 結 果 を 図 ６ に 示 す 。

【 ０ １ ２ ５ 】

【 表 ５ 】

【 ０ １ ２ ６ 】

　 図 ６ よ り 、 検 体 中 の SARS-NPの 濃 度 に 比 例 し て 吸 光 度 が 増 加 し て い る こ と が わ か っ た 。

ゆ え に 、 本 例 の 抗 体 を 組 み 合 わ せ た ELISA法 に よ り 、 SARSの 濃 度 を 測 定 す る こ と が 可 能 で

あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 こ の 出 願 は 、 ２ ０ ０ ５ 年 １ ０ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 日 本 国 特 許 出 願 特 願 ２ ０ ０ ５ － ２ ９

６ ５ ４ ２ 号 に 関 し 、 こ の 特 許 請 求 の 範 囲 、 明 細 書 、 図 面 及 び 要 約 書 の 全 て は 本 明 細 書 中 に

参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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摘要(译)

本发明是使用特异性结合SARS病毒核衣壳蛋白（SARS-NP）的第一抗
体和特异性结合SARS-NP的第二抗体来测量SARS-NP的方法，其中 提
供了一种测量SARS-NP的方法，SARS-NP是一种识别从SARS-NP的氨
基酸序列的N端侧存在于第283至422区（C区）的表位的抗体。 。
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