
(57)【要約】
　【課題】　Ｃｈｍ－１を特異的に認識する抗体、該抗体を用いて生体成分中のＣｈｍ－
１を測定する方法等を提供する。
　【解決手段】　生体成分中のコンドロモジュリン－１を特異的に認識する能力を有し、
かつ生体成分中のコンドロモジュリン－１の測定が可能であることを特徴とする抗コンド
ロモジュリン－１特異的抗体、該抗体を用いる生体成分中のＣｈｍ－１の測定方法。
　【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
生 体 成 分 中 の コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 し 、 か つ 生 体 成 分 中 の
コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ の 測 定 が 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １
特 異 的 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た も の で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ に 対 す る 解 離 定 数 が １ ｘ １ ０ - 7 Ｍ 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
変 性 さ れ た コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 が 認 識 す る エ ピ ト ー プ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 か つ コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異 的 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 に 含 ま れ る 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異 的 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ９ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ  Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ５ ４ ９ 株 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 一 種 ま た は 複 数 種 を 用 い て 、 試 料 中 に 含 ま れ
る コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 免 疫 学 的 方 法 に よ り 検 出 又 は 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る コ ン
ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
試 料 が 、 疾 患 の 疑 い の あ る 生 体 か ら 採 取 さ れ た 生 体 成 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 又 は 、 骨 ・ 軟 骨 ・ 関 節 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
疾 患 の 疑 い の あ る 生 体 か ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 免 疫 学 的 方 法 に
よ り 測 定 し 、 得 ら れ た 測 定 デ ー タ と 、 健 常 生 体 か ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の コ ン ド ロ モ ジ ュ リ
ン － １ の 測 定 デ ー タ と を 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 疾 患 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 又 は 、 骨 ・ 軟 骨 ・ 関 節 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の １ 種 又 は 複 数 種 を 含 み 、 コ ン ド ロ
モ ジ ュ リ ン － １ の 検 出 ま た は 定 量 を 行 う た め に 用 い る こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド で あ っ て 、 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特
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異 的 抗 体 の 調 製 に 際 し て 免 疫 原 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 抗 原 ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ （ 以 下 こ れ を 「 Ｃ ｈ ｍ － １ 」 と 称 す る こ と が あ る ）
を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 、
該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 該 抗 体 を 用 い る コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン －
１ の 測 定 方 法 、 該 測 定 方 法 を 用 い る 疾 患 の 検 出 方 法 、 該 測 定 方 法 に 用 い る た め の キ ッ ト 等
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ は 、 血 管 新 生 阻 害 因 子 と し て 知 ら れ て お り 、 ウ シ 軟 骨 か ら 単 離
さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ 遺 伝 子 （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 ヒ ト か ら 単 離 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ 遺 伝 子 （ 特 許
文 献 １ ） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
Ｃ ｈ ｍ － １ の 生 体 中 で の 機 能 と し て は 、 軟 骨 細 胞 の 増 殖 ・ 分 化 の 促 進 作 用 し か 知 ら れ て お
ら ず 、 ヒ ト の 病 態 に お け る 役 割 、 機 能 お よ び 血 中 濃 度 等 の 生 体 成 分 中 の 濃 度 と 病 態 と の 関
連 は 判 っ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｃ ｈ ｍ － １ の 血 中 濃 度 等 の 生 体 成 分 中 濃 度 と 病 態 と の 関 連 を 解 析 す る に は 、 ヒ ト 組 織 、
体 液 、 尿 ま た は 血 液 な ど の 生 体 成 分 中 に 存 在 す る Ｃ ｈ ｍ － １ を 定 量 的 に 測 定 す る 必 要 が あ
る 。 従 来 知 ら れ て い る Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １
を 定 量 で き な か っ た （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 そ し て 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 定 量 的 に 測 定 す る た め に は
、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 高 親 和 性 抗 体 、 特 に 望 ま し く は 高 親 和 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取
得 が 不 可 欠 で あ る 。 し か し な が ら こ の 様 な 性 質 を 有 す る 抗 体 の 存 在 は 知 ら れ て お ら ず 、 さ
ら に は ヒ ト 血 液 な ど の 生 体 成 分 中 に 存 在 す る Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 す る 方 法 、 定 量 測 定 す る 方
法 や キ ッ ト は 存 在 し な か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ７ － １ ３ ８ ２ ９ ５ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Biochem. Biophys. Res. Commun., Vol.175, p.971-977, 1991
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kusafuka et al., Acta Histochemica, Vo. 104, No.2, p.167-175, 20
02
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 し 、 か つ 生 体 成 分 中 の
Ｃ ｈ ｍ － １ を 測 定 す る こ と が で き る 抗 体 、 該 抗 体 を 用 い て Ｃ ｈ ｍ － １ を 免 疫 学 的 に 測 定 す
る 方 法 、 該 方 法 に 用 い る キ ッ ト 、 並 び に Ｃ ｈ ｍ － １ が 関 与 す る 疾 病 の 検 出 方 法 等 の 提 供 を
課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 達 成 す べ く 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る マ ウ ス
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と に 成 功 し た 。 ま た 本 発 明 者 ら は 、 こ の 抗 体 は 、 抗 原 抗 体 反
応 の 解 離 定 数 が Ｋ ｄ ＝ 1.18× 10 - 8 Mで ヒ ト の 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 濃 度 を 測 定 す る に は
十 分 な 親 和 性 を 有 し て お り 、 こ の 抗 体 を 用 い れ ば 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 定 量 が 可 能 で あ
る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に こ の 抗 体 は 、 ヒ ト 病 態 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ 濃 度 と 各 種 ヒ ト 疾 患
と の 関 連 を 解 析 す る に た る 十 分 な 親 和 性 を 有 し て い る こ と も 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 病 態 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ 血 中 濃 度 と 各 種 ヒ ト 疾 患 と の 関 連 を
解 析 す る た め 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ヒ ト 血 中 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ の 高 感 度 定 量
系 の 構 築 を 試 み た 。 即 ち 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ウ サ ギ ポ リ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 ２ 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 法 を 用 い た 酵 素 標 識 抗 体 測 定 系 （ enzyme-linke
d immunosorbent assay； 以 下 「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 」 と 称 す る こ と が あ る ） を 構 築 し 、 健 常 人 や
臓 器 疾 患 を は じ め と す る 種 々 の 患 者 血 液 （ 血 漿 ま た は 血 清 ） 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 濃 度 の 測 定 を
し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ の 結 果 、 上 記 Ｃ ｈ ｍ － １ の 高 感 度 測 定 系 を 使 用 す る こ と に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の 健 常 人
の 血 中 濃 度 域 を 初 め て 明 ら か に す る こ と が で き 、 関 節 リ ウ マ チ を は じ め と す る 自 己 免 疫 疾
患 の 患 者 や 癌 患 者 で は 、 血 液 中 に 存 在 す る Ｃ ｈ ｍ － １ 量 が 著 し く 増 加 す る こ と を 初 め て 見
い だ し た 。 本 発 明 は こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 成 し 遂 げ ら れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 （ １ ） 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 し
、 か つ 生 体 成 分 中 の コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ の 測 定 が 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 コ ン
ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異 的 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
　 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 （ ２ ） 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ペ プ チ ド を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） に 記 載 の 抗 体 ；
（ ３ ） 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た
も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） 又 は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ； （ ４ ） Ｃ ｈ ｍ － １ に 対
す る 解 離 定 数 が １ ｘ １ ０ - 7  Ｍ 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ
か に 記 載 の 抗 体 ； （ ５ ） 変 性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ） ～
（ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ ６ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 が 認 識
す る エ ピ ト ー プ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 か つ コ ン ド ロ モ ジ ュ リ
ン － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異
的 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ ７ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に 含 ま
れ る 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば （ ８ ） 請 求 項 （ ７ ） に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 、 及 び （ ９ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ５ ４ ９ 株 が 提 供 さ れ る
。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ １ ０ ） 上 記 （ １ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 一
種 ま た は 複 数 種 を 用 い て 、 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 免 疫 学 的 方 法 に よ り 検 出 又 は 定 量 す る こ
と を 特 徴 と す る Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 法 が 提 供 さ れ る 。
　 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 （ １ １ ） 試 料 が 、 疾 患 の 疑 い の あ る 生 体 か ら 採 取 さ
れ た 生 体 成 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ０ ） に 記 載 の 方 法 ；
（ １ ２ ） 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 又 は 骨 ・ 軟 骨 ・ 関 節 疾 患 で あ る 上 記 （ １ ０ ） 又 は （
１ １ ） に 記 載 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ １ ３ ） 疾 患 の 疑 い の あ る 生 体 か ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の コ
ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 免 疫 学 的 方 法 に よ り 測 定 し 、 得 ら れ た 測 定 デ ー タ と 、 健 常 生 体 か
ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ の 測 定 デ ー タ と を 比 較 す る こ と を 特 徴 と す
る 疾 患 の 検 出 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 （ １ ４ ） 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 又 は 、 骨 ・ 軟
骨 ・ 関 節 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ １ ３ ） に 記 載 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ １ ５ ） 少 な く と も 上 記 （ １ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載
の 抗 体 の １ 種 又 は 複 数 種 を 含 み 、 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ の 検 出 ま た は 定 量 を 行 う た め に
用 い る こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
　 更 に 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 （ １ ６ ） 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ
プ チ ド で あ っ て 、 抗 コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ 特 異 的 抗 体 の 調 製 に 際 し て 免 疫 原 と し て 用 い
る こ と を 特 徴 と す る 抗 原 ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-314397 A 2005.11.10



　 本 発 明 に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、
本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 か つ 高 感 度 に 測 定 、
検 出 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 法 は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の 血 中 濃 度 に 反 映 さ れ る 各 種 疾 患 の 診 断 に
利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾
患 の 治 療 薬 等 へ の 利 用 も 期 待 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 以 下 に 本 発 明 の 実 施 態 様 の 代 表 例 を 示 し 、 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。
　 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 、 「 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力
を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 「 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と 称 す る こ と
が あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら を 総 称 し て 、 「 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 」 と 称 す る こ と が あ る 。 ま
た 、 「 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 」 と は 、 抗 原 抗 体 反 応 に よ り Ｃ ｈ ｍ － １ と 特 異 的 に
結 合 す る こ と を い う 。 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 、 塩 基 の 一 文 字 記 号 並 び に ア ミ ノ 酸 の 三 文
字 記 号 及 び 一 文 字 記 号 は 、 WIPO標 準 ST.25に 定 義 さ れ た 意 味 で 用 い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
＜ １ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 特 異 的 抗 体 作 製 用 の 免 疫 抗 原 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 抗 原 の 調 製
　 免 疫 抗 原 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 等 に 使 用 す る Ｃ ｈ ｍ － １ は 開 ら の
方 法 （ Eur. J. Biochem., Vol.260, p.869-878 (1999)） に 従 い 、 培 養 上 清 を 精 製 し た も
の を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 特 開 平 7-138295に 記 載 さ れ て い る Ｃ ｈ ｍ － １  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 使 用 し て 大 腸 菌 な ど の 微 生 物 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 動 物 細 胞 お よ び 動 物 を 使 用 し た 組
換 え 蛋 白 質 で あ る Ｃ ｈ ｍ － １ を 使 用 し た も の も 利 用 可 能 で あ る 。 さ ら に は Ｃ ｈ ｍ － １ の 部
分 配 列 を 化 学 合 成 に よ り 作 製 し た ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー の 融 合 体 も 利 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 に 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 取 得 す る た め に は 、 高 純 度 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 調 製 す る こ と
が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 目 的 か ら 、 こ こ で 使 用 す る Ｃ ｈ ｍ － １ と し て は 、 Ｃ ｈ ｍ － １  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る Ｃ ｈ ｍ － １ 又 は 特 開 平 7-138295の 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ て い る Ｃ ｈ ｍ － １ を
コ ー ド す る Ｃ ｈ ｍ － １  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し 、 そ の 全 長 ま た は 一 部 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に
挿 入 し 、 こ れ を 大 腸 菌 な ど の 微 生 物 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 動 物 細 胞 ま た は 動 物 に 導 入 し 、 さ
ら に Ｃ ｈ ｍ － １ を 発 現 し て い る こ れ ら の 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 培 養 上 清 ま た は 細 胞 内 、 組 織 、
体 液 よ り 精 製 操 作 を 実 施 し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る Ｃ ｈ ｍ － １ を 得 る こ と が 可 能 で あ
る 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 等 の 動 物 細 胞 に 導 入 し 発 現 さ せ た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い る
。
　 ま た 細 胞 系 を 使 用 す る こ と な く 、 Rapid Translation System RTS500 (Roche Diagnosti
cs社 製 ） な ど を 使 用 し た 試 験 管 内 で の 転 写 ・ 翻 訳 シ ス テ ム を 用 い て 、 目 的 と す る Ｃ ｈ ｍ －
１ を 作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 具 体 的 な 例 と し て は 、 特 開 平 7-138295に 記 載 さ れ て い る Ｃ ｈ ｍ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞
発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー 下 流 に 挿 入 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー
を 動 物 細 胞 に 導 入 後 、 そ の Ｃ ｈ ｍ － １  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 し て い る 細 胞 を 選 択 し て 、 そ の 培
養 上 清 か ら 精 製 す る こ と に よ り 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ る Ｃ ｈ ｍ － １ を 得 る こ と が 可 能 で あ
る 。 あ る い は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の Ｎ 末 端 あ る い は Ｃ 末 端 の 一 部 を 切 断 し た 遺 伝 子 を 挿 入 し た 発
現 ベ ク タ ー を 用 い て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 得 る こ と も 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 遺
伝 子 の Ｎ 末 端 あ る い は Ｃ 末 端 側 に 抗 原 精 製 時 に 使 用 す る タ グ を 挿 入 し た ベ ク タ ー を 用 い て
、 Ｃ ｈ ｍ － １ と タ グ と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て も よ い 。 こ こ で 、 タ グ は His、 FLAG
、 GSTあ る い は IgGの Fcフ ラ グ メ ン ト な ど が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 中 で 、 Fcフ ラ グ メ ン ト が
特 に 好 ま し い 。 以 下 本 明 細 書 に お い て 特 に 明 記 し な い 限 り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の Ｎ 末 端 お よ び ／
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ま た は Ｃ 末 端 の 一 部 が 切 断 さ れ た も の も Ｃ ｈ ｍ － １ に 含 ま れ る 。 こ こ で 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の Ｎ
末 端 ま た は Ｃ 末 端 の 一 部 と は 、 切 断 を し て も 前 記 Ｃ ｈ ｍ － １ の 機 能 が 実 質 的 に 損 な わ れ な
い 部 分 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の Ｎ 末 端 の 一 部 を 切 断 し た 遺 伝 子 と し て は 、 少 な く と も 配 列 番 号 １ ６
に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 （ RRSY） を 有 し 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た タ ン パ ク
質 を 発 現 し 得 る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配
列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２ ０ で 示 さ れ る 配 列 （ ア ミ ノ 酸 番 号 １ ～ ３ ６ が 切 断 さ れ て い る
配 列 ） を コ ー ド し 得 る も の が 特 に 好 ま し い 。
　 ま た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸
配 列 （ RRSY） を 含 む ペ プ チ ド （ 以 下 こ れ ら を 「 抗 原 ペ プ チ ド 」 と 称 す る こ と が あ る ） 、 又
は 該 ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー の 融 合 体 を 利 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 取 得 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 抗 原 ペ プ チ ド は 、 そ の 一 方 又 は 両 方 の 末 端 に 、 さ ら に 適 当 な 長 さ と 配 列 の ペ プ チ ド
を 付 加 し た も の で あ っ て も 良 い 。 付 加 す る ペ プ チ ド の 長 さ は 、 付 加 後 の ア ミ ノ 酸 残 基 数 が
通 常 ２ ０ 程 度 、 好 ま し く は ５ ～ １ ０ 程 度 で あ れ ば 良 い 。 ま た 付 加 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 は 、
特 に 限 定 さ れ ず 、 上 記 抗 原 ペ プ チ ド の 抗 原 と し て の 機 能 の 制 約 と な ら な い 配 列 で あ れ ば い
ず れ の 配 列 で あ っ て も 良 い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド も 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 、 上 記 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ６ 、 １ ４ 、 １ ５ に 示 す ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 抗 原 ペ プ チ ド は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら
れ る 方 法 、 例 え ば ペ プ チ ド 固 相 合 成 法 な ど に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 キ ャ リ ア ー と し て は 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 甲 状 腺 グ ロ ブ リ
ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト の ヘ モ シ ア ニ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら キ ャ リ ア ー と 上 記 ペ プ
チ ド と を 適 当 な 縮 合 剤 、 例 え ば マ レ イ ミ ド 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ
ン イ ミ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 等 を 用 い て 結 合 さ せ て ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー と の 融 合 体 を 調 製
し 、 こ れ を 免 疫 用 抗 原 （ 免 疫 原 ） と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 精 製 純 度 の 高 い Ｃ ｈ ｍ － １ は 、 免 疫 原 と し て 重 要 で あ る だ け で な く 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ア フ ィ ニ テ イ ー 精 製 に よ る 選 別 や 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 、 極 め て 重 要 な 材 料 と な る 。 ま た 、 定 量 測 定 時 の 標 準 品
Ｃ ｈ ｍ － １ と し て も 重 要 で あ る 。 Ｃ ｈ ｍ － １ や ペ プ チ ド の 精 製 は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用
い ら れ る 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
＜ ２ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 用 抗 原 と し て 、 前 述 し た Ｃ ｈ ｍ － １ や Ｎ
末 端 あ る い は Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ
プ チ ド 等 を 用 い 、 通 常 行 わ れ る 免 疫 学 的 方 法 に よ り 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 免 疫 に 使 用 す る 動 物 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
モ ル モ ッ ト 、 ニ ワ ト リ 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ク ダ 等 は い ず れ も 使 用 で き る 。 免 疫 用 抗 原 の 動 物
へ の 接 種 は 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 に 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ
ュ バ ン ト と 免 疫 用 抗 原 を よ く 混 和 し て 行 う 。 接 種 は 、 ２ 週 間 か ら ５ 週 間 ご と に 実 施 し 、 接
種 し た 抗 原 に 対 す る 免 疫 動 物 の 抗 体 価 が 充 分 に 上 昇 し 、 か つ 一 定 期 間 以 上 続 け る 。 こ の 後
、 十 分 に 抗 体 価 が 上 昇 し た 免 疫 動 物 に 対 し て 抗 原 の み の 静 脈 注 射 を 行 い 、 そ の ３ 日 後 に 抗
体 産 生 細 胞 を 含 む と 考 え ら れ る 脾 臓 も し く は リ ン パ 節 を 採 取 し 、 こ の 脾 臓 細 胞 ま た は リ ン
パ 細 胞 を 腫 瘍 細 胞 と 細 胞 融 合 さ せ る 。 こ の 後 、 細 胞 融 合 し て 不 死 化 し た 抗 体 産 生 細 胞 （ ハ
イ ブ リ ド ー マ ） を 単 離 す る 。 こ こ で 使 用 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 一 般 的 に 免 疫 を 行 っ た 動 物 か ら
調 製 さ れ る 脾 臓 細 胞 も し く は リ ン パ 細 胞 と 同 一 種 で あ る こ と が 望 ま し い が 、 異 種 動 物 間 の
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も の で も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 例 と し て 、 p3（ p3/x63-Ag8） , P3U1, NS-1, MPC-11, SP2/0, FO, x63.6.5.3
, S194, R210等 の 骨 髄 腫 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 な お 、 こ れ ら 骨 髄 腫 細 胞 は 、 例 え ば 大 日 本 製
薬 等 か ら 市 販 さ れ て お り 容 易 に 入 手 で き る 。 細 胞 融 合 は 、 一 般 に 行 わ れ て い る 方 法 、 例 え
ば 「 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 （ 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 、 1987年 出 版 ） に 従
っ て 実 施 す れ ば よ い 。 細 胞 融 合 は 、 融 合 さ せ る 細 胞 を 懸 濁 し た 融 合 培 地 に 細 胞 融 合 促 進 剤
を 加 え る こ と に 実 施 す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 促 進 剤 と し て は 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス や 平
均 分 子 量 1000-6000の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 際 、 更 に 融 合 効 率
を 高 め る た め に 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 等 の 補 助 剤 や Ｉ Ｌ － ６ 等 の サ イ ト カ イ ン を 融 合 培
地 に 添 加 す る こ と も 出 来 る 。 免 疫 を 行 っ た 脾 臓 細 胞 も し く は リ ン パ 細 胞 に 対 す る 腫 瘍 細 胞
の 混 合 比 は 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 に 対 し 、 脾 臓 細 胞 も し く は リ ン パ 細 胞 を 約 １ 倍 か ら １ ０ 倍 程
度 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 の 融 合 培 地 と し て は ERDF培 地 、 RPMI-1640培 地 、 MEM培 地 等 の 通 常 の 各 種 培 地 を 使 用
す る こ と が 出 来 、 融 合 時 は 通 常 、 牛 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） 等 の 血 清 を 培 地 か ら 抜 い て お く の
が よ い 。 融 合 は 、 上 記 の 免 疫 を 行 っ た 脾 臓 細 胞 も し く は リ ン パ 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 と の 所 定 量
を 上 記 の 培 地 内 で よ く 混 合 し 、 予 め ３ ７ ℃ 程 度 に 加 温 し て お い た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
溶 液 を ２ ０ ％ か ら ５ ０ ％ 程 度 加 え 、 好 ま し く は ３ ０ ℃ か ら ３ ７ ℃ で １ 分 か ら １ ０ 分 程 度 反
応 さ せ る こ と に よ っ て 実 施 す る 。 以 降 、 適 当 な 培 地 を 逐 次 添 加 し て 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 す
る 操 作 を 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 の 選 択 培 地 、 例 え ば Ｈ Ａ Ｔ 培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、
ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 ） で 培 養 す る 。 こ の Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で の 培 養 は 、 目 的
と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 細 胞 （ 未 融 合 細 胞 等 ） が 死 滅 す る の に 充 分 な 時 間 、 通 常 で は
数 日 か ら 数 週 間 行 え ば よ い 。 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 際 、 技 術 的
に 重 要 な 点 が そ の ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し
て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 前 述 し た 方 法 に よ り 得 た Ｃ ｈ ｍ － １ な ど の 材
料 を 用 い 、 種 々 の 免 疫 化 学 的 方 法 で 解 析 す る こ と に よ り 可 能 と な る 。 例 え ば Ｃ ｈ ｍ － １ を
ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 原 と し て 用 い 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 原 と ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養
上 清 中 に 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 な ど の 酵 素 免 疫 測 定 法
、 ま た は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 な ど で 解 析 し て 、 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択
す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 具 体 的 に は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を ス ク リ ー ニ ン グ プ レ ー ト な ど に 付 着 さ せ 、 Ｂ Ｓ Ａ 、 ス キ ム ミ
ル ク 等 で ブ ロ ッ キ ン グ し た も の に 対 し て 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し て 、 Ｃ
ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る 。 例 え ば 、 選 択 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を Ｃ ｈ ｍ － １ が 付 着 し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 用 の プ レ ー ト に 添 加 し て 反
応 さ せ 、 十 分 な 洗 浄 操 作 後 、 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し て さ ら に 反
応 さ せ る 。 洗 浄 操 作 後 に 標 識 の 検 出 を 行 い 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 付 着 し た プ レ ー ト に 反 応 が あ る
培 養 上 清 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。 標 識 と し て は 、 後 述 す る 各 種 酵 素 、 蛍 光 物
質 、 化 学 発 光 物 質 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 ビ オ チ ン ま た は ア ビ ジ ン 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ る 。
　 一 方 、 こ の 様 な ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ６ 、 １ ４ 若
し く は １ ５ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｃ ｈ ｍ － １ 部 分 ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 １ ７ に 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｃ ｈ ｍ － １ ペ プ チ ド と 反 応 す る こ と を 指 標 と し て も 良 い 。 こ の 様
な 方 法 で 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 に 関 し て は 、 さ ら に Ｃ ｈ ｍ － １ に 反 応
す る こ と を 確 認 す る と 良 い 。
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　 ま た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 （ 抗 原 に 対 す る 親 和
性 ） は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 解 離 定 数 を 測 定 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 抗 体 の Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 解 離 定 数 は 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 が 可 能 な 程
度 も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は １ ｘ １ ０ - 7 以 下 、 よ り 好 ま し く は ２ ｘ １
０ - 8 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 と し て 、 変 性 さ れ
た Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る こ と を 指 標 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。 Ｃ ｈ ｍ － １ の 変 性 方 法
と し て は 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や DTT等 の 還 元 剤 を 用 い た 変 性 方 法 、 熱 変 性 、 界 面 活
性 剤 を 用 い た 方 法 が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は 、 変 性 剤 と し て Ｓ Ｄ Ｓ を 用 い た 変 性 方 法 、
さ ら に 好 ま し く は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 用 い た 変 性 方 法 が 用 い ら れ る 。 こ の よ う に し て 変
性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 を 指 標 と し て 変 性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １
を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ ブ リ ド ー マ は 、 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 単 一 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る こ と が 出 来 る 。 こ の よ う に し て
選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ と し て は 、 2003年 10月 8日 付 け で 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 受 託 番 号  FERM P-19549と し て 寄 託 さ れ て い る も の を 挙 げ る
こ と が で き る 。
　 選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 あ ら か じ め Ｆ Ｂ Ｓ 中 に 含 ま れ る ウ シ 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ ） を 除
い た Ｆ Ｂ Ｓ を １ ～ ５ ％ 程 度 加 え た 培 地 ま た は 無 血 清 用 培 地 を 用 い て 培 養 を 行 い 、 得 ら れ た
培 養 上 清 を 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る 原 料 と す る 。 一 方 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド
ー マ を あ ら か じ め プ リ ス テ ン を 投 与 し た Balb/Cマ ウ ス ま た は Balb/c(nu/nu)マ ウ ス の 腹 腔
内 に 移 植 し 、 １ ０ 日 か ら １ ４ 日 後 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 に 含 む 腹 水 を 採 取 し 、 目
的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る 原 料 と し て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る 方
法 は 、 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 法 を 用 い れ ば 良 く 、 例 え ば 、 硫 安 分 画 法 、 ポ リ エ チ レ ン
分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ
テ イ ン Ｇ が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 に よ り 実 施 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
＜ ３ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 免 疫 用 抗 原 と し て 用 い 、 得 ら れ
た 免 疫 動 物 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 抗 体 を 精 製 す る 操 作
を 実 施 す れ ば 取 得 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る 免 疫 用 抗
原 と し て 、 前 述 し た Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 配 列 ペ プ チ ド と キ ャ リ ア ー の 融 合 体 も 使 用 可 能 で あ
る 。
　 Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド と し て は 、 上 記 ＜ ２ ＞ の 通 り 、 配 列 番 号 １ ６ に
示 す ア ミ ノ 酸 配 列 （ RRSY） を 有 す る 抗 原 ペ プ チ ド 、 又 は 該 ペ プ チ ド や タ グ 、 キ ャ リ ア ー と
の 融 合 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら を 免 疫 用 抗 原 と し て 利 用 す る こ と に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １
特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ こ で 、 抗 原 ペ プ チ ド 等 は 、 上 記 ＜ ２ ＞ で 挙 げ た も の と 同 様 の も の が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら 抗 原 ペ プ チ ド は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 、 例 え ば ペ プ チ ド 固 相 合 成 法 な ど
に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 、 Ｎ 末 端 や Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ た Ｃ ｈ ｍ －
１ 、 タ グ 、 キ ャ リ ア ー 等 も 上 記 ＜ ２ ＞ と 同 様 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 免 疫 に 使 用 す る 動 物 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
モ ル モ ッ ト 、 ニ ワ ト リ 、 ハ ム ス タ ー 等 は い ず れ も 使 用 で き る 。 免 疫 用 抗 原 の 動 物 へ の 接 種
は 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 に 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト と
よ く 混 和 し て 行 う 。 接 種 は ２ 週 間 か ら ５ 週 間 ご と に 実 施 し 、 接 種 し た 抗 原 に 対 す る 免 疫 動
物 の 抗 体 価 が 充 分 に 上 昇 す る ま で 続 け る 。 こ の 後 、 免 疫 動 物 に 対 し て 抗 原 の み の 静 脈 注 射
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を 行 い 、 そ の ３ 日 後 か ら ５ 日 後 に 抗 血 清 を 取 得 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 取 得 し た 抗 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る 方 法 は 、 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製
法 を 用 い れ ば 良 く 、 例 え ば 、 硫 安 分 画 法 、 ポ リ エ チ レ ン 分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 、 陰 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 に よ り 実 施 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る た め の 精 製 操 作 と は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 認
識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 画 ま た は 精 製 可 能 な 方 法 で あ れ ば い ず れ で も 良 く 、 例 え ば
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 免 疫 電 気 泳 動 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 方 法
の 一 つ と し て 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 固 定 化 し た 樹 脂 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 前 述 の 方 法 で 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 材 料 に し て 、
Ｃ ｈ ｍ － １ を 固 定 化 し た 樹 脂 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 す る 。 こ
の 方 法 に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 結 合 し た 吸 着 画 分 に 存 在 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 す る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 出 来 る 。 ま た
、 こ の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 方 法 と し て 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 配 列 ペ プ チ ド
を 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ペ プ チ ド を 固 定 化 し た 樹 脂 は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 の 固 定 化 用 担 体 と し て 使 用 す
る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 か く し て 得 ら れ る Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 さ ら に Ｃ ｈ ｍ － １ に
特 異 的 に 反 応 す る こ と を 確 認 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 反 応 性 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 と 同 様 に 測 定 し た 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 解
離 定 数 （ 各 抗 体 の 解 離 定 数 の 平 均 値 と し て 求 め ら れ る 解 離 定 数 、 以 下 こ れ を 「 擬 似 解 離 定
数 」 と 称 す る こ と が あ る ） を 測 定 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 擬 似 解 離 定 数 は 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 様 に
生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 が 可 能 な 程 度 も の で あ れ ば 特 に 制 限 は さ れ な い が 、 好 ま し
く は １ ｘ １ ０ - 7 以 下 、 よ り 好 ま し く は ２ ｘ １ ０ - 8 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 と し て 、 上 記 ＜ ２
＞ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 と 同 様 に 、 変 性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る こ と を 指 標 と
し て 選 別 す る こ と が で き る 。 Ｃ ｈ ｍ － １ の 変 性 方 法 と し て は 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や
DTT等 の 還 元 剤 を 用 い た 変 性 方 法 、 熱 変 性 、 界 面 活 性 剤 を 用 い た 方 法 が 挙 げ ら れ る が 、 好
ま し く は 、 変 性 剤 と し て Ｓ Ｄ Ｓ を 用 い た 変 性 方 法 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
を 用 い た 変 性 方 法 が 用 い ら れ る 。 こ の よ う に し て 変 性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ と ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と の 反 応 性 を 指 標 と し て 、 変 性 さ れ た Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ で 本 発 明 に は 、 上 記 ＜ ２ ＞ 及 び ＜ ３ ＞ で 詳 述 し た Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 や Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る エ ピ ト ー プ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 か つ コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す
る も の も 含 ま れ る 。 こ こ で 、 エ ピ ト ー プ と し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配
列 （ RRSY） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
＜ ４ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ を 免 疫 学 的 に 測 定 す る 方 法
　 本 方 法 は 、 本 発 明 の Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 生 体 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 諸 種
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の 測 定 方 法 ・ ア ッ セ イ 方 法 を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 、 即 ち 検 出 又 は 定 量 す る 方 法 で あ る 。
用 い る 方 法 と し て は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 又 は 定 量 す る 目 的 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例
え ば 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 検 出 す る 組 織 染 色 法 や 免 疫 沈 降 法 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 測
定 す る 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 方 法 、 ま た は 直 接 的 ま た は 間 接 的 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 、 ２
抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 検 出 方 法 と し て は 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ
セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 化 学 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ブ
ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 イ ム ノ ク ロ マ ト 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 「 検 出
方 法 」 又 は 「 定 量 方 法 」 を 、 本 明 細 書 で は 単 に 「 測 定 方 法 」 と 総 称 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 応 用 例 と し て は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を マ イ ク ロ ア レ イ や チ
ッ プ に 添 加 も し く は 固 定 し た も の も 含 ま れ る 。 ま た Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 蛍 光 ラ ベ ル 化
し 、 蛍 光 偏 向 解 消 法 、 蛍 光 相 関 分 散 法 を 用 い て Ｃ ｈ ｍ － １ と の 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と も
可 能 で あ る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 装 置 を 利 用 し て Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 と 、 Ｃ ｈ ｍ － １ と
の 相 互 作 用 を 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 こ の 抗 体 を セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 結 合 さ
せ た 後 、 こ の チ ッ プ を と り つ け た 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 装 置 に Ｃ ｈ ｍ － １ を 含 む 生 体 試 料 を
流 し 、 応 答 シ グ ナ ル の 時 間 変 化 を 追 跡 す る こ と に よ り 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 又
は 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 で 使 用 さ れ る 抗 体 、 例 え ば Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 は
、 そ の ま ま 用 い て も よ い し 、 定 法 で あ る パ パ イ ン 処 理 に よ っ て 得 ら れ る Ｆ ａ ｂ も し く は ペ
プ シ ン 処 理 に よ っ て 得 ら れ る Ｆ （ ａ ｂ '） 2ま た は Ｆ （ ａ ｂ '） の 形 態 を 持 っ た 抗 体 を 用 い
て も 良 い 。 ま た Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 抗 体 の 断 片 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Ｃ ｈ ｍ
－ １ 特 異 的 抗 体 の Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 の 両 可 変 ド メ イ ン 内 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） ま た は 超 可
変 領 域 な ど を 含 む 断 片 が こ れ に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 定 量 す る ２ 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 と は 、 例 え ば 、 Ｃ ｈ
ｍ － １ を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ １ ） Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 の 一 種 ま た は 複 数
を 含 む も の か ら な る 試 薬 を 、 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ と 反 応 さ せ 、 免 疫 反 応 物 を 生 成 さ せ る 工
程 、 （ ２ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫 反 応 物 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 標 識 抗 体 と 反
応 さ せ る 工 程 、 及 び （ ３ ） 免 疫 反 応 物 に 結 合 し た 標 識 抗 体 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 等 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ １ ） Ｃ ｈ ｍ － １ と Ｃ ｈ ｍ － １
特 異 的 抗 体 の 一 種 ま た は 複 数 を 第 一 次 抗 体 と し て 含 む も の か ら な る 試 薬 、 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ
－ １ と 反 応 さ せ 、 免 疫 反 応 物 を 生 成 さ せ る 工 程 、 （ ２ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫 反
応 物 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 第 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 免 疫 反 応 物 を 生 成 さ せ る 工 程 、 （
３ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫 反 応 物 中 の 第 二 次 抗 体 を 認 識 す る 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ
る 工 程 、 及 び （ ４ ） 免 疫 反 応 物 に 結 合 し た 標 識 抗 体 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 等 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 具 体 的 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル や マ イ ク ロ 磁 気 ビ ー ズ な ど の 固 相 に 対 し て Ｃ ｈ ｍ
－ １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 定 法 に よ り
一 次 抗 体 と し て 固 相 化 す る 。 次 に 、 こ の 固 相 表 面 の 過 剰 な 蛋 白 質 結 合 部 位 を 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 ス キ ム ミ ル ク ま た は ゼ ラ チ ン 等 で ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 こ の 後 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 含
む 生 体 成 分 を 添 加 し て 固 相 上 で 免 疫 反 応 物 を 形 成 さ せ た 後 に 洗 浄 す る 。 次 に Ｃ ｈ ｍ － １ を
認 識 す る 標 識 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 添 加 し
て 反 応 さ せ る 。 こ の 際 、 一 次 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 場 合 は 、 一 次 抗 体 と
エ ピ ト ー プ が 異 な る Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 し た も の を 二 次 抗 体 と し
て 使 用 し て も 良 い 。 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 の 一 方 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 場 合 は 、 も
う 一 方 の 一 次 抗 体 又 は 二 次 抗 体 に Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と に
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よ り 感 度 の よ い 検 出 、 定 量 測 定 が 可 能 に な る 。 さ ら に 洗 浄 後 、 標 識 抗 体 量 を 測 定 す る こ と
に よ り 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 量 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 、 使 用 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 識 と は 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 グ
ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 で も よ い し 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 や ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体
な ど の 蛍 光 物 質 で も よ い 。 ま た ユ ー ロ ピ ウ ム も し く は ユ ー ロ ピ ウ ム 錯 体 な ど の 時 間 分 解 蛍
光 測 定 が 可 能 な 希 土 類 も し く は 希 土 類 錯 体 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス
テ ル 等 の 化 学 発 光 物 質 で あ っ て も よ い し 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 3 2 Ｐ な ど の ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ で も よ い 。 す な わ ち 、 発 色 、 蛍 光 、 時 間 分 解 蛍 光 、 化 学 発 光 、 電 気 化 学 発 光 、 放 射 活
性 を 測 定 す る 方 法 を 用 い て 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 量 を 定 量 す る こ と が 本 発 明 に 含 ま れ る
。 ま た 、 二 次 抗 体 を ビ オ チ ン 化 標 識 し 、 ア ビ ジ ン と 複 合 体 を 形 成 し て い る ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 、 β ― ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 、 希 土 類 錯 体 、 ア ク リ ジ ニ
ウ ム エ ス テ ル 等 の 化 学 発 光 物 質 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 3 2 Ｐ な ど の ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ を 検
出 す る こ と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
＜ ５ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 に 用 い る た め の キ ッ ト
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 少 な く と も 上 記 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 含 み 、 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １
を 測 定 す る た め に 用 い る も の で あ る 。 こ こ で 、 本 発 明 に お け る キ ッ ト と は 、 本 発 明 の Ｃ ｈ
ｍ － １ の 測 定 方 法 に 用 い る 試 薬 や 材 料 に よ り 構 成 さ れ る 一 連 の セ ッ ト を 意 味 す る が 、 パ ー
ツ 毎 に 別 々 に 構 成 さ れ 、 ま た 別 々 に 用 い ら れ る も の で あ っ て も 、 本 発 明 の 測 定 方 法 に 用 い
る も の で あ れ ば 、 本 発 明 の キ ッ ト に 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 測 定 方 法 及 び キ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 正 確 な 定
量 測 定 が で き 、 こ れ に よ り 後 述 す る Ｃ ｈ ｍ － １ が 関 連 す る 疾 患 の 検 出 が 可 能 と な る 、
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 少 な く と も 本 発 明 の Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 含 み 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 測 定
に 用 い ら れ る も の で あ れ ば 、 そ の キ ッ ト を 構 成 す る 試 薬 や 材 料 、 測 定 方 法 ・ ア ッ セ イ 方 法
に は 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 さ ら に 任 意 の 要 素 と し て 、 例 え ば 、 試 料 希 釈 液 、
洗 浄 液 、 標 識 化 抗 体 ま た は 標 識 化 抗 原 、 色 素 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル 用 の ペ プ チ ド 、 容 器 な ど
の 測 定 に 必 要 な 材 料 、 説 明 書 な ど を 含 ん で い て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 具 体 的 な 測 定 方 法 ・ ア ッ セ イ 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 免 疫 染 色
法 、 電 気 泳 動 法 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 、 各 種 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 各 種 ア レ ー や チ ッ プ を
用 い る 方 法 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 装 置 等 を 用 い る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の キ ッ ト
は 、 こ れ ら 測 定 方 法 ・ ア ッ セ イ 方 法 に よ り 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 学 的 に
Ｃ ｈ ｍ － １ を 定 量 ま た は 検 出 す る た め に 使 用 す る も の で あ る 。 こ こ で 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的
抗 体 と し て は 、 前 記 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 少 な く と も 一 つ 以 上 が 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の キ ッ ト が ２ 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 に よ る も の で あ る 場 合 に は 、
　 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 （ １ ） Ｃ ｈ ｍ － １ と Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的
抗 体 の 一 種 ま た は 複 数 を 含 む も の か ら な る 試 薬 を 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ と 反 応 さ せ 、 免 疫 反
応 物 を 生 成 さ せ る 工 程 、 （ ２ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫 反 応 物 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 認
識 す る 標 識 抗 体 と 反 応 さ せ る 工 程 、 及 び （ ３ ） 免 疫 反 応 物 に 結 合 し た 標 識 抗 体 を 測 定 す る
工 程 を 含 ん だ キ ッ ト 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 特 異 的 に 測 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 （ １ ） Ｃ ｈ ｍ － １ と Ｃ ｈ ｍ －
１ 特 異 的 抗 体 の 一 種 ま た は 複 数 を 第 一 次 抗 体 と し て 含 む も の か ら な る 試 薬 を 試 料 中 の Ｃ ｈ
ｍ － １ と 反 応 さ せ 、 免 疫 反 応 物 を 生 成 さ せ る 工 程 、 （ ２ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫
反 応 物 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 第 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 免 疫 反 応 物 を 生 成 さ せ る 工 程 、
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（ ３ ） 免 疫 反 応 物 を 分 離 し た 後 、 免 疫 反 応 物 中 の 第 二 次 抗 体 を 認 識 す る 標 識 抗 体 を 反 応 さ
せ る 工 程 、 及 び （ ４ ） 免 疫 反 応 物 に 結 合 し た 標 識 抗 体 を 測 定 す る 工 程 を 含 ん だ キ ッ ト 等 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の キ ッ ト は 、 少 な く と も 一 種 の Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 、 さ ら に
、 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 ま た は 定 量 す る 操 作 に 必 要 な
構 成 要 素 が 含 ま れ て い て も よ い 。 そ の 構 成 要 素 の 例 と し て 、 標 準 蛋 白 質 と し て の Ｃ ｈ ｍ －
１ 、 標 識 用 の 酵 素 お よ び 基 質 等 が 挙 げ ら れ る 。 キ ッ ト に 含 ま れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 酵 素 な ど の 標 識 物 質 が 結 合 し た 状 態 で も よ い し 、 こ れ ら の 抗 体
を 認 識 す る 標 識 抗 体 が 含 ま れ て い て も よ い 。 ま た 適 切 な 各 種 緩 衝 液 、 抗 原 希 釈 液 、 反 応 希
釈 液 、 基 質 溶 液 、 反 応 停 止 液 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。 本 キ ッ ト に は ラ ベ ル が 付 き 、 Ｃ ｈ
ｍ － １ 検 出 ま た は 定 量 に 必 要 な 材 料 が 封 入 さ れ た 容 器 が 含 ま れ て い て も よ い 。 適 し た 容 器
と し て は 、 例 え ば ガ ラ ス 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ナ イ ロ ン
、 テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） な ど の 各 種 プ ラ ス チ ッ ク を 材 質 と し た 容 器 が 挙 げ ら れ る 。 キ ッ ト
に は 、 好 ま し く は 、 上 述 し た Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 ま た は 定 量 す る の に 必 要 な 材 料 、 容 器 と と
も に 、 Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 が 記 載 さ れ た 説 明 書 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
＜ ６ ＞ Ｃ ｈ ｍ － １ が 関 連 す る ヒ ト 疾 患 の 検 出 方 法
　 本 発 明 の Ｃ ｈ ｍ － １ 測 定 方 法 、 キ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 疾 患 の 疑 い が あ る 患 者 か ら
採 取 さ れ た 生 体 成 分 （ 試 料 ） を 検 体 と し て 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 す る こ と が で
き 、 ま た 定 量 す る こ と が で き る 。 Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 対 象 と な る 生 体 成 分 と し て は Ｃ ｈ ｍ －
１ の 免 疫 学 的 測 定 の 対 象 と な る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 組 織 、 血
液 、 尿 、 漿 液 、 髄 液 、 関 節 液 、 眼 房 水 、 涙 液 、 唾 液 、 ま た は そ れ ら の 分 画 物 若 し く は 処 理
物 な ど の い ず れ の 生 体 成 分 も 適 切 な 処 理 を 行 う こ と に よ っ て 適 応 可 能 で あ る 。 血 液 の 分 画
物 又 は 処 理 物 と し て は 、 血 清 、 血 漿 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 測 定 対 象 と な る 生 体 成
分 に は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 遺 伝 子 を 発 現 さ せ て 得 ら れ た も の も 含 ま れ る 。
　 疾 患 状 態 に あ る 患 者 の 生 体 成 分 中 に 存 在 す る Ｃ ｈ ｍ － １ を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と に よ
り 、 そ の 疾 患 の 診 断 、 予 知 、 経 過 を 判 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。 疾 患 の 例 と し て 、 関 節 炎
、 リ ウ マ チ 、 シ ェ ー ン グ レ ン 症 候 群 、 レ イ ノ ー 症 、 SLE、 橋 本 病 を 始 め と す る 自 己 免 疫 疾
患 、 膵 癌 、 肝 癌 な ど の 癌 、 糖 尿 病 、 網 膜 症 な ど の 眼 科 疾 患 、 骨 粗 鬆 症 を 始 め と す る 骨 疾 患
、 変 形 関 節 症 な ど の 関 節 疾 患 、 Ｄ Ｉ Ｃ な ど の 血 液 疾 患 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 な ど の 血 栓 症 疾
患 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 本 発 明 の Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ の 活 性 を 特 異 的 に 抑 制 す る 効 果 が 期
待 で き る た め 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 薬 と し て 使 用 す る こ と が 期 待
さ れ る 。 例 え ば 、 Ｃ ｈ ｍ － １ は 血 管 が 新 生 し 、 組 織 中 に 侵 入 す る の を 阻 害 す る 性 質 を 有 し
て い る 。 こ の 目 的 で 使 用 す る 抗 体 は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 使 用 し て ヒ ト 化 し て お く と 良 い
。 抗 体 の ヒ ト 化 は 、 例 え ば 特 表 平 11-506327な ど に 記 載 さ れ て い る 当 業 者 に よ く 知 ら れ た
方 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
＜ Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 ＞
　 哺 乳 細 胞 発 現 用 ベ ク タ ー pME18S(Medical Immunology 20, p27 (1990))に Fcフ ラ グ メ ン
ト を コ ー ド す る 配 列 を 定 法 に よ り 挿 入 し 、 pME-IgC1ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 こ の ベ ク タ ー を
EcoRV（ TAKARA社 製 ） お よ び Eco47III(TAKARA社 製 )で 切 断 し て FactorXa切 断 ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 部 分 を 除 去 し 、 そ の 部 位 に 、 HGF（ ヒ ト 肝 細 胞 増 殖 因 子 ） に 由 来 す る HGFA（
ヒ ト 肝 細 胞 増 殖 因 子 活 性 化 因 子 ） の 切 断 認 識 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 部 分 を 含 む 配 列 ［
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AAA GAT ATC AAG ACC AAG CAG CTA CGA GTT GTC AAC GGG CCA AAA（ 配 列 番 号 ２ ０ ） ］ を E
coRVお よ び HaeII(TAKARA社 製 )で 切 断 し た 断 片 を 挿 入 し 、 大 腸 菌 へ 形 質 転 換 し 、 プ ラ ス ミ
ド pMEHAIgC18を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 に 、 ヒ ト Chm-1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ ～ １ ２
０ を コ ー ド す る 配 列 ） を 、 ２ つ の プ ラ イ マ ー ： aaaCTCGAGaccatggaggactcacaagcct（ 配 列
番 号 ２ １ ） お よ び ttGATATCcaccatgcccaagatacgg（ 配 列 番 号 ２ ２ ）  を 用 い て Pfu DNA ポ リ
メ ラ ー ゼ に て Chm-1遺 伝 子 を 増 幅 し 、 増 幅 断 片 を 制 限 酵 素 EcoRVお よ び XhoI(TAKARA社 製 )で
処 理 し た 。 こ れ を pMEHAIgC18の EcoRV-XhoIサ イ ト に 導 入 し 、 プ ラ ス ミ ド pMEHAIgC18-Chm1
を 作 製 し た 。 な お 、 上 記 Chm-1遺 伝 子 の 増 幅 は 、 鋳 型 と し て pCRII-hChM-1 (Eur.J.Biochem
.260, 869-878(1999)を 用 い て 行 っ た 。
　 続 い て 発 現 す る Chm-1を 培 養 液 中 に 分 泌 さ せ る た め 、 Chm-1配 列 の 5’ 端 に HAI2由 来 の 分
泌 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 (1-81)、 さ ら に 開 始 コ ド ン 直 前 に Kozak配 列 が 挿 入 さ れ る よ う プ
ラ イ マ ー を 作 製 し 、 Taq DNA Polymeraseを 用 い 、 pME-HAI-1(特 開 平 ９ － ９ ５ ４ ９ ８ )を 鋳
型 と し て PCRを 行 い 、 DNA断 片 を 増 幅 し た 。 増 幅 DNA断 片 の 配 列 は 次 の 通 り で あ る 。
CAATTGACCatggcgcagctgtgcgggctgaggcggagccgggcgtttctcgccctgctgggatcgctgctcctctctgg
ggtcctggcggccGAATTC（ 配 列 番 号 ２ ３ ）
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 得 ら れ た 増 幅 断 片 に つ い て 、 5’ 側 は MunI(TAKARA社 製 )、 3’ 側 は EcoRI（ TAKARA社 製 ）
処 理 を 行 い 、 EcoRI処 理 し た pMEHAIgC18-Chm1と ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 大 腸 菌 へ 形 質 転 換
し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 配 列 の 向 き を DNAシ ー ケ ン ス 法 に よ り 確 認 し 、 DNA断 片 が 正 し
い 向 き で 結 合 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド pME-sigHAIgC18-Chm1を 取 得 し た 。
　 得 ら れ た pME-sigHAIgC18-Chm1は 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む pBSpacΔ P (Gene
 1988;62(1) 121-6)と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム （ BIOSEPRA社 製 ） を 用 い て CHO細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 出 現 し た コ ロ ニ ー を 96穴 タ イ タ ー プ レ ー ト に ピ ッ ク ア ッ プ し 、
そ の 培 養 上 清 に つ い て 、 抗 ヒ ト Fc抗 体 を 用 い て 目 的 組 換 え タ ン パ ク 質 ［ Chm-1と Fcと の 融
合 タ ン パ ク 質 （ 以 下 こ れ を 「 Chm-1-hFc」 と 称 す る こ と が あ る ） ］ の 産 生 を 次 の 通 り 確 認
し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 す な わ ち 、 ウ サ ギ 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 固 相 化 し 、 BSAで ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た ス ク リ ー ニ ン
グ 用 ELISAプ レ ー ト に 対 し て 、 培 養 上 清 を 添 加 し 、 培 養 上 清 中 に 存 在 す る Chm-1-hFcの 存 在
量 を 解 析 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ 用 ELISAプ レ ー ト に 対 し 、 選 択 す る CHO細 胞 の 培 養 上 清 を 50
μ l/ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 、 1時 間 以 上 室 温 で 反 応 さ せ た 。 　 反 応 後 、 0.05% Tween20を 含
む PBS液 （ 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 150mM NaCl） （ 以 下 こ れ を 「 PBST液 」 と 略 称 す る ） を 用 い
て 十 分 な 洗 浄 を 行 い 、 HRP（ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ） 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG・ Fcポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） １ μ g/mlお よ び １ ％  BSAを 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル に 添
加 し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBST液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 0.4mg/mlオ
ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma社 製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.03%過 酸 化 水 素 溶 液
を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0） を 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 っ た 。
発 色 反 応 後 １ Ｎ  H 2 SO 4 溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 650
nmに て 測 定 を 行 っ た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 Chm-1-hFc を 分 泌 発 現 す る CHO細 胞 が
得 ら れ た 。
　 作 製 し た 形 質 転 換 CHO株 は 大 量 培 養 を 行 い 、 そ の 培 養 液 を 回 収 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム
に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 行 い Chm-1-hFc融 合 タ ン パ ク 質 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 開 ら の 方 法 (Eur.J.Biochem., Vol.260, p.869-878(1999))に 従 い 、 配 列 番 号 １ ７
に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Chm-1を コ ー ド す る cDNAを CHO細 胞 に 導 入 し た 形 質 転 換 体 を 作
成 し 、 該 形 質 転 換 体 の 培 養 上 清 を 精 製 す る こ と に よ り 作 製 し た 。 以 下 こ れ を 「 全 長 Chm-1
」 と 略 称 す る こ と が あ る 。
　 100μ gの Chm-1-hFcあ る い は 全 長 Chm-1を 含 む 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ 同 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-314397 A 2005.11.10



ア ジ ュ バ ン ト も し く は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 Balb/cマ ウ ス の 皮 内 お よ
び 皮 下 に ４ 週 間 間 隔 で ３ 回 投 与 し た 。 マ ウ ス の 血 清 中 に Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 抗 体 が 産 生 し て
い る こ と を 確 認 後 、 ３ ０ μ gの Chm-1-hFcあ る い は 全 長 Chm-1を 含 む 溶 液 を 尾 静 脈 内 に 投 与
し た 。 ３ 日 後 に 脾 臓 を 取 り 出 し 、 「 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 （ 講 談 社 サ イ エ ン テ
ィ フ ィ ッ ク 1987年 出 版 ） に 従 い 、 ポ リ エ チ エ ン グ リ コ ー ル 1500を 使 用 し て 、 脾 臓 細 胞 を ミ
エ ロ ー マ 細 胞 P3U1と 細 胞 融 合 さ せ 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 注 入 後 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 添 加 し て １ ４
日 間 の 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 次 に 、 Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 地 中 に 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ の 選 別 を そ れ ぞ れ 行 っ た 。 す な わ ち 、 Chm-1-hFcを 固 相 化 し 、 Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ
を お こ な っ た Chm-1-hFcス ク リ ー ニ ン グ 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト （ Chm-1-hFc固 相 化 プ レ ー ト
） に 対 し て 、 選 択 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し 、 培 養 上 清 に 存 在 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 解 析 し た 。 同 様 に ヒ ト IgGを 固 相 化 し た プ レ ー ト に 対 す る 反 応 性 も
解 析 し た 。 ２ 種 類 の プ レ ー ト に 対 す る 反 応 性 の 差 を 解 析 し 、 Chm-1-hFc固 相 化 プ レ ー ト に
の み 反 応 し た 株 の み を 選 択 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 対 し 、 選 択 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 50μ l/ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 １ 時 間 以 上 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 反 応 後 、 0.05% Tween20を 含 む PBS液 （ 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 150mM NaCl） （ 以 下 「 PBST液
」 と 略 す ） を 用 い て 十 分 な 洗 浄 を 行 い 、 HRP（ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ） 標 識 ヤ ギ 抗
マ ウ ス IgG・ Fcポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） １ μ g/mlお よ び １ ％  BSAを 含 む PBSを 10
0μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBST液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行
っ た 後 、 0.4mg/mlオ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma社 製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.
03%過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0） を 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ
、 発 色 を 行 っ た 。 発 色 反 応 後 １ Ｎ  H 2 SO 4 溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ
フ ァ レ ン ス 波 長 650nmに て 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ が 得 ら れ た 。 得 ら れ た Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 し て 反 応 す る 各 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 限 界 希 釈 法 に
よ る ４ 回 の ク ロ ー ニ ン グ 操 作 後 、 選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 回 収 し て 、 プ ロ
テ イ ン Ａ が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ
テ ク 社 製 ） に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 を 行 っ た 。 こ の 選 別 過 程 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 終 的 に 得 ら れ た ５ 株 の 中 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ の 成 長 速 度 や IgG分 泌 量 を 検 討 し 、 １ 株
を 選 択 し た 。 か く し て 、 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ が 選 択 さ れ た 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 2003年 10月 8日 付 け で 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 （ 〒 305-8566日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央
第 ６ ） に 受 託 番 号 FERM P-19549と し て 寄 託 さ れ て い る 。 尚 、 本 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 IgGの ク ラ ス に 属 し 、 サ ブ ク ラ ス は IgG2bで あ っ た 。
　 ま た 、 全 長 Chm-1を 免 疫 原 と し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 上 記 と 同 様 に 、 全 長 Chm-1を 固 相 化
し 、 Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ を お こ な っ た Chm-1ス ク リ ー ニ ン グ 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト （ 全
長 Chm-1固 相 化 プ レ ー ト ） に 対 し て 、 選 択 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し 、 培 養
上 清 に 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 解 析 す る こ と に よ り 選 択 し た 。
　 Chm-1-hFcを 免 疫 原 と し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 寄 託 ハ イ ブ リ ド ー マ FERM P-19549が 産
生 す る 抗 体 ） （ 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） と 全 長 Chm-1を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 全 長 Chm-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） の 反 応 性 を 、 Chm-1-hFc固 相 化 プ レ
ー ト 又 は 全 長 Chm-1固 相 化 プ レ ー ト を 用 い て 次 の 通 り 解 析 し た 。
　 す な わ ち 、 Chm-1-hFc又 は 全 長 Chm-1を 固 相 化 し 、 Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ を お こ な っ た Ch
m-1-hFc固 相 化 プ レ ー ト 又 は 全 長 Chm-1固 相 化 プ レ ー ト （ 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト ） に 対
し て 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性
を 解 析 し た 。 各 プ レ ー ト に 対 し 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 1μ g/ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 １
時 間 以 上 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 反 応 後 、 0.05% Tween20を 含 む PBST液 を 用 い て 十 分 な 洗 浄 を 行 い 、 HRP（ 西 洋 わ さ び ペ ル
オ キ シ タ ー ゼ ） 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG・ Fcポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） １ μ g/mlお
よ び １ ％  BSAを 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 P
BST液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 0.4mg/mlオ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma社
製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.03%過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0）
を 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 っ た 。 発 色 反 応 後 １ Ｎ  H 2 SO 4 溶 液 を 添 加 し て 反 応
を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 650nmに て 測 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 1及 び
図 ２ に 示 す 。 な お 、 図 １ 及 び 図 ２ に お い て 、 「 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 及 び 「
抗 全 長 Chm-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 を 、 そ れ ぞ れ 「 抗 Chm-1-hFc抗 体 」 及 び 「 抗 全 長 Chm-1
抗 体 」 と 略 記 し た 。
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　 図 １ 及 び 図 ２ の 通 り 、 N末 端 を 切 断 し 、 C末 端 に Fcを 導 入 し た も の （ Chm-1-hFc） を 免 疫
原 に 用 い る と 、 よ り 親 和 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る こ と が 分 か っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
＜ Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 ＞
　 実 施 例 １ で 調 製 し た 100μ g の 全 長 Chm-1を 含 む 溶 液 を 、 同 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト も し く は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 等 量 ず つ 混 合 し た も の を 抗 原 と し て 、 ウ
サ ギ 皮 下 へ ２ 週 間 間 隔 で ７ 回 投 与 し た 。 血 清 中 に 抗 体 が 産 生 し て い る こ と を 確 認 後 、 さ ら
に 10μ gの 抗 原 を 静 脈 内 に 投 与 し 、 ５ 日 後 に 抗 血 清 を 取 得 し た 。 さ ら に プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ
ム を 使 用 し た 精 製 操 作 に よ り 、 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
＜ Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 測 定 系 の 構 築 ＞
　 実 施 例 １ で 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ （ 寄 託 番 号 FERM P-19549） が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た 。 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 20μ g/mlの 濃 度 に な る よ う に
PBSに 溶 解 し 、 50μ l/ウ ェ ル に て ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ 添 加 し 、 ４ ℃ に て 一 昼 夜 （ 12時 間
程 度 以 上 ） ま た は 37℃ に て 1時 間 以 上 お い た 。 こ の 一 次 抗 体 付 着 プ レ ー ト よ り 一 次 抗 体 溶
液 を 除 い た 後 、 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBSを 250～ 300μ l/ウ ェ ル ず つ 添 加 し 、 ４ ℃ に て 一
昼 夜 （ 12時 間 程 度 ） ま た は 37℃ に て 1時 間 以 上 お い た 。 こ の プ レ ー ト か ら ブ ロ ッ キ ン グ 溶
液 を 除 き 、 500mM NaCl, 0.05% Tween 20, 20mM Tris-HCl pH7.5を 組 成 と す る 洗 浄 液 を 使
用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 っ た 後 に 、 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBSに 溶 解 さ れ た 種 々 の 濃 度 （ ０
、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、  ４ ０ ０ 、 ８ ０ ０  ng/ml） の 全 長 Chm-1を ５ 0μ ｌ ず つ 添 加 し 、
室 温 に て ３ 時 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 後 、 上 記 の 洗 浄 液 を 使 用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 っ た 後 、 実 施 例 ３ で 作 製 し た 抗 Ｃ ｈ ｍ
－ １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ μ g/mlお よ び 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル
に 添 加 し 、 室 温 に て 1.5時 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 に 上 記 の 洗 浄 液 を 使 用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 い 、 HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ SBA） を ８
０ ０ ０ 倍 希 釈 し た 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBS(-)を 100μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 さ ら に 室 温
で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 0.4mg/mlオ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ
ア ミ ン （ OPD、 Sigma社 製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.03%過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 －
リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0） を 100μ l/ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 な っ た
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の 後 １ Ｎ  H 2 SO 4 溶 液 を 100μ l/ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ フ
ァ レ ン ス 波 長 650nmに て 測 定 を 行 っ た 。 こ の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ は Ｃ ｈ ｍ － １ の 濃 度 0
～ 800ng/mlの 範 囲 で 記 載 し た 。
　 こ の 結 果 、 実 施 例 １ で 取 得 し た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ
－ １ 濃 度 に 比 例 し て 発 色 を 測 定 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 以 下 、 こ こ で 用 い た 「 全 長
Chm-1」 を 、 Chm-1測 定 系 に お け る 「 標 準 Ｃ ｈ ｍ － １ 」 と し て 用 い た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
＜ 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 解 離 定 数 測 定 ＞
　 実 施 例 １ に て 作 製 ・ 精 製 さ れ た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ） の 解 離 定 数 を 測 定 し た 。 測 定 に あ た っ て は 、 BIACORE X（ ビ ア コ ア 社 製 ）
を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Chm-1-hFcの 固 定 化 は セ ン サ ー チ ッ プ CM5（ ビ ア コ ア 社 製 ） に 対 し て 行 っ た 。 固 定 化 方 法
は 、 CMデ キ ス ト ラ ン 中 の カ ル ボ キ シ ル 基 を NHS/EDC混 合 液 （ 0.1M N-Hydroxysuccinimide, 
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0.4M 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 1:1） に よ り 活
性 化 さ せ 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 中 の ア ミ ノ 基 と 結 合 さ せ る ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 で 行 っ た 。 こ こ で
Chm-1-hFcの チ ッ プ へ の 固 定 化 量 は 約 250RU＝ 0.25ng/mm 2 と し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 次 に 、 Chm-1-hFc固 定 化 チ ッ プ を 用 い 、 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 相 互 作 用 測
定 を 行 っ た 。
　 測 定 に 使 用 す る ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 と し て 、  0.15M NaCl、 3mM EDTA、 0.005% Tween20 を
含 む 10mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.4） を 使 用 し た 。 こ の ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 に 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ 数 ～ 数 十 μ g/ml程 度 の 濃 度 に な る よ う に 溶 解 し 、 流 速 30μ l/
分 で Chm-1-hFcと 抗 体 の 相 互 作 用 を 測 定 し た 。 結 合 相 は 100～ 280sec 、 解 離 相 は 280～ 520s
ecで あ る 。 そ の よ う に し て 得 ら れ た 相 互 作 用 曲 線 を 、 解 析 プ ロ グ ラ ム BIA Evaluation ver
sion 3.0（ ビ ア コ ア 社 製 ） を 用 い 、 線 形 あ る い は 非 線 形 解 析 を 行 っ た （ 図 ４ ） 。 算 出 さ れ
た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 解 離 定 数 は 1.18× 10 - 8 Mで あ っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ １ 】
＜ Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ 解 析 ＞
　 実 施 例 １ で 作 製 ・ 精 製 し た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ） の エ ピ ト ー プ 解 析 を 下 記 表 ２ に 示 す 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 。 合 成 ペ プ チ
ド は 、 Sigma Genosis社 へ 委 託 し て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 各 ペ プ チ ド を PBSで 希 釈 し て 固 相 化 し 、 Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ を お こ な っ た エ ピ ト ー プ
解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 対 し て 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し 、 各 ペ プ チ ド と 本 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 を 解 析 し た 。 エ ピ ト ー プ 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 対 し 、
本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 3μ g/ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 こ の 後 、 0.05% Tween20を 含 む PBS液 （ 以 下 「 PBST液 」 と 略 す ） を 用 い て 十 分 な 洗 浄 を 行
な い 、 HRP（ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ） 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG・ Fcポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） １ μ g/mlお よ び １ ％  BSAを 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 さ ら に
室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBST液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 0.4mg/mlオ ル ト フ ェ ニ レ
ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma社 製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.03%過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン
酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0） を 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 な っ た 。 こ の 後 １ Ｎ  
H 2 SO 4 溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 650nmに て 測 定 を 行
な っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 結 果 、 配 列 番 号 ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド 配 列 番 号 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５
に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 用 い た 反 応 に お い て の み 、 発 色 が 見 ら れ た 。 こ の
こ と よ り 、 実 施 例 １ で 作 製 ・ 精 製 し た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Chm-1-hFcモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） は Ｃ ｈ ｍ － １ の う ち 、 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ： RRSY（ 配 列
番 号 １ ７ に 示 す Ｃ ｈ ｍ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 番 号 ７ ３ ～ ７ ６ に 相 当 ） の 部 位 を
認 識 し て い る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 Chm-1-hFcお よ び 全 長 Chm-1と の 反 応 性 と 比 べ て ペ プ
チ ド と の 反 応 性 が 総 じ て 低 い こ と か ら 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 立 体 構 造 を 保 っ て い る
方 が 親 和 性 が 高 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 　 公 知 の Ｃ ｈ ｍ － １ を 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 開 ら  (Funaki et al., Investigative O
phthalmology & Visual Science (2001) Vol.42, No.6, p.1193-1200) に よ り 、 配 列 番 号
１ ８ に 示 す ラ ッ ト Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 ： PSTTRRPHSE PRGNAGPGRLSNRTRP（ 配 列
番 号 １ ７ に 示 す ヒ ト Ｃ ｈ ｍ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 番 号 ８ ～ ３ ４ に 対 応 ） を 有 す
る ペ プ チ ド を 免 疫 し て 取 得 さ れ た 抗 ラ ッ ト Ｃ ｈ ｍ － １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 、 Neame
ら （ Azizan et al., J. Biol. Chem. (2001) Vol.276, No.26, p.23632-638)に よ り 、 配
列 番 号 １ ９ に 示 す ウ シ Ｃ ｈ ｍ － １ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 ： DNPYHQQEGE SMTFDPRLC（ 配 列 番 号
１ ７ に 示 す ヒ ト Ｃ ｈ ｍ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ５ ～ ６ ３ に 対 応 ） を 有 す る
ペ プ チ ド を 免 疫 し て 取 得 さ れ た 抗 ウ シ Ｃ ｈ ｍ － １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い た 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 い ず れ も サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ が 可 能 な も の で は な く 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ
ｍ － １ の 免 疫 学 的 測 定 は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 配 列 番 号 １ ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ： RRSY（ 配 列 番 号 １ ７ に 示 す ヒ ト Ｃ ｈ ｍ － １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 番 号 ７ ３ ～ ７ ６ に 相 当 ） の 部 位 を 認 識 す る 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 抗 体 は 知
ら れ て お ら ず 、 今 回 の 検 討 に よ り 本 発 明 者 ら に よ り 初 め て 取 得 さ れ た も の で あ る 。 ま た 上
記 実 施 例 ３ で 示 し た 通 り 、 こ の 抗 体 は サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ が 可 能 で あ り 、 後 述 す る 実 施
例 ７ 及 び ８ の 通 り 、 生 体 成 分 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 が 可 能 な も の で あ る 。 か か る 特 徴 を 有
す る 抗 体 は 、 本 発 明 者 ら の 知 る 限 り 、 本 発 明 に よ り 初 め て 提 供 さ れ た も の で あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
＜ 還 元 条 件 下 で 変 性 し た Ｃ ｈ ｍ － １ に 対 す る 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 ＞
　 こ の 方 法 は 、 タ ウ ビ ン ら の 方 法 に 準 じ て 行 っ た （ Towbinら , Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA., Vol.76, p.4350-4354 (1979)） 。 即 ち 、 還 元 条 件 下 で 開 ら の 方 法 に 準 じ て Chm-1（ Ch
m-1-hFc、 全 長 Chm-1） を 発 現 さ せ た CHO細 胞 (Eur. J. Biochem. Vol.260, p.869-878 (199
9))の 培 養 上 清 を SDS-PAGE後 、 ゲ ル を PVDF膜 と 合 わ せ 、 ゲ ル の あ る 側 を － 極 、 PVDF膜 の あ
る 側 を ＋ 極 と し て 電 流 を 流 し 、 ゲ ル 上 で 泳 動 さ れ た 蛋 白 質 を PVDF膜 に ブ ロ ッ ト し た 。 ブ ロ
ッ ト さ れ た PVDF膜 を 5％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBS液 に 浸 し て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 後 、 一 次 抗
体 と し て 上 記 で 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 膜 を
PBST液 洗 浄 後 、 二 次 抗 体 と し て HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG・ Fcポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKO社
製 ） を 添 加 し て 、 5％ ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBS液 中 で 反 応 さ せ た 。 さ ら に PBST液 で 洗 浄 後 、 ワ
ー キ ン グ 溶 液 を 加 え て 発 色 さ せ 、 そ の 反 応 性 を 確 認 し た 。 こ の 試 験 に よ り 、 実 施 例 １ で 作
製 ・ 精 製 し た 抗 Chm-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Chm-1-hFcモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 及 び 抗 全 長
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Chm-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 還 元 条 件 下 で 変 性 し た Chm-1（ Chm-1-hFc及 び 全 長 Chm-1） に
結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
＜ 健 常 人 血 液 中 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 ＞
　 実 施 例 ３ で 作 製 し た Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 高 感 度 測 定 系 を 用 い て 、 健 常 人 ４ ８ 人 の 血 清 を 測
定 し た 。 健 常 人 血 清 は 採 取 後 に 凍 結 し て 保 存 さ れ 、 本 実 験 の 直 前 に 解 凍 し て 使 用 し た 。 ま
ず 実 施 例 ３ で 作 製 し た 一 次 抗 体 付 着 後 に ブ ロ ッ キ ン グ 操 作 を 行 っ た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
対 し 、 あ ら か じ め 0.60M NaCl, 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH7.5を 50μ lず つ ウ ェ ル に 添
加 し 、 さ ら に 健 常 人 の 血 清 ま た は 標 準 Ｃ ｈ ｍ － １ （ ０ 、  ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ４ ０ ０
、 ８ ０ ０  ng/ml） を 50μ lず つ 添 加 し た 。 こ の 後 、 室 温 に て 3時 間 反 応 さ せ 、 500mM NaCl, 
0.05% Tween 20, 20mM Tris-HCl pH7.5を 組 成 と す る 洗 浄 液 を 使 用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 な
っ た 後 、 実 施 例 ３ で 作 製 し た 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ μ g/mlお よ び 5%ス キ ム
ミ ル ク を 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 に て 1.5時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 上 記 の
洗 浄 液 を 使 用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 い 、 HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ SBA） を ８ ０ ０ ０ 倍 希 釈
し た 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBSを 100μ lず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ
せ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 洗 浄 液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 0.4mg/mlオ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma
社 製  P-9029） お よ び 0.015～ 0.03%過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.0
） を 100μ l/ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 っ た 。 こ の 後 １ Ｎ  H 2 SO 4 溶
液 を 100μ l/ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 490nm、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 650nmに
て 測 定 を 行 っ た 。 こ の 後 、 標 準 Ｃ ｈ ｍ － １ 濃 度 と そ の 発 色 量 に よ る 検 量 線 を 作 製 し 、 健 常
人 血 清 中 の 濃 度 を 算 出 し た 。 こ の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 健 常 人 血 清 （ 検 体 数 45） に お い て は
、 13.8 ng/mlか ら 99.8 ng/mlま で の 範 囲 を 示 し 、 平 均 は 51.6 ng/mlで あ っ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ８ １ 】
＜ 各 種 ヒ ト 疾 患 患 者 血 液 中 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ の 測 定 ＞
　 実 施 例 ３ で 作 製 し た Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 測 定 系 を 用 い 、 実 施 例 ５ の 方 法 に 従 っ て 各 種 ヒ ト
疾 患 （ 関 節 リ ウ マ チ 、 自 己 免 疫 疾 患 、 膵 癌 、 及 び 肝 癌 ） の 患 者 血 清 を 測 定 し た 。 患 者 数 は
、 各 疾 患 で ５ 例 （ 自 己 免 疫 疾 患 は ４ 例 ） と し た 。 各 血 清 は 採 取 後 に 凍 結 し て 保 存 さ れ 、 本
実 験 の 直 前 に 解 凍 し て 使 用 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 関 節 リ ウ マ チ 、 自 己 免 疫 疾 患 、
膵 癌 、 肝 癌 の 患 者 血 液 中 に は 、 健 常 人 （ 検 体 数 45、 平 均 値 51.62ng/ml） と 比 較 し て Ｃ ｈ ｍ
－ １ の 濃 度 が 有 意 に 高 値 で あ る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 （ Chm-1-hFc） に 対 す る
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親 和 性 （ 反 応 性 ） を 示 し た 図 で あ る 。 横 軸 は 抗 体 濃 度 （ 0～ 1000ng/ml） 、 縦 軸 は シ グ ナ ル
強 度 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 （ 全 長 Chm-1） に 対 す る
親 和 性 （ 反 応 性 ） を 示 し た 図 で あ る 。 横 軸 は 抗 体 濃 度 （ 0～ 1000ng/ml） 、 縦 軸 は シ グ ナ ル
強 度 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｃ ｈ ｍ － １ 測 定 系 に お け る 標 準 Ｃ ｈ ｍ － １ と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反
応 性 を 示 し た 図 で あ る 。 横 軸 は 試 料 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ の 濃 度 （ 0～ 800ng/ml） 、 縦 軸 は シ グ
ナ ル 強 度 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 Ｃ ｈ ｍ － １ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 解 離 定 数 の 測 定 結 果 で あ る 。
横 軸 は 、 時 間 （ 秒 ） を 示 し 、 縦 軸 は 、 シ グ ナ ル 強 度 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 健 常 人 血 清 中 に お け る Ｃ ｈ ｍ － １ 量 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 し た 図 で あ る 。
横 軸 は 血 清 中 の Ｃ ｈ ｍ － １ 濃 度 を 示 し 、 縦 軸 は 頻 度 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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