
(57)【要約】

【課題】癌の検出方法及びそのために用いることができ

る検出キットを提供すること。

【解決手段】「２－Ｏ脱硫酸化アカラン硫酸に結合する

抗体」及び／又は「アカラン硫酸に結合する抗体」を生

体組織由来の試料に接触させるステップを少なくとも含

む、癌の検出方法。この「２－Ｏ脱硫酸化アカラン硫酸

に結合する抗体」はアカラン硫酸に実質的に結合しない

ものが好ましく、Ｎ－アセチルヘパロザンに実質的に結

合しないものが好ましく、ブタ腸由来のヘパリンに実質

的に結合しないものが好ましい。また「アカラン硫酸に

結合する抗体」はウシ腎臓由来のヘパラン硫酸に実質的

に結合しないものが好ましく、ブタ腸由来のヘパリンに

実質的に結合しないものが好ましく、マウスのエンジェ

ルブレス－ホーム－スワーン腫瘍組織由来のヘパラン硫

酸に実質的に結合しないものが好ましい。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗
体 」 を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ア カ ラ ン 硫 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い
も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 Ｎ － ア セ チ ル ヘ パ ロ ザ ン に 実 質 的 に
結 合 し な い も の で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ブ タ 腸 由 来 の ヘ パ リ ン に 実 質 的 に 結
合 し な い も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 実 質
的 に 結 合 し な い も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 マ ウ ス の エ ン ジ ェ ル ブ レ ス － ホ ー ム
－ ス ワ ー ン 腫 瘍 組 織 由 来 の ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項
１ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 タ ン パ ク 質 と ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ
ン 硫 酸 と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な る 物 質 を 抗 原 と し て 免 疫 し た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 と
、 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 に よ り 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産
生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
リ ン パ 球 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 、 マ ウ ス 由 来 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス が Ｉ ｇ Ｍ で あ る
、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　
特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に お け る 受 領 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ２ ８ で あ る ハ イ ブ リ ド
ー マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い
も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ブ タ 腸 由 来 の ヘ パ リ ン に 実 質 的 に 結 合 し な い も の で
あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 マ ウ ス の エ ン ジ ェ ル ブ レ ス － ホ ー ム － ス ワ ー ン 腫 瘍
組 織 由 来 の ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ウ シ 角 膜 由 来 の ケ ラ タ ン 硫 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い
も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 実 質 的 に 結 合 し な い も の で あ る 、 請
求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 Ｎ － ア セ チ ル ヘ パ ロ ザ ン に 実 質 的 に 結 合 し な い も の
で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 タ ン パ ク 質 と ア カ ラ ン 硫 酸 と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て
な る 物 質 を 抗 原 と し て 免 疫 し た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 と 、 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細
胞 と の 細 胞 融 合 に よ り 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
リ ン パ 球 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 が マ ウ ス 由 来 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス が Ｉ ｇ Ｍ 又 は Ｉ ｇ Ｇ で あ る 、 請
求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ
ン タ ー に お け る 受 領 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ２ ３ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ２ ４ 、
Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ２ ５ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ２ ６ 又 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８
２ ７ で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
生 体 組 織 が 、 脊 椎 動 物 の 生 体 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
癌 が 、 大 腸 癌 又 は 扁 平 上 皮 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
「 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 ア カ ラ ン 硫 酸 に 結 合 す る 抗
体 」 を 構 成 成 分 と し て 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 癌 の 検 出 方 法 及 び 検 出 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 出 願 書 類 中 で 使 用 す る 略 号 及 び そ の 意 義 は 以 下 の 通 り で あ る 。
Ｇ Ａ Ｇ ： グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン
Ｈ Ａ ： ヒ ア ル ロ ン 酸
Ｈ Ｅ Ｐ ： ヘ パ リ ン
Ｈ Ｓ ： ヘ パ ラ ン 硫 酸
Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ ： マ ウ ス の エ ン ジ ェ ル ブ レ ス － ホ ー ム － ス ワ ー ン 腫 瘍 組 織 （ Engelbreth-Hol
m-Swarm sarcoma） 由 来 の Ｈ Ｓ
Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ ： ビ オ チ ン 標 識 Ｇ Ａ Ｇ
Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 ： ビ オ チ ン 標 識 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体
Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ｓ ： Ｎ － 硫 酸 化 グ ル コ サ ミ ン
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Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ： Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
Ｉ ｄ ｏ Ａ ： イ ズ ロ ン 酸
Ｉ ｄ ｏ Ａ （ ２ Ｓ ） ： ２ － Ｏ － 硫 酸 化 イ ズ ロ ン 酸

Ｎ Ａ Ｈ ： Ｎ － ア セ チ ル ヘ パ ロ ザ ン

Ａ Ｓ ： ア カ ラ ン 硫 酸
Ｂ ｉ － Ａ Ｓ ： ビ オ チ ン 標 識 Ａ Ｓ
Ｒ Ａ － Ａ Ｓ ： 還 元 ア ミ ノ 化 Ａ Ｓ
Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｓ ： ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ａ Ｓ
Ｓ Ｈ － Ａ Ｓ ： チ オ プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ａ Ｓ

Ａ Ｃ Ｈ ： ２ － Ｏ － 脱 硫 酸 化 Ａ Ｓ
Ｂ ｉ － Ａ Ｃ Ｈ ： ビ オ チ ン 標 識 Ａ Ｃ Ｈ
Ｒ Ａ － Ａ Ｃ Ｈ ： 還 元 ア ミ ノ 化 Ａ Ｃ Ｈ
Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｃ Ｈ ： ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ａ Ｃ Ｈ
Ｓ Ｈ － Ａ Ｃ Ｈ ： チ オ プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ａ Ｃ Ｈ

Ｎ Ｈ ２ － Ｈ Ｅ Ｐ ： Ｎ － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ ： Ｎ － 脱 硫 酸 化 ・ Ｎ － ア セ チ ル 化 Ｈ Ｅ Ｐ

２ Ｄ Ｓ Ｈ ： ２ － Ｏ － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
Ｎ Ｈ ２ － ６ Ｓ Ｈ ： （ ２ － Ｏ ・ Ｎ ） － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
６ Ｓ Ｈ ： （ ２ － Ｏ ・ Ｎ ） － 脱 硫 酸 化 ・ Ｎ － ア セ チ ル 化 Ｈ Ｅ Ｐ

６ Ｄ Ｓ Ｈ ： ６ － Ｏ － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ ： Ｎ － ア セ チ ル 化 ６ Ｄ Ｓ Ｈ
Ｎ Ｓ Ｈ ： （ ２ － Ｏ ・ ６ － Ｏ ） － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ ； Ｎ － ア セ チ ル 化 Ｎ Ｓ Ｈ
Ｎ Ｈ ２ － ２ Ｓ Ｈ ： （ ６ － Ｏ ・ Ｎ ） － 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
２ Ｓ Ｈ ： （ ６ － Ｏ ・ Ｎ ） － 脱 硫 酸 化 ・ Ｎ － ア セ チ ル 化 Ｈ Ｅ Ｐ

Ｎ Ｈ ２ － Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ ： 完 全 脱 硫 酸 化 Ｈ Ｅ Ｐ
Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ ： 完 全 脱 硫 酸 化 ・ Ｎ － ア セ チ ル 化 Ｈ Ｅ Ｐ

Ｃ ｈ ： コ ン ド ロ イ チ ン
Ｃ Ｓ ： コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸
Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｓ ） ： サ メ 由 来 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ａ
Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｗ ） ： ク ジ ラ 由 来 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ａ
Ｃ Ｓ － Ｂ ： コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ｂ
Ｃ Ｓ － Ｃ ： コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ｃ
Ｃ Ｓ － Ｄ ： コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ｄ
Ｃ Ｓ － Ｅ ： コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ｅ

Ｋ Ｓ ： ケ ラ タ ン 硫 酸

Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ： フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト

Ｈ Ｒ Ｐ ： ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
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Ｂ Ｓ Ａ ： ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
Ｋ Ｌ Ｈ ： ヘ モ シ ア ニ ン
Ｐ Ｄ Ｐ － Ｋ Ｌ Ｈ ： ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ｋ Ｌ Ｈ

Ｆ Ｃ Ｓ ： 子 ウ シ 胎 仔 血 清
Ｐ Ｂ Ｓ ： リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
Ｔ Ｍ Ｂ ： テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン
Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ： Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル － ３ － ［ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ ン 酸
Ｅ Ｄ Ｃ ： １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ： 酵 素 標 識 抗 体 測 定 法

　 Ａ Ｓ は 、 ア フ リ カ マ イ マ イ （ 学 名 ： Achatina fulica） か ら 単 離 さ れ た Ｇ Ａ Ｇ の 一 種 で
あ る 。 Ａ Ｓ は 、 Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ と Ｉ ｄ ｏ Ａ （ ２ Ｓ ） と か ら な る 二 糖 （ -[IdoA(2S)-GlcNAc]-
） の 繰 り 返 し 構 造 を 基 本 糖 鎖 構 造 と し て 有 す る 多 糖 で あ り 、 Ｈ Ｓ 及 び Ｈ Ｅ Ｐ と 極 め て 類 似
し た 構 造 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ａ Ｓ を 化 学 的 に 脱 硫 酸 化 し
た 化 合 物 と し て は 、 Ａ Ｃ Ｈ が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 と し て
は 、 Ｍ Ｗ ３ Ｇ ３ が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 し か し な が ら 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗
体 」 は 知 ら れ て い な い 。 ま た 、 こ れ ら の 抗 体 を 癌 の 検 出 に 用 い る こ と も 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 ヨ ン 　 Ｓ ． キ ム （ Yeong S. Kim） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ
ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 、 （ 米 国 ） 、 １ ９ ９ ６ 年 、 第 ２ ７ １ 巻 、 第 ２ ０ 号 、 ｐ ． １ １ ７ ５ ０
－ １ １ ７ ５ ５
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｍ ． イ シ ハ ラ （ M. Ishihara） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ
ス ト リ ー 、 １ ９ ９ ７ 年 、 第 １ ２ １ 巻 、 第 ２ 号 、 ｐ ． ３ ４ ５ － ３ ４ ９
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ジ ェ デ ィ ー 　 Ｂ ． テ ン 　 ダ ン （ Gerdy B. ten Dam） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル
・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 、 （ 米 国 ） 、 ２ ０ ０ ４ 年 、 第 ２ ７ ９ 巻 、 ｐ ． ３ ８
３ ４ ６ － ３ ８ ３ ５ ２
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 新 た な 癌 の 検 出 方 法 及 び そ の た め に 用 い る こ と が で き る 検 出 キ ッ ト を 提 供 す
る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 抗 Ａ Ｃ Ｈ 抗 体 や 抗 Ａ Ｓ 抗
体 が 、 驚 く べ き こ と に ヒ ト に 由 来 す る 癌 細 胞 に 結 合 す る こ と を 見 出 し 、 こ の 知 見 に 基 づ い
て 、 癌 を 検 出 で き る 方 法 及 び そ の た め に 用 い る こ と が で き る 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る に 至 っ
た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 生
体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 （ 以 下 、 「 本 発
明 方 法 」 と い う 。 ） を 提 供 す る 。
こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ａ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の
「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ｎ Ａ Ｈ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の 「
Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が 好 ま し い 。
ま た こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が
好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も
の が 好 ま し い 。
ま た こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の
「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 タ ン パ ク 質 と Ａ Ｃ Ｈ と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な る 物 質 を 抗
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原 と し て 免 疫 し た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 と 、 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融
合 に よ り 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好
ま し い 。 こ の リ ン パ 球 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 マ ウ ス 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。
ま た こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は Ｉ ｇ Ｍ で あ る こ と が 好 ま し
い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物
寄 託 セ ン タ ー に お け る 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ８ で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り
産 生 さ れ る 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
ま た 、 こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が
好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ に 実 質 的 に 結 合 し な
い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し
な い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ウ シ 角 膜 由 来 の Ｋ Ｓ に 実 質 的
に 結 合 し な い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ｈ Ａ に 実 質 的 に 結 合
し な い も の が 好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ｎ Ａ Ｈ に 実 質 的 に 結 合 し な
い も の が 好 ま し い 。
ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 「
Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 タ ン パ ク 質 と Ａ Ｓ と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な る 物 質 を 抗 原 と し
て 免 疫 し た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 と 、 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 に よ
り 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い
。 こ の リ ン パ 球 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 マ ウ ス 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。
ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は Ｉ ｇ Ｍ 又 は Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と
が 好 ま し い 。 ま た こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特
許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に お け る 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ３ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０
８ ２ ４ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ５ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ６ 又 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０
８ ２ ７ で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 前 記 の 「 生 体 組 織 」 は 脊 椎 動 物 の 生 体 組 織 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 前 記 の 「
癌 」 は 、 大 腸 癌 又 は 扁 平 上 皮 癌 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 構 成 成
分 と し て 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 キ ッ ト （ 以 下 、 「 本 発 明 キ ッ ト 」 と い う 。 ） を 提 供 す
る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 方 法 及 び 本 発 明 キ ッ ト は 、 癌 を 簡 便 、 迅 速 か つ 安 価 に 検 出 で き る こ と か ら 、 極 め
て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 方 法
　 本 発 明 方 法 は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 生 体 組
織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 で あ る 。
（ １ ） Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体
こ こ で 用 い る 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 限 り に お い て 特
に 限 定 さ れ な い 。 こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ａ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の が 好
ま し く 、 ま た Ｎ Ａ Ｈ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ に 実
質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も
好 ま し く 、 ま た Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し い 。 な か で も 、 こ れ ら の
全 て の 性 質 を 満 た し て い る も の が 好 ま し い 。
な お 本 明 細 書 に お い て 「 実 質 的 に 結 合 し な い 」 と は 、 １ 分 子 た り と も 結 合 し な い こ と を 意
味 す る も の で は な く 、 結 合 が 検 出 で き な い か 又 は 結 合 が 検 出 で き た と し て も 弱 い も の で あ
っ て 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 か ら 見 て 無 視 で き る 程 度 の も の で あ る こ と を
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意 味 す る 。 例 え ば 、 Ａ Ｃ Ｈ に 対 す る 結 合 性 を １ ０ ０ ％ と し た と き に 、 あ る 物 質 へ の 結 合 性
が ５ ％ 以 下 で あ る 場 合 に は 「 実 質 的 に 結 合 し な い 」 と い う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 後
述 す る 実 施 例 に お い て 示 さ れ る Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ は 、 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る が 、 Ａ Ｓ 、 Ｎ Ａ Ｈ 、 ブ タ
腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ 及 び Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ の い ず れ に も 実 質 的 に 結 合 し な い
も の で あ る と い う こ と が で き る 。
ま た 、 こ の 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い
ず れ で あ っ て も 良 い が 、 継 続 的 な 生 産 性 の 確 保 や 、 抗 体 の 均 一 性 の 観 点 か ら す れ ば モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う な 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 抗 原 と し て Ａ Ｃ Ｈ 又 は そ の 修 飾 物 を 用 い て 、
公 知 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 な か で も 、 タ ン パ ク 質 と Ａ Ｃ Ｈ と を 化 学 的 に 結 合 さ
せ て な る 物 質 を 抗 原 と し て 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 「 タ ン パ ク 質 」 と し て は 、 Ｋ Ｌ Ｈ
又 は Ｂ Ｓ Ａ を 採 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 「
タ ン パ ク 質 と Ａ Ｃ Ｈ と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な る 物 質 」 を 抗 原 と し て 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、
当 該 動 物 か ら リ ン パ 球 を 採 取 し て 、 こ れ を 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 細 胞 融 合 さ せ
る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 さ せ 、 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 抗 体 を 採 取 す れ ば よ い
。 こ の 「 リ ン パ 球 」 及 び 「 ミ エ ロ ー マ 細 胞 」 は 、 マ ウ ス 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。
「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 Ｉ ｇ Ｍ で あ る
こ と が 好 ま し い 。
「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 と し て 最 も 好 ま し い の は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　
特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に お け る 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ８ で あ る ハ イ ブ リ ド ー
マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 。
（ ２ ） Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体
こ こ で 用 い る 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 限 り に お い て 特 に 限
定 さ れ な い 。 こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い
も の が 好 ま し く 、 ま た ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た Ｅ
Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た ウ シ 角 膜 由 来 の Ｋ Ｓ に 実 質 的 に 結
合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た Ｃ Ｓ 及 び Ｈ Ａ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し く 、 ま た
Ｎ Ａ Ｈ に 実 質 的 に 結 合 し な い も の も 好 ま し い 。 な か で も 、 こ れ ら の 全 て の 性 質 を 満 た し て
い る も の が 好 ま し い 。
「 実 質 的 に 結 合 し な い 」 の 意 義 は 前 記 と 同 様 で あ る 。 例 え ば 、 Ａ Ｓ に 対 す る 結 合 性 を １ ０
０ ％ と し た と き に 、 あ る 物 質 へ の 結 合 性 が ５ ％ 以 下 で あ る 場 合 に は 「 実 質 的 に 結 合 し な い
」 と い う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 後 述 す る 実 施 例 に お い て 示 さ れ る Ａ Ｓ ２ ２ は 、 Ａ Ｓ
に 結 合 す る が 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ 、 ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ 、 Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ 、 ウ シ 角 膜 由 来
の Ｋ Ｓ 、 Ｈ Ａ 及 び Ｎ Ａ Ｈ の い ず れ に も 実 質 的 に 結 合 し な い も の で あ る と い う こ と が で き る
。
ま た 、 こ の 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 も 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず
れ で あ っ て も 良 い が 、 継 続 的 な 生 産 性 の 確 保 や 、 抗 体 の 均 一 性 の 観 点 か ら す れ ば モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 抗 原 と し て Ａ Ｓ 又 は そ の 修 飾 物 を 用 い て 、 公 知
の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 な か で も 、 タ ン パ ク 質 と Ａ Ｓ と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な
る 物 質 を 抗 原 と し て 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 「 タ ン パ ク 質 」 と し て は 、 Ｋ Ｌ Ｈ 又 は Ｂ
Ｓ Ａ を 採 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 「 タ
ン パ ク 質 と Ａ Ｓ と を 化 学 的 に 結 合 さ せ て な る 物 質 」 を 抗 原 と し て 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 当 該
動 物 か ら リ ン パ 球 を 採 取 し て 、 こ れ を 哺 乳 動 物 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 細 胞 融 合 さ せ る こ
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と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 さ せ 、 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 抗 体 を 採 取 す れ ば よ い 。 こ
の 「 リ ン パ 球 」 及 び 「 ミ エ ロ ー マ 細 胞 」 は 、 マ ウ ス 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。
「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 Ｉ ｇ Ｍ 又 は Ｉ ｇ
Ｇ で あ る こ と が 好 ま し い 。
「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 と し て 最 も 好 ま し い の は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特
許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に お け る 受 託 番 号 が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ３ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０
８ ２ ４ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ５ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ６ 又 は Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０
８ ２ ７ で あ る い ず れ か の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う な 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と
し て 精 製 さ れ た も の で あ っ て も 、 未 精 製 の も の （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 、 腹
水 、 抗 血 清 そ の も の な ど ） で あ っ て も 良 い が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 精 製 さ れ て い る も の
が 好 ま し い 。 本 明 細 書 に お い て 「 精 製 」 と い う 用 語 は 、 い わ ゆ る 部 分 精 製 （ 実 質 的 に 純 粋
と ま で は い え な い が 、 画 分 中 に 占 め る 精 製 目 的 物 質 の 割 合 が 多 数 と な る 程 度 に ま で 精 製 す
る こ と ） も 、 完 全 精 製 （ 実 質 的 に 純 粋 と な る ま で 精 製 す る こ と ） も 含 む 概 念 と し て 用 い る
。 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ ） で 解 析 し た 場 合 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 以 外 の 物 質 が 検 出 さ れ な い か 、 又 は 検 出 さ れ て も
ご く 僅 か で あ る 場 合 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 「 精 製 」 さ れ て い る と い う こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 法 と し て は 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 に よ る 塩 析 、
低 温 ア ル コ ー ル 沈 殿 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ま た は 等 電 点 に よ る 選 択 的 沈 殿 分 別 法
、 電 気 泳 動 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ （ ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ） － 誘 導 体 、 Ｃ Ｍ （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ）
－ 誘 導 体 等 の イ オ ン 交 換 体 を 用 い た イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ や プ ロ
テ イ ン Ｇ な ど を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 抗 原 を 固 定 化 し た 免 疫 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 法 お よ び 超 遠
心 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 な お 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 子 構
造 を 完 全 に 保 持 し て い る も の は 勿 論 、 抗 原 結 合 部 位 （ Ｆ ａ ｂ ） を 分 解 し な い プ ロ テ ア ー ゼ
（ 例 え ば プ ラ ス ミ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 等 ） で 処 理 し て Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト と し
た も の で あ っ て も 良 い 。 抗 体 の Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 Ｆ ａ ｂ 以 外 に 、 Ｆ ａ
ｂ ｃ 、 (Ｆ ａ ｂ ') 2 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 こ れ ら の 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 や こ れ ら の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ れ ば 、 遺 伝 子 工 学 的 に こ れ
ら の 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト 、 キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や
「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の Ｆ ａ ｂ 部 分 を 含 む キ メ ラ 抗 体 等 ） 等 を 作 製 す る こ と も で き る 。
　 以 上 の よ う な 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ
グ メ ン ト や キ メ ラ 抗 体 等 も 、 Ａ Ｃ Ｈ 又 は Ａ Ｓ に 結 合 す る 限 り に お い て 、 本 出 願 書 類 に お け
る 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の 概 念 に 包 含 さ れ る 。 製 造 さ れ た
抗 体 が Ａ Ｃ Ｈ 又 は Ａ Ｓ に 結 合 す る か 否 か 等 は 、 後 述 す る 実 施 例 に 記 載 の 方 法 等 に よ っ て 容
易 に 判 別 す る こ と が で き る 。
（ ３ ） 生 体 組 織 由 来 の 試 料 と の 接 触
　 本 発 明 方 法 で は 、 以 上 の よ う な 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る
抗 体 」 を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る 抗 体 は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び 「 Ａ Ｓ に 結 合
す る 抗 体 」 の 一 方 で あ っ て も 、 双 方 で あ っ て も よ い 。
ま た 、 こ れ ら の 抗 体 以 外 の 抗 体 を さ ら に 接 触 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 抗 体 と し て は 、 例
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え ば 「 Ｎ Ａ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 複 数 種 類 の 抗 体 を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る 場 合 に は 、 そ の 目 的 に 応 じ て 、 こ れ
ら 複 数 種 類 の 抗 体 を 混 合 し た 状 態 で 生 体 組 織 に 由 来 す る １ つ の 試 料 に 接 触 さ せ て も よ く 、
ま た 同 一 の 生 体 組 織 に 由 来 す る 複 数 の 試 料 に 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 を １ 種 類 づ つ 接 触 さ せ て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 体 と 生 体 組 織 由 来 の 試 料 と を 「 接 触 」 さ せ る 方 法 は 、 抗 体 分 子 と 、 生 体 組 織 由 来 の 試
料 中 に 含 有 さ れ て い る 分 子 と が 接 触 す る 状 態 と な る 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。
ま た 本 発 明 に お け る 「 生 体 組 織 」 は 、 生 体 に 由 来 す る 組 織 で あ る 限 り に お い て 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 脊 椎 動 物 の 生 体 組 織 で あ る こ と が 好 ま し い 。 脊 椎 動 物 と し て は 、 例 え ば 魚 類 、
両 生 類 、 は 虫 類 、 鳥 類 、 哺 乳 類 等 が 例 示 さ れ る が 、 哺 乳 類 で あ る こ と が 好 ま し い 。 な か で
も ヒ ト の 生 体 組 織 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。
ま た 「 生 体 組 織 由 来 の 試 料 」 も 、 こ の よ う な 生 体 組 織 か ら 得 る こ と が で き る 試 料 で あ る 限
り に お い て 特 に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 生 体 組 織 由 来 の 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 生 体 組
織 そ の も の 、 そ の 生 体 組 織 に 由 来 す る 細 胞 、 そ の 細 胞 の 細 胞 膜 を 含 有 す る 画 分 、 そ の 生 体
組 織 か ら 抽 出 さ れ た 分 子 （ 例 え ば 糖 鎖 分 子 ） 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。 な か で も 、 そ の
生 体 組 織 に 由 来 す る 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し い 。
（ ４ ） 癌 の 検 出
「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を こ の よ う な 生 体 組 織 由 来
の 試 料 に 接 触 さ せ 、 当 該 試 料 に お け る 生 体 組 織 、 細 胞 、 細 胞 膜 画 分 、 生 体 組 織 か ら 抽 出 さ
れ た 分 子 （ 例 え ば 糖 鎖 分 子 ） 等 へ の 当 該 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ り 、 癌 を 検 出 す る
こ と が で き る 。 す な わ ち 、 こ れ ら の 抗 体 が 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に お け る こ れ ら の も の に 結
合 す れ ば 、 当 該 生 体 組 織 が 癌 で あ る と い う こ と を 検 出 す る こ と が で き る 。
抗 体 の 結 合 の 検 出 は 、 公 知 の 免 疫 学 的 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 （ 又 は
さ ら に 当 該 抗 体 に 結 合 す る 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） ） に 、 最 終 的 に 何 ら か の 特 殊 な シ グ ナ ル と し
て 検 出 さ れ う る 物 質 を 結 合 さ せ て 、 こ れ を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 （ 生 体 組 織 、 細 胞 、 細 胞 膜
画 分 、 生 体 組 織 か ら 抽 出 さ れ た 分 子 （ 例 え ば 糖 鎖 分 子 ） 等 ） に 接 触 さ せ 、 洗 浄 し た 後 に 、
当 該 試 料 に 当 該 シ グ ナ ル が 残 存 し て い る 場 合 に は 、 そ の 抗 体 は 当 該 試 料 に 結 合 し た と 判 断
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 最 終 的 に 何 ら か の 特 殊 な シ グ ナ ル と し て 検 出 さ れ う る 物 質 」 と し て は 、 例 え ば 酵 素 （
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、
ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど ） 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 1 2 5 Ｉ
、 1 3 1 Ｉ 、 3 Ｈ な ど ） 、 蛍 光 色 素 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 ７ － ア ミ ノ － ４ － メ チ ル ク マ リ ン － ３ － 酢 酸
(AMCA)、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン (DTAF)、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト (TRITC)、 リ ス ア ミ ン ロ ー ダ ミ ン Ｂ (Lissamine Rhodamine B)、 テ キ サ ス
レ ッ ド (Texas Red)、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (Phycoerythrin； PE)、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 ユ ー ロ
ピ ウ ム 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ト リ カ ラ ー 、 シ ア ニ ン な ど ） 、 化 学 発 光 物 質 （ ル ミ ノ ー ル な ど
） 、 ハ プ テ ン （ ジ ニ ト ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 、 ア デ ノ シ ン 一 リ ン 酸 (AMP)、 ２ ， ４ － ジ ニ ト
ロ ア ニ リ ン な ど ） 、 金 属 粒 子 （ フ ェ リ チ ン 粒 子 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 な ど ） 、 特 異 的 結 合 対 （
ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 類 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど ） 、 レ ク チ ン と 糖 鎖 、 ア ゴ ニ ス ト と ア ゴ
ニ ス ト の 受 容 体 、 Ｈ Ｅ Ｐ と ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(ATIII)な ど ） の い ず れ か 一 方 の 物 質 等 が
例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う な シ グ ナ ル の 検 出 は 、 用 い る 試 料 の 種 類 ・ 状 態 や 、 「 最 終 的 に 何 ら か の 特 殊 な
シ グ ナ ル と し て 検 出 さ れ う る 物 質 」 の 種 類 等 に 応 じ て 、 公 知 の 方 法 か ら 当 業 者 が 適 宜 設 定
し て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 生 体 組 織 の 切 片 標 本 を 試 料 と し た 場 合 に は 顕 微 鏡 を 用 い
て 検 出 す る こ と が で き 、 色 素 を 肉 眼 で 観 察 し た り 、 金 属 粒 子 の 密 度 、 放 射 能 の カ ウ ン ト 、
蛍 光 強 度 、 蛍 光 偏 光 、 発 光 強 度 等 を 観 察 ・ 測 定 す れ ば よ い 。 ま た 細 胞 の 懸 濁 液 を 試 料 と し
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た 場 合 に は 、 顕 微 鏡 や 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 等 の 手 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、
細 胞 膜 画 分 、 生 体 組 織 か ら 抽 出 さ れ た 分 子 （ 例 え ば 糖 鎖 分 子 ） を 試 料 と し た 場 合 に は 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 等 の 手 法 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 方 法 は 、 以 上 の よ う な 、 「 『 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 』 及 び ／ 又 は 『 Ａ Ｓ に 結 合 す
る 抗 体 』 を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 」 を 少 な く と も 含 む 限 り に お い て 、
他 の ス テ ッ プ を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。
本 発 明 方 法 に お け る 検 出 の 対 象 と な る 「 癌 」 の 種 類 も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 大 腸 癌 又 は 扁
平 上 皮 癌 で あ る こ と が 好 ま し い 。
な お 、 本 発 明 に お け る 「 癌 の 検 出 」 は 、 癌 で あ る と い う こ と の 検 出 は 勿 論 、 癌 の 種 類 の 検
出 （ 鑑 別 ） 等 も 含 む 概 念 で あ る 。
例 え ば 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 は 、 癌 の な か で も 大 腸 癌 や
扁 平 上 皮 癌 の 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 結 合 し や す い こ と か ら 、 こ れ ら の 抗 体 が あ る 生 体 組 織
に 結 合 し た 場 合 に は 「 当 該 生 体 組 織 が 癌 で あ る 」 と い う こ と を 検 出 で き る と と も に 、 「 当
該 生 体 組 織 が 大 腸 癌 又 は 扁 平 上 皮 癌 で あ る 」 と い う こ と も 検 出 （ 鑑 別 ） す る こ と が で き る
。
ま た 、 同 一 の 生 体 組 織 に 由 来 す る 複 数 の 試 料 に 、 複 数 種 類 の 抗 体 を １ 種 類 づ つ 接 触 さ せ る
こ と に よ っ て も 、 癌 の 種 類 の 検 出 （ 鑑 別 ） を す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は そ の 検 出 （
鑑 別 ） の 精 度 を さ ら に 高 め う る 。 例 え ば 、 同 一 の 生 体 組 織 に 由 来 す る 複 数 の 試 料 に 、 「 Ａ
Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 、 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を そ れ ぞ れ 接 触 さ せ て 、 こ れ ら の 抗 体 の
結 合 性 の パ タ ー ン を 調 べ る こ と に よ り 、 よ り 精 度 の 高 い 検 出 （ 鑑 別 ） を な し う る 。 例 え ば
後 述 す る 実 施 例 に 示 す 通 り 、 あ る 生 体 組 織 に 由 来 す る 複 数 の 試 料 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 （ Ａ Ｓ
に 結 合 す る 抗 体 ） 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 （ Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 ） 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 （ Ａ Ｓ に 結 合 す
る 抗 体 ） 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ （ Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 ） の そ れ ぞ れ を 接 触 さ せ た と き に 、 Ａ Ｓ ２
２ 抗 体 及 び Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の み が 結 合 し 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 が 結 合 し な い 場
合 に は 、 当 該 生 体 組 織 は 大 腸 癌 で あ る と 検 出 （ 鑑 別 ） す る こ と が で き る 。 ま た 後 述 の 実 施
例 に 示 す と お り 、 「 Ｎ Ａ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 （ 例 え ば Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 抗 体 ） は 癌 組 織 に 結 合 す
る こ と か ら 、 さ ら に こ の 抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 癌 の 検 出 の 精 度 を
さ ら に 高 め る こ と が で き る 。
ま た 、 こ こ に い う 「 癌 の 検 出 （ 鑑 別 ） 」 は 、 そ の 可 能 性 の 検 出 （ 鑑 別 ） を も 包 含 す る 概 念
で あ る 。 す な わ ち 例 え ば 、 少 な く と も 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合
す る 抗 体 」 が 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に 結 合 し た 場 合 に は 、 「 当 該 生 体 組 織 が 癌 で あ る 可 能 性
が あ る 」 と い う こ と を 検 出 で き る と と も に 、 「 当 該 生 体 組 織 が 大 腸 癌 又 は 扁 平 上 皮 癌 で あ
る 可 能 性 が あ る 」 と い う こ と も 検 出 （ 鑑 別 ） す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 本 発 明 方 法 は 、 癌 組 織 に お い て 発 現 し て い る 「 『 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 』 や 『 Ａ Ｓ
に 結 合 す る 抗 体 』 が 認 識 す る 糖 鎖 」 の 化 学 構 造 の 検 出 や 分 析 等 の 概 念 を 含 む も の で あ る 。
例 え ば 、 後 述 す る Ａ Ｃ Ｓ ２ ２ 抗 体 は 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ （ Ｎ － ア セ チ ル 基 、 ６ － Ｏ 硫 酸 基 及
び ２ － Ｏ 硫 酸 基 を 保 持 し て い る 点 が １ つ の 特 徴 で あ る ） と Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ （ Ｎ － ア セ チ
ル 基 、 Ｎ － 硫 酸 基 及 び ２ － Ｏ 硫 酸 基 を 保 持 し て い る 点 が １ つ の 特 徴 で あ る ） に 高 い 結 合 性
を 有 し て い る 。 し た が っ て 、 あ る 生 体 組 織 由 来 の 試 料 に Ａ Ｃ Ｓ ２ ２ 抗 体 を 接 触 さ せ た と き
に 、 こ の 抗 体 が 結 合 す れ ば 、 癌 の 検 出 が で き る と と も に 、 当 該 癌 組 織 に は Ｎ － ア セ チ ル 基
、 ６ － Ｏ 硫 酸 基 及 び ２ － Ｏ 硫 酸 基 を 保 持 し て い る 糖 鎖 又 は Ｎ － ア セ チ ル 基 、 Ｎ － 硫 酸 基 及
び ２ － Ｏ 硫 酸 基 を 保 持 し て い る 糖 鎖 が 発 現 し て い る と い う こ と を 検 出 ・ 分 析 す る こ と が で
き る 。
＜ ２ ＞ 本 発 明 キ ッ ト
本 発 明 キ ッ ト は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 構 成 成
分 と し て 少 な く と も 含 む 、 癌 の 検 出 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 キ ッ ト の 構 成 成 分 で あ る 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 や 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 に
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つ い て の 説 明 は 、 前 記 ＜ １ ＞ と 同 様 で あ る 。 本 発 明 キ ッ ト は 、 こ の よ う な 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合
す る 抗 体 」 及 び 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 の 一 方 の み を 含 ん で い て も よ く 、 双 方 を 含 ん で い
て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 キ ッ ト は 、 前 記 の 本 発 明 方 法 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 キ ッ ト の 構
成 成 分 で あ る 抗 体 と 生 体 組 織 由 来 の 試 料 と の 接 触 方 法 、 「 生 体 組 織 」 や 「 生 体 組 織 由 来 の
試 料 」 の 意 義 、 癌 の 検 出 の 方 法 、 検 出 対 象 と な る 「 癌 」 の 種 類 、 「 癌 の 検 出 」 の 意 義 等 も
、 全 て 前 記 ＜ １ ＞ と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 キ ッ ト は 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 構 成
成 分 と し て 少 な く と も 含 む 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ ず 、 さ ら に 標 識 物 質 の 検 知 試 薬 等 を
構 成 成 分 と し て 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 構 成 成 分 の 他 に 、 洗 浄 液 、 酵 素 反 応 停 止 液 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。 さ
ら に 本 発 明 キ ッ ト に は 、 測 定 バ ッ チ 同 士 の 実 施 レ ベ ル を 一 定 水 準 に 保 つ た め の 陽 性 コ ン ト
ロ ー ル （ Ｑ Ｃ コ ン ト ロ ー ル ） を 含 有 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 構 成 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 別 体 の 容 器 に 収 容 し 保 存 し て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 詳 説 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
（ 参 考 例 １ ） 　 Ａ Ｓ 及 び Ａ Ｃ Ｈ の 調 製
　 Ａ Ｓ は 、 Kim, Y. S.ら の 方 法 （ 前 記 の 非 特 許 文 献 １ に 記 載 さ れ た 方 法 ） に 従 っ て ア フ リ
カ マ イ マ イ （ 学 名 :Achatina fulica） か ら 調 製 し た 。 得 ら れ た Ａ Ｓ を 原 料 と し て 、 Ishiha
ra, M.ら の 方 法 （ 前 記 の 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ た 方 法 ） に 従 っ て Ａ Ｃ Ｈ を 調 製 し た 。

（ 参 考 例 ２ ） 　 Ｐ Ｄ Ｐ － Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製
　 Ｋ Ｌ Ｈ へ の ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 構 造 の 導 入 は 、 Carlsson, J.ら の 方 法 （ Biochem.
 J., 173, 723 (1978)） に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 す な わ ち 、 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.5)-0.1M NaClに 、 終 濃 度 が 2.5mg/mlに な る よ う に Ｋ
Ｌ Ｈ （ シ グ マ 社 製 ）  60mgを 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 終 濃 度 が 0.238mMに な る よ う に 5mM Ｓ
Ｐ Ｄ Ｐ （ シ グ マ 社 製 ） エ タ ノ ー ル 溶 液 を 添 加 ・ 混 合 し 、 30分 間 室 温 に 保 持 し た 。 過 剰 の Ｓ
Ｐ Ｄ Ｐ を 除 去 す る た め に 蒸 留 水 に 対 し て 透 析 し た 後 に 、 混 合 液 を 凍 結 乾 燥 し 、 Ｐ Ｄ Ｐ － Ｋ
Ｌ Ｈ  59.4mgを 得 た 。

（ 参 考 例 ３ ） 　 ウ ロ ン 酸 を 介 し た Ａ Ｃ Ｈ － Ｂ Ｓ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 Ａ Ｃ Ｈ 及 び Ｂ Ｓ Ａ （ バ イ エ ル 社 製 ） を 、 そ れ ぞ れ 0.1M Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ pH5.5） に 、 終 濃
度 が 10mg/mlに な る よ う に 溶 解 し 、 Ａ Ｃ Ｈ 溶 液 及 び Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 を 得 た 。 Ａ Ｃ Ｈ 溶 液  300 μ
lと Ｂ Ｓ Ａ 溶 液  150 μ lと を 混 合 し 、 Ｅ Ｄ Ｃ （ PIERCE社 製 ） 400 μ ｇ を 添 加 し た 後 、 撹 拌
し な が ら 20時 間 室 温 に 保 持 し た 。 得 ら れ た 反 応 後 の 溶 液 は 、 蒸 留 水 に 対 し て 一 晩 透 析 し た
後 、 凍 結 乾 燥 し 、 ウ ロ ン 酸 を 介 し た Ａ Ｃ Ｈ － Ｂ Ｓ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト  3.5mgを 得 た 。

（ 参 考 例 ４ ） 　 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 及 び Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 の 調 製
　 Ａ Ｓ お よ び 、 Ａ Ｃ Ｈ は 参 考 例 １ で 調 製 し た も の を 使 用 し た 。 ブ タ 皮 由 来 の Ｈ Ａ （ 以 下 、
単 に 「 Ｈ Ａ 」 と 記 載 す る ） 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｗ ） 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｓ ） 、 Ｃ Ｓ － Ｂ 、 Ｃ Ｓ － Ｃ 、 Ｃ
Ｓ － Ｄ 、 Ｃ Ｓ － Ｅ 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の Ｈ Ｓ （ 以 下 、 単 に 「 Ｈ Ｓ 」 と 記 載 す る ） 、 及 び ウ シ 角
膜 由 来 の Ｋ Ｓ （ 以 下 、 単 に 「 Ｋ Ｓ 」 と 記 載 す る ） は 、 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 の も の を 使 用
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し た 。 Ｎ Ａ Ｈ は 特 開 2004-18840に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 大 腸 菌 Ｋ ５ の 培 養 物 か ら 調 製 し た
。 ブ タ 腸 由 来 の Ｈ Ｅ Ｐ （ 以 下 、 単 に 「 Ｈ Ｅ Ｐ 」 と 記 載 す る ） は 、 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク プ
ロ テ イ ン ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 か ら 購 入 し た 。 ま た 、 Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ は 、 特 公 平 ７ － ５ ３ ７ ５ ６
号 公 報 に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 （ Ｎ Ｈ 2 － Ｈ Ｅ Ｐ 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ 、 ６ Ｄ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ
Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ 2 － ６ Ｓ Ｈ 、 ６ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ 2 － ２ Ｓ Ｈ 、 ２ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ

2 － Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ 、 Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ ） は 、 図 １ に 示 す 方 法 で 、 各 種 脱 硫 酸 化 反 応 及 び ／ 又 は Ｎ － ア セ
チ ル 化 反 応 を 、 単 独 で 、 又 は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 調 製 し た 。 図 中 、 Ｈ Ｅ Ｐ の ６
－ Ｏ 、 2２ － Ｏ 及 び Ｎ － 脱 硫 酸 化 は 、 そ れ ぞ れ 、 高 野 ら 、 苅 谷 ら 及 び Ayotte, L.ら の 方 法
に 従 っ た （ Takano, R. et al., J. Carbohydr. Chem. 14, 885 (1995), Takano, R. et a
l., Carbohydr. Lett. 3, 71 (1998), Kariya, Y. et al., J. Biochem., 123, 240(1998
), Ayotte, L. et al., Carbohydr. Res., 145, 267 (1986))。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 Ｎ － ア セ チ ル 化 は 、  Danishefsky, I.ら の 方 法 に 従 っ た （ Danishefsky, I. et a
l., Methods Carbohydr. Res., 5, 407(1965)） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 高 野 ら の 方 法 に 従 っ て ６ － Ｏ 脱 硫 酸 化 を 実 施 す る と 、 副 反 応 と し て 若 干 の Ｎ － 脱 硫 酸 化
も 起 き る の で 、 得 ら れ た ６ Ｄ Ｓ Ｈ と Ｎ Ｓ Ｈ の 一 部 は Ｎ － ア セ チ ル 化 を 行 い 、 Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ
Ｓ Ｈ と Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 の 各 種 GAG及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 、 並 び に 参 考 例 １ で 調 製 し た Ａ Ｓ 及 び Ａ Ｃ Ｈ を 、
そ れ ぞ れ 終 濃 度 が 10mg/mlに な る よ う に 0.1M Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ pH5.5） に 溶 解 し 、 各 種 Ｇ Ａ
Ｇ 溶 液 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 溶 液 を 得 た 。 こ れ ら の 各 種 Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体
溶 液  各 １ mlに 対 し て 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 ） で 20mMに 調 製
し た ビ オ チ ン － Ｌ Ｃ － ヒ ド ラ ジ ド （ PIERCE社 製 ） を 、 そ れ ぞ れ 25μ lず つ 添 加 し た 。 続 い
て 、 0.1M Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ pH5.5） で 100mg/mlに 調 製 し た Ｅ Ｄ Ｃ 溶 液 を 12.5μ l添 加 し た 。
こ れ を よ く 撹 拌 し た 後 、 室 温 （ 15℃ ～ 25℃ ） で 20時 間 撹 拌 し て 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 の
反 応 物 を 、 透 析 膜 （ 商 品 名 ： Cellu Sep H1（ フ ナ コ シ 社 製 ） 、 カ ッ ト オ フ ： 分 子 量 1,000
以 下 ） を 、 透 析 液 と し て ダ ル ベ ッ コ ・ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ pH7.2～ 7.5、 カ ル シ ウ ム イ
オ ン 等 の 二 価 イ オ ン 不 含 ； 以 下 、 「 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） 」 と い う 。 ） を そ れ ぞ れ 用 い て 透 析 に 付
し 、 遊 離 の ビ オ チ ン を 充 分 に 除 去 し 、 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 を 得
た 。 透 析 終 了 後 、 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 濃 度 及 び Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 を そ れ ぞ れ 5ng/mlに 調 整 し 、
凍 結 保 存 し た 。

（ 参 考 例 ５ ） 　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Vector社 製 ） を Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20μ g/mlに 希 釈 し 、 マ キ シ ソ ー プ
（ 登 録 商 標 ） ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） の 各 ウ ェ ル に 50μ lず つ 加 え た
。 こ の プ レ ー ト を 18時 間 、 ４ ℃ で 保 存 す る こ と に よ り 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を プ レ ー ト 上
に 均 一 に 固 相 化 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ２ 回 洗 浄 し た 。 続 い て 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 と し て Ap
plieDuo（ 登 録 商 標 、 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） を 用 い 、 以 下 の 方 法 に よ り ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 す な わ ち 、 防 腐 剤 と し て 0.05
％ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ （ 登 録 商 標 、 SUPELCO社 製 ） を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.2～ 7.5： 以 下
、 「 Ｐ Ｂ 」 と い う ） を 用 い て 、 ApplieDuo（ 登 録 商 標 ） の ５ 倍 希 釈 液 （ 以 下 、 「 ブ ロ ッ キ
ン グ 液 」 と い う ） を 調 製 し 、 こ れ を 各 ウ ェ ル に 250μ lず つ 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 静 置 し た 。
静 置 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 充 分 に 除 去 し 、 37℃ で ２ 時 間 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 、 所 望 す る
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 得 た 。 得 ら れ た プ レ ー ト は 乾 燥 剤 と と も に
ア ル ミ ラ ミ ネ ー ト 袋 に 封 入 し 、 冷 蔵 保 存 し た 。

（ 参 考 例 ６ ） 　 各 種 Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ ク ロ

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-298420 A 2007.11.15



プ レ ー ト の 作 製
１ ） 　 Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 参 考 例 ３ で 調 製 し た Ａ Ｃ Ｈ -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト  (50 ng)を 、 マ キ シ ソ ー プ （ 登 録 商 標 ）
 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 添 加 し 、 18時 間 、 ４ ℃ に 保 持 し た 後 、 防 腐 剤 と し て 0.05
％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ４ 倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 登 録
商 標 ； 大 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 １ 時 間 、 室 温 で 静 置 し た 後 、
所 望 の Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 得 た 。 こ の Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト は 、 後
述 す る 参 考 例 ８ に お い て 血 清 中 の 抗 体 価 を 検 証 の た め に 使 用 し た 。
２ ） 　 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ
ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 上 記 参 考 例 ４ に 記 載 の 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 を 、 終 濃 度 が 1 μ
g/mlに な る よ う に 、 0.05％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20倍 希 釈 し
た ApplieDuo（ 登 録 商 標 ） 溶 液 に 溶 解 し た （ 以 下 こ の 溶 液 を 、 「 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 」
及 び 「 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 溶 液 」 と い う ） 。 参 考 例 ５ で 作 製 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を 、 300μ lの 0.05％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） 及 び 0
.05％ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） （ 以 下 、
「 洗 浄 緩 衝 液 」 と 言 う ） で ４ 回 洗 浄 し た 。 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘
導 体 溶 液 を そ れ ぞ れ 100 μ lず つ 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 室 温 で 30分 間 静 置 し た の ち 、 各 ウ ェ
ル を 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 、 所 望 の 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ
ー ト 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 得 た 。 こ れ ら の プ レ ー ト は 、
後 述 す る 参 考 例 ８ に お け る ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び 後 述 す る 参 考 例 １ ０ に お け る 反 応 性 試 験 に
お い て 使 用 し た 。

（ 参 考 例 ７ ） 　 Ａ Ｃ Ｈ 抗 原 の 調 製
１ ） 　 Ｒ Ａ － Ａ Ｃ Ｈ の 調 製
　 参 考 例 １ で 調 製 し た Ａ Ｃ Ｈ 　 4.5mgを 、 ２ Ｍ  塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液  160μ lに 溶 解 し
た 。 こ の 溶 液 に 、 シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 　 12mgを 添 加 し 、 70℃ で ２ 日 間 、 還 元 ア
ミ ノ 化 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 の 溶 液 に 、 シ ア ノ 水 素 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム  ５ ｍ ｇ を 添 加 し 、
さ ら に ２ 日 間 、 上 記 と 同 一 の 条 件 で 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 の 溶 液 を 氷 浴 中 で 冷 却 し た 後 、
酢 酸  32μ lを 添 加 し て 反 応 を 完 全 に 停 止 さ せ た 。 ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用 い た 溶 媒 沈 殿 法
に よ り 、 Ｒ Ａ － Ａ Ｃ Ｈ を 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 、 エ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 後 に 凍 結 乾 燥 し
、 Ｒ Ａ － Ａ Ｃ Ｈ の 凍 結 乾 燥 物 2.1mgを 得 た 。
２ ） 　 ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 Ａ Ｃ Ｈ の 調 製
　 上 記 １ ） で 調 製 し た Ｒ Ａ － Ａ Ｃ Ｈ 　 2.1mgを 、 0.1M NaCl－ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.5）
 １ mlに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に ５ mM Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ エ タ ノ ー ル 溶 液  80μ lを 添 加 し た 後 、 室 温 に
て 一 晩 静 置 し 、 ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 反 応 （ Ｐ Ｄ Ｐ 反 応 ） を 行 っ た 。
過 剰 の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ を 除 く た め に 蒸 留 水 を 用 い て 透 析 を 行 っ た 後 、 凍 結 乾 燥 し 、 Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｃ
Ｈ の 凍 結 乾 燥 物 　 1.7mgを 得 た 。
３ ） 　 Ｓ Ｈ － Ａ Ｃ Ｈ の 調 製
　 上 記 ２ ） で 調 製 し た Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｃ Ｈ  1.7mgを 、 0.1M NaCl－ 0.1M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液
（ pH4.5）  160μ lに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 終 濃 度 が 25mMに な る よ う に ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル を 添 加 し 、 60分 間 室 温 に て 還 元 反 応 を 行 っ た 。 ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用 い た 溶 媒 沈 殿 法
で Ｓ Ｈ － Ａ Ｃ Ｈ を 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 、 エ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 後 に 凍 結 乾 燥 し 、 Ｓ Ｈ
－ Ａ Ｃ Ｈ の 凍 結 乾 燥 物  1.3mgを 得 た 。
４ ） 　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し た Ａ Ｃ Ｈ － Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 上 記 ３ ） で 調 製 し た Ｓ Ｈ － Ａ Ｃ Ｈ 　 1.3mg及 び 参 考 例 ２ で 調 製 し た Ｐ Ｄ Ｐ － Ｋ Ｌ Ｈ  0.65
mgを 、 0.1M NaCl－ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.5）  １ ｍ ｌ に 溶 解 し 、 ２ 時 間 室 温 に て コ ン ジ
ュ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 反 応 中 に 生 成 さ れ る ピ リ ジ ル － ２ － チ オ ン を 除 く た め 、 上 記
反 応 後 の 溶 液 を 、 蒸 留 水 に 対 し て 一 晩 透 析 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し 、 Ａ Ｃ Ｈ － Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 凍 結 乾 燥 物 1.5mgを 得 た 。 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 は 、 後 述 す る 参 考 例 ８ に お い て 、
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Ａ Ｃ Ｈ 抗 原 と し て 用 い た 。

（ 参 考 例 ８ ） 　 Ａ Ｃ Ｈ に 対 し て 反 応 す る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 の 樹 立
１ ） 　 マ ウ ス の 免 疫 化
　 前 記 参 考 例 ７ の ４ ） で 得 ら れ た Ａ Ｃ Ｈ 抗 原 １ ｍ ｇ を 少 量 の 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 こ れ を Tite
rMAX Gold（ 登 録 商 標 ； シ グ マ 社 製 ） ２ ｍ ｌ と 混 合 し 、 抗 原 溶 液 を 調 製 し た 。 ま た 、 免 疫
す る 動 物 と し て は 、 ４ 匹 の BALB/Cマ ウ ス (６ 週 齢 の メ ス ； 日 本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー 社 製 )を 用
い た 。 上 記 の 抗 原 溶 液  100μ l/匹  を 、 ２ 週 間 毎 に ２ 又 は ３ 回 皮 下 投 与 し た 。 血 清 の 抗 体
価 が 十 分 な 値 に 達 し た 時 、 最 終 免 疫 と し て 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い Ａ Ｃ Ｈ 抗 原 溶 液  100
μ l/匹 を 投 与 し た 。 最 終 免 疫 か ら ３ 日 後 、 免 疫 し た マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 脾 臓 を 摘 出 し た
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 な お 、 上 記 に お い て 、 血 清 中 の 抗 体 価 の 検 証 は 、 以 下 の 方 法 に よ り 行 っ た 。 す な わ ち 、
参 考 例 ６ の １ ） で 作 製 し た Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標
識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ＋ Ｍ ＋ Ａ 抗 体 （ 以 下 、 「 Ａ Ｌ Ｐ － 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 」 と い う ） を 用 い 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 血 清 中 の 抗 体 価 を 検 証 し た 。 す な わ ち 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 1000倍 希 釈 し た 血
清  50μ lを Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
続 い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ４ 回 洗 浄 し 、 10％ ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 登 録 商 標 ） ／ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で
1000倍 希 釈 し た Ａ Ｌ Ｐ － 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 溶 液  50 μ lを 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｂ
Ｓ （ － ） で ４ 回 洗 浄 し た 後 、 基 質 溶 液 （ Ａ Ｌ Ｐ ロ ー ゼ ； 株 式 会 社 シ ノ テ ス ト 製 ) 50μ lを
各 ウ エ ル に 分 注 し 、 20分 間 、 室 温 に て 静 置 し た 。 さ ら に 、 発 色 試 薬 （ 株 式 会 社 シ ノ テ ス ト
製 ） 50μ lを 添 加 し 、 660nmを バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 補 正 と し て 、 495nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
２ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 創 製
　 １ ） で 摘 出 し た 脾 臓 か ら 得 ら れ た 免 疫 感 作 さ れ た リ ン パ 球 と 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ Ｐ ３ Ｕ
１ 細 胞 （ 株 式 会 社 シ マ 研 究 所 製 ） と を 、 ４ 対 １ な い し ５ 対 １ の 混 合 比 で 混 合 し た 後 、 50％
の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500（ ロ シ ュ 社 製 ） 中 で 共 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 細 胞 融 合
を 実 施 し た 。 な お 、 上 記 の 細 胞 融 合 に 用 い る ミ エ ロ ー マ 細 胞 に は 、 細 胞 融 合 の １ 週 間 前 よ
り 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン を 含 ん だ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 生 育 さ せ た も の を 用 い た 。 細 胞 融 合 後 、 Ｈ Ａ
Ｔ 培 地 中 で 細 胞 を 生 育 さ せ た 細 胞 を 、 以 下 の ク ロ ー ン の 選 抜 に 用 い た 。
３ ） ク ロ ー ン の 選 抜 及 び 評 価
３ － １ ） 　 ク ロ ー ニ ン グ
　 ク ロ ー ニ ン グ に は 限 界 希 釈 法 を 採 用 し た 。 す な わ ち 、 細 胞 数 が ウ エ ル 当 り １ 以 下 に な る
よ う に Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 細 胞 を 希 釈 し 、 こ れ を ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 播 種 し た 。 こ れ
を 常 法 に 従 っ て 培 養 し 、 培 養 上 清 液 を 得 た 。 培 養 上 清 液 の 抗 体 価 の 評 価 を 、 参 考 例 ６ の ２
） で 作 製 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 行 い 、 ク
ロ ー ン を 選 抜 し た 。 以 上 の ク ロ ー ン ニ ン グ の 工 程 は 、 少 な く と も ２ 回 以 上 実 行 し た 。 以 上
の 結 果 と し て 、 １ つ の ク ロ ー ン を 選 抜 し 、 取 得 し た 。
３ － ２ ） 　 ク ロ ー ン の 評 価
　 上 記 ３ ） － １ で 取 得 し た ク ロ ー ン の 活 性 が 維 持 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め 、 当 該 ク
ロ ー ン を ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の 培 養 ス ケ ー ル に て 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 上 清 液 の 抗 体 価 の
評 価 を 、 参 考 例 ６ の ２ ） で 作 製 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 及 び Ｈ Ｒ Ｐ 標
識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ 以 下 、 「 Ｈ Ｒ Ｐ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 」 と い う ； ダ コ 社 製 )
を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 行 っ た 。 以 下 に 詳 細 を 示 す 。
［ ク ロ ー ン の 抗 体 価 の 評 価 ]
　 予 め 洗 浄 緩 衝 液 に よ っ て ４ 回 洗 浄 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｃ Ｈ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 、 培 養 上
清 液  100μ lを 分 注 し 、 室 温 に て １ 時 間 静 置 し た 。 さ ら に 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し た 後 に
、 反 応 緩 衝 液 （ 0.05％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20倍 に 希 釈 し た A
pplieDuo（ 登 録 商 標 ） 溶 液 ） で 2000倍 に 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 　 100μ lを 、 各 ウ ェ
ル に 分 注 し た 。 こ の プ レ ー ト を 室 温 に て １ 時 間 静 置 し た 後 、 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 Ｔ
Ｍ Ｂ 溶 液 （ Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 溶 液 ； BIOFX社 製 ）  100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 30分 間 、 常 温 で 酵 素

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-298420 A 2007.11.15



反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 発 色 試 薬 （ BIOFX社 製 ） 100μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 630nmを
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 補 正 と し て 、 450nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 な お 、 反 応 緩 衝 液 を ネ ガ テ ィ
ブ ブ ラ ン ク と し て 用 い た 。 そ の 結 果 、 当 該 ク ロ ー ン が 抗 Ａ Ｃ Ｈ 抗 体 を 生 産 し て い る こ と が
確 認 さ れ た 。 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン 番 号 は Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ で あ っ た こ と か ら 、 こ
の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 を 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 と 名 付 け た 。 上 記 の ハ イ ブ
リ ド ー マ は 、 平 成 １ ８ 年 ３ 月 １ 日 に 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 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ８ と し て 受 託 さ れ た 。 常 法 に 従 っ て 抗 体 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ク ラ ス を 調 べ た 結 果 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は Ｉ ｇ Ｍ で あ る こ
と を 確 認 し た 。

（ 参 考 例 ９ ） 　 抗 Ａ Ｃ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
１ ） 　 抗 Ａ Ｃ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産
　 目 的 の 抗 Ａ Ｃ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る 方 法 と し て は 、 マ ウ ス 腹 水 法 を 採 用 し た
。 す な わ ち 、 上 記 参 考 例 ８ の ３ ） で 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ロ ー ン 番 号 ： Ａ Ｃ Ｈ ５ ５
） 5× 10 6 個 を 、 予 め プ リ ス タ ン （ 2,6,10,14-Tetrametylpentadecane： 東 京 化 成 工 業 株 式
会 社 ） 処 理 し た ３ 匹 の BALB/Cマ ウ ス （ 15週 齢 の 雌 ） の 腹 腔 に 注 入 し た 。 注 射 後 10～ 20日 の
間 に 、 マ ウ ス の 腹 水 を 数 回 に 分 け て 採 取 し 、 合 計 約 10mlの 腹 水 を 得 た 。
２ ） 　 抗 Ａ Ｃ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 上 記 １ ） で 得 た 腹 水 を 、 吸 着 バ ッ フ ァ ２ （ 0.5M K 2 SO 4 を 含 む 20の mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.
5)） に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 内 液 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ （ 孔 径 :0.45 mm） に よ っ て 濾
過 し 、 得 ら れ た 濾 過 液 を 、 予 め 吸 着 バ ッ フ ァ １ （ 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)） で 平 衡 化
し た HiTrap IgY Purification HPカ ラ ム （ 5ml； ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に
ア プ ラ イ し た 後 、 吸 着 バ ッ フ ァ １ で カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 通 過 さ せ た 洗 浄 液 の 280nmの 吸 収
が ほ ぼ 0に な っ た と き 、 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.5)を カ ラ ム に 通 過 さ せ 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体
を 溶 出 し た 。 溶 出 し た Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を NH 4 SO 4 （ 50％ の 飽 和 ） を 用 い て 塩 析 す る こ と に よ
っ て 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 澱 物 を Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） に 対 し て 透 析 し 、 精 製 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体  2.2
mgを 含 む 透 析 内 液 を 得 た 。

（ 参 考 例 １ ０ ） 　 抗 Ａ Ｃ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 試 験
１ ） 　 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 各 種 Ｇ Ａ Ｇ に 対 す る 反 応 性
１ ） － １ 　 方 法
　 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ の 固 相 化 量 の 異 な る マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 す る た め に 、 固 相 化 に 用 い る
Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 中 の Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ の 終 濃 度 を 、 0.001、 0.004、 0.012、 0.037、 0.111、 0
.333、 1.000μ g/mlと 変 化 さ せ て 参 考 例 ６ の ２ ） と 同 様 の 方 法 で 作 製 し た Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固
相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 そ れ ぞ れ 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 各 ウ ェ ル に 、 添
加 剤 と し て ApplieDuo（ 登 録 商 標 ； 最 終 希 釈 率 20倍 ； 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 及 び 防 腐 剤
と し て 0.05％ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） （ 以 下 、 「 反 応 液 Ａ 」 と い う ） を
用 い て 濃 度 0.06 μ g/mlに 調 整 し た Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 か ら な る 各 試 験 溶 液 を 100μ lず つ 加 え
、 こ れ を 常 温 で 60分 間 静 置 し 、 抗 原 抗 体 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 各 ウ ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液
で ４ 回 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 溶 液 と し て 、 反 応 液 Ａ で 2000倍 に 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 溶
液 を 100μ lず つ 加 え 、 こ れ を 常 温 で 60分 間 静 置 し て 抗 原 抗 体 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 こ
の プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ の 基 質 と し て Ｔ Ｍ Ｂ 溶 液 （ Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 溶 液
、 BIOFX社 製 ） を 100μ lず つ 加 え 、 常 温 で 30分 間 反 応 さ せ て 発 色 さ せ た 。 続 い て 、 プ レ ー
ト に 反 応 停 止 液 （ BIOFX社 製 ） を 100μ lず つ 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 Ｔ Ｍ Ｂ 分 解 に よ
っ て 増 加 す る 波 長 450nmの 吸 光 度 （ 対 照 波 長 630nm） を ウ ェ ル リ ー ダ ー Ｓ Ｋ － ６ ０ ３ （ 登 録
商 標 ； 生 化 学 工 業 株 式 会 社 販 売 ） で 測 定 し た 。 な お 、 抗 体 の 反 応 性 は 、 上 記 の 各 濃 度 の Ｂ
ｉ － Ｇ Ａ Ｇ を 用 い て 作 製 し た Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 上 記 測 定 を 行
っ た 場 合 の 吸 光 度 か ら 、 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 の 代 わ り に Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ を 含 ま な い ０ ． ０ ５ ％
プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20倍 希 釈 し た ApplieDuo（ 登 録 商 標 ） 溶
液 を 用 い る こ と の 他 、 参 考 例 ６  ２ ） と 同 様 の 方 法 に よ り 作 製 し た コ ン ト ロ ー ル 測 定 用 マ
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イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 上 記 の 測 定 方 法 に 準 じ て 測 定 を 行 っ た 場 合 の 吸 光 度 （ ブ ラ ン ク 値
） を 減 算 し た 吸 光 度 差 （ 以 下 、 単 に 「 吸 光 度 差 」 と 記 載 す る ） に よ っ て 評 価 し た 。
１ ） － ２ 　 結 果
　 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の Ｇ Ａ Ｇ と し て 、 Ｎ Ａ Ｈ 、 Ａ Ｓ 、 Ａ Ｃ Ｈ 、 Ｈ Ｓ 、
Ｈ Ｅ Ｐ 及 び Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ を 用 い た 場 合 の 結 果 を 、 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 は 、 Ａ Ｃ Ｈ に 対 し て は 、 Ｂ ｉ － Ａ Ｃ Ｈ 濃 度 を 0.01μ g/mL（ 0.001μ g/ウ
ェ ル ） と し た 場 合 に お い て も 強 く 反 応 （ 吸 光 度 差 ＝ 約 1.0） し た 一 方 で 、 Ａ Ｓ 、 Ｈ Ｅ Ｐ 、
Ｈ Ｓ 、 Ｎ Ａ Ｈ 及 び Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ に 対 し て は 、 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 濃 度 を 1.0μ g/mL（ 0.1μ g/ウ ェ
ル ） に ま で 上 げ た 場 合 に お い て も 反 応 し な か っ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 は 上 述 し た Ｈ Ｅ Ｐ の 場 合 と 同 様 に 、 Ｈ Ａ 、 各 種 Ｃ Ｓ （ Ｃ Ｓ － Ａ （
Ｗ ） 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｓ ） 、 Ｃ Ｓ － Ｂ 、 Ｃ Ｓ － Ｃ 、 Ｃ Ｓ － Ｄ 、 Ｃ Ｓ － Ｅ ） 及 び Ｋ Ｓ に 対 し て も
反 応 し な か っ た 。
２ ） 　 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 に 対 す る 反 応 性
　 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 に 対 す る 反 応 性 を 評 価 し た 。 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ
ー ト の Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 と し て 、 Ｎ Ｈ 2 － Ｈ Ｅ Ｐ 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ 、 ６ Ｄ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ
Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ 2 － ６ Ｓ Ｈ 、 ６ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ 2 － ２ Ｓ Ｈ 、 ２ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ 、 Ｎ Ｈ

2 － Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ 及 び Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ を 用 い た 。 な お こ の 試 験 に お い て は 、 固 相 化 に 用 い る Ｂ ｉ － Ｈ
Ｅ Ｐ 誘 導 体 を 含 む 溶 液 の 濃 度 を 1μ g/mlに 固 定 し た （ 0.1 μ g/ウ ェ ル ） 。 結 果 を 図 ３ に 示
す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ に 対 し て は 強 く 反 応 し 、 ま た 、 ２ Ｓ Ｈ 、 ６ Ｓ Ｈ と Ｎ Ａ ｃ －
Ｎ Ｓ Ｈ に 対 し て は 、 極 弱 く 反 応 し た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 が 強 く 反 応 し た Ａ Ｃ Ｈ は 、 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト （ -[IdoA-GlcNAc]-） を
主 な 構 成 二 糖 と し て い る こ と か ら 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト
か ら 構 成 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 当 該 抗 体 が 反 応 し な か っ た Ｎ Ａ Ｈ は 、 グ ル ク ロ
ン 酸 ユ ニ ッ ト （ - [GlcA-GlcNAc]-） か ら な る Ａ Ｃ Ｈ の ウ ロ ン 酸 Ｃ ５ － エ ピ マ ー で あ る こ と
か ら 、 特 に イ ズ ロ ン 酸 残 基 が Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 抗 原 認 識 に お い て 必 須 で あ る こ と が 示 唆 さ
れ た 。 さ ら に 、 Ａ Ｓ （ イ ズ ロ ン 酸 残 基 の ２ 位 水 酸 基 が 硫 酸 化 さ れ て い る ） に 対 し て 反 応 性
が 見 ら れ な い こ と か ら 、 イ ズ ロ ン 酸 の 硫 酸 化 （ IdoA(2S)） は 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 抗 原 に 対
す る 反 応 性 を 阻 害 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ は グ ル ク ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト 及 び イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト に よ り 主 に 構 成 さ れ る 多 糖 で
あ り 、 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト の 存 在 比 は 60％ 以 上 と 高 い 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ が 当 該 抗 体
と 反 応 し た 結 果 に 矛 盾 は な い 。 ま た 、 こ の 反 応 性 は Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 残 基 の Ｎ － 脱 ア セ チ ル 化
（ Ｎ Ｈ ２ － Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ ） 及 び Ｎ － 硫 酸 化 （ Ｎ Ｓ Ｈ ） に よ っ て 消 失 し た の で 、 グ ル コ サ ミ ン 残
基 の ア ミ ノ 基 が ア セ チ ル 化 さ れ て い る こ と も 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 抗 原 の 認 識 に お い て 重 要
で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ａ Ｓ と 反 応 し な い 抗 体 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ が ２ Ｓ Ｈ 、 ６ Ｓ Ｈ や Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ と 弱 く 反 応 し た 理
由 は 、 Ｈ Ｅ Ｐ が Ｎ － 脱 硫 酸 化 、 ２ － Ｏ 脱 硫 酸 化 及 び ６ － Ｏ 脱 硫 酸 化 等 、 複 数 の 修 飾 を 経 る
過 程 で 、 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト が Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 中 に 顕 在 化 し た た め と 推 察 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
（ 参 考 例 １ １ ） 　 ウ ロ ン 酸 を 介 し た Ａ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 Ａ Ｃ Ｈ に 代 え て Ａ Ｓ を 用 い 、 前 記 の 参 考 例 ３ と 同 様 に 行 っ た 。 最 終 的 に 、 ウ ロ ン 酸 を 介
し た Ａ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト  3.5mgを 得 た 。
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（ 参 考 例 １ ２ ） 　 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 及 び Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 の 調 製
　 Ａ Ｃ Ｈ に 代 え て Ａ Ｓ を 用 い 、 前 記 の 参 考 例 ４ と 同 様 に 行 っ た 。

（ 参 考 例 １ ３ ） 　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 　 前 記 の 参 考 例 ５ と 同 様 に 行 っ た 。

（ 参 考 例 １ ４ ） 　 各 種 Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ ク
ロ プ レ ー ト の 作 製
１ ） 　 Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 参 考 例 １ １ で 調 製 し た Ａ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ （ 50 ng） を 用 い て 、 参 考 例 ６ の １ ） と 同 様 に 行 っ
た 。 こ の Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト は 、 後 述 す る 参 考 例 １ ６ に お い て 血 清 中 の 抗 体 価 を
検 証 す る た め に 使 用 し た 。
２ ） 　 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 固 相 化 マ イ
ク ロ プ レ ー ト の 作 製
　 参 考 例 ６ の ２ ） と 同 様 に 行 っ た 。

（ 参 考 例 １ ５ ） 　 Ａ Ｓ 抗 原 の 調 製
１ ） 　 Ｒ Ａ － Ａ Ｓ の 調 製
　 参 考 例 １ で 調 製 し た Ａ Ｓ  ４ ｍ ｇ を 秤 量 し 、 ２ Ｍ  塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液  160μ lに 溶
解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 シ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 12mgを 添 加 し 、 70℃ で ２ 日 間 、 還 元
ア ミ ノ 化 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 の 溶 液 に 、 シ ア ノ 水 素 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム  ５ ｍ ｇ を 添 加 し
、 さ ら に ２ 日 間 、 上 記 と 同 一 の 条 件 で 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 の 溶 液 を 氷 浴 中 で 冷 却 し た 後
、 酢 酸  32μ lを 添 加 し て 反 応 を 完 全 に 停 止 さ せ た 。 ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用 い た 溶 媒 沈 殿
法 に よ り 、 Ｒ Ａ － Ａ Ｓ を 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 、 エ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 後 に 凍 結 乾 燥 し
、 Ｒ Ａ － Ａ Ｓ の 凍 結 乾 燥 物 3.3mgを 得 た 。
２ ） 　 Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｓ の 調 製
　 上 記 １ ） で 調 製 し た Ｒ Ａ － Ａ Ｓ  3.3mgを 、 0.1M NaCl－ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.5）  １
mlに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 5mM Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ エ タ ノ ー ル 溶 液  80μ lを 添 加 し た 後 、 室 温 に て 一
晩 静 置 し 、 ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド プ ロ ピ オ ニ ル 化 反 応 （ Ｐ Ｄ Ｐ 反 応 ） を 行 っ た 。 過 剰
の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ を 除 く た め に 蒸 留 水 を 用 い て 透 析 を 行 っ た 後 、 凍 結 乾 燥 し 、 Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｓ の 凍
結 乾 燥 物 3.8mgを 得 た 。
３ ） 　 Ｓ Ｈ － Ａ Ｓ の 調 製
　 上 記 ２ ） で 調 製 し た Ｐ Ｄ Ｐ － Ａ Ｓ  2.0mgを 秤 量 し 、 0.1M NaCl－ 0.1M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩
衝 液 （ pH4.5） 160μ lに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 終 濃 度 が 25mMに な る よ う に ジ チ オ ス レ イ
ト ー ル を 添 加 し 、 60分 間 室 温 に て 還 元 反 応 を 行 っ た 。 ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 用 い た 溶 媒 沈
殿 法 で Ｓ Ｈ － Ａ Ｓ を 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 、 エ タ ノ ー ル 洗 浄 し た 後 に 凍 結 乾 燥 し 、 Ｓ
Ｈ － Ａ Ｓ の 凍 結 乾 燥 物 1.5mgを 得 た 。
４ ） 　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し た Ａ Ｓ － Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 上 記 ３ ） で 調 製 し た Ｓ Ｈ － Ａ Ｓ  1.5mg及 び 参 考 例 ２ で 調 製 し た Ｐ Ｄ Ｐ － Ｋ Ｌ Ｈ  0.75mg
を 、 0.1M NaCl－ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.5）  １ mlに 溶 解 し 、 ２ 時 間 室 温 に て コ ン ジ ュ ゲ
ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 反 応 中 に 生 成 さ れ る ピ リ ジ ル － ２ － チ オ ン を 除 く た め 、 上 記 反 応
後 の 溶 液 を 、 蒸 留 水 に 対 し て 一 晩 透 析 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し 、 Ａ Ｓ － Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 凍 結 乾 燥 物 1.9mgを 得 た 。 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 は 、 後 述 す る 参 考 例 １ ６ に お い て 、 Ａ Ｓ
抗 原 と し て 用 い た 。

（ 参 考 例 １ ６ ） 　 Ａ Ｓ に 対 し て 反 応 す る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 の 樹 立
１ ） 　 マ ウ ス の 免 疫 化
　 少 量 の 蒸 留 水 に 溶 解 し た Ａ Ｓ 抗 原  1mgと TiterMAX Gold（ 登 録 商 標 ； シ グ マ 社 製 ） 2mlと
を 混 合 し 、 抗 原 溶 液 を 調 製 し た 。 ま た 、 免 疫 す る 動 物 と し て は 、 ４ 匹 の BALB/Cマ ウ ス (６
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週 齢 の メ ス ； 日 本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー 社 製 )を 用 い た 。 上 記 の 抗 原 溶 液  100μ l/匹 を 、 ２ 週
間 毎 に ２ 又 は ３ 回 皮 下 投 与 し た 。 血 清 の 抗 体 価 が 十 分 な 値 に 達 し た 時 、 最 終 免 疫 と し て 、
ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い Ａ Ｓ 抗 原 溶 液  100μ 1/匹 を 投 与 し た 。 最 終 免 疫 か ら ３ 日 後 、 免 疫
し た マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 脾 臓 を 摘 出 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 な お 、 上 記 に お い て 、 血 清 中 の 抗 体 価 の 検 証 は 、 以 下 の 方 法 に よ り 行 っ た 。 す な わ ち 、
参 考 例 １ ４ の １ ） で 作 製 し た Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び Ａ Ｌ Ｐ － 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ を 用
い 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 血 清 中 の 抗 体 価 を 検 証 し た 。 す な わ ち 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 1000倍 希
釈 し た 血 清  50 μ lを Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 し 、 ３ ７ ℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 続 い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ４ 回 洗 浄 し 、 10％  ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 登 録 商 標 ） ／ Ｐ Ｂ
Ｓ （ － ） で 1000倍 希 釈 し た Ａ Ｌ Ｐ － 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 溶 液  50μ lを 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。 さ ら
に 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ４ 回 洗 浄 し た 後 、 基 質 溶 液 （ Ａ Ｌ Ｐ ロ ー ゼ ； 株 式 会 社 シ ノ テ ス ト 製 ）
50μ lを 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 20分 間 、 室 温 に て 静 置 し た 。 さ ら に 、 発 色 試 薬 （ 株 式 会 社 シ
ノ テ ス ト 製 )50μ lを 添 加 し 、 660nmを バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 補 正 と し て 、 495nmの 吸 光 度 を 測 定
し た 。
２ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 創 製
　 １ ） で 摘 出 し た 脾 臓 か ら 得 ら れ た 免 疫 感 作 さ れ た リ ン パ 球 と 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ Ｐ ３ Ｕ
１ 細 胞 （ 株 式 会 社 シ マ 研 究 所 製 )と を 、 ４ 対 １ な い し ５ 対 １ の 混 合 比 で 混 合 し た 後 、 50％
の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500（ ロ シ ュ 社 製 ） 中 で 共 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 細 胞 融 合
を 実 施 し た 。 な お 、 上 記 の 細 胞 融 合 に 用 い る ミ エ ロ ー マ 細 胞 に は 、 細 胞 融 合 の １ 週 間 前 よ
り 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン を 含 ん だ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 生 育 さ せ た も の を 用 い た 。 細 胞 融 合 後 、 Ｈ Ａ
Ｔ 培 地 中 で 細 胞 を 生 育 さ せ た 細 胞 を 、 以 下 の ク ロ ー ン の 選 抜 に 用 い た 。
３ ） ク ロ ー ン の 選 抜 及 び 評 価
３ － １ ） 　 ク ロ ー ニ ン グ
　 ク ロ ー ニ ン グ に は 限 界 希 釈 法 を 採 用 し た 。 す な わ ち 、 細 胞 数 が ウ ェ ル 当 り １ 以 下 に な る
よ う に Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 細 胞 を 希 釈 し 、 こ れ を ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 播 種 し た 。 こ れ
を 常 法 に 従 っ て 培 養 し 、 培 養 上 清 液 を 得 た 。 培 養 上 清 液 の 抗 体 価 の 評 価 を 、 参 考 例 １ ４ の
２ ） で 作 製 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 行 い 、 ク
ロ ー ン を 選 抜 し た 。 以 上 の ク ロ ー ン ニ ン グ の 工 程 は 、 少 な く と も ２ 回 以 上 実 行 し た 。 以 上
の 結 果 と し て 、 ６ つ の ク ロ ー ン を 選 抜 し 、 取 得 し た 。
３ － ２ ） 　 ク ロ ー ン の 評 価
　 上 記 ３ ） － １ で 取 得 し た 各 ク ロ ー ン の 活 性 が 維 持 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め 、 当 該
ク ロ ー ン を ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の 培 養 ス ケ ー ル に て 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 上 清 液 の 抗 体 価
の 評 価 を 、 参 考 例 １ ４ の ２ ） で 作 製 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト 及 び Ｈ Ｒ Ｐ 抗
マ ウ ス Ｉ ｇ を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 行 っ た 。 以 下 に 詳 細 を 示 す 。
[ク ロ ー ン の 抗 体 価 の 評 価 ]
　 予 め 洗 浄 緩 衝 液 に よ っ て ４ 回 洗 浄 し た 、 Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 、 培 養 上
清 液  100μ lを 分 注 し 、 室 温 に て １ 時 間 静 置 し た 。 さ ら に 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し た 後 に
、 反 応 緩 衝 液 (0.05％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20倍 に 希 釈 し た Ap
plieDuo（ 登 録 商 標 ； 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 溶 液 )で 2000倍 に 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 抗 マ ウ ス Ｉ
ｇ  100μ lを 、 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。 こ の プ レ ー ト を 室 温 に て １ 時 間 静 置 し た 後 、 洗 浄 緩
衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 Ｔ Ｍ Ｂ （ Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 溶 液 ； BIOFX社 製 ） 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 30
分 間 、 常 温 で 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 発 色 試 薬 （ BIOFX社 製 ） 100μ lを 各 ウ ェ ル
に 添 加 し 、 630nmを バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 補 正 と し て 、 450nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 な お 、 反 応
緩 衝 液 を ネ ガ テ ィ ブ ブ ラ ン ク と し て 用 い た 。 そ の 結 果 、 各 ク ロ ー ン が 抗 Ａ Ｓ 抗 体 を 生 産 し
て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン 番 号 は Ａ Ｓ １ ７ 、 Ａ Ｓ ２ ２
、 Ａ Ｓ ２ ５ 、 Ａ Ｓ ３ ８ 及 び Ａ Ｓ ４ ８ で あ っ た こ と か ら 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生
さ れ る 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 及 び
Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 と 名 付 け た 。 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 平 成 １ ８ 年 ３ 月 １ 日 に 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 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ３ 、 Ｆ
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Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ４ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ５ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ６ 又 は Ｆ
Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ８ ２ ７ と し て そ れ ぞ れ 受 託 さ れ た 。 常 法 に 従 っ て 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ク ラ ス お よ び そ の サ ブ ク ラ ス を 調 べ た 結 果 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 は IgG2aに 分 類 さ れ 、 Ａ Ｓ ２ ５
抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 は IgG1に 分 類 さ れ 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 は IgMに 分 類 さ
れ る こ と を 確 認 し た 。

（ 参 考 例 １ ７ ） 　 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
１ ） 　 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産
　 目 的 の 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る 方 法 と し て は 、 マ ウ ス 腹 水 法 を 採 用 し た 。
す な わ ち 、 上 記 参 考 例 １ ６ の ３ ） で 樹 立 し た 各 ハ イ ブ リ ド ー マ （ Ａ Ｓ １ ７ 、 Ａ Ｓ ２ ２ 、 Ａ
Ｓ ２ ５ 、 Ａ Ｓ ３ ８ 、 Ａ Ｓ ４ ８ ） そ れ ぞ れ 5× 10 6 個 を 、 そ れ ぞ れ 予 め プ リ ス タ ン （ 2,6,10,1
4-Tetrametylpentadecane： 東 京 化 成 工 業 株 式 会 社 ） 処 理 し た ３ 匹 の BALB/Cマ ウ ス （ 15週
齢 の 雌 ） の 腹 腔 に 注 入 し た 。 注 射 後 10～ 20日 の 間 に 、 マ ウ ス の 腹 水 を 数 回 に 分 け て 採 取 し
、 合 計 約 10mlの 腹 水 を 得 た 。
２ ） 　 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 以 下 に 、 IgGタ イ プ 抗 体 （ Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 )の 精 製 方 法 を
示 す 。 す な わ ち 、 上 記 １ ） に よ り 得 ら れ た 腹 水 を 、 そ れ ぞ れ 吸 着 バ ッ フ ァ １ （ 20 mMリ ン
酸 緩 衝 液 (pH 7.0))に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 内 液 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ （ 孔 径 ： 0.45 
mm） に よ っ て 濾 過 し 、 得 ら れ た 濾 過 液 を 、 予 め 吸 着 バ ッ フ ァ １ で 平 衡 化 し た HiTrap Prote
in G HPカ ラ ム （ 5ml； ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に ア プ ラ イ し 、 同 バ ッ フ ァ で
カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 通 過 液 の 280nmの 吸 収 が ほ ぼ ０ に な っ た 時 、 0.1 M グ リ シ ン バ ッ フ ァ
（ pH 2.7） を カ ラ ム に 通 過 さ せ 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ２ ８ 抗 体 を そ れ ぞ
れ 溶 出 し た 。 各 抗 体 を 含 む 溶 液 を そ れ ぞ れ 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） に 対 し て 十 分 に 透 析 し た
。 透 析 内 液 は 必 要 に 応 じ て 限 外 ろ 過 濃 縮 等 で 適 切 な 濃 度 に 適 宜 調 整 し 、 そ れ ら を 精 製 抗 体
と し て 使 用 し た 。 精 製 し た Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 の 量 は そ れ ぞ れ
、 30.8mg、 4.6mg及 び 11.5mgで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 以 下 に IgMタ イ プ 抗 体 （ Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 ） の 精 製 方 法 を 示 す 。 す な わ ち
、 上 記 １ ） に よ り 得 ら れ た 腹 水 を 、 そ れ ぞ れ 吸 着 バ ッ フ ァ ２ （ 0.5M K 2 SO 4 を 含 む 20mM リ
ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.5） ） に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 内 液 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ （ 孔 径 ：
0.45 mm） に よ っ て 濾 過 し た 後 、 濾 過 液 を 予 め 吸 着 バ ッ フ ァ １ で 平 衡 化 し た HiTrap IgY Pu
rification HPカ ラ ム （ 5ml； ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に ア プ ラ イ し 、 同 バ ッ
フ ァ で カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 通 過 液 の 280nmの 吸 収 が ほ ぼ 0に な っ た 時 、 20 mMリ ン 酸 緩 衝 液
（ pH 7.5） を カ ラ ム に 通 過 さ せ 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 を そ れ ぞ れ 溶 出 し た 。 溶
出 し た Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 は 、 塩 析 （ NH 4 SO 4 ： 50％ の 飽 和 ） す る こ と に よ っ て
回 収 し た 。 沈 澱 物 を PBS(-)に 対 し て 透 析 し 、 得 ら れ た 透 析 内 液 を 精 製 抗 体 と し て 使 用 し た
。 精 製 し た AS２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の 量 は そ れ ぞ れ 、 2.7及 び 2.2 mgで あ っ た 。

（ 参 考 例 １ ８ ） 　 各 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 試 験
　 各 抗 Ａ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 精 製 抗 体 ） の 各 種 Ｇ Ａ Ｇ 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 に 対 す る
反 応 性 を 検 証 し た 。
１ ） 　 各 精 製 抗 体 の 反 応 性 試 験 そ の １ － Ａ Ｓ に 対 す る 反 応 性 試 験
１ ） － １ 　 方 法
　 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ の 固 相 化 量 の 異 な る マ イ ク ロ プ レ ー ト を 作 製 す る た め に 、 固 相 化 に 用 い る
Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 溶 液 中 の Ｂ ｉ － Ａ Ｓ の 終 濃 度 を 、 0.001、 0.004、 0.012、 0.037、 0.111、 0.333
、 1.000 μ g/mlと 変 化 さ せ て 参 考 例 １ ４ の ２ ） と 同 様 の 方 法 に よ り 作 製 し た Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 固
相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 そ れ ぞ れ 洗 浄 緩 衝 液 で 4回 洗 浄 し た 後 、 各 ウ ェ ル に 、 添 加 剤 と
し て ApplieDuo（ 登 録 商 標 ； 最 終 希 釈 率 ２ ０ 倍 、 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） 、 防 腐 剤 と し て 0
.05％ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） （ 以 下 、 「 反 応 液 Ａ 」 と い う ） を 用 い て 、 そ
れ ぞ れ 、 0.025 mg/ml（ Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 ） 、 0.07mg/ml（ Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 ） 、 0.006 mg/ml（ Ａ
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Ｓ ２ ５ 抗 体 ） 、 0.006 mg/ml（ Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 ） 、 0.1 mg/ml（ Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 ） に 調 製 し た 各
精 製 抗 体 を 含 む 各 試 験 溶 液 を 100μ ｌ ず つ 加 え 、 こ れ を 常 温 で 60分 間 静 置 し 、 抗 原 抗 体 反
応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 各 ウ ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 溶 液 と し て 、 反 応
液 Ａ で 2000倍 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ （ ダ コ 社 製 ） 溶 液 を 100μ lず つ 加 え 、 こ れ を 常
温 で 60分 間 静 置 し て 抗 原 抗 体 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 こ の プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 で ４ 回
洗 浄 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ の 基 質 と し て Ｔ Ｍ Ｂ 溶 液 （ Ｈ Ｒ Ｐ 基 質 溶 液 ； BIOFX社 製 ） を 100μ lず つ  加
え 、 常 温 で 30分 間 反 応 さ せ て 発 色 さ せ た 。 続 い て 、 プ レ ー ト に 反 応 停 止 液 （ BIOFX社 製 ）
を 100μ lず つ  加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 Ｔ Ｍ Ｂ 分 解 に よ っ て 増 加 す る 波 長 450nmの 吸 光
度 （ 対 照 波 長 630nm） を ウ ェ ル リ ー ダ ー Ｓ Ｋ － ６ ０ ３ （ 登 録 商 標 ； 生 化 学 工 業 株 式 会 社 販
売 ） で 測 定 し た 。 な お 、 抗 体 の 反 応 性 は 、 上 記 の 各 濃 度 の Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ を 用 い て 作 製 し た
Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 上 記 測 定 を 行 っ た 場 合 の 吸 光 度 か ら 、 Ｂ ｉ
－ Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 の 代 わ り に Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ を 含 ま な い ０ ． ０ ５ ％ プ ロ ク リ ン 300（ 登 録 商 標 ）
を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 20倍 希 釈 し た ApplieDuo（ 登 録 商 標 ） 溶 液 を 用 い る こ と の 他 、 参 考
例 ６  ２ ） と 同 様 の 方 法 に よ り 作 製 し た コ ン ト ロ ー ル 測 定 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 用 い て 上
記 の 測 定 方 法 に 準 じ て 測 定 を 行 っ た 場 合 の 吸 光 度 （ ブ ラ ン ク 値 ） を 減 算 し た 吸 光 度 差 （ 以
下 、 単 に 「 吸 光 度 差 」 と 記 載 す る ） に よ っ て 評 価 し た 。
１ ） － ２ 　 結 果
　 結 果 を 、 図 ４ に 示 す 。 Ａ Ｓ に 対 す る Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 と Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の 相 対 感 度 は 、 Ａ Ｓ １
７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 の そ れ よ り も 100倍 の 強 度 が あ っ た 。 Ｂ ｉ － Ａ Ｓ
濃 度 が 1.0 μ g/ml（ 0.1μ g/ウ ェ ル ） の と き 、 す べ て の 抗 体 は 強 い 反 応 性 （ 吸 光 度 差 ； ≧
１ ） を 示 し た 。
２ ） 　 各 精 製 抗 体 の 反 応 性 試 験 そ の ２ － 各 種 Ｇ Ａ Ｇ に 対 す る 反 応 性 試 験
２ ） － １ 　 方 法
　 用 い る 各 種 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ の 濃 度 を 、 1.0 μ g/ ml（ 0.1μ g/ウ ェ ル ） に 固 定 す る こ と の 他
、 上 記 １ ） － １ と 同 様 の 方 法 に よ り 、 各 種 Ｇ Ａ Ｇ 及 び 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 に 対 す る 各 精 製 抗
体 の 反 応 性 を 評 価 し た 。

２ ） － ２ 　 結 果
　 図 ５ に 各 種 Ｇ Ａ Ｇ に 対 す る 各 精 製 抗 体 の 反 応 性 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 １ ） と 同 様 に 、 各 抗 体 は Ａ Ｓ に 対 し て 強 く 反 応 し た 。 い ず れ の 抗 体 に つ い て も 、 Ｈ
Ｓ 及 び Ｈ Ｅ Ｐ に 対 し て 反 応 し な い こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、
Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 に つ い て は 、 そ の 他 の Ｇ Ａ Ｇ 、 す な わ ち 、 Ａ Ｃ Ｈ 、 Ｅ Ｈ Ｓ
－ Ｈ Ｓ 、 Ｋ Ｓ 、 Ｈ Ａ 、 Ｎ Ａ Ｈ 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｗ ） 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｓ ） 、 Ｃ Ｓ － Ｂ 、 Ｃ Ｓ － Ｃ 、
Ｃ Ｓ － Ｄ 、 Ｃ Ｓ － Ｅ 及 び Ｃ ｈ の い ず れ に 対 し て も 実 質 的 に 反 応 し な い こ と を 確 認 し た 。 一
方 Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 は 、 Ｅ Ｈ Ｓ － Ｈ Ｓ 、 Ｋ Ｓ 、 Ｈ Ａ 、 Ｎ Ａ Ｈ 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｗ ） 、 Ｃ Ｓ － Ａ （ Ｓ
） 、 Ｃ Ｓ － Ｂ 、 Ｃ Ｓ － Ｃ 、 Ｃ Ｓ － Ｄ 、 Ｃ Ｓ － Ｅ 及 び Ｃ ｈ の い ず れ に 対 し て も 反 応 し な か っ
た が 、 Ａ Ｃ Ｈ に 対 し て は 約 ５ ５ ％ の 反 応 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ２ － Ｏ 硫 酸 化 イ ズ ロ ン 酸 （ IdoA(2S))残 基 が こ れ ら の 抗 体 の エ ピ ト
ー プ に 含 ま れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 各 抗 体 が 反 応 性 を 示 さ な か っ た Ｈ Ｓ 及 び
Ｈ Ｅ Ｐ の 分 子 中 に は 、 IdoA(2S)の α (1-4)結 合 が 存 在 す る が 、 そ の 大 部 分 は GlcNS又 は O-硫
酸 化 GlcNSと 結 合 し た 二 糖 ユ ニ ッ ト と し て 存 在 す る こ と か ら 、 グ ル コ サ ミ ン 残 基 の 修 飾 も
、 こ れ ら 抗 体 の 反 応 に と っ て 重 要 な マ イ ナ ス 要 素 で あ る こ と が 推 察 さ れ た 。
３ ） 　 各 精 製 抗 体 の 反 応 性 試 験 そ の ３ － 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 に 対 す る 反 応 性 試 験
　 エ ピ ト ー プ 解 析 の 一 助 と す る た め に 、 前 記 の 参 考 例 １ ４ に 記 載 の 各 種 Ｂ ｉ － Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導
体 固 相 化 プ レ ー ト を 用 い る こ と の 他 、 上 記 ２ ） － １ に 記 載 の 方 法 に 準 じ て 反 応 性 の 評 価 を
行 う こ と に よ り 、 抗 原 の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 修 飾 状 態 が 、 各 抗 体 の 反 応 性 に ど の よ
う に 影 響 す る か を 検 証 し た 。 以 下 、 グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 が 「 Ｎ Ｈ ２ － 」 と な っ て い る
状 態 を 「 未 修 飾 」 と 記 載 す る 。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 い ず れ の 抗 体 も ２ Ｓ Ｈ と 反 応 し た 。 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｓ
３ ８ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の 反 応 性 は 、 そ れ ぞ れ 172.2％ 、 104.9％ 、 76.4％ 、 31.7％ 、 10
4.8％ で あ っ た 。 ２ Ｓ Ｈ は 主 と し て グ ル ク ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト （ - [GlcA-GlcNAc]-） と ２ － Ｏ
硫 酸 化 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト （ - [IdoA（ 2S） -GlcNAc]-） に よ り 構 成 さ れ て お り 、 ま た 、 ２
－ Ｏ 硫 酸 化 イ ズ ロ ン 酸 ユ ニ ッ ト の 存 在 比 が 60％ 以 上 と 高 い の で 、 こ の 結 果 は 上 記 の １ ） 及
び ２ ） の 結 果 と 矛 盾 し な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 方 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 は 、 Ｎ Ｈ ２ － ２ Ｓ Ｈ に 反 応 し な か
っ た 。 Ｎ Ｈ ２ － ２ Ｓ Ｈ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 大 部 分 は 未 修 飾 と な っ て い る 。 し た が
っ て 、 こ れ ら の 抗 体 の エ ピ ト ー プ に は 、 Ｎ － ア セ チ ル 化 し た グ ル コ サ ミ ン 残 基 が 含 ま れ て
い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 一 部 は ア セ チ ル 化 さ れ て い る に も
か か わ ら ず 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 は Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ に 実 質 的
に 反 応 せ ず 、 さ ら に 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 大 部 分 は ア セ チ ル 化 さ
れ て い る に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 抗 体 は Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ に 実 質 的 に 反 応 し な か っ た こ と
か ら 、 こ れ ら 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 反 応 性 は 、 グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ － 硫 酸 化 及 び ／ 又 は Ｏ
－ 硫 酸 化 に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 は 、 Ｎ Ｈ ２ － Ｈ Ｅ Ｐ 及 び ６ Ｄ Ｓ Ｈ に 対 し て 実 質 的 に 反 応
し な か っ た が 、 そ れ ら を Ｎ － ア セ チ ル 化 し た Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ 及 び Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ に 対 し
て は Ａ Ｓ と 同 程 度 の 反 応 性 を 示 し た 。 Ｎ Ｈ ２ － Ｈ Ｅ Ｐ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 大 部 分
は 未 修 飾 と な っ て い る 。 ま た 、 ６ Ｄ Ｓ Ｈ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｎ 位 の 大 部 分 は 硫 酸 化 さ れ
て い る が 、 そ の 調 製 過 程 で 一 部 に Ｎ － 脱 硫 酸 化 が 起 き る た め 、 一 部 は 未 修 飾 と な っ て い る
。 し た が っ て 、 上 記 の 結 果 か ら 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の エ ピ ト ー プ に は 、 Ｎ 位
が 何 ら か の 形 で 修 飾 さ れ た グ ル コ サ ミ ン 残 基 、 特 に Ｎ － ア セ チ ル 化 さ れ た グ ル コ サ ミ ン 残
基 が 含 ま れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ 及 び Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ と の 反
応 性 か ら 、 そ れ ぞ れ 、 そ の グ ル コ サ ミ ン 残 基 の Ｏ － 硫 酸 化 や Ｎ － 硫 酸 化 が 抗 体 の 反 応 性 に
実 質 的 に 影 響 し な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 抗 体 の 各 種 糖 鎖 に 対 す る 反 応 性 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
な お 表 １ 中 の 「 Ａ Ｃ Ｓ 」 は Ａ Ｓ を 、 「 Heparin」 は Ｈ Ｅ Ｐ を 、 「 NH2-Heparin」 は Ｎ Ｈ ２ －
Ｈ Ｅ Ｐ を 、 「 NAc-Heparin」 は Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ を 、 「 Acetylated 6DSH」 は Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ
Ｈ を 、 「 Acetylated NSH」 は Ｎ Ａ ｃ － Ｎ Ｓ Ｈ を 、 「 NH2-CDSH」 は Ｎ Ｈ ２ － Ｃ Ｄ Ｓ Ｈ を 、 「
Acetylated NAH」 は Ｎ Ａ Ｈ を そ れ ぞ れ 意 味 す る 。
ま た 表 １ 中 の 「 NH2」 、 「 N-Acetyl」 、 「 NS」 、 「 6S」 、 「 2S」 は 、 そ れ ぞ れ 糖 鎖 骨 格 中
の ア ミ ノ 基 、 Ｎ － ア セ チ ル 基 、 Ｎ － 硫 酸 基 、 ６ － Ｏ 硫 酸 基 、 ２ － Ｏ 硫 酸 基 を 示 す 。 ま た 、

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-298420 A 2007.11.15



表 １ 中 の ◎ の 記 号 、 ○ の 記 号 、 △ の 記 号 及 び × の 記 号 は 、 糖 鎖 中 に お け る 当 該 基 の 存 在 量
の イ メ ー ジ を 示 す も の で あ る 。
◎ の 記 号 は 当 該 基 が 糖 鎖 中 に 多 く 存 在 す る と い う イ メ ー ジ 、 ○ の 記 号 は 当 該 基 が 糖 鎖 中 に
比 較 的 多 く 存 在 す る と い う イ メ ー ジ 、 △ の 記 号 は 当 該 基 が 糖 鎖 中 に あ ま り 存 在 し な い と い
う イ メ ー ジ 又 は 不 明 で あ る こ と 、 × の 記 号 は 当 該 基 が 糖 鎖 中 に 実 質 的 に 存 在 し な い と い う
イ メ ー ジ を そ れ ぞ れ 示 す 。 た だ し ◎ 、 ○ 及 び △ は 、 あ く ま で イ メ ー ジ で あ っ て 、 当 該 基 の
絶 対 量 を 意 味 す る も の で は な く 、 そ れ ぞ れ の 記 号 相 互 間 に お い て 必 ず し も 同 レ ベ ル で あ る
こ と を 意 味 し な い 。
表 １ 中 の 各 抗 体 の 名 称 の 直 下 に 示 し た 数 字 （ 左 か ら 、 0.02、 0.05、 0.01、 0.005、 0.15、 0
.05） は 、 反 応 さ せ た 各 抗 体 の 濃 度 （ μ g/ml） を 示 す 。 こ れ ら の 抗 体 を 、 左 に 列 記 し た 各
種 Ｇ Ａ Ｇ の ビ オ チ ン 標 識 物 （ １ μ g/ml） と 反 応 さ せ て そ の 反 応 性 を 評 価 し た 。
表 １ か ら 、 例 え ば Ａ Ｃ Ｓ ２ ２ 抗 体 は 、 Ｎ Ａ ｃ － Ｈ Ｅ Ｐ （ ６ － Ｏ 硫 酸 基 及 び ２ － Ｏ 硫 酸 基 を
保 持 し て い る 点 が １ つ の 特 徴 で あ る ） と Ｎ Ａ ｃ － ６ Ｄ Ｓ Ｈ （ Ｎ － 硫 酸 基 及 び ２ － Ｏ 硫 酸 基
を 保 持 し て い る 点 が １ つ の 特 徴 で あ る ） に 高 い 結 合 性 を 有 し て い る こ と が わ か る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
　 扁 平 上 皮 癌 由 来 細 胞 株 で あ る Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 （ Anticancer Res., 2005 Nov-Dec; 25(6B):
 4053-4059） 、 Ｈ Ｏ － １ － ｕ － １ 株 （ Oncol. Rep., 2004 Aug; 12(2): 339-345） 及 び Ｈ
Ｏ － １ Ｎ － １ 株 （ Cancer. Lett. 2000 Apr 14; 151(2): 199-208） 、 並 び に 大 腸 癌 由 来 細
胞 株 で あ る Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 （ Clin. Cancer Res., 2006 Mar 1; 12(5): 1606-1614） 及 び
Ｃ － １ 株 （ Cancer Res. 2001 Jun 1; 61(11): 4620-4627） を 生 体 組 織 由 来 の 試 料 と し て
用 い た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 大 腸 癌 由 来 細 胞 株 で あ る Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ２ ０ １ 株 （ Cancer Res. 
1994 Jan 1; 54(1): 272-275） を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 実 験 に よ っ て は 、 こ れ ら の 細 胞 を へ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ （ Flavobacterium heparinum由
来 ； 生 化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） で 処 理 し て 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） と し て 、 前 記 の 抗 体 、 及 び １ ０ Ｅ ４ 及 び Ｊ Ｍ ４ ０ ３ （ い ず れ も 抗
Ｈ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 、 ３ Ｇ １ ０ （ 抗 － Δ － Ｈ Ｓ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６
（ 抗 Ｎ Ａ Ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 「 抗 Ｈ Ｓ 抗 体 」 と し て 販 売 さ れ て い る 。 ） ； い ず れ も 生
化 学 工 業 株 式 会 社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 の 細 胞 の 懸 濁 液 に 、 終 濃 度 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 又 は ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に 一 次 抗 体
を 添 加 し て ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 終 濃 度 ２ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る
Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 次 い で 添 付 の 説 明 書 に 記 載 さ れ て い る 推 奨 希 釈 倍 率 （ 1/20か ら 1/400）
に 従 っ て 1/200に 希 釈 し た 二 次 抗 体 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ Chemi
con； カ タ ロ グ 番 号 AQ326F） ） を 添 加 し て ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、
終 濃 度 ２ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 。
な お 、 一 次 抗 体 を 用 い ず に 二 次 抗 体 の み で イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の を コ ン ト ロ ー ル と し た
。 結 果 を 図 ７ ～ 図 ２ ０ に 示 す 。 な お 各 図 と も 、 左 側 の 一 番 上 の グ ラ フ は 、 解 析 に 付 し た 細
胞 の ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す も の で あ る 。 ま た 各 図 と も 、 左 側 の 一 番 上 以 外 の グ ラ フ の 横
軸 は 蛍 光 強 度 を 、 縦 軸 は 細 胞 数 を 示 す 。 ま た 各 図 と も 、 左 側 の 一 番 上 以 外 の グ ラ フ 中 の 左
側 の 位 置 に 存 在 す る 山 型 の 実 線 は コ ン ト ロ ー ル を 示 す 。 こ の コ ン ト ロ ー ル よ り も 実 線 の ピ
ー ク が 右 側 に シ フ ト し て い る 場 合 に は 、 一 次 抗 体 が 細 胞 に 結 合 し て い る （ 一 次 抗 体 に よ っ
て 細 胞 が 染 色 さ れ て い る ） こ と に な る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ７ ～ 図 ２ ０ よ り 、 い ず れ の 癌 由 来 細 胞 株 も Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ で 染 色 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 そ の う ち Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 、 Ｈ Ｏ － １ Ｎ － １ 株 に つ い て は Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ に 加 え て 、 １ ０ Ｅ ４ 、
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Ｊ Ｍ ４ ０ ３ に よ っ て も 染 色 さ れ た 。 こ の 染 色 性 は 細 胞 を ヘ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ で 処 理 し て も ほ
と ん ど 変 化 し な か っ た 。 ま た Ｃ － １ 株 に つ い て も 、 Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 や Ｈ Ｏ － １ Ｎ － １ 株 よ り
は 若 干 弱 い な が ら も １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ に よ っ て 染 色 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 に つ い て は 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ に 加 え て 、 １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ に よ っ て
染 色 さ れ た 。 さ ら に 驚 く べ き こ と に 、 Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 は Ａ Ｓ ２ ２ 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ に よ っ て も
染 色 さ れ た 。 こ の 染 色 性 は 細 胞 を ヘ パ リ チ ナ ー ゼ 処 理 し て も ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 「 Ａ Ｃ Ｈ に 結 合 す る 抗 体 」 及 び ／ 又 は 「 Ａ Ｓ に 結 合 す る 抗 体 」 を 生 体
組 織 由 来 の 試 料 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 癌 の 検 出 が で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 以 下 の 構 成 成 分 か ら な る 本 発 明 キ ッ ト を 作 製 し た 。
精 製 し た Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本 （ 一 次 抗 体 ）
精 製 し た Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本 （ 一 次 抗 体 ）
３ ． Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 し た 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 　 １ 本 （ 二 次 抗 体 ）
４ ． Ａ Ｓ （ 標 準 品 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本
５ ． Ａ Ｃ Ｈ （ 標 準 品 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本
６ ． 洗 浄 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 の 製 造 方 法 の 流 れ を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 各 種 Ｇ Ａ Ｇ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。 横 軸 の Ｂ ｉ － Ｇ Ａ
Ｇ （ μ g/ml） は 、 Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 固 相 化 プ レ ー ト の 作 製 に お い て 用 い た Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ 溶 液 に
お け る Ｂ ｉ － Ｇ Ａ Ｇ の 終 濃 度 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 の 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 等 に 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の
、 Ａ Ｓ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。 横 軸 の Ｂ ｉ － Ａ Ｓ （ μ g/ml） は 、 Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 固 相
化 プ レ ー ト の 作 製 に お い て 用 い た Ｂ ｉ － Ａ Ｓ 溶 液 に お け る Ｂ ｉ － Ａ Ｓ の 終 濃 度 を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の
、 各 種 Ｇ Ａ Ｇ に 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｓ ３ ８ 抗 体 及 び Ａ Ｓ ４ ８ 抗 体 の
、 各 種 Ｈ Ｅ Ｐ 誘 導 体 等 に 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ２ ０ １ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら
２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ
Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ
か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い
た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ５ μ g/mlと し た 。
【 図 ８ 】 Ｃ Ｏ Ｌ Ｏ ２ ０ １ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら
２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ
Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ
か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い
た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 ９ 】 Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番
目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ
５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら
下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結
果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ０ 】 Ｈ Ｏ － １ － ｕ － １ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上
か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体
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、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ
ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て
用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ １ 】 Ｈ Ｏ － １ Ｎ － １ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か
ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、
Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ
フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用
い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ２ 】 Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 （ 図 ９ と 別 途 独 立 に 試 験
し た 結 果 ） で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、
Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ
フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗
体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ３ 】 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ で 処 理 し た Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示
す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ
５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら
下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し
て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ４ 】 Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら
２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗
体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４
、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お
、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ５ 】 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ で 処 理 し た Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を
示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｃ
Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か
ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と
し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ６ 】 Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 （ 図 ９ 及 び 図 １ ２ と 別 途
独 立 に 試 験 し た 結 果 ） で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ
１ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い
た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３
、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の
終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ７ 】 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ で 処 理 し た Ｈ Ｓ Ｃ － ４ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示
す 図 （ 図 １ ３ と 別 途 独 立 に 試 験 し た 結 果 ） で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に
向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ
一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １
０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す
。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ８ 】 Ｃ － １ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目
の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５
５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下
に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て
用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 １ ９ 】 Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を 示 す 図 （ 図 １ ４ と 別 途 独 立 に
試 験 し た 結 果 ） で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗
体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果
を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に １ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ
Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度
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は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。
【 図 ２ ０ 】 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ Ｉ で 処 理 し た Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ 株 に お け る 、 各 抗 体 の 結 合 の 程 度 を
示 す 図 （ 図 １ ５ と 別 途 独 立 に 試 験 し た 結 果 ） で あ る 。 左 側 の 上 か ら ２ 番 目 の グ ラ フ か ら 下
に 向 か っ て 順 に 、 Ａ Ｓ １ ７ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ２ 抗 体 、 Ａ Ｓ ２ ５ 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｈ ５ ５ 抗 体 を そ れ ぞ
れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 右 側 の 一 番 上 の グ ラ フ か ら 下 に 向 か っ て 順 に
１ ０ Ｅ ４ 、 Ｊ Ｍ ４ ０ ３ 、 Ｎ Ａ Ｈ ４ ６ 、 ３ Ｇ １ ０ を そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 と し て 用 い た 結 果 を 示
す 。 な お 、 一 次 抗 体 の 終 濃 度 は い ず れ も ２ ０ μ g/mlと し た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

(28) JP 2007-298420 A 2007.11.15



【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供癌症检测方法和用于其的检测试剂盒。解决方案：
癌症检测方法至少包括使“与2-O-脱硫的akaran硫酸盐偶联的抗体”和/或
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sulphate偶联，并且优选基本上不与N-乙酰基heparozane偶联，并且优
选基本上不与衍生自猪肠的肝素偶联。 “与硫酸氨基磺酸偶联的抗体”优
选基本上不与衍生自牛肾的硫酸乙酰肝素偶联，优选基本上不与源自猪
肠的肝素偶联，并且优选基本上不与源自Engelbreth-Holm-Swarm肉瘤
的硫酸丙烯酯偶联。一只老鼠Ž
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