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(57)【要約】
【課題】  育毛活性を評価する際に有用な、上皮性の新
生毛包に存在する抗原を特異的に認識する抗体を提供す
ること。
【解決手段】  上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋ
Ｄａの抗原を特異的に認識する抗体またはその断片。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋ
Ｄａの抗原を特異的に認識するモノクローナル抗体また
はその断片。
【請求項２】  上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋ
Ｄａの抗原が、成体の成長期または胎児の発達期に特異
的に発現する抗原である、請求項１に記載のモノクロー
ナル抗体またはその断片。
【請求項３】  受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８１２１（Ｆ
ＥＲＭ  Ｐ－１８５７８より移管）を有するハイブリド
ーマが産生するモノクローナル抗体またはその断片。
【請求項４】  請求項１から３の何れかに記載のモノク
ローナル抗体またはその断片が認識する抗原。
【請求項５】  上皮性の新生毛包に存在し、分子量が約
２２０ｋＤａ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定した場合）であ
る、請求項４に記載の抗原。
【請求項６】  請求項１から３の何れかに記載のモノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項７】  成長期の皮膚から採取した毛から抽出し
たタンパク質および／または成長期のヒゲの毛包または
毛包抽出液を含む免疫原で免疫された哺乳動物の免疫細
胞と哺乳動物のミエローマ細胞とを融合して得られる、
請求項６に記載のハイブリドーマ。
【請求項８】  受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８１２１（Ｆ
ＥＲＭ  Ｐ－１８５７８より移管）を有するハイブリド
ーマ。
【請求項９】   請求項６から８の何れかに記載のハイ
ブリドーマを培養する工程、及び該ハイブリドーマが産
生するモノクローナル抗体を採取する工程を含む、請求
項１から３の何れかに記載のモノクローナル抗体の製造
方法。
【請求項１０】  請求項１から３の何れかに記載のモノ
クローナル抗体またはその断片を用いる育毛活性評価方
法。
【請求項１１】  生体由来の皮膚組織片を被験物質の存
在下で培養する工程；該皮膚組織片を回収し、請求項１
から３の何れかに記載のモノクローナル抗体またはその
断片と反応させる工程；及び皮膚組織片と反応した該モ
ノクローナル抗体またはその断片を検出または測定する
工程；を含む、請求項１０に記載の育毛活性評価方法。
【請求項１２】  請求項１から３の何れかに記載のモノ
クローナル抗体またはその断片を含む、育毛活性評価キ
ット。
【請求項１３】  請求項５に記載の抗原を認識するポリ
クローナル抗体。
【請求項１４】  請求項１３に記載のポリクローナル抗
体またはその断片を用いる育毛活性評価方法。
【請求項１５】  生体由来の皮膚組織を被験物質の存在
下で培養する工程；該皮膚組織片を回収し、請求項１３
に記載のポリクローナル抗体またはその断片と反応させ
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る工程；及び皮膚組織片と反応した該ポリクローナル抗
体またはその断片を検出または測定する工程；を含む、
請求項１４に記載の育毛活性評価方法。
【請求項１６】  請求項１３に記載のポリクローナル抗
体またはその断片を含む、育毛活性評価キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、上皮性の新生毛包
に特異的なモノクローナル抗体、該モノクローナル抗体
が認識する抗原、該モノクローナル抗体を産生するハイ
ブリドーマ、該モノクローナル抗体を用いる育毛活性評
価方法、該モノクローナル抗体を含む育毛活性評価キッ
ト、上記抗原を認識するポリクローナル抗体、該ポリク
ローナル抗体を用いる育毛活性評価方法、並びに該ポリ
クローナル抗体を含む育毛活性評価キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】上皮組織の正常な形態形成は上皮組織の
周りに存在する間充織細胞由来の因子による制御を受け
ていることが示唆されており、また、上皮組織の形態形
成異常に起因する疾患の多くが間充織細胞の異常を原因
としていることから、間充織細胞が上皮組織の形態形成
を制御するメカニズムの解明に興味がもたれている。し
かしながら、上皮組織の形態形成の制御に関与する物質
群は複雑な系の中で時間的及び空間的な制御を受けて発
現されており、それらの物質を単離して機能を解析する
ことは極めて困難であること、また、上皮組織の形態形
成を単純化したモデル実験系の構築も難しいことなどの
理由から、この分野の研究には今日まで大きな進展が見
られていない。上皮組織の形態形成に起因する疾患の発
症機序の解明やそれらの疾患の治療方法の確立などのた
めに、上皮組織における形態形成の制御メカニズムの解
析が切望されていた。
【０００３】このような状況下にあって、上皮組織の形
態形成の制御に関与するエピモルフィン (epimorphin) 
が分離・精製された（特開平6-25295 号公報）。この物
質は277 ないし 289個のアミノ酸からなる蛋白質をコア
・蛋白質とする生理活性物質であり、主として間充織細
胞により生合成されていることが明らかにされた。ま
た、エピモルフィンは、上皮細胞に作用して上皮組織の
形態形成を促進する作用を有していること、並びにエピ
モルフィンが機能しない場合には正常な組織形成が行わ
れないことも明らかにされた。
【０００４】エピモルフィンの構造については、エピモ
ルフィン分子が構造上大きく４個のフラグメントに分け
られることが見いだされている（欧州特許公開第069866
6 号）。すなわち、エピモルフィンの全長を構成するポ
リペプチドは、Ｎ末端側より、コイルドコイル領域
(1)、機能ドメイン(2)、コイルドコイル領域(3)、及び
Ｃ末端の疎水性領域に分けることができる。これらのフ
ラグメントのうち、機能ドメイン（ヒト・エピモルフィ
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ンではＮ末端より104 番目から187 番目のアミノ酸によ
り特定される領域）については、この領域が細胞接着に
関与しており、エピモルフィンの生理活性の発現に密接
にかかわっていることが示唆されている（上掲欧州特許
公開）。
【０００５】エピモルフィンが正常な形態形成を促進す
る作用を有することから、この物質は、形態形成の異常
に起因する疾患などの予防や治療のための医薬や、又は
育毛剤などの医薬の有効成分として有用であることが期
待される。
【０００６】しかしながら、哺乳類動物から得られた天
然型エピモルフィンは生理食塩水などの水性媒体に難溶
であり、医薬として実用に供することが困難であった。
このため、天然型エピモルフィンの形態形成促進作用を
実質的に保持しつつ、溶解性に優れたエピモルフィン誘
導体を創製する試みがなされている。このような新規な
エピモルフィン誘導体を創製する試みにおいては、育毛
活性を評価することが欠かせない。
【０００７】育毛活性を評価するための具体的な方法と
しては、以下の方法がある。C3HやC57BL/6マウスは生後
45日から95日前後まで約50日間休止期が続くことが知ら
れている。また、休止期ではピンク、成長期ではグレー
又はクロと皮膚の色が変化するため、毛周期の判定が容
易である。このマウスを使用し、被験物質の投与によ
り、成長期への移行が促進されるか否か評価することに
より、育毛活性を評価することが可能である。しかし、
インビトロにおいてより簡便かつ迅速に育毛活性を評価
する方法の開発が望まれていた。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】本発明の課題は、育毛
活性を評価する際に有用な、上皮性の新生毛包に存在す
る抗原を特異的に認識するモノクローナル抗体を提供す
ることである。本発明の別の課題は、上記のモノクロー
ナル抗体が認識する抗原、上記のモノクローナル抗体を
産生するハイブリドーマ、上記のモノクローナル抗体を
用いる育毛活性評価方法、上記のモノクローナル抗体を
含む育毛活性評価キット、上記抗原を認識するポリクロ
ーナル抗体、該ポリクローナル抗体を用いる育毛活性評
価方法、並びに該ポリクローナル抗体を含む育毛活性評
価キットを提供することである。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明者らは上記の課題
を解決すべく鋭意検討し、Ｂ５７ＢＬマウスの成長期の
皮膚から採取した毛から抽出したタンパク質と、Ｂ５７
ＢＬマウスのヒゲの成長期の毛包との混合物を免疫原と
して用いてラットを免疫し、該免疫ラットの抗体産生細
胞を回収し、スクリーニングすることにより、上皮性の
新生毛包に存在する抗原を特異的に認識するモノクロー
ナル抗体を作製することに成功し、本発明を完成するに
至った。
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【００１０】すなわち本発明によれば、上皮性の新生毛
包に存在する約２２０ｋＤａの抗原を特異的に認識する
モノクローナル抗体またはその断片が提供される。好ま
しくは、上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋＤａの
抗原が、成体の成長期または胎児の発達期に特異的に発
現する抗原である。本発明の特に好ましい態様によれ
ば、受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８１２１（ＦＥＲＭ  Ｐ
－１８５７８より移管）を有するハイブリドーマが産生
するモノクローナル抗体またはその断片が提供される。
【００１１】本発明の別の側面によれば、上記した本発
明のモノクローナル抗体またはその断片が認識する抗原
が提供される。好ましくは、本発明の抗原は、上皮性の
新生毛包に存在し、分子量が約２２０ｋＤａ（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥで測定した場合）である。本発明のさらに別の
側面によれば、上記した本発明のモノクローナル抗体を
産生するハイブリドーマが提供される。好ましくは、本
発明のハイブリドーマは、成長期の皮膚から採取した毛
から抽出したタンパク質および／または成長期のヒゲの
毛包または毛包抽出液を含む免疫原で免疫された哺乳動
物の免疫細胞と哺乳動物のミエローマ細胞とを融合して
得られるものであり、特に好ましくは、受託番号ＦＥＲ
Ｍ  ＢＰ－８１２１（ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５７８より移
管）を有するハイブリドーマである。
【００１２】本発明のさらに別の側面によれば、上記し
た本発明のハイブリドーマを培養する工程、及び該ハイ
ブリドーマが産生するモノクローナル抗体を採取する工
程を含む、上記した本発明のモノクローナル抗体の製造
方法が提供される。
【００１３】本発明のさらに別の側面によれば、上記し
た本発明のモノクローナル抗体またはその断片を用いる
育毛活性評価方法が提供される。本発明の育毛活性評価
方法は、好ましくは、生体由来の皮膚組織片を被験物質
の存在下で培養する工程；該皮膚組織片を回収し、上記
した本発明のモノクローナル抗体またはその断片と反応
させる工程；及び皮膚組織片と反応した該モノクローナ
ル抗体またはその断片を検出または測定する工程；を含
む。
【００１４】本発明のさらに別の側面によれば、上記し
た本発明のモノクローナル抗体またはその断片を含む、
育毛活性評価キットが提供される。
【００１５】本発明のさらに別の側面によれば、上皮性
の新生毛包に存在する約２２０ｋＤａ（ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅで測定した場合）の抗原を認識するポリクローナル抗
体が提供される。
【００１６】本発明のさらに別の側面によれば、上記し
た本発明のポリクローナル抗体またはその断片を用いる
育毛活性評価方法が提供される。本発明の育毛活性評価
方法は、好ましくは、生体由来の皮膚組織を被験物質の
存在下で培養する工程；該皮膚組織片を回収し、上記し
た本発明のポリクローナル抗体またはその断片と反応さ



(4) 特開２００３－２１０１６９

10

20

30

40

50

5
せる工程；及び皮膚組織片と反応した該ポリクローナル
抗体またはその断片を検出または測定する工程；を含
む。
【００１７】本発明のさらに別の側面によれば、上記し
た本発明のポリクローナル抗体またはその断片を含む、
育毛活性評価キットが提供される。
【００１８】
【発明の実施の形態】以下、本発明の実施の形態につい
て詳細に説明する。
（１）本発明のモノクローナル抗体およびそれが認識す
る抗原
本発明のモノクローナル抗体は、上皮性の新生毛包に存
在する約２２０ｋＤａの抗原を特異的に認識することを
特徴とする。より具体的には、本発明のモノクローナル
抗体が認識することができる上皮性の新生毛包に存在す
る約２２０ｋＤａの抗原は、成体の成長期または胎児の
発達期に特異的に発現する抗原である。
【００１９】このようなモノクローナル抗体の一例とし
ては、本明細書の実施例に記載したモノクローナル抗体
ｍＡｂ２７が挙げられる。モノクローナル抗体ｍＡｂ２
７を産生するハイブリドーマは、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ
－１８５７８として平成１３年１１月２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（日
本国茨城県つくば市東一丁目１番地１  中央第６）に寄
託されている。受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５７８とし
て寄託されたモノクローナル抗体ｍＡｂ２７を産生する
ハイブリドーマは、平成１４年(２００２年)７月２２日
付けにて受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８１２１として国際
寄託に移管された。
【００２０】本明細書で抗体と言う場合、全長の抗体だ
けではなく抗体の断片も包含する。本発明によれば、上
皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋＤａの抗原を特異
的に認識するモノクローナル抗体の断片が提供される。
抗体の断片とは、機能性の断片であることが好ましく、
例えば、Ｆ（ａｂ’）

2
、Ｆａｂ’などが挙げられる。

Ｆ（ａｂ’）
2
、Ｆａｂ’とは、イムノグロブリンを、

蛋白分解酵素（例えば、ペプシン又はパパイン等）で処
理することにより製造されるもので、ヒンジ領域中の２
本のＨ鎖間に存在するジスルフィド結合の前後で消化さ
れて生成される抗体断片である。さらに、本明細書で抗
体の断片と言う場合には、該抗体をコードする遺伝子由
来の抗原結合部位を含む蛋白質も包含するものとする。
【００２１】例えば、ＩｇＧ１をパパインで処理する
と、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジスルフィ
ド結合の上流で切断されてＶL（Ｌ鎖可変領域）とＣL
（Ｌ鎖定常領域）からなるＬ鎖、及びＶH（Ｈ鎖可変領
域）とＣHγ1（Ｈ鎖定常領域中のγ1領域）とからなる
Ｈ鎖フラグメントがＣ末端領域でジスルフィド結合によ
り結合した相同な２つの抗体フラグメントを製造するこ
とができる。これら２つの相同な抗体フラグメントを各
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々Ｆａｂ’という。またＩｇＧをペプシンで処理する
と、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジスルフィ
ド結合の下流で切断されて前記２つのＦａｂ’がヒンジ
領域でつながったものよりやや大きい抗体フラグメント
を製造することができる。この抗体フラグメントをＦ
（ａｂ’）

2
という。

【００２２】また、本発明のモノクローナル抗体は、固
相担体などの不溶性担体上に固定された固定化抗体とし
て使用したり、標識物質で標識した標識抗体として使用
することができる。このような固定化抗体や標識抗体は
全て本発明の範囲内である。
【００２３】固定化抗体とは、不溶性担体に物理的吸着
あるいは化学的結合等によって坦持された状態にある抗
体を言う。これらの固定化抗体は、試料（例えば、体
毛、毛包、又はそれらの抽出物など）中に含まれる抗原
（即ち、上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋＤａの
抗原）を検出、定量、分離または精製するために用いる
ことができる。抗体を固定化するのに使用できる不溶性
担体としては、例えば、（１）ポリスチレン樹脂、ポリ
カーボネート樹脂、シリコン樹脂あるいはナイロン樹脂
等からなるプラスチックや、ガラス等に代表されるよう
な水に不溶性の物質からなるプレート、試験管若しくは
チューブ等の内容積を有するもの、ビーズ、ボール、フ
ィルター、あるいはメンブレン等、並びに（２）セルロ
ース系担体、アガロース系担体、ポリアクリルアミド系
担体、デキストラン系担体、ポリスチレン系担体、ポリ
ビニルアルコール系担体、ポリアミノ酸系担体あるいは
多孔性シリカ系担体等のようなアフィニティークロマト
グラフィーに用いられる不溶性担体を挙げることができ
る。
【００２４】標識抗体とは、標識物質で標識された抗体
を意味し、これらの標識抗体は、試料（例えば、体毛、
毛包、又はそれらの抽出物など）中に含まれる抗原（即
ち、上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋＤａの抗
原）を検出または定量するために用いることができる。
本発明で用いることができる標識物質は、抗体に物理的
結合又は化学的結合等により結合させることによりそれ
らの存在を検出可能にするものであれば特に限定されな
い。標識物質の具体例としては、酵素、蛍光物質、化学
発光物質、ビオチン、アビジンあるいは放射性同位体等
が挙げられ、より具体的には、ペルオキシダーゼ、アル
カリフォスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グ
ルコースオキシダーゼ、グルコ－ス－６－ホスフェート
デヒドロゲナーゼ、アルコール脱水素酵素、リンゴ酸脱
水素酵素、ペニシリナーゼ、カタラーゼ、アポグルコー
スオキシダーゼ、ウレアーゼ、ルシフェラーゼ若しくは
アセチルコリンエステラーゼ等の酵素、フルオレスセイ
ンイソチオシアネート、フィコビリタンパク、希土類金
属キレート、ダンシルクロライド若しくはテトラメチル
ローダミンイソチオシアネート等の蛍光物質、3Ｈ、14
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7
Ｃ、125Ｉ若しくは131Ｉ等の放射性同位体、ビオチン、
アビジン、または化学発光物質が挙げられる。標識物質
と抗体との結合法は、グルタルアルデヒド法、マレイミ
ド法、ピリジルジスルフィド法又は過ヨウ素酸法等の公
知の方法を用いることができる。
【００２５】ここで、放射性同位体及び蛍光物質は単独
で検出可能なシグナルをもたらすことができるが、酵
素、化学発光物質、ビオチン及びアビジンは、単独では
検出可能なシグナルをもたらすことができないため、さ
らに１種以上の他の物質と反応することにより検出可能
なシグナルを生じる。例えば、酵素の場合には少なくと
も基質が必要であり、酵素活性を測定する方法（比色
法、蛍光法、生物発光法あるいは化学発光法等）に依存
して種々の基質が用いられる。また、ビオチンの場合に
は少なくともアビジンあるいは酵素修飾アビジンを反応
させるのが一般的である。必要に応じてさらに該基質に
依存する種々の発色物質が用いられる。
【００２６】（２）本発明のモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマ
本発明は、上記した上皮性の新生毛包に存在する約２２
０ｋＤａの抗原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にも関する。本発明のモノク
ローナル抗体は当該ハイブリドーマを用いて製造するこ
とができる。以下、本発明の上皮性の新生毛包に存在す
る約２２０ｋＤａの抗原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の作製方法を説明す
る。
【００２７】先ず、成長期の皮膚から採取した毛から抽
出したタンパク質および／または成長期のヒゲの毛包な
どの免疫原を用いて哺乳動物を免疫することによって、
動物体内で抗体産生細胞を調製する。哺乳動物の種類は
特に限定されないが、一般的にはマウス、ラット、ウ
シ、ウサギ、ヤギ、ヒツジ等が挙げられ、好ましくはマ
ウス、ラット、ウサギ等のげっ歯類であり、より好まし
くはマウスまたはラットである。マウスの例として、Ａ
／Ｊ系統、ＢＡＬＢ／Ｃ系統、ＤＢＡ／２系統、Ｃ５７
ＢＬ／６系統、Ｃ３Ｈ／Ｈｅ系統、ＳＪＬ系統、ＮＺＢ
系統、ＣＢＡ／ＪＮＣｒｊ系統のマウスが挙げられる。
ＢＡＬＢ／Ｃ系統のマウスは、ハイブリドーマ作製時に
同系統の骨髄腫由来細胞株が確立しているので好まし
い。
【００２８】本発明においては、成長期の皮膚から採取
した毛から抽出したタンパク質および／または成長期の
ヒゲの毛包を免疫原として用いることができるが、本発
明のモノクローナル抗体が認識する上皮性の新生毛包に
存在する約２２０ｋＤａの抗原を含む限り、任意の材料
を免疫原として使用することができる。
【００２９】免疫前に、免疫原は、免疫応答を増強させ
るためにアジュバントと混合してもよい。アジュバント
の例としては、油中水型乳剤（例えば、不完全フロイン
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トアジュバント）、水中油中水型乳剤、水中油型乳剤、
リポソーム、水酸化アルミニウムゲル、シリカアジュバ
ント、粉末ベントナイト、およびタピオカアジュバント
の他に、ＢＣＧ、Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
 ａｃｎｅｓなどの菌体、細胞壁およびトレハロースダ
イコレート（ＴＤＭ）などの菌体成分；グラム陰性菌の
内毒素であるリポ多糖体（ＬＰＳ）およびリピドＡ画
分；β－グルカン（多糖体）；ムラミルジペプチド（Ｍ
ＤＰ）；ベスタチン；レバミゾールなどの合成化合物；
胸腺ホルモン、胸腺ホルモン液性因子およびタフトシン
などの生体成分由来のタンパク質またはペプチド性物
質；ならびにそれらの混合物（例えば、完全フロイント
アジュバント）などが挙げられる。これらのアジュバン
トは、投与経路、投与量、投与時期などに依存して免疫
応答の増強または抑制に効果を示す。さらにアジュバン
トの種類によって、抗原に対する血中抗体産生、細胞性
免疫の誘導、免疫グロブリンのクラスなどに差が認めら
れる。それゆえ、目的とする免疫応答に応じて、アジュ
バントを適切に選択することが好ましい。アジュバンド
による処理方法は当該分野で公知である。
【００３０】哺乳動物の免疫は、当該分野で公知の方法
に従って行われる。例えば、抗原は、哺乳動物の皮下、
皮内、静脈、または腹腔内に注射する。免疫応答は、免
疫される哺乳動物の種類および系統によって異なるの
で、免疫スケジュールは、使用される動物に合わせて適
宜設定する。抗原投与は、最初の免疫後に、何回か繰り
返し行う。追加免疫は、例えば、最初の免疫から４週間
後、６週間後、および半年後に行うことができる。
【００３１】免疫後、哺乳動物から採血し、得られた血
液を毛包結合活性の存在についてアッセイすることによ
り、哺乳動物の体内で毛包に対する抗体が産生されてい
ることを確認する。アッセイ法としては、酵素免疫測定
法（ＥＬＩＳＡ法）、放射免疫アッセイ法（ＲＩＡ）、
蛍光抗体法等の公知の方法が挙げられる。
【００３２】毛包結合性抗体の産生を確認後、特異抗体
産生能のある免疫細胞を細胞融合に適した状態にするた
めに、ブースト（免疫原の追加注射）を行うことができ
る。ブーストで投与する免疫原の量は特には限定されな
いが、最初に免疫した量の約４～５倍程度が好ましい。
ブーストは、一般的には、免疫原と不完全フロイントア
ジュバントとのエマルジョンを用いて行うことができ
る。投与経路は、皮下、皮内、静脈、または腹腔内等か
ら適宜選択される。
【００３３】最終免疫後、免疫した哺乳動物から脾臓細
胞を摘出し、骨髄腫由来の細胞株と細胞融合する。細胞
融合には、増殖能力の高い細胞株を用いることが好まし
く、また骨髄腫由来の細胞株は、融合する脾臓細胞の由
来する哺乳動物と適合性があることが好ましい。マウス
の骨髄腫由来の細胞株としては、Ｐ３Ｕ１、Ｐ３Ｘ６３
－Ａｇ８．６５３、Ｓｐ２／Ｏ－Ａｇ１４、ＦＯ・１、
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Ｓ１９４／５．ＸＸ０ＢＵ．l、Ｐ３／ＮＳ１／１－Ａ
ｇ４－１などが挙げられる。細胞融合は、当該分野で公
知の方法に従って行われる。細胞融合法の例として、例
えば、ポリエチレングリコール法、センダイウイルスを
用いた方法、電流を利用する方法などが挙げられる。得
られた融合細胞は、当該分野で公知の条件に従って増殖
させることができる。産生される抗体の結合能に基づい
て、所望の融合細胞を選択する。
【００３４】融合細胞から産生される抗体の結合能は、
当該分野で公知の方法に基づいてアッセイすることがで
きる。本発明においては、毛包に特異的かつ高い結合能
を有する抗体を産生する融合細胞を得るために、毛包に
対する結合能に基づく選別を利用して、目的の細胞株を
クローニングする。抗体の結合能は、抗体産生の確認に
関して上述したのと同様に、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法、
蛍光抗体法などの方法を用いてアッセイすることができ
る。簡便で感度が高いことから、ＥＬＩＳＡ法が好まし
い。
【００３５】融合細胞のクローニングは、当該分野で公
知の方法を用いて行うことができる。クローニング法と
しては、限界希釈法、軟寒天法などが挙げられ、操作が
容易で再現性が高いことから、限界希釈法が好ましい。
細胞融合により得られた多くの融合細胞の中から、効率
よく有用な細胞を選択するために、細胞選別は、クロー
ニングの初期の段階から行うことが好ましい。このよう
にして、望ましい結合能を有する抗体を産生する融合細
胞株を最終的に選別することができる。
【００３６】上記のようにして選別されたモノクローナ
ル抗体産生細胞株を大量培養することにより、毛包に対
して特異的なモノクローナル抗体を大量に産生すること
ができる。モノクローナル抗体産生細胞株の大量培養方
法として、インビボおよびインビトロでの培養が挙げら
れる。インビボでの大量培養の例としては、哺乳動物の
腹腔内に融合細胞を注射して増殖させ、腹水中に抗体を
産生させる方法が挙げられる。インビトロでの培養で
は、融合細胞を培地中で培養し、抗体を培地中に産生さ
せる。
【００３７】大量培養により得られた腹水または培養上
清から、当該分野で公知の方法を用いて、本発明のモノ
クローナル抗体を精製することができる。精製のために
は、例えば、ＤＥＡＥ陰イオン交換クロマトグラフィ
ー、アフィニティークロマトグラフィー、硫安分画法、
ＰＥＧ分画法、エタノール分画法などが適宜組み合わせ
て用いられる。本発明の抗体は、好ましくは、約９０％
の純度、好ましくは約９５％の純度、より好ましくは約
９８％の純度となるように精製することができる。
【００３８】（３）本発明のポリクローナル抗体
本発明により上皮性の新生毛包に存在する約２２０ｋＤ
ａ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定した場合）の抗原が同定さ
れたことにより、該タンパク質を認識するポリクローナ
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ル抗体を作製することができる。ポリクローナル抗体の
作製は定法により行なうことができる。
【００３９】例えば、上皮性の新生毛包に存在する約２
２０ｋＤａのタンパク質を認識するポリクローナル抗体
は、当該タンパク質を抗原として哺乳動物を免疫感作
し、該哺乳動物から血液を採取し、採取した血液から抗
体を分離・精製することにより得ることができる。例え
ば、マウス、ハムスター、モルモット、ニワトリ、ラッ
ト、ウサギ、イヌ、ヤギ、ヒツジ、ウシ等の哺乳動物を
免疫することができる。免疫感作の方法は当業者に公知
であり、例えば抗原を１回以上投与することにより行う
ことができる。抗原投与は、例えば７～３０日間隔で２
～３回投与すればよい。投与量は１回につき、例えば抗
原約０．０５～２ｍｇ程度とすることができる。投与経
路も特に限定されず、皮下投与、皮内投与、腹膜腔内投
与、静脈内投与、筋肉内投与等を適宜選択することがで
きるが、静脈内、腹膜腔内もしくは皮下に注射すること
により投与することが好ましい。また、抗原は適当な緩
衝液、例えば完全フロイントアジュバント又は水酸化ア
ルミニウム等の通常用いられるアジュバントを含有する
適当な緩衝液に溶解して用いることができるが、投与経
路や条件等に応じてアジュバントを使用しない場合もあ
る。
【００４０】免疫感作した哺乳動物を一定期間飼育した
後、該哺乳動物の血清をサンプリングし、抗体価を測定
する。抗体価が上昇してきたら、例えば１０μｇ～１０
００μｇの抗原を用いて追加免疫を行なう。最後の投与
から１～２ケ月後に免疫感作した哺乳動物から血液を採
取して、該血液を、例えば遠心分離、硫酸アンモニウム
又はポリエチレングリコールを用いた沈澱、ゲルろ過ク
ロマトグラフィー、イオン交換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等のクロマトグラフィ
ー等の常法によって分離・精製することにより、ポリク
ローナル抗血清として、本発明のタンパク質を認識する
ポリクローナル抗体を得ることができる。なお血清は、
たとえば、５６℃で３０分間処理することによって補体
系を不活性化してもよい。
【００４１】（４）本発明のモノクローナル抗体又はポ
リクローナル抗体を用いた育毛活性評価方法
本発明はさらに、本発明のモノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体またはその断片を用いて免疫アッセイを行
うことを特徴とする、育毛活性評価方法にも関する。こ
の方法は、好ましくは、少なくとも下記（ａ）～（ｃ）
の工程を含む。
（ａ）生体由来の皮膚組織を被験物質の存在下で培養す
る工程；
（ｂ）該皮膚組織片を回収し、本発明の抗体またはその
断片と反応させる工程；及び
（ｃ）皮膚組織片と反応した該抗体またはその断片を検
出または測定する工程；
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11
【００４２】本発明の育毛活性評価方法は、抗体を用い
るアッセイ、即ち免疫アッセイであれば、いずれの方法
でもよく、例えば、又はウエスタンブロット法、酵素免
疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫測定法、放射免疫測
定法（ＲＩＡ）、発光免疫測定法、酵素抗体法、蛍光抗
体法、免疫比濁法、ラテックス凝集反応、ラテックス比
濁法、赤血球凝集反応、または粒子凝集反応等が挙げら
れる。
【００４３】本発明の評価方法に供される被験物質の種
類は特に限定されず、オリゴペプチドでも低分子有機化
合物でもよい。例えば、育毛活性を有することが判明し
ているエピモルフィンの部分アミノ酸配列を有するオリ
ゴペプチドなどを使用することができる。
【００４４】本発明の育毛活性評価方法を酵素免疫測定
法、蛍光免疫測定法、放射免疫測定法又は発光免疫測定
法等の標識抗体を用いた免疫測定法により実施する場合
には、サンドイッチ法又は競合法により行うこともで
き、サンドイッチ法の場合には固相化抗体及び標識抗体
のうち少なくとも１種が本発明の抗体であればよい。
【００４５】固相担体としては、固定化抗体に関連して
不溶性担体の具体例として本明細書中上記したものを使
用できる。また、標識物質も標識抗体に関連して本明細
書中上記したものを使用できる。
【００４６】測定の操作法は公知の方法（日本臨床病理
学会編「臨床病理臨時増刊特集第５３号 臨床検査のた
めのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨床病理刊行
会，１９８３年，石川榮治ら編「酵素免疫測定法」，第
３版，医学書院，１９８７年,北川常廣ら編「蛋白質核
酸酵素別冊Ｎｏ．３１ 酵素免疫測定法」，共立出版，
１９８７年）により行うことができる。
【００４７】例えば、固相化抗体と試料を反応させ、同
時に標識抗体を反応させるか、又は洗浄の後に標識抗体
を反応させて、固相化抗体－抗原－標識抗体の複合体を
形成させる。そして未結合の標識抗体を洗浄分離して、
結合標識抗体の量より試料中の抗原量を測定することが
できる。具体的には、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）の
場合は標識酵素にその至適条件下で基質を反応させ、そ
の反応生成物の量を光学的方法等により測定する。蛍光
免疫測定法の場合には蛍光物質標識による蛍光強度を、
放射免疫測定法の場合には放射性物質標識による放射線
量を測定する。発光免疫測定法の場合は発光反応系によ
る発光量を測定する。
【００４８】本発明の検出及び／又は定量法を免疫比濁
法、ラテックス凝集反応、ラテックス比濁法、赤血球凝
集反応又は粒子凝集反応等の免疫複合体凝集物の生成
を、その透過光や散乱光を光学的方法により測るか、目
視的に測る測定法により実施する場合には、溶媒として
リン酸緩衝液、グリシン緩衝液、トリス緩衝液又はグッ
ド緩衝液等を用いることができ、更にポリエチレングリ
コール等の反応促進剤や非特異的反応抑制剤を含ませて
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もよい。
【００４９】抗体を固相担体に感作させて用いる場合に
は、固相担体としては、ポリスチレン、スチレン－ブタ
ジエン共重合体、（メタ）アクリル酸エステル類ポリマ
ー、ラテックス、ゼラチン、リポソーム、マイクロカプ
セル、赤血球、シリカ、アルミナ、カーボンブラック、
金属化合物、金属、セラミックス又は磁性体等の材質よ
りなる粒子を使用することができる。
【００５０】この感作の方法としては、物理的吸着法、
化学的結合法又はこれらの方法の併用等の公知の方法を
使うことができる。測定の操作法は公知の方法により行
うことができるが、例えば、光学的方法により測定する
場合には、試料と抗体、又は試料と固相担体に感作させ
た抗体を反応させ、エンドポイント法又はレート法によ
り、透過光や散乱光を測定する。
【００５１】また、目視的に測定する場合には、プレー
トやマイクロタイタープレート等の容器中で、試料と固
相担体に感作させた抗体を反応させ、凝集の状態を目視
的に判定する。なお、目視的に測定する代わりにマイク
ロプレートリーダー等の機器を用いて測定を行ってもよ
い。
【００５２】（５）本発明のモノクローナル抗体又はポ
リクローナル抗体を含む育毛活性評価キット
本発明のキットは、本発明により提供される上皮性の新
生毛包に存在する約２２０ｋＤａの抗原を特異的に認識
するモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体またはそ
の断片を含むものである。ここで言うモノクローナル抗
体、ポリクローナル抗体またはその断片としては、本明
細書中上記した固定化抗体や標識抗体でもよい。
【００５３】例えば、本発明により提供される上皮性の
新生毛包に存在する約２２０ｋＤａの抗原を特異的に認
識する抗体を一次抗体として使用する場合、本発明のキ
ットには、抗原抗体結合反応により形成された複合体を
検出するための二次抗体を含めてもよい。本発明のキッ
トには、該キットを効率的かつ簡便に利用できるように
するために、これら抗体以外に種々の補助剤を含めても
よい。補助剤としては、例えば固体状の二次抗体を溶解
させるための溶解剤、不溶化担体を洗浄するために使用
される洗浄剤、抗体の標識物質として酵素を使用した場
合に酵素活性を測定するための基質、その反応停止剤な
どの免疫学的測定試薬のキットとして通常使用されるも
のが挙げられる。さらに、本発明のキットには、育毛活
性評価を行うための説明書を含めることができる。
【００５４】
【実施例】以下、本発明を実施例によりさらに具体的に
説明するが、本発明の範囲は実施例によって限定される
ことはない。
実施例１：新生毛包に特異的なモノクローナル抗体の作
製
Ｂ５７ＢＬマウスの成長期（４８から５０日目）の皮膚
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から毛を切り取り、８M尿素、２％ＳＤＳ、１００ｍＭ
のＤＴＴを含むＰＢＳ中で３７℃で一晩インキュベート
し、タンパク質を抽出した。また、Ｂ５７ＢＬマウスの
ヒゲの毛包（毛球部に色素がついているもの；成長期）
を実体顕微鏡で採取し、ＰＢＳ中にホモジナイズした。
上記2種類の試料（タンパク質量として０．５ｍｇ）を
混合し、等量のコンプリートアジュバンドと混合してミ
セルを作製した。
【００５５】上記で得たミセル（０．２ｍｇ）をラット
（Wister）の皮下（３箇所）に分けて投与して免疫し
た。初回免疫の１ヵ月後に上記と同様に追加免疫を行な
った。さらに2週間後に上記と同様に２回目の追加免疫
を行なった。２回目の追加免疫の３日後に、免疫ラット
から脾臓を取り出し、メッシュにて血球成分を回収し
た。この血球成分の中には抗体産生細胞が含まれてい
る。上記で回収した血球成分（全量）とマウスミエロー
マP３Ｕ１（ダルベッコ／ハムF１２混合培地）とをポリ
エチレングリコール１５００を用いて混合し、ダルベッ
コ／ハムF１２混合培地中に懸濁し（１０7細胞／ｍ
ｌ）、９６ウエルプレートに各ウエル１００μｌずつ播
いた。翌日、等量（１００μｌ）のＨＡＴ培地（シグマ
社）を各ウエルに添加した。２日後に各ウエルから１５
０μｌずつを吸引廃棄し、１５０μｌの新培地を各ウエ
ルに添加した。９６ウエルプレートを３７℃のＣＯ
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ンキュベーター内に静置した。
【００５６】成長期のＢ５７ＢＬマウスのヒゲの毛包を
８Ｍ尿素中に超音波粉砕機を用いて溶解した。この溶液
にニトロセルロースメンブレンを５分間浸し、ＰＢＳで
十分に洗浄したものをBioradドットブロッターに装着し
たものを用いて、上記の９６ウエルプレートの各ウエル
から回収したハイブリドーマ上清を一次スクリーニング
した。先ず、上記で作製したBioradドットブロッターに
装着したニトロセルロースメンブレンを、５％スキムミ
ルクを溶解したトリスバッファー（ＴＢＳＴ）でブロッ
キングした後、９６ウエルの各ウエルにハイブリドーマ
上清を１００μｌを添加した。１時間インキュベートし
た後、トリスバッファーで洗浄し、二次抗体であるホー
スラディッシュパーオキシダーゼ標識抗ラットＩｇＧ
（ＴＢＳＴに１ｍｇ／ｍｌで溶解したもの）を添加し
た。発色基質であるＥＣＬ試薬を添加して、発色の有無
により成長期のヒゲの毛包と反応する抗体（全部で５０
種類）を選出した（一次スクリーニング）。
【００５７】上記の一次スクリーニングで選出した抗体
（５０種類）について、成長期ヒゲ毛包の凍結切片（１
０μｍ）を用いて特異的に反応にするものを選出した
（二次スクリーニング）。具体的には、スライドガラス
上に成長期ヒゲ毛包の凍結切片を置き、一次スクリーニ
ングで選出されたハイブリドーマ上清を添加し、二次抗
体で発色させた。具体的には、クライオスダト（ブライ
ト社）で作成した成長期ヒゲ毛包の凍結切片を－２０℃

14
メタノールで処理し、ＴＢＳＴで１時間ブロッキングを
行った後、ハイブリドーマ上清を１時間反応させた。ト
リスバッファーで洗浄後、ＦＩＴＣ標識抗ラットＩｇＧ
（ＴＢＳＴに１００μｇ／ｍｌで溶解したもの）を反応
させた。トリスバッファーで洗浄後、カバーガラスをか
けて、蛍光顕微鏡にて観察を行った。
【００５８】二次スクリーニングの結果、全部で８種類
の抗体を選出した。これらの抗体は表皮とは反応せず、
毛包に特異的に反応するものであった。これら８種類の
抗体を限界希釈法でクローニングした。
【００５９】これら８種類の抗体について、成長期ヒゲ
毛包又は休止期ヒゲ毛包をサンプルとしたウエスタンブ
ロットで反応性を調べ、さらに毛包が形成されている１
４日齢マウス胎児皮膚の切片試料を用いて反応性を調べ
た。その結果、成長期ヒゲ毛包及び形成途中毛包（新生
毛包）と特異的に反応し、休止期ヒゲ毛包とは反応しな
いモノクローナル抗体としてｍＡｂ２７を取得した。モ
ノクローナル抗体ｍＡｂ２７を産生するハイブリドーマ
は、受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１８５７８として平成１３
年１１月２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（日本国茨城県つくば市東一丁目
１番地１  中央第６）に寄託され、平成１４年(２００
２年)７月２２日付けにて受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－８
１２１として国際寄託に移管された。
【００６０】ｍＡｂ２７を用いた免疫分析の結果を図１
に示す。図１の（Ａ）は、ウエスタンブロットによりｍ
Ａｂ２７の抗原を検出した結果を示す。左側から右側の
各レーンは、成長期と休止（退行）期のヒゲ、並びに成
長期と休止（退行）期の背中の皮膚から抽出したタンパ
ク質を電気泳動した後、ウエスタンブロットし、本発明
のモノクローナル抗体ｍＡｂ２７を用いて抗原を検出し
た。
【００６１】具体的には、抗原としては、ヒゲの毛包を
８Ｍ尿素中で超音波粉砕機にて粉砕した液をそのまま希
釈等せずに用いた。電気泳動の条件は３０ｍＡの定電流
とし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（アクリルアミド４～２０％）
にて電気泳動した。泳動バッファーはグリシン１４．４
ｇ／Ｌ、トリス１ｇ／Ｌ、ＳＤＳ１ｇ／Ｌである。電気
泳動後、ＰＶＤＦ膜にトランスファーし、５％スキムミ
ルクを含むトリス緩衝液（ＴＢＳＴ）中で１時間インキ
ュベートした。ｍＡｂ２７（ハイブリドーマ上清を１０
０μｌ）と１時間反応後、ＴＢＳにて十分に洗浄し、ペ
ルオキシダーゼ標識抗ラットＩｇＧ（アマシャム社）
（ＴＢＳＴに１ｍｇ／ｍｌで溶解したもの）を二次抗体
として反応させ、十分に洗浄後、ＥＣＬキット（アマシ
ャム社）を用いてｍＡｂ２７の反応の強さを調べた。そ
の結果、本発明のモノクローナル抗体ｍＡｂ２７は、成
長期のサンプルに特異的に存在する約２２０ｋＤａの抗
原を検出することが判明した。
【００６２】図１の（Ｂ）は、成体の毛と１４日目マウ
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ス胎児の上顎を用いた組織染色の結果を示す。操作方法
は、実施例１で行なった抗体の二次スクリーニングの操
作と同様である。
【００６３】その結果、本発明のモノクローナル抗体ｍ
Ａｂ２７を用いた場合、成体の毛においては上皮は染色
されず、毛球のみ染色され、また１４日目マウス胎児の
上顎においても上皮は染色されず、毛包のみ染色される
ことが判明した。
【００６４】図１の（Ａ）および（Ｂ）に示した結果よ
り、本発明のモノクローナル抗体ｍＡｂ２７は新生毛包
に存在する約２２０ｋＤａの抗原を特異的に認識するこ
とが実証された。
【００６５】実施例２：オリゴペプチドの作製
下記のアミノ酸配列：Ser-Ile-Glu-Gln-Ser-Cys-Asp-Gl
n-Asp-Gluで表されるオリゴペプチドをFmocを用いた固
相法により合成した。合成したオリゴペプチドは高速液
体クロマトグラフィー(HPLC)により精製し、HPLC及びMa
ssによって純度が90%以上であることを確認した。
【００６６】HPLCの条件は以下のとおりである。
カラム：ODS-UG3（モノメリックODS、野村化学製）内径
1.0 mm、全長100 mm
測定：室温(25℃)
検出：UV 214 nm、280 nm
溶出溶媒：溶媒Ａ及び溶媒Ｂのグラジエント（溶媒A：
0.1% トリフルオロ酢酸；溶媒B：90%アセトニトリル/0.
1% トリフルオロ酢酸、5分後（溶媒B：0%）から55分
（溶媒B：55%）の直線濃度勾配）
流速：75 ml/ml
リテンションタイム：21.52分(dimer), 20.59分(monome
r)
【００６７】上記で製造したオリゴペプチドを0.3 mg/m
lとなるようにリン酸緩衝生理食塩水(PBS)に溶解し、こ
の溶液に等容量の100%エタノールを加えて0.15 mg/mlの
50%エタノール・PBS溶液を調製した。オリゴペプチドの
架橋は以下のように行った。PBSに溶解した1 mg/mlのオ
リゴペプチド溶液(5 ml)に対して33μg/μlとなるよう
にジメチルスルホキシドに溶解したBMH(65μl)を攪拌し
ながら徐々に加え、一晩4℃で反応させた。この溶液
に、さらに6.6 mlのPBSと5 mg/mlとなるようにPBSに溶
解した塩酸システイン溶液(5 ml)を加えて混合すること
により、終濃度0.3 mg/mlのSS架橋した（架橋剤が結合
している単量体および二量体が混在している）オリゴペ
プチド溶液を調製した。このSS架橋したオリゴペプチド
を参考例１および実施例３における毛成長促進作用の評
価に用いた。
【００６８】参考例１：インビボ法による育毛活性の評
価
C3HやC57BL/6マウスは生後45日から95日前後まで約50日
間休止期が続くことが知られている。また、休止期では
ピンク、成長期ではグレー又はクロと皮膚の色が変化す
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るため、毛周期の判定が容易である。このマウスを使用
し、本発明のオリゴペプチドの投与により、成長期への
移行が促進されるか否か評価した。C57BL/6マウスの7週
齢(48～50日齢、雌)を購入し、背中(約3×2.5 cm2)を動
物用電気バリカンで傷が付かないように注意深く刈毛
し、皮膚の色から毛周期が休止期であることを確認し
た。上記で調製したオリゴペプチド溶液を0.2 mlずつ毎
日1回、週5日間、実験開始後38日まで各群5匹ずつ塗布
を行った。塗布は針の付いていない注射器を用いて行っ
た。なお、ジペプチド(Ile-Lys)及びトリペプチド(Glu-
Ile-Lys)のN-末端をそれぞれビオチン化したものを混合
し、架橋試薬を加えたものをコントーロール溶液とし
た。
【００６９】評価は週2回マウスを観察し、毛を刈った
面積に対する再生した面積の割合に応じてスコアを6段
階に設定し、複数人（２人）が肉眼判定することにより
行った。また、写真撮影も行った。発毛スコアは以下の
要領で計算した。毛を刈った部分のうち、皮膚の色がグ
レー又はクロになった部分の割合により下記のようにス
コアを付けた。0～20%：１、20～40%：２、40～60%：
３、60～80%：４、80～100%：５。各群における上記ス
コアの合計を発毛スコアとした。判定者１人あたり発毛
スコアの各群の最大値は50であり、判定者を２人とした
ので発毛スコアの最大値は100である。SS架橋した（架
橋剤が結合している単量体および二量体が混在してい
る）オリゴペプチドを塗布した群では、コントロール群
に比べて成長期への移行が早まっており、毛の再生が促
進されていた。
【００７０】実施例３：本発明のモノクローナル抗体を
用いた育毛活性の評価
１２日目のＩＣＲマウス胎児の上アゴ皮膚組織を実体顕
微鏡で採取し、左と右に分けて５頭分を回収した。回収
した５頭分の皮膚を左（コントロール用）と右（被験オ
リゴペプチド用）を別々に５個ずつ一枚のヌクレポアメ
ンブレン（孔径８μｍ、直径１３ｍｍ）の上に載せ、実
体顕微鏡で観察して外側が上になるようにした。１％Ｂ
ＳＡを含むダルベッコＭＥＭ／ハムＦ１２培地５００μ
ｌを２４ウエルディッシュの２ウエルに添加し、片方に
は被験オリゴペプチド溶液（溶媒はＰＢＳ）を最終濃度
２０μＭとなるように添加し、他方には溶媒（ＰＢＳ）
を対照として同量入れた。被験オリゴペプチドとして
は、実施例２で作製したSS架橋したオリゴペプチド（ｓ
ｓ７）を用いた。
【００７１】皮膚組織を載せたメンブレン１枚ずつを上
記のウエル中の溶液に浮かべ、３７℃で６日間培養し
た。メンブレンから５個の組織片をＳＤＳサンプルバッ
ファ（ＳＤＳ  ０．０２ｇ／ｍｌ、グリセロール  ０．
２ｇ／ｍｌ、ｐＨ６．８）１００μｌ中に回収し、超音
波粉砕器により溶解した。対照も同様に処理した。上記
処理で得た溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（アクリルアミド４
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～２０％）にて電気泳動後（３５ｍＡ、１．５時間）、
ＰＶＤＦ膜にトランスファーし、５％スキムミルクを含
むトリス緩衝液（ＴＢＳＴ）中で１時間インキュベート
した。実施例２で取得したｍＡｂ２７（ＴＢＳＴ中１０
μｇ／ｍｌ）と１時間反応後、ＴＢＳにて十分に洗浄
し、ペルオキシダーゼ標識抗ラットＩｇＧ（アマシャム
社）をＴＢＳＴで１／１０００に希釈したものを二次抗
体として反応させ、十分に洗浄後、ＥＣＬキット（アマ
シャム社）を用いてｍＡｂ２７の反応の強さを調べた。
【００７２】得られた結果を図２に示す。図２におい
て、左のレーン（ｓｓ７）は、実施例２で作製したSS架
橋したオリゴペプチド（ｓｓ７）を添加したサンプルの
結果を示し、右のレーン（control）は溶媒のみを添加
したサンプルの結果を示す。図２の結果から分かるよう
に、SS架橋したオリゴペプチド（ｓｓ７）を添加したサ
ンプルでは、コントロールよりも強いバンドが検出され
た。これはｍＡｂ２７が認識する抗原の発現量が増大し
ていることを反映する。即ち、参考例からｓｓ７は育毛
活性を有することが実証された。実施例３からは、ｓｓ
７がｍＡｂ２７の抗原の発現量を増大させることが分か
る。また、実施例１からは、ｍＡｂ２７の抗原は毛包の
成長期に特異的であることが分かる。従って、ｍＡｂ２
７の抗原が増大することが育毛活性を表す一つの指標で
あると考えられる。即ち、ｍＡｂ２７を用いてその抗原
の発現を調べることにより、育毛活性を評価することが
できる。
【００７３】実施例４：上皮性の新生毛包に存在する約
２２０ｋＤａの抗原の精製
（１）アフィニティーカラムの作製
Afigel 10 (Biorad) を４℃にし、ゲルを均一にし、ブ
フナーロートに入れてろ過した。ゲルの３倍量の４℃の
脱イオン水で洗浄した。洗浄後、ゲルをフラスコに入
れ、ＰＢＳに溶解したモノクローナル抗体ｍＡｂ２７の
溶液（ゲル１ｍｌに対し０．５ｍｌの抗体溶液を使用）
を添加した。十分に攪拌して懸濁させ、そのまま振とう
機でゆっくり攪拌しながら１時間室温で反応させた。遠
心により上清を除去し、ＰＢＳで１０ｍｌに調整した。
ゲル１ｍｌ当たり０．１ｍｌの１Ｍグリシンエチルエス
テル（ｐＨ８）を加え、１時間反応させた。反応後、ゲ
ルをエコパックカラム(Biorad、～２０ｍｌ用)につめ
て、蒸留水にてＯＤ

260
にて反応物が検出されなくなる

まで洗浄した。最後に、溶出液（１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ、１ｍＭ  ＭｇＣｌ

2
、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、プロ

テインインヒビターカクテル（ロッシュ、商品名コンプ
リートミン）、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、０．５％Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００、ＨＣｌでｐＨ３．０に調整）で洗浄
した。
【００７４】（２）抗原の精製
３０匹分のＣ５７ＢＬマウスの成長期背中皮膚をＰＢＳ
で洗浄後、１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、

18
１ｍＭ  ＭｇＣｌ

2
、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、及びプロテイ

ンインヒビターカクテル（ロッシュ、商品名コンプリー
トミニ）の混合液１００ｍｌに入れて、ホモジナイザー
で十分に粉砕した。次いで、ＮａＣｌを終濃度０．１５
Ｍになるように添加し、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００を終濃
度０．５％になるように添加し、スターラーで４℃で３
時間攪拌した。２５０００ｒｐｍで１０分間遠心し、上
清を回収して、Ｃ５７ＢＬマウスの成長期背中皮膚から
蛋白質を抽出した。得られた抽出液１００ｍｌを上記
（１）で作製したアフィニティーカラムにかけた。
【００７５】洗浄液（１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐ
Ｈ７．５）、１ｍＭ  ＭｇＣｌ

2
、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、

プロテインインヒビターカクテル（ロッシュ、商品名コ
ンプリートミニ）、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、０．５％Ｔ
ｒｉｔｏｎＸ－１００）で洗浄後、溶出液（洗浄液をＨ
ＣｌでｐＨ３．０に調整した液）をカラムに添加し、溶
出液を２ｍｌずつ回収し、ＯＤ２８０ｎｍの吸収でタン
パク質含有画分を回収した。
【００７６】（３）精製抗原の電気泳動による分子量の
測定
上記（２）で回収したタンパク質含有画分をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥで電気泳動し、モノクローナル抗体ｍＡｂ２７を
用いたウエスタンブロットを行った結果、２２０ｋＤａ
の位置にバンドが検出された。これによりｍＡｂ２７抗
原が２２０ｋＤａのタンパク質であることが同定され
た。また、上記（２）で回収したタンパク質含有画分を
ＳＤＳ－ＰＡＧＥで電気泳動したゲルをクマシーブルー
で染色し、２２０ｋＤａのバンドを切り出すことにより
精製抗原を調製した。
【００７７】実施例５：２２０ｋＤａの抗原を認識する
ポリクローナル抗体の作製
実施例４（３）で調製した精製抗原（即ち、２２０ｋＤ
ａのバンドを含む切り出したゲル）を２０％エタノール
に回収し、一晩置いた。ゲルを回収し、～１００μｇ程
度の２２０ｋＤａタンパク質を含む試料をタイターマッ
クスゴールド（ＣｙｔＲＸコーポレションのアジュバン
ド）と混合してエマルジョンを作製し、ラットに２ヶ月
間（全部で３回）免疫した。初回免疫の２ヵ月後、ラッ
トから採血し、定法により血清を調製し、２２０ｋＤａ
の精製抗原を認識するポリクローナル抗体を得た。
【００７８】実施例６：２２０ｋＤａの抗原を認識する
ポリクローナル抗体を用いた育毛活性の評価
ヒトケラチノサイトの分化を評価した。ヒトケラチノサ
イト（皮膚の細胞であり、表皮角化細胞及び毛包由来細
胞などが混ざっている）をサンコー純薬から購入した。
細胞に添付されている培養液にｓｓｂ７（Ser-Ile-Glu-
Gln-Ser-Cys-Asp-Gln-Asp-GluのＮ末端をビオチン化し
た（NHS-Biotin,ピアース社）ものをS-S架橋したペプチ
ド）を２０μＭになるように添加し、９６穴プレートで
１週間培養した。ウエルから細胞を回収し、ＳＤＳサン
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プルバッファ（ＳＤＳ  ０．０２ｇ／ｍｌ、グリセロー
ル  ０．２ｇ／ｍｌ、ｐＨ６．８）１００μｌ中に回収
し、超音波粉砕器により溶解した。対照も同様に処理し
た。上記処理で得た溶液をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（アクリル
アミド４～２０％）にて電気泳動後（３５ｍＡ、１．５
時間）、ＰＶＤＦ膜にトランスファーし、５％スキムミ
ルクを含むトリス緩衝液（ＴＢＳＴ）中で１時間インキ
ュベートした。実施例５で取得したポリクローナル抗体
（血清を１／１００に希釈したもの）と１時間反応後、
ＴＢＳにて十分に洗浄し、ペルオキシダーゼ標識抗ラッ
トＩｇＧ（アマシャム社）をＴＢＳＴで１／１０００に
希釈したものを二次抗体として反応させ、十分に洗浄
後、ＥＣＬキット（アマシャム社）を用いてポリクロー
ナル抗体の反応の強さを調べた。また、参考のために、
実施例５で取得したポリクローナル抗体の代わりにモノ
クローナル抗体ｍＡｂ２７を用いて、同様に反応の強さ
を調べた。
【００７９】得られた結果を図３に示す。図３におい
て、左のレーンはｓｓｂ７未添加の対照の結果を示し、
右のレーンはｓｓｂ７を添加した結果を示す。図３の結
果から分かるように、モノクローナル抗体ｍＡｂ２７は
ヒトの抗原を認識しないが、実施例５で作製したポリク
ローナル抗体はヒトの抗原を認識することが分かる。ま
た、オリゴペプチド（ｓｓｂ７）を添加したサンプルで
は、対照よりも強いバンドが検出された。これは実施例
５で作製したポリクローナル抗体が認識する抗原の発現
量が増大していることを反映する。
【００８０】
【発明の効果】本発明の抗体は、上皮性の新生毛包に存*

20
*在する抗原を特異的に認識することができ、育毛活性の
評価に有用である。
【００８１】
【配列表】
SEQUENCE LISTING
<110> Sumitomo Electric Industries,Ltd.
<120> An antibody and a method for evaluating a ha
ir growth promoting activity using the same
<130> A21716A
<160> 1
【００８２】<210> 1
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Synthetic peptide
<400> 1
Ser Ile Glu Gln Ser Cys Asp Gln Asp Glu
1              5                   10
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、本発明で取得したモノクローナル抗体
ｍＡｂ２７を用いた免疫分析のの結果を示す。
【図２】図２は、本発明で取得したモノクローナル抗体
ｍＡｂ２７を用いてオリゴペプチドの毛成長促進作用の
評価を行った結果を示す。
【図３】図３は、本発明で取得したポリクローナル抗体
を用いてオリゴペプチドの毛成長促進作用の評価を行っ
た結果を示す。

【図１】 【図２】

【図３】
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