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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血清中で、アルブミンがグリチルレチン酸が結合しても、特異的に結合するモノ
クローナル抗体と前記抗体の利用法の提供。
【解決手段】グリチルレチン酸及び哺乳動物の生体内においてアルブミンと結合したグリ
チルレチン酸に対して特異的結合能を有する抗グリチルレチン酸抗体。グリチルリチンに
対して特異的結合能を有しない前記抗体。グリチルリチン、オレアノール酸、β－アミリ
ン、サイコゲニン－Ａ或いは、ヘデラゲニンの内の１種以上の化合物又は／及びアルドス
テロン、コレストロール、コルチゾン、ヒドロコルチゾン或いはコルチコステロンの内の
１種以上の化合物に対して特異的結合能を有さない、前記化合物。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗グリチルレチン酸抗体であって、
　グリチルレチン酸及び哺乳動物の生体内においてアルブミンと結合したグリチルレチン
酸に対して特異的結合能を有する抗体。
【請求項２】
　グリチルリチンに対する特異的結合能を有しない、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　モノクローナル抗体である、請求項１又は２に記載の抗体。
【請求項４】
　グリチルリチン、オレアノール酸、β－アミリン、サイコゲニン－Ａ及びヘデラゲニン
からなる群から選択される１種又は２種以上の化合物に対する特異的結合能を有しない、
請求項１～３のいずれかに記載の抗体。
【請求項５】
　アルドステロン、コレステロール、コルチゾン、ヒドロコルチゾン及びコルチコステロ
ンからなる群から選択される１種又は２種以上の化合物に対する特異的結合能を有しない
、請求項１～４のいずれかに記載の抗体。
【請求項６】
　グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してキャリアタンパク質を備える複合体を免疫原
として得られる、請求項１～５のいずれかに記載の抗体。
【請求項７】
　生体由来試料中のグリチルレチン酸を検出する方法であって、
　請求項１～６のいずれかに記載の抗体と前記試料中のグリチルレチン酸とを接触させて
、前記抗体と前記グリチルレチン酸との複合体を生成させる工程、
を備える、方法。
【請求項８】
　前記複合体を、二次抗体を用いて検出する工程、をさらに備える、請求項７に記載の方
法。
【請求項９】
　グリチルレチン酸の標的分子の探索方法であって、
　グリチルレチン酸と１又は２以上の標的分子候補との可能性ある複合体と請求項１～６
のいずれかに記載の抗体とを接触させて、グリチルレチン酸－抗体の複合体を形成させる
工程と、
　グリチルレチン酸－抗体複合体においてグリチルレチン酸と特異的に結合した前記１又
は２以上の標的分子候補を分離又は同定する工程と、を備える、方法。
【請求項１０】
　グリチルレチン酸を検出するための試薬であって、
　請求項１～６のいずれかに記載の抗体を含む、試薬。
【請求項１１】
　グリチルレチン酸を検出するためのキットであって、
　請求項１～６のいずれかに記載の抗体を含む、キット。
【請求項１２】
　抗グリチルレチン酸抗体の製造方法であって、
　グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してキャリアタンパク質を備える複合体を用いて
動物を免疫する工程と、
　前記動物又は前記動物の脾臓細胞由来のハイブリドーマからグリチルレチン酸のカルボ
キシ基を介してアルブミンを備える複合体グリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して
特異的結合能を有する抗体を取得する工程と、
を備える、方法。
【請求項１３】
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　前記抗体取得工程は、前記動物からグリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアルブミ
ンを備える複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有
する抗体を分離する工程である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記抗体取得工程は、前記動物から分離した脾細胞とミエローマ細胞とを融合して得ら
れるハイブリドーマから、グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアルブミンを備える
複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有する抗体の
産生能を有するハイブリドーマを分離する工程と、
　前記ハイブリドーマを用いて前記抗体を生産する工程と、を備える、請求項１２記載の
方法。
【請求項１５】
　グリチルレチン酸のカルボキシ基を含むアミド結合を介してキャリアタンパク質を備え
る、抗グリチルレチン酸抗体を取得するための免疫原。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書は、抗グリチルレチン酸抗体及びその利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　甘草は、医療用及び一般用漢方エキス製剤に汎用されている重要生薬であり、主成分で
あるグリチルリチンは、腸内細菌叢による加水分解によりグリチルレチン酸となって吸収
され、薬理作用を発現する。グリチルレチン酸は、抗炎症作用をはじめ、抗アレルギー作
用、抗ウイルス作用など多彩な薬理作用を奏することが知られている。一方、グリチルレ
チン酸は、副作用として偽アルドステロン症の発現に関与しているとされている。
【０００３】
　これらの薬効作用及び副作用発現における作用機序は解明されつつあるが、受容体など
の標的分子は確定されていない。
【０００４】
　グリチルレチン酸について、より詳細に、分子レベルでの作用機序の解明を行うには、
グリチルレチン酸と特異的に反応する抗体が必要である。また、薬効や副作用発現のモニ
タリングには血中のグリチルレチン酸のモニタリングが重要である。一方、既に、抗グリ
チルレチン酸モノクローナル抗体も報告されている（特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平５－６８５８４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、生体内、例えば、血清中においては、アルブミンにグリチルレチン酸が
結合する。このため、上記モノクローナル抗体では、血清中のグリチルレチン酸を測定す
る場合には、除タンパク質を行わなければ、グリチルレチン酸と特異的に結合させること
ができなかった。このため、操作として煩雑であった。
【０００７】
　本明細書は、より実用的な抗グリチルレチン酸抗体及びその利用を提供することを１つ
の目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、鋭意検討の結果、遊離のグリチルレチン酸に特異的に結合するとともに
、生体内に存在しうる形態でのグリチルレチン酸にも特異的に結合できる抗グリチルレチ
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ン酸抗体を得ることができた。本明細書によれば、この知見に基づき、以下の手段が提供
される。
【０００９】
（１）抗グリチルレチン酸抗体であって、
　グリチルレチン酸及び哺乳動物の生体内においてアルブミンと結合したグリチルレチン
酸に対して特異的結合能を有する抗体。
（２）グリチルリチンに対する特異的結合能を有しない、（１）に記載の抗体。
（３）モノクローナル抗体である、（１）又は（２）に記載の抗体。
（４）グリチルリチン、オレアノール酸、β－アミリン、サイコゲニン－Ａ及びヘデラゲ
ニンからなる群から選択される１種又は２種以上の化合物に対する特異的結合能を有しな
い、（１）～（３）のいずれかに記載の抗体。
（５）アルドステロン、コレステロール、コルチゾン、ヒドロコルチゾン及びコルチコス
テロンからなる群から選択される１種又は２種以上の化合物に対する特異的結合能を有し
ない、（１）～（４）のいずれかに記載の抗体。
（６）グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してキャリアタンパク質を備える複合体を免
疫原として得られる、（１）～（５）のいずれかに記載の抗体。
（７）生体由来試料中のグリチルレチン酸を検出する方法であって、
　（１）～（６）のいずれかに記載の抗体と前記試料中のグリチルレチン酸とを接触させ
て、前記抗体と前記グリチルレチン酸との複合体を生成させる工程、
を備える、方法。
（８）前記複合体を、二次抗体を用いて検出する工程、をさらに備える、（７）に記載の
方法。
（９）グリチルレチン酸の標的分子の探索方法であって、
　グリチルレチン酸と１又は２以上の標的分子候補との可能性ある複合体と（１）～（６
）のいずれかに記載の抗体とを接触させて、グリチルレチン酸－抗体の複合体を形成させ
る工程と、
　グリチルレチン酸－抗体複合体においてグリチルレチン酸と特異的に結合した前記１又
は２以上の標的分子候補を分離又は同定する工程と、を備える、方法。
（１０）グリチルレチン酸を検出するための試薬であって、
　（１）～（６）のいずれかに記載の抗体を含む、試薬。
（１１）グリチルレチン酸を検出するためのキットであって、
　（１）～（６）のいずれかに記載の抗体を含む、キット。
（１２）抗グリチルレチン酸抗体の製造方法であって、
　グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してキャリアタンパク質を備える複合体を用いて
動物を免疫する工程と、
　前記動物又は前記動物の脾臓細胞由来のハイブリドーマからグリチルレチン酸のカルボ
キシ基を介してアルブミンを備える複合体グリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して
特異的結合能を有する抗体を取得する工程と、
を備える、方法。
（１３）前記抗体取得工程は、前記動物からグリチルレチン酸のカルボキシ基を介してア
ルブミンを備える複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合
能を有する抗体を分離する工程である、（１２）に記載の方法。
（１４）前記抗体取得工程は、前記動物から分離した脾細胞とミエローマ細胞とを融合し
て得られるハイブリドーマから、グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアルブミンを
備える複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有する
抗体の産生能を有するハイブリドーマを分離する工程と、前記ハイブリドーマを用いて前
記抗体を生産する工程と、を備える、（１２）記載の方法。
（１５）グリチルレチン酸のカルボキシ基由来のカルボニルを含むアミド結合を介してキ
ャリアタンパク質を備える、抗グリチルレチン酸抗体を取得するための免疫原。
【図面の簡単な説明】
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【００１０】
【図１】実施例で作製したモノクローナル抗体の抗体価の評価結果を示す図である。
【図２】モノクローナル抗体のグリチルレチン酸（１８β-GA、１８α-ＧＡ）及びグリチ
ルリチン（ＧＬ）との交差性の評価結果を示す図である。
【図３】モノクローナル抗体のグリチルレチン酸類似物質との交差性の評価結果を示す図
である。
【図４】モノクローナル抗体とステロイド化合物との交差性の評価結果を示す図である。
【図５】ビオチン化抗体の抗体価の評価結果を示す図である。
【図６】ビオチン化抗体の１８β-ＧＡ検量線を示す図である。
【図７】免疫沈降法による１８β-ＧＡの標的分子の探索結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本明細書の開示は、抗グリチルレチン酸抗体及びその利用に関する。本明細書に開示さ
れる抗グリチルレチン酸抗体（以下、単に本抗体ともいう。）によれば、フリーのグリチ
ルレチン酸であっても、アルブミンと結合しているグリチルレチン酸であっても、特異的
に結合して、グリチルレチン酸を検知し、又は定量することができる。このため、生体由
来試料に関し、従来必要であった除タンパク質操作を回避して、グリチルレチン酸を検知
し定量することができる。このため、グリチルレチン酸に関して分子レベルでの作用機構
ならびに標的分子を探索することも可能となる。
【００１２】
　以下、本明細書に開示される抗体及びその利用に関する実施形態について詳細に説明す
る。
【００１３】
（抗グリチルレチン酸抗体）
　本抗体が備える特異的結合能は、例えば、以下のように列挙することができる。本抗体
は、少なくとも（１）の特異的結合能を有することができる。以下の（２）～（４）のい
ずれか又は２つ以上の特異的結合能をさらに有することができる。なお、本明細書におい
て、「特異的結合能」または「特異的に結合する」とは、抗体、すなわち、免疫グロブリ
ンが有する抗原認識能に基づいて結合する能力及び結合することを意味している。以下に
、グリチルレチン酸の構造を示す。
【００１４】
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【化１】

【００１５】
（１）フリーのグリチルレチン酸及びアルブミンと複合体になったグリチルレチン酸と特
異的に結合する。なお、アルブミンに対して特異的に結合しない。
（２）グリチルリチンに対して特異的に結合しない。
（３）グリチルリチン以外のオレアナン骨格を有する化合物、なかでもオレアナン型トリ
テルペン、例えば、オレアノール酸、β－アミリン、サイコゲニン－Ａ及びヘデラゲニン
からなる群から選択される１種又は２種以上の化合物に対して特異的に結合しない。
（４）ステロイド化合物、例えば、アルドステロン、コレステロール、コルチゾン、ヒド
ロコルチゾン及びコルチコステロンからなる群から選択される１種又は２種以上の化合物
に対して特異的に結合しない。
【００１６】
　こうした特異的結合能は、競合ＥＬＩＳＡなどの当業者の周知の抗原抗体反応に基づく
交差性評価方法によって取得することができる。
【００１７】
　なお、上記（１）の特異的結合能に関し、本抗体は、グリチルレチン酸の１８位の炭素
原子に結合する水素原子の立体異性体である１８α－グリチルレチン酸（１８α-ＧＡ）
、１８β－グリチルレチン酸（１８β-ＧＡ）を識別してそれぞれに対して特異的に結合
してもよいし、これらを区別せずにいずれにも特異的に結合するものであってもよい。
【００１８】
　本抗体が、１８α－ＧＡ及び１８β－ＧＡに関わらず、ＧＡを認識し、グリチルリチン
やその他のオレアナン骨格を有する化合物及びステロイド化合物を認識しない場合、ＧＡ
構造中の、Ａ環、Ｂ環及びＣ環領域を識別しているといえる。
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【００１９】
　本抗体は、上記（１）の特異的結合能を有することで、アルブミンに結合した複合体で
存在する生体内環境（in vivo）又は生体内環境と同様の試験管内環境（in vitro）にお
けるグリチルレチン酸（以下、特に断りの無い限り、こうした形態のグリチルレチン酸を
総称してグリチルレチン酸又はＧＡというものとする。）を検知し、定量することができ
るようになる。このため、除タンパク質操作を回避してグリチルレチン酸を簡易に検知又
は定量できるようになる。従来、グリチルレチン酸を検知するには、除タンパク質操作が
必要であり、そのために、グリチルレチン酸の分子レベルでの作用機作も、ターゲットと
なる標的分子（タンパク質など）を特定することは極めて困難であったが、そのような不
都合が解消される。
【００２０】
　本抗体は、本願出願時における公知技術において、特異的に任意の抗原（本明細書にお
いては、例えば、ＧＡなど）に対して結合能を有するインタクトな抗体又は当該結合能を
有する抗原結合部分を含む部分ということができる。本抗体は、本願出願時における技術
常識のほか以下に示す内容に基づいて各種態様を採ることができる。
【００２１】
　抗体の「抗原結合部分」とは、特異的に任意の抗原（例えば、ＧＡに結合する能力を保
持するインタクトな抗体の１つ以上のフラグメントを意味する。「抗原結合部分」は、特
に限定するものではなく、Ｆａｂフラグメント、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメイン
からなる一価フラグメント；Ｆ（ａｂ）２フラグメント、ヒンジ領域でジスルフィド橋に
より連結された２つのＦａｂフラグメント（一般的に重鎖および軽鎖から１つ）を含む二
価フラグメント；ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄフラグメント；抗体の単一のア
ームのＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖフラグメント；ＶＨドメインからなる単一ド
メイン抗体（ｄＡｂ）フラグメント；および単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）など各
種形態のフラグメント又はその組合せを含むことができる。また、抗原結合部分は、組換
え方法を使用して、ＶＬおよびＶＨ領域が対になって一価分子を形成する一本のタンパク
質鎖として作製可能とする人工ペプチドリンカーにより連結することができる。
【００２２】
　このほか、抗原結合部分は、単一ドメイン抗体、マキシボディ、ミニボディ、イントラ
ボディ、ダイアボディ、トリアボディ、テトラボディ、ｖ－ＮＡＲおよびビス－ｓｃＦｖ
に組み込まれていてもよい。
【００２３】
　本抗体の由来生物種は特に限定するものではないが、適用する生物体や目的によっても
異なるが、ヒト抗体、マウス抗体、ヤギ抗体等とすることができる。なお、ヒト抗体とい
うときには、抗体のフレームワークおよびＣＤＲ領域の両方がヒト起源の配列に由来して
いる可変領域を有する抗体を含むことを意味している。さらに、抗体が定常領域を含むと
き、定常領域は、また、このようなヒト配列、例えば、ヒト生殖細胞系列配列または突然
変異型のヒト生殖細胞系列配列に由来することを意味している。また、２以上の生物種に
由来するフラグメントに基づく抗体をキメラ抗体ということができる。
【００２４】
　本抗体は、ポリクローナル抗体であってもよいし、モノクローナル抗体であってもよい
。モノクローナル抗体であれば、抗原に対して安定した結合性能を発揮することができる
。ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体の取得は、当業者において周知である。後
述する方法のほか、例えば、ヒトモノクローナル抗体は、不死化細胞に融合させた遺伝子
導入非ヒト動物（例えば、ヒト重鎖導入遺伝子および軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有す
る遺伝子導入マウス）から得られたＢ細胞を含むハイブリドーマにより製造される。
【００２５】
　また、本抗体は、例えば、組換えヒト抗体などの組換え抗体であってもよい。組換えヒ
ト抗体は、例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子を遺伝子導入または染色体導入された動物
（例えば、マウス）またはそれから製造されたハイブリドーマから単離された抗体；ヒト
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抗体を発現するように形質転換された宿主細胞、例えば、トランスフェクトーマから単離
された抗体；組換えコンビナトリアルヒト抗体ライブラリーから単離された抗体；および
ヒト免疫グロブリン遺伝子配列の全部または一部の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを
含む他の手段により製造、発現、作製または単離された抗体を含む。このような組換えヒ
ト抗体はフレームワークおよびＣＤＲ領域がヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列に由来
している可変領域を有する。
【００２６】
　本抗体の製造方法については、後段にて詳述するが、本抗体は、公知の方法で取得され
た抗体がＧＡを認識して結合する結合能を有している限り、その変異体であってもよい。
例えば、出発物質としての抗体の少なくとも一部、例えば、全長重鎖および／または軽鎖
配列、ＶＨおよび／またはＶＬ配列またはそれに結合した定常領域に変異を導入するなど
の修飾をすることにより、新たな抗体を取得することもできる。また、取得した抗体に対
していわゆるペグ鎖を導入するなどもできる。こうした抗体の改変の手法自体は、当業者
において周知である。
【００２７】
　本抗体は、必要に応じて、標識要素を備えることができる。標識要素は、特に限定する
ものではないが、従来公知の標識物質を適宜選択して用いることができる。標識物質は、
特に限定しないが、典型的には、蛍光、放射能、酵素（例えば、ペルオキシダーゼ、アル
カリフォスファターゼ等）、燐光、化学発光、着色などを利用した標識物質が挙げられる
。
【００２８】
　本抗体は、標識要素として、標識要素と結合可能な物質を備えていてもよい。最終的に
標識物質による識別が可能にこれらを結合可能な分子ないし物質を備えていてもよい。こ
うした物質等としては、タンパク質－タンパク質相互作用、低分子化合物－タンパク質相
互作用等を利用できる。例えば、抗原抗体反応における抗体や、アビジン（ストレプトア
ビジン）－ビオチンシステムにおけるビオチン、抗ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）－ジゴキシ
ゲニン（ＤＩＧ）システムにおけるジゴキシゲニン、又は抗ＦＩＴＣ－ＦＩＴＣシステム
におけるＦＩＴＣ等に代表されるハプテン類などが挙げられる。この場合、最終的に検出
のために用いられる標識物質は、こうした標識物質に結合性を有する物質と相互作用する
他方の分子又は物質（例えば、抗原、すなわち、ストレプトアビジン、抗ＦＩＴＣなど）
を、標識物質結合物質との結合のための部位として備えるように修飾される。
【００２９】
　こうした各種態様の標識要素は、商業的に入手できるほか、標識要素で抗体を修飾する
方法も当業者において周知である。したがって、当業者であれば、種々の標識要素を取得
して、抗体に対してアミノ基やカルボキシ基等の官能基を介して適宜可能である。
【００３０】
（抗グリチルレチン酸抗体の製造方法）
　本明細書に開示される、本抗体の製造方法は、グリチルレチン酸のカルボキシ基を介し
てキャリアタンパク質を備える複合体を用いて動物に免疫する工程と、前記動物又は前記
動物の脾臓細胞由来のハイブリドーマからグリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアル
ブミンを備える複合体グリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有す
る抗体を取得する工程と、を備えることができる。
【００３１】
　前記抗体取得工程は、前記動物からグリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアルブミ
ンを備える複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有
する抗体を分離する工程とすることができる。本製造方法によれば、ポリクローナル抗体
である本抗体を効率的に取得することができる。
【００３２】
　また、前記抗体取得工程は、前記動物から分離した脾細胞とミエローマ細胞とを融合し
て得られるハイブリドーマから、グリチルレチン酸のカルボキシ基を介してアルブミンを
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備える複合体であるグリチルレチン酸－アルブミン複合体に対して特異的結合能を有する
抗体の産生能を有するハイブリドーマを分離する工程と、前記ハイブリドーマを用いて前
記抗体を生産する工程と、を備えることができる。本製造方法によれば、モノクローナル
抗体である本抗体を効率的に取得することができる。
【００３３】
　本抗体が有する特異的結合能を有する抗体を得るには、例えば、抗原であるＧＡの３０
位炭素原子を含むカルボキシ基のカルボニルを介してキャリアタンパク質を導入した、例
えば、ＧＡ－ＫＬＨ（Keyhole limpet hemocyanin、スカシガイヘモシアニン）複合体な
どのＧＡ－キャリアタンパク質複合体を免疫原として用いることができる。かかる免疫原
を用いることで、フリーのＧＡにも、また、生体環境等におけるＧＡ－アルブミン複合体
に対しても特異的結合能を有する抗体を免疫動物に産生させることができる。さらに、免
疫動物から得られる血清や免疫動物の脾臓細胞由来のハイブリドーマに対して、ＧＡ－ア
ルブミン複合体に対する特異的結合能を指標として本抗体産生能を評価することで、ポリ
クローナル抗体又はモノクローナル抗体を効率的に取得することができる。
【００３４】
（免疫工程）
　以下、免疫工程について説明する。
【００３５】
（ＧＡ－キャリアタンパク質複合体）
　本製造方法で用いる、ＧＡ－キャリアタンパク質複合体は、ＧＡの３０位炭素原子を含
むカルボキシ基のカルボニルを介してキャリアタンパク質を導入した複合体とすることが
できる。ここで用いるＧＡは、３β－ヒドロキシ－１１－オキソオレアナ－１２－エン－
３０－酸（ＩＵＰＡＣ）（（３β，２０β）－３－ヒドロキシ－１１－オキソオレアナ－
１２－エン－２９－酸（ＣＡＳ））であり、１８α体であってもよいし、１８β体であっ
てもよいし、これらの混合物であってもよい。
【００３６】
　キャリアタンパク質としては、ＫＬＨ、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、オボアルブミ
ン（ＯＶＡ）、ウサギ血清アルブミン（ＲＳＡ）、ウシチログロブリン（ＴＨＹ）等の公
知のキャリアタンパク質から適宜選択される。キャリアタンパク質としては、さらに、ヒ
ト、マウス、ウサギ、ヤギ等など各種脊椎動物種由来のもののほか変異体であってもよい
。
【００３７】
　こうしたＧＡ－ＫＬＨ複合体及びＧＡ－ＢＳＡ複合体の作製スキームを以下に示す。
【００３８】
【化２】

【００３９】
　ＧＡに対するキャリアタンパク質の導入部位は、ＧＡの３０位の炭素原子を含むカルボ
キシ基とすることができる。かかる部位をキャリアタンパク質の導入部位として用いるこ
とで、ＧＡに対する特異的結合能を有する本抗体を得ることができる。
【００４０】
　ＧＡの３０位の炭素原子を含むカルボキシ基を導入部位とするとき、当該カルボキシ基
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のカルボニルを介してキャリアタンパク質が導入されてＧＡ－キャリアタンパク質複合体
とすることができる。かかる導入形態は、当業者において周知の各種方法を用いることが
できる。カルボニルを介したキャリアタンパク質の導入形態は、例えば、当該カルボキシ
基とキャリアタンパク質のアミノ基とを、Ｎ-エチル-Ｎ’-（３-ジメチルアミノプロピル
）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）を用いて結合させることができる。また、当該カルボ
キシ基に対して酸アミド結合でリンカーペプチドを導入して、当該リンカーペプチドのア
ミノ基とキャリアタンパク質のＥＤＣにより活性化されたカルボキシ基とを反応させるこ
ともできる。さらに、酸アミド結合により導入されたリンカーペプチド中のＣｙｓ残基と
キャリアタンパク質のアミノ基とをＮ-（γ-４-マレイミドブチルリルオキシ）スクシン
イミド（ＧＭＢＳ）を用いて反応させて連結することもできる。
【００４１】
　本抗体を得るためには、ＧＡの３０位のカルボキシ基のカルボニルに対して、リンカー
ペプチドなどを介在させることなく、直接キャリアタンパク質を導入することが好適であ
る。すなわち、上記スキームに記載のように、上記カルボニルに対して二級アミノ基（－
ＮＨ－）を介してキャリアタンパク質を結合させることで、例えば、血清中においてＢＳ
Ａなどのタンパク質と近接して結合した状態のＧＡも認識することができるようになる。
【００４２】
　こうして得られたＧＡ－キャリアタンパク質複合体で脊椎動物を免疫する。免疫する脊
椎動物（以下、免疫動物ともいう。）の種類は特に限定するものではないが、遺伝子組換
又は遺伝子組換えされていない非ヒト動物が挙げられる。好適には、マウス、ラット、ヤ
ギ、ウサギ等が挙げられる。既述のとおり、ヒト抗体を得るには、ヒト型抗体を作製でき
るように遺伝的に改変された非ヒト脊椎動物を用いることができる。
【００４３】
　免疫原の免疫動物への投与は、特に限定するものではないが、腹腔内投与、静脈投与等
、必要に応じて周知の方法から適宜選択される。また、複合体の投与にあたり、適宜、完
全アジュバント、不完全アジュバントを用いることができる。複合体の投与は、十分に免
疫されるまで繰り返して行うことができる。通常は、２回～５回程度、複合体が投与され
る。免疫動物において、意図した抗体が産生されているか否かは、適宜、免疫動物から採
血して、ＧＡ－ＢＳＡなど、ＧＡ－アルブミン複合体を用いた抗体価を評価する。評価は
、ＥＬＩＳＡなど公知の方法を適宜用いることができる。
【００４４】
　こうした免疫原を用いて、脊椎動物を免疫し、ＧＡ－ＢＳＡ複合体に対する抗体価を評
価することで、免疫動物における、本抗体の産生を確認することができる。以下に、ポリ
クローナル抗体の取得工程の一態様について説明する。
【００４５】
（本抗体の取得工程）
　免疫動物からポリクローナル抗体を得るには、動物からグリチルレチン酸のカルボキシ
基を介してアルブミンを備える複合体であるＧＡ－アルブミン複合体に対して特異的結合
能を有する抗体を分離することができる。概して、免疫動物の血液（血清）中の抗体評価
を、当該複合体を用いて実施することで、本抗体を得ることができる。抗体価の評価は、
当業者の周知の、例えば、ＥＬＩＳＡ法により実施することができる。抗体価を確認でき
た場合には、必要に応じて、免疫動物を最終免疫後、免疫動物から、全採血し、血液を凝
固させたあと、血清を回収する。抗血清からの抗体の回収は、当業者に周知である。
【００４６】
　また、モノクローナル抗体を得る場合には、ＧＡ－ＢＳＡ複合体に対する抗体価を確認
できる免疫動物から脾臓を摘出して、脾細胞を調製後、Ｐ３Ｕ１細胞などのマウスミエロ
ーマ細胞とポリエチレングリコールなどを用いた公知の細胞融合方法によって細胞融合を
行い、ハイブリドーマのみを選択的に取得し、その後、ハイブリドーマについて、ＧＡ－
ＢＳＡなどの複合体等を用いたクローニング作業及びスクリーニング作業を行い、特定の
ハイブリドーマを取得する。当該ハイブリドーマを培養してその培養上清からモノクロー
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ナル抗体を得ることができる。
【００４７】
　なお、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体（ハイブリドーマ）は、ＧＡ－ＢＳ
Ａ複合体のほか、既に説明した本抗体の特異的結合能に関連する各種化合物、すなわち、
フリーのグリチルレチン酸及びアルブミンと複合体になったグリチルレチン酸に対する特
異的結合能の有する一方、アルブミンに対する結合能、グリチルリチンに対する結合能、
グリチルリチン以外のオレアナン骨格を有する化合物、なかでもオレアナン型トリテルペ
ンに対する結合能及びステロイド化合物に対する結合能を有していないという交差反応性
に基づいてポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体を選択することができる。
【００４８】
　なお、本製造方法において用いる本抗体作製のための免疫原、ハイブリドーマ、評価用
複合体も本開示の一態様である。また、本抗体のアミノ酸配列をコードする塩基配列を有
するポリヌクレオチドも本開示の一態様である。係るポリヌクレオチドは、本抗体のアミ
ノ酸配列の解析によって及び／又はハイブリドーマから得られる抗体コード領域の塩基配
列解析によって得ることができる。さらに、係るポリヌクレオチドを意図した宿主細胞に
おいて発現可能に保持する発現ベクタ－も本発明の一態様である。なお、発現ベクターは
、宿主の種類に応じて当業者に周知の適切な形態のほか、プロモーター、ターミネーター
等の制御領域も適宜選択することができる。ポリヌクレオチドは、例えば、ＤＮＡであり
、また例えば、ｃＤＮＡである。
【００４９】
（グリチルレチン酸の検出試薬及びグリチルレチン酸の検出キット）
　本明細書に開示される、ＧＡの検出試薬は、本抗体を含むことができる。また、本明細
書に開示されるキットは、本抗体を含むことができる。本試薬及びキットによれば、除タ
ンパク質操作することなく、生体由来試料中のＧＡを検出し、定量することができる。
【００５０】
　本キットは、さらに、本抗体を抗原であるＧＡとの複合体を検出するための試薬を含む
ことができる。かかる試薬は、例えば、ＧＡ－抗体複合体を検出するための標識物質及び
／又は標識物質結合物質のほか、これらの標識物質及び／又は標識物質結合物質を導入す
るための試薬、あるいは標識物質を備えていてもよい二次抗体、標識物質のための試薬（
例えば、ペルオキシダーゼを標識物質とする場合の基質等）が挙げられる。
【００５１】
　さらに、本キットには、そのほか、ＥＬＩＳＡや抗体クロマトグラフィーによる検出を
意図するブロッキング試薬、洗浄液、バッファ等を含めることができる。
【００５２】
（生体由来試料中のグリチルレチン酸を検出する方法）
　本明細書に開示される、生体由来試料中のグリチルレチン酸を測定する方法は、本抗体
と前記試料中のグリチルレチン酸とを接触させて、本抗体とグリチルレチン酸との複合体
を生成させる工程、を備えることができる。この方法によれば、グリチルレチン酸を、除
タンパク質操作することなく、簡易に検出又は測定することができる。グリチルレチン酸
の検出又は測定は、ＧＡ－抗体複合体形成に基づく、ＥＬＩＳＡや抗体クロマトグラフィ
ー等、公知の方法を適宜採用することができる。本検出方法では、ＧＡ－抗体複合体の検
出にあたって、適宜、本抗体に対する二次抗体を用いてもよい。
【００５３】
（グリチルレチン酸の標的分子の探索方法）
　本明細書に開示される、グリチルレチン酸の標的分子の探索方法は、ＧＡ（例えば、タ
ンパク質とは結合していない）と１又は２以上の標的分子候補との可能性ある複合体と本
抗体とを接触させて、ＧＡ－抗体複合体を生成させる工程と、ＧＡ－抗体複合体において
グリチルレチン酸と特異的に結合した前記１又は２以上の標的分子候補を分離又は同定す
る工程と、を備えることができる。この探索方法によれば、グリチルレチン酸の標的分子
を分離又は同定することができる。
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【００５４】
　ＧＡと１又は２以上の標的分子候補の可能性ある複合体は、例えば、フリーのＧＡと、
ＧＡが結合する可能性があると考えられる生体試料、例えば、肝臓等の各種器官又は組織
のタンパク質抽出物やホモジネートとの混合系を、適当な時間インキュベートすることに
よって得ることができる。インキュベート条件は、特に限定するものではないが、例えば
、数分から数時間（典型的には、２、３時間以下程度、より具体的には１時間以下程度）
、必要に応じて撹拌しつつ、室温（例えば、２５℃以上３７℃以下程度）でインキュベー
トする。必要に応じて、生体適合性のあるバッファ等を用いることができる。これにより
、ＧＡの標的分子が試料中に存在する場合には、ＧＡ－標的分子候補複合体が形成されう
る。
【００５５】
　こうした複合体を含む可能性のあるＧＡと標的分子候補とが共存する混合液に対して本
抗体を添加するなどして可能性ある複合体と本抗体とを接触させる。接触条件も、特に限
定するものではないが、例えば、４℃で８～１６時間程度のインキュベートや、又は室温
（２５℃以上３７℃以下程度）で１～３時間程度インキュベートなどとすることができる
。これにより、複合体が存在する場合には、ＧＡ－標的分子候補複合体のＧＡに対して本
抗体が結合した、第１のＧＡ－抗体複合体が形成される。さらに、フリーのＧＡが残存し
ている場合には、フリーのＧＡに本抗体が結合した第２のＧＡ－抗体複合体が形成される
。
【００５６】
　こうしたＧＡ－抗体複合体の混合系から、ＧＡと結合した標的分子候補を分離又は同定
するには、上記した第１のＧＡ－抗体複合体を分離取得して、この複合体からタンパク質
を分離し、同定することができる。第１のＧＡ－抗体複合体を効率的に分離するには、例
えば、抗体をカラムやビーズ等の固相担体に結合させておき、こうした固相担体から、第
１のＧＡ－抗体複合体に保持される標的分子候補を分離又は同定することができる。
【００５７】
　第１のＧＡ－抗体複合体からタンパク質を分離するには、例えば、適宜タンパク質を変
性するような条件（加熱、アルカリ、塩）など公知の条件を付与することができる。また
、こうしたタンパク質の分離、精製及び同定についても、当業者であれば、電気泳動、カ
ラムクロマトグラフィー、周知の種々の方法を適用して実施可能である。
【００５８】
　また、第２のＧＡ－抗体複合体が共存していたとしても、第２のＧＡ－抗体複合体の構
成要素は、ＧＡと本抗体であって、既知であるため、こうした存在可能性を予め把握する
か、コントロールとして実施することで、第２のＧＡ－抗体複合体の影響を排除できる。
【００５９】
　また、例えば、ＧＡを含まないで標的分子候補と、本抗体とを、ＧＡを含む場合と同様
の条件で接触させたものをさらに他のコントロールとすることもできる。こうすることで
、非特異的な抗体複合体の可能性を排除して、ＧＡ存在下において、特異的に結合する標
的分子候補を確実に特定できる。
【００６０】
　以上説明したように、本明細書に開示される、抗グリチルレチン酸抗体は、グリチルレ
チン酸及び生体環境中における形態のグリチルレチン酸に対して特異的に結合できる。こ
のため、従来とは異なり、グリチルレチン酸の抗体による捕捉のために除タンパク質操作
が排除されて簡易にグリチルレチン酸を検出できる。また、除タンパク質操作によっては
、検知できなかったグリチルレチン酸の生体内分布や標的分子の探索も可能となる。
【実施例】
【００６１】
　以下、本明細書の開示をより具体的に説明するために具体例としての実施例を記載する
。以下の実施例は、本明細書の開示を説明するためのものであって、その範囲を限定する
ものではない。
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【実施例１】
【００６２】
（抗グリチルレチン酸モノクローナル抗体の作製）
（１）免疫原の作製
　ＧＡは低分子であるため、そのままでは抗原となり得ない。そのため、カルボジイミド
法に基づいて、１８β-ＧＡに1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydroch
loride（ＥＤＣ）とN-hydroxysulfosuccinimide（Sulfo-NHS）を処理したのち、キャリア
タンパク質を加えることで、ＧＡ-タンパク複合体を作製した。キャリアタンパク質にはk
eyhole limpet hemocyanin（ＫＬＨ）とbovine serum albumin （ＢＳＡ）を用い、マウ
スへの免疫に用いるＧＡ－ＫＬＨとＥＬＩＳＡ測定に用いるＧＡ－ＢＳＡの２種類の抗原
を作製した。
【００６３】
　なお、グリチルレチン酸２０μmolをＤＭＦ溶液４００μｌに添加し、さらに、ＥＤＣ
５ｍｇ、Sulfo-NLHS５ｍｇを添加し、２４時間撹拌してグリチルレチン酸のＤＭＦ溶液を
調製した。この溶液に、ＫＬＨ１０ｍｇ／ｍｌ（ＰＢＳ）５００μｌを加えて４時間撹拌
し、ＰＢＳ溶液にて透析してグリチルレチン酸（ＧＡ）－ＫＬＨ複合体を調製した。ＫＬ
Ｈ５ｍｇに替えてＢＳＡ７．５ｍｇを用いて同様に操作して、ＧＡ－ＢＳＡ複合体を作製
した。
【００６４】
（２）マウスへの免疫
　雌性BALB/cマウス（６週齢）を用いて、完全アジュバント（Freund’s complete adjuv
ant : FCA）とともに、作製したＧＡ－ＫＬＨを腹腔内投与して初回免疫を行った。その
後、隔週にて不完全アジュバンド（Freund’s incomplete adjuvant : FIA）とともに４
回の追加免疫を行った。各免疫を行った一週間後にマウスの尾静脈から採血し、ＧＡ－Ｂ
ＳＡに対する血清中の抗体価をＥＬＩＳＡにて検証したところ、マウス血清中において、
ＧＡ－ＢＳＡに交差性を有する抗体の産生が認められた。
【００６５】
（３）ハイブリドーマの樹立
　モノクローナル抗体として樹立するために、ＧＡ－ＢＳＡに対する抗体価の上昇を認め
たマウスの脾臓を摘出し、脾細胞を調製後、マウスミエローマ細胞Ｐ３Ｕ１とのポリエチ
レングリコールを用いた細胞融合を行った。Ｐ３Ｕ１と融合後、ＨＡＴ培地を用いて長期
培養することで、ハイブリドーマ細胞のみを選別した。これは、ＨＡＴ培地中のアミノプ
テリンによりde novo経路が阻害されるため、ヒポキサンチンとチミジンを用いたサルベ
ージ経路のみでＤＮＡ合成が進むが、Ｐ３Ｕ１はサルベージ経路に必要なhypoxanthine g
uanine phosphoribosyltransferase（ＨＧＰＲＴ）を欠損しているためにＨＡＴ培地下で
は生存できないことを利用している。すなわち、脾臓細胞由来のサルベージ経路が利用で
き、なおかつＰ３Ｕ１由来の無限増殖能を持つハイブリドーマ細胞のみがＨＡＴ培地中に
おいて長期生存可能となる。
【００６６】
　ＨＡＴ培地による選別後、限界希釈法に従いクローンの単離作業であるクローニングと
細胞培養上製を用いたＥＬＩＳＡによるスクリーニングを行い、単一のハイブリドーマ細
胞６Ｄ６、６Ｂ１０を樹立した。これらから得られる培養上清の抗体価評価結果を図１に
示す。図１に示すように、いずれのモノクローナル抗体も、ＧＡ－ＢＳＡ複合体に対して
特異的に結合し、ＧＡ－ＢＳＡ複合体と同様にして作製したＧＬ－ＢＳＡ複合体、そして
ＢＳＡには結合しなかった。
【００６７】
　なお、ＥＬＩＳＡは、コーティングにＧＡ－ＢＳＡ、ＧＬ-ＢＳＡ及びＢＳＡ（各１mｇ
／ｍｌ）、ブロッキング剤にBlock Ace Powder（DSファーマバイオメディカル株式会社）
、二次抗体に、Anti-mouse IgG(whole specific)-Peroxidase antibody produced in goa
t(1mg/mL)（GE Healthcare）、発色液に、1%TMB(3,3,5,5,5Tetramethylbenzidine)（SIGM
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A/DMF:WAKO）：40mMクエン酸／リン酸buffer(pH5.0)：30%H2O2（５０：５０００：２）を
用いた。操作は以下のように行った。９６穴プレートに、各抗原をＰＢＳにて１μｇ／ｍ
ｌに調製し、各ウェル１００μｌずつを散布後、４℃で一晩静置後、洗浄液０．０５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ溶液（ＴＰＢＳ溶液）２００μｌで３回洗浄後、ブロッキング剤
の１％水溶液２００μｌ／ウェルを散布後、３７℃、１時間インキュベート後、ＴＰＢＳ
溶液で洗浄した。その後、抗体価を測定したい血清あるいは培養上清をＴＰＢＳにて適宜
希釈（５００倍希釈など）したものから３倍ずつ段階希釈し、それぞれ１００μｌ／ウェ
ルを散布して、３７℃で１時間インキュベート後、洗浄した。さらに、二次抗体のＴＰＢ
Ｓ５０００倍希釈液１００μｌを各ウェルに散布し、３７℃で１時間インキュベート後、
ＴＰＢＳ溶液で洗浄し、発色液をウェル当たり１００μｌ加えて発色させ、１０分後に１
Ｎリン酸（１００　μｌ／ウェル）にて発色を停止後、４５０ｎｍで吸光度を測定した。
【００６８】
（４）プロテインＧカラムによるｍＡｂ６Ｄ６、６Ｂ１０の精製
　得られた抗体産生ハイブリドーマ細胞の培養上清は、目的抗体以外にアルブミンなどの
多くのウシ血清由来成分を含んでいる。それらによる意図しない反応を防ぐために、常法
に従い、ProteinGカラムによる抗体の精製を行った。ProteinGカラムによりアフィニティ
ー精製が可能であることに加え、ＥＬＩＳＡにおいて使用した二次抗体がマウスＩｇＧを
認識する抗体であることから、本研究において作製した抗体のアイソタイプは、ＩｇＧで
あると予想された。
【００６９】
　抗体精製後、適宜BCA assayを行い、ｍＡｂ６Ｄ６、ｍＡｂ６Ｂ１０を１mg/mLの濃度に
希釈調製し、－３０℃下で凍結保存した。
【００７０】
（５）ｍＡｂ６Ｄ６、ｍＡｂ６Ｂ１０の抗体価と特異性解析
　作製したｍＡｂ６Ｄ６とｍＡｂ６Ｂ１０を利用した生体内におけるＧＡの解析を進める
にあたり、１８β－ＧＡおよび構造類似化合物を用いた競合ＥＬＩＳＡにより抗体の特異
性を解析した。
【００７１】
　コンペティターには、１８α－ＧＡ、１８β－ＧＡ、およびＧＡ以外のオレアナン型ト
リテルペンとしてＧＡの配糖体であるＧＬ、オレアノール酸、β－アミリン、サイコゲニ
ン－Ａおよびヘデラゲニンを用いた。さらに、ＧＡに類似する構造をもつ化合物としてス
テロイド化合物のうち、アルドステロン、コレステロール、コルチゾン、ヒドロコルチゾ
ンおよびコルチコステロンを用いた。
【００７２】
　それぞれのコンペティターのエタノール溶液（５ｍＭ）を０．０５％ＴＰＢＳで希釈し
て２μＭ溶液を調製し、これを順次３倍希釈したものをコンペティターとした。なお、Ｅ
ＬＩＳＡは、コーティングとしてＧＡ－ＢＳＡのみを用い、一次抗体として、各モノクロ
ーナル抗体１ｍｇ／ｍｌをＴＰＢＳで２０００倍希釈して、コンペティターと一時抗体と
をそれぞれウェルあたり５０μｌづつ添加する以外は、上記と同様にして実施した。ＧＡ
及びＧＬとの交差性について図２に示し、類似物質との交差性を図３に示し、ステロイド
化合物との交差性を図４に示す。
【００７３】
　図２に示すように、ｍＡｂ６Ｄ６は１８α－ＧＡおよび１８β－ＧＡ濃度１ｎＭ以上に
おいて、交差性を示すことが認められた。また、図３及び図４に示すように、その他の類
似化合物及びステロイド化合物との交差性は認められなかった。なお、ｍＡｂ６Ｂ１０は
、ｍＡｂ６Ｄ６と同様の性質を示したため、ここでの表記を省略した。
【実施例２】
【００７４】
（マウス血清中のＧＡの定量）
（１）ビオチン化抗ＧＡ抗体の作製
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　マウス血清を用いてＧＡを定量するにあたり、血清のみを酵素標識抗マウスＩｇＧ抗体
で検出したところ、０．４程度の吸光度を示した。これはマウス血清成分に起因する値と
考え、この影響を排除するため、ｍＡｂ６Ｄ６をビオチン標識し、ビオチン－アビジンシ
ステムを用いたＥＬＩＳＡ法を構築した。ビオチン化抗体の作製には、EZ-Link NHS-LC-B
iotinを用い、抗体の一級アミンとのアミド結合を介してビオチンを標識した。ビオチン
化抗体（０．８８ｍｇ／ｍｌ）とビオチン化前抗体（１ｍｇ／ｍｌ）とについてそれぞれ
実施例１に準じて抗体価を測定した。結果を、図５に示す。
【００７５】
　図５に示すように、ビオチン化ｍＡｂ６Ｄ６においては、ビオチン化前ｍＡｂ６Ｄ６に
比べてその感度が上昇していることが認められ、しかも、ビオチン化抗体によれば、ｎａ
ｔｉｖｅ－ＢＳＡに対する抗体価と比較してＧＡ－ＢＳＡに対して十分に高い抗体価を得
られることがわかった。このことから、ｍＡｂ６Ｄ６をビオチン化することで血清による
影響が低減されることがわかった。また、血清中において既知濃度（１００ｎＭ及び１０
ｎＭ）のＧＡについて、ビオチン化抗体で回収試験を行ったところ、実用可能であること
を確認できた。
【００７６】
　ビオチン化６Ｄ６の吸光度を考慮し、ＧＡの定量法で用いるビオチン化６Ｄ６の濃度を
０．８８ｎｇ／ウェルに決定した。また、用いるコンペティターは、ＧＡのエタノール液
（５ｍＭ）をマウス血清中に添加し、ＧＡ２０μｍの血清を調製した。これを順次血清で
３倍に希釈してＧＡ０．２ｎＭ血清までを作製し、３７℃で４分間インキュベートし、こ
れらを各ウェルに５０μｌずつ散布したのち、さらにビオチン化６Ｄ６（０．８８ｍｇ／
ｍｌ）を、０．０５％ＴＰＢＳにて５００００倍希釈して、ウェルあたり５０μｌ散布し
、３７℃で１時間インキュベートし、実施例１に準じて抗体価を評価した。結果を図６に
示す。
【００７７】
　図６に示すように、血清中ＧＡ濃度約５～１００ｎＭの範囲で直線性が得られた。した
がって、これを検量線として用いることで定量が可能であると考えられた。
【実施例３】
【００７８】
（ｍＡｂ６Ｄ６を用いたＧＡの標的分子の探索）
　ＧＬは肝細胞障害抑制及び修復促進作用を有し、肝庇護薬として用いられている。そこ
で、このような作用発現に関わる分子（ＧＡ標的タンパク質）の存在を考え、肝臓におい
て、ＧＡが直接作用しているタンパク質の同定を、マウス肝ホモジネートを用いた免疫沈
降法により試みた。
【００７９】
　マウスから肝臓を摘出し、１ｍｌのＲＩＰＡバッファと１０μｌのprotease inhibitor
混合液をホモジネート溶媒とし、肝組織１００ｍｇが１０質量％となるようにしてホモジ
ネートした。４℃、１００００ｒｐｍで２０分遠心分離し、ＴＢＳＴにて１ｍｇ／ｍｌ溶
液に調製した。この肝ホモジネート４００μｌに対して、５ｍＭのＧＡエタノール溶液２
０μｌ、対象実験としてエタノール２０μｌをそれぞれ加えて、室温で６０分間ローテー
タを用いてインキュベートした。
【００８０】
　次に、磁気ビーズ溶液７０μｌ中のビーズにｍＡｂ６Ｄ６(１ｍｇ／ｍｌ)２８μｌとＴ
ＢＳＴ４２μｌを加え、室温にて３０分ローテータを用いてインキュベートした。この磁
気ビーズ溶液を等量に分注し、肝ホモジネートにそれぞれ加えて、４℃において、ローテ
ータを用いて撹拌しながら一晩反応させた。その後、磁気ビーズを回収し、ＴＢＳＴを用
いた洗浄後、ＲＩＰＡバッファ３０μｌ及び５×サンプルバッファ７．５μｌをそれぞれ
加え、１００℃で２分間加熱した後、磁気ビーズの上清を電気泳動用サンプルとした。な
お、５×サンプルバッファの組成は以下のとおりであった。
（５×サンプルバッファ）
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　ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム） ：０．７５ｇ
　グリセリン                       ：１．２５ｍＬ
　ＢＰＢ（ブロモフェノールブルー） ：０．５ｍｇ
　１　Ｍトリス塩酸（ｐＨ６．８）   ：１．６７６ｍＬ
　メルカプトエタノール             ：０．５ｍＬ
ＢＰＢとＳＤＳを混合した後、グリセリン、１Ｍトリス塩酸を加え、十分に混合し溶解し
た。さらに、メルカプトエタノールを加え、超純水で５ｍＬにメスアップした。
【００８１】
　電気泳動は、１０％ゲルを泳動バッファ（2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
：３０．３ｇ、Glycine：１４４ｇ、ＳＤＳ(sodium dodecyl sulfate)：１０gを、超純水
にて溶解後、全量１Ｌにメスアップした）中に浸し、ウェル内に各サンプルを２０μｌず
つ、分子量マーカーを３μｌ、それぞれローディングし、２００Ｖ、２０ｍＡにて約１２
０分間電気泳動した。その後、ゲル固定液（酢酸：メタノール：水＝３．７５：５：４１
．２５）５０ｍＬに浸し、室温にて一晩固定し、銀染色により可視化した。結果を図７に
示す。
【００８２】
　図７に示すように、ＧＡ添加マウス肝ホモジネートのサンプルのみ見られるバンドが部
分的に確認できた。このことから、肝組織中にＧＡが結合するタンパク質が存在すること
が示唆された。

【図１】 【図２】
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