
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　ズブチリシン様プロプロテインコンベルターゼファミリーに属するＰＡＣＥ４
を特異的に認識する抗体を提供する。また、当該抗体の用途、例えばそれが有するＰＡＣ
Ｅ４に対する特異的結合性を利用した免疫学的試薬、及び免疫学的検出法を提供する。
【解決手段】　ヒト由来の特定なアミノ酸配列をエピトープ部として有するペプチドに対
するモノクローナル抗体であって、ズブチリシン様プロプロテインコンベルターゼのうち
、ＰＡＣＥ４と反応し、フリン、ＰＣ１、ＰＣ２、ＰＣ４、ＰＣ６及びＰＣ８とは反応し
ないことを特徴とするモノクローナル抗体。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ
Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ 部 と し て 有 す る ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ ま た
は ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ
Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ 。
【 請 求 項 ６ 】
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ の ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse Hybridoma-PACE4） 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 結 合
性 を 有 す る そ の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ
ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 含 む 、 ズ ブ チ リ シ
ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 検 出 用 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 結 合
性 を 有 す る そ の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を 含 有 す る 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン
コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 結 合
性 を 有 す る そ の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル
タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 用 い る 工 程 を 有
す る 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
下 記 の （ ａ ） 、 (ｂ )お よ び (ｃ )の 工 程 を 含 む 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ
ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
(ａ ) 被 験 物 質 を ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 発 現 し 得
る 細 胞 に 接 触 さ せ る 工 程 、
(ｂ ) 請 求 項 １ 乃 至 ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異
的 結 合 性 を 有 す る そ の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を 用 い て 、 上 記 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た
細 胞 に お け る ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定
し 、 同 様 に し て 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 上 記 に 対 応 す る 対 照 細 胞 に お け る ズ ブ チ リ シ ン 様
プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定 し て 、 両 者 を 比 較 す る 工 程 、
(ｃ ) (ｂ )の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 増 加 ま た は 低 下 さ せ る 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ 】
ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ
Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い ヒ ト 化 抗 体 の 調 製 の た め の 、 請
求 項 ３ に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 -β （ Ｔ Ｇ Ｆ -β ） 関 連 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 因 子
の プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に
特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 細 胞 生 物 に お い て 細 胞 の 分 化 、 増 殖 は 、 非 常 に 多 く の 成 長 及 び 分 化 因 子 の 巧 妙 な 作 用
に よ っ て 調 節 さ れ て い る 。 こ れ ら の 成 長 及 び 分 化 因 子 群 の 発 生 時 期 や 、 そ れ ら の 細 胞 特 異
的 な 発 現 調 節 機 構 及 び 活 性 化 機 構 の 解 明 は 、 生 命 発 生 の 仕 組 み を 明 ら か に す る だ け で な く
、 こ れ ら の 因 子 の 発 現 異 常 に 起 因 し て 生 じ る 各 種 の 疾 患 の 治 療 法 を 確 立 し 、 ま た そ の 治 療
薬 を 開 発 す る た め に も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ う し た 分 化 因 子 群 の な か で も 、 Ｔ Ｇ Ｆ β － 関 連 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 因 子 は 多 様 な 細 胞
分 化 を 制 御 し て お り 、 特 に 神 経 分 化 、 筋 肉 分 化 ま た は 骨 分 化 の 異 常 に 伴 う 多 く の 疾 患 の 治
療 薬 と し て も 有 望 視 さ れ て い る 。 図 １ に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 分 化 因 子 は 不 活 性 な 前 駆 体
（ prepro-Ｔ Ｇ Ｆ -β 、 pro-Ｔ Ｇ Ｆ -β ） と し て 合 成 さ れ た 後 、 pro-Ｔ Ｇ Ｆ -β の プ ロ ペ プ チ
ド 領 域 が 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 対 （ Arg-Arg [R-R]、 ま た は Lys-Arg [K-R]な ど ） を 認 識 す る プ ロ
テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 （ プ ロ セ ッ シ ン グ ） さ れ て 、 生 理 活 性 を 有 す る 成 熟 体 に 変 換 さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 ヒ ト に 関 し て は 、 こ の プ ロ セ シ ン グ を 行 う プ ロ テ ア ー ゼ （ プ ロ セ シ ン グ プ ロ テ ア
ー ゼ ） と し て 、 ７ 種 類 の も の 〔 PACE4、 フ リ ン 、 PC1(PC3と も 言 わ れ る )、 PC2、 PC4、 PC6(P
C5と も 言 わ れ る )及 び PC8(PC7と も 言 わ れ る )〕 が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら は い ず れ も バ ク
テ リ ア の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ズ ブ チ リ シ ン と 構 造 類 似 し た 触 媒 領 域 （ ズ ブ チ リ シ ン 様 触 媒
領 域 ） を 有 す る Ｃ ａ 依 存 性 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ
ン ベ ル タ ー ゼ （ 略 称 し て 「 Ｓ Ｐ Ｃ 」 と 称 さ れ る ） と 総 称 さ れ て い る （ 例 え ば 非 特 許 文 献 １
参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 ７ 種 の ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ 以 下 、 こ れ ら を 総 称 し て 「
Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー 」 と も い う ） は 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ SP） 、 プ ロ ペ
プ チ ド （ Pro） 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 触 媒 領 域 （ SCD） 、 及 び ホ モ Ｂ ド メ イ ン （ HomoB） を 互 い
に 共 通 し て 有 す る 。 中 で も プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 寄 与 す る ズ ブ チ リ シ ン 様 触 媒 領 域 （ 以 下 、
単 に 「 触 媒 領 域 」 ま た は 「 Ｓ Ｃ Ｄ 」 と も 称 す る ） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー 間
で 非 常 に 相 同 性 が 高 く 、 プ ロ テ ア ー ゼ と し て の 切 断 特 異 性 も 極 め て 類 似 し て い る 。 し か し
、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 研 究 な ど 遺 伝 学 的 な ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 こ れ ら フ ァ ミ リ ー の 酵
素 は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 分 化 因 子 の 活 性 化 に 寄 与 し て い る こ と が 判 明 し て い る （ 例 え ば 非 特
許 文 献 ２ 及 び ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 既 に 、 こ れ ら Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー プ ロ テ ア ー ゼ の 中 で も 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 特 に
脳 や 神 経 の 分 化 増 殖 に 重 要 で あ り 、 神 経 分 化 転 写 因 子 ｈ Ａ Ｓ Ｈ -1に よ っ て 発 現 が 制 御 さ れ
て い る こ と を 報 告 し て い る （ 例 え ば 非 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。 事 実 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 欠 損 し た マ ウ
ス は 脳 が 形 成 さ れ な い 。 ま た 本 発 明 者 ら は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 軟 骨 分 化 因 子 で あ っ て 且 つ 血
管 新 生 阻 害 作 用 を 有 す る コ ン ド ロ モ ジ ュ リ ン の 活 性 化 を 介 し て 、 骨 分 化 や 目 の 形 成 に お い
て も 重 要 な 機 能 を 担 っ て い る こ と を 明 ら か に し て い る 。 内 軟 骨 性 骨 分 化 能 を 有 す る Ａ Ｔ Ｄ
Ｃ Ｖ ５ 培 養 細 胞 は 、 石 灰 化 す る 前 に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 が 激 増 し 、 ま た Ｃ ａ 依 存 性 セ リ ン
プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 で Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 活 性 を 阻 害 す る と そ の 軟 骨 分 化 が 完 全 に 抑 制 さ れ る
（ 例 え ば 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。 こ の よ う に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 特 に 神 経 、 骨 分 化 の 制 御 を 司 る
重 要 な プ ロ セ シ ン グ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ は 、 ウ イ ル ス の 感 染 性 を 決 定 す る ウ
イ ル ス 粒 子 外 殻 蛋 白 の 活 性 化 や 細 菌 毒 素 の 活 性 化 に も 関 与 し て い る こ と が 判 明 し て お り （
例 え ば 非 特 許 文 献 ６ 及 び ７ 参 照 ） 、 そ の 阻 害 剤 は こ れ ら の 感 染 症 の 治 療 薬 と な る 可 能 性 も
高 い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 前 述 す る よ う に Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー は 互 い に 非 常 に 類 似 し た 構 造 並 び に 切
断 特 異 性 を 有 す る た め 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の み を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 は 未 だ 取 得 さ れ て お ら ず
、 ゆ え に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 お よ び タ ン パ ク 機 能 の 研 究 は 遅 れ て い る の が 実 情 で あ る 。 特 に
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 微 量 で 生 理 活 性 を 発 揮 す る 分 化 増 殖 因 子 群 を 基 質 と す る こ と か ら 予 測 で き
る よ う に 、 タ ン パ ク と し て の 発 現 量 は 超 微 量 で あ り 、 ヒ ト の 組 織 や 血 液 中 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 量
を 測 定 し 、 病 気 の 診 断 に 利 用 す る た め に は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 厳 密 な 特 異 性 を 有 し 、 抗
体 価 の 高 い 抗 体 の 取 得 が 必 須 で あ る 。 ま た 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 す る 抗 体
ま た は そ の 断 片 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 及 び 産 生 に 関 連 し て 生 じ る 疾 患 の た め の 免 疫 学
的 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 松 田 、 辻 ら 、 「 蛋 白 質  核 酸  酵 素 」 Vol.42, No.14, 2355-2361, (1997)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Roebroek,A.J.M., et al.,Development 125, 4863-4876, (1998)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Constam,D.B. et al., Genes.Dev.14,(2000) 1146-1155）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Matsuda,Y., and Tsuji,A., et al., Biochem.J. 360, 683-689, (2001
)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 松 田 、 辻 ら 、 第 74回 日 本 生 化 学 会 大 会 (2001年 10月 )； 生 化 学 ,73巻 ,8号 ,
779頁 ,(2001)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Garten， W., et al., Biochimie 76, 217-225, (1994)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Gordon,V.M., et al., Infect. Immun. 65, 3370-3375, (1997)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に
属 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。 ま た 、 本 発 明
は 、 当 該 抗 体 の 用 途 、 例 え ば 当 該 抗 体 が 有 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 性 を 利 用 し
た 免 疫 学 的 試 薬 （ 例 え ば 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 試 薬 ） 、 及 び Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出
法 な ど を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関
連 し て 発 生 す る 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 物 質 の 探 索 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 斯 か る 事 情 に 鑑 み 、 本 発 明 者 ら は 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ
ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ 単 に 「 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 」 と も い う ） 中 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列
を エ ピ ト ー プ と す る ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 構 造 的 に
も ま た 切 断 特 異 性 に お い て も 、 当 該 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 類 似 す る 他 の ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ
イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ フ ァ ミ リ ー 〔 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ （ Ｐ Ｃ ３ と も い わ れ る ） 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ
４ 、 Ｐ Ｃ ６ （ Ｐ Ｃ ５ と も い わ れ る ） 及 び Ｐ Ｃ ８ （ Ｐ Ｃ ７ と も い わ れ る ） 〕 と 反 応 す る こ と
な く 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 し 反 応 す る こ と を 見 い だ し た 。 そ し て 、 当 該 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 そ の ヒ ト 化 抗 体 な ど も 含 め て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 生 じ る 種 々
の 疾 患 の 診 断 や そ の 解 明 に 有 用 で あ る と と も に 、 当 該 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 用 な
薬 物 の 開 発 に 有 効 に 利 用 で き る こ と を 確 信 し た 。 本 発 明 は か か る 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た
も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 下 記 に 掲 げ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ：
　 （ １ ） 　 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
に 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特
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徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 具 体 的 に は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 下 記 の 態 様 の も の が 含 ま れ る ：
（ 1-1） 　 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ 部 と し て 有 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
で あ っ て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特
徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ 1-2） 　 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と キ ャ リ ア タ ン パ ク と の 結 合 物 を
抗 原 と し て 調 製 さ れ る 抗 体 で あ っ て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ
Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ
８ と は 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
(1-3) 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ （ 2002年 10月 1日 に 寄 託 し た FERM P-19048号
よ り 移 管 ） の ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse Hybridoma-PACE4） に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
(1-4) キ メ ラ 抗 体 で あ る 上 記 （ １ ） 、 (1-1)ま た は (1-2)の い ず れ か に 記 載 さ れ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
(1-5) キ メ ラ 抗 体 が 、 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 上 記 （ 1-4)に 記 載 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
(1-6) ヒ ト 化 抗 体 が 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 で あ る 上 記 （ 1-5）
に 記 載 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 当 該 ヒ ト 化 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に
応 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 (1-3)に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 キ メ ラ 抗 体 、 特 に ヒ ト
化 抗 体 （ ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 ） の 調 製 の た め の 使 用 に 関 す る 。 言 い
換 え れ ば 、 上 記 (1-3)に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 キ メ ラ 抗 体 、 特 に ヒ ト 化 抗 体 （
ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 ） の 調 製 の た め の 使 用 方 法 ； 上 記 (1-3)に 記 載
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ
Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８
と は 反 応 し な い キ メ ラ 抗 体 、 特 に ヒ ト 化 抗 体 を 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 下 記 に 掲 げ る ハ イ ブ リ ド － マ 、 及 び そ れ を 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 製 造 方 法 で あ る ；
（ ２ ） 　 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と
反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特 徴
と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ に は 下 記 の 態 様 の も の が 含 ま れ る ：
（ 2-1） 　 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ 部 と し て 有 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
で あ っ て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い こ と を 特
徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ 。
（ 2-2） 　 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と キ ャ リ ア タ ン パ ク と の 結 合 物 を
抗 原 と し て 調 製 さ れ る 抗 体 で あ っ て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ
Ｐ Ｃ ） の う ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ
８ と は 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ 。
（ 2-3) 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ （ 2002年 10月 1日 に 寄 託 し た FERM P-19048号
よ り 移 管 ） の ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse Hybridoma-PACE4） 。
（ ３ ） 　 上 記 （ ２ ） 、 (2-1)～ (2-3)の い ず れ か に 記 載 の ハ イ ブ リ ド － マ を 生 体 内 ま た は 生
体 外 で 培 養 し 、 そ の 体 液 ま た は 培 養 物 か ら Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 反 応 し 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２
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、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 上 記 （ １ ） 、 （ 1-1)～ (1-3)の い ず れ か に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 下 記 （ ４ ） に 記 載 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 検 出 試 薬 キ ッ ト で あ る 。 当 該 検 出 試 薬
キ ッ ト に よ れ ば 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 検 出 を 特 異 的 に 且 つ 容 易 に 行 う こ と が 可 能 と な る 。
（ ４ ） （ １ ） 、 (1-1） ～ （ 1-6） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に
対 し て 特 異 的 結 合 性 を 有 す る そ の 断 片 、 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異
的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 含 む 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 検 出 用 試 薬 キ ッ ト 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 下 記 （ ５ ） に 記 載 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 結 合 剤 で あ る 。 当 該 結 合 剤 は
、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る の で 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連
し て 発 生 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 応 用 す る こ と が 可 能 と な る 。
（ ５ ） （ １ ） 、 (1-1） ～ （ 1-6） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 結 合 性 を 有 す る そ の 断 片 か ら な る か 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か を 含 む
、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 結 合 剤 。 な お 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 任 意 の
標 識 材 で 標 識 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 下 記 （ ６ ） に 記 載 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 方 法 で あ る 。 当 該 検 出 方
法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 の 解 明 並 び に 診
断 が 可 能 と な る 。
（ ６ ） （ １ ） 、 (1-1） ～ （ 1-6） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 標 識
物 を Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 用 い る 工 程 を 有 す る
、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 方 法 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 下 記 （ ７ ） に 掲 げ る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 薬 の
有 効 成 分 を 探 索 す る 方 法 で あ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 「 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連
す る 疾 患 」 に は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発 現 の 増 加 及 び 減 少 の 両 方 を 含 む 、 以 下 同 じ ）
に 起 因 し て 生 じ る 疾 患 、 及 び Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 を 伴 う 疾 患 の 両 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ ７ ） 　 下 記 の （ ａ ） 、 (ｂ )お よ び (ｃ )の 工 程 を 含 む 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 す
る 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 薬 の 有 効 成 分 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
(ａ ) 被 験 物 質 を Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 発 現 し 得 る 細 胞 に 接 触 さ せ る 工 程 、
(ｂ )（ １ ） 、 (1-1） ～ （ 1-6） の い ず れ か に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 被 験
物 質 を 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定 し 、 同 様 に し て 被 験 物 質 を 接 触
さ せ な い 上 記 に 対 応 す る 対 照 細 胞 に お け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定 し て 、 両 者 を 比 較 す
る 工 程 、
(ｃ ) (ｂ )の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 増 加 ま た は 低 下 さ せ る 被 験 物 質
を 選 択 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｉ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び そ の 製 造 方 法
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ 部 と し て 有 す
る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 作 成 さ れ る 抗 体 で あ っ て 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ
ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ ） に 対 し て 特 異 的 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 内 分 泌 系 組 織 で は 下 垂 体 、 大 脳 、 小 脳 、 嗅 球 及 び 心 筋 に 、 ま た 非 内 分 泌
系 組 織 で は 肝 臓 に 強 く 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り (Endocrinology, 136, 357-360
, (1995); Biochimie, 76, 197-209, (1994);　 Hitochem Cell Biol., 108, 95-113, (19
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97))、 ま た 、 マ ウ ス の 発 生 過 程 に お い て ス テ ー ジ 特 異 的 に 特 有 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す こ と
か ら 、 Ｂ Ｍ Ｐ 等 の 活 性 化 に 寄 与 し て い る 可 能 性 も 示 唆 さ れ て い る （ J.Cell.Biol.,134,181
-191(1996)） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に は 、 Ｃ 末 端 側 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 異 な る 複 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す
る こ と が 知 ら れ て お り 、 現 在 ８ 種 類 (PACE4A-I. PACE4A-II, PACE4B, PACE4C, PACE4CS, P
ACE4D, PACE4E-I, PACE4E-II)の ア イ ソ フ ォ ー ム が ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ よ り 同 定 さ れ て
い る （ Biochem.Biophys.Res.Commun.,200,943-950 (1994); J.Biochem.） Tokyo),121,941
-948 (1997); FEBS Lett.,396,31-36(1996)） 。 図 ３ に 各 ア イ ソ フ ォ ー ム の ド メ イ ン 構 造
を 示 す 。 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ａ -Ｉ は 最 初 に 同 定 さ れ た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ で あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ Ｓ
Ｐ ） 、 プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ ｒ ｏ ） 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 触 媒 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｄ ） 、 及 び ホ モ Ｂ ド メ イ
ン （ ホ モ Ｂ ） よ り な る Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー に 共 通 す る ド メ イ ン 構 造 と 、 Ｃ 末 端 側 に 存 在 す る
Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 か ら 構 成 さ れ て い る 。 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｂ は ホ モ Ｂ ド メ イ ン 及 び Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 を 欠 き 、
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｃ 及 び Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｃ Ｓ は 、 ホ モ Ｂ ド メ イ ン の 大 部 分 を 含 む が Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 を 欠 い
て い る 。 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｄ は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 プ ロ ペ プ チ ド 及 び Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 を 欠 く 。 Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ Ｅ -Iは 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ａ -Iと 類 似 し た ド メ イ ン 構 造 を 有 す る が 、 Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 が 短 く 、 Ｃ
末 端 側 に 疎 水 性 ク ラ ス タ ー を も つ 特 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ま た 、 Ｃ Ｒ Ｒ 領 域 の 直 前
で １ ３ ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ａ -IIと Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｅ -IIも 存 在 す る 。 こ れ ら の ア イ
ソ フ ォ ー ム は い ず れ も 共 通 の Ｓ Ｃ Ｄ を 有 し 、 Ｃ 末 端 側 に 各 ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 的 な ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 が 対 象 と す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 由 来 の Ｓ Ｃ Ｄ （ 配 列 番 号 ２ ） と 同 一
ま た は そ れ と 相 同 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る Ｓ Ｃ Ｄ を 有 す る も の で あ れ ば よ く 、 由 来 組 織
の 別 や ア イ ソ フ ォ ー ム の 別 を 問 わ な い 。 ゆ え に 本 発 明 が 対 象 と す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に は 、 ヒ ト
由 来 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ PACE4A-I） （ 配 列 番 号 ３ ） 、 及 び そ の 他 の 各 種 の ア イ ソ フ ォ ー ム （ PA
CE4A-II、 PACE4B、 PACE4C、 PACE4CS、 PACE4D、 PACE4E-I、 PACE4E-IIな ど ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 上 記 の 限 り に お い て Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ が 由 来 す る 生 物 種 の 別 も 問 わ な い 。 例 え ば 、 図 ４
及 び 図 ５ に 、 ラ ッ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 、 マ ウ ス Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 及 び ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の
対 比 を 示 す 。 こ れ か ら 分 か る よ う に 、 ラ ッ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 及 び マ ウ ス Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ズ ブ チ リ
シ ン 様 触 媒 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｄ ） は 、 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ と 極 め て 類 似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 。 な お 、 ラ ッ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ に 、 マ ウ ス Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の
部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ５ に 示 す 。 こ の よ う に 本 発 明 が 対 象 と す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 、 か
か る ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 由 来 Ｓ Ｃ Ｄ （ 配 列 番 号 ２ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 が 相 同 す る Ｓ Ｃ Ｄ を 有 す る
生 物 種 に 由 来 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ で あ っ て も よ い 。 か か る ヒ ト 以 外 の 生 物 種 と し て は 、 制 限 さ
れ な い が 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ シ ま た は サ ル 等 の 各 種 の 哺 乳
類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 好 ま し く は マ ウ ス 及 び ラ ッ ト で あ る 。 　
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 そ の Ｓ Ｃ Ｄ が 、 一 部 に 配 列 番 号 １ に 示 す 「 Ｇ Ｉ Ｒ Ｐ Ｎ Ｙ Ｉ Ｄ 」 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 し 、 か つ Ｓ Ｃ Ｄ の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 （ ヒ ト 由 来 Ｐ
Ａ Ｃ Ｅ ４ -Ｉ の Ｓ Ｃ Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列 ） と ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ８ ５ ％ 以 上 、 よ り 好 ま
し く は ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 （ 同 一 性 ） を 有 す る 、 非 ヒ ト 動 物 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 挙 げ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 な お 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 （ 同 一 性 ） は 、 既 知 の 方 法 で た だ ち に 計 算 す る こ と が で き
る 。 か か る 方 法 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 Computational Molecular Biology (A. 
M. Lesk編 、 Oxford University Press 1988） ； Biocomputing： Informatics and Genome 
Projects（ D. W. Smith編 、 Academic Press 1993） ； Computer Analysis of Sequence Da
ta（ Part 1， A. M. Griffin and H. G .Griffin編 、 Human Press 1994） ； G. von Heinle
, Sequence Analysis in Molecular Biology（ Academic Press 1987)） ； Sequence Analy
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sis Primer（ M. Gribskov and J.Devereux編 、 M. Stockton Press 1991） ； and Carillら
、 1998， SIAM J. Applied Math., 48 :1073が 挙 げ ら れ る 。 相 同 性 を 決 定 す る 好 ま し い 方
法 は 、 試 験 を 行 う ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 一 致 が 最 大 と な る よ う に 設 計 さ れ る 。 相 同 性 を 決 定 す
る 方 法 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に 記 載 さ れ て い る 。 ２ つ の ア ミ ノ
酸 配 列 間 の 相 同 性 を 決 定 す る 好 ま し い コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 法 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が
、 GAP（ Devereuxら 、 1984， Nucleic acid Res.,12:387; Genetics Computer Group, Univ
ersity of Wisconsin, Medison, WI） 、 BLASTPお よ び FASTA（ Altschulら 、 1990， J.Mol.B
iol.215:403-410） を 含 む Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ が 挙 げ ら れ る 。 BLASTXプ ロ グ ラ ム
は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ National Center for Biotechnology Informatio
n， NCBI） お よ び 他 の 供 給 源 （ Altschulら 、 BlAST Manual（ NCB NLM NIH，  Bethesda， MD
） ； Altschulら 、 1990、 同 上 ） よ り 入 手 可 能 で あ る 。 既 知 の ス ミ ス ・ ウ ォ ー タ ー マ ン ア ル
ゴ リ ズ ム も 、 同 一 性 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 が 対 象 と す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に は 、 上 記 限 り に お い て 、 上 記 ヒ ト 以 外 の 動 物 （
非 ヒ ト 動 物 ） に 由 来 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ア イ ソ フ ォ ー ム も ま た 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に お い て 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド は 、 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ 配 列
番 号 ３ ） の ア ミ ノ 酸 番 号 293～ 300の 領 域 （ ま た ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ （ 配 列 番 号 ２ ） の
ア ミ ノ 酸 番 号 144～ 151の 領 域 ） に 位 置 す る 部 分 ペ プ チ ド で あ る 。 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ペ プ チ ド を エ ピ ト ー プ 部 と し て 有 す る ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ペ プ チ ド か 、 ま た は そ れ を 一 部 に 有 す る も の で あ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 作 成 し 得 る 抗 原 特 性 を 有 す る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号
１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ せ た も の を 挙 げ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ こ で キ ャ リ ア タ ン パ ク と し て は 、 ヒ ト 及 び そ の 他 の 哺 乳 類 に 存 在 し な い タ ン パ ク 、 ま
た は ヒ ト 及 び そ の 他 の 哺 乳 類 に 存 在 す る タ ン パ ク と 同 一 ま た は 類 似 性 の な い タ ン パ ク で あ
れ ば よ く 、 当 業 界 で 通 常 使 用 さ れ る も の を 広 く 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は ス カ シ ガ
イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） や Schistosoma japonicum(日 本 住 血 吸 虫 )由 来 グ ル タ チ オ ン S
-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 前 記 ペ プ チ ド 等 を 抗 原 と し て 認 識 す る 抗 体 を
産 生 す る ク ロ ー ン を 培 養 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ク ロ ー ン は
、 通 常 の 細 胞 融 合 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫
細 胞 と の 間 に 融 合 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 さ せ 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド を ク ロ ー ン 化 し 、 次 い で か か
る ク ロ ー ン の 中 か ら 前 記 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す
る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ と し
て 有 す る ペ プ チ ド 、 特 に 好 ま し く は 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド ま た
は そ の ペ プ チ ド と キ ャ リ ア タ ン パ ク と の 結 合 物 を 抗 原 （ 免 疫 源 ） と し て 用 い て 免 疫 し た 動
物 か ら 取 得 さ れ る 脾 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 及 び Ｂ リ ン パ 球 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 か か る 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 、 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ま ず 当 該 抗 原
を 注 射 直 前 に 完 全 も し く は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 で 乳 化 、 懸 濁 さ せ 、 動 物 の 皮
下 又 は 腹 腔 内 に ２ ～ ３ 週 間 毎 に 数 回 （ 好 ま し く は ３ 回 ） 注 射 を 繰 り 返 す こ と に よ り 動 物 を
免 疫 さ せ る 。 免 疫 さ せ る 動 物 と し て は 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 例
え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ウ シ ま た は サ ル 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。
抗 原 の 静 脈 内 投 与 に よ る 最 終 免 疫 よ り ３ ～ ５ 日 後 、 免 疫 動 物 か ら 脾 細 胞 な ど の 抗 体 産 生 細
胞 を 分 取 す る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ウ シ ま た は サ ル 等 に 由 来
す る も の が 使 用 さ れ る が 、 上 記 抗 体 産 生 細 胞 と 同 種 の 動 物 由 来 で あ る こ と が 望 ま し い 。 例
え ば 、 マ ウ ス 脾 細 胞 の 融 合 の 相 手 と し て は P3UI及 び SP-2/O-Ag14〔 Nature 277, 131-133 (
1979)〕 等 の マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 、 Nature 256, 495-497 (1975)に 記 載 の 方 法 や 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 78, 5122-5126 (1981)に 記 載 さ れ る Uedaら の 方 法 又 は こ れ に 準 ず る 方 法 に よ
っ て 行 わ れ る 。 通 常 、 30～ 50％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 平 均 分 子 量 1000～ 4000） を 用 い
て 、 30～ 40℃ で 、 １ ～ ３ 分 間 程 度 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 30
～ 50％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 平 均 分 子 量 4000） を 用 い て 、 37℃ で 、 １ ～ ３ 分 間 程 度 反
応 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 細 胞 融 合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 中 で 培 養 し 、
Ｈ Ａ Ｔ 培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 100μ Ｍ 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 0.4μ Ｍ 、 チ ミ ジ ン 16μ Ｍ を 含 む 基
礎 培 地 ） 等 を 用 い て 生 育 さ せ 、 次 い で 生 育 し た ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 抗 原 結 合 性 を 検 定
し 、 さ ら に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 に 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 増 殖 の 見 ら れ た ウ エ ル の 培 養 上 清 中 の 抗 体 価 を 、 抗 原 ペ プ チ ド を ス ク リ ー
ニ ン グ 用 抗 原 と し て 用 い た Ｅ Ｉ Ａ （ Enzyme Immunoassay） 法 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ Enzyme-l
inked immunosorbent assay） 法 〔 Miller, M. E., Lancet, 1,665 (1971)〕 等 、 の 酵 素 抗
体 法 に よ っ て 測 定 し 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 同 定 す る 。 次 い で 同 定 し た ク ロ ー ン
の 中 か ら 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 反 応 し て 、 他 の ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ で
あ る 、 例 え ば フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ （ Ｐ Ｃ ３ ） 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ （ Ｐ Ｃ ５ ） 及 び Ｐ Ｃ ８
（ Ｐ Ｃ ７ ） に 反 応 し な い Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 ま た は 免 疫 沈 降 法 等 に よ っ て 確 認 し 選 択 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ
の 一 例 と し て 、 実 施 例 に 詳 述 す る 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ （ 2002年 10月 1
日 に 日 本 寄 託 機 関 に 国 内 寄 託 し た FERM P-19048号 よ り ブ タ ペ ス ト 条 約 上 の 国 際 寄 託 機 関 に
移 管 ） の ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse Hybridoma-PACE4） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 斯 く し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 、 通 常 の 動 物 細 胞 と 同 様 に 、 生 体 内 ま た は
生 体 外 で 培 養 す る こ と に よ り 、 体 液 中 ま た は 培 養 物 中 に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産
生 さ れ る 。 前 者 の 方 法 と し て 、 具 体 的 に は 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 、 例 え ば 、 あ
ら か じ め ０ .５ mlの プ リ ス タ ン を 投 与 し た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 腹 腔 内 へ 移 植 す る こ と に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 移 植 後 ７ ～ １ ４ 日 後 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 に 含 む 腹 水
が 産 生 さ れ る の で 、 当 該 腹 水 よ り 本 発 明 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 培 養 物 や 腹 水 な ど の 体 液 か ら 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
回 収 す る 方 法 と し て は 、 制 限 さ れ な い が 、 Ｉ ｇ Ｇ の 精 製 方 法 と し て 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、
陰 イ オ ン 交 換 体 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は Ｇ 固 定 化 カ ラ ム 及 び プ ロ タ ミ
ン 固 定 化 カ ラ ム 等 を 用 い た 各 種 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 硫 安 分 画 法 、 Ｐ Ｅ Ｇ 分 画 法
、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 及 び 低 張 緩 衝 液 沈 殿 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 以 上 の 如 く し て 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 適 に は Ｉ ｇ Ｇ と し て 取 得 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 全 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ ま た は Ｐ Ａ Ｃ Ｅ
４ の ホ モ Ｂ ド メ イ ン を 抗 原 と し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で も な く 、 Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を エ ピ ト ー プ 部 と す る ペ プ チ ド （ キ ャ
リ ア タ ン パ ク と の 結 合 物 を 含 む ） を 抗 原 と し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を
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特 徴 と す る 。 か か る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ 内 に 存 在 す る 特 定 の ペ プ チ ド 断 片 を 抗 原 と し て 調
製 さ れ る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 全 体 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ ま た は Ｐ
Ａ Ｃ Ｅ ４ の ホ モ Ｂ ド メ イ ン を 抗 原 と し て 調 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 異 な っ て 、 Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ と 類 似 の 構 造 並 び に 切 断 特 異 性 を 有 す る 他 の ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ
ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） フ ァ ミ リ ー 、 例 え ば フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ （ Ｐ Ｃ ３ ） 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ
Ｃ ６ （ Ｐ Ｃ ５ ） 及 び Ｐ Ｃ ８ （ Ｐ Ｃ ７ ） と 反 応 す る こ と な く 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 に
反 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の た め 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ れ ば 、 免 疫 測 定 法 を 利 用 し て 、 Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ
ミ リ ー の 中 （ ま た は Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー が 混 在 す る 組 成 物 の 中 ） か ら Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 選 択 的 且
つ 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
発 現 の 組 織 局 在 性 や そ の 発 現 の 程 度 を 調 べ た り 、 被 験 体 中 に 存 在 し 得 る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 検 出
し た り 定 量 す る た め の 免 疫 学 的 試 薬 （ 例 え ば 、 免 疫 電 気 泳 動 用 試 薬 や 免 疫 測 定 用 試 薬 な ど
） と し て 有 効 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 が 対 象 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ の
ハ イ ブ リ ド ー マ （ Mouse Hybridoma-PACE4） が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 代 表 さ れ る
非 ヒ ト 動 物 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 だ け で な く 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 遺 伝 子 組 み
換 え 技 術 等 を 用 い て 改 変 し た 抗 体 、 例 え ば キ メ ラ 抗 体 が 含 ま れ る 。 か か る キ メ ラ 抗 体 と し
て 、 好 ま し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ り 、 か か る ヒ ト 化 抗 体 に は ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 及 び ヒ ト 型
相 補 性 決 定 領 域 （ complementary determining determining:Ｃ Ｄ Ｒ ） － 移 植 抗 体 が 含 ま れ
る 。 か か る ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト に 対 す る 免 疫 原 性 （ 抗 原 性 ） が 低 減 さ れ て い る た め 、 本 発
明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 例 え ば Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 の 予 防
や 治 療 な ど を 目 的 と し て ヒ ト に 適 用 す る 場 合 に 、 好 適 に 使 用 さ れ る 態 様 の も の で あ る 。 中
で も ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 ヒ ト に 対 す る 免 疫 原 性 が よ り 低 く 、 よ り 好 適 な 態 様 の 抗 体
で あ る （ Riechmann, L., et al., Nature 332, 323-327 (1988); Isaacs, JD. et al., L
ancet 340, 748-752 (1992)） 。 こ れ ら キ メ ラ 抗 体 の 基 本 的 な 製 造 方 法 は 、 当 業 界 に お い
て 公 知 で あ り （ 例 え ば 、 Ｗ Ｏ 97/07671、 特 表 2000-515372号 公 報 参 照 の こ と ） 、 既 に 確 立
し た 技 術 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 な お 、 超 可 変 領 域 （ variable region） が 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 関 与 し て い る こ と か ら
、 当 該 超 可 変 領 域 を 相 補 性 決 定 領 域 （ 以 下 、 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 と い う ） と 、 ２ つ の Ｃ Ｄ Ｒ に 挟 ま
れ た 部 分 を フ レ ー ム ワ ー ク （ frame work region： 以 下 「 Ｆ Ｒ 」 と い う 。 ） と そ れ ぞ れ 呼
ば れ て い る 。 カ バ ト ら に よ っ て 、 重 鎖 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 一 次 配 列 を 多 数 収 集 し 、 配 列 の
保 存 性 に 基 づ き 、 そ れ ぞ れ の 一 次 配 列 を Ｃ Ｄ Ｒ お よ び Ｆ Ｒ に 分 類 し た 表 が 作 成 さ れ て い る
（ カ バ ト ら 、 SEQUENCES OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5th edition, NIH publication, N
o.91-3242, E.A.Kabatt et al.参 照 ） 。 ま た 、 各 Ｆ Ｒ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 共 通 の 特 徴 を 有
す る 複 数 の サ ブ グ ル ー プ に 分 類 さ れ て お り 、 ヒ ト と マ ウ ス の 間 で 対 応 す る フ レ ー ム ワ ー ク
が 存 在 す る こ と も 見 い だ さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 重 鎖  (Ｈ 鎖 ) 可 変 領 域  (Ｖ 領 域 ) (以 下 、
Ｖ Ｈ と 表 記 す る ) お よ び 軽 鎖  (Ｌ 鎖 ) 可 変 領 域  (Ｖ 領 域 ) (以 下 、 Ｖ Ｌ と 表 記 す る ) と ヒ
ト 抗 体 の Ｈ 鎖 定 常 領 域  (Ｃ 領 域 ) (以 下 、 Ｃ Ｈ と 表 記 す る ) お よ び ヒ ト 抗 体 の Ｌ 鎖 Ｃ 領 域  
(以 下 、 Ｃ Ｌ と 表 記 す る ) と か ら な る 抗 体 を 意 味 す る （ 例 え ば 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 81, 6851-6855 (1984)等 参 照 の こ と )。 本 発 明 が 対 象 と す る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 特 異 的 結 合 性 を 有 す る 前 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
よ り 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 ヒ ト 抗 体 Ｃ Ｈ お よ び ヒ ト 抗 体 Ｃ Ｌ
を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ 挿 入 し て ヒ ト 型 キ メ ラ 抗
体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る
こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 に 、 非 ヒ ト 動 物 の 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ を
非 ヒ ト 動 物 の 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で そ れ ぞ れ 置 換 し た 抗 体 を 意 味 す る （ 例 え ば 、 P.T.Jones 
et al., Nature 321, 522, (1986)） 。 本 発 明 が 対 象 と す る ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 Ｐ
Ａ Ｃ Ｅ ４ に 特 異 的 結 合 性 を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び
Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で 任 意 の ヒ ト 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を そ れ ぞ れ 置 換 し た Ｖ
領 域 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 し 、 ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｈ お よ び ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｌ を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ 挿 入 し て ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 発 現 ベ
ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 し 、 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 な お
、 ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 の 作 成 に は 、 非 ヒ ト 動 物 の 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 全 体 及 び Ｆ Ｒ 配 列 の
一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 を ヒ ト 抗 体 に 移 植 す る よ う に 、 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 設 計 す る 必
要 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 設 計 は 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 一 般 に 、 移 植 す べ き Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す
る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 抗 体 は 「 ド ナ ー （ donor） 」 、 Ｃ Ｄ Ｒ が 移 植 さ れ る 側 の ヒ ト 抗 体 は
「 ア ク セ プ タ ー （ acceptor） 」 と 定 義 さ れ る が 、 本 発 明 も こ の 定 義 に 従 う 。 ヒ ト 化 の デ ザ
イ ン を 行 う 場 合 、 ア ク セ プ タ ー の サ ブ グ ル ー プ の 選 択 指 針 と し て は 、 (1)天 然 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 公 知 の ヒ ト 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 、 軽 鎖 の 天 然 の 組 み 合 わ せ を そ っ く り
そ の ま ま 用 い る 、 (2)重 鎖 、 軽 鎖 が 属 す る サ ブ グ ル ー プ と し て 組 み 合 わ せ は 保 存 す る が 、
重 鎖 、 軽 鎖 と し て は 、 そ れ ぞ れ 異 な る ヒ ト 抗 体 に 由 来 し 、 ド ナ ー の 重 鎖 、 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸
配 列 と 同 一 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は コ ン セ サ ス 配 列 を 用 い る 、 方 法 が あ る 。 本 発 明
に お い て も 、 上 記 の 指 針 に 従 う こ と が で き る が 、 こ れ ら と 異 な る 方 法 と し て 、 (3)サ ブ グ
ル ー プ の 組 み 合 わ せ を 考 慮 す る こ と な く 、 ド ナ ー の Ｆ Ｒ と 最 も 同 一 性 の 高 い 重 鎖 、 軽 鎖 の
Ｆ Ｒ を ヒ ト 抗 体 の 一 次 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー の 中 か ら 選 択 す る と い う 方 法 を 採 用 す る こ と も 可
能 で あ る 。 こ れ ら の 選 択 法 に よ り 、 ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー 間 で の 、 Ｆ Ｒ 部 分 の ア ミ ノ
酸 の 同 一 性 を 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 と す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 方 法 を 採 用 す る こ と に
よ り 、 ド ナ ー よ り 移 植 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 を よ り 少 な く す る こ と が 可 能 と な り 、 ヒ ト 抗
マ ウ ス 抗 体 応 答 （ Human antimouse antibody response :Ｈ Ａ Ｍ Ａ 応 答 ） の 誘 導 （ シ ュ ロ
ッ フ ら 、 Cancer Res., 45, 879-885 (1985)） を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 の ヒ ト 抗 体 部 分 は 、 い ず れ の イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン  (Ig) ク ラ ス に 属 す る も の で も よ い が 、 Ｉ ｇ Ｇ 型 の も の が 好 適 で あ る 。 Ｉ
ｇ Ｇ 型 に 属 す る Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 等 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の Ｃ 領 域
の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 II． Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 検 出 用 試 薬 キ ッ ト 及 び そ れ を 用 い た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 方 法
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 電 気 泳 動 法 ま た は 免 疫 測 定 法 を 利 用 し て Ｐ Ａ Ｃ Ｅ
４ を 検 出 し 測 定 す る に あ た っ て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試
薬 （ 免 疫 学 的 試 薬 ） と し て 有 効 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 免 疫 測 定 法 の 例 と し て
は 、 直 接 ま た は 間 接 の 競 合 ア ッ セ イ ま た は 非 競 合 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ 法 等 ）
挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 免 疫 電 気 泳 動 法 ま た は 免 疫 測 定 法 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 、 蛍 光 抗 体 法 、 免 疫 酵 素 抗 体 法 （ ELISA） 、 放 射 性 物 質 標 識 免 疫 抗 体 法 （ RIA法 ） 、 免 疫
組 織 染 色 法 や 免 疫 細 胞 染 色 法 な ど の 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 （ ABC法 、 CSA法 な ど ） 、 免 疫 沈 降
法 な ど が 含 ま れ る （ 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (1987)
； 続 生 化 学 実 験 講 座 ５ 、 免 疫 生 化 学 研 究 会 （ 東 京 化 学 同 人 （ 1986)な ど ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 免 疫 電 気 泳 動 法 ま た は 免 疫 測 定 法 を 利 用 し て 特 異 的 に 検 出 ま た
は 測 定 す る た め の 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る 。 当 該 本 発 明 は 、 被 験 試 料 中 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 存 在
ま た は そ の 量 を 、 抗 原 － 抗 体 反 応 を 利 用 し て 検 出 測 定 す る た め の 試 薬 キ ッ ト で あ り 、 前 述
す る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 成 分 ま た は 特 異 的
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検 出 試 薬 成 分 と し て 含 む こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に 代 え て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 を 有 す る そ の 部 分 断 片 （ 以 下 、 こ れ を 単 に 「
抗 体 断 片 」 と も い う ） を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 か か る 抗 体 断 片 と し て は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 性 を 有 す る Ｆ ab (fragment o
f antigen binding)、 Ｆ (ab') 2 、 Fab'、 一 本 鎖 抗 体  (single chain Fv; 以 下 、 scＦ vと 表
記 す る )、 ２ 量 化 体 Ｖ 領 域 断 片  (以 下 、 Diabodyと 表 記 す る )、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 (di
sulfide stabilized Ｆ v; 以 下 、 dsＦ vと 表 記 す る )、 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ペ プ チ ド 等 を 挙 げ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｆ abは 、 Ｉ ｇ Ｇ の ヒ ン ジ 領 域 で ２ 本 の Ｈ 鎖 を 架 橋 し て い る ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合  (S-
S結 合 ) の 上 部 の ペ プ チ ド 部 分 を 酵 素 パ パ イ ン で 分 解 し て 得 ら れ た 、 Ｈ 鎖 の Ｎ 末 端 側 約 半
分 と Ｌ 鎖 全 体 で 構 成 さ れ た 、 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発
明 で 使 用 さ れ る Ｆ abは 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を パ パ イ ン 処 理 し て 得 る こ と が
で き る 。 ま た は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｆ abを コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞
用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ る こ と に
よ っ て も Ｆ abを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｆ (ab') 2 は 、 Ｉ ｇ Ｇ の ヒ ン ジ 領 域 の ２ 個 の S-S結 合 の 下 部 を 酵 素 ト リ プ シ ン で 分 解 し て
得 ら れ た 、 ２ つ の Ｆ ab領 域 が ヒ ン ジ 部 分 で 結 合 し て 構 成 さ れ た 、 分 子 量 約 １ ０ 万 の 抗 原 結
合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る Ｆ (ab') 2 は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を ト リ プ シ ン 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
Ｆ (ab') 2 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 動 物 細 胞
へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ る こ と に よ っ て も Ｆ (ab') 2 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｆ ab'は 、 上 記 Ｆ (ab') 2 の ヒ ン ジ 間 の S-S結 合 を 切 断 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原 結 合 活 性 を
有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る Ｆ ab'は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 還 元 剤 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の Ｆ ab'を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 動 物 細
胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ る こ と に よ っ て も Ｆ ab'を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 scＦ vは 、 一 本 の Ｖ Ｈ と 一 本 の Ｖ Ｌ と を 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー  (以 下 、 Ｐ と 表 記 す る )
 を 用 い て 連 結 し た 、 Ｖ Ｈ -Ｐ -Ｖ Ｌ な い し は Ｖ Ｌ -Ｐ -Ｖ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド で 、 抗 原 活 性 を 有
す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る scＦ vに 含 ま れ る Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ は 、 上 記 本 発
明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の も の で あ れ ば よ い 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る scＦ vは 、 本 発 明 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ よ り Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
取 得 し 、 scＦ v発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 あ る い は 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と
に よ り 発 現 さ せ 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 dsＦ vは 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 中 の そ れ ぞ れ 1ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 し た ポ リ
ペ プ チ ド を S-S結 合 を 介 し て 結 合 さ せ た も の を い う 。 シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 す る ア ミ ノ 酸
残 基 は Reiterら に よ り 示 さ れ た 方 法  (Protein Engineering, 7, 697 (1994)) に 従 っ て 、
抗 体 の 立 体 構 造 予 測 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る dsＦ vに 含 ま
れ る Ｖ Ｈ あ る い は Ｖ Ｌ は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の も の で あ れ ば よ い 。 本 発 明 で 使
用 さ れ る dsＦ vは 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ よ り Ｖ Ｈ お よ
び Ｖ Ｌ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て dsＦ v発 現 ベ ク タ
ー を 構 築 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 、 酵 母 、 あ る い は 動 物 細 胞 へ 導 入 し 、 発 現 さ せ る こ
と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Diabodyは 、 抗 原 結 合 特 異 性 の 同 じ ま た は 異 な る scＦ vが ２ 量 体 を 形 成 し た 抗 体 断 片 で 、
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同 じ 抗 原 に 対 す る ２ 価 の 抗 原 結 合 活 性 ま た は 異 な る 抗 原 に 対 す る ２ 特 異 的 な 抗 原 結 合 活 性
を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。 本 発 明 の Diabodyは 、 例 え ば 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
特 異 的 に 反 応 す る ２ 価 の Diabodyは 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ を コ
ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 ３ ～ １ ０ 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 有 す る scＦ vを コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 し 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を
動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り Diabodyを 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ペ プ チ ド は 、 Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 1領 域 以 上 を 含 ん で 構
成 さ れ る 。 複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ は 、 直 接 ま た は 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ せ る こ と
が で き る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し た 後 、 Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 し
、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に
よ り 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む ペ プ チ ド は 、 Fm
oc法  (フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 )、 tBoc法  (t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 )
 等 の 化 学 合 成 法 に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 上 記 各 種 の 抗 体 断 片 は 、 免 疫 測 定 用 の 試 薬 と し て 、
そ の ま ま で 使 用 さ れ て も 、 ま た 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 形 態 で 使 用 す る こ と も で き る 。 こ こ
で こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 結 合 さ せ る 固 体 支 持 体 と し て は 、 当 業 界 で
周 知 の も の を 任 意 に 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 ／ 変 性 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド 、 寒 天 お よ び マ グ ネ タ イ ト な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 こ れ ら の 固 体
支 持 体 に は 、 反 応 ト レ イ の ウ エ ル 、 試 験 管 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 マ グ ネ チ ッ ク ビ ー ズ 、
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ 、 膜 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 固 体 支 持 体 へ
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 結 合 方 法 も 公 知 で あ り 、 本 発 明 も ま た 当 該 公 知 の 方 法 を 適 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ま た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の 断 片 は 、 免 疫 電 気 泳 動 用 及 び 免 疫 測 定 用 な ど
の 免 疫 学 的 試 薬 と し て 、 そ の ま ま で も よ い し 、 ま た 任 意 の 標 識 剤 で 標 識 さ れ た 標 識 物 の 形
態 で 使 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 で 使 用 可 能 な 標 識 剤 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 へ
の 結 合 標 識 剤 と し て 当 業 界 で 公 知 の 酵 素 （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） 、 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 等 ） 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 等 ） 、 蛍 光 性
化 合 物 （ 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ ） 等 ） 、 化 学 発 光 性 化 合 物 、 生 物 発 光 性 化 合 物 及 び １ Ｎ
－ （ ２ ， ２ ， ６ ， ６ － テ ト ラ メ チ ル － １ － オ キ シ ル － ４ － ピ ペ リ ジ ル ） － ５ Ｎ － （ ア ス パ
ル テ ー ト ） － ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン （ Ｔ Ｏ Ｐ Ａ ） 等 を 広 く 挙 げ る こ と が で き る 。 な お
、 こ れ ら を 標 識 剤 と し て 使 用 す る 免 疫 測 定 法 は 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｉ Ａ ） 、
エ ン ザ イ ム イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ ） 、
蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ス ピ ン イ ム ノ ア ッ セ イ 等 と 称 さ れ て い る 。 好
ま し く は 、 酵 素 、 蛍 光 性 化 合 物 、 及 び 化 学 発 光 性 化 合 物 で あ る 。 尚 、 こ れ ら の 標 識 剤 に よ
る 標 識 方 法 や 間 接 的 な 標 識 化 に よ る 修 飾 方 法 、 並 び に そ れ ら の 検 出 方 法 等 は 、 自 体 公 知 の
方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る （ 「 単 ク ロ ー ン 抗 体 」 岩 崎 辰 夫 他 著 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ
フ ィ ク 、 1984； 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 第 ２ 版 、 石 川 栄 治  他 著 、 医 学 書 院 、 1982等 ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 試 薬 キ ッ ト に は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 抗 体 断 片 ま た は そ れ
ら 標 識 物 の ほ か 、 免 疫 電 気 泳 動 法 ま た は 免 疫 測 定 法 な ど そ の 用 途 に 応 じ て 、 更 に 適 当 な 反
応 液 、 希 釈 液 、 洗 浄 液 、 転 写 溶 液 、 泳 動 溶 液 、 反 応 停 止 液 、 抗 体 検 出 試 薬 、 標 識 活 性 測 定
試 薬 、 染 色 液 、 反 応 プ レ ー ト 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 等
が 含 ま れ て い て も よ い 。 な お 、 こ こ で 抗 体 検 出 試 薬 と し て は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 と 結 合 す る 二 次 抗 体 、 例 え ば 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 や プ ロ テ イ
ン Ａ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を 結 合 ま た は 検 出 試 薬 と
し て 含 む 上 記 試 薬 キ ッ ト を 利 用 す る こ と に よ り 、 一 般 の 免 疫 電 気 泳 動 法 及 び 免 疫 測 定 法 に
従 い 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 且 つ 簡 便 に 検 出 及 び 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ゆ え に 本 発 明 は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 用 い る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検
出 方 法 を も 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 試 薬 ま た は 特 異 的 検 出 試 薬 と し て 使 用 す る こ と を 必 須 と す
る も の で あ っ て 、 そ の 限 り に お い て 、 他 の 基 本 的 操 作 等 は 特 に 制 限 さ れ る こ と な く 、 通 常
の 免 疫 電 気 泳 動 法 ま た は 免 疫 測 定 法 に お け る 慣 用 の 方 法 を 広 く 採 用 す る こ と が で き る 。 故
に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 を 利 用 し た 抗 原 － 抗 体 反 応 、 及 び 生 じ た 抗 原 － 抗 体 結
合 物 と 抗 体 検 出 試 薬 と の 反 応 条 件 も 特 に 制 限 さ れ ず 、 通 常 の 免 疫 反 応 に お け る 条 件 が 採 用
さ れ る 。 通 常 、 ４ ５ ℃ 以 下 、 好 ま し く は 約 ４ ～ ４ ０ ℃ 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ ℃ 程 度
の 温 度 条 件 下 、 ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ 程 度 の 下 で 、 約 ０ ． ５ ～ ４ ０ 時 間 、 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 時
間 程 度 放 置 す る か も し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の 抗 体 断 片 は Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 す る た め 、
当 該 抗 体 を 含 む 上 記 試 薬 キ ッ ト を 利 用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 検 出 法 は 、 被 験 試 料 （ 例 え ば 、 血 液
、 尿 、 骨 髄 液 、 唾 液 等 ） や 各 種 組 織 中 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 や そ れ に よ る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
発 現 組 織 の 分 布 測 定 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 精 製 に 利 用 さ れ る ほ か
、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 の 異 常 を 伴 う （ ま た は Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 の 異 常 に 起 因 す る ） 種 々 の 疾 患 の
免 疫 化 学 的 及 び 免 疫 組 織 学 的 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 欠 損 し た マ ウ ス は 前 頭 部 の 形 成 不 全 、 単 眼 症 を 呈 し 、 エ ン ブ リ オ の ま ま で
死 亡 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Costam， D． B． ， et al., Genes.Dev.14, 1146-1155 (2
000)） 。 ま た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 遺 伝 子 は 、 神 経 発 生 に 不 可 欠 で あ る β Ｈ Ｌ Ｈ 型 転 写 因 子 ｈ Ａ Ｓ Ｈ
－ １ の 標 的 遺 伝 子 で あ る こ と も 分 か っ て き て い る （ Biochemical J. Vol.360, pp.683-689
, 2001） 。 ま た 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 遺 伝 子 は 軟 骨 分 化 因 子 で あ り 、 血 管 新 生 阻 害 作 用 を 有 す る コ
ン ド ロ モ ジ ュ リ ン の 活 性 化 を 介 し て 骨 分 化 や 目 の 形 成 に お い て も 重 要 な 働 き を 担 っ て い る
こ と が 報 告 さ れ て い る （ 第 74回 日 本 生 化 学 会 大 会 (2001年 10月 )； 生 化 学 ,73巻 ,8号 ,779頁 ,
(2001)） 。 こ う し た 従 来 の 研 究 か ら 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ は 神 経 細 胞 や 骨 細 胞 の 増 殖 や 分 化 の 制 御
を 司 っ て お り 、 そ の 発 現 異 常 （ 亢 進 、 低 下 ） は 、 例 え ば 神 経 変 性 疾 患 、 内 軟 骨 腫 、 及 び 軟
骨 形 成 不 全 等 の 疾 患 の 発 症 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 最 近 、 皮 膚 ケ ラ チ ノ サ イ ト （ 角 化 細 胞 ） に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し 、 Ｐ
Ａ Ｃ Ｅ ４ を 過 剰 発 現 す る よ う に す る と 、 細 胞 が 転 移 性 の 高 い 癌 細 胞 に 変 化 す る こ と が 報 告
さ れ て い る （ Carcinogenesis, Vol.23, No.4, pp.565-672,（ 2002） ） 。 こ の こ と か ら 、
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 異 常 発 現 （ 過 剰 発 現 ） は 、 皮 膚 癌 、 特 に 転 移 性 の 皮 膚 癌 の 発 生 と 関 連 し て い
る と 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 異 常 発 現 （ 過 剰 発 現 ） を 抑 制 ／ 低 減 す る こ と に
よ っ て 、 当 該 疾 患 の 発 生 を 予 防 し 、 ま た 改 善 す る こ と が で き る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ゆ え に 、 前 述 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 、 発 現 不 全 ／ 減 少 ） に 関 連 し て 生 じ
る 疾 患 と し て は 、 例 え ば パ ー キ ン ソ ン 病 や ハ ン チ ン ト ン 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 、 軟 骨 過 形
成 症 、 軟 骨 骨 形 成 異 常 症 、 内 軟 骨 腫 及 び 変 形 性 骨 関 節 症 な ど の 骨 疾 患 、 並 び に 皮 膚 癌 、 乳
癌 、 腺 癌 、 扁 平 癌 及 び 神 経 芽 腫 な ど の 癌 疾 患 を 挙 げ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 III． Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 結 合 剤 、 及 び そ の 利 用
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 前 述 す る よ う に 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン
ベ ル タ ー ゼ （ Ｓ Ｐ Ｃ ） の う ち 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ２ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｃ ６ 及 び Ｐ Ｃ ８ と は
反 応 せ ず 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 し 結 合 す る も の で あ る 。 ま た 上 記 本 発 明 が 対 象 と す
る 抗 体 断 片 も 、 そ の 結 合 特 異 性 を 備 え る も の で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 及 び そ の 抗 体 断 片 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 特 異 的 結 合 剤 （ 結 合 用 製 剤 ） と し て 、 ま た そ
の 有 効 成 分 と し て 、 in vitroの み な ら ず 、 in vivo及 び ex vivoに お い て 有 効 に 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 当 該 結 合 剤 の in vivo及 び ex vivoで の 使 用 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 、 発 現
不 全 ／ 減 少 ） に 関 連 し て 生 じ る 種 々 の 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に 有 用 で あ る 。 こ の 場 合 、 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の 抗 体 断 片 は 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 で き る よ う
に 、 単 独 も し く は 薬 学 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 添 加 剤 と と も に 、 製 剤 学 の 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の 任 意 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た 医 薬 製 剤 と し て 提 供 さ れ る 。 投 与 経 路 は 、 治 療 に 際
し て 適 し た 経 路 を 採 用 す る こ と が で き 、 経 口 投 与 、 ま た は 口 腔 内 （ 舌 下 ） 、 気 道 内 等 の 経
口 投 与 、 直 腸 内 、 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 等 な ど 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で
き る 。 消 化 分 解 を 考 慮 す れ ば 、 望 ま し く は 静 脈 内 な ど の 非 経 口 投 与 経 路 で あ る 。 投 与 形 態
と し て は 、 上 記 投 与 経 路 に 応 じ て 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 噴 霧
剤 、 乳 剤 、 坐 剤 、 注 射 剤 、 貼 付 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 軟 膏 剤 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 か か
る 製 剤 形 態 に は 、 そ の 形 態 に 応 じ て 、 賦 形 剤 、 結 合 剤 、 崩 壊 剤 、 滑 沢 剤 、 矯 味 矯 臭 剤 、 溶
解 補 助 剤 、 懸 濁 剤 、 及 び コ ー テ ィ ン グ 剤 な ど 、 医 薬 の 技 術 分 野 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 担
体 や 補 助 剤 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 へ の 投 与 量 や 投 与 回 数 は 、 予 防 ・ 治 療 目 的 と す る 疾 患 の 種 類 、 そ
の 程 度 、 投 与 方 法 、 年 齢 や 体 重 な ど に よ っ て 異 な り 、 こ れ ら を 考 慮 し て 適 宜 設 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Ｉ Ｖ .  ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連
す る 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 起 因 す る か 又 は Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 を 伴 う 疾 患 の
治 療 に 有 効 な 物 質 （ 候 補 物 質 ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 次 の （ ａ ） 、 (ｂ )お よ び (ｃ )の 工 程 を 含 む ： (ａ ) 被
験 物 質 を Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 発 現 し 得 る 細 胞 に 接 触 さ せ る 工 程 、
(ｂ ) 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定 し 、 同 様 に し て 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 上 記 に 対 応 す る 対 照 細 胞 に お
け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 測 定 し て 、 両 者 を 比 較 す る 工 程 、
(ｃ ) (ｂ )の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 を 増 加 ま た は 低 下 さ せ る 被 験 物 質
を 選 択 す る 工 程 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 か か る ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 細 胞 と し て は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ ま た は そ の ア イ ソ フ ォ ー
ム の 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 を 、 ヒ ト 及 び そ の 他 の 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど ）
等 の 生 物 種 の 別 を 問 わ ず 挙 げ る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 HEK293細 胞
、 ヒ ト 胎 児 肝 癌 由 来 HepG2細 胞 、 ヒ ト 神 経 芽 細 胞 種 培 養 細 胞 、 ヒ ト 巨 大 球 由 来 Dami細 胞 、
サ ル 腎 臓 由 来 Cos-1細 胞 、 ラ ッ ト 下 垂 体 由 来 GH4C1細 胞 、 マ ウ ス 下 垂 体 由 来 AtT-20細 胞 な ど
の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ ／ ア イ ソ フ ォ ー ム 発 現 可 能 な 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 候 補 物 質 と な り 得 る も の と し て は 、 制 限 さ れ な い が 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、
有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 な ど で あ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 具 体 的 に は こ れ ら の 候 補 物 質 と
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な り 得 る 被 験 物 質 を 含 む 試 料 （ 被 験 試 料 ） を 上 記 細 胞 ま た は そ の 集 合 体 （ 組 織 ） と 接 触 さ
せ て 行 う こ と が で き る 。 か か る 被 験 試 料 と し て は 、 細 胞 抽 出 物 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 発
現 産 物 、 合 成 低 分 子 化 合 物 、 合 成 ペ プ チ ド 、 天 然 化 合 物 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制
限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 ス ク リ ー ニ ン グ に 際 し て 、 被 験 物 質 と 細 胞 と を 接 触 さ せ る 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ
な い が 、 細 胞 が 死 滅 せ ず 、 且 つ Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ が 発 現 で き る 培 養 条 件 （ 温 度 、 ｐ Ｈ 、 培 地 組 成
） を 選 択 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 を 抑 制 ／ 低 減 す る 物 質 を 探 索 す る 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 に
Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 ） に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 、 例 え ば 、 前 述 す る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ
４ の 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 、 発 現 不 全 ／ 減 少 ） に 関 連 し て 生 じ る 疾 患 と し て は 、 例 え ば パ ー
キ ン ソ ン 病 や ハ ン チ ン ト ン 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 、 軟 骨 過 形 成 症 、 軟 骨 骨 形 成 異 常 症 、 内
軟 骨 腫 及 び 変 形 性 骨 関 節 症 な ど の 骨 疾 患 、 並 び に 皮 膚 癌 、 乳 癌 、 腺 癌 、 扁 平 癌 及 び 神 経 芽
腫 な ど の 癌 疾 患 の 予 防 ま た は 改 善 薬 の 有 効 成 分 と な る 候 補 物 質 の 取 得 に 有 効 に 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ う し た 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 具 体 的 に は 下 記 の よ う に し て 行 う こ と が で き る
。 す な わ ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ が 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 該 細 胞 に 被 験 物 質 を 接 触
さ せ た 場 合 に 、 当 該 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 レ ベ ル が 、 被 験 物 質 を
接 触 さ せ な い 対 照 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 レ ベ ル に 比 し て 低 く な る こ と 、 ま た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の
発 現 に 発 現 誘 導 物 質 を 必 要 と す る 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 発 現 誘 導 物 質 存 在 下 で 被 験 物 質
を 接 触 さ せ た 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 が 、 発 現 誘 導 物 質 存 在 下 で 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 対
照 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 よ り も 低 く な る こ と を も っ て 、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選
択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 を 抑 制 ／ 低 減 す る 物 質 を 探 索 す る 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 皮
膚 癌 等 の よ う に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 ） に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 の 予 防 ま た は
改 善 薬 の 有 効 成 分 と な る 候 補 物 質 の 取 得 に 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 方 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 不 全 ま た は 低 下 に 関 連 し て 発 生 す る 疾 患 の 予 防 ま た は 改 善 薬 の
有 効 成 分 と な る 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 下 記 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 す な
わ ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ が 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 該 細 胞 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た
場 合 に 、 当 該 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 レ ベ ル が 、 被 験 物 質 を 接 触 さ
せ な い 対 照 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 レ ベ ル に 比 し て 高 く な る こ と 、 ま た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現
に 発 現 誘 導 物 質 を 必 要 と す る 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 発 現 誘 導 物 質 存 在 下 で 被 験 物 質 を 接
触 さ せ た 細 胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 が 、 発 現 誘 導 物 質 存 在 下 で 被 験 物 質 を 接 触 さ せ な い 対 照 細
胞 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 よ り も 高 く な る こ と を も っ て 、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選 択 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の よ う な 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 量 の 測 定 は 、 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 標 識 物 を 検 出 試 薬 と し て 用 い て 行 う こ と が で き る 。 具 体
的 に は 、 前 記 細 胞 の 細 胞 画 分 、 好 ま し く は 細 胞 抽 出 物 中 の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ タ ン パ ク ） の 量 を
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 抗 体 断 片 ま た は そ れ ら の 標 識 物 を 利 用 し て 検 出 定 量 す
る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 斯 く し て 被 験 物 質 の 中 か ら 選 択 取 得 さ れ る 物 質 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 異 常 （ 発 現 亢 進 、
発 現 不 全 ／ 低 下 ） に 関 連 す る 疾 患 、 例 え ば Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 過 剰 異 常 に 関 連 し て 発 症 す る パ ー
キ ン ソ ン 病 や ハ ン チ ン ト ン 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 、 軟 骨 過 形 成 症 、 軟 骨 骨 形 成 異 常 症 、 内
軟 骨 腫 及 び 変 形 性 骨 関 節 症 な ど の 骨 疾 患 、 並 び に 皮 膚 癌 、 乳 癌 、 腺 癌 、 扁 平 癌 及 び 神 経 芽
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腫 な ど の 癌 疾 患 を 予 防 、 緩 和 、 抑 制 （ 改 善 、 治 療 ） す る 薬 物 の 有 力 な 候 補 物 質 と な る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 上 記 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 別 さ れ る 候 補 物 質 は 、 さ ら に 疾 患 モ デ ル 動
物 を 用 い た 薬 効 試 験 、 安 全 性 試 験 、 さ ら に 臨 床 試 験 に 供 さ れ る こ と に よ り 、 よ り 実 用 的 な
予 防 薬 や 治 療 薬 を 取 得 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 選 別 さ れ た 物 質 は 、 さ ら に そ の
構 造 解 析 結 果 に 基 づ い て 、 化 学 合 成 、 生 物 学 合 成 （ 発 酵 ） ま た は 遺 伝 子 学 的 操 作 に よ っ て
、 工 業 的 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 し 反 応 す る た め 、 当 該 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 及 び 特 異 的 結 合 に 有
用 で あ る 。 か か る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ こ れ を 含 む Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 検 出 試 薬 ） 並 び に
そ れ を 利 用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 に よ れ ば 、 生 体 組 織 に お け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 分
布 を 免 疫 化 学 的 に 調 べ る こ と が で き 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 生 理 学 的 作 用 並 び に 意 義 を よ り 詳 細 に
解 明 す る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ こ れ を 含 む Ｐ Ａ Ｃ Ｅ 検
出 試 薬 ） 並 び に そ れ を 利 用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 法 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発
現 亢 進 、 発 現 不 全 ／ 減 少 ） に 関 連 し て 生 じ る 種 々 の 疾 患 の 免 疫 化 学 的 及 び 免 疫 組 織 学 的 診
断 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 疾 患 と し て は 、 例 え ば パ ー キ ン ソ ン 病 や ハ ン チ ン ト ン 病 な ど の
神 経 変 性 疾 患 、 軟 骨 過 形 成 症 、 軟 骨 骨 形 成 異 常 症 、 内 軟 骨 腫 及 び 変 形 性 骨 関 節 症 な ど の 骨
疾 患 、 並 び に 皮 膚 癌 、 乳 癌 、 腺 癌 、 扁 平 癌 及 び 神 経 芽 腫 な ど の 癌 疾 患 を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に 後 述 す る 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 す る マ ウ ス 由 来 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 特 異 的 結 合 性 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 、 特 に ヒ ト 型 キ メ ラ
抗 体 や ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 の 調 製 の た め に 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ヒ ト 型
キ メ ラ 抗 体 や ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 生 じ る 種 々 の 疾
患 の 予 防 ま た は 治 療 に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
実 施 例 １
（ １ ） 抗 原 ペ プ チ ド の 調 製
　 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド 〔 Ｇ Ｉ Ｒ Ｐ Ｎ Ｙ Ｉ Ｄ ： Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４
の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） 293～ 300位 領 域 〕 を 固 相 法 に よ り 合 成 し 、 次 い で こ れ を ヘ
モ シ ア ニ ン に 架 橋 し て 、 抗 原 ペ プ チ ド を 調 製 し た 。 な お 、 ヘ モ シ ア ニ ン は 予 め N-ethylmal
eimideで 処 理 し 、 ヘ モ シ ア ニ ン の Ｓ Ｈ 基 を ブ ロ ッ ク し た 後 、 ペ プ チ ド と の 架 橋 反 応 に 用 い
た 。 架 橋 反 応 は 、 市 販 さ れ て い る 同 仁 化 学 研 究 所 の Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ 　 〔 N-(4-Maleimidobutyrylo
xy)succinimide〕 を 用 い て 、 そ の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ ２ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製
（ １ ） で 調 製 し た 抗 原 ペ プ チ ド の 水 溶 液 （ 2ml Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 、 精 製 ペ プ チ ド 0.275mgに 相
当 ） を 等 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 こ れ を 用 い て ８ 週 齢 の BALB/cマ ウ ス
雌 （ 日 本 ク レ ア 社 製 ） ３ 匹 を 免 疫 し た 。 具 体 的 に は 、 マ ウ ス ｌ 匹 あ た り そ れ ぞ れ 精 製 ペ プ
チ ド 91.7μ gに 相 当 す る 量 を 0.656mlの 溶 液 と し て 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 １ 回 目 の 免 疫 か ら 25
日 後 に フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 等 量 混 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド 溶 液 （ 精 製 ペ プ チ ド 86
μ gに 相 当 ） を 腹 腔 に 追 加 免 疫 し た 。 さ ら に 初 回 免 疫 か ら 40日 後 、 抗 原 ペ プ チ ド 溶 液 0.2ml
（ 精 製 ペ プ チ ド 50μ gに 相 当 ） を マ ウ ス の 尾 静 脈 に 注 射 し 最 終 免 疫 と し た 。 そ の ３ 日 後 に
、 マ ウ ス の 脾 臓 を 取 り 出 し 、 ５ mlの 増 殖 培 地 （ ウ シ 胎 児 血 清 と 抗 生 物 質 を 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ） 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 次 い で 遠 心 分 離 に よ っ て 脾 細 胞 を 分 離 取 得 し た 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 斯 く し て 得 ら れ た 脾 細 胞 に ミ エ ロ ー マ 細 胞 〔 ATCC コ ー ド ； CRL-1581 (細 胞 名 ：
Sp2/0-Ag14） 〕 を 細 胞 数 が 10： １ に な る よ う に 混 合 し て 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し 、 遠 心 分 離 に
よ り 得 ら れ た 細 胞 を １ mlの ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 50％ (w/w)含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （
Ｐ Ｅ Ｇ 4000溶 液 ） に 懸 濁 し 、 徐 々 に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 10mlで 希 釈 し て Ｐ Ｅ Ｇ 濃 度 を ５ ％ と し 、
細 胞 を 遠 心 分 離 機 で 分 離 し た 。 細 胞 を Ｈ Ｔ 培 地 45mlに 懸 濁 し （ ３ × 10 6 ／ ml） 、 96穴 プ レ
ー ト ５ 枚 に 0.1ml／ ウ エ ル の 割 合 で 植 え た 。 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 存 在 下 で 12時 問 培 養 し た 後 、 Ｈ Ａ ２
Ｔ 培 地 （ 0.8μ Ｍ  ア ミ ノ プ テ リ ン 含 有 Ｈ Ｔ 培 地 ） を 0.1ml／ ウ エ ル の 割 合 で 加 え 、 ５ ％ Ｃ
Ｏ 2 存 在 下 、 37℃ で コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る ま で 静 置 培 養 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 １ 週 間 後 、 432個 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 数 と 大 き さ を 各 ウ エ ル ご と に 確 認 し 、 直 径 が １
ｍ ｍ 以 上 の コ ロ ニ ー を 含 む ウ エ ル の 抗 体 価 を Ｅ Ｉ Ａ 法 で 調 べ 、 限 界 希 釈 法 で 抗 体 産 生 細 胞
を ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 （ ３ ） Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン の 調 製
　 (3-1)Ｅ Ｉ Ａ 法
　 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 に つ い て 、 上 記 抗 原 ペ プ チ ド （ Ｇ Ｉ Ｒ Ｐ Ｎ Ｙ Ｉ Ｄ ） を 用
い て 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｉ Ａ 法 ） を 行 い 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 陽 性 ク ロ ー ン を ス
ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 96穴 Ｅ Ｉ Ａ 用 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 上 記 抗 原 ペ プ チ ド 溶
液 （ Ｇ Ｉ Ｒ Ｐ Ｎ Ｙ Ｉ Ｄ ） （ 10μ g/ml） を 50μ lず つ 加 え 、 37℃ で 一 晩 放 置 し た 。 次 に １ ％
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Sigma社 、 PBSに 溶 解 ） を 300μ lず つ 加 え 、 室 温 で 反 応 し た 。 反 応 30
分 後 、 各 ウ エ ル を Ｐ Ｂ Ｓ 300μ lで ３ 回 洗 浄 し た 。 次 に ク ロ ー ン 化 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
の 培 養 上 清 を 各 々 50μ l加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 し た 。 反 応 後 300μ lの Ｐ Ｂ Ｓ で 各 ウ エ ル
を ６ 回 洗 浄 し 、 1000倍 希 釈 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ （ Ｇ ＋ Ａ ＋ Ｍ ） 抗 体 （ Cappel製 ） を 各 ウ
エ ル に 50μ lず つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 し た 。 次 い で 300μ lの Ｐ Ｂ Ｓ で 各 ウ エ ル を ６ 回
洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 混 液 （ 50ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH4.5、 0.02％  過 酸 化 水
素 、 2mM ABTS（ 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid diammonium sa
lt)） を 各 ウ エ ル に 50ｍ l加 え 、 室 温 で 20分 発 色 さ せ た 。 反 応 終 了 後 マ イ ク ロ タ イ タ ー リ ー
ダ ー で 415nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 斯 く し て 同 定 さ れ た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン （ 陽 性 ク ロ ー ン ） に つ い て 、 次 に ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 、 酵 母 に 発 現 し た ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４  〔 Δ 680、 ア ミ ノ 酸 番 号 64-6
79の 領 域 （ プ ロ ペ プ チ ド 、 ズ ブ チ リ シ ン 用 触 媒 領 域 及 び ホ モ Ｂ 領 域 を 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 〕 、 お よ び ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に 発 現 し た ヒ ト Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 反 応 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 (3-2) ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
（ ｉ ） 酵 母 で の 組 換 え ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Δ 680） の 発 現
　 酵 母 （ メ タ ノ ー ル 資 化 性 酵 母 、 Pichia Pastoris,イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） を 宿 主 と し て 、
遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り プ ロ ペ プ チ ド か ら 679番 目 の ア ミ ノ 酸 を 含 む Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Δ 680） を
発 現 産 生 さ せ た 。 具 体 的 に は pQE30ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ た プ ロ ペ プ チ ド か ら 679番 目 の ア
ミ ノ 酸 を 含 む Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 増 幅 し 、 Ｃ 末 端 に His-Tagを 含 む pro PACE4Δ 680断
片 を 調 製 し た 。 次 に こ の 断 片 を XhoI, BamHIで 消 化 し た 酵 母 発 現 ベ ク タ ー ｐ HILS-1（ イ ン
ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） に 組 み 込 み 、 大 腸 菌 に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 。 目 的 ベ ク タ ー proPACE4Δ
680／ pHILS-1を 含 む ク ロ ー ン を 選 択 後 、 培 養 し た ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド を ア ル カ リ Ｓ Ｄ
Ｓ 法 に て 精 製 し た 。 酵 母 は ３ ０ 時 間 Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 （ １ ％  yeast extract, ２ ％  pepton, ２
％  glucose） で 培 養 後 、 そ の う ち 0.7mlの 培 養 液 を 遠 心 し て 得 ら れ た 沈 殿 を 水 で 懸 濁 し 、
さ ら に 遠 心 し た 沈 殿 に SalIで 直 鎖 化 し た proPACE4Δ 680／ pHILS-1プ ラ ス ミ ド と 混 合 し 、 PL
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ATE溶 液 （ 40％  polyethyleneglycol, 0.1M LiCl, 10mM Tris-HCl, pH7.5, 1mM EDTA） と
混 合 し 、 室 温 で 10時 間 反 応 し た 。 反 応 後 、 Ｒ Ｄ 培 地 （ １ Ｍ  glucitol, 1％  dextrose, 1.3
4％  YNB, 4x10 - 5  biotin, 0.005 ％  amino acids） に 植 菌 し 、 30℃ 、 13日 間 反 応 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 得 ら れ た 酵 母 を Ｍ Ｇ Ｙ 培 地 （ 1.34％  YNB， ｌ ％  glycerol， ４ x10 - 5 ％  biotin） で 培 養
し 、 zymolyaseで 処 埋 し た の ち 、 Ｓ Ｄ Ｓ で 溶 菌 後 、 ５ Ｍ 酢 酸 カ リ ウ ム と 反 応 し た 。 遠 心 後
得 ら れ た 上 清 を イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 後 、 Ｒ Ｎ ase処 理 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 ク ロ ロ ホ ル ム
抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ っ て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 proPACE4Δ 680／ pHILS-1プ ラ ス ミ ド を 含 む 酵 母 ク ロ ー ン を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ
ン グ し 、 目 的 酵 母 ク ロ ー ン を 得 た 。 形 質 転 換 し た 酵 母 を 、 Ｂ Ｍ Ｇ Ｙ 培 地 （ １ ％  yeast ext
ract, ２ ％  pepton, 0.1Ｍ  potassium phosphate, pH6.0, 1.34％  YNB, 4x10 - 5 ％  biotin
, １ ％  glycerol） で 30℃ で 振 盪 培 養 し 、 こ れ を 濁 度 が １ に な る よ う に Ｂ Ｍ Ｍ Ｙ 培 地 （ １
％  yeast extract, ２ ％  pepton, 0.1Ｍ  potassium phosphate, pH6.0, 1.34％  YNB, 4x1
0 - 5 ％  biotin, １ ％ methanol） に 加 え 、 30℃ で 48時 間 培 養 し た 。 菌 体 を 遠 心 操 作 に よ り 集
め SDS-PAGE試 料 液 で 可 溶 化 後 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 試 料 と し た 。 酵 母 組 換 え ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ は 分 子 量 780kDaの タ ン パ ク と し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ ii） 哺 乳 類 細 胞 発 現 用 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 ベ ク タ ー の 作 製 と 発 現
　 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 盤 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り ク ロ ー ニ ン グ し た （ Mo
ri, K., et al., J. Biochem. 121, 941-948 (1997)） 。 完 全 長 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
は SalIで 消 化 後 、 pALTERMAX（ プ ロ メ ガ 社 製 ） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 ベ ク タ ー は FuGen
e（ ロ ッ シ ュ 社 製 ） を 用 い て 、 メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 培 養 細
胞 （ HEK293） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 48時 間 後 、 培 養 液 を Opti-MEM（ Gibco Life Science社 製 ） に 交 換 し 、 さ ら に 24時 間 反 応
し た 。 培 養 液 を 遠 心 後 、 限 外 ろ 過 に て 濃 縮 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 試 料 と し た 。 Ｐ Ａ Ｃ
Ｅ ４ 発 現 量 は 、 抗 Ｓ Ｃ Ｄ 抗 体 、 抗 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ Ｈ ｏ ｍ ｏ Ｂ 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 に て 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 (iii)ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 組 換 え ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 反 応 性 確 認
　 上 記 (i)Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 酵 母 細 胞 の 溶 解 液 、 ま た は (ii)Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た HEK293細 胞 の 培 養 濃 縮 液 を Ｓ Ｄ Ｓ 電 気 泳 動 に か け 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
に 転 写 し 、 次 い で 膜 を ３ ％ ス キ ム ミ ル ク 溶 液 （ 10mM Tris-HCl,pH7.5, 0.15M NaClに 溶 解
） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ （ 10mM Tris-HCl, pH7.5, 0.15M NaCl, 0.05％  T
ween20） で 洗 浄 し た 。 斯 く し て 調 製 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に （ 3-1） で 確 認 し た ハ イ ブ
リ ド ー マ 培 養 上 清 と 室 温 で 15時 間 反 応 さ せ 、 次 い で Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ （ 10mM Tris-HCl, pH7.5, 0.
15M NaCl, 0.05％  Tween20） 溶 液 で ２ 回 膜 を 洗 浄 後 、 ２ 次 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 架
橋 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ ， Ｍ ， Ａ 抗 体 （ 2000倍 、 Cappel社 ） と 室 温 で ３ 時 問
反 応 さ せ た 。 得 ら れ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を Ｔ Ｂ Ｓ 及 び Ｔ Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 Pierce Super
 Signal発 色 キ ッ ト （ Pierce社 製 ） を 用 い て 化 学 発 色 さ せ て 、 上 記 (3-2)で Ｅ Ｉ Ａ 法 で ク ロ
ー ニ ン グ し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン に つ い て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 抗 体 産 生 を 確 認
し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 (3-3) 免 疫 沈 降 法
　 次 い で 、 上 記 で Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る 抗 体 産 生 が 確 認 さ れ た 各 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー
ン に つ い て 、 さ ら に Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 選 別 す る た め 、 免 疫 沈 降 法 を 用 い
て Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 及 び こ れ と 構 造 が 類 似 す る 他 の Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー プ ロ テ ア ー ゼ （ フ リ ン 、 PC
1、 PC6A、 PC6B、 PC8） と の 反 応 性 を 調 べ た 。
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【 ０ １ ０ ２ 】
　 な お 、 Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー プ ロ テ ア ー ゼ に 属 す る 他 の 酵 素 Ｐ Ｃ ２ 及 び Ｐ Ｃ ４ に つ い て は 、
そ の ア ミ ノ 酸 配 列 や そ の 組 織 発 現 局 在 性 か ら Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン と 反 応 性 を 示 さ
な い と 考 え ら れ る た め 実 験 を 行 っ て い な い 。 具 体 的 に は 、 (1)本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 作 成 に お い て 抗 原 ペ プ チ ド と し て 使 用 し た エ ピ ト ー プ 領 域 （ Ｇ Ｉ Ｒ Ｐ Ｎ Ｙ Ｉ Ｄ ） に 相
当 す る Ｐ Ｃ ２ 及 び Ｐ Ｃ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 「 Ｓ Ｈ Ｍ Ｐ Ｑ Ｌ Ｉ Ｄ 」 及 び 「 Ｓ Ｌ Ｑ
Ｐ Ｑ Ｈ Ｉ Ｈ 」 で あ り 、 上 記 抗 原 ペ プ チ ド と 相 同 性 が な い こ と 、 (2)Ｐ Ｃ ２ は 膵 臓 ラ ン ゲ ル
ハ ン ス 島 な ど の 内 分 泌 細 胞 の み に 、 Ｐ Ｃ ４ は 睾 丸 の み に 発 現 し て お り 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ が 発 現
す る 細 胞 と 明 確 に 区 別 で き る こ と 等 を 理 由 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 免 疫 沈 降 法 は 、 具 体 的 に は 下 記 の 手 順 に 従 っ て 行 っ た 。
1)発 現 ベ ク タ ー の 構 築
　 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ６ Ａ 、 Ｐ Ｃ ６ Ｂ 及 び Ｐ Ｃ ８ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 実 施 例 １ （ ３ ） (3
-2)（ ii） の 「 哺 乳 類 細 胞 発 現 用 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 発 現 ベ ク タ ー の 作 製 」 の 欄 に 記 載 す る 方
法 に 従 っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 こ こ で は 、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ １ 、 Ｐ Ｃ ６ Ａ 及 び Ｐ Ｃ ６ Ｂ の
発 現 ベ ク タ ー と し て 、 そ れ ぞ れ 中 山 和 久 博 士 （ 筑 波 大 学 ） か ら 供 与 さ れ た Trancated mous
e furin（ C末 の 膜 結 合 領 域 を 欠 失 ） 発 現 ベ ク タ ー Δ 704/pAC、 mouse PC1発 現 ベ ク タ ー （ PC
1/pCMV） 、 mousePC6A及 び PC6B発 現 ベ ク タ ー （ PC6A/pRcCMV,PC6B/pRcCMV） を 用 い た 。 ま た
Ｐ Ｃ ８ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 Dr.T.J.Martin(メ ル ボ ル ン 大 学 、 オ ー ス ト ラ リ ア )か ら 供 与 さ
れ た Ｐ Ｃ ８  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を pALTERMAX（ Promega社 ） に 組 み 込 ん で 作 製 し た 。
2)　 次 い で 、 調 製 し た 各 酵 素 発 現 ベ ク タ ー を 、 そ れ ぞ れ HEK293細 胞 （ ATCCよ り 入 手 ） に Fu
Gene（ Roche社 ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
3)　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト か ら ４ ８ 時 間 後 　 培 養 液 を メ チ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン を 含 ま な い MEM
培 養 液 に 交 換 し 、 １ 時 間 反 応 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
  4)　 次 い で 、 100・ Ci/mlに な る よ う に ［ 3 5 Ｓ ］ -メ チ オ ニ ン 溶 液 及 び シ ス テ イ ン 溶 液 を
加 え 、 一 晩 （ １ ６ 時 間 ） 反 応 し 、 ［ 3 5 Ｓ ］ -メ チ オ ニ ン で 標 識 し た 。
5)　 培 養 液 か ら 、 細 胞 抽 出 液 （ ｃ ） と 培 養 上 清 （ ｍ ） を そ れ ぞ れ 回 収 し 、 そ れ ぞ れ に 4X 
免 疫 沈 降 バ ッ フ ァ ー （ 1.6M KCl, 4% Triton X-100, 0.4M Tris-HCl, pH 7.5, 2.5 mM EDT
A, 5 mg/ml プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー , leupeptin, E-64、 pepstatin, chymostatin ）
を 培 養 液 容 量 の ３ 分 の １ 加 え 、 さ ら に こ れ ら の 中 に 、 上 記 で 得 ら れ た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生
ク ロ ー ン を 加 え て 、 ４ ℃ に て 一 晩 反 応 し た 。
6)　 こ れ ら に 二 次 抗 体 と し て Protein A-Sepharoseを 10μ ｌ 加 え 、 ４ ℃ に て １ 時 間 反 応 さ
せ 、 上 記 で 生 成 し た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を Protein A-Sepharoseに 結 合 さ せ た 。
7)　 遠 心 （ 12,000rpm,１ 分 ） し て 上 清 を 除 き 、 残 っ た Protein A-Sepharoseゲ ル を 1X 免 疫
沈 降 バ ッ フ ァ ー で サ ス ペ ン ド し て 、 上 記 と 同 様 に 遠 心 し て 上 清 を 除 去 す る 操 作 を ９ 回 繰 り
返 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
  8)　 最 後 に 得 ら れ た Protein A-Sepharoseゲ ル を 100μ lの Ｐ Ｂ Ｓ で 遠 心 洗 浄 し 、 ゲ ル に
Ｓ Ｄ Ｓ 試 料 溶 液 （ ４ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 10％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.125Ｍ  Tris-HCl,pH6.8,
 20％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.002％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） を 20μ l添 加 し て 100℃ で ２ 分 間 処
理 し た 。
9)　 こ れ を 遠 心 し て 上 清 を SDS-PAGEに か け た 。 電 気 泳 動 後 、 ク マ シ ー ブ ル ー で ゲ ル を 染 色
し 、 脱 色 し て 、 増 感 剤 で ゲ ル を ３ ０ 分 間 処 理 し て ゲ ル ド ラ イ ヤ ー で 乾 燥 さ せ た 。
10)  調 製 し た ゲ ル を Ｘ 線 フ ィ ル ム に 感 光 さ せ て （ － ８ ０ ℃ で 数 日 ） 、 現 像 し た 。
11)  な お 、 比 較 試 験 と し て 、 上 記 ペ プ チ ド (GIRPNYID)に 対 す る 抗 体 産 生 ク ロ ー ン （ Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ 抗 体 産 生 ク ロ ー ン ： ） に 代 え て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 触 媒 領 域 に 対 す る 抗 体 （ anti-SCD） を
用 い て 、 同 様 に し て 各 酵 素 に 対 し て 免 疫 沈 降 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 記 免 疫 沈 降 法 の 結 果 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と の み 反 応 し 、 他 の Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー （ フ リ ン 、 PC
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1、 PC6A、 PC6B、 及 び PC8） と 全 く 反 応 し な い 抗 体 を 産 生 す る ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー
ン （ １ -Ｄ -１ 、 １ -Ｄ -６ ） を 分 離 し た 。 図 ６ に こ れ ら ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 酵
母 細 胞 発 現 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Δ 680） に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 、 ま た 図 ７ に １ -Ｄ
-６ ク ロ ー ン の HEK293細 胞 発 現 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。 ま
た 、 図 ８ （ Ａ ） ～ （ Ｃ ） に 免 疫 沈 降 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 ８ （ Ａ ） に 示 す よ う に 、 比 較 試 験 で 抗 Ｓ Ｃ Ｄ 抗 体 （ anti-SCD） を 抗 体 と し て 使 用 し た
場 合 は 、 Ｐ Ｃ １ ， Ｐ Ｃ ６ Ａ 、 及 び Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ い ず れ も 分 泌 酵 素 ） の 発 現 細 胞 は い ず れ も
そ の 細 胞 抽 出 物 （ ｃ ） と 培 養 上 清 の 両 方 に anti-SCDと 反 応 す る バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 ま た
、 フ リ ン 、 Ｐ Ｃ ６ Ｂ 、 及 び Ｐ Ｃ ８ （ い ず れ も 膜 結 合 酵 素 ） の 発 現 細 胞 の い ず れ に も そ の 細
胞 抽 出 物 （ ｃ ） に 抗 Ｓ Ｃ Ｄ 抗 体 （ anti-SCD） と 反 応 す る バ ン ド が 確 認 さ れ た （ Ｐ Ｃ ６ Ｂ は
僅 か に 可 溶 化 さ れ た sheddinng formが 培 養 上 清 (m)に 検 出 さ れ た ） 。 な お 、 分 子 量 約 68kDa
の バ ン ド は Mock（ 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 し な い 空 の 発 現 ベ ク タ ー ） も 含 め て 全 て の 細 胞 抽 出 液
（ ｃ ） に 認 め ら れ る こ と か ら 、 細 胞 抽 出 液 に 由 来 す る 非 特 異 的 バ ン ド で あ る と 判 断 さ れ た
。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 以 上 の こ と か ら 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 触 媒 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｄ ） を 抗 原 と し て 作 製 さ れ た 抗 体 （ 抗 Ｓ
Ｃ Ｄ 抗 体 （ anti-SCD） ） は 、 全 て の Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー と 反 応 し て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特
異 的 で な い こ と が 確 認 さ れ た 。 な お 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 触 媒 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｄ ） の Ｃ 末 端 側 に 位 置
す る ホ モ Ｂ ド メ イ ン を 抗 原 と し て 作 製 し た 抗 体 （ 抗 HomoB抗 体 ） も 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ PACE4-I
I, PACE4-I） だ け で な く 、 他 の Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー （ フ リ ン 、 PC1、 PC2、 PC6A、 PC6B、 及 び
PC8） と も 反 応 し て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 対 し て 特 異 的 で な い こ と が 判 明 し て い る （ 図 ９ ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 一 方 、 図 ８ （ Ｂ ） 及 び （ Ｃ ） に 示 す よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン （ １ Ｄ － １ 、 １ Ｄ
－ ６ ） の 培 養 上 清 （ ｍ ） を 抗 体 と し て 免 疫 沈 降 反 応 を 行 う と 、 68kDaの 非 特 異 バ ン ド 以 外
に 検 出 さ れ た バ ン ド は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 細 胞 （ 細 胞 抽 出 液 （ ｃ ） 110kDa、 培 養 上 清 （ ｍ
） 103kDa） だ け で あ っ た 。 ま た 、 こ れ ら の バ ン ド は 、 分 子 量 か ら 、 抗 Ｓ Ｃ Ｄ 抗 体 （ anti-S
CD） に つ い て 得 ら れ た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の バ ン ド と 一 致 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー
マ （ １ Ｄ － １ 、 １ Ｄ － ６ ） は 、 Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー の う ち Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と の み 結 合 す る 特 異 性
の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 条 件 下 で
行 っ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 （ 図 ６ 、 ７ ） か ら 考 え て 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 状 態 及 び 未 変 性 状 態 の 両 方 で Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 で あ る こ と が
わ か る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 な お 、 上 記 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ （ １ -Ｄ -１ ） を 、 「 Ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ ｏ
ｍ ａ － Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 」 と 命 名 し 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 １ 日 付 け で 、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １
丁 目 １ 番 １ 中 央 第 ６ に 住 所 を 有 す る 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 、 微 生 物 の 表 示 ： （ 寄 託 者 が 付 し た 識 別 の た め の 表 示 ） Ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ
ｏ ｍ ａ － Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 、 （ 受 託 番 号 ） Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ０ ４ ８ と し て 国 内 寄 託 し た 。 そ し
て 、 そ れ を ２ ０ ０ ３ 年 ９ 月 ２ ９ 日 に ブ タ ペ ス ト 条 約 に 基 づ く 国 際 寄 託 に 移 管 し 、 （ 受 託 番
号 ） Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ４ ９ ８ と し て 受 託 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 （ ４ ） Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 上 記 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン （ １ Ｄ － １ 、 １ Ｄ － ６ ） か ら 、 下 記 の 方 法 に 従
っ て Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま ず ハ イ ブ リ ド ー マ を 4.5g/L グ ル コ ー ス 及 び 10％ ウ シ 胎 児 血 清 、 及 び 抗 生 物 質 （ ペ ニ
シ リ ン G 10万 単 位 ／ L、 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 0.1g/L、 ゲ ン タ マ イ シ ン 10 mg/L、  ア ン
テ ホ リ ン B 0.2 mg/L） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ Sigma社 ） で 培 養 し た 。 コ ン フ ル エ ン ト に 達
し た 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 遠 心 洗 浄 し 、 ウ シ 胎 児 血 清 フ リ ー の 4.5g/Lグ ル コ ー ス と 抗 生
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物 質 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ Sigma社 ） に 細 胞 密 度 が ２ ～ ３ ｘ 10 6 ／ mlに な る よ う に 移 し 、 生
存 率 が 10％ 以 下 で あ る こ と を 確 認 し た 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 遠 心 操 作 で 不 溶 物 を 除 去
後 、 限 外 ろ 過 、 硫 安 分 画 に よ っ て 濃 縮 し た 。 濃 縮 し た 培 養 液 を Ｐ Ｂ Ｓ で 透 析 し 、 Protein 
G-Sepharoseカ ラ ム （ Amersham-Pharmacia社 ） に か け 、 20ｍ Ｍ  sodium phosphate buffer,
 pH7.0で 洗 浄 後 、 抗 体 を 0.1Ｍ  Glycine-HCl、 ｐ H2.7で 溶 出 し た 。 直 ち に １ Ｍ 　 Tris-HCｌ
， ｐ H9.0で 中 和 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 透 析 し 、 限 外 ろ 過 法 で 濃 縮 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ・ Ｐ Ａ
Ｃ Ｅ ４ を 特 異 的 に 認 識 し 反 応 す る た め 、 当 該 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 及 び 特 異 的 結 合 に 有
用 で あ る 。 か か る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 抗 体 断 片 ま た は こ れ ら の 標 識 物 を 利
用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 に よ れ ば 、 生 体 組 織 に お け る Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 発 現 分 布 を 免 疫
化 学 的 に 調 べ る こ と が で き 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 生 理 学 的 作 用 並 び に 意 義 を よ り 詳 細 に 解 明 す る
こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の 抗 体 断 片 ま た は こ れ ら の 標
識 物 を 利 用 し た Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 特 異 的 検 出 法 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 （ 発 現 亢 進 、 発 現 不
全 ／ 減 少 ） に 関 連 し て 生 じ る 種 々 の 疾 患 の 免 疫 化 学 的 及 び 免 疫 組 織 学 的 診 断 に 有 用 で あ る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に 後 述 の 実 施 例 に 具 体 的 に 記 載 す る マ ウ ス 由 来 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ に 特 異 的 結 合 性 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 、 特 に ヒ ト 型 キ メ ラ 抗
体 や ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 の 調 製 の た め に 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ヒ ト 型 キ
メ ラ 抗 体 や ヒ ト 型 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 異 常 発 現 に 関 連 し て 生 じ る 種 々 の 疾 患
の 予 防 ま た は 治 療 に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ５ 】
【 図 １ 】 Ｔ Ｇ Ｆ β 関 連 分 化 因 子 の プ ロ セ シ ン グ プ ロ テ ア ー ゼ （ ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ
イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ ） に よ る 活 性 化 機 構 を 示 す 図 面 で あ る 。
【 図 ２ 】 ズ ブ チ リ シ ン 様 プ ロ プ ロ テ イ ン コ ン ベ ル タ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー （ フ リ ン 、 Ｐ Ｃ ２ 、
Ｐ Ｃ １ ／ ３ 、 Ｐ Ｃ ４ 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 、 Ｐ Ｃ ５ ／ ６ 、 Ｐ Ｃ ７ ／ ８ ） の 各 ド メ イ ン 領 域 を 示 す 構
造 模 式 図 で あ る 。 図 中 、 Ｓ Ｐ は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 Ｐ ｒ ｏ は プ ロ ペ プ チ ド 、 Ｓ Ｃ Ｄ は ズ ブ
チ リ シ ン 様 触 媒 領 域 、 Ｈ ｏ ｍ ｏ Ｂ は ホ モ Ｂ ド メ イ ン 、 Ｃ Ｒ Ｒ は シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン
、 Ｔ Ｍ Ｄ は 膜 結 合 ド メ イ ン を 示 す 。
【 図 ３ 】 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 各 種 ア イ ソ フ ォ ー ム の 各 ド メ イ ン 領 域 を 示 す 構 造 模 式 図 を 示 す
。
【 図 ４ 】 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ラ ッ ト （ 上 段 ） 、 マ ウ ス （ 中 段 ） 、 及 び ヒ ト （ 下
段 ） （ PACE4A-I） に つ い て そ れ ぞ れ 対 比 し た 図 面 で あ る （ 図 ５ に 続 く ） 。 な お 、 図 中 、 「
・ 」 、 「 ： 」 及 び 「 ★ 」 は 、 そ れ ぞ れ ３ 種 の 哺 乳 類 間 の ア ミ ノ 酸 が 、 類 似 し た 性 質 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 （ 「 ・ 」 ） 、 同 じ 液 性 ま た は 極 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 、 酸 性 ア
ミ ノ 酸 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 な ど ） （ 「 ： 」 ） 、 及 び 同 一 の ア ミ ノ 酸 （ 「 ★ 」 ） で あ る こ と を
示 す （ 図 ５ に お い て 同 じ ） 。 な お 、 ヒ ト Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 Ｎ 末 端 か ら
数 え て 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 領 域 は ア ミ ノ 酸 番 号 １ ～ ６ ３ 位 、 プ ロ ペ プ チ ド 領 域 は ア ミ ノ 酸
番 号 ６ ４ ～ １ ４ ９ 位 、 ズ ブ チ リ シ ン 様 触 媒 領 域 は ア ミ ノ 酸 番 号 １ ５ ０ ～ ４ ５ ４ 位 、 ホ モ Ｂ
領 域 は ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ９ ６ ～ ６ ３ ４ 位 、 シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 は ア ミ ノ 酸 番 号 ６ ９ ５ ～ ９
６ ９ 位 に 位 置 す る 。
【 図 ５ 】 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 ４ の 続 き で あ る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 １ （ 3-2） (i)(iii)に お け る 実 験 の 結 果 、 す な わ ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体
産 生 ク ロ ー ン （ １ -Ｄ -１ 、 １ -Ｄ -６ ） に つ い て 、 酵 母 細 胞 発 現 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Δ 680） を 抗
原 と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 示 す （ 各 ク ロ ー ン に つ い て 「 Δ 680」
で 示 す レ ー ン ） 。 ま た 対 照 と し て 、 「 Mock」 に 示 す レ ー ン に 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 遺 伝 子 を 挿 入 し
な い 空 の 発 現 ベ ク タ ー （ Mock） を 抗 原 と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 併
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せ て 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン （ １ -Ｄ -１ 、 １ -Ｄ -６ ） は 、
酵 母 細 胞 （ Mock） に 由 来 す る 蛋 白 質 と は 反 応 せ ず 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ Δ 680） （ 分 子 量 76kDa）
並 び に そ の 分 解 産 物 と 特 異 的 に 反 応 す る こ と が わ か る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 １ （ 3-2） (ii)(iii)に お け る 実 験 の 結 果 、 す な わ ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体
産 生 ク ロ ー ン （ １ -Ｄ -６ ） に つ い て 、 HEK293細 胞 発 現 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ を 抗 原 と し て ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 示 す （ PACE4レ ー ン ） 。 ま た 対 照 と し て 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 遺 伝
子 を 挿 入 し な い 空 の 発 現 ベ ク タ ー を 抗 原 と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を
併 せ て 示 す （ Mockレ ー ン ） 。 こ の 結 果 か ら 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異 抗 体 産 生 ク ロ ー ン （ １ -Ｄ -６
） は 、 酵 母 細 胞 （ Mock） に 由 来 す る 蛋 白 質 と は 反 応 せ ず 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ （ 分 子 量 103kDa） と
特 異 的 に 反 応 す る こ と が わ か る 。
【 図 ８ 】 実 施 例 １ （ 3-3） に お け る 免 疫 沈 降 法 の 結 果 を 示 す 。 す な わ ち 、 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ 特 異
抗 体 産 生 ク ロ ー ン （ １ Ｄ － １ 、 １ Ｄ － ６ ） （ 図 B、 C） 及 び Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の Ｓ Ｃ Ｄ を 抗 原 と し
て 作 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 SCD抗 体 (anti-SCD)） （ 図 A） と 、 各 酵 素 （ PC1,フ リ ン
、 PC6A,PC6B,PACE4,PC8） を 発 現 す る HEK293細 胞 、 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た HEK293細
胞 （ Mock） の 各 細 胞 抽 出 液 （ ｃ ） と 培 養 上 清 （ ｍ ） と の 反 応 性 （ 免 疫 沈 降 反 応 ） を み た 結
果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 Ｐ Ａ Ｃ Ｅ ４ の 触 媒 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｄ ） の Ｃ 末 端 側 に 位 置 す る ホ モ Ｂ ド メ イ ン を 抗 原 と
し て 作 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 HomoB抗 体 ） に つ い て 、 各 種 の Ｓ Ｐ Ｃ フ ァ ミ リ ー （
左 レ ー ン か ら Mock、 フ リ ン 、 PC1、 PC2、 PC6A、 PC6B、 PC8、 PACE4A-I,及 び PACE4A-II） と
の 反 応 性 を 、 免 疫 沈 降 法 に よ っ て 調 べ た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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