
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　ヒトの異常型プリオン蛋白質に結合する抗体およびその調製方法を提供する。
【解決手段】　ヒトプリオン蛋白質と結合する抗体であって、特定の配列における所定の
アミノ酸配列またはその一部の配列がエピトープの構成部分として含まれることを特徴と
する前記抗体、その調製方法、該抗体を使用する異常型プリオン蛋白質検出システム。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４ ３ ～
６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る
こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ９ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ５ ８
～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま
れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ６ ６ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４ ３ ～
６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ３ ～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま
た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １
６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と
す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ６ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ ま た は 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ８ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４ ３ ～
６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記
抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ７ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ５ ３
～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お
よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部
分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ６ ５ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ３ ５
～ １ ７ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ４ ３
～ １ ５ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ３ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ３ ５
～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ３ ５ ～ １ ４ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の
配 列 お よ び 第 ２ ０ ８ ～ ２ １ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の
構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ４ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 １ ７ な い し １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ６ ３
～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ７ １ ～ ２ １ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の
配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ７ １ ～ １ ７ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の
配 列 お よ び 第 ２ ０ ８ ～ ２ １ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の
構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ２ １ な い し ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ２ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 ２ １ な い し ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ６ ３
～ １ ９ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １ ６ ３ ～ １ ７ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の
配 列 お よ び 第 １ ８ ６ ～ １ ９ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の
構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 エ ピ ト ー プ が 、 立 体 配 置 的 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ナ ル ） エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ２ ６ ま た は ２ ７ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ５ と し て 寄 託 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ か ら 調 製 さ れ る 請 求 項 ２ ６ な い し ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 が 、 異 常 型 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ２ ９ の い ず れ か
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 標 識 物 質 で 標 識 さ れ た 請 求 項 １ な い し ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 標 識 物 質 が ビ オ チ ン 、 サ イ ダ イ （ Cydye） 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ま た は
ロ ー ダ ミ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 標 識 物 質 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ― ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ
ル コ シ ダ ー ゼ ま た は ル ー シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 し て 得 ら れ る 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と
の 間 で 細 胞 融 合 を 行 い 、 得 ら れ る 融 合 細 胞 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 し て 得 ら れ る 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と
の 間 で 細 胞 融 合 を 行 う こ と に よ っ て 得 ら れ た も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー
マ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 ４ ３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に
記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ９ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３
７ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ６ ６ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 ４ ３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ３ ～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配
列 、 第 １ ６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７
番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ ブ
リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ６ と し て ま た は 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ８ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ４
２ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 ４ ３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ５ ３ ～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部
の 配 列 お よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項
３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ６ ５ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ３ ５ ～ １ ７ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ３ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ３ ５ ～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ４ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ６ ３ ～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
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３ ４ ２ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 ・ 結 合 す る エ ピ ト ー プ が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る
第 １ ６ ３ ～ １ ９ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９
３ ４ ５ と し て 寄 託 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 請 求 項 １ な い し ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 若 し く は 請 求 項 ３ １ な い し ３ ３ の い ず れ か
に 記 載 の 標 識 抗 体 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る
異 常 型 プ リ オ ン 検 出 シ ス テ ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 に 関 す る 。 更 に
詳 細 に は 、 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 抗 原 と し て 免 疫 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 細
胞 を マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 細 胞 融 合 し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 、 該 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 が 生 産 す る 抗 異 常 型 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 お よ び こ れ ら の 調 製 方 法 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 （ 以 下 、 「 Ｃ Ｊ Ｄ 」 と 称 す る こ と も あ る ） は 、 １ ０ ０ 万 人
に １ 人 の 割 合 で 孤 発 性 ま た は 家 族 性 に 生 じ 、 脳 組 織 の 海 綿 （ ス ポ ン ジ ） 状 変 性 を 特 徴 と す
る 疾 患 で あ る 。 Ｃ Ｊ Ｄ は １ ９ ２ ０ 年 代 初 頭 、 ド イ ツ の 神 経 病 理 学 者 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト と ヤ
コ ブ に よ っ て 記 述 さ れ た 。 現 在 で は 成 因 か ら プ リ オ ン 病 、 ま た 病 理 か ら 伝 達 性 海 綿 状 脳 症
（ transmissible spongiform encephalopathy； 「 Ｔ Ｓ Ｅ 」 ） と し て 哺 乳 類 の 神 経 疾 患 群
に ひ と く く り に さ れ て い る 。 近 年 、 プ リ オ ン 病 ま た は Ｔ Ｓ Ｅ の 感 染 性 が ク ロ ー ズ ア ッ プ さ
れ 、 社 会 的 に 認 知 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ リ オ ン と は 蛋 白 質 性 感 染 粒 子 （ proteinaceous infectious particle） の こ と で 、 Ｔ
Ｓ Ｅ の 核 酸 を 含 ま な い 感 染 性 病 原 体 を さ す 造 語 で 、 米 国 の プ ル シ ナ ー 博 士 に よ っ て １ ９ ８
２ 年 に 提 唱 さ れ た 。 プ ル シ ナ ー 博 士 は １ ０ 年 の 歳 月 を か け 、 プ リ オ ン 病 の 罹 患 脳 か ら 幅 ４
ｎ ｍ 、 長 さ 数 １ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 の 感 染 性 の 微 細 線 維 状 物 質 を 濃 縮 し て い き 、 プ リ オ ン 説 を 唱
え る に 到 っ た 。 こ の 微 細 線 維 状 物 質 は 、 現 在 、 宿 主 プ リ オ ン 蛋 白 質 が 異 常 構 造 体 へ 変 換 さ
れ 、 凝 集 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ て い る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 プ リ オ ン 病 で は 、 異 常 構 造 を 有 す る 異 常 プ リ オ ン 蛋 白 質 が 中 枢 神 経 系 に 蓄 積 し 、 不 可 逆
的 な 致 死 性 神 経 障 害 を 生 じ る 。 ヒ ト プ リ オ ン 病 の 大 半 を 占 め る の は 孤 発 性 Ｃ Ｊ Ｄ で あ る 。
プ リ オ ン に は 感 染 性 が あ り 、 感 染 性 プ リ オ ン 病 と し て ク ー ル ー （ Kuru） 、 （ 新 ） 変 異 型 Ｃ
Ｊ Ｄ （ (new) variant CJD； 「 ｖ Ｃ Ｊ Ｄ 」 ） 、 移 植 後 Ｃ Ｊ Ｄ が あ る 。 １ ９ ９ ６ 年 に 英 国 で
発 表 さ れ 、 ヨ ー ロ ッ パ お よ び 世 界 中 を パ ニ ッ ク に 陥 れ た の は ｖ Ｃ Ｊ Ｄ で あ る 。 こ れ は 牛 海
綿 状 脳 症 （ bovine spongiform encephalopathy； 「 Ｂ Ｓ Ｅ 」 ） に 起 因 し て い る と 考 え ら れ
て い る 。 一 方 、 プ リ オ ン 遺 伝 子 に 変 異 を 持 ち 、 異 常 プ リ オ ン 蓄 積 の 原 因 と な る 疾 患 に 遺 伝
性 Ｃ Ｊ Ｄ 、 ク ー ル ー 斑 状 沈 着 を 特 徴 と す る ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ ス ラ ー ・ シ ャ イ ン カ ー
症 候 群 （ Ｇ Ｓ Ｓ ） 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 （ fatal familial insomnia； 「 Ｆ Ｆ Ｉ 」 ） な ど
が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 動 物 の プ リ オ ン 病 に は 、 １ ８ 世 紀 に す で に 知 ら れ て い た ヒ ツ ジ の ス ク レ イ ピ ー （ scrapi
e） 、 シ カ 慢 性 消 耗 病 （ chronic wasting disease； 「 Ｃ Ｗ Ｄ 」 ） 、 ミ ン ク 伝 達 性 脳 症 （ Ｔ
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Ｍ Ｅ ） 、 日 本 で も ７ 頭 見 つ か っ て い る Ｂ Ｓ Ｅ 、 ネ コ 海 綿 状 脳 症 （ Ｆ Ｓ Ｅ ） な ど が あ る 。
　 プ リ オ ン 病 の 病 因 は 、 神 経 細 胞 表 面 に あ る 可 溶 性 の 正 常 プ リ オ ン 蛋 白 質 が 異 常 構 造 体 へ
変 換 後 、 不 溶 性 と な っ た 異 常 プ リ オ ン 蛋 白 質 の 蓄 積 が 生 じ 、 神 経 細 胞 が 変 性 し た 結 果 で あ
る と い わ れ て い る 。 プ リ オ ン 蛋 白 質 （ prion protein） は 、 正 常 型 （ 細 胞 型 ） プ リ オ ン 蛋
白 質 と 異 常 型 （ 感 染 型 ） プ リ オ ン 蛋 白 質 に 分 類 さ れ て い る 。 正 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 は Ｃ 末
端 部 で 細 胞 膜 へ 連 な り 、 正 常 型 か ら 異 常 型 へ の 変 換 は 細 胞 膜 上 、 ま た は 細 胞 質 へ の 再 取 り
込 み 後 に 起 こ る と 考 え ら れ て い る 。 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 の 形 成 は 正 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質
の 構 造 的 な 変 換 に よ っ て 生 じ る の で 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 の 集 積 に は 正 常 型 プ リ オ ン 蛋
白 質 の 存 在 が 不 可 欠 で あ る 。 正 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 多 い ら せ ん 状 構 造 （ α ヘ リ ッ ク ス ）
が 板 状 構 造 （ β シ ー ト ） へ 変 換 し た 結 果 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に な る 。 こ の 構 造 変 換 に
よ っ て プ リ オ ン 蛋 白 質 は 伝 達 性 を 獲 得 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 異 常 構 造 の 伝 達 は 、 種 々 の 宿 主 因 子 が 関 与 し な が ら 、 異 常 構 造 体 を 核 と し て 正 常 プ リ オ
ン 蛋 白 質 が 変 換 さ れ 凝 集 体 が 形 成 さ れ て い く 数 種 の モ デ ル に よ っ て 説 明 さ れ て い る 。 こ の
構 造 変 換 に 伴 い 、 プ リ オ ン 蛋 白 質 は 伝 達 性 に 加 え 蛋 白 質 分 解 酵 素 耐 性 を 獲 得 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 プ リ オ ン 蛋 白 質 は ２ ５ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 よ り 構 成 さ れ て お り 、 そ の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ４ ２ ） も す で に 知 ら れ て お り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 、 ヒ ト の プ リ オ ン 蛋 白 質
遺 伝 子 は ヒ ト 第 ２ ０ 染 色 体 の 短 腕 上 に 存 在 し 、 単 一 エ ク ソ ン か ら な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｃ Ｊ Ｄ の 診 断 ・ 治 療 の 新 し い 展 開 は 以 下 の と お り で あ る 。
（ １ ） キ ナ ク リ ン の 治 験 開 始
　 異 常 プ リ オ ン の 持 続 感 染 細 胞 を 用 い た 研 究 で ア ク リ ジ ン の 誘 導 体 で 抗 マ ラ リ ア 薬 の キ ナ
ク リ ン が プ リ オ ン の 増 殖 を 抑 制 す る と の 報 告 が な さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照
） 。 変 異 型 Ｃ Ｊ Ｄ の 患 者 １ 例 に キ ナ ク リ ン を 投 与 し た と こ ろ 臨 床 症 状 の 改 善 が み ら れ た と
の 非 公 式 報 告 も な さ れ て い る 。 現 在 、 米 国 と 英 国 に お い て 臨 床 治 験 が 開 始 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ ２ ） 抗 プ リ オ ン 抗 体 に よ る プ リ オ ン 増 殖 の 抑 制
　 プ リ オ ン 構 成 蛋 白 質 の 中 、 抗 原 性 の あ る フ ラ グ メ ン ト を 合 成 し 、 こ れ に 対 す る 抗 体 が 作
製 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 を 異 常 プ リ オ ン 持 続 感 染 細 胞 の 培 養 液 に 添 加 し た と こ ろ 、 プ リ オ
ン の 増 殖 が 顕 著 に 抑 制 さ れ た と し て 、 将 来 、 Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 へ の 応 用 が 期 待 さ れ て い る （ 例 え
ば 、 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ ３ ） protein-misfolding cyclic amplification（ Ｐ Ｍ Ｃ Ａ ） に よ る 微 量 異 常 プ リ オ ン
蛋 白 質 の 検 出 法
　 異 常 プ リ オ ン 蛋 白 質 を 微 量 に 含 む 組 織 と 正 常 プ リ オ ン 蛋 白 質 と を 混 和 し 、 つ い で 超 音 波
処 理 し て 分 解 す る 。 こ の 混 和 、 超 音 波 処 理 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 高 感 度 に 異 常 プ リ オ ン
蛋 白 質 を 検 出 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ ４ ） プ リ オ ン 病 に お け る 赤 芽 球 分 化 関 連 因 子 （ Ｅ Ｄ Ｒ Ｆ ） の Ｒ Ｎ Ａ の 減 少 ： 早 期 診 断 へ
の 応 用
　 異 常 プ リ オ ン 感 染 動 物 で は 接 種 の 早 期 か ら 脾 臓 中 の Ｅ Ｄ Ｒ Ｆ  Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 特 異 的 に
減 少 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 早 期 診 断 へ の 応 用 が 期 待 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文
献 ５ 参 照 ）
【 ０ ０ １ ２ 】
　 輸 血 、 血 漿 分 画 製 剤 、 あ る い は 臓 器 移 植 に お い て 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 の 病 原
体 に よ る 汚 染 を 防 ぐ こ と は 医 療 上 重 要 な こ と で あ る 。 そ れ に は 、 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し て
、 Ｃ Ｊ Ｄ に 関 与 す る と さ れ る 異 常 型 ヒ ト プ リ オ ン を 検 出 す る ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 が 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 と こ ろ で 、 正 常 型 ヒ ト プ リ オ ン に は 様 々 な 遺 伝 的 多 型 が 知 ら れ て い る 。 ま た 異 常 型 プ リ
オ ン 蛋 白 質 に は 、 異 な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 取 っ て い る も の が 複 数 存 在 す る と 考 え ら れ て
い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。 従 っ て 、 十 数 残 基 程 度 の 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す
る 抗 体 を １ 種 類 用 い る の み で は 、 野 外 に 存 在 す る 異 常 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を も れ な く 検
出 す る こ と は で き な い 。 特 異 度 の 高 い ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 を 実 施 す る た め に は 、 プ リ オ ン
蛋 白 質 上 の 異 な る 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 複 数 用 い る こ と が 必 要 で あ る 。 そ れ ら の 抗 体 が 認
識 す る 部 位 は 遺 伝 的 多 型 が な い 領 域 で あ る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
認 識 す る 抗 体 で あ っ て も 、 異 常 型 プ リ オ ン の 株 に よ り 反 応 性 が 相 互 に 異 な る も の で あ れ ば
、 そ れ ら の 抗 体 は 併 用 す る 意 味 が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 「 ３ Ｂ ５ 」 、 「 ３ Ｆ ４ 」 、 「 ６ Ｈ ４ 」
、 お よ び 「 １ ２ Ｆ １ ０ 」 が 、 そ れ ぞ れ ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号
４ ２  に お け る ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ４ ～ ６ ９ 、 １ ０ ９ ～ １ １ １ 、 １ ４ ４ ～ １ ５ ２ 、 お よ び １ ５
０ ～ １ ６ ５ ） に 結 合 す る こ と を 示 唆 す る 記 載 が あ る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ７ ～ １ ０ 参 照 ）
。 ま た 、 そ れ ぞ れ ヒ ト の ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ２  に お け
る ア ミ ノ 酸 番 号 ８ ６ ～ １ １ ４ 、 ８ ０ ～ ９ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 開 示 さ れ て い る （
例 え ば 、 特 許 文 献 １ お よ び ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 今 日 で は 、 細 胞 、 動 物 組 織 ・ 体 液 等 か ら 遺 伝 子 を 抽 出 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 目 的 の 遺 伝 子
を 増 幅 し 、 得 ら れ た 目 的 遺 伝 子 を 微 生 物 に 生 産 さ せ る 、 な ど の 基 本 的 な 遺 伝 子 組 換 え 技 術
（ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ １ 参 照 ） に 基 づ き 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ ・ 発 現 ベ ク タ ー を 始 め と
す る 種 々 の 遺 伝 子 研 究 試 薬 や キ ッ ト が 開 発 ・ 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 細 胞 融 合 技 術 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ０ 参
照 ） は 、 診 断 や ス ク リ ー ニ ン グ 試 薬 の 研 究 ・ 開 発 に 広 く 利 用 さ れ て お り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど 種
々 の 検 出 方 法 お よ び こ れ ら の 技 術 に 適 用 す る た め の 様 々 な 標 識 試 薬 も 多 数 開 発 さ れ て い る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 平 ７ － ５ ０ １ ７ ９ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ６ ０ ５ ５ １ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 ク レ ツ シ ュ マ ー ル （ Kretzschmar HA, et al.） , “ DNA” , 1986, 5, p.
315-324
【 非 特 許 文 献 ２ 】 “ Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America” , 2001, 98: p.9836-41
【 非 特 許 文 献 ３ 】 “ Nature” , 2001, 412: p.739
【 非 特 許 文 献 ４ 】 “ Nature”  2001, 411: p.810
【 非 特 許 文 献 ５ 】 “ Nature Medicine” , 2001, 7: p.361
【 非 特 許 文 献 ６ 】 フ ァ イ フ ァ ー （ Pfeifer, A.） ら 、 “ Science” , 1996, 274: p.2079-20
82
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ク レ ー ス マ ン （ Krasemann, S.） ら 、 “ Journal of Immunological Meth
ods” , 1996, 199: p.109-111
【 非 特 許 文 献 ８ 】 カ ザ ッ ク （ Kascsak, R. J.） ら 、 “ Journal of Virology” , 1987, 61:
 p.3688-3693
【 非 特 許 文 献 ９ 】 コ ー ス （ Korth, C.） ら 、 “ Nature” , 1997, 390: p.74-77
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 ク レ ー ス マ ン （ Krasemann, S.） ら 、 “ Molecular Medicine” , 1996,
 2: p.725-734
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook et al.） , “ Molecular Cloning, A Labora
-tory Manual” , 第 ２ 版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 ミ ル シ ュ タ イ ン （ Milstein） ,“ Method in Enzymology” , 1981, 73,
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 p.3-46
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 述 し た よ う に 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 は 、 可 溶 性 の 正 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 が 構 造 変 化
を 起 こ し 、 凝 集 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 し た が っ て 、 不 溶 性 の プ
リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 抗 原 と し て 用 い る こ と に よ り 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体
を 取 得 で き る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 、 特 に ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗
体 お よ び そ の 調 製 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 疑 陰 性 の 少 な い 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 の 検 出 シ ス テ ム を 構
築 す る た め の 材 料 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 目 的 を 達 成 す る た め に 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 不 溶 性 の 組 換 え 型
ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 （ 以 下 、 「 ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ 」 と 称 す る こ と も あ る ） で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の
脾 臓 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を 得 、 該
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 に よ り 、 Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 と の 反 応 性 を 調 べ た と こ ろ 、 陽
性 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 、 す な わ ち 、 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン と 結 合 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 不 溶 性 の ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ で 免 疫 さ れ た マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 用 い た ヒ ト の 異 常
型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ 、 と り わ け 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 し て 得 ら れ る 脾 臓 細 胞
と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 間 で 細 胞 融 合 を 行 う こ と に よ っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を も 包 含
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 手 法 に よ る ヒ ト の 異 常 型 プ
リ オ ン の 検 出 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 好 ま し い 態 様 と し て 以 下 の 抗 体 を 包 含 す る 。
（ １ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４
３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま
れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （ １ ０ ０ Ａ １ ） ；
（ ２ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て
含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （ １ ２ ５ Ａ ） ；
（ ３ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４
３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ３ ～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、
第 １ ６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７ 番 目
の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特
徴 と す る 前 記 抗 体 （ ６ ３ Ａ １ ； ６ ６ Ａ １ ） ；
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（ ４ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 ４
３ ～ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 お よ び 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構 成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る
前 記 抗 体 （ ６ ４ Ａ ） ；
（ ５ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
５ ３ ～ １ ６ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ５ ８ ～ １ ７ ２ 番 目 の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 、 第 １ ６ ３ ～ １ ７ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配
列 お よ び 第 ２ １ ３ ～ ２ ２ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 一 部 の 配 列 が 、 エ ピ ト ー プ の 構
成 部 分 と し て 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （ ８ ２ Ａ １ ） ；
（ ６ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
３ ５ ～ １ ７ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （
５ Ａ １ ） ；
（ ７ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
３ ５ ～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （
９ Ａ １ ） ；
（ ８ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
６ ３ ～ ２ ２ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （
４ Ａ １ ） ； お よ び
（ ９ ） ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に お け る 第 １
６ ３ ～ １ ９ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 （
１ ２ Ａ １ ） 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 は 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 新 規 な エ
ピ ト ー プ を 認 識 し 、 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 対 し て 安 定 し た 反 応 性 を 有 す る 。 こ の
よ う に 新 規 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 本 発 明 抗 体 は 、 不 溶 性 の プ リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 抗 原 と
し て 用 い る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 は ま た 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 に よ
り Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 と の 反 応 性 を 調 べ た 結 果 、 陽 性 を 示 し 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 の 検 出
に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 行 っ
た と こ ろ 、 組 換 え ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 高 感 度 で 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 に は 様 々 な 遺 伝 的 多 型 が 知 ら れ て お り 、 ま た 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質
に は 異 な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と っ て い る も の が 複 数 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ の た
め 、 １ 種 類 の 抗 体 を 用 い た 検 出 系 で は 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 を 漏 れ な く 検 出 す る こ と は で
き ず 、 様 々 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 新 規 な 抗 体 が 望 ま れ て い た 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 様
々 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ れ ま で の 既 知 の
抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 そ の 認 識 部 位 は 既 知 抗 体 に は 少 な い プ リ オ ン の 構 造
変 化 に 影 響 を 与 え る Ｃ 末 端 側 の 領 域 で あ る 抗 体 も 多 い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ る 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 に は 立 体 構 造 を 認 識 す る も の も 含 ま れ て お り 、
立 体 構 造 の 変 化 に よ り 正 常 型 か ら 異 常 型 に 変 わ る プ リ オ ン を 検 出 す る の に 有 効 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 述 す る 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞
と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 し 、 ヒ ト プ リ オ ン と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産
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生 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 こ の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ
り 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 法 に 従 っ て 、 以 下 の よ う に 調 製 さ れ る
。 ま ず 、 ヒ ト 脳 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 こ の 中 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す
る 。 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し た 後 、 大 腸 菌 に 導 入 す る 。 大 腸 菌 コ ロ ニ ー の 中
か ら ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 該 ク ロ ー
ン の 選 択 は 、 標 識 し た ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 ま た は 合 成 ヌ ク レ オ チ
ド を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 う こ と が で き る 。 上 記 の 全 Ｒ Ｎ Ａ の
抽 出 に は 、 市 販 の TRIzol試 薬 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） 、 ISOGEN（ ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 ） 、 St
rataPrep Total RNA Purification Kit（ 東 洋 紡 ） 等 の 試 薬 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 精 製 に は 、 mRNA 
Purification Kit（ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） 、 Poly(A) Quick mRNA Isolation K
it（ 東 洋 紡 ） 、 mRNA Separator Kit（ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） な ど の キ ッ ト 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ の 変 換
に は 、 SuperScript plasmid system for cDNA synthesis and plasmid cloning（ イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 ） 、 cDNA Synthesis Kit（ 宝 酒 造 ） 、 SMART PCR cDNA Synthesis & Library
 Construction Kits（ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） 、 Directionary cDNA Library Construction Sys
tems（ ノ バ ジ ェ ン 社 ） な ど の ｃ Ｎ Ｄ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 キ ッ ト が そ れ ぞ れ 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー
（ 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Applied Biosystems） 377型 ） に よ り 決 定 す
る こ と が で き る 。 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ １ は 、 本 発 明 で 使 用 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 か ら 推
測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 宿 主 に 導 入 し 、
可 溶 性 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 と し て 発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の 宿 主 と し て 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 枯 草 菌 お よ び 昆 虫 細 胞 な ど を
挙 げ る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 大 腸 菌 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ 、 マ ー カ
ー 遺 伝 子 な ど は 、 使 用 す る 宿 主 に よ っ て 適 宜 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 可 溶 性 の 融 合 蛋 白 質 と し て は 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル タ
チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 プ ロ テ イ ン Ａ お よ び ア ル ブ ミ ン 等 の 蛋 白 質
が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 で あ る 。 大 腸 菌 を 宿 主 と す る 場 合 は
、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 （ 以 下 、 「 Ｍ Ｂ Ｐ 」 と 称 す る こ と
も あ る ） 発 現 ベ ク タ ー （ pMALc2x、 New England Biolab社 製 ） が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 ４
１ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し た Ｍ Ｂ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー で 大 腸 菌 （
JM109株 、 BL21株 等 ） を 形 質 転 換 し 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 生 産 す る 形 質 転 換 大 腸 菌 を 培
養 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｂ Ｐ － ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 （ 以 下 、 「 Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ 」 と 称 す る こ
と も あ る ） の 融 合 蛋 白 質 を 生 産 す る 組 換 え 型 大 腸 菌 を 得 る こ と が で き る 。 上 記 の 一 連 の 操
作 は 、 pMALc2xキ ッ ト に 添 付 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 得 ら れ た Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ 産 生 大 腸
菌 は 、 通 常 使 用 さ れ る 組 換 え 型 大 腸 菌 の 培 養 条 件 下 で 培 養 し た 後 、 遠 心 分 離 す る こ と に よ
っ て 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ の 精 製 は 、 蛋 白 質 化 学 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 方 法 、 例 え ば 、 塩 析 法 、
限 外 ろ 過 法 、 等 電 点 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 適 宜 選 択 し て 行 え ば 良 い 。 よ り
具 体 的 に は 、 Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ 産 生 大 腸 菌 を 破 砕 し 、 遠 心 分 離 に よ り 上 清 を 採 取 し 、 こ れ を
ア ミ ロ ー ス レ ジ ン に 接 触 さ せ て Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ を 吸 着 さ せ る 。 洗 浄 後 、 マ ル ト ー ス 含 有 緩
衝 液 で Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ を 溶 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 得 ら れ た 可 溶 性 の Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ は 、 不 溶 性 の ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 と す る た め に 、 活 性
化 第 Ｘ 因 子 で 処 理 さ れ る 。 こ の 処 理 に よ っ て 、 切 断 さ れ た Ｐ ｒ Ｐ は 不 溶 化 し て 沈 殿 し 、 Ｍ
Ｂ Ｐ は 上 清 中 に 残 る 。 不 溶 性 の Ｐ ｒ Ｐ は 、 適 当 な 緩 衝 液 を 用 い て 懸 濁 と 遠 心 分 離 を 繰 り 返
す こ と に よ っ て 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ '側 ま た は ３ '側 を 適 当 な 制 限 酵 素 ま た は
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ で 除 去 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い れ ば 、 Ｎ 末 側 ま た は Ｃ 末 側 が 欠 失 し た 切 断
型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 生 産 す る こ と が で き る 。 こ う し て 得 ら れ る 種 々 の 長 さ の 切 断 型 ヒ
ト プ リ オ ン 蛋 白 質 は 、 後 述 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 マ ウ ス の 免 疫 は 、 一 般 的 な 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 上 記 の 不 溶 性 の Ｐ ｒ Ｐ を 、 通 常 の ア ジ
ュ バ ン ト と 併 用 し て 、 マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 あ る い は 静 脈 内 投 与 す る
こ と に よ り 行 わ れ る 。 免 疫 に 用 い る マ ウ ス は 、 マ ウ ス プ リ オ ン 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 通 常
の マ ウ ス ま た は マ ウ ス プ リ オ ン 遺 伝 子 が 除 去 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の い ず れ で も よ い
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 マ ウ ス プ リ オ ン 蛋 白 質 遺 伝 子 の エ ク ソ ン ３ を 含 む Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ フ
ラ グ メ ン ト （ 約 ２ ｋ ｂ ｐ で 蛋 白 翻 訳 領 域 を 含 む ） を ｐ ｇ ｋ － ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 に 置 換 し た ベ ク
タ ー を 用 い て 、 相 同 組 換 え を 行 う こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ・ 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ゲ ル な
ど を 使 用 で き る が 、 好 ま し く は 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 よ り 具 体 的 に
は 、 不 溶 性 の Ｐ ｒ Ｐ と フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と を 等 量 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン に
し た 後 、 こ れ を 免 疫 抗 原 と し て 、 ７ 週 令 の Balb/c雌 マ ウ ス に 皮 下 に 投 与 し 、 １ 週 間 後 に 同
様 に 調 製 し た 抗 原 を 皮 下 に ２ 回 追 加 投 与 す る 。 免 疫 の 程 度 は 、 最 終 投 与 後 の 各 マ ウ ス の 尾
血 管 か ら 採 血 し 、 こ の 血 液 中 の 抗 体 価 の 上 昇 を 確 認 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 抗 体 価 の
測 定 は 、 通 常 使 用 さ れ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の 方 法 に 従
っ て 行 え ば 良 い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 Ｎ Ｓ Ｉ － Ａ ｇ ４ ／ １ 、 Ｐ ３ Ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． Ｕ １ 、 Ｘ
６ ３ － Ａ ｇ ８ .６ ５ ３ な ど が 使 用 さ れ る 。 不 溶 性 の Ｐ ｒ Ｐ で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞
と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ と の 融 合 反 応 は 、 ミ ル シ ュ タ イ ン ら の 方 法 （ ミ ル シ ュ タ イ ン 、 “ Meth
od in Enzymology” , 73, 1981, p.3-46） に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 融 合 反
応 は 、 リ ン パ 細 胞 の 培 養 に 通 常 用 い ら れ る 培 地 、 例 え ば 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 に 、 約
１ ０ ７ 個 の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 対 し て １ ～ １ ０ 倍 程 度 の 脾 臓
細 胞 お よ び 融 合 促 進 剤 と し て ３ ０ ～ ５ ０ ％ （ Ｗ ／ Ｖ ） 濃 度 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 分
子 量 １ ,０ ０ ０ ～ ６ ,０ ０ ０ ） を 含 む 懸 濁 液 を ３ ７ ℃ で 加 温 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 未 融 合 細 胞 が 死 滅 す る の に 十 分 な 時 間 、 通 常 数 日 ～ 数 週 間 、 Ｈ Ａ Ｔ
（ ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン ） 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
こ の よ う に し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 し 、 そ の 培 養 上 清 を 用 い て 、 上 述 の 抗 体 価 測
定 方 法 に 従 い 、 目 的 と す る 抗 体 産 生 株 の 選 択 お よ び ク ロ ー ン 化 が 行 わ れ る 。 よ り 具 体 的 に
は 、 Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ ま た は Ｐ ｒ Ｐ 固 相 化 プ レ ー ト と Ｍ Ｂ Ｐ 固 相 化 プ レ ー ト を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 法 を 行 う こ と に よ り 、 ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ を 取 得 で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 対 す る 結 合 性 は 、 Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 ま た は Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 切 片 を 用 い た 免 疫 学 的 染 色 を 行 う こ と に よ り 確 認 さ れ る 。
Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 と し て 、 Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 ま た は 人 工 的 に Ｃ Ｊ Ｄ を 発 症 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 の 脳 組 織 が 使 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 は 、 例 え ば
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、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に Ｃ Ｊ Ｄ 病 原 体 を 脳 内 接
種 し 、 発 症 後 の 脳 組 織 を 採 取 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に は 、 採 取 し た 脳 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 遠 心 分 離 に よ り 核 画
分 を 除 去 し 、 プ ロ テ ネ ー ス Ｋ 処 理 し た も の が 使 用 さ れ る 。 ま た 、 免 疫 学 的 染 色 に は 、 採 取
し た Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 を ホ ル マ リ ン 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た も の が 使 用 さ れ る 。 ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び 免 疫 学 的 染 色 は 、 常 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 か く し て 得 ら れ た ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗 体 は 、 該 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ
ド ー マ を 大 量 培 養 し た 培 養 上 清 か ら ま た は 該 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 腹 腔 内 に 投
与 し 、 数 日 後 に 貯 留 し た 腹 水 か ら 採 取 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 前 述 の 蛋 白
質 化 学 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 方 法 を 適 宜 選 択 し て 行 え ば 良 い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 抗 体 の ア イ ソ タ イ ピ ン グ は 、 市 販 の マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ ピ ン グ キ ッ ト （
ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） を 用 い 、 添 付 の 方 法 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 得 ら れ た 抗 体 の 抗 原 認 識 部 位 は 、 Ｎ 末 端 側 若 し く は Ｃ 末 端 側 を 欠 失 さ せ た 種 々 の 長 さ の
切 断 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 ま た は 適 当 な 長 さ の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ
、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 等 の 方 法 で エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 実 施 す る こ と
に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ビ オ チ ン 標 識 し た ヒ ト プ リ オ ン ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 相 化 プ レ ー ト に 加 え 、 ビ オ チ ン 化 ペ
プ チ ド で コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト を 作 製 す る 。 こ れ に 、 適 当 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 添 加 し 、 抗 原 抗 体 反 応 を さ せ た 後 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 反 応
さ せ 、 発 色 基 質 を 添 加 し て 発 色 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ る 。 前 記 の 合 成 ペ プ チ ド の 標 識 物
質 と し て は 、 ビ オ チ ン 以 外 に 、 蛍 光 物 質 、 例 え ば サ イ ダ イ （ Ｃ ｙ ｄ ｙ ｅ ） 、 フ ル オ レ セ イ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ま た は ロ ー ダ ミ ン な ど を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 上 の 操 作 を 実 施 す る こ と に よ り 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 定 領 域 を 認
識 し 、 且 つ 、 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と
が で き る 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 種 類 と ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の
認 識 部 位 を 表 ５ お よ び 実 施 例 ８ に 示 し た 。 な お 、 表 ５ に 記 載 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ４
Ａ １ 、 ９ Ａ １ 、 １ ０ ０ Ａ １ 、 ６ ４ Ａ 、 ５ Ａ １ 、 １ ２ Ａ １ 、 ６ ３ Ａ １ お よ び ６ ６ Ａ １ を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ は ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 に 、 ８ ２ Ａ １ お よ び １ ２ ５ Ａ を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ は ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ２ １ 日 に 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 受 託 番 号 に て 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に 出
願 人 に よ り 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ４ Ａ １ ： 　 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ２
　 ９ Ａ １ ： 　 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ４
　 １ ０ ０ Ａ １ ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ９
　 ６ ４ Ａ ： 　 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ７
　 ５ Ａ １ ： 　 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ３
　 １ ２ Ａ １ ： 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ５
　 ６ ３ Ａ １ ： 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ６
　 ６ ６ Ａ １ ： 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ４ ８
　 ８ ２ Ａ １ ： 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ６ ５
　 １ ２ ５ Ａ ： 　 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ  Ｐ － １ ９ ３ ６ ６
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の 標 識 物 質 に 加 え 、 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ― ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ま た は ル ー
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シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 酵 素 で 標 識 さ れ 、 免 疫 組 織 染 色 、 酵 素 免 疫 測 定 法 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 等 の 方 法 に 基 づ く 、 ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 検 出 シ ス テ ム を 構 築 す る た め の 構 成 成
分 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら 実 施 例 は 本 発 明 の 一 例
を 示 す も の で あ り 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

： 不 溶 性 の 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 抗 原 の 調 製
　 東 北 大 学 大 学 院 医 学 研 究 科 病 態 神 経 学 教 授 　 北 本 哲 之 博 士 よ り 分 与 さ れ た 、 配 列 表 の 配
列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド （ 以 下 、 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 す る こ と も あ る ） を 、 組 換 え 型 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の 調 製 に
使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 の ｃ Ｎ Ｄ Ａ を 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 発 現 ベ ク タ ー （ pMALc2x、 New Eng
land Biolab社 製 ） の Eco RIサ イ ト に 挿 入 し た 。 こ の 発 現 ベ ク タ ー で 大 腸 菌 （ JM109株 、 BL
21株 等 ） を 形 質 転 換 し 、 ア ン ピ シ リ ン 含 有 寒 天 培 地 に 播 種 し た 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 cDNAが 順 方 向 に 挿 入 さ れ て い る ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 一 夜 前 培 養 し 、 300mlの 培 地 に 一 夜 培 養 液 を 1/100容 添 加 し て 本 培
養 を 開 始 し た 。 菌 体 が 対 数 増 殖 期 に 入 っ た 時 点 で イ ソ プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト ピ
ラ ノ シ ド を 添 加 し 、 さ ら に 2－ 4時 間 培 養 し た 。 集 菌 後 、 菌 体 を 破 砕 し 、 遠 心 分 離 後 上 清 を
採 取 し た 。 こ の 上 清 を ア ミ ロ ー ス レ ジ ン カ ラ ム に ア プ ラ イ し て Ｍ Ｂ Ｐ － Ｐ ｒ Ｐ を 吸 着 さ せ
た 。 カ ラ ム を 洗 浄 後 、 10mMマ ル ト ー ス 含 有 緩 衝 液 で MBP-PrPを 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 MBP-PrP溶 液 に 活 性 化 第 X因 子 を 添 加 し 、 4℃ で 1－ 3日 間 反 応 さ せ た 。 こ の 間 に 、 切 り 出
さ れ た ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 部 分 は 不 溶 化 し て 沈 殿 し 、 MBP部 分 は 可 溶 化 状 態 を 保 持 し て い
た 。 反 応 溶 液 を 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 後 、 リ ン 酸 緩 衝 液 （ 以 下 、 「 Ｐ Ｂ Ｓ 」 と い う ） で 沈 殿
を 懸 濁 し 、 再 度 遠 心 し た 。 上 清 を 除 去 後 、 PBSに 懸 濁 し た も の を 抗 原 と し 、 使 用 直 前 ま で
－ 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 抗 原 調 製 時 に 、 Eco RIサ イ ト を 使 用 し た た め 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の
Ｎ 末 に Ｉ Ｓ Ｅ Ｆ の ４ 残 基 が 付 加 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
（ １ ） 免 疫
　 抗 原 と す る 蛋 白 質 溶 液 を 、 PBSで ５ 倍 に 希 釈 し 、 500μ lづ つ 分 注 後 凍 結 保 存 し て 随 時 免
疫 に 供 し た 。 免 疫 は 、 抗 原 溶 液 500μ lと フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 500μ lと を 混 合 し
、 ７ 週 令 の Balb/c 雌 マ ウ ス 10匹 に 100μ lづ つ 皮 下 投 与 し た 。 １ 週 間 後 前 回 同 様 に 抗 原 を
投 与 し 、 ３ 回 目 の 免 疫 後 各 マ ウ ス の 尾 血 管 よ り 採 血 し て 抗 体 測 定 に 用 い た 。 ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス に 対 し て も 同 様 に 免 疫 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ ２ ） 抗 体 価 測 定
　 抗 体 価 測 定 は 、 酵 素 免 疫 法 （ 以 下 、 「 Ｅ Ｉ Ａ 」 と い う ） で 行 っ た 。 96穴 の イ ム ノ プ レ ー
ト （ Nunc社 ） に 、 MBP-PrPを 150ng/wellづ つ 固 相 化 し 、 対 照 用 に MBPの み を 100ng/wellづ つ
固 相 化 し た 。 各 プ レ ー ト は 洗 浄 し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 、 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と い う ） で ブ
ロ ッ キ ン グ 後 、 乾 燥 し て ４ ℃ で 保 存 し た 。 10匹 の マ ウ ス 血 清 を 400倍 か ら 51,200倍 ま で ２
倍 希 釈 系 列 を 作 成 し 、 各 希 釈 血 清 を 各 プ レ ー ト に 50μ lづ つ 添 加 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 PBSで ３ 回 洗 浄 後 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン G抗 体 を 全 て の wellに 50μ lづ つ 添 加 し 、 37℃ で 30分 間 清 置 し た 。 次 い で PB
Sで ３ 回 洗 浄 後 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 添 加 し 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 塩
酸 を 添 加 し て 呈 色 反 応 を 停 止 さ せ 、 490nmで 吸 光 度 を 測 定 し た 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
（ ３ ） 融 合
　 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ た マ ウ ス ３ 匹 に 抗 原 を 50μ lづ つ 静 脈 注 射 し た 。 静 脈 注 射 の ４
日 後 に 各 マ ウ ス を 屠 殺 し て 脾 臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 細 胞 を 採 取 し 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （
X63-Ag8.653） と ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 に よ っ て 細 胞 融 合 さ せ 、 96穴 プ レ ー ト に 播 種
し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ４ ） １ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
　 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 用 い て 融 合 細 胞 を 選 択 し た 。 ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ チ ミ ジ ン 培 地 に 替 え 、 融 合
２ 週 間 目 に 全 wellの 上 清 を MBP-PrP固 相 化 プ レ ー ト （ 以 下 、 「 ポ ジ プ レ ー ト 」 と い う ） 、
お よ び MBP固 相 化 プ レ ー ト (以 下 、 「 対 照 プ レ ー ト 」 と い う )に 各 々 50μ lづ つ 分 注 し 、 ４ ℃
で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 抗 体 価 測 定 と 同 様 の 手 順 で 、 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ ５ ） １ 次 ク ロ ー ニ ン グ
　 ポ ジ プ レ ー ト で 測 定 値 が 1.8以 上 で 、 か つ 、 対 照 プ レ ー ト で 測 定 値 が 0.09以 下 の 細 胞 か
ら 、 生 育 状 況 の 良 好 な も の 23ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 各 細 胞 を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ ６ ） ２ 次 ス ク リ ー ニ ン グ
　 培 養 上 清 を 用 い て 、 １ 次 ス ク リ ー ニ ン グ と 同 様 の 手 順 で 測 定 し た 。
　 そ の 結 果 、 ２ Ａ １ 、 ４ Ａ １ 、 ５ Ａ １ 、 ９ Ａ １ 、 １ ２ Ａ １ 、 １ ６ Ａ ３ 、 ６ ３ Ａ １ 、 ６ ４ Ａ
、 ６ ６ Ａ １ 、 ７ ６ Ａ 、 ７ ８ Ａ 、 ８ ０ Ａ 、 ８ ２ Ａ １ 、 ９ ０ Ａ 、 ９ ９ Ａ 、 １ ０ ０ Ａ １ 、 １ ０ ３
Ａ 、 １ １ ９ Ａ 、 １ ２ ０ Ａ 、 １ ２ ５ Ａ 、 １ ３ ５ Ａ 、 １ ４ ２ Ａ お よ び １ ７ ４ Ａ と し て 示 さ れ る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ ピ ン グ
　 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ ピ ン グ キ ッ ト （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ）
を 用 い て 、 抗 体 の サ ブ タ イ プ を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 各 抗 体 の サ ブ タ イ プ は 以 下 の と お り
で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

： 各 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】

： エ ピ ト ー プ 重 複 確 認 試 験
　 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 － ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 融 合 蛋 白 質 を マ イ ク ロ プ レ ー ト に 固 相 化 し
た 。 5μ g/mlの 各 精 製 抗 体 を 50μ lづ つ 分 注 し 、 37℃ で 30分 間 、 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 プ レ ー
ト を 洗 浄 後 、 20μ g/mlの ビ オ チ ン 標 識 し た 抗 体 を 50μ lづ つ 分 注 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を 添
加 し 、 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン で 発 色 さ せ 、
490nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ビ オ チ ン 標 識 抗 体 単 独 使 用 時 の 吸 光 度 を A、 非 標 識 抗 体 で ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 ビ オ チ ン 標
識 抗 体 を 反 応 さ せ た と き の 吸 光 度 を Bと し て 、 以 下 の 式 で 結 合 抑 制 率 を 計 算 し た ： 抑 制 率
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（ ％ ） ＝ （ Ａ  －  Ｂ ） ／ Ａ 　 × 　 １ ０ ０
　 各 抗 体 の 抑 制 率 を 表 ２ に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

： 各 抗 体 の 結 合 抑 制 率
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】

： 各 抗 体 の 結 合 抑 制 率 （ 続 き ）
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【 ０ ０ ７ １ 】

： 各 抗 体 の 結 合 抑 制 率 （ 続 き ）
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【 ０ ０ ７ ２ 】
： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

（ １ ） ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 抗 原 と し て 用 い た 不 溶 性 の ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 後 、 PVDF膜
に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 1%ス キ ム ミ ル ク 含 有 TBS緩 衝 液 （ 25mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM N
aCl） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を マ ウ ス に 接 種 し て 得 ら れ た 腹
水 を 200倍 希 釈 し た も の を 一 次 抗 体 と し 、 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 2次 抗 体 と し て 用 い て 、 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 膜 を 洗 浄 後 、 ECLシ ス テ ム で 化 学 発 光 さ せ た 。 各 抗 体 は 、 ｒ ｈ Ｐ ｒ Ｐ を
認 識 し た 。 そ の 結 果 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ ２ ） Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 脳 に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、 1000倍 希 釈 し た 腹 水 を 一 次 抗 体 、 パ ー オ キ シ ダ ー
ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgGを 二 次 抗 体 と し て 用 い 、 ECLシ ス テ ム で 化 学 発 光 さ せ た 。 そ の 結 果 を 図
２ に 示 す 。 図 ２ か ら 明 ら か な よ う に 、 各 抗 体 は 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 特 徴 的 な ３ 本 の
バ ン ド 認 識 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ ３ ） Ｃ Ｊ Ｄ 病 原 体 接 種 後 、 発 症 し た マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 、 Ｃ Ｊ Ｄ 病 原 体 を 脳 内 接 種
し た 。 発 症 後 、 脳 を 採 取 し て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 核 画 分 を 除 去 後 、 プ ロ テ ネ ー ス Ｋ 処 理 し た
。 電 気 泳 動 、 メ ン ブ ラ ン へ 転 写 後 、 各 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 そ の 結 果 を
図 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 ３ か ら 明 ら か な よ う に 、 ２ Ａ １ 、 ５ Ａ １ 、 ９ Ａ １ 、 お よ び １ ６ Ａ ３ の 各 抗 体 は 、 異 常
型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 特 徴 的 な ３ 本 の バ ン ド を 、 ま た 、 ４ Ａ １ 、 お よ び １ ２ Ａ １ は 、 異 常 型
プ リ オ ン 蛋 白 質 に 特 徴 的 な ３ 本 の バ ン ド の う ち 最 も 分 子 量 の 大 き い 糖 鎖 が ２ 本 付 加 し た バ
ン ド を 除 く ２ 本 を 認 識 し て い た 。 さ ら に 、 １ ２ Ａ １ は フ ラ グ メ ン テ ッ ド プ リ オ ン 蛋 白 質 と
い わ れ る 分 子 量 の 小 さ い バ ン ド も 認 識 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

： Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 脳 組 織 切 片 に 対 す る 免 疫 組 織 染 色
　 ホ ル マ リ ン 固 定 し た パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 か ら ２ .７ μ m厚 の 切 片 を 切 り 出 し た 後 、 パ ラ フ
ィ ン を 除 去 し た 。 組 織 中 に も と も と 存 在 す る パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ ク す る た め 、 0.3%
過 酸 化 水 素 含 有 メ タ ノ ー ル 中 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス テ ン レ ス 鋼 の 容 器 中 で 組 織
切 片 を 、 蒸 留 水 で 希 釈 し た 3 mmol/L塩 酸 に 浸 漬 し た 状 態 で 121℃ 、 10分 間 オ ー ト ク レ ー ブ
し 、 常 圧 、 お よ び 60℃ 以 下 に な っ て か ら 組 織 切 片 を 取 り 出 し 、 水 道 水 と 50 mmol/L Tris-H
Cl (pH 7.6)で 洗 浄 し た 。 5%ス キ ム ミ ル ク 含 有 の TTBS (25 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6)、  0
.05% Tween 20、 0.5 mol/L NaCl)で 希 釈 し た 抗 プ リ オ ン 抗 体 （ 0.5μ g/ml） 溶 液 中 、 4℃ で
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 標 識 抗 体 － ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 法 （ ICN Immunobiologic
als, Costa Mesa, CA） を 実 施 後 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ デ ィ ン で 発 色 さ せ た 。 そ の 結 果 を 表 ３
に 示 す 。 各 抗 体 は 、 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 を 特 異 的 に 染 色 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 ０ ０ ７ ８ 】

： 合 成 ペ プ チ ド に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
（ １ ） ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド の 合 成 （ PepSet）
　 東 洋 紡 に 委 託 し て 、 ペ プ セ ッ ト に よ り ク リ ー バ ブ ル タ イ プ の ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド を １ μ
moleづ つ 合 成 し た 。 各 ペ プ チ ド は 、 ビ オ チ ン － Ｓ Ｇ Ｓ Ｇ （ ス ペ ー サ ） － １ ５ ア ミ ノ 酸 － ア
ミ ド （ １ ５ ア ミ ノ 酸 部 分 は 表 ４ 参 照 ） 、 但 し 、 第 １ 番 目 の ペ プ チ ド の み Amino－ １ ５ ア ミ
ノ 酸 － Ｇ Ｓ Ｇ － Biocytamideと の 構 造 と し た 。 ペ プ チ ド 本 数 は 合 計 ４ ０ 本 で 、 streptavidi
n固 定 化 プ レ ー ト ５ 枚 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

： 合 成 ペ プ チ ド (１ ５ ア ミ ノ 酸 部 分 )の 配 列
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【 ０ ０ ８ ０ 】
（ ２ ） 合 成 ペ プ チ ド の コ ー テ ィ ン グ
　 別 個 の BIO-RAD racked Titertube Micro Tube内 に あ る 、 40種 類 の 各 乾 燥 ペ プ チ ド に 、 0
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.4mLの 50/50% acetonitrile/waterを 添 加 し た 。 各 チ ュ ー ブ を 5分 間 繰 り 返 し 逆 さ に し た 後
、 Microrackに 移 し て 超 音 波 槽 内 で 超 音 波 処 理 し た 。 ペ プ チ ド 溶 液 を 約 70倍 に 希 釈 す る た
め 、 1.4mLづ つ 50/50% acetonitrile/waterを Beckman square well plate (Cat. No. 1405
04)に 分 注 し た 。 そ こ へ 20μ Lの ペ プ チ ド 溶 液 を 添 加 し 、 混 合 し た 。 20μ Lの 希 釈 し た ペ プ
チ ド 溶 液 を 、 duplicateで 、 あ ら か じ め 各 穴 に 80μ Lの PBS/0.1%v/v Tween 20/0.1%w/v sod
ium azideが 入 っ た streptavidin coated plateの 相 応 す る 位 置 の 穴 に 添 加 し た 。 最 終 的 な
ペ プ チ ド 溶 液 の 希 釈 倍 数 は 、 約 350倍 と な っ た 。 （ 注 ： こ の ペ プ チ ド 量 は 、 固 定 化 さ れ た s
treptavidinの す べ て の 結 合 サ イ ト を 飽 和 さ せ る の に 十 分 な 量 で あ る 。 ） プ レ ー ト は 、 冷
室 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 20℃ で 30分 間 振 と う し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 25℃ で 30分 間
乾 燥 し た 。 プ レ ー ト は 使 用 す る ま で -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ ３ ） 全 て の 穴 が ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る こ と の 確 認 試 験
　 多 数 の プ レ ー ト を duplicateで ペ プ チ ド コ ー テ ィ ン グ し た 。 各 穴 が ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド
で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め 、 各 穴 に 100μ Lの 50ng/mLビ オ チ ン 化 パ ー
オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 を 添 加 し た 。 こ の と き 、 対 照 と し て 、 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド で コ ー ト さ れ
て い な い 穴 （ fully unblocked） と 過 剰 の ビ オ チ ン で 処 理 し た 穴 （ fully blocked） を 追 加
し た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ 中 、 Ｂ Ｌ は fully blocked、 Ｕ Ｎ は fully unblockedを
そ れ ぞ れ 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 ペ プ チ ド コ ー ト し た 穴 は 、 fully blockedの 穴 よ り 低 い absor
banceを 示 し た 。 こ の こ と は 、 各 穴 が ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド で コ ー ト さ れ て い る こ と を 示 唆
し て い る 。 さ ら に は 、 ビ オ チ ン よ り も ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド の 方 が 、 よ り 効 果 的 に ビ オ チ ン
化 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ の 結 合 を 阻 害 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ ４ ） エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 終 濃 度 2μ g/mLと な る よ う に PBS/0.1%v/v Tween 20/0.1%w/v sodi
um azideで 希 釈 し た 。 抗 体 溶 液 を ペ プ チ ド コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト の 各 穴 に 100μ Lづ つ
分 注 し た 。 プ レ ー ト は 、 ４ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 20℃ で 30分 間 振 と う し た 。 プ レ ー
ト を 洗 浄 後 、 各 穴 に 100μ Lづ つ 、 2.5%カ ゼ イ ン 溶 液 で 2000倍 に 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ
標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(H+L)（ Kirkegaard & Perry, Cat. No. 074-1806） を 添 加 し た 。 プ
レ ー ト を 20℃ で 1時 間 振 と う し た 。 各 穴 を 水 で 洗 浄 後 、 残 存 す る 液 体 を 除 去 す る た め 紙 タ
オ ル 上 に 向 け 下 方 向 に た た い た 。 100μ Lの ABTS基 質 溶 液 （ 0.5mg/mL 2,2Azino-di-[3-ethy
l-benzthiazolin-sulfonat], 0/01%w/v 過 酸 化 水 素 水 ） を 添 加 し 、 22℃ の 恒 温 室 で 10分 ま
で 浸 透 し た 。 プ レ ー ト を Labsystems Multiskan Multisoft plate readerを 用 い 、 495nmを
reference波 長 と し 405nmで 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 図 ５ ～ 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ４ Ａ １ お よ び ９ Ａ １ は 、 い ず れ の ペ プ チ ド に も 結 合 し な か っ た （ 図 ５ ） 。 従 っ て 、 こ の
方 法 で は 、 こ れ ら の 抗 体 の エ ピ ト ー プ を 推 定 す る こ と は で き な か っ た 。 ６ ４ Ａ 、 １ ０ ０ Ａ
１ お よ び １ ７ ４ Ａ は 、 ペ プ チ ド ５ お よ び ６ と 強 く 結 合 し 、 ペ プ チ ド ７ ～ １ ３ と も 弱 く 結 合
し た 。 さ ら に 、 ６ ４ Ａ は ペ プ チ ド ２ ８ と も 結 合 し た （ 図 ５ ） 。 ペ プ チ ド ７ ～ １ ３ は 、 オ ク
タ ペ プ チ ド の リ ピ ー ト が 存 在 す る 領 域 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 オ ク タ ペ プ チ ド の 一 部 を
エ ピ ト ー プ と し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ２ Ａ １ 、 ５ Ａ １ お よ び １ ６ Ａ ３ は 、 ペ プ チ ド ２ ４ お よ び ２ ５ に 強 く 結 合 し た （ 図 ６ ） 。
１ ２ Ａ １ 、 １ ２ ５ Ａ は 、 ペ プ チ ド ２ ８ の み に 強 く 結 合 し た （ 図 ６ ） 。 ６ ３ Ａ １ お よ び ６ ６
Ａ １ は 、 ペ プ チ ド ２ ８ に 強 く 結 合 し 、 ペ プ チ ド ２ ７ お よ び ２ ９ に 弱 く 結 合 し た 。 ま た 、 こ
れ ら は 、 ペ プ チ ド ５ 、 ６ お よ び ３ ９ に も 弱 く 結 合 し た （ 図 ６ ） 。 そ の 他 の 抗 体 は 、 ペ プ チ
ド ２ ８ に 強 く 結 合 し 、 ペ プ チ ド ２ ７ 、 ２ ９ お よ び ３ ９ に も 弱 く 結 合 し た （ 図 ７ ） 。
　 以 上 の 結 果 を 表 ５ に ま と め て 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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： エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ ： Ｓ ， Ｍ ， Ｗ は 、 そ れ ぞ れ 強 、 中 、 弱 の 結 合 の 程 度 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

： 欠 失 変 異 体 に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 プ ロ テ ネ ー ス Ｋ 処 理 後 の ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 （ ア ミ ノ 酸 番 号 ９ ５ － ２ ３ ０ ） の Ｎ 末 側 、
ま た は Ｃ 末 側 か ら の 一 連 の 欠 失 変 異 体 と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合
蛋 白 質 を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 。 各 変 異 体 の 構 造 を 図 ８ お よ び 図 ９ に 示 す 。 こ れ ら の 蛋 白 質
に 対 し て 、 各 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ２ Ａ １ に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 、 Ｃ 末 側 が １ ７ ４ 番 目 ま で あ る 変 異 体 （ Ｈ
ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ） は 認 識 し た が 、 そ れ 以 上 欠 失 さ せ る （ Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ） と 認 識 し な か
っ た 。 ま た 、 Ｎ 末 側 が １ ３ ５ 番 目 ま で あ る 変 異 体 （ Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ） は 認 識 し た が 、
そ れ 以 上 欠 失 さ せ る （ Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ 等 ） と 認 識 し な か っ た （ 図 １ ０ ） 。 こ れ ら の こ
と か ら 、 ２ Ａ １ の 認 識 す る エ ピ ト ー プ は １ ３ ５ － １ ７ ４ 残 基 の 間 に あ る と 推 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 以 下 同 様 に し て 、 ４ Ａ １ の エ ピ ト ー プ は １ ７ １ － ２ １ ６ （ ま た は １ ６ ３ － ２ ２ ４ ） 残 基
の 間 に （ 図 １ １ ） 、 ５ Ａ １ の エ ピ ト ー プ は １ ３ ５ － １ ７ ４ 残 基 の 間 に （ 図 １ ２ ） 、 ９ Ａ １
の エ ピ ト ー プ は １ ３ ５ － ２ １ ６ 残 基 の 間 に （ 図 １ ３ ） 、 １ ２ Ａ １ の エ ピ ト ー プ は １ ６ ３ －
１ ９ ７ 残 基 の 間 に （ 図 １ ４ ） 、 １ ６ Ａ ３ の エ ピ ト ー プ は １ ３ ５ － １ ７ ４ 残 基 の 間 に 、 そ れ
ぞ れ あ る と 推 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

： ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 （ ｈ Ｐ ｒ Ｐ ） を 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 （ ｈ Ｐ ｒ Ｐ ） を 検 出 す る た め 、 数 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ｈ Ｐ ｒ Ｐ
抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 確 立 を 行 っ た 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ ０ Ａ と １ １ ９ Ａ （ PBSで 0.5mg/mLに 希 釈 抗 体 各 60μ L） を 混 合 し 、
炭 酸 緩 衝 液 （ pH9.4； 1380μ L） で そ れ ぞ れ の 最 終 濃 度 を 20μ g/mLと し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー
ト の 各 ウ エ ル に 50μ Lを 添 加 し た 。 37℃ で 2時 間 吸 着 さ せ た 後 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト を 0.05
%Tween-PBS（ pH7.4； 250μ L/ウ エ ル で 2回 ） で 洗 浄 後 、 4倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 1.5m
L） を 各 ウ エ ル に 50μ Lず つ 添 加 し て 37℃ で 2時 間 培 養 し た 。 実 施 例 １ で 調 製 し た 組 換 え ｈ
Ｐ ｒ Ｐ （ 200μ L） を 5％ SDS(200μ L)と 等 量 混 合 し た 後 、 メ タ ノ ー ル （ 1.6mL） で 沈 殿 さ せ
、 10倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス で 2段 階 希 釈 し 、 各 ウ エ ル に 50μ Lず つ 添 加 し て 4℃ で 終 夜
反 応 さ せ た 。 各 ウ エ ル を 0.05%Tween-PBSで 洗 浄 後 、 Biotin化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ ０ Ａ
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１ （ 最 終 濃 度 5μ g） の 50μ Lを 添 加 し 、 37℃ で 3時 間 反 応 さ せ た 。 Avidin標 識 酵 素 （ 1.5μ L
） を 10倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス で 1000倍 に 希 釈 し 、 各 ウ エ ル に 50μ Lず つ 添 加 し て 、 37
℃ で 1時 間 反 応 さ せ た 。 各 ウ エ ル を 0.05%Tween-PBSで 洗 浄 後 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 添
加 し 、 室 温 で 反 応 さ せ た 後 、 1mol/L塩 酸 で 反 応 を 停 止 し た 。 各 サ ン プ ル の 測 定 を デ ュ プ リ
ケ ー ト で 実 施 し た 。 そ の 結 果 を 図 １ ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 １ ５ の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ｈ Ｐ ｒ Ｐ 抗 体 を 利 用 し た サ ン ド イ
ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 組 換 え ｈ Ｐ ｒ Ｐ に 対 す る 検 出 感 度 は 、 ３ １ ｐ ｇ ／ ５ ０ μ Ｌ で あ り 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ｈ Ｐ ｒ Ｐ 抗 体 を 利 用 し た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が 樹 立 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 新 規 な エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、
ヒ ト の 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に 対 し て 安 定 し た 反 応 性 を 有 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ
う に 新 規 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 本 発 明 抗 体 は 、 不 溶 性 の プ リ オ ン 蛋 白 質 を 免 疫 抗 原 と し
て 用 い る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 に
よ り 、 Ｃ Ｊ Ｄ 発 症 脳 組 織 と の 反 応 性 を 調 べ た 結 果 、 本 発 明 抗 体 は 陽 性 を 示 し 、 異 常 型 プ リ
オ ン 蛋 白 質 の 検 出 に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 従 来 の 技 術 の 項 に お い て も 詳 述 し た よ う に 、 ヒ ト プ リ オ ン に は 様 々 な 遺 伝 的 多 型 が 知 ら
れ て お り 、 ま た 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 に は 、 異 な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と っ て い る も の が
複 数 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 １ 種 類 の 抗 体 を 用 い た 検 出 系 で は 異 常 型 プ リ オ
ン 蛋 白 質 を 漏 れ な く 検 出 す る こ と は で き な い た め 、 様 々 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 新 規 な 抗
体 が 望 ま れ て い た 。 本 発 明 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 は 、 既 知 の 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ を 認
識 し 、 そ の 認 識 部 位 は 既 知 抗 体 に は 少 な い プ リ オ ン の 構 造 変 化 に 影 響 を 与 え る Ｃ 末 端 側 の
領 域 で あ る 抗 体 も 多 い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 抗 体 に は 立 体 構 造 を 認 識 す る 抗 体 も 含 ま れ て お り 、 立 体 構 造 の 変 化 に よ り
正 常 型 か ら 異 常 型 に 変 わ る プ リ オ ン の 検 出 に お い て 、 立 体 的 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 本 発
明 抗 体 は 異 常 型 プ リ オ ン 検 出 系 の 開 発 、 プ リ オ ン 異 常 化 に 関 す る 研 究 な ど 様 々 な 面 で 有 用
な 抗 体 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 は 、 輸 血 、 血 液 製 剤 、 お よ び 臓 器 移 植
に お け る 異 常 型 プ リ オ ン 蛋 白 質 の ス ク リ ー ニ ン グ や ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 関 連 の 研 究 用 試 薬
や 診 断 薬 等 へ の 利 用 が 期 待 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 組 換 え ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 示 す 。 抗 原 量 の
単 位 は ｎ ｇ （ バ ン ド 当 た り ） 。 矢 印 は 、 抗 原 （ 組 換 え ヒ ト プ リ オ ン ） の 位 置 を 示 す 。 ７ ０
ｋ Ｄ ａ 付 近 に み え る バ ン ド は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 図 ２ 】 Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 の 脳 に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 図 ３ 】 Ｃ Ｊ Ｄ 病 原 体 を 接 種 後 、 発 症 し た マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト に 対 す る ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 ４ 】 ペ プ チ ド コ ー テ ィ ン グ の 確 認 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 図 ５ 】 ペ プ チ ド に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 を 示 す 。 ペ プ チ ド １ ～ ４ ０ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ４ Ａ １ 、 ９ Ａ １ 、 １ ７ ４ Ａ 、 １ ０ ０ Ａ １ お よ び ６ ４ Ａ の 結 合 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
【 図 ６ 】 ペ プ チ ド に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 を 示 す 。 ペ プ チ ド １ ～ ４ ０ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ Ａ １ 、 ５ Ａ １ 、 １ ６ Ａ ３ 、 １ ２ Ａ １ 、 １ ２ ５ Ａ 、 ６ ３ Ａ １ 、 ６ ６ Ａ
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１ お よ び ７ ６ Ａ の 結 合 を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 図 ７ 】 ペ プ チ ド に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 を 示 す 。 ペ プ チ ド １ ～ ４ ０ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ ６ Ａ 、 ７ ８ Ａ 、 ８ ０ Ａ 、 ８ ２ Ａ １ 、 ９ ０ Ａ 、 ９ ９ Ａ 、 １ ０ ３ Ａ 、 １
１ ９ Ａ 、 １ ２ ０ Ａ 、 １ ３ ５ Ａ お よ び １ ４ ２ Ａ の 結 合 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
【 図 ８ 】 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 ま た は そ の Ｃ 末 端 側 欠 失 変 異 体 と グ ル
タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 各 融 合 蛋 白 質 の 構 造 を 示 す 模 式 図 。 図 中 、 Ｇ Ｓ Ｔ
は グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 示 し 、 数 値 は ア ミ ノ 酸 番 号 を 示 す 。 糖 鎖 の 付
加 部 位 を も 示 し て あ る が 、 実 際 の 融 合 蛋 白 質 は 大 腸 菌 発 現 の た め 糖 鎖 は な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
【 図 ９ 】 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 、 ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 ま た は そ の Ｎ 末 端 側 欠 失 変 異 体 と グ ル
タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 各 融 合 蛋 白 質 の 構 造 を 示 す 模 式 図 。 図 中 、 Ｇ Ｓ Ｔ
は グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 示 し 、 数 値 は ア ミ ノ 酸 番 号 を 示 す 。 糖 鎖 の 付
加 部 位 を も 示 し て あ る が 、 実 際 の 融 合 蛋 白 質 は 大 腸 菌 発 現 の た め 糖 鎖 は な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
【 図 １ ０ 】 Ｇ Ｔ Ｓ － プ リ オ ン 欠 失 変 異 体 融 合 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ Ａ １ に
よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｍ ｏ ９ ４ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ２ ：
Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ３ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ２ ４ ； レ ー ン ４ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ １ ６ ； レ ー ン
５ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ０ ８ ； レ ー ン ６ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ９ ７ ； レ ー ン ７ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ８ ６ ； レ
ー ン ８ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ； レ ー ン ９ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ； レ ー ン １ ０ ： Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン
１ １ ： Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ２ ： Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ３ ： Ｈ ｕ １ ６ ３
－ ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ４ ： Ｈ ｕ １ ７ １ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ５ ： Ｈ ｕ １ ７ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン
１ ６ ： Ｈ ｕ １ ８ ７ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ７ ： Ｈ ｕ １ ９ ７ － ２ ３ ０
【 ０ １ ０ ５ 】
【 図 １ １ 】 Ｇ Ｔ Ｓ － プ リ オ ン 欠 失 変 異 体 融 合 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ４ Ａ １ に
よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｍ ｏ ９ ４ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ２ ：
Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ３ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ２ ４ ； レ ー ン ４ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ １ ６ ； レ ー ン
５ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ０ ８ ； レ ー ン ６ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ９ ７ ； レ ー ン ７ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ８ ６ ； レ
ー ン ８ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ； レ ー ン ９ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ； レ ー ン １ ０ ： Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン
１ １ ： Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ２ ： Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ３ ： Ｈ ｕ １ ６ ３
－ ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ４ ： Ｈ ｕ １ ７ １ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ５ ： Ｈ ｕ １ ７ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン
１ ６ ： Ｈ ｕ １ ８ ７ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ７ ： Ｈ ｕ １ ９ ７ － ２ ３ ０
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ ２ 】 Ｇ Ｔ Ｓ － プ リ オ ン 欠 失 変 異 体 融 合 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ａ １ に
よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｍ ｏ ９ ４ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ２ ：
Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ３ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ２ ４ ； レ ー ン ４ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ １ ６ ； レ ー ン
５ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ０ ８ ； レ ー ン ６ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ９ ７ ； レ ー ン ７ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ８ ６ ； レ
ー ン ８ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ； レ ー ン ９ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ； レ ー ン １ ０ ： Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン
１ １ ： Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ２ ： Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ３ ： Ｈ ｕ １ ６ ３
－ ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ４ ： Ｈ ｕ １ ７ １ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ５ ： Ｈ ｕ １ ７ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン
１ ６ ： Ｈ ｕ １ ８ ７ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ７ ： Ｈ ｕ １ ９ ７ － ２ ３ ０
【 ０ １ ０ ７ 】
【 図 １ ３ 】 Ｇ Ｔ Ｓ － プ リ オ ン 欠 失 変 異 体 融 合 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ９ Ａ １ に
よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｍ ｏ ９ ４ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ２ ：
Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ３ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ２ ４ ； レ ー ン ４ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ １ ６ ； レ ー ン
５ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ０ ８ ； レ ー ン ６ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ９ ７ ； レ ー ン ７ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ８ ６ ； レ
ー ン ８ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ； レ ー ン ９ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ； レ ー ン １ ０ ： Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン
１ １ ： Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ２ ： Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ３ ： Ｈ ｕ １ ６ ３
－ ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ４ ： Ｈ ｕ １ ７ １ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ５ ： Ｈ ｕ １ ７ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-23074 A 2005.1.27



１ ６ ： Ｈ ｕ １ ８ ７ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ７ ： Ｈ ｕ １ ９ ７ － ２ ３ ０
【 ０ １ ０ ８ 】
【 図 １ ４ 】 Ｇ Ｔ Ｓ － プ リ オ ン 欠 失 変 異 体 融 合 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ２ Ａ １
に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ ： Ｍ ｏ ９ ４ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ２
： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン ３ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ２ ４ ； レ ー ン ４ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ １ ６ ； レ ー
ン ５ ： Ｈ ｕ ９ ５ － ２ ０ ８ ； レ ー ン ６ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ９ ７ ； レ ー ン ７ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ８ ６ ；
レ ー ン ８ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ７ ４ ； レ ー ン ９ ： Ｈ ｕ ９ ５ － １ ４ ６ ； レ ー ン １ ０ ： Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー
ン １ １ ： Ｈ ｕ １ ３ ５ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ２ ： Ｈ ｕ １ ４ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ３ ： Ｈ ｕ １ ６
３ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ４ ： Ｈ ｕ １ ７ １ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ５ ： Ｈ ｕ １ ７ ９ － ２ ３ ０ ； レ ー
ン １ ６ ： Ｈ ｕ １ ８ ７ － ２ ３ ０ ； レ ー ン １ ７ ： Ｈ ｕ １ ９ ７ － ２ ３ ０
【 ０ １ ０ ９ 】
【 図 １ ５ 】 本 発 明 の 抗 ヒ ト プ リ オ ン 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 組 換 え
ヒ ト プ リ オ ン 蛋 白 質 の 検 出 を 示 す 。
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 配 列 表 】
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