
JP 2017-214348 A 2017.12.7

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】糖ペプチドのフコース部分とペプチド部分のア
ミノ酸の両方をエピトープとするモノクローナル抗体の
提供。
【解決手段】糖ペプチドと反応するモノクローナル抗体
であって、前記糖ペプチドが、コアフコースと、糖鎖付
加アスパラギンからＣ末側に連続した４残基以上のアミ
ノ酸を含み、前記糖ペプチドのコアフコースと、糖ペプ
チドの糖鎖付加アスパラギンからＣ末側に３残基以上離
れたアミノ酸の両方をエピトープとする、前記抗体。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
糖ペプチドと反応するモノクローナル抗体であって、
前記糖ペプチドが、コアフコースと、糖鎖付加アスパラギンからＣ末側に連続した４残基
以上のアミノ酸を含み、
前記糖ペプチドのコアフコースと、糖ペプチドの糖鎖付加アスパラギンからＣ末側に３残
基以上離れたアミノ酸の両方をエピトープとする、
前記抗体。
【請求項２】
以下の糖ペプチドに反応し、
【化１】

以下の糖ペプチドに反応せず、
【化２】

以下の糖ペプチドに反応しない、

【化３】

モノクローナル抗体。
【請求項３】
以下の糖ペプチドに反応しない、
【化４】

請求項２記載の抗体。
【請求項４】
フコシル化ＡＦＰに更に反応する、請求項２記載の抗体。
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【請求項５】
０．０３質量／質量％以上のＳＤＳを含む溶液で前処理して得られるフコシル化ＡＦＰと
、０．０２５質量／質量％以下のＳＤＳの存在下で反応する請求項２～４の何れかに記載
の抗体。
【請求項６】
２質量／質量％のＳＤＳ、５０ｍＭのＤＴＴの存在下で変性したフコシル化ＡＦＰに反応
する、請求項２記載の抗体。
【請求項７】
２質量／質量％のＳＤＳ、５０ｍＭのＤＴＴの存在下で変性した非フコシル化ＡＦＰに反
応しない、請求項２または３記載の抗体。
【請求項８】
重鎖のＣＤＲが、配列番号１で示されるアミノ酸配列、配列番号２で示されるアミノ酸配
列および配列番号３で示されるアミノ酸配列を含み、
軽鎖のＣＤＲが、配列番号４で示されるアミノ酸配列、配列番号５で示されるアミノ酸配
列および配列番号６で示されるアミノ酸配列を含む、
請求項２～７の何れかに記載の抗体。
【請求項９】
重鎖のＣＤＲが、配列番号７で示されるアミノ酸配列、配列番号８で示されるアミノ酸配
列および配列番号９で示されるアミノ酸配列を含み、
軽鎖のＣＤＲが、配列番号１０で示されるアミノ酸配列、配列番号１１で示されるアミノ
酸配列および配列番号１２で示されるアミノ酸配列を含む、
請求項２～７の何れかに記載の抗体。
【請求項１０】
請求項２～９のいずれかに記載の抗体を生産する方法であって、
以下の構造を含む糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程を含む、
【化５】

（Xは、任意の糖鎖である）
前記方法。
【請求項１１】
前記糖ペプチド抗原が、以下の構造を含む、請求項１０記載の方法。

【化６】

（Xは、任意の糖鎖である）
【請求項１２】
請求項２～９のいずれかに記載の抗体を産生するハイブリドーマを生産する方法であって
、
以下の構造を含む糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程を含む、
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【化７】

（Xは、任意の糖鎖である）
前記方法。
【請求項１３】
前記糖ペプチド抗原が、以下の構造を含む、請求項１２記載の方法。
【化８】

（Xは、任意の糖鎖である）
【請求項１４】
国際寄託番号がＮＩＴＥ　ＢＰ－０２２６３またはＮＩＴＥ　ＢＰ－０２２６４のハイブ
リドーマ。
【請求項１５】
請求項２～９のいずれかに記載の抗体を用いる、フコシル化ＡＦＰの測定方法。
【請求項１６】
０．０３質量／質量％以上のＳＤＳを含む溶液でフコシル化ＡＦＰを前処理し、前記処理
後に０．０２５質量／質量％以下のＳＤＳの存在下で前記抗体を用いて前記フコシル化AF
Pと反応させる、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
フコシル化ＡＦＰの捕捉用抗体、フコシル化ＡＦＰの検出用抗体、固相を含み、
前記捕捉用抗体または前記検出用抗体が請求項２～９のいずれかに記載の抗体である、
フコシル化ＡＦＰ検出用キット。
【請求項１８】
０．０３質量／質量％以上のＳＤＳを含む前処理試薬を更に含む、請求項１７記載のキッ
ト。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖ペプチドと反応するモノクローナル抗体およびその用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　肝炎・肝硬変から肝臓がんへ移行する際、生体試料中にレンズ豆レクチン（LCA）に結
合するα－フェトプロテイン（AFP）（LCA結合性AFP）が増加すると言われている。特許
文献1には、LCA結合性AFPを検出するための抗体が記載されている。特許文献1の抗体は、
結合性AFPに反応性を示し、LCA非結合性AFPには反応性を示さない旨記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
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【特許文献１】特開昭63-307900号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　特許文献1には、LCAが結合するAFPの糖鎖は、フコース（Fucose）が存在する、と記載
されている。生体試料中のレンズ豆レクチンに結合するAFPの画分は、AFP-L3画分と呼ば
れる。AFP-L3画分は、フコシル化AFP（AFPのアスパラギン残基にコアフコース（N型糖鎖
の還元末端のN-アセチルグルコサミン（GlcNAｃ）にα1-6結合しているフコース）が付加
したAFP）により構成される。
【０００５】
　特許文献１の実施例では、LCA結合性AFP（AFP-LCA-R）に結合し、LCA非結合性AFP（AFP
-LCA-NR）に結合しない抗体が取得されている（実施例1、表1、図1参照）。しかし、この
抗体のエピトープは不明である。実施例では、LCA結合性と非結合性は上述の通りフコー
スの有無に起因しているとされており、抗原との結合性はペプチド部分の配列に依存せず
フコース部分に依存する可能性がある。その場合、AFPだけでなく、それ以外のフコース
を有するタンパク質にも非特異的に結合する可能性がある。そのため、糖ペプチドのフコ
ース部分とペプチド部分のアミノ酸の両方をエピトープとするモノクローナル抗体の開発
が望まれる。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、糖ペプチドと反応するモノクローナル抗体であって、前記糖ペプチドが、コ
アフコースと、糖鎖付加アスパラギンからC末側に連続した4残基以上のアミノ酸を含み、
前記糖ペプチドのコアフコースと、糖ペプチドの糖鎖付加アスパラギンからC末側に3残基
以上離れたアミノ酸の両方をエピトープとする、前記抗体を提供する。
【０００７】
　本発明は、上記抗体を生産する方法であって、コアフコースと、糖鎖付加アスパラギン
からC末側に連続した4残基以上のアミノ酸とを含む糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程
を含む、前記方法を提供する。
【０００８】
　本発明は、上記抗体を産生するハイブリドーマを生産する方法であって、コアフコース
と、糖鎖付加アスパラギンからC末側に連続した4残基以上のアミノ酸を含む糖ペプチド抗
原を動物に免疫する工程を含む、前記方法を提供する。
【０００９】
　本発明は、以下の糖ペプチドに反応し、
【化１】

以下の糖ペプチドに反応せず、
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【化２】

以下の糖ペプチドに反応しない、
【化３】

モノクローナル抗体を提供する。
【００１０】
　本発明は、上記抗体を生産する方法であって、以下の構造を含む糖ペプチド抗原を動物
に免疫する工程を含む、

【化４】

（Xは、任意の糖鎖である）
前記方法を提供する。
【００１１】
　本発明は、上記抗体を産生するハイブリドーマを生産する方法であって、以下の構造を
含む糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程を含む、
【化５】

（Xは、任意の糖鎖である）
前記方法を提供する。
【００１２】
　本発明は、上記抗体を用いる、フコシル化AFPの測定方法を提供する。
【００１３】
　本発明は、フコシル化AFPの捕捉用抗体、フコシル化AFPの検出用抗体、固相を含み、前
記捕捉用抗体または前記検出用抗体が上記抗体である、フコシル化AFP検出用キットを提
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供する。
【００１４】
　本発明は、国際寄託番号がNITE BP-02263またはNITE BP-02264のハイブリドーマを提供
する。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明は、糖ペプチドのフコース部分とペプチド部分のアミノ酸の両方をエピトープと
するモノクローナル抗体を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】実施例1において得られたクローン1F8-A4および2F11-2A9のウエスタンブロット
の結果を示す図である（レーン1：フコシル化AFP（AFP-L3／組換え体）（陽性抗原）、レ
ーン2：非フコシル化AFP（ヒト血清由来AFP（LEE biosolutions）のLCAレクチン非吸着画
分）（陰性抗原）、レーン3：フコシル化ALP（オリエンタル酵母/ 47787055））（陰性抗
原）。
【図２】実施例1において得られたクローンI2-1F8を用いた場合の各種抗原濃度におけるO
D450の測定値を示す図である。
【図３】実施例1において得られたクローンI2-2F11を用いた場合の各種抗原濃度における
OD450測定値を示す図である。
【図４】実施例1において得られたクローンI2-1F8のウエスタンブロットの結果を示す図
である（レーン1: リコンビナントAFP-L3、レーン2: 非フコシル化AFP、レーン3: 天然ヒ
トAFP（ミュータスワコー AFP-L3用キャリブレータ1）、レーン4: 天然ヒトAFP-L3 (ミュ
ータスワコー AFP-L3用キャリブレータ2)）。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本実施形態の抗体は、本実施形態の抗体が使用される生体試料等を用いた測定系で特異
性を発揮すればよい。例えば、生体試料に含まれない物質と非特異的に結合したとしても
、本実施形態の抗体が通常使用される環境で特異性を発揮すれば、本発明の作用効果を奏
する。具体的には、全血、血清、血漿などの血液試料中の物質をELISAにより検出する場
合、ELISA測定系において特異性を示せばよく、血液試料やELISA試薬に通常含まれない物
質に結合してもよい。
【００１８】
　本実施形態の抗体は、糖ペプチドと反応するモノクローナル抗体であって、前記糖ペプ
チドが、コアフコースと、糖鎖付加アスパラギンからC末側に連続した4残基以上のアミノ
酸を含み、前記糖ペプチドのコアフコースと、糖ペプチドの糖鎖付加アスパラギンからC
末側に3残基以上離れたアミノ酸の両方をエピトープとする。
【００１９】
　本実施形態の抗体が反応する糖ペプチドは、コアフコースと、糖鎖付加アスパラギンか
らC末側に連続した4残基以上のアミノ酸を含むものであればよい。
【００２０】
　本実施形態の抗体は、コアフコースと、糖鎖付加アスパラギンからC末側に連続した4残
基以上のアミノ酸とを含む糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程を含む方法で生産される
。
【００２１】
　糖ペプチド抗原のN末には、KLH、BSA等の生体高分子を、PEG等を介して結合させてもよ
い。また、これら糖ペプチド抗原のC末はアミド化等してもよい。N末に生体高分子を結合
する方法は、公知の方法を利用できる。また、C末のアミド化も公知の方法を利用できる
。
【００２２】
　糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程は、公知のモノクローナル抗体の生産方法におけ
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例えば、マウス脾臓法、マウス腸骨リンパ節法（特許第4098796号公報参照）等が挙げら
れる。
【００２３】
　免疫される動物は特に限定されることはなく、非ヒト動物の中からモノクローナル抗体
の生産方法にあわせて適宜選択すればよい。
【００２４】
　具体的に、モノクローナル抗体の生産方法としてマウス腸骨リンパ節法を用いる場合、
糖ペプチドをKLHなどのキャリアータンパク質とコンジュゲートし、フロイントアジュバ
ントなどと混合したエマルジョンを、糖ペプチド溶液（（2.5mg/mL）キャリアータンパク
質換算）0.06mL/匹の量で少なくとも1回マウスの尾根部に免疫すればよい。
【００２５】
　動物に免疫した後は、公知の方法に従って、ハイブリドーマの作製、選別等を行い、本
実施形態の抗体を得ればよい。
【００２６】
　ハイブリドーマの選別の際には、抗原とした糖ペプチド、抗原とした糖ペプチドからコ
アフコースを除去したもの、抗原とした糖ペプチドと同じ糖鎖構造を持ち異なるペプチド
鎖を持つもの、を陽性抗原または陰性抗原として適宜利用すればよい。前記抗原とした糖
ペプチドのアミノ酸残基を短くしたものは、例えば、糖ペプチドのC末側を、糖鎖付加ア
スパラギンから連続した3残基にしたものが好ましい。
【００２７】
　ハイブリドーマの選別の基準は、例えば、ELISAを用いる場合であれば、陽性抗原と陰
性抗原とのOD450値の差が0.05以上であり、かつ陰性抗原のOD450値が0.05以下である。
【００２８】
　本実施形態の抗体のアイソタイプは特に限定されない。また、本実施形態の抗体には、
F(ab’)2、Fab’、Fab、CDRを含むペプチド等の断片も含まれる。
【００２９】
　本実施形態の抗体は、ビオチン化、ALP化等の標識化をしてもよい。
【００３０】
　以上説明した本実施形態の抗体は、上記性質を有するため、例えば、コアフコースと、
糖鎖付加アスパラギンからC末側に連続した4残基以上のアミノ酸を部分配列に含む糖タン
パクと特異的に反応する。
【００３１】
　本実施形態の抗体は、ELISA、ウェスタンブロット、免疫組織染色、免疫沈降等に利用
することができる。
【００３２】
　別の本実施形態のモノクローナル抗体は、以下の糖ペプチド（配列番号13）に特異的に
反応する。
【化１】

【００３３】
　このモノクローナル抗体は、以下の糖ペプチド（配列番号14）に反応せず、
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【化２】

以下の糖ペプチド（配列番号15）に反応しない。
【化３】

【００３４】
　即ち、本実施形態の抗体は、コアフコースを有さず且つアミノ酸「EIQ」を有する抗原
（上記（２））に反応せず、コアフコースを有し且つアミノ酸配列「EIQ」を有さない抗
原（上記（３））に反応しない。このことから、本実施形態の抗体のエピトープは、コア
フコースおよびアミノ酸配列「EIQ」の両方を含むと考えられる。
【００３５】
　なお、本明細書において、本実施形態の抗体が「糖ペプチドと反応する」とは、抗原抗
体反応により糖ペプチドと抗体とが結合することをいう。
【００３６】
　更に、上記抗体は、以下の糖ペプチド（配列番号16）に反応しないことが好ましい。
【化４】

【００３７】
　更に、上記抗体は、フコシル化AFPに反応するものが好ましい。
【００３８】
　更に、上記抗体は、SDSなどの変性剤や熱などで前処理した変性フコシル化AFPと結合し
得る。前処理としてSDSを含む溶液を用いる場合の、フコシル化AFPを十分に変性させるた
めのSDS濃度（以下、これを「前処理時SDS濃度」という）は、特に限定されないが、0.03
質量／質量％（以下、単に「％」という）以上であることが好ましい。一方、抗原抗体反
応時は変性剤が過剰に含まれると、抗体も変性して抗原抗体反応に好ましくない影響が生
じる可能性があるため、希釈などによって変性剤の濃度を低下させることが好ましい。変
性剤としてSDSを含む溶液を用いる場合、抗原抗体反応時のSDS濃度（以下、これを「最終
SDS濃度」という）は、特に限定されないが、0.025％以下であることが好ましい。
【００３９】
　なお、本明細書において、本実施形態の抗体が「フコシル化AFPと反応する」とは、抗
原抗体反応によりフコシル化AFPと抗体とが結合することをいう。フコシル化AFPは、組換
え体、天然の何れでもよい。天然のフコシル化AFPは、たとえば、ヒト血中に存在するAFP
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り、配列番号25のアミノ酸配列を有する。
【００４０】
　更に、上記抗体は、SDSおよびDTTの存在下で変性したフコシル化AFPに反応するものが
好ましい。変性の条件は、2％のSDS、50mMのDTT存在下、常温（25℃）での反応である。
【００４１】
　更に、上記抗体は、SDSおよびDTTの存在下で変性した非フコシル化AFPに反応しないも
のが好ましい。変性の条件は、2％のSDS、50mMのDTT存在下、常温（25℃）での反応であ
る。
【００４２】
　本実施形態の抗体のCDRとしては、例えば、以下のものが挙げられる。
【００４３】
＜CDR-A＞
重鎖のCDRが、配列番号1で示されるアミノ酸配列、配列番号2で示されるアミノ酸配列、
配列番号3で示されるアミノ酸配列を含む。
軽鎖のCDRが、配列番号4で示されるアミノ酸配列、配列番号5で示されるアミノ酸配列、
配列番号6で示されるアミノ酸配列を含む。
【００４４】
＜CDR-B＞
重鎖のCDRが、配列番号7で示されるアミノ酸配列、配列番号8で示されるアミノ酸配列、
配列番号9で示されるアミノ酸配列を含む。
軽鎖のCDRが、配列番号10で示されるアミノ酸配列、配列番号11で示されるアミノ酸配列
、配列番号12で示されるアミノ酸配列を含む。
【００４５】
　CDRとして、上記CDR-A、CDR-Bを有する本実施形態の抗体を産生するハイブリドーマは
、それぞれI2-1F8、I2-2F11と名付け、2016年5月20日付で独立行政法人製品評価技術基盤
機構　特許微生物寄託センター（〒292-0818　日本国千葉県木更津市かずさ鎌足2丁目5番
地8　122号室）にNITE BP-02264、NITE BP-02263として国際寄託した。
【００４６】
　本実施形態の抗体は、以下の構造を含む糖ペプチド抗原（配列番号17）を動物に免疫す
る工程を含む方法により得られる。
【化５】

Xは、任意の糖鎖であり、一般的に糖タンパクや糖ペプチドに結合している糖鎖であれば
特に限定されない。
【００４７】
糖ペプチド抗原（配列番号18）としては、以下のものがより好ましい。
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【化６】

Xは、任意の糖鎖であり、一般的に糖タンパクや糖ペプチドに結合している糖鎖であれば
特に限定されない。
【００４８】
　糖ペプチド抗原のN末には、KLH等の生体高分子を、PEG等を介して結合させてもよい。
また、これら糖ペプチド抗原のC末はアミド化等してもよい。N末に生体高分子を結合する
方法は、公知の方法を利用できる。また、C末のアミド化も公知の方法を利用できる。
【００４９】
　糖ペプチド抗原を動物に免疫する工程は、公知のモノクローナル抗体の生産方法におけ
る動物に免疫する工程を利用することができる。モノクローナル抗体の生産方法として、
例えば、マウス脾臓法、マウス腸骨リンパ節法（特許第4098796号公報参照）等が挙げら
れる。
【００５０】
　免疫される動物は特に限定されることはなく、非ヒト動物の中からモノクローナル抗体
の生産方法にあわせて適宜選択すればよい。
【００５１】
　具体的に、モノクローナル抗体の生産方法としてマウス腸骨リンパ節法を用いる場合、
糖ペプチドをKLHなどのキャリアータンパク質とコンジュゲートし、フロイントアジュバ
ントなどと混合したエマルジョンを、糖ペプチド溶液（（2.5mg/mL）キャリアータンパク
質換算）0.06mL/匹の量で少なくとも1回マウスの尾根部に免疫すればよい。
【００５２】
　動物に免疫した後は、公知の方法に従って、ハイブリドーマの作製、選別等を行い、本
実施形態の抗体を得ればよい。
【００５３】
　ハイブリドーマの選別の際には、抗原とした糖ペプチド、抗原とした糖ペプチドからコ
アフコースを除去したもの、抗原とした糖ペプチドのアミノ酸残基を短くしたもの、SDS
およびDTTの存在下で変性したフコシル化AFP、SDSおよびDTTの存在下で変性した非フコシ
ル化AFP、コアフコースを有し且つAFPとは異なるアミノ酸配列のポリペプチドを有する糖
ペプチドまたは糖タンパク質（例えば、フコシル化ALPなど）等を陽性抗原または陰性抗
原として適宜利用すればよい。前記抗原とした糖ペプチドのアミノ酸残基を短くしたもの
は、例えば、糖ペプチドのC末側を、糖鎖付加アスパラギンから連続した3残基にしたもの
が好ましい。
【００５４】
　ハイブリドーマの選別の基準は、例えば、ELISAを用いる場合であれば、陽性抗原と陰
性抗原とのOD450値の差が0.05以上であり、かつ陰性抗原のOD450値が0.05以下である。
【００５５】
　本実施形態の抗体のアイソタイプは特に限定されない。また、本実施形態の抗体には、
F(ab’)2、Fab’、Fab、CDRを含むペプチド等の断片も含まれる。
【００５６】
　本実施形態の抗体は、ビオチン化、ALP化等の標識化をしてもよい。
【００５７】
　本実施形態の抗体は、上記性質を有するため、フコシル化AFPと反応し、非フコシル化A
FPと反応しない。そのため、本実施形態の抗体は、例えば、生体試料中のフコシル化AFP
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を測定することができる。
【００５８】
　生体試料としては、例えば、被験者から採取した全血、血清、血漿等が挙げられる。こ
の生体試料は、遠心分離、変性処理等の前処理を行ってもよい。生体試料は変性処理を行
うことが好ましい。変性処理の条件は、2％のSDS、50mMのDTT存在下、常温（25℃）の反
応である。
【００５９】
　本実施形態の抗体を用いて、フコシル化AFPを測定するには、公知の免疫学的測定方法
が利用できる。免疫学的測定法としては、例えば、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ法）
、免疫複合体転移測定方法（特開平1-254868号公報参照）、免疫比濁法、イムノクロマト
法、ラテックス凝集法等が挙げられる。測定工程の一例として、サンドイッチELISA法に
より生体試料中のフコシル化AFP濃度を測定する場合を以下に説明する。
【００６０】
　まず、生体試料中のフコシル化AFPを捕捉するための抗体(以下、「捕捉用抗体」ともい
う)と、フコシル化AFPを検出するための抗体(以下、「検出用抗体」ともいう)と、フコシ
ル化AFPとを含む複合体を固相上に形成させる。この複合体は、生体試料にフコシル化AFP
が含まれる場合は、生体試料と、捕捉用抗体と、検出用抗体とを混合することにより形成
できる。そして、複合体を含む溶液を、捕捉用抗体を捕捉できる固相と接触させることに
より、上記の複合体を固相上に形成させることができる。あるいは、捕捉用抗体をあらか
じめ固定した固相を用いてもよい。すなわち、捕捉用抗体を固定した固相と、生体試料と
、検出用抗体とを接触させることにより、上記の複合体を固相上に形成させることができ
る。本実施形態の抗体は、捕捉用抗体および検出用抗体の少なくとも一方に用いることが
できる。
【００６１】
　捕捉用抗体の固相への固定の態様は特に限定されない。例えば、捕捉用抗体と固相とを
直接結合させてもよいし、捕捉用抗体と固相とを別の物質を介して間接的に結合させても
よい。直接の結合としては、例えば、物理的吸着等が挙げられる。間接的な結合としては
、例えば、ビオチンと、アビジンまたはストレプトアビジン（以下、「アビジン類」とも
いう）との組み合わせを介した結合が挙げられる。この場合、捕捉用抗体をあらかじめビ
オチンで修飾し、固相にアビジン類をあらかじめ結合させておくことにより、ビオチンと
アビジン類との結合を介して、捕捉用抗体と固相とを間接的に結合させることができる。
【００６２】
　固相の素材は特に限定されず、例えば、有機高分子化合物、無機化合物、生体高分子等
から選択できる。有機高分子化合物としては、ラテックス、ポリスチレン、ポリプロピレ
ン等が挙げられる。無機化合物としては、磁性体(酸化鉄、酸化クロムおよびフェライト
等)、シリカ、アルミナ、ガラス等が挙げられる。生体高分子としては、不溶性アガロー
ス、不溶性デキストラン、ゼラチン、セルロース等が挙げられる。これらのうちの2種以
上を組み合わせて用いてもよい。固相の形状は特に限定されず、例えば、粒子、膜、マイ
クロプレート、マイクロチューブ、試験管等が挙げられる。
【００６３】
　固相上に形成された複合体を、当該技術において公知の方法で検出することにより、生
体試料におけるフコシル化AFPの測定値を取得できる。例えば、検出用抗体として、標識
物質で標識した抗体を用いた場合は、その標識物質により生じるシグナルを検出すること
により、フコシル化AFPの測定値を取得できる。あるいは、検出用抗体に対する標識二次
抗体を用いた場合も、同様にしてフコシル化AFPの測定値を取得できる。
【００６４】
　本実施形態では、フコシル化AFPを、上記のようにして前処理することが好ましい。前
処理としてSDSを含む溶液を用いる場合の、前処理時SDS濃度は、特に限定されないが、0.
03％以上であることが好ましい。抗原抗体反応時は、上記の通り、希釈などによって変性
剤の濃度を低下させることが好ましい。変性剤としてSDSを含む溶液を用いる場合、最終S
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DS濃度は、特に限定されないが、0.025％以下であることが好ましい。本実施形態では、
このような処理をして、前記抗体と前記フコシル化AFPとを反応させてフコシル化AFPの測
定値を取得することが好ましい。
【００６５】
　本実施形態では、複合体の形成工程と複合体の検出工程との間に、複合体を形成してい
ない未反応の遊離成分を除去するB/F(Bound/Free)分離を行ってもよい。未反応の遊離成
分とは、複合体を構成しない成分をいう。例えば、フコシル化AFPと結合しなかった抗体
、生体試料中のフコシル化AFP以外の物質（夾雑物質）等が挙げられる。B/F分離の手段は
特に限定されないが、固相が粒子であれば、遠心分離により、複合体を捕捉した固相だけ
を回収することによりB/F分離ができる。固相がマイクロプレートやマイクロチューブ等
の容器であれば、未反応の遊離成分を含む液を除去することによりB/F分離ができる。ま
た、固相が磁性粒子の場合は、磁石で磁性粒子を磁気的に拘束した状態でノズルによって
未反応の遊離成分を含む液を吸引除去することによりB/F分離ができる。未反応の遊離成
分を除去した後、複合体を捕捉した固相をPBS等の適切な水性媒体で洗浄してもよい。
【００６６】
　本明細書において、「シグナルを検出する」とは、シグナルの有無を定性的に検出する
こと、シグナル強度を定量すること、および、シグナルの強度を半定量的に検出すること
を含む。半定量的な検出とは、シグナルの強度を、「シグナル発生せず」、「弱」、「中
」、「強」等のように段階的に示すことをいう。本実施形態では、シグナルの強度を定量
的または半定量的に検出することが好ましい。
【００６７】
　標識物質は、検出可能なシグナルが生じるかぎり特に限定されない。例えば、それ自体
がシグナルを発生する物質（以下、「シグナル発生物質」ともいう）であってもよいし、
他の物質の反応を触媒してシグナルを発生させる物質であってもよい。シグナル発生物質
としては、例えば、蛍光物質、放射性同位元素等が挙げられる。他の物質の反応を触媒し
て検出可能なシグナルを発生させる物質としては、例えば、酵素等が挙げられる。酵素と
しては、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェ
ラーゼ等が挙げられる。蛍光物質としては、フルオレセインイソチオシアネート(FITC)、
ローダミン、Alexa Fluor（登録商標）等の蛍光色素、GFP等の蛍光タンパク質等が挙げら
れる。放射性同位元素としては、125I、14C、32P等が挙げられる。それらの中でも、標識
物質として、酵素が好ましく、アルカリホスファターゼおよびペルオキシダーゼが特に好
ましい。
【００６８】
　シグナルを検出する方法自体は、当該技術において公知である。本実施形態では、上記
の標識物質に由来するシグナルの種類に応じた測定方法を適宜選択すればよい。例えば、
標識物質が酵素である場合、該酵素に対する基質を反応させることによって発生する光、
色等のシグナルを、分光光度計等の公知の装置を用いて測定することにより行うことがで
きる。
【００６９】
　酵素の基質は、該酵素の種類に応じて公知の基質から適宜選択できる。例えば、酵素と
してアルカリホスファターゼを用いる場合、基質として、CDP-Star(登録商標)(4-クロロ-
3-(メトキシスピロ[1, 2-ジオキセタン-3, 2'-(5'-クロロ)トリクシロ[3. 3. 1. 13, 7]
デカン]-4-イル)フェニルリン酸２ナトリウム)、CSPD(登録商標)(3-(4-メトキシスピロ[1
, 2-ジオキセタン-3, 2-(5'-クロロ)トリシクロ[3. 3. 1. 13, 7]デカン]-4-イル)フェニ
ルリン酸2ナトリウム)等の化学発光基質、5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン酸(BCIP)
、5-ブロモ-6-クロロ－インドリルリン酸2ナトリウム、p-ニトロフェニルリン酸等の発色
基質が挙げられる。また、酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合、基質としては、ル
ミノールおよびその誘導体等の化学発光基質、2, 2'-アジノビス(3-エチルベンゾチアゾ
リン-6-スルホン酸アンモニウム)(ABTS)、1, 2-フェニレンジアミン(OPD)、3, 3', 5, 5'
-テトラメチルベンジジン(TMB)等の発色基質が挙げられる。
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【００７０】
　標識物質が放射性同位体である場合は、シグナルとしての放射線を、シンチレーション
カウンター等の公知の装置を用いて測定できる。また、標識物質が蛍光物質である場合は
、シグナルとしての蛍光を、蛍光マイクロプレートリーダー等の公知の装置を用いて測定
できる。なお、励起波長および蛍光波長は、用いた蛍光物質の種類に応じて適宜決定でき
る。
【００７１】
　シグナルの検出結果は、フコシル化AFPの測定値として用いてもよい。例えば、シグナ
ルの強度を定量的に検出する場合は、シグナル強度の測定値自体または該測定値から取得
される値を、フコシル化AFPの測定値として用いることができる。シグナル強度の測定値
から取得される値としては、例えば、フコシル化AFPの測定値から陰性対照試料の測定値
またはバックグラウンドの値を差し引いた値等が挙げられる。陰性対照試料は適宜選択で
きるが、例えば、健常者から得た生体試料等が挙げられる。
【００７２】
　本実施形態では、フコシル化AFP濃度が既知の複数の標準試料についてフコシル化AFPの
測定値を取得し、フコシル化AFP濃度とフコシル化AFPの測定値との関係を示す検量線を作
成してもよい。生体試料から取得したフコシル化AFPの測定値をこの検量線に当てはめて
、生体試料中のフコシル化AFP濃度の値を取得することができる。
【００７３】
　本実施形態では、磁性粒子に固定された捕捉用抗体と、標識物質で標識された検出用抗
体とを用いるサンドイッチELISA法により、生体試料中のフコシル化AFP濃度を測定しても
よい。この場合、測定は、HISCLシリーズ（シスメックス株式会社製）等の市販の全自動
免疫測定装置を用いて行ってもよい。
【００７４】
　また、本実施形態の抗体は、フコシル化AFP検出用キットに利用することができる。本
実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、捕捉用抗体、検出用抗体、固相を含む。捕捉
用抗体または検出用抗体として、本実施形態の抗体が用いられ得る。サンドイッチイムノ
アッセイにおいては、捕捉用抗体および検出用抗体のいずれかに本実施形態の抗体を用い
ることができる。
【００７５】
　本実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、更に、検出用抗体の標識物質が酵素であ
る場合、本実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、酵素に対する基質を更に含んでい
てもよい。標識物質および基質の形態は特に限定されず、固体（例えば、粉末、結晶、凍
結乾燥品等）であってもよいし、液体（例えば、溶液、懸濁液、乳濁液等）であってもよ
い。
【００７６】
　本実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、上記したフコシル化AFPを前処理するため
に、更にSDSを0.03％以上含む前処理試薬を含んでもよい。前記試薬は上記したSDSを0.03
％以上含む溶液と同様である。
【００７７】
　本実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、更に、生体試料の前処理液、固相の洗浄
液、酵素反応の停止剤、キャリブレーター等を適宜含んでいてもよい。
【００７８】
　本実施形態のフコシル化AFP検出用キットは、捕捉用抗体、検出用抗体、固相等をキッ
トの形態にあわせて適宜容器に収容するか、個別に包装すればよい。本実施形態のフコシ
ル化AFP検出用キットにおいて、捕捉用抗体は固相に直接結合させてもよいし、捕捉用抗
体と固相とを、別の物質を介して間接的に結合させてもよい。捕捉用抗体と固相とを間接
的に結合させる場合は、本実施形態のキットにおいて捕捉用抗体と固相とを別々の容器に
収容してもよい。捕捉用抗体と固相とを、例えば、ビオチンとアビジン類を介して間接的
に結合させる場合、ビオチンで修飾した捕捉用抗体を1つの容器に収容し、アビジン類を
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結合した固相を別の容器に収容すればよい。なお、生体試料、捕捉用抗体、検出用抗体、
固相等についての詳細は、上記の測定方法の説明で述べたことと同様である。
【００７９】
　フコシル化AFPは肝臓癌との関連が知られている。そのため、本実施形態のフコシル化A
FP検出用キットは、肝臓癌の診断に用いられ得る。
【実施例】
【００８０】
　以下、本発明を実施例により詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に何ら限定され
るものではない。
【００８１】
実施例１
　抗体の取得：
（１）抗体群の取得
　マウス腸骨リンパ節法（特許第4098796号）により抗体群を産生するハイブリドーマを
得た。具体的には、下記表1に記載の構造の糖ペプチドA（配列番号19）を合成し、これを
KLHとコンジュゲートし、フロイントコンプリートアジュバントと2.5mg/mL（キャリアー
タンパク質換算）となるように混合したエマルジョンを、0.06mL/匹でマウスの尾根部に1
回注射することにより行われた。また、免疫17日後に、2.5mg/mL（キャリアータンパク質
換算）のKLHコンジュゲート糖ペプチドA溶液を、0.06mL/匹でマウスの尾根部に1回注射す
ることにより追加免疫を行った。更に、追加免疫の4日後、腸骨リンパ節よりリンパ球を
単離し、ミエローマと細胞融合させハイブリドーマを得た。
【００８２】
【表１】

丸はMannoses、四角はN-acetylglucosamine、三角はfucoseを表す。
糖ペプチドのN末は、KLH-PEG4であり、C末はアミド化されている。
【００８３】
（２）一次スクリーニング
　上記（１）で得たハイブリドーマから表2に記載の陽性抗原（糖ペプチドA）または陰性
抗原（非フコシル化糖ペプチドA：配列番号20）を用いた抗原固相ELISAにより、陽性抗原
に反応を示し、陰性抗原への反応が少ないウェルを選定した。抗原固相ELISAは以下の手
法で行った。結果を表3に示した。
【００８４】
【表２】
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丸はMannoses、四角はN-acetylglucosamine、三角はfucoseを表す。
糖ペプチドのN末は、BSA-PEG4であり、C末はアミド化されている。
【００８５】
＜手法＞
(1)96穴プレート（nunc Maxisoap/446612）に、各スクリーニング抗原1μg/ml（希釈液10
mMリン酸バッファーpH7）を50μl/well添加し、37℃、1hr固相化する。
(2)各ウェルをPBST 300μl/well×5回洗浄する。
(3)各ウェルを1%BSA-PBS 100μl/well、4℃、Overnightブロッキングする。
(4)各ウェルをPBST 300μl/well×5回洗浄する。
(5)抗体培養上清（一次抗体）を1%BSA-PBSで10倍希釈し、50μl/well添加し、RT、1hr反
応させる。
(6)各ウェルをPBST 300μl/well×5回洗浄する。
(7)anti mouse IgG-HRP（JIR/715-035-151）およびanti mouse IgG Lchain-HRP（JIR/115
-035-174）を1%BSA-PBSで20,000倍希釈し、50μl/well添加し、RT、0.5hr反応させる。
(8)各ウェルをPBST 300μl/well×5回洗浄する。
(9)HRP発色基質を100μl/well添加し、発色させる。
(10)停止液を100μl/well添加し、発色を停止させる。
(11)OD450を測定する。
(12)目視にて陽性抗原に対するシグナルと陰性抗原に対するシグナルの差が大きく、陰性
抗原への反応が少ない7ウェルを二次スクリーニングへ選定。
【００８６】

【表３】

【００８７】
（３）二次スクリーニング
　上記（２）で得たウェルから以下の抗原を用いたウエスタンブロットによりコアフコー
スとアミノ酸の両方を認識するウェルを選択し、クローニングに進めた。ウエスタンブロ
ットは以下のように行った。
【００８８】
＜材料＞
・スクリーニング抗原
　陽性抗原：フコシル化AFP（AFP-L3／組換え体）
　陰性抗原1：非フコシル化AFP（ヒト血清由来AFP（LEE biosolutions）のLCAレクチン非
吸着画分）
　陰性抗原2：フコシル化ALP（オリエンタル酵母/ 47787055）
・一次抗体
　スクリーニング抗体：一次スクリーニング陽性の培養上清
　ネガティブコントロール：ハイブリドーマ培地
・二次抗体
　anti mouse-IgG(Fc) Ab -HRP（BET ／A90-131P）
　anti mouse-IgM Ab -HRP（SBA／1020-05）
・ブロッキング剤：PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal（TOYOBO／NYPBR01）
・洗浄液：TBST
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・希釈液：1%BSA-TBST
・PVDFメンブレン（iBlot（登録商標） 2 Transfer Stacks, PVDF, mini／IB24002）
・ブロッティング装置（iBlot2）
・発光検出試薬ECL prime Western Blotting Detection Reagent(GEヘルスケア/RPN2232)
【００８９】
＜手法＞
(1)各スクリーニング抗原にNuPAGE LDS Sample Buffer (4X) (Thermo/NP0008)を1/4量、
　NuPAGE Sample Reducing Agent (10X) (Thermo/NP0009)を1/10量添加し混和する。
(2)分子量マーカーおよび(1)の各スクリーニング抗原を下記抗原量で電気泳動（SDS-PAGE
）する。
　Lane０：分子量マーカー（MagicMark（商標） XP Western Protein Standard／LC5602
）
　Lane１：陽性抗原：フコシル化AFP（AFP-L3）　50ng
　Lane２：陰性抗原１：非フコシル化AFP　50ng
　Lane３：陰性抗原２：フコシル化ALP　50ng
(3)PVDFメンブレンにブロッティングする。
(4)PVDF Blocking Reagent for Can Get Signalに室温で1時間浸しブロッキングする。
(5)TBSTで3回洗浄する。
(6)一次抗体を1%BSA-TBSTで下記の希釈倍率に希釈し、4℃、Overnight反応させる。
　スクリーニング抗体：1stスクリーニング陽性の培養上清　10倍希釈
　ネガティブコントロール：ハイブリドーマ培地　10倍希釈
(7)TBSTで3回洗浄する。
(8)二次抗体（2種混合）を1%BSA-TBSTで下記の希釈倍率に希釈し、室温で1時間反応させ
る。
　anti mouse-IgG(Fc) Ab -HRP 20,000倍希釈
　anti mouse-IgM Ab -HRP 5,000倍希釈
(9)TBSTで3回洗浄する。
(10)化学発光にて検出
(11)陽性抗原にのみバンドが検出された5ウェルを陽性と判定し、クローニングに進めた
。
【００９０】
（４）クローニング
　上記(３)で選定した5ウェルの細胞を限界希釈法により播種した。その培養上清を（２
）の一次スクリーニングの要領で再度スクリーニングを行い、2クローンを得た。ELISAの
データを表4に示した。
【００９１】
【表４】

【００９２】
　上記2クローンの培養上清を（３）の二次スクリーニングと同様にしてウエスタンブロ
ットを実施し、AFP-L3に特異的に反応することを確認した。ウエスタンブロットの結果を
図1に示した。図1において、各レーンの抗原は次の通りである。
　レーン1：フコシル化AFP（AFP-L3／組換え体）（陽性抗原）
　レーン2：非フコシル化AFP（ヒト血清由来AFP（LEE biosolutions）のLCAレクチン非吸
着画分）（陰性抗原）
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　レーン3：フコシル化ALP（オリエンタル酵母/ 47787055）（陰性抗原）
【００９３】
（５）エピトープの確認
　これらのクローンが生産する抗体のエピトープの確認を行うため、免疫原に使用した糖
ペプチドAの配列よりアミノ酸残基が少ない表5に示す糖ペプチドB（配列番号21）および
非フコシル化糖ペプチドB（配列番号22）を認識するかを上記(２)と同様の手順で確認し
た。その結果を表6に示した。ここで陽性コントロール（PC）には糖ペプチドBに対しては
フコースを認識するAALレクチン、非フコシル化糖ペプチドBに対してはGlcNAcを認識する
WGAレクチンを用いた。陰性コントロール（NC）には緩衝液を用いた。
【００９４】
【表５】

丸はMannoses、四角はN-acetylglucosamine、三角はfucoseを表す。
糖ペプチドのN末は、BSA-PEG4であり、C末はアミド化されている。
【００９５】

【表６】

【００９６】
　全ての抗体が、抗原に用いた糖ペプチドAには反応し、糖ペプチドBには反応しなかった
。この結果から、取得できた抗体のエピトープ配列は、少なくとも、表7に示す配列のど
ちらかを含む領域であることが分かった。
【００９７】
【表７】

【００９８】
（６）CDR配列の確認
　上記（４）で得た5クローンについて、抗体のCDR解析を行った。その結果、CDR配列は
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以下の2パターンの配列であった。1F8-A4の抗体のCDR配列（配列番号1～6）を表8に示し
た。また、2F11-2A9の抗体のCDR配列（配列番号7～12）を表9に示した。
【００９９】
【表８】

【０１００】
【表９】

【０１０１】
　上記で得られたクローンのうち、1F8-A4をI2-1F8と名付けて国際寄託(NITE BP-02264)
した。また、2F11-2A9をI2-2F11と名付けて国際寄託(NITE BP-02263)した。
【０１０２】
実施例２
　サンドイッチELISAの構築およびSDSによる反応性への影響：
　実施例１で得られたI2-1F8またはI2-2F11を用い、以下のようにしてサンドイッチELISA
による検出を行った。また、SDSによる反応性への影響を検討した。
＜材料＞
・抗体感作プレート（I2-1F8, I2-2F11／2.5μg/mL 100μL/well）
・リコンビナントAFP-L3抗原
・抗AFP抗体：Polyclonal Antibody to Alpha-Fetoprotein（WLS/# PAA153Hu01）
・標識抗体：Goat anti rabbit immunoglobulin-HRP
・Buffer A: 150mM NaCl + 1% BSA / 10mMリン酸緩衝液 (pH7) 
・Buffer B: 150mM NaCl +0.05% Tween20 / 10mMリン酸緩衝液 (pH7)
【０１０３】
＜手法＞
(1) （抗原前処理）20μg/mLのAFP-L3抗原溶液に2%、1%、0.5%、0.25%、0.13%、0.06%のS
DS溶液を等量加え、混合後3分以上静置する。（前処理時SDS濃度：0.03 - 1%）
(2) 抗原濃度が1μg/mL, 0.5μg/mL, 0.25μg/mLとなるようにBuffer Aで希釈する。（最
終SDS濃度：0.00075% - 0.1%）
(3) 抗体感作プレートに抗原溶液を100μL/well添加し、室温で60分反応させる。
(4) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、400倍希釈した抗AFP抗体を100μL/well添加し、室温
で60分反応させる。
(5) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、4000倍希釈した標識抗体を100μL/well添加し、室温
で40分反応させる。
(6) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、HRP発色基質を100μl/well添加し、20分発色させる。
(7) 停止液を100μl/well添加して発色を停止させ、OD450を測定する。
【０１０４】
＜結果＞
　I2-1F8を用いた場合の各種抗原濃度、最終SDS濃度、前処理SDS濃度におけるOD450の測
定値を表10に示した。また、I2-2F11を用いた場合の各種抗原濃度、最終SDS濃度、前処理
SDS濃度におけるOD450測定値を表11に示した。
【０１０５】
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【表１０】

【０１０６】
【表１１】

【０１０７】
　I2-1F8では最終SDS濃度が0.013%以下で、I2-2F11では最終SDS濃度が0.025%以下で抗原
濃度依存的にシグナルが上昇した。
【０１０８】
実施例３
　サンドイッチELISAの特異性確認：
　実施例２で構築されたサンドイッチELISAについて以下のようにして特異性を確かめた
。
＜材料＞
・抗体感作プレート（I2-1F8, I2-2F11／2.5μg/mL 100μL/well）
・陽性抗原：リコンビナントAFP-L3抗原
・陰性抗原１：非フコシル化AFP（ヒト血清由来AFP（LEE biosolutions）のLCAレク・チ
ン非吸着画分）
・陰性抗原２：AFP以外のフコシル化タンパク質ALP（オリエンタル酵母）
・ビオチン化抗AFP抗体：anti AFP, Human (mouse)（ABV/ H00000174-M01）
・検出試薬：HRP-Conjugated Streptavidin（Thermo / N100）
・Buffer A: 150mM NaCl + 1% BSA / 10mMリン酸緩衝液 (pH7)
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・Buffer B: 150mM NaCl +0.05% Tween20 / 10mMリン酸緩衝液 (pH7)
【０１０９】
＜手法＞
(1) 20μg/mLの各抗原溶液に0.06%のSDS溶液を等量加え（変性）、あるいは加えずに（非
変性）、混合後3分以上静置する。（前処理時SDS濃度：0.03%）
(2) 抗原濃度が1000ng/mL, 500ng/mL, 250ng/mL, 125ng/mL, 63ng/mL, 31ng/mLとなるよ
うにBuffer Aで希釈する。
(3) 抗体感作プレートに抗原溶液を100μL/well添加し、室温で60分反応させる。
(4) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、480倍希釈したビオチン化抗AFP抗体を100μL/well添
加し、室温で60分反応させる。
(5) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、10000倍希釈した検出試薬を100μL/well添加し、室温
で60分反応させる。
(6) Buffer Bで各ウェルを洗浄後、HRP発色基質を100μl/well添加し、10分発色させる。
(7) 停止液を100μl/well添加して発色を停止させ、OD450を測定する。
【０１１０】
＜結果＞
　I2-1F8を用いた場合の各種抗原濃度におけるOD450の測定値を表12および図２に示した
。また、I2-2F11を用いた場合の各種抗原濃度におけるOD450測定値を表13および図３に示
した。
【０１１１】
【表１２】

【０１１２】
【表１３】

【０１１３】
　I2-1F8およびI2-2F11は、変性状態、非変性状態のいずれにおいても、非フコシル化AFP
、及びALPには反応を示さなかった。一方、I2-1F8およびI2-2F11はAFP-L3に対しては抗原
濃度依存的にシグナルの上昇が見られた。特に、I2-1F8およびI2-2F11は変性状態ではAFP
-L3に対する反応性が顕著に向上していた。これらのことから、I2-1F8およびI2-2F11はAF
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と特異的に反応していることが示された。また、I2-1F8およびI2-2F11は、抗原を0.03%SD
Sで前処理することにより強く反応することが示された。
【０１１４】
実施例４
　天然ヒトAFP-L3との反応性：
　I2-1F8が天然ヒトAFP-L3と反応するかどうかを以下のようにしてウェスタンブロットで
確かめた。
＜材料＞
一次抗体：I2-1F8（10倍希釈ハイブリドーマ培養上清）　4℃ O/N
二次抗体：anti mouse-IgG(Fc) Ab -HRP（BET／#A90-131P）（20,000倍希釈）RT 1hr
【０１１５】
＜手法＞
　一次抗体および二次抗体を以下のものに代える以外は実施例１（３）と同様にしてウエ
スタンブロットを行った。
【０１１６】
＜結果＞
　ウエスタンブロットの結果を図4に示した。I2-1F8は天然ヒトAFP-L3にも反応を示した
。図4において、各レーンの抗原は次の通りである。
　レーン1: リコンビナントAFP-L3
　レーン2: 非フコシル化AFP
　レーン3: 天然ヒトAFP（ミュータスワコー AFP-L3用キャリブレータ1）
　レーン4: 天然ヒトAFP-L3 (ミュータスワコー AFP-L3用キャリブレータ2)
【０１１７】
実施例５
　SDSによる反応性への影響：
　実施例２で構築したELISAを用いて、SDSによる反応性への影響を検討した。
＜材料＞
抗体としてI2-1F8を用いる以外は実施例２と同じ材料を用いた。
【０１１８】
＜手法＞
(1)（抗原前処理）20μg/mLのAFP-L3抗原溶液に0.031%、0.016%、0.008%、0.004%のSDS溶
液を等量加え、混合後3分以上静置する。
(2) 抗原濃度が0.4μg/mL, 0.2μg/mL, 0.1μg/mLとなるようにBuffer Aで希釈する。（
最終SDS濃度：0.00032% - 0.00001%）
(3)以降の操作は実施例２と同様に行った。
【０１１９】
＜結果＞
　I2-1F8を用いた場合の各種抗原濃度、最終SDS濃度、前処理SDS濃度におけるOD450の測
定値を表14に示した。
【０１２０】
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【表１４】

【０１２１】
　前処理SDS濃度が0.016%以下でも濃度依存的なシグナルを検出することができた。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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