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(57)【要約】
　コラーゲンフラグメントのＣ末端側のネオエピトープに特異的であって、当該ネオエピ
トープに含まれるプロリンが非水酸化体の場合における結合親和性と、水酸化体の場合に
おける結合親和性が実質的に同一である新規なモノクローナル抗体およびそれを用いたイ
ムノアッセイ、測定方法、キットなどを提供する。ネオエピトープ中のプロリン水酸化体
の有無に影響されず、生体試料中のコラゲナーゼ消化に起因するコラーゲンフラグメント
を定量することができる。



(2) JP WO2011/034128 A1 2011.3.24

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
コラーゲンネオエピトープ断片に特異的に結合し、配列番号２０で示されるアミノ酸配列
の９６２位から９７５位に結合する抗体であって、当該エピトープに含まれるプロリンが
非水酸化体の場合における結合親和性と、水酸化体の場合における結合親和性が実質的に
同一であるモノクローナル抗体。
【請求項２】
請求項１記載のプロリンが、配列番号２０で示されるアミノ酸配列における９７１位のプ
ロリンである請求項１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】
エピトープが、配列番号２０で示されるアミノ酸配列の９５７位から９７５位の領域に存
在する、請求項１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項４】
請求項２に記載の抗体であって、配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるペプチドへ
の該抗体の免疫反応が阻害されるように配列番号１４、１７又は１８で示されるアミノ酸
配列からなるペプチドを競合させるイムノアッセイにおいて、該免疫反応の５０％阻害濃
度がいずれのペプチドにおいても０．０４μM以下である抗体。
【請求項５】
１）相補性決定領域に下記アミノ酸配列を含む重鎖可変領域；KYGIN（配列番号５）、WIN
TYSGMTT YADDFKG（配列番号６）、およびS LGYDYGGFAY（配列番号７）、並びに２）相補
性決定領域に下記アミノ酸配列を含む軽鎖可変領域；RSGQTLVHDN ENTYFH（配列番号８）
、KISNRFS（配列番号９）、およびSQNTHVPFT（配列番号１０）
を有するモノクローナル抗体。
【請求項６】
１）配列番号３のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域；および　２）配列番号４のアミノ
酸配列を有する軽鎖可変領域；を有するモノクローナル抗体。
【請求項７】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体であってラベルされたモノクローナ
ル抗体。
【請求項８】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いたイムノアッセイ。
【請求項９】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いたコラーゲンネオエピトープ
断片の含有量の測定方法。
【請求項１０】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて測定したコラーゲンネオエ
ピトープ断片の含有量を指標とする、コラゲナーゼ活性の測定方法。
【請求項１１】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて測定したコラーゲンネオエ
ピトープ断片の含有量を指標とする、コラゲナーゼ阻害剤のスクリーニング方法。
【請求項１２】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて生体試料に含まれるコラー
ゲンネオエピトープ断片の含有量を測定する工程を含む、コラゲナーゼが関与する疾患の
患者の選別方法。
【請求項１３】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を含むキット。
【請求項１４】
請求項１～６のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて生体試料に含まれるコラー
ゲンネオエピトープ断片の含有量を測定する工程を含む、コラゲナーゼが関与する疾患の
診断方法。
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【請求項１５】
コラゲナーゼが関与する疾患の診断に使用するための請求項１～６のいずれかに記載のモ
ノクローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、コラーゲンのネオエピトープを認識できるモノクローナル抗体、これに基づ
くイムノアッセイ、これに基づく測定方法、これに基づくスクリーニング方法、これに基
づく患者の選別方法、およびこれに基づくキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　軟骨分解は、変形性関節症（ＯＡ）および慢性関節リウマチ（ＲＡ）のような関節疾患
の主要な特徴である。このような疾患において軟骨喪失の進行をモニターすることは疾患
の管理（予後、診断、および処置を含む）に有用な情報を提供する。現在、軟骨喪失はＸ
線によって関節腔が狭くなっていることを検出することによりモニターされる。しかし、
Ｘ線診断はその検出感度・精度ともに満足できるものではない。また、Ｘ線診断では過去
に軟骨喪失が起きたことを示すに過ぎず、現在の軟骨分解の状況を示すものではない。し
たがって、種々の関節疾患における軟骨崩壊の進行をモニターする代替方法が非常に有用
である。
【０００３】
　現在、軟骨でのコラーゲン分解が、マトリクスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）と呼ば
れる一群の酵素によって行われることが明らかとなっている。特に、コラゲナーゼ（ＭＭ
Ｐ－１，ＭＭＰ－８およびＭＭＰ－１３）のみが、未変性ＩＩ型コラーゲンの３重らせん
の切断を担うことから、コラゲナーゼによる９７５－９７６位のアミノ酸残基間の切断が
その後のゲラチナーゼ等様々なプロテアーゼによるＩＩ型コラーゲンの軟骨マトリクスか
らの脱落を生じさせるキーイベントと考えられている。なお、ここでのアミノ酸残基はＧ
ｅｎｂａｎｋデータベース：ＣＯＬ２Ａ１（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ番号：ＮＰ００１８３５
）の全長配列を参照している。
【０００４】
　分解された細胞外マトリクスタンパク質のフラグメントは、軟骨から滑液（ＳＦ）へ放
出され、その後、血流に乗り全身を循環する。従って、血清中あるいは尿中の軟骨マトリ
クスタンパク質フラグメントのレベルは通常ＳＦにおけるよりも低いが、これを検出する
ことができればＯＡおよびＲＡにおける軟骨分解をより簡便に評価することが可能である
。
【０００５】
　全身性ＩＩ型コラーゲンフラグメントを測定することに関しては２つの主要な問題があ
る。第１に、関節軟骨中のＩＩ型コラーゲンのターンオーバーは正常には非常に低いため
、血清または尿中のＩＩ型コラーゲンフラグメントのレベルも非常に低い。ＯＡ軟骨にお
いてＩＩ型コラーゲンのターンオーバーの増大はあるが、検出を著しく容易にするほどに
十分大きい変化ではない。したがって、非常に感度の高いアッセイが必要とされる。
【０００６】
　第２の問題は、コラーゲンを構成するプロリンおよびリジン残基の多くが水酸化修飾さ
れていることである。特にプロリンはコラーゲン蛋白の約３割を占める主要構成成分であ
り、コラゲナーゼ切断部位近傍にも水酸化プロリンが存在するため、結合親和性に大きく
影響することが知られている。
【０００７】
　コラーゲンに含まれるプロリンの水酸化はProlyl 4-Hydroxylaseにより鉄とビタミンＣ
依存的に触媒されるため、その程度はコラーゲン合成時の栄養状態などの影響を受けやす
く、一定ではない。従って、ＩＩ型コラーゲンフラグメントを測定するための抗体は、そ
の結合親和性がプロリン水酸化の有無に影響されないものが望ましい。
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【０００８】
　これまでに、いくつかのコラゲナーゼによって生じるＩＩ型コラーゲンフラグメント測
定系が発明されているが、いずれにおいても感度、精度において充分ではない。例えばRo
bin Pooleらのモノクロ抗体COL2-3/4C long（特許文献１）による競合ＥＬＩＳＡ法にお
いては、コラゲナーゼ切断端構造に対する特異性が低く、さらに切断箇所上流５番目（Ｎ
末端より９７１番目）のプロリンの非水酸化体に対しては反応性をほとんど持たない（非
特許文献１）。また、Otternessらによるモノクローナル抗体９Ａ４（特許文献２）を用
いたサンドイッチＥＬＩＳＡ法については、コラゲナーゼ切断端構造に対する特異性は高
いが、切断端より５残基上流（Ｎ末端より９７１番目）のプロリンの水酸化によりその結
合親和性は、約１/９０に低下する（非特許文献２）。そのため、大半が水酸化体である
ＩＩ型コラーゲンフラグメントに対する検出感度は低下する。
【０００９】
　以上のように、これまでの抗体はいずれも、コラゲナーゼ切断部位直近のプロリンの水
酸化修飾の影響を受けやすいことから、水酸化体と非水酸化体が混在する生体試料中のコ
ラーゲンフラグメント量を正確には測定することはできなかったと言える。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特許２９９９４１６号
【特許文献２】特許第３２５８６３０号
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】J Immunol Methods 294 (2004) p145-153
【非特許文献２】J Immunol Methods 247（2001）p25-34
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明が解決しようとする課題は、生体試料中のコラゲナーゼ消化に起因するコラーゲ
ンフラグメント（コラーゲンネオエピトープ）の量を正確に測定することである。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
本発明者らは、コラーゲンのネオエピトープに対するモノクローナル抗体の作製に関して
鋭意研究した結果、ネオエピトープのプロリンがヒドロキシ体に変化しても結合能力が変
化しない新規なモノクローナル抗体を作製することにより本発明を完成した。
【００１４】
　すなわち本発明は、
（１）コラーゲンネオエピトープ断片に特異的に結合し、配列番号２０で示されるアミノ
酸配列の９６２位から９７５位に結合する抗体であって、当該エピトープに含まれるプロ
リンが非水酸化体の場合における結合親和性と、水酸化体の場合における結合親和性が実
質的に同一であるモノクローナル抗体、
（２）前記（１）記載のプロリンが、配列番号２０で示されるアミノ酸配列における９７
１位のプロリンである前記（１）に記載のモノクローナル抗体、
（３）エピトープが配列番号２０で示されるアミノ酸配列の９５７位から９７５位の領域
に存在する、前記（１）に記載のモノクローナル抗体、
（４）前記（２）に記載の抗体であって、配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるペ
プチドへの該抗体の免疫反応が阻害されるように、配列番号１４、１７又は１８で示され
るアミノ酸配列からなるペプチドを競合させるイムノアッセイにおいて、該免疫反応の５
０％阻害濃度がいずれのペプチドにおいても０．０４μM以下である抗体、
（５）１）相補性決定領域に下記アミノ酸配列を含む重鎖可変領域；KYGIN（配列番号５
）、WINTYSGMTT YADDFKG（配列番号６）、およびSLGYDYGGFAY（配列番号７）、並びに２
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）相補性決定領域に下記アミノ酸配列を含む軽鎖可変領域；RSGQTLVHDNENTYFH（配列番号
８）、KISNRFS（配列番号９）、およびSQNTHVPFT（配列番号１０）を有するモノクローナ
ル抗体、
（６）１）配列番号３のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域；および　２）配列番号４の
アミノ酸配列を有する軽鎖可変領域；を有するモノクローナル抗体、
（７）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体であってラベルされた
モノクローナル抗体、
（８）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いたイムノアッセ
イ、
（９）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いたコラーゲンネ
オエピトープ断片の含有量の測定方法、
（１０）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて測定したコ
ラーゲンネオエピトープ断片の含有量を指標とする、コラゲナーゼ活性の測定方法、
（１１）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて測定したコ
ラーゲンネオエピトープ断片の含有量を指標とする、コラゲナーゼ阻害剤のスクリーニン
グ方法、
（１２）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて生体試料に
含まれるコラーゲンネオエピトープ断片の含有量を測定する工程を含む、コラゲナーゼが
関与する疾患の患者の選別方法、
（１３）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を含むキット、
（１４）前記（１）～（６）のいずれかに記載のモノクローナル抗体を用いて生体試料に
含まれるコラーゲンネオエピトープ断片の含有量を測定する工程を含む、コラゲナーゼが
関与する疾患の診断方法、および
（１５）コラゲナーゼが関与する疾患の診断に使用するための前記（１）～（６）のいず
れかに記載のモノクローナル抗体、
に関する。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明のモノクローナル抗体は、ネオエピトープ末端構造を特異的に認識することがで
き、プロリン水酸化修飾の影響を受けないので、生体におけるコラーゲンネオエピトープ
断片量を正確に検出・定量することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】３量体へリックス構造をとる線維性コラーゲン（Ｉ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型）
の模式図中のアミノ末端より２/３の位置にコラゲナーゼ切断部位を示す。下段に各種動
物のＩＩ型コラーゲンのコラゲナーゼ切断部位及び前後のアミノ酸配列を示す。上からヒ
ト，ウシ，イヌ，ラット，マウスの順である。ヒトＩＩ型コラーゲンの９５４－９８０部
分に相当し、切断部位である９７５－９７６アミノ酸残基間をアスタリスクで示した。
【図２】２０Ａ１０の様々なＣ末構造を持つペプチド断片による競合イムノアッセイの結
果を示す。
【図３】上段の図は、２０Ａ１０のコラゲナーゼ消化および未消化のコラーゲンによる競
合イムノアッセイの結果を示す。下段の表は、コラゲナーゼ消化による特異性の変化とＩ
型、ＩＩ型およびＩＩＩ型コラーゲン断片間の交差反応性を示す。
【図４】ＩＩ型コラーゲン特異的モノクローナル抗体との組み合わせによるサンドイッチ
イムノアッセイの結果を示す。
【図５】１．２ｎｇ／ｗｅｌｌ　ＭＭＰ－１３添加によるＩＩ型コラーゲン分解反応にお
いて、様々な濃度のMMP阻害剤を添加した場合のコラーゲンネオエピトープ断片濃度の測
定値を示す。
【図６】１ｎｇ／ｍｌヒトインターロイキン１存在下でのウシ軟骨エクスプラント培養に
おいて、様々な濃度のＭＭＰ阻害剤を添加した場合におけるコラーゲンネオエピトープ断
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片濃度の測定値を示す。
【図７】２０Ａ１０の可変領域のアミノ酸配列を示す。上段は重鎖について、下段は軽鎖
についての可変領域である。また、それぞれにおいて下線をつけた配列は、相補性決定領
域の位置を示している。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
Ｉ　抗体
　線維性コラーゲンであるＩ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型コラーゲンは３本のペプチド鎖が
らせん状に撚り合わさって構成されており、コラゲナーゼ（例えば、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ
－８、およびＭＭＰ－１３）は、これらの線維性コラーゲン３重鎖を未変性の状態でＮ末
から３：１の位置（９７５－９７６アミノ酸残基間）で切断する。そしてＮ末側４分の３
断片のＣ末端およびＣ末側４分の１断片のＮ末端が新たに生じる末端構造を「ネオエピト
ープ」という（図１）。また、切断により生じたコラゲナーゼ断片を「コラーゲンネオエ
ピトープ断片」という。中でも、ヒトＩＩ型コラーゲン（Accession No.NP_001835）のＣ
末端側のネオエピトープ部分（９６９－９７５位に該当；以下、Ｃ末端ネオエピトープと
もいう）の７アミノ酸残基 Gly－Pro－Pro－Gly－Pro－Gln－Gly（配列番号１）はヒトか
らマウスまで動物種間で保存されていることが知られている。また、コラーゲンは高いヒ
ドロキシプロリン含有率で特徴付けられるタンパク質の一つであり、この配列のＣ末側か
ら５番目（もしくは、Ｎ末側から９７１番目）のプロリン残基も多くの場合に水酸化体（
以下、ヒドロキシ体もしくはヒドロキシプロリンともいう）となっており、（配列番号２
、Gly－Pro－Hyp－Gly－Pro－Gln－Gly、Hypは水酸化プロリン）その割合はコラーゲン合
成時の健康状態や栄養状態による影響を受けやすく一定ではないことから、コラーゲンネ
オエピトープ断片の正確な定量を妨害していると考えられる。したがって、コラーゲンの
分解を免疫学的に測定する場合であれば、ネオエピトープを検出する抗体の特性としては
水酸化体と非水酸化体（プロリン）を同程度に免疫特異的に認識できることが本来は望ま
しい。
【００１８】
　本発明のモノクローナル抗体は、Ｃ末端側にネオエピトープを有するＩＩ型コラーゲン
ネオエピトープ断片（配列番号２０）に含まれるプロリンがヒドロキシ体に変化しても、
その結合親和性が変化しないことにより特徴付けられる。ここで「結合親和性が変化しな
い」とは、ネオエピトープを構成するアミノ酸残基のプロリン（非水酸化体）の場合、お
よびヒドロキシプロリン（水酸化体）の場合の結合親和性が実質的に同一であることも意
味する。
【００１９】
　「結合親和性」とは、一般に、免疫グロブリン分子と、この免疫グロブリンが特異的な
抗原との間で起こるタイプの非共有結合的な相互作用の強度または親和性をさし、しばし
ば解離定数（Ｋｄ）として表現されうる。
【００２０】
　「実質的に同一」とは具体的には、水酸化体（ヒドロキシプロリン）の結合親和性が非
水酸化体の結合親和性の値の８０％～１２０％の範囲内にあること、好ましくは９０％～
１１０％の範囲内にあること、さらに好ましくは９５％～１０５％の範囲内にあることを
意味する。また、非水酸化体（プロリン）である場合と水酸化体である場合の交差反応性
が、８０％以上、好ましくは９０％以上、さらに好ましくは９５%以上であることを意味
する。抗体の結合親和性は、既知の方法により、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイを用いたス
キャッチャード分析（例えば、Ｃａｍｐｂｅｌｌ、１９９１；Ｓｅｇｅｌ、１９７６）に
より、決定され得る。
【００２１】
　このようなモノクローナル抗体の代表例としては、２０Ａ１０を挙げることができる。
２０Ａ１０の可変領域のアミノ酸配列は図６に示す。上段が重鎖（配列番号３）を、下段
が軽鎖（配列番号４）の配列を示す。また、下線部は相補性決定領域（ＣＤＲ）を示す。
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（配列番号５～１０）
【００２２】
　本発明のモノクローナル抗体の作製に用いられる免疫原は、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８９年、コールドスプリングハー
バーラボラトトリープレス)等に記載されている方法により作製することができる。
【００２３】
　免疫方法は一般的方法により、例えば免疫原を哺乳動物に静脈内、皮内、皮下、腹腔内
注射などにより投与することにより行い得る。より具体的には、例えば免疫原を生理食塩
水含有リン酸緩衝液（ＰＢＳ）、生理食塩水などで適当濃度に希釈し、所望により通常の
アジュバントと併用して、供試動物に２～３週間間隔で数回投与する。マウスを用いる場
合は、一回の投与量を一匹あたり５０～１００μｇ程度とする。ここで前記アジュバント
とは抗原と共に投与したとき、非特異的に抗原に対する免疫反応を増強する物質をいう。
通常用いられるアジュバントとしては、百日咳ワクチン、フロインドアジュバントなどを
例示できる。最終免疫後３～１０日目に哺乳動物の採血を行うことによって、抗血清を得
ることができる。
【００２４】
　モノクローナル抗体の製造方法は、免疫原で免疫した哺乳動物の形質細胞（免疫細胞）
と哺乳動物の形質細胞腫細胞（ミエローマ細胞）との融合細胞（ハイブリドーマ）を作製
し、これより所望の５’－デオキシ－５’－メチルチオアデノシンを認識するモノクロ－
ナル抗体を産生するクローンを選択し、該クローンを培養することにより実施できる。こ
のモノクロ－ナル抗体の製造は、基本的には常法に従うことができる。
【００２５】
　該方法において、免疫原で免疫される哺乳動物は、細胞融合に使用する形質細胞腫細胞
との適合性を考慮して選択するのが望ましく、マウス、ラットなどが用いられる。免疫方
法についてはポリクロナル抗体の作製の場合と同様とする。但し最終免疫後３～１０日目
に免疫動物から脾臓細胞を採取する。
【００２６】
　得られた免疫細胞からハイブリドーマを得るには、例えば、「分子細胞生物学基礎実験
法」（南江堂 堀江武一ら １９９４年発行）等に記載されている方法により、継体培養可
能な細胞とすることを目的として、例えば、センダイウイルスやポリエチレングリコール
存在下、形質細胞腫細胞と抗体を産生する免疫細胞とを融合させて、ハイブリドーマを得
ることができる。ここで用いられる形質細胞腫細胞は、同じ恒温動物でも同種の恒温動物
由来の形質細胞腫細胞を用いることが望ましく、例えばマウスを免疫動物として得られた
脾臓細胞と融合させる場合、マウスミエローマ細胞を用いることが好ましい。形質細胞腫
細胞はｐ３ｘ６３－Ａｇ８．ＵＩなどの公知のものを利用できる。
【００２７】
　ハイブリドーマは、ＨＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン添加培地
）により選択し、コロニーが確認された段階で、培養上清に分泌される抗体と抗原との結
合を調べる（スクリーニングする）ことにより目的の抗体を産生するハイブリドーマを得
ることができる。
【００２８】
　スクリーニングする方法としては、例えば、スポット法、凝集反応法、ウエスタンブロ
ット法、ＥＬＩＳＡ法などの一般に抗体の検出に用いられている種々の方法が挙げられる
が、好ましくは、例えば後記実施例に詳述するように、ハイブリドーマの培養上清につい
て、ネオエピトープペプチドとの反応性を指標とするＥＬＩＳＡ法に従って実施される。
このスクリーニングによって、ネオエピトープペプチドと特異的に反応する目的抗体産生
株をスクリーニングすることができる。このプロセスに基づいて、得られたクローンとし
て、クローン２０Ａ１０を例示する。
【００２９】
　スクリーニングの結果得た目的の抗体を産生できる株のクローニングは、通常の限界希
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釈法、軟寒天法などにより実施できる。クローニングされたハイブリドーマは、必要に応
じて、血清培地または無血清培地で大量培養することができる。この培養によれば、比較
的高純度の所望抗体を培養上清として得ることができる。また、ハイブリドーマと適合性
のある哺乳動物、例えばマウスなどの腹腔に、ハイブリドーマを接種して、所望抗体をマ
ウス腹水として大量に回収することもできる。
【００３０】
　本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを含有する培養上清およびマウ
スの腹水は、精製あるいは修飾することなく粗製抗体液として用いることができる。また
モノクローナル抗体の単離、精製は、上述の培養上清あるいは腹水を、飽和硫酸アンモニ
ウム、イオン交換クロマトグラフィー（ＤＥＡＥまたはＤＥ５２等）、抗イムノグロブリ
ンカラムあるいはプロテインＡカラム等のアフィニティカラムクロマトグラフィーに供す
ること等により行うことができる。
【００３１】
　また本発明のモノクローナル抗体として、抗体遺伝子をクローニングし、適当なベクタ
ーに組み込んで、これを宿主に導入し、遺伝子組換え技術を用いて産生させた組換え型抗
体を用いることができる（例えば、Ｃａｒｌら、ＴＨＥＲＡＰＥＵＴＩＣ ＭＯＮＯＣＬ
ＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ、１９９０年発行）。
【００３２】
　具体的には、目的とする抗体（例えば、２０Ａ１０）の可変領域（例えば、２０Ａ１０
であれば配列番号３および４）をコードするｃＤＮＡを合成する。ｃＤＮＡの合成および
増幅を行うには５’－Ａｍｐｌｉ　ＦＩＮＤＥＲ　ＲＡＣＥＫｉｔ (クローンテック製）
およびＰＣＲを用いた５’－ＲＡＣＥ法（Ｆｒｏｈｍａｎ、Ｍ．Ａ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ １９８８年、第８５巻、 ８９９８ページなど)を使用
することができる。得られたＰＣＲ産物から目的とするＤＮＡ断片を精製し、ベクターＤ
ＮＡと連結する。さらに、これより組換えベクターを作成し、大腸菌等に導入してコロニ
ーを選択して所望の組換えベクターを調製する。目的とするＤＮＡの塩基配列を公知の方
法、例えば、ジデオキシ法により確認する。
【００３３】
　目的とする抗体のＶ領域をコードするＤＮＡが得られれば、これを所望の抗体定常領域
（Ｃ領域）をコードするＤＮＡと連結し、これを発現ベクターへ組み込む。または、抗体
のＶ領域をコードするＤＮＡを、抗体Ｃ領域のＤＮＡを含む発現ベクターへ組み込んでも
よい。本発明で使用される抗体を製造するには、抗体遺伝子を発現制御領域、例えば、エ
ンハンサー／プロモーターの制御のもとで発現するよう発現ベクターに組み込む。次に、
この発現ベクターにより宿主細胞を形質転換し、抗体を発現させることができる。
【００３４】
　抗体遺伝子の発現は、抗体の重鎖（Ｈ鎖）または軽鎖（Ｌ鎖）を別々に発現ベクターに
組み込んで宿主を同時形質転換させてもよいし、あるいはＨ鎖およびＬ鎖をコードするＤ
ＮＡを単一の発現ベクターに組み込んで宿主を形質転換させてもよい（ＷＯ９４／１１５
２３参照）。
【００３５】
　抗体を用いて下記に述べるイムノアッセイ（免疫学的測定法）などを行うにあたって、
通常は抗体の挙動を検出可能とするため抗体そのものが種々の物質で標識されうる。本発
明のモノクローナル抗体の好ましい態様としては、標識したモノクローナル抗体が挙げら
れる。抗体を標識するには、例えば「分子細胞生物学基礎実験法」（南江堂 堀江武一ら
１９９４年）等に記載されている常法を用いることにより行うことができる。種々の物質
としては化学発光物質、酵素、蛍光物質、着色ビーズ、放射性同位元素、元素、金属類、
ビオチンが挙げられる。以下に具体例を示すがこれらに限定されるものではない。化学発
光物質とは例えばルミノールやアクリジニウムエステルなどをさす。酵素とは例えばβ－
ガラクトシダーゼやアルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどをさす。蛍光物質と
は例えばユウロピウムクリプテートやＦＩＴＣやＲＩＴＣ（などをさす。着色ビーズとは
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例えばプロテインＡビーズ、wheat germ agglutinin（ＷＧＡ）ビーズ、ストレプトアビ
ジンビーズなどをさす。放射性同位元素とは例えば14Ｃや125Ｉや3Ｈなどをさす。元素と
は例えばユウロピウムなどのランタニド元素をさす。金属類とは例えばフェリチンや金コ
ロイドなどをさす。

ＩＩ　イムノアッセイ
【００３６】
　本発明のモノクローナル抗体は、コラーゲンネオエピトープ断片のＣ末端ネオエピトー
プ構造を特異的に認識することができる。また、このネオエピトープはコラーゲンタイプ
に非依存的である。そのため、例えば、各種コラーゲンに特異的なエピトープを認識でき
る抗体（作製方法については上記参照）と組み合わせたサンドイッチアッセイを行うこと
により、任意のコラーゲンについてコラーゲンネオエピトープ断片を定量することができ
る。各タイプのコラーゲンに特異的配列は、この分野における当業者にとっては公知とな
っている。例えば以下の配列が挙げられる。
Ｉ型コラーゲン特異的配列：Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-Asp-Gly-Pro-Ala（配列番号１１）
ＩＩ型コラーゲン特異的配列：Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser（配列番号１２）
ＩＩＩ型コラーゲン特異的：Gly-Glu-Lys-Gly-Ser-Pro-Gly-Ala-Gln　（配列番号１３）
【００３７】
　本発明のモノクローナル抗体は標識されたものであってもなくても、イムノアッセイ（
免疫学的測定法）に有用である。本発明のモノクローナル抗体を用いたイムノアッセイと
しては競合的な測定でも非競合的な測定でも良い。「競合イムノアッセイにおいて抗体の
免疫反応の５０％阻害濃度が０．０４μM以下である」とは例えば配列番号１４、１７ま
たは１８で示されるアミノ酸配列からなるペプチドを０．０４μM添加したとき、配列番
号２で示されるアミノ酸配列からなるペプチドと抗体との結合の阻害率が５０％以上であ
ることを意味する（実施例２）。５０％阻害濃度は好ましくは０．０４μM以下であり、
より好ましくは０．０２２μM以下である。また、ホモジニアスアッセイ法（均一系によ
る測定）でもヘテロジニアスアッセイ法（不均一系による測定）でもよい。具体的には、
例えば、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫測定
法（ＦＩＡ）、放射線免疫測定法（ＲＩＡ）、時間分解蛍光免疫測定（ＴＲ－ＦＩＡ）、
化学発光免疫測定法、イムノブロット法、ウエスタンブロット法、免疫染色法、ＳＰＡ法
、蛍光偏光測定法（ＦＰ）、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）などが挙げられる。
【００３８】
　本発明のイムノアッセイの好ましい態様として、ＥＬＩＳＡ法が挙げられる。ＥＬＩＳ
Ａ法とは、酵素で標識された抗体または抗原を用い、抗体または抗原の量を標識酵素の活
性度により定量する方法である。酵素で標識された抗原抗体結合物と遊離型の標識抗原、
または抗体を分離するのに固相化された抗体や抗原が用いられる。固相はアガロース、マ
イクロタイタープレートの内面、ラテックス粒子等が利用できる。ＥＬＩＳＡ法として具
体的には競合法イムノアッセイやサンドイッチイムノアッセイなどが挙げられる。また標
識酵素としては西洋ワサビ由来のペルオキシダーゼ（以下ＨＲＰともいう）やアルカリホ
スファターゼ等が挙げられる。

ＩＩＩ　有用性
【００３９】
　本発明のモノクローナル抗体やイムノアッセイは、種々の用途において有用である。た
とえば、本発明のモノクローナル抗体やイムノアッセイは、ＭＭＰなどのコラゲナーゼの
活性の測定に有用である。線維性コラーゲンであるＩ型、ＩＩ型、ＩＩＩ型コラーゲンの
３重鎖を未変性の状態で切断できるのは三種類のコラゲナーゼ（ Pendas AM ら、Genomic
s 1995; 26: 615-8.および Mitchell PGら、J Clin Invest 1996; 97: 761-8）であるこ
とが知られている。本発明のモノクローナル抗体は、コラゲナーゼ切断により生じたネオ
エピトープ断片を特異的に認識できるため、その量を測定することができ、コラゲナーゼ
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の活性の評価が可能である。
【００４０】
　また、本発明のモノクローナル抗体やイムノアッセイは、コラーゲンネオエピトープ断
片の含有量を指標とするスクリーニング方法に有用である。かかるスクリーニングは被験
物質の存在下、発現ベクターなどにより調製したリコンビナントのコラゲナーゼ（精製ま
たは部分精製品）を、該酵素の基質（コラーゲン）との結合を可能にする条件下（例えば
０．１Ｍリン酸緩衝液ｐＨ７．４、室温）に維持し、被験物質が該酵素の基質の結合を阻
害するか否かを調べること、すなわちコラーゲンネオエピトープ断片を定量する。このと
き被験物質は、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物（低分子化合物等
）、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液などのいずれであってもよい
。またこれらを含む試料であってもよい。
【００４１】
　スクリーニングにより、コラゲナーゼ阻害剤として選別された候補物質はコラゲナーゼ
が関与することが知られている疾患（例えば変形性関節症、ガンを初めとする増殖性疾患
、骨粗鬆症、アルツハイマー病、高血圧症）の予防・治療剤になりうるものである。
【００４２】
　また、本発明のモノクローナル抗体やイムノアッセイは、生体試料に含まれるコラーゲ
ンネオエピトープ断片の含有量を測定する工程を含む疾患患者の選別方法に有用である。
例えば、本発明のイムノアッセイは、患者からの生体試料（臨床サンプルにおいて一般的
に試験される任意の生物学的液体。例えば、血液、尿、唾液、および汗などの体液、並び
に細胞および／または組織の抽出物および上清を含む）中のコラーゲンエピトープ断片の
含有量を測定することができる。また生体試料は患者への危険なく容易に得られ、そして
測定は簡単および安価である。したがって、コラーゲンネオエピトープ断片の含有量が進
行度の指標となるような疾患（例えば、骨粗鬆症、変形性関節症、慢性関節リウマチ、な
らびに骨の良性腫瘍および悪性腫瘍や軟骨破壊が生じる他の疾患）についての集団の日常
的な診断に可能である。さらに本発明のモノクローナル抗体やイムノアッセイは、異なる
タイプの変形性関節症または慢性関節リウマチを有する患者において進行中の軟骨コラー
ゲン分解の程度を決定するために使用され得る。
【００４３】
　また、本発明のキットは、被験試料中のコラーゲンネオエピトープ断片を検出するため
の結合剤として本発明のモノクローナル抗体を含むことを特徴とする。このようなキット
は、更に一般的にアッセイを実行するために必要な１つ以上の構成要素を含む。構成要素
は、標準品、試薬（希釈液、緩衝液など）、容器および／または装置であり得る。例えば
、キット内の１つの容器は、コラーゲンのタイプに特異的な配列（例えば、配列番号１１
～１３）に結合するモノクローナル抗体を含み得る。このような抗体は、当業者に公知の
任意の支持材料（例えば、マイクロタイタープレートにおけるウェルやニトロセルロース
などの適切な膜）に付着されて提供され得る。さらには、アッセイにおいて使用されるべ
き構成要素（例えば、試薬または緩衝液）を含み得る。このようなキットはまた、あるい
は、抗体結合の直接的検出または間接的検出に適切な上記の物質により標識され得る。
【００４４】
　以下、実施例を示して本発明を具体的に説明するが、本発明は下記実施例に制限される
ものではない。なお、抗体作製手法として、特に断らない限り、Immunochemistry in Pra
ctice （Blackwell Scientific Publications）に記載されている方法を用いた。また、
遺伝子工学的手法として、特に断らない限り、Molecular Cloning：A Laboratory Manual
、2nd Edition （Cold Spring Harbor Laboratory）に記載されている方法を用いた。
【実施例１】
【００４５】
コラーゲンネオエピトープ抗体の作製
（１）抗原の免疫：
Gly－Pro－Hyp－Gly－Pro－Gln－Gly（配列番号：２）に示すヒドロキシプロリンを含む
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ネオエピトープペプチドを合成した（Greiner Bio-one社製）。合成ネオエピトープペプ
チド10mgを１mlの5mM EDTAを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.0）に溶解したものと、10mgのg
iant keyhole limpetsヘモシアニン（マレイミド化KLH、PIERCE社製）を1mlの精製水に溶
解したものとを混合し、室温にて4時間、さらに4℃で一晩反応させた。上記の混合液を蒸
留水に対して透析後に、凍結乾燥し、ネオエピトープペプチド‐KLH複合体 13mgを得た。
このペプチド‐KLH複合体0.1mgをフロイント完全アジュバントと共に４週令A/J Jms Slc
雌マウス７匹に腹腔内投与し、初回免疫とした。その後、21日後、42日後および63日後に
ペプチド‐KLH複合体0.1mgをフロイント不完全アジュバントと共に追加免疫し、さらに71
日後にペプチド‐KLH複合体0.1mgを生理食塩水0.1mlに懸濁した溶液を腹腔内投与し、最
終免疫とした。
【００４６】
（２）ネオエピトープペプチドのビオチン標識：
合成ネオエピトープペプチド0.2mgを0.4mlの5mM EDTAを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.0）
に溶解したものと、0.60mgのPEO-マレイミド活性化ビオチン（PIERCE社製）を0.1mlの蒸
留水に溶解したものとを混合し、室温で2時間反応後に逆相HPLCにてビオチン標識ネオエ
ピトープペプチドを精製した。
【００４７】
（３）ハイブリドーマの作製：
最終免疫の3日後に脾臓を摘出し、脾臓細胞を回収した。脾臓細胞とマウスミエローマ細
胞（p3×63-Ag8.U1、東京腫瘤研究所）を50%のポリエチレングリコール4000を用いて融合
させ、ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含む培地で選択した。
【００４８】
（４）ネオエピトープ抗体の選択：
細胞融合10日後に特異抗体産生細胞のスクリーニングを以下に説明するELISAを用いて行
なった。384穴マイクロタイタープレート（ヌンク社製）の各ウェルに0.35μgの抗マウス
IgG抗体（シバヤギ社製）を含むトリス緩衝液（50mM Tris-HCｌ、pH7.5）35μｌを加えて
4℃で16時間固定した。これらのウェルを90μｌの洗浄液（0.01% Tween20を含む生理食塩
水）で1回洗浄した後、ブロックエース（大日本製薬社製）を90μｌ加えて室温で2時間放
置して、ブロッキングを行なった（抗マウスIgG抗体固相化プレート）。各ウェルを90μ
ｌの洗浄液で1回洗浄した後、15μｌのハイブリドーマ培養上清を含む10μｌの緩衝液A（
0.5% ウシ血清アルブミン、0.01% Tween80、0.05% Proclin150、0.15M NaClを含む50mM 
トリス緩衝液、pH7.4）および0.05ngのビオチン標識ネオエピトープベプチドと2ngのStre
ptavidin-HRP（PIERCE社製）を含む10μｌの緩衝液Aを混合し、4℃で16時間反応させた。
【００４９】
次に各ウェルを90μｌの洗浄液で3回洗浄した後に、25μｌのTMB-Substrate Chromogen（
DAKO社製）を添加して室温で30分間発色させた後に、25μｌの0.05M硫酸を添加して反応
を停止し、450nmにおける吸光度を測定した。
【００５０】
スクリーニングの結果から、ヒドロキシプロリンを含むネオエピトープペプチドと反応す
るハイブリドーマクローン9個のうち、ヒドロキシプロリンを含まないネオエピトープペ
プチドとも親和性を示したハイブリドーマクローンを３個選択した。獲得されたクローン
のうち、水酸化の有無に関わらずネオエピトープペプチドに対して強い親和性を示し、さ
らに上記ネオエピトープペプチドとの結合がコラゲナーゼ消化したＩＩ型コラーゲンによ
って阻害されるクローンを１つ選択し、20A10と命名した。20A10のアイソタイプについて
マウスモノクローナル抗体アイソタイピングELISAキット（BDバイオサイエンス社製）を
用いて調べた結果、IgG1/κであった。
【実施例２】
【００５１】
合成ペプチドを用いたネオエピトープ抗体（20A10）のエピトープ解析
ネオエピトープ抗体（20A10）のネオエピトープ認識特異性を調べるために以下のアミノ
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酸配列を有するネオエピトープペプチドを用いて以下の方法で行なった。
Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-HyP-Gly-Pro-Gln-Gly　（配列番号２０で示され
るアミノ酸配列の962-975位に該当、配列番号：１４）
Gly-Pro-Gln-Gly　（972-975位に該当、配列番号：１５）
Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly-Leu-Ala-Gly-Gln-Arg　（配列番号２０で示されるアミノ
酸配列の969-980位に該当、配列番号：１６）
Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-HyP-Gly-Pro-Gln-Gly　（
配列番号２０で示されるアミノ酸配列の957-975位に該当、配列番号：１７）
Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gln-Gly　（
配列番号２０で示されるアミノ酸配列の957-975位に該当、配列番号：１８）
【００５２】
96ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に1.5μgの抗マウスIgG抗体（シバヤ
ギ社製）を含むトリス緩衝液（50mM Tris-HCｌ、pH7.5）を150μｌ加えて4℃で一晩固定
した。各ウェルを0.3mlの洗浄液（0.01% Tween20を含む生理食塩水）で1回洗浄した後、
ブロックエース（大日本製薬社製）を0.3ml加えて室温で2時間放置してブロッキングを行
なった。（抗マウスIgG抗体固相化プレート）各ウェルを0.3mlの洗浄液で1回洗浄した後
、0.001－125μMの上記の各ネオエピトープペプチドを含む50μｌの緩衝液Aと0.1ngのビ
オチン標識ネオエピトープペプチド（配列番号：２）と4ngのStreptavidin-HRPを含む50
μｌの緩衝液Aおよび0.5ngのネオエピトープ抗体（20A10）を含む50μｌの緩衝液Aをそれ
ぞれ混合し、4℃で16時間反応させた。次に各ウェルを0.3mlの洗浄液で3回洗浄した後に
、0.1mlのTMB-Substrate Chromogenを添加して室温30分間発色させ、0.1mlの0.05M硫酸で
反応を停止し、450nmにおける吸光度を測定した。
【００５３】
その結果、抗ネオエピトープ抗体20A10との結合にはネオエピトープペプチドの975番目の
グリシン残基のカルボキシ末端が必須であること、およびこの末端より上流5残基以上が
必須であった（図２の上段のグラフおよび下段の表）。
【００５４】
また、１９残基からなるＩＩ型コラーゲンのＣ末端側のネオエピトープ部分のペプチドで
、９７１位がヒドロキシプロリンであるペプチド、およびプロリンであるペプチドを用い
た競合イムノアッセイを上記の方法に従って行った。その結果、非水酸化体の交差反応性
は９１％であり、末端から上流5番目のプロリン残基の水酸化の有無にはほとんど影響を
受けないことが確認された（図２の中段のグラフおよび下段の表）。ヒト軟骨コラーゲン
において９７１番目のプロリン残基は81％の割合で水酸化修飾を受けていた例が報告され
ている。また、先行技術として報告があるネオエピトープ抗体の9A4は同じ位置のプロリ
ンの水酸化体に対する親和性が非水酸化体に比べて90倍以上低いことが報告されている（
Downs JTら、Journal of Immunological methods 247 (2001) 25-34）。これに対して、2
0A10は、非水酸化体、水酸化体のいずれにおいても等しい親和性で結合することができる
ため、ネオエピトープ断片の検出感度は高く、水酸化修飾の比率が変化しても正確に定量
することが可能といえる。
【実施例３】
【００５５】
ネオエピトープ抗体（20A10）のコラーゲンのタイプによる特異性評価
ヒトＩ型、ＩＩ型あるいはＩＩＩ型コラーゲン溶液（Chondrex社製）10μg/10μlに2×酵
素反応バッファー(0.3M NaCl、10mM CaCl2、0.005% Brij35を含む50mMトリス緩衝液、pH7
.6)を10μｌ添加して中和し、ヒト活性化MMP13（ヒトPro-MMP13（Calbiochem社製）を１m
M APMAで37℃、2時間インキュベートして活性化したもの） 0.2μgを添加して37℃で一晩
反応した。その後、停止液（EDTA、終濃度5mM）を加えて天然型ネオエピトープ溶液とし
た。
【００５６】
384ウェルマイクロタイタープレート（ヌンク社製）に0.35μgの抗マウスIgG-Fc抗体（Ja
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ckson Immuno Research社製）を含むトリス緩衝液（50mM Tris-HCｌ、pH7.5）を35μｌ 
加えて4℃で一晩固定した。各ウェルを90μｌの洗浄液（0.01% Tween20を含む生理食塩水
）で1回洗浄した後、ブロックエース（大日本製薬社製）を0.1ml加えて室温で2時間放置
してブロッキングを行なった。（抗マウスIgG抗体固相化プレート）
各ウェルを90μｌの洗浄液で1回洗浄した後、6.4－250nMの天然型ネオエピトープ溶液を
含む10μｌの緩衝液Aと1ng/mlのビオチン標識ネオエピトープペプチド（配列番号：２）
と200ng/mlのStreptavidin-HRPを含む10μｌの緩衝液Aおよび、15ng/mlのネオエピトープ
抗体（20A10）を含む10μｌの緩衝液Aをそれぞれ混合し、4℃、16時間反応させた。
【００５７】
次に各ウェルを90μｌの洗浄液で3回洗浄した後に、25μｌのTMB-Substrate Chromogen（
DAKO社製）を添加して室温で30分間発色させた後に、25μｌの0.05M硫酸を添加して反応
を停止し、450nmにおける吸光度を測定した。
【００５８】
その結果、抗ネオエピトープ抗体20A10はMMP13未消化のコラーゲンとは反応しないが、ネ
オエピトープ末端を含む、MMP13消化コラーゲンとは特異的に反応することが確認された
。また、20A10は、Ｉ型、ＩＩ型またはＩＩＩ型コラーゲンのいずれのネオエピトープと
もほぼ同等の親和性を持って結合することが確認できた。（図３）　従って、当該抗体は
大量の未消化コラーゲンが共存してもバックグランドとならず、高感度でコラーゲンの消
化断片を検出できるので、コラゲナーゼ活性を正確に定量することができる。また、サン
ドイッチ抗体(capture抗体)としてＩ型あるいはＩＩＩ型コラーゲンに特異的な部位を認
識できる抗体と組み合わせることによってＩ型およびＩＩＩ型コラーゲンの分解も測定す
ることが可能である。
【実施例４】
【００５９】
ＩＩ型コラーゲン特異的ネオエピトープ測定系の構築
ＩＩ型コラーゲンの測定を行うために、Ｃ末端側にネオエピトープを有するＩＩ型コラー
ゲンネオエピトープの一部（配列番号２０で示されるアミノ酸配列の957-965位に相当）
に該当するGly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser（配列番号１２）の合成ペプチドを免
疫原とし、アミノ末端にシステインリンカー付加、カルボキシル末端にアミド化を施した
。この合成ペプチド2.1mgを１mlの5mM EDTAを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.0）に溶解した
ものと、8mgのgiant keyhole limpetsヘモシアニン（マレイミド化KLH、PIERCE社製）を3
mlの5mM EDTAを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.0）に溶解したものと混合し、室温にて3時間
反応させた。
【００６０】
上記の混合液を蒸留水に対して透析後に、凍結乾燥し、ＩＩ型コラーゲン特異的内部配列
ペプチド‐KLH複合体 8 mgを得た。このペプチド‐KLH複合体0.004mgをフロイント完全ア
ジュバントと共に4週令A/J Jms SlcおよびBalb/c 雌マウス各4匹に腹腔内投与し、初回免
疫とした。
その後、21日後、42日後および63日後にペプチド‐KLH複合体0.1mgをフロイント不完全ア
ジュバントと共に追加免疫し、さらに71日後にペプチド‐KLH複合体0.1mgを生理食塩水0.
1mlに懸濁した溶液を腹腔内投与し、最終免疫とした。合成ペプチド0.2mgを0.1mlの5mM E
DTAを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.0）に溶解したものと、0.25mgのHPDP-ビオチン（PIERC
E社製）を0.1mlのジメチルホルムアミドに溶解したものとを混合し、4℃で一晩反応後に
逆相HPLCにてビオチン標識ペプチドを精製した。
最終免疫の3日後に脾臓を摘出し、脾臓細胞を回収した。
【００６１】
脾臓細胞とマウスミエローマ細胞（p3×63-Ag8.U1、東京腫瘤研究所）を50%のポリエチレ
ングリコール4000を用いて融合させ、ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジン
を含む培地で選択した。細胞融合10日後に特異抗体産生細胞のスクリーニングを以下に説
明するELISAを用いて行なった。384穴マイクロタイタープレート（ヌンク社製）の各ウェ
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ルに0.35μgの抗マウスIgG抗体（シバヤギ社製）を含むトリス緩衝液（50mM Tris-HCｌ、
pH7.5）35μｌを加えて4℃で16時間固定した。これらのウェルを90μｌの洗浄液（0.01% 
Tween20を含む生理食塩水）で1回洗浄した後、ブロックエース（大日本製薬社製）を90μ
ｌ加えて室温で2時間放置して、ブロッキングを行なった。（抗マウスIgG抗体固相化プレ
ート）各ウェルを90μｌの洗浄液で1回洗浄した後、15μｌのハイブリドーマ培養上清を
含む10μｌの緩衝液A（0.5% ウシ血清アルブミン、0.01% Tween80、0.05% Proclin150、0
.15M NaClを含む50mM トリス緩衝液、pH7.4）および0.05ngのビオチン標識ベプチドと2ng
のStreptavidin-HRP（PIERCE社製）を含む10μｌの緩衝液Aを混合し、4℃で16時間反応さ
せた。
【００６２】
次に各ウェルを90μｌの洗浄液で3回洗浄した後に、25μｌのTMB-Substrate Chromogen（
DAKO社製）を添加して室温で30分間発色させた後に、25μｌの0.05M硫酸を添加して反応
を停止し、450nmにおける吸光度を測定した。スクリーニングの結果から、ＩＩ型コラー
ゲンの免疫原ペプチド（配列番号１２）に強い親和性を示すが、その他のタイプのコラー
ゲンとは反応しないハイブリドーマクローンを４個選択した。獲得されたクローンのうち
、天然ＩＩ型コラーゲンと反応し、Ｉ型、ＩＩＩ型コラーゲンとは反応しないクローンを
１つ選択し、6G4と命名した。6G4は未変性ＩＩ型コラーゲンとは反応せず、コラゲナーゼ
消化後の変性ＩＩ型コラーゲンと反応した。
【００６３】
サンドイッチELISA法によるＩＩ型コラーゲンネオエピトープ定量測定系の構築：
ネオエピトープおよびコラーゲンタイプ特異的内部配列を含む２２残基からなる合成ペプ
チドGly-Glu-Lys-Gly-Glu-Pro-Gly-Asp-Asp-Gly-Pro-Ser-Gly-Ala-Glu-Gly-Pro-Hyp-Gly-
Pro-Gln-Gly（954－975位に相当、配列番号１９）を検量標準ペプチドとして合成した。H
RP標識20A10を調製した。すなわち、20A10のIgG画分1mgを含む5mM EDTA含有0.1Mリン酸緩
衝液（pH6.0）0.5mlに0.1Mメルカプトエチルアミン水溶液0.05mlを加えて37℃で1.5時間
反応したのち、PD-10カラム（GEヘルスケア社製）によるゲルろ過を行って還元IgG画分を
分取した。Peroxidase（Horse radish由来、Roche社製、HRP）1mgを含む5mM EDTA含有0.1
Mリン酸緩衝液（pH6.0）0.2mlにSulfo-SMCC（PIERCE社製）を加えて室温で2時間反応した
のち、PD-10カラム（GEヘルスケア社製）によるゲルろ過を行ってマレイミド化HRP画分を
分取した。これに前記の20A10の還元IgG画分を加えて4℃で一夜反応し、高速ゲルろ過（5
mM EDTA含有0.1Mリン酸緩衝液、pH6.0で平衡化したTSK-GEL G3000カラム（東ソー社製）
を付属したLC-6Aシステム（島津社製））を行ってHRP標識20A10画分約0.5mgを分取した。
96穴マイクロタイタープレート（ヌンク社製）の各ウェルに1.5μgのＩＩ型コラーゲン内
部配列特異的抗体6G4を含むトリス緩衝液（50mM Tris-HCｌ、pH7.5）150μｌを加えて4℃
で16時間固定した。これらのウェルを300μｌの洗浄液（0.01% Tween20を含む生理食塩水
）で1回洗浄した後、ブロックエース（大日本製薬社製）を150μｌ加えて室温で2時間放
置して、ブロッキングを行なった。各ウェルを300μｌの洗浄液で1回洗浄した後、10-500
pM標準ペプチドあるいは被検試料を含む50μｌの緩衝液A（0.5% ウシ血清アルブミン、0.
01% Tween80、0.05% Proclin150、0.15M NaClを含む50mM トリス緩衝液、pH7.4）および0
.05ngのHRP標識ネオエピトープ抗体20A10を含む100μｌの緩衝液Aを混合し、4℃で16時間
反応させた。次に各ウェルを300μｌの洗浄液で3回洗浄した後に、100μｌのTMB-Substra
te Chromogen（DAKO社製）を添加して室温で30分間発色させ、100μｌの0.05M硫酸を添加
して反応を停止し、450nmにおける吸光度を測定した。
【００６４】
その結果、コラゲナーゼ消化したＩＩ型コラーゲンにのみ反応し、最低検出限界は10pMで
あった。（図４）　前述の水酸化体に対する親和性が低いネオエピトープ抗体9A4と異な
り当該抗体20A10は、非水酸化体、水酸化体のいずれにおいても等しい親和性で結合する
ことから測定値をプロリン／水酸化プロリン比率で換算する必要がなく、また水酸化修飾
の影響を受けることなくネオエピトープ濃度を正確に定量することが可能である。
【実施例５】
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【００６５】
In vitro コラゲナーゼ活性測定系
5 ng/mlのヒトＩＩ型コラーゲン溶液（Chondrex社製）を96ウェルマキシソーププレート
（NUNC社製）に添加し、4℃で一晩インキュベート後、洗浄バッファー（0.05 M Tris-HCl
、 pH7.6）で2回洗浄してコラーゲンコーティングプレートとする。プレインキュベート
用プレート（Costar　社製）に酵素反応バッファー（0.3M NaCl、10mM CaCl2、0.005% Br
ij35を含む50mMトリス緩衝液、pH7.6）とヒトＩＩ型コラゲナーゼの一種であるヒト活性
化MMP13およびMMP阻害剤を加えて室温で30分間プレインキュベートした後、酵素反応溶液
中のコラーゲンネオエピトープ量を上記実施例４で説明したサンドイッチELISA系により
測定した。
【００６６】
その結果、添加したMMP13の用量依存的にネオエピトープ測定値は増大し、そのMMP13によ
るネオエピトープ産生はMMP阻害剤により用量依存的に阻害された。（図５）
【実施例６】
【００６７】
ヒト軟骨細胞培養系におけるコラゲナーゼ活性測定系
10ng/mlのヒトＩＩ型コラーゲン溶液を96ウェル培養プレート(住友ベークライト社製)に
添加し、4℃で一晩インキュベート後、培養メディウム（0.1mg/ml BSA、ITS、50μM L-ア
スコルビン酸を含むDMEM培地）で1回洗浄してコラーゲンコーティングプレートとする。
正常ヒト由来軟骨細胞（Chondrex社）をコーティングプレートにウェルあたり４×104個
播種し、培養メディウムを用いて37℃、5%CO2条件下で培養する。1日後に培養液を交換し
て、1ng/mlヒトインターロイキン１β（Genzyme社製）および10ng/ml Oncostatin M(Sigm
a社製)と被験対象のMMP阻害剤を様々な濃度で添加してさらに2日間培養する。4日後に反
応停止液（EDTA、終濃度5mM）を添加した後培養上清を回収し、この中に含まれるコラー
ゲンネオエピトープ濃度を上記実施例４に記載したサンドイッチELISA系により測定する
ことにより、MMP阻害剤の活性を測定した。
【００６８】
その結果、培養軟骨細胞からIL-1β刺激によりMMP13発現が誘導されてＩＩ型コラーゲン
分解を促進し、MMP阻害剤は用量依存的に軟骨細胞によるコラーゲン分解を阻害している
ことが確認された。（図６）このことから、本測定系は被験対象のMMP阻害剤の測定に有
用であることがわかる。
【実施例７】
【００６９】
２０Ａ１０のアミノ酸配列の解析
樹立されたハイブリドーマ細胞から、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ社
製）を用いて、ＲＮＡの抽出を行った。抽出したＲＮＡを１μｇから、５’ＲＡＣＥ　Ｓ
ｙａｔｅｍ　ｆｏｒ　Ｒａｐｉｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　Ｅｎ
ｄｓ、Ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を用いて、ＤＮＡ断片の増
幅を行った。増幅された断片は、ＴＯＰＯ　ＴＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ社製）でクローニングされ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　３１３
０　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製）
で塩基配列を解析した。それにより、可変領域のアミノ酸配列を特定した（図７）。
【産業上の利用可能性】
【００７０】
　本発明により、Ｉ型、ＩＩ型、ＩＩＩ型コラーゲンのコラーゲンタイプ別にネオエピト
ープを健康・栄養状態により変化するプロリン水酸化修飾の影響を受けることなく正確に
検出・定量することができる。特にＩＩ型コラーゲンのコラゲナーゼによる切断は軟骨代
謝の指標となり、変形性関節症などの軟骨病変においては、病態進行や治療効果を評価す
る診断方法やキットとして有用である。また、Ｉ型コラーゲンのコラゲナーゼによる切断
は全身の結合組織の細胞外基質代謝の指標となり、各種臓器の線維化進行や抗繊維化治療
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【図１】 【図２】
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