
(57)【要約】
【課題】　 8-ニトロ cGMPを高感度に検出するための手段を提供する。
【解決手段】　下記の式で表される 8-ニトロサイクリックグアノシン 3',5'-一リン酸を認
識する抗体、及び 8-ニトロサイクリックグアノシン 3',5'-一リン酸を認識する抗体の製造
のために用いる抗原であって、 8-ニトロサイクリックグアノシン 3',5'-一リン酸の糖部分
の水酸基と血清蛋白質とが炭素鎖を介して結合した抗原。
【化１】
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 の 式 で 表 さ れ る 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 を 認 識 す る 抗 体 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 を 用 い て 試 料 に 含 ま れ る 8-ニ ト ロ サ イ ク リ
ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 を 酵 素 免 疫 学 的 に 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 を 認 識 す る 抗 体 の 製 造 の た め に 用 い る 抗
原 で あ っ て 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 の 糖 部 分 の 水 酸 基 と 血 清 蛋
白 質 と が 炭 素 鎖 を 介 し て 結 合 し た 抗 原 。
【 請 求 項 ６ 】
血 清 蛋 白 質 が ア ル ブ ミ ン で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
血 清 蛋 白 質 が ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ５ な い し ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 原 を 用 い て 哺 乳 類 動 物 を 免 疫 す る 工 程 を 含 む
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 を 製 造 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'－ 一 リ ン 酸 を 認 識 す る こ と が で き る
抗 体 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'－ 一 リ ン 酸 （ 以 下 、 「 cGMP」 と 略 記 す る ） は 、 一 酸 化 窒
素 （ NO） や natiuretic peptidesな ど の 細 胞 外 か ら の シ グ ナ ル を 細 胞 内 に 伝 え る 細 胞 内 情
報 伝 達 分 子 で あ る 。 cGMPの レ セ プ タ ー 蛋 白 質 と し て は 、 こ れ ま で cGMP依 存 的 蛋 白 質 リ ン 酸
化 酵 素 （ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ G） 、 cGMP制 御 チ ャ ン ネ ル 、 cGMP分 解 酵 素 （ ホ ス ホ ジ エ ス テ
ラ ー ゼ ） の 存 在 が 解 明 さ れ て お り 、 特 に cGMPの 情 報 伝 達 の 初 発 反 応 が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
Gの 活 性 化 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Gは 、 セ リ ン /ス レ オ ニ ン リ ン 酸 化 酵 素 で あ り 、 マ イ ク ロ モ ル 程 度 の
cGMP濃 度 で 活 性 化 さ れ る 。 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い て は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Gが MLCP (myo
sin light chain phosphatase) を 構 成 す る MBS（ myosin-binding subunit） の Ser695を 含
む 数 箇 所 を リ ン 酸 化 し 、 そ れ に よ り 血 管 平 滑 筋 細 胞 が 弛 緩 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 ま
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た 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Gは 、 小 胞 体 に 存 在 す る IP 3  receptor-associated cGKI substrat
e (IRAG)の Ser683と Ser696（ ウ シ 型 ） を リ ン 酸 化 し 、 IP 3 で 誘 導 さ れ る Caの 小 胞 体 か ら の
放 出 を 阻 害 す る 。 こ の 他 に 、 Ca依 存 性 Ｋ チ ャ ン ネ ル 、 ATP感 受 性 Ｋ チ ャ ン ネ ル 、 L-, N-, T
-型 チ ャ ン ネ ル が リ ン 酸 化 に よ り 活 性 化 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 神 経 終 末 に お け る Ca
チ ャ ン ネ ル の リ ン 酸 化 は 神 経 伝 達 物 質 の 遊 離 を 促 進 す る も の と 考 え ら れ る 。 ホ ス ホ ジ エ ス
テ ラ ー ゼ タ イ プ 5（ PDE5） も プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Gに よ っ て 活 性 が 調 節 さ れ て お り 、 Ser92
（ ヒ ト 型 ） が リ ン 酸 化 さ れ る こ と で cGMPを GMP (グ ア ノ シ ン 一 リ ン 酸 )に 分 解 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う に cGMPは 情 報 伝 達 物 質 と し て 生 体 内 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 さ ら に 可 溶 性
グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を 活 性 化 さ せ る ニ ト ロ グ リ セ リ ン な ど の ニ ト ロ 化 剤 も 細 胞 内 cGMP濃
度 を 上 昇 さ せ る 。 こ れ は 、 ニ ト ロ 化 剤 か ら 発 生 し た 一 酸 化 窒 素 と 活 性 酸 素 が 反 応 し て 生 じ
る 活 性 酸 化 窒 素 種 に よ っ て 修 飾 さ れ る 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'－ 一 リ ン 酸 (
以 下 、 「 8-ニ ト ロ cGMP」 と 略 記 す る 場 合 が あ る 。 )も 、 細 胞 膜 を 通 過 し 細 胞 内 の プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ Gを 活 性 化 し 、 細 胞 内 情 報 伝 達 機 能 を 担 っ て い る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 炎 症 部
位 で は 誘 導 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 に よ っ て 、 大 量 の 一 酸 化 窒 素 が 発 生 し 、 侵 入 し た 細 菌 な
ど 異 物 の 排 除 を 行 っ て い る が 、 こ の 際 に 情 報 伝 達 物 質 で あ る cGMPも 一 酸 化 窒 素 と 活 性 酸 素
に よ っ て 生 じ た 過 酸 化 亜 硝 酸 （ パ ー オ キ シ ナ イ ト ラ イ ト ） に よ っ て ニ ト ロ 化 反 応 を 受 け 、
8-ニ ト ロ cGMPへ と 変 化 す る も の と 考 え ら れ る 。 こ の よ う に 、 8-ニ ト ロ cGMPは 炎 症 性 疾 患 の
バ イ オ マ ー カ ー と し て 役 割 の み な ら ず 、 cGMPと 同 様 か 全 く 未 知 の 新 し い 情 報 伝 達 物 質 と し
て の 機 能 を 担 っ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 培 養 細 胞 や 組 織 試 料 中 に 遊 離 し た 8-ニ ト ロ cGMPを 検 出 す る 場 合 に は 、 細 胞 や 蛋 白 質 を 加
水 分 解 し て 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 す る こ と が 有 効 な 方 法 で あ る と 考 え ら れ る が 、 実 際 の 生 体
試 料 で 8-ニ ト ロ cGMP検 出 し た 報 告 は な い 。 こ れ は 、 HPLCで 分 析 す る た め に は 、 煩 雑 な 蛋 白
質 加 水 分 解 処 理 や 夾 雑 物 の 除 去 な ど の 問 題 点 が あ り 、 さ ら に HPLC分 析 で は １ 検 体 ご と の 分
析 で あ る た め に 多 検 体 処 理 に 不 向 き で あ る と い う 問 題 点 が あ る た め と 考 え ら れ る 。 一 方 、
血 中 や 尿 中 に 生 じ た 8-ニ ト ロ cGMPを 迅 速 に 多 検 体 処 理 に よ っ て 分 析 定 量 す る た め に は 8-ニ
ト ロ cGMPに 対 す る 抗 体 を 利 用 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） が 有 利 で あ る と 考 え ら れ 、 E
LISA法 に よ っ て 各 種 組 織 や 細 胞 中 に 存 在 す る 炎 症 性 バ イ オ マ ー カ ー で あ る 8-ニ ト ロ cGMPを
解 析 す る こ と が で き る こ と が 期 待 さ れ る 。 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 を 用 い て 組 織 や 培 養 細 胞 を
免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 行 う こ と に よ っ て 、 組 織 や 細 胞 中 に 生 じ た 8-ニ ト ロ cGMPの 局 在 を 染
色 画 像 と し て 可 視 化 す る こ と が で き 、 炎 症 性 疾 患 の 発 症 機 構 の 解 明 の み な ら ず 、 8-ニ ト ロ
cGMPの 情 報 伝 達 機 構 の 解 明 に 役 立 つ と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 も っ と も 、 従 来 、 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 は 提 供 さ れ て お ら ず 、 ELISA法 に よ る 8-
ニ ト ロ cGMPの 測 定 方 法 は 利 用 で き な い 。 こ れ は 、 8-ニ ト ロ cGMP自 体 に は 抗 原 性 が な い こ と
が 原 因 で あ る 。 こ の よ う に 抗 原 性 の な い 物 質 を 抗 原 と し て 利 用 し て 抗 体 を 製 造 す る 手 段 と
し て 、 該 物 質 を 血 清 蛋 白 質 に 結 合 さ せ て 抗 原 と し て 利 用 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 し か し
な が ら 、 8-ニ ト ロ cGMPに は ア ミ ノ 基 や カ ル ボ キ シ ル 基 な ど の 反 応 性 官 能 基 が な い た め 、 こ
の 物 質 を 血 清 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と は で き な い と い う 問 題 が あ る 。
　 な お 、 ８ ー ニ ト ロ グ ア ニ ン を 認 識 す る 抗 体 及 び そ の 製 造 方 法 が 知 ら れ て い る が (WO 03/9
9869)、 こ の 抗 体 は 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る も の で は な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 WO 03/99869
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 8-ニ ト ロ cGMPを 高 感 度 に 検 出 す る た め の 手 段 を 提 供 す る こ と に あ る 。 よ
り 具 体 的 に は 、 8-ニ ト ロ cGMPを 簡 便 か つ 確 実 に 測 定 す る こ と が で き 、 生 体 内 に お け る 8-ニ
ト ロ cGMPの 局 在 性 を 明 ら か に す る た め の 手 段 と し て 、 及 び ELISA法 に よ っ て 同 時 に 多 数 の
試 料 中 の 8-ニ ト ロ cGMP量 を 測 定 す る 手 段 と し て 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 提 供 す る こ
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と が 本 発 明 の 課 題 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 8-ニ ト ロ cGMPを 含 む 特 定
の 抗 原 蛋 白 を 用 い る こ と に よ り 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 製 造 で き る こ と を 見 出 し 、
同 抗 原 蛋 白 を 用 い て 8-ニ ト ロ cGMPを 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 製 造 す る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に よ り 、 下 記 の 式 で 表 さ れ る 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-
一 リ ン 酸 を 認 識 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 上 記 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 上 記 抗 体 、 及 び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ る 上 記 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 上 記 の 抗 体 を 用 い て 生 体
試 料 又 は 細 胞 培 養 試 料 に 含 ま れ る 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 を 測 定
す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 を 認 識 す る 抗 体
の 製 造 の た め に 用 い る 抗 原 で あ っ て 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 が
結 合 し た 血 清 蛋 白 質 を 含 み 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 の 糖 部 分 が
炭 素 鎖 を 介 し て 血 清 蛋 白 質 に 結 合 し た 抗 原 が 提 供 さ れ る 。 上 記 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ
ば 、 8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 の 糖 部 分 の 水 酸 基 と 血 清 蛋 白 質 と が
炭 素 鎖 を 介 し て 結 合 し た 上 記 抗 原 、 血 清 蛋 白 質 が ア ル ブ ミ ン 、 よ り 好 ま し く は ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン で あ る 上 記 の 抗 原 が 提 供 さ れ る 。
　 さ ら に 、 上 記 抗 原 を 用 い て 哺 乳 類 動 物 を 免 疫 す る 工 程 を 含 む 上 記 抗 体 の 製 造 方 法 が 本 発
明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 生 体 試 料 や
細 胞 培 養 試 料 中 に 含 ま れ る 8-ニ ト ロ cGMPを 簡 便 か つ 確 実 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 抗
体 を 用 い る こ と に よ り 、 生 体 内 に お け る 8-ニ ト ロ cGMPの 局 在 性 を 明 ら か に す る こ と が で き
、 ELISA法 に よ っ て 同 時 に 多 数 の 試 料 中 の 8-ニ ト ロ cGMP量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た
、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 原 に よ り 、 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 簡 便 に 製 造 す る こ
と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 8-ニ ト ロ cGMPが 結 合 し た 血 清 蛋
白 質 、 好 ま し く は 8-ニ ト ロ cGMPが 結 合 し た 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 抗 原 を 用 い る こ と が 望 ま
し い 。 こ の 抗 原 の 製 造 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 水 溶 液 中 で コ ハ ク 酸 無 水 物 及 び ト リ エ
チ ル ア ミ ン の よ う な 塩 基 性 物 質 を 添 加 す る こ と で 容 易 に 製 造 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 8-ニ ト ロ cGMPを 結 合 す る 蛋 白 質 と し て は 、 一 般 的 に 抗 原 性 の な い 血 清 蛋 白 質 で あ れ ば い
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か な る も の を 用 い て も よ い 。 例 え ば ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ HSA） の ほ か 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン （ BSA） や ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ RSA） な ど 他 の 哺 乳 動 物 の 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 卵 白 ア
ル ブ ミ ン （ OVA） 、 キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） な ど を 用 い る こ と が で き る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 こ れ ら の う ち BSAが も っ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 核 酸 塩 基 で あ る 8-ニ ト ロ cGMPは そ の 構 造 上 化 学 修 飾 が で き る 部 位 が 限 ら れ て い る 。 容 易
に 反 応 で き る ３ 位 の ア ミ ノ 基 は 水 素 結 合 に よ っ て 核 酸 塩 基 の 認 識 部 位 と し て の 重 要 な 役 割
を 担 っ て い る と 考 え ら れ る た め 、 8-ニ ト ロ cGMPの グ ア ニ ン の ３ 位 の ア ミ ノ 基 を 介 し て 血 清
ア ル ブ ミ ン に 結 合 さ せ た 抗 原 を 用 い て も 、 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 製 造 す る の は 困
難 で あ る 。 一 方 、 8-ニ ト ロ cGMPの 糖 部 分 を 血 清 蛋 白 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 8-ニ ト ロ
cGMPの 核 酸 塩 基 で あ る 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン と 糖 部 分 の 重 要 な 構 造 で あ る 環 状 リ ン 酸 部 位 が
そ の ま ま 保 存 さ れ た 抗 原 を 得 る こ と が で き 、 こ れ を 用 い て 哺 乳 類 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ
り 、 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 を 効 率 よ く 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 8-ニ ト ロ cGMPの 糖 部 分 を 血 清 蛋 白 質 に 結 合 さ せ る 手 段 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 糖 部 分 が
炭 素 鎖 を 介 し て 血 清 蛋 白 質 に 結 合 し て い る こ と が 望 ま し い 。 リ ン カ ー と し て 作 用 す る 炭 素
鎖 の 導 入 の た め に は 、 例 え ば 、 糖 部 分 に 存 在 す る 遊 離 の 水 酸 基 （ 2'-位 水 酸 基 ） を サ ク シ
ニ ル 化 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ の 方 法 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 炭 素 鎖 と し て は
、 無 置 換 又 は 置 換 の ア ル キ レ ン 基 、 無 置 換 又 は 置 換 の ア ル ケ ニ レ ン 基 な ど を 挙 げ る こ と が
で き 、 炭 素 鎖 は 直 鎖 状 又 は 分 枝 鎖 状 の い ず れ で あ っ て も よ く 、 不 飽 和 結 合 を 1個 又 は 2個 以
上 含 ん で い て も よ い 。 炭 素 鎖 の 直 鎖 部 分 (上 記 水 酸 基 と 血 清 蛋 白 質 の 反 応 性 官 能 基 と を 最
小 個 数 で 結 ぶ 炭 素 鎖 の こ と で あ る )を 構 成 す る 炭 素 原 子 の 個 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例
え ば １ ～ 20個 程 度 、 好 ま し く は 2～ 10個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 3～ 6個 程 度 で あ る 。 特 に
好 ま し く は 4個 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 炭 素 鎖 中 に は １ 個 又 は ２ 個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 （ 酸 素 原 子 、 窒 素 原 子 、 硫 黄 原 子 な ど ） が
存 在 し て い て も よ い 。 炭 素 鎖 上 に 存 在 可 能 な 置 換 基 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ハ ロ ゲ
ン 原 子 、 オ キ ソ 基 、 水 酸 基 な ど を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い
。 血 清 蛋 白 質 と の 反 応 の た め に 、 炭 素 鎖 の 末 端 に は 反 応 性 官 能 基 が 存 在 す る 必 要 が あ る が
、 例 え ば 、 反 応 性 官 能 基 と し て は ア ミ ノ 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 な ど を 利 用 で き る 。 例 え ば
、 炭 素 鎖 末 端 の 反 応 性 官 能 基 が カ ル ボ キ シ ル 基 で あ る 場 合 に は 、 血 清 蛋 白 質 に 存 在 す る カ
ル ボ キ シ ル 基 や ア ミ ノ 基 と の 結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 、 該 炭 素 鎖 を 介 し て 8-ニ ト ロ cGMP
の 糖 部 分 を 血 清 蛋 白 質 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 上 記 の 結 合 は 、 例 え ば 、 脱 水 縮 合 剤 な
ど を 用 い る こ と に よ り 効 率 的 に 行 な う こ と が 可 能 で あ る が 、 蛋 白 質 の 化 学 修 飾 の た め に 用
い ら れ る 脱 水 縮 合 剤 が 多 数 知 ら れ て い る の で （ 例 え ば 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ
ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド ： WSCな ど ） 、 当 業 者 は 血 清 蛋 白 質 の 種 類 、 反 応 性 官 能 基 、 又 は 反
応 条 件 な ど の 種 々 の 要 因 に 応 じ て 適 宜 の 試 薬 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 前 記 の 抗 原 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） な ど の 溶 媒 に 溶 解 し 、 こ の
溶 液 を 動 物 に 投 与 し て 免 疫 す る こ と に よ り 容 易 に 製 造 で き る 。 必 要 に 応 じ て 上 記 溶 液 に 適
宜 ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し た 後 、 エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 免 疫 を 行 っ て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト
と し て は 、 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 型 乳 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、 又 は 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ゲ ル な ど の ア ジ ュ バ ン ト の 他 、 生 体 成 分 由 来 の 蛋 白 質 や ペ プ チ ド 性 物 質 な ど を
用 い て も よ い 。 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 又 は フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ
ン ト な ど を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 投 与 経 路 、 投 与 量 、 又 は 投 与 時 期
は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 所 望 の 免 疫 応 答 を 増 強 で き る よ う に 適 宜 選 択 す る こ と が 望 ま し い
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 免 疫 に 用 い る 動 物 の 種 類 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ウ サ ギ 、 ヤ
ギ 、 ヒ ツ ジ な ど を 用 い る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 日 本 白 色 種 ウ サ ギ （ Japanese White

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-298869 A 2006.11.2



 Rabbit） を 用 い る こ と が で き 、 こ の 他 に も Ｎ Ｚ Ｗ ウ サ ギ （ New Zealand White Rabbit）
な ど 抗 体 作 製 用 に 用 い ら れ て い る ウ サ ギ な ど 種 々 の 動 物 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 動 物
の 免 疫 は 当 業 界 で 利 用 可 能 な 方 法 に 従 っ て 行 え ば よ く 、 例 え ば 抗 原 溶 液 、 好 ま し く は ア ジ
ュ バ ン ト と の 混 合 物 を 哺 乳 動 物 の 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 、 又 は 腹 腔 内 に 注 射 す る こ と に よ り 免
疫 を 行 う こ と が で き る 。 免 疫 応 答 は 一 般 的 に 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 の 種 類 及 び 系 統 に よ っ て
異 な る の で 免 疫 ス ケ ジ ュ ー ル は 使 用 さ れ る 動 物 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る こ と が 望 ま し い 。 抗
原 投 与 は 最 初 の 免 疫 後 に 何 回 か 繰 り 返 し 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 初 回 免 疫 と し て 前 記 抗 原 を PBSに 溶 解 さ せ た 溶 液 と フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン
ト と に よ っ て 得 ら れ た エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 行 い 、 ２ 回 目 以 降 の 免 疫 は 、 前 記 抗 原 を PBS
に 溶 解 さ せ た も の と フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と を 混 合 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た エ
マ ル ジ ョ ン を 用 い て 行 う こ と が 望 ま し い 。 初 回 免 疫 で は 、 免 疫 反 応 を 誘 発 さ せ る た め 、 菌
体 が 含 ま れ て い る フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と が 有 利 で あ り 、 ２ 回 目 以 降 の
追 加 免 疫 は 、 新 た に 抗 体 を 作 る の で は な く 、 初 回 免 疫 の 時 に す で に 発 現 し 、 Ｂ 細 胞 に 記 憶
さ れ て い る 抗 体 を 増 や す こ と を 目 的 と す る も の で あ る た め フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。 初 回 免 疫 か ら 追 加 免 疫 ま で の 間 隔 、 追 加 免 疫 と 追 加 免 疫 と の
間 隔 も 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 初 回 免 疫 は 抗 体 を 産 出 さ せ る た め の も の で あ り 、 通 常
最 初 に 抗 原 を 注 射 し て か ら ４ ～ ５ 日 で 抗 体 が 血 中 に 現 れ 、 次 第 に 量 が 増 大 し て 10日 前 後 に
ピ ー ク と な る こ と か ら 初 回 免 疫 か ら 最 初 の 追 加 免 疫 ま で は ２ 週 間 以 上 お く こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 本 発 明 の 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る が 、 そ の 方 法 は 特 に 限
定 さ れ ず 、 当 業 者 に 利 用 可 能 な 方 法 で あ れ ば い か な る 方 法 を 用 い て も よ い 。 抗 体 の 精 製 は
例 え ば DEAE陰 イ オ ン 交 換 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 、 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム 分 画 法 、 Ｐ Ｅ Ｇ 分 画 法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 な ど を 適 宜 組 み 合 わ せ て 行 う こ と
が で き る 。 抗 体 が 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る か 否 か 、 あ る い は そ の 反 応 が 特 異 的 で あ る か 否
か に つ い て も 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 容 易 に 確 認 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 明 細 書
の 実 施 例 に は 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 、 動 物 の 免 疫 方 法 、 抗 体 の
精 製 方 法 及 び 抗 体 の 特 性 の 確 認 方 法 が 具 体 的 に 説 明 さ れ て い る の で 当 業 者 は 上 記 の 一 般 的
説 明 及 び 実 施 例 の 具 体 的 方 法 を 参 照 し つ つ 、 必 要 に 応 じ て 該 方 法 に 適 宜 の 修 飾 な い し 改 変
を 加 え る こ と に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 を 容 易 に 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 8-ニ ト ロ cGMP及 び こ れ を 結 合 し た 蛋 白 質 に 反 応 し 、 グ ア ニ ン 、
グ ア ノ シ ン 、 サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'－ 一 リ ン 酸 （ cGMP） 、 グ ア ノ シ ン 二 リ ン 酸 （ G
DP） 、 グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ GTP） や そ の 他 の 核 酸 塩 基 、 及 び そ の 誘 導 体 、 並 び に そ れ ら
を 結 合 し た 蛋 白 質 に 反 応 し な い 抗 体 や 、 例 え ば ニ ト ロ 基 の 置 換 位 置 の 異 な る ニ ト ロ グ ア ニ
ン の 異 性 体 及 び そ の 3',5'-サ イ ク リ ッ ク 一 リ ン 酸 誘 導 体 と 8-ニ ト ロ cGMPと を 識 別 で き る 抗
体 を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 が 8-ニ ト ロ cGMPを 特 異 的 に 認 識 す る と は
、 上 記 に 一 例 を 示 し た よ う に 抗 体 が 他 の 物 質 に 比 べ て 8-ニ ト ロ cGMPに 対 し て 部 分 的 な い し
完 全 な 選 択 性 を 有 す る こ と を 意 味 し て い る が 、 こ の 語 を い か な る 意 味 に お い て も 限 定 的 に
解 釈 し て は な ら な い 。 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 免 疫 し た 動 物 の リ ン パ 球 を 用 い て 製 造 し た
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 本 発 明 の 抗 体 と し て 用 い て も よ い 。
本 発 明 の 抗 体 と し て は 上 記 の 性 質 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 好 適 に 用 い る こ と が で き
る が 、 上 記 の 性 質 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て は 当 業 界 で 周 知 で あ り 、 か つ 汎 用 さ れ て い る の
で 、 当 業 者 は 上 記 の 抗 原 を 用 い る こ と に よ っ て 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 容 易 に 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 （ 例 え ば Antibodies, A Laboratory Manual (Col
d Spring Harbor Laboratory Press, 1988) 第 ６ 章 な ど を 参 照 の こ と ） 。 抗 体 産 生 細 胞 の
調 製 に 用 い る 哺 乳 動 物 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ウ サ
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ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ な ど が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ の げ っ 歯 類 で あ り
、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば BALB/c系 統 の マ ウ ス は ハ イ ブ リ ド
ー マ 作 製 時 に 同 系 統 で 確 立 さ れ た 骨 髄 腫 由 来 細 胞 株 を 用 い る こ と が で き る の で 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 最 終 免 疫 後 、 免 疫 し た 哺 乳 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 摘 出 し 、 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 株 と 細 胞 融 合
す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 に は 増 殖 能 力 の 高 い 免
疫 産 生 細 胞 株 を 用 い る こ と が 好 ま し く 、 ま た 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 株 は 融 合 す る 免 疫 産 生 細 胞
に 由 来 す る 哺 乳 動 物 と 適 合 性 が あ る こ と が 好 ま し い 。 細 胞 融 合 は 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に
従 っ て 行 う こ と が で き る が 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス を 用 い
た 方 法 、 電 流 を 利 用 す る 方 法 な ど を 採 用 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 当
業 界 で 汎 用 の 条 件 に し た が っ て 増 殖 さ せ る こ と が で き 、 産 生 さ れ る 抗 体 の 性 質 を 確 認 し つ
つ 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ は 例 え
ば 限 界 希 釈 法 や 軟 寒 天 法 な ど 周 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 所 望 の 性 能 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 産 生 さ れ る 抗 体
と 8-ニ ト ロ cGMPの 結 合 能 を ELISA法 、 RIA法 、 蛍 光 抗 体 法 な ど の 方 法 で ア ッ セ イ す る こ と に
よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に し て 選 別 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 大 量 培 養 す る
こ と に よ り 、 8-ニ ト ロ cGMPに 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と
が で き る 。 大 量 培 養 の 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ を 適 宜 の 培 地 中
で 培 養 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 地 中 に 産 生 さ せ る 方 法 や 、 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 に ハ イ ブ
リ ド ー マ を 注 射 し て 増 殖 さ せ 、 腹 水 中 に 抗 体 を 産 生 さ せ る 方 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は DEAE陰 イ オ ン 交 換 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 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 分 画 法 、 PEG法 、 エ タ ノ ー ル 分 画 法 な ど を 適 宜 組 み
合 わ せ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と し て は 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト や キ メ ラ 抗 体 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 抗
体 の 断 片 と し て は 機 能 性 の 断 片 で あ る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば F(ab') 2 、 Fab'な ど が 挙 げ
ら れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 を 蛋 白 質 分 解 酵 素 （ 例 え ば ペ プ シ
ン 又 は パ パ イ ン 等 ） で 処 理 す る こ と に よ り 製 造 で き る 。 ま た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 固 相 担 体 な ど の 不 溶 性 担 体 上 に 固 定 さ れ た 固 定 化 抗 体 と し て 、 あ る い は 標 識 物 質 で 標
識 し た 標 識 抗 体 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 固 定 化 抗 体 や 標 識 抗 体 は い ず
れ も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 不 溶 性 担 体 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 物 理 的 に 吸 着 さ せ 、 あ る い は 化 学 的 に 結 合
さ せ る こ と に よ り 固 定 化 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 不 溶 性 担 体 と し て は ポ リ ス チ レ ン
樹 脂 な ど の 高 分 子 基 材 、 ガ ラ ス な ど の 無 機 基 材 、 セ ル ロ ー ス や ア ガ ロ ー ス な ど の 多 糖 類 基
材 な ど か ら な る 不 溶 性 担 体 を 用 い る こ と が で き る 。 不 溶 性 担 体 の 形 状 は 特 に 限 定 さ れ ず 、
板 状 、 ビ ー ズ 状 な ど 任 意 の 形 状 を 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 標 識 抗 体 を 製 造 す る た め の 標 識 物 質 と し て は 、 例 え ば 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、
ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 又 は 放 射 性 同 位 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 標 識 物 質 と 抗 体 と の 結 合 法 と
し て は 、 当 業 者 に 利 用 可 能 な グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 、 マ レ イ ミ ド 法 、 ピ リ ジ ン ジ ス ル フ ィ
ド 法 、 コ ハ ク 酸 活 性 エ ス テ ル 法 な ど の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 も っ と も 、 固 定 化 抗 体
や 標 識 抗 体 の 種 類 、 及 び そ れ ら の 製 造 方 法 は 上 記 の 例 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 例 え ば 、
標 識 抗 体 の 検 出 の た め に 酵 素 、 化 学 発 光 物 質 、 ビ オ チ ン 、 及 び ア ビ ジ ン を さ ら に １ 種 以 上
の 他 の 物 質 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 生 じ る シ グ ナ ル を 検 出 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り
、 本 発 明 の 抗 体 の 検 出 の た め に 好 ま し く 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 酵 素 の 場 合 に は 基 質 を 用 い
て 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 ビ オ チ ン の 場 合 は 少 な く と も ア ビ ジ ン あ
る い は 酵 素 修 飾 ア ビ ジ ン を 反 応 さ せ る の が 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 8-ニ ト ロ cGMPを 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 を
用 い て 生 体 組 織 中 に 生 成 し た 8-ニ ト ロ cGMPを 測 定 す る こ と が で き 、 8-ニ ト ロ cGMPが 存 在 し
て い る 生 体 内 で 血 管 の 弛 緩 、 情 報 伝 達 に 関 与 し て い る 部 位 を 容 易 に 特 定 す る こ と が 可 能 に
な る 。 本 明 細 書 に お い て 「 測 定 」 と い う 用 語 は 検 出 及 び 定 量 な ど を 含 め て 最 も 広 義 に 解 釈
す る 必 要 が あ り 、 い か な る 意 味 に お い て も 限 定 的 に 解 釈 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て ヒ ト か ら 分 離 ・ 採 取 し た 生 体 試 料 に 含 ま れ る 8-ニ ト ロ cG
MPを 測 定 す る こ と が で き る 。 ヒ ト か ら 分 離 し た 生 体 試 料 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例
え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 球 培 養 上 清 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 汗 、 腹 水 、 羊 水 、 又 は 細
胞 若 し く は 臓 器 の 抽 出 液 な ど の 液 体 試 料 の ほ か 、 手 術 に よ り 除 去 さ れ た 組 織 や 細 胞 な ど を
測 定 対 象 と す る こ と が で き る 。 測 定 は 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 日 本 臨 床 病 理 学 会 編 「 臨 床 病
理 臨 時 増 刊 特 集 第 53号 　 臨 床 検 査 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ ー 技 術 と 応 用 ― 」 、 臨 床 病 理 刊
行 会 、 1983年 、 石 川 榮 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 、 第 ３ 版 、 医 学 書 院 、 1987年 、 北 川 常 廣
ら 編 「 蛋 白 質 酵 素 核 酸 別 冊 No.31酵 素 免 疫 測 定 法 」 、 共 立 出 版 、 1987年 な ど に 記 載 の 方 法
） に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 培 養 細 胞 を 含 む 試 料 か ら 8-ニ
ト ロ cGMPを 測 定 す る こ と も で き る 。 も っ と も 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 8-ニ ト ロ cGMPの 測 定
法 及 び 測 定 対 象 物 は 上 記 に 例 示 し た も の に 限 定 さ れ る こ と は な く 、 当 業 者 が 目 的 に 応 じ て
適 宜 選 択 可 で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。 本 明 細 書 の 実 施 例 に は 具 体 的 測 定 方 法 が 示 さ れ
て い る の で 、 当 業 者 は 実 施 例 の 方 法 を 参 照 し つ つ 、 必 要 に 応 じ て 該 方 法 に 適 宜 の 修 飾 な い
し 改 変 を 加 え る こ と に よ り 、 生 体 試 料 に 含 ま れ る 8-ニ ト ロ cGMPを 簡 便 か つ 確 実 に 測 定 す る
こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 の 実 施 例
に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
例 １ ： 8-ニ ト ロ cGMPの サ ク シ ニ ル 化
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 8-ニ ト ロ cGMP（ 15.7 mg, 0.04 mmol ） 水 溶 液 （ 1.5 ml） に 室 温 で ト リ エ チ ル ア ミ ン (0.
177 ml, 1.28 mmol)、 無 水 コ ハ ク 酸 （ 64.0 mg, 0.644 mmol）  を 順 に 加 え て 、 室 温 で １ 時
間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 減 圧 濃 縮 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 得 ら れ た 黄 色 の 粗 生 成 物 を 水 に 溶
解 し 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Develosil RP AQUEOUS （ 野 村 化 学 ） , φ 20 mm×  2
50  mm, メ タ ノ ー ル :水  (0.1% TFA)=30： 70）  に よ り 精 製 し 、 11.5 mg（ 収 率 59%） の 2'-
サ ク シ ニ ル -8-ニ ト ロ サ イ ク リ ッ ク グ ア ノ シ ン 3',5'-一 リ ン 酸 （ 2'-サ ク シ ニ ル -8-ニ ト ロ c
GMP） を 黄 色 固 体 と し て 得 た 。
MS (ESI, negative)： 計 算 値 　 C 1 4 H 1 5 N 6 O 1 2 P([M-H]

- )：  489.04、 実 測 値 489.74
1 H-NMR (400MHz, DMSO-d6 ):　 δ : 2.50-2.67 (4H, m), 4.09 (1H, ddd, J= 4.6, 9.5 Hz)
, 4.27 (1H, t, J= 9.5 Hz), 4.49 (1H, m), 5.21 (1H, dd, J= 5.9, 9.5 Hz), 5.93 (1H
, d, J= 5.9 Hz), 6.49(1H, s), 7.11(2H, br s), 11.4(1H,s)
【 ０ ０ ３ １ 】
例 ２ ： 8-ニ ト ロ cGMP結 合 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 8-ニ ト ロ cGMP-BSA） の 作 製
0.1 M 2-(n-モ ル ホ リ ノ ） エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES； 同 仁 化 学 製 ） （ pH 5.5） に 溶 解 し た  1
0 mg/ml ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA, Sigma社 ） 及 び 4.7 mg/mlの 2'-サ ク シ ニ ル -8-ニ ト ロ c
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GMPを そ れ ぞ れ 300μ l混 合 し た 溶 液 に 10 mg/mlの 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル
） カ ル ボ ジ イ ミ ド ） (WSC； 同 仁 化 学 製 ) 150μ lを 添 加 し 、 遮 光 し て 攪 拌 し な が ら 室 温 で 16
時 間 反 応 後 、 15,000 × ｇ 、 4℃ 、 10分 間 遠 心 し 上 清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 上 清 を PBSに て
４ ℃ で 一 晩 透 析 を 行 っ た 。 得 ら れ た 8-ニ ト ロ cGMP-BSAを BCA 法 に て 蛋 白 定 量 し 、 抗 原 と し
た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
例 ３ ： ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 8-ニ ト ロ cGMP-BSAを 蛋 白 濃 度 と し て 1 mg/mlな る よ う に PBSに 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 1 mlを
注 射 器 に と り 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト  １ mlを 更 に と り 、 別 の 注 射 器 と 連 結 さ せ 、
こ れ を 交 互 に 動 か す こ と に よ り エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し た 。 抗 体 作 製 用 の 動 物 と し て 日 本 白
色 種 ウ サ ギ ２ 羽 を 採 用 し 、 当 該 ウ サ ギ の 背 部 皮 下 に 数 カ 所 、 こ の エ マ ル ジ ョ ン を 注 射 し た
（ 初 回 免 疫 ） 。 2週 間 後 、 同 じ く 前 記 例 １ の 抗 原 を １ mg/mlと な る よ う に PBSに 溶 解 さ せ た
も の １ mlと フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト  1 mlと を 用 い 、 前 記 の よ う に 注 射 器 を 交 互 に
動 か す こ と に よ っ て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し 、 こ れ を 注 射 し 、 追 加 免 疫 と し た 。 こ の 追 加 免
疫 を ２ 週 間 ご と に 繰 り 返 し た 。 2回 免 疫 及 び 3回 免 疫 の 各 1週 間 後 に 少 量 採 血 し 、 抗 体 の 産
生 を 8-ニ ト ロ cGMP-BSAに 対 し て 抗 体 が 反 応 す る か を ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 確 認
し た 。 初 回 免 疫 か ら 追 加 免 疫 ま で の 間 隔 、 追 加 免 疫 と 追 加 免 疫 と の 間 隔 は 、 こ の 実 施 例 に
お い て は 共 に 2週 間 と し た が 、 こ の よ う な 間 隔 で 追 加 免 疫 を 行 う こ と に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 た だ し 、 初 回 免 疫 は 、 抗 体 を 産 出 さ せ る た め の も の で あ り 、 通 常 、 最 初 に 抗 原 を
注 射 し て か ら 4か ら 5日 で 抗 体 が 血 中 に 現 れ 、 次 第 に 量 が 増 大 し て 10日 前 後 に ピ ー ク と な る
こ と か ら 、 初 回 免 疫 か ら 最 初 の 追 加 免 疫 ま で は 2週 間 以 上 お く こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 追
加 免 疫 は 、 前 記 抗 体 を た く さ ん 作 ら せ る た め に 行 う も の で あ る が 、 追 加 免 疫 後 、 す ぐ に は
抗 体 は 増 加 し な い の で 、 追 加 免 疫 後 １ 週 間 お い て か ら 採 血 し 、 採 血 後 １ 週 間 お い て か ら 次
回 の 追 加 免 疫 を 行 う こ と と し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 の 確 認 に よ っ て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 出 が 一 定 に な っ た と こ ろ で （ 2週 間 前 と 比
較 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 出 に 変 動 が 生 じ な く な っ た と こ ろ で 、 す な わ ち 、 あ る 追 加
免 疫 の １ 週 間 後 に 確 認 さ れ た 抗 体 の 産 出 と 、 当 該 追 加 免 疫 の 2週 間 後 に 行 わ れ た 次 の 追 加
免 疫 の １ 週 間 後 に 確 認 さ れ た 抗 体 の 産 出 が 同 一 に な っ た と こ ろ で ） 、 該 当 ウ サ ギ 2羽 か ら
採 血 し 、 こ の 血 液 よ り 血 清 を 得 た 後 、 当 該 血 清 よ り 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
　 前 記 の よ う に 免 疫 し た 日 本 白 色 種 ウ サ ギ の 血 液 か ら 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る
工 程 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。 ま ず 日 本 白 色 種 ウ サ ギ の 心 臓 よ り 大 量 採 血 を 行 い 、 37℃ で １
時 間 保 温 し た 後 、 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を 毎 分 3,000回 転 で 10分 間 遠 心 し 、 上 清 を 得 た
。 そ の 後 以 下 に 述 べ る ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム を 用 い て 抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま ず 、 抗 体 を 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 分 画 を お こ な っ た 。 硫 安 沈 殿 後 の 抗 体 溶 液 を
 10mM Tris-HCl（ pH 7.0） , 10 mM NaClに 溶 解 し 、 さ ら に 同 緩 衝 液 に て 一 晩 透 析 を お こ な
っ た 。 こ の 血 清 溶 液 ２ mlを melon gel kit (PIERCE社 製 )を 用 い て 抗 体 蛋 白 を 精 製 し た 。 具
体 的 に は ゲ ル 500μ lに 対 し て 抗 体 溶 液 100μ lを ス ピ ン カ ラ ム に 分 注 し 、 遠 心 に て 素 通 り 画
分 を 回 収 し 、 5.4 mg/mlの IgG画 分 を 1.6 ml回 収 し た 。 さ ら に 、 HiTrap NHS-activated HP 
(Amersham Biosciences社 製  )（ 1 ml容 量 ） に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） を 結 合 し た BSA
結 合 カ ラ ム を 同 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 作 製 し 、 こ れ に 前 記 の IgG画 分 1 mlを 通 し て 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 中 に 混 在 す る 抗 BSA抗 体 を 吸 着 除 去 し た 。 ま た 、 cGMP-BSAを 結 合 し た
カ ラ ム を Activated Thiol Sepharose 4B (Amersham Biosciences社 ) を 用 い て 、 BSAの SH
基 を 利 用 し て 同 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 作 製 し 、 こ れ に 前 記 の IgG画 分 を 通 し て 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 中 に 混 在 す る 抗 cGMP-BSA抗 体 を 吸 着 除 去 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 な お 、 本 発 明 の 8-ニ ト ロ cGMPを 検 出 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 前 記 の 免 疫 し た 日 本 白
色 種 ウ サ ギ の 血 液 を 凝 固 さ せ た 血 清 の 中 に 含 ま れ て い る の で 、 こ の 血 清 の 中 か ら 本 発 明 の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る 工 程 は 、 前 述 し た も の に 限 ら れ な い 。 た だ し 、 前 記 方 法 の よ う
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に ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 を 行 う と 、 種 々 の 特 性 を 有 す る 抗 体 の 中 か ら 特 に 8-ニ ト ロ cGMPを 強 く
認 識 す る 抗 体 を 選 択 す る こ と が で き 、 よ り 付 加 価 値 を 高 め る こ と が で き る と い う 利 点 が あ
る 。 ま た 、 抗 体 以 外 の 血 清 中 に 含 ま れ て い る ア ル ブ ミ ン な ど の 種 々 の 成 分 を 取 り 除 く こ と
が で き 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 低 い 実 験 結 果 が 得 ら れ る と い う 利 点 も あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
例 ４ ： ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 8-ニ ト ロ cGMPを 認 識 す る 抗 体 （ 以 下 、 「 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 」 と 呼 ぶ こ と が あ る 。 ） が
生 成 し て い る こ と の 証 明 と し て cGMP-BSA、 8-ニ ト ロ cGMP-BSAを 抗 原 と し た ド ッ ト ブ ロ ッ テ
ィ ン グ を 行 っ た 。 す な わ ち 、 抗 原 タ ン パ ク 質 と し て cGMP-BSA　 0.3μ g/drop も し く は 8-ニ
ト ロ cGMP-BSA　 0.3μ g/dropを ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ リ ド （ PVDF） 膜 （ Millipore社 製 ）
に 吸 着 さ せ 、 5% ス キ ム ミ ル ク （ Becton Dickinson社 ） 、 0.1% Tween20、  0.9%  NaCl、 10
0 mM Tris-HCl（ pH 7.5） （ 以 下 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ） を 用 い て 室 温 で １ 時 間 ブ ロ ッ
キ ン グ を 行 っ た 。 続 い て 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 1μ g/mlに 希 釈 し た 抗 8-ニ ト ロ cGMP
抗 体 １ mlと ４ ℃ で 一 晩 反 応 し た 。 反 応 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し 、 同 バ ッ
フ ァ ー で 3,000倍 希 釈 し た HRP標 識 抗 ウ サ ギ ヤ ギ 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology社 製 ） と
室 温 で １ 時 間 反 応 し た 後 、 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で ２ 回 、 さ ら に 0.1% Tween20、  0
.9%  NaCl、 100 mM Tris-HCl（ pH 7.5） で 回 洗 浄 し た 。 検 出 は ECL plus Western Blottin
g Detection  System（ Amersham Biosciences社 製 ） を 用 い た 化 学 発 光 法 に よ り 行 い 、 Hyp
erfilm ECL（ Amersham Biosciences社 製 ） に 2秒 間 露 光 し た 。 フ ィ ル ム は FPM800A（ FUJI F
ILM社 製 ） に て 現 像 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。 精 製 し た 抗 体 が 8-ニ ト ロ cGMPの み を 特 異 的
に 認 識 す る 抗 体 で あ る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
例 ５ ： マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 例 １ で 得 た 抗 原 を １ mg/mlと な る よ う に PBSに 溶 解 さ せ た 。 こ の 溶 液 150μ lと 生 理 食 塩 水
350μ lを 注 射 器 に と り 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト  500μ lを 更 に と り 、 別 の 注 射 器 と
連 結 さ せ 、 こ れ を 交 互 に 動 か す こ と に よ り エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し た 。 抗 体 作 製 用 の 動 物 と
し て 雌 ５ 週 齢 BALB/cマ ウ ス ３ 匹 を 採 用 し 、 当 該 マ ウ ス の 背 部 皮 内 に 数 カ 所 、 こ の エ マ ル ジ
ョ ン を 注 射 し た （ 初 回 免 疫 ） 。 ３ 週 間 後 、 同 抗 原 を １ mg/ml、 90μ l、 生 理 食 塩 水 410μ lと
フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト  500μ lと を 用 い 、 前 記 の よ う に 注 射 器 を 交 互 に 動 か す こ
と に よ っ て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し 、 こ れ を 注 射 し 、 追 加 免 疫 と し た 。 こ の 追 加 免 疫 を １ 週
間 ご と に 繰 り 返 し た 。 初 回 免 疫 か ら ７ 週 間 後 に マ ウ ス 尾 部 よ り 少 量 採 血 し 、 抗 体 の 産 生 を
8-ニ ト ロ cGMP-BSAに 対 す る ELISA法 に よ っ て 確 認 し た 。 初 回 免 疫 か ら 追 加 免 疫 ま で の 間 隔
、 追 加 免 疫 と 追 加 免 疫 と の 間 隔 は 、 こ の 実 施 例 に お い て は 、 ２ 週 間 、 １ 週 間 と し た が 、 こ
の よ う な 間 隔 で 追 加 免 疫 を 行 う こ と に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 の 確 認 に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 出 が 一 定 に な っ た と こ ろ で 、 50μ g/匹 の 8-
ニ ト ロ cGMP-BSAを 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 ３ 日 後 、 該 当 マ ウ ス の 脾 臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 細 胞 を
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 Ｐ ３ Ｕ １ と 混 合 し ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ っ て 細 胞 融 合 を 行 い
、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ア ミ ノ プ テ リ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ
ン 、 チ ミ ジ ン を 含 む 10％ ウ シ 胎 児 血 清 含 有 RPMI培 地 （ HAT培 地 ） 中 で 培 養 し た 。 ７ 日 後 に
培 養 上 清 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 8-ニ ト ロ cGMP-BSAに
陽 性 で cGMP-BSA及 び BSAに 陰 性 な 細 胞 24株 を 選 択 し た 。 さ ら に RPMI培 地 中 で 10日 培 養 し て
ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 、 限 界 希 釈 法 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 細 胞 系 を 樹 立 し た 。 こ れ ら の 抗 体 産 生 細 胞 を あ ら か じ め プ リ ス タ ン を 投 与 し て 免 疫
抑 制 し た BALB/cマ ウ ス の 腹 腔 に 移 植 し た 。 得 ら れ た 腹 水 を ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル セ ル ロ ー
ス イ オ ン 交 換 樹 脂 を 用 い て 、 50～ 100 mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10 mM Tris-HCl (pH 8.0
)で 分 画 し て 精 製 し 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
例 ６ ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 直 接 法 ELISA
　 8-ニ ト ロ cGMP-BSA、 cGMP-BSA又 は 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン -BSAを そ れ ぞ れ 50 mM 炭 酸 塩 緩 衝
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液 （ pH 9.7） に 溶 解 し て 各 5μ g/mlと し 、 こ れ ら の 溶 液 を 0.1 mlず つ 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 入 れ 、 室 温 で １ 時 間 静 置 し て 固 相 化 し た 。 0.05% Tween 20を 含 む
PBS（ PBS-T） 0.4 mlで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 各 ウ ェ ル に 0.5% gelatinを 含 む 50 mM 炭 酸 塩 緩 衝
液 （ pH 9.7） 0.2 mlを 加 え 室 温 で １ 時 間 静 置 し 、 以 後 の 非 特 異 的 な 吸 着 を 防 ぐ た め に ブ ロ
ッ ク し た 。 各 ウ ェ ル を PBS-Tで ３ 回 洗 浄 後 、 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 産 生 細 胞 培 養 上 清 0.1 ml
を 加 え 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し 、 HRP標 識 抗 マ ウ ス ヤ ギ IgG抗
体 を PBS-Tで 5,000倍 希 釈 し た も の 0.1 mlを 加 え て さ ら に １ 時 間 静 置 し た 後 、 ウ ェ ル を PBS-
Tで ４ 回 洗 浄 し 、 過 酸 化 水 素 水 0.6μ lを 含 む 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン (0.55 mg/ml) 0.1 ml
で 発 色 さ せ た 。 0.1 mlの １  mol/l 硫 酸 で 発 色 を 停 止 し 、 490 nmの 吸 光 度 を ELISAプ レ ー ト
リ ー ダ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 結 果 を 図 ２ に 表 す 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 8-ニ ト ロ cGMPと 強 く 反 応 し 、 8-ニ ト
ロ グ ア ノ シ ン 及 び ｃ GMPと は 全 く 反 応 し な か っ た 。 こ の 試 験 に よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 8-ニ ト ロ cGMPと の み 反 応 し 、 cGMPな ど の 正 常 な 核 酸 塩 基 と は 反 応 せ ず 、 さ ら
に 8-ニ ト ロ cGMPの 核 酸 塩 基 部 位 の み で あ る 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン と も 反 応 し な い こ と が 示 さ
れ た 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン に 環 状 リ ン 酸 構 造 が 結
合 し た 8-ニ ト ロ cGMPと の み 反 応 す る こ と か ら 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン 部 位 と 環 状 リ ン 酸 構 造 の
両 方 を 同 時 に 認 識 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
例 ７ ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 競 合 ELISA法
　 次 に 競 合 ELISA法 を 用 い て 本 抗 体 の 認 識 構 造 （ エ ピ ト ー プ ） が 8-ニ ト ロ cGMPで あ る こ と
を 8-ニ ト ロ cGMPの 類 縁 体 と の 交 差 反 応 に よ り 検 討 し た 。 競 合 ELISA法 で は 被 検 物 質 を 蛋 白
質 に 固 相 化 す る 必 要 が な く 、 低 分 子 の 被 検 物 質 を そ の ま ま ELISA系 に 添 加 す る こ と で 抗 原
抗 体 反 応 の 有 無 を 検 出 で き た め 、 通 常 は 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と が 難 し い 核 酸 塩 基 構 造 だ け
で も 検 討 す る こ と が で き 、 よ り 詳 細 な 類 似 構 造 へ の 交 差 反 応 の 有 無 が 検 出 で き る 。 被 検 物
質 と し て は 8-ニ ト ロ cGMPの ほ か 、 cAMP、 ニ ト ロ キ サ ン チ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 8-ニ ト ロ グ ア ノ
シ ン を 競 合 物 質 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 施 例 ６ で 述 べ た 方 法 と 同 様 に 8-ニ ト ロ cGMP-BSA 1μ g/mlと し た 溶 液 100μ lず つ を ELIS
Aプ レ ー ト に 添 加 し 室 温 で ２ 時 間 静 置 し て 固 相 化 し た 。 0.05% Tween 20を 含 む PBS（ PBS-T
） 0.4 mlで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 各 ウ ェ ル に 0.5% gelatinを 含 む 50mM 炭 酸 塩 緩 衝 液 (pH 9.7) 
200μ lを 加 え 室 温 で １ 時 間 静 置 し 、 以 後 の 非 特 異 的 な 抗 体 の 吸 着 を 防 ぐ た め に ブ ロ ッ ク し
た 。 各 ウ ェ ル を PBS-Tで ３ 回 洗 浄 後 、 予 め 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 産 生 細 胞 の 培 養 上 清 0.05 ml
と 競 合 物 質 を 100μ Mか ら 順 次 種 々 の 濃 度 で PBS-Tに 溶 解 し た も の 0.05 mlを 混 合 し て 室 温 で
１ 時 間 攪 拌 し た も の 各 100μ lを 加 え 室 温 で 1時 間 静 置 し た 。 ウ ェ ル を 同 様 に PBS-Tで ３ 回 洗
浄 し 、 HRP標 識 抗 マ ウ ス ヤ ギ IgG抗 体 を PBS-Tで 5,000倍 希 釈 し た も の 100μ lを 加 え て さ ら に
１ 時 間 静 置 し た 後 、 過 酸 化 水 素 水 0.6μ lを 含 む 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 0.55 mg/ml　 ク エ
ン 酸 － リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 5.0） 100μ lで 発 色 さ せ た 。 100μ lの 1 mol/l 硫 酸 を 加
え て 発 色 を 停 止 し 、 490 nmの 吸 光 度 を ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 こ の 結 果 、 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は cAMP、 グ ア ノ シ ン 、 ニ ト ロ キ サ ン チ ン 、 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン
と は 全 く 反 応 し な か っ た 。 こ の 試 験 に よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 8-ニ ト ロ
cGMPと の み 反 応 し 、 既 存 の 核 酸 で あ る グ ア ノ シ ン 、 cAMPと は 反 応 せ ず 、 さ ら に 構 造 的 に 8-
ニ ト ロ cGMPと 化 学 構 造 が 一 部 類 似 し て い る 類 似 し た ニ ト ロ キ サ ン チ ン や 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ
ン と も 交 差 反 応 を 示 さ な い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 を 用 い た ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 し
た 図 で あ る 。 PVDF膜 に (A)cGMP-BSA又 は (B)8-ニ ト ロ cGMP-BSA を 0.3μ g/dropで 固 定 化 し 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 (1μ g/ml)を 用 い て 反 応 性 を 確 認 し た 。
【 図 ２ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 の 反 応 性 を 示 し た 図 で あ る 。 96穴 マ イ ク ロ タ
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イ タ ー プ レ ー ト に 8-ニ ト ロ cGMP-BSA 、 cGMP-BSA又 は 8-ニ ト ロ グ ア ノ シ ン -BSAを 固 定 化 し
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 8-ニ ト ロ cGMP抗 体 産 生 細 胞 の 培 養 上 清 を 用 い て 反 応 性 を 確 認 し た 結 果
を 示 し た 。

【 図 ２ 】
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【 図 １ 】
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