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(57)【要約】
【課題】蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が負の相関関係にあることを指標として、抗原濃
度の測定を可能とする抗原測定又は検出用キット、並びに該キットを用いた抗原測定又は
検出方法の提供。
【解決手段】抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペ
プチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を含
む、抗原濃度測定又は検出用キットであって、
　前記抗原結合タンパク質が検査対象の抗原と結合して複合体を形成したときに、抗原と
抗原結合タンパク質の複合体が前記蛍光色素のクエンチャーとなり、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあり、抗原と抗原結合
タンパク質の複合体が形成したときに前記蛍光色素がより強くクエンチされることにより
蛍光強度が減少し、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあることを指標として
、測定又は検出される蛍光に基づいて抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすること
を特徴とする抗原濃度測定又は検出用キット。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなり
、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのい
ずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を含む、抗原濃
度測定又は検出用キットであって、
　前記抗原結合タンパク質が検査対象の抗原と結合して複合体を形成したときに、抗原と
抗原結合タンパク質の複合体が前記蛍光色素のクエンチャーとなり、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあり、抗原と抗原結合
タンパク質の複合体が形成したときに前記蛍光色素がより強くクエンチされることにより
蛍光強度が減少し、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあることを指標として
、測定又は検出される蛍光に基づいて抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすること
を特徴とする抗原濃度測定又は検出用キット。
【請求項２】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、scFv抗体であることを特徴とする請求項１に記載の抗原濃度測定
又は検出用キット。
【請求項３】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、Fab抗体、Fab抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合
したF(ab')2抗体、及び完全体の抗体からなる群から選択されることを特徴とする請求項
１記載の抗原濃度測定又は検出用キット。
【請求項４】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、それ
ぞれ同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする請求項３記載の抗原濃度測定又は
検出用キット。
【請求項５】
　蛍光色素が、ローダミン系蛍光色素であることを特徴とする請求項１～４のいずれか記
載の抗原濃度測定又は検出用キット。
【請求項６】
　蛍光色素が、カルボキシテトラメチルローダミンであることを特徴とする請求項５記載
の抗原濃度測定又は検出用キット。
【請求項７】
　以下の工程（ａ）～（ｃ）を順次行うことを特徴とする抗原濃度測定又は検出方法：
（ａ）液相中で、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原を接触させる工程であって、
　抗原結合タンパク質が、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域
を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド又
は抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドに標識された状態でクエンチされる蛍光色素によ
り標識され、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原が抗原と抗原結合タンパク質の複合体
を形成したときに、検査対象の抗原と抗原結合タンパク質の複合体が蛍光色素のクエンチ
ャーとして作用する、工程；
（ｂ）蛍光色素の蛍光を測定又は検出する工程；並びに
（ｃ）抗原濃度を測定し又は抗原を検出する工程であって、
　前記抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド及び抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる抗原結合タンパク質が抗原と結合し抗原と抗原結合タンパク質の複合体を形成した
ときに蛍光色素のクエンチが解消されずより強くクエンチされることにより蛍光強度が減
少することにより液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあるこ
とを指標として、測定又は検出された蛍光に基づいて検査対象の抗原の量を算出し、又は
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、検査対象の抗原を検出する工程。
【請求項８】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、scFv抗体であることを特徴とする請求項７記載の抗原濃度測定又
は検出方法。
【請求項９】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、Fab抗体、Fab抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合
したF(ab')2抗体、及び完全体の抗体からなる群から選択されることを特徴とする請求項
７記載の抗原濃度測定又は検出方法。
【請求項１０】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、それ
ぞれ同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする請求項９記載の抗原濃度測定又は
検出方法。
【請求項１１】
　抗原が、低分子化合物であることを特徴とする請求項７～１０のいずれか１項に記載の
抗原濃度測定又は検出方法。
【請求項１２】
　抗原が、大麻成分であることを特徴とする請求項７～１１のいずれか１項に記載の抗原
濃度測定又は検出方法。
【請求項１３】
　大麻成分がテトラヒドロカンナビノール（THC)、テトラヒドロカンナビノール酸（THC-
A）及びカンナビノール（CBN）からなる群から選択されることを特徴とする請求項１２記
載の抗原濃度測定又は検出方法。
【請求項１４】
　受託番号NITE BP-01970で国際寄託されている、テトラヒドロカンナビノール（THC)又
はその誘導体に結合する抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項１５】
　請求項１４記載のハイブリドーマが産生する、テトラヒドロカンナビノール（THC)又は
その誘導体に結合するモノクローナル抗体。
【請求項１６】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、請求項１５記載のモノクローナル抗体の抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチドと該モノクローナル抗体の抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗
原結合タンパク質である、請求項１～６のいずれか１項に記載の抗原濃度測定又は検出用
キット。
【請求項１７】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が、請求項１５記載のモノクローナル抗体の抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチドと該モノクローナル抗体の抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗
原結合タンパク質である、請求項７～１３のいずれか１項に記載の抗原濃度測定又は検出
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、固相化工程及び洗浄工程を必要とせず、高感度で低分子化合物等の検出が可
能な抗原濃度測定又は検出用キット、並びに該キットを用いた抗原の濃度測定又は検出方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　本発明者らは、先に、非天然アミノ酸導入技術を利用して一本鎖抗体（scFv）のN末端
近傍を部位特異的に蛍光標識することで、抗原結合依存的に蛍光強度が増大する抗体断片
である蛍光標識抗体（Quenchbody：Q-body（登録商標））を開発した（特許文献１及び非
特許文献１を参照）。この現象は、抗原非依存時に標識色素がscFvを構成する可変領域VH
/VL界面近傍の、保存性の高いトリプトファン残基と相互作用して消光（クエンチ）し、
それが抗原結合により解除されるために起こる。すなわち、該蛍光標識抗体を用いた測定
においては、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が正の相関関係にあることを指標として、抗
原濃度の測定を可能とする。
【０００３】
　また、本発明者らは、上記のQ-bodyにおいて一本鎖抗体(scFv)を、Fab等の蛍光標識抗
体可変領域を含むポリペプチド複合体とすることにより、トリプトファン残基による消光
だけでなく、色素間の消光効果（H-dimer）によりさらに高い検出感度が得られることを
見出し、該複合体をUQ-body(登録商標）と命名した（特許文献２）。UQ-bodyを用いた抗
原の測定においても、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が正の相関関係にあることを指標と
して、抗原濃度の測定を可能とする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】WO2011/061944号公報
【特許文献２】WO2013/065314号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Abe et al., J.Am.Chem.Soc.2011,133,17386-17394
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が負の相関関係にあることを指標として、抗
原濃度の測定を可能とする抗原濃度測定又は検出用キット、並びに該キットを用いた抗原
濃度測定又は検出方法の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　先に本発明者らは、蛍光色素で標識した、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体
重鎖可変領域を含むポリペプチドの複合体を用いてクエンチング（消光）現象を利用して
、蛍光強度と抗原濃度が正の相関関係にあることを指標として抗原濃度の検出、測定を行
う方法を開発した（WO2011/061944号公報及びWO2013/065314号公報）。該方法においては
、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの複合体
が抗原と結合していないときには、蛍光色素が重鎖可変領域に存在するトリプトファン残
基や他の蛍光色素やクエンチャーによりクエンチ（消光）されているが、該複合体が抗原
と結合するとコンフォメーションの変化により蛍光色素のクエンチが弱まり、蛍光強度が
高くなる。
【０００８】
　本発明者らは、さらにクエンチングを利用した抗原の測定、検出方法について鋭意検討
を行ったところ、抗原が結合することにより蛍光色素がクエンチされ、蛍光色素の発する
蛍光強度が減少する現象を見出した。すなわち、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が負の相
関関係にあることを見出した。この現象は、検査対象である抗原が、蛍光色素と主として
疎水的、静電的に相互作用が可能な場合に生じ、抗原ポケットと蛍光色素がより親和性が
高まる結果、よりクエンチが高まることにより生じる。
【０００９】
　本発明者らは、上記原理に基づいて、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖
可変領域を含むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体



(5) JP 2016-121919 A 2016.7.7

10

20

30

40

50

重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されてい
る抗原結合タンパク質であって、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が負の相関関係になり得
る抗原結合タンパク質を開発するとともに、該抗原結合タンパク質を用いた抗原の濃度測
定又は検出方法を開発し、本発明を完成させるに至った。
【００１０】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
［１］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド
のいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を含む、抗
原濃度測定又は検出用キットであって、
　前記抗原結合タンパク質が検査対象の抗原と結合して複合体を形成したときに、抗原と
抗原結合タンパク質の複合体が前記蛍光色素のクエンチャーとなり、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあり、抗原と抗原結合
タンパク質の複合体が形成したときに前記蛍光色素がより強くクエンチされることにより
蛍光強度が減少し、
　液相中の抗原濃度と上記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあることを指標として
、測定又は検出される蛍光に基づいて抗原濃度の測定又は抗原の可視化を可能とすること
を特徴とする抗原濃度測定又は検出用キット。
［２］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なる抗原結合タンパク質が、scFv抗体であることを特徴とする［１］の抗原濃度測定又は
検出用キット。
［３］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なる抗原結合タンパク質が、Fab抗体、Fab抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で
結合したF(ab')2抗体、及び完全体の抗体からなる群から選択されることを特徴とする［
１］の抗原濃度測定又は検出用キット。
［４］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが、
それぞれ同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする［３］の抗原濃度測定又は検
出用キット。
［５］蛍光色素が、ローダミン系蛍光色素であることを特徴とする［１］～［４］のいず
れかの抗原濃度測定又は検出用キット。
［６］蛍光色素が、カルボキシテトラメチルローダミンであることを特徴とする［５］の
抗原濃度測定又は検出用キット。
【００１１】
［７］以下の工程（ａ）～（ｃ）を順次行うことを特徴とする抗原濃度測定又は検出方法
：
（ａ）液相中で、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原を接触させる工程であって、
　抗原結合タンパク質が、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域
を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド又
は抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドに標識された状態でクエンチされる蛍光色素によ
り標識され、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原が抗原と抗原結合タンパク質の複合体
を形成したときに、検査対象の抗原と抗原結合タンパク質の複合体が蛍光色素のクエンチ
ャーとして作用する、工程；
（ｂ）蛍光色素の蛍光を測定又は検出する工程；並びに
（ｃ）抗原濃度を測定し又は抗原を検出する工程であって、
　前記抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド及び抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる抗原結合タンパク質が抗原と結合し抗原と抗原結合タンパク質の複合体を形成した
ときに蛍光色素のクエンチが解消されずより強くクエンチされることにより蛍光強度が減
少することにより液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあるこ
とを指標として、測定又は検出された蛍光に基づいて検査対象の抗原の量を算出し、又は
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、検査対象の抗原を検出する工程。
［８］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なる抗原結合タンパク質が、scFv抗体であることを特徴とする［７］の抗原濃度測定又は
検出方法。
［９］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドから
なる抗原結合タンパク質が、Fab抗体、Fab抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で
結合したF(ab')2抗体、及び完全体の抗体からなる群から選択されることを特徴とする［
７］の抗原濃度測定又は検出方法。
［１０］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが
、それぞれ同一の蛍光色素により標識されたことを特徴とする［９］の抗原濃度測定又は
検出方法。
［１１］抗原が、低分子化合物であることを特徴とする［７］～［１０］のいずれかの抗
原濃度測定又は検出方法。
［１２］抗原が、大麻成分であることを特徴とする［７］～［１１］のいずれかの抗原濃
度測定又は検出方法。
［１３］大麻成分がテトラヒドロカンナビノール（THC)、テトラヒドロカンナビノール酸
（THC-A）及びカンナビノール（CBN）からなる群から選択されることを特徴とする［１２
］の抗原濃度測定又は検出方法。
【００１２】
［１４］受託番号NITE BP-01970で国際寄託されている、テトラヒドロカンナビノール（T
HC)又はその誘導体に結合する抗体を産生するハイブリドーマ。
［１５］［１４］のハイブリドーマが産生する、テトラヒドロカンナビノール（THC)又は
その誘導体に結合するモノクローナル抗体。
［１６］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる抗原結合タンパク質が、［１５］のモノクローナル抗体の抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチドと該モノクローナル抗体の抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗
原結合タンパク質である、［１］～［６］のいずれかの抗原濃度測定又は検出用キット。
［１７］抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる抗原結合タンパク質が、［１５］のモノクローナル抗体の抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチドと該モノクローナル抗体の抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗
原結合タンパク質である、［７］～［１３］のいずれかの抗原濃度測定又は検出方法。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペ
プチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を抗
原と接触させたとき、抗原濃度が増加すると蛍光色素はクエンチされ、蛍光強度が低くな
る。すなわち、蛍光色素の蛍光強度と抗原濃度が負の相関関係にある。この原理を利用し
た場合、上記抗原結合タンパク質を抗原と接触させ、結合させるだけで、抗原濃度を測定
し、又は抗原を検出することができる。また、負の相関関係が成立している場合、検査対
象物に目的の抗原があれば蛍光量が減少することによって検出され、検査対象物に目的の
抗原がなく、何らかの不純物として蛍光成分があるときには蛍光量が増加するので区別が
容易となる。
【００１４】
　本発明の方法によれば、抗原結合タンパク質と抗原とを接触させて複合体を形成させる
ことにより、標識した蛍光色素の蛍光強度の減少に基づいて、抗原濃度を測定し、あるい
は抗原を検出することができる。従って、本発明の方法は、固相化工程や洗浄工程を必要
とせず、高感度で抗原を検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
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【図１】本発明の抗原結合タンパク質の構造、及び抗原結合タンパク質を用いた測定法の
原理を示す図である。
【図２】ハイブリドーマA-04が産生するモノクローナル抗体のTHCA、THC及びCBNとの反応
性を示す図である。
【図３】Cy3で標識したBGPに結合するscFv型抗原結合タンパク質を用いたBGP測定結果を
示す図である。
【図４】EvoBlue10で標識したBGPに結合するscFv型抗原結合タンパク質を用いたBGP測定
結果を示す図である。
【図５】異色ダブルラベルFab型抗原結合タンパク質を用いたテトラヒドロカンナビノー
ル（THC）測定結果を示す図である。
【図６】異色ダブルラベルFab型抗原結合タンパク質を用いたカンナビノール（CBN）測定
結果を示す図である。
【図７】同色ダブルラベルFab型抗原結合タンパク質を用いたテトラヒドロカンナビノー
ル（ＴＨＣ）、テトラヒドロカンナビノール酸（ＴＨＣ－Ａ）及びカンナビノール（ＣＢ
Ｎ)の測定結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明は、抗体軽鎖可変領域（VL)を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域（VH)を含む
ポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を
含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タン
パク質を含む、抗原濃度測定又は検出用キットである。
　また、本発明は上記抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出方法である。
【００１７】
１．抗原濃度測定又は検出用キット
　抗体軽鎖可変領域は、抗体軽鎖遺伝子のＶ領域及びＪ領域のエクソンによりコードされ
る抗体軽鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列を含むものであれば特に制限されるものでは
なく、上記抗体軽鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列のＮ末端及び／又はＣ末端側に、さ
らに任意のアミノ酸配列が付加されたものであってもよい。また、上記抗体軽鎖可変領域
に特異的なアミノ酸配列としては、カバット（Kabat）の番号付け系で第35番目のアミノ
酸がトリプトファンであるアミノ酸配列であることが好ましい。
【００１８】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドは、抗体軽鎖可変領域を含有していればよく、抗
体軽鎖や、抗体軽鎖に任意のアミノ酸配列からなるペプチドを含むことができ、例えば、
抗体軽鎖可変領域に、抗体軽鎖定常領域（Cκ）や、さらにヒンジ部分を付与したポリペ
プチドとすることができ、中でも抗体軽鎖可変領域にCκを付与したポリペプチド等が好
ましい。検査対象の抗原に応じて、抗原を認識し得る抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチ
ドを適宜作製することができる。
【００１９】
　抗体重鎖可変領域は、抗体重鎖遺伝子のＶ領域、Ｄ領域、及びＪ領域のエクソンにより
コードされる抗体重鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列を含むものであれば特に制限され
るものではなく、上記抗体重鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列のＮ末端及び／又はＣ末
端側に、さらに任意のアミノ酸配列が付加されたものであってもよい。また、上記抗体重
鎖可変領域に特異的なアミノ酸配列としては、カバット（Kabat）の番号付け系で第36番
目、第47番目、又は第103番目のアミノ酸がトリプトファンであるアミノ酸配列であるこ
とが好ましい。
【００２０】
　抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドは、抗体重鎖可変領域を含有していればよく、抗
体重鎖や、抗体重鎖に任意のアミノ酸配列からなるペプチドを含むことができ、例えば、
抗体重鎖可変領域に、抗体重鎖定常領域（CH1）や、さらにヒンジ部分やFc領域を付与し



(8) JP 2016-121919 A 2016.7.7

10

20

30

40

50

たポリペプチドとすることができ、中でも抗体重鎖可変領域にCH1を付与したポリペプチ
ド等が好ましい。検査対象の抗原に応じて、抗原を認識し得る抗体重鎖可変領域を含むポ
リペプチドを適宜作製することができる。
【００２１】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドは、複合
体を形成することが好ましく、抗体軽鎖可変領域及び抗体重鎖可変領域に、それぞれ複合
体を形成するアミノ酸配列を含むペプチドが結合されたものであれば特に制限されるもの
ではない。複合体を形成するペプチドとしては、上記抗体定常領域（CH1やCκなど）の他
、２量体を形成する一方を抗体軽鎖可変領域に他方を抗体重鎖可変領域に付与することも
できる。また、相互作用してこれらの複合体形成に寄与する２種類のタンパク質を選択す
ることもできる。
【００２２】
　本発明において、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリ
ペプチドからなる複合体を抗原結合タンパク質と呼ぶ。また、該複合体は抗原に結合する
という抗体が有する特性を有しているので、抗体分子と呼ぶこともできる。また、抗原結
合タンパク質は抗体も含み、例えば、後述のscFv抗体（一本鎖抗体：single chain varia
ble fragment）、Fab抗体、F(ab')2抗体等を含む。本発明において、scFv抗体や、Fab抗
体をscFv型抗原結合タンパク質やFab型抗原結合タンパク質ということがある。
【００２３】
　本発明の抗原結合タンパク質は、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変
領域を含むポリペプチドとを構成要素として含み、複合体を形成するものであればよく、
本発明の蛍光標識された抗原結合タンパク質の機能を損なわない限りは、前記抗体軽鎖可
変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドに加え、さらにペプチ
ドやタンパク質、脂質、金属その他化合物等を構成要素として含んでもよい。
【００２４】
　また、本発明の抗原結合タンパク質は、前記ポリペプチド同士が組み合わさって一体と
して機能し得る構造体であればよく、前記ポリペプチド間の化学結合の有無は特に問題と
されない。前記結合としては、前記ポリペプチド同士による、ジスルフィド結合や、架橋
剤を用いて形成された結合等を挙げることができ、これらの結合は１つの複合体において
複数組み合わせて使用されてもよい。これらの中でもジスルフィド結合を好適に例示する
ことができる。本発明の抗原結合タンパク質は前記ポリペプチド同士が互いに近い距離と
なる複合体を形成することが好ましく、このような機能をもつペプチドを含む、抗体軽鎖
可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる複合体が好
ましい。抗体分子において抗体軽鎖定常領域と抗体重鎖定常領域はその相互作用により抗
体軽鎖可変領域と抗体重鎖可変領域をより近い距離とし、強固な抗原結合ポケットを形成
する補助的役割を果たしている。このことから、本発明の抗原結合タンパク質としては、
抗体軽鎖可変領域と抗体軽鎖定常領域からなるポリペプチドと、抗体重鎖可変領域と抗体
重鎖定常領域からなるポリペプチド鎖が、ジスルフィド結合で結合した１分子の抗体タン
パク質であるFab抗体や、Fab抗体２つがヒンジを介してジスルフィド結合で結合したF(ab
')2抗体や、完全体の抗体が好ましく、中でもFab抗体が最も好ましい。
【００２５】
　また、本発明の抗体結合タンパク質は、抗体軽鎖可変領域と抗体重鎖可変領域とからな
るscFv抗体（一本鎖抗体：single chain variable fragment）であってもよい。
【００２６】
　scFv抗体及びFab抗体は、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド１つと抗体重鎖可変領
域を含むポリペプチド１つからなり、F(ab')2抗体及び完全体の抗体は、抗体軽鎖可変領
域を含むポリペプチド２つと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド２つからなる。scFv抗
体及びFab抗体において、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドのみが蛍光標識されてい
てもよく、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのみが蛍光標識されていてもよく、抗体
軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの両方が蛍光標
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識されていてもよい。また、F(ab')2抗体及び完全体の抗体は、抗体軽鎖可変領域を含む
ポリペプチド２つ及び抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド２つの計４つのポリペプチド
からなるが、その蛍光標識のパターンとして、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド１つ
、又は２つが標識されているもの、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド１つ、又は２つ
が標識されているもの、抗体軽鎖可変領域含むポリペプチド１つと抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチド１つの２つのポリペプチドが標識されているもの、抗体軽鎖可変領域を含
むポリペプチド２つと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド１つの３つのポリペプチドが
標識されているもの、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド１つと抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチド２つの３つのポリペプチドが標識されているもの、抗体軽鎖可変領域を含
むポリペプチド２つと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド２つの４つのポリペプチドが
標識されているものがある。
【００２７】
　本発明において、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドや、抗体重鎖可変領域を含むポ
リペプチドや、これらのポリペプチドからなる複合体である抗原結合タンパク質や、その
構成要素等は、公知の化学合成法、遺伝子組換え技術、抗体分子のタンパク質分解酵素に
よる分解方法等を用いて調製することができるが、中でも、比較的容易な操作でかつ大量
に調製することが可能な遺伝子組換え技術により調製することが好ましい。遺伝子組換え
技術により前記ポリペプチドを調製する場合には、かかるポリペプチドをコードする塩基
配列を含むDNAを好適な発現ベクターに導入して組換えベクターを作製し、バクテリア、
酵母、昆虫、動植物細胞などを宿主として用いた発現系や、無細胞翻訳系により目的のポ
リペプチドを発現させることができる。無細胞翻訳系において目的のポリペプチドの発現
を行う場合は、例えば、大腸菌、小麦胚芽、ウサギ網状赤血球等の無細胞抽出液に、ヌク
レオチド３リン酸や各種アミノ酸を加えた反応液中で、目的のポリペプチドを発現させる
ことができる。この際、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドや、抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチドはProXタグやFLAGタグ、Hisタグ等のタグが付加されていてもよく、これ
らのタグは蛍光色素の付加や、ポリペプチドの精製等に利用することができる。このよう
にして得た抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドや、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ド同士は、蛍光色素による標識中又は標識の前後に、適当な溶媒中で複合体を形成させる
ことができ、ジスルフィド結合又は架橋剤により結合させ、複合体を形成させる例を挙げ
ることができる。例えば、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド及び抗体重鎖可変領
域を含むポリペプチドをコードする遺伝子を、大腸菌無細胞合成系で共発現後、４℃で16
時間インキュベーションすることによりジスルフィド結合を形成させ複合体を形成するこ
とができる。また、大腸菌無細胞合成反応系にタンパク質ジスルフィドイソメラーゼやプ
ロリンシストランスイソメラーゼなどの分子シャペロンを添加することによりジスルフィ
ド結合を促進することができる。また、前記架橋剤としては、ポリペプチド同士を架橋し
結合させうる化合物であればよく、例えば、アルデヒド類（例えば、グルタルアルデヒド
）、カルボジイミド類、イミドエステル類など挙げることができ、適宜市販品を入手し常
法により使用することができる。また、本発明の複合体は、抗体を酵素などで切断して作
製することもでき、例えばパパインや、ペプシンを用いて抗体を処理することにより、そ
れぞれFab抗体や、F(ab’)2抗体を作製することもできる。
【００２８】
　本発明の抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド
からなる抗原結合タンパク質において、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖
可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている。
いずれか一方が標識されている場合をシングルラベル抗原結合タンパク質（例えば、シン
グルラベルFab抗体等）と呼ぶ。また、両方が標識されている場合、同じ種類の蛍光色素
でもよいし、別の種類の蛍光色素でもよい。本発明において、抗体軽鎖可変領域を含むポ
リペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの両方が蛍光色素により標識され、両
方の蛍光色素が同じ種類である場合を同色ダブルラベル抗原結合タンパク質（例えば、同
色ダブルラベルFab抗体）と呼び、異なる場合を異色ダブルラベル抗原結合タンパク質（



(10) JP 2016-121919 A 2016.7.7

10

20

30

40

50

例えば、異色ダブルラベルFab抗体）と呼ぶ。
【００２９】
　本発明の、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペ
プチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質は、
抗原が結合していない状態で、標識蛍光色素がクエンチされていないか、又は弱くクエン
チされている。抗体重鎖可変領域の第36番目、第47番目、第103番目（Kabatの番号付け系
による）にはトリプトファン（W)残基が存在し、これらのトリプトファン残基はクエンチ
ャーとして作用している（WO2011/061944号公報）。蛍光色素で標識した抗原結合タンパ
ク質が抗原に結合していないとき、蛍光色素がトリプトファン残基の近傍に位置している
場合、トリプトファン残基と相互作用して蛍光色素がクエンチ（消光）されており、弱い
蛍光しか発生しない。一方、蛍光色素がトリプトファン残基の近傍に位置しておらず離れ
ている場合、トリプトファン残基と相互作用しないので、蛍光色素はクエンチされず、蛍
光を発生し得る。
【００３０】
　抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる
抗原結合タンパク質が抗原と結合した場合、抗原と抗原結合タンパク質の複合体が蛍光色
素にクエンチャーとして作用し、蛍光色素はさらにクエンチされ、蛍光色素が発生する蛍
光の蛍光強度は弱くなる。この際、抗原結合タンパク質の抗体軽鎖可変領域を含むポリペ
プチド及び／又は抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの標識に用いられた蛍光色素は、
抗原結合タンパク質の抗原結合ポケット中に位置し、重鎖可変領域のトリプトファンとよ
り近接した位置に存在し、トリプトファンとの相互作用がより強くなり、クエンチされる
。抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの両方が
蛍光色素で標識されている場合、両方の蛍光色素が抗原結合タンパク質の抗原結合ポケッ
トに入り込み、２つの蛍光色素の間でも相互作用が生じ、蛍光色素間のクエンチング効果
（H-dimer)が得られる。この際、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドの標識に用いた蛍
光色素と抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドの標識に用いた蛍光色素が異なる蛍光色素
であり、蛍光共鳴エネルギー移動のエネルギー供与体（ドナー）となる供与体色素とエネ
ルギー受容体（アクセプター）となる受容体色素の組み合わせとなる場合、抗原結合タン
パク質が抗原と結合したとき、両方の蛍光色素すなわちエネルギー供与体とエネルギー受
容体の向きが変化し、エネルギー供与体が発するエネルギーからのエネルギー受容体への
蛍光共鳴エネルギー移動（FRET)が生じなくなり、発生する蛍光の蛍光強度が弱くなる。
【００３１】
　すなわち、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチ
ドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペ
プチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を用
いて抗原を測定、検出する場合、トリプトファン残基によるクエンチング、蛍光色素間の
クエンチングに加え、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）効果によるクエンチングの効果が
得られ、クエンチが大きくなる。本発明において、蛍光色素は抗原と抗原結合タンパク質
の複合体と疎水的相互作用や静電的相互作用等により相互作用し、クエンチの程度が強く
なる。
【００３２】
　このように、本発明の抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含む
ポリペプチドからなる抗原結合タンパク質を用いて抗原濃度を測定し、又は抗原を検出す
る場合、抗原結合タンパク質に結合する抗原が多くなるほど、蛍光色素から発生する蛍光
がクエンチされ、蛍光強度が低下する。すなわち、発生する蛍光強度は抗原濃度と負の相
関関係にある。本発明に抗原結合タンパク質を、発生する蛍光強度が抗原濃度の負の相関
関係にあるQ-body又はUQ-bodyと呼ぶこともできる。
【００３３】
　本発明の抗原結合タンパク質を構成する抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重
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鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている
場合であっても、抗原濃度と蛍光色素の蛍光強度が負の相関関係にある原理に基づいて適
宜蛍光色素の種類を選択することができる。
【００３４】
　蛍光標識に用いる蛍光色素としては、ローダミン、クマリン、Cy、EvoBlue、オキサジ
ン、Carbopyronin、naphthalene、biphenyl、anthracene、phenenthrene、pyrene、carba
zole等を基本骨格として有する蛍光色素やその蛍光色素の誘導体を例示することができ、
具体的には、CR110:carboxyrhodamine 110:Rhodamine Green(商標名)、TAMRA:carbocytet
remethlrhodamine:TMR、Carboxyrhodamine 6G:CR6G、ATTO655(商標名）、BODIPY FL(商標
名):4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、B
ODIPY 493/503(商標名):4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-inda
ncene-8-propionicacid、BODIPY R6G(商標名):4,4-difluoro-5-(4-phenyl-1,3-butadieny
l)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、BODIPY 558/568(商標名):4,4-d
ifluoro-5-(2-thienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、BODIPY 56
4/570(商標名):4,4-difluoro-5-styryl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic a
cid、BODIPY 576/589(商標名):4,4-difluoro-5-(2-pyrrolyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-ind
ancene-3-propionic acid、BODIPY 581/591(商標名):4,4-difluoro-5-(4-phenyl-1, 3-bu
tadienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indancene-3-propionic acid、Cy3(商標名)、Cy3B(商
標名)、Cy3.5(商標名)、Cy5(商標名）、Cy5.5（商標名）、EvoBlue10(商標名)、EvoBlue3
0(商標名)、MR121、ATTO 390（商標名）、ATTO 425（商標名）、ATTO 465（商標名）、AT
TO488（商標名）、ATTO 495（商標名）、ATTO 520（商標名）、ATTO 532（商標名）、ATT
O Rho6G（商標名）、ATTO 550（商標名）、ATTO 565（商標名）、ATTO Rho3B（商標名）
、ATTO Rho11（商標名）、ATTO Rho12（商標名）、ATTO Thio12（商標名）、ATTO 610（
商標名）、ATTO 611X（商標名）、ATTO 620（商標名）、ATTO Rho14（商標名）、ATTO 63
3（商標名）、ATTO 647（商標名）、ATTO 647N（商標名）、ATTO 655（商標名）、ATTO O
xa12（商標名）、ATTO 700（商標名）、ATTO 725（商標名）、ATTO 740（商標名）、Alex
a Fluor 350（商標名）、Alexa Fluor 405（商標名）、Alexa Fluor 430（商標名）、Ale
xa Fluor 488（商標名）、Alexa Fluor 532(商標名)、Alexa Fluor 546（商標名）、Alex
a Fluor 555（商標名）、Alexa Fluor 568（商標名）、Alexa Fluor 594（商標名）、Ale
xa Fluor 633（商標名）、Alexa Fluor 647（商標名）、Alexa Fluor 680（商標名）、Al
exa Fluor 700（商標名）、Alexa Fluor 750（商標名）、Alexa Fluor 790（商標名）、R
hodamine Red-X（商標名）、Texas Red-X（商標名）、5(6)-TAMRA-X（商標名）、5TAMRA
（商標名）、SFX（商標名）を挙げることができるが、中でも、Cy3、EvoBlue10、ローダ
ミン系蛍光色素であるCR110やTAMRA、及びオキサジン系蛍光色素であるATTO655を特に好
適に例示することができる。
【００３５】
　上記蛍光色素中、同色ダブルラベルに対しては、TAMRAとTAMRAの組合せが特に好ましく
、異色ダブルラベルに対しては、TAMRAとCR110の組合せ及びTAMRAとATTO 655の組合せが
特に好ましい。
【００３６】
　なお、蛍光色素によっては、極性に応じ蛍光強度を変化させる極性感受性を有するもの
がある（M. Renard et al., J. Mol. Biol. (2002) 318, 429-442)。例えば、IANBD、CNB
D、Acrylodan、5-IAF等が挙げられる。これらの蛍光色素で標識した抗体を用いて蛍光ク
エンチングに基づく測定を行う場合、抗原が結合することにより蛍光物質が溶媒から遮蔽
され、蛍光色素がクエンチャーと接触する機会が減少することによりさらにクエンチが進
む。本発明においては、上記のような極性感受性を有する蛍光色素は除外され、極性感受
性に基づかないクエンチの原理により抗原を測定し又は検出する。
【００３７】
　本発明において、蛍光色素により、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドや抗体重鎖可
変領域を含むポリペプチドを標識する方法は特に制限されず、ポリペプチドの両端又は側
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鎖の官能基を利用して直接又は架橋剤等を介して間接的に標識する方法や、無細胞翻訳系
を利用してポリペプチドを合成しながら部位特異的に標識する手法等を用いることができ
る。無細胞翻訳系を利用して標識する方法としては、アンバーサプレッション法（Ellman
 J et al.(1991)Methods Enzymol.202:301-36）、４塩基コドン法（Hohsaka T., et al.,
 J. Am. Chem. Soc., 118, 9778-9779, 1996）、Ｃ末端標識法（特開2000-139468号公報
）、Ｎ末端標識法（米国特許第5,643,722号公報、Olejnik et al.(2005)Methods 36:252-
260）等が知られており、アンバーサプレッション法では、標識のターゲット部位のアミ
ノ酸をコードするコドンを終止コドンの一つであるアンバーコドンに置き換えたDNA又はm
RNAを作製し、無細胞翻訳系を用いて該DNA又はmRNAからタンパク質を合成する。その際、
タンパク質合成反応液に標識された非天然アミノ酸を結合させたサプレッサーtRNAを添加
することで、アンバーコドンに置換した部位に標識アミノ酸が導入されたタンパク質を合
成することができる。４塩基コドン法ではコドンを主にCGGGに拡張し、アミノ酸をコード
するコドンをCGGGに置き換えたDNA又はmRNAを作製し、無細胞翻訳系を用いて該DNA又はmR
NAからタンパク質を合成する。その際、タンパク質合成反応液に標識された非天然アミノ
酸を結合させたtRNA CGGGを添加することで、４塩基コドンに置換した部位に標識アミノ
酸が導入されたタンパク質を合成することができる。本発明における異色ダブルラベルに
は、無細胞翻訳系を用い、アンバーサプレッション法と４塩基コドン法を組み合わせて共
発現させることにより、軽鎖可変領域を含むポリペプチド及び重鎖可変領域を含むポリペ
プチドに異なる蛍光色素で標識を行い、複合体を形成することができる。また、Ｃ末端標
識法では、標識したピューロマイシンを最適濃度で添加した無細胞翻訳系において、DNA
又はmRNAからタンパク質への翻訳を行うことにより、Ｃ末端特異的に標識が導入されたタ
ンパク質を合成することができる。
【００３８】
　また、大腸菌や動物細胞を宿主とする遺伝子組み換え技術により部位特異的に蛍光色素
を導入する手法を用いることもできる。アジドチロシンを認識するアミノアシルtRNA合成
酵素と、サプレッサーアジドチロシル-tRNAを導入した大腸菌を宿主として、部位特異的
にポリペプチドにアジドチロシンを導入し、導入したアジド基に蛍光色素を結合すること
ができる。また、古細菌由来ピロリジルtRNA合成酵素と、サプレッサーピロリジル-tRNA
を導入した動物細胞を宿主として、部位特異的にポリペプチドにアジドＺリジンを導入し
、導入したアジド基に蛍光色素を結合することができる。
【００３９】
　本発明の抗原濃度測定又は検出用キットは、抗原濃度測定又は抗原の検出を目的とする
。抗原濃度測定とは抗原濃度を定量することをいい、抗原の検出は抗原を定性的に測定す
ることをいい、蛍光色素による可視化も含む。ここで可視化とは、抗原に蛍光色素で標識
された抗原結合タンパク質を結合させることにより抗原の存在が蛍光により確認できるよ
うにすることをいう。本発明においては、例えば、生体に標識抗原結合タンパク質を投与
し、抗原と結合させることにより、蛍光強度が減少することを利用して抗原を可視化する
ことができる。
【００４０】
　抗原としては、上記抗体重鎖可変領域ポリペプチド及び上記抗体軽鎖可変領域ポリペプ
チドにより特異的に認識される抗原であれば特に制限されず、例えば、タンパク質、ペプ
チド、糖質、脂質、糖脂質、低分子化合物等を挙げることができる。すなわち、本発明の
方法において、検査対象である抗原はイムノアッセイ、すなわち抗原抗体反応を利用した
アッセイで測定し得る抗原又は抗体である。抗原としては抗体を作製し得るものなら如何
なる抗原でもよく、例えば、タンパク質、多糖類、脂質、糖脂質等が挙げられる。これら
の物質を含む原生動物、真菌、細菌、マイコプラズマ、リケッチア、クラミジア、ウイル
ス、動物組織等も検出し得る。また、麻薬、爆薬、農薬、香料、公害物質等の低分子化合
物を含む化学物質も測定対象となり得る。このような物質として、例えば、テトラヒドロ
カンナビノール（THC)、テトラヒドロカンナビノール酸（THC-A）、カンナビノール（CBN
)、カンナビジオール（CBD)等のカンナビノイドと呼ばれる大麻成分、アンフェタミン、
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メタンフェタミン、モルヒネ、ヘロイン、コデインなどの覚せい剤や麻薬類；アフラトキ
シン、ステリグマトシスチン、ネオソラニオール、ニバレノール、フモニシン、オクラト
キシン、エンドファイト産生毒素などのカビ毒；テストステロンやエストラジオールなど
の性ホルモン；クレンブテロールやラクトパミンなどの飼料に不正に用いられる添加物；
PCB、ゴシポール、ヒスタミン、ベンツピレン、メラミン、アクリルアミド、ダイオキシ
ンなどの有害物質；アセタミプリド、イミダクロプリド、クロルフェナピル、マラチオン
、カルバリル、クロチアニジン、トリフルミゾール、クロロタロニル、スピノサド、ラン
ネート、メタミドホス、クロルピリホスなどの残留農薬；ビスフェノールＡなどの環境ホ
ルモンなどが挙げることができる。テトラヒドロカンナビノール（THC)には、二重結合の
位置異性体があり、Δ8-THCとΔ9-THCがある。THCという場合、Δ8-THCもΔ9-THCも含ま
れる。上記の物質は各物質の誘導体も含む。
【００４１】
　被験試料も限定されず、血液、血清、血漿、尿、唾液、髄液等の生体由来体液試料、培
養上清、細胞抽出液、菌体抽出液、廃水や、アレルゲン等の動物組織由来物質、麻薬等が
付着している可能性がある物質を紙等で拭った試料等が挙げられる。また、大麻成分等の
麻薬や覚せい剤を含む物質が挙げられる。大麻成分を含む物質として、葉、茎、根、種及
び花弁等のアサの植物の部分若しくはその植物片、又は葉、茎、根、種及び花弁等のアサ
の植物の部分から取れる樹液を圧縮して固形状の樹脂にした大麻加工品である大麻樹脂等
が挙げられる。通常、植物の部分又はその植物片は、乾燥した状態で乾燥大麻として使用
される。本発明においては、植物の部分若しくはその植物片である検査対象物としては、
乾燥大麻、特に乾燥大麻植物片が用いられる。
【００４２】
　本発明の抗原結合タンパク質を構成する抗体軽鎖可変領域ポリペプチド及び抗体重鎖可
変領域ポリペプチドは、モノクローナル抗体由来のものを用いることができる。すなわち
、検査対象である抗原を免疫原として用いて常法でモノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマを得て該ハイブリドーマが産生するモノクローナル抗体の抗体軽鎖可変領域を含
むポリペプチド及び抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドを利用することができる。また
、前記ハイブリドーマより、抗体軽鎖可変領域をコードするDNA及び抗体重鎖可変領域を
コードするDNAを得て、該DNAを用いてリコンビナントタンパク質として、抗体軽鎖可変領
域を含むポリペプチド及び抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパ
ク質を製造することもできる。
【００４３】
　ハイブリドーマの例として、抗テトラヒドロカンナビノール（THC)またはその誘導体に
対する抗体を産生するハイブリドーマが挙げられる。なお、THC、THC-A及びCBNは構造が
類似しており、免疫学的に交叉反応するので、抗THC抗体を用いることにより、THC-A及び
CBNを検出することもできる。そのようなハイブリドーマの例としてハイブリドーマA-04
が挙げられ、該ハイブリドーマA-04は、2014年11月20日付で、独立行政法人製品評価技術
基盤機構（NITE)　特許微生物寄託センター（NITE Patent Microorganisms Depository)
（日本国　千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8 122号室）に受託番号NITE BP-01970（「識別
の表示」は、「A-04」）で国際寄託されている。
【００４４】
　本発明の抗原濃度測定又は検出用キットは、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗
体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド
と抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識さ
れている抗原結合タンパク質を含み、さらに、標準物質として使用できる抗原や、通常こ
の種の免疫測定キットに用いられる、希釈液等の試薬等、プレート等の器具、取扱い説明
書等を備えていてもよい。
【００４５】
２．本発明の抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出法
　本発明の抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出の原理は以下のとおりであ
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る。
【００４６】
(i) 本発明の抗原濃度測定又は検出用キットの抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗
体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド
と抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識さ
れている抗原結合タンパク質と検査対象の抗原が含まれている可能性がある被験試料とを
混合し接触させる。
【００４７】
　前記抗原結合タンパク質が抗原と結合する前の結合していない状態では、抗体軽鎖可変
領域を含むポリペプチド及び／又は抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドを標識している
蛍光色素はクエンチされていないか、または弱くクエンチされている。弱いクエンチは、
蛍光色素が抗原結合タンパク質の重鎖可変領域のトリプトファン残基の近傍に位置し、該
トリプトファン残基と相互作用することにより、抗原結合タンパク質がクエンチャーとし
て作用し生じる。一方、蛍光色素が蛍光結合タンパク質の重鎖可変領域のトリプトファン
残基の近傍に位置しない場合は、蛍光色素はクエンチされない。
【００４８】
　被験試料中に検査対象である抗原が存在する場合、該抗原と抗原結合タンパク質が結合
し複合体を形成する。抗原と抗原結合タンパク質が結合した場合、抗原と抗原結合タンパ
ク質の複合体又は抗原が標識蛍光色素に対するクエンチャーとして作用し、蛍光色素はさ
らにクエンチされる。すなわち、蛍光色素は抗原と抗原結合タンパク質の複合体又は抗原
と疎水的相互作用や静電的相互作用等により相互作用し、抗原結合タンパク質の抗原結合
ポケットに入り込み、抗体重鎖可変領域のトリプトファン残基との相互作用が強くなり、
クエンチの程度が強くなる。または、抗原と蛍光色素の相互作用が強くなるためにクエン
チの程度が強くなる。
【００４９】
　さらに、それに加えて、同色の蛍光色素が前記ポリペプチドそれぞれに標識された本発
明の抗原結合タンパク質では、蛍光色素間のクエンチング効果（H-dimer)が得られる。ま
た、異色の蛍光色素が前記ポリペプチドそれぞれに標識された本発明の蛍光標識複合体で
は、前記トリプトファン残基によるクエンチング、蛍光色素間のクエンチングに加え、蛍
光共鳴エネルギー転移（FRET）効果によるクエンチングの効果が得られ、クエンチが大き
くなる。
【００５０】
(ii)　蛍光色素の発する蛍光を測定し、蛍光強度の低下を検出することにより、抗原の存
在を検出し、あるいは定量することができる。
【００５１】
　この際、予め抗原結合タンパク質と既知の量の抗原が含まれる被験試料を混合接触させ
、その際の蛍光の変化を測定し、検量線を作成しておくことが好ましい。あるいは、検出
を行う際に、複数の既知の量の抗原を含むコントロール試料を準備しておき、コントロー
ル試料についても同時に測定を行い検量線を作成してもよい。測定された蛍光と検量線か
ら被験試料中の抗原の量を算出することができる。測定された蛍光強度と被験試料中の抗
原の量が負の相関関係にあり、蛍光強度を指標に、被検出抗原の量を測定することができ
る。
【００５２】
　図１に原理及び抗原結合タンパク質の構造を示す。図１Dは、本発明の抗体軽鎖可変領
域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可
変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドのいずれか一方又は両
方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質の構造を示す模式図であり、１が
scFv抗体、２がFab抗体、３がF(ab')2抗体、４が完全体の抗体を示す。図中、VL1、VL2と
表示された円柱（それぞれ、黒、斜め線の円柱）は抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチド
を示し、VH1、VH2と表示された円柱（それぞれ、白、横線の円柱）は抗体重鎖可変領域を
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含むポリペプチドを示す。また、Cと表示された縦線の円柱は抗体の定常領域を示し、Sを
付した円の結合はジスルフィド結合を示す。図１Dの例では、１及び２において、抗体軽
鎖可変領域を含むポリペプチド１つのみが標識され、３及び４において、抗体軽鎖可変領
域を含むポリペプチド２つが標識されている。図１A、B及びCは標識されたFab抗体を用い
て本発明の方法の原理を示す。図１Aは、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドのみが標
識されたシングルラベル抗原結合タンパク質の例であり、図１Bは抗体軽鎖可変領域を含
むポリペプチド及び抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが同じ蛍光色素で標識された同
色ダブルラベル抗原結合タンパク質の例であり、図１Cは抗体軽鎖可変領域を含むポリペ
プチド及び抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドが異なる蛍光色素(蛍光色素１及び蛍光
色素２）で標識された異色ダブルラベル抗原結合タンパク質の例である。図１A、B及びC
のa及びbは抗原が結合していない状態であり、aは蛍光色素が抗原結合タンパク質のトリ
プトファンと相互作用しておらずクエンチされていない状態を示し、bは蛍光色素が抗原
結合タンパク質のトリプトファンと相互作用しており、抗原結合タンパク質がクエンチャ
ーとして作用し弱くクエンチされている状態を示す。cは抗原が結合した状態を示し、蛍
光色素が抗原と抗原結合タンパク質の複合体と相互作用し、抗原と抗原結合タンパク質の
複合体がクエンチャーとして作用し強くクエンチされている状態を示す。
【００５３】
　本発明の抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出は、以下の工程で行うこと
ができる。
【００５４】
（ａ）液相中で、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原を接触させる工程であって、
　抗原結合タンパク質が、抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含
むポリペプチドからなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域
を含むポリペプチドのいずれか一方又は両方が、抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド又
は抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドに標識された状態でクエンチされる蛍光色素によ
り標識され、抗原結合タンパク質と検査対象の抗原が抗原と抗原結合タンパク質の複合体
を形成したときに、検査対象の抗原と抗原結合タンパク質の複合体が蛍光色素のクエンチ
ャーとして作用する、工程；
（ｂ）蛍光色素の蛍光を測定又は検出する工程；並びに
（ｃ）抗原濃度を測定し又は抗原を検出する工程であって、
　前記抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド及び抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドか
らなる抗原結合タンパク質が抗原と結合し抗原と抗原結合タンパク質の複合体を形成した
ときに蛍光色素のクエンチが解消されずより強くクエンチされることにより蛍光強度が減
少することにより液相中の抗原濃度と前記蛍光色素の蛍光強度とが負の相関関係にあるこ
とを指標として、測定又は検出された蛍光に基づいて検査対象の抗原の量を算出し、又は
、検査対象の抗原を検出する工程。
【００５５】
　本発明の方法によれば、蛍光強度の減少により、抗原の存在を検出することができ、蛍
光強度を測定することより抗原を定量することができる。
【００５６】
　本発明の方法によれば、抗原結合タンパク質と抗原とを接触させて複合体を形成させる
ことにより、標識した蛍光色素の蛍光強度の減少に基づいて、抗原濃度を測定し、あるい
は抗原を検出することができる。従って、本発明の方法は、固相化工程や洗浄工程を必要
とせず、高感度で抗原を検出することができる。
【００５７】
　本発明の抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出方法における蛍光の測定に
は、通常、蛍光検出に用いる光源や測定装置を用いることができる。光源としては励起光
波長を照射できるものであればよく、具体的には水銀ランプ、キセノンランプ、LED（発
光ダイオード）、レーザー光等が挙げられる。この際、適当な蛍光フィルターを用いて特
定の波長の励起光を得ることができる。蛍光測定装置としては、例えば、励起光の光源及
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びその照射システム、蛍光画像取得システム等を備えた蛍光顕微鏡等を利用することがで
き、例えば、MF20／FluoroPoint-Light（オリンパス社製）やFMBIO-III（日立ソフトウェ
アエンジニアリング社製）等が挙げられる。また、光源、照射システム、測定システムを
備えた小型で持ち運び可能な蛍光検出装置を用いてもよい。このような小型の装置を用い
ることにより、被験試料を採取して実験室に運んで測定することなく、採取現場で抗原を
検出することが可能になる。なお蛍光の検出は、蛍光スペクトルの検出であっても、特定
の波長の蛍光強度の検出であってもよい。
【００５８】
　また、本発明の抗原濃度測定又は検出用キットを用いた抗原の検出方法において、照射
する励起光及び、測定及び／又は検出する蛍光の波長は、使用する蛍光色素の種類に応じ
て適宜選択すればよい。例えば蛍光色素にCR110を用いた場合は励起光波長480nmと蛍光波
長530nmを用い、TAMRAを用いた場合は励起光波長530nmと蛍光波長580nmを用い、ATTO655
を用いた場合は励起光波長630nmと蛍光波長680nmを用いればよい。また、２種類の異なる
蛍光色素を用いる場合も、抗原濃度を測定及び／又は抗原を検出することができる、励起
光波長及び蛍光波長の組み合わせを適宜選択して使用すればよい。
【実施例】
【００５９】
　本発明を以下の実施例によって具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例によって
限定されるものではない。
【００６０】
［実施例１］抗テトラヒドロカンナビノール（THC)ハイブリドーマの製造
１．ハイブリドーマの製造
　マウス系統（BALB/ｃ）にBSA結合THC抗原（Genway Biotech社製）をアジュバンドと共
に免疫し、血清力価が上昇後脾臓を摘出し、ミエローマ細胞NS-1株（P3.NS-1/1.Ag4.1）
とのPEG法（40％）による細胞融合を実施した。さらにHAT培地による選択後、ELISAによ
る選抜を実施することで（２に詳細を示す）、抗THC抗体(IgG1,kappa)産生ハイブリドー
マを得た。得られたハイブリドーマA-04は、2014年11月20日付で、独立行政法人製品評価
技術基盤機構（NITE)　特許微生物寄託センター（NITE Patent Microorganisms Deposito
ry)（日本国　千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8 122号室）に受託番号NITE BP-01970（「
識別の表示」は、「A-04」）で国際寄託した。
【００６１】
２．ハイブリドーマが産生するモノクローナル抗体の検定
　抗ＴＨＣ抗体の反応性を競合ELISA（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)により測定
した。
(i)　96ウェルELISA用プレートに、THC-BSAの0.10M炭酸緩衝溶液(pH 8.6) (100 ng/mL) 
を分注(100μL/ウェル)して、室温で一夜放置した。
(ii)　溶液を吸引除去してプレートをPBSで3回洗浄し、2%スキムミルクを含むPBSを分注(
300μL/ウェル)して37℃で1時間放置した。
(iii)　溶液を吸引除去してプレートを0.05％(v/v) Tween 20を含むPBSで3回洗浄し、抗
原固定化プレートを得た。
(iv)　(iii)のプレートに、テトラヒドロカンナビノール(THC)又はその類似化合物(テト
ラヒドロカンナビノール酸（THC-A）又はカンナビノール(CBN))の50％(v/v)エタノール溶
液(25μL/ウェル)を分注した後、0.10％ゼラチンを含むPBSで適宜希釈したハイブリドー
マA-04の培養上清(100μL/ウェル)を混和し、37℃で1時間インキュベートした。
(v)　溶液を吸引除去してプレートをT-PBSで3回洗浄し、ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マ
ウスIgG(Fc特異的)抗体(1.6μg/100μL/ウェル)を添加し、37℃で30分間インキュベート
した。
(vi)　再びプレートを0.05％(v/v) Tween 20を含むPBSで3回洗浄し、基質溶液｛o-PD (0.
04％)及びH2O2[0.06％(v/v)]を含むクエン酸・リン酸緩衝液(pH 5.0)｝(100μL/ウェル) 
を加えて室温で30分インキュベートした。
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(vii)　酵素反応停止液(1.0 M H2SO4) (100μL/ウェル)を加えて混和した後、490 nmの吸
光度をマイクロプレートリーダー (Bio-Rad)で測定した。
【００６２】
　結果を図２に示す。図２に示すように、得られた抗体は、THCA、THC及びCBNに対して親
和性を示した。
【００６３】
［実施例２］scFv型抗原結合タンパク質を用いた測定
　抗原タンパク質の作製法はWO2011/061944に記載されており、該公報の記載に基づいて
作製することが可能である。
【００６４】
１．scFv型抗原結合タンパク質の作製
（発現ベクターの構築）
　ヒトオステオカルシン（human Bone Gla Protein; BGP）に対する抗体の軽鎖可変領域
（VL；配列番号１）をコードするDNA配列とBGPに対する抗体の重鎖可変領域（VH；配列番
号２）を配列番号３のリンカーで連結したDNA配列の、Ｎ末端にアンバーコドンを含むPro
Xタグ（翻訳されるとMSKQIEVNXSNET（配列番号３））のDNA配列を付与し、さらに、Ｃ末
端にHisタグのDNA配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクターへ組み込んだ。構築した
発現ベクターは、scFvのＮ末端にProXタグ（アンバー）が、Ｃ末端にHisタグが、それぞ
れ付加されるよう設計されている。
【００６５】
（scFv抗体の合成）
　RYTS（商品名）大腸菌無細胞合成キット（プロテイン・エクスプレス社製）を用いて、
無細胞翻訳系による抗体可変領域含有ペプチド及び／又は抗体可変領域含有ペプチドのＮ
末端領域への蛍光標識アミノ酸の導入を行った。
【００６６】
　標識に用いて蛍光色素は、Cy3及びEvoBlue10であった。
　得られた蛍光標識scFv型抗原結合タンパク質は図１のD-1に示す構造を有している。
【００６７】
２．抗原の測定
　１．で得られた蛍光標識scFv型抗原結合タンパク質(320ｎＭ, 1.25μL)と、抗原である
BGP（０、0.11、1.1、11、110、1100、11000ｎM)とを、１％BSAを含むPBS（＋0.05％ Twe
en20）で計50μＬになるように調製した。これらの溶液を蛍光プレートリーダー（Spectr
aMax Paradigm；モレキュラーデバイス社製）を用いて蛍光強度測定を行った。Cy3標識sc
Fvを使用した場合は、励起波長（Ex）は530nmにセットし、蛍光波長（Em）580nmでの蛍光
強度を測定した。EvoBlue10標識scFvを使用した場合は、励起波長（Ex）は630nmにセット
し、蛍光波長（Em）680nmでの蛍光強度を測定した。
【００６８】
　Cy3標識scFvを使用した場合の結果を図３に、EvoBlue10標識scFvを使用した場合の結果
を図４に示す。図３及び４に示すように、抗原（BGP)の非存在下では、蛍光色素はクエン
チされておらず、蛍光を発していたが、抗原濃度が高くなるにつれ、蛍光色素がクエンチ
され、蛍光強度は低下した。図に示すように、抗原濃度と蛍光強度の間には負の相関関係
が認められた。
【００６９】
［実施例３］Fab型抗原結合タンパク質を用いた測定
１．Fab型抗原結合タンパク質
（発現ベクターの構築） 
　テトラヒドロカンナビノール（THC）に対する抗体の軽鎖可変領域（VL；配列番号４）
と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号５）を含むポリペプチドをコードするDNA配列に、
Ｎ末端にProXタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列はTTTであり、翻訳されるとMSK
QIEVNFSNET；配列番号６）のDNA配列を付与し、さらに、Ｃ末端にリンカー（配列番号７
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）及びFLAGタグのDNA配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノ
スティックス社製）へ組み込んだ。またTHCに対する抗体の重鎖可変領域（VH；配列番号
８）と抗体重鎖定常領域（CH1；配列番号９）を含むポリペプチドをコードするDNA配列に
、Ｎ末端にアンバーコドンを含むProXタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列はTAG
であり、翻訳されるとMSKQIEVNXSNET（Ｘは蛍光標識アミノ酸）；配列番号１０）のDNA配
列を付与し、さらに、Ｃ末端にリンカー（配列番号７）及びHisタグのDNA配列を付与した
遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）へ組み込んだ。
これらの構築した発現ベクターは、挿入したVL又はVHのＮ末端にProXタグ（翻訳されると
VHは標識され、VLは非標識）が、Ｃ末端にHisタグ又はFLAGタグが、それぞれ付加される
よう設計されている。
【００７０】
（Fab型抗原結合タンパク質の合成）
　反応液（60μL）は、３μLのEnzyme Mix、0.6μLのMethionine、30μLの２×Reaction 
Mix、20μLのE-coli Lysate、２μLの２種類のplasmid DNA（各200ng）、３μLの蛍光標
識アミノアシル－tRNAamber（480pmol）、1.4μLのNuclease Free Waterを加えた。蛍光
標識タンパク質を作製するための蛍光標識アミノアシル－tRNA（TAMRA-X-AF-tRNAamber、
CR110-X-AF-tRNAamber、及びATTO655-X-AF-tRNAamber）は、CloverDirect（商標名）tRNA
 Reagents for Site-Directed Protein Functionalization（プロテイン・エクスプレス
社製）を用いた。反応液は、20℃、２時間で静置して反応させタンパク質合成を行なった
後、さらに、４℃、16時間の反応により複合化形成を完成させた。反応終了後、反応液0.
5μLを用いてSDS-PAGE（15％）を行い、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソ
フトウェアエンジニアリング社製）でタンパク質発現を観察した。さらに、抗Hisタグ抗
体又は抗FLAGタグ抗体を用いてウエスタンブロットを行い、目的の蛍光標識抗体可変領域
含有ペプチドが合成されていることを確認した。
【００７１】
（蛍光標識Fab型抗原結合タンパク質の精製）
　合成した蛍光標識Fab型抗原結合タンパク質は、抗FLAG M2アフィニティーゲル（シグマ
アルドリッチ社製）やHis-Spin Trap Column（GEヘルスケア社製）により精製を行った。
上記反応液（60μL）を、抗FLAG M2アフィニティーゲルを入れたカラムへアプライし、室
温で15分間インキュベートした後にWash buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/0.5M
 NaCl/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回洗浄を行った。次に200μLのElut
e buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/0.5M NaCl/100μg FLAG peptide／0.1％Pol
yoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。次に溶出液は、His-Spin Trap Colu
mnへアプライした。室温で１５分間インキュベートした後にWash buffer（20mM Phosphat
e buffer（pH7.4）/0.5M NaCl/60mM imidazole/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether
）で３回洗浄を行った。次に200μLのElute buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/0
.5M NaCl/0.5M imidazole/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。
さらに溶出液は、アミコンウルトラ－0.5遠心式フィルター10kDa（ミリポア社製）を使用
し、PBS（+0.05％ Tween20）でバッファー交換、濃縮を行った。精製後のサンプルの濃度
は、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェアエンジニアリング社製）
を用いて測定した。
【００７２】
　得られた蛍光標識Ｆａｂ型抗原結合タンパク質は以下の４種類であった。最初のアルフ
ァベット４文字表記はそれぞれの略称である。
(i)　HTLAタイプ
　TAMRAで標識された抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドとATTO655で標識された抗体軽
鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパク質（異色ダブルラベル）
(ii)　HALTタイプ
　ATTO655で標識された抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドとTAMRAで標識された抗体軽
鎖可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパク質（異色ダブルラベル）
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(iii)　HTLCタイプ
　TAMRAで標識された抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドとCR110で標識された抗体軽鎖
可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパク質（異色ダブルラベル）
(iv)　HCLTタイプ
　CR110で標識された抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドとTAMRAで標識された抗体軽鎖
可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパク質（異色ダブルラベル）
【００７３】
２．抗原の測定
　１．で得られた蛍光標識Ｆａｂ型抗原結合タンパク質(320ｎＭ、1.25μL)と、抗原であ
るテトラヒドロカンナビノール（THC）又はその類似化合物であるカンナビノール（CBN)
（０、0.01、0.1、1、10、100μg/mL）とを、１％BSAを含むPBS(+0.05%Tween20)で計50μ
Lになるように調製した。これらの溶液を蛍光プレートリーダー(SpectraMax Paradigm；
モレキュラーデバイス社製）を用いて蛍光強度測定を行った。CR110蛍光標識抗体を使用
した場合は、励起波長（Ex）は480nmにセットし、蛍光波長（Em）530nmでの蛍光強度を測
定した。TAMRA蛍光色素標識抗体を使用した場合は、励起波長（Ex）は530nmにセットし、
蛍光波長（Em）580nmでの蛍光強度を測定した。ATTO655蛍光色素標識抗体を使用した場合
は、励起波長（Ex）は630nmにセットし、蛍光波長（Em）680nmでの蛍光強度を測定した。
【００７４】
　HTLAタイプ、HALTタイプ、HTLCタイプ及びHCLTタイプの抗原結合タンパク質を用いたテ
トラヒドロカンナビノール（THC）の測定結果を図５に、カンナビノール（CBN)の測定結
果を図６に示す。
【００７５】
　図５及び６に示すように、抗原の非存在下では、蛍光色素はクエンチされておらず、蛍
光を発していたが、抗原濃度が高くなるにつれ、蛍光色素がクエンチされ、蛍光強度は低
下した。図に示すように、抗原濃度と蛍光強度の間には負の相関関係が認められた。HTLA
、HALT、HTLC及びHCLTの中では、抗原非存在下での蛍光強度と抗原が高濃度で存在すると
きの蛍光強度の差が大きいHTLA及びHCLTが良好であった。
【００７６】
［実施例４］Fab型抗原結合タンパク質を用いた測定
１．Fab型抗原結合タンパク質
（発現ベクターの構築） 
　テトラヒドロカンナビノール（THC）に対する抗体の軽鎖可変領域（国際寄託「A-04」
）と抗体軽鎖定常領域（Ｃκ；配列番号５）を含むポリペプチドをコードするDNA配列に
、Ｎ末端にProXタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列はTTTであり、翻訳されるとM
SKQIEVNFSNET；配列番号６）のDNA配列を付与し、さらに、Ｃ末端にリンカー（配列番号
７）及びFLAGタグのDNA配列を付与した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグ
ノスティックス社製）へ組み込んだ。またTHCに対する抗体の重鎖可変領域（国際寄託「A
-04」）と抗体重鎖定常領域（CH1；配列番号９）を含むポリペプチドをコードするDNA配
列に、Ｎ末端にアンバーコドンを含むProXタグ（９番目のアミノ酸に対応する塩基配列は
TAGであり、翻訳されるとMSKQIEVNXSNET（Ｘは蛍光標識アミノ酸）；配列番号１０）のDN
A配列を付与し、さらに、Ｃ末端にリンカー（配列番号７）及びHisタグのDNA配列を付与
した遺伝子を、pIVEX2.3dベクター（ロシュ・ダイアグノスティックス社製）へ組み込ん
だ。これらの構築した発現ベクターは、挿入したVL又はVHのＮ末端にProXタグ（翻訳され
るとVHは標識され、VLは非標識）が、Ｃ末端にHisタグ又はFLAGタグが、それぞれ付加さ
れるよう設計されている。
【００７７】
（Fab型抗原結合タンパク質の合成）
　反応液（60μL）は、３μLのEnzyme Mix、0.6μLのMethionine、30μLの２×Reaction 
Mix、20μLのE-coli Lysate、２μLの２種類のplasmid DNA（各200ng）、３μLの蛍光標
識アミノアシル－tRNAamber（480pmol）、1.4μLのNuclease Free Waterを加えた。蛍光
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標識タンパク質を作製するための蛍光標識アミノアシル－tRNA（TAMRA-X-AF-tRNAamber）
は、CloverDirect（商標名）tRNA Reagents for Site-Directed Protein Functionalizat
ion（プロテイン・エクスプレス社製）を用いた。反応液は、20℃、２時間で静置して反
応させタンパク質合成を行なった後、さらに、４℃、16時間の反応により複合化形成を完
成させた。反応終了後、反応液0.5μLを用いてSDS-PAGE（15％）を行い、蛍光イメージア
ナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェアエンジニアリング社製）でタンパク質発現を
観察した。さらに、抗Hisタグ抗体又は抗FLAGタグ抗体を用いてウエスタンブロットを行
い、目的の蛍光標識抗体可変領域含有ペプチドが合成されていることを確認した。
【００７８】
（蛍光標識Fab型抗原結合タンパク質の精製）
　合成した蛍光標識Ｆａｂ型抗原結合タンパク質は、抗FLAG M2アフィニティーゲル（シ
グマアルドリッチ社製）やHis-Spin Trap Column（GEヘルスケア社製）により精製を行っ
た。上記反応液（60μL）を、抗FLAG M2アフィニティーゲルを入れたカラムへアプライし
、室温で15分間インキュベートした後にWash buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/
0.5M NaCl/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回洗浄を行った。次に200μLの
Elute buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/0.5M NaCl/100μg FLAG peptide/0.1％
Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。次に溶出液は、His-Spin Trap C
olumnへアプライした。室温で15分間インキュベートした後にWash buffer（20mM Phospha
te buffer（pH7.4）/0.5M NaCl/60mM imidazole/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether
）で３回洗浄を行った。次に200μLのElute buffer（20mM Phosphate buffer（pH7.4）/0
.5M NaCl/0.5M imidazole/0.1％Polyoxyethylene(23)Lauryl Ether）で３回溶出させた。
さらに溶出液は、アミコンウルトラ－0.5遠心式フィルター10kDa（ミリポア社製）を使用
し、PBS（+0.05％ Tween20）でバッファー交換、濃縮を行った。精製後のサンプルの濃度
は、蛍光イメージアナライザー（FMBIO-III；日立ソフトウェアエンジニアリング社製）
を用いて測定した。
【００７９】
　得られた蛍光標識Ｆａｂ型抗原結合タンパク質は以下のものであった。最初のアルファ
ベット４文字表記はそれぞれの略称である。
(v)　HTLTタイプ
　TAMRAで標識された抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドとTAMRAで標識された抗体軽鎖
可変領域を含むポリペプチドからなる抗原結合タンパク質（同色ダブルラベル）
【００８０】
　得られた蛍光標識Fab型抗原結合タンパク質は図１のＤ－２に示す構造を有している。
　また、図７にHTLTタイプの抗原結合タンパク質を用いて、テトラヒドロカンナビノール
（THC）、テトラヒドロカンナビノール酸（THC-A）及びカンナビノール（CBN)を測定した
結果を示す。
【００８１】
　図７に示すように、テトラヒドロカンナビノール（THC）、テトラヒドロカンナビノー
ル酸（THC-A）及びカンナビノール（CBN)のいずれの抗原とも反応性が認められた。また
、抗原の非存在下では、蛍光色素はクエンチされておらず、蛍光を発していたが、抗原濃
度が高くなるにつれ、蛍光色素がクエンチされ、蛍光強度は低下した。図に示すように、
抗原濃度と蛍光強度の間には負の相関関係が認められた。
【産業上の利用可能性】
【００８２】
　本発明の抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプチド
からなり、前記抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドと抗体重鎖可変領域を含むポリペプ
チドのいずれか一方又は両方が蛍光色素により標識されている抗原結合タンパク質を含む
、抗原濃度測定又は検出用キットを用いることにより、低分子化合物等の抗原を固相化工
程や洗浄工程を必要とすることなく、高感度で検出することができる。
【配列表フリーテキスト】



(21) JP 2016-121919 A 2016.7.7

【００８３】
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摘要(译)

解决的问题：提供一种能够通过使用荧光染料的荧光强度和抗原浓度之
间的负相关来测量抗原浓度的抗原测量或检测试剂盒，以及使用该试剂
盒的抗原测量或检测方法。 提供。 含有抗体轻链可变区的多肽和含有抗
体重链可变区的多肽，其中含有抗体轻链可变区的多肽和含有抗体重链
可变区的多肽之一 或用于抗原浓度测量或检测的试剂盒，其中包含用荧
光染料标记的抗原结合蛋白， 当抗原结合蛋白与待测抗原结合形成复合
物时，抗原和抗原结合蛋白的复合物成为荧光染料的淬灭剂， 液相中的
抗原浓度与上述荧光染料的荧光强度之间存在负相关关系，并且当形成
抗原与抗原结合蛋白的复合物时，荧光染料被更强烈地猝灭，从而荧光
强度降低。 然后 表征抗原在液相中的浓度和荧光染料的荧光强度具有负
相关性，作为指标，可以测量抗原浓度或基于要测量或检测的荧光使抗
原可视化。 用于测量或检测抗原浓度的试剂盒。 [选择图]无
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