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(57)【要約】

【課題】　ヒト由来ミッドカインに対して特異的に結合

する癌診断用モノクローナル抗体、及びそれを使用した

癌の診断用キットを提供することを目的とする。

【解決手段】　前立腺癌、悪性リンパ腫、肝臓癌、食道

癌、十二指腸癌、結腸癌、胆管癌、胆嚢癌、膵臓癌、甲

状腺癌、肺癌及び乳癌等で発現増大しているヒト由来ミ

ッドカインに対する親和性が高く、これらに特異的に結

合する、抗ミッドカインモノクローナル抗体、及びそれ

を用いた免疫学的測定法を利用した、信頼性の高い癌の

診断用キットを提供する。

【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ゲ ル 電 気 泳 動 に お け る 完 全 長 抗 体 の 分 子 量 が 250kDa以 上 で あ る 、 ヒ ト 由 来 ミ ッ ド カ イ ン

に 特 異 的 に 結 合 す る 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ 】

　 重 鎖 に 下 記 の 配 列 番 号 １ ～ ３ の ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る

、 請 求 項 １ に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 [配 列 番 号 １ ]

　 　 G YTFTSY W M H

　 [配 列 番 号 ２ ]

　 　 NINPH N G GTN Y NE

　 [配 列 番 号 ３ ]

　 　 G G H Y DEG YFEY

【 請 求 項 ３ 】

　 軽 鎖 に 下 記 の 配 列 番 号 ４ ～ ６ の ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る

、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 [配 列 番 号 ４ ]

　 　 RASG NIH N YLA

　 [配 列 番 号 ５ ]

　 　 N A KTLA D

　 [配 列 番 号 ６ ]

　 　 Q HFWSTPFT

【 請 求 項 ４ 】

　 重 鎖 に 下 記 の 配 列 番 号 ７ ～ ９ の ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る

、 請 求 項 １ に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 [配 列 番 号 ７ ]

　 　 RASG NIH N YLA

　 [配 列 番 号 ８ ]

　 　 RINPY N G DTFY N Q QF

　 [配 列 番 号 ９ ]

　 　 EA G GSSFD W LA Y

【 請 求 項 ５ 】

　 軽 鎖 に 下 記 の 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ の ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と

す る 、 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 [配 列 番 号 １ ０ ]

　 　 RASG NIH NFLA

　 [配 列 番 号 １ １ ]

　 　 N A KTLA D

　 [配 列 番 号 １ ２ ]

　 　 Q HFWSTPPT

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 ヒ ト 由 来 ミ ッ ド カ イ ン と の 解 離 定 数 （ Kd） は 、 0.5× 10
- 7

M～ 1.5× 10
- 7

Mで あ る こ と

を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 ヒ ト 由 来 ミ ッ ド カ イ ン と の 解 離 定 数 （ Kd） は 、 1.0× 10
- 9

M～ 5.0× 10
- 9

Mで あ る こ と

を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 癌 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 癌 が 、 前 立 腺 癌 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 肝 臓 癌 、 食 道 癌 、 十 二 指 腸 癌 、 結 腸 癌 、 胆 管 癌 、

胆 嚢 癌 、 膵 臓 癌 、 甲 状 腺 癌 、 肺 癌 及 び 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か で あ る こ と を

特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 癌 が 、 前 立 腺 癌 又 は 悪 性 リ ン パ 腫 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 癌 の

診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 癌 診 断

キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 癌 診 断 キ ッ ト に 係 り 、 よ り 詳 し く は 、 ヒ

ト ミ ッ ド カ イ ン に ヒ ト 由 来 ミ ッ ド カ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 、 及 び 、 当 該 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 癌 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ミ ッ ド カ イ ン （ midkine： 以 下 、 「 Ｍ Ｋ 」 と も い う ） は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 と シ ス テ イ ン

に 富 む 分 子 量 約 13 kDaの ヘ パ リ ン 結 合 性 成 長 因 子 で 、 胚 性 癌 細 胞 の レ チ ノ イ ン 酸 に よ る 分

化 誘 導 の 過 程 で 一 過 性 に 発 現 す る 遺 伝 子 の 産 物 と し て 発 見 さ れ た 。 Ｍ Ｋ の ア ミ ノ 酸 配 列 と

50％ の 相 同 性 を 示 す プ レ イ オ ト ロ フ ィ ン は 、 ヘ パ リ ン 結 合 性 の フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 と 考

え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 Ｍ Ｋ は 、 細 胞 の 増 殖 ・ 分 化 に 関 係 し 、 細 胞 保 護 及 び 成 長 作 用 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ や 好 中 球

等 の 炎 症 性 細 胞 の 遊 走 促 進 、 ア ポ ト ー シ ス の 抑 制 な ど の 作 用 を 有 す る 。 ま た 、 癌 細 胞 の 生

存 及 び 遊 走 、 並 び に 血 管 新 生 を 促 し 、 癌 の 進 展 に 関 与 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 Ｍ Ｋ は 、 様 々 な 生 物 学 的 機 能 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 癌 に 関 し て は 、

胃 癌 、 食 道 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 肺 癌 、 乳 癌 、 子 宮 癌 、 卵 巣 癌 、 神 経

芽 腫 、 神 経 膠 芽 腫 な ど の 多 く の 腫 瘍 に お い て 、 癌 の 種 類 に よ ら ず 70％ 以 上 で Ｍ Ｋ の 発 現 増

大 が 認 め ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ～ ４ ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ま た 、 Ｍ Ｋ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ や 好 中 球 等 の 炎 症 性 細 胞 の 遊 走 を 促 進 さ せ る 機 能 を 有 す

る こ と 、 破 骨 細 胞 の 分 化 を 引 き 起 こ す こ と 、 及 び Ｍ Ｋ を 欠 損 さ せ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に

お い て 、 手 術 後 の 癒 着 が 軽 減 さ れ る こ と 等 も 知 ら れ て い る 。 こ の よ う に 、 Ｍ Ｋ は 自 己 免 疫

疾 患 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 変 形 性 関 節 症 、 手 術 後 の 癒 着 、 炎 症 性 大 腸 炎 、

乾 癬 、 狼 瘡 、 喘 息 、 好 中 球 機 能 異 常 等 の 炎 症 性 疾 患 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 特 許

文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 Ｍ Ｋ は 発 癌 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て お り 、 Ｍ Ｋ 遺 伝 子 を プ ロ ー

ブ と し た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ る 癌 の 診 断 法 （ 特 許 文 献 １ ： 以 下 、 「 従 来 技 術 １ 」 と い う

） 、 お よ び 抗 Ｍ Ｋ タ ン パ ク 質 抗 体 を 含 む 癌 の 診 断 薬 （ 特 許 文 献 ２ ： 以 下 、 「 従 来 技 術 ２ 」

と い う ） が 開 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ま た 、 様 々 な タ イ プ の 癌 に お い て 、 早 い 段 階 で 血 中 や 尿 中 の Ｍ Ｋ 値 が 健 常 者 の 基 準 値 と

比 較 し て 上 昇 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 Ｍ Ｋ を 早 期 癌 の マ ー カ ー と し て 使 用 す る 技 術

が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ３ ： 以 下 、 「 従 来 技 術 ３ 」 と い う ） 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 Ｍ Ｋ を 測 定 す る 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て 、 1-ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ 法 が 知 ら れ て い る （

特 許 文 献 ４ ） 。 こ の 方 法 で は 、 固 相 化 抗 体 （ 以 下 、 「 １ 次 抗 体 」 と い う こ と が あ る ） 及 び

標 識 抗 体 （ 以 下 、 「 ２ 次 抗 体 」 と い う こ と が あ る ） 共 に 異 な る 動 物 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル

抗 体 が 使 用 さ れ て い る （ 以 下 、 「 従 来 技 術 ４ 」 と い う ） 。

　 一 方 、 海 外 の 試 薬 メ ー カ ー か ら 、 １ 次 抗 体 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 標 識 抗 体 に ポ リ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 、 ヒ ト Ｍ Ｋ 用 ELISA（ Enzyme-Linked Im muno Sorbent Assay）

キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Boster Biological Technology 社 か ら 、 １ 次 抗 体 に

マ ウ ス 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 標 識 抗 体 に ヤ ギ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用

し た 、 ヒ ト Ｍ Ｋ 用 ELISAキ ッ ト 「 Human Midkine PicoKine」 が 販 売 さ れ て い る （ 以 下 、 「

従 来 技 術 ５ 」 と い う ） 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ヒ ト Ｍ Ｋ 遺 伝 子 は 既 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 ま た 、 Ｍ Ｋ 遺 伝 子 を

ノ ッ ク ア ウ ト し た マ ウ ス に つ い て は 、 129/Sv系 マ ウ ス の エ ク ソ ン ２ の 一 部 と エ ク ソ ン ３ の

一 部 を 破 壊 し た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 既 に 作 製 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ま た 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ の 遺 伝 子 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 既 に 知 ら れ て い る も の も あ り 、 様 々 な 方

法 に よ っ て 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 特 許 文 献 １ 】 W O2010/074218

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 6-172218号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2010-139293号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 10-160735号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 特 許 第 5663137号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Tsutsui, J. et al. Cancer Res. 53. 1281-1285, 1993

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Garver, R. I. et al. A m. J. Respir. Cell Mol. Biol. 9. 463-466,

1993

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Aridome, K. et al. Jap. J. Cancer Res. 86. 655-661, 1995

【 非 特 許 文 献 ４ 】 O'Brien, T. et al. Cancer Res. 56, 2515-2518, 1996

【 ０ ０ １ ３ 】

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Uehara, K. et al.: J. Biochem., 111: 563-567, 1992

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Nakamura , E. et al.: Genes to Cells, 3: 811-822, 1998

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Tsutsui, J. , et al. , Biochem. Biophys. Res. Com mun. 176, 792-797

, 1991

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 従 来 技 術 １ は 、 Ｍ Ｋ 遺 伝 子 を プ ロ ー ブ と し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 う こ と で 、 生 体 組 織

の 癌 化 状 態 に あ る か 否 か を 診 断 す る こ と が で き る 点 で は 優 れ た 発 明 で あ る 。 し か し 、 組 織

か ら RN Aを 抽 出 し て 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル を 調 製 す る 際 に 手 間 と 時 間 を 要 し 、 簡 便 で 迅 速 な

結 果 を 得 る に は 課 題 が 残 っ て い た 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 従 来 技 術 ２ は 、 Ｍ Ｋ 抗 原 を 動 物 に 免 疫 し て 抗 体 を 作 製 し た 後 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す る

こ と に よ り 、 精 製 さ れ た 抗 Ｍ Ｋ 抗 体 を 調 製 し 、 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 癌 の 診 断 薬 及 び 治 療

薬 を 提 供 す る 点 で は 優 れ た 発 明 で あ る 。 し か し 、 抗 体 の 性 能 評 価 が in vitroの 実 験 に 留 ま

り 、 ヒ ト に お け る 癌 の 診 断 効 果 は 開 示 さ れ て い な い た め 、 診 断 精 度 に 課 題 が 残 っ て い た 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 従 来 技 術 ３ は 、 Ｍ Ｋ を 早 期 の 胃 癌 、 肝 細 胞 癌 及 び 肺 癌 等 を 検 出 す る マ ー カ ー と し て 使 用

し て い る 点 で 優 れ た 発 明 で あ る 。 し か し 、 使 用 し て い る Ｍ Ｋ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 全 く 開

示 さ れ て い な い た め 、 一 定 の 品 質 を 有 す る 腫 瘍 マ ー カ ー を 得 る こ と が で き る か と い う 点 で

課 題 が 残 っ て い た 。

【 ０ ０ １ ７ 】
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　 従 来 技 術 ４ は 、 １ 次 抗 体 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て い る た め 、 高 い ア ビ デ ィ テ イ

を 有 す る が 、 免 疫 原 に 混 在 す る 検 出 対 象 外 の 生 体 分 子 と の 交 差 反 応 が 生 じ る 問 題 が あ る 。

ま た 、 従 来 技 術 ５ は 、 １ 次 抗 体 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て い る こ と か ら 、 抗 原 の 一

部 の 特 定 の エ ピ ト ー プ 部 位 を 認 識 す る 点 で 特 異 的 に 認 識 で き る と い う 点 で 優 れ た 発 明 で あ

る 。 し か し 、 同 時 に 他 の エ ピ ト ー プ と も 反 応 し 、 健 常 者 で 発 現 し て い る Ｍ Ｋ も 検 出 し て し

ま う た め 、 感 度 と 信 頼 性 に つ い て 課 題 が 残 っ て い た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 上 か ら 、 感 度 と 信 頼 性 が 高 く 特 定 の 配 列 を 有 す る 抗 Ｍ Ｋ 抗 体 、 及 び そ れ を 使 用 し た 迅

速 で 簡 便 な 分 析 キ ッ ト に 関 す る 強 い 社 会 的 要 請 が あ っ た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み 、 本 発 明 の 発 明 者 等 は 、 癌 患 者 に お け る 血 清 中 の Ｍ Ｋ を 検 出 す る

抗 体 の 研 究 を 行 い 、 所 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 所 定 の 分 子 量 を 有 す る 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 が 、 ヒ ト 由 来 の Ｍ Ｋ と 感 度 よ く 及 び 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ

せ た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 第 １ の 観 点 か ら す る と 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に お け る 完 全 長 抗 体 の 分 子

量 が 250 kDa以 上 で あ る 、 ヒ ト 由 来 Ｍ Ｋ に 特 異 的 に 結 合 す る 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 、 重 鎖 が G YTFTSY W M H（ 配 列 表 の 配 列 番 号 １

） 、 NINPH N G GTN Y NE（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ） 、 及 び G G H Y DEG YFEY（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ） の

３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る 、 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 こ の 場 合 に は 、 軽 鎖 が RASG NIH N YLA（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ） 、 N A KTLA D（ 配 列 表 の 配 列 番

号 ５ ） 、 及 び Q HFWSTPFT（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ） の ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る こ

と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 、 重 鎖 が G YSFTG YFM N（ 配 列 表 の

配 列 番 号 ７ ） 、 RINPY N G DTFY N Q QF（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ） 、 EA G GSSFD W LA Y（ 配 列 表 の 配 列

番 号 ９ ） と い う ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 こ の 場 合 に は 、 軽 鎖 が 、 RASG NIH NFLA（ 配 列 表 の 配 列 番 号 10） 、 N A KTLA D（ 配 列 表 の 配 列

番 号 ５ ） 、 Q HFWSTPPT（ 配 列 表 の 配 列 番 号 11） と い う ３ 種 類 の CDR配 列 を 有 す る も の で あ る

こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 、 標 的 と な る ヒ ト 由 来 Ｍ Ｋ と 特 異 的

に 結 合 す る 点 と い う 観 点 か ら は 、 前 記 ヒ ト 由 来 Ｍ Ｋ と の 解 離 定 数 （ Kd） が 、 0.5× 10
- 7

M～

1.5× 10
- 7

Mを 確 保 で き る こ と が 好 ま し い 。 そ し て 、 前 記 ヒ ト 由 来 Ｍ Ｋ と の 解 離 定 数 （ Kd）

が 、 1.0× 10
- 9

M～ 5.0× 10
- 9

Mを 確 保 で き る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 癌 の 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 検 出 で き る 前 記 癌 は 、 前 立 腺 癌 、 悪 性

リ ン パ 腫 、 肝 臓 癌 、 食 道 癌 、 十 二 指 腸 癌 、 結 腸 癌 、 胆 管 癌 、 胆 嚢 癌 、 膵 臓 癌 、 甲 状 腺 癌 、

肺 癌 及 び 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か で あ る こ と が 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が

こ れ ら に 発 現 し て い る Ｍ Ｋ と 特 異 的 に 結 合 で き る 点 で 好 ま し い 。 前 立 腺 癌 又 は 悪 性 リ ン パ

腫 で あ る こ と が Ｍ Ｋ を 高 感 度 に 検 出 で き る 点 で よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 は 、 第 ２ の 観 点 か ら す る と 、 上 述 し た 癌 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 癌

診 断 キ ッ ト で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】
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【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 前 立 腺 癌 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 肝 臓 癌 、 食 道 癌 、 十 二 指 腸 癌 、 結 腸 癌 、 胆

管 癌 、 胆 嚢 癌 、 膵 臓 癌 、 甲 状 腺 癌 、 肺 癌 及 び 乳 癌 等 で 発 現 が 増 大 し て い る Ｍ Ｋ に 対 し て 、

本 発 明 の 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 感 度 よ く 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る た め 、

信 頼 性 の 高 い 癌 診 断 を 行 う こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 SDS-PA GE電 気 泳 動 写 真 で あ る 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 に よ る 分 子

間 相 互 作 用 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 図 ３ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 に よ る 分 子

間 相 互 作 用 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 重 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、

ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 図 ５ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、

ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

【 図 ６ 】 図 ６ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 重 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、

ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 図 ７ は 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 、

ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 以 下 に 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 （ １ ） 抗 原 の 調 製 、 （ ２ ） 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫 、 （ ３ ） 細 胞

融 合 、 （ ４ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び （ ５ ） 抗 体 産 生 細 胞 の 増 殖 の 工

程 に 従 っ て 作 製 さ れ る 。 本 願 の 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も こ の 工 程 に よ っ て 作 製 さ

れ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ １ ） 抗 原 の 調 製

　 感 作 抗 原 と し て 使 用 さ れ る 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ 抗 体 は 、 以 下 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 Ｍ Ｋ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 所 定 の 培 養

株 細 胞 、 例 え ば ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 由 来 の 培 養 株 細 胞 よ り ヒ ト M K mRN Aを 調 製 し 、 EcoRI等 の 所

定 の 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ る 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー

ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 上 記 mRN Aを 鋳 型 と し て PCRを 行 い 、 得 ら れ た PCR産 物 を 精 製 し た 後

逆 転 写 を 行 っ て 、 ヒ ト M K cD N Aを 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ヒ ト M K cD N Aと 、 例 え ば 宿 主 細 胞 に 用 い る こ と が で き る 発 現 ベ

ク タ ー を 、 所 定 の 制 限 酵 素 で 消 化 し た 後 、 市 販 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト 等 を 用 い て 組 換 え

発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 、 マ イ

ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 等 を 用 い て 、 上 記 の 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細

胞 を 形 質 転 換 さ せ る 。 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 を 挙 げ る

こ と が で き 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 pHIL301等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pHIL301

を 発 現 ベ ク タ ー と し て 使 用 し て 、 ピ キ ア 酵 母 を 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 そ の 後 、 所 定 の 選 択 培 地 で 培 養 し 、 目 的 の Ｍ Ｋ 遺 伝 子 を 有 す る ク ロ ー ン を 得 る 。 得 ら れ

た ク ロ ー ン を 、 所 定 の 培 地 で 培 養 し 、 細 胞 中 又 は 培 養 上 清 中 を 採 取 し て 、 例 え ば ウ サ ギ 抗

マ ウ ス Ｍ Ｋ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 い 、 当 該 ク ロ ー ン の

10

20

30

40

50



(7) JP  2020-27089  A   2020.2.20

Ｍ Ｋ 分 泌 の 有 無 を 確 認 す る 。 得 ら れ た ク ロ ー ン を 培 養 し て 得 ら れ た Ｍ Ｋ を 、 公 知 の 方 法 、

例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 用 い て 精 製 し 、 感 作 抗 原 と し て 使 用 す る 抗 ヒ ト

Ｍ Ｋ 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 化 学 合 成 に よ っ て も 調 製 し た Ｍ Ｋ タ ン パ ク 質 を 感 作 抗 原 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。

例 え ば 、 Ｍ Ｋ の C末 端 の ア ミ ノ 酸 を ポ リ ス チ レ ン 担 体 に 固 定 化 し 、 9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル

オ キ シ カ ル ボ ニ ル 基 又 は tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 基 で 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 ジ イ ソ プ

ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 等 の 縮 合 剤 を 用 い て 結 合 さ せ る こ と で 、 所 望 の 配 列 を 有 す る Ｍ Ｋ を

得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 、 PSSM-S（ （ 株 ） 島 津 製 作 所 製 ） 、 ABI433Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー （ ア プ ラ イ ド

バ イ オ シ ス テ ム 社 製 ） 及 び ACT396Apex（ ア ド バ ン ス ト ケ ム テ ッ ク 社 製 ） 等 の 、 ペ プ チ ド シ

ン セ サ イ ザ ー を 用 い て 、 Ｍ Ｋ を 合 成 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

（ ２ ） 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫

　 免 疫 さ れ る 動 物 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト

リ 、 ア ヒ ル 等 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と が 比 較 的 容 易 な 動 物 を 使 用 す る こ と が 好 ま

し く 、 一 般 的 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 等 の 齧 歯 類 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。

抗 体 産 生 能 の 観 点 か ら 、 C57BL/6等 の Ｍ Ｋ 欠 損 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 等 を 、 好 適 に 使 用 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 感 作 抗 原 と し て の Ｍ Ｋ の 動 物 へ の 投 与 は 、 例 え ば 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 静 脈 内 、 皮 内 等 の 一

般 的 な 投 与 ル ー ト を 介 し て 行 う こ と が で き る 。 投 与 時 の 抗 原 量 は 動 物 の 体 重 に よ っ て 変 動

す る が 、 投 与 さ れ た 動 物 が 抗 体 を 産 生 で き る 量 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 PBS

や 生 理 食 塩 水 等 で 希 釈 し た 感 作 抗 原 を 、 例 え ば フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FCA、 Fre

und's complete adjuvant） 等 の ア ジ ュ バ ン ト を 加 え て 乳 化 し た 混 合 液 を 、 １ 回 当 た り 0.1

～ 1,000 μ ｇ 程 度 の 量 で 適 当 な 間 隔 を あ け て 投 与 す る 。 例 え ば 、 1～ 5週 間 に 1回 の 割 合 で

、 合 計 2～ 5回 程 度 投 与 す る 。 最 終 免 疫 か ら 1～ 2週 間 後 に 、 免 疫 し た 動 物 の 眼 窩 又 は 尾 静 脈

か ら 採 血 を 行 い 、 血 清 を 分 離 し て 、 抗 体 価 を 測 定 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 抗 体 価 の 測 定 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） 、 蛍 光 抗 体 法 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ RIA法 ）

等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。

　 例 え ば 、 ELISA法 で 抗 体 価 を 測 定 す る 場 合 に は 、 PBS（ pH 7.2～ 7.4） 等 を 用 い て 、 Ｍ Ｋ

の 抗 原 溶 液 を 0.5～ 1.5 μ ｇ /mlに 調 製 す る 。 こ れ を 40～ 60 μ L/ウ ェ ル と な る よ う に プ レ

ー ト に 分 注 し 、 3～ 5℃ で 一 晩 静 置 し て Ｍ Ｋ を 固 相 化 さ せ る 。 0.04％ ～ 0.06％ Tween PBSで

数 回 洗 浄 し た 後 、 市 販 の ブ ロ ッ キ ン グ 剤 、 例 え ば 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 （ 株 ） 製

） 等 の 3～ 5倍 希 釈 液 を 、 90～ 110 μ L/ウ ェ ル と な る よ う に 加 え 、 37℃ で 数 時 間 静 置 し て ブ

ロ ッ キ ン グ 処 理 を 行 う 。 そ の 後 、 0.04％ ～ 0.06％ Tween PBSで 数 回 洗 浄 し た 後 、 培 養 上 清

原 液 を 40～ 60 μ L/ウ ェ ル と な る よ う 加 え 、 37℃ で 約 30分 ～ 約 90分 間 静 置 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 再 度 、 0.04％ ～ 0.06％ Tween PBSで 数 回 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 、 例 え ば ブ ロ ッ ク

エ ー ス 等 で 8～ 12倍 に 希 釈 し た 標 識 抗 体 、 例 え ば ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG＋ IgM HRP標 識 抗 体 を ２

次 抗 体 と し て 、 40～ 60 μ /ウ ェ ル と な る よ う 加 え 、 37℃ で 30分 ～ 1時 間 半 静 置 す る 。 0.04

％ ～ 0.06％ Tween PBSで 数 回 洗 浄 し た 後 、 HRP基 質 液 を 40 μ L～ 60 μ L/ウ ェ ル と な る よ う

に 加 え 、 室 温 に て 、 遮 光 し て 15～ 30分 間 静 置 す る 。 そ の 後 、 約 0.5～ 1.5 Nの 硫 酸 を 加 え て

反 応 を 停 止 さ せ 、 所 望 の 波 長 、 例 え ば 、 約 492 nmで 測 定 す る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 こ う し て 、 血 清 中 の 所 望 の 抗 体 レ ベ ル の 上 昇 を 確 認 後 、 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞

を 取 り 出 し 、 細 胞 融 合 に 使 用 す る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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（ ３ ） 細 胞 融 合

　 細 胞 融 合 は 、 上 述 し た よ う な 方 法 に よ っ て 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た 免 疫 感 作 動 物 か ら 得 ら

れ る 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 用 い て 行 う 。 抗 体 産 生 細 胞 は 、 免 疫 感 作 動 物 の 脾

臓 、 膵 臓 、 リ ン パ 節 及 び 末 梢 血 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 マ ウ ス の 脾 臓 を 用 い る 場 合 、 摘 出 し た 脾 臓 を 、 所 望 の 培 地 、 例 え ば 、 RPMI1640 S.P培 地

を 用 い て 複 数 回 洗 浄 す る 。 洗 浄 後 、 脾 臓 を ガ ラ ス 棒 で す り 潰 し 、 所 望 の 大 き さ の 遠 沈 管 に

脾 臓 細 胞 を 集 め 、 約 1,000～ 約 1,400 rpmで 約 10分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 い た 後 、 RPMI

1640 S.P培 地 を 加 え て 、 再 度 1,000～ 1,400 rpmで 約 10分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 い た 後

、 30～ 50 mLの RPMI1640 S.P培 地 を 加 え て 、 血 球 計 算 盤 で 細 胞 数 を 計 測 し て お く 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 又 は ヒ ト 等 の 哺

乳 動 物 由 来 の 細 胞 で あ っ て 、 in vitroで 増 殖 可 能 な 細 胞 で あ り 、 公 知 の 細 胞 株 を 使 用 す る

こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 由 来 P3X63Ag8.653（ ECACC85011420） 、 マ ウ ス 骨 髄

腫 由 来 P3X63Ag8U.1 (P3U1)(JCRB9085)、 マ ウ ス 骨 髄 腫 由 来 NS-1（ JCRB9107） 、 マ ウ ス 骨 髄

腫 由 来 MPC-11(NCACC91031103)、 マ ウ ス 骨 髄 腫 由 来 SP2/0（ ECACC85072401） 等 を 入 手 し て

使 用 す る こ と で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 例 え ば 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 由 来 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3U1） を 使 用 す る 場 合 、 こ れ を 50 mLの

遠 沈 管 に 集 め 、 800～ 1,200 rpm（ 約 120～ 270 xg） で 3～ 7分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 い

た 後 、 RPMI 1640 S.P培 地 を 30～ 50 mL加 え 、 再 度 800～ 1,200 rpmで 3～ 7分 間 遠 心 分 離 す る

。 上 清 を 除 い た 後 、 RPMI1640 S.P培 地 を 30～ 50 mL加 え 、 血 球 計 算 盤 で 細 胞 数 を 計 測 し て

お く 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 上 記 抗 体 産 生 細 胞 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 PBS等 で 洗 浄 後 、 セ ン ダ イ ウ ィ ル ス 及 び ポ リ

エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 等 の 細 胞 融 合 促 進 剤 の 存 在 下 、 栄 養 培 養 液 中 で 融 合 さ せ る こ

と が で き る 。 融 合 効 率 を 高 め た い 場 合 、 ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド 等 の 補 助 剤 を 任 意 に 添 加

す る 。 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 比 率 は 、 例 え ば 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞

の 割 合 を 10対 1～ 1対 1と す る 。 細 胞 融 合 に 用 い る 培 養 液 は 、 RPMI1640培 養 液 及 び M E M培 養 液

等 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 培 養 液 が 使 用 で き 、 ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS）

等 の 血 清 を 併 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 所 定 量 の 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 上 記 の 培 地 中 で よ く 混 合 し 、 平 均 分 子 量 1,

000～ 6,000程 度 の PEG溶 液 を 、 10～ 80％ （ w/v） の 濃 度 で こ こ に 添 加 し て 混 合 液 と す る 。 こ

の 混 合 液 を 約 20～ 40℃ で 約 1～ 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 効 率 よ く ハ イ ブ リ

ド ー マ が 形 成 さ れ る 。 そ の 後 、 上 記 の 培 地 を 加 え て 遠 心 操 作 を 行 い 、 上 清 を 除 去 す る と い

う 操 作 を 繰 り 返 し て 、 細 胞 融 合 剤 等 を 除 去 す る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 例 え ば 、 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 細 胞 融 合 を 行 う 場 合 、 予 め 血 球 計 算 盤 で 各 細 胞 の

含 有 液 中 の 細 胞 数 を 求 め る 。 そ の 後 、 所 定 の 割 合 に な る よ う に 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞

と を 遠 沈 管 に 入 れ て よ く 混 合 し 、 1,000 rpm（ 約 200 xg） で 約 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を

除 く 。 次 い で 、 数 mLの PEG溶 液 を 混 合 し な が ら 数 分 か け て 添 加 す る 。 添 加 後 、 そ の ま ま 数

分 間 混 合 を 続 け 、 予 め ウ ォ ー タ ー バ ス で 37℃ に 温 め て お い た 数 mLの RPMI1640 S.P培 地 を 、

混 合 し な が ら 数 分 間 か け て ゆ っ く り と 添 加 す る 。 こ の 操 作 を 3～ 5回 繰 り 返 し 、 37℃ に 温 め

て お い た 5～ 15 mLの RPMI1640 S.P培 地 を 、 混 合 し な が ら 3～ 5分 か け て ゆ っ く り と 添 加 す る

。 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ に て 3～ 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 800～ 1,200 rpm（ 約

120～ 270 xg） で 3～ 7分 間 遠 心 す る 。 遠 心 後 、 上 清 を 除 去 し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

（ ４ ） 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ
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　 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 等 の 固 相 に 免 疫 原 と し

て 使 用 し た 抗 原 を 直 接 又 は 担 体 と と も に 吸 着 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し 、

酵 素 等 で 標 識 し た 抗 体 又 は プ ロ テ イ ン Aを 加 え 、 固 相 に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検

出 す る 方 法 等 が 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 例 え ば H AT培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 ） 等 を 添 加

し た 動 物 細 胞 培 地 で ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ り 、 選 択 的 に 増 殖 さ せ る こ と が で

き る 。 上 記 培 地 と し て は 、 RPMI 1640培 地 、 GIT培 地 （ 富 士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） 製

） 又 は SFM-101培 地 （ ニ ッ ス イ 製 薬 （ 株 ） 製 ） 等 を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 は 、 目 的 の

ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 非 融 合 細 胞 が 死 滅 す る の に 必 要 な 時 間 行 う 。 通 常 20～ 40℃ で 、 数 日

～ 数 週 間 行 う 。 培 養 後 、 ELISA等 に よ り 、 培 養 上 清 中 か ら 抗 原 に 結 合 し 非 抗 原 に 結 合 し な

い サ ン プ ル を 選 択 す る 。 そ の 後 、 限 界 希 釈 法 に よ り 、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ

ド ー マ を 選 択 す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 例 え ば 、 H AT培 地 を 含 む RPMI1640 S.P培 地 を 入 れ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト に ハ イ ブ リ ド ー マ

を 播 種 し 、 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 1～ 2週 間 培 養 す る 。 そ の 後 ELISA法 で 抗 体

産 生 能 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 そ の 後 、 例 え ば 、 吸 光 度 の 高 い ウ ェ ル 中 の 細 胞 を ク ロ ー ニ

ン グ 用 サ ン プ ル と し て 選 び 、 3列 に 5個 /ウ ェ ル 及 び 1個 /ウ ェ ル 、 並 び に 2列 に 0.5個 /ウ ェ ル

と な る よ う に 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 と 共 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 播 種 す る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ク ロ ー ニ ン グ 後 3～ 7日 後 に 、 コ ロ ニ ー が 1で あ る ウ ェ ル を 確 認 し 、 数 日 毎 に 培 地 を 交 換

す る 。 そ の 後 、 コ ロ ニ ー が 4分 の 1～ 2分 の 1を 占 め る よ う に な っ た と こ ろ で 、 例 え ば ELISA

法 に よ り 、 陽 性 反 応 を 示 す ウ ェ ル を 選 択 す る 。 こ う し て 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立

株 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

（ ５ ） 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ

　 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら は 、 in vitroで 培 養 し 、 培 養 上 清 を 精 製 す る こ と で 抗 Ｍ Ｋ

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 適 合 性 が あ る 同 系 動 物

又 は 免 疫 不 全 動 物 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し 、 腹 水 化 さ せ 、 採 取 し た 腹 水 を 精 製 す る こ と

で 得 る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 通 常 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 様 に 、 例 え ば 、 等

電 点 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 体 に よ る 脱 吸 着 法 、 塩 析 法 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 法 、 超

遠 心 法 、 ゲ ル ろ 過 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 抗 原 結 合 固 相 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ

ロ テ イ ン Ｇ 等 の 吸 着 剤 に よ り 抗 体 の み を 採 取 し 、 結 合 を 解 離 さ せ て 抗 体 を 得 る 方 法 に よ り

行 う こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム や プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に よ り 行 い 、 IgG画 分 を 回 収 す る こ と で 得 る こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム

に 用 い る 担 体 に は 、 HyperD（ ポ ー ル コ ー ポ レ ー シ ョ ン 社 製 ） 、 POROS（ サ ー モ フ ィ ッ シ ャ

ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 製 ） 及 び Sepharose Fast Flow（ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア ・ ジ ャ パ ン （

株 ） 製 ） が 使 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 親 和 性 は 、 ELISA法 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Radioim munoassay; RIA） 、

酵 素 免 疫 測 定 法 （ Enzyme Im muno Assay; EIA） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ Fluorescence Im muno

Assay; FIA） 、 ELISPOT法 （ Enzyme-Linked Im muno-Spot） 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 （ Surf

ace plasmon resonance; SPR） 、 水 晶 振 動 子 法 （ Quartz Crystal Microbalance; QC M） 等

の 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 を 応 用 し た Biacor

eシ ス テ ム に よ る 測 定 が 、 少 な い サ ン プ ル で 迅 速 に 測 定 で き る 点 か ら 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 本 発 明 の 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 癌 診 断 用 キ ッ ト は 、 ヒ ト Ｍ Ｋ を 検 出 す る 試

薬 を 含 み 、 必 要 に 応 じ て 、 発 色 試 薬 、 反 応 停 止 試 薬 、 洗 浄 試 薬 、 基 質 試 薬 、 蛍 光 試 薬 、 標

準 抗 原 試 薬 、 前 処 理 試 薬 、 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 等 が 含 ま れ る 。 検 出 試 薬 の 形 状 は 特 に 限 定 さ

れ ず 、 固 体 状 、 ゲ ル 状 又 は 液 状 で あ っ て よ く 、 膜 、 フ ィ ル ム 又 は 樹 脂 等 に 固 定 さ れ て い て

も よ い 。 例 え ば 、 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 96ウ ェ ル 等 の プ レ ー ト に 固 定 さ れ て い

て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 願 キ ッ ト と し て は 、 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 定 化 プ レ ー ト 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 Ｍ Ｋ

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 混 合 溶 液 、 T M B試 薬 、 標 準 Ｍ

Ｋ 試 薬 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 備 え る キ ッ ト 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ６ １ 】

（ 実 施 例 １ ） マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

（ １ ） Ｍ Ｋ 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

　 8－ 10週 齢 の 野 生 型 及 び Ｍ Ｋ 欠 損 の C57BL6マ ウ ス は 、 名 古 屋 大 学 村 松 教 授 よ り 提 供 さ れ

た も の を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

（ ２ ） 抗 原 の 作 製

　 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 由 来 の 培 養 株 細 胞 G-401よ り 、 以 下 の よ う に し て 、 ヒ ト M K mRN Aを 調 製 し

た 。 す な わ ち 、 ヒ ト 胎 児 腎 か ら 構 築 さ れ た λ gt10 cD N A ラ イ ブ ラ リ (妊 娠 20～ 24週 ) 及 び

E M BL-3ヒ ト 胎 盤 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を 、 ク ロ ン テ ッ ク ラ ボ ラ ト リ （ Clontech Laboratories

(Palo Alto， C A)） か ら 購 入 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

（ ２ － １ ） cD N Aク ロ ー ニ ン グ

　 cD N Aラ イ ブ ラ リ を 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 [
3 2
P]-dCTPで ラ

ベ ル し た マ ウ ス M K2 cD N Aラ イ ブ ラ リ の Mspl断 片 (ヌ ク レ オ チ ド 数 -38～ 444)で ス ク リ ー ニ

ン グ し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 Plaque hybridization was performed overnight at 42 ℃ in 50 m M Tris-HCI buffer

, pH 7.5, containing 1 M NaCl、 10 m M EDTA、 0.1% ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン ナ ト リ ウ ム 、 0.

 2% ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 0. 2% フ ィ コ ー ル 及 び 0.2% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 、 50

m M Tris-HCIバ ッ フ ァ ー （ pH 7.5） 中 に て 、 42 ℃ で 終 夜 プ ラ ー ク 愛 ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

行 な っ た 。 フ ィ ル タ ー を 0.1% ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン ナ ト リ ウ ム を 含 む 2 x SSC (SSC; 0.015

 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム リ ム を 含 む 0.15 M NaCI)で 室 温 に て 2回 、 30分 間 洗 浄 し 、 0.1% SDS

を 含 む 0.5 x SSCで 、 56℃ に て 30分 間 、 2回 洗 浄 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

（ ２ － ２ ） ゲ ノ ム D N Aク ロ ー ニ ン グ

　 ゲ ノ ム D N Aラ イ ブ ラ リ を 、 [
3 2
P]標 識 ヒ ト M K cD N A (ヌ ク レ オ チ ド 番 号 75-562)の EcoRI断

片 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ̶ シ ョ ン を 、 cD N Aク ロ ー ニ ン グ と 実 施

素 敵 に 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

（ ２ － ３ ） D N A配 列 分 析

　 制 限 断 片 を PUC8又 は 18中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ̶ ニ ン グ し た 後 に 、 D N A配 列 を 、 変 性 し た

プ ラ ス ミ ド 鋳 型 に 適 合 さ せ た ジ デ オ キ シ 法 で 決 定 し た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

（ ２ － ４ ） RN A調 製 及 び RN A分 析

　 全 細 胞 RN Aを 、 グ ア ニ ジ ン -塩 化 セ シ ウ ム 法 で 抽 出 し た 。 RN Aブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 、 全

細 胞 RN Aを 、 グ リ オ キ サ ー ル で 変 性 さ せ 、 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 画 し 、 ニ ト ロ セ

ル ロ ー ス ペ ー パ ー に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 RN Aブ ロ ッ ト を 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

を 用 い て 調 製 し た [
3 2
P]標 識 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 RN Aの ソ ー ス は 、 外 科 的 に
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摘 出 さ れ た 成 人 の 腎 臓 の 検 体 で あ っ た 。 千 葉 大 学 の 高 見 沢 教 授 か ら ご 提 供 い た だ い た ヒ ト

PA 1　 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ 細 胞 を 、 通 常 の 条 件 で 培 養 し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 制 限 酵 素 EcoRIに 消 化 さ れ る 配 列 を 含 む よ う に 設 計 し た 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列

番 号 10） 、 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 11） を 用 い て 、 上 記 ヒ ト M K mRN Aを 鋳 型 と

し て PCRを 行 っ た 。 PCRの プ ロ グ ラ ム は 、 93℃ 、 次 い で 37℃ 、 そ の 後 72℃ を 1サ イ ク ル と し

て 、 30サ イ ク ル 行 っ た 。 そ の 後 、 得 ら れ た PCR産 物 を 精 製 し た 後 逆 転 写 を 行 い 、 Ｍ Ｋ コ ー

デ ィ ン グ 領 域 の 両 端 に EcoRI配 列 部 位 を 有 す る ヒ ト M K cD N Aを 調 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

［ 配 列 番 号 12］

　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'-GCG G A ATTCATGCA GCACCG A G GCTTCCTC-3'

［ 配 列 番 号 13］

　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： 5'-GCG G A ATTCCTA GTCCTTTCCCTTCCCTTT-3'

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 ピ キ ア ・ パ ト リ ス GS115（ NRRL Y-15851:以 下 、 「 GS115」 と い う ） 用 発 現 ベ ク タ ー pHIL3

01と 上 記 ヒ ト M K cD N Aと を 、 制 限 酵 素 EcoRIで 消 化 し た 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト （ タ カ ラ

バ イ オ （ 株 ） 製 ） を 用 い て 結 合 さ せ 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 上 記 の よ う に 作 製 し た 上 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を 用 い て

、 GS115へ 導 入 し た 。 そ の 後 、 ヒ ス チ ジ ン を 含 ま な い G418含 有 培 地 で 培 養 し 、 目 的 の Ｍ Ｋ

遺 伝 子 を 有 す る 複 数 の ク ロ ー ン を 得 た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン を 、 メ タ ノ ー ル で 誘 導 し な が ら

培 養 を 行 っ た 。 培 養 上 清 を 採 取 し 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｍ Ｋ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ ェ

ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 い 、 当 該 ク ロ ー ン の Ｍ Ｋ 分 泌 の 有 無 を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 Ｍ Ｋ を 分 泌 す る ク ロ ー ン の 一 つ を 培 養 し 、 培 養 上 清 か ら Ｍ Ｋ の 分 泌 産 物 を 回 収 し 、 イ オ

ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン カ ラ ム を 使 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に よ る 精 製 を 行 い 、 高 純 度 の Ｍ Ｋ を 得 た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

（ ３ ） 動 物 の 免 疫

　 得 ら れ た 抗 原 で Ｍ Ｋ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 免 疫 し た 。 10 μ ｇ の Ｍ Ｋ を 生 理 食 塩 水 で 0.1

 mLに 希 釈 し た も の を マ ウ ス 一 匹 当 た り の 抗 原 溶 液 と し て 調 製 し た 。 こ の 抗 原 溶 液 に 、 0.1

 mLの FCAを 加 え て 乳 化 さ せ た 混 合 溶 液 を マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 投 与 し た 。 2週 間 お き に 8回 免

疫 操 作 を 行 っ た 。 8回 目 の 免 疫 は 、 10 μ ｇ の 抗 原 溶 液 を 0.1 mLの 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し た 溶

液 を 、 マ ウ ス 尾 静 脈 か ら 投 与 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 4回 免 疫 後 6日 目 及 び 6回 免 疫 後 8日 目 に 、 マ ウ ス の 眼 底 か ら 血 液 を 採 取 し て 血 清 を 分 離 し

た 。 こ の 血 清 を 用 い て 、 血 中 抗 体 価 を 、 ELISA法 に よ り 定 量 し た 。

　 先 ず 、 上 記 の 抗 原 溶 液 を 、 PBS（ pH 7.2～ 7.4） を 用 い て 1.0 μ ｇ /mlに 調 製 し た 。 こ れ

を 、 50 μ L/ウ ェ ル と な る よ う 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Falcon社 製 ） に 分 注 し て 、 4℃ で 一 晩 静

置 し て 抗 原 を 固 相 化 さ せ た 。 0.05％ Tweenを 含 む PBSで 抗 体 を 固 相 化 し た 96ウ ェ ル プ レ ー

ト を 3回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 （ 株 ） 製 ） を 4倍 希 釈 し て 100 μ L/

ウ ェ ル と な る よ う に 加 え 、 37℃ で 2時 間 静 置 し て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 行 っ た 。 0.05％ Twee

nを 含 む PBSで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 血 清 の 原 液 を 50 μ L/ウ ェ ル と な る よ う 加 え 、 37℃ で 1時

間 静 置 し て 反 応 さ せ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG＋ IgM HRP標 識 （ BIOSO USE社 製 ） を ブ ロ ッ ク エ ー ス で 10倍 希 釈 し て 、 ２

次 抗 体 を 調 製 し た 。 0.05％ Tweenを 含 む PBSで 3回 洗 浄 し た 後 、 上 記 ２ 次 抗 体 を 50 μ L/ウ

ェ ル と な る よ う 加 え 、 37℃ で 1時 間 静 置 し た 。 0.05％ Tweenを 含 む PBSで こ の プ レ ー ト を 3

回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 HRP基 質 （ 25 mLの HRP基 質 液 （ 10.206 mg/mLの ク エ ン 酸 一 水 和 物 、 36.

82 mg/mLの リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム 12水 和 物 を 含 む 滅 菌 水 ） を 50 μ L/ウ ェ ル と な る よ う
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に 加 え 、 遮 光 し て 、 室 温 に て 20分 間 静 置 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 そ の 後 、 1N 硫 酸 を 50 μ L/ウ ェ ル と な る よ う 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 492 nmの 波 長 で 吸

光 度 を 測 定 し た 。 6回 免 疫 後 8日 目 の サ ン プ ル で 十 分 な 抗 体 価 が あ る こ と が 判 明 し た た め 、

2回 の 追 加 免 疫 を 行 な っ た 3日 後 に 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

（ ４ ） 細 胞 融 合

　 マ ウ ス か ら 脾 臓 を 摘 出 し 、 予 め シ ャ ー レ 5枚 に 分 注 し て お い た 200 mLの RPMI 1640 S.P培

地 を 用 い て 各 1回 ず つ 計 5回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 脾 臓 を メ ッ シ ュ に 乗 せ て 、 ハ サ ミ で 数 回 切

り 込 み を 入 れ 、 ガ ラ ス 棒 で す り 潰 し 、 RPMI 1640 S.P培 地 で メ ッ シ ュ を 洗 っ て 、 40 mLの ガ

ラ ス 製 遠 沈 管 に 脾 臓 細 胞 を 集 め た 。 集 め た 脾 臓 細 胞 を 1,200 rpm(270 x g)で 10分 間 遠 心 し

、 上 清 を 吸 引 ピ ペ ッ ト で 除 い た 。 そ の 後 、 RPMI1640 S.P培 地 を 40 mL加 え 、 1,200 rpm(270

 x g)で 10分 間 遠 心 し て 上 清 を 除 い た 。 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 に 40 mLの RPMI1640 S.P培 地 を 加

え て よ く 撹 拌 し 、 血 球 計 算 盤 で 細 胞 数 を 計 数 し た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3U1） を 50 mLの 遠 沈 管 に 集 め 、 1,000 rpm(200 x g)で 5分 間 遠 心 分 離

し た 。 上 清 を 吸 引 ピ ペ ッ ト で 除 き 、 40 mLの RPMI1640 S.P培 地 を 加 え 、 再 度 、 1,000 rpm(

200 x g)で 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 除 き 、 得 ら れ た ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 40 mLの RPMI1640

 S.P培 地 を 加 え て よ く 撹 拌 し 、 血 球 計 算 盤 で 細 胞 数 を 計 数 し た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 上 記 の 計 数 結 果 か ら 、 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 割 合 が 5対 1と な る よ う に 、 脾 臓 細 胞

が 入 っ て い た 50 mLの 遠 沈 管 に ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 加 え て 混 合 し た 。 そ の 後 、 こ の 細 胞 混 合

液 を 1,200 rpm(270 x g)で 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 ピ ペ ッ ト で 除 い て タ ッ ピ ン グ し

た 。 タ ッ ピ ン グ 後 、 1 mLの PEG（ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） を 、 混 合 し な が ら 1分 間 か け て

ゆ っ く り と 添 加 し 、 そ の ま ま 2分 間 混 合 を 続 け た 。 そ の 後 、 予 め ウ ォ ー タ ー バ ス で 37℃ に

温 め て お い た 1 mLの RPMI 1640 S.P培 地 を 混 合 し な が ら 1分 間 か け て ゆ っ く り と 添 加 し た 。

こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た 。 そ の 後 、 37℃ に 温 め て お い た 10 mLの RPMI 1640 S.P培 地 を 、

混 合 し な が ら 3分 間 か け て ゆ っ く り と 添 加 し た 。 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 5分 間 加

温 し た 後 、 1,000 rpm(200 x g)で 5分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 ピ ペ ッ ト で 除 い て 、 ハ イ

ブ リ ド ー マ を 得 た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

（ ５ ） 抗 Ｍ Ｋ 陽 性 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ

　 15％ FCS含 有 H AT培 地 を 含 む PMI1640 S.P培 地 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 入 れ 、 上 記 で 得 ら れ

た ハ イ ブ リ ド ー マ を 播 種 し た 。 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド

ー マ を 7日 ～ 14日 培 養 し 、 コ ロ ニ ー の 成 長 具 合 を 見 て ELISA法 で 抗 体 産 生 能 を ス ク リ ー ニ ン

グ し た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 細 胞 融 合 か ら 10日 後 に 行 っ た ELISA法 で の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 、 吸 光 度 の 高 い ウ ェ ル 中

の ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ 用 サ ン プ ル と し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の う ち 、 3列 に 5個

/ウ ェ ル 及 び 1個 /ウ ェ ル 、 並 び に 2列 に 0.5個 /ウ ェ ル と な る よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 播 種

し た 。 各 ウ ェ ル に は 、 1× 10
6
個 /ウ ェ ル と な る よ う に フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 播 種 し た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ク ロ ー ニ ン グ 後 5日 目 に コ ロ ニ ー カ ウ ン ト を 行 い 、 コ ロ ニ ー が 1個 で あ る ウ ェ ル を 確 認 し

、 2～ 3日 毎 に 培 地 を 交 換 し た 。 そ の 後 、 コ ロ ニ ー が ウ ェ ル の 3分 の 1を 占 め て き た と こ ろ で

、 ELISA法 を 用 い て コ ロ ニ ー 1個 で 陽 性 反 応 を 示 す ウ ェ ル を 選 択 し た 。 こ う し て 、 2つ の ウ

ェ ル か ら 、 ELISA法 で 陽 性 反 応 を 示 し 、 か つ 細 胞 の 状 態 が 良 好 な ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。

得 ら れ た 2つ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 株 と し た 。 こ れ ら を 、 ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い た 腹 水 化

法 に よ り 、 2種 類 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 し 、 得 ら れ た 抗 体 を プ ロ テ イ ン Ｇ カ

ラ ム で 精 製 し た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】
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（ 実 施 例 ２ ） SDS-PA GE電 気 泳 動 に よ る 解 析

　 上 記 で 調 製 し た 2種 類 の 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ン プ ル 名 を ＃ 12及 び ＃ 13と

し て 、 SDS-PA GE電 気 泳 動 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 先 ず 、 上 記 2種 類 の 抗 体 （ 1 mg/mL） を そ れ ぞ れ 1 μ Lず つ 取 り 、 4 μ Lの 水 を 加 え て 総 量

5 μ Lと し た 。 10 ％ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含 有 2 x SDS サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 125 m M

Tris-HCl(pH 6.8)、 4 ％ SDS、 10 ％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.004 ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を

含 む ） 、 又 は 2 x SDS サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー の み の い ず れ か を 等 量 で 加 え た 。 そ の 後 、 95℃

で 約 10分 加 熱 し て 、 ＃ 12及 び ＃ 13を 変 性 ・ 還 元 条 件 、 又 は 変 性 ・ 非 還 元 条 件 の い ず れ か で

処 理 し た 抗 体 サ ン プ ル 溶 液 を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 続 い て 、 上 記 の よ う に 調 整 し た サ ン プ ル 溶 液 を 濃 縮 ゲ ル （ 4％ ア ク リ ル ア ミ ド 、 125 m M

 Tris-HCl(pH 6.8)、 0.1％ SDS） を 用 い て 、 10 m Aの 定 電 圧 下 で 濃 縮 し た 。 次 い で 、 分 離

ゲ ル （ 12％ ア ク リ ル ア ミ ド 、 375 m M Tris-HCl(pH 8.8)、 0.1％ SDS） を 用 い て 、 20 m Aの

定 電 圧 下 で 抗 体 を 分 離 し た 。 電 気 泳 動 後 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 の タ ン パ ク 質 を 、 CB

B溶 液 （ 0.25％ ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー R250、 5％ メ タ ノ ー ル 、 7.5％ 酢 酸 を 含 む ）

で 染 色 し た 。 そ の 後 、 脱 色 液 （ 25％ メ タ ノ ー ル 、 7.5％ 酢 酸 を 含 む ） を 用 い て バ ッ ク グ

ラ ウ ン ド と な っ て い る ゲ ル の 部 分 を 脱 色 し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 電 気 泳 動 の 結 果 を 図 １ に 示 し た 。 上 記 抗 体 を 変 性 ・ 還 元 条 件 下 （ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル 含 有 2 x SDS サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 で 処 理 ） す る と 、 ＃ 12及 び ＃ 13の い ず れ の 抗 体 に お

い て も 、 約 50 kDaの 重 鎖 （ H鎖 ） 及 び 約 25 kDa程 度 の 軽 鎖 （ L鎖 ） の バ ン ド が 確 認 さ れ た （

図 １ の レ ー ン （ i） 及 び （ ii） 参 照 ） 。

　 ま た 、 変 性 ・ 非 還 元 条 件 （ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 ま な い 2 x SDS サ ン プ ル バ ッ フ

ァ ー 中 で 処 理 ） し た 抗 体 （ 非 還 元 抗 体 ） で は 、 ＃ 12及 び ＃ 13の い ず れ に お い て も 、 250 kD

a以 上 の 完 全 長 抗 体 の バ ン ド が 確 認 さ れ た （ 図 １ の レ ー ン （ iii） 及 び （ iv） 参 照 ） 。 レ ー

ン （ iii） 及 び （ iv） で は 、 抗 体 の Y字 型 構 造 か ら 推 定 さ れ る 、 完 全 長 抗 体 の 分 子 量 （ 約 15

0 kDa） よ り も 大 き な 分 子 量 の 分 子 の 存 在 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

（ 実 施 例 ３ ） 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 に よ る 分 子 間 相 互 作 用 解 析

（ １ ） ヒ ト Ｍ Ｋ の セ ン サ ー チ ッ プ 上 へ の 固 相 化

　 リ ガ ン ド 分 子 で あ る ヒ ト Ｍ Ｋ （ ATgen社 製 ） を 、 Biacore control software（ Ｇ Ｅ ヘ ル

ス ケ ア 社 製 ） の ワ ー ク フ ロ ー に 従 い 、 以 下 の よ う に し て Biacore Sensor Chip C M5（ Ｇ Ｅ

ヘ ル ス ケ ア 社 製 ） に 固 相 化 し た 。 先 ず 、 10 m M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で Biacore Sensor C

hipの 金 表 面 を 洗 浄 し た 後 、 等 量 の 0.4 M EDC（ エ チ ル （ ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ

ジ イ ミ ド ） と 0.1 M N HS（ N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） を 混 合 し て 、 カ ル ボ ン 酸 を N HSエ

ス テ ル で 活 性 化 さ せ た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 続 い て 、 ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー （ HBS-EP、 10 m M Hepes-NaO H [pH 7.4], 150 m M塩 化 ナ

ト リ ウ ム , 0.05% Tween 20を 含 む ） を 、 0.4 μ ｇ /mLに 希 釈 し た ヒ ト Ｍ Ｋ を 注 入 タ ー ゲ ッ

ト レ ベ ル で あ る 50RUに 達 す る ま で 加 え た 。 こ こ で 、 「 RU」 は Resonance Unit（ RU、 レ ゾ ナ

ン ス ユ ニ ッ ト ） を 意 味 し 、 0.1 度 の シ フ ト が 1,000 RUと 定 義 さ れ る 。 そ の 後 、 1M エ タ ノ

ー ル ア ミ ン -HCl（ pH 8.5） を 用 い て 、 未 反 応 の 活 性 化 エ ス テ ル を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 こ れ

に よ り 、 42RUの ヒ ト Ｍ Ｋ が 固 相 化 さ れ た Biacore Sensor Chip C M5を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

（ ２ ） ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 子 間 相 互 作 用 解 析

　 上 記 ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 を 用 い て 、 ア ナ ラ イ ト 分 子 で あ る 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

の ＃ 12及 び ＃ 13の 以 下 の 希 釈 系 列 サ ン プ ル を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 ＃ 12： 2.58 x 10
- 6
 M (387 μ ｇ /ml)、 2.58 x 10

- 7
 M (38.7 μ ｇ /ml)、 2.58 x 10

- 8
 M
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 (3.87 μ ｇ /ml)、 2.58 x 10
- 9
 M (0.387 μ ｇ /ml)、 2.58 x 10

- 1 0
 M (0.0387 μ ｇ /ml)

【 ０ ０ ９ １ 】

　 ＃ 13： 800 x 10
- 9
 M (120 μ ｇ /ml)、 400 x 10

- 9
 M (60 μ ｇ /ml)、 200 x 10

- 9
 M (30

μ ｇ /ml)、 100 x 10
- 9
 M (15 μ ｇ /ml)、 50 x 10

- 9
 M (7.5 μ ｇ /ml)、 25 x 10

- 9
 M (3.7

5 μ ｇ /ml)、 12.5 x 10
- 9
 M (1.875 μ ｇ /ml)

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 上 記 Sensor Chipと 希 釈 サ ン プ ル を 用 い て 、 Biacore control softwareの ワ ー ク フ ロ ー

に 従 っ て 、 マ ル チ サ イ ク ル カ イ ネ テ ィ ッ ク ス 法 に よ り ヒ ト Ｍ Ｋ と 抗 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 の 分 子 間 相 互 作 用 を 測 定 し た 。 測 定 は Biacore X100（ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア 社 製 ） を 用 い て 、

以 下 の 条 件 で 行 っ た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 Flow Rate： 30 μ L/分

　 Contact time： 60秒

　 Dissociation time： 600秒

　 再 生 条 件 ： 10 m M Glycine HCl（ pH 1.5） を 30秒 注 入

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ＃ 12及 び ＃ 13の 測 定 結 果 を そ れ ぞ れ 図 ２ 及 び 図 ３ に 示 し た 。 得 ら れ た 数 値 か ら 、 Biacor

e Evaluation softwareに よ る 速 度 論 解 析 を 行 い 、 結 合 速 度 定 位 数 （ ka） 、 解 離 速 度 定 数

（ kd） 及 び 解 離 定 数 （ Kd=kd/ka） を 算 出 し 、 以 下 の 表 １ に 示 し た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

（ 実 施 例 ４ ） 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDRの 配 列 決 定

　 上 記 実 施 例 ２ で 得 ら れ た Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ＃ 12及 び ＃ 13の 抗 体 可 変 領 域 及 び CD

R配 列 の 決 定 を バ イ オ ピ ー ク 社 に 依 頼 し た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

（ １ ） Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ＃ 12に つ い て

　 得 ら れ た 各 抗 体 可 変 領 域 （ V H 、 V L ） の 遺 伝 子 配 列 、 CDR1～ ３ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 と の 関

係 を 、 図 ４ 及 び 図 ５ に 示 す 。

　 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ＃ 12の V H 及 び V L の 遺 伝 子 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 の 配 列

番 号 12～ 15に 示 す 。 ま た 、 V H 及 び V L 中 の CDR1～ 3の 各 配 列 を 、 下 記 の 表 ２ ， ３ に 示 す 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

［ 配 列 番 号 14］

CA G GTCCA ACTGCA GCA GCCTG G G ACTG A GCTG GTG A A GCCTG G G GCTTCA GTG A A GCTGTCCTGCA A G GCTTCTG GCTA

CACCTTCACCA GCTACTG G ATGCACTG G GTG A A GCA G A G GCCTG G ACATG GCCTTG ACTG G ATTG G A A ATATTA ATCCTC

ACA ATG GTG GTACTA ACTACA ATG A G A A GTTCA ACA ACA G G GCCACACTG ACTGTCG ACA A ATCCTCCACCACA GCCTAC

ATGCA GCTCA GCA GCCTG ACATCTG A G G ACTCTGCG G ACTATTATTGTGTA A G A G G G G GTCACTACG ACG A G G GTTACTT

TG A ATACTG G G GCCA A G GCACCACTCTCACA GTCTCCTCA

【 ０ ０ ９ ９ 】

［ 配 列 番 号 15］

Q V QLQ QPGTELV KPG ASV KLSCK ASG YTFTSY W M H W V K QRPG H GLD WIG NINPH N G GTN Y NEKFN NRATLTV D KSSTTA Y

M QLSSLTSEDSA D Y YCVRG G H Y DEG YFEY W G Q GTTLTVSS

【 ０ １ ０ ０ 】

［ 配 列 番 号 16］
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G ACATCCA G ATG ACACA GTCTCCA GCCTCCCTATCTGCATCTGTG G G A G A A ACTGTCACCATCACATGTCG A GCA A GTG G

G A ATATTCACA ATTATTTA GCATG GTATCA GCA G A A ACA G G G A A A ATCTCCTCA GTTCCTG GTCTATA ATGCA A A A ACCT

TA GCA G ATG GTGTGCCATCG A G GTTCA GTG GCA GCG G ATCA G G A ACACA ATTTTCTCTCA A G ATCA ACA GTCTGCA GCCT

G A A G ATTTTG G G A ATTATTACTGTCA ACATTTTTG G A GTACTCCATTCACGTTCG GCTCG G G G ACA A A GTTG G A A ATA A A

A

【 ０ １ ０ １ 】

［ 配 列 番 号 17］

DIQ M TQSPASLSASV GETVTITCRASG NIH N YLA W Y Q Q K Q G KSPQFLV Y N A KTLA D G VPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQP

EDFG N Y YCQ HFWSTPFTFGSGTKLEIK

【 ０ １ ０ ２ 】

【 表 ２ 】

【 ０ １ ０ ３ 】

【 表 ３ 】

【 ０ １ ０ ４ 】

　 得 ら れ た 各 抗 体 可 変 領 域 （ V H 、 V L ） の 遺 伝 子 配 列 、 CDR1～ ３ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 と の 関

係 を 、 図 ６ 及 び 図 ７ に 示 す 。

　 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ＃ 13の V H 及 び V L の 遺 伝 子 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 の 配 列

番 号 16～ 19に 示 す 。 ま た 、 V H 及 び V L 中 の CDR1～ 3の 各 配 列 を 、 下 記 の 表 ３ ， ４ に 示 す 。

【 ０ １ ０ ５ 】

［ 配 列 番 号 18］

G A G GTTCG GCTGCA ACA GTCTG G ACCTG A GCTG GTG A A GCCTG G G G ATTCA GTG A A G ATATCCTGCA A G GCTTCTG GTTA

CTCATTCACTG GCTACTTTATG A ACTG G GTG ATGCA G A GCCATG G A A A G A GCCTTG A GTG G ATTG G ACGTATTA ATCCTT

ACA ATG GTG ATACTTTCTACA ACCA GCA GTTCA A G G GCA A G GCCACATTG ACTGTA G ACA A ATCCTCTA GCACA GCCCAC

ATG G A GCTCCG G A GCCTG ACATCTG A G G ACTCTGCA GTCTTTTATTGTGCA A G A G A A GCG G GCG GTA GTA GTTTCG ACTG

GCTTGCTTACTG G G GCCG A G G G ACTCTG GTCACTGTCTCTGCA

【 ０ １ ０ ６ 】

［ 配 列 番 号 19］

EVRLQ QSGPELV KPG DSV KISCK ASG YSFTG YFM N W V M QSH G KSLE WIGRINPY N G DTFY N Q QFK G K ATLTV D KSSSTA H

M ELRSLTSEDSA VFYCAREA G GSSFD W LA Y W GRGTLVTVSA

【 ０ １ ０ ７ 】

［ 配 列 番 号 20］

G ATGTCCA G ATG ACCCA GTCTCCA GCCTCCCTATCTGCTTCTGTG G G A G A A GCTGTCACCATCACATGTCG A GCA A GTG G

G A ATATTCACA ATTTTTTA GCATG GTATCA GCA G A A ACA G G G A A A ATCTCCTCA GCTCCTG GTCTATA ATGCA A A A ACCT
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TA GCA G ATG GTGTGCCATCA A G GTTCA GTG GCA GTG G ATCA G G A ACACA ATATTCTCTCA A G ATCA ACA GCCTGCA GCCT

G A A G ATTTTG G G A GTTATTACTGTCA ACATTTTTG G A GTACTCCTCCG ACGTTCG GTG G A G GCACCA A ACTG G A A ATCA A

A

【 ０ １ ０ ８ 】

［ 配 列 番 号 21］

D V Q M TQSPASLSASV GEA VTITCRASG NIH NFLA W Y Q Q K Q G KSPQLLV Y N A KTLA D G VPSRFSGSGSGTQ YSLKINSLQP

EDFGSY YCQ HFWSTPPTFG G GTKLEIK

【 ０ １ ０ ９ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ １ ０ 】

【 表 ５ 】

【 ０ １ １ １ 】

（ 比 較 例 ） 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR1～ 3と の 対 比

　 特 許 第 5663137号 （ 特 許 文 献 ５ ） に 記 載 さ れ た ミ ッ ド カ イ ン の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR

1～ 3の 配 列 と 、 Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ＃ 12及 び ＃ 13の そ れ ら と を 対 比 し た 結 果 を 下 記

表 ６ 及 び ７ に 示 す 。

【 ０ １ １ ２ 】

【 表 ６ 】

【 ０ １ １ ３ 】
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【 表 ７ 】

【 ０ １ １ ４ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 本 発 明 の 抗 ヒ ト Ｍ Ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 精 度 の 良 い キ ッ ト に 使 用

す る こ と が で き る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ １ ５ 】

　 本 願 発 明 は 、 医 薬 分 野 、 特 に 診 断 薬 の 分 野 に お い て 有 用 で あ る 。

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ １ １ ６ 】

配 列 番 号 １ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 重 鎖 CDR1

配 列 番 号 ２ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 重 鎖 CDR2

配 列 番 号 ３ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の 重 鎖 CDR3

配 列 番 号 ４ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12又 は 13の 軽 鎖 CDR1

配 列 番 号 ５ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12又 は 13の 軽 鎖 CDR2

【 ０ １ １ ７ 】

配 列 番 号 ６ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12又 は 13の 軽 鎖 CDR3

配 列 番 号 ７ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 重 鎖 CDR1

配 列 番 号 ８ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 重 鎖 CDR2

配 列 番 号 ９ ： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 重 鎖 CDR3

配 列 番 号 10： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 軽 鎖 CDR1

【 ０ １ １ ８ 】

配 列 番 号 11： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の 軽 鎖 CDR3

配 列 番 号 12： PCR用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 13： PCR用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 14： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V H の ヌ ク レ オ チ ド 配 列

配 列 番 号 15： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V H の ア ミ ノ 酸 配 列

【 ０ １ １ ９ 】

配 列 番 号 16： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V L の ヌ ク レ オ チ ド 配 列

配 列 番 号 17： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V L の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 18： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の V H の ヌ ク レ オ チ ド 配 列

配 列 番 号 19： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V H の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 20： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 13の V L の ヌ ク レ オ チ ド 配 列

【 ０ １ ２ ０ 】

配 列 番 号 21： 診 断 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＃ 12の V L の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 22： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR1

配 列 番 号 23： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR2

配 列 番 号 24： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR3

配 列 番 号 25： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR1

配 列 番 号 26： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR2

【 ０ １ ２ １ 】
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配 列 番 号 27： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V H の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR3

配 列 番 号 28： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR1

配 列 番 号 29： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR2

配 列 番 号 30： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-1の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR3

配 列 番 号 31： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR1

配 列 番 号 32： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR2

配 列 番 号 33： 公 知 の ミ ッ ド カ イ ン CSM-2の V L の C-ド メ イ ン 認 識 抗 体 の CDR3

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】

2020027089000001.app



(21) JP  2020-27089  A   2020.2.20

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(51)Int.Cl.　　　　　　　　　　　　　　 ＦＩ　　　　　　　　　　　　　　　　　　テーマコード（参考）

　 Ｃ１２Ｍ　 1/34　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｍ　　1/34　　　　　 Ｂ　　　　　　　　　

　 Ｃ１２Ｎ　15/06　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｍ　　1/34　　　　　 Ｆ　　　　　　　　　

　 Ｃ１２Ｐ　21/08　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｎ　 15/06　　 １００　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｃ１２Ｐ　 21/08　　　　　　　　　　　　　　　

(72)発明者　松下　隆彦

　　　　　　埼玉県さいたま市桜区下大久保２５５　国立大学法人埼玉大学　大学院　理工学研究科内

(72)発明者　幡野　健

　　　　　　埼玉県さいたま市桜区下大久保２５５　国立大学法人埼玉大学　大学院　理工学研究科内

(72)発明者　根本　直人

　　　　　　埼玉県さいたま市桜区下大久保２５５　国立大学法人埼玉大学　大学院　理工学研究科内

(72)発明者　新井　秀直

　　　　　　埼玉県さいたま市桜区下大久保２５５　国立大学法人埼玉大学　大学院　理工学研究科内

(72)発明者　野村　博

　　　　　　埼玉県比企郡嵐山町大字鎌形１３３１－３　株式会社イムノ・プローブ内

Ｆターム(参考) 4B029 AA07　BB11　BB17　FA03

　　　　　　　 4B064 AG27　CA20　CC24　DA14

　　　　　　　 4H045 AA11　AA20　AA30　BA41　CA40　DA76　EA51　FA72



专利名称(译) 用于癌症诊断的单克隆抗体和癌症诊断试剂盒

公开(公告)号 JP2020027089A 公开(公告)日 2020-02-20

申请号 JP2018153713 申请日 2018-08-17

[标]申请(专利权)人(译) 国立大学法人埼玉大学
免疫探头

申请(专利权)人(译) 国立大学法人埼玉大学

[标]发明人 松岡浩司
松下隆彦
幡野健
根本直人
新井秀直
野村博

发明人 松岡 浩司
松下 隆彦
幡野 健
根本 直人
新井 秀直
野村 博

IPC分类号 G01N33/531 G01N33/574 C07K16/22 C12N15/13 C12N15/62 C12M1/34 C12N15/06 C12P21/08

FI分类号 G01N33/531.ZNA.A G01N33/574 C07K16/22 C12N15/13 C12N15/62.Z C12M1/34.B C12M1/34.F 
C12N15/06.100 C12P21/08 G01N33/531.AZN.A

F-TERM分类号 4B029/AA07 4B029/BB11 4B029/BB17 4B029/FA03 4B064/AG27 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064
/DA14 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA41 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/EA51 
4H045/FA72

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种与人源中期因子特异性结合的用于癌症诊断的
单克隆抗体，以及使用该抗体的试剂盒。 对在前列腺癌，恶性淋巴瘤，
肝癌，食道癌，十二指肠癌，结肠癌，胆管癌，胆囊癌，胰腺癌，甲状
腺癌，肺癌，乳腺癌等中表达增加的人源性中期因子的亲和力。 本发明
提供了使用具有高活性并与之特异性结合的抗中期因子单克隆抗体的用
于癌症的高度可靠的诊断试剂盒，以及使用该试剂盒的免疫测定法。 [选
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