
(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、腎糸球体上皮細胞に発現するメグシンタンパク質と反応するモ
ノクローナル抗体とその用途の提供である。
【解決手段】腎糸球体上皮細胞に発現するメグシンタンパク質と反応するモノクローナル
抗体およびその用途が提供された。このモノクローナル抗体を用いた免疫組織染色により
、例えば、膜性腎症や微小変化型ネフローゼなどの糸球体上皮細胞系の異常に起因する腎
障害においては、腎糸球体上皮細胞内に局在するメグシンタンパク質の発現が亢進してい
ることが確認された。他方、 IgA腎症などでは、糸球体上皮内のメグシンタンパク質の発
現は低下していることが判った。このように、腎糸球体上皮細胞におけるメグシンタンパ
ク質の染色パターンの比較による病型分類が可能となった。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ： １ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド に よ っ て 構 成 さ れ る エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 。
【 請 求 項 ４ 】
FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3。
【 請 求 項 ５ 】
FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3を 培 養 し 、 培 養 物 に 含 ま れ る イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す
る 工 程 を 含 む 、 腎 障 害 の 診 断 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の セ ル ピ ン （ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ） 、 す な わ ち メ グ シ ン （
Megsin） の 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 選 択 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と そ の 製 造 法
、 お よ び 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 腎 障 害 の 診 断 方 法 、 お よ び ／ ま た は 診 断 の た め の
組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 腎 不 全 は 、 腎 疾 患 患 者 が 最 終 的 に 至 る 病 態 で あ る 。 そ の 原 因 や 経 歴 は 一 様 で は な く 、 薬
物 中 毒 、 感 染 症 、 悪 性 腫 瘍 、 糖 尿 病 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） な ど の 本 来 腎 臓 以
外 の 病 変 に よ り 、 腎 障 害 が 発 症 し 、 腎 不 全 に 至 る 場 合 も 数 多 く み ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 腎 臓 の 血 液 濾 過 作 用 や 解 毒 作 用 が 全 く 機 能 し な い 末 期 腎 不 全 に お い て は 、 腎 移 植 が 唯 一
の 治 療 手 段 で あ る が 、 我 が 国 に お い て は 、 移 植 腎 の 供 給 体 制 が 十 分 に 整 備 さ れ て い る と は
言 い 難 い 。 ま た 、 移 植 療 法 自 体 に 対 す る 社 会 的 認 知 も 進 ん で い な い 。 我 が 国 の 腎 移 植 例 は
、 年 間 700余 症 例 に 過 ぎ ず 、 こ の 数 値 は こ こ 数 年 増 加 し て い な い 。 ゆ え に 腎 代 用 療 法 と し
て は 透 析 療 法 が 唯 一 の 治 療 法 で あ る の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 我 が 国 の 末 期 腎 不 全 透 析 患 者 は 推 定 約 21万 人 を 数 え 、 人 口 あ た り の 患 者 数 で は 世
界 第 一 位 で あ る 。 一 人 あ た り の 平 均 的 な 治 療 費 は 年 間 約 600万 円 を 必 要 と し 、 医 療 保 険 制
度 を 圧 迫 す る 大 き な 原 因 の ひ と つ と さ れ て い る 。 ま た 、 毎 週 2～ 3日 、 1日 4～ 6時 間 を 透 析
治 療 の た め に 拘 束 さ れ る こ と か ら 、 患 者 本 人 の 社 会 復 帰 も 難 し い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 近 年 の 人 口 の 高 齢 化 に 伴 い 透 析 患 者 年 齢 も 上 昇 し つ つ あ る 。 こ の た め 、 腎 疾 患
を 早 期 に 診 断 し 、 治 療 し 、 腎 不 全 へ の 進 展 を 防 ぐ 診 断 薬 や 薬 剤 の 必 要 性 が 認 識 さ れ て い る
。 し か し 、 腎 疾 患 領 域 は 、 創 薬 の た め の 標 的 分 子 な ど の 情 報 研 究 基 盤 に 乏 し く 、 有 効 な 診
断 薬 や 医 薬 品 が 誕 生 し な い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 疾 患 の 発 症 お よ び 進 展 等 の 機 能 に 深 く 係 わ る 組 織 と し て 腎 メ サ ン ギ ウ
ム 細 胞 に 着 目 し た 。 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 腎 臓 以 外 で は 見 ら れ な い 臓 器 特 異 的 な 細 胞 で 、 腎
糸 球 体 の 構 造 や 機 能 保 持 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 糸 球 体 障 害 時 に は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 自 身 の 増 殖 や メ サ ン ギ サ ム 細 胞 か ら 分 泌 さ れ
る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 増 加 な ど が 認 め ら れ る こ と か ら 、 疾 患 の 発 症 お よ び 進 展 に も 深 く
関 与 す る 細 胞 で あ る と 推 測 さ れ て い る 。 こ れ ら の こ と か ら 腎 疾 患 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 解 明
す る に は 、 ま ず メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 生 物 学 的 特 性 を 解 明 す る こ と が 不 可 欠 と 考 え ら れ る 。
し か し 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 す る 遺 伝 子 レ ベ ル の 特 異 性 は 明 ら か に さ れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト の 生 体 内 に は 約 60兆 個 も の 細 胞 が 存 在 し 、 こ れ ら は 同 一 の ゲ ノ ム DNAを 有 し て い る
が 、 個 々 の 細 胞 、 ひ い て は 臓 器 が 異 な っ た 生 物 学 的 性 質 を 有 す る の は 各 細 胞 や 臓 器 に 特 異
的 に 発 現 す る 遺 伝 子 に よ る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 発 現 す る 遺 伝 子 群 の プ ロ フ ァ イ ル を 明 ら か に す れ ば
、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 特 異 的 な 高 発 現 遺 伝 子 群 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え た 。 そ
し て 、 そ の 中 か ら 腎 疾 患 の 状 態 に 関 与 す る 遺 伝 子 群 を 決 定 す る こ と も で き 、 腎 疾 患 の 分 子
メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る 糸 口 も 見 つ か り 、 そ れ に 基 づ い た 新 し い 腎 疾 患 の 診 断 法 や 治 療 法 の
開 発 も 可 能 に な る と 考 え た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー ン を 明 ら か に し 、 そ の 細 胞 特 性 を 遺 伝 子 レ ベ ル で 解 析 す る こ と を 試 み た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま ず 本 発 明 者 ら は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と を 目 的
と し て 、 培 養 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら mRNAを 抽 出 し て 、 3'-directed cDNAラ イ ブ ラ リ ー
を 作 製 し た 。 そ し て 、 ク ロ ー ン に 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 断 片 の 大 規 模 DNA配 列 決 定 お よ び デ ー
タ ベ ー ス 解 析 を 施 行 し た （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ の 結 果 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 に 強 く 発 現 す る 遺 伝 子 と し て 、 メ グ シ ン と 命 名 し た 全
長 2,249bpか ら な る 遺 伝 子 を 単 離 し た 。 そ し て 、 メ グ シ ン の 全 長 cDNAク ロ ー ン が コ ー ド す
る 380個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 新 規 タ ン パ ク 質 で あ る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 単 離 、 取 得 す る
こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 更 に 、 SwissProtア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て FASTAプ ロ グ ラ ム に よ る ア ミ ノ 酸 ホ
モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た 。 そ し て 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ セ ル ピ ン ： SERPIN） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ 非 特 許 文 献 ２ ～ ６ ） の 生 理
活 性 中 心 部 位 と し て 重 要 な 反 応 性 ル ー プ 領 域 （ reactive loop site） 内 の コ ン セ ン サ ス 配
列 （ EEGTEAAAAT／ 配 列 番 号 ： ２ ） に 類 似 の 配 列 （ EEGTEATAAT／ 配 列 番 号 ： ３ ） が 存 在 し て
い る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 メ グ シ ン は 、 セ ル ピ ン の 構 造 的 特 徴 を 有 し 、 他 の セ ル ピ ン と 同 様 に 活 性 部 位
で あ る 反 応 性 ル ー プ 領 域 （ P17-P5'： EEGTEATAATGSNIVEKQLPQS／ 配 列 番 号 ： ４ ） が 存 在 す
る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 こ れ ら の こ と よ り 、 ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 が 、 セ ル ピ ン に 属 す る
タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 明 ら か に し た （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 そ し て こ れ ら の 知 見 を 特 許 出 願
し た （ 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 IgA腎 症 患 者 や 糖 尿 病 性 腎 症 患 者 と 健 常 人 と で 腎 臓 組 織 中 の メ グ シ ン の 発 現 量 を
比 較 す る と 、 IgA腎 症 患 者 や 糖 尿 病 性 腎 症 患 者 に お い て メ グ シ ン の 発 現 量 が 有 意 に 多 い （
非 特 許 文 献 ７ 、 ８ ） 。 ま た 、 ラ ッ ト を 用 い た 実 験 的 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 モ デ ル
（ Thy-1腎 炎 モ デ ル ） に お い て 、 同 様 な メ グ シ ン 発 現 量 の 上 昇 が 認 め ら れ た （ 非 特 許 文 献
９ ） 。 こ の こ と か ら メ グ シ ン の 発 現 が メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 機 能 異 常 に 伴 い 変 化 し 、 疾 患 の
発 症 お よ び 進 展 に 深 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム の 機 能 に お け る メ グ シ ン の 役 割 を さ ら に 理 解 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は マ
ウ ス ゲ ノ ム で ヒ ト メ グ シ ン の cDNAを 過 剰 発 現 さ せ た 。 ２ 系 統 の メ グ シ ン ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-261244 A 2005.9.29



ク マ ウ ス が 得 ら れ 、 そ れ ら は 、 進 行 性 の メ サ ン ギ ウ ム 基 質 の 拡 大 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増
殖 、 お よ び 免 疫 複 合 体 沈 着 物 の 増 加 を 示 し た （ 非 特 許 文 献 １ ０ 、 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ら の 知 見 は 、 メ グ シ ン が 、 メ サ ン ギ ウ ム の 機 能 に 生 物 学 的 に 重 要 な 影 響 を 及 ぼ す こ
と を 示 し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 メ グ シ ン の 単 一 遺 伝 子 操 作 は 、 実 験 的 お よ び ヒ ト 糸 球
体 腎 炎 に 存 在 す る 初 期 的 な メ サ ン ギ ウ ム 病 変 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 動
物 個 体 に お い て も 、 メ グ シ ン は メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 の 発 症 に 関 与 す る こ と が 報
告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 方 、 腎 障 害 に お い て は 、 末 期 即 ち 腎 不 全 近 く に な る ま で 顕 著 な 自 覚 症 状 が 現 れ な い こ
と か ら 、 そ の 発 生 が 見 過 ご さ れ 易 く 、 発 症 し た 時 点 で は 既 に 腎 臓 は 回 復 不 可 能 な ダ メ ー ジ
を 受 け て い る 場 合 が 多 い 。 従 っ て 、 自 覚 症 状 の 発 現 を み る 前 に 、 で き る 限 り 初 期 の 段 階 で
腎 障 害 を 発 見 す る こ と が 、 腎 不 全 へ の 移 行 を 防 ぐ た め に 、 ま た 、 透 析 治 療 に よ る 保 険 財 政
圧 迫 を 避 け る た め に も 大 切 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 腎 疾 患 の 確 定 診 断 お よ び 重 症 度 を 判 定 す る た め に は 、 病 態 と 密 接 に 関 連
し た 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 必 要 が あ る と 考 え た 。 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 メ
グ シ ン 遺 伝 子 お よ び メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 着 目 し 、 メ グ シ ン ペ プ チ ド 抗 体 を 用 い た 生 体 試
料 中 の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と か ら な る 腎 機 能 評 価 方 法 を 確 立 し た （ 特 許 文 献
３ ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 公 報 99/15652号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 公 報 01/24628号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 公 報 00/57189号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Yasuda, Y. et al., Kidney Int., 53: 154-158 (1998)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Carrell, R.W. et al., Trends Biochem. Sci., 10: 20 (1985)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Carrell, R. W. et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 52
: 527 (1987)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kruithof, E. K. O. et al., Blood, 86: 4007 (1995)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Potempa, J. et al., J. Biol. Chem., 269: 15957 (1994)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Remold-O'Donnell. E., FEBS Lett., 315: 105 (1993)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Miyata, T. et al., J. Clin. Invest., 102: 828-836 (1998)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Suzuki, D. et al., J. Am. Soc. Nephrol., 10: 2606 (1999)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Nangaku, M. et al., Kidney Int., 60: 641 (2001)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Miyata, T. et al., J. Clin. Invest., 109: 585 (2002)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 上 述 べ た よ う に 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 抗 体 を 用 い た 腎 障 害 の 診 断 方 法 は 、 腎 障 害 の 早
期 診 断 お よ び 病 態 の 進 展 度 の 判 定 に 極 め て 有 用 な 手 段 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 は 、 該 メ グ シ
ン タ ン パ ク 質 抗 体 の 結 合 エ ピ ト ー プ を 明 ら か に し 、 病 態 特 異 的 な 診 断 剤 を 提 供 す る こ と で
あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 様 々 な 組 織 お よ び 細 胞 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 で 分 析 し た と こ ろ 、 メ グ シ ン は 、 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ
ノ サ イ ト で は 発 現 が 弱 く 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 に 強 く 発 現 し て い る こ と が 判 っ た 。 こ れ
ら の 知 見 は さ ら に in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Miyata, T. et al., J. Clin. Inves
t., 102: 828 (1998)、 Suzuki, D. et al., J. Am. Soc. Nephrol., 10: 2606 (1999)）
お よ び メ グ シ ン 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 法 （ Inagi, R. et al., Biochem. Biophys. Re
s. Commun., 286: 1098 (2001)） に よ り 確 認 さ れ た 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 従 っ て 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 し 、 特 異 性 に 優 れ た 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 見
出 し 、 特 定 す る こ と は 、 腎 障 害 の 生 物 学 的 性 質 の 解 明 、 腎 疾 患 の 原 因 の 究 明 、 ひ い て は 、
腎 疾 患 の 治 療 、 診 断 等 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 組 換 え メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 に 用 い て メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 認 識
す る 多 く の 抗 体 を 得 た 。 更 に そ の 腎 組 織 に 対 す る 特 異 性 と 結 合 エ ピ ト ー プ と の 関 係 を 精 査
し た 。 そ し て 、 本 発 明 者 ら は 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 時 の 腎 糸 球 体 上
皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3を 見 出 し 、 そ の
エ ピ ト ー プ （ 246-260： LSEIENKLTFQNLME／ 配 列 番 号 ： １ ） を 決 定 し た 。 さ ら に 、 糸 球 体 上
皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 パ タ ー ン が 病 型 に よ っ て 異 な る こ と を 明 ら か
に し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3を 用 い て 染 色 パ タ ー ン を 比 較 し た と こ ろ 、 I
gA腎 症 や 糖 尿 病 性 腎 症 な ど の よ う な メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 障 害 に 由 来 す る 腎 障 害 で は 、 糸 球
体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 は 低 下 し 、 他 方 、 膜 性 腎 症 や 微 小 変 化 型
ネ フ ロ ー ゼ な ど の 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 の 場 合 は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞
内 の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 が 亢 進 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 例 え ば 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 な ど の 手 段 を 用 い て 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 し て
い る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 染 色 強 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 腎 障 害 の 病 型 診 断 が 可 能 と な
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 メ グ シ ン ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ WO 00/57189） や 、 メ グ シ ン タ ン パ ク
質 の 反 応 性 ル ー プ 領 域 （ P17-P5'： EEGTEATAATGSNIVEKQLPQS／ 配 列 番 号 ： ４ ） 内 の エ ピ ト
ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ WO 03/084998） は 公 知 で あ る 。 し か し 、 い ず れ も 病 型 と の
関 連 性 は 知 ら れ て い な い 。 更 に 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 時 に 腎 糸 球 体
上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 に つ い て の 知 見 は 確 認 さ れ て い な
か っ た 。 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害
に お い て 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と が で き る 。 す な
わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に そ の 用 途 に 関 す る 。
（ １ ） 　 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
。
（ ２ ） 　 配 列 番 号 ： １ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド に よ っ て 構 成 さ れ る エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
（ ３ ） 　 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
系 。
（ ４ ） 　 FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3。
（ ５ ） 　 FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
（ ６ ） 　 FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3を 培 養 し 、 培 養 物 に 含 ま れ る
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
（ ７ ） 　 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 腎 障 害 の 診 断 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3は 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 時 の 腎
糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 。 よ っ て 、 例 え ば 免 疫 組 織 染 色
な ど の 手 段 に よ り 、 該 抗 体 を 用 い た 腎 組 織 の 染 色 パ タ ー ン を 比 較 す る こ と に よ り 、 腎 疾 患
の 病 型 診 断 が 可 能 と な る 。 即 ち 、 IgA腎 症 や 糖 尿 病 性 腎 症 な ど の よ う な メ サ ン ギ ウ ム 細 胞
の 障 害 に 由 来 す る 腎 障 害 で は 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 は 低 下 し 、 他
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方 、 膜 性 腎 症 や 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ な ど の 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 の
場 合 は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 内 の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 が 亢 進 す る 。 こ の よ う に 、 腎 糸
球 体 上 皮 細 胞 に お け る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 染 色 パ タ ー ン の 比 較 に よ る 病 型 分 類 が 可 能 と
な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 腎
糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 本 発
明 は 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る 領 域 は 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 特 に 配
列 番 号 ： １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 領 域 を い う 。 従 っ て 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に よ っ て 構 成 さ れ る エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に よ っ て
構 成 さ れ る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と は 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に よ っ て 確 認 す る こ と が
で き る 。 た と え ば 実 施 例 ３ お よ び ４ に お い て は 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を
用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る エ ピ ト ー プ を 特 定 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 メ グ シ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト の メ グ シ ン ま た は そ の ド メ イ ン ペ プ チ ド
を 免 疫 原 と し て 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 方 法
は 、 後 に 具 体 的 に 述 べ る 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 上 記 の よ う な 評 価 方 法 に 基 づ
い て 選 択 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 、 た と え ば ハ イ ブ リ ド ー
マ 4F3細 胞 を 示 す こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3は 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 中 、 246-260（ LSEIENKLTFQNLME／ 配 列 番 号 ： １ ） を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4
F3は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3は 、 2004年 3月 16日 付 け で 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 １ 号 中
央 第 ６ に 所 在 の 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 内 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 対 し て 、 受 託
番 号 FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ て い る 。
以 下 に 、 寄 託 を 特 定 す る 内 容 を 記 載 す る 。
　 (a)寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名
　 　 名 称 ： 独 立 行 政 法 人  産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー
　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 １ 号 中 央 第 ６ （ 郵 便 番 号 305-8566）
　 (b)寄 託 日 ： 平 成 １ ６ 年 ３ 月 １ ６ 日
　 (c)受 託 番 号 ： FERM P-19734
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細 胞 株 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 、 H鎖 は
IgG1、 L鎖 は κ で あ っ た 。 本 発 明 は ま た 、 上 記 抗 体 の ク ラ ス ス イ ッ チ 変 異 体 、 例 え ば 、 ア
イ ソ タ イ プ IgG3、 IgG1、 IgG2b、 IgG2aお よ び そ の 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ ス に 属 す る
変 異 体 等 を 包 合 し 、 そ の 様 な 変 異 体 は 、 Martinら の 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る （ Ma
rtin,C. et al.:J.Immunol.Methods.,145:1118,1991） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に は 、 免 疫 原 性 抗 原 と し て 使 用
で き る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 が 必 要 で あ る 。 抗 原 と し て の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 は 、 培 養 細 胞
、 例 え ば メ グ シ ン タ ン パ ク 質 産 生 細 胞 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 産
生 細 胞 と し て は 、 例 え ば ヒ ト 腎 由 来 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 産 生 細

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-261244 A 2005.9.29



胞 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 、 あ る い は そ れ ら と 実 質 的 に 同 様 な 培 地 や 培 養 方 法 を 用 い て 培
養 し 、 培 養 上 清 中 に 産 生 さ れ る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー お よ び ／ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 組 換 え メ グ シ ン タ ン パ ク 質 も 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 メ グ シ ン タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む 遺 伝 子 断 片 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー に よ り
宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し た 後 、 こ の 形 質 転 換 宿 主 を 培 養 し て 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 使 用 す る も の で あ る
。 メ グ シ ン の cDNAを 含 む 組 換 え ベ ク タ ー は 、 通 常 の 遺 伝 子 組 換 え 手 法 に よ り 、 例 え ば プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 。 ベ ク タ ー と し て は 、 プ ラ ス ミ ド や フ
ァ ー ジ の 他 に 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 等 の ウ ィ ル ス も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 宿 主 と し て は 、 例 え ば 大 腸 菌 、 枯 草 菌 、 放 線 菌 等 の 原 核 生 物 、 な ら び に 各 種 細 胞 、 例 え
ば 動 物 細 胞 、 CHO細 胞 等 の 市 販 の 細 胞 株 な ら び に 酵 母 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 等 の 真 核 生 物
を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 原 核 生 物 に 使 用 で き る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば ト リ
プ ト フ ァ ン 合 成 酵 素 オ ペ ロ ン 、 ラ ク ト ー ス オ ペ ロ ン 等 を 用 い る こ と が で き る 。 真 核 生 物 に
使 用 で き る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 、 解 糖 系 酵 素 に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 等 が あ る 。 ま た 、 マ ル
チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 耐 性 遺 伝 子 、 複 製 開 始 点 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 リ ポ
ソ ー ム 結 合 部 位 等 を 有 す る 市 販 の ベ ク タ ー あ る い は プ ラ ス ミ ド も 使 用 す る こ と が で き る 。
耐 性 遺 伝 子 に は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン に 対 す る も の 等 が あ る
。 こ の 様 に し て 調 製 さ れ た メ グ シ ン タ ン パ ク 質 は 、 更 に 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て も
よ い が 、 そ の ま ま 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て 動 物 を 免 疫 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う に 、 抗 原 は 、 各 種 原 料 、 例 え ば 培 養 細 胞 、 培 養 組 織 、 形 質 転 換 細 胞 等 の 抗 原 産
生 原 料 か ら 従 来 公 知 の 方 法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 法 等 の 塩 析 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 等
に よ る ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 疎 水 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 法 、 色 素 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 限 外 濾 過 法 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 等 に よ り 精 製 し て
得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 は 、 そ れ を 断 片 化 し た も の 、 あ る い は ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、
配 列 決 定 さ れ た cDNA配 列 か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 特 徴 的 な 配 列 領 域 を 選 び 、
ポ リ ペ プ チ ド を デ ザ イ ン し て 化 学 合 成 し 、 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ っ て も よ く 、 そ
の 断 片 を 適 当 な 縮 合 剤 を 介 し て 種 々 の 担 体 蛋 白 質 類 と 結 合 さ せ て ハ プ テ ン -蛋 白 質 の 免 疫
コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し 、 こ れ を 用 い て 特 定 の 配 列 の み を 認 識 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を デ
ザ イ ン す る こ と も で き る 。 デ ザ イ ン さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に は 予 め シ ス テ イ ン 残 基 等 を 付 加
し 、 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 容 易 に で き る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 で は 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く
と も 1種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換
え メ グ シ ン を 免 疫 原 と し て 動 物 を 免 役 し た 後 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 と の 細 胞 融
合 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 お よ び モ ノ ク ロ ー ン 化 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 、 必 要 に 応
じ て 腹 水 化 と い っ た 工 程 で 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 動 物 の 免 疫 は 、 例 え ば 次 の よ う に 行 う 。 公 知 の 方 法 （ Miyata, T. et al., J. Clin. In
vest., 120: 828 (1998)） に 従 っ て 精 製 し た ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を ラ ッ ト 、 マ ウ ス な
ど の 哺 乳 類 動 物 に 免 疫 す る 。 哺 乳 類 動 物 は 細 胞 融 合 す る 際 の 相 手 の 永 久 増 殖 性 細 胞 と 同 系
統 の 動 物 を 用 い る の が 好 ま し い 。 動 物 の 週 令 は 、 例 え ば マ ウ ス で は 8～ 10週 令 が 好 適 で あ
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る 。 性 は 雌 雄 何 れ で も 構 わ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 免 疫 動 物 と し て 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を ヒ ト の 遺 伝 子 に 組 み 換 え た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 を 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 産 生 さ せ る こ と も で き る 。 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を ヒ ト の 遺 伝 子 に 組 み 換 え た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い て 、 目 的
と す る 反 応 性 を 有 す る 抗 体 を 得 る 方 法 は 公 知 で あ る 。 こ の よ う に し て 得 る こ と が で き る イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 動 物 か ら 得 ら れ た も の な が ら 、 完 全 に ヒ ト の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 の 方 法 は 、 精 製 し た ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば フ ロ イ
ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル -百 日 咳 菌 ワ ク チ ン な ど ） と 混 合 し
エ マ ル ジ ョ ン と し た 後 、 動 物 の 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 な ど に 投 与 す る 。 以 後 、 こ の 免 疫 操
作 を 1～ 2週 間 間 隔 で 2～ 5回 行 う 。 最 終 免 疫 は 、 0.5～ 2μ gの ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 動
物 の 腹 腔 内 に 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の よ う に し て 免 疫 し た 動 物 の 体 液 か ら は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る 。 各 免 疫 操
作 後 3～ 7日 後 に 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 の 抗 体 価 を 測 定 し 、 抗 体 価 が 充 分 上 昇 し
た と き 、 抗 体 ま た は 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。 メ グ シ ン に 対 す る 抗 体 価 は 、 ELISA等 の 手
法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 価 を 測 定 す る た め の ELISAは 、 メ グ シ ン を コ ー ト
し た プ レ ー ト に 血 清 を 加 え 、 更 に 免 疫 動 物 の IgGに 対 す る 標 識 抗 体 を 加 え る こ と に よ り 実
施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 抗 原 と 共 に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 リ
ビ ア ジ ュ バ ン ト 、 百 日 咳 ワ ク チ ン 、 BCG、 リ ポ ソ ー ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 シ リ カ ゲ ル
等 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 は 、 例 え ば Balb/cマ ウ ス 、 FIマ ウ ス 等 の マ ウ ス を は じ め と す る 動 物
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の よ う に ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 で 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。 抗
体 産 生 細 胞 は 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 な ど か ら 得 る こ と が で き る が 、 特 に 脾 臓 が 好 ま し
い 。 例 え ば 、 最 終 免 疫 の 3～ 4日 後 に 脾 臓 を 無 菌 的 に 摘 出 し 、 Minimal Essential Medium（
MEM） 培 地 （ 日 水 製 薬 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で 解 し 、 1,200rpm× 5分 間 の 条 件 で 遠 心
分 離 さ せ た 後 、 上 清 を 除 き 、 ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 （ pH7.65） で 1～ 2分 間 処 理 し て 赤 血 球 を
除 去 し 、 さ ら に MEM培 地 で 3回 洗 浄 し て 細 胞 融 合 用 脾 臓 細 胞 を 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 細 胞 融 合 前 に は 、 ま ず 使 用 さ れ る 腫 瘍 細 胞 株 の 調 製 を し て お く 必 要 が あ る 。 細 胞 融 合 前
に 使 用 さ れ る 腫 瘍 細 胞 株 は 、 た と え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 し な い 細 胞 株 か ら 選 択 す る こ
と が で き る 。 融 合 さ れ る 相 手 方 の 永 久 増 殖 性 細 胞 に は 、 永 久 増 殖 性 を 有 す る 任 意 の 細 胞 を
用 い る こ と が で き る が 、 一 般 的 に は 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ ） が 用 い ら れ る 。 永 久 増 殖 性
細 胞 は 抗 体 産 生 細 胞 と 同 種 の 動 物 由 来 の も の を 用 い る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 例 え ば マ ウ ス の 場 合 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ Balb/c） 由 来 骨 腫 瘍 細 胞 株 と し て 次
の よ う な 細 胞 株 が 知 ら れ て い る 。
P3-X63Ag8-U1（ P3-U1） （ Current. Topics in Microbiol. Immunol., 81: 1, (1978)）
P3/NS1/1-Ag4-1（ NS-1） （ Eur. J. Immunol., 6: 511 (1976)）
SP2/0-Ag14（ SP-2） （ Nature, 276: 269 (1978)）
P3-X63-Ag8653（ 653） （ J. Immunol., 123: 1548 (1979)）
P3-X63-Ag8（ X63） （ Nature, 256: 495 (1975)）
　 こ れ ら の 永 久 増 殖 性 細 胞 株 は 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 培 地 （ RPMI-1640培 地 に グ ル タ ミ ン （ 1.5
mM） 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 5× 10 - 5 M） 、 ゲ ン タ マ イ シ ン （ 10μ g/mL） お よ び ウ シ 胎
児 血 清 （ FCS、 CLS製 ） （ 10％ ） を 加 え た 正 常 培 地 に 、 さ ら に 8-ア ザ グ ア ニ ン （ 15μ g/mL）
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を 加 え た 培 地 ） で 継 代 培 養 し 、 細 胞 融 合 の 3～ 4日 前 に 正 常 培 地 に 継 代 し 、 融 合 当 日 2× 10 7

個 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 は 例 え ば 次 の よ う に 行 う 。 上 記 で 得 ら れ た
抗 体 産 生 細 胞 お よ び 永 久 増 殖 性 細 胞 を MEM培 地 ま た は PBSで よ く 洗 浄 し 、 細 胞 数 が 5～ 10： 1
の 比 に な る よ う に 混 合 す る 。 1,200rpm× 5分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 除 き 、 沈 殿 し た 細
胞 群 を よ く 解 し た 後 、 攪 拌 し な が ら 37℃ に 保 ち つ つ 、 細 胞 融 合 剤 と し て ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル -1000（ PEG-1000） 1～ 4g、 MEM培 地 1～ 4mLお よ び 細 胞 融 合 促 進 剤 と し て ジ メ チ ル ス
ル ホ キ シ ド 0.5～ 1.0mLの 混 液 0.1～ 1.0mL/10 8 個 細 胞 を 加 え て 細 胞 融 合 を 起 こ さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 そ の 後 、 10分 毎 に MEM培 地 3mLを 数 回 添 加 し 、 MEM培 地 を 全 量 が 50mLに な る よ う に 加 え て
希 釈 し 、 細 胞 融 合 を 停 止 さ せ る 。 次 に 、 遠 心 分 離 （ 1,500rpm× 5分 間 ） し て 上 清 を 除 去 し
、 緩 や か に 細 胞 を 解 し た 後 、 正 常 培 地 （ RPMI-1640培 地 、 10％ FCS） 100mLを 加 え 、 メ ス ピ
ペ ッ ト に よ る ピ ペ ッ テ ィ ン グ で 緩 や か に 細 胞 を 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 懸 濁 液 を 96ウ エ ル の 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ L/wellず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー 中 、 37℃ で 3～ 5日 間 培 養 す る 。 培 養 プ レ ー ト に 100μ L/wellの HAT培 地 （ 正 常 培 地 に
ヒ ポ キ サ ン チ ン （ 10 - 4 M） 、 チ ミ ジ ン （ 1.5× 10 - 5 M） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ 4× 10 - 7 M）
を 添 加 し た 培 地 ） を 加 え 、 さ ら に 3日 間 培 養 す る 。 以 後 ３ 日 間 毎 に 培 養 上 清 の 半 容 量 を 除
去 し 、 新 た に 同 量 の HAT培 地 を 加 え 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 約 2週 間 培 養 す る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 融 合 細 胞 が コ ロ ニ ー 状 に 生 育 し て い る の が 認 め ら れ る ウ エ ル に つ い て 、 上 清 の 半 容 量 を
除 去 し 、 HT培 地 （ HAT培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た も の ） を 同 量 加 え 、 4日 間 培 養 す る
。 培 養 上 清 の 一 部 を 採 取 し 、 前 述 の ELISAに よ り メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 価 を 測
定 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば メ グ シ ン タ ン パ ク 質 抗 原 を 直 接 又 は 担 体 と 共 に 吸 着 さ せ た 固 相
に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 次 に 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た 抗 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 抗 体 を 加 え 、 標 識 を 測 定 す る こ と に よ っ て 抗 体 価 を 測 定 す る こ と が で き る 。 固 相 に は
、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 と し て は 、 細 胞 融 合 に 用
い ら れ る 細 胞 が マ ウ ス の 場 合 、 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 用 い ら れ る 。 そ の 他 、 標 識
抗 体 に 代 え て 、 プ ロ テ イ ン Aを 加 え 、 固 相 に 結 合 し た 抗 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 検 出 す る こ と も で き る 。 更 に 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は プ ロ テ イ ン Aを 吸 着
さ せ た 固 相 に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た メ グ シ
ン タ ン パ ク 質 を 加 え る こ と に よ っ て 、 抗 体 価 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 反 応 す る 抗 体 の 産 生 が 観 察 さ れ た ウ エ ル に つ き 、 限 界 希 釈 法 に よ
り ク ロ ー ニ ン グ を 4回 繰 り 返 し 、 安 定 し た メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 抗 体 価 を 示 す も の を 抗 メ
グ シ ン タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を in vitroお よ び in vivoで 培 養 す る こ と に
よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 FCS含 有 MEM培 地 、
RPMI-1640培 地 等 の 適 当 な 培 地 中 で 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 か ら 得 る こ と が で き る 。 ハ イ ブ
リ ド ー マ の in vitroで の 培 養 は 、 好 ま し く は 無 血 清 培 地 中 で 行 わ れ 、 至 適 量 の 抗 体 を そ の
上 清 に 与 え る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 in vivoで 培 養 す る 場 合 、 任 意 の 動 物 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 す る 。 移 植 の た め の 宿 主
動 物 は 、 細 胞 融 合 に 用 い た 脾 臓 細 胞 を 採 取 し た 動 物 と 同 種 の 動 物 を 使 用 す る の が 好 ま し い
。 例 え ば 、 プ リ ス タ ン 処 理 を し た 8～ 10週 令 の Balb/c雌 マ ウ ス に 上 記 で 得 ら れ た 抗 メ グ シ
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ン タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 2～ 4× 10 6 個 /匹 腹 腔 内 投 与 す
る 。 プ リ ス タ ン 処 理 は 、 た と え ば 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン -プ リ ス タ ン -0.5m
Lを 腹 腔 内 投 与 し 、 2週 間 飼 育 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 2～ 3週 間 で マ ウ ス の 腹 腔 内 に モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 に 含 ん だ 腹 水 が 貯 留 し 腹 部 が 肥 大 し て く る 。 こ の マ ウ ス か ら 腹 水
を 採 取 し 、 遠 心 分 離 （ 3,000rpm× 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 し 、 IgGを 精 製 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 腹 水 や 培 養 上 清 を 50％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い て 塩 析 し 、 PBSで 1～ 2週 間 透 析 す る 。 こ
の 透 析 画 分 を プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 通 し 、 IgG画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 得 る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ
ク 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 、 市 販 の キ ッ ト （ Gibco BRL製 、 Mouse Antibody Isotyping Kit
等 ） を 用 い る か 、 ま た は オ ク タ ロ ニ ィ （ 二 重 免 疫 拡 散 ） 法 （ 免 疫 学 実 験 入 門 , 生 物 化 学 実
験 法 15, 学 会 出 版 セ ン タ ー 刊 , 74頁 , 1981年 ） に よ り 決 定 し た 。 タ ン パ ク 質 量 は 、 フ ォ ー
リ ン 法 お よ び 280nmに お け る 吸 光 度 （ 1.4（ OD280） イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 1mg/mL） に よ り 算 出
す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 大 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は ハ イ ブ リ ド ー マ の 腹 水 化 を 利 用 す る こ と が で き る
。 こ の 場 合 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 由 来 の 動 物 と 同 系 の 組 織 適 合 性 の あ る 動 物 の 腹 腔 内 に 各 ハ イ
ブ リ ド ー マ を 移 植 し 、 増 殖 さ せ る か 、 あ る い は ヌ ー ド マ ウ ス な ど に 各 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移
植 し 、 腹 水 中 に 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 動 物 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 す る 前 に プ リ ス タ ン な ど の 鉱 物 油 を 腹 腔 内 に 投 与 し て お
く こ と が で き る 。 腹 水 液 は そ の ま ま あ る い は 常 法 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 法 な ど の 塩 析 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 等 に よ る ゲ ル 濾 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 透 析 、 限 外 濾 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 等 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に し て 得 ら れ
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 性 は 、 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） 等 に よ り 明 ら か に
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質
の 246-260の 部 位 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ま た 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 は 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 障 害 に 起 因 す る 腎 障 害 に お い て 高 局 在 と な る
。 こ の た め 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 腎 障 害 の 診 断 に お け る 確 定 診 断 に 有 効 で あ
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 「 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 が 局 在 す る 」 と は 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 が 高 濃 度
で 存 在 し て い る 状 態 に あ る こ と を 表 し て い る 。 ま た 、 「 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る 」 と
い う 場 合 は 、 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 か ら 直 接 発 現 さ れ る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の み な ら ず 、 メ サ
ン ギ ウ ム 細 胞 な ど の 糸 球 体 上 皮 細 胞 以 外 の 細 胞 で 発 現 し た メ グ シ ン タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 に
分 泌 さ れ 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 中 に 蓄 積 さ れ る 場 合 も 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 染 色 、 例 え ば 組 織 あ る い は 細 胞 染 色 、 免 疫 沈 降 、
イ ム ノ ブ ロ ッ ト 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 競 合 型 ま た は 非 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 、 蛋 白 精 製 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 等 に 使 用
す る こ と が で き る 。 ELISA法 に よ る 場 合 は 好 ま し く は サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ が よ い 。 な
お 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に は 、 免 疫 組 織 学 的 検 討 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 等 の 免 疫 反 応 を
利 用 し た 方 法 全 て を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る た め に 標 識 抗 体 と す る こ と が

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-261244 A 2005.9.29



で き る 。 抗 体 を 標 識 化 す る も の と し て 、 酵 素 、 酵 素 基 質 、 補 酵 素 、 酵 素 前 駆 体 、 ア ポ 酵 素
、 蛍 光 物 質 、 色 素 物 質 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 化 合 物 、 発 光 物 質 、 発 色 物 質 、 磁 気 物 質 、 金
属 粒 子 、 放 射 性 物 質 等 を 用 い る こ と が で き る 。 標 識 す る に は 、 チ オ ー ル 基 と マ レ イ ミ ド 基
の 反 応 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 基 と チ オ ー ル 基 の 反 応 、 ア ミ ノ 基 と ア ル デ ヒ ド 基 の 反 応 等
を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 あ ら ゆ る 形 態 の 溶 液 や コ ロ
イ ド 溶 液 、 非 流 体 試 料 等 を 検 体 ま た は 試 料 と す る こ と が で き る 。 た と え ば 生 体 由 来 の 試 料
、 具 体 的 に は 、 血 液 、 血 漿 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 羊 水 、 尿 、 そ の 他 体 液 、 細 胞 培 養
液 、 組 織 培 養 液 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 、 生 検 試 料 、 細 胞 、 組 織 、 脳 組 織 、 脳 由 来 細 胞 系 、 神
経 細 胞 系 、 神 経 由 来 細 胞 系 、 乳 腺 由 来 細 胞 系 、 乳 腺 組 織 、 卵 巣 由 来 細 胞 系 、 卵 巣 組 織 、 癌
細 胞 系 、 癌 組 織 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ の 様 な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 、 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 検 査 キ ッ ト
を も 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 腎 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 特 異
的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る メ グ シ ン の 検 出 な
ら び に 定 量 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び こ の イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 検 査 キ
ッ ト を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 メ グ シ ン に 対 す る
特 異 性 が 高 く 、 メ グ シ ン の 検 出 な ら び に 定 量 に お い て 、 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 腎 障 害 の 病 型 診 断 は 、 た と え ば 以 下 の 工 程 に よ り 実 施 さ れ る 。 す な わ ち
本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 腎 障 害 の 検 査 方 法 に 関 す る 。
(1)生 体 か ら 採 取 さ れ た 腎 臓 組 織 標 本 に お け る 糸 球 体 上 皮 細 胞 に お け る メ グ シ ン タ ン パ ク
質 の 発 現 強 度 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
(2)正 常 腎 組 織 と 比 較 し て 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 局 在 が 亢 進 し て い る 場 合 に 、 糸 球 体 上
皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 が 検 出 さ れ る 工 程
　 本 発 明 の 検 査 方 法 に お い て 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 系 の 異 常 に 起 因 す る 腎 障 害 に は 、 膜 性 腎 症
や 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ が 含 ま れ る 。 一 方 、 IgA腎 症 や 糖 尿 病 性 腎 症 な ど の よ う な メ サ ン
ギ ウ ム 細 胞 の 障 害 に 由 来 す る 腎 障 害 患 者 の 腎 組 織 に お い て は 、 健 常 者 と 同 様 に 、 糸 球 体 上
皮 細 胞 に お け る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 強 度 の 亢 進 は 見 ら れ な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 生 体 の 腎 組 織 は 、 腎 生 検 に よ っ て 採 取 す る こ と が で き る 。 一 方 、 組 織 標 本 の 糸 球 体 上 皮
細 胞 に お け る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 強 度 は 、 上 皮 細 胞 に 局 在 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質
を 認 識 す る 抗 体 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 検 査 方 法 に お い て 好 ま し い 抗 体
は 、 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ と し て 認 識 す る 抗 体 で あ る 。 こ の よ
う な 抗 体 と し て 、 た と え ば FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 示 す こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 検 査 方 法 に 用 い ら れ る 前 記 抗 体 は 、 腎 障 害 の 検 査 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。 抗
体 は 、 検 出 を 容 易 に す る た め に 標 識 し て お く こ と が で き る 。 た と え ば 、 蛍 光 分 子 、 発 光 分
子 、 酵 素 分 子 、 あ る い は 結 合 性 リ ガ ン ド 等 に よ っ て 抗 体 を 標 識 し 、 検 出 す る 方 法 が 公 知 で
あ る 。 あ る い は 、 組 織 に 結 合 す る 抗 体 を 認 識 し て 結 合 す る 第 ２ 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 、 抗 体
の 結 合 を 検 出 す る こ と も で き る 。 第 ２ 抗 体 を 組 み 合 わ せ る 場 合 に は 、 標 識 さ れ る の は 第 ２
抗 体 で あ る 。
　 前 記 抗 体 は 、 標 識 の 検 出 に 必 要 な 成 分 、 組 織 標 本 の ブ ロ ッ キ ン グ に 有 用 な ブ ロ ッ キ ン グ
剤 、 陽 性 標 本 、 あ る い は 陰 性 標 本 等 と 組 み 合 わ せ て 、 腎 障 害 の 検 査 用 キ ッ ト と す る こ と が
で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 以 下 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る 。
〔 実 施 例 １ 〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
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a.　 免 疫 原 の 調 製 （ 組 換 え メ グ シ ン タ ン パ ク 質 ）
　 公 知 の 方 法  （ Inagi, R. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 286: 1098-1106 
(2001)） に 準 じ 、 ヒ ト の メ グ シ ン cDNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
卵 巣 （ CHO） 細 胞 の 培 養 上 清 か ら 組 換 え ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 培 養 上 清 2Lに 100mLの 1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え て pH4.5に 調 整 し た 後 、 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ
ム を 加 え 、 2倍 に 希 釈 し た 。 希 釈 液 を イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HiPrep 16/10 SP X
L： ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） に 供 し た （ 溶 出 条 件 ： 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH4.5
） 、 NaCl 0～ 1Mリ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト ； 溶 出 容 積 ： 20× カ ラ ム ベ ッ ド ボ リ ュ ー ム ） 。 溶 出 液
を ゲ ル 濾 過 に よ り バ ッ フ ァ ー 交 換 を 行 い （ HiPrep 26/10 Desalting、 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム
（ pH6.8） ） 、 続 い て ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HT-1： Bio-Rad製 ） に
供 し た （ 溶 出 条 件 ： 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH6.8） 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム 20～ 400mMリ ニ ア グ ラ
ジ エ ン ト ； 溶 出 容 積 ： 30× カ ラ ム ベ ッ ド ボ リ ュ ー ム ） 。 溶 出 液 を 再 度 ゲ ル 濾 過 に よ り バ ッ
フ ァ ー 交 換 を 行 い （ HiPrep 26/10 Desalting、 50mM MES（ pH5.5） 、 50mM NaCl） 、 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Mono S HR 5/5： ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） に 供 し た
（ 溶 出 条 件 ： 50mM MES（ pH5.5） 、 50mM NaCl、 NaCl 50～ 100mMリ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト ； 溶 出
容 積 ： 40× カ ラ ム ベ ッ ド ボ リ ュ ー ム ） 。 溶 出 液 を Centricon 10（ ミ リ ポ ア 製 ） を 用 い て 遠
心 濃 縮 し （ 3,000g） 、 ダ ル ベ ッ コ PBS(-)緩 衝 液 （ 日 水 製 薬 製 ） に バ ッ フ ァ ー 交 換 し た 。 遠
心 濃 縮 と バ ッ フ ァ ー 交 換 を 3回 繰 り 返 し 、 精 製 組 換 え メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 得 た 。 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 装 置 は 、 AKTAexplorer 10s（ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） を 用 い 、 操
作 は 全 て 4℃ で 行 っ た 。 こ う し て 得 ら れ た 精 製 ヒ ト 組 換 え メ グ シ ン タ ン パ ク 質 10μ g（ 液 量
50μ L） を マ ウ ス の 1回 あ た り の 免 疫 原 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
b.　 免 疫 処 置
　 1.5mLチ ュ ー ブ で 、 50μ Lの フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ SIGMA製 ） と 精 製 メ グ シ ン 蛋
白 溶 液 （ 10μ g/50μ L） を 1mLシ リ ン ジ （ テ ル モ 社 ： SS-01T） と 21ゲ ー ジ 注 射 針 （ テ ル モ 製
： NN-2138S） を 用 い て 、 完 全 に エ マ ル ジ ョ ン 化 す る ま で 混 合 し 、 免 疫 用 抗 原 原 液 と し た 。
マ ウ ス （ Balb/c） に 対 し 、 腹 腔 に 該 免 疫 原 液 を 26ゲ ー ジ 注 射 針 （ テ ル モ 製 ： NN-2613S） を
使 用 し て 注 射 し 、 免 疫 を 行 っ た 。 免 疫 は 1週 間 ご と に 1回 、 合 計 4回 行 っ た 。 4回 目 の 免 疫 の
際 、 抗 体 力 価 を チ ェ ッ ク す る た め 、 マ ウ ス の 眼 下 静 脈 蒼 よ り 50～ 100μ L採 血 し 、 ELISA法
に よ り 抗 体 力 価 の 確 認 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
c.　 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ （ ELISA法 ）
　 精 製 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 0.1M炭 酸 緩 衝 液 pH9.0に て 2μ g/mLの 濃 度 と し 、 96穴 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc製 ） の 1穴 あ た り 50μ Lづ つ 分 注 し 、 25℃ 、 3時 間 静 置 し 、 感 作 し
た 。 溶 液 を 除 去 後 、 1％  BSA（ Bovine Serum Albumin） 溶 液 （ 0.1M炭 酸 緩 衝 液 pH9.0） 、 20
0μ Lを 分 注 し 、 25℃ 、 1時 間 静 置 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 後 、 ス
ク リ ー ニ ン グ に 供 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 、 あ る い は マ ウ ス 血 清 溶 液 を 50μ Lを 各 穴 に 分
注 し 、 25℃ 、 1時 間 静 置 す る （ 一 次 反 応 ） 。 溶 液 を 除 去 後 、 0.13M NaCl添 加 50mMリ ン 酸 緩
衝 液 pH7.2（ 以 下 ： PBS） で 洗 浄 す る 。 各 穴 に ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ho
rseradish Peroxidase： HRP） 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） 抗 体 （ MBL製 ） 溶 液 を 50μ Lづ
つ 分 注 し 、 25℃ 、 1時 間 静 置 す る （ 2次 反 応 ） 。 溶 液 を 除 去 後 、 0.13M NaCl添 加 50mMリ ン 酸
緩 衝 液 pH7.2で 洗 浄 す る 。 0.8mM TMB（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ： 3,3',5,5'Tetramethylbe
nzidine： 同 仁 化 学 研 究 所 製 ） 溶 液 を 1ウ ェ ル あ た り 50μ L添 加 し 、 30℃ で 5～ 20分 間 発 色 さ
せ る 。 1.5N H 3 PO 4 を 1ウ ェ ル あ た り 50μ Lず つ 加 え て 発 色 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト リ ー ダ ー （ ワ ラ ッ ク 製 ： ARVO-SX） を 用 い て 、 450nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
d.　 モ ノ ク ロ ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 十 分 な 抗 体 力 価 の 確 認 後 、 摘 出 し た マ ウ ス 脾 臓 よ り 調 整 し た リ ン パ 細 胞 を ポ リ エ チ レ ン
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グ リ コ ー ル （ 和 光 純 薬 製 ） を 用 い 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3U1） と 細 胞 融 合 さ せ た 。 ハ
イ ブ リ ド ー マ の 選 別 は HAT（ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン ： hypoxanthine
、 thymidine、 SIGMA製 H-0137 aminopterin、 SIGMA製 A-5159） 選 択 で 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ の 培 養 上 清 を 用 い た ELISA法 に よ り 、 免 疫 抗 原 に 対 し て 反 応 性 の 高 い ク ロ ー ン の ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 し て 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ に つ い て 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 3回 繰 り 返 し 行 い 、 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対
し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 し 、 且 つ 安 定 し た 増 殖 能 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細
胞 株 が 得 ら れ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細 胞 は 、 2004年 3月 16日 付 け で 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市
東 1丁 目 1番 1号 中 央 第 6に 所 在 の 行 政 独 立 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に
対 し て 、 受 託 番 号 FERM P-19734と し て 寄 託 さ れ た 。
以 下 に 、 寄 託 を 特 定 す る 内 容 を 記 載 す る 。
　 (a)寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名
　 　 名 称 ： 独 立 行 政 法 人  産 業 技 術 総 合 研 究 所  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー
　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 １ 号 中 央 第 ６ （ 郵 便 番 号 305-8566）
　 (b)寄 託 日 ： 平 成 １ ６ 年 ３ 月 １ ６ 日
　 (c)受 託 番 号 ： FERM P-19734
【 ０ ０ ７ １ 】
e. モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の タ イ ピ ン グ
　 上 記 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細 胞 株 の 培 養 上 清 を PBSで 150倍 希 釈 し た 液 0.5mLを 用
い 、 IsoStrip kit（ Roche製 ） を 用 い て ア イ ソ タ イ プ を 調 べ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細 胞 株
が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 、 IgG1で あ っ た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
f. モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 4F3） の 調 製 と 精 製
　 8週 齢 の 雌 性 Balb/cマ ウ ス に 0.5ml/匹 の プ リ ス タ ン を 腹 腔 内 投 与 し 、 そ の 10日 後 に 上 記 d
の ク ロ ー ニ ン グ で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 4F3細 胞 株 を 1匹 あ た り 約 1× 10 7 細 胞 数 /0.5mL/
匹 で 腹 腔 内 に 注 入 し た 。 10日 後 頃 か ら マ ウ ス の 腹 部 肥 大 を 認 め た た め 、 開 腹 し て 腹 水 を 採
取 し た 。 採 取 し た 腹 水 は 、 1000rpm、 4℃ に て 10分 間 遠 心 分 離 し 、 そ の 上 清 を 37℃ 、 30分 間
放 置 し た 後 、 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 12000rpm、 4℃ で 10分 間 遠 心 分 離 後 、 得 ら れ た 上 清 を ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ Sepharose Protein A： ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） を 用 い
て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 4F3） を 精 製 し た 。 こ の 抗 体 溶 液 の 260、 280、 320nmに お け る 吸 光
度 を 測 定 し 、 Werbulg-Christian法 に よ り 抗 体 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
g.　 免 疫 沈 降
　 1.5mLエ ッ ペ ン チ ュ ー ブ 中 の rmp Protein A Sepharose Fast Flow （ 以 下 、 ゲ ル と 呼 ぶ
。 ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） 25μ Lに 対 し て 500μ Lの ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を
添 加 し 、 室 温 で 1時 間 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 培 養 上 清 を 除 去 後 、 PBSで ゲ ル を 洗 浄 し 、 10μ
g/mLの メ グ シ ン タ ン パ ク 質 PBS溶 液 を 50μ L/tube入 れ 、 室 温 で 1時 間 静 置 す る 。 PBSで ゲ ル
を 洗 浄 後 、 30μ Lの SDS-PAGE Sample Buffer（ レ ム リ 法 ） を 入 れ 、 3分 間 煮 沸 処 理 を 行 う 。
そ の 内 の 20μ Lを 下 記 実 施 例 ２ と 同 様 に SDS-PAGEを 行 い 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行
う 。 タ ン パ ク 質 の 検 出 に は 一 次 抗 体 と し て 抗 メ グ シ ン ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、
二 次 抗 体 に は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Horseradish Peroxidase： HRP）
標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） 抗 体 （ MBL製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
〔 実 施 例 ２ 〕 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討
　 免 疫 用 抗 原 と 同 様 の 方 法 で 調 整 し た メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 溶 液 0.1μ gを 12.5
％ SDS-PAGEで 定 法 に 従 い 電 気 泳 動 を 行 う 。 セ ミ ド ラ イ ト ラ ン ス フ ァ ー 装 置 （ バ イ オ ク ラ フ
ト 製 ） を 用 い 、 泳 動 さ れ た 蛋 白 を Immobilon-Pト ラ ン ス フ ァ ー メ ン ブ レ ン （ ミ リ ポ ア 製 ）
に 転 写 す る 。 転 写 後 の メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 製 ） に て ブ ロ ッ キ ン グ （
25℃ 、 1時 間 ） 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 と 25℃ 、 1時 間 反 応 さ せ る 。 PBSで メ ン ブ レ ン
を 洗 浄 後 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Horseradish Peroxidase： HRP） 標
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識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ H+L） 抗 体 （ MBL製 ） と メ ン ブ レ ン を 25℃ 、 1時 間 反 応 さ せ る 。 PBSで
メ ン ブ レ ン を 洗 浄 後 ECL Western Blotting kit （ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） を
用 い て 化 学 発 光 さ せ 、 そ れ を Hyperfilm ECL（ ア マ シ ャ ム ・ バ イ オ サ イ エ ン ス 製 ） に 焼 付
け 、 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3の 抗 原 特 異 性 を 検 証 し た
。 そ の 結 果 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3は CHO細 胞 で 発 現 さ せ た ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反
応 し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 同 じ く ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 い 、 種 差 の 異 な る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3の 反 応 性 を 検 討 し た 。 大 腸 菌 組 換 え マ ウ ス メ グ シ ン と モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 4F3は 反 応 し た が 、 大 腸 菌 組 換 え ラ ッ ト メ グ シ ン と は 反 応 し な か っ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 い 、 メ グ シ ン 以 外 の セ ル ピ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 を
検 討 し た 。 そ の 結 果 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3は 、 α ２ － ア ン チ プ ラ ス ミ ン 、 α １ － ア ン
チ ト リ プ シ ン 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー １ 、 お
よ び 大 腸 菌 由 来 MBP融 合 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビ タ ー ２ と は 反 応 せ ず 、
こ れ ら セ ル ピ ン 類 と の 交 差 性 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 さ ら に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ・ セ ル ピ ン 複 合 体 に 対 す る
反 応 性 を 検 証 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3は 、 メ グ シ ン リ ガ ン ド の ひ と つ と 考 え ら れ る
プ ラ ス ミ ン と の 複 合 体 を 認 識 し た （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
〔 実 施 例 ３ 〕 4F3抗 体 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ （ １ ） （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 検 討 ）
a.　 ト リ プ シ ン 処 理 断 片 化 メ グ シ ン タ ン パ ク 質
　 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 溶 液 に ト リ プ シ ン 溶 液 を 加 え （ メ グ シ ン 0.5 mg/mL、 ト リ プ シ ン 780
0 U/mL ） 反 応 さ せ た 後 、 等 量 の ２ X loading buffer（ 第 一 化 学 製 ） と 混 和 し 、 沸 騰 浴 中
で 5分 間 加 熱 し た も の を サ ン プ ル 溶 液 と し た 。 該 サ ン プ ル 溶 液 を SDS電 気 泳 動 装 置 （ 第 一 化
学 製 ） お よ び ト リ ス -グ リ シ ン 緩 衝 液 （ 第 一 化 学 製 ） を 用 い て 15～ 25％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル （ 第 一 化 学 製 ） で 電 気 泳 動 し た 。 泳 動 中 、 ブ ロ ッ ト 用 に 3MM濾 紙 （ Whattman製 ） を
緩 衝 液 A（ 第 一 化 学 製 ） に 2枚 、 緩 衝 液 B（ 第 一 化 学 製 ） に 1枚 、 緩 衝 液 C（ 第 一 化 学 製 ） に 3
枚 浸 し た 。 ま た ポ リ ビ ニ リ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド 膜 （ PVDF膜 、 Millipore製 ） を メ タ ノ ー ル
に 浸 し た 後 、 精 製 水 に 浸 し な じ ま せ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の PVDF膜 へ の 転 写 は 、 電 気 泳 動 後 装 置 か ら ゲ ル を 取 り 出 し 、 ブ ロ ッ タ ー （ フ
ァ ル マ シ ア 製 ） に 陽 極 側 か ら 緩 衝 液 Aに 浸 し た 2枚 の 濾 紙 、 緩 衝 液 Bに 浸 し た 1枚 の 濾 紙 、 PV
DF膜 、 ゲ ル 、 お よ び 、 緩 衝 液 Cに 浸 し た 3枚 の 濾 紙 を 記 載 の 順 に 置 き 、 80mA／ ゲ ル で 1.5時
間 行 っ た 。 転 写 後 、 PVDF膜 の 一 部 を CBB染 色 し た 。 ま た 、 PVDF膜 の 一 部 を ブ ロ ッ ク エ ー ス
（ 雪 印 乳 業 製 ） と 室 温 で 1時 間 浸 透 す る 事 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 該 膜 を 抗 体 希 釈 液 で 希 釈 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 4℃ で 一 晩 反 応
さ せ た 。 そ の 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 加 え 、 室 温 で 1時 間 反
応 後 、 NBT-BGIP溶 液 で 発 色 さ せ た 。 こ の 結 果 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 反 応 し
た バ ン ド で CBB染 色 で も 確 認 で き た バ ン ド に つ い て ア ミ ノ 酸 シ ー ク エ ン ス を 行 っ た 。 そ の
結 果 、 こ の バ ン ド は N末 端 が メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 204番 目 に 当 た る メ グ シ ン
タ ン パ ク 質 断 片 で あ る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
b.　 大 腸 菌 発 現 断 片 化 メ グ シ ン タ ン パ ク 質
　 以 下 に 示 す 大 腸 菌 発 現 断 片 化 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 作 製 し た 。
    全 　 長 ： １ ～ ３ ８ ０
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    １ － ６ ： １ ～ １ ０ ０
    ２ － ７ ： １ ０ １ ～ １ ６ ８
    ３ － ８ ： １ ６ ９ ～ ２ ６ ６
    ４ － ９ ： ２ ６ ７ ～ ３ ２ １
    ５ － １ ０ ： ３ ２ ２ ～ ３ ８ ０
    ２ － １ ０ ： １ ０ １ ～ ３ ８ ０
    ３ － １ ０ ： １ ６ ９ ～ ３ ８ ０
    ４ － １ ０ ： ２ ６ ７ ～ ３ ８ ０
　 こ れ ら の 大 腸 菌 発 現 断 片 化 メ グ シ ン を 用 い て 上 記 a.と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ッ ロ テ ィ ン グ
法 を 行 い 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 反 応 す る バ ン ド を 確 認 し た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。 こ
れ ら の 結 果 よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 反 応 す る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 部 位 は ア ミ ノ
酸 配 列 204～ 266に あ る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
[表 １ ]
---------------------------------------------
大 腸 菌 発 現 メ グ シ ン
タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 断 片       4F3抗 体 と の 反 応 性
---------------------------------------------
      １ － ３ ８ ０                   ○
  １ ０ １ － ３ ８ ０                   ○
  １ ６ ９ － ３ ８ ０                   ○
  ２ ６ ７ － ３ ８ ０                   ×
      １ － １ ０ ０                   ×
  １ ６ ９ － ２ ６ ６                   ○
  ２ ６ ７ － ３ ２ １                   ×
  ３ ２ ２ － ３ ８ ０                   ×
          Vector                  ×
---------------------------------------------
【 ０ ０ ８ ４ 】
〔 実 施 例 ４ 〕 4F3抗 体 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ （ ２ ）
a.　 コ バ リ ン ク プ レ ー ト を 用 い た ELISA法
　 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 断 片 化 大 腸 菌 発 現 メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 結 果 を 元 に 、 10～ 20残 基 の
ペ プ チ ド を 常 法 に よ り 合 成 し た 。 合 成 ペ プ チ ド を ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に て コ バ リ ン ク プ
レ ー ト に 固 相 化 し 、 洗 浄 液 で 2回 洗 浄 後 、 PBSで 4倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 雪 印 乳 業 製
） を 加 え ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 プ レ ー ト に 希 釈 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3を 100μ L/well加
え 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ る 。 洗 浄 液 で 4回 洗 浄 後 、 POD標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 100μ L/wel
l加 え 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ る 。 洗 浄 液 で 4回 洗 浄 後 、 TMBを 100μ L/well加 え 、 室 温 で 30
分 反 応 さ せ 吸 光 度 （ OD450） を 測 定 し た （ 表 ２ ～ ４ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
[表 ２ ]
--------------------------------------------
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 断 片    OD450
--------------------------------------------
  Ｎ ｏ ｎ ｅ                        ０ ． ０ ９ ７
  ２ ０ ４ － ２ ２ ３                  ０ ． １ ０ ２
  ２ １ ６ － ２ ３ １                  ０ ． ０ ９ ９
  ２ ２ ４ － ２ ４ ３                  ０ ． １ ０ ４
  ２ ３ ６ － ２ ５ ３                  ０ ． ０ ９ ９
  ２ ４ ５ － ２ ６ ０                  ０ ． ２ ７ ６
  ２ ５ ３ － ２ ６ ９                  ０ ． ０ ９ ９
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--------------------------------------------
【 ０ ０ ８ ６ 】
[表 ３ ]
--------------------------------------------
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 断 片    OD450
--------------------------------------------
  Ｎ ｏ ｎ ｅ                        ０ ． ０ ３ ６
  ２ ４ ５ － ２ ５ ９                  ０ ． ０ ３ ２
  ２ ４ ５ － ２ ５ ８                  ０ ． ０ ３ ３
  ２ ４ ５ － ２ ５ ６                  ０ ． ０ ３ ３
  ２ ４ ５ － ２ ５ ５                  ０ ． ０ ３ １
  ２ ４ ５ － ２ ５ ４                  ０ ． ０ ３ ３
  ２ ４ ５ － ２ ６ ０                  ０ ． ６ ０ ２
--------------------------------------------
【 ０ ０ ８ ７ 】
[表 ４ ]
--------------------------------------------
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 断 片    OD450
--------------------------------------------
  Ｎ ｏ ｎ ｅ                        ０ ． ０ ２ ４
  ２ ５ １ － ２ ６ ０                  ０ ． ０ ３ ２
  ２ ５ ０ － ２ ６ ０                  ０ ． ０ ３ ０
  ２ ４ ９ － ２ ６ ０                  ０ ． ０ ３ ２
  ２ ４ ８ － ２ ６ ０                  ０ ． ０ ３ ３
  ２ ４ ７ － ２ ６ ０                  ０ ． ０ ３ ０
  ２ ４ ６ － ２ ６ ０                  ０ ． ６ ８ ４
  ２ ４ ５ － ２ ６ ０                  ０ ． ６ ３ ９
--------------------------------------------
【 ０ ０ ８ ８ 】
b.　 biacore法 に よ る 特 異 性 の 測 定
　 セ ン サ ー チ ッ プ CM5（ ビ ア コ ア 製 ） に ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に て 各 メ グ シ ン タ ン パ ク 質
ペ プ チ ド を 固 相 化 し 、 biacore法 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と の 反 応 性 を 測 定 し た 。
結 果 を 表 ５ に 示 す 。
[表 ５ ]
------------------------------------------------
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 断 片    レ ス ポ ン ス （ RU）
------------------------------------------------
  ２ ３ ６ － ２ ５ ３                   ８ ． ２
  ２ ４ ６ － ２ ６ ０                   ２ ０ ７ ． ７
  ２ ５ ３ － ２ ６ ９                   １ ． ９
------------------------------------------------
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 以 上 、 実 施 例 ３ ～ ４ の 結 果 か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3が 認 識 す る エ ピ ト ー プ は 、 246
-260（ LSEIENKLTFQNLME／ 配 列 番 号 ： １ ） で あ る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
〔 実 施 例 ４ 〕 二 重 染 色 ・ 蛍 光 抗 体 法 に よ る 各 種 抗 体 の 局 在 の 比 較
　 腎 組 織 OCT包 埋 凍 結 標 本 を 4μ mに 切 片 化 し 、 風 乾 後 、 エ タ ノ ー ル ／ エ ー テ ル （ 1： 1） で 1
0分 間 、 エ タ ノ ー ル で 10分 間 固 定 し た 。 0.3％ 過 酸 化 水 素 水 を 添 加 し た メ タ ノ ー ル 中 で 室 温
に お い て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 0.
25％ Tween20を 含 有 す る PBSで 3回 洗 浄 後 、 切 片 を 室 温 に お い て 10％ ヤ ギ 血 清 含 PBSと 2時 間
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ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 メ グ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3、 Cy3標 識 抗 ビ メ ン チ ン 抗 体 （ SIGMA製
） 、 抗 von Willerbrand Factor抗 体 （ DAKO製 ） 、 抗 メ グ シ ン ペ プ チ ド ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ メ グ シ ン タ ン パ ク 質 の 72-86ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 ： P2抗 体 ） 、 2％ ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン 含 有 PBSと 4℃ に お い て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 二 次 抗 体 と し て 、 FITC標 識 抗 マ
ウ ス 抗 体 、 Rhodamine抗 ウ サ ギ 抗 体 を 用 い て 、 各 種 抗 体 の 局 在 を 比 較 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 結 果 を 図 ６ － １ ～ ３ に 示 す 。 メ グ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 糸 球 体 上 皮 細 胞 マ ー カ
ー （ ビ メ ン チ ン ） の 染 色 パ タ ー ン は ほ ぼ 一 致 し た （ 図 ６ － １ ） 。 一 方 、 内 皮 細 胞 マ ー カ ー
（ von Willerbrand Factor） の 染 色 パ タ ー ン と は 一 致 し な か っ た （ 図 ６ － ２ ） 。 ま た 、 抗
メ グ シ ン ペ プ チ ド ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ P2抗 体 ） は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 内 の メ グ シ ン タ ン パ
ク 質 と 反 応 す る こ と か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と は 染 色 パ タ ー ン が 大 き く 異 な っ て い
た （ 図 ６ － ３ ） 。 以 上 の こ と か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3が 糸 球 体 上 皮 細 胞 に 局 在 す る
メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
〔 実 施 例 ５ 〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 に よ る 各 種 疾 患 の 染 色 像 の 比
較 検 討
　 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 実 施 す る た め に 、 腎 臓 を 摘 出 し 、 メ チ ル カ ル ノ ア 固 定 後 、 パ ラ フ ィ
ン 包 埋 ブ ロ ッ ク を 作 成 し た 。 こ の パ ラ フ ィ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク を ミ ク ロ ト ー ム で 4μ mに 薄 切 し
て パ ラ フ ィ ン 切 片 と し た 。 キ シ レ ン 中 で 5分 3回 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 を 行 い 、 100％ エ タ ノ ー
ル で 5分 3回 、 90％ エ タ ノ ー ル で 1回 、 70％ エ タ ノ ー ル で 1回 処 理 し た 後 PBSで 水 和 し た 後 0.0
5％ Pronase（ DAKO製 ） で 15分 処 理 し 、 抗 原 を 賦 活 化 し た 。 PBSで 洗 浄 後 、 Peroxidase bloc
king reagent（ DAKO製 ） を 用 い て 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 さ ら に Biot
in blocking system（ DAKO製 ） を 用 い て 内 因 性 ビ オ チ ン を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 PBSで 洗 浄
後 、 切 片 を 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 （ 37℃ ） に お い て ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 雪 印 乳 業 製 ） で 1時 間 ブ
ロ ッ キ ン グ し 、 次 に 一 次 抗 体 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3を 添 加 し 、 4℃ に お い て 一 晩 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 PBSで 3回 洗 浄 後 、 切 片 を 400倍 希 釈 し た ビ オ チ ン 標 識 ウ マ 抗 マ ウ
ス IgG抗 体 （ VECTOR製 ） を 用 い て 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で 37℃ に お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 PBSで 組 織 切 片 を 3回 洗 浄 し 、 1： 1000に 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ア ビ ジ ン D（ VECTOR
製 ） で 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で 室 温 に お い て 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 組 織 切 片 を 3回 洗 浄
し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 検 出 に は 0.03％ の 過 酸 化 水 素 水 を 含 有 す る 3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン
ジ ジ ン （ DAB） 溶 液 を 用 い 、 次 に ヘ マ ト キ シ リ ン で 核 染 色 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 そ の 結 果 、 正 常 腎 糸 球 体 （ 図 ７ － １ ） に 比 し 、 膜 性 腎 症 （ 図 ７ － ２ ） や 微 小 変 化 型 ネ フ
ロ ー ゼ （ 図 ７ － ３ ） で は 糸 球 体 上 皮 の メ グ シ ン の 局 在 が 亢 進 し て い る 傾 向 が 認 め ら れ た 。
そ れ に 対 し IgA腎 症 （ 図 ７ － ４ ） で は 糸 球 体 上 皮 内 の メ グ シ ン の 局 在 は 低 下 し て い た 。 こ
れ ら の こ と よ り 、 糸 球 体 上 皮 細 胞 内 の メ グ シ ン タ ン パ ク 質 を 優 位 に 検 出 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 4F3を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 に お い て 、 腎 疾 患 の 病 型 に よ っ て 染 色 強 度 が 異 な る こ と
が 示 さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3の 病 理 診 断 用 抗 体 と し て の 有 用 性 が 確 認 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に そ れ を 用 い る 診 断 方 法 に よ っ て 、 腎 上 皮 細 胞 の 異
常 に 起 因 す る 疾 患 （ 膜 性 腎 症 や 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ ） と 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 異 常 に 起
因 す る 疾 患 （ IgA腎 症 や 糖 尿 病 性 腎 症 ） を 鑑 別 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 Roche社 製 IsoStrip kitを 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3の ア イ ソ タ イ プ を 示 す 写
真 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と ヒ ト メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 を 表 す 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と 種 差 の 異 な る メ グ シ ン タ ン パ ク 質 と の 反 応 性
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を 表 す 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と メ グ シ ン タ ン パ ク 質 以 外 の セ ル ピ ン と の 交 差
反 応 性 を 表 す 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3と セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ・ セ ル ピ ン 複 合 体 と の 反
応 性 を 表 す 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ － １ 】 二 重 染 色 ・ 蛍 光 抗 体 法 を 用 い た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3お よ び 上
皮 細 胞 マ ー カ ー （ ビ メ ン チ ン ） の 局 在 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ － ２ 】 二 重 染 色 ・ 蛍 光 抗 体 法 を 用 い た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3お よ び 内
皮 細 胞 マ ー カ ー （ von Willerbrand Factor） の 局 在 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ － ３ 】 二 重 染 色 ・ 蛍 光 抗 体 法 を 用 い た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3お よ び 抗
メ グ シ ン ペ プ チ ド ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 局 在 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ７ － １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3に よ る 、 正 常 腎 糸 球 体 の 免 疫 組 織 染 色 に よ
る 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ７ － ２ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3に よ る 、 膜 性 腎 症 の 糸 球 体 の 免 疫 組 織 染 色
に よ る 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ７ － ３ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3に よ る 、 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ の 糸 球 体 の
免 疫 組 織 染 色 に よ る 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ７ － ４ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4F3に よ る 、 IgA腎 症 の 糸 球 体 の 免 疫 組 織 染 色 に
よ る 染 色 像 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ － １ 】
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【 図 ６ － ２ 】

【 図 ６ － ３ 】
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【 図 ７ － １ 】

【 図 ７ － ２ 】
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【 図 ７ － ３ 】

【 図 ７ － ４ 】

【 配 列 表 】
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