
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血漿中の酸化リポタンパク質を固相に直接固定化することなく、リン脂質の酸化により
生成する抗原を認識する抗体 を用いて、血液成分

測定値から循環器系疾患を評価することを
特徴とする循環器系疾患の 方法。
【請求項２】
　リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体がホスファチジルコリンの酸化によ
り生成する抗原を認識するものである請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体が、粥状硬化病巣のホモジネートで
適当な哺乳動物及び／または哺乳動物の抗体産生担当リンパ球を免役し、該動物の抗体産
生リンパ球とミエローマ細胞を融合させ、形成された抗ヒト粥腫抗体産生細胞融合細胞群
を単離し、該細胞群の中から酸化したリポタンパク質と特異的に反応するものとして選別
された融合細胞が産生するものである請求項１ に記載の方法。
【請求項４】
　リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体がハイブリドーマセルライン FOH1a/
DLH3（受託番号 FERM BP-7171）により生産されるものである請求項１ に記
載の方法。
【請求項５】

10

20

JP 3989223 B2 2007.10.10

とリポタンパク質を認識する抗体と 中の
各種の酸化リポタンパク質を別々に測定し、該

検査

または２

～３のいずれか



　

【請求項６】
　リポタンパク質を認識する抗体が、抗アポＢ抗体であり、酸化リポタンパク質が酸化低
密度リポタンパク質である請求項 に記載の方法。
【請求項７】
　リポタンパク質を認識する抗体が、抗Ｌｐ（ａ）抗体であり、酸化リポタンパク質が酸
化Ｌｐ（ａ）である請求項 に記載の方法。
【請求項８】
　循環器系疾患が冠動脈系疾患、脳動脈系疾患、腎動脈系疾患または末梢動脈系疾患であ
る請求項１～ のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　

【請求項１０】
　

【請求項１１】
　

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は、ヒト酸化リポタンパク質の測定法に関するものである。また、本発明は、循環
器系疾患の診断方法に関するものである。詳しく述べると、本発明は、血液成分を酸化リ
ン脂質を認識する抗体と接触させ、該抗体の試料に対する反応性を測定することによって
血液成分中に含まれる酸化リポタンパク質を測定することを特徴とする血液中のヒト酸化
リポタンパク質の測定法に関するものである。本発明は、また上記測定法を用いて心筋梗
塞や狭心症などの冠動脈系疾患、脳梗塞や脳血管系痴呆などの脳動脈系疾患、あるいは腎
症、糖尿病性腎症などの腎動脈系疾患および末梢動脈閉塞症のような末梢動脈系疾患など
の各種循環器系疾患を診断する方法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
動脈硬化症は大動脈、冠状動脈、脳動脈及び頚動脈などの筋型動脈に多く発生し、狭心症
、心筋梗塞、脳梗塞などの主因となる疾患である。その原因として血清コレステロールの
上昇、血小板凝集、内皮傷害などが提唱されているが、その成因はほとんど解析されてい
ないのが現状である。
【０００３】
変性リポタンパク質の一つである酸化リポタンパク質と粥状硬化病巣の進展との関連性が
、スタインバーグ (Steinberg)らにより指摘されて以来、動脈硬化の進展における酸化リ
ポタンパク質の問題は脚光を浴びるようになっている（例えば  Steinberg,D., Parthasar
athy,S., Carew,T.E., Khoo,J.C., and Witztum,J.L.,(1989) N. Engl. J. Med. 320:915
)。
【０００４】
スカベンジャー受容体など酸化を受けたリポタンパク質に対する受容体の存在が明らかに
され、酸化 LDLが、これらの受容体を介して細胞内に取り込まれることによって、泡沫細
胞となり粥腫形成のイニシエーションが起こるという仮説、また酸化 LDLが内皮細胞を傷
害することで、血小板の粘着凝集や、白血球の集結、血漿成分の血管内への浸潤がおこり
、これらが引き金になって、平滑筋細胞の遊走や増殖を引き起こすといった仮説が提唱さ
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血液成分中の各種の酸化リポタンパク質を別々に測定する方法が、リン脂質の酸化によ
り生成する抗原を認識する抗体とリポタンパク質を認識する抗体とを用いるサンドイッチ
免疫測定法により行われる請求項１～４のいずれかに記載の方法。

１～５のいずれか

１～６のいずれか

７

請求項１～８のいずれかに記載の方法に用いられる、リン脂質の酸化により生成する抗
原を認識する抗体。

リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体を含み、請求項１～８のいずれかに
記載の方法に用いられる、循環器系疾患検査用キット。

リポタンパク質を認識する抗体をさらに含む、請求項１０に記載の循環器系疾患検査用
キット。



れている。
【０００５】
酸化 LDLが病巣に確かに蓄積しているかどうかについては、例えば 1988年にハーバーラン
ド (Haberland)等がマロンジアルデヒドで修飾した LDLに対する抗体；抗 MDA-LDL抗体によ
り動脈硬化病巣部が染色されることを示し (Herberland,M. E., Fong ,D., and Cheng, L.
, (1988) Science 241:215)、また 1989年にイラ－ハーテュアラ (YLa-Herttuala)等は、や
はり抗 MDA-apoB抗体によるイムノブロッティング法により、病巣部から抽出されたアポＢ
(apoB)を検索し、酸化変性を受けた LDLが確かに病巣部から抽出されたと報告している (Yl
a-Herttuala ,S., Parinski ,W., Rosenfeld, M. E., Parthasarathy, S., Carew, T. E.
, Butler, S., Witztum, J. L., and Steinberg, D., (1989) J. Clin. Invest. 84:1086
)。しかしここで用いられた抗体はマロンジアルデヒドを用いて人工的に修飾した LDLを抗
原として得られたものであるが、 LDLの酸化生成物だけでなく他の酸化蛋白、例えば酸化
アルブミンなどとも交叉反応を示すという性質を有している。
【０００６】
しかるに、粥状硬化病巣のホモジネートを抗原としてハイブリドーマを作成し、その中か
ら、酸化 LDLを特異認識する抗体を産生するハイブリドーマを選択すると、特異性の高い
モノクロナル抗体が得られることが開示されている (Itabe,H., Takeshima, E., Iwasaki,
 H., Kimura, J., Yoshida, Y., Imanaka, T., Takano, T., (1994) J. Biol.Chem. 269 
(21):15274)。この抗体は、クローン FOH1a/DLH3が産生することから、 FOH1a/DLH3と名付
けられているが、同抗体が、酸化リポタンパク質と特異的に反応し、正常なリポタンパク
質、マロンジアルデヒド化 LDL、アセチル化 LDLなどとは、交叉反応を示さないことや、同
抗体の認識するエピトープは、リポタンパク質の構成成分であるフォスファチジルコリン
というリン脂質が酸化されたときに生成することが開示されている。また、同抗体が、ヒ
ト粥状硬化病巣内の泡沫細胞を特異的に認識する抗体であることも開示されている。
【０００７】
一方、これまでの研究では LDLの酸化は、血管組織への沈着後の二次的な化学修飾によっ
て引き起こされると考えられているが、炎症部位で発生する活性酵素などにより循環血液
中に酸化変成を受けたリポタンパク質が存在する可能性もある。実際に、ヒト血液あるい
はその LDL画分から脂質を抽出し、その中に過酸化リン脂質の存在を立証し、心虚血、糖
尿病や肝炎などの疾患時に上昇するとする報告がある (Miyazawa, T., (1989) Free Radic
al Biology 7: 209、 Hodis, H.N., Kramsch, D. M., Avogaro, P., Bittolo-Bon, G., Ca
zzolato, G., Hwang,J., Peterson, H., and Sevanian, A., (1994) J. Lipids Res. 35:
 669)。しかしながら、その測定法は複雑であり、多数の臨床検体を測定して、血中酸化
リポタンパク質の臨床診断的な意義を明らかにするには不向きであるため、血液中の酸化
リポタンパク質と疾病との関りについては未だ明確になっていない現状である。酸化 LDL
が粥状効果病巣の進展と深く関わっているならば、循環血液中の酸化 LDL等の酸化リポタ
ンパク質を高感度にかつ定量的に検出することが、病態進展の早期診断に役立つことは明
らかであり、そのような方法の開発は強く望まれていた。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
従って、本発明は、新規なヒト酸化リポタンパク質の測定法を提供することを目的とする
。本発明はさらに、比較的簡単な手順により、比較的簡単な手順により、循環血液中の酸
化 LDL等の酸化リポタンパク質を高感度にかつ定量的に検出するヒト酸化リポタンパク質
の測定法を提供することを目的とするものである。本発明はまた、新規な循環器系疾患の
診断方法を提供することを目的とし、および血液中のヒト酸化リポタンパク質を測定する
ことにより、心筋梗塞や狭心症などの冠動脈系疾患、脳梗塞や脳血管系痴呆などの脳動脈
系疾患、あるいは腎症、糖尿病性腎症などの腎動脈系疾患、末梢動脈閉塞症のような末梢
動脈系疾患などを含む、粥状硬化症を主因とする各種循環器系疾患を診断する方法を提供
することを目的とするものである。
【０００９】
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【課題を解決するための手段】
上記諸目的は、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体を用いて血漿中の酸化
リポタンパク質を測定するヒト酸化リポタンパク質の測定法によって達成される。
【００１０】
本発明はまた、抗体が、ペプチドの共存下にホスファチジルコリンの酸化により生成する
抗原を認識するものであるヒト酸化リポタンパク質の測定法である。本発明はまた、リン
脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体が、粥状硬化病巣のホモジネートで適当な
哺乳動物及び／または哺乳動物の抗体産生担当リンパ球を免疫し、該動物の抗体産生リン
パ球とミエローマ細胞を融合させ、形成された抗ヒト粥腫抗体産生融合細胞群を単離し、
該細胞群の中から酸化したヒトリポタンパク質と特異的に反応するものとして選別された
融合細胞が産生するものであるヒト酸化リポタンパク質の測定法である。本発明はまた、
抗体が、ハイブリドーマセルライン FOH1a／ DLH3（受託番号　 FERM　 BP-7171）により産生
されるものであるヒト酸化リポタンパク質の測定法である。本発明はさらに、血漿および
／またはこれより分離したリポタンパク質画分を至適な濃度に希釈した後、リン脂質の酸
化により生成する抗原を認識する抗体と接触させ、当該抗体と結合した酸化リポタンパク
質をさらに当該リポタンパク質を認識する抗体と接触させることを特徴とするヒト酸化リ
ポタンパク質の測定法である。本発明はさらに、リン脂質の酸化により生成する抗原を認
識する抗体が、担体に固相化されていることを特徴とするヒト酸化リポタンパク質の測定
法である。
【００１１】
更に、本発明は、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体を用いて、血液成分
の該抗体に対する反応性の測定値から循環器系疾患を評価することを特徴とする循環器系
疾患の診断方法を提供するものである。
【００１２】
また、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体がホスファチジルコリンの酸化
により生成する抗原を認識するものである上記記載の方法を提供するものである。
【００１３】
　また、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体が、粥状硬化病巣のホモジネ
ートで適当な哺乳動物及び／または哺乳動物の抗体産生担当リンパ球 し、該動物の
抗体産生リンパ球とミエローマ細胞を融合させ、形成された抗ヒト粥腫抗体産生細胞融合
細胞群を単離し、該細胞群の中から酸化したリポタンパク質と特異的に反応するものとし
て選別された融合細胞が産生するものである上記記載の方法を提供するものである。
【００１４】
また、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体がハイブリドーマセルライン FO
H1a/DLH3（受託番号 FERM BP-7171）により生産されるものである上記記載の方法を提供す
るものである。
【００１５】
また、血液成分の該抗体に対する反応性の測定値が血漿中の酸化リポ蛋白質の測定値であ
る上記記載の方法を提供するものである。
【００１６】
また、血漿中の酸化リポ蛋白質の測定値を測定する方法が、リン脂質の酸化により生成す
る抗原を認識する抗体とリポタンパク質を認識する抗体とを用いるサンドイッチ免疫測定
法により行われる上記記載の方法を提供するものである。
【００１７】
また、リポタンパク質を認識する抗体が、抗アポＢ抗体であり、酸化リポタンパク質が酸
化低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）である上記記載の方法を提供するものである。
【００１８】
また、リポタンパク質を認識する抗体が、抗Ｌｐ（ａ）抗体であり、酸化リポタンパク質
が酸化Ｌｐ（ａ）である上記記載の方法を提供するものである。
【００１９】
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また、循環器系疾患が冠動脈系疾患、脳動脈系疾患、腎動脈系疾患または末梢動脈系疾患
である上記記載の方法を提供するものである。
【００２０】
【作用】
上記したような問題を解決するためには、エピトープが明確でかつ酸化 LDLに対する特異
性が高く、また各種のリポタンパク質を別々に定量する方法が必要である。本発明者らは
、粥状硬化病巣を抗原として得られた抗体 FOH1a/DLH3は、リン脂質の酸化により生成する
エピトープを認識し、酸化リポタンパク質へ特異的に結合する性質を有することを明らか
にした（特許出願番号平６－５１，２０９号、 Itabe, H., Takeshima, E., Iwasaki, H.,
 Kimura, J., Yoshida, Y., Imanaka, T., Takano, T., (1994) J. Biol.Chem. 269 (21)
:15274))。
【００２１】
本発明者らは、このような抗体について鋭意研究を進めた結果、このような抗体こそが、
上記した要求される測定法を提供できる最も優れた抗体であることを発見し、本発明に至
ったものである。
【００２２】
すなわち、上記したように、酸化リポタンパク質を高感度にかつ定量的に検出することは
、リン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体を用いることによって行ない得るも
のである。特に、その抗体が、実際に粥状硬化病巣を適当な動物に感作させて得られたも
のである場合、また、その認識するエピトープがペプチドの共存下にホスファチジルコリ
ンの酸化により生成する構造に由来する場合、その効果はより確実になる。
【００２３】
このような抗体が上記課題を解決するに優れていることは以下のような性質を持つ抗体が
得られることによる。このような抗体の抗原は、実際にヒト組織中で起こるリポタンパク
質の生成によって発現し、しかも血漿蛋白質の中でペプチドとリン脂質を両方備えたリポ
タンパク質の酸化によって生じる可能性が非常に高い。ハイブリドーマ FOH1a/DLH3の産生
する抗体は、まさにその性質を備えている。
【００２４】
なお、このような抗体を用いて測定する場合、血漿および／または血清を直接抗体と接触
させることで目的は達成されるが、後述するサンドイッチＥＬＩＳＡ法などを用いる場合
、その測定法に起因する非特異的な吸着などを防ぐため、前もって試料を適当な方法（例
えば、超遠心分離）により、あらかじめリポタンパク質画分まで分画して用いてもよい。
【００２５】
第二に、このような抗体は、その認識するエピトープがアポ蛋白に依存しないため、血液
中の異なるリポタンパク質の酸化物を別々に評価するための方法を提供することができる
。このためには、酸化リン脂質特異抗体と当該リポタンパク質特異的な抗体の２種類の組
み合わせによることが必要である。この際、どちらかの抗体をプラスチックプレートやガ
ラスビーズなどの平板状または球状等の担体に固相化した、いわゆるサンドイッチＥＬＩ
ＳＡ法とするのが簡便である。
【００２６】
この際、どちらかの抗体を固相化するかに制限はないが、酸化リン脂質を認識する抗体の
抗体価が高い場合、そちらを固相化した方が抗原を濃縮でき、高感度化できる点で有利で
ある。実施例には、ハイブリドーマ FOH1a/DLH3の産生する抗体を固相化して作製したＥＬ
ＩＳＡ法の例を示すが、本発明がこの実施例に限定されるものではないことはいうまでも
ないことである。
【００２７】
第三に、このような抗体を用いることによって、実施例に示すように、例えば、人工的に
作製した酸化 LDLを標準物質として用いることにより、その値を、例えば、 LDL蛋白１μｇ
当たりの酸化 LDLのｎｇ量などの形で定量的に評価することができる。
【００２８】
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このように、特異性が高く、高感度で、個々のリポタンパク質毎の酸化度を識別可能であ
り、定量化が可能な血液中の酸化 LDLの測定をＥＬＩＳＡ法のような簡便な、それ故、多
数の臨床検体について測定可能な形で提供し得たのは、本発明が初めてのことである。
【００２９】
以下、本発明を実施態様に基づきより詳細に説明する。
【００３０】
本発明の測定法は、被験体の血液成分を上記したようなリン脂質の酸化により生成する抗
原を認識する抗体と接触させ、該抗体と特異的に反応した抗原量を定量することにより血
液中に含まれる酸化リポタンパク質を特徴とするものである。測定は、ＲＩＡ法、ＥＬＩ
ＳＡ法、イムノブロット法、免疫沈降法等の公知の方法に基づき行なうことができる。
【００３１】
さらに、前記したように本発明に係る上記したようなリン脂質の酸化により生成する抗原
を認識する抗体が認識するエピトープがアポ蛋白に依存しないため、当該リポタンパク質
に特異的な抗体を組合せることにより、血液中の異なるリポタンパク質の酸化物を別々に
評価することできる。このようなリポタンパク質に特異的な抗体としては、特にカイロミ
クロン、 VLDL、 LDL、 HDL2、 HDL3、 Lp(a)などの１つないし２つ以上を認識する抗体を用い
ることができる。特にこの中で、酸化 LDLの評価は、酸化 LDLと粥状硬化症との関連から重
要であるが、これに加えて最近、動脈硬化の独立した危険因子として注目されている Lp(a
)（例えば、 Scanu,A.M.,Lawn,R.M.,and Berg,K.,(1991) Lipoprotein(a) and atherogene
sis, Ann, Int. Med. 115:209-218)の酸化変成の有無を評価することは重要である。これ
らのリポタンパク質に対する抗体は市販品として、あるいは公知の手法により容易に入手
ないし調製可能である。このように血液中の異なるリポタンパク質の酸化物を別々に評価
する場合には、上記したような酸化リン脂質特異抗体とリポタンパク質特異抗体のいずれ
か、望ましくは抗体価が高い方を、平板状または球状等に固相化することが望ましく、特
にサンドイッチＥＬＩＳＡ法を用いることが好ましい。例えば、固相化において用いられ
る担体としては、多穴プレートなどのプレートやビーズといったこれらの分野において常
用されるプラスチック製ないしガラス製の器具等が例示できる。
【００３２】
被測定試料としての血液成分は、被験体より採血、好ましくはヘパリン等の抗凝固剤を添
加して採血して得た血液試料を、遠心分離法等の常法に基づき成分分離して得られた血漿
ないし血清成分である。また、測定法に起因する非特異的吸着を抑制し、より高精度の測
定とするために、この血漿成分をさらに超遠心分離により分離してリポタンパク質画分と
してもよい。
【００３３】
また、測定に当っては、このような血漿および／またはリポタンパク質画分を、至適な濃
度に希釈する。その濃度は測定条件によっても左右されるため一概には規定できないが、
例えば、０～５００μｇ／ｍｌ、より好ましくは０～１００μｇ／ｍｌへと希釈する。希
釈媒体としては、特に限定されるものではないが、例えば、生理食塩水、ＥＤＴＡを含む
リン酸緩衝液（ＰＢＳ）等が用いられ得る。
【００３４】
至適な濃度とされた血漿および／またはリポタンパク質画分と上記したような酸化リン脂
質特異抗体との接触は、このような血液成分中に含まれる酸化リン脂質と酸化リン脂質特
異抗体との特異的反応が十分に進行するものであればよく特に限定されるものではないが
、例えば、４～３０℃、より好ましくは２５℃の下、１～２４時間、より好ましくは１～
２時間程度静置反応させることが望ましい。また、その際の酸化リン脂質特異抗体の濃度
としては、血液試料中に存在すると思われるリン脂質の量よりも十分に過飽和な量であれ
ばよく、またこの抗体の抗体価、測定方法のタイプによっても左右されるが、例えば、血
漿１μｇ当りに存在する酸化 LDL量が０～１ｎｇ程度であると想定される場合にあって、
酸化リン脂質特異抗体として後述するようなＤＬＨ３抗体を用いる場合、当該血漿１μｇ
当りに０．２～１．０μｇ、より好ましくは０．５μｇ前後であることが望ましい。
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【００３５】
次に本発明の測定法において用いられるリン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗
体について詳述する。
【００３６】
このような抗体を得る方法としては、特に限定されるものではないが、好ましくは以下に
述べるように粥状硬化病巣を適当な動物に感作する方法であり、一般的な細胞融合法に基
づき次のような手法により得られるハイブリドーマセルラインにより産生される。
【００３７】
ハイブリドーマ作製に用いられる動物種としては、特に限定されるものではなく、従来使
用されているマウス、ラット、ハムスター等が使用可能であるが、特に入手および取扱い
の容易性からＢａｌｂ／ｃマウスが好ましく、主にこれらの動物の脾細胞が用いられる。
また、ヒトのリンパ節細胞や末梢リンパ球を用いることもできる。
【００３８】
これらの動物に対する免疫用の抗原は、粥状硬化病巣より調製される。例えば、動脈硬化
症患者の死亡直後における剖検あるいはバイパス手術等において取出された病変血管を入
手し、この病変血管から粥状硬化病巣を含む血管部を切出し、緩衝液中で血管外膜部を剥
離除去した後、病巣の内膜と中膜部（ intima and media)をホモジナイザーを用いて冷却
下、好ましくは氷冷下にホモジナイズし、静置後得られる上清を抗原液とする。さらに必
要に応じて、静置後に遠心処理を行ない、得られたペレットに緩衝液を加えて同様の操作
を行ない、得られる上清を前の上清と合せて抗原液とすることもできる。このようにして
調製された抗原液は、例えばアルゴン等の不活性ガスで置換の後、使用直前まで凍結保存
することが望ましい。
【００３９】
次いで、このようにして調製された粥状硬化病巣のホモジェネートからなる抗原を、所定
蛋白（抗原）濃度として、前記したような動物種に免疫する。なおこの際、必要に応じて
、フロイント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント等のアジュバントを添加
してもよい。
【００４０】
投与量は、動物種によって左右されるが、マウスの場合、初回免疫で２．０～６０μｇ（
蛋白）／匹、より好ましくは４０μｇ（蛋白）／匹程度である。
【００４１】
さらに、初回免疫の後、例えば、２週間および４週間程度の間隔で、初回免疫と同量ない
しそれ以下の蛋白量で、追加免疫を行なうことが望ましい。
【００４２】
最終免疫の後、２～３日後に免疫動物から採血し、ＥＬＩＳＡ (enzyme-linkedimmunosorb
ent Assay)法、イムノブロット法等の検定法により、血清抗体価上昇の確認を行ない、抗
体価上昇の認められた免疫動物をスクリーニングする。
【００４３】
スクリーニングされた免疫動物から脾細胞、あるいはリンパ節などから抗体産生細胞を採
取し、約３７℃に加温したＲＰＭＩ培地、ＤＭＥＭ培地等の維持培地で洗浄、懸濁し、生
細胞数を計測する。
【００４４】
一方、ＨＧＰＲＴ (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase)欠損株の腫瘍細
胞を、胎児ウシ血清（ＦＣＳ）添加 RPMI培地、ＦＣＳ添加ＤＭＥＭ培地等の増殖培地にお
いて増殖させ、対数増殖期になるように培養しておく。なお、 HGPRT　欠損株の腫瘍細胞
としては、例えば、 P3/X63-Ag8(X63)（カッコ内は略名　以下同じ）、 P3/NSI-1-Ag4-1(NS
-1)、 P3/X63-Ag8.U1(P3/U1)、 Sp2/O-Ag14(Sp2/O)、 FO、 210.RCY3.Ag　 1.2.3.(Y3)、 U-266
AR1(SKO-007)、 LICR-LON-HMy2(HMy2)、 8226AR/NIP4-1(NP41）などの公知の腫瘍細胞を、
使用する動物種に応じて用いることができる。対数増殖期にある腫瘍細胞を、前記抗体産
生細胞の細胞数に対して腫瘍細胞の細胞数が１：１～１：１０となるように調整し、約３
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７℃に加温した RPMI培地、 DEME培地等の維持培地で洗浄して細胞融合を阻害する FCS　成
分を除去する。
【００４５】
そして、細胞数を調整された抗体産生細胞と腫瘍細胞を、例えばガラスチューブ等の容器
内で混和し、遠心してペレットを得、上清をなるべく除去する。なお、この操作を含めて
以下の操作は、２０～３７℃、より好ましくは約３７℃の温度条件下で行なうことが望ま
しい。
【００４６】
次いで、得られたペレットに対して、０～３７℃、より好ましくは約３７℃に加温された
細胞凝集性媒体を、ペレットをほぐしながら、ゆっくりと添加する。細胞凝集性媒体とし
ては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、リゾレシチン、グリセロールオレイン酸エス
テルなどの化合物、あるいは不活化されたセンダイウィルス（ＨＶＪ）、麻疹ウィルス、
ニューカッスル病ウィルス等のパラミクソウィルスなどが使用可能であるが、このうち特
に PEGが好ましい。 PEGを使用する場合には、例えば、 RPMI培地、 DMEM培地等で、その平均
分子量にもよるが PEG4000の場合は４５～５０重量％程度の濃度に希釈して用いることが
望ましい。
【００４７】
細胞凝集性媒体の添加後、さらに１～２分間程度攪拌した後、 RPMI培地等の維持培地を、
２～３回に別けてゆっくりと添加する。
【００４８】
その後、 PEG等の細胞凝集性媒体を除去するため、例えば８００～１２００×ｇ、３～５
分間という弱い条件で遠心し、上清を除去する。
【００４９】
続いて、得られたペレットをほぐしながら、 FCS添加 HAT培地等の選択培地を、脾臓細胞濃
度が１×１０ 6～１×１０ 7細胞／ｍｌとなるように、ゆっくりと添加し、９６穴プレート
のような多穴プレートの各ウェルに分注し、温度約３７℃、ＣＯ 2濃度約７％、湿度１０
０％の条件下で培養する。なお、培養期間中、細胞の状態にもよるが、２～３日程度の間
隔で、液替えを行なう。なお、培地条件としては、上記に例示したようなものに限定され
るものではなく、これ以外にも、例えば、最初に FCS添加 RPMI培地等の増殖培地をペレッ
トに添加し、培養開始後、選択培地を各ウェルに添加するといった態様とすること等も可
能である。融合しなかった細胞は、３日目あたりから急速に死滅しはじめ、７日程度で完
全に死滅する。一方、融合に成功した細胞、すなわち、ハイブリドーマはこのころよりコ
ロニーを形成しはじめる。ハイブリドーマコロニーの形成が認められたウェルより次に述
べるようなスクリーンニングを開始し、必要に応じて２４穴プレート等のより大きなプレ
ートに継代していく。
【００５０】
スクリーニングは、ＲＩＡ法、ＥＬＩＳＡ法、イムノブロット法等によって行なうことが
できるが、このうち好ましくはＥＬＩＳＡ法である。抗原としては、ＣｕＳＯ 4と３時間
以上反応させることにより得られた酸化 LDLを使用する。必要に応じて、未変性の LDLを併
用してもよい。特に好ましくはホスファチジルコリンの酸化により生成する抗原であり、
これをペプチドの共存下に認識するものが望ましい。各アッセイ法に基づき、ハイブリド
ーマコロニーの形成が認められたウェルから採取した培養上清を、スクリーニングし、酸
化 LDLとの反応で陽性（かつ未変性 LDLとの反応で陰性）となる細胞株を選択する。
【００５１】
そして、スクリーニングで陽性となったウェルから直ちにクローニングを行なう。クロー
ニングは、限界希釈法 (limiting dilution)、単個細胞マニピュレーション法 (single cel
l manipulation)などを用いて行なうことができるが、限界希釈法の方が技術的に容易で
あるため好ましい。
【００５２】
クローニングした細胞が再び増殖してきたら、上記と同様にしてスクリーニングを行ない
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、再度クローニングを繰り返し、未変性 LDLとは反応せず、酸化ＬＤＬとのみ反応する高
産生細胞株を同定する。
【００５３】
なお、得られたハイブリドーマの保存法としては、特に限定されるものではないが、例え
ば、凍結保存用のバイアルになるべく多くの細胞、例えば１×１０ 7～２×１０ 7個程度を
、９０％ FCS、１０％ジメチルスルフォキシド (DMSO)１～２ｍｌ程度に懸濁して、液体窒
素中に凍結保存する方法が適当である。
【００５４】
Balb/cマウスを用いて上記したような細胞融合操作により、未変性の LDLとは反応せず、
酸化 LDLとのみ反応する細胞株を得ることができることが、前述の論文 (Itabe, H., Takes
hima, E., Iwasaki, H., Kimura, J., Yoshida, Y., Imanaka, T., Takano, T., (1994) 
J. Biol.Chem. 269 (21):15274)に開示されている。特に、同論文に記載されている抗体 F
OH1a/DLH3は、マロンジアルデヒド修飾 LDL(MDA-LDL)、アセチル化 LDL(AcLDL)とは、反応
しない点で、特に好ましいモノクローナル抗体である。この抗体を産生するマウス－マウ
ス　ハイブリドーマセルライン　 FOH1a／ DLH3は、工業技術院生命工学工業技術研究所に
寄託し、受託番号 FERM BP-7171を付与されている。
【００５５】
モノクローナル抗体 FOH1a/DLH3は、 LDLを銅イオンを用いて人工的に酸化した LDLに反応す
るが、未変性の LDLには反応せず、他の方法（たとえばマロンジアルデヒド化や、アセチ
ル化など）で LDLを修飾したものにも反応しない。また他の血清蛋白質たとえばアルブミ
ンやグロブリンを酸化させたものにも反応しない。しかし、 LDLとは異なるリポタンパク
質である高比重リポタンパク質質（ HDL）を酸化したものには反応する。
【００５６】
しかしながら、本発明に係るリン脂質の酸化により生成する抗原を認識する抗体を得る方
法としては、上記のごとき粥状硬化病巣を適当な動物に感作する方法に限定されるもので
はなく、これ以外にも例えば酸化 LDLを免疫源とする方法、アポタンパク質あるいは、そ
の構成ペプチドの一部の共存下で、リン脂質を酸化させたものを免疫源とする方法などが
考えられる。
【００５７】
なお、本発明の測定方法、ないし測定方法に用いられる抗体を産生するハイブリドーマを
得るにおいて必要とされる人工的な酸化リポタンパク質の生成条件としては、次のような
ものが考えられる。すなわち、ヒト正常血清から、例えば遠心沈降法などによりリポタン
パク質分画を得、この分画を必要により透析、脱塩によって精製処理した後、蛋白濃度０
．１～１ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは０．２ｍｇ／ｍｌ、ＣｕＳＯ 4濃度２．５～２５μ
Ｍ、より好ましくは５μＭの割合で、リポタンパク質分画にＣｕＳＯ 4を添加し、約３７
℃の下に、３～２４時間反応させるものである。
【００５８】
【実施例】
次に、実施例を示して本発明による酸化リポタンパク質のサンドイッチＥＬＩＳＡ分析法
をより具体的に説明する。
【００５９】
実施例１
酸化 LDLのサンドイッチＥＬＩＳＡ分析法
（１）ヒト血漿中のＬＤＬ画分の調製
ヘパリン採血で得られたヒト血漿に最終濃度で０．２５ｍＭとなるようにＥＤＴＡを加え
て、その０．７５ｍｌずつを超遠心分離用試験管（１～４ｍｌ容）に採り、０．３ｍＭ　
ＥＤＴＡを含む０．１５Ｍ　ＮａＣｌを２５０μｌ重層して１８５，０００×ｇにて１０
℃で２．５時間遠心する。上層１５０μｌを捨て、下層７５０μｌを分取して、ＫＢｒ溶
液（５０ｗ／ｖ％）１５０μｌを加えて、比重１．０６３とする。超遠心分離用試験管（
１～４ｍｌ容）の底に比重調整した血漿を移して２４４，０００×ｇにて１０℃で１６時
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間遠心する。上層の橙色バンド（約１００～１５０μｌ）を注意深く回収し、０．２５ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡを含むＰＢＳに対して４℃、６時間（３リットルを２時間間隔で２回交換）
透析する。得られたＬＤＬ試料は、蛋白質およびコレステロールの定量を行なう。
【００６０】
（２）サンドイッチＥＬＩＳＡ分析
プレートにＰＢＳで希釈下ＤＬＨ３抗体および非免疫マウスＩｇＭ抗体（各０．６μｇ／
ウェル）を加えて、室温で２時間放置する。続けて、１％ＢＳＡ－ＴＢＳ溶液（ｐＨ７．
４）２００μｌを加えて、室温で２時間放置してブロッキングする。ブロッキング溶液を
捨て、そのまま酸化ＬＤＬ標準品およびヒトＬＤＬ画分を分注（酸化ＬＤＬ標準品は０．
１～２０ｎｇ　ＬＤＬ蛋白質／ウェル、ヒトＬＤＬ画分は２μｇ　ＬＤＬ蛋白質／ウェル
）し、４℃，１８時間放置する。０．０５％　ツィーン２０－ＴＢＳ（ｐＨ７．４）で３
回洗浄した後、５，０００倍希釈ヒツジ抗ヒトアポＢ抗体（ Bindind　 Site社）１００μ
ｌを加えて、室温で２時間放置する。０．０５％　ツィーン２０－ＴＢＳ（ｐＨ７．４）
で３回洗浄した後、２％スキムミルク－ＴＢＳで２，０００倍に希釈したアルカリホスフ
ァターゼ標識ロバ抗ヒツジＩｇＧ抗体（ケミコン (Chemicon)社製）１００μｌを加え、室
温で２時間放置した後、０．０５％　ツィーン２０－ＴＢＳ（ｐＨ７．４）で３回洗浄し
た。０．１％ｐ－ニトロフェニルリン酸溶液（ｐＨ８．８）１００μｌを加えて発色させ
、１０～６０分後の４０５ｎｍの吸光度を測定する。
【００６１】
（３）ヒト血漿（健常人および腎透析患者）を用いた分析結果
酸化ＬＤＬを標準品とした典型的な検量線および臨床検体について分析した結果を図１お
よび図２にそれぞれ示した。
【００６２】
実施例２
酸化Ｌｐ（ａ）のサンドイッチＥＬＩＳＡ分析法
（１）ペルオキシダーゼ標識抗Ｌｐ（ａ）抗体の調製
ヘパリン採血で得たヒト血漿に最終濃度で０．２５ｍＭとなるようにＥＤＴＡを加え、０
．３ｍＭ　ＥＤＴＡを含む０．１５Ｍ　ＮａＣｌ　２５０μｌを重層して１０５，０００
×ｇにて８℃で２０時間遠心する。上層を捨て、下層に予め乳鉢で粉末化したＫＢｒを加
えて、４℃にて泡立てないようにして溶解し、比重を１．１２５に調製し１０５，０００
×ｇにて８℃で２０時間遠心する。上層の橙色バンドを注意深く回収しバイオゲルＡ－５
ｍを用いて１ＭＮａＣｌ，２ｍＭＥＤＴＡ，１０ｍＭリン酸緩衝液を展開溶媒として、ゲ
ル濾過する。得られた各フラクションをテルモ株式会社製Ｌｐ（ａ）測定キットにより測
定しＬｐ（ａ）画分を回収する。この画分をファルマシア製リジンセファロース４Ｂにか
け、吸着画分を０．２Ｍε－アミノカプロンサンを含む緩衝液により溶出させ、０．２５
ｍＭ　ＥＤＴＡを含むＰＢＳに対して透析して、Ｌｐ（ａ）画分を得た。得られたＬｐ（
ａ）０．５ｍｇをウサギに免疫して抗血清を作成した。得られた抗Ｌｐ（ａ）血清をファ
ルマシア製プロテインＧカラムを用いて、ＩｇＧに精製し、別に調製した、ＬＤＬカラム
を通して、抗ＬＤＬ抗体を除去し、抗Ｌｐ（ａ）抗体とした。精製した抗Ｌｐ（ａ）抗体
をマレイミド法を用いてペルオキシダーゼで標識した。
【００６３】
（２）ヒト血漿中のリポプロテイン画分の調製
ヘパリン採血で得たヒト血漿に最終濃度で０．２５ｍＭとなるようにＥＤＴＡを加え、そ
の０．７５ｍｌずつを超遠心分離用試験管（１ｍｌ容）に採り、０．３ｍＭ　ＥＤＴＡを
含む０．１５Ｍ　ＮａＣｌを２５０μｌ重層して１８５，０００×ｇにて１０℃で２．５
時間遠心する。上層１５０μｌを捨て、下層７５０μｌを分取して予め乳鉢で粉末化した
ＫＢｒ（７０．０ｍｇ）を加えて、４℃にて泡立てないようにして溶解する。超遠心分離
用試験管（１ｍｌ容）の底に比重調整した血漿（ｄ＝１．１２）を移して２４４，０００
×ｇにて１０℃で１６時間遠心する。上層の橙色バンド（約１００～１５０μｌ）を注意
深く回収し、０．２５ｍＭ　ＥＤＴＡを含むＰＢＳに対して４℃、６時間（３リッターを
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２時間間隔で２回交換）透析する。得られたリポプロテイン画分は、タンパク質およびコ
レステロールの定量を行う。
【００６４】
（３）サンドイッチＥＬＩＳＡ分析
プレ－トにＰＢＳで希釈した部分精製した FOH1a/DLH3抗体および非免疫ラットＩｇＭ抗体
（各０．６μｇ／ｗｅｌｌ）を加えて、室温で２時間放置する。続けて、１％ＢＳＡ－Ｔ
ＢＳ溶液（ｐＨ７．４）２００μｌを加えて室温で２時間放置してブロッキングする。ブ
ロッキング溶液を捨て、そのまま酸化Ｌｐ（ａ）標準品およびヒトリポプロテイン画分を
分注し（酸化Ｌｐ（ａ）標準品は０．１～１０ｎｇ／ｗｅｌｌ、ヒトリポプテイン画分は
ＰＢＳ２０倍希釈液）、室温で２時間放置する。０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０－ＴＢＳ（ｐ
Ｈ７．４）で３回洗浄した後、２％スキムミルク溶液で２０００倍希釈したペルオキシダ
ーゼ標識抗Ｌｐ（ａ）ポリクローナル抗体１００μｌを加えて、室温で１時間放置する。
０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０－ＴＢＳ（ｐＨ７．４）で３回洗浄した後、ｏ－フェニレンジ
アミン３ｍｇ／ｍｌを含む０．０３％過酸化水素水１００μｌを加えて発色させ、１０～
１５分後に２Ｎ硫酸５０μｌで反応を停止させて４９２ｎｍの吸光度を測定する。
【００６５】
（４）ヒト血漿（腎血管系疾患患者）を用いた分析結果
酸化Ｌｐ（ａ）を標準品とした典型的な検量線および臨床検体について分析した結果を図
３および図４にそれぞれ示した。
【００６６】
【発明の効果】
以上述べたように本発明は、血液成分と酸化リン脂質を認識する抗体を接触させ、該抗体
の該試料に対する反応性を測定することを特徴とする血液中の酸化リポタンパク質の検出
法に関し、また、その検出法を用いて、粥状硬化症を主因とする各種循環器系疾患を診断
する方法に関するものである。このような循環器系疾患としては、心筋梗塞や狭心症など
の冠動脈系疾患、脳梗塞や脳血管系痴呆などの脳動脈系疾患、あるいは腎症、糖尿病性腎
症などの腎動脈系疾患、末梢動脈閉塞症のような末梢動脈系疾患まで、全ての循環器系疾
患がある。実施例に示すように、本発明により、糖尿病性腎症により血液透析に移行した
患者の血液中に高濃度の酸化 LDL及び酸化 Lp(a)が検出され、このような疾患と酸化 LDL酸
化 Lp(a)の因果関係が明確になった。しかし、本発明の効果は、これに限定されるもので
はなく、およそ酸化リポタンパク質が関与する全ての疾患が適用になるのであり、その疾
患の範囲は、本発明を用いた今後の臨床的検討により拡大するものであることはいうまで
もない。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の実施例１において得られた酸化 LDLを標準品とした検量線、
【図２】　本発明の実施例１において臨床検体について分析した結果を示すグラフ、
【図３】　本発明の実施例２において得られた酸化 Lp(a)を標準品とした検量線、
【図４】　本発明の実施例２において臨床検体について分析した結果を示すグラフ。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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