
JP  WO2007/142276  A1  2007.12.13

(57)【要約】

　簡便かつ迅速に測定することが可能な、生体試料中の分泌型HB-EGFの測定方法が求めら

れている。本発明は、分泌型HB-EGFの異なるエピトープに反応する２種類のモノクローナ

ル抗体を用いることを特徴とする、分泌型HB-EGFを測定する方法を提供することができる

。



(2) JP  WO2007/142276  A1  2007.12.13

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

分 泌 型 ヘ パ リ ン 結 合 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 様 増 殖 因 子 （ epidermal growth factor-like growt

h factor、 以 下 、 分 泌 型 HB-EGFと 称 す ） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

分 泌 型 HB-EGF含 有 被 検 液 を 、 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 抗 分 泌

型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと 称 す ） ま た は そ の 抗 体 断 片 を 結 合 さ せ た 固 相 へ 加 え て 、

当 該 固 相 中 の 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と 分 泌 型 HB-EGFと を 結 合 さ せ 、

当 該 固 相 に 標 識 し た 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと は 異 な る 分 泌 型 HB-EGFの エ ピ

ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Bと 称

す ） ま た は そ の 抗 体 断 片 を 加 え て 免 疫 反 応 を 行 い 、 固 相 中 の 標 識 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と

す る 該 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 以 下 の （ ａ ） か ら （ ｅ ） か ら 選 ば れ る ２ つ の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 項 に 記 載 の 方 法 。

（ ａ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ６ ６ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ ０ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ７ ９ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ １ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｃ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ６ ７ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ３ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｄ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ８ ０ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｅ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ８ ４ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

【 請 求 項 ４ 】

分 泌 型 HB-EGFの 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体

断 片 を 含 む 、 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ５ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ８ ０ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ６ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ８ ４ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ７ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 分 泌 型 ヘ パ リ ン 結 合 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 様 増 殖 因 子 （ heparin binding epider

mal growth factor-like growth factor； 以 下 、 HB-EGFと 称 す 。 ） の 測 定 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 HB-EGFは １ ９ ９ ２ 年 、 東 山 ら に よ り ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 株 Ｕ － ９ ３ ７ の 培 養 上 清

よ り 精 製 、 単 離 さ れ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 HB-EGFは Ｅ Ｇ Ｆ

フ ァ ミ リ ー に 保 存 さ れ て い る ６ つ の シ ス テ イ ン を 共 有 し Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ

Ｒ （ Ｅ ｒ ｂ Ｂ １ ） と Ｅ ｒ ｂ Ｂ ４ に 結 合 し 、 線 維 芽 細 胞 （ Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ３ Ｔ ３ ） 、 平 滑 筋 細 胞 （

Ｂ ｏ ｖ ｉ ｎ ｅ 　 ａ ｏ ｒ ｔ ｉ ｃ 　 ｓ ｍ ｏ ｏ ｔ ｈ 　 ｍ ｕ ｓ ｃ ｌ ｅ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ） 、 お よ び ケ ラ チ

ノ サ イ ト に 対 し て 増 殖 促 進 活 性 を 有 す る 。 膜 型 HB-EGFが 細 胞 表 面 で プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て
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切 断 さ れ る と 、 EGF様 ド メ イ ン を 含 む 細 胞 外 ド メ イ ン が 遊 離 さ れ て 、 分 泌 型 HB-EGFを 生 じ

る 。 分 泌 型 HB-EGFは 、 表 皮 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ

な ど 種 々 の 組 織 、 細 胞 よ り 分 泌 さ れ 、 細 胞 の 増 殖 や 分 化 、 炎 症 反 応 な ど に 関 与 す る 。 膜 型

HB-EGFは 分 泌 型 HB-EGFの 前 駆 体 で あ る だ け で な く 、 膜 型 HB-EGF自 身 も 生 物 活 性 を 有 し て い

る Ｎ ａ ｇ ｌ ｉ ｃ ｈ ら は 膜 型 HB-EGFが ジ フ テ リ ア ト キ シ ン の レ セ プ タ ー と し て 機 能 し 、 ジ フ

テ リ ア ト キ シ ン の 細 胞 内 へ の 進 入 に 関 与 し て い る こ と を 報 告 し た （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 目 加 田 ら は HB-EGFノ ッ ク ア ウ ト （ Ｋ Ｏ ） マ ウ ス を 作 製 し て 、 HB-EGFの 生 理 的 機 能 を 解 析

し た （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 HB-EGF　 Ｋ Ｏ マ ウ ス は 心 室 の 拡 張 、 心 機 能 の 低 下 、 お よ び 心 臓 弁

肥 大 の 症 状 を 示 し 、 半 数 以 上 が 生 後 数 日 で 死 亡 し た 。 こ の こ と は 、 HB-EGFが 心 臓 の 発 達 と

機 能 維 持 に 必 須 な 蛋 白 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。

　 次 に 目 加 田 ら は プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 切 断 部 位 に 変 異 を 挿 入 し て 分 泌 型 に 変 換 さ れ な く な

っ た HB-EGF（ Ｈ Ｂ ｕ ｃ ） と 膜 貫 通 領 域 を 除 去 し て 分 泌 型 と し て 合 成 さ れ る HB-EGF（ Ｈ Ｂ △

ｔ ｍ ） の ２ 種 類 の HB-EGF変 異 体 を 発 現 す る 組 換 え マ ウ ス を 作 製 し 、 膜 型 お よ び 分 泌 型 の HB

-EGFの 生 理 的 機 能 を 解 析 し た （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 そ の 結 果 、 Ｈ Ｂ ｕ ｃ 発 現 マ ウ ス は HB-EGF

Ｋ Ｏ マ ウ ス に 近 似 し た 症 状 を 示 し た こ と か ら 、 分 泌 型 HB-EGFが 活 性 型 蛋 白 質 と し て 機 能 し

て い る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 Ｈ Ｂ △ ｔ ｍ 発 現 マ ウ ス で は ケ ラ チ ノ サ イ ト の 過 形 成 が 起 こ り

、 ま た 心 臓 に も 異 常 が 認 め ら れ た 。 し た が っ て 、 HB-EGFの 膜 型 か ら 分 泌 型 へ の 変 換 は HB-E

GFの 生 理 機 能 発 現 に 必 須 で あ り 、 正 常 な 機 能 発 現 の 為 に は 、 こ の 変 換 の プ ロ セ ス が 体 内 で

厳 密 に コ ン ト ロ ー ル さ れ る こ と が 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ れ ま で に 乳 癌 、 肝 癌 、 膵 癌 、 膀 胱 癌 等 、 種 々 の 癌 で HB-EGFの 高 発 現 が 報 告 さ れ て い る

（ 非 特 許 文 献 ５ ～ ８ ） 。 ま た 、 HB-EGFが 癌 の 増 殖 に 重 要 な 因 子 で あ る こ と が 報 告 さ れ た （

非 特 許 文 献 ９ 、 １ ０ ） 。 目 加 田 ら は ヌ ー ド マ ウ ス に ヒ ト 卵 巣 癌 細 胞 株 を 移 植 す る モ デ ル 系

に お い て 、 HB-EGFの Ｒ Ｎ Ａ ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） を 細 胞 株 へ 導 入 す る か

、 あ る い は HB-EGFの 特 異 的 阻 害 剤 で あ る ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 変 異 体 Ｃ Ｒ Ｍ １ ９ ７ を 細 胞 株

移 植 マ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ り 、 顕 著 な 腫 瘍 増 殖 阻 害 効 果 が 認 め ら れ る こ と を 示 し た 。

ま た 、 東 山 ら は 膀 胱 癌 の 細 胞 株 に HB-EGF遺 伝 子 を 導 入 し た 株 で は 、 ｉ ｎ

ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に お い て 増 殖 速 度 亢 進 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 亢 進 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 発 現 亢 進 、 Ｃ ｙ ｃ ｌ ｉ

ｎ Ｄ １ 発 現 亢 進 等 が 認 め ら れ 、 ｉ ｎ ｖ ｉ ｖ ｏ に お い て も ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 造 腫 瘍 性 が

亢 進 や 腫 瘍 血 管 新 生 の 亢 進 が 認 め ら れ る こ と を 報 告 し た 。 こ の よ う な 変 化 は 膜 型 HB-EGFも

し く は 分 泌 型 HB-EGF遺 伝 子 を 発 現 さ せ た 場 合 に の み 認 め ら れ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 抵 抗 性 膜 型 HB

-EGF遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ た 場 合 に は 認 め ら れ な か っ た 。 し た が っ て 、 分 泌 型 HB-EGFは 卵

巣 癌 や 膀 胱 癌 に お い て 腫 瘍 増 殖 に 関 わ る 重 要 な 因 子 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 臨 床 検 体

に お け る HB-EGFの 発 現 に 関 し て は 、 目 加 田 ら が 卵 巣 癌 患 者 の 癌 組 織 と 腹 水 に お い て 、 Ｅ Ｇ

Ｆ フ ァ ミ リ ー の う ち HB-EGFの み が 発 現 亢 進 し て お り 、 さ ら に HB-EGF高 発 現 の 患 者 は 低 発 現

の 患 者 に 比 べ て 予 後 が 悪 い こ と を 報 告 し た （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 以 上 の よ う に 、 特 に 、 卵

巣 癌 で は 、 分 泌 型 HB-EGFが オ ー ト ク ラ イ ン も し く は パ ラ ク ラ イ ン の 機 序 に よ り 癌 の 増 殖 に

関 与 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ま た 、 癌 以 外 に も 心 肥 大 、 平 滑 筋 過 形 成 、 肺 高 血 圧 等 の 疾 患 に お い て 、 HB-EGFの 関 与 が

報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ２ ～ １ ４ ） 。

　 目 加 田 ら は ヘ パ リ ン 結 合 担 体 と 放 射 標 識 し た ジ フ テ リ ア ト キ シ ン を 用 い て 、 卵 巣 癌 患 者

腹 水 中 の HB-EGF濃 度 を 定 量 し て い る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。

　 こ れ ま で に 分 泌 型 HB-EGFに 反 応 性 を 有 す る 抗 HB-EGF抗 体 と し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ R

＆ D社 製 ） お よ び 1種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ R& D社 製 ） が 知 ら れ て い る 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， Ｖ ｏ ｌ ． ２ ５ １ ， ９ ３ ６ ， １ ９ ９ １

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｃ ｅ ｌ ｌ ， Ｖ ｏ ｌ ． ６ ９ ， １ ０ ５ １ ， １ ９ ９ ２

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ ， Ｖ ｏ ｌ ． １ ０ ０ ， ３ ２ ２ １ ， ２ ０ ０ ３

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ｊ . ｏ ｆ Ｃ ｅ ｌ ｌ Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， Ｖ ｏ ｌ ． １ ６ ３ ， ４ ６ ９ ， ２ ０ ０
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４

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ｂ ｒ ｅ ａ ｓ ｔ Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ Ｒ ｅ ｓ . Ｔ ｒ ｅ ａ ｔ ． ， Ｖ ｏ ｌ ． ６ ７ ， ８

１ ， ２ ０ ０ １

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Ｏ ｎ ｃ ｏ ｌ ． Ｒ ｅ ｐ ． ， Ｖ ｏ ｌ ． ８ ， ９ ０ ３ ， ２ ０ ０ １

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ . Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ . Ｒ ｅ ｓ . Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ .， Ｖ ｏ ｌ ．

２ ０ ２ ， １ ７ ０ ５ ， １ ９ ９ ４

【 非 特 許 文 献 ８ 】 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ， Ｖ ｏ ｌ ． ６ １ ， ６ ２ ２ ７ ， ２ ０ ０ １

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ， Ｖ ｏ ｌ ． ６ ４ ， ５ ７ ２ ０ ， ２ ０ ０ ４

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ， Ｖ ｏ ｌ ． ６ ４ ， ５ ２ ８ ３ ， ２ ０ ０

４

【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Ｃ ｌ ｉ ｎ Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ Ｒ ｅ ｓ ， Ｖ ｏ ｌ ． １ １ ， ４ ７ ８ ３ ， ２ ０ ０ ５

【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Ｎ ａ ｔ . Ｍ ｅ ｄ .， Ｖ ｏ ｌ ． ８ ， ３ ５ ， ２ ０ ０ ２

【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Ｊ . Ｃ ｌ ｉ ｎ . Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ t.， ９ ５ ， ４ ０ ４ ， １ ９ ９ ５

【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Ｎ ａ ｔ . Ｍ ｅ ｄ .， ８ ， ４ １ ， ２ ０ ０ ２

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 簡 便 か つ 迅 速 に 測 定 す る こ と が 可 能 な 、 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 を 提 供 す る

こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 以 下 の （ １ ） ～ （ ７ ） に 関 す る 。

（ １ ） 　 分 泌 型 ヘ パ リ ン 結 合 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 様 増 殖 因 子 （ epidermal growth factor-li

ke growth factor、 以 下 、 分 泌 型 HB-EGFと 称 す ） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法

。

（ ２ ） 　 分 泌 型 HB-EGF含 有 被 検 液 を 、 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下

、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと 称 す ） ま た は そ の 抗 体 断 片 を 結 合 さ せ た 固 相 へ

加 え て 、 当 該 固 相 中 の 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と 分 泌 型 HB-EGFと を 結

合 さ せ 、 当 該 固 相 に 標 識 し た 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと は 異 な る 分 泌 型 HB-EG

Fの エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 Bと 称 す ） ま た は そ の 抗 体 断 片 を 加 え て 免 疫 反 応 を 行 い 、 固 相 中 の 標 識 を 測 定 す る こ と

を 特 徴 と す る 該 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 。

（ ３ ） 　 ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 以 下 の （ ａ ） か ら （ ｅ ） か ら 選 ば れ る ２ つ の モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） 項 に 記 載 の 方 法 。

（ ａ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ６ ６ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ ０ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｂ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ７ ９ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ １ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｃ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ６ ７ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ３ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｄ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ８ ０ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ｅ ） ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ８ ４ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（ ４ ） 　 分 泌 型 HB-EGFの 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は

そ の 抗 体 断 片 を 含 む 、 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 用 キ ッ ト 。

（ ５ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ８ ０ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片

（ ６ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ８ ４ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 。

（ ７ ） 　 上 記 （ ５ ） ま た は （ ６ ） 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 分 泌 型 HB-EGFに 対 し て 分 泌 型 HB-EGFの 異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応 す る ２

種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 簡 便 か つ 迅 速 に 測 定 す る こ と が 可 能

な 、 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGFを 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 図 １ 】 バ イ ン デ ィ ン グ ELISAに お け る 各 種 抗 HB-EGF抗 体 の 反 応 性 を 示 す 。 上 段 に は HB-EG

Fを 固 相 化 し た プ レ ー ト に 対 す る 各 種 抗 体 の 反 応 性 を 、 下 段 に は BSAを 固 相 化 し た プ レ ー ト

に 対 す る 各 種 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 。 横 軸 に 各 抗 体 の 濃 度 を 、 縦 軸 に 各 抗 体 の 結 合 活 性 を 示

す 。 ◇ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M511、 ■ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 ● は モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 K M3567、 □ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579、 ○ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580、 ▲ は モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3841を そ れ ぞ れ 表 す 。

【 図 ２ 】 各 種 抗 HB-EGF抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAに お け る HB-EGFの 標 準 曲 線 を 示 す

。 横 軸 に HB-EGFの 濃 度 を 、 縦 軸 に O D415の 値 を 示 す 。 上 段 中 、 ■ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3

566と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579の 組 み 合 わ せ 、 ● は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3

567と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579の 組 み 合 わ せ 、 □ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3

566と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580の 組 み 合 わ せ 、 ○ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3

567と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580の 組 み 合 わ せ 、 △ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3

841と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580の 組 み 合 わ せ を そ れ ぞ れ 表 す 。 下 段 中 、 ■

は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566の 組 み 合 わ せ 、 ●

は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3567の 組 み 合 わ せ 、 □

は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566の 組 み 合 わ せ 、 ○

は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3567の 組 み 合 わ せ 、 △

は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580と ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3841の 組 み 合 わ せ を そ

れ ぞ れ 表 す 。 　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 実 施 例 は 本 発 明 の

単 な る 例 示 を 示 す も の に す ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で な い 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 HB-EGFは EGFフ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 で あ り 、 膜 型 HB-EGF、 分 泌 型 HB-EGFな ど が 包 含 さ れ

る 。

　 分 泌 型 HB-EGFと は 、 膜 型 HB-EGFを 構 成 し て い る シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ 領 域 、 ヘ パ リ ン 結 合

ド メ イ ン 、 EGF様 ド メ イ ン 、 ジ ャ ク ス タ メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 細 胞 質 ド

メ イ ン の う ち 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 遊 離 さ れ た EGF様 ド メ イ ン を 含 む 細 胞 外 ド メ イ ン を 有

す る HB-EGFを い う 。 HB-EGFは ジ フ テ リ ア ト キ シ ン ま た は EGF受 容 体 ErbB1に 結 合 す る 活 性 を

有 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 分 泌 型 HB-EGFと し て は 、 下 記 (ａ )、 (ｂ )、 (ｃ )の 蛋 白 質 な ど が あ げ ら れ る 。

(ａ )配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；

(ｂ )配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失

、 置 換 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ 、 EGF受 容 体 ErbB1に

結 合 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 ；

(ｃ )配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な り 、 且 つ 、 EGF受 容 体 ErbB1に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 ；

　 配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置

換 、 挿 入 お よ び /ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 EGF受 容 体 ErbB1に 結 合

す る 蛋 白 質 と は 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 2版 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン

・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ （ Nucleic Acids Re
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search） , 10, 6487 (1982)、 プ ロ シ ー デ ィ ン グ ス ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ッ ク ・ サ イ エ

ン ス ・ ユ ー エ ス エ ー (Proc. Natl . Acad. Sci.) USA, 79, 6409 (1982)、 ジ ー ン （ Gene） ,

34, 315 (1985)、 な ど に 記 載 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 を 用 い て 、 例 え ば 配 列 番 号 １ 、 ２ ま

た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る D N Aに 部 位 特 異 的 変 異 を 導 入

す る こ と に よ り 取 得 で き る 蛋 白 質 を い う 。 欠 失 、 置 換 、 挿 入 お よ び /ま た は 付 加 さ れ る ア

ミ ノ 酸 の 数 は 1個 以 上 で あ り そ の 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 上 記 部 位 特 的 変 異 導 入 法 な ど

の 周 知 の 技 術 に よ り 、 欠 失 、 置 換 、 も し く は 付 加 で き る 程 度 の 数 で あ り 、 例 え ば 、 1～ 数

十 個 、 好 ま し く は 1～ 20個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 10個 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 5個 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 80％ 以 上 の 相 同 性 を 有 し 、 か

つ 、 EGF受 容 体 ErbB1に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 と は 、 配 列 番 号 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 と 少 な く と も と 80％ 以 上 、 好 ま し く は 85％ 以 上 、 よ り 好 ま

し く は 90％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 97％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は

99％ 以 上 の 相 同 性 を 有 し 、 か つ 、 EGF受 容 体 ErbB1に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を い う 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 相 同 性 の 数 値 は 、 特 に 明 示 し た 場 合 を 除 き 、 当 業 者 に 公 知 の 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム を 用

い て 算 出 さ れ る 数 値 で あ っ て 、 塩 基 配 列 に つ い て は BLAST[ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ

ー ・ バ イ オ ロ ジ ー (J. Mol. Biol.) , 215,403(1990)]に お い て デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を

用 い て 算 出 さ れ る 数 値 な ど が あ げ ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 BLAST2[ヌ ク レ イ ッ

ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ (Nucleic Acid Res.), 25, 3389 (1997)]； ゲ ノ ム ・ リ サ ー チ (Ge

nome Res.), 7, 649 (1997） ； http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/info

mation3.html]に お い て デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 な ど が あ げ ら れ る

。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と し て は 、 G(Cost to open gap) が 塩 基 配 列 の 場 合 は 5、 ア ミ

ノ 酸 配 列 の 場 合 は 11、 -E(Cost to extend gap) が 塩 基 配 列 の 場 合 は 2、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場

合 は 1、 -q(penalty for nucleotide mismatch) が -3、 -ｒ (reward for nucleotide match

) が 1、 -e(expect value) が 10、 -W (wordsize) が 塩 基 配 列 の 場 合 は 11残 基 、 ア ミ ノ 酸 残

基 の 場 合 は 3残 基 、 -y(Dropoff (X) for blast extemsions in bits)が blastnの 場 合 は 20

、 blastn以 外 の プ ロ グ ラ ム で は 25で あ る （ http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov /blastcgihelp.

html） 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析 ソ フ ト と し て は FASTA[メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ

ジ ー （ Methods in Enzymology） , 183, 63 (1990)]な ど も あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 が あ げ

ら れ る 。

　 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 凝 集 反 応 、

補 体 結 合 反 応 、 溶 血 反 応 、 沈 降 反 応 、 金 コ ロ イ ド 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 免 疫 染 色 法

な ど 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 方 法 で あ れ ば い か な る も の も 包 含 さ れ る が 、 好 ま し く は イ ム

ノ ア ッ セ イ 法 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 各 種 標 識 を 施 し た 抗 原 ま た は 抗 体 を 用 い て 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 検

出 或 い は 定 量 す る 方 法 で あ り 、 抗 原 ま た は 抗 体 の 標 識 方 法 に 応 じ て 、 放 射 免 疫 検 出 法 （ Ｒ

Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 検 出 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 蛍 光 免 疫 検 出 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） 、 発 光

免 疫 検 出 法 （ ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔ ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ａ ｓ ｓ ａ ｙ ） 、 物 理 化 学 的 検 出 法 （

Ｔ Ｉ Ａ ， Ｌ Ａ Ｐ Ｉ Ａ ， Ｐ Ｃ Ｉ Ａ ） 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー な ど が あ げ ら れ る が 、 好 ま し く

は 酵 素 免 疫 検 出 法 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 放 射 免 疫 検 出 法 で 用 い る 放 射 性 標 識 体 と し て は 、 任 意 の 公 知 （ 石 川 榮 次 ら 編 、 酵 素 免 疫

測 定 法 、 医 学 書 院 ） の 放 射 性 同 位 元 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ 、 １ ２ ５ Ｉ

、 １ ３ １ Ｉ 等 を 用 い る こ と が で き る 。

　 酵 素 免 疫 検 出 法 で 用 い る 酵 素 標 識 体 と し て は 、 任 意 の 公 知 （ 石 川 榮 次 ら 編 、 酵 素 免 疫 測
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定 法 、 医 学 書 院 ） の 酵 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 さ ら に 酵 素 免 疫 測 定 法 は 酵 素 の 作 用 に よ り 生 成 し た 物 質 を 測 定 す る こ と に よ り 、 測 定 ・

検 出 を 行 う が 、 紫 外 部 ま た は 可 視 部 に 吸 収 極 大 を 有 す る 物 質 の 吸 光 度 を 測 定 す る 方 法 、 生

成 し た 蛍 光 物 質 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 方 法 、 生 成 し た 物 質 の 発 光 強 度 を 測 定 す る 方 法 な ど

多 様 な 測 定 方 法 を と る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 酵 素 標 識 体 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ

を 用 い る 場 合 は 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 作 用 に よ り 紫 外 部 ま た は 可 視 部 に 吸 収 極 大 を

有 す る 物 質 を 生 成 す る よ う な ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 と し て は 、 例 え ば ４ － ニ ト

ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 等 が 挙 げ ら れ る 。 ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ に よ り ４ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に 変 換 さ れ る 。 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 作 用 に よ り 発 光

を 生 成 す る よ う な ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 と し て は 、 例 え ば ３ － （ ２ ＇ － ス ピ ロ

ア ダ マ ン タ ン ） － ４ － メ ト キ シ － ４ － （ ３ ＇ － ホ ス ホ リ ル オ キ シ ン ） フ ェ ニ ル － １ ， ２ －

ジ オ キ セ タ ン ・ 二 ナ ト リ ウ ム 塩 （ Ａ Ｍ Ｐ Ｐ Ｄ ） 、 ２ － ク ロ ロ － ５ － ｛ ４ － メ ト キ シ ス ピ ロ

［ １ ， ２ － ジ オ キ セ タ ン － ３ ， ２ ＇ － （ ５ ＇ ク ロ ロ ） ト リ シ ク ロ ［ ３ ． ３ ． １ ３ ， ７ ］ デ

カ ン ］ － ４ － イ ル ｝ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ・ 二 ナ ト リ ウ ム 塩 （ Ｃ Ｄ Ｐ － Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ Ｍ ）

、 ３ － ｛ ４ － メ ト キ シ ス ピ ロ ［ １ ， ２ － ジ オ キ セ タ ン － ３ ， ２ ＇ － （ ５ ＇ － ク ロ ロ ） ト リ

シ ク ロ ［ ３ ． ３ ． １ ３ ， ７ ］ デ カ ン ］ － ４ － イ ル ｝ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ・ 二 ナ ト リ ウ ム

塩 （ Ｃ Ｓ Ｐ Ｄ Ｔ Ｍ ） 、 ［ １ ０ － メ チ ル － ９ （ １ ０ Ｈ ） － ア ク リ ジ ニ ル イ デ ン ］ フ ェ ノ キ シ

メ チ ル リ ン 酸 ・ 二 ナ ト リ ウ ム 塩 （ Ｌ ｕ ｍ ｉ ｇ ｅ ｎ Ｔ Ｍ Ａ Ｐ Ｓ － ５ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

　 ま た 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の 作 用 に よ り 色 素 を 生 成 す る 試 薬 と し て 、 ア ル カ リ フ

ォ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 で あ る Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ を 含 有 す る 酵 素 サ イ ク リ ン グ 反 応 試 薬 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ

Ｑ （ ダ コ 社 製 ） が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 発 光 免 疫 検 出 法 で 用 い る 発 光 標 識 体 と し て は 、 任 意 の 公 知 ［ 今 井 一 洋 編 、 生 物 発 光 と 化

学 発 光 、 廣 川 書 店 ； 臨 床 検 査 ４ ２ （ １ ９ ９ ８ ） ］ の 発 光 体 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば

、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ロ フ ィ ン 等 を 用 い る こ と が で き る 。

　 蛍 光 免 疫 検 出 法 で 用 い る 蛍 光 標 識 体 と し て は 、 任 意 の 公 知 （ 川 生 明 著 、 蛍 光 抗 体 法 、 ソ

フ ト サ イ エ ン ス 社 製 ） の 蛍 光 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ 等 を 用

い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お け る 測 定 方 法 と し て は 、 競 合 法 、 サ ン ド イ ッ チ 法 ［ 免 疫 学 イ ラ ス

ト レ イ テ ッ ド 第 ５ 版 （ 南 光 堂 ） ］ 等 が あ げ ら れ る が 、 好 ま し く は サ ン ド イ ッ チ 法 が あ げ ら

れ る 。

　 サ ン ド イ ッ チ 法 は 、 抗 原 抗 体 反 応 で 結 合 し た 被 検 液 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の 抗 体 （ 抗 分 泌

型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 A） に 、 第 二 の 抗 体 （ 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 B）

を 同 時 に 、 ま た は 別 々 に 反 応 さ せ 、 被 検 液 中 の 目 的 物 質 を 別 々 の 抗 体 で 検 出 ま た は 定 量 す

る 方 法 で あ る 。 多 く の 場 合 、 測 定 操 作 中 に 被 検 液 中 の 非 反 応 の サ ン プ ル 成 分 や 測 定 系 成 分

を 洗 浄 す る 工 程 を 含 む 。 例 え ば 、 分 泌 型 HB-EGF含 有 被 検 液 を 、 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと 称 す ） ま た は そ の 抗 体

断 片 を 結 合 さ せ た 固 相 へ 加 え て 、 当 該 固 相 中 の 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断

片 と 分 泌 型 HB-EGFと を 結 合 さ せ 、 当 該 固 相 に 標 識 し た 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

Aと は 異 な る 分 泌 型 HB-EGFの エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 抗 分 泌 型 H

B-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Bと 称 す ） ま た は そ の 抗 体 断 片 を 加 え て 免 疫 反 応 を 行 い 、 固 相 中

の 標 識 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 該 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 具 体 的 に は 、 固 相 に 第 一 の 抗 体 （ 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aま た は そ の 抗 体

断 片 ） を 固 定 し た 後 、 測 定 し た い 被 検 液 を 第 一 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 被 検 液 中 の 非 反 応 の

サ ン プ ル 成 分 を 洗 浄 し 、 反 応 系 か ら 除 去 し た 後 、 抗 原 抗 体 反 応 で 結 合 し た 被 検 液 中 の 目 的

物 質 と 第 一 の 抗 体 と の 複 合 体 に 、 第 二 の 抗 体 （ 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Bま た
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は そ の 抗 体 断 片 ） を 反 応 さ せ 、 測 定 系 中 の 反 応 に 関 与 し な か っ た 第 二 の 抗 体 な ど の 成 分 を

洗 浄 除 去 し た 後 、 反 応 系 に 存 在 す る 被 検 液 中 の 目 的 物 質 を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 で あ る

。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 、 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体

断 片 を 固 定 化 さ せ る 固 相 と し て は 、 各 種 高 分 子 素 材 を 用 途 に 合 う よ う に 整 形 し た 素 材 に 、

分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を 固 相 化 し た も の が 用 い

ら れ る 。 形 状 と し て は チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 、 ラ テ ッ ク ス な ど の 微 粒 子 、 ス テ ィ ッ

ク 等 が 、 素 材 と し て は ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ビ ニ ル ト ル エ ン 、 ポ リ プ ロ

ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ゼ ラ チ ン 、 ア

ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 等 の 高 分 子 素 材 、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ

ク ス や 金 属 等 が あ げ ら れ る 。 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体

断 片 の 固 相 化 の 方 法 と し て は 物 理 的 方 法 と 化 学 的 方 法 ま た は こ れ ら の 併 用 等 公 知 の 方 法 に

よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 製 ９ ６ ウ ェ ル の 免 疫 測 定 用 マ イ ク ロ タ

ー プ レ ー ト に 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 を 疎 水 固 相 化 し た も の が あ げ

ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 、 反 応 緩 衝 液 と し て は 、 抗 体 固 定 化 固 相 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

ま た は そ の 抗 体 断 片 と 被 検 液 中 の 抗 原 と が 結 合 反 応 を す る 際 の 溶 媒 環 境 を 提 供 す る も の で

あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 界 面 活 性 剤 、 緩 衝 剤 、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の 蛋 白 質 、

防 腐 剤 、 安 定 化 剤 、 反 応 促 進 剤 等 が あ げ ら れ る 。

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 、 洗 浄 液 と し て は 、 リ ン 酸 や ト リ ス （ ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル

ア ミ ノ メ タ ン ） 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ や Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ な ど の グ ッ ド バ ッ フ ァ ー 類 な ど の 緩 衝 剤 な ど に 、

ツ イ ー ン ２ ０ 、 ツ イ ー ン ４ ０ 、 ツ イ ー ン ６ ０ 、 ツ イ ー ン ８ ０ 、 ト リ ト ン Ｔ Ｍ Ｘ － ７ ０ ５ な

ど の 界 面 活 性 剤 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｋ Ｃ ｌ や 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム な ど の 塩 、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど

の 蛋 白 質 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 防 腐 剤 、 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 尿 素 や ソ デ ィ ウ ム ド デ シ ル

サ ル フ ェ ー ト な ど の 変 性 剤 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ

キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 な ど の 安 定 化 剤 の 少 な く と も １ 種 類 を 含 む 液 が あ げ

ら れ る 。 具 体 的 に は 、 ０ ． １ ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ お よ

び ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ リ ン 酸 緩 衝 液 か ら な る ツ イ ー ン Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． １ ５ ｍ ｏ ｌ

／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ お よ び ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ト リ

ス － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） か ら な る ツ イ ー ン Ｔ Ｂ Ｓ な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と し て は 、 一 次 抗 体

と 異 な る 分 泌 型 HB-EGFの エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 ウ シ 小 腸 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の

標 識 用 酵 素 を ラ ベ ル し た も の 、 緩 衝 剤 、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 、 防 腐 剤 な ど

を 混 合 し た も の が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 、 標 識 体 の 検 出 用 試 薬 と し て は 前 記 の 標 識 用 酵 素 に 応 じ て 、 例

え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ れ ば 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン や オ ル ト フ ェ ニ レ ン

ジ ア ミ ン な ど の 吸 光 測 定 用 基 質 、 ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 や

ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 な ど の 蛍 光 基 質 、 ル ミ ノ ー ル な ど の 発 光 基 質 が 、 ア ル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ ー ゼ で あ れ ば 、 ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ェ ー ト な ど の 吸 光 度 測 定 用 基 質 、 ４ －

メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ ォ ス フ ェ ー ト な ど の 蛍 光 基 質 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 試 料 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 に 用 い ら れ る 抗 体 と し て は 、 分 泌 型 HB-EGFの

異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ ば 、 い か な る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ＇ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ な ど の 抗 体 断 片 を 用 い て も よ

い 。 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3566（ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ ０ ） が 生 産 す る モ ノ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片

、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M３ ５ ６ ７ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ３ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 ハ イ ブ リ

ド ー マ K M3579（ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ １ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る

エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3580（

Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結

合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3841（ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ

－ １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ２ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ

ら れ る 。 ま た 、 市 販 抗 体 で あ る 抗 ヒ ト HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ R& D社 、 カ タ ロ グ No.M A

B259） を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 測 定 方 法 に 用 い ら れ る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 的 な 組 み 合 わ せ と し

て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3566が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3579が

生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ K M3580が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

の 組 み 合 わ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3567が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

K M3579が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ K M3580が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M3580が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ハ イ ブ リ

ド ー マ K M3841が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ な ど が あ げ ら れ 、 ま た 、 こ れ ら

の 組 み 合 わ せ の う ち 、 少 な く と も 一 抗 体 が 抗 体 断 片 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 分 泌 型 HB-EGFを 測 定 す る 方 法 の 具 体 例 を 以 下 に 示 す 。

　 ま ず 、 適 当 な 固 定 担 体 の 表 面 に 上 述 の 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ を 吸 着 固 定

す る 。 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ の 固 定 は 、 例 え ば 、 当 該 抗 体 を 適 当 な 緩 衝 液

、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 炭 酸 緩 衝 液 等 に 希 釈 し た 後 、 こ れ を 固 定 担 体 の 表

面 に 接 触 さ せ 、 そ し て ４ ～ ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と な ど に よ り 行 う こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 次 に 、 固 定 担 体 表 面 の 蛋 白 質 結 合 能 を ブ ロ ッ ク す る 。 例 え ば 、 固 定 担 体 表 面 上 の 遊 離 結

合 基 を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る 。

　 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば １ ～ １ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 １ ０ ～ ３ ０ ％

ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 雪 印 乳 業 社 製 ） を 含 有 す る 緩 衝 液 、 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝

液 、 炭 酸 緩 衝 液 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 は 、 ４ ～ ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で

き る 。

　 次 に 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ を 被 検 液 と 接 触 さ せ る 。 被 検 液 は 必 要 に 応

じ て 、 例 え ば ０ ． ０ １ ～ １ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 蛋 白 質 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 リ ン

酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 炭 酸 緩 衝 液 等 で 希 釈 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 被 検 液 と し て は 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 膵 液 、 尿 、 糞 便 、 組 織 液 、 培 養 液 な ど 分 泌 型 HB-E

GFを 含 む も の で あ れ ば 限 定 さ れ な い 。

　 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ と 被 検 液 と の 接 触 は 、 ４ ～ ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 以

上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。

　 接 触 さ せ た 後 、 必 要 に 応 じ て Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 等 の 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 例 え ば

リ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 炭 酸 緩 衝 液 等 を 用 い て 数 回 洗 浄 す る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 こ の と き 、 被 検 液 中 に 存 在 す る 分 泌 型 HB-EGFが 、 あ ら か じ め 固 定 さ れ て い る 抗 分 泌 型 HB

-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ と 特 異 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 Ａ を 介 し て 固 定 担 体 に 固 定 さ れ る 。
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　 次 に 、 分 泌 型 HB-EGFが 固 定 さ れ た 前 記 担 体 を 、 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ と

エ ピ ト ー プ の 異 な る 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 Ｂ ） を 含 有 す る 溶 液 と 接 触 さ せ る 。 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

Ｂ は 必 要 に 応 じ て 、 前 述 の 標 識 体 で 予 め 標 識 し て お く こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 未 吸 着 の 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ を 除 去 す る に は 、 必 要 に 応 じ て Ｔ

ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 等 の 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 炭

酸 緩 衝 液 等 を 用 い て 担 体 を 数 回 洗 浄 す る 。 こ れ に よ り 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 Ｂ は 、 あ ら か じ め 結 合 さ れ て い る 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 A及 び

分 泌 型 HB-EGFを 介 し て 、 固 定 担 体 に 結 合 し 、 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ

の 結 合 量 が 生 体 試 料 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 量 を 反 映 す る こ と に な る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 上 記 の よ う に し て 固 定 さ れ た 抗 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ は 、 抗 分 泌 型

Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ の 標 識 体 に 応 じ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 抗 分

泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 用 い 、 該 抗 体 を 種 々 の 方

法 に よ り 予 め 標 識 し て お く こ と に よ り 、 該 抗 体 の 標 識 を 測 定 す る こ と も で き る 。

　 上 記 の よ う に し て 、 結 合 さ れ た 二 次 抗 体 の 量 を 測 定 し 、 標 準 物 質 を 用 い て 検 量 線 を 作 成

し 、 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGFの 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 検 量 線 は 、 標 準 物 質 と し て 濃 度 が 既 知 で あ る 分 泌 型 HB-EGFを 含 む 溶 液 を 数 点 段 階 希 釈 し

た も の を 準 備 し 、 被 検 液 と と も に 上 述 の サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と に よ り 得 る こ と が で き

る 。

　 本 発 明 の 分 泌 型 HB-EGFを 測 定 す る 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFが 亢 進 す る 疾

患 の 患 者 を 検 査 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ が 亢 進 す る 疾 患 と し て は 、 癌 、 心 疾 患 、 動 脈 硬 化 な ど が あ げ ら れ る

。

　 分 泌 型 HB-EGFが 亢 進 す る 疾 患 患 者 を 検 査 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て

行 う こ と が で き る 。

　 複 数 の 健 常 者 の 生 体 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に つ い て 、 本 発 明 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法

用 い る こ と に よ り 、 予 め 健 常 者 の 生 体 内 の 分 泌 型 HB-EGFを 定 量 す る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 次 に 、 被 検 者 の 生 体 か ら 採 取 し た 被 検 液 に つ い て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 に よ り 分 泌 型 HB-E

GFを 定 量 す る 。

　 健 常 者 と 被 検 者 と の 被 検 液 中 の 分 泌 型 HB-EGF量 を 比 較 す る 。 被 検 者 の 分 泌 型 HB-EGFの 存

在 量 が 健 常 者 と 比 較 し て 増 加 し て い る 場 合 に は 、 分 泌 型 HB-EGF関 連 疾 患 で あ る と 判 定 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 測 定 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFが 亢 進 す る 疾 患 患 者 の 予 後

を 検 査 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFが 亢 進 す る 疾 患 を 検

査 す る こ と が で き る 。

　 定 期 的 に 患 者 の 生 体 試 料 を 採 取 し 、 本 発 明 の 分 泌 型 HB-EGFの 測 定 方 法 に よ り 、 生 体 試 料

中 の 分 泌 型 HB-EGFを 測 定 す る 。 分 泌 型 HB-EGF量 が 前 回 に 比 較 し て 上 昇 し て い る 場 合 に は 、

患 者 の 病 態 が 悪 化 し て い る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 測 定 方 法 を 用 い て 、 各 種 疾 患 患 者 へ 投 与 す る た め の 薬 剤 を 選 択 す る こ と

が で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFが 亢 進 す る 疾 患 患 者 へ 投 与 す る た め

の 薬 剤 を 選 択 す る こ と が で き る 。

　 定 期 的 に 各 種 薬 剤 を 投 与 さ れ た 患 者 の 生 体 試 料 を 採 取 し 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 分 泌 型 HB

-EGFを 測 定 す る 。 分 泌 型 HB-EGF量 が 前 回 に 比 較 し て 上 昇 し て い る 場 合 に は 、 患 者 に 投 与 さ
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れ て い る 薬 剤 が 患 者 へ 効 果 を 有 し て い な い と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト と し て は 、 機 器 ま た は 試 薬 の 組 み 合 わ せ に よ り 構 成 さ れ る が 、 以 下 に 述

べ る 各 構 成 要 素 と 本 質 的 に 同 一 、 ま た は そ の 一 部 と 本 質 的 に 同 一 な 物 質 が 含 ま れ て い れ ば

、 構 成 ま た は 形 態 が 異 な っ て い て も 、 本 発 明 の キ ッ ト に 包 含 さ れ る 。

　 試 薬 と し て は 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aあ る い は そ の 抗 体 断 片 お よ び 標 識 さ

れ た 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Bあ る い は そ の 抗 体 断 片 を 含 み 、 ま た 、 必 要 に 応 じ

、 被 検 液 の 希 釈 液 、 抗 体 固 定 化 固 相 、 反 応 緩 衝 液 、 洗 浄 液 、 標 識 体 の 検 出 用 試 薬 、 分 泌 型

HB-EGFな ど の 標 準 物 質 な ど も 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 被 検 液 の 希 釈 液 と し て は 、 界 面 活 性 剤 、 緩 衝 剤 な ど に Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の タ ン パ ク

質 を 含 む 水 溶 液 な ど が あ げ ら れ る 。

　 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aを 固 定 化 さ せ る 固 相 と し て は 、 各 種 高 分

子 素 材 を 用 途 に 合 う よ う に 整 形 し た 素 材 に 、 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 固 相 化 し た も の が 用 い ら れ る 。 形 状 と し て は チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 、 ラ テ ッ ク ス

な ど の 微 粒 子 、 ス テ ィ ッ ク 等 が 、 素 材 と し て は ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ビ

ニ ル ト ル エ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ メ タ ク

リ レ ー ト 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 等 の 高 分 子

素 材 、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク ス や 金 属 等 が あ げ ら れ る 。 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 Aの 固 相 化 の 方 法 と し て は 物 理 的 方 法 と 化 学 的 方 法 ま た は こ れ ら の 併 用 等 公 知 の

方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 製 ９ ６ ウ ェ ル の 免 疫 測 定 用 マ イ

ク ロ タ ー プ レ ー ト に 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 A等 を 疎 水 固 相 化 し た も

の が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 反 応 緩 衝 液 は 、 抗 体 固 定 化 固 相 の 抗 分 泌 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと 生 体 試 料 中 の 抗 原 と

が 結 合 反 応 を す る 際 の 溶 媒 環 境 を 提 供 す る も の で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 界 面 活

性 剤 、 緩 衝 剤 、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の 蛋 白 質 、 防 腐 剤 、 安 定 化 剤 、 反 応 促 進 剤 等 が あ げ

ら れ る 。

　 洗 浄 液 と し て は 、 リ ン 酸 や ト リ ス （ ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン ） 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ

Ｓ や Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ な ど の グ ッ ド バ ッ フ ァ ー 類 な ど の 緩 衝 剤 な ど に 、 ツ イ ー ン ２ ０ 、 ツ イ ー ン ４

０ 、 ツ イ ー ン ６ ０ 、 ツ イ ー ン ８ ０ 、 ト リ ト ン Ｔ Ｍ Ｘ － ７ ０ ５ な ど の 界 面 活 性 剤 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ

、 Ｋ Ｃ ｌ や 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム な ど の 塩 、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の 蛋 白 質 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ

ム な ど の 防 腐 剤 、 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 尿 素 や ソ デ ィ ウ ム ド デ シ ル サ ル フ ェ ー ト な ど の 変 性 剤

、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 コ ン ド ロ

イ チ ン 硫 酸 な ど の 安 定 化 剤 の 少 な く と も １ 種 類 を 含 む 液 が あ げ ら れ る 。 具 体 的 に は 、 ０ ．

１ ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ お よ び ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ｍ ｍ ｏ

ｌ ／ Ｌ リ ン 酸 緩 衝 液 か ら な る ツ イ ー ン Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． １ ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ．

０ ５ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ お よ び ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ．

４ ） か ら な る ツ イ ー ン Ｔ Ｂ Ｓ な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 標 識 さ れ た 抗 分 泌 型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Bま た は そ の 抗 体 断 片 と し て は 、 抗 分 泌

型 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Aと 異 な る 分 泌 型 HB-EGFの エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 に 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 ウ シ 小 腸 ア ル カ

リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の 標 識 用 酵 素 を ラ ベ ル し た も の 、 緩 衝 剤

、 Ｂ Ｓ Ａ や カ ゼ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 、 防 腐 剤 な ど を 混 合 し た も の が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 標 識 体 の 検 出 用 試 薬 と し て は 前 記 の 標 識 用 酵 素 に 応 じ て 、 例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ で あ れ ば 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン や オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン な ど の 吸 光 測 定 用

基 質 、 ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 や ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 な

ど の 蛍 光 基 質 、 ル ミ ノ ー ル な ど の 発 光 基 質 が 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で あ れ ば 、 ４ －
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ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ェ ー ト な ど の 吸 光 度 測 定 用 基 質 、 ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ

ォ ス フ ェ ー ト な ど の 蛍 光 基 質 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 標 準 物 質 と し て は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の 分 泌 型 HB-EGF、 キ ッ ト に 用 い ら れ る ２ 種 類 の 抗 体

の エ ピ ト ー プ を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

　 ま た 、 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ５ ８ ０ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ ） が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ

ド ー マ Ｋ Ｍ ３ ８ ４ １ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結

合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ れ ら の 抗 体 断 片 に 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 と し て は 、 公 知 の モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。

　 以 下 に 、 本 発 明 に 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ の 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 を 詳 細 に 説

明 す る 。

　 １ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法

　 （ １ ） 抗 原 の 調 製

　 抗 原 と し て は 、 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を コ ー ド す る cD N Aを 含 む 発 現 ベ ク

タ ー を 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 に 導 入 す る こ と に よ り 得 ら れ た 、 分 泌 型 HB-E

GFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 、 分 泌 型 HB-EGFを 多 量 に 発 現 し て い る

各 種 ヒ ト 腫 瘍 培 養 細 胞 ま た は ヒ ト 組 織 な ど か ら 分 泌 型 HB-EGFを 精 製 す る こ と も で き る 。 さ

ら に 、 分 泌 型 HB-EGFの 部 分 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 調 製 し 、 抗 原 に 用 い る こ と も で き

る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 と し て は 、 Molecular Clonin

g, A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (198

9)や Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987-1997)等 に 記

載 さ れ た 方 法 等 を 用 い 、 例 え ば 以 下 の 方 法 に よ り 、 こ れ を コ ー ド す る D N Aを 宿 主 細 胞 中 で

発 現 さ せ て 、 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ま ず 、 全 長 cD N Aを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 組

換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 こ の 際 も し 必 要 で あ れ ば 、 全 長 cD N Aを も と に し て 分 泌 型 HB-EGF

ま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を コ ー ド す る 部 分 を 含 む 適 当 な 長 さ の D N A断 片 を 調 製 し 、 上 記 全

長 cD N Aの 代 わ り に 該 D N A断 片 を 使 用 し て も よ い 。 次 い で 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 、 該 発 現 ベ

ク タ ー に 適 合 し た 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片

を 生 産 す る 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 動 物 細 胞 等 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る も の で あ れ ば

い ず れ を も 用 い る こ と が で き る 。

　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 複 製 可 能 又 は 染 色 体 中 へ の 組 込

が 可 能 で 、 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を コ ー ド す る D N Aを 転 写 で き る 位 置 に 適

当 な プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し て い る も の が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 大 腸 菌 等 の 原 核 生 物 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌

型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を コ ー ド す る D N Aを 含 有 し て な る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 原

核 生 物 中 で 自 律 複 製 可 能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 に

お い て 用 い ら れ る D N A及 び 転 写 終 結 配 列 を 含 む ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 該 組 換 え

ベ ク タ ー は 、 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pBTrp2、 pBTac1、 pBTac2（ い ず れ も Roche Diagnostic

s社 製 ） 、 pK K233-2 （ Pharmacia社 製 ） 、 pSE280 （ Invitrogen社 製 ） 、 pGE M EX-1 （ Prome

10

20

30

40

50



(13) JP  WO2007/142276  A1  2007.12.13

ga社 製 ） 、 pQE-8 （ QIA GEN社 製 ） 、 pK YP10 （ 特 開 昭 58-110600） 、 pK YP200 ［ Agricultur

al Biological Chemistry, 48, 669 (1984)］ 、 pLSA1 ［ Agric. Biol. Chem., 53, 277 (

1989)］ 、 pGEL1 ［ Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 82, 4306 (1985)］ 、 pBluescript II S

K(-) （ Stratagene社 製 ） 、 pTrs30 ［ 大 腸 菌 JM109/pTrS30（ FER M BP-5407） よ り 調 製 ］

、 pTrs32 ［ 大 腸 菌 JM109/pTrS32 （ FER M BP-5408） よ り 調 製 ］ 、 pG H A2 ［ 大 腸 菌 IG H A2

（ FER M BP-400） よ り 調 製 、 特 開 昭 60-221091］ 、 pG K A2 ［ 大 腸 菌 IG K A2（ FER M BP-6798）

よ り 調 製 、 特 開 昭 60-221091］ 、 pTerm2 （ US4686191、 US4939094、 US5160735） 、 pSupex

、 pUB110、 pTP5、 pC194、 pEG400［ J. Bacteriol. , 172, 2392 (1990)］ 、 pGEX （ Pharmac

ia社 製 ） 、 pETシ ス テ ム （ Novagen社 製 ） 、 pM E18SFL3等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い か な る

も の で も よ い 。 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー （ Ptrp） 、 lacプ ロ モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、

PRプ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー 等 の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ 等 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー を 挙

げ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ptrpを 2つ 直 列 さ せ た タ ン デ ム プ ロ モ ー タ ー 、 tacプ ロ モ ー タ ー

、 lacT7プ ロ モ ー タ ー 、 let Iプ ロ モ ー タ ー 等 の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ モ ー

タ ー 等 も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 ま た 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー と し て は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 で あ る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ

（ Shine-Dalgarno） 配 列 と 開 始 コ ド ン と の 間 を 適 当 な 距 離 （ 例 え ば 6～ 18塩 基 ） に 調 節 し

た プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ

れ ら の 部 分 断 片 を コ ー ド す る D N Aの 塩 基 配 列 に お い て は 、 宿 主 内 で の 発 現 に 最 適 な コ ド ン

と な る よ う に 塩 基 を 置 換 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、 目 的 と す る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ

れ ら の 部 分 断 片 の 生 産 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー に お け

る 遺 伝 子 の 発 現 に は 転 写 終 結 配 列 は 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 構 造 遺 伝 子 の 直 下 に 転 写 終

結 配 列 を 配 置 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 等 に 属 す る 微 生 物 、 例 え ば 、 大 腸 菌 XL1-Blue、 大

腸 菌 XL2-Blue、 大 腸 菌 D H1、 大 腸 菌 M C1000、 大 腸 菌 K Y3276、 大 腸 菌 W1485、 大 腸 菌 JM

109、 大 腸 菌 HB101、 大 腸 菌 No.49、 大 腸 菌 W3110、 大 腸 菌 N Y49等 を 挙 げ る こ と が で き る

。

　 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 上 記 宿 主 細 胞 へ D N Aを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず

れ も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 ［ Proc. Natl . Acad. Sc

i. USA, 69, 2110 (1972)］ 、 Gene, 17, 107 (1982)や Molecular & General Genetics, 1

68, 111 (1979)に 記 載 の 方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 pcD N AI、 ｐ ｃ Ｄ

Ｍ 8 （ フ ナ コ シ 社 よ り 市 販 ） 、 pA GE107 ［ 特 開 平 3-22979； Cytotechnology, 3, 133, (19

90)］ 、 pAS3-3 （ 特 開 平 2-227075） 、 pCD M8 ［ Nature, 329, 840, (1987)］ 、 pcD N AI/A mp

（ Invitrogen社 製 ） 、 pREP4 （ Invitrogen社 製 ） 、 pA GE103［ J.Biochemistry, 101, 1307

 (1987)］ 、 pA GE210、 pM E18SFL3等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ

と が で き 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ C M V） の IE（ im mediate early） 遺 伝 子 の プ ロ

モ ー タ ー 、 SV40の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン

プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き

る 。 ま た 、 ヒ ト Ｃ Ｍ Ｖ の Ｉ Ｅ 遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー と 共 に 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 ヒ ト の 細 胞 で あ る ナ マ ル バ （ Namalwa） 細 胞 、 サ ル の 細 胞 で あ る COS

細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー の 細 胞 で あ る CH O細 胞 、 HBT5637 （ 特 開 昭 63-299） 等 を

挙 げ る こ と が で き る 。
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　 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 動 物 細 胞 に D N Aを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず れ も

用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Cytotechnology, 3, 133 (1990

)］ 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc. Natl . Acad.

Sci. USA, 84, 7413 (1987)］ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 Molecular Cloning, A Laboratory Manu

al, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 記 載 さ れ て い る 方

法 等 に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 蛋 白 質 発 現 等 を 行 う こ と が で き る 。 真 核 生 物 由 来 の 細 胞 で

発 現 さ せ た 場 合 に は 、 糖 あ る い は 糖 鎖 が 付 加 さ れ た 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片

を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 該 分 泌 型 HB-EGFま た

は そ れ ら の 部 分 断 片 を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 分 泌 型 HB-EGFま

た は そ れ ら の 部 分 断 片 を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、

宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。

　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生

物 を 培 養 す る と き に は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、

lacプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ

プ ロ ピ ル － β － D－ チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ

ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 等 を 培 地 に 添 加 し て も

よ い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て

い る RPMI1640培 地 ［ The Journal of the A merican Medical Association, 199, 519 (196

7)］ 、 Eagleの M E M培 地 ［ Science,122, 501 (1952)］ 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 M E M培 地 ［ Virology

, 8, 396 (1959)］ 、 199培 地 ［ Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 73, 1 (1950)］ 又 は こ れ ら

培 地 に 牛 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 は 、 通 常 pH6～ 8、 30～

40℃ 、 5% CO2存 在 下 等 の 条 件 下 で 1～ 7日 間 行 う 。 ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ て 、 カ ナ マ イ シ

ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 記 の と お り 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を コ ー

ド す る D N Aを 組 み 込 ん だ 組 換 え ベ ク タ ー を 保 有 す る 微 生 物 、 動 物 細 胞 等 由 来 の 形 質 転 換 体

を 、 通 常 の 培 養 方 法 に 従 っ て 培 養 し て 該 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を 生 成 蓄 積

さ せ 、 該 培 養 物 よ り 採 取 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は

そ れ ら の 部 分 断 片 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 Molecular Cloning, A Laboratory Manu

al, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 記 載 さ れ て い る 方

法 等 に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 蛋 白 質 発 現 等 を 行 う こ と が で き る 。

　 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 の 生 産 方 法 と し て は 、 宿 主 細 胞 内 に 生 産 さ せ る 方

法 、 宿 主 細 胞 外 に 分 泌 さ せ る 方 法 、 及 び 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ せ る 方 法 が あ り 、 使 用 す

る 宿 主 細 胞 や 、 生 産 さ せ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 の 構 造 を 変 え る こ と に よ

り 、 適 切 な 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 が 宿 主 細 胞 内 又 は 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ れ る 場

合 、 ポ ー ル ソ ン ら の 方 法 ［ J. Biol. Chem., 264, 17619 (1989)］ 、 ロ ウ ら の 方 法 ［ Proc.

 Natl . Acad. Sci. , USA, 86, 8227 (1989)、 Genes Develop., 4, 1288（ 1990)］ 、 又 は

特 開 平 05-336963、 W O94/23021等 に 記 載 の 方 法 を 準 用 す る こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 産 物 を 宿

主 細 胞 外 に 積 極 的 に 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 ま た 、 特 開 平 2-227075に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 等

を 用 い た 遺 伝 子 増 幅 系 を 利 用 し て 生 産 量 を 上 昇 さ せ る こ と も で き る 。

　 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 単 離 ・ 精 製 す る こ

と が で き る 。

　 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 が 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 に は 、 培 養 終

了 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 水 系 緩 衝 液 に 懸 濁 後 、 超 音 波 破 砕 機 、 フ レ ン チ プ レ

ス 、 マ ン ト ン ガ ウ リ ン ホ モ ゲ ナ イ ザ ー 、 ダ イ ノ ミ ル 等 に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 無 細 胞 抽 出 液

を 得 る 。 該 無 細 胞 抽 出 液 を 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 得 ら れ る 上 清 か ら 、 通 常 の 酵 素 の 単 離

精 製 法 、 即 ち 、 溶 媒 抽 出 法 、 硫 安 等 に よ る 塩 析 法 、 脱 塩 法 、 有 機 溶 媒 に よ る 沈 殿 法 、 ジ エ

チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） － セ フ ァ ロ ー ス 、 DIAIO N HPA-75（ 三 菱 化 学 社 製 ） 等 の レ ジ ン

を 用 い た 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 S-Sepharose FF（ Pharmacia社 製 ） 等 の レ

ジ ン を 用 い た 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ブ チ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ

ロ ー ス 等 の レ ジ ン を 用 い た 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 分 子 篩 を 用 い た ゲ ル ろ 過 法 、 ア

フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 等 の 電

気 泳 動 法 等 の 手 法 を 単 独 又 は 組 み 合 わ せ て 用 い 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ま た 、 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 が 細 胞 内 に 不 溶 体 を 形 成 し て 発 現 し た 場 合

は 、 同 様 に 細 胞 を 回 収 後 破 砕 し 、 遠 心 分 離 を 行 う こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 該 ポ リ ペ プ

チ ド の 不 溶 体 を 回 収 す る 。 回 収 し た 該 蛋 白 質 の 不 溶 体 を 蛋 白 質 変 性 剤 で 可 溶 化 す る 。 該 可

溶 化 液 を 希 釈 又 は 透 析 す る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 を 正 常 な 立 体 構 造 に 戻 し た 後 、 上 記 と 同

様 の 単 離 精 製 法 に よ り 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 の 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 又 は そ の 糖 修 飾 体 等 の 誘 導 体 が 細 胞 外 に 分 泌 さ れ

た 場 合 に は 、 培 養 上 清 に お い て 該 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 又 は そ の 糖 修 飾 体

等 の 誘 導 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 該 培 養 物 を 上 記 と 同 様 の 遠 心 分 離 等 の 手 法 に

よ り 処 理 す る こ と に よ り 可 溶 性 画 分 を 取 得 し 、 該 可 溶 性 画 分 か ら 、 上 記 と 同 様 の 単 離 精 製

法 を 用 い る こ と に よ り 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 は 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ 法

（ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 ｔ Ｂ ｏ ｃ 法 （ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

法 ） 等 の 化 学 合 成 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Advanced ChemTech社 、 パ

ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 、 Pharmacia社 、 Protein Technology Instrument社 、 Synthecell-Veg

a社 、 PerSeptive社 、 島 津 製 作 所 等 の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用 し て 化 学 合 成 す る こ と も で き

る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 （ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 ３ ～ ２ ０ 週 令 の マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー に 上 記 の よ う に 調 製 し た 抗 原 を 免 疫 し

て 、 そ の 動 物 の 脾 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 中 の 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。

　 免 疫 は 、 動 物 の 皮 下 あ る い は 静 脈 内 あ る い は 腹 腔 内 に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト 〔 例 え ば 、

フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｔ ｅ 　 Ｆ ｒ ｅ ｕ ｎ ｄ ＇ ｓ 　 Ａ ｄ ｊ ｕ ｖ ａ ｎ

ｔ ） や 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル と 百 日 咳 菌 ワ ク チ ン な ど 〕 と と も に 抗 原 を 投 与 す る こ と に

よ り 行 う 。 抗 原 が 部 分 ペ プ チ ド で あ る 場 合 に は 、 Ｂ Ｓ Ａ （ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） や Ｋ Ｌ Ｈ

（ Ｋ ｅ ｙ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 Ｌ ｉ ｍ ｐ ｅ ｔ 　 ｈ ｅ ｍ ｏ ｃ ｙ ａ ｎ ｉ ｎ ） な ど の キ ャ リ ア 蛋 白 質 と コ ン

ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 こ れ を 免 疫 原 と し て 用 い る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 １ ～ ２ 週 間 お き に ５ ～ １ ０ 回 行 う 。 各 投 与 後 ３ ～ ７ 日

目 に 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 が 抗 原 と 反 応 す る こ と を 酵 素 免 疫 測 定 法 〔 Antibodi

es - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988〕 な ど で 調 べ る 。 免

疫 に 用 い た 抗 原 に 対 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ
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ー を 脾 細 胞 の 供 給 源 と し て 提 供 す る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 に 供 す る に あ た っ て 、 抗 原 物 質 の 最 終 投 与 後 ３ ～ ７ 日 目 に 、

免 疫 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー よ り 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾 細 胞 を 採 取 す る 。 脾 臓 を

Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ １ ２ ０ ０ ｒ ｐ

ｍ 、 ５ 分 間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 ト リ ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ５ ） で

１ ～ ２ 分 間 処 理 し 赤 血 球 を 除 去 し 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で ３ 回 洗 浄 し て 融 合 用 脾 細 胞 と し て 提 供 す

る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 （ ３ ） 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 を 使 用 す る 。 た と え ば 、 ８ － ア ザ グ

ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 由 来 ） 骨 髄 腫 細 胞 株 Ｐ ３ － Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ － Ｕ １ （ Ｐ ３ －

Ｕ １ ） （ Ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｏ ｐ ｉ ｃ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｉ

ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 、 18:1-7, 1978） 、 P3-NS1/1-Ag41（ NS-1） （ Ｅ ｕ ｒ ｏ ｐ ｅ ａ ｎ 　 Ｊ

． 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ , 6:　 ５ １ １ － ５ １ ９ ,１ ９ ７ ６ ） 、 Ｓ Ｐ ２ ／ Ｏ 　 － Ａ ｇ １ ４

（ Ｓ Ｐ － ２ ） （ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ,276:　 ２ ６ ９ － ２ ７ ０ ,１ ９ ７ ８ ） 、 Ｐ ３ － Ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８

６ ５ ３ （ ６ ５ ３ ） 　 Ｊ .Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ , 123:１ ５ ４ ８ － １ ５ ５ ０ ,１ ９ ７ ９ ） 、 Ｐ

３ － Ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ （ Ｘ ６ ３ ） （ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ , ２ ５ ６ :４ ９ ５ － ４ ９ ７ ,１ ９ ７ ５ ） な ど

が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 培 地 〔 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に グ

ル タ ミ ン （ １ ． ５ ｍ Ｍ ） 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ５ × １ ０ － ５ Ｍ ） 、 ジ ェ ン タ マ イ

シ ン （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び 牛 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 加 え た 培 地 （ 以 下 、 正 常 培 地 と い

う 。 ） に 、 さ ら に ８ － ア ザ グ ア ニ ン （ １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加 え た 培 地 〕 で 継 代 す る が 、 細

胞 融 合 の ３ ～ ４ 日 前 に 正 常 培 地 に 継 代 し 、 融 合 当 日 ２ × １ ０
７

個 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 す る

。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 （ ４ ） 細 胞 融 合

　 前 述 し た 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （ リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム １

． ８ ３ ｇ 、 リ ン 酸 一 カ リ ウ ム ０ ． ２ １ ｇ 、 食 塩 ７ ． ６ ５ ｇ 、 蒸 留 水 １ リ ッ ト ル 、 ｐ Ｈ ７ ．

２ ） で よ く 洗 浄 し 、 細 胞 数 が 、 抗 体 産 生 細 胞 ： 骨 髄 腫 細 胞 ＝ ５ ～ １ ０ ： １ に な る よ う 混 合

し 、 遠 心 分 離 （ １ ， ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 し た 細 胞 群 を よ く

ほ ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 ３ ７ ℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － １ ， ０ ０ ０ （ Ｐ Ｅ Ｇ

－ １ ， ０ ０ ０ ） ２ ｇ 、 Ｍ Ｅ Ｍ ２ ｍ ｌ お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 　 ０ ． ７ ｍ ｌ の 混 液 　 ０

． ２ ～ １ ｍ ｌ ／ １ ０
８

　 抗 体 産 生 細 胞 を 加 え 、 １ ～ ２ 分 間 毎 に Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 １ ～ ２ ｍ ｌ を 数

回 加 え た 後 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 加 え て 全 量 が ５ ０ ｍ ｌ に な る よ う に す る 。 遠 心 分 （ ９ ０ ０ ｒ ｐ

ｍ 、 ５ 分 間 ） 後 、 上 清 を 捨 て 、 ゆ る や か に 細 胞 を ほ ぐ し た 後 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み

、 吹 出 し で ゆ る や か に 細 胞 を Ｈ Ａ Ｔ 培 地 〔 正 常 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン （ １ ０
－ ４

Ｍ ） 、 チ

ミ ジ ン （ １ ． ５ × １ ０
－ ５

Ｍ ） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ ４ × １ ０
－ ７

Ｍ ） を 加 え た 培 地 〕

１ ０ ０ ｍ ｌ 中 に 懸 濁 す る 。 こ の 懸 濁 液 を ９ ６ 穴 培 養 用 プ レ ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ 穴 ず つ 分 注

し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 ３ ７ ℃ で ７ ～ １ ４ 日 間 培 養 す る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 後 で 述 べ る バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ な ど に よ り 、 本 発 明

に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を 含 む 抗 原 に 反 応 し 、 分 泌 型 HB

-EGFま た は そ れ ら の 部 分 断 片 を 含 ま な い 抗 原 に 反 応 し な い も の を 選 択 す る 。 つ い で 、 限 界

希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を ２ 回 繰 り 返 し 〔 １ 回 目 は 、 Ｈ Ｔ 培 地 （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 か ら ア ミ ノ

プ テ リ ン を 除 い た 培 地 ） 、 ２ 回 目 は 、 正 常 培 地 を 使 用 す る 〕 、 安 定 し て 強 い 抗 体 価 の 認 め

ら れ た も の を 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 。

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 プ リ ス タ ン 処 理 〔 ２ ， ６ ， １ ０ ， １ ４ － テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Ｐ ｒ ｉ ｓ ｔ ａ ｎ ｅ

） ０ ． ５ ｍ ｌ を 腹 腔 内 投 与 し 、 ２ 週 間 飼 育 す る 〕 し た ８ ～ １ ０ 週 令 の マ ウ ス ま た は ヌ ー ド

マ ウ ス に 、 （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ２ × １
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０
６

～ ５ × １ ０
７

細 胞 ／ 匹 を 腹 腔 内 注 射 す る 。 １ ０ ～ ２ １ 日 で ハ イ ブ リ ド ー マ は 腹 水 癌 化

す る 。 こ の マ ウ ス か ら 腹 水 を 採 取 し 、 遠 心 分 離 （ ３ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） し て 固 形 分

を 除 去 後 、 ４ ０ ～ ５ ０ ％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩 析 し た 後 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ －

セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 プ ロ テ イ ン Ａ － カ ラ ム あ る い は ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に よ る 精 製 を 行 な い

、 Ｉ ｇ Ｇ あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｍ 画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ

り 行 う 。 蛋 白 量 の 定 量 は 、 ロ ー リ ー 法 お よ び ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。

（ ６ ） バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ

　 抗 原 と し て は 、 （ １ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 分 泌 型 HB-EGFや 部 分 ペ プ チ ド を 用

い る 。 抗 原 が 部 分 ペ プ チ ド で あ る 場 合 に は 、 Ｂ Ｓ Ａ （ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） や Ｋ Ｌ Ｈ （ Ｋ

ｅ ｙ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 Ｌ ｉ ｍ ｐ ｅ ｔ 　 ｈ ｅ ｍ ｏ ｃ ｙ ａ ｎ ｉ ｎ ） な ど の キ ャ リ ア 蛋 白 質 と コ ン ジ ュ

ゲ ー ト を 作 製 し て 、 こ れ を 用 い る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 こ れ ら 抗 原 を ９ ６ 穴 プ レ ー ト に 分 注 し 固 層 化 し た 後 、 第 一 抗 体 と し て 、 被 免 疫 動 物 血 清

、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 も し く は 精 製 抗 体 を 分 注 し て

反 応 さ せ る 。 Ｐ Ｂ Ｓ ま た は Ｐ Ｂ Ｓ － ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で 、 よ く 洗 浄 し た 後 、 第 二 抗 体

と し て ビ オ チ ン 、 酵 素 、 化 学 発 光 物 質 あ る い は 放 射 線 化 合 物 等 で 標 識 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ

リ ン 抗 体 を 分 注 し て 反 応 さ せ る 。 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で よ く 洗 浄 し た 後 、 第 二 抗 体 の 標 識

物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 な う 。 測 定 機 器 と し て FM AT（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 ） を 用 い

る 場 合 に は 、 ホ モ ジ ニ ア ス バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ が 可 能 で あ る 為 、 上 記 の 方 法 の う ち 洗

浄 操 作 は 不 要 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 前 述 し た よ う な 方 法 で 選 択 さ れ る 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 分 泌 型 HB-EGFに 結 合 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ５ ６ ６ が 生 産 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M３ ５ ６ ６ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ５ ６ ７ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 K M３ ５ ６ ７ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ５ ７ ９ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M３ ５

７ ９ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ５ ８ ０ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M３ ５ ８ ０ 、 お よ

び ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ８ ４ １ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M３ ８ ４ １ を あ げ る こ

と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 K M３ ５ ６ ６ お よ び K M３ ５ ７ ９ は 、 平 成 1８ 年 １ 月 ２ ４

日 付 で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 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

（ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ ０ 、

Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ４ ９ １ と し て 、 ま た K M3567、 K M3580お よ び K M3841は 平 成 1８ 年 ３ 月

２ ３ 日 付 で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 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 （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 ６ ） に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７

３ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ４ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － １ ０ ５ ７ ５ と し て 寄 託 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 ２ . 抗 体 断 片 の 製 造 方 法

　 抗 体 断 片 は 、 上 記 １ に 記 載 の 抗 体 を も と に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 あ る い は 蛋 白 質 化 学 的 手 法

に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。

　 遺 伝 子 工 学 的 手 法 と し て は 、 目 的 の 抗 体 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 動 物 細 胞 、

植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 大 腸 菌 な ど の 適 当 な 宿 主 を 用 い て 発 現 、 精 製 を 行 う な ど の 方 法 が あ

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 蛋 白 質 化 学 的 手 法 と し て は 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン な ど の 蛋 白 質 分 解 酵 素 を 用 い た 部 位 特

異 的 切 断 、 精 製 な ど の 方 法 が あ げ ら れ る 。

　 抗 体 断 片 と し て 、 Fab、 F(ab＇ ) 2 、 Fab＇ 、 scFv、 diabody、 dsFvの 製 造 法 に つ い て 以 下

に 具 体 的 に 説 明 す る 。

(1) Fabの 作 製

　 Fabは 、 蛋 白 質 化 学 的 に は IgGを 蛋 白 質 分 解 酵 素 パ パ イ ン で 処 理 す る こ と に よ り 、 作 製 す
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る こ と が で き る 。 パ パ イ ン の 処 理 後 は 、 元 の 抗 体 が プ ロ テ イ ン A結 合 性 を 有 す る IgGサ ブ ク

ラ ス で あ れ ば 、 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム に 通 す こ と で 、 IgG分 子 や Fc断 片 と 分 離 し 、 均 一 な Fab

と し て 回 収 す る こ と が で き る （ Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, thir

d edition, 1995） 。 プ ロ テ イ ン A結 合 性 を 持 た な い IgGサ ブ ク ラ ス の 抗 体 の 場 合 は 、 イ オ

ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 Fabは 低 塩 濃 度 で 溶 出 さ れ る 画 分 中 に 回 収 す る こ と が

で き る （ Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, third edition, 1995） 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 ま た 、 Fabは 遺 伝 子 工 学 的 に は 、 多 く は 大 腸 菌 を 用 い て 、 ま た 、 昆 虫 細 胞 や 動 物 細 胞 な

ど を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 １ よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 抗 体

の V領 域 を コ ー ド す る D N Aを 、 Fab発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Fab発 現 ベ ク タ ー を 作

製 す る こ と が で き る 。 Fab発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 Fab用 の D N Aを 組 み 込 み 発 現 で き る も

の で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pIT106（ Science, 240, 1041-1

043, 1988） な ど が あ げ ら れ る 。 Fab発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な 大 腸 菌 に 導 入 し 、 封 入 体 あ る い

は ペ リ プ ラ ズ ム に Fabを 生 成 蓄 積 さ せ る こ と が で き る 。 封 入 体 か ら は 、 通 常 蛋 白 質 で 用 い

ら れ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 法 に よ り 、 活 性 の あ る Fabと す る こ と が で き 、 ま た 、 ペ リ プ ラ

ズ ム に 発 現 さ せ た 場 合 は 、 培 養 上 清 中 に 活 性 を 持 っ た Fabが 漏 出 す る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン

グ 後 あ る い は 培 養 上 清 か ら は 、 抗 原 を 結 合 さ せ た カ ラ ム を 用 い る こ と に よ り 、 均 一 な Fab

を 精 製 す る こ と が で き る （ Antibody Engineering, A Practical Guide, W. H. Freeman a

nd Company, 1992） 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

(2) F(ab＇ ) 2 の 作 製

　 F(ab＇ ) 2 は 、 蛋 白 質 化 学 的 に は IgGを 蛋 白 質 分 解 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 す る こ と に よ り 、

作 製 す る こ と が で き る 。 ペ プ シ ン の 処 理 後 は 、 Fabと 同 様 の 精 製 操 作 に よ り 、 均 一 な F(ab

＇ ) 2 と し て 回 収 す る こ と が で き る （ Monoclonal Antibodies: Principles and　 Practice,

 third edition, Academic Press, 1995） 。 ま た 、 下 記 3（ 3） に 記 載 の Fab＇ を o-PD Mや ビ

ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン な ど の よ う な マ レ イ ミ ド で 処 理 し 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 さ せ る 方 法 や

、 DTNB[5,5＇ -dithiobis(2-nitrobenzoic acid)]で 処 理 し 、 S-S結 合 さ せ る 方 法 に よ っ て

も 作 製 す る こ と が で き る （ Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS,19

96） 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

(3) Fab＇ の 作 製

　 Fab＇ は 、 上 記 3（ 2） に 記 載 の F(ab＇ ) 2 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル な ど の 還 元 剤 で 処 理 し て

得 る こ と が で き る 。 ま た 、 Fab＇ は 遺 伝 子 工 学 的 に は 、 多 く は 大 腸 菌 、 ま た 、 昆 虫 細 胞 や

動 物 細 胞 な ど を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 １ よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー

マ よ り 抗 体 の V領 域 を コ ー ド す る D N Aを 、 Fab＇ 発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Fab'発

現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 Fab'発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 Fab＇ 用 の D N Aを 組 み

込 み 発 現 で き る も の で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pA K19（ BIO/T

ECH N OLO G Y, 10, 163-167, 1992） な ど が あ げ ら れ る 。 Fab＇ 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な 大 腸 菌

に 導 入 し 、 封 入 体 あ る い は ペ リ プ ラ ズ ム に Fab＇ を 生 成 蓄 積 さ せ る こ と が で き る 。 封 入 体

か ら は 、 通 常 蛋 白 質 で 用 い ら れ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 法 に よ り 、 活 性 の あ る Fab＇ と す る

こ と が で き 、 ま た 、 ペ リ プ ラ ズ ム に 発 現 さ せ た 場 合 は 、 リ ゾ チ ー ム に よ る 部 分 消 化 、 浸 透

圧 シ ョ ッ ク 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン な ど の 処 理 に よ り 菌 を 破 砕 し 、 菌 体 外 へ 回 収 さ せ る こ と が で

き る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 後 あ る い は 菌 の 破 砕 液 か ら は 、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム な ど を 用 い

る こ と に よ り 、 均 一 な Fab＇ を 精 製 す る こ と が で き る （ Antibody Engineering, A Practic

al Approach, IRL PRESS,1996） 。

【 ０ ０ ８ １ 】

(4) scFvの 作 製

　 scFvは 遺 伝 子 工 学 的 に は 、 フ ァ ー ジ ま た は 大 腸 菌 、 ま た 、 昆 虫 細 胞 や 動 物 細 胞 な ど を 用

い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 １ よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 抗 体 の V領

域 を コ ー ド す る D N Aを 、 scFv発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 scFv発 現 ベ ク タ ー を 作 製
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す る こ と が で き る 。 scFv発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 scFvの D N Aを 組 み 込 み 発 現 で き る も の

で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pCA NTAB5E（ Pharmacia社 製 ） 、 pH

FA（ Human Antibodies & Hybridomas, 5, 48-56, 1994） な ど が あ げ ら れ る 。 scFv発 現 ベ ク

タ ー を 適 当 な 大 腸 菌 に 導 入 し 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ る こ と で 、 フ ァ ー ジ 表 面 に sc

Fvが フ ァ ー ジ 表 面 蛋 白 質 と 融 合 し た 形 で 発 現 す る フ ァ ー ジ を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 sc

Fv発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 大 腸 菌 の 封 入 体 あ る い は ペ リ プ ラ ズ ム に scFvを 生 成 蓄 積 さ せ る

こ と が で き る 。 封 入 体 か ら は 、 通 常 蛋 白 質 で 用 い ら れ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 法 に よ り 、 活

性 の あ る scFvと す る こ と が で き 、 ま た 、 ペ リ プ ラ ズ ム に 発 現 さ せ た 場 合 は 、 リ ゾ チ ー ム に

よ る 部 分 消 化 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン な ど の 処 理 に よ り 菌 を 破 砕 し 、 菌 体 外 へ

回 収 す る こ と が で き る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 後 あ る い は 菌 の 破 砕 液 か ら は 、 陽 イ オ ン 交 換

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い る こ と に よ り 、 均 一 な scFvを 精 製 す る こ と が で き る （ Anti

body Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996） 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

(5) diabodyの 作 製

　 diabodyは 遺 伝 子 工 学 的 に は 、 多 く は 大 腸 菌 、 ま た 、 昆 虫 細 胞 や 動 物 細 胞 な ど を 用 い て

作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 １ よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 抗 体 の V Hと VLを

コ ー ド す る D N Aを 取 得 後 、 リ ン カ ー が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 が 8残 基 以 下 と な る よ う に 連

結 し た D N Aを 作 製 し 、 diabody発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 diabody発 現 ベ ク タ ー を

作 製 す る こ と が で き る 。 diabody発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 diabodyの D N Aを 組 み 込 み 発 現

で き る も の で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pCA NTAB5E（ Pharmacia

社 製 ） 、 pHFA（ Human Antibodies Hybridomas, 5, 48, 1994） な ど が あ げ ら る 。 diabody

発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 大 腸 菌 の 封 入 体 あ る い は ペ リ プ ラ ズ ム に diabodyを 生 成 蓄 積 さ せ

る こ と が で き る 。 封 入 体 か ら は 、 通 常 蛋 白 質 で 用 い ら れ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 法 に よ り 、

活 性 の あ る diabodyと す る こ と が で き 、 ま た 、 ペ リ プ ラ ズ ム に 発 現 さ せ た 場 合 は 、 リ ゾ チ

ー ム に よ る 部 分 消 化 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン な ど の 処 理 に よ り 菌 を 破 砕 し 、 菌

体 外 へ 回 収 す る こ と が で き る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 後 あ る い は 菌 の 破 砕 液 か ら は 、 陽 イ オ

ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い る こ と に よ り 、 均 一 な scFvを 精 製 す る こ と が で き る

（ Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996） 。

(6) dsFvの 作 製

　 dsFvは 遺 伝 子 工 学 的 に は 、 多 く は 大 腸 菌 、 ま た 、 昆 虫 細 胞 や 動 物 細 胞 な ど を 用 い て 作 製

す る こ と が で き る 。 ま ず 、 上 記 １ よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 抗 体 の V Hお よ び VLを コ

ー ド す る D N Aの 適 当 な 位 置 に 変 異 を 導 入 し 、 コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 が シ ス テ イ ン に 置 換

さ れ た D N Aを 作 製 す る 。 作 製 し た 各 D N Aを dsFv発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 V Hお よ び

VLの 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 dsFv発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 dsFv用 の D N A

を 組 み 込 み 発 現 で き る も の で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pULI9

（ Protein Engineering, 7, 697-704, 1994） な ど が あ げ ら れ る 。 V Hお よ び VLの 発 現 ベ ク

タ ー を 適 当 な 大 腸 菌 に 導 入 し 、 封 入 体 あ る い は ペ リ プ ラ ズ ム に dsFvを 生 成 蓄 積 さ せ る こ と

が で き る 。 封 入 体 あ る い は ペ リ プ ラ ズ ム か ら V Hお よ び VLを 得 、 混 合 し 、 通 常 蛋 白 質 で 用 い

ら れ る リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 法 に よ り 、 活 性 の あ る dsFvと す る こ と が で き る 。 リ フ ォ ー ル デ

ィ ン グ 後 は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ゲ ル 濾 過 な ど に よ り 、 さ ら に 精 製 す る

こ と が で き る （ Protein Engineering, 7, 697-704, 1994） 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ８ ３ 】

抗 HB-EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

（ 1） 免 疫 原 の 調 製

　 R& Dシ ス テ ム 社 製 リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト 分 泌 型 HB-EGF（ カ タ ロ グ 番 号 　 259-HE/CF） 凍 結 乾

燥 品 を ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ Phosphate buffered saline： PBS） に て 溶 解 し た も

の 、 ま た は 免 疫 原 性 を 高 め る 目 的 で 以 下 の 方 法 で Ｋ Ｌ Ｈ （ カ ル ビ オ ケ ム 社 ） と の コ ン ジ ュ

ゲ ー ト を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち 、 HB-EGFを 0.1M　 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム バ ッ フ ァ ー

（ PH7.0） に 溶 解 し た も の と 、 Ｋ Ｌ Ｈ を 0.1M　 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ PH7.0） に 溶
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解 し て 30 mg／ mLに 調 整 し た も の を 、 重 量 比 　 4： 1と な る よ う 混 合 し 、 終 濃 度 0.05％ の グ

ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 添 加 し 、 室 温 で 5時 間 、 攪 拌 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 透 析 し

た も の を 免 疫 原 と し て 用 い た 。

（ 2） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 上 記 （ 1） で 調 製 し た HB-EGFま た は HB-EGF-KLH 25 μ ｇ を 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ

ン ト 〔 Antibodies - A Laboratory ManuaL, CoLd Spring Harbor Laboratory, p99、 1988

〕 2 mgお よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 109細 胞 と と も に HB-EGF欠 損 マ ウ

ス （ 大 阪 大 学 微 生 物 病 研 究 所 　 細 胞 機 能 分 野 研 究 室 よ り 供 与 、 PN AS、 V OL.100、 N O.100、 3

221-3226、 2003） に 投 与 し た 。 投 与 2週 間 後 よ り 、 HB-EGFま た は HB-EGF-KLH 25 μ ｇ の み

を 1週 間 に 1回 、 計 4回 投 与 し た 。 該 マ ウ ス の 眼 底 静 脈 よ り 部 分 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を

以 下 に 示 す 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス か ら 最 終 免 疫 3日 後 に 脾

臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 を M E M（ Minimum EssentiaL Medium） 培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断

し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 1200 rpm、 5分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 殿 画 分 に ト リ

ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ PH7.6） を 添 加 し 、 1～ 2分 間 処 理 す る こ と に よ り 赤 血 球 を

除 去 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 画 分 （ 細 胞 画 分 ） を Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で 3回 洗 浄 し 、 細 胞 融 合 に 用 い た

。

（ 3） 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ ELISA）

　 ア ッ セ イ に は 実 施 例 1（ 1） の HB-EGFを 96穴 の ELISA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 ） に 0.5

μ ｇ /mL、 50 μ L/穴 で 分 注 し 、 4度 で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た も の を 用 い た 。 該 プ レ ー ト

を 洗 浄 後 、 1 ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） -Ｐ Ｂ Ｓ を 50 μ L/穴 加 え 、 室 温 で １ 時 間 放 置 し

、 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 放 置 後 、 1％ BSA-PBSを 捨 て 、 該 プ レ ー ト に 一 次 抗

体 と し て 被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 50 μ L/穴 分 注 し 、 2時 間 放 置 し

た 。 該 プ レ ー ト を 0.05% ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト [（ ICI社 商

標 Tween 20相 当 品 ： 和 光 純 薬 社 製 ） ]/PBS（ 以 下 Tween-PBSと 表 記 ） で 洗 浄 後 、 2次 抗 体 と

し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ガ ン マ 鎖 （ キ ル ケ ガ ー ド 　 ア ン ド 　 ペ リ

ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） を 50 μ L/穴 加 え て 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PB

Sで 洗 浄 後 、 ABTS〔 2.2-ア ジ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル -6-ス ル ホ ン 酸 ） ア ン モ ニ

ウ ム 〕 基 質 液 〔 1m moL/L　 ABTS/0.1moL/L　 ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ PH4.2） 、 0.1 ％ Ｈ 2Ｏ 2

〕 を 添 加 し 、 発 色 さ せ O D415 nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax； MoLecuLar Devices

社 ） を 用 い て 測 定 し た 。

（ 4） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 P3X63Ag8U.1（ P3-U1： ATCCよ り 購 入 ） を 10％ ウ

シ 胎 児 血 清 添 加 RPMI1640（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に 2× 10
7
個 以 上 の

細 胞 を 確 保 し 、 細 胞 融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。

（ 5） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 1（ 2） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と 実 施 例 1（ 4） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を 10： 1

に な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 群 を よ く

ほ ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － 1000（ PEG-1000） 1

g、 M E M培 地 １ mL、 お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.35 mLの 混 液 を 10
8
個 の マ ウ ス 脾 細 胞 あ

た り 0.5 mL加 え 、 該 懸 濁 液 に 1～ 2分 間 毎 に Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 １ mLを 数 回 加 え た 後 、 M E M培 地 を 加

え て 全 量 が 50 mLに な る よ う に し た 。 該 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 （ 900 rpm、 5分 間 ） し 、 得 ら れ

た 沈 澱 画 分 の 細 胞 を ゆ る や か に ほ ぐ し た 後 、 該 細 胞 を 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 吸 出 し

で ゆ る や か に H AT培 地 〔 10 ％ ウ シ 胎 児 血 清 添 加 RPMI1640培 地 に H AT Media Supplement（ イ

ン ヒ ゛ ト ロ シ ゛ ェ ン 社 製 ） を 加 え た 培 地 〕 100 mL中 に 懸 濁 し た 。 該 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ

レ ー ト に 200μ L/穴 ず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 10～ 14日 間 培 養 し た

。 培 養 後 、 培 養 上 清 を 実 施 例 1（ 3） に 記 載 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 HB-EGFに 反 応 す る

穴 を 選 び 、 そ こ に 含 ま れ る 細 胞 か ら 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 2回 繰 り 返 し 、 抗 HB-

EGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580お よ び K M3

841を 確 立 し た 。

（ 6） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
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　 プ リ ス タ ン 処 理 し た 8週 令 ヌ ー ド 雌 マ ウ ス （ BALB/c） に 実 施 例 1（ 5） で 得 ら れ た ハ イ ブ

リ ド ー マ 株 を 5～ 20× 10
6
細 胞 /匹 そ れ ぞ れ 腹 腔 内 注 射 し た 。 10～ 21日 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

が 腹 水 癌 化 す る こ と に よ り 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ 1～ 8 mL/匹 ） し た 。

該 腹 水 を 遠 心 分 離 （ 3000 rpm、 5分 間 ） し 固 形 分 を 除 去 し た 。 精 製 IgGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

は 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 〔 Antibodies - A Laboratory ManuaL, Cold Spring Harbor Labor

atory, 1988〕 に よ り 精 製 す る こ と に よ り 取 得 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク ラ ス は

サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い た ELISA法 に よ り 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 モ ノ ロ ー ナ ル

抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3580の サ ブ ク ラ ス は IgG1で あ り 、 K M3579、 K M3841の サ ブ ク ラ ス は

IgG2bで あ っ た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討

（ 1） バ イ ン デ ィ ン グ ELISAに お け る HB-EGFと の 反 応 性

　 バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 実 施 例 1（ 3） に 示 し た 方 法 に 従 っ て 行 な っ た 。 １ 次 抗 体

に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580、 K M3841、 お よ び 陰 性 対 照 抗 体

K M511（ 抗 GCSF誘 導 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） の 各 精 製 抗 体 を 10μ g/ｍ Ｌ か ら 5倍 希 釈 で 段 階

的 に 希 釈 し た も の を 用 い た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 結 果 を 図 1に 示 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580お よ び K M3841

は 、 い ず れ も HB-EGFに 反 応 し 、 BSAに は 全 く 反 応 し な か っ た 。

（ 2） ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る HB-EGFと の 反 応 性

　 1レ ー ン あ た り 、 20 ngの HB-EGF（ R& D社 ） を SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 に て 分 画

し 、 泳 動 後 の ゲ ル を PV DF膜 に 転 写 し た 。 該 膜 を 10 ％ BSA-PBSで ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580、 K M3841、 お よ び 陰 性 対 照 抗 体 K M511の 精

製 抗 体 を そ れ ぞ れ 1μ ｇ /mL/1％ BSA-PBSに て 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 該 膜 を Tween-PBSで

よ く 洗 浄 し た 後 、 希 釈 し た ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ザ イ メ ッ ト 社

） を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 該 膜 を Tween-PBSで よ く 洗 浄 し 、 ECLT Mウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ

イ ン グ デ ィ テ ク シ ョ ン リ ー ジ ェ ン ツ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を 用 い て バ ン ド を 検

出 し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580、 K M3841は い ず れ も HB-EGFの 分 子

量 に 該 当 す る 15～ 30キ ロ ダ ル ト ン 付 近 の バ ン ド を 検 出 し た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 HB-EGF定 量 系 の 構 築

（ 1） ビ オ チ ン 標 識 抗 体 の 調 製

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566、 K M3567、 K M3579、 K M3580、 K M3841の 精 製 抗 体 を 、 PBSを 用

い て 1 mg/mＬ /PBSに 調 製 し 、 該 抗 体 溶 液 と 0.5 mol/Ｌ 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ PH9.2） を 容 量 比

４ ： 1で 混 合 し 、 さ ら に 炭 酸 バ ッ フ ァ ー と 同 量 の 1 mg/mＬ 　 EZ-Link Sulfo-N HS-Biotin(ピ

ア ス 社 ) /N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド を 添 加 し た 。 室 温 で ゆ っ く り と 1.5時 間 攪 拌 反 応 さ せ

た 後 、 PBS透 析 に よ り 遊 離 の ビ オ チ ン を 除 い た 後 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 体 と し て 用 い た 。

（ 2） サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ る 分 泌 型 HB-EGFの 定 量

　 96穴 ELISAプ レ ー ト に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 5μ ｇ /mL/PBS、 50μ L/穴 で 分 注 し 、 4度 で 一

晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 該 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 1 ％ Ｂ Ｓ Ａ -Ｐ Ｂ Ｓ を 50μ L/穴 加 え 、 室 温

で 1時 間 放 置 し 、 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 放 置 後 、 1％ Ｂ Ｓ Ａ -Ｐ Ｂ Ｓ を 捨 て 、

該 プ レ ー ト に 1μ g/ｍ Ｌ か ら 5倍 希 釈 で 段 階 的 に 希 釈 し た 分 泌 型 HB-EGFを 50μ L/穴 分 注 し 、

2時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで 洗 浄 後 、 2次 抗 体 と し て (1)で 調 製 し た ビ オ チ ン

標 識 抗 体 （ 2μ g/mＬ ） を 50μ L/穴 加 え て 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで

洗 浄 後 、 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ベ ク タ ー 社 ） を 50μ L/穴 加

え て 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS基 質 液 を 添 加 し て 発 色
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さ せ 、 O D415 nmの 吸 光 度 を 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 図 ２ に 示 す よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566を 固 相 化 し 、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 K M3579ま た は ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580を 用 い た 組 み 合 わ せ 、 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 K M3567を 固 相 化 し 、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579ま た は ビ オ チ ン

標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580を 用 い た 組 み 合 わ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3579を 固 相 化

し 、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3566ま た は ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M35

67を 用 い た 組 み 合 わ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580を 固 相 化 し 、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 K M3566、 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3567ま た は ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 K M3841を 用 い た 組 み 合 わ せ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3841を 固 相 化 し 、 ビ オ チ ン 標

識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M3580を 用 い た 組 み 合 わ せ に お い て 、 HB-EGFを 高 感 度 に 検 出 す る こ

と が で き た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 分 泌 型 HB-EGFの 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ２ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 簡 便 か つ 迅 速 に 測 定 す る こ と が 可 能 な 、 生 体 試 料 中 の 分

泌 型 HB-EGFを 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。

配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト

配 列 番 号 1-人 工 配 列 の 説 明 ： 分 泌 型 Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 2-人 工 配 列 の 説 明 ： Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 3-人 工 配 列 の 説 明 ： Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列
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