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(54)【発明の名称】 抗センノサイドＢモノクローナル抗体

(57)【要約】
【課題】  大黄などの薬用植物に含有される主要な配糖
体であるセンノサイドＢ（ＳＢ）の簡便な分析手段を提
供する。
【解決手段】  ＩｇＧ２ｂまたはＩｇＧ１のサブクラス
に属しκ軽鎖を保有しＳＢに対して特異的に反応するモ
ノクローナル抗体。ＥＤＣの存在下にＳＢとウシまたは
ヒトの血清アルブミンを反応させて得られたＳＢ－血清
アルブミン複合体で免疫された動物（好ましくはマウ
ス）の抗体産生細胞と骨髄腫細胞とを融合させて得られ
たハイブリドーマを選択培養し、ＳＢに対するモノクロ
ーナル抗体を産生するハイブリドーマをスクリーニング
およびクローニングすることによって作製される。この
モノクローナル抗体をＥＬＩＳＡ法等の免疫測定法に適
用することによりＳＢを簡便且つ高感度に定量すること
ができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  センノサイドＢに対するモノクローナル
抗体。
【請求項２】  ＩｇＧ１のサブクラスに属し、κ軽鎖を
保有することを特徴とする請求項１のセンノサイドＢに
対するモノクローナル抗体。
【請求項３】  ＩｇＧ２ｂのサブクラスに属し、κ軽鎖
を保有することを特徴とする請求項１のセンノサイドＢ
に対するモノクローナル抗体。
【請求項４】  請求項１～請求項３のいずれかのセンノ
サイドＢに対するモノクローナル抗体を作製する方法で
あって、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）カルボジイミドの存在下にセンノサイドＢとウシ
またはヒトの血清アルブミンとを反応させることにより
センノサイドＢのカルボキシル基と血清アルブミンのリ
ジン残基とを結合させたセンノサイドＢ－血清アルブミ
ン複合体で免疫された動物の抗体産生細胞と骨髄腫細胞
とを融合させて得られたハイブリドーマを選択培養し、
センノサイドＢに対するモノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマをスクリーニングおよびクローニングす
る工程を含むことを特徴とする方法。
【請求項５】  抗体産生細胞としてマウスのひ細胞、骨
髄腫細胞としてマウスの骨髄腫細胞を用いることを特徴
とする請求項４のモノクローナル抗体の作製方法。
【請求項６】  請求項１～請求項３のいずれかのセンノ
サイドＢに対するモノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマ。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、モノクローナル抗
体の技術分野に属し、特に、薬用植物に含有される配糖
体の１種であるセンノサイドＢに対するモノクローナル
抗体に関する。
【０００２】
【従来の技術とその課題】センノサイドＢ（センノシド
Ｂ：以下、ＳＢと略称することがある）は、大黄（Rhei
 Rhizoma）やセンナ（Sennae Folium）のような薬用植
物に微量含有されるアントラキノン構造を持つ配糖体で
ある。
【０００３】ＳＢは腸内細菌により変化を受けて強い瀉
下作用を示すことが知られている。センノシドＢ等の体
内動態を解析したり、生薬の品質評価を行なうにはＳＢ
をマーカー物質として高精度に分析することが必要であ
る。また、近年痩身茶等にセンナを配合した違法な健康
茶が市場に出回っており、これらの製品を検査するため
にも大量のサンプルに対処できる簡便な分析法の出現が
望まれている。しかしながら、これらの要求に十分適う
ような簡便且つ高感度のＳＢの分析手段は未だ確立され
ていない。すなわち、従来、ＳＢのような配糖体の分析
には専らＨＰＬＣ（高性能液体クロマトグラフィー）の
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ような手段が用いられていた。しかしながら、従来のＨ
ＰＬＣ等による分析においては、前処理（予備的精製）
が必要であったり、一検体の分析時間が長い等の欠点が
あった。
【０００４】一方、細胞融合技術は、ケーラーとミルス
タインの報告（Nature, 495-497頁、1975年）以来急速
に発展した。特定の抗原で免疫した哺乳動物のひ細胞
（脾細胞）と癌細胞である骨髄腫細胞（ミエローマ細
胞）を融合させた雑種細胞（ハイブリドーマ）は、用い
たひ細胞による特定抗原に対する抗体産生能を有するこ
とから、これを利用して多くのタンパク質やペプチドの
ような高分子化合物に対して特異的な抗体、すなわちモ
ノクローナル抗体（以下、ＭＡｂと表記することがあ
る）を産生させ、このＭＡｂを用いてそれらのタンパク
質等のアッセイ系を構築することが試みられてきた。し
かし、ＳＢは低分子のため通常は抗原となり得ず、事
実、ＳＢは薬用としてヒトに供されてきたことからも抗
原性を有するとは考えられていなかったため、ＳＢに対
するＭＡｂは知られていなかった。
【０００５】
【課題を解決するための手段】このたび本発明者は、特
定の処理を施したＳＢで動物を免疫し、細胞融合により
ＳＢに対するＭＡｂを産生するハイブリドーマを得、こ
のハイブリドーマから抗ＳＢ ＭＡｂを大量に生産する
ことに成功し、本発明を導き出した。
【０００６】かくして、本発明は、初めて、ＳＢに対す
るモノクローナル抗体を提供するものである。さらに、
本発明に従えば、そのようなＳＢに対するモノクローナ
ル抗体の具体例として、ＩｇＧ１またはＩｇＧ２ｂのサ
ブクラスに属し、κ軽鎖を保有するモノクローナル抗体
が提供される。
【０００７】本発明は、さらに、上記のごとき抗ＳＢモ
ノクローナル抗体を作製する方法を提供し、本発明の方
法は、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピ
ル）カルボジイミドの存在下にセンノサイドＢとウシま
たはヒトの血清アルブミンとを反応させることによりセ
ンノサイドＢのカルボキシル基と血清アルブミンのリジ
ン残基とを結合させたセンノサイドＢ－血清アルブミン
複合体で免疫された動物の抗体産生細胞と骨髄腫細胞と
を融合させて得られたハイブリドーマを選択培養し、セ
ンノサイドＢに対するモノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマをスクリーニングおよびクローニングする
工程を含む。本発明に従う抗ＳＢモノクローナル抗体の
作製方法の好ましい態様においては、抗体産生細胞とし
てマウスのひ細胞、骨髄腫細胞としてマウスの骨髄腫細
胞を用いる。さらに、本発明は、上記の抗ＳＢモノクロ
ーナル抗体を産生するハイブリドーマも提供する。
【０００８】
【発明の実施の形態】本発明の抗ＳＢ ＭＡｂは、これ
までに案出された細胞融合技術とモノクローナル抗体作
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製法を工夫し適用することにより作製することができ
る。すなわち、
（１）抗原としてＳＢと血清アルブミンの複合体で免疫
した動物の抗体産生細胞を調製する。（２）骨髄腫細胞
（ミエローマ細胞）を培養増殖し、調製する。（３）上
記２種の細胞をポリエチレングリコールのような融合促
進剤を媒体として融合する。（４）得られたハイブリド
ーマをＨＡＴ培地のような選択培地にて培養（増殖）す
る。（５）抗ＳＢ ＭＡｂ産生ハイブリドーマをスクリ
ーニング（選抜）する。（６）選抜されたハイブリドー
マをクローニングする。（７）得られたハイブリドーマ
をインビトロまたは動物腹腔内で培養（増殖）して抗Ｓ
ＢＭＡｂを得る。以下、各工程について詳細に説明す
る。
【０００９】（１）抗体産生細胞の調製
ＳＢとウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）またはヒト血清ア
ルブミン（ＨＳＡ）との複合体（抱合体：コンジュゲー
ト）で動物を免疫する。このＳＢ－ＢＳＡ複合体または
ＳＢ－ＨＳＡ複合体は、ＥＤＣ〔Ｎ－エチル－Ｎ’－
（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド〕を用
いるカルボジイミド法により得ることができる。すなわ
ち、弱酸性（ｐＨ５．５）に調整した溶液中で、ＥＤＣ
の存在下にＳＢとＢＳＡ（またはＨＳＡ）とを室温で反
応させることにより、ＳＢのカルボキシル基とＢＳＡ
（またはＨＳＡ）のリジン残基とがペプチド結合したＳ
Ｂ－ＢＳＡ（またはＳＢ－ＨＳＡ）複合体が得られる。
図１は、このような複合体が得られる反応を模式的に示
すものである。本発明においては、マルディトフ（ＭＡ
ＬＤＩ－ｔｏｆ）スペクトル測定により、ＢＳＡまたは
ＨＳＡの１分子当たり１～５分子のＳＢが結合されてい
ることを確認したＳＢ－ＢＳＡ（またはＨＳＡ）複合体
を用いる。
【００１０】免疫法としてはフロイントの完全アジュバ
ントを併用する手法がとられる。免疫される動物として
はマウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジなどが
例示される。抗体産生細胞としてはひ臓、リンパ節、末
梢血液等から分離した細胞が使用される。
【００１１】（２）骨髄腫細胞の調製
細胞融合に使用する骨髄腫細胞は特に限定されず、各種
の哺乳動物の細胞株が利用可能であるが、抗体産生細胞
の調製に用いた動物と同種の細胞株を使用するのが好ま
しい。本発明の抗ＳＢ ＭＡｂを作製するのに特に好ま
しい組み合わせはマウスのひ細胞／マウスの骨髄腫細胞
である。
【００１２】用いる細胞株は細胞融合の後に、未融合の
骨髄腫細胞が選択培地で生存できず、ハイブリドーマの
みが増殖可能なようにすることによって、未融合細胞と
融合細胞を選別することを考慮して、特定の薬剤抵抗性
を有するものが好ましい。例えば８－アザグアニン抵抗
性の細胞は、ＨＡＴ培地中で生育できない性質を有する
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ため好んで用いられる。具体的には、マウス骨髄腫細胞
株、ＰＡＩ、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８、Ｐ３－Ｘ６３－Ａ
ｇ８－ＵＩ、Ｐ３－ＮＳＩ／１－Ａｇ４－１、Ｘ６３－
Ａｇ８－６．５．３．、ＳＰ２／０－Ａｇ１４、ＦＯ、
Ｓ１９４／５ＸＸＯ、ＢＵ．１、ＭＰＣ１１－４５．
６．、ＴＧ．１．７等が用いられる。
【００１３】（３）融合細胞
細胞融合は通常ＭＥＭ培地、ＲＭＩ１６４０培地、ＩＭ
ＤＭ培地等のｅ－ＲＤＦ培地中で、骨髄腫細胞と抗体産
生細胞を融合促進剤の存在下に混合（混合比は通常１：
４～１：１０）することにより行なわれる。好ましい融
合促進剤として平均分子量１０００～６０００のポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）が使用できる。ＰＥＧの使
用濃度は通常３０～５０％である。
【００１４】（４）ハイブリドーマの選択培養
融合を終えた細胞は、１０％ＦＣＳ含有ｅ－ＲＤＦ培地
などで適当に希釈し、遠心分離する。沈査を選択培地
（例えばＨＡＴ培地）で浮遊し、９６穴ウエルマイクロ
プレートに接種した後に、５％炭酸ガス培養装置で培養
する。選択培地で生育してくる細胞がハイブリドーマで
ある。
【００１５】（５）抗体産生ハイブリドーマのスクリー
ニング
抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングは常法に従え
ばよく、特に限定されない。例えばハイブリドーマの増
殖した培養液を採取し、ＳＢ－ＨＳＡ（またはＢＳＡ）
と反応させ、酵素、蛍光物質、発光物質などでラベルし
た２次抗体と反応させるＥＬＩＳＡ法により目的の抗Ｓ
Ｂ抗体産生能を有するハイブリドーマを選抜する。
【００１６】（６）ハイブリドーマのクローニング
抗体産生ハイブリドーマを含むことを確認した培養ウエ
ル中の細胞を限界希釈法などによりクローニングを行な
い、抗ＳＢ ＭＡｂ産生ハイブリドーマを得る。
【００１７】（７）抗ＳＢ ＭＡｂの調製
上記のようにして得られたハイブリドーマを無血清培地
のような適切な培地中でインビトロ培養することによ
り、その培養上清から目的の抗ＳＢ ＭＡｂが得られ
る。ＭＡｂを大量に生産する場合には骨髄腫細胞由来動
物と同種の動物にプリスタン等の鉱物油を腹腔内投与
後、ハイブリドーマを接種する。接種後、腹水を採取
し、通常の抗体分離操作により抗ＳＢ ＭＡｂを得る。
【００１８】抗ＳＢ ＭＡｂのキャラクタリゼーション
取得した抗ＳＢ ＭＡｂの免疫グロブリンクラスの同定
や軽鎖の特性などは通常の方法（例えば、オクタロニー
法）で決定する。また、抗ＳＢ ＭＡｂの分子量は、例
えば、シナピン酸をマトリックスとするマルデイトフ
（ＭＡＬＤＩ－ｔｏｆ）マススペクトル測定から知るこ
とができる。以下に本発明の特徴をさらに具体的に明ら
かにするため実施例を示すが、本発明はこれらの実施例
によって制限されるものではない。
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【００１９】
【実施例】実施例１：抗ＳＢ ＭＡｂの作製
（１）抗原の調製：ＳＢ（和光純薬より入手）６ｍｇを
ＴＨＦ－２０ｍＭリン酸塩系緩衝液（ｐＨ５．５）
（７：３、１ｍｌ）に溶解し、ＢＳＡ（Pierce社より入
手）６ｍｇを溶解した２０ｍＭのリン酸塩系緩衝液（ｐ
Ｈ５．５、０．３ｍｌ）を滴下し、さらに、ＥＤＣ（和
光純薬より入手）６ｍｇを溶解した２０ｍＭのリン酸塩
系緩衝液（ｐＨ５．５、０．３ｍｌ）を滴下して、室温
で１４時間攪拌した。反応後、水に対して４℃で透析を
行ない、凍結乾燥してＳＢ－ＢＳＡ（５．５ｍｇ）を得
た。なお、後述のＥＬＩＳＡで使用するＳＢ－ＨＳＡ複
合体も同様な方法で作製した。
【００２０】（２）抗原中のハプテン数の検討：得られ
たＳＢ－ＢＳＡ複合体の微量をとり、過剰のシナピン酸
を添加して混合し、この混合物の小量をカセットのウエ
ルに入れ、マルディトフマスにて測定した。そのスペク
トラムを図２に示す。図２からＢＳＡ１分子に対して３
分子のＳＢが結合していることを確認した。
【００２１】（３）免疫ひ細胞の調製：ＳＢ－ＢＳＡ複
合体５０μｇをフロイントの完全アジュバントに乳濁化
させ、ＢＡＬＢ／Ｃ系マウスの腹腔内に投与した。以
後、２週間の間隔で５０μｇのＳＢ－ＢＳＡ複合体アジ
ュバント溶液を２回同様に投与し、最後にＳＢ－ＢＳＡ
複合体のみを１００μｇ投与し免疫を完了した。３日後
にマウスを麻酔下屠殺し、脾臓を摘出した。脾臓を細断
した後、１００メッシュのナイロン網でろ過し、脾臓の
単離細胞を得た。
【００２２】（４）ハイブリドーマの調製：単離した免
疫ひ細胞に低張液（１５５ｍＭ塩化アンモニウム）を加
えて赤血球を溶出した後、ｅ－ＲＤＦ培地で細胞を３回
洗浄した。マウス骨髄腫細胞（本発明者の研究室で培
養）もｅ－ＲＤＦ培地で３回洗浄した。両細胞数を計測
しひ細胞と骨髄腫細胞を１０：１の割合として遠心分離
に供した。上清を捨て、沈殿した細胞を充分解きほぐ
し、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）4,000を培地で
希釈した５０％液を１．０ｍｌ滴下して融合を行なっ
た。３７℃、３０秒間静置した後、ｅ－ＲＤＦ培地５ｍ
ｌを５分間かけて添加した。1,000ｒｐｍで１０分間遠
心した。沈殿を１０％ＦＣＳ添加ＩＭＤＭにより洗い、
遠心して上清を捨てた。ヒポキサンチン１０－2Ｍ、ア
ミノプテリン４×１０－7Ｍおよびチミジン１．５×１
０－5Ｍを加えた（ＨＡＴ）１０％ＦＣＳ添加ｅ－ＲＤ
Ｆ培地を用いて沈殿を再び浮遊させ、９６ウエルマイク
ロプレートに１００μｌずつ分注した。３日毎に同一培
地を５０μｌ追加し、細胞の増殖を確認した。
【００２３】（５）抗体産生ハイブリドーマのスクリー
ニング：ハイブリドーマが増殖したウエルの液を採取
し、ＳＢ－ＨＳＡ複合体を結合させた別のウエルに添加
し、直接的ＥＬＩＳＡによりＳＢに対するＭＡｂ産生ハ
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イブリドーマのスクリーニングを行なった。即ち、９６
ウエルマイクロプレートにＳＢ－ＨＳＡ複合体０．１μ
ｇ／１００μｌ／ウエルを分注し、３７℃で１時間イン
キュベートしてウエルに吸着させた。このウエルに培養
上清を１００μｌずつ分注し抗原抗体反応を行なった。
０．０５％Tween２０含有リン酸緩衝食塩水（Ｔ‐ＰＢ
Ｓ）で３回洗浄した。パーオキシダーゼ標識ヤギ抗マウ
スＩｇＧ抗体（２次抗体）１０００倍希釈液をウエルあ
たり１００μｌ添加し、１時間後にＴ－ＰＢＳで洗浄し
た。０．００３％過酸化水素、ＡＢＴＳ〔２，２’－ア
ジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリン－6－スルホ
ン酸）〕０．３ｍｇ／ｍｌ含有クエン酸緩衝液を添加し
て発色させた。２０分後プレートリーダーを用いて４０
５ｎｍの波長で吸光度を測定した。発色したウエルの細
胞を採取した。
【００２４】（６）抗ＳＢ ＭＡｂ産生ハイブリドーマ
のクローニング：抗体産生ハイブリドーマを限界希釈し
てウエルに分注した。抗体産生能を持ち、かつ増殖した
ハイブリドーマを同様に３回クローニングして所望のク
ローン、すなわち、ＳＢに対するＭＡｂを産生するハイ
ブリドーマ５Ｃ７、５Ｇ６および７Ｈ１２を得た。
【００２５】（７）抗ＳＢ ＭＡｂの調製：上記の産生
ハイブリドーマ５Ｃ７、５Ｇ６および７Ｈ１２のぞれぞ
れを無血清培地（１００μｇ／ｍｌインスリン、３５μ
ｇ／ｍｌトランスフェリン、２０μＭエタノールアミ
ン、２５ｎＭセレニウム添加ｅＲＤＦ培地）で３７℃、
炭酸ガス培養器で培養した。上清をトリス緩衝液でｐＨ
７に調整して、プロテインＧアフィニティカラムを用い
て精製した。カラムを１０ｍＭリン酸緩衝液で洗浄後、
吸着している抗体を１００ｍＭクエン酸緩衝液で溶出す
る。得られた抗体溶液は水に対して４回透析し、最後に
凍結乾燥して精製した抗ＳＢモノクローナル抗体（ＭＡ
ｂ－５Ｃ７、ＭＡｂ－５Ｇ６およびＭＡｂ－７Ｈ１２）
を得た。
【００２６】（８）ＭＡｂの免疫グロブリンクラスと分
子量：精製したＭＡｂ－５Ｃ７、ＭＡｂ－５Ｇ６および
ＭＡｂ－７Ｈ１２についてオクタロニー法により免疫グ
ロブリンクラスを調べたところ、ＭＡｂ－５Ｃ７はＩｇ
Ｇ２ｂのサブクラスに属し、ＭＡｂ－５Ｇ６およびＭＡ
ｂ－７Ｈ１２はＩｇＧ１のサブクラスに属し、また、Ｍ
Ａｂ－５Ｃ７、ＭＡｂ－５Ｇ６およびＭＡｂ－７Ｈ１２
のいずれもκ軽鎖を保有するものであることが示され
た。
【００２７】また、精製したＭＡｂ－５Ｃ７、ＭＡｂ－
５Ｇ６またはＭＡｂ－７Ｈ１２にシナピン酸を混合して
マルデイトフマス（日本電子（株）製）により、純度を
確認するとともに分子量を調べたところ、いずれも、約
151,400であった。図３にＭＡｂ－７Ｈ１２について測
定したマルデイトフマススペクトルグラムを示す。
【００２８】実施例２：競合的ＥＬＩＳＡによる定量試
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験
実施例１で作製した抗ＳＢモノクローナル抗体（ＭＡｂ
－７Ｈ１２）の性能を調べるため以下のように競合的Ｅ
ＬＩＳＡ法による定量試験を行った。ＳＢ－ＨＳＡ複合
体溶液（１μｇ／ｍｌ）を１００μｌずつウエルに添加
し１時間反応し吸着させる。非特異的結合を除去するた
めにスキンミルク添加ＰＢＳ溶液３００μｌを加え１時
間反応してブロッキングする。５０μｌの各種濃度の試
験溶液を加え、さらに抗ＳＢ ＭＡｂ溶液（１μｇ／ｍ
ｌ）５０μｌを添加して１時間インキュベートした。Ｔ
－ＰＢＳで３回洗浄し、１０００倍希釈したパーオキシ
ダーゼ標識抗マウス抗体１００μｌを加え１時間反応し
た。１時間後にＴ－ＰＢＳで洗浄した。０．００３％過
酸化水素、ＡＢＴＳ０．３ｍｇ／ｍｌ含有クエン酸緩衝
液を添加して発色させた。１５分後に４０５ｎｍにおけ
る発色を測定した。各濃度のＳＢの吸光度から検量線を
作成した。その結果を図４に示す。図４に示されるよう
に、ＳＢの濃度は、１０－4～１０－1μｇ／ｍｌの濃度
範囲において吸光度と良い相関を有し、この抗ＳＢ Ｍ
ＡｂがＳＢに対する優れた定量手段を提供することが理
解される。
【００２９】実施例３：交差反応性試験
実施例で作製した抗ＳＢモノクローナル抗体（ＭＡｂ－
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７Ｈ１２）の特異性を確かめるために、ＳＢおよびアン
トラキノン類の大黄固有のフェノール配糖体、ならびに
その他のフェノール類に対する交差反応性を調べた。交
差反応性試験の方法は、大略、次のとおりである：各化
合物（１ｍｇ）を正確に秤り１０ｍＭの炭酸水素ナトリ
ウム溶液（ｐＨ８．３）（１ｍｌ）に懸濁し１０分間超
音波処理した。上清を１０ｍＭの炭酸水素ナトリウム溶
液で希釈し各種濃度の検液を調製した。検液およびスタ
ンダードであるＳＢ溶液を５０μｌ／ウエルずつイムノ
プレートに分注し１時間インキュベートした。プレート
をブロッキング後、一次抗体溶液５０μｌ〔ＭＡｂ－７
Ｈ１２（０．１μｇ／ｍｌ）〕を加え、１時間インキュ
ベートした。次に、二次抗体溶液を加え１時間インキュ
ベートした後、基質溶液を加え発色強度を測定した。交
差反応性ＣＲは、下記の式により算出した：
ＣＲ（％）＝〔（Ａ／Ａｏ＝０．５となるＳＢの濃度）
／（Ａ／Ａｏ＝０．５となる検液の濃度）〕×１００
ここで、Ａはサンプルの吸光度、Ａｏは１０ｍＭ炭酸水
素ナトリウム溶液の吸光度を表わす。その結果を表１に
示す。
【００３０】
【表１】
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【００３１】表１に見られるように、本発明に従うモノ
クローナル抗体ＭＡｂ－７Ｈ１２は、ＳＢに特異的に親
和性を有するモノクローナル抗体であることが明らかと
なり、その他の化合物には殆ど交差反応性を示さなかっ
た。
【００３２】実施例４：各種大黄のＳＢ含有量測定
実施例１で作製したＭＡｂ－７Ｈ１２を用いる競合的Ｅ
ＬＩＳＡ法により各種大黄中のＳＢ含有量を測定した。
測定は、各種大黄の乾燥粉末３０ｍｇを０．１％アンモ
ニア－メタノール０．５ｍｌで５回抽出し、抽出液を合
わせて遠心分離に供し、その上清を１０％ｍＭの炭酸水
素ナトリウム溶液で適切な濃度に希釈して実施例２に準
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じて定量することにより行なった。
【００３３】その結果を表２に示す。表２には、比較の
ために行なった従来のＨＰＬＣ〔カラム：Cosmosil  ５
Ｃ１８－ＡＲII（４．５×１５０ｍｍ）、Nakalai Tesq
ue製〕による結果も示している。表２に示されるよう
に、本発明のモノクローナル抗体を用いるＥＬＩＳＡ法
は、大黄中に微量含有されているＳＢを確実に検出する
ことができ、従来から知られたＨＰＬＣ法とも良い相関
（相関係数０．９８７）があることが確認された。
【００３４】
【表２】
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【発明の効果】以上の説明から明らかなように、本発明
は、大黄などの薬用植物に含まれる主要な配糖体である
ＳＢに対してきわめて特異性の高いモノクローナル抗体
を提供する。この本発明の抗ＳＢモノクローナル抗体を
ＥＬＩＳＡ法等の通常の免疫測定法に適用すれば、前処
理が不要な簡便且つ高感度で再現性の優れたＳＢの分析
が可能となり、各種の大黄およびその他の植物、それら
の諸器官、各種の漢方製剤や嗜好製品等に含有されるＳ
Ｂを定量することによりそれらの薬理学的品質評価に資
することができる。
【図面の簡単な説明】 *
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*【図１】本発明の抗ＳＢモノクローナル抗体を作製する
のに用いられるＳＢ－ＢＳＡ（またはＨＳＡ）複合体が
形成される反応を模式的に示す。
【図２】ＳＢ－ＢＳＡ複合体の形成を確認するために測
定したマルディトフマスのスペクトラムの１例である。
【図３】本発明のモノクローナル抗体の純度を確認し分
子量を調べるために測定したマルディトフマスのスペク
トラムの１例である。
【図４】本発明のモノクローナル抗体を用いたＥＬＩＳ
Ａ法におけるＳＢ濃度と吸光度の関係を示すグラフであ
る。

【図１】

【図２】 【図３】
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