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(57)【要約】

造血幹細胞増殖因子（ＳＣＧＦ）を定量することを特徴

とする、白血病、前白血病または非白血病性悪性血液疾

患を判定する方法、白血病と前白血病または非白血病性

悪性血液疾患とを判定する方法、再生不良性貧血と骨髄

異形成症候群とを判定する方法、造血幹細胞移植後の造

血幹細胞の生着の遅延を判定する方法、または移植片対

宿主反応病を判定する方法に関する。また、造血幹細胞

増殖因子（ＳＣＧＦ）に反応する抗体を有効成分として

含有してなる白血病、前白血病または非白血病性悪性血

液疾患の診断薬、造血幹細胞移植後の造血幹細胞の生着

遅延または移植片対宿主反応病（ＧＶＨＤ）の診断薬を

提供することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血 病 、 前

白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血 病 と 、

前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 再 生 不 良 性

貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血 幹 細 胞

移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 、 移 植 片 対 宿

主 反 応 病 を 判 定 す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

判 定 ま た は 判 別 す る 方 法 が 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記

載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

免 疫 学 的 測 定 方 法 が 、 サ ン ド イ ッ チ 法 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

サ ン ド イ ッ チ 法 が 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応 す る ２ 種

類 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ る 請 求 項 ８

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る 白 血 病 、

前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ２ 】

造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る 造 血 幹 細

胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ３ 】

造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る 移 植 片 対

宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ４ 】

抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ る 請 求 項 １

１ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ５ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 診 断

薬 。
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【 請 求 項 １ ６ 】

造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 白 血 病 、 前 白 血 病 あ る い は 非 白

血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応

病 の 診 断 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ７ 】

造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 含 む 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。

【 請 求 項 １ ８ 】

配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 。

【 請 求 項 １ ９ 】

配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

請 求 項 １ ８ ま た は 請 求 項 １ ９ 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

本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血 病 、 前 白

血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病

性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法

、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 、 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応

病 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有

効 成 分 と し て 含 有 し て な る 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞

移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 お よ び 診 断 キ ッ ト に 関

す る 。

背 景 技 術

白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 、 ま た は 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び

非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 治 療 後 の 診 断 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液

疾 患 を 治 療 す る た め の 方 針 を 決 定 す る の に 重 要 で あ る 。

白 血 病 の 初 発 の 診 断 と し て は 、 患 者 の 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 を 測 定 し 、 計 測 値 が 正 常 値 を 上

回 る 場 合 に 白 血 病 の 発 生 を 疑 う 方 法 が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 風 邪 な ど の 白 血 病 以 外

の 疾 患 で あ っ て も 、 体 内 の 免 疫 反 応 の 亢 進 に よ り 白 血 球 数 は 増 大 す る の で 、 白 血 球 数 の 測

定 だ け で は 、 擬 陽 性 の 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 の 正 常 値 は 、 ４ ， ０ ０ ０

～ ８ ， ０ ０ ０ 個 ／ μ Ｌ と 幅 が 広 く 、 擬 陰 性 の 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 よ り 確 度 の 高 い 白 血

病 の 診 断 方 法 が 求 め ら れ て い る 。

白 血 病 再 発 の 診 断 方 法 と し て は 、 Ｗ Ｔ － １ 遺 伝 子 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 検 出 が あ る ［ 臨 床

病 理 ４ ８ ， １ ５ ５ （ ２ ０ ０ ０ ） 、 Ｂ ｌ ｏ ｏ ｄ ， ８ ４ ， ３ ０ ７ １ （ １ ９ ９ ４ ） 、 日 本 特 許 第

３ １ ２ ２ ７ ７ １ 号 ］ 。 し か し な が ら 、 該 診 断 方 法 は 操 作 が 煩 雑 で あ る と と も に 、 特 殊 な 装

置 を 必 要 と し て い る 。

ま た 、 上 述 の 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 先 天 性 代 謝 疾 患 、 固 形 癌

等 の 治 療 方 法 の 一 つ と し て 、 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 が あ げ ら れ る 。 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 の 問

題 点 と し て は 、 提 供 者 の 造 血 幹 細 胞 と 患 者 の 造 血 幹 細 胞 と の Ｈ Ｌ Ａ タ イ プ の 不 適 合 、 患 者

側 の 体 調 や 感 染 症 等 な ど に よ り 、 移 植 し た 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し な い 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が

遅 延 す る 、 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 （ 以 下 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ と 称 す る ） を 発 症 す る な ど 、 造 血 幹 細 胞

移 植 治 療 の 効 果 が 十 分 に 得 ら れ な い こ と が あ げ ら れ 、 最 悪 の 場 合 、 死 の 転 帰 を と る こ と も

あ る 。

造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 に 対 し て は 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ を 生 体 内 に 投 与 す る こ と に よ り 、 造 血 幹 細

胞 の 生 着 を 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ に 対 し て は 、 免 疫 抑 制 剤 を 生 体 内 に

投 与 す る こ と に よ り 、 提 供 さ れ た 造 血 幹 細 胞 の 拒 絶 反 応 を 抑 制 さ せ る こ と が で き る 。 し か

し な が ら 、 い ず れ の 薬 剤 も 過 剰 に 投 与 し た 場 合 に は 、 副 作 用 が 懸 念 さ れ る 。 そ の た め 、 造

血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 を 診 断 あ る い は 予 知 す る こ と は 治 療 方 針 の 決 定 に 重 要
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で あ る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や 血

小 板 数 を 測 定 し 、 そ れ ら の 測 定 値 が 上 昇 す れ ば 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し た こ と を 診 断 す る こ と

が で き る 。 し か し な が ら 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 は 、 移 植 後 １ ０ 日 か ら １ ヶ 月 以 上 を 要 す る 事

も あ る た め 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や 血 小 板 数 を 測 定 す る こ と で は 早 期 に 造 血 幹 細 胞 の 生 着

を 判 断 す る こ と が で き な い 。

Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 の 判 定 方 法 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の リ カ バ リ ー 期 に 現 れ る 皮 膚 の 発 疹

等 を 観 察 す る こ と が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 簡 便 で 確 度 の 高 い Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 の 判 定 方

法 は 知 ら れ て い な い 。 さ ら に Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 以 前 に Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ の 発 症 を 予 知 す る 方 法 は 知 ら れ

て い な い 。

ヒ ト 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ ｔ ｅ ｍ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｇ ｒ ｏ ｗ ｔ ｈ 　 Ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ ； 以 下 、 Ｓ

Ｃ Ｇ Ｆ と 略 記 す る ） は 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質

で あ る ［ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ０ ８ ８ ５ ９ 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ９ ４

， ７ ５ ７ ７ （ １ ９ ９ ７ ） 、 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ ｍ ｍ ． ， ２ ４

９ ， １ ２ ４ （ １ ９ ９ ８ ） ］ 。

Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 、 な ら び に Ｓ

Ｃ Ｇ Ｆ の Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 細 胞 培 養 上 清 か ら 部 分 精 製 さ れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ や 遺 伝 子 組 換 え 法 に

よ り 得 ら れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 免 疫 原 と し て 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い る ［ Ｗ Ｏ

９ ８ ／ ０ ８ ８ ５ ９ ］ 。 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 中 和 活 性 を 有 す る こ と 、 ま た 遺 伝 子 組 換 え

法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 免 疫 原 と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 遺

伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ と 反 応 す る こ と 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か

ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ

ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 検 出 で き る こ と

が 報 告 さ れ て い る 。

ま た 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し た

抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ が 報 告 さ れ て い る ［ Ｔ ｈ ｅ 　 Ｈ ｅ ｍ ａ ｔ ｏ ｌ

ｏ ｇ ｙ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ ， ２ ， ３ ０ ７ （ ２ ０ ０ １ ） ］ 。

ヒ ト 正 常 組 織 に 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 発 現 は 腎

臓 に 多 く 、 心 臓 に 少 な く 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 膵 臓 で は 発 現 が 見 ら れ な い こ と

［ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ９ ４ ， ７ ５ ７ ７ （ １ ９ ９ ７ ） ］ 、 脾

臓 、 胸 腺 、 盲 腸 、 骨 髄 、 胎 児 肝 に 多 く 、 末 梢 血 に 少 な い こ と ［ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ

ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ ｍ ｍ ． ， ２ ４ ９ ， １ ２ ４ （ １ ９ ９ ８ ） ］ が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 正

常 新 生 児 マ ウ ス に イ ン サ イ テ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果 、 骨 髄 、 増 殖 軟 骨 、

骨 膜 付 近 に Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ が 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Ｔ ｈ ｅ 　 Ｈ ｅ ｍ ａ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ

ｙ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ ， ２ ， ３ ０ ７ （ ２ ０ ０ １ ） ］ 。

さ ら に 、 骨 髄 細 胞 株 （ Ｈ Ｔ ６ ０ 、 Ｋ Ｐ Ｂ － Ｍ １ ５ ） 、 単 核 球 細 胞 株 （ Ｔ Ｈ Ｐ － １ 、 Ｕ － ９

３ ７ ） 、 赤 芽 球 細 胞 株 （ Ｈ Ｅ Ｌ ） 、 繊 維 芽 細 胞 株 （ Ｎ Ｈ Ｆ ） で Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 発 現 が 見

ら れ る が 、 Ｂ 細 胞 株 （ Ｕ ２ ６ ６ Ｂ １ 、 Ｉ Ｍ － ９ ） 、 Ｔ 細 胞 株 （ Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ － ４ ） 、 赤 芽 球 細

胞 株 （ Ｋ ５ ６ ２ ） 、 上 皮 系 癌 細 胞 株 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ Ｓ ３ 、 Ａ ４ ３ １ ） 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 （ Ｂ

ｏ ｗ ｅ ｓ ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 形 質 転 換 胎 生 腎 臓 細 胞 株 （ ２ ９ ３ ） 、 繊 維 芽 細 胞 株 （ Ｃ Ｃ Ｄ

－ ８ Ｌ ｕ ） で は 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の 発 現 が 見 ら れ な い こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Ｐ ｒ ｏ ｃ ．

Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ９ ４ ， ７ ５ ７ ７ （ １ ９ ９ ７ ） ］ 。

し か し 、 正 常 及 び 血 液 疾 患 の 、 或 い は 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た ヒ ト を 含 む 動 物 の 末 梢 血 、

骨 髄 中 の 血 球 細 胞 で の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 差 異 に 関 す る 報 告 は 無 い 。

組 織 や 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 と の 相 関 は 低 く （ 相 関 係 数 ＝ ０ ． ４

８ ） ［ Ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｒ ｅ ｓ ｉ ｓ ， １ ８ ， ５ ３ ３ （ １ ９ ９ ７ ） ］ 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の ｍ Ｒ

Ｎ Ａ 量 か ら Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 量 を 推 定 す る 事 も 困 難 で あ る 。

以 上 の よ う に 、 ヒ ト を 含 む 動 物 の 血 清 、 血 漿 な ど の 体 液 お よ び 組 織 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 の

存 在 、 機 能 、 疾 患 と の 関 係 に つ い て は 明 ら か に さ れ て い な い 。

10

20

30

40

50



(5) JP  WO2003/085399  A1  2003.10.16

本 発 明 の 目 的 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 判 定 、 白 血 病 と 前 白

血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と の 判 別 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と の 判

別 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 お よ び Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 判 定 す る 方 法 、 お よ び 白

血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状

態 お よ び Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ の 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。

発 明 の 開 示

本 発 明 は 以 下 （ １ ） ～ （ ２ ０ ） に 関 す る 。

（ １ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白

血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 。

（ ２ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白

血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 。

（ ３ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 再

生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 。

（ ４ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 造

血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 。

（ ５ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 、 移

植 片 対 宿 主 反 応 病 を 判 定 す る 方 法 。

（ ６ ） 　 判 定 ま た は 判 別 す る 方 法 が 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ る 、 上 記 （ １ ） ～ （ ５ ） の い

ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

（ ７ ） 　 免 疫 学 的 測 定 方 法 が 、 サ ン ド イ ッ チ 法 で あ る 、 上 記 （ ６ ） 項 に 記 載 の 方 法 。

（ ８ ） 　 サ ン ド イ ッ チ 法 が 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応

す る ２ 種 類 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ７ ） 記 載 の 方 法 。

（ ９ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ る

上 記 （ ８ ） 記 載 の 方 法 。

（ １ ０ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ ９ ）

記 載 の 方 法 。

（ １ １ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な

る 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 。

（ １ ２ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な

る 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 の 診 断 薬 。

（ １ ３ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な

る 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 。

（ １ ４ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ

る 上 記 （ １ １ ） ～ （ １ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 薬 。

（ １ ５ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ １ ４

） 記 載 の 診 断 薬 。

（ １ ６ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） に 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 白 血 病 、 前 白 血 病 あ

る い は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片

対 宿 主 反 応 病 の 診 断 用 キ ッ ト 。

（ １ ７ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ ） を 含 む 、 上 記 （ １ ６ ） 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。

（ １ ８ ） 　 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 。

（ １ ９ ） 　 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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（ ２ ０ ） 　 上 記 （ １ ８ ） ま た は （ １ ９ ） 項 に 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 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態

本 発 明 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち 造 血 細 胞 な ど の 未 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で あ れ

ば い か な る も の も 包 含 す る が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ 以 下 、 Ａ Ｌ Ｌ と 称 す る ） 、 急 性 骨 髄

性 白 血 病 （ 以 下 、 Ａ Ｍ Ｌ と 称 す る ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 以 下 、 Ｃ Ｍ Ｌ と 称 す る ） な ど が

あ げ ら れ る 。

前 白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち リ ン パ 球 な ど の 成 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で あ

れ ば い か な る も の も 包 含 さ れ る が 、 骨 髄 異 形 性 症 候 群 （ 以 下 、 Ｍ Ｄ Ｓ と 称 す る ） な ど が あ

げ ら れ る 。

非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と し て リ ン パ 腫 や 骨 髄 腫 な ど が あ げ ら れ る 。

リ ン パ 腫 と し て は 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 や 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ 以 下 、 Ｎ Ｈ Ｌ と 称 す る ） な

ど が あ げ ら れ る 。

骨 髄 腫 と し て は 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ 以 下 、 Ｍ Ｍ と 称 す る ） な ど が あ げ ら れ る 。

白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃

度 は 、 健 常 人 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が

っ て 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 定 量 し 、

Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高 い 場 合 に 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液

疾 患 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

カ ッ ト オ フ 値 と は 、 あ る 物 質 に 着 目 し て 目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と を 判 定 す る 場 合 に

定 め る 値 を い う 。 目 的 と す る 疾 患 と 非 疾 患 と を 判 定 す る 場 合 に 、 カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ れ

ば 陰 性 、 カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陽 性 と し て 、 ま た は カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ れ ば 陽 性 、

カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陰 性 と し て 疾 患 を 判 定 す る こ と が で き る （ 金 井 正 光 編 、 臨 床 検

査 法 提 要 　 金 原 出 版 株 式 会 社 ） 。

カ ッ ト オ フ 値 の 臨 床 的 有 用 性 を 評 価 す る 目 的 で 用 い ら れ る 指 標 と し て は 、 感 度 と 特 異 度 が

あ げ ら れ る 。

あ る 母 集 団 を カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 判 定 し 、 疾 病 患 者 の う ち 、 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の を

ａ （ 真 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で あ り な が ら 判 定 で 陰 性 と さ れ た も の を ｂ （ 偽 陰 性 ） 、 疾 病 患 者

で な い に も 関 わ ら ず 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の を ｃ （ 偽 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で な く 判 定 で 陰 性

と さ れ た も の を ｄ （ 真 陰 性 ） と 表 し た と き に 、 ａ ／ （ ａ ＋ ｂ ） で 表 さ れ る 値 を 感 度 （ 真 陽

性 率 ） 、 ｄ ／ （ ｃ ＋ ｄ ） で 表 さ れ る 値 を 特 異 度 （ 真 陰 性 率 ） と し て 表 す こ と が で き る 。

目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と の 測 定 値 の 分 布 は 通 常 、 一 部 重 複 す る 。 し た が っ て 、 カ ッ

ト オ フ 値 を 上 下 さ せ る こ と に よ り 、 感 度 と 特 異 度 は 変 化 す る 。 カ ッ ト オ フ 値 を 下 げ る こ と

に よ り 感 度 は 高 く な る が 、 特 異 度 は 低 下 し 、 カ ッ ト オ フ 値 を 上 げ る こ と に よ り 感 度 は 低 く

な る が 、 特 異 度 は 上 が る 。 判 定 方 法 と し て は 、 感 度 と 特 異 度 の 両 者 の 値 が 高 い ほ う が 好 ま

し い 。 ま た 、 感 度 と 特 異 度 の 値 が ５ ０ ％ を 超 え な い 判 定 方 法 は 、 有 用 と は 認 め ら れ な い 。

カ ッ ト オ フ 値 を 設 定 す る 方 法 と し て は 、 非 疾 患 群 の 分 布 の ９ ５ ％ を 含 む 、 中 央 か ら の 両 端

の い ず れ か の 値 を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定 す る 方 法 、 非 疾 患 群 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す 場

合 、 平 均 値 ＋ ２ 倍 の 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） ま た は 平 均 値 － ２ Ｓ Ｄ を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定 す

る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 判 定 す る 場 合 、 カ ッ ト オ

フ 値 を １ ５ ． ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 ８ ９ ． ５ ％ 、 特 異 度 ７ ０ ％ で 判 定 す

る こ と が で き 、 カ ッ ト オ フ 値 を １ ３ ． ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 １ ０ ０ ％ 、

特 異 度 ６ ０ ％ で 判 定 す る こ と が で き る 。 健 常 人 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 を 平 均 値

＋ ２ Ｓ Ｄ の １ ８ ． ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 す る と 、 感 度 ８ ９ ． ５ ％ 、 特 異 度 １ ０ ０ ％ で 判 定 す

る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の カ ッ ト オ フ 値 で 白 血 病 で あ る か 否 か を 感 度 ９ ５ ％ 、 特 異 度 １

０ ０ ％ で 、 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 感 度 ７ ６ ． ９ ％ 、 特 異 度 １ ０ ０ ％ 、 さ

ら に 前 白 血 病 で あ る か 否 か を 感 度 １ ０ ０ ％ 、 特 異 度 １ ０ ０ ％ で 判 定 す る こ と が で き る 。

生 体 試 料 と し て は 、 血 液 、 尿 、 髄 液 、 穿 刺 液 な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は 血
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液 が あ げ ら れ る 。 血 液 と し て は 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 血 球 溶 血 液 、 血 球 内 液 な ど が あ げ ら

れ る が 、 好 ま し く は 血 清 ま た は 血 漿 が あ げ ら れ る 。

本 発 明 は 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す る

。

白 血 病 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液

患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が っ て 、 上

述 の 方 法 で 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と 判 定 さ れ た の ち 、 さ ら に 白

血 病 と 判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が そ の カ ッ

ト オ フ 値 よ り も 高 い 場 合 に は 、 白 血 病 、 低 い 場 合 は 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾

患 で あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。

白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 場 合 、 カ ッ ト オ フ 値 を ２

３ ． ８ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 ８ ５ ％ 、 特 異 度 ６ ９ ． ２ ％ で 判 別 す る こ と が

で き る 。 ま た 、 カ ッ ト オ フ 値 を 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ か ら ３ ２ ．

８ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 ８ ０ ％ 、 特 異 度 １ ０ ０ ％ で 判 別 す る こ と が で き る

。

本 発 明 は 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す る 。

再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 は 、 骨 髄 お よ び 末 梢 血 に お い て 白 血 球 の 数 や 形 態 に 異

常 が 生 じ る の を 特 徴 と す る 病 態 で 、 二 つ の 疾 患 の 判 別 は 難 し い と さ れ て き た 。

骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 健 常 人 の 血 液 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に 比 べ 有

意 に 上 昇 し て い る が 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 液 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 健 常 人 と 変 わ ら な い 。

骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 の 血 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 よ り

有 意 に 高 く 、 両 者 の 血 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 す る こ と で 、 再 生 不 良 性 貧 血 か 骨 髄 異 形 成 症

候 群 か と 判 別 す る こ と が で き る 。

そ こ で 、 白 血 球 の 異 常 が 見 ら れ る 患 者 の う ち 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患

者 を 判 別 す る 場 合 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 （ 平 均 値 ＋ ２ Ｓ

Ｄ ＝ １ ６ ． ６ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 設 定 し 、 該 カ ッ ト オ フ 値 に よ っ て 判 断 す る と 、 感 度 １ ０ ０ ％

、 特 異 度 １ ０ ０ ％ で 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で き

る 。 さ ら に 基 準 値 を １ ５ ． ６ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ １ ８ ． ６ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 設 定 す れ ば 、 感 度 １ ０ ０

％ 、 特 異 度 １ ０ ０ ％ で 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で

き る 。

ま た 、 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 遅 延 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 を 移 植 す る 方 法 で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、

骨 髄 移 植 、 臍 帯 血 移 植 、 末 梢 血 幹 細 胞 移 植 等 が あ げ ら れ る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 か ら 造 血 幹 細 胞 の 生 着 ま で の 期 間 は 、 患 者 の 末 梢 血 の 血 球 数 を 基 準 と し て

以 下 に あ げ る ４ つ の 時 期 に 分 類 さ れ る 。 す な わ ち 、 移 植 前 で 、 抗 癌 剤 な ど を 大 量 投 与 し た

状 態 に あ る プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 、 移 植 を 行 っ た 後 に 血 球 数 が 減 少 し た 状 態 に あ る

ア プ ラ ス チ ッ ク 期 、 移 植 後 に 血 球 数 が 回 復 し た 状 態 に あ る リ カ バ リ ー 期 、 お よ び 移 植 後 に

造 血 幹 細 胞 が 生 着 す る ス テ イ ブ ル 期 で あ る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 お よ び ア プ ラ ス チ ッ ク 期 で の

生 体 試 料 中 に 含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 す る 患 者 の 生 体 試 料 中 に

含 ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 の ほ う が 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 し な い 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ

る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に 比 べ て 高 い 。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 し 、 造

血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 す る お そ れ が あ る と 判 断 さ れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を カ ッ ト オ フ 値 と し て

定 め 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 は 見 ら れ ず 、 Ｓ Ｃ Ｇ

Ｆ 濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高 い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 が 起 こ る と 判 定 す る こ と が で き る

。

造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 の 場 合 は 、 例 え ば カ

ッ ト オ フ 値 を ９ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と に よ り 感 度 ７ ５ ％ 、 特 異 度 ６ ７ ％ で 、 ア プ ラ

ス チ ッ ク 期 の 場 合 は 、 カ ッ ト オ フ 値 を １ ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と に よ り 感 度 ７ ５ ％ 、 特

異 度 ６ ３ ％ で 判 定 す る こ と が で き る 。
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さ ら に 、 本 発 明 は Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ の 発 症 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 で の 生 体 試 料 中 に 含

ま れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 発 症 す る 患 者 の ほ う が 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 発 症 し な い 患 者 に

比 べ て 高 い 。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 し 、 そ れ ぞ れ の 時 期 で Ｇ

Ｖ Ｈ Ｄ を 発 症 す る お そ れ が あ る と 判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 定 め 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が カ ッ ト

オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合 に は Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ が 発 症 す る お そ れ は な い が 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が カ ッ ト

オ フ 値 よ り 高 い 値 の 場 合 に は Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ が 発 症 す る お そ れ が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ の 発 症 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い

て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と に よ り 感 度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ５ ７ ％

で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お い て は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と で 感

度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ６ ３ ％ で 、 リ カ バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば １ ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定

め る こ と で 感 度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ６ ３ ％ で 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 患 者 と 非 発 症 患 者 と を 判 定 す る こ

と が で き る 。

生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ 以 下 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ と 称 す ） を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 免

疫 学 的 測 定 法 、 分 子 生 物 学 的 測 定 法 な ど い か な る 方 法 で も よ い が 、 好 ま し く は 免 疫 学 的 測

定 法 が あ げ ら れ る 。

免 疫 学 的 測 定 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 。

分 子 生 物 学 的 測 定 法 と し て は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ

ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 が あ げ ら れ る 。

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 。

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 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 。

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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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

10

20

30

40

50



(9) JP  WO2003/085399  A1  2003.10.16

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 ホ 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 ホ 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 。

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 。

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 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 二 の 抗 体 に 、 第 二 の 抗

体 （ 二 次 抗 体 ） を 同 時 に 、 ま た は 別 々 に 反 応 さ せ 、 試 料 中 の 目 的 物 質 を 同 一 ま た は 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 試 料 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 、 固 相 に 第 一 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を

固 定 し た 後 、 測 定 し た い 試 料 を 第 一 の 試 料 と 接 触 さ せ る 。 試 料 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 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の 抗

体 の 複 合 体 に 、 第 二 の 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 反 応 さ せ 、 測 定 系 中 の 反 応 に 関 与 し な か っ た 第

二 次 抗 体 な ど の 成 分 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 反 応 系 に 存 在 す る 試 料 中 の 目 的 物 質 を 検 出 ま た は

定 量 す る 方 法 で あ る 。

サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 固 相 と し て は 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ポ

リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 等 が あ げ ら れ る 。

サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず

れ を 用 い て も よ く 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ＇ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て も

よ い 。

サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い る 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ を

認 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 少 な く と も １ つ が モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。

本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２

８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２ ９

～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の

６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど が あ

げ ら れ る 。

配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ ［ Ｔ ｈ ｅ 　 Ｈ ｅ ｍ ａ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ

ｌ ， ２ ， ３ ０ ７ （ ２ ０ ０ １ ） ］ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ が あ げ ら れ る

。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４

が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ が あ げ ら れ る 。

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ 、 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２

９ ４ ５ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ は 、 平 成 １ ４ 年 ２ 月 ２ ６ 日 付 け で 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 　 中 央

第 ６ ） に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ２ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ３ お よ び Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －

７ ９ ２ ４ と し て そ れ ぞ れ 寄 託 さ れ て い る 。

上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 認 識 す る 部 位 が そ れ ぞ れ 異 な る の で 、 こ れ ら の モ
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ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ ［ Ｔ ｈ ｅ 　

Ｈ ｅ ｍ ａ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ ， ２ ， ３ ０ ７ （ ２ ０ ０ １ ） ］ が 生 産 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ と 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ

　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ３ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ と の 組 み 合 わ せ が あ げ ら

れ る 。

本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 検 出 ま た は 定 量 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 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を 吸 着 固 定 す る 。 一 次

抗 体 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 。

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 。

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 、 一 次 抗 体 を 生 体 試 料 と 接 触 さ せ る 。 生 体 試 料 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 。

一 次 抗 体 と 生 体 試 料 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 。

こ の と き 、 生 体 試 料 中 に 存 在 す る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ が 、 あ ら か じ め 固 定 さ れ て い る 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体

と 特 異 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 を 介 し て 固 定 担 体 に 固 定 さ れ る 。

次 に 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ が 固 定 さ れ た 前 記 担 体 を 、 二 次 抗 体 を 含 有 す る 溶 液 と 接 触 さ せ る 。

二 次 抗 体 と し て は 、 一 次 抗 体 と エ ピ ト ー プ の 異 な る 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 で あ れ ば い か な る も の

で も よ い 。 ま た 、 二 次 抗 体 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 。

未 吸 着 の 二 次 抗 体 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 該 二 次 抗 体 は 、 あ ら か じ め 結 合 さ れ て い る 一 次 抗 体 及 び Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 介 し て

、 固 定 担 体 に 結 合 し 、 二 次 抗 体 の 結 合 量 が 生 体 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 量 を 反 映 す る こ と に な

る 。

上 記 の よ う に し て 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 は 、 二 次 抗 体 の 標 識 体 に 応 じ て 測 定 す る こ と が で き

る 。 ま た 、 二 次 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 三 次 抗 体 を 用 い 、 該 三 次 抗 体 を 種 々 の 方 法 に よ り 標

識 し て お き 、 三 次 抗 体 の 標 識 を 検 出 ま た は 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

、 生 体 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。

検 量 線 は 、 標 準 物 質 と し て 濃 度 が 既 知 で あ る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 を 数 点 段 階 希

釈 し た も の を 準 備 し 、 生 体 試 料 と と も に 上 述 の サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ る

。

本 発 明 の 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の

造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 の 診 断 薬 、 お よ び Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 の 診 断 薬 に 含 有 さ れ る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に 対

す る 抗 体 と し て は 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に 反 応 す る 抗 体 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー
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ナ ル 抗 体 あ る い は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ る 。

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域

を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示

さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ２ ） が 生 産 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で

示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ （ Ｆ

Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ３ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ が あ げ ら れ る 。 配

列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ４ ） が 生 産 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ が あ げ ら れ る 。

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 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に 反 応 す る 抗 体 を 含 み 、 ま た 、 必 要 に 応 じ 、 生 体 試 料 の 希 釈 液 、 抗

体 固 定 化 固 相 、 反 応 緩 衝 液 、 洗 浄 液 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 標 識 体 の

検 出 用 試 薬 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ な ど の 標 準 物 質 な ど も 含 ま れ る 。

生 体 試 料 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 。

抗 体 固 定 化 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 、 本 発 明 の

抗 体 ま た は 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 。 抗 体 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 抗

体 等 を 疎 水 固 相 化 し た も の が あ げ ら れ る 。

反 応 緩 衝 液 は 、 抗 体 固 定 化 固 相 の 抗 体 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 。

標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 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 。

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
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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 。

標 準 物 質 と し て は 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ０ ８ ８ ６ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 で き る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 、 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 。

本 発 明 は 、 ま た 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ

れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。

配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ３ ） が 生 産 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア

ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ

２ ９ ４ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ９ ２ ４ ） が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ が あ

げ ら れ る 。

本 発 明 に 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 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 の 製 造 方 法 を 詳 細 に 説 明 す る 。

（ １ ） 抗 原 の 調 製

抗 原 と し て は 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を コ ー ド す る ｃ Ｄ 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 し て 得 ら れ た ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 得 ら

れ た ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

抗 原 用 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 ５ ～ ３ ０ 残 基 程 度 の 蛋 白 質 部 分 配 列 が 選 択 さ れ る 。 変 性 し

て い な い 天 然 の 構 造 を 有 し て い る 状 態 の 該 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る た め に は 、 立

体 構 造 上 蛋 白 質 の 表 面 に 存 在 し て い る 部 分 配 列 を 抗 原 ペ プ チ ド と し て 選 択 す る 必 要 が あ る

。 Ｋ ｙ ｔ ｅ と Ｄ ｏ ｏ ｌ ｉ ｔ ｔ ｌ ｅ の 方 法 ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ

ー （ Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） ， １ ５ ７ ， １ ０ ５ －

１ ３ ２ （ １ ９ ８ ２ ） ］ な ど に よ り 、 親 水 性 の 高 い 部 分 配 列 を 予 測 す る こ と で 、 立 体 構 造 上

蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 部 分 を 推 測 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 一 般 的 に 親 水 性 の 低 い 部 分 は

立 体 構 造 上 蛋 白 質 の 内 部 に 存 在 す る 場 合 が 多 く 、 親 水 性 の 高 い 部 分 は 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す

る 場 合 が 多 い た め で あ る 。 ま た 、 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 は 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 場 合 が

多 い 。 さ ら に 、 蛋 白 質 の 二 次 構 造 情 報 も 参 考 に で き る 。 Ｃ ｈ ｏ ｕ － Ｆ ａ ｓ ｍ ａ ｎ の 方 法 ［

ア ド バ ン セ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ｏ ｇ

ｙ ） ， ４ ７ ， ４ ５ － １ ４ ７ （ １ ９ ７ ８ ） ］ な ど に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 測 し た 蛋 白 質 二

次 構 造 に お い て 、 タ ー ン 構 造 や ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 が 抗 原 用 ペ プ チ ド と し て

適 し て い る と 考 え る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う に 選 択 し た 部 分 ペ プ チ ド が 目

的 通 り の 抗 体 を 確 立 す る 抗 原 と な る と は 限 ら な い 。

部 分 ペ プ チ ド に は 、 蛋 白 質 と 架 橋 す る た め に シ ス テ イ ン を 末 端 に 付 加 す る 。 蛋 白 質 の 内 部

配 列 を 選 択 し た 場 合 に は 、 必 要 に 応 じ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 は ア セ チ ル 化 、 Ｃ 末 端 は ア ミ ド 化

す る 。

部 分 ペ プ チ ド は 一 般 的 な 液 相 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 お よ び そ れ ら を 適 宜 組 み 合 わ せ る 方 法

、 ま た は そ れ ら に 準 じ る 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る ［ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ ャ

ー ナ ル ・ オ ブ ・ ペ プ タ イ ド ・ ア ン ド ・ プ ロ テ イ ン ・ リ サ ー チ （ Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ

ｌ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） ， ３

５ ， １ ６ １ － ２ １ ４ （ １ ９ ９ ０ ） 、 「 ソ リ ッ ド － フ ェ ー ズ ・ ペ プ タ イ ド ・ シ ン セ シ ス （ Ｓ

ｏ ｌ ｉ ｄ － Ｐ ｈ ａ ｓ ｅ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ ） 」 ， メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ

ン ザ イ モ ロ ジ ー 第 ２ ８ ９ 巻 （ Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， ｖ ｏ ｌ ． ２

８ ９ ） ， グ レ ッ グ ・ Ｂ ・ フ ィ ー ル ズ （ Ｇ ｒ ｅ ｇ ｇ 　 Ｂ ． Ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ ｓ ） 編 ， ア カ デ ミ ッ ク

・ プ レ ス （ Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ） ， （ １ ９ ９ ７ ） 、 「 ペ プ タ イ ド ・ シ ン セ シ ス
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・ プ ロ ト コ ー ル （ Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ ｓ ） 」 ， メ ソ

ッ ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 第 ３ ５ 巻 （ Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ

ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， ｖ ｏ ｌ ． ３ ５ ） ， マ イ ケ ル ・ Ｗ ・ ペ ニ ン ト ン （ Ｍ ｉ ｃ ｈ ａ ｅ

ｌ 　 Ｗ ． Ｐ ｅ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ ） ， ベ ン ・ Ｍ ・ ダ ン （ Ｂ ｅ ｎ 　 Ｍ ． Ｄ ｕ ｎ ｎ ） 編 ， ヒ ュ ー

マ ナ ・ プ レ ス （ Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ ａ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ） ， （ １ ９ ９ ４ ） ］ 。

ま た 、 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 合 成 機 に よ る ペ プ チ ド の 合 成

は 、 島 津 製 作 所 製 ペ プ チ ド 合 成 機 、 ア ド バ ン ス ト ・ ケ ム テ ッ ク 社 （ Ａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｄ 　 Ｃ

ｈ ｅ ｍ Ｔ ｅ ｃ ｈ 　 Ｉ ｎ ｃ ． ， Ｕ Ｓ Ａ 、 以 後 Ａ Ｃ Ｔ 社 と 略 称 す る ） 製 ペ プ チ ド 合 成 機 等 の 市

販 の ペ プ チ ド 合 成 機 上 で 、 適 当 に 側 鎖 を 保 護 し た Ｎ α － Ｆ ｍ ｏ ｃ － ア ミ ノ 酸 あ る い は Ｎ α

－ Ｂ ｏ ｃ － ア ミ ノ 酸 等 を 用 い 、 そ れ ぞ れ の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る

。 原 料 と な る 保 護 ア ミ ノ 酸 お よ び 担 体 樹 脂 は 、 Ａ Ｂ Ｉ 社 、 島 津 製 作 所 、 国 産 化 学 （ 株 ） 、

ノ バ ビ オ ケ ム 社 （ Ｎ ｏ ｖ ａ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ） 、 渡 辺 化 学 （ 株 ） 、 Ａ Ｃ Ｔ 社 、 ア ナ ス ペ ッ ク

社 （ Ａ ｎ ａ Ｓ ｐ ｅ ｃ 　 Ｉ ｎ ｃ ． ） 、 ま た は ペ プ チ ド 研 究 所 （ 株 ） 等 か ら 入 手 す る こ と が で

き る 。

（ 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 （ １ ） で 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 。

抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 １ ～ ２ 週 間 お き に ３ ～ 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 ［ Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ

ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ － Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｈ ａ

ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ ， １ ９ ８ ８ ］ 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 ー を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給

源 と し て 提 供 す る 。

抗 体 産 生 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 。

（ 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 ， １ ８ ： １ － ７ （ １ ９ ７ ８ ） ］ 、 Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ － Ａ ｇ ４ １ （ Ｎ Ｓ －

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 ， ２ ７ ６ ： 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 ， １ ２ ３

： 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 ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 ２ － メ

ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ５ × １ ０
－ ５

ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 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 。
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（ ４ ） 細 胞 融 合

（ ２ ） で 免 疫 し た 抗 体 産 生 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 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 離 （ 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 ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 チ ミ ジ ン （ １ ． ５ × １ ０
－ ５

ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） お よ び ア ミ ノ プ テ リ

ン （ ４ × １ ０
－ ７

ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） 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 。

培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 下 記 に 述 べ る 酵 素 免 疫 測 定 法 な ど に よ り 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に

反 応 し 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 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 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 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 。

酵 素 免 疫 測 定 法

抗 原 あ る い は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

培 養 上 清 も し く は 上 述 の 方 法 で 得 ら れ る 精 製 抗 体 を 第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ る 。

第 一 抗 体 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 第 二 抗 体 を 添 加 す る 。

第 二 抗 体 と は 、 第 一 抗 体 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識 で き る 抗 体 を 、 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 体 で あ る 。 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製

の 際 に マ ウ ス を 用 い た の で あ れ ば 、 第 二 抗 体 と し て は 、 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識 で

き る 抗 体 を 用 い る 。

反 応 後 、 第 二 抗 体 を 標 識 し た 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 い 、 抗 原 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 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 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ２

× １ 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

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 。

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 。

［ 実 施 例 ］

実 施 例 １ ． ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

（ １ ） ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド の 合 成

ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 配 列 を 解 析 し 、 親 水 性 の 高 い 部 分 、 Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 、 二 次 構 造 上 タ ー ン

構 造 、 ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 の 中 か ら 、 抗 原 と し て 適 当 と 考 え ら れ る 部 分 配 列

と し て 、 化 合 物 １ （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ － １ ） を 選 択 し た 。

（ 略 号 に つ い て ）

本 発 明 に お い て 使 用 し た ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 保 護 基 に 関 す る 略 号 は 、 生 化 学 命 名 に 関 す る

Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 委 員 会 （ Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 　 Ｊ ｏ ｉ ｎ ｔ 　 Ｃ ｏ ｍ ｍ ｉ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　
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ｏ ｎ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｎ ｏ ｍ ｅ ｎ ｃ ｌ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ） の 勧 告 ［ ヨ ー ロ ピ ア ン ・ ジ

ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Ｅ ｕ ｒ ｏ ｐ ｅ ａ ｎ 　 Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｂ ｉ

ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） ， １ ３ ８ 巻 ， ９ 頁 （ １ ９ ８ ４ 年 ） ］ に 従 っ た 。

以 下 の 略 号 は 、 特 に 断 わ ら な い 限 り 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

Ａ ｌ ａ ： Ｌ － ア ラ ニ ン

Ａ ｒ ｇ ： Ｌ － ア ル ギ ニ ン

Ｃ ｙ ｓ ： Ｌ － シ ス テ イ ン

Ｇ ｌ ｎ ： Ｌ － グ ル タ ミ ン

Ｇ ｌ ｕ ： Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸

Ｇ ｌ ｘ ： Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸

Ｇ ｌ ｙ ： グ リ シ ン

Ｌ ｅ ｕ ： Ｌ － ロ イ シ ン

Ｔ ｒ ｐ ： Ｌ － ト リ プ ト フ ァ ン

以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 の 保 護 基 お よ び 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

Ｆ ｍ ｏ ｃ ： ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

ｔ Ｂ ｕ ： ｔ － ブ チ ル

Ｔ ｒ ｔ ： ト リ チ ル

Ｂ ｏ ｃ ： ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

Ｐ ｍ ｃ ： ２ ， ２ ， ５ ， ７ ， ８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル フ ォ ニ ル

Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｒ ｇ （ Ｐ ｍ ｃ ） － Ｏ Ｈ ： Ｎ α － ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル －

Ｎ
ｇ

－ ２ ， ２ ， ５ ， ７ ， ８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル フ ォ ニ ル － Ｌ － ア ル ギ ニ ン

Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｎ （ Ｔ ｒ ｔ ） － Ｏ Ｈ ： Ｎ α － ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル －

Ｎ ε － ト リ チ ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン

Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ ： Ｎ α － ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

－ Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 － γ － ｔ － ブ チ ル エ ス テ ル

Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｔ ｒ ｐ （ Ｂ ｏ ｃ ） － Ｏ Ｈ ： Ｎ α － ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル －

Ｎ
ｉ ｎ ｄ

－ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － Ｌ － ト リ プ ト フ ァ ン

以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の 反 応 溶 媒 、 反 応 試 薬 等 を 表 す 。

Ｐ ｙ Ｂ Ｏ Ｐ ： ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル － １ － イ ル オ キ シ ト リ ピ ロ リ ジ ノ ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ

フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト

Ｈ Ｏ Ｂ ｔ ： Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル

Ｎ Ｍ Ｍ ： Ｎ － メ チ ル モ ル ホ リ ン

Ｄ Ｍ Ｆ ： Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド

Ｔ Ｆ Ａ ： ト リ フ ル オ ロ 酢 酸

以 下 の 実 施 例 に お い て 、 化 合 物 の 理 化 学 的 性 質 は 次 の 方 法 に よ り 測 定 し た 。

質 量 分 析 は 、 日 本 電 子 Ｊ Ｍ Ｓ － Ｈ Ｘ １ １ ０ Ａ を 用 い Ｆ Ａ Ｂ － Ｍ Ｓ 法 に よ り 、 も し く は ブ ル

カ ー 社 製 質 量 分 析 装 置 Ｒ Ｅ Ｆ Ｌ Ｅ Ｘ を 用 い Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ 法 に よ り 行 っ た 。 行 っ

た 。 ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 コ ー エ ン （ Ｃ ｏ ｈ ｅ ｎ ， Ｓ ． Ａ ． ） ら の 方 法 ［ ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ

イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） ， ２ ２ ２ ， １ ９

（ １ ９ ９ ４ ） ］ に よ り 行 っ た 。 加 水 分 解 は 塩 酸 蒸 気 中 １ １ ０ ℃ で ２ ０ 時 間 行 い 、 加 水 分 解

物 の ア ミ ノ 酸 組 成 は ウ ォ ー タ ー ズ ・ ア キ ュ ・ タ グ （ Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ 　 Ａ ｃ ｃ Ｑ － Ｔ ａ ｇ ） ア

ミ ノ 酸 分 析 計 （ Ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ 社 製 ） を 用 い 分 析 し た 。

▲ １ ▼ 化 合 物 １ （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ － １ ） （ 配 列 番 号 ４ ） （ Ａ ｃ － Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｕ － Ｔ ｒ ｐ － Ｇ ｌ

ｕ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ｔ ｒ ｐ － Ｇ ｌ ｙ － Ｇ ｌ ｙ － Ａ ｌ ａ － Ｇ ｌ ｎ － Ｇ ｌ ｕ － Ｇ ｌ ｕ － Ｇ ｌ

ｕ － Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｕ － Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｕ － Ａ ｌ ａ － Ｌ ｅ ｕ － Ｃ ｙ ｓ － Ｏ Ｈ ） の 合 成

Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｃ ｙ ｓ （ Ｔ ｒ ｔ ） 、 １ ４ ． １ μ ｍ ｏ ｌ が 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ Ｈ － Ｃ ｙ ｓ （ Ｔ ｒ

ｔ ） － ２ － Ｃ ｌ Ｔ ｒ ｔ ｒ ｅ ｓ ｉ ｎ 樹 脂 、 ノ バ ビ オ ケ ム 社 製 ） ３ ０ ｍ ｇ を 自 動 合 成 機 （ 島 津

製 作 所 ） の 反 応 容 器 に 入 れ 、 ６ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ を 加 え て ３ 分 間 攪 拌 し 溶 液 を 排 出 し た 後

、 島 津 製 作 所 の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 い 次 の 操 作 を 行 っ た 。

（ ａ ） ３ ０ ％ ピ ペ リ ジ ン － Ｄ Ｍ Ｆ 溶 液 ９ ０ ０ μ Ｌ を 加 え て 混 合 物 を ４ 分 間 攪 拌 し 、 該 溶 液
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を 排 出 し 、 こ の 操 作 を も う １ 回 繰 り 返 し た 。

（ ｂ ） 担 体 樹 脂 を ９ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ で １ 分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を ５ 回

繰 り 返 し た 。

（ ｃ ） Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｌ ｅ ｕ － Ｏ Ｈ （ １ ４ １ μ ｍ ｏ ｌ ） 、 Ｐ ｙ Ｂ Ｏ Ｐ （ １ ４ １ μ ｍ ｏ ｌ ） 、 Ｈ

Ｏ Ｂ ｔ １ 水 和 物 （ １ ４ １ μ ｍ ｏ ｌ ） お よ び Ｎ Ｍ Ｍ （ ２ １ ２ μ ｍ ｏ ｌ ） を Ｄ Ｍ Ｆ （ ４ ９ ４ μ

Ｌ ） 中 で ３ 分 間 攪 拌 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を ３ ０ 分 間 攪 拌 し 、 溶 液 を 排

出 し た 。

（ ｄ ） 担 体 樹 脂 を ９ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ で １ 分 間 洗 浄 後 溶 液 を 排 出 し 、 こ れ を ５ 回 繰 り 返 し

た 。

こ う し て 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｌ ｅ ｕ － Ｃ ｙ ｓ （ Ｔ ｒ ｔ ） が 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。

次 に 、 （ ａ ） （ ｂ ） の 工 程 の 後 、 （ ｃ ） の 工 程 で Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｌ ａ － Ｏ Ｈ を 用 い て 縮 合 反

応 を 行 い 、 （ ｄ ） の 洗 浄 工 程 を 経 て 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｌ ａ － Ｌ ｅ ｕ － Ｃ ｙ ｓ （ Ｔ ｒ ｔ ） が 担

体 上 に 合 成 さ れ た 。

以 下 、 工 程 （ ｃ ） に お い て 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｒ ｇ （

Ｐ ｍ ｃ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ ｒ ｇ （ Ｐ ｍ ｃ ） －

Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ

ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｎ （ Ｔ ｒ ｔ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ａ

ｌ ａ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｙ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｙ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｔ ｒ ｐ （ Ｂ

ｏ ｃ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｙ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｙ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （

Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｔ ｒ ｐ － Ｏ Ｈ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｆ

ｍ ｏ ｃ － Ａ ｒ ｇ （ Ｐ ｍ ｃ ） － Ｏ Ｈ を 順 次 用 い て 、 （ ａ ） ～ （ ｄ ） を 繰 り 返 し た 後 、 （ ａ ）

（ ｂ ） の 脱 保 護 、 洗 浄 工 程 を 経 て 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 １

２ 時 間 乾 燥 し て 、 Ｎ 末 端 が 無 保 護 で あ り 側 鎖 が 保 護 さ れ た ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を

得 た 。 次 に 得 ら れ た 担 体 樹 脂 に 対 し 次 の （ ｅ ） ～ （ ｇ ） の 操 作 を 行 っ た 。

（ ｅ ） 担 体 樹 脂 を ８ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ で １ 分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を ３ 回

繰 り 返 し た 。

（ ｆ ） 無 水 酢 酸 （ ２ ８ ２ μ ｍ ｏ ｌ ） 及 び Ｄ Ｍ Ｆ （ ５ ０ ０ μ Ｌ ） を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を ２

時 間 攪 拌 し 、 溶 液 を 排 出 し た 。

（ ｇ ） 担 体 樹 脂 を ８ ０ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ で １ 分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を ３ 回

繰 り 返 し た 。

こ の 後 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 １ ２ 時 間 乾 燥 し て 、 Ｎ 末 端 が

ア セ チ ル 化 さ れ た 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 こ れ に 、 ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の

濃 度 で ２ － メ チ ル イ ン ド ー ル を 含 む Ｔ Ｆ Ａ （ ８ ２ ． ５ ％ ） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ ５ ％ ） 、 水

（ ５ ％ ） 、 エ チ ル メ チ ル ス ル フ ィ ド （ ３ ％ ） 、 １ ， ２ － エ タ ン ジ チ オ ー ル （ ２ ． ５ ％ ） お

よ び チ オ フ ェ ノ ー ル （ ２ ％ ） か ら な る 混 合 溶 液 １ ｍ Ｌ を 加 え て 室 温 で ６ 時 間 放 置 し 、 側 鎖

保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂 よ り ペ プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液

に エ ー テ ル 約 １ ０ ｍ Ｌ を 加 え 、 生 成 し た 沈 澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回

収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て ４ ４ ． ６ ｍ ｇ を 取 得 し た 。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を ジ チ オ ス レ イ ト ー

ル お よ び Ｄ Ｍ Ｆ か ら な る 混 合 溶 液 に 溶 解 し 、 逆 相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製 、 Ｃ Ａ Ｐ Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ 　 Ｐ

Ａ Ｋ 　 Ｃ １ ８ 　 ３ ０ ｍ ｍ Ｉ ． Ｄ ． Ｘ ２ ５ ０ ｍ ｍ ） を 用 い た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 。 ０ ． １ ％

Ｔ Ｆ Ａ 水 溶 液 に 、 Ｔ Ｆ Ａ ０ ． １ ％ を 含 む ９ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃

度 勾 配 法 で 溶 出 し 、 ２ ２ ０ ｎ ｍ で 検 出 し 、 化 合 物 １ を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾

燥 し て 、 化 合 物 １ を １ ． ６ ｍ ｇ 得 た 。

質 量 分 析 ［ Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ］ ； ｍ ／ ｚ ＝ ２ ５ ２ ０ ． ７ （ Ｍ ＋ Ｈ
＋

）

ア ミ ノ 酸 分 析 ； Ｇ ｌ ｘ 　 ７ ． ６ （ ８ ） ， Ｇ ｌ ｙ 　 ４ ． ０ （ ４ ） ， Ａ ｒ ｇ 　 ２ ． ９ （ ３ ） ，

Ａ ｌ ａ 　 ２ ． ２ （ ２ ） ， Ｌ ｅ ｕ 　 １ ． ２ （ １ ） ， Ｃ ｙ ｓ 　 １ ． ７ （ １ ） （ ２ ） 免 疫 原 の 調

製

実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド 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 製 ） と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ

ち 、 Ｋ Ｌ Ｈ を Ｐ Ｂ Ｓ に 溶 解 し て １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 調 整 し 、 １ ／ １ ０ 容 量 の ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ
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　 Ｍ Ｂ Ｓ （ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 滴 下 し て ３ ０ 分 間 撹 拌 反 応 さ せ る 。 あ ら か じ め Ｐ Ｂ Ｓ

で 平 衡 化 し た セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － ２ ５ カ ラ ム な ど の ゲ ル ろ 過 カ ラ ム で フ リ ー の Ｍ Ｂ Ｓ を 除

い て 得 ら れ た Ｋ Ｌ Ｈ － Ｍ Ｂ ２ ． ５ ｍ ｇ を ０ ． １ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （

ｐ Ｈ ７ ． ０ ） に 溶 解 し た ペ プ チ ド １ ｍ ｇ と 混 合 し 、 室 温 で ３ 時 間 、 攪 拌 反 応 さ せ た 。 反 応

後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 透 析 し た 。

（ ３ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

実 施 例 １ （ ２ ） で 調 製 し た ペ プ チ ド － Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト １ ０ ０ μ ｇ を ア ル ミ ニ ウ ム ゲ

ル ２ ｍ ｇ お よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） １ × １ ０
９

細 胞 と と も に ５ 週 令 雌

ラ ッ ト （ Ｓ Ｄ ） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り １ ０ ０ μ ｇ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を １ 週 間 に １ 回 、 計

４ 回 投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 以 下 の （ ４ ） に 示 す 酵 素 免 疫 測

定 法 で 調 べ 、 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト か ら 最 終 免 疫 ３ 日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。

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 、 細 胞 融 合 に 用 い た

。

（ ４ ） 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は 実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド を サ イ ロ グ ロ

ブ リ ン （ 以 下 、 Ｔ Ｈ Ｙ と 略 す 。 ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の を 用 い た 。 作 製 方 法 は 実 施 例

１ （ ２ ） に 記 し た 通 り で あ る が 、 架 橋 剤 に は Ｍ Ｂ Ｓ の 代 わ り に Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ （ シ グ マ 社 製 ） を

用 い た 。 ９ ６ 穴 の Ｅ Ｉ Ａ 用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 上 述 の よ う に 調 製 し た コ ン ジ

ュ ゲ ー ト を １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ， ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗

浄 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を １ ０ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活

性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を 捨 て 、 被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 、 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 培 養 上 清 も し く は 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し

２ 時 間 反 応 さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト

イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ダ コ 社 製 ） を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応 さ せ 、 ｔ ｗ ｅ ｅ

ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ 基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ Ｏ Ｄ ４ １ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を プ レ ー ト

リ ー ダ ー （ Ｅ － ｍ ａ ｘ ； Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ ｉ ｃ ｅ ｓ 社 製 ） に て 測 定 し た 。

（ ５ ） 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 Ｐ ３ － Ｕ １ を 正 常 培 地 で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に

２ × １ ０
７

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

（ ６ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

実 施 例 １ （ ３ ） で 得 ら れ た ラ ッ ト 脾 細 胞 と （ ５ ） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を 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 培 地 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

ラ ッ ト 脾 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 し た 。 遠 心 分 離 （

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 、 吸 出 し で ゆ る や か に 細 胞 を Ｈ Ａ Ｔ 培 地 １ ０ ０ ｍ Ｌ 中 に 懸 濁 し た 。

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 １ ０ ～ １ ４ 日 間 、 培 養 し た 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 記 載 し

た 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 反 応 し て 、 別 の Ｓ Ｃ

Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド で あ る 配 列 番 号 １ の １ ４ ０ ～ １ ５ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ

ド に 反 応 し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に Ｈ Ｔ 培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返

し て 、 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２ １ ４ １ 、 Ｋ Ｍ ２ １ ４

２ 、 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ３ 、 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ４ 、 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ５ を 確 立 し た 。

（ ７ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

プ リ ス タ ン 処 理 し た ８ 週 令 ヌ ー ド 雌 マ ウ ス （ Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ ） に 実 施 例 １ （ ６ ） で 得 ら れ た
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ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ５ ～ ２ ０ × １ ０
６

細 胞 ／ 匹 そ れ ぞ れ 腹 腔 内 注 射 し た 。 １ ０ ～ ２ １ 日 後

に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ は 腹 水 癌 化 し た 。 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ １ ～ ８ ｍ

Ｌ ／ 匹 ） し 、 遠 心 分 離 （ ３ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 し た 。 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 が Ｉ ｇ Ｍ の と き は 、 ５ ０ ％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 塩 析 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ． ５

Ｍ を 添 加 し た Ｐ Ｂ Ｓ で 透 析 後 、 セ ル ロ フ ァ イ ン Ｇ Ｓ Ｌ ２ ０ ０ ０ （ 生 化 学 工 業 社 製 ） （ ベ ッ

ト ボ リ ュ ー ム ７ ５ ０ ｍ Ｌ ） の カ ラ ム に 流 速 １ ５ ｍ Ｌ ／ 時 で 通 塔 し Ｉ ｇ Ｍ 画 分 を 集 め 、 精 製

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Ｉ ｇ Ｇ の と き は 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 ［

Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ － Ａ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ

ｎ ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ （ １ ９ ８ ８ ） ］ に よ り 精 製 し 、 精 製 モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 と し た 。

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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 決 定

し た （ 表 １ ） 。

（ ８ ） ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

実 施 例 １ （ ６ ） で 選 択 さ れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ

チ ド （ 化 合 物 １ ） と の 反 応 性 を （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 コ ン ト ロ ー ル

ペ プ チ ド と し て は 、 化 合 物 １ と は 異 な る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド で あ る 配 列 番 号 １ の １ ４ ０

～ １ ５ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 用 い た 。 第 １ 図 に 示 す よ う に 、 抗 ヒ ト Ｓ

Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｋ Ｍ ２ １ ４ １ ～ ２ １ ４ ５ ） は 化 合 物 １ に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ

ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド に は 反 応 し な か っ た 。

実 施 例 ２ ． 動 物 細 胞 を 用 い た ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 発 現 と 精 製

（ １ ） ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 発 現 用 プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｇ Ｅ － Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ α の 構 築 お よ び ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の

動 物 細 胞 で の 発 現

動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ａ Ｇ Ｅ ２ １ ０ （ Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ４ ０ １ ６ ） の Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ／ Ｋ

ｐ ｎ Ｉ 処 理 断 片 と Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ［ Ｍ ｉ ｏ 　 ｅ ｔ ． ａ ｌ ． ， Ｂ Ｂ

Ｒ Ｃ 　 ２ ４ ９ ， １ ２ ４ － １ ３ ０ （ １ ９ ９ ８ ） ］ と を 連 結 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 発

現 ベ ク タ ー ｐ Ａ Ｇ Ｅ － Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ α を 構 築 し た 。

動 物 細 胞 へ の プ ラ ス ミ ド の 導 入 は 宮 地 等 の 方 法 に 従 い エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Ｍ ｉ ｙ

ａ ｊ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ｙ ｔ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， ３ ， １ ３ ３ － １ ４ ０ （ １ ９ ９ ０

） ］ に よ り 行 っ た 。 ４ μ ｇ の ｐ Ａ Ｇ Ｅ － Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ － ａ を ４ × １ ０
６

個 の ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 欠

損 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 株 ［ Ｕ ｒ ｌ ａ ｕ ｂ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｃ ｈ ａ ｓ ｉ ｎ ， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ

． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ７ ７ ， ４ ２ １ ６ － ４ ２ ２ ０ （ １ ９ ８ ０ ） ］ へ 導 入 し た 。 こ の 細 胞 を １

０ ｍ Ｌ の Ｍ Ｅ Ｍ ａ ２ ０ ０ ０ － ｄ Ｆ Ｃ Ｓ （ ５ ） 培 地 ［ ｄ Ｆ Ｃ Ｓ を ５ ％ 、 ７ ． ５ ％ Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ

３ を １ ／ ４ ０ 量 、 ２ ０ ０ ｍ Ｌ グ ル タ ミ ン 溶 液 （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を ３ ％ 、 ペ ニ シ

リ ン ・ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 、 ５ ， ０ ０ ０ 単 位 ／ ｍ Ｌ ペ ニ シ

リ ン お よ び ５ ， ０ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） を ０ ． ５ ％ 含 む Ｍ Ｅ Ｍ ａ ２ ０

０ ０ 培 地 （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） ］ に 懸 濁 し 、 １ ０ ｃ ｍ プ レ ー ト （ Ｉ Ｗ Ａ Ｋ Ｉ 社 製 ）

に 入 れ 、 ３ ７ ℃ の Ｃ Ｏ ２ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ Ｇ

Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を 終 濃 度 ０ ． ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に な る よ う 添 加 し 、 さ ら に １ ～ ２ 週 間

培 養 し た 。 形 質 転 換 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 時 点 で 回 収 し 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン を ０

． ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｔ ｒ ｅ ｘ ａ ｔ ｅ （ Ｍ Ｔ Ｘ ） を ５ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 含 む Ｍ Ｅ Ｍ ａ
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２ ０ ０ ０ － ｄ Ｆ Ｃ Ｓ （ ５ ） 培 地 に １ ～ ２ × １ ０
６

細 胞 ／ ｍ Ｌ に な る よ う に 懸 濁 し 、 Ｆ ７ ５

フ ラ ス コ （ Ｇ ｒ ｅ ｉ ｎ ｅ ｒ 社 製 ） に ２ ｍ Ｌ 分 注 し た 。 １ ～ ２ 週 間 の 培 養 後 、 ５ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ

／ Ｌ 　 Ｍ Ｔ Ｘ 耐 性 の 細 胞 を ０ ． ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 ２ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｍ

Ｔ Ｘ 含 有 Ｍ Ｅ Ｍ ａ ２ ０ ０ ０ － ｄ Ｆ Ｃ Ｓ （ ５ ） 培 地 に １ ～ ２ × １ ０
５

細 胞 ／ ｍ Ｌ に な る よ う

に 懸 濁 し 、 Ｆ ７ ５ フ ラ ス コ （ Ｇ ｒ ｅ ｉ ｎ ｅ ｒ 社 製 ） に ２ ｍ Ｌ 分 注 し た 。 １ ～ ２ 週 間 の 培 養

後 、 ２ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｍ Ｔ Ｘ 耐 性 の 細 胞 を 得 た 。 こ の ２ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｍ Ｔ Ｘ 耐

性 細 胞 を 下 記 に 示 す 培 地 １ ） お よ び 培 地 ２ ） を 用 い て 、 ２ Ｌ の ロ ー ラ ー ボ ト ル （ Ｇ ｒ ｅ ｉ

ｎ ｅ ｒ 社 製 ） で ３ ７ ℃ 、 ８ ０ 回 転 ／ 分 で 培 養 を 行 っ た 。

培 地 １ ） 無 血 清 Ｅ ｘ － ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ３ ０ １ 培 地 （ Ｊ Ｒ Ｈ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ 社 製 ）

培 地 ２ ） １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の ａ ｐ ｒ ｏ ｔ ｉ ｎ ｉ ｎ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 社 製 ） を 含 む 無 血 清 Ｅ ｘ － ｃ ｅ

ｌ ｌ 　 ３ ０ １ 培 地

約 ５ 日 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 培 養 上 清 サ ン プ ル を 得 た 。

（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 培 養 上

清 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 存 在 確 認

実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を 用 い た ウ ェ ス タ ン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 前 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 上 清 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 存 在 を

、 以 下 の 方 法 に よ り 確 認 し た 。

後 述 （ ３ ） お よ び （ ４ ） の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 に お け る

各 精 製 画 分 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 後 、 Ｐ ． Ｍ ａ ｔ ｓ ｕ ｄ ａ ｉ ｒ ａ の 方 法 ［ Ｊ ． Ｂ ． Ｃ

． ２ ６ ２ ， １ ０ ０ ３ ５ － １ ０ ０ ３ ８ （ １ ９ ８ ７ ） ］ に 従 っ て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 （ Ｉ ｍ ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ

ｏ ｎ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｒ 　 Ｍ ｅ ｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｅ ｓ 、 ミ リ ポ ア 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た 。 転

写 膜 は ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ［ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー （ １ ３ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｎ

ａ Ｃ ｌ ， ２ ． ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｋ Ｃ ｌ ， ９ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ ／ Ｋ Ｈ ２ Ｐ

Ｏ ４ （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） ） ］ 中 で ３ ０ 分 間 振 盪 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 希

釈 し た 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 溶 液 中 で 室 温 ６ ０ 分 間 振 盪 し た 。 該 転 写 膜 は

さ ら に ０ ． ０ ５ ％ ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で ５ 分 間 洗 浄 を ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ

ッ フ ァ ー で の ５ 分 間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ

Ｇ 抗 体 （ ａ ｎ ｔ ｉ － ｒ ａ ｔ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｇ ｌ ｏ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ 　 １ ． ３ ｇ ／ Ｌ ， Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 社

製 ） を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ／ １ ， ０ ０ ０ に 希 釈 し た 溶 液 中 で 室 温 ６ ０ 分 間 振 盪 し た 。 ０ ． ０ ５ ％ ｔ

ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で ５ 分 間 洗 浄 を ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で の ５ 分 間

洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 発 光 法 （ Ｅ Ｃ Ｌ 　 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒ ｎ 　 ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 ｄ ｅ ｔ ｅ

ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ ｓ 、 ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 製 ） に よ り 検

出 を 行 っ た 。

（ ３ ） Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 か ら の ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 精 製

実 施 例 ３ に 記 載 す る 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 を 行 う た め に 、 上 記 （ １ ）

の 培 地 １ ） の 培 養 条 件 で 得 た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ２ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

に よ っ て 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を 取 得 し た 。

第 １ 段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

Ｚ ｎ
２ ＋

イ オ ン で 飽 和 さ せ た Ｃ ｈ ｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ 　 Ｆ ａ ｓ ｔ 　 Ｆ ｌ

ｏ ｗ 担 体 （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 製 ） を ２ ． ５ ｃ ｍ φ × ２ ０ ｃ ｍ の カ

ラ ム （ Ｂ ｉ ｏ Ｒ ａ ｄ 社 製 ） に １ １ ｃ ｍ の 高 さ ま で 充 填 し 、 ０ ． ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ

ム を 含 む ２ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． １ ） で 平 衡 化 し た 。 こ れ に

上 記 （ １ ） で 得 た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 ２ ． ４ Ｌ を 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗 浄 後 、 ０ ～

１ ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ

－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ に よ る ウ ェ ス タ

ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 ２ 段 階 ： Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 ６ ５ ％ と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 ４ ℃ で ２ 時 間 放 置 し た 。 １ ８ ， ８ ０ ０ × ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離

し て 得 ら れ た 沈 澱 を １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） に 溶 解 し 、 同 ト リ
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ス 塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 　 Ｈ Ｒ ５ ／ ５ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　

バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩 衝 液 で 十 分 洗 浄 後 、 ０ ～ １ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ ム

直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 上 記 （ ２ ）

で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約

４ ５ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た （ 第 ２ 図 の レ ー ン ２ ） 。

（ ４ ） Ｃ Ｈ Ｏ 培 養 上 清 か ら の ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 高 純 度 精 製

実 施 例 ６ に 記 載 す る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 定 量 系 で 用 い る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 標 準 品 は 、 上 記

（ １ ） の 培 地 ２ ） の 培 養 条 件 で 得 た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ３ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 取 得 し た 。

第 １ 段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

Ｚ ｎ
２ ＋

イ オ ン で 飽 和 さ せ た Ｃ ｈ ｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ ｇ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ 　 Ｆ ａ ｓ ｔ 　 Ｆ ｌ

ｏ ｗ 担 体 （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 製 ） を ５ ． ０ ｃ ｍ φ 　 ｘ 　 ２ ０ ｃ ｍ

の カ ラ ム （ Ｂ ｉ ｏ Ｒ ａ ｄ 社 製 ） に １ ４ ． ５ ｃ ｍ の 高 さ ま で 充 填 し 、 ０ ． ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化

ナ ト リ ウ ム を 含 む ２ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． １ ） で 平 衡 化 し た

。 こ れ に 上 記 （ １ ） で 得 た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 １ ２ Ｌ を 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗 浄 後

、 ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て

Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ で 交 差 す る 約 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 ２ 段 階 ： Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 ５ ０ ％ と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 ４ ℃ で ２ 時 間 放 置 し た 。 １ ８ ， ８ ０ ０ ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し

て 得 ら れ た 沈 澱 を １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） に 溶 解 し 、 同 ト リ ス

塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 　 Ｈ Ｒ １ ０ ／ １ ０ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア

　 バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩 衝 液 で 十 分 洗 浄 後 、 ０ ～ １ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト リ ウ

ム 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 上 記 （ ２

） で 示 し た Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の バ ン

ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 ３ 段 階 ： Ｓ － ４ ０ ０ ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｃ ｒ ｙ ｌ 　 Ｓ － ４ ０ ０ 　 Ｈ Ｒ 担 体 （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社

製 ） を Ｘ Ｋ ５ ０ ／ ６ ０ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 製 ） に ５ １ ． ５

ｃ ｍ の 高 さ ま で 充 填 し た カ ラ ム と Ｘ Ｋ ５ ０ ／ １ ０ ０ カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　

バ イ オ テ ク 社 製 ） に ９ ３ ｃ ｍ の 高 さ ま で 充 填 し た カ ラ ム を 直 列 に 連 結 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ

ー で 十 分 平 衡 化 し た 。 こ れ に 上 記 Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 画 分 ２

８ ｍ Ｌ を 添 加 し 、 ６ ｍ Ｌ ／ 分 の 流 速 で Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー に よ り 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部

を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２

に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た

。

（ ５ ） ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 解 析

実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は タ ン パ ク

質 化 学 の 常 法 に 従 い 決 定 し た 。 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ

Ｅ 後 、 銀 染 色 （ 第 ２ 図 レ ー ン ２ ） あ る い は Ｐ ． Ｍ ａ ｔ ｓ ｕ ｄ ａ ｉ ｒ ａ の 方 法 に 従 っ て Ｐ Ｖ

Ｄ Ｆ 膜 （ Ｐ ｒ ｏ Ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ 、 ア プ ラ イ ド 　 バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た 。

転 写 し た 膜 は ク マ ジ ー ブ ル ー 染 色 し 、 見 か け 上 分 子 量 が ４ ５ ｋ Ｄ ａ （ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ

ン ド Ａ ） 、 ４ １ ｋ Ｄ ａ （ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド Ｂ ） 、 ３ ４ ｋ Ｄ ａ （ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ

ン ド Ｃ ） の 各 バ ン ド を 切 り 出 し 、 気 相 プ ロ テ イ ン シ ー ケ ン サ ー （ Ｐ Ｐ Ｓ Ｑ － １ ０ 、 島 津 製

作 所 ） を 用 い て メ ー カ ー 推 奨 の 方 法 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配

列 は 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ に 記 載 し た よ う に 、 配 列 番 号 １ に 記 載 し た Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配

列 の Ｎ 末 端 か ら １ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ２ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ６ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 目 か ら の ア ミ

ノ 酸 配 列 に そ れ ぞ れ 一 致 し た 。 以 下 、 第 ２ 図 レ ー ン ２ に 示 し た 見 か け 分 子 量 約 ４ １ ｋ Ｄ ａ

の Ｎ 末 端 ２ ８ 残 基 欠 失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を Δ ２ ８ 体 、 約 ３ ４ ｋ Ｄ ａ の Ｎ 末 端 ５ ９ 残 基 欠
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失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を Δ ５ ９ 体 と 称 す る 。

実 施 例 ３ ． Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 を 用 い た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 の 作 製

（ １ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 、 Δ ２ ８ 体

、 Δ ５ ９ 体 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 混 合 物 ） １ ０ ０ μ ｇ を ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル ２ ｍ ｇ お よ び 百 日 咳 ワ ク チ

ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） １ × １ ０
９

細 胞 と と も に ６ 週 令 雌 マ ウ ス （ Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ ） に 投

与 し 、 ２ 週 間 後 よ り １ ０ ０ μ ｇ の ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回 投 与 し た 。 眼

底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ た だ し

ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て

１ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い た 。 ） お よ び 以 下 に 示 す サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 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 。

抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） と 同 様 に 行 っ た 。

（ ２ ） サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法

９ ６ 穴 の Ｅ Ｉ Ａ プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置 し

て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を １ ０ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ

せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を 捨 て 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト

Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ 希 釈 し た も の を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で

分 注 し 、 室 温 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 対 象 と し て １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 分 注 し 、

同 様 に 反 応 さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 被 免 疫 マ ウ ス 抗

血 清 の 培 養 上 清 を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し 、 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄

後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ラ ッ ト 血 清 蛋 白 吸 収 ず み ； カ ル タ

グ 社 製 ） を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え て 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後

、 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ 基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ Ｏ Ｄ ４ １ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Ｅ ｍ ａ

ｘ ； Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ ｉ ｃ ｅ ｓ 社 製 ） に て 測 定 し た 。

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

実 施 例 １ （ ５ ） と 同 様 に 調 製 を 行 っ た 。

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ １ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 骨 髄

腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

得 ら れ た 細 胞 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 １ ０ ～ １ ４ 日 間 、 培 養 し た 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 ３ （ ２ ）

に 記 載 し た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 調 べ 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー

ル で あ る １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ に 反 応 し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に Ｈ Ｔ 培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、

２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ

Ｋ Ｍ ２ ８ ０ １ 、 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ３ お よ び Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ を 確 立 し た 。

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス に

腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、 決

定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
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（ ６ ） Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ

Ｇ Ｆ 蛋 白 質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ３ 図 に 示

す よ う に 、 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｋ Ｍ ２ ８ ０ １ 、 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ８

０ ３ お よ び Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ ） は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、

コ ン ト ロ ー ル の １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ に は 反 応 し な か っ た 。

実 施 例 ４ ． Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） を 用 い た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ

Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

実 施 例 ３ 記 載 の 未 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 を 免 疫 原 に 用 い た 場 合 に は 、 Δ ５ ９ 体 に 反 応 す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 Δ ５ ９ 体 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 を 作 製 す る た め 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 免 疫 原 に 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 を 試 み た

。

（ １ ） 免 疫 原 の 調 製

実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ （ ラ ウ リ ル 硫

酸 ナ ト リ ウ ム ； ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 加 え て 変 性 さ せ た も の を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。

す な わ ち ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ｂ Ｓ を 調 製 し 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に ９ 分 の

１ 量 加 え 、 １ ０ ０ ℃ で ５ 分 間 煮 沸 し た も の を Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 と し た 。

（ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

実 施 例 ４ （ １ ） で 得 ら れ た Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 １ ０ ０ μ ｇ を ア ル ミ ニ ウ ム

ゲ ル ２ ｍ ｇ お よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） １ × １ ０
９

細 胞 と と も に ６ 週 令

雌 マ ウ ス （ Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ ） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り １ ０ ０ μ ｇ の Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ

タ ン パ ク 質 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回 投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を

実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ た だ し ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ

Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い た 。 ） 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 。

抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

実 施 例 １ （ ５ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 調 製 を 行 っ た 。

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に し て 、 実 施 例 ４ （ ２ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ

た 骨 髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

得 ら れ た 細 胞 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 １ ０ ～ １ ４ 日 間 、 培 養 し た 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ）

で 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー ル で

あ る １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ に 反 応 し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に Ｈ Ｔ 培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回

ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｋ Ｍ ２

９ ４ １ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ３ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ４ お よ び Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ を 確 立 し た 。

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス の

腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、 決

定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
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（ ６ ） Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ

タ ン パ ク 質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ４ 図 に 示

す よ う に 、 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｋ Ｍ ２ ９ ４ １ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ９

４ ３ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ４ お よ び Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ ） は Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 特 異 的

に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル の １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ に は 反 応 し な か っ た 。

実 施 例 ５ ． 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討

（ １ ） ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性

実 施 例 １ 、 ３ お よ び ４ で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト お よ び マ ウ

ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） で

検 討 し た 。 マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 は 実 施 例 ２ 記 載 の 方 法 に 準 じ て 作 製 し た 。

ア ッ セ イ 用 の 抗 原 と し て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を 用 い 、 実

施 例 １ （ ４ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 行 っ た 。 結 果 を 第 ５ 図 に 示 す 。

抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ は 配 列 番 号 １ に 示 す Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列

の Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で に 相 当 す る 部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） を 抗 原 に

用 い て 作 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ

２ １ ４ ２ は 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、

抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ は ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 両

方 に 反 応 性 を 有 し て い た 。

抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 抗 原 に 用 い

て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０

４ は ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に の み 反 応 し 、 マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に 対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ は Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細

胞 発 現 ） を 抗 原 に 用 い て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ は 、 未 変 性 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る

こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ は マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に

対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

（ ２ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を 用 い 、 実 施 例 ３ お よ

び ４ で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ お よ び Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ の

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る 反 応 性 を 検 討 し た 。

実 施 例 ２ （ ２ ） と 同 様 に Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 転 写 し た サ ン プ ル を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 室 温 ３

０ 分 間 振 盪 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 希 釈 し た 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 で 室 温 ６ ０ 分 間 振 盪 し た 。 転 写 膜 は さ ら に ０ ． ０ ５ ％ ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ

フ ァ ー で ５ 分 間 洗 浄 を ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で の ５ 分 間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ

で １ ／ １ ， ０ ０ ０ に 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ ア マ シ ャ ム 　 フ

ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 製 ） 溶 液 中 で 室 温 ６ ０ 分 間 振 盪 し た 。 ０ ． ０ ５ ％ ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２

０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で ５ 分 間 洗 浄 を ２ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ー で の ５ 分 間 洗 浄 を １ 回

実 施 し た 後 、 上 述 の Ｅ Ｃ Ｌ 発 光 法 に よ り 検 出 し た 。

第 ２ 図 に お け る レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５

を 用 い た 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す 。 Ｋ Ｍ ２ ８
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０ ４ は Ｎ 末 端 ５ ９ 残 基 欠 失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 で あ る Δ ５ ９ 体 に は 反 応 性 を 有 し て い な い

が 、 全 長 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ お よ び Ｎ 末 端 ２ ８ 残 基 欠 失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 で あ る Δ ２ ８ 体 に は 反 応

性 を 有 し て い た 。 ま た 、 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ は 全 長 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ お よ び 欠 失 体 の い ず れ も 反 応 性 を 有

し て い た 。

実 施 例 ６ ． ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 定 量 系

実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を 以 下 の 方 法 に よ り

ビ オ チ ン 標 識 し た 。 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ 精 製 抗 体 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に

希 釈 し 、 １ ／ ４ 容 量 の ０ ． ５ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ９ ． ２ ） を 加 え た 。 さ ら に

バ ッ フ ァ ー と 同 量 の Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ ｃ － Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ （ １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド

に て 溶 解 ； ピ ア ス 社 製 ） を 攪 拌 下 滴 下 し た 。 ３ 時 間 、 室 温 で 攪 拌 反 応 を 行 っ た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ

で 一 晩 透 析 し た も の を ビ オ チ ン 標 識 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ と し て 用 い た 。

９ ６ 穴 の Ｅ Ｉ Ａ 用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ を ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置

し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を １ ０ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応

さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ を 捨 て 、 実 施 例 ２ （ ４ ） で

得 ら れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を 血 清 希 釈 液 （ 協 和 メ デ ッ ク ス 社 製 ） で

１ ７ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ か ら ２ 倍 希 釈 系 列 で １ ４ 点 希 釈 し た も の を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 分 注 し 室 温

で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 上 記 で 得 ら れ た ビ オ チ ン 標 識 Ｋ Ｍ ２

１ ４ ２ （ ０ ． ２ μ ｇ ／ ｍ Ｌ に Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ に て 希 釈 ） を ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え て 室 温 、 ２

時 間 反 応 さ せ 、 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ア ビ

ジ ン （ ザ イ メ ッ ド 社 製 ） を ３ ２ ， ０ ０ ０ 倍 希 釈 で ５ ０ μ Ｌ ／ 穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応

さ せ た 。 ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｑ （ Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 社 製 ） を 用 い て 発 色 さ せ

Ｏ Ｄ ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Ｅ － ｍ ａ ｘ ； Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｅ ｖ

ｉ ｃ ｅ ｓ 社 製 ） に て 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 第 ６ 図 に 示 す よ う に 、 本 定 量 系 に よ り ヒ ト Ｓ Ｃ

Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 を ０ ． ０ ４ ～ ２ ． ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 範 囲 で 定 量 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

実 施 例 ７ ． 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 血 清 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度

イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の

血 清 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法 で 測 定 し た 。 ま た 血 球 検 査 値 が 正 常 値 を 示 す 男 女

１ ０ 名 の 健 常 人 を 対 象 例 と し て 同 じ く 血 清 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ７

図 に 示 す 。

健 常 人 の 値 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す こ と を 確 認 し た 後 、 こ の 群 よ り 平 均 値 と ス タ ン ダ ー ド

デ ビ エ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｄ ） を 計 算 し 、 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ の 値 を 正 常 と 異 常 と を 区 別 す る 基 準 値

に 設 定 し た 。 こ の 基 準 値 を も と に 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患

の 値 を 正 常 ・ 異 常 に 分 別 し 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 が Ｓ Ｃ

Ｇ Ｆ 測 定 値 で 検 出 可 能 か 否 か を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 表 ４ に 示 す 。
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健 常 人 群 に 比 較 し 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） 、 慢 性

骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ Ｎ Ｈ Ｌ ）

、 多 発 性 骨 髄 腫 （ Ｍ Ｍ ） の 患 者 の 中 央 値 は 有 意 に 高 く 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 測 定 値 が こ れ ら 疾 患 で 有

意 に 上 昇 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 第 ７ 図 ） 。

ま た 健 常 人 の 値 か ら 定 め た カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性

悪 性 血 液 疾 患 を 高 い 感 度 で 検 出 で き る こ と が 示 さ れ た （ 表 ４ ） 。 一 方 、 同 じ 血 液 疾 患 で あ

り な が ら 、 再 生 不 良 性 貧 血 （ Ａ Ａ ） 患 者 の 値 は 健 常 人 と の 有 意 差 が 観 察 さ れ ず 、 ま た カ ッ

ト オ フ 値 を 用 い て も こ の 疾 患 を 検 出 出 来 な か っ た 。

血 液 細 胞 数 の 異 常 を 伴 う 疾 患 で あ る 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ Ｎ Ｈ Ｌ ） 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ Ｍ Ｍ

） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （

Ａ Ｌ Ｌ ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ） を 比 較 す る と 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） 、 急

性 リ ン パ 性 白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ） な ど の 白 血 病 患 者 の Ｆ 血 液 中

Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ Ｎ Ｈ Ｌ ） 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ Ｍ Ｍ ） 、 骨 髄 異 形 成 症

候 群 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） な ど の 他 の 前 白 血 病 や 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 血 液 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度

に 比 較 し て 有 意 に 高 く 、 血 液 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 白 血 病 と 前 白 血 病 や 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾

患 と の 判 別 に 利 用 可 能 で あ っ た 。 ま た 、 判 別 診 断 の 難 し い Ａ Ａ 患 者 と Ｍ Ｄ Ｓ 患 者 を 比 較 し

て み る と 、 Ｍ Ｄ Ｓ 患 者 血 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は Ａ Ａ 患 者 の そ れ と 比 較 し て 有 意 に 高 く 、 両 者 を

血 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 で 判 別 診 断 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

実 施 例 ８ ． 造 血 幹 細 胞 移 植 後 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 と Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度

イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 お よ び 前 白 血 病 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た ２

３ 例 の 内 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 発 症 し た 例 １ ５ 例 、 発 症 し な か っ た 例 ８ 例 の 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を

実 施 例 ６ の 方 法 を 用 い て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ８ 図 に 示 す 。

造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は プ レ ー コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 や ア プ ラ ス チ

ッ ク 期 に 比 べ 、 リ カ バ リ ー 期 や ス テ イ ブ ル 期 の 方 が 有 意 に 高 値 を 示 し た 。

造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の う ち 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 発 症 し た 症 例 は 発 症 し な か っ た 例 に 比 べ

、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 に お い て 有 意 に 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 が 高 い の で 、

血 清 中 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 を 判 定 可 能 で あ っ た 。

さ ら に カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。

そ の 結 果 を 第 ９ 図 に 示 す 。 プ レ ー コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え

ば ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と に よ り 感 度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ５ ７ ％ で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お

い て は カ ッ ト オ フ 値 を １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と で 感 度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ６ ３ ％ で 、 リ カ

バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を １ ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と で 感 度 ８ ７ ％ 、 特 異 度 ６ ３ ％ で

、 そ れ ぞ れ Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 し 、 こ れ を 診 断 に 用 い な か っ た 時 に 比 べ て 有 意 （ ｐ ＜ ０ ．

０ ５ ） に Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 別 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 可 能 で あ っ た 。
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実 施 例 ９ ． 移 植 造 血 幹 細 胞 の 生 着 と 血 清 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度

イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 血 液 疾 患 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た ２ ３ 例 の う ち 、

生 着 が 遅 延 し た 例 ４ 例 、 遅 延 し な か っ た 例 １ ９ 例 の 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法

を 用 い て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 結 果 を 第 １ ０ 図 に 示 す 。

生 着 非 遅 延 例 で は 、 リ カ バ リ ー 期 お よ び ス テ イ ブ ル 期 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 は 、 プ レ ー コ ン デ ィ

シ ョ ニ ン グ 期 に 比 し て 有 意 に 上 昇 し た 。 一 方 、 生 着 遅 延 例 で は 、 こ れ ら の 期 に お い て も 有

意 な 上 昇 は 観 察 さ れ な か っ た 。

そ こ で 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 の Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 測 定 し 、 そ の カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て そ の 値

と 個 々 患 者 の 値 比 較 か ら 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅 延 例 を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。

そ の 結 果 を 第 １ １ 図 に 示 す 。 プ レ ー コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例

え ば ９ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と に よ り 感 度 ７ ５ ％ 、 特 異 度 ６ ７ ％ で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク

期 に お い て は カ ッ ト オ フ 値 を １ ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に 定 め る こ と で 感 度 ７ ５ ％ 、 特 異 度 ６ ３ ％ で

、 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅 延 例 と を 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

実 施 例 １ ０ ． 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 に お け る Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 発 現

イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 種 々 の 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 を Ｒ ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 　 Ｍ ｉ ｎ

ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、

全 Ｒ Ｎ Ａ １ μ ｇ を Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 社 製 ） 処 理 し 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｆ

ｉ ｒ ｓ ｔ － Ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｆ ｏ ｒ 　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｇ

Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 社 製 ） を 用 い て 逆 転 写 し 、 Ｆ ｉ ｒ ｓ ｔ － Ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 Ｔ ａ

ｑ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） を 用 い 、 調 製 し た Ｆ ｉ ｒ ｓ ｔ － Ｓ ｔ ｒ ａ

ｎ ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ８ お よ び ９ な ら び に 配 列 番 号 １ ０ お よ び １ １ の 塩 基 配

列 を 有 す る オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ を プ ラ イ マ ー と し て 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト Ｇ ３ Ｐ Ｄ Ｈ 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 遺 伝

子 の 検 出 を 検 討 し た と こ ろ 、 Ｇ ３ Ｐ Ｄ Ｈ の 検 出 量 が ほ ぼ 同 等 と な る 条 件 下 で 、 健 常 人 １ 人

で は 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 発 現 を 検 出 で き な か っ た が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） ２ 例 中 １ 例

、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） ２ 例 中 ２ 例 で Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ の 発 現 が 検 出 さ れ た 。

産 業 上 の 利 用 可 能 性

本 発 明 は 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ に 反 応 す る 抗 体 を 用 い た 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血

液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 お よ び 移 植 片 対 宿 主 反 応

病 を 判 定 す る 方 法 、 お よ び そ れ ら の 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 配 列 表 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

第 １ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 対 す る 反 応 性

を 示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

第 ２ 図 は 、 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ と ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

結 果 を 示 す 。 レ ー ン １ お よ び ２ は 分 子 量 マ ー カ ー と 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｄ Ｓ

－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ パ タ ー ン を 示 す 。 レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ 、 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ 、

Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ を 用 い た 精 製 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示

す 図 で あ る 。

１ ： 分 子 量 マ ー カ ー の レ ー ン

２ ： 精 製 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ を 解 析 し 、 銀 染 色 し た レ ー ン

３ ： 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 Ｋ Ｍ ２ １ ４ ２ を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

４ ： 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ８ ０ ４ を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

５ ： 抗 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 抗 体 Ｋ Ｍ ２ ９ ４ ５ を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

Ａ ： Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 示 す 。

Ｂ ： Ｎ 末 端 ２ ８ 残 基 欠 失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 Δ ２ ８ 体 の 分 子 量 を 示 す 。

Ｃ ： Ｎ 末 端 ５ ９ 残 基 欠 失 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 Δ ５ ９ 体 の 分 子 量 を 示 す 。

第 ３ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 に 対 す る 反 応 性 を 示

す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

第 ４ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に 対

す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。
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第 ５ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に

対 す る 反 応 性 を 示 す 。 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

第 ６ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 蛋 白

の 定 量 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。

第 ７ 図 は 、 各 種 血 液 疾 患 患 者 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 を 示 す 。 横 実 線 は 各 種 血 液 疾 患 群 の 中 央

値 を 、 横 点 線 は 健 常 人 群 か ら 求 め た カ ッ ト オ フ 値 （ １ ８ ． ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 示 す 図 で あ る

。

＊ ： Ｎ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ （ 健 常 人 群 ） あ る い は Ａ Ａ （ 再 生 不 良 性 貧 血 群 ） と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ．

０ ５ 、

＃ ： Ｎ Ｈ Ｌ （ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） と の 有 意 差 　 Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、 ＄ ： Ｍ Ｍ （ 多 発 性 骨 髄 腫

） と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５

第 ８ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に よ る Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 お よ び 非 発 症 の 差

を 示 す 図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＊ ： Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 非 発 症 例 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５

第 ９ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 と Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ 発 症 患 者 の 検 出 感 度 、 非 発

症 患 者 の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ ト オ

フ 値 を 示 す 。

第 １ ０ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 に よ る 生 着 遅 延 お よ び 非 遅 延 の 差 を

示 す 図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 ｐ ＜ ０ ． ０ ５

第 １ １ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 Ｓ Ｃ Ｇ Ｆ 濃 度 と 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 の 検 出 感 度

、 非 遅 延 例 の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ

ト オ フ 値 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 16年 11月 1日 (2004.11.1)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

　 　 【 書 類 名 】 　 　 　 　 明 細 書

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血 病 、 前 白 血

病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性

悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 、

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 、 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 病

を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分

と し て 含 有 し て な る 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後

の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 お よ び 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 、 ま た は 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ

び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 治 療 後 の 診 断 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血

液 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 針 を 決 定 す る の に 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 白 血 病 の 初 発 の 診 断 と し て は 、 患 者 の 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 を 測 定 し 、 計 測 値 が 正 常 値 を

上 回 る 場 合 に 白 血 病 の 発 生 を 疑 う 方 法 が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 風 邪 な ど の 白 血 病 以

外 の 疾 患 で あ っ て も 、 体 内 の 免 疫 反 応 の 亢 進 に よ り 白 血 球 数 は 増 大 す る の で 、 白 血 球 数 の

測 定 だ け で は 、 擬 陽 性 の 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 の 正 常 値 は 、 4,000～ 8

,000個 /μ Lと 幅 が 広 く 、 擬 陰 性 の 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 よ り 確 度 の 高 い 白 血 病 の 診 断 方

法 が 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 白 血 病 再 発 の 診 断 方 法 と し て は 、 W T-1遺 伝 子 の RT-PCRに よ る 検 出 が あ る ［ 臨 床 病 理 4 8,1

55(2000)、 Blood, 8 4 , 3071 (1994)、 日 本 特 許 第 ３ １ ２ ２ ７ ７ １ 号 ］ 。 し か し な が ら 、 該

診 断 方 法 は 操 作 が 煩 雑 で あ る と と も に 、 特 殊 な 装 置 を 必 要 と し て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ま た 、 上 述 の 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 先 天 性 代 謝 疾 患 、 固 形

癌 等 の 治 療 方 法 の 一 つ と し て 、 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 が あ げ ら れ る 。 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 の

問 題 点 と し て は 、 提 供 者 の 造 血 幹 細 胞 と 患 者 の 造 血 幹 細 胞 と の Ｈ Ｌ Ａ タ イ プ の 不 適 合 、 患

者 側 の 体 調 や 感 染 症 等 な ど に よ り 、 移 植 し た 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し な い 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着

が 遅 延 す る 、 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 （ 以 下 、 G V H Dと 称 す る ） を 発 症 す る な ど 、 造 血 幹 細 胞 移

植 治 療 の 効 果 が 十 分 に 得 ら れ な い こ と が あ げ ら れ 、 最 悪 の 場 合 、 死 の 転 帰 を と る こ と も あ

る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 に 対 し て は 、 G-CSFを 生 体 内 に 投 与 す る こ と に よ り 、 造 血 幹 細 胞

の 生 着 を 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 G V H Dに 対 し て は 、 免 疫 抑 制 剤 を 生 体 内 に 投 与 す

る こ と に よ り 、 提 供 さ れ た 造 血 幹 細 胞 の 拒 絶 反 応 を 抑 制 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が

ら 、 い ず れ の 薬 剤 も 過 剰 に 投 与 し た 場 合 に は 、 副 作 用 が 懸 念 さ れ る 。 そ の た め 、 造 血 幹 細

胞 の 生 着 状 態 、 G V H D発 症 を 診 断 あ る い は 予 知 す る こ と は 治 療 方 針 の 決 定 に 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や

血 小 板 数 を 測 定 し 、 そ れ ら の 測 定 値 が 上 昇 す れ ば 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し た こ と を 診 断 す る こ
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と が で き る 。 し か し な が ら 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 は 、 移 植 後 10日 か ら 1ヶ 月 以 上 を 要 す る 事

も あ る た め 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や 血 小 板 数 を 測 定 す る こ と で は 早 期 に 造 血 幹 細 胞 の 生 着

を 判 断 す る こ と が で き な い 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 G V H D発 症 の 判 定 方 法 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の リ カ バ リ ー 期 に 現 れ る 皮 膚 の 発 疹 等

を 観 察 す る こ と が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 簡 便 で 確 度 の 高 い G V H D発 症 の 判 定 方 法 は 知

ら れ て い な い 。 さ ら に G V H D発 症 以 前 に G V H Dの 発 症 を 予 知 す る 方 法 は 知 ら れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Stem Cell Growth Factor； 以 下 、 SCGFと 略 記 す る ） は 、 配

列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る ［ W O 9 8 / 0 8 8 6 9、 Proc

. Natl . Acad. Sci. USA, 94, 7577 (1997)、 Biochem. Biophys. Res. Com m., 2 4 9 , 124

(1998)］ 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 SCGFを 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGF、 な ら び に SCGFの Ｎ

末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 お よ び 細 胞 培 養 上 清 か ら 部 分 精 製 さ れ た SCGFや 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SC

GFを 免 疫 原 と し て 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い る ［ W O 9 8 / 0 8 8 6 9］ 。 該 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 が 中 和 活 性 を 有 す る こ と 、 ま た 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGFを 免 疫 原

と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ELISAで 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGFと 反 応

す る こ と 、 SCGFの Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て

調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 遺 伝 子 組 換 え 法 に

よ り 得 ら れ た SCGFを 検 出 で き る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 SCGFの Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し た 抗

SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142が 報 告 さ れ て い る ［ The Hematology Journal, 2 , 307 (20

01)］ 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ヒ ト 正 常 組 織 に 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 、 SCGF遺 伝 子 の 発 現 は 腎 臓

に 多 く 、 心 臓 に 少 な く 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 膵 臓 で は 発 現 が 見 ら れ な い こ と ［

Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 9 4 , 7577 (1997)］ 、 脾 臓 、 胸 腺 、 盲 腸 、 骨 髄 、 胎 児 肝 に

多 く 、 末 梢 血 に 少 な い こ と ［ Biochem. Biophys. Res. Com m., 2 4 9 , 124 (1998)］ が 知 ら

れ て い る 。 ま た 、 正 常 新 生 児 マ ウ ス に イ ン サ イ テ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果

、 骨 髄 、 増 殖 軟 骨 、 骨 膜 付 近 に SCGFが 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ The Hematolo

gy Journal, 2 , 307 (2001)］ 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 さ ら に 、 骨 髄 細 胞 株 (HT60、 KPB-M15)、 単 核 球 細 胞 株 (THP-1、 U-937)、 赤 芽 球 細 胞 株 (HE

L)、 繊 維 芽 細 胞 株 (N HF)で SCGF遺 伝 子 の 発 現 が 見 ら れ る が 、 B細 胞 株 (U266B1、 IM-9)、 T細

胞 株 (M OLT-4)、 赤 芽 球 細 胞 株 (K562)、 上 皮 系 癌 細 胞 株 (HeLaS3、 A431)、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株

(Bowes)、 ア デ ノ ウ イ ル ス 形 質 転 換 胎 生 腎 臓 細 胞 株 (293)、 繊 維 芽 細 胞 株 (CCD-8Lu)で は 、 S

CGF遺 伝 子 の 発 現 が 見 ら れ な い こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 9 4 ,

 7577 (1997)］ 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 し か し 、 正 常 及 び 血 液 疾 患 の 、 或 い は 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た ヒ ト を 含 む 動 物 の 末 梢 血

、 骨 髄 中 の 血 球 細 胞 で の SCGFの mRN A量 の 差 異 に 関 す る 報 告 は 無 い 。

　 組 織 や 細 胞 の mRN Aと コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 と の 相 関 は 低 く （ 相 関 係 数 ＝ 0.48） ［

Electrophoresis, 18, 533 (1997)］ 、 SCGFの mRN A量 か ら SCGF蛋 白 質 量 を 推 定 す る 事 も 困

難 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 上 の よ う に 、 ヒ ト を 含 む 動 物 の 血 清 、 血 漿 な ど の 体 液 お よ び 組 織 中 の SCGF蛋 白 質 の 存

在 、 機 能 、 疾 患 と の 関 係 に つ い て は 明 ら か に さ れ て い な い 。
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【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 判 定 、 白 血 病 と 前

白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と の 判 別 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と の

判 別 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 お よ び G V H Dを 判 定 す る 方 法 、 お よ び 白 血

病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態

お よ び G V H Dの 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 発 明 の 開 示 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 以 下 （ １ ） ～ （ ２ ０ ） に 関 す る 。

　 （ １ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血

病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ２ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血

病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 。

　 （ ３ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 再 生

不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 。

　 （ ４ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血

幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ５ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 、 移 植

片 対 宿 主 反 応 病 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ６ ） 　 判 定 ま た は 判 別 す る 方 法 が 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ る 、 上 記 （ １ ） ～ （ ５ ） の

い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

　 （ ７ ） 　 免 疫 学 的 測 定 方 法 が 、 サ ン ド イ ッ チ 法 で あ る 、 上 記 （ ６ ） 項 に 記 載 の 方 法 。

　 （ ８ ） 　 サ ン ド イ ッ チ 法 が 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応 す

る ２ 種 類 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ７ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ ９ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ

る 上 記 （ ８ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ １ ０ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を

認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ ９

） 記 載 の 方 法 。

　 （ １ １ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 。

　 （ １ ２ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 の 診 断 薬 。

　 （ １ ３ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 。

　 （ １ ４ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で

あ る 上 記 （ １ １ ） ～ （ １ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 薬 。

　 （ １ ５ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を

認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ １

４ ） 記 載 の 診 断 薬 。

　 （ １ ６ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 白 血 病 、 前 白 血 病 あ る

い は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対

宿 主 反 応 病 の 診 断 用 キ ッ ト 。

　 （ １ ７ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 含 む 、 上 記 （ １ ６ ） 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。

　 （ １ ８ ） 　 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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　 （ １ ９ ） 　 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 （ ２ ０ ） 　 上 記 （ １ ８ ） ま た は （ １ ９ ） 項 に 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 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち 造 血 細 胞 な ど の 未 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で あ

れ ば い か な る も の も 包 含 す る が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ 以 下 、 ALLと 称 す る ） 、 急 性 骨 髄

性 白 血 病 （ 以 下 、 A M Lと 称 す る ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 以 下 、 C M Lと 称 す る ） な ど が あ げ ら

れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 前 白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち リ ン パ 球 な ど の 成 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で

あ れ ば い か な る も の も 包 含 さ れ る が 、 骨 髄 異 形 性 症 候 群 （ 以 下 、 M DSと 称 す る ） な ど が あ

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と し て リ ン パ 腫 や 骨 髄 腫 な ど が あ げ ら れ る 。

　 リ ン パ 腫 と し て は 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 や 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ 以 下 、 N HLと 称 す る ） な

ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 骨 髄 腫 と し て は 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ 以 下 、 M Mと 称 す る ） な ど が あ げ ら れ る 。

　 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度

は 、 健 常 人 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が っ て 、

SCGF濃 度 に カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の SCGFを 定 量 し 、 SCGF濃 度 が カ ッ

ト オ フ 値 よ り 高 い 場 合 に 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る と 判 定 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 カ ッ ト オ フ 値 と は 、 あ る 物 質 に 着 目 し て 目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と を 判 定 す る 場 合

に 定 め る 値 を い う 。 目 的 と す る 疾 患 と 非 疾 患 と を 判 定 す る 場 合 に 、 カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ

れ ば 陰 性 、 カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陽 性 と し て 、 ま た は カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ れ ば 陽 性

、 カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陰 性 と し て 疾 患 を 判 定 す る こ と が で き る （ 金 井 正 光 編 、 臨 床

検 査 法 提 要 金 原 出 版 株 式 会 社 ） 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 カ ッ ト オ フ 値 の 臨 床 的 有 用 性 を 評 価 す る 目 的 で 用 い ら れ る 指 標 と し て は 、 感 度 と 特 異 度

が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 あ る 母 集 団 を カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 判 定 し 、 疾 病 患 者 の う ち 、 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の

を ａ （ 真 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で あ り な が ら 判 定 で 陰 性 と さ れ た も の を ｂ （ 偽 陰 性 ） 、 疾 病 患

者 で な い に も 関 わ ら ず 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の を ｃ （ 偽 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で な く 判 定 で 陰

性 と さ れ た も の を ｄ （ 真 陰 性 ） と 表 し た と き に 、 ａ ／ （ ａ ＋ ｂ ） で 表 さ れ る 値 を 感 度 （ 真

陽 性 率 ） 、 ｄ ／ （ ｃ ＋ ｄ ） で 表 さ れ る 値 を 特 異 度 （ 真 陰 性 率 ） と し て 表 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と の 測 定 値 の 分 布 は 通 常 、 一 部 重 複 す る 。 し た が っ て 、 カ

ッ ト オ フ 値 を 上 下 さ せ る こ と に よ り 、 感 度 と 特 異 度 は 変 化 す る 。 カ ッ ト オ フ 値 を 下 げ る こ

と に よ り 感 度 は 高 く な る が 、 特 異 度 は 低 下 し 、 カ ッ ト オ フ 値 を 上 げ る こ と に よ り 感 度 は 低

く な る が 、 特 異 度 は 上 が る 。 判 定 方 法 と し て は 、 感 度 と 特 異 度 の 両 者 の 値 が 高 い ほ う が 好

ま し い 。 ま た 、 感 度 と 特 異 度 の 値 が ５ ０ ％ を 超 え な い 判 定 方 法 は 、 有 用 と は 認 め ら れ な い

。

【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 カ ッ ト オ フ 値 を 設 定 す る 方 法 と し て は 、 非 疾 患 群 の 分 布 の ９ ５ ％ を 含 む 、 中 央 か ら の 両

端 の い ず れ か の 値 を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定 す る 方 法 、 非 疾 患 群 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す

場 合 、 平 均 値 ＋ ２ 倍 の 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） ま た は 平 均 値 － ２ Ｓ Ｄ を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定

す る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 判 定 す る 場 合 、 カ ッ ト

オ フ 値 を 15.0ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 89.5%、 特 異 度 70%で 判 定 す る こ と が で き 、

カ ッ ト オ フ 値 を 13.0ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 100%、 特 異 度 60%で 判 定 す る こ と が で

き る 。 健 常 人 の SCGF濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 を 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ の 18.2ng/mLに 設 定 す る と 、

感 度 89.5%、 特 異 度 100%で 判 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の カ ッ ト オ フ 値 で 白 血 病 で あ

る か 否 か を 感 度 95％ 、 特 異 度 100%で 、 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 感 度 76.9%

、 特 異 度 100%、 さ ら に 前 白 血 病 で あ る か 否 か を 感 度 100%、 特 異 度 100%で 判 定 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 生 体 試 料 と し て は 、 血 液 、 尿 、 髄 液 、 穿 刺 液 な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は

血 液 が あ げ ら れ る 。 血 液 と し て は 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 血 球 溶 血 液 、 血 球 内 液 な ど が あ げ

ら れ る が 、 好 ま し く は 血 清 ま た は 血 漿 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す

る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 白 血 病 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 患

者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が っ て 、 上 述 の 方

法 で 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と 判 定 さ れ た の ち 、 さ ら に 白 血 病 と

判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の SCGF濃 度 が そ の カ ッ ト オ フ 値 よ

り も 高 い 場 合 に は 、 白 血 病 、 低 い 場 合 は 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る と

判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 場 合 、 カ ッ ト オ フ 値 を

23.8ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 85%、 特 異 度 69.2%で 判 別 す る こ と が で き る 。 ま た 、

カ ッ ト オ フ 値 を 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ か ら 32.8ng/mLに 設 定 し た

場 合 に は 、 感 度 80%、 特 異 度 100%で 判 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す る 。

　 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 は 、 骨 髄 お よ び 末 梢 血 に お い て 白 血 球 の 数 や 形 態 に

異 常 が 生 じ る の を 特 徴 と す る 病 態 で 、 二 つ の 疾 患 の 判 別 は 難 し い と さ れ て き た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 の SCGF濃 度 は 健 常 人 の 血 液 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ 有 意 に 上

昇 し て い る が 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 液 中 SCGF濃 度 は 健 常 人 と 変 わ ら な い 。 骨 髄 異 形 性

症 候 群 患 者 の 血 中 SCGF濃 度 は 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 中 SCGF濃 度 よ り 有 意 に 高 く 、 両 者 の

血 中 SCGF濃 度 を 測 定 す る こ と で 、 再 生 不 良 性 貧 血 か 骨 髄 異 形 成 症 候 群 か と 判 別 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 そ こ で 、 白 血 球 の 異 常 が 見 ら れ る 患 者 の う ち 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群

患 者 を 判 別 す る 場 合 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の SCGF濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 （ 平 均 値 ＋ 2SD=16

.6ng/mL） を 設 定 し 、 該 カ ッ ト オ フ 値 に よ っ て 判 断 す る と 、 感 度 100%、 特 異 度 100%で 再 生

不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で き る 。 さ ら に 基 準 値 を 15.6

ng/mL～ 18.6ng/mLに 設 定 す れ ば 、 感 度 100%、 特 異 度 100%で 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形

性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

10

20

30

40

50



(44) JP  WO2003/085399  A1  2003.10.16

　 ま た 、 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 遅 延 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る

。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 を 移 植 す る 方 法 で あ れ ば い か な る も の で も よ い が

、 骨 髄 移 植 、 臍 帯 血 移 植 、 末 梢 血 幹 細 胞 移 植 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 か ら 造 血 幹 細 胞 の 生 着 ま で の 期 間 は 、 患 者 の 末 梢 血 の 血 球 数 を 基 準 と し

て 以 下 に あ げ る ４ つ の 時 期 に 分 類 さ れ る 。 す な わ ち 、 移 植 前 で 、 抗 癌 剤 な ど を 大 量 投 与 し

た 状 態 に あ る プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 、 移 植 を 行 っ た 後 に 血 球 数 が 減 少 し た 状 態 に あ

る ア プ ラ ス チ ッ ク 期 、 移 植 後 に 血 球 数 が 回 復 し た 状 態 に あ る リ カ バ リ ー 期 、 お よ び 移 植 後

に 造 血 幹 細 胞 が 生 着 す る ス テ イ ブ ル 期 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 お よ び ア プ ラ ス チ ッ ク 期 で

の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 す る 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含

ま れ る SCGF濃 度 の ほ う が 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 し な い 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF

濃 度 に 比 べ て 高 い 。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着

が 遅 延 す る お そ れ が あ る と 判 断 さ れ る SCGF濃 度 を カ ッ ト オ フ 値 と し て 定 め 、 SCGF濃 度 が カ

ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 は 見 ら れ ず 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高

い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 が 起 こ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 の 場 合 は 、 例 え ば

カ ッ ト オ フ 値 を 9.5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 67%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 の

場 合 は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 12ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 63%で 判 定 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は G V H Dの 発 症 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 で の 生 体 試 料 中 に

含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 G V H Dを 発 症 す る 患 者 の ほ う が 、 G V H Dを 発 症 し な い 患 者 に 比 べ て 高 い

。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 そ れ ぞ れ の 時 期 で G V H Dを 発 症 す る お

そ れ が あ る と 判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 定 め 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合

に は G V H Dが 発 症 す る お そ れ は な い が 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高 い 値 の 場 合 に は G V H D

が 発 症 す る お そ れ が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の G V H Dの 発 症 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て

は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 87%、 特 異 度 57%で 、 ア プ ラ ス チ

ッ ク 期 に お い て は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 10ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、

リ カ バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 15ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 G

V H D発 症 患 者 と 非 発 症 患 者 と を 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ 以 下 、 SCGFと 称 す ） を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 免 疫

学 的 測 定 法 、 分 子 生 物 学 的 測 定 法 な ど い か な る 方 法 で も よ い が 、 好 ま し く は 免 疫 学 的 測 定

法 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 免 疫 学 的 測 定 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 ４ ６ 】

　 分 子 生 物 学 的 測 定 法 と し て は 、 RT-PCR法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 in situハ イ ブ
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リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 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 （ RI

A） 、 酵 素 免 疫 検 出 法 （ EIAま た は ELISA） 、 蛍 光 免 疫 検 出 法 （ FIA） 、 発 光 免 疫 検 出 法 （ lu

minescent im munoassay） 、 物 理 化 学 的 検 出 法 （ TIA， LAPIA， PCIA） 、 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 ４ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 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

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 ５ ０ 】

　 　 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ５ １ 】

　 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 42(1998)］ 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 、 FITC、 RITC等 を 用 い る こ と

が で き る 。

　 　 【 ０ ０ ５ ２ 】

　 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 。

　 　 【 ０ ０ ５ ３ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 は 、 抗 原 抗 体 反 応 で 結 合 し た 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の 抗 体 に 、 第 二 の

抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 同 時 に 、 ま た は 別 々 に 反 応 さ せ 、 試 料 中 の 目 的 物 質 を 同 一 ま た は 別 々
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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 試 料 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 、 固 相 に 第 一 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ）

を 固 定 し た 後 、 測 定 し た い 試 料 を 第 一 の 試 料 と 接 触 さ せ る 。 試 料 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 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の

抗 体 の 複 合 体 に 、 第 二 の 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 反 応 さ せ 、 測 定 系 中 の 反 応 に 関 与 し な か っ た

第 二 次 抗 体 な ど の 成 分 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 反 応 系 に 存 在 す る 試 料 中 の 目 的 物 質 を 検 出 ま た

は 定 量 す る 方 法 で あ る 。

　 　 【 ０ ０ ５ ４ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 固 相 と し て は 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、

ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 等 が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ５ ５ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い

ず れ を 用 い て も よ く 、 Fab、 Fab'、 F(ab) 2 な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て も よ い 。

　 　 【 ０ ０ ５ ６ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い る 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ

を 認 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 少 な く と も １ つ が モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 　 【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～

２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２

９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １

の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど が

あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ５ ８ 】

　 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142［ The Hematology Journal, 2 , 307 (2001)］ が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配

列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ

ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945

が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ５ ９ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M28

04を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー

マ K M2945は 、 平 成 １ ４ 年 ２ 月 ２ ６ 日 付 け で 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 中 央 第 ６ ） に FER M BP-7922、 FER M BP-7923

お よ び FER M BP-7924と し て そ れ ぞ れ 寄 託 さ れ て い る 。

　 　 【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は SCGFを 認 識 す る 部 位 が そ れ ぞ れ 異 な る の で 、 こ れ ら の モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領

域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142［ The Hematology J

ournal, 2 , 307 (2001)］ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142と 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２

９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は

ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804と の 組 み 合 わ

せ が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る SCGFを 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 の 具 体 例 を 以 下 に 示 す 。

　 　 【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ま ず 、 適 当 な 固 定 担 体 の 表 面 に 上 述 の 抗 SCGF抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を 吸 着 固 定 す る 。 一 次 抗
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体 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～ 37℃ に て 30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 ６ ３ 】

　 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 。

　 　 【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば 1～ 10%の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 10～ 30%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 ６ ５ 】

　 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 は 、 4～ 37℃ に て 30分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で き る

。

　 　 【 ０ ０ ６ ６ 】

　 次 に 、 一 次 抗 体 を 生 体 試 料 と 接 触 さ せ る 。 生 体 試 料 は 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 0.01～ 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 ６ ７ 】

　 一 次 抗 体 と 生 体 試 料 と の 接 触 は 、 4～ 37℃ に て 30分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ

と が で き る 。

　 　 【 ０ ０ ６ ８ 】

　 接 触 さ せ た 後 、 必 要 に 応 じ て Tween20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 ６ ９ 】

　 こ の と き 、 生 体 試 料 中 に 存 在 す る SCGFが 、 あ ら か じ め 固 定 さ れ て い る 抗 SCGF抗 体 と 特 異

的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 抗 SCGF抗 体 を 介 し て 固 定 担 体 に 固 定 さ れ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ０ 】

　 次 に 、 SCGFが 固 定 さ れ た 前 記 担 体 を 、 二 次 抗 体 を 含 有 す る 溶 液 と 接 触 さ せ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ １ 】

　 二 次 抗 体 と し て は 、 一 次 抗 体 と エ ピ ト ー プ の 異 な る 抗 SCGF抗 体 で あ れ ば い か な る も の で

も よ い 。 ま た 、 二 次 抗 体 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 ７ ２ 】

　 未 吸 着 の 二 次 抗 体 を 除 去 す る に は 、 必 要 に 応 じ て Tween20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 該 二 次 抗 体 は 、 あ ら か じ め 結 合 さ れ て い る 一 次 抗 体 及 び SCGFを 介 し て 、 固 定 担

体 に 結 合 し 、 二 次 抗 体 の 結 合 量 が 生 体 試 料 中 の SCGFの 量 を 反 映 す る こ と に な る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ３ 】

　 上 記 の よ う に し て 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 は 、 二 次 抗 体 の 標 識 体 に 応 じ て 測 定 す る こ と が で

き る 。 ま た 、 二 次 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 三 次 抗 体 を 用 い 、 該 三 次 抗 体 を 種 々 の 方 法 に よ り

標 識 し て お き 、 三 次 抗 体 の 標 識 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と も で き る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ４ 】

　 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 、 生 体 試 料 中 の SCGFの 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ５ 】

　 検 量 線 は 、 標 準 物 質 と し て 濃 度 が 既 知 で あ る ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 含 む 溶 液 を 数 点 段 階 希 釈

し た も の を 準 備 し 、 生 体 試 料 と と も に 上 述 の サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後

の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 の 診 断 薬 、 お よ び G V H D発 症 の 診 断 薬 に 含 有 さ れ る SCGFに 対 す る 抗
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体 と し て は 、 SCGFに 反 応 す る 抗 体 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ

る い は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が

用 い ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ７ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領

域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で

示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ ８ 】

　 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142(FER M BP-7922)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142

が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945(FER M BP-7924)が 生

産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ７ 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 。

　 　 【 ０ ０ ８ ０ 】

　 試 薬 と し て は SCGFに 反 応 す る 抗 体 を 含 み 、 ま た 、 必 要 に 応 じ 、 生 体 試 料 の 希 釈 液 、 抗 体

固 定 化 固 相 、 反 応 緩 衝 液 、 洗 浄 液 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 標 識 体 の 検

出 用 試 薬 、 SCGFな ど の 標 準 物 質 な ど も 含 ま れ る 。

　 　 【 ０ ０ ８ １ 】

　 生 体 試 料 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 。

　 　 【 ０ ０ ８ ２ 】

　 抗 体 固 定 化 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 、 本 発 明

の 抗 体 ま た は 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 。 抗 体 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

抗 体 等 を 疎 水 固 相 化 し た も の が あ げ ら れ る 。

　 　 【 ０ ０ ８ ３ 】

　 反 応 緩 衝 液 は 、 抗 体 固 定 化 固 相 の 抗 体 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 。

　 　 【 ０ ０ ８ ４ 】

　 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
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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 ８ ５ 】

　 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 西 洋

ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 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 ８ ６ 】

　 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 ８ ７ 】

　 標 準 物 質 と し て は 、 W O98/08869に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 で き る SCGF、 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 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示

さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域

を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945（ FER M BP-7924） が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 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 の 製 造 方 法 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 （ １ ） 抗 原 の 調 製

　 抗 原 と し て は 、 ヒ ト SCGF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 し て 得 ら れ た ヒ ト SCGF蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 得 ら れ た ヒ ト SC

GF部 分 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

　 抗 原 用 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 5～ 30残 基 程 度 の 蛋 白 質 部 分 配 列 が 選 択 さ れ る 。 変 性 し

て い な い 天 然 の 構 造 を 有 し て い る 状 態 の 該 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る た め に は 、 立

体 構 造 上 蛋 白 質 の 表 面 に 存 在 し て い る 部 分 配 列 を 抗 原 ペ プ チ ド と し て 選 択 す る 必 要 が あ る

。 Kyteと Doolitt leの 方 法 ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー （ Journal o

f Molecular Biology） , 157, 105-132 (1982)］ な ど に よ り 、 親 水 性 の 高 い 部 分 配 列 を 予

測 す る こ と で 、 立 体 構 造 上 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 部 分 を 推 測 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 一

般 的 に 親 水 性 の 低 い 部 分 は 立 体 構 造 上 蛋 白 質 の 内 部 に 存 在 す る 場 合 が 多 く 、 親 水 性 の 高 い

部 分 は 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 場 合 が 多 い た め で あ る 。 ま た 、 蛋 白 質 の N末 端 、 C末 端 は 蛋 白

質 表 面 に 存 在 す る 場 合 が 多 い 。 さ ら に 、 蛋 白 質 の 二 次 構 造 情 報 も 参 考 に で き る 。 Chou-Fas

manの 方 法 ［ ア ド バ ン セ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー (Advances in Enzymology), 47, 45

-147 (1978)］ な ど に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 測 し た 蛋 白 質 二 次 構 造 に お い て 、 タ ー ン 構

造 や ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 が 抗 原 用 ペ プ チ ド と し て 適 し て い る と 考 え る こ と が

で き る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う に 選 択 し た 部 分 ペ プ チ ド が 目 的 通 り の 抗 体 を 確 立 す る 抗

原 と な る と は 限 ら な い 。
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　 部 分 ペ プ チ ド に は 、 蛋 白 質 と 架 橋 す る た め に シ ス テ イ ン を 末 端 に 付 加 す る 。 蛋 白 質 の 内

部 配 列 を 選 択 し た 場 合 に は 、 必 要 に 応 じ ペ プ チ ド の N末 端 は ア セ チ ル 化 、 C末 端 は ア ミ ド 化

す る 。

　 部 分 ペ プ チ ド は 一 般 的 な 液 相 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 お よ び そ れ ら を 適 宜 組 み 合 わ せ る 方

法 、 ま た は そ れ ら に 準 じ る 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る ［ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ

ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ペ プ タ イ ド ・ ア ン ド ・ プ ロ テ イ ン ・ リ サ ー チ (International Journal o

f Peptide Protein Research), 3 5 , 161-214 (1990)、 「 ソ リ ッ ド － フ ェ ー ズ ・ ペ プ タ イ

ド ・ シ ン セ シ ス (Solid-Phase Peptide Synthesis)」 , メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ

ー 第 289巻 (Methods in Enzymology, vol. 289) ,グ レ ッ グ ・ B・ フ ィ ー ル ズ (Gregg B. Fi

elds)編 ,ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス (Academic Press), (1997)、 「 ペ プ タ イ ド ・ シ ン セ シ ス ・

プ ロ ト コ ー ル (Peptide Synthesis Protocols)」 , メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ

オ ロ ジ ー 第 35巻 (Methods in Molecular Biology, vol. 35) ,マ イ ケ ル ・ W・ ペ ニ ン ト ン (

Michael W. Pennington) ,ベ ン ・ M・ ダ ン (Ben M. Dunn) 編 ,ヒ ュ ー マ ナ ・ プ レ ス (Humana

Press), (1994)］ 。

　 ま た 、 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 合 成 機 に よ る ペ プ チ ド の 合

成 は 、 島 津 製 作 所 製 ペ プ チ ド 合 成 機 、 ア ド バ ン ス ト ・ ケ ム テ ッ ク 社 （ Advanced ChemTech

Inc., USA、 以 後 ACT社 と 略 称 す る ） 製 ペ プ チ ド 合 成 機 等 の 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 上 で 、

適 当 に 側 鎖 を 保 護 し た Nα -Fmoc-ア ミ ノ 酸 あ る い は Nα -Boc-ア ミ ノ 酸 等 を 用 い 、 そ れ ぞ

れ の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 原 料 と な る 保 護 ア ミ ノ 酸 お よ び 担 体

樹 脂 は 、 ABI 社 、 島 津 製 作 所 、 国 産 化 学 （ 株 ） 、 ノ バ ビ オ ケ ム 社 （ NovaBiochem） 、 渡 辺

化 学 （ 株 ） 、 ACT 社 、 ア ナ ス ペ ッ ク 社 （ AnaSpec Inc.） 、 ま た は ペ プ チ ド 研 究 所 （ 株 ） 等

か ら 入 手 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 （ 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 （ 1） で 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 （ complete freund's adjuvant） 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 （ Keyhole Limpet Hemocyani

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 。

　 抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 １ ～ ２ 週 間 お き に ３ ～ 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

ー を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源 と し て 提 供 す る 。

　 抗 体 産 生 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 （ 1,200r

pm、 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 (pH 7.65)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 ９ ２ 】

　 （ 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 P3-X63Ag8-U1(P3-U1)［ Current Top

ics in Microbiology and Im munology, 18:1-7 (1978)］ 、 P3-NS1/1-Ag41（ NS-1） ［ Euro

pean J. Im munology, 6: 511-519 (1976)］ 、 SP2/O-Ag14(SP-2)［ Nature,276: 269-270 (

1978)］ 、 P3-X63-Ag8653(653)［ J.Im munology, 123:1548-1550 (1979)］ 、 P3-X63-Ag8(X6

3)［ Nature, 256:495-497 (1975)］ 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 （ 1.5m mol/L） 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ
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ー ル （ 5× 10
- 5
 mol/L） 、 ジ ェ ン タ マ イ シ ン （ 10μ g/mL） お よ び 牛 胎 児 血 清 (FCS)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 （ 15μ g/mL） 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 ９ ３ 】

　 （ ４ ） 細 胞 融 合

　 （ ２ ） で 免 疫 し た 抗 体 産 生 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 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 1.83g、 リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.21g、 食 塩 7.65g、 蒸 留 水 １ リ ッ ト ル

、 pH 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 （ 1,200rpm、 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 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － 1,000（ PEG-1,000） 2g、

M E M2mLお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7mLの 混 液 0.2～ 1mL/10
8
抗 体 産 生 細 胞 を 加 え 、 1～ 2

分 間 毎 に M E M培 地 1～ 2mLを 数 回 加 え た 後 、 M E M培 地 を 加 え て 全 量 が 50mLに な る よ う に す る 。

遠 心 分 離 （ 900rpm、 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 （ 10
- 4

mol/L） 、 チ ミ ジ ン （ 1.5× 10
- 5

mol/L） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ 4× 10
- 7

mol/L） を 加 え

た 培 地 ］ 100mL中 に 懸 濁 す る 。 こ の 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ L/穴 ず つ 分 注 し 、

5% CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 7～ 14日 間 培 養 す る 。

　 培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 下 記 に 述 べ る 酵 素 免 疫 測 定 法 な ど に よ り 、 ヒ ト SCGFに 反

応 し 、 ヒ ト SCGF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 、 HT培 地 （ H AT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 抗 ヒ

ト SCGF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 。

酵 素 免 疫 測 定 法

　 抗 原 あ る い は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

培 養 上 清 も し く は 上 述 の 方 法 で 得 ら れ る 精 製 抗 体 を 第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ る 。

　 第 一 抗 体 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 第 二 抗 体 を 添 加 す る 。

　 第 二 抗 体 と は 、 第 一 抗 体 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識 で き る 抗 体 を 、 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 体 で あ る 。 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ 作

製 の 際 に マ ウ ス を 用 い た の で あ れ ば 、 第 二 抗 体 と し て は 、 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識

で き る 抗 体 を 用 い る 。

　 反 応 後 、 第 二 抗 体 を 標 識 し た 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 い 、 抗 原 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 選 択 す る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 （ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 プ リ ス タ ン 処 理 ［ 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Pristane） 0.5mL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 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 2× 10
6
～ 5× 10

7
細 胞 /匹 を 腹

腔 内 注 射 す る 。 10～ 21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 （ 3,000rpm、 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 後 、 40～ 50％ 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 い 、 IgGあ る い は 、 IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 と す る 。

　 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 280nmで の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。

［ 実 施 例 ］

【 ０ ０ ９ ５ 】

実 施 例 １ ． ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

（ １ ） ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド の 合 成

　 ヒ ト SCGF蛋 白 配 列 を 解 析 し 、 親 水 性 の 高 い 部 分 、 N末 端 、 C末 端 、 二 次 構 造 上 タ ー ン 構 造
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、 ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 の 中 か ら 、 抗 原 と し て 適 当 と 考 え ら れ る 部 分 配 列 と し

て 、 化 合 物 1(SCGF-1)を 選 択 し た 。

（ 略 号 に つ い て ）

　 本 発 明 に お い て 使 用 し た ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 保 護 基 に 関 す る 略 号 は 、 生 化 学 命 名 に 関 す

る IUPAC-IUB委 員 会 （ IUPAC-IUB Joint Com mission on Biochemical Nomenclature） の 勧

告 ［ ヨ ー ロ ピ ア ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ European Journal of Bioc

hemistry） , 138巻 , ９ 頁 （ 1984 年 ） ］ に 従 っ た 。

　 以 下 の 略 号 は 、 特 に 断 わ ら な い 限 り 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

　 　 Ala: L-ア ラ ニ ン

　 　 Arg: L-ア ル ギ ニ ン

　 　 Cys: L-シ ス テ イ ン

　 　 Gln: L-グ ル タ ミ ン

　 　 Glu: L-グ ル タ ミ ン 酸

　 　 Glx: L-グ ル タ ミ ン 酸

　 　 Gly: グ リ シ ン

　 　 Leu: L-ロ イ シ ン

　 　 Trp: L-ト リ プ ト フ ァ ン

　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 の 保 護 基 お よ び 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

　 　 Fmoc: 9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 tBu: ｔ -ブ チ ル

　 　 Trt: ト リ チ ル

　 　 Boc: t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 Pmc: 2, 2, 5, 7, 8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル フ ォ ニ ル

　 　 Fmoc-Arg(Pmc)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 　 -N
g
-2,2,5,7,8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル フ ォ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン

Fmoc-Gln(Trt)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -Nε -ト リ チ ル -L-グ ル タ

ミ ン

Fmoc-Glu(OtBu)-O H: Nα － 9－ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -L-グ ル タ ミ ン 酸 -γ -

t-ブ チ ル エ ス テ ル

Fmoc-Trp(Boc)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -N
i n d

-t-ブ チ ル オ キ シ カ

ル ボ ニ ル -L-ト リ プ ト フ ァ ン

　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の 反 応 溶 媒 、 反 応 試 薬 等 を 表 す 。

PyBOP: ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル オ キ シ ト リ ピ ロ リ ジ ノ ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ

ホ ス フ ェ ー ト

H OBt: N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル

N M M: N-メ チ ル モ ル ホ リ ン

D MF: N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド

TFA: ト リ フ ル オ ロ 酢 酸

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 化 合 物 の 理 化 学 的 性 質 は 次 の 方 法 に よ り 測 定 し た 。

　 質 量 分 析 は 、 日 本 電 子 JMS-H X110Aを 用 い FAB-MS法 に よ り 、 も し く は ブ ル カ ー 社 製 質 量 分

析 装 置 REFLEXを 用 い M ALDI-TOFMS法 に よ り 行 っ た 。 行 っ た 。 ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 コ ー エ ン （ C

ohen, S. A.） ら の 方 法 ［ ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー (Analytical Biochemistr

y), 222, 19 (1994)］ に よ り 行 っ た 。 加 水 分 解 は 塩 酸 蒸 気 中 110℃ で 20時 間 行 い 、 加 水 分

解 物 の ア ミ ノ 酸 組 成 は ウ ォ ー タ ー ズ ・ ア キ ュ ・ タ グ （ Waters AccQ-Tag） ア ミ ノ 酸 分 析 計

（ Waters社 製 ） を 用 い 分 析 し た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

(1)化 合 物 １ (SCGF-1)（ 配 列 番 号 ４ ） （ Ac-Arg-Glu-Trp-Glu-Gly-Gly-Trp

-Gly-Gly-Ala-Gln-Glu-Glu-Glu-Arg-Glu-Arg-Glu-Ala-Leu-Cys-O H） の 合 成

　 Fmoc-Cys(Trt)、 14.1μ mol が 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ H-Cys(Trt)-2-ClTrt resin樹 脂 、 ノ

10

20

30

40

50



(53) JP  WO2003/085399  A1  2003.10.16

バ ビ オ ケ ム 社 製 ） 30mgを 自 動 合 成 機 （ 島 津 製 作 所 ） の 反 応 容 器 に 入 れ 、 600μ Lの D MFを 加

え て ３ 分 間 攪 拌 し 溶 液 を 排 出 し た 後 、 島 津 製 作 所 の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 い 次 の 操 作 を 行 っ

た 。

(a) 30%ピ ペ リ ジ ン -D MF溶 液 900μ Lを 加 え て 混 合 物 を 4分 間 攪 拌 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の

操 作 を も う 1回 繰 り 返 し た 。

(b) 担 体 樹 脂 を 900μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 5回 繰 り 返 し た

。

(c) Fmoc-Leu-O H (141μ mol)、 PyBOP (141μ mol)、 H OBt1水 和 物 (141μ mol)お よ び N M M(212

μ mol)を D MF (494μ L)中 で 3分 間 攪 拌 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を 30分 間 攪

拌 し 、 溶 液 を 排 出 し た 。

(d) 担 体 樹 脂 を 900μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 後 溶 液 を 排 出 し 、 こ れ を 5回 繰 り 返 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

こ う し て 、 Fmoc-Leu-Cys(Trt) が 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。

　 次 に 、 (a) (b) の 工 程 の 後 、 (c) の 工 程 で Fmoc-Ala-O H を 用 い て 縮 合 反 応 を 行 い 、 (d)

 の 洗 浄 工 程 を 経 て 、 Fmoc-Ala- Leu-Cys(Trt) が 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。

　 以 下 、 工 程 (c) に お い て 、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Arg(Pmc)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O

H、 Fmoc-Arg(Pmc)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fm

oc-Gln(Trt)-O H、 Fmoc-Ala-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Trp(Boc)-O H、 Fmoc-Gl

y-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Trp-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Arg(P

mc)-O H を 順 次 用 い て 、 (a)～ (d) を 繰 り 返 し た 後 、 (a) (b) の 脱 保 護 、 洗 浄 工 程 を 経 て 、

メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 12時 間 乾 燥 し て 、 N末 端 が 無 保 護 で あ

り 側 鎖 が 保 護 さ れ た ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 次 に 得 ら れ た 担 体 樹 脂 に 対 し 次

の (e)～ (g) の 操 作 を 行 っ た 。

(e) 担 体 樹 脂 を 800μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た

。

(f) 無 水 酢 酸 (282μ mol) 及 び D MF(500μ L) を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を 2時 間 攪 拌 し 、 溶 液

を 排 出 し た 。

(g) 担 体 樹 脂 を 800μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た

。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 こ の 後 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 12 時 間 乾 燥 し て 、 N末 端

が ア セ チ ル 化 さ れ た 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 こ れ に 、 5mg/mLの 濃 度

で 2-メ チ ル イ ン ド ー ル を 含 む TFA（ 82.5%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%） 、 水 （ 5%） 、 エ チ ル メ

チ ル ス ル フ ィ ド （ 3%） 、 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 2.5%） お よ び チ オ フ ェ ノ ー ル （ 2%） か ら

な る 混 合 溶 液 1mL を 加 え て 室 温 で 6時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂 よ り

ペ プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10mL を 加 え 、 生 成 し

た 沈 澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て 44.6mgを 取 得

し た 。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル お よ び D MFか ら な る 混 合 溶 液 に 溶 解 し 、 逆

相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製 、 CAPCELL PA K C18 30m mI.D. X 250m m） を 用 い た HPLC で 精 製 し た 。

0.1% TFA 水 溶 液 に 、 TFA 0.1% を 含 む 90% ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃 度

勾 配 法 で 溶 出 し 、 220nm で 検 出 し 、 化 合 物 1を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 し て

、 化 合 物 1を 1.6mg 得 た 。

質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 2520.7 (M+H
+
)

ア ミ ノ 酸 分 析 ; Glx 7.6 (8), Gly 4.0 (4), Arg 2.9 (3), Ala 2.2 (2), Leu 1.2 (1), C

ys 1.7 (1)

【 ０ １ ０ ０ 】

（ ２ ） 免 疫 原 の 調 製

　 実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 を 高 め る 目 的 で 以 下 の 方

法 で KLH（ カ ル ビ オ ケ ム 社 製 ） と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち 、 K

LHを PBSに 溶 解 し て 10mg/mLに 調 整 し 、 1/10 容 量 の 25mg/mL M BS（ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を
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滴 下 し て 30分 間 撹 拌 反 応 さ せ る 。 あ ら か じ め PBSで 平 衡 化 し た セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム

な ど の ゲ ル ろ 過 カ ラ ム で フ リ ー の M BSを 除 い て 得 ら れ た KLH-M B 2.5mgを 0.1mol/Lリ ン 酸 ナ

ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） に 溶 解 し た ペ プ チ ド 1mg と 混 合 し 、 室 温 で 3時 間 、 攪 拌 反

応 さ せ た 。 反 応 後 、 PBSで 透 析 し た 。

【 ０ １ ０ １ 】

（ ３ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ２ ） で 調 製 し た ペ プ チ ド -KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト 100μ g を ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2

mg お よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10
9  
細 胞 と と も に 5週 令 雌 ラ ッ ト （

SD） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ g の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を １ 週 間 に １ 回 、 計 4回 投 与 し た

。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 以 下 の （ ４ ） に 示 す 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、

十 分 な 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト か ら 最 終 免 疫 ３ 日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。

　 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 （ 1,20

0rpm、 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 （ pH 7.65） 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 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

（ ４ ） 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

　 ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は 実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド を サ イ ロ グ ロ ブ

リ ン （ 以 下 、 TH Yと 略 す 。 ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の を 用 い た 。 作 製 方 法 は 実 施 例 １ （

２ ） に 記 し た 通 り で あ る が 、 架 橋 剤 に は M BSの 代 わ り に SM CC（ シ グ マ 社 製 ） を 用 い た 。 96

穴 の EIA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 上 述 の よ う に 調 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10μ g

/mL, 50μ L/穴 で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 1% BSA-PBSを 100μ L/

穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 1% BSA-PBSを 捨 て 、

被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 培 養 上 清 も し く は 精 製 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 50μ L/穴 で 分 注 し ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ダ コ 社 製 ） を 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応

さ せ 、 tween-PBSで 洗 浄 後 ABTS基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ O D415nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ E-max

;Molecular Devices社 製 ） に て 測 定 し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

（ ５ ） 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 P3-U1を 正 常 培 地 で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に 2×

10
7
以 上 の 細 胞 を 確 保 し 、 細 胞 融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

（ ６ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 １ （ ３ ） で 得 ら れ た ラ ッ ト 脾 細 胞 と （ ５ ） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を １ ０ ： １ に

な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1,200rpm、 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 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － 1,000（ PEG-1,000

） 2g、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 2mL お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7mLの 混 液 0.2～ 1mL/10
8
ラ ッ ト 脾

細 胞 を 加 え 、 1～ 2分 間 毎 に Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 1～ 2mLを 数 回 加 え た 後 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 加 え て 全 量 が

50mLに な る よ う に し た 。 遠 心 分 離 （ 900rpm、 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 、 吸 出 し で ゆ る や か に 細 胞 を H AT培 地 100mL中 に 懸

濁 し た 。

　 こ の 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 記 載 し た 酵 素 免 疫 測 定 法

で 調 べ 、 ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 反 応 し て 、 別 の SCGF部 分 ペ プ チ ド で あ る 配

列 番 号 1の 140～ 156番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 反 応 し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に H

T培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2141、 K M2142、 K M2143、 K M2144、 K M2145を 確 立 し た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

（ ７ ） 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 （ ６ ） 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 に 、 ハ イ ブ リ

ド ー マ は 腹 水 癌 化 し た 。 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ 1～ 8mL/匹 ） し 、 遠 心

分 離 （ 3,000rpm、 ５ 分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgMの と き は 、 5

0％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 塩 析 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 0.5Mを 添 加 し た PBSで 透 析 後 、 セ ル ロ フ

ァ イ ン GSL2000（ 生 化 学 工 業 社 製 ） （ ベ ッ ト ボ リ ュ ー ム 750mL） の カ ラ ム に 流 速 15mL/時 で

通 塔 し IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgGの と き

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

atory (1988)］ に よ り 精 製 し 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 決

定 し た （ 表 １ ） 。

【 ０ １ ０ ６ 】

【 表 １ 】 　 　

【 ０ １ ０ ７ 】

（ ８ ） ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 １ （ ６ ） で 選 択 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （

化 合 物 １ ） と の 反 応 性 を （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ

ド と し て は 、 化 合 物 １ と は 異 な る SCGF部 分 ペ プ チ ド で あ る 配 列 番 号 1の 140～ 156番 目 の ア

ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 用 い た 。 第 １ 図 に 示 す よ う に 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 (K M2141～ 2145)は 化 合 物 １ に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド に は 反 応 し な か

っ た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

実 施 例 ２ ． 動 物 細 胞 を 用 い た ヒ ト SCGFの 発 現 と 精 製

【 ０ １ ０ ９ 】

（ １ ） ヒ ト SCGF発 現 用 プ ラ ス ミ ド pA GE-SCGFα の 構 築 お よ び ヒ ト SCGFの 動 物 細 胞 で の 発 現

　 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー pA GE210（ W O96/34016） の HindIII／ KpnI処 理 断 片 と SCGFタ ン パ

ク 質 を コ ー ド す る D N A［ Mio et.al . , BBRC 2 4 9 , 124- 130 (1998)］ と を 連 結 す る こ と に よ

り 、 ヒ ト SCGF発 現 ベ ク タ ー pA GE-SCGFα を 構 築 し た 。

　 動 物 細 胞 へ の プ ラ ス ミ ド の 導 入 は 宮 地 等 の 方 法 に 従 い エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Miya

ji et al. , Cytotechnology, 3, 133-140 (1990)］ に よ り 行 っ た 。 4μ gの pA GE-SCGF-aを 4

× 10
6
個 の dhfr遺 伝 子 欠 損 CH O細 胞 株 ［ Urlaub and Chasin, Proc. Natl . Acad. Sci. USA,

 7 7 , 4216-4220 (1980)］ へ 導 入 し た 。 こ の 細 胞 を 10mLの M E Ma2000-dFCS(5)培 地 ［ dFCSを 5

%、 7.5% NaHCO 3 を 1/40量 、 200mL グ ル タ ミ ン 溶 液 （ GIBCO/BRL社 製 ） を 3%、 ペ ニ シ リ ン ・

ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ GIBCO/BRL社 製 、 5,000単 位 /mLペ ニ シ リ ン お よ び 5,000 mg/mLス

ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） を 0.5%含 む M E M a2000培 地 （ GIBCO/BRL社 製 ） ］ に 懸 濁 し 、 10cmプ

レ ー ト （ IW A KI社 製 ） に 入 れ 、 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 24時 間 培 養 し た 。 ハ イ グ ロ

マ イ シ ン （ GIBCO/BRL社 製 ） を 終 濃 度 0.3 mg/mLに な る よ う 添 加 し 、 さ ら に 1～ 2週 間 培 養 し

た 。 形 質 転 換 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 時 点 で 回 収 し 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 0.3mg/mL

、 methotrexate（ M TX） を 50nmol/L含 む M E Ma2000-dFCS(5)培 地 に 1～ 2× 10
6
細 胞 /mLに な る

よ う に 懸 濁 し 、 F75フ ラ ス コ （ Greiner社 製 ） に 2 mL分 注 し た 。 １ ～ ２ 週 間 の 培 養 後 、 50nm

ol/L M TX耐 性 の 細 胞 を 0.3 mg/mLハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 200nmol/L M TX含 有 M E Ma2000-dFCS(5)

培 地 に 1～ 2× 10
5
細 胞 /mLに な る よ う に 懸 濁 し 、 F75フ ラ ス コ （ Greiner社 製 ） に 2mL分 注 し

10

30

40

50



(56) JP  WO2003/085399  A1  2003.10.16

た 。 1～ 2週 間 の 培 養 後 、 200nmol/L M TX耐 性 の 細 胞 を 得 た 。 こ の 200 nmol/L M TX耐 性 細 胞

を 下 記 に 示 す 培 地 １ ） お よ び 培 地 ２ ） を 用 い て 、 2 Lの ロ ー ラ ー ボ ト ル （ Greiner社 製 ） で

37℃ 、 80回 転 /分 で 培 養 を 行 っ た 。

培 地 １ ） 無 血 清 Ex-cell 301 培 地 （ JRH Biosciences社 製 ）

培 地 ２ ） 10mg/Lの aprotinin（ Sigma社 製 ） を 含 む 無 血 清 Ex-cell 301

　 　 　 　 　 培 地

【 ０ １ １ ０ 】

約 5日 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 培 養 上 清 サ ン プ ル を 得 た 。

【 ０ １ １ １ 】

（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 培 養 上 清 中 の

SCGFタ ン パ ク 質 の 存 在 確 認

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ

ィ ン グ に よ り 、 前 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 上 清 中 の SCGFタ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 以 下 の 方 法

に よ り 確 認 し た 。

　 後 述 （ ３ ） お よ び （ ４ ） の SCGFタ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 に お け る 各

精 製 画 分 を SDS-PA GEで 分 離 後 、 P. Matsudairaの 方 法 ［ J.B.C. 2 6 2 , 10035-10038 (1987)

］ に 従 っ て PV DF膜 （ Im mobilon Transfer Membranes、 ミ リ ポ ア 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た

。 転 写 膜 は ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ［ 1% BSAを 含 む PBSバ ッ フ ァ ー (137m mol/L NaCl, 2.7m mol/L

KCl, 9.6 m mol/L Na 2 HPO 4 /K H 2 PO 4 (pH 7.2))］ 中 で 30分 間 振 盪 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液

で 1mg/mLに 希 釈 し た 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 溶 液 中 で 室 温 60 分 間 振 盪 し た 。 該

転 写 膜 は さ ら に 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で

の 5分 間 洗 浄 を 1回 実 施 し た 後 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 ラ ッ ト IgG抗 体 （ anti-ra

t im munoglobulin 1.3g/L, D A K O社 製 ） を PBSで 1/1,000に 希 釈 し た 溶 液 中 で 室 温 60分 間 振

盪 し た 。 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で の 5分 間

洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 発 光 法 （ ECL Western blotting detection reagents、 ア マ シ ャ

ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に よ り 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ ２ 】

（ ３ ） CH O細 胞 培 養 上 清 か ら の ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の 精 製

　 実 施 例 ３ に 記 載 す る 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 を 行 う た め に 、 上 記 （ １ ） の

培 地 １ ） の 培 養 条 件 で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ２ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ

っ て 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 取 得 し た 。

第 1段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Zn
2 +
イ オ ン で 飽 和 さ せ た Chelating Sepharose Fast Flow担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ

ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を 2.5 cm φ × 20 cmの カ ラ ム （ BioRad社 製 ） に 11 cmの 高 さ ま で 充 填

し 、 0.5mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 20 m mol/L り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 7.1） で 平

衡 化 し た 。 こ れ に 上 記 （ １ ） で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 2.4Lを 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗

浄 後 、 0～ 100 m mol/L ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-

PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 2段 階 ： MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 65%と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 4℃ で 2時 間 放 置 し た 。 18,800× gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ

た 沈 澱 を 10m mol/L ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)に 溶 解 し 、 同 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し

た MonoQ HR 5/5 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩

衝 液 で 十 分 洗 浄 後 、 0～ 1 mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一

部 を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142に よ る ウ ェ ス

タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た （ 第 ２ 図 の レ ー ン

２ ） 。

【 ０ １ ０ ３ 】

（ ４ ） CH O培 養 上 清 か ら の ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の 高 純 度 精 製
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　 実 施 例 ６ に 記 載 す る ヒ ト SCGF定 量 系 で 用 い る ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 標 準 品 は 、 上 記 （ １ ）

の 培 地 ２ ） の 培 養 条 件 で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ３ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に

よ り 精 製 し 、 取 得 し た 。

第 1段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Zn
2 +
イ オ ン で 飽 和 さ せ た Chelating Sepharose Fast Flow担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ

ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を 5.0cmφ x 20cmの カ ラ ム （ BioRad社 製 ） に 14.5cmの 高 さ ま で 充 填

し 、 0.5mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 20m mol/L り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 7.1） で 平 衡

化 し た 。 こ れ に 上 記 （ １ ） で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 12Lを 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗 浄 後

、 0～ 100m mol/L ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-PA GE

を 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDa

の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 2段 階 ： MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 50%と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 4℃ で 2時 間 放 置 し た 。 18,800 gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ た

沈 澱 を 10m mol/L ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)に 溶 解 し 、 同 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た M

onoQ HR 10/10 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩 衝

液 で 十 分 洗 浄 後 、 0～ 1 mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部

を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で

交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 3段 階 ： S-400ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Sephacryl S-400 HR担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を X K50/60カ ラ

ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 51.5cmの 高 さ ま で 充 填 し た カ ラ ム と X K

50/100カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 93cmの 高 さ ま で 充 填 し た カ

ラ ム を 直 列 に 連 結 し 、 PBSバ ッ フ ァ ー で 十 分 平 衡 化 し た 。 こ れ に 上 記 MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 画 分 28mLを 添 加 し 、 6mL/分 の 流 速 で PBSバ ッ フ ァ ー に よ り 溶 出 し た

。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M21

42に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

（ ５ ） ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 解 析

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は タ ン パ ク 質

化 学 の 常 法 に 従 い 決 定 し た 。 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を SDS-PA GE後 、 銀 染 色 （

第 ２ 図 レ ー ン ２ ） あ る い は P. Matsudairaの 方 法 に 従 っ て PV DF膜 （ ProBlott、 ア プ ラ イ ド

バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た 。 転 写 し た 膜 は ク マ ジ ー ブ ル ー 染 色 し 、 見 か

け 上 分 子 量 が 45kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド A） 、 41kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド B） 、

34kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド C） の 各 バ ン ド を 切 り 出 し 、 気 相 プ ロ テ イ ン シ ー ケ ン サ ー

（ PPSQ-10、 島 津 製 作 所 ） を 用 い て メ ー カ ー 推 奨 の 方 法 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。

得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ に 記 載 し た よ う に 、 配 列 番 号 １ に 記 載 し た SC

GFの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 か ら １ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ２ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ６ ０ ア ミ ノ 酸 残

基 目 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 に そ れ ぞ れ 一 致 し た 。 以 下 、 第 ２ 図 レ ー ン ２ に 示 し た 見 か け 分 子

量 約 41kDaの N末 端 ２ ８ 残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 を Δ ２ ８ 体 、 約 34kDaの N末 端 ５ ９ 残 基 欠 失

SCGFタ ン パ ク 質 を Δ ５ ９ 体 と 称 す る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

実 施 例 ３ ． CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

【 ０ １ ０ ６ 】

（ １ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 （ SCGF、 Δ 28体 、 Δ 59体 の S

CGF混 合 物 ） 100μ gを ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2mgお よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ）

１ × 10
9
細 胞 と と も に ６ 週 令 雌 マ ウ ス （ Balb/c） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ gの ヒ ト SCG

F蛋 白 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回 投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 実 施

例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ た だ し ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF
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タ ン パ ク 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て １ ％ BSA－ PBSを 用 い た 。 ） お よ び 以 下 に 示 す サ ン ド

イ ッ チ ELISA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 。

　 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ １ ０ ７ 】

（ ２ ） サ ン ド イ ッ チ ELISA法

　 96穴 の EIAプ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 K M2142を 10μ g/mL、 50μ L/穴 で 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 1

％ BSA-PBSを 100μ L/穴 で 加 え 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 1

％ BSA-PBSを 捨 て 、 CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を ５ μ g/mLで １ ％ BSA-PBS希 釈 し た も

の を 50μ L/穴 で 分 注 し 、 室 温 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 対 象 と し て 1% BSA-PBSを 50μ L/穴 分 注 し

、 同 様 に 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 の

培 養 上 清 を 50μ L/穴 で 分 注 し 、 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ラ ッ ト 血 清 蛋 白 吸 収 ず み ； カ ル タ グ 社 製 ） を 50μ L/穴

で 加 え て 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ O D

415nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax;Molecular Devices社 製 ） に て 測 定 し た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ５ ） と 同 様 に 調 製 を 行 っ た 。

【 ０ １ ０ ９ 】

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ １ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 骨

髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

　 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 ３ （ ２ ） に 記 載 し た サ ン

ド イ ッ チ ELISA法 で 調 べ 、 ヒ ト SCGF蛋 白 質 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー ル で あ る 1% BSA-PBSに 反 応

し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に HT培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 ヒ

ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2801、 K M2802、 K M2803お よ び K M2804を 確

立 し た 。

【 ０ １ １ ０ 】

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス

に 腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、

決 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。

【 ０ １ １ １ 】

【 表 ２ 】

【 ０ １ １ ２ 】

（ ６ ） CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白

質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ３ 図 に 示 す よ う に

、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ K M2801、 K M2802、 K M2803お よ び K M2804） は CH O細 胞 発
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現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル の １ ％ BSA-PBSに は 反 応 し な か っ

た 。

実 施 例 ４ ． SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 （ CH O細 胞 発 現 ） を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 の 作 製

　 実 施 例 ３ 記 載 の 未 変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 免 疫 原 に 用 い た 場 合 に は 、 Δ ５ ９ 体 に 反 応 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 △ ５ ９ 体 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 作 製 す る た め 、 SDS変 性 SCGFを 免 疫 原 に 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 を 試 み た 。

【 ０ １ １ ３ 】

（ １ ） 免 疫 原 の 調 製

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を SDS（ ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ

ウ ム ； ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 加 え て 変 性 さ せ た も の を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち

５ ％ SDS－ PBSを 調 製 し 、 CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 9分 の １ 量 加 え 、 100℃ で ５ 分

間 煮 沸 し た も の を SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と し た 。

【 ０ １ １ ４ 】

（ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 ４ （ １ ） で 得 ら れ た SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 100μ gを ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2mgお

よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10
9
細 胞 と と も に ６ 週 令 雌 マ ウ ス （ Balb/c

） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ gの SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回

投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測

定 法 （ た だ し ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は SDS変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て １

％ BSA-PBSを 用 い た 。 ） 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 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ １ １ ６ 】

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ５ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 調 製 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ ７ 】

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に し て 、 実 施 例 ４ （ ２ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら

れ た 骨 髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

　 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免

疫 測 定 法 で 調 べ 、 SDS変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー ル で あ る １ ％ BSA-PBSに 反 応

し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に HT培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 抗 ヒ ト

SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2941、 K M2942、 K M2943、 K M2944お よ び K M29

45を 確 立 し た 。

【 ０ １ １ ８ 】

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス

の 腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、

決 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。

【 ０ １ １ ９ 】

【 表 ３ 】
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【 ０ １ ２ ０ 】

（ ６ ） SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク

質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ４ 図 に 示 す よ う に

、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ K M2941、 K M2942、 K M2943、 K M2944お よ び K M2945） は SD

S変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル の １ ％ BSA-PBSに は 反 応 し な か

っ た 。

【 ０ １ ２ １ 】

実 施 例 ５ ． 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討

（ １ ） ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性

　 実 施 例 １ 、 ３ お よ び ４ で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト お よ び マ ウ ス

SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ ELISA） で 検 討 し た 。

マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 は 実 施 例 ２ 記 載 の 方 法 に 準 じ て 作 製 し た 。

　 ア ッ セ イ 用 の 抗 原 と し て CH O細 胞 発 現 ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 を 用 い 、 実 施 例

１ （ ４ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 行 っ た 。 結 果 を 第 ５ 図 に 示 す 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142は 配 列 番 号 １ に 示 す SCGFの ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 か ら

6残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で に 相 当 す る 部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） を 抗 原 に 用 い て 作 製 さ

れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142は 、 SCGFタ ン パ

ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M

2142は ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 の 両 方 に 反 応 性 を 有 し て い た 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804は CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFを 抗 原 に 用 い て 作 製 し た ハ イ

ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804は ヒ ト SCGFに の み 反 応 し

、 マ ウ ス SCGFに 対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は SDS変 性 SCGFタ ン パ ク 質 （ CH O細 胞 発 現 ） を 抗 原 に 用

い て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は 、 未

変 性 の SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 抗 SCGFモ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は マ ウ ス SCGFに 対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

【 ０ １ １ ２ 】

（ ２ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 用 い 、 実 施 例 ３ お よ び ４

で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804お よ び K M2945の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ に お け る 反 応 性 を 検 討 し た 。

　 実 施 例 ２ （ ２ ） と 同 様 に PV DF膜 に 転 写 し た サ ン プ ル を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 室 温 30分

間 振 盪 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 1mg/mLに 希 釈 し た 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 室 温 60分 間

振 盪 し た 。 転 写 膜 は さ ら に 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ

ッ フ ァ ー で の ５ 分 間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 PBSで 1/1,000に 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標

識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 溶 液 中 で 室 温 60分 間 振

盪 し た 。 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で の ５ 分

間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 上 述 の ECL発 光 法 に よ り 検 出 し た 。

　 第 2図 に お け る レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ K M2142、 K M2804、 K M2945を 用 い た 精 製 ヒ ト S

CGFタ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す 。 K M2804は N末 端 ５ ９ 残 基 欠 失 SCGF

タ ン パ ク 質 で あ る Δ ５ ９ 体 に は 反 応 性 を 有 し て い な い が 、 全 長 SCGFお よ び N末 端 ２ ８ 残 基
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欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 で あ る Δ ２ ８ 体 に は 反 応 性 を 有 し て い た 。 ま た 、 K M2945は 全 長 SCGFお

よ び 欠 失 体 の い ず れ も 反 応 性 を 有 し て い た 。

【 ０ １ １ ４ 】

実 施 例 ６ ． ヒ ト SCGF定 量 系

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 以 下 の 方 法 に よ り ビ オ チ ン

標 識 し た 。 実 施 例 １ で 得 ら れ た K M2142精 製 抗 体 を PBSで 1mg/mLに 希 釈 し 、 1/4容 量 の 0.5mol

/L炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 9.2） を 加 え た 。 さ ら に バ ッ フ ァ ー と 同 量 の N HS-Lc-Biotin（ 1mg/m

Lに ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に て 溶 解 ； ピ ア ス 社 製 ） を 攪 拌 下 滴 下 し た 。 ３ 時 間 、 室 温 で 攪

拌 反 応 を 行 っ た 後 、 PBSで 一 晩 透 析 し た も の を ビ オ チ ン 標 識 K M2142と し て 用 い た 。

　 96穴 の EIA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 K M2804を 5μ g/mL、 50μ L/穴 で 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後

、 1% BSA-PBSを 100μ L/穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た

。 1% BSA-PBSを 捨 て 、 実 施 例 ２ （ ４ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 血 清 希

釈 液 （ 協 和 メ デ ッ ク ス 社 製 ） で 17.5ng/mLか ら ２ 倍 希 釈 系 列 で 14点 希 釈 し た も の を 50μ Ｌ /

穴 で 分 注 し 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 上 記 で 得 ら れ た ビ オ チ ン 標 識 K

M2142（ 0.2μ g/mLに BSA-PBSに て 希 釈 ） を 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 tween

-PBSで 洗 浄 後 、 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ア ビ ジ ン （ ザ イ メ ッ ド 社 製 ） を 32,0

00倍 希 釈 で 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 A mpliQ（ D A K

O社 製 ） を 用 い て 発 色 さ せ O D490nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ E-max； Molecular Devic

es社 製 ） に て 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 第 ６ 図 に 示 す よ う に 、 本 定 量 系 に よ り ヒ ト SCGFタ ン パ

ク 質 を 0.04～ 2.0ng/mLの 範 囲 で 定 量 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ １ ５ 】

実 施 例 ７ ． 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 血 清 SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患

の 血 清 中 の SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法 で 測 定 し た 。 ま た 血 球 検 査 値 が 正 常 値 を 示 す 男 女 10

名 の 健 常 人 を 対 象 例 と し て 同 じ く 血 清 中 の SCGF濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ７ 図 に 示 す

。

　 健 常 人 の 値 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す こ と を 確 認 し た 後 、 こ の 群 よ り 平 均 値 と ス タ ン ダ ー

ド デ ビ エ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｄ ） を 計 算 し 、 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ の 値 を 正 常 と 異 常 と を 区 別 す る 基 準

値 に 設 定 し た 。 こ の 基 準 値 を も と に 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾

患 の 値 を 正 常 ・ 異 常 に 分 別 し 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 が SC

GF測 定 値 で 検 出 可 能 か 否 か を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 表 ４ に 示 す 。

【 ０ １ １ ６ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ １ ６ 】

　 健 常 人 群 に 比 較 し 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 、 慢 性 骨 髄

性 白 血 病 （ C M L） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄
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腫 （ M M） の 患 者 の 中 央 値 は 有 意 に 高 く 、 SCGF測 定 値 が こ れ ら 疾 患 で 有 意 に 上 昇 し て い る こ

と が 示 さ れ た （ 第 ７ 図 ） 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 ま た 健 常 人 の 値 か ら 定 め た カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病

性 悪 性 血 液 疾 患 を 高 い 感 度 で 検 出 で き る こ と が 示 さ れ た （ 表 ４ ） 。 一 方 、 同 じ 血 液 疾 患 で

あ り な が ら 、 再 生 不 良 性 貧 血 （ A A） 患 者 の 値 は 健 常 人 と の 有 意 差 が 観 察 さ れ ず 、 ま た カ ッ

ト オ フ 値 を 用 い て も こ の 疾 患 を 検 出 出 来 な か っ た 。

　 血 液 細 胞 数 の 異 常 を 伴 う 疾 患 で あ る 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ M M）

、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 、

慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ C M L） を 比 較 す る と 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病

（ ALL） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ C M L） な ど の 白 血 病 患 者 の Ｆ 血 液 中 SCGF濃 度 は 、 非 ホ ジ キ ン

リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄 腫 (M M)、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） な ど の 他 の 前 白 血 病 や 非

白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 血 液 中 SCGF濃 度 に 比 較 し て 有 意 に 高 く 、 血 液 中 SCGF濃 度 は 白

血 病 と 前 白 血 病 や 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と の 判 別 に 利 用 可 能 で あ っ た 。 ま た 、 判 別 診 断

の 難 し い A A患 者 と M DS患 者 を 比 較 し て み る と 、 M DS患 者 血 中 SCGF濃 度 は A A患 者 の そ れ と 比 較

し て 有 意 に 高 く 、 両 者 を 血 中 SCGF濃 度 で 判 別 診 断 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ １ ８ 】

実 施 例 ８ ． 造 血 幹 細 胞 移 植 後 G V H D発 症 と SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 お よ び 前 白 血 病 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た

23例 の 内 、 G V H Dを 発 症 し た 例 15例 、 発 症 し な か っ た 例 8例 の 血 清 中 SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の

方 法 を 用 い て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ８ 図 に 示 す 。

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の SCGF濃 度 は プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 や ア プ ラ ス チ ッ

ク 期 に 比 べ 、 リ カ バ リ ー 期 や ス テ イ ブ ル 期 の 方 が 有 意 に 高 値 を 示 し た 。

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の う ち 、 G V H Dを 発 症 し た 症 例 は 発 症 し な か っ た 例 に 比 べ 、

ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 に お い て 有 意 に 血 清 中 SCGF濃 度 が 高 い の で 、 血 清 中

の SCGF濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 G V H D発 症 を 判 定 可 能 で あ っ た 。

　 さ ら に カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て G V H D発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。 そ

の 結 果 を 第 ９ 図 に 示 す 。 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば

5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 87%、 特 異 度 57%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お い て は カ ッ ト オ

フ 値 を 10ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 リ カ バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を 1

5ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 そ れ ぞ れ SCGF濃 度 を 測 定 し 、 こ れ を 診 断 に

用 い な か っ た 時 に 比 べ て 有 意 (p<0.05)に G V H D発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 別 G V H D可 能 で あ っ た

。

【 ０ １ １ ９ 】

実 施 例 ９ ． 移 植 造 血 幹 細 胞 の 生 着 と 血 清 SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 血 液 疾 患 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 23例 の う ち 、

生 着 が 遅 延 し た 例 4例 、 遅 延 し な か っ た 例 19例 の 血 清 中 SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法 を 用 い

て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 結 果 を 第 １ ０ 図 に 示 す 。

　 生 着 非 遅 延 例 で は 、 リ カ バ リ ー 期 お よ び ス テ イ ブ ル 期 の SCGF濃 度 は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ

ョ ニ ン グ 期 に 比 し て 有 意 に 上 昇 し た 。 一 方 、 生 着 遅 延 例 で は 、 こ れ ら の 期 に お い て も 有 意

な 上 昇 は 観 察 さ れ な か っ た 。

　 そ こ で 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 そ の カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て そ の 値 と

個 々 患 者 の 値 比 較 か ら 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅 延 例 を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。 そ

の 結 果 を 第 １ １ 図 に 示 す 。 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え

ば 9.5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 67%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お い て は カ ッ

ト オ フ 値 を 12ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 75%、 特 異 度 63%で 、 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅

延 例 と を 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

実 施 例 １ ０ ． 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 に お け る SCGFの 発 現

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 種 々 の 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 を Rneasy Mini Kit (Q
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iagen社 製 )を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 全 RN Aを 抽 出 し 、 全 RN A1μ ｇ を D NaseI (GIB

CO社 製 )処 理 し 、 SuperScript First-Strand Synthesis Systemfor RT-PCR (GIBCO社 製 )を

用 い て 逆 転 写 し 、 First-Strand D N Aを 調 製 し た 。 Taq Polymerase (TaKaRa社 製 )を 用 い 、

調 製 し た First-Strand D N Aを 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ８ お よ び ９ な ら び に 配 列 番 号 １ ０ お よ び

１ １ の 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ D N Aを プ ラ イ マ ー と し て 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト G3PD H、 SCGF遺 伝

子 の 検 出 を 検 討 し た と こ ろ 、 G3PD Hの 検 出 量 が ほ ぼ 同 等 と な る 条 件 下 で 、 健 常 人 1人 で は 、

SCGFの 発 現 を 検 出 で き な か っ た が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 2例 中 1例 、 急 性 骨 髄 性 白

血 病 （ A M L） 2例 中 2例 で SCGFの 発 現 が 検 出 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ２ １ 】

　 本 発 明 は 、 SCGFに 反 応 す る 抗 体 を 用 い た 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液

疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 お よ び 移 植 片 対 宿 主 反 応 病

を 判 定 す る 方 法 、 お よ び そ れ ら の 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ １ ２ ２ 】

　 第 １ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 対 す る 反 応 性 を

示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ２ 図 は 、 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の SDS-PA GEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す

。 レ ー ン １ お よ び ２ は 分 子 量 マ ー カ ー と 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の SDS-PA GEパ タ ー ン を 示

す 。 レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ K M2142、 K M2804、 K M2945を 用 い た 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク

質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

1:分 子 量 マ ー カ ー の レ ー ン

2:精 製 SCGFを 解 析 し 、 銀 染 色 し た レ ー ン

3:抗 SCGF抗 体 K M2142を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

4:抗 SCGF抗 体 K M2804を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

5:抗 SCGF抗 体 K M2945を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

A:SCGFタ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 示 す 。

B:N末 端 28残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 Δ 28体 の 分 子 量 を 示 す 。

C:N末 端 59残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 Δ 59体 の 分 子 量 を 示 す 。

　 第 ３ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白 に 対 す る 反 応 性 を 示 す

図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ４ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に 対 す

る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ５ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGF蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に 対

す る 反 応 性 を 示 す 。 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

　 第 ６ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る ヒ ト SCGF蛋 白 の

定 量 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。

　 第 ７ 図 は 、 各 種 血 液 疾 患 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 を 示 す 。 横 実 線 は 各 種 血 液 疾 患 群 の 中 央 値

を 、 横 点 線 は 健 常 人 群 か ら 求 め た カ ッ ト オ フ 値 (18.2ng/mL)を 示 す 図 で あ る 。

＊ ： Normal（ 健 常 人 群 ） あ る い は A A（ 再 生 不 良 性 貧 血 群 ） と の 有 意 差 　 p<0.05、

　 ＃ ： N HL（ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） と の 有 意 差 　 P<0.05、 ＄ ： M M（ 多 発 性 骨 髄 腫 ） と の 有

意 差 　 p<0.05

　 第 ８ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 に よ る G V H D発 症 お よ び 非 発 症 の 差 を 示 す

図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＊ ： G V H D非 発 症 例 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 p<0.05

　 第 ９ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 と G V H D発 症 患 者 の 検 出 感 度 、 非 発 症 患 者

の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ ト オ フ 値 を
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示 す 。

　 第 １ ０ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 に よ る 生 着 遅 延 お よ び 非 遅 延 の 差 を 示

す 図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 p<0.05

　 第 １ １ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 と 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 の 検 出 感 度 、

非 遅 延 例 の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ ト

オ フ 値 を 示 す 。

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 17年 4月 20日 (2005.4.20)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血 病 、 前 白 血

病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性

悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 、

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 、 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 病

を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分

と し て 含 有 し て な る 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後

の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 お よ び 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 、 ま た は 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ

び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 治 療 後 の 診 断 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血

液 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 針 を 決 定 す る の に 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 白 血 病 の 初 発 の 診 断 と し て は 、 患 者 の 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 を 測 定 し 、 計 測 値 が 正 常 値 を

上 回 る 場 合 に 白 血 病 の 発 生 を 疑 う 方 法 が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 風 邪 な ど の 白 血 病 以

外 の 疾 患 で あ っ て も 、 体 内 の 免 疫 反 応 の 亢 進 に よ り 白 血 球 数 は 増 大 す る の で 、 白 血 球 数 の

測 定 だ け で は 、 擬 陽 性 の 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 の 正 常 値 は 、 4,000～ 8

,000個 /μ Lと 幅 が 広 く 、 擬 陰 性 の 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 よ り 確 度 の 高 い 白 血 病 の 診 断 方

法 が 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 白 血 病 再 発 の 診 断 方 法 と し て は 、 W T-1遺 伝 子 の RT-PCRに よ る 検 出 が あ る ［ 臨 床 病 理 48,1

55(2000)、 Blood, 84, 3071 (1994)、 日 本 特 許 第 ３ １ ２ ２ ７ ７ １ 号 ］ 。 し か し な が ら 、 該

診 断 方 法 は 操 作 が 煩 雑 で あ る と と も に 、 特 殊 な 装 置 を 必 要 と し て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ま た 、 上 述 の 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 先 天 性 代 謝 疾 患 、 固 形

癌 等 の 治 療 方 法 の 一 つ と し て 、 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 が あ げ ら れ る 。 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 の

問 題 点 と し て は 、 提 供 者 の 造 血 幹 細 胞 と 患 者 の 造 血 幹 細 胞 と の Ｈ Ｌ Ａ タ イ プ の 不 適 合 、 患

者 側 の 体 調 や 感 染 症 等 な ど に よ り 、 移 植 し た 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し な い 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着

が 遅 延 す る 、 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 （ 以 下 、 G V H Dと 称 す る ） を 発 症 す る な ど 、 造 血 幹 細 胞 移

植 治 療 の 効 果 が 十 分 に 得 ら れ な い こ と が あ げ ら れ 、 最 悪 の 場 合 、 死 の 転 帰 を と る こ と も あ

る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】

　 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 に 対 し て は 、 G-CSFを 生 体 内 に 投 与 す る こ と に よ り 、 造 血 幹 細 胞

の 生 着 を 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 G V H Dに 対 し て は 、 免 疫 抑 制 剤 を 生 体 内 に 投 与 す

る こ と に よ り 、 提 供 さ れ た 造 血 幹 細 胞 の 拒 絶 反 応 を 抑 制 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が

ら 、 い ず れ の 薬 剤 も 過 剰 に 投 与 し た 場 合 に は 、 副 作 用 が 懸 念 さ れ る 。 そ の た め 、 造 血 幹 細

胞 の 生 着 状 態 、 G V H D発 症 を 診 断 あ る い は 予 知 す る こ と は 治 療 方 針 の 決 定 に 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や

血 小 板 数 を 測 定 し 、 そ れ ら の 測 定 値 が 上 昇 す れ ば 造 血 幹 細 胞 が 生 着 し た こ と を 診 断 す る こ

と が で き る 。 し か し な が ら 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 は 、 移 植 後 10日 か ら 1ヶ 月 以 上 を 要 す る 事

も あ る た め 、 末 梢 血 中 の 白 血 球 数 や 血 小 板 数 を 測 定 す る こ と で は 早 期 に 造 血 幹 細 胞 の 生 着

を 判 断 す る こ と が で き な い 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 G V H D発 症 の 判 定 方 法 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の リ カ バ リ ー 期 に 現 れ る 皮 膚 の 発 疹 等

を 観 察 す る こ と が あ げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 簡 便 で 確 度 の 高 い G V H D発 症 の 判 定 方 法 は 知

ら れ て い な い 。 さ ら に G V H D発 症 以 前 に G V H Dの 発 症 を 予 知 す る 方 法 は 知 ら れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ Stem Cell Growth Factor； 以 下 、 SCGFと 略 記 す る ） は 、 配

列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る ［ W O 9 8 / 0 8 8 6 9、 Proc

. Natl . Acad. Sci. USA, 94, 7577 (1997)、 Biochem. Biophys. Res. Com m., 249, 124

(1998)］ 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 SCGFを 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGF、 な ら び に SCGFの Ｎ

末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 お よ び 細 胞 培 養 上 清 か ら 部 分 精 製 さ れ た SCGFや 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SC

GFを 免 疫 原 と し て 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い る ［ W O 9 8 / 0 8 8 6 9］ 。 該 モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 が 中 和 活 性 を 有 す る こ と 、 ま た 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGFを 免 疫 原

と し て 調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ELISAで 遺 伝 子 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ た SCGFと 反 応

す る こ と 、 SCGFの Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て

調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 遺 伝 子 組 換 え 法 に

よ り 得 ら れ た SCGFを 検 出 で き る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 SCGFの Ｎ 末 端 か ら ６ 残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で の 部 分 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し た 抗

SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142が 報 告 さ れ て い る ［ The Hematology Journal, 2, 307 (20

01)］ 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ヒ ト 正 常 組 織 に 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 、 SCGF遺 伝 子 の 発 現 は 腎 臓

に 多 く 、 心 臓 に 少 な く 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 膵 臓 で は 発 現 が 見 ら れ な い こ と ［

Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 94, 7577 (1997)］ 、 脾 臓 、 胸 腺 、 盲 腸 、 骨 髄 、 胎 児 肝 に

多 く 、 末 梢 血 に 少 な い こ と ［ Biochem. Biophys. Res. Com m., 249, 124 (1998)］ が 知 ら

れ て い る 。 ま た 、 正 常 新 生 児 マ ウ ス に イ ン サ イ テ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果

、 骨 髄 、 増 殖 軟 骨 、 骨 膜 付 近 に SCGFが 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ The Hematolo

gy Journal, 2, 307 (2001)］ 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 さ ら に 、 骨 髄 細 胞 株 (HT60、 KPB-M15)、 単 核 球 細 胞 株 (THP-1、 U-937)、 赤 芽 球 細 胞 株 (HE

L)、 繊 維 芽 細 胞 株 (N HF)で SCGF遺 伝 子 の 発 現 が 見 ら れ る が 、 B細 胞 株 (U266B1、 IM-9)、 T細

胞 株 (M OLT-4)、 赤 芽 球 細 胞 株 (K562)、 上 皮 系 癌 細 胞 株 (HeLaS3、 A431)、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株

(Bowes)、 ア デ ノ ウ イ ル ス 形 質 転 換 胎 生 腎 臓 細 胞 株 (293)、 繊 維 芽 細 胞 株 (CCD-8Lu)で は 、 S

CGF遺 伝 子 の 発 現 が 見 ら れ な い こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 94,

 7577 (1997)］ 。
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【 ０ ０ １ ４ 】

　 し か し 、 正 常 及 び 血 液 疾 患 の 、 或 い は 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た ヒ ト を 含 む 動 物 の 末 梢 血

、 骨 髄 中 の 血 球 細 胞 で の SCGFの mRN A量 の 差 異 に 関 す る 報 告 は 無 い 。

　 組 織 や 細 胞 の mRN Aと コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 と の 相 関 は 低 く （ 相 関 係 数 ＝ 0.48） ［

Electrophoresis, 18, 533 (1997)］ 、 SCGFの mRN A量 か ら SCGF蛋 白 質 量 を 推 定 す る 事 も 困

難 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 上 の よ う に 、 ヒ ト を 含 む 動 物 の 血 清 、 血 漿 な ど の 体 液 お よ び 組 織 中 の SCGF蛋 白 質 の 存

在 、 機 能 、 疾 患 と の 関 係 に つ い て は 明 ら か に さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 判 定 、 白 血 病 と 前

白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と の 判 別 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と の

判 別 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 お よ び G V H Dを 判 定 す る 方 法 、 お よ び 白 血

病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態

お よ び G V H Dの 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 発 明 の 開 示 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 以 下 （ １ ） ～ （ ２ ０ ） に 関 す る 。

　 （ １ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血

病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ２ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 白 血

病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 。

　 （ ３ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 再 生

不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 成 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 。

　 （ ４ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血

幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 状 態 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ５ ） 　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 定 量 す る こ と を 特 徴 と す る 、 移 植

片 対 宿 主 反 応 病 を 判 定 す る 方 法 。

　 （ ６ ） 　 判 定 ま た は 判 別 す る 方 法 が 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ る 、 上 記 （ １ ） ～ （ ５ ） の

い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

　 （ ７ ） 　 免 疫 学 的 測 定 方 法 が 、 サ ン ド イ ッ チ 法 で あ る 、 上 記 （ ６ ） 項 に 記 載 の 方 法 。

　 （ ８ ） 　 サ ン ド イ ッ チ 法 が 、 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） の 異 な る エ ピ ト ー プ に 反 応 す

る ２ 種 類 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ ７ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ ９ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で あ

る 上 記 （ ８ ） 記 載 の 方 法 。

　 （ １ ０ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を

認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ ９

） 記 載 の 方 法 。

　 （ １ １ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 。

　 （ １ ２ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 の 診 断 薬 。

　 （ １ ３ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る

移 植 片 対 宿 主 反 応 病 の 診 断 薬 。

　 （ １ ４ ） 　 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で

あ る 上 記 （ １ １ ） ～ （ １ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 薬 。

　 （ １ ５ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を
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認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 （ １

４ ） 記 載 の 診 断 薬 。

　 （ １ ６ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） に 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 白 血 病 、 前 白 血 病 あ る

い は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 状 態 ま た は 移 植 片 対

宿 主 反 応 病 の 診 断 用 キ ッ ト 。

　 （ １ ７ ） 　 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ SCGF） を 含 む 、 上 記 （ １ ６ ） 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。

　 （ １ ８ ） 　 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 （ １ ９ ） 　 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

　 （ ２ ０ ） 　 上 記 （ １ ８ ） ま た は （ １ ９ ） 項 に 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 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 は 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち 造 血 細 胞 な ど の 未 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で あ

れ ば い か な る も の も 包 含 す る が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ 以 下 、 ALLと 称 す る ） 、 急 性 骨 髄

性 白 血 病 （ 以 下 、 A M Lと 称 す る ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 以 下 、 C M Lと 称 す る ） な ど が あ げ ら

れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 前 白 血 病 と し て は 、 造 血 系 細 胞 の う ち リ ン パ 球 な ど の 成 熟 な 細 胞 が 腫 瘍 化 さ れ た も の で

あ れ ば い か な る も の も 包 含 さ れ る が 、 骨 髄 異 形 性 症 候 群 （ 以 下 、 M DSと 称 す る ） な ど が あ

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と し て リ ン パ 腫 や 骨 髄 腫 な ど が あ げ ら れ る 。

　 リ ン パ 腫 と し て は 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 や 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ 以 下 、 N HLと 称 す る ） な

ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 骨 髄 腫 と し て は 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ 以 下 、 M Mと 称 す る ） な ど が あ げ ら れ る 。

　 白 血 病 、 前 白 血 病 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度

は 、 健 常 人 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が っ て 、

SCGF濃 度 に カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の SCGFを 定 量 し 、 SCGF濃 度 が カ ッ

ト オ フ 値 よ り 高 い 場 合 に 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る と 判 定 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 カ ッ ト オ フ 値 と は 、 あ る 物 質 に 着 目 し て 目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と を 判 定 す る 場 合

に 定 め る 値 を い う 。 目 的 と す る 疾 患 と 非 疾 患 と を 判 定 す る 場 合 に 、 カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ

れ ば 陰 性 、 カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陽 性 と し て 、 ま た は カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ れ ば 陽 性

、 カ ッ ト オ フ 値 以 上 で あ れ ば 陰 性 と し て 疾 患 を 判 定 す る こ と が で き る （ 金 井 正 光 編 、 臨 床

検 査 法 提 要 金 原 出 版 株 式 会 社 ） 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 カ ッ ト オ フ 値 の 臨 床 的 有 用 性 を 評 価 す る 目 的 で 用 い ら れ る 指 標 と し て は 、 感 度 と 特 異 度

が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 あ る 母 集 団 を カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 判 定 し 、 疾 病 患 者 の う ち 、 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の

を ａ （ 真 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で あ り な が ら 判 定 で 陰 性 と さ れ た も の を ｂ （ 偽 陰 性 ） 、 疾 病 患

者 で な い に も 関 わ ら ず 判 定 で 陽 性 と さ れ た も の を ｃ （ 偽 陽 性 ） 、 疾 病 患 者 で な く 判 定 で 陰

性 と さ れ た も の を ｄ （ 真 陰 性 ） と 表 し た と き に 、 ａ ／ （ ａ ＋ ｂ ） で 表 さ れ る 値 を 感 度 （ 真
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陽 性 率 ） 、 ｄ ／ （ ｃ ＋ ｄ ） で 表 さ れ る 値 を 特 異 度 （ 真 陰 性 率 ） と し て 表 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 目 的 と す る 疾 患 群 と 非 疾 患 群 と の 測 定 値 の 分 布 は 通 常 、 一 部 重 複 す る 。 し た が っ て 、 カ

ッ ト オ フ 値 を 上 下 さ せ る こ と に よ り 、 感 度 と 特 異 度 は 変 化 す る 。 カ ッ ト オ フ 値 を 下 げ る こ

と に よ り 感 度 は 高 く な る が 、 特 異 度 は 低 下 し 、 カ ッ ト オ フ 値 を 上 げ る こ と に よ り 感 度 は 低

く な る が 、 特 異 度 は 上 が る 。 判 定 方 法 と し て は 、 感 度 と 特 異 度 の 両 者 の 値 が 高 い ほ う が 好

ま し い 。 ま た 、 感 度 と 特 異 度 の 値 が ５ ０ ％ を 超 え な い 判 定 方 法 は 、 有 用 と は 認 め ら れ な い

。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 カ ッ ト オ フ 値 を 設 定 す る 方 法 と し て は 、 非 疾 患 群 の 分 布 の ９ ５ ％ を 含 む 、 中 央 か ら の 両

端 の い ず れ か の 値 を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定 す る 方 法 、 非 疾 患 群 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す

場 合 、 平 均 値 ＋ ２ 倍 の 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） ま た は 平 均 値 － ２ Ｓ Ｄ を カ ッ ト オ フ 値 と し て 設 定

す る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 判 定 す る 場 合 、 カ ッ ト

オ フ 値 を 15.0ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 89.5%、 特 異 度 70%で 判 定 す る こ と が で き 、

カ ッ ト オ フ 値 を 13.0ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 100%、 特 異 度 60%で 判 定 す る こ と が で

き る 。 健 常 人 の SCGF濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 を 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ の 18.2ng/mLに 設 定 す る と 、

感 度 89.5%、 特 異 度 100%で 判 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の カ ッ ト オ フ 値 で 白 血 病 で あ

る か 否 か を 感 度 95％ 、 特 異 度 100%で 、 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る か 否 か を 感 度 76.9%

、 特 異 度 100%、 さ ら に 前 白 血 病 で あ る か 否 か を 感 度 100%、 特 異 度 100%で 判 定 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 生 体 試 料 と し て は 、 血 液 、 尿 、 髄 液 、 穿 刺 液 な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は

血 液 が あ げ ら れ る 。 血 液 と し て は 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 血 球 溶 血 液 、 血 球 内 液 な ど が あ げ

ら れ る が 、 好 ま し く は 血 清 ま た は 血 漿 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す

る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 白 血 病 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 患

者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ て 有 意 に 上 昇 し て い る 。 し た が っ て 、 上 述 の 方

法 で 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と 判 定 さ れ た の ち 、 さ ら に 白 血 病 と

判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 設 け て 、 採 取 し た 生 体 試 料 中 の SCGF濃 度 が そ の カ ッ ト オ フ 値 よ

り も 高 い 場 合 に は 、 白 血 病 、 低 い 場 合 は 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 で あ る と

判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 白 血 病 と 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と を 判 別 す る 場 合 、 カ ッ ト オ フ 値 を

23.8ng/mLに 設 定 し た 場 合 に は 、 感 度 85%、 特 異 度 69.2%で 判 別 す る こ と が で き る 。 ま た 、

カ ッ ト オ フ 値 を 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ か ら 32.8ng/mLに 設 定 し た

場 合 に は 、 感 度 80%、 特 異 度 100%で 判 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 と を 判 別 す る 方 法 に 関 す る 。

　 再 生 不 良 性 貧 血 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 は 、 骨 髄 お よ び 末 梢 血 に お い て 白 血 球 の 数 や 形 態 に

異 常 が 生 じ る の を 特 徴 と す る 病 態 で 、 二 つ の 疾 患 の 判 別 は 難 し い と さ れ て き た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 の SCGF濃 度 は 健 常 人 の 血 液 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 に 比 べ 有 意 に 上

昇 し て い る が 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 液 中 SCGF濃 度 は 健 常 人 と 変 わ ら な い 。 骨 髄 異 形 性

症 候 群 患 者 の 血 中 SCGF濃 度 は 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 血 中 SCGF濃 度 よ り 有 意 に 高 く 、 両 者 の

血 中 SCGF濃 度 を 測 定 す る こ と で 、 再 生 不 良 性 貧 血 か 骨 髄 異 形 成 症 候 群 か と 判 別 す る こ と が
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で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 そ こ で 、 白 血 球 の 異 常 が 見 ら れ る 患 者 の う ち 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群

患 者 を 判 別 す る 場 合 、 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の SCGF濃 度 よ り カ ッ ト オ フ 値 （ 平 均 値 ＋ 2SD=16

.6ng/mL） を 設 定 し 、 該 カ ッ ト オ フ 値 に よ っ て 判 断 す る と 、 感 度 100%、 特 異 度 100%で 再 生

不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形 性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で き る 。 さ ら に 基 準 値 を 15.6

ng/mL～ 18.6ng/mLに 設 定 す れ ば 、 感 度 100%、 特 異 度 100%で 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 と 骨 髄 異 形

性 症 候 群 患 者 と を 判 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 の 遅 延 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る

。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 と し て は 、 造 血 幹 細 胞 を 移 植 す る 方 法 で あ れ ば い か な る も の で も よ い が

、 骨 髄 移 植 、 臍 帯 血 移 植 、 末 梢 血 幹 細 胞 移 植 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 か ら 造 血 幹 細 胞 の 生 着 ま で の 期 間 は 、 患 者 の 末 梢 血 の 血 球 数 を 基 準 と し

て 以 下 に あ げ る ４ つ の 時 期 に 分 類 さ れ る 。 す な わ ち 、 移 植 前 で 、 抗 癌 剤 な ど を 大 量 投 与 し

た 状 態 に あ る プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 、 移 植 を 行 っ た 後 に 血 球 数 が 減 少 し た 状 態 に あ

る ア プ ラ ス チ ッ ク 期 、 移 植 後 に 血 球 数 が 回 復 し た 状 態 に あ る リ カ バ リ ー 期 、 お よ び 移 植 後

に 造 血 幹 細 胞 が 生 着 す る ス テ イ ブ ル 期 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 お よ び ア プ ラ ス チ ッ ク 期 で

の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 す る 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含

ま れ る SCGF濃 度 の ほ う が 造 血 幹 細 胞 の 生 着 が 遅 延 し な い 患 者 の 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る SCGF

濃 度 に 比 べ て 高 い 。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 造 血 幹 細 胞 の 生 着

が 遅 延 す る お そ れ が あ る と 判 断 さ れ る SCGF濃 度 を カ ッ ト オ フ 値 と し て 定 め 、 SCGF濃 度 が カ

ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 は 見 ら れ ず 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高

い 値 の 場 合 に は 生 着 の 遅 延 が 起 こ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 の 場 合 は 、 例 え ば

カ ッ ト オ フ 値 を 9.5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 67%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 の

場 合 は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 12ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 63%で 判 定 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は G V H Dの 発 症 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 行 っ た 患 者 の ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 で の 生 体 試 料 中 に

含 ま れ る SCGF濃 度 は 、 G V H Dを 発 症 す る 患 者 の ほ う が 、 G V H Dを 発 症 し な い 患 者 に 比 べ て 高 い

。 し た が っ て 、 そ れ ぞ れ の 時 期 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 そ れ ぞ れ の 時 期 で G V H Dを 発 症 す る お

そ れ が あ る と 判 定 さ れ る カ ッ ト オ フ 値 を 定 め 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 低 い 値 の 場 合

に は G V H Dが 発 症 す る お そ れ は な い が 、 SCGF濃 度 が カ ッ ト オ フ 値 よ り 高 い 値 の 場 合 に は G V H D

が 発 症 す る お そ れ が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の G V H Dの 発 症 を 判 定 す る に は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て

は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 87%、 特 異 度 57%で 、 ア プ ラ ス チ

ッ ク 期 に お い て は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 10ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、

リ カ バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば 15ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 G

V H D発 症 患 者 と 非 発 症 患 者 と を 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 生 体 試 料 中 の 造 血 幹 細 胞 増 殖 因 子 （ 以 下 、 SCGFと 称 す ） を 測 定 す る 方 法 と し て は 、 免 疫
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学 的 測 定 法 、 分 子 生 物 学 的 測 定 法 な ど い か な る 方 法 で も よ い が 、 好 ま し く は 免 疫 学 的 測 定

法 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 免 疫 学 的 測 定 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 ４ ６ 】

　 分 子 生 物 学 的 測 定 法 と し て は 、 RT-PCR法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 in situハ イ ブ

リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 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 （ RI

A） 、 酵 素 免 疫 検 出 法 （ EIAま た は ELISA） 、 蛍 光 免 疫 検 出 法 （ FIA） 、 発 光 免 疫 検 出 法 （ lu

minescent im munoassay） 、 物 理 化 学 的 検 出 法 （ TIA， LAPIA， PCIA） 、 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 ４ ８ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 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

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 ５ ０ 】

　 　 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ホ 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 ５ １ 】

　 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 42(1998)］ 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
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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 、 FITC、 RITC等 を 用 い る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 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 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 は 、 抗 原 抗 体 反 応 で 結 合 し た 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の 抗 体 に 、 第 二 の

抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 同 時 に 、 ま た は 別 々 に 反 応 さ せ 、 試 料 中 の 目 的 物 質 を 同 一 ま た は 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 試 料 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 、 固 相 に 第 一 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ）

を 固 定 し た 後 、 測 定 し た い 試 料 を 第 一 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 試 料 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 試 料 中 の 目 的 物 質 と 第 一 の

抗 体 の 複 合 体 に 、 第 二 の 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 反 応 さ せ 、 測 定 系 中 の 反 応 に 関 与 し な か っ た

第 二 次 抗 体 な ど の 成 分 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 反 応 系 に 存 在 す る 試 料 中 の 目 的 物 質 を 検 出 ま た

は 定 量 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 固 相 と し て は 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、

ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い

ず れ を 用 い て も よ く 、 Fab、 Fab'、 F(ab) 2 な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い る 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ

を 認 識 す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 少 な く と も １ つ が モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 で 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～

２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２

９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １

の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど が

あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142［ The Hematology Journal, 2, 307 (2001)］ が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配

列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ

ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945

が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M28

04を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー

マ K M2945は 、 平 成 １ ４ 年 ２ 月 ２ ６ 日 付 け で 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 中 央 第 ６ ） に FER M BP-7922、 FER M BP-7923

お よ び FER M BP-7924と し て そ れ ぞ れ 寄 託 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 述 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は SCGFを 認 識 す る 部 位 が そ れ ぞ れ 異 な る の で 、 こ れ ら の モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領
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域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142［ The Hematology J

ournal, 2, 307 (2001)］ が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142と 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２

９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 具 体 的 に は

ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804と の 組 み 合 わ

せ が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る SCGFを 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 の 具 体 例 を 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ま ず 、 適 当 な 固 定 担 体 の 表 面 に 上 述 の 抗 SCGF抗 体 （ 一 次 抗 体 ） を 吸 着 固 定 す る 。 一 次 抗

体 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～ 37℃ に て 30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 ６ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば 1～ 10%の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 10～ 30%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 ６ ５ 】

　 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 は 、 4～ 37℃ に て 30分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で き る

。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 次 に 、 一 次 抗 体 を 生 体 試 料 と 接 触 さ せ る 。 生 体 試 料 は 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 0.01～ 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 ６ ７ 】

　 一 次 抗 体 と 生 体 試 料 と の 接 触 は 、 4～ 37℃ に て 30分 間 以 上 反 応 さ せ る こ と に よ り 行 う こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 接 触 さ せ た 後 、 必 要 に 応 じ て Tween20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 ６ ９ 】

　 こ の と き 、 生 体 試 料 中 に 存 在 す る SCGFが 、 あ ら か じ め 固 定 さ れ て い る 抗 SCGF抗 体 と 特 異

的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 抗 SCGF抗 体 を 介 し て 固 定 担 体 に 固 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 次 に 、 SCGFが 固 定 さ れ た 前 記 担 体 を 、 二 次 抗 体 を 含 有 す る 溶 液 と 接 触 さ せ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 二 次 抗 体 と し て は 、 一 次 抗 体 と エ ピ ト ー プ の 異 な る 抗 SCGF抗 体 で あ れ ば い か な る も の で

も よ い 。 ま た 、 二 次 抗 体 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 ７ ２ 】

　 未 吸 着 の 二 次 抗 体 を 除 去 す る に は 、 必 要 に 応 じ て Tween20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 該 二 次 抗 体 は 、 あ ら か じ め 結 合 さ れ て い る 一 次 抗 体 及 び SCGFを 介 し て 、 固 定 担

体 に 結 合 し 、 二 次 抗 体 の 結 合 量 が 生 体 試 料 中 の SCGFの 量 を 反 映 す る こ と に な る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 上 記 の よ う に し て 固 定 さ れ た 二 次 抗 体 は 、 二 次 抗 体 の 標 識 体 に 応 じ て 測 定 す る こ と が で

き る 。 ま た 、 二 次 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 三 次 抗 体 を 用 い 、 該 三 次 抗 体 を 種 々 の 方 法 に よ り

標 識 し て お き 、 三 次 抗 体 の 標 識 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】

　 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 、 生 体 試 料 中 の SCGFの 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 検 量 線 は 、 標 準 物 質 と し て 濃 度 が 既 知 で あ る ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 含 む 溶 液 を 数 点 段 階 希 釈

し た も の を 準 備 し 、 生 体 試 料 と と も に 上 述 の サ ン ド イ ッ チ 法 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 診 断 薬 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後

の 造 血 幹 細 胞 の 生 着 遅 延 の 診 断 薬 、 お よ び G V H D発 症 の 診 断 薬 に 含 有 さ れ る SCGFに 対 す る 抗

体 と し て は 、 SCGFに 反 応 す る 抗 体 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ

る い は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど い か な る も の で も よ い が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が

用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領

域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ

た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 配 列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で

示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 配 列 番 号 １ の ６ ～ ２ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2142(FER M BP-7922)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142

が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た

領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945(FER M BP-7924)が 生

産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ 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 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 試 薬 と し て は SCGFに 反 応 す る 抗 体 を 含 み 、 ま た 、 必 要 に 応 じ 、 生 体 試 料 の 希 釈 液 、 抗 体

固 定 化 固 相 、 反 応 緩 衝 液 、 洗 浄 液 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 、 標 識 体 の 検

出 用 試 薬 、 SCGFな ど の 標 準 物 質 な ど も 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 生 体 試 料 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 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 抗 体 固 定 化 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 、 本 発 明

の 抗 体 ま た は 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 。 抗 体 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

抗 体 等 を 疎 水 固 相 化 し た も の が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 反 応 緩 衝 液 は 、 抗 体 固 定 化 固 相 の 抗 体 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 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】

　 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 ８ ５ 】

　 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 西 洋

ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 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 ８ ６ 】

　 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 ８ ７ 】

　 標 準 物 質 と し て は 、 W O 9 8 / 0 8 8 6 9に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 で き る SCGF、 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 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認

識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示

さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 配 列 番 号 １ 記 載 の ２ ９ ～ ５ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2804(FER M BP-7923)が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

K M2804が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 １ 記 載 の ６ ０ ～ ３ ０ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ た 領 域

を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2945（ FER M BP-7924） が 生 産

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 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 の 製 造 方 法 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 （ １ ） 抗 原 の 調 製

　 抗 原 と し て は 、 ヒ ト SCGF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 し て 得 ら れ た ヒ ト SCGF蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 得 ら れ た ヒ ト SC

GF部 分 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

　 抗 原 用 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 5～ 30残 基 程 度 の 蛋 白 質 部 分 配 列 が 選 択 さ れ る 。 変 性 し

て い な い 天 然 の 構 造 を 有 し て い る 状 態 の 該 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る た め に は 、 立

体 構 造 上 蛋 白 質 の 表 面 に 存 在 し て い る 部 分 配 列 を 抗 原 ペ プ チ ド と し て 選 択 す る 必 要 が あ る

。 Kyteと Doolitt leの 方 法 ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー （ Journal o

f Molecular Biology） , 157, 105-132 (1982)］ な ど に よ り 、 親 水 性 の 高 い 部 分 配 列 を 予
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測 す る こ と で 、 立 体 構 造 上 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 部 分 を 推 測 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 一

般 的 に 親 水 性 の 低 い 部 分 は 立 体 構 造 上 蛋 白 質 の 内 部 に 存 在 す る 場 合 が 多 く 、 親 水 性 の 高 い

部 分 は 蛋 白 質 表 面 に 存 在 す る 場 合 が 多 い た め で あ る 。 ま た 、 蛋 白 質 の N末 端 、 C末 端 は 蛋 白

質 表 面 に 存 在 す る 場 合 が 多 い 。 さ ら に 、 蛋 白 質 の 二 次 構 造 情 報 も 参 考 に で き る 。 Chou-Fas

manの 方 法 ［ ア ド バ ン セ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー (Advances in Enzymology), 47, 45

-147 (1978)］ な ど に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 測 し た 蛋 白 質 二 次 構 造 に お い て 、 タ ー ン 構

造 や ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 が 抗 原 用 ペ プ チ ド と し て 適 し て い る と 考 え る こ と が

で き る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う に 選 択 し た 部 分 ペ プ チ ド が 目 的 通 り の 抗 体 を 確 立 す る 抗

原 と な る と は 限 ら な い 。

　 部 分 ペ プ チ ド に は 、 蛋 白 質 と 架 橋 す る た め に シ ス テ イ ン を 末 端 に 付 加 す る 。 蛋 白 質 の 内

部 配 列 を 選 択 し た 場 合 に は 、 必 要 に 応 じ ペ プ チ ド の N末 端 は ア セ チ ル 化 、 C末 端 は ア ミ ド 化

す る 。

　 部 分 ペ プ チ ド は 一 般 的 な 液 相 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 お よ び そ れ ら を 適 宜 組 み 合 わ せ る 方

法 、 ま た は そ れ ら に 準 じ る 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る ［ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ

ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ペ プ タ イ ド ・ ア ン ド ・ プ ロ テ イ ン ・ リ サ ー チ (International Journal o

f Peptide Protein Research), 35, 161-214 (1990)、 「 ソ リ ッ ド － フ ェ ー ズ ・ ペ プ タ イ

ド ・ シ ン セ シ ス (Solid-Phase Peptide Synthesis)」 , メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ

ー 第 289巻 (Methods in Enzymology, vol. 289) ,グ レ ッ グ ・ B・ フ ィ ー ル ズ (Gregg B. Fi

elds)編 ,ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス (Academic Press), (1997)、 「 ペ プ タ イ ド ・ シ ン セ シ ス ・

プ ロ ト コ ー ル (Peptide Synthesis Protocols)」 , メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ

オ ロ ジ ー 第 35巻 (Methods in Molecular Biology, vol. 35) ,マ イ ケ ル ・ W・ ペ ニ ン ト ン (

Michael W. Pennington) ,ベ ン ・ M・ ダ ン (Ben M. Dunn) 編 ,ヒ ュ ー マ ナ ・ プ レ ス (Humana

Press), (1994)］ 。

　 ま た 、 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 合 成 機 に よ る ペ プ チ ド の 合

成 は 、 島 津 製 作 所 製 ペ プ チ ド 合 成 機 、 ア ド バ ン ス ト ・ ケ ム テ ッ ク 社 （ Advanced ChemTech

Inc., USA、 以 後 ACT社 と 略 称 す る ） 製 ペ プ チ ド 合 成 機 等 の 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 上 で 、

適 当 に 側 鎖 を 保 護 し た Nα -Fmoc-ア ミ ノ 酸 あ る い は Nα -Boc-ア ミ ノ 酸 等 を 用 い 、 そ れ ぞ

れ の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 原 料 と な る 保 護 ア ミ ノ 酸 お よ び 担 体

樹 脂 は 、 ABI 社 、 島 津 製 作 所 、 国 産 化 学 （ 株 ） 、 ノ バ ビ オ ケ ム 社 （ NovaBiochem） 、 渡 辺

化 学 （ 株 ） 、 ACT 社 、 ア ナ ス ペ ッ ク 社 （ AnaSpec Inc.） 、 ま た は ペ プ チ ド 研 究 所 （ 株 ） 等

か ら 入 手 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 （ 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 （ 1） で 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 （ complete freund's adjuvant） 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 （ Keyhole Limpet Hemocyani

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 。

　 抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 １ ～ ２ 週 間 お き に ３ ～ 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

ー を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源 と し て 提 供 す る 。

　 抗 体 産 生 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 （ 1,200r

pm、 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 (pH 7.65)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 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】

　 （ 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 P3-X63Ag8-U1(P3-U1)［ Current Top

ics in Microbiology and Im munology, 18:1-7 (1978)］ 、 P3-NS1/1-Ag41（ NS-1） ［ Euro

pean J. Im munology, 6: 511-519 (1976)］ 、 SP2/O-Ag14(SP-2)［ Nature,276: 269-270 (

1978)］ 、 P3-X63-Ag8653(653)［ J.Im munology, 123:1548-1550 (1979)］ 、 P3-X63-Ag8(X6

3)［ Nature, 256:495-497 (1975)］ 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 （ 1.5m mol/L） 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル （ 5× 10
- 5
 mol/L） 、 ジ ェ ン タ マ イ シ ン （ 10μ g/mL） お よ び 牛 胎 児 血 清 (FCS)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 （ 15μ g/mL） 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 ９ ３ 】

　 （ ４ ） 細 胞 融 合

　 （ ２ ） で 免 疫 し た 抗 体 産 生 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 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 1.83g、 リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.21g、 食 塩 7.65g、 蒸 留 水 １ リ ッ ト ル

、 pH 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 （ 1,200rpm、 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 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － 1,000（ PEG-1,000） 2g、

M E M2mLお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7mLの 混 液 0.2～ 1mL/10
8
抗 体 産 生 細 胞 を 加 え 、 1～ 2

分 間 毎 に M E M培 地 1～ 2mLを 数 回 加 え た 後 、 M E M培 地 を 加 え て 全 量 が 50mLに な る よ う に す る 。

遠 心 分 離 （ 900rpm、 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 （ 10
- 4

mol/L） 、 チ ミ ジ ン （ 1.5× 10
- 5

mol/L） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ 4× 10
- 7

mol/L） を 加 え

た 培 地 ］ 100mL中 に 懸 濁 す る 。 こ の 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ L/穴 ず つ 分 注 し 、

5% CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 7～ 14日 間 培 養 す る 。

　 培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 下 記 に 述 べ る 酵 素 免 疫 測 定 法 な ど に よ り 、 ヒ ト SCGFに 反

応 し 、 ヒ ト SCGF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 、 HT培 地 （ H AT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 抗 ヒ

ト SCGF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 。

酵 素 免 疫 測 定 法

　 抗 原 あ る い は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ

培 養 上 清 も し く は 上 述 の 方 法 で 得 ら れ る 精 製 抗 体 を 第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ る 。

　 第 一 抗 体 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 第 二 抗 体 を 添 加 す る 。

　 第 二 抗 体 と は 、 第 一 抗 体 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識 で き る 抗 体 を 、 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 体 で あ る 。 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ 作

製 の 際 に マ ウ ス を 用 い た の で あ れ ば 、 第 二 抗 体 と し て は 、 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識

で き る 抗 体 を 用 い る 。

　 反 応 後 、 第 二 抗 体 を 標 識 し た 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 い 、 抗 原 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 選 択 す る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 （ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 プ リ ス タ ン 処 理 ［ 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Pristane） 0.5mL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 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 2× 10
6
～ 5× 10

7
細 胞 /匹 を 腹

腔 内 注 射 す る 。 10～ 21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 （ 3,000rpm、 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 後 、 40～ 50％ 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
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い は ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に よ る 精 製 を 行 い 、 IgGあ る い は 、 IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 と す る 。

　 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 280nmで の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。

［ 実 施 例 ］

【 ０ ０ ９ ５ 】

実 施 例 １ ． ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

（ １ ） ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド の 合 成

　 ヒ ト SCGF蛋 白 配 列 を 解 析 し 、 親 水 性 の 高 い 部 分 、 N末 端 、 C末 端 、 二 次 構 造 上 タ ー ン 構 造

、 ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 有 す る 部 分 の 中 か ら 、 抗 原 と し て 適 当 と 考 え ら れ る 部 分 配 列 と し

て 、 化 合 物 1(SCGF-1)を 選 択 し た 。

（ 略 号 に つ い て ）

　 本 発 明 に お い て 使 用 し た ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 保 護 基 に 関 す る 略 号 は 、 生 化 学 命 名 に 関 す

る IUPAC-IUB委 員 会 （ IUPAC-IUB Joint Com mission on Biochemical Nomenclature） の 勧

告 ［ ヨ ー ロ ピ ア ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ European Journal of Bioc

hemistry） , 138巻 , ９ 頁 （ 1984 年 ） ］ に 従 っ た 。

　 以 下 の 略 号 は 、 特 に 断 わ ら な い 限 り 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

　 　 Ala: L-ア ラ ニ ン

　 　 Arg: L-ア ル ギ ニ ン

　 　 Cys: L-シ ス テ イ ン

　 　 Gln: L-グ ル タ ミ ン

　 　 Glu: L-グ ル タ ミ ン 酸

　 　 Glx: L-グ ル タ ミ ン 酸

　 　 Gly: グ リ シ ン

　 　 Leu: L-ロ イ シ ン

　 　 Trp: L-ト リ プ ト フ ァ ン

　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の ア ミ ノ 酸 の 保 護 基 お よ び 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 を 表 す 。

　 　 Fmoc: 9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 tBu: ｔ -ブ チ ル

　 　 Trt: ト リ チ ル

　 　 Boc: t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 Pmc: 2, 2, 5, 7, 8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル フ ォ ニ ル

　 　 Fmoc-Arg(Pmc)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル

　 　 　 -N
g
-2,2,5,7,8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル フ ォ ニ ル -L-ア ル ギ ニ ン

Fmoc-Gln(Trt)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -Nε -ト リ チ ル -L-グ ル タ

ミ ン

Fmoc-Glu(OtBu)-O H: Nα － 9－ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -L-グ ル タ ミ ン 酸 -γ -

t-ブ チ ル エ ス テ ル

Fmoc-Trp(Boc)-O H: Nα -9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -N
i n d

-t-ブ チ ル オ キ シ カ

ル ボ ニ ル -L-ト リ プ ト フ ァ ン

　 以 下 の 略 号 は 、 対 応 す る 下 記 の 反 応 溶 媒 、 反 応 試 薬 等 を 表 す 。

PyBOP: ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル オ キ シ ト リ ピ ロ リ ジ ノ ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ

ホ ス フ ェ ー ト

H OBt: N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル

N M M: N-メ チ ル モ ル ホ リ ン

D MF: N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド

TFA: ト リ フ ル オ ロ 酢 酸

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 化 合 物 の 理 化 学 的 性 質 は 次 の 方 法 に よ り 測 定 し た 。

　 質 量 分 析 は 、 日 本 電 子 JMS-H X110Aを 用 い FAB-MS法 に よ り 、 も し く は ブ ル カ ー 社 製 質 量 分
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析 装 置 REFLEXを 用 い M ALDI-TOFMS法 に よ り 行 っ た 。 行 っ た 。 ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 コ ー エ ン （ C

ohen, S. A.） ら の 方 法 ［ ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー (Analytical Biochemistr

y), 222, 19 (1994)］ に よ り 行 っ た 。 加 水 分 解 は 塩 酸 蒸 気 中 110℃ で 20時 間 行 い 、 加 水 分

解 物 の ア ミ ノ 酸 組 成 は ウ ォ ー タ ー ズ ・ ア キ ュ ・ タ グ （ Waters AccQ-Tag） ア ミ ノ 酸 分 析 計

（ Waters社 製 ） を 用 い 分 析 し た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

(1)化 合 物 １ (SCGF-1)（ 配 列 番 号 ４ ） （ Ac-Arg-Glu-Trp-Glu-Gly-Gly-Trp

-Gly-Gly-Ala-Gln-Glu-Glu-Glu-Arg-Glu-Arg-Glu-Ala-Leu-Cys-O H） の 合 成

　 Fmoc-Cys(Trt)、 14.1μ mol が 結 合 し た 担 体 樹 脂 （ H-Cys(Trt)-2-ClTrt resin樹 脂 、 ノ

バ ビ オ ケ ム 社 製 ） 30mgを 自 動 合 成 機 （ 島 津 製 作 所 ） の 反 応 容 器 に 入 れ 、 600μ Lの D MFを 加

え て ３ 分 間 攪 拌 し 溶 液 を 排 出 し た 後 、 島 津 製 作 所 の 合 成 プ ロ グ ラ ム に 従 い 次 の 操 作 を 行 っ

た 。

(a) 30%ピ ペ リ ジ ン -D MF溶 液 900μ Lを 加 え て 混 合 物 を 4分 間 攪 拌 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の

操 作 を も う 1回 繰 り 返 し た 。

(b) 担 体 樹 脂 を 900μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 5回 繰 り 返 し た

。

(c) Fmoc-Leu-O H (141μ mol)、 PyBOP (141μ mol)、 H OBt1水 和 物 (141μ mol)お よ び N M M(212

μ mol)を D MF (494μ L)中 で 3分 間 攪 拌 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を 30分 間 攪

拌 し 、 溶 液 を 排 出 し た 。

(d) 担 体 樹 脂 を 900μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 後 溶 液 を 排 出 し 、 こ れ を 5回 繰 り 返 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

こ う し て 、 Fmoc-Leu-Cys(Trt) が 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。

　 次 に 、 (a) (b) の 工 程 の 後 、 (c) の 工 程 で Fmoc-Ala-O H を 用 い て 縮 合 反 応 を 行 い 、 (d)

 の 洗 浄 工 程 を 経 て 、 Fmoc-Ala- Leu-Cys(Trt) が 担 体 上 に 合 成 さ れ た 。

　 以 下 、 工 程 (c) に お い て 、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Arg(Pmc)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O

H、 Fmoc-Arg(Pmc)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fm

oc-Gln(Trt)-O H、 Fmoc-Ala-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Trp(Boc)-O H、 Fmoc-Gl

y-O H、 Fmoc-Gly-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Trp-O H、 Fmoc-Glu(OtBu)-O H、 Fmoc-Arg(P

mc)-O H を 順 次 用 い て 、 (a)～ (d) を 繰 り 返 し た 後 、 (a) (b) の 脱 保 護 、 洗 浄 工 程 を 経 て 、

メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 12時 間 乾 燥 し て 、 N末 端 が 無 保 護 で あ

り 側 鎖 が 保 護 さ れ た ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 次 に 得 ら れ た 担 体 樹 脂 に 対 し 次

の (e)～ (g) の 操 作 を 行 っ た 。

(e) 担 体 樹 脂 を 800μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た

。

(f) 無 水 酢 酸 (282μ mol) 及 び D MF(500μ L) を 樹 脂 に 加 え て 混 合 物 を 2時 間 攪 拌 し 、 溶 液

を 排 出 し た 。

(g) 担 体 樹 脂 を 800μ Lの D MFで 1分 間 洗 浄 し 、 該 溶 液 を 排 出 し 、 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た

。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 こ の 後 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ チ ル エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し 、 減 圧 下 12 時 間 乾 燥 し て 、 N末 端

が ア セ チ ル 化 さ れ た 側 鎖 保 護 ペ プ チ ド の 結 合 し た 担 体 樹 脂 を 得 た 。 こ れ に 、 5mg/mLの 濃 度

で 2-メ チ ル イ ン ド ー ル を 含 む TFA（ 82.5%） 、 チ オ ア ニ ソ ー ル （ 5%） 、 水 （ 5%） 、 エ チ ル メ

チ ル ス ル フ ィ ド （ 3%） 、 1,2-エ タ ン ジ チ オ ー ル （ 2.5%） お よ び チ オ フ ェ ノ ー ル （ 2%） か ら

な る 混 合 溶 液 1mL を 加 え て 室 温 で 6時 間 放 置 し 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 す る と と も に 樹 脂 よ り

ペ プ チ ド を 切 り 出 し た 。 樹 脂 を 濾 別 後 、 得 ら れ た 溶 液 に エ ー テ ル 約 10mL を 加 え 、 生 成 し

た 沈 澱 を 遠 心 分 離 お よ び デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 回 収 し 、 粗 ペ プ チ ド と し て 44.6mgを 取 得

し た 。 こ の 粗 生 成 物 全 量 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル お よ び D MFか ら な る 混 合 溶 液 に 溶 解 し 、 逆

相 カ ラ ム （ 資 生 堂 製 、 CAPCELL PA K C18 30m mI.D. X 250m m） を 用 い た HPLC で 精 製 し た 。

0.1% TFA 水 溶 液 に 、 TFA 0.1% を 含 む 90% ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 を 加 え て い く 直 線 濃 度

勾 配 法 で 溶 出 し 、 220nm で 検 出 し 、 化 合 物 1を 含 む 画 分 を 得 た 。 こ の 画 分 を 凍 結 乾 燥 し て
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、 化 合 物 1を 1.6mg 得 た 。

質 量 分 析 ［ TOFMS］ ; m/z = 2520.7 (M+H
+
)

ア ミ ノ 酸 分 析 ; Glx 7.6 (8), Gly 4.0 (4), Arg 2.9 (3), Ala 2.2 (2), Leu 1.2 (1), C

ys 1.7 (1)

【 ０ １ ０ ０ 】

（ ２ ） 免 疫 原 の 調 製

　 実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 を 高 め る 目 的 で 以 下 の 方

法 で KLH（ カ ル ビ オ ケ ム 社 製 ） と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち 、 K

LHを PBSに 溶 解 し て 10mg/mLに 調 整 し 、 1/10 容 量 の 25mg/mL M BS（ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を

滴 下 し て 30分 間 撹 拌 反 応 さ せ る 。 あ ら か じ め PBSで 平 衡 化 し た セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム

な ど の ゲ ル ろ 過 カ ラ ム で フ リ ー の M BSを 除 い て 得 ら れ た KLH-M B 2.5mgを 0.1mol/Lリ ン 酸 ナ

ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） に 溶 解 し た ペ プ チ ド 1mg と 混 合 し 、 室 温 で 3時 間 、 攪 拌 反

応 さ せ た 。 反 応 後 、 PBSで 透 析 し た 。

【 ０ １ ０ １ 】

（ ３ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ２ ） で 調 製 し た ペ プ チ ド -KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト 100μ g を ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2

mg お よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10
9  
細 胞 と と も に 5週 令 雌 ラ ッ ト （

SD） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ g の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を １ 週 間 に １ 回 、 計 4回 投 与 し た

。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 以 下 の （ ４ ） に 示 す 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、

十 分 な 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト か ら 最 終 免 疫 ３ 日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。

　 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 （ 1,20

0rpm、 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 （ pH 7.65） 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 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

（ ４ ） 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

　 ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は 実 施 例 １ （ １ ） で 得 ら れ た ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド を サ イ ロ グ ロ ブ

リ ン （ 以 下 、 TH Yと 略 す 。 ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の を 用 い た 。 作 製 方 法 は 実 施 例 １ （

２ ） に 記 し た 通 り で あ る が 、 架 橋 剤 に は M BSの 代 わ り に SM CC（ シ グ マ 社 製 ） を 用 い た 。 96

穴 の EIA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 上 述 の よ う に 調 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10μ g

/mL, 50μ L/穴 で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 1% BSA-PBSを 100μ L/

穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 1% BSA-PBSを 捨 て 、

被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 培 養 上 清 も し く は 精 製 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 50μ L/穴 で 分 注 し ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ダ コ 社 製 ） を 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応

さ せ 、 tween-PBSで 洗 浄 後 ABTS基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ O D415nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ E-max

;Molecular Devices社 製 ） に て 測 定 し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

（ ５ ） 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 P3-U1を 正 常 培 地 で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に 2×

10
7
以 上 の 細 胞 を 確 保 し 、 細 胞 融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

（ ６ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 １ （ ３ ） で 得 ら れ た ラ ッ ト 脾 細 胞 と （ ５ ） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を １ ０ ： １ に

な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1,200rpm、 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 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － 1,000（ PEG-1,000

） 2g、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 2mL お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7mLの 混 液 0.2～ 1mL/10
8
ラ ッ ト 脾

細 胞 を 加 え 、 1～ 2分 間 毎 に Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 1～ 2mLを 数 回 加 え た 後 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 加 え て 全 量 が

50mLに な る よ う に し た 。 遠 心 分 離 （ 900rpm、 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 、 吸 出 し で ゆ る や か に 細 胞 を H AT培 地 100mL中 に 懸
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濁 し た 。

　 こ の 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 記 載 し た 酵 素 免 疫 測 定 法

で 調 べ 、 ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 反 応 し て 、 別 の SCGF部 分 ペ プ チ ド で あ る 配

列 番 号 1の 140～ 156番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 反 応 し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に H

T培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2141、 K M2142、 K M2143、 K M2144、 K M2145を 確 立 し た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

（ ７ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 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 （ ６ ） 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 に 、 ハ イ ブ リ

ド ー マ は 腹 水 癌 化 し た 。 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ 1～ 8mL/匹 ） し 、 遠 心

分 離 （ 3,000rpm、 ５ 分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgMの と き は 、 5

0％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 塩 析 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 0.5Mを 添 加 し た PBSで 透 析 後 、 セ ル ロ フ

ァ イ ン GSL2000（ 生 化 学 工 業 社 製 ） （ ベ ッ ト ボ リ ュ ー ム 750mL） の カ ラ ム に 流 速 15mL/時 で

通 塔 し IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgGの と き

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

atory (1988)］ に よ り 精 製 し 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 決

定 し た （ 表 １ ） 。

【 ０ １ ０ ６ 】

【 表 １ 】

【 ０ １ ０ ７ 】

（ ８ ） ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 １ （ ６ ） で 選 択 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （

化 合 物 １ ） と の 反 応 性 を （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ

ド と し て は 、 化 合 物 １ と は 異 な る SCGF部 分 ペ プ チ ド で あ る 配 列 番 号 1の 140～ 156番 目 の ア

ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 用 い た 。 第 １ 図 に 示 す よ う に 、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 (K M2141～ 2145)は 化 合 物 １ に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド に は 反 応 し な か

っ た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

実 施 例 ２ ． 動 物 細 胞 を 用 い た ヒ ト SCGFの 発 現 と 精 製

【 ０ １ ０ ９ 】

（ １ ） ヒ ト SCGF発 現 用 プ ラ ス ミ ド pA GE-SCGFα の 構 築 お よ び ヒ ト SCGFの 動 物 細 胞 で の 発 現

　 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー pA GE210（ W O96/34016） の HindIII／ KpnI処 理 断 片 と SCGFタ ン パ

ク 質 を コ ー ド す る D N A［ Mio et.al . , BBRC 249, 124- 130 (1998)］ と を 連 結 す る こ と に よ

り 、 ヒ ト SCGF発 現 ベ ク タ ー pA GE-SCGFα を 構 築 し た 。
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　 動 物 細 胞 へ の プ ラ ス ミ ド の 導 入 は 宮 地 等 の 方 法 に 従 い エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Miya

ji et al. , Cytotechnology, 3, 133-140 (1990)］ に よ り 行 っ た 。 4μ gの pA GE-SCGF-aを 4

× 10
6
個 の dhfr遺 伝 子 欠 損 CH O細 胞 株 ［ Urlaub and Chasin, Proc. Natl . Acad. Sci. USA,

 77, 4216-4220 (1980)］ へ 導 入 し た 。 こ の 細 胞 を 10mLの M E Ma2000-dFCS(5)培 地 ［ dFCSを 5

%、 7.5% NaHCO 3 を 1/40量 、 200mL グ ル タ ミ ン 溶 液 （ GIBCO/BRL社 製 ） を 3%、 ペ ニ シ リ ン ・

ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ GIBCO/BRL社 製 、 5,000単 位 /mLペ ニ シ リ ン お よ び 5,000 mg/mLス

ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 ） を 0.5%含 む M E M a2000培 地 （ GIBCO/BRL社 製 ） ］ に 懸 濁 し 、 10cmプ

レ ー ト （ IW A KI社 製 ） に 入 れ 、 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 24時 間 培 養 し た 。 ハ イ グ ロ

マ イ シ ン （ GIBCO/BRL社 製 ） を 終 濃 度 0.3 mg/mLに な る よ う 添 加 し 、 さ ら に 1～ 2週 間 培 養 し

た 。 形 質 転 換 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 時 点 で 回 収 し 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 0.3mg/mL

、 methotrexate（ M TX） を 50nmol/L含 む M E Ma2000-dFCS(5)培 地 に 1～ 2× 10
6
細 胞 /mLに な る

よ う に 懸 濁 し 、 F75フ ラ ス コ （ Greiner社 製 ） に 2 mL分 注 し た 。 １ ～ ２ 週 間 の 培 養 後 、 50nm

ol/L M TX耐 性 の 細 胞 を 0.3 mg/mLハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 200nmol/L M TX含 有 M E Ma2000-dFCS(5)

培 地 に 1～ 2× 10
5
細 胞 /mLに な る よ う に 懸 濁 し 、 F75フ ラ ス コ （ Greiner社 製 ） に 2mL分 注 し

た 。 1～ 2週 間 の 培 養 後 、 200nmol/L M TX耐 性 の 細 胞 を 得 た 。 こ の 200 nmol/L M TX耐 性 細 胞

を 下 記 に 示 す 培 地 １ ） お よ び 培 地 ２ ） を 用 い て 、 2 Lの ロ ー ラ ー ボ ト ル （ Greiner社 製 ） で

37℃ 、 80回 転 /分 で 培 養 を 行 っ た 。

培 地 １ ） 無 血 清 Ex-cell 301 培 地 （ JRH Biosciences社 製 ）

培 地 ２ ） 10mg/Lの aprotinin（ Sigma社 製 ） を 含 む 無 血 清 Ex-cell 301

　 　 　 　 　 培 地

【 ０ １ １ ０ 】

約 5日 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 培 養 上 清 サ ン プ ル を 得 た 。

【 ０ １ １ １ 】

（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 培 養 上 清 中 の

SCGFタ ン パ ク 質 の 存 在 確 認

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ

ィ ン グ に よ り 、 前 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 上 清 中 の SCGFタ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 以 下 の 方 法

に よ り 確 認 し た 。

　 後 述 （ ３ ） お よ び （ ４ ） の SCGFタ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 に お け る 各

精 製 画 分 を SDS-PA GEで 分 離 後 、 P. Matsudairaの 方 法 ［ J.B.C. 262, 10035-10038 (1987)

］ に 従 っ て PV DF膜 （ Im mobilon Transfer Membranes、 ミ リ ポ ア 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た

。 転 写 膜 は ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 ［ 1% BSAを 含 む PBSバ ッ フ ァ ー (137m mol/L NaCl, 2.7m mol/L

KCl, 9.6 m mol/L Na 2 HPO 4 /K H 2 PO 4 (pH 7.2))］ 中 で 30分 間 振 盪 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液

で 1mg/mLに 希 釈 し た 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 溶 液 中 で 室 温 60 分 間 振 盪 し た 。 該

転 写 膜 は さ ら に 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で

の 5分 間 洗 浄 を 1回 実 施 し た 後 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 ラ ッ ト IgG抗 体 （ anti-ra

t im munoglobulin 1.3g/L, D A K O社 製 ） を PBSで 1/1,000に 希 釈 し た 溶 液 中 で 室 温 60分 間 振

盪 し た 。 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で の 5分 間

洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 発 光 法 （ ECL Western blotting detection reagents、 ア マ シ ャ

ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に よ り 検 出 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ ２ 】

（ ３ ） CH O細 胞 培 養 上 清 か ら の ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の 精 製

　 実 施 例 ３ に 記 載 す る 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 を 行 う た め に 、 上 記 （ １ ） の

培 地 １ ） の 培 養 条 件 で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ２ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ

っ て 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 取 得 し た 。

第 1段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Zn
2 +
イ オ ン で 飽 和 さ せ た Chelating Sepharose Fast Flow担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ

ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を 2.5 cm φ × 20 cmの カ ラ ム （ BioRad社 製 ） に 11 cmの 高 さ ま で 充 填

し 、 0.5mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 20 m mol/L り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 7.1） で 平

衡 化 し た 。 こ れ に 上 記 （ １ ） で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 2.4Lを 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗
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浄 後 、 0～ 100 m mol/L ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-

PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 2段 階 ： MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 65%と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 4℃ で 2時 間 放 置 し た 。 18,800× gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ

た 沈 澱 を 10m mol/L ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)に 溶 解 し 、 同 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し

た MonoQ HR 5/5 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩

衝 液 で 十 分 洗 浄 後 、 0～ 1 mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一

部 を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142に よ る ウ ェ ス

タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た （ 第 ２ 図 の レ ー ン

２ ） 。

【 ０ １ １ ３ 】

（ ４ ） CH O培 養 上 清 か ら の ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の 高 純 度 精 製

　 実 施 例 ６ に 記 載 す る ヒ ト SCGF定 量 系 で 用 い る ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 標 準 品 は 、 上 記 （ １ ）

の 培 地 ２ ） の 培 養 条 件 で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 か ら 以 下 の ３ 段 階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に

よ り 精 製 し 、 取 得 し た 。

第 1段 階 ： 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Zn
2 +
イ オ ン で 飽 和 さ せ た Chelating Sepharose Fast Flow担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ

ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を 5.0cmφ x 20cmの カ ラ ム （ BioRad社 製 ） に 14.5cmの 高 さ ま で 充 填

し 、 0.5mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 20m mol/L り ん 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 7.1） で 平 衡

化 し た 。 こ れ に 上 記 （ １ ） で 得 た CH O細 胞 培 養 上 清 12Lを 添 加 し 、 同 緩 衝 液 で 十 分 に 洗 浄 後

、 0～ 100m mol/L ヒ ス チ ジ ン 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-PA GE

を 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDa

の バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 2段 階 ： MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 上 記 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 粗 精 製 画 分 に 終 濃 度 50%と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を 添 加 し て 撹 拌 後 、 4℃ で 2時 間 放 置 し た 。 18,800 gで 30分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ た

沈 澱 を 10m mol/L ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.0)に 溶 解 し 、 同 ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た M

onoQ HR 10/10 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 添 加 し た 。 同 緩 衝

液 で 十 分 洗 浄 後 、 0～ 1 mol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 溶 出 画 分 の 一 部

を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た K M2142に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で

交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

第 3段 階 ： S-400ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

　 Sephacryl S-400 HR担 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） を X K50/60カ ラ

ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 51.5cmの 高 さ ま で 充 填 し た カ ラ ム と X K

50/100カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） に 93cmの 高 さ ま で 充 填 し た カ

ラ ム を 直 列 に 連 結 し 、 PBSバ ッ フ ァ ー で 十 分 平 衡 化 し た 。 こ れ に 上 記 MonoQ陰 イ オ ン 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 画 分 28mLを 添 加 し 、 6mL/分 の 流 速 で PBSバ ッ フ ァ ー に よ り 溶 出 し た

。 溶 出 画 分 の 一 部 を 用 い て SDS-PA GEを 行 い 、 上 記 （ ２ ） で 示 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M21

42に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 交 差 す る 約 45kDaの バ ン ド を 含 む 画 分 を 回 収 し た 。

【 ０ １ １ ４ 】

（ ５ ） ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 解 析

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は タ ン パ ク 質

化 学 の 常 法 に 従 い 決 定 し た 。 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を SDS-PA GE後 、 銀 染 色 （

第 ２ 図 レ ー ン ２ ） あ る い は P. Matsudairaの 方 法 に 従 っ て PV DF膜 （ ProBlott、 ア プ ラ イ ド

バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） へ 電 気 的 に 転 写 し た 。 転 写 し た 膜 は ク マ ジ ー ブ ル ー 染 色 し 、 見 か

け 上 分 子 量 が 45kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド A） 、 41kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド B） 、

34kDa（ 第 ２ 図 レ ー ン ２ 、 バ ン ド C） の 各 バ ン ド を 切 り 出 し 、 気 相 プ ロ テ イ ン シ ー ケ ン サ ー

（ PPSQ-10、 島 津 製 作 所 ） を 用 い て メ ー カ ー 推 奨 の 方 法 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。
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得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ５ 、 ６ 、 ７ に 記 載 し た よ う に 、 配 列 番 号 １ に 記 載 し た SC

GFの ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 か ら １ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ２ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 目 、 ６ ０ ア ミ ノ 酸 残

基 目 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 に そ れ ぞ れ 一 致 し た 。 以 下 、 第 ２ 図 レ ー ン ２ に 示 し た 見 か け 分 子

量 約 41kDaの N末 端 ２ ８ 残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 を Δ ２ ８ 体 、 約 34kDaの N末 端 ５ ９ 残 基 欠 失

SCGFタ ン パ ク 質 を Δ ５ ９ 体 と 称 す る 。

【 ０ １ １ ５ 】

実 施 例 ３ ． CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

【 ０ １ １ ６ 】

（ １ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 （ SCGF、 Δ 28体 、 Δ 59体 の S

CGF混 合 物 ） 100μ gを ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2mgお よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ）

１ × 10
9
細 胞 と と も に ６ 週 令 雌 マ ウ ス （ Balb/c） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ gの ヒ ト SCG

F蛋 白 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回 投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 実 施

例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 （ た だ し ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF

タ ン パ ク 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て １ ％ BSA－ PBSを 用 い た 。 ） お よ び 以 下 に 示 す サ ン ド

イ ッ チ ELISA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 。

　 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ １ １ ７ 】

（ ２ ） サ ン ド イ ッ チ ELISA法

　 96穴 の EIAプ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 K M2142を 10μ g/mL、 50μ L/穴 で 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 1

％ BSA-PBSを 100μ L/穴 で 加 え 、 室 温 1時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 1

％ BSA-PBSを 捨 て 、 CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を ５ μ g/mLで １ ％ BSA-PBS希 釈 し た も

の を 50μ L/穴 で 分 注 し 、 室 温 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 対 象 と し て 1% BSA-PBSを 50μ L/穴 分 注 し

、 同 様 に 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 被 免 疫 マ ウ ス 抗 血 清 の

培 養 上 清 を 50μ L/穴 で 分 注 し 、 ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ ラ ッ ト 血 清 蛋 白 吸 収 ず み ； カ ル タ グ 社 製 ） を 50μ L/穴

で 加 え て 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS基 質 液 ［ 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 ］ を 用 い て 発 色 さ せ O D

415nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax;Molecular Devices社 製 ） に て 測 定 し た 。

【 ０ １ １ ８ 】

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ５ ） と 同 様 に 調 製 を 行 っ た 。

【 ０ １ １ ９ 】

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ １ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら れ た 骨

髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

　 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 ３ （ ２ ） に 記 載 し た サ ン

ド イ ッ チ ELISA法 で 調 べ 、 ヒ ト SCGF蛋 白 質 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー ル で あ る 1% BSA-PBSに 反 応

し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に HT培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 ヒ

ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2801、 K M2802、 K M2803お よ び K M2804を 確

立 し た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス

に 腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、

決 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
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【 ０ １ ２ １ 】

【 表 ２ 】

【 ０ １ ２ ２ 】

（ ６ ） CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 ３ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白

質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ３ 図 に 示 す よ う に

、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ K M2801、 K M2802、 K M2803お よ び K M2804） は CH O細 胞 発

現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル の １ ％ BSA-PBSに は 反 応 し な か っ

た 。

実 施 例 ４ ． SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 （ CH O細 胞 発 現 ） を 用 い た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 の 作 製

　 実 施 例 ３ 記 載 の 未 変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 質 を 免 疫 原 に 用 い た 場 合 に は 、 Δ ５ ９ 体 に 反 応 す る

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 △ ５ ９ 体 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 作 製 す る た め 、 SDS変 性 SCGFを 免 疫 原 に 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 を 試 み た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

（ １ ） 免 疫 原 の 調 製

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を SDS（ ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ

ウ ム ； ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 加 え て 変 性 さ せ た も の を 作 製 し 、 免 疫 原 と し た 。 す な わ ち

５ ％ SDS－ PBSを 調 製 し 、 CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 9分 の １ 量 加 え 、 100℃ で ５ 分

間 煮 沸 し た も の を SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と し た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

（ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 ４ （ １ ） で 得 ら れ た SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 100μ gを ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 2mgお

よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10
9
細 胞 と と も に ６ 週 令 雌 マ ウ ス （ Balb/c

） に 投 与 し 、 ２ 週 間 後 よ り 100μ gの SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を １ 週 間 に １ 回 、 計 ３ 回

投 与 し た 。 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価 を 実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免 疫 測

定 法 （ た だ し ア ッ セ イ 用 の 抗 原 に は SDS変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 質 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 原 と し て １

％ BSA-PBSを 用 い た 。 ） 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 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 は 実 施 例 １ （ ３ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ １ ２ ６ 】

（ ３ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 実 施 例 １ （ ５ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 調 製 を 行 っ た 。

【 ０ １ ２ ７ 】

（ ４ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
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　 実 施 例 １ （ ６ ） と 同 様 に し て 、 実 施 例 ４ （ ２ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 細 胞 と （ ３ ） で 得 ら

れ た 骨 髄 腫 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 っ た 。

　 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を 96穴 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ 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 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 １ （ ４ ） で 示 し た 酵 素 免

疫 測 定 法 で 調 べ 、 SDS変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 に 反 応 し て コ ン ト ロ ー ル で あ る １ ％ BSA-PBSに 反 応

し な い 穴 を 選 び 、 さ ら に HT培 地 と 正 常 培 地 に 換 え 、 ２ 回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 抗 ヒ ト

SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ K M2941、 K M2942、 K M2943、 K M2944お よ び K M29

45を 確 立 し た 。

【 ０ １ ２ ８ 】

（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 に 実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を ヌ ー ド 雌 マ ウ ス

の 腹 腔 内 投 与 を 行 い 、 得 ら れ た 腹 水 よ り 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し た 。

　 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 て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 行 い 、

決 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。

【 ０ １ ２ ９ 】

【 表 ３ 】

【 ０ １ ３ ０ 】

（ ６ ） SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 と の 反 応 性 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ）

　 実 施 例 ４ （ ４ ） で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の SDS変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク

質 と の 反 応 性 を 実 施 例 １ （ ４ ） に 示 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 に て 調 べ た 。 第 ４ 図 に 示 す よ う に

、 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ K M2941、 K M2942、 K M2943、 K M2944お よ び K M2945） は SD

S変 性 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、 コ ン ト ロ ー ル の １ ％ BSA-PBSに は 反 応 し な か

っ た 。

【 ０ １ ３ １ 】

実 施 例 ５ ． 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討

（ １ ） ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性

　 実 施 例 １ 、 ３ お よ び ４ で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト お よ び マ ウ ス

SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を 酵 素 免 疫 測 定 法 （ バ イ ン デ ィ ン グ ELISA） で 検 討 し た 。

マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 は 実 施 例 ２ 記 載 の 方 法 に 準 じ て 作 製 し た 。

　 ア ッ セ イ 用 の 抗 原 と し て CH O細 胞 発 現 ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 を 用 い 、 実 施 例

１ （ ４ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 行 っ た 。 結 果 を 第 ５ 図 に 示 す 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142は 配 列 番 号 １ に 示 す SCGFの ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 か ら

6残 基 目 か ら ２ ５ 残 基 目 ま で に 相 当 す る 部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） を 抗 原 に 用 い て 作 製 さ

れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142は 、 SCGFタ ン パ

ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M

2142は ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGFタ ン パ ク 質 の 両 方 に 反 応 性 を 有 し て い た 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804は CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFを 抗 原 に 用 い て 作 製 し た ハ イ
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ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804は ヒ ト SCGFに の み 反 応 し

、 マ ウ ス SCGFに 対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

　 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は SDS変 性 SCGFタ ン パ ク 質 （ CH O細 胞 発 現 ） を 抗 原 に 用

い て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 で あ る 。 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は 、 未

変 性 の SCGFタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 を も 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 抗 SCGFモ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2945は マ ウ ス SCGFに 対 す る 交 叉 反 応 性 は 示 さ な か っ た 。

【 ０ １ ３ ２ 】

（ ２ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

　 実 施 例 ２ （ ３ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 用 い 、 実 施 例 ３ お よ び ４

で 作 製 さ れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2804お よ び K M2945の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ に お け る 反 応 性 を 検 討 し た 。

　 実 施 例 ２ （ ２ ） と 同 様 に PV DF膜 に 転 写 し た サ ン プ ル を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 室 温 30分

間 振 盪 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 1mg/mLに 希 釈 し た 抗 SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 室 温 60分 間

振 盪 し た 。 転 写 膜 は さ ら に 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ

ッ フ ァ ー で の ５ 分 間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 PBSで 1/1,000に 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標

識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 溶 液 中 で 室 温 60分 間 振

盪 し た 。 0.05% tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ ー で 5分 間 洗 浄 を 2回 、 PBSバ ッ フ ァ ー で の ５ 分

間 洗 浄 を １ 回 実 施 し た 後 、 上 述 の ECL発 光 法 に よ り 検 出 し た 。

　 第 2図 に お け る レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ K M2142、 K M2804、 K M2945を 用 い た 精 製 ヒ ト S

CGFタ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す 。 K M2804は N末 端 ５ ９ 残 基 欠 失 SCGF

タ ン パ ク 質 で あ る Δ ５ ９ 体 に は 反 応 性 を 有 し て い な い が 、 全 長 SCGFお よ び N末 端 ２ ８ 残 基

欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 で あ る Δ ２ ８ 体 に は 反 応 性 を 有 し て い た 。 ま た 、 K M2945は 全 長 SCGFお

よ び 欠 失 体 の い ず れ も 反 応 性 を 有 し て い た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

実 施 例 ６ ． ヒ ト SCGF定 量 系

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M2142を 以 下 の 方 法 に よ り ビ オ チ ン

標 識 し た 。 実 施 例 １ で 得 ら れ た K M2142精 製 抗 体 を PBSで 1mg/mLに 希 釈 し 、 1/4容 量 の 0.5mol

/L炭 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 9.2） を 加 え た 。 さ ら に バ ッ フ ァ ー と 同 量 の N HS-Lc-Biotin（ 1mg/m

Lに ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に て 溶 解 ； ピ ア ス 社 製 ） を 攪 拌 下 滴 下 し た 。 ３ 時 間 、 室 温 で 攪

拌 反 応 を 行 っ た 後 、 PBSで 一 晩 透 析 し た も の を ビ オ チ ン 標 識 K M2142と し て 用 い た 。

　 96穴 の EIA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 抗 ヒ ト SCGFモ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 K M2804を 5μ g/mL、 50μ L/穴 で 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後

、 1% BSA-PBSを 100μ L/穴 で 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た

。 1% BSA-PBSを 捨 て 、 実 施 例 ２ （ ４ ） で 得 ら れ た CH O細 胞 発 現 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 を 血 清 希

釈 液 （ 協 和 メ デ ッ ク ス 社 製 ） で 17.5ng/mLか ら ２ 倍 希 釈 系 列 で 14点 希 釈 し た も の を 50μ Ｌ /

穴 で 分 注 し 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 上 記 で 得 ら れ た ビ オ チ ン 標 識 K

M2142（ 0.2μ g/mLに BSA-PBSに て 希 釈 ） を 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 ２ 時 間 反 応 さ せ 、 tween

-PBSで 洗 浄 後 、 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ア ビ ジ ン （ ザ イ メ ッ ド 社 製 ） を 32,0

00倍 希 釈 で 50μ L/穴 で 加 え て 室 温 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 tween-PBSで 洗 浄 後 、 A mpliQ（ D A K

O社 製 ） を 用 い て 発 色 さ せ O D490nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ E-max； Molecular Devic

es社 製 ） に て 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 第 ６ 図 に 示 す よ う に 、 本 定 量 系 に よ り ヒ ト SCGFタ ン パ

ク 質 を 0.04～ 2.0ng/mLの 範 囲 で 定 量 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ ３ ４ 】

実 施 例 ７ ． 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 の 血 清 SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患

の 血 清 中 の SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法 で 測 定 し た 。 ま た 血 球 検 査 値 が 正 常 値 を 示 す 男 女 10

名 の 健 常 人 を 対 象 例 と し て 同 じ く 血 清 中 の SCGF濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ７ 図 に 示 す

。

　 健 常 人 の 値 の 分 布 が 正 規 分 布 を 示 す こ と を 確 認 し た 後 、 こ の 群 よ り 平 均 値 と ス タ ン ダ ー

ド デ ビ エ ー シ ョ ン （ Ｓ Ｄ ） を 計 算 し 、 平 均 値 ＋ ２ Ｓ Ｄ の 値 を 正 常 と 異 常 と を 区 別 す る 基 準
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値 に 設 定 し た 。 こ の 基 準 値 を も と に 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾

患 の 値 を 正 常 ・ 異 常 に 分 別 し 、 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 が SC

GF測 定 値 で 検 出 可 能 か 否 か を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 表 ４ に 示 す 。

【 ０ １ ３ ５ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ ３ ６ 】

　 健 常 人 群 に 比 較 し 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 、 慢 性 骨 髄

性 白 血 病 （ C M L） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄

腫 （ M M） の 患 者 の 中 央 値 は 有 意 に 高 く 、 SCGF測 定 値 が こ れ ら 疾 患 で 有 意 に 上 昇 し て い る こ

と が 示 さ れ た （ 第 ７ 図 ） 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 ま た 健 常 人 の 値 か ら 定 め た カ ッ ト オ フ 値 を 用 い て 白 血 病 、 前 白 血 病 患 者 お よ び 非 白 血 病

性 悪 性 血 液 疾 患 を 高 い 感 度 で 検 出 で き る こ と が 示 さ れ た （ 表 ４ ） 。 一 方 、 同 じ 血 液 疾 患 で

あ り な が ら 、 再 生 不 良 性 貧 血 （ A A） 患 者 の 値 は 健 常 人 と の 有 意 差 が 観 察 さ れ ず 、 ま た カ ッ

ト オ フ 値 を 用 い て も こ の 疾 患 を 検 出 出 来 な か っ た 。

　 血 液 細 胞 数 の 異 常 を 伴 う 疾 患 で あ る 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄 腫 （ M M）

、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 、

慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ C M L） を 比 較 す る と 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ A M L） 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病

（ ALL） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ C M L） な ど の 白 血 病 患 者 の Ｆ 血 液 中 SCGF濃 度 は 、 非 ホ ジ キ ン

リ ン パ 腫 （ N HL） 、 多 発 性 骨 髄 腫 (M M)、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ M DS） な ど の 他 の 前 白 血 病 や 非

白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 患 者 の 血 液 中 SCGF濃 度 に 比 較 し て 有 意 に 高 く 、 血 液 中 SCGF濃 度 は 白

血 病 と 前 白 血 病 や 非 白 血 病 性 悪 性 血 液 疾 患 と の 判 別 に 利 用 可 能 で あ っ た 。 ま た 、 判 別 診 断

の 難 し い A A患 者 と M DS患 者 を 比 較 し て み る と 、 M DS患 者 血 中 SCGF濃 度 は A A患 者 の そ れ と 比 較

し て 有 意 に 高 く 、 両 者 を 血 中 SCGF濃 度 で 判 別 診 断 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

実 施 例 ８ ． 造 血 幹 細 胞 移 植 後 G V H D発 症 と SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 白 血 病 お よ び 前 白 血 病 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た

23例 の 内 、 G V H Dを 発 症 し た 例 15例 、 発 症 し な か っ た 例 8例 の 血 清 中 SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の
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方 法 を 用 い て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 第 ８ 図 に 示 す 。

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の SCGF濃 度 は プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 や ア プ ラ ス チ ッ

ク 期 に 比 べ 、 リ カ バ リ ー 期 や ス テ イ ブ ル 期 の 方 が 有 意 に 高 値 を 示 し た 。

　 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 患 者 の う ち 、 G V H Dを 発 症 し た 症 例 は 発 症 し な か っ た 例 に 比 べ 、

ア プ ラ ス チ ッ ク 期 お よ び リ カ バ リ ー 期 に お い て 有 意 に 血 清 中 SCGF濃 度 が 高 い の で 、 血 清 中

の SCGF濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 G V H D発 症 を 判 定 可 能 で あ っ た 。

　 さ ら に カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て G V H D発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。 そ

の 結 果 を 第 ９ 図 に 示 す 。 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え ば

5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 87%、 特 異 度 57%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お い て は カ ッ ト オ

フ 値 を 10ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 リ カ バ リ ー 期 で は カ ッ ト オ フ 値 を 1

5ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 87%、 特 異 度 63%で 、 そ れ ぞ れ SCGF濃 度 を 測 定 し 、 こ れ を 診 断 に

用 い な か っ た 時 に 比 べ て 有 意 (p<0.05)に G V H D発 症 例 と 非 発 症 例 と を 判 別 G V H D可 能 で あ っ た

。

【 ０ １ ３ ９ 】

実 施 例 ９ ． 移 植 造 血 幹 細 胞 の 生 着 と 血 清 SCGF濃 度

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 血 液 疾 患 患 者 で 造 血 幹 細 胞 移 植 を 受 け た 23例 の う ち 、

生 着 が 遅 延 し た 例 4例 、 遅 延 し な か っ た 例 19例 の 血 清 中 SCGF濃 度 を 実 施 例 ６ の 方 法 を 用 い

て 各 ス テ ー ジ 毎 に 測 定 し た 。 結 果 を 第 １ ０ 図 に 示 す 。

　 生 着 非 遅 延 例 で は 、 リ カ バ リ ー 期 お よ び ス テ イ ブ ル 期 の SCGF濃 度 は 、 プ レ － コ ン デ ィ シ

ョ ニ ン グ 期 に 比 し て 有 意 に 上 昇 し た 。 一 方 、 生 着 遅 延 例 で は 、 こ れ ら の 期 に お い て も 有 意

な 上 昇 は 観 察 さ れ な か っ た 。

　 そ こ で 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 の SCGF濃 度 を 測 定 し 、 そ の カ ッ ト オ フ 値 を 定 め て そ の 値 と

個 々 患 者 の 値 比 較 か ら 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅 延 例 を 判 定 で き な い か を 検 討 し た 。 そ

の 結 果 を 第 １ １ 図 に 示 す 。 プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 に お い て は 、 カ ッ ト オ フ 値 を 例 え

ば 9.5ng/mLに 定 め る こ と に よ り 感 度 75%、 特 異 度 67%で 、 ア プ ラ ス チ ッ ク 期 に お い て は カ ッ

ト オ フ 値 を 12ng/mLに 定 め る こ と で 感 度 75%、 特 異 度 63%で 、 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 と 非 遅

延 例 と を 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。

【 ０ １ ４ ０ 】

実 施 例 １ ０ ． 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 に お け る SCGFの 発 現

　 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 た 種 々 の 白 血 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 を Rneasy Mini Kit (Q

iagen社 製 )を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 全 RN Aを 抽 出 し 、 全 RN A1μ ｇ を D NaseI (GIB

CO社 製 )処 理 し 、 SuperScript First-Strand Synthesis Systemfor RT-PCR (GIBCO社 製 )を

用 い て 逆 転 写 し 、 First-Strand D N Aを 調 製 し た 。 Taq Polymerase (TaKaRa社 製 )を 用 い 、

調 製 し た First-Strand D N Aを 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ８ お よ び ９ な ら び に 配 列 番 号 １ ０ お よ び

１ １ の 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ D N Aを プ ラ イ マ ー と し て 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト G3PD H、 SCGF遺 伝

子 の 検 出 を 検 討 し た と こ ろ 、 G3PD Hの 検 出 量 が ほ ぼ 同 等 と な る 条 件 下 で 、 健 常 人 1人 で は 、

SCGFの 発 現 を 検 出 で き な か っ た が 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ ALL） 2例 中 1例 、 急 性 骨 髄 性 白

血 病 （ A M L） 2例 中 2例 で SCGFの 発 現 が 検 出 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ４ １ 】

　 本 発 明 は 、 SCGFに 反 応 す る 抗 体 を 用 い た 、 白 血 病 、 前 白 血 病 ま た は 非 白 血 病 性 悪 性 血 液

疾 患 を 判 定 す る 方 法 、 造 血 幹 細 胞 移 植 後 の 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 お よ び 移 植 片 対 宿 主 反 応 病

を 判 定 す る 方 法 、 お よ び そ れ ら の 診 断 薬 な ら び に 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ １ ４ ２ 】

　 第 １ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト SCGF部 分 ペ プ チ ド （ 化 合 物 １ ） に 対 す る 反 応 性 を

示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ２ 図 は 、 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の SDS-PA GEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す

。 レ ー ン １ お よ び ２ は 分 子 量 マ ー カ ー と 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク 質 の SDS-PA GEパ タ ー ン を 示

す 。 レ ー ン ３ 、 ４ 、 ５ は そ れ ぞ れ K M2142、 K M2804、 K M2945を 用 い た 精 製 ヒ ト SCGFタ ン パ ク
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質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

1:分 子 量 マ ー カ ー の レ ー ン

2:精 製 SCGFを 解 析 し 、 銀 染 色 し た レ ー ン

3:抗 SCGF抗 体 K M2142を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

4:抗 SCGF抗 体 K M2804を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

5:抗 SCGF抗 体 K M2945を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た レ ー ン

A:SCGFタ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 示 す 。

B:N末 端 28残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 Δ 28体 の 分 子 量 を 示 す 。

C:N末 端 59残 基 欠 失 SCGFタ ン パ ク 質 Δ 59体 の 分 子 量 を 示 す 。

　 第 ３ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ヒ ト SCGF蛋 白 に 対 す る 反 応 性 を 示 す

図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ４ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 ヒ ト SCGF蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に 対 す

る 反 応 性 を 示 す 図 で あ る （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 。

　 第 ５ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス SCGF蛋 白 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 発 現 ） に 対

す る 反 応 性 を 示 す 。 （ バ イ ン デ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）

　 第 ６ 図 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る ヒ ト SCGF蛋 白 の

定 量 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。

　 第 ７ 図 は 、 各 種 血 液 疾 患 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 を 示 す 。 横 実 線 は 各 種 血 液 疾 患 群 の 中 央 値

を 、 横 点 線 は 健 常 人 群 か ら 求 め た カ ッ ト オ フ 値 (18.2ng/mL)を 示 す 図 で あ る 。

＊ ： Normal（ 健 常 人 群 ） あ る い は A A（ 再 生 不 良 性 貧 血 群 ） と の 有 意 差 　 p<0.05、

　 ＃ ： N HL（ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） と の 有 意 差 　 P<0.05、 ＄ ： M M（ 多 発 性 骨 髄 腫 ） と の 有

意 差 　 p<0.05

　 第 ８ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 に よ る G V H D発 症 お よ び 非 発 症 の 差 を 示 す

図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＊ ： G V H D非 発 症 例 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 p<0.05

　 第 ９ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 と G V H D発 症 患 者 の 検 出 感 度 、 非 発 症 患 者

の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ ト オ フ 値 を

示 す 。

　 第 １ ０ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 に よ る 生 着 遅 延 お よ び 非 遅 延 の 差 を 示

す 図 で あ る 。 横 実 線 は 各 群 の 中 央 値 を 示 す 。

＃ ： プ レ － コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＄ ： ア プ ラ ス チ ッ ク 期 と の 有 意 差 　 p<0.05、

＆ ： リ カ バ リ ー 期 と の 有 意 差 　 p<0.05

　 第 １ １ 図 は 、 造 血 幹 細 胞 移 植 患 者 血 清 中 SCGF濃 度 と 造 血 幹 細 胞 生 着 遅 延 例 の 検 出 感 度 、

非 遅 延 例 の 特 異 度 と の 関 係 を 示 す 図 で あ る 。 ● ： 感 度 、 ○ ： 特 異 度 、 縦 点 線 は 仮 の カ ッ ト

オ フ 値 を 示 す 。
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摘要(译)

本发明涉及诊断白血病，白血病前期或白血病恶性血液病的方法，鉴别
白血病与白血病前期或白血病恶性血液病的方法，鉴别再生障碍性贫血
与骨髓增生异常综合征的方法，诊断延迟的方法移植造血干细胞后植入
造血干细胞的植入，以及诊断移植物抗宿主病的方法，所述方法中的每
一种包括定量干细胞生长因子（SCGF）。本发明还可以提供用于诊断白
血病，白血病前期或白血病恶性血液病的药剂和用于诊断造血干细胞移
植后造血干细胞延迟植入的药剂或用于诊断移植物抗宿主的药剂。疾病
（GVHD），各自含有与干细胞生长因子（SCGF）反应的抗体作为活性
成分。
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