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(57)【要約】
【課題】対象の有機硝酸系爆発物に対して、選択的な結合能を有するモノクローナル抗体
をプローブとして備える免疫センサおよびその製造方法を提供する。
【解決手段】免疫原性を示さない有機硝酸系爆発物に対する結合能を有する抗体として、
前記有機硝酸系爆発物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化合物に
対する抗体の群から、該有機硝酸系爆発物に対する交叉反応性を有する抗体を選別して、
該交差反応性を有する抗体をトランスデューサに固定してなる免疫センサ。
【選択図】　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の式（I）に示す構造を有する化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1
，3，5，7－テトラゾシン（1，3，5，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine
）に対する結合能を有するモノクローナル抗体と、該モノクローナル抗体が表面に固定さ
れたトランスデューサとを有することを特徴とする爆発物検出用の免疫センサ。
【化１】

　　　　　式（I）
【請求項２】
　前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有するモノクローナル抗体は、
　該式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化合
物に対するモノクローナル抗体であり、前記式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を
有する
ことを特徴とする請求項１に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項３】
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物は、
　下記の式（II）に示す構造を有する化合物：3，7－ジニトロ－［1，3，5，7］テトラゾ
カン－1，5－ジアミン（3，7－dinitro－［1，3，5，7］tetrazokan－1，5－diamine）で
あることを特徴とする請求項２に爆発物検出用の免疫センサ。

【化２】

　　　　　式（II）
【請求項４】
　前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有するモノクローナル抗体は、
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原として、ヒト
以外の哺乳動物を免疫することで創製される、該低分子化合物に対するモノクローナル抗
体であり、該式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を有する抗体である
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ことを特徴とする請求項２または３に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項５】
　前記ヒト以外の哺乳動物は、マウスである
ことを特徴とする請求項４に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項６】
　前記低分子化合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質におい
て、該キャリア・タンパク質として、キーホールリンペツトヘモシアニン（Keyhole Limp
et Hemocyanin）を選択する
ことを特徴とする請求項４または５に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項７】
　前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有するモノクローナル抗体は、
ハイブリドーマ細胞株（ＦＥＲＭ　ＡＢＰ－１１１２７）が産生するモノクローナル抗体
である
ことを特徴とする請求項１～６のいずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項８】
　前記トランスデューサが少なくとも作用極として機能する電極である請求項１～７のい
ずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項９】
　前記作用極として機能するトランスデューサが絶縁基板上に形成されている請求項８に
記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項１０】
　前記絶縁基板上に、対極として機能する白金電極と，参照電極として機能する銀/塩化
銀電極とを更に備える請求項９に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項１１】
　前記電極がカーボン電極である請求項８～１０のいずれか一項に記載の爆発物検出用の
免疫センサ。
【請求項１２】
　方形波ボルタンメトリ法を用いることを特徴とする請求項８～１１のいずれか一項に記
載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項１３】
　前記トランスデューサが表面プラズモン共鳴方式を用いる測定装置のトランスデューサ
である請求項１～７のいずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項１４】
　前記トランスデューサが水晶発振子マイクロバランス方式を用いる測定装置のトランス
デューサである請求項１～７のいずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサ。
【請求項１５】
　下記の式（I）に示す構造を有する化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1
，3，5，7－テトラゾシン（1，3，5，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine
）に対する結合能を有するモノクローナル抗体と、該モノクローナル抗体が表面に固定さ
れたトランスデューサとを有する爆発物検出用の免疫センサの製造方法であって、
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【化３】

　　　　　式（I）
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物に対するモノクローナル抗体であり、該式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を
有する、ヒト以外の哺乳動物由来のモノクローナル抗体を作製する工程と、
該作製したモノクローナル抗体を前記トランスデューサ上に固定する工程とを有し、
前記ヒト以外の哺乳動物由来のモノクローナル抗体を作製する工程は、少なくとも、
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原として、前記
ヒト以外の哺乳動物を免疫する工程；
　前記修飾タンパク質を免疫原とする免疫の確立がなされた後、免疫された前記ヒト以外
の哺乳動物から脾臓細胞を採取し、採取した脾臓細胞からモノクローナル抗体産生ハイブ
リドーマ細胞を作製する工程；
　作製された抗体産生ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の群から、前記
式（I）に示す化合物に対する交叉反応性を有するモノクローナル抗体を、前記式（I）に
示す化合物を抗原とする、抗原抗体反応によって、選別する工程
を含んでいる
ことを特徴とする爆発物検出用の免疫センサの製造方法。
【請求項１６】
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物は、
下記の式（II）に示す構造を有する化合物：3，7－ジニトロ－［1，3，5，7］テトラゾカ
ン－1，5－ジアミン（3，7－dinitro－［1，3，5，7］tetrazokan－1，5－diamine）であ
ることを特徴とする請求項１５に記載の爆発物検出用の免疫センサの製造方法。
【化４】

　　　　　式（II）
【請求項１７】
　前記ヒト以外の哺乳動物は、マウスである
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ことを特徴とする請求項１５または１６に記載の爆発物検出用の免疫センサの製造方法。
【請求項１８】
　前記低分子化合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質におい
て、該キャリア・タンパク質として、キーホールリンペツトヘモシアニン（Keyhole Limp
et Hemocyanin）を選択する
ことを特徴とする請求項１５～１７のいずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサの
製造方法。
【請求項１９】
　前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有する抗体として、
ハイブリドーマ細胞株（ＦＥＲＭ　ＡＢＰ－１１１２７）が産生するモノクローナル抗体
を選択する
ことを特徴とする請求項１５～１８のいずれか一項に記載の爆発物検出用の免疫センサの
製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は，爆発物，特に有機硝酸系爆発物と特異的に結合するモノクローナル抗体を用
いた爆発物検出用の免疫センサおよびその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　有機硝酸系の爆発物の１つとして、1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5
，7－テトラゾシン（1，3，5，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine，以下
，ＨＭＸと記述する）が知られており、軍用爆薬や爆発テロで使われている。この化合物
は下記に示す構造式を有している。
【０００３】

【化１】

【０００４】
　このため、爆薬管理やテロ対策用にこの爆発物を測定できる技術が求められている。こ
の爆発物を検知する技術としては、従来、高速液体クロマトグラフィー法が用いられてき
た（非特許文献１）。しかしながら，操作が複雑であることから、誰にでも簡便に測定す
ることはできなかった。また、一回あたりの測定コストが高く、測定時間も数分以上を要
していた。また、質量分析計を用いた爆発物の測定技術がある（特許文献１）。しかしな
がら、爆発物に近似する分子量のものを爆発物と誤測定してしまう問題点がある。例えば
、ある種の香水の一成分は分子量が300程度であるため、ＨＭＸと誤検出されてしまう。
他に、簡便に測定する方法としては抗原抗体反応を利用する免疫測定法が有望視されてい
るものの、ＨＭＸに対して免疫反応を示す抗体が製作できなかったため、免疫測定法を実
施することができなかった。この理由は抗体製作時に使われる適切な抗原が見つかってい
なかったためである。つまり、この抗体を製作し、この抗体を用いたＨＭＸを検出できる
免疫センサを製作することが課題であった。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００８－２６２９２２号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】インダストリアル&エンジニアリング・ケミストリー・リサーチ，ボリ
ューム４５，２００６年，２９５４－２９６１ページ
【非特許文献２】ケミストリー・レター　ボリューム３５，ナンバー１０，２００６年，
１１２６－１１２７ページ
【非特許文献３】インディアン・ジャーナル・オブ・ケミストリー，ボリューム４３Ｂ，
（２００４年）４３２－４３６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、上記抗体を製作するには以下に示す課題を有していた。
【０００８】
　まず、適当な抗原が見いだされていなかった。抗体製作には哺乳動物が認識できる抗原
が必要であるが、ＨＭＸの分子量は２９６．２と小さいため、哺乳動物は抗原として認識
することができなかった。
【０００９】
　一方で、分子量の小さな抗原を認識させる方法としては抗原にタンパク質を結合させ、
見かけ上の分子量を大きくさせる方法がある（非特許文献２；ケミストリー・レター　ボ
リューム３５，ナンバー１０，２００６年，１１２６－１１２７ページ）。
【００１０】
　しかしながら、ＨＭＸはタンパク質と結合するためのペンダント基を持っていないため
、この方法を用いて見かけ上の抗原を大きくすることは出来なかった。このため、ＨＭＸ
の抗体を製作することができなかった。
【００１１】
　本発明は上記理由に鑑みてなされたものである。すなわち、本発明の目的は、抗原決定
基としてタンパク質に結合させることの出来るＨＭＸの類似物質を抗原として哺乳動物に
免疫し、モノクローナル抗体を取得し、この抗体を用いた免疫センサを提供することであ
る。より詳しくはタンパク質と結合させた３，７－ジニトロ－［１，３，５，７］テトラ
ゾカン－１，５－ジアミン(以下、ＨＭＸＡＲと記述する)を抗原としてマウスに免疫し、
ＨＭＸと特異的に結合するモノクローナル抗体を製作し、免疫センサとして機能する作用
極にこのモノクローナル抗体を固定化する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の免疫センサは、下記の式（I）に示す構造を有する化合物：1，3，5，7－テト
ラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テトラゾシン（1，3，5，7－tetranitroperhydro－
1，3，5，7－tetrazocine）に対する結合能を有するモノクローナル抗体と、該モノクロ
ーナル抗体が表面に固定されたトランスデューサとを有することを特徴とする爆発物検出
用の免疫センサである。
【００１３】
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【化２】

【００１４】
　　　　　式（I）
　本発明の爆発物検出用の免疫センサの製造方法は、下記の式（I）に示す構造を有する
化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テトラゾシン（1，3，5
，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine）に対する結合能を有するモノクロ
ーナル抗体と、該モノクローナル抗体が表面に固定されたトランスデューサとを有する爆
発物検出用の免疫センサの製造方法であって、
【００１５】
【化３】

【００１６】
　　　　　式（I）
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物に対するモノクローナル抗体であり、該式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を
有する、ヒト以外の哺乳動物由来のモノクローナル抗体を作製する工程と、
該作製したモノクローナル抗体を前記トランスデューサ上に固定する工程とを有し、
前記ヒト以外の哺乳動物由来のモノクローナル抗体を作製する工程は、少なくとも、
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原として、前記
ヒト以外の哺乳動物を免疫する工程；
　前記修飾タンパク質を免疫原とする免疫の確立がなされた後、免疫された前記ヒト以外
の哺乳動物から脾臓細胞を採取し、採取した脾臓細胞からモノクローナル抗体産生ハイブ
リドーマ細胞を作製する工程；
　作製された抗体産生ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の群から、前記
式（I）に示す化合物に対する交叉反応性を有するモノクローナル抗体を、前記式（I）に
示す化合物を抗原とする、抗原抗体反応によって、選別する工程
を含んでいる
ことを特徴とする爆発物検出用の免疫センサの製造方法である。
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【発明の効果】
【００１７】
　本発明により、キャリア・タンパク質に結合させる反応基を有さない有機硝酸系爆発物
の低分子化合物に対して結合能を有するモノクローナル抗体を創製することができるため
、当該モノクローナル抗体をプローブとして用いる免疫センサを提供することができる。
これにより、当該免疫センサを用いた免疫抗体反応により、爆発物の1つである1，3，5，
7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テトラゾシンの溶液中の濃度を正確に測定
することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本発明の実施の形態の免疫センサの断面図である。
【図２】本発明の実施例１で得られた抗体の評価結果を示すグラフである。
【図３】本発明の実施例１の測定結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　爆発物検出用の免疫センサは、有機硝酸系爆発物の化合物に対して結合能を有するモノ
クローナル抗体と、このモノクローナル抗体が表面に固定されトランスデューサとを少な
くとも有する。
【００２０】
　以下では、本発明の免疫センサに用いる有機硝酸系爆発物の化合物に対する結合能を有
するモノクローナル抗体、その製造方法に関して詳しく説明する。
【００２１】
　低分子量の有機化合物に対する抗体を創製する手段として、対象の低分子量の有機化合
物のみでは免疫原性を示さない場合、キャリア・タンパク質上に対象の低分子量の有機化
合物を結合させ、得られる修飾キャリア・タンパク質を免疫原に利用する手法がある（非
特許文献２：Chemistry Letters, Vol.35, No.10, p.1126-1127(2006)）。
【００２２】
　具体的には、低分子量の有機化合物が反応性の官能基、例えば、アミノ基（－ＮＨ2）
、ヒドロキシル基（－ＯＨ）、スルファニル基（－ＳＨ）、カルボキシル基（－ＣＯＯＨ
）を具えている場合、該反応性の官能基を利用して、他の反応性官能基を有する有機化合
物を共有結合的に直接または架橋剤を介して連結することが可能である。キャリア・タン
パク質は、複数のアミノ酸残基が連結されてなるペプチド鎖で構成される、三次元構造を
有しているが、その表面には、側鎖上に反応性官能基を有するアミノ酸残基が複数個存在
している。例えば、リシン残基のアミノ基やシステイン残基のスルファニル基などである
。従って、三次元構造を有している、キャリア・タンパク質の表面に存在するアミノ酸残
基の側鎖上の反応性官能基を利用して、反応性の官能基を具えている低分子量の有機化合
物を結合させることが可能である。この表面に低分子量の有機化合物に因る修飾が施され
た、修飾キャリア・タンパク質は、非天然型タンパク質分子であり、哺乳動物自体の内因
性タンパク質分子と相違する、異質な物質として、認識される頻度が高い。特に、低分子
量の有機化合物に因る修飾が施された部位は、免疫原性を発揮する頻度が高い。修飾キャ
リア・タンパク質表面の、低分子量の有機化合物に因る修飾が施された部位が、免疫原性
を発揮する場合、該修飾キャリア・タンパク質を用いて、哺乳動物を免疫すると、該修飾
キャリア・タンパク質に対する、特異的な抗体が創製される。
【００２３】
　該修飾キャリア・タンパク質の表面において、免疫原性を発揮する部位（抗原決定基）
が複数存在する可能性がある。その場合、前記複数の免疫原性を発揮する部位（抗原決定
基）のそれぞれに特異的な抗体複数種が創製される。創製された、修飾キャリア・タンパ
ク質に特異的な抗体複数種のうちには、その修飾に利用した低分子量の有機化合物自体を
、免疫原性を発揮する部位（抗原決定基）とする抗体が存在する頻度が高い。修飾に利用
した低分子量の有機化合物自体に対する結合能に基づき、スクリーニングを行うことで、
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修飾に利用した低分子量の有機化合物自体を、免疫原性を発揮する部位（抗原決定基）と
する抗体を選別することが可能である。
【００２４】
　但し、修飾キャリア・タンパク質の表面に存在する抗原決定基に対して、高い交叉反応
性を示す抗体を、免疫対象の哺乳動物が既に保持している場合には、この交叉反応性を示
す抗原決定基に対する、新たな抗体の創製は起こらない。すなわち、免疫対象の哺乳動物
が既に保持している抗体が示す高い交叉反応性を利用して、該修飾キャリア・タンパク質
に対する免疫反応が可能である場合、この交叉反応性を示す抗原決定基に対する、新たな
抗体の創製は起こらない。
【００２５】
　さらには、修飾が施された部位が、免疫原性を発揮する部位（抗原決定基）として機能
する場合であっても、該抗原決定基に特異的な抗体は、修飾に利用した低分子量の有機化
合物自体に対する結合能は高くない場合も、少なくない。すなわち、前記のキャリア・タ
ンパク質上に対象の低分子量の有機化合物を結合させ、得られる修飾キャリア・タンパク
質を免疫原に利用する手法を利用して、修飾に利用した低分子量の有機化合物自体に特異
的な抗体を創製できるかどうかは、下記の要因に依存している。具体的には、対象の低分
子量の有機化合物自体の立体構造、利用するキャリア・タンパク質との組み合わせ、なら
びに、該キャリア・タンパク質への結合形態、その修飾部位の選択などの要因に依存して
いる。このような要因に関して、適切な組み合わせが選択できるかどうかによって、創製
される抗体の結合能は影響を与える。
【００２６】
　一方、本発明にかかる有機硝酸系爆発物の化合物が、その分子内に反応性官能基を保持
していない場合には、上記のキャリア・タンパク質上に対象の低分子量の有機化合物を結
合させ、得られる修飾キャリア・タンパク質を免疫原に利用する手法を適用できない。勿
論、本発明にかかる有機硝酸系爆発物の化合物は、低分子量の有機化合物であり、単独で
は免疫原性を示さない。
【００２７】
　そのため、本発明では、対象の有機硝酸系爆発物の化合物における特徴的な構造と類似
性を具えた構造を持つ低分子化合物に対する抗体多数を創製し、その類似性を具えた構造
を持つ低分子化合物に対する抗体多数のうち、対象の有機硝酸系爆発物の化合物に対して
交叉反応性を有する抗体を選別する方法を採用する。
【００２８】
　以上のように、対象の有機硝酸系爆発物の化合物における特徴的な構造と類似性を具え
た構造を持つ低分子化合物をキャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を
免疫原としてモノクローナル抗体を作製する方法を以下に説明する。
【００２９】
　まず、対象の有機硝酸系爆発物の化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を
持つ低分子化合物をキャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原と
して、ヒト以外の哺乳動物を免疫する。続いて、前記修飾タンパク質を免疫原とする免疫
の確立がなされた後、免疫された前記ヒト以外の哺乳動物から脾臓細胞を採取し、採取し
た脾臓細胞からモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ細胞を作製する。さらに、作製さ
れた抗体産生ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の群から、対象の有機硝
酸系爆発物の化合物に対する交叉反応性を有するモノクローナル抗体を、前記式（I）に
示す化合物を抗原とする、抗原抗体反応によって、選別する。以上の工程によりモノクロ
ーナル抗体を作製することができる。
【００３０】
　本発明の免疫センサは、免疫センサが有するモノクローナル抗体と対象物質との抗体免
疫反応による結合の有無あるいは量的変化を検出することができる測定方法であれば用い
る測定方式は特に限定されない。例えば、ボルタンメトリ法などの電気化学測定方法、水
晶発振子マイクロバランス測定法、磁気的測定方法、あるいは表面プラズモン共鳴を利用
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リ法などに用いることができる。
【００３１】
　免疫センサに用いるトランスデューサには公知の材料を用いることができ、免疫センサ
を用いる測定方式に適する材料を適宜選択することができる。例えば、表面プラズモン共
鳴方式を用いる測定装置や水晶発振子マイクロバランス方式を用いる測定装置に用いる場
合は、それらの方式に適した材料を選択することができる。
【００３２】
　モノクローナル抗体のトランスデューサへの固定化方法としては、共有結合法、イオン
結合法、物理的吸着法、架橋法などの公知の方法を用いることができるが、モノクローナ
ル抗体の活性を低下させないためには変性させない穏和な条件で固定化を行うことができ
るイオン結合法などが好ましい。また、トランスデューサの表面を予め固定化タンパク質
により処理し、続いて抗体を含む溶液を接触させることで固定化することができる。具体
的な固定化タンパク質としては電気化学的に活性なアミノ酸であるトリプトファンやチロ
シンを含むタンパク質を用いればよく、ストレプトアビジン、プロテインＡ、プロテイン
Ｇ等が好ましく用いられる。
【００３３】
　（第一の実施形態）
　以下に、対象の有機硝酸系爆発物の化合物として、下記の式（I）に示す構造を有する
化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テトラゾシン（1，3，5
，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine；以下、ＨＭＸとも記述する）を例
に採り、本発明をより具体的に説明する。
【００３４】
【化４】

【００３５】
　　　　　式（I）
　式（I）に示す化合物は反応性官能基を保持しておらず、架橋反応などによりキャリア
・タンパク質に結合させることができない。そのため、キャリア・タンパク質に結合させ
るための反応官能基を有する式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具え
た構造を有し、キャリア・タンパク質に結合させるための反応性官能基を有する低分子化
合物を、抗原決定基として選択する必要がある。そのような化合物として、下記の式（II
）に示す構造を有する化合物：3，7－ジニトロ－［1，3，5，7］テトラゾカン－1，5－ジ
アミン（3，7－dinitro－［1，3，5，7］tetrazokan－1，5－diamine：；以下、ＨＭＸＡ
Ｒとも記述する）を好適に用いることができる。
【００３６】
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【化５】

【００３７】
　　　　　式（II）
　本発明では、式（II）に示す構造を有する化合物の分子内に存在する反応性官能基であ
る、アミノ基（－ＮＨ2）を利用して、キャリア・タンパク質表面に存在する反応性官能
基、例えば、カルボキシル基（－ＣＯＯＨ）との間で、アミド結合（－ＣＯ－ＮＨ－）を
形成させることで、キャリア・タンパク質の表面に結合させる形態を選択することができ
る。また、架橋剤を介して式（II）に示す化合物をキャリア・タンパク質表面に結合する
ことができる。架橋剤としては、グルタルアルデヒドやビス［サルフォサクシンイミディ
ル］サブエレイトなどを用いることができる。
【００３８】
　その際、キャリア・タンパク質は、上記のキャリア・タンパク質上に対象の低分子量の
有機化合物を結合させ、得られる修飾キャリア・タンパク質を免疫原に利用する手法（非
特許文献２：Chemistry Letters, Vol.35, No.10, p.1126-1127(2006)）において、既に
利用されている、各種のキャリア・タンパク質を利用することができる。キャリア・タン
パク質として、ウシ血清アルブミン（Bovine Serum Albumin：ＢＳＡ）、ウシサイログロ
ブリン、キーホールリンペツトヘモシアニン（Keyhole Limpet Hemocyanin）などが好適
に利用できる。
【００３９】
　キャリア・タンパク質上に対象の低分子量の有機化合物を結合させ、得られる修飾キャ
リア・タンパク質を免疫原に利用する場合、免疫操作を施した哺乳動物中では、該修飾キ
ャリア・タンパク質に対する特異的な抗体が創製される。その際、利用するキャリア・タ
ンパク質自体も、一般に、免疫原性を具えているため、該修飾キャリア・タンパク質中の
修飾部位に特異的な抗体以外に、キャリア・タンパク質自体の抗原決定基に特異的な抗体
の創製もなされる。
【００４０】
　その点を考慮すると、免疫操作に利用される、修飾キャリア・タンパク質に対して、未
修飾のキャリア・タンパク質の混入比率が低いことが好ましい。勿論、未修飾のキャリア
・タンパク質の混入が無い、修飾キャリア・タンパク質を使用することがより好ましい。
【００４１】
　一方、利用されるキャリア・タンパク質上には、対象の低分子量の有機化合物を結合さ
せ、修飾を行なうことが可能な部位（修飾可能部位）が、一般に、複数箇所存在している
。この修飾可能部位は、それぞれ、反応性官能基が存在しているが、その反応性には、一
般に、差違が存在している。従って、反応性の高い修飾可能部位から優先的に、対象の低
分子量の有機化合物の結合が進行し、対象の低分子量の有機化合物が消費されるため、反
応性の低い修飾可能部位に対して、対象の低分子量の有機化合物の結合が達成される効率
は一層低下する傾向がある。キャリア・タンパク質上に存在する、複数の修飾可能部位の
全てに、対象の低分子量の有機化合物の結合を達成させるためには、反応に使用する対象
の低分子量の有機化合物の量は、複数の修飾可能部位の合計に対して、相当に過剰な量に
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選択することが望ましい。
【００４２】
　免疫操作は、該対象の低分子量の有機化合物を結合させた、修飾キャリア・タンパク質
の免疫有効量を含む溶液を、例えば、免疫対象の哺乳動物に対して、注射により投与する
ことにより行なうことが望ましい。その注射による投与の形態では、皮下注射、皮内注射
、静脈注射、または腹腔内投与の形態が利用可能である。通常、皮下注射によって、前記
溶液を投与する。その際、前記修飾キャリア・タンパク質の免疫有効量を含む溶液に、各
種のアジュバンドを添加することが好ましい。通常、アジュバンドとしては、従来から免
疫操作に利用されているアジュバンドが利用できる。利用可能なアジュバントとしては、
フロイント完全アジュバントや水中油中水型乳剤、水中油乳剤、リポソーム、水酸化アル
ミニウムゲル、シリカアジュバンドがある。フロイント完全アジュバンドは、汎用されて
おり、本発明でも、好適に利用できる。例えば、初回の免疫操作（感作）時には、該アジ
ュバンドとして、フロイント完全アジュバントを利用することが好ましい。
【００４３】
　また、免疫操作では、初回の免疫操作（感作）後、所定の期間が経過した時点で、追加
免疫を行う。この追加免疫においても、修飾キャリア・タンパク質の免疫有効量を含む溶
液に、各種のアジュバンドを添加することが好ましい。例えば、追加免疫時にも、該アジ
ュバンドとして、フロイント完全アジュバントを利用することが好ましいが、フロイント
不完全アジュバントを利用することでも、相当の効果が得られる。
【００４４】
　初回の免疫操作（感作）後、実施される追加免疫は、複数回行うことが望ましい。その
間隔は、前回の免疫操作（感作）に対する免疫反応に伴う、血圧中の抗体濃度が極大を示
し、抗体濃度の減少期となった時点で、追加免疫を行うことが望ましい。前回の免疫操作
（感作）後、血圧中の抗体濃度が極大に達するまでの日数は、通常、用いる免疫原の体内
での代謝速度に依存する。従って、追加免疫の間隔は、用いる免疫原の種類、対象の免疫
動物の種類、その健康状態に依存する。マウスなどの小動物を免疫動物に利用する際には
、初回の免疫操作（感作）後、例えば、２週間、４週間、６週間、８週間後に、追加免疫
を実施する形態を選択できる。
【００４５】
　科学的には、免疫対象の哺乳動物の種類は問わないが、倫理的な観点から、ヒト以外の
哺乳動物から選択する。モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞を創製するた
めに、免疫対象の哺乳動物に利用可能な、ヒト以外の哺乳動物としては、マウス、ラット
、ヤギなどを選択することができる。
【００４６】
　免疫対象の哺乳動物としては、該修飾キャリア・タンパク質に対して、交叉反応性を示
す抗体を既に保持している哺乳動物は好ましくない。すなわち、当該免疫対象の哺乳動物
は、後天的に獲得した免疫が無い個体であることが、一般的に好ましい。前記の要件を考
慮すると、各種の免疫原性物質に曝される機会が本質的にない環境下において、出産後、
生育された哺乳動物を利用することが好ましい。あるいは、出産後、免疫操作を施すこと
が可能な程度に生育するまでの期間が短い哺乳動物を利用することが好ましい。これらの
条件を考慮すると、医学的な研究に利用される、血統的に確立されている小型の哺乳動物
を利用することがより好ましい。具体的には、各種の新規な抗体の創製に利用されている
、マウス、ラット、ラビットなどが好ましく、特には、マウスまたはラット、更には、マ
ウスを利用することがより好ましい。
【００４７】
　免疫操作に先立ち、免疫動物として利用される、ヒト以外の哺乳動物において、該修飾
キャリア・タンパク質の作製に利用される、キャリア・タンパク質自体の免疫原性と、該
キャリア・タンパク質に対する特異的な抗体が創製される免疫条件を予め調査することが
望ましい。上記のキャリア・タンパク質上に対象の低分子量の有機化合物を結合させ、得
られる修飾キャリア・タンパク質を免疫原に利用する手法（非特許文献２：Chemistry Le
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tters, Vol.35, No.10, p.1126-1127(2006)）において、既に利用されている、各種のキ
ャリア・タンパク質に関しては、各種の新規な抗体の創製に利用されている、マウス、ラ
ット、ラビットなどについて、前記の事項は、既に調査されており、その報告が利用でき
る。
【００４８】
　また、上記のキャリア・タンパク質上に対象の低分子量の有機化合物を結合させ、得ら
れる修飾キャリア・タンパク質を免疫原に利用する手法（非特許文献２：Chemistry Lett
ers, Vol.35, No.10, p.1126-1127(2006)）において、既に報告されている成功例を参照
して、各種の新規な抗体の創製に利用されている、マウス、ラット、ラビットなどについ
て、修飾キャリア・タンパク質の免疫有効量を相当の確度で推定することも可能である。
【００４９】
　各種の新規な抗体の創製に利用されている、マウス、ラット、ラビットなどに対する、
免疫操作の手順は、既に報告されている成功例で利用された手順に沿って、選択すること
が望ましい。
【００５０】
　免疫対象の哺乳動物として、マウスまたはラットを選択する場合、初回の免疫操作（感
作）を実施する齢は、その後の追加免疫の回数、その間隔を考慮して、選択される。具体
的には、複数回の追加免疫を終了した後、当該免疫動物の血液中に、免疫原に特異的な抗
体が存在することを検証する必要がある。従って、複数回の追加免疫を終了する時点で、
当該免疫動物が抗体を生産する能力が低下する齢に達しないように、初回の免疫操作（感
作）を実施する齢を選択することが好ましい。初回の免疫操作（感作）後、複数回の追加
免疫を終了するまでの期間を、８週間程度に選択する場合、マウスまたはラットでは、初
回の免疫操作（感作）を実施する齢は、１０～１５週齢の範囲に選択することが好ましく
、通常、１２週齢程度に選択することがより好ましい。マウスまたはラットでは、１２週
齢程度に達すると、十分な抗体を生産する能力を有しており、新規な抗体を創製する能力
が最も高くなることが知られている。
【００５１】
　式（II）に示す構造を有する化合物（ＨＭＸＡＲ）は、公知の化合物であり、その合成
方法は、文献に既に報告されている（非特許文献３；インディアン・ジャーナル・オブ・
ケミストリー，ボリューム４３Ｂ，（２００４年）４３２－４３６）。
【００５２】
　続いて合成したHMXARをキャリア・タンパク質に結合させる。キャリア・タンパク質と
しては牛血清アルブミン（ＢＳＡ）やキーホールリンペツトヘモシアニンが好ましい。HM
XARとキャリア・タンパク質を溶解させる溶媒は特に限定はされないが，ジメチルスルホ
キシドやホウ酸を好適に用いることが出来る。ホウ酸を用いる場合は，ｐＨが中性からや
やアルカリ性が好ましく，通常は８．５前後がよい。ホウ酸のｐＨ緩衝機能が発揮され，
また，HMXARを効率的に溶解させることが出来るからである。
【００５３】
　続いて、グルタルアルデヒドを用いてＨＭＸＡＲとタンパク質を結合させる、グルタル
アルデヒドは架橋剤として用いられ、ＨＭＸＡＲのアミノ基とタンパク質のアミノ基、ス
ルファニル基等との間で架橋構造を形成させて結合させるものである。また、その他の架
橋方法としてはビス［サルフォサクシンイミディル］サブエレイト（以下、ＢＳ３）を用
いてもよい。該架橋剤グルタルアルデヒドの量は、式（II）に示す構造を有する化合物１
分子当たり、５分子～２０分子の範囲に選択することが好ましい。
【００５４】
　本発明では、上記の免疫操作に利用する、免疫原として、キャリア・タンパク質上に対
象の低分子量の有機化合物を結合させ、得られる修飾キャリア・タンパク質を利用してい
る。免疫操作によって新たに創製される、該修飾キャリア・タンパク質に特異的な抗体複
数種のうちに、利用したキャリア・タンパク質上に結合していない、該低分子量の有機化
合物自体に対しても高い反応性を示す抗体が実際に存在することを、先ず検証する。
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【００５５】
　上記の最終回の追加免疫を終了した後、免疫原として利用する、該修飾キャリア・タン
パク質に特異的な抗体の血液中濃度の有意な上昇が見出される時点で、当該免疫動物から
採血し、採取した血液から、抗血清を調製する。この抗血清中に含まれる、該修飾キャリ
ア・タンパク質に特異的な抗体複数種のうちに、利用したキャリア・タンパク質上に結合
していない、該低分子量の有機化合物自体に対しても高い反応性を示す抗体が実際に存在
することを、検証する。
【００５６】
　すなわち、該低分子量の有機化合物自体を抗原決定基とする、ポリクローナル抗体の有
無を検証する。複数種の抗体を含有している抗血清中に、特定の抗原決定基に特異的に結
合する抗体が存在することを検証する手段としては、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）が
好適に利用される。酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）は、特定の抗原決定基に対する抗体
の特異的な反応性を利用するため、選択性が高く、特に、抗血清中に含有されている、特
定の抗原決定基に対する抗体の濃度が不明な場合に、その抗体価を簡便に評価することが
可能である。
【００５７】
　本発明では、利用したキャリア・タンパク質上に結合していない、該低分子量の有機化
合物自体に対しても高い反応性を示す抗体の検出を行うため、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳ
Ａ法）で利用する抗原として、該低分子量の有機化合物を、別種のキャリア・タンパク質
の表面に結合させた、別種の修飾キャリア・タンパク質を利用する。勿論、その別種のキ
ャリア・タンパク質自体は、該修飾キャリア・タンパク質に特異的な抗体複数種と反応し
ないことが必要である。
【００５８】
　免疫原の作製に利用されるキャリア・タンパク質と、前記の酵素免疫測定法（ＥＬＩＳ
Ａ法）で利用する抗原の作製に利用される別種のキャリア・タンパク質を、免疫原の作製
に好適に利用されるキャリア・タンパク質の群から、互いに相違する二種のキャリア・タ
ンパク質の組み合わせを選択することが好ましい。
【００５９】
　前記のキャリア・タンパク質の組み合わせでは、該キャリア・タンパク質自体の抗原決
定基は、通常、相違しており、該修飾キャリア・タンパク質に特異的な抗体複数種が、前
記別種のキャリア・タンパク質自体に反応性を示す可能性を排除できる。また、前記の互
いに相違する二種のキャリア・タンパク質の組み合わせでは、該低分子量の有機化合物を
結合可能な部位の局所的な構造（部分アミノ酸配列）が実質的に一致する可能性も極めて
低い。従って、前記の組み合わせでは、免疫原の修飾キャリア・タンパク質に特異的な抗
体複数種のうち、該低分子量の有機化合物を、別種のキャリア・タンパク質の表面に結合
させた、別種の修飾キャリア・タンパク質に対して結合能を示す抗体は、該低分子量の有
機化合物自体に結合する抗体とみなすことができる。
【００６０】
　特に、前記の酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）で利用する抗原の作製に利用される別種
のキャリア・タンパク質として、ブロッキング用タンパク質として汎用されるウシ血清ア
ルブミンを選択し、一方、免疫原の作製に利用されるキャリア・タンパク質として、ウシ
血清アルブミン以外の汎用のキャリア・タンパク質、例えば、キーホールリンペツトヘモ
シアニン（Keyhole Limpet Hemocyanin）を選択することがより好ましい。前記の酵素免
疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）で利用する、修飾キャリア・タンパク質型の抗原の作製に利用
される別種のキャリア・タンパク質として、ウシ血清アルブミンを選択すると、その修飾
キャリア・タンパク質型の抗原の、ウシ血清アルブミン部分に非選択的に抗体分子が結合
する現象も排除される。さらに、ウシ血清アルブミンをキャリア・タンパク質とする、該
修飾キャリア・タンパク質型の抗原は、ＥＬＩＳＡプレート上に、高密度で固定すること
が可能である。
【００６１】
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　取得された抗血清中に、免疫原の作製に利用している、該低分子量の有機化合物自体に
対する反応性を有する抗体が存在することを検証した後、該低分子量の有機化合物自体に
対する反応性を有するポリクローナル抗体が、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例
えば、式（I）に示す構造を有する化合物（ＨＭＸ）自体に対して、交叉反応性を示すか
否かを検証する。
【００６２】
　本発明において、前記抗体の交叉反応性の検証は、二種の抗原の抗体に対する競合反応
を利用することが好ましい。
【００６３】
　目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す構造を有する化合物（
ＨＭＸ）自体は、低分子量の有機化合物であり、抗体との抗原抗体反応を行う際、その結
合は、抗体分子の相補性決定部位の一つにより達成されると考えられる。また、上記の免
疫操作に利用される、修飾キャリア・タンパク質の作製に利用される、類似の構造を有す
る低分子量の有機化合物も、抗体との抗原抗体反応を行う際、その結合は、抗体分子の相
補性決定部位の一つにより達成されると考えられる。
【００６４】
　従って、抗体が交叉反応性を有する場合、免疫原の修飾キャリア・タンパク質の作製に
利用される、類似の構造を有する低分子量の有機化合物との結合に関与する、該抗体分子
の相補性決定部位と、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化
合物（ＨＭＸ）自体の結合に関与する、該抗体分子の相補性決定部位とは一致する可能性
が極めて高い。その場合、該抗体分子の相補性決定部位に、目的とする有機硝酸系爆発物
の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）が結合すると、免疫原の修飾キャリ
ア・タンパク質の作製に利用される、類似の構造を有する低分子量の有機化合物の結合を
阻害する。この競争阻害の現象を利用することで、当該抗体分子の特定の相補性決定部位
に対して、交叉反応性を示すか否かを検証することができる。
【００６５】
　具体的には、上記の免疫原の修飾キャリア・タンパク質の作製に利用される、類似の構
造を有する低分子量の有機化合物自体に対する反応性の検証に利用した、該類似の構造を
有する低分子量の有機化合物を、別種のキャリア・タンパク質の表面に結合させた、別種
の修飾キャリア・タンパク質を、ＥＬＩＳＡプレート上に固定化する。一方、目的とする
有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）は、該ＥＬＩＳＡ
法において、抗原抗体反応を行わせる反応液中に、ポリクローナル抗体の含む抗血清とと
もに溶解させる。
【００６６】
　上記の競合反応が進行すると、前記反応液中に存在する、交叉反応性を示す抗体は、目
的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）と抗原抗
体反応する結果、プレート上に固定化されている、修飾キャリア・タンパク質型の抗原と
の抗原抗体反応を介して、固定化される抗体分子の量が減少する。この競合反応に起因す
る、プレート上に固定化されている、修飾キャリア・タンパク質型の抗原との抗原抗体反
応を介して、固定化される抗体分子量の減少を、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）を応用
して検出する。
【００６７】
　この手法を利用することで、抗血清中に含有される、上記の免疫原の修飾キャリア・タ
ンパク質の作製に利用される、類似の構造を有する低分子量の有機化合物自体に対するポ
リクローナル抗体中、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化
合物（ＨＭＸ）と交叉反応性を示す抗体が含まれることを検証することができる。
【００６８】
　換言すると、前記の検証がなされた抗血清は、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、
例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対する結合能を有するポリクローナル抗体を
含むものである。
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【００６９】
　前記の目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ
）と交叉反応性を示す抗体を産生していることの検証がなされた免疫動物の抗体産生細胞
群を採取し、この抗体産生細胞群と、骨髄腫由来の細胞株の細胞とを細胞融合させ、一群
のハイブリドーマ細胞を作製する。
【００７０】
　通常、前記の検証がなされた免疫動物から、その脾臓を摘出して、脾臓細胞群を調製す
る。この脾臓細胞群と、骨髄腫由来の細胞株の細胞とを細胞融合させ、一群のハイブリド
ーマ細胞を作製する。
【００７１】
　前記の細胞融合に利用される、骨髄腫由来の細胞株は、融合対象である、免疫動物由来
の脾臓細胞と適合性を有することが必要である。また、細胞融合で創製されるハイブリド
ーマ細胞の増殖能は、細胞融合に利用される、骨髄腫由来の細胞株に依っており、増殖能
力の優れた骨髄腫由来の細胞株を利用することが好ましい。
【００７２】
　例えば、免疫動物として、マウスを選択する場合、細胞融合に利用される、骨髄腫由来
の細胞株として、マウスの骨髄腫由来の細胞株である、Ｐ３Ｘ６３　Ａｇ８．６５３、Ｐ
３Ｘ６３Ａｇ８Ｕ、Ｓｐ２／Ｏ　Ａｇ１４、ＦＯ・１、Ｓ１９４／５．ＸＸ０　ＢＵ．１
等が好適に使用される。特に、細胞株Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８Ｕの利用は、創製されるハイブリ
ドーマ細胞の増殖能が高く、また、該ハイブリドーマ細胞の産生する抗体分子は、適正な
組み立てがなされた全抗体であり、組み立ての完了していない抗体分子の断片を含まない
ので、より好ましい。
【００７３】
　例えば、免疫動物として、ラットを選択する場合、細胞融合に利用される、骨髄腫由来
の細胞株として、ラットの骨髄腫由来の細胞株、２１０、ＲＣＹ３．Ａｇ１．２．３、Ｙ
Ｂ２／０などが挙げられる。
【００７４】
　上記のハイブリドーマ細胞を創製するための細胞融合の手法として、例えば、ポリエチ
レングリコール法、センダイウイルスを用いた方法、電流を利用する方法などが挙げられ
る。ポリエチレングリコール法は、細胞毒性が少なく、融合操作も容易であり、特に、再
現性が高いので、本発明により適している。すなわち、本発明では、免疫原の修飾キャリ
ア・タンパク質に対する特異的なモノクローナル抗体を産生する、一群のハイブリドーマ
細胞のうち、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（Ｈ
ＭＸ）に対する交叉反応性を有するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞を
選別する必要がある。創製される、一群のハイブリドーマ細胞のうち、前記の交叉反応性
を有するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞が含まれる頻度は、決して高
く無いので、スクリーニング対象の一群のハイブリドーマ細胞の細胞株数（母数）を大き
くする必要がある。従って、より再現性の高い細胞融合手法を選択することが好ましく、
ポリエチレングリコール法は、前記の要請に適合している。
【００７５】
　創製された、一群のハイブリドーマ細胞は、分散した上で、マイクロプレートに分注し
て、利用した骨髄腫由来の細胞株に応じて、適宜選択される公知の培養条件で増殖させる
。上記の培養により確立される、一群のハイブリドーマ細胞の細胞株について、各ハイブ
リドーマ細胞の細胞株が産生するモノクローナル抗体について、目的とする有機硝酸系爆
発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）と交叉反応性を示す抗体か否か
を検証する。
【００７６】
　培養により確立される、一群のハイブリドーマ細胞の細胞株について、各ハイブリドー
マ細胞の細胞株の培養上清を採取する。各ハイブリドーマ細胞の細胞株の培養上清は、該
細胞株の産生するモノクローナル抗体を含んでいる。
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【００７７】
　各ハイブリドーマ細胞の細胞株の培養上清に含まれるモノクローナル抗体が、免疫操作
に利用される、修飾キャリア・タンパク質の作製に利用される、類似の構造を有する低分
子量の有機化合物自体に対する反応性を有するか、否かを先ず検証する。
【００７８】
　その検証には、該類似の構造を有する低分子量の有機化合物を、別種のキャリア・タン
パク質の表面に結合させた、別種の修飾キャリア・タンパク質を抗原とする、酵素免疫測
定法（ＥＬＩＳＡ法）による検証手法が利用できる。その具体的な測定法は、上記の抗血
清中に含まれるポリクローナル抗体の反応性に関する検証と、原理的には同じである。
【００７９】
　この検証によって、一群のハイブリドーマ細胞の細胞株中から、免疫操作に利用される
、修飾キャリア・タンパク質の作製に利用される、類似の構造を有する低分子量の有機化
合物自体に対する反応性を有するモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ細胞の
細胞株が選別される。この一次スクリーニングで選別される、ハイブリドーマ細胞の細胞
株の群について、該ハイブリドーマ細胞の細胞株の産生するモノクローナル抗体は、目的
とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対する交
叉反応性を示す抗体か否かを検証する。
【００８０】
　この交叉反応性に関する検証は、上記の抗血清中に含まれるポリクローナル抗体の交叉
反応性に関する検証と、原理的には同じ手法を適用することで行うが可能である。
【００８１】
　前記目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）
に対する交叉反応性の検証（二次スクリーニング）によって、目的とする有機硝酸系爆発
物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対する交叉反応性を示すモノク
ローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ細胞の細胞株が選別される。なお、選択される
モノクローナル抗体のタイプは、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）に利用される、抗Ｉｇ
抗体の示す抗体タイプ特異性に依存する。
【００８２】
　この二次スクリーニングによって、選別されるハイブリドーマ細胞の細胞株を使用して
、目的とする有機硝酸系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対
する結合能を有するモノクローナル抗体を生産することができる。
【００８３】
　選別されたハイブリドーマ細胞の細胞株のｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養を行い、その培養
上清を回収し、含有されるモノクローナル抗体を精製することができる。また、選別され
たハイブリドーマ細胞の細胞株を、免疫に利用したヒト以外の哺乳動物の腹腔内に接種す
ると、該腹腔内で増殖し、腹水内に産生されたモノクローナル抗体が蓄積される。その後
、該腹水を採取して、含有されるモノクローナル抗体を精製することができる。
【００８４】
　腹水または培養上清中に含まれる、モノクローナル抗体の精製は、例えば、ＤＥＡＥ陰
イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー、硫安分画法、ＰＥＧ
分画法，エタノール分画法などを、適宜組み合わせ、目的の純度まで精製を施す。望まし
い純度は、９５％以上、より好ましくは９８％以上である。例えば、目的とする有機硝酸
系爆発物の化合物、例えば、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対する結合能を有するモ
ノクローナル抗体を、当該有機硝酸系爆発物の検出装置、あるいは、濃度の測定装置に利
用する際には、夾雑物に対する反応性を具える抗体が混入すると、その確度を低減させる
要因となる。その点を考慮すると、前記の純度まで精製を行うことが望ましい。
【００８５】
　続いて、前述の説明によって得られたＨＭＸのモノクローナル抗体を用いて製作される
本発明の免疫センサを図１を用いて詳細に説明する。
【００８６】
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　絶縁基板上１にカーボン電極２を製作し、このカーボン電極上に得られたモノクローナ
ル抗体３を固定化し、電気化学測定装置に接続する(図示せず)。
【００８７】
　絶縁基板１はガラス、石英、透明なプラスチックスであれば特に限定されないが、強度
と透明性の高いガラスが好ましく用いられる。
【００８８】
　カーボン電極２のカーボンはカーボンペーパー、グラファイトカーボン、カーボンナノ
チューブ、カーボンナノホーン、フラーレンあるいはカーボン粉末などを適宜バインダー
等を用い絶縁基板１上に形成される。
【００８９】
　モノクローナル抗体３の固定化としてはカーボン電極２に予め固定化タンパク質の処理
を施しておき、続いて抗体を含む溶液を接触させればよい。固定化タンパク質はモノクロ
ーナル抗体３をカーボン電極２に固定化するための機能を有する。具体的な固定化タンパ
ク質としては電気化学的に活性なアミノ酸であるトリプトファンやチロシンを含むタンパ
ク質を用いればよく、ストレプトアビジン、プロテインＡ、プロテインＧ等が好ましく用
いられる。また、測定対象物質に前述の電気化学的に活性なアミノ酸が含まれていれば、
固定化タンパク質にこれらのアミノ酸が含まれなくてもよいことはいうまでもない。また
、測定対象物質および固定化タンパク質の両者に含まれなくても、測定時に用いる溶液中
に電気化学的に活性なアミノ酸が含まれていてもよい。これらの選択は適宜、測定対象物
質によって変えることが可能である。また、必要に応じて、モノクローナル抗体３をカー
ボン電極２に固定化した後、ポリビニルアルコール等の高分子材料で被覆し、モノクロー
ナル抗体３の保持力を向上させても良い。
【００９０】
　続いて、配線が施されたフレキシブル基板に実装し、電気化学測定装置に接続して免疫
反応を測定する。免疫反応は測定感度の高い方形波ボルタンメトリ法で実施されることが
望ましい。この測定によって、溶液中における有機過酸化物を検出することが可能になる
。
【００９１】
　本発明の第一の実施形態における爆発物検出用の免疫センサ、およびその製造方法は以
下のとおりである。
【００９２】
　本発明の第一の実施形態における爆発物検出用の免疫センサは、前記式（I）に示す構
造を有する化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テトラゾシン
（1，3，5，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine）に対する結合能を有す
るモノクローナル抗体と、該モノクローナル抗体が表面に固定されたトランスデューサと
を有する免疫センサである。
【００９３】
　前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有するモノクローナル抗体として、該式（I
）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化合物に対する
モノクローナル抗体であり、前記式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を有する抗体
を好適に用いることができる。
【００９４】
　また、前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低
分子化合物として、前記式（II）に示す構造を有する化合物：3，7－ジニトロ－［1，3，
5，7］テトラゾカン－1，5－ジアミン（3，7－dinitro－［1，3，5，7］tetrazokan－1，
5－diamine）を用いることができる。
【００９５】
　また、前記式（I）に示す化合物に対する結合能を有するモノクローナル抗体として、
前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化合
物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原として、ヒト以



(19) JP 2010-266352 A 2010.11.25

10

20

30

40

50

外の哺乳動物を免疫することで創製される、該低分子化合物に対するモノクローナル抗体
であり、該式（I）に示す化合物に対して交叉反応性を有する抗体を用いることが出来る
。ヒト以外の哺乳動物としてはマウスなどを用いることができる。
【００９６】
　また、前記低分子化合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質
において、該キャリア・タンパク質として、キーホールリンペツトヘモシアニン（Keyhol
e Limpet Hemocyanin）を選択することができる。
【００９７】
　免疫センサにおける前記トランスデューサは少なくとも作用極として機能する電極とし
て用いることができる。作用極として機能する前記トランスデューサは絶縁基板上に形成
して用いることができる。絶縁基板上には対極として機能する白金電極と，参照電極とし
て機能する銀/塩化銀電極とを更に備えることができる。電極としてカーボン電極を用い
ることができる。
【００９８】
　本発明の第一の実施形態における爆発物検出用の免疫センサの製造方法は、前記式（I
）に示す構造を有する化合物：1，3，5，7－テトラニトロパーハイドロ－1，3，5，7－テ
トラゾシン（1，3，5，7－tetranitroperhydro－1，3，5，7－tetrazocine）に対する結
合能を有するモノクローナル抗体と、該モノクローナル抗体が表面に固定されたトランス
デューサとを有する爆発物検出用の免疫センサの製造方法である。本方法では、以下の（
i）および（ii）
の工程を有する。
（i）前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子
化合物に対するモノクローナル抗体であり、該式（I）に示す化合物に対して交叉反応性
を有する、ヒト以外の哺乳動物由来のモノクローナル抗体を作製する工程。
（ii）前記作製したモノクローナル抗体を前記トランスデューサ上に固定する工程。
【００９９】
　前記（i）のモノクローナル抗体を作製する工程は更に少なくとも（i-1）～（i-3）の
工程を有することができる。
（i-1）前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分
子化合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質を免疫原として、
前記ヒト以外の哺乳動物を免疫する工程。
（i-2）前記修飾タンパク質を免疫原とする免疫の確立がなされた後、免疫された前記ヒ
ト以外の哺乳動物から脾臓細胞を採取し、採取した脾臓細胞からモノクローナル抗体産生
ハイブリドーマ細胞を作製する工程。
（i-3）作製された抗体産生ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の群から
、前記式（I）に示す化合物に対する交叉反応性を有するモノクローナル抗体を、前記式
（I）に示す化合物を抗原とする、抗原抗体反応によって、選別する工程。
【０１００】
　前記式（I）に示す化合物における特徴的な構造と類似性を具えた構造を持つ低分子化
合物として、前記式（II）に示す構造を有する化合物：3，7－ジニトロ－［1，3，5，7］
テトラゾカン－1，5－ジアミン（3，7－dinitro－［1，3，5，7］tetrazokan－1，5－dia
mine）を用いることができる。前記ヒト以外の哺乳動物としてはマウスなどを用いること
ができる。
【０１０１】
　また、前記低分子化合物を、キャリア・タンパク質上に結合させてなる修飾タンパク質
において、該キャリア・タンパク質として、キーホールリンペツトヘモシアニン（Keyhol
e Limpet Hemocyanin）を選択することができる。
【０１０２】
　（ハイブリドーマ株の寄託）
　本発明にかかる、式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）に対する結合能を有するモノクロー
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ナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞として、実施例に記載のｍＡｂ－Ｈ００４のハイ
ブリドーマ細胞株が、ブタペスト条約に基づき、独立行政法人産業技術総合研究所　特許
生物寄託センター（日本国　茨城県つくば市東１丁目１番地中央第６、郵便番号３０５－
８５６６）に、国際寄託されています（受領日；平成２１年５月１２日、受領番号；ＦＥ
ＲＭ　ＡＢＰ－１１１２７）。
【０１０３】
【表１】

【０１０４】
　上記のハイブリドーマ細胞株は、後述する実施例に開示する手順によって、創製され、
選別されたハイブリドーマ細胞株である。
【０１０５】
　本発明にかかる有機硝酸系爆発物にかかる化合物に対する結合能を有する抗体と、その
作製方法について実施例を示し具体的に説明するが、実施例によって本発明の技術的範囲
は限定されるものではない。
【実施例】
【０１０６】
　（実施例１）
　対象となる有機硝酸系爆発物の化合物として、上記式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）を
選択した。該式（I）に示す化合物（ＨＭＸ）と類似性を具えた構造を持つ下記式（II）
に示す3，7－ジニトロ－［1，3，5，7］テトラゾカン－1，5－ジアミン（ＨＭＸＡＲ）を
抗原決定基として選択した。
【０１０７】
【化６】

【０１０８】
　　　　　式（II）
　＜式（II）に示す構造を有する化合物の合成＞
　式（II）に示す化合物（ＨＭＸＡＲ）は、公知の化合物であり、その合成方法は、文献
に既に報告されている（非特許文献３：インディアン・ジャーナル・オブ・ケミストリー
，ボリューム４３Ｂ，（２００４年）４３２－４３６）。
【０１０９】
　前記文献に記載する合成法に従って、式（Ｉ）に示す化合物（ＨＭＸ）（ＡｃｃｕＳｔ
ａｎｄａｒｄ社製）にエーテルと水酸化アルミニウムリチウムを添加し、３０－４０℃で
一晩反応させ、水を添加して反応を停止させ、合成した。質量分析計を備えた液体高速ク
ロマトグラフィー（ＬＣ－ＭＳ）を用いて測定したところ、ＨＭＸＡＲが合成されている
ことを確認した。
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【０１１０】
　＜式（II）に示す化合物（ＨＭＸＡＲ）により修飾された、免疫原用修飾キャリア・タ
ンパク質の調製＞
　続いて、３ｍｇのＨＭＸＡＲを含有するＤＭＳＯ溶液１．８ｍｌに、１０ｍｇのキーホ
ールリンペツトヘモシアニン(シグマアルドリッチジャパン社製)を含有するＤＭＳＯ溶液
２ｍｌを混合後、２５％グルタルアルデヒドを１６μｌ添加した。そして、１時間室温で
放置、その後１Ｍのグリシンを０．１ｍｌ添加し、ＰＢＳ透析を行った。この溶液をＧＡ
架橋溶液とする。
【０１１１】
　つづいて、３ｍｇのＨＭＸＡＲを含有するＤＭＳＯ溶液１．８ｍｌに１０ｍｇのキーホ
ールリンペツトヘモシアニン(シグマアルドリッチジャパン社製)を含有するＤＭＳＯ溶液
２ｍｌを混合後、１０ｍｇのＢＳ３（（株）テクノケミカル社製）を含有する溶液０．５
ｍｌを添加した。そして、１時間室温で放置、その後１Ｍのグリシンを０．１ｍｌ添加し
、ＰＢＳ透析を行った。この溶液をＢＳ３溶液とする。
【０１１２】
　＜免疫原用修飾キャリア・タンパク質を用いる免疫操作＞
　上記の二種の免疫原用修飾キャリア・タンパク質を用いて、マウス（ＳＬＣ：Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６）に感作を行った。マウス１匹あたりの注射の溶液組成は０．０７５ｍｌのＧＡ溶
液、０．０７５ｍｌのＢＳ３溶液、そして０．１５ｍｌのフロイント完全アジュバント(
フナコシ社製)とした。この溶液を１２週齢のマウス（ＳＬＣ：Ｃ５７ＢＬ／６）に皮下
注射を行った。注射は初日、２２日目、３５日目、および４９日目に実施した。６６日目
に、該免疫したマウスから採血を行った。
【０１１３】
　＜取得された抗血清中に含まれるポリクローナル抗体の交叉反応性の検証＞
　採決した血液から抗血清を取得し、血清内のポリクローナル抗体に対するＨＭＸの競合
反応をＥＬＩＳＡ法で測定した。
【０１１４】
　測定にはＨＭＸＡＲを牛血清アルブミン（ＢＳＡ）に結合させたものを用意し、測定プ
レート上に固定化して実施した。結合条件は３ｍｇのＨＭＸＡＲを含有するＤＭＳＯ溶液
１．８ｍｌ、純水に溶解させた３０ｍｇの牛血清を含有する溶液０．１ｍｌ、０．２Ｍの
炭酸バッファー（ｐＨ９．５）０．９ｍｌ、そして１０ｍｇのＢＳ３を含有するＤＭＳＯ
溶液０．５ｍｌを添加し、５時間室温で反応させ、１Ｍのグリシンを０．６ｍｌ添加し、
反応を停止させた。この得られた溶液をＨＭＸＡＲ－ＢＳＡ溶液とした。
【０１１５】
　１０００倍に希釈したＨＭＸＡＲ－ＢＳＡ溶液をＥＬＩＳＡ測定用のプレートに自然吸
着法で固定化し、終濃度が１００ｐｐｍとなる濃度のＨＭＸ(アキュースタンダード社製)
溶液５０μｌ、および、１００倍に希釈した抗血清５０μｌをプレートに入れ、室温で２
時間反応させた。
【０１１６】
　反応終了後、３回ＰＢＳで洗浄を行い、２０００倍に希釈した抗マウスＩｇＧ－ＰＯＤ
標識抗体(フナコシ社製)を５０μｌ入れ、１時間室温で反応させた。続いて、４回ＰＢＳ
で洗浄し、ＥＬＩＳＡ用ペルオキシダーゼ基質（TMBZ、フナコシ社製）を５０μｌ入れ、
１Ｎの硫酸(和光純薬工業社製)で反応を停止させた。そして、４５０ｎｍの吸光を測定し
た。
【０１１７】
　＜ハイブリドーマ細胞の作製＞
　このスクリーニングにより、ＨＭＸに対する交叉反応性を示すポリクローナル抗体を産
生することが確認された初感作から６６日目のマウスから脾臓細胞を摘出し、脾臓細胞を
調製した。
【０１１８】
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　調製されたマウスの脾臓細胞と、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８－Ｕマウスミエローマ細胞とを
、細胞数５：１の比率で、ＲＰＭＩ１６４０培地(インビトロジェン社製)中、重合度１５
００の５０％ポリエチレングリコール（和光純薬工業社製）存在下で、３７℃、２分間混
合し、細胞融合させた。前記細胞融合処理後、得られたハイブリドーマ細胞は、ＨＡＴ培
地(２０％牛胎児血清)に懸濁した後、マイクロプレートに分注し、４日に1回の割合で、
ＨＡＴ培地の半量を新しいＨＴ培地(１０％牛胎児血清)に交換した。培養条件は３７℃、
５％ＣＯ2であった。
【０１１９】
　ＨＡＴ培地は、ＲＰＭＩ１６４０培地に、ＨＡＴサプリメント(インビトロジェン社製)
を適量加えたものである。本実施例では、ＲＰＭＩ１６４０培地１ｍｌ当たり、ＨＡＴサ
プリメント２０μｌを添加した。
【０１２０】
　ＨＴ培地は、ＲＰＭＩ１６４０培地に、ＨＴサプリメント(インビトロジェン社製)を適
量加えたものである。本実施例では、ＲＰＭＩ１６４０培地１ｍｌ当たり、ＨＴサプリメ
ント２０μｌを添加した。
【０１２１】
　上記の培養条件で、マイクロプレートに分注した、ハイブリドーマ細胞を、２週間培養
して、それぞれハイブリドーマ細胞株を確立した。そして、２週間培養し、培養上清中の
抗体の有無を前記血清中のポリクローナル抗体の確認と同様にしてＥＬＩＳＡ法で確認し
た。
【０１２２】
　その結果、４つのプレートにおいて、１００ｐｐｍのＨＭＸに対して競合反応を示すこ
とが分かりＨＭＸモノクローナル抗体が得られていることが確認された。図２にハイブリ
ドーマから得られた４種類の株から得られたモノクローナル抗体の吸光度を測定したデー
タを示す。バッファー(グラフ中ではＢｏｒａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒと記述)の吸光度に対し
てＨＭＸの吸光度が低下していることから、これらの抗体がＨＭＸと結合していることを
反映している。免疫センサに用いる抗体はｍＡｂ－Ｈ００３とした。
【０１２３】
　＜免疫センサの製造＞
　続いて、免疫センサの製作方法を以下に記載する。
【０１２４】
　はじめに、カーボン電極の製作を次のように行った。
【０１２５】
　１０×１０×０．７ｍｍのガラス基板を用意し、硝酸－過酸化水素の溶液中で５分間の
超音波洗浄を行った。つづいて、同サイズのカーボンペーパー（東レ社製，ＴＧＰ－Ｈ－
１２０）をガラス基板にシリコーン樹脂（東レ・ダウ・コーニング・シリコーン（株）社
製のＳＥ９１８６）で貼り合わせ、カーボン電極を製作した。
【０１２６】
　つづいて、前述の電極を１ｍｇのｍＡｂ－Ｈ００３抗体を含有する溶液０．２ｍｌに１
時間浸漬した。そして、３ｍＭの１，３－ジアミノベンゼン(アルドリッチ(株)社製，Ｕ
ＳＡ，ｐＨ７．４のリン酸緩衝液および０．１Ｍの塩化ナトリウムを含む）中に浸漬し、
０から０．８Ｖを２ｍＶ／ｓで１００回掃引し、そして０．６５Ｖで５時間印加し、前述
のｍＡｂ－Ｈ００３の抗体を固定化した。つづいて、１ｗ／ｖ％のポリビニルアルコール
中に１時間浸漬し、抗体の表面をポリビニルアルコールで被覆した。
【０１２７】
　つづいて、配線されたフレキシブル基板に実装した。つづいて、ワイヤーボンディング
で結線し、結線部分をシリコーン樹脂で封止した。
【０１２８】
　＜方形波ボルタンメントリ法によるＨＭＸの測定＞
　このカーボン電極を作用極として、ガラス参照極と白金対極を用いて、方形波ボルタン
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メトリ法でＨＭＸの濃度を測定した。測定条件は０．１－１．２Ｖ掃引範囲、４０ｍＶの
パルス電位、４Ｈｚの周波数、１０ｍＶのステップ電位である。
【０１２９】
　まず、これらの電極をＨＭＸの含まれないリン酸バッファー(０．０１M，ｐＨ６．８)
中に浸漬し、数分間放置した。そして、前述の条件で１回掃引し、ベース電流を測定した
。
【０１３０】
　続いて、このリン酸バッファー中に終濃度としてＨＭＸを終濃度として３００ｐｐｍと
なるように添加し、前述の条件で１回掃引し、応答電流を測定した。結果を図３に示す。
【０１３１】
　その結果、ＨＭＸに対して、本発明によるＨＭＸ免疫センサはＨＭＸに対して明確な応
答電流が生じることが分かり、３００ｐｐｍのＨＭＸを検出することができた。また、Ｈ
ＭＸの類似物質として香水Ａおよび香水Ｂに対しては応答電流を全く示さず、ＨＭＸのみ
を正確に検出できることが示された。また、応答時間は約１０秒程度であった。
【０１３２】
　一方で比較例として表面プラズモン共鳴方式（グラフ中ではＳＰＲ方式と記載）、水晶
発振子マイクロバランス方式（グラフ中ではＱＣＭ方式と記載）、高速液体クロマトグラ
フ方式（ＨＰＬＣ方式と記載）、そしてイオン化するコロナ放電を用いたイオン源を備え
た質量分析計（質量分析方式）を比較した。ＳＰＲ方式およびＱＣＭ方式の測定は間接競
合法を用いて通常の測定方式に沿って行った。ＨＰＬＰ方式および質量分析方式は通常の
測定方式に沿って行った。
【０１３３】
　その結果、ＳＰＲ方式、ＱＣＭ方式、およびＨＰＬＣ方式では３００ｐｐｍのＨＭＸを
３０５ｐｐｍ、３０３ｐｐｍ、および３００ｐｐｍとして検出し、また、香水Ａおよび香
水Ｂに対しては反応を示さなかった。応答時間はＳＰＲ方式およびＱＣＭ方式が約１０秒
程度であり、ＨＰＬＣ方式が約３分、質量分析方式が約６秒であった。また、質量分析方
式法は２８０ｐｐｍとして検出し、さらに香水Ａおよび香水ＢをＨＭＸとして誤検出する
ことが示された。これらの測定方式の結果を表２にまとめる。
【０１３４】
【表２】

【０１３５】
　従って、本発明のＨＭＸセンサは測定精度が高く、誤検出しないＨＭＸ検出方法である
ことがわかった。
【産業上の利用可能性】
【０１３６】
　本発明にかかる有機硝酸系爆発物に結合能を有するモノクローナル抗体を固定したトラ
ンスデューサを有する免疫センサは、当該有機硝酸系爆発物の検出に利用できる。
【符号の説明】
【０１３７】
１　絶縁基板
２　カーボン電極
３　モノクローナル抗体
【受託番号】
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【０１３８】
　本発明にかかる、式（I）に示す化合物（ＨＭＸＡＲ）について、実施例に開示するｍ
Ａｂ－Ｈ００４のハイブリドーマ細胞株が、ブタペスト条約に基づき、独立行政法人産業
技術総合研究所　特許生物寄託センター（日本国　茨城県つくば市東１丁目１番地中央第
６、郵便番号３０５－８５６６）に、国際寄託されています（受領日；平成２１年５月１
２日、受領番号ＦＥＲＭ　ＡＢＰ－１１１２７）。
【０１３９】
【表３】

【図１】

【図２】

【図３】
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