
(57)【要約】
【課題】　正常なβ２－ミクログロブリンに反応せず、立体構造が変化してアミロイド化
した変形β２－ミクログロブリンに特異的に反応する抗体を提供すること、及び該抗体に
より変形β２－ミクログロブリンを測定する免疫測定方法を提供することを目的とする。
【解決手段】　本抗変形β２－ミクログロブリン抗体は、β２－ミクログロブリンのＣ末
端側９２番目から９９番目のアミノ酸配列を含むβ２－ミクログロブリン C-末端相同ペプ
チドを免疫原として得られたモノクローナル抗体であって、正常なβ２－ミクログロブリ
ンに反応せず、立体構造が変化して不溶化した変形β２－ミクログロブリンに特異的に反
応することを特徴とするものである。このような抗変形β２－ミクログロブリン抗体は、
好ましくは、受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－１９７５９のハイブリドーマの特性を有するハイブ
リドーマ細胞系によって産生される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｃ 末 端 側 ９ ２ 番 目 か ら ９ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む β ２ －
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 相 同 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ
て 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 反 応 せ ず 、 立 体 構 造 が 変 化 し て 不 溶 化 し た 変 形 β ２
－ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ７ ５ ９ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 特 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 系 に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン と の 特 異 的 反 応 を 利 用 し て 、 ヒ ト 体 液 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 測 定 す る 免 疫
測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 試 薬 と し て 含 む 未 発 症 透 析
ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 予 知 診 断 用 又 は 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 治 療 効 果 評 価 用 免 疫 測 定 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 体 液 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 す な わ ち ア ミ ノ 酸 配 列 は 正 常 で
三 次 元 構 造 の み が 異 な る β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と 特 異 的 に 反 応 し 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン と の 交 叉 反 応 が な い 抗 体 、 そ れ を 用 い た 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 免 疫 測
定 方 法 、 及 び 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 予 知 診 断 用 又 は 治 療 効 果 評 価 用 診 断 薬 に 関 す る も の で
あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 長 期 血 液 透 析 患 者 に は 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス と 呼 ば れ る 骨 や 関 節 構 造 の 破 壊 を 主 病 変
と す る ア ミ ロ イ ド 沈 着 症 を 発 症 す る こ と が １ ９ ８ ０ 年 に 報 告 さ れ 、 そ の 前 駆 蛋 白 が β ２ －
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る こ と が １ ９ ８ ５ 年 に 確 認 さ れ て い る 。 以 来 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン の ア ミ ロ イ ド ジ ェ ネ シ ス ー ア ミ ロ イ ド 蛋 白 へ の 変 形 に 関 す る 研 究 が な さ れ 、 透 析 ア ミ
ロ イ ド ー シ ス 発 症 例 の 臨 床 サ ン プ ル か ら こ れ ま で 幾 つ か の 化 学 構 造 の こ と な る β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン が 報 告 さ れ て き た 。 し か し な が ら ア ミ ロ イ ド 化 し た β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
(変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン )に つ な が る 報 告 は な く 、 依 然 と し て 透 析 現 場 で の 診 断 は 臨
床 所 見 の み で な さ れ て い る 。 本 病 態 は 今 日 ２ ２ 万 人 超 か つ 年 間 新 規 発 症 例 約 １ 万 ５ 千 人 を
数 え る 透 析 例 に 必 発 の 病 態 で あ り 、 こ の 十 数 年 QOL最 大 の 障 害 要 因 で あ っ た が 、 近 年 は 脊
柱 管 狭 窄 、 心 ア ミ ロ イ ド な ど 生 命 予 後 に 関 わ る 重 大 な 臨 床 課 題 と な っ て い る 。 β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン は 他 の ア ミ ロ イ ド 蛋 白 と 同 様 に β シ ー ト 構 造 を 有 し in vitroで 不 溶 性 の ア ミ
ロ イ ド 線 維 を 形 成 す る が 、 そ の 分 子 メ カ ニ ズ ム に つ い て 最 近 の 構 造 解 析 で 線 維 形 成 に 際 し
て N-末 端 次 い で C－ 末 端 が unfoldingす る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 つ ま り N-末 端 ,C-末 端 の u
nfolding(ミ ス フ ォ ル デ イ ン グ )は ア ミ ロ イ ド 化 に 伴 う 本 質 的 分 子 構 造 変 化 と 理 解 さ れ る 。
従 っ て 、 こ の 構 造 変 化 を 特 異 的 に 捉 え る ツ ー ル は 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 有 用 な 診 断 ツ ー
ル と し て 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 C-末 端 unfoldingに 関 し て は １ ９ ９ ７ 年 Stoppiniグ ル ー プ に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ る 解 析 で β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C末 端 ９ ２ － ９ ９ に 対 す る 抗 体 で in vitroで の ア ミ ロ
イ ド 形 成 が 抑 制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た が 、 本 抗 体 は C末 端 の み な ら ず 正 常 な β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン と も 反 応 を 示 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 M Stoppini. Et al. Eur. J. Biochem. 249. Pp21-26, 1997
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 来 よ り 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 患 者 血 清 や 病 変 組 織 か ら N-末 端 欠 如 、 AGE(advanced
 glycation)修 飾 さ れ た β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン な ど が 検 出 さ れ 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン ア ミ ロ イ ド ジ ェ ネ シ ス に 関 連 す る 物 質 と し て 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 診 断 又 は 治 療 評 価
に 有 用 な ツ ー ル の 開 発 に 繋 が る こ と が 期 待 さ れ て き た が 、 臨 床 病 態 と の 関 連 性 も 確 認 さ れ
て お ら ず 未 だ 臨 床 の 場 で 活 用 さ れ る に 至 っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の 点 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に
反 応 せ ず 、 立 体 構 造 が 変 化 し て ア ミ ロ イ ド 化 し た 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に
反 応 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と 、 及 び 該 抗 体 に よ り 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 測 定 す る
免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し 、 特 に 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 患 者 の 診 断 及 び 治 療
の モ ニ タ リ ン グ に 適 し た β ２ ― ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 及 び 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と を
目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｃ 末 端
側 ９ ２ 番 目 か ら ９ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 相 同 ペ プ チ
ド を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
に 反 応 せ ず 、 立 体 構 造 が 変 化 し て 不 溶 化 し た 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 反 応
す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 こ の よ う な 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は 、 好
ま し く は 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ７ ５ ９ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 特 性 を 有 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 系 に よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン と の 特 異 的 反 応 を 利 用 し て 、 ヒ ト 体 液 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 測 定 す る 免 疫
測 定 方 法 で あ り 、 更 に は 、 該 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 試 薬 と し て 含 む 未 発 症
透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 予 知 診 断 用 又 は 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 治 療 評 価 用 免 疫 測 定 試 薬 で
あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は 、 ア ミ ロ イ ド 化 遷 移 過 程 で 分 子 表 面
に 露 出 し て く る β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｃ 末 端 側 ９ ２ 番 目 か ら ９ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 認 識 し 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 反 応 せ ず 、 立 体 構 造 が 変 化 し て 不 溶 化 し た あ
る い は 不 溶 化 し つ つ あ る 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 反 応 す る 。 こ れ に よ り 、
ヒ ト 体 液 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 免 疫 測 定 が 実 現 さ れ 、 未 発 症 透 析 ア
ミ ロ イ ド ー シ ス の 予 知 診 断 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 治 療 効 果 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ
ド を 作 製 し 、 KLHと 結 合 さ せ て Balb/cマ ウ ス 等 の 宿 主 動 物 に 免 疫 し 、 そ の 脾 細 胞 を 分 離 し
ミ エ ロ ー ム 細 胞 と 融 合 さ せ ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し ス ク リ ー ニ ン グ し て 得 ら れ る 。 抗 原 に
用 い た β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド の 検 証 は マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ
ー お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 器 で 確 認 で き る 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 の 確 認 は 直
接 ELISA お よ び 競 合 ELISA等 で 行 う こ と が で き 、 さ ら に 血 清 、 血 漿 炉 液 、 変 形 β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン お よ び ア ミ ロ イ ド 組 織 (手 根 管 横 靭 帯 )と の 反 応 性 を 確 認 す る こ と が 好 適 で あ
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る 。 ま た 、 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と し て 文 献 的 に 確 立 さ れ て い る 酸 性 処 理 に よ る 酸
変 性 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 用 い 、 そ の 検 証 は 構 造 解 析 の 最 も 一 般 的 手 法 Circular Dic
hroism(円 二 色 法 )に て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
〔 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 〕
　 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｎ 末 端 よ り ９ ２ 番 目 か ら ９ ９ 番 目 の ペ プ チ ド 鎖 は 、 Cys-Ile-
Val-Lys-Trp-Asp-Arg-Aspの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 こ れ ら は 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ
ン の 立 体 構 造 で は 完 全 に は 分 子 表 面 に 表 出 さ れ ず に 一 部 分 子 内 に 埋 没 し て い る が 、 ア ミ ロ
イ ド 化 し た 或 い は ア ミ ロ イ ド 化 し つ つ あ る 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で は 、 分 子 の 表 面
に 露 呈 さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ の β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｎ 末 端 よ り ９ ２ 番 目 か ら ９ ９
番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ と し て 、 該 ペ プ チ ド 領 域 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 作 製 す る 為 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 相 同 ペ プ チ ド を 合 成 し 抗 原 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 の 検 証 に は 、 ア ミ ロ イ ド 化 β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン の モ デ ル と な る 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 作 製 し て 用 い る こ と が 好 適 で
あ る 。 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 リ コ ン ビ ナ ン ト β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ６ N－ H
Cl処 理 或 い は ヒ ト 血 漿 等 か ら 得 ら れ た β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 酢 酸 緩 衝 液 等 の 酸 性 溶 液
中 で 酸 処 理 し て 得 ら れ る 。 ヒ ト 血 漿 は プ ー ル 血 漿 等 を 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 透 析 患 者
の 血 漿 ろ 過 液 か ら 精 製 し て も よ い 。 ヒ ト 血 漿 等 か ら の β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 精 製 は 、
公 知 且 つ 任 意 の 方 法 が 使 用 で き る 。 得 ら れ た ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 酢 酸 緩 衝 液 等 に よ り 酸
性 下 で 所 定 時 間 処 理 さ れ る 。 酸 処 理 の ｐ Ｈ 領 域 は ２ ． ０ ～ ５ ． ０ が 好 適 で あ り 、 処 理 温 度
及 び 時 間 は 、 ｐ Ｈ に よ り 異 な る が ３ ７ ℃ で 約 １ ０ ～ ６ ０ 分 間 が 好 適 で あ る 。 ま た 、 酢 酸 緩
衝 液 等 の 酸 性 溶 液 は 、 塩 化 カ リ ウ ム や 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 を 加 え て 塩 濃 度 を 適 宜 調 整 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
〔 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 〕
　 前 記 合 成 ペ プ チ ド を KLHと 結 合 さ せ て 動 物 に 免 疫 す る こ と に よ り 、 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ
ロ ブ リ ン に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 と な る 。 宿 主 動 物 は 特 に 限 定 さ
れ る も の で は な く 、 マ ウ ス や ウ サ ギ 、 ヤ ギ 等 を 宿 主 動 物 と で き る が 、 Balb/cマ ウ ス が 好 適
で あ る 。 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 既 に 確 立 さ れ た 周 知 の 方 法 （ Galfre and Milstein,） に
よ り 得 る こ と が で き る 。 一 般 に は 、 免 疫 動 物 か ら 回 収 し た 抗 体 産 生 細 胞 を マ ウ ス 由 来 の ミ
エ ロ ー マ 細 胞 と 細 胞 融 合 す る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ と し 、 産 生 さ れ る 抗 体 の 活 性 を
指 標 と し て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。 即 ち 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 得 ら れ た
抗 体 と 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と の 反 応 性 を 確 認 し 、 更 に 、 正 常 な β ２ － ミ ク ロ グ ロ
ブ リ ン と の 交 差 反 応 を 確 認 し 、 免 疫 測 定 方 法 に お い て 実 質 上 交 差 反 応 の な い 抗 体 を 産 生 す
る ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 反 応 性 の 確 認 は 、 直 接 ELISAや 競 合 ELISA法 で 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
〔 免 疫 測 定 法 及 び 免 疫 測 定 試 薬 〕
　 前 記 抗 体 を 用 い た 免 疫 測 定 法 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 や 放 射 免 疫 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、
ビ オ チ ン を 用 い る 方 法 等 、 ま た 、 直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ や 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 等 の 周 知 の 免 疫 測 定 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら の 測 定 手 順 も 公 知 且 つ 任 意 の 手 順
を 採 用 で き る 。 例 え ば ２ ス テ ッ プ Ｅ Ｉ Ａ で あ れ ば 、 先 ず 検 体 と な る 患 者 血 清 等 ビ オ チ ン 標
識 さ れ た 抗 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 さ せ 、 そ の 反 応 液 を 抗 ビ オ
チ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 吸 着 さ せ た ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し 、 更 に 酵
素 標 識 さ れ た 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 即 ち 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 各 ウ ェ
ル に 添 加 し て 反 応 さ せ る 。 洗 浄 後 、 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 標 識 し た 酵 素 の
基 質 を 添 加 し て 反 応 さ せ て 発 色 さ せ る こ と に よ り 、 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 比 色 定
量 す る 。 こ の 免 疫 測 定 法 で は 、 抗 ビ オ チ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 吸 着 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー
ト 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 含 有 第 １ 試 薬 、 酵 素 標 識
抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 含 有 第 ２ 試 薬 、 及 び 基 質 液 で 免 疫 測 定 試 薬 が 構 成 さ れ
る 。 こ の よ う な 免 疫 測 定 試 薬 は 、 定 性 試 薬 又 は 定 量 試 薬 の い ず れ で も よ い 。 こ れ ら 免 疫 測
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定 法 又 は 免 疫 測 定 試 薬 は 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 診 断 や 治 療 効 果 の 評 価 に 有 用 で あ る 。
検 体 と し て は 、 血 清 、 尿 等 の ヒ ト 体 液 や 、 血 漿 ろ 過 液 等 の ヒ ト 体 液 と 同 等 の も の を 用 い る
こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 な ら び に 有 用 性 は 患 者 血 清 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト な ど の 臨
床 検 体 と の 免 疫 反 応 お よ び ア ミ ロ イ ド 組 織 で の 免 疫 組 織 化 学 で 検 討 し た 。 以 下 、 本 発 明 の
実 施 例 を 示 す が 、 本 発 明 が こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で な い こ と は 当 然 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
〔 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 〕
　 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ 相 同 ペ プ チ ド は 、 バ イ オ シ ス テ ム ／ モ デ ル ４
３ ０ Ａ を 用 い て 合 成 さ し た 。 こ の β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ 相 同 ペ プ チ ド
（ Boc-Cys-Ile-Val-Lys-Trp-Asp-Arg-Asp-Met） を 、 Ｍ Ｂ Ｓ （ m-maleimidobenzoyl-N-hydr
oxysuccinimide ester） に よ り Ｋ Ｌ Ｈ （ keyhole limpet hemocyanin） と 結 合 し て 抗 原 と
し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
〔 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 〕
　 Balb/cマ ウ ス に 、 ０ ． ５ ｍ ｇ の 前 記 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 皮 内 注 射 に よ り 投 与
し 、 更 に ２ 週 間 毎 に ０ ． ２ ５ ｍ ｇ で の 前 記 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 皮 内 注 射 に よ り
投 与 し て 免 疫 し た 。 免 疫 さ れ た マ ウ ス の リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ セ ロ ー ル 環 境 下 で
Ｐ ３ Ｕ １ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を １ ０ ％ 牛 胎 児 血 清 を 含 有 す
る Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 培 養 し た 。 そ の 培 養 上 静 を 透 析 し た 後 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ ル ロ ー ス ・ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し て 、 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
〔 特 異 性 試 験 〕
　 得 ら れ た 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 の 特 異 性 は 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末
端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ Ｈ 、 酸 処 理 し た 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 及 び リ コ ン ビ
ナ ン ト β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 用 い 、 直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 確 認 し た 。
　 本 実 施 例 で は 、 透 析 患 者 の 血 漿 ろ 過 液 か ら 混 在 す る ア ル ブ ミ ン を 除 去 し て β ２ － ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン を 単 離 し 、 ６ N－ HCLを 添 加 し て β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を ア ミ ロ イ ド 化 し た 。
β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の ア ミ ロ イ ド 化 は 光 学 的 構 造 解 析 法 円 二 色 法 に て 確 認 し た と こ ろ
、 CDス ペ ク ト ル (far UV)で は 波 長 205nmで の positive peakの 消 失 お よ び 波 長 218nmで の neg
ative peakの 左 方 移 動 と ア ミ ロ イ ド 様 変 形 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
〔 直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 〕
　 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ
Ｈ を 結 合 さ せ 、 こ れ に 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 詳 細 に は 、 β ２
－ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ Ｈ を １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ
７ ． ４ ） に １ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 溶 解 し 、 こ れ を マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に ０ ． ０ ５ ｍ ｌ 添
加 し て 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 各 ウ ェ ル は 、 洗 浄 後 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 ）
で ブ ロ ッ ク し た 。 ビ オ チ ン 標 識 し た 前 記 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 各 ウ ェ ル に
０ ． ０ ５ ｍ ｌ 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 標 識 抗 ビ オ チ ン 複 合 体 を 各 ウ ェ ル に ０ ． ０ ５ ｍ ｌ 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ
た 。 そ の 後 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 反 応 さ せ て 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ で 吸 光 度 測 定 を 行 い 、
前 記 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 が β ２ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ と 反
応 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
〔 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 〕
　 競 合 物 質 は 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ Ｈ 、 前 記 酸 処
理 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 及 び リ コ ン ビ ナ ン ト β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 用 い た 。 ５ ０
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μ ｇ ／ ｍ ｌ ビ オ チ ン 標 識 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 含 有 リ ン 酸 緩 衝 液 に 、 前 記 各
競 合 物 質 を 各 々 ０ ， １ ０ ， ２ ０ ， １ ０ ０ ， ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 含 有 し た リ ン 酸 緩 衝 液 を 等
量 で 添 加 し て ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ 、 そ の 反 応 液 を 、 前 述 と 同 様 に β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ Ｈ を 結 合 さ せ た マ イ ク ロ プ レ ー ト に 添 加 し て 反 応
さ せ 、 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 １ に 示 す が 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２
－ ９ ９ ペ プ チ ド 結 合 Ｋ Ｌ Ｈ で は 濃 度 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 約 １ ０ ０ ％ の 反 応 阻 害 が み ら れ 、 酸
処 理 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で は 濃 度 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 約 ７ ０ ％ 、 濃 度 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ で １ ０ ０ ％ の 反 応 阻 害 が み ら れ た 。 一 方 、 リ コ ン ビ ナ ン ト β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で は
顕 著 な 反 応 阻 害 は み ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
〔 免 疫 組 織 化 学 〕
　 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 発 症 症 例 由 来 の １ ７ ア ミ ロ イ ド 組 織 に お い て 、 抗 変 形 β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は ア ミ ロ イ ド 線 維 形 成 を 示 す コ ン ゴ ー レ ッ ド 染 色 陽 性 部 位 で は 一 様 に 陽
性 で あ っ た が 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 蓄 積 が 見 ら れ て も コ ン ゴ ー レ ッ ド 陰 性 部 位 で は 多
く は 陽 性 、 一 部 陰 性 の 二 様 の 染 色 パ タ ー ン を 示 し た 。 こ の こ と は 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ
ブ リ ン 抗 体 が ア ミ ロ イ ド 化 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の み な ら ず ア ミ ロ イ ド 化 に 至 る 遷 移 過
程 上 の 中 間 体 と も 反 応 し う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
〔 臨 床 検 体 〕
　 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 酸 処 理 β ２ － ミ ク ロ グ ロ
ブ リ ン 、 ア ミ ロ イ ド 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト と 反 応 を 示 し た が 、 血 清 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、
濾 液 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と の 反 応 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
〔 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 患 者 血 清 の 測 定 〕
　 前 述 の 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と 同 様 に 、 競 合 物 質 と し て β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末 端 ９ ２ －
９ ９ ペ プ チ ド を 用 い て ０ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 低 濃 度 域 で の 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定 系 を 確 立 し
て 、 ３ ２ 名 の 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 患 者 か ら 採 取 し た 血 清 を 検 体 と し て 変 形 β ２ － ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン を 測 定 し た 。 ま た 、 表 ２ は ０ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン Ｃ 末
端 ９ ２ － ９ ９ ペ プ チ ド 標 準 品 の 測 定 結 果 で あ る 。 こ の 標 準 品 の 測 定 結 果 か ら 検 量 線 を 作 成
し て 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 患 者 血 清 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 量 を 算 出 し た と こ
ろ 、 平 均 値 が ０ ． ７ ６ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 標 準 偏 差 が ０ ． １ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ り 、 透 析 ア ミ ロ イ
ド ー シ ス 患 者 血 清 中 に 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の よ
う に 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン C-末 端 ９ ２ － ９ ９ の 構 造 異 常 を 特 異 的 に 捉 え る 本 変 形 β ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 は 、 本 病 態 の 前 駆 蛋 白 の ア ミ ロ イ ド 化 遷 移 過 程 を と ら え て い る 可 能 性
が 高 く 、 臨 症 上 極 め て 有 望 な 診 断 ツ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 及 び そ れ を 用 い た 変 形 β ２ － ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン の 免 疫 測 定 方 法 は 、 ヒ ト 組 織 中 又 は ヒ ト 体 液 中 の 変 形 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン
の 特 異 的 検 出 に 用 い る こ と が で き 、 透 析 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 予 知 診 断 用 又 は 治 療 効 果 評 価 用
診 断 薬 と し て 利 用 可 能 で あ る 。
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