
(57)【要約】
【課題】アルコール中毒患者を同定することができる抗体、該抗体の製造方法、該抗体を
産生するハイブリドーマ、該抗体を用いた簡易な免疫測定方法を提供する。
【解決手段】提供する抗体は、未変性で天然の炭水化物欠失トランスフェリン（ＣＤＴ）
に選択的に反応する抗体である。該抗体を用いることにより、体液を変性処理する必要が
なく直接ＣＤＴ濃度を測定することができる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 に 選 択 的 に 反 応 し 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に
反 応 し な い 又 は 実 質 的 に 反 応 し な い 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 体 が 立 体 構 造 を 認 識 す る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 免 疫 原 と し て 動 物 に 免 疫 し 、 該 動 物 か ら 採 取 さ れ た 請 求 項
１ 又 は ２ 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 体 液 を 用 い 、 非 変 性 条 件 下 に Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 精 製 又 は 部 分 的 精 製 し
て 得 た 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 免 疫 原 と し て 動 物 に 免 疫 し 、 該 動 物 か ら 採 取 さ れ た
請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ － ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体
。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ４
４ ） か ら 産 生 さ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 次 の Ｐ １ － Ｐ ６ の ペ プ チ ド 領 域 に 対 し て 反 応 性 を 有 し な い か
又 は 実 質 的 に 反 応 性 を 有 し な い 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 。
Ｐ １ ：   Ｖ Ｌ Ａ Ｅ Ｎ Ｙ Ｎ Ｋ Ｓ Ｄ Ｎ Ｃ Ｅ 　
Ｐ ２ ：   Ｑ Ｈ Ｌ Ｆ Ｇ Ｓ Ｎ Ｖ Ｔ Ｄ Ｃ Ｓ Ｇ 　
Ｐ ３ ：   Ｖ Ｖ Ａ Ｒ Ｓ Ｍ Ｇ Ｇ Ｋ Ｅ Ｄ Ｌ Ｉ Ｗ Ｅ Ｌ Ｌ
Ｐ ４ ：   Ｉ Ａ Ｋ Ｉ Ｍ Ｎ Ｇ Ｅ Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｓ Ｌ   
Ｐ ５ ：   Ｙ Ｅ Ｋ Ｙ Ｌ Ｇ Ｅ Ｅ Ｙ Ｖ Ｋ Ａ Ｖ 　 　
Ｐ ６ ：   Ｓ Ｋ Ｌ Ｓ Ｍ Ｇ Ｓ Ｇ Ｌ Ｎ Ｌ Ｓ Ｅ Ｐ Ｎ
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ － ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体
。
【 請 求 項 ９ 】
　 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ に 選 択 的 に 反 応 し 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 反 応
し な い 又 は 実 質 的 に 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ４ ４ ） 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 体 液 を 用 い 、 非 変 性 条 件 下 に Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 精 製 又 は 部 分 的 精 製 し
て 、 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 取 得 す る こ と を 特 徴 と す る Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 体 液 を 鉄 飽 和 溶 液 と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 非 変 性 条 件 下 で 夾 雑 タ ン
パ ク 質 を 除 去 し 、 次 い で 、 非 変 性 条 件 下 で 分 画 し て Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 取 得 す る こ と を 特 徴 と す
る Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ０ 又 は １ １ 記 載 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 の 調 製 方 法 に よ り 得 た Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 免 疫 原 と し て
動 物 に 免 疫 す る こ と に よ り 、 該 動 物 の 体 内 に 、 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 に 対 し て 選 択 的 に 反 応 し 、 Ｎ －
グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 反 応 し な い 又 は 実 質 的 に 反 応 し な い 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体
を 産 生 さ せ 、
　 該 動 物 か ら 該 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 体 液 に 、 請 求 項 １ － ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 接 触 さ せ 、 該 抗 体 に 選 択 的
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に 反 応 す る Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 、 又 は 定 量 化 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 体 液 に 、 請 求 項 １ － ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 接 触 さ せ 、 反 応 さ せ て な る
反 応 液 の 吸 光 度 を 計 測 す る こ と に よ り 、 該 抗 体 に 選 択 的 に 反 応 す る Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 又 は 定 量
化 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 を 同 定 す る こ と が で き る 抗 体 、 該 抗 体 の 製 造 方 法 、 該 抗 体
を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 該 抗 体 を 用 い た 簡 易 な 免 疫 測 定 方 法 に 関 す る 。 該 抗 体 は 、 未
変 性 で 天 然 の 炭 水 化 物 欠 失 ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Ｃ Ｄ Ｔ ） に 選 択 的 に 反 応 す る 抗 体 で あ っ て
、 該 抗 体 を 用 い て 、 体 液 を 変 性 処 理 す る 必 要 が な く 直 接 Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 を 測 定 す る こ と が で き
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル コ ー ル 中 毒 は 、 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 と か れ ら の 関 係 者 に 多 大 の 損 害 を も た ら す ば か
り か 、 ア ル コ ー ル 中 毒 に 関 連 す る 生 産 性 の 損 失 及 び 莫 大 な 年 間 健 康 管 理 費 用 を も た ら す 。
従 っ て 、 ア ル コ ー ル 中 毒 へ の 早 期 認 識 と 治 療 と が 個 人 及 び 社 会 に と っ て 最 善 且 つ 費 用 効 果
的 で あ る 。 こ の よ う な 状 況 下 に お い て 、 高 感 度 で 特 異 的 、 し か も 迅 速 で 費 用 の か か ら な い
検 査 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 γ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ （ γ － Ｇ Ｔ Ｐ ） 、 平 均 血 球 容 積 (mean co
rpuscular volume) （ Ｍ Ｃ Ｖ ） 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ （ Ａ Ｓ Ｔ ） 又
は ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｔ ） 、 α － リ ポ タ ン パ ク 質 及 び フ ェ リ チ ン の
よ う な 臨 床 検 査 項 目 が 、 ア ル コ ー ル 乱 用 の 生 化 学 的 マ ー カ ー と し て 多 年 に わ た っ て 用 い ら
れ て き た が 、 こ れ ら の 検 査 の 診 断 的 感 度 及 び 特 異 性 は 満 足 の い く も の で は な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Stibler ら は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 中 で 高 い 等 電 点 を 持 つ ア イ ソ フ ォ ー ム が １ 週 間 以 上
に わ た っ て 毎 日 ６ ０ ｇ 以 上 の エ タ ノ ー ル を 摂 取 し た 者 の ８ １ ％ で 増 加 し 、 １ ０ 日 以 上 に わ
た っ て 禁 酒 す る 場 合 に 高 い 等 電 点 を 持 つ ア イ ソ フ ォ ー ム が 正 常 レ ベ ル に 戻 る こ と を 報 告 し
て い る (Acta Med Scan, , 275-281,(1979) ： 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
  血 清 ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 、 ７ ９ ． ５ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 し 、 二 つ の Ｎ － 連 結 の 多 糖 鎖 を 有
す る 一 本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 成 る 糖 タ ン パ ク で あ る 。 こ れ ら の 多 糖 鎖 は 、 分 岐 状 で あ り
、 か つ 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 有 し て い る 。 Wongお よ び  Regoeczi は 、 Int.J.Peptide Res. 
, 241-248, (1977) （ 非 特 許 文 献 ２ ） に お い て 、 ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 天 然 で は シ ア ル
化 の レ ベ ル に よ り 種 々 の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る と 述 べ て い る 。 事 実 、 6 種 の ア イ ソ フ
ォ ー ム と し て ペ ン タ シ ア ロ 、 テ ト ラ シ ア ロ 、 ト リ シ ア ロ 、 ジ シ ア ロ 、 モ ノ シ ア ロ お よ び ア
シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 正 常 な 健 康 個 体 に 比 べ て 、 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 血 液 中 に は 、 ア シ ア ロ 、 モ ノ シ ア ロ 、
ジ シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン が 上 昇 し た レ ベ ル で 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ て い る  (van Eijk
 et al, Clin Chim Acta , 167-171, (1983) ： 非 特 許 文 献 ３ 、 Stibler, Clin Chem, 
, 2029-2037, (1991) ： 非 特 許 文 献 ４ 、 お よ び  Stibler et al, "Carbohydrate-defici

ent transferrin (CDT) in serum as a marker of high alcohol consumption", Advance
s in the Biosciences, (Ed Nordmann et al), Pergamon, 1988, Vol.71, pages 353-357
 )： 非 特 許 文 献 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア シ ア ロ 、 モ ノ シ ア ロ 及 び ジ シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 、 炭 水 化 物 （ 糖 鎖 ） 欠 失 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン （ 略 語 ： Ｃ Ｄ Ｔ ） と 呼 ば れ て い る 。 Ｃ Ｄ Ｔ は 、 ア ル コ ー ル 消 費 、 特 に 慢 性 ア ル
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コ ー ル 消 費 を 検 出 お よ び モ ニ タ ー す る た め の 有 効 な マ ー カ ー で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る
。 Ｃ Ｄ Ｔ の 免 疫 学 的 検 査 法 と し て Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ６ ４ ４ ４ （ 特 許 文 献 １ ） お よ び  Heil et a
l, Anaesthesist, , 447-453, (1994)（ 非 特 許 文 献 ６ ） 等 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の
手 法 で は 、 希 釈 血 清 サ ン プ ル を ア ニ オ ン 性 イ オ ン 交 換 樹 脂 に 通 し 、 正 常 な ト ラ ン ス フ ェ リ
ン イ ソ 型 を 樹 脂 に 保 持 さ せ る 一 方 、 Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 の 通 過 を 可 能 に し て い る 。 こ の 溶 出 液 の Ｃ
Ｄ Ｔ 含 量 は 、 免 疫 比 濁 法  (immunoturbidimetric assay)等 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 そ の 他 、
高 速 液 体 ク ロ マ ト 法 に よ り Ｃ Ｄ Ｔ を 定 量 す る 方 法 も Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ０ ４ ９ ３ ２ （ 特 許 文 献 ２ ）
に よ り 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 従 来 の 検 査 手 法 の 全 て は 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 或 い は 高 速 液 体 ク
ロ マ ト 法 を 適 用 す る 等 比 較 的 複 雑 な 手 順 に 基 づ く も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 方 、 Makhloufら は 、 Ｃ Ｄ Ｔ の み を 直 接 測 定 す る た め に 、 Ｃ Ｄ Ｔ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 作 製 を 試 み た 。 彼 ら は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 糖 鎖 が 結 合 し て い る ４ １ ３ 番 目 と ６
１ １ 番 目 の ア ス パ ラ ギ ン を 中 心 と し て 前 後 ６ 個 の ア ミ ノ 酸 の 合 成 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て
抗 体 を 作 製 し 、 そ の 抗 体 を Ｃ Ｄ Ｔ 測 定 の た め の 免 疫 測 定 法 に 応 用 す る こ と を 考 え た （ Ｗ Ｏ
９ ３ ／ ０ ６ １ ３ ３ ： 特 許 文 献 ３ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ れ に 対 し て 、 ER.Trimbleら は 、 Makhloufら の 手 法 に よ る 、 合 成 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し
て 作 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Ｃ Ｄ Ｔ に は 反 応 し な か っ た こ と か ら そ の エ ピ ト ー プ は ト
ラ ン ス フ ェ リ ン 分 子 内 に 隠 匿 さ れ て お り 検 出 に 応 用 で き な い と 述 べ た （ Biochem Soc Tran
s, 26(1), S48(1998) ： 非 特 許 文 献 ７ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 方 、 特 開 ２ ０ ０ ４ － ０ ５ １ ６ ３ ３ （ 特 許 文 献 ４ ） に は 、 Ｃ Ｄ Ｔ と 水 溶 液 中 で 選 択 的 に
結 合 し 、 Ｃ Ｄ Ｔ を 固 相 に 結 合 さ せ る 必 要 が な い 抗 体 に 関 し て 記 載 さ れ て い る 。 該 抗 体 は 、
遺 伝 子 組 み 換 え 手 法 に よ り 得 た リ コ ン ビ ナ ン ト 非 糖 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 原 に 使 用 し
、 或 い は 、 酵 素 に よ る 脱 糖 化 反 応 し て 非 糖 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン と し た も の を 免 疫 原 と し て
使 用 し て 、 得 た 抗 体 で あ る 。 即 ち 、 人 為 的 に 作 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ を 免 疫 原 に 使 用 し て 得 ら れ た
抗 体 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ６ ４ ４ ４
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ０ ４ ９ ３ ２
【 特 許 文 献 ３ 】 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ６ １ ３ ３
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ０ ５ １ ６ ３ ３
【 非 特 許 文 献 １ 】 Acta Med Scan, 206, 275-281,(1979 ）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Int.J.Peptide Res. 9, 241-248, (1977)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Clin Chim Acta 132, 167-171, (1983)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Clin Chem, 37, 2029-2037, (1991)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Advances in the Biosciences, Pergamon, 1988, Vol.71, pages 353-3
57
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Anaesthetist, 43, 447-453, (1994)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Biochem Soc Trans, 26(1), S48(1998)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 体 液 中 の Ｃ Ｄ Ｔ を 簡 易 に 検 出 す る た め に 、 体 液 中 の Ｃ Ｄ Ｔ を 前 処 理 す る こ と な く 測 定 で
き る こ と が 望 ま し く 、 そ の た め に は 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ の 構 造 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る 必 要 が
あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 方 、 上 述 し た よ う に 糖 鎖 欠 失 部 位 の 近 傍 の 領 域 は 、 ER.Trimbleら の 報 告 （ 非 特 許 文 献
７ ） か ら も 理 解 さ れ る よ う に 、 Ｃ Ｄ Ｔ 分 子 内 に 隠 匿 さ れ て い る 可 能 性 が あ り 、 ト ラ ン ス フ
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ェ リ ン 分 子 内 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 数 の 多 さ か ら も 強 固 な 立 体 構 造 を 形 成 し て お り 、 糖 鎖 欠
失 部 位 の 近 傍 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 の 取 得 は 困 難 で あ る と 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 免 疫 抗 原 と し て 人 為 的 に 作 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ は 、 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ と は 大 き く 異 な る と い
う 問 題 が あ る 。 例 え ば 、 前 記 特 許 文 献 ４ の 遺 伝 子 組 換 え 体 の 場 合 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含
む た め タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 が 不 完 全 に な り 易 く 、 ま た 、 酵 素 に よ る 脱 糖 化 物 の 場 合 、 調
製 の 際 に 変 性 処 理 が 必 要 で あ る 。 さ ら に 遺 伝 子 組 換 え 体 と 脱 糖 化 物 は ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 生
じ る と い う 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 体 液 中 か ら 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ を 精 製 す る た め の 方 法 と し て 、 一 般 的 に は 抗 ト ラ ン ス フ
ェ リ ン 抗 体 が 結 合 し た カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 使 用 さ れ る 。
し か し な が ら 、 こ の 方 法 は カ ラ ム 中 の 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 抗 体 に ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 結 合
さ せ た 後 に 、 こ の 抗 原 抗 体 複 合 体 を 酸 性 条 件 で 変 性 さ せ る こ と に よ り Ｃ Ｄ Ｔ を 含 む ト ラ ン
ス フ ェ リ ン を 溶 出 さ せ て 精 製 す る 方 法 が あ る 。 し か し な が ら 、 該 方 法 に よ り 得 ら れ る Ｃ Ｄ
Ｔ は 変 性 し て い る 可 能 性 が 高 い の で 、 免 疫 原 と し て は 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は か か る 問 題 点 を 鑑 み て 、 体 液 中 の Ｃ Ｄ Ｔ に 対 し て 反 応 し な い よ う な 抗 体 を 生 ず
る 恐 れ の あ る 、 人 為 的 に 作 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ を 免 疫 原 に 使 用 す る こ と な く 、 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ と 選
択 的 に 結 合 し 、 既 存 の 方 法 で 測 定 し た Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 と 相 関 性 が 高 い ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 を 同
定 す る た め の 抗 体 、 該 抗 体 の 製 造 方 法 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 及 び 該 抗 体 を 用 い た 簡 便 な 免 疫 測
定 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 前 記 し た 目 的 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 前 記 変 性 が 行 わ れ る こ と が な い 、 未 変 性 で
天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 調 製 法 を 構 築 し 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ の 構 造 を 認 識 す る 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 取
得 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 者 は 鋭 意 研 究 の 結 果 、 変 性 が 行 わ れ る こ と が な い 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 調 製 法
を 構 築 し 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ の 構 造 を 認 識 す る 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 即 ち 、 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ に 選 択 的 に 反 応 し 、 グ リ コ シ ダ
ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 反 応 し な い 又 は 実 質 的 に 反 応 し な い 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 で あ る 。 本
発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ の 一 次 構 造 を 認 識 せ ず 、 立 体 構 造 を 認 識 す
る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 天 然 」 と は 、 合 成 ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 組 換 体 或 い は 酵 素
消 化 物 と い う 人 工 的 に 作 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ を 免 疫 原 に 使 用 し た も の で は な い と い う 意 味 で 使 用
し て お り 、 ま た 、 「 未 変 性 」 と は 、 天 然 （ 生 体 由 来 ） の 抗 原 も 精 製 方 法 等 で 、 ｐ Ｈ の 変 動
、 熱 、 有 機 溶 媒 、 界 面 活 性 剤 （ 可 溶 化 剤 ） 等 に よ り 変 性 さ せ る こ と も 可 能 で あ る こ と か ら
、 こ の よ う な 変 性 が 無 い 意 味 で 使 用 し て い る 。 ま た 、 「 非 変 性 条 件 下 」 と は 、 未 変 性 の 状
態 を 維 持 し 変 性 さ せ る こ と の な い 条 件 下 と い う 意 味 で 使 用 し て い る 。 本 明 細 書 中 に 単 に 「
天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 」 と い う 場 合 は 、 未 変 性 の 生 体 由 来 の Ｃ Ｄ Ｔ を 一 般 的 に 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ Ｉ Ｐ Ｏ Ｄ ） に 寄 託 し た ハ
イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ４ ４ ） か ら 産 生 さ れ る 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 次 の Ｐ １ － Ｐ ６ の ペ プ チ ド 領 域 に 対 し て 反 応 性
を 有 し な い か 又 は 実 質 的 に 反 応 性 を 有 し な い 。 Ｐ １ 及 び Ｐ ２ は 、 本 発 明 者 が 作 製 し た も の
で あ る が 、 特 許 文 献 ３ （ Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ６ １ ３ ３ の 請 求 項 ３ ） に 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 に 含
ま れ る 抗 体 認 識 部 位 に 対 応 す る 。 Ｐ ３ － Ｐ ６ は 、 本 発 明 者 が 作 製 し た も の で あ る が 、 特 許
文 献 ４ （ 特 開 ２ ０ ０ ４ － ０ ５ １ ６ ３ ３ の 請 求 項 ４ ） に 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 に 含 ま れ る 抗
体 認 識 部 位 に 対 応 す る 。 Ｐ １ － Ｐ ６ の ペ プ チ ド 配 列 に お い て 下 線 部 は 、 特 許 文 献 ３ 又 は 特
許 文 献 ４ の 抗 体 認 識 部 位 を 示 す 。
P1:  VLAENYNKSDNCE（ 配 列 番 号 １ ）
P2:  QHLFGSNVTDCSG（ 配 列 番 号 ２ ）
P3:  VVAR WELL（ 配 列 番 号 ３ ）
P4:  IAKIM ADAMSL （ 配 列 番 号 ４ ）
P5:  YEKYLGEEYVKAV（ 配 列 番 号 ５ ）
P6:  SK PN（ 配 列 番 号 ６ ）
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 免 疫 原 と し て 動 物 に 免 疫 し 、 該 動 物 か ら
採 取 す る 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 体 液 を 用 い 、 非 変 性 条 件 下 に Ｃ Ｄ
Ｔ 抗 原 を 精 製 又 は 部 分 的 精 製 し て 得 た 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 免 疫 原 と し て 動 物 に
免 疫 し 、 該 動 物 か ら 採 取 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 生 産 方 法 に 用 い る 免 疫 原 は 、 例 え ば 、 非 変 性 条 件 下 で ア ル コ ー ル 中 毒 患 者
等 の 血 清 等 の 体 液 か ら 精 製 又 は 部 分 的 に 精 製 し た も の を 用 い る こ と が で き 、 好 ま し く は 、
体 液 を 鉄 飽 和 溶 液 と 接 触 さ せ 、 そ の 後 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 非 変 性 条 件 下
に よ り 調 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ を 免 疫 原 と す る こ と が で き る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 体 液 を 鉄 飽 和 溶
液 と 接 触 さ せ 、 そ の 後 、 ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 等 の 夾 雑 タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 次 い で 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 非 変 性 条 件 下 に よ り 分 画 調 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ を 免 疫 原 と す
る こ と が で き る 。 前 記 ア ル ブ ミ ン を 除 去 す る た め に は ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム を 用 い て
除 去 す る こ と が で き 、 前 記 グ ロ ブ リ ン を 除 去 す る た め に は Protein G カ ラ ム を 用 い て 除 去
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 夾 雑 タ ン パ ク 質 除 去 の 手 段 、 及 び 分 画 調 製 手 段 は 、 Ｃ Ｄ Ｔ を
非 変 性 条 件 下 で 精 製 す る 手 段 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 免 疫
原 を 動 物 に 免 疫 す る こ と に よ り 、 該 動 物 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。 動 物 を 免 疫 す る 方 法
は 公 知 の 手 法 が 適 用 で き 、 そ れ に 必 要 な 免 疫 プ ロ ト コ ー ル は 当 業 者 に と っ て 容 易 に 決 定 し
得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た 免 疫 原 を 適 当 な 宿 主 動 物 （ ウ サ
ギ 、 ヤ ギ 、 ウ マ ま た は そ の 他 の 哺 乳 類 ） に 注 射 す る こ と に よ り 、 作 製 し 得 る 。 免 疫 原 の 注
射 は 、 適 当 な 力 価 の 抗 血 清 が 得 ら れ る ま で 続 け ら れ る 。 抗 血 清 は 回 収 後 、 必 要 に 応 じ て ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト や イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト 法 等 の 既 知 技 術 を 用 い て 更 に 精 製 さ れ る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 免 疫 さ れ た 動 物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス ま た は
そ の 他 の 哺 乳 類 ） か ら 得 た 細 胞 と 不 死 化 細 胞 と を 融 合 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 融 合 細 胞
（ ハ イ ブ リ ド ー マ ） か ら 得 る こ と が で き る 。 例 え ば マ ウ ス を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
こ の 場 合 、 免 疫 原 を 既 知 技 術 に よ り 免 疫 し た 後 、 免 疫 し た マ ウ ス か ら 回 収 し た 脾 臓 細 胞 と
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い て ケ ー ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の 方 法 （ ネ イ チ ャ ー ２ ５ ６ 巻 ４
９ ５ 頁 １ ９ ７ ５ 年 ） に よ り 目 的 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 目 的 と す る 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 免 疫 原 と し て 用 い た Ｃ Ｄ Ｔ や Ｃ Ｄ Ｔ 以 外 の ト ラ ン
ス フ ェ リ ン を 固 相 化 し た 酵 素 免 疫 測 定 法 或 い は 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 固 相 化 し 、 上 記 ハ イ
ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 反 応 さ せ 、 更 に 溶 液 状 態 の Ｃ Ｄ Ｔ や Ｃ Ｄ Ｔ 以 外 の ト ラ ン ス フ ェ リ
ン を 反 応 後 、 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 抗 体 で 検 出 す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で な さ れ 、 Ｃ Ｄ
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Ｔ 以 外 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン に は 反 応 せ ず 、 Ｃ Ｄ Ｔ の み に 強 く 反 応 す る も の を 選 択 す る 。 最
終 的 に は 限 界 希 釈 法 に て ク ロ ー ニ ン グ を 施 し 、 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 既 知 技 術 で あ る 培 養 系 ま た は マ ウ ス 腹 腔 内
で 作 製 し 、 前 記 抗 血 清 の 場 合 と 同 様 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト や イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト 法
等 の 既 知 技 術 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 体 液 に 、 前 記 し た 本 発 明 の 抗 体 を 接 触 さ せ 、 該 抗 体 に 選 択 的 に 反 応 す る
Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 、 又 は 定 量 化 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 測 定 方 法 で あ る 。 例 え ば 、 体 液 に 、
抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 と 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 抗 体 を 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 ま た は 、 定 量 化 す る 方
法 で あ る 。 本 発 明 の Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 又 は 、 定 量 化 す る 方 法 に お い て 、 体 液 に 、 認 識 部 位 の 異
な る 複 数 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 接 触 さ せ 、 検 体 中 に 含 ま れ る Ｃ Ｄ Ｔ を 検 出 ま た は 、 定 量 化 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 測 定 法 に 用 い る の に 適 し た 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 抗 血 清 ま た は そ の 精 製 分 画 、 あ る い は 既 知 の イ ソ タ イ
プ ま た は サ ブ ク ラ ス で も よ い 。 更 に は 、 必 要 に 応 じ て 抗 原 と 結 合 で き る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
で あ っ て も よ い 。 即 ち 、 抗 体 に 関 す る 唯 一 の 条 件 は 、 そ れ が 少 な く と も ア ル コ ー ル 中 毒 患
者 に 多 く 、 非 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 に 少 な い こ と が 有 意 な 差 異 で 測 定 さ れ る Ｃ Ｄ Ｔ に 対 し て
選 択 的 に 反 応 し 得 る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 免 疫 測 定 方 法 に 適 用 可 能 な 方 法 に は 、 不 均 一 系 測 定 方 法 と し て は 、 放 射 性 同 位
体 元 素 標 識 免 疫 測 定 法 、 酵 素 標 識 免 疫 測 定 法 、 蛍 光 標 識 免 疫 測 定 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 均 一
系 と し て は 蛍 光 消 光 法 、 蛍 光 増 強 法 、 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー 法 、 凝 集 法 、 比 濁 法 等 が
挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 免 疫 測 定 方 法 は 如 何 な る 反 応 形 式 で 行 わ れ て も よ く 、 均 一 系 で も 不
均 一 系 で も 何 れ で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 免 疫 測 定 法 は 用 手 法 あ る い は 自 動 化 さ れ て も よ
い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 免 疫 測 定 方 法 に お い て 、 放 射 性 同 位 体 元 素 標 識 免 疫 測 定 法 、 酵 素 標 識 免 疫 測 定 法 、
蛍 光 標 識 免 疫 測 定 法 に 用 い ら れ る 試 薬 の 一 つ は 、 体 液 中 の Ｃ Ｄ Ｔ の 検 出 ま た は 定 量 化 を 可
能 に す る た め に 、 標 識 さ れ る 必 要 が あ る が 、 そ れ ら の 標 識 物 質 に つ い て は 公 知 の も の を 使
用 し て も よ く 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ ） 酵 素 ： ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、
β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － フ ォ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ
リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 等
　 ２ ） 蛍 光 体 ： フ ル オ レ セ イ ン イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 等
　 ３ ） 放 射 性 同 位 体 元 素 ： Ｉ 1 2 5  、 Ｉ 1 3 1  等
　 ４ ） 生 物 発 光 体 ： ル シ フ ェ リ ン 、 エ ク オ リ ン 等
　 ５ ） 化 学 発 光 体 ： イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 オ キ サ レ ー ト エ ス テ ル 等
　 所 望 の 試 薬 へ の こ れ ら の 標 識 体 の 結 合 は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 免 疫 測 定 方 法 に お い て 、 不 均 一 系 測 定 方 法 で あ る 放 射 性 同 位 体 元 素 標 識 免 疫 測 定 法
、 酵 素 標 識 免 疫 測 定 法 、 蛍 光 標 識 免 疫 測 定 法 、 な ら び に 均 一 系 の 中 で 担 体 を 必 要 と す る 凝
集 法 等 に 用 い ら れ る 試 薬 の 一 つ は 、 抗 体 を 固 相 化 す る 必 要 が あ る 。 抗 体 の 固 相 化 に 用 い る
担 体 の 材 質 及 び 形 状 は 、 測 定 用 途 に よ っ て 公 知 の も の か ら 選 択 で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ス チ
レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ガ ラ ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 等 が 挙 げ ら れ る 。 形 状 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 バ イ ア ル 、 ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス ト リ ッ プ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 測 定 方 法 の 対 象 と な る 体 液 は 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 ま た は そ の 他 の 体 液 で あ
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っ て も よ い が 、 血 清 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ に 選 択 的 に 反 応 し 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン に 反 応 し な い 又 は 実 質 的 に 反 応 し な い 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 を 提 供 で き る の で 、 体 液 、
特 に 、 ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 か ら 得 ら れ た 、 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ が 含 ま れ る 体 液 に 対 し て
、 簡 単 な 手 法 で 、 精 度 よ く 検 出 又 は 定 量 す る こ と が 可 能 と な る 。 該 抗 体 を 用 い る こ と に よ
り 、 体 液 を 変 性 処 理 す る 必 要 が な く 直 接 Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 を 実 施 例 及 び 添 付 し た 図 を 参 照 し て 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 　 ［ 実 施 例 １ ］ ：
　 Ｃ Ｄ Ｔ 高 値 ヒ ト 血 清 １ ０ ｍ ｌ に 鉄 飽 和 溶 液 （ ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3  　 ２ ５ ０ μ ｌ と １
０ ｍ Ｍ 　 Ｆ ｅ Ｃ ｌ 3  　 １ ８ ０ μ ｌ ） を 加 え 、 ４ ℃ で 一 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 脱 脂 溶 液 （
１ ０ ０ ｇ ／ ｌ 　 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 　 １ ０ ０ μ ｌ と １ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2  　 ５ ０ ０ μ ｌ ） を 加 え
た 溶 液 の 上 清 を 回 収 し た 。 さ ら に ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム （ Blue Sepharose 6 Fast Fl
ow： 商 品 名 、 Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 製 ） を 用 い て ア ル ブ ミ ン を 除 去 し
、 次 い で 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｇ カ ラ ム （ Hi Trap Protein G HP： 商 品 名 ： Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア
バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 製 ） を 用 い て グ ロ ブ リ ン を 除 去 す る こ と に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ
リ ン 以 外 の タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 後 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 　 Ｈ Ｒ 　 ５ ／ ５ ：
商 品 名 、 Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 製 ） を 用 い て 未 変 性 の ジ シ ア ロ ト ラ ン
ス フ ェ リ ン と ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 １ は 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 図 １ に お け る 矢 印 Ａ は 波 長 ２ ８ ０ の 吸 光 度 曲 線 を 示 す 。 矢 印 Ｂ は 波 長 ４ ６ ０ の
吸 光 度 曲 線 を 示 す 。 図 １ の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル に 示 し た 各 分 画 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ NuPAGE
 gel： 商 品 名 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 株 式 会 社 製 ） 及 び 等 電 点 電 気 泳 動 に つ い て の 銀 染 色 と ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ に 示 す よ う に ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 糖 鎖 の 量 に
応 じ た ５ 種 の ア イ ソ フ ォ ー ム と し て テ ト ラ シ ア ロ 、 ト リ シ ア ロ 、 ジ シ ア ロ 、 モ ノ シ ア ロ お
よ び ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 未 変 性 で 高 純 度 に 調 製 す る こ と が で き た こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 ［ 実 施 例 ２ ］ ：
　 ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｅ Ｘ 　 Ｈ Ｕ Ｍ Ａ Ｎ 　 Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｓ Ｆ Ｅ Ｒ Ｒ Ｉ Ｎ ： 商 品 名
、 Ｍ Ｉ Ｌ Ｅ Ｓ 　 Ｄ Ｉ Ａ Ｇ Ｎ Ｏ Ｓ Ｔ Ｉ Ｃ Ｓ 社 製 ） ２ ０ ｍ ｇ を １ ０ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
（ 略 語 ： Ｓ Ｄ Ｓ ） １ ０ μ ｌ と １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） （ 略 語 ： Ｐ Ｂ Ｓ ）
９ ０ μ ｌ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 変 性 さ せ た 。 こ の 溶 液 に １ ０ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ （ Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ は ICI Chemicals & Polymers社 の 登 録 商 標 、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 、 ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン （ ２ ０ ） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト ） を ５ ０ μ ｌ と ０ ． １ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ １ ０ μ ｌ と
Ｐ Ｂ Ｓ 　 ９ ０ ０ μ ｌ と １ ０ 単 位 の グ リ コ シ ダ ー ゼ （ Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ 、 リ コ ン ビ ナ ン
ト ： 商 品 名 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 株 式 会 社 製 ） を 加 え て ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 反
応 さ せ た 。 反 応 後 の 溶 液 は ト リ ク ロ ロ 酢 酸 と ア セ ト ン を 用 い た タ ン パ ク 質 の 沈 殿 を 行 い 、
Ｓ Ｄ Ｓ を 除 去 し た 後 、 レ ク チ ン （ Ｃ ｏ ｎ Ａ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト カ ラ ム （ Ｃ ｏ ｎ Ａ －
Ａ ｇ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ ： 商 品 名 、 株 式 会 社 ホ ー ネ ン コ ー ポ レ ー シ ョ ン 製 ） を 通 過 さ せ る こ と に よ
り 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ で 未 消 化 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 吸 着 除 去 し 、 且 つ グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 粗 分 画 を 得 る 。 次 い で 、 該 分 画 に 対 し て 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ
Ｑ 　 Ｈ Ｒ 　 ５ ／ ５ ： 商 品 名 、 Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 製 ） を 用 い た ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 す る こ と に よ り 純 度 が 高 め ら れ た グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ
リ ン を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 の 調 製

変 性 条 件 下 に お け る グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 調 製



　 ま た 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ を 添 加 し な い 以 外 は 同 様 に し て 対 照 と な る 変 性 ト ラ ン ス フ ェ リ ン
を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ３ は レ ク チ ン （ Ｃ ｏ ｎ Ａ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る グ リ コ シ ダ ー
ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。 続 い て 実 施 し た 陰 イ オ
ン 交 換 カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 　 Ｈ Ｒ 　 ５ ／ ５ ： 商 品 名 、 Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 株
式 会 社 製 ） を 用 い た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し た プ ロ フ ァ イ ル の グ ラ フ を 図 ４ に 示 す 。
得 ら れ た 分 画 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 等 電 点 電 気 泳 動 の 写 真 を 図 ５ に 示 す 。 図 ５ に 示 し た
よ う に グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 に よ り ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 糖 鎖 が 除 去 さ れ て い る こ と が わ か る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 　 ［ 実 施 例 ３ ］ ：
　 前 記 実 施 例 １ で 得 ら れ た ジ シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン と ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む
分 画 を Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 と し て 用 い た 。 該 抗 原 を 濃 度 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 原 溶 液 に 調 製 し た 。
該 抗 原 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ に ア ジ ュ バ ン ド ５ ０ ０ μ ｌ （ Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒ Ｍ ａ ｘ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ ： 商 品 名
、 　 Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒ Ｍ ａ ｘ 　 Ｃ ｏ ． 製 ） を 混 和 し て 乳 化 さ せ 、 ５ 週 令 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス の
皮 下 に 免 疫 し た 。 追 加 免 疫 と し て 同 様 に 調 製 し た も の を ２ 週 お き に ３ 回 繰 り 返 し た 。 そ の
間 免 疫 時 に 採 血 を し て 抗 原 に 対 す る 血 中 の 抗 体 活 性 を 測 定 し た 。 最 終 免 疫 か ら １ ４ 日 後 に
１ ０ ０ μ ｌ の 抗 原 溶 液 を 腹 腔 内 に 投 与 し 、 ３ 日 後 、 脾 臓 を 摘 出 し た 。 脾 細 胞 は マ ウ ス ミ エ
ロ ー マ 細 胞 （ Ｐ ３ ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ ） と ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４ ０ ０ ０ （ 商 品 名 、
メ ル ク 社 製 ） の 存 在 下 で ２ 分 間 反 応 さ せ る こ と に よ り 融 合 さ せ た 。 融 合 後 、 Ｈ Ａ Ｔ 選 択 培
地 に 懸 濁 し て ９ ６ ウ ェ ル の 培 養 プ レ ー ト に 分 注 し 、 ３ ７ ℃ の Ｃ Ｏ 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 培
養 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 し た 。 ま た 、 比 較 の た め に 前 記 実 施 例 ２ で 調 製 し た グ リ コ シ
ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 抗 原 と し て 用 い 、 前 記 と 同 様 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製
し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 　 ［ 実 施 例 ４ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 各 ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 本 発 明 の 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ
の 選 抜 は サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 行 っ た 。 ９ ６ ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト に Ｐ Ｂ Ｓ
で １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 抗 マ ウ ス 抗 体 を １ ウ ェ ル 当 た り そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 加 え 、 ４ ℃
で 一 昼 夜 反 応 さ せ た 。 そ の 後 Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン
グ を 行 い ス ク リ ー ニ ン グ 用 の プ レ ー ト と し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 の 認 め ら れ た ウ ェ ル
の 培 養 上 清 ５ ０ μ ｌ を ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 引 き 続 き 洗 浄 液 （ ０ ． ０
５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 前 記 実 施 例 １ に 記 載 し た Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 を 室 温 で １ 時 間
反 応 さ せ 、 同 様 に 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ５ ０ μ ｌ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 な お 、 該 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
標 識 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ 株 式 会 社 シ バ ヤ ギ 製 ） に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ ロ シ ュ 社 製 ） を 過 ヨ ウ 素 酸 法 で 結
合 さ せ る こ と に よ り 調 製 し た も の を 使 用 し た 。 再 び 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活
性 を Ｋ ｉ ｎ ｄ － Ｋ ｉ ｎ ｇ 法 に て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 光
度 を 測 定 し 、 該 Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 に 対 す る 抗 体 活 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー
マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ を 選 抜 し た 。 比 較 の た め に 実 施 し た グ リ コ ー ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ
ン を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 中 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー
マ Ｔ Ｆ Ｎ Ｇ ４ ０ ５ を 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 　 ［ 実 施 例 ５ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ４ で 選 抜 し た 各 ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 に よ り 、 ク ロ ー ニ ン グ を 二 回 実
施 し 、 樹 立 株 を 各 々 得 た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ は 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ
ー （ Ｉ Ｐ Ｏ Ｄ ） に 寄 託 し た （ 受 領 日 ： 平 成 １ ８ 年 ３ 月 １ ４ 日 、 受 領 番 号 ： Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ
－ ２ ０ ８ ４ ４ ） 。 比 較 の た め に グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 抗 原 と し て 用
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い て 調 製 し 、 前 記 実 施 例 ４ で 選 抜 し た ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｆ Ｎ Ｇ ４ ０ ５ に つ い て も 、 同 様 に
し て 樹 立 株 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 　 ［ 実 施 例 ６ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 各 樹 立 株 に つ い て 、 Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 に 対 す る 抗 体 活 性 を 持 つ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 大 量 産 生 の た め マ ウ ス 腹 腔 内
に て 増 殖 さ せ た 。 こ う し て 得 ら れ た 各 マ ウ ス 腹 水 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン
Ｇ カ ラ ム （ Ｇ Ｅ 社 製 ） を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 　 ［ 実 施 例 ７ ］ ： 　
　 前 記 実 施 例 ６ で 得 ら れ た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 の サ ブ ク ラ ス は Ｉ ｓ ｏ ｓ ｔ ｒ ｉ
ｐ （ 登 録 商 標 、 ロ シ ュ 社 製 ） を 使 用 し て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 各 抗 体 の サ ブ ク ラ ス を 下 記 の 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 　 ［ 実 施 例 ８ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ６ で 調 製 し た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗
体 、 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｆ Ｎ Ｇ ４ ０ ５ 産 生 抗 体 ） に つ い て サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て
、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た ト ラ ン ス フ ェ リ ン ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 特 異 性 の 確 認 を 行 っ
た 。 ９ ６ ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト に Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 抗 体 を １ ウ ェ ル
当 た り そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 加 え 、 ４ ℃ で 一 昼 夜 反 応 さ せ た 。 そ の 後 Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 ０
． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 そ の 後 、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た ト ラ ン
ス フ ェ リ ン ア イ ソ フ ォ ー ム ５ ０ μ ｌ を ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 引 き 続 き
洗 浄 液 （ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ト
ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 前 記 実 施 例 ４ で 調 製 し た も の と 同 じ ） ５ ０ μ ｌ を 加
え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 再 び 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を Ｋ ｉ ｎ ｄ －
Ｋ ｉ ｎ ｇ 法 に て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 し 、 ト
ラ ン ス フ ェ リ ン ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 反 応 の 強 さ を 比 較 す る こ と で 各 抗 体 の 特 異 性 を 確
認 し た 。 そ の 結 果 を 下 記 の 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　 表 ２ に 示 す よ う に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗
体 ） は 溶 液 中 の 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 （ ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン と ジ シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ
ン ） に 対 し て 特 異 的 に 反 応 し た が 、 Ｃ Ｄ Ｔ 以 外 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン で あ る テ ト ラ シ ア ロ ト
ラ ン ス フ ェ リ ン と 人 工 的 に 作 製 し た Ｃ Ｄ Ｔ で あ る グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に
対 し て 反 応 し な か っ た 。 一 方 、 Ｎ － グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 し て 得
ら れ た 比 較 の た め の ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｆ Ｎ Ｇ ４ ０ ５ 産 生 抗 体 は 、 表 ２ に 示 す よ う に 天 然 の
Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 （ ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン と ジ シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン ） と 人 工 的 に 作 製 し
た Ｃ Ｄ Ｔ （ グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ） の 両 方 に 反 応 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 ［ 実 施 例 ９ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ６ で 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体
） に つ い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て 、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た ト ラ ン ス フ ェ リ ン ア
イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 特 異 性 の 確 認 を 行 っ た 。 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル （ Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ 　 Ｉ Ｅ
Ｆ ゲ ル ： 商 品 名 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 株 式 会 社 製 、 ｐ Ｈ ３ － ７ ） に Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 お よ び Ｃ Ｄ Ｔ
以 外 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン を １ レ ー ン あ た り 各 ５ μ ｇ に な る よ う に 専 用 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ
ー で 希 釈 後 に 添 加 し 、 専 用 の 泳 動 バ ッ フ ァ ー で 泳 動 後 、 専 用 の バ ッ フ ァ ー で Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に
転 写 し た 。 転 写 後 の Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 は ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 商 品 名 、 大 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） で ブ
ロ ッ キ ン グ 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 抗 体 と 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 さ ら
に Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Goat F(ab'
) Anti-Mouse Ig' s, Alkaline Phosphatase Conjugate AMI4405: 商 品 名 、 BIOSOURCE 社
製 ） と 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 再 び 洗 浄 後 、 Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ 　 Ｎ Ｂ Ｔ 試 薬 （ 商 品 名 、 日 本 バ イ
オ ・ ラ ッ ド ラ ボ ラ ト リ ー ズ 株 式 会 社 製 ） で 発 色 さ せ た 。 そ の 結 果 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
に よ る 抗 体 の 特 異 性 （ ト ラ ン ス フ ェ リ ン ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 反 応 の 強 さ ） を 示 す 写 真
と し て 図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 ６ に 示 し た よ う に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生
抗 体 ） は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 （ ア シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン と ジ
シ ア ロ ト ラ ン ス フ ェ リ ン ） と 特 異 的 に 反 応 し た こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 　 ［ 実 施 例 １ ０ ］ ：

　 前 記 実 施 例 ６ で 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体
） を 用 い 、 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 、 健 常 者 と ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 血 清 合 計 ３ ２ 検
体 を 測 定 し た 。 対 照 試 験 と し て バ イ オ ラ ッ ド 社 製 の 試 薬 を 用 い て 測 定 し た 。 該 対 照 試 験 は
、 カ ラ ム を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 中 の ％ Ｃ Ｄ Ｔ を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 カ ラ ム で の 分 離
前 の 総 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 量 と 、 分 離 後 の Ｃ Ｄ Ｔ の 量 を 測 定 し 、 検 体 中 の Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 と ％
Ｃ Ｄ Ｔ （ 総 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 対 す る Ｃ Ｄ Ｔ の 割 合 ） を 算 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 組 み 合 わ せ た サ ン ド イ ッ
チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い た 相 関 性 試 験



　 前 記 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 測 定 は ９ ６ ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト に Ｐ Ｂ Ｓ で １
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 抗 体 を １ ウ ェ ル 当 た り そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 加 え 、 ４ ℃ で 一 昼 夜 反 応
さ せ た 。 そ の 後 Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。
そ の 後 、 健 常 者 と ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 の 各 血 清 ５ ０ μ ｌ を ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反
応 さ せ た 。 引 き 続 き 洗 浄 液 （ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス
フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 前 記 実 施 例 ４ で 調 製 し た も の と
同 じ ） ５ ０ μ ｌ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 再 び 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 活 性 を Ｋ ｉ ｎ ｄ － Ｋ ｉ ｎ ｇ 法 に て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ ｍ の
吸 光 度 を 測 定 し 、 対 照 試 験 測 定 値 と の 相 関 性 を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ７ に 示 し た よ う に 未 変 性 で 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 を 免 疫 原 に し て 得 ら れ た 本 発 明 の 抗 体 は
対 照 試 験 Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 と 良 好 な 相 関 を 示 し た 。 一 方 、 比 較 の た め に 用 い た グ リ コ シ ダ ー ゼ 消
化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 原 に し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｆ Ｎ
Ｇ ４ ０ ５ 産 生 抗 体 ） は 対 照 試 験 Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 と 良 い 相 関 を 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 本 発
明 の ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体 は 、 検 体 中 の Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 に 応 じ て 吸 光 度 が 相
関 し て い る の で 、 吸 光 度 の 値 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 を 定 量 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 　 ［ 実 施 例 １ １ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ６ で 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体
） の 反 応 性 を 次 の よ う に し て 調 べ た 。 下 記 の Ｐ １ － Ｐ ６ に 示 す ６ 種 類 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ペ
プ チ ド を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 結 合 さ せ た 後 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 抗 体 を １ ウ ェ ル
当 た り そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 引 き 続 き 洗 浄 液 （ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ
ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Goat
 F(ab') Anti-Mouse Ig' s, Alkaline Phosphatase Conjugate AMI4405: 商 品 名 、 BIOSOU
RCE 社 製 ） ５ ０ μ ｌ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 再 び 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ 活 性 を Ｋ ｉ ｎ ｄ － Ｋ ｉ ｎ ｇ 法 に て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ
ｍ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｐ １ － Ｐ ６ の ペ プ チ ド 配 列 に お い て 下 線 部 は 、 特 許 文 献 ３ 又 は 特 許 文 献 ４ の 抗 体 認 識 部
位 を 示 す 。 そ の 結 果 を 下 記 の 表 ３ に 示 す 。
Ｐ １     Ｖ Ｌ Ａ Ｅ Ｎ Ｙ Ｎ Ｋ Ｓ Ｄ Ｎ Ｃ Ｅ 　 （ 配 列 番 号 １ ）
Ｐ ２     Ｑ Ｈ Ｌ Ｆ Ｇ Ｓ Ｎ Ｖ Ｔ Ｄ Ｃ Ｓ Ｇ 　 （ 配 列 番 号 ２ ）
Ｐ ３     Ｖ Ｖ Ａ Ｒ Ｗ Ｅ Ｌ Ｌ 　 （ 配 列 番 号 ３ ）
Ｐ ４     Ｉ Ａ Ｋ Ｉ Ｍ Ａ Ｄ Ａ Ｍ Ｓ Ｌ   （ 配 列 番 号 ４ ）
Ｐ ５     Ｙ Ｅ Ｋ Ｙ Ｌ Ｇ Ｅ Ｅ Ｙ Ｖ Ｋ Ａ Ｖ 　 　 （ 配 列 番 号 ５ ）
Ｐ ６     Ｓ Ｋ Ｐ Ｎ 　 （ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 表 ３ に よ れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体 ） は 、 Ｐ
１ － Ｐ ６ （ 特 許 文 献 ３ 又 は 特 許 文 献 ４ の 抗 体 の 認 識 部 位 を 含 む ペ プ チ ド ） に 対 し て 認 識 し
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Ｓ Ｍ Ｇ Ｇ Ｋ Ｅ Ｄ Ｌ Ｉ
Ｎ Ｇ Ｅ

Ｌ Ｓ Ｍ Ｇ Ｓ Ｇ Ｌ Ｎ Ｌ Ｓ Ｅ



な い こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 前 記 実 施 例 ６ で 調 製 し た 抗 体 の 抗 原 認 識 部 位 を 調 べ る た め に 、 最 初 に 抗 原 タ ン パ ク
質 の 一 次 構 造 へ の 反 応 性 に つ い て 次 の よ う に し て 確 認 し た 。 即 ち 、 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ プ レ ー ト （ イ モ ビ ラ イ ザ ー ア ミ ノ ： 商 品 名 、 ヌ ン ク 社 製 ） に 共 有 結 合 さ せ た 後 、 ４ Ｍ 尿
素 に よ る 変 性 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ で 還 元 処 理 を 行 っ た ウ ェ ル に １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た
抗 体 を １ ウ ェ ル 当 た り そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 引 き 続 き 洗 浄 液
（ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ト ラ ン ス
フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 前 記 実 施 例 ４ で 調 製 し た も の と 同 じ ） ５ ０ μ ｌ を 加 え 、 室
温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 再 び 洗 浄 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を Ｋ ｉ ｎ ｄ － Ｋ ｉ ｎ
ｇ 法 に て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で ４ ９ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 し 、 タ ン パ ク
質 の 一 次 構 造 を 認 識 す る か を 確 認 し た 。 そ の 結 果 を 下 記 の 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 表 ４ に 示 す よ う に 本 発 明 の 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ 産 生 抗 体 ） は 、 グ リ コ
シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 （ ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｆ Ｎ Ｇ ４ ０ ５
産 生 抗 体 ） が 認 識 す る Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 を 変 性 ・ 還 元 処 理 し た 一 次 構 造 に 対 し て 反 応 し な い こ と
が わ か る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は Ｃ Ｄ Ｔ 抗 原 の 一 次 構 造 を 認 識 し て お ら ず 、 立 体 構 造 を 認
識 し て い る こ と が わ か る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 体 液 を 変 性 処 理 す る こ と な く 直 接 Ｃ Ｄ Ｔ 濃 度 を 測 定 す る 方 法
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ Ｔ 抗 体 は 、 天 然 の Ｃ Ｄ Ｔ と 選 択 的 に 結 合 し 、 既 存 の 方 法 で 測 定 し た Ｃ Ｄ
Ｔ 濃 度 と 相 関 性 が 高 い ア ル コ ー ル 中 毒 患 者 を 同 定 す る た め の 簡 便 な 免 疫 測 定 法 に 用 い る こ
と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る Ｃ Ｄ Ｔ 分 画 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル を 示
す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル に 示 し た 各 分 画 の SDS-PAGE及 び 等 電 点 電 気 泳 動 の 写 真 を
示 す 。
【 図 ３ 】 レ ク チ ン （ Ｃ ｏ ｎ Ａ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る Ｎ － グ リ コ シ
ダ ー ゼ Ｆ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 レ ク チ ン （ Ｃ ｏ ｎ Ａ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 後 の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し た プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ４ で 得 ら れ た 分 画 の SDS-PAGE及 び 等 電 点 電 気 泳 動 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ６ 】 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 抗 体 の 特 異 性 （ ト ラ ン ス フ ェ リ ン ア イ ソ フ ォ ー ム に
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対 す る 反 応 の 強 さ ） を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ７ 】 抗 ト ラ ン ス フ ェ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 組 み 合 わ せ た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
に よ る 相 関 性 試 験 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 4月 20日 (2006.4.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ Ｉ Ｐ Ｏ Ｄ ） に 寄 託 し た ハ
イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ （ ） か ら 産 生 さ れ る 抗
体 で あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 　 ［ 実 施 例 ５ ］ ：
　 前 記 実 施 例 ４ で 選 抜 し た 各 ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 に よ り 、 ク ロ ー ニ ン グ を 二 回 実
施 し 、 樹 立 株 を 各 々 得 た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ Ｎ Ｃ Ｄ Ｔ ５ ０ ３ は 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ
ー （ Ｉ Ｐ Ｏ Ｄ ） に 寄 託 し た （

） 。 比 較 の た め に グ リ コ シ ダ ー ゼ 消 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 免 疫 抗 原 と し て 用 い
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C12N5/00.102 C12N5/12

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/BA41 4B024/CA01 4B024/CA11 4B024/DA02 4B024/GA01 4B024/HA01 4B024
/HA14 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/CE12 4B064/DA13 4B065/AA91X 
4B065/AA93Y 4B065/AB02 4B065/AC14 4B065/BA08 4B065/CA25 4B065/CA46 4H045/AA10 4H045
/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/EA50 4H045/FA74 
4H045/GA26

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供能够鉴定酒精依赖性患者的抗体，产生抗体的方
法，产生抗体的杂交瘤和使用该抗体的简单免疫测定方法。 
ŽSOLUTION：抗体可以选择性地与未修饰的天然碳水化合物缺乏的转铁
蛋白（CDT）反应。 CDT浓度可以通过使用抗体直接测定，而不进行体
液的变性处理。 Ž

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/c10a0270-9eb6-4b14-ae6c-b57561b39e42
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/038629021/publication/JP2007254428A?q=JP2007254428A

