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(54)【発明の名称】 γ―カルボキシグルタミン酸を提示するエピトープを結合する抗体

(57)【要約】
γ－カルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ）の同定に適した
抗体であって、タンパク質及び／又はペプチド中のＧｌ
ａ残基を同定することができる、対応するタンパク質及
び／又はペプチド中のグルタミン酸（Ｇｌｕ）残基とは
反応しない抗体が記載されている。該抗体を調製する方
法及び同定する方法、並びに生物の体液、組織抽出物、
組織試料中のＧｌａを検出する方法であって、前記抗体
が使用される方法も記載されている。例えば、免疫沈降
又は免疫アフィニティークロマトグラフィーによって、
Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドを免疫精製するため
の前記抗体の使用も記載されている。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  γ－カルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ）の同定に適した抗体

であって、タンパク質及び／又はペプチド中のＧｌａ残基を同定することができ

、対応するタンパク質及び／又はペプチド中のグルタミン酸（Ｇｌｕ）残基とは

反応しない抗体。

    【請求項２】  単一のＧｌａ残基、Ｇｌａ残基の対、又は複数のＧｌａ残基

を同定する能力を有する、請求項１に記載の抗体。

    【請求項３】  請求項１又は２に記載の抗体であって、それぞれが１以上の

Ｇｌａ残基を含有するペプチドの複合体で動物を免疫した後に、若しくはペプチ

ド、タンパク質、若しくは他のポリマーに付着された１以上のＧｌａ残基若しく

は他のマロン酸誘導体で動物を免疫した後に、又は組換えＤＮＡ技術によるｄｅ

  ｎｏｖｏ設計と生成の後に、前記抗体を単離するためにスクリーニングするこ

とよって得ることができる抗体。

    【請求項４】  前記組換えＤＮＡ技術が、ファージ、細菌、又はリボソーム

ディスプレー法を含む群から選択される請求項３に記載の抗体。

    【請求項５】  Ｆａｂ又は単鎖Ｆｖ抗体である請求項４に記載の抗体。

    【請求項６】  前記動物が、マウス（好ましくは、Ｂａｌｂ／ｃマウス）、

ラット、ウサギ、ウマ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、及びヒツジを含む群から選択さ

れる請求項３に記載の抗体。

    【請求項７】  請求項１～６の何れか１項に記載の抗体を調製する方法であ

って、各ペプチドが１以上のＧｌａ残基を含有するペプチドの複合体で動物を免

疫した後に、又はペプチド、タンパク質、若しくは他のポリマーに付着された１

以上のＧｌａ残基若しくは他のマロン酸誘導体で動物を免疫した後に、前記抗体

を単離するためにスクリーニングする方法。

    【請求項８】  前記動物が、マウス（好ましくは、Ｂａｌｂ／ｃマウス）、

ラット、ウサギ、ウマ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、及びヒツジを含む群から選択さ

れる請求項７に記載の方法。

    【請求項９】  請求項１～６の何れか１項に記載の抗体を調製する方法であ

って、組換えＤＮＡ技術によるｄｅ  ｎｏｖｏ設計と生成の後に、前記抗体を単
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離するためにスクリーニングすることを備えた方法。

    【請求項１０】  前記組換えＤＮＡ技術が、ファージ、細菌、又はリボソー

ムディスプレー法を含む群から選択される請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  生物の体液又は組織抽出物中のＧｌａ含有タンパク質又は

ペプチドを同定する方法であって、請求項１～６の何れか１項に記載の抗体がブ

ロティング技術で使用される方法。

    【請求項１２】  前記ブロッティング技術がウェスタンブロッティングであ

る請求項１１に記載の方法。

    【請求項１３】  前記抗体に標識が共有結合で付着している請求項１１に記

載の方法。

    【請求項１４】  標識が共有結合で連結されている所謂二次抗体が使用され

る請求項１１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記標識が、酵素、蛍光性又は放射性化合物を含む群から

選択される請求項１３又は１４に記載の方法。

    【請求項１６】  前記Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドが、現存する任意

の種に由来する請求項１１に記載の方法。

    【請求項１７】  前記Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドが、Ｇｌａドメイ

ン含有凝固因子、又は相同なＧｌａドメインを有するタンパク質又はペプチドで

ある請求項１１に記載の方法。

    【請求項１８】  前記Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドが、骨Ｇｌａタン

パク質又はペプチドである請求項１１に記載の方法。

    【請求項１９】  前記Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドが、マトリックス

タンパク質又はペプチドである請求項１１に記載の方法。

    【請求項２０】  前記Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドが、イモガイ属の

軟体動物の毒に含有される請求項１１に記載の方法。

    【請求項２１】  組織切片中のＧｌａ含有タンパク質又はペプチドを同定す

る方法であって、請求項１～６の何れか１項に記載の抗体が、免疫組織化学技術

で使用される方法。

    【請求項２２】  培養細胞中のＧｌａ含有タンパク質若しくはペプチド、内
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在性膜タンパク質若しくはペプチド、又は細胞内タンパク質若しくはペプチドを

同定する方法であって、請求項１～６の何れか１項に記載の抗体が、免疫組織化

学又はＦＡＣＳｃａｎ技術で使用される方法。

    【請求項２３】  前記抗体に標識が共有結合で付着している請求項２１又は

２２に記載の方法。

    【請求項２４】  標識が共有結合で連結されている所謂二次抗体が使用され

る請求項２１又は２２に記載の方法。

    【請求項２５】  前記標識が、酵素、蛍光性又は放射性化合物を含む群から

選択される請求項２１又は２２に記載の方法。

    【請求項２６】  Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドを定量測定する方法で

あって、請求項１～６の何れか１項に記載の抗体が、イムノアッセイで使用され

る方法。

    【請求項２７】  前記イムノアッセイがＥＬＩＳＡ又はＤＥＬＦＩＡ（Ｒ）

型である請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  前記タンパク質又はペプチドのカルボキシル化の程度が測

定される請求項２６又は２７に記載の方法。

    【請求項２９】  前記タンパク質がビタミンＫ依存性凝固因子である請求項

２８に記載の方法。

    【請求項３０】  前記ビタミンＫ依存性凝固因子が、第ＶＩＩ因子、第ＩＸ

因子、第Ｘ因子、プロテインＣ、プロテインＺ、プロトロンビン、プロテインＳ

、及びＧａｓ６、又は構造的に関連するタンパク質を含む群から選択される請求

項２９に記載の方法。

    【請求項３１】  前記ビタミンＫ依存性凝固因子のカルボキシル化の程度が

、ビタミンＫ拮抗薬で患者を治療している間に、エキソビボ（ｅｘ  ｖｉｖｏ）

でモニターされる請求項３０に記載の方法。

    【請求項３２】  生物の体液又は組織抽出物から得られるＧｌａ含有タンパ

ク質又はペプチドを精製する方法であって、請求項１～６の何れか１項に記載の

抗体が、免疫アフィニティークロマトグラフィー又は免疫沈降技術で使用される

方法。
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    【請求項３３】  溶解された細胞又は細胞培養培地から得られる組換えＧｌ

ａ含有タンパク質又はペプチドを精製する方法であって、請求項１～６の何れか

１項に記載の抗体が、免疫アフィニティークロマトグラフィー又は免疫沈降技術

で使用される方法。

    【請求項３４】  組換えＧｌａ含有タンパク質又はペプチドを分画する方法

であって、前記タンパク質又はペプチドのＧｌａ含量に従って、前記タンパク質

又はペプチドを分離するために請求項１～６の何れか１項に記載の抗体が免疫ア

フィニティークロマトグラフィー技術で使用される方法。

    【請求項３５】  前記クロマトグラフィー中に吸着したタンパク質又はペプ

チドの溶出が、金属イオンを加えられている緩衝液の使用によって行われる請求

項３４に記載の方法。

    【請求項３６】  前記金属イオンがカルシウムイオンである請求項３５に記

載の方法。

    【請求項３７】  前記クロマトグラフィー中に吸着したタンパク質又はペプ

チドの溶出が、ｐＨ値を変化させることによって、又はカオトロピック試薬を添

加することによって行われる請求項３５に記載の方法。

    【請求項３８】  Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドのＧｌａドメインのコ

ンフォメーションをプローブする方法であって、請求項１～６の何れか１項に記

載の抗体がプローブとして使用される方法。

    【請求項３９】  Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチドのＧｌａドメインのコ

ンフォメーションに対するカルシウム及び他の陽イオンの影響を調べる方法であ

って、請求項１～６の何れか１項に記載の抗体がプローブとして使用される方法

。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の分野】

  本発明は、γ－カルボキシグルタミン酸（Ｇｌａ）を検出するための抗体、該

抗体を調製及び同定する方法、並びに生物の体液、組織抽出物、組織試料等を検

出する方法であって、前記抗体が使用される方法に関する。本発明は、例えば、

免疫沈降又はイムノアフィニティークロマトグラフィーによってＧｌａ含有タン

パク質を免疫精製するためのこの種の抗体の使用にも関する。

      【０００２】

    【発明の背景】

  Ｇｌａは、ある種のタンパク質中に存在する限られた数のグルタミン酸（Ｇｌ

ｕ）残基がγカルボキシル化されることによって形成される非典型アミノ酸であ

る。カルボキシル化（翻訳後の初期に起こる現象）はビタミンＫを必要とし、こ

れまでのところ、タンパク質／ペプチド中のＧｌａの存在には、ビタミンＫの作

用が常に関わっている（Ｆｕｒｉｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９９；Ｓｕｔｔｉｅ，

１９８５）。

      【０００３】

  カルボキシル化は、既に精製、クローニングされている酵素であるビタミンＫ

依存性カルボキシラーゼによって触媒される。相補性ＤＮＡを発現させて、組換

えタンパク質が完全に活性であることが明らかとされている。ある種のペプチド

に結合したＧｌｕ残基のγ炭素原子からプロトンを引き抜き、続いてＣＯ２を取

り込んで、マロン酸の誘導体であるＧｌａを形成するのに、ヒドロキノン型のビ

タミンＫから得られるビタミンＫの不安定な代謝物が関与している。典型的には

、Ｇｌａ含有タンパク質は、前記カルボキシラーゼによって認識される、プロペ

プチドと称されるＮ末端部分を有している。カルボキシル化と前記酵素からの被

修飾タンパク質の遊離を経て、前記プロペプチドは、タンパク質限定加水分解に

よって除去される。

      【０００４】

  Ｇｌａを含有するタンパク質は、「ビタミンＫ依存性タンパク質」と総称され
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ることが多い（Ｓｔｅｎｆｌｏ  ａｎｄ  Ｄａｈｌｂａｃｋ，１９９４）。これ

らのタンパク質のうち、正常な合成にビタミンＫを要する止血因子が最も詳細に

研究されている。これらには、プロトロンビン（第ＩＩ因子）、第ＶＩＩ因子、

第ＩＸ因子、第Ｘ因子、及び２つの制御タンパク質（プロテインＣとその補因子

であるプロテインＳ）が含まれる。

      【０００５】

  最近の研究によれば、第ＶＩＩ、ＩＸ、Ｘ因子、及びプロテインＣと構造的に

関連があるのはプロテインＺであり、血液凝固の調節に関わっている可能性があ

る。

      【０００６】

  このタンパク質群の相同物が、ヘビを含む多数の脊椎動物中に見出されている

。例えば、Ｔｒｏｐｉｄｅｃｈｉｓ  ｃａｒｉｎａｔｕｓという毒ヘビの毒は構

造と生物活性がともに第Ｘ因子と類似するタンパク質を含有している（Ｊｏｓｅ

ｐｈ  ｅｔ  ａｌ，１９９９）。成長停止特異的タンパク質６（Ｇａｓ６、Ｇｒ

ｏｗｔｈ  ａｒｒｅｓｔ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ６）は、アポト

ーシスに関与していると思われるプロテインＳの相同物である。

      【０００７】

  Ｇｌａを含有する止血因子とそれらの相同物は全て、アミノ末端（Ｎ末端）に

約４５アミノ酸残基のＧｌａドメインを有しており、このドメインに含有される

９～１２個のＧｌｕ残基は、通常全てカルボキシ化されてＧｌａになっている。

ＧｌａドメインのＮ末端部分と同一のエキソン上にコードされているプロペプチ

ドは、ビタミンＫ依存性カルボキシラーゼによって認識され、該酵素を活性化す

る。その基質を結合した後に、カルボキシラーゼは、周囲のアミノ酸配列にかか

わらず、プロペプチドの近傍にあるＧｌｕ残基を全て（すなわち、ビタミンＫ依

存性止血因子中の約＋４５残基まで）カルボキシル化するらしい。

      【０００８】

  ビタミンＫ依存性の凝固因子は、主として肝臓で合成され、それらのドメイン

構造に応じて、３つのグループに分類することができる。第ＶＩＩ、ＩＸ、及び

Ｘ因子、並びにプロテインＣは、上皮成長因子（ＥＧＦ）と相同な２つのドメイ
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ンが後置されたＮ末端Ｇｌａドメインを有するのに対して、該分子のＣ末端部分

は、セリンプロテイナーゼドメインで占められている。別の相同物であるプロテ

インＺも、このドメイン構造を有している。しかしながら、プロテインＺ遺伝子

中の天然の突然変異によって、該タンパク質の活性部位の残基が変化を受けてい

るため、プロテインＺはプロテイナーゼ活性を有していない。プロトロンビンも

、特徴的なループ（２つのいわゆるクリングルドメイン）が後置されたＮ末端Ｇ

ｌａドメインとセリンプロテイナーゼドメインとを有している。プロテインＳと

Ｇａｓ６は相同物である。プロテインＳでは、Ｇｌａドメインに続く領域は、ト

ロンビンに対して非常に鋭敏な１又は２のペプチド結合を含有している。該領域

の後には４つのＥＧＦ様ドメインが続いているのに対して、該分子のＣ末端側の

半分は、ヒトの血漿中に存在する性ステロイド結合タンパク質と相同である。

      【０００９】

  血液凝固とその調節に関与するビタミンＫ依存性のタンパク質は、プロテイン

ＳとプロテインＺを除いて、セリンプロテイナーゼのプロ酵素である。該酵素は

、分子量が小さな基質（例えば、短いペプチド）に対しては完全な活性を有して

いるが、それらの適切な膜結合型補因子と複合体を成し、酵素的に活性な膜結合

型巨大分子複合体を形成しなければ、それらの生理的な基質［第ＶＩＩａ因子の

場合には第ＩＸ因子と第Ｘ因子、第ＩＸａ因子の場合には第Ｘ因子、第Ｘａ因子

の場合にはプロトロンビン（ＶＩＩａなどの中の「ａ」とは、当該タンパク質の

酵素的に活性な型を表している）］に対する酵素活性は非常に低い。複合体中の

酵素（例えば、補因子である第Ｖａ因子と複合体を形成した第Ｘａ因子）（ここ

で、「ａ」とは、不活性なプロ補因子と区別するために、補因子の活性型を表す

）は、タンパク質限定加水分解によって、その基質であるプロトロンビンを活性

化させる。

      【００１０】

  Ｇｌａドメイン中の９乃至１２のＧｌａ残基は、Ｇｌａドメインを、生物活性

に必要な（従って、Ｇｌａドメインが生体膜と相互作用するのに必要な）コンフ

ォメーションに保つために必須である７～１０個のカルシウムイオンの結合を媒

介する。
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      【００１１】

  ワルファリン（Ｒ）のような臨床で使用されている抗凝固薬は、ビタミンＫ依

存性タンパク質中のＧｌａの形成を阻害して、タンパク質のカルシウム親和性と

生体膜への親和性を低下させることによって機能する。このような薬物は、例え

ば、静脈の血栓及び肺塞栓の治療に使用されている。

      【００１２】

  Ｇｌａは、石化（mineralized）した組織中の２つのタンパク質（骨Ｇｌａタ

ンパク質（又はオステオカルシン）とマトリックスＧｌａタンパク質）にも見出

されている。これらのタンパク質は前記凝固因子よりも小さく、含有するＧｌａ

残基も少ない。しかしながら、それらはビタミンＫ依存性カルボキシラーゼによ

る基質の認識に必須であるプロペプチドと似通った構造を有している。これらの

カルボキシル化は、ビタミンＫを絶対的に必要とすることが示されている。骨Ｇ

ｌａタンパク質は、石化細胞外マトリックスの石灰化(calcification)の制御に

関わっており、マトリックスＧｌａタンパク質は、カルシウムの恒常性に広範な

役割を有しているらしい。

      【００１３】

  凝固因子と石化組織中に見出される前記２つのタンパク質に加え、尿、腎臓、

胎盤、ニワトリ卵の絨毛尿膜などのいくつかのタンパク質中に、Ｇｌａが存在す

ることが報告されているが、多くの場合、これらのタンパク質の分子的な詳細は

決定されていない（Ｖｅｒｍｅｅｒ  ａｎｄ  Ｄｅ  Ｂｏｅｒ－Ｖａｎ  ｄｅｎ

  Ｂｅｒｇ，１９８５）。

      【００１４】

  より最近になって、典型的なＧｌａドメインを有する（従って、凝固因子に似

ている）膜タンパク質と思われる２つのタンパク質のｃＤＮＡがクローニングさ

れた（Ｋｕｌｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９７）。これらのタンパク質の機能は

、いまのところ不明であり、タンパク質レベルでも性質決定されていない。

      【００１５】

  肉食性の巻貝であるイモガイ（Ｃｏｎｕｓ）属の毒の中にＧｌａが発見された

こと、及びこれらの軟体動物でのＧｌａの生合成にビタミンＫが関わっているこ
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とが見出されたことは、ビタミンＫが、これまでに考えられていたより、さらに

多くの生物系において重要な機能を果たしている可能性があることを示している

（Ｏｌｉｖｅｒａ  ｅｔ  ａｌ．，１９９０）。さらに、イモガイ由来の毒の生

物活性は、Ｇｌａの存在に依存していること、すなわち、ＧｌａがＧｌｕで置き

換えられていることを除いて同一の構造を有する合成毒は生物的に不活性である

ことが示された。

      【００１６】

  以上より、タンパク質中のＧｌａを同定することは非常に興味深いことであり

、この興味は、重要な生物機能を有する新規タンパク質の機能にＧｌａが関わっ

ていることを示唆する近年の発見により急速に増大しているとは明らかなはずで

ある。タンパク質中のＧｌａを同定するための迅速で、簡易な信頼できる安価な

方法が存在すれば、この研究分野は、ずっと簡略化されるであろう。

      【００１７】

  アミノ酸を同定し、定量するための標準的な方法は、酸加水分解後にアミノ酸

を分析することであった。しかしながら、Ｇｌａがマロン酸誘導体であるために

、酸加水分解によって脱カルボキシル化されてＧｌｕになってしまうので、この

方法は、Ｇｌａの同定には適していない。従って、タンパク質中のＧｌａの定量

にはアルカリ加水分解が使用されてきた。該方法は精製タンパク質中のＧｌａの

定量には適しているが、生物の体液又は組織抽出物中に存在するＧｌａ含有タン

パク質の同定には、あまり役に立たない。

      【００１８】

  詳細に研究されているＧｌａ含有タンパク質はカルシウムを結合することが分

かっているので、Ｇｌａ含有タンパク質を同定するために、「カルシウムブロッ

ティング」が使用されることもある。該方法は、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動後に、適切な膜（例えば、ニトロセルロース膜）に転写し、次いで、

放射性カルシウム同位体（４５Ｃａ）を含有する緩衝液中で該膜をインキュベー

トすることを必要とする。膜を乾燥させ、適切なフィルム又は検出器に暴露させ

ると、多くの場合、カルシウム結合タンパク質を同定することができる。該方法

の弱点は、Ｇｌａ含有タンパク質と他のカルシウム結合タンパク質とを識別でき



(11) 特表２００３－５３００８９

ず、且つ定量的でないということである。さらに、タンパク質を検出するために

は、高いカルシウム親和性が必要とされる。最後に、該方法は、ＳＤＳに暴露さ

れるにもかかわらず、タンパク質がネイティブなカルシウム結合性のコンフォメ

ーションを保持することを必要とする。

      【００１９】

  Ｇｌａ含有タンパク質を検出するための比色分析が考案されているが、広く使

用されているわけではない（Ｊｉｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９５；Ｎｉｓｈｉｍｏ

ｔｏ，１９９０）。

      【００２０】

  （エドマン化学を用いた）タンパク質／ペプチドの配列決定の間、化学修飾の

後に、Ｇｌａは容易に同定される（Ｃａｉｒｎｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９９１）。

しかしながら、これには均一なタンパク質が必要であり、タンパク質のアルカリ

加水分解物のＧｌａを先に定量測定しなければならない。

      【００２１】

  質量分析は、均一なＧｌａ含有タンパク質／ペプチドの性質を決定するのに不

可欠な方法である（例えば、Ｒｉｇｂｙ  ｅｔ  ａｌ，１９９９）。しかしなが

ら、その長所にもかかわらず、生物の体液又は組織抽出物中のＧｌａ含有タンパ

ク質を検出するのには適していない。

      【００２２】

  生物の体液又は組織試料中に存在するＧｌａを検出するための簡易な免疫化学

的方法、並びにＧｌａ含有タンパク質のアフィニティー精製のための簡易な方法

が必要とされている。このような方法は、ビタミンＫ依存性タンパク質に関連す

る研究に新たな進歩をもたらし、凝固タンパク質などの治療に有用な組換えビタ

ミンＫ依存性タンパク質の精製においても非常に有用であろう。リン酸化された

チロシン、セリン、及びトレオニン残基を含有するタンパク質を簡易に同定し、

精製するためのかかる方法は既に考案されており、極めて有用であることが分か

っている（例えば、Ｆｒａｃｋｅｌｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９８３）。

      【００２３】

    【発明の記載】
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  本発明は、タンパク質及び／又はペプチド中のＧｌａの同定に適した一群の抗

体（モノクローナルとポリクローナルの両者）に関する。該抗体の特徴的な性質

は、

  ＊タンパク質及びペプチド中のＧｌａ残基（単一の残基、Ｇｌａ残基の対、又

は複数のＧｌａ残基の何れも）を同定することができる。

      【００２４】

  ＊該抗体は、ＧｌａではなくＧｌｕを含む対応するタンパク質／ペプチドとは

反応しない。

      【００２５】

  本発明の抗体は、公表されている手順（Ｔａｍ，１９８８）に従って合成され

た合成ペプチド複合体を用いて動物を免疫することによって得ることができる。

該ペプチドは、その他はランダムである配列中に単一のＧｌａ残基及びＧｌａ残

基の対を含有する（表１）。

      【００２６】

  前記抗体は、ペプチド、タンパク質、又は他のポリマーに付着された１以上の

Ｇｌａ残基又は他のマロン酸誘導体を用いて動物を免疫することによって得るこ

ともできる。

      【００２７】

  上記の免疫法に適した動物は、マウス（好ましくはＢａｌｂ／ｃマウス）、ラ

ット、ウサギ、ウマ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、ヒツジ、及びその他の種である。

      【００２８】

  さらなる調製法は、ファージ、細菌、又はリボソームディスプレイ法を含む組

換えＤＮＡ技術による、抗体（例えば、Ｆａｂ又は単鎖Ｆｖ抗体）のｄｅ  ｎｏ

ｖｏ設計及び生成によるものである。

      【００２９】

  全ての調製法は、前記抗体のスクリーニングと単離を含む。

      【００３０】

  モノクローナル抗体は、標準的な方法（Ｂｏｒｒｅｂａｃｋ  ａｎｄ  Ｅｙｌ

ａｒ，１９８１）を用いて作製される。抗体を産生する細胞クローンを調べるた
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めには、ＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ  ｉｍｍｕｎｏ－ｓｏｒｂｅ

ｎｔ  ａｓｓａｙ）タイプのアッセイが使用される。これらのアッセイは、所望

の特性を有するクローンを選択するために、Ｇｌａ又はＧｌｕのうち何れかを含

有する合成ペプチドを利用する（表１）。さらに、適切な抗体産生クローンを同

定するために、ビタミンＫ依存性の凝固因子が使用される。所望の特性を有する

抗体を産生するクローンを増殖させ、マウスの腹水として、又は組織培養によっ

て抗体が産生される。

      【００３１】

  ポリクローナル抗血清は、周知の方法を用いて、動物中に産生させ得る。例え

ば、Ｇｌａ又はＧｌｕの何れかを含有する固定化されたペプチド上に抗血清を逐

次吸着させることによって、目的の抗体を単離する。プロトロンビン、第ＩＸ因

子及び第Ｘ因子により、ウェスタンブロッティングを用いて、単離された抗体を

試験する。

      【００３２】

  本発明に従って生成された抗体は、

１）例えば、ウェスタンブロッティングによる、生物の体液（ｂｉｏｌｏｇｉｃ

ａｌ  ｆｌｕｉｄ）又は組織抽出物中に存在するＧｌａ含有タンパク質の同定

２）免疫組織化学による、組織切片中のＧｌａ含有タンパク質の同定

３）例えば、ＥＬＩＳＡ又はＤＥＬＦＩＡ（Ｒ）タイプの所謂サンドイッチアッ

セイにおける、Ｇｌａ含有タンパク質／ペプチドの定量的測定

４）ワルファリン（Ｒ）のようなビタミンＫ拮抗薬による患者の治療中に、例え

ば、ビタミンＫ依存性の凝固因子（例えば第Ｘ因子）のカルボキシル化の程度を

モニターするためのＧｌａ含有タンパク質の定量的測定

５）例えば、免疫アフィニティークロマトグラフィ－又は免疫沈降による、生物

の体液又は組織抽出物から得られるＧｌａ含有タンパク質の精製

６）例えば、免疫アフィニティークロマトグラフィ－又は免疫沈降による、溶解

された細胞（ｌｙｓｅｄ  ｃｅｌｌ）又は細胞培地（ｃｅｌｌ  ｃｕｌｔｕｒｅ

  ｍｅｄｉａ）から得られる組換えＧｌａ含有タンパク質の精製

７）免疫アフィニティークロマトグラフィーによる、Ｇｌａ含有タンパク質のＧ
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ｌａ含量に応じた、組換えＧｌａ含有タンパク質の分画。典型的には、生理的ｐ

Ｈ又は生理的ｐＨに近いＴｒｉｓ緩衝液中の免疫アフィニティーカラムから、吸

着されたタンパク質を溶出するには、カルシウムイオン（例えば、ＣａＣｌ２の

形で加えられる）のような金属イオンを前記緩衝液に加えることによって行われ

る例もあるし、例えば、ｐＨの変化又はカオトロピック試薬の使用などの他の溶

出手段が必要とされる場合もある。

      【００３３】

８）Ｇｌａドメインのコンフォメーション、並びに該コンフォメーションに対す

るカルシウム及び他のイオンの影響の探索（ｐｒｏｂｉｎｇ）

に適している。

      【００３４】

  適用１）ウェスタンブロッティング実験では、生物の体液又は組織抽出物中の

Ｇｌａ含有タンパク質／ペプチドの検出は、一次抗体に共有結合で付着された標

識（酵素又は蛍光若しくは放射性化合物など）を用いて、又は酵素若しくは他の

標識が共有結合で連結された所謂二次抗体を使用することによって行うことがで

きる。適切な酵素には、アルカリホスファターゼ又は西洋ワサビペルオキシダー

ゼが含まれる。検出は、化学発光又は類似の方法によっても行い得る。凝固因子

の所謂Ｇｌａドメイン中に存在するＧｌａ、及び相同するＧｌａドメインを有す

るタンパク質中に存在するＧｌａを同定するためにウエスタンブロッティングを

使用することができる。Ｇｌａが脱炭酸されてＧｌｕになった後には、前記抗体

はタンパク質と反応しない。該方法は、典型的な所謂Ｇｌａドメインを有しない

Ｇｌａ含有タンパク質又はペプチド中のＧｌａを同定することもできる。このよ

うなタンパク質の例は、所謂骨Ｇｌａタンパク質（オステオカルシン）及びマト

リックスＧｌａタンパク質並びにイモガイ属の軟体動物の毒から得られるＧｌａ

含有タンパク質／ペプチドである。

      【００３５】

  適用２）前記抗体は、例えば、免疫組織化学によって、組織切片中のＧｌａを

同定するために使用することができる。前記抗体は、免疫組織化学又はＦＡＣＳ

ｃａｎ法によって、培養細胞中のＧｌａを含有するタンパク質、内在性膜タンパ
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ク質、又は細胞内タンパク質を同定するためにも使用することができる。これら

の方法は、一次抗体に付着された標識（酵素又は蛍光化合物若しくは放射性化合

物などの）、又は所謂二次抗体を使用することによって実施することができる。

      【００３６】

  図面と合わせて、以下の非限定的な例により、本発明をさらに説明する。

      【００３７】

    【実施例】

  ＜ペプチド合成及びウシ血清アルブミンへのペプチドの結合：＞  

  ペプチドは、Ｍｉｌｌｉｇｅｎ  ９０５０  Ｐｌｕｓ  ペプチド合成機（Ｐｅ

ｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｃｏｒｐ．，Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ，Ｓｗｅｄｅｎ）によ

り合成した。ペプチド合成は、ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（

Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）から得たＤＰｆｐ  Ｆｍｏｃアミノ酸を

用いて行った。Ｔａｍの複抗原ペプチド（ＭＡＰ）システム（１９８８）を用い

て免疫用ペプチド複合体を合成し、Ｇｌａ残基周囲のアミノ酸残基を様々に変化

させた（表１のＪＳ３０を参照）。

      【００３８】

  免疫化は以下に記載するように行った。Ｃ末端にシステイン残基を有する抗体

検査用ペプチドを合成し、既定の方法を用いて、該システイン残基を介してウシ

血清アルブミンに結合させた。

      【００３９】

  ＜Ｇｌａ特異的ウサギポリクローナル抗体の作製：＞  

  標準的な方法に従って、ウサギを免疫化することにより、合成ＪＳ３０ペプチ

ド複合体（表１）のＧｌａ特異的ポリクローナル抗体の産生誘導能を検査した。

１回につきフロイント完全アジュバント中に乳化した１ｍｇのペプチド複合体を

４ヶ月にわたって投与し、４回の皮下免疫化を行った。プロトロンビン、第ＩＸ

因子、及び第Ｘ因子に対する交差反応性を調べるためのウェスタンブロッティン

グにより、検査用の採血から得た血清を分析した。十分な免疫反応を得た後、１

５４ｍＭのＮａＣｌで血清を１：１に希釈し、４５％飽和濃度にまで硫酸アンモ

ニウムを加えることにより、免疫グロブリン画分を沈殿させた。該沈殿物を遠心
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分離法により単離し、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／０．１Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ

７．５に対して透析した。次に、対応する位置に単一又は対を成したＧｌａ残基

（ＪＳ３１  ぺプチド）又はＧｌｕ残基（ＪＳ３２）を含有する合成ペプチドを

用いたペプチドのアフィニティークロマトグラフィーによりＧｌａ特異的抗体を

単離した（表１）。樹脂製造業者の指示に従い、Ｃ端のシステイン残基を介して

、各ペプチドをチオプロピル－セファロース（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａ

ｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）に共有結合で

付着させた。ＪＳ３２抱合樹脂から成るカラムで、透析した免疫グロブリン調製

物のクロマトグラフィーを行って、Ｇｌｕ含有ペプチドに結合する抗体を除去し

た。次に、ＪＳ３１抱合樹脂から成るカラムで、フロースルー画分（ｆｌｏｗｔ

ｈｒｏｕｇｈ  ｆｒａｃｔｉｏｎ）（前記カラムに結合しなかったタンパク質）

のクロマトグラフィーを行い、Ｇｌａ特異的な抗体を単離した。前記カラムを洗

浄し、低ｐＨの緩衝液で結合した抗体を溶出し、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／

０．１Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．５により透析し、－２０℃で保存した。

      【００４０】

  単離した抗体をウエスタンブロッティングにより検査し、第ＩＸ因子、第Ｘ因

子、プロトロンビン及びプロトロンビン断片１（Ｇｌａドメインを含む１～１５

６残基を含む断片）に対する交差反応性を評価した。前記抗体は４つのタンパク

質を全て認識し、明らかにＧｌａ特異的ポリクローナル抗体が産生されたことが

実証された。電気泳動を行うに先立って、抗原内のジスルフィド結合を還元し、

さらにＧｌａドメインの天然構造を破壊すると、交差反応性の程度は著しく増大

した。これらの抗体はそれ以上詳細には検査しなかった。

      【００４１】

  ＜モノクローナル抗体の作製：＞  

  合成ペプチド複合体を用いてＢａｌｂ／ｃマウスを免疫化した（表１）。各回

毎に１０μｇの前記ペプチド複合体を用いて各マウスを免疫化した。フロイント

完全アジュバント（Ｄｉｆｃｏ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  ，Ｄｅｔｒｏｉｔ

，ＭＩ，ＵＳＡ）中に乳化した前記ペプチドを皮内投与し、第一の免疫化を行っ

た。第二、第三の免疫化はフロイント不完全アジュバントを皮下投与することに
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よって行った。免疫反応を調べた後、各回毎に、マウス当り５０μｇのペプチド

複合体（フロイント不完全アジュバント中）を用いて、さらに２回免疫化を行っ

た。

      【００４２】

  ウシ血清アルブミンに抱合した適切なペプチド（表１）を用いたＥＬＩＳＡを

利用して、マウスの血漿を検査した。Ｎ末端のＥＧＦ様ドメイン（Ｐｅｒｓｓｏ

ｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９８９）に連結されたＧｌａドメインから成るウシ第Ｘ因

子のタンパク分解性断片及びウシプロトロンビンを用いた検査も行った。タンパ

ク質及びペプチド抱合体を９６ウェルのマイクロタイタープレートにコートした

。４、５ヶ月の後、良好な抗体反応を得た。細胞融合の４、３、２、１日前に、

約２００μｇの同抗原（アジュバントなし）を各マウスの腹腔内に注入した。細

胞融合のため、前記細胞を抽出し、標準的な条件下で（Ｂｏｒｒｅｂａｃｋ  ａ

ｎｄ  Ｅｙｌａｒ，１９８１）、４５％ポリエチレングリコール１５４０と７％

ＤＭＳＯ（ジメチルスルフォキシド）を用いてミエローマ細胞株ＳＰ２／－ＡＧ

１４を前記細胞と融合した。約１０５細胞／ウェルの細胞密度で、約１０４細胞

／ウェルのフィーダー細胞と共に、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、

チミジン）を補充したＤＭＥＭ培地中の前記融合細胞を９６ウェルマイクロタイ

タープレートの中に播種した。約１０日後、抗体産生について、ハイブリドーマ

の上清をスクリーニングした。

      【００４３】

  以下に記載されているように、目的の性質を有する抗体を産生するクローンを

同定した。マウスの腹膜のマクロファージをフィーダー細胞として利用し、９６

ウェルプレートを用いた限界希釈法により（０．５～１．０細胞／ウェル）、ハ

イブリドーマを２度サブクローニングした。目的のモノクローナル抗体を産生す

る安定なクローンを高い細胞密度になるまで増殖させ、抗体を産生させるために

プリスタチンを準備刺激したマウスに腹腔内注射（マウス当たり０．２ｍＬ）し

た。Ｔｅｃｈｎｏｍｏｕｓｅ  装置（Ｉｎｔｅｇｒａ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ

）を用いた組織培養によって、調製用の規模でも抗体を作製した。９５％ウシ胎

児血清と５％ＤＭＳＯにより、液体窒素中に細胞株を凍結保存した。
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      【００４４】

  Ｇｌａ含有ペプチド／タンパク質に特異的な抗体を産生するクローンの同定方

法は入念に設定した。ｐＨ９．６の０．１Ｍ炭酸緩衝液中で適切なタンパク質、

タンパク質断片、又はペプチド－ウシ血清アルブミン抱合体でマイクロタイター

プレートを被覆した（０．５μｇ／ウェル）。検査で使用したペプチドを表１に

示す。洗浄後、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／０．１Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．４

中にウシ血清アルブミン溶液（１０ｍｇ／ｍＬ、１００μｇ／ウェル）を加え、

プレートを１５分間インキュベートすることによって、前記ウェル中の非占有結

合部位を「ブロック」した。洗浄後に、培養液を加え、抗体産生クローンを同定

した。再度ウェルを洗浄し、ペルオキシダーゼ抱合ウサギ抗マウス免疫グロブリ

ン（ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ）を加えた。Ｇｌａを含有するペプチ

ドを用いて観察した抗体反応と、ＧｌａではなくＧｌｕを含有する相同的なペプ

チドを用いて観察した反応とを比較することによって（何れの場合においても、

前記ペプチドはウシ血清アルブミンと抱合された）、対象のクローンを同定した

。

      【００４５】

  ＜抗Ｇｌａモノクローナル抗体の精製：＞  

  プロテインＧを結合した樹脂によるアフィニティークロマトグラフィーを使用

して、マウスの腹水又はマウスのハイブリドーマ細胞馴化培養液から、１６種の

各抗Ｇｌａモノクローナル抗体を精製した。全ての溶液は高度に純化した試薬及

び水を用いて調製した。抗体含有溶液約５０ｍＬを０．４５μｍフィルターにか

けた後、ＩｇＧ  結合用緩衝液（０．１Ｍ  酢酸ナトリウム緩衝液／１５０ｍＭ

  ＮａＣｌ、ｐＨ５．０）を用いて１：１に希釈し、ＩｇＧ  結合用緩衝液であ

らかじめ平衡化した５ｍＬのＨｉＴｒａｐＴＭ  プロテインＧカラム（Ａｍｅｒ

ｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  ＡＢ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗ

ｅｄｅｎ）に流速１ｍＬ／分でロードした。ロードした後、２８０ｎｍにおける

吸光度がベースラインのレベルに近接するまで、３ｍＬ／分の流速で、ＩｇＧ  

結合用緩衝液を用いて該カラムを洗浄した。カラムに結合した抗体は、３ｍＬ／

分の流速で、０．１Ｍグリシン－ＨＣｌ、ｐＨ２．７を用いて溶出し、１Ｍ  Ｔ
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ｒｉｓ-ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ９．０（各９ｍＬの溶出液につき１ｍＬの緩衝液）

を含有するチューブの中に、溶出液を集めた。最終濃度が０．５Ｍとなるように

前記溶出液にＮａＣｌを加え、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／０．５Ｍ  ＮａＣ

ｌ、ｐＨ７．４中で前記抗体を透析し、濃縮した。ＥＡＳＹ  ＴＩＴＥＲ（Ｒ）

ＭＯＵＳＥ  ＩｇＧアッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．

，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）、及び標準タンパク質としてＩｍｍｕｎｏ

Ｐｕｒｅ（Ｒ）マウス免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）（Ｐｉｅｒｃｅ）を製造業者

の指示に従って使用することにより、前記精製抗体の濃度を決定した。Ｌａｅｍ

ｍｌｉ法（１９７０）に従い、不連続ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離すると、前記

１６種の精製モノクローナル抗体は各々均一であることが明白となった。精製モ

ノクローナル抗体は、使用するまで－２０℃で保存した。

      【００４６】

  １６種の各精製抗Ｇｌａ抗体の特性をいくつかの方法により検討し、これらの

解析に基づいて、前記抗体を７種の異なる群に分類することができた（表２）。

      【００４７】

  ＜モノクローナル抗体のウエスタンブロット分析：＞  

  全ての溶液は高度に精製した試薬及び超純水を用いて調製した。ヒト第ＶＩＩ

因子（ｈｆＶＩＩ）、ヒト第ＩＸ因子（ｈｆＩＸ）、活性化ヒト第ＩＸ因子（ｈ

ＩＸａ）、ヒト第Ｘ因子（ｈｆＸ）、ヒトプロテインＣ（ｈＰＣ）、ヒトプロテ

インＳ（ｈＰＳ）、及びウシ骨Ｇｌａタンパク質（ｂＢＧＰ）の精製（血漿由来

）サンプルは、Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ

（Ｅｓｓｅｘ  Ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＶＴ，ＵＳＡ）から購入した。タイガースネ

ーク（Ｎｏｔｅｃｈｉｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ）、タイパンス

ネーク（Ｏｘｙｕｒａｎｕｓ  ｓｃｕｔｅｌｌａｔｕｓ）、及びレッドベリッド

ブラックスネーク（Ｐｓｅｕｄｅｃｈｉｓ  ｐｏｒｐｈｙｒｉａｃｕｓ）由来の

凍結乾燥毒は、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ

，ＵＳＡ）から購入した。精製組換え活性化ヒトｆＶＩＩ（ｒｈｆＶＩＩａ）は

、Ｎｏｖｏ  Ｎｏｒｄｉｓｋ（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）から頂

いた。ｈｆＩＸ、ｈＰＣ、ヒトプロトロンビン（ｈＰＴ）、ｈＰＴ断片１、及び
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脱炭酸化ｈＰＴ断片１の精製サンプルは、標準的な方法によって実験室で調製し

た（Ｂａｊａｊ  ａｎｄ  Ｂｉｒｋｔｏｆｔ，１９９３；Ｂａｊａｊ  ｅｔ  ａ

ｌ．，１９８２；Ｐｒｉｃｅ  １９８４）。～５μｇ／ｍＬの組換えヒト成長停

止特異的タンパク質６（ｒｈＧａｓ６）を含有した馴化細胞培養液を、２０ｍＭ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／１５４ｍＭ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．４（すなわち、Ｔｒｉｓ

緩衝化生理食塩水；ＴＢＳ）中に透析し、使用前に濃縮した。場合によっては、

標準的操作を用いたアミノ酸分析によってタンパク質濃度を決定し、さもなけれ

ば、分光測定により決定するか、又は製造業者が記載した濃度を使用した。ＢＥ

ＮＣＨＭＡＲＫTM  Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｌａｄｄｅｒは、

Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ（Ｔａｂｙ，Ｓｗｅｄｅｎ）から

購入した。ニトロブルーテトラゾリウム（２’，２’－ジ－ｐ－ニトロフェニル

－５，５’－ジフェニル－３，３’－［３，３’－ジメトキシ－４，４’－ジフ

ェニレン］ジテトラゾリウム  クロライド）（すなわち、ＮＢＴ）と５－ブロモ

－４－クロロ－３－インドリルリン酸（ＢＣＩＰ）とは、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍ

ｉｃａｌ  Ｃｏ．（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）から購入した。

      【００４８】

  Ｌａｅｍｍｌｉ法（１９７０）により、タンパク質サンプルを変性及び還元し

、ＳＤＳ／１２％又は１５％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲル中で分離した。

電気泳動後、前記ゲルを転写用緩衝液（１０ｍＭ  ３－（シクロヘキシルアミノ

）－１－プロパン－スルホン酸、ｐＨ１１／１０％(ｖ／ｖ)メタノール）中で１

０分間平衡化し、５０Ｖの定電圧下で９０～１２０分間、転写用緩衝液中でＰｒ

ｏｂｌｏｔｔTM膜（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｓｔｏ

ｃｋｈｏｌｍ，Ｓｗｅｄｅｎ）に前記タンパク質を電気ブロッティングした。１

０％(ｗ／ｖ)スキムミルクパウダーを含有するＴＢＳ中で、穏やかに振盪させな

がら、前記膜を２時間インキュベートすることによって、非占有結合部位をブロ

ックした。次に、膜を０．２％（ｖ／ｖ）  Ｔｗｅｅｎ  ２０を含有するＴＢＳ

（すなわち、ＴＢＳ／Ｔ）で短時間リンスし、６０分間室温で穏やかに振盪させ

ながら、精製モノクローナル抗体（ＴＢＳ／Ｔ中に５μｇ／ｍＬ）とともにイン

キュベートした。前記膜をＴＢＳ／Ｔで洗浄し（各回につき１分間の洗浄を２回
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行った後、各回につき５分間の洗浄を４回行った）、室温で３０分間穏やかに振

盪させながら、ＴＢＳ／Ｔ中に１：１０００に希釈したアルカリホスファターゼ

抱合ウサギ抗マウスＩｇＧ（ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａ

ｒｋ）とともにインキュベートした。前記膜をＴＢＳ／Ｔで洗浄し（各回につき

１分間の洗浄を２回行った後、各回につき５分間の洗浄を４回行った）、６６μ

ＬのＮＢＴ溶液(７０％（ｖ／ｖ）ジメチルホルムアミド中に５０ｍｇ／ｍＬ)と

３３μＬのＢＣＩＰ溶液(ジメチルホルムアミド中に５０ｍｇ／ｍＬ)を添加した

１０ｍＬの１００ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ９．５／１００ｍＭ  ＮａＣｌ

／５ｍＭ  ＭｇＣｌ２中でインキュベートすることによって発色させた。ｐＨ７

．４の０．２５Ｍ  エチレンジアミン４酢酸（ＥＤＴＡ）で膜をリンスすること

によって発色を停止させた。実例として、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂを用いて得

られた結果が図１に示されており、ウエスタンブロッティング条件下で、前記抗

体が広範な固定化Ｇｌａ含有ポリペプチドに結合し得ることを実証している。７

グループの各抗Ｇｌａモノクローナル抗体についての結果が表３に示されている

。

      【００４９】

  ＜時間分解（ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ）免疫蛍光アッセイ：＞  

  アッセイに用いる緩衝液とその他の溶液は、Ｗａｌｌａｃ，Ｏｙ（Ｔｕｒｋｕ

，Ｆｉｎｌａｎｄ）から購入するか、又はＷａｌｌａｃが推奨する手法に従い、

純度の高い試薬から作製した。このように、アッセイ用緩衝液は、５０ｍＭ  Ｔ

ｒｉｓ－ＨＣｌ／１５４ｍＭ  ＮａＣｌ／２０μＭジエチレントリアミンペンタ

酢酸／０．０１％（ｗ／ｖ）  Ｔｗｅｅｎ  ４０／０．５％（ｗ／ｖ）  ＢＳＡ

／０．０５％（ｗ／ｖ）  ＮａＮ３、ｐＨ７．８を含む溶液として作製するか、

又はＷａｌｌａｃから購入し、洗浄用緩衝液は、５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／１

５４ｍＭ  ＮａＣｌ／０．００５％（ｗ／ｖ）  Ｔｗｅｅｎ  ２０／０．１％  

Ｇｅｒｍａｌｌ  ＩＩ、ｐＨ７．８を含む溶液として作製するか、又はＷａｌｌ

ａｃから購入した。安定化溶液及び増強用溶液（Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ  Ｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ）は、Ｗａｌｌａｃから購入した。吸引及び洗浄のステップでは、

ＤＥＬＦＩＡ（Ｒ）  Ｒｅｓｅａｃｈのモデル１２９６－０２４プレート洗浄機
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（Ｗａｌｌａｃ）を用いて行い、蛍光測定は、ＤＥＬＦＩＡ（Ｒ）  Ｒｅｓｅａ

ｃｈ  モデル１２３４蛍光測定機（Ｗａｌｌａｃ）を用い、１０００／秒のパル

ス速度、３２０ｎｍでの励起及び６１５ｎｍでの発光によって行った。４００μ

ｓの遅延後、フラッシュの間の４００μ秒間に蛍光を測定した。用いたマイクロ

タイタープレートは９６ウェル形式のＭａｘｉＳｏｒｐ  ＦｌｕｏｒｏＮｕｎｃ

TM  ｂｒａｎｄ（Ｎｕｎｃ  Ａ／Ｓ，Ｒｏｓｋｉｌｄｅ，Ｄｅｎｍａｒｋ）の物

であった。精製ポリクローナルマウスＩｇＧは、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａ

ｌ  Ｃｏ．（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）から購入した。ＤＥＬＦＩＡ（

Ｒ）  Ｅｕ－標識キット（Ｗａｌｌａｃ）及び前記製造業者の支持に従って精製

された標識タンパク質を用いて、Ｎ１－（ｐ－イソチオシアノトベンジル）－ジ

エチレントリアミン－Ｎ１，Ｎ２，Ｎ３，Ｎ3－４酢酸（ＤＴＴＡ）のユーロピ

ウム（Ｅｕ３＋）キレートを用いて、精製ヒトプロトロンビン（１ｍｇ）を標識

した。標識化したヒトプロトロンビン（Ｅｕ－ｈＰＴ）は、安定化溶液中に－７

０℃で保存した。滴定実験に基づいて、コーティング工程用の抗体濃度を２０μ

ｇ／ｍＬ、Ｅｕ－ｈＰＴの濃度を１．５ｎＭと選択し、アッセイでは（拮抗物質

の非存在下で）最大約４５０，０００ｃｐｓの蛍光強度が得られた。精製ポリク

ローナルマウスＩｇＧ（ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ（Ｒ）  マウス  ＩｇＧ；Ｐｉｅ

ｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ  ，ＩＬ，ＵＳＡ）でコ

ートした対照ウェルについて測定したバックグラウンドの蛍光は、常に２０００

ｃｐｓ未満であった。データをプロットする前にバックグラウンドの数値を差し

引いた。アッセイの標識結合工程のために、Ｅｕ標識タンパク質のストック溶液

、拮抗タンパク質、抗体、及び血漿サンプル、並びに馴化細胞培養液をアッセイ

用緩衝液中に希釈した。

      【００５０】

  ＜競争的免疫蛍光抗体アッセイ：＞  

  溶液内に存在するタンパク質に対し、固定化抗Ｇｌａモノクローナル抗体の交

差反応性を計測するために競争的免疫蛍光抗体アッセイを使用した。精製拮抗タ

ンパク質は、「ウエスタンブロット分析」で既述した。精製抗Ｇｌａモノクロー

ナル抗体又はポリクローナルマウスＩｇＧを、ＴＢＳ中に２０μｇ／ｍＬの濃度
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になるように希釈し、マイクロタイタープレートに加えた（５０μＬ／ウェル）

。４℃で一晩プレートをインキュベートした後、溶液をウェルから除去し、アッ

セイ用緩衝液（３００μＬ／ウェル）を加えることによって、非占有結合部位を

ブロックし、２時間室温で該プレートを穏やかに振盪した。アッセイ用緩衝液を

吸引により除去し、洗浄用緩衝液でプレートを２回洗浄した後、様々な濃度の拮

抗タンパク質、又は様々な希釈度のヒト血漿若しくは馴化細胞培養液を予め混合

した１００μＬ／ウェルの１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴをプレートに加えた。対照

ウェルには、拮抗物質の非存在下で、１．５ｎＭのＥｕ－ｈＰＴを１００μＬ加

えた。室温で１時間、プレートを穏やかに振盪し、溶液を吸引除去し、プレート

を４度洗浄し、増強用溶液を加えた（２００μＬ／ウェル）。５分間穏やかに、

該プレートをボルテックスにかけ、サンプルの蛍光強度を計測した。実例として

、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂで得られた結果が図２に示されており、前記抗体が

広範なＧｌａ含有タンパク質及びペプチドに結合することを実証している。さら

に、ワルファリン（Ｒ）（γ－カルボキシル化を抑制するビタミンＫアンタゴニ

スト）による治療を受ける患者由来の血漿及び肝疾患を有する患者由来の血漿に

ついて観察された阻害度は、通常のヒト血漿で観察されるよりも著しく低下して

いた。

      【００５１】

  これ故、前記抗Ｇｌａ抗体は血漿サンプル中におけるタンパク質のγカルボキ

シル化の状態を評価するのに有益である可能性がある。７つのグループの各抗Ｇ

ｌａモノクローナル抗体についての結果を表３に示す。

      【００５２】

  前記アッセイはＧｌａ含有タンパク質を検出する感度のよい方法であることが

判明した。図２で実証されているように、哺乳類のＧｌａ含有タンパク質で調べ

た最少量（１．３～１．９ｐｍｏｌｅｓ）でも、該アッセイによって容易に検出

することができるので、前記感度は恐らくこれよりも相当に高い。それでも、前

記アッセイは、（少なくとも５０倍は）標準的なアミノ酸配列分析よりも高い感

度を有する。

      【００５３】
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  ＜非競争的免疫蛍光アッセイ：＞  

  非競合免疫蛍光アッセイを利用することによって、ヒトプロトロンビンの抗Ｇ

ｌａ抗体への結合を、Ｃａ２＋イオンが強く阻害することが示された。２０μｇ

／ｍＬの濃度になるように、精製抗Ｇｌａモノクローナル抗体、精製マウスモノ

クローナル抗ヒトプロテインＣ阻害因子抗体、及びポリクローナルマウスＩｇＧ

をそれぞれＴＢＳ中に希釈し、マイクロタイタープレ－ト（５０μＬ／ウェル）

に加えた。４℃で一晩プレートをインキュベートした後、前記溶液をウェルから

除去し、非占有結合部位をアッセイ用緩衝液（３００μＬ／ウェル）を加えてブ

ロックし、室温で５時間、該プレートを穏やかに振盪した。アッセイ用緩衝液を

吸引除去し、洗浄用緩衝液でプレートを２回洗浄した後、１．５ｎＭのＥｕ－ｈ

ＰＴ又は１．５ｎＭのＥｕ標識ヒトプロテインＣ阻害因子を適切なウェル（１０

０μＬ／ｗｅｌｌ）に加えた。（同等のイオン強度を維持するため）５ｍＭ  Ｃ

ａＣｌ２又は１５ｍＭ  ＮａＣｌのいずれかを補充したアッセイ用緩衝液におい

て、各標識タンパク質を調製した。

      【００５４】

  前記プレートを室温で２時間穏やかに振盪し、前記溶液を吸引除去し、プレー

トを４度洗浄して、増強用溶液を加えた（２００μＬ／ウェル）。前記プレート

を５分間穏やかにボルテックスにかけ、サンプルの蛍光強度を計測した。７つの

グループの各抗Ｇｌａモノクローナル抗体の結果を図３に示す。５ｍＭのＣａＣ

ｌ２の存在下で強い結合の阻害が観察されたことは、Ｃａ
２＋イオンの存在下で

は、Ｇｌａ残基がＧｌａドメインの内側に折り畳まれるコンフォメーションをプ

ロトロンビンが採るために、大部分が溶媒から隔絶されることを実証した研究（

Ｓｏｒｉａｎｏ－Ｇａｒｃｉａ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２；Ｓｕｎｎｅｒｈａｇ

ｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９５）に合致している。

      【００５５】

  ＜クロスオーバー免疫蛍光アッセイ：＞  

  ２０μｇ／ｍＬの濃度になるように、精製抗Ｇｌａモノクローナル抗体及びポ

リクローナルマウスＩｇＧをＴＢＳ中に希釈し、マイクロタイタープレートに加

えた（５０μＬ／ウェル）。プレートを４℃で一晩インキュベートした後、溶液
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をウェルから除去し、非占有結合部位をアッセイ用緩衝液（３００μＬ／ウェル

）を加えてブロックし、室温で２時間穏やかにプレートを振盪した。アッセイ用

緩衝液を吸引除去し、前記プレートを洗浄用緩衝液で２回洗浄し、５０μｇ／ｍ

Ｌの拮抗抗体と共に３０分間プレインキュベートした１００μＬ／ウェルの１．

５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴをプレートに加えた。拮抗抗体の非存在下で１００μＬの

１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴ、又は５０μｇ／ｍＬのポリクローナルマウスＩｇＧ

と共に３０分間プレインキュベートした１００μＬの１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴ

をコントロールのウェルに注入した。プレートを室温で穏やかに１時間振盪し、

前記溶液を吸引除去しプレートを４回洗浄し、増強用溶液を加えた（２００μＬ

／ウェル）。前記プレートを５分間穏やかにボルテックスにかけ、サンプルの蛍

光強度を測定した。該アッセイの結果に基づいて、前記抗Ｇｌａモノクローナル

抗体に対して７種の異なる阻害パターンを観察した（表２）。

      【００５６】

  ＜Ｇｌａ含有タンパク質の免疫沈降：＞  

  タイガースネーク（Ｎｏｔｅｃｈｉｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ

）の毒から得られる第Ｘａ因子様タンパク質の免疫沈降によって実証されたよう

に、複雑な生物学的試料から免疫沈降によりＧｌａ含有タンパク質を単離するの

に、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂが有効な試薬であることが示された（図４）。Ｎ

．ｓ．ｓｃｕｔａｔｕｓ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏ

ｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）から得た凍結乾燥した毒物を、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－Ｈ

Ｃｌ／１５４ｍＭ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．４（Ｔｒｉｓ緩衝化生理食塩水；ＴＢＳ

）に溶解させて、最終濃度１ｍｇ／ｍＬの毒液を得た。溶解した毒液（２５μｇ

）のうち２５μｌの分取試料を５μＬ（５μｇ）の精製モノクローナル抗体Ｍ３

Ｂ（ＴＢＳ中に１ｍｇ／ｍＬ）とチューブ内で混合した。ネガティブコントロー

ルとして、２５μＬの分量の毒液（２５μｇ）に、抗体ではなく５μＬのＴＢＳ

を加えた。対照として、ＴＢＳ、ＴＢＳ／１０ｍＭ  ＣａＣｌ２、又はＴＢＳ／

１０ｍＭ  ＥＤＴＡ（全量３０μｌ）のいずれかを含む溶液中、別個のチューブ

の中で、精製ヒトプロトロンビン（～２．２μｇ）を５μｇの精製モノクローナ

ル抗体Ｍ３Ｂと混合した。抗体なしのネガティブコントロールでは、ＴＢＳ（全



(26) 特表２００３－５３００８９

量３０μＬ）中に精製ヒトプロトロンビン（２．２μｇ）が含まれていた。振盪

台の台の上で、室温で９０分間、サンプルをインキュベートした。この時間中に

、ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂａ（Ｒ）プロテインＡ結合ビーズ（Ｅｘｃｏｒｉｎ（Ｒ

）  ＫＢ，Ｌｕｎｄ，Ｓｗｅｄｅｎ）を調製した。穏やかにボルテックスするこ

とによってビーズを再懸濁し、１００μＬの分量を５００μＬのＴＢＳ／Ｔ（０

．２％Ｔｗｅｅｎ  ２０を含有したＴＢＳ）と混合して、短時間遠心分離し、上

清を廃棄した。このステップを繰り返し、最終的に６００μＬのＴＢＳ／Ｔの中

にビーズを再懸濁した。９０分後に、サンプルのインキュベーションを終了し、

１００μＬの前記再懸濁したビーズを上記の各反応物に加え、サンプルを３時間

穏やかに室温で振盪してインキュベートした。次に、前記反応物を５分間、１０

，０００ｇで遠心分離し、上清を吸引除去し、廃棄した。４００μＬのＴＢＳ／

Ｔ中に再懸濁することにより前記ビーズを洗浄し、サンプルを５分間１０，００

０ｇで遠心分離して上清を廃棄した。前記洗浄ステップをさらに２回繰り返した

。なおビーズに結合しているタンパク質を、１．２５％（ｖ／ｖ）β－メルカプ

トエタノール及び０．０００３％（ｗ／ｖ）ブロモフェノールブルーを含有する

２５μＬの１５．６ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／０．５％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ／２．

５％（ｖ／ｖ）グリセロール、ｐＨ６．８を加え、サンプルを８５℃で１０分間

加熱することによって解離させた。続いて、１０分間、２０，０００ｇでサンプ

ルを遠心分離し、Ｌａｅｍｍｌｉの不連続系（１９７０）を用いたＳＤＳ／１２

％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲル中での電気泳動によって、上清のタンパク

質を分離した。参照タンパク質（Ｋａｌｅｉｄｏ－ｓｃｏｐｅ  Ｐｒｅｓｔａｉ

ｎｅｄ  Ｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ａ

Ｂ，Ｓｕｎｄｂｙｂｅｒｇ，Ｓｗｅｄｅｎ）も電気泳動した。「ウエスタンブロ

ット分析」で既述したように、前記タンパク質をＩｍｍｏｂｉｌｏｎTM－Ｐ膜（

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ  ＡＢ，Ｓｕｎｄｙｂｅｒｇ，Ｓｗｅｄｅｎ）に電気ブロッ

ティングし、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂ及びアルカリホスフェターゼ抱合ウサギ

抗マウスＩｇＧ（ＤＡＫＯ  Ａ／Ｓ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）を用

いたウエスタンブロッティングによって、Ｇｌａ含有ポリペプチドを検出した。

      【００５７】
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  ＜免疫アフィニティークロマトグラフィーによるタイガースネーク（Ｎ．ｓ．

ｓｃｕｔａｔｕｓ）第Ｘａ因子様タンパク質の精製：＞  

  ５０ｍＭのＣａＣｌ２を溶出ステップに用いたモノクローナルＭ３Ｂ結合樹脂

上でのクロマトグラフィーにより、Ｎ．ｓ．ｓｃｕｔａｔｕｓの毒から第Ｘａ因

子様タンパク質を単離することによって実証したように、クロマトグラフィー用

の樹脂に結合された抗Ｇｌａモノクローナル抗体を用いる免疫クロマトグラフィ

ーは複雑な生物の体液からＧｌａ含有タンパク質を単離するのに、選択性のある

、迅速で穏やかな方法であることを見出した。

      【００５８】

  特に記述しない限り、全ての操作は室温で行った。免疫アフィニティー樹脂を

調製するため、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂ（１００ｍｇ）を酸化的緩衝液（Ｏｘ

ｉｄａｔｉｏｎ  Ｂｕｆｆｅｒ）（２０ｍＭ  酢酸ナトリウム緩衝液／０．５Ｍ

  ＮａＣｌ、ｐＨ５）の中に透析して、２．５ｍＬの体積に濃縮した。（抗体上

の糖質部を酸化するために）５０μＬの０．５Ｍ  メタ過ヨウ素酸ナトリウムを

サンプルに加え、遮光して室温で１時間溶液を穏やかに振盪した。１２５μＬの

グリセロールを加えることによって酸化反応を終了させ、ＰＤ－１０ゲル濾過カ

ラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  ＡＢ，Ｕｐｐ

ｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）でクロマトグラフィーを行うことによって、カップリ

ング緩衝液（０．１Ｍ  酢酸ナトリウム緩衝液／１Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ４．９）

に前記サンプルを入れ替えた。９ｍＬ（排液したベッド容積）のＵｌｔｒａＬｉ

ｎｋ  Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ｈｙｄｒａｚｉｄｅ樹脂（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈ

ｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）にサンプル（体積３

．５ｍＬ）を加え、４℃で１４時間インキュベートした。３０ｍＬの酸化的緩衝

液で前記樹脂を洗浄し、樹脂の製造業者の指示に従って、分光測定法によりカッ

プリング効率を推定するのに該樹脂を使用した。カップリング効率は９７％と推

定された。使用するまで０．０５％（ｗ／ｖ）ＮａＮ３を含有する２０ｍＭＴｒ

ｉｓ－ＨＣｌ／０．５Ｍ  ＮａＣｌ、ｐＨ７．４中に、４℃で樹脂を保存した。

      【００５９】

  ３．５ｍＬの一定したベッド容量を有する免疫アフィニティーカラムを調製す
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るために、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂ結合樹脂の一部を使用し、結合用緩衝液（

Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｂｕｆｆｅｒ）（１９ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／１４６ｍＭ  

ＮａＣｌ／１０ｍＭ  ＥＤＴＡ，ｐＨ７．４）で該カラムを平衡化した。凍結乾

燥したタイガースネーク（Ｎ．Ｓ．Ｓｃｕｔａｔｕｓ）の毒（１０ｍｇ；Ｓｉｇ

ｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）を２．５

ｍＬの結合用緩衝液に溶解させ、結合用緩衝液であらかじめ平衡化したＰＤ－１

０ゲル濾過カラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  

ＡＢ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）でクロマトグラフィーを行った。０．５

ｍＬ／分の流速で、該毒調製物を免疫アフィニティーカラムにかけて、流出液の

２８０ｎｍでの吸光度（Ａ２８０）をモニターした。Ａ２８０がベースラインレ

ベル近辺まで減少した後、２ｍＬ／分の流速で、１９ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／

３５４ｍＭ  ＮａＣｌ／１０ｍＭ  ＥＤＴＡ、ｐＨ７．４で該カラムを洗浄した

。１９ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／１４６ｍＭ  ＮａＣｌ／５０ｍＭ  ＣａＣｌ２

、ｐＨ７．４を用いて、カラムに結合したタンパク質を溶出した（図５Ａ）。前

記Ｃａ２＋で溶出された画分をＴＢＳで透析し、－２０℃で保存した。

      【００６０】

  フロースルー画分（ロード中に、前記樹脂に結合しなかったタンパク質）及び

Ｃａ２＋で溶出された画分をＳＤＳ－ＰＡＧＥとウエスタンブロット分析（図５

Ｂ及びＣ）によって調べた。還元状態下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥ（図５Ｂ）により

判断すれば、精製タンパク質は、（「軽鎖」及び「重鎖」と称される）２つのサ

ブユニットを含んでいた（図５Ｂ）。第Ｘ因子等の哺乳類の止血性タンパク質の

Ｇｌａドメインと類似のドメインを含有すると予想される軽鎖のみが、モノクロ

ーナル抗体Ｍ３Ｂ（図５Ｃ）及びその他の抗Ｇｌａモノクローナル抗体によって

認識された（表３）。フロースルー画分は、ウエスタンブロットではモノクロー

ナル抗体Ｍ３Ｂと交差反応せず（図５Ｃ）、カラムを一回通過する間に、第Ｘａ

因子様タンパク質の大部分又は全てが、免疫アフィニティー樹脂によって高い効

率で結合されてしまったことを示唆している。Ｎ．ｓ．ｓｃｕｔａｔｕｓの毒か

ら免疫アフィニティークロマトグラフィーによって単離された前記タンパク質は

、結論的には、以下の基準によって、Ｇｌａ含有するタンパク質（Ｎ．ｓ．ｓｃ
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ｕｔａｔｕｓの第Ｘａ因子様タンパク質）であると同定された。

      【００６１】

  １．他の研究者によって、別の方法（サイズ排除クロマトグラフィー及びイオ

ン交換クロマトグラフィー）（Ｔａｎｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９８５）を用いて精

製されたＧｌａ含有Ｎ．ｓ．ｓｃｕｔａｔｕｓ第Ｘａ因子様タンパク質に関して

報告された構造と、単離されたタンパク質のサブユニット構造（すなわち、軽鎖

と重鎖を含む）とが合致した（図５Ｂ）。

      【００６２】

  ２．単離したタンパク質の軽鎖（１０残基）に関するＮ末端のアミノ酸配列分

析によって、２つのＧｌａ残基を含むＳ－Ｎ－Ｓ－Ｌ－Ｆ－γ－γ－Ｉ－Ｒ－Ｐ

（γはＧｌａ残基を意味する）配列であることが判明した。他の近縁のコブラ科

のヘビ、Ｔｒｏｐｉｄｅｃｈｉｓ  ｃａｒｉｎａｔｕｓ（Ｊｏｓｅｐｈ  ｅｔ  

ａｌ．，１９９９）の毒から単離した第Ｘａ因子様タンパク質（プロトロンビン

活性化因子）の軽鎖のＮ末端についての報告と前記配列は同一であった。

      【００６３】

  Ｎ末端のアミノ酸配列分析のために、免疫アフィニティーで精製したタンパク

質をジチオスレイトールで還元し、標準的操作を用い、ヨードアセトアミドでア

ルキル化した。重鎖及び軽鎖のポリペプチドをＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し

、ＰｒｏＢｌｏｔｔTM膜（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，

Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ，Ｓｗｅｄｅｎ）に電気ブロッティングし、クマシーブルー

Ｒ－２５０で染色して、ポリペプチドを検出した。軽鎖のポリペプチドに相当す

るバンドを膜から切除し、半切した。一方は、それ以上修飾せずに、エドマン分

解化学とＡＢＩタンパク質配列決定装置（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｃｏｒｐ

．，Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ，Ｓｗｅｄｅｎ）を用いて、Ｎ末端の配列分析に使用し

た。これにより、配列Ｓ－Ｎ－Ｓ－Ｌ－Ｆ－Ｘ－Ｘ－Ｉ－Ｒ－Ｐ（翻訳後調節を

受けるＧｌａ等のアミノ酸がこれらの位置に存在する場合に予測されるように、

Ｘは明瞭なシグナルが観察されなかったことを示す）が判明した。

      【００６４】

  もう一方の膜を用いて配列分析を開始する前に、インシチュでＧｌａ残基をメ
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チルエステル化するために、まずアミノ酸配列決定装置の中でメタノール塩酸（

ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃ  ＨＣｌ）により膜を処理して、配列分析中にそれらを検

出できるようにした。この処理後、配列Ｓ－Ｘ－Ｘ－Ｌ－Ｆ－γ－γ－Ｉ（γは

Ｇｌａ残基を意味する）を得た。

      【００６５】

【表１】

【表２】
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【表３】
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      【００６６】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ウェスタンブロットされたタンパク質に対するモノクローナル抗体Ｍ３Ｂの交

差反応性。ＳＤＳ／１２％（ｗ／ｖ）ポリアクリルアミドゲル（分子量（５．８

ｋＤａ）が小さいために、３μｇのタンパク質と１５％のゲルを用いたウシの骨

Ｇｌａタンパク質を除く）中で、変性、還元されたタンパク質試料（それぞれ～

０．５μｇ）を電気泳動した。該タンパク質をＰｒｏＢｌｏｔｔTM膜に電気ブロ

ッティングし、順次、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂとアルカリホスファターゼ抱合

ウサギ抗マウスＩｇＧとともにインキュベートした。ＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質溶液

を用いて、前記ウェスタンブロットを発色した。図で用いられている略号は、以
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下のとおりである。ｈＰＴ、ヒトのプロトロンビン（１０個のＧｌａ残基を含有

している）；ｈＰＴ断片１、成熟タンパク質の残基１～１５６を含むヒトのプロ

トロンビンの断片（１０個のＧｌａ）；ｈＰＴ断片１（脱炭酸）、熱処理してＧ

ｌａ残基をＧｌｕに変換したｈＰＴ断片１；ｈｆＶＩＩ、ヒトの第ＶＩＩ因子（

１０個のＧｌａ）；ｈｆＩＸ、ヒトの第ＩＸ因子（１２個のＧｌａ）；ｈｆＸ、

ヒトの第Ｘ因子（１１個のＧｌａ）；ｈＰＣ、ヒトのプロテインＣ（９個のＧｌ

ａ）；ｈＰＳ、ヒトのプロテインＳ（１１個のＧｌａ）；ｒｈＧａｓ６、組換え

ヒト成長停止特異的タンパク質６を含有する馴化細胞培地（血漿由来のｈＧａｓ

６は、１１個のＧｌａ残基を含有する）；ＪＳ４４（γ）－ＢＳＡ、ＪＳ４５（

γ）－ＢＳＡ、ＪＳ４４（Ｅ）－ＢＳＡ、及びＪＳ４５（Ｅ）－ＢＳＡ、対応す

る位置に単一のＧｌａ（γ）残基又はＧｌｕ（Ｅ）残基を含有するＢＳＡ抱合合

成ペプチド（表１参照）。ウシの骨Ｇｌａタンパク質又はオステオカルシン（ｂ

ＢＧＰ）は、３つのＧｌａ残基を含有しており、図の一番右側に示されている。

モノクローナルＭ３Ｂは、Ｇｌａ含有タンパク質及びペプチドのみと交差反応し

、脱炭酸されたｈＰＴ断片１、ＪＳ４４（Ｅ）－ＢＳＡ又はＪＳ４５（Ｅ）－Ｂ

ＳＡとは交差反応しない。サブユニットを２つ含むタンパク質（重鎖と軽鎖、す

なわちｈｆＸとｈＰＣ）の場合、Ｇｌａドメインを含有する軽鎖のみが認識され

た。

    【図２】

  溶液中のタンパク質に対する固定化されたモノクローナル抗体Ｍ３Ｂの交差反

応性を実証する拮抗免疫蛍光アッセイ。２０μｇ／ｍＬ（５０μＬ／ウェル）の

濃度、４℃で一晩、マイクロタイタープレートのウェル上に、精製したモノクロ

ーナル抗体Ｍ３Ｂをコートした。アッセイ用緩衝液（３００μＬ／ウェル）を加

え、室温で２時間、前記プレートを穏やかに揺動させることによって、ウェル中

の占有されていない結合部位をブロックした。吸引により前記アッセイ用緩衝液

を除去し、洗浄用緩衝液で前記プレートを２度洗浄し、様々な濃度の拮抗タンパ

ク質又は様々な希釈率のヒト血漿又は馴化細胞培養培地を予め混合した１００μ

Ｌ／ウェルの１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴを前記プレートに加えた。対照ウェルに

は、拮抗物質の非存在下で、１００μＬの１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴを与えた。



(38) 特表２００３－５３００８９

穏やかに振盪させながら、室温で１時間インキュベートした後に、吸引により溶

液を除去し、前記プレートを４度洗浄し、増強用溶液を加えた（２００μＬ／ウ

ェル）。前記プレートを５分間穏やかにボルテックスし、前記試料の蛍光強度（

カウント／秒、ｃｐｓ）を測定した。拮抗物質の非存在下で測定したｃｐｓ値を

１００％とした。データ値は、二組の試料から得られた平均である。図の脚注に

列記されているタンパク質とペプチドは以下のとおりである：脱炭酸されたｈＰ

Ｔ断片１（熱処理を施して、Ｇｌａ残基の大部分を破壊された、ヒトのプロトロ

ンビン（ｈＰＴ）の残基１～１５６を含む断片）、コナントキンＧ（５個のＧｌ

ａ残基を含有する円錐状巻貝の毒から得られる１７アミノ酸ペプチド）、ｂＢＧ

Ｐ（ウシ骨Ｇｌａタンパク質又はオステオカルシン、３個のＧｌａ残基）、ｈＰ

Ｔ断片１（１０個のＧｌａ残基）、ｈＰＴ（完全長ｈＰＴ、１０個のＧｌａ残基

）、ｒｈｆＶＩＩａ（活性化された組換えヒト第ＶＩＩ因子、血漿由来のｈｆＶ

ＩＩには、１０個のＧｌａ残基が存在する）、ｈｆＩＸ（ヒト第ＩＸ因子、１２

個のＧｌａ残基）、ｈｆＸ（ヒト第Ｘ因子、１１個のＧｌａ残基）、ｈＰＣ（ヒ

トのプロテインＣ、９個のＧｌａ残基）、ｈＰＳ（ヒトのプロテインＳ、１１個

のＧｌａ残基）、ｒｈＧａｓ６（組換えヒト成長停止特異的タンパク質６を含有

する馴化細胞培養培地、血漿由来のＧａｓ６には１１個のＧｌａ残基が存在する

）。表１には、対応する位置に１及び２個のＧｌａ残基又はＧｌｕを含有する、

ＢＳＡに結合された６つのペプチド（ＪＳ４４とＪＳ４５系列）が記載されてい

る。

    【図３】

  固定化された抗Ｇｌａモノクローナル抗体へのヒトプロトロンビンの結合に対

するＣａ２＋の阻害的効果。２０μｇ／ｍＬの濃度（５０μＬ／ウェル）、４℃

で一晩、マイクロタイタープレートのウェル上に、精製した抗Ｇｌａモノクロー

ナル抗体と精製したマウスの抗ヒトプロテインＣ阻害剤モノクローナル抗体をコ

ートした。アッセイ用緩衝液（３００μ／ウェル）を加え、室温で５時間、前記

プレートを穏やかに揺動させることによって、ウェル中の占有されていない結合

部位をブロックした。吸引により前記アッセイ用緩衝液を除去し、洗浄用緩衝液

で前記プレートを２度洗浄し、１．５ｎＭ  Ｅｕ－ｈＰＴ又は１．５ｎＭ  Ｅｕ
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標識されたヒトプロテインＣ阻害剤を適切なウェルに加えた（１００μ／ウェル

）。（等しいイオン強度を維持するために）５ｍＭ  ＣａＣｌ２又は１５ｍＭ  

ＮａＣｌの何れかを補充したアッセイ用緩衝液中に、各標識タンパク質を調製し

た。前記プレートを室温で２時間穏やかに揺動させた後に、吸引により溶液を除

去し、前記プレートを４度洗浄し、増強用溶液を加えた（２００μＬ／ウェル）

。前記プレートを５分間穏やかにボルテックスし、前記試料の蛍光強度（カウン

ト／秒、ｃｐｓ）を測定した。Ｃａ２＋の非存在下で測定したｃｐｓ値に任意の

値１００を与え、Ｃａ２＋の存在下で測定した蛍光をこの値に対してプロットし

た。データ値は、二組の試料から得られた平均である。

    【図４】

  モノクローナル抗体Ｍ３ＢによるＧｌａ含有タンパク質の免疫沈降。様々な緩

衝溶液（ＴＢＳ、１０ｍＭ  ＣａＣｌ２を含有するＴＢＳ、又は１０ｍＭ  ＥＤ

ＴＡを含有するＴＢＳ）中の５μｇのモノクローナル抗体Ｍ３Ｂとともに（＋Ｍ

３Ｂと表記されているレーン参照）、タイガースネーク（Ｔｉｇｅｒ  ｓｎａｋ

ｅ）（Ｎｏｔｅｃｈｉｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ）の毒（２５μ

ｇ）又はヒトプロトロンビン（ｈＰＴ、２．２μｇ）を９０分間インキュベート

した。抗体なしの対照も実施した（－Ｍ３Ｂと表記されているレーン参照）。プ

ロテインＡを結合したビーズを試料に加え、３時間のインキュベート後に、ビー

ズを完全に洗浄した。ビーズに結合した抗体抗原複合体を溶出し、モノクローナ

ル抗体Ｍ３Ｂとアルカリホスファターゼ抱合ウサギ抗マウスＩｇＧとを用いたウ

ェスタンブロット分析によってＧｌａ含有ポリペプチドを検出した。図の一番右

側のレーンは、標準的な手順（Ｓｔｏｃｋｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９４）に従

ったバリウム－クエン酸沈降によって単離されたＮ．ｓ．ｓｃｕｔａｔｕｓの第

Ｘａ因子様タンパク質（ｆＸａ－ＬＰ）を含む対照試料を含んでいた。免疫沈降

された試料中には、ｈＰＴとヘビのｆＸａ－ＬＰタンパク質の軽鎖に対応するバ

ンドが明瞭に認められた。予想どおり、ｈＰＴの免疫沈降は、ＣａＣｌ２の添加

によって阻害された。

    【図５】

  免疫アフィニティークロマトグラフィーによるタイガースネークの第Ｘａ様タ
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ンパク質の精製。ＵｌｔｒａＬｉｎｋ  Ｉｍｍｏｂｉｌｉｓｅｄ  Ｈｙｄｒａｚ

ｉｄｅレジンにモノクローナル抗体Ｍ３Ｂを共有結合で付着させ、３．５ｍＬの

一定したベッド容量を有するカラムを調製し、結合用緩衝液（１９ｍＭ  Ｔｒｉ

ｓ－ＨＣｌ／１４６ｍＭ  ＮａＣｌ／１０ｍＭ  ＥＤＴＡ，ｐＨ  ７．４）中で

平衡化させた。２．５ｍＬの結合用緩衝液中に凍結乾燥したタイガースネーク（

Ｎｏｔｅｃｈｉｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ  ｓｃｕｔａｔｕｓ）の毒（１０ｍｇ、Ｓ

ｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏ．）を溶解し、調製物中のＣａ２＋濃度を減

らすために、ＰＤ－１０ゲルろ過カラムでのクロマトグラフィーを行った。０．

５ｍＬ／分の流速で免疫アフィニティーカラム（Ａ）に、毒調製物をロードし、

Ａ２８０ｎｍがほぼベースラインレベルに戻った時点で、２ｍＬ／分の流速で、

１９ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／３５４ｍＭ  ＮａＣｌ／１０ｍＭ  ＥＤＴＡ，ｐ

Ｈ７．４を用いて前記カラムを洗浄した。１９ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ／１４６

ｍＭ  ＮａＣｌ／５０ｍＭ  ＣａＣｌ２，ｐＨ７．４を用いて、カラムに結合し

たタンパク質を溶出させた。分析のために、フロースルーとＣａ２＋で溶出した

画分（バーによって示されている）とを別々に収集した。ゲルろ過した毒調製物

、並びに免疫アフィニティークロマトグラフィーの間に収集されたフロースルー

及びＣａ２＋で溶出した画分の分取試料を変性、還元し、ＳＤＳ／１２％（ｗ／

ｖ）ポリアクリルアミドゲル中で二組のサンプルを電気泳動した。電気泳動後に

、ゲルを２片に切断し、一方の切片中のタンパク質をクマシーブルーＲ－２５０

色素で染色することによって検出した（Ｂ）。ＰｒｏＢｌｏｔｔTM膜に、他方の

ゲル切片中のタンパク質を電気ブロットし、モノクローナル抗体Ｍ３Ｂ、そして

アルカリホスファターゼ抱合ウサギ抗マウスＩｇＧで順次インキュベートした。

ＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質溶液を用いて、ウェスタンブロット（Ｃ）を発色した。
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【図１】
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【国際調査報告】
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