
(57)【要約】
本発明はヒト身体サンプルからアルコール消費量を検出する方法に関する。この方法では
、アルコールの存在下で体内に形成されるホスファチジルアルコールを免疫学的に測定す
ることによりアルコール消費量を検出する。さらに、本発明は、該方法に有用かつホスフ
ァチジルアルコールを認識する抗体、該抗体を含んでなる検査キット、および該抗体を産
生するハイブリドーマに関する。さらに、本発明は、ホスファチジルアルコールを認識す
る抗体の作製方法、および該方法により産生される抗体に関する。この方法は、リポタン
パク質中に取り込まれたホスファチジルアルコールを用いて免疫応答性の動物を免疫する
ことを含んでなる。さらに、本発明は、様々なイムノアッセイにおけるホスファチジルア
ルコールを認識する抗体の使用に関する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 に よ り ヒ ト 身 体 サ ン プ ル か ら ホ ス フ ァ チ ジ ル ア
ル コ ー ル を 測 定 し 、 サ ン プ ル 中 に ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル が 存 在 す る こ と が ヒ ト の ア ル
コ ー ル 消 費 量 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト 身 体 サ ン プ ル か ら の ア ル コ ー ル 消 費 量 の 検 出
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
上 記 抗 体 の ほ か に 、 上 記 リ ポ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー
ル 以 外 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 次 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
２ 次 抗 体 が リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 HDL、 LDLま た は VLDLの エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
２ 次 抗 体 が リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 タ ン パ ク 質 apoAIま た は apoB100を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ELISAア ッ セ イ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 血 液 、 血 漿 ま た は 血 清 中 で
測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 用 い て 動 物 を 免 疫 し ;
a) 該 動 物 に よ り 産 生 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 認 識 抗 体 を 回 収 す る こ と ; ま た は
b) 該 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 動 物 の 細 胞 と 不 死 化 細 胞 株 と を ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 さ せ る た
め に 融 合 し 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 か つ 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ に
よ り 産 生 さ れ る 抗 体 を 回 収 す る こ と ；
を 特 徴 と す る 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 HDL、 LDLま た は VLDL中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 用
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い て 免 疫 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ 記 載 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ ま た は １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 使 用
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 サ ン プ ル か ら ア ル コ ー ル 消 費 量 （ 過 剰 摂 取 ） を 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 身 体 サ ン プ ル か ら ア ル コ ー ル 消 費 量 を 検 出 す る た め の 方
法 、 該 方 法 に お い て 使 用 す る 抗 体 、 該 抗 体 を 含 む 検 査 キ ッ ト 、 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 該 抗 体 を 産 生 す る た め の 方 法 、 該 方 法 に よ り
産 生 さ れ た 抗 体 、 お よ び 該 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
過 度 の ア ル コ ー ル の 摂 取 は 健 康 を 害 す る も の で あ り 、 国 民 健 康 上 の 共 通 の 問 題 で あ る 。 医
療 セ ン タ ー お よ び 病 院 に い る か な り の 数 の 患 者 は ア ル コ ー ル の ヘ ビ ー ユ ー ザ ー で あ り 、 患
者 の 疾 患 が ア ル コ ー ル に よ り 引 き 起 こ さ れ た と い う 場 合 も あ る 。 と こ ろ が 、 患 者 自 身 は 自
己 の 飲 酒 問 題 を 公 表 し な い 。 し か し な が ら 、 ア ル コ ー ル 関 連 問 題 が よ り 深 刻 に な る の を 防
ぐ た め に 、 ま た は 少 な く と も そ の 進 行 を 遅 ら せ る た め に 、 ま た 必 要 で あ れ ば 、 よ り 効 率 的
な 治 療 を 患 者 に 提 供 す る た め に 、 患 者 の 治 療 計 画 を 立 て る 際 に 飲 酒 問 題 を 明 ら か に す る こ
と は 重 要 で あ る 。 患 者 は 通 常 自 分 が ア ル コ ー ル の ヘ ビ ー ユ ー ザ ー で あ る こ と を 明 ら か に し
な い こ と か ら 、 医 師 は 別 の 方 法 （ 例 え ば 臨 床 検 査 ） に よ り 過 度 の ア ル コ ー ル の 摂 取 を 認 識
し 得 な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
摂 取 さ れ た ア ル コ ー ル (エ タ ノ ー ル )の 大 半 は 、 体 内 で 酸 化 さ れ て ア セ ト ア ル デ ヒ ド と 酢 酸
に な り 、 さ ら に ア セ チ ル 補 酵 素 A(AcCoA)に な る 。 長 期 に わ た る ア ル コ ー ル の 大 量 摂 取 は 肝
障 害 (脂 肪 肝 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 ま た は 肝 硬 変 ） を 引 き 起 こ し 得 る 。 お そ ら く 、 こ れ ら は
、 肝 酵 素 の 値 の 変 化 と し て 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
し か し な が ら 、 過 度 の ア ル コ ー ル 摂 取 で あ っ た と し て も 、 通 常 の 臨 床 検 査 （ 例 え ば 肝 酵 素
の 値 の 測 定 に よ る ） に よ っ て 常 に 検 出 し 得 る と は 限 ら な い 。 し た が っ て 、 こ の 目 的 の た め
の よ り 優 れ た 試 験 法 を 提 供 す る こ と が 以 前 か ら 求 め ら れ て い た 。 ア ル コ ー ル 消 費 量 を 測 定
す る 別 の 方 法 が Stibler (1991)中 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 文 献 で は 、 サ ン プ ル 中 の 脱 シ ア
ル 化 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 量 を 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 的 に ま た は 免 疫 学 的 に 測 定 す る
。 ア ル コ ー ル の 消 費 に よ り こ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 種 の 量 は 増 加 し 、 た と え こ の 方 法 が さ ほ
ど 特 異 的 で な い と し て も 、 お そ ら く 今 の と こ ろ 最 善 の ア ル コ ー ル 消 費 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ア ル コ ー ル 消 費 量 の そ の 他 の 可 能 な 指 標 が ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル (PEth)で あ る 。 ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル は ア ル コ ー ル 存 在 下 で の み 体 内 で 形 成 さ れ る 異 常 リ ン 脂 質 で あ る 。
ア ル コ ー ル を 飲 ん だ ヒ ト の 血 液 中 に も み ら れ た (Varga et al. 1998)。 こ の 反 応 は ホ ス ホ
リ パ ー ゼ D（ こ の 酵 素 は ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン の コ リ ン 部 分 と エ タ ノ ー ル を 置 換 す る ） に
よ り 触 媒 さ れ る 。 反 応 を 図 １ に 示 す 。 国 際 公 開 WO90/07008に 開 示 さ れ た 方 法 に お い て 、 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル が ア ル コ ー ル 消 費 量 の マ ー カ ー と し て 間 接 的 に 使 用 さ れ て い る 。
こ の 方 法 で は 、 血 液 中 の リ ン パ 球 を 単 離 し 、 次 い で エ タ ノ ー ル と 細 胞 刺 激 物 質 ホ ル ボ ー ル
エ ス テ ル と と も に 培 養 す る こ と に よ り 、 リ ン パ 球 か ら ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル が 産 生 さ
れ る 。 得 ら れ た 放 射 活 性 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 測 定 す る 。 上 記 文 献 に よ れ ば 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 産 生 し う る 能 力 が 平 均 よ り も 高 い ヒ ト が 、 よ り ア ル コ ー ル 依 存 症
に な る 傾 向 が あ る 。 こ の 方 法 は 極 め て 労 力 を 要 す る も の で あ り 、 ま た 得 ら れ る 結 果 も 矛 盾
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を 含 む 。 Gunnarssonら  (1998)は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を リ ン パ 細 胞 培 養 物 中 で は
な く 血 液 中 で 直 接 測 定 す る 、 よ り 簡 便 な 方 法 に つ い て 記 載 し て い る 。 こ の 方 法 で は 、 ヘ キ
サ ン -イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 抽 出 に よ り ヘ パ リ ン 添 加 血 液 か ら 脂 質 画 分 を 単 離 し 、 ホ ス フ ァ チ
ジ ル エ タ ノ ー ル の 存 在 に つ い て マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー ま た は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
い ず れ か に よ り 調 べ る 。 こ れ ら の 技 術 も ま た 、 ル ー チ ン ワ ー ク と し て 適 合 さ せ る に は 複 雑
す ぎ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を ア ッ セ イ す る た め の 上 記 し た 方 法 の い ず れ も が 、 ア ル コ ー ル
消 費 量 を 検 出 す る た め に は あ ま り 信 用 で き な い 。 さ ら に 、 多 く の 労 力 を 要 し 複 雑 で あ る こ
と か ら 、 こ れ ら の 方 法 は 臨 床 上 の ル ー チ ン ワ ー ク と し て は 適 さ な い も の と な っ て い る 。 ル
ー チ ン の 検 査 業 務 に 適 し た 信 頼 し う る 方 法 を 提 供 し よ う と す る 試 み は 未 だ 成 功 し て い な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 臨 床 検 査 に 好 適 で あ る こ と が 多 い 。 し か し な が ら 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル
ア ル コ ー ル に 関 す る か ぎ り 、 小 分 子 に 対 す る 抗 体 作 製 が 困 難 で あ る と い う こ と が 問 題 と な
っ て い る 。 従 来 、 小 ペ プ チ ド ま た は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン は 、 よ り 大 き な 担 体 タ ン パ ク 質 と
結 合 さ せ る 。 と こ ろ が 、 従 来 の 担 体 は 脂 質 抗 原 に 対 し て あ ま り 適 さ な い 。 し か し な が ら 、
予 想 外 に 、 抗 体 が ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に 対 し て 首 尾 よ く 作 製 さ れ 、 ア ル コ ー ル の 大
量 消 費 を 検 出 す る た め の 、 著 し く 簡 便 性 の 向 上 し た ア ッ セ イ が 可 能 に な っ た 。 こ の よ う に
し て 、 ア ル コ ー ル 消 費 の 結 果 と し て 体 内 に 形 成 さ れ る ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 免 疫 学
的 に 測 定 す る こ と に よ る ア ル コ ー ル の 大 量 消 費 を 検 出 す る た め の 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
従 来 技 術 と 比 較 し た 本 発 明 の 方 法 の 利 点 と し て は 、 信 頼 性 、 低 労 力 性 お よ び 迅 速 性 、 な ら
び に 高 価 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 装 置 お よ び ／ ま た は 分 光 分 析 装 置 を 必 要 と し な い と い う 事
実 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 小 規 模 の 医 療 サ ー ビ ス (ア ル コ ー ル 乱 用 者 の た め の 福
祉 事 業 )ユ ニ ッ ト に お い て 日 常 的 に 使 用 す る の に も 適 し て お り 、 患 者 の 症 状 を 柔 軟 な 様 式
で モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア ル コ ー ル 疾 患 に つ い て 行 わ れ
る 研 究 以 外 の そ の 他 の 研 究 に お い て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は ヒ ト 身 体 サ ン プ ル か ら ア ル コ ー ル 消 費 量 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発
明 の 方 法 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 に よ り 該 サ ン プ ル か ら ホ ス フ ァ チ
ジ ル ア ル コ ー ル を 測 定 す る こ と を 特 徴 と し 、 サ ン プ ル 中 に ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル が 存
在 す る こ と が そ の ヒ ト の ア ル コ ー ル 消 費 量 を 示 す 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア
ル コ ー ル を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 方 法 に 有 用 な 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 検 査 キ ッ ト
を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る こ
と を 特 徴 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 態 様 の 一 つ は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 の 作 製 方 法 に
関 し 、 そ の 方 法 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 用 い て
動 物 を 免 疫 し 、 a) 該 動 物 に よ り 産 生 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 認 識 抗 体 を 回 収 す
る こ と 、  ま た は b) 該 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 動 物 の 細 胞 と 不 死 化 細 胞 株 と を ハ イ ブ リ ド ー マ
を 産 生 さ せ る た め に 融 合 し 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 か つ 、 該 ハ
イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 を 回 収 す る こ と 、 を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、
上 記 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 抗 体 、 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 基 本 と な る 考 え 方 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に 対 す る 抗 体 の 作 製 に 成 功 し た
と い う こ と で あ る 。 こ の こ と は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 取 り 込
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ま せ 、 こ の リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま せ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 免 疫 に お け る 抗
原 と し て 使 用 す る 事 に よ り 可 能 と な っ た 。 こ れ に よ り 、 リ ン 脂 質 分 子 （ こ の 場 合 、 ホ ス フ
ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル ） の 極 性 部 分 に 対 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 「 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー
ル 」 と は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 の エ ス テ ル で あ り 、 こ の 場 合 、 そ の 脂 肪 酸 部 分 は 、 通 常 、 天
然 の ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン の 脂 肪 酸 部 分 と 同 一 で あ る 。 「 リ ポ タ ン パ ク 質 」 と は 、 タ ン パ
ク 質 部 分 と 脂 質 部 分 の 両 方 を 含 む 化 合 物 の こ と を い う 。 こ れ ら は 細 胞 膜 中 お よ び 体 内 を 循
環 す る リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 と し て 存 在 す る 。 リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 は ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ
ー ル の 担 体 と し て 機 能 す る の に 好 適 で あ る 。 リ ン 脂 質 と タ ン パ ク 質 の 他 に 、 リ ポ タ ン パ ク
質 粒 子 は 、 ト リ グ リ セ リ ド や コ レ ス テ ロ ー ル な ど そ の 他 の 成 分 を さ ら に 含 む 。 リ ポ タ ン パ
ク 質 粒 子 は 、 例 え ば そ の 密 度 に 基 づ い て 分 類 さ れ る 。 例 え ば 、 以 下 の リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子
を 免 疫 原 の 調 製 に 使 用 す る こ と が で き る : VLDL (超 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 )、 LDL (低 密 度
リ ポ タ ン パ ク 質 )、 HDL (高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 )、 VHDL (超 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 )、 IDL 
(中 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 )ま た は Lp(a)リ ポ タ ン パ ク 質 。 LDL、 HDLお よ び VLDLを 使 用 す る こ
と に よ り 良 好 な 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 、 好 ま し く は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 少 量 の 溶 媒 に 溶 解 し
、 水 溶 液 中 で リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 送 達 す る 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル は 、 溶 媒 の 濃 度 が
希 釈 さ れ る と 、 リ ポ タ ン パ ク 質 表 面 の 脂 質 の 間 に 到 達 す る 。 免 疫 す る 動 物 の 身 体 が 、 リ ポ
タ ン パ ク 質 の 表 面 に 現 れ る 小 分 子 脂 質 の 極 性 残 基 (エ タ ノ ー ル の 場 合 エ チ ル 基 )を 異 物 と し
て 認 識 し 、 こ れ に よ り 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 図 ２ は LDLリ ポ タ ン パ ク 質 表 面 で の 抗 体
と ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル と の 結 合 を 示 す 。 酸 化 さ せ た (酸 化 さ せ た /酸 化 す る 状 態 に 付
し た )粒 子 を 使 用 す る こ と に よ り 免 疫 原 の 抗 原 性 を 増 強 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル 基 の 脂 肪 酸 の １ つ を 酸 化 し 、 得 ら れ た ア ル デ ヒ ド を 使 用 し て 、 リ ポ タ ン パ ク 質
の タ ン パ ク 質 部 分 と ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 さ せ る こ と に よ り
、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を よ り 密 に リ ポ タ ン パ ク 質 中 へ 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
ま た 、 他 の 方 法 で 、 例 え ば 、 リ ポ タ ン パ ク 質 を エ チ ル 化 す る こ と に よ り （ 例 え ば 、 PEthを
添 加 す る 前 （ ま た は 後 ） に ア セ ト ア ル デ ヒ ド で 処 理 す る こ と に よ り ） リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子
を 修 飾 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 を （ さ ら に は ア ル コ ー ル 性 リ ポ タ ン パ ク 質 の 様 相 を も
） 増 強 す る こ と も 可 能 で あ る 。 リ ポ タ ン パ ク 質 か ら 脱 シ ア ル 酸 、 す な わ ち 、 シ ア ル 酸 を 除
去 す る こ と も で き 、 こ の 場 合 リ ポ タ ン パ ク 質 は ア ル コ ー ル 性 リ ポ タ ン パ ク 質 に よ り 密 接 に
類 似 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
上 記 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル
コ ー ル を 認 識 す る 本 発 明 の 抗 体 の 調 製 に 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 抗 原 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 「 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 」 と は ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル
と 選 択 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 の こ と を い い 、 こ れ に は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル と 選 択 的
に 結 合 し 得 る 該 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト も 含 ま れ る 。 か か る フ ラ グ メ ン ト に は 、 例 え ば 、 F(ab
') 2 お よ び F(ab)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
免 疫 応 答 性 の 動 物 を 、 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル で 免 疫
し 、 抗 原 に 対 し て 形 成 さ れ た 免 疫 応 答 に つ い て 試 験 す る 。 抗 原 に 対 し て 陽 性 の 応 答 を 示 す
動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 し 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 。 免 疫 後 、 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め に 、 抗 原 に 対 し て 陽 性 の 応 答 を 示 す 動 物 の 抗 体 産 生 細 胞 （ 通 常
、 脾 臓 細 胞 ） と 不 死 化 細 胞 株 と を 融 合 さ せ る 。 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 液 か ら 抗 体 を 単
離 し 、 当 業 者 に 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
所 望 で あ れ ば 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た 抗 体 か ら 単
離 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 か か る フ ラ グ メ ン ト は 遺 伝 子 工 学 技 法 を 利 用 し て 作 製 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 金 属 粒 子 、 蛍 光 標 識 ま た は 酵 素 標 識 （ 例
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え ば 、 3 H、 金 コ ロ イ ド 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ )な ど の 標 識 を そ れ 自 体 が 公 知 の 方 法 で 抗 体 に 取 り 込 ま せ る こ と に よ り 、 抗 体
（ フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） を さ ら に 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に つ い て 、 特 に リ ポ タ ン パ ク 質
中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に つ い て 免 疫 学 的 に 検 出 す る こ と を 可 能 に す
る 。 免 疫 学 的 に 検 出 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル と し て は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル が
好 ま し く 、 特 に リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル が 好 ま し い 。
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル の 免 疫 学 的 測 定 方 法 は 、 信 頼 し 得 る 方 法 で ア ル コ ー ル の 大 量 摂
取 を 検 出 ・ モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 特 に 意 図 し た も の で あ る 。 １ 週 間 あ た り 男 性 で は 24回
分 量 （ dose） の ア ル コ ー ル お よ び 女 性 で は 16回 分 量 の ア ル コ ー ル を 超 え る 摂 取 、 あ る い は
１ 回 あ た り 男 性 で は 7回 分 量 の ア ル コ ー ル お よ び 女 性 で は 5回 分 量 の ア ル コ ー ル を 超 え る 摂
取 が 、 ア ル コ ー ル の 大 量 摂 取 と み な す こ と が で き る 。 １ 回 分 量 (dose)と は 約 12グ ラ ム の 純
粋 エ タ ノ ー ル に 相 当 す る 。 こ の 方 法 は 、 ア ル コ ー ル 性 疾 患 を 探 し だ し た り 、 研 究 し た り す
る た め に も 利 用 す る こ と が で き る 。 体 内 に ア ル コ ー ル が 存 在 す る 場 合 、 ア ル コ ー ル 分 子 は
、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Dに 触 媒 さ れ る 反 応 に お い て リ ン 脂 質 中 に 取 り 込 ま れ る （ 通 常 は 水 が 取
り 込 ま れ る ） 。 体 内 の ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル の 量 は ア ル コ ー ル 消 費 量 と 相 関 し 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル は 、 ア ル コ ー ル 消 費 後 、 少 な く と も 2～ 4日 間 、 お そ ら く そ れ よ り 長
い 期 間 体 内 に 残 存 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 は 、 抗 原 と 抗 体 と の 複 合 体 の 検 出 に 基 づ く 免 疫
学 的 ア ッ セ イ の い ず れ に お い て も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 複 合 体 は 直 接 的 に 、 ま た は
２ 次 抗 体 を 使 用 し て 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て は 固 体 担 体
を 使 用 す る こ と が 多 く 、 そ の 場 合 、 抗 体 ま た は 抗 原 の い ず れ か を 担 体 に 結 合 さ せ る 。 担 体
に 結 合 さ せ る 抗 体 は 、 担 体 と １ 次 抗 体 を 結 合 さ せ る た め の 中 間 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て 使 用
す る 、 い わ ゆ る 捕 捉 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に 対 す る 抗 体 を 直 接 ま た は 中 間 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト に よ り 担 体 と 結 合 さ せ て 実 施 し 得 る ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)を 利 用 す る こ
と が で き る 。 患 者 サ ン プ ル の リ ポ タ ン パ ク 質 を 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ で そ れ 自 体 公 知 の 方
法 に よ り 標 識 し 、 担 体 と 結 合 さ せ た 抗 体 と 該 サ ン プ ル を 反 応 さ せ る よ う に す る 。 ホ ス フ ァ
チ ジ ル ア ル コ ー ル を 含 有 す る リ ポ タ ン パ ク 質 と 担 体 と の 結 合 は 放 射 活 性 を 測 定 す る こ と に
よ り 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ア ル コ ー ル 消 費 量 を 検 出 す る の に 非 常 に 適 し た イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 酵 素 標 識 し た 抗 体 を
使 用 す る ELISA (酵 素 免 疫 測 定 法 )と 呼 ば れ る 方 法 で あ る 。 酵 素 マ ー カ ー は 本 発 明 の 抗 体 に
直 接 取 り 込 ま せ る か 、 あ る い は ２ 次 抗 体 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。 ELISAに 適 し た 実
施 形 態 の 一 つ は 、 本 発 明 の 抗 体 を 直 接 ま た は 中 間 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 固 体 担 体 に 結 合 し
、 サ ン プ ル と 反 応 さ せ 、 か つ 、 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た 結 合 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル
コ ー ル を 、 該 リ ポ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 以 外 の エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 次 抗 体 に よ っ て 検 出 す る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 酵 素 マ
ー カ ー は 上 記 ２ 次 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 す な わ ち 、 マ ー カ ー を 含 有 す る ２ 次 抗 体
に よ っ て 該 ２ 次 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー は 通 常 、 そ の 酵 素 に 対 す る 基 質 を
添 加 す る こ と に よ り 検 出 す る か 、 生 成 さ れ た 生 成 物 の 色 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
図 ３ は 、 ELISA法 を 利 用 す る こ と に よ る 、 サ ン プ ル か ら の ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル 含 量
の 測 定 を 示 す 。 該 ELISA法 で は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル に 対 す る 抗 体 の 他 に 、 ホ ス フ
ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 含 有 す る リ ポ タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 部 分 を 認 識 す る ２ 次 抗 体 を 使
用 す る 。 A)は 、 抗 PEth抗 体 の ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル 底 部 へ の 結 合 を 表 す 。 B)は 、 ウ ェ ル
プ レ ー ト 上 へ の サ ン プ ル の 添 加 を 表 す 。 通 常 の HDLを 白 丸 （ ○ ） で 表 し 、 PEthを 含 有 す る H
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DLを 黒 丸 （ ● ） で 表 す 。 C)は 、 ア ポ タ ン パ ク 質 A-Iに 対 す る 標 識 抗 体 を 用 い た PEth含 有 HDL
粒 子 量 の 定 量 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る ２ 次 抗 体 は 通 常 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 含 有 す る リ ポ タ ン パ
ク 質 の タ ン パ ク 質 部 分 に 対 す る も の で あ る 。 こ れ ら の い わ ゆ る ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 と し て
は 、 例 え ば 、 apoAI、 apoAII、 apoB100、 apoB-48、 apoCI、 apoCII、 apoCIII、 apoD、 apoE
お よ び apoJが 挙 げ ら れ る 。 LDL粒 子 は 唯 一 の タ ン パ ク 質 と し て apoB-100を 含 有 す る が 、 こ
れ は VLDL粒 子 に も 含 有 さ れ る 。 HDL粒 子 は 、 apoB-100は 含 有 し な い が 、 主 と し て apoAIお よ
び apoAIIを 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 の ほ か に 、 本 発 明 の 検 査 キ ッ ト は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に つ い て の イ
ム ノ ア ッ セ イ に 必 要 な そ の 他 の 試 薬 お よ び 装 置 （ 例 え ば 、 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に ア ッ
セ イ に お い て 使 用 す る そ の 他 の 標 識 可 能 抗 体 お よ び 試 薬 ） 、 な ら び に 、 必 要 な バ ッ フ ァ ー
お よ び ／ ま た は 担 体 （ 例 え ば 、 抗 体 な ど の 試 薬 が 予 め 結 合 し て い て も よ い マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト ） を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
免 疫 学 的 ア ッ セ イ 法 を 利 用 し て 調 べ よ う と す る 身 体 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 血 液 、 血 漿 、 血
清 、 唾 液 、 組 織 液 も し く は 羊 水 、 ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 含 有 す る そ の 他 の 器
官 も し く は 体 液 で あ っ て も よ い 。 サ ン プ ル は 、 法 医 学 サ ン プ ル 、 死 後 サ ン プ ル ま た は 胎 芽
も し く は 胎 児 の 組 織 か ら 採 取 し た サ ン プ ル で あ っ て も よ い 。 ELISAお よ び RIAア ッ セ イ に 最
適 な の は 、 血 漿 、 血 清 お よ び 血 液 な ど の 液 体 サ ン プ ル で あ り 、 こ れ ら は 、 脂 質 画 分 の 抽 出
ま た は 溶 解 を 行 う こ と な く 、 そ の ま ま ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル の か わ り に 、 別 の ア ル コ ー ル の ホ ス フ ァ チ ジ ル 物 を 、 こ の ア ル
コ ー ル の ホ ス フ ァ チ ジ ル 物 に 対 す る 抗 体 を 得 る た め に リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま せ る こ
と が で き る 。 使 用 し 得 る ア ル コ ー ル と し て は 、 ８ 個 以 下 、 好 ま し く は １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子
を 含 ん で な る 直 鎖 状 ア ル コ ー ル 、 す な わ ち 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Dに よ り 触 媒 さ れ る 反 応 に お
い て ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル へ と 変 換 さ れ る ア ル コ ー ル を 挙 げ る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 飲 用 に 不 適 な ア ル コ ー ル 、 例 え ば 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル
、 メ タ ノ ー ル 、 あ る い は 、 プ ロ パ ノ ー ル 、 ブ タ ノ ー ル ま た は ペ ン タ ノ ー ル の 使 用 を 示 す た
め に 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 様 々 な 抗 体 を 、 患 者 が 消 費 し た ア ル コ ー ル の
質 を 決 定 す る 際 に 使 用 す る こ と も で き 、 こ れ に よ り 適 切 な 治 療 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の そ の 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 カ ラ ム 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び 免 疫 組 織 学 的 方
法 な ど の 免 疫 学 的 方 法 を さ ら に 含 む 。 通 常 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル に 対 し て 作 製 し た
抗 体 は 、 脂 質 代 謝 に 関 す る 研 究 な ど の 生 化 学 の 基 礎 研 究 に お い て も 使 用 す る こ と が で き る
。 間 接 的 に は 、 例 え ば 、 細 胞 ま た は 組 織 培 養 ま た は 組 織 化 学 的 サ ン プ ル か ら ホ ス ホ リ パ ー
ゼ Dの 活 性 お よ び 所 在 を 検 出 す る た め に も 該 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 を 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

リ ポ タ ン パ ク 質 を 健 常 な ヒ ト の 血 漿 か ら 単 離 し た 。 一 晩 絶 食 さ せ た 後 に 血 液 サ ン プ ル を 採
取 し 、 血 漿 を 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た 。 リ ポ タ ン パ ク 質 は 密 度 に 基 づ き 連 続 超 遠 心 に よ り
血 漿 か ら 単 離 し た 。 VLDL画 分 は 密 度 1.006 g/mlか ら 、 LDL画 分 は 密 度 1.019～ 1.063g/mlか
ら 、 お よ び HDL画 分 は 密 度 1.063～ 1.21g/mlか ら 単 離 し た 。 遠 心 分 離 後 、 リ ポ タ ン パ ク 質 画
分 を 、 0.15 M NaCl, 0.01% EDTA, pH 7.4ま た は PBS, pH 7.4に 対 し て +4℃ に て 透 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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実 施 例 １
免 疫 原 の 調 製



リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 の リ ン 脂 質 濃 度 を 測 定 し 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル の 必 要 量 を 最 終
含 有 量 が リ ン 脂 質 全 量 の ５ ％ と な る よ う に 計 算 し た 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル （ こ の 場
合 、 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ナ ト リ ウ ム 塩 (Avanti Polar Lip
ids, USA)を 使 用 ） を 、 以 下 の 方 法 に し た が っ て 、 ヒ ト か ら 単 離 し た HDLま た は LDL粒 子 (リ
ポ タ ン パ ク 質 の リ ン 脂 質 全 量 の 5%)中 へ 取 り 込 ま せ た : ク ロ ロ ホ ル ム 中 に 溶 解 し た ホ ス フ
ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル (10 mg/ml)を 最 初 に 窒 素 下 で 乾 燥 し 、 さ ら に 室 温 に て 一 晩 減 圧 下 で 乾
燥 し た 。 次 に 、 得 ら れ た 乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム 状 物 を 少 量 の エ タ ノ ー ル 中 に 溶 解 し 、 HDLま た
は LDL粒 子 を 含 有 す る 約 1 mlの 塩 水 溶 液 (0.15 M NaCl, 0.01% EDTA, pH 7.4)中 へ (50～ 100
μ lず つ )滴 下 添 加 し た 。 こ の 溶 液 を 低 温 室 (+4℃ )で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 NaBr
溶 液 で 密 度 を 1.21 g/ml (HDL)ま た は 1.063 g/ml (LDL)に 調 整 し 、 15℃ 、 114,000 gで 18時
間 遠 心 分 離 を 行 っ た 。 遠 心 分 離 に よ り 得 ら れ た リ ポ タ ン パ ク 質 画 分 を 0.5 M NaCl, 0.01% 
EDTA, pH 7.4に 対 し て 透 析 し た 。 得 ら れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル 含 有 リ ポ タ ン パ ク 質
粒 子 を 免 疫 原 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

抗 PEthモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル (Oi & Herzenberger 1980)を 用 い て 調 製
し た 。 ６ 週 齢 の メ ス Balb/cマ ウ ス を 、 実 施 例 １ に し た が っ て 調 製 し た LDL粒 子 に 取 り 込 ま
せ た ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル 抗 原 を 用 い て ３ 週 間 間 隔 で 免 疫 し た 。 ２ 回 目 の 免 疫 後 、 陽
性 を 示 し た 血 清 サ ン プ ル を 、 直 接 ELISAア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 同 定 し た 。 こ の 時 、 直 接 ELI
SAア ッ セ イ 法 で は 、 抗 原 、 す な わ ち PEthリ ポ タ ン パ ク 質 を ウ ェ ル に 結 合 し 、 試 験 し よ う と
す る 血 清 を 添 加 し 、 洗 浄 し 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 抗 体 を 用 い て 結 合 抗 体 を 測 定 し た 。 抗 原 に 対 し て 陽 性 の 応 答 を 示 し た マ ウ ス の 脾 臓 を
単 離 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル  (PEG 4000, Gibco, UK)を 使 用 し て 、 脾 臓 細 胞 と マ ウ ス
ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 P3-X63-Ag8.653 (ATCC CRL-1580, American Type Culture Collection,
 USA)と を 融 合 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 HAT培 地  [DMEM, 高 濃 度 グ ル コ ー ス  (Gibc
o, UK), 10% NCTC-135 (Gibco), 20% FBS (Bioclear, UK), 5% HFCS (Roche Molecular B
iochemicals GmbH, Germany), HATサ プ リ メ ン ト  (Gibco) お よ び  ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト
マ イ シ ン  溶 液  (Gibco) ]を 含 む ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で 選 択 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、
上 記 の よ う に し て 、 抗 原 に 対 す る 直 接 的 ELISA法 を 利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 陽 性 を
示 す ウ ェ ル に つ い て 限 界 希 釈 法 を 利 用 し て ク ロ ー ニ ン グ し 、 単 一 の コ ロ ニ ー の み を 有 す る
ウ ェ ル に つ い て 直 接 ELISA法 を 利 用 し て 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 陽 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養 液 を 回 収 し 、 Protein-G-Sepharose-ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Pharmac
ia, Sweden)を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。 以 下 の 試 験 に お い て は 、 使 用 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 抗 体 の 種 類 を 、 抗 Ig抗 体 ウ ェ ル (Biotop, Finland)で の 抗 体 補 足 を 利 用 し
て IgG 2 b と 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体  (Wallac, Delfia wells, Fi
nland)で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ ェ ル を 、 PBS 溶 液  (pH 7.4)で ２ 回 洗 浄 し 、 湿 潤 チ ャ ン バ
ー 内 で +20℃ に て 30分 間 、 ウ ェ ル あ た り 300μ lの 1% BSA-PBS 溶 液 で 混 和 さ せ な が ら ブ ロ ッ
キ ン グ し 、 再 度 、 PBS溶 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 実 施 例 ２ で 調 製 し 、 1% BSA-PBS 溶 液 で 50倍 に
希 釈 し た マ ウ ス 抗 PEthモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ そ の 結 果 、 抗 体 の 量 は 1.4μ g/mlで あ る ） を
、 ウ ェ ル あ た り 50μ l添 加 し 、 湿 潤 チ ャ ン バ ー 内 で +4℃ に て 6時 間 混 和 さ せ な が ら イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 PBS溶 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 PBS 溶 液 で 希 釈 し 、 か つ 、 HDLを 3 H コ レ ス テ ロ ー ル
で 標 識 し た 50μ lの 5-% リ ン 脂 質  HDL溶 液  (タ ン パ ク 質 0.5 mg/ml、 添 加 し た リ ン 脂 質 0.08
.mg/ml)を ウ ェ ル に 抗 原 溶 液 と し て 添 加 し た 。 以 下 の リ ン 脂 質 溶 液 に つ い て 試 験 し た :
PEth-HDL : 5% ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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実 施 例 ２
抗 体 の 調 製
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PC-HDL: 5% ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
SM-HDL: 5% ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
PE-HDL: 5% ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
PA-HDL: 5% ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
PS-HDL: 5% ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
PI-HDL : 5% ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
LPC-HDL: 5% リ ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 添 加 し た 3 H-HDL溶 液 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
低 温 室 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 混 合 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ウ ェ ル を ４ 回 洗 浄 し 、 軽 く た た い て 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 ギ ロ チ ン カ ッ タ ー を 用 い て ウ ェ ル
を 切 断 し 、 2 mlの シ ン チ レ ー シ ョ ン 液  (OptiPhase Highsafe 3, Wallac)中 に 入 れ た 。 ボ
ル テ ッ ク ス 混 合 後 、 3 H プ ロ グ ラ ム お よ び 5分 間 の 測 定 時 間 で 、 ベ ー タ カ ウ ン タ ー (Wallac)
に よ り 放 射 活 性 を 測 定 し た 。 図 ４ に 、 結 合 放 射 活 性 量 (% dpm)と し て 結 果 を 示 す 。 結 果 か
ら 、 使 用 し た 抗 PEth 抗 体 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー
ル を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

平 均 ア ル コ ー ル 消 費 量 が 一 週 間 あ た り 96回 分 量 の ア ル コ ー ル (55～ 137回 分 量 の 範 囲 )で あ
っ て 、 ア ル コ ー ル 嗜 癖 か ら 回 復 す べ き 旨 が 言 い 渡 さ れ て い る ア ル コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー 群
と 、 平 均 ア ル コ ー ル 消 費 量 が 一 週 間 あ た り 9回 分 量 の ア ル コ ー ル (4～ 15回 分 量 の 範 囲 )で あ
る 対 照 群 と を 、 被 験 者 と し て 使 用 し た 。 被 験 者 は 、 検 知 し 得 る そ の 他 の 健 康 上 の 問 題 は 有
し て い な か っ た 。 一 晩 絶 食 さ せ た 後 、 被 験 者 か ら 静 脈 血 サ ン プ ル を 採 取 し 、 血 漿 を 遠 心 分
離 に よ り 分 離 し た 。 リ ポ タ ン パ ク 質 画 分 は 、 図 １ に 記 載 さ れ る よ う に し て 血 漿 か ら 分 離 し
た 。 分 離 し た HDL画 分 を 3 H-コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル (Tollefson & Albers, 1986)を 用 い て
標 識 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
8ウ ェ ル か ら な る ス ト リ ッ プ と し て 脱 着 可 能 な ウ ェ ル を 有 す る ウ ェ ル プ レ ー ト  (NUNC Lock
 Well MaxiSorp)を ア ッ セ イ で 使 用 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 PBS 溶
液 で 20μ g/mlに 希 釈 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG (H+L) 抗 体  (Zymed Laboratories, USA)を ウ ェ
ル あ た り 50μ l添 加 し 、 +4℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 そ
の 後 、 実 施 例 ２ に お い て 調 製 し た マ ウ ス 抗 PEthモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (基 本 溶 液 を PBS溶 液 で
50倍 に 希 釈 し た も の （ 43ng/μ l)） を ウ ェ ル あ た り 100μ l各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 抗 体 を 室 温
に て １ 時 間 結 合 さ せ た 。 ウ ェ ル を PBS 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 300μ lの 容 量 の 1 
% BSA-PBS 溶 液 を 用 い て 室 温 に て ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 除 去
し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ア ル コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー お よ び 対 照 群 の 血 漿 か ら 単 離 し た 、 3 H-コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ
ル で 標 識 し た HDL画 分 な ら び に 標 準 サ ン プ ル を そ れ ぞ れ 、 ウ ェ ル あ た り 50μ lを 低 温 室 に て
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を 、 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー  (1xPBS, 1% BSA, 0.5% Trit
onX-100, 1 mM EDTA)で タ ン パ ク 質 濃 度 0.5mg/mlと な る よ う に 希 釈 し た 。 使 用 し た 標 準 サ
ン プ ル は 0%、 1%お よ び 10% PEth-HDLで あ り 、 こ れ ら は 様 々 な 対 照 か ら の プ ー ル HDL画 分 を
含 む 溶 液 を 用 い て 調 製 し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル を 0.5%の Triton X-100を 含 有 す る PBS 溶 液 で
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４ 回 洗 浄 し 、 再 度 、 PBSで ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ウ ェ ル を 軽 く た た い て 乾 燥 さ せ 、 2 mlの シ ン チ レ ー シ ョ ン 液  (OptiPhase Highsafe 3, Pe
rkin Elmer, Wallac, Finland)を そ れ ぞ れ 含 む シ ン チ レ ー シ ョ ン 用 ボ ト ル に 入 れ 、 30秒 間
ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 Wallac Rack-ベ ー タ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー  ( 3 H カ ウ ン ト )を
用 い て 放 射 活 性 を 測 定 し た 。 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る PEth濃 度 は 、 標 品 を 用 い て 計 算 し た 。
結 果 を 図 ５ に 示 す 。 ア ル コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー の HDL粒 子 中 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル 含
量 (2.75± 0.53μ mol/l)は 、 対 照 群 に お け る 含 量 (1.70± 0.43μ mol/l)と 比 較 し て 有 意 に 高
い こ と が 試 験 に よ り 示 さ れ た (p ＜  0.01, Student's t検 定 )。
【 ０ ０ ４ ４ 】

平 均 ア ル コ ー ル 消 費 量 が 一 週 間 あ た り 81回 分 量 の ア ル コ ー ル (44～ 117回 分 量 の 範 囲 )で あ
っ て 、 ア ル コ ー ル 嗜 癖 か ら 回 復 す べ き 旨 が 言 い 渡 さ れ て い る ア ル コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー 群
と 、 平 均 ア ル コ ー ル 消 費 量 が 一 週 間 あ た り 13回 分 量 の ア ル コ ー ル (1～ 25回 分 量 の 範 囲 )で
あ る 対 照 群 と を 、 被 験 者 と し て 使 用 し た 。 被 験 者 は 、 検 知 し 得 る そ の 他 の 健 康 上 の 問 題 は
有 し て い な か っ た 。 一 晩 絶 食 さ せ た 後 、 被 験 者 か ら 静 脈 血 サ ン プ ル を 採 取 し 、 血 漿 を 遠 心
分 離 に よ り 分 離 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Delfia, Wallac, Finland)の ウ ェ ル を ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG (H+
L) 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で 、 こ の ウ ェ ル を PBS溶 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 実 施 例 ２ に
お い て 調 製 し た マ ウ ス 抗 PEthモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (基 本 溶 液 を PBS溶 液 で 50倍 に 希 釈 し た も
の （ 43ng/μ l)） を ウ ェ ル あ た り 100μ l各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の ま ま 室 温 に て １ 時 間 反 応
さ せ た 。 ウ ェ ル を PBS溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 約 350μ lの 1 % BSA-PBS 溶 液 で 室
温 に て 30分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 再 度 、 PBS溶 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
次 い で 、 PBS 溶 液 で 10倍 に 希 釈 し た 絶 食 後 血 漿 サ ン プ ル を ウ ェ ル あ た り 100μ l添 加 し 、 各
サ ン プ ル に つ い て ２ 連 で 行 っ た 。 こ れ ら を +4℃ に て 一 晩 反 応 さ せ た 。 ウ ェ ル を PBS溶 液 で
２ 回 洗 浄 し 、 1% BSA-PBS 溶 液 で 500倍 に 希 釈 し た ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト ApoAI 抗 体  (Roche Diagno
stic, Germany)を ウ ェ ル あ た り 100μ l添 加 し 、 室 温 に て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 ウ ェ
ル を PBS溶 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 1% BSA-PBS 溶 液 で 1000倍 に 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 ロ バ 抗 ヒ ツ ジ IgG(Fab)-POD 抗 体  (Roche Diagnostic, Germany)を ウ ェ ル あ た り 1
00μ l添 加 し 、 そ の ま ま 室 温 に て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS洗 浄 後 、 1,2-ジ ア ミ ノ ベ ン ゼ ン (O
PD) (Sigma)を 基 質 と し て 使 用 し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 を 行 っ た 。 OPD錠 剤 は 使 用 直 前 に
20mlの バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し 、 ウ ェ ル あ た り 100μ l添 加 し 、 暗 所 で 室 温 に て ５ ～ １ ５ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3 Mの 硫 酸 を ウ ェ ル あ た り 50μ l使 用 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 吸 光 度 を
490 nmの 波 長 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
結 果 を 図 ６ に 示 す 。 ア ル コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー の HDL粒 子 中 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル 含
量 は 対 照 群 よ り も 有 意 に 高 い こ と が 結 果 か ら 示 さ れ る (p ＜  0.0001)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ２ に お い て 調 製 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト -PEth-IgG 2 b 抗 体 と 結 合 し 、 か つ 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル エ タ ノ ー ル を 含 有 し て い る VLDLお よ び LDL粒 子 を 、 抗 ヒ ト apo B100 抗 体  (Roche Diagno
stic)を ２ 次 抗 体 と し て 使 用 す る こ と に よ り 血 漿 か ら 同 様 に 検 出 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 、
抗 ヒ ト ApoAI 抗 体 を 使 用 し て 行 っ た 試 験 で 得 ら れ た 結 果 と 比 較 参 照 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

Gunnarsson, T., Karlsson, A., Hansson, P., Johnson, G., Alling, C., & Odham, G. 
(1998) Determination of phosphatidylethanol in blood from alcoholic males using 
high-performance liquid chromatography and evaporative light scattering or elect
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 図 １ 】 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Dに よ り 触 媒 さ れ る 反 応 に お け る ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン か ら ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル (PEth)の 生 成 を 表 す 。
【 図 ２ 】 PEthが 取 り 込 ま れ て い る リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 と 抗 PEth抗 体 と の 結 合 を 表 す 。
【 図 ３ 】 抗 PEth抗 体 と 、 PEth以 外 の リ ポ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 次 抗 体 と を
使 用 す る 、 ELISA法 に よ る PEthの 測 定 に つ い て 表 す 。
【 図 ４ 】 抗 PEth抗 体 の リ ン 脂 質 特 異 性 に つ い て 表 す 。
【 図 ５ 】 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 抗 PEth抗 体 を 使 用 す る こ と に よ り 示 さ れ る 、 ア ル
コ ー ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー （ ■ ） お よ び 対 照 群 (□ )の 血 漿 中 HDL粒 子 の PEth濃 度 を 表 す 。
【 図 ６ 】 ELISAア ッ セ イ 法 に お い て 抗 PEth抗 体 を 使 用 す る こ と に よ り 示 さ れ る 、 ア ル コ ー
ル ヘ ビ ー ユ ー ザ ー （ ■ ） お よ び 対 照 群 (□ )の 血 漿 中 HDL粒 子 の PEth濃 度 を 表 す 。
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 7月 17日 (2003.7.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト 身 体 サ ン プ ル か ら ア ル コ ー ル 消 費 量 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 該 サ ン プ ル か ら 、

ホ ス フ ァ
チ ジ ル ア ル コ ー ル を 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 に よ り 測 定 し 、 サ ン プ ル
中 の ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル の 存 在 が そ の ヒ ト の ア ル コ ー ル 消 費 量 を 示 す こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 抗 体 に 加 え て 、 前 記 リ ポ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ２ 次 抗 体 を 使 用 し 、 こ の
エ ピ ト ー プ が ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 以 外 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
２ 次 抗 体 が リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 HDL、 LDLま た は VLDLの エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
２ 次 抗 体 が リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 タ ン パ ク 質 apoAIま た は apoB100を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ELISAア ッ セ イ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 血 液 、 血 漿 ま た は 血 清 中 で 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】

ホ ス
フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】

ホ ス
フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 検 査 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】

ホ ス
フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ３ 】

リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス
フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 用 い て 動 物 を 免 疫 し ;
a) 該 動 物 に よ り 産 生 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル 認 識 抗 体 を 回 収 す る こ と ; ま た は

(34) JP 2004-536322 A 2004.12.2

ア ル
コ ー ル 部 分 に ４ 個 以 下 の 炭 素 原 子 を 含 み 、 か つ リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た

１

２

３

４

５

６

７

ア ル コ ー ル 部 分 に ４ 個 以 下 の 炭 素 原 子 を 含 み 、 か つ リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た

９

ア ル コ ー ル 部 分 に ４ 個 以 下 の 炭 素 原 子 を 含 み 、 か つ リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た

ア ル コ ー ル 部 分 に ４ 個 以 下 の 炭 素 原 子 を 含 み 、 か つ リ ポ タ ン パ ク 質 中 に 取 り 込 ま れ た

ア ル コ ー ル 部 分 に ４ 個 以 下 の 炭 素 原 子 を 含 み 、 か つ



b) 該 抗 体 を 産 生 す る 免 疫 動 物 の 細 胞 と 不 死 化 細 胞 株 と を 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 生
成 さ せ 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 か つ 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り
産 生 さ れ る 抗 体 を 回 収 す る こ と ；
を 特 徴 と す る 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 認 識 す る 抗 体 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 粒 子 HDL、 LDLま た は VLDL中 に 取 り 込 ま れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル ア ル コ ー ル を 用
い て 免 疫 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ま た は 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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