
(57)【要約】

【課題】　　DNAの酸化分解物の１つである8-ヒドロキ

シ-2'-デオキシグアノシン8-OHdGに対する特異性が十分

に高い抗8-OHdGモノクローナル抗体及びそれを産生する

ハイブリドーマを提供すること。

【解決手段】　抗8-OHdGモノクローナル抗体は、8-ヒド

ロキシ-2'-デオキシグアノシンにより免疫されたラット

腸骨リンパ節細胞と、マウスミエローマ細胞とを融合さ

せて得られるハイブリドーマにより産生され、8-ヒドロ

キシ-2'-デオキシグアノシンによる５０％阻害濃度が、

2'-デオキシグアノシン、2'-デオキシアデノシン、2'-

デオキシイノシン、8-ブロモグアノシン及びグアノシン

から成る群より選ばれるあらゆるヌクレオシドのそれぞ

れによる５０％阻害濃度の1/1000以下である。

【選択図】　図１

JP 2006-56859 A 2006.3.2



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン に よ り 免 疫 さ れ た ラ ッ ト 腸 骨 リ ン パ 節 細 胞 と 、 マ
ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 に よ り 産 生 さ れ 、 8-ヒ ド ロ
キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 が 、 2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 、 2'-デ オ
キ シ ア デ ノ シ ン 、 2'-デ オ キ シ イ ノ シ ン 、 8-ブ ロ モ グ ア ノ シ ン 及 び グ ア ノ シ ン か ら 成 る 群
よ り 選 ば れ る あ ら ゆ る ヌ ク レ オ シ ド の そ れ ぞ れ に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 の 1/1000以 下 で あ る
抗 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 1B1(FERM AP-20122)に よ り 産 生 さ れ る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 1B1(FERM AP-20122)で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 抗 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 と 、 被 検 試 料 中 の 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン と の 抗 原 抗 体
反 応 を 利 用 し た 免 疫 測 定 方 法 に よ り 被 検 試 料 中 の 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン を
定 量 す る こ と を 含 む 、 被 検 試 料 中 の 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン の 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 、 抗 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ れ を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ に 関 す る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 酸 化 的 ス ト レ ス の 指 標 と
し て 用 い ら れ て い る 、 DNAの 酸 化 分 解 物 の １ つ で あ る 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ
ン （ 以 下 、 「 8-OHdG」 と い う こ と が あ る ） の 免 疫 測 定 に 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 よ り 、 放 射 線 被 爆 、 薬 物 代 謝 等 の 各 種 ス ト レ ス や 、 成 人 病 、 老 化 に よ る 酸 化 的 ス ト
レ ス 、 さ ら に は 環 境 汚 染 物 質 や 食 品 添 加 物 が 生 体 に 与 え る 影 響 に つ い て 、 2'-デ オ キ シ グ
ア ノ シ ン （ 以 下 、 「 2dG」 と い う こ と が あ る ） の 8-OHdGへ の 酸 化 を 指 標 と し て 評 価 す る こ
と が 行 な わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 、 被 検 試 料 中 の 8-OHdGの 定 量 は 、 標 準 と な る 標 品 を 用 い て 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 計 に よ る 分 離 分 析 お
よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 的 分 析 が 行 わ れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 記 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
質 量 分 析 計 に よ る 方 法 は 、 天 然 物 試 料 の 定 性 ・ 定 量 に お い て は 、 共 存 類 似 物 質 の 妨 害 、 目
的 物 質 が ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 検 出 限 界 以 下 の 微 量 の 場 合 、 又 は カ ラ ム に よ る 分 離 の た め
に 長 時 間 要 す る こ と 、 そ の 上 比 較 的 高 価 な 機 器 を 必 要 と し た り カ ラ ム な ど の 汚 染 の た め の
、 そ の 更 新 に 多 額 の 費 用 を 要 し 、 経 済 的 で な い こ と な ど が 指 摘 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 し た 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 問 題 を 回 避 で き る 方 法 と し て 、 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 測 定 に よ り 8-OHdGを 測 定 す る こ と も 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 ３ ０ ９ １ ９ ７ ４ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 被 検 試 料 中 に は 8-OHdGの 供 給 源 と な る 2dGを は じ め 、 8-OHdGに 構 造 的 に 近 似 す る ヌ ク レ
オ シ ド が 種 々 存 在 す る た め 、 8-OHdGを 正 確 に 免 疫 測 定 す る た め に は 、 免 疫 測 定 に 用 い ら れ
る 抗 体 の 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 が 十 分 に 高 い 必 要 が あ る 。 公 知 の 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 に お い て 必 ず し も 満 足 で き る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 が 十 分 に 高 い 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び そ れ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 願 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 8-OHdGで 免 疫 し た ラ ッ ト の 腸 骨 リ ン パ 節 細 胞 と マ ウ
ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に は 、 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 が 極 め て 高 い も の が あ る こ と を 見 出 し 、 実 際 に そ の
よ う な 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 創 製 す る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン に よ り 免 疫 さ れ た ラ ッ ト 腸
骨 リ ン パ 節 細 胞 と 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り
産 生 さ れ 、 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 が 、 2'-デ オ キ シ
グ ア ノ シ ン 、 2'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 、 2'-デ オ キ シ イ ノ シ ン 、 8-ブ ロ モ グ ア ノ シ ン 及 び グ
ア ノ シ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る あ ら ゆ る ヌ ク レ オ シ ド の そ れ ぞ れ に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度
の 1/1000以 下 で あ る 抗 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の
抗 原 結 合 性 断 片 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 抗 8-ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ
シ グ ア ノ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 と 、 被 検 試 料 中 の 8-ヒ ド ロ キ シ
-2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン と の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し た 免 疫 測 定 方 法 に よ り 被 検 試 料 中 の 8-
ヒ ド ロ キ シ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン を 定 量 す る こ と を 含 む 、 被 検 試 料 中 の 8-ヒ ド ロ キ シ -2
'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン の 免 疫 測 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 が 極 め て 高 い 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供
さ れ た 。 本 発 明 の 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 8-OHdGに 対 す る 特 異 性 が 極 め て 高 い の
で 、 本 発 明 の 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 免 疫 測 定 に よ り 被 検 試 料 中 の 8-OHdGを
定 量 す る と 、 被 検 試 料 中 に 存 在 す る 他 の 近 似 の ヌ ク レ オ シ ド に よ る 妨 害 を ほ と ん ど 受 け る
こ と な く 、 正 確 に 8-OHdGを 定 量 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 担 体 に 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に よ り 、 8-OHdGを 効 率 的 に 濃 縮 し 、 極 微 量 レ
ベ ル に お い て も 追 跡 す る こ と が で き 、 環 境 汚 染 物 質 や 食 品 添 加 物 が 生 体 に 与 え る 影 響 を 高
感 度 に 検 査 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 の 通 り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 8-OHdGに よ り 免 疫 さ れ た ラ ッ ト 腸 骨 リ ン
パ 節 細 胞 と 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ
れ る も の で あ る 。 8-OHdGに よ る ラ ッ ト の 免 疫 は 、 常 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 8-OHdG
自 体 は 低 分 子 で あ る の で 、 こ れ を 単 独 で 投 与 し た の で は 免 疫 応 答 を 十 分 に 誘 起 で き な い 場
合 が あ る の で 、 KLH(keyhole limpet hemocyanin)や ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の よ う な 担
体 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ た も の を 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 自 体 は 、 周 知
の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い た 常 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 具 体 的 な 方 法 が 下 記 実 施 例 に 詳 細 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 免 疫 し た ラ ッ ト か ら 腸 骨 リ ン パ 節 細 胞 を 採 取 し 、 こ れ を マ ウ ス ミ エ ロ ー マ と 融 合 さ せ る
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。 融 合 工 程 自 体 は 、 周 知 の 電 気 細 胞 融 合 法 等 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 次 に 融 合 細 胞 の
各 ク ロ ー ン の 培 養 上 清 中 に 抗 8-OHdG抗 体 が 含 ま れ て い る か 否 か を ELISA等 に よ り 調 べ る 。
抗 8-OHdG抗 体 陽 性 の 培 養 上 清 中 の 抗 体 に つ い て 、 さ ら に 、 8-OHdGに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 が
、 2dG、 2'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ン （ 以 下 、 「 2dA」 )、 2'-デ オ キ シ イ ノ シ ン （ 以 下 、 「 2dI」
)、 8-ブ ロ モ グ ア ノ シ ン （ 以 下 、 「 8BrG」 )及 び グ ア ノ シ ン （ 以 下 、 「 G」 )か ら 成 る 群 よ り
選 ば れ る あ ら ゆ る ヌ ク レ オ シ ド の そ れ ぞ れ に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 の 1/1000以 下 で あ る と い
う 要 件 を 満 足 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 、 本
発 明 の 要 件 を 満 足 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヌ ー ド
マ ウ ス の 腹 腔 に 移 植 し 、 腹 水 か ら 大 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 8-OHdGや こ れ に 類 似 す る 上 記 各 種 ヌ ク レ オ シ ド に よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 は 、 次 の よ う に し
て 測 定 さ れ る 。 先 ず 、 こ れ ら の 競 合 物 質 を 用 い な い 状 態 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ELISA等
に よ り 定 量 し 、 そ の 測 定 値 （ ELISAで あ れ ば 吸 光 度 で よ い ） を 100%と す る 。 次 に 、 低 減 希
釈 し た 競 合 物 質 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 混 合 し 、 混 合 後 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 じ 方 法
に よ り 定 量 す る 。 な お 、 ELISAに よ る 場 合 、 競 合 物 質 を 先 に ELISAプ レ ー ト 添 加 し 、 後 か ら
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 競 合 物 質 が 抗 原 抗 体 反 応 す
れ ば 、 フ リ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 減 少 す る の で 、 そ れ に 応 じ て 測 定 値 も 減 少 す る 。 測
定 値 が 、 競 合 物 質 を 用 い な い 場 合 の ５ ０ ％ に な る 競 合 物 質 の 濃 度 が そ の 物 質 に よ る ５ ０ ％
阻 害 濃 度 で あ る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 8-OHdGに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 が 、 dGに
よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 、 2dAに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 、 2dIに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 、 8BrGに よ る
５ ０ ％ 阻 害 濃 度 及 び Gに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 の い ず れ に 対 し て も 1/1000以 下 で あ る 。 換 言
す れ ば 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 2dG、 2dA、 2dI、 8BrG及 び Gの い ず れ に 対 し て も
実 質 的 に 交 差 反 応 し な い と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 し た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 性 断 片 を も 提 供 す る 。 こ こ
で 、 「 抗 原 結 合 性 断 片 」 と は 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fab断 片 や F(ab') 2 断 片 の よ う な 、
当 該 抗 体 の 対 応 抗 原 に 対 す る 結 合 性 （ 抗 原 抗 体 反 応 性 ） を 維 持 し て い る 抗 体 断 片 を 意 味 す
る 。 こ の よ う な 抗 原 結 合 性 断 片 も 免 疫 測 定 に 利 用 可 能 で あ る こ と は 周 知 で あ る 。 Fab断 片
や F(ab') 2 断 片 は 、 周 知 の 通 り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を パ パ イ ン や ペ プ シ ン の よ う な タ ン
パ ク 分 解 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 な お 、 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 Fab断
片 や F(ab') 2 断 片 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 対 応 抗 原 と の 結 合 性 を 維 持 し て い る い か な
る 断 片 で あ っ て も よ く 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 調 製 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、
例 え ば 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 、 一 本 鎖 可 変 領 域  (scFv : single chain fragment of 
variable region) を 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 scFvの 作 製 方 法
も 周 知 で あ り 、 上 記 の 通 り に 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の mRNAを 抽 出 し 、 一 本 鎖 cDNAを 調 製
し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な っ て 免 疫 グ ロ
ブ リ ン Ｈ 鎖 遺 伝 子 及 び Ｌ 鎖 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 こ れ ら を リ ン カ ー で 連 結 し 、 適 切 な 制 限 酵 素
部 位 を 付 与 し て プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 導 入 し 、 そ れ で 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し 、 大 腸 菌 か ら sc
Fvを 回 収 す る こ と に よ り scFvを 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な scFvも 本 発 明 で 言 う 「
抗 原 結 合 性 断 片 」 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の よ う に 調 製 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ
れ る も の で あ る が 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る も の と 同 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 調 製 さ れ た も の で あ っ て も 本 発 明 の
範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 8-OHdGの 定 量 の た め の 免 疫 測
定 に 用 い る こ と が で き る 。 免 疫 測 定 方 法 自 体 は こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 本 発 明 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 周 知 の い ず れ の 免 疫 測 定 方 法 に も 利 用 す る
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こ と が で き る 。 す な わ ち 、 反 応 形 式 に 基 づ き 分 類 す る と 、 サ ン ド イ ッ チ 法 、 競 合 法 、 凝 集
法 等 が あ り 、 標 識 に 基 づ き 分 類 す る と 、 酵 素 免 疫 分 析 、 放 射 免 疫 分 析 、 蛍 光 免 疫 分 析 等 が
あ る が こ れ ら の い ず れ も が 本 発 明 で 言 う 「 免 疫 測 定 」 に 包 含 さ れ る 。 ま た 、 各 免 疫 測 定 に
必 要 な 試 薬 類 も 周 知 で あ り 、 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 に 特 徴 が
あ る こ と 以 外 は 、 通 常 の 免 疫 測 定 キ ッ ト を 用 い て 免 疫 測 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 の 第 ２ 抗 体 と し て 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片
を 用 い る 場 合 、 そ れ ら は し ば し ば 標 識 さ れ る 。 標 識 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 FITC、 カ
ル モ ジ ュ リ ン の よ う な 蛍 光 標 識 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 標 識 、 フ ェ ロ セ ン ま た は そ の 誘 導
体 、 キ ノ ン ま た は そ の 誘 導 体 、 コ バ ル ト 化 合 物 等 の 標 識 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 周 知 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 と 8-OH
dGと の 抗 原 抗 体 反 応 を 電 気 的 に 測 定 す る 8-OHdG測 定 用 セ ン サ ー を 構 築 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 8-OHdGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に β ― ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 結 合 さ せ 、
コ ン ジ ュ ゲ ー ト リ リ ー ス パ ッ ド に 保 持 さ せ る 。 そ の 上 流 側 に は 検 体 パ ッ ド を 構 成 し 、 下 流
側 に は 競 合 反 応 層 と し て 8-OHdG/KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 固 定 化 し た メ ン ブ レ ン を 構 成 す る 。
さ ら に そ の 下 流 側 に は 電 気 化 学 セ ン サ ー を 形 成 す る 。 測 定 で は 、 先 ず 、 検 体 パ ッ ト に 測 定
検 体 を ア プ ラ イ す る 。 そ の 時 、 検 体 パ ッ ト の 下 流 側 に 位 置 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト リ リ ー ス パ
ッ ド に 検 体 が 移 行 し 、 検 体 中 の 8-OHdGと 抗 体 が 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う 。 さ ら に そ の 下 流 に 位
置 す る 競 合 反 応 層 に 検 体 が 移 行 す る が 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト リ リ ー ス パ ッ ト 内 で 抗 原 抗 体 反 応
し た 抗 原 抗 体 反 応 物 は 電 気 化 学 セ ン サ ー 部 に 移 動 す る 。 一 方 、 未 反 応 の 抗 体 は 競 合 反 応 層
の 固 定 化 抗 原 (8-OHdG)と 抗 原 抗 体 反 応 を 行 い 、 電 気 化 学 セ ン サ ー 部 に は 移 行 し な い 。 し た
が っ て 、 電 気 化 学 セ ン サ ー 部 に は 検 体 中 の 8-OHdGの 濃 度 に 比 例 し た 8-OHdG-抗 8-OHdG抗 体
が 到 達 す る た め に 、 β ― ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 で あ る パ ラ ア ミ ノ フ ェ ニ ル ー β ー D-ガ ラ
ク ト ピ ラ ノ シ ド (PAPG)を 電 気 化 学 セ ン サ ー 上 に 保 持 し て お く こ と で パ ラ ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル
が 生 成 さ れ 、 そ の 物 質 が 電 気 化 学 的 に 活 性 な 物 質 で あ る こ と か ら そ の 酸 化 電 流 を 測 定 す る
こ と で 、 検 体 中 の 8-OHdG濃 度 に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 は 、 8-OHdGの 免 疫 測 定 に 利 用 で き
る だ け で は な く 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 担 体 に 結 合 し て 8-OHdGの ア フ ィ ニ テ
ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に も 利 用 す る こ と が で き る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 担
体 は 周 知 で あ り 、 種 々 市 販 さ れ て お り 、 そ れ ら に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と も
常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 市 販 の ア ミ ノ 基 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 用 担 体 で あ る Amino Toyopearl 650M （ 商 品 名 、 東 ソ ー 社 製 ） を 担 体 と し 、 適 当 な ス
ペ ー サ ー を 介 し て 、 末 端 に リ ガ ン ド を つ け た 抗 8-OHdG抗 体 を 固 定 化 さ せ た り 、 Biotinylat
ion Kit（ Sulfo-OSu） （ 商 品 名 、 同 仁 化 学 社 製 ） を 使 用 し て 、 抗 8-OHdG抗 体 の 遊 離 の ア ミ
ノ 基 を ビ オ チ ン ラ ベ ル 化 し 、 予 め ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 結 合 さ せ て お い た 目 的 の カ ラ ム 用
の 担 体 に 抗 8-OHdG抗 体 を 結 合 さ せ る 等 で 実 施 で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 も っ と も 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
１ ． 　 免 疫 原 の 調 製
　 8-OHdGを 無 水 ジ メ チ ル ・ ス ル フ ォ ニ ル ・ オ キ サ イ ド (DMSO)に 溶 解 さ せ 、 無 水 コ ハ ク 酸 1.
5当 量 を 加 え 、 室 温 で 5日 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 HPLC測 定 を 行 い 、 複 数 の 生 成 物 を 確 認 し
た 。 そ し て 、 サ ク シ ニ ル -8-ヒ ド ロ キ シ デ オ キ シ グ ア ノ シ ン （ Suc-8-OHdG） を 含 む ピ ー ク
を 単 離 精 製 し 、 Suc-8-OHdGを 得 た 。 こ の Suc-8-OHdGを ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (DMSO)に 溶
解 さ せ 、 こ れ に Ｎ 、 Ｎ － カ ル ボ ニ ル ・ ジ ・ イ ミ ダ ゾ ー ル （ CDI） （ 東 京 化 成 工 業 製 ） 10当
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量 を 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 溶 液 を BSA（ 生 化 学 工 業 製 ） 水 溶 液 又 は KLH
（ Sigma） の 水 溶 液 に 、 夫 々 加 え 、 室 温 で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 透 析 を 行 っ た 。 得 ら
れ た BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト は 8-OHdGが 6分 子 程 度 結 合 し て い る と 算 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
２ ． 　 ラ ッ ト の 免 疫
　 免 疫 用 の 抗 原 と し て 8-OHdG/KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト 150μ g/匹 を フ ロ イ ン ド コ ン プ リ ー ト ア
ジ ュ バ ン ト  (FCA)と 共 に ラ ッ ト （ WKY/メ ス 、 ８ 週 令 ） 後 肢 足 蹠 皮 内 に 投 与 し た 。 免 疫 し た
ラ ッ ト よ り 免 疫 後 9日 目 に 尾 静 脈 よ り 部 分 採 血 を 行 い 、 抗 血 清 を 得 た 。 得 ら れ た 抗 血 清 中
の 抗 体 価 を ELISAで 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
３ ． 　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製
　 免 疫 後 21日 目 に ラ ッ ト の 腸 骨 リ ン パ 節 細 胞 を 採 取 し 、 こ れ と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3U1
を 電 気 細 胞 融 合 法 で 融 合 し た 。 融 合 後 、 8-OHdG-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を プ レ ー ト に 固 相 化 し
、 ELISA法 に て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 抗 体 産 生 細 胞 を 含 む wellを 選 択 し た 。 ク ロ ー ニ ン
グ を 2回 行 っ た 後 、 最 終 株 を 得 た 。 な お 、 上 記 電 気 細 胞 融 合 法 は 常 法 通 り 、 ラ ッ ト の 腸 骨
リ ン パ 節 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 混 合 し 、 高 周 波 電 界 を 印 加 し て 誘 電 電 気 泳 動 に よ
り 細 胞 同 士 を 接 触 さ せ た 後 に 、 高 電 圧 パ ル ス を 印 加 し 、 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 ま た 、 上 記 EL
ISA法 は 具 体 的 に は 次 の よ う に し て 行 な っ た 。 す な わ ち 、 8-OHdG-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 5
μ g/mL、 100μ L/wellで マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 入 れ 、 ４ ℃ で 一 夜 静 置 し て 固 相 化 し
た 。 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ 大 日 本 製 薬 社 製 Block Ace） を 各 ウ ェ ル 当 り 200μ L入 れ 、
室 温 で ２ 時 間 放 置 し た 。 洗 浄 後 、 無 希 釈 の 培 養 上 清 100μ Lを ウ ェ ル に 入 れ 、 室 温 で １ 時 間
反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)標 識 抗 ラ ッ ト IgG抗 体 を 各 ウ
ェ ル 当 り 100μ L入 れ 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 HRPの 基 質 溶 液 (ο -フ ェ ニ レ ン
ジ ア ミ ン （ OPDA， シ グ マ 社 製 P-8287） を 各 ウ ェ ル 当 り 100μ L加 え 、 遮 光 状 態 で 室 温 で 25分
間 反 応 さ せ た 。 次 に 2N硫 酸 を 各 ウ ェ ル 当 り 100μ Lの 濃 度 で 添 加 し 、 反 応 を 停 止 さ せ た 。 次
に 、 波 長 490nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
４ ． 　 交 差 反 応 性
　 抗 体 産 生 株 144株 の 内 、 8-OHdGに 対 す る 反 応 性 を 、 競 合 阻 害 ELISA法 で 調 べ た 結 果 、 そ の
う ち 20ウ ェ ル が 反 応 性 を 示 し た 。 こ こ で 、 競 合 阻 害 ELISA法 は 、 上 記 し た ELISA法 に お い て
、 培 養 上 清 を 添 加 す る 前 に 濃 度 10、 １ 、 0.1、 0μ g/mLの 8-OHdG溶 液 50μ Lを ウ ェ ル に 加 え
、 次 い で 無 希 釈 の 培 養 上 清 50μ Lを 添 加 す る こ と に よ り 行 な っ た 。 さ ら に こ の 20ウ ェ ル に
つ い て 、 ６ 種 類 の 類 縁 化 合 物 (dG、 2dA、 2dI、 8BrG、 G及 び 8-ヒ ド ロ キ シ グ ア ノ シ ン （ 以 下
、 「 8-OHG」 ） に 対 す る 交 差 反 応 性 を 上 記 し た 競 合 阻 害 ELISA法 に よ り 調 べ 、 8-OHdGに 対 す
る 反 応 性 と 8-OHGに 対 す る 交 差 反 応 性 よ り 6ウ ェ ル を 選 択 し た 。 選 択 し た ６ ウ ェ ル 中 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 各 種 ヌ ク レ オ シ ド に 対 す る 反 応 性 を 図 １ に 示 す 。 図 １ に 示 す 通 り 、 こ れ
ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 2dA、 2dG、 2dI、 8BrG及 び Gに は 実 質 的 に 交 差 反 応 性 を 示 さ な
か っ た 。 す な わ ち 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 は 、 8-OHdGで は 10ng/mLよ り
も 低 い が 2dA、 2dG、 2dI、 8BrG及 び Gで は 10000ng/mLの 濃 度 で も 阻 害 は 数 ％ し か お き て お ら
ず 、 8-OHdGに よ る ５ ０ ％ 阻 害 濃 度 は 、 2dA、 2dG、 2dI、 8BrG及 び Gの そ れ ぞ れ に よ る ５ ０ ％
阻 害 濃 度 の 1/1000以 下 の 範 囲 に 悠 々 と 入 っ て い た 。 な お 、 図 １ な い し 図 ３ に お い て 、 縦 軸
の 「 O.D.%」 は 、 横 軸 の 濃 度 が ０ の 場 合 の 吸 光 度 を １ ０ ０ と し た 、 測 定 さ れ た 吸 光 度 の 百
分 率 を 示 す 。 ６ ウ ェ ル よ り 、 3A9株 と 6C1株 の 二 つ を 選 択 し 、 ク ロ ー ン 化 を 行 っ た 。 さ ら に
、 そ の ２ 種 類 の 株 に つ い て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し 、 5種 類 の 類 縁 化 合 物 に 対 す る
交 差 反 応 性 を 調 べ 、 8-OHdGに 対 す る 反 応 性 と 8-OHGに 対 す る 交 差 反 応 性 よ り ２ つ の ウ ェ ル
を 選 択 し た 。 そ れ に よ り 、 2H6株 と 2H2株 の 二 つ の ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て ク ロ ー ン 化 を 行
っ た 。 さ ら に 同 様 の 方 法 で 2回 目 の ク ロ ー ニ ン グ 後 に ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 最 終 的 に 1B1
株 を 得 た 。 1B1株 は 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 さ
れ 、 そ の 受 領 番 号 は 、 FERM P-20122で あ る （ 寄 託 者 が 付 し た 識 別 の た め の 表 示 ： 80HdG 1B
1)。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
５ ． 　 マ ウ ス 腹 水 由 来 の 抗 ８ － OHdG抗 体 の 作 製
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 1B1細 胞 （ 1x10 7 細 胞 ／ マ ウ ス ） を ヌ ー ド マ ウ ス （ メ ス 、 ６ 週 齢
） の 腹 腔 に 移 植 し た 。 1週 間 後 に 追 加 接 種 （ １ × 10 7 細 胞 ／ マ ウ ス ） を 行 い 、 そ の 1週 間 後
か ら ２ 週 後 に か け て 腹 水 を 採 取 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B1の 精 製 は 、 Protein G-Sepha
rose 4 Fast Flowカ ラ ム （ 商 品 名 ） を 用 い て 行 っ た 。 精 製 後 、 1B1抗 体 は 4℃ に て 冷 蔵 保 存
し た 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 8-OHdG標 準 溶 液 に よ る 競 合 阻 害 ELISAを 上 記
の 通 り に 行 っ た 。 そ の 結 果 、 8-OHdGの 検 出 限 界 濃 度 は 1ng/ml、 50％ 競 合 阻 害 濃 度 は 、 15ng
/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
６ ． 　 タ ン パ ク 質 と の 反 応 性
　 ５ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B1の 各 種 タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 を 調 べ た 。 8
-OHdG/BSA、 BSA、 オ バ ル ブ ミ ン (OVA)又 は KLHを プ レ ー ト に 固 定 化 し 、 8-OHdGの 希 釈 系 列 を
作 製 、 添 加 し た 後 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B1を 用 い て 上 記 と 同 様 に 競 合 阻 害 ELISAを 行 っ た
。 そ の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 一 方 、 8-OHdG/BSA又 は BSAを プ レ ー ト に 固 定 化 、 競 合 タ ン パ ク
で あ る BSAま た は HASの 希 釈 系 列 を 作 製 、 添 加 し た 後 、 抗 8-OHdG/BSA抗 体 を 用 い て 上 記 と 同
様 に 競 合 ELISAを 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 こ れ ら か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B1は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 交 差 反 応 し な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 8-OHdGと の 反 応 性 及 び 他 の 各 種 ヌ ク レ オ シ ド と
の 交 差 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 各 種 タ ン パ ク 質 と の 交 差 反 応 性 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ３ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 各 種 タ ン パ ク 質 と の 交 差 反 応 性 を 示 す 図 で あ る
。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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