
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】発癌過程で発現が増加する蛋白質である、ピロリン -5-カルボン酸合成酵素（以
下 P5CSと表記する）を特異的に認識する抗体を産生するハイブリドーマ、該ハイブリドー
マが産生する抗 P5CS特異的モノクローナル抗体および該抗体を利用する P5CSの免疫化学的
検出方法を提供する。
【解決手段】 P5CSの 65-76番目のアミノ酸配列と特異的に結合するモノクローナル抗体は
、例えば、融合細胞クローン 1B3（受託番号　 FERM　 AP-20587）により産生される。この
モノクローナル抗体 1B3を検出用抗体として利用して WB、免疫沈降、 ELISAなどを行なえば
、検体中の P5CS蛋白質または P5CS関連ペプチドを検出することができる。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
P5CS蛋 白 質 の 65-76番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り な る ア ミ ノ 酸 配 列 SELKHAKRIVVKを 有 す る ペ プ
チ ド 、 ま た は 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 追 加
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り か つ 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 等 の 抗 原 活 性 を 示 す ペ プ チ ド か ら
な る 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ た 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ る 抗 体 産 生 細 胞 と 哺 乳 動 物 骨 髄 腫 系 細 胞
と の 融 合 に よ り 得 ら れ る 融 合 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ 記 載 の 融 合 細 胞 が 受 託 番 号 　 FERM　 AP-20587で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 融 合 細 胞
。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ の 融 合 細 胞 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
P5CSタ ン パ ク 質 ま た は そ の 関 連 ペ プ チ ド を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の P5CS蛋 白 質 ま た は そ の
関 連 ペ プ チ ド を 免 疫 化 学 的 手 法 を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 物 質 に よ り 標 識 化 し た こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
標 識 物 質 が 酵 素 ま た は ビ オ チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 P5CS特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細
胞 、 並 び に 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た P5CS蛋 白 質 及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド の 免 疫 化
学 的 手 法 に 基 づ い た 検 出 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 消 化 器 癌 、 特 に 、 大 腸 癌 、 直 腸 癌 等 の 一 般 的 な 診 断 は 予 備 診 断 と し て 便 潜 血 検 査
を 実 施 し 、 陽 性 と な っ た 患 者 に 対 し て 、 確 認 検 査 と し て 、 注 腸 X線 検 査 、 大 腸 内 視 鏡 検 査
等 に よ り 癌 の 診 断 が 行 わ れ て い る 。 現 在 、 大 腸 癌 等 の 予 備 診 断 と し て 広 く 行 わ れ て い る 便
潜 血 検 査 は 主 と し て 便 中 へ の 出 血 の 有 無 及 び 出 血 量 等 を 検 査 す る も の で あ り 、 大 腸 癌 等 の
癌 の 特 異 的 検 出 法 と は 言 え ず 、 大 腸 癌 等 の 予 備 診 断 方 法 と し て は 必 ず し も 十 分 で は な い 。
ま た 、 確 認 検 査 と し て 行 わ れ て い る 注 腸 X線 検 査 、 大 腸 内 視 鏡 検 査 は 煩 わ し い 前 処 理 を 必
要 と し 、 且 つ 検 査 自 体 も 患 者 に 多 大 の 負 担 を か け る 等 の 不 都 合 を 免 れ な い 。 し か も 、 医 療
機 関 に お い て は 消 化 器 系 統 の 不 調 を 訴 え る 患 者 の 全 て に こ れ ら の 検 査 を 実 施 す る こ と は 現
実 的 に 不 可 能 に 近 い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ピ ロ リ ン -5-カ ル ボ ン 酸 合 成 酵 素 (P5CS、 Pyrroline-5-Carboxylate　 Synthetase)は ミ ト
コ ン ド リ ア 内 膜 に 局 在 し 、 シ ト ル リ ン 合 成 系 (P5CS-OAT代 謝 系 )の 初 発 反 応 （ ATP、 NADPH依
存 的 に グ ル タ ミ ン 酸 を 還 元 し 、 P5Cに 変 換 す る ） に 関 与 す る ２ 機 能 酵 素 で あ る （ 非 特 許 文
献 １ お よ び ２ ） 。 正 常 組 織 で の シ ト ル リ ン 合 成 の 活 性 化 は 、 小 腸 粘 膜 上 皮 な ど の よ う な 細
胞 増 殖 の 活 発 な 部 位 に 限 局 し て お り 、 正 常 大 腸 で は シ ト ル リ ン 合 成 活 性 が 殆 ど な い が 大 腸
癌 で は OAT(Ornithine　 Aminotransferase)が 強 く 発 現 し て い る こ と が 免 疫 化 学 的 手 法 に よ
り 証 明 さ れ た こ と か ら 、 大 腸 癌 で は P5CS-OAT代 謝 系 の 活 性 化 が 起 こ っ て い る こ と が 示 唆 さ
れ て い る 。 ま た 、 癌 胞 巣 で は 非 癌 部 と 比 較 す る と 、 OATの 発 現 は 非 常 に 高 く 、 p53（ 変 異 型
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も 含 む ） 、 Ki-67（ 増 殖 因 子 ） の 発 現 と も 相 関 性 が 確 認 さ れ る こ と か ら 、 P5CS-OAT代 謝 系
の 活 性 化 は 癌 細 胞 の 異 常 増 殖 と 関 連 が あ る と 推 定 さ れ て い る 。 こ と か ら 、 P5CS-OAT代 謝 系
の 初 発 反 応 に 関 与 す る P5CSは P5CS-OAT代 謝 系 の 活 性 化 が 原 因 と な る 大 腸 癌 を 含 め た 多 く の
癌 の マ ー カ ー 蛋 白 質 と な り う る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 し か し な が ら 、
大 腸 癌 患 者 糞 便 を 用 い て 、 P5CSが 排 便 中 に 存 在 す る こ と を 見 出 し 、 P5CS蛋 白 質 及 び 関 連 ペ
プ チ ド を 糞 便 中 か ら 検 出 し て 大 腸 癌 と の 関 連 性 を 検 討 し た 報 告 、 文 献 等 は 未 だ 知 ら れ て い
な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 AralB., et al., C. R. Acad. Sci. III, 319, 171-178, 1996
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hu C.A., et al., J. Biol. Chem., 274, 6754-6762, 1999
【 非 特 許 文 献 ３ 】 笠 原 正 男 ら 、 病 理 と 臨 床 　 １ ７ 、 臨 時 増 刊 号 「 病 理 学 の 挑 戦 ・ B人 体 病
理 学 ・ ４ ． 消 化 管 」 , 265, 1999
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 課 題 に 鑑 み な さ れ た も の で あ り 、 P5CS蛋 白 質 お よ び そ の 関 連 ペ プ チ ド を
特 異 的 に か つ 高 親 和 的 に 認 識 す る 新 た な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る と と も に 、 こ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て P5CS蛋 白 質 お よ び そ の
関 連 ペ プ チ ド を 特 異 的 か つ 高 感 度 で 測 定 す る 免 疫 化 学 的 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と
す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
＜ １ ＞ 　 P5CS蛋 白 質 の 65-76番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り な る ア ミ ノ 酸 配 列 SELKHAKRIVVKを 有
す る ペ プ チ ド 、 ま た は 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま
た は 追 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り か つ 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 等 の 抗 原 活 性 を 示 す ペ プ
チ ド か ら な る 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ た 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ る 抗 体 産 生 細 胞 と 哺 乳 動 物 骨 髄
腫 系 細 胞 と の 融 合 に よ り 得 ら れ る 融 合 細 胞 。
＜ ２ ＞ 　 前 記 ＜ １ ＞ 記 載 の 融 合 細 胞 が 受 託 番 号 　 FERM　 AP-20587で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 融 合 細 胞 。
＜ ３ ＞ 　 前 記 ＜ １ ＞ ま た は ＜ ２ ＞ の 融 合 細 胞 が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
＜ ４ ＞ 　 P5CSタ ン パ ク 質 ま た は そ の 関 連 ペ プ チ ド を 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 ＜ ３
＞ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
＜ ５ ＞ 　 前 記 ＜ ３ ＞ ま た は ＜ ４ ＞ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 検 体 中 の P5CS蛋
白 質 ま た は そ の 関 連 ペ プ チ ド を 免 疫 化 学 的 手 法 を 用 い て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
＜ ６ ＞ 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 物 質 に よ り 標 識 化 し た こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 ＜ ５ ＞
記 載 の 方 法 。
＜ ７ ＞ 　 標 識 物 質 が 酵 素 ま た は ビ オ チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 ＜ ６ ＞ 記 載 の 方 法
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 第 1で あ る 融 合 細 胞 と し て は 、 前 記 ＜ １ ＞ 記 載 し た よ う に 、 P5CSの 6
5-76番 目 の 12個 の ペ プ チ ド を 免 疫 感 作 さ せ た 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ る 抗 体 産 生 細 胞 と 哺 乳
動 物 由 来 骨 髄 系 細 胞 と の 融 合 に よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 す る 。 ま た 、 前 記 ＜ ２ ＞ に 記 載 し
た よ う に 、 融 合 細 胞 ク ロ ー ン 1B3（ 受 託 番 号 　 FERM　 AP-20587） で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 第 2で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 前 記 ＜ ３ ＞ に 記 載 し た よ う に 、 前 記
＜ １ ＞ ま た は ＜ ２ ＞ の 融 合 細 胞 が 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る 。 ま た 、 前 記 ＜ ４ ＞ に 記 載 し
た よ う に 、 そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が P5CSタ ン パ ク 質 ま た は そ の 関 連 ペ プ チ ド を 認 識 す る
こ と を 特 徴 と す る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 の 第 3で あ る P5CS及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド の 免 疫 化 学 的 測 定 方 法 は 前 記 ＜ ５ ＞ に 記
載 し た よ う に 、 前 記 ＜ ３ ＞ ま た は ＜ ４ ＞ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 用 抗 体 と し て 用
い て 、 検 体 中 の P5CS及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 即 ち 、 （ １ ） 検 体 を SD
S-PAGEを 行 い 、 PVDFメ ン ブ レ ン に 転 写 後 、 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 検 出 す る
方 法 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ： WB） 、 （ ２ ） 抗 体 を セ フ ァ ロ ー ス な ど の 不 溶 性 担 体 に 固 相
化 後 、 検 体 と 反 応 さ せ た 後 、 抗 体 固 相 化 担 体 を 遠 心 分 離 し 回 収 し 、 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 WBに て 検 出 す る 方 法 (免 疫 沈 降 法 ： IP)、 （ ３ ） 検 体 と 請 求 項 １ 記
載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 混 合 さ せ た 後 、 予 め 準 備 し て お い た 、 請 求 項 １ に 記 載 の 、 P5
CSの 65-76番 目 の 12個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド を BSAな ど の キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 に 結 合
さ せ た 抗 原 を 96-wellマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の 不 溶 性 支 持 体 に 結 合 せ し め て な る
プ レ ー ト 中 で 反 応 さ せ 、 プ レ ー ト に 結 合 す る 抗 体 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 中 に 含 ま
れ る P5CS及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ： ELISA） で あ る 。 検 出
と し て は 、 免 疫 学 的 便 潜 血 検 査 用 ヘ モ グ ロ ビ ン 検 査 用 便 採 取 チ ュ ー ブ な ど を 用 い て 便 を 採
取 し 、 固 形 残 渣 を 分 離 除 去 し た も の が 好 ま し い が 、 細 胞 及 び 細 胞 抽 出 液 、 血 清 等 を 用 い る
こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ こ で 、 前 記 ＜ ６ ＞ に 記 載 し た よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 標 識 化 し た も の が 望 ま し
い 。 ま た 前 記 ＜ ７ ＞ に 記 載 し た よ う に 、 標 識 物 質 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 お よ び ビ オ チ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ た も の が 好 ま し い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 糞 便 中 の P5CS蛋 白 質 及 び 関 連 ペ プ チ ド を 検 出 す る も の で あ る た め 、 患 者
に 身 体 的 負 担 を 与 え る こ と が な く 、 し か も 通 常 の 便 潜 血 検 査 に 用 い る サ ン プ ル を 使 用 し て
測 定 を 行 な う こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 原 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 SELKHAKRIVVK（ 以 下 「 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） 」 と 記 す 。
） は 以 下 の よ う に し て 見 だ し た 。 基 本 的 な ヒ ト 由 来 P5CSは 793又 は 795残 基 の ア ミ ノ 酸 か ら
な る 。 P5CSの ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 定 法 に 従 い 、 そ の 二 次 構 造 を エ ピ ト ー プ 解 析 ソ フ
ト ウ エ ア に よ り 比 較 し た 。 （ １ ） 親 水 性 予 測 に よ っ て 親 水 性 の 高 い 部 位 、 （ ２ ） 二 次 構 造
予 測 に よ っ て β － タ ー ン の あ る 部 位 、 （ ３ ） Flexibility予 測 に よ っ て フ レ キ シ ブ ル な 部
位 が P5CSの 立 体 構 造 表 面 に 存 在 し エ ピ ト ー プ と な り う る 部 位 で あ る と 予 測 し 、 P5CSの 65-7
6番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 定 し た （ 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 残 基 ） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） を 抗
原 と し て ウ サ ギ で ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た 。 得 ら れ た ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 中
に は P5CS蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る こ と が 確 認 で き た 。 し か し 、 衆 知 の よ う に
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 免 疫 個 体 間 で 抗 原 蛋 白 質 に 対 す る 反 応 性 、 つ ま り 、 目 的 蛋 白 質 に
対 す る 抗 体 の 中 に 含 ま れ る 測 定 系 を 構 築 す る た め に 必 要 と な る 抗 体 の 割 合 に 違 い が あ る 。
安 定 的 に 測 定 系 を 供 給 し て い く 為 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と が 望 ま し い 。 哺
乳 類 動 物 で 抗 体 を 作 製 す る 場 合 、 ウ サ ギ が 免 疫 反 応 誘 導 が 起 こ り や す く 、 そ の 理 由 で 一 般
的 に 抗 体 を 得 た い 場 合 に は よ く 使 わ れ て い る 。 し か し 、 抗 原 蛋 白 に 対 し て よ り 特 異 的 な 抗
体 を 大 量 に 必 要 に な る 場 合 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 必 要 に な る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
得 る た め に は 、 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ た 哺 乳 動 物 か ら 取 得 さ れ る 抗 体 産 生 細 胞 と 哺 乳 動 物 骨
髄 腫 系 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ た の ち 、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 を 選 択 す る こ と
を 特 徴 と す る 。 融 合 細 胞 を 作 製 す る た め に は 免 疫 に 用 い た 動 物 種 と 同 じ 動 物 種 の 骨 髄 腫 系
細 胞 株 が 必 要 で あ る 。 現 在 、 通 常 に 使 用 さ れ て い る 骨 髄 腫 系 細 胞 株 は マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど
の げ っ 歯 類 動 物 由 来 の 細 胞 し か 存 在 し な い 。 そ の た め 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ
と は 、 ウ サ ギ が よ り も 免 疫 反 応 誘 導 が 起 こ り に く い マ ウ ス 、 ラ ッ ト を 免 疫 動 物 に 用 い な け
れ ば な ら な い た め 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 と こ の 抗 体 を 用 い た P5CSの 検 出 方 法 に つ い て 以 下 に 説 明
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す る 。
Ａ ． 抗 原
　 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） を 有 す る ペ プ チ ド を 固 相 法 ま た は 液 相 法 に よ り 合 成 し 、 続 い て 得 た
粗 精 製 物 を 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 95％ 以 上 の 純 度 に 精 製 し 、 免 疫 原 と し て 使 用 し
た 。 当 該 ペ プ チ ド は 比 較 的 低 分 子 で あ る た め 、 こ の も の を そ の ま ま 免 疫 し て も 抗 体 が で き
に く い 。 そ こ で ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） は C末 端 側 に 人 為 的 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入 し 、 シ ス
テ イ ン 残 基 に 存 在 し て い る SH基 を 介 し て 、 m-maleimide-benzoyl-N-hydoroxysuccinimide
（ MBS） を 用 い て キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ り 免 疫 原 と し て 使 用 す る 。 N末 端
側 の ア ミ ノ 基 を 1-ethyl-3-(3-dimethylaminoprppyl)carbodiimide　 hydrochloride（ EDC
） を 用 い て キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ り 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 EDCを 用 い る 場 合 は 、 リ ジ ン 残 基 の よ う に ア ミ ノ 基 が 存 在 す る ア ミ ノ 酸 が 抗 原 ペ プ
チ ド 内 に 存 在 す る 場 合 は 注 意 を 要 す る 。 キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 は Keyhole　 Limpet　 Hemocyani
n　 (KLH)を 用 い た が 、 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ｂ ． 上 記 抗 原 に よ る 免 疫
　 免 疫 動 物 と し て は 哺 乳 動 物 で あ る マ ウ ス の ほ か ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー な ど も 用 い る こ と が
で き る 。 通 常 マ ウ ス が 最 も 汎 用 さ れ 、 BALB/cマ ウ ス 、 そ の 他 の 系 統 の マ ウ ス (BDF1、 C3Hな
ど )を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 際 、 免 疫 計 画 及 び 抗 原 の 濃 度 は 十 分 な 量 の 抗 原 刺 激 を 受
け た リ ン パ 球 が 形 成 さ れ る よ う 選 ば れ る べ き で あ る 。 例 え ば 抗 原 は フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト ま た は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 混 合 し エ マ ル ジ ョ ン と す る 。 マ ウ ス １
匹 に ペ プ チ ド 量 と し て 25μ gの 抗 原 を 複 数 回 皮 下 、 皮 内 ま た は 腹 腔 に 免 疫 す る 。 該 マ ウ ス
の 血 液 を 採 取 し て 常 法 に 従 い 血 液 中 に 抗 体 が 産 生 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 後 、 さ ら に PB
Sな ど で 溶 解 し た 25μ gの 抗 原 を 静 脈 に 投 与 す る 。 最 終 免 疫 の 数 日 後 に 融 合 の た め の 脾 臓 細
胞 を 取 り 出 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
Ｃ ． 細 胞 融 合
　 上 記 の ご と く 免 疫 し た 哺 乳 動 物 の 個 体 か ら 脾 臓 を 無 菌 的 に 取 り 出 し 、 そ こ か ら 単 細 胞 懸
濁 液 を 調 製 す る 。 こ の 脾 臓 細 胞 （ 抗 体 産 生 細 胞 ） を 適 当 な 細 胞 株 と し て 確 立 さ れ て い る 骨
髄 腫 細 胞 と 適 当 な 細 胞 融 合 促 進 剤 の 使 用 に よ り 細 胞 融 合 さ せ る 。 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 免 疫
動 物 と 同 種 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る も の が 望 ま し い が 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 等 の 脾 臓 細 胞 と
マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と も で き る 。 抗 体 産 生 細 胞 と し て は フ ッ ト パ ッ ド に 免
疫 す る こ と に よ り 抗 原 刺 激 を 行 っ た リ ン パ 節 細 胞 を 用 い る こ と も で き る 。 抗 体 産 生 細 胞 と
骨 髄 腫 細 胞 の 好 ま し い 融 合 比 率 は 約 ２ ０ ： １ ～ 約 ２ ： １ の 範 囲 で あ る 。 約 10 8 個 の 抗 体 産
生 細 胞 に つ い て 0.5～ 1.5mLの 融 合 媒 体 の 使 用 が 適 当 で あ る 。 好 ま し い 融 合 促 進 剤 と し て は
、 例 え ば 平 均 分 子 量 1000～ 6000の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 有 利 に 使 用 で き る が 、 こ の 分
野 で 知 ら れ て い る 他 の 融 合 促 進 剤 （ 例 え ば セ ン ダ イ ウ イ ル ス ） を 用 い る こ と も で き る 。 ま
た 、 こ れ ら 融 合 促 進 剤 を 用 い た 方 法 以 外 に 電 気 シ ョ ッ ク を 用 い る 方 法 に よ り 細 胞 融 合 を 行
っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
Ｄ ． 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 の 選 択
　 細 胞 融 合 処 理 を 行 っ た 細 胞 は 未 融 合 の 抗 体 産 生 細 胞 、 未 融 合 の 骨 髄 腫 細 胞 及 び 融 合 し た
細 胞 （ 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 細 胞 、 抗 体 産 生 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 の 融 合 細 胞 、
骨 髄 腫 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 細 胞 ） が 混 合 し た 状 態 で あ る 。 混 合 細 胞 は 別 の 容 器 （ 例 え
ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） で 骨 髄 腫 細 胞 を 支 持 し な い 選 択 培 地 で 希 釈 し 、 骨 髄 腫 細 胞
を 死 滅 さ せ る の に 十 分 な 時 間 （ 約 ２ 週 間 ） 培 養 す る 。 選 択 培 地 と し て は 、 例 え ば HAT培 地
が 使 用 で き る 。 こ の 選 択 培 地 中 で は 骨 髄 腫 細 胞 は 死 滅 す る 。 抗 体 産 生 細 胞 は 非 腫 瘍 性 細 胞
な の で 不 死 化 さ れ て い な い 。 そ の た め 、 あ る 一 定 期 間 経 過 （ 約 １ 週 間 ） す る と 死 滅 す る 。
こ れ に 対 し て 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 細 胞 は 親 骨 髄 腫 細 胞 の 不 死 性 と 親 抗 体 産 生
細 胞 の 選 択 培 地 で の 生 存 性 の 性 格 を 合 せ 持 つ た め 、 選 択 培 地 中 で 生 存 で き る 。 か く し て 、
融 合 細 胞 が 検 出 さ れ た 後 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） を 有 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に つ い

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-28950 A 2007.2.8



て 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)に よ り ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 免 疫 原 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 だ け を 選 択 す る 。 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 蛋
白 質 で あ り 、 免 疫 原 が 合 成 ペ プ チ ド な ど の 目 的 と す る 蛋 白 質 の 一 部 か ら な る 物 質 で あ っ た
場 合 は 、 さ ら に 、 目 的 と す る 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融
合 細 胞 選 択 す る 。 こ の よ う な 融 合 細 胞 と し て 、 例 え ば 融 合 細 胞 ク ロ ー ン 1B3（ 受 託 番 号 　 F
ERM　 AP-20587） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
Ｅ ． 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得
　 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 を 適 当 な 方 法 （ 例 え ば 限 界 希 釈 法 ）
で ク ロ ー ン 化 し た 後 、 抗 体 は ２ つ の 異 な っ た 方 法 で 産 生 す る こ と が で き る 。 そ の 第 一 の 方
法 に よ れ ば 、 融 合 細 胞 を 一 定 期 間 、 適 当 な 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 、 そ の 培 養 上 清 か ら
そ の 融 合 細 胞 の 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 第 二 の 方 法 に よ れ ば 、
融 合 細 胞 は 同 質 遺 伝 子 、 ま た は 半 同 質 遺 伝 子 を 持 つ 免 疫 動 物 の 腹 腔 内 に 投 与 し 増 殖 さ せ る
こ と が で き る 。 融 合 細 胞 を 腹 腔 内 に 投 与 後 一 定 期 間 の 宿 主 の 腹 水 中 よ り 、 そ の 融 合 細 胞 の
産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 通 常 、 効 率 的 に 腹 水 を 得 る た め 、 融 合
細 胞 を 腹 腔 内 に 投 与 す る 前 に 、 予 め 腹 腔 に プ リ ス テ ン な ど を 投 与 す る こ と が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
Ｆ ． P5CSの 免 疫 化 学 的 測 定 方 法
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 は 、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 用 抗 体 と し て 用 い る 公 知
の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 で 行 な う こ と が で き る 。 検 査 試 料 を SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気
泳 動 後 、 PVDFメ ン ブ レ ン な ど に 固 定 化 す る 。 次 い で メ ン ブ レ ン と 検 出 用 抗 体 で あ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 1B3と の 非 特 異 的 結 合 を 避 け る た め に 適 当 な 物 質 （ 例 え ば ス キ ム ミ ル ク ） で
メ ン ブ レ ン の 表 面 を 被 覆 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 検 査 試 料 が 固 定 化 さ れ た メ ン ブ レ
ン を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B3（ 第 １ 抗 体 ） と 反 応 さ せ る 。 か く し て 検 査 試 料 の P5CSタ ン
パ ク 質 と 第 １ 抗 体 が 結 合 す る 。 次 い で 適 当 な 洗 浄 剤 で 洗 っ た 後 、 適 当 な 標 識 物 質 （ 例 え ば
酵 素 ） で 標 識 化 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ 第 ２ 抗 体 ） と 反 応 さ せ る 。 こ れ を 適 当 な 洗 浄 剤 で
洗 い 、 次 い で 不 溶 性 担 体 上 に 結 合 し た 第 ２ 抗 体 （ 標 識 化 抗 体 ） の 標 識 物 質 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 は 、 一 段 法 で も 行 な う こ と も で き る 。 す な わ ち 、 第 １
抗 体 と し て 、 酵 素 標 識 を 行 っ た 抗 体 を 準 備 す る 。 次 い で 、 検 査 試 料 が 固 定 化 さ れ た メ ン ブ
レ ン と 接 触 反 応 さ せ 、 そ し て 第 １ 抗 体 の 標 識 物 質 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 行 な う こ と が
で き る 。 標 識 化 抗 体 の 標 識 物 質 と し て は 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 お よ び 放 射 性 物 質 等
を 使 用 す る の が 有 利 で あ る 。 酵 素 と し て は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 蛍 光 物 質 と し て は フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ イ コ ビ リ プ ロ テ イ ン 等 、
発 光 物 質 と し て は イ ソ ル シ ノ ー ル 、 ル シ ゲ ニ ン 等 、 そ し て 放 射 性 物 質 と し て は 125Ｉ 、 131
Ｉ 、 14Ｃ 、 3Ｈ 等 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ ら は 例 示 し た も の に 限 ら ず 、 免 疫 学 的 測
定 法 に 使 用 し 得 る も の で あ れ ば 、 他 の も の で も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 標 識 物 質 が 酵 素 で あ る 場 合 に は 、 そ の 活 性 を 測 定 す る た め に 基 質 、 必 要 に よ り 発 色 剤 が
用 い ら れ る 。 酵 素 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 基 質 と し て H 2 O 2 を 用 い 、 発
色 剤 と し て 3,3’ -diaminobenzidine　 (DAB)等 、 酵 素 に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い
る 場 合 は 基 質 と し て 5-bromo-4-chloro-3-indolyl　 phosphate　 (BCIP)等 を 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 を 限
定 す る た め の も の で は な く 、 要 旨 を 変 更 し な い 限 り 適 当 に 変 形 し て 実 施 す る こ と が で き 、
本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 属 す る 限 り 種 々 の 形 態 を 採 り 得 る こ と は い う ま で も な く 、 均 等 の 範
囲 に ま で 及 ぶ も の で あ る 。 当 業 者 は 本 明 細 書 の 記 載 に 基 づ い て 容 易 に 本 発 明 に 修 飾 ・ 変 更
を 加 え る こ と が で き 、 そ れ ら も 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 に 含 ま れ る 。 な お 、 以 下 の 実 施 例 に お
い て 、 特 に 記 載 が な い 限 り 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 立 体 構 造 は L体 で あ る 。
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【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
ヒ ト 組 織 及 び 培 養 細 胞 で の P5CS、 OATの mRNA量 の 確 認
　 大 腸 癌 で P5CS-OAT代 謝 系 活 性 の 亢 進 が 起 こ っ て い る か 否 か を P5CS、 OATの mRNA量 で 確 認
し た 結 果 を 図 １ に 示 す 。 培 養 細 胞 、 組 織 と も 正 常 に 比 べ 大 腸 癌 で 有 意 に mRNA量 が 増 加 し て
い た 。 さ ら に 、 OATに 比 較 し て P5CSの 方 が mRNA量 の 増 加 が 大 き い こ と か ら 、 大 腸 癌 マ ー カ
ー と し て P5CSの 方 が OATよ り 有 効 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
抗 原
　 次 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 合 成 し 免 疫 原 お よ び 抗 体 価 確 認 用 抗 原 と し て 使 用
し た 。
(1)　 H-SELKHAKRIVVK -OH
　 当 該 ペ プ チ ド は 比 較 的 低 分 子 で あ る た め 、 こ の も の を そ の ま ま 免 疫 し て も 抗 体 が で き に
く い 。 そ こ で ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） は C末 端 側 に 人 為 的 に 導 入 し た シ ス テ イ ン 残 基 を m-malei
mide-benzoyl-N-hydoroxysuccinimide（ MBS） を 用 い て キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と 結 合 さ せ る こ
と に よ り 免 疫 原 と し て 使 用 す る 。 キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 は Keyhole　 Limpet　 Hemocyanin　 (KL
H)を 用 い た が 、 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン を 用 い る こ と も で き る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
マ ウ ス の 免 疫
　 免 疫 動 物 と し て BALB/cマ ウ ス を 用 い た 。 こ の 際 、 上 記 実 施 例 １ 記 載 の 抗 原 を フ ロ イ ン ト
完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 混 合 し エ マ ル ジ ョ ン と し 、
マ ウ ス １ 匹 に ペ プ チ ド 量 と し て 25μ gの 抗 原 を 複 数 回 皮 下 、 皮 内 ま た は 腹 腔 に 免 疫 し た 。
該 マ ウ ス の 血 液 を 採 取 し て 常 法 に 従 い 血 液 中 に 抗 体 が 産 生 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 後 、
さ ら に PBSな ど で 溶 解 し た 25μ gの 抗 原 を 静 脈 に 投 与 し 、 最 終 免 疫 の 数 日 後 に 融 合 の た め の
脾 臓 細 胞 を 取 り 出 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
細 胞 融 合 及 び 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 の 選 択 と 取 得
　 上 記 の ご と く 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 と を 、 平 均 分 子 量 1000～ 6000
の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い 融 合 し た 。 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 比 率 は 約 ２
０ ： １ ～ 約 ２ ： １ の 範 囲 で 行 っ た 。 混 合 細 胞 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 骨 髄 腫 細 胞 を
支 持 し な い 選 択 培 地 HAT培 地 で 希 釈 し 、 骨 髄 腫 細 胞 を 死 滅 さ せ る の に 十 分 な 時 間 （ 約 ２ 週
間 ） 培 養 し 、 融 合 細 胞 を 得 た 。 得 ら れ た 融 合 細 胞 に お い て 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） を 有
す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に つ い て エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ を 行
い 、 免 疫 原 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 だ け を 選 択 し た 。
こ の よ う に し て 、 融 合 細 胞 と し て 、 ク ロ ー ン 1B3（ 受 託 番 号 　 FERM　 AP-20587） が 得 ら れ
た 。 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 を 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ン 化 し た 後
、 融 合 細 胞 を マ ウ ス の 腹 腔 内 に 投 与 し 、 一 定 期 間 の 宿 主 の 腹 水 中 よ り 、 そ の 融 合 細 胞 の 産
生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。 な お 、 効 率 的 に 腹 水 を 得 る た め 、 融 合 細 胞 を 腹 腔 内 に
投 与 す る 前 に 、 予 め 腹 腔 に プ リ ス テ ン を 投 与 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 の 確 認
　 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 融 合 細 胞 ク ロ ー ン か ら 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 合 成 ペ プ チ
ド を 免 原 と し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ こ で 、 P5CS蛋 白 に 対 す る 反 応 性 を
以 下 に 示 し た ２ 種 類 の 方 法 で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ １ ） 大 腸 癌 細 胞 を 用 い た WBに よ る 反 応 性 の 確 認
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　 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 融 合 細 胞 ク ロ ー ン 1B3（ 受 託 番 号 　 FERM　 AP-20587） か ら 産 生 さ れ
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 WBに よ り P5CS蛋 白 に 対 す る 反 応 性 の 確 認 を し た 結 果 を 図
２ に 示 す 。 WBは 定 法 に 従 い 、 大 腸 癌 由 来 株 化 細 胞 (WiDr)及 び 正 常 人 白 血 球 細 胞 (WBC)を Lys
is　 Bufferに 懸 濁 し 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン 処 理 後 、 可 溶 性 画 分 を 回 収 し た (12,000× g　 sup)。
可 溶 性 画 分 は 蛋 白 定 量 後 、 SDS-PAGE用 サ ン プ ル 処 理 液 で 処 理 し た 後 、 １ レ ー ン 当 り (1)10
μ g、 (2)7.5μ g、 (3)5μ g、 (4)2.5μ gで SDS-PAGEを 行 い 、 PVDFメ ン ブ レ ン に 蛋 白 を 転 写 し
た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B3は ビ オ チ ン 化 し た 後 、 1μ g/mLの 濃 度 で 反 応 さ せ た 。 さ ら に 、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPを 反 応 さ せ た 後 、 ECL免 疫 化 学 発 光 試 薬 (ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ
ン ス 社 )に て 検 出 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B3は 細 胞 中 の P5CS　 (75kDa)及 び 関 連 ペ プ チ
ド (25kDa)を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 P5CS　 (75kDa)及 び 関 連 ペ プ チ ド (25kDa)は WBCに 比 べ Wi
Drで 発 現 量 が 多 い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ ２ ） 免 疫 組 織 染 色 に よ る に よ る P5CSに 対 す る 反 応 性 の 確 認
　 次 に 、 大 腸 癌 患 者 か ら 摘 出 し た 中 分 化 腺 癌 組 織 (A、 B、 C)を 用 い た 免 疫 染 色 に よ り P5CS
に 対 す る 反 応 性 を 確 認 し た 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 組 織 切 片 は 脱 パ ラ フ ィ ン 後 0.3%過 酸 化 水 素
加 メ タ ノ ー ル に て 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ － ゼ を ブ ロ ッ ク 、 0.1%　 TritonX-100に て 膜 の 可 溶
化 を 行 っ た 。 免 疫 染 色 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B3　 (10ng/mL)を 用 い た Avidin-biotin　 com
plex法 で 実 施 し た 。 何 れ の 組 織 と も 周 囲 の 正 常 組 織 が 染 色 さ れ て い な い の に 対 し て 、 中 分
化 腺 癌 組 織 で は 染 色 さ れ て い た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1B3は 組 織 中 の P5CS及 び 関 連 ペ プ チ
ド を 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 P5CS及 び 関 連 ペ プ チ ド は 正 常 組 織 に 比 べ 癌 化 し た 組 織 で 発 現 量
が 多 い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 用 抗 体 と し て 用 い る WBで の P5CSの 測 定 方 法 の 構 築
　 大 腸 癌 モ デ ル マ ウ ス 及 び 大 腸 が ん 患 者 糞 便 (250mg)を Lysis　 Bufferを 用 い 溶 解 し 、 10分
間 遠 心 分 離 （ 12,000× g） 後 、 そ の 上 清 を SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と 等 量 混 和 し た 。 10%ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て SDS-PAGEを 行 っ た 後 に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り
PVDF膜 に 転 写 し た 。 転 写 後 、 P5CSの N末 端 ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ
せ 、 二 次 抗 体 に は HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 用 い て 免 疫 化 学 発 光 に て 検 出 を 行 っ た 。 発 光
検 出 試 薬 と し て 、 ECL　 plus　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 試 薬 を 用 い 、 写 真 デ ー タ 撮
影 及 び 解 析 は 、 ル ミ ノ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー LAS-1000（ 富 士 フ ィ ル ム 株 式 会 社 ） を 用 い て
行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ １ ） 1,2-ジ メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン -デ キ ス ト ラ ン ナ ト リ ウ ム 塩 誘 発 大 腸 癌 モ デ ル マ ウ ス で の
検 討 結 果
　 マ ウ ス に 薬 剤 （ 1,2-ジ メ チ ル ヒ ド ラ ジ ン -デ キ ス ト ラ ン ナ ト リ ウ ム 塩 ） 投 与 後 の 体 重 変
化 と 糞 便 中 の P5CS量 を 経 時 的 に 測 定 し た 結 果 を 図 ４ に 示 し た 。 体 重 は コ ン ト ロ ー ル 群 に 比
較 し て 薬 剤 投 薬 群 で は 増 加 量 は 低 く い が 、 両 群 と も １ ８ 週 ま で は 体 重 の 増 加 が 認 め ら れ た
。 し か し 、 ２ ０ 週 目 で 薬 剤 投 与 群 で 体 重 の 減 少 が 認 め ら れ た （ 図 ４ 左 ） 。 糞 便 中 の P5CS量
は コ ン ト ロ ー ル 群 で は 増 加 が 認 め ら れ な か っ た が 、 薬 剤 投 与 群 で は 投 与 後 ２ 週 目 か ら 増 加
が 認 め ら れ た （ 図 ４ 右 ） 。 癌 の 発 症 の 有 無 を 確 認 す る た め 投 与 後 、 ２ ４ 週 目 で 開 腹 し 確 認
し た と こ ろ 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で は 癌 の 発 症 が 認 め ら れ な か っ た の に 対 し 、 薬 剤 投 薬 群 で は
全 て の マ ウ ス の 大 腸 に 癌 が 発 症 し て い た 。 こ の 結 果 は 、 大 腸 癌 発 症 の 時 間 経 過 に 伴 い 糞 便
中 の P5CS量 が 増 加 す る こ と を 示 す も の で あ り 、 糞 便 中 の 測 定 は 大 腸 癌 の 早 期 発 見 の た め の
有 効 な マ ー カ ー と な り う る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ２ ） 患 者 検 体 で の 検 討 結 果
　 大 腸 癌 患 者 ６ 例 及 び 健 常 人 ５ 例 の 糞 便 を 用 い て P5CS量 を 測 定 し た 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。
尚 、 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ） を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を BSAに 結 合 さ せ た 複 合 体 を 標 準 物 質 と し
て 用 い 、 本 複 合 体 （ 1ng） を 試 料 と は 別 の レ ー ン で 同 時 に SDS-PAGE、 転 写 を 行 い 、 試 料 の
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蛍 光 強 度 を 標 準 物 質 の 蛍 光 強 度 で 除 し た 数 字 を 測 定 値 と し た 。 健 常 者 の 測 定 値 ＋ SDを 正 常
値 域 と し て 、 癌 患 者 の 測 定 値 と 比 較 し た と こ ろ 今 回 測 定 し た 癌 患 者 ６ 例 全 て が 正 常 値 域 よ
り も 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 大 腸 癌 患 者 糞 便 中 に お い て 、 本 測 定 系 で 測 定 で き
る P5CS及 び 関 連 ペ プ チ ド が 上 昇 し て い る 検 体 が あ る こ と を 示 唆 す る と 共 に 、 大 腸 癌 の 診 断
に 本 測 定 法 が 有 効 で あ る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 内 視 鏡 検 査 実 施 前 に 行 な う 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 と し て 有 効 で あ り 、 大 腸
癌 の 早 期 発 見 に 貢 献 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 図 １ 】 ヒ ト 組 織 及 び 培 養 細 胞 中 の OAT、 P5CSの mRNA量 を 確 認 し た 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1B3） の P5CS蛋 白 質 に 対 す る 反 応 性 を WB法 で 確 認 し た 図 を
示 す 。
【 図 ３ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1B3） の P5CS蛋 白 質 に 対 す る 反 応 性 を 組 織 染 色 で 確 認 し た
図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 大 腸 癌 モ デ ル マ ウ ス と 正 常 マ ウ ス の 糞 便 中 の P5CSを 経 時 的 に 測 定 し た 結 果 を 表 す
グ ラ フ を 示 す 。 左 ； 体 重 変 化 、 右 ； 糞 便 中 の P5CS量
【 図 ５ 】 大 腸 癌 患 者 と 正 常 人 の 糞 便 中 の P5CSを 測 定 し た 結 果 を 表 す グ ラ フ を 示 す 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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