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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドに含まれる抗原決定基
であって、配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２からなるペプチドを免疫原として得
られる未変性Ｃｏｃｈｌｉｎ－ｔｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＴＰ）に反応する抗体によっ
て認識される抗原決定基を認識し、未変性ＣＴＰに反応することを特徴とする抗体。
【請求項２】
配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２からなるペプチドを免疫原として得られる、請
求項１に記載の抗体。
【請求項３】
請求項１または２に記載の抗体である未変性ＣＴＰに反応する第１の抗体で捕捉した未変
性のＣＴＰを用意し、該未変性のＣＴＰを認識する第２の抗体を選別する工程を含む、未
変性のＣＴＰに反応する抗体のスクリーニング方法。
【請求項４】
請求項１または２に記載の抗体を少なくとも一つ使用する、配列番号１のアミノ酸番号１
１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質の免疫学的測定方法。
【請求項５】
配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質がＣＴＰ
である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
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請求項１または２に記載の抗体を少なくとも一つ使用してＣＴＰを免疫学的に測定する工
程を含む、外リンパ瘻の検査方法。
【請求項７】
請求項１または２に記載の抗体を少なくとも一つ含む、ＣＴＰ測定キット。
【請求項８】
外リンパ瘻の診断のための請求項７に記載の測定キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、未変性ＣＴＰに反応する抗体、それを含むキット、およびそれを用いた免疫
学的測定方法に関する。さらに本発明は、未変性ＣＴＰに反応する抗体のスクリーニング
方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｃｏｃｈｌｉｎ－ｔｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ（以下、ＣＴＰと記載）は、外リンパ中に存
在するＣｏｃｈｌｉｎの分子量１６ｋＤａのアイソフォームであるが、髄液、血液、唾液
等の中耳に存在しうるほかの体液には認められないことから、外リンパ瘻の診断マーカー
として期待されている（特許文献１、非特許文献１～５）。外リンパ瘻とは、中耳と内耳
を隔てている内耳窓に穴が開き、内耳を満たしていた外リンパが中耳に漏れ出てしまうこ
とで内耳の機能障害を呈する疾患である。発症初期のうちに内耳窓を閉鎖することで症状
が改善するため、早期に診断することは非常に重要である。
【０００３】
　本発明者の研究グループは、これまでに、生体試料中のＣＴＰを測定するために、合成
ペプチドを免疫原としてウサギポリクローナル抗体を４種作製した（特許文献１）。しか
し、そのすべての抗体は変性したＣＴＰとのみ反応し、未変性のＣＴＰと反応する抗体は
得られていない。そのため、非特許文献１～５では、前記変性ＣＴＰを認識する抗ＬＣＣ
Ｌ３抗体（未変性ＣＴＰに反応せず)を利用し、ウェスタンブロット法にて生体試料中の
ＣＴＰを測定している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２００４－８５５５２号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ikezono et al. Biochem BiophysRes Commun 2004;314:440-446
【非特許文献２】Ikezono et al. Audiol Neurotol2009;14:338-344
【非特許文献３】Ikezono et al. Audiol Neurotol2010;15:168-174
【非特許文献４】Ikezono et al. Acta Oto-Laryngologica2010;130:881-887
【非特許文献５】池園哲郎著　臨床検査　2005年11月　第49巻　第11号　p1259-1263
【発明の概要】
【０００６】
　しかし、変性条件下の測定は、生体試料中のＣＴＰをそのままの状態で測定することが
できないことから、偽陰性・偽陽性の恐れがあったり、共雑蛋白質の影響を受けやすい等
の問題があった。また、操作が煩雑であり、結果が得られるまでに時間を要することから
、より迅速・簡便で精度よくＣＴＰを測定する方法が望まれていた。
【０００７】
　本発明者の研究グループは、より簡便かつ正確に生体試料中のＣＴＰを測定するために
、特許文献１に記載の4種のポリクローナル抗体のほかに、大腸菌で発現したリコンビナ
ントＣＴＰを免疫原として、モノクローナル抗体の作製を試みた。しかし、ＣＴＰはマウ
スを始めブタやウシなど幅広い動物種に存在しており、動物種間の相同性も高いことから
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抗体価が上昇しにくく、クローンは僅かしか得られなかった。得られたクローンも、変性
条件でなければ反応せず、未変性のＣＴＰと反応する抗体は得られなかった。
【０００８】
　生体内に存在しているＣＴＰは極めて微量であることから、抗体作製の免疫原とするた
めに生体試料からＣＴＰを調製することは不可能である。そのため、合成ペプチドやリコ
ンビナント蛋白質等を免疫原として抗体を作成する必要がある。ところが、上述のように
、合成ペプチドに対する抗体や大腸菌発現リコンビナントＣＴＰに対する抗体が未変性の
ＣＴＰに反応しないことから、ＣＴＰは生体試料中では高度な３次構造を形成していると
考えられる。通常、抗体作製時のスクリーニングは、免疫に使用した抗原と良好に反応す
る株を選別するが、ＣＴＰの場合、免疫に使用したリコンビナント蛋白質等と、生体試料
に存在するＣＴＰとの立体構造が異なっているため、未変性のＣＴＰを認識するクローン
が産生されていたとしても、免疫原との反応が不良であれば、スクリーニングで落とされ
てしまう恐れがある。そのため、未変性ＣＴＰを認識する抗体の取得がいっそう困難とな
っている。
【０００９】
　そこで本発明は、上記課題を解決するために、未変性のＣＴＰを認識する抗体を提供す
る。また、その抗体を用いた生体試料中のＣＴＰの測定方法を提供する。さらに、未変性
のＣＴＰを認識する抗体のスクリーニング方法を提供する。
【００１０】
　本発明者らは、ＣＴＰ－Ｃのペプチド配列中のエピトープ（配列番号１のアミノ酸番号
１１８～１３２）を認識する抗体を用いることにより、未変性のＣＴＰを測定することが
可能となることを見出した。また、担体に固相した抗ＣＴＰ－Ｃ抗体により捕捉された未
変性のＣＴＰと反応する抗体を選別することで、未変性のＣＴＰを認識する抗体を取得す
ることが可能となることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１１】
本発明は以下のとおりである。
（１）配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドに含まれる抗原
決定基を認識し、未変性ＣＴＰに反応することを特徴とする抗ＣＴＰ抗体。
（２）配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２からなるペプチドを免疫原として得られ
る、（１）に記載の抗ＣＴＰ抗体。
（３）未変性ＣＴＰに反応する第１の抗体で捕捉した未変性のＣＴＰを用意し、該未変性
のＣＴＰを認識する第２の抗体を選別する工程を含む、未変性のＣＴＰに反応する抗体の
スクリーニング方法。
（４）前記第１の抗体が（１）に記載の抗体である、請求項３に記載の未変性のＣＴＰに
反応する抗体のスクリーニング方法。
（５）（１）または（２）に記載の抗体を少なくとも一つ使用する、配列番号１のアミノ
酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質の免疫学的測定方法。
（６）配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質が
ＣＴＰである、（５）に記載の方法。
（７）（１）または（２）に記載の抗体を少なくとも一つ使用してＣＴＰを免疫学的に測
定する工程を含む、外リンパ瘻の検査方法。
（８）（１）または（２）に記載の抗体を少なくとも一つ含む、ＣＴＰ測定キット。
（９）外リンパ瘻の診断のための（８）に記載の測定キット。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の抗体を用いることにより、未変性のＣＴＰを測定することが可能となる。また
、未変性のＣＴＰを認識する抗体を取得することが可能となる。それにより、簡便な操作
で迅速に、精度よく外リンパ瘻を診断することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
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【図１】本発明の抗体を作製するための抗原ポリペプチドの、配列番号１に記載のアミノ
酸配列上の位置関係を示す。
【図２】本発明の抗ＣＴＰ－Ｃ抗体および３Ｃ１０抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ
法により、ヒト外リンパを段階希釈して測定した結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明の実施の形態について更に詳細に説明する。
なお、本明細書において、蛋白質の精製及び解析、並びに抗体の作製等の手法は、特に明
記しない限り、新生化学実験講座（日本生化学会編；東京化学同人）、Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ　－　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｅ．Ｈａｒｌｏｗ，　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８））等
の一般的実験書に記載の方法またはそれに準じて行うことができる。
【００１５】
　本明細書において、Ｃｏｃｈｌｉｎとは、非症候性遺伝性難聴ＤＦＮＡ９の原因遺伝子
として同定された遺伝子ＣＯＣＨによりコードされる蛋白質である（Ｎ．Ｇ．Ｒｏｂｅｒ
ｔｓｏｎ，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．，　２０，２９９－３０３（１９９８））。例
えば、ヒトＣｏｃｈｌｉｎのアミノ酸配列は、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．，　２０，２
９９－３０３（１９９８）に記載されている。そして、ＣＴＰとは、ＣｏｃｈｌｉｎのN
末端側フラグメントからなる約１６ｋＤａのアイソフォームである。ＣＴＰは、ヒトをは
じめ、ウシ、ブタ、モルモット、ラット、マウス等の幅広い動物種において確認されてい
るが、ヒトＣＴＰが好ましい。ヒトＣＴＰのアミノ酸配列を配列番号１に示す。該アミノ
酸配列においてアミノ酸番号１～２４で表される部分はシグナル配列である。
【００１６】
１．未変性ＣＴＰに反応する抗体
　本発明の抗体は、配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドに
含まれる抗原決定基（以下、これを「エピトープ」と称することがある）を認識し、未変
性ＣＴＰに反応することを特徴とする。そして配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２
で表されるポリペプチドを含む蛋白質以外の蛋白質には反応しない抗体であることが好ま
しい。なお、本発明の抗体は未変性ＣＴＰに反応する限り、さらに変性ＣＴＰに反応して
もよいし、さらに配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含
むＣｏｃｈｌｉｎのアイソフォームに反応してもよい。ここで、配列番号１のアミノ酸番
号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含むＣｏｃｈｌｉｎのアイソフォームとして
は、ＣＴＰ以外にｐ６３が知られており（Ｉｋｅｚｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，　１５３５，３，２５８－２６５（２００１））、そ
れに反応してもよい。
　未変性のＣＴＰとは、タンパク質の３次構造が著しく変化するような変性処理を施して
いないＣＴＰを指す。変性処理としては、たとえば、タンパク質変性剤（ＳＤＳ等の界面
活性剤、ＤＴＴ等の還元剤、尿素、アセトンなど）の添加や加熱処理等が挙げられる。な
お、免疫測定法におけるサンプル希釈液等では、低濃度の界面活性剤等が含まれている場
合もあるが、このような条件は変性処理とは言わない。
【００１７】
　抗ＣＴＰ抗体は、例えば、配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２からなるポリペプ
チド（以下、これを「抗原ポリペプチド」と称することがある）を免疫原として作製する
ことができる。抗原ポリペプチドは、公知の方法に従って化学的に合成された合成ポリペ
プチドでも、遺伝子組み換え等により産生されたものでもよい。
【００１８】
　抗体の作製は、それ自体公知の通常用いられる方法を用いて行うことができる。本発明
の抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよい。具体的には、例えば、
ポリクローナル抗体を作製する場合には、ＫＬＨ（キーホール・リンペット・ヘモシアニ
ン）、ＢＳＡ（牛血清アルブミン）、豚甲状腺グロブリン等の担体蛋白に、カルボジイミ
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ド、マレイミド等の適当な縮合剤を用いて前記抗原ポリペプチドを結合させ、免疫用の抗
原（免疫原）を作製する。ここで、担体蛋白への抗原ポリペプチドの結合は、それ自体公
知の通常用いられる方法により行えばよいが、例えばＫＬＨを担体蛋白として用いて、マ
レイミド化により抗原ポリペプチドを結合させる方法の場合には、ＫＬＨに、好ましくは
Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ（Ｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｍｉｄｙｌ　４－（Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄ
ｏｍｅｔｈｙｌ）ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ－１－ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ）等の二官能性
の縮合剤を反応させてマレイミド化し、これにＮ末端またはＣ末端のうち結合を生じさせ
たい方の末端にシステインを付加した抗原ポリペプチドを反応させれば、チオールを介し
て容易に結合して免疫原を調製することができる。選択した抗原ポリペプチドのアミノ酸
配列中にシステインが含まれる場合には、これを利用して結合させることもできる。また
、カルボジイミド化されたＫＬＨを用いた場合には、抗原ポリペプチドとの脱水縮合によ
りペプチド結合を形成させて結合させることができる。本発明においては、抗原ポリペプ
チドのＮ末端側に担体蛋白を結合させることが好ましい。
【００１９】
　このように調製した免疫原を含む溶液を、必要に応じてアジュバントと混合し、ウサギ
、マウス、ラット、モルモット、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ等、通常抗体の製造に用いられ
る動物の皮下または腹腔に２～３週間毎に繰り返し免疫する。免疫後、適宜試験的に採血
を行って、ＥＬＩＳＡ法、ウエスタンブロッティング法等の免疫学的方法により力価（抗
体価）が十分に上昇していることを確認することが好ましい。十分な力価の上昇が確認さ
れた動物から採血を行い、血清を分離することによって抗血清が得られる。ニワトリの場
合には、鶏卵から採取した卵黄から水溶性の画分を分取して卵黄抽出液を調製し、これも
抗血清同様に用いることができる。
【００２０】
　本発明においては、得られた抗血清等を精製することなくそのまま用いることもできる
が、以下の方法により精製して用いることが好ましい。例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａを用
いた精製法、硫酸アンモニウムを用いた塩析による方法、イオン交換クロマトグラフィー
等によって、イムノグロブリン画分を精製する方法、あるいは、特定のポリペプチドを固
定化したカラムを用いたアフィニティーカラムクロマトグラフィーによって精製する方法
等が挙げられるが、このうち、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａを用いた精製法とアフィニティーカラ
ムクロマトグラフィーを用いる方法を、いずれかもしくは組み合わせて行うことが好まし
い。ここで、カラムに固定化する精製用のポリペプチドとしては、用いた抗原ポリペプチ
ドのアミノ酸配列に応じて、それと同じ配列、もしくはその一部の配列を含むポリペプチ
ドを選択して用いればよい。
【００２１】
　また、モノクローナル抗体を作製する場合には、上記と同様にして免疫した動物の脾臓
から抗体産生細胞を採取し、常法によって、同系動物等由来のミエローマ細胞等の培養細
胞と融合させてハイブリドーマを作製（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒ
ｅ，　２５６，　４９５（１９７５））する。培養を行って、適宜ＥＬＩＳＡ法等により
抗体価を確認して、目的のエピトープを認識するモノクローナル抗体を産生し、かつ、抗
体産生能の高いハイブリドーマを選択すればよい。かくして選択されるハイブリドーマの
培養上清から、目的のモノクローナル抗体を得ることができる。
【００２２】
　かくして得られる抗体は、未変性ＣＴＰを特異的に認識する抗体である。このことは、
外リンパ等のＣＴＰが存在することが知られている試料を適当な動物種から採取し、試料
中の未変性ＣＴＰとの反応性を解析すること等によって確認できる。
【００２３】
　なお、本明細書で抗体と言う場合、全長の抗体だけではなく抗体の断片も包含する。抗
体の断片とは、抗体の抗原結合領域またはその可変領域を含む機能性の断片であることが
好ましく、例えば、Ｆ（ａｂ'）2、Ｆａｂ'、Ｆａｂなどが挙げられる。Ｆ（ａｂ'）2、
Ｆａｂ'とは、イムノグロブリンを、蛋白分解酵素（例えば、ペプシンまたはパパイン等
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）で処理することにより製造されるもので、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジス
ルフィド結合の前後で消化されて生成される抗体断片である。
【００２４】
　例えば、ＩｇＧ１をパパインで処理すると、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジ
スルフィド結合の上流で切断されてＶＬ（Ｌ鎖可変領域）とＣＬ（Ｌ鎖定常領域）からな
るＬ鎖、及びＶＨ（Ｈ鎖可変領域）とＣＨγ１（Ｈ鎖定常領域中のγ１領域）とからなる
Ｈ鎖フラグメントがＣ末端領域でジスルフィド結合により結合した相同な２つの抗体フラ
グメントを製造することができる。これら２つの相同な抗体フラグメントを各々Ｆａｂ'
という。またＩｇＧをペプシンで処理すると、ヒンジ領域中の２本のＨ鎖間に存在するジ
スルフィド結合の下流で切断されて前記２つのＦａｂ'がヒンジ領域でつながったものよ
りやや大きい抗体フラグメントを製造することができる。この抗体フラグメントをＦ（ａ
ｂ'）2という。
【００２５】
　また、本発明の抗体は、固相担体などの不溶性担体上に担持された固定化抗体として使
用したり、標識物質で標識した標識抗体として使用することができる。このような固定化
抗体や標識抗体は全て本発明の範囲内である。
【００２６】
　固定化抗体とは、不溶性担体に物理的吸着あるいは化学的結合等によって坦持された状
態にある抗体を言う。これらの固定化抗体は、試料中に含まれるＣＴＰを検出または定量
するために用いることができる。抗体を担持させるのに使用できる不溶性担体としては、
例えば、（１）ポリスチレン樹脂、ポリカーボネート樹脂、シリコン樹脂あるいはナイロ
ン樹脂等からなるプラスチックや、ガラス、ラテックス、金属化合物、磁性体等に代表さ
れるような水に不溶性の物質からなるプレート、試験管若しくはチューブ等の内容積を有
するもの、ビーズ、ボール、フィルター、あるいはメンブレン等、並びに（２）セルロー
ス系担体、アガロース系担体、ポリアクリルアミド系担体、デキストラン系担体、ポリス
チレン系担体、ポリビニルアルコール系担体、ポリアミノ酸系担体あるいは多孔性シリカ
系担体等のようなアフィニティークロマトグラフィーに用いられる不溶性担体を挙げるこ
とができる。
【００２７】
　標識抗体とは、標識物質で標識された抗体を意味し、これらの標識抗体は、試料中に含
まれるＣＴＰを検出または定量するために用いることができる。本発明で用いることがで
きる標識物質は、抗体に物理的結合または化学的結合等により結合させることによりそれ
らの存在を検出可能にするものであれば特に限定されない。標識物質の具体例としては、
酵素、蛍光物質、化学発光物質、ビオチン、アビジンあるいは放射性同位体等が挙げられ
、より具体的には、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシ
ダーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコ－ス－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、ア
ルコール脱水素酵素、リンゴ酸脱水素酵素、ペニシリナーゼ、カタラーゼ、アポグルコー
スオキシダーゼ、ウレアーゼ、ルシフェラーゼ若しくはアセチルコリンエステラーゼ等の
酵素、フルオレスセインイソチオシアネート、フィコビリタンパク、希土類金属キレート
、ダンシルクロライド若しくはテトラメチルローダミンイソチオシアネート等の蛍光物質
、3Ｈ、14Ｃ、125Ｉ若しくは131Ｉ等の放射性同位体、ビオチン、アビジン、または化学
発光物質が挙げられる。標識物質と抗体との結合法は、グルタルアルデヒド法、マレイミ
ド法、ピリジルジスルフィド法または過ヨウ素酸法等の公知の方法を用いることができる
。
【００２８】
　ここで、放射性同位体及び蛍光物質は単独で検出可能なシグナルをもたらすことができ
るが、酵素、化学発光物質、ビオチン及びアビジンは、単独では検出可能なシグナルをも
たらすことができないため、さらに１種以上の他の物質と反応することにより検出可能な
シグナルを生じる。例えば、酵素の場合には少なくとも基質が必要であり、酵素活性を測
定する方法（比色法、蛍光法、生物発光法あるいは化学発光法等）に依存して種々の基質
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が用いられる。また、ビオチンの場合には少なくともアビジンあるいは酵素修飾アビジン
を反応させるのが一般的である。必要に応じてさらに該基質に依存する種々の発色物質が
用いられる。
【００２９】
２．未変性のＣＴＰに反応する抗体のスクリーニング方法
　本発明の未変性のＣＴＰに反応する抗体のスクリーニング方法は、未変性ＣＴＰに反応
する第１の抗体で捕捉した未変性のＣＴＰを用意し、該未変性のＣＴＰを認識する第２の
抗体を選別する工程を含む。ここで、第１の抗体としては、上記配列番号１のアミノ酸番
号１１８～１３２で表されるポリペプチドに含まれる抗原決定基を認識し、未変性ＣＴＰ
に反応する抗体であることが好ましい。
　すなわち、上記本発明の抗体を用いることにより、未変性ＣＴＰに反応する新たな抗体
を得ることができる。例えば、ＥＬＩＳＡ法において、第１の抗体として上記本発明の抗
体を用い、第２の抗体として抗ＣＴＰ抗体のライブラリーを使用し、スクリーニングを行
うことにより、未変性ＣＴＰに反応する新たな抗体を選別することができる。なお、スク
リーニング方法で得られる抗体は未変性ＣＴＰに反応する抗体である限り、特に限定され
ないが、高次構造や配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチド以
外の領域に含まれる抗原決定基を認識する抗体であることが好ましい。
【００３０】
３．配列番号１のアミノ酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質の測
定方法
　本発明の測定方法は、上記本発明の抗体を少なくとも一つ使用して配列番号１のアミノ
酸番号１１８～１３２で表されるポリペプチドを含む蛋白質、好ましくはＣＴＰを免疫学
的に測定する工程を含む。なお、定性的な測定も定量的な測定も含まれる。
【００３１】
　本発明のＣＴＰの測定方法は、外リンパ瘻の検査に好適に使用される。
　本発明において、外リンパ瘻（Ｐｅｒｉｌｙｍｐｈ　ｆｉｓｔｕｌａ）とは、内耳組織
に存在する外リンパが何らかの要因により内耳窓（正円窓、卵円窓のいずれかまたは両者
）あるいはｆｉｓｓｕｒａ　ａｎｔｅ　ｆｅｎｅｓｔｒａｍ（内耳と中耳の間の骨裂隙）
から鼓室内（中耳）に漏出して聴覚・平衡感覚の障害を生じる疾患である。該疾患は、外
リンパが中耳へ漏出していることを確認することにより検出することができる。本発明の
外リンパ瘻の検出方法は、該疾患に罹患していることが疑われる患者の中耳に存在し得る
体液のうち、外リンパのみに存在するＣＴＰの存在を検出して、該患者が外リンパ瘻に罹
患している可能性の指標とすることを特徴とする方法である。本法によれば、外リンパ瘻
発症の要因や機構によらず検出を行うことができる。
　該疾患に罹患していることが疑われる患者には、突発性難聴、内耳性難聴、メニエール
病、前庭神経炎、頭位めまい症、内耳性めまい等の患者も挙げられる。厳密に言えばこれ
らは症候診断名であり、原因診断名である外リンパ瘻が、上記の疾患の原因となっている
ことは以前から指摘されている。したがって、本発明の方法により外リンパ瘻を検査する
ことでこれらの疾患の検査も可能である。
【００３２】
　本発明の外リンパ瘻の検出方法に供せられる試料としては、外リンパ瘻に罹患している
ことが疑われる患者の中耳に存在する体液を含む試料が用いられる。ヒトの中耳内に存在
し得る体液としては、例えば、外リンパ、脳脊髄液（Ｃｅｒｅｂｒｏ－Ｓｐｉｎａｌ　Ｆ
ｌｕｉｄ；以下、これを「ＣＳＦ」と称することがある）、血液、唾液、中耳粘膜より産
生される中耳粘液等が挙げられる。例えば、ＣＳＦは、手術等により内耳道の第８脳神経
の経路もしくは蝸牛小管を通って内耳に流入したものが中耳へ流入したり、外傷、骨折、
内耳の奇形等によっても流入することが知られている。血液は、外傷による出血、中耳粘
膜からの出血等により中耳に存在し得る。唾液は、上咽頭に存在するものが耳管から逆流
することにより中耳に流入することが知られている。また、滲出性中耳炎患者では中耳滲
出液、慢性中耳炎患者では耳漏（膿）等も存在し得る。これらの体液を目視により判別す
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ることはできないが、これらを採取して解析を行い、該試料中のＣＴＰの存在を解析する
ことにより、試料として採取された体液に外リンパが含まれるか否かを判別することがで
き、外リンパ瘻の可能性の指標とすることができる。上記体液を含む試料としては中耳洗
浄液、鼻腔ぬぐい液、上咽喉ぬぐい液などが挙げられる。
【００３３】
　中耳内に存在する体液の採取方法としては、できるだけ血液、薬剤等を混入させず、ま
た、他の蛋白質等を混入させずに採取できる方法であって、患者への侵襲度の低い方法で
あればいかなる方法でもよい。例えば、鼓膜を微小に切開し、シリンジ等を挿入してその
まま該体液を吸引して採取してもよいし、綿棒等を挿入して存在する体液をぬぐい取るこ
とにより採取してもよい。採取されるべき体液が極微量である場合には、シリンジ等を用
いて生理食塩水等の適当な溶液を適量注入した後、該溶液ごとシリンジ等で回収する方法
が好ましく用いられる。本発明においては、このような方法により回収された溶液を「中
耳洗浄液」と称する。ここで用いられる溶液としては、組成、ｐＨ、温度等において生理
学的に許容され、患者に与える負担の少ない溶液が選択される。また、中耳は耳管を経由
して上咽頭、中咽頭と通じていることから、耳管を通じて上咽頭、中咽頭に達した中耳由
来の体液を採取してもよい。具体的には、例えば、口腔または鼻腔から綿棒等を挿入し、
上咽頭もしくは中咽頭に存在する体液をぬぐい取ることにより採取することができる。こ
れらは、鼓膜切開により採取した中耳洗浄液よりも、より低侵襲で簡便に採取することが
できる。
【００３４】
　本発明のＣＴＰの測定方法は、頭頚部外科手術中の診断にも好適に使用される。
例えば、真珠腫性中耳炎や外耳腫瘍、中耳腫瘍、聴神経腫瘍等では骨破壊により外リンパ
瘻をきたすことが知られており、この病変の深さがどの程度であるかを本検査により診断
できる。すなわち、病変が骨を破壊し内耳に至っていれば、中耳に存在する体液からＣＴ
Ｐが検出され、それよりも浅ければＣＴＰは検出されない。また、鼓室形成術、アブミ骨
手術等では、正円窓や卵円窓に外科的処置を加えることがあり、手術操作によりこれらを
損傷したか否かを本測定により判断できる。さらには、人工内耳手術において、人工内耳
の電極挿入部位を決定するのにも役立つ。特に内耳、中耳奇形を有する症例ではその有用
性が高い。これらの検査においては中耳洗浄液、あるいは病変部位や手術操作部位からの
漏出液を直接採取して検査に供することができる。
【００３５】
　測定に使用する試料としては、この他にもＣＴＰを含む限り特に制限されず、細胞培養
液等でもよい。また、実験動物の病態把握等のために、ヒト以外の動物由来の試料を用い
てもよい。実験動物としては特に制限されないが、例えば、モルモット、ラット、マウス
、チンチラ等が挙げられる。
【００３６】
　かくして採取された体液は、採取後、直ちに解析に供されることが好ましいが、４～－
８０℃、好ましくは－２０～－７０℃等の低温条件下で保存しておくこともできる。保存
に際しては、必要に応じて蛋白質の変性等を抑制するような保存剤や、腐敗を防止するた
めの防腐剤等を添加してもよい。また、これらの試料は、必要に応じて、血球や組織片等
の除去や、濃縮、精製等の前処理を行ってから解析に供してもよい。これらの具体的手法
は、それ自体公知の通常用いられる蛋白質の濃縮、精製等の手法を用いればよい。
【００３７】
　ＣＴＰの存在を検出するための方法は、前記未変性ＣＴＰを認識する抗体（以下、これ
を「抗未変性ＣＴＰ抗体」と称することがある）を用いた免疫学的方法である。免疫学的
に蛋白質の検出を行う方法としては、例えば、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）、化学発
光免疫測定法、蛍光抗体法、放射免疫測定法、免疫クロマトグラフィー等の標識抗体を用
いた免疫測定法、あるいは、非変性条件でのウエスタンブロッティング法、ラテックス凝
集法、免疫比濁法等のそれ自体公知の通常用いられる方法であればいかなる方法でも用い
得るが、この中でも、操作の簡便性や測定精度の点から、標識抗体を用いた免疫測定法が
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好ましく用いられる。術中診断のためには、迅速に結果が得られることが望まれているた
め、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）や免疫クロマトグラフィー等が特に好ましく用いら
れる。
【００３８】
　本発明の検出方法を、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）、化学発光免疫測定法、蛍光抗
体法、または放射免疫測定法等の標識抗体を用いた免疫測定法により実施する場合には、
サンドイッチ法または競合法により行うこともできる。サンドイッチ法の場合には固相化
抗体及び標識抗体のうち少なくとも１種が、抗未変性ＣＴＰ抗体であればよい。
　ＥＬＩＳＡ法による測定では、発光シグナルの定量化により、外リンパの中耳への漏出
量を定量的に測定することが可能となる。ＣＴＰアナログを用意する必要がないため、異
なるエピトープでＣＴＰを認識する２種類の抗体を用いたサンドイッチ型測定が特に好ま
しい。
【００３９】
　サンドイッチ法で用いる固相担体としては、抗体を担持させるのに使用できる不溶性担
体であればよく、例えば、（１）ポリスチレン樹脂、ポリカーボネート樹脂、シリコン樹
脂あるいはナイロン樹脂等からなるプラスチックや、ガラス、ラテックス、金属化合物、
磁性体等に代表されるような水に不溶性の物質からなるプレート、試験管若しくはチュー
ブ等の内容積を有するもの、ビーズ、ボール、フィルター、あるいはメンブレン等、並び
に（２）セルロース系担体、アガロース系担体、ポリアクリルアミド系担体、デキストラ
ン系担体、ポリスチレン系担体、ポリビニルアルコール系担体、ポリアミノ酸系担体ある
いは多孔性シリカ系担体等のようなアフィニティークロマトグラフィーに用いられる不溶
性担体を挙げることができる。
【００４０】
　測定の操作法は公知の方法（例えば、日本臨床病理学会編「臨床病理臨時増刊特集第５
３号　臨床検査のためのイムノアッセイ－技術と応用－」，臨床病理刊行会，１９８３年
，石川榮治ら編「酵素免疫測定法」，第３版，医学書院，１９８７年，北川常廣ら編「蛋
白質核酸酵素別冊Ｎｏ．３１　酵素免疫測定法」，共立出版，１９８７年）に準じて行う
ことができる。
【００４１】
　例えば、固相化抗体と試料を反応させ、同時に標識抗体を反応させるか、または洗浄の
後に標識抗体を反応させて、固相化抗体－抗原－標識抗体の複合体を形成させる。そして
未結合の標識抗体を洗浄分離して、結合標識抗体の量より試料中の抗原量を測定すること
ができる。具体的には、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）の場合は標識酵素にその至適条
件下で基質を反応させ、その反応生成物の量を光学的方法等により測定する。蛍光免疫測
定法の場合には蛍光物質標識による蛍光強度を、放射免疫測定法の場合には放射性物質標
識による放射線量を測定する。化学発光免疫測定法の場合は発光反応系による発光量を測
定する。
【００４２】
　本発明の検出方法を、ラテックス凝集反応、または免疫比濁法等の場合のように免疫複
合体凝集物の生成を、その透過光や散乱光を光学的方法により測るか、目視的に測る測定
法により実施する場合には、溶媒としてリン酸緩衝液、グリシン緩衝液、トリス緩衝液ま
たはグッド緩衝液等を用いることができ、更にポリエチレングリコール等の反応促進剤や
非特異的反応抑制剤を含ませてもよい。
【００４３】
　抗体を固相担体に担持させて用いる場合には、固相担体としては、ポリスチレン、スチ
レン－ブタジエン共重合体、（メタ）アクリル酸エステル類ポリマー、ラテックス、ゼラ
チン、リポソーム、マイクロカプセル、赤血球、シリカ、アルミナ、カーボンブラック、
金属化合物、金属、セラミックスまたは磁性体等の材質よりなる粒子を使用することがで
きる。
【００４４】
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　この担持の方法としては、物理的吸着法、化学的結合法またはこれらの方法の併用等の
公知の方法を使うことができる。測定の操作法は公知の方法により行うことができるが、
例えば、光学的方法により測定する場合には、試料と抗体、または試料と固相担体に担持
させた抗体を反応させ、エンドポイント法またはレート法により、透過光や散乱光を測定
する。
　また、目視的に測定する場合には、プレートやマイクロタイタープレート等の容器中で
、試料と固相担体に担持させた抗体を反応させ、凝集の状態を目視的に判定する。なお、
目視的に測定する代わりにマイクロプレートリーダー等の機器を用いて測定を行ってもよ
い。
【００４５】
　上記した方法を用いて患者の中耳内に存在する体液を試料とした解析を行い、該試料中
にＣＴＰの存在が検出された場合に、該患者が外リンパ瘻に罹患している可能性があると
判定することができる。また、それ自体公知の通常用いられる蛋白質の定量法によって定
量を行い、該体液におけるＣＴＰの存在量を求めることもできる。
【００４６】
４．ＣＴＰ測定キット
　本発明のＣＴＰ測定キットは、上記本発明の抗体を含む。該試薬キットを用いれば、本
発明の外リンパ瘻の検出を必要時に簡便・迅速に行うことができ、その結果を、他の疾患
との鑑別や、治療方針の決定等に役立てることができる。
【００４７】
　キットに含まれる試薬の形態は特に限定されず、固体でも液体（溶液、懸濁液など）で
もよい。液体の場合には適当な溶媒（抗体を安定に保存できる緩衝液など）に上記抗体を
溶解または懸濁することによって試薬を調製することができる。
【００４８】
　本発明のキットは、本発明の検出方法を行うことのできるものであればいかなる構成で
あってもよい。例えば、標識抗体を用いた免疫測定法を用いてＣＴＰの検出を行う試薬キ
ットの場合には、少なくとも担体固相化抗体及び／又は標識化抗体として、未変性ＣＴＰ
と反応する抗体を含む。その他に、任意の要素として、酵素基質、希釈液や洗浄液等の緩
衝液、陽性コントロール等を含めることができる。このように、本発明の試薬キットは、
少なくとも試料中の未変性ＣＴＰと反応する抗体を含み、それ自体公知の通常用いられる
試薬等を組み合わせて作製することができる。
【実施例】
【００４９】
　以下、実施例により本発明を更に詳細に説明するが、本発明はその要旨を超えない限り
、以下の実施例に限定されるものではない。
【００５０】
≪実施例１≫　抗ＣＴＰ（Ｅ．ｃｏｌｉ）モノクローナル抗体の作製
　ヒトＣＴＰのシグナル配列を除いた配列番号１のアミノ酸番号３２～１３２に相当する
アミノ酸のＮ末端側にポリヒスチジンタグを融合させて大腸菌内で発現させ、これを免疫
原としてモノクローナル抗体を作製した。
　まず、ヒトＣｏｃｈｌｉｎのヌクレオチド配列を参考にして大腸菌発現用ベクターに組
込み、これを大腸菌に形質転換させた。大腸菌にＩＰＴＧを加えることによって組込まれ
たベクターにコードされたｒＣＴＰ（リコンビナントＣＴＰ）を誘導発現させた。誘導発
現した菌体を遠心集菌し、超音波処理によって菌体を破砕した。破砕後、遠心分離によっ
て可溶性画分と不溶性画分に分画した。得られた発現タンパク質は不溶性凝集体を形成し
たので、不溶性画分を尿素にて可溶化し、ニッケルカラムにてアフィニティー精製した。
得られたｒＣＴＰをマウスに免疫し、モノクローナル抗体を得た。抗体のスクリーニング
は、ＥＬＩＳＡ法によりｒＣＴＰとの反応を確認することにより行い、最終的に得られた
モノクローナル抗体とヒトＣＴＰとの反応はウェスタンブロット法により確認した。
【００５１】
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（１）大腸菌によるｒＣＴＰの発現
　ＣＴＰのシグナル配列を除いたＯＲＦの５'末端に翻訳開始コドンを付加するためのプ
ライマー（５'－ＡＴＧ ＡＴＣ ＡＣＡ ＴＧＴ ＴＴＴ ＡＣＣ ＡＧ－３'：配列番号９）
、および３'末端に終止コドンを付加するためのプライマー（５'―ＴＡＴ ＴＣＡ ＴＴＡ
ＣＴＣ ＣＴＧ ＴＧＴ ＡＣＴ ＡＣＴ－３'： 配列番号１０）を用意し、ＣＯＣＨ遺伝子
を含むイメージクローン（ＩＭＡＧＥ：２７７８９）（クラボウ　大阪）を鋳型としてＰ
ＣＲ増幅を行った。この項で示した配列では、開始コドンおよび終止コドンを下線で示し
た。
　得られたＰＣＲ産物を、ｐＣＲ　Ｔ７／ＮＴ－ＴＯＰＯ ＴＡ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 
Ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社)の添付文書に従って大腸菌用発現ベクターｐＣＲ Ｔ７
／ＮＴに組込んだ後、キット添付の大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ株に形質転換し
て、ｒＣＴＰ発現用組換え大腸菌を得た。
　得られたｒＣＴＰ発現用組換え大腸菌をアンピシリン添加ＬＢ培地１５００ｍｌに接種
し、３７℃で振とう培養した。培養液の６００ｎｍの吸光度が０．５に到達した時点で、
培養液にＩＰＴＧを終濃度０．１ｍＭとなるように添加し、引き続き３７℃で３時間振と
う培養した。
【００５２】
（２）大腸菌発現ｒＣＴＰの精製
　該培養液を、４℃、３０００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、沈澱した菌体を回収し、１
０ｍｌの破砕用緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に懸濁した。氷冷しながら菌体懸濁液を超音波破砕機にて処理する
ことにより菌体を破砕し、これを４℃、３０００ｒｐｍで３０分間遠心分離した。その沈
殿を封入体洗浄液（０．５％　ＴｒｉｒｏｎＸ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に懸濁し、
これを４℃、３０００ｒｐｍで３０分間遠心分離するという洗浄操作を３回繰り返した。
洗浄後の沈殿を８Ｍ尿素に溶解し、封入体溶液とした。
　得られた封入体溶液を変性結合緩衝液（８Ｍ　Ｕｒｅａ、５００　ｍＭ　ＮａＣｌ、２
０　ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｐＨ　７．８）で平衡化させたＮｉ－Ｎ
ＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅに加え、室温で１時間反応させた。反応後の樹脂をグラスフィルタ
ー付ロートで回収し、これを樹脂容積の５倍量の変性結合緩衝液で洗浄した後、さらに樹
脂容積の５倍量の変性洗浄緩衝液（８Ｍ　Ｕｒｅａ、５００　ｍＭ　ＮａＣｌ、２０　ｍ
Ｍ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｐＨ　６．０）で洗浄した。洗浄後の樹脂に変
性溶出緩衝液（８Ｍ　Ｕｒｅａ、５００　ｍＭ　ＮａＣｌ、１００ｍＭ　ｉｍｉｄａｚｏ
ｌ、２０　ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｐＨ　６．０）を樹脂容積の５倍
量加え、室温で１時間反応させた。該反応液をグラスフィルター付ロートで回収し、大腸
菌発現ｒＣＴＰを得た。
【００５３】
（３）モノクローナル抗体の作製
　大腸菌発現ｒＣＴＰをＫＬＨで架橋したものを抗原として、該抗原をＣ５７ＢＬ６マウ
スに５０μｇずつ２週間おきに３回投与した。最後の免疫感作から１週間後に、大腸菌発
現ｒＣＴＰ固定化プレートを用いたＥＬＩＳＡ法により抗体価が上昇していることを確認
した上で、採取した脾臓を細胞融合用ミエローマ（Ｐ３Ｕ１）とＰＥＧ法にて融合した。
得られたハイブリドーマをＨＡＴ培地にて選択し、抗体産生ハイブリドーマを得た。
【００５４】
（４）スクリーニング
　９６穴プレートに免疫原である大腸菌発現ｒＣＴＰを固相化し、それとハイブリドーマ
培養上清との反応を確認した。検出には、Ｒａｂｂｉｔ　ａｎｔｉ　Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ
／ＨＲＰ（ＺＹＭＥＤ社）を使用した。同時に、ブランクとしてβアクチン固相プレート
との反応も確認し、ブランクとは反応せず、大腸菌発現ｒＣＴＰに反応する抗体を選別し
た。最終的に得られた陽性株は１種のみであった（これを「抗ＣＴＰ（Ｅ．ｃｏｌｉ）抗
体」と称することがある）。
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（５）ウェスタンブロット法によるヒトＣＴＰとの反応性確認
　試料として用いたヒト外リンパは、患者に対して採取および研究目的の使用について十
分な説明を行い、同意を得た上で用いた。
　試料を３×Ｌｏａｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ（１５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ６．
８、３００ｍＭ　ＤＴＴ、６％ＳＤＳ、０．３％　ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌ　ｂｌｕｅ、
３０％　ｇｌｙcｅｒｏｌ）と混合し、１００℃で５分間加熱した。該試料を１５％　ｐ
ｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ（ＰＡＧＥＬ、ＡＴＴＯ社）にアプライし、ｒｕｎｎｉｎｇ
　ｂｕｆｆｅｒ（２５　ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１９２ｍＭ　Ｇｌｙｃｉｎｅ、０．１％　ＳＤ
Ｓ）を使用して、２０ｍＡで２時間、電気泳動を行った後、セミドライ法によりＰＶＤＦ
膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ－ＰＳＱ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社）に転写した。転写後のＰＶＤ
Ｆ膜に、一次抗体として抗ＣＴＰ（Ｅ．ｃｏｌｉ）抗体を反応させた後、二次抗体として
ＨＲＰ－Ｒａｂｂｉｔ　ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（ＺＹＭＥＤ社）を反
応させた。その後、ＥＣＬ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＧＥヘルスケア社）を使用してＣＴＰに由来する１６ｋＤａの
バンドを検出し、抗ＣＴＰ（Ｅ．ｃｏｌｉ）抗体がヒト生体試料中のＣＴＰを認識するこ
とを確認した。
【００５６】
≪実施例２≫　ポリクローナル抗体の作製
　抗ＬＣＣＬ抗体、抗ＬＣＣＬ１抗体、抗ＬＣＣＬ２抗体および抗ＬＣＣＬ３抗体は、特
開２００４－８５５５２号公報に記載のものを使用した。また、これらとは別のポリペプ
チドを抗原として、新たに３種類の抗体を作製した。得られたポリクローナル抗体とヒト
ＣＴＰとの反応はウェスタンブロット法により確認した。
【００５７】
（１）抗原ポリペプチドのアミノ酸配列の選択
　新たな抗原ポリペプチドとしては、配列表の配列番号１のアミノ酸番号３４～４９に相
当するアミノ酸よりなるポリペプチド（これを抗原ポリペプチドとして作製した抗体を「
抗ＣＴＰ－Ａ抗体」と称することがある）、同じくアミノ酸番号９１～１０８に相当する
アミノ酸よりなるポリペプチド（これを抗原ポリペプチドとして作製した抗体を「抗ＣＴ
Ｐ－Ｂ抗体」と称することがある）、更にアミノ酸番号１１８～１３２に相当するアミノ
酸よりなるポリペプチド（これを抗原ポリペプチドとして作製した抗体を「抗ＣＴＰ－Ｃ
抗体」と称することがある）をそれぞれ選択した。
【００５８】
　各抗体の免疫動物と抗原ポリペプチドを表１に、これらの抗原ポリペプチドの配列番号
１に記載のアミノ酸配列上の位置関係を図１に記載する。
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【表１】

【００５９】
（２）ポリクローナル抗体の作製
　上記（１）において選択されたアミノ酸配列からなるポリペプチドを合成した。ここで
、抗ＣＴＰ－Ｂ抗体、抗ＣＴＰ－Ｃ抗体作製用抗原ポリペプチドについては、該アミノ酸
配列中にシステインが含まれていないので、それぞれの配列のＮ末端にシステインが付加
されたポリペプチドを合成した。システインを介し、キャリア蛋白質としてウシサイログ
ロブリンを結合させて免疫原とした。
免疫は、ウサギ１羽に対して１～２週間おきに免疫原を１００μｇ投与することにより行
った。８回免疫後、採血を行い、血清を分離しこれを抗血清とした。これらの抗血清は、
実施例１（４）と同様なＥＬＩＳＡ法により、それぞれ、各免疫原である抗原ポリペプチ
ドおよび大腸菌発現ｒＣＴＰとの反応を確認した後、別途作成した抗原ポリペプチド結合
カラムを用いて精製した。
【００６０】
（３）ウェスタンブロット法によるヒトＣＴＰとの反応性の確認
　一次抗体に抗ＣＴＰ－Ａ抗体、抗ＣＴＰ－Ｂ抗体、または抗ＣＴＰ－Ｃ抗体を使用し、
二次抗体としてＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ／ＨＲＰ［Ｇｏａｔ　Ｐｏｌｙｃｌｏｎ
ａｌ　Ａｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ］（ＤＡＫＯ社）を使用した以外は、実施例１（５）に記
載の方法で行い、各ポリクローナル抗体は、いずれもヒト生体試料中のＣＴＰを認識する
ことを確認した。
【００６１】
≪実施例３≫　未変性ＣＴＰとの反応性確認（免疫沈降）
　実施例１および実施例２で作製した抗体が、ウェスタンブロット法によりＣＴＰを検出
できたことから、変性されたＣＴＰもしくは変性条件下にあるＣＴＰは検出可能であるこ
とがわかった。そこで、これらの抗体が未変性のＣＴＰも検出可能であるかを確認するた
めに、以下の検討を行った。
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　実施例１および実施例２で作製した各抗体をプロテインＧ固定化担体に結合させた後、
ブタ外リンパ又はヒト外リンパと反応させた。反応後、遠心分離により沈殿（プロテイン
Ｇ固定化担体に結合した抗原抗体複合体）および上清（抗体未反応画分）を回収し、それ
ぞれＳＤＳ－ＰＡＧＥ後にウェスタンブロッティングを行った。どちらの画分にＣＴＰが
検出されるかを調べることで、各抗体が未変性ＣＴＰを認識するか否かを確認した。
　具体的には、ＰＢＳで平衡化した２０μｇのＰｒｏｔｅｉｎＧ　ｏｎ　Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅ　４Ｂ（ＧＥヘルスケア）に各抗体３０μｇを反応させた後、未結合抗体を除去した
。この抗体結合体に、ＰＢＳで１０倍に希釈したブタ外リンパまたはヒト外リンパの２０
μｌを添加し、４℃で一晩振盪反応させた。反応後、４℃、３０００ｒｐｍで２分間遠心
分離し、上清と沈殿をそれぞれ回収した。
　ウェスタンブロッティングは、一次抗体に抗ＬＣＣＬ３抗体を使用し、二次抗体として
Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ／ＨＲＰ［Ｇｏａｔ　Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
－Ｒａｂｂｉｔ］（ＤＡＫＯ社）を使用した以外は、実施例１（５）に記載の方法で行っ
た。その結果を表２に示す。未変性ＣＴＰと結合したものを○、結合しなかったものを×
で示した。抗ＣＴＰ－Ｃ抗体のみが、外リンパ中の未変性ＣＴＰを認識できることが確認
された。
【００６２】
【表２】

 
【００６３】
≪実施例４≫　未変性ＣＴＰを認識するモノクローナル抗体の作製
　未変性ＣＴＰを認識するモノクローナル抗体の作製のため、抗ＣＴＰ（Ｂａｃｕｌｏ）
モノクローナル抗体の作製を試みた。
　ヒトＣＴＰの全長にあたる配列番号１のアミノ酸番号１～１３２に相当するアミノ酸の
Ｃ末端側にＦＬＡＧタグを融合させてカイコ体内で発現させ、これを免疫原としてモノク
ローナル抗体を作製した。
　まず、ヒトＣｏｃｈｌｉｎのヌクレオチド配列を参考にしてトランスファーベクターに
組込み、組換えバキュロウイルス株を樹立した。これをカイコ蛹に感染させることによっ
て、カイコ体内にｒＣＴＰを生産させた。このカイコ体液から、抗ＦＬＡＧ担体にてアフ
ィニティー精製した。得られたｒＣＴＰをマウスに免疫し、モノクローナル抗体を得た。
抗体のスクリーニングは、ＥＬＩＳＡ法によりｒＣＴＰとの反応を確認すると共に、実施
例３で作製した抗ＣＴＰ－Ｃ抗体に補足させた未変性のヒトＣＴＰとの反応を確認するこ



(15) JP 6000239 B2 2016.9.28

10

20

30

40

とにより行った。
【００６４】
（１）カイコ発現ｒＣＴＰの調製
　ヒトＣＴＰのＯＲＦの５'末端にＢｇｌII認識部位を付加するためのプライマーおよび
３'末端にＮｈｅＩ認識部位を付加するためのプライマーを用意し、ＣＯＣＨ遺伝子を含
むプラスミドを鋳型としてＰＣＲ増幅を行った。このＰＣＲ産物をＢｇｌIIとＮｈｅＩで
消化し、プラスミドｐＭ２３（片倉工業）のＢｇｌIIとＸｂａＩ認識部位に挿入し、ＣＴ
Ｐ組換えバキュロウィルス発現系を樹立させた。このＣＴＰ組換えバキュロウィルスをカ
イコ蛹に感染させた。感染後のカイコ体液を抗ＦＬＡＧ抗体カラムに吸着させた後、トロ
ンビンによりＦＬＡＧタグを切断することで、カイコ発現ｒＣＴＰを得た。
【００６５】
（２）抗体作製
　カイコ発現ｒＣＴＰを抗原として、該抗原をＢａｌｂ／ｃマウスに５０μｇずつ隔日で
４回フットパッド免疫した。その後、採取したリンパ細胞をミエローマ細胞（Ｐ３Ｕ１）
とＰＥＧ法にて融合した。得られたハイブリドーマをＨＡＴ培地にて選択し、抗体産生ハ
イブリドーマを得た。
【００６６】
（３）スクリーニング
　実施例１（４）と同様なＥＬＩＳＡ法により、免疫原であるカイコ発現ｒＣＴＰとハイ
ブリドーマ培養上清との反応を確認した。検出には、Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　
ＩｇＧ－ＰＯＤ　Ｆ（ａｂ'）2（ＭＢＬ社）を使用した。
　その結果を表３に示す。１１種のハイブリドーマにおいて、カイコ発現ｒＣＴＰとの反
応が確認された。
【００６７】
（４）ヒトＣＴＰとの反応性の確認
　ＥＩＡプレート（ＭＡＸＩＳＯＲＰ、Ｎｕｎｃ社）に５μｇ／ｍｌ抗ＣＴＰ－Ｃ抗体を
１００μｌ／ｗｅｌｌ添加し、４℃で一晩静置した。翌日、２５％ブロックエース（大日
本住友製薬）を３００μｌ／ｗｅｌｌ添加し、３７℃で２時間ブロッキングした。各ウェ
ルを洗浄用緩衝液（０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０、２０ｍＭ　ＰＢＳ　ｐＨ７．４）で洗
浄後、ＰＢＳで４０倍希釈したヒト外リンパを１００μ／ｗｅｌｌ添加し、室温で１時間
振盪反応させた。各ウェルを洗浄した後、一次抗体としてハイブリドーマ培養上清を１０
０μ／ｗｅｌｌ添加し、室温で２時間振盪反応させた。各ウェルを洗浄した後、二次抗体
として、１０％ブロックエースで２０００倍希釈したＲａｂｂｉｔ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓ
ｅ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ／ＨＲＰ（Ｄａｋｏ）を添加し、室温で１時間振盪
反応させた。各ウェルを洗浄した後、ＳｕｒｅＢｌｕｅ　Ｒｅｓｅｒｖｅ　ＴＭＢ　ｍｉ
ｃｒｏｗｅｌｌ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ＫＰＬ社）を１００μ／ｗｅｌｌ添加し、室温で
１５分間反応させた後、ｓｔｏｐ　ｓｏｌｕｔｉｏｎを添加して反応を停止させた。マイ
クロプレートリーダーで波長４５０ｎｍの吸光度を測定した。
　得られた１１種のハイブリドーマとヒト外リンパ中のＣＴＰとの反応性を確認した結果
を表３に示す。３Ｃ１０、７Ｃ１、および７Ｇ１において、ヒト外リンパ中の未変性ＣＴ
Ｐとの反応が確認された。また、ハイブリドーマにより、カイコ発現ｒＣＴＰとヒト外リ
ンパ中のＣＴＰとで、反応の強弱に違いが認められた。
【００６８】
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【表３】

【００６９】
　従来のスクリーニング方法では、免疫原をプレートに固相するため、大量な試料の入手
が困難なヒト外リンパあるいはヒト外リンパ中のＣＴＰを使用することはできなったこと
から、免疫原として用いたｒＣＴＰをプレートに固定した実験方法しか行えず、更に、免
疫原をプレートに固定するため、該免疫原が変性されている恐れがあった。このように、
変性条件でのＣＴＰを認識する抗体しか無かった場合には、免疫原として用いたｒＣＴＰ
との反応がより良好なハイブリドーマを選別するしかないため、未変性のＣＴＰを認識す
る抗体を作製することが難しかったが、未変性のＣＴＰを認識する抗体を固相抗体として
用いたサンドイッチＥＬＩＳＡでスクリーニングすることにより、未変性のＣＴＰとより
良好に反応する抗体を選別することができることがわかった。
【００７０】
≪実施例５≫　サンドイッチＥＬＩＳＡ法によるヒト外リンパ中の未変性ＣＴＰの測定
　固相抗体として抗ＣＴＰ－Ｃ抗体を用い、実施例４で作製した３Ｃ１０抗体とのサンド
イッチＥＬＩＳＡにより、ＰＢＳを用いて段階希釈したヒト外リンパ中のＣＴＰを測定し
た。測定は実施例４（４）と同様に行った。その結果を図２に示す。ヒト外リンパ中の未
変性ＣＴＰを濃度依存的に測定できることを確認した。
【産業上の利用可能性】
【００７１】
　本発明の抗体は診断、医療、研究等の分野において有用である。
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