
(57)【要約】
【課題】　イヌ TARCに対する親和性に優れたモノクローナル抗体、該抗体を用いたイヌア
トピー性皮膚炎の検出、イヌ TARC治療剤並びにイヌ TARC治療法の提供。
【解決手段】　高次構造を保持しているイヌ TARCにのみ結合するモノクローナル抗体、お
よび抗体とイヌ生体試料中の TARCを接触させることを含む、イヌ TARCの免疫学的測定方法
。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCに の み 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCが 有 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 と イ ヌ 生 体 試 料 中 の TARCを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 イ ヌ
TARCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ELISAで あ る 請 求 項 ４ 記 載 の イ ヌ TARCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 治 療 剤
。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 を イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 罹 患 部 に 適 用 す る こ と を 含 む
、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 イ ヌ TARC抗 体 を 用 い た イ ヌ TARCの 定 量 方 法 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断
方 法 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 薬 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 剤 及 び 治 療 方 法 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は 、 し ば し ば ア ト ピ ー 素 因 を 有 し 、 慢 性 の 湿 疹 性 皮 膚 病 変 を 長 期 に わ
た っ て 繰 り 返 す 病 気 で あ る 。 ま た 、 血 液 学 的 所 見 と し て 、 し ば し ば 末 梢 血 の 好 酸 球 数 増 多
、 血 清 IgE値 の 高 値 な ど の 異 常 が 認 め ら れ る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 主 な 要 因 と し て 、 免 疫
学 的 異 常 と 非 免 疫 学 的 異 常 が 報 告 さ れ て い る 。 近 年 、 ヒ ト ば か り で は な く イ ヌ 等 の 愛 玩 動
物 に お い て も ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 が 増 え て お り 、 そ の 検 出 、 治 療 法 の 確 立 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 と 関 連 し て い る 物 質 と し て ケ モ カ イ ン が あ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の
ケ モ カ イ ン に つ い て 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ お よ び 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 ケ モ カ イ ン は
、 分 子 量 が 約 8～ 14kDaの 白 血 球 に 走 化 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 総 称 で 、 炎 症 細 胞 間 の
連 絡 を 担 当 す る メ デ ィ エ ー タ ー と し て 、 種 々 の 炎 症 の 発 生 、 進 展 に 中 心 的 な 役 割 を 果 た す
。 ケ モ カ イ ン は 構 造 上 ４ 個 の シ ス テ イ ン 配 列 の 違 い に よ り C、 CC、 CXC、 CX3Cの ４ つ に 大 別
さ れ る 。 ケ モ カ イ ン に は そ れ ぞ れ 受 容 体 が 存 在 し 、 Cケ モ カ イ ン に は Cケ モ カ イ ン 受 容 体 （
XCR） 、 CCケ モ カ イ ン に は CCケ モ カ イ ン 受 容 体 （ CCR） 、 CXCケ モ カ イ ン に は CXCケ モ カ イ ン
受 容 体 （ CXCR） 、 CX3Cケ モ カ イ ン に は CX3Cケ モ カ イ ン 受 容 体 （ CX3CR） と に 大 別 さ れ 、 ケ
モ カ イ ン と 受 容 体 の 相 互 作 用 に よ り 、 そ れ ぞ れ の ケ モ カ イ ン に 対 応 し た 受 容 体 を も つ 細 胞
が 遊 走 し 病 態 の 形 成 ・ 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る 。 こ の う ち 、 ヘ ル パ ー
Ｔ 細 胞 Th2特 異 的 に 発 現 さ れ る CCケ モ カ イ ン 受 容 体 ４ （ CCR4） に 結 合 す る と さ れ て い る TAR
C(Thymus Activation-Regulated Chemokine)が 特 に ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 と 関 連 が 深 い と 考 え
ら れ て い る 。 例 え ば 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 患 者 の 罹 患 部 に 浸 潤 し て い る CD4陽 性 Ｔ 細 胞 は 、 C
CR4陽 性 で あ り 、 末 梢 血 中 の CCR4陽 性 メ モ リ ー Ｔ 細 胞 も 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 患 者 で は 健
常 人 に 比 べ 優 位 に 増 加 し て い る と い う 報 告 が あ る 。 さ ら に 、 末 梢 血 中 の CCR4陽 性 細 胞 数 と
好 酸 球 数 、 IgE値 、 お よ び 臨 床 的 な 重 症 度 が 相 関 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に
、 ヒ ト ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 患 者 に お い て 、 血 中 TARC値 が 高 値 を 示 し 、 罹 患 部 に お け る TARCの
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産 生 も 亢 進 し て い る と い う 報 告 も あ る （ 特 許 文 献 ３ お よ び 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 報 告 は TARCが ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 疾 患 マ ー カ ー と な り 得 る こ と 、 TARCが ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 標 的 と な り 得 る こ と を 示 唆 し て い る も の の 、 TARCが 健 常 部 で も 発 現 が 認
め ら れ る と い う 報 告 も あ り 、 TARCの 有 用 性 に つ い て の 検 討 は 未 だ 十 分 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 こ れ ま で の 報 告 は 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 モ デ ル マ ウ ス を 用 い た 検 討 お よ び ヒ ト を
用 い た 検 討 で あ っ た が 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 発 症 機 構 が 動 物 間 で 同 じ と は 限 ら ず 、 イ ヌ に
特 異 的 な 診 断 法 、 治 療 法 の 確 立 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ヌ TARCに つ い て は 、 前 田 ら (J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001)が ア ミ ノ 酸
配 列 、 mRNAの DNA配 列 を 決 定 し て い る が 、 イ ヌ TARC抗 体 に つ い て は 得 ら れ て い な か っ た 。
一 方 、 ヒ ト 等 の 他 種 の 抗 TARC抗 体 は 市 販 さ れ て い た が 、 イ ヌ TARCと は 反 応 し な い と い う 問
題 を か か え て お り 、 ま た 、 市 販 の TARC抗 体 は TARCと の 親 和 性 が 不 十 分 で 、 特 に 細 胞 組 織 の
免 疫 染 色 時 に 染 色 像 が 明 瞭 に 得 ら れ な い な ど の 問 題 が 指 摘 さ れ て い た (代 表 的 な 染 色 像 、 V
estergaardら ； J. Invest. Dermatol.115(4):640-646, 2000、  Uchidaら ； International
 Immunology. 14(12):1431-1438, 2002)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2001-520002号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 平 10-507646号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 EP1221618A1号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 02/53758号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J. Invest. Dermatol. 115(4):640-646, 2000
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Uchidaら ； International Immunology. 14(12):1431-1438, 2002
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ 等 の 愛 玩 動 物 に お け る ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 法 、 治 療 剤 お よ び 治 療 法
に 関 し 、 具 体 的 に は ケ モ カ イ ン の 一 種 で あ る イ ヌ TARCに 対 す る 親 和 性 に 優 れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 い た イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 検 出 法 、 イ ヌ TARC治 療 剤 並 び に イ ヌ TARC治 療 法
に 関 し 、 さ ら に イ ヌ TARCを 標 的 と し た イ ヌ TARCの 治 療 剤 お よ び 治 療 法 に 関 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 は 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に も TARCが 関 与 し て い る と 考 え 、 既 に 知 ら れ て い
る イ ヌ TARC遺 伝 子 配 列 を も と に 作 製 さ れ た リ コ ン ビ ナ ン ト イ ヌ TARCを 用 い 、 抗 イ ヌ TARC抗
体 を 作 製 し 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 検 出 、 治 療 に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 い 、 本 発 明 を 完 成
さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
[１ ]　 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCに の み 親 和 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[２ ]　 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCが 有 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る [１ ]の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、
[３ ]　 [１ ]ま た は [２ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、
[４ ]　 [１ ]ま た は [２ ]の 抗 体 と イ ヌ 生 体 試 料 中 の TARCを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 イ ヌ TARC
の 免 疫 学 的 測 定 方 法 、
[５ ]　 ELISAで あ る [４ ]の イ ヌ TARCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 、
[６ ]　 [１ ]ま た は [２ ]の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 治 療 剤 、 な
ら び に
[７ ]　 [１ ]ま た は [２ ]に 記 載 の 抗 体 を イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 罹 患 部 に 適 用 す る こ と を 含
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む 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の イ ヌ TARCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 市 販 の TARCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が イ ヌ TARCに
反 応 し な い と い う 問 題 を 解 決 す る 。 さ ら に 、 イ ヌ の TARCの 高 次 構 造 を 特 異 的 に 認 識 す る た
め 、 既 に 知 ら れ て い る TARC抗 体 と 比 較 し 、 細 胞 組 織 の 免 疫 染 色 像 が 明 瞭 に 得 ら れ 、 ま た 高
感 度 の ELISAが 構 築 で き る た め に イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 に 有 効 な 手 段 を 提 供 す る こ
と が 出 来 る 。 ま た 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 治 療 の た め に も 有
効 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 前 田 (J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001)ら の 決 定 し た 塩 基 配
列 を も と に 、 組 換 え ベ ク タ ー を 調 製 し 、 リ コ ン ビ ナ ン ト イ ヌ TARCを 発 現 さ せ 、 該 タ ン パ ク
質 を 精 製 後 、 マ ウ ス に 免 疫 し 細 胞 融 合 に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 作 製 さ れ た ハ
イ ブ リ ド ー マ に つ い て 高 次 構 造 を 認 識 し か つ 親 和 性 の 高 い ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ り
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。 該
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 イ ヌ TARC測 定 用 の ELISAを 構 築 す る と 共 に 、 組 織 免 疫 の 染 色
像 か ら 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCに 対 す る 親 和 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
１ ． 　 組 換 え ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体 の 作 製
(1)　 組 換 え ベ ク タ ー の 作 製
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 、 適 当 な ベ ク タ ー に イ ヌ TARCの 遺 伝 子 を 連 結 (挿 入 )す る こ と
に よ り 得 る こ と が で き る 。 該 遺 伝 子 を 挿 入 す る た め の ベ ク タ ー は 、 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も
の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド  DNA、 フ ァ ー ジ  DNA等 が 挙 げ ら れ 、 公 知
の も の を 用 い る こ と が で き る 。
(2)　 形 質 転 換 体 の 作 製
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー を 、 公 知 の 手 法 に よ り 目 的 遺 伝 子 が 発 現 し
得 る よ う に 宿 主 中 に 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
(3)　 抗 原 タ ン パ ク 質 の 生 産
　 抗 原 と な る タ ン パ ク 質 は 、 前 田 ら の 報 告 し て い る イ ヌ TARC遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の 、 ま た は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 に 前
記 変 異 が 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ヌ TARC活 性 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抗 原 と な る イ ヌ TARCタ ン パ ク 質 は 、 前 記 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る
こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 「 培 養 物 」 と は 、 培 養 上 清 、 あ る い は 培 養 細 胞 若 し く は 培
養 菌 体 又 は 細 胞 若 し く は 菌 体 の 破 砕 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行
わ れ る 。 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て 、 一 般 に 使 用 さ
れ て い る RPMI1640培 地 、 DMEM培 地 又 は こ れ ら の 培 地 に 牛 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 が 用
い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 培 養 は 、 通 常 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 、 37℃ で １ ～ 30日 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て カ ナ マ イ
シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 培 養 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞
を 破 砕 す る こ と に よ り イ ヌ TARCタ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体
外 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌
体 又 は 細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 生 化 学 的 方
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法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に
よ り 、 前 記 培 養 物 中 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。 　
【 ０ ０ １ ８ 】
２ ． 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 本 発 明 の イ ヌ TARCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 1.(3)に 記 載 し た 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 抗 原
を 用 い 、 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る か あ る い は イ ン ビ ト ロ 法 に よ り 免 疫 し た リ ン パ 球 細 胞 を 、 哺
乳 動 物 の 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ ）  な ど と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 こ の ハ
イ ブ リ ド ー マ 培 養 液 に つ い て 、 高 度 に 精 製 さ れ た イ ヌ TARCを 抗 原 と し て 用 い て 、 高 次 構 造
を 保 持 し た 状 態 の イ ヌ TARCに 反 応 し 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や ジ チ オ ス レ イ ト ー ル の よ
う な 還 元 剤 処 理 に よ り 、 S-S が 開 裂 さ れ 立 体 構 造 の み が 破 壊 さ れ た TARC に は 全 く 反 応 し
な い も の を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で 、 高 次 構 造 を 保 持 し た イ ヌ TARCの み に 反 応 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し 、 こ の ク ロ ー ン を 培 養 す る こ と に よ り 目 的 と
す る 抗 体 を 得 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
(1)　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 に あ た っ て は 哺 乳 動 物 を 使 用 す る 場 合 、 ど の よ う な 系 も 使 用 可 能
で あ る が マ ウ ス や ラ ッ ト な ど の 小 動 物 を 使 用 し た 例 が 一 般 的 で あ る 。 免 疫 は 、 イ ヌ TARCを
生 理 食 塩 水 等 に よ り 適 当 な 濃 度 に 希 釈 し 、 こ の 溶 液 を 静 脈 内 や 腹 腔 内 に 投 与 し 、 こ れ に 必
要 に 応 じ て 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト を 併 用 投 与 し 、 動 物 に 2-20日 毎 に 2 か ら 5 回 投 与 す る 。 こ の
よ う に し て 免 疫 さ れ た 動 物 を 最 終 免 疫 後 3 日 目 に 解 剖 し 、 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾 臓 細 胞 を 免 疫
細 胞 と し て 使 用 す る 。 細 胞 腫 細 胞 と し て は 、 例 え ば p3/x63-Ag8, p3-U1, NS-1,MPC-11, SP
-2/0, FO, P3 x 63 Ag 8. 653, S194な ど が 例 示 で き る 。 ま た ラ ッ ト 由 来 の 細 胞 と し て は R
-210 な ど の 細 胞 株 を 例 示 で き る 。 免 疫 細 胞 と 形 質 転 換 細 胞 株 又 は ミ エ ロ ー マ と の 融 合 は
公 知 の 方 法 、 例 え ば Koehler と Milsteinら の 方 法 (Koehler, G. et al. Nature vol.256, 
495-497,1975)が 一 般 的 で あ る が 、 電 気 パ ル ス を 使 用 し た 電 気 パ ル ス 法 な ど も 使 用 可 能 で
あ る 。 免 疫 細 胞 と 形 質 転 換 細 胞 は 通 常 行 わ れ て い る 細 胞 数 の 比 に 混 合 し 、 通 常 用 い ら れ る
細 胞 培 養 用 培 地 (FCS不 含 ) に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 添 加 し て 融 合 処 理 を 行 い 、 FCS 添
加 HAT 選 択 培 地 で 培 養 を 行 い 、 融 合 細 胞 を 選 別 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
(2)　 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別
　 本 発 明 の イ ヌ TARCに 対 す る 抗 体 は 、 高 次 構 造 を 保 持 し た イ ヌ TARCに の み に 反 応 し 、 高 次
構 造 が 失 わ れ た イ ヌ TARCに は 全 く 反 応 し な い 。 該 抗 体 は イ ヌ TARCが 天 然 状 態 に お け る 完 全
な 高 次 構 造 を 保 持 し て い る と き に の み 有 し て お り 、 高 次 構 造 が 失 わ れ た と き に 消 失 す る エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 該 エ ピ ト ー プ は 連 続 し た ま た は 不 連 続 の ア ミ ノ 酸 数 個 か ら な り 、 高
次 構 造 が 保 持 さ れ て い る と き に TARC分 子 の 外 側 に 露 出 し て い る 。 ま た 、 TARC分 子 か ら 一 部
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 等 し た TARCの 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も 、 高 次 構 造 の 保 持 に 関 与 す る ア ミ ノ
酸 を 有 し て い る と き に は 、 完 全 な 高 次 構 造 が 保 持 さ れ て い る と き に 有 し て い る エ ピ ト ー プ
を 有 し 得 る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の よ う に エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 結 合 す る 抗 体 も 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 高 次 構 造 を 保 持 し た イ ヌ TARCに の み に 反 応 し 、 高 次 構 造 が 失 わ れ た イ ヌ TARCに は 全 く 反
応 し な い 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る に は ELISA法 、 プ ラ ー ク 法 、 オ ク タ ロ ニ ー 法
、 凝 集 法 な ど と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と の 組 合 せ が 原 理 的 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ の 中 で も 、 ELISA 法 が 簡 便 で 、 か つ 精 度 が 良 い た め 一 般 的 に 良 く 用 い ら れ て い る が 、
通 常 の 抗 体 検 出 に 用 い ら れ る 方 法 を 採 用 す る だ け で は 本 発 明 の 高 次 構 造 を 保 持 し た タ ン パ
ク 質 の み を 認 識 す る 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る こ と は 困 難 で 成 功 し な い 。 従 来 技
術 に お い て 組 織 の 免 疫 染 色 像 な ど が 明 瞭 に 得 ら れ な か っ た の は 、 こ の 細 胞 選 別 に 問 題 が あ
っ た か ら で あ る 。 こ れ は 、 TARCは 高 次 構 造 が 保 持 さ れ 、 は じ め て 生 物 活 性 が 発 揮 さ れ る の
に 対 し 、 適 当 な 高 次 構 造 部 位 を 認 識 す る 抗 体 が 得 ら れ て い な か っ た か ら で あ る 。 ま た 、 生
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物 活 性 を 発 揮 し て い る TARCの み を 検 出 す る こ と に よ り イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 病 態 を 反 映
し た 診 断 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ こ で 発 明 者 ら は 、 選 抜 方 法 を 工 夫 し 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
の よ う な 還 元 剤 処 理 に よ り 、 S-S が 開 裂 さ れ 立 体 構 造 の み が 破 壊 さ れ た イ ヌ TARCに は 反 応
せ ず 、 高 次 構 造 が 保 持 さ れ て い る イ ヌ TARCに 反 応 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 し た 。 す な わ
ち 、 固 相 化 し た 高 次 構 造 保 持 イ ヌ TARCに 反 応 し 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル や ジ チ オ ス レ イ
ト ー ル の よ う な 還 元 剤 処 理 に よ り 、 S-S が 開 裂 さ れ 立 体 構 造 の み が 破 壊 さ れ た イ ヌ TARCに
反 応 し な い よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 改 良 さ れ た 選 抜 方 法 は 、 ELISA法 と 還 元 処 理 を 行 っ た イ ヌ TARCの SDS-PAGEを 用
い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と の 組 合 わ せ に よ る 選 抜 方 法 で あ る 。 該 選 抜 方 法 に よ り
選 別 に 成 功 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 発 明 に お け る ELISA を 用 い な が ら 、 限 界 希 釈 法 に よ り
3 - 5 回 ク ロ ー ニ ン グ し 安 定 な 抗 体 生 産 株 と し て 樹 立 す る 。 こ の よ う に し て 樹 立 さ れ た ハ
イ ブ リ ド ー マ は 通 常 の 培 養 方 法 に よ り 継 代 培 養 可 能 で あ り 、 必 要 に 応 じ て 凍 結 保 存 で き る
。 ハ イ ブ リ ド ー マ は 常 法 に よ り 培 養 す る か 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 に 移 植 し 、 腹 水 と し
て 培 養 液 を 回 収 す る 。 回 収 し た 培 養 液 は 塩 析 法 、 ゲ ル 濾 過 法 、 プ ロ テ イ ン A ま た は G ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 通 常 の 方 法 に よ り 精 製 で き る 。 得 ら れ た 抗 体 は 高 次
構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCに の み 反 応 す る 抗 体 で イ ヌ TARCの 測 定 や 精 製 に 使 用 で き る 。
イ ヌ TARCの 測 定 に 使 用 す る 場 合 は 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ や 酵 素 に よ り ラ ベ ル す る こ と に よ
り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)や エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ (EIA) と し て 知 ら れ て い る
測 定 系 に お い て イ ヌ TARC定 量 用 特 異 的 抗 体 と し て 使 用 す る こ が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の イ ヌ TARCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 検 出 お よ び イ ヌ の
ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 の 両 方 に 用 い る こ と が で き る が 、 治 療 剤 と し て 用 い る 場 合 は 、 イ
ヌ の 体 内 に 投 与 し た 場 合 に 免 疫 反 応 を 惹 起 し な い も の が 望 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 と し て
、 抗 体 の 定 常 領 域 を イ ヌ の 定 常 領 域 に 置 き 換 え た キ メ ラ 抗 体 、 定 常 領 域 お よ び 超 可 変 領 域
を 除 く 全 て の 可 変 領 域 を イ ヌ の 配 列 に 置 き 換 え た イ ヌ 化 抗 体 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え イ ヌ TARCに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ネ フ ロ メ ト リ ー 、 競 合 法 、 サ
ン ド イ ッ チ 法 等 に よ り 、 本 発 明 の 組 換 え イ ヌ TARCの 定 量 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 イ ヌ TARC抗 体 を 用 い て イ ヌ 生 体 試 料 中 の TARCを 免 疫 学 的 に 検 出 す る こ と が で
き る 。 こ こ で 、 イ ヌ 生 体 試 料 と は 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 髄 液 、 病 変 部 組 織 等 の 体 液 ま た は 組
織 を い う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA） に お い て は 、 抗 イ ヌ TARC抗 体 を マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 樹 脂
ビ ー ズ 、 磁 性 化 ビ ー ズ 等 の 担 体 に 物 理 吸 着 や 化 学 結 合 に よ り 固 相 化 す る 。 固 相 化 量 は 、 特
に 限 定 さ れ な い が 担 体 が マ イ ク ロ プ レ ー ト の 場 合 、 1ウ エ ル 当 た り 数 ngか ら 数 十 μ gが 望 ま
し い 。 固 相 化 は 固 相 化 す べ き 抗 体 を 適 切 な 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 担 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り
行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル を 用 い る 場 合 、 適 当 な 濃 度 に 調 製 し
た 抗 体 溶 液 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル に 分 注 し 一 定 時 間 置 く こ と に よ り 固 相 化
す る こ と が で き る 。 抗 体 を 固 相 化 し た 後 は 、 ア ッ セ イ 中 の 非 特 異 的 結 合 を 防 ぐ た め に ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 等 を 含 ん
だ ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う の が 好 ま し い 。 次 い で 、 固 相 化 担 体 と 試
料 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 標 識 抗 イ ヌ TARC抗 体 を 反 応 さ せ る 。 標 識 は β － D－ ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ や グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (EIA)に お い て は 、 多 数 の ウ エ ル （
例 え ば 、 96穴 ） を 有 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 抗 体 を 固 相 化 さ せ 、 ウ エ ル 中 で 抗 原
抗 体 反 応 を 行 わ せ る こ と に よ り 一 度 に 大 量 測 定 が 可 能 に な る 。 ま た 用 い る 抗 体 及 び 試 料 の
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使 用 量 を 非 常 に 少 な く す る こ と も 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 全 自 動 EIA測 定 装 置 な ど の 自 動 測
定 機 器 を 用 い る こ と も 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ 生 体 試 料 中 の イ ヌ TARCの 検 出 を 可 能 に す る キ ッ ト の 提 供 を も 目 的 と す る
が 、 該 キ ッ ト は 少 な く と も 抗 イ ヌ TARC抗 体 を 含 む 。 該 キ ッ ト が 酵 素 免 疫 測 定 法 に 基 づ く 場
合 は 、 抗 体 を 固 相 化 し た 担 体 を 含 ん で い て も よ く 、 抗 体 が あ ら か じ め 担 体 に 結 合 し て い て
も よ い 。 ま た 、 該 キ ッ ト は 適 宜 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 、 反 応 溶 液 、 反 応 停 止 液 、 試 料 を 処 理
す る た め の 試 薬 等 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 製 剤 の 投 与 形 態 は 限 定 さ れ ず 、 経 口 、 非 経 口 、 経 粘 膜 （ 例 え ば 舌 下
ま た は 口 腔 投 与 ） 、 局 所 、 経 皮 、 直 腸 、 吸 入 （ 例 え ば 鼻 ま た は 肺 奥 吸 入 ） 等 に よ り 投 与 す
る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 と し て 、 静 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 注 射 等 が 挙 げ ら れ る 。 局 所 ま
た は 経 皮 製 剤 は 粉 末 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 懸 濁 液 、 ス プ レ ー 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン お
よ び ペ ー ス ト 等 の 形 態 で 用 い ら れ 、 ま た は 薬 用 膏 薬 、 パ ッ チ ま た は 膜 の 形 で 用 い ら れ る 。
さ ら に シ ャ ン プ ー 、 リ ン ス に 本 発 明 の 抗 体 を 含 有 さ せ て も よ い 。 治 療 に 用 い る に 必 要 な 本
発 明 の 抗 体 の 量 は 、 治 療 す る 病 状 の 性 質 、 被 験 体 の 年 齢 と 状 態 で 変 わ り 、 最 終 的 に は 担 当
獣 医 が 決 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 軟 膏 等 の 局 所 適 用 形 態 で は 、 抗 体 を 、 例 え ば ０ ． １
～ ９ ９ ％ の 濃 度 で 含 有 し 、 １ 日 あ た り ０ ． ０ ５ ～ ２ ｍ ｇ の 抗 体 を 投 与 す れ ば よ い 。 所 定 の
投 与 量 は 一 回 の 投 与 で 与 え て も よ い し 、 １ 日 当 た り ２ 回 、 ３ 回 、 ４ 回 ま た は そ れ 以 上 の 分
割 投 与 の 適 当 な 間 隔 で 与 え て も よ い 。
　 さ ら に 、 イ ヌ TARCを 分 子 標 的 と し た 治 療 剤 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に
そ の 技 術 的 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
〔 実 施 例 1〕 大 腸 菌 に よ る 抗 原 用 組 換 え イ ヌ TARCタ ン パ ク 質 の 作 出
　 前 田 ら (J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001)が 論 文 中 で 報 告 し て い る イ ヌ TARC
の タ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 を 全 長 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAを 鋳 型 と し 、 PCR法 に よ り イ ヌ TARCタ ン
パ ク を コ ー ド す る DNA断 片 を 調 製 し た 。 こ DNA断 片 を 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー で あ る pGEX4T-1（
Amersham Bioscience社 ） に 連 結 し た 。 大 腸 菌 の 形 質 転 換 を 行 い 、 イ ヌ TARC遺 伝 子 が 含 ま
れ る 大 腸 菌 ク ロ ー ン を 選 択 し プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド DNAを 大 腸 菌
BL21株 （ TaKaRa社 ） に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 を LB培 地 （ 50μ g/mlア ン ピ シ
リ ン 含 ） で 培 養 し 、 培 養 液 に 100mM IPTGを 添 加 し て 発 現 を 誘 導 し 、 37℃ で さ ら に 3時 間 培
養 し た 。 培 養 液 を 遠 心 管 に 移 し 、 4℃ で 6,000rpm、 10分 間 遠 心 し て 集 菌 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 清 を 除 去 し 、 沈 殿 を 氷 冷 し て お い た ソ ニ ケ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 50m
M NaCl、 1mM EDTA、 1mM DTT； pH8.0） に 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 を 行 い 、 大 腸 菌 を 破 壊 し た 。
冷 却 し て お い た 10% Triton X-100を 終 濃 度 1%に な る よ う に 添 加 し 、 4℃ で 18,000rpm、 30分
間 遠 心 し た 。 上 清 を グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4Bカ ラ ム (Amersham Bioscience社 )お よ び
、 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム Superrose12HR10/30（ Amersham Bioscience社 ） を 用 い た FPLCフ ァ ル マ
シ ア FPLCシ ス テ ム を 用 い 、 抗 原 と し て 使 用 す る イ ヌ TARCタ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
〔 実 施 例 ２ 〕 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 と 選 別
　 実 施 例 １ で 得 た 精 製 イ ヌ TARCを 100 μ g/100 μ ｌ の 濃 度 に 精 製 水 に 溶 解 し 、 こ の 溶 液 を
2 週 お き に BALB/cマ ウ ス の 腹 腔 内 に 投 与 し 免 疫 を 行 っ た 。 初 回 お よ び 2 回 目 の 免 疫 に お い
て は 等 容 量 の フ ロ イ ン ト コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト と の エ マ ル ジ ョ ン を 投 与 し た 。 最 終 の
免 疫 か ら 3 日 目 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 B リ ン パ 球 を 分 離 し 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を Koehle
r と Milsteinら の 方 法 (Koehler, G., et al. Nature vol. 256, 495-497, 1975) に 従 っ
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て 細 胞 融 合 さ せ た 。 つ い で 融 合 細 胞 を 選 択 す る た め に HAT 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り セ レ
ク シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 次 に セ レ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 中 か ら 高 次 構 造 を 保 持 し て い る イ ヌ TARCに の み 反 応 し 、 高
次 構 造 が 失 わ れ た イ ヌ TARCに は 全 く 反 応 し な い 抗 イ ヌ TARC抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド
ー マ を 、 ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISA と 還 元 処 理 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 組 合 わ せ に
よ り 選 抜 し 取 得 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 即 ち 、 固 相 抗 原 （ イ ヌ TARC） に ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 液 を 直 接 反 応 さ せ 、 反 応 性 を 確 認
す る 通 常 の ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISA で 陽 性 と な り 、 か つ 、 還 元 処 理 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に お い て 陰 性 を 示 す よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 実 施 例  1で 得 た 精 製 イ ヌ TARC 100μ ｌ （ 10μ g/ml 0.1 M NaHCO 3 ） を 96ウ エ ル イ ム ノ プ
レ ー ト (Nunc 社 ) に 添 加 し 、 室 温 で 一 夜 固 相 化 し た 。 固 相 化 後 、 そ れ ぞ れ の ウ エ ル を 1％ B
SA-PBS100 μ ｌ で 、 37℃ 、 1 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ウ エ ル を 0.05% Tween 20 を 含 む PBS(洗
浄 バ ッ フ ァ ー ) で 3 回 洗 浄 し た 後 、 各 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 液 に つ い て 、 そ の 50 μ ｌ づ
つ を そ れ ぞ れ イ ヌ TARCを 固 相 化 し た ウ エ ル に 添 加 し 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １
時 間 の 反 応 後 、 各 ウ エ ル を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 5 回 洗 浄 し た 。 イ ヌ TARC結 合 し た 抗 体 （ マ ウ
ス IgG） を 検 出 す る た め に 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ (POD) 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG （ γ ）  
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Zymet社 ) を 1% BSA-PBSで 2000倍 に 希 釈 し 、 そ の 50 μ ｌ を 96- ウ エ
ル イ ム ノ プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 添 加 し 、 37℃ で 1 時 間 反 応 さ せ た 。 各 ウ エ ル を 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー で 5 回 洗 浄 後 、 酵 素 基 質 溶 液 (ABTS液 ) 50μ ｌ を 各 ウ エ ル に 添 加 、 37℃ 、 10 分 間 反 応
さ せ た 。 酵 素 反 応 は 各 ウ エ ル に 50μ l の 0.32％ フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 添 加 し て 停 止 さ せ
た 。 各 ウ エ ル の 414 nmの 吸 光 度 を イ ム ノ リ ー ダ ー （ BioRad社 ） で 測 定 し た 。 ソ リ ッ ド フ ェ
ー ズ ELISA 各 ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 し て 行 う こ と で 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。 得 ら れ た
ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 3 回 ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 6つ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 施 例 1の 精 製 TARCに メ ル タ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Laemmliサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (BioRad
社 )で 還 元 し た 後 に 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ パ ジ ェ ル 5-20％ グ ラ ジ ェ ン ト ゲ ル ； ATTO
社 ） を 用 い て SDS-PAGEを 行 っ た 。 得 ら れ た ゲ ル を PVDFメ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー (Amersham Bi
oscience社 製 )に 転 写 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ を 終 え た ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 培 養 上 精 を
精 製 し 、 ビ オ チ ン 標 識 し た も の を プ ロ ー ブ と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 EC
Lプ ラ ス ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ デ ィ テ ク シ ョ ン リ ー ジ ェ ン ト （ Amersham Bioscience社
） を 加 え 、 イ ヌ TARCタ ン パ ク 質 と 各 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反
応 性 に つ い て 調 査 し た 。 そ の 結 果 、 上 記 6つ の ク ロ ー ン 中 還 元 処 理 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ で 陽 性 反 応 を 示 さ な い 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 1ク ロ ー ン 取 得 し 、 CTA-1と 名 づ
け た 。  
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 上 の よ う に 、 ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISAと 還 元 処 理 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 使
用 し 、 高 次 構 造 が 保 持 さ れ た イ ヌ TARCに の み 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ
ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 結 果 、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 出 現 率 は 約 17% 
程 度 で 、 他 は す べ て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て も 反 応 し 、 高 次 構 造 の 有 無 に 関 わ
ら ず 抗 体 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 認 識 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
〔 実 施 例 ３ 〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 病 変 組 織 の 免 疫 染 色
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の イ ヌ の 患 部 組 織 か ら 凍 結 切 片 を 作 製 し 、 冷 風 ド ラ イ ヤ ー に て 風 乾 し
た 。 パ ッ プ ペ ン で 切 片 の 周 り を 囲 み 、 ４ ％ パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 15分 間 反 応 さ
せ 固 定 し た 。 TBSTで 5分 間 3回 洗 浄 を 行 っ た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 用 希 釈 正 常 馬 血 清 を 滴 下 し て
20分 間 室 温 に て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 実 施 例 ２ で 得 ら れ た CTA-1の 培 養 上 清 液 を 精 製 し
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 一 次 抗 体 と し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 で 適 切 に 希 釈 し 、 一 晩 室 温 で 反 応
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さ せ た 。 TBSTで ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 を 行 い 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 滴 下 し て 30分 間 反
応 さ せ た 。 TBSTで ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 後 に 、 ABC-AP試 薬 を 滴 下 し て 30分 間 反 応 さ せ 、 TBST
で ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 後 、 暗 所 に て AP基 質 溶 液 を 滴 下 し て 30分 間 反 応 さ せ た 。 TBSTで ５ 分 間 洗
浄 後 、 更 に 水 道 水 で 洗 浄 し 、 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 核 染 色 し た 。 流 水 で 水 が 透 明 に な る
ま で 水 洗 し た 後 、 酢 酸 で リ ン ス し 、 水 道 水 で 水 洗 し 、 ア ン モ ニ ア 水 で bluingし 、 水 道 水 で
水 洗 し た 後 マ ウ ン ト し て 、 観 察 し た （ 図 １ ） 。 そ の 結 果 、 既 に 知 ら れ て い る TARC抗 体 を 用
い た 場 合 と 比 較 し て 細 胞 組 織 の 免 疫 染 色 像 が 明 瞭 に 得 ら れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ １ 】
【 図 １ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 病 変 組 織 の 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 10
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