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(54)【発明の名称】 モノクローナル抗体及び該抗体を産生するハイブリドーマ

(57)【要約】
【課題】  β－ＣＤ及び／又は分岐β－ＣＤを認識する
モノクローナル抗体並びに該抗体を産生するハイブリド
ーマを提供すること。
【解決手段】  下記の性質を有するモノクローナル抗
体。
（１）免疫グロブリンの種類：ＩｇＭ
（２）分子量：９７０，０００（ゲルろ過法による）
（３）β－サイクロデキストリン及び分岐β－サイクロ
デキストリンと反応するが、置換β－サイクロデキスト
リン及びマルトオリゴ糖とは反応しない。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  下記の性質を有するモノクローナル抗
体。
（１）免疫グロブリンの種類：ＩｇＭ
（２）分子量：９７０，０００（ゲルろ過法による）
（３）β－サイクロデキストリン及び分岐β－サイクロ
デキストリンと反応するが、置換β－サイクロデキスト
リン及びマルトオリゴ糖とは反応しない。
【請求項２】  ハイブリドーマＡ７（ＦＥＲＭ  Ｐ－１
７６２８）が産生するモノクローナル抗体。
【請求項３】  クラスＩｇＭに属し、β－サイクロデキ
ストリン及び分岐β－サイクロデキストリンと反応する
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】  ハイブリドーマが、ハイブリドーマＡ７
（ＦＥＲＭ  Ｐ－１７６２８）である請求項３記載のハ
イブリドーマ。
【請求項５】  請求項１又は２記載のモノクローナル抗
体を含むことを特徴とするβ－サイクロデキストリン及
び／又は分岐β－サイクロデキストリンの検出剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、モノクローナル抗
体及び該抗体を産生するハイブリドーマに関し、詳しく
はβ－サイクロデキストリン及び分岐β－サイクロデキ
ストリンと反応するモノクローナル抗体並びに該抗体を
産生するハイブリドーマにに関する。
【０００２】
【従来の技術】サイクロデキストリン（以下、ＣＤと略
記する。）は、澱粉類に微生物由来の酵素を作用させて
得られる環状オリゴ糖であり、グルコース分子がα－
１，４結合で連なっており、グルコースがそれぞれ６、
７、８個からなるα－ＣＤ、β－ＣＤ、γ－ＣＤが良く
知られている。ＣＤは環の外部は親水性を示し、内部は
疎水性を示す、きわめて特異な物質である。ＣＤはこの
空洞内に酸やアミンのような有極性イオン物質から無極
性の脂肪族あるいは芳香族の炭化水素や希ガスまで、様
々な物質を取り込んで包接複合体を形成することができ
る。この包接機能を利用して環内に包接された物質の安
定性の向上、物質の改変、異臭・異味の除去等を目的と
して、ＣＤは食品、化粧品、医薬品、繊維、建材などの
幅広い分野で使用されている。
【０００３】最近では、ＣＤの溶解度の向上、あるいは
人や動物に対する安全性を高めることを目的として、Ｃ
Ｄにグルコシル基やマルトシル基などを結合させた分岐
ＣＤが合成されている。さらに、酵素の糖転移反応及び
／又は縮合反応を利用してＣＤの水酸基にガラクトシル
基、マンノシル基、Ｎ－アセチルグルコサミニル基が結
合している分岐ＣＤや、分岐ＣＤの側鎖の水酸基にガラ
クトシル基、マンノシル基、Ｎ－アセチルグルコサミニ
ル基が結合している分岐ＣＤ等も開発されている。
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【０００４】β－ＣＤ及びこれらの分岐β－ＣＤは、多
様なＣＤの中でも比較的安価であることから、最も利用
されているＣＤである。従来知られているβ－ＣＤの定
量法としては、目的とする検体をホモジネートし、脂質
やタンパク質などの不要成分を除去した後、検体に含ま
れるβ－ＣＤを液体クロマトグラフィーにて定量する方
法がある。しかし、この方法は操作が繁用である上に、
時間がかかり、さらに検体をブレンダーなどで破壊して
しまうため、検体中のβ－ＣＤの分布状態を検出するこ
とができない。また、検体中にβ－ＣＤが微量にしか存
在しない場合には、この方法でβ－ＣＤを検出すること
は不可能である。
【０００５】この問題を解決するために、本発明者らは
先にβ－ＣＤに対するポリクローナル抗体を作成し、こ
の抗体を用いてβ－ＣＤを検出する方法を開発した。し
かし、ポリクローナル抗体は種々のエピトープを認識す
る抗体の混合物であり、さらにポリクローナル抗体は免
疫動物の血清から採取するため、大量に同品質のものを
作成することが不可能であり、再現性が乏しい。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、β－
ＣＤ及び／又は分岐β－ＣＤを認識するモノクローナル
抗体並びに該抗体を産生するハイブリドーマを提供する
ことである。
【０００７】
【課題を解決するための手段】請求項１記載の本発明
は、下記の性質を有するモノクローナル抗体である。
（１）免疫グロブリンの種類：ＩｇＭ
（２）分子量：９７０，０００（ゲルろ過法による）
（３）β－サイクロデキストリン及び分岐β－サイクロ
デキストリンと反応するが、置換β－サイクロデキスト
リン及びマルトオリゴ糖とは反応しない。
請求項２記載の本発明は、ハイブリドーマＡ７（ＦＥＲ
Ｍ  Ｐ－１７６２８）が産生するモノクローナル抗体で
ある。請求項３記載の本発明は、クラスＩｇＭに属し、
β－サイクロデキストリン及び分岐β－サイクロデキス
トリンと反応するモノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマである。請求項４記載の本発明は、ハイブリド
ーマが、ハイブリドーマＡ７（ＦＥＲＭＰ－１７６２
８）である請求項３記載のハイブリドーマである。請求
項５記載の本発明は、請求項１又は２記載のモノクロー
ナル抗体を含むことを特徴とするβ－サイクロデキスト
リン及び／又は分岐β－サイクロデキストリンの検出剤
である。
【０００８】
【発明の実施の形態】本発明に係るモノクローナル抗体
は、β－ＣＤを結合させたタンパク質を抗原として免疫
した哺乳動物の免疫細胞と哺乳動物の骨髄腫細胞との融
合細胞を培養し、培養物から目的とするハイブリドーマ
をスクリーニングし、モノクローン化することによって
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得られる。免疫抗原としては、分岐β－ＣＤを結合させ
たタンパク質を使用し、例えばＮ－アセチルグルコサミ
ニル－β－ＣＤ（以下、GlcNAc－β－ＣＤと略記す
る。）をアルカリ条件下にて脱アセチル化した６－Ｏ－
β－Ｄ－Ｎ－グルコサミニル－β－ＣＤ（以下、GlcN－
β－ＣＤと略記する。）を牛血清アルブミン（以下、Ｂ
ＳＡと略記する。）に結合させたＢＳＡ－GlcN－β－Ｃ
ＤやGlcN－β－ＣＤをオボアルブミン（以下、ＯＶＡと
略記する。）に結合させたＯＶＡ－GlcN－β－ＣＤ、ま
たはＮ－アセチルグルコサミニル－マルトシル－β－Ｃ
Ｄ（以下、GlcNAc-G2-β－ＣＤと略記する。）をアルカ
リ条件下にて脱アセチル化したＮ－グルコサミニル－マ
ルトシル－β－ＣＤ（以下、GlcN-G2-β－ＣＤと略記す
る。）をＢＳＡに結合させたＢＳＡ－G2-GlcN-β－ＣＤ
やGlcN-G2-β－ＣＤをＯＶＡに結合させたＯＶＡ－G2-G
lcN-β－ＣＤなどを挙げることができる。
【０００９】一方、免疫動物としては、一般的にマウ
ス、ラット、モルモット、ウサギ、ヒツジなどが用いら
れるが、特に免疫グロブリンを産生しない腫瘍細胞株の
確立されている BALB/ｃマウスが好適である。抗原溶液
は、生理食塩水あるいは緩衝溶液などに溶解し、若しく
は該溶液エマルジョンとして、免疫動物のマウス又はラ
ット１匹あたり１回に５０～５００μｇ程度投与するの
が好ましい。
【００１０】免疫は数回に分けて行うのがよく、初回の
免疫はアジュバンドと共に行うのが一般的である。アジ
ュバンドとして、例えばフロイントアジュバンド結核死
菌、核酸、ミョウバン、合成アジュバンド( タイターマ
ックス) などを用いることができ、抗原溶液は、腹腔内
あるいは静脈内に投与するのが普通である。投与回数は
任意で、何回でもよく、必要に応じて適当な間隔で投与
する。免疫動物の抗体価が上昇したら、最終免疫より３
～１０日後に該動物の抗体産生細胞を採取する。
【００１１】抗体産生細胞としては、リンパ節あるいは
脾臓から分離した細胞が使用できるが、特に脾臓から分
離したものが好ましい。また、細胞融合時に使用する細
胞としては、多くの哺乳動物細胞株が使用できるが、抗
体産生細胞の調製に用いた動物と同種の動物細胞株が好
ましい。例えば、マウスの骨髄腫細胞としては、SP2/V-
Ag14,P3-Ns1/1-Ag4-1,PuBu1-Ou,P3-X63-Ag8-U1,X63-Ag
8,X63-Ag8-6.5.3,MPC11-45.6.TG.1.7などがある。
【００１２】細胞の融合は、抗体産生細胞と骨髄腫細胞
とを適当な個数及び割合で混合し、ＨＶＪ（センダイウ
イルス）やポリエチレングリコールを用いて行うことが
できる。また、電気パレスを用いる電気融合法を採用す
ることも可能である。この操作によって生じたハイブリ
ドーマは、ヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジ
ンを含むＨＡＴ培地中で生育する。一方、融合しなかっ
た抗体産生細胞や骨髄腫細胞は共に死滅し、ハイブリド
ーマだけが個々のクローンから増殖してくる。ハイブリ
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ドーマのスクリーニングは、酵素免疫測定法によって行
うことができる。すなわち、アミノプレートに吸着させ
たGlcN－β－ＣＤと、培養したハイブリドーマの培養上
清を反応させた後、洗浄し、適当に希釈した酵素標識抗
マウスＩｇ抗体を加え、さらに洗浄後、適当な基質を加
えて反応させることにより、β－ＣＤと反応する抗体を
産生するハイブリドーマを選択することができる。
【００１３】選択したハイブリドーマをモノクローン化
する方法としては、ＦＡＣＳ（Fluorescent Activated 
Cell Sorter)を用いる方法や軟寒天中培養法（Soft Aga
r Culture)等による方法があるが、フィーダー細胞とし
てのマウス胸腺細胞やハイブリドーマ増殖因子などを用
いて、限界希釈法に数度かけることによりモノクローン
化することが好ましい。
【００１４】このような工程を経て得られたハイブリド
ーマを用いて、本発明に係るモノクローン抗体を作成す
る方法としては、in vitro法、in vivo 法のいずれでも
よいが、in vivo 法の方が抗体価が高いので望ましい。
このようにして得られたモノクローナル抗体を用いて免
疫学的測定法を実施すれば、β－ＣＤ及び／又は分岐β
－ＣＤを簡便、迅速、かつ高感度に検出、定量すること
ができる。
【００１５】本モノクローナル抗体を適用することので
きる免疫学的測定法としては、特に限定されないが、例
えばモノクローナル抗体と不溶性担体に吸着させたβ－
ＣＤ及び／又は分岐β－ＣＤを用いた競合ＥＬＩＳＡ法
などがある。本モノクローナル抗体が特異的に認識する
分岐β－サイクロデキストリンとしては、例えばグルコ
シルβ－ＣＤ（以下、 G1-β-CD と略記する。）、マル
トシルβ－ＣＤ（以下、 G2-β-CD と略記する。）、ガ
ラクシルβ－ＣＤ（以下、Gal-β-CD と略記する。）、
マンノシルβ－ＣＤ（以下、Man-β-CD と略記す
る。）、グルクロニル－グルコシルβ－ＣＤ（以下、GU
G-β-CD と略記する。）、Ｎ－アセチルグルコサミニル
β－ＣＤ（以下、 GlcNAc-β-CD と略記する。）、グル
コサミニルβ－ＣＤ（以下、 GlcN-β-CD と略記す
る。）、Ｎ－アセチルグルコサミニル－マルトシルβ－
ＣＤ（以下、GlcNAc-G2-β-CD と略記する。）などを挙
げることができる。
【００１６】
【実施例】以下、実施例により本発明を詳細に説明する
が、本発明はこれらに限定されるものではない。
実施例１
GlcNAc-G2-β－ＣＤは、特開平８－３２５３０４号公報
に記載の方法に従い合成した。すなわち、分岐ＣＤとＮ
－アセチルキトオリゴ糖を含有する溶液に、Ｎ－アセチ
ルグルコサミニル基転移酵素を作用させることによって
合成した。１０ｇのGlcNAc-G2-β－ＣＤを１０％水酸化
ナトリウム水溶液中に溶解させ、８０℃で１５時間反応
させた。反応終了後、濃塩酸を滴下することにより中和
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させ、中和により生じた塩は、蒸留水で平衡化した逆相
カラム（YMC PACK AQ-303）を用いて除去した。
【００１７】次に、３０％エタノール水溶液で樹脂に吸
着したGlcN-G2-β－ＣＤを溶出させ、濃縮後、凍結乾燥
を行った。これを１００ｍｇのＢＳＡ（分子量６７，０
００）及び１ｇのGlcN-G2-β－ＣＤを５０ｍＭのテトラ
メチルエチレンジアミン溶液１０ｍｌに溶解させ、塩酸
にてｐＨを４．７５に調整した。氷冷下にて１－エチル
－３－（３－ジメチルアミノプロピル) カルボジイミド
を２００ｍｇ添加し、室温にて２４時間反応させた。反
応液は分画分子量５０，０００の限外濾過膜を用いて未
反応の試薬を除去した後、凍結乾燥を行い、最終的に約
１５０ｍｇのＢＳＡ－GlcN-G2-β－ＣＤが得られた。
【００１８】精製したＢＳＡ－GlcN-G2-β－ＣＤ  ５０
０μｇを合成アジュバンド（タイターマックス) と共に
BALB/cマウスの腹腔内に投与することにより免疫した。
２週間後、再度同様にして免疫を行い、さらに３週間
後、同様にして最終免疫を行った。最終免疫３日後にマ
ウスから脾臓を摘出し、骨髄腫細胞（ＳＰ２）とポリエ
チレングリコール－１５００により細胞融合を行った。
これをＨＡＴ培地で３週間培養した後、上清中の抗体を
検定し、抗体産生ハイブリドーマＡ７を限界希釈法によ*
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*りスクリーニングした。
【００１９】このハイブリドーマＡ７は、工業技術院生
命工学工業技術研究所に寄託されており、その受託番号
はＦＥＲＭ  Ｐ－１７６２８である。得られたハイブリ
ドーマＡ７を培養し、マウス腹腔に投与し、２週間後に
腹水を採取し、Protein-A を用いたカラムクロマトグラ
フィーにより精製した。スクリーニングの各段階にてGl
cN-G2-β－ＣＤのみに高い親和性を示す画分を選択する
ことにより、モノクローナル抗体を取得した。このよう
にして得られたモノクローナル抗体は以下の性質を有す
る。
【００２０】免疫グロブリンの種類：ＩｇＭ
分子量：９７０，０００（ゲルろ過法による）
また、ＥＬＩＳＡによって確認したハイブリドーマＡ７
が産生するモノクローナル抗体の反応性を表１に示し
た。本モノクローナル抗体は、β－ＣＤ及び分岐β－Ｃ
Ｄと反応したが、置換β－ＣＤやマルトオリゴ糖とは反
応しなかった。
【００２１】
【表１】表１  ハイブリドーマA7の産生するモノクロー
ナル抗体の反応特異性

B ：各拮抗物質の50% 拮抗濃度における吸光度(450nm) 
の測定値
BO：各拮抗物質の０μM における吸光度(450nm) の測定
値
B/BO50% ：各拮抗物質による50% 拮抗濃度

相対値：β-CD の50% 拮抗濃度を１とした値
CR(%) ：β-CD の50% 拮抗濃度／各拮抗物質の50% 拮抗
濃度×100
【００２２】
【発明の効果】本発明により、β－ＣＤ及び分岐β－Ｃ



(5) 特開２００１－２０４４６５
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Ｄを特異的に認識するモノクローナル抗体及び該モノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマＡ７が提供され
る。本発明のモノクローナル抗体を用いれば、これらを

8
微量に、あるいは不純物を含むような検体からβ－ＣＤ
や分岐β－ＣＤを簡便、かつ正確に測定することが可能
である。
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