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(57)【要約】
【課題】疎水性ペプチドに対する抗体を効率良く製造す
る方法を提供する。
【解決手段】本発明によって提供される製造方法は、疎
水性ペプチドに対する抗体の製造方法であって、上記疎
水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマーが付加され、
且つ該疎水性ペプチドのＣ末端側に少なくとも一つのＣ
ｙｓ残基が付加され、さらに上記Ｃｙｓ残基にキャリア
タンパク質が連結されたコンジュゲートを抗原として、
該抗原で免疫した哺乳動物から抗体を取得することを特
徴とする。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法であって、
　前記疎水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマーが付加され、且つ該疎水性ペプチドの
Ｃ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基が付加され、さらに前記Ｃｙｓ残基にキャリアタ
ンパク質が連結されたコンジュゲートを抗原として、該抗原で免疫した哺乳動物から抗体
を取得することを特徴とする、製造方法。
【請求項２】
　前記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下のポリエチレングリコールを使用す
る、請求項１に記載の製造方法。
【請求項３】
　前記ポリエチレングリコールとして、ＮＨＳエステルを有するものを使用し、前記疎水
性ペプチドおよび該ＮＨＳエステルを有するポリエチレングリコールを、尿素および界面
活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一定時間加熱することにより、該疎水性ペプチドの
Ｎ末端側に該ポリエチレングルコールを付加する、請求項２に記載の製造方法。
【請求項４】
　ホモ二官能性基またはヘテロ二官能性基を有する架橋剤を用いて前記Ｃｙｓ残基に前記
キャリアタンパク質を連結する、請求項１～３のいずれかに記載の製造方法。
【請求項５】
　前記架橋剤としては、ビス（スルホスクシンイミジル）スベレート（ＢＳ３）またはｍ
－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）を用いる、
請求項４に記載の製造方法。
【請求項６】
　前記疎水性ペプチドとして、既知のいずれかのシグナルペプチドを構成するアミノ酸配
列を含むように化学合成された合成ペプチドを使用する、請求項１～５のいずれかに記載
の製造方法。
【請求項７】
　前記疎水性ペプチドは、アミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）のア
ミノ酸配列：
　ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列番号１）；
　を含む、請求項６に記載の製造方法。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれかに記載の製造方法により製造された、疎水性ペプチドに対する
抗体。
【請求項９】
　以下のアミノ酸配列：
　ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列番号１）；
　から構成されるアミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）に対するポリ
クローナル抗体またはモノクローナル抗体である、請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　請求項１～７のいずれかに記載の製造方法により得られた抗体または請求項８～９のい
ずれかに記載の抗体を用いた抗原抗体反応に基づいて、検体中から所定の疎水性ペプチド
を検出する、検出方法。
【請求項１１】
　前記検体は、親水性ポリマー、尿素および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一
定時間加熱して用いられる、請求項１０に記載の検出方法。
【請求項１２】
　前記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下であって、ＮＨＳエステルを有する
ポリエチレングリコールが使用される、請求項１１に記載の検出方法。
【請求項１３】
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　検体中から所定の疎水性ペプチドを検出するための試薬であって、
　請求項１～７のいずれかに記載の製造方法により得られた抗体または請求項８～９のい
ずれかに記載の抗体と、親水性ポリマー、尿素および界面活性剤とを少なくとも含有する
、疎水性ペプチド検出用試薬。
【請求項１４】
　前記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下であって、ＮＨＳエステルを有する
ポリエチレングリコールが使用される、請求項１３に記載の試薬。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法と該製造方法により得られる抗体の
利用に関する。詳しくは、該抗体に認識される疎水性ペプチドの検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＤＮＡやポリペプチド、あるいはタンパク質を抗原として用いて哺乳動物を免疫し、そ
の動物の血液中より該抗原に対する抗体を分離・精製する方法が広く知られている。中で
も比較的分子量の小さいペプチドはタンパク質に比べて免疫原性が低いのでそのまま抗原
として用いることが困難であるが、キャリアとなるべく分子量の大きいタンパク質（キャ
リアタンパク質）と連結させてコンジュゲートを作製し、該コンジュゲートを抗原として
用いることにより分子量の小さいペプチドでも抗体を製造することができる。
　例えば、非特許文献１では、適当な架橋剤を用いて高分子量のキャリアタンパク質と低
分子量のポリペプチドとを連結したコンジュゲートを用いて抗体を製造している。また、
キャリアタンパク質に連結されるポリペプチドは、親水性のアミノ酸残基を備えるものの
方がより効率よくキャリアタンパク質と連結することができることが報告されている。
【０００３】
　ところで、生体内においてリボソームで合成されたタンパク質を膜透過させる機能を有
するペプチドとして、シグナルペプチドが知られている。シグナルペプチドの多くは、タ
ンパク質合成時に１０～３０残基長のアミノ酸としてタンパク質前駆体のＮ末端に付加さ
れた状態で合成される。そして、タンパク質が目的の区画（小胞体、ミトコンドリアなど
）へ移行するとシグナルペプチダーゼによりシグナルペプチドが切断され、タンパク質部
分だけが膜を透過し、成熟したタンパク質となる。そのため、従来、シグナルペプチドは
タンパク質の移行するべき区画へ誘導する働きしかないと考えられていた。しかしながら
、近年、非特許文献２などにより、シグナルペプチダーゼによる切断を受けた後も、シグ
ナルペプチドには別の生理的な役割を担うことが複数報告されている。
【０００４】
　例えば、非特許文献３では、カルレティキュリン（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ）のシグ
ナルペプチドの一部は、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）により細胞表面に提示されること
が明らかにされている。このことから、シグナルペプチドは、細胞内のタンパク質の発現
量または正常なシグナルペプチドの産生割合をモニタリングするための機構の一部である
可能性が考えられている。
　さらに、非特許文献４では、カルシトニン（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ）のシグナルペプチ
ドの一部がＭＨＣにより非小細胞性肺がん細胞の表面に提示され、当該ペプチドをエピト
ープとして細胞傷害性Ｔ細胞が認識することが明らかとなっており、シグナルペプチドの
解析によって、がんワクチンをはじめとする様々な免疫疾病治療薬の開発につながること
が期待されている。そのため、生体内の生理的現象の解明や、免疫疾病の診断および治療
方法の研究において、かかるシグナルペプチドを抗原として用いて製造される抗体の有用
性が近年高まっている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【０００５】
【非特許文献１】エド・ハーロウ（Ed Harlow, et al.）:アンチボディイズ（Antibodies
）,コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー（Cold Spring Harbor laboratory）
,１９８８年
【非特許文献２】ブルーノ・マートグリオ（Bruno Martoglia, et al.）:トレンズ・イン
・セル・バイオロジー（Trends in Cell Biology），８巻，１９９８年，ｐｐ．４１０－
４１５
【非特許文献３】ロバート・Ａ・ヘンダーソン（Robert A henderson, et al.）: Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２５５巻，１９９２年，ｐｐ．１２６４－１２６６
【非特許文献４】ファルテン・エル・ヘイジ（Faten El Hage, et al.）:Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ.，２９巻，１０５号，２００８年，ｐｐ．１０１
１９－１０１２４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、シグナルペプチドは、疎水性の側鎖を持つアミノ酸残基から成るため疎
水性の高いペプチドであることが多い。これらの疎水性ペプチドは溶液中で凝集または沈
澱するためキャリアタンパク質と連結されたコンジュゲートを作製し難く、そのため疎水
性ペプチドに対する抗体を効率良く製造する方法が未だ確立されていない。また、生体内
から目的とする疎水性ペプチドのみを効率的に検出または単離することが困難であった。
【０００７】
　そこで本発明は、上記シグナルペプチドをはじめとする疎水性ペプチドにキャリアタン
パク質を連結させたコンジュゲートを抗原とする疎水性ペプチドに対する抗体を効率的に
製造する方法の提供を目的とする。また、かかる抗体を用いて検体中より簡易に該疎水性
ペプチドを検出する方法の提供を他の一つの目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記目的を実現するべく本発明によって疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法が提供
される。かかる製造方法は、疎水性ペプチドに対する抗体を製造する方法である。典型的
には、かかる疎水性ペプチドは、疎水性のアミノ酸残基数が全アミノ酸残基数の少なくと
も３０％以上である、全残基数が５０残基以下のアミノ酸残基から構成される。
　ここで開示される上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法は、上記疎水性ペプチド
のＮ末端側に親水性ポリマーが付加され、且つ該疎水性ペプチドのＣ末端側に少なくとも
一つのＣｙｓ残基が付加され、さらに、上記Ｃｙｓ残基にキャリアタンパク質が連結され
たコンジュゲートを抗原として、該抗原で免疫した哺乳動物から抗体を取得することを特
徴とする。
【０００９】
　なお、本明細書において「アミノ酸残基」とは、特に言及する場合を除いて、ペプチド
鎖のＮ末端アミノ酸及びＣ末端アミノ酸を包含する用語である。なお、本明細書において
は、アミノ酸をＩＵＰＡＣ－ＩＵＢガイドラインで示されたアミノ酸に関する命名法に準
拠した１文字表記または３文字表記で表す。
　また、本明細書において「疎水性のアミノ酸残基」とは、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐ
ｈｅ、Ｔｒｐ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＭｅｔをいう。また、かかる疎水性のアミ
ノ酸残基の数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以上であるペプチドを、以下、本明
細書では「疎水性ペプチド」と略称する。
　また、本明細書において「ペプチド」とは、複数のペプチド結合を有するアミノ酸ポリ
マーを指す用語であり、ペプチド鎖に含まれるアミノ酸残基の数によって限定されない。
従ってアミノ酸残基数が１０程度までのオリゴペプチドあるいはそれ以上のアミノ酸残基
から成るポリペプチドも本明細書における「ペプチド」に包含される。
　また、本明細書において「コンジュゲート」とは、上記疎水性ペプチドにキャリアタン
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パク質およびその他の担体（親水性ポリマー、Ｃｙｓ残基）が共有結合で連結された生成
物をいう。
【００１０】
　上記疎水性ペプチドは溶液中で凝集または沈澱するため、キャリアタンパク質と連結し
たコンジュゲートを作製し難く、従来、該疎水性ペプチドに対する抗体を製造するのは困
難とされていた。しかしながら、本発明者は、上記疎水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポ
リマーが付加され、且つ該疎水性ペプチドのＣ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基が付
加され、さらに、上記Ｃｙｓ残基側にキャリアタンパク質が連結されたコンジュゲートを
用いることによって、該コンジュゲートを抗原として免疫した哺乳動物から該疎水性ペプ
チドに対する抗体を取得し得ることを見出し、発明の完成に至った。
【００１１】
　また、本発明によって提供される疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法の好ましい一
態様では、上記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下のポリエチレングリコール
を使用する。非抗原性の生体適合性を有する親水性ポリマーであるポリエチレングリコー
ルを疎水性ペプチドのＮ末端側に付加（以下、ポリエチレングリコールを付加することを
、「PEG化」と略称する場合がある。）することにより、疎水性ペプチドの水に対する溶
解性を向上させることができる。
【００１２】
　ここで開示される疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法の好ましい一態様では、Ｆｍ
ｏｃ（９－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）を用いて、固相合成に
よりPEG化する。
　また他の好ましい一態様では、上記ポリエチレングリコールとして、ＮＨＳエステルを
有するものを使用し、上記疎水性ペプチドおよび該ＮＨＳエステルを有するポリエチレン
グリコールを、尿素および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一定時間加熱するこ
とにより、該疎水性ペプチドのＮ末端側に該ポリエチレングルコールを付加する。尿素お
よび界面活性剤を少なくとも含む溶液中で、上記疎水性ペプチドおよび上記ＮＨＳエステ
ルを有するポリエチレングリコールを加熱して反応させることによって、疎水性ペプチド
に対するPEG化を促進し得る。
【００１３】
　また、ここで開示される疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法の好ましい一態様では
、ホモ二官能性基またはヘテロ二官能性基を有する架橋剤を用いて上記Ｃｙｓ残基に上記
キャリアタンパク質を連結することが好ましい。かかる架橋剤としては、反応性官能基に
Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド活性化エステル（ＮＨＳエステル）やマレイミド等を有す
るホモ二官能性基あるいはヘテロ二官能性基を好ましく使用し得る。中性水溶液での反応
性に優れる上記架橋剤を用いることにより、PEG化することによって溶解性が向上した疎
水性ペプチドとキャリアタンパク質とは高効率で連結させ、コンジュゲートを作製するこ
とができる。
　上記架橋剤としては、具体的にビス（スルホスクシンイミジル）スベレート（ＢＳ３）
またはｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）を
好ましく用いることができる。
【００１４】
　また、好ましい他の一態様では、上記疎水性ペプチドとして、既知のいずれかのシグナ
ルペプチドを構成するアミノ酸配列を含むように化学合成された合成ペプチドを使用する
。
　更に好ましくは、上記疎水性ペプチドは、アミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチ
ド（APPsp）のアミノ酸配列：ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列番号１）；を
含む。
【００１５】
　また、本発明によると、ここで開示されるいずれかの製造方法により製造された、疎水
性ペプチドに対する抗体が提供される。典型的には、かかる疎水性ペプチドは、疎水性の
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アミノ酸残基数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以上である、全残基数が５０残基
以下のアミノ酸残基から構成される。
　好ましい抗体の例示として、以下の配列：ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列
番号１）；から構成されるアミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）に対
するポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体が挙げられる。
【００１６】
　さらに、本発明は上記目的を実現する他の側面として、ここで開示されるいずれかの抗
体（ここで開示される製造方法により製造された抗体を含む）を用いた抗原抗体反応に基
づいて、検体中から所定の疎水性ペプチドを検出する方法を提供する。典型的には、かか
る疎水性ペプチドは、疎水性のアミノ酸残基数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以
上である、全残基数が５０残基以下のアミノ酸残基から構成される。
　また、ここで開示される検出方法の好ましい一態様では、上記検体は、親水性ポリマー
、尿素および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一定時間加熱して用いられる。ま
た、上記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下であって、ＮＨＳエステルを有す
るポリエチレングリコールが好ましく使用される。
【００１７】
　また、本発明は他の側面として、検体中から所定の疎水性ペプチド（典型的には疎水性
のアミノ酸残基数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以上である、全残基数が５０残
基以下のアミノ酸残基から構成されるペプチド）を検出するための試薬を提供する。上記
試薬は、ここで開示されるいずれかの抗体（ここで開示される製造方法により製造された
抗体を含む）と、親水性ポリマーおよび尿素ならびに界面活性剤とを少なくとも含有する
、疎水性ペプチド検出用試薬である。また、ここで開示される試薬の好ましい一態様では
、上記親水性ポリマーとして、分子量が１０００以下であって、ＮＨＳエステルを有する
ポリエチレングリコールが使用される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ヒトアミロイド前駆体タンパク質のシグナルペプチド（APPsp）のＮ末端にPEGを
、Ｃ末端にＣｙｓ残基を付加して合成した、PEG-APPsp-Cysの化学構造式を示す図である
。
【図２】PEG-APPsp-Cysを抗原として用いたEIAによる抗APPsp抗体の力価測定結果を示す
グラフである。
【図３】PEG単体を含むPEG-APPsp-Cysを抗原として用いたEIAによる抗APPsp抗体の力価測
定結果を示すグラフである。
【図４】ドットブロット法による抗APPsp抗体の力価測定結果である。
【図５】ウェスタンブロット法による抗APPsp抗体の力価測定結果である。
【図６】PEG-APPspの化学構造式を示す図である。
【図７】PEG-APPsp-CysおよびPEG-APPspに対する抗APPsp抗体のEIAによる力価測定結果を
示すグラフである。
【図８】Cys-PEG-APPspの化学構造式を示す図である。
【図９】PEGの付加位置の異なるコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗体のEIAに
よる力価測定結果を示すグラフである。
【図１０】異なる架橋剤を用いて作製したコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗
体のEIAによる力価測定結果を示すグラフである。
【図１１】実施例１、比較例１および比較例２における免疫時に使用した抗原の構造模式
図である。
【図１２】NHS-dPEG12Biotinの化学構造式を示す図である。
【図１３】EIAによるAPPspのN末端の共有結合反応条件の検討結果を示すグラフである。
【図１４】抗APPsp抗体を用いたPEG化処理APPspのドットブロット法による検出結果であ
る。
【図１５】抗APPsp抗体を用いたPEG化処理ウシ胎児血清のドットブロット法による検出結



(7) JP 2011-16763 A 2011.1.27

10

20

30

40

果である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下、本発明の好適な実施形態を説明する。なお、本明細書において特に言及している
事項（例えば、コンジュゲートの作製方法や抗体の製造方法）以外の事柄であって本発明
の実施に必要な事柄（例えば免疫方法やペプチドの合成に関するような一般的事項）は、
医学、薬学、有機化学、生化学、遺伝子工学、タンパク質工学、分子生物学、衛生学等の
分野における従来技術に基づく当業者の設計事項として把握され得る。本発明は、本明細
書に開示されている内容と当該分野における技術常識とに基づいて実施することができる
。
【００２０】
　ここに開示される抗体の製造方法は、上述のとおり、疎水性ペプチドに対する抗体の製
造方法である。典型的には、上記疎水性ペプチドは、疎水性のアミノ酸残基数が全アミノ
酸残基数の少なくとも３０％以上である、全残基数が５０残基以下のアミノ酸残基から構
成されるペプチドである。かかる方法は、疎水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマーが
付加され、且つ該疎水性ペプチドのＣ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基が付加され、
さらに、上記Ｃｙｓ残基にキャリアタンパク質が連結されたコンジュゲートを抗原として
、該抗原で免疫した哺乳動物から抗体を取得することを特徴とする。
　すなわち、本発明によれば、上記疎水性ペプチドとして、全アミノ酸残基数が５０以下
（例えば１０～５０個）の比較的短い鎖長であるものが好ましく採用され、全アミノ酸残
基数が３０以下（例えば１０～２０個）で構成されるものも好適に使用することができる
。また、ここで使用される疎水性ペプチドは、全アミノ酸残基数のうちの少なくとも３０
％以上のアミノ酸が疎水性アミノ酸残基であり得る。具体的には、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌ
ｅ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＭｅｔよりなる群から選択される疎
水性アミノ酸残基数が占める割合が、全アミノ酸残基数の３０％以上であり、この割合が
５０％以上であってもよく、さらにはこの割合が８０％以上の疎水性ペプチドを使用する
ことができる。
【００２１】
　また、かかる疎水性ペプチドの配列としては、上記疎水性アミノ酸残基数の占める割合
が保持される限りにおいて特に限定するものではないが、例えば、タンパク質合成時にタ
ンパク質前駆体のＮ末端に付加された状態で合成されるシグナルペプチドそれ単独あるい
は該シグナルペプチドを構成するアミノ酸配列を含むように構成することができる。
　シグナルペプチドは、生体内でタンパク質が目的の区画（小胞体、ミトコンドリアなど
）へ移行し、シグナルペプチダーゼにより切断された後、様々な生理的な役割を担うこと
が知られている。したがって、シグナルペプチドの解析によって、生体内の生理的現象の
解明や、免疫疾病の診断および治療薬の開発につながることが期待されている。しかしな
がら、多数のシグナルペプチドは疎水性アミノ酸残基を含む鎖長の短いポリペプチドであ
るため、哺乳動物の生体内から効率的に検出または単離することが困難であった。そこで
、既知のいずれかのシグナルペプチドを構成するアミノ酸配列を含む疎水性ペプチド（す
なわち、該シグナルペプチドそのものの他、該シグナルペプチドを配列中のいずれかに人
為的に組み込んで設計されたペプチドを含む）を使用することによって、ここに開示され
る抗体の製造方法により得られる疎水性ペプチドに対する抗体は様々な利用（該抗体に認
識される疎水性ペプチドの検出方法等）が期待される。
　本実施形態に係る疎水性ペプチドの一例として、いくつかの配列を表１に示す。
【００２２】
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【表１】

【００２３】
　例えば、表1に示すように、本実施形態に係る疎水性ペプチドの好適な一例であるアミ
ロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）は、全アミノ酸残基数１７のうち、
１５アミノ酸残基が疎水性のアミノ酸残基によって構成されている。該APPspは、アルツ
ハイマー病患者の大脳の老人班に沈着するβ－アミロイドタンパク質（Aβ）の前駆体で
あるアミロイド前駆体タンパク質（APP）のシグナルペプチドの配列であり、該Aβが沈着
することによって神経細胞が変性し、アルツハイマー病（認知症）の発症をもたらすと考
えられている。詳しくは、上記Aβはアミロイド前駆体タンパク質（APP）が、βセクレタ
ーゼにより細胞外ドメインの部分でＮ末端部分が切断され、次に、γセクレターゼにより
細胞膜内でＣ末端部分が切断されることで２種類のAβ（Aβ40、Aβ42）が産生される。
アルツハイマー病の早期はAβ42の蓄積がみられ、以降進行するにつれAβ40の蓄積が顕著
になることが知られているが、ここで開示される方法に従って得られる、上記表1に示す
アミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）に対する抗体は、アルツハイマ
ー病の発症のさらなる解明や、診断および治療薬の研究に利用し得る。
　また、本実施形態に係る疎水性ペプチドは、表１に示すように、ＨＤ５ＳＰ１のような
ディフェンシンのシグナルペプチドを構成するアミノ酸配列を含むものでもよい。ただし
、表1に例示した疎水性ペプチドのみに限定するものではない。
【００２４】
　さらに、上記疎水性ペプチドは、天然供給源より単離されたものでも、あるいは原核生
物宿主または真核生物宿主（例えば、細菌、酵母、高等植物、哺乳動物）から組換え技術
によって産生されたものでもよいが、好ましくは、所定の配列を含むように化学合成され
たペプチドを使用することができる。例えば、従来公知のＦｍｏｃ（９-ｆｌｕｏｒｅｎ
ｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）またはｔＢＯＣ（ｔ-ｂｕｔｙｌｏｘｙｃａｒｂ
ｏｎｙｌ）を用いて、固相または液相で合成される。
　なお、上記疎水性ペプチドを構成するアミノ酸残基のいくつかが、該疎水性ペプチドの
構造または機能に有意に影響することなく容易に改変され得ることは、当該分野において
周知である。さらに人為的に改変させるだけではなく、天然のペプチドにおいて、当該ペ
プチドの構造または機能を有意に変化させない変異体が存在することもまた周知である。
よって当業者は、周知技術を使用して疎水性ペプチドのアミノ酸配列において１または数
個のアミノ酸を容易に変異させることができる。また、当業者は当該疎水性ペプチドが所
望の活性を有しているか否かを容易に確認し得る。
【００２５】
　また、上記疎水性ペプチドのＮ末端側に付加する親水性ポリマーとしては、種々のポリ
エチレングリコール誘導体を用いることができる。好ましくは、分子量が１０００以下の
ポリエチレングルコール（ＰＥＧ）である。疎水性ペプチドは水溶液中で凝集するため、
そのままの状態ではキャリアタンパク質を連結したコンジュゲートを作製するのは困難で
ある。しかしながら、無毒性で非抗原性の生体適合性に優れる親水性ポリマーのＰＥＧを
疎水性ペプチドに付加することによって、該疎水性ペプチドの水に対する溶解性が向上し
、沈澱や凝集を抑制することができる。
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　さらに、上記ＰＥＧの特徴としては、分子量が１０００以下のものが好ましい。また、
下記の一般式（１）で示されるＰＥＧであるが、ここで好ましく用いられるＰＥＧは、式
（１）中、ｎは５～２０の整数であり、このうち５～１５が好ましく、１０～１３がより
好ましく、例えばｎが１２で示されるＰＥＧを親水性ポリマーとして用いることができる
。
　ＨＯ－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－Ｈ　　　（１）
【００２６】
　本実施形態で用いられる上記疎水性ペプチドは、比較的鎖長が短いためそのままでは抗
原として認識され難いため、キャリアタンパク質と連結させてコンジュゲートを形成する
。かかるキャリアタンパク質の種類としては、特に限定するものではなく、例えば、抗原
性刺激のあるＫＬＨ（Ｋｅｙｈｏｌｅ ｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ）またはＯＶ
Ａ（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ）あるいはＢＳＡ（Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ）
等をいずれも好適に用いることができる。
【００２７】
　また、上記疎水性ペプチドとキャリアタンパク質とを連結させるための架橋剤としては
、ペプチドの架橋に通常用いられているホモ二官能性基またはヘテロ二官能性基を有する
ものを使用し得る。上記架橋剤の好ましい反応性官能基としては、各種アミン含有化合物
（例えば第１級アミン）、チオまたは他の硫黄含有基、カルボキシルおよびヒドロキシル
が挙げられる。また、一般的なアミン含有化合物としては、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミ
ド活性化エステル（ＮＨＳエステル）、マレイミド、アジドおよびヨードアセトアミドが
挙げられる。上記ＮＨＳエステルは、アミンと中性以上のｐＨで効率良く反応し、非常に
安定なアミド結合を形成することができる。また、上記マレイミドは、反応がＳＨ基選択
的で、中性ではアミンに比べＳＨ基との反応性に優れる。
【００２８】
　ホモ二官能性基を有する好適な架橋剤としては、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨ
Ｓ）、ジスクシンイミジルスベレート（ＤＳＳ）、ビス（スルホスクシンイミジル）スベ
レート（ＢＳ３）、ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）（ＤＳＰ）、ジチオ
ビス（スルホスクシンイミジルプロピオネート）（ＤＴＳＳＰ）、エチレングリコールビ
ス（スクシンイミジルスクシネート）（ＥＧＳ）、エチレングリコールビス（スルホスク
シンイミジルスクシネート）（スルホ－ＥＧＳ）、ジスクシンイミジル酒石酸塩（ＤＳＴ
）、ジスルホスクシンイミジル酒石酸塩（スルホ－ＤＳＴ）等が挙げられる。特に、ビス
（スルホスクシンイミジル）スベレート（ＢＳ３）を好ましく使用し得る。
【００２９】
　また、ヘテロ二官能性基を有する好適な架橋剤としては、ｍ－マレイミドベンゾイル－
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）、スクシンイミジル４－［マレイミド
フェニル］ブチレート（ＳＭＰＢ）、スクシンイミジル４－（マレイミドメチル）シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、Ｎ－（γ－マレイミドブチロキシ）スク
シンイミドエステル（ＧＭＢＳ）、ｍ－マレイミドプロピオニックアシド－Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミドエステル（ＭＰＳ）及びＮ－スクシンイミジル（４－ヨードアセチル）
アミノベンゾエート（ＳＩＡＢ）等を好ましく用いることができる。特に、反応性官能基
にＮＨＳエステルおよびマレイミドを備える、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）が好ましく用いられ得る。
【００３０】
　次に、ここで開示される上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法について説明する
。
　かかる製造方法は、まず、抗原となるべくコンジュゲートを作製する。そこで、疎水性
ペプチド（典型的には疎水性のアミノ酸残基数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以
上である、全残基数が５０残基以下のアミノ酸残基から構成される。）を用意（化学合成
）する。Ｆｍｏｃ（９－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）固相合成
法を用いて、上記疎水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマー（例えば分子量が１０００



(10) JP 2011-16763 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

以下のポリエチレングルコール）を有し、Ｃ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基を有す
る構造を備えるペプチドを化学合成することができる。あるいは、Ｆｍｏｃを用いて、疎
水性ペプチドのＣ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基を有するペプチドを固相合成した
後、後述する方法によって、該ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマーを付加してもよい。
　疎水性ペプチドは、水溶液中では凝集または沈殿し易いため、そのままではキャリアタ
ンパク質を連結したコンジュゲートを作製するのは困難であるが、このように、上記疎水
性ペプチドにＰＥＧを付加し水に対する溶解性を向上させることによって、後述するコン
ジュゲートを効率良く作製することができる。
　また、上記疎水性ペプチドのＣ末端側にＣｙｓ残基を付加したものを用意（化学合成）
することにより、後述するキャリアタンパク質の連結（コンジュゲーション）において、
ＳＨ基選択的な架橋剤を用いた反応が可能となる。
【００３１】
　ここで、上記疎水性ペプチドのＮ末端側に親水性ポリマー（例えば分子量が１０００以
下のポリエチレングルコール）を付加するときの反応条件について説明する。上記疎水性
ペプチドのＣ末端側に少なくとも一つのＣｙｓ残基を有するペプチドを合成した後、該ペ
プチドを反応性官能基としてＮＨＳエステルを有するポリエチレングリコールと共に尿素
および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一定時間加熱することによりPEG化する
ことができる。上記界面活性剤としては、疎水性ペプチドに対するPEG化が可能な限りに
おいて特に種類を制限するものではないが、例えば、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ-１０
０、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０およびＮｏｎｉｄｅｔ（登録商標）Ｐ-４０等の中性界
面活性剤を好ましく用いることができる。また、上記尿素の濃度は７～９Ｍ程度が好まし
く、界面活性剤の濃度としては、０．５～１．５％程度が好ましい。
　また、このときの加熱条件としては、約８０℃以上１００℃以下の温度が好ましく、例
えば、凡そ９５℃の温度で１時間程度インキュベートすることにより疎水性ペプチドのＮ
末端にＰＥＧを好適に付加し得る。
【００３２】
　このようにして、上記疎水性ペプチドのＮ末端側にＰＥＧが、Ｃ末端側にＣｙｓ残基が
それぞれ付加されたペプチドを用意（化学合成）した後、次いで、上述のホモ二官能性基
またはヘテロ二官能性基を有する架橋剤（例えばＢＳ３やＭＢＳ等）を用いて、該Ｃｙｓ
残基に適当なキャリアタンパク質を連結（共有結合）させたコンジュゲートを作製する。
ＰＥＧを付加することによって溶解性が向上した疎水性ペプチドは、中性領域の水系溶媒
（典型的には水）に溶解するため、ここで用いる架橋剤が最も安定且つ効率良く架橋を促
進し得る中性付近の反応条件を構成する。これにより、Ｃ末端に付加したＣｙｓ残基にキ
ャリアタンパク質が連結され、高効率で抗原とするコンジュゲートを作製することができ
る。
【００３３】
　次いで、上記作製したコンジュゲートを抗原として用いて免疫した哺乳動物から、上記
疎水性ペプチドに対する抗体を取得する。
　免疫する哺乳動物は、モルモット、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ等の実験動物が用
いられるが、モノクローナル抗体あるいはポリクローナル抗体を得るためには、ラット、
マウス、ウサギが好適である。免疫方法は、例えば、皮下、腹腔内、静脈内、筋肉内、皮
内等のいずれの投与経路を用いてもよいが、主として、皮下、腹腔内、静脈内に注入する
のが好ましい。また、免疫間隔、免疫量等も特に制限なく種々の方法を用いることが可能
であるが、例えば、２週間隔で約２～１０回免疫し、最終免疫後、約１～５回、好ましく
は約２～７日後に生体内から検体を採取する方法がよく用いられる。また、免疫量は１回
に投与するペプチド量を限定するものではいが、例えば、マウス当り１０～２００μg程
度を用いることが好ましい。初回は上記コンジュゲートをアジュバント（例えば、フロイ
ントの完全アジュバント）とよく混合してマウスの腹腔内に投与し、細胞を増殖させ、２
週間隔で再び該コンジュゲートをアジュバント（例えば、フロイントの不完全アジュバン
ト）をよく混合して腹腔内に投与し、腹水を採取することにより、高力価の疎水性ペプチ
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ドに対するモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体を効率良く取得することができ
る。なお、目的のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体の精製は、アフィニティ
ークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過法、硫安塩析法等の公
知の方法により行うことができる。
【００３４】
　次に、ここで開示される上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法により得られた抗
体を用いた抗原抗体反応に基づいて、検体中から所定の疎水性ペプチドを検出する、検出
方法について説明する。なお、上記疎水性ペプチドは、疎水性のアミノ酸残基数が全アミ
ノ酸残基数の少なくとも３０％以上である、全残基数が５０残基以下のアミノ酸残基から
構成されるペプチドである。
　上記検体としては、いかなる態様のものでもよく、例えば、血液、血清、血漿、リンパ
液、尿、髄液、唾液、汗、腹水、羊水、細胞および臓器の抽出液等から調整した生体試料
を使用することができる。なお、上記生体試料は、必要に応じて適切に処理することがで
きる。例えば、細胞の分離、抽出操作などした試料については、免疫組織染色法、酵素免
疫測定法、凝集法、競合法、サンドイッチ法など既知の方法を適用することができる。免
疫組織染色法は、例えば標識化抗体を用いる直接法、該抗体に対する抗体の標識化された
ものを用いる間接法などにより行い得る。標識化剤としては蛍光物質、放射性物質、酵素
、金属、色素など公知の標識物質はいずれも使用できる。
【００３５】
　上記検体から上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法により得られた抗体を用いて
、標的とする疎水性ペプチドを検出するため、まず、上記検体を、親水性ポリマー（PEG
）、尿素および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液中で一定時間加熱し、検体中に含む
疎水性ペプチドをPEG化する。ここで、上記親水性ポリマーとしては、分子量が１０００
以下であって、反応性官能基としてＮＨＳエステルを有するポリエチレングリコールを好
適に使用し得る。
　かかるPEG化の反応条件としては、上述の抗体の製造方法で詳述した条件と同様の方法
を用いて、疎水性ペプチドにPEGを好適に付加することができる。これにより、検体中に
含まれるPEG化した疎水性ペプチドを上記製造方法により得られた抗体を用いて容易に検
出することができる。なお、抗体の製造方法で抗原として用いたコンジュゲートは、疎水
性ペプチドのＣ末端にＣｙｓ残基が付加されているが、検体中からの疎水性ペプチドの検
出においては、該検体に含む疎水性ペプチドはPEG化処理のみで、Ｃｙｓ残基の付加は不
要である。すなわち、上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法により得られた抗体は
、Ｃｙｓ残基を有しないPEG化した疎水性ペプチドを検出することができる。
【００３６】
　また、上記検出方法では、上記疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法により得られた
抗体と、親水性ポリマー（例えば分子量が１０００以下であって、反応性官能基としてＮ
ＨＳエステルを有するポリエチレングリコール）、尿素および界面活性剤とを少なくとも
含有する、疎水性ペプチド検出用試薬を調製し、かかる試薬を用いて検体から疎水性ペプ
チドを検出することができる。すなわち、上記検体を該疎水性ペプチド検出用試薬に添加
した後、一定時間加熱することによって検体中に含む疎水性ペプチドがPEG化するため、
該検体中に含まれるPEG化した疎水性ペプチドの簡易な検出が実現し得る。
【００３７】
　以下の実施例によって、本発明の疎水性ペプチド（典型的には、疎水性のアミノ酸残基
数が全アミノ酸残基数の少なくとも３０％以上である５０残基以下のアミノ酸残基から構
成されるペプチド）に対する抗体の製造方法および該製造方法により得られる抗体の利用
について詳細に説明するが、本発明を以下の実施例に限定することを意図したものではな
い。また、本発明の好適な実施例の一つの典型例として、アミロイド前駆体タンパク質シ
グナルペプチド（APPsp）のアミノ酸配列：ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列
番号１）；を含むペプチドを疎水性ペプチドとして用いた抗体の製造方法および該抗体に
認識される疎水性ペプチドの検出方法を詳細に説明するが、本発明の製造方法の対象をか
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かる疎水性ペプチドに限定することを意図したものではない。
【００３８】
［１．疎水性ペプチドの合成］
　ヒトアミロイド前駆体タンパク質（APP）のアミロイド前駆体タンパク質シグナルペプ
チド（APPsp）のアミノ酸配列：ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡのＮ末端にPEG（上
記式（１）で示される一般式のうち、ｎが整数１２）を有し、Ｃ末端にＣｙｓ残基を有す
る疎水性ペプチド（以下、「PEG-APPsp-Cys」という）を以下の方法で化学合成した。
　すなわち、上記ペプチド合成はSyro II(Multi SynTech, Germany）を用いてＦｍｏｃ固
相合成法（Solid Phase Peptide Synthesis method）により行った。具体的には、各アミ
ノ酸誘導体は側鎖が保護されたものを使用し、ポリスチレン固相担体上でペプチド鎖構築
を行い完全長を作製した。そして、担体から切り出して脱保護し、精製することによりPE
G-APPsp-Cysを得た。なお、カラムは、Superco Discovery HS C18, particle 3μm（pore
 120ÅCarbon20%）を用い、移動相として0.1%TFA（トルフルオロ酢酸）/H2Oを90～40%に
、0.1%TFA/ACN（アセトニトリル）を10～60%を勾配させてPEG-APPsp-Cysを含む分画を回
収した。図１に、上記合成したペプチドPEG-APPsp-Cysの化学構造式を示す。
【００３９】
［２．疎水性ペプチドのコンジュゲートによる抗原の作製と免疫によるポリクローナル抗
体の作製（実施例１）］
　上記合成した疎水性ペプチドPEG-APPsp-CysをMBS法によりキャリアタンパク質KLHに連
結させてコンジュゲートを作製した。該コンジュゲートを抗原として、ウサギ一羽に免疫
した。表２に、かかる免疫方法を示す。
【００４０】
【表２】

【００４１】
　上記免疫後、全採血で得られた血清を硫安沈殿により精製し、疎水性ペプチドPEG-APPs
p-Cysに対するポリクローナル抗体を得た。以下、該抗体を「抗APPsp抗体」という。
【００４２】
［３．Enzyme immunoassay（EIA）によるポリクローナル抗体の力価測定］
　上記コンジュゲートを抗原として免疫したウサギから得られた抗APPsp抗体の力価を評
価するため、EIAを行った。抗原には、コンジュゲートを作製する際に使用したPEG-APPsp
-Cysを用いた（図１参照）。
【００４３】
　まず、2 μg/mL PEG-APPsp-Cys, 2 M 尿素溶液をMicrotiter Assembly Breakable Stri
p 1×8, EB(Thermo, #95029180)に100 μLずつ加え、一晩静置した。Auto MINI Washer (
バイオテック)でマイクロウェルの溶液を排出し、250 μL Blocking solution(1% BSA, P



(13) JP 2011-16763 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

BS, 5% sucrose, 0.1% NaN3)を加えた。なお、PBSは、137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 5.3 m
M Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4になるように調製したものを用いた。室温で2時間イ
ンキュベートした後、Auto MINI WasherでBlocking solutionを除いた。ここにPBST(0.1%
 Tween20, PBS)で500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16000, 32000, 64000倍に希釈した抗AP
Psp抗体を含む血清または免疫前に予備採血した血清を100 μLずつ加えた。さらに、室温
で1時間インキュベートした後、Auto MINI Washerを用いてPBSTで6回洗浄した。0.1% BSA
, PBS溶液で2000倍希釈したAnti-rabbit immunoglobulins/HRP (DakoCytomation, #P0448
)を100 μL加え、室温で1時間インキュベートした。Auto MINI Washerを用いてPBSTで6回
洗浄した後、100 μL オルトフェニレンジアミン溶液（0.417% オルトフェニレンジアミ
ン, 0.009% H2O2）を加えた。室温で30分間インキュベートした後、2規定硫酸を100 μL
加え、酵素反応を止めた。Labsystems Multiskan Bichromatic (Labsystems)でマイクロ
ウェルの溶液の492 nmおよび600 nmの吸光度を測定した。吸光度（492 nm）から吸光度（
600 nm）を差し引いた吸光度をプロットして作成したグラフを図２に示す。
【００４４】
　図２に示すグラフから明らかなように、免疫前の血清では、吸光度（492 nm）が認めら
れなかったが、免疫して得られた上記抗APPsp抗体を含む血清では、希釈率が小さいサン
プルほど吸光度（492 nm）が高く、強い吸収が確認された。これにより、PEG-APPsp-Cys
を認識するポリクローナル抗体が得られたことが示された。
【００４５】
［４．EIAにおけるPEG競合阻害］
　上記EIAで確認した力価がPEG-APPsp-CysのAPPsp領域に対する反応結果であることを確
認するため、PEG単体に対して抗APPsp抗体が結合しないことを、以下に示す手順で確認し
た。
【００４６】
　まず、Microtiter Assembly Breakable Strip 1×8, EBのマイクロウェルに2 μg/mL P
EG-APPsp-Cys, 2 M 尿素溶液を100 μLずつ添加し、4℃で一晩静置した。Auto MINI Wash
erでマイクロウェルの溶液を排出した。250 μL Blocking solution(1% BSA, PBS, 5% su
crose, 0.1% NaN3)を加えて室温で2時間インキュベートした。次いで、Auto MINI Washer
でBlocking solutionを除いた。予めPEG600(Fulka, #87333, 分子量～600)の濃度が、0 n
g, 20 ng, 200 ng, 2 μg, 20 μg, 200 μg/mLをそれぞれ含むPBST溶液(0.1% Tween20, 
PBS)で8000倍に希釈した抗APPsp抗体を調製し、室温で1時間撹拌させた溶液を100 μLず
つマイクロウェルに加えた。そして、室温で1時間インキュベートした後、Auto MINI Was
herを用いてPBSTで6回洗浄した。ここに0.1% BSA, PBS溶液で2000倍希釈したAnti-rabbit
 immunoglobulins/HRPを100 μL加えた。さらに、室温で1時間インキュベートし、Auto M
INI Washerを用いてPBSTで6回洗浄した。100 μL オルトフェニレンジアミン溶液（0.417
% オルトフェニレンジアミン, 0.009% H2O2）を加え、室温で30分間インキュベートした
後、2規定硫酸を100 μL加え酵素反応をとめた。Labsystems Multiskan Bichromaticでマ
イクロウェルの溶液の492 nmおよび600 nmの吸光度を測定した。吸光度（492 nm）から吸
光度（600 nm）を差し引いた吸光度をプロットして作成したグラフを図３に示す。
【００４７】
　図３に示すグラフから明らかなように、PEGを添加しても抗APPsp抗体のPEG-APPsp-Cys
に対する力価は上記EIAで確認した力価（図２参照）と比較して減少しなかった。これに
より、上記EIAで確認した力価は、PEG単体に結合性を有する抗体に起因するものではない
ことが確認された。
【００４８】
［５．ドットブロット法によるポリクローナル抗体の力価測定］
　上記コンジュゲートを抗原として免疫したウサギから得られた抗APPsp抗体の力価を評
価するため、ドットブロット法による抗APPsp抗体の力価測定を行なった。以下、ドット
ブロット法の操作を示す。
【００４９】
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　まず、APPsp（配列番号１）およびPEG-APPsp-Cys（図１参照）をメンブレンHybond-N(a
mersham)に吸着させた。このとき、APPspは、3 ng, 9 ng, 28 ng, 83 ng, 250 ng, 750 n
g を滴下し、PEG-APPsp-Cysは、3 ng, 9 ng, 26 ng, 79 ng, 233 ng, 700 ng を滴下した
。なお、APPspは、上記［１．疎水性ペプチドの合成］で示した方法と同様の化学合成で
得たものを用いた。また、PEG-APPsp-Cysは、［１．疎水性ペプチドの合成］で化学合成
したものを用いた。
【００５０】
　次いで、APPspおよびPEG-APPsp-Cysを吸着させたメンブレンをBlocking solution(1%ス
キムミルク, 1×TBST)に浸した。なお、1×TBSTは、50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH7.5, 0
.1% Tween 20になるように調製したものを使用した。室温で50分間振とうした後、アスピ
レータで溶液を除いた。Washing buffer（0.2%スキムミルク, 1×TBST）で300倍希釈した
抗APPsp抗体を含む血清または免疫前血清をそれぞれ加えた。室温で50分間振とうした後
、アスピレータで溶液を除いた。Washing bufferを加え、室温で5分間振とうした後、ア
スピレータで溶液を除く操作を計3回繰り返した。Washing Bufferで4000倍希釈したAnti-
Rabbit Immunogloblins/AP（DakoCytomation, #D0487）を加え、室温で50分間振とう後、
アスピレータで溶液を除いた。Washing bufferを加え、室温で5分間振とうした後、アス
ピレータで溶液を除く操作を計3回繰り返した。最後に、1-Step NBT/BCIP (PIERCE, #340
42)を加え、4時間室温で振とうした後、純水で洗浄して酵素反応をとめた。ドットブロッ
ト法による力価の測定結果を図４に示す。図４に示す質量表示は滴下したAPPspおよびPEG
-APPsp-Cysのそれぞれの質量を示す。
【００５１】
　図４に示されるように、免疫して得られた上記抗APPsp抗体を含む血清は、PEG-APPsp-C
ysを検出することがドットブロット法により示された。一方、APPspは検出しないことが
確認された。
【００５２】
［６．ウェスタンブロット法によるポリクローナル抗体の力価測定］
　上記コンジュゲートを抗原として免疫したウサギから取得した抗APPsp抗体の力価を評
価するため、ウェスタンブロット法による抗APPsp抗体の力価測定を行なった。以下、ウ
ェスタンブロット法の操作を示す。
【００５３】
　まず、700 μg/mL PEG-APPsp-Cys, 2 M 尿素, PBS溶液を含む溶液を、純水および4×Sa
mple buffer(0.4 M DTT, 0.3 M Tris, 8% SDS, 60% glycerol, 0.0036% bromophenol blu
e)で希釈し、200 ng/μL PEG-APPsp-Cys, 1×Sample buffer溶液を調製した。また、700 
μg/mL APPsp, 10% DMSO（dimethyl sulfoxide）, 1% SDS溶液を含む溶液を、純水および
上記4×Sample bufferで希釈し、200 ng/μL APPsp, 1×Sample buffer溶液を調製した。
上記調製したそれぞれの溶液を3分間加熱し、Multigel II Mini 15/25 (13W) (第一化学
薬品、#414916)のウェルに各々5 μL(ペプチド1 μg分)または2.5 μL(ペプチド0.5 μg
分)をアプライした。電気泳動後、SemiDry Elctroblotter（sartorius）を用いて、セミ
ドライにおいて、PVDFメンブレン（Immobilon-P, MILLIPORE, #IPVH20200）に対して転写
を行なった。転写したメンブレンをBlocking solution(1%スキムミルク、1×TBST)に浸し
、室温で60分間振とうした。さらに4℃で一晩静置した。アスピレータで溶液を除き、Was
hing buffer（0.2%スキムミルク、1×TBST）で600倍希釈した抗APPsp抗体を加えた。室温
で60分間振とうした後、アスピレータで溶液を除いた。そして、Washing bufferを加え、
室温で5分間振とうした後、アスピレータで溶液を除く操作を計3回繰り返した。さらに、
Washing bufferで4000倍希釈したAnti-Rabbit Immunogloblins/APを加え、室温で60分間
振とうした後、アスピレータで溶液を除いた。Washing bufferを加え室温で5分間振とう
した後、アスピレータで溶液を除く操作を計3回繰り返した。最後に1-Step NBT/BCIPを加
え、30分間室温で振とうした。純水で洗浄し、酵素反応をとめた。ウェスタンブロット法
による力価の測定結果を図５に示す。
【００５４】



(15) JP 2011-16763 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

　図５に示されるように、免疫して得られた上記抗APPsp抗体を含む血清は、PEG-APPsp-C
ysを検出することがウェスタンブロット法により示された。一方、APPspは検出しないこ
とが確認された。
【００５５】
［７．疎水性ペプチドのＣ末端にＣｙｓ残基の有しない抗原に対するポリクローナル抗体
の反応性］
　上記コンジュゲートを抗原として免疫したウサギから得られた抗APPsp抗体のPEG-APPsp
-Cysに対する力価が、PEG-APPsp-CysのＣ末端に位置するＣｙｓ残基の有無により影響さ
れるか否かについて検討した。
【００５６】
　まず、PEG-APPsp-CysのＣ末端のＣｙｓ残基を欠く疎水性ペプチド（以下、「PEG-APPsp
」という）を化学合成した。図６に、かかるPEG-APPspの化学構造式を示す。
　上記PEG-APPspの合成は、Fmoc固相合成法により行なった。合成したペプチドは、ODSカ
ラムを用いて、移動相として0.1%TFA/H2Oと0.1%TFA/ACNを用いた濃度勾配法により精製し
た。そして、2 μg/mL PEG-APPsp-Cys, 2 M 尿素溶液を含む溶液、および2 μg/mL PEG-A
PPsp, 2 M 尿素溶液を含む溶液をそれぞれ調製した。上記調製したそれぞれの溶液100 μ
LをMicrotiter Assembly Breakable Strip 1×8, EBに加え、一晩静置した。そして、Aut
o MINI Washerでマイクロウェルの溶液を排出し、250 μL Blocking solution(1% BSA, P
BS, 5% sucrose, 0.1% NaN3)を加えた。室温で2時間インキュベートした後、Auto MINI W
asherでBlocking solutionを除いた。ここにPBST(0.1% Tween20, PBS)で希釈した抗APPsp
抗体のIgGを100 μLずつ加えた。なお、IgGはprotein Aを用いたアフィニティ精製により
得たものを用いた。さらに、室温で1時間インキュベートした後、Auto MINI Washerを用
いてPBSTで6回洗浄した。0.1% BSA, PBS溶液で2000倍希釈したAnti-rabbit immunoglobul
ins/HRPを100 μL加え、室温で1時間インキュベートした。Auto MINI Washerを用いてPBS
Tで6回洗浄した後、100 μL オルトフェニレンジアミン溶液（0.417% オルトフェニレン
ジアミン, 0.009% H2O2）を加えた。そして、室温で30分間インキュベートした後、2規定
硫酸を100 μL加え反応をとめた。Labsystems Multiskan Bichromaticでマイクロウェル
の溶液の492 nmおよび600 nmの吸光度を測定した。吸光度（492 nm）から吸光度（600 nm
）を差し引いた吸光度をプロットして作成したグラフを図７に示す。
【００５７】
　図７に示すグラフから明らかなように、PEG-APPsp-CysおよびPEG-APPspに対する抗APPs
p抗体の力価には相違がみられなかった。これにより、抗APPsp抗体の反応性において、PE
G-APPsp-CysのＣ末端に位置するＣｙｓ残基の有無は影響せず、検出対象の抗原にはＣｙ
ｓ残基を必要としないことが確認された。
【００５８】
［８．PEGの付加位置の異なる疎水性ペプチドを用いて作製したコンジュゲートを抗原と
するポリクローナル抗体の作製（比較例１）］
　APPspのアミノ酸配列：ＭＬＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡのＮ末端に付加したPEG（
上記式（１）で示される一般式のうち、ｎが整数１２）鎖端に、さらにＣｙｓ残基を付加
した疎水性ペプチド（以下、「Cys-PEG-APPsp」という）を抗原として用いてポリクロー
ナル抗体を作製し、PEGの位置関係が抗体の作製にどのような影響を及ぼすか調べた。
【００５９】
　まず、上記PEG-APPspのＮ末端のPEG鎖端にシステインを付加した配列を有するペプチド
Cys-PEG-APPspを化学合成した。合成したCys-PEG-APPspの化学構造式を図８に示す。
【００６０】
　上記合成したCys-PEG-APPspのコンジュゲートによる抗原の作製と免疫を行った。
　まず、上記Cys-PEG-APPspをMBS（m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide Ester）
法によりキャリアタンパク質KLHに連結させてコンジュゲートを作製した。すなわち、2.8
6 mg/mL Cys-PEG-APPsp, 14.3% DMSO, 5% TritonX-100, 2.86 mg/mL maleimide activate
d mcKLH（PIERCE, #77606）となるように調製した溶液を用意し、該溶液を２２℃で２１
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時間インキュベートさせた。なお、maleimide activated mcKLHはEDTA（エチレンジアミ
ン四酢酸）を含む状態で凍結乾燥されたものを使用したので、上記調製した溶液中にはED
TAが存在するが、EDTAは凝集作用があるので免疫する溶液中には含まれないことが望まし
いため、EDTAを除去する操作を行った。かかるEDTAの除去は、50 kDa以下の分子を透過す
る膜を有するAmicon Ultra-4 50K NMWL (Millipore, #UFC910024)を用いてEDTAを含む溶
媒をPBSに置換して行った。こうして作製したコンジュゲートを抗原として、表３に示す
免疫方法でウサギ一羽およびマウス五匹に免疫し、全採血により血清を得た。
【００６１】
【表３】

【００６２】
　上記作製したコンジュゲートを抗原として、免疫したウサギおよびマウスから取得した
ポリクローナル抗体（血清）の力価を評価するため、EIAを行った。
　まず、2 μg/mL PEG-APPsp, 2 M 尿素溶液をMicrotiter Assembly Breakable Strip 1
×8, EBに100 μLずつ加え、一晩静置した。Auto MINI Washerでマイクロウェルの溶液を
排出し、250 μL Blocking solution(1% BSA, PBS, 5% sucrose, 0.1% NaN3)を加えた。
室温で2時間インキュベートした後、Auto MINI WasherでBlocking solutionを除いた。こ
こにPBST(0.1% Tween20, PBS)で500, 8000, 64000倍に希釈した上記血清を100 μLずつ加
えた。室温で1時間インキュベートした後、Auto MINI Washerを用いてPBSTで6回洗浄した
。0.1% BSA, PBS溶液で2000倍希釈したAnti-rabbit immunoglobulins/HRPまたは4000倍希
釈したHRP labeled Anti-mouse IgG (H+L chain) (MBL, #330)をそれぞれ100 μL加え、
室温で1時間インキュベートした。さらに、Auto MINI Washerを用いてPBSTで6回洗浄した
後、100 μL オルトフェニレンジアミン溶液（0.417% オルトフェニレンジアミン, 0.009
% H2O2）を加えた。室温で30分間インキュベートした後、2規定硫酸を100 μL加え反応を
とめた。Labsystems Multiskan Bichromaticでマイクロウェルの溶液の492 nmおよび600 
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nmの吸光度を測定した。吸光度（492 nm）から吸光度（600 nm）を差し引いた吸光度をプ
ロットして作成したグラフを図９に示す。
【００６３】
　図９に示すグラフから明らかなように、得られた血清中にPEG-APPspに対して強く反応
を示すポリクローナル抗体は存在しないことが示された。マウスＡの血清は微弱に反応性
を示したが、その力価は図２に示す抗APPsp抗体の力価に比べて極めて弱い。したがって
、PEG-APPspのＮ末端のPEG鎖端に、Ｃｙｓ残基を付加した配列を有するCys-PEG-APPspを
コンジュゲートに含む抗原を用いて得られた抗体には、PEG-APPspに対する抗体が得られ
ないことが示された。
【００６４】
［９．異なる架橋剤を用いて作製したコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗体の
作製（比較例２）]
　上述の［８．PEGの付加位置の異なる疎水性ペプチドを用いて作製したコンジュゲート
を抗原とするポリクローナル抗体の作製（比較例１）］で用いた架橋剤の種類をMBSからB
S3に変えて作製したコンジュゲートを抗原として用いて、ポリクローナル抗体を作製した
。
　すなわち、上記合成したPEG-APPspを架橋剤Bis[Sulfosuccinimidyl]suberate（BS3）に
よりキャリアタンパク質KLHに連結させてコンジュゲートを作製するため、2.5 mg/mL PEG
-APPsp, 12.5% DMSO, 1% TritonX-100, 2.5 mg/mL KLH（Wako, #080-7666）, 7.8 mM BS3

となるように溶液を調製し、22℃で15.5時間インキュベートした。こうして作製したコン
ジュゲートを抗原として、表３に示す免疫方法でウサギ一羽およびマウス五匹に免疫し、
全採血により血清を得た。
【００６５】
【表４】
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【００６６】
　上記作製したコンジュゲートを抗原として、免疫したウサギおよびマウスから取得した
ポリクローナル抗体（血清）の力価を評価するため、上述の［８．PEGの付加位置の異な
る疎水性ペプチドを用いて作製したコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗体の作
製（比較例１）］と同様の手順でEIAを行った。吸光度をプロットして作成したグラフを
図１０に示す。
【００６７】
　図１０に示すグラフから明らかなように、得られた血清中にPEG-APPspに対して強く反
応を示すポリクローナル抗体は存在しないことが示された。マウスＤの血清は微弱だが反
応性を示していたが、その力価は図２に示す抗APPsp抗体の力価に比べて極めて弱い。し
たがって、架橋剤を変えて作製したコンジュゲートに含むかかる抗原の構造では、PEG-AP
Pspに対する抗体が得られないことが示された。
【００６８】
　上述の［８．PEGの付加位置の異なる疎水性ペプチドを用いて作製したコンジュゲート
を抗原とするポリクローナル抗体の作製（比較例１）］および［９．異なる架橋剤を用い
て作製したコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗体の作製（比較例２）］の結果
から、免疫に用いた抗原の構造によっては、抗体が得られないことが示された。図１１に
、免疫に使用した抗原の構造模式図を示す。
　図１１中のＡ～Ｃの構造模式図は、［２．疎水性ペプチドのコンジュゲートによる抗原
の作製と免疫によるポリクローナル抗体の作製（実施例１）］、［８．PEGの付加位置の
異なる疎水性ペプチドを用いて作製したコンジュゲートを抗原とするポリクローナル抗体
の作製（比較例１）］および［９．異なる架橋剤を用いて作製したコンジュゲートを抗原
とするポリクローナル抗体の作製（比較例２）］において使用した抗原をそれぞれ示す。
図１１に示すように、高力価が得られたＡの抗原は、Ｎ末端側からPEG、APPsp、キャリア
タンパク質の順番で位置する構造を有する。一方、抗体が得られなかったＢおよびＣの抗
原は、APPsp、PEG、キャリアタンパク質の順番で位置する構造を有する。したがって、PE
Gを付加したペプチドに対する力価の高い抗体を作製する場合は、Ａに示す抗原の構造の
ように、キャリアタンパク質を中心とすると、構造式の最も端部にPEGが配置されるよう
な抗原を用いることが必要であることが示された。
【００６９】
［１０．APPspのＮ末端の共有結合反応条件の検討］
　次に、アミロイド前駆体タンパク質シグナルペプチド（APPsp）のアミノ酸配列：ＭＬ
ＰＧＬＡＬＬＬＬＡＡＷＴＡＲＡ（配列番号１）のＮ末端にＰＥＧを付加する際の反応条
件について、NHS-ｄPEG12Biotin（Quanta Biodesign, #10198）を用いて検討した。図１
２に、NHS-ｄPEG12Biotinの化学構造式を示す。
　中性水溶液（PBS, 1％Nonidet P-40）下で反応を行ったところ、APPspはNHS-ｄPEG12Bi
otinと全く反応しなかったため、APPspのアミノ末端アミノ基は遊離した状態ではないこ
とが示された。そこで、APPspのアミノ末端アミノ基を遊離させる条件を以下の手順で検
討した。
【００７０】
　まず、1％　NP-40溶液を用いて、２％　SDS、８M　尿素、６M　グアニジンHCl、１M　
アルギニン、および50％　DMSOの各試薬を調製し、さらに各溶液の２倍希釈液を７段階調
製した。
　そして、上記調製した溶液に、DMSOに溶解した1mg/mL　APPspを1/100容添加し、APPsp
終濃度を10μg/mLとした。これらの溶液を各２本ずつ調製し、１セットをReacti-Bind Ma
leic Anhydride Plate(PIERCE #15100)ウェル当たり各100μL添加し、37℃で１時間保温
した。別のセットは9６℃で３分加熱後に、同様に処理した。処理後、ウェル内の溶液を
除き、ウェルをPBSTで２回洗浄した。ウェルに250μLのStarting Block Blocking Buffer
 (PIERCE, #37538) を添加し、室温で10分間置きブロッキングを行った。ウェル内の溶液
を除き、１％BSA, PBSTで1000倍希釈した抗APPsp抗体のIgGを添加し、室温で１時間静置
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した後、さらにウェルをPBSTで６回洗浄した。1% BSA, PBST溶液で4000倍希釈したAnti-r
abbit immunoglobulins/HRPを100 μL加え、室温で1時間インキュベートした。PBSTで6回
洗浄した後、100 μL オルトフェニレンジアミン溶液（0.417% オルトフェニレンジアミ
ン, 0.009% H2O2）を加えた。室温で30分間インキュベートした後、2規定硫酸を100 μL
加え反応をとめた。Labsystems Multiskan Bichromaticでマイクロウェルの溶液の492 nm
, 600 nmの吸光度を測定した。吸光度（492 nm）から吸光度（600 nm）の値を差し引いた
吸光度をプロットして作成したグラフを図１３に示す。
【００７１】
　図１３に示すように、８M尿素, １％NP-40で加熱処理した場合のみ、強い吸光度（492 
nm）が認められた。したがって、かかる条件によると、APPspのアミノ末端アミノ基は遊
離し、N-Hydroxysuccinimide Ester（NHS ester）との反応が可能であることが判明した
。なお、図１３には図示しないが、1％ NP-40の代替として１％Tween20を用いることがで
きることを確認した。1％ NP-40は加熱により白濁したが、１％Tween20は加熱によっても
白濁せず、尚且つ反応した。これにより、APPspのアミノ末端アミノ基を遊離させる好ま
しい条件としては、尿素および界面活性剤を少なくとも含む反応溶液を用いて一定時間加
熱することであることが示された。
【００７２】
［１１．ポリクローナル抗体によるPEG化した疎水性ペプチドの検出］
　上述の［１０．APPspのＮ末端の共有結合反応条件の検討］で確認した反応条件を用い
てPEG化したAPPspに対して、抗APPsp抗体による検出を試みた。
【００７３】
　まず、APPspのＮ末端側にPEGを付加した。すなわち、2.5 mg/mL APPsp, 5 mM NHS-dPEG

12Biotin, 8.1 M 尿素, 10% DMSO, 1% Tween20となるように反応溶液を調製した。上記調
製した溶液を、95℃で1時間インキュベートし、APPspのPEG化処理を行った。
【００７４】
　次いで、上記PEG化したAPPsp（以下、「PEG化処理APPsp」という）が抗APPsp抗体で検
出できるか否かをドットブロット法により確認した。すなわち、メンブレンへのAPPspの
吸着量が2.5, 0.5または0.1 μgとなるようにPEG化処理APPspをHybond-ECL (GE Healthca
re, #RPN1010D)に吸着させた。また、コントロールとして、PEG化未処理のAPPspも同様に
吸着させた。メンブレンをBlocking solution(1%スキムミルク、1×TBST)が入ったシャー
レに浸し、室温で60分間振とうした。アスピレータで溶液を除いた後、Washing buffer（
0.2%スキムミルク, 1×TBST）で500倍希釈した抗APPsp抗体を添加した。室温で60分間振
とうした後、アスピレータで溶液を除いた。ここにWashing buffer加え、室温で5分間振
とうした後、アスピレータで溶液を除く操作を計３回繰り返した。さらに、Washing buff
erで4000倍希釈したAnti-Rabbit Immunogloblins/AP加え、室温で60分間振とうした後、
アスピレータで溶液を除いた。Washing bufferを加え、室温で5分間振とうした後、アス
ピレータで溶液を除く操作を計3回繰り返した。最後に1-Step NBT/BCIPを加え、30分間、
室温で振とうした。純水で洗浄し、酵素反応をとめた。ドットブロット法による測定結果
を図１４に示す。
【００７５】
　図１４に示されるように、抗APPsp抗体は、APPspに対して2.5μgを検出できるにとどま
るが（APPsp only）、APPspをPEG化処理することにより0.1μgまで検出可能になることが
示された（PEG化処理APPsp）。
【００７６】
［１２．生体試料を用いたポリクローナル抗体による疎水性ペプチドの検出］
　標的とする疎水性ペプチドを含む生体試料のサンプル溶液をPEG化処理し、さらに上記
作製したポリクローナル抗体を使用することによって、標的とする疎水性ペプチドを検出
することが可能であるか検証した。以下、ウシ胎児血清に添加した疎水性ペプチドAPPsp
をPEG化処理し、抗APPsp抗体によって該PEG化処理APPspを検出できるか検討した。
【００７７】
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　まず、ウシ胎児血清中のAPPspをPEG化処理するため、以下に示す５種類のサンプルを調
製し、95℃で2時間インキュベートすることにより、PEG化処理ウシ胎児血清を得た。
　なお、サンプル１および３を除く、サンプル２，４，５にはPEG（NHS-dPEG12Biotin）
を添加した。また、サンプル１および２を除く、サンプル３～５には疎水性ペプチドAPPs
pを含む溶液を調製した。それぞれのサンプルの組成は以下のとおりである。
サンプル１: 8 M 尿素, 30% DMSO, 1% Tween20, 25% ウシ胎児血清（Gibco, #10099-141
）, 0.4×PBSを含む溶液
サンプル２: 5 mM NHS-dPEG12Biotin, 8 M 尿素, 30% DMSO, 1% Tween20, 25% ウシ胎児
血清, 0.4×PBSを含む溶液
サンプル３： 2.5 mg/mL APPsp, 8 M 尿素, 30% DMSO, 1% Tween20, 25% ウシ胎児血清, 
0.4×PBSを含む溶液
サンプル４: 1 mg/mL APPsp, 5 mM NHS-dPEG12Biotin, 8 M 尿素, 30% DMSO, 1% Tween20
, 25% ウシ胎児血清, 1% Tween20, 0.4×PBSを含む溶液
サンプル５: 2.5 mg/mL APPsp, 5 mM NHS-dPEG12Biotin, 8 M 尿素, 30% DMSO, 1% Tween
20, 25% ウシ胎児血清, 0.4×PBSを含む溶液
【００７８】
　次いで、上記５つのウシ胎児血清中のPEG化処理APPspを、抗APPsp抗体を用いて検出で
きるか否かをドットブロット法により確認した。すなわち、上記５つのPEG化処理ウシ胎
児血清サンプルをメンブレンHybond-ECLに1 μLずつ滴下した。メンブレンをBlocking so
lution(3%スキムミルク、1×TBST)が入った容器に浸し、室温で60分間振とうした。アス
ピレータで溶液を除いた後、Washing buffer（0.2%スキムミルク, 1×TBST）で5000倍希
釈した抗APPsp抗体を添加した。室温で60分間振とうした後、アスピレータで溶液を除い
た。ここにWashing buffer加え、室温で5分間振とうした後、アスピレータで溶液を除く
操作を計３回繰り返した。Washing bufferで4000倍希釈したAnti-Rabbit Immunogloblins
/APを加え、室温で60分間振とうした後、アスピレータで溶液を除いた。さらに、Washing
 bufferを加え、室温で5分間振とうした後、アスピレータで溶液を除く操作を計３回繰り
返した。最後に1-Step NBT/BCIPを加え、30分間、室温で振とうした。純水で洗浄し、酵
素反応をとめた。ドットブロット法による測定結果を図１５に示す。
【００７９】
　図１５に示されるように、サンプル４および５のみ、メンブレンにおいて強い発色が確
認された。これにより、ウシ胎児血清中に含む疎水性ペプチドAPPspをPEG化することによ
り、抗APPsp抗体によって検体中のAPPspを検出することができることが示された。
【００８０】
　以上、本発明の具体例を詳細に説明したが、これらは例示にすぎず、特許請求の範囲を
限定するものではない。特許請求の範囲に記載の技術には、以上に例示した具体例を様々
に変形、変更したものが含まれる。例えば、本実施例では、APPspのアミノ酸配列を含む
ペプチドを疎水性ペプチドとして用いたが、他の既知のシグナルペプチド等の疎水性ペプ
チドを含む配列、あるいはそれらの改変配列を採用してもよい。
【産業上の利用可能性】
【００８１】
　本発明に係る疎水性ペプチドに対する抗体の製造方法によると、シグナルペプチドをは
じめとする疎水性ペプチドに対する抗体を効率的に製造することができる。また、かかる
抗体を用いて生体試料の検体中より簡易に該疎水性ペプチドを検出することが可能となり
、生体内の生理的現象の解明や、免疫疾病の診断および治療薬の開発に利用することがで
きる。
【配列表フリーテキスト】
【００８２】
　　　配列番号１～配列番号６　合成ペプチド
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