
(57)【要約】
本発明は、ヒトの血液サンプル中におけるグリケーションされたヘモグロビンの全ての構
造バリアントの量を測定するための pan 特異的モノクローナル抗体を記載する。ある一人
の個体の血液中におけるヘモグロビンのグリケーションの割合を測定することによって、
糖尿病患者におけるグルコースレベルコントロールの有用な指標が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
式 ：
グ リ コ シ ル -(NH)-Val-His-ま た は グ リ コ シ ル -(NH)-Val-His-AA、
式 中 、 グ リ コ シ ル -(NH)-Val は 非 酵 素 的 に グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た バ リ ン 残 基 を 表 し 、 His 
は ヘ モ グ ロ ビ ン の 天 然 型 β － 鎖 の ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 AAは １ ～ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基
を 意 味 す る
の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 残 基 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 結 合 部 位 を 含 有 し て な る 、
pan 特 異 的 で あ る 、 す な わ ち グ リ コ シ ル ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト と 反 応 す る
こ と が で き る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
AAが 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト の N-末 端 の β － 鎖 の 一 部 に 対 応 す る １ ～
３ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
AAが 、 -Leu-Aa 、 -Leu-Thr-Aa 、 -Leu-Thr-Pro-Aa で あ り 、 Aaが 、 AA基 中 の 残 り の 数 の ア
ミ ノ 酸 を 意 味 す る 請 求 項 ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 体 が 、 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH （ DSMZ）
に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM ACC2495 と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ DAK Hb1c-1に よ
り 得 る こ と が で き る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片
。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 が 、 pan 特 異 的 、 す な わ ち HbA1c 、 HbC1c お よ び HbS1c を 含 む ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン
の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト と 反 応 す る こ と が で き る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 が 請 求 項 ７ ～ １ １ い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 、 前 記 請 求
項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 が 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 に 化 学 的 に 連 結 さ れ た グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド に よ り
得 る こ と が で き る 抗 原 を 含 有 す る 免 疫 原 に 対 し て 惹 起 さ れ 、 該 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ
チ ド が 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の N-末 端 の β － 鎖 に 対 応 す る ２ ～ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 単 位 を 有 す る
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 産 生 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
免 疫 原 が 、 式 ：
［ フ ル ク ト シ ル -(NH)-Val-His-AA-R］ n-キ ャ リ ア
式 中 、 フ ル ク ト シ ル -(NH)-Valは 非 酵 素 的 に グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た バ リ ン 残 基 を 表 し 、 His
 は ヘ モ グ ロ ビ ン の 天 然 型 β － 鎖 の ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 AAは １ つ 以 上 の さ ら な る ア
ミ ノ 酸 残 基 を 意 味 し 、 R は 結 合 基 で あ り 、 キ ャ リ ア は 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 で あ り 、 n は
１ ～ 該 キ ャ リ ア 上 で 利 用 可 能 な カ ッ プ リ ン グ 部 位 の 数 の 整 数 で あ る 、
で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 産 生 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
AAが 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト の N-末 端 の β － 鎖 の 一 部 に 対 応 す る １ ～
３ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 産 生 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 キ ャ リ ア が 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 以 外 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド で あ る 請 求
項 ８ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 産 生 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 体 が 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン A1c 、 C1c お よ び S1c の β － 鎖 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端
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ペ プ チ ド 配 列 へ の 立 体 構 造 的 な ア ク セ ス を 提 供 す る の に 十 分 露 出 さ れ た 後 の ヒ ト ヘ モ グ ロ
ビ ン A1c 、 C1c お よ び S1c の β － 鎖 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 ペ プ チ ド 配 列 に 特 異 的
に 結 合 す る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 配 列 が 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 な 変 性 ま た は 消 化 に よ り
抗 体 結 合 部 位 に 対 し て 露 出 さ れ て い る 請 求 項 １ １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断
片 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 配 列 が 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 を 用 い た 変 性 に よ り 抗 体 結
合 部 位 に 対 し て 露 出 さ れ て い る 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ
の 断 片 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 が 、 グ ア ニ ジ ン 、 尿 素 、 チ オ シ ア ン 酸 カ リ ウ ム ま た は 界 面 活 性 剤 か ら な
る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 抗 体 が 、 固 相 に 吸 着 さ れ て い る ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト の β － 鎖 の
グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 の ペ プ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ
に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
固 相 が 、 好 ま し く は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 微 粒 子 、 膜 、 チ ュ ー ブ 、 ピ ン 、 チ ッ プ ま
た は デ ィ ス ク か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 物 質 か ら 構 成 さ れ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ヒ ト 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の レ ベ ル の 決 定 の た め の 前 記 請 求 項 い ず
れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ヒ ト 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た HbS お よ び ／ ま た は HbC の レ ベ ル の 決 定 の た め の 前 記
請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ヒ ト 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ テ ロ 接 合 型 HbA 、 HbS お よ び ／ ま た は HbC の レ ベ ル
の 決 定 の た め の 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使
用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
二 粒 子 比 濁 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の レ ベ ル の 決
定 の た め の 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ヒ ト の 血 液 サ ン プ ル 中 に お け る グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構
造 バ リ ア ン ト の 量 の 測 定 方 法 に 関 す る 。 あ る 一 人 の 個 体 の 血 液 中 に お け る ヘ モ グ ロ ビ ン の
グ リ ケ ー シ ョ ン の 割 合 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 糖 尿 病 患 者 に お け る グ ル コ ー ス レ ベ ル コ
ン ト ロ ー ル の 有 用 な 指 標 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
特 に 、 本 発 明 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 の 調 製 方 法 に 関 す る も の で あ り 、 こ れ
は ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン な ど の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 ペ プ チ ド 残 基 を 特 異 的 に 認 識 す
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
糖 尿 病 患 者 は 、 グ ル コ ー ス を 通 常 の 方 法 で 代 謝 す る こ と が で き ず 、 そ の 結 果 、 患 者 の 血 液
中 お よ び 尿 中 に グ ル コ ー ス が 蓄 積 す る 。 従 来 よ り 、 こ の よ う な 体 液 中 の グ ル コ ー ス レ ベ ル
は 糖 尿 病 の 状 況 の 状 態 の 指 標 と し て 取 り 扱 わ れ て お り 、 言 い 換 え る と こ の レ ベ ル は 、 服 用
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す る イ ン ス リ ン ま た は 他 の 薬 剤 の 量 の 指 針 と し て 、 ま た は 患 者 の 食 生 活 を 変 更 す る 必 要 性
の 指 針 と し て 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
直 近 の 食 事 の 時 間 お よ び 内 容 、 直 近 の イ ン ス リ ン 注 射 な ど に 依 存 し て 、 グ ル コ ー ス レ ベ ル
が 広 い 範 囲 で 変 動 す る と い う 点 を 除 い て は 、 こ れ は そ れ な り に 十 分 役 に 立 っ て い る 。 こ の
よ う に 、 示 さ れ る 値 は そ の 瞬 間 の 状 況 を 反 映 す る こ と に な り 、 こ の こ と は 、 糖 尿 病 の 状 況
の 長 期 間 の 状 態 と 正 確 に は 合 致 し な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
糖 尿 病 の 状 況 の 別 の 結 果 と し て 、 糖 尿 病 患 者 の 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ
ン の 量 が 増 加 す る と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン （ Hb） は 、 ア ミ ノ 酸 の 四 本 の
鎖 （ サ ブ ユ ニ ッ ト ） か ら な る 四 量 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 鎖 の そ れ ぞ れ は 約 143 単 位 で あ り
、 合 計 で 約 64000g/molの 分 子 量 を 有 す る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン 中 の β － サ ブ ユ ニ ッ ト の N-末 端 の
バ リ ン は 、 グ ル コ ー ス と 反 応 す る こ と が 可 能 で あ る 。 グ ル コ ー ス と バ リ ン の α - ア ミ ノ 基
と に 関 す る 非 酵 素 的 な 反 応 に よ っ て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の グ リ ケ ー シ ョ ン が 生 じ る 。 反 応 物 の
間 に シ ッ フ 塩 基 が 形 成 さ れ た 後 、 グ ル コ ー ス は ア マ ド リ 転 位 を 受 け て 1-デ オ キ シ フ ル ク ト
- バ リ ン を 形 成 す る 。 最 終 的 な 複 合 体 で の 1-デ オ キ シ フ ル ク ト ー ス と バ リ ン と の 間 の 結 合
は 共 有 結 合 で あ り 、 不 可 逆 性 で あ る 。 グ リ ケ ー シ ョ ン 反 応 は 、 反 応 物 、 た と え ば ヘ モ グ ロ
ビ ン と グ ル コ ー ス レ ベ ル に 支 配 さ れ る 。 糖 尿 病 で は な い 個 体 に つ い て の 、 糖 尿 病 の コ ン ト
ロ ー ル と 合 併 症 の ト ラ イ ア ル （ Diabetes Control and Complication Trial ） （ DCCT） の
基 準 範 囲 は 、 約 4-6%の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン で あ る 。 β － 鎖 の N-末 端 上 に 1-
デ オ キ シ フ ル ク ト - バ リ ン を 伴 う ヘ モ グ ロ ビ ン 四 量 体 は 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ
ビ ン ; た と え ば Hb1cま た は HbA1c 、 HbC1c ま た は HbS1c と 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
HbC の 特 徴 は 、 サ ハ ラ 以 南 の 地 域 に お い て 30% が 患 者 で あ り 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 2.
3%が 患 者 で あ る こ と で あ る 。 合 衆 国 に お け る Hbの 最 も 一 般 的 な バ リ ア ン ト で あ る HbS の 特
徴 は 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 7.8%が 患 者 で あ る こ と で あ る 。 ひ と ま と め に す る と 、 ア メ
リ カ 黒 人 の 少 な く と も 10% が 、 HbC の 特 徴 ま た は HbS の 特 徴 の い ず れ か を 持 っ て い る 。 世
界 人 口 で は 混 血 が ど ん ど ん 増 加 し つ つ あ る 。 し た が っ て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ
ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト と 同 様 に 反 応 す る 抗 体 を 持 つ こ と が ま す ま す 重 要 と な る 。 も
し 、 利 用 可 能 な 抗 体 が グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト と は 反
応 し な い 場 合 、 HbS お よ び ／ ま た は HbC の 特 徴 を 備 え る 患 者 か ら の Hb1cの 割 合 の 測 定 が 不
正 確 に な る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
糖 尿 病 患 者 に お け る グ ル コ ー ス レ ベ ル は 、 血 液 中 の グ ル コ ー ス レ ベ ル に 直 接 依 存 す る グ リ
ケ ー シ ョ ン の 割 合 を 高 め る の に 十 分 に 高 く 、 こ れ は 糖 尿 病 の 状 況 の 重 篤 度 を 反 映 す る 。 そ
れ ゆ え に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A1c の レ ベ ル は 約 6 か ら 12% に 上 昇 す る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン A が 循 環
す る 寿 命 は 約 120 日 間 で あ る こ と か ら 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 測 定 に は 、
そ の 期 間 の 平 均 的 な グ ル コ ー ス レ ベ ル を 反 映 す る と い う 意 味 が あ る で あ ろ う 。 特 に 、 グ ル
コ ー ス が 多 い 食 事 に よ っ て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン ま た は 血 清 ア ル ブ ミ ン の
レ ベ ル が 即 座 に 高 く 反 映 さ れ る わ け で は な い 。 し た が っ て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ
ロ ビ ン の 含 有 量 の 測 定 に よ っ て 、 循 環 し て い る グ ル コ ー ス の 平 均 的 な レ ベ ル の よ り 本 当 に
近 い 臨 床 像 が 与 え ら れ 、 し た が っ て 患 者 の 長 期 間 の 状 況 の よ り 本 当 に 近 い 臨 床 像 が 与 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル を 測 定 す る た め に 用 い ら れ る 一 般 的 な 方 法 に は
、 溶 血 サ ン プ ル を ボ ロ ン 酸 塩 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 す 工 程 が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 に よ
っ て 、 HbA 1 c  と 、 リ ジ ン 残 基 な ら び に ヘ モ グ ロ ビ ン の α - 鎖 お よ び β － 鎖 の 両 者 の N-末 端
の バ リ ン 残 基 上 で 形 成 さ れ る ケ ト ア ミ ン 構 造 体 と を 含 む 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ
ビ ン の 総 量 を 測 定 す る 。 こ の カ ラ ム を 洗 浄 し 、 そ し て 分 光 光 度 法 で グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た
ヘ モ グ ロ ビ ン を 測 定 す る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
機 器 に よ っ て 自 動 的 に 分 析 す る た め に 、 微 粒 子 強 化 免 疫 比 濁 法 （ Microparticle enhanced
 turbidimetric immunoassay technique） を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 機 器 は 、 あ
る 特 定 の 診 断 用 ア ッ セ イ の た め に 用 意 し た も の で は な く 、 そ し て 極 め て 長 い サ ン プ ル の サ
イ ク ル 時 間 に 備 え て い る 。 現 在 の と こ ろ 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 測 定 の た
め の こ の 方 法 の 実 用 性 は 、 あ り き た り の 臨 床 分 析 と し て 高 ま っ て い る 。 こ れ ら の 免 疫 ア ッ
セ イ の い く つ か は 、 微 粒 子 強 化 競 合 免 疫 比 濁 阻 害 法 （ microparticle enhanced competiti
ve turbidimetric inhibition immunoassay technique ） の 原 理 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
米 国 特 許 第 4,247,533 号 に は 、 HbA1c の 注 射 に よ っ て 、 ヒ ツ ジ の 中 で HbA1c に 対 す る 抗 体
を 報 告 さ れ る よ う に 惹 起 さ せ た こ と と 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ て い な い ヘ モ グ ロ ビ ン を 吸 着
さ せ る こ と で ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 供 給 し 、 こ れ に よ っ て HbA1c と グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ て
い な い ヘ モ グ ロ ビ ン と を 区 別 す る と い っ た 分 析 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 次 い で 、 こ の よ う
な 抗 体 は 、 サ ン プ ル 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 割 合 を 測 定 す る た め の 試 験
の 基 礎 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
従 来 の 技 術 で は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c  抗 体 と 、 そ の 抗 体 が ど の よ う に し て グ リ ケ ー シ ョ ン さ
れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の バ リ ア ン ト A と 反 応 す る こ と が で き る か に つ い て だ け が 記 載 さ れ て い
る 。 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 他 の バ リ ア ン ト の 影 響 力 に つ い て は 言 及 さ れ て
お ら ず 、 そ し て グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て も 考 慮 さ れ て い な い 。 こ の 抗 体 は HbS1c お よ び HbC1c を 認 識 し な
い と い う 事 実 が 原 因 で 、 HbS1c お よ び HbC1c を 有 す る 被 験 体 に お い て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ
れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の パ ー セ ン テ ー ジ の 免 疫 ア ッ セ イ 測 定 を こ の 抗 体 を 用 い て 行 う こ と に よ
っ て 、 事 実 上 低 い グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の パ ー セ ン テ ー ジ が 生 じ て し ま う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
Hb1cの 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト に つ い て 特 異 的 で あ る Hb1c抗 体 は 、 pan 特 異 的 と み な さ れ る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
し た が っ て 、 上 記 で 認 め ら れ た 欠 点 を 現 さ な い 上 記 の 種 類 の 抗 体 に つ い て の 必 要 性 が 残 っ
て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
pan 特 異 的 で あ る 抗 体 、 す な わ ち グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア
ン ト に つ い て 特 異 的 な 抗 体 を 提 供 す る こ と が 、 し た が っ て 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
HbA1c 、 HbC1c お よ び HbS1c の 免 疫 ア ッ セ イ 測 定 法 に 基 づ い て 、 患 者 の 長 期 間 の 血 液 の 糖
レ ベ ル を 測 定 す る た め の 抗 体 を 提 供 す る こ と も 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
患 者 の 全 血 サ ン プ ル 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン で あ る HbA1c 、 HbC1c お よ び
HbS1c の 含 有 量 を 測 定 す る た め の 、 こ の よ う な 抗 体 を 提 供 す る こ と は 、 本 発 明 の 別 の 目 的
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
こ れ ら の 目 的 お よ び 他 の 目 的 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 規 定 さ れ る 本 発 明 に よ っ て 達 成 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 pan 特 異 的 、 す な わ ち グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア
ン ト と 反 応 す る こ と が 可 能 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 に 関 す る 。 こ の グ リ
ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 構 造 バ リ ア ン ト と し て は 、 HbA1c 、 HbC1c お よ び HbS1c 
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 HbS お よ び HbC を 持 つ 患 者 に お け る グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ
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モ グ ロ ビ ン レ ベ ル の 測 定 に 関 す る 現 行 の 免 疫 ア ッ セ イ の 改 良 を も た ら す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ の 抗 体 が ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン A 、 C お よ び S の β － 鎖
の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 の ペ プ チ ド 配 列 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 結 合 部 位 を 含 有 す
る と い う 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 は 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン 中 の 線 状 エ ピ ト
ー プ に つ い て の そ の 特 異 的 な 結 合 親 和 性 に 特 徴 を 有 す る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 用 い ら
れ る よ う な 「 抗 体 試 薬 」 ま た は 「 抗 体 結 合 部 位 」 と い う 用 語 は 、 こ の よ う な ペ プ チ ド の エ
ピ ト ー プ に つ い て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 部 位 を 含 有 す る あ ら ゆ る 物 質 を 示 す こ
と に な り 、 そ し て こ の 物 質 は ど の よ う に し て 得 ら れ た も の で あ っ て も よ い 。 し た が っ て 、
こ の よ う な 用 語 に は 、 全 て の 抗 体 お よ び 適 切 な 断 片 ま た は 多 官 能 性 形 態 が 包 含 さ れ る 。 全
て の 抗 体 の 形 態 で あ る 場 合 、 た と え ば IgG 、 IgM な ど の 公 知 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の い ず れ か
の ク ラ ス お よ び サ ブ ク ラ ス に 属 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に つ い て の
特 異 的 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 、 い ず れ か の そ の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の あ ら ゆ る 断 片 を 用
い る こ と が 可 能 で あ り 、 た と え ば 、 IgG の 断 片 は 従 来 よ り Fab 、 Fab'お よ び F (ab') 2  と
し て 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 断 片 の 凝 集 体 、 ポ リ マ ー 、 誘 導 体
、 複 合 体 (conjugates)お よ び ハ イ ブ リ ッ ド を 、 適 切 で あ る 場 合 に は 用 い る こ と が 可 能 で あ
る 。 さ ら に 、 単 鎖 抗 体 ま た は 組 み 換 え 手 段 に よ っ て 得 ら れ る あ ら ゆ る 他 の 断 片 を 、 適 切 で
あ る 場 合 に は 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た 残 基 は 、 HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c の 顕 著 な 構 造 上 の 特 徴 で あ る
。 本 発 明 の 抗 体 に は 、 グ ル コ ー ス と 末 端 の ア ミ ン と の 間 の 反 応 生 成 物 の ア マ ド リ 転 位 で 形
成 さ れ る 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル 糖 質 単 位 を 最 低 限 含 有 す る エ ピ ト ー プ ま た は 決 定 部 位 と
、 天 然 型 HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c の 配 列 に 対 応 す る 位 置 に あ る HbA1c 、 HbS1c お よ び
HbC1c の N-末 端 の 配 列 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 単 位 を 含 有 す る 、 そ こ か ら 伸 び て い る
ペ プ チ ド 配 列 と が 必 要 で あ る 。 エ ピ ト ー プ を 特 徴 付 け る ペ プ チ ド 配 列 中 の 他 の ア ミ ノ 酸 単
位 は 、 天 然 型 HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c 配 列 中 に 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 単 位 と 同 一 で あ っ て
も よ く 、 異 な っ て い て も よ い 。 こ の よ う に 、 こ の エ ピ ト ー プ に は 、 抗 体 に 対 す る 少 な く と
も 二 つ の 接 触 部 位 ま た は 結 合 部 位 と い う 特 徴 が あ り 、 こ の よ う な 部 位 は グ リ ケ ー シ ョ ン さ
れ た N-末 端 の HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c 配 列 に 対 し て 特 有 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ の 抗 体 は 、 次 の 式 ：
グ リ コ シ ル -(NH)-Val-His-ま た は グ リ コ シ ル -(NH)-Val-His-AA、
式 中 、 グ リ コ シ ル -(NH)-Val は 非 酵 素 的 に グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た バ リ ン 残 基 を 表 し 、 His 
は ヘ モ グ ロ ビ ン の 天 然 型 β － 鎖 の 2 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 AAは １ つ 以 上 の さ ら な る ア ミ
ノ 酸 残 基 で あ る 、
の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 残 基 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
１ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 AAと は 、 ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト の N-
末 端 の β － 鎖 の 一 部 に 対 応 す る 1 ～ 3 個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ る 。 AAと し て は 、 -Leu-Aa 
、 -Leu-Thr-Aa 、 -Leu-Thr-Pro-Aa で あ る こ と が 好 ま し く 、 そ し て Aaと は 、 AA基 中 の ア ミ
ノ 酸 の 残 り の 数 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ DAK Hb1c-1を 用 い
て 得 る こ と が で き る も の が 好 ま し く 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 Deutsche Sammlung von Mi
kroorganismen und Zellkulturen GmbH （ DSMZ） に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM ACC2495 と し
て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 産 生 す る 方 法 に 関 し 、 こ こ で 、 こ
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の 抗 体 は pan 特 異 的 、 す な わ ち グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン
ト と 反 応 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 規 定 さ れ た 方 法 に よ っ て 得 ら れ 得 る も の で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 産 生 す る 方 法 は 、 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 に
化 学 的 に 連 結 さ せ た グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド を 含 有 す る 免 疫 原 に 対 す る 抗 体 を 惹 起
さ せ る 、 こ こ で 該 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド が ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン の β － 鎖 の N-末 端
に 対 応 す る 2 ～ 5 個 の ア ミ ノ 酸 単 位 を 有 す る 、 工 程 を 含 む 。
こ の 免 疫 原 は 次 の 式 ：
［ フ ル ク ト シ ル -(NH)-Val-His-AA-R］ n  - キ ャ リ ア
式 中 、 フ ル ク ト シ ル - (NH)-Valは 非 酵 素 的 に グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た バ リ ン 残 基 を 表 し 、 Hi
s は ヘ モ グ ロ ビ ン の 天 然 型 β － 鎖 の 2 番 目 の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 AAは １ つ 以 上 の さ ら な る ア
ミ ノ 酸 残 基 を 意 味 し 、 R は 結 合 基 で あ り 、 キ ャ リ ア は 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 で あ り 、 n は
１ ～ 当 該 キ ャ リ ア 上 で 利 用 可 能 な カ ッ プ リ ン グ 部 位 の 数 ま で の 整 数 で あ る 、
で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
１ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 AAと は １ つ 以 上 の さ ら な る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 別 の 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 AAと は 、 ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト の β － 鎖 の N-末
端 部 分 に 対 応 す る 1 ～ 3 個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
結 合 基 で あ る R は 、 本 質 的 に は 、 都 合 が 良 く か つ 安 定 し た あ ら ゆ る 構 造 で あ り 得 る 。 こ の
よ う な 結 合 基 で あ る R は 、 通 常 は 、 水 素 を 除 い て 1 ～ 約 20の 間 の 原 子 を 含 有 し 、 そ し て 窒
素 、 酸 素 お よ び 硫 黄 な ど の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 脂 肪 族 鎖 の 形 態 で あ る 。 様 々 な 基 を 介 し て こ
の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た 残 基 を 結 合 さ せ て 、 メ チ レ ン 、 エ ー テ ル 、 チ オ エ ー テ ル 、 イ ミ ノ
な ど を 含 む 結 合 鎖 の R を 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 そ こ か ら 免 疫 原
を 調 製 す る た め に 選 択 す る と こ ろ の 幅 広 い 種 類 の 結 合 基 を 分 か っ て い る だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 キ ャ リ ア は ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン 以 外 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
最 も 一 般 的 な 意 味 に お い て 適 切 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 を 刺 激 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫
原 は 、 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 に 化 学 的 に 連 結 さ せ ら れ た １ つ 以 上 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た
ペ プ チ ド 残 基 を 含 有 す る 。 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 残 基 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と が
可 能 な 官 能 基 を 有 す る こ と が 通 常 知 ら れ て い る あ ら ゆ る も の か ら 、 こ の 免 疫 原 性 キ ャ リ ア
物 質 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 十 分 な サ イ ズ と 免 疫 原 性 と を 持 つ 、 た と え ば 炭 水 化 物
、 多 糖 類 、 リ ポ 多 糖 、 核 酸 な ど の 他 の 物 質 を 同 様 に 用 い る こ と も 可 能 で は あ る が 、 多 く の
場 合 、 キ ャ リ ア は タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 主 と し て 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
お よ び 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量 は 4000g/mol ～ 10000000g/mol の 間 で あ り 、 15000g
/molを 超 え る 量 で あ る こ と が 好 ま し く 、 そ し て 50000g/molを 超 え る 量 で あ る こ と が よ り 普
通 で あ る 。 別 の 種 の 血 流 内 に 導 入 す る 場 合 、 一 般 的 に 、 １ つ の 動 物 種 か ら 得 ら れ る タ ン パ
ク 質 が 免 疫 原 性 と な る 。 特 に 有 用 な タ ン パ ク 質 は 、 ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 、 酵 素 、 ヘ モ
シ ア ニ ン 、 グ ル テ リ ン 、 明 ら か に 非 タ ン パ ク 質 性 の 組 成 を 有 す る タ ン パ ク 質 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 測 定 さ れ る サ ン プ ル 中 で タ ン パ ク 質 を 適 切 に 変 性 ま た は 消 化 す る
こ と に よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 に 接 触 可 能 な 天 然 型 HbA1c 、
HbS1c お よ び HbC1c 分 子 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 の ペ プ チ ド 残 基 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 天 然 由 来 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン 、 た と え ば Hb
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A1c 、 HbS1c お よ び HbC1c を 化 学 的 に ま た は 酵 素 的 に 消 化 す る こ と に よ っ て 、 グ リ ケ ー シ
ョ ン さ れ た 断 片 を 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。 伝 統 的 な カ ッ プ リ ン グ 手 段 、 た と え ば グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は カ ル ボ ジ イ ミ ド を 用 い て 、 キ ャ リ ア に こ の 断 片 を カ ッ プ リ ン グ さ せ
る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て こ の 複 合 体 を 免 疫 原 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 、 次 の 工 程 に よ っ て 産 生 す る こ と も 好 ま し い ：
【 ０ ０ ３ ６ 】
A.ペ プ チ ド 免 疫 原 の 調 製
HbA 、 S お よ び C の β － 鎖 上 に あ る N-末 端 の バ リ ン 残 基 の グ リ ケ ー シ ョ ン 部 位 に 対 す る 抗
体 を 得 る た め に 、 免 疫 原 と し て 短 い ペ プ チ ド （ 五 量 体 ） を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 抗
原 と し て は 、 Hb1cの 四 量 体 に シ ス テ イ ン を 付 加 し た も の 、 す な わ ち フ ル ク ト シ ル -V-H-L-T
-Cが 好 ま し い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
B.ヒ ト Hb1cペ プ チ ド に よ る マ ウ ス の 免 疫 化
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 育 す る た め に 用 い る 一 般 的 な 方 法 は 、
当 業 者 に 十 分 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
実 際 に 利 用 し た 方 法 の 実 例 は 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ イ ム ノ ロ ジ カ ル ・ メ ソ ッ ズ （ Journal 
of Immunological Methods） 、 1980, 39:285に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
CF1 マ ウ ス と BALB/cマ ウ ス と の 交 配 に よ る メ ス の F1ハ イ ブ リ ッ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い
が 、 他 の 系 統 の マ ウ ス を 用 い て も 構 わ な い 。 こ の 免 疫 化 計 画 お よ び ペ プ チ ド - キ ャ リ ア 複
合 体 の レ ベ ル を 、 十 分 な 量 の 抗 原 的 に 刺 激 さ れ た リ ン パ 球 が 形 成 さ れ る よ う に 選 択 す る こ
と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Hb1cペ プ チ ド と の 複 合 体 の 状 態 の 50μ g の 精 製 タ
ン パ ク 質 誘 導 体 （ PPD 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis ） 由 来 の 変 性 タ ン パ ク 質 の 、 一 部 が 未
知 の 混 合 物 ） に よ っ て 、 二 週 間 の 間 隔 を 空 け て 四 回 、 腹 腔 経 由 で マ ウ ス を 免 疫 化 す る 。 最
終 免 疫 の 3 ～ 5 日 後 、 融 合 の た め に 、 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 抽 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
他 の 種 か ら の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 好 ま し く 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
C.細 胞 融 合
免 疫 化 マ ウ ス か ら 脾 臓 を 無 菌 的 に 取 り 出 し 、 そ し て 脾 臓 細 胞 の 懸 濁 液 を 調 製 す る 。 適 切 な
融 合 プ ロ モ ー タ ー の 存 在 下 で 、 こ の 脾 臓 細 胞 を 適 切 な 細 胞 株 由 来 の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞
と 融 合 さ せ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 対 す る 脾 臓 細 胞 の 好 ま し い 割 合
は 、 約 20:1～ 約 2:1 で あ り 、 そ し て 約 10 8  個 の 脾 臓 細 胞 あ た り 0.5 ～ 1.5ml の 量 で 、 適 切
に 融 合 培 地 を 用 い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
細 胞 融 合 の た め に 用 い ら れ る マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 十 分 に 知 ら れ て い る 。 好 ま し い マ ウ
ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 、 P3-X63-Ag 8.653 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
融 合 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 平 均 分 子 量 が 1000～ 4000g/mol の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル が
好 ま し い 。 技 術 的 に 公 知 の 他 の 融 合 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 平 均 分 子 量 が 1500の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
D.融 合 し た 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ
個 々 に 分 か れ て い る 容 器 （ た と え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 中 で 、 融 合 し て い な い 脾
臓 細 胞 、 融 合 し て い な い マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 お よ び 融 合 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 構 成
さ れ る 混 合 物 を 、 融 合 し て い な い マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 生 育 さ せ な い 選 択 培 地 で 好 ま し
く は 希 釈 し 、 そ し て 融 合 し て い な い マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 死 滅 さ せ る の に 十 分 な 期 間 （
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約 1 週 間 ） 培 養 す る 。 薬 物 耐 性 （ た と え ば 、 8-ア ザ グ ア ニ ン に 対 す る 耐 性 ） を 有 し 、 か つ
融 合 し て い な い マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 生 育 さ せ な い 培 養 培 地 、 た と え ば HAT 培 地 を 用 い
る 。 選 択 培 地 中 で 、 融 合 し て い な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 死 滅 す る 。 融 合 し て い な い 脾 臓 細 胞
は 形 質 転 換 さ れ な か っ た 細 胞 で あ る こ と か ら 、 あ る 特 定 の 期 間 （ 1 週 間 ） が 経 過 す る と 、
こ れ ら は 徐 々 に 死 滅 す る 。 他 方 、 融 合 し た 細 胞 は 、 親 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 腫 瘍 と し て の 性
質 と 、 親 の 脾 臓 細 胞 の 性 質 と の 両 方 を 有 す る こ と か ら 、 こ の 選 択 培 地 中 で こ れ ら が 生 存 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
E.ELISA に よ る グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 測 定
特 異 的 な 免 疫 性 認 識 の 原 理 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 抗 体 が そ れ に 対 し て 特 有 か つ
特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と の 間 の 反 応 に 基 づ く こ の 測 定 は 好 ま し い も の で あ る
。 た と え ば 、 ELISA 試 験 に よ っ て 認 識 お よ び 結 合 を 検 出 し て も よ く 、 こ の 場 合 、 固 相 支 持
体 、 た と え ば プ ラ ス チ ッ ク 製 の ウ ェ ル の 底 部 に 血 液 サ ン プ ル ま た は キ ャ リ ブ レ ー タ ー を 固
定 す る 。 ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン を 固 定 化 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 の 結 合 の た め に 抗 原 性 エ ピ
ト ー プ を 露 出 さ せ て も よ い 。 抗 体 、 酵 素 標 識 化 二 次 抗 体 お よ び 酵 素 の 基 質 を 、 固 定 化 抗 原
（ ヒ ト の ヘ モ グ ロ ビ ン ） と 相 互 作 用 さ せ て も よ く 、 そ れ に よ っ て 、 抗 体 - 抗 原 複 合 体 を 形
成 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 何 回 か の 希 釈 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 お よ び 洗 浄 工 程 、 そ の
後 に 結 合 し た 試 薬 と 遊 離 し て い る 試 薬 と を 分 離 さ せ る 。 抗 体 の 抗 原 と の 結 合 と 、 そ の 結 果
と し て 生 じ る 酵 素 の 基 質 と の 相 互 作 用 反 応 の 結 果 と し て 、 発 色 反 応 が 生 じ る 。 色 素 の 形 成
に よ っ て 血 液 サ ン プ ル 中 に Hb1cが 存 在 す る こ と が 示 さ れ 、 そ し て 発 色 の 強 度 に よ っ て 、 そ
の サ ン プ ル 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た エ ピ ト ー プ の 定 量 測 定 を 提 供 す る 。 技 術 的 に 知 ら れ
て い る 他 の 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 に よ っ て グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を 測 定 す る た め
に 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
F.所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ と そ の 抗 体 の 産 生
限 界 希 釈 法 な ど の 適 切 な 方 法 に よ っ て 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 所 望 の 抗 体 を 次 の 方 法 に よ っ て 産 生 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 適 切 な 培 地 中 で 、 あ る 特 定 の 時 間 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て そ の 培 養 物 の
上 清 か ら こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 用 い る 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
未 知 の 量 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 す る 血 液 サ ン プ ル と 反 応 さ せ る と い
う 通 常 の 方 法 で 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 好 ま し く 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し
て グ リ ケ ー シ ョ ン の 程 度 を 測 定 す る た め に 較 正 さ れ た 標 準 と 、 反 応 の 程 度 を 比 較 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 蛍 光 、 免 疫 ア ッ セ イ な ど に よ っ て 、 HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c に お け る
グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た エ ピ ト ー プ に つ い て の そ れ ら の 結 合 力 を 失 う こ と な く 公 知 の 方 法 に
て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 読 み 取 り 可 能 な 基 を 適 切 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 デ ー タ を 出
力 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 の ペ プ チ ド 残 基 の 全 て の 構
造 バ リ ア ン ト に 、 好 ま し く は HbA 、 HbS お よ び HbC で 見 ら れ る も の に 特 異 的 に 結 合 す る 。
エ ピ ト ー プ が 都 合 良 く 露 出 し て い る 場 合 、 こ の 抗 体 は 天 然 型 HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c 
分 子 中 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 エ ピ ト ー プ に 立 体 構 造 的 に ア ク セ ス す
る こ と は 、 任 意 の 効 果 的 な 方 法 で 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 無 処 理 タ ン パ ク 質 に お け る
エ ピ ト ー プ の 露 出 は 、 少 な く と も エ ピ ト ー プ の 領 域 中 で 物 理 的 ま た は 化 学 的 変 性 ま た は 消
化 を 行 う こ と に よ っ て 達 成 さ れ る と 理 解 さ れ て い る 。 こ の よ う な 変 性 ま た は 消 化 を エ ピ ト
ー プ の 領 域 に 限 定 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た は こ の よ う な 変 性 ま た は 消 化 に は 、 よ り 全
体 的 な す な わ ち さ ら に 実 質 的 に 完 全 な 三 次 構 造 の 変 性 、 お よ び タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 の 変
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性 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 部 分 消 化 ま た は 完 全 消 化 を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン A1c 、 C1c お よ び S1c の β － 鎖 の
グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 ペ プ チ ド 配 列 へ の 立 体 構 造 的 な ア ク セ ス を 提 供 す る に 十 分 な
程 度 に 露 出 さ せ た 後 、 ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン A1c 、 C1c お よ び S1c の β － 鎖 の グ リ ケ ー シ ョ ン
さ れ た N-末 端 ペ プ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
加 熱 、 超 音 波 処 理 、 高 pHま た は 低 pHへ の 暴 露 な ど の 物 理 的 手 段 に よ る タ ン パ ク 質 の 通 常 の
処 理 方 法 を 含 む 様 々 な 方 法 に よ っ て 、 変 性 を 成 し 遂 げ る こ と が 可 能 で あ り 、 溶 液 中 で の 薬
剤 ま た は カ オ ト ロ ー プ を 用 い て の 相 互 作 用 に よ る 化 学 的 変 性 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
た と え ば 、 グ ア ニ ジ ン と 加 熱 、 グ ア ニ ジ ン と SDS 、 ま た は グ ア ニ ジ ン と ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル の よ う に 、 化 学 的 手 段 お よ び ／ ま た は 化 学 的 か つ 物 理 的 手 段 を 組 み 合 わ せ て 用 い る の で
あ れ ば 、 タ ン パ ク 質 の 変 性 を 最 も 効 率 的 に 成 し 遂 げ る こ と が 可 能 で あ る 。 グ ア ニ ジ ン の よ
う な 特 に 強 力 な カ オ ト ロ ー プ が 好 ま し い 。 当 然 の こ と な が ら 、 抗 体 の 結 合 の た め の 溶 液 に
接 触 し や す い 露 出 さ れ る エ ピ ト ー プ が 含 ま れ て い る わ ず か な 量 の タ ン パ ク 質 の 実 質 的 な 不
溶 化 、 凝 集 ま た は 沈 殿 生 成 と い う 結 果 を 招 く 変 性 条 件 は 、 避 け る こ と に な る 。 有 用 な 免 疫
結 合 を も た ら す た め に 、 溶 液 中 ま た は 懸 濁 液 中 に 十 分 な 量 の 変 性 タ ン パ ク 質 が 残 っ て い な
け れ ば な ら な い 。 必 要 な 可 溶 化 の 程 度 は 、 意 図 さ れ る ま た は 所 望 さ れ る 結 合 の 状 況 に 依 存
す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 変 性 ま た は 消 化 に よ っ て 、 抗 体 結 合 部 位 に
対 し て グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を 露 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 を 用 い て の 変 性 に よ っ て 、 抗 体 結 合 部 位
に 対 し て グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を 露 出 さ せ る 。 こ の カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 と し て
は 、 限 定 さ れ な い が 、 グ ア ニ ジ ン 、 尿 素 お よ び 種 々 の 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム （ SDS ） な ど ） が 挙 げ ら れ 、 他 に は 、 限 定 さ れ な い が 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 お
よ び 特 定 の 胆 汁 酸 塩 、 3-（ 3-コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル (cholamidopropyl) ） - ジ メ チ ル - ア ン モ
ニ オ -1- プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 メ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル な ど の 有 機
溶 媒 、 な ら び に チ オ シ ア ン 酸 カ リ ウ ム な ど の 特 定 の 塩 が 挙 げ ら れ る 。 た と え ば Triton X（
登 録 商 標 ） 、 Tween （ 登 録 商 標 ） 、 nonidet NP-40 （ 登 録 商 標 ） お よ び オ ク チ ル グ ル コ シ
ド な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 も タ ン パ ク 質 の 変 性 剤 と し て 機 能 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
得 ら れ る 水 性 混 合 物 中 で あ ら ゆ る HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c を 変 性 さ せ る の に 十 分 な レ
ベ ル の カ オ ト ロ ー プ が 存 在 す る 水 溶 液 を 用 い て 、 特 定 の 血 液 サ ン プ ル の 有 意 な 量 の HbA1c 
、 HbS1c お よ び HbC1c を 変 性 さ せ て 、 サ ン プ ル （ た と え ば 、 全 血 ま た は 赤 血 球 の 溶 血 物 ）
と の 混 合 に よ る 抗 体 結 合 の た め に グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た エ ピ ト ー プ を 露 出 さ せ る 。 全 血 が
サ ン プ ル で あ る 場 合 で は 、 カ オ ト ロ ー プ は 赤 血 球 を 溶 血 さ せ る こ と に も 役 立 ち 、 そ の 結 果
、 ヘ モ グ ロ ビ ン が 放 出 さ れ 、 そ し て プ ロ テ ア ー ゼ が 不 活 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
混 合 物 を 短 時 間 加 熱 す る こ と に よ っ て 、 変 性 プ ロ セ ス を 顕 著 に 促 進 さ せ て も よ い 。 37℃ 以
下 の 温 度 で は 、 カ オ ト ロ ー プ に よ る 変 性 に は 1 時 間 ～ 数 時 間 か か る 可 能 性 が あ り 、 そ れ に
対 し て 50℃ よ り も 高 い 温 度 で は 、 1 分 間 か そ れ よ り も 短 時 間 で 十 分 な 変 性 に 到 達 す る こ と
が で き る こ と が 分 か っ た 。 抗 体 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 性 試 薬 の 著 し い 変 性 を 防 止 し て 、 そ
の 後 に 混 合 物 へ 添 加 す る た め に 、 別 々 の 工 程 と し て 、 ま た は 、 カ オ ト ロ ー プ が こ の よ う な
試 薬 の 変 性 を 実 質 的 に 無 効 に し 、 さ ら に 有 意 な 程 度 の HbA1c 、 HbS1c お よ び HbC1c が 再 び
天 然 型 に な る の を 防 ぐ こ と に よ っ て エ ピ ト ー プ の 露 出 を 防 止 す る で あ ろ う レ ベ ル に 試 薬 溶
液 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル - カ オ ト ロ ー プ 混 合 物 を 希 釈 す る こ と が 普 通 で あ る
。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 、 固 相 に 吸 着 さ れ て い る グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヒ ト ヘ モ
グ ロ ビ ン の β － 鎖 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た N-末 端 の ペ プ チ ド 配 列 と 特 異 的 に 結 合 す る 。
こ こ で 、 こ の 固 相 と し て は 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 ブ タ ジ エ ン 、 ポ リ カ ー ボ
ネ ー ト 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ
リ プ ロ ピ レ ン 、 フ ッ 素 化 ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ミ ド ま た は そ の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 金 、 炭 素
、 セ ル ロ ー ス 、 誘 導 体 化 セ ル ロ ー ス ま た は ガ ラ ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト の 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル を 測 定
す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 ヒ ト の 血 液 中
の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た HbS お よ び ／ ま た は HbC レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 用 い る こ と も ま た 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト の 血 液 中 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ テ ロ 接 合 型 HbA 、
HbS お よ び ／ ま た は HbC レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 を
用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル を 測 定 す る た
め に 、 二 つ の ミ ク ロ ス フ ェ ア に よ る 比 濁 法 （ turbidimetric two-microsphere method） が
提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 サ ン プ ル と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 結 合 し て い
る ミ ク ロ ス フ ェ ア と を 混 合 す る 、 こ こ で 後 者 は 免 疫 粒 子 と 称 さ れ る 、 工 程 、 ま た は 、 サ ン
プ ル と 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア と を 混 合 し 、 次 い で 免 疫 ミ ク ロ ス フ ェ ア と 混 合 す る 工 程 を 含 む 。
得 ら れ る 免 疫 凝 集 物 の 濁 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ミ ク ロ ス フ ェ ア は 、 好 ま し く は 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 ブ タ ジ エ ン 、 ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン
、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 フ ッ 素 化 ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ミ ド ま た は そ の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー (co-bl
ock polymer)、 金 ま た は シ リ カ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ の 例 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る ミ ク ロ ス フ ェ ア は 0.01～ 5 μ m の 粒 子 サ イ ズ を 有 し 、 こ
れ は 、 通 常 用 い ら れ る 緩 衝 液 中 で 分 散 さ せ る こ と に よ っ て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
次 の 非 限 定 的 な 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 特 徴 お よ び 態 様 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 １ ：
国 際 特 許 出 願 WO86/03494号 に 記 載 さ れ て い る と お り の 、 シ ェ パ ー ド お よ び ア サ ト ン （ Shep
pard and Atherton ） の 固 相 法 を 用 い て 、 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル -Val-His-AA ペ プ チ ド
を 合 成 し た 。 フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Fmoc） ア ミ ノ 酸 を 用 い て 、 カ ッ プ リ ン グ
試 薬 と し て PyBOP （ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1- イ ル - オ キ シ - ト リ ス - ピ ロ リ ジ ノ - ホ ス ホ
リ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト ） お よ び HOBt（ N-ヒ ド ロ キ シ - ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル ）
を 使 用 し て 、 こ の ペ プ チ ド を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
ト リ チ ル 基 （ trt ） で 側 鎖 を 保 護 し た シ ス テ イ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 、 な ら び に 第 三 ブ チ ル
基 （ tBu ） で 側 鎖 を 保 護 し た ス レ オ ニ ン を 用 い た 。 ロ イ シ ン は 側 鎖 を 保 護 せ ず に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
公 知 の 方 法 を 修 正 す る こ と に よ っ て 、 フ ル ク ト ー ス ア ミ ノ 酸 複 合 体 で あ る N-（ デ オ キ シ -D
- フ ル ク ト ー ス -1- イ ル ） -L- バ リ ン を 合 成 し た 。 要 約 す れ ば 、 ジ - イ ソ プ ロ ピ リ デ ン で
保 護 さ れ た グ ル コ ー ス を ト リ フ レ ー ト と し て 活 性 化 し 、 そ し て バ リ ン の ベ ン ジ ル エ ス テ ル
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と 結 合 さ せ た 。 得 ら れ た 2,3:4,5-ジ -O- イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -N- （ デ オ キ シ -D- フ ル ク ト ー
ス -1- イ ル ） -L- バ リ ン - ベ ン ジ ル エ ス テ ル を 、 エ タ ノ ー ル 中 の Pd/C上 で 水 素 化 し 、 凍 結
乾 燥 し 、 そ し て 最 後 に 、 Fmoc保 護 を 伴 わ な い ペ プ チ ド 合 成 に 用 い た 。 TLC 分 析 お よ び 1 Hま
た は 1 3 C の NMR ス ペ ク ト ル に よ っ て 、 生 成 物 の 純 度 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
自 動 化 固 相 合 成 （ カ ル バ イ オ ケ ム - ノ バ バ イ オ ケ ム 社 （ Calbiochem-Novabiochem Ltd） の
結 晶 化 装 置 ） に よ っ て こ の ペ プ チ ド を 合 成 し 、 TFA （ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） -TES（ ト リ エ チ
ル シ ラ ン ） - グ リ セ ロ ー ル -H 2 O（ 90%:4%:3%:3%） に よ っ て 樹 脂 か ら 切 断 し 、 沈 殿 さ せ 、 そ
し て メ チ ル - 第 三 ブ チ ル - エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 遠 心 分 離 に 付 し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
HPLC（ C 1 8  逆 相 カ ラ ム 、 0.1%の TFA 中 の 典 型 的 な 5-25% の MeCNの 段 階 的 勾 配 を 使 用 ） に よ
っ て 精 製 を 行 っ た 。 MALDI-TOF 質 量 分 析 法 に よ っ て こ の ペ プ チ ド の 実 態 を 確 認 し 、 そ し て
分 析 用 HPLCに よ る 分 析 に よ っ て 、 そ の 純 度 が 90% よ り も 高 い こ と を 最 終 的 に 保 証 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 ２ ：
ギ バ 財 団 （ Giba Foundation ） の シ ン ポ ジ ウ ム 1986, 119:25に 記 載 さ れ た と お り に 、 最 初
の 免 疫 化 の 四 週 間 前 に 、 カ ル メ ッ ト - ゲ ラ ン 杆 菌 （ BCG ） ワ ク チ ン を 注 射 し て 、 マ ウ ス に
お け る 免 疫 応 答 の 準 備 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ペ プ チ ド 免 疫 原 を 作 製 す る た め に 、 キ ャ リ ア 混 合 物 の ツ ベ ル ク リ ン PPD に 複 合 化 さ せ た 。
グ ル タ ル ジ ア ル デ ヒ ド 、 す な わ ち CHO-（ CH2 ） 3 -CHO を 用 い て 、 ペ プ チ ド と キ ャ リ ア （ PP
D ） と を 複 合 化 さ せ た 。 グ ル タ ル ジ ア ル デ ヒ ド は 、 ペ プ チ ド お よ び キ ャ リ ア 上 の ア ミ ノ 基
と 反 応 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
し た が っ て 、 こ れ ら の 免 疫 原 は 次 の 式 を 有 す る ：
フ ル ク ト シ ル -Val-His-Leu-Thr-Cys-CH-（ CH2 ） 3 -CH-PPD
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例 ３ ：
CF1 マ ウ ス と BALB/cマ ウ ス と の 交 配 に よ る メ ス の F1ハ イ ブ リ ッ ド （ 12週 齢 ） を BCG-ワ ク チ
ン で 準 備 し 、 そ し て 上 記 の ペ プ チ ド -PPD複 合 体 に よ っ て 免 疫 化 し た 。 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ PB
S ） 中 に 溶 解 し た ペ プ チ ド -PPD複 合 体 と 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム （ 1mg/用 量 ） と の 50μ g の 混
合 物 に よ っ て 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に 四 回 免 疫 化 し た 。 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン に
対 す る 高 力 価 の 抗 体 を 有 す る マ ウ ス を 、 融 合 の た め に 選 択 し た 。 最 終 免 疫 化 の 三 日 後 に 、
こ の 免 疫 化 マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 細 胞 を 、 細 胞 融 合 の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
選 択 し た 免 疫 化 マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 細 胞 お よ び BALB/c起 源 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ P3-X63-Ag 8.
653 ） を 約 3:1 の 割 合 で 混 合 し 、 そ し て 50% の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500（ ロ ッ シ ュ ・
ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス （ Roche Diagnostics GmbH） 株 式 会 社 の 製 品 ） の 存 在 下 で 融 合 さ せ
た （ ジ ェ イ ． ダ ブ リ ュ ． ゴ ッ デ ィ ン グ （ J. W. Goding） ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 原 理 と 実
践 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 社 （ Academic Press） 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 1996） 。 こ の 融 合 し た
細 胞 を 、 10% の FCS 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 有 す る RPMI-1
640 培 地 （ HAT 培 地 ） 中 に 懸 濁 し て 、 1 × 10 6  細 胞 /mL の レ ベ ル と し た 。 こ の 懸 濁 液 を 、
96- 穴 の マ イ ク ロ プ レ ー ト （ コ ス タ ー （ Costar） 社 ） に 、 ウ ェ ル 当 た り 200 μ L の 量 で 分
配 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
こ の 細 胞 を 、 CO2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ 5%の CO2 、 37℃ ） 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た
。 14日 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
抗 原 と し て 4.7%の HbA1c お よ び 16.7% の HbA1c を 含 有 す る ヘ モ グ ロ ビ ン キ ャ リ ブ レ ー タ ー
で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い る ELISA 法 に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー
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マ 細 胞 の 培 養 物 か ら 産 生 さ れ た 抗 体 を 含 有 す る 上 清 を 検 出 し た 。 120 μ g/mLの キ ャ リ ブ レ
ー タ ー を 、 炭 酸 塩 ／ 重 炭 酸 塩 緩 衝 液 （ pH9.6 ） を 用 い て 、 37℃ で 15分 間 か け て 、 プ ラ ス チ
ッ ク 製 の マ イ ク ロ タ イ タ ー の ウ ェ ル 上 に 固 定 し た 。 結 合 し な か っ た 抗 原 を 取 り 除 く 洗 浄 工
程 の 後 に 、 0.1%の Tween20 を 含 有 す る 50mMの ト リ ス -HCl緩 衝 液 に 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ
の 培 養 物 の 上 清 を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て 室 温 で 一 時 間 反 応 さ せ た 。 結 合 し な
か っ た 抗 体 を 取 り 除 く 別 の 洗 浄 工 程 の 後 に 、 ヤ ギ の 抗 マ ウ ス 抗 体 と 酵 素 で あ る 西 洋 ワ サ ビ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の 複 合 体 を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 お よ び 三 度 目 の 洗 浄 工
程 の 後 に 、 基 質 で あ る 3,3,5,5-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB ） と の 反 応 に よ っ て 、 結 合
し て い る 複 合 体 を 検 出 し た 。 硫 酸 を 用 い て こ の 反 応 を 停 止 さ せ 、 そ し て 450nm に お け る 吸
光 度 を 測 定 し た 。 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン キ ャ リ ブ レ ー タ ー で あ る 4.7%の HbA1
c お よ び 16.7% の HbA1c と 反 応 す る 、 強 度 が 高 く な っ て い る 陽 性 の ウ ェ ル か ら の 細 胞 だ け
を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
こ れ ら の 陽 性 細 胞 を 、 限 界 希 釈 法 に よ っ て 3 回 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン で あ
る DAK Hb1c-1を 90% の FCS 、 10% の DMSO中 に 懸 濁 し 、 そ し て -150℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ４ ：
線 状 抗 体 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 に 由 来 す る
、 可 能 性 の あ る 全 て の ペ プ チ ド の 体 系 的 な ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
に よ っ て 、 所 定 の 抗 体 に 対 す る 相 互 作 用 部 位 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 お よ び 誘 導 体 の 直 線 状 の
広 が り に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ヘ モ グ ロ ビ ン の β － 鎖 の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た エ ピ ト ー プ に つ い て の DAK Hb1c-1の 特 異 性
は 確 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
1 ～ 5 ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド を 含 有 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 、 ア ミ ノ 酸 の N-末 端 の 保
護 基 と し て Fmocを 用 い て 、 固 相 （ ア ビ メ ド （ Abimed） 社 の 膜 ） 上 で C-末 端 か ら N-末 端 ま で
手 動 で 合 成 し た 。 ペ プ チ ド 合 成 の 詳 細 な 説 明 に つ い て は 、 実 施 例 １ に 記 載 す る 。 次 の 四 つ
の ペ プ チ ド を 合 成 し た ：
【 ０ ０ ８ ０ 】
フ ル ク ト シ ル -Hb の β － 鎖
N-末 端 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル - ヘ モ グ ロ ビ ン の β － 鎖 の 1 ～ 5 ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド ア
ナ ロ グ 。
【 ０ ０ ８ １ 】
Hbの β － 鎖
N-末 端 ヘ モ グ ロ ビ ン の β － 鎖 の 1 ～ 5 ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド ア ナ ロ グ （ 1-デ オ キ シ フ ル ク
ト シ ル β － 鎖 を 引 い た も の ； 基 幹 コ ン ト ロ ー ル ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Hbの α - 鎖
N-末 端 ヘ モ グ ロ ビ ン の α - 鎖 の 5 ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド ア ナ ロ グ （ 陰 性 の 配 列 コ ン ト ロ ー
ル ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
フ ル ク ト シ ル -Hb の α - 鎖
N 末 端 の バ リ ン 残 基 に お け る 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル を 含 む ヘ モ グ ロ ビ ン の α - 鎖 の 5 ア
ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド ア ナ ロ グ （ 陰 性 の 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル 配 列 コ ン ト ロ ー ル ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ペ プ チ ド の ス ポ ッ ト を 伴 っ た 膜 を 、 DAK Hb1c-1お よ び 無 関 係 な 抗 体 （ 陰 性 の 抗 体 コ ン ト ロ
ー ル 、 抗 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 、 ダ コ （ DAKO） 社 、 製 品 番 号 O 9528） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 そ の 後 、 膜 を HRP 複 合 化 ヤ ギ の 抗 マ ウ ス 抗 体 （ ダ コ 社 、 製 品 番 号 P 0447） と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 、 3-ア ミ ノ -9- エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル を 基 質 と し て 用 い て 、 目 に 見 え る よ う
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に し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
表 １ ： 抗 Hb 1 c 抗 体 の ク ロ ー ン DAK Hb1c-1の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の た め の ス ポ ッ ト ペ プ チ
ド ラ イ ブ ラ リ ー 。 抗 Hb 1 c 抗 体 の ク ロ ー ン DAK Hb1c-1と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と 、 そ れ に 続
く 視 覚 化 の 後 の 、 ペ プ チ ド の ス ポ ッ ト の 強 度 を 示 す 。 高 い 強 度 （ ++） 、 中 程 度 の 強 度 （ ＋
） 、 陰 性 （ － ） 、 測 定 せ ず （ N.D.） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
DAK Hb1c-1は 、 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル ・ ヘ モ グ ロ ビ ン β － 鎖 の 二 量 体 と は 穏 や か に 反 応
し 、 そ し て 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル ・ ヘ モ グ ロ ビ ン β － 鎖 三 量 体 ～ 五 量 体 と は 強 く 反 応 す
る （ 表 １ を 参 照 す る こ と ） 。 DAK Hb1c-1は 、 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル - バ リ ン そ の も の と
は 反 応 し な い 。 DAK Hb1c-1は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン β － 鎖 の フ ル ク ト シ ル 化 さ れ て い な い ペ プ チ
ド 、 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル ・ ヘ モ グ ロ ビ ン α - 鎖 五 量 体 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン α - 鎖 五 量
体 と は 反 応 し な い 。 DAK Hb1c-1と は 対 照 的 に 、 陰 性 の 抗 体 コ ン ト ロ ー ル は 、 い ず れ の ペ プ
チ ド と も 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
要 約 す れ ば 、 ヘ モ グ ロ ビ ン β － 鎖 の 1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル 化 N-末 端 部 分 に つ い て の 、 抗
Hb1c抗 体 の ク ロ ー ン DAK Hb1c-1の 特 異 性 が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 ５ ：
全 血 サ ン プ ル 、 赤 血 球 の 溶 血 物 ま た は キ ャ リ ブ レ ー タ ー 由 来 の ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 を 、
96- 穴 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 表 面 に 結 合 さ せ た 。 結 合 し な か っ た タ ン パ ク 質 を 取
り 除 く 洗 浄 工 程 に 続 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る DAK Hb1c-1を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 に 、 結 合 し な か っ た 抗 体 を 洗 い 落 と し 、 そ し て ヤ ギ の 抗 マ ウ ス 抗 体 と 酵 素 で
あ る 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の 複 合 体 を 添 加 し た 。 別 の 洗 浄 工 程 の 後 に 、 基 質 で あ
る 3,3,5,5-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB ） と の 反 応 に よ っ て 、 結 合 し て い る 複 合 体 を 検
出 し た 。 酸 を 添 加 し て こ の 反 応 を 停 止 さ せ 、 分 光 測 光 的 に 読 み 取 ら れ る 比 色 定 量 の 終 点 を
得 た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 ６ ：
1-デ オ キ シ フ ル ク ト シ ル を ヘ モ グ ロ ビ ン β － 鎖 の ア ミ ノ 末 端 に 結 合 さ せ な か っ た 点 を 除 い
て 、 HbA 0 は HbA 1 c  と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
DAK Hb1c-1の 、 HbA 0 な ら び に HbC 0 の 17マ ー の ペ プ チ ド お よ び HbS 0 の 17マ ー の ペ プ チ ド と の
反 応 を 、 上 記 の ELISA に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
HbA 0 ま た は HbC 0 の 17マ ー の ペ プ チ ド も し く は HbS 0 の 17マ ー の ペ プ チ ド の い ず れ か で コ ー テ
ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に DAK Hb1c-1を 添 加 し た 場 合 、 測 定 さ れ る 値 は バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 値 よ り も 高 く は な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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結 論 と し て は 、 DAK Hb1c-1は 、 HbA 0 、 HbC 0 ま た は HbS 0 と の 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ７ ：
DAK Hb1c-1と 天 然 型 HbA 1 c  と の 溶 液 中 で の 反 応 を 、 競 合 的 ELISA 法 で 分 析 し た 。 溶 液 中 で
、 DAK Hb1c-1抗 体 と 一 緒 に HbA 1 c  キ ャ リ ブ レ ー タ ー の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 何
ら か の 抗 原 - 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ る か ど う か を 試 験 し た 。 次 い で 、 抗 原 - 抗 体 の 溶 液 を
マ イ ク ロ タ イ タ ー の ウ ェ ル に 移 し た 。 こ こ に は 同 一 の 抗 原 を 固 相 上 に 吸 着 さ せ た （ 固 定 化
抗 原 ） 。 溶 液 中 の 抗 原 は 過 剰 に 存 在 し た 。 溶 液 中 で 抗 原 と 複 合 体 を 形 成 し て い な い 抗 体 は
、 こ の 固 定 化 抗 原 と 結 合 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 上 記 の 二 次 抗 体 に よ っ て 、 結 合 し て い
る DAK Hb1c-1抗 体 を 検 出 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 溶 液 中 で HbA1c キ ャ リ ブ レ ー タ ー と
の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ て い な い 同 一 量 の 抗 体 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の
１ つ の レ ー ン に 添 加 し 、 続 い て 上 記 の プ ロ ト コ ー ル に 付 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
溶 液 中 で HbA 1 c  と 一 緒 に DAK Hb1c-1抗 体 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ て も 、 何 ら の 効
果 も 見 ら れ な か っ た こ と か ら 、 DAK Hb1c-1は 、 溶 液 中 で 天 然 型 HbA 1 c  と は 結 合 し な い と の
結 論 を 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 ８ ：
DAK Hb1c-1お よ び HEM13 の 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 構 造 バ リ ア ン ト を 含 有 す る ヒ ト の 血 液 と の 反
応 性 を 、 等 電 点 電 気 泳 動 （ IEF ） と そ れ に 続 く イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ヘ モ グ ロ ビ ン の 構 造 バ リ ア ン ト を 分 離 す る 目 的 で 、 IEF ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ フ ァ ス
ト ゲ ル （ PhastGel） IEF-5-8 、 フ ァ ル マ シ ア 社 ） を 用 い る フ ァ ル マ シ ア 社 の フ ァ ス ト シ ス
テ ム （ Pharmacia's PhastSystem ） に よ っ て 、 HbCA、 HbSSお よ び HbAAを 含 有 す る 赤 血 球 の
溶 血 物 を 電 気 泳 動 的 に 分 離 し た 。 次 い で 、 こ の ゲ ル を 押 し 付 け て 、 PVDF膜 上 へ の タ ン パ ク
質 の ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 そ し て 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い て 非 特 異 的 染 色 を ブ ロ ッ キ ン
グ し た 。 次 い で 、 DAK Hb1c-1（ 図 １ Ａ を 参 照 す る こ と ） お よ び HEM13 （ 図 １ Ｂ を 参 照 す る
こ と ） の そ れ ぞ れ と 一 緒 に 、 こ の 膜 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 HRP-複 合 化 ヤ ギ の 抗
マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ダ コ A/S 社 、 製 品 番 号 P 0447） を 二 次 抗 体 と し て 用 い た 。 最 後 に
、 ダ コ 社 の 液 体 DAB+基 質 - 色 素 原 シ ス テ ム （ liquid DAB+ Substrate-Chromogen System）
（ ダ コ A/S 社 、 製 品 番 号 K 3468） を 用 い て 、 HRP 活 性 を 目 に 見 え る よ う に し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ホ モ 接 合 型 HbSSを 持 つ 、 糖 尿 病 で は な い 患 者 か ら の 赤 血 球 の 溶 血 物 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ る ク ロ ー ン DAK Hb1c-1を 用 い て 分 析 し て 、 強 度 が 高 く 明 確 な HbS 1 c  の バ ン ド を 同 定
し た （ 図 １ Ａ を 参 照 す る こ と ） 。 対 照 的 に 、 ホ モ 接 合 型 HbSSを 持 つ 患 者 か ら の 赤 血 球 の 溶
血 物 を HEM13 を 用 い て 分 析 す る と 、 HbS 1 c  が わ ず か に 染 色 さ れ る こ と が 分 か っ た （ 図 １ Ｂ
を 参 照 す る こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ヘ テ ロ 接 合 型 ヘ モ グ ロ ビ ン CAを 持 つ 、 糖 尿 病 で は な い 個 体 か ら の 赤 血 球 の 溶 血 物 を 、 DAK 
Hb1cお よ び HEM 13を 用 い て 分 析 す る と 、 HbC 1 c  の そ れ ぞ れ 高 強 度 の バ ン ド お よ び 中 程 度 の
強 度 の バ ン ド が 目 に 見 え る よ う に 現 れ た 。 DAK Hb1cお よ び HEM13 の 両 者 に つ い て は 、 ほ ぼ
同 じ 強 度 の 強 い HbA 1 c  の バ ン ド が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A を 持 つ 糖 尿 病 患 者 か ら の 赤 血 球 の 溶 血 物 の プ ー ル に
つ い て も 試 験 を 行 っ た 。 C お よ び S と は 関 係 の な い 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 他 の バ リ ア ン ト が こ
の 患 者 の プ ー ル の 一 部 で あ っ て も よ い 。 DAK Hb1c-1お よ び HEM 13の 両 者 に つ い て 、 ほ ぼ 同
一 の 強 さ の HbA1c の バ ン ド が 現 れ る ま で 、 基 質 と 一 緒 に そ れ ぞ れ の 膜 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
最 終 的 に 、 我 々 は 、 我 々 の pan 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン
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抗 体 で あ る ク ロ ー ン DAK Hb1c-1が 、 ヒ ト の 血 液 サ ン プ ル 由 来 の HbA 1 c  、 HbS 1 c  お よ び HbC 1
c  と 反 応 す る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 ９ ：
成 熟 ヘ モ グ ロ ビ ン は 四 量 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 二 つ の α - サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 二 つ の β －
サ ブ ユ ニ ッ ト 、 α 2  β 2  か ら な る 。 Hbの 構 造 バ リ ア ン ト は 、 ペ プ チ ド の 一 次 構 造 中 に 、 遺
伝 的 に 決 め ら れ た 変 異 を 有 す る 。 A 、 S お よ び C は 、 β － 鎖 の N-末 端 か ら ６ 番 目 の ア ミ ノ
酸 残 基 だ け が 異 な っ て い る ：
【 ０ １ ０ ３ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
抗 体 が pan 特 異 的 で あ る か 、 す な わ ち 抗 体 が グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の
構 造 バ リ ア ン ト と 反 応 す る か ど う か を 試 験 す る た め に 、 我 々 は 、 DAK Hb1c-1抗 体 の 、 グ リ
ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン A 、 C お よ び S の β － サ ブ ユ ニ ッ ト の N-末 端 に 対 応 す る 三
種 類 の 17マ ー の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド と の 反 応 に つ い て 、 ELISA 法 に よ っ て 試 験
し た （ 図 ２ ） 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 配 列 を 上 記 に 示 す 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン
A を 持 つ 糖 尿 病 患 者 か ら の 赤 血 球 の 溶 血 物 の プ ー ル に つ い て も 、 DAK Hb1c-1の ELISA 法 に
よ り 試 験 を し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
精 製 し た ヘ モ グ ロ ビ ン A1c を 用 い て マ ウ ス を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル Hb
A 1 c  抗 体 の ク ロ ー ン HEM13 を 惹 起 し た 。 我 々 は 、 DAK Hb1c-1お よ び HbA 1 c  抗 体 ク ロ ー ン HE
M13 の 反 応 と 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン ペ プ チ ド お よ び 赤 血 球 抽 出 物 で あ る ヘ
モ グ ロ ビ ン A と を 比 較 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
DAK Hb1c-1の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 は 、 滴 定 曲 線 を
比 較 す る こ と に よ っ て 判 断 さ れ る よ う に 、 同 じ ペ プ チ ド に 対 す る HEM13 の 親 和 性 よ り も 明
ら か に 強 い （ 図 ２ お よ び 図 ３ を 参 照 す る こ と ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
DAK Hb1c-1は 三 種 類 の ペ プ チ ド の 全 て に つ い て 同 じ よ う に 反 応 す る （ 図 １ ） の に 対 し て 、
HEM13 は A1c 、 S1c お よ び C1c ペ プ チ ド に つ い て 異 な る 反 応 性 を 示 す （ 図 ３ ） 。 こ れ ら の
結 果 は 、 DAK Hb1c-1抗 体 が pan 特 異 的 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
こ の 実 施 例 で は 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン A 、 C お よ び S の 構 造 バ リ ア ン ト の
β － 鎖 の 全 て の 最 初 の 4 個 の ア ミ ノ 酸 に １ つ の 無 関 係 な ア ミ ノ 酸 （ こ こ で は シ ス テ イ ン ）
を 加 え た も の に 対 応 す る と こ ろ の 5 マ ー の グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ペ プ チ ド を 注 射 す る こ と
に よ っ て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 全 て の 構 造 バ リ ア ン ト に つ い て 同 じ よ う
に 反 応 す る 抗 体 を 惹 起 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 １ ０ ：
「 ERL 教 育 プ ロ グ ラ ム （ ERL Educational Programme ） 」 か ら の 血 液 サ ン プ ル を 試 験 し た
。 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に お け る HbA 1 c  の パ ー
セ ン テ ー ジ を 測 定 し た （ 表 ２ 中 の IFCC/DCCT-値 ； IFCC： 国 際 臨 床 化 学 連 合 （ Internationa
l Federation of Clinical Chemistry） ； DCCT： 糖 尿 病 の コ ン ト ロ ー ル と 合 併 症 の ト ラ イ
ア ル ） 。 ヘ テ ロ 接 合 型 の サ ン プ ル は 二 つ の 異 な る ヘ モ グ ロ ビ ン β － サ ブ ユ ニ ッ ト 、 た と え
ば ASま た は ACか ら 構 成 さ れ る の に 対 し て 、 ホ モ 接 合 型 の 血 液 サ ン プ ル は 二 つ の 同 一 の β －
サ ブ ユ ニ ッ ト 、 た と え ば AAま た は SSか ら 構 成 さ れ る 。
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【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
上 記 の ELISA 法 の 形 式 に て 、 DAK Hb1c-1を 用 い て 、 全 血 サ ン プ ル 中 の HbA1c の パ ー セ ン テ
ー ジ を 4-10% の 範 囲 内 で 測 定 し た 。 IFCCお よ び DCCTに よ っ て 推 奨 さ れ て い る 標 準 的 な 方 法
に よ っ て 測 定 さ れ た 値 と 同 じ レ ベ ル で の HbA1c の パ ー セ ン テ ー ジ を 得 た 。
【 ０ １ １ ２ 】
要 約 す れ ば 、 当 該 抗 体 は 、 HbA1c 、  HbC1cお よ び  HbS1cに 対 し て 正 確 な 特 異 性 を 有 す る こ
と が 実 証 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例 １ １ ：
二 つ の ミ ク ロ ス フ ェ ア に よ る 比 濁 法 に よ っ て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル
を 測 定 し た 。 こ の 準 備 に お い て 、 グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を 非 共 有 結 合 的 に ミ
ク ロ ス フ ェ ア に 吸 着 さ せ 、 次 い で 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア に 共 有 結 合 し た グ リ ケ ー シ ョ ン さ れ た
ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を 伴 う 抗 原 を 検 出 し た 。 免 疫 ミ ク ロ ス フ ェ ア と 複 合 化 し た 抗 原 ミ ク ロ ス
フ ェ ア を 構 成 す る 、 得 ら れ る ネ ッ ト ワ ー ク の 濁 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ５ 】
【 図 １ 】
【 図 ２ 】
【 図 ３ 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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