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(57)【要約】
【課題】試料中に含まれる変性アルブミンを特異的に、
簡便に、且つ高感度に検出するための変性アルブミンに
特異的に結合する抗体、当該抗体の製造方法、およびそ
の利用を提供する。
【解決手段】本発明に係る抗体は、変性アルブミンに特
異的に結合し、且つ正常アルブミンおよび断片化された
正常アルブミンには結合しない。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　変性アルブミンに特異的に結合し、
　且つ正常アルブミンおよび断片化された正常アルブミンには結合しないことを特徴とす
る抗体。
【請求項２】
　下記の（ａ）および（ｂ）の工程を含む方法によって得られた変性アルブミンをニワト
リに免疫して得られたことを特徴とする請求項１に記載の抗体：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程。
【請求項３】
　下記の（ａ）～（ｅ）の工程を含む製造方法によって得られたことを特徴とする請求項
１に記載の抗体：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程；
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンをニワトリに免疫する工程；
　（ｄ）上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合するファ
ージ抗体を得る工程；
　（ｅ）上記工程（ｄ）で得られたファージ抗体のうち、正常アルブミンおよび断片化さ
れた正常アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程。
【請求項４】
　上記クロマトグラフィーは、サイズ排除クロマトグラフィーであることを特徴とする請
求項２または３に記載の抗体。
【請求項５】
　上記抗体は、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする請求項１～４
に記載の抗体。
【請求項６】
　変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方法であって、
　下記の（ａ）～（ｅ）の工程を含むことを特徴とする上記方法：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程；
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンをニワトリに免疫する工程；
　（ｄ）上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合する抗体
を得る工程；
　（ｅ）上記工程（ｄ）で得られた抗体のうち、正常アルブミンおよび断片化された正常
アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程。
【請求項７】
　上記クロマトグラフィーは、サイズ排除クロマトグラフィーであることを特徴とする請
求項６に記載の方法。
【請求項８】
　上記抗体は、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする請求項６また
は７に記載の方法。
【請求項９】
　試料中に含まれる変性アルブミンを検出するためのキットであって、
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　請求項１から５のいずれか１項に記載の抗体を備えていることを特徴とする上記キット
。
【請求項１０】
　試料中に含まれる変性アルブミンを検出する方法であって、
　請求項１から５のいずれか１項に記載の抗体と、試料とを反応させる工程を含むことを
特徴とする上記方法。
【請求項１１】
　上記試料は、尿であることを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　腎疾患の発症または発症の可能性を検出する方法であって、
　請求項１から５のいずれか１項に記載の抗体と、尿とを反応させる工程を含むことを特
徴とする上記方法。
【請求項１３】
　下記の（ａ）および（ｂ）の工程を含むことを特徴とする変性アルブミン抗原の調製方
法：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗変性アルブミン抗体、当該抗体の製造方法、およびその利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　通常、健康な個体では、アルブミンは断片化された状態で尿中に排出される。
【０００３】
　一方、腎疾患に起因して腎臓におけるアルブミンの分解能が低下すると、断片化されて
いない全長のアルブミン（以下、「インタクトアルブミン」と称する。）が尿中に排出さ
れるようになる。このため、尿中への微量のインタクトアルブミンの排出は、腎疾患の早
期マーカーとして利用されてきた。
【０００４】
　従来、尿中の微量のインタクトアルブミンを特異的に、簡便に、且つ高感度に検出する
方法として、インタクトアルブミンに特異的に結合する抗体を用いて、ラジオイムノアッ
セイ（以下、「ＲＩＡ」と略す）法、免疫比濁法、免疫ラテックス凝集法等の免疫法が用
いられてきた。
【０００５】
　しかし、近年、尿中には、従来の免疫法で用いられる抗体が結合できるインタクトアル
ブミン（以下「正常アルブミン」と称する。）以外にも、従来の免疫法で用いられる抗体
が結合できないインタクトアルブミン（以下「変性アルブミン」と称する。）が混在して
排出されており、従来の免疫法では、変性アルブミンを含むインタクトアルブミンの全量
を検出できないことが明らかになってきた。
【０００６】
　そこで、従来の免疫法に代わるインタクトアルブミンの検出方法として、特許文献１に
は、ＨＰＬＣ分析によって、変性アルブミンを含むインタクトインタクトアルブミンの全
量を検出する方法が開示されている。そして、従来のＲＩＡ法では、尿へのインタクトア
ルブミンの排出が検出できないか、または２０μｇ／ｍＬより少ない量のインタクトアル
ブミンが排出されているとして、ノルモアルブミン尿性糖尿病であると診断された患者の
尿についてＨＰＬＣ分析を行った結果、インタクトアルブミンの明らかなピークが検出さ
れたことが示されている。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特表２００２－５３３６８０号公報（２００２年１０月８日公表）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、特許文献１に記載の方法は、ＨＰＬＣ分析を行なうための高価な装置が
必要であること、および複雑な操作が必要であるために簡便ではないという課題を有して
いる。
【０００９】
　そこで、上記課題を解決するために、変性アルブミンに特異的に結合する抗体を作製し
、従来の免疫法と組み合わせることが類推される。しかし、アルブミンは、血清アルブミ
ン等として生体内に広く分布するタンパク質であり、マウスに免疫をして抗体を作製する
こと自体困難である。また変性アルブミンは腎疾患患者の尿中に微量に存在する成分であ
るため、抗原の調製自体が困難である。それゆえ、これまで変性アルブミンに特異的に結
合する抗体を得ることができなかった。たとえ、変性アルブミンを免疫して抗体を取得で
きたとしても、当該抗体が正常アルブミンにも結合する可能性がある。また仮に変性アル
ブミンに特異的に結合する抗体を取得できたとしても、変性アルブミンはアミノ酸が切断
されている箇所や糖による修飾箇所が多種多様であるため、当該抗体がある一種の変性ア
ルブミンと特異的に結合し得る抗体であったとしても、別の変性アルブミンと結合するこ
とができるとは限らない。
【００１０】
　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、試料中に含まれる
変性アルブミンを特異的に、簡便に、且つ高感度に検出するための、変性アルブミンに特
異的に結合する抗体、当該抗体の製造方法、およびその利用を提供することにある。特に
、あらゆるタイプの変性アルブミンに特異的に結合する抗体を提供することを目的とした
。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上記の課題を解決するために、本発明者等は、本発明者等によって開発されたニワトリ
型モノクローナル抗体の産生方法（特開２００５－２７８６３３号公報、国際公開第２０
０６／０９３０８０号パンフレット等を参照のこと）に着目した。ニワトリは哺乳類と系
統発生学的に離れているので、多くの哺乳類で保存されているタンパク質に対する特異的
抗体を作製するために有用である。
【００１２】
　しかしながら、これまでに、ニワトリ型モノクローナル抗体として変性アルブミンに結
合する抗体を得ようとする試みはない。また、他の方法によって変性アルブミンに特異的
に結合する抗体が得られたという報告もない。従って、変性アルブミンに特異的に結合す
る抗体を作製することに本発明者等が初めて成功し、ここに開示するものである。すなわ
ち、本発明は以下の発明を包含する。
【００１３】
　本発明に係る抗体は、変性アルブミンに特異的に結合し、且つ正常アルブミンおよび断
片化された正常アルブミンには結合しないことを特徴としている。
【００１４】
　本発明に係る抗体は、下記の（ａ）および（ｂ）の工程を含む方法によって得られた変
性アルブミンをニワトリに免疫して得られた抗体であることが好ましい：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
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得る工程。
【００１５】
　本発明に係る抗体は、下記の（ａ）～（ｅ）の工程を含む製造方法によって得られた抗
体であることが好ましい：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程；
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンをニワトリに免疫する工程；
　（ｄ）上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合するファ
ージ抗体を得る工程；
　（ｅ）上記工程（ｄ）で得られたファージ抗体のうち、正常アルブミンおよび断片化さ
れた正常アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程。
【００１６】
　本発明に係る抗体では、上記クロマトグラフィーは、サイズ排除クロマトグラフィーで
あることが好ましい。
【００１７】
　本発明に係る抗体は、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることが好ましい。
【００１８】
　本発明に係る変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方法は、下記の（ａ）
～（ｃ）の工程を含むことを特徴としている：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程；
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンをニワトリに免疫する工程；
　（ｄ）上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合する抗体
を得る工程；
　（ｅ）上記工程（ｄ）で得られた抗体のうち、正常アルブミンおよび断片化された正常
アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程。
【００１９】
　本発明に係る変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方法では、上記クロマ
トグラフィーは、サイズ排除クロマトグラフィーであることが好ましい。
【００２０】
　本発明に係る変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方法では、上記抗体は
、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることが好ましい。
【００２１】
　本発明に係る変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方法では、下記の（ｄ
）および（ｅ）の工程をさらに含むことが好ましい：
　（ｄ）上記免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合するファージ抗体を得
る工程；
　（ｅ）上記工程（ｄ）で得られたファージ抗体のうち、正常アルブミンおよび断片化さ
れた正常アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程。
【００２２】
　本発明に係るキットは、試料中に含まれる変性アルブミンを検出するためのキットであ
って、本発明に係る抗体を備えていることを特徴としている。
【００２３】
　本発明に係る変性アルブミンを検出する方法は、本発明に係る抗体と、試料とを反応さ
せる工程を含むことを特徴としている。
【００２４】
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　本発明に係る変性アルブミンを検出する方法では、上記試料は、尿であることが好まし
い。
【００２５】
　本発明に係る腎疾患の発症または発症の可能性を検出する方法は、本発明に係る抗体と
、尿とを反応させる工程を含むことを特徴としている。
【００２６】
　また本発明は、下記の（ａ）および（ｂ）の工程を含むことを特徴とする変性アルブミ
ンの調製方法をも包含する：
　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程。
【発明の効果】
【００２７】
　本発明に係る抗体は、変性アルブミンに特異的に結合し、且つ正常アルブミンおよび断
片化された正常アルブミンには結合しないという優れた効果を奏する。変性アルブミンは
正常アルブミンが化学修飾されたり、正常アルブミンの分子内における任意の箇所が数箇
所切断されたりして立体構造が変化したものであるので、変性アルブミンに結合する抗体
は、正常アルブミンや断片化された正常アルブミンにも結合する可能性がある。尿中には
変性アルブミン以外にも正常アルブミンや断片化された正常アルブミンも含まれるが、本
発明に係る抗体を用いれば、尿中の変性アルブミンのみを極めて特異的に検出することが
できる。
【００２８】
　また、本発明に係る抗体は、あらゆるタイプの変性アルブミンに結合するという優れた
効果を奏する。尿中に含まれる変性アルブミンには、様々なタイプの変性アルブミンが存
在すると考えられている。また、患者によっても尿中に含まれる変性アルブミンのタイプ
は様々であると考えられている。本発明に係る抗体は、単一の抗体で、あらゆるタイプの
変性アルブミンに特異的に結合可能であるという点で、非常に優れている。
【００２９】
　変性アルブミンは、腎疾患の比較的初期段階の患者の尿中に検出される。それゆえ変性
アルブミンを特異的に検出することができれば、腎疾患の発症または発症の可能性をより
早期に検出することが可能となる。
【００３０】
　本発明者等は、様々なタイプの変性アルブミンを含む抗原を尿から効率的に調製する方
法を独自に考案し、この方法によって得られた抗原をニワトリに免疫することによって、
あらゆるタイプの変性アルブミンに結合可能な抗体を得ることに成功した。通常、抗体を
作製する際に用いられる抗原は、可能な限り、目的の物質のみを含むように精製される。
これに対して本発明者らは様々なタイプの変性アルブミンを含む抗原を免疫することによ
って、本発明に係る抗体を取得するに至った。また、様々なタイプの変性アルブミンを含
む抗原を尿から効率的に調製する方法を見出したことによって、本発明は完成するに至っ
たといっても過言でない。よって、本発明は当業者が容易に想到し得る程度のものでは決
してない。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】ドットプロットの結果を表す図である。
【図２】Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥの結果を表す図である。
【図３】可溶型ｓｃＦｖ抗体の反応性を確認したＥＬＩＳＡの結果を表す図である。
【図４】ニワトリ型二価抗体の反応性を確認したＥＬＩＳＡの結果を表す図である。（ａ
）はＭ１－１クローン、（ｂ）はＭ４－４クローン、（ｃ）はＭ５－２クローン、（ｄ）
は２Ｍ７－２クローンの結果を表す。
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【図５】ウエスタンブロットの結果を表す図である。
【図６】（ａ）正常アルブミンおよび（ｂ）変性アルブミンの構造を模式的に表す図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　以下、本発明の実施の形態について、詳細に説明する。ただし、本発明はこれに限定さ
れるものではなく、記述した範囲内で種々の変形を加えた態様で実施できるものである。
また、本明細書中に記載された学術文献および特許文献の全てが、本明細書中において参
考として援用される。なお、本明細書において特記しない限り、範囲を示す「Ａ～Ｂ」は
、「Ａ以上、Ｂ以下」であることを示す。
【００３３】
　〔１．本発明に係る抗体〕
　本発明に係る抗体は、変性アルブミンに特異的に結合し、且つ正常アルブミンおよび断
片化された正常アルブミンには結合しない抗体である。本明細書において、上記「抗体」
は、免疫グロブリン（ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＹ、ＩｇＧ、ＩｇＭおよびこれらの
Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｃフラグメント）を意味し、例え
ば、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、抗イディオタイプ抗体、キメラ化抗体、
ヒト化抗体等の二価抗体；一本鎖可変領域断片（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｉｎ　ＦＶ（ｓｃ
Ｆｖ））等が挙げられるが、本発明はこれらに限定されない。
【００３４】
　ここで、上記「二価抗体」とは、１分子あたり抗原結合部位を２つ有する抗体、つまり
、抗原との結合価が２価の抗体を意味する。上記「二価抗体」は、それぞれ相同な２本の
軽鎖（軽鎖可変領域および軽鎖定常領域）および２本の重鎖（重鎖可変領域および重鎖定
常領域）とがジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）により結合した構造を有する抗体である。
但し、完全長の抗体分子である必要はなく、２本の重鎖がＳ－Ｓ結合により結合すること
ができる構造、すなわち少なくともＦ（ａｂ’）２フラグメントを有する構造であれば「
二価抗体」の範疇に含まれる。
【００３５】
　また、上記「一本鎖可変領域断片」とは、軽鎖可変領域と重鎖可変領域がリンカーによ
ってつながれ、２種類の可変領域が接近することよって、１つの抗原結合部位を形成した
抗体を意味する。上記「一本鎖可変領域断片」は、１分子あたり１つの抗原結合部位を有
する抗体である。例えば、ファージディスプレイ法によって得られる抗体を指す。
【００３６】
　また、本明細書中において、上記「正常アルブミン」とは、インタクトアルブミンに対
する抗体（デンカ生研社製、製品名：ＡＬＢ－ＴＩＡ「生研」Ｒ２）が結合可能であるア
ルブミンを意味している。一方、上記「変性アルブミン」とは、インタクトアルブミンに
対する抗体（デンカ生研社製、製品名：ＡＬＢ－ＴＩＡ「生研」Ｒ２）が結合しないアル
ブミンを意味している。また、上記「断片化された正常アルブミン」とは、健康な個体の
尿中に排出される、プロテアーゼによって断片化された正常アルブミンを意味している。
【００３７】
　ここで、上記「変性アルブミン」について図６を参照しながら説明する。図６は、正常
アルブミンおよび変性アルブミンの構造を模式的に表す図である。図６の（ａ）は正常ア
ルブミンを表し、（ｂ）は変性アルブミンを表している。図中の矢印は、変性アルブミン
の分子内における切断部分を表している。変性アルブミンは、正常アルブミンと略同じ分
子量を有している。しかし、図６に示すように、変性アルブミンは、正常アルブミンの分
子内における任意の場所が数箇所切断されたものであり、正常アルブミンとは立体構造が
異なる。またその切断箇所によって変性アルブミンは多種多様なものとなる。図６に示す
他にも、変性アルブミンとしては、正常アルブミンに薬物やビリルビンが結合したもの、
正常アルブミンが糖化やスルフォニル化されたもの、正常アルブミンの側鎖が切断された
ものが存在することが知られている。
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【００３８】
　上記「変性アルブミン」は、例えば（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アル
ブミンおよびトランスフェリンを除去する工程と、（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料
からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを得る工程と、を含む方法によって取得し
得る。
【００３９】
　変性アルブミンを含有する尿であるか否かについては、例えば、特許文献１に記載のＨ
ＰＬＣ法と従来法での測定値との差を用いて確認することができる。具体的には、特許文
献１に記載のＨＰＬＣ法によって変性アルブミンおよび／または正常アルブミンの濃度を
測定した結果と、同じ試料について従来法によって正常アルブミンの濃度を測定した結果
との差から試料中に含まれる変性アルブミンの濃度を確認することができる。変性アルブ
ミンを含有する尿であれば、採取元の個体の性別、年齢、人種等は特に限定されない。
【００４０】
　また、変性アルブミンを含有する尿から正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去
する方法としては、特に限定されるものではない。例えば、正常アルブミンに対する抗体
を結合させたプロテインＧ－セファロースビーズおよびトランスフェリンに対する抗体を
結合させたプロテインＧ－セファロースビーズを用いて抗体カラムを作製し、変性アルブ
ミンを含有する尿を当該抗体カラムに通過させることによって、正常アルブミンおよびト
ランスフェリンを除去することができる。
【００４１】
　また、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去した試料からクロマトグラフィー
により変性アルブミンを得る方法としては、変性アルブミンを精製することができれば特
に限定されない。例えば、イオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、サ
イズ排除クロマトグラフィー等によって変性アルブミンを得ることができる。中でも、サ
イズ排除クロマトグラフィーを行なうことが好ましい。クロマトグラフィーの条件は、用
いるカラムの種類、移動相の種類、流速、サンプルのアプライ量等に応じて適宜設定する
ことができる。
【００４２】
　また、本発明に係る抗体は、例えば、（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常ア
ルブミンおよびトランスフェリンを除去する工程と、（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試
料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを得る工程と、を含む方法によって得ら
れた変性アルブミンをニワトリに免疫することによって製造することができる。尚、尿中
には正常アルブミンおよびトランスフェリン以外の物質（但し、変性アルブミンは除く）
も存在するため、これらの物質を除去する工程を含んでいてもよい。但し、尿から、少な
くとも正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去すれば、後述する抗体の製造におい
て、本発明に係る抗体を作製可能であると考えられる。かかる抗体の製造方法については
、後述する「２．本発明に係る抗体の製造方法」において詳細に説明する。
【００４３】
　〔２．本発明に係る抗体の製造方法〕
　本発明に係る抗体の製造方法は、変性アルブミンに特異的に結合する抗体を製造する方
法であって、（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフ
ェリンを除去する工程と、（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィー
により変性アルブミンを得る工程と、（ｃ）上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンを
ニワトリに免疫する工程と、（ｄ）上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミ
ンに特異的に結合する抗体を得る工程と、（ｅ）上記工程（ｄ）で得られた抗体のうち、
正常アルブミンおよび断片化された正常アルブミンには結合しない抗体を選抜する工程と
、を含むことを特徴としている。上記「抗体」は、一本鎖可変領域断片または二価抗体で
あることが好ましい。以下に、それぞれの工程について説明する。
【００４４】
　（２－１．工程（ａ））
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　工程（ａ）は、変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェ
リンを除去する工程である。変性アルブミンを含有する尿であるか否かを確認する方法に
ついては、上記の「１．本発明に係る抗体」で説明したとおりである。変性アルブミンを
含有する尿であれば、採取元の個体の性別、年齢、人種等は特に限定されない。
【００４５】
　また、変性アルブミンを含有する尿から正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去
する方法としては、特に限定されるものではない。例えば、正常アルブミンに対する抗体
を結合させたプロテインＧ－セファロースビーズおよびトランスフェリンに対する抗体を
結合させたプロテインＧ－セファロースビーズを用いて抗体カラムを作製し、変性アルブ
ミンを含有する尿を当該抗体カラムに通過させることによって、正常アルブミンおよびト
ランスフェリンを除去することができる。
【００４６】
　（２－２．工程（ｂ））
　工程（ｂ）は、上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アル
ブミンを得る工程である。正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去した試料からク
ロマトグラフィーにより変性アルブミンを得る方法としては、変性アルブミンを精製する
ことができれば特に限定されない。例えば、イオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマ
トグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー等によって変性アルブミンを得ることがで
きる。中でも、サイズ排除クロマトグラフィーを行なうことが好ましい。クロマトグラフ
ィーの条件は、用いるカラムの種類、移動相の種類、流速、サンプルのアプライ量等に応
じて適宜設定することができる。
【００４７】
　（２－３．工程（ｃ））
　工程（ｃ）は、上記工程（ｂ）で得られた変性アルブミンをニワトリに免疫する工程で
ある。変性アルブミンをニワトリに投与する方法は特に限定されない。例えば、変性アル
ブミンを腹腔内に投与してもよいし、変性アルブミンを静脈内に投与してもよい。また、
変性アルブミンの免疫原性を高める観点から、初回免疫は、変性アルブミンと免疫賦活剤
とを等量混合して投与することが好ましい。上記「免疫賦活剤」としては、例えば、完全
フロイントアジュバント、不完全フロイントアジュバント、水酸化アルミニウムゲルアジ
ュバント等のこの分野で通常用いられるものを利用することができる。
【００４８】
　変性アルブミンを投与する間隔としては、例えば、初回免疫後４週間後に追加免疫（２
次免疫）を行ない、さらに３週間後に追加免疫（３次免疫）を行なうことができる。血清
の上昇が認められない場合は、さらに３～４週間後に追加免疫を行なうことができる。
【００４９】
　（２－４．工程（ｄ））
　工程（ｄ）は、上記工程（ｃ）で免疫したニワトリから変性アルブミンに特異的に結合
する抗体を得る工程である。変性アルブミンに特異的に結合する抗体を得る方法は特に限
定されない。例えば、モノクローナル抗体を作製する方法（特開２００５－２７８６３３
号公報の記載を参照）、ファージディスプレイ法によりニワトリ型ファージ抗体を作製す
る方法（特許３９０８２５７号公報の記載を参照）等によって製造することができる。後
述する実施例では、簡便且つ効率よく抗体を製造できることから、ファージディスプレイ
法を用いている。
【００５０】
　ここで、一例として、ファージディスプレイ法を用いて変性アルブミンに特異的に結合
するファージ抗体を得る方法について説明する。
【００５１】
　ファージディスプレイ法では、まず、上記工程（ｆ）で免疫したニワトリから脾臓を摘
出し、当該脾臓からＲＮＡを抽出する。得られたＲＮＡを鋳型としてＲＴ－ＰＣＲを行な
い、ニワトリ抗体の、様々なＶＨ領域とＶＬ領域の遺伝子を含むｃＤＮＡを回収する。
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【００５２】
　次いで、得られたＶＨ領域とＶＬ領域の遺伝子の複数の組合せを、リンカー（（ＧＧＧ
ＧＳ）３）をコードする遺伝子およびスペーサー（Ａｓｐ－Ｖａｌ）をコードする遺伝子
を介して結合させ、ｓｃＦｖ遺伝子を構築する。
【００５３】
　次いで、ニワトリのＣλと、ｇ３ｐ遺伝子とを組み込んだプラスミドに、得られたｓｃ
Ｆｖ遺伝子を導入し、ファージミドベクターを作製する。
【００５４】
　次いで、作製したファージミドベクターを宿主（例えば、大腸菌等）に形質転換する。
【００５５】
　次いで、ファージミドベクターを形質転換した大腸菌にさらにヘルパーファージを感染
させる。このようにして得られた大腸菌を培養すればｓｃＦｖを発現するファージを得る
ことができる。
【００５６】
　これらの複数のファージ抗体（ファージ抗体ライブラリー）の中から変性アルブミンに
特異的に結合する抗体を選抜する方法として、例えば、パニング選択を行なうことができ
る。
【００５７】
　上記「パニング選択」の方法としては特に限定されないが、例えば、変性アルブミンを
イムノモジュールプレートに固定化し、固定化した変性アルブミンにファージ抗体群を反
応させ、結合しなかったファージを洗浄により除去し、変性アルブミンに結合したファー
ジだけを溶出して大腸菌に感染させて増殖させるという操作を数回繰り返す方法がある。
パニング選択を行なうことによって、変性アルブミンのみに特異的に結合するファージを
濃縮することができる。
【００５８】
　（２－５．工程（ｅ））
　工程（ｅ）は、上記工程（ｄ）で得られた変性アルブミンに特異的に結合する抗体のう
ち、正常アルブミンおよび断片化された正常アルブミンには結合しない抗体をさらに選抜
する工程である。
【００５９】
　選抜する方法としては、特に限定されるものではないが、例えば、ＥＬＩＳＡ法、ウエ
スタンブロット法、フローサイトメトリー法等を行なうことができる。
【００６０】
　例えば、ＥＬＩＳＡ法を行なう場合は、固相抗原として正常アルブミンまたは断片化さ
れた正常アルブミンを用いて、上記パニング選択によって選抜されたファージ抗体につい
て固相ＥＬＩＳＡを行なうことによって、変性アルブミンに特異的に結合するが、正常ア
ルブミンおよび断片化された正常アルブミンには結合しない抗体を、さらに選抜すること
ができる。
【００６１】
　本発明に係る抗体の製造方法では、上記工程（ａ）～（ｅ）に加えて、得られたファー
ジ抗体をもとにニワトリ型二価抗体を作製する工程（ニワトリ型二価抗体を作製する方法
については、国際公開第２００６／０９３０８０号パンフレットを参照のこと）や、ニワ
トリの天然抗体の可変領域を有するキメラ化抗体を作製する工程（キメラ化抗体を作製す
る方法については、特開２００６－２８２５２１号公報および特開２００５－２４５３３
７号公報を参照のこと）や、ニワトリの天然抗体の抗原結合領域を有するヒト化抗体を作
製する工程（ヒト化抗体を作製する方法については、特開２００６-２４１０２６号公報
を参照のこと）を含んでいてもよい。
【００６２】
　なお、本発明は下記の（ａ）および（ｂ）の工程を含むことを特徴とする変性アルブミ
ン抗原の調製方法をも包含する：
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　（ａ）変性アルブミンを含有する尿から、正常アルブミンおよびトランスフェリンを除
去する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で得られた試料からクロマトグラフィーにより変性アルブミンを
得る工程。
【００６３】
　なお、（ａ）および（ｂ）の工程の説明は上述の通りである。変性アルブミン抗原は、
抗変性アルブミン抗体の製造に用いられる。
【００６４】
　〔３．本発明に係るキット〕
　本発明に係るキットは、試料中に含まれる変性アルブミンを検出するためのキットであ
って、少なくとも本発明に係る抗体を備えている。本発明に係る抗体については、「１．
本発明に係る抗体」で説明したとおりであるので、ここでは省略する。
【００６５】
　本発明に係るキットは、本発明に係る抗体以外にも、例えば、本発明に係る抗体を検出
するための二次抗体、二次抗体に結合させた標識酵素の基質等を備えていてもよい。
【００６６】
　上記「二次抗体」としては、例えば、アルカリホスファターゼ標識抗ＩｇＹ抗体、西洋
ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）標識抗ＩｇＹ抗体等を挙げることができる。なお、Ｉ
ｇＹとは、哺乳類のＩｇＧに相当するニワトリの免疫グロブリンのことを指す。
【００６７】
　また、アルカリホスファターゼの基質としては、例えば、ニトロブルーテトラゾリウム
（ＮＢＴ）および５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスファターゼｐ－トルイジ
ニル塩（ＢＣＩＰ）の混合基質等を挙げることができる。また、ＨＲＰ検出用の基質とし
ては、例えば、ＯＰＤ（オルトフェニレンジアミン）、ＴＭＢ（テトラメチルベンジジン
）等を挙げることができる。
【００６８】
　また上記キットを構成する成分を格納するための１つ以上の容器（例えば、バイアル、
管、アンプル、ビンなど）が含まれていてもよい。
【００６９】
　本発明に係るキットは、本発明に係る抗体を備えている。そのため、本発明のキットを
用いれば、試料中、特に尿に含まれる変性アルブミンを特異的に、簡便に、且つ高感度に
検出することができる。
【００７０】
　〔４．本発明に係る変性アルブミンを検出する方法〕
　本発明に係る変性アルブミンを検出する方法は、試料中に含まれる変性アルブミンを検
出する方法であって、本発明に係る抗体と、試料とを反応させる工程を含む。本発明に係
る抗体については、「１．本発明に係る抗体」で説明したとおりであるので、ここでは省
略する。上記「試料」としては、特に限定されるものではないが、尿であることが好まし
い。
【００７１】
　本発明に係る変性アルブミンを検出する方法は、本発明に係る抗体と試料との反応性を
ＥＬＩＳＡ法等で検討することによって、試料中、特に被験体の尿中に変性アルブミンが
含まれているか否かを判断することができる。
【００７２】
　本発明に係る抗体と、試料とを反応させる方法は特に限定されるものではなく、例えば
ＥＬＩＳＡ法、イムノクロマト法、免疫比濁法、ラテックス凝集法、ＲＩＡ法、ウエスタ
ンブロット法、ドットブロット法等の従来公知の方法を適宜選択の上、適用可能である。
【００７３】
　〔５．本発明に係る腎疾患の発症または発症の可能性を検出する方法〕
　本発明に係る腎疾患の発症または発症の可能性を検出する方法は、本発明に係る抗体と
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、尿とを反応させる工程を含む。本発明に係る抗体については、「１．本発明に係る抗体
」で説明したとおりであるので、ここでは省略する。
【００７４】
　本発明に係る腎疾患の発症または発症の可能性を検出する方法は、本発明に係る抗体と
尿との反応性をＥＬＩＳＡ法等で検討することによって、被験体の尿中に変性アルブミン
が含まれているか否かを判断し、腎疾患の発症の可能性を検出することができる。特に変
性アルブミンは、腎疾患の比較的初期段階の患者の尿中に検出される（特許文献１参照）
。それゆえ変性アルブミンを特異的に検出することができれば、正常アルブミンの濃度測
定結果をさらに考慮して、腎疾患の発症または発症の可能性をより早期に検出することが
可能となる。
【００７５】
　具体的には、変性アルブミンの濃度がわかっている標準溶液を用いて検量線を作成し、
本発明に係る抗体と尿との反応の強さから尿中に含まれる変性アルブミンの濃度を算出す
る。さらに別途で正常アルブミンの濃度を測定・算出する。そして、正常アルブミン及び
変性アルブミンの総量を算出する。例えば、早朝随時尿中にアルブミンの総量が３０ｍｇ
／Ｌ～３００ｍｇ／Ｌの範囲で含まれている場合は微量アルブミン尿と診断され、３００
ｍｇ／Ｌ以上含まれる場合は蛋白尿と診断される。変性アルブミンは微量アルブミン尿と
診断される患者に多く見られるが、従来法では変性アルブミンを検出できないために、多
くの早期腎症患者の見逃しがあった。本発明に係る抗体を使用し、変性アルブミンを検出
できるようになれば、より早期に腎症患者の診断が可能となる。
【００７６】
　また、尿中に含まれる変性アルブミンの濃度を測定することによって、腎疾患の患者に
施した治療効果を判定することもできる。
【００７７】
　本発明に係る抗体と、尿とを反応させる方法は特に限定されるものではなく、例えばＥ
ＬＩＳＡ法、イムノクロマト法、免疫比濁法、ラテックス凝集法、ＲＩＡ法、ウエスタン
ブロット法、ドットブロット法等の従来公知の方法を適宜選択の上、適用可能である。
【００７８】
　本発明は上述した各実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の
変更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて
得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【実施例】
【００７９】
　以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明は実施例によって限定される
ものではない。
【００８０】
　〔１．変性アルブミンの調製〕
　（１）尿検体の再調製
　特許文献１に記載のＨＰＬＣ法を用いて、変性アルブミンが含まれていることを予め確
認した尿検体２００ｍＬを準備した。まず、検体中に浮遊している未溶解物を溶解させた
。具体的には、遠心装置ＫＮ－７０（久保田製作所社製）を用い、約２５℃、３，０００
ｒｐｍ（１２１０×ｇ）で１０分間遠心分離を行ない、検体中に浮遊している未溶解物を
沈殿させ、上清を回収した。沈殿物に１．５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．８）
を２０ｍＬ加え、沈殿を溶解させた後、回収した上清を再度混合させることにより２２０
ｍＬの尿検体を調製した。
【００８１】
　（２）検体の濃縮
　次いで、後述する抗体カラムの通過を効率よく行なうために、濃縮器具を用いて上記「
（１）尿検体の再調製」で調製した尿検体を濃縮した。濃縮器具は、アミコンウルトラ－
１５（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社製、２４本入り、型番：ＵＦＣ９　０３０　２４）を用いた
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。濃縮中には、検体の量と同じ量の１．５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．８）を
添加した。濃縮作業は２回行なった。最終的な検体量は５ｍＬとした。
【００８２】
　（３）正常アルブミンおよびトランスフェリン除去用抗体カラムの作製
　次いで、上記「（２）検体の濃縮」で得られた尿検体から正常アルブミンおよびトラン
スフェリンを除去するための抗体カラムを作製した。
【００８３】
　まず、プロテインＧ－セファロースビーズの２０％エタノール分散液（ＧＥヘルスケア
社製、製品名：Protein G Sepharose 4 Fast Flow）８ｍＬを、遠心分離によって洗浄し
た。遠心分離の条件は、約２５℃、３，０００ｒｐｍ、１０分間とし、洗浄液は、５ｍＬ
の２０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）を用いた。この洗浄作業は、２０回繰
り返した。洗浄後のＧ－セファロースビーズは、後述するカラムの作製に用いた。
【００８４】
　まず、洗浄液除去後のプロテインＧ－セファロースビーズに、正常アルブミン抗体液（
デンカ生研社製、製品名：ＡＬＢ－ＴＩＡ「生研」Ｒ２）３２ｍＬを添加し、正常アルブ
ミン抗体をプロテインＧ－セファロースビーズに結合させた（反応時間：３時間）。次い
で、約２５℃、２，０００ｒｐｍ、１分間の遠心分離を行ない、上清を除去した。さらに
、１０ｍＬの２０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）を洗浄液とする遠心分離（
遠心分離条件：約２５℃、３，０００ｒｐｍ、１０分間）を２回行なうことにより、正常
アルブミン抗体結合ビーズを作製した。
【００８５】
　また、プロテインＧ－セファロースビーズに結合させる抗体として、トランスフェリン
（ＤＡＫＯ社製、製品名：Polyclonal Rabbit Anti-Human Transferrin）１．６ｍＬを用
いた以外は、上述したアルブミン抗体結合ビーズの作製方法と同様にしてトランスフェリ
ン抗体結合ビーズを作製した。
【００８６】
　次いで、カラム容器（ＢＩＯＲＡＤ社製、製品名：エコノカラム）に、当該カラム容器
の出口から順に抗体未結合Ｇ－セファロースビーズの層、トランスフェリン抗体結合ビー
ズの層、および正常アルブミン抗体結合ビーズの層を体積比が１：１：１となるように積
層した。作製したカラムは、リン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で洗浄した。
【００８７】
　（４）正常アルブミンおよびトランスフェリンの除去
　次いで、上記「（３）正常アルブミンおよびトランスフェリン除去用抗体カラムの作製
」で作製したカラムに、上記「（２）検体の濃縮」で調製した尿検体を通過させて、尿検
体中に含まれる正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去した。
【００８８】
　次いで、カラム通過前後の尿検体中に含まれる正常アルブミンの濃度およびトランスフ
ェリンの濃度を確認した。正常アルブミンの濃度は、デンカ生研社製のＡＬＢ－ＴＩＡ「
生研」（製品名）を用いて、従来公知の免疫凝集法（ＴＩＡ法）により評価した。また、
トランスフェリンの濃度は、日東紡社製のＮ－アッセイＬＡ　Ｍｉｃｒｏ　Ｔｆ　ニット
ーボー（製品名）を用いて、従来公知のラテックス免疫凝集法により評価した。その結果
を表１に示す。
【００８９】
【表１】
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【００９０】
　表１に示されるように、抗体カラムを通過させることにより、尿検体中に含まれている
正常アルブミンおよびトランスフェリンを除去できたことを確認できた。
【００９１】
　（５）ＨＰＬＣ法による精製およびタンパク質の定量
　次いで、上記「（４）正常アルブミンおよびトランスフェリンの除去」で得られた尿検
体をＨＰＬＣ法によってさらに精製した。具体的には、ＨＰＬＣのカラムは、球状シリカ
剤を充填したカラムを用い、移動相は、リン酸緩衝液（ｐＨ７．０）を用いた。尿検体の
アプライ量１００μＬ、流速０．５ｍＬ／ｍｉｎの条件で、アプライ開始から５分２０秒
から６分までの区画を約０．３ｍＬ回収した。この区画には、変性アルブミンが多く含ま
れていると推測された。この作業を１８０回行なうことにより、約５０ｍＬの精製尿検体
を得た。得られた精製尿検体約５０ｍＬ中に含まれるタンパク質量をＨＰＬＣ法によって
定量した。その結果、精製尿検体５０ｍＬ中に含まれるタンパク質の総量は、３．１６ｍ
ｇであった。
【００９２】
　（６）α２－グリコプロテイン量の測定
　次いで、上記「（５）ＨＰＬＣ法による精製およびタンパク質の定量」で得られた精製
尿検体における、変性アルブミン以外のタンパク質の含有量を測定した。具体的には、α
２－グリコプロテインの量をＥＬＩＳＡ法により定量した。ＥＬＩＳＡ法は、ASSAYPRO社
製のAssaymax Human alpha 2-HS-glycoprotein ELISA Kit（製品名）を用いて行った。
【００９３】
　その結果、精製尿検体におけるα２－グリコプロテインの含有比率は、タンパク全量に
対して、約２．３％であった。この含有比率であれば、変性アルブミンに対する抗体を作
製するための抗原として、この精製検体を十分用いることができると考えられた。
【００９４】
　（７）検体の純度確認
　次いで、上記「（５）ＨＰＬＣ法による精製およびタンパク質の定量」で得られた精製
尿検体に含まれる変性アルブミンの純度を確認した。具体的には、Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧ
Ｅ法によって電気泳動を行った後に、メンブレンに転写を行ない、得られたメンブレンを
ＣＢＢ染色を行なうことにより確認した。転写は、ＢＩＯＲＡＤ社製のTrans-BlotR SD S
emi-Dry Electrophoretic Transfer Cell（製品名）を用いた。
【００９５】
　その結果を図２に示す。図２はＮａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ法の結果を表す図である。各レ
ーンの詳細は以下に示すとおりである。
【００９６】
　　レーン１：分子量マーカー（インビトロジェン社製、製品名：SeeBlue(R) Pre-Stain
ed Standard）　５μＬ
　　レーン２：精製尿検体（０．５μｇ）
　　レーン３：正常アルブミン（和光純薬工業株式会社製、製品名：アルブミン、ヒト血
清由来）（１．５μｇ）
　　レーン４：トランスフェリン（メルク社製、製品名：Apotransferrin）（１．５μｇ
）
　　レーン５：α２－グリコプロテイン（SIGMA-ALDRICH社製、製品名：α2-hs-Glycopro
tein from human plasma）（１．５μｇ）
　　レーン６：分子量マーカー（インビトロジェン社製、製品名：NativeMark Unstained
 Protein Standard）　５μＬ
　図２に示されるように、アルブミンと同じの分子量付近に単一のバンドが確認された。
このバンドは、分子量から変性アルブミンであると推測された。図２の結果から、精製尿
検体に含まれる変性アルブミンの純度は比較的高いことが確認できた。
【００９７】
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　〔２．ニワトリ型抗体の取得〕
　（２－１）変性アルブミンの免疫
　１ヶ月齢のニワトリ３羽（Ａ、Ｂ、およびＣ）に一次免疫を行った。一次免疫は、１個
体あたり１８５μｇの変性アルブミンを免疫賦活剤（製品名：Ａｌｕｍ、ナカライテスク
社製）と共に腹腔内に投与した。
【００９８】
　一次免疫後４週間目に、抗体価の上昇が認められた個体２羽（ＢおよびＣ）について、
さらに２次免疫を行った。二次免疫では、ニワトリＢについては、１個体あたり１４０μ
ｇの変性アルブミンを腹腔内に投与した。一方、ニワトリＣについては、１個体あたり１
４０μｇの変性アルブミンを静脈に投与した。
【００９９】
　次いで、一次免疫後７週間目に、ニワトリＢおよびＣについて、最終免疫を行った。最
終免疫は、１個体あたり１４０μｇの変性アルブミンを静脈に投与した。
【０１００】
　次いで、最終免疫後３日目に、最終血清・脾臓を回収した。回収した最終血清を用いて
ＥＬＩＳＡを行った。その結果、変性アルブミンに対して最も強く反応し、且つ市販のヒ
ト血清アルブミンに対してもやや反応性を示したニワトリＢの脾臓を次の工程に用いた。
【０１０１】
　（２－２）ニワトリ型ファージ抗体の作製
　ニワトリ型ファージ抗体の作製は、特許３９０８２５７号公報に記載の方法に準じて行
った。
【０１０２】
　まず、ニワトリＢの脾臓からＲＮＡを抽出し、得られたＲＮＡを鋳型としてＲＴ－ＰＣ
Ｒを行ない、ニワトリ抗体の、様々なＶＨ領域とＶＬ領域の遺伝子を含むｃＤＮＡを回収
した。
【０１０３】
　次いで、得られたＶＨ領域とＶＬ領域の遺伝子の複数の組合せを、リンカー（（ＧＧＧ
ＧＳ）３）をコードする遺伝子およびスペーサー（Ａｓｐ－Ｖａｌ）をコードする遺伝子
を介して結合させ、ｓｃＦｖ遺伝子を構築した。
【０１０４】
　次いで、ニワトリのＣλと、ｇｐ３遺伝子を組み込んだプラスミド（ｐＬＰＤＳ）に、
得られたｓｃＦｖ遺伝子を導入し、ファージミドベクターを作製した。
【０１０５】
　次いで、作製したファージミドベクターを大腸菌（製品名：ＸＬ１－Ｂｌｕｅ、ＳＴＲ
ＡＴＡＧＥＮＥ社製）に形質転換した。ファージミドベクターには、ファージ粒子を精製
する遺伝子が揃っていないため、ヘルパーファージ（製品名：ＶＣＳＭ１３、ＳＴＲＡＴ
ＡＧＥＮＥ社製）を同じ大腸菌に感染させた。この大腸菌を約３０℃で培養し、ｓｃＦｖ
を発現するファージ抗体ライブラリー（以下、「免疫Ｌｉｂ．」と略す）を得た。
【０１０６】
　次いで、変性アルブミンをイムノモジュールプレートに固相し、免疫Ｌｉｂ．のファー
ジ抗体を反応させパニング選択を行ない、変性アルブミンに対する特異抗体を濃縮した。
【０１０７】
　各パニングサイクルにおけるファージ抗体の反応性を抗原固相ＥＬＩＳＡによって確認
した。抗原固相ＥＬＩＳＡの条件を以下に示す。
【０１０８】
　＜抗原固相ＥＬＩＳＡの条件＞
　　固相抗原：変性アルブミン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、２５％　Ｂｌｏｃｋ　
Ａｃｅ（陰性対照）、０．５％　ＢＳＡ（陰性対照）
　　一次反応：各パニングサイクル培養上清サンプル（ファージ抗体）、２×ＹＴ培地（
陰性対照）、ＰＢＳ（陰性対照）
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　　二次反応：ＨＲＰ標識　抗ニワトリＩｇＧ　Ｆａｂ
　　発色基質：ＯＰＤ
　　発色時間：３分間（変性アルブミン）、１０分間（対照抗原）。
【０１０９】
　ＥＬＩＳＡの結果、パニング選択により、２ｎｄパニングから変性アルブミンに対する
反応性が上昇していることが確認できたが、ヒト血清アルブミン（正常アルブミン）に対
する反応性の上昇は認められなかった。
【０１１０】
　次いで、ファージ抗体のクローニングを行った。具体的には、４ｔｈサイクルのパニン
グ液を大腸菌に感染させ、プレートにプレーティングする事でクローニングを行った。
【０１１１】
　得られたコロニーを１８９クローン選択し、培養した。得られた大腸菌の培養上清（フ
ァージ抗体）を抗原固相ＥＬＩＳＡに供与し、ファージ抗体の反応性を確認した。抗原固
相ＥＬＩＳＡの条件を以下に示す。
【０１１２】
　＜抗原固相ＥＬＩＳＡの条件＞
　　固相抗原：変性アルブミン、ビオチン化変性アルブミン、ＨＳＡ、ビオチン化ＨＳＡ
、トランスフェリン、α２－グリコプロテイン、０．５％　ＢＳＡ（陰性対照）
　　一次反応：大腸菌の培養上清、免疫ニワトリ血清（×２００）（陽性対照）、４ｔｈ
パニング液（陽性対照）、２×ＹＴ培地（陰性対照）、ＰＢＳ（陰性対照）
　　二次反応：ＨＲＰ標識　抗ニワトリＩｇＧ　Ｆａｂ
　　発色基質：ＯＰＤ
　　発色時間：３分（変性アルブミン）、１０分（ヒト血清アルブミン、トランスフェリ
ン、α２－グリコプロテイン、２５％　Ｂｌｏｃｋ　Ａｃｅ、０．５％　ＢＳＡ）
　ＥＬＩＳＡの結果、１１クローンの反応性のあるクローンが得られた。これらの各クロ
ーンについてシーケンス解析を行ったところ、４クローン（クローン名：Ｍ１、Ｍ４、Ｍ
５、２Ｍ７）に収束していた。
【０１１３】
　これらの得られた４クローンについて、可溶型ｓｃＦｖ抗体（培養上清）を調製した。
具体的には、得られた４種類の陽性クローンをノンサプレッサー大腸菌であるＳＯＬＲ株
（Stratagene社製）に感染させることにより、可溶型ｓｃＦｖ抗体発現クローンを得た。
４種類の陽性クローンを各２コロニーずつ液体培養し、可溶型ｓｃＦｖ抗体を含む培養上
清を調製した（それぞれのクローン名に－１、－２とした）。この培養上清について冷蔵
保存による反応性の低下がないか確認するため、４℃で２０日間保存した後に、抗原固相
ＥＬＩＳＡにて反応性を確認した。抗原固相ＥＬＩＳＡの条件を以下に示す。
【０１１４】
　＜抗原固相ＥＬＩＳＡの条件＞
　　固相抗原：変性アルブミン、ヒト血清アルブミン、トランスフェリン、α２－グリコ
プロテイン、断片化アルブミン（色素入り）、断片化アルブミン（尿素入り）、０．５％
　ＢＳＡ（陰性対照）
　　一次反応：可溶型ｓｃＦｖ抗体（培養上清）、免疫ニワトリ血清（×２００）（陽性
対照）、２×ＹＴ培地（陰性対照）、ＰＢＳ（陰性対照）
　　二次反応：ＨＲＰ標識　抗ニワトリＩｇＹ　Ｆａｂ
　　発色基質：ＯＰＤ
　　発色時間：５分間
　なお、固相抗原として用いた「断片化アルブミン」は、トリプシン処理によって調製し
たものを用いた。
【０１１５】
　ＥＬＩＳＡの結果を図３に示す。図３は、可溶型ｓｃＦｖ抗体の反応性を確認したＥＬ
ＩＳＡの結果を表す図である。図３に示すように、冷蔵保存したほとんどのクローンおい
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て、変性アルブミンへの反応性を確認できた。これらのクローンは、血清アルブミン（正
常アルブミン）および断片化アルブミンには反応せず、変性アルブミンに特異的な反応性
を示すクローンであることが確認できた。
【０１１６】
　クローン２Ｍ７－２からの培養上清は、対照抗原である断片化アルブミンやＢＳＡ、ト
ランスフェリンに反応性を示した。しかしながら、別コロニーであるクローン２Ｍ７－１
からの培養上清はこれらの抗原に対して反応性を示さなかったことから、クローン２Ｍ７
－２からの培養上清の結果は、非特異的な反応を示していると予測される。
【０１１７】
　取得した４種類すべてのファージ抗体は、血清アルブミン（正常アルブミン）には反応
せず、変性アルブミンにのみ反応した。また可溶型ｓｃＦｖ抗体を含む培養上清の大部分
は、対照抗原のトランスフェリン、α２－グリコプロテイン、断片化アルブミン、および
ネガティブコントロールのＢＳＡには反応しなかった。
【０１１８】
　以上の結果から、これらの得られたファージ抗体は、変性アルブミンのみを認識する抗
体であり、正常アルブミンと変性アルブミンとの両方を認識する抗体は存在していないと
考えられた。
【０１１９】
　（２－３）ニワトリ型二価抗体の作製
　上記「（２－２）ファージ抗体の作製」で得られた４種類の変性アルブミンに結合する
可溶型ｓｃＦｖ抗体について、組換えニワトリ型二価抗体を作製した。組換えニワトリ型
二価抗体の作製は、国際公開第２００６／０９３０８０号パンフレットに記載の方法に準
じて行った。以下にクローン名Ｍ１－１についての一例を説明する。
【０１２０】
　（ｉ）軽鎖発現用遺伝子断片の構築
　軽鎖遺伝子は、抗変性アルブミンファージ抗体Ｍ１－１の発現用プラスミドを鋳型とし
てＰＣＲにより調製した。
【０１２１】
　ＰＣＲは以下の条件にて行なった。ＰＣＲ反応液の組成は、１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅ
ｒ（東洋紡社製）５μＬ；２ｍＭ　ｄＮＴＰ　５μＬ；２５ｍＭ　ＭｇＳＯ４　３μＬ（
ｆｉｎａｌ　ｃｏｎｃ．１．５ｍＭ）；プライマー（２５μＭ）各１．５μＬ（ｆｉｎａ
ｌ　ｃｏｎｃ．０．７５μＭ）；鋳型ＤＮＡ１μＬ；ＫＯＤ－ｐｌｕｓ（東洋紡株式会社
製）１μＬであり、最終的に蒸留水で５０μＬにメスアップした。また反応は、（１）９
４℃、２分間；（２）９４℃、１５秒間；（３）６２℃、３０秒間；（４）６８℃、１分
間の条件で、（１）の後、（２）～（４）を３５サイクル行なった。
【０１２２】
　また、軽鎖リーダー配列は、ニワトリゲノムを鋳型としてＰＣＲにより調製した。
【０１２３】
　ＰＣＲは以下の条件にて行なった。ＰＣＲ反応液の組成は、１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅ
ｒ（東洋紡社製）５μＬ；２ｍＭ　ｄＮＴＰ　５μＬ；２５ｍＭ　ＭｇＳＯ４　３．２μ
ｌ（ｆｉｎａｌ　ｃｏｎｃ．１．６ｍＭ）；プライマー（１０μＭ）各２．５μＬ（ｆｉ
ｎａｌ　ｃｏｎｃ．０．５μＭ）；鋳型ＤＮＡ１μＬ；ＫＯＤ－ｐｌｕｓ（東洋紡株式会
社製）１μＬであり、最終的に蒸留水で５０μＬにメスアップした。また反応は、（１）
９４℃、２分間；（２）９４℃、１５秒間；（３）５５℃、３０秒間；（４）６８℃、２
分間の条件で、（１）の後、（２）～（４）を３０サイクル行なった。
【０１２４】
　上記で取得した軽鎖遺伝子および軽鎖リーダー配列を鋳型としてＰＣＲを行った。ＰＣ
Ｒの条件は、鋳型ＤＮＡとして上記の軽鎖遺伝子および軽鎖リーダー配列を反応液５０μ
Ｌあたり１．２５μＬずつ添加した以外は、上記（１）～（４）の方法と同様に行った。
【０１２５】



(18) JP 2011-26239 A 2011.2.10

10

20

30

40

50

　上記ＰＣＲによって得られた増幅断片（約８５０ｂｐ）を、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＸｂａＩ
で切断し、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃ－Ｈｉｓ（Ａ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）のＨｉ
ｎｄＩＩＩ、ＸｂａＩサイトに挿入してｐｃＣＫＬ－Ｍ１－１を構築した。なお、ｐｃＣ
ＫＬ－Ｍ１－１についてはシークエンスにより変異が入っていないことを確認した。また
、ｐｃＣＫＬ－Ｍ１－１は、ネオマイシン耐性遺伝子、ＣＭＶ（human cytomegalovirus
：ヒトメガロウイルス）プロモーター、およびＢＧＨ（bovine growth hormone：ウシ成
長ホルモン）ポリＡシグナルを有する。なお、上記制限酵素消化は、１０×ＮＥＢ　ｂｕ
ｆｆｅｒ２ １０μＬ、ＤＮＡ５０μＬ、ＸｂａＩ（New England Biolabs社製）５μＬ、
１００×ＢＳＡ １μＬ、Ｈ２Ｏ３４μＬの反応液組成で、３７℃、５時間反応を行なっ
た。その後、エタノール沈澱を行ない、ＤＮＡを８５μＬに溶解し、１０×ＮＥＢ　ｂｕ
ｆｆｅｒ２ １０μＬ、ＨｉｎｄＩＩＩ（New England Biolabs社製）５μＬの反応液組成
で、３７℃、１６時間反応を行なった。
【０１２６】
　（ｉｉ）重鎖発現用遺伝子断片の構築
　重鎖可変領域遺伝子は、抗変性アルブミンファージ抗体Ｍ１－１の発現用プラスミドを
鋳型としてＰＣＲにより調製した。
【０１２７】
　また、重鎖定常領域遺伝子（一部）は、ニワトリｃＤＮＡを鋳型としてＰＣＲにより調
製した。
【０１２８】
　また、重鎖リーダー配列は、ニワトリゲノムを鋳型としてＰＣＲにより調製した。ＰＣ
Ｒは、上記「（ｉ）軽鎖発現用遺伝子断片の構築」と同じ条件で行った。
【０１２９】
　上記で取得した重鎖可変領域遺伝子、重鎖定常領域遺伝子、および重鎖リーダー配列を
鋳型としてＰＣＲを行った。ＰＣＲは、上記「（ｉ）軽鎖発現用遺伝子断片の構築」と同
じ条件で行った。
【０１３０】
　上記ＰＣＲによって得られた増幅断片（約１０００ｂｐ）を、ＫｐｎＩ、ＨｉｎｄＩＩ
Ｉで切断し、ｐｃＣＫＨ－２（その構築方法については国際公開第２００６／０９３０８
０号パンフレットの記載を参照）のＫｐｎＩ－ＨｉｎｄＩＩＩサイトに挿入してｐｃＤＨ
Ｆ－Ｍ１－１を構築した。なお、ｐｃＤＨＦ－Ｍ１－１についてはシークエンスにより変
異が入っていないことを確認した。ｐｃＤＨＦ－Ｍ１－１は、ゼオシン耐性遺伝子、ＣＭ
Ｖ（human cytomegalovirus：ヒトメガロウイルス）プロモーター、およびＢＧＨ（bovin
e growth hormonｅ：ウシ成長ホルモン）ポリＡシグナルを有する。
【０１３１】
　（ｉｉｉ）ＣＨＯ細胞の形質転換
　ｐｃＣＫＬ－Ｍ１－１およびｐｃＤＨＦ－Ｍ１－１（各０．２５μｇ）を、約１．２×
１０５個のチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞（（財）ヒューマンサイエンス振
興財団）に、形質転換用試薬（製品名：PolyFect Transfection Reagent、Ｑｉａｇｅｎ
社製）を用いて形質転換した。形質転換の方法については、操作マニュアルにしたがって
行なった。
【０１３２】
　形質転換開始から７２時間後、４００μｇ／ｍｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ（Ｓｉｇｍａ社
製）と２００μｇ／ｍｌ　Ｚｅｏｃｉｎｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）とを含む培養培
地１０％ＦＢＳ/Ｆ１２を用いて上記薬剤に耐性を有する細胞を選抜した。薬剤選抜後の
各クローンを、１ウェルあたりの細胞数を約０．５個にそろえて播種し、１０％ＦＢＳを
含むＦ１２培地（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ社製）を用いて、５％ＣＯ２、３７℃の条件で９日
間培養を行なった。培養後９日目に培養液上清を回収し、抗原固相ＥＬＩＳＡにて変性ア
ルブミンに対して特異性の高いクローンを選択した。
【０１３３】
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　上述したＭ１－１ファージ抗体クローンと同様に、Ｍ４－４、Ｍ５－２、および２Ｍ７
－２ファージ抗体クローンについてもニワトリ型二価抗体を作製し、抗原固相ＥＬＩＳＡ
にて変性アルブミンに対して特異性の高いクローンを選択した。抗原固相ＥＬＩＳＡの条
件を以下に示す。
【０１３４】
　＜抗原固相ＥＬＩＳＡの条件＞
　　固相抗原：変性アルブミン、ヒト血清アルブミン、トランスフェリン、α２－グリコ
プロテイン、断片化アルブミン（色素入り）、断片化アルブミン（尿素入り）、０．５％
　ＢＳＡ（陰性対照）
　　一次反応：各クローンの培養上清、クローニング前の培養上清（陽性対照）、免疫ニ
ワトリ血清（×２００）（陽性対照）、１０％ＦＢＳ／Ｆ１２培地（陰性対照）
　　二次反応：ＨＲＰ標識　抗ニワトリＩｇＧ　Ｈ＋Ｌ
　　発色基質：ＯＰＤ
　　発色時間：５分間（変性アルブミン）、１０分間（変性アルブミン以外の抗原）
　結果を図４に示す。図４は、ニワトリ型二価抗体の反応性を確認したＥＬＩＳＡの結果
を表す図である。図４の（ａ）はＭ１－１クローン、（ｂ）はＭ４－４クローン、（ｃ）
はＭ５－２クローン、（ｄ）は２Ｍ７－２クローンの結果を表す。図４（ａ）～（ｄ）に
示すように、総てのクローンの培養上清で、クローニング前と比較して、変性アルブミン
に対する反応性が上昇することを確認した。
【０１３５】
　さらに、それぞれのニワトリ型二価抗体を発現するＣＨＯ細胞の培養上清１μＬあたり
の抗体の含有量をウエスタンブロットで確認した。陰性対照（Ｎ．Ｃ．）として形質転換
をしていないＣＨＯ細胞の培養上清を用い、陽性対照（Ｐ．Ｃ．）として既知のＩｇＹ抗
体を用いた。結果を図５に示す。図５は、ウエスタンブロットの結果を表す図である。図
５中の矢印は、二価抗体の位置を表している。図５に示すように、それぞれのＣＨＯ細胞
の培養上清中にニワトリ型二価抗体（ＩｇＹ抗体）が存在することを確認した。
【０１３６】
　〔３．抗体の評価〕
　上記「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体の反応性を従来公知のドットブロッ
ト法により評価した。抗原は、上記「１．変性アルブミンの調製」で精製した変性アルブ
ミンを含有する精製尿検体（濃度：３００、１００、５０、３０、１０ｍｇ／Ｌ）、およ
び正常アルブミン（和光純薬工業株式会社製、濃度：３００、１００、５０ｍｇ／Ｌ）を
用いた。また、一次抗体としては、上記「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体、
またはビオチン標識正常アルブミン抗体（American-Qualex社製）を用いた。また、上記
「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体に対する二次抗体としては、アルカリホス
ファターゼ標識抗ＩｇＹ抗体（SIGMA-ALDRICH社製、製品名：Anti-Chicken IgY (IgG) (w
hole molecule)-Alkaline Phosphatase antibody produced in rabbit）を用いた。一方
、ビオチン標識正常アルブミン抗体に結合するための発色用酵素としては、ストレプトア
ビジン標識アルカリホスファターゼ（CEDARLANE LABORATORIES LTD社製、製品名：Strept
avidin）を用いた。
【０１３７】
　まず、メンブレン（BIORAD社製、製品名：Immun-BlotTMPVDFメンブレン）に下記のよう
に各抗原５μＬをそれぞれ滴下し、約２５℃で１時間乾燥させた。
【０１３８】
　　レーン１：３００ｍｇ／Ｌ　精製尿検体
　　レーン２：１００ｍｇ／Ｌ　精製尿検体
　　レーン３：５０ｍｇ／Ｌ　精製尿検体
　　レーン４：３０ｍｇ／Ｌ　精製尿検体
　　レーン５：１０ｍｇ／Ｌ　精製尿検体
　　レーン６：３００ｍｇ／Ｌ　正常アルブミン
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　　レーン８：５０ｍｇ／Ｌ　正常アルブミン
　次にＤＳファーマ社製のブロックエース（製品名）を４％に調製したものをメンブレン
に塗布し、塗布後１時間放置することによりブロッキング処理を行った。
【０１３９】
　次いで、上記「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体０．４ｍＬ、またはビオチ
ン標識正常アルブミン抗体０．４ｍＬ（濃度：１．２ｍｇ／Ｌ）をメンブレンに塗布し、
塗布後、約２５度、１時間放置することにより一次抗体を反応させた。反応後、０．１％
ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）含有リン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で振とう洗浄を行った。メ
ンブレンの洗浄は、合計３回行ない、１回目は１５分間、２回目および３回目は５分間振
とう洗浄を行った。
【０１４０】
　次に、一次抗体として上記「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体を反応させた
場合は、二次抗体として、１０００倍に希釈したアルカリホスファターゼ標識抗ＩｇＹ抗
体０．４ｍＬをメンブレンに塗布し、塗布後、約２５度、１時間放置することにより二次
抗体を反応させた。
【０１４１】
　一方、一次抗体としてビオチン標識正常アルブミン抗体を反応させた場合は、二次抗体
の代わりに、ストレプトアビジン標識アルカリホスファターゼ０．４ｍＬ（濃度：５０μ
ｇ／Ｌ）をメンブレンに塗布し、塗布後、約２５度、１時間放置することにより反応させ
た。
【０１４２】
　反応後、０．１％ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）含有リン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で振と
う洗浄を行った。メンブレンの洗浄は、合計３回行ない、１回目は１５分間、２回目およ
び３回目は５分間振とう洗浄を行った。
【０１４３】
　次いで、アルカリホスファターゼの基質としてニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）
と５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスファターゼｐ－トルイジニル塩（ＢＣＩ
Ｐ）との混合液６ｍＬをメンブレンに塗布し、塗布後、約２５度、１時間放置することに
よりメンブレンを発色させた。発色反応終了後、精製水にて振とう洗浄を行った。
【０１４４】
　その結果を図１に示す。図１は、ドットプロットの結果を表す図である。図１に示すよ
うに、上記「２．ニワトリ型抗体の取得」で得られた抗体は、いずれのクローンから得ら
れた抗体であっても、変性アルブミンに結合可能であることを確認できた。これらの抗体
は、正常アルブミンには結合しないことから、変性アルブミンに特異的に結合する抗体で
あることは明らかである。
【産業上の利用可能性】
【０１４５】
　本発明に係る抗体は、変性アルブミンに特異的に結合する抗体である。従って、試料中
、特に尿に含まれる変性アルブミンを特異的に、簡便に、且つ高感度に検出することがで
きる。変性アルブミンの尿への排出は、腎疾患の早期マーカーとなりうるため、本発明に
よれば、腎疾患の発症または発症の可能性をより早期に検出することが可能である。従っ
て、本発明は試薬、検査薬の分野において利用可能である。
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