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(54)【発明の名称】 抗テネイシンＣモノクローナル抗体及び当該抗体を産生するハイブリドーマ

(57)【要約】
【課題】  癌組織や炎症組織で特異的に発現するスプラ
イシングバリアントを認識するモノクローナル抗体を提
供することにより、癌の新たな治療方法に資し、更には
癌や炎症の診断に有効な医療材料を提供する。
【解決手段】  癌組織や炎症組織で特異的に発現するTN
-CスプライシングバリアントのcDNAを用いて当該バリア
ントの融合蛋白質を得て、それを免疫源として動物を免
疫することにより、目的とするモノクローナル抗体及び
当該抗体を産生するハイブリドーマ細胞が提供された。
本発明のモノクローナル抗体は、癌や炎症の診断に有用
である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  癌間質に特異的なテネイシンＣスプライ
シングバリアントを選択的に認識する、抗テネイシンＣ
モノクローナル抗体。
【請求項２】  請求項１記載のモノクローナル抗体を産
生する機能を有するハイブリドーマ細胞、FERM P-1807
0。
【請求項３】  請求項１記載のモノクローナル抗体を産
生する機能を有するハイブリドーマ細胞、FERM P-1817
3。
【請求項４】  請求項１記載のモノクローナル抗体を標
識化した事を特徴とする、診断薬。
【請求項５】  抗テネイシンＣ一次抗体を固定化したプ
レート、及び前記一次抗体に結合したテネイシンＣを検
出するための標識化抗テネイシンＣ二次抗体の両要素を
少なくとも備え、前記一次抗体又は前記二次抗体の少な
くともいずれか一方が請求項１記載のモノクローナル抗
体である事を特徴とする、診断薬キット。
【請求項６】  請求項１記載のモノクローナル抗体を用
いて、前記テネイシンＣの癌間質に特異的なスプライシ
ングバリアントを検出する方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、抗テネイシンＣモ
ノクローナル抗体及び抗テネイシンＣモノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマ細胞に関する。更に詳しく
は、癌組織をはじめとして組織再構築の間質において特
異的に発現するテネイシンＣのスプライシングバリアン
トを認識し、癌や炎症の診断、あるいは抗癌剤の選択的
投与を可能とする抗テネイシンＣモノクローナル抗体と
その産生細胞に関する。
【０００２】
【従来の技術】テネイシンＣ（TN-C）は、細胞外マトリ
ックス糖蛋白質の一種であり、分子量約２５万のポリペ
プチドがＮ末端付近で３分子でコイル状に合わさり、更
に２つのジスルフィド結合によって六量体を形成してい
る。各ポリペプチド鎖には上皮増殖因子（Edidermal gr
owth factor : EGF ）様ドメイン、フィブロネクチン
（Fibronectin : FN）III 様ドメイン、およびフィブリ
ノーゲン様ドメインが含まれている（Jones FS et al.,
(2000) Dyv Dyn 208:235-259）。
【０００３】初期の研究では、TN-Cは癌間質に特異的に
発現する細胞外マトリックスであると考えられていた。
しかし、現在では癌間質における発現は極めて高いが、
正常組織でもある程度発現していることが明らかになっ
ている（Kalembeyi I et al.,(1997) Int.J.Dev.Biol. 
41:569-573）。他方、ある種のTN-Cスプライシングバリ
アントは腫瘍間質に特異的に発現していることが明らか
となっている（JonesFS et al.,(2000) Dyv Dyn 208:23
5-259 ; Borsi L. et al.,(1992) Int.J.Cancer 52:688
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-692 ; Mighell AJ et al.,(1997) Int.J.Cancer 72:23
6-240）。FNIIIドメインは、基本的な８個（１－８）の
反復が連続しており、５番目と６番目の間に、９個のス
プライシングされる反復（Ａ１－Ａ４、Ｂ、ＡＤ２、Ａ
Ｄ１、Ｃ、Ｄ）が知られている。この反復が７個（Ａ
１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ｂ、Ｃ、Ｄ）挿入されるもの、
前半の４個のいずれかの組み合わせが挿入されるもの、
または全く挿入されないものが大部分であろうとされて
いる。このうち癌組織では７個のドメインがはいったも
のが多く発現しており、後半の３つの反復（ＢＣＤ）が
癌間質に比較的特異的であると考えられる。この部位を
認識するモノクローナル抗体を作製すれば、癌診断など
の臨床応用が可能と思われる。この様な、癌間質などの
組織再構築部位に特異的に発現するTN-Cバリアントのみ
を認識するモノクローナルは、これまで存在しなかっ
た。
【０００４】抗TN-C抗体は、現在ヒト神経膠芽腫の治療
や診断に用いるための臨床研究が進められている（Bign
er DD et al.,(1998) J.Clin.Oncol. 16:2202-2212 ; R
ivaPet al.,(1994) Cancer 73:1076-1082 ; Riva P et 
al.,(1997) Cancer 80:2733-2742）。しかしながら、広
範なヒト疾患でこの抗体の有用性を明らかとするために
は、動物実験が不可欠であるが、既存の抗体はマウス・
ラットなどの一般的な実験動物のTN-Cへの交差性を有し
ていない。ヒトとマウスのTN-Cは相同性が高いことが知
られており、マウスおよびヒトの両者に交差する抗体を
作製すれば、ヒト疾患に対するTN-Cを標的とした臨床予
備実験を、同一抗体を用いてモデル動物でも行うことが
可能となる。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】以上の知見に鑑みて、
癌間質などに特異的に発現するTN-Cスプライシングバリ
アントを認識するモノクローナル抗体と、この抗体を産
生するハイブリドーマを提供し、このモノクローナル抗
体を医療分野へ利用するために資することが、本発明の
課題である。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明は、前記の課題を
解決するものとして、癌間質に特異的に発現するTN-Cス
プライシング部位のリコンビナント蛋白を抗原とするモ
ノクローナル抗体と、この抗体を産生するハイブリドー
マを提供するものである。具体的には、以下の（１）～
（６）の発明を提供するものである。
（１）癌間質に特異的なテネイシンＣスプライシングバ
リアントを選択的に認識する、抗テネイシンＣモノクロ
ーナル抗体。
（２）前記モノクローナル抗体を産生する機能を有する
ハイブリドーマ細胞、FERM P-18070。
（３）前記モノクローナル抗体を産生する機能を有する
ハイブリドーマ細胞、FERM P-18173。
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（４）前記モノクローナル抗体を標識化した事を特徴と
する、診断薬。
（５）抗テネイシンＣ一次抗体を固定化したプレート、
及び前記一次抗体に結合したテネイシンＣを検出するた
めの標識化抗テネイシンＣ二次抗体の両要素を少なくと
も備え、前記一次抗体又は前記二次抗体の少なくともい
ずれか一方が前記モノクローナル抗体である事を特徴と
する、診断薬キット。
（６）前記モノクローナル抗体を用いて、前記テネイシ
ンＣの癌間質に特異的なスプライシングバリアントを検
出する方法。
以下、この出願の発明について、実施形態を詳しく説明
する。
【０００７】
【発明の実施の形態】上述した様に、テネイシンＣ（TN
-C）は細胞外マトリックスの一種であり、いくつかのス
プライシング・バリアントの存在が知られている。そし
て、そのいくつかは、癌間質に特異的に発現することが
知られている。本発明は、癌間質に特異的なフィブロネ
クチンtypeIII 反復内のスプライシング部位（ＢＣＤ）
の組み換え蛋白質を抗原として、モノクローナル抗体を
作製したものである。本願明細書において、「癌間質に
特異的なテネイシンＣスプライシングバリアント」と
は、上記のフィブロネクチンtypeIII 反復内のスプライ
シング部位の、癌間質に比較的特異的な後半の３つの反
復（ＢＣＤ）配列に相当する部位を含む、TN-Cのバリア
ントを意味する。その様なバリアントを認識する本発明
のモノクローナル抗体は、癌細胞を検出するためのツー
ルとして有用である。また、炎症などの組織再構成を示
す疾患でこの様なバリアントが発現されているという知
見もあり、本発明のモノクローナル抗体は、炎症を検出
するためのツールとしても有用である。また、下記の実
施例で示す様に、本発明のモノクローナル抗体はマウス
と交差性を有する為に、動物実験での検討においても使
用可能である。
【０００８】下記の実施例で示す様に、本発明者らは、
TN-CのフィブロネクチンtypeIII 反復内のＢＣＤ部位を
コードするcDNAを用いて当該部位の融合蛋白質を採取
し、当該融合蛋白質で動物を免疫することにより、癌間
質に特異的なスプライシングバリアントを認識するモノ
クローナル抗体を採取した。具体的には、配列表の配列
番号１記載のポリヌクレオチド組み込んだベクターを大
腸菌に導入し、配列表の配列番号２記載のポリペプチド
の融合蛋白質を産生させた。その様にして得られた融合
蛋白質を、TN-Cの遺伝子欠損マウスに投与することによ
り、当該動物を特異的なスプライシング部位の蛋白質に
より免疫することができる。組み換え蛋白質を抗原とし
て用いることにより、エピトープのはっきりとしたモノ
クローナル抗体を作製することが可能である。免疫を行
う際に、内在性のTN-Cの影響を除く為に、TN-C遺伝子欠
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損マウスを使用することが好ましい。その様な遺伝子欠
損マウスを用いることにより、種交差性を有する反応性
の高いモノクローナル抗体を得ることが期待できる。
【０００９】免疫したマウスから脾細胞を調製し、脾細
胞とマウスミエローマ細胞を融合し、限界希釈法により
目的とするクローンをクローニングすることができる。
この際に、融合した細胞を選択する方法が確立されてい
る、HGPRT （Hpoxanthin-guanine phosphoribosyl tran
sferase ）欠損株を用いることが好ましい。抗体産生細
胞とミエローマ細胞との融合は、例えばポリエチレング
リコール等の高濃度ポリマー溶液中で行うことができ
る。更に、融合細胞の選択は、公知のHAT （ヒポキサン
チン・アミノプテリン・チミジン）選択法を用いて行う
ことが好ましい。上記のHGPRT 欠損株のミエローマ細胞
は、代謝系の欠損のためにアミノプテリン非存在下では
生存することができない。しかし、融合したハイブリド
ーマ細胞は、脾細胞よりHGPRT が供給されるために、HA
T 培地中で生存することができるために、非融合細胞か
らハイブリドーマを選択する事ができる。更に、限界希
釈法により、増殖するけれども抗体を産生しないクロー
ンを除くことにより、クローニングを確立することがで
きる。
【００１０】その様にして得られた陽性クローンが4C8 
と19C4であり、本発明のハイブリドーマ細胞FERM P-180
70とFERM P-18173に、それぞれ対応する。本発明のハイ
ブリドーマ細胞を公知の方法で培養して精製することに
より、本発明のモノクローナル抗体を得ることができ
る。ハイブリドーマ細胞の培養は、培地中で培養するこ
とにより行う事が好ましい。また、マウス腹腔内にハイ
ブリドーマ細胞を注射し、腹水からモノクローナル抗体
を採取することもできる。この様にして得たモノクロー
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、本技術分野において公知の方法により行う
ことができる。この様にして得られた本発明のモノクロ
ーナル抗体は、下記の実施例で示す様に、癌間質を特異
的に認識する事が確認された。本発明の抗体は特異性を
有するために、例えば本発明の抗体に抗癌剤を結合させ
ることにより、病変部位に効率良く薬剤を投与すること
が可能であると考えられる。
【００１１】本発明はまた、上記のモノクローナル抗体
をマーカー標識することにより作製した、癌又は炎症の
診断薬である。ここでマーカーとしては、酵素、放射性
同位元素、蛍光色素等を用いることができる。ここで用
いる酵素としては、turnovernumber が大きく、かつ酵
素と結合しても安定であること、基質と特異的に反応し
て発色させることができる等の条件を満たす物であれば
特に制限されるものではなく、通常の酵素免疫アッセイ
（EIA ）に用いられる酵素を使用することができる。好
ましい酵素の例としては、ペルオキシダーゼ、β－ガラ
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クトシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコース
オキシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、グルコー
ス－６－リン酸脱水素酵素、リンゴ酸脱水素酵素等を用
いることができる。また、酵素阻害物質や補酵素等を用
いることもできる。
【００１２】これら酵素とモノクローナル抗体との結合
は、マレイミド化合物等の架橋剤を用いる公知の方法に
より行うことができる。基質としては、使用する酵素に
応じて公知の物質を使用することができる。例えば酵素
としてペルオキシダーゼを使用する場合には、3,3',5,
5'-テトラメチルベンジジンを、また酵素としてアルカ
リフォスファターゼを用いる場合には、パラニトロフェ
ノール等を用いることができる。
【００１３】マーカーとして用いる放射性同位元素とし
ては、 125Ｉや 3Ｈ等の通常のラジオイムノアッセイ
（RIA ）で用いられているものを使用することができ
る。蛍光色素としては、フルオレッセンスイソチオシア
ネート（FITC）やテトラメチルローダミンイソチオシア
ネート（TRITC ）等の通常の蛍光抗体法に用いられるも
のを使用することができる。また、本診断薬は、腫瘍間
質を特異的に染色することが可能な、免疫組織学的染色
として使用することができる。また、放射性同位体を標
識した場合には、体内に投与することによって、癌や炎
症の病変部を画像化するために使用することもできる。
【００１４】本発明はまた、ヒト又は動物の血液から血
清を調製し、血清中における癌間質に特異的なスプライ
シングバリアントのTN-C蛋白質の量を定量する、癌又は
炎症の診断薬キットである。本方法において、いわゆる
サンドイッチELISA 法（Enzyme-linked immunosorbent 
assay ：酵素免疫測定法）によってこれらの病変に特異
的に発現するスプライシングバリアントのTN-Cを検出す
ることができる。
【００１５】本発明の診断キットを用いる場合には、ま
ず抗TN-C一次抗体を固相化したプレートに試料を接触さ
せて両者を結合させ、この結合体にマーカー標識した抗
TN-C二次抗体を結合させ、この三者の結合体におけるマ
ーカーのシグナル強度を測定することにより、癌間質に
特異的なスプライシングバリアントの量を測定する。こ
こで、下記の実施例で示す様に、本発明のモノクローナ
ル抗体を標識化して、二次抗体として使用する事が可能
である。また、本発明のモノクローナル抗体を一次抗体
として使用し、その一次抗体を標識化した抗TN-C二次抗
体で検出する事もまた可能である。
【００１６】二次抗体の標識としては、上記の診断薬に
おいて述べた種々の酵素標識、即ちペルオキシダーゼ、
β－ガラクトシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グ
ルコースオキシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、
グルコース－６－リン酸脱水素酵素、リンゴ酸脱水素酵
素等を使用することができる。また、25Ｉや 3Ｈ等の放
射標識、フルオレッセンスイソチオシアネート（FITC）
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やテトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC
 ）等の蛍光標識を使用することができる。マーカーが
酵素の場合には、酵素活性によって発色する基質もまた
備えるようにする。
【００１７】このような診断キットは、被検成分の種類
に応じて各種のものが市販されており、本発明の診断キ
ットも、抗体としてTN-Cモノクローナル抗体を使用する
こと、二次抗体として必要な場合には抗TN-C抗体を用い
ることを除き、公知公用のキットに用いられている各要
素によって構成することができる。また、非結合TN-Cモ
ノクローナル抗体及び／又は非結合二次抗体を洗浄する
ための洗浄液を備えることは好ましい。
【００１８】本発明の診断キットを用いる場合には、以
下の過程により、癌間質に特異的なスプライシングバリ
アントの量を定量することができる。
（１）プレートに、一次抗体である抗TN-C抗体を固相化
する。
（２）上記の固相化した抗TN-C抗体に、血清等の試料を
接触させて、抗原抗体複合体を生成する。
（３）当該複合体にマーカー標識した二次抗体である、
抗TN-C抗体を接触させる。
（４）二次抗体の標識のシグナルにより、抗原である癌
間質に特異的なスプライシングバリアントの量を定量す
る。
以下、実施例を用いて本発明につき、詳細にかつ具体的
に説明するが、本発明は以下の実施例により限定される
ものではない。
【００１９】
【実施例】実施例１：抗体の作製とその特性の確認
（免疫原の調製）TN-Cのフィブロネクチン（FN）III 型
配列のＢＣＤ部分をコードするcDNAであるポリヌクレオ
チド（配列番号１）をpQE-31ベクターに組み換え、コン
ピテントセル（JM-109）に導入した。この大腸菌を培養
し、イソプロピル－β－Ｄ（－）チオガラクトピラノシ
ド（IPTG）を添加した後一晩培養し、pQE-31ベクターに
組み込んだcDNAの融合蛋白質を生成させた。大腸菌の細
胞膜を破壊することにより融合蛋白質を抽出した後、Hi
s trapカラム（Pharmacia ）で生成した。
【００２０】（モノクローナル抗体の作製）TN-Cの遺伝
子欠失マウスは三重大学医学部付属動物実験施設で継代
飼育されている、BALB/Cに戻し交配されたものを用い
た。FNIII 配列のＢＣＤの融合蛋白質（上記工程にて調
製）100 μg とComplete adjuvant を等量混合してエマ
ルジョンを作製し、マウスに２週間の間隔で２回免疫し
た。さらに、細胞融合３日前にマウスの尾静脈内に100 
μg の融合蛋白質を注射した。免疫したマウスから採取
した脾臓から脾細胞を調整し、脾細胞とマウスミエロー
マ細胞（Sp2/0 ）を５：１で混合し、ポリエチレングリ
コール（PEG ）溶液を用いて融合を行った。
【００２１】その後、PEG を除去してBriclone（Bio Re
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search）５％と20％FCS を添加したIMDMに再浮遊し、９
６穴マイクロプレートに１×105 個／穴の濃度でまきこ
み、CO

2
 ７％、37℃で培養を行った。４日後HAT 培地を

添加し、７－１０日後にヒトグリオーマ由来精製TN-Cを
抗原としてELISA を行い、抗体産生を確認した。クロー
ンは、ＨＴ培地を用いてさらに選択培養し、限界希釈法
によってクローニングを２回繰り返した。さらに、マウ
ス胎児切片およびヒト乳癌組織を用いて免疫組織化学的
に使用できるクローンを選択した。モノクローナル抗体
のアイソタイプは、Mouse monoclonal antibody isotyp
e kit (Amersham LIFE SCIENCE) を用いて決定した。ま
た、比較のためにTN-Cのすべてのバリアントを認識する
抗体として、本発明者らが以前に作製した4F10を用い
た。
【００２２】（抗体の精製）抗体産生細胞を無血清培地
のＧＩＴ培地（和光）で培養し、細胞の80％が死滅する
まで抗体を産生させた。遠心（1000rpm 15min ）により
細胞を取り除いた後、硫酸アンモニウム50％飽和状態に
して４℃で一晩静置し、沈殿を遠心（1000rpm 30min ）
で回収した。この沈殿を２倍に希釈したbinding buffer
（Protein AMAPS IIkit）に溶解させた後、Protein A 
カラム（Pharmacia-Amersham）にIgGを吸着させた。そ
の後、PBS 透析を一晩行った。
【００２３】ヒト神経膠芽腫培養上清から精製したTN-C
を抗原として、ネイティブなTN-Cに反応する抗体を産生
するクローンをELISA 法によってスクリーニングし、抗
体価の高い13クローンを選択した。この13クローンに対
して、マウスおよびヒトの組織中のTN-Cとの反応性を調
べるために、マウス胎児組織およびヒト乳癌組織のパラ
フィン切片を用いて免疫組織化学染色を行い、両者とも
に反応性の高かった２クローン（4C8,19C4）を選びだし
た。なお、これらのクローンの免疫グロブリンのアイソ
タイプはいずれもIgG1、κであった。
【００２４】これら２クローン（4C8,19C4）のうち、4C
8 に相当するハイブリドーマα-hTNC/B-D を、2000年10
月４日付けで、工業技術院生命工学工業技術研究所に、
受託番号FERM P-18070として寄託した。また、19C4に相
当するハイブリドーマα-hTNC/B-D/2 を、2001年１月23
日付けで、産業技術総合研究所生命工学工業技術研究所
に、受託番号FERM P-18173として寄託した。
【００２５】（ウエスタンブロット法）次に、これらの
抗体がTN-Cのスプライシング部位を認識することを確認
するために、精製ヒトTN-Cを電気泳動し、ウエスタンブ
ロッティングを行った。この際、ヒトTN-Cの全てのバリ
アントを認識する抗体（4F10）を対照として用いた。ヒ
トTN-Cは、Aukhilらの方法（Aukhil I et al.(1990) Ma
trix 10:98-111）に従い、ヒト神経膠細胞株Ｕ251 の細
胞株から50％硫酸アンモニウム飽和による塩析とSephac
ryl S500カラム、モノＱカラム（Pharmacia Biotech ）
により精製した。

8
【００２６】Polyacrylamide Gel Electrophoresis MUL
TIGE L2/15（第一化学薬品）上でLaemmli の方法で電気
泳動（SDS-PAGE法）を行った。電気泳動された蛋白は、
Immobilon Transfer Membranes（MILLIPORE ）へ電気的
に転写した。メンブレンは0.5 ％スキムミルク添加50mM
 Tris-buffered saline （TBS ）でブロッキングし、0.
1 ％スキムミルク添加TBS で4000倍に希釈したモノクロ
ーナル抗体と一晩反応させ、0.1 ％スキムミルク溶液で
洗浄し、ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgG （H+L-
chain ）（Biorad）で500 倍に希釈して二次抗体として
反応させ、洗浄後、DAB/H

2
O
2
溶液で発色させた。

【００２７】結果を図１に示す。4F10では200 から300k
Daに幅広いバンドを認識し、特に210kDa付近および300k
Da付近に濃いバンドが見られた。これに対し、4C8 およ
び19C4では300kDa付近に濃いバンドを確認し、210kDa付
近のバンドは見られなかった。即ち、4C8 および19C4に
おいては低分子のバリアントを認識せず、高分子量のバ
ンドのみを認識した。210kDaのバンドはスプライシング
部位の挿入がないTN-Cと考えられ、300kDa付近のバンド
は７つのFNIII 反復が挿入されたバリアントであると考
えられる。したがって、4C8 および19C4は、210kDaのTN
-Cは認識できず、正常ではスプライシングされる反復を
含むTN-Cを認識することができた。
【００２８】（マウス凍結切片を用いた免疫組織化学染
色）マウスとの交差性を確認するために、マウス乳癌組
織の凍結切片を用いて免疫組織化学染色を行った。マウ
ス乳癌組織から凍結切片を作製し風乾後、10％ホルマリ
ンで10分間固定した。PBS 洗浄を３回行った後、PBS で
10倍希釈した正常ヤギ血清を用いて30分間ブロッキング
した。一次抗体としてFITC標識TN-Cモノクローナル抗体
（4C8 、19C4および4F10）をPBS で20倍希釈したもの
で、切片を２時間反応させ、PBS で洗浄し封入した。FI
TCに適したフィルターをセットした落射蛍光顕微鏡を用
いて観察し、写真撮影を行った。結果を図２に示す。乳
癌間質は、4F10、4C8 では強く染色された。19C4におい
ては程度は弱いものの染色性は陽性であった。
【００２９】実施例２：ヒト組織における免疫組織化学
染色
（免疫組織化学染色）得られた4C8 が認識するスプライ
シング部位を含むTN-Cが、癌間質に特異的に発現してい
るか調べるために、ヒト組織のパラフィン切片を用いて
免疫組織化学染色を行った。作製された抗体のうち、4C
8 クローン抗体を用いて免疫染色を行った。病理解剖に
より得たヒト組織のパラフィン切片をキシレンで脱パラ
フィンを行った後、エタノール系列で水和化した。0.3 
％H

2
O
2
／メタノール溶液に10分間つけて内因性ペルオキ

シダーゼを不活化した。4F10抗体を一次抗体とするもの
はペプシン処理により、4C8 抗体は0.1 ％サポニンによ
り室温、20分間処理して抗原性を賦活化した。PBS 洗浄
を３回行った後、PBS で10倍希釈した正常ヤギ血清を用
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いて30分間ブロッキングした。その後、一次抗体として
それぞれ200 倍に希釈した4F10、4C8 を用いて一晩反応
させた。ラベリングはサイテック・ポリバレント・ＨＰ
Ｒキット（SCYTEK）を用いて行い、DAB/H

2
O
2
溶液で発色

させた後にヘマトキシリンで15秒染め出し、永久標本と
した。
【００３０】サンプルの組織としては、ヒトの乳腺（乳*

10
*癌）、食道、胃、小腸、脾臓、心筋、脾臓、腎臓、肝
臓、肺、気管軟骨、および副腎を用いた。なお、比較す
るために対照として全てのバリアントを認識する4F10を
一次抗体とする免疫組織化学染色も行った。結果を表１
にまとめた。
【００３１】
【表１】

【００３２】図３に、各種ヒト組織の免疫組織化学染色
の結果を示す。図３において、ａ，ｂは乳腺組織、ｃ，
ｄは小腸粘膜、ｅ，ｆは腎髄質、ｇ，ｈは気管軟骨にお
ける結果を示す。用いた抗体は、ａ，ｃ，ｅ，ｇは4F10
抗体、ｂ，ｄ，ｆ，ｈは4C8抗体である。4C8 は、乳腺
組織において腫瘍組織の間質を強く染色し、残存する正
常乳癌組織では陽性像は見られなかった（図３ｂ）。他
の組織では、腎髄質間質（図３ｆ）や消化管筋層（図３
ｄ）が弱く染色された他は、染色は見られなかった。
【００３３】4F10は乳腺組織において、腫瘍間質に高度
に発現していた他、正常乳腺腺管の基底膜においても染
色がみられた（図３ａ）。また、他の正常組織において
は、消化管粘膜（図３ｃ）や腎尿細管上皮の基底膜、腎
髄質の間質（図３ｅ）が染色された。また粘膜筋板およ
び固有筋層の平滑筋細胞間、中小動脈の筋性血管壁に陽
性像が観察された。また、通常の毛細血管の基底膜およ
び脾洞や類洞、肺胞壁などもよく染色した。副腎皮質の
束状帯、網状体でも毛細血管壁の染色が見られた。ま
た、気管の軟骨では、軟骨膜や軟骨細胞が染色された。
【００３４】実施例３：ELISA 法によるTN-Cの添加回収
試験
96穴のマルチウェルプレートに、100 μl のリン酸緩衝
液生食水で500 倍に希釈した4F10抗体を入れ、４℃で一
晩静置し、抗体を吸着させた。抗体溶液を除去し、１％
ウシアルブミン（BSA ）溶液でブロック後、Tris緩衝生
理食塩水（TBS）で洗浄した。ヒト神経膠芽腫細胞U251

の培養上清から精製したTN-Cを標準品とし、これを１％
BSA 液３倍の段階希釈を行い、100 μl ／ウェル内に入
れた。また、ヒト正常血清を１％BSA 液で２倍に希釈し
たものにTN-C標準品を段階希釈で添加し、回収試験を行
った。TN-Cの希釈液をいれ、２時間室温で静置後、TBS 
で洗浄し0.2 μg/ 100μl のペルオキシダーゼ標準抗TN
C 抗体（19C4）Fab'を加え、１時間室温で静置した。そ
の後、TBS で洗浄し、o-phenylenediamineを発色剤とし
て発色させ、マイクロプレートリーダーで測定した。
【００３５】その結果、２倍希釈のヒト正常血清では、
64ng/ml のTN-Cであり、この値は、他のヒト血清におけ
る正常範囲であった。添加量に従い、標準品によって測
定された標準曲線に沿って上昇し（図４）、添加したTN
-Cは良く回収されていた。図５において、Ｘ印は標準曲
線を、○印は回収試験の結果を、それぞれ示す。
【００３６】実施例４：ELISA 法による心筋梗塞患者血
中のTN-Cの測定８例の心筋梗塞患者の経時的に採取され
た血清のうち、入院時、数日後（２～４日）、一週間後
の３点を計測した。血清は、４倍希釈したのち、上記の
回収試験と同様の方法でELISA 法で測定した。標準曲線
は精製ヒトTN-Cを標準品として用いて作製した。
【００３７】心筋梗塞患者の血清では、入院後数日後に
高値を示し、一週間後には入院時のレベルに低下した。
結果を図５に示す。実験動物の組織学的検討では、TN-C
は心筋の障害後早期から発現し、数日後に発現は最大と
なり、一週間後には発現は低減することが知られてい
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る。血清中のTN-C濃度はこのような組織発現を反映して
いるものと考えられる。この結果より、本モノクローナ
ル抗体は病変組織から流出した血清中のTN-Cを測定しう
ることが判明したばかりでなく、組織壊死後などの炎症
性変化や組織再構築過程において発現する高分子量のTN
-Cを検出しうることが明らかとなった。
【００３８】 *

12
*【発明の効果】本発明により、癌組織や炎症組織で特異
的に発現するTN-Cスプライシングバリアントを認識する
モノクローナル抗体、及び当該抗体を産生するハイブリ
ドーマ細胞が与えられた。本発明のモノクローナル抗体
は、癌や炎症の診断に有用である。
【００３９】
【配列表】

＜１１０＞出願人氏名：三重大学長
＜１２０＞発明の名称：抗テネイシンＣモノクローナル抗体及び当該抗体を産
生
するハイブリドーマ
＜１６０＞配列の数：２
＜２１０＞配列番号：１
＜２１１＞配列の長さ：８７６
＜２１２＞配列の型：核酸
＜２１３＞起源：Homo sapiens
＜４００＞配列
 caggtgcagg aggtcaacaa agtggaggca gcc
cagaacc tcacgttgcc tggcagcctc  60
 agggctgtgg acatcccggg cctcgaggct gcc
acgcctt atagagtctc catctatggg 120
 gtgatccggg gctatagaac accagtactc tct
gctgagg cctccacagc caaagaacct 180
 gaaattggaa acttaaatgt ttctgacata act
cccgaga gcttcaatct ctcctggatg 240
 gctaccgatg ggatcttcga gacctttacc att
gaaatta ttgattccaa taggttgctg 300
 gagactgtgg aatataatat ctctggtgct gaa
cgaactg cccatatctc agggctaccc 360
 cctagtactg attttattgt ctacctctct gga
cttgctc ccagcatccg gaccaaaacc 420
 atcagtgcca cagccacgac agaggccctg ccc
cttctgg aaaacctaac catttccgac 480
 attaatccct acgggttcac agtttcctgg atg
gcatcgg agaatgcctt tgacagcttt 540
 ctagtaacgg tggtggattc tgggaagctg ctg
gaccccc aggaattcac actttcagga 600
 acccagagga agctggagct tagaggcctc ata
actggca ttggctatga ggttatggtc 660
 tctggcttca cccaagggca tcaaaccaag ccc
ttgaggg ctgagattgt tacagaagcc 720
 gaaccggaag ttgacaacct tctggtttca gat
gccaccc cagacggttt ccgtctgtcc 780
 tggacagctg atgaaggggt cttcgacaat ttt
gttctca aaatcagaga taccaaaaag 840
 cagtctgagc cactggaaat aaccctactt gcc
ccc                           876

＜２１０＞配列番号：２
＜２１１＞配列の長さ：２９２
＜２１２＞配列の型：アミノ酸
＜２１３＞起源：Homo sapiens
＜４００＞配列
 GlnValGlnGluValAsnLysValGluAla AlaG
lnAsnLeuThrLeuProGlySerLeu    20
 ArgAlaValAspIleProGlyLeuGluAla AlaT
hrProTyrArgValSerIleTyrGly    40
 ValIleArgGlyTyrArgThrProValLeu SerA
laGluAlaSerThrAlaLysGluPro    60
 GluIleGlyAsnLeuAsnValSerAspIle ThrP
roGluSerPheAsnLeuSerTrpMET    80
 AlaThrAspGlyIlePheGluThrPheThr IleG
luIleIleAspSerAsnArgLeuLeu   100
 GluThrValGluTyrAsnIleSerGlyAla GluA
rgThrAlaHisIleSerGlyLeuPro   120
 ProSerThrAspPheIleValTyrLeuSer GlyL
euAlaProSerIleArgThrLysThr   140
 IleSerAlaThrAlaThrThrGluAlaLeu ProL
euLeuGluAsnLeuThrIleSerAsp   160
 IleAsnProTyrGlyPheThrValSerTrp META
laSerGluAsnAlaPheAspSerPhe   180
 LeuValThrValValAspSerGlyLysLeu LeuA
spProGlnGluPheThrLeuSerGly   200
 ThrGlnArgLysLeuGluLeuArgGlyLeu IleT
hrGlyIleGlyTyrGluValMETVal   220
 SerGlyPheThrGlnGlyHisGlnThrLys ProL
euArgAlaGluIleValThrGluAla   240
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 GluProGluValAspAsnLeuLeuValSer AspA
laThrProAspGlyPheArgLeuSer   260
 TrpThrAlaAspGluGlyValPheAspAsn PheV
alLeuLysIleArgAspThrLysLys   280
 GlnSerGluProLeuGluIleThrLeuLeu AlaP
ro                           292
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【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、本発明の抗TN-C抗体（4C8,19C4）が高
分子量のバリアントを認識すること示す、ウエスタンブ
ロッティングの写真である。
【図２】図２は、マウス乳癌組織の凍結切片を、対照の
抗TN-C抗体（4F10）及び本発明の抗TN-C抗体（4C8 ）に
より、免疫組織化学染色した結果の写真である。
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【図３】図３は、各種ヒト組織を、対照の抗TN-C抗体
（4F10）本発明の抗TN-C抗体（4C8 ）により、免疫組織
化学染色した結果の写真である。
【図４】図４は、抗TN-C抗体のELISA において作製した
標準曲線と、回収試験の結果を示したグラフである。
【図５】図５は、心筋梗塞患者において、血清中TN-C濃
度の経時変化を、ELISA により測定したグラフである。
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