
(57)【要約】
【課題】　タンパク質架橋酵素トランスグルタミナーゼを介する新しい細胞死（アポトー
シス）の過程で生成する架橋不活性化された転写因子Ｓｐ１を特異的に認識する抗体を作
製し、いままで特異的に検出することが困難であったトランスグルタミナーゼ依存アポト
ーシス経路を特異的に検出する方法を提供すること。
【解決手段】　架橋された転写因子Ｓｐ１を特異的に認識することができる抗体。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ が 、 分 子 量 ４ ５ 万 以 上 の 活 性 を 失 っ た Ｓ ｐ １ で あ る 、 請 求 項 １
か ら ３ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ が 、 Ｓ ｐ １ に ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ が 作 用 す る こ と に よ り 生
成 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
未 架 橋 の Ｓ ｐ １ は 認 識 す る こ と が で き な い 、 請 求 項 １ か ら ５ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 抗 原 と し て 免 疫 動 物 に 投 与 し 、 該 免 疫 動 物 か ら 採 取 し た 架 橋
Ｓ ｐ １ 抗 体 画 分 か ら Ｓ ｐ １ 結 合 担 体 を 用 い た 精 製 に よ り 未 架 橋 Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除
去 す る こ と に よ り 得 ら れ る 、 請 求 項 １ か ら ６ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ か ら ７ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス 検 出 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
ア ポ ト ー シ ス が ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 性 の も の で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ か ら ７ の 何 れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 架 橋 重 合 化 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 及 び そ の 利 用 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 個 体 発 生 過 程 で の 肢 芽 形 成 、 自 己 反 応 性 免 疫 細 胞 の 除 去 、 が ん 細 胞 の
除 去 な ど 多 く の 生 物 系 で 認 め ら れ る 計 画 的 細 胞 死 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 形 態 的 特 徴 と し
て は 、 染 色 体 の 凝 集 、 細 胞 核 の 断 片 化 、 細 胞 表 層 微 繊 毛 の 消 失 、 及 び 細 胞 質 の 凝 縮 な ど で
あ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 過 程 で は 、 カ ス パ ー ゼ と 称 さ れ る 一 群 の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の
活 性 化 カ ス ケ ー ド が 起 こ る 。 そ の 結 果 、 最 終 的 に カ ス パ ー ゼ ３ に よ っ て ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン
ヒ ビ タ ー の inhibitor of caspase-activated DNase（ ICAD） が 分 解 さ れ る た め に ヌ ク レ ア
ー ゼ の CADが 解 き 放 た れ て 核 に 移 行 し 、 ク ロ マ チ ン の 切 断 が 引 き 起 こ さ れ る が 、 カ ス パ ー
ゼ 非 依 存 の ア ポ ト ー シ ス 経 路 が 存 在 す る こ と も 知 ら れ て い た （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ （ TG） は 、 タ ン パ ク 質 の Gln-Lys残 基 間 に イ ソ ペ プ チ ド 結 合 を
形 成 す る 一 群 の Ca 2 + 依 存 性 タ ン パ ク 質 架 橋 酵 素 で あ る 。 血 漿 TG、 皮 膚 TG、 組 織 TGな ど 現 在
少 な く と も １ ０ 種 類 以 上 が 知 ら れ て お り 、 そ の 基 質 も 多 様 で あ る 。 発 生 過 程 に お け る 細 胞
死 、 肝 臓 ・ 胸 腺 皮 質 ・ 前 立 腺 ・ 乳 腺 ・ 乾 癬 を 起 こ し た 皮 膚 に 見 ら れ る 細 胞 死 、 神 経 疾 患 、
Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 、 癌 細 胞 の 化 学 療 法 に 伴 う 細 胞 死 な ど 、 様 々 な 生 理 的 ・ 病 理 的 状 況 下 に お い て
、 ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た 組 織 ・ 細 胞 は 組 織 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ を 高 発 現 す る こ と が 知
ら れ て お り 、 組 織 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 発 現 誘 導 が ア ポ ト ー シ ス 誘 起 の 一 主 要 経 路 と
考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ～ ６ ） 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 組 織 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ と ア ポ ト ー シ ス と の 関 係 に 関 す る こ れ ま で の 研 究 か ら 、 ト
ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ は 核 に 移 行 し て 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 架 橋 不 活 性 化 す る こ と に よ り 細 胞
の 生 存 に 必 要 な 遺 伝 子 や ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 停 止 さ せ る 結 果 、 ア ポ ト
ー シ ス を 誘 導 し て い る こ と 、 そ し て こ の 機 構 が カ ス パ ー ゼ 非 依 存 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
て い る 。 即 ち 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 細 胞 に お い て は 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ に よ り
Ｓ ｐ １ が 架 橋 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 図 １ ； 非 特 許 文 献 １ ～ ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 検 出 に は 、 活 性 型 カ ス パ ー ゼ 抗 体 （ 活 性 化 の 過 程 で 切 断 さ れ た 種 々 の カ
ス パ ー ゼ の 断 面 に 対 す る 抗 体 ） や 、 カ ス パ ー ゼ の 下 流 で 切 断 さ れ る ク ロ マ チ ン を 検 出 す る
方 法 （ TUNEL法 ） 、 カ ス パ ー ゼ の 上 流 で 動 く チ ト ク ロ ー ム Cの 放 出 を 検 出 す る 方 法 な ど が 従
来 か ら 用 い ら れ て き た が 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 ア ポ ト ー シ ス 経 路 は 、 カ ス パ ー ゼ
経 路 と は 独 立 し て お り 、 上 記 し た 方 法 で は 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 架 橋 さ れ て い な い Ｓ ｐ １ に 対 す る 抗 体 は 既 に 市 販 さ れ て い た が 、 Ｓ ｐ １ が ト ラ ン ス グ ル
タ ミ ナ ー ゼ で 架 橋 重 合 化 さ れ る と 、 架 橋 重 合 化 の 程 度 に 従 い こ の 抗 体 に 対 す る 抗 原 性 が 低
下 し 、 同 抗 体 で は 架 橋 不 活 性 化 さ れ た Ｓ ｐ １ を 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。 架 橋 さ れ た
Sp1を 特 異 的 に 認 識 で き る 抗 体 が あ れ ば 、 細 胞 内 の 架 橋 Ｓ ｐ １ を 検 出 ・ 測 定 す る こ と に よ
り 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 性 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 で き る が 、 こ の よ う な 抗 体 の 作
製 は 、 こ れ ま で の 所 、 報 告 が な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Tissue transglutaminase, a key enzyme involved in liver diseases
、 Hepatol Res. 29巻 1号 、 2004年 ５ 月 発 行 、 Wu J, Zern MA.、 pp.1-8
【 非 特 許 文 献 ２ 】 生 体 内 バ イ オ ハ イ ブ リ ッ ド 反 応 : 架 橋 多 機 能 性 酵 素 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ
ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 の 機 能 変 換 、 化 学 工 業 54巻 12号 、 2003年 12月 発 行 、 辰 川 英 樹 、 小 嶋
聡 一 、 pp.908-915
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Transglutaminase 2: an enigmatic enzyme with diverse functions. 
 Trends Biochem Sci. 27巻 10号 、 2002年 10月 発 行 、 Fesus L, Piacentini M.、 pp.534-53
9
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 関 連 疾 患 の 分 子 病 態 、 実 験 医 学 18巻 10号 、 2000
年 発 行 、 一 瀬 白 帝 、 　 小 嶋 聡 一  、 pp.1421-1425
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ と ア ポ ト ー シ ス 、 生 化 学 72巻 3号 、 2000年 発 行
、 小 嶋 聡 一 、 一 瀬 白 帝 、 pp.198-202
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ ： タ ン パ ク 質 架 橋 反 応 が 司 る 多 彩 な 生 命 現 象 、
細 胞 工 学 18巻 7号 、 1999年 発 行 、 小 嶋 聡 一 、 一 瀬 白 帝 、 pp.1030-1038
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 架 橋 酵 素 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ を 介 す る 新 し い 細 胞 死 （ ア ポ ト
ー シ ス ） の 過 程 で 生 成 す る 架 橋 不 活 性 化 さ れ た 転 写 因 子 Sp1を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作
製 し 、 今 ま で 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 困 難 で あ っ た ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 ア ポ ト ー
シ ス 経 路 を 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ を 介 す る ア ポ ト ー シ ス で は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 種 々 の 刺
激 を 受 け た 細 胞 中 で ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ が 細 胞 の 核 に 移 行 し 、 細 胞 の 生 存 に 必 須 で あ
る 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 架 橋 不 活 性 化 す る こ と が 原 因 で あ る こ と が 最 近 わ か っ て き た 。 本 発 明
で は 、 架 橋 不 活 性 化 し た Ｓ ｐ １ だ け を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作 製 し た 。 こ の 抗 体 を 用 い
る こ と に よ り 、 従 来 市 販 さ れ て い る 架 橋 さ れ て い な い Sp1に 対 す る 抗 体 で は 、 特 異 的 に 検
出 で き な か っ た （ 区 別 で き な か っ た ） ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た
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細 胞 や 組 織 を 、 特 異 的 に 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 抗
体 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。
　 好 ま し く は 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ は 、 分 子 量 ４ ５ 万 以 上 の 活 性 を 失 っ た Sp1で あ
る 。
　 好 ま し く は 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ は 、 Ｓ ｐ １ に ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ が 作 用 す
る こ と に よ り 生 成 す る も の で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 未 架 橋 の Ｓ ｐ １ は 認 識 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 抗 原 と し て 免 疫 動 物 に 投 与
し 、 該 免 疫 動 物 か ら 採 取 し た 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 画 分 か ら Ｓ ｐ １ 結 合 担 体 を 用 い た 精 製 に よ り
未 架 橋 Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ り 得 ら れ る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス 検 出 試 薬 が 提
供 さ れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 検
出 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 好 ま し く は 、 検 出 対 象 と な る ア ポ ト ー シ ス は ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 性 の も の で あ
る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 す で に ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 ア ポ ト ー シ ス の
関 与 が 示 唆 さ れ て い る 、 肝 疾 患 に け る 肝 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス や 、 神 経 変 性 疾 患 に お け る 神
経 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 、 抗 癌 剤 に よ る 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る と と も に 、 こ れ ま
で ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 関 与 が 知 ら れ て い な か っ た 病 態 に お け る ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ
ー ゼ 依 存 ア ポ ト ー シ ス の 関 与 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な り 、 得 ら れ た 知 見 を 基 に 、 例 え ば
ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ に 対 す る 特 異 的 な 阻 害 剤 や 抗 体 を 用 い て ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ
依 存 ア ポ ト ー シ ス 経 路 を コ ン ト ロ ー ル す る こ と に 基 づ く 新 し い 治 療 ・ 予 防 法 が 開 発 さ れ る
も の と 期 待 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 具 体 的 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体
で あ る 。 本 発 明 で 言 う 「 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ 」 と は 、 好 ま し く は Ｓ ｐ １ に ト ラ ン ス
グ ル タ ミ ナ ー ゼ が 作 用 す る こ と に よ り 生 成 す る 架 橋 さ れ た Ｓ ｐ １ で あ る 。 通 常 、 こ の よ う
な 架 橋 さ れ た Ｓ ｐ １ は 、 少 な く と も ５ 分 子 以 上 の Ｓ ｐ １ が 架 橋 重 合 化 し た も の で 、 分 子 量
４ ５ 万 以 上 を 有 し て い る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 未 架 橋 の Ｓ ｐ １ を 認 識 し な い 抗
体 で あ る 。 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ が 基 質 タ ン パ ク 質 に 作 用 す る と 基 質 と な る リ ジ ン 残 基
と グ ル タ ミ ン 残 基 の 間 に イ ソ ペ プ チ ド 結 合 と い う 架 橋 構 造 が 形 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 は
、 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 作 用 に よ っ て Ｓ ｐ １ 分 子 内 お よ び 分 子 間 に 形 成
さ れ る イ ソ ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 構 造 （ ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 立 体 構 造 ） を 認 識 す る 抗 体 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 抗 原 と し て 免 疫 動 物 に 投
与 し 、 該 免 疫 動 物 か ら 採 取 し た 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 画 分 か ら Ｓ ｐ １ 結 合 担 体 を 用 い た 精 製 に よ
り 未 架 橋 Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ り 得 ら れ る 抗 体 を 挙 げ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ で も よ い 。 本 発 明
の 抗 体 の 作 製 は 定 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 抗 原 と し て 哺 乳 動 物 を 免 疫 感 作
し 、 該 哺 乳 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 採 取 し た 血 液 か ら 抗 体 を 分 離 ・ 精 製 す る こ と に よ り 得
る こ と が で き る 。 抗 原 と し て 用 い る 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ は 、 Ｓ ｐ １ に ト ラ ン ス グ ル
タ ミ ナ ー ゼ を 作 用 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 例 え ば 、 マ ウ ス
、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 等 の
哺 乳 動 物 を 免 疫 す る こ と が で き る 。 免 疫 感 作 の 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 通 常 の 免 疫
感 作 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 抗 原 を １ 回 以 上 投 与 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 抗 原 投 与 は 、 例 え ば 、 ７ か ら ３ ０ 日 、 特 に １ ２ か ら １ ６ 日 間 隔 で ２ ま た は ３ 回 投 与 す る
こ と が で き る 。 投 与 量 は １ 回 に つ き 、 例 え ば 抗 原 約 ０ ． ０ ５ か ら ２ ｍ ｇ 程 度 を 目 安 と す る
こ と が で き る 。 投 与 経 路 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 、 腹 膜 腔 内 投 与 、 静 脈 内
投 与 、 筋 肉 内 投 与 等 を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 静 脈 内 、 腹 膜 腔 内 も し く は 皮 下 に 注
射 す る こ と に よ り 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 抗 原 は 適 当 な 緩 衝 液 、 例 え ば 完 全 フ ロ
イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 Ｒ Ａ Ｓ 〔 MPL(Monophosphoryl Lipid A)+TDM(Synthetic Trehalose 
Dicorynomycolate)+CWS(Cell Wall Skeleton) ア ジ ュ バ ン ト シ ス テ ム 〕  、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム 等 の 通 常 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 適 当 な 緩 衝 液 に 溶 解 し て 用 い る こ と が
で き る が 、 投 与 経 路 や 条 件 等 に よ っ て は 、 上 記 し た ア ジ ュ バ ン ト は 使 用 し な い 場 合 も あ る
。 こ こ で ア ジ ュ バ ン ト と は 抗 原 と と も に 投 与 し た と き 、 非 特 異 的 に そ の 抗 原 に 対 す る 免 疫
反 応 を 増 強 す る 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 感 作 し た 哺 乳 動 物 を ０ ． ５ か ら ４ ケ 月 間 飼 育 し た 後 、 該 哺 乳 動 物 の 血 清 を 耳 静 脈 等
か ら 少 量 サ ン プ リ ン グ し 、 抗 体 価 を 測 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 価 が 上 昇 し て き た ら 、 状
況 に 応 じ て 抗 原 の 投 与 を 適 当 回 数 実 施 す る 。 例 え ば １ ０ μ ｇ ～ １ ０ ０ ０ μ ｇ の 抗 原 を 用 い
て 追 加 免 疫 を 行 な う こ と が で き る 。 最 後 の 投 与 か ら １ ～ ２ ケ 月 後 に 免 疫 感 作 し た 哺 乳 動 物
か ら 通 常 の 方 法 に よ り 血 液 を 採 取 し て 、 該 血 液 を 、 例 え ば 遠 心 分 離 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま
た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い た 沈 澱 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 通 常 の
方 法 に よ っ て 分 離 ・ 精 製 す る こ と に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 な お 血 清 は 、 た と え ば 、 ５ ６ ℃ で ３ ０ 分 間 処 理 す る こ
と に よ っ て 補 体 系 を 不 活 性 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 特 に 、 上 記 の よ う に し て 取 得 し た 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 画 分 か ら 、 Ｓ ｐ １ 結
合 担 体 を 用 い た 精 製 に よ り 、 未 架 橋 Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ り 得 ら れ る
も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 Ｓ ｐ １ 結 合 担 体 を 用 い た 精 製 を 行 う こ と に よ り 未 架 橋 Ｓ ｐ １
を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る
こ と が で き 、 未 架 橋 の Ｓ ｐ １ は 認 識 す る こ と が で き な い 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の グ ロ ブ リ ン
タ イ プ は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 等 が 挙 げ ら れ
る 。 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ を 用 い た 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 細 胞 株 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と の 細 胞 融
合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 以 下 の よ う な 細 胞 融 合 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 免 疫 さ れ た 動 物 か ら の 脾 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 Ｂ リ ン パ 球 等 を
使 用 す る 。 抗 原 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 と 同 様 の 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １
を 使 用 す る こ と が で き る 。 免 疫 さ れ る 動 物 と し て は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 が 使 用 さ れ 、 こ れ ら
の 動 物 へ の 抗 原 の 投 与 は 常 法 に 従 っ て 行 う 。 例 え ば 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 、 不 完 全
フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原 （ 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ ） と の 懸
濁 液 も し く は 乳 化 液 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 の 静 脈 、 皮 下 、 皮 内 、 腹 腔 内 等 に 数 回 投 与 す る
こ と に よ っ て 動 物 を 免 疫 化 す る 。 免 疫 化 し た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 と し て 例 え ば 脾 細 胞 を
取 得 し 、 こ れ と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を そ れ 自 体 公 知 の 方 法 （ G.Kohler et al .,Nature,256 
495(1975)） に よ り 融 合 す る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 細 胞 融 合 に 使 用 す る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と し て は 、 例 え ば マ ウ ス で は Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ 、
Ｐ ３ Ｕ １ 株 、 Ｓ ｐ ２ ／ ０ 株 な ど が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 融 合 を 行 な う に 際 し て は 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス な ど の 融 合 促 進 剤 を 用 い 、 細 胞 融 合 後 の ハ イ ブ リ ド ー マ
の 選 抜 に は ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ） 培 地 を 常 法 に 従 っ て 使
用 す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 限 界 希 釈 法 等 に よ り ク ロ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 更 に 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 等 に よ り ス ク リ ー ニ ン
グ を 行 な う こ と に よ り 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る 細 胞 株 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る
に は 、 通 常 の 細 胞 培 養 法 や 腹 水 形 成 法 に よ り 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 培 養 上 清 あ る い
は 腹 水 か ら 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す れ ば よ い 。 培 養 上 清 も し く は 腹 水 か ら の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 常 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 硫 安 分 画 、 ゲ ル ろ 過 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 適 宜 組 み 合 わ
せ て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 上 記 し た よ う な 各 種 抗 体 の 断 片 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 抗 体 の 断 片 と し て は 、
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 標 識 抗 体 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 標 識 抗 体 を 作 製 す る こ と に よ り
、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ の 検 出 や 測 定 を 簡 便 に 行 う こ と が で き る 。 抗 体 の 標 識 の 種 類
及 び 標 識 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る も の か ら 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 標 識 と し て 酵 素 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、
炭 酸 ア ン ヒ ド ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 マ レ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 を 標 識 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 酵 素 を 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片 （ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ
’ フ ラ グ メ ン ト 等 ） に 標 識 す る 方 法 と し て は 、 酵 素 の 糖 鎖 を 過 ヨ ウ 素 酸 で 酸 化 し 、 生 成 し
た ア ル デ ヒ ド 基 に 該 抗 体 な ど の ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ る 方 法 や 、 酵 素 に マ レ イ ミ ド 基 あ る い
は ピ リ ジ ル ス ル フ ィ ド 基 等 を 導 入 し 、 該 抗 体 の Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト に 存 在 す る チ オ ー ル
基 と 結 合 さ せ る 方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 標 識 と し て 酵 素 を 使 用 す る 場 合 、 試 験 試 料 と 標 識 抗 体 と を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 遊 離
し た 標 識 抗 体 を 洗 浄 し て 除 去 し て か ら 、 上 記 の 標 識 酵 素 の 基 質 を 作 用 さ せ て 発 色 等 で 反 応
を 測 定 す る こ と に よ っ て 標 識 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で
標 識 さ れ る 場 合 に は 、 基 質 と し て 過 酸 化 水 素 、 発 色 試 薬 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ま た は
Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 組 み 合 わ さ っ て 褐 色 ま た は 黄 色 を 生 じ る 。 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ
ー ゼ で 標 識 さ れ る 場 合 に は 、 基 質 と し て 、 た と え ば ２ ， ２ ’  － ア シ ド － ジ － （ ３ － エ チ
ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン － ６ － ス ル ホ ン 酸 （ Ａ Ｂ Ｔ Ｓ ） 等 を 用 い る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 標 識 と し て 蛍 光 色 素 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト ） 又 は Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ （ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン Ｂ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） 等 の 蛍 光
色 素 で 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片 を 標 識 す る こ と が で き る 。 　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片
と 蛍 光 色 素 と の 結 合 は 常 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 標 識 と し て 呈 色 標 識 物 質 を 使 用 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 コ ロ イ ド 金 属 お よ び 着 色 ラ テ ッ
ク ス な ど を 標 識 と し て 使 用 で き る 。 コ ロ イ ド 金 属 の 代 表 例 と し て は 、 金 ゾ ル 、 銀 ゾ ル 、 セ
レ ン ゾ ル 、 テ ル ル ゾ ル お よ び 白 金 ゾ ル な ど の そ れ ぞ れ の 分 散 粒 子 で あ る 金 属 コ ロ イ ド 粒 子
を 挙 げ る こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 金 属 の 粒 子 の 大 き さ は 、 通 常 は 、 直 径 ３ ～ ６ ０ nm程 度 と
さ れ る 。 ま た 、 着 色 ラ テ ッ ク ス の 代 表 例 と し て は 、 赤 色 お よ び 青 色 な ど の そ れ ぞ れ の 顔 料
で 着 色 さ れ た ポ リ ス チ レ ン ラ ッ テ ク ス な ど の 合 成 ラ テ ッ ク ス を 挙 げ る こ と が で き る 。 ラ テ
ッ ク ス と し て 天 然 ゴ ム ラ テ ッ ク ス の よ う な 天 然 ラ ッ テ ク ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 着 色
ラ テ ッ ク ス の 大 き さ は 、 直 径 数 十 nm～ 数 百 ｎ ｍ 程 度 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
呈 色 標 識 物 質 は 市 販 品 を そ の ま ま 使 用 す る こ と が で き る が 、 場 合 に よ り さ ら に 加 工 し 、 ま
た は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片 と 呈 色 標 識 物 質 と の 結 合 は 常 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 呈 色 標 識 物 質 が 金 ゾ ル の 分 散 粒 子 で あ る 金 コ ロ イ ド 粒 子 の 場 合 に は 、 通 常 は 、 抗
体 と 金 ゾ ル と を 室 温 下 で 混 合 す る こ と に よ っ て 両 者 を 物 理 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 な お 、 標 識 と し て は 、 上 記 以 外 に も ア フ ィ ニ テ ィ ー 標 識 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン 等 ） 、 又 は
、 同 位 体 標 識 （ 例 え ば 、 1 2 5 Ｉ 等 ） 等 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 標 識 抗 体 を 用 い た 酵 素 抗 体 法 、 免 疫 組 織 染 色 法 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 、 直 接 蛍 光 抗
体 法 又 は 間 接 蛍 光 抗 体 法 等 の 分 析 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 行 な う こ と が で き 、 そ の 実 験 条
件 も 当 業 者 な ら ば 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 生 体 試 料 又 は 組 織 中 に お い て 、 架 橋 さ れ た 転 写 因 子
Ｓ ｐ １ を 検 出 又 は 測 定 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス を 検 出 ・ 診 断 す る こ と が
で き る 。 即 ち 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 検 出 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 抗 体 を 用 い た ア ポ ト ー シ ス 検 出 試 薬 、 及 び ア ポ ト ー シ ス 検 出 方 法 も 本 発 明 の 範 囲 内
で あ る 。 検 出 対 象 と な る ア ポ ト ー シ ス は 、 好 ま し く は ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 性 の も
の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の 通 り 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 生 体 内 に お け る 架 橋 さ れ た 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ を 検 出 又 は 測
定 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス を 検 出 ・ 診 断 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 本 発
明 の 抗 体 は 、 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ の 架 橋 が 関 与 す る 疾 患 （ 肝 疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾
患 、 各 種 硬 化 性 疾 患 （ 肝 硬 変 、 動 脈 硬 化 、 腎 不 全 、 強 皮 症 な ど ） 、 癌 ） 及 び ア ポ ト ー シ ス
関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス の 減 少 に 起 因 す る 疾 患 と し て は 悪 性 腫 瘍 （ 癌 ） 、 白 血 病
、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 疾 患 （ Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 な ど ） 、 増 殖 性 皮 膚 疾 患 、 慢 性 関 節 リ
ウ マ チ 、 肝 炎 、 お よ び 腎 疾 患 な ど が 挙 げ ら れ 、 ア ポ ト ー シ ス の 増 加 に 起 因 す る 疾 患 と し て
は エ イ ズ 、 神 経 変 性 疾 患 、 骨 髄 異 形 成 疾 患 、 虚 血 性 疾 患 、 お よ び 中 毒 性 肝 疾 患 な ど が 挙 げ
ら れ る ） の 診 断 薬 と し て 有 用 で あ る 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 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 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 施 例 １ ： ヒ ト 組 換 え 転 写 因 子 Ｓ ｐ １ の 作 製 と 精 製
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　 ヒ ト Ｓ ｐ １  cDNAを 挿 入 し た pIVEX plasmid vercter 15μ gを 使 用 し 、 Rapid Translatio
n System (RTS) 500（ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス ） を 用 い て 、 転 写 ／ 翻 訳 反 応 を 行
な い （ 最 終 容 量 1ml, 30℃ 、 18時 間 反 応 ） 、 ヒ ス チ ジ ン 標 識 し た ヒ ト 組 換 え Ｓ ｐ １ を 大 量
に 作 製 し た 。 ヒ ト 組 換 え Ｓ ｐ １ は QIAGENの Ni-NTAア フ ィ ニ テ ィ ー セ フ ァ ロ ー ス で 精 製 し た
。 RTS反 応 溶 液 50μ lを 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 50 mM NaH 2 PO 4 , 300 mM NaCl, 20 mM イ ミ ダ ゾ ー
ル , 20 mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.1% Triton X-100, 10× Complete protease inhib
itor cocktail (Roche); pH 8.0） 中 で 200μ lの Ni-NTAセ フ ァ ロ ー ス と 4℃ で １ 時 間 反 応 さ
せ た 後 に 4℃ 、 8000× g、 10秒 遠 心 し た 。 沈 殿 し た ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー  1 (50 mM NaH 2
PO 4 , 300 mM NaCl, 35 mM イ ミ ダ ゾ ー ル , 0.1% Triton X-100; pH 8.0)、 及 び 、 洗 浄 バ ッ
フ ァ ー  2 (50 mM NaH 2 PO 4 , 300 mM NaCl, 50 mM イ ミ ダ ゾ ー ル , 0.1% Triton X-100; pH 
6.3) 1mlず つ で 順 次 洗 っ た 。 洗 い 終 わ っ た ビ ー ズ を 100μ lの 溶 出 バ ッ フ ァ ー  (50 mM NaH 2
PO 4 , 300 mM NaCl, 250 mM イ ミ ダ ゾ ー ル , 0.1% Triton X-100; pH 5.9) 中 で 4℃ 、 １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に ス ピ ン カ ラ ム  (Bio-Rad Laboratories) に 移 し 、 4℃ 、 800
× gで 4分 遠 心 し て Ｓ ｐ １ を 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
実 施 例 ２ ： 架 橋 Ｓ ｐ １ （ 抗 原 ） の 作 製 と 免 疫
　 精 製 し た Ｓ ｐ １ （ 終 濃 度 1μ M） を 試 験 管 内 で 精 製 モ ル モ ッ ト 肝 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ
（ TG; シ グ マ  ア ル ド リ ッ チ ） （ 終 濃 度 1μ M） と HBS反 応 バ ッ フ ァ ー  (10 mM CaCl 2 , 100 m
M DTT, 0.6 mg/mlヘ パ リ ン ) 中 で 37℃ 、 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 を 8％ ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 後 に CBB染 色 に よ り 、 架 橋 Ｓ ｐ １ の バ ン ド を 確 認 し た （ 図 ２
） 。 架 橋 Ｓ ｐ １  20μ gを 含 む バ ン ド を 切 り 出 し 、 テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ
し て 、 ア ジ ュ バ ン ド (MPL +TDM +CWS Emulsion (RIB)) 0.5 mg/ml, 100μ lと 共 に ウ サ ギ 背
中 皮 下 に 免 疫 し た 。 免 疫 は 情 報 に 従 い 、 初 回 免 疫 1ヶ 月 後 か ら ３ ヶ 月 間 毎 週 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 ３ ： 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 画 分 の 精 製
　 免 疫 前 の ウ サ ギ 、 並 び に 追 加 免 疫 し た ウ サ ギ か ら 毎 週 血 液 を 採 取 し 、 情 報 に 従 い 抗 血 清
を 得 た 。 抗 血 清 中 の 抗 体 の 力 価 は 架 橋 Ｓ ｐ １ を コ ー ト し た イ ム ノ プ レ ー ト を 用 い た ELISA
に よ り 評 価 し 、 1/1000希 釈 で OD1.2以 上 の も の を 抗 体 精 製 に 用 い た 。 抗 体 の 精 製 は プ ロ テ
イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス  （ シ グ マ  ア ル ド リ ッ チ ） を 用 い て 行 っ た 。 得 ら れ た 抗 体 の 濃 度 は BCA
 assay kit (PIERCE) を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
実 施 例 ４ ： TG結 合 セ フ ァ ロ ー ス 、 並 び に Ｓ ｐ １ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体
画 分 か ら の TG並 び に Ｓ ｐ １ 認 識 抗 体 の 除 去 （ 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 の 精 製 ）
　 得 ら れ た 抗 体 画 分 か ら TG及 び 架 橋 し て い な い Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 し た 。 1 mgの
TGを 反 応 バ ッ フ ァ ー  (0.2 M NaHCO 3 , 0.5 M NaCl; pH 8.3) 中 で 100μ l NHSビ ー ズ と 結 合
さ せ た 後 に 、 過 剰 な 活 性 基 を エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い て 不 活 化 さ せ る こ と に よ り TG結 合 セ
フ ァ ロ ー ス を 得 た 。 Ｓ ｐ １ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス は 上 記 の Ｓ ｐ １ 精 製 の 手 順 と 同 じ よ う に 、 50
μ lの RTS反 応 溶 液 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 50 mM NaH 2 PO 4 , 300 mM NaCl, 20 mM イ ミ ダ ゾ ー ル
, 20 mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.1％ Triton X-100, 10× Complete protease inhibit
or cocktail (Roche); pH 8.0） 中 で 200μ lの Ni-NTAセ フ ァ ロ ー ス と 4℃ で １ 時 間 反 応 さ せ
て 作 製 し た 。 こ れ ら の TG結 合 セ フ ァ ロ ー ス 、 並 び に Ｓ ｐ １ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 架 橋 Ｓ ｐ １
抗 体 画 分 と 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ 、 TGお よ び 架 橋 し て い な い Ｓ ｐ １ を 認 識 す る 抗 体 を 除 去 す
る こ と で 、 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ５ ： 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 の 抗 原 認 識 特 異 性 （ 図 ３ ）
　 精 製 Ｓ ｐ １ （ 終 濃 度 200 nM） を 精 製 モ ル モ ッ ト 肝 TG（ 終 濃 度 5 nM） と HBSバ ッ フ ァ ー  (1
0 mM CaCl 2 , 100 mM DTT) 中 、 37℃ で 2日 間 反 応 さ せ た 。 反 応 液 を 8％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 分 離 し た タ ン パ ク 質 を PVDF膜 上 に 転 写 し た 後 に 、 市 販 の Ｓ ｐ １ 抗 体  (
IC6 (Santa Cruz))（ 終 濃 度 2μ g/ml； レ ー ン １ 及 び ２ ） 並 び に 精 製 （ TG結 合 セ フ ァ ロ ー ス
、 Ｓ ｐ １ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た TG認 識 抗 体 、 非 架 橋 Ｓ ｐ １ 認 識 抗 体 除 去 操 作 ） 前 （ レ
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ー ン ３ 及 び ４ ） 後 （ レ ー ン ５ 及 び ６ ） の 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 （ 終 濃 度 10μ g/ml） を 用 い て ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 発 色 は 西 洋 ワ サ ビ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体
（ 終 濃 度 0.5μ g/ml） を 用 い て ECL反 応 に よ り 行 っ た 。 そ の 結 果 、 市 販 の 架 橋 し て い な い Ｓ
ｐ １ に 対 す る 従 来 の 抗 体 で は 架 橋 不 活 性 化 さ れ た Ｓ ｐ １ が 検 出 さ れ な い の に 対 し て 、 今 回
作 製 し た 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 は こ れ を 大 変 良 く 検 出 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ６ ： 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 に よ る 抗 癌 剤 処 理 に よ り ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た 肝 癌 細 胞 の
検 出 （ 図 ４ ）
　 ヒ ト 肝 癌 細 胞 株  (JHH, 1× 10 5 個 /ml) を カ バ ー ガ ラ ス 入 り 培 養 皿 に 蒔 き 、 抗 癌 剤 で あ る
非 環 式 レ チ ノ イ ド  (AR, 終 濃 度 10μ M) で 24時 間 処 理 し た 。 そ の 後 、 3.7％ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド で 細 胞 を カ バ ー ガ ラ ス 上 に 固 定 し 、 0.3％ Triton X-100で 浸 透 化 さ せ た 。 H33258（ カ ル
ビ オ ケ ム 、 終 濃 度  0.1μ g/ml） 及 び そ れ ぞ れ の 抗 体 （ 免 疫 前 の 抗 血 清 か ら 精 製 し た 抗 体 （
終 濃 度  2.8μ g/ml） 、 市 販 Ｓ ｐ １ 抗 体 (anti-Sp1 polyclonal antibody (シ グ マ  ア ル ド リ
ッ チ )（ 終 濃 度  4μ g/ml） 、 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 （ 終 濃 度  4μ g/ml） )と 4℃ 、 1晩 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 二 次 抗 体 と し て FITC結 合 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体  (Jackson)（ 終 濃
度  1μ g/ml）  を 使 用 し て 染 色 を 行 っ た 。 結 果 は 蛍 光 顕 微 鏡 （ ラ イ カ ） で 観 察 し 、 写 真 に
記 録 し た 。 市 販 の 架 橋 し て い な い Ｓ ｐ １ に 対 す る 従 来 の 抗 体 で は 、 抗 癌 剤 に よ り ア ポ ト ー
シ ス に 陥 っ た 細 胞 と 生 き て い る 細 胞 を 見 分 け る こ と が で き な い が 、 今 回 作 製 し た 架 橋 Ｓ ｐ
１ 特 異 抗 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た 細 胞 の み 染 色 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 架 橋 不 活 性 化 Ｓ ｐ １ 認 識 抗 体 に よ る ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 依 存 性 ア ポ
ト ー シ ス 経 路 の 検 出 を 示 す 。 図 １ に 示 す よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 大 き
く 分 け て ２ つ 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 １ つ は カ ス パ ー ゼ が 活 性 化 さ れ て 最 終 的 に DNAが 断
片 化 を さ れ る 経 路 で あ り 、 も う １ つ が ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 発 現 が 上 が り 、 核 に 移 行
す る こ と で Ｓ ｐ １ な ど の 転 写 因 子 や DNAを 取 り 巻 く ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 を 凝 集 さ せ る 経 路
で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ で 誘 導 し た ア ポ ト ー シ ス で 引 き 起
こ さ れ る 架 橋 （ 凝 集 ） し た Ｓ ｐ １ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ り 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー
ゼ 誘 導 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 し 、 そ の 程 度 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ に よ る Ｓ ｐ １ の 架 橋 反 応 を 示 す 。 RTSで 作 製 、
精 製 し た Ｓ ｐ １ と 精 製 モ ル モ ッ ト 肝 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ （ 終 濃 度 各 1μ M） を HBS反 応
バ ッ フ ァ ー  (10 mM CaCl 2 , 100 mM DTT, 0.6 mg/mlヘ パ リ ン ) 中 で 37℃ で 図 に 示 す 異 な る
時 間 反 応 さ せ た 後 に 、 反 応 液 を 8％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 CBB染 色 に よ り
架 橋 Ｓ ｐ １ 、 非 架 橋 Ｓ ｐ １ 、 TGを 染 色 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 の 抗 原 認 識 特 異 性 を 示 す 。 精 製 Ｓ ｐ １ （ 終 濃 度 200 
nM） を 精 製 モ ル モ ッ ト 肝 TG（ 終 濃 度 5 nM） の 作 用 の あ る な し で 反 応 さ せ た の ち に 、 市 販 Ｓ
ｐ １ 抗 体  (IC6 (Santa Cruz))（ 終 濃 度 2μ g/ml） 並 び に 精 製 （ TG結 合 セ フ ァ ロ ー ス 、 Ｓ ｐ
１ 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た TG認 識 抗 体 、 非 架 橋 Ｓ ｐ １ 認 識 抗 体 除 去 操 作 ） 前 後 の 架 橋 Ｓ
ｐ １ 抗 体 （ 終 濃 度 10μ g/ml） を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 レ ー ン １ 、 ３ 、 ５ ：
ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ に よ る 架 橋 反 応 を か け な か っ た サ ン プ ル ； レ ー ン ２ 、 ４ 、 ６ ： ト
ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ に よ る 架 橋 反 応 を か け た サ ン プ ル 。 レ ー ン １ 及 び ２ ： 市 販 Ｓ ｐ １ 抗
体 に よ り 検 出 さ れ た バ ン ド ； レ ー ン ３ 及 び ４ ： 精 製 前 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ た バ
ン ド ； レ ー ン ５ 及 び ６ ： 精 製 後 架 橋 Ｓ ｐ １ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ た バ ン ド
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 癌 剤 処 理 に よ り ア ポ ト ー シ ス に 陥 っ た 肝 癌 細 胞 に 見 ら れ る 架 橋 Ｓ ｐ １
特 異 抗 体 に よ る 染 色 像 を 示 す 。 ヒ ト 肝 癌 細 胞 株 を 抗 癌 剤 非 環 式 レ チ ノ イ ド  (AR)も し く は
対 象 と し て ARの 溶 剤 で あ る エ タ ノ ー ル (EtOH)で 処 理 し た 後 に 、 細 胞 を 固 定 し 、 ヘ キ ス ト ３
３ ２ ５ ８ （ Hoechst） を 用 い た 核 染 色 （ 青 ） と 各 種 抗 体 （ Antibody;免 疫 前 抗 体 [Pre Immun
e]、 市 販 Ｓ ｐ １ 抗 体 [Anti-Sp1]、 架 橋 Ｓ ｐ １ 特 異 抗 体 [Anti-CL Ｓ ｐ １ ]） を 用 い た 免 疫 染
色 （ 緑 ） に よ る ２ 重 染 色 を 行 っ た 。
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