
(57)【要約】
【課題】 M環部に水酸基を有するシガトキシン類を特異的に検出できる手段を提供する。
【解決手段】 M環部に水酸基を有するシガトキシン類を特異的に認識するモノクローナル
抗体、および該抗体を含むシガトキシン類検出キットにより上記の課題を解決する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 次 の 式 (I)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 整 数 を 表 す )
で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 動 物 を 免 疫 し て 得 ら れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 動 物 が マ ウ ス で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 が 、 シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cで あ る 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 受 領 番 号 FERM AP-
20347と し て 受 領 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 8H4。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 受 託 番 号 FERM PB-82
92と し て 受 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 10C9に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 サ
ン ド イ ッ チ 法 に よ る シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 受 託 番 号 FERM PB-82
92と し て 受 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 10C9に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 標 識 さ れ
て な る も の で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 識 が 酵 素 標 識 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 次 の 式 (II)：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 式 (II)の 化 合 物 が 、 次 の 式 (III)：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 、 お よ び 式 (IV)：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 の ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ ま た は １ ０ に 記 載 の 化 合 物 が キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 結 合 し て な る 、 次 の 式 (I
)：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 整 数 を 表 す )
で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 が 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン ま
た は 卵 ア ル ブ ミ ン で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 シ ガ ト キ シ ン 類 、 特 に M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cま た
は CTX1Bを 認 識 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 、 お よ び 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め に 用 い ら れ る 化 合 物 、 該 化 合 物 が
キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 結 合 し て な る コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 合 物 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 食 中 毒 シ ガ テ ラ は 、 ポ リ ネ シ ア 、 ハ ワ イ 、 沖 縄 、 カ リ ブ 海 な ど の 広 い サ ン ゴ 礁 海 域 で 頻
発 し 、 年 間 ２ 万 人 以 上 の 中 毒 患 者 が 発 生 し て い る 。 シ ガ テ ラ 毒 素 は 植 物 プ ラ ン ク ト ン が 生
産 し 、 食 物 連 鎖 を 介 し て 魚 介 類 に 含 ま れ る こ と と な る 。 し た が っ て 、 一 旦 発 生 す る と 多 数
の 食 用 魚 が 広 範 に 毒 化 し て 深 刻 な 社 会 問 題 と な る こ と か ら 、 シ ガ テ ラ 毒 素 を 迅 速 に 検 出 す
る こ と が 食 中 毒 シ ガ テ ラ の 予 防 に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 食 中 毒 シ ガ テ ラ の 主 要 原 因 毒 で あ る シ ガ ト キ シ ン 類 (ciguatoxin、 CTX)の 免 疫 学 的 手 法
を 用 い た 検 出 に 関 す る 研 究 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 発 展 に 伴 い 、 1977年 頃 か ら 始 ま っ
た 。 免 疫 学 的 手 法 に よ る 研 究 に お い て は 、 シ ガ ト キ シ ン 類 を 認 識 す る 抗 体 が 必 要 で あ る が
、 シ ガ ト キ シ ン 類 は 天 然 か ら ご く 微 量 し か 採 集 さ れ ず （ 例 え ば 850匹 、 4tの 毒 ウ ツ ボ か ら
毒 本 体 の シ ガ ト キ シ ン は わ ず か 0.35 mg） 培 養 に よ る 生 産 も 困 難 な こ と か ら 、 抗 体 を 製 造
す る こ と も 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ハ ワ イ 大 学 ホ カ マ ら は 、 シ ガ テ ラ 毒 の 本 体 で あ る シ ガ ト キ シ ン (1μ g)を ヒ ト 血 清 ア ル ブ
ミ ン に カ ル ボ ジ イ ミ ド 法 で 連 結 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 こ れ を 抗 原 と し て マ ウ ス に
免 疫 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し た （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
　 し か し な が ら 、 こ の 抗 体 は シ ガ ト キ シ ン に 結 合 す る が 、 シ ガ ト キ シ ン 類 と 類 似 の 構 造 を
有 す る 海 産 ポ リ エ ー テ ル 系 毒 素 で あ る オ カ ダ 酸 と も 強 い 交 差 活 性 を 示 し 、 そ の 親 和 性 の 差
は 5倍 程 度 し か な い （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
　 ま た 、 そ の 他 の 海 産 ポ リ エ ー テ ル 系 毒 素 で あ る ブ レ ベ ト キ シ ン 、 マ イ ト ト キ シ ン 、 パ リ
ト キ シ ン な ど と も 交 差 活 性 を 示 す こ と が 分 か っ て い る が 、 詳 し い デ ー タ は 発 表 さ れ て い な
い （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。
　 こ の ホ カ マ ら の 抗 体 を 用 い て 、 シ ガ ト キ シ ン 類 に 汚 染 さ れ た 魚 類 を 免 疫 的 手 法 に よ り 検
出 す る た め の 試 薬 や 、 キ ッ ト (Cigua Check(商 標 ))な ど が 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 と こ ろ で 、 シ ガ ト キ シ ン 類 は 、 単 一 の 化 合 物 で は な く 、 多 種 の 毒 素 の 混 合 物 で あ り 、 次
の 一 般 式 ：
【 ０ ０ ０ ７ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ８ 】
で 表 さ れ る 4種 (化 合 物 1～ 4)が 主 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 以 前 に シ ガ ト キ シ ン の 左 側 ABC環 部 を 化 学 合 成 し 、 こ れ を 合 成 ハ プ テ ン
と し た タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 、 ３ 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し た が 、 こ
れ ら は い ず れ も シ ガ ト キ シ ン に 非 常 に 弱 い ア フ ィ ニ テ ィ ー し か 示 さ な か っ た （ 非 特 許 文 献
４ 参 照 ） 。
　 ま た 、 他 の グ ル ー プ も 合 成 ハ プ テ ン (JKLM環 部 )の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 免 疫 を 試 み て
い る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 得 ら れ て い な い （ 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う な 状 況 の な か で 、 本 発 明 者 ら は 、 シ ガ ト キ シ ン CTX3C (上 記 の 式 中 の 化 合 物 1)
の 右 末 端 の 部 分 構 造 で あ る IJKLM環 部 を 含 む 合 成 ハ プ テ ン を 設 計 、 合 成 し 、 こ の 合 成 ハ プ
テ ン の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で マ ウ ス を 免 疫 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ り 、 受 託 番 号 FE
RM PB-8293の ハ イ ブ リ ド ー マ 3D11を 作 製 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て シ ガ ト キ シ ン 類 に
特 異 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3D11を 製 造 す る こ と に 成 功 し た （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3D11の シ ガ ト キ シ ン CTX3Cに 対 す る 結 合 解 離 定 数 (Kd)は 、 122 nMで
あ っ た 。 ま た 、 シ ガ ト キ シ ン に 構 造 が 類 似 し た 海 産 ポ リ エ ー テ ル 系 毒 素 と モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 3D11と の 交 差 活 性 を 調 べ た と こ ろ 、 赤 潮 毒 ブ レ ベ ト キ シ ン 類 と 交 差 活 性 が 確 認 さ れ た
が 、 そ の 交 差 活 性 は 、 シ ガ ト キ シ ン と の 結 合 と 比 べ る と 350分 の 1以 下 の 非 常 に 弱 い も の で
あ っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 シ ガ ト キ シ ン CTX3Cの 左 末 端 の 部 分 構 造 で あ る ABCDE環 部 を 含 む
化 合 物 を ハ プ テ ン と し て 設 計 、 合 成 し 、 こ の 合 成 ハ プ テ ン の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で
マ ウ ス を 免 疫 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ り 受 託 番 号 FERM PB-8292の ハ イ ブ リ ド ー マ 10C9を 作
製 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て シ ガ ト キ シ ン 類 に 特 異 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10C9
を 調 製 す る こ と に 成 功 し た （ 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の ２ 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 、 検 出 特 性 を よ
り 改 善 し た サ ン ド イ ッ チ 法 に よ り シ ガ ト キ シ ン CTX3Cを 検 出 す る キ ッ ト を 作 製 し た （ 特 許
文 献 ３ お よ び 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し か し な が ら 、 シ ガ テ ラ 食 中 毒 の 主 要 毒 素 で あ る シ ガ ト キ シ ン に は 、 上 記 の 式 に 示 す よ
う に 、 主 に A環 お よ び M環 の 置 換 様 式 が 異 な る ４ 種 類 の 類 縁 体 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て お
り (上 記 の 化 合 物 1～ 4)、 こ れ ら は い ず れ も 毒 素 と し て の 強 さ は 異 な る も の の シ ガ テ ラ 食 中
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毒 の 毒 素 と し て 作 用 し 得 る 。 従 っ て 、 シ ガ テ ラ 食 中 毒 を 広 く 予 防 す る に は 、 上 記 の シ ガ ト
キ シ ン CTX3C以 外 の シ ガ ト キ シ ン 類 を 検 出 す る こ と も 必 要 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ５ ５ ４ ０ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ６ ７ ９ ７ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ６ ７ ９ ７ ９ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Toxicon第 15巻 、 (1977年 )、 第 317頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Journal of Clinical Laboratory Analysis第 6巻  、 (1992年 )、 第 54頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Journal of AOAC International第 81巻 、 (1998年 )、 第 727頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Synthesis (1999年 )、 第 1431頁
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Toxicon第 38巻 (2002年 )第 669頁
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Journal of American Chemical Society 第 125巻 、 (2003年 )、 第 7608頁
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 シ ガ ト キ シ ン 類 、 特 に M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX
3Cや CTX1Bを 検 出 す る こ と が で き る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 シ ガ ト キ シ ン 類 の HIJKLM環 部 の 構 造 を 有
す る 化 合 物 を 初 め て 合 成 し 、 こ れ を ハ プ テ ン と し て 用 い る こ と に よ り 、 上 記 の 課 題 を 解 決
で き る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 を 特 異 的 に 認 識 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 受 領 番 号 FERM AP-20347と し て
受 領 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 8H4 (受 領 番 号 FERM AP-20347と し て 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合
研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 受 領 さ れ た 。 受 領 日 ： 平 成 16年 12月 22日 、 本 明 細 書 で は
こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 抗 体 と 同 じ 名 称 8H4と 表 示 す る 。 )で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 受 託 番 号 FERM PB-8292と し て 受 託
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 10C9 (平 成 14年 3月 5日 に 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物
寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 )に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ
る シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 次 の 式 (II)：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の 式 (II)の 化 合 物 が キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 結 合 し て な る 、 次 の
式 (I)：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 整 数 を 表 す )
で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で も あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 を 用 い る こ と に よ り 、 今 ま で 免 疫 的 手 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き な か っ た シ ガ
ト キ シ ン 類 、 特 に M環 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cや CTX1Bを 検 出 す る こ と
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が で き る シ ス テ ム を 構 築 す る こ と が で き 、 食 中 毒 シ ガ テ ラ を よ り 効 果 的 に 予 防 す る こ と が
で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 を 特 異 的 に 認
識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 と し て は 、 シ
ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3C (上 記 の 化 合 物 2)、 シ ガ ト キ シ ン CTX1B (上 記 の 化 合 物 4)な ど が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cに 対 す る 結 合 解 離 定 数 (Kd)
が 30～ 100 nM程 度 で あ り 、 シ ガ ト キ シ ン CTX1Bに 対 す る Kdが 1～ 10μ M程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の 式 (I)の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 動 物 を 免 疫
し て 得 る こ と が で き る 。 動 物 を 免 疫 す る 方 法 と し て は 、 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る
。 ま た 、 動 物 と し て は 、 通 常 の 免 疫 学 的 手 法 に お い て 用 い ら れ る 動 物 を 用 い る こ と が で き
、 例 え ば ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス な ど が 挙 げ ら れ 、 マ ウ ス が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 シ ガ ト キ シ ン 類 の HIJKLM環 部 を 認 識 し て 結 合 し て い る
と 考 え ら れ る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る シ ガ ト キ シ ン 類 の 部 位 と は 別 の 部 位 を
認 識 す る そ の 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 用
い る こ と に よ り 、 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ り 高 感 度 で シ ガ ト キ シ ン 類 を 検 出 す る キ ッ ト を 得 る
こ と が で き る 。 こ こ で 、 サ ン ド イ ッ チ 法 と は 、 2種 以 上 の 抗 体 を 用 い 、 1種 の 抗 体 を 固 定 化
し て お き 抗 原 を 該 抗 体 に 結 合 さ せ た 後 、 別 の 抗 体 を 該 抗 原 に 結 合 さ せ る 方 法 を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、
該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る シ ガ ト キ シ ン 類 の 部 位 と は 別 の 部 位 を 認 識 す る そ の 他 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 受 託 番 号 FERM PB-8292と し て 受 託 さ れ た ハ イ ブ
リ ド ー マ 10C9に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 こ の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 者 ら に よ り 、 シ ガ ト キ シ ン 類 の ABCDE環 部 を 合 成 ハ プ テ ン
と し て 用 い て 、 シ ガ ト キ シ ン 類 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 作 製 さ れ
た (特 開 2003-267978号 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト に お い て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ の
他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 い ず れ か が 標 識 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 該 標 識 と し て は
、 免 疫 学 的 手 法 に お い て 通 常 用 い ら れ る も の で あ れ ば よ く 、 例 え ば 酵 素 標 識 (例 え ば ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど )、 蛍 光 標 識 (例 え ば
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン (APC)、 フ ィ コ エ リ ス リ
ン (PE)、 カ ル ボ シ ア ニ ン な ど )、 放 射 性 標 識 (例 え ば ト リ チ ウ ム ( 3 H)、 1 2 5 I、 1 3 1 Iな ど )な
ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 酵 素 標 識 を 用 い る の が よ り 好 ま し い 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 す る 方 法 と し て は 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 市
販 の 抗 体 標 識 用 キ ッ ト を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 の 式 (I)の 化 合 物 は 、 上 記 の 式 (II)の 化 合 物 か ら 得 る こ と が で き る 。 式 (I)の 化 合 物
を 得 る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 式 (II)の 化 合 物 と 活 性 化 剤 と を 反 応 さ せ 、 次 の 式 (V)：
【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 -O-Lは 活 性 化 剤 に 由 来 す る 脱 離 基 を 表 す )
で 表 さ れ る 中 間 体 を 得 て 、 こ れ を キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 反 応 さ せ る 方 法 を 挙 げ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 の 活 性 化 剤 と し て は 、 タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る 際 に 通 常 用 い ら れ る 化
合 物 で あ れ ば よ く 、 例 え ば N,N'-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 1-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ
プ ロ ピ ル )－ 3－ エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 、 1-シ ク ロ ヘ キ シ ル -3-(2-モ ル ホ リ ノ エ チ ル
)カ ル ボ ジ イ ミ ド メ ト -p-ト ル エ ン ス ル ホ ネ ー ト の よ う な カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 式 (V)の 中 間 体 に お い て -O-Lを キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 で 置 換 す る こ と に よ り 、 上
記 の 式 (I)の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る こ と が で き る 。 式 (I)の 化 合 物 は 、 式 (II)の
部 分 を 合 成 ハ プ テ ン と し て 有 す る タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と し て は 、 通 常 、 免 疫 学 的 手 法 に お い て ハ プ テ ン に 結 合 さ せ る キ
ャ リ ア ー と し て 用 い ら れ て い る も の で あ れ ば よ く 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、 キ ー ホ ー
ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)、 卵 ア ル ブ ミ ン (OVA)、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン な ど が 挙 げ ら れ 、
BSA、 KLH、 OVAが 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 の 式 (V)の 中 間 体 と キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と を 反 応 さ せ る 方 法 と し て は 、 公 知 の 方
法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 の 式 (V)の 中 間 体 を キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 の 溶 液
中 で 反 応 さ せ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 の 式 (II)の 化 合 物 は 新 規 化 合 物 で あ り 、 こ れ も 本 発 明 の 一 つ で あ る 。
　 式 (II)の 化 合 物 は 、 下 記 の 方 法 1に よ り 得 る こ と が で き る 。
　 式 (II)の 化 合 物 は 、 次 の 式 (III)：
【 ０ ０ ３ ５ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
で 表 さ れ る 化 合 物 、 お よ び 式 (IV)：
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
で 表 さ れ る 化 合 物 か ら な る ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 で あ り 得 る 。
　 こ の ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 は 、 順 相 、 逆 相 カ ラ ム を 用 い る 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー (HPLC)に よ り 分 割 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム や オ ク タ デ シ ル シ リ カ
ゲ ル カ ラ ム が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 化 合 物 、 タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ お よ び シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト に つ い て の 実 施 形 態 を 記 載 し て 本 発 明 を さ ら に 詳
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細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

　 上 記 の 式 (II)の 化 合 物 を 、 下 記 の 方 法 １ に よ り 式 (III)お よ び 式 (IV)の ジ ア ス テ レ オ マ
ー 混 合 物 と し て 合 成 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
方 法 １
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 式 中 、 TBAFは テ ト ラ -n-ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム  フ ル オ ラ イ ド を 表 し 、 THFは テ ト ラ ヒ ド ロ
フ ラ ン を 表 し 、 MeOHは メ タ ノ ー ル を 表 し 、 TBPSは (tert-ブ チ ル ジ フ ェ ニ ル シ リ ル )を 表 し
、 TIPSは (ト リ イ ソ プ ロ ピ ル シ リ ル )を 表 し 、 NAPは (ナ フ チ ル メ チ ル )を 表 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の 方 法 １ に お い て 、 化 合 物 5は 、 M. Inoue et al. J. Org. Chem. 2004, 69, 2797
～ 2804に 記 載 の 方 法 に よ り 得 た 。
　 化 合 物 5 (14.3 mg, 11.6μ mol)の THF溶 液 (0.5 mL)に 、 室 温 で TBAF (116μ L, 1.0 M THF
溶 液 、 116μ mol)を 加 え た 。 反 応 溶 液 を 室 温 で 5時 間 攪 拌 後 、 溶 媒 を 留 去 し た 。 残 渣 を ODS 
(オ ク タ デ シ ル シ リ ル )カ ラ ム (ODS Merck RP18、 溶 離 液 ： メ タ ノ ー ル ： H 2 O = 20： 1～ メ タ
ノ ー ル 100％ )で 精 製 し 、 化 合 物 6を 得 た (4.5 mg、 収 率 ： 93%)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
1 H NMR (500 MHz, CDCl3 ) δ  7.84-7.77 (8H, m, NAP), 7.52-7.43 (6H, m, NAP), 4.82 
(1H, d, J = 12.0 Hz, NAP), 4.75 (1H, d, J = 12.0 Hz, NAP), 4.62 (1H, d, J = 12.5
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 Hz, NAP), 4.58 (1H, d, J = 12.5 Hz, NAP), 4.27 (1H, m, H51), 3.98 (1H, dd, J = 
9.5, 2.5 Hz, H52), 3.86 (1H, ddd, J = 11.5, 9.5, 4.5 Hz, H41), 3.84 (1H, dd, J =
 9.5, 5.0 Hz, H52), 3.77 (1H, dd, J = 12.0, 4.5 Hz, H31), 3.62 (1H, d, J = 9.0 H
z, H45), 3.55 (1H, d, J = 10.5 Hz, H29), 3.47 (1H, d, J = 10.5 Hz, H29), 3.44 (1
H, d, J = 3.0 Hz, H44), 3.41 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, H46), 3.35 (1H, ddd, J = 
12.0, 12.0, 3.0 Hz, H34), 3.12 (1H, ddd, J = 12.0, 12.0, 5.0 Hz, H33), 3.10 (1H,
 ddd, J = 11.5, 11.5, 4.5 Hz, H39), 2.99 (1H, ddd, J = 11.5, 11.5, 3.0 Hz, H38),
 2.85 (1H, dd, J = 9.5, 4.5 Hz, H42), 2.28 (1H, ddd, J =11.5, 4.5, 4.5 Hz, H40),
 2.19 (1H, m, H43), 2.16 (1H, m, H50), 2.15 (1H, m, H50), 2.13 (1H, m, H32), 1.8
7 (1H, m, H36), 1.84 (1H, m, H37), 1.75 (1H, m, H35), 1.67 (1H, ddd, J = 12.0, 1
2.0, 12.0 Hz, H32), 1.61 (1H, m, H37), 1.55 (1H, m, H47), 1.50 (1H, m, H48), 1.4
4 (1H, m, H35), 1.42 (1H, ddd, J = 11.5, 11.5, 11.5 Hz, H40), 1.13 (3H, s, H53),
 1.11 (3H, d, J = 8.0 Hz, Me55), 1.06 (3H, d, J = 6.0 Hz, Me56), 1.05 (3H, d, J 
= 7.0 Hz, Me54), 1.03 (3H, d, J = 6.5 Hz, Me57)
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 化 合 物 6 (5.2 mg、 6.21 mmol)の CH 2 Cl 2 溶 液 に 、 室 温 で (MeO) 2 CH 2 CO 2 Me (46 mg、 310 mm
ol)と 触 媒 量 の p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 一 水 和 物 (p-TsOH・ H 2 O)を 加 え た 。 反 応 溶 液 を 室 温 で
8時 間 攪 拌 後 、 飽 和 NaHCO 3 水 溶 液 を 加 え た 。 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た の ち 、 分 離 し た 有 機 相
を MgSO 4 で 乾 燥 し た 。 溶 媒 を 留 去 後 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム (溶 離 液 ： ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ
チ ル ＝ 10： 1～ 3： 1)で 精 製 し 、 化 合 物 7と 化 合 物 8を 2:1の 混 合 物 と し て 得 た (3.9 mg、 収 率
： 68%)。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 化 合 物 7と 化 合 物 8の 混 合 物 (1.5 mg、 1.63μ mol)の メ タ ノ ー ル 溶 液 に 対 し て 、 Pd(OH) 2 /C
 (1 mg)を 加 え 、 水 素 雰 囲 気 下 に 36時 間 攪 拌 し た 。 セ ラ イ ト ろ 過 後 、 溶 媒 を 留 去 し た 。 残
渣 に ヘ キ サ ン を 加 え 、 メ タ ノ ー ル で 2回 抽 出 し た 。 あ わ せ た メ タ ノ ー ル 相 を 濃 縮 し 、 化 合
物 9と 化 合 物 10の 混 合 物 を 得 た (1.1 mg、 収 率 ： 100%)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
1 H NMR (500 MHz, CDCl3 ) δ  5.00 (0.5H, t, J = 5.0, 5.0 Hz), 5.00 (0.5H, t, J = 5
.0, 5.0 Hz), 4.50 (1H, m), 3.88 (1H, dd, J = 10.0, 4.5 Hz), 3.81-3.62 (6H, m), 3
.70 (3H, s), 3.48 (2H, m), 3.38-3.23 (4H, m), 3.15 (1H, m), 2.90 (1H, m), 2.86 (
1H, dd, J = 9.5, 5.0 Hz), 2.71 (2H m), 2.27-1.95 (5H, m), 1.86-1.39 (9H, m), 1.2
4 (3H, s), 1.14 (3H, d, J = 7.5 Hz), 1.06 (3H, d, J = 6.0 Hz), 1.05 (3H, d, J = 
7.5 Hz), 1.01 (3H, d, J = 6.5 Hz)
ESI-TOFMS ： C 3 3 H 5 2 O 1 2 Naに つ い て 算 出  (M+Na + )： 663.401, 実 測 値 ： 663.336.
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 化 合 物 9と 化 合 物 10の 混 合 物 (3.8 mg、 5.9 μ mol)の t-ブ タ ノ ー ル /H 2 O (容 量 比 4:1、 750
 mL)溶 液 に 対 し て 、 室 温 で LiOH (5.0 mg、 0.12 mmol)を 加 え 、 1時 間 攪 拌 し た 。 反 応 溶 液
に 、 pH 5に な る ま で KHSO 4 を 加 え た 後 、 酢 酸 エ チ ル (5 mL)で 抽 出 し た 。 有 機 相 を MgSO 4 で 乾
燥 後 、 溶 媒 を 留 去 し て 式 (III)と 式 (IV)の 化 合 物 の ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 記 の 式 (III)と 式 (IV)の ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 の ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)(0.3 m
L)溶 液 に 、 室 温 で N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (6.8 mg、 59μ mol)と 1-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ
プ ロ ピ ル )-3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 (EDC、 5.7 mg、 30μ mol)を 加 え 、 2時 間 攪 拌 し
た 。 こ の 溶 液 に さ ら に 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (6.8 mg、 59μ mol)と 1-(3-ジ メ チ ル
ア ミ ノ プ ロ ピ ル )-3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 (EDC、 5.7 mg、 30μ mol)を 加 え 、 11時 間
攪 拌 し た 後 、 酢 酸 エ チ ル (2 mL)を 加 え た 。 有 機 相 を 水 で 洗 い 、 水 相 を 酢 酸 エ チ ル (5 mL)で
抽 出 し た 。 あ わ せ た 有 機 相 を 濃 縮 し 、 上 記 の 式 で 表 さ れ る ジ ア ス テ レ オ マ ー 混 合 物 (化 合
物 11と 化 合 物 12)を 合 成 し 、 DMF (200μ L)に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 製 造 ： KLH (6.6 mg)の PBS (ph
osphate buffered saline； 1.0 mL)溶 液 に 、 上 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 化 合 物 11と 化 合 物
12の 混 合 物 の DMF溶 液 (100μ L)を 加 え て 室 温 で 5分 間 攪 拌 し た 。 室 温 で 1日 間 静 置 後 、 4℃ で
PBS (1 L)に 対 し て 透 析 し た 。 6時 間 後 に PBS (1 L)を 交 換 し 、 12時 間 後 に 透 析 チ ュ ー ブ か
ら エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 変 え て -78℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 製 造 ： BSA (6.6 mg)の PBS (1.0 mL)溶 液 に 、
上 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 化 合 物 11と 化 合 物 12の 混 合 物 の DMF溶 液 (100μ L)を 加 え て 室 温
で 5分 間 攪 拌 し た 。 室 温 で 1日 間 静 置 後 、 4℃ で PBS (1 L)に 対 し て 透 析 し た 。 6時 間 後 に PBS
 (1 L)を 交 換 し 、 12時 間 後 に 透 析 チ ュ ー ブ か ら エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 変 え て -78
℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 MALDI-TOF-MSで 分 析 し た 。 BSAコ ン ジ
ュ ゲ ー ト の 平 均 分 子 量 は 約 71300で あ っ た (BSAの 分 子 量 は 約 66400)。 上 記 の 式 (II)の 化 合
物 に 由 来 す る 部 分 で あ る ハ プ テ ン 部 分 の 分 子 量 が 608で あ る の で 、 BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト に は
平 均 8個 の ハ プ テ ン が 連 結 さ れ て い る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト (100μ g)に RIBIア ジ ュ バ ン ト (RIBI Immun
ol. Res. Inst.製 )を 加 え 、 よ く 撹 拌 し て エ マ ル ジ ョ ン と し た の ち 、 こ れ を Balb/cマ ウ ス (
5匹 )に 2週 間 毎 に 3回 、 腹 腔 内 投 与 し た 。 3回 目 の 免 疫 か ら 1週 間 後 に マ ウ ス の 血 清 を 採 取 し
、 上 記 の BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 下 記 の ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
法 で 血 清 の 抗 体 価 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 96ウ ェ ル ELISA用 プ レ ー ト (COSTAR社 製 3596)の 各 ウ ェ ル に 上 記 の BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2μ
g / mL) 50μ Lを 入 れ 、 室 温 で 2時 間 放 置 後 、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 、 プ レ ー ト に コ ン ジ ュ ゲ
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B. タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 製 造

ハ プ テ ン 価 の 解 析

C. 免 疫

ELISA法



ー ト を 吸 着 さ せ た 。 プ レ ー ト を PBS-Tween (5% Tween 20 [ICI社 製 Tween-20(ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン (20)ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト )相 当 品 No. 167-11515]を 含 む PBS) で ３ 回 洗 浄 後 、
MILLI-Q水 (Millipore社 製 の Direct-Qに よ り 複 数 段 階 の 樹 脂 や フ ィ ル タ ー を 用 い て 脱 イ オ
ン 化 し た 精 製 水 )で １ 回 洗 浄 し 、 吸 着 し な か っ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 除 去 し た 。 ウ ェ ル に 抗
血 清 （ ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 、 精 製 抗 体 溶 液 ） を 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 後 、 PBS
-Tweenと MILLI-Q水 で そ れ ぞ れ 3回 順 次 洗 浄 し た 。 50μ Lの 酵 素 標 識 二 次 抗 体 (ヤ ギ 抗 マ ウ ス
IgG-西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ (HRP))(BIO-RAD社 製 、 170-6516、 1000倍 希 釈 )を 各 ウ ェ
ル に 入 れ 、 室 温 で 1時 間 放 置 後 、 PBS-Tweenと MILLI-Q水 で そ れ ぞ れ 3回 順 次 洗 浄 し た 。 100
μ Lの 基 質 溶 液 (1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン  4.0 mg、 過 酸 化 水 素 水 10μ L、 0.1 M ク エ ン 酸 バ
ッ フ ァ ー  (pH 5.0) 10 mL)を 加 え 、 数 分 間 呈 色 反 応 を 進 行 さ せ た 後 、 2規 定 硫 酸 (50μ L)で
反 応 を 停 止 し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト 吸 光 度 測 定 装 置 (BIO-RAD社 製 、 モ デ ル 680)を 用 い て 、
490 nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 マ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 を 、 10% ウ シ 胎 児 血 清 (FBS)含 有 PBSを 用 い て 400倍 か ら 51200倍
ま で 順 次 2倍 希 釈 し た 希 釈 系 列 サ ン プ ル を 作 製 し た 。 上 記 の よ う に し て BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 吸 着 さ せ た ELISAプ レ ー ト (COSTAR社 製 3596)に 、 希 釈 系 列 サ ン プ ル を 50μ Lず つ 入 れ 、 室
温 で 1時 間 放 置 後 、 上 記 と 同 様 に し て 490 nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 5匹 の マ ウ ス に つ い て 、
血 清 希 釈 度 の 対 数 と 吸 光 度 と を プ ロ ッ ト し た 結 果 を 図 1に 示 す 。
　 図 1よ り 、 血 清 中 の 抗 体 が 血 清 濃 度 依 存 的 に BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト と 結 合 す る こ と が わ か る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 3回 目 の 免 疫 か ら 3週 間 後 に 、 5匹 の 中 で 最 も 高 い 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス を 選 択 し た 。 こ
の マ ウ ス の 腹 腔 内 に 、 KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト (100μ g)に RIBIア ジ ュ バ ン ト (RIBI Immunol. Re
s. Inst. 社 製 )を 加 え 、 よ く 撹 拌 し て エ マ ル ジ ョ ン と し た も の を 追 加 免 疫 し 、 3日 後 に 脾
臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 に 付 着 し て い る 組 織 や 臓 器 の 断 片 を ピ ン セ ッ ト で 取 り 除 い た 後 、 無 血
清 培 地  [RPMI 1640 Medium (GIBCO社 製 、 11875-185) 1000 mLに ペ ニ シ リ ン ・ ス ト レ プ ト
マ イ シ ン (GIBCO社 製 、 15140-122) 10 mLを 加 え た も の ] 15 mL入 り の シ ャ ー レ に 移 し 、 ピ
ン セ ッ ト で 脾 臓 内 の 細 胞 を 浮 遊 さ せ た 。 脾 臓 細 胞 浮 遊 液 を 濾 過 後 、 50 mL遠 心 管 に 移 し た
。 さ ら に 、 無 血 清 培 地 15 mLを 加 え 、 よ く ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 濾 過 し 全 量 を 30 mLと し た 。
800 rpmで 5分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 し 、 タ ッ ピ ン グ し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 -180℃ の 液 体 窒 素 細 胞 保 存 容 器 か ら ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3X63-Ag8.653 (大 日 本 製 薬 社 製 )を
凍 結 し た チ ュ ー ブ を 取 り 出 し 、 37℃ の 恒 温 槽 中 で 速 や か に 解 凍 し た 。 チ ュ ー ブ を ア ル コ ー
ル 綿 で よ く 消 毒 し た 後 、 チ ュ ー ブ 内 の 細 胞 浮 遊 液 を 無 血 清 培 地 30 mLに 移 し た 。 800 rpmで
5分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 タ ッ ピ ン グ 後 、 増 殖 培 地 (無 血 清 培 地 に FBS 
100 mL、 L-グ ル タ ミ ン (200 mM、 GIBCO社 製 、 25030-081) 10 mL、 ブ ラ イ ク ロ ー ン (BioRese
arch Ireland社 製 BR-001) 20 mLを 加 え た も の ) 10 mLを 加 え 、 細 胞 を 浮 遊 さ せ 50 mL培 養
フ ラ ス コ に 移 し た 。 フ ラ ス コ の 栓 を ゆ る め 、 炭 酸 ガ ス 培 養 器 に 入 れ た 。 2～ 3日 毎 に 継 代 し
、 250 mLフ ラ ス コ 2本 分  (90～ 100 mL)に し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 マ ウ ス か ら 取 り 出 し た 脾 臓 細 胞 (2× 10 8 個 )と 、 上 記 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 (5× 10 7 個 )と を 混
合 し 、 遠 心 分 離 (800 rpm、 5分 間 、 室 温 )し 、 上 清 を 除 去 し 、 タ ッ ピ ン グ し た 。 こ れ に ECF
バ ッ フ ァ ー [マ ン ニ ト ー ル 45.5 g、 10 mM 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム  10 mL、 10 mM 塩 化 カ ル シ ウ
ム  10 mL、 20 mM Tris-HCl (pH 7.2) 10 mLを 蒸 留 水 で 溶 解 し て 1000 mLと し た も の ]を 30 
mL加 え 、 遠 心 分 離 (800 rpm、 5分 間 、 室 温 )、 上 清 除 去 、 タ ッ ピ ン グ す る 操 作 を ２ 回 繰 り 返
し た 後 、 ECFバ ッ フ ァ ー 4.8 mLを 加 え た 。 こ れ を 6ウ ェ ル プ レ ー ト (SUMIRON社 製 、 MS-80060
)の 各 ウ ェ ル に 1.2 mLず つ 分 注 し 、 SSH-10細 胞 融 合 装 置 (島 津 社 製 )を 用 い 、 以 下 の 条 件 で

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-193485 A 2006.7.27

血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定

D. 抗 体 価 の 高 い マ ウ ス か ら の 脾 臓 の 摘 出 、 細 胞 融 合 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ の
作 製



細 胞 融 合 し た ： 電 極 間 距 離 :1.0 mm； 交 流 周 波 数 : 1 MHz； 交 流 初 期 印 加 電 圧 : 40 V； 交 流
初 期 印 加 時 間 :10秒  (s)； パ ル ス 幅 : 40 (マ イ ク ロ 秒 (μ s))； パ ル ス 電 圧 :230 V； パ ル ス
電 界 強 度 : 2.30 kV/cm； 交 流 2次 印 加 電 圧 : 1.0 V； パ ル ス 印 加 間 隔 : 0 秒 ； 印 加 パ ル ス 数
: 1； パ ル ス 電 圧 変 化 : +0V； 交 流 最 終 印 加 時 間 : 0 秒 ； 交 流 電 圧 減 衰 率 : 0%； 接 触 強 化 :o
ff。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を (Mouse-Mouse hybridoma)を HAT培 地 [無 血 清 培 地 132 mL
に FCS 40 mL、 L-グ ル タ ミ ン (200 mM、 GIBCO 社 製 25030-081)、 ブ ラ イ ク ロ ー ン (BioResear
ch Ireland社 製 BR-001) 10 mL、 お よ び HAT (ヒ ポ キ サ ン チ ン -ア ミ ノ プ テ リ ン -チ ミ ジ ン 、
GIBCO社 製 31062-011) 4 mLを 加 え た も の ] 100 mLに 浮 遊 さ せ 、 100μ Lず つ 96ウ ェ ル プ レ ー
ト 10枚 に 移 し た 。 炭 酸 ガ ス 培 養 装 置 中 、 約 2週 間 培 養 し 、 ハ プ テ ン と し た 上 記 の 式 (I)お よ
び 式 (II)の 化 合 物 の BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 8H4を 含
む ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て ELISA法 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 陽 性 の
ウ ェ ル を 選 択 し 、 2回 ク ロ ー ニ ン グ 後 に 、 再 度 ELISA陽 性 と な っ た 抗 体 を 産 生 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ を 順 次 培 養 し 、 そ れ ぞ れ 約 200 mLま で 増 殖 さ せ た 。 こ の 結 果 、 3種
類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (8H4、 8B9お よ び 7C9)を そ れ ぞ れ 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た
。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 記 の 3種 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 、 抗 マ ウ ス IgG + IgMア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム (N
GK Industries, Ltd.製 )で 精 製 し た (結 合 用 バ ッ フ ァ ー ： リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー pH 7.0、 溶 出
用 バ ッ フ ァ ー ： 0.2 M Gly-HCl pH 2.5)。 精 製 し た 抗 体 を SDS-PAGEで 分 析 し 、 そ れ ぞ れ 95%
の 純 度 で あ る こ と を 確 認 し た 。 タ イ ピ ン グ キ ッ ト (PIERCE社 製 37501)を 用 い て 、 そ れ ぞ れ
の 抗 体 の サ ブ ク ラ ス を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 8H4は IgG 1 κ 、 8B9は IgG 1 κ 、 7C9は IgG 2 b κ で
あ っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 上 記 の よ う に し て 精 製 し た 3種 の 抗 体 に つ い て 、 次 の よ う に し て 抗 体 と ハ プ テ ン と の 解
離 定 数 (Kd)を 求 め た 。 ELISA用 プ レ ー ト に 競 合 阻 害 剤 (PBS溶 液 、 各 30μ L)の 溶 液 を 順 次 2倍
希 釈 で 調 製 し た 。 こ れ に 上 記 の 抗 体 溶 液 (30μ L)を 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 抗 体 と 阻
害 剤 の 混 合 液 50μ Lを 、 BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (0.625μ g/mL)を 吸 着 さ せ た 96ウ ェ ル ELISA用 プ
レ ー ト (COSTAR社 製 3596)に 加 え 、 室 温 で 15分 間 放 置 し た 。 プ レ ー ト を PBS-Tweenと MILLI-Q
水 で そ れ ぞ れ 3回 順 次 洗 浄 し た 後 、 50μ Lの 酵 素 標 識 二 次 抗 体 (ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-HRP)(BIO-
RAD社 製 、 170-6516、 1000倍 希 釈 )を 各 ウ ェ ル に 入 れ 、 室 温 で 1時 間 放 置 後 、 PBS-Tweenと MI
LLI-Q水 で そ れ ぞ れ 3回 順 次 洗 浄 し た 。 100μ Lの 基 質 溶 液 (1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン  4.0 mg
、  過 酸 化 水 素 水 10μ L、 0.1 M ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー  (pH 5.0) 10 mL)を 加 え 、 数 分 間 呈 色
反 応 を 進 行 さ せ た 後 、 2規 定 硫 酸 (50μ L)で 反 応 を 停 止 し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト 吸 光 度 測 定
装 置 (BIO-RAD社 製 、 モ デ ル 680)を 用 い て 、 490 nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 滴 定 曲 線 を 得 た 。 Fr
iguetら の 方 法 (Journal of Immunological Method, 第 77巻 (1985年 )、 第 305頁 )を 参 考 に
、 Klotzプ ロ ッ ト を 作 製 し て 得 た 直 線 の 傾 き か ら 阻 害 剤 の Kdを 求 め た 。
　 化 合 物 6を 競 合 阻 害 剤 と し て 用 い た 場 合 の 結 果 を 表 1に 示 す 。 表 1か ら 、 3種 類 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は い ず れ も ハ プ テ ン 化 合 物 6に 強 く 結 合 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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E. モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 評 価
抗 体 の 精 製 お よ び サ ブ ク ラ ス の 決 定

抗 体 の 親 和 性 解 析 （ 競 争 阻 害 実 験 ）



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ れ ら ３ 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 か ら 化 合 物 6と の 結 合 が 最 も 強 か っ た 8H4に つ い て
、 シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3C (化 合 物 2)を 用 い て 同 様 の 阻 害 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 8H4は シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cに 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 す こ と が わ か っ た (K
d = 75 nM)。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8H4は M環 に 水 酸 基 を 有 さ な い シ ガ ト キ シ ン CTX3C 
(化 合 物 1)に は 弱 い 親 和 性 し か 示 さ ず (Kd = 3.2 μ M)、 他 の ポ リ エ ー テ ル 系 海 産 毒 （ ブ レ
ベ ト キ シ ン Aお よ び B、 オ カ ダ 酸 、 マ イ ト ト キ シ ン ） と は ほ と ん ど 交 差 反 応 を 示 さ な か っ た
。
【 ０ ０ ６ ５ 】

　 8H4の HRP標 識 は 、 Peroxidase Labeling Kit -NH2  (商 品 名 、 Dojindo Molecular Techno
logies, Inc.製 )を 用 い 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 す な わ ち 、 キ ッ ト に 添 付 の
洗 浄 バ ッ フ ァ ー 100μ Lと モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8H4 (0.2 mg)と を Filtration Tubeに 入 れ た
。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 軽 く 混 合 し た 後 、 遠 心 分 離 し た (8000× g、 10分 間 )。 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー 100μ Lを 加 え 、 も う 一 度 遠 心 分 離 し た (8000× g、 10分 間 )。 こ の 抗 体 8H4が 濃 縮 さ れ て
い る Filtration Tubeの メ ン ブ レ ン 上 に 、 反 応 バ ッ フ ァ ー 10μ Lと NH 2 -Reactive Peroxidas
eと を ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 ・ 溶 解 し て 得 ら れ た 溶 液 を 加 え た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ
り メ ン ブ レ ン 上 の 抗 体 と 溶 液 と を 混 合 し た 後 、 37℃ で 2時 間 放 置 し た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 100
μ Lを 加 え 、 遠 心 分 離 し た (8000× g、 10分 間 )。 保 存 バ ッ フ ァ ー 200μ Lを 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ
ン グ に よ り 標 識 さ れ た 抗 体 を 溶 解 し た 。 溶 液 を 500μ Lチ ュ ー ブ に 入 れ て 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 ELISA用 プ レ ー ト (COASTER 社 製 3590)に 、 受 託 番 号 FERM PB-8292と し て 受 託 さ れ た ハ イ
ブ リ ド ー マ 10C9に よ り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10C9の PBS溶 液 (4.3μ g/mL)を ウ ェ ル
当 た り 50μ L入 れ 、 4℃ で 一 晩 放 置 し た 。 溶 液 を 捨 て 、 1%ス キ ム ミ ル ク 含 有 PBSを 加 え て (40
0μ L/ウ ェ ル )、 室 温 で １ 時 間 静 置 し た 。 溶 液 を 捨 て 、 PBS-Tweenで 3回 洗 浄 後 、 シ ガ ト キ シ
ン 51-OH-CTX3C (化 合 物 2)の 希 釈 溶 液 を 入 れ (50μ L/ウ ェ ル )、 室 温 で １ 時 間 静 置 し た 。 溶
液 を 捨 て 、 PBS-Tweenで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 上 記 の HRP標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8H4の 溶 液 (1 
mg/mL, 50μ L)を 添 加 し 、 室 温 で 1時 間 静 置 し た 。 溶 液 を 捨 て 、 PBS-Tweenで ３ 回 洗 浄 し た
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F. サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト
8H4抗 体 の 酵 素 標 識 (サ ン ド イ ッ チ 法 に 用 い る 8H4-HRPの 合 成 )

シ ガ ト キ シ ン の サ ン ド イ ッ チ 検 出 法



後 、 100μ Lの 基 質 溶 液 (1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 4.0 mg、 過 酸 化 水 素 水 10μ L、 0.1 M ク エ
ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH 5.0) 10 mL)を 加 え 、 数 分 間 呈 色 反 応 を 進 行 さ せ た 後 、 2規 定 硫 酸 (50
μ L)で 反 応 を 停 止 し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト 吸 光 度 測 定 装 置 (BIO-RAD社 製 、 モ デ ル 680)を 用
い て 、 490 nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 2の 結 果 か ら 、 シ ガ ト キ シ ン 類 の ABCDE環 部 を 持 つ ハ プ テ ン を 用 い て 作 製 し た 抗 体 で あ
る 10C9と 、 酵 素 標 識 し た 8H4と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 シ ガ ト キ シ ン 51-OH-CTX3Cを 感
度 よ く 検 出 す る こ と が で き る こ と が わ か る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 本 発 明 に よ る BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 免 疫 し た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血
清 の 抗 体 価 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 検 出 キ ッ ト を 用 い た シ ガ ト キ シ ン 51-OH-C
TX3Cの 検 出 特 性 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 1月 31日 (2005.1.31)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る

と し て さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 8H4。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 M環 部 に 水 酸 基 を 有 す る シ ガ ト キ シ ン 類 を 特 異 的 に 認 識 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る と し て

さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 8H4 ( と し て 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研
究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に さ れ た 。 日 ： 平 成 16年 12月 22日 、 本 明 細 書 で は こ
の ハ イ ブ リ ド ー マ を 抗 体 と 同 じ 名 称 8H4と 表 示 す る 。 )で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 受 託 番 号 FERM PB-8292と し て 受 託
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 10C9 (平 成 14年 3月 5日 に 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物
寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 )に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ
る シ ガ ト キ シ ン 類 検 出 キ ッ ト で あ る 。
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