
(57)【要約】
【課題】カルボキシメチル化タンパク質に対する抗体の提供。
【解決手段】タンパク質又はペプチド中に存在する、側鎖のアミノ基がカルボキシメチル
化されたアミノ酸と反応し、側鎖のアミノ基がカルボキシエチル化されたアミノ酸と反応
しない抗体。
【選択図】なし

JP 2007-277263 A 2007.10.25



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア
ミ ノ 酸 と 反 応 し 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 し な い 抗 体
。
【 請 求 項 ２ 】
　 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 が N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン で あ る 請 求 項 １ 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 と 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ
れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る こ と を 特 徴
と す る 前 記 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 と 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ
れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る こ と を 特 徴
と す る 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 糖 尿 病 合 併 症 が 糖 尿 病 性 細 血 管 合 併 症 又 は 糖 尿 病 大 血 管 合 併 症 で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 検
出 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 と 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ
れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る 反
応 産 物 か ら 前 記 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 タ ン パ ク 質 又 は
ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル
化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 糖 尿 病 合 併 症 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 糖 尿 病 合 併 症 が 糖 尿 病 性 細 血 管 合 併 症 又 は 糖 尿 病 大 血 管 合 併 症 で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 試
薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 免 疫 組 織 染 色 用 試 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル
化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 し 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応
し な い 抗 体 、 該 抗 体 を 用 い た 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法 、 及 び 前 記 抗 体 の 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 体 中 の タ ン パ ク 質 は 還 元 糖 と 非 酵 素 的 に 反 応 し て 糖 化 さ れ る 。 こ の 反 応 は 、 一 般 的 に
メ イ ラ ー ド 反 応 と 呼 ば れ て お り 、 前 期 段 階 及 び 後 期 段 階 の 反 応 か ら 構 成 さ れ る 。 メ イ ラ ー
ド 反 応 の 前 期 段 階 は 、 タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 ア ミ ノ 基 や N末 端 ア ミ ノ 基 が
糖 の カ ル ボ ニ ル 基 と 反 応 し 、 シ ッ フ 塩 基 を 経 由 し て ア マ ド リ 転 位 化 合 物 を 生 成 す る と い う
も の で あ る 。 こ の 反 応 の 生 成 物 と し て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A1Cや 糖 化 ア ル ブ ミ ン が 知 ら れ て お
り 、 該 生 成 物 は 糖 尿 病 の 臨 床 マ ー カ ー と し て 広 く 用 い ら れ て い る 。 基 本 的 に は 、 現 在 で は
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生 体 内 の す べ て の タ ン パ ク 質 が 糖 化 さ れ る と 考 え ら れ て お り 、 そ の 結 果 と し て の タ ン パ ク
質 の 機 能 障 害 が 数 多 く 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 メ イ ラ ー ド 反 応 の 後 期 段 階 は 、 前 期 段 階 に よ り 生 成 し た ア マ ド リ 転 位 化 合 物 が 、 脱 水 、
酸 化 、 縮 合 と い っ た 複 雑 な 不 可 逆 的 反 応 を 経 て 、 蛍 光 性 、 褐 色 変 化 あ る い は 分 子 内 ・ 分 子
間 架 橋 形 成 を 特 徴 と す る メ イ ラ ー ド 反 応 の 最 終 生 成 物 を 生 じ る 段 階 で あ る 。 そ し て 、 後 期
段 階 の 最 終 生 成 物 は AGE(Advanced Glycation End products)と 呼 ば れ る 。 AGEは 、 複 数 の
構 造 体 の 集 合 で あ る と 考 え ら れ て お り 、 そ の 定 量 は 蛍 光 強 度 の 測 定 、 機 器 分 析 、 抗 原 抗 体
反 応 な ど に よ り 行 わ れ て い る 。 現 在 ま で に AGEの 構 造 体 と し て 、 ピ ラ リ ン 、 ペ ン ト シ ジ ン
、 ク ロ ス リ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン (CML)な ど が 提 唱 さ れ て い る （ Biochemistry vol.
35, No.24, 8075-8083, 1996他 ） が 、 反 応 経 路 や 構 造 体 の 存 在 意 義 に 関 し て は 未 だ に 詳 細
に な っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 AGEに 関 す る 上 記 物 理 化 学 的 な 特 色 に 加 え 、 AGEは マ ク ロ フ ァ ー ジ の 細 胞 膜 レ セ プ タ ー に
よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る と い う 生 物 学 的 な 特 色 を 持 ち 、 大 い に 注 目 さ れ て い る 。 さ ら に
、 糖 尿 病 や 老 化 現 象 に み ら れ る 細 小 血 管 障 害 （ 腎 症 、 網 膜 症 、 末 梢 神 経 障 害 な ど ） 、 動 脈
硬 化 、 白 内 障 、 皮 膚 ・ 血 管 ・ 関 節 の 結 合 組 織 の 硬 化 ・ 肥 厚 な ど 種 々 の 組 織 障 害 部 位 に AGE
の 存 在 が 確 認 さ れ て い る （ Horiuchi S. et al., Nephrol. Dial. Transplant. 11(5)(199
6)） 。 従 っ て 、 AGEは こ れ ら の 組 織 障 害 の 発 症 に 深 く 関 与 し て い る と 考 え ら れ 、 AGEに 関 し
、 医 学 研 究 や 臨 床 検 査 の 分 野 で の 重 要 性 が 増 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 ブ ド ウ 糖 由 来 ア マ ド リ 転 位 化 合 物 の 酸 化 的 開 裂 に よ る 代 表 的 な 生 成 物 で あ る
カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン （ CML） は 、 1986年 に 同 定 さ れ て 以 来 （ Ahmed MU et al.,J. Biol
. Chem.261, 4889-94(1986)） 、 上 述 し た よ う な 糖 尿 病 や 老 化 現 象 と の 関 連 で 注 目 を 集 め
て き た 。 ヒ ト 皮 膚 コ ラ ー ゲ ン 中 の CML濃 度 が 、 糖 尿 病 患 者 で 有 意 に 高 い と の 報 告 （ Dyer DG
.et al.,J. Clin. Invest,91(6),2463-9(1993)） を は じ め と し 、 組 織 中 の CML濃 度 が 糖 尿
病 の 進 行 や 加 齢 に よ り 有 意 に 増 加 す る と い う 報 告 が 多 く な さ れ て き た 。 ま た 、 AGEに 対 す
る 抗 体 の エ ピ ト ー プ に 関 す る 研 究 に よ り 、 CMLは AGEの 主 要 な 構 造 体 で あ る こ と が 明 ら か に
さ れ て き た （ Ikeda K． et al.,Biochem.35,8075-83(1996)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 近 年 、 AGEの 新 た な 構 造 体 と し て 、 CMLに 酷 似 し た 構 造 の カ ル ボ キ シ エ チ ル リ シ ン
(CEL)が 見 出 さ れ 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 分 析 法 に よ り ヒ ト の レ ン ズ 蛋 白 質 中 の
濃 度 が 加 齢 に 伴 い 増 加 す る こ と が 明 ら か と な っ た （ Ahmed MU.et al.,Biochem Journal,32
4, 565-570(1997))。 CELは 、 タ ン パ ク 質 中 の リ シ ン の 側 鎖 が メ チ ル グ リ オ キ サ ー ル (MGO)
に よ り カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 （ CE化 ） さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 MGOは 、 解 糖 系 に お け る ト
リ オ ー ス リ ン 酸 の 分 解 産 物 や ア セ ト ー ル の 代 謝 産 物 と し て 存 在 し 、 糖 尿 病 患 者 の 血 液 中 で
増 加 し て い る と い う 報 告 が あ る （ Mclellan AC et al., Clinical Science87, 21-29 (199
4))。 ま た 、 in vitroで も 、 高 濃 度 の 糖 を 含 む 培 地 で 赤 血 球 を 培 養 す る と 細 胞 中 の MGO濃 度
が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 述 し た よ う に 、 CMLお よ び CELは 、 AGE構 造 体 と し て 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ つ つ あ る
。 し か し な が ら 、 両 者 の 構 造 が 炭 素 数 で 1つ 異 な る の み と い う 非 常 に 類 似 し て い る も の で
あ る た め 、 簡 便 に 両 者 を 識 別 し て 測 定 す る 方 法 が な く 、 糖 尿 病 合 併 症 や 老 化 に 関 連 し た 種
々 の 生 理 学 的 側 面 に つ い て 明 確 に な っ て い な い 。
【 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 又 は ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル
化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 し 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応
し な い 抗 体 、 該 抗 体 を 用 い た 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法 、 及 び 前 記 抗 体 の 用 途 を 提 供 す る こ
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と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 鋭 意 研 究 行 っ た 結 果 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が
カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い 、 さ ら に 、 カ ル ボ キ
シ エ チ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ
ク 質 又 は ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と
反 応 し 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 し な い 抗 体 、 す な わ
ち 、 カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と の 識 別 が 可 能 な 抗 体 の 作 製 に 成
功 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ
キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 し 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た ア ミ
ノ 酸 と 反 応 し な い 抗 体 で あ る 。 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と し て は 、 例 え ば N-ε
-カ ル ボ キ シ メ チ ル リ シ ン が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 前 記 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 例 え ば 受 託 番 号 が FERM P-17153
で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 と 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸
を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 タ
ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 測 定 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 と 、 前 記 タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法 で あ る 。 糖 尿
病 合 併 症 と し て は 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 網 膜 症 、 神 経 障 害 な ど の 糖 尿 病 性 細 血 管 合 併 症 、 あ る
い は 動 脈 硬 化 症 に 代 表 さ れ る 糖 尿 病 大 血 管 合 併 症 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 と 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸
を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と を 反 応 さ せ 、 得 ら れ る 反 応 産 物 か ら 前
記 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 製
造 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 を 含 む 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル
化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 検 出 用 試 薬 で あ る 。
さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 を 含 む 、 糖 尿 病 合 併 症 検 出 用 試 薬 又 は 免 疫 組 織 染 色 用 試 薬 で
あ る 。 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 CM化 タ ン パ ク 質 に 反 応 す る が CE化 タ ン パ ク 質 に 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法 、 及 び 前 記 抗 体 の 用 途 が 提 供 さ れ る 。 CM化 タ ン パ ク 質 は
、 糖 尿 病 合 併 症 に み ら れ る 組 織 障 害 の 発 症 と 進 展 に 深 く 関 連 し て い る こ と か ら 、 医 学 研 究
や 臨 床 検 査 の 領 域 で 、 糖 尿 病 合 併 症 な ど の 臨 床 マ ー カ ー と し て 使 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 本
発 明 の 抗 体 の 使 用 に よ り 、 CM化 タ ン パ ク 質 を CE化 タ ン パ ク 質 と 区 別 し て 簡 便 に 測 定 す る こ
と が で き る 。 こ れ に よ り 、 糖 尿 病 合 併 症 又 は 老 化 現 象 と CM化 さ れ た タ ン パ ク 質 等 と の 関 連
に つ い て 、 よ り 詳 細 に 検 討 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 １ ４ 】
　 本 発 明 者 は 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に
含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド （ 以 下 、 「 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 CM化 タ ン
パ ク 質 」 と い う ） が 糖 尿 病 合 併 症 の 発 症 や 老 化 現 象 に 深 く 関 与 し て い る こ と に 着 目 し た 。
一 方 、 別 の AGE構 造 体 の 一 つ と し て 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 (CE化 )さ れ た
ア ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る が 、 CM化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と CE化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と の 構 造 は 非 常 に 酷
似 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 そ こ で 、 本 発 明 者 は 、 CM化 タ ン パ ク 質 が 糖 尿 病 合 併 症 の 発 症 や 老 化 現 象 に 与 え る 生 理 学
的 な 機 能 を 明 ら か に す る に は 、 CM化 タ ン パ ク 質 を 、 CE化 タ ン パ ク 質 と 識 別 し て 検 出 、 測 定
す る 方 法 が 必 要 で あ る と 考 え た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 CM化 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 す る
が 、 CE化 タ ン パ ク 質 と は 反 応 し な い 抗 体 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 抗 体 に よ っ て 非 常 に
酷 似 し た 構 造 で あ る CE化 タ ン パ ク 質 と の 分 別 又 は 識 別 す る こ と を 可 能 と す る 手 法 を 提 供 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 「 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 CM化 タ ン パ ク 質 」 と は 、 タ ン
パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 に お い て 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ ル ボ キ シ メ チ ル 化
さ れ た ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 一 部 に 含 む も の を 意 味 す る 。 「 少 な く と も 一 部 」 と は 、 当 該
タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 で あ っ て 側 鎖 に ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 全
体 の う ち 、 ア ミ ノ 基 が 1個 CM化 さ れ て い る 限 り 個 数 に 制 限 は な い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て
、 1個 の ア ミ ノ 基 が CM化 さ れ て い る も の で も よ く 、 全 部 の ア ミ ノ 基 が CM化 さ れ て い る も の
で も よ く 、 CM化 さ れ た も の と CE化 さ れ た も の と が 混 在 し て も よ い 。 少 な く と も 1個 の ア ミ
ノ 基 が CM化 さ れ た ア ミ ノ 酸 が ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る 限 り 、 残 り の ア ミ ノ 基
が CE化 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ て い て も 、 そ の よ う な ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に
お け る CM化 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 は 当 該 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク
質 中 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の う ち 、 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が CM化 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 反 応 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 側 鎖 に ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、
例 え ば リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン が 挙 げ ら れ る が 、 リ シ ン （ 例 え ば
N-ε -カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 リ シ ン ） が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 方 、 本 発 明 に お い て 「 CE化 タ ン パ ク 質 」 と は 、 少 な く と も 一 部 の 側 鎖 の ア ミ ノ 基 が カ
ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 を 含 む タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド で あ っ て 、 カ ル ボ キ
シ メ チ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 ま な い タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を い う （ 「 カ ル ボ キ シ エ チ
ル 化 タ ン パ ク 質 」 と も い う ） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
１ ． CM化 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 CM化 す る 対 象 と な る タ ン パ ク 質 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 複 合 タ ン パ ク 質 、 単 純
タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 な ど い ず れ の も の で も よ い 。 こ れ ら の タ ン パ
ク 質 と し て は 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン （ BSA等 ） 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ
シ ア ニ ン （ KLH)、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ RNase） 、 β 2 マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 ヒ ス ト ン 、 コ ラ
ー ゲ ン 、 血 球 膜 タ ン パ ク 質 、 又 は 低 密 度 若 し く は 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 な ど が 挙 げ ら れ る
。 ま た 、 タ ン パ ク 質 に 限 ら ず ペ プ チ ド 、 例 え ば オ リ ゴ ペ プ チ ド で も ポ リ ペ プ チ ド で も 良 く
、 タ ン パ ク 質 か ら 修 飾 や 分 解 を 受 け て 合 成 さ れ た も の も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を CM化 す る に は 、 BSAな ど の タ ン パ ク 質 数 十 mg/ml（ 例
え ば 10～ 80 mg/ml） と 数 十 mM（ 例 え ば 10～ 80 mg/ml） の グ リ オ キ シ ル 酸 を リ ン 酸 緩 衝 液 中
（ グ リ オ キ シ ル 酸 の 5倍 の モ ル 量 の NaCNBH 3 を 含 む 、 pH 7.4） で 、 37℃ の 条 件 下 、 24時 間 程
度 反 応 さ せ る 方 法 な ど が 採 用 さ れ る 。 上 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ た CM化 タ ン パ ク 質 は 、 透 析
、 液 体 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど に よ っ て 精 製 さ れ た 後 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
２ ． CM化 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
　 本 発 明 に お い て 「 抗 体 」 と は 、 抗 原 で あ る 前 記 CM化 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 得 る 抗 体 分 子 全
体 ま た は そ の 断 片 (例 え ば 、 Fab又 は F(ab') 2 断 片 )を 意 味 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て
も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ） は 、 種 々 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体
の 製 造 法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ る [例 え ば Sambrook, J et al., Molecular Cloning, Cold
 Spring Harbor Laboratory Press(1989)を 参 照 ]。
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【 ０ ０ ２ １ 】
(1) CM化 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
(i) 抗 体 産 生 細 胞 の 採 取
　 前 記 の よ う に し て 作 製 し た CM化 タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 抗 原 と し て 、 哺 乳 動 物 、 例 え
ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど に 投 与 す る 。 抗 原 の 動 物 １ 匹 当 た り の 投 与 量 は 、 ア ジ ュ バ
ン ト を 用 い な い と き は 0.1～ 100mgで あ り 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る と き は 1～ 100μ gで あ る
。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA)、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト (FIA)、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 等 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 は 、 主 と し て 静 脈
内 、 皮 下 、 腹 腔 内 に 注 入 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、
数 日 か ら 数 週 間 間 隔 、 好 ま し く は 2～ 5週 間 間 隔 で 、 １ ～ 10回 、 好 ま し く は 2～ 5回 免 疫 を 行
う 。 そ し て 、 最 終 の 免 疫 日 か ら １ ～ 60日 後 、 好 ま し く は １ ～ 14日 後 に 抗 体 産 生 細 胞 を 採 集
す る 。 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 脾 臓 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 末 梢 血 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る が 、
脾 臓 細 胞 又 は 局 所 リ ン パ 節 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
(ii)細 胞 融 合
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 う 。 抗 体
産 生 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 、 マ ウ ス な ど の 動 物 の 一 般 に 入 手 可 能 な 株 化
細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 細 胞 株 と し て は 、 薬 剤 選 択 性 を 有 し 、 未 融 合 の 状
態 で は HAT選 択 培 地 (ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン を 含 む )で 生 存 で き ず 、
抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 し た 状 態 で の み 生 存 で き る 性 質 を 有 す る も の が 好 ま し い 。 ミ エ ロ ー マ
細 胞 と し て は 、 例 え ば  P3X63-Ag.8.U1(P3U1)、 NS-Iな ど の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 次 に 、 上 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ る 。 細 胞 融 合 は 、 血 清 を 含
ま な い DMEM、 RPMI-1640培 地 な ど の 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 中 で 、 １ × 10 6 ～ １ × 10 7 個 /mlの 抗
体 産 生 細 胞 と ２ × 10 5 ～ ２ × 10 6 個 /mlの ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 混 合 し （ 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ
ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 比 ５ ： １ が 好 ま し い ） 、 細 胞 融 合 促 進 剤 存 在 の も と で 融 合 反 応 を 行 う
。 細 胞 融 合 促 進 剤 と し て 、 平 均 分 子 量 1000～ 6000ダ ル ト ン の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 を
使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 電 気 刺 激 (例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン )を 利 用 し た 市 販
の 細 胞 融 合 装 置 を 用 い て 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
(iii) ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別 及 び ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 融 合 処 理 後 の 細 胞 か ら 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る 。 そ の 方 法 と し て 、 細
胞 懸 濁 液 を 例 え ば ウ シ 胎 児 血 清 含 有 RPMI-1640培 地 な ど で 適 当 に 希 釈 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト 上 に ３ × 10 5 個 /well程 度 ま き 、 各 ウ エ ル に 選 択 培 地 を 加 え 、 以 後 適 当 に 選 択 培
地 を 交 換 し て 培 養 を 行 う 。 そ の 結 果 、 選 択 培 地 で 培 養 開 始 後 、 14日 前 後 か ら 生 育 し て く る
細 胞 を ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 次 に 、 増 殖 し て き た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 に 、 CM化 タ ン パ ク 質 に 反 応 す る 抗 体 が
存 在 す る か 否 か を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 通 常 の 方 法
に 従 え ば よ く 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 生 育 し た ウ
エ ル に 含 ま れ る 培 養 上 清 の 一 部 を 採 集 し 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 等 に よ っ て
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 述 の 通 り 、 CMLと CELと は 構 造 が 非 常 に 類 似 し た も の で あ る 。 従 っ て 、 CMLと 反 応 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た と し て も 、 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は CE化
タ ン パ ク 質 と 反 応 し て し ま う 可 能 性 が 高 い 。 そ こ で 、 本 発 明 に お い て は 、 CM化 タ ン パ ク 質
に 反 応 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 後 、 CE化 タ ン パ ク 質 に は 反 応 し な い
抗 体 を 産 生 す る も の を さ ら に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 す な わ ち 、 CM化 お よ び CE化 タ ン パ ク 質 （ BSAな ど ） を 用 い 、 ELISA法 な ど で ハ イ ブ リ ド ー
マ の 培 養 上 清 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 測 定 す る 。 こ の 中 か ら 、 CM化 タ ン パ ク 質
に 強 い 反 応 性 を 示 し 、 か つ 、 CE化 タ ン パ ク 質 に は 反 応 性 を 示 さ な い も の を 選 択 す る 。 こ の
際 、 CM化 お よ び CE化 さ れ た 数 種 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 反 応 性 を 検 討 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 融 合 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 限 界 希 釈 法 等 に よ り 行 う 。 そ し て 、 最 終 的 に 、 CM化 タ ン パ
ク 質 と は 反 応 す る が CE化 タ ン パ ク 質 と は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 で
あ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 す る 。 な お 、 本 発 明 に お い て 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ CMS-10及 び CMS-96が 得 ら れ 、 こ の う ち CMS-10（ 「 Mouse-Mouse hybrid
oma CMS-10」 と 称 す る ） は 、 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁
目 1番 3号 ） に 、 平 成 11年 1月 20日 付 で FERM P-17153と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
(iv)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 採 取
　 樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方 法 と し て 、 通 常 の 細 胞 培
養 法 又 は 腹 水 形 成 法 等 を 採 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 法 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 10％ ウ シ 胎 児 血 清 含 有 RPMI-1640培 地 、 MEM培 地 又 は 無 血 清 培 地 等 の 動 物 細 胞 培 養 培 地 中
で 、 通 常 の 培 養 条 件 (例 え ば 37℃ 、 ５ ％  CO 2 濃 度 )で 7～ 14日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 か ら
抗 体 を 取 得 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 腹 水 形 成 法 の 場 合 は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 由 来 の 哺 乳 動 物 と 同 種 系 動 物 の 腹 腔 内 に ハ イ ブ リ
ド ー マ を 約 １ × 10 7 個 投 与 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 大 量 に 増 殖 さ せ る 。 そ し て 、 １ ～ ２ 週 間
後 に 腹 水 を 採 集 す る 。 上 記 抗 体 の 採 取 方 法 に お い て 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 は 、 硫
安 塩 析 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー な ど の 公 知 の 方 法 を 適 宜 選 択 し て 、 又 は こ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
(2) CM化 タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 前 記 CM化 タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 抗 原 と し て 、 こ れ を 哺 乳 動 物 、 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ
ス 、 ウ サ ギ な ど に 投 与 す る 。 抗 原 の 動 物 １ 匹 当 た り の 投 与 量 は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い な い
と き は 0.1～ 100mgで あ り 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る と き は 1～ 100μ gで あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト
と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA)、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FIA)、 水
酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 等 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 は 、 主 と し て 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内
等 に 注 入 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 数 日 か ら 数 週 間
間 隔 、 好 ま し く は 2～ 5週 間 間 隔 で 、 １ ～ 10回 、 好 ま し く は 2～ 5回 免 疫 を 行 う 。 そ し て 、 最
終 の 免 疫 日 か ら ６ ～ 60日 後 に 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA(enzume-linked immunosorbent ass
y)又 は  EIA(enzyme immunoassay))、 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA； radioimmuno assay)等 で 抗
体 価 を 測 定 し 、 最 大 の 抗 体 価 を 示 し た 日 に 採 血 し 、 抗 血 清 を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ の 後 は 、 CM化 お よ び CE化 タ ン パ ク 質 （ BSAな ど ） を 用 い 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 に 対 す る
抗 血 清 中 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を ELISA法 な ど で 測 定 す る 。 そ し て 、 CM化 タ ン パ
ク 質 に 強 い 反 応 性 を 示 し 、 か つ 、 CE化 タ ン パ ク 質 に は 反 応 性 を 示 さ な い も の を 選 択 す る 。
こ の 際 、 CM化 お よ び CE化 さ れ た 数 種 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 反 応 性 を 検 討 す る の が 好 ま し い
。 例 え ば 、 ま ず 、 抗 血 清 中 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 CM化 タ ン パ ク 質 で 固 定 さ れ た ア フ ィ
ニ テ ィ カ ラ ム に か け て CM化 タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 抗 体 （ カ ラ ム 吸 着 画 分 ） を 採 取 す る 。 次
に 、 得 ら れ た 抗 体 を 、 CE化 タ ン パ ク 質 で 固 定 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に か け て 、 吸 着 せ
ず に 溶 出 す る 抗 体 を 採 取 す る 。 そ し て 、 最 終 的 に 得 ら れ た 抗 体 が CM化 タ ン パ ク 質 と は 反 応
す る が CE化 タ ン パ ク 質 と は 反 応 し な い こ と を 、 ELISA等 に よ り 確 認 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
３ ． CM化 タ ン パ ク 質 の 製 造
　 以 上 の よ う に し て 本 発 明 の 抗 体 が 得 ら れ た 後 は 、 こ れ を リ ガ ン ド と し て 、 CE化 タ ン パ ク
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質 と 反 応 さ せ る こ と な く CM化 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ま ず 、 固 体
担 体 に 本 発 明 の 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ
ム を 作 製 し 、 目 的 タ ン パ ク 質 の CM化 反 応 混 合 物 を 供 す る 。 次 に 、 反 応 混 合 物 中 の CM化 タ ン
パ ク 質 と 本 発 明 の 抗 体 と の 反 応 を 行 わ せ た 後 、 不 要 成 分 を カ ラ ム か ら 除 去 す る 。 最 後 に 、
目 的 と す る CM化 タ ン パ ク 質 溶 出 画 分 を 得 る た め 溶 離 液 を カ ラ ム に か け る こ と に よ り 、 目 的
の CM化 タ ン パ ク 質 を CE化 タ ン パ ク 質 と 区 別 し て 採 取 す る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 の 抗
体 は 、 CM化 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 組 織 免 疫 染 色 、 免 疫
沈 降 等 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
４ ． CM化 タ ン パ ク 質 の 測 定 方 法
　 本 発 明 に お い て は 、 前 記 抗 体 を 用 い て CM化 タ ン パ ク 質 を 測 定 （ 例 え ば 定 量 ） す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と CM化 タ ン パ ク 質
と を 反 応 さ せ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)な ど で 標 識 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 用 い
る こ と に よ り 、 CM化 タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
５ ． 糖 尿 病 合 併 症 の 検 出 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 を 生 体 試 料 中 の CM化 タ ン パ ク 質 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 糖 尿 病 合 併 症 を
検 出 す る こ と が で き る 。 糖 尿 病 合 併 症 と し て は 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 網 膜 症 、 神 経 障 害 な ど の
糖 尿 病 性 細 血 管 合 併 症 、 あ る い は 動 脈 硬 化 症 に 代 表 さ れ る 糖 尿 病 大 血 管 合 併 症 等 が 挙 げ ら
れ る 。 本 発 明 に お い て 、 こ れ ら の 合 併 症 の 検 出 と な る 疾 患 は 、 1種 類 で も よ く 2種 類 以 上 が
併 発 し た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 糖 尿 病 合 併 症 患 者 、 例 え ば 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 な ど で あ る と 疑 わ れ る 患 者 か
ら 血 液 、 尿 、 組 織 等 を 採 取 し 、 適 切 な 前 処 理 を 施 し て CM化 タ ン パ ク 質 測 定 試 料 を 調 製 す る
。 な お 、 CM化 タ ン パ ク 質 測 定 試 料 は 、 糖 尿 病 合 併 症 の 臨 床 マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と が
で き る 。 次 い で 、 前 記 測 定 試 料 と 前 記 抗 体 と を 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ (HRP)な ど で 標 識 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 用 い て 常 法 に よ り CM化 タ ン パ ク 質 を 検 出
、 定 量 す る 。 検 出 結 果 が 陽 性 で あ る 場 合 又 は 定 量 値 が 高 い 場 合 に は 、 何 ら か の 糖 尿 病 合 併
症 を 有 し て い る か 否 か を 検 出 す る た め の 判 断 資 料 （ 例 え ば 合 併 症 の 進 行 度 の 指 標 ） と す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
６ ． 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 試 薬
　 本 発 明 に お い て は 、 CM化 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 、 各 種 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 CM化 タ ン パ ク 質 検 出 用 試 薬 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 前 記 ４ ． に 記 載 の 測 定
方 法 を 用 い て 検 出 が 行 わ れ 、 糖 尿 病 合 併 症 検 出 用 試 薬 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 前 記 ５ ． に
記 載 の 方 法 に よ り 検 出 が 行 わ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 免 疫 組 織 染 色 用 試 薬 と し て 用 い
る 場 合 は 、 通 常 の 免 疫 組 織 染 色 法 に 従 っ て 検 出 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 糖 尿 病 患 者 の バ イ オ プ シ ー か ら 得 ら れ る 種 々 の 組 織 切 片 を 常 法 に よ り 調 製 し 、
本 発 明 の 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)標 識 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体
を 二 次 抗 体 と し て 本 発 明 の 抗 体 に 結 合 さ せ 、 3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ 3,3'-diamonoben
zidine） 処 理 を 施 し て 染 色 す る 。 染 色 後 顕 微 鏡 観 察 を 行 い 、 褐 色 に 染 色 さ れ た 領 域 が CM化
を 受 け た も の と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に
そ の 技 術 的 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。
〔 実 施 例 1〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
(1) 抗 原 の 調 製
(i) カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 タ ン パ ク 質
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　 本 実 施 例 に お い て は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 タ ン パ ク 質 と し て カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン (以 下 「 CML-BSA」 と い う ） 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ
シ ア ニ ン (以 下 「 CML-KLH」 と い う ） 及 び カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (以 下 「 CML
-RNase」 と い う ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 175 mgの 各 タ ン パ ク 質 (BSA、 KLH及 び RNase） を 、 そ れ ぞ れ 0.15 Mグ リ オ キ シ ル 酸 及 び 0.
45 Mの  NaCNBH 3 を 含 む 0.2 Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.8)中 、 37℃ で 24時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBSに
て 透 析 し 、 CM化 タ ン パ ク 質 を 得 た  (Reddy S et al., Biochemistry 1995, 34, 10872-108
78)。 生 成 し た CM化 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 ア ミ ノ 酸 分 析 を 行 っ た 結 果 よ り 、 所 望 の タ ン パ
ク 質 （ CML-BSA 、 CML-KLH及 び CML-RNase） で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
(ii)カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 タ ン パ ク 質
　 40 mgの 各 タ ン パ ク 質 （ BSA、 KLH及 び RNase） を 、 そ れ ぞ れ 0.2 M ピ ル ビ ン 酸 及 び 0.3 M 
NaCNBH 3 を 含 む PBS中 で 24時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBSに て 透 析 し 、 CE化 タ ン パ ク 質 を 得 た (Ahme
d MU et al., Biochem J 1997, 324, 565-570)。 生 成 し た CE化 タ ン パ ク 質 に つ い て ア ミ ノ
酸 分 析 を 行 っ た 結 果 、 BSA、 LKH及 び RNaseが そ れ ぞ れ カ ル ボ キ シ エ チ ル 化 さ れ た 所 望 の タ
ン パ ク 質 で あ る こ と を 確 認 し た （ そ れ ぞ れ 「 CEL-BSA」 、 「 CEL-KLH」 及 び 「 CEL-RNase」
と い う ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
(2) 動 物 の 免 疫
　 1 mg/mlの 抗 原 (CML-KLH)を 、 等 量 の フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を
作 製 し た の ち 、 200μ l/匹 ず つ 、 Balb/cマ ウ ス の 背 中 皮 内 に 免 疫 し た 。 ２ 週 間 お き に 追 加
免 疫 を 行 い 、 初 回 免 疫 か ら ４ 回 免 疫 し た 後 に 尾 静 脈 よ り 採 血 を 行 い 、 抗 体 価 の 確 認 を 行 っ
た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
(3) 抗 体 価 の 測 定
　 抗 体 価 は ELISA法 を 用 い て 測 定 し た 。 す な わ ち 、 抗 原 と し て CML-BSA、 CML-RNase及 び  CM
L-KLHを 各 5μ g/mlの 濃 度 で 50μ l/wellず つ 、 一 晩 ４ ℃ で プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 。 0.
05％  Tween 20を 含 む PBS(PBS-T)で ３ 回 洗 浄 後 、 0.5％ ゼ ラ チ ン を 含 む 炭 酸 緩 衝 液  (pH 9.5
)で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 洗 浄 後 、 PBS-Tで 段 階 希 釈 し た マ ウ ス 血 清 を 50μ l/wellず つ
入 れ て １ 時 間 静 置 し た 。 洗 浄 後 、 PBS-Tで 2500倍 に 希 釈 し た ２ 次 抗 体 (西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 抗 マ ウ ス IgG)を 50μ l/wellず つ 入 れ て １ 時 間 静 置 し た 。 洗 浄 後 、 5.5
 mg/10mlの OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )を 含 む ク エ ン 酸 緩 衝 液  (pH5.0)を 100μ l/wellず つ
入 れ 、 10分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 1N硫 酸 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 492nmの 吸 光 度 を 測 定
し た 。 そ の 結 果 、 抗 血 清 の １ 万 倍 希 釈 溶 液 に お い て 、 抗 原 と 有 意 な 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
(4) 細 胞 融 合 お よ び 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ
　 抗 体 価 の 上 昇 が 確 認 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 P3U1と を 、 ５ ： １ の 割 合
で ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 に よ り 細 胞 融 合 し 、 HAT選 択 培 地 で 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択
培 養 を 行 っ た 。 細 胞 融 合 10日 目 に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 回 収 し 、 抗 体 価 の 測 定 を 行 っ
た 手 法 （ 前 記 (3)参 照 ） と 同 様 の 手 法 で ELISAを 行 い 、 CML-BSAと の 反 応 性 が 陽 性 で あ り 、 C
EL-BSAと の 反 応 性 が 陰 性 で あ る 株 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ で 陽 性
と な っ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 細 胞 数 を 測 定 後 、 1 個 /wellと な る よ う に 96ウ ェ ル プ レ ー ト に
ま き こ み （ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ )、 10日 後 に シ ン グ ル コ ロ ニ ー の ウ ェ ル の み 再 度 ス ク リ ー ニ
ン グ を 行 っ た 。 同 様 に し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ で 陽 性 と な っ た ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 再 度
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 性 質 が 100％ 一 致 す る ま で ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 を 続 け た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の 結 果 、 CM化 タ ン パ ク 質 と 反 応 す る が CE化 タ ン パ ク 質 と 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 産 生 細 胞 株 2株 (CMS-10, CMS-96)を 得 た 。 な お 、 ハ イ ブ リ ド ー マ CMS-10（ 名 称 ： 「 Mou
se-Mouse hybridoma CMS-10」 ） は 、 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 （ 茨 城 県 つ く ば
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市 東 1丁 目 1番 3号 ） に 、 平 成 11年 1月 20日 付 で FERM P-17153と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
〔 実 施 例 2〕 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 性 質 （ CML及 び CELの 識 別 性 ） の 検 討
　 本 実 施 例 で は 、 CMLに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 株 CMS-10に 関 し て CML及 び CE
Lに 対 す る 反 応 性 の 差 を 検 討 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 株 に 関 し て CMLと CELの 反
応 性 の 相 違 を 以 下 の 方 法 で 検 討 し た 。 す な わ ち 、 実 施 例 １ の 方 法 と 同 様 の 方 法 で 作 製 し た
 CML-BSA及 び  CEL-BSAを そ れ ぞ れ 5μ g/mlの 濃 度 で 炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.5)に 溶 解 し 、 50μ l/w
ellず つ ELISAプ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.5)に 溶 解 し た 0.5
％ ゼ ラ チ ン (200μ l/well)で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 CMS-10の 細 胞 培 養 上 清 を 50μ l/well添 加
し て １ 時 間 反 応 さ せ た の ち 、 HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 50μ l/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ
せ た 。 次 に 、 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド （ 1,2-phenylenediamine dihyd
rochloride） を 添 加 し て 発 色 反 応 を 行 い 、 492nmの 吸 光 度 を ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し
た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 際 、 対 照 と し て 、 既 存 の 抗 CMLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 6D12（ 和 光 純 薬 工 業 ） の
培 養 上 清 を 用 い た 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (CMS-10)は 、 CML-BSAと は 反
応 す る が 、 CEL-BSAと は 反 応 性 を 示 さ な い こ と を 確 認 し た 。 一 方 、 6D12は 、 CML-BSAお よ び
CEL-BSAと ほ ぼ 同 等 に 反 応 し 、 両 者 を 区 別 で き な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 本 発
明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 明 ら か に 既 存 の 抗 AGEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 異 な り 、 CMLに
の み 特 異 的 に 反 応 し 、 CELと は 反 応 し な い こ と が 分 か っ た (図 1)。 な お 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の サ ブ タ イ プ は 、 市 販 の タ イ ピ ン グ キ ッ ト に よ り IgG1で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
〔 実 施 例 ３ 〕 既 存 の 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CML及 び CELに 対 す る 反 応 性
(1)免 疫
　 1 mgの 抗 原 (CML-KLH)を 、 50%の フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製
し 、 日 本 白 兎 の 背 中 皮 内 に 免 疫 し た 。 ２ 週 間 お き に ４ 回 追 加 免 疫 を 行 い 、 最 終 免 疫 の 10日
後 、 耳 静 脈 よ り 採 血 を 行 い 、 抗 体 価 の 確 認 を 行 っ た 。 そ の 後 、 耳 静 脈 よ り 50ml採 血 を 行 い
、 血 清 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
(2) 抗 体 の 精 製
　 BSAを ホ ル ミ ル セ ル ロ フ ァ イ ン （ 生 化 学 工 業 ） に カ ッ プ リ ン グ さ せ 、 BSAア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム （ 2.0× 12cm） を 作 製 し た 。 PBSで ２ 倍 に 希 釈 し た CML-BSA抗 血 清 10mlを 該 カ ラ ム に
供 与 し 、 そ の 非 吸 着 画 分 を 、 上 記 と 同 様 に 作 製 し た CML-BSAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ 2.0×
12cm） カ ラ ム に 吸 着 さ せ た 。 続 い て 、 こ の 吸 着 画 分 を 0.1Mク エ ン 酸 (pH 3)で 溶 出 し 、 溶 出
画 分 を 1M Trisで pH 7.2に 調 製 し た 後 、 PBSで 24時 間 透 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
(3) ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性
　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 得 ら れ た CML-BSAを 0.1mM炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH9.6)に 溶 解 し 、 1μ
g/mlと し た 。 こ れ を 100μ l/wellず つ ELISAプ レ ー ト に 加 え 、 コ ー テ ィ ン グ し た 。 ６ ０ 分 放
置 し 、 0.1% Tween 20を 含 む PBS(PBS-T)で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 炭 酸 バ ッ フ ァ ー  (pH9.6)に 溶
解 し た 0.5%ゼ ラ チ ン (200μ l/well)で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 再 び PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 各
濃 度 の 阻 害 物 質 （ CML-BSAお よ び CEL-BSA） 50μ lと ５ μ g/mlの ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 50μ l
/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで ３ 回 洗 浄 し た 後 、 HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 を 10
0μ l/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 続 い て 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ
ド を 添 加 し て 発 色 反 応 を 行 い 、 O.D. 492nmを ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た 。 そ の 結 果
、 既 存 の 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CML-BSAに 対 す る 反 応 は 、 CEL-BSAに よ っ て 強 く 阻 害
さ れ た 。 従 っ て 、 既 存 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 CMLだ け で な く CELを も 認 識 し て し ま う こ
と が 判 明 し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
〔 実 施 例 ４ 〕 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 と 各 画 分 の 反 応 性
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(1) 抗 体 の 精 製
　 CML-BSAを ホ ル ミ ル セ ル ロ フ ァ イ ン （ 生 化 学 工 業 ） に カ ッ プ リ ン グ さ せ 、 CML-BSAア フ ィ
ニ テ ィ ー カ ラ ム （ 2.0× 12cm） を 作 製 し た 。 PBSで 2倍 に 希 釈 し た CML-KLH抗 血 清 10mlを 該 カ
ラ ム に 供 与 し 、 そ の 吸 着 画 分 を 0.1Mク エ ン 酸 (pH3)で 溶 出 し 、 さ ら に 溶 出 画 分 を 1M Trisで
pH 7.2に 調 製 し て 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。 次 に 、 得 ら れ た 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 (1530μ g/ml)5mlを 、 CML-BSAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作 製 し た と き と 同 様 に 作 製 さ れ
た CEL-BSAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ 2.0× 12cm） に 供 与 し た （ 図 ３ ） 。 そ の 非 吸 着 画 分 （ 画
分 番 号 12～ 35)、 及 び 0.1Mク エ ン 酸 (pH 3)で 溶 出 し た 溶 出 画 分 (画 分 番 号 50～ 65)を １ M Tri
sで pH7.2に 調 製 し た 後 、 PBSで 24時 間 透 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
(2)各 画 分 の 反 応 性
　 吸 着 画 分 お よ び 非 吸 着 画 分 に 関 し て CML及 び CELと の 反 応 性 の 相 違 を 以 下 の 方 法 で 検 討 し
た 。 す な わ ち 、 実 施 例 １ の 方 法 と 同 様 の 方 法 で 作 製 し た  CML-RNase及 び CEL-RNaseお よ び
非 修 飾 RNaseを そ れ ぞ れ 5μ g/mlの 濃 度 で 炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.5)に 溶 解 し 、 50μ l/wellず つ EL
ISAプ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.5)に 溶 解 し た 0.5％ ゼ ラ チ ン
(200μ l/well)で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 両 画 分 を 段 階 希 釈 し 、 50μ l/well添 加 し て １ 時 間 反
応 さ せ た の ち 、 HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 を 50μ l/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、
1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド を 添 加 し て 発 色 反 応 を 行 い 、 492nmの 吸 光 度
を ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た （ 図 ４ お よ び ５ ） 。 そ の 結 果 、 CEL-ア フ ィ ニ テ ィ ー カ
ラ ム 吸 着 画 分 は CML-RNase及 び CEL-RNaseの い ず れ に も 反 応 す る の に 対 し （ 図 ４ ） 、 CEL-ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 非 吸 着 画 分 は CML-RNaseと は 反 応 す る が CEL-RNaseと 反 応 し な い こ と か
ら （ 図 ５ ） 、 非 吸 着 画 分 に 含 ま れ て い る 抗 体 は 目 的 の も の で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
〔 実 施 例 ５ 〕 抗 CMLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性
　 既 存 の 抗 CMLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 6D12（ 和 光 純 薬 工 業 ） の 反 応 性 を 以 下 の 方 法 で
検 討 し た 。 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 得 ら れ た CML-BSAを 0.1mM炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH9.6)に 溶
解 し 、 1μ g/mlと し た 。 こ れ を 100μ l/wellず つ ELISAプ レ ー ト に 加 え 、 コ ー テ ィ ン グ し た
。 ６ ０ 分 放 置 し 、 0.1% Tween 20を 含 む PBS(PBS-T)で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 炭 酸 バ ッ フ ァ ー  (p
H9.6)に 溶 解 し た 0.5%ゼ ラ チ ン (200μ l/well)で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 再 び PBS-Tで ３ 回 洗 浄
し た 後 、 各 濃 度 の 阻 害 物 質 （ CML-BSAお よ び CEL-BSA)50μ lと ２ μ g/mlの 既 存 の 抗 CMLモ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 6D12、 和 光 純 薬 工 業 ） を 50μ l/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-T
で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 HRP標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 100μ l/well添 加 し て １ 時 間 反 応 さ せ た 。
続 い て 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド を 添 加 し て 発 色 反 応 を 行 い 、 O.D. 492
nmを ELISAリ ー ダ ー に よ っ て 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 既 存 の 抗 CMLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CML-
BSAに 対 す る 反 応 は 、 CEL-BSAに よ っ て 濃 度 依 存 的 に 阻 害 さ れ た 。 従 っ て 、 既 存 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 CMLだ け で な く CELを も 認 識 し て し ま う こ と が 判 明 し た （ 図 ６ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CML-BSA又 は CEL-BSAに 対 す る 反 応 性 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ２ 】 既 存 の 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 抗 CMLポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CELア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る 精  製 結 果 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ４ 】 CELア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 吸 着 画 分 の 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 CELア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 非 吸 着 画 分 の 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 既 存 の 抗 CMLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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