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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対する特異的抗体、および該抗体を用いるグ
リコーゲンの定量法を提供する。
【解決手段】酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される抗体、その抗原結合性
断片または該抗原結合性断片を含む結合分子ならびにその組成物。また、それらを用いて
、サンプル中のグリコーゲンを検出または定量する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項２】
ＥＳＧと天然グリコーゲンとに対する特異性の相違が２倍以内の範囲にあり、該特異性は
、ＥＬＩＳＡにおいて抗原濃度が０．００００１ｍｇ／ｍｌのとき、ＯＤ４５０（参照波
長６３０nm）によって測定される、請求項１に記載の抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項３】
ＥＳＧに対する結合特異性は、ＥＬＩＳＡにおいて抗原濃度が０．０００１ｍｇ／ｍｌの
とき、ＯＤ４５０（参照波長６３０ｎｍ）が２以上の値を示す、請求項１に記載の抗体、
その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項４】
ＥＳＧとフロイント完全アジュバントをエマルジョンにしてマウスを免疫化して得られる
脾臓細胞と、ミエローマ細胞とを融合して融合細胞を得ること、および該融合細胞をヒポ
キサンチン／アミノプテリン／チミジンを含む培地で培養して得られたハイブリドーマを
培養して抗体を生成させることによって得られる、抗体、その抗原結合性断片または該抗
原結合性断片を含む結合分子。
【請求項５】
前記ハイブリドーマは、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたものである
、請求項４に記載の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項６】
受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハイブリドーマによって生成される
抗体と同一の重鎖および軽鎖の相補性決定部位（ＣＤＲ）またはその保存的改変アミノ酸
配列を含む、抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項７】
受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハイブリドーマによって生成される
抗体のアミノ酸配列と同一またはその保存的改変アミノ酸配列を含む抗体、その抗原結合
性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項８】
受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハイブリドーマによって生成される
抗体のアミノ酸配列と同一アミノ酸配列からなる抗体、その抗原結合性断片または該抗原
結合性断片を含む結合分子。
【請求項９】
受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハイブリドーマによって生成される
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子。
【請求項１０】
請求項１～９のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含
む結合分子を含む、グリコーゲンを検出または定量するための組成物。
【請求項１１】
前記抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は、標識されたも
のである、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
前記検出または定量は細胞、細胞抽出物または細胞の培養上清中で行われる、請求項１０
に記載の組成物。
【請求項１３】
前記検出または定量は動物の組織または組織抽出物中で行われる、請求項１０に記載の組
成物。
【請求項１４】
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サンプル中のグリコーゲンを検出または定量する方法であって、該方法は、
　請求項１～１０のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
を含む結合分子と該サンプルとを、該抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
とグリコーゲンとが結合する条件下で接触させる工程；および
　結合した該抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を検出または定量する工
程、
を包含する方法。
【請求項１５】
前記検出または定量は、標識を用いて行われる、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記サンプルは細胞、細胞抽出物または細胞の培養上清である、請求項１４に記載の方法
。
【請求項１７】
前記サンプルは動物の組織または組織抽出物である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
請求項１～９のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性断片、該抗原結合性断片を含む結
合分子またはＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、グリコーゲンに対する抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　グリコーゲンは、動物、真菌、酵母および細菌の主な貯蔵多糖である。グリコーゲンは
、水に可溶性であり、乳白色の溶液となる。動物のグリコーゲンの分子構造はよく研究さ
れている。天然グリコーゲンは、ブドウ糖（グルコース）のα－１，４－グルコシド結合
を介して直鎖状に連結した糖鎖からα－１，６－グルコシド結合で枝分れし、さらにそれ
も枝分かれして網状構造を形成したホモグルカンである。天然グリコーゲンは、α－１，
６－グルコシド結合によって連結された、平均重合度約１０～約１４のα－１，４－グル
コシド結合鎖から構成されている。天然グリコーゲンの分子量については、色々な説があ
るが、約１０５～約１０８とされている。天然グリコーゲンは、分子量約１０７の粒子（
β粒子）またはβ粒子の凝集により形成されたさらに大きな粒子（α粒子）として存在す
る。細菌のグリコーゲンの構造は、動物のグリコーゲンの構造と類似すると考えられる。
ある種の植物（たとえばスイートコーン）にもグリコーゲンと類似した構造のグルカンが
存在し、植物グリコーゲン（フィトグリコーゲン）と呼ばれる。
【０００３】
　グリコーゲンには種々の生物学的機能が知られているが、その機能性を研究する上で、
細胞内や生体内に存在するグリコーゲンを検出するシステムを構築することは非常に重要
な手段であり、高感度にグリコーゲンを定量するためには抗体の利用が不可欠である。こ
れまでに、グリコーゲンを認識するモノクローナル抗体（ＩＶ５８Ｂ６）が１つ知られて
いるが（非特許文献１）、その特性は調査されていない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】馬場麻人、口腔病学会雑誌、１９９３　Ｎｏ．２　ｐ２６４－２８７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される抗体およびその改変体
（抗原結合性断片、結合分子等）を提供する。非特許文献１に記載の抗体をＥＬＩＳＡ法



(4) JP 2012-183000 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

により詳細に調べたところ、グリコーゲンの構造や由来の違いにより、検出しやすいもの
と、しにくいものがあることが明らかとなった（図１）。具体的には、部分的にグリコー
ゲンを消化したモデル（ＲＧ）については非常に良く認識するが、酵素合成グリコーゲン
（ＥＳＧ）はあまり認識せず、天然由来のグリコーゲンに対しては、その由来ごとに検出
感度がまちまちであった。そのため、この従来技術のＩＶ５８Ｂ６抗体を用いてグリコー
ゲンを定量することは困難であると考え、新たにグリコーゲンを認識するモノクローナル
抗体の作製を試み、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対する抗体を作製したところ、グ
リコーゲンの種類を問わず一様に反応する抗体を得ることができた。
【０００６】
　本発明は、上記抗体およびその改変体を提供することによって、グリコーゲンの種類に
関係なく感度が一様である検出手段を提供することができる。したがって、例えば、本発
明は以下を提供する。
【０００７】
　一つの局面において、本発明は、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。
【０００８】
　別の局面において、本発明は、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）および天然グリコーゲ
ンに対して指向される抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子
を提供する。
【０００９】
　別の局面において、本発明は、ＥＳＧとフロイント完全アジュバントをエマルジョンに
してマウスを免疫化して得られる脾臓細胞と、ミエローマ細胞とを融合して融合細胞を得
ること、および該融合細胞をヒポキサンチン／アミノプテリン／チミジンを含む培地で培
養して得られたハイブリドーマを培養して抗体を生成させることによって得られる、抗体
、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。
【００１０】
　別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハ
イブリドーマによって生成される抗体と同一の重鎖および軽鎖の相補性決定部位（ＣＤＲ
）またはその保存的改変アミノ酸配列を含む、抗体、その抗原結合性断片または該抗原結
合性断片を含む結合分子を提供する。
【００１１】
　さらに別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託さ
れたハイブリドーマによって生成される抗体のアミノ酸配列と同一またはその保存的改変
アミノ酸配列を含む抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を
提供する。
【００１２】
　さらに別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託さ
れたハイブリドーマによって生成される抗体のアミノ酸配列と同一アミノ酸配列からなる
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。
【００１３】
　なお別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託され
たハイブリドーマによって生成される抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
を含む結合分子を提供する。
【００１４】
　１つの実施形態において、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
を含む結合分子では、ＥＳＧと天然グリコーゲンとに対する特異性の相違が２倍以内の範
囲にあり、該特異性は、ＥＬＩＳＡにおいて抗原濃度が０．００００１ｍｇ／ｍｌのとき
、ＯＤ４５０（参照波長６３０ｎｍ）によって測定される。
【００１５】
　１つの実施形態において、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
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を含む結合分子では、ＥＳＧに対する結合特異性は、ＥＬＩＳＡにおいて抗原濃度が０．
０００１ｍｇ／ｍｌのとき、ＯＤ４５０（参照波長６３０ｎｍ）が２以上の値を示す。
【００１６】
　１つの実施形態において、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
を含む結合分子では、前記ハイブリドーマは、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として
寄託されたものである。
【００１７】
　別の局面において、本発明は、本発明の上記のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性
断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を含む、グリコーゲンを検出または定量する
ための組成物を提供する。
【００１８】
　１つの実施形態において、前記抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含
む結合分子は、標識されたものである。
【００１９】
　１つの実施形態において、前記検出または定量は細胞、細胞抽出物または細胞の培養上
清中で行われる。
【００２０】
　１つの実施形態において、前記検出または定量は動物の組織または組織抽出物中で行わ
れる。
【００２１】
　別の局面において、本発明は、サンプル中のグリコーゲンを検出または定量する方法で
あって、該方法は、本発明の上記のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片を含む結合分子と該サンプルとを、該抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片とグリコーゲンとが結合する条件下で接触させる工程；および結合した該
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を検出または定量する工程、を包含す
る方法を提供する。
【００２２】
　１つの実施形態において、前記検出または定量は、標識を用いて行われる。
【００２３】
　１つの実施形態において、前記サンプルは細胞、細胞抽出物または細胞の培養上清であ
る。
【００２４】
　１つの実施形態において、前記サンプルは動物の組織または組織抽出物である。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、本発明の上記のいずれかに記載の抗体、その抗原結合性
断片、該抗原結合性断片を含む結合分子またはＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含
む核酸分子を提供する。
【００２６】
　これらのすべての局面において、本明細書に記載される各々の実施形態は、適用可能で
ある限り、他の局面において適用されうることが理解される。
【００２７】
　複数の実施形態が開示されるが、本発明の他の実施形態は、以下の詳細な説明から当業
者には明らかになるであろう。明らかであるように、本発明は、すべて本発明の技術思想
および範囲から逸脱することなく、種々の明白な態様において修飾が可能である。従って
、図面および詳細な説明は、事実上例示的であると見なされ、制限的であるとは見なされ
ない。
【発明の効果】
【００２８】
　本発明は、グリコーゲンの種類を問わず一様に反応する抗体、その抗原結合性断片また
は該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。本発明は、グリコーゲンの種類に関係な
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く感度が一様である検出手段を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、ＥＬＩＳＡ法による従来の抗体ＩＶ５８Ｂ６の抗原特異性の確認した図
を示す。図１Ａは、ＩＶ５８Ｂ６のＥＳＧとＥＳＧ消化体モデルであるＲＧならびにでん
ぷんとの反応性を示している。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光度（参照波長６３０ｎｍ）
＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、抗原濃度を示す。黒三角はＥＳＧ－７
０００を示し、黒丸はＲＧを示し、黒四角はでんぷん（ｓｔａｒｃｈ）を示す。図１Ｂは
、ＩＶ５８Ｂ６の各種天然グリコーゲンとの反応性を示している。Ｙ軸は４５０ｎｍにお
ける吸光度（参照波長６３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、抗
原濃度を示す。菱形はタイプＩＩＩウサギ由来の天然グリコーゲン（Ｔｙｐｅ　ＩＩＩ　
Ｒａｂｂｉｔ）を示す。黒四角はタイプＶＩＩムラサキイガイ由来の天然グリコーゲン（
Ｔｙｐｅ　ＶＩＩ　Ｍｕｓｓｅｌ）を示す。黒三角はタイプＶＩＩＩフナガイ由来の天然
グリコーゲン（Ｔｙｐｅ　ＶＩＩＩ　Ｓｌｉｐｐｅｒ　ｌｉｍｐ）を示す。白四角はウシ
肝臓由来のタイプＩＸの天然グリコーゲン（Ｔｙｐｅ　ＩＸ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｌｉｖｅｒ
）を示す。白三角はカキ由来の天然グリコーゲン（Ｏｙｓｔｅｒ）を示す。黒丸はフィト
グリコーゲン（Ｐｈｙｔｏｇｌｙｃｏｇｅｎ）を示す。
【図２】図２は、ＥＬＩＳＡ法による本発明の抗体ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂの抗原特異性の確
認した図を示す。図２Ａは、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体のＥＳＧとＥＳＧ消化体モデルであ
るＲＧならびにでんぷんとの反応性を示している。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光度（参
照波長６３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、抗原濃度を示す。
黒三角はＥＳＧ－７０００を示し、黒丸はＲＧを示し、黒四角はでんぷん（ｓｔａｒｃｈ
）を示す。図２Ｂは、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体の各種天然グリコーゲンとの反応性を示し
ている。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光度（参照波長６３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／
６３０）＞を示し、Ｘ軸は、抗原濃度を示す。菱形はタイプＩＩＩウサギ由来の天然グリ
コーゲンを示す。黒四角はタイプＶＩＩムラサキイガイ由来の天然グリコーゲンを示す。
黒三角はタイプＶＩＩＩフナガイ由来の天然グリコーゲンを示す。白四角はウシ肝臓由来
のタイプＩＸの天然グリコーゲンを示す。白三角はカキ由来の天然グリコーゲンを示す。
黒丸はフィトグリコーゲンを示す。図２ＣはＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体のＥＳＧ７０００お
よび天然グリコーゲンとの反応性を比較した結果である。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光
度（参照波長６３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、抗原濃度を
示す。黒三角はＥＳＧ７０００を示し、白丸はでんぷん（ｓｔａｒｃｈ）を示し、黒四角
はＮＳＧ１（カキ由来、ナカライテスク）天然グリコーゲンを示し、グレーの四角はＮＳ
Ｇ２（タイプＶＩＩムラサキイガイ由来）天然グリコーゲンを示す。黒丸はＮＳＧ５（タ
イプＶＩＩＩフナガイ由来）天然グリコーゲンを示す。
【図３】図３は、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体を使ったグリコーゲン検出システムの検量線で
ある。図３Ａは、ＥＳＧ７０００（０．０１　ｍｇ／ｍｌ）をＥＬＩＳＡプレートにコー
ティングし競争ＥＬＩＳＡを行っている。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光度（参照波長６
３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、競合する抗原の濃度を示す
。三角はＥＳＧ７０００をコーティングしたものに対するＥＳＧ７０００の競合（ＥＳＧ
－７０００（ＥＳＧ－７０００ｃｏａｔ））を示し。黒丸はＥＳＧ７０００をコーティン
グしたものに対するＲＧの競合（ＲＧ（ＥＳＧ－７０００ｃｏａｔ））を示す。図３Ｂは
、ＲＧ（０．０１　ｍｇ／ｍｌ）をＥＬＩＳＡプレートにコーティングし、競争ＥＬＩＳ
Ａを行っている。Ｙ軸は４５０ｎｍにおける吸光度（参照波長６３０ｎｍ）＜Ｏ．Ｄ＞（
４５０／６３０）＞を示し、Ｘ軸は、競合する抗原の濃度を示す。三角はＲＧをコーティ
ングしたものに対するＥＳＧ７０００の競合（ＥＳＧ－７０００（ＲＧｃｏａｔ））を示
し。黒丸はＲＧをコーティングしたものに対するＲＧの競合（ＲＧ（ＲＧｃｏａｔ））を
示す。
【図４】図４は、Ｃａｃｏ－２によるグリコーゲンの消化性を示す図である。ＥＳＧ７０
００をそれぞれ、０ｍｇ／ｍｌ、２．５ｍｇ／ｍｌ、５ｍｇ／ｍｌ添加したときのグリコ
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ーゲンの量をＲＧ量に換算（ｍｇ／ｍｌ）したものを示す。Ａは、Ａｐｉｃａｌ側（腸管
内）、ＢはＢａｓｏｌａｔｅｒａｌ側（体内）のものを示す。分化Ｃａｃｏ－２細胞を用
いた小腸モデルを用いＥＳＧの代謝物の定量を抗体ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂを用いた競争ＥＬ
ＩＳＡにより行ったものである。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　以下、本発明を説明する。本明細書の全体にわたり、単数形の表現は、特に言及しない
限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。従って、単数形の冠詞（
例えば、英語の場合は「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」など）は、特に言及しない限り、そ
の複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。また、本明細書において使用され
る用語は、特に言及しない限り、当該分野で通常用いられる意味で用いられることが理解
されるべきである。したがって、他に定義されない限り、本明細書中で使用されるすべて
の専門用語および科学技術用語は、本発明の属する分野の当業者によって一般的に理解さ
れるのと同じ意味を有する。矛盾する場合、本明細書（定義を含めて）が優先する。
【００３１】
　（定義）
　本明細書では「グリコーゲン」とは、Ｄ－グルコースを構成単位とする糖であって、α
－１，４－グルコシド結合およびα－１，６－グルコシド結合のみによって連結されてお
り、一般に分子量が１００万Ｄａ以上であるものをいう。
【００３２】
　本明細書では「酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）」とは、酵素合成によって生成される
グリコーゲンを指し、例えば、本発明で用いられる代表例としては、５０Ｕ／ｇ基質のプ
ルラナーゼを、以下の条件（日本国特許４０８６３１２号参照）で作用させた場合に得ら
れる生成物をＭＡＬＬＳ法によって分析した場合のＭｗが５０万Ｄａ以上であり、かつ３
００Ｕ／ｇ基質のα－アミラーゼを以下の条件（日本国特許４０８６３１２号を参照）で
作用させた場合に得られる生成物をＭＡＬＬＳ法によって分析した場合のＭｗが５０万Ｄ
ａ以上である糖が含まれる。
【００３３】
　本明細書でいう酵素合成グリコーゲンはＷＯ２００６／０３５８４８号記載の酵素合成
グリコーゲンを含む。すなわち、これは、グリコーゲンを合成する能力を有するブランチ
ングエンザイムを溶液中で基質に作用させてグリコーゲンを生産する工程により製造され
るものであり、該基質が主にα－１，４－グルコシド結合で連結された重合度４以上のα
－グルカンであり、該基質が澱粉枝切り物、デキストリン枝切り物または酵素合成アミロ
ースであり、該グリコーゲンの重量平均分子量が１００万Ｄａ以上であり、該グリコーゲ
ンに５０Ｕ／ｇ基質のプルラナーゼを６０℃で３０分作用させた場合に得られる生成物を
ＭＡＬＬＳ法によって分析した場合の重量平均分子量が５０万Ｄａ以上であり、かつ該グ
リコーゲンに３００Ｕ／ｇ基質のα－アミラーゼを３７℃で３０分作用させた場合に得ら
れる生成物をＭＡＬＬＳ法によって分析した場合の重量平均分子量が５０万Ｄａ以上であ
るグリコーゲンである。
【００３４】
　ＥＳＧと天然のグリコーゲンとを識別する方法としては、抵抗性でんぷん（Ｒｅｓｉｓ
ｔａｎｔ　Ｓｔａｒｃｈ）を測定する手法がある。ＥＳＧは、Ｍｅｇａｚｙｍｅｓ社のＲ
ｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｒｃｈアッセイキットで定量した時、約２０％程度の「Ｒｅｓ
ｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｒｃｈ含量である」、と定量される。これは、ＥＳＧの分子コア部
分に比較的大きな、αアミラーゼに耐性を示す部分があることによる。ＮＳＧの場合、そ
のような耐性のコア部分を持つ分子の割合が少ないため、本キットの定量値は非常に低く
なることによって識別できる。
【００３５】
　ＭＡＬＬＳ法とは、多角度光散乱検出器と、示差屈折計を検出器として併用したＨＰＬ
Ｃゲルろ過分析法であり、Ｔａｋａｔａら、Ｊ．　Ａｐｐｌ．　Ｇｌｙｃｏｓｃｉ．　５
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０巻，　１５－２０頁、２００３年に記述されている。該グリコーゲンの重量平均分子量
は、１００万Ｄａから１億Ｄａであり、より好ましくは１００万から５０００万Ｄａであ
り、より好ましくは２００万から３０００万Ｄａであり、さらにより好ましくは３００万
から２０００万でありうる。グリコーゲン合成に用いる、グリコーゲンを合成する能力を
有するブランチングエンザイムはＡｑｕｉｆｅｘ　ａｅｏｌｉｃｕｓ、Ａｑｕｉｆｅｘｐ
ｙｒｏｐｈｉｌｕｓ、Ｒｈｏｄｏｔｈｅｒｍｕｓ ｏｂａｍｅｎｓｉｓ、Ｒｈｏｄｏｔｈ
ｅｒｍｕｓ ｍａｒｉｎｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ
、Ｂａｃｉｌｌｕｓｃａｌｄｏｖｅｌｏｘ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｅｒｍｏｃａｔｅｎ
ｕｌａｔｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｌｄｏｌｙｔｉｃｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｌａ
ｖｏｔｈｅｒｍｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ ｃａｌｄｏｔｅｎａｘ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｍｉｔｈｉｉ、Ｔｈｅｒｍｏｓｙｎｅｃ
ｈｏｃｏｃｃｕｓ ｅｌｏｎｇａｔｕｓおよびＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉからなる
群より選択される細菌に由来し得る。
【００３６】
　本発明に用いることができる酵素合成グリコーゲンは、天然のグリコーゲンとほぼ同様
の大きさと形状を持つ高分子である。さらに、本発明に用いる酵素合成グリコーゲンは、
天然のグリコーゲンと比較して、電解質などの不純物含量が少なく、皮膚への安全性が高
い。また、分岐結合の分子内での配置が若干異なることから、溶液の経時安定性が高く、
酵素や微生物などの生物的分解への耐性が高く、化学的、物理的分解に対する耐性も高い
。
【００３７】
　本明細書において「重量平均分子量（Ｍｗ）」、および数平均分子量（Ｍｎ）は以下の
ように説明される。すなわち、グリコーゲンのような高分子は、一般に均一な分子ではな
く、種々の大きさの分子の混合物であるため、その分子量は数平均分子量（Ｍｎ）もしく
は重量平均分子量（Ｍｗ）で評価する。Ｍｎは、その系の全質量を、その系に含まれる分
子の個数で割ったものである。すなわち数分率による平均である。一方、Ｍｗは重量分率
による平均である。完全に均一な物質であれば、Ｍｗ＝Ｍｎとなるが、高分子は一般に分
子量分布を有するためＭｗ＞Ｍｎとなる。したがって、Ｍｗ／Ｍｎが１より大きいほど、
分子量の不均一度が大きい（分子量分布が広い）ということになる。本発明では、グリコ
ーゲンについては、重量平均分子量をおもに使用する。したがって、本明細書においてＥ
ＳＧ（－）７０００といったときは、重量平均分子量が７０００ｋＤａ（有効数字２桁）
のものを指すと理解される。
【００３８】
　本明細書では「天然由来（の）グリコーゲン」または「天然グリコーゲン」（ＮＳＧ）
とは、天然に見出されるグリコーゲンであり、例えば、天然由来のグリコーゲンとしては
、カキ由来のもの（ナカライテスク）、タイプＶＩＩ　ムラサキイガイ由来のもの、タイ
プＩＩＩ　ウサギ由来のもの、フィトグリコーゲン、タイプＶＩＩＩ　フナガイ由来のも
の、タイプＩＸ　ウシ肝臓由来のものなどを挙げることができる。
【００３９】
　本発明に用いるかまたは検出もしくは定量の対象となるグリコーゲンは、動物の肝臓や
骨格筋で貯蔵されることが知られているものを含み、特に限定はされない。その由来とし
ては動物が挙げられるが、植物ないし微生物がグリコーゲンないしグリコーゲンと同様な
構造を有する物質を産生することも知られており、これらはすべて本発明のグリコーゲン
として使用することができる。さらに本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結
合性断片を含む結合分子の作製に用いるグリコーゲンを、酵素を用いて合成することもで
きる。例えば、ショ糖およびプライマー分子（マルトオリゴ等やデキストリン）にスクロ
ースホスホリラーゼ（ＥＣ２．４．１．７）とα－グルカンホスホリラーゼ（ＥＣ２．４
．１．１）およびブランチングエンザイム（ＥＣ２．４．１．１８）を作用させる方法、
および短鎖のアミロースにブランチングエンザイム（ＥＣ２．４．１．１８）を作用させ
る方法などがある。これらの方法で合成したグリコーゲンも、天然グリコーゲンと同様の
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化学的構造、および物理的構造を持つことが知られている。
【００４０】
　本発明において用いられるグリコーゲンは、当業者に周知の分離方法、例えば、クロマ
ト分離（例えば、ゲル濾過クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ）、膜分離等で適当な分子量分
布を持つ画分に分離することができる。また、溶媒（例えば、メタノール、エタノール）
を用いる沈澱等の方法を、単独で、あるいは組み合わせて用いて適当な分子量分布を持つ
画分に分離することができる。
【００４１】
　（抗体等に関する説明）
　本明細書において「抗体」とは、免疫反応において、抗原の刺激によって生体内でつく
られ、抗原と特異的に結合したり反応したりするタンパク質またはそれらと同じ配列を有
するものを化学合成等で生産したものを総称していう。実体は免疫グロブリンであり、Ａ
ｂとも称する。通常は、２つの同一の軽（Ｌ）鎖と２つの同一の重（Ｈ）鎖とからなる、
約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体の糖タンパク質である。各々の軽鎖は、１つの
共有ジスルフィド結合によって重鎖に連結されるが、ジスルフィド連結の数は様々な免疫
グロブリンアイソタイプの重鎖の間で変わる。各々の重鎖および軽鎖はまた、規則的に間
隔の空いた鎖内ジスルフィド架橋を有する。各々の重鎖は、一端に可変ドメイン（ＶＨ）
を有し、次にいくつかの定常ドメインが続く。各々の軽鎖は、一端に可変ドメイン（ＶＬ
）を有し、その他端に定常ドメインを有する；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第一の定常ド
メインと整列され、軽鎖可変ドメインは重鎖の可変ドメインと整列される。特定のアミノ
酸残基が、軽鎖可変ドメインと重鎖可変ドメインとの間で界面を形成すると考えられる。
【００４２】
　本明細書において抗体の「抗原結合性断片」とは、ある抗体について、その抗体の抗原
と同じ抗原に対して結合性を有する断片をいう。そのような「抗原結合性断片」の範囲に
入るかどうかは、本明細書に記載される親和性のアッセイによって評価することができる
。本明細書中においては、そのような親和性は、抗体に対する標識グリコーゲン分子の結
合量を５０％阻害する濃度（ＩＣ５０値）を指標として示すことができ、ＩＣ５０値は、
例えばｌｏｇｉｓｔｉｃ曲線による回帰モデル（Ｒｏｄｂａｒｄら、Ｓｙｎｐｏｓｉｕｍ
　ｏｎ　ＲＩＡ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ，Ｐ１６５，Ｉｎｔ．Ａｔｏｍｉｃ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｇｅｎｃｙ，１９７４）で算
出することができる。
【００４３】
　本明細書において「抗グリコーゲン抗体」または「グリコーゲンに対して指向される抗
体」とは、グリコーゲンに対して惹起されたか、あるいは、それと同等の結合能を有する
抗体をいう。
【００４４】
　本明細書において「抗酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）抗体」または「酵素合成グリコ
ーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される抗体」とは、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対
して惹起されたか、あるいは、それと同等の結合能を有する抗体をいう。ただし、この用
語を用いる場合、他の抗原に対する反応性を排除するものではない。
【００４５】
　本明細書において他の抗原に比べた特定の抗原に対する「特異性」とは、該他の抗原に
比べて、該特定の抗原により親和性の高い性質をいう。特異性が少ないことは、抗原に対
する反応性が一様であるということになる。
【００４６】
　このような特異性は、１つの手法では、交差反応性の違いによって表現することができ
る。交差反応性は、（特定の抗原に対するＩＣ５０／比較対象の抗原に対するＩＣ５０）
×１００（％）の計算式で求められる。本明細書において抗原に対する反応が一様である
、とはこの値が２００％以下、好ましくは１５０％以下であることをいう。また、本明細
書においてＩＣ５０とは、５０％阻害濃度のことで、ある抗体と抗原の結合を５０％阻害
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するのに必要な濃度をいう。ＩＣ５０値はｌｏｇｉｓｔｉｃ曲線による回帰モデル（Ｒｏ
ｄｂａｒｄら、Ｓｙｎｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　ＲＩＡ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｃ
ｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｐ１６５，Ｉｎｔ．Ａｔｏｍｉｃ　Ｅｎｅｒｇ
ｙ　Ａｇｅｎｃｙ，１９７４）で算出することができる。
【００４７】
　別の手法では、抗原に対する反応が一様であることは、ＥＬＩＳＡの用量曲線において
線形性を示す部分における濃度での反応性が一定比未満、例えば、５倍以内、４．５倍以
内、４倍以内、３．５倍以内、３倍以内、２．５倍以内、２倍以内、１．９倍以内、１．
８倍以内、１．７倍以内、１．６倍以内、１．５倍以内、１．４倍以内、１．３倍以内、
１．２５倍以内、１．２倍以内、１．１倍以内の範囲であることをいう。ここで、特異性
は、ＥＬＩＳＡにおいて抗原濃度が０．００００１ｍｇ／ｍｌのとき、ＯＤ４５０（参照
波長６３０ｎｍ）の吸光度比によって測定される。
【００４８】
　本明細書において免疫グロブリン「重鎖可変ドメイン（ＶＨ）」および「軽鎖可変（Ｖ
Ｌ）ドメイン」とは、当該分野において通常用いられる意味で用いられる。免疫グロブリ
ンは、基本構造は同じで２本のＬ鎖（軽鎖、ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎ）と２本のＨ鎖（重
鎖、ｈｅａｖｙ　ｃｈａｉｎ）がＳ－Ｓ結合でつながり、Ｈ鎖はＣ末端側のＦｃ（ｃｒｙ
ｓｔａｌｌｉｚａｂｌｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）とＮ末端側のＦａｂ（ａｎｔｉｇｅｎ　ｂ
ｉｎｄｉｎｇ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）の２断片がヒンジ部（蝶番部）で折れ曲ってつながり
、全体としてＹ字形をとる。Ｌ鎖およびＨ鎖ともにＮ末端から約１１０個のアミノ酸(Ｌ
鎖の約半分の長さ)の配列は、抗原特異性に応じて部分的に異なった配列の仕方をしてい
る。この部分を可変部(可変領域、Ｖ部）とよび、抗原特異性の決定にはＬ鎖とＨ鎖の両
方の可変部（ＶＬ、ＶＨ）が関係している．可変部以外の部分は各クラスあるいはサブク
ラスごとにほぼ一定であり、定常部（定常領域、Ｃ部）とよぶ。定常部は約１１０個のア
ミノ酸からなるポリペプチド単位（相同単位）がＬ鎖では一つ（ＣＬ）、Ｈ鎖では、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＡ、ＩｇＤで３個（ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３）、ＩｇＭ、ＩｇＥで４個つながっ
ていて、各単位あるいは向かいあった部位と結合して生じた部域をドメイン（ｄｏｍａｉ
ｎ）という。
【００４９】
　本明細書では、格別に他の意味であると指示しない限り、抗体などの任意のポリペプチ
ド鎖は、Ｎ末端（Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ）で開始しＣ末端（Ｃ－ｔ
ｅｒｍｉｎａｌ　ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ）で終結するアミノ酸配列を有するものとして記載
する。抗原結合部位がＶＨおよびＶＬドメイン両方を含むとき、これらは同一ポリペプチ
ド分子に位置し得るか、好ましくは、各ドメインは別の鎖に位置し得、この場合、ＶＨド
メインは免疫グロブリンすなわち抗体の重鎖またはその断片の一部であり、またＶＬは免
疫グロブリンすなわち抗体の軽鎖またはその断片の一部である。
【００５０】
　本明細書では「可変」とは、可変ドメインの特定の部分が抗体間で広範囲にわたって配
列が異なり、その特定の抗原に対する各々の特定の抗体の結合および特異性に使用される
ことをいう。しかし、抗体においてその可変性は、抗体の可変ドメインの全体にわたって
均一に分布するものではない。可変性は、一般に、軽鎖可変ドメインおよび重鎖可変ドメ
インの両方で相補性決定領域（ＣＤＲ）または超可変領域と呼ばれる３つのセグメントに
集中する。可変ドメインのうちより高度に保存される部分は、フレームワーク（ＦＲ）領
域と呼ばれる。天然の重鎖および軽鎖の可変ドメインは、各々、４つのＦＲ領域を含み、
これらの領域は、大部分はβシート配置をとり、βシート構造に結合する（場合によって
はβシート構造の一部分を形成する）ループを形成する３つのＣＤＲによって結合される
。各々の鎖におけるＣＤＲは、他の鎖由来のＣＤＲと共にＦＲ領域によって近接して一緒
に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔら（１９９１）ＮＩＨ　
 Ｐｕｂｌ．Ｎｏ．９１－３２４２，Ｖｏｌ．Ｉ，６４７－６６９頁を参照のこと）。定
常ドメインは、抗原に対する抗体の結合に直接的に関連しないが、種々のエフェクター機
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能（例えば、Ｆｃレセプター（ＦｃＲ）結合、抗体依存性の細胞の毒性における抗体の関
与、オプソニン作用、補体依存性細胞毒性の惹起、および肥満細胞脱顆粒）を示す。
【００５１】
　本明細書では「超可変領域」とは、本明細書中で使用される場合、抗原結合を担う抗体
のアミノ酸残基をいう。超可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」に由来する
アミノ酸残基（すなわち、軽鎖可変ドメインにおける残基２４～３４（Ｌ１）、残基５０
～５６（Ｌ２）および残基８９～９７（Ｌ３）、ならびに重鎖可変ドメインにおける残基
３１～３５（Ｈ１）、残基５０～６５（Ｈ２）および残基９５～１０２（Ｈ３）；Ｋａｂ
ａｔら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄ
ａ，ＭＤ））ならびに／あるいは「超可変ループ」に由来するアミノ酸残基（すなわち、
軽鎖可変ドメインにおける残基２６～３２（Ｌ１）、残基５０～５２（Ｌ２）および残基
９１～９６（Ｌ３）、ならびに重鎖可変ドメインにおける残基 ２６～３２（Ｈ１）、残
基５３～５５（Ｈ２）および残基９６～１０１（Ｈ３）；ＣｌｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ
（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７）を含む。
【００５２】
　本明細書では「フレームワーク」または「ＦＲ」残基は、交換可能に使用され超可変領
域残基以外の可変ドメイン残基をいう。
【００５３】
　本明細書において「結合分子」とは、単独または他の分子と関連して、いずれかでグリ
コーゲンに結合し得る任意の分子をいう。したがって、グリコーゲン結合分子には定義上
抗体および抗体の抗原性結合断片のほか、結合部分を含む他の分子が含まれることが理解
される。このような結合反応は、抗体の親和性の試験と同様の試験で判定することができ
る。結合分子の代表例としては、抗原性結合断片を含む結合分子、あるいはＣＤＲを含み
、他の抗体以外に由来する物質とを含む分子を挙げることができる。他の抗体以外に由来
する物質としては、例えば、ペプチド、糖、脂質、低分子、ポリマー、それらの複合分子
などを挙げることができるがそれらに限定されない。
【００５４】
　本明細書において使用される「抗体または抗原結合性断片」の例には、Ｂ細胞またはハ
イブリドーマにより産生されるような抗体およびキメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体もしくはヒ
トの抗体またはその任意の断片、例えばＦ（ａｂ’）２およびＦａｂ断片、単鎖抗体およ
び単一ドメイン抗体が含まれる。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、２分子のＦａｂ’ユニ
ットが２つのジスルフィド結合により連結された構造をもつものである。抗体をペプシン
処理すると、蝶番部の－Ｓ－Ｓ－結合のＣ末端側で切断され、１つのＦ（ａｂ’）２と２
つのｐＦｃ’が生じる。他方、パパイン処理したときの上の部分をＦａｂといい、下部分
をＦｃという。したがって、本明細書において使用される「結合分子」の例には、これら
のＢ細胞またはハイブリドーマにより産生されるような抗体およびキメラ抗体、ＣＤＲ移
植抗体もしくはヒトの抗体またはその任意の断片、例えばＦ（ａｂ’）２およびＦａｂ断
片、単鎖抗体および単一ドメイン抗体に他の分子が結合したものなどが含まれることが理
解される。
【００５５】
　単鎖抗体は、１０から３０アミノ酸、好ましくは１５から２５アミノ酸からなるペプチ
ドリンカーにより共有結合する抗体の重鎖および軽鎖の可変ドメインからなる。そのため
、その構造は重鎖および軽鎖の定常部分を含まず、小さなペプチドスペーサーは全定常部
分よりも抗原性が低いと考えられている。「キメラ抗体」とは、重鎖もしくは軽鎖または
その両方の定常領域がヒト由来である一方、重鎖および軽鎖の両方の可変ドメインは非ヒ
ト由来(例えば、マウス)であるか、またはヒト由来であるが、別のヒト抗体から誘導され
る抗体を意味する。本発明では、ＣＤＲを含む結合分子も包含されるが、その中の代表例
である「ＣＤＲ移植抗体」とは、超可変部位領域(ＣＤＲ)が、非ヒト(例えば、マウス)抗
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体または別のヒト抗体のようなドナー抗体から誘導される一方、免疫グロブリンの他の部
分すべてまたは実質的にすべて、例えば定常領域および可変ドメインの高保存部分、すな
わち、フレームワーク領域が、アクセプター抗体、例えば、ヒト由来の抗体から誘導され
る抗体を意味する。しかし、ＣＤＲ移植抗体は、フレームワーク領域中、例えば超可変領
域に隣接するフレームワーク領域の一部にドナー配列の数アミノ酸を含む。「ヒト化抗体
」とは、重鎖および軽鎖両方の定常および可変領域がすべてヒト由来であるか実質的にヒ
ト由来配列と同一であり、必ずしも同一抗体由来である必要はなく、そしてマウス免疫グ
ロブリン可変部分および定常部分の遺伝子がヒト対応物、例えば欧州特許０５４６０７３
Ｂ１、米国特許５５４５８０６等において一般の用語で記載されるようなものにより置換
えられるマウス産生抗体が含まれる抗体を意味する。
【００５６】
　したがって、好ましい抗体、その抗原結合性断片または結合分子は、重鎖および軽鎖の
可変ドメインはヒト由来であり、例えば、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特
定されるハイブリドーマが産生する抗体に含まれるものまたはその改変体（たとえば、１
または数個のアミノ酸の置換・挿入、付加もしくは欠失を含むものが挙げられるがこれに
限定されない。）において示される配列を有しうる。定常領域ドメインはまた、好ましく
は、適当なヒト定常領域ドメイン、例えば、Ｋａｂａｔ　Ｅ．Ａ．　ｅｔ　ａｌ．，ＵＳ
　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ
，Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈに記載されているものが含まれる。可変領域のアミノ酸配列をＫ
ａｂａｔらにより作製された抗体のアミノ酸配列のデータベース（「Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ」ＵＳ
　Ｄｅｐｔ．Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，１９８３）にあて
はめて、相同性を調べることによりＣＤＲ領域を見いだすことができる。ＣＤＲ領域の配
列は、本発明の所望する生物学的活性（たとえば、結合活性等）が保持される範囲内であ
れば、少なくとも１つの付加・挿入、置換または欠失による改変体も本発明に含まれる。
また、各ＣＤＲ領域との相同性が９０～１００％の配列であるものが挙げられる。
【００５７】
　本明細書において「抗体価（ｔｉｔｅｒ）」とは、血清反応において、抗血清の単位容
量中に含まれている、抗原に対して結合する抗体量をいう。実際の測定は抗血清の希釈系
列に対して一定量の抗原を加えて行い、測定値は反応の生じる終末点における希釈倍数で
あらわすことができる。
【００５８】
　本明細書において「親和性（ａｆｆｉｎｉｔｙ）」とは抗体とその認識物質間の結合力
をいう。本発明では、抗体と抗原などその認識物質の解離定数を指標として親和性（ＫＤ

）を示すことができる。親和性（ＫＤ）の測定方法は、この分野の当業者にとって常識で
あり、たとえば、センサーチップを用いても求めることができる。
【００５９】
　（改変体）
　アミノ酸は、その一般に公知の３文字記号か、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎにより推奨される１文
字記号のいずれかにより、本明細書中で言及され得る。ヌクレオチドも同様に、一般に認
知された１文字コードにより言及され得る。
【００６０】
　本明細書において遺伝子の「相同性」とは、２以上の遺伝子配列の、互いに対する同一
性の程度をいう。従って、ある２つの遺伝子の相同性が高いほど、それらの配列の同一性
または類似性は高い。２種類の遺伝子が相同性を有するか否かは、配列の直接の比較、ま
たは核酸の場合ストリンジェントな条件下でのハイブリダイゼーション法によって調べら
れ得る。２つの遺伝子配列を直接比較する場合、その遺伝子配列間でＤＮＡ配列が、代表
的には少なくとも８０％同一である場合、好ましくは少なくとも９０％同一である場合、
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より好ましくは少なくとも９５％同一である場合、それらの遺伝子は相同性を有する。
【００６１】
　本明細書では、アミノ酸配列および塩基配列の類似性、同一性および相同性の比較は、
配列分析用ツールであるＢＬＡＳＴを用いてデフォルトパラメータを用いて算出される。
同一性の検索は例えば、ＮＣＢＩのＢＬＡＳＴ　２．２．９（２００４．５．１２　発行
）を用いて行うことができる。本明細書における同一性の値は通常は上記ＢＬＡＳＴを用
い、デフォルトの条件でアラインした際の値をいう。ただし、パラメーターの変更により
、より高い値が出る場合は、最も高い値を同一性の値とする。複数の領域で同一性が評価
される場合はそのうちの最も高い値を同一性の値とする。
【００６２】
　本明細書において、「対応する」遺伝子とは、ある種において、比較の基準となる種に
おける所定の遺伝子と同様の作用を有するか、または有することが予測される遺伝子をい
い、そのような作用を有する遺伝子が複数存在する場合、進化学的に同じ起源を有するも
のをいう。従って、ある遺伝子（例えば、本発明の抗体）に対応する遺伝子は、その遺伝
子のオルソログであり得る。したがって、ヒトの遺伝子に対応する遺伝子は、他の動物（
マウス、ラット、ブタ、ウサギ、モルモット、ウシ、ヒツジなど）においても見出すこと
ができる。そのような対応する遺伝子は、当該分野において周知の技術を用いて同定する
ことができる。したがって、例えば、ある動物における対応する遺伝子は、対応する遺伝
子の基準となる遺伝子の配列をクエリ配列として用いてその動物（例えば、マウス、ラッ
ト、ブタ、ウサギ、モルモット、ウシ、ヒツジなど）の配列データベースを検索すること
によって見出すことができる。
【００６３】
　本明細書において「フラグメント」または「断片」とは、全長のポリペプチドまたはポ
リヌクレオチド（長さがｎ）に対して、１～ｎ－１までの配列長さを有するポリペプチド
またはポリヌクレオチドをいう。断片の長さは、その目的に応じて、適宜変更することが
でき、例えば、その長さの下限としては、ポリペプチドの場合、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１５，２０、２５、３０、４０、５０およびそれ以上のアミノ酸が挙げられ
、ここの具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、下限
として適切であり得る。また、ポリヌクレオチドの場合、５、６、７、８、９、１０、１
５，２０、２５、３０、４０、５０、７５、１００およびそれ以上のヌクレオチドが挙げ
られ、ここの具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、
下限として適切であり得る。本明細書において、ポリペプチドおよびポリヌクレオチドの
長さは、上述のようにそれぞれアミノ酸または核酸の個数で表すことができるが、上述の
個数は絶対的なものではなく、同じ機能を有する限り、上限または下限としての上述の個
数は、その個数の上下数個（または例えば上下１０％）のものも含むことが意図される。
そのような意図を表現するために、本明細書では、個数の前に「約」を付けて表現するこ
とがある。しかし、本明細書では、「約」のあるなしはその数値の解釈に影響を与えない
ことが理解されるべきである。本明細書において有用な断片の長さは、その断片の基準と
なる全長タンパク質の機能のうち少なくとも１つの機能が保持されているかどうかによっ
て決定され得る。したがって、本明細書では「抗体」の「断片」、「抗体断片」あるいは
抗体の「抗原結合性断片」は、インタクトな抗体の一部、好ましくは、インタクトな抗体
の抗原結合領域または可変領域を含む。そのような断片の例としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ断片；二重特異性抗体；単鎖抗体（Ｚａｐａｔａら（１９９
５）Ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７－１０６２）；単鎖抗体分子；な
らびに抗原結合性断片から形成された多重特異性抗体が挙げられる。抗体のパパイン消化
により、各々単一の抗原結合部位を有する２つの同一の抗原結合断片（「Ｆａｂ」断片と
呼ばれる）、および残りの「Ｆｃ」断片が生成される。ペプシン処理により、Ｆ（ａｂ’
）２断片が得られ、これは、２つの抗原結合部位を有し、依然として抗原と架橋結合し得
る。
【００６４】
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　本明細書において「Ｆｖ」は、完全な抗原認識部位および抗原結合部位を含む最小の抗
体断片である。２本の鎖（ｔｗｏ－ｃｈａｉｎ）のＦｖ種では、この領域は、固く非共有
結合した１つの重鎖可変ドメインと１つの軽鎖可変ドメインとの二量体からなる。単鎖の
Ｆｖ種では、１つの重鎖可変ドメインと１つの軽鎖可変ドメインとが、その軽鎖と重鎖と
が２本の鎖（ｔｗｏ－ｃｈａｉｎ）のＦｖ種における構造に類似する二量体構造に会合し
得るように、フレキシブルなペプチドリンカーによって共有結合されうる。この構成にお
いて、各々の可変ドメインの３つのＣＤＲが相互作用して、ＶＨ－ＶＬダイマーの表面に
おける抗原結合部位を規定する。合わせて、６つのＣＤＲが抗体に対する抗原結合特異性
を与える。しかし、単一の可変ドメイン（または抗原に 対して特異的な３つのＣＤＲの
みを含むＦｖの半分）でも、抗原を認識し結合する能力を有するが、完全な結合部位より
は親和性は低いとされる。
【００６５】
　本明細書において「Ｆａｂ」断片はまた、軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の第一の定常
ドメイン（ＣＨ１）を含む。Ｆａｂ断片は、抗体のヒンジ領域由来の１以上のシステイン
を含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端において、いくつかの残基が付加されている
点でＦａｂ’断片と異なる。本明細書では、Ｆａｂ’－ＳＨは、定常ドメインのシステイ
ン残基が遊離のチオール基を有するＦａｂ’を意味する。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、歴
史的に、それらの間にヒンジ領域を有するＦａｂ’断片の対として生成された。抗体の断
片については、他の化学結合もまた知られておりこれらも本発明において使用される。
【００６６】
　任意の脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、２つの明らかに異なる型（カッパ（κ）およびラムダ（λ）
と呼ばれる）の一方に割り当てられ得る。
【００６７】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリンが異なるクラ
スに割り当てられ得る。ヒト免疫グロブリンの５つの主要なクラスが存在する：ＩｇＡ、
ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ、そしてこれらの中にはさらにサブクラス（アイソ
タイプ）（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡおよびＩｇＡ２）
に分けられるものがある。免疫グロブリンの異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインは
、それぞれ、アルファ、デルタ、イプシロン、ガンマおよびミューと呼ばれる。免疫グロ
ブリンの異なるクラスのサブユニット構造および三次元配置は周知である。異なるアイソ
タイプは異なるエフェクター機能を有する。例えば、ヒトＩｇＧ１アイソタイプおよびＩ
ｇＧ３アイソタイプは、抗体依存性の細胞媒介性細胞毒性（ＡＤＣＣ）の活性を媒介する
。
【００６８】
　本明細書において、「改変体」、「改変配列」または「アナログ」とは、もとのポリペ
プチドまたはポリヌクレオチドなどの物質に対して、一部が変更されているものをいう。
そのような改変体としては、置換改変体、付加改変体、欠失改変体、短縮（ｔｒｕｎｃａ
ｔｅｄ）改変体、対立遺伝子変異体などが挙げられる。対立遺伝子（ａｌｌｅｌｅ）とは
、同一遺伝子座に属し、互いに区別される遺伝的改変体のことをいう。従って、「対立遺
伝子変異体」とは、ある遺伝子に対して、対立遺伝子の関係にある改変体をいう。「種相
同体またはホモログ（ｈｏｍｏｌｏｇ）」とは、ある種の中で、ある遺伝子とアミノ酸レ
ベルまたはヌクレオチドレベルで、相同性（好ましくは、８０％以上の相同性、より好ま
しくは、９０％以上の相同性）を有するものをいう。そのような種相同体を取得する方法
は、本明細書の記載から明らかである。
【００６９】
　本明細書中において、機能的に等価なポリペプチドを作製するために、アミノ酸の置換
のほかに、アミノ酸の付加、欠失、または修飾もまた行うことができる。アミノ酸の置換
とは、もとのペプチドを１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ま
しくは１～３個のアミノ酸で置換することをいう。アミノ酸の付加とは、もとのペプチド
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鎖に１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のア
ミノ酸を付加することをいう。アミノ酸の欠失とは、もとのペプチドから１つ以上、例え
ば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のアミノ酸を欠失させる
ことをいう。アミノ酸修飾は、アミド化、カルボキシル化、硫酸化、ハロゲン化、アルキ
ル化、リン酸化、水酸化、アシル化（例えば、アセチル化）などを含むが、これらに限定
されない。置換、または付加されるアミノ酸は、天然のアミノ酸であってもよく、非天然
のアミノ酸、またはアミノ酸アナログでもよいが、天然のアミノ酸が好ましい。
【００７０】
　このようなポリペプチドをコードする核酸は、周知のＰＣＲ法により得ることができ、
化学的に合成することもできる。これらの方法に、例えば、部位特異的変位誘発法、ハイ
ブリダイゼーション法などを組み合わせてもよい。
【００７１】
　本明細書において、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドの「置換、付加および／また
は欠失」とは、もとのポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対して、それぞれアミノ酸
もしくはその代替物、またはヌクレオチドもしくはその代替物が、置き換わること、付け
加わること、または取り除かれることをいう。このような置換、付加および／または欠失
の技術は、当該分野において周知であり、そのような技術の例としては、部位特異的変異
誘発技術などが挙げられる。基準となる核酸分子またはポリペプチドにおけるこれらの変
化は、目的とする機能（例えば、抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性
断片を含む結合分子においてはＥＳＧへの結合など）が保持される限り、この核酸分子の
５’末端もしくは３’末端で生じ得るか、またはこのポリペプチドを示すアミノ酸配列の
アミノ末端部位もしくはカルボキシ末端部位で生じ得るか、またはそれらの末端部位の間
のどこにでも生じ得、基準配列中の残基間で個々に散在する。置換、付加または欠失は、
１つ以上であれば任意の数でよく、そのような数は、その置換、付加または欠失を有する
改変体において目的とする機能（例えば、ＥＳＧへの結合など）が保持される限り、制限
されない。例えば、そのような数は、１または数個であり得、そして好ましくは、全体の
長さの５％以内、または２５個以下などであり得る。
【００７２】
　本明細書において「類似するアミノ酸」とは、保存的置換の関係にあるアミノ酸をいい
、以下のアミノ酸が該当する。そして、本発明の抗体の特定の配列から、以下の置換が行
われた改変体もまた、本発明の範囲内に入ることが理解される。
Ａ：Ｇ，Ｉ，Ｖ，Ｌ
Ｃ：Ｍ（含Ｓアミノ酸）
Ｄ：Ｎ、ＱまたはＥ
Ｅ：Ｎ、ＱまたはＤ
Ｆ：Ｙ、Ａなど
Ｇ：Ａ
Ｈ：Ｗなど
Ｉ：Ａ，Ｌ，Ｖ，（Ｇ）
Ｋ：Ｒ
Ｌ：Ａ，Ｉ，Ｖ，（Ｇ）
Ｍ：Ｓなど
Ｎ：Ｅ、ＤまたはＱ
Ｐ：ＨｙＰ
Ｑ：Ｎ、ＥまたはＤ
Ｒ：Ｋ
Ｓ：Ｔ、Ｙ
Ｔ：Ｓ，Ｙ
Ｖ：Ｉ，Ｌ，Ａ、（Ｇ）
Ｗ：Ｈ
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Ｙ：Ｆ、Ｓ，Ｔ
　これらのアミノ酸の間の置換は、本明細書において「保存的置換」ともいう。
【００７３】
　そして、本発明の「保存的改変（アミノ酸配列）」は、上記「保存的置換」によってア
ミノ酸が置換された配列、および／または機能に影響しない付加もしくは欠失がなされた
アミノ酸配列をいう。
【００７４】
　本明細書において「標識」とは、抗体、その抗原結合断片、または該抗原結合断片を含
む結合分子に直接的または間接的に結合される検出可能な化合物または組成物をいう。標
識は、それ自体で検出可能である（例えば、放射性同位体標識、化学発光標識もしくは蛍
光標識等）か、または酵素標識の場合には、検出可能な基質化合物もしくは組成物の化学
的変化を触媒し得るものである。
【００７５】
　本明細書において「交差反応性（ｃｒｏｓｓ　ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ）」は、免疫交差
反応性のことをいう。ある抗原で免疫することにより得られた抗体が別の抗原（関連抗原
）とも結合反応を示すときに、この反応を交差反応という。目的とする抗原とその抗体の
反応量を基準とした場合に関連抗原とその抗体との反応量の程度を交差反応性として示す
ことができる。本明細書中においては代表的には１％、または２％、３％、あるいは０．
５％、０．２％、０．１％などの親和性の相対値（％）で示すものであれば交差反応性が
低いといえる。本発明の抗体は、グリコーゲン内での交差反応性は高くどのようなグリコ
ーゲンでもほぼ一様認識するものであるが、グリコーゲン以外の物質に対する交差反応性
は低いことが好ましい。値が低いほど交差反応性が低く、目的の抗原に対して特異性を有
することを示す。主に目的抗原と関連抗原の構造が非常に類似しているために起こること
が多い。
【００７６】
　（抗体の作製）
　本発明の抗体は、当該分野において周知の任意の方法を用いて生産することができる。
そのような方法の例示は、実施例に記載されるがそれに限定されない。まず、抗原を用い
て動物を免疫することによって、抗体が産生される。
【００７７】
　ここで、抗原の調製は、ＥＳＧの合成物を精製してまたは精製しないで使用することな
どが挙げられる。そのような方法は、実施例において例示されている。得られたＥＳＧは
、アジュバントと混合し抗原として用いる。アジュバントとしては、フロイント完全アジ
ュバント、フロイントの不完全アジュバント等が挙げられ、これらの何れのものを混合し
てもよい。
【００７８】
　また、モノクローナル抗体は、それらの哺乳動物から脾臓またはリンパ節を採取し、そ
れらから得られた抗体産生細胞を骨髄腫（ミエローマ）細胞と融合させることにより、モ
ノクローナル抗体産生ハイブリドーマを得ることができる。細胞融合の方法は既知の方法
で行うことができ、例えば、Ｋｏｅｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎの方法（Ｎａｔｕｒｅ，
２５６，４９５－４９７（１９７５））に従って作製することができる。目的タンパク質
を認識する特異抗体を作製するために、上記に記載した方法に従って目的動物（たとえば
、マウス）を免疫する。十分に血中抗体力価が上昇していることを確認し、採血または脾
臓細胞を分離する。モノクローナル抗体、特に、Ｃ末端やリングを認識するモノクローナ
ル抗体を産生するハイブリドーマは、このようにして分離した脾臓細胞とミエローマ細胞
を融合して作製し得る。脾臓細胞は免疫した動物、好ましくはマウス由来である。ミエロ
ーマ細胞は、哺乳類由来であり、好ましくはマウスミエローマ細胞である。細胞の融合に
はポリエチレングリコールなどを用い得る。融合により得られたハイブリドーマをスクリ
ーニングおよびクローニングすることにより、望ましいハイブリドーマを選択し得る。モ
ノクローナル抗体を作製するには、得られたハイブリドーマをインビトロまたはインビボ
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で培養する。好ましくは、インビボで培養する。例えば、マウスモノクローナルを含む腹
水を産生させるために、マウスの腹腔内に前記ハイブリドーマを投与する。モノクローナ
ル抗体は、産生された腹水から、当業者に公知の方法により容易に精製され得る。最終免
疫後３～１０日目に免疫動物から脾臓細胞を採取することが好ましいがこれに限定されな
い。
【００７９】
　得られた免疫細胞からハイブリドーマを得るには、例えば、「分子細胞生物学基礎実験
法」（南江堂　堀江武一ら１９９４）等に記載されている方法により、継代培養可能な細
胞とすることを目的として、例えば、センダイウイルス、ポリエチレングリコール存在下
、形質細胞腫細胞と抗体を産生する免疫細胞とを融合させて、ハイブリドーマを得ること
ができる。ここで用いられる形質細胞腫細胞は、同じ恒温動物でも同種の恒温動物由来の
形質細胞腫細胞を用いることが望ましく、例えばマウスを免疫動物として得られた脾臓細
胞と融合させる場合、マウスミエローマ細胞を用いることが好ましい。形質細胞腫細胞は
公知のものを利用できる。
【００８０】
　ハイブリドーマは、ＨＡＴ培地（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン添加培地
）により選択し、コロニーが確認された段階で、培養上清に分泌される抗体と抗原との結
合を調べる（スクリーニングする）ことにより目的の抗体を産生するハイブリドーマを得
ることができる。
【００８１】
　スクリーニングする方法としては、例えば、スポット法、凝集反応法、ウエスタンブロ
ット法、ＥＬＩＳＡ法などの一般に抗体の検出に用いられている種々の方法が挙げられる
が、好ましくは、例えば実施例に例示されるように、ハイブリドーマの培養上清について
、ＥＳＧまたは他のグリコーゲンとの反応性を指標とするＥＬＩＳＡ法に従い実施される
。このスクリーニングによって、ＥＳＧに反応する目的抗体産生株をスクリーニングする
ことができる。
【００８２】
　スクリーニングの結果得た目的抗体産生株のクローニングは、通常の限界希釈法、軟寒
天法などにより実施できる。クローニングされたハイブリドーマは、必要に応じて、血清
培地または無血清培地で大量培養することができる。この培養によれば、比較的高純度の
所望抗体を培養上清として得ることができる。また、ハイブリドーマと適合性のある哺乳
動物、例えばマウスなどの腹腔に、ハイブリドーマを接種して、所望抗体をマウス腹水と
して大量に回収することもできる。本発明の抗体産生ハイブリドーマの培養上清およびマ
ウスなどの腹水は、そのまま粗製抗体液として用いることができる。またこれらは常法に
従って、硫酸アンミモニウム分画、塩析、ゲル濾過法、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法などにより精製して、精製抗体とすることができる
。
【００８３】
　ポリクローナル抗体は、例えば免疫原で免疫した哺乳動物から採血することにより得ら
れる。該方法において、免疫原で免疫される哺乳動物としては、一般には、ウサギ、ヤギ
、ヒツジ、マウス、ラットなどが用いられる。
【００８４】
　免疫方法は一般的方法により、例えば免疫原を哺乳動物に静脈内、皮内、皮下、腹腔内
注射などにより投与することにより行い得る。より具体的には、例えば免疫原を生理食塩
水含有リン酸緩衝液（ＰＢＳ）、生理食塩水などで適当濃度に希釈し、所望により通常の
アジュバントと併用して、供試動物に２～３週間間隔で数回投与する。マウスを用いる場
合は、一回の投与量を一匹あたり５０～１００μｇ程度とする。ここで前記アジュバント
とは抗原と共に投与したとき、非特異的に抗原に対する免疫反応を増強する物質をいう。
通常用いられるアジュバントとしては、百日咳ワクチン、フロインドアジュバントなどを
例示できる。最終免疫後３～１０日目に哺乳動物の採血を行うことによって、抗血清を得
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ることができる。抗血清についてはそのままでも、また精製してポリクローナル抗体とし
ても使用できる。
【００８５】
　ポリクローナル抗体の精製方法としては非特異的精製法と特異的精製法が挙げられる。
非特異的精製法とは塩析法やイオン交換クロマトグラフィー法などにより主にイムノグロ
ブリン画分を取得することを目的とする。特異的精製法としては固定化抗原によるアフィ
ニティークロマトグラフィー法などが挙げられる。
【００８６】
　本明細書において抗体を作製するときに使用される「免疫原」とは、本明細書で使用さ
れる場合、生物において免疫応答を生じる、または引き起こす能力を有する物質を表す。
本発明の抗体の製造に用いられる免疫原は、活性化ハプテンとキャリアタンパク質を用い
て、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（１９８９）（
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）等に記載
されている活性エステル法により作製することができる。またＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（１９８９）（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）等に記載のその他の方法、例えば、カル
ボジイミド法やグルタルアルデヒド法やジアゾ法によっても作製できる。
【００８７】
　本明細書において抗体を作製するときに使用される「キャリアタンパク質」には、抗原
性を高めることが知られている各種のタンパク質をいずれも使用できる。その例としては
、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ウシチオグロブリン（ＢＴＧ）、カギアナカサ
ガイのヘモシアニン（ＫＬＨ）などの高分子物質のほかに合成ポリペプチドなどを例示で
きる。
【００８８】
　本明細書において抗体を作製するときに使用される「ハプテン」とは、部分的な、また
は不完全な抗原である。ハプテンは主として低分子量の物質であり、単独では抗体の産生
を刺激する能力はないが、化学的方法や架橋剤によりキャリアタンパク質と結合させて人
工抗原として免疫するとハプテンに対する抗体を得ることができる。本発明においてはグ
リコーゲンの一部で抗体を産生することは難しいと考えられることから通常は異種のタン
パク質や合成ポリペプチドなどのキャリアタンパク質との複合体を調製して免疫原に用い
た。
【００８９】
　当業者はまた、公知の技術を用いて例えばＣＤＲグラフティング法（例えば、欧州特許
公開公報２３９４００）により、ヒト化抗体を作製することができる。
【００９０】
　本発明の抗体は、中和抗体としても用いられる。
【００９１】
　なお、中和活性は、抗体依存性細胞傷害活性を指標に測定することができる。
【００９２】
　抗体依存性細胞傷害活性は以下のようにして測定することができる。すなわち、クロミ
ウム遊離試験による抗体依存性細胞傷害活性を解析することができる。例えば、ヒト末梢
血単核球（Ｈｕｍａｎ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌ、Ｐ
ＢＭＣ）は、健常者の末梢血からＦｉｃｏｌｌ‐ｐａｑｕｅ　ＰＬＵＳ（ＧＥ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ社製）を用いて添付文書に従って分離する。分離したＰＢＭＣは、４×１０
６個／ｍｌになるように１０％ＦＣＳを含むＤＭＥＭを加える。
【００９３】
　例示的な実施形態として、適宜の細胞を含むＤＭＥＭに、５１Ｃｒ（ＰｅｒｋｉｎＥｌ
ｎｅｒ社製）を含む生理食塩水を加え、３７℃で１時間反応させた。その後、ＤＭＥＭで
適宜洗浄し、規定化された量（たとえば、５×１０４個/ｍｌ）になるようにＤＭＥＭを
加える。この細胞に本発明の抗体またはマウスＩｇＧ２ａ（ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ
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社製）を加え、３７℃で１時間反応させ、適量（たとえば、１００μｌ／ウェル）になる
ように９ウェルｖ底プレートに加える。その後、適量、たとえば１００μｌのＰＢＭＣを
加え、３７℃で２時間反応させる。その後、ｐｌａｔｅを５分間、５００×ｇ、室温で遠
心し、１００μｌの上清のγ線を測定器（たとえば、ＡＲＣ‐７００１（アロカ社製））
にて測定する。抗体特異的な細胞傷害活性（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，％）は、次の計
算式を用いる。
【００９４】
　細胞傷害活性（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，％）＝（実験値－自然遊離）／（最大遊離
－自然遊離）×１００。
【００９５】
　（好ましい実施形態）
　本発明の好ましい実施形態を、以下に掲げる。以下に提供される実施形態は、本発明の
よりよい理解のために提供されるものであり、本発明の範囲は以下の記載に限定されるべ
きでない。従って、当業者は、本明細書中の記載を参酌して、本発明の範囲内で適宜改変
を行うことができることは明らかである。
【００９６】
　（抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子）
　１つの局面において、本発明は、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対して指向される
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。本発明は
、ＥＳＧのみならず、天然グリコーゲンを含めグリコーゲン全般に対して一様に（すなわ
ち、グリコーゲンの種類間の特異性の相違が低い）反応性を有し、グリコーゲン全般の検
出等に使用することができる抗体である。したがって、本発明は、１つの実施形態におい
て、天然グリコーゲンおよび酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）の両方に対して指向される
。本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は、グリコ
ーゲンの種類（例えば、各種天然グリコーゲンおよび酵素合成グリコーゲンなど）の特異
性の相違が低いが、他方で、それ以外の分子、例えば、同じ糖類に属するでんぷんに対し
ては特異性が低く、グリコーゲン全般に特異的であるといえることも見いだされた。従来
、ＷＯ２００８／０８１８３４に記載されるように、ムラサキイガイやスイートコーンな
どの天然グリコーゲンは速やかに分解されるが、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧＡ、ＥＳ
ＧＢ、ＥＳＧ（７０００ｋＤａ））は、分子量が分解前の５～４０％を維持するとされて
おり、生物的な反応性は異なるとされていたところ、予想外に抗原抗体反応については一
様な反応を有することが明らかとなった。理論に束縛されることを望まないが、本発明の
抗体は、グリコーゲン全般に共通する抗体結合領域に特異的に反応するものであることが
その理由であると考えられる。すなわち、理論に束縛されることを望まないが、天然グリ
コーゲン（ＮＳＧ）においては、分岐結合（α－１，６－結合）の分布が一様でなく、分
岐の密な部分、疎な部分がランダムに分布しているとされている。一方酵素合成グリコー
ゲン（ＥＳＧ）においては、分岐結合が一様に分布しており、特に分子内部に集中してい
るとされている。また、ＮＳＧは、さまざまな分子（特に分岐結合の分布に関して）の混
合物であると考えられるところ、本発明の抗体は、ＮＳＧおよびＥＳＧに共通する構造を
認識するものであると考えられる。ＮＳＧでは特に分子表面付近の構造（分岐構造分布）
が一様でなく、このために、従来の抗体は、サンプルにより反応性にバラツキがあったも
のと理解される。したがって、本発明の抗体と抗原結合部位（代表的にはＣＤＲ）が共通
する他の抗体、その抗原結合断片、該抗原結合断片を含む結合分子もまた、本発明の範囲
内に入ることが理解され、本発明において効果が実証された抗体と同様の結合特異性を有
することが理解される。
【００９７】
　１つの実施形態では、本発明抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む
結合分子は、ＥＳＧと天然グリコーゲンとに対する特異性の相違は少ないことが特徴であ
り、例えば、特異性の相違は、５倍以内、４．５倍以内、４倍以内、３．５倍以内、３倍
以内、２．５倍以内、２倍以内、１．９倍以内、１．８倍以内、１．７倍以内、１．６倍
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以内、１．５倍以内、１．４倍以内、１．３倍以内、１．２５倍以内、１．２倍以内、１
．１倍以内の範囲であり得る。ここで、本発明において、特異性は抗原（例えば、ＥＳＧ
、天然グリコーゲン等）濃度が０．０００１mg/mlのときの、ＥＬＩＳＡにおいてＯＤ４
５０（参照波長６３０ｎｍ）を比較することによって判断することができる。
【００９８】
　１つの実施形態では、一様性について着目したとき、本願発明は、天然グリコーゲンに
ついて、例えば、２種類以上、３種類以上、４種類以上、５種類以上、６種類以上測定し
たときに、特異性の相違は、それらすべてについて、５倍以内、４．５倍以内、４倍以内
、３．５倍以内、３倍以内、２．５倍以内、２倍以内、１．９倍以内、１．８倍以内、１
．７倍以内、１．６倍以内、１．５倍以内、１．４倍以内、１．３倍以内、１．２５倍以
内、１．２倍以内、１．１倍以内の範囲である。ここで、そのような天然グリコーゲンに
含まれるものとしては、貝類（カキ、ムラサキイガイ、フナガイ等）由来のもののほか、
哺乳動物（例えば、ウシ、ウサギ等）由来、植物由来のものなどを含めることができ、好
ましくは、そのうち２種類以上、好ましくは３種類以上において上記特異性の相違の値を
とりうる。
【００９９】
　１つの実施形態では、本発明の抗体のＥＳＧに対する結合特異性は、ＥＬＩＳＡにおい
て、抗原濃度が０．０００１ｍｇ／ｍｌのとき、ＯＤ４５０（参照波長６３０nm）が例え
ば、１．０以上、１．１以上、１．２以上、１．３以上、１．４以上、１．５以上、１．
６以上、１．７以上、１．８以上、１．９以上、２以上、２．１以上、２．２以上、２．
３以上、２．４以上、２．５以上、２．６以上、あるいはプラトーの値を示す。この結合
特異性は、他のグリコーゲン（例えば、天然グリコーゲン）でも同様の高い値を示すが、
他方、でんぷん、オリゴ－Ｄ－グルコースなどのオリゴ糖に対しては、低い値しか示さず
、この点でも、本願発明は、グリコーゲン特異的でかつ、グリコーゲンの種類を問わず検
出をすることができるツールを提供することができるといえその有用性は高い。理論に束
縛されることは望まないが、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
が結合する抗体結合部分は、ＥＳＧと天然グリコーゲンとに共通するものであり得、また
でんぷんにもオリゴグルコースにも見出されないかまたは極めて少量含まれる亜種に含ま
れるものでありうる。
【０１００】
　別の局面では、本発明は、ＥＳＧとフロイント完全アジュバントをエマルジョンにして
マウスを免疫化して得られる脾臓細胞と、ミエローマ細胞とを融合して融合細胞を得るこ
と、および該融合細胞をヒポキサンチン／アミノプテリン／チミジンを含む培地で培養し
て得られたハイブリドーマを培養して抗体を生成させることによって得られる、抗体、そ
の抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。このような方法で
入手することができる限り、本発明は、特定の方法によって得られる抗体に限定されるも
のではなく、結合特性の点で等価なものであれば、合成によって得られたものであっても
、この局面の一部を構成することが理解される。ここで抗体を製造する方法は、本明細書
において他の場所において記載したものまたは当該分野で公知の他の方法を当業者は適宜
利用することができることが理解される。また、いったん抗体が作製されると、その抗原
結合性断片は、ＥＳＧまたは天然グリコーゲン等を用いて同定することができ、したがっ
て、それを含む結合分子も製造することができることが理解される。ここで抗原結合性断
片または該抗原結合性断片を製造する方法もまた、本明細書において他の場所において記
載したものまたは当該分野で公知の他の方法を当業者は適宜利用することができることが
理解される。
【０１０１】
　１つの実施形態では、本発明の抗体を生産するハイブリドーマは、独立行政法人製品評
価技術基盤機構特許微生物寄託センター（千葉県木更津市かずさ鎌足２－５－８）に平成
２３年２月２４日に受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたものである。
【０１０２】
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　１つの特定の実施形態では、本発明の抗体については、実施例に例示した方法で作製し
た新規抗ＥＳＧモノクローナル抗体をＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体と命名し、これを産生する
ハイブリドーマ（ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ）を平成２３年２月２４日にＮＩＴＥに寄託した（
受領番号：ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９）。このモノクローナル抗体をＥＬＩＳＡ法でその
性質を調べた。その結果、図２に示したように、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体は非特許文献１
に記載される従来公知の抗体（ＩＶ５８Ｂ６）では検出するのが困難であったＥＳＧおよ
び天然由来のグリコーゲンについても一様に認識することが明らかとなった。また、この
抗体を使った競争ＥＬＩＳＡ法によりグリコーゲンを定量するシステムを開発した。この
システムで検量線を作成したところ、検量線の直線性がとても高く、なおかつ非常に広範
囲の濃度域での検出が可能であることがわかった（図３）。この定量システムを使ってＣ
ａｃｏ２細胞によるグリコーゲンの消化性を調べたところ、図４のように高感度で検出す
ることができ、細胞系および動物実験でのグリコーゲン定量にも利用可能であることが理
解される。
【０１０３】
　別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハ
イブリドーマによって生成される抗体と同一の重鎖および軽鎖の相補性決定部位（ＣＤＲ
）またはその保存的改変アミノ酸配列を含む、抗体、その抗原結合性断片または該抗原結
合性断片を含む結合分子を提供する。重鎖および軽鎖の相補性決定部位（ＣＤＲ）の決定
は、抗体の重鎖および軽鎖のアミノ酸配列を決定し、Ｋａｂａｔらの文献に記載される情
報を元に対比・アラインメント等によりフレームワークとＣＤＲとを判定することができ
る。また、保存的改変アミノ酸配列等の改変体もまた、本明細書に記載されるかあるいは
別当該分野において公知の技法を用いて変異を導入し活性（特に結合活性）を測定するこ
とによって、作製することができる。この場合もまた、抗原結合性断片および該抗原結合
性断片を含む結合分子は、本明細書に記載の任意の手法または他の公知の手法を用いて製
造することができ、その際の結合活性の判定もまた本明細書に記載の任意の手法または他
の公知の手法を用いて実施することができる。
【０１０４】
　別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハ
イブリドーマによって生成される抗体のアミノ酸配列と同一またはその保存的改変アミノ
酸配列を含む抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供す
る。抗体、断片および結合分子全体についても、保存的改変アミノ酸配列等の改変体もま
た、本明細書に記載されるかあるいは別当該分野において公知の技法を用いて変異を導入
し活性（特に結合活性）を測定することによって、作製することができる。この場合もま
た、抗原結合性断片および該抗原結合性断片を含む結合分子は、本明細書に記載の任意の
手法または他の公知の手法を用いて製造することができ、その際の結合活性の判定もまた
本明細書に記載の任意の手法または他の公知の手法を用いて実施することができる。
【０１０５】
　別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハ
イブリドーマによって生成される抗体のアミノ酸配列と同一アミノ酸配列からなる抗体、
その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を提供する。同一アミノ酸配
列からなる抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は、いった
ん対象となる抗体のアミノ酸配列が決定されれば、当該分野において公知の任意の手法を
用いて製造することができる。この場合もまた、抗原結合性断片および該抗原結合性断片
を含む結合分子は、本明細書に記載の任意の手法または他の公知の手法を用いて製造する
ことができ、その際の結合活性の判定もまた本明細書に記載の任意の手法または他の公知
の手法を用いて実施することができる。
【０１０６】
　別の局面において、本発明は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９として寄託されたハ
イブリドーマによって生成される抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含
む結合分子を提供する。この場合もまた、抗原結合性断片および該抗原結合性断片を含む
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結合分子は、本明細書に記載の任意の手法または他の公知の手法を用いて製造することが
でき、その際の結合活性の判定もまた本明細書に記載の任意の手法または他の公知の手法
を用いて実施することができる。
【０１０７】
　フレームワークは、任意の種類のフレームワーク領域に関連し得るが、好ましくはヒト
由来のものである。適当なフレームワーク領域は、Ｋａｂａｔ　Ｅ．Ａ．らの文献を参照
すれば選択できる。好ましい重鎖フレームワークは、ヒト重鎖フレームワークであり、例
えば、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生する
抗体に含まれるものにおいて示される抗ＥＳＧ抗体のフレームワークである。それは、受
領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生する抗体に含
まれるものに示す配列から、上記文献を参照して決定することができ、ＦＲ１、ＦＲ２、
ＦＲ３およびＦＲ４領域の配列からなる。同様の方法で、抗ＥＳＧ軽鎖フレームワークに
ついては、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生
する抗体に含まれるものに示す配列から、上記文献を参照して決定することができ、ＦＲ
１’、ＦＲ２’、ＦＲ３’およびＦＲ４’領域の配列からなる。
【０１０８】
　好ましい実施形態では、本発明はまた、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特
定されるハイブリドーマが産生する抗体のフレームワークと実質的に同一のアミノ酸配列
を有する第１のドメイン、または、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定され
るハイブリドーマが産生する抗体のフレームワークと実質的に同一のアミノ酸配列を有す
る第２のドメイン、のいずれかを含む少なくとも１つの抗原結合部位を含むグリコーゲン
結合分子を提供する。
【０１０９】
　すべてのヒトに天然に見られるタンパク質に対し生ずるモノクローナル抗体は、典型的
に、非ヒト系、例えばマウスで生産することができる。この直接の結果として、ヒトに投
与されたとき、ハイブリドーマにより産生されるような異種個体抗体は、異種個体免疫グ
ロブリンの定常部分により優勢的に仲介される望ましくない免疫応答を顕在化する。これ
は、長期間にわたり投与できないような抗体の使用を明らかに制限する。そのため、単一
鎖、単一ドメイン、キメラ、ＣＤＲ移植、または特に、ヒトに投与したときに実質的なア
レルギー応答を示さないと予測されるヒトの抗体の使用が特に好ましい。
【０１１０】
　本発明のより好ましい抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片、または該抗原結合性断片を
含む結合分子は、少なくともａ）（ｉ）配列中に超可変部位、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２および
ＣＤＲ３を含み、この場合、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３はそれぞれ、受領番号
ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生する抗体に含まれる
アミノ酸配列を有する、免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）またはその断片および
（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはその断片、そしてｂ）（ｉ）配列中に超可変部位、Ｃ
ＤＲ１’、ＣＤＲ２’およびＣＤＲ３’を含み、この場合、ＣＤＲ１’、ＣＤＲ２’、お
よびＣＤＲ３’は受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマ
が産生する抗体に含まれるアミノ酸配列を有する、免疫グロブリン軽鎖可変ドメインまた
はその断片および（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはその断片、ならびにそれらの直接の
等価物を含む抗体から選択される。
【０１１１】
　あるいは、本発明の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む
結合分子は、ａ）配列中に超可変領域である、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を含み
、この場合、当該超可変領域は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定される
ハイブリドーマが産生する抗体に含まれるアミノ酸配列を有する、第１のドメイン、ｂ）
配列中に超可変部位、ＣＤＲ１’、ＣＤＲ２’およびＣＤＲ３’を含み、この場合、当該
超可変領域は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが
産生する抗体に含まれるアミノ酸配列を有する、第２のドメイン、ｃ）第１のドメインの
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Ｎ終末端および第２のドメインのＣ終末端に、または第１のドメインのＣ末端および第２
のドメインのＮ末端に、いずれかに結合するペプチドリンカーおよびそれらの直接の等価
物を含む抗原結合部位を含む単一鎖結合分子から選択され得る。
【０１１２】
　周知のように、１アミノ酸もしくは複数のアミノ酸の欠失、付加、挿入または置換のよ
うな改変によって、実質的に同一性を有するもとのタンパク質に対応するタンパク質を生
産することができる。
【０１１３】
　本明細書において上記「直接の等価物」は、抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または
該抗原結合性断片を含む結合分子であって、（ｉ）超可変領域ＣＤＲ１、ＣＤＲ２および
ＣＤＲ３は、全体として、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブ
リドーマが産生する抗体に含まれる超可変領域に対し、少なくとも８０％以上の相同性、
好ましくは少なくとも９０％以上の相同性、より好ましくは少なくとも９５％以上の相同
性がある、任意の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合
分子であって、（ｉ）超可変領域ＣＤＲ１’、ＣＤＲ２’およびＣＤＲ３’は、全体とし
て、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生する抗
体に含まれる超可変領域に対し、少なくとも８０％以上の相同性、好ましくは少なくとも
９０％以上の相同性、より好ましくは少なくとも９５％以上の相同性がある分子のいずれ
かを意味する。本明細書では、複数のアミノ酸配列には、当該配列を最適に並べると同様
な位置で少なくとも８０％以上（または他の数値の）同一アミノ酸残基を有する場合、互
いに対し少なくとも８０％以上（または他の数値の）相同性があり、この場合、アミノ酸
配列中のギャップまたは挿入が非同一残基として数えられる。
【０１１４】
　ヒト重鎖の定常部分は、γ１、γ２、γ３、γ４、μ、α１、α２、δまたはεタイプ
、好ましくはγタイプ、より好ましくはγ１タイプであり得、一方、ヒト軽鎖の定常部分
は、κまたはλタイプ（λ１、λ２およびλ３サブタイプを含む）であり得るが、好まし
くはκタイプである。すべてこれら定常部分のアミノ酸配列は、Ｋａｂａｔらより提供さ
れる。
【０１１５】
　従って、本発明の１つの実施形態では、（ｉ）本発明の単一ドメイン該抗原結合性断片
を含む結合分子、本発明の単鎖該抗原結合性断片を含む結合分子、本発明の抗ＥＳＧ抗体
、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子の重鎖もしくは軽鎖または
その断片もしくはＣＤＲをコードするＤＮＡ分子（ｉｉ）組換え手段による本発明の抗Ｅ
ＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子の産生のための本
発明のＤＮＡ分子の使用が提供される。
【０１１６】
　本発明の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は
、以下の配列を参考にして、その配列の情報を採用することができる。たとえば、好まし
くは、本発明の抗体において使用される好ましいフレームワーク配列は、重鎖可変領域（
ＶＨ）では、ＦＲＨ１、ＦＲＨ２、ＦＲＨ３およびＦＨＲ４に対応する配列であり、軽鎖
可変領域（ＶＬ）では、ＦＲＬ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３およびＦＲＬ４に対応する配列で
ある。ＣＤＲの配列は、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリ
ドーマが産生する抗体に含まれる配列であり、本明細書において別の箇所においても詳述
されている。ＶＨとしては、ＦＲＨ１－ＣＤＲＨ１－ＦＲＨ２－ＣＤＲＨ２－ＦＲＨ３－
ＣＤＲＨ３－ＦＲＨ４から構成されることができ、ＶＬは、ＦＲＬ１－ＣＤＲＬ１－ＦＲ
Ｌ２－ＣＤＲＬ２－ＦＲＬ３－ＣＤＲＬ３－ＦＲＬ４から構成されることができる。
【０１１７】
　他の局面では、本発明は、本発明の任意の抗体、その抗原結合性断片、該抗原結合性断
片を含む結合分子またはＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を提供する
。なお、結合分子が天然アミノ酸以外の物質を含む場合は、その部分はこの核酸分子がコ
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ードするヌクレオチド配列から除外されることが理解される。特定のヌクレオチド配列を
含む核酸分子の製造および使用については、当該分野で公知の任意の手法を用いることが
でき、これらのいくつかは本明細書において例示されていることが理解されるべきである
。
【０１１８】
　本発明は、以下に記載のような抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性
断片を含む結合分子の産生のための第１および第２のＤＮＡ構成物を含む。
【０１１９】
　第１のＤＮＡ構成物は、重鎖またはその断片をコードし、ａ)フレームワークおよび超
可変領域を含み、この場合、超可変領域は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の配列で
あり、そのアミノ酸配列が受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブ
リドーマが産生する抗体に含まれる配列である、可変ドメインをコードするＶＨ領域、；
このＶＨ領域は、可変ドメインの最初のアミノ酸をコードするコドンから始まり可変ドメ
インの最後のアミノ酸をコードするコドンで終わり、そしてｂ)重鎖の定常領域の最初の
アミノ酸をコードするコドンで始まりその定常領域またはその断片の最後のアミノ酸をコ
ードするコドンで終わる重鎖定常領域またはその断片、その後に続くストップコドンを含
む。
【０１２０】
　たとえば、この第１のＤＮＡ構成物は、上述のＶＨ領域と、ヒト重鎖の定常領域、より
好ましくはヒトγ１鎖の定常領域をコードする。この定常領域は、ゲノム由来のＤＮＡ断
片（イントロンを含む）またはｃＤＮＡ断片（イントロンを伴わない）であり得る。
【０１２１】
　第２のＤＮＡ構成物は、軽鎖またはその断片をコードし、ａ）フレームワークおよび超
可変領域を含み、この場合、超可変領域は、ＣＤＲ１’、ＣＤＲ２’、ＣＤＲ３’であり
、そのアミノ酸配列が受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリド
ーマが産生する抗体に含まれる配列である、可変ドメインをコードするＶＬ領域、；この
ＶＬ領域は、可変ドメインの最初のアミノ酸をコードするコドンから始まり可変ドメイン
の最後のアミノ酸をコードするコドンで終わり、そしてｂ）軽鎖の定常領域の最初のアミ
ノ酸をコードするコドンで始まりその定常領域またはその断片の最後のアミノ酸をコード
するコドンで終わる軽鎖定常領域またはその断片、その後に続くストップコドンを含む。
好ましくは、定常領域は、ヒト軽鎖の定常領域、より好ましくは、ヒトκ鎖の定常領域を
コードする。
【０１２２】
　本発明はまた、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、ＣＤＲ１’、ＣＤＲ２’またはＣＤＲ
３’のうちの１つ以上の残基が、例えば、変異、例えば対応するＤＮＡ配列の部位特異的
変異誘発により、受領番号ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマ
が産生する抗体に含まれる配列にある残基から誘導された抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性
断片または該抗原結合性断片を含む結合分子を含む。本発明は、その変化した抗ＥＳＧ抗
体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子をコードするＤＮＡ配列
を含む。特に、本発明は、ＣＤＲ１’またはＣＤＲ２’の１つ以上の残基が受領番号ＮＩ
ＴＥ　ＡＰ－１０６９によって特定されるハイブリドーマが産生する抗体に含まれる配列
にある残基から変化した抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含
む結合分子を含む。
【０１２３】
　第１および第２のＤＮＡ構成物では、第１および第２の部分は、イントロンで分離され
得、エンハンサーは、通常、第１および第２の部分の間のイントロン中に位置し得る。転
写されるが翻訳されないエンハンサーの存在は、効果的な転写を補助し得る。特定の実施
態様では、第１および第２のＤＮＡ構成物は、有利にはヒト起源の重鎖遺伝子のエンハン
サーを含む。
【０１２４】
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　本発明の抗体は、キメラ抗体として作製することができ、そのようなキメラ抗体の発現
ベクターは、Ｈ鎖Ｖ領域をコードするＤＮＡ断片がクローニングされれば、これらのマウ
スＶ領域をコードするＤＮＡを、ヒト抗体定常領域をコードするＤＮＡと連結して発現さ
せることによってキメラ抗ヒト抗体が得られる。キメラ抗体を作製するための基本的な方
法は、クローン化されたｃＤＮＡに存在するリーダー配列およびＶ領域配列を、哺乳類細
胞の発現ベクター中にすでに存在するヒト抗体Ｃ領域をコードする配列に連結することを
含んでなる。あるいは、クローン化されたｃＤＮＡに存在するマウスリーダー配列および
Ｖ領域配列をヒト抗体Ｃ領域をコードする配列に連結した後、哺乳類細胞発現ベクターに
連結することを包含する。
【０１２５】
　ヒト抗体Ｃ領域の断片は、任意のヒト抗体のＨ鎖Ｃ領域およびヒト抗体のＬ鎖Ｃ領域の
ものとすることができ、例えばヒトＨ鎖のものについてはＣγ１、Ｃγ２、Ｃγ３または
Ｃγ４、およびＬ鎖のものについてはＣλまたはＣκを各々挙げることができる。
【０１２６】
　各ＤＮＡ構成物は、適当な制御配列の制御下、特に適当なプロモーターの制御下に置か
れる。任意の種類のプロモーターが使用され得るが、ただし、それは、ＤＮＡ構成物が発
現のため移される宿主生物に適用されるものである。キメラ抗体の製造のためには、エン
ハンサー／プロモーター系のような発現制御領域のもとでマウスＨ鎖Ｖ領域およびヒトＨ
鎖Ｃ領域をコードするＤＮＡを含む発現ベクター、ならびにエンハンサー／プロモーター
系のような発現制御領域による制御のもとでマウスＬ鎖Ｖ領域およびヒトＬ鎖Ｃ領域をコ
ードするＤＮＡを含む単一の発現ベクター（例えば、ＷＯ９４／１１５２３参照）を作製
する。次に、この発現ベクターにより哺乳類細胞のような宿主細胞を同時形質転換し、そ
して形質転換された細胞をインビトロまたはインビボで培養してキメラ抗体を製造する（
例えば、ＷＯ９１／１６９２８参照）。
【０１２７】
　望ましい抗体が細胞培養中またはトランスジェニック動物で産生され得る。適当なトラ
ンスジェニック動物は、適当な制御配列の下に置かれる第１および第２のＤＮＡ構成物を
卵にマイクロインジェクションし、調製された卵を適当な偽妊娠の雌に移し、そして望ま
しい抗体を発現する子孫を選択することを含む標準的方法に従い得られ得る。
【０１２８】
　抗体鎖が細胞培養中で産生されるとき、当該ＤＮＡ構成物は、最初に、単一の発現ベク
ター中にまたは２つ別々であるが適合性の発現ベクター中に挿入されなければならないが
、後者の場合のほうが好ましい。
【０１２９】
　従って、本発明はまた、上記のうちの少なくとも１つのＤＮＡ構成物を含む原核細胞系
または真核細胞系で複製できる発現ベクターを提供する。
【０１３０】
　次いで、ＤＮＡ構成物を含む各発現ベクターは、適当な宿主生物に移される。ＤＮＡ構
成物が２つの発現ベクターに別々に挿入されるとき、それらは、別々に、すなわち、細胞
あたりの１つの型のベクターで移入され得るか、共に移入され得る(co-transfer)。適当
な宿主生物は、微生物、酵母、または哺乳類細胞系であり、後者が好ましい。より好まし
くは、哺乳類細胞系は、リンパ球由来、例えば、骨髄腫、ハイブリドーマまたは通常の不
死化Ｂ細胞であり、それらは、通常、任意の内因的抗体重鎖または軽鎖を発現しない。
【０１３１】
　したがって、本発明の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含
む結合分子は、（ｉ）上記のような発現ベクターで形質転換される生物を培養すること、
および（ｉｉ）当該培養物から抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断
片を含む結合分子を回収すること、によって作製することができる。
【０１３２】
　ＤＮＡの精製および塩基配列の決定のために、以下の方法を用いることができる。ＰＣ
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Ｒ産物について、公知手法に従ってアガロースゲル電気泳動を行い、目的とするＤＮＡ断
片を切り出した後、ＤＮＡの回収および精製を行い、ベクターＤＮＡに連結する。ＤＮＡ
の精製は、フェノールおよびクロロホルムで抽出するか（Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　
ａｌ．「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９）、市販のキット（例えばＧＥＮＥＣ
ＬＥＡＮ　ＩＩ；ＢＩ０１０１）を用いて行われる。ＤＮＡ断片を保持するためのベクタ
ーＤＮＡには公知のもの（例えばｐＵＣ１９、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ等）を用いることが
できる。
【０１３３】
　このようなＤＮＡとベクターＤＮＡとを、公知のライゲーションキット（タカラバイオ
社製）を用いて連結させ、組換えベクターを得る。次に、得られる組換えベクターを大腸
菌ＪＭ１０９コンピテントセル（ニッポンジーン）等に導入した後アンピシリン耐性コロ
ニーを選抜し、公知方法に基づいてベクターＤＮＡを調製する（Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，
ｅｔ　ａｌ．「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，２００１）。目的とするＤＮＡの塩基配
列は、上記ベクターＤＮＡを制限酵素で消化した後、公知方法（例えばジデオキシ法）に
より決定する（Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ」，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
２００１）。本発明では、自動塩基配列決定装置（たとえば、ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒ　３７３Ａ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いることができる。
【０１３４】
　本発明は、ヒト化抗体としても提供されうる。そのようなヒト化抗体の作製のためにま
ず、ヒト抗体との相同性検索を行う。
【０１３５】
　すなわち、マウスモノクローナル抗体のＣＤＲがヒト抗体に移植されているヒト化抗体
を作製するためには、マウスモノクローナル抗体のＦＲとヒト抗体のＦＲとの間に高い相
同性が存在することが望ましい。従って、マウス抗ヒトＴＦモノクローナル抗体のＨ鎖お
よびＬ鎖のＶ領域を、データベースを用いて構造が解明されているすべての既知抗体のＶ
領域と比較する。また、同時にＫａｂａｔらにより、抗体のＦＲの長さ、アミノ酸の相同
性等によって分類されたヒト抗体のサブグループ（ＨＳＧ：Ｈｕｍａｎ　ｓｕｂｇｒｏｕ
ｐ）（Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら、ＵＳ　Ｄｅｐ．Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓ
ｅｒｖｉｃｅｓ，ＵＳ　Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｏｆｆｉｃｅｓ，１
９９１）との比較を行う。ヒトＨ鎖Ｖ領域の場合は、ＫａｂａｔらによるＨＳＧ分類によ
り、ＨＳＧＩ～ＩＩＩに分類することができる。一方、ヒトＬ鎖κ鎖Ｖ領域は、Ｋａｂａ
ｔらによるＨＳＧ分類により、ＨＳＧＩ～ＩＶに分類することができ、このような情報を
参酌することができる。
【０１３６】
　１つの実施形態において、本発明は、中和抗体でありうる。中和抗体かどうかの判断は
、本明細書において例示的に記載されるような公知の手法を用いておこなうことができる
。
【０１３７】
　（検出または定量のための組成物）
　他の局面において、本発明は、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性
断片を含む結合分子を含む、グリコーゲンを検出または定量するための組成物を提供する
。本発明の組成物において用いられる本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結
合性断片を含む結合分子は、本明細書に記載される任意の本発明の抗体、その抗原結合性
断片または該抗原結合性断片を含む結合分子でありうることが理解される。本発明の組成
物において使用される抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子
は、目的を達成することができる限りにおいて、本明細書の（抗体、その抗原結合性断片
または該抗原結合性断片を含む結合分子）、（検出または定量方法）および（診断）等の
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項に記載される任意の実施形態を採用することができることが理解される。
【０１３８】
　１つの実施形態では、本発明の組成物において使用される本発明の抗体、その抗原結合
性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子では、標識されたものでありうる。標識は
、本明細書中他の箇所において記載されているもの、または他の公知のものであってよく
、例えば、放射性標識、蛍光標識、化学標識、化学発光標識等でありうるがこれに限定さ
れない。
【０１３９】
　別の実施形態では、本発明が目的とする検出または定量は、細胞、細胞抽出物または細
胞の培養上清中で行われる。このような細胞としては、例えば、グリコーゲンを含むと予
想されるＣａｃｏ－２細胞などの培養細胞系のほか、生体から単離した細胞、初代培養細
胞等を用いることができる。細胞を検出または定量のためのサンプルとして使用する場合
は、細胞をそのまま使用してもよいが、検出または定量のため適宜処理を行ってから使用
してもよく、細胞抽出物（液体または固体あるいはその混合物等でありうる）としたもの
をサンプルとして使用してもよい。細胞抽出物は検出または定量を目的とする細胞から当
該分野で公知の任意の手法で抽出したものであれば、目的とする検出または定量が行える
限りどのようなものでもよい。細胞の培養上清もまた、検出または定量を目的とする細胞
から当該分野で公知の任意の手法で培養したものの上清であれば、目的とする検出または
定量が行える限りどのようなものでもよい。細胞、細胞抽出物または細胞の培養上清中で
グリコーゲンを検出または定量することが抗体はこれまで本発明者の知るところではなく
、インビボでの検出または定量、ひいては診断等に使用することができる点は注目に値す
るというべきである。
【０１４０】
　あるいは別の実施形態では、本発明が目的とする検出または定量は、生物（動物、植物
等）の組織または組織抽出物中で行われる。そのような動物組織としては、肝組織、筋肉
組織、骨形成部位、軟骨、皮膚、脳、眼球、毛髪、毛包、腎臓、胃、肺、心臓、すい臓、
膀胱、精巣、卵巣、生殖器、子宮、血管、血液などを挙げることができる。また、組織を
検出または定量のためのサンプルとして使用する場合は、組織をそのまま使用してもよい
が、検出または定量のため適宜処理を行ってから使用してもよく、組織抽出物（液体また
は固体あるいはその混合物等でありうる）としたものをサンプルとして使用してもよい。
組織抽出物は検出または定量を目的とする組織（臓器を含む）から当該分野で公知の任意
の手法で抽出したものであれば、目的とする検出または定量が行える限りどのようなもの
でもよい。
【０１４１】
　（検出または定量方法）
　別の局面では、本発明は、サンプル中のグリコーゲンを検出または定量する方法を提供
する。ここでこの検出または定量の方法は、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片を含む結合分子と該サンプルとを、該抗体、その抗原結合性断片または該
抗原結合性断片とグリコーゲンとが結合する条件下で接触させる工程；および結合した該
抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を検出または定量する工程、を包含す
る。本発明の方法において使用される抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片
を含む結合分子およびサンプルは、目的を達成することができる限りにおいて、本明細書
の（抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子）および（診断）
等の項に記載される任意の実施形態を採用することができることが理解され、使用されう
る技法は、本明細書の（検出または定量のための組成物）および（診断）等の項において
記載される任意の実施形態を採用しうることが理解される。また、抗体、その抗原結合性
断片または該抗原結合性断片とグリコーゲンとが結合する条件は、使用する抗体、その抗
原結合性断片または該抗原結合性断片の種類等と、対象となるサンプル（例えば、生物（
例えば、ヒト等の動物）の細胞、細胞抽出物、細胞の培養上清、組織、組織抽出物、血漿
、血清、血液、尿）の種類等とに応じて、本明細書の記載および当該分野の技術常識を参
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酌して当業者が適宜適切な条件を設定することができることが理解される。
【０１４２】
　１つの実施形態では、本発明の抗体およびその断片には、安定性や抗体価を向上させる
ために、修飾剤が結合された修飾抗体でありうる。この修飾剤としては、例えば、糖鎖、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の高分子などが挙げられる。
【０１４３】
　１つの実施形態ではまた、抗体、抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分
子は、標識されうる。この場合、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセイ（た
とえば、ＥＬＩＳＡ）、蛍光イムノアッセイなどの標識イムノアッセイで使用されうる。
標識イムノアッセイは、バイオアッセイと比較して、一度に数多くの被検サンプルを分析
できるうえに、分析に要する時間と労力が少なくてすみ、しかも、分析が高精度であると
いう特徴がある。一般に診断用に用いる抗体は、マウス、ウサギ、ヤギなどのヒト以外の
動物を免疫して作製される。
【０１４４】
　１つの実施形態では、本発明の検出または定量のための方法に用いる抗体としては、安
定的に供給しうるモノクローナル抗体が望ましいがそれに限定されず、任意の分子を用い
ることができる。以下、モノクローナル抗体を用いて例示する。抗体（第１のモノクロー
ナル抗体）を固相に固定し、抗原を含むサンプルと共にインキュベートする工程、さらに
標識した第２のモノクローナル抗体を加えて、得られた混合物をインキュベートする工程
、および混合物中の生成した標識された抗原抗体複合体を検出する工程を包含するサンド
イッチ免疫学的測定法が例示される。また、本発明の免疫学的測定法では、サンプルと、
固相化した第１のモノクローナル抗体および標識した第２のモノクローナル抗体とを同時
にインキュベートしてもよい。サンドイッチ免疫学的測定法としては、その検出方法によ
り、サンドイッチ放射免疫測定法（ＲＩＡ法）、サンドイッチ酵素免疫測定法（ＥＩＡ法
）、サンドイッチ蛍光免疫測定法（ＦＩＡ法）、サンドイッチ発光免疫測定法（ＣＬＩＡ
法）、サンドイッチ発光酵素免疫測定法（ＣＬＥＩＡ法）、サンドイッチ法に基づく免疫
クロマトグラフ法などの全てのサンドイッチ免疫測定法が応用しうる。定量のためには、
ＲＩＡ法、ＥＩＡ法が好ましい。
【０１４５】
　本発明の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は
、マイクロタイタープレート、ビーズ、チューブ、メンブレン、濾紙、プラスチック性カ
ップなどの担体に固相することができ、特に、ポリエチレンビーズが好適に用いられる。
測定するサンプルは、動物（例えば、ヒト）の細胞、細胞抽出物、細胞の培養上清、組織
、組織抽出物、血漿、血清、血液、尿など動物（例えば、ヒト）のグリコーゲンを含むサ
ンプルであり得る。本発明の抗ＥＳＧ抗体、その抗原結合性断片または抗原結合性断片を
含む結合分子は、放射性同位元素、酵素、蛍光物質、発光物質、または目視判定可能な官
位測定法などでは金コロイドや着色ラテックスなどにより標識され得る。標識に用いられ
る放射性同位元素としては、14Ｃ、3Ｈ、32Ｐ、125Ｉ、131Ｉなどであり、特に、125Ｉが
好適に用いられる。これらは、クロラミンＴ法、ペルオキシダーゼ法、Ｉｏｄｏｇｅｎ法
、ボルトハンター法などにより、モノクローナル抗体に結合され得る。標識に用い得る酵
素としては、例えば、βガラクトシダーゼ（βＧＡＬ）、アルカリフォスファターゼ（Ａ
ＬＰ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などを含む。これらは、過ヨウ素酸架橋
法（仲根法）、石川らの方法（医学書院；酵素免疫測定法，第３版，７５－１２７，（１
９８７）．）などによりモノクローナル抗体に結合され得る。標識に用いる蛍光物質とし
ては、フルオレセイン、フルオレサミン、フルオレセインイソチオシアネート、テトラメ
チルローダミンイソチオシアネートなどがある。標識に用いる発光物質としては、ルシフ
ェリン、ルミノール誘導体、アクリジニウムエステルなどがある。簡易測定法などでは、
金コロイドや着色ラテックスを用いてもよい。
【０１４６】
　本発明の抗体、抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合分子は、グリコーゲ
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ンに関連する状態、障害または疾患の診断のためまたは患者における疾患の進行をモニタ
ーするためのマーカーとして使用され得る。１つの実施態様において、患者の疾患は、患
者から得られる生物学的サンプルを、グリコーゲンレベルについて、あらかじめ決定され
たカットオフ値と比較して評価することにより診断され得る。本明細書中で使用される適
切な生物学的サンプルとしては、細胞、細胞抽出物、細胞の培養上清、動物の組織、組織
抽出物、血液、血清、尿および／または疾患組織分泌物が挙げられる。
【０１４７】
　診断の一態様として、サンプル中のマーカーを検出するための結合パートナーを使用す
ることに関して、当業者に公知の種々のアッセイ形式が存在する。例えば、Ｈａｒｌｏｗ
およびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこと。
ある実施態様において、アッセイは、サンプルのアリコート由来の目的成分に結合し、そ
してそれを除去するための固相支持体上に固定された結合パートナーの使用を含む。次い
で、結合した目的成分は、レポーター基を含む第２の結合パートナーを使用して検出され
得る。適切な第２の結合パートナーは、結合パートナー/目的成分複合体に結合する抗体
を含む。あるいは、競合アッセイが利用され得、ここでは、目的成分は、レポーター基で
標識され、そして結合パートナーとサンプルとのインキュベーション後に固定された結合
パートナーに結合し得る。サンプルの成分が標識された目的成分の結合パートナーへの結
合を阻害する程度は、サンプルと固定された結合パートナーとの反応性の指標である。
【０１４８】
　固相支持体は、抗原が固定され得る、当業者に公知の任意の物質であり得る。例えば、
固相支持体は、マイクロタイタープレートの試験ウェルまたはニトロセルロースもしくは
他の適切な膜であり得る。あるいは、支持体は、ビーズまたはディスク（例えば、ガラス
、ファイバーガラス、ラテックス、またはポリスチレンもしくはポリ塩化ビニルのような
プラスチック物質）であり得る。支持体はまた、例えば米国特許第５，３５９，６８１号
に開示されるような磁性粒子または光ファイバーセンサーであり得る。結合因子は、当業
者に公知の種々の技術（これは、本発明で明示した特許および科学文献あるいは他の文献
において十分に記載されている）を使用して、固相支持体上に固定され得る。本発明の状
況において、用語「固定」は、非共有結合的な会合（例えば、吸着）および共有結合的な
付着（これは抗原と支持体上の官能基との間の直接の結合であり得るか、または架橋剤を
介する結合であり得る）の両方をいう。吸着によるマイクロタイタープレート中のウェル
へのまたは膜への固定を用いてもよい。このような場合、吸着は、結合因子を、適切な緩
衝液中で固相支持体と適切な時間量の間で接触させることにより達成され得る。接触時間
は温度とともに変化するが、代表的には約１時間～約１日の間である。一般に、プラスチ
ック製のマイクロタイタープレート（例えば、ポリスチレンまたはポリ塩化ビニル）のウ
ェルと、約１０ｎｇ～約１０μｇ、そして好ましくは約１００ｎｇ～約１μｇの範囲の量
の結合因子との接触は、適切な量の結合因子を固定するのに十分である。
【０１４９】
　結合因子の固相支持体への共有結合的な付着は、一般に、支持体および結合因子上の官
能基（例えば、ヒドロキシルまたはアミノ基）の両方と反応する二官能性試薬と支持体を
最初に反応させることにより達成され得る。例えば、結合因子は、ベンゾキノンを使用す
るかまたは支持体上のアルデヒド基と結合パートナー上のアミンおよび活性水素との縮合
により、適切なポリマーコーティングを有する支持体に共有結合され得る（例えば、Ｐｉ
ｅｒｃｅ　Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈａｎｄｂｏ
ｏｋ，１９９１　Ａ１２－Ａ１３を参照のこと）。
【０１５０】
　本発明の特定の実施態様において、アッセイは２抗体サンドイッチアッセイである。こ
のアッセイは、固相支持体（通常、マイクロタイタープレートのウェル）上に固定された
抗体とサンプルとを最初に接触させ、それによりサンプル中の抗原を固定された抗体に結
合させることにより行われ得る。次いで、非結合のサンプルを固定された抗原－抗体複合
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体から除去し、そして当該抗原上の異なる部位に結合し得る第２の抗体（レポーター基を
含む）が添加される。次いで、固相支持体に結合して留まる第２の抗体の量が、特定のレ
ポーター基に適切な方法を使用して決定される。
【０１５１】
　より詳細には、一旦抗体が上記のように支持体上に固定されると、支持体上の残存する
当該抗原の結合部位は、代表的にはブロックされる。当業者に公知の任意の適切なブロッ
キング試薬は、例えばウシ血清アルブミンまたはＴｗｅｅｎ　２０ＴＭ（Ｓｉｇｍａ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）である。次いで、固定された抗体は
サンプルとともにインキュベートされ、そして抗原は抗体に結合され得る。サンプルは、
インキュベーション前に、例えばリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）のような適切な希釈
剤で希釈され得る。一般に、適切な接触時間（すなわち、インキュベーション時間）は、
グリコーゲンを測定したい個体から得られたサンプル中のグリコーゲンの存在を検出する
のに十分な時間の期間である。好ましくは、接触時間は、抗原と非抗原との間の平衡にお
いて達成されるレベルの少なくとも約９５％である結合のレベルを達成するのに十分であ
る。当業者は、平衡に達するのに必要な時間が、ある時間に渡って生じる結合のレベルを
アッセイすることにより容易に決定され得ることを認識する。室温において、約３０分の
インキュベーション時間は、一般に十分である。
【０１５２】
　次いで、非結合サンプルは、固相支持体を適切な緩衝液（例えば、０．１％Ｔｗｅｅｎ
　２０ＴＭを含むＰＢＳ）で洗浄することにより除去され得る。次いで、レポーター基を
含む第２の抗体が固相支持体に添加され得る。例示的なレポーター基は、酵素、（例えば
、西洋ワサビペルオキシダーゼ）、基質、補因子、インヒビター、色素、放射性核種、発
光基、蛍光基およびビチオンを含む。抗体のレポーター基への結合は、当業者に公知の標
準的な方法を使用して達成され得る。
【０１５３】
　次いで、第２の抗体は、固定された抗体－抗原複合体とともに、グリコーゲンを検出す
るのに十分な時間量の間、インキュベートされる。適切な時間量は一般に、ある時間に渡
って生じる結合のレベルをアッセイすることにより決定され得る。次いで、非結合の第２
の抗体は除去され、そして結合した第２の抗体がレポーター基を使用することにより検出
される。レポーター基を検出するために用いられる方法は、レポーター基の性質に依存す
る。放射性基については、シンチレーションカウンティング法またはオートラジオグラフ
法が一般に適切である。分光学的な方法は、色素、発光基、および蛍光基を検出するため
に使用され得る。ビチオンは、異なるレポーター基（通常は、放射性基もしくは蛍光基ま
たは酵素）と結合したアビジンを使用して検出され得る。酵素のレポーター基は一般に、
基質の添加（一般に、特定の時間の間）、それに続く反応産物の分光学的分析または他の
分析により検出され得る。
【０１５４】
　疾患の存在または非存在を決定するために、固相支持体に結合して留まるレポーター基
から検出されるシグナルは、一般に、あらかじめ決定されたカットオフ値に対応するシグ
ナルと比較される。１つの実施態様において、カットオフ値は、固定された抗体が疾患を
有さない患者からのサンプルとともにインキュベートされた場合に得られるシグナルの平
均値である。一般に、あらかじめ決定されたカットオフ値を上回る３つの標準偏差である
シグナルを生じるサンプルは、疾患について陽性であると考えられる。別の実施態様にお
いて、カットオフ値は、Ｓａｃｋｅｔｔら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇ
ｙ：Ａ　Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｌｉｔｔｌｅ　Ｂｒｏｗｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．，１９８５，１０６－７頁の方法によるＲｅ
ｃｅｉｖｅｒ　Ｏｐｅｒａｔｏｒ　Ｃｕｒｖｅを使用して決定される。簡潔には、この実
施態様において、カットオフ値は、診断試験結果のそれぞれの可能なカットオフ値に対応
する真の陽性の割合（すなわち、感受性）および偽陽性の割合（１００％－特異性）の組
のプロットから決定され得る。上部左隅に最も近いプロット上のカットオフ値（すなわち
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、最大領域を含む値）は最も正確なカットオフ値であり、そして本発明の方法により決定
されるカットオフ値より高いシグナルを生じるサンプルは陽性であると考えられ得る。あ
るいは、カットオフ値は、プロットに沿って、偽陽性の割合を最小にするために左にシフ
トし得るか、または偽陰性の割合を最小にするために右にシフトし得る。一般に、本方法
により決定されるカットオフ値より高いシグナルを生じるサンプルは、その疾患について
陽性であるとされる。
【０１５５】
　関連する実施態様において、アッセイは、フロースルーまたはストリップ試験形式にお
いて実施され、ここで抗体は、膜上（例えば、ニトロセルロース）に固定化されている。
フロースルー試験において、サンプルが膜を通過する際にサンプル内の当該抗原は固定化
抗体に結合する。次いで、第２の抗体を含む液体が膜を通過する際に、第２の標識抗体は
、抗体－抗原複合体に結合する。次いで、結合された第２の抗体の検出は、上記のように
実施され得る。ストリップ試験形式において、抗体が結合している膜の一端はサンプルを
含む溶液に浸される。第２の抗体を含む領域を通る膜に沿ってそして固定化抗体の領域に
までサンプルが移動する。固定化抗体の領域における第２の抗体の濃度は、目的物の存在
を示す。代表的には、この部位における第２の抗体の濃度は、パターン（例えば、線）を
形成し、これは、視覚的に読まれ得る。このようなパターンの非存在は、陰性の結果を示
す。一般に、膜上の固定化抗体の量は、上記の形式において２抗体サンドイッチアッセイ
における陽性シグナルを生成するのに十分なレベルの当該抗原を生物学的サンプルが含む
場合、視覚的に認識し得るパターンを生成するように選択される。好ましくは、膜上の固
定化抗体の量は、約２５ｎｇ～約１μｇの範囲であり、そしてより好ましくは、約５０ｎ
ｇ～約５００ｎｇである。このような試験は代表的には、非常に少量の生物学的サンプル
と共に実施され得る。
【０１５６】
　例示的な別の実施態様によれば、サンドイッチＲＩＡ法が行われ得る。サンドイッチＲ
ＩＡ法は、具体的には、標準溶液またはサンプルに、第１のモノクローナル抗体を固相し
たビーズを加えて混和し、４℃から４５℃、好ましくは２５℃から３７℃で、１から４時
間、好ましくは２時間インキュベートする（第１反応）。洗浄後、例えば125Ｉで標識し
た第２のモノクローナル抗体を含む溶液を加え、４℃～４５℃、好ましくは２５℃から３
７℃で、１から４時間好ましくは２時間インキュベートし、ビーズ上に抗体／抗体複合体
を形成する（第２反応）。洗浄後、ビーズに結合した抗原抗体複合体の放射活性をガンマ
ーカウンターなどで検出することによりの量を測定し得る。他の好ましい実施態様によれ
ば、サンドイッチＥＩＡ法が行われ得る。サンドイッチＥＩＡ法は、具体的には、標準溶
液またはサンプルに、第１のモノクローナル抗体を固定したビーズを加えて混和し、４℃
から４５℃、好ましくは２５℃から３７℃で、１から４時間、好ましくは２時間インキュ
ベートする（第１反応）。洗浄後、酵素標識、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）で標識した第２のモノクローナル抗体を含む溶液を加え、４℃～４５℃、好ましく
は２５℃～３７℃で、１～４時間好ましくは２時間インキュベートし、ビーズ上に抗体－
抗体からなる免疫複合体を形成する（第２反応）。ビーズ上の酵素活性を、酵素に特異的
な基質、例えば、標識酵素がＨＲＰであればテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）を介して
比色法により測定し、それによりビーズ上の捕獲された量を測定し得る。比色定量は、通
常の分光光度計などで行われ得る。
【０１５７】
　抗原結合能の測定は、次のようにして測定することができる。抗原結合測定のためのＣ
ｅｌｌ　ＥＬＩＳＡプレートでは、次のようにして調製する。細胞を、細胞培養用９６穴
プレートの６０穴に１×１０６個の細胞数で播き込む。これをＣＯ２インキュベーターで
１日培養し（例えば、１０％のウシ胎児血清（ＧＩＢＣＯ）を含むＲＰＭＩ１６４０培地
）、細胞を接着させる。培養液を捨て、３００μｌのＰＢＳで各穴を２回洗浄する。４％
のパラホルムアルデヒドを含むＰＢＳ（以下、ＰＦＡ／ＰＢＳと称す）を各穴に１００μ
ｌ加え、氷上で１０分間静置し、細胞を固相化する。ＰＦＡ／ＰＢＳを捨て、３００μｌ
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のＰＢＳで各穴を２回洗浄後、２５０μｌのブロッキング溶液でブロッキングする。ＥＳ
Ｇ抗体１００μｌを各穴に加え、室温にて２時間インキュベートしブロッキング溶液で洗
浄後、ブロッキング溶液で１０００倍に希釈したアルカリフォスファターゼ結合第２抗体
１００μｌを加える。室温にて１時間インキュベートしブロッキング溶液で洗浄ののち、
基質溶液を加え、次に４５０ｎｍ（参照波長６３０ｎｍ）での吸光度をマイクロプレート
リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で測定する。
【０１５８】
　もちろん、本発明の抗体または抗体との使用に適切な多数の他のアッセイプロトコルが
存在する。上記は、単なる例示であることが意図される。
【０１５９】
　（診断）
　１つの局面において、本発明は、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合
性断片を含む結合分子を用いる診断法、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原
結合性断片を含む結合分子を含む診断剤、あるいは抗体、その抗原結合性断片または該抗
原結合性断片を含む結合分子を含む診断キットを提供する。本発明の診断法、診断剤また
は診断キットにおいて含まれる抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む
結合分子は、上述した本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む
結合分子の任意の実施形態でありうることが理解される。使用されうる技法は、本明細書
の（検出または定量のための組成物）、（検出または定量方法）の項において記載される
任意の実施形態を採用しうることが理解される。
【０１６０】
　本発明の診断は、例えば、血液中に漏出したグリコーゲンの量、疾患部位におけるグリ
コーゲンの量や存在状態、検査対象部におけるグリコーゲンの量や局在箇所等のグリコー
ゲンに関する状態、障害、疾患の有無、レベル等を対象とすることができる。
【０１６１】
　（その他）
　本発明はまた、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合
分子、組成物を製造するシステム、装置、キットにも関する。そのようなシステム、装置
、キットの構成要件は、当該分野において公知のものを利用することができ、当業者は適
宜設計することができることが理解される。
【０１６２】
　本発明はまた、本発明の抗体、その抗原結合性断片または該抗原結合性断片を含む結合
分子、組成物を使用するシステム、装置、キットにも関する。そのようなシステム、装置
、キットの構成要件は、当該分野において公知のものを利用することができ、当業者は適
宜設計することができることが理解される。
【０１６３】
　（本明細書において用いられる一般的技術）
　本明細書において使用される技術は、そうではないと具体的に指示しない限り、当該分
野の技術範囲内にある、細胞科学、有機化学、生化学、遺伝子工学、分子生物学、微生物
学、遺伝学および関連する分野における周知慣用技術を使用する。そのような技術は、例
えば、以下に列挙した文献および本明細書において他の場所おいて引用した文献において
も十分に説明されている。抗体関係の技術では、Ｋｏｅｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎの方
法（Ｎａｔｕｒｅ，２５６，４９５－４９７（１９７５））、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（１９８９）（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）等が参照される。分子生物学分野の技術
が必要な場合、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ」，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
２００１が使用されうる。本発明で使用される培養方法は、例えば、動物培養細胞マニュ
アル、瀬野ら編著、共立出版、１９９３年などに記載され支持されており、本明細書にお
いてこのすべての記載を援用する。
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【０１６４】
　本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体
が、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【０１６５】
　以上、本発明を、理解の容易のために好ましい実施形態を示して説明してきた。以下に
、実施例に基づいて本発明を説明するが、上述の説明および以下の実施例は、例示の目的
のみに提供され、本発明を限定する目的で提供したのではない。従って、本発明の範囲は
、本明細書に具体的に記載された実施形態にも実施例にも限定されず、特許請求の範囲に
よってのみ限定される。
【実施例】
【０１６６】
　以下に、実施例に基づいて本発明を説明するが、以下の実施例は、例示の目的のみに提
供される。従って、本発明の範囲は、上記実施形態にも下記実施例にも限定されるもので
はなく、添付の特許請求の範囲によってのみ限定される。以下に示した実施例において使
用した試薬、樹脂等は、特に言及しない限り和光純薬、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、フ
ナコシ、キシダ化学、コスモバイオ、ナカライテクス等から得ることができる。
【０１６７】
　（調製実施例）
　実施例で使用した酵素合成グリコーゲンは、以下のように製造した。
【０１６８】
　（７０００ｋＤａの酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）の製造）
　デキストリン（ＭＡＸ１０００、松谷化学工業製）を８．５重量％になるように、１０
０ｍＬの０．０１重量％の塩化カルシウム水溶液に溶解し、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ
由来イソアミラーゼ（合同酒精株式会社）を、基質１ｇあたり５０００単位添加した。５
０℃で４時間反応を行い、短鎖アミロースに分解した後、温度を６５℃に上げ、５ｍＬの
１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．７）、Ａｑｕｉｆｅｘ　ａｅｏｌｉｃｕｓ由来ブランチン
グエンザイム（５０００単位／ｇ基質）およびＴｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ由来
アミロマルターゼ（２単位／ｇ基質）を添加し、６４時間反応させた。反応液のｐＨを塩
酸で約３．５に調製し、１００℃１５分加熱することによって反応を停止した。この反応
液に、１００ｍＬのエタノールを添加し、約１０，０００×ｇで５分遠心分離することに
よって、沈殿を回収し、さらに１００ｍＬの５０％エタノールにより沈殿を３回洗浄した
。沈殿を５０ｍＬの蒸留水に溶解し、凍結乾燥することにより粉末の酵素合成グリコーゲ
ン（７０００ｋＤａ）を得た。
【０１６９】
　（試験実施例）
　天然グリコーゲンの構造は、その由来、および調製方法によって、ある一定の変動があ
りうる。したがって、本明細書において使用するグリコーゲンについて、その構造を分析
した。
【０１７０】
　分子量はＭＡＬＬＳ法によって分析した。平均鎖長は、フェノール硫酸法によって決定
した全糖量を、迅速スミス分解法によって決定した非還元末端量で除することにより算出
した。平均外部鎖長は、以下の式により算出した。
【０１７１】
　平均外部鎖長＝平均鎖長×βアミラーゼ分解限度＋２
　なお、βアミラーゼ分解限度は、グリコーゲンをβアミラーゼで分解後、還元糖量を決
定することにより決定した。
【０１７２】
　平均内部鎖長は以下の式により算出した。
平均内部鎖長＝平均鎖長－平均外部鎖長－１
　これらの方法の詳細については、Ｔａｋａｔａら、Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ．　Ｒｅｓ．　
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３４４巻，　６５４－６５９頁、２００９年に記述されている。
【０１７３】
【表１】

【０１７４】
　これらのパラメータは、平均重合度約１０～約１４のα－１，４－グルコシド結合鎖か
ら構成されている。天然グリコーゲンの分子量については、色々な説があるが、約１０５

～約１０８とされている。天然グリコーゲンは、分子量約１０７の粒子（β粒子）または
β粒子の凝集により形成されたさらに大きな粒子（α粒子）として存在するとの一般的な
範囲内にあるといえる。したがって、分析結果の通り上述の天然グリコーゲンは、概ね本
明細書において前述の構造パラメータの範囲内にあった。
【０１７５】
　他方、本明細書において使用される代表例であるＥＳＧ７０００およびＲＧについての
構造パラメータは、以下のとおりであった。
【０１７６】

【表２】

【０１７７】
　（実施例１：抗体の作製）
　本実施例では、酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ）に対する抗体を作製した。
【０１７８】
　（抗体の作製）
　ＰＢＳで懸濁した酵素合成グリコーゲン（ＥＳＧ，　０．３　ｍｇ／ｍＬ）と同量のフ
ロイントの完全アジュバント（Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ａｄｊｕｖａｎｔ
）を混合し、エマルジョンにしたもの２５０μＬをＢａｌｂ／ｃマウス腹腔に接種した。
２週間後、ＥＳＧ（０．３　ｍｇ／ｍＬ）と同量のフロイントの不完全アジュバント（Ｆ
ｒｅｕｎｄ’ｓ　ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　ａｄｊｕｖａｎｔ）を混合し、２５０　μＬの
エマルジョンを接種した。これを２週間ごとに行い、抗体反応性が増加しなくなったとこ
ろで、最終免疫として１００　μＬのＥＳＧ（０．３　ｍｇ／ｍＬ）を静脈内に接種した
。最終免疫した３日後にマウスを屠殺し脾臓を採取した。脾臓細胞はポリエチレングリコ
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ールを用いてミエローマ細胞と融合し、ヒポキサン／アミノプテリン／チミジン（ｈｙｐ
ｏｘａｎｔｈｉｎｅ／ａｍｉｎｏｐｔｅｒｉｎ／ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ）を含む培地で培養
することでハイブリドーマを選択し、抗ＥＳＧ抗体を得た。
【０１７９】
　この抗体は、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体と命名し、これを生産するハイブリドーマ（整理
番号名称：ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ）はＮＩＴＥに２０１１年２月２４日に寄託した（受領番
号：ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９）。
【０１８０】
　（実施例２：ＥＬＩＳＡ法（直接吸着法））
　本実施例では、実施例１で生産した本発明の抗体を用いて直接吸着法によりＥＬＩＳＡ
試験を行った。以下説明する。
【０１８１】
　（材料）
　ＥＳＧは調製実施例で製造したものを用いた。
【０１８２】
　ＲＧ；アミラーゼ部分分解したグリコーゲン
　ＲＧは以下のようにして調製した：ＥＳＧ７０００を１０％（ｗ/ｖ）となるように２
０ｍＭのトリス緩衝液（ｐＨ７．０）で溶解した。そこに４００Ｕ/ｇのαアミラーゼ（
Ｓｉｇｍａ）を添加し、３７℃で２４時間反応させることでＥＳＧ７０００を分解した。
反応液をウルトラフィルトレーション膜で処理することで低分子を除去し、スプレードラ
イヤーで乾燥させることでＲＧを調製した。
【０１８３】
　天然グリコーゲンとしては、以下を用いた。
【０１８４】
　ＮＳＧ１：カキ由来のもの（ナカライテスク）
　ＮＳＧ２：タイプＶＩＩ　(Ｓｉｇｍａ、ムラサキイガイ由来)
　ＮＳＧ３：タイプＩＩＩ　（Ｓｉｇｍａ、ウサギ由来）
　ＮＳＧ４：フィトグリコーゲン　 (キューピー)
　ＮＳＧ５：タイプＶＩＩＩ　（Ｓｉｇｍａ、フナガイ由来）
　ＮＳＧ６：タイプＩＸ　（Ｓｉｇｍａ、ウシ肝臓由来）。
【０１８５】
　でんぷんとしては、可溶性でんぷん（とうもろこし由来；和光純薬）を用いた。
【０１８６】
　（方法）
　９６穴プレート（Ｎｕｎｃ社製）に、ＰＢＳにより希釈したＥＳＧおよび各種糖質（１
．０×１０－７～１．０ｍｇ／ｍＬ、）を５０μＬずつ分注し、３７℃で２時間コーティ
ングした。次に、各ウェルを２００μＬの０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０入りＰＢＳ（ＴＰＢ
Ｓ）で３回洗浄し、Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｏｎｅ（ナカライテスク社製）を２００μＬずつ
加え３７℃で１時間ブロッキングした。ＴＰＢＳで３回洗浄後、実施例１で作製した抗Ｅ
ＳＧ抗体を１００μＬ添加し、３７℃で２時間保温した。ＴＰＢＳで３回洗浄後、ＴＰＢ
Ｓで５０００倍希釈したＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ＋ＩｇＡ＋ＩｇＭ抗体（ＫＰＬ社製）
を１００μＬずつ加え、３７℃で１時間保温した。ＴＰＢＳで３回洗浄後、３，３’，５
，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）（ＤＡＫＯ社製）を１００μＬずつ加えた後
、適度な発色が認められてから、１Ｎ　Ｈ２ＳＯ４を１００μＬずつ加えて反応を停止さ
せた。マイクロプレートリーダー（Ｗａｌｌａｃ　１４２０　ＡＲＶＯ　Ｓｘ　１４２０
、Ｗａｌｌａｃ社製）により吸光度（４５０ｎｍ／６３０ｎｍ）を測定した。
【０１８７】
　次にＥＳＧと天然グリコーゲンとの反応性の相違がないことを同一の系で確認するため
に、ＥＳＧ７０００、Ｓｔａｒｃｈ、ＮＳＧ１、ＮＳＧ２、ＮＳＧ５に対する実施例１で
作製したＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体の反応性を調査した。試験方法は他の抗原を用いた場合



(36) JP 2012-183000 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

と同様である。
【０１８８】
　（結果）
　結果を図１および２に示す。
【０１８９】
　図１は、従来の抗グリコーゲンモノクローナル抗体ＩＶ５８Ｂ６の抗原特異性を示す。
図１Ａは、ＲＧ（アミラーゼ部分分解したグリコーゲン）、ＥＳＧ７０００およびでんぷ
んの結果を示す。図１Ｂは、各種天然グリコーゲン（ＮＳＧ）を示す。
【０１９０】
　図２Ａ～Ｃは、本発明の抗ＥＳＧ抗体であるＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂモノクローナル抗体の
抗原特異性を示す。図２Ａは、ＲＧ（アミラーゼ部分分解したグリコーゲン）、ＥＳＧ７
０００およびでんぷんの結果を示す。図２Ｂは各種天然グリコーゲン（ＮＳＧ）を示す。
図２Ｃは、ＥＳＧ７０００、Ｓｔａｒｃｈ、ＮＳＧ１、ＮＳＧ２、ＮＳＧ５に対するＥＳ
Ｇ１Ａ９ｍＡｂの反応性を単一系で調べた結果を示す。
【０１９１】
　本実施例で使用したＲＧはアミラーゼで部分分解したグリコーゲンである。Ｓｔａｒｃ
ｈはでんぷんを示す。ＮＳＧは天然由来のグリコーゲンを示す。ＮＳＧ１は、Ｏｙｓｔｅ
ｒ由来のもの（ナカライテスク）、ＮＳＧ２は、Ｔｙｐｅ　ＶＩＩ　ムラサキイガイ由来
のもの、ＮＳＧ３は、Ｔｙｐｅ　ＩＩＩ　ウサギ由来のもの、ＮＳＧ４は、フィトグリコ
ーゲン、ＮＳＧ５は、Ｔｙｐｅ　ＶＩＩＩ　フナガイ由来のもの、およびＮＳＧ６は、Ｔ
ｙｐｅ　ＩＸ　ウシ肝臓由来のものである。
【０１９２】
　図１Ａは、ＩＶ５８Ｂ６のＥＳＧとＥＳＧ消化体モデルであるＲＧならびにでんぷんと
の反応性を示している。ＲＧと強く反応し、ＥＳＧ７０００とも反応はするがＲＧよりは
弱かった。また、でんぷんとは全く反応しなかった。図１Ｂは、ＩＶ５８Ｂ６の各種天然
グリコーゲンとの反応性を示している。植物性のグリコーゲンとは反応性が弱く、動物由
来の各種天然グリコーゲンとの反応性にも差異が見られた。この反応性の差は、大きい場
合１０倍以上であった。
【０１９３】
　図２Ａは、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体のＥＳＧとＥＳＧ消化体モデルであるＲＧならびに
でんぷんとの反応性を示している。ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体はＩＶ５８Ｂ６の場合とは異
なり、ＥＳＧ７０００ともＲＧとも同程度強く結合した。でんぷんともＥＳＧ７０００と
ＲＧに比較するとかなり弱いが、結合がみられた。図２Ｂは、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体の
各種天然グリコーゲンとの反応性を示している。ＩＶ５８Ｂ６とは異なり、植物性のもの
とも各種動物由来のものとも一様に強い反応性を示した。図２ＣはＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗
体のＥＳＧ７０００および天然グリコーゲンとの反応性を比較した結果である。ＥＳＧ１
Ａ９ｍＡｂ抗体はＥＳＧ７０００、各種天然グリコーゲンとほぼ同様に、強く結合するこ
とが明らかとなった。反応性の差はいずれの基質濃度においても１．２５倍以下であり、
高い一様性が示され、種類を問わずグリコーゲンの定量に使用されうることが示された。
【０１９４】
　図の結果から、従来の抗体では、部分分解したグリコーゲンに対する反応が良好であり
ＥＳＧに対する反応は落ちること、および天然由来のグリコーゲンに対する反応性はまち
まちであり、反応性に乏しいものもあることが分かった。他方、本発明の抗体は、ＥＳＧ
のみならず種々の天然のグリコーゲンに対しても一様に反応していることが分かった。ま
た本発明の抗体は、でんぷんに対してはほとんど反応せず、グリコーゲン全般に特異的で
あることが明らかになった。
【０１９５】
　このように、図２Ｂで既に示したように、ＥＳＧ７０００とでんぷん（Ｓｔａｒｃｈ）
は、高濃度（０．１－１　ｍｇ／ｍｌ）では反応性に差が見られないが、それ以下の濃度
ではＥＳＧ７０００の方がＳｔａｒｃｈより反応性が高いことが判明した。また、図２Ｃ
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からも明らかなように、各種天然グリコーゲン（ＮＳＧ１、ＮＳＧ２、ＮＳＧ５）に対し
ても、ＥＳＧ７０００とほぼ同様の反応性を示す、ということが明らかとなった。
【０１９６】
　（実施例３：ＥＬＩＳＡ法（競争法））
　本実施例では、実施例１で生産した本発明の抗体を用いて競争法によりＥＬＩＳＡ試験
を行った。以下説明する。
【０１９７】
　（方法）
　９６穴プレート（Ｎｕｎｃ社製）に、ＰＢＳにより希釈した調製実施例で調製したＥＳ
Ｇ（０．０１　ｍｇ／ｍＬ）を５０μＬずつ分注し、３７℃で２時間コーティングした。
次に、各ウェルを２００μＬのＴＰＢＳで３回洗浄し、Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｏｎｅ（ナカ
ライテスク社製）を２００μＬずつ加え３７℃で１時間ブロッキングした。ＴＰＢＳで３
回洗浄後、競争物質としてＥＳＧおよび各種糖質を用い、抗ＥＳＧ抗体と１：１で混ぜ合
わせたものを１００μＬ添加し、３７℃で２時間保温した。ＴＰＢＳで３回洗浄後、ＴＰ
ＢＳで５０００倍希釈したＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ＋ＩｇＡ＋ＩｇＭ抗体（ＫＰＬ社製
）を１００μＬずつ加え、以下は実施例２に記載の直接吸着法と同様な操作を行った。
【０１９８】
　（結果）
　結果を、図３に示す。
【０１９９】
　図３Ａは、ＥＳＧ７０００（０．０１　ｍｇ／ｍｌ）をＥＬＩＳＡプレートにコーティ
ングし、競争物質としてＥＳＧ７０００およびＲＧを用い、競争ＥＬＩＳＡを行い、検量
線を描いた。この系でＥＳＧ７０００およびＲＧを定量可能であることが示唆された。
【０２００】
　図３Ｂは、ＲＧ（０．０１　ｍｇ／ｍｌ）をＥＬＩＳＡプレートにコーティングし、競
争物質としてＥＳＧ７０００およびＲＧを用い、競争ＥＬＩＳＡを行い、検量線を描いた
。この系においてもＥＳＧ７０００とＲＧを定量可能であることが示唆された。
【０２０１】
　図の結果から、本発明の抗体は、グリコーゲンの全般的な検出のみならず、種類を問わ
ずに反応することから、グリコーゲン全体の定量に使用することができることも明らかに
なった。
【０２０２】
　（実施例４：　Ｃａｃｏ－２細胞によるＥＳＧ消化の検討）
　本実施例では、サンプルとして生きた細胞を用いて生体実験が可能であるかの可能性を
実証した。
【０２０３】
　（方法）
　定法にしたがい、トランズウェル（Ｆａｌｃｏｎ社製）中でＣａｃｏ－２細胞（理化学
研究所バイオリソースセンターより入手）を培養（１０％ウシ胎児血清を含むＳｉｇｍａ
社製ＭＥＭ培地）し、Ｃａｃｏ－２は分化促進因子などを加えず、細胞密度が上がること
で自然分化することから、格別に分化因子をくわえずに、この培地での培養により２、３
日おきに培地の交換を行いながら、2～3週間培養し続け、小腸上皮細胞様に分化させた。
細胞分化の確認は両極培地間の電気抵抗値を測定することにより行った。。分化したＣａ
ｃｏ－２細胞の腸管側の培地にＥＳＧを０、２．５あるいは５ｍｇ／ｍｌで添加し２４時
間後に培地を回収し、グリコーゲン代謝物を定量した。定量線として図３に示すものを使
用した。
【０２０４】
　ＥＬＩＳＡプレートにＥＳＧ７０００（０．０１　ｍｇ／ｍｌ）をＥＬＩＳＡプレート
にコーティングし、回収培地とＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体をＴＰＢＳで希釈した液を混合し
たものを反応させ、競争ＥＬＩＳＡを行った。
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　（結果）
　結果を図４に示す。
【０２０６】
　分化Ｃａｃｏ－２細胞を用いた小腸モデルを用いた実験により、既に、合成グリコーゲ
ン（ＥＳＧ７０００）がグリコーゲン消化体モデルＲＧ様の分子に代謝され、体内には吸
収されず腸管側に留まることが明らかとなっている。ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂ抗体を用いたＥ
ＬＩＳＡによるＲＧ定量法を用いた結果、その結果と一致する結果が得られ、ＥＳＧ７０
００を５．０　ｍｇ／ｍｌの濃度で処理した場合、ＲＧが４．１　ｍｇ／ｍｌ、ＥＳＧ７
０００を２．５　ｍｇ／ｍｌの濃度で処理した場合、ＲＧが０．２　ｍｇ／ｍｌ検出され
、定量することができた。
【０２０７】
　（実施例５：　動物組織内でのグリコーゲンの検出および定量）
　次に、本発明の抗体を用いて動物組織内でのグリコーゲンの定量・検出を行う。
【０２０８】
　（方法および材料）
　マウスから肝臓を摘出し、ホルマリンで固定する。固定した肝臓をパラフィンに包埋し
、４μｍの厚さで切片を作成し、スライドガラス上に貼り付けてサンプルを調整した。Ｅ
ＳＧ１Ａ９ｍＡｂを１次抗体として用いて、定法に従い免疫染色をすることで、肝臓中の
グリコーゲンを検出する。
【０２０９】
　上記実験から、ＥＳＧ１Ａ９ｍＡｂを使った免疫染色により、肝臓中のグリコーゲンを
高感度かつ鮮明に染色することができ、ＰＡＳ染色の結果と比較して、よりグリコーゲン
を特異的に染色できることが示すことができる。
【０２１０】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は
、この実施形態に限定して解釈されるべきものではない。本発明は、特許請求の範囲によ
ってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。当業者は、本発明の具体的
な好ましい実施形態の記載から、本発明の記載および技術常識に基づいて等価な範囲を実
施することができることが理解される。本明細書において引用した特許、特許出願および
文献は、その内容自体が具体的に本明細書に記載されているのと同様にその内容が本明細
書に対する参考として援用されるべきであることが理解される。
【産業上の利用可能性】
【０２１１】
　本発明は、グリコーゲンに対して一様に反応する抗体、その抗原結合断片、および該抗
原結合断片を含む結合分子を提供する。このような抗体等は、グリコーゲンをインビボで
検出、定量することに使用することができ、診断等への応用が期待される。
【受託番号】
【０２１２】
　（受領番号）ＮＩＴＥ　ＡＰ－１０６９
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