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(54)【発明の名称】 モノクロ－ナル抗体及びヒトフィブリン分解産物の測定方法

(57)【要約】
【構成】  Ｓｏｌｂｌｅ  Ｆｉｂｒｉｎ  ｍｏｎｏｍｅ
ｒ  Ｃｏｍｐｌｅｘ（以下SFと記載する）ヒトフィブリ
ノゲン分解産物及び測定しようとするヒトフィブリン分
解産物に対するモノクローナル抗体を製する。不溶性担
体に固定した当該抗体感作試薬と、測定しようとする抗
原（ヒトフィブリン分解産物）を反応容器の液体媒体中
で反応させる。次いで当該不溶性担体に固定した当該抗
体感作試薬と凝集反応の吸光度変化を測定する。
【効果】  不溶性担体に固定した当該抗体感作試薬は、
フィブリン分解産物に反応し、フィブリノゲン分解産物
には反応しない、二次線溶の場合に反応を示すので、特
にDIC（血管内凝固症候群）の診断に大きく効果が得ら
れる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ＳＦ、ヒトフィブリノゲンのプラスミン
分解産物（Ｘ分画、Ｙ分画、Ｄ分画、Ｅ分画、ＸＤ、Ｙ
Ｄ）及びヒトフィブリンのプラスミン分解産物（Ｄ  ｍ
ｏｎｏｍｅｒ、Ｅ  ｆｒａｇｍｅｎｔ、ＦＤＰ関連高分
子複合体、ＤＤ／Ｅ複合体、Ｄ  ｄｉｍｅｒ、ｌａｔｅ
  Ｄ  ｄｉｍｅｒ）に反応し、ヒトフィブリノゲンには
反応しないことを特徴とするモノクロ－ナル抗体。
【請求項２】  不溶性担体に固定化された、請求項１記
載のモノクロ－ナル抗体を使用して、凝集反応を観察す
ることにより、被検試料中のヒトフィブリノゲン分解産
物に影響を受けずにヒトフィブリン分解産物を測定する
方法。
【請求項３】  免疫学的凝集反応による測定方法が、ラ
テックス凝集反応である請求項２記載の方法。
【請求項４】  分光学的に測定する、請求項３記載の方
法。
【請求項５】  目視的に測定する、請求項３記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、新規なモノクロ－
ナル抗体、フィブリン分解産物の測定に係り、さらに詳
しくは、被測定物質を短時間且つ高精度に測定・検出で
きる凝集反応及び抗原抗体反応の測定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】生体における線溶には、一次線溶と二次
線溶があり、これらの鑑別が重要である。ＦＤＰではフ
ィブリノゲン由来かフィブリン由来かは判別できないた
め、二次線溶の判定はＦＤＰとＤ－Ｄダイマーの結果か
ら間接的に行っていた。我が国で定められているＤＩＣ
（血管内凝固症候群）の診断・経過観察においてフィブ
リン分解産物（二次線溶）の測定は必須であり、見極め
る為にはＦＤＰとＤ－Ｄダイマーを測定する必要があっ
た。そしてＦＤＰを測定する際には、他の凝固関連測定
に用いる血漿検体とは別に、ＦＤＰ専用の血清検体を患
者から採血しなければならず、測定時のコストはもちろ
ん患者負担も大きな問題であった。従来のＤ－Ｄダイマ
ーの測定試薬はＥ  ｆｒａｇｍｅｎｔ、ＳＦには反応を
示さず、Ｄダイマー分画を反映している。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、血漿
検体などの生体試料中に含まれるフィブリノゲンやフィ
ブリノゲン分解産物の有無に影響されずに、ヒトフィブ
リン分解産物測定する方法を提供することにある。
【０００４】
【課題を解決する為の手段】前記目的はヒトフィブリノ
ゲン分解産物及びヒトフィブリン分解産物と反応する
が、ヒトフィブリノゲンとは反応しないことを特徴とす
るモノクロ－ナル抗体を用いる。又、不溶性担体に固定
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した当該抗体感作試薬は、ヒトフィブリノゲン分解産物
には影響を受けず、ヒトフィブリン分解産物を測定され
ることにより達成される。
【０００５】
【発明の実施の形態】本発明のモノクロ－ナル抗体は細
胞融合法により作製されたハイブリド－マによるモノク
ロ－ナル抗体産生法により得られたモノクロ－ナル抗体
である。本発明の好ましいモノクロ－ナル抗体はヒトフ
ィブリノゲン分解産物及びヒトフィブリン分解産物と反
応し、ヒトフィブリノゲンとは反応しない。本発明のモ
ノクロ－ナル抗体を用いたフィブリン分解産物の測定方
法は、抗原と抗体との凝集反応、抗原抗体反応、本発明
のモノクロ－ナル抗体に不溶性担体を感作又は担持させ
て被測定物質との凝集反応、抗原抗体反応の測定を実施
するものである。そして、前記凝集反応、抗原抗体反応
の測定を、その測定が終了するまで攪拌又は揺動下のも
とで実施してもよい。本発明の凝集反応、抗原抗体反応
の測定方法によって行われる測定・検出方法としては、
特に限定されず、凝集反応及び／又は抗原抗体反応を利
用して測定する様々な方法が可能であり、免疫比濁法
（ＴＩＡ）、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放射免疫測定
法（ＲＩＡ）、ラテックス凝集反応法、蛍光免疫測定法
等が利用される。また、凝集反応、特に、ラテックス凝
集反応法が好適に用いられる。
【０００６】以下に実施例を挙げて本発明をさらに詳細
に説明するが、本発明は以下の実施例に限定されるもの
ではない。
【０００７】実施例１
フィブリン分解産物の調製：免疫源として用いるヒトフ
ィブリン分解産物は、次の様な方法で調製することが出
来る。即ち、ヒトフィブリノゲン（１０ｍｇ／ｍＬ）１
ｍＬにＦＸＩＩＩ（フィブロガミンＰ：ヘキスト社  用
法・用量に従い調製する）を０．３ｍＬ、１Ｍ塩化カル
シウム０．１ｍＬ、トロンビン（２００Ｕ／ｍＬ）０．
５ｍＬ、プラスミン（１Ｕ／ｍＬ）０．１ｍＬを添加
し、それぞれ３０秒、１分、３分、１０分、３０分、１
時間、３時間、１２時間後にアプロチニン２５，０００
Ｕ／ｍＬ）２ｍＬで反応を停止する。ＤＥＡＥセファロ
－ス（イオン交換クロマトグラフ）によって各分画を精
製した。Ｆｉｂｒｉｎ  ｍｏｎｏｍｅｒの調製：Ｆｉｂ
ｒｉｎ  ｍｏｎｏｍｅｒ（可溶性フィブリンモノマ－）
はＬａｒｇｏらの方法〔Ｂｌｏｏｄ（１９７６）４７：
９９１－１００２〕に従って調製した。即ち、ヒトフィ
ブリノゲン１ｇを１０ｍＭのＥＤＴＡを含む生理食塩液
１０００ｍＬに溶解し、１００ＮＩＨのトロンビンを添
加した後、３７℃で１２０分間保温した。生じたフィブ
リンクロットを生理食塩液２５０ｍＬで３回遠心洗浄し
た。洗浄後のフィブリンクロットを６Ｍ尿素液５０ｍＬ
に溶解し、使用した。
【０００８】免疫化脾細胞の調製：ヒトフィブリン分解
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産物（Ｆｉｂ－Ｐ）（Ａ

280nm
 ＝０．３）を等量のフロ

イド完全アジュバンドと乳化するまで混合し、その混合
液１００μＬをＢＡＬＡ／ｃ系マウス腹腔内に投与する
ことにより免疫を行った。約３０日経過後、Ｆｉｂ－Ｐ
（Ａ

280nm
 ＝０．３）を等量の生理食塩液で希釈して調

製したＦｉｂ－Ｐ液１００μＬを、前記のマウスの腹腔
内に投与し、３日後、脾臓を無菌的にマウスから取り出
し、次の細胞融合工程に用いた。細胞融合：１５％ウシ
胎児血清を含むＤｕｌｂｅｃｃｏ´ｓ  Ｍｏｄｉｆｉｅ
ｄ  Ｅａｇｌｅ（ＤＭＥ）培地５ｍＬを入れたペトリ皿
に前記の脾臓を入れた。次に１５％ウシ胎児血清を含む
ＤＭＥ培地１２ｍＬで前記脾臓より還流法で脾細胞を流
出し５０ｍＬの遠心管に集める。遠心後、上清を捨て、
ペレットに溶血促進溶液（１６０ｍＭ－ＮＨ

4
 Ｃｌ，１

０ｍＭ－ＫＨＣＯ
3
 １ｍＭ－Ｎａ

2
 ＥＤＴＡ，ｐＨ７．

０）５ｍＬを加え、懸濁した。５分間氷冷後、遠心分離
し、脾細胞数を数えた。一方、予め培養しておいたマウ
スミエロ－マ細胞ＮＳ１の約１×１07個に前記脾細胞１
×１０8個を加え、遠心分離した。その上清を捨て、ペ
レットに４５％ポリエチレングリコ－ル１５００溶液
（３７℃に保温）１．０ｍＬを加え良く混合する。次
に、３７℃に保温しておいたＤＭＥ培地を１０ｍＬ加
え、遠心分離する。上清を除去後、ペレットを１５％ウ
シ胎児血清を含むＨＡＴ培地（ＤＭＥ培地にアミノプテ
リン４×１０-7Ｍ，チミジン１．６×１０-5Ｍ，ヒボキ
サンチン１×１０-4Ｍになるように添加したもの）で懸
濁し、次いで上記の培地で３回遠心洗浄する。ＨＡＴ培
地２０ｍＬに懸濁した細胞懸濁液を９６穴細胞培養プレ
－トの各ウェルに２００μＬずつ分注し、５％ＣＯ

2
Ａ

含むＣＯ
2
培養器で培養し、７日後に後述のＥＬＩＳＡ

法により、抗フィブリン分解産物抗体産生ハイブリド－
マをスクリ－ニングした。
【０００９】ハイブリド－マの確立：ハイブリド－マ培
養液の上清中の抗体の有無は、ＥＬＩＳＡ法により測定
した。９６穴ＥＬＩＳＡ用プレ－ト（住友化学）の各ウ
ェルに前記のフィブリン分解産物（Ｆｉｂ＝Ｐ）溶液
（Ａ

280nm
＝０．３）１００μＬずつ分注し、４℃で１

６時間放置した。次に、０．０１％ウシ血清アルブミン
（ＢＳＡ）－生理食塩液で３回洗浄した後、核ウェルに
培養上清１００μＬを加え、２５℃で１時間反応させ

4
た。次に、Ｔｗｅｅｎ８０－生理食塩液で１０００倍に
希釈したペルオキシダ－ゼ結合抗マウス抗体（ＤＡＫＯ
社、デンマ－ク）１００μＬを各ウェルに加えた。反応
終了後、０．０１％ＢＳＡ－生理食塩液で各ウェルを３
回洗浄し、ペルオキシダ－ゼの基質を加えた。その結
果、９６穴中、１０ウェルに抗体産生が認められた。そ
の１０ウェルのハイブリド－マを２０ウェルのブレ－ト
に移し、５日間培養後、再度ＥＬＩＳＡ法により、抗Ｆ
ｉｂ－Ｐ抗体の産生の有無を確認し、次に、フィブリノ
ゲン、フィブリノゲン分解産物、フィブリン分解産物、
Ｄ－ｄｉｍｅｒとの反応性を上記と同様のＥＬＩＳＡ法
によって検討した。その結果、フィブリノゲンには反応
しないで、フィブリノゲン分解産物及びフィブリン分解
産物に反応するクロ－ン１種（Ｆｉｂ－Ｐ－１）を確立
した。他の９種は全てフィブリノゲンとも反応したので
以下の研究から削除した。ハイブリド－マＦｉｂ－Ｐ－
１が産生するモノクロ－ナル抗体Ｆｉｂ－Ｐ－１のフィ
ブリノゲン分解産物、フィブリン分解産物の詳細な反応
も、上記と同様のＥＬＩＳＡ法によって検討した。
【００１０】実施例２
モノクローナル抗体の製造：ブリスタン（２，６，１
０，１４－テトラメチルペンタデカン）０．５ｍＬを１
０週令以上のＢＡＬＢ／ｃ系雄マウスの腹腔内に投与
し、それからマウスの腹腔内にハイブリド－マＦｉｂ－
Ｐ－１をマウス一匹当たり細胞数、２×１０6個になる
ように接種した。一匹のマウスから約５～１２ｍＬの腹
水が得られた。その抗体濃度は５～１０ｍｇ／ｍＬであ
った。腹水中モノクロ－ナル抗体の精製は、プロテイン
Ａセファロ－ス４Ｂカラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，スウ
ェ－デン）により行なった。
【００１１】実施例３
モノクローナル抗体Ｆｉｂ－Ｐ－１のイソタイプ及び特
異性：フィブリン分解産物モノクローナル抗体Ｆｉｂ－
Ｐ－１のイソタイプ及び特異性の同定は、それぞれイム
ノブロッティング法及びＥＬＩＳＡ法により行った。イ
ソタイプはＩｇＧ

2a
（κ）であった。また、特異性は表

１に示すとおりであった。
【００１２】
【表１】
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【００１３】実施例４
不溶性担体に固定した当該抗体感作試薬の製造：モノク
ローナル抗体Ｆｉｂ－Ｐ－１のＦ（ａｂ’）

2
 分画（１

ｍｇ／ｍＬ）を含む溶液５ｍＬと、ラテックス溶液（２
％、日本合成ゴム社：２１２ｎｍ）５ｍＬとを混合し約
１時間強く攪拌した。遠心後、ペレットをＢＳＡ溶液
（２ｍｇ／ｍＬ）に懸濁して、約１時間強く攪拌した。
かくして、モノクローナル抗体Ｆｉｂ－Ｐ－１のＦ（ａ
ｂ’）

2
 感作ラテックス液を得た。

【００１４】実施例５
分光学的の方法によるＦＤＰの定量：実施例４で調製し
たＦｉｂ－Ｐ－１のＦ（ａｂ’）

2
 感作ラテックス液

と、調製したＦＤＰとの凝集反応の速度を分光学的方法
で測定した。その結果は図１のように、ＦＤＰ０～１６
０μｇ／ｍＬまで測定可能であった。 *

6

*【００１５】
【発明の効果】以上詳述した如く、本発明によると次の
ような効果を奏する。本発明のモノクローナル抗体によ
り、ヒトフィブリン分解産物（二次線溶）を測定するこ
とにより、血漿検体などの生体試料中のヒトフィブリノ
ゲンやヒトフィブリノゲン分解産物の有無に影響されず
に測定する方法を提供することができる。また、ＤＩＣ
（血管内凝固症候群）の診断・経過観察において、測定
時のコストはもちろん患者負担も軽減される。
【図面の簡単な説明】
【図１】  本発明の実施例４で調製したＦｉｂ－Ｐ－１
のＦ（ａｂ’）

2
感作ラテックス液と、調製したＦＤＰ

との凝集反応の速度を分光学的方法で測定した結果を示
すグラフである。

【図１】
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摘要(译)

[组成]可溶性纤维蛋白单体复合物（以下称为SF）产生人纤维蛋白原降
解产物和针对待测定的人纤维蛋白降解产物的单克隆抗体。 固定在不溶
性载体上的抗体敏化试剂在反应容器的液体介质中与待测抗原（人纤维
蛋白降解产物）反应。 然后，测定固定在不溶性载体上的抗体敏化剂的
凝集反应的吸光度变化。 [效果]固定在不溶性载体上的抗体敏化剂与纤
维蛋白降解产物反应，不与纤维蛋白原降解产物反应，在继发性纤维蛋
白溶解的情况下显示反应，因此特别是DIC（血管内凝血综合征） 在诊
断上非常有效。
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