
(57)【要約】
【課題】超高純度コンドロイチナーゼＡＢＣ画分の製造に用いうるコンドロイチナーゼＡ
ＢＣに対するモノクローナル抗体等を提供すること。
【解決手段】コンドロイチナーゼＡＢＣに特異的に結合するモノクローナル抗体、当該抗
体を産生するハイブリドーマ株、当該抗体を用いることを特徴とするコンドロイチナーゼ
ＡＢＣの測定方法、当該測定方法によってコンドロイチナーゼＡＢＣを検出する工程を含
む、以下の性質（１）及び（２）を有するコンドロイチナーゼＡＢＣ画分の製造方法；（
１）コンドロイチン硫酸リアーゼ IIに特異的に結合する抗体を用いた免疫測定法で測定す
ることによりコンドロイチン硫酸リアーゼ IIが検出されない、（２）高速液体クロマトグ
ラフィーによりコンドロイチン硫酸リアーゼ IIのピークが検出されない。
【選択図】なし

10

JP 2007-275077 A 2007.10.25



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
寄 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ ０ ５ ５ と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 株 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ に 特
異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 当 該 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 、 当 該 抗 体 を 用 い る コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ の 測 定 方 法 等 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ （ 以 下 、 C-ABCと い う ） は 椎 間 板 ヘ ル ニ ア 治 療 剤 と し て 利 用
で き る 可 能 性 が あ る （ 特 許 文 献 １ ） 。 C-ABC は プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス (  
)の 菌 体 等 の 培 養 物 か ら 抽 出 ・ 精 製 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 得 ら れ た 精 製 コ ン ド ロ イ

チ ナ ー ゼ は 安 全 性 も 高 く 十 分 医 薬 品 と し て 利 用 で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 近 年 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス に は C-ABC に 物 理 化 学 的 性 質 が 類 似 し た 、 い わ ゆ
る 「 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 リ ア ー ゼ II」 （ 特 許 文 献 ２ ； 以 下 、 リ ア ー ゼ IIと い う ） が 存 在 す
る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の 酵 素 は C-ABC の 精 製 画 分 に も 極 々 微 量 に 含 ま れ お り 、 安 全
性 に は 問 題 な い も の の 、 分 析 ・ 品 質 管 理 上 、 極 力 排 除 す る こ と が 好 ま し い 。 一 般 に 、 精 製
ス テ ッ プ を 繰 り 返 せ ば 不 純 物 の 含 量 を 減 少 さ せ る こ と が で き る が 、 そ の 反 面 、 精 製 物 質 の
回 収 率 減 少 は 免 れ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ４ ６ ９ ６ ８ １ ６ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 １ ０ － ２ ６ ２ ６ ６ ０ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 医 薬 品 等 に 用 い ら れ る C-ABCと 物 理 化 学 的 に 類 似 し て い る コ ン ド ロ イ チ ナ ー
ゼ （ リ ア ー ゼ II） を 、 分 析 的 に 検 出 で き な い 程 度 に ま で 排 除 し た 超 高 純 度 C-ABC画 分 を 簡
便 、 迅 速 、 か つ 高 収 率 で 製 造 す る た め に 用 い う る コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 か か る 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 を 重 ね た 結 果 、 C-ABCの 超 高 純 度 精 製
用 の 抗 体 を 調 製 し 、 こ れ を 用 い た ユ ニ ー ク な 方 法 に よ っ て 類 似 の 酵 素 を 全 く 検 出 で き な い
程 度 に ま で 超 高 純 度 に 精 製 さ れ た C-ABC画 分 を 提 供 す る に 至 り 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 リ ア ー ゼ II に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 本 発 明 抗 体 １ と
も い う ） 、 C-ABC に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 本 発 明 抗 体 ２ と も い う ） 、 本 発 明
抗 体 １ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 （ 以 下 、 本 発 明 細 胞 株 １ と も い う ） お よ び 本 発 明 抗 体
２ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 （ 以 下 、 本 発 明 細 胞 株 ２ と も い う ） を 提 供 す る 。 な お 、 本
発 明 抗 体 １ お よ び ２ を ま と め て 「 本 発 明 抗 体 」 と も い う 。 同 様 に 、 本 発 明 細 胞 株 １ お よ び
２ を ま と め て 「 本 発 明 細 胞 株 」 と も い う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 抗 体 １ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 リ ア ー ゼ IIの 測 定 方 法 （ 以 下
、 本 発 明 測 定 方 法 １ と も い う ） 、 お よ び 本 発 明 抗 体 ２ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 C-ABC
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の 測 定 方 法 （ 以 下 、 本 発 明 測 定 方 法 ２ と も い う ） を 提 供 す る 。 な お 、 本 発 明 測 定 方 法 １ お
よ び ２ を ま と め て 「 本 発 明 測 定 方 法 」 と も い う 。
さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 測 定 方 法 １ に よ っ て リ ア ー ゼ IIを 検 出 す る 工 程 を 含 む 本 発 明 画 分
の 製 造 方 法 、 お よ び 本 発 明 測 定 方 法 ２ に よ っ て C-ABCを 検 出 す る 工 程 を 含 む 本 発 明 画 分 の
製 造 方 法 （ 以 下 、 こ れ ら を ま と め て 本 発 明 製 造 方 法 ２ と も い う ） を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 医 薬 品 等 に 用 い ら れ る C-ABCと 物 理 化 学 的 に 類 似 す る リ ア ー ゼ IIを 、 分
析 的 に 検 出 で き な い 程 度 に ま で 排 除 し た 超 高 純 度 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ 画 分 の 製 造 方 法 、 本
発 明 測 定 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 当 該 画 分 の 製 造 ・ 工 程 管 理 や 、 製 造 さ れ た
当 該 画 分 の 分 析 ・ 品 質 管 理 等 に 用 い る こ と が で き 、 極 め て 有 用 で あ る 。 本 発 明 細 胞 株 は 、
こ の よ う な 本 発 明 抗 体 の 製 造 に 用 い る こ と が で き 、 極 め て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 画 分
　 本 発 明 画 分 は 、 以 下 の 性 質 を 有 す る 高 純 度 C-ABC画 分 で あ る 。
(1)リ ア ー ゼ II に 対 す る 抗 体 を 用 い た 免 疫 測 定 法 で 測 定 す る こ と に よ り 、 リ ア ー ゼ IIが 検
出 さ れ な い 。
(2)Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 、 リ ア ー ゼ IIの ピ ー ク が 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 （ １ ） で 用 い る 免 疫 測 定 法 は 、 後 述 す る 「 本 発 明 測 定 方 法 １ 」 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 好 ま し い 具 体 例 等 を 含 め て 、 後 述 の 「 ＜ ５ ＞ 本 発 明 測 定 方 法 」 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 画 分 は 、 こ の よ う な 免 疫 測 定 法 で 測 定 し て も リ ア ー ゼ IIが 検 出 さ れ な い 点 に 特 徴
が あ る 。 こ こ で 「 検 出 さ れ な い 」 と は 、 上 記 測 定 に お い て 検 出 限 界 以 下 で あ る こ と を 意 味
す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 こ こ で 用 い る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 の 条 件 等 は 以 下 の 通 り で あ る 。
・ カ ラ ム 担 体 ： カ ル ボ キ シ メ チ ル (CM)基 を 有 す る 担 体
・ カ ラ ム サ イ ズ ： 7.5mmｘ 7.5cm
・ 溶 出 液 ： (Ａ 溶 液 ) 20 mM リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)
　 　 　 　 　 (Ｂ 溶 液 ) 0.5 M NaClを 含 有 す る Ａ 溶 液
直 線 濃 度 勾 配 (100％  Ａ 溶 液  →  50％  Ｂ 溶 液 )/15分
流 速 ： 1.0 mL/分
・ カ ラ ム 温 度 ： 35 ℃
・ サ ン プ ル の 注 入 量 :100 μ L
　 本 発 明 画 分 は 、 こ の よ う な Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 す る こ と に よ っ て も 、 リ ア ー ゼ IIの ピ ー ク が
検 出 さ れ な い 点 に 特 徴 が あ る 。 ま た 本 発 明 画 分 は 、 医 薬 と し て 混 入 が 許 さ れ な い 物 質 を 実
質 的 に 含 ま な い も の が 好 ま し く 、 ま た 300ユ ニ ッ ト /mg蛋 白 以 上 の 酵 素 活 性 を 有 す る 画 分 で
あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 具 体 的 に は 、 300ユ ニ ッ ト /mg蛋 白 以 上 の 比 活 性 を 有 し 、 エ ン ド
ト キ シ ン を 実 質 的 に 含 ま ず 、 核 酸 、 プ ロ テ ア ー ゼ 含 量 が 検 出 限 界 以 下 で あ る 画 分 が 特 に 好
ま し い 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て C-ABCの 「 １ ユ ニ ッ ト (1U)」 と は 、 pH8.0、 37℃ で 、 １ 分
間 に コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Ｃ か ら １ マ イ ク ロ モ ル の 不 飽 和 二 糖 を 遊 離 さ せ る 酵 素 量 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 画 分 は 、 上 記 の 特 徴 を 有 し て い る 限 り に お い て 如 何 な る 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る も
の で あ っ て も よ い が 、 後 述 す る 本 発 明 製 造 方 法 １ に よ っ て 製 造 さ れ る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 本 発 明 画 分 は 如 何 な る 生 物 資 源 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い が 、 本 発 明 製 造 方 法
１ で は プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス (  )に 由 来 す る 液 相 を 用 い る こ と が 好 ま し
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い こ と か ら 、 本 発 明 画 分 も プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス (  )に 由 来 す る も の が
好 ま し い 。
＜ ２ ＞ 本 発 明 医 薬
　 本 発 明 医 薬 は 、 本 発 明 画 分 か ら な る 医 薬 で あ る 。 本 発 明 医 薬 の 用 途 は 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 C-ABCの 椎 間 板 ヘ ル ニ ア 治 療 剤 と し て の 利 用 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ て き て い る こ と か
ら （ 米 国 特 許 ４ ,６ ９ ６ ,８ １ ６ 号 ） 、 椎 間 板 ヘ ル ニ ア 処 置 剤 と し て の 用 途 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 椎 間 板 ヘ ル ニ ア 処 置 剤 は 、 椎 間 板 ヘ ル ニ ア の 処 置 に 用 い ら れ る 限 り に お い て そ の 具 体 的
用 途 は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 椎 間 板 ヘ ル ニ ア の 治 療 目 的 に 使 用 す る こ と が で き 、 注 射 剤
と し て ヘ ル ニ ア 症 の 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト の 椎 間 板 に 注 入 し 、 髄 核 を 溶 解 し て 治 療 す
る 椎 間 板 溶 解 療 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 医 薬 の 投 与 量 は 、 投 与 対 象 動 物 の 種 類 、 性 別 、 年 齢 、 週 齢 、 病 態 の 種 類 、 病 態 進
行 程 度 等 に よ っ て 個 別 的 に 設 定 さ れ る べ き も の で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 C-ABC量 と
し て １ 回 0.1～ 100ユ ニ ッ ト 程 度 を 注 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 医 薬 の 形 態 も 用 途 等 に よ っ て 適 宜 設 定 さ れ る も の で あ る が 、 例 え ば 椎 間 板 ヘ ル ニ
ア 処 置 剤 と し て 用 い る 場 合 に は 、 溶 液 状 、 凍 結 状 、 ま た は 凍 結 乾 燥 状 の い ず れ で あ っ て も
良 い 。 こ れ を ア ン プ ル 、 バ イ ア ル 、 注 射 用 シ リ ン ジ 等 の 適 当 な 容 器 に 充 填 ・ 密 封 し 、 注 射
剤 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 医 薬 の 製 剤 化 は 、 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 製 剤 化 に あ た り 、 C-AB
C自 体 の 活 性 等 に 悪 影 響 を 与 え ず 、 か つ C-ABCの 作 用 に 悪 影 響 を 与 え な い 限 り に お い て 、 他
の 医 薬 活 性 成 分 や 、 慣 用 の 賦 形 剤 、 安 定 化 剤 、 結 合 剤 、 乳 化 剤 、 浸 透 圧 調 整 剤 、 緩 衝 剤 、
等 張 化 剤 、 保 存 剤 、 無 痛 化 剤 、 着 色 剤 等 、 通 常 医 薬 に 用 い ら れ る 成 分 を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 な お 、 公 知 の C-ABC画 分 の 安 全 性 ・ 有 用 性 等 に つ い て は 既 に 知 ら れ て お り 、 本 発 明 で は
さ ら に リ ア ー ゼ IIを も 実 質 的 に 含 有 し な い も の で あ る か ら 、 極 め て 安 全 性 が 高 い と 推 定 さ
れ る 。
＜ ３ ＞ 本 発 明 製 造 方 法 １
　 本 発 明 製 造 方 法 １ は 、 以 下 の 工 程 を 少 な く と も 含 む 、 本 発 明 画 分 の 製 造 方 法 で あ る 。
工 程 １ ： 本 発 明 抗 体 １ （ 後 述 ） を 結 合 さ せ た 固 相 と 、 C-ABCと リ ア ー ゼ IIと を 含 有 す る 液
相 と を 接 触 さ せ 、 リ ア ー ゼ IIを 本 発 明 抗 体 １ に 結 合 さ せ る 工 程 。
工 程 ２ ： 固 相 と 液 相 と を 分 離 し 、 液 相 を 回 収 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 抗 体 １ の 固 相 へ の 結 合 は 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 抗
体 １ を 直 接 固 相 に 共 有 結 合 さ せ て も よ く 、 生 物 学 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し て 結 合 さ せ て
も よ く 、 生 物 学 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し て 結 合 し た 本 発 明 抗 体 と 固 相 と を さ ら に 架 橋 剤
等 に よ り 共 有 結 合 さ せ て も よ い 。
固 相 と し て は ゲ ル 、 ビ ー ズ 、 メ ン ブ レ ン 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 固 相 へ の 共 有 結 合 は 、 例 え ば 市 販 の カ ッ プ リ ン グ ゲ ル (例 え ば 、 CNBr-活 性 化 ゲ ル 、 N-ヒ
ド ロ キ シ ス ク シ イ ミ ド 活 性 化 ゲ ル 、 エ ポ キ シ 活 性 化 ゲ ル 、 マ レ イ ミ ド 活 性 化 ゲ ル 等 )等 を
用 い て 行 う こ と が で き る 。 ま た 生 物 学 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し た 結 合 は 、 抗 体 の Fc部 分
を 特 異 的 に 認 識 す る リ ガ ン ド が 結 合 し た 固 相 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ や プ ロ テ イ ン Ｇ 等 の リ
ガ ン ド が 結 合 し た 固 相 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 固 相 に 本 発 明 抗 体 １ を ア フ
ィ ニ テ ィ ー 結 合 さ せ 、 さ ら に ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト (DMP)、 ジ イ ソ チ オ シ ア ノ ス チ ル ベ
ン ジ ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (DIDS)、 マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (GMBS)、 マ
レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (EMCS)、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の 二 価 架 橋 剤 を
作 用 さ せ 、 本 発 明 抗 体 １ と リ ガ ン ド と を 共 有 結 合 さ せ て も よ い 。 ま た 、 抗 体 の Fc部 分 に 存
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在 す る 糖 鎖 を 酸 化 し ア ル デ ヒ ド 化 し た 後 、 ヒ ド ラ ジ ン の リ ガ ン ド を 有 す る ゲ ル と 共 有 結 合
さ せ る こ と に よ っ て 固 相 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う に 調 製 さ れ た 固 相 (本 発 明 抗 体 １ が 結 合 し た 固 相 )に 、 C-ABCと リ ア ー ゼ IIと を
含 有 す る 液 相 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 当 該 液 相 中 に 存 在 す る リ ア ー ゼ IIが 固 相 の 本 発 明
抗 体 １ に 結 合 し 、 固 相 と 液 相 を 分 離 す る こ と に よ り 液 相 中 の リ ア ー ゼ IIを 除 去 す る こ と が
で き る 。 固 相 に 接 触 さ せ る 液 相 (C-ABCと リ ア ー ゼ IIを 含 有 す る )の 由 来 等 は 特 に 限 定 さ れ
な い が 、 例 え ば プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス (  )の 菌 体 等 の 培 養 物 等 に 由 来 す
る 液 相 で あ る こ と が 好 ま し い 。 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス は 、 C-ABCの 大 量 製 造 に 極 め て 有
用 で あ る が 、 同 時 に リ ア ー ゼ IIも 産 生 す る 。 よ っ て プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス か ら リ ア ー ゼ
IIを 実 質 的 に 含 ま な い C-ABC画 分 を 大 量 に 製 造 す る 際 に は 、 本 発 明 製 造 方 法 が 極 め て 有 用
で あ る 。 な お 本 発 明 に お い て 「 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス 由 来 」 と は 、 必 ず し も プ ロ テ ウ ス
・ ブ ル ガ リ ス の 培 養 物 等 の み を 意 味 す る も の で は な く 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス の C-ABC
遺 伝 子 を 用 い て 創 製 し た 同 菌 以 外 の 組 換 え 生 物 体 由 来 の も の で あ っ て も 、 リ ア ー ゼ IIが 混
在 す る 限 り 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 固 相 に 接 触 さ せ る 液 相 と し て プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス 由 来 の 液 相 を 用 い る 場 合 に は
、 極 力 高 純 度 に 精 製 さ れ た も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 単 一 の バ ン ド を 示 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ (ゲ ル 濾 過 お よ び カ チ オ ン 交 換 )に
お い て も 単 一 の ピ ー ク を 示 し 、 エ ン ド ト キ シ ン を 実 質 的 に 含 ま ず 、 核 酸 お よ び プ ロ テ ア ー
ゼ 含 量 が 検 出 限 界 以 下 で あ り 、 結 晶 化 し う る も の で あ り 、 比 活 性 が 300U/mg以 上 に 精 製 さ
れ た C-ABCを 含 有 す る 液 相 が 好 ま し い 。 こ の よ う な 液 相 は 、 例 え ば 特 開 平 ６ ― １ ５ ３ ９ ４
７ 号 公 報 に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の 液 相 自 体 も 安 全 性 が 高 く 、
十 分 医 薬 品 と し て 利 用 で き る も の で あ る が 、 さ ら に 本 発 明 製 造 方 法 に 付 す こ と に よ り リ ア
ー ゼ IIを 実 質 的 に 完 全 に 除 去 す る こ と が で き 、 医 薬 品 の 分 析 や 品 質 管 理 を よ り 容 易 か つ 完
全 な も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 固 相 と 液 相 と の 接 触 方 法 は 、 固 相 に 結 合 し た 本 発 明 抗 体 １ の 分 子 と 、 液 相 中 の リ ア ー ゼ
II分 子 と が 接 触 し て 、 該 分 子 が 固 相 に 捕 捉 さ れ る 限 り に お い て 特 に 限 定 さ れ ず 、 バ ッ チ 法
、 カ ラ ム 法 の い ず れ を も 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 で 固 相 と 液 相 と を 接 触 さ せ
る と 、 液 相 中 の リ ア ー ゼ IIの み が 固 相 に 結 合 し た 本 発 明 抗 体 １ に 結 合 す る 。 そ の 後 、 固 相
と 液 相 と を 分 離 し て 液 相 を 回 収 す る こ と に よ り 、 本 発 明 画 分 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 固 相 と 液 相 と の 分 離 は 通 常 の 固 液 分 離 手 段 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 固 相 と 液
相 と の 接 触 を バ ッ チ 法 に よ り 行 っ た 場 合 に は 、 固 相 を 沈 殿 、 遠 心 、 濾 過 等 す る こ と に よ り
分 離 、 除 去 す る こ と が で き る 。 固 相 と 液 相 の 接 触 を カ ラ ム 法 に よ り 行 っ た 場 合 に は 、 カ ラ
ム か ら 溶 出 し て く る 液 相 を 回 収 す る だ け で よ い こ と か ら 、 簡 便 ・ 迅 速 に 操 作 す る こ と が で
き る 。 こ の 点 で 、 固 相 と 液 相 と の 接 触 は 、 カ ラ ム 法 に よ り 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 液 相 を さ ら に 本 発 明 製 造 方 法 に 付 し て も よ く 、 こ れ に よ っ て 、
リ ア ー ゼ II除 去 の 確 実 性 ・ 完 全 性 を 期 す る こ と が で き る 。
＜ ４ ＞ 本 発 明 細 胞 株 、 本 発 明 抗 体
　 本 発 明 抗 体 は 、 リ ア ー ゼ IIに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 発 明 抗 体 １ ） お よ び C-ABC
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 発 明 抗 体 ２ ） で あ る 。
ま た 本 発 明 細 胞 株 は 、 本 発 明 抗 体 １ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 （ 本 発 明 細 胞 株 １ ） 、 お
よ び 本 発 明 抗 体 ２ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 （ 本 発 明 細 胞 株 ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 公 知 の 調 製 方 法 (Kohler and Milstein,
Nature 256, p495-497(1975)） に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 以 下 の 方 法 で 行
う こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-275077 A 2007.10.25

Proteus vulgaris



抗 原 を 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 等 の 被 免 疫 動 物 の 腹 腔 内 、 皮 下 あ る い
は 足 蹠 (footpad)に 投 与 す る 。 こ こ で 、 本 発 明 細 胞 株 １ を 取 得 す る た め に は 「 抗 原 」 と し
て リ ア ー ゼ IIを 用 い 、 本 発 明 細 胞 株 ２ を 取 得 す る た め に は 「 抗 原 」 と し て C-ABCを 用 い る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の 後 、 脾 臓 又 は 膝 窩 リ ン パ 節 を 摘 出 し 、 こ れ ら か ら 採 取 し た 抗 体 産 生 細 胞 と 腫 瘍 細 胞
株 で あ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 細 胞 融 合 に 用 い る 細 胞 と し て は 、 脾 細 胞 以 外 に リ ン パ 節 細 胞 お よ び 末 梢 血 中 の リ ン パ 細
胞 等 を 用 い る こ と も で き る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 は 、 抗 体 産 生 細 胞 と 異 種 の も の に 比 べ 、 同
種 の も の が 望 ま し く 、 安 定 な 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 連 続 増 殖 さ せ 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 中 か ら 、 リ ア ー ゼ IIに
特 異 的 に 反 応 し C-ABCに は 反 応 し な い 抗 体 を 継 続 的 に 産 生 す る 細 胞 株 、 あ る い は C-ABCに 特
異 的 に 反 応 し リ ア ー ゼ IIに は 反 応 し な い 抗 体 を 継 続 的 に 産 生 す る 細 胞 株 を 選 別 す る 。 前 者
の 選 別 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 本 発 明 細 胞 株 １ が 、 後 者 の 選 別 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 本
発 明 細 胞 株 ２ が そ れ ぞ れ 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 細 胞 株 １ と し て は Ｋ １ ５ Ｇ １ １ (Ｇ ２ )が 好 ま し い 。 ま た 本 発 明 細 胞 株 ２ と し て は
７ Ｂ １ １ Ａ が 好 ま し い 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 本 発 明 抗 体 １ お よ び 本 発 明 抗 体 ２ を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 本 発 明 者 に よ り 確 立 さ れ た も の で あ り 、 平 成 １ ２ 年 ９ 月 ２ ６ 日 に
、 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 に 、 そ れ ぞ れ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ ０ ５ ４
お よ び Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ ０ ５ ５ の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 抗 体 １ は 、 本 発 明 細 胞 株 １ を 適 当 な 培 地 中 で 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 か ら 採 取 す る
こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 同 様 に 、 本 発 明 抗 体 ２ は 本 発 明 細 胞 株 ２ の 培 養
上 清 か ら 採 取 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た マ ウ ス の 腹 腔 な ど の 生 体 内 に
て 本 発 明 細 胞 株 を 培 養 し 、 腹 水 な ど を 採 取 す る こ と に よ っ て も 本 発 明 抗 体 を 製 造 す る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 に よ る 塩 析 、 低 温 ア ル コ ー ル 沈 殿
お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ま た は 等 電 点 に よ る 選 択 的 沈 殿 分 別 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ や プ ロ テ イ ン Ｇ 等 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 抗 原 を 固 相 化 し た 免 疫 吸
着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 法 、 超 遠 心 法 等 に よ っ て 精 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 抗 体 １ は 、 リ ア ー ゼ IIに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 本 発 明 抗 体 ２ は C-AB
Cに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 抗 体 １ は リ ア ー ゼ IIに 特 異 的 に 反 応 し 、 C-A
BCに は 反 応 し な い も の で あ る こ と が 好 ま し く 、 本 発 明 抗 体 ２ は 、 C-ABCに 特 異 的 に 反 応 し
、 リ ア ー ゼ IIに は 反 応 し な い も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 抗 体 は そ の ま ま 使 用 す る こ と も で き る が 、 抗 原 と の 特 異 的 結 合 能 を 有 す る 限 り に
お い て フ ラ グ メ ン ト 化 し た も の を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 抗 体 の 抗 原 結 合
部 位 (Fab)分 解 し な い プ ロ テ ア ー ゼ (例 え ば プ ラ ス ミ ン 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 等 )で 処 理 し
て 得 ら れ る Fabを 含 む フ ラ グ メ ン ト と し て も よ い 。 ま た 本 発 明 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
塩 基 配 列 も し く は 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ れ ば 、 遺 伝 子 工 学 的 に 本 発 明 抗 体 の Fab
を 含 む フ ラ グ メ ン ト や キ メ ラ 抗 体 (例 え ば 本 発 明 抗 体 の Fab部 分 を 含 む キ メ ラ 抗 体 等 )を 作
製 す る こ と が で き 、 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト や キ メ ラ 抗 体 も 、 本 発 明 抗 体 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 抗 体 の ク ラ ス は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 IgGで あ る も の が 好 ま し く 、 IgG1で あ る も

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-275077 A 2007.10.25



の が よ り 好 ま し い 。 ま た Ｌ 鎖 の タ イ プ も 限 定 さ れ な い が 、 κ 型 で あ る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 抗 体 １ と し て は 結 合 定 数 (Kd)が  7.4 x 10－ ８  M 以 下 で あ る も の が 好 ま し く 、 本
発 明 抗 体 ２ と し て は 結 合 定 数 (Kd)が  1.6 x 10－ ７  M 以 下 で あ る も の が 好 ま し い 。 結 合 定
数 (Kd)は 、 L. Djavadi-Ohaniance et al. (1996) In Antibody Engineering B.D. Hames 
(Ed)　 pp.77-96 Oxford University Press, New Yorkに 記 載 さ れ た 方 法 で 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の よ う な 本 発 明 抗 体 １ と し て は 、 前 記 Ｋ １ ５ Ｇ １ １ (Ｇ ２ )か ら 選 ば れ る ハ イ ブ リ ド ー
マ 株 が 産 生 す る も の が 好 ま し い 。 ま た 本 発 明 抗 体 ２ と し て は 、 前 記 ７ Ｂ １ １ Ａ の ハ イ ブ リ
ド ー マ 株 が 産 生 す る も の が 好 ま し い 。
＜ ５ ＞ 本 発 明 測 定 方 法
　 本 発 明 測 定 方 法 は 、 本 発 明 抗 体 １ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る リ ア ー ゼ IIの 測 定 方 法 （ 本
発 明 測 定 方 法 １ ） 、 お よ び 本 発 明 抗 体 ２ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 C-ABCの 測 定 方 法 （
本 発 明 測 定 方 法 ２ ） で あ る 。 こ こ で い う 「 測 定 」 と い う 概 念 に は 、 単 に 目 的 物 質 の 量 を 測
定 す る こ と の み な ら ず 、 目 的 物 質 の 存 否 （ 有 無 ） を 判 定 な い し 検 定 す る こ と も 包 含 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 抗 体 １ は リ ア ー ゼ IIに 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 本 発 明 抗 体 ２ は C-AB
Cに 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 測 定 方 法 は 、 こ の よ う な 本 発 明 抗 体 の 性
質 を 、 リ ア ー ゼ IIの 測 定 お よ び C-ABCの 測 定 に 応 用 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 測 定 方 法 は 、 本 発 明 抗 体 を 用 い た 免 疫 測 定 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 酵 素 や ビ オ
チ ン 等 で 標 識 し た 抗 体 を 用 い る 酵 素 免 疫 測 定 法 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ で 標 識 し た 抗 体 を 用
い る 放 射 線 免 疫 測 定 法 、 蛍 光 標 識 し た 抗 体 を 用 い る 蛍 光 抗 体 法 等 、 通 常 の 免 疫 測 定 の 手 法
を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 物 質 に よ る 本 発 明 抗 体 の 標 識 は 、 直 接 的 で あ っ て も 間 接
的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ こ で 用 い る 免 疫 測 定 法 は 、 直 接 抗 体 法 、 間 接 抗 体 法 、 競 合 法 、 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 法
等 が 利 用 で き る が 、 目 的 物 質 の 検 出 特 異 性 を 高 め る た め に は 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 法 を 用 い
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 免 疫 測 定 法 に 用 い る 固 相 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 、 ア ガ ロ ー ス 粒 子 、
ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 ビ ー ズ 、 チ ュ ー ブ 、 メ ン ブ レ ン な ど を 用 い る こ と が で き る 。 目 的 等 に 応
じ て 適 宜 選 択 で き る が 、 多 く の サ ン プ ル を 同 時 に 検 定 す る 場 合 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ
ェ ル を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 測 定 方 法 の 具 体 例 を 「 本 発 明 測 定 方 法 １ 」 を 例 に 挙 げ て 説 明 す る 。 以 下
に 示 す 方 法 は 、 本 発 明 測 定 方 法 １ の 特 に 好 ま し い 具 体 例 で あ る と と も に 、 前 記 し た 「 本 発
明 画 分 」 の 性 質 を 調 べ る た め の 好 ま し い 免 疫 測 定 法 の 具 体 例 で も あ る 。
(1)抗 リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 固 相 化 す る 。 な お 抗
リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 後 述 の 実 施 例 で 説 明 す る 。
(2)こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 検 定 す る 画 分 を 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ リ ア ー ゼ I
Iを 、 固 相 化 し た 抗 リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 さ せ る ） 。
(3)洗 浄 後 、 ビ オ チ ン 標 識 し た 本 発 明 抗 体 １ を 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ 固 相 化 し た 抗
リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た リ ア ー ゼ IIに 、 ビ オ チ ン 標 識 し た 本 発 明 抗 体 １
を 結 合 さ せ る ） 。
(4)洗 浄 後 、 ア ビ ジ ン 標 識 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ 本 発 明
抗 体 １ が 結 合 し た ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン が 結 合 す る ） 。
(5)洗 浄 後 、 酵 素 基 質 を 入 れ て イ ン キ ュ ベ ー ト し て 発 色 さ せ 、 発 色 の 程 度 を 測 定 す る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 画 分 は 、 こ の よ う な 免 疫 測 定 法 で 測 定 し て も リ ア ー ゼ IIが 検 出 さ れ な い 点 に 特 徴
が あ る 。 こ こ で 「 検 出 さ れ な い 」 と は 、 上 記 測 定 に お い て 検 出 限 界 以 下 で あ る こ と を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う に 本 発 明 測 定 方 法 １ は 、 本 発 明 画 分 中 の リ ア ー ゼ IIの 存 否 や 含 量 を ア ッ セ イ す
る 際 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 同 様 に 、 本 発 明 測 定 方 法 ２ も 、 本 発 明 画 分 中 の C-AB
Cの 存 否 や 含 量 を ア ッ セ イ す る 際 に 使 用 す る こ と が で き る 。
＜ ６ ＞ 本 発 明 製 造 方 法 ２
　 本 発 明 製 造 方 法 ２ は 、 本 発 明 測 定 方 法 １ に よ っ て リ ア ー ゼ IIを 検 出 す る 工 程 を 含 む 本 発
明 画 分 の 製 造 方 法 、 お よ び 本 発 明 測 定 方 法 ２ に よ っ て C-ABCを 検 出 す る 工 程 を 含 む 本 発 明
画 分 の 製 造 方 法 の 両 方 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 製 造 方 法 ２ は 、 「 本 発 明 測 定 方 法 」 を 本 発 明 画 分 の 製 造 工 程 に 取 り 入 れ た も の で
あ る 。 本 発 明 製 造 方 法 ２ は 、 本 発 明 製 造 方 法 １ に 「 本 発 明 測 定 方 法 」 を 取 り 入 れ た 態 様 で
あ る こ と が 好 ま し く 、 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 製 造 方 法 １ 中 の 「 工 程 ２ 」 の 後 に 、 本 発 明
測 定 方 法 を 組 み 入 れ た 態 様 で あ る こ と が 好 ま し い 。 特 に 、 本 発 明 製 造 方 法 １ 中 の 「 工 程 ２
」 の 後 に 、 本 発 明 測 定 方 法 １ を 組 み 入 れ た 態 様 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の よ う に 、 「 本 発 明 測 定 方 法 」 を 本 発 明 画 分 の 製 造 工 程 に 取 り 入 れ 、 「 本 発 明 測 定 方
法 に よ っ て リ ア ー ゼ IIお よ び ／ ま た は C-ABCを 検 出 す る 工 程 」 を 設 け る こ と に よ っ て 、 万
一 所 定 の 品 質 を 満 た さ な い 画 分 が 製 造 さ れ た 場 合 に は こ れ を 発 見 で き 、 そ の 画 分 を 排 除 す
る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 製 造 方 法 ２ に よ っ て 、 所 定 の 品 質 を 満 た す 本 発 明 画 分 が
安 定 的 に 製 造 で き る こ と と な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 に 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら に よ り
本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 限 定 さ れ な い 。
＜ １ ＞ 本 発 明 細 胞 株 お よ び 本 発 明 抗 体 の 製 造
(1)本 発 明 細 胞 株 １ の 作 製
　 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分 （ 特 開 平 10-262660号 公 報 に 記 載 の 方 法 で 製 造 し た も の ）  1mg/ml
を 、 同 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (Freund's Complete Adjuvant； Sigma社 )と 混 合
し 、 エ マ ル ジ ョ ン 化 し た 。 こ の 溶 液 約 400μ lを 、 Balb/cマ ウ ス に ２ ～ ３ 回 に 分 け て 皮 下 注
射 し た 。 １ 週 間 後 、 同 様 に 製 造 し た 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分  1mg/mlを 、 同 量 の フ ロ イ ン ト
不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (Freund's Incomplete Adjuvant； Sigma社 )と 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン
化 し た 溶 液 約 400μ lを 皮 下 注 射 し た 。 さ ら に １ 週 間 後 、 同 様 に 、 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分 と
フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と の エ マ ル ジ ョ ン 化 溶 液 を 皮 下 注 射 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 免 疫 後 、 マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 採 取 し 、 こ の 細 胞 を  Kohlerと Milsteinの 方 法 （ Nature 25
6, p495-497(1975)） に よ っ て マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 （ P3X63Ag8.635） と 融 合 さ せ て ハ
イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 、 リ ア ー ゼ IIお よ び C-ABCを 抗 原 と し
た 免 疫 測 定 法 に よ り 検 定 し て 、 リ ア ー ゼ IIに 特 異 的 に 結 合 し C-ABCに は 結 合 し な い モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を 得 た （ K15G11(G2)株 ） 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ
株 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス は IgG1で あ り 、 Ｌ 鎖 は κ 型 で あ っ た 。 K1
5G11(G2)株 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を K15G11(G2)と 命 名 し た 。
 (2)本 発 明 細 胞 株 ２ の 作 製
　 リ ア ー ゼ IIに 代 え て 公 知 の C-ABC画 分 （ 特 開 平 6-153947号 公 報 に 記 載 の 方 法 で 製 造 し た
も の ） を 用 い 、 上 記 (1)と 同 様 の 方 法 で ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を 得 た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養
上 清 を 、 上 記 (1)と 同 様 に 検 定 し て 、 C-ABCに 特 異 的 に 結 合 し リ ア ー ゼ IIに は 結 合 し な い モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 得 た （ 7B11A株 ） 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 株
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に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の タ イ プ は IgG1で あ り 、 Ｌ 鎖 は κ 型 で あ っ た 。 7B11
A株 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 7B11Aと 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  K15G11(G2)お よ び 7B11Aの 結 合 定 数 (Kd)を  L. Djavadi-Ohaniance 
et al. (1996) In Antibody Engineering B.D. Hames (Ed)　 pp.77-96 Oxford Universit
y Press, New York  に 記 載 さ れ た 方 法 で 測 定 し た 結 果 、 以 下 の 通 り で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 K15G11(G2)　  Kd＝ 7.4 x 10－ ８  M
　 　 7B11A　 　 　 　 Kd＝ 1.6 x 10－ ７  M
 (3)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分  1mg/mlを 、 同 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (Sigma社 )と 混 合
し 、 エ マ ル ジ ョ ン 化 し た 。 こ の 溶 液 約 ２ mlを 、 JWウ サ ギ に ５ ～ ６ 回 に 分 け て 皮 下 注 射 し た
。 １ 週 間 後 、 同 様 に 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分 を フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (Sigma社 )と
混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン 化 し た 溶 液 約 ２ mlを 皮 下 注 射 し た 。 さ ら に １ 週 間 後 、 同 様 に 、 公 知
の リ ア ー ゼ II画 分 と フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と の エ マ ル ジ ョ ン 化 溶 液 を 皮 下 注 射 し
た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 免 疫 し た ウ サ ギ か ら 血 清 を 採 取 し 、 抗 体 価 を オ ク タ ロ ニ ー に よ り 検 定 し 、 十 分 に 抗 体 価
が 上 昇 し た ウ サ ギ に つ い て 頸 動 脈 と 心 臓 か ら 全 採 血 し 、 遠 心 操 作 に よ り 抗 血 清 を 得 た 。 抗
体 価 の 低 い ウ サ ギ に つ い て は さ ら に 免 疫 を 繰 り 返 し 、 同 様 に 抗 血 清 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 リ ア ー ゼ II抗 血 清 か ら 、 以 下 の 通 り リ ア ー ゼ IIに 特 異 的 な 抗
リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Protein G Sepharose 4FF(Amersham Pharmacia Biotech社 製 ) を 結 合 緩 衝 液 (20 mMリ ン
酸 緩 衝 液 , pH 7.8)に 懸 濁 し 、 10mlの ス ラ リ ー を カ ラ ム に 充 填 し た 。 さ ら に カ ラ ム に ５ 倍
量 の 結 合 緩 衝 液 を 流 し て 平 衡 化 し た 。 平 衡 化 し た カ ラ ム に 結 合 緩 衝 液 で ５ 倍 希 釈 し た 抗 リ
ア ー ゼ II抗 血 清 を 添 加 し た 。 さ ら に ５ 倍 量 の 結 合 緩 衝 液 を 流 し て Protein Gに 結 合 し な い
血 清 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 次 に 溶 出 緩 衝 液 (0.1M Glycine-HCl, pH2.8)を カ ラ ム に 流 し
て 、 溶 出 液 を 10mlの フ ラ ク シ ョ ン と し て 回 収 し た 。 溶 出 液 は 直 ち に 適 当 量 の 中 和 緩 衝 液 (1
M Tris-HCl, pH 9.0)と 混 合 し 、 溶 出 さ れ た IgGの 変 性 を 防 い だ 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の 吸 光 度
(A280nm)を 測 定 し 、 0.1以 上 の フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し た 。 こ の プ ー ル に 最 終 飽 和 濃 度 が 5
0％ と な る よ う に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し た 。 氷 上 で 30分 放 置 し た 後 、 遠 心 操 作 で 沈 殿
を 回 収 し 、 IgGを 濃 縮 ・ 精 製 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 0.1M 重 炭 酸 緩 衝 液 (pH 8.3)に 溶 解 し 、
0.1M 重 炭 酸 緩 衝 液 (pH 8.3)に 対 し て ３ 日 間 透 析 し た 。 透 析 し て 得 ら れ た IgG溶 液 を 、 あ ら
か じ め C-ABCを 固 相 化 し た Affigel-10(Bio-Rad)ゲ ル と 混 合 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ り 、 溶 液 中 に 微 量 に 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 抗 C-ABCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 吸 着 除 去 し た
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 精 製 さ れ た 抗 リ ア ー ゼ II IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 還 元 し 、 あ る い は そ の ま ま SDS-14％
 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 旭 テ ク ノ グ ラ ス ） を 用 い た 電 気 泳 動 に 付 し た 結 果 、 Ｈ 鎖 お よ
び Ｌ 鎖 で 構 成 さ れ る 単 一 バ ン ド の 抗 体 蛋 白 質 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 な お 抗 C-ABC抗 血 清 か ら の C-ABCに 特 異 的 な 抗 C-ABCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 、 精 製 お
よ び そ の 確 認 も 、 上 記 と 同 様 に 行 っ た 。
 (4)抗 体 固 相 化 カ ラ ム の 作 製
　 抗 体 を 固 相 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 担 体 は 、 Protein G 結 合 ゲ ル (Pierce Chemical
社 )を 用 い て 作 製 し た 。 50mMホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 8.2)(以 下 、 B/W 緩 衝 液 と い う ) 
５ mlを カ ラ ム に ２ 回 添 加 し て 平 衡 化 し た 。 精 製 し た 抗 リ ア ー ゼ II抗 体  １ ml(12mg蛋 白 /ml)
を 、 1mlの B/W 緩 衝 液 で 希 釈 し て カ ラ ム に 添 加 し た 。 カ ラ ム を 室 温 で 30分 間 、 穏 や か に 転
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倒 攪 拌 し て 、 カ ラ ム 担 体 の Protein Gと 抗 体 の Fc部 分 を 結 合 さ せ た 。 B/W 緩 衝 液  ５ mlで カ
ラ ム を ２ 回 洗 浄 し 、 次 に 6.6mg/mlの ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト (Dimethylpimelimidiate)溶
液 を 加 え て 、 カ ラ ム を 室 温 に て 60分 間 穏 や か に 転 倒 攪 拌 し 、 カ ラ ム 担 体 と 抗 体 と を 共 有 結
合 に よ り 架 橋 さ せ た 。 カ ラ ム 洗 浄 後 、 ア ミ ノ 基 の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 (0.1M エ タ ノ ー ル ア
ミ ン , pH 8.2) ５ mlを 添 加 し て 、 室 温 で 10分 間 穏 や か に 転 倒 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 架 橋 し て
い な い 抗 体 を 、 5mlの 0.1M Glycine-HCl, pH2.8に よ り 溶 出 さ せ た 。 カ ラ ム は B/W 緩 衝 液  
５ mlで ２ 回 洗 浄 し 、 こ の 状 態 で 次 回 の 使 用 ま で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 試 薬 等 は  ImmunoPure Protein G Orientation Kit(Pierce Chemical社 )を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 C-ABC抗 体 の 固 相 化 カ ラ ム の 作 製 も 、 こ れ と 同 様 に 行 っ た 。
＜ ２ ＞ 本 発 明 画 分 の 製 造
　 本 発 明 画 分 の 製 造 は 、 全 て エ ン ド ト キ シ ン フ リ ー の 条 件 下 で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 公 知 の C-ABC画 分 (特 開 平 ６ ― １ ５ ３ ９ ４ ７ 号 公 報 に 記 載 の 方 法 で 製 造 し た も の ； エ ン ド
ト キ シ ン フ リ ー ) 約 20mlを 0.22μ mの フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 後 、 上 記 で 作 製 し た 抗 リ ア ー
ゼ II抗 体 固 相 化 カ ラ ム （ カ ラ ム の ５ 倍 量 の １ ％ POELE溶 液 で 洗 浄 し た 後 、 エ ン ド ト キ シ ン
フ リ ー の 蒸 留 水 で 平 衡 化 し た も の ） に 添 加 し た 。 カ ラ ム か ら 滴 下 し て き た 液 (フ ロ ー ス ル
ー )を 、 3mlず つ の フ ラ ク シ ョ ン と し て 回 収 し て 吸 光 度 (A280nm)を 測 定 し た 。 吸 光 度 0.1以
上 の フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し て 、 同 じ 操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し て
、 C-ABC画 分 を 得 た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 公 知 の リ ア ー ゼ II画 分 (特 開 平 １ ０ -２ ６ ２ ６ ６ ０ 号 公 報 に 記 載 の 方 法 で 製 造 し た
も の )を 、 同 様 に 上 記 で 作 製 し た 抗 C-ABC抗 体 を 固 相 化 し た カ ラ ム に 通 し 、 同 様 に リ ア ー ゼ
II画 分 を 得 た 。
＜ ３ ＞ 本 発 明 画 分 の 性 質
　 上 記 で 得 ら れ た 各 画 分 中 に 含 ま れ る C-ABC お よ び リ ア ー ゼ IIの 含 量 を 、 免 疫 測 定 法 お よ
び Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 に よ り 測 定 し た 。 測 定 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。
(1)免 疫 測 定 法
(1-1)ビ オ チ ン 標 識 抗 体 の 作 製
　 前 記 で 得 ら れ た 抗 C-ABCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 リ ア ー ゼ IIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
、 そ れ ぞ れ 50 mM 重 炭 酸 緩 衝 液  (pH 8.3)で 2 mg/mlに 調 製 し た 。 こ れ ら の 溶 液 と Sulfo-NH
S-LC-LC-Biotin (Pierce Chemical社 製 )と 混 合 し 、 室 温 で １ 時 間 、 ゆ る や か に 攪 拌 し た 。
得 ら れ た ラ ベ ル 化 抗 体 か ら 未 反 応 の ビ オ チ ン を 除 去 す る た め に 、 50 mM 重 炭 酸 緩 衝 液 に 対
し て ２ 日 間 透 析 し た 。
 (1-2)サ ン ド イ ッ チ -免 疫 測 定 法 に よ る 、 C-ABCお よ び リ ア ー ゼ IIの 測 定
　 抗 C-ABCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 リ ア ー ゼ IIポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 炭 酸 -重 炭 酸 緩
衝 液 (pH 9.4)で 20μ g/mlに 調 製 し 、 ９ ６ ウ エ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc immun
oplate） に 100μ l/wellで 添 加 し て 、 37℃ で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で イ ム ノ ス
タ ビ ラ イ ザ ー (ABI社 )を プ レ ー ト に 200μ l/ウ エ ル 添 加 し て 、 37℃ で 1.0時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し て 抗 体 結 合 プ レ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 途 、 測 定 用 サ ン プ ル (＜ ２ ＞ で 得 ら れ た C-ABCま た は リ ア ー ゼ II)を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食
塩 液 （ PBS） で 適 当 な 濃 度 に 希 釈 し て 、 C-ABCお よ び リ ア ー ゼ IIの ス タ ン ダ ー ド を 作 製 し た
。 測 定 用 サ ン プ ル と ス タ ン ダ ー ド を 、 上 記 で 作 製 し た 抗 体 結 合 プ レ ー ト に 100μ l/ウ エ ル
で 添 加 し て 、 37℃ で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を PBS-0.0
5％  Tween20で ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 (1-1)で 作 製 し た ビ オ チ ン 標 識 抗 C-ABC抗 体 ま た は ビ オ チ ン 標 識 抗 リ ア ー ゼ II抗 体 を
PBSで 2500倍 希 釈 し て 、 プ レ ー ト に 100μ l/ウ エ ル で 添 加 し 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
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し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を PBS-0.05％  Tween20で ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ア ビ ジ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Sigma社 )を PBSで 10000倍 希 釈 し て 、 プ レ ー ト に 100μ l/ウ
エ ル で 添 加 し 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を PBS-0.
05％  Tween20で ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 基 質 で あ る 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (Moss,INC)を プ レ ー ト に 100μ l/wellで
添 加 し 、 室 温 で 10分 間 反 応 さ せ た 。 1M HClを プ レ ー ト に 100μ l/wellで 添 加 し て 反 応 を 停
止 さ せ た 後 、 ウ ェ ル リ ー ダ ー  SK601(生 化 学 工 業 株 式 会 社 販 売 )に よ り 、 450～ 630nmの 吸 光
度 を 測 定 し た 。
 (2)Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法
　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ カ ラ ム 、 溶 出 溶 媒 、 流 速 等 の 条 件 は 以 下 の 通 り で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ・ カ ラ ム ： TSKgel CM-5PW(7.5 mmx7.5 cm； 東 ソ ー 製 )
　 ・ 溶 出 液 ： (Ａ 溶 液 ) 20 mM リ ン 酸 緩 衝 液 ( pH7.0 )　
　 　 　 　 　 　 (Ｂ 溶 液 ) 0.5 M NaClを 含 有 す る Ａ 溶 液
　 ・ 直 線 濃 度 勾 配 ( 100％  Ａ 溶 液  →  50％  Ｂ 溶 液  )/15分
　 ・ 流 速 ： 1.0 mL/分
　 ・ カ ラ ム 温 度 ： 35 ℃
　 ・ サ ン プ ル の 注 入 量 :100 μ L
 (3)上 記 ＜ ２ ＞ で 得 ら れ た C-ABC画 分 (本 発 明 画 分 )の 分 析 結 果 を 以 下 に 示 す 。 な お 「 N.D.
」 は 検 出 さ れ な か っ た こ と (検 出 限 界 以 下 )を 示 す 。
(3-1)免 疫 測 定 法
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
 (3-2)Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 （ A280nmの 検 出 チ ャ ー ト の ピ ー ク 面 積 の 相 対 値 ）
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ リ ア ー ゼ IIの ピ ー ク は 、 溶 出 時 間 15.73分 付 近 に 検 出 さ れ た ）
　 こ の 結 果 か ら 、 本 発 明 方 法 は 、 精 製 目 的 物 の 収 量 を ほ と ん ど 減 ず る こ と な く 、 リ ア ー ゼ
IIを 効 率 よ く 検 出 限 界 以 下 ま で 除 去 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
上 記 ＜ ２ ＞ で 得 ら れ た リ ア ー ゼ II画 分 の 分 析 結 果 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 な お 、 リ ア ー ゼ II含 量 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 で 、 C-ABC含 量 は 免 疫 測 定 法 で 測 定 し た 。 ま た カ ッ
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コ 内 の 数 値 は 、 リ ア ー ゼ II含 量 に 対 す る C-ABC含 量 の 重 量 比 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 結 果 か ら 、 本 発 明 方 法 を リ ア ー ゼ II画 分 の 精 製 に 応 用 し て も 、 精 製 目 的 物 の 収 量 を
ほ と ん ど 減 ず る こ と な く 、 C-ABC含 量 を 効 率 よ く 検 出 限 界 近 く ま で 除 去 で き る こ と が 明 ら
か と な っ た 。
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