
(57)【要約】
　【課題】　従来は 5’ -デオキシ -5’ -メチルチオアデノシン (MTA)を特異的に認識する抗
体、特にモノクロナル抗体が存在しなかった。またスペルミジンシンターゼの活性を高感
度で測定できるアッセイ法が存在しなかった。
　【解決手段】新規な免疫原を作製し、これを用いることにより非常に特異性の高い抗体
を作製することができた。この抗体を用いることにより高感度でスペルミジンシンターゼ
の測定も可能となった。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化
 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ
ナ ル 抗 体 。  
【 請 求 項 ３ 】
該 交 差 反 応 性 が 0.01%以 下 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化
 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 で あ る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 一 般 式 (I)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 -C(=O)-ORは 活 性 エ ス テ ル で あ る )で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
一 般 式 (I)で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て nが 5で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
Rが 以 下 の 式 (II)：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 請 求 項 ６ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の プ リ ン 基 に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ せ る こ
と を 特 徴 と す る 免 疫 原 。
【 請 求 項 ９ 】
　 一 般 式 (III)： 　  
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 Xは キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る )で 表 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 免 疫 原
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。
【 請 求 項 １ ０ 】
一 般 式 (III)で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て nが 5で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 免 疫 原 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｘ が カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 免 疫 原 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 請 求 項 ４ 記 載 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
受 託 番 号 が FERM P－ 19707で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ５ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載
の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
標 識 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
該 標 識 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色 ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 金 属 類 、 ま た は ビ オ チ ン で あ
る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
標 識 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
標 識 が ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト で あ る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ELISA法 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 が 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 用 い た ア ッ セ イ 法 で あ る 請 求 項 ２
３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る も の で あ る 請 求 項 ２ １ か ら ２ ４ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る も の で あ る 請 求 項 ２ １ か ら ２ ５ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン (以 下 MTAと も い う 。 )に 対 す る 特 異
性 の 高 い 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 こ の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ (以 下 SPDSと も い う 。 )は 、 以 下 に 示 す 反 応 式 に よ り ス ペ ル ミ ジ
ン を 合 成 す る 。 ス ペ ル ミ ジ ン は 塩 基 性 低 分 子 有 機 化 合 物 で あ る ポ リ ア ミ ン の １ 種 で あ り 、
タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 合 成 の 盛 ん な 組 織 中 に 多 く 含 ま れ て い る 。 ス ペ ル ミ ジ ン は 核 酸 と の 相
互 作 用 に よ る 核 酸 の 安 定 化 と 構 造 変 化 に 関 っ て お り 、 種 々 の 核 酸 合 成 系 へ の 促 進 作 用 を 有
し 、 タ ン パ ク 質 合 成 系 の 活 性 化 等 の 多 岐 に わ た る 生 理 的 作 用 を 示 す 物 質 と し て 知 ら れ て い
る 。 そ の た め 、 動 物 組 織 に お け る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 方 法 の 研 究 が 行 わ れ
て き た 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る 手 法 と し て は 、 基 質 で あ る プ ト レ シ ン や 脱 炭
酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン (以 下 dcSAMと も い う 。 )を 1 4 Cで 標 識 し て イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 ペ ー パ ー 電 気 泳 動 法 （ 非 特 許 文 献 2） 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 等 に よ り 測 定 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 3） が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、
こ れ ら の 方 法 は い ず れ も 反 応 後 に 測 定 対 象 を 分 離 す る 工 程 を 要 す る た め に 非 効 率 的 で あ り
時 間 を 要 し て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 （ RIA） に よ り SPDSの 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い
る （ 非 特 許 文 献 4,5,6） 。 一 般 的 に こ の よ う な 免 疫 学 的 手 法 に よ り 検 出 を 行 う に は 特 異 性
の 高 い 抗 体 が 必 要 で あ る 。 先 行 技 術 は 反 応 副 産 物 の 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い て い る が 、 い ず れ も ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 し か も そ の 抗 体 価
(titer)は 2,000倍 程 度 と 低 か っ た 。 ま た 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 類 似
構 造 を 有 す る 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン と の 交 差 反 応 性 は 約 1%で あ り 特 異 性 も 低 か
っ た 。 こ の よ う な 抗 体 で は 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 （ 以 下 ELISAと も い う ） を 始 め と す る 免 疫
学 的 検 出 方 法 へ の 適 用 が 難 し く 、 そ の 検 出 能 を 十 分 に 引 き 出 せ な い 場 合 が あ り そ の 改 善 が
望 ま れ て い た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 J.Biol.Chem 1969年 、 第 244巻 、 p682
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Biochem.J 　 1978年 、 第 169巻 、 p709
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Journal of Chromatography　 1981年 、 第 226巻 、 p208
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Journal of Chromatography　 1988年 、 第 440巻 、 p141
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J.Biochem.Mol.Biol.1997年 、 第 30巻 、 p403
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J.Biochem.Mol.Biol.1997年 、 第 30巻 、 p443
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 MTAと 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 お よ
び こ れ ら を 利 用 し た 高 感 度 の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 来 は 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 法 （ Erlangerら 、 1964） に よ り MTAの 糖 部 分 を 開 環 し て キ ャ リ
ア タ ン パ ク を 結 合 し た 一 般 式 (IV)で 示 さ れ る 免 疫 原 に よ り 抗 体 を 作 製 し て い た 。 し か し 本
発 明 者 ら は 鋭 意 工 夫 を 重 ね て MTAの 塩 基 部 分 に リ ン カ ー を 導 入 し た 一 般 式 (III)で 示 さ れ る
免 疫 原 を 用 い る こ と に よ り MTAを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る こ と を 見
出 し た 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、 Xは キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る )
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 Xは キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る )
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 を 包 含 す る も の で あ る 。
[１ ]
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
[２ ]
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化
 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 で あ る 上 記 [１ ]記 載 の モ ノ ク ロ
ナ ル 抗 体 。  
[３ ]
該 交 差 反 応 性 が 0.01%以 下 で あ る 上 記 [１ ]記 載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
[４ ]
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化
 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 で あ る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 。
[５ ]
　 一 般 式 (I)：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 -C(=O)-ORは 活 性 エ ス テ ル で あ る )で 表 さ れ る 化 合 物 。
[６ ]
一 般 式 (I)で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て nが 5で あ る [５ ]記 載 の 化 合 物 。
[７ ]
Rが 以 下 の 式 (II)：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る [６ ]記 載 の 化 合 物 。
[８ ]
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の プ リ ン 基 に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ せ る こ
と を 特 徴 と す る 免 疫 原 。
[９ ]
　 一 般 式 (III)： 　  
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 Xは キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る )で 表 さ れ る 上 記 [８ ]記 載 の 免 疫 原
。
[１ ０ ]
一 般 式 (III)で 表 さ れ る 化 合 物 に お い て nが 5で あ る 上 記 [９ ]記 載 の 免 疫 原 。
[１ １ ]
Ｘ が カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 上 記 [１ ０ ]記 載 の 免 疫 原 。
[１ ２ ]
上 記 [８ ]か ら [１ ０ ]の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 上 記 [４ ]記 載 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体
。
[１ ３ ]
上 記 [８ ]か ら [１ ０ ]の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 原 に 対 す る 上 記 [１ ]か ら [３ ]の い ず れ か に 記
載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
[１ ４ ]
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
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[１ ５ ]
受 託 番 号 が FERM P-19707で あ る 上 記 [１ ４ ]記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
[１ ６ ]
上 記 [１ ５ ]に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 上 記 [１ ]か ら [３ ]の い ず れ か に 記
載 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 。
[１ ７ ]
標 識 さ れ た も の で あ る 上 記 [１ ]か ら [４ ]の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
[１ ８ ]
該 標 識 が 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色 ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 金 属 類 、 ま た は ビ オ チ ン で あ
る 上 記 [１ ７ ]記 載 の 抗 体 。
[１ ９ ]
標 識 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 上 記 [１ ８ ]記 載 の 抗 体 。
[２ ０ ]
標 識 が ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト で あ る 上 記 [１ ８ ]記 載 の 抗 体 。
[２ １ ]
上 記 [１ ]か ら [４ ]の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 。
[２ ２ ]
抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ELISA法 で あ る 上 記 [２ １ ]記 載 の 方 法 。
[２ ３ ]
抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ 法 が ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 で あ る 上 記 [２ １ ]記 載 の 方 法 。
[２ ４ ]
該 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 が 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 用 い た ア ッ セ イ 法 で あ る 上 記 [２
３ ]記 載 の 方 法 。
[２ ５ ]
ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る も の で あ る 上 記 [２ １ ]か ら [２ ４ ]の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
[２ ６ ]
変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る も の で あ る 上 記 [２ １ ]か ら [２ ５ ]の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 高 感 度
で 検 出 す る こ と が 可 能 と な り 、 ELISA法 や ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ な ど 迅 速 、 簡 便 で 高 感 度
な ア ッ セ イ が 可 能 と な っ た 。 ま た 本 発 明 の 抗 体 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 の 測 定 、
さ ら に は 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 の 探 索 に 利 用 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 「 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン 」 は 、 ス ペ ル ミ ジ ン ま た は ス ペ ル ミ ン な ど
の ポ リ ア ミ ン が 生 合 成 さ れ る 過 程 に お い て 、 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 等 か ら 産 生
さ れ る 。 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン は 各 臓 器 に お け る ポ リ ア ミ ン シ ン タ ー
ゼ の 活 性 測 定 の ほ か 、 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 「 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 」 は 、 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 過 程 で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ
ー ゼ も し く は ス ペ ル ミ ン シ ン タ ー ゼ の 基 質 と し て 、 ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル ミ ン 等 の 合 成 に
ア ミ ノ プ ロ ピ ル 基 供 与 体 と し て 利 用 さ れ る 。 な お 、 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン は 、
S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン (SAM)か ら 脱 炭 酸 化 酵 素 に よ る 脱 炭 酸 反 応 に よ っ て 生 成 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 交 差 反 応 性 (以 下 、 cross reactivityと も い う 。 )」 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
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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 MTAと dcSAMの 親 和 性 の 相 対 値 (%)で 示 し た 。 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 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 抗 体 に お い て も 、 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ
シ ル メ チ オ ニ ン は そ の 構 造 が 類 似 し て い る こ と に よ り 交 差 反 応 が 起 き る と 考 え ら れ る 。 そ
の 測 定 法 の 一 例 を 実 施 例 に 示 す 。 本 発 明 に か か る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 は 5’ -デ オ キ シ -5’ -
メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反 応 性 を 100％ と し た 場 合 に 、 脱 炭 酸 化  S-ア デ ノ シ ル メ チ
オ ニ ン  に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 で あ る ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る 。 ま た 本 発 明 に か
か る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 好 ま し く は 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン に 対 す る 反
応 性 を 100％ と し た 場 合 、 脱 炭 酸 化  S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に 対 す る 交 差 反 応 性 が 0.1%以
下 で あ る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 該 交 差 反 応 性 が 0.01%以 下 で あ る モ
ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 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 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 親 和 性 (affinity)」 と は 抗 原 抗 体 間 の 結 合 力 を い う 。 本 明 細 書 中 に お い て は 、 抗 体 に
対 す る 標 識 MTAの 結 合 量 を 50%阻 害 す る MTAも し く は dcSAMの 濃 度 （ IC50値 ） を 指 標 と し て 親
和 性 を 示 し た 。 IC50値 は logistic曲 線 に よ る 回 帰 モ デ ル （ Rodbardら 、 Synposium on RIA 
and related procedures in medicine, P165, Int． Atomic Energy Agency, 1974） で 算
出 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 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 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 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン は 低 分 子 化 合
物 で あ る た め 単 独 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 と の 複 合 体 を 調 製 し て 免 疫 原 に 用 い た
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ハ プ テ ン を キ ャ リ ア タ ン パ ク と 結 合 さ せ る 場 合 、 通 常 は 反 応 性 官 能 基 を 導 入 し た ハ プ テ
ン の 誘 導 体 を 作 製 す る 。 こ の 誘 導 体 を 本 明 細 書 中 で は 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 と い う 。 活 性 化
ハ プ テ ン に は 特 異 性 の 高 い 抗 体 を 作 製 す る た め に 適 当 な 長 さ の リ ン カ ー （ 架 橋 ） を 用 い る
こ と が で き る 。 ま た 、 抗 体 が 認 識 す る の は ハ プ テ ン の 部 分 構 造 で あ る が 、 こ の 認 識 部 位 は
反 応 性 官 能 基 の 導 入 位 置 に よ り 影 響 を 受 け る の で 、 目 的 と す る 抗 体 に 応 じ て 、 反 応 性 官 能
基 の 導 入 部 位 を 適 切 に 選 択 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に か か る 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 は 、 従 来 の よ う に ヌ ク レ オ チ ド 体 の 糖 部 分 に つ い て
反 応 性 を 高 め た も の で は な く 塩 基 部 分 の プ リ ン 基 に 反 応 性 官 能 基 を 導 入 し た こ と を 特 徴 と
す る も の で あ り 、 好 ま し く は 一 般 式 (I)で 示 さ れ る 化 合 物 の よ う に 6位 の NH基 に 反 応 性 官 能
基 を 導 入 し た も の で あ る 。 ま た 反 応 性 官 能 基 と ハ プ テ ン を 架 橋 す る リ ン カ ー は い ず れ の 長
さ で も 良 い が 、 例 え ば 直 鎖 状 ア ル キ レ ン 鎖 で あ れ ば 、 好 ま し く は 炭 素 数 １ 以 上 の 長 さ を 有
す る も の で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 10の 長 さ を 有 す る も の で あ り 、 特 に 好 ま し く は 炭
素 数 ５ を 有 す る も の で あ る 。 ま た 反 応 性 官 能 基 は キ ャ リ ア タ ン パ ク の ア ミ ノ 残 基 と 結 合 す
る 反 応 性 が 高 い も の で あ れ ば よ く 、 好 ま し く は 活 性 エ ス テ ル 体 (例 え ば 、 コ ハ ク 酸 イ ミ ド
体 、 フ タ ル イ ミ ド 体 、 マ レ イ ミ ド 体 な ど )で あ る が 、 特 に 好 ま し く は 、 式 (V) で 表 さ れ る
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化 合 物 で あ る 。
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 -C(=O)-ORは 活 性 エ ス テ ル で あ る )
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 キ ャ リ ア タ ン パ ク 」 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 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 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 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 免 疫 原 と し て は 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル
チ オ ア デ ノ シ ン の 抗 原 決 定 基 に な り う る 部 分 構 造 を 有 す る 活 性 化 ハ プ テ ン と キ ャ リ ア タ ン
パ ク と を 連 結 し て な り 、 好 ま し く は 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の プ リ ン 基
に キ ャ リ ア タ ン パ ク を 結 合 さ せ た も の で あ り 、 よ り 好 ま し く は  一 般 式 (III)： 　  
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 nは 1以 上 の 整 数 、 Xは キ ャ リ ア タ ン パ ク で あ る )で 表 さ れ る 免 疫 原 で あ り 、 さ ら に
好 ま し く は nが 1～ 10で あ る 免 疫 原 で あ り 、 特 に 好 ま し く は nが 5で あ る 免 疫 原 で あ る 。 ま た
Xは カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 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 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 Harbor 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
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き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ポ リ ク ロ 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 。 今 回 は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体
の 性 能 を 同 一 種 で 比 較 す る た め に 、 マ ウ ス を 被 免 疫 動 物 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 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～ 100μ g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 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 ナ ル 抗 体 と し て も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ポ リ ク ロ 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 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 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 免 疫 原 で 免 疫 し た 哺 乳 動 物 の 形 質 細 胞 (免 疫 細 胞 )と 哺
乳 動 物 の 形 質 細 胞 腫 細 胞 (ミ エ ロ ー マ 細 胞 )と の 融 合 細 胞 (ハ イ ブ リ ド ー マ 、 hybridoma)を
作 製 し 、 こ れ よ り 所 望 の 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ
ル 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 該 ク ロ ー ン を 培 養 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 こ の
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 基 本 的 に は 常 法 に 従 う こ と が で き る (Kohler, G. and Milste
in, C., Nature, 256, 495-497.(1975） 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 該 方 法 に お い て 、 免 疫 原 で 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 は 、 細 胞 融 合 に 使 用 す る 形 質 細 胞 腫 細 胞
と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る の が 望 ま し く 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 用 い ら れ る 。 免 疫 方
法 に つ い て は ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 作 製 の 場 合 と 同 様 と す る 。 但 し 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 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 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 体 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 や 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 p3x6
3-Ag8.UIな ど の 公 知 の も の を 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 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 、
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好 ま し く は 、 例 え ば 後 記 実 施 例 に 詳 述 す る よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 に つ い て 、
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ 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 、 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と 特 異 的 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 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 一 具 体 例 と し て は 、 常 法 に 従 っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ロ
ー ン MTA-7H8)、 即 ち 、 後 記 実 施 例 記 載 の 6-[5-(2,5-ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル オ キ シ )ペ
ン チ ル ]-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン と KLHか ら な る 免 疫 原 に よ り 作 製 さ れ た
ハ イ ブ リ ド ー マ を 例 示 す る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 平 成 16年 3月 2日 に 、 独
立 行 政 法 人  産 業 技 術 総 合 研 究 所 内  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー (茨 城 県 つ く ば 市 東 1-1-1 中 央
第 6)に 、 「 Mouse hybridoma MTA-7H8」 な る 表 示 で 寄 託 さ れ て お り 、 そ の 受 託 番 号 は  FERM
 P-19707で あ 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 イ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ 法 な ど に よ り 精 製 し て 、 精 製 抗 体 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 抗 体 は 、 以 下 の 理 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 性 質 を 有 し て い る 。
(1)特 異 性 ： 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン と の 交 差 反 応 性 が 0.1%以 下 、 さ ら に は 0.01%
以 下 を 示 す 。
(2)免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス ： IgG 1 (ｋ )に 属 す る 。
(3)分 子 量 ： 重 鎖  50kDa、 軽 鎖  27kDa
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 の よ う に 抗 体 を 用 い て ア ッ セ イ を 行 う に あ た っ て 、 通 常 は 抗 体 の 挙 動 を 検 出 可 能 と
す る た め 抗 体 そ の も の が 種 々 の 物 質 で 標 識 さ れ う る 。 抗 体 を 標 識 す 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年 ） 等 に 記 載 さ れ て い る 常 法 を 用 い る
こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 種 々 の 物 質 と し て は 化 学 発 光 物 質 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 着 色
ビ ー ズ 、 放 射 性 同 位 元 素 、 元 素 、 金 属 類 、 ビ オ チ ン が 挙 げ ら れ る 。 以 下 に 具 体 例 を 示 す が
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 化 学 発 光 物 質 と は 例 え ば ル ミ ノ ー ル や ア ク リ ジ ニ ウ ム
エ ス テ ル な ど を さ す 。 酵 素 と は 例 え ば β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ や ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ や
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど を さ す 。 蛍 光 物 質 と は 例 え ば ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト や FITC（ fl
uorescein isothiocyanate） や RITC（ tetramethylrhodamin isothiocyanate） な ど を さ す
。 着 色 ビ ー ズ と は 例 え ば プ ロ テ イ ン  Aビ ー ズ 、 wheat germ agglutinin（ WGA） ビ ー ズ 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ な ど を さ す 。 放 射 性 同 位 元 素 と は 例 え ば 1 4 Cや 1 2 5 Ｉ や 3 Hな ど を さ
す 。 元 素 と は 例 え ば ユ ウ ロ ピ ウ ム な ど の ラ ン タ ニ ド 元 素 を さ す 。 金 属 類 と は 例 え ば フ ェ リ
チ ン や 金 コ ロ イ ド な ど を さ す 。 特 に 本 発 明 に お い て 好 ま し い 標 識 の 形 態 は ユ ウ ロ ピ ウ ム ク
リ プ テ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト は 、 希 土 類 元 素 の ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン を ト リ ス ビ ピ リ ジ ン の
環 状 構 造 （ ク リ プ テ ー ト ） の 中 央 部 に 配 座 し た 蛍 光 物 質 で あ る 。 ク リ プ テ ー ト が な す 特 徴
的 な 「 籠 」 状 構 造 が 水 分 子 か ら ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン を 保 護 す る と と も に 、 ク リ プ テ ー ト が
吸 収 し た 励 起 光 エ ネ ル ギ ー を 効 率 よ く ユ ウ ロ ピ ウ ム イ オ ン に 転 移 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に は 上 記 の よ う に 標 識 し た も の で あ っ て も な く て も 、 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル
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チ オ ア デ ノ シ ン の 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ を 含 む も の と す る 。 抗 体 を 用 い た ア ッ セ イ に は 競
合 的 な 測 定 で も 非 競 合 的 な 測 定 で も 良 い 。 ま た 、 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 （ 均 一 系 に よ る
測 定 ） で も ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 （ 不 均 一 系 に よ る 測 定 ） で も よ い 。 具 体 的 に は 、 例
え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (EIA)、 固 相 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)、 蛍 光 免 疫 測 定 法 (FIA)、 放 射
線 免 疫 測 定 法 (RIA)、 時 間 分 解 蛍 光 免 疫 測 定 （ TR-FIA） 、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 、 イ ム ノ ブ
ロ ッ ト 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 染 色 法 な ど の 常 法 に 従 う こ と が で き る 。 な お 、 ア
ッ セ イ に は 治 療 剤 ・ 予 防 剤 の 開 発 を 目 的 と す る 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む も の と す る 。 ま
た 疾 患 の 診 断 に 関 す る も の も 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ の 好 ま し い 具 体 的 方 法 と し て は 、 ELISA法 が 挙 げ ら れ る 。 E
LISA法 と は 、 酵 素 で 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 原 を 用 い 、 抗 体 ま た は 抗 原 の 量 を 標 識 酵 素 の
活 性 度 に よ り 定 量 す る 方 法 で あ る 。 酵 素 で 標 識 さ れ た 抗 原 抗 体 結 合 物 と 遊 離 型 の 標 識 抗 原
、 ま た は 抗 体 を 分 離 す る の に 固 相 化 さ れ た 抗 体 や 抗 原 が 用 い ら れ る 。 固 相 は ア ガ ロ ー ス 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 内 面 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 が 利 用 で き る 。 ELISA法 と し て 具 体
的 に は 競 合 法 イ ム ノ ア ッ セ イ や 2抗 体 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま
た 標 識 酵 素 と し て は 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (以 下 HRPと も い う )や ア ル カ リ フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る が 好 ま し く は 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ の 好 ま し い そ の 他 の 具 体 的 方 法 と し て は 、 ホ モ ジ ニ ア ス ア
ッ セ イ 法 が 挙 げ ら れ る 。 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 と は 、 測 定 が 終 始 溶 液 状 態 （ 均 一 系 ） で
行 わ れ る 測 定 法 を さ す 。 洗 浄 工 程 を 一 切 必 要 と し な い に も か か わ ら ず 精 度 の 高 い デ ー タ を
得 る こ と が で き る ア ッ セ イ 法 で あ る 。 ま た 、 固 相 を 必 要 と し な い の で ア ッ セ イ の ミ ニ チ ュ
ア 化 が 容 易 で あ り 、 貴 重 な 試 薬 の 節 約 及 び コ ス ト 、 労 力 の 削 減 に 威 力 を 発 揮 す る の で ハ イ
ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法  に も 応 用 で き る 。 代 表 的 な も の と し て SPA法 (Scintillati
on Proximity Assay） 、 蛍 光 偏 光 測 定 法 (fluorescence polarization; FP)、 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 (fluorescence resonance energy transfer; 以 下 FRETと も い う )を 用 い た ア
ッ セ イ 法 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 の 好 ま し い 一 例 と し て は FRETを 用 い た ア ッ セ イ 法 が 挙 げ ら れ る
。 FRETと は ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー と 称 さ れ る 2種 類 の 蛍 光 物 質 間 の エ ネ ル ギ ー 転 移 を
利 用 し た 手 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 FRETを 用 い た ア ッ セ イ 法 の う ち 、 好 ま し い 実 施 形 態 と し て ホ モ ジ ニ ア ス 時 間 分 解 蛍 光 法
（ Homogeneous Time-Resolved Fluorescence； 以 下 , HTRF法 と も い う 、 登 録 商 標 ） が 挙 げ
ら れ る 。 HTRF法 は ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト と XL665 (藍 藻 由 来 蛍 光 性 タ ン パ ク で あ る ア
ロ フ ィ コ シ ア ニ ン の 誘 導 体 ) か ら な る ２ 種 類 の 蛍 光 標 識 物 質 を 用 い た 、 FRETの 原 理 を 利 用
し た 測 定 方 法 で あ る 。 HTRFで は 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト に 337nmの 励 起 光 を 照 射 す る
と 620nmの 長 寿 命 蛍 光 を 発 す る が 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 な ど で 近 傍 に XL665が 存 在 す る 場 合 、
ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト か ら XL665へ 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 起 こ り 、 エ ネ ル ギ ー を
吸 収 し た XL665か ら 665nmの 長 寿 命 蛍 光 が 生 ず る 原 理 に 基 づ い て 測 定 を 行 う 。 蛍 光 測 定 と 二
波 長 測 定 (620・ 665nm)の 組 み 合 わ せ に よ り 擬 陽 性 を も た ら す カ ラ ー ク エ ン チ ン グ (イ ン ナ
ー フ ィ ル タ ー 効 果 )の 影 響 や バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 の 影 響 を 受 け に く く 、 完 全 な 均 一 系 の
測 定 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ 法 の 好 ま し い そ の 他 の 一 例 と し て は 、 SPA法 （ 登 録 商 標 ） が 挙 げ
ら れ る 。 SPA法 は 、 SPAビ ー ズ に 結 合 さ せ た 抗 体 と 、 RI標 識 し た 抗 原 を 用 い る 。 該 抗 体 が 抗
原 に 結 合 す る と SPAビ ー ズ に 近 接 す る た め 抗 原 に よ り 放 射 さ れ る β 線 が SPAビ ー ズ 内 の シ ン
チ レ ー タ ー に 到 達 し 発 光 す る の で こ れ を 測 定 す る 。 結 合 し て い な い 抗 原 は 測 定 に 影 響 が な
い の で 、 抗 体 と 結 合 し て い な い 抗 原 を 除 去 す る こ と な く 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ （ SPDS） は 、 脱 炭 酸 化 S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン の ア ミ ノ プ ロ ピ
ル 基 を プ ト レ シ ン へ 転 移 し て ス ペ ル ミ ジ ン に 変 換 す る 反 応 を 触 媒 す る 。 こ の と き 反 応 副 産
物 と し て 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン が 生 じ る 。 よ っ て 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ
チ ル チ オ ア デ ノ シ ン を 特 異 的 、 高 感 度 に 検 出 で き る 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は ス ペ ル ミ ジ ン シ
ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る よ う な 被 験 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ス ク リ ー ニ ン グ は 被 験 物 質 の 存 在 下 、
発 現 ベ ク タ ー な ど に よ り 調 製 し た リ コ ン ビ ナ ン ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ （ 精 製 ま た は 部
分 精 製 品 ） を 、 該 酵 素 の 基 質 (dcSAMや プ ト レ シ ン な ど )と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 (例 え
ば 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 pH7.4、 室 温 )に 維 持 し 、 被 験 物 質 が 該 酵 素 の 基 質 の 結 合 を 阻 害 す る か
否 か を 調 べ る こ と 、 す な わ ち 副 生 産 物 で あ る 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の
生 産 量 を 評 価 す る 。 こ の と き 被 験 物 質 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合
成 化 合 物 （ 低 分 子 化 合 物 等 ） 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 な
ど の い ず れ で あ っ て も よ い 。 ま た こ れ ら を 含 む 試 料 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 従 う 候 補 物 質 の 選 別 は 、 被 験 物 質 を 添 加 し た 例 え ば ア ッ セ イ
プ レ ー ト の ウ エ ル に お け る 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 が 被 験 物 質
を 添 加 し な い ウ エ ル に お け る 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 に 比 し て
変 動 す る こ と を も っ て 、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 の 抑 制 ・ 減 少 の 程 度 と し て は 、 被 験 物
質 を 添 加 し た ウ エ ル に お け る 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 が 被 験 物
質 を 添 加 し な い ウ エ ル に お け る 5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 検 出 値 と 比 較
し て 例 え ば 10％ 、 好 ま し く は 30％ 、 特 に 好 ま し く は 50％ 以 上 の 減 少 ま た は 増 加 を 示 す 場 合
、 当 該 被 験 物 質 を 候 補 物 質 と し て 選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 選 別 さ れ た 候 補 物 質 は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ が 関 与 す る こ と が
知 ら れ て い る 疾 患 、 例 え ば 変 形 性 関 節 症 、 ガ ン を 始 め と す る 増 殖 性 疾 患 、 骨 粗 鬆 症 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 高 血 圧 症 の 予 防 ・ 治 療 剤 に な り う る も の で あ る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 好
ま し し い 実 施 形 態 は 変 形 性 関 節 症 の 治 療 ・ 予 防 剤 を 探 索 す る の に 利 用 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 変 形 性 関 節 症 と は 慢 性 の 関 節 炎 を 伴 う 関 節 疾 患 で 、 関 節 の 構 成 要 素 の 退 行 変 性 に よ り 、
軟 骨 の 破 壊 と 骨 、 軟 骨 の 増 殖 性 変 化 を 来 た す 疾 患 で あ る 。 一 次 性 の も の と 外 傷 や 疾 患 に よ
る 二 次 性 の も の と が あ る 。 主 に 荷 重 関 節 を 侵 し 、 老 年 者 に よ く 見 ら れ る 。 最 近 、 ヒ ト の 関
節 軟 骨 前 駆 細 胞 (HMSC)の 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ が な さ れ 、 骨 形 成 因 子 （ osteogenic fac
tors） で あ る basic fibroblast growth factor 2（ bFGF-2） が ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ は 、 ポ リ ア ミ ン 生 合 成
経 路 、 特 に ス ペ ル ミ ジ ン の 生 合 成 、 よ り 具 体 的 に は ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ が 、 変 形 性 関
節 症 （ 以 下 OAと も い う 。 ） と 潜 在 的 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 よ っ て ス ペ ル ミ ジ
ン シ ン タ ー ゼ の 反 応 を 制 御 す る こ と は OAの 疾 患 の 治 療 ・ 予 防 に 役 立 つ こ と が 推 察 さ れ 、 さ
ら に こ の 酵 素 の 阻 害 剤 は 上 記 の 疾 患 の 治 療 薬 ・ 予 防 薬 と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る （ WO
02/058623） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 下 に お い て 、 実 施 例 お よ び 実 験 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に す る が 、 本 発 明 は こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 以 下 の 合 成 ス キ ー ム に 従 っ て 活 性 化 ハ プ テ ン で あ る 6-[5-(2,5-ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ ン -1-
イ ル オ キ シ )ペ ン チ ル ]-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン （ 化 合 物 8） を 合 成 し た
。
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合 成 ス キ ー ム １
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 9β -D-リ ボ フ ラ ノ シ ル ア デ ノ シ ン  (ア デ ノ シ ン ) (1) (6.68 g, 25 mmol)の 無 水 ジ メ チ
ル ホ ル ム ア ミ ド  (100 ml) 溶 液 に 、 2,2-ジ メ ト キ シ プ ロ パ ン  (13 g, 125 mmol, 5 mol eq
.) 及 び 無 水 p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸  (1.19 g, 6.26 mmol) を 加 え た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 窒
素 気 流 下 70 o Cで 7時 間 加 熱 撹 拌 し 、 40 o Cに て 約 30 mlま で 減 圧 濃 縮 し た 。 こ の 濃 縮 液 を 5% 
炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液  (125 ml)に 注 ぎ 入 れ 、 150 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し た 。 有
機 層 を 50 mlの 水 で 2回 、 50 mlの 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾
燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 こ の 黄 色 油 状 残 渣  (ca. 8 g)を 150 mlの 酢 酸 エ チ ル
に 加 温 し て 溶 か し 、 こ の 溶 液 を 室 温 で 5時 間 さ ら に 0 o Cで 30分 間 撹 拌 し 析 出 し た 結 晶 を 濾 過
、 析 出 晶 を 酢 酸 エ チ ル 及 び ジ エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 化 合 物 2 (4.1 g, 13.3 mmol, 53%
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)を 得 た 。
IR (Nujol, cm - 1 ) 3350 (sh), 3240, 3180, 1685 (s).
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) d: 1.38 (3H, s), 1.65 (3H, s), 3.72 - 3.86 (1H, m), 3.95 
- 4.02 (1H, m), 4.55 (1H, s), 5.10 - 5.25 (2H, m), 5.86 (3H, d, J = 4.8 Hz), 6.5
7 (1H, dd, J = 1.8, 11.4 Hz), 7.84 (1H, s), 8.32 (1H, s).
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -(p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル )ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン ア デ ノ シ ン  (2) (4.0 g, 13 mmol)の 無 水 ピ リ ジ ン 40 ml溶 液
に 、 窒 素 気 流 下 -20 o Cで p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド  (2.97 g, ca. 15.6 mmol, 1.2 mo
l eq.)の 無 水 ピ リ ジ ン 6 ml溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 後 、 こ の 混 合 物 を 遮 光 下 4日 間 放 置 し た
。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 未 反 応 の 試 薬 を 処 理 す る 為 、 水  (4.0 ml) を -20 o Cで 加 え 15分 間 撹
拌 後 、 更 に 水  (200 ml) を 注 ぎ 入 れ 80 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 50 mlの
水 で 2回 、 80 mlの 5% 硫 酸 で 2回 、 次 い で 50 mlの 飽 和 食 塩 水 で 3回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫
酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 こ の 黄 色 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel No. 9385, 230-400 mesh: 50 g) に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル
で 溶 出 す る こ と に よ り 結 晶 性 残 渣  (ca. 6g) を 得 、 次 い で ジ エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し 、 化
合 物 3 (4.49 g, 9.75 mmol, 75%)を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3  + D 2 O) δ : 1.37 (3H, s), 1.59 (3H, s), 2.40 (3H, s), 4.20 
- 4.36 (2H, m), 4.44 - 4.53 (1H, m), 5.05 (1H, dd, J=3.4, 6.2 Hz), 5.34 (1H, dd,
 J = 1.8, 6.2 Hz), 6.05 (1H, d, J = 18 Hz), 7.19 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.63 (2H, 
d, J = 8.4 Hz), 7.84 (1H, s), 8.23 (1H, s).
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ナ ト リ ウ ム チ オ メ ト キ シ ド  (5.0 g, 71.4 mmol, 8.24 mol eq.) の ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ
ド ‐ メ タ ノ ー ル  (2 : 1, 35 ml) 溶 液 に 、 窒 素 気 流 下 0 o Cで 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5
’ -(p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル )ア デ ノ シ ン  (3) (4 g, 8.67 mmol) を 加 え た 後 、 こ の 混 合 溶
液 を 遮 光 下 5 o Cで 3日 間 放 置 し た 。 こ の 反 応 液 を 30 o C以 下 で 約 20 mlま で 減 圧 濃 縮 し 、 こ の
濃 縮 液 を 250 mlの 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ 100 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 50 mlの 冷
水 で 3回 、 50 mlの 飽 和 食 塩 水 で 2回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧
濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し 結 晶 性 残 渣 を 得 、 酢 酸 エ チ ル よ り 再 結 晶 し 化 合 物 4 (2.8 g, ca. 8.
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3 mmol, 95%) を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.41 (3H, s), 1.62 (3H, s), 2.11 (3H, s), 2.67 - 2.91
 (2H, m), 4.36 - 4.48 (1H, m), 5.07 (1H, dd, J = 2.2, 3.4 Hz), 5.52 (1H, dd, J =
 2.2, 6.2 Hz), 5.64 (2H, br), 6.09 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.93 (1H, s), 8.36 (1H, 
s).
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 6-(5-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル )-2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ
チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン  (4) (1.50 g, 4.
45 mmol) の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (10 ml) に 、 窒 素 気 流 下 室 温 で 水 素 化 ナ ト リ ウ ム
 (112 mg, 4.67 mmol) を 徐 々 に 加 え た 後 、 2時 間 撹 拌 し た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 に 6-ブ ロ
ム ヘ キ サ ン 酸 エ チ ル  (1.04 g, 4.67 mmol) の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (3 ml) を 滴 下
し て 加 え 、 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 、 さ ら に 60 o Cで 2時 間 撹 拌 し た 反 応 液 は 、 60 ml
の 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ 40 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 30 mlの 冷 水 で 3回 、 30 ml
の 飽 和 食 塩 水 で 2回 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を
除 去 し て 得 た 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, Lobar column s
ize B) に 付 し 、 n-ヘ キ サ ン  - 酢 酸 エ チ ル  (1 : 1) で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油 状 の 化
合 物 5 (1.4 g, 2.92 mmol, 62.5%)を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.25 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.40 (3H, s), 1.45 - 1.53 (
2H, m), 1.62 (3H, s), 1.64 - 1.79 (4H, m), 2.10 (3H, s), 2.31 (2H, t, J = 7.2 Hz
), 2.68 - 2.90 (2H, m), 3.56 - 3.76 (2H, m), 4.09 (2H, q, J = 7.0 Hz), 4.36 - 4.
45 (1H, m), 5.08 (1H, dd, J = 3.2, 6.6 Hz), 5.53 (1H, dd, J = 1.8, 6.2 Hz), 5.86
 (1H, br), 6.07 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.86 (1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ ０ ５ １ 】
　 6-(5-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル )-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 6-(5-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル )-2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ
チ ル チ オ ア デ ノ シ ン  (5) (700 mg, 1.46 mmol) 、 0.1N塩 酸  (5 ml) と テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ
ン  (10 ml) の 溶 液 を TLCで 原 料 が な く な る ま で  50 o C で 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 を 50 o Cで
約 1 mlま で 減 圧 濃 縮 し 、 こ の 濃 縮 液 に 5% 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液  (10 ml)を 加 え 、 20 
mlの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 10 mlの 水 で 2回 、 5 mlの 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出
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液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 抽 出 残 渣 を カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, Lobar column size A x 2) に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル -ア
セ ト ン  (3 : 1) で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 結 晶 性 の 化 合 物 6 (250 mg, 0.569 mmol, 39%)
を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3  + D 2 O) δ : 1.25 (3H, t, J = 7.2 Hz), 1.38 - 1.56 (2H, m), 
1.59 - 1.81 (4H, m), 2.18 (3H, s), 2.31 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.85 (2H, d, J = 5.
4 Hz), 3.53 - 3.78 (2H, m), 4.12 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.32 - 4.45 (2H, m), 4.54 
(1H, t, J = 5.2 Hz), 5.94 (1H, d, J = 4.8 Hz), 8.00 (1H, s), 8.29 (1H, s).
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 6-(5-カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル )-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 6-(5-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ペ ン チ ル )-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン  (6) (25
0 mg, 0.569 mmol)、 2 N 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム  (1 ml)と メ タ ノ ー ル  (5 ml) の 溶 液 を 窒 素 気
流 下 60 o Cで 1時 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 液 を 30 o C以 下 で 約 1 mlま で 減 圧 濃 縮 後 、 3 mlの 水 で
希 釈 し た 水 溶 性 溶 液 を 酸 性  (pH 3) に な る ま で 酢 酸  (240 mg, 4 mmol)を 加 え 析 出 し た 結
晶 を 濾 過 し 、 化 合 物 7 (223 mg, 0.541 mmol, 95%)を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, DMSO-d6) δ : 1.23 - 1.41 (2H, m), 1.44 - 1.68 (4H, m), 2.06 (3H,
 s), 2.20 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.47 - 2.58 (2H, m), 2.72 - 2.94 (2H, m), 3.98 - 
4.08 (1H, m), 4.13 (1H, t, J = 5.4 Hz), 4.75　  (1H, t, J = 5.4 Hz), 5.50 (3H, br
), 5.90 (1H, d, J = 1.8 Hz), 7.82 (1H, br), 8.21 (1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 6-[5-(2,5-ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル オ キ シ )ペ ン チ ル ]-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ
オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 N-ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド (125 mg, 1.08 mmol)， 塩 酸 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ
ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド  (WSCD・ HCl, 207 mg, 1.08 mmol) の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア
ミ ド  (2 ml) 溶 液 に 、 6-(5-カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル )-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン  (7) (223 mg, 0.541 mmol) の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (2 ml) 溶 液 を 、 窒 素 気 流
下 室 温 で 30分 間 で 滴 下 し て 加 え た 後 、 40 o Cで 3時 間 30分 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 25 
mlの 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ 25 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し 、 有 機 層 を 10 mlの 冷 水 で 2回 、 5 mlの
飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し
て 得 た 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, Lobar column size A 
×  2) に 付 し 、 酢 酸 エ チ ル -ア セ ト ン  (3 : 1) で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油 状 の 化 合 物 8 
(231 mg, 0.455 mmol, 80%)を 得 た 。
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1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.50 - 1.64 (2H, m), 1.68 - 1.90 (4H, m), 2.18 (3H, s
), 2.63 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.77 - 2.89 (6H, m), 3.47 (1H, br), 3.68 (2H, br), 
4.35 - 4.51 (2H, m), 4.57 (1H, t, J = 5.4 Hz), 5.91 (1H, d, J = 6.0 Hz), 6.01 (1
H, br), 6.46 (1H, br), 7.97 (1H, s), 8.29 (1H, s).
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成 法
　
合 成 ス キ ー ム 2
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 6-(3-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ
キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン  (4) (338 mg, 1 
mmol) の 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (2 ml) に 、 窒 素 気 流 下 室 温 で 水 素 化 ナ ト リ ウ ム  (31
 mg, 1.28 mmol) を 徐 々 に 加 え た 後 、 2時 間 撹 拌 し た 混 合 物 に 、 3-(tert-ブ ト キ シ カ ル ボ
ニ ル ア ミ ノ )プ ロ ピ ル ブ ロ マ イ ド  (310 mg, 1.3 mmol) と 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (0.3
 ml) の 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 、 さ ら に 60 o Cで 2時 間 撹 拌
し た 反 応 液 は 、 20 mlの 冷 水 へ 注 ぎ 入 れ 20 mlの 酢 酸 エ チ ル で 2回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 10 ml
の 冷 水 で 3回 、 10 mlの 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 ， 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧
濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し て 得 る 油 状 残 渣 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, 
Lobar column size A) に 付 し 、 n-ヘ キ サ ン -酢 酸 エ チ ル  (2 : 3) で 溶 出 す る こ と に よ り
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無 色 油 状 の 化 合 物 9 (242 mg, 0.5 mmol, 50%)を 得 た 。
1 H NMR (200MHz, CDCl3 ) δ : 1.40 (3H, s), 1.46 (9H, s), 1.62 (3H, s), 1.75 - 1.90
 (2H, m), 2.11 (3H, s), 2.67 - 2.91 (2H, m), 3.22 (2H, dd, J = 6.0, 12.2 Hz), 3.
73 (2H, br), 4.35 - 4.46 (1H, m), 5.08 (1H, dd, J = 3.0, 6.2 Hz), 5.26 (1H, br),
 5.52 (1H, dd, J = 2.2, 6.2 Hz), 6.07 (1H, d, J = 2.2 Hz), 6.18 (1H, br), 7.87 (
1H, s), 8.36 (1H, s).
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ
ノ シ ン の 合 成
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 6-(3-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ
キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン  (9) (242 mg, 0.5 mmol) 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸  (0.5 ml)
 と ジ ク ロ ロ メ タ ン  (2.5 ml) の 溶 液 を TLCで 原 料 が な く な る ま で  40 o C で 反 応 さ せ た 。 こ
の 反 応 液 を 25 o C以 下 で 減 圧 留 去 し 、 こ の 残 渣 に 飽 和 炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液  (10 ml)を 加 え 、
20 mlの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 5 mlの 水 で 2回 、 5 mlの 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 抽
出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し た 。 抽 出 残 渣 を 分 取 薄 層
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, thin layer plates KGF 254; 0.5 mm, 20 cm×
20 cm, development and elution solvent; ethyl acetate-acetic acid-water = 3 : 1 
: 1) に よ っ て 、 無 色 粉 末 の 化 合 物 10 (180 mg, 0.47 mmol, 94%)を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン の 合 成
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -2’ ,3’ -イ ソ プ ロ ピ リ デ ン -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ
ノ シ ン  (10) (180 mg, 0.47 mmol) と  2 N 硫 酸  (5 ml) の 溶 液 を 室 温 で 終 夜 放 置 し た 。
こ の 反 応 液 に 5％ 炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液 を 加 え pH 9 に 調 整 後 、 減 圧 留 去 し て 結 晶 性 残 渣 を 得
、 20 mlの 無 水 エ タ ノ ー ル で 抽 出 し た 。 こ の 抽 出 液 を 減 圧 濃 縮 し て 溶 媒 を 除 去 し て 得 た 抽
出 残 渣  (140 mg)を 分 取 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Merck silica gel, thin layer plates
 KGF 254; 0.5 mm, 20 cm× 20 cm, development and elution solvent; ethyl acetate-a
cetic acid-water = 3 : 1 : 1) な ら び に  HP-20 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (Mitsubish
i Kasei; 75 - 150 μ m, 5 g) に 付 し 、 エ タ ノ ー ル  - 水  -28%ア ン モ ニ ア 水  (10 : 9 : 1
) で 溶 出 す る こ と に よ り 無 色 油 状 の 化 合 物 11 (ca. 40 mg)を 得 た 。
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1 H NMR (200MHz, CD 3 OD)δ : 1.80 - 1.95 (2H, m), 2.12 (3H, s), 2.80 (2H, t, J = 7.
0 Hz), 2.91 (2H, t, J = 6.0 Hz), 3.70 (2H, br), 4.23 (1H, dd, J = 5.8, 10.2 Hz),
 4.33 (1H, t, J = 4.8 Hz), 4.68 - 5.00 (6H, m), 6.00 (1H, d, J = 5.2 Hz), 8.26 (
1H, s), 8.28 (1H, s).
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 MTAの 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識
　 実 施 例 ２ に 従 っ て 合 成 し た 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン  0.63 mg（ 1.8μ mol） に 蒸 留 水 0.05 ml及 び 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） 0.1 mlを 加
え て 溶 解 し 、 こ れ に ス ル フ ォ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-（ N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )-シ ク ロ ヘ キ サ ン
-1-カ ル ボ キ シ レ ー ト （ sulfo-SMCC、 ピ ア ス 社 製 ） 1.19 mg（ 2.7μ mol） を 含 む 水 溶 液 0.2 
mlを 加 え て 、 室 温 で 2時 間 反 応 し た 。 逆 相 HPLC（ カ ラ ム ： YMC-Pack ODS-A、 6.0 I.D.× 150
 mm, 溶 離 条 件 ： ア セ ト ニ ト リ ル /0.1 ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 0 ～  50 %、 20 min、 リ ニ ア
グ ラ デ ィ エ ン ト 、 流 速 ： 1 ml/min、 検 出 波 長 ： 260 nm） を 行 っ て 、 マ レ イ ミ ド 化 MTA画 分
（ 14.7 分 ） を 分 取 し 、 減 圧 下 に 溶 媒 を 留 去 し た の ち 20 %メ タ ノ ー ル ／ 蒸 留 水 0.4 mlに 溶
解 し た 。 一 方 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP、 ロ シ ュ 社 製 ） 1.1 mg（ 27 nmol） を 含
む 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） 0.2 mlに ス ル フ ォ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6-[3’ -(2-ピ リ ジ ル
ジ チ オ )-プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ]ヘ キ サ ノ エ ー ト （ sulfo-LC-SPDP、 ピ ア ス 社 製 ） 0.43 mg（ 810
 nmol） を 含 む 水 溶 液 0.05 mlを 加 え 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 0.1 Mメ ル カ プ ト エ チ ル ア
ミ ン 溶 液 0.05 mlを 加 え て 室 温 で 1時 間 静 置 し た 後 、 5 mMエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 含 有 0.1 
Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.0） で 平 衡 化 し た PD-10（ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製
） に 反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し た 。 HRP 0.115μ g（ 2.9 nmol） を 含 む 画 分 0.2 ml
に 上 記 の マ レ イ ミ ド 化 MTA　 28μ g（ 49 nmol） を 加 え 、 4° Cで 3日 間 反 応 し た 。 0.1 Mリ ン
酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） で 平 衡 化 し た PD-10（ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に
反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 HRP標 識 MTAを 得 た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 MTAを 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
(1)免 疫 原 の 調 製 お よ び 免 疫
　 キ ャ リ ア タ ン パ ク と し て カ ギ ア ナ カ サ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH、 ピ ア ス 社 製 ） を 用 い
た 。 KLH 20 mgの バ イ ア ル に 蒸 留 水 を 2 ml加 え 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ pH 7.2） 溶
液 と し た 。 こ れ に 実 施 例 １ に 従 っ て 合 成 し た 6-[5-(2,5-ジ オ キ シ ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル オ キ
シ )ペ ン チ ル ]-5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン 3.8 mg（ 7.5μ mol） を 含 む DMF溶
液 0.19 mlを 滴 加 し 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ て コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し た 。 反 応 液 を 蒸 留 水
に 対 し て 4 ℃ で 透 析 し 、 次 い で 凍 結 乾 燥 し た 。 乾 燥 重 量 18.4 mgの コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 、
こ れ を 免 疫 原 と し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 免 疫 原 1.3 mgを 生 理 食 塩 水 0.5 mlに 溶 か し 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ デ ィ フ コ
社 製 ） 0.8 mlを 加 え て エ マ ル ジ ョ ン と し た 。 そ の 0.1 ml（ 0.1 mg） を A/J jms Slcマ ウ ス
（ 6週 齢 、 雌 ） に 、 3週 間 隔 で 5回 腹 腔 内 投 与 し て 免 疫 し た 。 細 胞 融 合 に 供 し た マ ウ ス は そ
の 3日 前 に 免 疫 原 0.1 mgを 含 む 生 理 食 塩 水 0.1 mlを 腹 腔 内 に ブ ー ス タ ー 投 与 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(2)抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い た MTA-7H8抗 体 の 作 製
　 上 記 (1)の 手 法 に 従 っ て 免 疫 し た マ ウ ス か ら 最 終 投 与 3日 後 に マ ウ ス の 脾 臓 を 摘 出 し て 脾
臓 細 胞 を 回 収 し た 。 脾 臓 細 胞 1.0× 10 8 個 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ p3× 63-Ag8.UI、 東 京
腫 瘤 研 究 所 ） 2× 10 7 個 を 50 %の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 4000を 用 い て 融 合 さ せ 、 ヒ ポ キ サ
ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 で 選 択 し た 。 細 胞 融 合 10日 目 に 特 異
抗 体 産 生 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た ELISAは 次 の 通 り で あ
る ： 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） の 各 ウ ェ ル に 、 1μ gの 抗 マ ウ ス IgG抗
体 （ シ バ ヤ ギ 社 製 ） を 含 む PBS（ 0.15M NaClを 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH7.4） ） を 100μ l加 え
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て 4℃ で 16時 間 固 定 し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル を PBS 200μ lで 1回 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス
（ 大 日 本 製 薬 社 製 ） を 200μ l 加 え て 4℃ で 16時 間 放 置 し て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た （ 抗 マ ウ
ス IgG抗 体 固 相 化 プ レ ー ト ） 。 各 ウ ェ ル を 緩 衝 液 A（ 0.01 % Tween20、 0.05 % Proclin150
、 0.15 M NaClを 含 む 50 mMト リ ス 緩 衝 液 （ pH7.4） ） 300μ lで 1回 洗 浄 し た 後 、 緩 衝 液 B（ 0
.5 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.01 % Tween20、 0.05 % Proclin150、 0.15 M NaClを 含 む 50m
Mト リ ス 緩 衝 液 （ pH7.4） ） 50μ lと ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 50 μ lを 加 え て 室 温 で 3時 間 反
応 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル を 緩 衝 液 A 300μ lで 3回 洗 浄 し 、 緩 衝 液 Bで 20 ng/mlと し た HR
P標 識 MTAを 100μ l添 加 し て 4 ℃ で 16時 間 反 応 さ せ た 。 各 ウ ェ ル を 再 度 洗 浄 後 、 TMB+ Subst
rate- Chromogen（ ダ コ 社 製 ） を 100μ l添 加 し て 室 温 で 30分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 1規 定
硫 酸 を 100μ l添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル
マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 特 異 抗 体 の 産 生 が 陽 性 を 示 し た ウ ェ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 限 界 希 釈 法 に よ り 2回 ク ロ
ー ニ ン グ し て 、 MTAを 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン を
獲 得 し た 。
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 に つ い て 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 ア イ ソ タ イ ピ ン
グ ELISAキ ッ ト （ BD バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の
サ ブ ク ラ ス を 決 定 し た 。 新 た に 得 ら れ た モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は 、 MTA-7H8と 命 名 し 、 そ の ア
イ ソ タ イ プ は IgG 1 （ ｋ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 独 立 行 政 法 人  産 業 技
術 総 合 研 究 所 内  特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー (茨 城 県 つ く ば 市 東 1-1-1 中 央 第 6)に 、 平 成 16年 3
月 2日 付 け で 受 託 番 号 FERM P-19707と し て 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
マ ウ ス 抗 血 清 の 抗 体 価
　 免 疫 マ ウ ス よ り 採 取 し た 抗 血 清 を 緩 衝 液 Bで 10倍 に 薄 め る 操 作 を 繰 り 返 し 、 1,000-1,000
,0000倍 の 希 釈 系 列 を 調 製 し た 。 上 記 抗 マ ウ ス IgG抗 体 固 相 化 プ レ ー ト を 300μ lの 緩 衝 液 A
で 1回 洗 浄 し た 後 、 抗 血 清 希 釈 液 を 100μ l加 え て 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ
ル を 300μ lの 緩 衝 液 Aで 3回 洗 浄 し 、 緩 衝 液 Bで 20 ng/mlと し た HRP標 識 MTAを 100μ l添 加 し
て 4 ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 各 ウ ェ ル を 300μ lの 緩 衝 液 Aで 3回 洗 浄 し た 後 、 TMB+ Substrate
- Chromogen（ ダ コ 社 製 ） を 100μ l添 加 し て 室 温 で 30分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 1規 定 硫 酸
を 100μ l添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー
ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 吸 光 度
が 1.0と な る 抗 血 清 の 希 釈 倍 率 を 抗 体 価 と し た 。 測 定 の 結 果 、 本 発 明 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体
（ 抗 血 清 ） の 抗 体 価 は 1000,000倍 と 従 来 技 術 の 500倍 の 値 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
抗 MTA抗 体 の MTAお よ び dcSAMに 対 す る 反 応 性
　 緩 衝 液 Bを 用 い て 、 MTAに つ い て は 0.2- 200 pmol/mlの 10倍 希 釈 系 列 を 、 dcSAMに つ い て
は 2- 2,000 pmol/mlの 10倍 希 釈 系 列 を 調 製 し た 。 上 記 抗 マ ウ ス IgG抗 体 固 相 化 プ レ ー ト の
各 ウ ェ ル を 300μ lの 緩 衝 液 Aで 1回 洗 浄 し た 後 、 緩 衝 液 Bで 10 ng/mlと し た MTA-7H8、 ま た は
1,000,000倍 に 薄 め た マ ウ ス 抗 血 清 を 100μ l加 え て 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ
ェ ル を 300μ lの 緩 衝 液 Aで 3回 洗 浄 し 、 MTAま た は dcSAMの 希 釈 液 50μ lと 、 緩 衝 液 Bで 40 ng/
mlと し た HRP標 識 MTAを 50μ l添 加 し て 4 ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 各 ウ ェ ル を 300μ lの 緩 衝 液 A
で 3回 洗 浄 し た 後 、 TMB+ Substrate- Chromogen（ ダ コ 社 製 ） を 100μ l添 加 し て 室 温 で 30分
間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 1規 定 硫 酸 を 100μ l添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 1420 ARVO SXマ ル チ
ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 、 各 ウ ェ ル の 450 nm
に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 MTA-7H8の 反 応 性 の 結 果 を 図 １ に 示 し た 。 縦 軸 に は 各 濃 度 ポ イ ン ト に お け る 吸 光 度 （ B値
） の ゼ ロ 濃 度 に お け る 吸 光 度 （ B 0 値 ） に 対 す る 割 合 （ B値 /B 0 値 （ %） ） を 算 出 し た も の を
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、 横 軸 に MTAあ る い は dcSAMの 濃 度 を プ ロ ッ ト し た 競 合 曲 線 を 作 成 し た 。 図 中 の 白 丸 は dcSA
Mに 対 す る 反 応 性 を 、 黒 丸 は MTAに 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 MTAお よ び dcSAMの 競 合 曲 線 に お け
る 親 和 性 （ IC50値 ） は そ れ ぞ れ 0.4 nM、 50μ Mで あ っ た 。 こ の よ う に MTA-7H8は MTAに 対 し
て 高 い 反 応 性 を 示 す ば か り で な く 、 前 駆 体 で あ る dcSAMに 対 す る 交 差 反 応 性 も 0.0008%と 極
め て 小 さ い こ と か ら 、 本 抗 体 を 用 い て MTAを 特 異 的 に 検 出 で き る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、
本 発 明 の ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 （ 抗 血 清 ） の MTAお よ び dcSAMの 競 合 曲 線 に お け る 親 和 性 （ IC50
値 ） は そ れ ぞ れ 4 nM、 300μ Mで あ り 、 交 差 反 応 性 は 0.001%で あ る こ と か ら 従 来 技 術 の ポ リ
ク ロ ナ ル 抗 体 （ 1%） よ り も 大 き く 優 れ て い た 。 以 上 の 結 果 は 従 来 技 術 （ 非 特 許 文 献 5） と
と も に 表 １ に ま と め た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8の 精 製
　 Balb/cマ ウ ス 1匹 あ た り 、 1× 10 7 個 の 実 施 例 ４ で 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ を ラ ボ プ ロ ダ ク ツ
社 へ 供 与 し て 腹 水 化 を 委 託 し た 。 得 ら れ た 腹 水 を 10,000× gで 20分 間 遠 心 分 離 し て そ の 上
清 を PBSで 2倍 に 希 釈 し た 後 、 プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア
バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 通 し た 。 PBSで カ ラ ム を 十 分 に 洗 浄 後 、 0.2Mグ リ シ ン 塩 酸 緩 衝 液 （ p
H2.7） で 抗 体 を 溶 出 し 、 直 ち に 1Mト リ ス 緩 衝 液 を 加 え て 中 和 し た 。 得 ら れ た 溶 出 液 に 等 量
の 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え て 4 ℃ で ３ 0分 間 放 置 す る こ と で 塩 析 し た 。 塩 析 物 を 10,00
0× gで 20分 間 遠 心 分 離 し て 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を PBSに 溶 解 し 、 さ ら に PBSに 対 し て 4
℃ で 一 晩 透 析 し て 精 製 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 と し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 マ ウ ス 抗 MTAポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 精 製
　 実 施 例 2に 従 っ て 合 成 し た 6-(3-ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ
シ ン  0.63 mg（ 1.8μ mol） を 含 む 0.1 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ pH 7.4） 1.5 mlを AminoLink固 定
化 キ ッ ト （ ピ ア ス 社 製 ） の カ ッ プ リ ン グ ゲ ル 1.5 mlに 加 え 、 以 下 キ ッ ト の 手 順 書 に 従 っ て
MTA固 定 化 ゲ ル を 含 む カ ラ ム を 調 製 し た 。 予 め 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） で 平 衡 化 し た
カ ラ ム に 、 前 述 の 免 疫 マ ウ ス の 血 清 を 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） で 3倍 に 薄 め た も の を
加 え た 。 同 緩 衝 液 で 十 分 に カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 、 6 mM塩 酸 で 抗 体 を 溶 出 さ せ て 、 0.1 Mリ
ン 酸 緩 衝 液 （ pH 8.0） に 対 し て 4 ℃ で 透 析 し 、 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 調 製
　 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に は イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 の Gatewayテ ク ノ ロ ジ ー を 利 用 し た 。 ヒ ト S
PDS遺 伝 子 を PCRで 増 幅 し 、 制 限 酵 素 サ イ ト SacIと NotIを 介 し て エ ン ト リ ー ベ ク タ ー pENTR1
1に 挿 入 し 、 エ ン ト リ ー ク ロ ー ン を 得 た 。 3× FLAGタ グ （ シ グ マ 社 製 ） と Gateway Vector C
onversion Systemの  Reading Frame Cassette Aを 連 結 し た 遺 伝 子 を PCRで 増 幅 し 、 NheIと
KpnIの 制 限 酵 素 サ イ ト を 介 し て pShuttleベ ク タ ー （ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） に 挿 入 し 、 デ ス テ
ィ ネ ー シ ョ ン ベ ク タ ー と し た 。 エ ン ト リ ー ク ロ ー ン と デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン ベ ク タ ー を Clon
ase存 在 下 混 合 し て attサ イ ト 間 の 部 位 特 異 的 組 み 換 え を 誘 導 す る こ と に よ り 、 N末 に ３ × F
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LAGタ グ を 繋 い だ ヒ ト SPDSの 発 現 ベ ク タ ー を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 ベ ク タ ー は EndoFree 
Plasmid Maxi kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン 2000（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） と 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 手 順 書 に
従 っ て HEK293細 胞 （ ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 社 よ り
入 手 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3日 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 回 収 し て 少 量 の TBS（ 0.15 M N
aClを 含 む 50mMト リ ス 緩 衝 液 （ pH7.4） ） に 懸 濁 さ せ 、 超 音 波 で 破 砕 し た 。 TBSで 平 衡 化 し
た 抗 FLAG抗 体 （ M2） ア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ シ グ マ 社 製 ） に 細 胞 破 砕 液 を 通 し 、 TBSで 十 分 に
洗 浄 し た 。 次 い で 、 0.1 mg/mlの ３ × FLAGペ プ チ ド （ シ グ マ 社 製 ） を 含 む TBSを カ ラ ム に 通
し て 溶 離 液 を 1 mlご と に 分 取 し た 。 各 画 分 1μ lの 活 性 を 後 述 の HTRF法 で 測 定 し て 活 性 の あ
る 画 分 を 混 合 し 、 1 mM DTT、 10 %グ リ セ ロ ー ル 、 0.05 mM dcSAMを 添 加 し て -80 ℃ で 保 存
し た 。 SDS-PAGEお よ び 抗 MTA抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 精 製 し た SPDSの
純 度 を 確 認 し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ELISA法 に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
　 上 述 の リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ト ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 緩 衝 液 C（ 0.1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン を 含 む 0.1Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） ） で 希 釈 し 、 96ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト
（ コ ー ニ ン グ 社 製 ） へ 50μ l添 加 し た 。 さ ら に 基 質 混 合 液 （ 0.4 mM ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 、
0.1 mM dcSAM、 1.3 mM プ ト レ シ ン 、 0.4 mM ア デ ニ ン 、 0.1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む
0.1Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） ） 50μ lを 加 え て 室 温 で 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 20 mM 
４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン （ 東 京 化 成 工 業 社 製 ） を 含 む 緩 衝 液 Cを 100μ l各 ウ ェ ル へ
添 加 し て 反 応 を 停 止 し た 。 反 応 液 10μ lを 、 上 述 の 抗 マ ウ ス IgG抗 体 を 固 相 化 し た マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト へ 移 し 、 緩 衝 液 Bで 50 ng/mlと し た HRP標 識 MTA 40μ lと 緩 衝 液 Bで 40 ng/
mlと し た MTA-7H８ モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体  50μ lを 加 え て 室 温 で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 各 ウ
ェ ル を 緩 衝 液 A 300μ lで 3回 洗 浄 し 、 TMB+ Substrate- Chromogen（ ダ コ 社 製 ） を 0.1 ml添
加 し て 室 温 で 30分 間 発 色 さ せ た 。 次 い で 、 1規 定 硫 酸 100μ lを 添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 142
0 ARVO SXマ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製 ） で 各 ウ ェ ル
の 450 nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 各 ウ ェ ル の MTA量 を 上 記 競 合 曲 線 よ り 算 出 し 、 酵 素
量 、 反 応 時 間 あ た り の MTA産 生 量 を 酵 素 活 性 と し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ 結 果 ） ELISAに よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 の 結 果 を 図 2に 示 す 。 ス ペ ル ミ ジ
ン シ ン タ ー ゼ の 濃 度 と 反 応 時 間 に 依 存 し て MTA産 生 量 は 増 加 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
ま た 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 既 知 阻 害 剤 で あ る ４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン を 酵
素 反 応 時 添 加 し た と き の 測 定 結 果 を 図 3に 示 す 。 ４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の 濃 度 に
依 存 し て MTAの 産 生 は 阻 害 さ れ 、 IC50値 は 文 献 値 1.7μ M（ Shirahata　 et al., Biochem. P
harma., 1991.） と 同 等 な 1.0μ Mで あ っ た 。 す な わ ち 、 本 法 で 検 出 さ れ る MTAは 、 ス ペ ル ミ
ジ ン シ ン タ ー ゼ に よ り プ ト レ シ ン が ス ペ ル ミ ジ ン に 変 換 さ れ た 結 果 を 反 映 し て お り 、 本 法
で ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン
タ ー ゼ の 阻 害 剤 の 探 索 を 実 施 す る 場 合 は 10%DMSOに 溶 解 し た 被 験 物 質 1μ lを 予 め プ レ ー ト
の ウ エ ル に 添 加 し て お き 、 上 記 の 反 応 を 行 っ た 。 本 法 に よ り MTA産 生 量 を 検 出 す る こ と に
よ っ て 被 験 物 質 の 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 HTRF法 に よ る ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
（ １ ） 新 規 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8の ユ ウ ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト 標 識
　 MTA-7H8モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 690μ g（ 4.6 nmol） を 0.1 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ pH8.0） 770 μ l
に 溶 か し 、 ク リ プ テ ー ト TBPモ ノ ス ベ レ ー ト （ CIS バ イ オ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ） 100μ
g（ 68 nmol） を 加 え て 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 液 に つ き 、 PBSで 平 衡 化 し た PD- 10（
ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム
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ク リ プ テ ー ト 標 識 MTA-7H8モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ２ ） MTAの  ク ロ ス リ ン ク ド ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ XL665） 標 識
　 XL665（ CIS バ イ オ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ） 7.7mg（ 74 nmol） を 0.1 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液
（ pH7.0） 1.1mlに 溶 か し 、 N- ス ク シ ン イ ミ ジ ル  3- (2- ピ リ ジ ル ジ チ オ ) プ ロ ピ オ ネ ー
ト （ SPDP、 ピ ア ス 社 製 ） 140μ g（ 443 nmol） を 添 加 し て 室 温 で 20分 間 反 応 さ せ 、 さ ら に 終
濃 度 10 mMの ジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 加 え て 10分 間 反 応 さ せ る こ と に よ り XL665に シ ス テ イ ン
基 を 導 入 し た 。 10 mM EDTA含 有 0.1 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ pH7.0） で 平 衡 化 し た PD-10（ ア マ
シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 反 応 液 を 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 XL665を 3
.4 mg（ 33 nmol） 含 む 画 分 1.3 mlへ 上 述 の マ レ イ ミ ド 化 MTA溶 液 を 660 nmol加 え て 4 ℃ で
一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 液 に 300μ g（ 2.4μ mol） の N-エ チ ル マ レ イ ミ ド を 加 え 、 室 温 で 10分
間 放 置 し た 後 、 0.1Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） で 平 衡 化 し た PD-10（ ア マ シ ャ ム フ ァ
ル マ シ ア バ イ オ テ ッ ク 社 製 ） に 通 し て 低 分 子 物 質 を 除 去 し 、 XL665標 識 MTAを 得 た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ ３ ） ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定
　 緩 衝 液 Cで 希 釈 し た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ を 384ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト （ 黒 色 、 コ ー
ニ ン グ 社 製 ） へ 10μ L添 加 し た 。 次 い で 、 上 記 基 質 混 合 液 10μ lを 加 え 、 室 温 で 反 応 さ せ た
。 30 mMの ４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン と 260 ng/ml の XL665標 識 MTAを 含 む 緩 衝 液 D（ 0
.5 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.6 Mフ ッ 化 カ リ ウ ム を 含 む 0.1 Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 pH7.4
） を 各 ウ ェ ル へ 20μ l添 加 し て 反 応 を 停 止 し た 。 さ ら に 、 緩 衝 液 Dで 288 ng/mlと し た ユ ウ
ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト 標 識 抗 MTA-7H8抗 体 を 各 ウ ェ ル へ 20μ l添 加 し 、 室 温 で 16時 間 反 応 さ
せ た 後 、 Rubystar (BMG Labtechnologis社 製 )で 各 ウ ェ ル の 蛍 光 測 定 し た 。 各 ウ ェ ル の MTA
量 を 標 準 曲 線 か ら 算 出 し 、 酵 素 量 、 反 応 時 間 あ た り の MTA産 生 量 を 酵 素 活 性 と し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ 結 果 ） HTRF法 に お け る 標 準 曲 線 を 図 4に 示 す 。 図 中 の 白 丸 は dcSAMに 対 す る 反 応 性 を 、 黒
丸 は MTAに 対 す る 反 応 性 を 示 す 。 MTAの IC50値 は 20 nMで ELISAと 比 べ る と 感 度 が 低 下 す る も
の の 高 感 度 を 維 持 し 、 尚 且 つ 、 基 質 dcSAMに 対 す る 交 差 反 応 は 0.02%以 下 と 極 め て 小 さ い た
め 、 本 法 に よ り ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 が 可 能 で あ っ た 。 HTRF法 に よ る ス ペ ル
ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活 性 測 定 の 結 果 を 図 5に 示 す 。 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 濃 度 と 反 応
時 間 に 依 存 し て MTA産 生 量 は 増 加 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 既 知 阻 害 剤 で あ る ４ -
メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン を 酵 素 反 応 時 添 加 し て 測 定 し た 結 果 を 図 6に 示 す 。 ４ -メ チ ル
シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の 濃 度 に 依 存 し て MTA産 生 は 阻 害 さ れ 、 IC50値 は 1.1μ Mで 、 ELISAの
結 果 と 同 等 の 値 を 示 し た 。 す な わ ち 、 本 法 で 検 出 さ れ る MTAは 、 ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ
に よ り プ ト レ シ ン が ス ペ ル ミ ジ ン に 変 換 さ れ た 結 果 を 反 映 し て お り 、 本 法 で ス ペ ル ミ ジ ン
シ ン タ ー ゼ の 活 性 を 測 定 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 阻 害 剤
の 探 索 を 実 施 す る 場 合 は 10%DMSOに 溶 解 し た 被 験 物 質 1μ lを 予 め プ レ ー ト の ウ エ ル に 添 加
し て お き 、 上 記 の 反 応 を 行 っ た 。 本 法 に よ り MTA産 生 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 被 験 物 質
の 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 SPA法 を 利 用 し た MTAの 定 量
（ １ ） MTAの 1 2 5 I標 識
　 放 射 性 ヨ ウ 素 [ 1 2 5 I] - ボ ル ト ン - ハ ン タ ー 試 薬 （ パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス
社 製 ） 9× 10 6  Bqに つ い て 溶 媒 を 減 圧 下 に 留 去 し 、 こ れ に 実 施 例 ２ に 従 っ て 合 成 し た 6-(3-
ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -5’ -デ オ キ シ -5’ -メ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン 13μ gを 含 む 20 %メ タ ノ ー ル 水
10μ l及 び 25 mmol/Lリ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ pH 7.1） 30μ lを 加 え て 4 ℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反
応 液 に つ き 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 装 置 ： 島 津 社 製 LC-6A、 カ ラ ム ：  YMC-Pack
 ODS-A 6.0 I.D.× 150 mm（ YMC社 製 ） 、 溶 離 液 ： A ; 10 %ア セ ト ニ ト リ ル ／ 0.1 %ト リ フ
ル オ ロ 酢 酸 、 B ; 60 %ア セ ト ニ ト リ ル ／ 0.1 %ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 A →  B、 リ ニ ア グ ラ デ
ィ エ ン ト （ 25 min） 、 流 速 ： 1 ml/min） を 行 っ て 16 分 付 近 に 溶 出 す る 1 2 5 I標 識 MTA（ 約 2.
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6× 10 6  Bq） を 分 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ ２ ） MTAの 定 量
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ IsoPlate-96、 白 色 、 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス
社 製 ） に 、 測 定 緩 衝 液 E（ 0.5 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 0.1Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ p
H7.4） ） で 20 mg/mlと し た 抗 マ ウ ス 抗 体 結 合 SPA PVTビ ー ズ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ
イ オ テ ッ ク 社 製 ） 50μ l、 MTA標 準 液 50μ l、 測 定 緩 衝 液 Eで 12,000 Bq/mlと し た 1 2 5 I標 識 MT
A 50μ lを 連 続 し て 添 加 し 、 最 後 に 1,000 ng/mlマ ウ ス ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を 含 む 測 定 緩 衝 液
E 50μ lを 添 加 し て 室 温 で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 各 ウ ェ ル の 放 射 能 を マ イ ク ロ プ レ ー
ト シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ （ Top Count NXT、 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 製
） で 測 定 し 、 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ 結 果 ） SPA法 で 得 ら れ た 標 準 曲 線 を 図 ７ に 示 す 。 MTAの IC50値 は 10μ Mと 上 述 の ELISAや HT
RF法 と 比 べ て 劣 る も の の 、 dcSAMと の 交 差 反 応 は 0.1%以 下 と 小 さ く 、 本 法 に よ り MTAの 定 量
が 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 法 を 利 用 す る こ と に よ り ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 活
性 が 測 定 で き る 。 ま た ス ペ ル ミ ジ ン シ ン タ ー ゼ の 阻 害 剤 の 探 索 を 実 施 す る 場 合 は 10%DMSO
に 溶 解 し た 被 験 物 質 1μ lを 予 め プ レ ー ト の ウ エ ル に 添 加 し て お き 、 上 記 の 反 応 を 行 っ た 。
本 法 に よ り MTA産 生 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 被 験 物 質 の 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8の MTAお よ び そ の 前 駆 体 dcSAMに 対 す る 反 応 性
を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の ELISAで SPDSの 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 Aは MTAの 標
準 曲 線 、 Bは 各 酵 素 量 で 反 応 し た 結 果 得 た ELISAの 測 定 値 を 標 識 MTAの 結 合 率 に 換 算 し て 表
し た グ ラ フ 、 Cは 、 各 酵 素 量 に お け る MTA産 生 量 を Aと Bの 結 果 を 基 に 算 出 し た 結 果 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の ELISAに よ り ４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の SPDSに 対 す る 阻 害 活 性 を
測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8の HTRF法 に お け る MTAお よ び そ の 前 駆 体 dcSAM
に 対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の HTRF法 で SPDSの 活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。 Aは MTAの 標
準 曲 線 、 Bは 各 酵 素 量 で 反 応 し た 結 果 得 た HTRF測 定 値 を 標 識 MTAの 結 合 率 に 換 算 し て 表 し た
グ ラ フ 、 Cは 各 酵 素 量 に お け る MTA産 生 量 を Aと Bの 結 果 を 基 に 算 出 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の HTRF法 に よ り ４ -メ チ ル シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン の SPDSに 対 す る 阻 害 活 性
を 測 定 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 MTA-7H8の SPA法 に お け る MTAお よ び そ の 前 駆 体 dcSAMに
対 す る 反 応 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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