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(57)【要約】
【課題】Ｔｒｉｇｇｅｒ　Ｆａｃｔｏｒ（略してＴＦ）に対する部分ペプチドを抗原とし
て取得したモノクローナル抗体を提供すること。またＴＦをアフィニティタグとしてＴＦ
融合タンパク質の検出、測定方法を開発すること。
【解決手段】大腸菌由来シャペロンの一種であるＴＦを認識する抗ＴＦモノクローナル抗
体、当該モノクローナル抗体を含有する測定試薬、当該モノクローナル抗体を使用するＴ
Ｆ、そのフラグメント又は分子内にＴＦもしくはそのフラグメントを含有するタンパク質
の測定方法、ＴＦ、そのフラグメント又は分子内にＴＦもしくはそのフラグメントを含有
するタンパク質の精製方法、当該モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トリガーファクターに反応することを特徴とする抗トリガーファクターモノクローナル
抗体。
【請求項２】
　配列表の配列番号１記載のアミノ酸配列を有するトリガーファクターと反応する請求項
１記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体。
【請求項３】
　抗トリガーファクターモノクローナル抗体が、寄託番号ＮＩＴＥ　ＢＰ－１０２８で表
わされるハイブリドーマより産生される請求項１記載の抗トリガーファクターモノクロー
ナル抗体。
【請求項４】
　被験試料中のトリガーファクターを測定する試薬において、請求項１記載の抗トリガー
ファクターモノクローナル抗体を含むトリガーファクター測定試薬。
【請求項５】
　請求項１記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体を使用する被験試料中のトリ
ガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガーファクターもしくはそのフラグ
メントを含有するタンパク質の測定方法。
【請求項６】
　被験試料が、培養細胞由来試料から選ばれる請求項５記載の測定方法。
【請求項７】
　請求項１記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体を産生する、寄託番号ＮＩＴ
Ｅ　ＢＰ－１０２８で表わされるハイブリドーマ。
【請求項８】
　以下の工程を包含するトリガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガーフ
ァクターもしくはそのフラグメントを含有するタンパク質の精製方法；
（ａ）トリガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガーファクターもしくは
そのフラグメントを含有するタンパク質を含有する試料を、請求項１に記載のモノクロー
ナル抗体と接触させる工程；
（ｂ）前記（ａ）の抗体から捕捉されたタンパク質を溶出させる工程。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トリガーファクターに対して特異性を有する抗トリガーファクターモノクロ
ーナル抗体及びその使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質の結晶構造解析あるいはプロテオーム解析などでは、タンパク質を大量に発
現・精製することが大変重要である。従来、このような目的には、目的のタンパク質にア
フィニティタグ（親和性物質）を付加し、この目的タンパク質を含む試料をアフィニティ
タグに親和性を有する担体に接触させて担体に目的タンパク質を吸着させ、さらに夾雑物
を洗浄、除去した担体から吸着物を脱離させることにより、目的タンパク質を濃縮、精製
する方法が知られている。
【０００３】
　トリガーファクター（以下、ＴＦと記載する）は、イン・ビトロでの大腸菌外膜タンパ
ク質のＯｍｐＡの前駆体であるｐｒｏＯｍｐＡの膜への輸送に必要な細胞質因子として発
見された因子である（非特許文献１）。また、分子量４８ｋＤａのＴＦをコードする遺伝
子としてｔｉｇ遺伝子がクローニングされている。アミノ酸配列の解析により、ＴＦはＦ
Ｋ５０６結合タンパク質（ＦＫＢＰ）ドメインを有し、ＦＫ５０６との結合活性とペプチ
ジル－プロリルイソメラーゼ（ＰＰＩａｓｅ）活性の発現に必要なすべてのアミノ酸が保
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存されていることが明らかにされている。
【０００４】
　ＴＦは、大腸菌リボソームの５０Ｓサブユニットに結合したＰＰＩａｓｅとしても同定
され、変異型ＲＮａｓｅＴ１のイン・ビトロでのリフォールディングにおけるプロリル異
性化反応を著しく促進することが報告されている（非特許文献２）。さらに、クロスリン
ク試薬を用いた実験により、ＴＦは大腸菌リボソーム上の新生ポリペプチド鎖と結合する
ことが見出されている
【０００５】
　ＰＰＩａｓｅはペプチド鎖中のプロリン残基に作用し、ペプチド結合に関する配置のシ
ス－トランス異性化を触媒する。この反応はタンパク質の折畳み過程の律速段階とされて
おり、ＰＰＩａｓｅファミリータンパク質の役割として、細胞内でのタンパク質折畳み、
リフォールディング、会合と解離、輸送などへの関与が考えられている。
【０００６】
　このようにＴＦは、分子量４８ｋＤａのタンパク質でリボソームに会合して存在し、タ
ンパク質の翻訳と共役しながら、新生ポリペプチドのフォールディングを促進すると考え
られている。このようなＴＦの性質を利用して、難溶性のタンパクの発現向上と可溶化を
目的とした融合型発現ベクターが開発されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】プロシーディングス　オブ　ナショナル　アカデミー　オブ　サイエン
ス（Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ　ＵＳＡ）、第８４巻、第５２１６－５２２０頁、１９８７年
【非特許文献２】エンボ　ジャーナル（ＥＭＢＯ　Ｊ）、第１４巻、第４９３９－４９４
８頁、１９９５年
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特許第４２４９８３２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　目的とするタンパク質を発現させるツールとして利用されるＴＦに関して、操作が簡便
で、精度、特異性、再現性に優れた検出手段及び精製手段の開発が望まれていた。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは鋭意努力を重ね、ＴＦと融合した目的タンパク質を特異的に検出可能な抗
ＴＦ抗体を作製した。すなわち、従来入手されていなかった、ＴＦを特異的に認識する抗
体の創成に成功し、当該モノクローナル抗体を使用することにより、従来の課題が解決さ
れること、すなわち当該モノクローナル抗体がＴＦを利用した目的タンパク質の調製に際
して、当該タンパク質の検出、定量、精製に有用であることを見出し、本発明を完成させ
た。
【００１１】
　本発明を概説すれば、本発明は、
［１］トリガーファクターに反応することを特徴とする抗トリガーファクターモノクロー
ナル抗体、
［２］配列表の配列番号１記載のアミノ酸配列を有するトリガーファクターと反応する［
１］記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体。
［３］抗トリガーファクターモノクローナル抗体が、寄託番号ＮＩＴＥ　ＢＰ－１０２８
で表わされるハイブリドーマより産生される［１］記載の抗トリガーファクターモノクロ
ーナル抗体、
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［４］被験試料中のトリガーファクターを測定する試薬において、［１］記載の抗トリガ
ーファクターモノクローナル抗体を含むトリガーファクター測定試薬、
［５］［１］記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体を使用する被験試料中のト
リガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガーファクターもしくはそのフラ
グメントを含有するタンパク質の測定方法、
［６］被験試料が、培養細胞由来試料から選ばれる［５］記載の測定方法
［７］［１］記載の抗トリガーファクターモノクローナル抗体を産生する、寄託番号ＮＩ
ＴＥ　ＢＰ－１０２８で表わされるハイブリドーマ、及び
［８］以下の工程を包含するトリガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガ
ーファクターもしくはそのフラグメントを含有するタンパク質の精製方法；
（ａ）トリガーファクター、そのフラグメント又は分子内にトリガーファクターもしくは
そのフラグメントを含有するタンパク質を含有する試料を、［１］に記載のモノクローナ
ル抗体と接触させる工程；
（ｂ）前記（ａ）の抗体から捕捉されたタンパク質を溶出させる工程、
に関する。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、操作が簡便で、かつ測定精度が高く、特異性並びに再現性にも優れた抗
ＴＦモノクローナル抗体が安定して提供される。
　本発明の試薬は、被験試料中のＴＦ又はＴＦを分子内に含有するタンパク質（例えばＴ
Ｆと他のタンパク質との融合タンパク質）を検出、定量することができ、さらにＴＦをタ
グとしたＴＦと他のタンパク質との融合タンパク質の精製に利用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、ウェスタンブロッティング解析を示す図である。
【図２】図２は、免疫沈降解析を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　「トリガーファクター」（ＴＦ）は、大腸菌外膜タンパク質のＯｍｐＡの前駆体である
ｐｒｏＯｍｐＡの膜への輸送に必要な細胞質因子として発見された因子である。
【００１５】
　本発明において「ＴＦを分子内に含有するタンパク質」とは、分子内にＴＦ又はその一
部（フラグメント）のアミノ酸配列を含有するタンパク質を意味する。特に限定するもの
ではないが、例えば、目的の任意のタンパク質とＴＦ又はそのフラグメントとの融合タン
パク質（以下ＴＦ融合タンパク質と記載する）が例示される。本発明に使用されるＴＦ融
合タンパク質は、ＴＦ又はそのフラグメントが目的のタンパク質のＮ末端、Ｃ末端のどち
らかに結合している融合タンパク質、両方に結合している融合タンパク質の両方が含まれ
る。さらに、本発明に使用されるＴＦ融合タンパク質は、別のタグ配列を含有していても
よい。
【００１６】
　本発明において「モノクローナル抗体」とは、単一クローンの抗体生産細胞が分泌する
抗体を意味し、単クローン（性）抗体ともいう。特定の抗原決定基を認識する抗体であり
、アミノ酸配列の一次構造が均一である。本発明のモノクローナル抗体は、細胞融合法に
より調製されるハイブリドーマが産生する抗体に加えて、抗体産生細胞のｍＲＮＡ等を用
いて遺伝子工学的に作製された抗体も含まれる。
【００１７】
　（１）本発明の抗ＴＦモノクローナル抗体
　本発明は抗ＴＦモノクローナル抗体を提供する。本発明の抗体は、ＴＦ融合タンパク質
であっても目的のタンパク質に阻害されることなく、簡便で、かつ測定精度が高く、特異
性並びに再現性よくＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を検出することができる。例えば、ウェ
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スタンブロッティング解析に使用することができる。本発明の抗ＴＦモノクローナル抗体
として、ＴＦのアミノ酸配列ＴＩＤＦＴＧＳＶＤＧＥＥＦＥＣ（配列番号１）の配列をエ
ピトープとして特異的に認識する抗体が例示される。
【００１８】
　また、本発明の抗体にペプシン、パパイン等のタンパク質分解酵素を作用させ、抗体の
Ｆｃ部分を除去して得られる、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ等のフラグメントも本
発明で使用する抗体に含まれる。
【００１９】
　さらに、得られたモノクローナル抗体を基に、遺伝子工学的に製造される組換え抗体や
、定常領域を他の抗体の定常領域に置換したキメラ抗体であっても良い。このような抗体
は、二重特異性抗体（二価抗体）、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ３、Ｄｉａｂｏｄｙ、Ｔｒｉａｂｏ
ｄｙ、Ｔｅｔｒａｂｏｄｙ、Ｍｉｎｉｂｏｄｙ、Ｂｉｓ－ｓｃＦｖ、（ｓｃＦｖ）２－Ｆ
ｃ、ｉｎｔａｃｔ－ＩｇＧが例示され、Ｈｏｌｌｉｇｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ、第２３巻、第９号、ｐ．１１２６－３６（２００５）に詳述される。
【００２０】
　本発明のモノクローナル抗体は、いわゆる細胞融合法によって作製されたハイブリドー
マを使用して製造され得る。前記ハイブリドーマは、抗体産生細胞の集団と骨髄腫細胞と
融合ハイブリドーマを形成させ、該ハイブリドーマをクローン化し、ＴＦを認識する抗体
を産生するクローンを取捨選択し、さらに本発明の目的に好適なクローンを選別すること
によって初めて樹立される。
　抗体産生細胞には、ＴＦ又はその一部によって免疫された動物の脾細胞、リンパ節細胞
、Ｂリンパ球等が利用できる。免疫させる動物としては、マウス、ラット、モルモット、
ハムスター、ウマ、ヤギ、ウサギ等が挙げられる。免疫原として用いる前記ＴＦは、ＴＦ
をコードする遺伝子を使用して遺伝子工学的に組換えタンパク質として調製することがで
きる。また、人工的にＴＦ又はその一部のポリペプチドを合成して調製することができる
。かくして得られたＴＦ又はその一部を、そのまま単独で動物の免疫に使用する。また、
例えばＫＬＨ（Ｋｅｙｈｏｌｅ　Ｌｉｍｐｅｔ　Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ）に代表されるキ
ャリアタンパクと結合後、又はＰＶＰ（ポリビニルピロリドン）と混合後、フロイントの
アジュバントと混合し、動物の免疫に使用する。あるいはＴＦ又はその一部を直接フロイ
ントのアジュバントと混合し、動物の免疫に使用する。免疫は動物の皮下、筋肉内あるい
は腹腔内に１回に２０～２００μｇの抗原－アジュバント混合物を投与することにより行
われる。例えば、抗原－アジュバント混合物を２～３週間に１回の間隔で３～７回投与す
ることにより、最終免疫より約３～５日後、免疫動物の脾臓から抗体産生細胞を分取する
ことができる。また、抗原－アジュバント混合物を１回投与し、約２～３週間後に免疫動
物のリンパ節から抗体産生細胞を分取することができる。
【００２１】
　骨髄腫細胞としてはマウス、ラット、ヒト等由来のものが使用される。細胞融合は例え
ばＧ．ケラー（Ｇ．Ｋｅｈｌｅｒ）、ネーチャー（Ｎａｔｕｒｅ）第２５６巻、第４９５
頁（１９７５）に記載の方法、又はこれに準ずる方法により行われる。この際、３０～５
０％ポリエチレングリコール（分子量１０００～６０００）を用い、抗体産生細胞と骨髄
腫細胞とを３０～４０℃の温度下、約１～３分間程度反応させる。細胞融合により得られ
たハイブリドーマはスクリーニングに付される。例えば、抗原としてＴＦを用いた酵素抗
体法（ＥＩＡ）等により前記配列表の配列番号１で表されるアミノ酸配列を含むＴＦと反
応する抗体を生産するハイブリドーマのスクリーニングが行われる。得られた抗体産生ハ
イブリドーマは、例えば限界希釈法によりクローン化される。得られたクローンは、次い
で目的とする高感度、高特異性のモノクローナル抗体を産生するクローンを選択するため
、例えば酵素抗体法等によるスクリーニングに供される。
　こうして選ばれたクローンは、例えばあらかじめプリスタン（２，６，１０，１４－テ
トラメチルペンタデカン）やＦＩＡ（Ｆｒｅｕｎｄ　ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　ａｄｊｕｖ
ａｎｔ）を投与したＢＡＬＢ／ｃマウスの腹腔内へ移植し、１０～１４日後にモノクロー
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ナル抗体を高濃度に含む腹水を採取する。この腹水からのモノクローナル抗体の回収は、
イムノグロブリンの精製法として従来既知の硫安分画法、ポリエチレングリコール分画法
、イオン交換クロマトグラフ法、ゲルクロマトグラフ法、アフィニティークロマトグラフ
法等を応用することで達成される。
【００２２】
　例えば、本発明の一態様として、ＴＦモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ細胞ＴＦ
－Ｃ５７ＺＺ　１９－７Ｆにより産生されるモノクローナル抗体ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９
－７Ｆが挙げられる。ハイブリドーマ細胞ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－７Ｆは、平成２３年
１月７日（原寄託日）より独立行政法人製品評価技術基盤機構特許微生物寄託センター（
千葉県木更津市かずさ鎌足２丁目５番地８（郵便番号２９２－０８１８））にＮＩＴＥ　
ＢＰ－１０２８として寄託されている。
【００２３】
　本発明は前記の抗体を産生する細胞、すなわち本発明のモノクローナル抗体ＴＦ－Ｃ５
７ＺＺ　１９－７Ｆを産生するハイブリドーマ細胞ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－７Ｆを包含
する。
【００２４】
（２）本発明のＴＦ測定試薬及び測定方法
　本発明のＴＦ測定試薬は、被験試料中のＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を測定可能な試薬
であって、前記（１）記載の抗ＴＦモノクローナル抗体を含むことを特徴とする。本発明
の測定試薬は、菌体培養物などの被験試料中のＴＦ又は分子内にＴＦ又はＴＦのフラグメ
ントを含有する融合タンパク質を、簡便、精度、特異性並びに再現性よく定量することが
できる。
【００２５】
　本発明の一態様として、本発明はさらにハイブリドーマ細胞ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－
７Ｆより産生されるモノクローナル抗体ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－７Ｆを含むＴＦ測定試
薬である。
【００２６】
　本発明の測定試薬が測定対象とする被験試料には特に限定はなく、例えば培養細胞由来
試料（微生物培養物、細胞培養物、微生物、細胞、これらの抽出物及び培養上清等）が挙
げられる。前記微生物には特に限定はなく、例えば大腸菌、枯草菌、酵母などが挙げられ
る。前記細胞にも特に限定はなく、例えばヒト、マウス、ラットなどの哺乳動物細胞、昆
虫細胞などが挙げられる。
【００２７】
　本発明の測定試薬に使用されるモノクローナル抗体は、特に限定されるものではないが
、放射性同位元素、ハプテン、酵素、蛍光物質、発光物質、タンパク質などを用いて標識
化できる。放射性同位元素としては、特に限定されるものではないが、例えば［１２５Ｉ
］、［１３１Ｉ］、［３Ｈ］、［１４Ｃ］などが好ましい。ハプテンとしてはジゴキシゲ
ニンが例示される。酵素としては、特に限定されるものではないが、安定で比活性の大き
なものが好ましく、例えばβ－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、アルカリフォス
ファターゼ、ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）、リンゴ酸脱水素酵素などが挙げられる。蛍光
物質としては、特に限定されるものではないが、例えばフルオレスカミン、フルオレッセ
インイソチオシアネートなどが挙げられる。発光物質としては、特に限定されるものでは
ないが、例えばルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニンなどが挙げら
れる。さらに、ビオチンのような化合物を用いることができる。
【００２８】
　本発明の測定試薬に使用されるモノクローナル抗体は、固定化用担体に固定化して固相
抗体とすることができる。固相抗体は、ビーズ、マイクロタイタープレート、試験管、ニ
トロセルロース膜、ナイロン膜等の担体表面に、当業者には公知の方法によって、ＴＦを
認識する本発明の抗体を結合させることによって調製される。また、固相抗体を調製する
ための抗体、担体及び固相化に必要な試薬を、固定化する前の段階で提供しても良い。前
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記目的に使用される抗体も、本発明の固相抗体に含まれる。
【００２９】
　本発明の測定試薬の態様としては、本発明の一態様のモノクローナル抗体に加えて、様
々な試薬、材料、器具等を適宜含有させることができる。本発明の測定試薬を構成するモ
ノクローナル抗体を吸着させるための吸着プレートを含んでいてもよい。また、標識した
抗体を検出するための試薬、使用する際にコントロールとなる試薬を含んでいてもよい。
【００３０】
（３）本発明のＴＦ又はＴＦ融合タンパク質の精製方法
　本発明のＴＦ又はＴＦ融合タンパク質の精製方法は、前記（１）に記載の抗ＴＦモノク
ローナル抗体を使用し、ＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を捕捉することを特徴とする方法で
あり、抗ＴＦモノクローナル抗体とＴＦ又はＴＦ融合タンパク質との特異的な結合を利用
することを特徴とする。当該方法では、試料中のＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を抗ＴＦモ
ノクローナル抗体に捕捉させ、捕捉されなかった夾雑物を抗ＴＦモノクローナル抗体と分
離した後、抗ＴＦモノクローナル抗体からＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を遊離させる。夾
雑物と抗ＴＦモノクローナル抗体との分離には、例えば固定化プロテインＡ、固定化二次
抗体、ビオチン修飾と固定化アビジンの組合せ、といった公知の抗体分離方法を使用する
ことができる。
本発明のＴＦ又はＴＦ融合タンパク質の精製方法には固定化用担体に固定化した抗ＴＦモ
ノクローナル抗体を使用することができる。本態様は、例えば以下の工程を包含する。
（ａ）ＴＦ、そのフラグメント又は分子内にＴＦもしくはそのフラグメントを含有するタ
ンパク質を含有する試料を、固定化用担体に固定化した前記（１）に記載のモノクローナ
ル抗体と接触させる工程；
（ｂ）前記（ａ）の固定化担体から捕捉されたタンパク質を溶出させる工程。
【００３１】
　工程（ａ）において、固定化用担体への抗体の固定化手段としては、（Ｉ）疎水性相互
作用や静電相互作用にもとづく吸着による固定化、（ＩＩ）予め捕捉部に導入した、抗体
と反応性を有する官能基との化学結合による固定化、（ＩＩＩ）予め捕捉部に導入した、
抗体と特異的に結合する物質との相互作用による固定化、などを利用することができる。
【００３２】
　（ＩＩ）に記述の官能基としては、アルデヒド基、アミノ基、カルボキシル基、ヒドラ
ジド基、カルボジイミド基、エポキシ基、チオール基、ヒドロキシル基、各種の無水環、
マレイミドなどを好適に用いることができ、アルデヒド基、アミノ基、カルボキシル基が
より好ましい。官能基の導入には、プラズマ処理、コロナ放電処理、紫外線照射、火炎処
理、薬剤処理、表面グラフト重合、カップリング剤処理、官能基を有する物質のコーティ
ングなどの手段を用いることができる。
【００３３】
　（ＩＩＩ）に記述の、抗体と特異的に結合する物質としては、プロテインＡ、プロテイ
ンＧ、プロテインＬ、固定化したい抗体に対する抗体（二次抗体）、アビジン及びその誘
導体、ビオチン及びその誘導体、各種金属イオンなどを用いることができる。ただし、ア
ビジン、ビオチン及びそれらの誘導体を用いる場合には、抗体にそれぞれビオチンあるい
はアビジンを導入しておく必要がある。プロテインＡ、プロテインＧ、プロテインＬによ
る抗体の固定化は、抗原との結合能を阻害しにくいため、特に好ましく用いることができ
る。
【００３４】
　固定化用担体は、被験試料中に含まれるＴＦ又はＴＦ融合タンパク質の捕捉効率を高め
るため、被験試料と接触する面積を可能な限り大きくすることが好ましい。この観点から
、固定化担体は、微小な粒子又は多孔体などであることが好ましい。前記粒子としてはガ
ラス、各種プラスチック、ゲル状物質、金属、セラミック粉末などが利用可能であり、そ
の好ましい粒径は、直径が０．００１～１０００μｍ、より好ましくは０．０１～５００
μｍ、さらに好ましくは０．０１～１００μｍであり、特に好ましくは０．１～１００μ
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ｍである。多孔体としては多孔質ポリマー、多孔質ガラス、多孔質プラスチック、多孔質
セラミック、金属の焼結体などが利用可能であり、その好ましい孔径は、０．００１～１
０００μｍ、より好ましくは０．０１～５００μｍ、さらに好ましくは０．０１～１００
μｍであり、特に好ましくは０．１～１００μｍである。
【００３５】
　抗体が固定化された担体（以下固定化抗体と記載する）は、カラムなどに充填されてい
てもよい。この場合、ＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を含有する試料との接触は、試料をカ
ラムにアプライし、重力又は送液装置により試料をカラムに通すことにより実施される。
【００３６】
　また、固定化抗体とＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を含有する試料との接触は、固定化抗
体をＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を含有する試料中に懸濁、分散させることにより実施す
ることができる。この場合、固定化抗体を添加した試料を振とう又は撹拌し、その後遠心
分離、ろ過又は静置することにより固定化抗体を回収することができる。
【００３７】
　ＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を含有する試料を、固定化抗体と接触させた後、固定化抗
体を洗浄することができる。ＴＦ又はＴＦ融合タンパク質が結合する固定化抗体を洗浄す
ることにより、ＴＦ又はＴＦ融合タンパク質の精製純度を向上させることができる。
【００３８】
　工程（ｂ）において、固定化抗体からＴＦ又はＴＦ融合タンパク質を溶出（離脱）させ
る手段としては、ｐＨ変化、塩濃度の変化、各種有機溶剤、界面活性剤による溶出などの
一般的な方法が利用可能である。
【実施例】
【００３９】
　以下に、本発明を実施例により更に具体的に説明するが、本発明は以下の実施例の範囲
のみに限定されるものではない。
【００４０】
　実施例１　抗体の作製と選抜
（１）抗原免疫・細胞融合
　免疫原として大腸菌ＴＦの部分アミノ酸配列からなるペプチドであるＴＦ－１（配列番
号１）、ＴＦ－２（配列番号２）、ＴＦ－３（配列番号３）を化学的に合成し、それぞれ
１ｍｇ／ｍＬ調製し、そのうち０．２ｍＬと１０ｍｇのＫＬＨ（Ｔｈｅｒｍｏ社製）０．
１ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬの架橋剤ＢＳ３（Ｔｈｅｒｍｏ社製）５０μＬを混合し、室温で
４５分反応後、１Ｍグリシン緩衝液（ｐＨ８．０）を添加し、それぞれ架橋抗原を調製し
た。１ｍｇ／ｍＬの架橋抗原を等量ずつ混合し０．３ｍＬの混合抗原溶液とした。混合抗
原溶液をＣ５７ＢＬ６マウス３匹に１００μｇ／ｓｈｏｔ／ｂｏｄｙの投与量で、初回免
疫ではフロイント完全アジュバントとエマルジョンを形成させてから腹腔投与し、２週間
後、眼窩静脈血清中のＴＦに対する抗体価の上昇を確認した上で、すべての個体に最終追
加免疫を実施した。この最終免疫３日後に、３匹のマウスのリンパ節を摘出し、無血清培
地で分散・洗浄しリンパ節細胞とした。このリンパ節細胞を細胞融合用ミエローマ（Ｐ３
Ｕ１）と５：１（リンパ節細胞：ミエローマ）の割合で混合した後に遠心分離に供し、上
清を除いて細胞混合物（ペレット）を得た。この細胞混合物に適温に保温した５０％ＰＥ
Ｇ溶液１ｍＬを一定速度で、軽い振とうを加えながら添加して混合し、合計３ｍＬの容量
となるまで５０％ＰＥＧ溶液を加えた。そのあとは、無血清培地７ｍＬを同様に一定速度
で加え、この操作で細胞融合を実施した。
　上記操作により多数の融合細胞を取得した。この幅広い母集団より抗原に特異的な抗体
をスクリーニングした。
【００４１】
（２）ＨＡＴ選択
　融合細胞のスクリーニングには、クローニング培地（三光純薬社製）にＨＡＴ（Ｈ：ヒ
ポキサンチン、Ａ：アミノプテリン、Ｔ：チミジン）を加えたものを用意し、融合日の翌
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日から３回の培地交換をこのＨＡＴ培地で行った。この培地交換操作で、成長してきた細
胞は、脾臓由来のｄｅ　ｎｏｖｏ合成系を持ちかつ不死化した融合細胞であった。
【００４２】
（３）スクリーニング
　ｐＣｏｌｄ（登録商標）ＴＦ（タカラバイオ社製）ベクターにＲ３遺伝子（ＤＤＢＪ　
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＡＢ１５９７８５）を導入したプラスミド、ｐＣｏｌｄ（登
録商標）ＴＦ－Ｒ３を構築し、ｐＣｏｌｄ（登録商標）ＴＦベクターの使用説明書に従っ
てＴＦとＲ３からなる融合タンパク質のサンプルを調製した（以下、ＴＦ－Ｒ３タンパク
質と記載）。このＴＦ－Ｒ３タンパク質を２μｇ／ｍＬ　リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ
）の濃度で調製し、５０μＬ／ウェルで、イムノプレート（ナルジェヌンク社製）上に添
加して、４℃で一晩放置して物理吸着させた。翌日、ＴＦ－Ｒ３タンパク質溶液を捨てて
、２５％ブロッカーカゼイン（ピアス社製）を２００μＬ／ウェルになるように加えて、
室温（２０～３０℃）で一晩放置して、ブロッキング操作を行った。その後、ブロッキン
グ溶液を捨て、上記（２）で得られた融合細胞の培養上清（原液使用）を、ナンバリング
した上でイムノプレートに投入し、一次反応を室温（２０～３０℃）で１時間行った。０
．１％　Ｔｗｅｅｎを含むＰＢＳで反応が終了した各ウェルを３回洗浄し、ペーパータオ
ルで充分に液を切った。検出には、抗マウスＩｇＧラットモノクローナル抗体カクテル－
ペルオキシダーゼ標識抗体（タカラバイオ社製）を使用した。前記抗体を１０００倍希釈
、５０μＬ／ウェルで添加し、室温（２０～３０℃）で１時間反応を行った。その後、標
識抗体液を捨て、ウェルをＰＢＳで４回洗浄した。ペーパータオルで、洗浄液を充分に除
き、ペルオキシダーゼ基質であるＴＭＢＺ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジ
ン）溶液（ＢｉｏＦＸ社製）を５０μＬ／ウェルで投入し、室温で１５～３０分発色させ
、等量の１Ｎ　硫酸を加えて反応を停止させた後、肉眼及びプレートリーダーで陽性株を
確認し、ＴＦに特異的に反応する株の選抜を試みた。
（４）陽性株選抜とクローニング、株樹立
　（３）に示す厳格なスクリーニングの結果、ＴＦに特異的に反応する株は、試験したウ
ェルに含まれる１０，０００以上のコロニー（株）中わずかに３株であった。この３株を
用い、直ちに限界希釈法によりクローニングを行った。クローニングされた抗ＴＦ抗体産
生ハイブリドーマ種類について、それぞれクローンを各２種（本株・亜株）確保した。
【００４３】
（５）ペプチド競合阻害試験
　（３）のスクリーニングで得られた陽性の３株について、各陽性株の抗体が（１）の各
ペプチドを認識するか否かペプチド競合阻害試験を行った。ＴＦ－Ｒ３タンパク質を２μ
ｇ／ｍＬ　ＰＢＳの濃度で調製し、５０μＬ／ウェルで、イムノプレート上に添加して、
４℃で一晩放置して物理吸着させた。翌日、ＴＦ－Ｒ３タンパク質溶液を捨てて、２５％
ブロッカーカゼイン（Ｔｈｅｒｍｏ社製）を２００μＬ／ウェルになるように加えて、室
温（２０～３０℃）で一晩放置して、ブロッキング操作を行い、ブロッキング溶液を捨て
た。上記（３）で得られた融合細胞の培養上清５０μＬに（１）の各ペプチドの溶液１０
μＬ（１ｍｇ／ｍＬ）を添加して、室温で３０分間プレインキュベートした。該溶液をブ
ロッキング済みのプレートに５０μＬ／ウェル添加して、室温で１時間反応させた。その
後２次抗体反応として、抗マウスＩｇＧラットモノクローナルをＰＢＳで１０００倍希釈
して５０μＬ／ウェルずつ添加して、１時間反応させた。各ウェル内をＰＢＳで３回洗浄
後、ペーパータオルで、洗浄液を充分に除き、ペルオキシダーゼ基質であるＴＭＢＺ溶液
を５０μＬ／ウェルで投入し、室温で１５～３０分発色させ、等量の１Ｎ　硫酸を加えて
反応を停止させた後、肉眼及びプレートリーダーで陽性株を確認した。
【００４４】
（６）陽性株選抜とクローニング、株樹立
　（５）に示すペプチド競合阻害試験の結果、３株中わずか１株のみＴＦ－１ペプチドに
よって抗体とＴＦ－Ｒ３タンパク質との反応が阻害された。このことから、前記の細胞株
（ハイブリドーマクローン）はＴＦ－１ペプチドを認識する抗体を産生していると判断さ
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れた。
【００４５】
（７）マウス腹水採取
　上記（５）で選抜された特異性の高い前記ハイブリドーマクローンは、本株・亜株とも
に凍結細胞としてマスター細胞を保管した。この操作とほぼ並行しながら、本株を複数の
ｓｃｉｄ（Ｔ、Ｂ細胞欠損型）マウスの腹腔内で大量培養し、腹水として粗精製抗体を得
た。腹水は、１個体あたりおよそ３～５ｍＬであった。
【００４６】
（８）抗体精製
　得られた腹水は、５０％飽和硫安塩析・透析を行い、その画分をＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ　
カラムに供した。平衡化緩衝液は、３Ｍ　ＮａＣｌ、１．５Ｍ　ｇｌｙｃｉｎ－ＮａＯＨ
緩衝液（ｐＨ８．９）の高塩濃度のものを調製し、どのサブクラスのＩｇＧであっても良
好に結合する条件を採用した。平衡化緩衝液で２倍希釈した腹水硫安塩析画分を腹水液量
とほぼ等量の容積のＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ樹脂にアプライし、波長２８０ｎｍの吸光度がほ
ぼゼロになるまで平衡化緩衝液でカラムを洗った。その後、クエン酸緩衝液（ｐＨ４．０
）とクエン酸緩衝液（ｐＨ３．０）の２段階で溶出を行った。溶出画分は、ただちに１Ｍ
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ９．０）で中和し、硫安塩析もしくは、遠心限外ろ過濃
縮を行った。最終抗体は、ＰＢＳで透析し、０．２２μｍフィルターろ過により無菌化し
た。抗体の純度は、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（還元加熱条件）により分析し、Ｈ鎖とＬ鎖
以外のものがない良好な純度の抗体であることを確認した。
【００４７】
　実施例２　ウェスタンブロッティング
　実施例１－（８）で調製した本発明に係るモノクローナル抗体（以下、ＴＦ－Ｃ５７Ｚ
Ｚ　１９－７Ｆと記載）を酵素標識してウェスタンブロッティングを行った。実施例１－
（３）で使用したＴＦ－Ｒ３タンパク質（サンプル３）と同様にｐＣｏｌｄ（登録商標）
ＴＦベクターにＭａｚＦ遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＣ＿０
００９１３．２）を導入したｐＣｏｌｄ（登録商標）ＴＦ－ＭａｚＦを構築し、ＴＦとＭ
ａｚＦ融合タンパク質サンプル（サンプル２）を調製した。同様に対照として、ｐＣｏｌ
ｄ（登録商標）ＰｒｏＳ２（タカラバイオ社製）ベクターに、ヒトＯｃｔ４遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００２７０１．４）を導入したｐＣｏｌ
ｄ（登録商標）ＰｒｏＳ２－Ｏｃｔ４を構築し、プロテインＳとヒトＯｃｔ４の融合タン
パク質サンプル（サンプル１）を調製した。これらのタンパク質サンプル２μＬをＢｉｓ
－Ｔｒｉｓゲル（ＮｕＰＡＧＥ、１０％Ｂｉｓ、インビトロジェン社製）にアプライし、
電気泳動後ＰＶＤＦ膜（ＩＰＶＨ０００　１０、ミリポア社製）にトランスファーした。
このＰＶＤＦ膜を、５０％ブロッカーカゼインを含むＰＢＳ中で振とう後、１μｇ／ｍＬ
のＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９Ａ抗体、２５％ブロッカーカゼインを含むＰＢＳ中で振とうし
て反応させた。さらに二次抗体としてＰＯＤ標識した抗マウスＩｇＧラットモノクローナ
ル抗体を反応させた。０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳで洗浄後、検出はＨＲＰ基質
であるＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｆｅｍｔｏ　ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ社製）を
使用して発色させた。Ｂｉｓ－ＴｒｉｓゲルのＣＢＢ（Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　Ｂｒｉｌｌ
ｉａｎｔ　Ｂｌｕｅ）染色と、ＰＶＤＦ膜のＰＯＤ標識抗体の発色結果を図１に示す。図
１中のＭは分子量マーカーを示す。
【００４８】
　図１に示すように、ＴＦ融合タンパク質であるサンプル２及び３にのみ７０ｋＤａ付近
に目的のバンドが検出された。これにより本発明の抗体がＴＦのみに有意に反応している
ことがわかった。
【００４９】
　実施例３　免疫沈降
　本発明の抗体（ＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－７Ｆ）は、ＴＦ融合タンパクを含むタンパク
粗抽出液中でも目的のタンパク質を捕捉できることを確認するために、免疫沈降試験を行
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った。本試験では、実施例２で調製したＴＦ－ＭａｚＦ精製タンパク質、ならびにＴＦ融
合タンパク質ではない組換えタンパク質を発現する大腸菌の破砕液を用いた。
　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｓｈｅｅｐ　Ａｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＩｇＧ（ＶＥＲＩＴＡＳ社製
、Ｃａｔ．Ｎｏ．１１２．０２Ｄ）１００μＬに本発明の抗体の実施例１－（４）で調製
したハイブリドーマの培養上清液１ｍＬを混合し、４℃、１時間で転倒混和して抗体をビ
ーズに結合させた。抗体と結合したビーズをＰＢＳで洗浄する操作を３回繰り返し、抗体
ビーズ液を調製した。ここでサンプルとして１：大腸菌破砕液（フィルター滅菌済み）、
２：ＴＦ－ＭａｚＦ精製タンパク質、３：大腸菌破砕液（フィルター滅菌済み）＋ＴＦ－
ＭａｚＦ精製タンパク質、４：３の試料を抗体ビーズ液に添加して、４℃、１時間転倒混
和した後に上清とビーズに分離した上清、５：４の操作後のビーズ、の１～５の計５種類
を調製し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び実施例２と同様にウェスタンブロッティングを行った。
【００５０】
　図２に示すように、サンプル５において目的のＴＦ－ＭａｚＦが７０ｋＤａ付近に検出
されていることより、ビーズと結合したＴＦ－Ｃ５７ＺＺ　１９－７ＦはＴＦを捕捉可能
であることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【００５１】
以上の結果は、本発明のＴＦ抗体は、ＴＦを特異的に高感度で測定し、性能的にも安定で
あることを示している。
【配列表フリーテキスト】
【００５２】
SEQ ID NO:1 ; amino acid sequence of Trigger Factor polypeptide 1 (TF-1)
SEQ ID NO:2 ; amino acid sequence of Trigger Factor polypeptide 2 (TF-2)
SEQ ID NO:3 ; amino acid sequence of Trigger Factor polypeptide 3 (TF-3)

【図１】

【図２】
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