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本发明已成功取得一种与非活性型肾素相

比，对活性型肾素显示更高的反应性的抗体。本

发明成功开发出一种通过使用该抗体，即使在肾

素抑制剂的存在下，测定值仍与肾素活性显示强

相关性的免疫学测定方法。
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1.一种抗体，其与非活性型肾素相比，对活性型肾素显示更高的反应性。

2.如权利要求1的抗体，其与包含序列编号：1所记载的氨基酸序列的第30位至第86位

的氨基酸序列的肽结合。

3.一种使用抗体来测定试样中的肾素浓度的方法，其中，该抗体为如权利要求1或2的

抗体。

4.一种试剂盒，其为用于如权利要求3的方法的试剂盒，其至少包含如权利要求1或2的

抗体。

5.一种药剂，其为用来检测试样中的肾素的药剂，其包含如权利要求1或2的抗体。
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肾素浓度的免疫学测定方法

技术领域

[0001] 本发明是有关于一种对活性型肾素显示特异性的抗体、利用该抗体的肾素浓度的

免疫学测定方法、包含该抗体的药剂、及包含该药剂的试剂盒。

背景技术

[0002] 肾素是一种经由肾素-血管紧张素-醛固酮系统来进行血压调节的蛋白质，其活性

在高血压或原发性醛固酮增多症等的诊断中为重要的指标。

[0003] 因此，用来测定肾素活性或肾素浓度的方法的开发持续进行，目前在日本，检测利

用血浆中的肾素使血管紧张素原分解所生成的血管紧张素-I的肾素活性测定方法已成主

流(非专利文献1)。然而，此方法有肾素活性需取决于血浆中的血管紧张素原的浓度的问

题。

[0004] 另一方面，作为不受血管紧张素原浓度的影响的方法，亦有人利用检测活性型肾

素的方法。活性型的成熟肾素是由肾素原(prorenin)所生成；而肾素原存在有封闭结构(日

语：クローズ構造)与开放结构(日语：オープン構造)此2种方式，其中开放结构为活性型。

因此，在活性型肾素的测定中，亦有人开发出能以免疫学方式测定成熟肾素与开放结构肾

素原此两者的方法(非专利文献1)。

[0005] 然而，此等使用于免疫学手法的抗体，甚而连因与肾素抑制剂结合而呈非活性化

的成熟肾素或肾素原皆可识别(非专利文献2、3)，因此，在测定给药肾素抑制剂的患者的活

性型肾素时，有测得的肾素浓度与肾素活性不显示相关性的问题。

[现有技术文献]

[非专利文献]

[0006] [非专利文献1]Campbell  DJ  et  al.Clin  Chem.2009May；55(5):867-77

[非专利文献2]Campbell  DJ.Hypertension.2008Jan；51(1):15-8

[非专利文献3]Derkx  FH.Clin  Chem.1996Jul；42(7):1051-63

发明内容

发明所要解决的技术问题

[0007] 本发明鉴于此种情况而完成，其目的在于提供一种方法，其为以免疫学方式测定

肾素浓度的方法，即使在肾素抑制剂的存在下，测得的肾素浓度仍与肾素活性显示相关性。

又，本发明亦以提供一种用于该测定的活性型肾素特异性抗体、包含该活性型肾素特异性

抗体的药剂、及包含该药剂的试剂盒为目的。

用于解决问题的技术方案

[0008] 本案发明人等为解决前述课题，而建构出以免疫学方式测定肾素抑制剂存在下的

肾素浓度的系统，并针对选出的抗体，利用该系统来评定添加肾素抑制剂时的肾素浓度的

测定值与肾素活性的关系。其结果，终于由所评定的多个抗体中成功鉴定出在肾素抑制剂

存在下测定出的肾素浓度与肾素活性极相关的多个抗体。
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[0009] 所鉴定的抗体不仅在添加肾素抑制剂之一的阿利吉仑(Aliskiren)时，在添加其

他的肾素抑制剂-肾素抑制剂III或VTP-27999时，测得的肾素浓度亦与肾素活性显示强相

关性。此事实意味着：取得的抗体对未与肾素抑制剂结合而具有活性的肾素显示高反应性，

另一方面对结合肾素抑制剂而呈非活性的肾素的反应性大幅降低。又，显示此种反应性的

抗体可识别肾素上的共同的表位。

[0010] 另外，就市售的抗体，如以往报导所述，对结合肾素抑制剂而呈非活性的肾素亦显

示高反应性，而完全未看出测得的肾素浓度与肾素活性的相关性。

[0011] 如此，本申请的发明人等于世界上首次成功开发出一种无论有无肾素抑制剂存

在，对活性型肾素皆显示特异反应性的抗体，并成功利用该抗体，建构出测得的肾素浓度与

肾素活性显示强相关性的免疫学测定方法，终至完成本发明。

[0012] 亦即，本发明是有关于一种对活性型肾素显示特异性的抗体、利用该抗体的肾素

浓度的免疫学测定方法、包含该抗体的药剂、及包含该药剂的试剂盒，更详细而言，提供以

下方案：

[0013] [1]一种抗体，其与非活性型肾素相比，对活性型肾素显示更高的反应性。

[0014] [2]如[1]的抗体，其与包含序列编号：1所记载的氨基酸序列的第30位至第86位的

氨基酸序列的肽结合。

[0015] [3]一种使用抗体来测定试样中的肾素浓度的方法，其中，该抗体为如[1]或[2]的

抗体。

[0016] [4]一种试剂盒，其为用于如[3]的方法的试剂盒，其至少包含如[1]或[2]的抗体。

[0017] [5]一种药剂，其为用来检测试样中的肾素的药剂，其包含如[1]或[2]的抗体。

发明的效果

[0018] 根据本发明，在肾素抑制剂的存在下，亦可与在其未存在下同样地获得与肾素活

性有关的肾素浓度的测定值。因此，对于给药肾素抑制剂的患者亦可进行确实的诊断。又，

本发明的方法也没有像以血管紧张素原的由肾素所分解的产物的血管紧张素-I为指标的

肾素活性的测定方法般，测定值会受到血浆中的血管紧张素原浓度的影响的问题。因此，本

发明在原发性醛固酮增多症等与肾素活性有关的疾病的诊断等中极为有用。

附图说明

[0019] 图1为表示利用SDS-PAGE分析来检测重组肾素原及重组成熟肾素的结果的照片。

图2为表示制作的各抗成熟肾素抗体对成熟肾素及肾素原的反应性的图。

图3为表示各市售抗体对成熟肾素及肾素原的反应性的图。

图4为表示根据使用市售抗体12-12与11-6的组合的夹心ELISA(Sandwich  ELISA,夹心

酶联免疫吸附法)的添加阿利吉仑时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。直方图表示肾

素活性，折线图表示肾素浓度。图中的横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾

素浓度(右)而表示。

图5为表示根据使用本公司抗体RREN33H11与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的添加

阿利吉仑时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。直方图表示肾素活性，折线图表示肾素

浓度。图中的横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图6为表示各本公司抗体及各市售抗体在添加阿利吉仑时及未添加时对成熟肾素的反
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应性的图。

图7为表示根据使用本公司抗体rREN-I-115与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的添

加阿利吉仑时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。于上图，直方图表示肾素活性，折线图

表示肾素浓度。图中的横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而

表示。于下图，图中的横轴取相对肾素活性、纵轴取肾素浓度(Abs.450nm)而表示。

图8为表示根据使用本公司抗体RREN63A8与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的添加

阿利吉仑时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。作为阴性对照组，是使用市售抗体12-12

与11-6的组合。直方图表示肾素活性，折线图表示肾素浓度。图中的横轴取阿利吉仑浓度、

纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图9为表示根据使用市售抗体12-12与11-6的组合的夹心ELISA的添加肾素抑制剂III

时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。直方图表示肾素活性，折线图表示肾素浓度。图中

的横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图10为表示根据使用本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11与RREN21E10-19的组合的

夹心ELISA的添加肾素抑制剂III时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。作为阴性对照

组，使用市售抗体12-12与11-6的组合。直方图表示肾素活性，折线图表示肾素浓度。图中的

横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图11为表示根据使用本公司抗体rREN-I-115与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA，来

测定添加阿利吉仑时及未添加时对肾素原的反应性的结果的图。图中的横轴取添加的肾素

原浓度、纵轴取测得的肾素原浓度(Abs.450nm)而表示。

图12为表示使用于表位分析的肾素片段的图。

图13为表示利用蛋白质印迹法来鉴定本公司抗体RREN63A8的表位的结果的照片。

图14为表示本公司抗体(rREN-d-104-1、rREN-I-115、RREN63A8)的竞争性抑制实验的

结果的图。

图15为表示根据使用本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11与RREN21E10-19的组合的

夹心ELISA的添加VTP-27999时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。作为阴性对照组，使

用市售抗体12-12与11-6的组合。直方图表示肾素活性，折线图表示肾素浓度。图中的横轴

取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图16为表示根据使用本公司抗体rREN-d-104-1与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的

添加阿利吉仑时的肾素浓度与肾素活性的相关性的图。直方图表示肾素活性，折线图表示

肾素浓度。图中的横轴取阿利吉仑浓度、纵轴取相对肾素活性(左)与肾素浓度(右)而表示。

图17为表示根据使用本公司抗体的组合、或市售抗体的组合的夹心ELISA，来检测添加

阿利吉仑时及未添加时对人类血浆所含的成熟肾素的反应性的结果的图。

具体实施方式

[0020] 本发明提供一种与非活性型肾素相比、对活性型肾素显示更高的反应性的抗体

(以下称为“本发明的活性型肾素特异性抗体”)。又，本发明提供一种使用抗体来测定试样

中的肾素浓度的方法，其中该抗体为本发明的活性型肾素特异性抗体。

[0021] 本发明中所称“肾素”，是指成熟肾素及作为其前体的肾素原。肾素原是包含封闭

结构肾素原与开放结构肾素原。其中，成熟肾素及开放结构肾素原原本即具有将血管紧张
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素原分解而生成血管紧张素-I的活性，封闭结构肾素原则原本不具有此活性。然而，结合肾

素抑制剂时，成熟肾素及开放结构肾素原会成为非活性。从而，本发明中的“活性型肾素”是

包含：上述肾素当中，未结合肾素抑制剂的成熟肾素及开放结构肾素原；“非活性型肾素”则

包含：上述肾素当中，原本不具有活性的封闭结构肾素原、以及结合肾素抑制剂而呈非活性

的成熟肾素及开放结构肾素原。

[0022] 作为本发明中的“肾素抑制剂”，可举出例如阿利吉仑、肾素抑制剂III或者VTP-

27999；只要可结合于肾素而抑制其活性，则非限于此等。此外，阿利吉仑(Aliskiren)是作

为高血压治疗药(商品名Rasilez)，由Novartis  Pharmaceuticals公司于市面贩卖。又，肾

素抑制剂III(Renin  Inhibitor  III)为具有人类肾素抑制活性的肽(Wood  J .et 

al.Hypertension.7,797(1985))，由KareBay  Biochem公司于市面贩卖。又，VTP-27999为由

Vitae  Pharmaceuticals公司所开发的具有人肾素抑制活性的烷胺化合物(Lanqi  Jia  et 

al.ACS  Med .Chem.Lett.2,747(2011))，由Chemscene公司于市面贩卖。在本发明的活性型

肾素特异性抗体对肾素的反应性的评定中，亦可利用此等市售品。

[0023] 本发明的活性型肾素特异性抗体，只要与非活性型肾素相比，对活性型肾素显示

更高的反应性，则不特别限制。所称“与非活性型肾素相比，对活性型肾素显示更高的反应

性”，是指至少与非活性型成熟肾素相比，对活性型成熟肾素显示更高的反应性的意思。较

佳的是，进一步意指与非活性型肾素原相比，对活性型肾素原显示更高的反应性的意思。

[0024] 此处所称“更高的反应性”，是指较佳为1.5倍以上，更佳为2倍以上(例如3倍以上、

4倍以上、5倍以上)的反应性。对非活性型成熟肾素及活性型成熟肾素的反应性可例如以依

循本实施例6所记载的方法(成熟肾素浓度100ng/ml)所测得的450nm的吸光值为基准来评

定。又，对非活性型肾素原及活性型肾素原的反应性可例如以依循本实施例11所记载的方

法(肾素原浓度100ng/ml)所测得的450nm的吸光值为基准来评定。

[0025] 就本发明的活性型肾素特异性抗体的特佳方式，为与包含序列编号：1所记载的氨

基酸序列的第30位至第86位的氨基酸序列的肽结合的抗体(于人类成熟肾素的氨基酸序列

的第30位至第86位的氨基酸序列具有表位的抗体)。该抗体更佳为不与包含序列编号：1所

记载的氨基酸序列的第58位至第170位的氨基酸序列的肽结合的抗体。作为具体的抗体，可

举出本实施例所记载的“RREN63A8”、“rREN-I-115”、及“rREN-d-104-1”。“RREN63A8”及

“rREN-I-115”，与结合肾素抑制剂的成熟肾素相比，对未结合肾素抑制剂的成熟肾素分别

显示约2倍及约5倍的反应性(图6)。“rREN-I-115”，进而与结合肾素抑制剂的肾素原相比，

对未结合肾素抑制剂的肾素原显示约2倍的反应性(图11)。“rREN-d-104-1”对活性型成熟

肾素显示与“rREN-I-115”同等的特异性(图17)。因此，利用此等抗体所测得的肾素浓度，可

与肾素活性显示较强的相关性(图7、8、10、15、16)。又，由于可识别与“RREN63A8”、“rREN-I-

115”、或者“rREN-d-104-1”相同的表位的其他抗体亦可认为具有同样的特性，故于本发明

中有用。

[0026] 就使用于本发明的测定的“试样”，只要为可存在肾素的试样则不特别限制。以测

定与肾素活性的异常有关的疾病的诊断基础的肾素浓度为目的，一般是使用血液检体。血

液检体较佳为血清或血浆。

[0027] 作为使用本发明的活性型肾素特异性抗体而以免疫学方式测定肾素浓度的方法，

可举出例如使用放射性同位素作为标记的RIA法(放射免疫测定方法)、使用化学发光性化
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合物作为标记的CLIA法(化学发光免疫测定方法)、使用酶作为标记的CLEIA法(化学发光酶

免疫测定方法)或EIA法(酶免疫测定方法)、乳胶凝聚法、免疫色谱法等，但不限于此等。免

疫学测定可为非竞争性测定方法或竞争性测定方法。

[0028] 在免疫学手法中所使用的抗体可为例如IgG、IgM、IgA、IgD、IgE、IgY等任一种同种

型。此类抗体又可为多克隆抗体或单克隆抗体(例如嵌合抗体、人源化抗体、人抗体)、这些

的抗体片段。抗体片段可举出例如F(ab')2、Fab'、Fab、Fv、单链抗体、双价抗体等，但不限定

于此等。抗体较佳为单克隆抗体。单克隆抗体可使用利用杂交瘤法或重组DNA法等周知的方

法制成。

[0029] 在用于本发明的单克隆抗体的制作中，是如本实施例所记载，首先，制作针对成熟

肾素的单克隆抗体，选出对成熟肾素具有高反应性、对肾素原的反应性较低的单克隆抗体。

其次，只要从选出的单克隆抗体当中选出无论有无肾素抑制剂存在，测定值皆与肾素活性

显示相关性的抗体即可。又，一旦获得本发明的活性型肾素特异性抗体时，亦可确定其表

位，利用包含该表位的肽作为抗原，来有效地获得目标的活性型肾素特异性抗体。

[0030] 作为杂交瘤法，代表性者可举出科勒及米尔斯坦的方法(Kohler&Milstein ,

Nature,256:495(1975))。使用于此方法中的细胞融合步骤的抗体产生细胞为以抗原(靶蛋

白质、其部分肽、或表达此等物质的细胞等)进行免疫的动物(例如小鼠、大鼠、仓鼠、兔子、

猿猴、山羊、绵羊、驴子、骆驼、羊驼、鸡)的脾脏细胞、淋巴节细胞、末梢血白血球等。亦可使

用使抗原在培养基中对从未经免疫的动物中预先分离出来的上述的细胞或淋巴球等进行

作用而得到的抗体产生细胞。作为骨髓瘤细胞，可使用周知的各种细胞株。抗体产生细胞及

骨髓瘤细胞，只要这些可融合，则亦可为源于不同动物物种，较佳为源于同一动物物种。就

杂交瘤而言，例如，通过由以抗原进行免疫的小鼠所得的脾脏细胞与小鼠骨髓瘤细胞之间

的细胞融合而产生，再利用其后的筛选，可获得可产生对靶蛋白具有特异性的单克隆抗体

的杂交瘤。针对靶蛋白的单克隆抗体可利用培养杂交瘤，此外从给药杂交瘤的哺乳动物的

腹水中取得。

[0031] 重组DNA法是一种将编码上述抗体的DNA从杂交瘤或B细胞等进行克隆，重组到适

当的载体，并将其导入宿主细胞(例如哺乳类细胞株、大肠菌、酵母细胞、昆虫细胞、植物细

胞等)，而使其产生重组抗体的手法(例如P.J.Delves ,Antibody  Production:Essential 

Techniques,1997WILEY；P.Shepherd  and  C.Dean  Monoclonal  Antibodies,2000OXFORD 

UNIVERSITY  PRESS；Vandamme  A.M.et  al.,Eur.J.Biochem.192:767-775(1990))。在编码

抗体的DNA的表达中，可将编码重链或轻链的DNA各自载入表达载体而转化宿主细胞，也可

将编码重链及轻链的DNA载入单一表达载体而转化宿主细胞(参照WO94/11523号公报)。重

组抗体可通过培养上述宿主细胞并从宿主细胞内或培养液中分离、纯化，而以实质上为单

纯且均匀的方式取得。抗体的分离、纯化可使用一般多肽的纯化所使用的方法。只要利用转

基因动物制作技术，来制作重组有抗体基因的转基因动物(牛、山羊、绵羊或猪等)，亦可由

该转基因动物的乳汁中大量地取得源自抗体基因的单克隆抗体。

[0032] 作为使用于本发明的测定的活性型肾素特异性抗体，可使用结合有标记物质的抗

体。作为标记物质，只要是可使其结合于抗体而检测出来者则不特别限制，可举出例如125I

等的放射性同位素、碱性磷酸酶(ALP)、辣根过氧化酶(HRP)、β-半乳糖苷酶(β-gal)等的酶、

异硫氰酸荧光素(FITC)或罗丹明异硫氰酸盐(RITC)等的荧光色素、别藻蓝蛋白(APC)或藻
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红素(R-PE)等的荧光蛋白质、抗生物素蛋白、生物素、乳胶、金粒子等。

[0033] 使用酶作为标记物质时，就底物而言，可利用添加发色底物、荧光底物、或者化学

发光底物等，而根据底物来进行各种检测。

[0034] 除使用结合有标记物质的活性型肾素特异性抗体来直接检测肾素的方法以外，亦

可利用：未将标记物质结合于本发明的活性型肾素特异性抗体，而是利用结合有标记物质

的二抗等来间接地检测的方法。此处所称“二抗”，是指对本发明的活性型肾素特异性抗体

显示反应性的抗体。例如，以小鼠抗体形式调制本发明的活性型肾素特异性抗体时，作为二

抗可使用抗小鼠IgG抗体。对于源自兔子、山羊、小鼠等各种生物物种的抗体，可使用的标记

二抗是于市面贩卖，可依据本发明的活性型肾素特异性抗体所来源的生物物种，选择适当

的二抗使用。亦可使用结合有标记物质的蛋白G或蛋白A等来替代二抗。

[0035] 本发明的活性型肾素特异性抗体与标记物质的结合亦可利用生物素-抗生物素蛋

白系统。于方法中，例如使本发明的活性型肾素特异性抗体进行生物素化，并使经抗生物素

蛋白化的标记物质与其作用，利用生物素与抗生物素蛋白的相互作用，而使标记物质结合

于本发明的活性型肾素特异性抗体上。

[0036] 就用于本发明的免疫学测定方法的检测原理而言，基于可建构高灵敏度的检测系

统的观点，较佳为夹心法。于夹心法中，是以经固相化的捕捉用抗体捕捉检测对象物质，使

其识别为结合有标记物质的检测用抗体，洗涤后，依据标记物质的种类进行检测。作为固

相，可使用例如磁性粒子或乳胶粒子等粒子、塑料板等平板、或者硝基纤维素等纤维状物

质。

[0037] 捕捉用抗体可直接固定于固相，亦可间接地固定于其上。举例而言，利用将结合于

捕捉用抗体的物质固定于固相，并使捕捉用抗体结合于该物质，可将捕捉用抗体间接地固

定于固相。作为结合于捕捉用抗体的物质，可举出例如上述的二抗、蛋白G、蛋白A等，但不限

于此等。又，捕捉用抗体经生物素化时，可利用经抗生物素蛋白化的固相。

[0038] 于本发明中，可将活性型肾素特异性抗体作为捕捉用抗体使用，亦可将其作为检

测用抗体(标记抗体)使用。从而，利用夹心法时，不一定需要标记本发明的活性型肾素特异

性抗体，也可标记另一抗体。另一抗体，可以是至少对未结合肾素抑制剂的成熟肾素显示反

应性者，则亦可为对结合肾素抑制剂的成熟肾素显示反应性者。再者，亦可对肾素原显示反

应性。例如，较佳使用：无论有无肾素抑制剂存在，对所有的肾素皆显示高反应性的抗体(本

实施例的RREN21E10-19等)、或对肾素原的反应性虽不高，但无论有无肾素抑制剂存在，对

成熟肾素皆显示高反应性的抗体(本实施例的11-6等)(图3、6)。就夹心法而言，例如较佳为

属CLIA法的一方式的夹心CLIA法、属于CLEIA法的一方式的夹心CLEIA法、属于RIA法的一方

式的IRMA法(免疫放射定量法)。

[0039] 由所得测定值确定肾素浓度时，一般可利用与各浓度的标准肾素试剂的测定值比

较来进行。此时，例如，可利用探讨实际的测定值定位于基于标准肾素试剂的测定值所作成

的标准曲线上的哪一个位置，来求出试样中的肾素浓度。

[0040] 根据本发明所测得的试样中的肾素浓度，与试样中的肾素活性显示相关性。从而，

本发明的方法可利用于与肾素活性的异常有关的疾病的诊断(罹患或其风险的评定)。此处

“与肾素活性的异常有关的疾病”是意指包含起因于肾素活性的异常的疾病及因疾病的发

病而使肾素活性变为异常的疾病此两者。与肾素活性的异常有关的疾病中，作为肾素活性
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显示高值的疾病，可举出例如恶性高血压、嗜铬细胞瘤、原发性选择性低醛固酮症、肾血管

性高血压、肾实质性高血压、慢性心衰竭、肾病综合症、肝硬化、脱水、Addison病、Bartter综

合症、Gitelman综合症、产肾素肿瘤、高肾素性原发性高血压等；作为肾素活性显示低值的

疾病，可举出例如原发性醛固酮增多症、低肾素性原发性高血压、间质性肾炎、糖尿病肾病、

肾盂肾炎、11β-水解酶缺乏症、17α-水解酶缺乏症、AME综合症、DOC产生肿瘤、Liddle综合

症、假多醛固酮症、先天性肾上腺酶缺乏症、低肾素性选择性低醛固酮症、醣皮质素反应性

多醛固酮症、特发性多醛固酮症等。

[0041] 又，本发明是提供一种药剂，其为用来检测试样中的肾素的药剂，其是包含本发明

的活性型肾素特异性抗体。本发明的药剂所含的活性型肾素特异性抗体是如上述，可为结

合有标记物质者。本发明的药剂中，除抗体成分外，亦可视需求包含杀菌水、生理盐水、缓冲

剂、保存剂等其他的成分。

[0042] 再者，本发明是提供一种用于上述本发明的方法的试剂盒。本发明的试剂盒是至

少包含本发明的活性型肾素特异性抗体作为抗体标准品，惟可进一步组合标准肾素试剂

(各浓度)、对照试剂、试样的稀释液、稀释用匣体、洗涤液等。利用酶标记时，可包含标记的

检测所需的底物或反应停止液等。以夹心法为检测原理时，可包含例如经固相化的肾素捕

捉用抗体或者固定有结合于肾素捕捉用抗体的物质的固相。又，未标记一次抗体时，例如，

可使对结合于该一次抗体进行标记的物质包含于试剂盒中。又，本发明的活性型肾素特异

性抗体生物素化时，例如，可使经抗生物素蛋白化的标记物质包含于试剂盒中。本发明的试

剂盒可进一步包含该试剂盒的使用说明书。

[0043] 本发明的药剂或试剂盒可例如作为体外诊断用医药品，而利用于与上述肾素活性

的异常有关的疾病的诊断基础的肾素浓度的测定。

[实施例]

[0044] 以下，基于实施例对本发明更具体地加以说明，惟本发明不限定于以下实施例。

[0045] [实施例1]重组成熟肾素的调制

(1)重组肾素原的纯化

将His标签标记肾素原表达CHO细胞，使用高密度培养用单元AD1000在无血清培养基BD 

select(BD  Biosciences)中培养1周。回收培养上清液，以4℃、1000rpm、10分进行离心，回

收上清液。将上清液通入His标签纯化用的亲和柱(Talon  Metal  Affinity  Resin

(Clontech))中。以磷酸缓冲生理盐水(PBS)洗涤后，以150mM咪唑溶液使其洗脱，每次1mL地

回收洗脱液达10级分(fraction)。对回收的级分实施SDS-PAGE分析，确认肾素原洗脱后，汇

集全部的级分，以PBS实施透析一夜。翌日，回收透析后的溶液，使用超滤柱(Amicon  Ultra 

10K)进行浓缩，回收肾素原溶液。

[0046] (2)重组成熟肾素的纯化

对(1)中经纯化的重组肾素原，以重量比1:50的方式添加胰蛋白酶(Sequencing  grade 

modified  Trypsin ,Promega)溶液(0.1mg/mL ,50mM  Acetate)，于4℃使其反应1小时，以

15000rpm,RT,5分钟进行离心，并回收上清液。对回收的上清液，以20mM  Tris-HCl(pH7.0)

溶液利用凝胶渗透色谱法(柱：Superdex75  10/300)进行纯化。利用SDS-PAGE进行级分分

析，回收包含成熟肾素的级分。对回收的溶液，以PBS进行透析一夜。翌日，回收透析后的溶

液，使用超滤柱(Amicon  Ultra  10K)进行浓缩。

说　明　书 7/14 页

9

CN 110114676 A

9



[0047] (3)重组肾素原及重组成熟肾素的SDS-PAGE分析

对调整为20μg/mL的重组成熟肾素溶液及重组肾素原溶液添加等量的包含100mM  DTT

的2×SDS-PAGE  sample  buffer(2×Laemmli  sample  buffer,BioRad)，以95℃,5分钟进行

变性。将制备的试样以10μL/lane添加于SDS-PAGE用的预制胶(Mini-PROTEAN  PGX  Precast 

Gel  4-20％)。将胶装设于电泳裝置，以恒定、200V进行电泳24分钟。将胶以超纯水洗涤后，

添加GelCode  Blue  Safe  Proteinstain(Thermo  Scientific)于室温进行染色2小时左右。

以超纯水使经染色的胶脫色，并加以拍摄。其结果，確认重组肾素原及重组成熟肾素经纯化

(图1)。

[0048] [实施例2]成熟肾素特异性抗体的取得

(1)小鼠免疫

对7-8周大BALB/c小鼠及ICR小鼠(母)给药50μg/body的重组成熟肾素与弗氏完全佐剂

的等量乳液至腹腔。此后每隔2周，给药50μg/body的重组成熟肾素与弗氏不完全佐剂的等

量乳液至腹腔2-5次直到確认抗体效价上升为止。

[0049] (2)抗成熟肾素抗体产生杂交瘤的制作

对确认抗体效价充分上升的小鼠给药50μg/body的重组成熟肾素溶液至腹腔。3-4日后

摘出小鼠脾脏，使用脾脏细胞、此前以RPMI1640所培养的骨髓瘤细胞P3U1与PEG来实施融

合。将融合后经7-14日后的培养上清液添加于抗小鼠免疫球蛋白抗体经固相化且经洗涤的

试验板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次后，添加市售的以生物素化试剂(Sulfo-NHS-LC 

biotin,Thermo  Scientific)进行生物素化的重组肾素溶液(1μg/mL)或者生物素化肾素原

溶液，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次后，添加POD标记的链霉亲和素溶液，进行三次反应。

以PBS-T洗涤3次后，添加ABTS或者TMB，进行发色反应。添加1.5M草酸水溶液或者0.5M  H2SO4

而停止发色反应，测定405nm或者450nm的吸光度。选择对肾素的反应较高的殖株，经过利用

有限稀释的克隆而确立单克隆抗体产生杂交瘤。

[0050] (3)抗成熟肾素抗体的纯化

将杂交瘤在无血清培养基中培养约1-2周，回收其培养上清液。将培养上清液通入

Protein  G柱中，使抗体与其结合。使用PBS洗涤后，以洗脱液(0.2M  Glycine-HCl,pH2.5)使

抗体洗脱，添加中和液(1M  Tris-HCl,pH9.0)加以中和。对抗体溶液以PBS进行透析一夜，以

超滤柱进行浓缩。

[0051] (4)对生物素化成熟肾素及生物素化肾素原的反应性的探讨

将以PBS稀释的2μg/mL的抗小鼠免疫球蛋白抗体溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次后，将1％BSA-PBS添加于化验平板，进行封闭。以PBS-T洗涤3次后，添加以1％

BSA-PBS稀释的抗成熟肾素抗体溶液，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次后，添加以1％BSA-

PBS稀释的1μg/mL的生物素化肾素及生物素化肾素原，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次后，

添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记的链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次后，

添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。其结果，多

个殖株对生物素化成熟肾素显示高特异性(图2)。

[0052] [实施例3]市售抗体的反应性探讨

将以PBS稀释的2μg/mL的抗小鼠免疫球蛋白抗体溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次后，将1％BSA-PBE添加于化验平板，进行封闭。以PBS-T洗涤3次后，添加以1％
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BSA-PBS稀释的1μg/mL的各市售抗体及本公司抗体，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次后，添

加以1％BSA-PBS稀释的1μg/mL的生物素化肾素及生物素化肾素原，进行二次反应。以PBS-T

洗涤3次后，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记的链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T

洗涤3次后，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

其结果，市售抗体11-6对成熟肾素显示高特异性(图3)。

[0053] [实施例4]根据使用市售抗体的组合的夹心ELISA的添加阿利吉仑时的肾素浓度

的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的市售抗体12-12添加于化验平板，进行固相化。以PBS-T洗涤3

次，将1％BSA-PBE添加于化验平板，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的1μg/mL的重

组成熟肾素溶液与200,40,8,1.6,0.32ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加于化验

平板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记市售抗体11-6

添加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉

亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停

止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0054] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与阿利吉仑溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正

液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0055] 其结果，就市售抗体12-12与11-6的组合夹心ELISA，添加阿利吉仑时肾素浓度与

肾素活性未显示相关性(图4)。

[0056] [实施例5]根据使用本公司抗体RREN33H11与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的

添加阿利吉仑时的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体RREN33H11溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的1μg/mL的重组

成熟肾素溶液与200,40,8,1.6,0.32ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加于化验平

板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记RREN21E10-19添

加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉亲

和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止

发色反应，测定450nm的吸光度。

[0057] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与阿利吉仑溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正

液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0058] 其结果，就以对成熟肾素的特异性为指标而确立的本公司抗体RREN33H11与

RREN21E10-19的组合夹心ELISA，添加阿利吉仑时肾素浓度与肾素活性亦未显示相关性(图
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5)。

[0059] [实施例6]添加阿利吉仑时的利用生物素化肾素捕捉能力的筛选法的确立及活性

型肾素特异性抗体的取得

(1)阿利吉仑添加时的生物素化肾素捕捉能力的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的抗肾素抗体溶液添加于化验平板，进行固相化。以PBS-T洗涤3

次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，添加以PBS稀释的1μg/mL的生物素化成熟

肾素溶液与200ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和者，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，添

加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉亲和素溶液，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加

TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0060] 其结果，利用测定添加阿利吉仑时的生物素化成熟肾素捕捉能力，可建构出以阿

利吉仑存在时对成熟肾素的反应性为指针的筛选系统。又，可获得添加阿利吉仑时对成熟

肾素的反应性显著减少的殖株(图6)。

[0061] [实施例7]根据使用本公司抗体rREN-I-115与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA

的添加阿利吉仑时的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体rREN-I-115溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的1μg/mL的重组

成熟肾素溶液与200,40,8,1.6,0.32ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加于化验平

板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记RREN21E10-19添

加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉亲

和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止

发色反应，测定450nm的吸光度。

[0062] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与阿利吉仑溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正

液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0063] 其结果，就以阿利吉仑存在下对成熟肾素的反应性为指标而选出的本公司抗体

rREN-I-115与RREN21E10-19的组合夹心ELISA，肾素浓度与肾素活性显示强相关性(图7)。

[0064] [实施例8]根据使用本公司抗体RREN63A8与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA的

添加阿利吉仑时的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体RREN63A8溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的1μg/mL的重组

成熟肾素溶液与200,40,8,1.6,0.32ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加于化验平

板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记RREN21E10-19添

加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉亲

和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止

发色反应，测定450nm的吸光度。
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[0065] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与阿利吉仑溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正

液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0066] 其结果，与rREN-I-115相同，就使用以阿利吉仑存在时对成熟肾素的反应性为指

标而选出的殖株RREN63A8所组成的夹心ELISA，肾素浓度与肾素活性显示相关性(图8)。

[0067] [实施例9]根据使用市售抗体12-12与11-6的组合的夹心ELISA的添加肾素抑制剂

III时的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的市售抗体12-12添加于化验平板，进行固相化。以PBS-T洗涤3

次，将1％BSA-PBE添加于化验平板，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的200ng/mL的

重组成熟肾素溶液与2000,400,80,16,3.2ng/mL的肾素抑制剂III溶液各以等量混和后添

加于化验平板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记市售

抗体11-6添加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD

标记链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M 

H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0068] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与肾素抑制剂III溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度

校正液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0069] 其结果，市售抗体的组合，在添加肾素抑制肽时亦未显示肾素浓度与肾素活性的

相关性(图9)。

[0070] [实施例10]根据使用本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11与RREN21E10-19的组

合的夹心ELISA的添加肾素抑制剂III时的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11溶液添加于化验平板，

进行固相化。以PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释

的200ng/mL的重组成熟肾素溶液与2000,400,80,16,3.2ng/mL的肾素抑制剂III溶液各以

等量混和后添加于化验平板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物

素化标记RREN21E10-19添加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-

PBS稀释的POD标记链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反

应。添加0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0071] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板。接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)，进一步添加将20μL的重组成熟肾素

溶液与肾素抑制剂III溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度

校正液。于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。
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[0072] 其结果，与添加阿利吉仑时相同，RREN33H11的组合未显示与肾素活性的相关性；

而rREN-I-115的组合则显示与肾素活性的强相关性(图10)。

[0073] [实施例11]根据使用本公司抗体rREN-I-115与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA

的添加阿利吉仑时的肾素原浓度的测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11溶液添加于化验平板，

进行固相化。以PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释

的200,50,8,0.4ng/mL的重组肾素原溶液与10μg/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加

于化验平板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记

RREN21E10-19添加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的

POD标记链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加

0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0074] 其结果，就使用rREN-I-115与RREN21E10-19的组合的夹心ELISA，确认亦未测得与

阿利吉仑结合的肾素原(图11)。

[0075] [实施例12]表位的鉴定

(1)肾素切断片段的制作

将全长的肾素基因序列适当地片段化(图中的A,B,C,D,E,A3,A13,A23)，制成末端附加

有限制酶切位点的肾素片段序列(图12)。对GST表达载体，使用限制酶导入此等肾素片段序

列，制成GST融合于N末端的肾素切断片段表达载体。将制作的表达载体进行基因导入至大

肠菌DH5α，来进行质粒的扩增。将所得质粒导入于大肠菌BL21，以LB培养基振荡培养一夜。

其后，将菌液以LB培养基稀释10倍，振荡培养1小时。以1mM  IPTG进行表达诱导，进一步振荡

培养3小时。以15000rpm、室温、1分钟进行离心并回收菌体。对菌体添加300μL的含有0.01％

Tween  20的PBS，将悬浮液进行超音波震碎15分钟。将超音波震碎液以15000rpm、室温、10分

钟进行离心并回收上清液，而调成切断片段液。

[0076] (2)利用蛋白质印迹法的表位鉴定

对切断片段液添加半量的3×SDS-PAGE试样缓冲液，于96℃进行加热变性5分钟。将调

制的试样以7.5μL(25μL  culture的量)添加于SDS-PAGE用胶(Mini  PROTEAN  TGX  Precast 

Gel,4-20％,Bio  rad)，以恒定200V进行电泳30分钟。将SDS-PAGE用胶使用i-Blot(Thermo 

scientific)转印于PVDF膜，将此PVDF膜浸渍于含有1％脱脂乳的PBS来进行封闭。将PVDF膜

浸渍于包含1μg/mL的RREN63A8及抗GST抗体(GST2-1)的含有1％脱脂乳的PBS并进行振荡，

来进行一次反应。将PVDF膜用PBS-T以5分钟洗涤3次，浸渍于以含有1％脱脂乳的PBS稀释

1000倍的POD标记抗小鼠抗体液并进行振荡，来进行二次反应。将PVDF膜用含有Tween  20的

PBS以5分钟洗涤3次，对PVDF膜添加发光底物(ECL  Prime,GE  Healthcare)，去除多余的液

体后以LAS500(GE  Healthcare)确认发光。

[0077] 其结果，RREN63A8可识别REN-A、A13、A23、A3各者，但无法识别REN-B、C、D、E(图

13)。由于RREN63A8可识别REN-A3，而表示可识别肾素氨基酸序列的第30號至第86號的57氨

基酸的範圍。再者，由于无法识别REN-D，亦暗示可识别肾素氨基酸序列第30位至第57位的

28氨基酸的范围的可能性。

[0078] (3)抗体彼此的抑制試验

将以PBS稀释成2μg/mL的3种本公司抗体(rREN-d-104-1、rREN-I-115、RREN63A8)添加
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于化验平板，进行固相化。以PBS-T洗涤3次，将1％BSA-PBE添加于化验平板，进行封闭。以

PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的200ng/mL的肾素与以1％BSA-PBS稀释的800μg/mL的

3种本公司抗体或者1％BSA-PBS各以等量混和后添加于化验平板，进行一次反应。以PBS-T

洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的1μg/mL的生物素化RREN21E10-19，进行二次反应。以

PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记的链霉亲和素溶液，进行三次反应。以

PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光

度。

[0079] 其结果，以3种抗体所有组合，可利用与抗原共同添加的阻害抗体来抑制反应(图

14)。藉此，其表示rREN-d-104-1及rREN-I-115可识别与RREN63A8相同的表位。

[0080] [实施例13]根据本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11与RREN21E10-19的组合夹

心的添加有VTP-27999的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体rREN-I-115或者RREN33H11溶液添加于化验平板，

进行固相化。以PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释

的200ng/mL的重组肾素溶液与100,20,4,0.8,0.16,0nM的VTP-27999溶液各以等量混和后

添加于化验平板，进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记

RREN21E10-19添加于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的

POD标记链霉亲和素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加

0.5M  H2SO4而停止发色反应，测定450nm的吸光度。

[0081] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板，接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)。进一步添加将20μL的重组肾素溶液

与VTP-27999溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正液。

于37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0082] 其结果，与添加阿利吉仑时相同，RREN33H11的组合未显示与肾素活性的相关性，

但rREN-I-115的组合显示与肾素活性的强相关性(图15)。

[0083] [实施例14]根据本公司抗体rREN-d-104-1与RREN21E10-19的组合夹心的添加有

阿利吉仑的肾素浓度的测定

(1)肾素浓度测定

将以PBS稀释的2μg/mL的本公司抗体RREN63A8溶液添加于化验平板，进行固相化。以

PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行封闭。以PBS-T洗涤3次，将以PBS稀释的400ng/mL的重

组肾素溶液与200,40,8,1.6,0.32ng/mL的阿利吉仑溶液各以等量混和后添加于化验平板，

进行一次反应。以PBS-T洗涤3次，将以1％BSA-PBS稀释的生物素化标记RREN21E10-19添加

于化验平板，进行二次反应。以PBS-T洗涤3次，添加以1％BSA-PBS稀释的POD标记链霉亲和

素溶液，进行三次反应。以PBS-T洗涤3次，添加TMB，进行发色反应。添加0.5M  H2SO4而停止发

色反应，测定450nm的吸光度。

[0084] (2)肾素活性的测定

将160μL的试验缓冲液(50mM  Tris,0.1M  NaCl,10mM  EDTA)添加于白色平板，接着，添

加20μL的20μM肾素荧光底物(DMSO,Cayman  Chemical)。进一步添加将20μL的重组肾素溶液
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与阿利吉仑溶液各以等量混和者(与使用于浓度测定者相同的试样)及肾素浓度校正液。于

37℃使其反应1小时，检测490nm的荧光(激发光：340nm)。

[0085] 其结果，与rREN-I-115相同，就使用以阿利吉仑存在时对肾素的反应性为指标而

选出的殖株rREN-d-104-1所组成的夹心ELISA，肾素浓度与肾素活性显示相关性(图16)。

[0086] [实施例15]添加有阿利吉仑的检体的肾素浓度测定

将以PBS稀释的5μg/mL的市售抗体12-12、或本公司抗体rREN-I-115、RREN33H11、或者

rREN-d-104-1溶液添加于化验平板，进行固相化。以PBS-T洗涤3次，添加1％BSA-PBS，进行

封闭。以PBS-T洗涤3次，对所含成熟肾素值既已确定的2种市售人类血浆添加阿利吉仑而成

为1000nM，于室温静置约1小时后以检体稀释液(FUJIREBIO公司制)稀释5倍而添加于化验

平板，进行一次反应。以洗涤液(FUJIREBIO公司制)洗涤3次，将以包含2％BSA的Tris缓冲液

稀释成1μg/mL的生物素化标记11-6或者生物素化标记RREN21E10-19添加于化验平板，进行

二次反应。以洗涤液(FUJIREBIO公司制)洗涤3次，添加以包含2％BSA的Tris缓冲液稀释成

0.01μg/mL的ALP标记链霉亲和素溶液，进行三次反应。以洗涤液(FUJIREBIO公司制)洗涤3

次，添加底物液(FUJIREBIO公司制)，于37℃使其反应5分钟后，检测化学发光。

[0087] 其结果，与对重组肾素添加阿利吉仑时相同，市售抗体12-12与11-6的组合、或本

公司抗体RREN33H11与RREN21E10-19的组合，添加阿利吉仑时的肾素浓度几无变化；而就包

含rREN-I-115或rREN-d-104-1的组合，添加阿利吉仑时肾素浓度减少(图17)。

[0088] 由此显示，rREN-I-115及rREN-d-104-1不识别结合阿利吉仑而不具活性的肾素。

[产业上可利用性]

[0089] 如以上所说明，根据本发明，可使用活性型肾素特异性抗体有效率地测定与肾素

活性有关的活性型肾素浓度。由于肾素活性与原发性醛固酮增多症等的疾病有关，因此，本

发明不仅对于研究上的利用，对于疾病的诊断亦可贡献极大。
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